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摘要

肝细胞癌（HCC）早期检测是对处于早期阶段的肝细胞癌进行检出的方法，对降低高风险患者的HCC死
亡率至关重要。然而，对于早期HCC，目前仍然缺乏具有高度灵敏性和特异性的监测生物标志物。近年
来，人们对循环系统中可检测到的肿瘤源性分子特征进行了大量研究，比如循环肿瘤脱氧核糖核酸
（ctDNA）和循环肿瘤核糖核酸（ctRNA），以探讨它们作为多种肿瘤类型的候选非侵入性生物标志物的潜
力。本文汇总了目前有关早期HCC检测的新方法及应用的研究。

©2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

肝细胞癌（HCC）发病数占原发性肝癌的90%，是世

界上最常见、最致命的癌症之一。许多国家的新增病例仍

在迅速增加。肝细胞癌的主要风险因素包括慢性乙肝病毒

（HBV）感染、丙肝病毒感染、过度饮酒和非酒精性脂肪

性肝病（NAFLD）。不同原因的肝硬化容易使患者患肝细

胞癌，年发病率达2%~4% [1]。2000—2014年肝细胞癌患

者的五年净生存率为5%~30%，并且大多数国家的这一比

例在 20年间（1995—2014年）的变化很小[2]。如果早期

检测到肝细胞癌并给予治疗，五年生存率可提高到 70%

[3]。由于许多肝细胞癌患者在早期并无症状，因此几乎

一半的患者到晚期才被诊断出患癌[4]，而此时治疗窗口

已经非常窄。因此，在癌症监测的范畴下已经证实早期肝

细胞癌的检测可降低高危患者的肝细胞癌死亡率[5]。

对于早期肝细胞癌，现在仍然缺乏具有高灵敏度和特异

性的监测生物标志物。目前，肝细胞癌监测依靠影像学检查

和血清学检验。腹部超声检查或结合血清甲胎蛋白（AFP）

检测是肝细胞癌监测的主流方法，美国肝病研究协会

（American Association for the Study of Liver Diseases） [6]

和 2018 年欧洲肝病学会指南（European Association for

the Study of the Liver guideline 2018） [7]都推荐了这两种

方法。在临界值为 20 μg·L−1的情况下，甲胎蛋白对肝硬

化患者的灵敏度有限，为 41%~65%，特异性为 80%~
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94%。而甲胎蛋白对早期肿瘤的灵敏度甚至更低，仅为

32%~49% [8]。另外，超声检查对早期肝细胞癌的检测效

果较差，灵敏度为 63% [9]。最近对 10 000多名患者进行

综合荟萃分析，发现超声检查和甲胎蛋白检测早期肝细胞

癌的联合灵敏度为 63% [10]。还有研究人员将甲胎蛋白-

L3和脱羧凝血酶原（DCP，也被称为维生素K缺乏或拮

抗剂 II诱导蛋白）等其他血清靶蛋白作为早期肝细胞癌检

测的生物标志物[11]，但它们的临床效用尚未在队列研究

中得到证实。一种涉及上述三种血清蛋白生物标志物以及

年龄和性别的GALAD（即性别、年龄、AFP-L3、AFP和

DCP）诊断模型被开发，TNM（T表示原发肿瘤大小，N

表示局部淋巴结是否受影响，M表示是否存在远处转移）

早期和晚期肝细胞癌的曲线下面积（AUC）分别为 0.95

和 0.98 [12]。2020 年年初，美国食品药品监督管理局

（US Food and Drug Administration）授予GALAD评分检测

突破性医疗器械认定，以支持肝细胞癌的早期诊断[13]。

近年来，除血清蛋白外，还研究了循环系统中可检测

的肿瘤源性分子特征作为多种肿瘤类型的可能生物标志

物。本文总结了目前有关这些新方法及其在早期肝细胞癌

检测领域应用的研究。如表 1 [14-26]所示，许多新的生

物标志物已经被发现并用于测试其在肝细胞癌检测中的作

用，其中有些生物标志物表现出早期检测的潜力。

表1 肝细胞癌早期检测的候选生物标志物

DNA methyla‐

tion (5mC)

