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摘　 要:　 目的　 探讨循环 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌患者血清中的表达情况及对诊断的临床意义ꎮ 　 方法　 运用

ＱＲＴ￣ＰＣＲ 技术分别检测 ４５ 例肝癌患者(肝癌组)及正常人(对照组)血清中 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达量ꎮ 　 结果　 与对

照组相比ꎬ肝癌患者血清标本中 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达量明显高于正常人ꎬ且差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ＲＯＣ 曲

线下面积是 ０.８０５ꎬｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４２８１ 作为肝癌诊断的灵敏度为 ８４.４０％ꎬ特异度是 ７３.３０％ꎮ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达与

ＡＦＰ 无明显相关性ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 分析提示 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 表达水平高的患者具有较短的生存期限(Ｐ<０.０５)ꎮ 　 结

论　 检测 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 有利于肝癌的诊断ꎬ可作为 ＨＣＣ 潜在的临床诊断标志物ꎬ同时其对于评估患者的预后具有

重要作用ꎮ
关键词:　 肝癌ꎻ　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ꎻ　 诊断ꎻ　 预后
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ｈｅａｌｔｈｙ (ｎ＝ ４５) ａｎｄ ＨＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ (ｎ＝ ４５) ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ. 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ
ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｐ<０.０５).Ｔｈｅ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｒｅｃｅｉｖｅｒ￣ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ ｗａｓ ０.８０５ꎬ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ８４.４０％ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ ｏｆ ７３.３０％.Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ ａｎｄ ＡＦＰ ｈａｄ ｎｏ ｃｏｒｒｅ￣
ｌａｔｉｏｎ.Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｓｅｅｍｅｄ ｔｏ ｌｉｖｅ ａ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ￣４２８１(Ｐ<
０􀆰 ０５).　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ ｍａｙ ｈｅｌｐ ｔｏ ｄｉａｇｎｏｓｅ ＨＣＣ.ＭｉＲＮＡ￣４２８１ ｍａｙ ｂｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ꎻ　 ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎻ　 ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　 　 原发性肝癌是目前世界上最常见的恶性肿瘤之

一ꎬ其高居癌症相关死亡肿瘤的世界第三位ꎬ具有恶

性程度高、转移率高、复发率高及生存率低的流行病

学特点ꎬ严重危害人民生命健康ꎬ成为威胁人类公共

卫生的巨大挑战[１]ꎮ 由于肝癌的早期临床表现隐

匿和缺乏有效的早期诊断ꎬ大部分患者诊断时都为

晚期肝癌ꎬ常伴有远处转移或肝内转移ꎬ其预后差ꎬ
生存期短ꎮ 因此ꎬ早期发现和诊断对于及时采取有

效的治疗手段ꎬ改善患者预后ꎬ延长生存期具有重要

的临床意义[２]ꎮ 循环 ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类单

链ꎬ内 源 性 非 编 码 小 分 子 ＲＮＡ[３]ꎮ 研 究 表 明

ｍｉＲＮＡｓ 参与了疾病的发生发展、 复发及转移ꎬ
ｍｉＲＮＡ 的表达紊乱是导致包括肝癌在内的一系列

７５中南医学科学杂志 ２０１７ 年 １ 月第 ４５ 卷第 １ 期



肿瘤形成的重要因素[４]ꎮ 目前已有研究证明循环

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在肝癌的诊断、转移复发以及预后中都具

有重要的作用[５￣６]ꎮ 例如研究表明 ｍｉＲ￣２０ａ 可以抑

制 Ｈｅｐ Ｇ２ 细胞(肝肿瘤细胞)的生长、侵袭以及转

移ꎬ因此有望作为肝癌诊断和治疗的新分子靶

点[７]ꎮ 但对于 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 与肝癌的关系报道较

少ꎬ因此ꎬ本文研究 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌患者以及正

常人血清中的表达情况ꎬ分析其与肝癌相关病理生

理的关系ꎬ明确 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌诊断和预后中

的作用ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 实验对象　 　 ４５ 例肝癌患者组来自于南华大

学附属南华医院及附属第一医院在 ２０１５ 年 ９ 月至

２０１６ 年 １ 月的肝癌患者ꎮ 患者年龄为 ３１~８０ 岁ꎬ平
均年龄为 ５７.６４ 岁ꎮ 每例肝癌患者至少经过超声、
ＣＴ 和组织病理学中的两种方法ꎬ并结合相关病史及

