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■背景资料
肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, 
HCC)仍是全球常
见恶性肿瘤之一, 
其发病率及死亡
率持续增长 .  肝
癌发生机制复杂, 
早期诊断和如何
监测肝细胞恶性
转化仍是医学难
题 ,  且有效治疗
取决于早期准确
诊断 .  晚期肝癌
加之多药耐药形
成 ,  放化疗、介
入与手术等作用
有限.
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Abstract
Hepatocellular carcinoma (HCC) is one 
of the most common cancers worldwide. 
Despite continuous global efforts aimed 
at HCC eradication and improvements in 
various treatment techniques, the prognosis 
of HCC remains very poor. How to monitor 
malignant transformation of hepatocytes or 
diagnose HCC at early stage is still a medical 
challenge. A growing understanding of 
the multiple pathogenic factors including 
hepatitis B virus or hepatitis C virus infection, 
lipid accumulation, aflatoxin B1 intake and 
so on suggests that hepatocarcinogenesis 
is a multistep process. A large number of 
oncogenes or tumor suppressor genes have 
been identified. Early screening of HCC 
patients has been reported to confer a survival 
benefit. Although serum alpha-fetoprotein 
(AFP) and hepatoma-specific AFP have 
been used as conventional tumor markers, 
they often show false-positive results and 
lack sufficient sensitivity and specificity. �n 
order to provide optimal treatment for each 
patient with HCC, more precise and effective 
biomarkers are urgently needed in all phases 
of management from early detection to 
staging, treatment monitoring, and prognosis 
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白、长链非编码RNA、微小RNA和循环DNA
等分子标志, 监测肝细胞恶性转化及特异诊断

肝癌技术的研发与临床应用前景.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)或肝

癌发生的主要病原因素, 除公认的乙型肝炎病

毒(hepatitis B virus, HBV)和/或丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus, HCV)的慢性持续性感染、

黄曲霉素及化学致癌物摄入外[1-3], 近几年非酒

精性脂肪肝病相关肝癌正在持续增长[4]. 在正

常肝细胞发生恶性转化过程中, 上述相关因素

致使抗癌基因失活或癌基因复活, 诱发肝细胞

发生癌变. 肝癌临床确诊时已中、晚期, 多数

丧失根治性切除机会; 即使早期发现肝癌, 以
手术切除局部病灶, 但术后复发率高, 预后极

差; 综合治疗虽包括血管栓塞、射频、放疗、

化疗和生物治疗等, 但在慢性肝病进展为肝癌

的过程中多药耐药(multidrug resistance, MDR)
的形成, 以及肝癌组织缺氧微环境中新血管生

成等因素使治疗效果不佳[5,6]. HCC发病机制

复杂, 与多种因素相关, HCC早期诊断极其重

要[7,8]. 已知HCC患者的早期筛查有益于延长

生存期, 但如何监测肝细胞的恶性转化或早期

诊断HCC仍是医学难题. 常规应用的血甲胎蛋

白(alpha-fetoprotein, AFP)和肝癌特异性AFP或
AFP-L3诊断肝癌仍存在假阳性结果且灵敏度

及特异性欠佳. 近来, 积累的资料已显示新的

血源性标志物如循环血肿瘤细胞(circulating 
tumor cell, CTC), 相关通路关键信号分子、

癌胚型特异蛋白、长链非编码RNA(long non-
coding RNA, lncRNA)和微小RNA(microRNA, 
miRNA)对肝癌诊断的潜在价值. 本文述评了肝

癌特异诊断相关分子标志发现及其应用前景.

