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AFP、h-TERT及VEGF基因在肝细胞癌患者外周血中的
诊断价值
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■背景资料
目前用于肝细胞
癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
早期诊断的AFP
蛋白阳性率并不
高, 且由于肝癌的
生物学特性并不
能用于监测患者
的预后, 寻找出一
种或几种可能用
于早期诊断HCC
或判断预后情况
的指标迫在眉睫. 
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic significance 
of alpha-fetoprotein (AFP), human telomerase 
reverse transcriptase (h-TERT) and vascular 
endothelial growth factor (VEGF) mRNAs in 
peripheral blood of patients with hepatocellular 
carcinoma (HCC).

METHODS: Fluorescence quantitative PCR (FQ-
PCR) was used to detect the levels of AFP, h-
TERT and VEGF mRNAs in peripheral blood 
samples from 40 patient with HCC, 20 patients 

with liver disease and 10 normal controls.

RESULTS: The positive rates of all three param-
eters were significantly higher in HCC patients 
than in controls (all P < 0.01). The positive ex-
pression of AFP and VEGF was not correlated 
with serum AFP levels in HCC patients (P > 0.05), 
whereas h-TERT mRNA had a correlation with 
serum AFP levels (P = 0.01). The positive rates 
of all three parameters were highly correlated 
with TNM stage in HCC patients (all P < 0.01). 
The specificity of AFP mRNA in the diagnosis 
of HCC was higher, and combined detection of 
AFP and h-TERT mRNAs had a higher accuracy.

CONCLUSION: AFP, h-TERT and VEGF 
mRNAs in peripheral blood can be used as aux-
iliary parameters for the diagnosis of HCC, and 
combined detection of AFP and h-TERT mRNAs 
in peripheral blood can increase the sensitivity 
and specificity for diagnosing HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction; Alpha-fetal 
protein; Human telomerase reverse transcriptase; 
Vascular endothelial growth factor
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摘要
目的: 探讨肝细胞癌(HCC)患者外周血中甲胎
蛋白(AFP)、端粒酶逆转录酶(h-TERT)及血管
内皮生长因子(VEGF) mRNA的表达及联合检
测对诊断HCC的应用价值. 

方法: 应用荧光定量PCR(FQ-PCR)对40例
HCC、20例肝外良性疾病及10例正常体检人
群的外周血AFP mRNA、h-TERT mRNA及
VEGF mRNA的表达量进行检测.  

结果: 3种指标在HCC患者中阳性率分别为
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77.5%、85%及72.5%, 与对照组相比差异有
统计学意义(P <0.01). 且AFP mRNA、VEGF 
m R N A的阳性表达与H C C患者血清A F P水
平无关(P >0.05), h-TERT mRNA与患者血清
AFP水平存有相关性(P  = 0.01); 3种指标与
HCC患者的TNM分期高度相关(P <0.01). AFP 
mRNA在诊断HCC特异性较高, 而AFP mRNA
和h-TERT mRNA联合检测效果更好(敏感度
92.%, 特异度80%).  

结论: 3种指标对诊断HCC均能起到良好的参
考作用, 联合检测AFP mRNA及h-TERT mRNA
能增加诊断HCC的敏感度及特异度. 

关键词: 肝细胞肝癌; 荧光定量聚合酶链式反应; 甲

胎蛋白; 端粒酶逆转录酶; 血管内皮生长因子
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是一种

来源于肝细胞的恶性肿瘤, 占到所有原发性肝

癌(primary carcinoma of the liver, PLA)的90%, 
因其起病隐匿、对放化疗不敏感及术后易复发

严重威胁着人们的健康. 而对于HCC的早期诊

断目前还缺乏有效手段, AFP在诊断HCC时仍有

部分患者为阴性表达, 存在敏感度不高的问题, 
因此寻找新的检测方法能提高H C C诊断敏感

性. 目前荧光定量PCR技术被广泛用于肝癌的早

期诊断[1], 本文也应用FQ-PCR技术对HCC患者

外周血中AFP mRNA、h-TERT mRNA及VEGF 
mRNA的表达量进行检测, 旨在寻找出血清学诊

断HCC更为合理的方案. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取我科2008-01/2010-01收治肝癌手