血清 ＡＦＰ 水平而确诊ꎮ 所有样本均在患者进行治

疗前收集ꎮ 对照组的 ４５ 例正常人血清样本来自南

华大学附属南华医院体检中心ꎬ年龄 ２８ ~ ７２ 岁ꎬ平
均年龄 ４５.２２ 岁ꎮ 所有参与研究者在实验前均签署

了知情同意书ꎬ同时经过了南华大学伦理委员会的

批准ꎮ 肝癌患者组和健康对照组均取外周血 ２ ｍＬꎬ
离心后取上层血清ꎬ放至－８０ ℃环境中保存ꎮ
１.２　 实验材料　 　 所有实验耗材均购自湖南科泰

公司ꎬＱＩＡｚｏｌ Ｌｙｓｉｓ Ｒｅａｇｅｎｔ 、ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ Ｋｉｔ、ｍｉＲ￣
Ｎｅａｓｙ Ｓｅｒｕｍ / Ｐｌａｃｍａ Ｋｉｔ 、Ｈａｓ＿ｍｉＲ￣４２８１、Ｈａｓ＿ｍｉＲ￣
６０８７、 Ｈａｓ＿ｍｉＲ￣３９ 特异性反转录引物及 ｑＰＣＲ 特异

性扩增引物、ｍｉＳｃｉｐｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｋｉｔ 均购自德

国 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎮ
１.３　 实验方法

１.３.１　 总 ＲＮＡ 的提取　 取上层血清标本 ２００ｕｌꎬ加
入 ５ 倍量的 ＱＩＡｚｏｌ 试剂并严格按照 ＱＩＡｚｏｌ Ｌｙｓｉｓ
Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒说明书上进行操作ꎮ
１.３.２　 ｃＤＮＡ 合成　 取 ３ｕＬ 上述步骤中提取的 ＲＮＡ
做模板ꎬ参照 ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ Ｋｉｔ 试剂盒上要求ꎬ分别

加入以下试剂:４μＬ ｏｆ ５ｘ ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＨＩＳｐｅｃ Ｂｕｆｆｅｒꎬ
２ μＬ ｏｆ １０ｘ ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｎｕｃｌｅｉｃｓ Ｍｉｘꎬ９μＬ ｏｆ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ
ｗａｔｅｒ ａｎｄ ２μＬ ｏｆ ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍｉｘꎮ
反应体系共 ２０μＬꎬ放至 ＰＣＲ 逆转录仪中ꎬ设置反应

条件为 ３７ ℃ ６０ 分钟ꎬ９５ ℃ ５ 分钟ꎬ４ ℃ ３０ 分钟ꎮ
最后所得 ｃＤＮＡ 中加入 ２００μＬ 无酶水后可放至－２０

℃中长期保存ꎮ
１.３.３　 ＱＲＴ￣ＰＣＲ　 反应在 ４８ 孔板中分别加入 ５ μＬ
ｏｆ ２× ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ１ μＬ
ｏｆ １０ × ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒꎬ１ｕｌ ｏｆ １０ × Ｈａｓ ＿
ｍｉＲ￣３９ ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｐｒｉｍｅｒ Ａｓｓａｙ ｏｒ １μＬ ｏｆ Ｈａｓ ＿ｍｉＲ￣
ｍｉＲＮＡ￣４２８１ ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｐｒｉｍｅｒ Ａｓｓａｙꎬ ２μＬ ｏｆ ＲＮａｓｅ￣
ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 和 １ μＬ 上述 ｃＤＮＡꎮ 使用实时荧光定量

ＰＣＲ 仪(ｉｌｌｕｍｉｎａＥｃｏ ４８)ꎬ反应分为两步ꎬ第一步是

９５ ℃ １５ 分钟预变性 １ 个循环ꎻ然后进行第二步扩

增 ４０ 个循环(９５ ℃１５ 秒ꎬ５５ ℃３０ 秒ꎬ７０ ℃３０ 秒)ꎮ
本次实验使用 ２－△△ＣＴ法来进行比较ꎬ同时利用

ｍｉＲ￣３９ 作为内参进行数据的标准化ꎬ测出 ｍｉＲＮＡｓ
的相对表达量ꎮ 同时为了进一步保证实验的准确

性ꎬ每次实验均设置了三个重复孔ꎬ利用重复孔的平

均值进行计算ꎮ
１.３.４　 统计分析　 数据用均数±标准差表示ꎮ 采用

了 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件进行分析ꎮ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的

