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肝细胞癌患者血清外泌体 microRNA表达鉴定 *
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摘要 目的：探讨肝癌细胞外泌体中差异表达的 microRNAs(miRNAs)在肝细胞癌（HCC）诊断中的应用价值。方法：通过高通量测

序筛选肝癌细胞外泌体中差异表达的 miRNAs。实时定量 PCR验证差异表达分子；检测差异表达的miRNAs在健康人（Health）、慢

性乙型肝炎患者（CHB）、肝硬化患者（LC）及乙型肝炎病毒阳性的肝细胞癌患者（HCC）血清外泌体中的表达。结果：高通量测序筛选

到肝癌细胞外泌体中差异表达的 miRNA共 88种，其中 58种表达上调，30种表达下调。选择其中 8种差异表达的 miRNAs进行

qRT-PCR验证，结果显示，此 8种miRNAs在细胞上清外泌体、细胞内、癌与癌旁组织中的表达趋势与测序结果一致。miR-221-3p和

miR-224-5p在 HCC组外泌体中的表达水平显著高于 Health组、CHB组和 LC组 (P<0.01)，miR-124-3p和 let-7a-5p在 HCC组外泌

体中的表达水平显著低于其他各组(P<0.05)。四个组中，miR-21-5p、miR-191-5p、miR-34a-5p和 miR-122-5p的表达水平不存在显著

性差异（P>0.05）。结论：血清外泌体中的 miR-221-3p、miR-224-5p、miR-124-3p和 let-7a-5p可能成为肝细胞癌的候选标志物。
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Exosomal MicroRNA Expression Identification in Hepatocellular Carcinoma
Patients Serum*

To explore the possible clinical application of differentially expressed exosomal miRNAs in hepatocellular

carcinoma (HCC). The differential expressed miRNAs from HCC cells exosomes were screened by Next Generation Sequenc-

ing. The expression levels of differentially expressed miRNAs were confirmed by quantitative real-time PCR and evaluated in healthy

controls (Health), hepatitis B patients (CHB), liver cirrhosis patients (LC) and hepatitis B positive HCC patients. Eighty-eight

differentially expressed miRNAs were identified in exosomes of HCC cell lines through highthroughput sequencing, including 58 up-reg-

ulated and 30 down-regulated miRNAs. Eight differentially expressed miRNAs were verified by qRT-PCR. It showed that miRNA ex-

pression was consistent with the sequencing results in either cell line exosomes or in cell lines, also in tumor tissues vs. adjacent tissues.

The expression levels of miR-221-3p and miR-224-5p in exosomes were significantly higher in HCC patients than those in Health, CHB

or LC group(P<0.01). Furthermore, the expression levels of exosomal miR-124-3p and let-7a-5p were lower in HCC than Health, CHB or

LC group (P<0.05). There was no significant difference in the expression of miR-21-5p, miR-191-5p, miR-34a-5p and miR-122-5p

among the four groups (P>0.05). Serum exosomal miR-221-3p, miR-224-5p, miR-124-3p and let-7a-5p have the possibility

to become canditate biomarkers for hepatocellular carcinoma diagnosis.
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前言

外泌体的直径约为 30～100 nm，内容物丰富，参与了如免

疫应答、细胞间通讯等多种生理进程，是一种重要的细胞间物

质和信息交流工具[1]。不同组织来源的外泌体在组成和功能方

面存在差异，这就为通过分析外泌体成分的变化来判断疾病的

变化提供了基础[2]。最近，多项研究结果表明，外泌体中异常表

达的 miRNA与某些特征性的肿瘤疾病密切相关，使之成为一
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种新型的疾病诊断候选标志物。