5hmC modifi‐

cation

CNV

Fragment size

miRNA

19 markers

Ten markers (cg10428836,

cg26668608, cg25754195,

cg05205842, cg11606215,

cg24067911, cg18196829,

cg23211949, cg17213048,

cg25459300)

Six markers (HOXA1, EMX1,

AK055957, ECE1, PFKP, and

CLEC11A) normalized by B3

GALT6

32 markers

Global

Global

Seven markers (miR-122, miR-

192, miR-21, miR-223, miR-26a,

miR-27a, and miR-801)

MCTA-Seq

Targeted bisul‐

fite sequencing

TELQAS

5hmC-Seal

Low-depth

WGS

Low-depth

WGS

qPCR

94% sensitivity and 89% specificity for

HCC versus non-HCC

AUC of 0.944 (95% CI, 0.928–0.961)

AUC of 0.96 (95% CI, 0.93–0.99) for

HCC versus non-HCC;

HCC sensitivity of 95% (88%–98%)

with 75% stage 0 and 93% stage A, at

specificity of 92% (86%–96%)

AUC of 88.4% (95% CI, 85.8–91.1%)

in cohort 1 for HCC versus non-HCC

AUC of 84.6% (95% CI, 80.6–88.7%)

in cohort 2 for HCC versus controls

AUC of 0.920 in cohort 1

AUC of 0.812 in cohort 2

AUC of 0.88 for HCC versus non-HCC

AUCs for BCLC stages 0, A, B, and C

versus non-HCC were 0.888, 0.888,

0.901, and 0.881, respectively

AUCs for HCC versus healthy, CHB,

and cirrhosis were 0.941, 0.842, and

0.884, respectively

36 HCC/17 LC/38 nor‐

mal

383 HCC/275 normal

95 HCC (4 stage 0, 42

stage A)/51 LC/98

healthy

Cohort 1: 220 early

HCC/129 CHB or LC/

256 control

Cohort 2: 24 early

HCC/180 control

Cohort 1: 38 early

HCC/38 HBV

Cohort 2: 51 early

HCC/48 HBV

90 HCC/32 healthy/67

HBV/36 LC

196 HCC/66 healthy/

72 CHB/z 56 LC

2

2

2

2

2

2

2

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

Molecular can‐

didate
Biomarkers Technology Performance Validation cohort

EDRN

phase
Reference
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lncRNA

Viral exposure

signature

Multi-analyte

Eight markers (miR-206, miR-

141-3p, miR-433-3p, miR-1228-

5p, miR-199a-5p, miR-122-5p,

miR-192-5p, and miR-26a-5p)

Seven markers (miR-29a, miR-

29c, miR-133a, miR-143, miR-

145, miR-192, and miR-505)

Three markers (LINC00152,

RP11-160H22.5, and

XLOC014172)

