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Advancesinclinicalapplicationofnovellivercancermarkers
Summary　PrimarylivercanceristhemostcommontypeofmalignanttumorsinChina.Duetotheinsuffi-

cientearlydiagnosis,mostofthepatientswithlivercancerarediagnosedintheadvancedstages,resultinginpoor
prognosis.Currently,thediagnosticmethodsforlivercanceraredependentonthetraditionalbiomarkersalpha-fe-
toprotein(AFP),togetherwithultrasoundandotherimagingtechniques.However,thesensitivityandspecificity
ofthesebiomarkersarenotoptimal.Noninvasive,serum-basedbiomarkersareurgentlyrequiredfortheearlyde-
tectionofHCC.ThisreviewbrieflydescribestheprogressesinthepotentialbiomarkersforHCCdiagnosis.
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1　概述

根据 GLOBOCAN2020的报道,2020年全球

有905677例肝癌新发和830180例死亡患者[1]。
原发性肝癌在我国年新发46.6万例,死亡42.2万

例,在恶性肿瘤发病率中排名第4,肿瘤致死病因

排名第2[2]。常见的肝癌有肝细胞癌(hepatocellular
carcinoma,HCC)和 肝 内 胆 管 癌 (intrahepatic
cholangiocarcinoma,ICC),分别占75%~85%和

10%~15%[1]。肝癌的筛查和临床诊断首先依靠

影像学检查及 AFP等肿瘤标志物,必要时可以采

取肝穿刺活检明确诊断,见图1[2]。
嗜酒、非酒精性肝硬化及病毒性肝炎等因素易

使肝硬化患者发展成 HCC。肝癌的发展常被认为

是炎症和愈合的循环交替所致。肝炎与肝硬化并

存会使 HCC早期诊断变得复杂,需要1种将早期

HCC 与 肝 炎、肝 硬 化 鉴 别 诊 断 的 肝 癌 标 志 物。
2020年癌症统计数据显示早期患者肝癌5年生存

率为33%,而晚期患者5年总生存率仅为2%[3]。
HCC预后差的一个重要原因是早期缺乏特定的临

床表现,导致诊断率低,若能及早诊断,将大大改善

HCC的治疗及预后。
目前 肝 胆 疾 病 专 家 共 识 中 推 荐 甲 胎 蛋 白

(AFP)及其异质体 AFP-L3、脱-γ-羧基凝血酶原

(DCP)作为 HCC早期筛查与诊断的指标[4]。这些

标志物对肝癌的诊断特异性都比较好,但敏感性却

不够理想。如 AFP≥400ng/mL超过1个月,其

诊断 HCC 的特异性高达99%,但敏感性却只有

17%;对于 AFP阴性(AFP<20ng/mL)的 HCC
患者,AFP-L3 的敏感性也仅为 12% ~21%;当

DCP≥40 mAU/mL 时,诊断 HCC 的敏感性为

74%,特异性为86%[4]。通常,具有诊断价值的生

物标志物的敏感性和特异性水平应该高于90%,
而目前在临床实践中,很少有一种肿瘤标志物对

HCC的早期筛查展现出足够的诊断灵敏度,因此

需要不断开发敏感性更高的肝癌标志物。理想的

HCC诊断标志物应能够对无症状患者作出诊断,
可广泛应用于临床筛查,具备肿瘤特异性和非侵入

性,成本低,并且在体液中易于检测等。血液样本

由于易操作、无创、采样量少等优势,更适用于临床

常规评估和人群筛查研究。因此,发掘新型血液生

物标志物是推进肿瘤诊疗发展的重要目标,特别是

对早期癌症的检测和筛查。在此,本文对近年发现

的一些具有发展潜能的肝癌标志物进行梳理。
2　新型肝癌标志物的研究进展

2.1　蛋白质类

2.1.1　DKK-1(Dickkopf-1)　DKK-1属于 Dick-
kopf家族,是通过卷曲蛋白 LRP5/6共受体抑制

Wnt信号通路的分泌型拮抗剂[5]。除胎盘和胚胎

组织外,DKK-1在正常成人组织中几乎没有表达,
但在肝癌及其他多种肿瘤中表达升高。Niu等[6]