1  Wnt3a表达与肝癌诊断及预后

近年来, Wnt/β-catenin信号通路研究比较热

门, 该通路异常激活与肝癌发生、发展密切

相关, 通路中多个关键分子如Wnt家族蛋白, 
β-ca ten in和肝癌进展及不良预后相关[9]. 对

evaluation. Recently, numerous studies have 
shown the clinical utility of novel blood-
based biomarkers, such as circulating tumor 
cells, key signal molecules or specific proteins, 
long non-coding RNAs, and microRNAs. �n 
this article, we will review some novel HCC-
related biomarkers and discuss their future 
perspective on clinical applications.
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摘要
肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
全球的最常见的肿瘤之一. 虽经持续不懈
地根除或改进多种治疗技术, 肝癌患者的预
后仍很差. 如何监测肝细胞的恶性转化或
早期诊断HCC仍是医学难题. HCC发病机
制复杂, 多种致病因素包括乙型肝炎病毒
或丙型肝炎病毒的慢性持续感染、脂质积
聚和黄曲霉素摄入等致使抗癌基因失活或
癌基因复活, 诱发肝细胞癌变; HCC患者的
早期筛查有益于延长生存期. 血甲胎蛋白
(alpha-fetoprotein, AFP)和肝癌特异性AFP或
AFP-L3作为肿瘤标志虽已常规应用, 但他
们诊断肝癌仍存在假阳性结果且灵敏度及
特异性欠佳. 肝癌的有效治疗取决于早期诊
断, 急需研发比较准确有效标志物用于肝癌
患者的早期临床分期, 治疗监测与预后判断. 
近来, 积累的资料已显示新的血源性标志物
如循环血肿瘤细胞, 相关通路关键信号分
子、癌胚型特异蛋白、长链非编码RNA和
微小RNA对肝癌诊断的潜在价值. 本文述评
了肝癌特异诊断相关分子标志发现及其应
用前景.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 针对外周血甲胎蛋白水平及B超检

查, 对小肝癌诊断价值有限, 本文重点评述了近

来肝癌相关通路关键信号分子、癌胚型特异蛋
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■研发前沿
肝 癌 的 早 期 诊
断 及 有 效 治 疗
是医学难题 ,  其
有 效 治 疗 取 决
于 肝 癌 的 早 期
发现 .  外周血甲
胎 蛋 白 ( a l p h a -
fetoprotein, AFP)
水平及B超检查, 
对小肝癌诊断价
值有限 ,  肝癌防
治重点仍是早期
特异诊断与有效
治疗技术的研发.
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■相关报道
P a n等发现肝癌
患者W n t3a表达
明显异常 ,  如以
800 ng/L为限诊
断 肝 癌 的 敏 感
度、特异度、准
确度、阳性预测
值和阴性预测值
均在90%左右, 与
AFP联检达96%; 
经受试者工作曲
线证实 ,  明显优
于AFP, 为肝癌早
期特异诊断最有
前景的新标志物.

HCC形成过程中Wnt信号通路关键蛋白的研究

尤为重要. Wnt3a是Wnt经典通路的关键蛋白, 
其在胚胎发育早期可被激活, 并在干细胞的更

新和分化过程中也发挥重要作用, Wnt3a一旦

被异常激活后可涉及多种恶性肿瘤的发生发

展过程[10,11]. 体外研究发现Wnt3a为重要调节

分子, 通过上游的硫酸酯酶-2和磷脂酰肌醇蛋

白多糖-3(glypican-3, GPC-3)激活Wnt经典信号

通路[12]; 体内研究显示Wnt3a能促进裸鼠皮下

肝癌移植瘤的增殖, 可见癌胚性Wnt3a表达可

能成为HCC诊断和治疗的潜在分子标记[13].
新发现Wnt3a是肝癌诊断或预后极有应用

前景的新标志. 他于胚胎早期激活促进细胞增

殖和分化[9]; 成人肝组织Wnt3a失活或低表达. 
以组织芯片、免疫组织化学及特异性抗体检

测癌及癌周组织, Wnt3a定位于胞浆和细胞膜, 
癌组阳性率高达96.3%, 癌周组仅46.3%, 与分

化、伴肝硬化、HBV感染和TNM分期均显著

相关, 高表达者5年生存率显著降低, 为HCC预
后独立预测因素. 肝癌组血Wnt3a约是肝硬化

组4.0倍, 慢性肝炎组9.2倍, 健康对照组26.7倍, 
与肝硬化、HBV感染、分化程度、TNM分期

和肝外转移等显著相关; 诊断肝癌如以800 ng/L
为上限时, 其诊断敏感度92.5%、诊断特异度

94.3%、诊断准确度93.2%、阳性预测值96.1%
和阴性预测值89.3%, 与AFP联检增至96.3%; 
Wnt3a的受试者工作特征(receive operating 
characteristic, ROC)曲线下面积为0.99, 显著高

于AFP的0.71. 另在肝癌临床各分期中, Wnt3a
的阳性度均较高, 显示Wnt通路中关键信号分

子Wnt3a表达与肝癌的进展相关, 为肝癌特异

诊断和预后标志物[13,14].