Unique epitopes corresponding to

61 viral strains

DNA mutation, HBV integrations,

cfDNA concentration, protein

markers, gender, and age

5hmC, end motifs, fragmentation,

and nucleosome footprints

qRT-PCR

qPCR

qRT-PCR

Serological

profiling with

VirScan

PCR-based se‐

quencing and

CLIA

5hmC sequenc‐

ing and low-

pass WGS

AUCs of 0.879 for HCC versus non-

HCC, 0.893 for HCC versus healthy,

and 0.892 for HCC versus cirrhosis

AUC of 0.817 (0.769–0.865) in cohort

1 and 0.884 (0.818–0.951) in cohort 2

for HCC versus non-HCC

74.5% sensitivity and 89.9% specificity

for HCC versus CHB/LC; 85.7% sensi‐

tivity and 83.3% specificity for HCC

versus inactive HBsAg carrier

Sensitivity of 29.6%, 48.1%, 48.1%,

and 55.6% in 12, 9, 6, and three months

for HCC before clinical diagnosis in co‐

hort 3

AUC of lncRNA panel was unavailable

AUC of 0.986 and 0.985 for HCC ver‐

sus CH and HCC versus healthy, respec‐

tively, when combine with AFP

AUC of 0.91 at baseline and 0.98 at di‐

agnosis

17% PPV

Sensitivity of 95.42% and specificity of

97.83% for HCC versus LC

Sensitivity of 95.42% and specificity of

97.91% for HCC versus non-HCC

103 HCC/78 LC/60

healthy

Cohort 1: 153 HCC/60

healthy/68 CHB/71 LC

Cohort 2: 49 HCC/48

healthy/42 IHC

Cohort 3 (nested case-

control study): 27 HCC/

135 controls (CHB or

LC)

100 HCC/100 CHB/

100 healthy

Prospective at-risk co‐

hort: 44 HCC/129 can‐

cer-free

Prospective AFP/ultra‐

sound negative cohort:

24 HCC/307 cancer-

free after 6–8 months

131 HCC/1800 LC/116

healthy

2

2,3

2

3

3

2

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

续表

Molecular can‐

didate
Biomarkers Technology Performance Validation cohort

EDRN

phase
Reference

DNA: deoxyribonucleic acid; cfDNA: cell-free DNA; 5mC: 5-methylcytosine; 5hmC: 5-hydroxymethylcytosine; MCTA-Seq: methylated cytosine-phosphate-

guanine (CpG) tandems amplification and sequencing; CNV: copy number variation; BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer; HBsAg: hepatitis B surface antigen;

EDRN: Early Detection Research Network; TELQAS: target enrichment long-probe quantitative amplified signal; CI: confidence interval; WGS: whole-genome

sequencing; LC: liver cirrhosis; CHB: chronic hepatitis B; IHC: inactive HBsAg carrier; CH: chronic hepatitis; qPCR: quantitative polymerase chain reaction;

qRT-PCR: quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction; PCR: polymerase chain reaction; RNA: ribonucleic acid; miRNA: microRNA; lncRNA:

long non-coding RNA; CLIA: chemical luminescence immunity analyzer; PPV: positive predictive value; HOXA1: homeobox A1; EMX1: empty spiracles ho‐

meobox 1; ECE1: endothelin-converting enzyme 1; PFKP: phosphofructokinase; CLEC11A: C-type lectin domain containing 11A; B3GALT6: beta-1,3-galactos‐

yltransferase 6.

2. 循环肿瘤脱氧核糖核酸

循环肿瘤DNA（ctDNA）是指因细胞凋亡或坏死导

致细胞死亡而释放到血流中的肿瘤源性DNA片段。这些

片段携带肿瘤特异性变异，包括单核苷酸变异（SNV）、

插入/缺失（In/Del）、结构变异以及表观遗传变异，因此

它们具有作为生物标志物的潜力。使用 ctDNA进行早期

癌症检测的最大挑战是，ctDNA 仅占总循环细胞游离

DNA（cfDNA）的一小部分。据估计，在早期癌症患者

的 cfDNA 中， ctDNA 所占比例低于 1%，甚至可低至

0.01% [27]。许多先进技术试图解决这个问题，比如数字

液滴聚合酶链反应（PCR）或二代测序（NGS）中单分子

标签的使用[28]。对于肝细胞癌，有证据表明超深度测序

能够在早期检测出患者血液中的组织突变[29]。
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DNA 甲基化通常是指 5-甲基胞嘧啶（5mC）修饰，

