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肝细胞肝癌患者血清 microRNAlet-7a 水平的变化及意义
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摘   要 目的：探讨肝细胞肝癌（HCC）患者血清 microRNAlet-7a（let-7a）水平的变化及其对 HCC 的诊断价值。

方法：用 qRT-PCR 检测 60 例 HCC 患者及 46 例健康体检者血清 let-7a 的表达，分析血清 let-7a 水平

与 HCC 的临床病理因素的关系，用受试者工作曲线（ROC）分析其对 HCC 的诊断效能。

结果：HCC 患者血清 let-7a 相对表达量明显低于健康对照组人群（0.538 vs. 1.571，P<0.05）；HCC 患者

血 清 let-7a 水 平 达 与 癌 栓 形 成 有 关（P<0.05）， 与 性 别、 年 龄、HBV 感 染、 肝 硬 化、 肿 瘤 直 径、 肿 瘤

个 数、 淋 巴 结 转 移、TNM 分 期、 淋 巴 结 转 移、 病 理 分 级、AFP 水 平 均 无 关（ 均 P>0.05）； 以 0.529 为

let-7a 诊断 HCC 的最佳临界值，其灵敏度为 79%，特异度为 71%，曲线下面积（AUC）为 0.77（95% CI=

0.624~0.839）；联合检测血清 let-7a 与 AFP，诊断 HCC 的灵敏度为 83%，特异性为 97%，AUC 为 0.92

（95% CI=0.866~0.987）。

结论：HCC 患者血清 let-7a 水平降低，let-7a 可能成为诊断 HCC 的新的分子标志物，联合 AFP 检测可

提高对 HCC 的诊断的准确性。
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Abstract Objective: To investigate the alteration of serum microRNAlet-7a (let-7a) level in patients with hepatocellular 

carcinoma (HCC) and its diagnostic value for HCC.

Methods: The let-7a expressions in 60 HCC patients and 46 healthy subjects undergoing health maintenance 

examination were measured by qRT-PCR. And then the relations of serum let-7a level with clinicopathologic 

factors of HCC patients were analyzed and the diagnostic effi  cacy of let-7a for HCC was determined by using a 

receiver operating characteristic curve (ROC).

Results: Th e relative expression level of serum let-7a in HCC patients was signifi cantly lower than that in healthy 

population (0.538 vs. 1.571, P<0.05). Th e serum let-7a level was signifi cantly associated with the formation of 
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原 发 性 肝 细 胞 癌 （ H C C ） 为 我 国 常 见 恶 性

肿 瘤 之 一 ， 发 病 率 高 ， 预 后 差 。 尽 管 近 年 来 医 学

水平不断提升，但HC C 患者远期生存率仍远不及

50% [1-2]。多数患者确诊时多已处于中、晚期。因

此 发 现 有 效 的 分 子 生 物 学 诊 断 指 标 ， 做 到 早 期 诊

断与治疗是改善患者预后的关键。microRNA分子

是一类非编码小RNA，具有高度保守性，与多种

肿瘤的发生发展关系密切。let -7a作为microRNA

分子一员，可通过与c -Myc [3]、HMGA2 [4]和RAS [5]

