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联合检测血清miR-125b和AFP对原发性肝细胞癌的

诊断价值*

左 铎① 罗 艺② 郭 华② 张 宁②

摘要 目的：探讨血清中miR-125b作为原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）的血清标志物的可能性和联合检测miR-125b
和AFP对HCC的诊断价值。方法：通过实时荧光定量PCR（quantitative real-time polymerase chain reaction，RT-qPCR）检测65例HCC
患者和30例健康对照组的血清miR-125b表达量，分析其对HCC的诊断价值，以及与HCC临床病理资料参数间的关系。结果：HCC
患者组血清miR-125b表达与对照组相比较低，且两者的差异有统计学意义（P<0.05）。miR-125b的表达与患者性别、年龄、乙肝表

面抗原阳性、AFP、ALT和α-GGT的表达水平无关（P>0.05）。miR-125b的表达与患者肝硬化、肿瘤大小和TNM分期有关，且差异有

统计学意义（P<0.05）。单独检测miR-125b的ROC曲线下的AUC为0.917（95%CI：0.851～0.960，P<0.001），灵敏性为85.9%，特异性

为93.5%，联合miR-125b和AFP检测的ROC曲线下的AUC为0.951（95%CI：0.894～0.982，P<0.001），灵敏性为92.9%，特异性为93.5%，

检测AFP <20 μg/L的HCC患者血清miR-125b的ROC曲线下的AUC为0.889（95%CI：0.776～0.957，P<0.001），灵敏性为84.0%，特

异性为87.1%。结论：联合检测血清miR-125b和AFP对早期诊断原发性HCC具有重要的临床价值。
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Abstract Objective: To investigate the possibility of miR-125b in serum as a novel tumor marker for primary hepatocellular car-

cinoma (HCC) and the diagnosis value of combined detection of miR-125b and alpha-fetoprotein (AFP) for HCC. Methods: We detected

serum miR-125b expression of 65 cases of HCC patients and 30 cases of healthy controls by real-time quantitative PCR. Moreover, we

analyzed the significance of miR-125b and explored the relationship between miR-125b and clinical pathological factors. Results: The level

of miRNA-125b was down regulated in serum of HCC patients compared with healthy controls which showed significant differences (P<

0.05). Furthermore, the expression of miRNA-125b has no distinct correlation with sex, age, HbsAg, AFP, ALT and α-GGT, which had no

significant differences (P>0.05). The expression level of miRNA-125b correlated the difference with liver Cirrhosis, tumor size and tumor

node metastasis (TNM) stages, which were considered significant differences (P<0.05). The receiver operating characteristic (ROC) curve

analysis of serum miR-125b for the diagnosis of HCC yielded AUC of 0.917(95%CI: 0.851～0.960, P<0.001)with 85.9% sensitivity and

93.5% specificity. The ROC curve analysis of combined miR-125b and AFP for HCC detection yielded AUC of 0.951(95%CI: 0.894～0.982,

P<0.001)with 92.9% sensitivity and 93.5% specificity. The ROC curve analysis of serum miR-125b as biomarkers for the group (AFP<20

μg/L) of HCC yielded AUC of 0.889(95%CI: 0.776～0.957, P<0.001)with 84.0% sensitivity and 87.1% specificity. Conclusion: Serum

miRNA-125b combined with AFP has considerable clinical value for the early diagnosis of primary HCC
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）在世界

