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　　[摘要]　目的:探讨血清 miRNA-4516在肝癌中的表达情况及其临床意义并预测其可能的靶基因。方法:收
集100例肝癌患者和同期体检的100例健康人血清样本,采用RT-PCR测定血清 miRNA-4516表达水平,分析其

与肝癌临床病理的相关性,最后通过生物信息学预测 miRNA-4516可能的靶基因。结果:经分析血清 miRNA-
4516相对表达水平,肝癌患者高于正常对照组(P=0.001);与肝癌的分化程度有关(P=0.015);而与患者年龄、
性别、AFP表达量、是否肝炎肝硬化、是否转移无相关性(P>0.05)。通过生物信息学分析,miRNA-4516预测的

靶基因多数与转录因子有关。结论:miRNA-4516有可能通过调节转录因子在肝癌发生、发展中起作用。
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Abstract　Objective:Thisstudysoughttodetecttheexpressionandclinicalsignificanceofserum miRNA-
4516inhepatocellularcarcinoma,andtopredictitstargetgenesthroughbioinformation.Methods:Atotalof100
patientswithhepatocellularcarcinomaand100healthypersonswereselected.Thelevelofserum miRNA-4516
wasdetectedbyRT-PCR.ThecorrelationofserummiRNA-4516expressionlevelswiththeclinicalcharacteristics
ofhepatocellularcarcinomawasanalyzed.BioinformaticsmethodswereusedtoanalyzetargetgenesofmiRNA-
4516.Results:Serum miRNA-4516washighlyexpressedinpatientswithhepatocellularcarcinomaincontrast
withcontrols(P=0.001).ThehighexpressionofmiRNA-4516wasshowntoberelatedtodifferentialgradeof
hepatocellularcarcinoma(P=0.015),WhereasthehighexpressionofmiRNA-4516didn'tcorrelatewithage,sex,

AFP,hepaitis,cirrhosisanddistantmetastasisofthepatients(P>0.05).Targetgenespredictivedbyinforma-
tionarelargelytranscriptionfactor.Conclusion:miRNA-4516mayplayaroleintheoccurrenceanddevelopmentof
hepatocellularcarcinomathroughtranscriptionfactor.
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　　肝癌的死亡率在全球恶性肿瘤中位居第3,每
年大约有100万新发病例,而且发病率在不断升

高。由于发现较晚、药物耐受、肿瘤复发转移等诸

多因素,5年生存率低于7%[1-2]。直到现在,外科

手术、肝移植和经皮消融术仍旧是肝癌的主要治疗

措施,然而其仅仅适用于一些早期癌症患者。由于

症状不明显,多数患者诊断时已属晚期而不适合上述

治疗方案。因此,阐明肝癌的分子机制有助于发展新

的诊疗手段和治疗措施,从而改善肝癌的生存率。
miRNA在1993年首次被发现,是近些年来的

研究热点,它是一种内源性非编码的小分子 miR-
NA,其种子区域通过结合靶基因的3’-UTRs负性

调节转录后 miRNA,诱导靶基因 miRNA 水平下

调或抑制其翻译,进而调控目的基因表达[3]。目前

越来越多的研究表明,miRNA 表达的异常是许多

肿瘤共有的特征,它在细胞迁移、凋亡、增殖和分化

等肿瘤发生和发展中扮演着至关重要的角色。而

且每个 miRNA 都被认为有能力与数百个靶标结

合,因此他们有很强的调节靶基因的能力。尤其是

容易获取且在血清血浆中相对稳定存在的细胞外

miRNA引发了研究者们极大的兴趣,这些 miRNA
水平的改变有可能作为多种疾病的非侵入性生物

标志物[4]。
前期实验我们已经用针对血清/血浆的Serum
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&PlasmamiScriptmiRNAPCRArray对肝癌患

