
第 28 卷　第 1 期
  2019 年 1 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.28　No.1
Jan.　2019

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net31

乙肝相关性肝细胞癌患者血清外泌体 miR-1290 水平的变化
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摘   要 目的：探讨乙型肝炎病毒（HBV）相关性肝细胞癌（HCC）患者血清外泌体 miR-1290 水平的变化及

其诊断价值。

方法： 收 集 31 例 HBV 相 关 HCC 患 者，20 例 HBV 携 带 患 者，20 例 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 患 者 以 及 19 例

健康体检者的血液样本，分离纯化血清外泌体并鉴定，用 RT-PCR 检测外泌体 miR-1290 水平。利用

ROC 曲线评价外泌体 miR-1290 对 HBV 相关 HCC 的诊断效能。

结果：纯化提取的样品中含有大量外泌体颗粒，并且具备外泌体的典型特性。与健康个体比较，外

泌 体 miR-1290 水平在 HBV 携带患者中未见明显差异（P>0.05）在 HBV 相关 HCC 患者中明显升高

（P<0.001），且晚期 HCC 患者高于早期 HCC 患者（P=0.036），而在乙型肝炎肝硬化患者中明显降

低（P=0.006）。外泌体 miR-1290 的 ROC 曲线的曲线下面积（AUC）为 0.82（95% CI=0.73~0.91），

具有较好的特异性（88.1%），且其诊断效能优于 AFP（AUC=0.792）。

结论：血清外泌体 miR-1290 在 HBV 相关 HCC 患者中升高，对 HBV 相关 HCC 具有较好的诊断效能，

并有望成为诊断 HBV 相关 HCC 的血清学标志物。 
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Abstract Objective: To investigate the change in serum exosomeal miR-1290 level in patients with hepatitis B virus (HBV) 

related hepatocellular carcinoma (HCC) and its diagnostic value. 
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原 发 性 肝 癌 是 全 球 第 六 大 恶 性 肿 瘤 ， 是 癌

