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肝癌患者血清中４种 ｍｉＲＮＡｓ的表达研究
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摘　要　目的　探讨肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）简称肝癌患者血清中 ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２１、ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ、

ｍｉＲ－２２３－３ｐ在诊断肝癌中的临床意义，以及分析与肝癌病理因素的关系。方法　共收集 ４２例肝癌、３５例慢性活动性肝炎以

及 ３０例正常对照血清标本，应用 ＤＤＰＣＲ技术检测血清中 ４种 ｍｉＲＮＡｓ的表达量，化学发光法检测血清中 ＡＦＰ含量。结果　肝

癌血清中，ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３Ｐ、ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ、ｍｉＲ－２２１的表达量分别为 ７９．４２±２１．４６、１４９．５２±４２．５８、５．６７±３．３７、

５３１６±１４．１２ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，表达上调的有 ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３Ｐ和 ｍｉＲ－２２１，三者分别与正常对照组比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），其中 ｍｉＲ－２２１较慢性活动性肝炎和正常对照组差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；三者 ＲＯＣ曲线分析敏感度、特异

性和曲线下面积分别为 ｍｉＲ－２１（８５．６％、７４．９％、０．８１１）、ｍｉＲ－２２３－３Ｐ（７３．２％、７１．６％、０．７０９）和 ｍｉＲ－２２１（７６．３％、７３．６％、

０．７６１），三者联合检测结果明显提高（９３．６％、９２．９％、０．９３５）；Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显示，血清中 ｍｉＲ－２２１的表达量与肝癌的
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ＴＮＭ分级有关（Ｐ＜０．０５），而与患者性别、年龄、是否携带 ＨＢＶ病毒、ＡＦＰ水平等无关（Ｐ＞０．０５）。结论　血清 ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－

２２３－３Ｐ和 ｍｉＲ－２２１在肝癌患者中显著上升，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），可能对肝癌的诊断和预后存在潜在

的价值。
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ｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（９３．６％，９２．９％，０．９３５）．Ｓｐｅａｒｍａｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｍｉＲ－２２１ｉｎｓｅｒｕｍｗａｓｒｅｌａｅｎｄｗｉｔｈｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒＴＮＭｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗａｓｎｏｔｒｅｌａｔｅｄｔｏｐａｔｉｅｎｔｓ′ｇｅｎｄｅｒ，ａｇｅ，ｌｅｖｅｌｏｆ

ＡＦＰ，ｃａｒｒｙｉｎｇｔｈｅＨＢＶｖｉｒｕｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳｅｒｕｍｍｉＲ－２１，ｍｉＲ－２２３－３ＰａｎｄｍｉＲ－２２１ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎＨＣＣ

ｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｍａｙｈａｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｌｕｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＤＤＰＣＲ；ＨＣＣ；ｍｉＲＮＡ；ＡＦＰ

　　微小 ＲＮＡ，又称 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ），是一类由
长度约为１９～２４个核苷酸组成的高度保守的内源性
小 ＲＮＡ。它通过与靶 ｍＲＮＡ的 ３′ＵＲＴ结合，促进靶
ｍＲＮＡ的降解或者抑制蛋白翻译，在基因转录后的水
平发挥调控作用，参与细胞分裂、增殖、侵袭和迁移等

生物过程
［１］
。越来越多的研究结果表明，ｍｉＲＮＡ表

达水平的异常与肿瘤的发生、发展密切相关
［２］
。并

且 ｍｉＲＮＡ的表达具有时空的特异性，即在不同组织
的同一时期、同一组织的不同时期，ｍｉＲＮＡ的表达情
况是不同的

［３］
。因此，ｍｉＲＮＡ可以用来作为诊断肿

瘤或者肿瘤预后判断的潜在标志物。本研究通过文

献查阅选择了 ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３ｐ、ｍｉＲ－１９９ａ－
３ｐ、ｍｉＲ－２２１等 ４种血清 ｍｉＲＮＡｓ，利用当前比较先
进的微滴式数字 ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ＤＤＰＣＲ）技
术验证它们在肝癌诊断中的临床意义及其与患者临