等 癌 基 因 的 3 ' 非 编 码 翻 译 区 结 合 从 而 抑 制 靶 基 因

的 转 录 或 翻 译 ， 进 而 抑 制 肿 瘤 的 生 长 、 浸 润 、 转

移 等 生 物 学 过 程 。 已 有 研 究 [ 6 ]表 明 ， l e t - 7 a 表 达

在 H C C 中 明 显 下 调 ， 与 H C C 的 发 生 、 发 展 关 系

密 切 ， 有 望 成 为 潜 在 诊 断 与 靶 向 治 疗 的 分 子 指

标。报道 [7]显示，不同疾病状态下患者血清/血浆

miRNA存在差异表达，且具有稳定性与组织特异

性，这让肿瘤患者血清异常表达的miRNA成新的

分子诊断标志物成为可能。关于let-7a在血液中表

达水平与HCC的关系如何？本研究采取qRT -PCR

测定HCC患者血清let -7a水平，探讨let -7a与HCC

患 者 临 床 病 理 因 素 的 关 系 ， 并 进 一 步 分 析 其 对 于

HCC的诊断效能，为寻找新的HCC分子诊断指标

提供参考。 

1　材料与方法 

1.1  材料 

选 择 2 0 1 5 年 8 月 — 2 0 1 7 年 1 月 于 湖 南 师 范 大

学附属第一医院肝胆外科行手术治疗的60例HCC

患 者 作 为 观 察 组 ， 所 有 患 者 均 于 术 后 病 理 确 诊 为

HCC，包括女17例，男43例；年龄37~68岁，平均

（55.7±14.6）岁。根据相关指南[8]进行肿瘤的TNM

分期：其中39例患者为I~II期，21例为III~IV期。

选择我院体检科46例正常人血清标本为正常对照组， 

包 括 女 1 3 例 ， 男 3 3 例 ； 年 龄 3 4 ~ 6 5 岁 ， 平 均

（53.4±13.1）岁。本研究所有患者均知情同意，并

签署了知情同意书，获得医院伦理委员会的批准。

1.2  观察指标

收 集 患 者 完 整 病 例 资 料 ， 包 括 性 别 、 年 龄 、

HBV感染情况、合并肝硬化、肿瘤直径、肿瘤个

数、淋巴结转移情况、TNM分期、病理分级、AFP

水 平 、 癌 栓 形 成 情 况 。 其 中 病 理 分 级 根 据 术 后 病

理 切 片 肝 癌 细 胞 分 化 程 度 分 为 高 、 中 、 低 级 。 癌

栓形成的诊断为术前经B超、增强CT等影像学资料

发 现 血 管 内 癌 栓 形 成 ， 经 术 后 病 理 确 诊 。 淋 巴 结

转 移 诊 断 经 影 像 学 检 查 发 现 肝 门 、 腹 膜 后 等 部 位

淋巴结的存在，术后经病理确诊。

1.3  主要试剂

R N A 提 取 试 剂 盒 来 自 北 京 中 杉 金 桥 公 司 。

m i R N A 逆 转 录 试 剂 盒 来 自 北 京 康 为 世 纪 生 物 公

司 。 S Y B R  G r e e n 荧 光 定 量 P C R 试 剂 盒 来 自 美

国 的 I n v i t r o g e n 公 司 。 l e t - 7 a 及 内 参 U 6 来 自 美

国 P r o t e i n t e c h 公 司 。 荧 光 定 量 P C R 仪 购 自 美 国

Thermo Forma公司。

1.4  实验方法

1.4.1  血清样本的收集　选择无 RNA 酶管收集参

与研究对象 4 mL 血液标本，常温条件静置 1~1.5 h

直到标本全部凝固。接着予以在 4 000 r/min 的转

速下进行 10 min 的离心，予以吸取 1.5 mL 上清液

置入无 RNA 酶离心管里面，在 -80 ℃条件进行保

tumor emboli (P<0.05), but was irrelevant to all other studied factors that included sex, age, HBV infection, 

cirrhosis, tumor diameter, tumor number, lymph node metastasis, TNM stage, pathological grade and AFP 

level (all P>0.05). At an optimal cut-off value of 0.529 of let-7a for diagnosis of HCC, the sensitivity was 79%, 

the specificity was 71% and the area under the curve (AUC) was 0.77 (95% CI=0.624–0.839) respectively; in 

combined detection of serum let-7a and AFP for diagnosis of HCC, the sensitivity was 83%, the specificity was 

97% and the AUC was 0.92 (95% CI=0.866–0.987), respectively.

Conclusion: The serum let-7a level is decreased in HCC patients, which may be potentially used as a new 

molecular marker for diagnosis of HCC, and its diagnostic efficacy for HCC can be enhanced by combination 

detection of AFP. 

Key words	 Carcinoma, Hepatocellular/diag; MicroRNAs; Biomarkers, Tumor

CLC number: R735.7
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存备后续使用，全部标本保存时间不超过 2 个月。

