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·临床论著·

微小RNA-122在HBV感染慢性肝脏疾病中的表达

及其临床意义

陈素玲 1  李芳 1  柴海云 1  王海丽 2  马良 3 

【摘要】目的  探讨HBV感染慢性肝病患者血清miR-122的表达水平与HBV DNA载量、HBsAg
浓度、ALT、AST、AFP水平之间关系，并探讨其临床意义。方法  选取慢性HBV携带患者30例
（ASC），慢性乙型肝炎患者（CHB）95例，其中包括轻度30例、中度35例、重度30例。乙型肝炎肝

硬化（LC）患者及肝癌（HCC）患者各30例。另选择30例同期健康体检人群血清miR-122含量为基线

评价指标。采用实时荧光定量PCR法测定血清miRNA-122含量，通过2－ΔΔCT法分析其相对表达量。结

果  血清miR-122相对表达量在健康对照组中最低，与其他各组差异具有统计学意义（P均＜ 0.05），

CHB轻、中、重度3组患者组间比较，重度 ＞ 中度＞ 轻度，差异具有统计学意义（P均＜ 0.05）；

血清miR-122相对表达量与血清ALT、AST、HBsAg水平均呈正相关关系（r = 0.894、0.875、0.381，
P均＜ 0.01）；肝癌患者血清miR-122相对表达量与AFP呈负相关关系（r =－0.673，P = 0.001）；血

清miR-122相对表达量与总体lg（HBV DNA）经Pearson相关性分析，两者之间无相关性（r = 0.094，
P ＞ 0.05）。结论  血清miR-122水平可能是一种能特异、灵敏地反映肝损伤、评估肝损伤的一种指

标，且可以对疾病的炎症活动程度进行评估。血清miR-122与血清AFP呈负相关关系，可能对肝癌的

评估、预后及治疗评价具有重要意义。
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【Abstract】Objectives  To explore the relationships between serum miR-122 level and HBV DNA 
load, levels of HBsAg, ALT, AST and AFP in the serum of patients with chronic liver diseases, and to identify 
the role of miR-122 as a potential clinical marker.  Methods  There were 30 healthy control, 30 chronic 
HBV carriers (ASC); 95 chronic hepatitis B (CHB) patients including 30 mild cases, 35 moderate cases, 
30 severe cases; and 30 cases with hepatitis B cirrhosis and 30 cases with hepatocellular carcinoma were 
selected, respectively. The serum miRNA-122 levels were assessed by real-time fluorescece quantitative 
PCR (by the 2－ΔΔCT analysis). Results  The relative expression of serum miR-122 level in healthy control 
group was significantly lower than those of all the other groups (P all < 0.05). Among the three groups of 
CHB patients, the serum miR-122 level were severe > moderate > mild, with significant differences (P all 
< 0.05). The serum levels of miR-122 and ALT, AST, HBsAg concentration were significantly correlated (r 
= 0.894, 0.875, 0.381; P all < 0.01); the relative expression of miR-122 was negatively correlated with AFP 
in the serum of patients with hepatocellular carcinoma (r = －0.673, P = 0.001). By the pearson correlation 
analysis, there were no correlation between the serum relative expression of miR-122 and the total serum lg 
(HBV DNA) (r = 0.094, P > 0.05).  Conclusions  There was a significant correlation between serum miR-122 
level and ALT, AST, indicating that serum miR-122 may be a more specific and sensitive early factor, which 
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maybe an indicator of liver damage, and could be an index to assess the liver inflammation. The serum miR-
122 was negatively correlated with the AFP, which indicates that miR-122 may has important significance for 
evaluation, prognosis and treatment of hepatocellular carcinoma.

【Key words】MicroRNA-122; Chronic hepatitis B virus; Hepatocellular carcinoma; Alanine 
aminotransferase; Aspartate aminotransferase

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）是一

种传染性强、且具有很高的种属和细胞特异性的嗜

肝病毒，其自然病程复杂而且多变，临床上所表现

出的疾病谱也较为广泛，尽管经多年研究，其发病

机制目前尚未十分明确。从HBV感染到慢性肝炎、

肝硬化，以至于肝癌发病过程中，目前尚无简单易

行、且敏感性及特异性均较高的检测指标能够独立

地评估肝脏炎症、慢性纤维化程度以及癌变。对于

肝脏疾病诊断，不仅需要依据患者的临床症状，同

时还需结合抗原、抗体等血清标志物，以及丙氨酸

氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天

门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，
AST）和甲胎蛋白（alpha fetoprotein，AFP）等实

