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乙型肝炎伴早期肝硬化ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达谱及其诊断价值
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　　【摘要】　目的　探讨乙型肝炎伴早期肝硬化和乙型肝炎 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）差异表达谱，寻找具有诊断价值

的ｍｉＲＮＡ标志物。方法　利用ｍｉＲＮＡ芯片技术检测７例乙型肝炎伴早期肝硬化患者和１１例乙型肝炎患者肝组

织中ｍｉＲＮＡ的表达水平。应用犚犗犆曲线评价各ｍｉＲＮＡ的诊断价值。结果　与单纯肝炎组织相比，伴早期肝硬

化的肝炎组织中表达上调超过１．５倍的 ｍｉＲＮＡ有 ｍｉＲ６２５３ｐ、ｍｉＲ３２５、ｍｉＲ５９６等５种，表达下调超过１．５倍的

ｍｉＲＮＡ有ｍｉＲ３６５、ｍｉＲ３６２５ｐ、ｍｉＲ１３９５ｐ等１０种。犚犗犆曲线分析结果表明，ｍｉＲ１３９５ｐ诊断乙型肝炎伴早期

肝硬化的特异性和敏感性最高。结论　乙型肝炎伴早期肝硬化组织和乙型肝炎组织相比有其特异的 ｍｉＲＮＡ表达

谱，ｍｉＲ１３９５ｐ可能是诊断乙型肝炎伴早期肝硬化的一个标志物。
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　　慢性肝炎、肝硬化、肝癌的发展是一个由乙型肝炎病毒引

起的多因素和多步骤的演进过程［１］。在早期肝硬化时期，尽管

肝细胞受到了损害，由于肝脏具有强大的代偿能力，这一时期

的患者临床表现不明显，不易作出准确诊断［２３］。因此，在慢性

肝炎形成肝硬化的早期作出准确诊断，并予以干预，对于阻断

慢性肝炎、肝硬化和肝癌的进展和改善肝病患者的预后十分重

要。ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２１～２３个核苷酸的非编

码单链ＲＮＡ。ｍｉＲＮＡ可在转录或翻译水平调控相关基因的

表达，参与细胞发育、增殖、分化和凋亡等多种生物学过程［４５］，

也可调控炎性反应及其通路因子的表达［６］。国内外研究报道

ｍｉＲＮＡ在肝脏的慢性损伤过程中存在差异性表达，相关的

ｍｉＲＮＡ表达的改变可能促进了该进程的发生、发展
［７９］。由此

可见，ｍｉＲＮＡ的变化在慢性肝炎形成肝硬化的进程起着重要

的作用。国内对乙型肝炎患者肝硬化的 ｍｉＲＮＡ表达差异变

化及其诊断肝硬化的研究较少。本文参照肝脏组织病理学诊

断，对乙型肝炎组织和肝硬化组织进行 ｍｉＲＮＡ芯片检测，以

便为乙型肝炎伴早期肝硬化的诊断和治疗提供实验和理论

依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年５～７月在中山大学附属第三医

院行门诊肝组织活检病例。乙型肝炎组１１例，年龄２２～４８

岁，男９例，女２例；乙型肝炎伴早期肝硬化组７例，年龄２７～

５４岁，男５例，女２例。诊断符合２０００年西安全国病毒性肝炎

及肝病学术会议修订标准，均经Ｂ超、实验室检查、病理学及

临床表现确诊，排除了肝癌、其他病毒性肝炎、遗传性肝病、血

吸虫性肝病、血液系统等疾病。组织标本离体后浸泡于ＲＮＡ

ｌａｔｅｒ试剂过夜，后转入－８０℃保存备用。所有患者均签署知

情同意书。
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１．２　试剂　ＲＮＡｌａｔｅｒ试剂和ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ公司。碱性磷酸酶和 Ｔ４ＲＮＡ连接酶购自 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公