肝癌是一种常见的恶性肿瘤，50%的肝癌发病和死亡发生

在中国，而 70~90%的原发性肝癌属于肝细胞癌[3]。肝细胞癌发

病隐匿，进展迅速，一经发现即是晚期，从而失去手术时机[4]。近

年有关外泌体与肝癌的研究已经开始，主要涉及外泌体调控肝

脏肿瘤细胞能量代谢、诱导肿瘤血管新生、增强肿瘤细胞侵袭

性等[5-11]，然而其作为生物标志物的研究还非常有限。

本研究选取了肝癌细胞系上清外泌体中差异表达的 miR-

NAs，探索其在肝细胞癌患者、健康人、慢性乙肝患者和肝硬化

患者血清外泌体的表达情况，旨在为肝细胞癌早期临床诊断提

供依据。

1 资料与方法

1.1 临床样本

研究样本共 80例，来自 2015年 9月至 2017年 6月第四

军医大学西京医院体检的健康人（Health组）以及确诊的乙肝

阳性患者，其中乙肝阳性患者又被分为慢性乙肝患者（CHB

组）、HBV阳性的肝硬化患者（LC组）及 HBV阳性的肝细胞癌

（合并或不合并肝硬化）患者（HCC组）。各组 20例，均符合相

应的诊断标准。Health组、CHB组和 LC组排除其他如心、肺、

胃肠等内脏器官器质性疾病。LC组为经过影像学（超声、CT）

手段确诊肝硬化的患者；HCC组为 HBV阳性经过影像（超声、

CT）和病理检查确诊的患者。研究中纳入血清标本的患者在取

血前未接受任何治疗。HCC组患者的血清在肿瘤手术切除前收

集，同时收集 HCC患者手术切除的肝癌及毗邻癌旁组织标本。

1.2 材料及仪器

人正常肝细胞系 HL-7702 及 HBV 阳性肝癌细胞系 Hep

3B购自南京科佰生物科技有限公司；胎牛血清购自以色列 Bi-

ological Industries公司；DMEM培养基及血清外泌体提取试剂

盒 Total exosome Isolation from serum购自美国赛默飞世尔公

司；RNAiso Plus、Mir-XTM miRNA First-Strand Synthesis kit 反

转录试剂盒、SYBR誖 Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus)实时

定量 PCR试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公司；PCR引物

由上海生工生物技术有限公司合成；细胞上清外泌体提取试剂

盒 RiboTM Exosome Isilation Reagnent（for cell culture media）及

内参 Cel-miR-39购自广州市锐博生物科技有限公司；FITC-la-

beled- anti-CD63和 FITC-labeled-anti-CD81抗体购自美国生物

科学事业部公司；透射式电子显微镜（JEOL JEM-1230）购自日

本电子株式会社；流式细胞仪（Accuri C6 Flow cytometer）购自

美国 Becton Dickinson公司；Real-time PCR仪（Applied Biosys-

tems 7500）购自美国赛默飞世尔公司。

1.3 外泌体的分离与鉴定

1.3.1 细胞上清外泌体的提取与 miRNA高通量测序 收集无

囊泡血清培养基培养的 HL-7702及 Hep 3B细胞上清，按照广

州市锐博生物科技有限公司细胞上清外泌体提取试剂盒说明

书提取外泌体，进一步提取 total RNA，样品送至广州市锐博生

物科技有限公司进行 miRNA的高通量测序。

1.3.2 血清外泌体的提取 采用赛默飞世尔公司血清外泌体

提取试剂盒，操作步骤简述如下：① 250 滋L的血清 2000× g离

心 30 min，去除血细胞及碎片；② 将上清转移至新的 EP管中，

加入 50 滋L外泌体沉淀试剂；③ 涡旋混匀成为均质溶液，2-8

℃孵育 30 min；④ 10,000× g室温离心 10 min；⑤ 吸弃上清，管

底的沉淀即为外泌体，用适当体积的 PBS进行重悬。

1.3.3 透射电镜鉴定外泌体形态 将提取的外泌体用 250 滋L
PBS稀释，枪头吹打混匀后取稀释液 10 滋L滴于 2 mm的载样

铜网上，室温静置 5 min，用滤纸将多余液体轻轻吸去。用 3%

（质量浓度）磷钨酸钠液负染 3 min，室温晾干，在 80 KV透射

电镜下观察并拍照。

1.3.4 流式细胞术鉴定外泌体表面标志物 将提取好的外泌