1.4.2  逆转录　根据逆转录试剂盒说明书开展操

作。予以建立相应反应体系，其终体积为 20 μL： 

dNTP mix（100 mmol/L）0.2 μL，Multiscribe 逆

转 录 酶（50 U/μL）1.0 μL，10× 逆 转 录 缓 冲 液 

2 μL，RNA 酶抑制剂（20 U/μL）1 μL，RNase-free

水 9.8 μL，混合逆转引物 1 μL 引物，5 μL RNA。

予以将上述反应体系轻轻混合均匀，进行较短暂的

离心后予以至于冰块上。RT-PCR 反应条件：16 ℃，

30 min；42 ℃，30 min；85 ℃，5 min；4 ℃保存。

1.4.3  qRT-PCR 检测 miRNAs let-7a 的表达　按

照 试 剂 盒 说 明 书 进 行 操 作。 予 以 建 立 相 应 反 应 体

系， 其 终 体 积 为 20 μL：2×SYBR Green 荧 光 定

量预混液 10 μL，引物 1 μL，前述扩增好的 cDNA

（1:20 稀 释 ）2 μL， 去 核 酸 酶 水 7.0 μL。 通 过

RocheLightCyeler480 实时荧光定量 PCR 系统进行

检测。反应参数：9 5℃，10 min；95 ℃，15 s；

60 ℃，45 s 共 40 个循环。

1.5  统计学处理

选 择 S P S S  1 3 . 0 处 理 数 据 ， 计 量 资 料 符 合 正

态 分 布 且 方 差 齐 性 者 采 用 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ）

表示，两组间比较选择 t检验，多组间比较选择方

差分析；计数资料选择χ 2检验及Fisher确切概率

法；采用受试者工作曲线（ROC）比较let-7a及联

合AFP对HCC的诊断价值；按α=0.05，P <0.05为

差异有统计学意义。

2　结　果
 

2.1  HCC 患者血清 let-7a 的表达

采 用 R T - q P C R 检 测 l e t - 7 a 的 相 对 表 达 量 ， 结

果显示let-7a在观察组、对照组的相对表达量分别

为：0.538±0.106、1.571±0.128，两组间表达水

平差异有统计学意义（P<0.05）（图1）。

2.2  血清 Let-7a 的表达与 HCC 临床病理因素的

关系

HCC患者血清let-7a相对表达量与癌栓形成有关

（P<0.05）；与性别、年龄、HBV感染、肝硬化、

肿瘤直径、肿瘤个数、淋巴结转移、TNM分期、病

理分级、AFP水平无关（P>0.05）（表1）。
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图 1　HCC 患者及健康者血清 let-7a 水平比较
Figure 1　Comparison of let-7a levels between HCC patients and 

healthy subjects

表 1　HCC 患者血清 let-7a 相对表达量与临床病理参数的

关系（x±s）
Table 1　Relations of serum let-7a level with pathologic factors 

in HCC patients (x±s)
因素 n let-7a 表达量 t P

性别
　男 43 0.56±0.103

0.997 0.323
　女 17 0.53±0.110
年龄（岁）
　≤ 55 36 0.51±0.109

1.710 0.093
　＞ 55 24 0.56±0.114
HBV
　（+） 47 0.51±0.093 1.316 0.193
　（-） 13 0.55±0.111
肿瘤直径（cm）
　＜ 3 8 0.54±0.122

0.553 0.583
　≥ 3 52 0.52±0.091
肿瘤个数
　单发 38 0.53±0.100

1.316 0.194
　多发 22 0.57±0.134
肝硬化
　有 56 0.53±0.097

0.787 0.434
　无 4 0.57±0.118
TNM 分期
　I+II 41 0.55±0.101

1.018 0.313
　III+IV 19 0.52±0.117
淋巴结转移
　无 46 0.56±0.096

0.970 0.336
　有 14 0.53±0.118
癌栓形成
　无 38 0.60±0.112

3.889 0.000
　有 22 0.481±0.118
AFP（pg/L）
　≤ 20 23 0.52±0.107

0.372 0.175
　＞ 20 37 0.56±0.113
病理分级
　高 14 0.54±0.116

0.704 0.577　中 31 0.53±0.102
　低 15 0.51±0.114
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2.3  let-7a 及 let-7a 联合 AFP 对 HCC 的诊断效能

以0.529为le t -7a的相对表达量的最佳临界值

诊断HCC，其灵敏度为79%，特异度为71%，曲线

下面积（AUC）为0.77（95% CI=0.624~0.839）。

血 清 A F P 诊 断 H C C 灵 敏 度 为 7 5 % ， 特 异 度 为

9 6 % ， A U C 为 0 . 8 4 （ 9 5 %  C I = 0 . 7 5 1 ~ 0 . 9 3 1 ） ；

联 合 检 测 血 清 l e t - 7 a 与 A F P 诊 断 H C C ， 灵 敏 度 为

8 3 % ， 特 异 性 为 9 7 % ， A U C 为 0 . 9 2 （ 9 5 %  C I = 

0.866~0.987）（图2）。
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图 2　血清 let-7a 及 AFP 诊断 HCC 的 ROC 曲线
Figure 2　ROC curves of serum let-7a and AFP for diagnosis of 