2  癌胚型GPC-3表达与肝癌的特异诊断

GPC-3属硫酸乙酰肝素蛋白聚糖家族的一种

66 kDa蛋白, 位于人染色体Xq26.1区, 基因组

全长结构>900 kb, 5'端朝向端粒区, 3'端朝向中

心粒区, 由8个外显子和7个内含子组成, 启动

子区有许多转录因子结合位点, 包括6个SP1结
构, 7个AP2结构, 2个CAAT盒, 产生2130 bp的
转录子, 编码含580个氨基酸残基的GPC-3蛋白

质前体. 羧基端与糖基磷脂酰肌醇共价结合而

锚定于细胞膜上, 氨基端游离于胞外, 以多个

二硫键连接, 具球形立体结构, 蛋白聚糖由核

心蛋白和糖胺聚糖(glycosaminoglycans, GAG)

侧链构成, GAG侧链为肝素和硫酸乙酰肝素, 
后者插入位点由羧基端50个氨基酸残基决定, 
使该链靠近细胞膜, 分布于细胞表面和胞外基

质[15]. 此外, GPC-3的氨基末端在A358和S359间

被切开而获得一种分泌型信号蛋白. 新近发现

GPC-3可通过调控Wnts、Hhs信号通路、成纤

维生长因子、骨形态发生蛋白、Suifatase、
胰岛素样生长因子Ⅱ在肿瘤增殖和分化中起

重要作用. GPC-3在Wnt信号通路中发挥促进

作用, 促进Wnt与受体蛋白Frizzled结合, 激活

Wnt信号通路, 同时在Hh信号通路中发挥抑制

作用, 与Patched竞争结合Hh, 阻断信号触发器

Patched与Smoothened的结合, 导致Hh内吞和

降解, 而抑制Hh信号通路[12,16].
胎肝组织中GPC-3高表达, 正常肝组织中

无表达, 肝癌组织中GPC-3呈过表达状态; 肝
癌动态发生模型显示[17]: 肝细胞恶性转化过程

中GPC-3 mRNA呈进行性增高表达, 肝细胞变

性组阳性率达83.3%, 癌前病变组和癌变组均

为100%. 人肝癌与良性肝组织GPC-3呈极明显

的差异表达; HCV感染后肝硬化患者<2 cm小

肝癌组织GPC-3表达率100%, 其他良性肝病和

正常肝组织均未见表达. 综合文献发现癌组织

GPC-3表达率达81.5%, 癌旁及远癌组织无表

达; 以组织芯片分析癌组织GPC-3表达, 在伴

肝硬化背景癌组织阳性率为90%, 而无肝硬化

背景的癌组织阳性率为64%; 肝腺瘤组织阳性

率为48%, 良性结节阳性率仅3%, 据此区分良

性结节、肝腺瘤和肝癌, 显示GPC-3是肝癌早

期诊断标志物, 其敏感性69%, 特异性91%. 癌
胚型GPC-3促肝癌形成, 其表达为肝癌早期诊

断敏感、特异的分子标志物[18-20], 且高表达患

者预后差[21]. 

3  微小RNA与肝癌诊断

非编码miRNAs由22-24个核苷酸组成(图1), 已
报道的超过1000多种, 可分为致癌和抑癌性

miRNAs, 他参与胚胎发育, 细胞增殖、分化和

凋亡等过程, 转录后可调节相关基因表达, 在
干细胞分化、新血管生成、癌细胞浸润与转

移过程中发挥作用. 癌组织及循环血miRNAs
表达异常, 在肝癌筛查、诊断、监测、治疗

和预后评估中具有一定临床价值 [22-24]. 致癌

miRNAs在肝癌组织及患者循环血中高表达, 
其作用类似于癌基因如miR-155、miR-221、
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■创新盘点
针对AFP水平诊
断早期肝癌的限
制 ,  重点评述了
近期肝癌相关通
路 关 键 信 号 分
子W n t3a、循环
血 肿 瘤 细 胞 、
LncNA、miRNA
和循环肿瘤DNA 
(circulating tumor 
DNA, ctDNA)等
分子标志 ,  监测
肝细胞恶性转化
及特异诊断肝癌
技术的研发与临
床应用前景.

miR-222、miR-21和miR-106a过表达, 可促

进癌细胞侵袭与转移、加速细胞周期及抗凋

亡; 抑癌性miRNAs在正常肝组织中过表达, 其
作用类似于抑癌基因如miR-222、miR-126和
miR-375等[25,26]. 提示外周血及组织中miRNAs
在肝癌致病因素中起关键作用, 如影响多种

重要的信号通路如p53、p21、PTEN、PI3K-
AKT、c-Myc和STAT3[27,28].