这是基因表达的一种表观遗传调控因子，通常导致基因沉

默。抑癌基因的DNA甲基化增加是许多肿瘤的早期事件，

这使DNA甲基化成为早期检测的潜在生物标志物。不同

于每个样本中有限的DNA突变事件和位点数量，DNA甲

基化出现在多个靶区和各基因组靶区内多个变异的胞嘧

啶-磷酸盐-鸟嘌呤（cytosine-phosphate-guanine, CpG）位

点中[30]，因而提供比DNA突变更多的潜在靶点。多个研

究小组开发了甲基化检测技术，并探究了它们在早期肝细胞

癌检测中的有用性。2015年，Wen等[14]开发了一种甲基

化CpG串联扩增测序（MCTA-Seq）方法，可检测 cfDNA

全基因组中超甲基化的CpG岛（以0.25%等位基因频率的

灵敏度）。他们采用这种方法分析了一个小队列，包括27

名肝细胞癌患者、17名肝硬化患者和 28名健康对照者，

并在血液中确定了 19种检测小肝细胞癌（≤ 3 cm）的高

效标志物，其中 4种[G蛋白信号 10（RGS10）调控因子、

ST8 α -N-乙酰基神经氨酸盐 -α -2, 8-唾液酸转移酶 6

（ST8SIA6）、RUNX家族转录因子2（RUNX2）和波形蛋

白（VIM）]与肿瘤中的超甲基化一致，另外 15种标志物

在正常肝组织中已经超甲基化。由这些生物标志物组成的

分类器模型对 36名肝细胞癌患者、17名肝硬化对照受试

者和 38名健康对照者的血浆样本的灵敏度为 94%，特异

性为 89%。值得注意的是，15名甲胎蛋白阴性的肝细胞

癌患者均被成功识别，这表明未来有可能将这些DNA甲

基化生物标志物和甲胎蛋白结合。2017年，Xu等[15] 通

过靶向亚硫酸盐测序法分析了较大队列（包括 1098名肝

细胞癌患者和835名健康对照者）cfDNA样本的甲基化特

性，以识别和验证可用于早期检测的肝细胞癌特异的甲基

化生物标志物组合。该研究小组使用所谓的甲基化相关区

域作为单位量化CpG甲基化水平，构建由 10种甲基化标

志物（cg10428836、 cg26668608、 cg25754195、 cg0520-

5842、 cg11606215、 cg24067911、 cg18196829、 cg2321-

1949、cg17213048、cg25459300）组成的诊断预测模型，

在验证队列（包括383名肝细胞癌患者和275名健康对照

者）的 AUC 为 0.944 [95% 置信区间（CI）0.928~0.961]。

联合诊断评分（cd-score）与肿瘤负担、治疗反应和分期

高度相关。然而，这项研究中大多数肝细胞癌病例的肿瘤

处于晚期，限制了该研究结果外推至早期监测的临床场

景。另有一项关于DNA甲基化检测方法的研究报道了高

于90%的灵敏度和特异性[16]，优于目前推荐的肝细胞癌

监测工具的性能。循环无细胞基因组图谱（CCGA）联盟

也发现，检出率和肿瘤分期呈正相关。该联盟针对 50多

种癌症（包括肝癌）患者的血浆DNA中100 000多个甲基

化区域进行了亚硫酸盐测序[31]，结果发现DNA甲基化

