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外周血ｍｉＲＮＡ诊断肝细胞癌的研究进展
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　　肝细胞癌（ＨＣＣ）是全世界最常见的恶性肿瘤之一
［１］，患

者通常在疾病早期无特异症状，一旦出现明显症状多数已进入

晚期，此时缺乏有效的治疗方法，预后较差。故早期诊断及治

疗对肝癌预后尤为重要。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）作为潜在的肝

癌诊断指标具有较大的应用前景。本文就近年外周血 ｍｉＲＮＡ

对肝癌诊断的研究进展作如下综述。

１　ｍｉＲＮＡ概述

ｍｉＲＮＡ广泛存在于真核生物中，是一类内源性表达的非

编码单链小分子 ＲＮＡ，由１９～２５个核苷酸分子组成。ｍｉＲ

ＮＡ不编码蛋白，通过与靶基因序列发生特异的相互作用，在

转录后或翻译水平调节相关基因的表达，其在肿瘤发生、发展

及转移等过程具有重要作用［２５］。另外，相关学者研究［６８］也表

明，外周血中ｍｉＲＮＡ的表达具有肿瘤特异性和高度稳定性。

２　肝细胞癌外周血中ｍｉＲＮＡｓ

２．１　ｍｉＲ２１　ｍｉＲ２１被认为具有类似癌基因的作用，通过调

控抑癌基因ＰＴＥＮ及抗凋亡等途径促进肿瘤细胞分化、异常

增殖、侵袭迁移［９１０］。大量研究发现 ｍｉＲ２１高表达于肝癌组

织，Ｘｕ等
［１１］发现 ｍｉＲ２１同样也高表达于肝癌患者血清中。

Ｔｏｍｉｍａｒｕ等
［１２］提出将血循环中的ｍｉＲ２１作为一种新型的肝

癌诊断标志物，认为肝癌患者血浆 ｍｉＲ２１是一个相对独立的

因子，在鉴别肝癌患者和慢性肝炎患者时，其敏感度和特异度

分别为６１．１％、８３．３％，受试者工作曲线下面积（ＡＵＣ）达到

０．７７３，具有中等程度的诊断效能，但其敏感度较 ＡＦＰ并无明

显优势，对小肝癌的诊断也并不优于ＡＦＰ。另外，ｍｉＲ２１异常

表达在几乎所有类型的恶性肿瘤，例如乳腺癌、宫颈癌、胰腺

癌、及白血病、淋巴瘤等，故 ｍｉＲ２１对肝癌的早期诊断价值及

鉴别诊断价值有待进一步探索。

２．２　ｍｉＲ２２４　ｍｉＲ２２４多次被报道在肝细胞癌组织中呈高

表达［１３１６］，其通过直接与靶基因结合影响肝癌细胞增殖、迁

移、侵袭及抗凋亡过程。ｍｉＲ２２４在血浆与肝癌组织表达量呈

正相关。研究显示ｍｉＲ２２４在肝细胞癌患者血浆中的平均表

达量约为健康人的１０倍
［１７］，充分说明肝癌患者血浆 ｍｉＲ２２４

表达水平明显增高，血浆ｍｉＲ２２４作为肝癌新的血清学标志物

值得进一步研究。

２．３　ｍｉＲ２２３　Ｗｏｎｇ等
［１８］发现 ｍｉＲ２２３在肝细胞癌组织及

肝癌细胞株中明显下调，检测组织中的ｍｉＲ２２３能明确地区分

肝癌组织及癌旁组织，并且不同的病毒感染状态对其检测无影

响。同时研究还发现Ｓｔａｔｈｍｉｎ１为 ｍｉＲ２２３下游作用靶点，

ＳＴＭＮ１ｍＲＮＡ与ｍｉＲ２２３呈负性调节关系，由此揭示 ｍｉＲ

２２３与肝细胞癌的发生发展有着密切的关系。Ｘｕ等
［１１］进一步

研究显示血清ｍｉＲ２２３水平能用于鉴别肝细胞癌及健康志愿