症 相 关 性 死 亡 的 第 二 大 原 因 ， 其 每 年 造 成 全 球 约 

7 0 万 人 死 亡 [ 1 ]。 在 我 国 ， 原 发 性 肝 癌 发 病 率 居 第

二 位 ， 仅 次 于 肺 癌 [ 2 ]， 它 的 病 理 类 型 主 要 包 括 肝

细胞癌（HCC）、肝内胆管癌（ICC）和混合型肝

癌（HCC - ICC），其中85%~90%为HCC [3]。乙型

肝炎病毒（HBV）持续感染后导致肝硬化进而演

变 成 为 H C C 是 其 发 病 率 骤 升 的 主 要 原 因 [ 4 ]， 慢 性

HBV感染患者发展成为HCC的风险相较于未感染

者增加了近100倍 [5]。尽管肝切除和肝移植仍是目

前HCC最有效的治疗方法，但由于HCC早期症状

比 较 隐 匿 ， 很 多 患 者 一 经 诊 断 便 失 去 了 手 术 治 疗

的机会[6]，那么对于HCC的早期诊断便变得尤为重

要。目前临床上常用甲胎蛋白（AFP）作为HCC的

筛查，但因AFP在转录上受多种因素调控，约1/3的

HCC患者血清AFP正常，因而具有一定局限性[7]。

因此，探寻新的HC C 早期特异性诊断标志物具有

重要意义。

外泌体是直径在40~100  nm之间的具有生物

学 功 能 的 细 胞 外 囊 泡 ， 可 以 由 多 种 类 型 的 细 胞 所

分 泌 ， 包 括 肿 瘤 细 胞 、 免 疫 细 胞 、 肝 细 胞 及 神 经

元细胞[8]。它可以存在于各种体液当中，如血液、

尿 液 、 唾 液 以 及 母 乳 [ 9 ]， 外 泌 体 中 富 含 大 量 的 脂

类、蛋白质、mRNA和microRNA（miRNA）以及

能 够 介 导 细 胞 间 信 息 传 递 的 活 性 分 子 ， 它 可 以 通

过转移功能蛋白、miRNA和其他活性物质来增强

细 胞 与 细 胞 之 间 的 联 系 ， 广 泛 参 与 细 胞 间 物 质 交

换与信息交流 [ 10]。当肿瘤发生时，肿瘤细胞 可以

比正常细胞分泌更多的外泌体，将miRNA和或活

性 分 子 传 递 至 特 定 细 胞 或 组 织 ， 形 成 有 利 于 肿 瘤

生 长 和 发 展 的 微 环 境 ， 不 同 程 度 地 参 与 肿 瘤 进 展

的病理过程[11]。miRNA是一种小的长度为19~24 nt

内源性非编码的小分子RNA [12]，它在转录后水平

起 作 用 ， 参 与 细 胞 增 殖 与 分 化 、 细 胞 凋 亡 、 肿 瘤

转移、血管形成和免疫应答等多种生物过程 [ 13]。

由 于 外 泌 体 具 有 脂 质 双 层 膜 结 构 ， 能 很 好 的 保 护

其包被的物质，因此外泌体内miRNA相比于循环

miRNA更加稳定。因此，越来越多的研究发现外

泌体中miRNA可以作为多种肿瘤疾病潜在标志物

及治疗靶标[14]。

笔者前期实验通过对HCC细胞系HepG2与过

表 达 乙 型 肝 炎 病 毒 X 蛋 白 （ H B x ） 的 H e p G 2 细 胞

系的细胞上清外泌体进行高通量测序，发现miR-

1290在过表达HBx的HepG2细胞培养上清的外泌

体 中 含 量 显 著 增 高 ， 由 于 H B x 能 够 诱 导 肝 细 胞 内

多种miRNA的异常表达从而促进HBV相关HCC的

发 生 发 展 [ 1 5 - 1 7 ]， 且 外 泌 体 的 旁 分 泌 途 径 可 能 是 一

种新的致癌机制，故推测外泌体miR -1290可能与

HBx参与肝癌有关。本研究通过收集HBV相关HCC

患 者 标 本 ， 探 讨 H B V 相 关 H C C 患 者 血 清 外 泌 体 

miR -1290水平与疾病的关联以及对其诊断效能的

评估。

hepatitis B induced liver cirrhosis, and 19 subjects undergoing health maintenance examination were collected. 

The serum exosomes were isolated and purified and then identified. The expression levels of exosomal miR-1290 

were determined by RT-PCR. The diagnostic efficacy of exosomal miR-1290 for HBV-related HCC was evaluated 

using the ROC curve.

Results: The purified samples contained a large number of exosomal particles with the typical characteristics of 

the exosomes. Compared with healthy individuals, the exosomal miR-1290 level showed no significant difference 

in HBV carriers (P>0.05), and was significantly elevated in patients with HBV-related HCC (P<0.001), in 

advanced stage HCC patients was significantly higher than in early stage HCC patients (P=0.036), but was 

significantly decreased in patients with hepatitis B induced liver cirrhosis (P=0.006). The area under the curve 

(AUC) of the ROC of exosomel miR-1290 for diagnosis of HBV-related HCC was 0.82 (95% CI=0.73 0.91), with 

good specificity (88.1%), and its diagnostic efficiency was higher than that of AFP (AUC=0.792).

Conclusion: Serum level of exosomal miR-1290 is increased in patients with HBV-related HCC, and it has better 

diagnostic efficacy for HBV-related HCC. It is hopeful to become a serological marker for the diagnosis of HBV-

related HCC.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Exosomes; Hepatitis B virus; MicroRNAs

CLC number: R735.7

                                                                                                                                                                                                                                                                                   



