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 文献综述 REVIEW

AFP阴性肝癌的肿瘤标志物诊断的研究进展

王 婷, 张焜和

®

■背景资料
甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein, AFP)
是诊断肝细胞癌
的主要血清标志
物 ,  但 其 敏 感 性
只有60%-70%, 即
1/3左右的肝细胞
癌患者为AFP阴
性. AFP阴性肝细
胞癌是目前肝癌
诊断中的瓶颈问
题, 成为近年来的
研究热点. 
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Abstract
Alpha-fetoprotein (AFP) is an important mark-
er for hepatocellular carcinoma (HCC), and the 
detection of serum AFP is currently the princi-
pal method for the diagnosis of HCC. About on-
e-third of HCC patients have normal serum 
AFP concentration, and the diagnosis of HCC 
in these patients is challenging. In recent years, 
many studies have been done to seek other tu-
mor markers for HCC. In this paper, we review 
the recent progress in research of tumor mark-
ers for the diagnosis of HCC in AFP-negative 
patients.
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摘要

甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是肝细胞癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)的主要标志物, 
测定血清AFP水平是目前诊断HCC的主要手
段. 约1/3的HCC患者血清AFP水平正常, 即所
谓的AFP阴性肝癌, 这部分患者的诊断是目前
肝癌诊断中需解决的关键问题. 多年来, 人们
一直在寻找能弥补AFP不足的肝癌标志物, 以
提高HCC的诊断水平. 本文综述了有关AFP阴
性肝癌的肿瘤标志物诊断研究进展, 主要内容
包括传统肝癌标志物对AFP阴性肝癌的诊断
价值, 新肝癌标志物对AFP阴性肝癌的诊断价
值, 以及对AFP阴性HCC具有潜在诊断价值的
生物标志物.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的发病

率在世界范围内位列第5, 在我国位列第3, 且呈

逐年上升趋势[1,2]. HCC的5年生存率不足5%, 早
期诊断及手术治疗仍是目前改善患者预后最有

效的方法. 甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是目

前临床上最主要、应用最广泛的HCC早期筛查

血清标志物, 但因其在转录水平上受多种因素调

控, 使部分HCC患者血清AFP水平正常(<20 μg/L), 
即所谓的AFP阴性HCC. 约1/3的HCC患者血清

AFP呈阴性, 小肝癌(瘤体≤3 cm)尤为常见. AFP
阴性HCC, 多为低分化型肝癌, 预后较差. AFP
阴性HCC的诊断多依赖于影像学和病理学检查, 
缺乏有价值而实用的标志物. 为了提高AFP阴性

肝癌的诊断水平, 人们进行了大量研究. 本文就

近几年对AFP阴性HCC的标志物诊断研究进展

作一综述. 
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■研发前沿
近 年 来 ,  高 通 量
生物技术的迅速
发 展 ,  为 寻 找 新
的肝细胞癌标志
物开辟了新途径, 
是目前AFP阴性
肝癌标志物的研
究 前 沿 .  被 认 为
有重要应用前景
的肝癌新标志物, 
如高尔基体蛋白
73(GP73)、磷脂
酰肌醇蛋白聚糖
3 (GPC3)等, 都是
通过蛋白组学技
术发现的.

1  传统肝癌标志物对AFP阴性肝癌的诊断价值

1.1 甲胎蛋白异质体 AFP是一组异质糖蛋白质, 
因糖基不同而与植物凝集素有不同的结合特

性. 能与扁豆凝集素(LCA)结合的甲胎蛋白异质

体(AFP-L3)是HCC的特异性蛋白, 其表达水平

与AFP并非一致[3], 测定血清中AFP-L3占总AFP
的比值, 对HCC的诊断价值优于AFP[4]. 因常规

方法检测AFP-L3的灵敏度不够, 临床上未被广

泛应用, 但若建立灵敏度高且临床实用检测方

法, 可能对AFP阴性肝癌的诊断有较大的价值. 
Toyoda等[5]建立了一种高敏感性方法测定血清

AFP-L3, 诊断AFP阴性HCC的敏感度达41.5%, 
特异度达85.1%, 而常规方法的敏感度只有7%. 
1.2 异常凝血酶原 异常凝血酶原(Des-γ-carboxy-
prothrombin, DCP)又称维生素K缺乏或拮抗诱导

