
·论　　著·

ＨＢＶ相关慢加急性肝衰竭患者血清ｍｉＲＮＡ表达谱及临床预测价值
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　　摘　要：目的　分析乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）相关慢加急性肝衰竭（ＨＢＶＡＣＬＦ）与慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者血清中微小ＲＮＡ

（ｍｉＲＮＡ）差异表达谱，寻找 ＨＢＶＡＣＬＦ具有预测价值的ｍｉＲＮＡ标志物。方法　采用 ｍｉＲＮＡ芯片技术检测１０例 ＨＢＶＡＣＬＦ

患者和５例ＣＨＢ患者血清中ｍｉＲＮＡ的差异表达，筛选出差异明显的ｍｉＲＮＡ，应用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ曲线）进一步评价

其在 ＨＢＶＡＣＬＦ中的预测价值。结果　与ＣＨＢ组相比，ＨＢＶＡＣＬＦ组中１７种ｍｉＲＮＡ表达下调，两组之间差异有统计学意义

（犘＜０．０５），９种ｍｉＲＮＡ表达上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＨＢＶＡＣＬＦ组表达上调超过２倍的 ｍｉＲＮＡ有ｈｓａｍｉＲ

４２８１、ｈｓａｍｉＲ６１２６、ｈｓａｍｉＲ１２７５，表达下调超过２倍的 ｍｉＲＮＡ 有ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ、ｈｓａｍｉＲ９２ｂ３ｐ、ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ、ｈｓａｍｉＲ

９２ａ３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１０６ｂ５ｐ、ｈｓａｍｉＲ１４０３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ、ｈｓａｍｉＲ４５１ａ、ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ。ＲＯＣ 曲线分析结果表明，ｈｓａｍｉＲ

４２８１、ｈｓａｍｉＲ６１２６、ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ、ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ等４种 ｍｉＲＮＡ在ＲＯＣ曲线下面积超过０．８００，其中ｈｓａｍｉＲ４２８１对 ＨＢＶ

ＡＣＬＦ预测的灵敏度及特异度最高。结论　ＨＢＶＡＣＬＦ与ＣＨＢ患者血清中 ｍｉＲＮＡ谱存在表达差异，ｈｓａｍｉＲ４２８１在预测

ＨＢＶＡＣＬＦ严重性方面有一定价值。
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　　乙型肝炎相关慢加急性肝衰竭（ＨＢＶＡＣＬＦ）是临床上一

种危重疾病，病死率极高，如能早期预测及诊断，将有助于临床

治疗及预防，从而降低发病率及病死率。循环微小ＲＮＡ（ｍｉＲ

ＮＡ）能在血清中稳定存在，不仅可作为多种疾病诊断的标志

物，而且可作为疾病严重性预测、治疗的新型靶标［１］。因此，本

研究检测 ＨＢＶＡＣＬＦ与慢性乙型肝炎（ＣＨＢ）患者血清中

ｍｉＲＮＡ谱的差异表达情况，以便寻找评估 ＨＢＶＡＣＬＦ严重

性的预测标志物及可能治疗的新靶点。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集南昌大学第二附属医院２０１５年６月至

２０１６年１月肝病科住院的ＣＨＢ患者５例及 ＨＢＶＡＣＬＦ患者

１０例，诊断符合ＣＨＢ防治指南（２０１５版）
［２］及肝衰竭诊治指南

（２０１２年版）
［３］。

１．２　标本采集　采集外周静脉血８ｍＬ，离心分离血清，放置

－８０℃保存备用。

１．３　仪器与试剂　Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），

ＳＳＰＥ缓冲液 （０．９ｍｏｌＮａＣｌ，６０ｍｍｏｌＮａ２ＨＰＯ４，６ｍｍｏｌ乙

二胺四乙酸，ｐＨ６．８），冷冻高速离心机（日本Ｋｕｂｏｔａ公司），台

式离心机（中国 Ｔｈｍｏｒｇａｎ公司），移液器（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司），低速自动平衡离心机（中国北京医用离心机厂），超净工作

·０９１· 检验医学与临床２０１７年１月第１４卷第２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．２

 基金项目：江西省卫生和计划生育委员会资助项目（２０１５５２６６）；江西省科技厅资助项目（２０１５ＩＢＢＧ７０１６３）。

　　作者简介：罗杰，男，副主任医师，主要从事肝病基础与临床研究。　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｓｈｕｉｌｉｎ２２８０＠１２６．ｃｏｍ。