者（ＡＵＣ：０．８６），但在肝细胞癌及慢性肝炎患者之间其差异无

统计学意义。

２．４　ｍｉＲ１２２　ｍｉＲ１２２在肝脏组织中特异性表达，其表达量

占成人肝脏表达的总ｍｉＲＮＡ的７０％
［１９２１］，其作用靶点为细胞

周期蛋白Ｇ１（ＣｙｃｌｉｎＧ１）。ｍｉＲ１２２可负性调节ＣｙｃｌｉｎＧ１从

而影响癌细胞增殖［２２］。多项研究显示 ｍｉＲ１２２在肝细胞癌组

织中低表达，这可能与肿瘤发生、转移及复发有关［２３２４］。另有

研究发现ｍｉＲ１２２水平变化可能与ＡＦＰ水平及肝细胞癌侵袭

性有关［２５］。Ｑｉ等
［２６］运用 ＲＴＰＣＲ技术探讨了血清 ｍｉＲＮＡ

作为肝癌标志物的可行性。结果发现肝癌患者血清 ｍｉＲ１２２

水平明显高于健康对照者，其受试者工作曲线下面积为０．７７３，

当临界值为 ０．４７５ 时，敏感度和特异度分别为 ６１．１％、

８３．３％，并且肝癌患者术后ｍｉＲ１２２水平明显低于术前。由此

认为血清 ｍｉＲ１２２可以作为一种非侵入性肝癌标志物用以诊

断及预测预后。Ｘｕ等
［１１］再次证实血清 ｍｉＲ１２２对肝细胞癌

及健康对照的鉴别能力，其敏感度达到７０．７％，但有趣的是，

血清ｍｉＲ１２２水平在慢性肝炎患者明显高于肝细胞癌患者

（犘＜０．０１）。最终得到血清ｍｉＲ１２２是反映肝损害的指标，而

非肝癌的特异指标，不能用于鉴别肝细胞癌及慢性肝炎。

２．５　ｍｉＲ３７５　血清ｍｉＲ３７５被认为是乙肝病毒特异性 ｍｉＲ

ＮＡ，作为乙肝相关性肝癌的标志物，其很可能在乙肝发展为肝

癌过程中起着重要的作用。在鉴别乙肝相关性肝癌和健康对

照时，其敏感度和特异度分别达到１００％、９６％，受试者工作曲

线下面积达到０．９６
［２７］，具有较高的诊断效能。但目前还没有

ｍｉＲ３７５用于鉴别肝癌和肝硬化、肝炎的相关报道。虽然有研

究报道肝硬化的ｍｉＲＮＡ谱不同于肝癌的 ｍｉＲＮＡ谱，但是否

ｍｉＲ３７５可用于鉴别肝细胞癌及肝硬化患者还有待进一步

探索。

２．６　ｍｉＲ５００　ｍｉＲ５００在人类肝癌细胞株和肝癌组织中均

高表达，更重要的是ｍｉＲ５００在肝癌患者血清中含量也明显增

加，当手术切除肿瘤后，其血清中 ｍｉＲ５００水平下降并可恢复

正常［２８２９］。ｍｉＲ５００这种特殊的表达差异可能在肝癌的诊断

和预后中有重要的临床价值。由于当前关于 ｍｉＲ５００用于肝

癌诊断的研究较少，样本量偏小，研究面欠窄，故仍需深入的大

样本试验对ｍｉＲ５００用于肝癌的诊断及鉴别价值进行验证，同

时可与肝癌传统的诊断指标相比较，以分析其相对的优势和

劣势。

２．７　ｍｉＲ１６　研究数据显示肝癌患者血清 ｍｉＲ１６水平低于

慢性肝病及健康个体［３０］。单独检测 ｍｉＲ１６用于鉴别肝癌及

慢性肝病所得灵敏度及特异度分别为７２．１％、８８．８％，与传统

指标ＡＦＰ、ＡＦＰＬ３％、ＤＣＰ相比，具有最高的敏感度。而对于

肿瘤小于３ｃｍ的患者，其诊断敏感度更是增至７９．１％。联合

检测 ｍｉＲ１６、ＡＦＰ、ＡＦＰＬ３％、ＤＣＰ 诊 断 肝 癌 敏 感 度 达
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９２．４％，特异度达７８．５％，其敏感度明显高于联合检测 ＡＦＰ、