司。Ｄｙ６４７购自 Ｄｈａｒｍａｃｏｎ公司。ＭｉｃｒｏＢｉｏＳｐｉｎ６ｃｏｌｕｍｎ

购自ＢｉｏＲａｄ公司。Ｄｅｎｈａｒｄｔ＇ｓ溶液、柠檬酸钠／氯化钠缓冲液

（ＳＳＣ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自广

州威佳科技有限公司。

１．３　ＲＮＡ的提取　按照ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书步骤提取组织总

ＲＮＡ。应用ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ１０００测定总 ＲＮＡ吸光度（Ａ２６０和

Ａ２８０），计算其浓度并检测其纯度；甲醛变性琼脂糖凝胶电泳法

检测总ＲＮＡ质量。

１．４　ｍｉＲＮＡ芯片制备　根据 ｍｉＲＮＡ数据库１３．０选取６８２

个ｍｉＲＮＡ，设计高灵敏、高特异性互补靶ＲＮＡ结合的探针，

使用芯片点样仪ＳｍａｒｔＡｒｒａｙｅｒ
ＴＭ１３６（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ公司）点制芯

片。每张ｍｉＲＮＡ芯片中包含６８２个特异性探针、对照探针以

及无探针的空白对照，每个探针在芯片内重复２次。

１．５　ｍｉＲＮＡ芯片检测 ｍｉＲＮＡ的表达　取２．５μｇ总ＲＮＡ，

碱性磷酸酶去磷酸化，ＤＭＳＯ 变性，Ｔ４ＲＮＡ 连接酶标记

Ｄｙ６４７。采用 ＭｉｃｒｏＢｉｏＳｐｉｎ６ｃｏｌｕｍｎ纯化过滤并浓缩成粉

末，然后溶于杂交液中，于４６℃杂交过夜。杂交结束后依次在

２×ＳＳＣ和０．２％ＳＤＳ、２×ＳＳＣ、０．２×ＳＳＣ蒸馏水中洗１０ｍｉｎ。

芯片甩干后用共聚焦激光扫描仪ＬｕｘＳｃａｎＴＭ１０Ｋ（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ

公司）进行图像扫描并提取数据。

１．６　统计学处理　ｍｉＲＮＡ芯片数据处理使用 Ｑｕａｎｔｉｌｅ方法

进行标准化。通过ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｉｃｒｏａｒｒａｙｓ软件

和狋检验挑选差异变化在１．５倍以上和犘＜０．０５的 ｍｉＲＮＡ，

使用 ＭｅＶ软件进行聚类分析。通过 ＭｅｄＣａｌｃｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ软件

绘制受试者工作特征（犚犗犆）曲线，计算 犚犗犆 曲线下面积

（犃犝犆）和各诊断评价参数。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲＮＡ表达谱　与乙型肝炎组织相比，乙型肝炎伴早期