蛋白(PIVKA-Ⅱ), 1984年首次发现其在HCC患
者和HCC手术切除后复发病例中显著升高, 因
而认为可作为HCC诊断和治疗后复发的标志物. 
血清中DCP水平与AFP水平无相关性[6], 对AFP
阴性HCC的诊断有一定的价值, 若与AFP联合应

用可有效提高HCC的早期诊断效率. Yoon等[7]检

测了45例AFP阴性肝癌患者血清中的DCP, 发现

有22例阳性, 即约半数AFP阴性肝癌血清DCP呈
阳性结果. 
1.3 γ-谷氨酰转肽酶同工酶Ⅱ γ-谷氨酰转肽酶同

工酶Ⅱ(GGTⅡ)是γ-谷氨酰转肽酶(GGT)同工酶

的一种, 在健康人体内几乎检测不到, 但在肝癌

患者血清中明显升高[8], 被认为是HCC特异性

标志物, 用于HCC的诊断敏感性可达74%左右. 
GGTⅡ与AFP水平及HCC大小无明显相关性, 在
AFP阴性HCC和小肝癌中有较高的阳性率[9]. 因
此, GGTⅡ在诊断AFP阴性HCC中有较大的价值. 
1.4 α-L- 岩藻糖苷酶 α-L-岩藻糖苷酶(AFU)是
一种溶酶体酸性水解酶, 广泛分布于机体的组

织细胞、血液和体液内, 参与含岩藻糖基的糖

蛋白、糖脂的分解代谢. 有研究在1984年首先

提出AFU有可能成为诊断肝癌的标志物. 由于

AFU在HCC与其他肝脏病中鉴别诊断不太理想, 
存在较明显的假阳性和假阴性, 因此未广泛用

于HCC的诊断. AFU活性与HCC恶性程度、肿

瘤大小、AFP浓度无明显相关性, 在排除其他肝

脏病变情况下, 可用于AFP阴性HCC的诊断, 尤
其对小肝癌患者有一定的诊断意义[10]. 