ＡＦＰＬ３％、ＤＣＰ的敏感度。即便针对肿瘤小于３ｃｍ的患者，

联合以上４个指标得到的敏感度仍高于联合传统的３个指标

（ＡＦＰ、ＡＦＰＬ３％、ＤＣＰ）。由此可见 ｍｉＲ１６对小肝癌的鉴别

具有较高的诊断价值，有利于肝癌的早期诊断，将其与传统的

诊断指标联合检测，其诊断敏感度能得到明显的提高。Ｑｕ

等［３０］指出ｍｉＲ１６可用于传统指标检测阴性患者的进一步筛

查，从而减少肝癌患者的漏诊率。但 ｍｉＲ１６作为肝癌诊断指

标也具有一定局限性，因为ｍｉＲ１６在肝癌血清中呈低表达，而

为了提高检测的准确性，研究应倾向于高表达的 ｍｉＲＮＡ而非

低表达的ｍｉＲＮＡ。

２．８　ｍｉＲ１９９ａ　Ｍｕｒａｋａｍｉ等
［１３］报道 ｍｉＲ１９９ａ的表达水平

在肝癌组织低于癌旁组织，且 ｍｉＲ１９９ａ的表达水平与分化程

度呈正相关。Ｑｕ等
［３０］发现血清中 ｍｉＲ１９９ａ水平在健康对

照、慢性肝病及肝癌中逐渐降低，差异具有统计学意义（犘＜

０．０１）。血清ｍｉＲ１９９ａ诊断肝癌的敏感度为６２．９％，特异度

为９３．５％，对肿瘤小于３ｃｍ的患者，其诊断敏感度更低，故将

其用作肝癌诊断指标时可考虑与其他指标联合以弥补其敏感

度较低的缺陷。

２．９　ｍｉＲＮＡｓ组合　当联合检测血浆中７个与肝癌相关的指

标（ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１９２、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ２２３、ｍｉＲ２６ａ、ｍｉＲ２７ａ和

ｍｉＲ８０１）时，其诊 断 敏 感 度 和 特 异 度 分 别 达 到 ８１．８％、

８３．５％，受试者工作曲线下面积为０．８８８。根据 ＡＦＰ水平评

价其诊断肝癌的准确性，针对 ＡＦＰ小于４００ｎｇ／ｍＬ的人群，

该组合得到的受试者工作曲线下面积可达到０．８７９（９５％犆犐，

０．８３９～０．９１２），而敏感度及特异度分别为７７．７％，８４．５％
［３１］。

可见该组合对ＡＦＰ阴性肝癌患者也具有较高的诊断价值。Ｌｉ

等［２７］通过对比乙肝患者及健康对照血清中ｍｉＲＮＡ含量，筛选

出含量在前者较后者高３倍及以上的 ｍｉＲＮＡｓ，即 ｍｉＲ３７５、

ｍｉＲ９２ａ、ｍｉＲ１０ａ、ｍｉＲ２２３、ｍｉＲ４２３、ｍｉＲ２３ｂ／ａ、ｍｉＲ３４２３ｐ、

ｍｉＲ９９ａ、ｍｉＲ１２２ａ、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ１５０和ｌｅｔ７ｃ，构成不同的

ｍｉＲＮＡｓ组合。该组合不仅能区分乙肝、丙肝和健康对照，而

且能够鉴别乙肝相关性肝癌和乙肝。当联合检测血清 ｍｉＲ

１０ａ和ｍｉＲ１２５ｂ时，能很好地区别乙肝及乙肝相关性肝癌，从

而得到较高的诊断准确性［ＡＵＣ（９９．２±０．６）％］，敏感度和特

异度均可达到９８．５％；而联合检测 ｍｉＲ２３ｂ、ｍｉＲ４２３、ｍｉＲ

３７５、ｍｉＲ２３ａ和ｍｉＲ３４２３ｐ，则可用于乙肝相关性肝癌和健康

对照的鉴别，此时敏感度和特异度分别为９６．９％、９９．４％，而

受试者工作曲线下面积可达到（９９．９±０．１）％。

３　小　　结

外周血ｍｉＲＮＡ作为肝细胞癌诊断的新指标，其研究正处

于起始阶段，目前尚缺乏大样本、多中心的研究数据。但其作

为肝癌潜在标志物具有明显的优势，如在疾病中的变化先于蛋

白类标记物；在血清中表达很稳定，即便予以反复冻融，极端

ｐＨ处理和 ＲＮＡ 酶处理，其完整性几乎没有影响
［６７］。故

ｍｉＲＮＡ作为肝癌诊断标志物具有很大的临床应用前景。今后

的研究应重视外周血 ｍｉＲＮＡ的产生机制，完善健康人、慢性

肝病及肝癌的 ｍｉＲＮＡ谱，建立 ｍｉＲＮＡ与肝癌的关系图等。

除了以上介绍的 ｍｉＲＮＡｓ，ｌｅｔ７ａ、ｌｅｔ７ｆ、ｍｉＲ９８、ｍｉＲ８８５５ｐ

等也出现在肝癌患者外周血中，但其诊断价值尚需进一步

探索。
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蛋白质芯片构建技术的研究进展

陈艺心 综述，赵树铭△审校

（第三军医大学西南医院输血科／中国人民解放军重庆血站，重庆４０００３８）

　　关键词：蛋白质芯片；　构建技术；　检测方法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０８．０３６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０８０９８９０３