恶性肿瘤中排名第 6名［1］。亚洲和非洲地区是HCC
患者的高发区［2］。由于早期确诊率不高，大多HCC患

者发现肿瘤时已经处于肝癌晚期，伴随高死亡率，自

临床诊断开始5年总生存率仅有5%～9%，错过了实

施肝切除术的最佳时机，且预后较差，具有高复发

率，和抗化疗等特点［1-3］。目前主要筛查HCC的检测

手段为影像学和血清学检测。由于缺乏有效的预测

和诊断的检测手段，患者往往是通过活检及手术探

查才得到确诊。血清学诊断HCC以AFP检测为主，

其最大问题就是灵敏性和特异性较低，分别只有

39%～65%和76%～94%［4］。有研究者预测微小RNA
（microRNA，miRNA）可以作为一种肿瘤标志物来对

肿瘤的诊断和预后进行估计［5］。本研究联合检测

HCC患者血清AFP和miR-125b可能有效地达到早

期诊断HCC高灵敏性和高特异性的目的。Liang等［6］

发现miR-125b在原发性HCC组织表达下调，并确定

癌基因 LIN28B 是 miR-125b 的直接下游靶基因，

miR-125b 参与调控 LIN28B 和下游分子 p21Cip1/
Waf1、c-myc和E-cadherin来抑制HCC细胞的生长和

转移。Au等［7］发现HCC组织中的EZH2基因表达上

调与miR-125b表达下调显著相关，并通过一系列的

细胞学实验发现EZH2通过Wnt信号通路和MAPK/
ERK信号通路抑制miR-125b抗HCC转移功能，这两

个通路与肿瘤的转移密切相关。这些文献报道均是

在组织学和细胞学水平上研究HCC中的miR-125b，
是否在循环血液中同样也有类似的临床价值，本研

究采用实时荧光定量PCR（quantitative real-time poly⁃
merase chain reaction，RT-qPCR）检测miR-125b在中

国人群中原发性HCC患者与健康人的血清中的表

达，分析比较之间的差异，并分析miR-125b与HCC
临床病理特征之间的相关性，联合检测HCC患者血

清miR-125b和AFP提高早期诊断原发性HCC的灵

敏性和特异性。

1 材料与方法

1.1 材料

收集 2011年 5月至 2012年 12月期间本院肝胆

外科经病理确诊为原发性HCC的患者血清标本 65
例，患者男性 48例，女性 17例，年龄 27～79岁，男性

中位数年龄 56岁，女性中位数年龄 51岁；健康对照

组男性17例，女性13例，年龄24～80岁，男性中位数

年龄 52岁，女性中位数年龄年龄 49岁，两组性别和

年龄比较均差异无统计学意义（P>0.05）。患者入院

前均未进行手术或放化疗治疗。HCC患者病理资料

完整，按照UICC（第 7版）TNM标准对HCC进行临床

病理分期（表1）。患者和健康人均空腹静脉抽血，用

非抗凝剂的试管采集2～3 mL的血液标本，分离血清。

1.2 方法

1.2.1 试剂与仪器 miR-125b主要试剂购自美国

ABI有限公司，分别为mirVanaTM PARISTM 提取miRNA
试剂盒，Taqman® miRNA 逆转录试剂盒，Taqman®

miRNA qPCR试剂盒，TaqMan® Universal PCR 混合试

剂Ⅱ（不含UNG），TaqMan® small RNA引物（5×），Taq⁃
Man® small RNA引物（20×）。采用的仪器分别为美

国 Beckman Coulter 公司 Allegra 64R 高速冷冻离心

机，美国 BIO-RAD 公司 S1000 Thermal Cycler 普通

PCR 仪，美国 BIO-RAD 公司 CFX96 实时荧光定量

PCR仪。AFP试剂购自Roche诊断产品（上海有限公

司），采用 Roche E170全自动电化学发光分析仪检

测。ALT、α-GGT试剂购自美国 Beckman Coulter有
限公司，采用Beckman Coulter AU5821全自动生化分

析仪检测。

1.2.2 实验方法 用非抗凝剂的试管采集血液标本

后，3 000 r/min离心 5 min，分离出血清。-80℃保存

血清标本。取200 μL血清，按照mirVana™ PARIS™
提取miRNA试剂说明书进行提取miRNA。按照Taq⁃
Man® miRNA逆转录试剂说明书将提取的RNA逆转