体用 FITC-labeled anti-CD63 和 FITC-labeled-anti-CD81 染色，

使用流式细胞仪进行检测。

1.4 实时定量 PCR检测 miRNAs的表达

使用 Trizol法提取组织及外泌体中的 total RNA。在提取

外泌体中 total RNA前加入 25 fmol 的 cel-miR-39-5p 作为内

参以标化实时定量 PCR结果。miRNA反转录反应如下：37℃

60 min，85℃ 5 min。对高通量测序结果中差异表达的 miRNAs

（miR-221-3p、miR-224-5p、miR-21-5p、miR-191-5p、miR-124-3p、

let-7a-5p、miR-34a-5p和 miR-122-5p）进行检测。将得到的反转

录产物进行实时定量 PCR扩增，反应总体积为 20 滋L。反应过
程如下：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火延伸 34 s，

40个循环。每个样品的 Ct值为 PCR反应后三个复孔 Ct的均

值，cel-miR-39-5p为内参，基因相对表达水平计算方式如下

△ Ct = CtmiRNA -Ctcel-miR-39-5p[12]，计算方法为 2-△ △ Ct[13]。

1.5 统计学处理

实验数据以均值± 标准差表示（x± SD）表示，miRNAs在

细胞上清外泌体、细胞系、癌和癌旁组织中的表达差异性检验

使用配对样本 t检验，miRNAs在血清外泌体中的表达差异性

检验采用 ANOVA统计分析，以 P约0.05表示差异有统计学意
义，统计采用 SPSS 16.0完成。

2 结果

2.1 外泌体的鉴定

按照外泌体提取试剂盒说明书步骤分离提取细胞上清和

人血清外泌体，使用透射电镜（× 100,000）观察外泌体的形态

与大小，可见提取的外泌体呈现完整的囊泡状结构，大小为

30~100 nm，与文献报道的外泌体大小和形态相一致（图 1A、

1B）[1]。利用流式细胞仪对提取的外泌体进行检测，选取 CD63

和 CD81 作为外泌体膜蛋白标志。检测结果显示 CD63 和

CD81蛋白均呈阳性表达（图 1C、1D），证实细胞上清及人血清

中存在丰富的外泌体。

2.2 细胞上清外泌体 miRNA高通量测序与差异表达分子筛选

通过对人正常肝细胞系 HL-7702 及 HBV阳性肝细胞癌

细胞系 Hep 3B细胞培养上清外泌体的分离与 miRNA进行高

通量测序，比对后发现两者间有 88种 miRNA存在表达差异，

其中 Hep 3B细胞上清外泌体中表达升高的有 58种，表达降低

的有 30种。其中差异倍数 2倍及以上的部分结果如表 1所示

2.3 临床信息分析

按照资料与方法所述收集检测对象的临床信息，针对

AFP、肝功主要数据进行统计分析，结果显示 ALT、AST 在

CHB组中显著高于 Health组、LC组和 HCC组，差异有统计学
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意义（P<0.001）；HCC组 AFP显著高于 CHB组和 LC组，差异

有统计学意义（P<0.001）；HCC组中，肿瘤直径大于等于 5 cm

的样本有 5例，直径小于 5 cm的样本有 15例；TNM I期的样

本有 7例，TNM II期的样本有 8例，TNM III期的样本有 5例。

详情见表 2。

图 1 细胞上清及人血清外泌体的鉴定

（A）细胞上清及（B）人血清外泌体透射电镜鉴定图（× 100,000）；流式细胞检测（C）细胞上清及（D）人血清外泌体 CD63和 CD81表达

Fig.1 Identification of exosoms derived from cell supernants and serum

The transmission electron microscope image of exosomes derived from cell supernatant(A) and serum(B)（× 100,000）; Expression of CD63 and CD81of

exosoms derived from cell supernatant(C) and serum(D) was detected by flow cytometer.