　　蛋白质芯片是指将蛋白质或多肽等固定于支持介质表面，

用于样品成分和蛋白质之间相互作用的分析，亦称蛋白质微阵

列。该技术最早是作为基因芯片功能的补充，用于生物功能基

因组学研究。由于其具有高通量平行分析、信噪比高、所需样

品量少、可直接关联ＤＮＡ序列和蛋白质信息等特点
［１２］，逐渐

受到生物、医学领域的关注，现已广泛应用于疾病诊断、药物开

发及蛋白质组学等领域的研究。相比ＤＮＡ，蛋白质的结构和

功能更为复杂多变，因而相关的构建技术和芯片检测方法成为

研究热点和难点，发展尤为迅速，获得很多重大进展。

１　芯片载体的选择

１．１　玻璃载片　玻片具有廉价易得、表面光滑不渗透、性能稳

定、荧光背景较低等优点，广泛应用于生物芯片的制作。为了

使蛋白质稳定地固定于玻片载体的表面，常常需要对玻璃表面

进行物理化学修饰。

常用的玻片表面修饰方法包括氨基、醛基、环氧基、聚赖氨

酸、链霉亲合素修饰等。这类载体大部分是通过共价键或特殊

分子间的高亲合力来固定蛋白质，结合牢固且构象变化较少，

有利于保持蛋白质的天然活性。醛基修饰玻片是利用醛基和

蛋白质上的氨基形成Ｓｃｈｉｆｆ碱而使探针共价结合到玻片表面，

由于蛋白质通常含有多个氨基，因此这类固定是无序的。

ＭａｃＢｅａｔｈ等
［３］在醛基修饰的玻片表面构建蛋白质微阵列，成

功地在１０７９９个Ｇ蛋白样点中清晰分辨出唯一一个ＦＫＢＰ１２

ｒａｐａｍｙｃｉｎ复合物结合位点 （ＦＲＢ）的样点。聚赖氨酸通过

ＣＯＯＨ基团与玻片表面的ＳｉＯＨ发生脱水反应从而连接于玻

片表面，并且其结构中含有多个氨基可与蛋白质偶联，因此这

类基片具有稳定、点密度高、探针针对性强的特点。Ａｎｇｅｎｅｎｄｔ

等［４］通过比较１１种不同载体及其表面修饰方法发现，聚赖氨

酸修饰玻片上的样点形态比较均一，点间变异系数（１１％）较

小，检测限相对较低。环氧基修饰玻片是一种较新的蛋白质芯

片载体，环氧基活性很强，可以和蛋白质表面的多种基团如羟

基、巯基、羧基等反应。Ｋｕｓｎｅｚｏｗ等
［５］对３氨丙基三乙氧基硅

烷（ＡＰＴＥＳ）、γ巯丙基三甲氧基硅烷（ＭＰＴＳ）、多聚赖氨酸

（ＰＬＬ）和丙基三甲氧基硅烷（ＧＰＴＳ）与不同交联剂修饰的７００

多张玻片进行了抗体微阵列的构建，分析比较了它们的检测效

果，判定经ＧＰＴＳ处理的环氧基玻片效果最好。综上所述，此

类二维修饰的玻片载体制作简单，点样均一，应用较为广泛，但

对蛋白质固定量仍不理想，且蛋白质易失活。

与微流控式基因芯片类似，通过在玻片或硅片上制作各种

微泵、微阀、微电泳以及微流路形成的蛋白质微流体芯片，可将

生化实验室的分析功能浓缩固化到蛋白质微阵列中。微流体

芯片吸附表面大，分析敏感度高，检测速度快，且可重复多次使

用。Ｇｅｒｂｅｒ等
［６］利用原位微流亲和实验技术和自组装蛋白质

合成技术等，建立了一种体外高通量筛选蛋白质相互作用的微

流实验平台，并成功构建出肺炎链球菌４３个蛋白质的相互作

用网。

１．２　凝胶膜　将聚丙烯酰胺或琼脂糖等凝胶包被于玻片或滤

膜表面，再引入可与蛋白质结合的活性基团，从而形成一种三

维立体结构的载体。聚丙烯酰胺和琼脂糖都是有孔的亲水性
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