HCC

3　讨　论

肿 瘤 的 早 期 诊 断 与 治 疗 是 改 善 患 者 预 后 的

关 键 。 然 而 ， 目 前 临 床 上 大 部 分 肿 瘤 均 缺 少 特 异

性 与 敏 感 性 均 很 高 的 理 想 分 子 标 志 ， 探 索 肿 瘤 发

生 早 期 的 可 靠 标 志 物 是 目 前 临 床 与 科 研 中 一 大 热

点 。 外 周 血 分 子 标 志 物 的 测 定 具 有 创 伤 极 小 ， 操

作 简 便 ， 可 反 复 多 次 进 行 等 优 点 ， 是 较 为 理 想 的

诊断手段[9]。

近 年 来 肿 瘤 相 关 血 清 / 血 浆 游 离 核 酸 作 为 分

子 标 志 物 的 研 究 日 益 受 到 学 者 们 的 重 视 。 随 着 肿

瘤 不 断 的 增 长 其 组 织 常 存 在 局 部 缺 血 ， 表 面 破 溃

等 情 况 ， 进 而 导 致 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡 坏 死 等 ， 破 坏

的 细 胞 内 所 释 放 的 核 酸 则 会 入 血 ， 进 而 引 起 血 清

核酸水平改变 [ 1 0 ]。外周血标本的采集操作简单，

创伤极小，易得到患者接受，而血清/血浆游离核

酸 的 测 定 则 可 避 免 肿 瘤 组 织 取 标 本 所 带 来 的 创 伤

或并发症。外周血游离核算包括游离DNA、RNA

及 m i R N A s 、 l n c R N A s 等 非 编 码 R N A 等 。 报 道 [ 1 1 ]

显示，外周血miRNA水平存在肿瘤相关性及组织

特 异 性 。 而 相 对 于 D N A 、 R N A 这 类 核 酸 来 说 ，

m i R N A 更 为 稳 定 ， 在 多 次 反 复 冻 融 、 强 碱 、 强

酸、24 h的常温环境等条件下仍可保持稳定，有助

于 成 为 血 液 中 的 标 志 物 ， 并 有 望 成 为 一 种 更 加 灵

敏 、 特 异 、 高 效 、 微 创 的 分 子 标 志 物 并 进 一 步 应

用于肿瘤的早期诊断及患者预后的评估。

l e t - 7 为 临 床 上 较 早 研 究 的 一 种 m i R N A ， 其

序 列 、 表 达 模 式 、 调 控 功 能 均 具 有 高 度 保 守 性 。

目前发现人类成熟的let -7包含10个家族成员，由

13个前体序列合成而来，包括：miR202、miR-98、

let-7a-1、let-7a-2、let-7a-3、let-7b、let-7c、let-7d、

let -7e、let -7f -1、let -7f -2、let -7g、let -7i；其中

let-7a-1、let-7a-2、let-7a-3最终加工后生成let-7a。

研究 [12]显示，let -7与肿瘤的发生发展高度相关，

并在其中发挥了抑癌基因的作用。多项研究 [13-15 ]