台（中国苏净集团安泰空气技术有限公司）。

１．４　血清ＲＮＡ提取　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书操作提取血清

中总ＲＮＡ。

１．５　芯片实验　芯片实验由杭州联川生物有限公司（ＬＣＳｃｉ

ｅｎｃｅｓ）进行。微阵列实验使用４～８μｇ总 ＲＮＡ样品。使用

Ｐｏｌｙ（Ａ）聚合酶在总ＲＮＡ３′端加上ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，再将一个寡

聚核苷酸标记与这个ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴连接（ｌｉｇａｔｉｏｎ）用于后续的

荧光标记。杂交反应利用微循环泵的循环作用在Ｐａｒａｆｌｏ微流

体芯片上过夜进行。检测探针均使用ＰＧＲ化学法进行原位合

成。杂交解链温度是通过化学修饰检测探针进行平衡。杂交

使用含有２５％甲酰胺的１００μＬ６×ＳＳＰＥ缓冲液，杂交温度为

３４℃。ＲＮＡ与探针杂交后，与标记特异结合的Ｃｙ３染料在微

流体芯片上循环流动进行染色。利用激光扫描仪（ＧｅｎｅＰｉｘ

４０００Ｂ，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ）采集杂交图像并使用ＡｒｒａｙＰｒｏ图像

分析软件（ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）进行图像数字化转换。数据分

析首 先 是 减 除 背 景 值，然 后 使 用 ＬＯＷＥＳＳ 过 滤 进 行

信号归一化。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验。绘制受试者工作特

征曲线（ＲＯＣ曲线），计算ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）和各诊断评

价参数。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般情况　１５例患者中，ＣＨＢ患者５例，ＨＢＶＡＣＬＦ患

者１０例；男１１例，女４例；其肝功能、凝血酶原时间（ＰＴ）、

ＨＢＶＤＮＡ等一般情况见表１。ＣＨＢ与 ＨＢＶＡＣＬＦ两组之

间总胆红素（ＴＢＩＬ）、凝血酶原时间（ＰＴ）差异有统计学意义

（犘＜０．０１），丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、ＨＢＶＤＮＡ差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　患者的一般情况比较（狓±狊）

项目 ＣＨＢ（狀＝５） ＨＢＶＡＣＬＦ（狀＝１０） 犘

年龄（岁） ３６．００±４．６０ ４５．９０±１１．７０ ０．０９６

ＡＬＴ（ＩＵ／Ｌ） １２１．８０±９０．７０ ５１２．００±３８６．４０ ０．０４７

ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） １０．９０±２．９０ ３３９．８０±１１９．１０ ＜０．０１

ＰＴ（ｓ） １０．５０±０．６０ ３１．１０±１０．８０ ＜０．０１

ＨＢＶＤＮＡ（ｌｏｇ１０ＩＵ／ｍＬ） ６．２４±１．１８ ７．２９±１．２５ ０．１４２

２．２　ｍｉＲＮＡ表达谱　ＣＨＢ与 ＨＢＶＡＣＬＦ两组之间 ｍｉＲＮＡ

相对表达量见表２，其中表达上调超过２倍的 ｍｉＲＮＡ有ｈｓａ

ｍｉＲ４２８１、ｈｓａｍｉＲ６１２６、ｈｓａｍｉＲ１２７５，表达下调超过２倍的

ｍｉＲＮＡ有ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ、ｈｓａｍｉＲ４５１ａ、ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ、ｈｓａ

ｍｉＲ１４０３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１０６ｂ５ｐ、ｈｓａｍｉＲ９２ａ３ｐ、ｈｓａｍｉＲ９２ｂ

３ｐ、ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ，两组间的差异倍数及犘值

分布火山图见图１。

２．３　差异表达的 ｍｉＲＮＡ在 ＨＢＶＡＣＬＦ中的预测价值　以

芯片检测的 ｍｉＲＮＡ相对表达量作为测试变量、ＨＢＶＡＣＬＦ

预测作为状态变量绘制ＲＯＣ曲线及计算ＡＵＣ，见表３。基于

ＲＯＣ曲线选择预测价值较高的４种 ｍｉＲＮＡ，分别为表达上调

的ｈｓａｍｉＲ４２８１、ｈｓａｍｉＲ６１２６及表达下调的ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ、

ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ，找出其最佳截点并计算其对应的诊断评价参

数，见表４。ｍｉＲＮＡ预测 ＨＢＶＡＣＬＦ严重性的 ＲＯＣ曲线见

图２。其中，ｍｉＲ４２８１的诊断评价参数优于其他 ｍｉＲＮＡ的诊

断评价参数。

表２　　ＣＨＢ组与 ＨＢＶＡＣＬＦ组间ｍｉＲＮＡ相对

　　　差异表达比较（狓±狊）

ｍｉＲＮＡ
ＣＨＢ组

（狀＝５）

ＨＢＶＡＣＬＦ组

（狀＝１０）
差异倍数 犘

ｈｓａｍｉＲ４２８１ １６６±５２ ９００±４４５ ２．４４ ０．０３８

ｈｓａｍｉＲ６１２６ ２４６±７１ １２８４±５６８ ２．３９ ０．０３３

ｈｓａｍｉＲ１２７５ １１８±１６ ４８３±１２０ ２．０４ ０．０１３

ｈｓａｍｉＲ７１５０ １１７±２０ ４４９±１５６ １．９４ ０．０３０

ｈｓａｍｉＲ１２４６ ２２２±５９ ７５５±１２５ １．７６ ０．００７

ｈｓａｍｉＲ４６８７３ｐ ２４１±６０ ６０３±１９５ １．３２ ０．０４１

ｈｓａｍｉＲ６０９０ ７６２±１６９ １８０８±２７２ １．２５ ０．０１１

ｈｓａｍｉＲ３０ｃ１３ｐ ４５６±１１０ １０３８±３２３ １．１８ ０．０４５

ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ ３４５０±３９８ ２５８±８３ －３．７４ ０．００６

ｈｓａｍｉＲ４５１ａ ４３１９３±３８７３ ４０６３±１１４１ －３．４１ ０．００５

ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ ７７１９±１２０８ ８６５±３１５ －３．１６ ０．０１０

ｈｓａｍｉＲ１４０３ｐ ５６７±１６７ ６９±２８ －３．０４ ０．０１２

ｈｓａｍｉＲ１０６ｂ５ｐ ６７８±１５９ １００±３８ －２．７７ ０．０１１

ｈｓａｍｉＲ９２ａ３ｐ ２３７８±９６１ ４１４±１５１ －２．５２ ０．０１３

ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ １４１４±３６７ ２５０±６２ －２．５０ ０．００６

ｈｓａｍｉＲ９２ｂ３ｐ １１４６±２８５ ２４８±９４ －２．２１ ０．０１６

ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ ６８６±１８３ １６５±７ －２．０６ ０．０００

ｈｓａｍｉＲ２０ａ５ｐ ８６７±２０９ ２９６±８２ －１．５５ ０．０２３

ｈｓａｍｉＲ１０７ １１４７±３６２ ４０９±１６５ －１．４９ ０．０４９

ｈｓａｍｉＲ１０３ａ３ｐ １２０９±２８６ ４４１±１６８ －１．４６ ０．０４９

ｈｓａｌｅｔ７ｂ５ｐ ７３４±１９３ ２６７±４５ －１．４６ ０．００９

ｈｓａｍｉＲ２２３ｐ １８０４±４７８ ７００±１８６ －１．３７ ０．０２７

ｈｓａｍｉＲ１０６ａ５ｐ ５７７±１６３ ２５６±８０ －１．１７ ０．０４６

ｈｓａｍｉＲ１７５ｐ ６０８±２０５ ２７５±７９ －１．１５ ０．０４２

ｈｓａｍｉＲ４４５４ ３０１０±５９７ １６７５±２５１ －０．８５ ０．０２１

ｈｓａｍｉＲ６３８ ９６８±２１８ ７２７±６６ －０．４１ ０．０３１

图１　　ｍｉＲＮＡ差异倍数和犘值分布火山图

表３　　ｍｉＲＮＡ预测 ＨＢＶＡＣＬＦ严重性的ＡＵＣ

ｍｉＲＮＡ ＡＵＣ ９５％犆犐 犘

ｈｓａｍｉＲ４２８１ ０．９２６ ０．７７７～０．９９５ ０．００７

ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ ０．８８９ ０．７１６～１．０００ ０．０１３

ｈｓａｍｉＲ６１２６ ０．８７０ ０．６７４～０．８９６ ０．０１８
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续表３　　ｍｉＲＮＡ预测 ＨＢＶＡＣＬＦ严重性的ＡＵＣ