高斌，等：乙肝相关性肝细胞癌患者血清外泌体miR-1290水平的变化及其诊断价值第 1 期 33

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

1　资料与方法

1.1  临床样本及数据收集

90例血液样本均全部来自于中南大学湘雅医

院，于2017年8月—2018年11月收集。其中健康体

检者（健康对照）19例，HBV携带者20例，乙型

肝炎肝硬化患者20例，HBV相关HCC患者31例。

HBV携带者样本通过相关血清学检验诊断；乙型

肝 炎 肝 硬 化 通 过 肝 穿 刺 活 检 或 影 像 学 检 查 确 诊 ；

HCC均通过组织病理学确诊，且HCC患者血液样

本均在患者行外科手术或介入治疗之前采集，4组

样 本 均 排 除 合 并 其 他 肿 瘤 、 丙 肝 病 毒 感 染 、 自 身

免 疫 疾 病 及 血 液 系 统 疾 病 。 收 集 各 组 研 究 对 象 的

基 本 信 息 及 临 床 相 关 资 料 。 本 项 研 究 通 过 了 中 南

大 学 湘 雅 医 院 伦 理 委 员 会 的 批 准 ， 所 有 的 研 究 对

象均提供了知情同意和签署了知情同意书。

1.2  血清外泌体的分离及鉴定

采用血清试管采集研究对象外周血3~5 mL，

静置15 min，室温下3 000 g离心15 min后吸取上

层 血 清 至 E P 管 内 ， 放 至 - 8 0  ℃ 冰 箱 保 存 备 用 。

利用血清外泌体分离试剂盒（ExoQuick  exosome 

precipi ta t ion solut ion；货号：EXOQ5A -1，美国

SBI公司）分离提取血清外泌体，严格按照试剂盒

使 用 说 明 进 行 操 作 。 将 提 取 的 外 泌 体 样 品 通 过 磷

钨 酸 负 染 色 后 置 于 透 射 电 镜 下 观 察 外 泌 体 颗 粒 的

形 态 。 利 用 N a n o  S i g h t 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 技 术 对

所提取的外泌体颗粒粒径进行检测，通过Western 

b l o t 来 检 测 血 清 外 泌 体 表 面 特 异 性 蛋 白 标 志 物

（ C D 6 3 和 T S G 1 0 1 蛋 白 分 子 ） ， 所 使 用 的 抗 体 包

括CD63（中国ABclonal公司，A5271）、TSG101

（美国Sigma-Aldrich公司，HPA00616）、羊抗兔

二抗（美国Proteintech公司，SA00001-2）。

1.3  外泌体 miR-1290 水平的检测

应 用 血 清 / 血 浆 m i R N A 提 取 试 剂 盒 （ T h e 

miRNeasy Serum/Plasma Kit；目录号：217184，

德 国 Q i a g e n 公 司 ） 严 格 依 照 使 用 说 明 提 取 血 清

外 泌 体 中 的 m i R N A ， 测 定 m i R N A 的 浓 度 ， 利

用 逆 转 录 试 剂 盒 （ A l l - i n - O n e ™  m i R N A  F i r s t -

St rand  cDNA Syn thes i s  Ki t；货号：QP013，美

国GeneCopoeia  ™公司）对提取的外泌体miRNA

进 行 逆 转 录 （ 反 应 条 件 为 ： 3 7  ℃  1  h ； 8 5  ℃  

5 min），获得cDNA。应用RT-PCR试剂盒（All-

in -One™  miRNA qPCR Ki t；货号：QP010，美

国 GeneCopoe ia™公司），采用SYBR法,以miR -

16-5p为内参进行qPCR[18-19] （反应条件为：95 ℃

预变性10 min；95  ℃变性12 s；60  ℃退火延伸 

1 min，上述进行40个循环）。miR-1290正义链：

5'-TGG ATT TTT GGA TCA GGG A-3'，反义链：

5' -CGC GTG GAT TTT TGG ATC AGG GA -3'；

miR-16 -5p正义链：5'-TAG CAG CAC GTA AAT 

ATT GGC G-3'，反义链：5'-CGC TAG CAG CAC 

GTA AAT ATT  GGC G -3 '。通过应用差异倍数= 

2-△△Ct法计算各组间miR-1290的相对表达量。

1.4  统计学处理

采用SPSS18.0软件进行数据分析，GraphPad 

Pr ism 7软件制图。计量资料符合正态分布采用均

数 ± 标 准 差 （x± s） 表 示 ， 偏 态 分 布 采 用 中 位 数

（四分位间距）[M（Q）]表示。计量资料组间比

较 采 用 t检 验 或 者 M a n n - W h i t n e y  U检 验 ； 计 数 资

料组间比较采用χ 2检验。利用ROC曲线评价血清

外泌体miR -1290在HBV相关HCC中的诊断效能。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  研究对象的一般资料