积累的报道显示有多种miRNAs用于肝癌

诊断, 然而其阳性率差异颇大, 多数为广谱性

肿瘤标志, 对肝癌诊断缺乏特异性[29,30]. 如在

HBV相关性肝癌, 血液中miR-490-3p、miR-
155-5p、miR-210-3、pmiR-24-3p和miR-335-
5p表达明显异常, 发现miR-24-3p异常与肝癌

发生血管浸润相关, 诊断肝癌的受试者工作

ROC曲线下面积为0.63, 与血AFP联检的ROC
为0.83; 然而对48份配对的肝癌与癌周组织

miRNAs表达的丰度分析, 发现总共有33种
miRNAs异常, 其中5种表达上调(miR-182、
miR-183、miR-10b、miR-21和miR-452), 28种
表达下调, 占84.8%; 依据33种miRNAs的表达

谱型, 评价48对配对癌与非癌组织的灵敏度为

91.7%, 特异性为100%, 阴性预测值为92.3%, 
阳性预测值100%, 判别准确率95.8%和错判

率4.1%; 同样以该谱型评价302例非配对癌与

非癌组的灵敏度为99.0%, 特异性为97.9%, 阳
性预测值为99.7%, 阴性预测值为94.0%, 判
别准确率98.5%而错判率仅1.5%[31,32]; 血清

microRNA classifier有助于亚临床肝癌的诊断[33], 
优于AFP, 具有一定的临床应用前景.

4  lncRNA异常与肝癌诊断

lncRNA是近来肝癌研究的一个全新热点[34,35], 
约占80%非编码RNA的lncRNA为200-100k nt
的RNA分子位于细胞浆或细胞核内(图1), 可进

一步分为: 基因内lncRNA、基因间lncRNA、

正义lncRNA、反义lncRNA和双向lncRNA, 由
RNA聚合酶Ⅱ转录, 与编码蛋白的mRNA异

同, lncRNA不具备典型的启始密码子、启动

子保守区、开放阅读框及终止密码子, 不具编

码蛋白功能, 或仅能编码100个氨基多肽, 在表

观遗传、转录及转录后等方面调控基因表达, 
广泛参与肝癌发生、进展, 机制极其复杂[36,37]. 
对肝癌发生起促进作用的lncRNAs称为“促

癌lncRNA”, 呈增加表达对肝癌进展起促进

作用, 与内皮细胞间质转化、增殖、转移等密

切相关; 对肝癌发生起抑制作用的lncRNA称

为“抑癌lncRNA”, 表达减少抑癌作用逐步

图 1 非编码RNA中的miRNA与lncRNA. miRNA: 微小RNA; lncRNA: 长链非编码RNA.
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变小, 与患者预后等密切相关. 正常肝脏促癌

lncRNA和抑癌lncRNA共同参与细胞增殖和分

化调节, 两者处于平衡状态, 然而在促癌因子

的作用下这种平衡状态被打破[38,39].
对HBV和HCV相关肝癌lncRNA差异表

达分析, 显示101种lncRNA, 鉴定出癌与癌周

组明显差异的新lncRNA, 如肝炎病毒感染特

异lncRNA: 如与HBV相关HCC的PCAT-29、
与HCV相关HCC的aHIF和PAR5, 与HDV相

关HCC则为Y3, 而BC017743、BC043430和
LINCO1152 3种lncRNA则在不同致病因素

的肝癌组织中同时表达[40]. HCC患者肝癌高

表达转录本H U LC明显高于健康组, 同时在

EdmondsonⅢ-Ⅳ级和HBV-HCC患者血表达

较高, ROC曲线下面积达0.86. HCC患者血

lncRNA-uc003wbd和lncRNA-AF085935明
显高于健康组, ROC分别为0.96和0.86[41]. 对
lncRNA-TCF7(lncRNA termed TCF7)以健康者

为参考, 肝硬化正常, 瘤旁及HCC组分别增高

5、100倍[42]. 对81例HCC患者SRHC癌组织明

显低于癌旁组, 在AFP≥20 μg/L的HCC患者

SRHC高表达组与低表达间差异明显[43], 提示

某些特异型lncRNA可作为肝癌诊断的新分子

标志物, 但仍有待大样本的临床研究[44,45].