录合成 cDNA，按比例配制RT混合液，分别加入Taq⁃
Man® hsa-miR-125b引物（5×）或内参TaqMan® U6 sn⁃
RNA引物（5×），使用RT-PCR仪进行逆转录。合成

cDNA后，按照TaqMan® miRNA qPCR 试剂说明书进

行实时荧光定量 PCR检测，混合加入 TaqMan® Uni⁃
versal PCR混合试剂Ⅱ（不含 UNG），分别加入 Taq⁃
Man® hsa-miR-125b引物（20×）或内参 TaqMan® U6
snRNA引物（20×），miR-125b和内参U6的特异引物

序列见表 2。根据miRNA的扩增曲线和溶解曲线进

行数据分析。

1.2.3 数据处理 血清中miRNA的相对表达水平［8］：

公式=2-△△Ct，△Ct=目标基因Ct-内参基因Ct，目标基

因Ct和内参基因Ct来自同一标本中的目标基因Ct值
和内参基因Ct值。△△Ct=△Ct实验组-△Ct对照组。

1.3 统计学分析

所有统计学计算均使用 SPSS 19.0 软件完成。

miR-125b相对表达水平采用中位数和四分位间距表

示，Mann-Whitney U检验分析血清miR-125b水平的

临床意义。MedCalc 11.4软件构建ROC（receiver op⁃
erating characteristic）曲线，确定血清miR-125b诊断

HCC的临界值（cutoff value）并计算 AUC（area under
the ROC curve）。采用Mann-Whitney U检验（两组间

比较）和KrusKal-Wallis H检验（多组间比较）分析血

清miR-125b与HCC临床病理特征各参数之间的相

关性。P<0.05为差异有统计学意义。
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Clinicopathological feature
Age（years）

<52*
≥52*

Gender
Male
Female

HBsAg
Postive
Negtive

AFP（μg/L）
<400
≥400

ALT（U/L）
Normal**
Elevated**

α-GGT（U/L）
Normal**
Elevated**

Tumor size（㎝）

<5
≥5

Liver cirrhosis
Presence
Absence

TNM stage
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ-Ⅳ
*: Values are in median；**: The cutoff values for ALT are as follows: Normal, ALT ≤ 50 U/L for male or ALT ≤ 35 U/L for female; Elevated, ALT > 50 U/
L for male or ALT > 35 U/L for female. The cutoff values for α-GGT are as follows: Normal, α-GGT ≤ 60 U/L for male or α-GGT ≤ 45 U/L for female;
Elevated, α-GGT > 60 U/L for male or α-GGT > 45 U/L for female

All cases（%）

29（44.6）
36（55.4）

48（73.8）
17（26.2）

43（66.2）
22（33.8）

46（70.8）
19（29.2）

34（52.3）
31（47.7）

23（35.4）
42（64.6）

34（52.3）
31（47.7）

37（56.9）
28（43.1）

22（33.9）
27（41.5）
16（24.6）

Serum miR-125b expression 2-ΔΔCt

Low expression（%）

13（44.8）
17（47.2）

21（43.8）
9（52.9）

18（41.9）
12（54.5）

27（58.7）
3（15.8）

19（55.9）
11（35.5）

7（30.4）
23（54.8）

5（14.7）
25（80.6）

26（70.3）
4（14.3）

2（9.1）
14（51.9）
14（87.5）

High expression（%）

16（55.2）
19（52.8）

27（56.2）
8（47.1）

25（58.1）
10（45.5）

19（41.3）
16（84.2）

15（44.1）
20（64.5）

16（69.6）
19（45.2）

29（85.3）
6（19.4）

11（29.7）
24（85.7）

20（90.9）
13（48.1）
2（12.5）

P

0.455

0.279

0.767

0.054

0.077

0.103

0.006***

0.018***

0.025***

表1 65例HCC患者miR-125b表达与临床病理资料的相关性 %

Table 1 miR-125b expression in 65 HCC patients and its correlation with clinical pathologic data %