相对表达量 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌患者及正常人中表

达量水平的比较使用了 ｔ 检验ꎮ ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表

达量与肝癌患者临床特征各参数间的比较运用了单

因素变量分析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示为差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌患者及正常人血清中的表

达水平　 　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌患者血清中的相对表

达量是 １１.８７±２.４４ꎮ 正常人血清中 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的相

对表达量分别是 ８.３８±２.１１ꎮ 结果提示 ｍｉＲＮＡ￣４２８１
在肝癌患者血清中的表达量明显高于正常人ꎬ两者有

统计学差异(Ｐ<０.０５)(见图 １)ꎮ 通过绘制受试者工

作曲线(ＲＯＣ)(见图 ２)ꎬ当 ｍｉＲＮＡ 的相对表达量为

１０.８６ 时ꎬ其 Ｙｏｕｄｅｎ 指数最大ꎬ此时 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 诊断

肝癌的 ＲＯＣ 曲线下面积是 ０.８０５ꎬ并且其灵敏度是

８４. ４０％ꎬ特异度是 ７３. ３０％ꎮ 上述结果提示检测

ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 对于肝癌诊断具有重要的意义ꎮ
２.２　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 与 ＡＦＰ 的相关性分析 　 　 通过

计算 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数ꎬ来分析 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 与 ＡＦＰ
的之间相关性ꎮ 分析结果得出 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 与 ＡＦＰ
之间相关性 ｒ ＝ ０.１５ꎬＰ ＝ ０. ９ꎬ说明 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 与

ＡＦＰ 没有相关性ꎬ可作为肝癌的独立诊断标准.
２.３　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 与肝癌患者临床病理特征的相关

性分析　 　 不同性别、肿瘤大小、疾病分期、ＡＦＰ水
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图 １　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４２８１ 在正常人及

肝癌患者血清中的表达情况

图 ２　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４２８１ 在肝癌患者血清诊断的 ＲＯＣ 曲线

平、肝功能(转氨酶、总胆红素)、乙型肝炎表面抗原

等临床特点中ꎬｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达量无明显差异

(Ｐ>０.０５)(见表 １)ꎮ 将实验中 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达

量按其平均数分为高、低两组ꎮ 实验结果表明 ｍｉＲ￣
ＮＡ￣４２８１ 表达量高的组别中ꎬ其病人的生存期相对

较短ꎬ且高、低两组数据的差异同样具有统计学意义

(Ｐ<０.０５)(见图 ３)ꎮ

３　 讨　 　 论

众所周知ꎬ肝癌起病隐匿ꎬ早期临床症状不明

显ꎬ同时由于现有诊断手段的局限ꎬ病人确诊时多为

晚期ꎮ 如果能够早期诊断ꎬ在肝癌只有单一肿块或

肿块大小在 ２ｃｍ 以内ꎬ早期进行根治性手术ꎬ患者

的 ５ 年生存期将大大延长[８]ꎮ 因此ꎬ需要一种行之

有效的诊断方法来提高早期诊断率ꎮ 目前临床上主

要是通过血清 ＡＦＰ 检测以及影像学检查等来进行

肝癌的诊断ꎬ但是这些诊断手段仍存在一定的局限

性ꎬ无法十分有效的进行肝癌的早期诊断[９]ꎮ 与

ＡＦＰ 不同的是ꎬｍｉＲＮＡｓ 更早、更稳定的在体液或组

织中表达ꎬ即使经过高温、极酸或极碱性条件下ꎬ血
浆中ｍｉＲＮＡｓ的含量变化不大ꎬ甚至是经过多次冻

表 １　 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达量与肝癌患者临床特征的

相关性分析

例数 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 表达量 Ｐ 值

性别　 男 ３３ １０.８１±２.３５ ０.２７
　 　 　 女 １２ １１.８４±２.７９
肿瘤直径

　 >５ ｃｍ ３０ １１.２０±２.５０ ０.６７
　 <５ ｃｍ １５ １０.８５±２.５３
分期

　 ⅠꎬⅡ ９ １１.５６±１.９０ ０.４３
　 ⅢꎬⅣ ３６ １０.９６±２.６２
ＡＦＰ
　 <４００ μｇ / Ｌ ２２ １０.８８±２.７９ ０.４７
　 >４００ μｇ / Ｌ ２３ １１.４０±２.０７
谷草转氨酶