术患者(Pringle's术式), 术前影像学资料及其他

相关实验室检查证实为原发性肝癌, 术后病理

学检查确诊为HCC患者40例(排除标准: 继发性

肝癌、胆管细胞癌及混合型肝癌). 其中男性患

者28例, 女性患者12例, 年龄53.3岁±14.3岁, 其
他临床资料见结果部分. 对照组30例均为肝外

良性疾病或健康人. 
1.2 方法

1.2.1 标本采集: 研究对象均于入院后第2天清

晨空腹采集外周静脉血5 mL, 抗凝方式为肝素

抗凝. 血液采集后立即送往实验室进行总RNA
提取, 具体方法为: 密度离心法抽提出单个核细

胞层后重悬至1 mL TRIzol(Invitrogen公司)中, 
总RNA提取按照说明书进行. 通过核酸紫外分

光光度计(Biophotometer公司)检测出RNA的吸

光度(A )值, 计算RNA浓度. 获取合格样本冻存

-80 ℃冰箱中. 
1.2.2 cDNA合成: 提取RNA原液3 µL, 加入

Oligo dT 1 µL, 置入9.5 µL DEPC处理水(Sigma
公司)中, 70℃孵育5 min, 后迅速放置冰上; 加
之M-MLV反转录试剂盒(TaKaRa公司, 内含

5×Buffer 5 µL, dNTP(10 mmol/L) 5 µL, Ribonu-
clease inhibitor 0.5 µL, M-MLV RT 1 µL), 42 ℃
孵育60 min, 后70 ℃ 10 min. 
1.2.3 FQ-PCR: 据GenBank中AFP、h-TERT及
VEGF 3种基因的RNA序列设计引物(生工生物

工程(上海)有限公司, 表1).
按照Real-time PCR扩增试剂盒(北京泽平生

物技术有限公司)建立20 µL体系(cDNA 1.5 µL, 
上游引物(10 μmol/L)0.5 µL, 下游引物(10 μmol/
L)0.5 µL, SYBR mix 10 µL, 双蒸水7.5 µL), 采
用Real-Time PCR仪(ABI 7500, 美国)检测, Real-
Time PCR程序设置: 94 ℃预变性15 min; 94 ℃ 
15 s, 60 ℃ 34 s, 72 ℃ 15 s, 共计40个循环; 72 ℃ 
10 min. 反应结束后软件自动计算出测试样本中

3种指标含量. 
统计学处理 用相对定量2-ΔΔCT法分析结果, 

Ct值反映了模板扩增到一定量拷贝数时所需反

应循环数大小, Ct值越大, 参与反应的起始的模

板量就越小, 反之则越大. 应用SPSS17.0统计软

件对样本资料进行统计. 计数资料采用卡方检

验, 计量资料采用mean±SD、t检验、方差分析, 
预测概率应用Logistic回归求出PRE_1、PRE_2, 
联合检测应用ROC曲线分析, 并计算曲线下面

积(AUC). 

表  1  AFP、h-TERT及VEGF 3种基因引物设计

     设计引物                         探针序列 产物大小

AFP正向 5'-AAATGCGTTTCTCGTTGCTT-3'   121 bp

    反向 5'- TTTGTCCTCACTGAGTTGGC-3'

VEGF正向 5'-CCTCCGAAACCATGAACTTT-3'   134 bp

    反向 5'-CACCACTTCGTGATGATTCTG-3'

h-TERT正向 5'-TGAGTGTGTACGTCGTCGAG-3'   131 bp

    反向 5'-GTGCTGTCTGATTCCAATGC-3'

GAPDH正向 5'-GGGTGTGAACCATGAGAAGT-3'   143 bp

    反向 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'