验室相关指标的检测。

微小RNA（microRNA，miRNA）是由约

19～25个核苷酸的非蛋白质编码的小RNA，普遍

存在于真核生物体内，与生长发育，细胞的增殖

与凋亡，肿瘤浸润和转移等相关，具有一定的调

控作用[1-2]。其中，miRNA-122是特异表达于肝组

织中，随着肝脏发育含量逐渐升高，约占成熟肝组

织中所有miRNA的70%[3-4]，与肝脏生理及病理过程

密切相关，尽管目前已有miR-122与HBV感染肝病

相关方面研究，但大部分研究结果尚不一致，其相

关性尚不明确。因此，本研究旨在进一步探讨miR-

122在HBV感染慢性肝病患者中的表达及其与临床

实验室相关指标的关系。

资料与方法

一、病例选择 
1. 对象选取标准：选取2010年6月至2014年6月

就诊于长治医学院附属和平医院门诊和住院患者共

185例。入选患者半年内均未使用抗病毒药物及免

疫调节剂，排除乙型肝炎以外的合并或重叠感染其

他病毒性肝炎的患者，排除自身免疫性肝病患者，

排除酒精、化学、药物、中毒等因素引起的肝炎患

者，排除合并包括心、肺、胃肠道、胰腺及风湿免

疫系统、内分泌等方面的疾病。所有入组病例诊

断、慢性乙型肝炎轻、中、重度的分级根据2010年
中华医学会肝病学分会、中华医学会感染病学分会

联合修订的《慢性乙型肝炎防治指南》[5]中的慢性

乙型肝炎诊断标准以及2000年9月中华医学会传染

病与寄生虫病学分会以及肝病学分会于西安联合修

订的《病毒性肝炎防治方案》[6]的标准；HCC诊断

依据第4届全国肝癌学术大会讨论通过的原发性肝

癌诊断标准[7]。

2 .  研究对象分组：乙型肝炎病毒携带者

（hepatitis B virus carriers，ASC）30例为ASC组；

表 1  研究对象的一般资料

组别 例数 男︰女 平均年龄（岁， x ± s）
健康对照组（HC 组） 30 18 ︰ 12 42.20 ± 9.21
乙型肝炎病毒携带组（ASC 组） 30 13 ︰ 17 38.56 ± 7.35
慢性乙型肝炎组（CHB 组）

轻度 30 14 ︰ 16 39.62 ± 10.28
中度 35 18 ︰ 17 38.29 ± 8.27
重度 30 18 ︰ 12 43.36 ± 8.21

肝硬化组（LC 组） 30 17 ︰ 13 40.38 ± 11.30
肝癌组（HCC 组） 30 20 ︰ 10 44.23 ± 6.72

表 2  实时定量 PCR 使用引物列表 [8]

基因名称 双向引物序列（5'→3'）
U6

上游引物 ATTGGAACGATAC AGAGAAGATT
下游引物 GGAACGCTTCACGAATTTG

miR-122
上游引物 CAAGCGTTGGAGTGTGACA
下游引物 CGTCCTACCATTCTCCAGC
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慢性乙型肝炎患者（chronic hepatitis B，CHB）95
例，分为3组，分别为轻度30例，中度35例和重度

30例；肝硬化患者（liver cirrhosis，LC）30例，

为LC组；肝癌患者（hepatocellular carcinoma，
HCC）30例，为HCC组。另选本院同期健康体

检人员30例，作为健康对照组（healthy control，
HC），为HC组。以上各组在性别、年龄等方面的

差异无统计学意义，具有可比性，详见表1。
二、方法

1. 血清miR-122的测定 
（1）提取总RNA及其质量鉴定：选用Trizol试

剂（美国Invitrogen公司）提取血清中的RNA并保

存于－70 ℃。RNA完整性选用1%变性琼脂糖凝

胶电泳检测，RNA浓度和纯度选用NanoDrop ND-
1000检测。

（2）实时荧光定量PCR检测：cDNA合成：总

反应体系包括dNTP 2 μl，5 × RT Buffer 5 μl，RT
特异引物0.3 μl，Total RNA 200 μg，2.5 U/μl，
Poly A Polymerase 1 μl，RT mix 1 μl，无RNA
酶水补足20 μl，共20 μl。反应条件：37 ℃，

60 min；85 ℃，5 min。合成的cDNA用于实时

定量PCR：总反应体系包括：2 × SYBR Green 
qPCR Mix 12.5 μl，cDNA 5 μl，100 nmol/L的
PCR特异引物F 1 μl，100 nmol/L的PCR特异引

