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  [摘要] 目的 探究4种血清微RNAs(miRs)联合检测在原发性肝癌(HCC)临床筛查中的诊断价值。方

法 回顾性分析该中心2018年1月至2019年3月收治的120例HCC患者(肝癌组)的临床及病理资料,并与

同期收治的75例肝炎患者(肝炎组)、70例肝硬化患者(肝硬化组)及90例健康者(健康组)进行比较。各组血

清miR-122-5p、miR-486-5p、miR-212和miR-132表达水平采用实时荧光定量PCR(RT-PCR)进行检测,绘制

受试者工作特征(ROC)曲线并计算曲线下面积(AUC),分析4种血清miRs单独及联合检测对 HCC的诊断效

能,并与甲胎蛋白(AFP)诊断结果进行比较。结果 单因素方差分析显示:各组血清 miR-122-5p、miR-486-5p、
miR-212和miR-132表达水平均有明显差异(P<0.05);其中,肝癌组患者4种血清 miRs表达水平明显低于

其他3组(P<0.01);TNM 分期0~Ⅱ期 HCC患者4种血清 miRs表达水平明显高于Ⅲ~Ⅳ期患者(P<
0.05)。ROC曲线分析显示:单项检测时,APF的AUC值(0.873)及灵敏度(74.09%)最高,miR-122-5p的特

异度(91.36%)最高;联合检测的AUC值(0.925)及灵敏度(95.14%)均明显高于4种血清 miRs、AFP单项诊

断,但特异度较低。结论 4种血清 miRs单独诊断 HCC时的灵敏度及 AUC值均低于 AFP,但联合诊断时

AUC值及灵敏度明显提高,在HCC的诊断中具有良好的诊断效能。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

four
 

serum
 

microR-
NAs

 

(miRs)
 

in
 

the
 

clinical
 

screening
 

of
 

hepatocelluar
 

carcinoma
 

(HCC).Methods The
 

clinical
 

and
 

pathologi-
cal

 

data
 

of
 

120
 

patients
 

with
 

HCC
 

(the
 

hepatocarcinoma
 

group)
 

admitted
 

to
 

thiscenter
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

March
 

2019
 

were
 

retrospectively
 

analysed,and
 

were
 

compared
 

with
 

data
 

of
 

75
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

(the
 

hep-
atitis

 

group),70
 

patients
 

with
 

cirrhosis
 

(the
 

cirrhosis
 

group)
 

and
 

90
 

healthy
 

subjects
 

(the
 

healthy
 

group).The
 

serum
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-122-5p,miR-486-5p,miR-212
 

and
 

miR-132
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

quantitative
 

real-time
 

PCR(RT-PCR).The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn,and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

calculated.The
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

the
 

four
 

serum
 

miRs
 

alone
 

and
 

jointly
 

tested
 

for
 

HCC
 

was
 

analyzed,andwas
 

compared
 

with
 

the
 

diagnosis
 

efficacy
 

of
 

alpha-fetoprotein
 

(AFP).
Results The

 

one-way
 

ANOVAanalysis
 

showed
 

that
 

the
 

serumexpression
 

levels
 

of
 

miR-122-5p,miR-486-5p,
miR-212

 

and
 

miR-132
 

were
 

significantly
 

different
 

among
 

the
 

four
 

groups
 

(P<0.05).Among
 

them,the
 

serum
 

expression
 

levels
 

of
 

four
 

miRs
 

in
 

the
 

hepatocarcinoma
 

groupwere
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

three
 

groups
 

(P<0.01).The
 

serum
 

expression
 

levels
 

of
 

four
 

miRs
 

in
 

HCC
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

0-Ⅱ
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ(P<0.05).The
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

