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miR-200a 及 AFP 在肝癌、肝硬化患者血清中表达比较分析 *
夏 宁 1 高 媛 2 朱春红 3 王 兴 1 刘卫辉 1 王 涛 1 李海民 1△

（1 第四军医大学附属西京医院肝胆胰脾外科 陕西 西安 710032；2 北京军区总医院 263 临床部口腔科 北京 101149；

3 总后通州干休所 北京 101147）

摘要 目的：分析 miR-200a 及 AFP 在肝癌、肝硬化患者血清中的表达水平并进行比较，探索其成为肝癌早期诊断血清标志物的可

能性。方法：临床收集肝正常、肝硬化、肝癌患者血液标本。运用实时定量 PCR 技术检测血清 miR-200a 的相对表达情况，血清 AFP
水平从临床资料中提取。结果：临床标本分析结果显示，miR-200a 在肝硬化及肝癌患者中均显著下调（P<0.05），AFP 仅在肝癌患

者中出现异常表达。结论：血清 miR-200a 极大程度地参与了肝癌发生，对肝硬化及肝癌具有一定的诊断价值。
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ABSTRACT Objective: This study aimed to analyze the expression levels of serum microRNA-200a (miR-200a) and AFP in liver

cirrhosis and liver cancer patients, and to explore whether miR-200a could be a novel biomarker of liver cancer. Methods: Patients with
normal liver, liver cirrhosis and liver cancer in clinic were included in this study. Blood samples of the patients were collected for analysis.
Real time quantitative PCR technique was used to measure the expression level of serum miR-200a. The AFP expression was got from
clinical data. Results: Comparing with normal liver patients, miR-200a presented lower expressions in liver cirrhosis patients and liver
cancer patients (P<0.05), while AFP presented higher expressions only in liver cancer patients(P<0.05). Conclusion: Data indicated that
MiR-200a played an important role in liver cancer development and had diagnostic value for indicating liver cirrhosis and liver cancer.
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肝癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病隐匿，

病程进展迅速，一旦出现明显症状，1/3 的患者已属晚期，错过

了最佳治疗时机。因此，找出能对肝癌做出早期诊断的方法成

为了目前学者们研究的热点。近年来有研究发现肝癌中

miR-200a 表达下调[1]；通过沉默 miR-200a 的表达，可以促进肝

癌的发生[2]。我课题组在前期进行了 miR-200a 在肝癌组织和癌

旁组织中的表达差异研究[3]以及其在胎肝细胞和肝癌细胞间差

异表达谱的研究[4]，由结果推测 miR-200a 很可能极大地参与了

肝癌的发生。为了进一步明确 miR-200a 是否参与了肝癌的发

生，以及能否成为肝癌早期诊断的又一标志物，我们收集了 36
例临床病例的血样，并对其进行了 miR-200a 相对表达的检测，

同时，收集病例 AFP 的表达水平作为对照，以期为明确

miR-200a 在肝癌发生及诊断中的作用提供临床数据参考。

1 资料与方法

1.1 临床资料

患者血清标本来源于第四军医大学西京医院肝胆胰脾外

科 2011 年 8 月 -2011 年 12 月肝硬化及肝癌患者，各 12 例，其

中原发性肝癌 8 例，继发性肝癌 4 例，所有肝癌患者经彩超、
CT、病理检查证实为肝癌。12 例对照正常血清系胆道结石、胆
囊炎等非肿瘤疾病手术时留取。36 例患者中，男 24 例，女 12
例；年龄 22~71 岁。
1.2 试剂及仪器

TRI Reagent BD 试剂（MRC 公司，美国），miR-200a、U6 引

物、反转录反应试剂盒、SYBR Green 荧光定量试剂盒（QIA-
GEN 公司，德国），IQ5TM 荧光定量聚合酶链反应 （PCR）仪

（Bio-Rad 公司，美国），高速冷冻离心机 Sigma3-18K（Sartorius，
德国），紫外分光光度计 Ultrospec（GE Healthcare 公司，美国）。
1.3 实验方法

1.3.1 实时定量 PCR 检测临床标本血清 miR-200a 水平 血清
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RNA 提取：每例临床患者的血液样本收集后在室温下静置 30
min，静置后于 4℃1200g 离心 15min，将上层血清吸出移至新

的 1.5mlEP 管。所有血清样本冰上放置，每个样本取 250μl 转

移 到 含 有 750μl TRI Reagent BD 的 新 EP 管 中。依 照 TRI
Reagent BD 提供的方案提取 RNA，所有的 RNA 质量通过分光

光度计检测并定量。每个获得的 RNA 沉淀重悬于 20μl DEPC
水，并存放在 -80℃冰箱。

反转录反应：1μg 样本总 RNA，1μl miScript Reverse Tran-
scriptase Mix，4μl 5*miScript RT Buffer，DEPC 水，体系为 20
μl。反应条件：37℃孵育 60min，95℃孵育 5min。反转录产物置