健康对照组年龄（43.95±13.53）岁，男13例，

女 6 例 ； 乙 型 肝 炎 肝 硬 化 组 和 H B V 携 带 组 及 H B V

相 关 H C C 组 年 龄 分 别 为 （ 4 9 . 3 5 ± 1 0 . 7 4 ） 岁 、

（44.95±10.73）岁、（50.58±12.8）岁，乙型

肝炎肝硬化组和HBV携带组男、女性均为14例和 

6 例 ， H B V 相 关 H C C 组 为 2 6 例 和 5 例 。 各 组 在 性

别 、 年 龄 、 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （ A L T ） 方 面 均 无

统计学差异（均P>0 .05）；天门冬氨酸氨基转移

酶（AST）、白蛋白、总胆汁酸、AFP以及合并肝

硬化方面均存在统计学意义（均P<0 .05），尤其

是 在 白 蛋 白 、 A F P 及 合 并 肝 硬 化 方 面 差 异 有 明 显

差异（均P<0.001）。根据2017年版原发性肝癌诊

疗规范 [20]对HCC组进行TNM分期及病理分级，其

中早期（I+II期）与晚期（III+IV期）分别为13例

和 1 8 例 ， 分 化 程 度 良 好 （ I + I I 级 ） 与 分 化 程 度 差

（III+IV级）分别为26例和5例（表1）。
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2.2  血清外泌体的鉴定

首 先 利 用 透 射 电 镜 观 察 所 提 取 血 清 外 泌 体 颗

粒的形态，视野下可见多个直径约50~100  nm呈

茶 托 型 或 一 侧 凹 陷 半 球 形 的 具 有 脂 质 双 层 膜 囊 状

颗粒（图1A）。然后采用Wes te rn  b l o t检测外泌

体 表 面 特 征 性 蛋 白 ， 结 果 显 示 所 提 取 的 外 泌 体 颗

粒 均 表 达 C D 6 3 、 T S G 1 0 1 标 志 性 蛋 白 分 子 ， 而 无

外 泌 体 的 血 清 则 不 表 达 或 低 表 达 C D 6 3 和 T S G 1 0 1 

（图1B）。最后通过Nano Sight纳米颗粒跟踪分析

技 术 来 检 测 外 泌 体 颗 粒 的 粒 径 ， 结 果 显 示 样 品 中

颗 粒 分 散 均 一 ， 直 径 呈 单 峰 正 态 分 布 ， 主 要 分 布

在20~100 nm之间，峰值大约为66 nm（图1C）。

表 1　各组研究对象的一般资料
Table 1　General information of each group of subjects

　　资料 HBV 相关 HCC（n=31） 乙型肝炎肝硬化（n=20） HBV 携带（n=20） 健康对照（n=19） P
性别 [n（%）]
　男 26（83.9） 14（70.0） 14（70.0） 13（68.0）

>0.05
　女 5（16.1） 6（30.0） 6（30.0） 6（32.0）
年龄（岁，x±s） 50.58±12.89 49.35±10.74 44.95±10.73 43.95±13.53 >0.05
AST [U/L，M（Q）] 35.80（27.00~71.10） 37.45（28.27~46.10） 27.00（21.70~30.65） — 0.006
ALT [U/L，M（Q）] 33.40（22.70~43.90） 24.20（18.32~47.45） 25.55（21.32~31.85） — >0.05
白蛋白（g/dL，x±s） 42.16±4.24 40.93±7.25 47.01±3.42 — 0.001
总胆汁酸 [mg/dL，M（Q）] 8.90（5.70~16.00） 14.60（5.18~48.48） 3.06（1.65~6.35） — <0.001 
肝硬化
　无 10（32.3） 0（0.0） 20（100.0） —

<0.001
　有 21（67.7） 20（100.0） 0（0.0） —
AFP [ng/mL，M（Q）] 97.90（3.71~680.79） 5.09（3.07~9.02） 2.52（1.87~3.41） 3.31（2.24~4.19） <0.001  
肿瘤数目 [n（%）]
　单个 26（83.9） — — —

—
　多个 5（16.1） — — —
肿瘤直径 [cm，M（Q）] 5.00（3.00~9.00） — — — —
微血管侵犯 [n（%）]
　无 13（42.0） — — —