■相关报道
目前该研究方向
是国内外研究肝
癌新的热点之一, 
但关于3种因子的
联合应用并研究
其诊断及判断预
后价值的文献目
前国内外尚未有
报道. 
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2  结果 

2.1 3种指标在不同人群中的定性及定量表达 
AFP mRNA、h-TERT mRNA及VEGF mRNA在

HCC组(术前)中的表达分别为77.5%、85%、

72.5%, 均明显高于肝外良性疾病组及正常人群

组(P <0.01, 表2). 以正常人群作为参照, 3种指标

在HCC患者术后均出现了不同程度的下降, 而
其表达量在肝外良性疾病中并不高(表3). 
2.2 3种指标在诊断H C C患者上的价值  A F P 
mRNA及VEGF mRNA与HCC患者(术前)的血

清AFP水平无明显相关性, 而h-TERT mRNA则

与之有关(P  = 0.01); 3种指标与患者TNM分期

均存在高度相关性(P <0.01, 表4). 单个检测时

3种指标的稳定性均较好, 且AFP mRNA及h-
TERT mRNA曲线下面积较VEGF mRNA明显要

高, 而联合应用AFP+h-TERT(PRE_1)及AFP+h-
TERT+VEGF(PRE_2)对肝癌患者进行诊断时曲

线下面积相差不大(表5, 图1). 对3种指标及联合

检测进一步检测可以得出, 本次试验中在诊断

HCC方面特异度最高的为AFP mRNA(93.7%), 
3种指标联合检测时敏感度最高(95.0%), 但特

异度不高(60%), 而联用AFP mRNA与h-TERT 
mRNA时敏感度为92.%, 特异度为80%(表6). 

3  讨论

肝癌是世界上第5大常见癌症, 其中位生存时间

为6-16 mo. 在我国也是最常见的恶性肿瘤之一, 
发病患者约占全球总数的55%, 相关死亡率排

第2, 仅次于肺癌[2]. 肝癌起病隐匿, 早期症状缺

乏特异性, 患者就诊时肿瘤往往已处于晚期而

失去手术机会; 肝癌手术切除的5年生存率仅有

20%[3], 研究资料表明, 影响肝癌患者生存率的

最主要因素为肝癌的术后复发[4], 而Ding等[5]的

研究则发现即便肝癌患者行根治性切除, 5年内

仍约70%出现复发. 
AFP是诊断HCC方面应用最为成功的指标

之一, 其定位在第4号染色体上, 全长约20 kb. 
李鹏等[6]研究发现应用酶联免疫测得AFP>400 
μg/L时, 其敏感度在28.8%, 特异度为100%. 而
Zhang等[7]的研究应用FQ-PCR测得HCC患者外

表  2  3种指标在不同人群中的定性表达情况

     
分组   n

              AFP mRNA           h-TERT mRNA             VEGF mRNA

 阳性(%)  χ2值  P 值 阳性(%)  χ2值   P 值 阳性(%) χ2值  P 值

HCC(术前) 40 31(77.5) 34(85.0) 29(72.5)

肝外良性疾病 20   2(10.0) 24.14 0.00b 4(20.0) 23.85 0.00b   7(35.0) 7.81 0.00b

正常人群 10   0(0.0) 19.99 0.00b 1(10.0) 21.00 0.00b   2(20.0) 9.17 0.00b

bP<0.01 vs  肝外良性疾病及正常人群.

表  3  3种指标在不同人群中的定量表达情况

     
分组

                 AFP mRNA             h-TERT mRNA                  VEGF mRNA

     平均CT           2-ΔΔCT       平均CT         2-ΔΔCT      平均CT          2-ΔΔCT

HCC(术前) 26.30±2.89 462.64±523.22b 23.12±4.19 455.09±429.12b 21.49±5.19 392.02±643.31b

HCC(术后) 27.50±3.02 306.52±368.16 25.68±4.62   87.43±267.23 22.46±5.92 302.33±388.11

肝外良性疾病 30.83±2.93   75.96±174.76 28.60±3.14     9.38±39.31 26.01±4.73   20.82±51.74

正常人群 34.10±1.97     1 32.34±3.27     1 30.41±4.78   1

bP<0.01 vs  HCC(术后)、肝外良性疾病及正常人群组. 