床病理资料的关系。

材料与方法

１．一般资料：选取２０１５年１～８月到笔者医院就
诊的１６例肝癌、３５例慢性活动性肝炎、３０例正常对
照血清标本，以及选取２０１５年２～６月在温州医科大

学附属第一医院就诊的２６例肝癌患者血清标本。其
中肝癌组男性 ３０例，女性 １２例，患者年龄 ３８～８３
岁，平均年龄为５６±１６岁；慢性活动性肝炎组 ３５例，
其中男性２３例，女性 １２例，患者年龄 ３９～７９岁，平
均年龄为５５±１４岁；正常对照组 ３０例，其中男性 ２０
例，女性 １０例，年龄 ３５～８１岁，平均年龄为 ５３±１６
岁。３组受检者性别比、年龄结构相近，具有可比性。
正常对照组人群无任何器质性病变和血清指标异常。

所有入选肝癌组患者均无其他器官恶性肿瘤史，采血

前所有患者均未接受化疗、放疗或手术治疗，诊断均

经临床和病理确证，均符合中华人民共和国国家卫生

健康委员会（原卫生部）肝癌诊疗规范（２０１１年版）

的诊断标准
［４］
，并详细记录患者临床病理资料，包括

性别、年龄、ＡＦＰ结果和 ＴＮＭ分期（参照美国癌症联
合委员会的第７版 ＴＮＭ分期标准［５］

）等。

２．方法：（１）ＲＮＡ提取和 ＤＤＰＣＲ操作方法：取
２００μｌ的血清标本和 ３．５μｌＣｅ－ｍｉＲ－３９（作为内
参），应用 ｍｉＲＮｅａｓｙＳｅｒｕｍ／ＰｌａｓｍａＫｉｔ试剂盒（德国
Ｑｉａｇｅｎ公司）按照说明书操作步骤提取 ＲＮＡ；以 ２μｌ
为模板，应用 ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴＫｉｔ试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ
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公司）按照说明书操作步骤进行反转录。反转录后

的 ｃＤＮＡ做１０倍稀释，按照说明书操作步骤进行微
滴式数字 ＰＣＲ检测。ｍｉＲ－２１（编号 ＭＳ００００９０７９）、
ｍｉＲ－２２３－３ｐ（编号 ＭＳ００００３７８２）、ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ
（编号ＭＳ００００７６０２）和 ｍｉＲ－２２１（编号ＭＳ００００３８５７）
上游引物均购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司，下游引物为通用
引物（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）。以 Ｃｅ－ｍｉＲ－３９（编号
ＭＳ０００１９７８９）检测 ＲＮＡ提取、反转录和扩增过程的
效率和质量。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ试剂盒均购自德
国 Ｑｉａｇｅｎ公司，ＤＤＰＣＲ仪及试剂盒购自美国 ＢｉｏＲａｄ
公司。（２）ＨＢＶ病毒检测采用 ＥＬＩＳＡ方法：使用上海
科华生物工程股份有限公司生产试剂，操作严格按照

试剂操作说明书进行。（３）ＡＦＰ检测采用化学发光
法：使用雅培 ｉ２０００全自动化学发光免疫分析仪及配
套试剂，严格按照试剂说明书设定参数和检测。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，实验数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，采用单因素方差分析比较分析肝癌组、慢性活动性

肝炎组和正常对照组之间 ｍｉＲＮＡ的表达，用 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关分析分析入选 ｍｉＲＮＡ与各临床病理因素的关系。
用受试者工作曲线（ＲＯＣ）分析入选 ｍｉＲＮＡ用于诊断
肝癌的价值。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．４种 ｍｉＲＮＡ在肝癌组、慢性活动性肝炎组和

正常对照组血清中的表达：ｍｉＲ－２１在肝癌组、慢性
活动性肝炎组和正常对照组中的表达水平分别为

７９４２±２１．４６、６０．６２±１７．１９和 ３７．０９±１５．０９ｃｏｐｉｅｓ／
μｌ，在肝癌组与慢性活动性肝炎组和慢性活动性肝炎
组与正常对照组之间的水平比较差异均无统计学意