者、肝硬化患者与健康人的血清进行了 miRNA 差

异表达筛选[5]。在后续试验中,我们进一步通过

RT-PCR技术对已筛选出的 miRNA-4516进行了

大样本验证,并评估了血清 miRNA-4516相对表达

水平与患者年龄、性别、AFP表达量、是否肝炎肝

硬化、肝癌的分化程度、是否转移等肝癌临床病理

的相关性。并通过生物信息学分析,寻找其潜在的

靶基因,以明确其可能的分子机制。
1　资料与方法

1.1　一般资料

选取2015年6月—2016年6月在我院普外科

和介入科收集的100例新发肝癌患者,作为肝癌

组。以同期来我院进行体检的100例健康人员为

健康对照组。肝癌组男80例,女20例;年龄38~
74岁,中位年龄54岁;有肝炎者72例,无肝炎者

28例;有肝硬化者68例,无肝硬化者32例;低分化

者54例,中高分化者46例。健康对照组男69例,
女31例;年龄34~66岁,中位年龄46岁;均无肝

病史。2组年龄、性别比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。本项目取得医院伦理委员会批准。病例入

选标准:①按照第8版内科学肝癌诊断标准确诊病

例;②未经任何治疗(包括手术、介入或放化疗)前抽

血;③获得参加者的知情同意。排除标准:资料不全

者,患有其他恶性肿瘤或重要脏器功能衰竭者。
1.2　仪器与试剂

miRNeasySerum/Plasmakit;miRNeasy Ⅱ
RTkit;miScriptPrimerAssay;SYBRGreenPCR
MasterMix;Viia7荧光定量PCR仪。
1.3　方法

1.3.1　标本采集　空腹状态下,用普通血清管收

集3 mL 全 血,标 本 采 集 后 静 置 2h,于 4℃,
3000r/min离心10min,分离血清于1.5mLEP
管中,继续4℃,12000r/min离心10min,以去除

血清中细胞碎片,并立即置于-80℃冰箱中保存

待用。
1.3.2　血清总 RNA　提取200μL血清样品,为
使血清样品标准化,提取前加入一个合成的 miR-
NeasySerum/PlasmaSpike-InControl(线虫 miR-
NA-39),然后依照 miRNeasySerum/Plasmakit
试剂盒说明书进行总 RNA 提取,提取完成后,以
14μLDEPC水(无 RNA酶纯水)洗脱得到血清总

RNA,包括 miRNA。在Nanodrop上进行RNA纯

度及浓度测定。
1.3.3　miRNA反转录　提取得到的 miRNA 立

即进行反转录反应。为避免 RNA 降解,所有的反

应都在冰上进行。反应体系20μL,包括:miScript
ReverseTranscriptaseMix2μL,5xmiScriptHiS-
pecBuffer4μL,10xmiScriptNucleicsMix2μL,

TemplateRNA12μL。反应条件为:37℃60min,
95℃5min。反应完成后,用200μL无 RNase的

纯净水稀释cDNA。若不立即进行 PCR 反应,应
将稀释后的反转录反应溶液放入—20℃冰箱中保

存待用。
1.3.4　miRNAPCR检测　miRNA-4516特异的

miScriptPrimer Assays(正 向 引 物 Cat.No.
Ms00037555)、线 虫 cell-miRNA-39 miScript
PrimerAssay(Lot.No.176135137)和 miScriptU-
niversalPrimer(通用的反向引物)(引物均由 Qia-
gen 合 成)配 合 QuantiTectSYBR Green PCR
MasterMix进行 RT-PCR,miRNA-39作为对照,
来检测 miRNA-4516的表达。PCR 反应为:95℃
15min,94℃15s,55℃30s,70℃30s,40个循环。
1.4　统计学处理

miRNA-39为内参,对 miRNA-4516进行归一

化处理,采用相对定量法,表达量倍数的变化用

RQ=2-△△Ct 法计算。RQ 表示肿瘤患者相对于对

照组的血清中 miRNA-4516表达量的变化倍数。
其 中 ΔCt= Ct(miRNA-4516) - Ct(miRNA-39),ΔΔCt=
ΔCt(肝癌组)-ΔCt(健康对照组)。采用SPSS17.0统计软