Primer name
Has-miR-125b
U6 snRNA

Sequence（5' to 3'）
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAACGA

2 结果

2.1 HCC患者血清miR-125b表达水平与临床资料

的关系

HCC 组 血 清 miR-125b 相 对 表 达 水 平 0.494
（0.276～0.591），对照组血清miR-125b相对表达水平

为 1.446（1.085～1.701），HCC组血清miR-125b相对

表达水平是健康对照组的 0.342 倍，HCC 组中

miR-125b表达明显低于健康对照组（P<0.001）。将

HCC组分为两组，其中血清miR-125b相对表达水平

<0.494作为低表达组，血清miR-125b相对表达水平>
0.494作为高表达组。HCC患者 56.9%（37/65）肝硬

化，HCC 患者 47.7%（31/65）肿瘤>5 cm，HCC 患者

表2 miR-125b与内参基因U6特异引物序列

Table 2 Specific primer sequences of target miR-125b and reference gene U6
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TNM 分期 33.9%（22/65）Ⅰ期、41.5%（27/65）Ⅱ期、

24.6%（16/65）Ⅲ～Ⅳ期。HCC患者血清miR-125b表
达水平与肝硬化、肿瘤大小、TNM 分期有关（P<
0.05），而与性别、年龄、HBsAg、AFP、ALT、α-GGT等

均无关（P>0.05）。
2.2 HCC患者血清miR-125b表达的灵敏性和特异性

单独检测HCC组和健康对照组的血清miR-125b
和AFP，miR-125b灵敏性为85.9%，特异性为93.5%，AUC
为0.917（95%CI：0.851～0.960，P<0.001），其临床诊断

临界值（cutoff value≤0.690），而AFP灵敏性仅为43.5%，

特异性为93.3%，AUC为0.715（95%CI：0.623～0.795，P<
0.001）。联合检测HCC组和健康人对照组血清miR-125b
和AFP，其灵敏性提高至92.9%，特异性为93.5%，AUC
为 0.951（95%CI：0.894～0.982，P<0.001，图 1）。即使

AFP<20 μg/L的HCC患者也能通过检测血清miR-125b
诊断HCC，其灵敏性为84.0%，特异性为87.1%，AUC为

0.889（95%CI：0.776～0.957，P<0.001，图 2）。分别对

AFP <20 μg/L、AFP为20 μg/L～400 μg/L和AFP >400
μg/L三组HCC患者血清miR-125b的灵敏性和特异性

进行分析（表3）。

图 1 血清miR-125b，AFP及联合血清miR125b和AFP诊断HCC的

ROC曲线分析

Figure 1 ROC curve analysis of serum miR-125b, AFP, and combina⁃
tion of serum miR-125b and AFP for the diagnosis of HCC

图2 AFP<20 μg/L的患者血清miR-125b诊断HCC的ROC曲线分析

Figure 2 ROC curve analysis of serum miR-125b for the group（AFP <
20 μg/L）of HCC

1.0
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Source of the Curves
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0.8
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0.2
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

miR-125bAUC=0.889

1-Specificity

Statistical parameter
Sensitivity（%）

Specificity（%）

AUC

Controls（n=30）vs HCCs with
AFP >400 μg/L（n=19）

92.0
93.5
0.943

Controls（n=30）vs HCCs with
AFP 20 μg/L～400 μg/L（n=21）

88.6
93.5
0.917

Controls（n=30）vs HCCs with
AFP <20 μg/L（n=25）

84.0
87.1
0.889

表3 三组患者血清miR-125b作为诊断HCC的标志物的性能预测

Table 3 Predictive performance of serum miR-125b as biomarker for detection of HCC in three groups