物R 1 μl，无RNA酶水补足25 μl。后混匀，置

于PCR仪。反应条件：95 ℃，15 s，95 ℃，5 min；
40个PCR循环（60 ℃，5 min）。实时定量引物由

上海生工生物工程有限公司合成，见表2。
（3）结果与计算：样品miR-122和内参数（U6 

snRNA）分别进行实时荧光定量PCR检测。ΔCt = 
miR122Ct － U6Ct（值越大，表达量越低），血清

miR-122采用2－ΔΔCt表示。

2. 其他血清指标的测定：血清 HBV DNA、

ALT、AST、AFP、HBsAg、HBeAg的检测：HBV 
DNA检测亦采用荧光定量PCR法（仪器型号：

ABI7300，美国ABI公司）。ALT、AST检测采用生

化自动分析仪。AFP采用化学发光法测定。HBsAg
及HBeAg检测选用雅培ARCHITECT i2000化学发光

免疫分析仪及配套试剂。

三、统计学处理

数据统计分析应用SPSS 17.0统计软件，计

量资料用 x ± s表示。miR-122的相对表达量（2－

ΔΔCt）经对数转换，经K-S检验数据符合正态分

布，以Levene方差齐性检验，数据具有方差齐性

（P ＞ 0.1）。计量资料组间比较采用方差分析，

相关性分析应用Pearson相关检验方法。以P ＜ 0.05
为差异具有统计学意义。

结    果

一、不同组血清miR-122表达量

通过PCR法测定各组人群血清miR-122相对

表达量（2－ΔΔCt），miR-122相对表达量在HC组、

ASC组、CHB组、LC组和HCC组均可测得，处于

不同疾病状态下的血清miR-122相对表达量不同

（见图1）。

表 3  血清 miR-122 相对表达量在不同组之间比较及 HBV DNA 等指标的检测结果（ x ± s）
组别 例数 CtmiR-122 2 － ΔΔCt lg2 － ΔΔCt ALT（U/L）  AST（U/L） lg（HBV DNA）
HC 组 30 24.57 ± 1.48   1.94 ± 2.00 0.04 ± 0.49   28.29 ± 5.06   28.14 ± 5.36        —
ASC 组 30 23.13 ± 1.97   5.91 ± 5.44 0.48 ± 0.61a   30.03 ± 3.96   29.23 ± 3.46 7.71 ± 115
CHB 组 95

轻度 30 21.98 ± 1.51   8.93 ± 6.54 0.78 ± 0.46abd 133.75 ± 27.36   95.89 ± 28.41 4.79 ± 1.42
中度 35 20.87 ± 0.99 16.88 ± 9.87 1.14 ± 0.31ab 321.55 ± 54.67 279.39 ± 56.23 7.71 ± 1.45
重度 30 19.30 ± 0.78 44.99 ± 28.95 1.58 ± 0.25ab 497.21 ± 222.58 453.45 ± 198.61 3.77 ± 1.62

LC 组 30 22.41 ± 1.50   6.19 ± 5.53 0.62 ± 0.44ac 115.42 ± 66.74 122.69 ± 61.94 4.22 ± 1.57
HCC 组 30 21.86 ± 0.98   7.68 ± 3.60 0.81 ± 0.29ac 127.01 ± 36.07 117.20 ± 34.85 3.52 ± 2.03

    注：a 与 HC 组比较，P ＜ 0.05；b 组间两两比较，P ＜ 0.05；c 组间两两比较，P ＞ 0.05；d 与 LC 组比较，P ＞ 0.05 

 图 1  不同组血清 miR-122 的相对表达量（2 － ΔΔCt）箱图
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二、血清miR-122相对表达量在不同组之间比

较

血清miR-122相对表达量取其对数值，lg2－ΔΔCt

值在健康对照组中最低，与其他各组差异具有统计

学意义（P 均＜ 0.05）。慢性乙型肝炎组随着炎症

活动程度进展lg2－ΔΔCt值逐渐升高，组间比较具有统

计学差异，重度＞ 中度 ＞ 轻度（P均＜ 0.05）；

硬化组与慢性肝炎（轻度）相比差异无统计学意义

（P ＞ 0.05）；肝癌组lg2－ΔΔCt值与肝硬化组相比无

统计学差异（P ＞ 0.05），见表3。
三、血清miR-122表达量与ALT、AST的相关

性分析：

通过Pearson相关性分析，HBV感染慢性肝病

患者中，血清miR-122相对表达量与ALT、AST呈
显著正相关关系（r = 0.894、0.875，P均＜ 0.01）
（图2）。

四、血清miR-122相对表达量与HBV DNA的相

关性分析 
入组患者均检测其外周血HBV DNA水平，

分析血清miR-122相对表达量与总体 l g（HBV 
DNA）的相关性，发现两者之间无显著相关性（r 
= 0.094，P ＞ 0.05）（图3）。本研究根据HBV 
DNA载量将上述患者分组，发现乙型肝炎病毒复