义（Ｐ值分别为０．３５５、０．１７１），而在肝癌组与正常对
照组之间的表达水平比较差异有统计学意义（Ｐ＝
００４６）；ｍｉＲ－２２３－３ｐ在 ３组中的表达水平分别为
２０９５２±６１５８、１４８５４±３２４９和 ５０２５±１３２９ｃｏｐｉｅｓ／
μｌ，在肝癌组与慢性活动性肝炎组表达水平比较差异
无统计学意义（Ｐ＝０．０５７），ｍｉＲ－２２３－３ｐ在慢性活
动性肝炎组与正常对照组之间和肝癌组与正常对照

组之间的表达水平之间比较差异均有统计学意义（Ｐ
值分别为００３７、０．００５）；ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ在３组中的
表达水平分别为 ５．６７±３．３７、５．１９±８．０８和 ４．１９±
６．１１ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，在肝癌组、慢性活动性肝炎组和正常
对照组各组之间的表达水平比较差异均无统计学意

义（Ｐ值分别为０．２６９、０．１５６），肝癌组和慢性活动性
肝炎组表达水平比较差异无统计学意义 （Ｐ＝
０２５６）；ｍｉＲ－２２１在 ３组中的表达水平分别为
５３．１６±１４．１２、２７．３７±８．１７和 １０．４３±３１７ｃｏｐｉｅｓ／
μｌ，在肝癌组和慢性活动性肝炎组与正常对照组比
较，差异均有统计学意义（Ｐ值分别为 ０．０１、０．０３），
肝癌组和慢性活动性肝炎组表达水平比较差异有统

计学意义（Ｐ＝０．０４２）；Ｃｅ－ｍｉＲ－３９作为内参在 ３
组中的表达水平分别为 ２５．３２±９．１８、２６．５０±８．３５
和２３６１±１０．７４ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，在 ３组之间比较差异较
小，说明整个操作过程质量控制较好，详见表１。

表 １　受检者血清中 ４种 ｍｉＲＮＡｓ的表达量（ｃｏｐｉｅｓ／μｌ）

组别 ｍｉＲ－２１ ｍｉＲ－２２３－３ｐ ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ ｍｉＲ－２２１ Ｃｅ－ｍｉＲ－３９

肝癌组 ７９．４２±２１．４６ １４９．５２±４２．５８ ５．６７±３．３７ ５３．１６±１４．１２＃ ２５．３２±９．１８

慢性活动性肝炎组 ６０．６２±１７．１９ ９８．５４±３２．４９ ５．１９±８．０８ ２７．３７±８．１７ ２６．５０±８．３５

正常对照组 ３７．０９±１５．０９ ６５．２５±２３．２９ ４．１９±６．１１ １０．４３±３．１７ ２３．６１±１０．７４

　　与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；与慢性活动性肝炎组比较，＃Ｐ＜０．０５

　　２．ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３ｐ和 ｍｉＲ－２２１单项检
测和联合检测在诊断肝癌中的 ＲＯＣ曲线分析：３项
联合检测与两项联合检测和单项检测比较，敏感度、

特异性以及 ＲＯＣ曲线下面积均有明显提高，分别为
９３．６％、９２．９％和０．９３５，详见表２。
　　３．３种差异表达的血清 ｍｉＲＮＡｓ与肝癌患者临床
病理资料的 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析：ｍｉＲ－２２３－３ｐ的表达
量与患者临床 ＴＮＭ分级相关，Ⅰ ～Ⅱ组和Ⅲ ～Ⅳ组
比较差异有统计学意义（Ｐ＝００１５），而与性别、年

表 ２　ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３ｐ和 ｍｉＲ－２２１在
肝癌诊断中的作用

项目 敏感度（％）特异性（％） ＡＵＣ

ｍｉＲ－２１ ８５．６ ７４．９ ０．８１１

ｍｉＲ－２２３－３ｐ ７３．２ ７１．６ ０．７０９

ｍｉＲ－２２１ ７６．３ ７３．６ ０．７６１

ｍｉＲ－２１＋ｍｉＲ－２２３－３ｐ ８８．９ ８１．６ ０．８６５

ｍｉＲ－２１＋ｍｉＲ－２２１ ８６．３ ８０．６ ０．８８２

ｍｉＲ－２２３－３ｐ＋ｍｉＲ－２２１ ８５．６ ８５．７ ０．８０３

ｍｉＲ－２１＋ｍｉＲ－２２３－３ｐ＋ｍｉＲ－２２１ ９３．６ ９２．９ ０．９３５
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龄、是否感染 ＨＢＶ病毒、ＡＦＰ含量以及是否是肝硬化
等分组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）；ｍｉＲ－