表 1 培养细胞上清外泌体 miRNA高通量测序差异表达结果（Hep 3B vs HL-7702）

Table 1 The differential expressed exosomal miRNAs identified by high-throughput sequencing from cell supernatant（Hep 3B vs HL-7702）

miRNA ID log2(fold change) P

miR-221-3p 8.1 <0.0001

miR-224-5p 8.1 <0.0001

miR-21-5p 2.1 <0.0001

miR-191-5p 1.9 <0.0001

miR-122-5p -8.4 <0.0001

miR-124-3p -7.5 <0.0001

miR-34a-5p -8.0 <0.0001

let-7a-5p -7.2 <0.0001

Note: compared with the HCC group, LC group and HCC group, *P<0.001.

表 2 样本的临床特征（N=80）

Table 2 Clinical features of the subjects(N=80)

Clinicopathological

parameters

Health

(N=20)

CHB

(N=20)

LC

(N=20)

HCC

(N=20)
P

Age（years） 54.5± 7.9 56.4± 7.9 51.9± 9.1 58.1± 8.3 NS

Gender ratio

(male/female)
19/1 19/1 19/1 19/1 NS

ALT(IU/L) 18.7± 16.2 67.6± 46.3* 29.8± 12.5 39.7± 21.0 <0.001

AST(IU/L) 18.1± 7.16 84.8± 57.9* 41.2± 19.6 44.7± 26.0 <0.001

AFP(ng/mL) / 2.7± 1.7 3.4± 2.0 290.7± 72.1* <0.001
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图 2 miRNAs在肝癌细胞系上清外泌体中（A）、肝癌细胞系中（B）、肝细胞癌组织和癌旁组织中的表达（C）

Fig.2 The expression of miRNAs in HCC cell line supernant exosomes(A)、HCC cell lines(B)、HCC tissues and adjacent tissues (C)

Note: Data were expressed as x± SD. **P< 0.01, compared with HL-7702; #P<0.05, ##P<0.01, compared with Adjacent-non tumor tissues.

图 3 实时定量 PCR鉴定血清外泌体 miRNA表达

（A）miR-221-3p和 miR-224-5p在各组样本的表达；（B）miR-124-3p和 let-7a-5p在各组样本的表达；

（C）miR-21-5p、miR-191-5p、miR-122-5p和 miR-34a-5p在各组样本的表达。

Fig.3 Quantitative Real-time PCR identified expressions of serum exosomal miRNAs

(A)Expressions of miR-221-3p and miR-224-5p among each group patients; (B)Expressions of miR-124-3p and let-7a-5p among each group patients;

(C)Expression of miR-21-5p, miR-191-5p, miR-122-5p and miR-34a-5p among each group patients.

Note: *P<0.05, **P<0.01, HCC group compared with Health, CHB and LC group.