3 讨论

目前，诊断HCC的临床手段还是影像技术（腹部

超声、MRI、加强CT），血清AFP检测，以及创伤性较

大的活检病理学分期。血清AFP检测可便捷应用于

HCC的初步诊断，欧洲肿瘤内科学会（ESMO）指南建

议AFP >400 μg/L可以代替肝穿刺细胞学检查［9］，但

AFP升高也存在于良性肝脏疾病中。大约有1/3的小

肿瘤（直径<3 cm）的HCC患者不能通过腹部超声得

到确诊，特别是肥胖或有潜在肝硬化的患者可能会

错过检查出小病变的机会［4］。miRNA 与靶基因

mRNA的3'UTR区特定碱基互补配对结合，导致靶基

因mRNA被降解或翻译被抑制，从而对靶基因转录后

的表达起负调控作用［10］。miRNA参与细胞增殖、分

化、代谢和凋亡等过程，在肿瘤的形成过程中发挥着

类似癌基因或抑癌基因的作用［11］。近几年文献报道

已经确定miR-125b作为抑癌基因在HCC组织中表

达下调［6-7］。随着研究发现循环血中存在的miRNA
稳定性高，不易被 RNA降解［12］。进而有研究发现

miR-125b在非小细胞肺癌［13］和乳腺癌患者［14］血清中

表达异常，但在中国人群中HCC患者血清miR-125b
的临床研究还少有人报道。本研究首次提出联合血

清miR-125b和AFP提高早期诊断原发性HCC的灵

敏性和特异性。

本研究通过血清学检测提示miR-125b是分泌型

miRNA，不仅在HCC患者组织和HCC细胞株中存在［6-7］，

在HCC患者血清中也同样存在，且表达下调。本研

究通过分析血清miR-125b与HCC临床病理特征的

关系，发现HCC患者血清中的miR-125b的表达与

TNM分期显著相关（P=0.025）。通过miR-125b检测

有望预测TNM分期提示HCC患者区域淋巴结受累和

远处转移的可能性。肿瘤直径≥5 cm和肿瘤直径<5 cm
分两组分析发现肿瘤直径大小与血清 miR-125b
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表达显著相关（P=0.006），提示可有助于腹部超声检

查肿瘤大小。有肝硬化和无肝硬化分两组分析发现

患者血清中的miR-125b的表达与肝硬化显著相关

（P=0.018）。在血清学诊断 HCC 方面，单独检测

miR-125b灵敏性为 85.9%，特异性为 93.5%，AUC=
0.917（P<0.001），通过ROC曲线确定血清miR-125b
表达的临床诊断临界值（cutoff value≤0.690），即当

miR-125b 相对表达水平 2-Δ Δ Ct≤0.690 可考虑患有

HCC的可能。单独检测AFP灵敏性仅为43.5%，特异

性为 93.3%，AUC为 0.715（P<0.001），通过miR-125b
与AFP联合检测，早期诊断HCC的灵敏性可提高至

92.9%，与单独检测 AFP 特异性相比略有提高至

93.5%，AUC为 0.951（P<0.001）。在AFP <20 μg/L的

HCC 患者血清 miR-125b 诊断 HCC 的灵敏性为

84.0%，特异性为87.1%，AUC为0.889（P<0.001），提示

通过对HCC患者血清中miR-125b的检测有望可以降

低血清AFP <20 μg/L的HCC患者通过血清学筛查的

漏检率。

综上所述，联合血清miR-125b和AFP检测可提

高诊断原发性HCC的灵敏性和特异性，对早期诊断

原发性HCC具有潜在的临床价值。本研究将在接下

来的工作中继续增加标本量进一步验证本研究得出

的结论，并通过观察 HCC患者治疗前后血清中的

miR-125b表达水平是否有差异，进一步确定其是否

可以作为治疗患者的监测指标。通过HCC患者预后

情况来进一步评估其是否为患者预后不良因素。

miR-125b作为HCC的抑癌基因的机制较为复杂且

不明确，也将进一步探讨miR-125b在HCC发生发展

中的作用，希望miR-125b对HCC的诊断、监测及治

疗方面发挥积极的作用。
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