２１和 ｍｉＲ－２２１与肝癌患者各项病理因素均无明显
相关（Ｐ＞０．０５）。详见表３。

表 ３　ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３ｐ和 ｍｉＲ－２２１的表达量与肝癌患者临床病理资料相关性分析

临床病理

特征
分类 ｎ

ｍｉＲ－２１ ｍｉＲ－２２３－３ｐ ｍｉＲ－２２１
（ｃｏｐｉｅｓ／μｌ） Ｐ （ｃｏｐｉｅｓ／μｌ） Ｐ （ｃｏｐｉｅｓ／μｌ） Ｐ

性别

年龄（岁）

ＨＢＶ

ＡＦＰ

（ｎｇ／ｍｌ）

肝硬化

ＴＮＭ分级

男性 ３０ ７５．１±３６．３
女性 １２ ８３．１±４０．７

≤５５ １７ ８６．７±３６．７
＞５５ ２５ ６９．２±２０．１
无 ３４ ８２．２±３６．８
有 ８ ６７．７±２１．５

≤４００ ２０ ７２．５±３２．１
＞４００ １３ ８７．４±４４．２
无 ２９ ６９．９±３９．８
有 １３ ９０．５±３６．５

Ⅰ ～Ⅱ ２８ ７４．６±３４．３

Ⅲ ～Ⅳ １４ ８３．９±３８．２

０．３７５

０．１２９

０．０８５

０．０６３

０．０７２

０．０９３

１５１．６±４１．８
１４７．２±３９．７
１４７．７±４１．１
１５０．１±４３．６
１４６．５±４２．５
１５３．１±３４．１
１４６．５±３０．５
１５６．９±４６．３
１４６．２±４３．６
１５８．９±４４．６
１２０．５±３４．４
２０８．４±５５．５

０．３６５

０．６３１

０．２６９

０．０８５

０．０８３

０．０１５

４９．３±１２．３
５６．４±１４．４
５１．８±１５．３
５４．７±１１．７
５１．２±１１．８
５８．６±１２．４
４８．５±９．５
５６．０±１３．１
４８．４±１２．６
５７．６±１４．０
４７．３±９．８
５８．１±１５．６

０．６５５

０．６６０

０．０９３

０．１２９

０．０６３

０．０７６

讨　　论
原发性肝细胞型肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ＨＣＣ）简称肝癌，是最常见的消化系统恶性肿瘤，发生
率占肿瘤第５位，病死率占肿瘤第３位［６］