制水平在104～106拷贝/ml组、107～108拷贝/ml组、

102～103拷贝/ml组，组间差异均无统计学意义（P
均＞ 0.05）。但进一步检测上述患者HBeAg，依

据结果将上述患者分为HBeAg（+）组及HBeAg
（－）组，两组组间比较，miR-122相对表达量

（2－ΔΔCt）差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）。

 五、血清miR-122相对表达量与HBsAg的相关

性分析 
通过测定患者HBsAg浓度，并与血清miR-122

相对表达量（2－ΔΔCt）进行相关性分析，两者之间

呈中度相关性（r = 0.381，P = 0.000）（图4）。          
六、血清miR-122相对表达量与AFP的相关性

分析 
肝癌患者血清miR-122相对表达量与AFP呈

中度负相关，即AFP越高，miR-122水平越低（r 

  

图 2  HBV 感染慢性肝病患者血清 miR-122（ΔCt）分别与 ALT、AST 相关性

           

图 3  HBV 感染慢性肝病患者血清 miR-122 相对表达量
（2-ΔΔCt）与 lg（HBV DNA）相关性

          

图 4  HBV 感染慢性肝病患者血清 miR-122 相对表达量

（2-ΔΔCt）与 HBsAg 浓度相关性
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=－0.673，P = 0.001）（图5）。

讨    论

miRNAs是近年来发现的调控基因表达的功能

分子，在近年来受到广泛关注，其中miRNA-122为
肝脏特异性表达，其与肝脏疾病发生、发展之间存

在一定的相关性，而且对肝脏疾病的风险评估及其

预后具有重要意义[9-10]。

本研究结果表明，在所有受检人员中均检测到

了血清miR-122；血清miR-122相对表达量在健康对

照组中最低；慢性活动性乙型肝炎轻、中、重3组
随着炎症活动程度进展miR-122水平也逐渐升高。

本研究进一步研究其了与肝脏炎症活动指标关系，

通过分析血清miR-122相对表达量与血清ALT、AST
相关性，结果发现miR-122与血清ALT、AST有高度

正相关关系，这与目前大部分研究结果一致[10-11]，

提示miRNA可作为肝组织损伤的标志物。肝硬化患

者血清miR-122相对表达量较对照组升高，与CHB
轻度组无差异，但低于CHB中度及重度组，可能是

由于肝硬化患者炎症活动较轻的缘故。

随着对miRNA深入研究，发现约50% miRNA
存在于肿瘤相关脆性位点或者基因组区域，提示这

些miRNA或许与肿瘤发生密切相关 [12]。Kutay
等 [ 1 3 ]与G r a m a n t i e r i等 [ 1 4 ]研究均也发现H C C
细胞或组织中miRNA-122表达显著下调，提示

miRNA-122是HCC发生发展相关靶基因。本研究结

果miR-122相对表达量在肝癌组显著低于慢性肝炎

的中、重度组，而较肝硬化组无显著升高，从另一

方面也说明miRNA-122在肝癌组表达量相对较低，

这与以上研究结果基本一致。

有研究发现，miR-122是通过对Cyclin G1（细

胞周期调节蛋白）调控进而影响p53蛋白的稳定

性、转录活性、减少癌细胞转移 [15-17]。推测miR-
122可能通过作用于p53途径影响AFP的表达。本研

究结果显示肝癌患者血清miR-122与血清AFP含量

呈负相关，提示AFP水平可能是肝癌组织miR-122
低表达的反映，对评估肝癌治疗效果及评价预后有

重要意义。

通过检测慢性HBV感染者HBV DNA水平，发

现血清miR-122相对表达量与总体lg（HBV DNA）

之间无相关性。且miRNA-122与其升高水平比较亦

无统计学差异，与Waidmann结果不同[10]，分析原

因，可能随着炎症活动加剧，病毒载量水平会有不

同程度下降，因miR-122相对表达量与炎症活动正

相关，导致本研究其与总体HBV DNA水平无相关

性。但具体HBV DNA水平是否会影响miR-122含量

有待进一步研究。

目前研究表明，血清HBsAg水平已被证实与肝

脏疾病的进展相关[18-19]，且HBV抗原性与血清miR-
122的表达有关。朱蕾等[20]研究也发现HBV抗原蛋

白受miR-122调节，Novellino等[21]发现，HBsAg阳
性患者血清中miR-122表达也上升。本研究发现血

清HBsAg的水平与miR-122相对表达量呈正相关，

但相关系数较低，有待进一步研究证实。

总之，miR-122作为一种肝脏特异性miRNA，

本研究发现miRNA-122与ALT、AST有显著相关

性，提示miR-122是一种具有潜力的肝脏损伤标志

物，且可以对疾病的炎症程度进行评估。血清miR-
122与血清AFP呈负相关，可能对肝癌的评估、预

后及治疗评价具有重要意义。
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