研究 发 现 EGF/EGFR 可 通 过 激 活 肝 癌 PI3K/
AKT途径磷酸化p300,然后增强组蛋白 H3K9乙

酰化,促使 HCC中 DKK-1表达升高。DKK-1可

通过β-catenin在细胞核中累积从而促进肝癌细胞

迁移及侵袭。研究显示DKK-1在肝癌组织中高表

达但在邻近的非癌组织不表达;并且在肝癌细胞的
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培养上清中及 HCC患者血清中可特异性地检测到

高水平的DKK-1。安琳等[7]通过酶联免疫吸附法

(ELISA)检测受试者血清中的 DKK-1,进行大规

模的多中心验证研究,结果发现 HCC患者 DKK-1
水平明显高于对照组(敏感度为69.1%,特异性为

90.6%)。除了可以用 ELISA,还可以采用磁微粒

双抗体夹心化学发光免疫分析法来检测血清中的

DKK-1。研究证明DKK-1可提高 AFP阴性 HCC
患者的诊断率,相较于慢性乙肝、肝硬化等肝脏基

础性疾病,HCC患者的 DKK-1浓度明显升高,可
以用于鉴别诊断。此外,血清中 DKK-1水平与患

者的预后相关,可用于肝动脉化疗栓塞术(TACE)

术后的疗效评估。而且 DKK-1的浓度与肿瘤大

小、AFP浓度、BCLC分期及 TNM 分期等存在相

关性,与家族史、年龄、性别、是否患有肝硬化等无

关[8]。另外,研究还显示DKK-1和 AFP的联合检

测可提高肝癌诊断的灵敏度至88%[9],但也会一

定程度上降低诊断的特异性与准确性。以上研究

说明DKK-1若补充到临床肝癌常规检测中可降低

HCC患者的漏诊率,并预测患者的预后情况。但

由于目前的研究主要是回顾性或横断面研究,后续

还需要进行前瞻性研究来进一步验证 DKK-1的诊

断效果。

图1　HCC的筛查与临床诊断
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2.1.2　Ln-γ2　层粘连蛋白(Laminins)是一类与

细胞黏 附、分 化、增 殖 和 迁 移 有 关 的 基 底 膜 蛋

白[10]。Ln-332是该家族的一员,介导上皮细胞对

基底膜的黏附;Laminin-γ2(Ln-γ2)作为Ln-332的

一种组分,常以单体的形式表达于一些癌细胞与组

织中[11]。研究显示 Ln-332的γ2链在 HCC组织

中有表达[12]。Kiyokawa等[13]使用ELISA和化学

发光免疫分析法(CLIA)检测血清中的 Ln-γ2,发
现Ln-γ2在 HCC患者中显著升高(平均值173.2
pg/mL;范围:39.5~986pg/mL),高于慢性肝病

患者(平均值76.7pg/mL;范围:38.7~215.9pg/
mL)和健康志愿者(平均值41.1pg/mL;范围:
10.9~79.0pg/mL)。Ln-γ2和 DCP联合应用于

HCC患者的阳性检出率为89.5%,优于单独应用

这2种标记物(检出率分别为63%和68%)。在早

期 HCC(T1或 T2期)患者中,Ln-γ2、AFP和 DCP
单体阳性检出率分别为61%、39%和57%,即 Ln-
γ2的特异性更高。因此,血清 Ln-γ2可作为 HCC
的一个潜在的生物标志物,与 DCP联合应用能够

进一步提高检出率。
2.1.3　应激诱导磷蛋白1　STIP1(stress-induced
phosphoprotein1)不仅能够辅助调节热休克蛋白

70和90的二聚体结构,还参与转录调控、细胞内

信号转导及细胞增殖及分裂[14]。STIP1是由 HCC
在内的多种类型癌细胞分泌的细胞因子[15],可调

控肿瘤恶性进展[16],如通过 PI3K-AKT 依赖的抗

凋亡途径促进 HCC肿瘤生长[17];通过激活 Snail
转录促进转移瘤生成,以 HSP依赖的方式促进上

皮-间质转化[18]。通过ELISA检测显示 HCC患者

血清STIP1水平显著高于慢性乙肝患者和健康者;