2.4 miRNAs在肝癌细胞系与肝细胞癌组织中的表达鉴定

为了验证高通量测序发现的差异表达 miRNA在肝癌细胞

系上清外泌体中的表达，比较 miRNA在外泌体与肝细胞内的

表达一致性，以及与肝癌组织和癌旁组织表达的一致性，我们

针对高通量测序结果表一中差异表达的 8种 miRNAs分子，分

别在 HL-7702和 Hep 3B细胞系上清外泌体、HL-7702和 Hep

3B细胞中、癌和癌旁组织中进行了实时定量 PCR表达检测。

结果显示：Hep 3B 上清外泌体及细胞中，miR-221-3p、

miR-224-5p、miR-21-5p 和 miR-191-5p 的 表 达 显 著 高 于

HL-7702，miR-122-5p、miR-124-3p、miR-34a-5p 和 let-7a-5p 的

表达显著低于 HL-7702，差异有统计学意义（P<0.01）（图 2A、

2B）；肝细胞癌组织中 miR-221-3p、miR-224-5p、miR-21-5p 和

miR-191-5p的表达显著高于癌旁组织，差异有统计学意义（P <
0.05，P<0.01，P<0.01，P<0.05）（图 2C）；肝细胞癌组织中

miR-122-5p、miR-124-3p、miR-34a-5p 和 let-7a-5p 的表达显著

低于癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05）（图 2C）。8 种

miRNAs在细胞上清外泌体中表达趋势与测序结果一致；同一

分子在外泌体中与细胞内的表达趋势一致；虽然 8种 miRNAs

在肝癌与癌旁组织的表达趋势与外泌体一致，但肝癌与癌旁组

织间的表达差异性小于外泌体中的差异。

2.5 血清外泌体 miRNAs在肝脏疾病中的差异表达

血清外泌体 miRNA分子是否可区分肝癌、正常人群、慢性

乙肝与肝硬化是判断其能否作为肝细胞癌早期诊断标志物的

关键。针对细胞上清外泌体中差异表达的 miRNAs，我们进一

步对四组患者血清外泌体中的 miRNAs进行了实时定量表达

检测。结果显示：HCC 组与 Health 组、CHB 组、LC 组相比，

miR-221-3p和 miR-224-5p的表达水平显著上调，组别之间差

异有统计学意义（P<0.01），其余各组间不存在统计学差异（P>
0.05）（图3A）；miR-124-3p 和 let-7a-5p 的表达水平在 HCC 组

则显著下调 （P<0.05），（图 3B）。miR-21-5p、miR-191-5p、

miR-34a-5p和 miR-122-5p的表达水平在各组中均不存在统计

学差异（图 3C）。
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3 讨论

外泌体是一种能由绝大多数细胞释放的、具有脂质双分子

层和丰富内容物的微囊泡结构，内容物丰富，包括蛋白、脂质和

核酸等，研究发现它们参与了如免疫应答、抗原提呈、细胞间通

讯等多种生理进程，是一种重要的细胞间物质和信息交流工具
[1]。大量研究表明，肿瘤发生时肿瘤细胞释放外泌体的水平明显

增加，其外泌体中含有大量特异性 miRNA [14-16]。因此外泌体

miRNA具有成为肿瘤诊断标志物的潜力。

本研究通对细胞系培养上清外泌体 miRNA进行高通量测

序，筛选获得了 88种在肝细胞癌细胞中差异表达的 miRNA分

子，我们分别选择了 4种表达上调（miR-221-3p、miR-224-5p、

miR-21-5p 和 miR-191-5p） 和 4 种表达下调（miR-124-3p、

let-7a-5p、miR-34a-5p、miR-122-5p）的 miRNA 进行下一步实

验。文献显示此 8种 miRNA可以影响肝癌细胞增殖、细胞周

期、侵袭和凋亡等一系列生物学行为[17-25]。首先我们验证了它们

在肝癌细胞系中的表达，证明了高通量测序的准确性；进一步

发现这些外泌体中的 miRNA与肝癌细胞中的表达具有非常好

的一致性；并且发现它们在肝细胞癌组织和癌旁组织的表达也

具有相同的表达趋势。暗示了肿瘤细胞分泌的外泌体中的

miRNA丰度可能与细胞内的 miRNA丰度相关，肿瘤细胞可能

通过这些有外泌体包裹的 miRNA影响肿瘤的发生发展。譬如

研究发现高转移乳腺癌细胞内 miR-105高表达，其分泌的外泌

体中 miR-105表达上调，外泌体 miRNA被内皮细胞吸收后，可

以降低紧密连接蛋白 ZO-1的表达，从而破坏内皮细胞的紧密

连接，破坏细胞间连接的完整性，从而促进细胞的转移[26]。在已