APFhad
 

the
 

highest
 

AUC
 

value
 

(0.873)
 

and
 

sensitivity
 

(74.09%),miR-122-5p
 

had
 

the
 

highest
 

specificity
 

(91.36%).The
 

AUC
 

value
 

(0.925)
 

and
 

sensitivity
 

(95.14%)
 

of
 

the
 

joint
 

detection
 

of
 

the
 

four
 

miRs
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

thatf
 

of
 

the
 

four
 

serum
 

miRs
 

and
 

AFP
 

single
 

diagnosis,but
 

the
 

specificity
 

was
 

low.Conclusion The
 

diagnostic
 

sensitivity
 

and
 

AUC
 

value
 

of
 

the
 

four
 

serum
 

miRs
 

alone
 

and
 

joint
 

detec-
tion

 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

AFP,but
 

were
 

significantly
 

improved
 

in
 

the
 

combined
 

diagnosis,which
 

show
 

good
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diagnostic
 

efficacyin
 

the
 

diagnosis
 

of
 

HCC.
[Key

 

words] liver
 

neoplasms;microRNAs;miR-122-5p;miR-486-5p;miR-212;miR-132;diagnosis,dif-
ferential

  原发性肝癌(hepatocelluar
 

carcinoma,HCC)是
临床发病率及病死率极高的的恶性肿瘤之一[1]。我

国作为乙型肝炎大国,HCC发病及死亡人数占全球

50%以上[2],其发病率呈逐年快速增长趋势,且发病

年龄不断趋于年轻化,已成为我国临床关注的重点和

亟待解决的问题之一。由于肝癌晚期的病死率非常

高,积极预防、早诊断和早治疗是提高患者生存率的

关键。随着肝癌生物学基因分子层面的发病机制得

到深入研究,甲胎蛋白(AFP)等多种生物分子在肝癌

发生、发展中的作用机制得以明确;其中,AFP已成为

临床诊断肝癌应用最为广泛的血清肿瘤标记物之

一[3]。但临床中通过AFP对肝癌的诊断仍然缺乏足

够的敏感性和特异性,因此,寻找到更加灵敏、可靠的

诊断指标是目前临床肝癌诊治中的研究热点。近年

来,越来越多的研究证实,miRNA通过相应的作用靶

点和通路参与了肝癌细胞的发生、发展过程,如微

RNAs(microRNA,miRs)中的 miR-122-5p、miR-486-
5p、miR-212和 miR-132等均与肝癌的发生、发展具

有密切关系,并被称为早期诊断 HCC的潜在生物学

标记物[4]。但目前临床仍然缺乏关于这些 miRs在肝

癌诊断治疗中的应用研究。为进一步研究和证实

miRs在肝癌中的表达情况及其作用机制,提高肝癌

的早期诊断率,本研究采用实时荧光定量PCR(RT-
PCR)对120例HCC患者的4种血清miRs表达水平

进行检测,探究4种血清miRs联合检测对HCC的诊

断效能,现将结果报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

回顾分析本中心2018年1月至2019年3月收治

的120例 HCC患者的临床及病理资料,TNM 分期

0~Ⅱ期占43.33%(52例),Ⅲ~Ⅳ期占56.67%(68
例)。纳入标准[5]:(1)经影像学、病理或实验室等检

查确诊为HCC,参照《原发性肝癌诊疗规范(2017年

版)》[6]中相关诊断标准;(2)未进行手术治疗、放化

疗、靶向治疗等相关抗肿瘤治疗;(3)对本研究知情,
自愿参加本项研究并签署知情同意书。排除标准:
(1)诊断为其他类型肝癌的患者;(2)合并严重肝、肾
等脏器功能不全或有严重系统性疾病的患者;(3)妊
娠期和哺乳期妇女。将120例 HCC患者作为肝癌

组,选取同期收治的75例慢性乙型肝炎患者作为肝

炎组、70例肝硬化患者作为肝硬化组及90例健康者

作为健康组。各组研究对象性别、年龄、体重比较,差
异无统计学意义(P>0.05),见表1。本研究经本中

心伦理委员会审核批准。
1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂

7500
 

Fast
 

RT
 

PCR仪(美国 ABI公司)、Nano-
Drop2000C分光光度计(美国赛默飞世尔公司)、高低

速离心机、旋涡振荡器及-80
 

℃低温冰箱。miR-
Neasy

 