生物标志物在早期检测中的效用并非最佳。

5-羟甲基胞嘧啶（5hmC）是另一种表观遗传标志物。

它是一种稳定的脱甲基化产物，由10-11易位家族双加氧

酶氧化 5mC而产生[32]。增强子、启动子和基因体中的

5hmC修饰影响基因表达。2017年两个不同的实验室报道

了检测 cfDNA 中 5hmC修饰的技术，分别为 hMe-Seal和

5hmC-Seal，涉及5hmC选择性化学标记、富集和测序[33-

34]。2019年，Cai等[17]采用 5hmC-Seal技术分析了来自

1204名肝细胞癌患者、392名慢性乙肝（CHB）感染/肝

硬化（LC）患者，以及 958名健康对照者/良性肝损伤患

者的 cfDNA 样本的全基因组 5hmC。他们关注基因体中

5hmC的变化，开发了一种32基因分类器，用于区分早期

肝细胞癌[0/A期，巴塞罗那临床肝癌（BCLC）]与非肝细

胞癌，AUC 为 88.4%（95% CI，85.8%~91.1%）；区分早

期肝细胞癌与高危人群， AUC 为 84.6% （95% CI，

80.6%~88.7%）。这两种情况都与潜在的混杂因素（比如

吸烟或饮酒史）无关。

结构变异是癌症的标志。数个研究小组开发了评估

ctDNA拷贝数变异（CNV）的方法，以进行肝细胞癌的

早期检测。2015年，Xu等[35]基于低深度（0.1× ~ 0.2×）

全基因组测序（WGS）对 31名肝细胞癌患者和 8名慢性

肝炎/肝硬化患者的小队列血浆样本进行CNV分析。通过

CNV Z评分分析，他们发现了几个差异变量（如肝细胞癌

中的 1q、7q和 19q增加）和一些差异较小的变量（4q和

13q减少，17q和22q增加）区域，在此基础上他们提出了

CNV评分方法，在31名肝细胞癌患者中有26人显示阳性

结果（83.9%），在16名肿瘤尺寸高达50 mm（68.8%）的

肝细胞癌患者中有11人显示阳性结果，在7例肿瘤尺寸高

达 30 mm（57.1%）的肝细胞癌患者中有 4例显示阳性结

果。值得注意的是，8名慢性肝炎或肝硬化患者样本评分

均为阴性。虽然单独的CNV分析用于肝细胞癌的早期检

测不是足够好，但它可以作为模型建立的参数。2020年，

Tao等[18]用深度更高的低深度（5×）全基因组测序分析

了包含乙肝病毒相关肝细胞癌患者和无细胞乙肝病毒患者

在内的384个血浆样本的CNV。他们利用机器学习通过由

209 名患者组成的发现队列开发了一种模型，AUC 为

0.893；早期（0~A期巴塞罗那临床肝癌）AUC为 0.874，

晚期（B~D期巴塞罗那临床肝癌）AUC为0.933。该模型

的性能通过仅包括0~A期肝细胞癌患者和乙肝病毒感染患

者的两个队列（76名和99名患者）得到验证，AUC分别

为 0.920和 0.812。此外，研究人员发现，对于早期检测，

降低测序深度会导致灵敏度的降低，这表明为了确保该模
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型的性能稳定，可能需要适当的测序深度。