经转移的鼻咽癌组织和即将转移的鼻咽癌组织中，miR-23a表

达较高，其来源的外泌体中 miR-23a 的表达水平也较高，

miR-23a的高表达可促进血管内皮细胞 HUVEC的的生长，提

高 HUVEC的迁移和血管形成能力[27]。

我们分别检测了来自健康人、慢性乙肝患者、肝硬化患者

及肝细胞癌患者血清外泌体中上述 8种 miRNA的表达情况，

发现 miR-221-3p 和 miR-224-5p 在 HCC 组中的表达显著上

调，miR-124-3p和 let-7a-5p在 HCC组中显著下调，其表达差

异程度可明显区分正常对照、慢性乙肝以及肝硬化组。文献显

示 miR-221-3p主要与发育（如血管生成[28]、乳腺发育[29]）和疾病

（如肿瘤）相关。miR-221-3p在多种肿瘤中高表达，在肝癌中亦

是如此。在人的肝癌细胞中，上调的 miR-221-3p通过抑制细胞

周期依赖性激酶抑制剂 p27和 DNA损伤诱导型转录物的表

达，促进细胞生长、增殖、迁徙和侵袭[30]。miR-224-5p的相关报

道集中于肿瘤，其在多种肿瘤中表达异常。在肝癌细胞中，上调

的 miR-224可抑制 PPP2R1B的表达，激活 AKT信号通路进而

促进细胞的增殖、迁移和侵袭[19]。目前已有文章报道，肝癌患者

血清外泌体中的 miR-221-3p、miR-224-5p 的表达水平显著高

于肝硬化患者和慢性乙型肝炎患者[31]。本研究结果与其一致，

进一步证明了其作为肝癌标志物的可能性。miR-124-3p被发现

在包括肝癌在内的多种肿瘤中表达异常。miR-124-3p的过表达

可抑制 Hep3B和 SMMC-7221细胞的活力，其直接靶基因为

KLF4 ，KLF4 的过表达可提高细胞的成球实验能力和

CD44/133阳性细胞的数目，提高细胞的干性[20]。let-7a-5p属于

let-7家族，let-7家族 miRNA广泛参与了组织器官发育调控，

与肿瘤、心血管疾病、病毒感染等发生发展相关。let-7a-5p和

HBV病毒的复制相关，let-7a-5p过表达通过抑制 EMT和Wnt

信号通路，进而影响肝细胞癌细胞的干性[21,22]。目前已有报道证

实，血浆外泌体中的 miR-124-3p具有成为鼻咽癌的诊断标志

物的潜力[32]，let-7a-5p具有成为结肠癌的诊断标志物的潜力[33]，

然而 miR-124-3p和 let-7a-5p在肝癌中尚未见此相关报道，本

研究发现 miR-124-3p和 let-7a-5p在 HCC组中显著下调，其表

达差异程度可明显区分正常对照、慢性乙肝以及肝硬化组。因

此，我们的研究结果提示，外泌体中这 4种 miRNA分子具有成

为肝癌标志物的潜力。

然而我们的研究并没有发现 miR-21-5p、miR-191-5p、

miR-34a-5p、miR-122-5p在各组间的表达差异。据文献报道，相

对于慢性乙型肝炎和正常健康人，肝癌患者血清外泌体中的

miR-21的表达水平明显升高，并且与肝纤维化及肝癌的分期

呈正相关[34]。相较于肝硬化患者和慢性乙型肝炎患者，肝癌患

者血清外泌体中的 miR-122的表达显著降低[31]。本研究中并没

有得到与这两篇报道相一致的结果。虽然有文献报道

miR-191-5p在肝癌组织中高表达[35]，miR-34a-5p在肝癌组织中

低表达[17]，但结果主要来自细胞研究而非外泌体。另外，由于患

者个体之间的差异、外泌体 miRNA分泌调控机制的复杂性，外

泌体中 miRNA的表达和肝细胞癌细胞中可能并不完全一致，

以及受所检测样本数量的局限性，这些原因可能导致我们没有

发现这四种 miRNA表达差异的真实性。

传统的肝癌诊断手段有限，导致了肝细胞癌的生存率和治

愈率都极低，血液中循环 miRNAs（circulating miRNAs）的发现

在一定程度上给肝细胞癌的早期诊断带来了机会。循环 miR-

NAs可以是来源于血浆或血清的游离分子，也可以是在细胞中

与脂质或脂蛋白结合形成外泌体。外泌体 miRNA和循环游离

miRNA相比有着更加明显的优势。首先外泌体有脂质保护，外

泌体中的 miRNA不易被降解破坏[36]。其次，外泌体反映了其组

织来源，使用相应的组织特异性蛋白抗体进行免疫分离可以对

外泌体进行分离和来源组织鉴定[37]。因此外泌体内的 miRNA

的检测具有更高的稳定性和特异性。相信随着外泌体提取分离

技术的成熟，外泌体的检测有更好的临床应用前景。
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