Serum/plasma试剂盒(批号:217184)、miS-
cript

 

SYBR
 

Green
 

PCR 试 剂 盒 (批 号:218075)、
RNasee

 

Free
 

dd
 

H2O、逆转录试剂盒等均购自德国

QIAGEN 公 司;miR-122-5p、miR-486-5p、miR-212、
miR-132和U6引物序列均购自中国上海吉凯基因化

学技术有限公司。
表1  各组患者一般临床资料

组别 n 性别(男/女,n/n) 年龄(x±s,岁) 体重(x±s,kg)

肝癌组 120 85/35 50.86±11.35 65.56±8.54
肝炎组 75 54/21 49.58±12.09 63.83±10.43
肝硬化组 70 47/23 52.87±11.65 66.95±14.56
健康组 90 58/32 48.98±10.86 64.45±9.84
F/χ2 1.471 1.256 1.382
P 0.689 0.426 0.096

1.2.2 血清RNA提取

抽取受试者空腹静脉血2
 

mL,1
 

000×g离心10
 

min分离血清。取血清200
 

μL,利用 miRNeasy
 

Ser-
um/plasma试剂盒提取血清RNA,操作严格按照试

剂盒说明书进行。将 miRNA 溶于20
 

μL
 

dd
 

H2O
中,应用 Nano-Drop2000C分光光度计检测 RNA吸

光度值,取260
 

nm及280
 

nm处吸光度比值(A260/280)
在1.8~2.0的样品,置于-80

 

℃保存备用。
1.2.3 miRNA逆转录及RT-PCR反应

采用逆转录试剂盒将 miRNA逆转录为特定的

cDNA,并置于-80
 

℃保存备用。操作严格按照Qia-
gen公司逆转录试剂盒说明书进行。RT-PCR反应:
应用制备好的cDNA作为模版,分别配置 miR-122-
5p、miR-486-5p、miR-212及 miR-132反 应 管,各3
份,同时设置阳性对照、阴性对照和空白对照,内参选

用U6。操作严格按照 Qiagen公司 miScript
 

SYBR
 

Green
 

PCR试剂盒说明书进行。循环参数:
 

95
 

℃预

变性30
 

s;95
 

℃
 

3
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环。退火

时检测荧光信号,每个反应孔的荧光信号达到设定阈

值时的循环数即为Ct值。ABI
 

7500软件分析熔解曲

线,用2-△Ct计算血清miR基因的相对表达水平。
1.2.4 血清AFP水平检测

采用全自动电化学发光免疫分析仪(CobasE601)
进行检 测,仪 器 与 配 套 试 剂 盒 均 购 自 瑞 士 Roche
公司。
1.2.5 联合检测诊断标准[7]

联合检测时4种血清miRs指标任何一项检测大
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于或等于其临界值即判为阳性。
1.3 观察指标

(1)不同组别患者血清 miR-122-5p、miR-486-5p、
miR-212和miR-132水平;(2)HCC组不同疾病分期

患者血清 miR-122-5p、miR-486-5p、miR-212和 miR-
132水平;(3)受试者工作特征(ROC)曲线分析4种

血清miR联合检测对HCC的诊断效能。
1.4 统计学处理

资料均应用SPSS23.0统计软件进行统计分析,
计数资料以例数或百分比表示,并行χ2 检验;计量资

料以x±s表示,两组间比较采用两独立样本t检验,
多组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用SNK
检验;绘制ROC曲线,并比较曲线下面积(AUC);检
验水准均选取双侧α=0.05,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 各组血清4种miRs水平比较