于冰上备用。
荧光实时定量检测：10μl SYBR Green PCR Master Mix，2

μl miScript universal primer，2μl speci覱c primer，1μl cDNA 以及

5μl DEPC 水。反应条件：95℃15 min 后连续 45 个循环，每个循

环内 94℃ 15 s、55℃ 30s、70℃ 30s，总反应体系 20μl。反应结束

后分析 PCR 反应曲线，得到 Ct 值。Real-time 分析采用 2 -ΔΔCt

法进行。血清 AFP 水平直接从患者检验结果中提取。
1.3.2 统计学分析 各项数据以均数±标准差（x±s）表示, 实验

数据应用 SPSS13.0 统计软件进行处理，PCR 各组数据间采用

单因素方差分析进行比较。检验水准 α=0.05。

2 结果

2.1 血清 miRNA200a 表达变化

三个组的 miR-200a 实时定量 PCR 扩增起峰均在 30 个循

环前，符合实时定量 PCR 的实验要求，溶解曲线显示单峰，提

示扩增产物特异性良好（图 1）。
三个组之间比较结果显示：与对照组相比，肝硬化患者及

肝癌患者血清中 miR-200a 表达均出现显著下调（P<0.05）。（表

1）。
2.2 血清 AFP 表达变化

AFP 表达在肝癌患者中均有不同程度上调，而在对照组及

肝硬化患者中均未见异常（表 1）。

注：a：与对照组比较，P<0.05；b：与肝硬化组比较，P<0.05

Note: a: compared with the control group, P<0.05; b: compared with the liver cirrhosis group, P<0.05

表 1 临床病例血清 miR-200a 相对表达水平、AFP 表达水平（n=12）
Table 1 The expression levels of serum miR-200a and AFP in patients

miR-200a（2 -ΔΔCt 值） AFP（ng/ml）

Control group 2.445±0.188 1.867±0.816

Liver cirrhosis group 1.007±0.152a 2.344±0.866

Liver cancer group 0.306±0.046ab 398.8±166.2ab

3 讨论

MicroRNAs 是一类非编码 RNA，研究发现，其广泛参与了

肿瘤的发生，被认为是潜在的肿瘤生物标志物[5]。MiR-200a 作

为 microRNAs 中的一种，属于 miR-200 家族，已有研究表明其

在脑膜瘤[6]、鼻咽癌[7]、甲状腺未分化癌[8]、EB 病毒相关胃癌[9]、
肾透明细胞癌[10]、卵巢癌[11]、侵润性宫颈鳞癌[12]等多种肿瘤的表

达均明显低于相应的正常组织。近期许多研究[1,2,13]还显示其很

可能极大的参与了肝癌的发生。
临床上用于诊断肝癌的血清标志物较多，如 AFP，CEA

等，然而它们均存在着对早期肝癌的诊断敏感度较低、特异性

不足等问题。Taketa K[14]的研究显示，血清 AFP 诊断肝癌的敏

感性在 33%~65%之间。国内有报道[15]称肝癌患者 AFP 阳性率

约在 75%~78%左右,这就说明了仍然有相当部分的临床肝癌患

者表现为 AFP 阴性[16,17]。因此，探索出新的肝癌早期诊断标志

物刻不容缓。

图 1 miR200a 实时定量 PCR 结果。1A: 扩增曲线;1B: 溶解曲线

Figure 1 Real time quantitative PCR result of miRNA 200a. 1A: Amplification chart; 1B: Melt peak chart

图 1A 图 1B
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我实验组在前期实验中，通过比较 7 种 microRNAs 在肝

癌组织和癌旁组织中的差异表达、分析其与血清肿瘤标志物的

相关性，发现 miR-200a 在肝癌组织和癌旁组织中的表达差异

与血清 AFP 呈正相关[3]；在对胎肝细胞和肝癌细胞间 microR-
NAs 差异表达谱的研究中也证实，相对于胎肝细胞，miR-200a
表达在肝癌细胞中也是明显下调的[4]。据此推测，miR-200a 的

表达与肝癌的发生具有相关性。
本实验通过收集正常肝脏、肝硬化及肝癌患者的血清，检

测其中 miR-200a 的相对表达水平，并将其与血清 AFP 水平进

行横向比较，结果显示与正常对照组相比，miR-200A 在肝硬化

患者及肝癌患者血清中均出现不同程度下调，而 AFP 在肝硬

化患者血清中均未见异常上调，仅在肝癌患者血清中出现上

调。这一方面证实了我们的推测，即血清中 miR-200a 的表达水

平与肝癌的发生具有相关性；另一方面也显示出 miR-200a 的

变化早于 AFP 发生，可能对于肝癌发生发展进程中的肝硬化

及肝癌阶段均具有指示作用。众所周知，在临床上，近 80%的肝

细胞癌发生在肝硬化的基础上，因此可以说诊断出肝硬化，对

于肝癌的早期诊断及干预具有非常重要的意义。
目前针对 miR-200a 的研究尚处于初级阶段，但已有结果

足以证实 miR-200a 广泛的参与到了肿瘤的发生[6,7,18]及侵袭转

移[19,20]等重要环节，这也激励着学者们开展更为广泛深入的研

究工作，力争早日将科研成果为临床所用。本实验由于实验时

间及条件的限制，仅对 36 例病例进行了初步的检测，且对于

miR-200a 的检测分析为相对表达分析，未深入到定量检测，后

期尚需要大量的、深入的研究对本实验结果加以验证和补充。
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