其水平与 HCC患者预后相关,水平越高预后越差。
HCC患者血清中的STIP1水平甚至高于肝癌细胞

培养液上清中的浓度,STIP1可能会进一步促进肝

癌细胞的生长,以自分泌形式形成一种正反馈。这

进一步解释了高STIP1水平 HCC患者临床预后

差的问题。
2.1.4　成纤维细胞生长因子19　FGF19(fibro-
blastgrowthfactor19)由回肠分泌,通过成纤维细

胞生长因子受体4(FGFR4)和辅助受体β-Klotho
复合物负调控肝脏胆管酸的合成[19]。由成纤维细

胞生长因子(FGF)受体酪氨酸激酶产生信号,FGF
可以调节多种生物学过程,包括细胞生长、分化、血
管生成 和 代 谢 等 过 程。在 多 种 癌 症 中 失 调 的

FGF/FGFR 信号也有助于癌症的发展。Maeda
等[20]通过 ELISA 检测 HCC患者血清 FGF19水

平,发现其显著高于健康对照组(P=0.002)和慢

性肝病患者(P<0.001),且其敏感性也高于现有

的 HCC标志物如 AFP和 DCP。与现有的标记物

不同,FGF19是一种功能蛋白,负责 HCC必需的

细胞内信号,在肿瘤细胞和内皮细胞的增殖中都发

挥重要作用。因此,它不仅是极佳的肿瘤检测标记

物,还是很有前途的治疗靶点分子。
2.1.5　犬尿氨酸　 Kyn(Kynurenine)是一种由吲

哚胺2,3-双加氧酶(IDO)和色氨酸2,3-双加氧酶

(TDO)催化产生的色氨酸代谢物[21]。Kyn代谢途

径的激活可能增强肿瘤微环境的免疫抑制,进而促

进肿瘤生长[22]。肿瘤微环境中IDO 和 TDO 的活

化使色氨酸氧化成犬尿氨酸,释放到血清中使癌症

患者血清的浓度增加。由于肿瘤患者外周血的游

离氨基酸谱相较正常人发生了一定的改变,检测患

者外周血的氨基酸可发展为一种癌症筛查的新方

法。已有研究发现一些氨基酸如苯丙氨酸、谷氨

酸、犬 尿 氨 酸 等 浓 度 与 HCC 发 生 风 险 呈 正 相

关[23]。Bekki等[24]通 过 ELISA 检 测 血 清 中 的

Kyn水平,发现其在肝细胞癌患者的浓度明显高于

非肝细胞癌患者。处于BCLC0期或 A期的 HCC
患者 Kyn浓度较高,且与较短的生存期密切相关。
因此,Kyn有望成为 HCC生物标志物,并在一定

程度上预示 HCC患者的预后。
2.1.6　乳脂球蛋白-表皮生长因子8　 MFG-E8
(Milkfatglobule-epidermalgrowthfactor8)也被

称为乳黏附素,在各种器官和细胞广泛表达,并作

为凋亡细胞上的磷脂酰丝氨酸(PS)和吞噬细胞上

的 αvβ3 或 αvβ5 整 合 素 之 间 的 桥 梁 分 子[25]。
Shimagaki等[26]通过ELISA 方法检测,发现 HCC
患者血清中 MFG-E8浓度远低于健康对照者,也
低于有基础性肝疾病患者 或 HCC 痊 愈 者。但