ｍｉＲＮＡ ＡＵＣ ９５％犆犐 犘

ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ ０．８１５ ０．５９２～１．０００ ０．０４５

ｈｓａｍｉＲ４５１ａ ０．７７８ ０．５３０～１．０００ ０．０７７

ｈｓａｍｉＲ９２ａ３ｐ ０．７５９ ０．４９６～１．０００ ０．０９９

ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ ０．７４１ ０．４４９～１．０００ ０．１２６

ｈｓａｍｉＲ９２ｂ３ｐ ０．７２２ ０．４３８～１．０００ ０．１５７

ｈｓａｍｉＲ１４０３ｐ ０．７０４ ０．４２５～０．９８２ ０．１９５

ｈｓａｍｉＲ１０６ｂ５ｐ ０．６８５ ０．３９２～０．９７９ ０．２３９

ｈｓａｍｉＲ１２７５ ０．５３７ ０．１９０～０．８８４ ０．８１４

ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ ０．６６７ ０．３４５～０．９８８ ０．２８９

表４　　ｍｉＲＮＡ预测 ＨＢＶＡＣＬＦ的最佳截点及各参数

ｍｉＲＮＡ
最佳

截点

灵敏

度

特异

度

Ｙｏｕｄｅｎ

指数

阳性预

测值

阴性预

测值

ｈｓａｍｉＲ４２８１ ≥６７６．５ ０．８０９ ０．８３３ ０．７２２ ０．８９ ０．６７

ｈｓａｍｉＲ６１２６ ≥８０１．５ ０．７８９ ０．８３３ ０．６２２ ０．９０ ０．８０

ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ ≤９６６．０ ０．７７８ ０．６６７ ０．４４５ ０．８９ ０．６７

ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ ≤５２３．０ ０．８８９ ０．８３３ ０．７２２ ０．９０ ０．８０

　　注：Ａ 为 ＨＢＶＡＣＬＦ组表达上调的２种 ｍｉＲＮＡ；Ｂ为 ＨＢＶ

ＡＣＬＦ组表达下调的２种ｍｉＲＮＡ。

图２　ＨＢＶＡＣＬＦ组表达差异明显的ｍｉＲＮＡＲＯＣ曲线分析

３　讨　　论

　　ｍｉＲＮＡ是一种在转录后水平调控基因表达的内源性非编

码单链ＲＮＡ，参与机体的发育、增殖、分化、凋亡、炎性等一系

列生物学过程。ｍｉＲＮＡ不仅在不同疾病状态下表达谱不同，

而且可以稳定地存在于血液、血清等体液中。因此，循环 ｍｉＲ

ＮＡ作为生物学标志物被广泛应用于疾病诊断、治疗、预后判

断等多方面。例如肝脏疾病中，血清 ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１２２在肝癌

患者中明显升高［４］，ｍｉＲ１２２和ｍｉＲ１９２在药物性肝损伤的患

者血清中表达明显上调［５］。Ｚｈａｎｇ等
［６］分析了ＣＨＢ患者与非

酒精性脂肪肝、健康患者血清中 ｍｉＲＮＡ 的变化情况，发现

ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ５７２、ｍｉＲ５７５、ｍｉＲ６３８明显高于对照组，ｍｉＲ

７４４低于对照组。另外，Ｘｉ等
［７］通过构建腺病毒为载体的 Ａｄ

ｍｆｇｌ２ｍｉＲＮＡ、ＡｄｍＦａｓｍＴＮＦＲ１ｍｉＲＮＡ经尾静脉注射治疗

肝衰竭模型小鼠，对暴发性肝衰竭小鼠产生保护作用。这些研

究证实ｍｉＲＮＡ不仅能作为疾病诊断、预后评价的潜在标志

物，同时可能成为一种疾病治疗的有效手段。

本研究通过芯片检测到１２种 ｍｉＲＮＡ在 ＨＢＶＡＣＬＦ与

ＣＨＢ患者中表达差异明显。其中表达上调超过２倍的 ｍｉＲ

ＮＡ有ｈｓａｍｉＲ４２８１、ｈｓａｍｉＲ６１２６、ｈｓａｍｉＲ１２７５，表达下调

超过 ２倍的 ｍｉＲＮＡ 有 ｈｓａｍｉＲ４８６５ｐ、ｈｓａｍｉＲ４５１ａ、ｈｓａ

ｍｉＲ１６５ｐ、ｈｓａｍｉＲ１４０３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１０６ｂ５ｐ、ｈｓａｍｉＲ９２ａ