。肝癌的主

要致病因素是 ＨＢＶ的感染，在我国还存在着饮水和
食物污染、长期酗酒等高危因素。据统计，我国每年

肝癌的发生率和病死率占全球发生率和病死率的一

半以上
［７］
。由于肝癌发病隐匿、早期诊断困难、侵袭

性强、易转移、易复发等因素，给临床治疗带来极大的

困扰，因此寻找肝癌早期诊断、预后、治疗新方法是急

需解决的临床问题。

微滴式数字 ＰＣＲ检测技术是通过终点检测目标
序列的拷贝数，不依赖于扩增曲线的循环阈值，也不

需要标准曲线或内参基因，根据阳性微滴和阴性微滴

的例数，利用泊松分布公式计算出目标序列的浓度。

实验表明 ＤＤＰＣＲ技术对于检测血清中 ｍｉＲＮＡ的敏
感度和特异性均高于 ｑＰＣＲ技术，这也是本研究选择
运用 ＤＤＰＣＲ技术检测血清中 ｍｉＲＮＡ的原因。

ｍｉＲ－２１作为一个典型的原癌基因已经在众多
文献中有报道

［８，９］
。ｍｉＲ－２１可以通过抑制靶基因

ＰＴＥＮ的表达，从而激活 ＡＫＴ／ＥＲＫ信号通路，或导致
上皮间质化过程，或增强 ＨＩＦ－１α、ＥＶＧＦ的表达，最
终促进肿瘤生长和侵袭转移

［１０，１１］
。笔者研究发现

ｍｉＲ－２１在肝癌患者血清中的表达量比在慢性活动
性肝炎和正常对照组中的表达均增高，且与正常组的

比较差异有统计学意义。有研究表明 ｍｉＲ－２２３－３ｐ
能够抑制抑癌基因的表达，参与多种肿瘤的发生和发

展
［１２，１３］

。ｍｉＲ－２２３高水平能促进细胞生长和抗凋亡
能力；且 ｍｉＲ－２２３能促进肿瘤细胞的迁移和远处转
移。笔者的研究结果显示，ｍｉＲ－２２３－３ｐ在肝癌组
和慢性活动性肝炎组中的表达均高于正常对照组，差

异有统计学意义，且 ｍｉＲ－２２３－３ｐ是本研究中唯一
与肿瘤的 ＴＮＭ分级有关的指标，也许 ｍｉＲ－２２３－３ｐ
是一个可以预测肿瘤进展的指标

［１４］
。Ｈｏｕ等［１５］

研

究发现 ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ在肝癌患者中表达下调，通
过进一步研究发现 ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ可以通过把抑制
靶基因 ＰＡＫ４表达，从而使 ＰＡＫ４／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信
号通路失活，抑制肝癌细胞生长。笔者的研究结果显

示，ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ在肝癌组的表达比正常对照组和
慢性活动性肝炎组稍低，但三者比较差异无统计学意

义，可能是由于标本量较少，还需要加大标本量进一

步验证。ｍｉＲ－２２１可能通过抑制靶基因 Ｐ５７ｋｉｐ２活
化 ｃｙｃｌｉｎ－ＣＤＫ复合物，促进细胞生长。本研究发现
ｍｉＲ－２２１的表达量在 ３组中相比均有统计学意义，
说明随着肝细胞的破坏 ｍｉＲ－２２１的表达量逐步升
高，这与 Ｓｏｈｎ等［１６］

的研究结果一致。血清 ｍｉＲ－
２１、ｍｉＲ－２２３－３ｐ、ｍｉＲ－２２１联合检测可以大幅提高
检测敏感度和特异性，曲线下面积达０．９３５。

在对４２例肝癌患者临床病理资料分析中得知患
者的性别、年龄、有无 ＨＢＶ病毒携带、ＡＦＰ的表达的
高低和是否患有肝硬化与患者血清中 ｍｉＲ－２１、
ｍｉＲ－２２３－３ｐ、ｍｉＲ－２２１三者的表达均无明显相关
性，患者的 ＴＮＭ分级结果仅与 ｍｉＲ－２２３－３ｐ的表达
有相关性，而与血清中 ｍｉＲ－２１和 ｍｉＲ－２２１的表达

·６６·
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无相关性。研究结果表明笔者选择的 ４种研究指标
中除了 ｍｉＲ－１９９ａ－３ｐ对肝癌的针对没有意义外，
其他３种 ｍｉＲＮＡｓ对肝癌的诊断均有一定的研究价
值，且与肝癌的相关性大于早起传统的肝癌血清肿瘤

标志物 ＡＦＰ和其他临床病理指标。
综上所述，血清 ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２２３－３ｐ、ｍｉＲ－

２２１在肝癌患者和正常对照者中的表达水平均比较
差异有统计学意义，因此可以考虑在临床上将三者作

为潜在的肝癌肿瘤标志物。特别是血清中 ｍｉＲ－２２１
在肝癌组、慢性活动性肝炎组和正常对照组３组间的
表达量比较差异有统计学意义，有作为早期预测癌变

进展的指标可能，笔者将在后续的实验研究中扩大样

本量进一步研究。
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２型糖尿病远端对称性多发性神经病变的
临床特点及相关因素分析

霍丽丽　兰　玲　李　泉　陈　佳　左庆瑶　张国英　邓　微

摘　要　目的　探讨 ２型糖尿病并发远端对称性多发性神经病变（ＤＳＰＮ）的患病情况、临床特点及相关危险因素。方法　

选取 ２０１６年 １～６月北京积水潭医院门诊或病房明确诊断 ２型糖尿病并自愿参加糖尿病神经病变筛查的患者 １６０例，根据是否
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