MFG-E8在 HCC患者中降低的机制仍不清楚。该

指标能将 HCC与慢性肝炎和肝硬化鉴别,即使患

者的 AFP或 DCP呈阴性,其 ROC曲线下面积为

0.842,敏感度为69.7%,特异度为84.3%。不仅

如此,HCC术后患者 MFG-E8浓度低可能预示着

易发生早期复发。术前血清 MFG-E8可作为肝切

除术的无病生存期和总生存期的独立预测因素。
2.1.7　GPC3　 GPC3(Glypican-3)是一种硫酸肝

素蛋白多糖,通过糖基磷脂酰肌醇与细胞膜结合,
与肿瘤细胞增殖和转移密切相关[27]。已有报道

GPC3在肝癌细胞中高度表达,并通过经典 Wnt通

路促进 HCC增殖[28]。Sun等[29]通过免疫组化检

测肝细胞癌组织中 GPC3阳性表达率明显高于癌

旁组 织 (P <0.01),并 与 临 床 分 期 呈 正 相 关。
GPC3与 AFP联合检测在用于 HCC诊断中比单

一 AFP或 GPC3具有更好的灵敏度和特异性。无

论是用 RT-PCR 检测 HCC 患者外周血中 GPC3
mRNA的表达还是ELISA方法检测血清中 GPC3
的水平,在灵敏度、特异性或准确性方面都没有显

著差异。但通过提取血液中的单个核细胞进行

RT-PCR检测,相较于ELISA能够缩短窗口期,提
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高检测灵敏度,这对 HCC的早期诊断具有重要意

义。虽然许多研究报道了 GPC3作为 HCC特异性

生物标志物的高敏感性,但部分研究得出了不一致

的结果。比如 GPC3在肝母细胞瘤、肾母细胞瘤等

多种肿瘤及肝硬化进展期也有表达,若检测方法不

同,血清 GPC3阳性率甚至低于 GPC3免疫组化

(IHC)染色阳性率及血清 AFP 阳性率[30]。Jeon
等[31]研究发现血浆 GPC3可能分为分泌型或膜结

合型,除了常见的糖化 GPC3外,还有一个羧基末

端的50KDa片段,现有的检测可能忽略了这一点。
血浆 中 多 种 生 长 因 子 竞 争 性 结 合 抗 体,影 响

ELISA检测结果。这可能是血浆 GPC3诊断价值

尚存争议的原因。
2.2　RNA类

2.2.1　miRNAs　 miRNAs(MicroRNAs)是一种

长度约为18~25个核苷酸的单链非编码 RNA,能
够结合 3'非翻译 区 (3-UTR)来 调 控 mRNA 表

达[32]。目 前 研 究[33] 发 现,miRNAs 可 以 抵 抗

RNase的消化,并稳定存在于血清中,可作为疾病

标志物;此外,每种癌症类型的血清 miRNA 都有

其独 特 表 达 谱。例 如,An 等[34]发 现 miR-10a,
miR-122,miR-375和 miR-423这4种 microRNA
可以有效地区分 HCC患者和健康对照,其 ROC
曲线 AUC为0.995,且术后表达会显著下调。其

中 miR-10a通过调节上皮-间充质转化和失巢凋亡

抑制肿瘤转移[35]。miR-122是一种调节肝细胞生

长与分化的特异性 miRNA,在 HCC发展过程中能

抑制 Wnt、Bcl-2、ADAM17、Ccgn1等致癌基因[36]。
在肝炎中炎症诱导的肝脏组织 miR-122的下调促

进癌变,也就是说肝脏组织 miR-122的降低可能预

示着慢性乙肝患者向 HCC发展[37]。最近复旦大

学附属金山医院的研究显示,乙肝患者血清中

miR-122的表达越高,预后越差;miR-122对乙肝

患者发展为肝硬化或肝癌的 AUC 曲线面积为

0.783[38]。一种解释的原因是 miR-122从凋亡坏

死的肝脏组织及细胞释放到血液,使血清中的

miR-122表达升高。无论如何,miRNA 作为 HCC
潜在的肿瘤标志物,具有很大的发展前景。
2.2.2　 LncRNA 　 LncRNA (long noncoding
RNA)即长链非编码RNA,最近被证实在 HCC发