肝硬化组织表达上调１．５倍以上的 ｍｉＲＮＡ有５种，表达下调

１．５倍以上的ｍｉＲＮＡ有１０种。两组间ｍｉＲＮＡ相对表达值见

表１，两组间ｍｉＲＮＡ差异倍数和犘值分布火山图见图１。

表１　两组之间ｍｉＲＮＡ表达的比较（狓±狊）

ｍｉＲＮＡ

乙型肝炎表达

相对值

（狀＝１１）

乙型肝炎伴早期

肝硬化表达

相对值（狀＝７）

表达

情况

差异

倍数
犘

ｍｉＲ６２５３ｐ ８．０８２±０．１８０ ９．８２５±１．５２２ 上调 ４．９００ ＜０．００１

ｍｉＲ３２５ ８．２００±０．３１４ ８．８２２±０．６２２ 上调 １．６１７ ０．０１５

ｍｉＲ５９６ ８．８７４±０．４９２ ９．４１６±０．７７８ 上调 １．５９９ ０．０２１

ｍｉＲ１４１ ８．５６７±０．４９２ ９．１０９±０．６７４ 上调 １．５３４ ０．０４６

ｍｉＲ３３９３ｐ ８．３７２±０．４５６ ８．９１０±０．７４５ 上调 １．５０２ ０．０２０

ｍｉＲ５６９ ８．７４３±０．４４７ ８．１８４±０．１８８ 下调 ０．６４９ ０．００８

ｍｉＲ５９１ ８．７６１±０．４１４ ８．２０６±０．２２４ 下调 ０．６４９ ０．０１４

ｍｉＲ４９２ ８．９４０±０．５７０ ８．４２３±０．２６３ 下调 ０．６４５ ０．０４３

ｍｉＲ４８４ １０．７６１±０．４０８ １０．０８８±０．５２２ 下调 ０．６３１ ０．０２１

ｍｉＲ２００ｃ５ｐ ８．６６５±０．４６６ ８．０２３±０．２８０ 下调 ０．６１９ ０．０３７

ｍｉＲ３６５ １２．４５０±０．２６９ １１．６６３±０．３９７ 下调 ０．６０４ ０．００５

ｍｉＲ３６２５ｐ ９．２８９±０．４９１ ８．５９２±０．３５７ 下调 ０．５７５ ０．０１０

ｍｉＲ３３ａ３ｐ ８．８７１±０．５６２ ８．１７４±０．１８９ 下调 ０．５６６ ０．０１３

ｍｉＲ１９３ｂ５ｐ ９．５３４±０．４７０ ８．７１９±０．５３９ 下调 ０．５６１ ０．０１８

ｍｉＲ１３９５ｐ ９．６４２±０．３１３ ８．７４９±０．２３４ 下调 ０．５２４ ０．００１

图１　ｍｉＲＮＡ差异倍数和犘值分布火山图

２．２　聚类分析　对差异表达ｍｉＲＮＡ进行基于ＥｕｃｌｉｄｅａｎＤｉｓ

ｔａｎｃｅ方法的监督聚类分析，１５ｍｉＲＮＡ可准确将乙型肝炎和

乙型肝炎伴早期肝硬化组织区分为两组，见图２。

图２　１５ｍｉＲＮＡ表达谱聚类图

２．３　差异表达ｍｉＲＮＡ诊断乙型肝炎伴早期肝硬化的效果评

价　以芯片检测的ｍｉＲＮＡ相对表达量作为测试变量、乙型肝

炎伴早期肝硬化诊断作为状态变量绘制犚犗犆 曲线及计算

犃犝犆，见表２。基于犚犗犆曲线选择诊断价值较高的 ｍｉＲＮＡ

（犃犝犆＞０．９），找出其最佳截点及计算其对应的诊断评价参数，

见表３。ｍｉＲＮＡ诊断乙型肝炎伴早期肝硬化的犚犗犆曲线见

图３。其中，ｍｉＲ１３９５ｐ的诊断评价参数优于其他 ｍｉＲＮＡ的

诊断评价参数。

表２　ｍｉＲＮＡ诊断乙型肝炎伴早期肝硬化的犃犝犆

ｍｉＲＮＡｓ 标准误 犃犝犆 ９５％犆犐 犘

ｍｉＲ１３９５ｐ ０．００９ ０．９９４ ０．８０３～１．０００ ＜０．０００１

ｍｉＲ３６５ ０．０４８ ０．９４８ ０．７３２～０．９９９ ＜０．０００１

ｍｉＲ２００ｃ５ｐ ０．０７１ ０．９０９ ０．６７９～０．９９２ ＜０．０００１

ｍｉＲ５６９ ０．０７８ ０．９０３ ０．６７０～０．９９０ ＜０．０００１

ｍｉＲ４８４ ０．０８３ ０．８９６ ０．６６２～０．９８８ ＜０．０００１

ｍｉＲ３３ａ３ｐ ０．０８３ ０．８９６ ０．６６２～０．９８８ ＜０．０００１

ｍｉＲ５９１ ０．０８１ ０．８８３ ０．６４６～０．９８４ ＜０．０００１

ｍｉＲ３６２５ｐ ０．０８２ ０．８８３ ０．６４６～０．９８４ ＜０．０００１

ｍｉＲ１９３ｂ５ｐ ０．０９７ ０．８７０ ０．６３０～０．９８０ ＜０．０００１

ｍｉＲ３２５ ０．０９８ ０．８３１ ０．５８３～０．９６３ ０．０００７

ｍｉＲ６２５３ｐ ０．１３５ ０．８１８ ０．５６８～０．９５７ ０．０１８０

ｍｉＲ４９２ ０．１０９ ０．８０５ ０．５５４～０．９５１ ０．００５２

ｍｉＲ３３９３ｐ ０．１２９ ０．７４０ ０．４８４～０．９１４ ０．０６３２

ｍｉＲ５９６ ０．１４２ ０．７０１ ０．４４４～０．８９０ ０．１５７４

ｍｉＲ１４１ ０．１４４ ０．６７５ ０．４１８～０．８７２ ０．２２３９

·０７０２· 检验医学与临床２０１３年８月第１０卷第１６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１６