　 >６５ ＩＵ / Ｌ １９ １１.２３±２.５５ ０.９
　 <６５ ＩＵ / Ｌ ２６ １１.１３±２.２５
谷丙转氨酶

　 >６５ ＩＵ / Ｌ １４ １１.１８±２.５７ ０.８７
　 <６５ ＩＵ / Ｌ ３１ １１.０４±２.４８
总胆红素

　 >２５ μｍｏｌ / Ｌ １６ １０.８９±２.９６ ０.７３
　 <２５ μｍｏｌ / Ｌ ２９ １１.８８±２.２３
乙肝表面抗原

　 阳性 １９ １０.７４±２.４５ ０.４３
　 阴性 ２６ １１.３４±２.５３

图 ３　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣４２８１ 表达水平

高(黑线)的患者有较低的生存期ꎬ浅色线提示 ｍｉＲＮＡ￣４２８１
表达低组具有较高的生存期ꎬ两组数据的差异有统计学意义

融循环ꎬ其同样能保持相对稳定[１０]ꎮ 越来越多的研

究表明ꎬｍｉＲＮＡｓ 对于包括肝癌在内的许多疾病的

发生、发展、增殖及转移等多个生物学过程都起到了

一定的作用[３ꎬ１１]ꎮ 已有研究证明了 ｍｉＲ￣９６ 可以作

为肝癌诊断的新型标志物ꎬ同时其表达水平与肿瘤

大小及分期有关[１２]ꎮ Ｒｕａｎ Ｔ 等发现了 ｍｉＲ１８６ 在

肝癌患者中是低表达的ꎬ同时其可抑制肝癌细胞的

增值、转移及侵袭[１３]ꎮ 另外研究发现 ｍｉＲ￣１０１ 可通

过作用于血管内皮因子来抑制肝癌细胞的迁移和侵

９５中南医学科学杂志 ２０１７ 年 １ 月第 ４５ 卷第 １ 期



袭ꎬ这对于利用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 对肝癌进行靶向治疗提

供了有利证据[１４]ꎮ 目前已有大量关于肝癌中循环

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的研究ꎬ也证明了其对于肝癌的诊断、转
移以及预后的关系ꎮ 但是目前关于 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 在

肝癌中的表达情况并没有相关的研究报道ꎮ 本研究

通过高通量筛查选出在肝癌患者及正常人血清标本

中表达水平具有明显差异的 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ꎮ 结果显

示肝癌患者血清 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 的表达量较正常人明

显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ同时 ＲＯＣ 曲线分析得出 ｍｉＲＮＡ￣
４２８１ 检测对于肝癌诊断的灵敏度和特异度均较高ꎬ
并且其与 ＡＦＰ 的表达水平无明显相关性ꎬ可做为肝

癌的独立诊断标准[１５]ꎮ 本研究结果显示 ｍｉＲＮＡ￣
４２８１ 的表达水平与患者的性别、肿瘤大小、疾病分

期、肝功能情况以及存在过乙型肝炎病毒感染等无

明显差异(Ｐ>０.０５)ꎬ提示 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 可以用于肝

癌的诊断ꎬ 有可能作为一种新的肿瘤标志物ꎮ
Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线分析表明 ｍｉＲＮＡ￣４２８１ 表达

水平高的患者倾向于有更短的生存期(Ｐ<０.０５)ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现 ｍｉＲ￣４２８１ 在肝癌患者中

明显升高ꎬ说明其可能在肝癌的发生、发展中发挥了

重要作用ꎬ为肝癌的诊断和预后评判提供了新思路ꎬ
是否能作为评估患者预后的潜在标志物还需进一步

研究ꎮ
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ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣Ｃ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] .
Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔꎬ２０１６ꎬ１１(１):４３３￣４３８.

[１５] 　 Ｈｅ ＳꎬＺｈａｎｇ ＪꎬＬｉｎ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２７ｂ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ[Ｊ] .Ｍｏｌ Ｍｅｄ
Ｒｅｐꎬ２０１６ꎬ１３(３):２８０１￣２８０８.

(本文编辑:秦旭平)

０６ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪａｎｕａｒｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.１