生及发展过程起着重要作用[39]。HCC 患者中存

在异常表达的 LncRNA,与正常人群存在显著差

异;但在肝硬化或肝损伤患者中也可能异常表达。
因此,将LncRNA 与现有的肿瘤标志物结合或许

是一种更为理想的方式,比如 LncRNA UCA1、
WRAP53与 AFP 组 合,其 诊 断 灵 敏 度 可 高 达

100%[40]。此外,参与肿瘤转移的LncRNA具有一

定的预后价值,比如在发生转移的 HCC 患者中

LncRNA-ATB上调预示患者预后不良;抑制转移

的 LncRNA miR503HG 上 调 预 示 患 者 预 后 良

好[39]。体液中的 LncRNA 具有高灵敏度,与其他

分子组合可提高 HCC诊断的特异性,具有巨大的

发展潜能,但大多数lncRNA 的功能仍不清楚,需
要进一步深入探究。
2.2.3　circRNA　circRNA 是一种共价闭合环结

构的非编码 RNA[41],研究证实circRNA 表达稳

定、丰富、保守,在不同物种、组织、疾病以及发育阶

段均有特异性[42]。而且circRNA可分泌到人体循

环血液中,作为疾病诊断的生物标记物。近年来,
多项研究表明circRNA 在 HCC发生发展中发挥

重要 作 用,Zhang 等[43]的 研 究 表 明,hsa_circ_
0001445可促进 HCC细胞凋亡并抑制其增殖、迁
移与 侵 袭。此 外,HCC 患 者 的 血 浆 hsa_circ_
0001445转录水平低于肝硬化(P<0.001)和乙型

肝炎(P<0.001)以及健康对照者(P<0.001)。在

HCC患者血液中表达异常的一些circRNA中检测

到hsa_circ_0004001,hsa_circ_0004123,hsa_circ_
0075792上调,其水平与 TNM 分期和肿瘤大小呈

正相关[44]。根据ROC分析结果,这3种circRNA
及其它们的组合对 HCC的诊断都具有良好的特异

性和敏感性。
2.3　循环肿瘤细胞

循环肿瘤细胞(circulatingtumorcells,CTC)
最早于1869年被提及,是一种源自原发肿瘤或转

移到体循环的恶性细胞[45]。它不同于任何目前常

用的肿瘤生物标志物,通过液体活检对其进行测

量,一定程度上代表了患者肿瘤病灶细胞的样本。
现如今可以通过简单的采取外周血,然后利用其免

疫亲和特性或其他生物物理特性高效地识别和捕

获CTC。通过检测CTC的定量丰度、生物学特性

和CTC之间的基因组异质性可以预测 HCC患者

的疾病预后和治疗反应[46]。
3　结语

我国是肝癌高发的国家之一,且肝癌发病率与

死亡率呈逐年上升趋势。HCC的早期检测对于疾

病治疗至关重要。AFP是目前最常用的诊断 HCC
的血清生物标志物,但对于早期 HCC患者筛查灵

敏度低,只有60%~80%的 HCC患者对该指标呈

阳性[6]。因此,为了提高 HCC诊断的准确度和灵

敏度,还需要开发新的、可靠的诊断性生物标志物。
本文列举了近些年新出现的血清肝癌标志物,多为

分泌型,大多采用ELISA方法检测,这些标志物因

为在癌组织与非癌组织中的差异表达,可能导致其

血清含量的变化。蛋白类的肿瘤标志物具有无需

预处理样品,检测简 便,易 于 临 床 推 广 等 优 点。
RNA类肿瘤标志物可以从体液中分离出来,通过

实时PCR的方法进行量化,也适用于临床检测。
这些指标若与 AFP 联合检测,可明显改善早期
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HCC患者的诊断率,并与其他肝胆疾病鉴别诊断。
不断探究与发现新的肝癌生物标志物,不断补充与

完善临床现有的诊断标准,对肝癌的早期诊断、肿
瘤进展、疗效评估、患者复发诊断、生存期预测具有

重要意义。
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