2  肝癌新标志物对AFP阴性肝癌的诊断价值

2.1 高尔基体蛋白73 高尔基体蛋白73(Go lg i 

membrane protein 73, GP73)是一种Ⅱ型高尔基

体跨膜糖蛋白, 是维持肝脏、肾脏等内脏器官

生长发育的重要分子, 主要表达于人类多种组

织的上皮细胞, 正常肝脏组织表达甚微, 但在肝

炎、肝硬化和HCC患者血清中水平升高. Mar-
rero等[11]研究显示, HCC患者血清GP73的水平明

显高于肝硬化患者, 诊断肝癌的敏感度和特异

度达69%和75%, ROC曲线下面积高于AFP(0.79 
vs  0.61), 诊断早期肝癌的敏感度(62%)也高于

AFP(25%), 且AFP阴性肝癌的阳性率也达到

57%, 提示GP73对肝癌有良好的诊断价值, 尤其

是早期肝癌和AFP阴性肝癌. 但新近2个来自国

内的研究显示, GP73似乎对肝癌的诊断价值并

不理想. Tian等[12]检测了535例肝细胞癌及其他

慢性肝病患者的血清GP73, 发现均有明显升高, 
认为只能作为早期筛查肝癌的一个标志物. Liu
等[13]检测了478正常对照和296肝病患者的血清

GP73水平, 发现肝病患者明显高于正常对照, 并
随肝病进展而不断升高, 而对肝癌的诊断并无

特别价值. 因此, GP73对肝癌, 包括AFP阴性肝

癌的诊断价值有待进一步评估. 
2.2 磷脂酰肌醇蛋白聚糖3 磷脂酰肌醇蛋白聚糖

3(glypican-3, GPC3)是一种参与细胞增殖和胚

胎发育的细胞膜糖蛋白, 在正常肝组织及良性

肝脏病变中检测不到, 而在HCC组织中高表达, 
在HCC患者血清中水平升高; 诊断HCC的灵敏

度和特异性均能与AFP媲美[14,15], 在诊断小肝癌

方面优于AFP(56.3% vs  31.3%)[16], 且表达水平

与血清AFP无相关性, 与AFP联合应用可显著提

高HCC的早期诊断率. 报道显示, GPC3基因在

69%-81%的AFP阴性HCC中呈现高表达[17]. Ding
等[18]检测了41例AFP阴性的肝癌及癌旁组织的

GPC3 mRNA, 前者阳性率为73.17%, 后者只有

9.76%; >5 cm的肝癌阳性率为79.31%, <5 cm者

为41.67%; 免疫组织化学显示GPC3主要在肝

癌细胞中表达, 其他细胞(正常肝细胞、胆管细

胞、血管内皮细胞、Ito细胞及成纤维细胞)均呈

阴性. 
2.3 血清结合珠蛋白 血清结合珠蛋白(haptoglo-
bin, HP)是一种分子量约为90 kDa血浆糖蛋白, 
是一种急性期蛋白, 当机体发生各种炎症时其

血浆中含量显著升高, HCC患者体内血清HP含
量也大量升高, 对肝癌具有诊断价值. Ang等[19]

发现血清HP水平在肝癌患者明显高于良性慢性

肝病患者, 其诊断HCC的灵敏度和特异度分别

为79%和95%, 且HP有不同的糖基化类型, 有的
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■相关报道
Jia等通过基因芯
片技术, 从肝细胞
癌中同时筛选出5
种肝癌过度表达
的基因: GPC3、
PEG10、MDK、
S E R P I N I 1 、
QP-C .  实时PCR
定 量 检 测 这 5 种
基 因 的 表 达 ,  发
现 A F P 阴 性 肝
癌 的 阳 性 率 达
67%-89%, 这在
AFP阴性肝癌的
诊治方面可能有
较好的应用前景.

类型为肝癌所特有. 有研究表明, HP用于AFP阴
性HCC的诊断有较大的价值, 其ROC曲线下面

积达0.763[20]. 因此, HP在诊断AFP阴性HCC具有

一定的潜在应用价值, 但有待更多的临床研究

证实. 
2.4 骨桥蛋白 骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是一

种细胞外基质的分泌型糖蛋白, 在早期细胞免

疫应答、肉芽肿炎症、肿瘤发生和转移中发挥

重要作用. El-Din Bessa等[21]发现血清OPN水平

在肝癌患者明显高于良性慢性肝病患者, 诊断

肝癌的敏感度和特异度分别为88.3%和85.6%, 
诊断价值高于AFP(AUC = 0.918 vs  0.712), 且
表达水平与血清AFP无相关性. Shang等[22]证实

OPN对于诊断AFP阴性肝癌也有良好的诊断价

值, 且在肝癌发生前一年可检测到升高. 因此

OPN可作为AFP阴性肝癌的诊断指标之一. 