3. 片段组学

cfDNA因内切核酸酶对无核小体区的酶切而高度片

段化。cfDNA片段化并不是随机的，可能携带组织或肿

瘤特异性特征。片段组学是指对 cfDNA片段化模式的分

子特征的分析，包括血浆DNA大小、末端特征和核小体

印迹[36]。使用全基因组测序数据可以很容易分析 cfDNA

的这些分子特征。

为了了解肝细胞癌 cfDNA片段的大小分布，2015年

Jiang等[37]对 90名肝细胞癌患者、67名慢性乙肝患者、

36名乙肝相关肝硬化患者和32名健康对照者的 cfDNA片

段大小特性进行了全基因组分析。他们发现，肝细胞癌患

者的 cfDNA长度较为多变，有异常短和异常长的 cfDNA。

短 cfDNA优先携带肿瘤相关拷贝数畸变。研究人员还发

现，肝细胞癌患者血浆中线粒体DNA数量升高。这些分

子比血浆中的核DNA短得多。2019年，Cristiano等[38]评

估了整个基因组中 cfDNA的片段化模式，发现健康对照

者的片段化模式反映出白细胞的核小体模式，而癌症患者

的片段模式发生了改变。利用全基因组片段化特征的机器

学习模型对 7种癌症进行检测，灵敏度为 57%~99%、特

异性为 98%、总AUC为 0.94。可惜的是，这项研究没有

纳入肝癌样本。

为探究 cfDNA片段末端位置的效用，2018年 Jiang等

[19]研究了是否存在与早期肝细胞癌有关的优选血浆DNA

末端坐标形式的 ctDNA标记。通过研究肝细胞癌患者和

慢性乙肝患者血浆中的DNA末端特征，他们在基因组中

发现了数百万个肿瘤相关的血浆DNA末端坐标。与非肝

细胞癌受试者（32名健康对照者、67名乙肝病毒携带者

和 36名肝硬化患者）相比，90名肝细胞癌患者血浆样本

中肿瘤和非肿瘤相关的优选末端的比例显著增加，区分肝

细胞癌患者和健康对照者的AUC为 0.88。作为血浆中特

异性癌症标记，血浆DNA末端坐标比体细胞突变更容易

被检测到。为了探究片段末端信息的效用，2020年该研

究小组进一步研究了肝细胞癌的5'末端基序，发现肝细胞

癌患者的血浆DNA末端基序的多样性显著增加[39]。特

别是，肝细胞癌患者血浆DNA基序CCCA的丰度明显低

于无肝细胞癌者。通过比较该末端基序和其他类型癌症的

丰度异常的末端基序，研究人员观察到，来自同一器官

（比如肝脏、胎盘和造血细胞）的血浆DNA末端基序结构

通常聚集在一起，表明这些标志物携带起源组织的信息。

虽然肝细胞癌的4-聚体末端基序的优先模式被找到，但其

在区分肝细胞癌与肝硬化方面的作用尚不清楚。

cfDNA反映核小体印迹。在活跃转录的基因中，启

动子区和下游基因体没有核小体，从而导致比对上的序列

频率降低。从健康对照者 cfDNA中推断出的核小体间距

与淋巴和骨髓细胞的表观遗传特征密切相关[40]。Ulz等

[41]表明，cfDNA转录起始位点附近的核小体占位可能导

致表达基因和沉默基因的测序读长的深度覆盖度模式不

同。最近，Chen等[26]探究了 cfDNA中的核小体印迹和

其他基因组特征用于肝癌检测，发现使用单独的核小体印

迹区分肝细胞癌和肝硬化时，AUC可达到0.973。

4. 循环肿瘤核糖核酸（RNA）

循环微小 RNA（miRNA）和长链非编码 RNA（ln‐

cRNA）也可能是良好的癌症生物标志物。miRNA是一类

长度约为22个核苷酸的内源性非编码小RNA转录物，而

lncRNA是长度超过 200个核苷酸的较长非蛋白编码转录

物。miRNA和 lncRNA都是重要的基因表达调节分子，它

们参与多个细胞过程。它们的调节异常与癌症等多种疾病

有关。在健康对照者和患病者的循环系统中都可见miR‐

NA和 lncRNA，而在肝细胞癌的早期检测中循环RNA的

研究远早于ctDNA的研究。

已经有很多关于miRNA作为肝细胞癌生物标志物的

研究性文章。一些文章通过微阵列或二代测序分析确定了

靶点，而另一些对文献检索选出的候选miRNA进行了测

试。量化miRNA靶点的方法通常为定量逆转录聚合酶链

反应（qRT-PCR）测定法。早在2011年，Zhou等[20]利用

包括934名受试者（健康对照者、慢性乙肝患者、肝硬化

患者和乙肝病毒相关肝细胞癌患者）的三个独立队列开展

了一项研究。研究人员首先使用靶向 723个miRNA的微

阵列在 137个样本中分析血浆miRNA表达情况，并确定

了区分肝细胞癌和非肝细胞癌的 7 个潜在生物标志物

（miR-122、miR-192、miR-21、miR-223、miR-26a、miR-

27a 和 miR-801）。然后通过定量聚合酶链反应（qPCR）

评价该组合miRNA的表达情况。基于 407个样本的训练

队列而建立的逻辑回归模型在390个样本的验证队列中的

AUC为0.888，该性能与疾病状态无关，对巴塞罗那临床

肝癌 0、A、B和C期的AUC分别为 0.888、0.888、0.901

和0.881。该miRNA组合在区分肝细胞癌患者与健康对照

者（AUC 为 0.941）方面的表现优于区分慢性乙肝患者

（AUC为0.842）和肝硬化患者（AUC为0.884）。

2014年，Tan等[21]利用667个样本（261名肝细胞癌

患者、233名肝硬化患者和 173名健康对照者）开展了类
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似的研究。他们首先通过二代测序对混合的肝细胞癌患者