单因素方差分析显示:各组血清 miR-122-5p、

miR-486-5p、miR-212和 miR-132表达水平比较,差
异均有统计学意义(P<0.05);其中,肝癌组患者4种

血清miRs表达水平明显低于其他3组,差异均有统

计学意义(P<0.01),见表2。
2.2 肝癌组不同疾病分期患者血清4种 miRs水平

比较

0~ Ⅱ 期 患 者 血 清 miR-122-5p、miR-486-5p、
miR-212和miR-132水平均高于Ⅲ~Ⅳ期患者,差异

有统计学意义(P<0.05),见表3。
2.3 ROC曲 线 分 析4种 血 清 miRs联 合 检 测 对

HCC的诊断效能

ROC曲线分析显示:单项检测时,AFP的 AUC
值(0.873)及灵敏度(74.09%)最高,miR-122-5p的特

异度(91.36%)最高;联合检测时,AUC值(0.925)及
灵敏度(95.14%)均明显高于4种血清miRs、AFP单项

检测,但特异度(68.20%)较低,4种血清 miRs联合检

测的AUC值明显大于各指标单项检测的AUC值,差
异有统计学意义(Z=5.98,P<0.01),见表4,图1、2。

表2  各组血清 miRs水平比较(x±s)

组别 n miR-122-5p miR-486-5p miR-212 miR-132

肝癌组 120 0.146±0.053 0.422±0.126 0.047±0.025 0.006±0.003

肝炎组 75 0.453±0.162a 0.628±0.207a 0.588±0.217a 0.345±0.234a

肝硬化组 70 0.530±0.185a 0.652±0.235a 0.314±0.153ab 0.080±0.043ab

健康组 90 0.734±0.241ab 0.768±0.264ab 0.980±0.261abc 1.012±0.250abc

F 206.81 45.88 619.90 579.41

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.01,与肝癌组比较;b:P<0.05,与肝炎组比较;c:P<0.05,与肝硬化组比较。

表3  肝癌组不同疾病分期患者血清4种 miRs水平比较(x±s)

TNM分期 n miR-122-5p miR-486-5p miR-212 miR-132

0~Ⅱ 52 0.285±0.096 0.653±0.186 0.061±0.020 0.008±0.003

Ⅲ~Ⅳ 68 0.116±0.021 0.308±0.098 0.029±0.017 0.004±0.001

t 15.66 12.15 9.26 9.23

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表4  各指标单项检测及4种血清 miRs联合检测对 HCC的诊断效能比较

指标 灵敏度(%) 特异度(%) PPV(%) NPV(%) AUC(95%CI) Cut-off值

AFP 74.09 77.73 86.89 74.74 0.873(0.835~0.910) 0.638

miR-122-5p 72.54 91.36 93.71 65.45 0.846(0.808~0.885) 0.368

miR-486-5p 62.87 65.08 81.53 59.68 0.771(0.721~0.820) 0.485

miR-212 70.43 72.68 84.85 72.21 0.804(0.759~0.848) 0.413

miR-132 71.56 76.94 88.56 76.93 0.839(0.799~0.879) 0.298

联合检测 95.14 68.20 74.46 85.93 0.925(0.894~0.956) -

χ2/Z 7.32 4.89 2.53 1.94 5.98 -

P <0.01 <0.01 <0.05 <0.05 <0.01 -

  PPV:阳性预测值;NPV:阴性预测值;-:无数据。
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图1  血清 miRs单独检测与血清AFP诊断 HCC的