5  循环血DNA检测与肝癌诊断

液体活检主要包括循环DNA、肿瘤细胞及外

泌体检测, 是MIT Technology Review发布的十

大突破技术(2015), 通过分析血、尿或唾液等

标本中游离CTC、循环肿瘤DNA(circulating 
tumor DNA, ctDNA)、小分子RNA及lncRNA
等辅助诊断肝癌[46,47]. 与组织活检相比具有创

伤小、可重复、均化异质性、实时判断疗效, 
动态观察肝癌发展而指导个性化用药等优点[48]. 
尽管CTC发现已100多年, 但近期用于HCC诊
断的文献较多(表1), CTC诊断阳性率变化范围

较大(22%-100%)[49-57]; 从癌细胞遗落信息或死

亡残骸中探寻变异密码[58], 正成为肝癌诊断的

前沿热点. 所捕获的游离核酸反映患者信息, 
蕴藏着广阔的诊断应用前景, 然而该技术尚未

发挥实质性作用[59,60]. 

6  结论

肝癌发生机制极其复杂, 早期诊断和如何监测

肝细胞恶性转化仍是医学难题, 且有效治疗

取决于早期准确诊断[61,62]. 晚期肝癌加之MDR

■应用要点
尽管肝癌准确诊
断 相 关 标 志 如
W n t3a及G P C-3
异常有助于肝癌
诊 断 和 良 、 恶
性肝病鉴别 ;  但
miRNA、lncRNA
和ctDNA临床应
用亟待解决统一
命名, 统一样本, 
内参等; c tDNA
及GPC-3虽特异
但敏感性差 ,  且
须大样本多中心
验证. 

     文献   n 患者构成 患者背景 对照组构成 检测方法 阳性率(%)

Choi等[49]2015   81 80%乙型肝炎; 11%丙型

肝炎; 4%酒精性; 59%伴

肝硬化

手术64, 肝移

植17

16例肝功能正常

志愿者

RT-PCR(K19, 

CD44)

  22.2

Fang等[50]2014   42 55%伴肝硬化 术前/术后、

TACE

20例(健康10例, 

良性肝病10例)

CellSearchTM   52.3

Guo等[51]2014 299 乙型肝炎90%, 90%伴肝

硬化

手术157, 

TACE 76, 射

频消融术66

120例(健康71例, 

良性肝病25例, 良

性肿瘤24例)

CellSearchTM   42.6 

Li等[52]2014   27 未显示 未显示 61例(良性肝病34

例, 健康15例, 非

肝肿瘤12例)

CellSearchTM   88.9

Morris等[53]2014   52 38%酒精性, 乙型肝炎占

8%, 糖尿病占12%

未治疗 未显示 CellSearchTM 

ISET

  28.0

100.0
Mu等[54]2014   62 乙型肝炎占95.2% 未显示 22例(良性肝病7

例, 健康15例)

CellSearchTM   48.3

Kelley等[55]2015   20 乙型肝炎25%, 丙型肝炎

45%, 乙+丙10%; 酒精性

5%; 非酒精性脂肪肝10%

未显示 10例(良性肝病) CellSearchTM   40.0

Wang等[56]2016   42 乙型肝炎: 81%, 丙型肝炎: 

2%, 非乙非丙: 17%

未显示 未显示 CTC-Chip   59.5

Zhang等[57]2016   36 未显示 未显示 未显示 CTC-Chip 100.0

CTC: 循环血肿瘤细胞; TACE: 经导管动脉化学栓塞术; RT-PCR: 逆转录聚合酶链反应; ISET: 按上皮肿瘤细胞大小分离.

表 1 近年循环血CTC检测与肝癌诊断
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形成, 使放化疗、介入与手术等作用有限[63,64]. 
综上所述, 尽管肝癌早期准确诊断的相关标

志研究已取得显著进步, Wnt信号通路关键分

子Wnt3a及上游GPC-3浓度异常, 有助于肝癌

诊断和良、恶性肝病的鉴别; 但临床应用亟

待解决的问题仍较多, 如miRNA、lncRNA和

ctDNA命名混乱, 虽创伤小、可重复, 非人内

参兼容/可比性差, 需统一检测样本; ctDNA及

GPC-3特异性好, 但敏感性需提高, 仍须大样

本、多中心验证. 随着基因沉默、置换、增

补、矫正、分子剪接、靶向干预和单抗封闭

相关信号分子或作为放射性核素、药物和毒

素等载体及免疫治疗等应用[65,66], 特异分子标

志物除诊断外, 如以此为靶点与手术、介入、

化疗或放疗等结合, 在改善患者疗效, 延长患

者存活时间方面具有应用前景[67,68].
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