件进行统计分析和 GraphPadPrismv5.0软件作

图。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　肝癌组与健康对照组患者 miRNA-4516的表

达差异

通过 RT-PCR检测肝癌组和健康对照组血清

中 miRNA-4516和线虫 miRNA-39的表达情况,
分析发现肝癌组患者血清中 miRNA-4516的表达

较健康对照组血清明显升高,差异有统计学意义

(P=0.001)。见图1。

与健康对照组比较,1)P=0.001。
图1　RT-qPCR检测肝癌组与健康对照组血清 miR-

NA-4516的表达差异

2.2　血清 miRNA-4516的表达与肝癌患者病理参

数之间的关系

依据 miRNA-4516表达水平的中位数将肝癌
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患者分为2组,低表达组(n=50)和高表达组(n=
50)。用χ2 检验比较高低表达组与肝癌患者病理

参数之间的关系,分析结果为血清 miRNA-4516相

对表达水平与肝癌的分化程度有关,差异有统计学

意义(P=0.015);而与患者年龄、性别、AFP表达

量、是否肝炎肝硬化、是否转移无相关性,见表1。

表1　血清 miRNA-4516的表达与肝癌患者病理参数

之间的关系 例(%)

病理特征 例数
miRNA-4516表达量

低 高
P

性别 0.227
　男 80 38(47.5) 42(52.5)

　女 20 12(60.0) 8(40.0)
年龄/岁 0.163
　≤55 43 24(55.8) 19(44.2)

　>55 57 25(43.9) 32(56.1)
肝炎 0.494
　否 28 16(57.1) 12(42.9)

　是 72 43(59.7) 29(40.3)
肝硬化 0.265
　否 32 17(53.1) 15(46.9)

　是 68 30(44.1) 38(55.9)

AFP/(μg·L-1) 0.151
　≤400 38 22(57.9) 16(42.1)

　>400 62 28(45.2) 34(54.8)
肿块大小/cm 0.164
　≤5 41 23(56.1) 18(43.9)

　>5 59 26(44.1) 33(55.9)
分化程度 0.015
　中高分化 46 28(60.9) 18(39.1)

　低分化 54 20(37.0) 34(63.0)
是否转移 0.080
　是 48 20(41.7) 28(58.3)

　否 52 30(57.7) 22(42.3)

2.3　miRNA-4516靶基因预测

为了更深入地研究 miRNA-4516在肝癌发生发

展中 的 作 用,我 们 选 择 常 用 的 在 线 工 具 Tar-
getScan7.2、miRNADB 和 miRTarBase 对 miRNA-
4516的靶基因进行预测。结果显示,TargetScan7.2
共预测到5933个靶基因(其中 miRNA-4434,3155
个;miRNA-4516,24 个;miRNA-5703,2754 个);
miRDB共预测到1586个靶基因;miRTarBase共

预测到414个靶基因。其中有3个靶基因(ETV4、
SLC25A1、ZNF853)在3个数据库都被预测到,有
1个靶基因 GRB7是 TargetScan7.2和 miRTar-
Base共同预测到的,见图2。为了进一步确认靶基