和混合的对照者血清样本进行miRNA表达的初步筛选。

该研究小组确定了 8 个 miRNA（hsa-miR-206、hsa-miR-

141-3p、 hsa-miR-433-3p、 hsa-miR-1228-5p、 hsa-miR-

199a-5p、hsa-miR-122-5p、hsa-miR-192-5p、hsa-miR-26a-

5p）。训练组（357）和验证组（241）的逻辑回归模型组

合的AUC分别为 0.887和 0.879，这与Zhou等[20]的组合

结果相似。与Zhou等[20]的组合不同的是，这个miRNA

组合在区分肝细胞癌患者和健康对照者（AUC = 0.893）

以及区分肝细胞癌患者和肝硬化患者（AUC = 0.892）方

面的能力几乎相同。然而，这个组合是否与肝细胞癌分期

无关尚不清楚。2015年，Lin等[22]发布了一项研究，测

试他们团队确定的miRNA组合在预测临床前肝细胞癌的

效用。在经过利用肝细胞癌患者、乙肝病毒感染相关肝硬

化患者、非活动性乙肝表面抗原（HBsAg）携带者和健康

对照者进行回顾性队列研究的发现和验证阶段后，他们提

出 7-miRNA 组合（miR-29a、miR-29c、miR-133a、miR-

143、miR-145、miR-192、miR-505）的血清miRNA分类

器（Cmi）。该组合对区分肝细胞癌患者与慢性乙肝患者

及肝硬化患者的灵敏度为 74.5%，特异性为 89.9%；对区

分肝细胞癌患者与非活动性 HBsAg 携带者的灵敏度为

85.7%，特异性为 83.3%。该报道包括 27例巢式病例对照

研究。研究发现，分类器在临床诊断前12、9、6和3个月

检测肝细胞癌的灵敏度分别为 29.6%、48.1%、48.1% 和

55.6%。

与循环miRNA的研究相比，有关循环 lncRNA作为肝

细胞癌生物标志物的研究很少，且用到的队列也小得多。例

如，2017年，Yuan等[23]利用qRT-PCR检测了从文献中选

取的 10个候选循环 lncRNA，并在 20名肝细胞癌患者和

20名对照者训练组中识别出 4个 lncRNA，随后在 100名

肝细胞癌患者和100名对照者验证组中进一步缩小到3个

lncRNA（LINC00152、RP11-160H22.5 和 XLOC014172）。

这 3个 lncRNA与甲胎蛋白联合使用时，区分肝细胞癌患

者与慢性肝炎患者或健康对照者的AUC分别为 0.986和

0.985。

5. 病毒暴露标记

肝细胞癌是一种与病毒相关的恶性肿瘤，病毒感染可

改变宿主免疫力，从而决定了癌症的发病。因此，由病

毒-宿主相互作用产生的独特病毒暴露标记能够反映一系

列可能改变患肝细胞癌风险的事件。为了验证这一假设，

Liu等[24]利用合成的人类病毒组VirScan，对来自美国国

家癌症研究所与马里兰大学（NCI–UMD）合作开展的

病例对照研究中的 899人的病毒感染史进行了血清学分

析。他们开发了一种病毒暴露标记，并通过173名需长期

随访肝细胞癌发生的高危患者的纵向队列验证了结果。病

毒暴露标记与验证队列中风险个体的肝细胞癌状态显著相

关，基线时AUC为 0.91，诊断时AUC为 0.98。病毒标记

可在临床诊断前识别出肝细胞癌患者，性能优于甲胎

蛋白。

6. 多维分子分析

由于癌症固有的分子异质性，早期检测生物标志物可

能需要包含多个分子维度，以便取得有竞争力的表现。例

如，Cohen等[42]开发了一种血液检测法CancerSEEK，通

过评估 cfDNA和 39种循环蛋白的突变水平来检测 8种常

见癌症。这些突变通过 61个扩增子组合进行检测，每个

扩增子平均覆盖33个碱基对，来自常见癌症的16个高频