—
　有 18（58.0） — — —
TNM 分期 [n（%）]
　I+II 13（42.0） — — —

—
　III+IV 18（58.0） — — —
病理分级 [n（%）]
　I+II 26（83.9） — — —

—
　III+IV 5（16.1） — — —

图 1　血清外泌体鉴定　　A：透射电镜下观察外泌体的形态；B：Western blot 检测外泌体 CD63、TSG101 特征性蛋白分子的
表达（1、2 为外泌体颗粒，3、4 为无外泌体颗粒的血清）；C：Nanosight 检测外泌体颗粒粒径

Figure 1　Identification of serum exosomes　　A: Morphology of exosomes was observed at 100 nm under transmission electron microscopy; 
B: Determination of the expression of characteristic molecules of exosome CD63 and TSG101 by Western blot (1, 2 showing the 
exosomal particles, and 3, 4 showinbg serum without exosomal particles); C: Detecting exosome particle size by Nanosight
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2.3  血清外泌体 miR-1290 的表达

各组之间两两比较血清外泌体miR -1290的表

达水平，外泌体miR -1290在健康对照组与HBV携

带组之间无统计学差异（P>0 .05）；相较于其他 

3组，外泌体miR-1290在HBV相关HCC组的水平明

显升高（健康对照vs.  HBV相关HCC，P<0.001；乙

型肝炎肝硬化vs .  HBV相关HCC，P<0.001；HBV

携带v s .  HBV相关HCC，P=0.002），但在乙型肝

炎肝硬化组表达却明显下调（健康对照v s .乙型肝

炎肝硬化：P=0.003 6；HBV携带vs .乙型肝炎肝硬

化：P=0.006）。此外，早、晚期HCC患者血清外

泌体miR -1290相较于健康对照组表达均存在统计

学差异（健康对照vs .  I+I I  HCC：P=0.026  4；健

康对照vs .  I I I+IV HCC：P<0.001），并且外泌体

miR -1290在晚期HCC患者中的水平较早期HCC患

者明显升高（P=0.036）（图2）。

2.4  血清外泌体 miR-1290 诊断效能的评估

采用ROC曲线评估外泌体miR -1290及AFP在

H BV相关HCC中的诊断效能，结果显示AFP的曲

线下面积AUC值为0.792（95% CI=0.676~0.907，

P<0 . 0 0 1 ） （ 图 3 ） 。 外 泌 体 m i R - 1 2 9 0 的 曲 线 下

面 积 A U C 值 为 0 . 8 2 0 （ 9 5 %  C I= 0 . 7 3 0 ~ 0 . 9 1 0 ，

P<0 .001）（图3），灵敏度为61.3%，特异度为

88.1%，截断值为0.511，具有良好的诊断效能。

3　讨　论

HCC是世界范围内发病率及病死率最高的恶

性 肿 瘤 之 一 ， 其 病 情 进 展 迅 速 ， 治 疗 困 难 ， 预 后

差，成为了全世界公认的难题 [21]。HBV感染是导

致其发生发展的最主要因素，高达50%的新诊断的

图 2　血清外泌体 miR-1290 在不同组间的表达情况  
Figure 2　Expressions of serum exosomeal miR-1290 among different groups

图 3　外泌体 miR-1290 和 AFP 对 HBV 相关 HCC 的诊断效能 
Figure 3　Diagnostic efficiencies of exosomeal miR-1290 and AFP for HBV-related HCC
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HCC归因于HBV的慢性感染，其中HBx可以干扰参