表 明 在 肺 癌 、 结 肠 癌 、 霍 奇 金 淋 巴 瘤 等 多 种 恶 性

肿瘤中均存在let -7表达量的显著下降,说明let -7表

达 的 缺 失 可 能 与 肿 瘤 的 发 生 发 展 密 切 相 关 。 且 有

报道 [16-17]显示，恢复let -7的正常表达可阻止肿瘤

的发生。因而le t -7被公认是一种抑癌基因，可经

与靶mRNA3'非翻译区（3'UTR）相互结合,从而在

影响靶mRNAs进一步的翻译，并影响靶基因的稳定

性甚至引发降解过程。报道[18-19]发现，let-7可经与

c-Myc、HMGA2、RAS等原癌基因的3'UTR相互结

合 ， 进 而 抑 制 靶 基 因 的 表 达 后 ， 对 肿 瘤 的 发 生 及

发 展 过 程 发 挥 重 要 作 用 。 伴 随 研 究 的 逐 步 深 入 ，

let -7在肿瘤发生发展中的作用及其机制报道越来

越多，let -7将可能成为肿瘤诊断的新的分子标记

物与治疗靶点。有报道 [20]显示，HCC组织中存在

明显的let -7a的下调，并与HMGA2的表达水平呈

负相关；let -7a可通过靶向抑制HMGA2的表达从

而抑制肝癌细胞的增殖与浸润。Wang等 [21]研究发

现，HCC患者肿瘤细胞中存在lin28的高表达，可

通过抑制let -7a的下调进一步促进let -7a有关靶基

因c-myc的上调，促进细胞的恶性转化与肿瘤侵袭

转移。尽管关于let -7与肿瘤的关系研究已广泛开

展，但关于let-7a在肝癌血清中的改变情况及与肿

瘤临床病例特征的关系等尚未见报道。

本 研 究 采 用 q R T - q P C R 法 测 定 H C C 患 者 与 入

组健康者外周血let-7a水平发现，HCC患者血清存
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在明显的let-7a表达下调，较健康者血清水平差异

有显著差别，可能为HC C 的重要血清分子生物学

指标，对无症状的一类早期HC C 的诊断存在一定

参 考 价 值 。 进 一 步 对 l e t - 7 a 血 清 水 平 与 H C C 临 床

病理特征进行统计学分析发现，血清let-7a水平与

患 者 存 在 肿 瘤 的 癌 栓 形 成 具 有 明 显 关 联 。 癌 栓 是

指 肿 瘤 生 长 、 浸 润 、 迁 移 过 程 中 ， 患 者 血 管 、 淋

巴 遭 遇 癌 细 胞 侵 犯 ， 或 导 致 凝 血 异 常 、 血 流 动 力

障 碍 、 血 栓 形 成 等 病 理 改 变 ， 进 一 步 引 起 栓 子 发

生 ， 可 出 现 于 微 循 环 、 淋 巴 管 及 大 小 动 静 脉 。 本

研究发现癌栓的发生于HCC患者外周血let-7a表达

量明显下降，推测可能和let-7a的表达下降后其对

肿 瘤 细 胞 的 增 殖 侵 袭 能 力 的 抑 制 作 用 减 弱 ， 进 而

导 致 恶 变 细 胞 侵 袭 、 扩 散 能 力 增 强 ， 影 响 血 液 运

行后导致了血流动力学障碍，甚至引起癌栓形成，

表明血清let-7a水平对于HCC有一定的诊断价值。

报道 [6, 22]显示，HCC组织中let -7a的表达与肿

瘤大小有关，体外实验则表明HC C 中人为制造上

调 的 l e t - 7 a 水 平 可 抑 制 癌 细 胞 增 殖 、 侵 袭 及 转 移

等 生 物 学 行 为 。 本 研 究 中 血 清 l e t - 7 a 水 平 则 与 性

别、年龄、HBV感染、肝硬化、肿瘤直径、肿瘤

个数、淋巴结转移、TNM分期、淋巴结转移、病

理分级、AFP水平无关，表明血清let-7a水平的改

变 情 况 对 于 肿 瘤 进 展 过 程 的 评 估 存 在 一 定 的 局 限

性 ， 当 然 这 可 能 与 本 研 究 样 本 量 过 少 有 关 ， 同 时

目 前 关 于 H C C 患 者 血 清 l e t - 7 a 研 究 尚 无 报 道 ， 其

水 平 变 化 具 体 机 制 也 尚 不 清 楚 ， 这 些 均 有 待 进 一

步 大 样 本 研 究 进 行 验 证 。 A F P 为 目 前 临 床 上 公 认

的HCC相关肿瘤标志物，应用非常广泛 [23]。本研

究 中 血 清 A F P 对 肝 细 胞 肝 癌 患 者 的 诊 断 灵 敏 度 为

75%，特异度为96%，AUC为0.84，与相关报道[24]

结果类似；而联合测定血清let -7a与AFP对HCC的

诊断效率，灵敏度为83%，特异性为97%，AUC为

0.92，均优于单独检测AFP的诊断价值。提示联合

检测血清let -7a与AFP比两个指标单独检测对HCC

具有更高的诊断效率，亦提升了AFP作为单一指标

检测的诊断效能。

综上，HCC患者血清let-7a水平出现下调，可

能成为诊断HCC的新的分子标志物。同时，PCR法

技 术 成 熟 ， 操 作 简 便 ， 扩 增 效 率 高 ， 具 有 一 定 的

临床价值。
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