３ｐ、ｈｓａｍｉＲ９２ｂ３ｐ、ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ，提示这些

ｍｉＲＮＡ与ＨＢＶＡＣＬＦ的发生机制有关。目前ＨＢＶＡＣＬＦ发

病机制未明，可能受到病毒与宿主相互作用所致。本研究结果

提示 ＨＢＶＡＣＬＦ与ＣＨＢ患者血清中ｍｉＲＮＡ表达差异，而且

差异表达的ｍｉＲＮＡ可作为 ＨＢＶＡＣＬＦ诊断及判断疾病严重

程度的标志物。有类似的研究也进一步提供了依据。Ｄｉｎｇ

等［８］检测外周血单核细胞 ｍｉＲＮＡ，发现 ＨＢＶＡＣＬＦ相比

ＣＨＢ患者，ｈｓａｍｉＲ２１５ｐ、ｈｓａｍｉＲ３４ｃ５ｐ、ｈｓａｍｉＲ１４３３ｐ、

ｈｓａｍｉＲ１４３５ｐ、ｈｓａｍｉＲ３７４ａ３ｐ和ｈｓａｍｉＲ５４２３ｐ差异表达

明显，可作为诊断 ＨＢＶＡＣＬＦ的有效标志物。Ｃｈｅｎ等
［９］比较

了 ＨＢＶＡＣＬＦ与ＣＨＢ病毒携带者外周血单核细胞中 ｍｉＲ

ＮＡ表达差异，ｈｓａｍｉＲ１６和ｈｓａｌｅｔ７ａ在 ＨＢＶＡＣＬＦ组中表

达较ＣＨＢ病毒携带者高８倍以上，提示ｈｓａｍｉＲ１６和ｈｓａｌｅｔ

７ａ的表达可能促进了 ＨＢＶＡＣＬＦ的发生。Ｊｉ等
［１０］的研究证

实了肝脏特异性 ｍｉＲ１２２５ｐ不仅在 ＨＢＶＡＣＬＦ患者中高表

达，而且能抑制Ｈｕｈ７和ＨｅｐＧ２细胞中ＨＢＶ复制。另外一项

研究结果提示 ｍｉＲ１３０ａ在 ＨＢＶＡＣＬＦ中可作为一种有用的

判断预后标志物［１１］。

本研究进一步通过ＲＯＣ曲线分析发现，ｍｉＲ４２８１在早期

诊断 ＨＢＶＡＣＬＦ的价值最高，灵敏度及特异度均高达８０％以

上，提示其不仅可以预测 ＨＢＶＡＣＬＦ发病，而且可能在发病

过程中发挥着重要作用。目前关于ｍｉＲ４２８１的研究主要集中

在乳腺癌、黑色素瘤等疾病中。Ｈａｍｍａｍ等
［１２］发现ｈｓａｍｉＲ

４２８１在乳腺癌患者中表达明显上调，Ｓａｎｄ等
［１３］发现ｈｓａｍｉＲ

４２８在黑色素瘤患者中表达上调，参与黑色素瘤的发生发展。

另外的研究提示 ｍｉＲ４２８１参与手足口病的发生
［１４］。而且在

风湿性关节炎发生机制中调节 Ｔ细胞表型
［１５］。至于 ｍｉＲ

４２８１如何影响 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病的进程有待于进一步研究。

综上所述，本研究发现 ＨＢＶＡＣＬＦ与ＣＨＢ患者血清中

差异表达ｍｉＲＮＡ，并提示 ｍｉＲ４２８１在 ＨＢＶＡＣＬＦ疾病的诊

断及判断预后方面有一定价值，可能参与了 ＨＢＶＡＣＬＦ的发

病。同时，本研究也存在样本量少的局限性，有必要扩大样本

量验证ｍｉＲ４２８１作用，并分析其作用靶点及信号通路，阐述

ｍｉＲ４２８１影响 ＨＢＶＡＣＬＦ发生的机制，可能对 ＨＢＶＡＣＬＦ

的治疗提供新的思路。
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