3  与AFP阴性肝癌相关的标志物

3.1 组织转谷氨酰胺酶2  组织转谷氨酰胺酶

2(TGM2)是转谷氨酰胺酶(Tgase: EC2.3.2.13)家
族中发现最早的一个成员, 是一种钙依赖的酰

基转移酶, 催化酰基转移反应. TGM2普遍分布

于人体各组织中, 其表达水平和活性高低可影

响到正常和肿瘤的细胞生长、分化和凋亡等生

理病理过程. Sun等[23]通过定量蛋白组学技术发

现, TGM2过表达于AFP缺陷的HCC细胞(SK-
HEP-1、Bel-7402)和约半数的血清AFP阴性的

HCC组织中(17/32), 而痕量表达于AFP阳性HCC
样本中(26/29), 且在组织中TGM2表达水平与

血清AFP水平呈负相关. TGM2存在于AFP阴性

HCC细胞的培养上清中, 通过siRNA沉默AFP阳
性HCC细胞中的AFP基因可诱导TGM2的产生. 
ELISA检测结果显示, HCC血清中的TGM2水平

明显高于正常血清. TGM2可能是AFP阴性HCC
的一种新型组织和血清标志物, 但有待更多的

研究证实. 
3.2 血管内皮生长因子和血小板衍化内皮细胞

生长因子 血管内皮生长因子(vascular endothe-
lial growth factor, VEGF)和血小板衍化内皮细胞

生长因子(platelet-derivedendothelial cell growth 
factor, PD-ECGF)是目前发现的作用最强的血管

生成刺激因子. 在许多实体肿瘤的生长过程中, 
肿瘤新生血管为肿瘤细胞生长存活提供营养成

分和促肿瘤生长细胞因子, 为肿瘤细胞侵袭及

转移提供“物质基础”, 而肿瘤细胞通过释放

VEGF和PD-ECGF等细胞因子支持血管内皮生

长, 两者相互促进. VEGF和PD-ECGF的表达

升高在肝癌患者的早期复发和转移中有重要

作用[24,25]. Hu等[26]采用肿瘤组织芯片(TMAs)检
测了162例接受手术切除治疗的AFP阴性HCC
患者的VEGF和PD-ECGF, 阳性率为60%左右, 
VEGF与PD-ECGF联合诊断AFP阴性HCC的敏