突变基因。CancerSEEK对肝癌的灵敏度高达 98%，总体

特异性大于 99%。然而，CancerSEEK的灵敏度取决于肝

癌的分期，并且研究纳入的肝细胞癌早期样本很少。此

外，同一研究小组的随访研究报道，利用纯血液测试检测

不同肿瘤类型的阳性预测值较低[43]。

对于肝癌的早期检测，已经报道了使用多维分子分析

的不同方法。Qu等[25]开发了一种肝细胞癌筛查法，该方

法涉及DNA突变、乙肝病毒整合、cfDNA浓度、蛋白质

标志物、性别和年龄。这种方法能有效区分肝细胞癌患者

和非肝细胞癌患者，对训练组的灵敏度为85%，特异性为

93%，而验证队列的阳性预测值为17%。Chen等[26]通过

整合 cfDNA的 4个基因组特征：5hmC修饰、末端基序、

片段化和核小体印迹，开发了HIFI方法。这种方法在区

分肝细胞癌和肝硬化方面具有较高的准确度，对试验组的

灵敏度为 95.42%，特异性为 97.83%，并且与个人基本资

料和临床特征（包括年龄、乙肝病毒状态、Child-Pugh评

分、巴塞罗那临床肝癌分期、肿瘤大小、甲胎蛋白状态）

无关。

7. 展望

我们迫切需要更好的早期肝细胞癌监测和检测工具。

近年来，在液体活检应用于生物医学的更广泛背景下，许

多新的分子方法旨在检测释放到血流中的肿瘤成分。这些

新的尝试给肝细胞癌的早期检出带来了光明。通过直接比

1519



较，这些分子生物标志物的AUC都优于甲胎蛋白。由于

肝细胞癌的异质性以及早期循环系统中肿瘤特异性遗传物

质比例相对较低，仅由一种生物标志物组成的早期检测模

型在灵敏度和特异性方面存在局限性。目前对多维参数的

组合研究的较少，但其有望显著提高早期检出率。多维参

数也可能包括临床病理指数、蛋白质生物标志物和分子影

像学等传统工具。

早期检测的生物标志物的开发一般需要5个阶段[44]。

如早期检测研究网络（Early Detection Research Network,

EDRN）指南所列，这 5个阶段为：临床前探索性研究、

临床疾病的临床试验开发、回顾性纵向资源库研究、前瞻

性筛查研究和癌症对照研究。本文总结的大多数早期检测

方法仍处于第2阶段，在此阶段使用临床样本评估区分肝

细胞癌和非肝细胞癌的能力。有几项研究已经进展到第3

阶段，在此阶段对生物标志物检出临床前疾病的能力进行

评价。从某种意义上来说，本文提到的所有研究都是回顾

性研究，因为并没有根据这些检测结果进行转诊，因此，

需要在前瞻性筛查研究中进一步进行临床有用性试验。

应该注意的是，本文综述的监测新工具都是用于早期

监测，而不是诊断，因为根据监测方案的召回政策，应该

对早期监测呈阳性的患者进行明确的诊断程序（如磁共振

成像、活检）。考虑到这一点，在肝细胞癌早期检测的尖

端技术的开发和临床应用方面有几个具有挑战性的问题：

（1）目标人群目标人群。。目标人群包括肝细胞癌高危人群，比

如肝硬化者、慢性肝炎病毒感染者、酗酒者、非酒精性脂

肪性肝病者或有肝细胞癌家族史者。这些人应该每六个月

进行一次甲胎蛋白/超声检查。

（2）多种尖端技术和生物标志物的组合选择和成本效多种尖端技术和生物标志物的组合选择和成本效

益益。。可根据增加的检测价值和每种技术/生物标志物的成

本选择多种技术和生物标志物的组合。技术发展带来的成

本降低也应考虑在内。

（3）风险个体对多种生物标志物检查的接受风险个体对多种生物标志物检查的接受。。风险个

体对进行多种生物标志物检查的接受程度将主要取决于所

用检测工具的检出率、个体目前的健康状况和健康意识、

检测成本及政府政策。
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