与 细 胞 增 殖 和 凋 亡 相 关 的 几 种 信 号 通 路 从 而 促 进

HCC的发生 [22]。而且由于我国是乙肝大国，是世

界上乙肝疾病负担最重的国家 [ 23]，因此针对乙肝

人 群 的 癌 症 筛 查 诊 断 十 分 重 要 ， 就 目 前 来 说 ， 发

现 更 为 准 确 和 非 侵 入 性 的 生 物 标 志 物 去 筛 查 及 诊

断肝癌仍然是具有紧迫性及挑战性。

相 较 于 血 清 而 言 ， 外 泌 体 的 应 用 对 于 发 现 诊

断 生 物 标 志 物 具 有 一 定 的 优 势 。 事 实 上 ， 外 泌 体

可以选择性地包装和携带miRNA来代表其原始细

胞 或 特 定 疾 病 ， 与 健 康 个 体 相 比 ， 其 在 癌 症 患 者

中的产量增加 [24]。而且，研究 [25]已经证明外泌体

可以保护其含有的mi RNA免受富含循环的RNase

的影响，这意味着外泌体miRNA更稳定。最近的

研究 [26-30]就证明了循环外泌体miRNA可以作为各

种 疾 病 包 括 癌 症 生 物 标 志 物 的 潜 能 。 本 研 究 发 现

H B V 相 关 H C C 患 者 血 清 外 泌 体 m i R - 1 2 9 0 表 达 显

著高于健康体检者、HBV携带者及乙肝肝硬化患

者，在HCC的不同阶段表达也有所不同，HCC晚

期较HC C 早期表 达明显增高，并且经分析发现血

清外泌体miR -1290有比AFP更好的检测效能，这

一 发 现 提 示 外 泌 体 m i R - 1 2 9 0 水 平 可 能 具 有 衡 量

疾病发生发展的潜力，并提示HC C 疾病的预后情

况。miR -1290是一个新近发现的小分子RNA，尽

管已经有很多研究先后发现miR -1290在各种癌症

中作用及影响，例如，Kobayashi等[31]发现外泌体

miR -1290在高级别浆液性卵巢癌患者血清中的水

平 显 著 升 高 ， 可 以 作 为 高 级 别 浆 液 性 卵 巢 癌 的 一

种 新 的 潜 在 诊 断 生 物 标 志 物 ； M o 等 [ 3 2 ]发 现 m i R -
1290在非小细胞性肺癌中高表达，可用作非小细

胞 性 肺 癌 的 潜 在 预 后 生 物 标 志 物 ； H u a n g 等 [ 3 3 ]发

现外泌体miR -1290可以作为前列腺癌的预后标志

物；同时还有大量的研究 [34-35]证明miR -1290在胰

腺癌、结直肠癌中发生发展的作用，但是miR-1290

在HCC中却甚少有研究，这也是本研究的创新点。

虽然外泌体miR-1290水平在HBV相关HCC中

明 显 增 高 ， 然 而 在 肝 硬 化 组 表 达 降 低 ， 其 具 体 原

因 不 明 确 ， 笔 者 推 测 这 一 趋 势 与 肝 硬 化 患 者 生 理

基 础 和 代 谢 循 环 改 变 有 关 。 肝 硬 化 患 者 肝 非 实 质

细 胞 活 化 以 及 血 管 床 的 紊 乱 增 生 ， 其 中 肝 星 状 细

胞（HSC）活化是肝纤维化起始及进展中的关键因

素 ， 然 而 肝 硬 化 阶 段 肝 实 质 细 胞 的 生 物 活 性 是 受

到 抑 制 的 [ 3 6 - 3 8 ]， 从 而 导 致 外 泌 体 分 泌 量 的 降 低 和

miR -1290水平的变化。而当肝硬化进展到肝癌阶

段 ， 出 现 了 克 隆 增 生 活 跃 的 肝 癌 细 胞 ， 相 应 的 病

理生理发生改变，在HBx的作用下细胞的外泌体分

泌量和外泌体miR -1290含量均呈显著增高趋势，

从而决定其对HC C 发生发展的敏感性，然而具体

原因及其作用机制仍有待进一步研究。

另 一 方 面 ， 本 研 究 也 存 在 一 定 的 局 限 性 。 首

先 是 每 组 所 收 集 的 标 本 量 有 限 ， 这 可 能 在 一 定 程

度 上 对 实 验 研 究 产 生 一 定 影 响 ； 其 次 ， 研 究 对 象

并没有拓展到对非HBV相关的HCC，外泌体miR -
1290在这类HCC患者中表达情况是否也是上调仍然

不得而知，同时也是将来进一步探讨研究的方向。

总之，血清外泌体miR-1290水平在HBV相关

HCC患者中升高，且在晚期HCC高于早期HCC，

因此，血清外泌体miR -1290在未来可能能成为诊

断HBV相关HCC潜在的血清学标志物。
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