ROC曲线

图2  血清 miRs联合检测诊断 HCC的ROC曲线

3 讨  论

  肝癌的临床诊断主要依靠影像学、病理组织学及

实验室检查等方法,其中病理学诊断是金标准。但上

述方法存在明显的缺点:(1)由于大部分患者此时已

为肝癌中晚期,确诊的临床价值大大降低;(2)这些方

法的诊断效率低、耗时费力,且存在较大的创伤性[8]。
血清肿瘤标记物的不断研究及其对应的检测试剂和

检测技术的研发应用为肝癌的诊断提供了新的思路,
对实现肝癌的早期诊断发挥了重要作用。但目前临

床上应用于肝癌诊断的主要肿瘤标志物单个分子检

测的灵敏度和特异度有待提高;而 miRs作为调控基

因转录、翻译表达的主要元件,与肝癌的发生、发展具

有密切关系[9]。通过检测血清miRs的表达为提高肝

癌早期诊断的准确性带来了新的可能。
 

miR-122-5p是肝脏特异性的一种 miRNA,位于

18号染色体上,其在肝细胞的增殖、基因表达、应激反

应及肝细胞癌等多种生物学过程起着重要的调控作

用[10-11]。肝细胞癌变后 miR-122-5p的表达水平发生

明显下调,并导致肝癌细胞的生长、转移,使其恶性特

征更为明显[12]。miR-486-5p是胎肝中最先被克隆的

miR,但其在 HCC中的相关作用机制尚未阐明[13]。
研究显 示,miR-486-5p在 肝 癌 组 织 及 细 胞 中 低 表

达[14]。而最新研究显示,miR-486-5p具有抑制 HCC
细胞增殖、迁移,促进癌细胞凋亡及促进 HCC细胞间

质上皮转化等作用,其可能是通过抑制靶基因CIT、
CLDN10等发挥对 HCC细胞增殖、迁移的抑制作

用[15]。miR-212与miR-132具有部分相同的序列片

段,均来源于同一基因簇。miR-132被普遍认为是血

管生长的刺激因子,miR-132表达上调时可促进毛细

血管的修复能力,而miR-132表达下调后机体的自我

修复能力、愈合能力降低[16]。miR-212则与细胞的分

裂活力相关[17]。研究显示,miR-212与miR-132在脑

部疾病和癌症中发挥重要作用,是神经元的正常分

化、成熟和功能形成所必须的调控因子;多种脑相关

疾病如阿尔茨海默病等均表现为 miR-212与 miR-
132的表达降低;而过表达的 miR-212与 miR-132能

够抑制肝癌细胞增殖与转移[18-19]。这可能是由于

miR-212与miR-132通过调节转录因子中信号转导

及转录激活蛋白-4等发挥作用。
近年来通过检测血液、尿液、唾液等体液的 miRs

对肿瘤进行诊断及治疗成为临床研究 热 点 方 向。
YIN等[20]检测了 HCC患者血清 miR-122-5p的表达

水平,并采用 ROC曲线分析其诊断效能,结果显示

AUC值为0.869;最佳诊断临界值为0.475,对应的

灵敏度和特异度分别为81.6%、83.3%。本研究中

miR-122-5p的ROC曲线分析结果与此相似。基于上

述的研究及理论基础,本研究通过RT-PCR技术检测

患者血清miRs基因的表达水平,进一步探究HCC患

者中 miR-122-5p、miR-486-5p、miR-212和 miR-132
的表达情况及其在 HCC中的临床意义。同时,应用

ROC曲线分析4种miRs联合检测与AFP对肝癌诊

断的效果并进行比较。研究结果显示,HCC患者血

清 miR-122-5p、miR-486-5p、miR-212和 miR-132表

达水平明显低于肝炎组、肝硬化组患者及健康人群;
不同TNM分期HCC患者血清4种 miRs的表达也

有明显差异,晚期(Ⅲ~Ⅳ期)患者明显低于早期患者

(0~Ⅱ期),表明血清4种 miRs与 HCC患者的病情

分期具有相关性。ROC曲线分析显示,单项检测时,
4种血清 miRs的 AUC值均低于 APF;而联合检测

时,诊断 HCC的灵敏度显著提高,但特异度有所降

低。总体上,血清4种miRs联合检测对HCC的诊断

效能显著优于AFP。
  

综上所述,4种血清miRs是诊断 HCC较为敏感

的指标,联合检测对HCC具有显著诊断价值,有望作

为早期诊断肝癌新的理想的辅助诊断方案,但其临床

应用仍然需要进一步的临床研究加以验证。
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