感度可达90%以上, 但特异度较差, 约35%. 血清

中VEGF和PD-VEGF水平对AFP阴性肝癌是否

有诊断价值尚不清楚. 
3 . 3  肝素结合细胞因子  肝素结合细胞因子

(MDK)是在维甲酸诱导细胞分化的胚胎癌早期

细胞中发现的一种胞外分泌蛋白. MDK表达与

AFP相似, 在胚胎发育过程中呈现高表达, 在成

人组织中除了肾组织其他组织几乎检测不到. 
约有1/3的肝癌标本中有MDK表达[27]. MDK基因

mRNA在92%AFP阴性HCC中呈现高表达, 且表

达水平与血清AFP含量和肿瘤大小无关[17]. 因此

MDK有望成为诊断AFP阴性HCC的候选标志物

之一. 
3.4 Nope蛋白 Nope(Neighbor of Punc E11)是一

种跨膜胚胎蛋白, 属于免疫球蛋白超家族. 他最

初在结、直肠癌中发现, 与punc和轴突引导受体

有高度同源性, 在胎儿肌肉、神经细胞及成人

海马中有表达. 另外, 通过cDNA微阵列技术发

现Nope还是小鼠胎肝干/祖细胞表面一个新标志

物[28]. Marquardt等[29]通过定量RT-PCR、免疫印

迹和免疫组织化学分析发现, Nope在10株小鼠

和人肝癌细胞中有8株表达, 在小鼠HCC模型中

均有表达, 而正常肝组织和肝癌前阶段均无表

达; 在人肝癌组织中, Nope的表明显高于相应的

正常肝组织和肝硬化组织, 且与AFP的表达无

关, 其对AFP阴性HCC的诊断价值值得进一步

探讨. 
3.5 β-连接蛋白 β-连接蛋白(β-catenin)是一种分

子量约为88 kDa的胞内糖蛋白, 具有双重功能, 
一是与钙黏蛋白结合形成复合体参与细胞间连

接, 二是游离的β-catenin作为Wnt信号途径的重

要环节, 在胚胎发育和肿瘤发生中起重要作用. 
正常细胞内游离β-catenin含量甚微, 常与上皮钙

黏附素形成复合体表达于细胞膜下参与细胞间

连接. 当发生癌变时, β-catenin的某些位点突变, 
胞内游离β-catenin不能被酶解而堆积并经核孔

进入到细胞核中, 与Lef/Tcf结合而启动与细胞增

殖有关的基因转录, 参与肿瘤的增殖; 同时, 其
在细胞膜上的表达减弱或消失, 使细胞黏附连

接功能减弱或丧失, 肿瘤细胞的侵袭力和远处
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■创新盘点
本文较全面地综
述了对AFP阴性
肝细胞癌具有诊
断或潜在诊断价
值的生物标志物, 
包括经典肝癌标
志物和几种新肝
癌标志物对AFP
阴性肝癌的诊断
价 值 ,  还 介 绍 了
新发现的可能对
AFP阴性肝癌具
有潜在诊断价值
的生物标志物, 对
较为特别的呼出
气中肝癌相关的
标志物也有介绍.

转移的能力因而大大增强. Görög等[30]采用免疫

组化法对37例AFP阳性和阴性HCC样品进行分

析, 发现AFP阳性HCC中β-catenin核染色全为阴

性, 而16例AFP阴性HCC中有7例β-catenin核染

色阳性; 还有研究表明β-catenin的表达与AFP表
达水平无关[31]. 因此, β-catenin可能是诊断AFP
阴性HCC的一个候选指标. 
3.6 衰老标记蛋白30 衰老标记蛋白30(SMP30)是
一种钙结合蛋白质, 分子量为33.4 kDa, 其基因位