表３　ｍｉＲＮＡ诊断乙型肝炎伴早期肝硬化的最佳截点和各参数

ｍｉＲＮＡ 最佳截点 灵敏度（％） 特异度（％） Ｙｏｕｄｅｎ指数（％） 阳性似然比 阴性似然比 准确率［％（狀／狀）］

ｍｉＲ１３９５ｐ ≤９．１３６ １００．０ ９０．９ ９０．９ １０．９９ －０．１０ ９４．４（１７／１８）

ｍｉＲ３６５ ≤１２．２４４ １００．０ ８１．８ ８１．８ ５．４９ －０．２２ ８８．９（１６／１８）

ｍｉＲ２００ｃ５ｐ ≤８．１５５ ８５．７ ９０．９ ７６．６ ９．４２ ０．０６ ８８．９（１６／１８）

ｍｉＲ５６９ ≤８．４１８ １００．０ ８１．８ ８１．８ ５．４９ －０．２２ ８８．９（１６／１８）

图３　ｍｉＲＮＡ诊断乙型肝炎伴早期肝硬化犚犗犆曲线图

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡ在不同的组织中具有特定的表达模式，这种特定

的表达模式已在包括肝癌在内的多种肿瘤中得到证实［１０１１］。

ｍｉＲＮＡ表达谱能很好地区分肿瘤和非肿瘤、良性和恶性肿瘤、

炎性腺瘤和灶性节结增生、乙型肝炎病毒感染、酒精肝以及基

因有无突变等［１２］。

本研究基于病理学诊断依据，利用 ｍｉＲＮＡ芯片技术检测

１８例乙型肝炎伴早期肝硬化及肝炎组织的差异表达 ｍｉＲＮＡ，

结果发现乙型肝炎伴早期肝硬化表达上调１．５倍以上的 ｍｉＲ

ＮＡ有５种，包括 ｍｉＲ６２５３ｐ、ｍｉＲ３２５、ｍｉＲ５９６、ｍｉＲ１４１和

ｍｉＲ３３９３ｐ，表达下调１．５倍以上的 ｍｉＲＮＡ 有１０种，包括

ｍｉＲ５６９、ｍｉＲ５９１、ｍｉＲ４９２、ｍｉＲ４８４、ｍｉＲ２００ｃ５ｐ、ｍｉＲ３６５、

ｍｉＲ３６２５ｐ、ｍｉＲ３３ａ３ｐ、ｍｉＲ１９３ｂ５ｐ和 ｍｉＲ１３９５ｐ，提示这

些ｍｉＲＮＡ可能与乙型肝炎向肝硬化转归的发生及发展有关。

通过分析犚犗犆曲线及其各诊断评价参数，发现在差异表达的

ｍｉＲＮＡ中，ｍｉＲ１３９５ｐ的诊断价值最高，可作为反映肝硬化

的一个参考指标。本研究发现的与乙型肝炎伴早期肝硬化相

关ｍｉＲＮＡ在其他疾病中的功能研究报道较多
［１３１５］，但其在肝

纤维化和肝硬化中的作用机制尚未见报道。有文献报道，

ｍｉＲ１３９５ｐ在肾透明细胞癌、基底细胞癌、卵巢癌等肿瘤组织

中的表达均下调［１６１８］。本研究推测ｍｉＲ１３９５ｐ可能也在肝纤

维化、肝硬化的进程中，参与了肝星状细胞（ＨＳＣ）的活化，后者

是肝纤维化发生的主要驱动因素。Ｖｅｎｕｇｏｐａｌ等
［１９］也发现

ＨＳＣ的纤维化可使 ｍｉＲ１５０和 ｍｉＲ１９４表达水平明显降低，

而ｍｉＲ１５０和ｍｉＲ１９４的扩增则可分别抑制ｃｍｙｂ和ｒａｃ１的

表达，从而抑制 ＨＳＣ的活化和细胞外基质的产生。在此研究

基础之上，应进一步分析 ｍｉＲ１３９５ｐ的靶基因并检测其靶基

因的表达水平，通过构建 ｍｉＲ１３９５ｐ过表达载体等细胞体外

实验及动物体内实验，以进一步研究 ｍｉＲＮＡ与肝纤维化向肝

硬化进展的关系。

本研究首次发现ｍｉＲ１３９５ｐ在乙型肝炎伴早期肝硬化中

表达下调，其灵敏度和特异度均较高。但需要指出的是，本研

究的标本量少，存在一定的局限性。作者将扩大临床标本，进

一步验证 ｍｉＲ１３９５ｐ在乙型肝炎伴早期肝硬化中的表达水

平，为预测和评估乙型肝炎伴早期肝硬化的分子标志物和治疗

靶点提供实验依据。