因的可能性,应用 RNA22对hsa-miRNA-4516及

其靶基因3’-UTRs结合位点进行了评估,见表2。

图2　通过3个数据库对 miRNA-4516进行靶基因预

测结果的韦恩图

表2　hsa-miRNA-4516及其靶基因3’-UTRs结合位点预测

靶基因
靶基因3’-UTR-hsa-miRNA-4516

(MIMAT0019053)结合状态

结合

位点
P

ETV4
GCCCCCCACACCTTTTCCC
||||| || ||||∶||||
CGGGG-CTG-GGAAGAGGG

274~
292

0.017

ZNF853
TTCCTG-CCCCTCTCCC
∶||∶| ||| ||||||

CGGGGCTGGGAAGAGGG

1204~
1219

0.009

SLC25A1
GCCCC-CTGCTTCTCCC
||||| ∶||||||||
CGGGGCTGGGAAGAGGG

426~
441

0.077

3　讨论

肝癌是最常见的恶性肿瘤之一,像其他癌症一

样,肝癌的发生、发展也是在环境和基因双方因素

影响下的一个多因素多阶段的复杂过程。其发病

隐匿,预后差。尤其在中国,发病率和死亡率占世

界肝癌发病率和死亡率的50%以上[6-7],这对个人

和社会都造成了严重的负担。因此,阐明肝癌发生

发展的分子机制和发现有效的分子诊断、治疗靶基

因是非常有必要的。miRNA在许多癌症中表达失

调。大量的证据显示,循环 miRNA 与疾病高度相

关,而且随着疾病的发展动态而变化,且具有高稳

定性、非侵袭性的特性。目前像循环 miRNA 这样

的液体活检已经成为临床筛查、诊断和监测的最新

手段[8-9]。
因此,前期实验我们采用了 Qiagen专门针对

血清/血浆的 Serum & PlasmamiScriptmiRNA
PCRArray,筛选出肝癌、肝硬化患者与正常人血

清的差异表达 miRNA 谱,其中包括上调的 miR-
4516。目前 miR-4516在多种肿瘤中有报道[10-15],
包括胰腺癌、结肠癌、乳腺癌、小细胞肺癌以及恶性

胶质瘤,在肝癌中也有报道。报道称长链非编码

RNALSINCT5和 miRNA-4516共同作用于肝癌

的发生、发展。说明 miRNA-4516在不同肿瘤中通
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过不同的靶点,在肿瘤的发生发展过程中起着重要

的作用。以往研究在肝癌组织和细胞中对 miR-
NA-4516进行了研究,并未在肝癌血清中进行研

究。在本研究中,我们进一步通过实时定量 RT-
PCR技术对肝癌 miRNA-4516的表达进行了大样

本验证,并评估了 miRNA-4516与肝癌患者临床病

理特征的相关性,如年龄、性别、AFP、是否肝炎肝

硬化、肿瘤分化程度以及是否转移等,结果与分化

程度有一定相关性(P=0.015)。随后通过在线软

件 miRTarBase、miRDB和 TargetScan7来预测其

可能的靶基因,并通过韦恩图来进行交集,最终聚

焦在少数的几个靶基因。为进一步提高预测结果

的可靠性,我们使用 RNA22软件对hsa-miRNA-
4516和靶基因3’-UTRs可能结合位点进行了预

测,除 SLC25A1 外,其 余 差 异 均 有 统 计 学 意 义

(P<0.05)。最后,我们对 ETV4和ZNF853这2
个基因进行功能注释及文献检索。ETV4(ETS
varianttranscriptionfactor4,转录因子4ETS变

体),是ETS转录因子家族PEA3(polyomaenhan-
ceractivator3,多瘤病毒增强子激活剂3)亚家族

中的一员,在肿瘤的发生、发展和转移过程中发挥

重要作用,在肝癌中也有报道[16-17],通过不同的途

径ETV4-MMP1及 ETV4-uPAR 对肝癌的发生、
发展起作用。ZNF853(zincfingerprotein853,锌
脂蛋白)是一类具有手指状结构域的转录因子,能
与某些RNA/DNA 特异性结合,在转录和翻译水

平上调控基因的表达,文献报道较少。
本文结果显示,miRNA-4516在肝癌患者血清

中的表达水平升高,且与肿瘤分化有关,通过生物

信息学分析,我们预测了 miRNA-4516可能的靶基

因 有 ETV4、SLC25A1、ZNF853,其 中 ETV4、
ZNF853均属于转录因子且与 miRNA-4516结合

位点预测 P<0.05。因此,我们下一步重点研究

miRNA-4516通过调控转录因子在肝癌中发挥生

物学效应,进一步了解肝癌发生、发展的机制,为肝

癌的临床诊疗提供一定的科学依据,能更好地提升

肝癌的生存率。
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