于X染色体, 由7个外显子和6个内含子组成, 全长

约17.5 kb. SMP30在细胞内作为钙信号转导蛋白, 
参与酶活性的调节, 在抑制细胞增殖及调节脂类

代谢等肝脏功能中发挥重要作用. Zhou等[32]发现

在AFP阴性HCC患者血清中SMP30抗体阳性率

(43.6%)高于AFP阳性HCC患者(26.2%), 且与患

者年龄、肿瘤大小、是否转移及乙肝病毒感染

无关. 由此可见, SMP30可能是AFP阴性HCC诊
断的一种潜在标志物. 
3 .7  核糖体磷蛋白P0(r b P0)  核糖体磷蛋白

P0(rbP0)是核糖体中核糖体磷蛋白家族中的一

员, 具有与核糖体中的rRNA结合、连接P1/P2蛋
白相互作用和参与肽链延伸等生理功能, rbP0
在94.7%(36/38)的结肠癌组织的表达强于癌旁

正常组织. Lü等[33]研究发现rpP0蛋白在HCC肿
瘤组织中过度表达, 且AFP阴性HCC的表达率

(90.0%)明显高于AFP阳性HCC(68.2%). 由此可

见, rpP0蛋白在诊断AFP阴性肝癌方面可能具有

潜在应用价值. 
3.8 肽酶抑制剂1 肽酶抑制剂1(SERPINI1), 也称

中枢性丝氨酸蛋白酶抑制剂, 是丝氨酸蛋白酶

抑制剂家族的一员. SERPINI1由神经元细胞分

泌并具有抗心肌缺血的保护作用, 可防止缺血

性脑损伤[34]. 有研究显示SERPINI1基因在大部

分HCC标本中升高, 其中在AFP阴性HCC、小肝

癌和早期肝癌标本中, 通过定量RT-PCR检测的

阳性率分别为89%、100%和78%[17]. 可见, SER-
PINI1在诊断早期和AFP阴性HCC可能有一定的

价值. 
3.9 癌睾丸抗原 癌睾丸抗原(cancer testis antigen, 
CTA)基因在正常睾丸组织的生殖细胞和多种癌

细胞中特异表达, 在其他正常组织中不表达或

低水平表达. 自1991年鉴定出第1个癌睪丸抗原

基因后陆续发现众多的此类基因, 因血-睾屏障

的存在, 血液及其他体液或组织中的CTA基因表

达产物可能都与肿瘤有关, 故CTA成为研究肿瘤

诊断的重要靶标之一[35]. Wu等[36]采用RT-PCR检

测了2种CTA(SSX2和SSX5)的mRNA在肝癌组

织中的表达, 发现他们均有高表达率, 但癌旁组

织均不表达, 且他们的表达与血清AFP水平及年

龄、性别、肿瘤大小、TNM分期均无明显的相

关性, 因此, CTA可能对AFP阴性HCC有潜在的

诊断价值. 
3.10 父系表达基因10 父系表达基因10(pater-
nally expressed gene 10, PEG10)是2001年发现的

一种新型HCC相关印迹基因, 位于人类染色体

7q21, 在HCC组织和肝细胞再生的G2/M期中高

表达, 在良性肝病组织和正常人的外周血中均

检测不到[37]. 通过定量PCR检测发现PEG10基因

在HCC组织中过表达, 在AFP阴性HCC、小肝

癌和早期肝癌(Ⅰ期)肝癌患者的阳性率分别为

67%、71%和78%[17]. 因此, PEG10基因很可能成

为一种早期诊断HCC的新分子标志物, 在AFP阴
性HCC早期诊断方面具有其价值. 
3.11 QP-C基因 QP-C基因位于人类8号染色体上, 
是编码线粒体呼吸链中辅酶Q-细胞色素C氧化

还原酶的核基因, 常高表达于嗅球、齿状回、

小脑的颗粒细胞等脑组织. Jia等[17]发现QP-C基
因在大部分早期和小肝癌中均呈高表达(89%和

100%), 在2/3的AFP阴性HCC其mRNA阳性表达, 
而在AFP含量高的HCC组织和进展期肝癌患者

体内中表达逐渐下降. 由此可见, QP-C基因在诊

断早期AFP阴性HCC可能具有潜在应用价值, 但
需进一步证实. 

4  呼出气体中的肝癌相关标志物

通过分析人体呼出的挥发性有机化合物, 可以

对一些疾病做出临床诊断[38], 有人尝试应用呼

气试验诊断肝癌, 发现有一定的临床价值. Xue
等[39]对肝癌患者血液中的挥发性气体采用固相

微萃取后进行气相色谱/质谱分析, 在检测到的

47种气体中有19种阳性率在肝癌与正常对照中

有差异, 其中己烷、1-辛烯-3-醇和辛烷对肝癌

具有临床诊断价值, 他们诊断肝癌的敏感度分

别是94.7%、84.2%和84.2%, 特异度均为100%. 
呼气实验对AFP阴性肝癌的诊断也有价值. Qin
等[40]对HCC患者、肝硬化患者和健康志愿者的

呼出气体进行分析, 发现3-羟基-2-丁酮、苯乙

烯、癸烷对HCC具有诊断价值, 以三者建立判

别方程诊断HCC的敏感度达到86.7%, 特异度达

到91.7%; 这些呼出性气体的浓度与AFP表达水

平不相关, 16例AFP阴性HCC患者有14例阳性. 由
于呼气实验具有快速、简单、安全无创等优点, 
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用于肝癌的筛选和复查可能具有独特的优势. 

5  结论

当血清AFP水平明显升高时, 结合影像学检查, 
HCC的临床诊断已变得很简单, 因此AFP阴性

HCC成为目前肝癌诊断中的焦点问题. 近年来

在AFP阴性HCC诊断标志物的筛查方面进行了

大量研究, 虽然有不少发现, 但真正具有临床实

用价值者很少, 多数只是显示有一定潜在应用

价值, 还需要大量的临床研究进行评估和甄别. 
采用蛋白组学等生物学新技术, 有望为AFP阴性

HCC找到一些新的、具有良好应用前景的诊断

标志物[41,42]. 应用微流体芯片技术, 可使AFP-L3
的检测更为准确而简便[43]. 因此, 通过新技术不

断发现AFP阴性HCC相关的标志物, 并对有潜

在应用价值者进行多中心、大样本的临床评估, 
有望最终有效解决AFP阴性HCC的临床实验诊

断问题. 
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■同行评价
本文可读性好, 对
AFP阴性肝癌的
临床实践和研究
工作有一定指导
价值.
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