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２．２　血气分析仪与生化分析仪检测结果的相关性　两种仪器

检测的 Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、ＴＣＯ２ 结果间均呈显著相关性（狉＝

０．７１７，狉＝０．８３２，狉＝０．７２１，狉＝０．９１９，犘＜０．０１）。见图１。

图１　血气分析仪与生化分析仪检测Ｋ
＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、ＴＣＯ２ 结果相关性散点图

３　讨　　论

本实验对两种仪器测定Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－、ＴＣＯ２ 的结果进行

相关性分析，结果表明两种仪器检测结果相关性好。采用配对

资料狋检验分析两种仪器检测结果的差异，结果表明生化分析

仪Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｌ－检测结果明显高于血气分析仪（狋＝９．４１，狋＝

１３．４２，狋＝７．５７，犘＜０．０５）；而两种仪器ＴＣＯ２ 检测结果差异无

统计学意义（狋＝－１．９６，犘＞０．０５），表明两种仪器检测结果较

为一致，但因采用的是两个不同检测系统，存在许多不确定影

响因素，因此，尽管两种仪器检测ＴＣＯ２ 结果较为一致，但在临

床诊断中前后比较最好都采用同一仪器检测结果。

血气分析Ｋ＋结果低于生化分析仪，其可能原因：（１）血气

标本采用肝素抗凝所致，因为肝素是一种酸性黏多糖阴离子，

多聚电解质，能够与血液中的阳离子特别是 Ｋ＋结合，肝素与

Ｋ＋结合形成肝素钾
［１２］，同时肝素抗凝对血液也有一定的稀释

作用。（２）生化分析仪采用血清，血液在体外凝固过程中，细胞

和血小板破裂可释放一定量的钾使血清钾浓度增高［３５］。生化

分析仪检测Ｎａ＋、Ｃｌ－高于血气分析仪可能原因：（１）生化分析

采用血清只是全血的一部分，因此血清样品有一定的“浓缩效

应”；（２）血气分析仪与生化分析仪电极不一样，也可导致系统

误差。本实验结果还表明血气分析仪ＴＣＯ２ 与生化分析仪检

测结果比较一致，而刘光明等［６］实验结果表明血气分析仪

ＴＣＯ２ 高于生化分析仪结果，可能原因是血气分析仪标本从抽

血到完成检测过程中都不与空气接触，避免了空气中ＣＯ２ 的

影响，生化分析仪采用的是血清样本，在采血、运送、分离、检测

过程都会与空气接触，使空气中ＣＯ２ 可与血清进行交换
［５］。

由此导致血气分析仪检测 ＴＣＯ２ 比生化分析仪的结果要高。

在本实验中，血清管采用的是血清真空管，可以避免血样与空

气接触，同时动脉血与血清同步检测减少了因与空气接触和放

置时间过长导致的影响，因此两种仪器检测ＴＣＯ２ 结果较为一

致。

综上所述，两种仪器 ＴＣＯ２ 检测结果差异不明显，Ｋ
＋、

Ｎａ＋、Ｃｌ－差异明显。但这些项目在两种仪器检测结果有很好

的相关性［８９］，可为临床诊疗提供参考价值。但在临床诊疗中

前后对比最好采用同一仪器的检测结果，同时两种仪器应定期

进行比对，以免影响临床判断和治疗。
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