AFP
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图  1  不同指标在曲线下的分布情况.

■应用要点
寻找出一种或多
种在诊断和判断
HCC患者预后上
灵敏度及特异度
均较高的因子有
助于HCC患者的
早期诊断和治疗.  
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周血中AFP基因的阳性率在69.8%, 并且研究发

现HCC患者的AFP基因出现去甲基化激活, 因
此大多数AFP基因可转录翻译成AFP蛋白, 致使

HCC患者外周血中出现阳性表达. 由于血液中

多种酶破坏AFP mRNA, 所以部分患者AFP蛋白

就出现阴性表达. 因此直接检测血中AFP mRNA
较AFP更能准确诊断HCC及判断预后[8]. 

h-TERT及VEGF是近年来在诊断实体肿瘤

及判断其预后方面研究较多的2个基因[9-11]. 研究

表明, h-TERT mRNA的高表达可以促进肿瘤细

胞的生长, Luan等[12]的实验表明HBV蛋白preS2
抗原可激活h-TERT基因从而促进肝癌细胞的生

长. 张利国等[13]检测发现h-TERT mRNA在HCC
的阳性表达明显高于AFP, 同时肿瘤切除前后对

比h-TERT mRNA显著降低, 而随访半年后高表

达h-TERT mRNA的患者预后明显不良, 而阴性

患者未发现复发. 研究表明肿瘤细胞生长依赖

大量VEGF表达, 肝癌患者血清中VEGF的表达

与肿瘤组织及预后相关[14]. Tseng等[15]的研究也

报道肝癌患者VEGF表达与肿瘤的微血管密度

有直接相关性, 且是患者预后的独立影响因素. 
本课题通过检测3种基因在HCC中表达情

况, 试图寻找更为敏感的诊断HCC的方法. 在本

组实验中, 单一检测3种指标在HCC中均有较高

的敏感度及特异度, 与对照组相比差异明显, 联
用3种指标能增加诊断HCC的敏感度(95%). 其
中联合检测AFP mRNA及h-TERT mRNA, 其敏

感度及特异度分别达到92.5%及80%. 实验证实

此次联合检测项目可能为HCC的早期诊断提供

更敏感有效的方法. 
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表  4  3种指标与HCC患者(术前)临床资料关系

     
一般资料   n

            AFP mRNA          h-TERT mRNA           VEGF mRNA

阳性    χ2值  P值 阳性  χ2值  P值 阳性 χ2值 P 值

AFP(ng/mL)  >25 34 27   0.463 0.50 31   6.61 0.01 26   1.75 0.19

≤25   6   4   3   3

TNM分期 Ⅰ   5   2 20.500 0.00   3 23.13 0.00   2 19.63 0.00

Ⅱ 19 14 16 12

Ⅲ 16 15 15 15

表  5  不同指标在曲线下的面积

     
检验结果变量 面积(AUC) 标准误 渐进 Sig

       渐近95%CI

下限 上限

AFP    0.854 0.048 0.000 0.760 0.948

h-TERT    0.854 0.050 0.000 0.756 0.952

VEGF    0.712 0.064 0.002 0.588 0.837

AFP+ h-TERT(PRE_1)    0.920 0.035 0.000 0.851 0.989

AFP+ h-TERT+ VEGF(PRE_2)    0.933 0.030 0.000 0.874 0.992

表  6  不同指标在诊断HCC上的价值

     
检测指标 敏感度(%) 特异度(%)

AFP    77.5    93.7

h-TERT    87.5    83.3

VEGF    72.5    70.0

AFP+ h-TERT    92.5    80.0

AFP+ h-TERT+ VEGF    95.0    60.0
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


