
基于微小 RNA的液体活检技术在肝癌诊疗全过程中
的研究与应用现状

[摘要 ]肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）早期诊断困难，现行超声联合甲胎蛋白
（alpha-fetoprotein，AFP）的监测策略对早期病灶灵敏度有限，且 AFP在慢性肝病背景下
假阳性率高。液体活检通过无创检测肿瘤相关分子，为破解上述困境提供了新路径。微小
RNA（microRNA，miRNA）因循环稳定性好、检测技术成熟，已成为 HCC液体活检最活
跃的候选分子。本文概述 miRNA的生物学特性与功能，沿 HCC临床管理时间轴梳理其在
早期诊断、预后评估及疗效监测中的研究进展，并展望当前挑战与未来方向。目前诊断端
证据最为充分，预后监测已具备验证模型，疗效监测尚处早期探索阶段；技术层面仍面临
标准化瓶颈、平台可比性不足及病因异质性导致模型外推困难等挑战。未来需建立多模态
联合检测体系并推进前瞻性多中心队列研究，推动其向临床转化。
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是我国常见的恶性肿瘤，疾病负担沉重。
据国家癌症中心统计，2022年我国肝癌发病率居恶性肿瘤第 4位，死亡率居第 2位[1]。肝
癌预后极差，其高死亡率的核心原因在于早期诊断困难，超过半数患者确诊时已属中晚期
错失根治性治疗时机 [2]。诊断主要依赖影像学检查联合血清标志物，如甲胎蛋白
（alpha-fetoprotein，AFP）及异常凝血酶原（des-γ-carboxy prothrombin，DCP）。但常规
手段监测高危人群时存在显著局限：超声对早期（≤2 cm）HCC的灵敏度仅 47%，联合
AFP 也仅提升至 63%[3]；AFP灵敏度约 60%，特异度约 90%[4]；穿刺活检因创伤性及取样偏
倚难以用于筛查。因此，开发便捷、高效的无创监测手段是改善肝癌预后的关键。
液体活检通过非侵入方式检测体液中的肿瘤相关分子，兼具辅助诊断与动态监测功能，

检测对象涵盖循环肿瘤细胞、循环肿瘤 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）、循环游
离 RNA （ cell-free  RNA ， cfRNA ） 及 非 编 码 RNA 等 。 其 中 ， 微 小
RNA（microRNA，miRNA）因循环稳定性好、检测技术相对成熟，成为理想候选分子[5]，
其价值贯穿 HCC诊断、预后评估及疗效监测全流程。本文概述 miRNA的生物学特性与功
能，沿HCC临床管理时间轴梳理其研究进展（优先纳入具备训练集与验证集的研究），并
讨论当前挑战与未来方向。
1.miRNA的生物学特性与功能

miRNA是一类长约 18～25 个核苷酸的内源性非编码 RNA，主要通过结合靶 mRNA的
3′-非翻译区诱导 mRNA 降解或抑制其翻译，在转录后水平调控基因表达。在 HCC中，
miRNA 广泛参与细胞增殖、侵袭、转移及耐药：miR-21 抑制抑癌基因而发挥促癌作用
[6]，miR-122 表达下调而发挥抑癌效应[7]。其异常表达谱既构成肿瘤发生发展的分子基础，
也为其作为生物标志物提供了理论依据。

miRNA可作为液体活检标志物的核心在于其循环稳定性：循环miRNA主要以两种形
式存在，一是与 Argonaute2等蛋白结合形成复合物的游离 miRNA，可抵抗 RNA酶降解；
二是被细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）包裹的miRNA（EV-miRNA），受脂质双分
子层保护，稳定性更优[8]。与游离 miRNA的被动释放不同，EV-miRNA多源于肝细胞、肝
星状细胞及免疫细胞间的主动分泌，更能反映肿瘤代谢活性与微环境特征[9]，在代谢相关
脂 肪 性 肝 病 相 关 HCC （ metabolic  dysfunction-associated  steatotic  liver
disease-HCC，MASLD-HCC）等病因亚型中尤为有价值[10]。EV-miRNA 兼具“标志物”与
“功能分子”双重属性，既被动反映肿瘤负荷，又主动参与转移前微环境形成及耐药。因
此在预后评估与疗效监测中较单纯基因突变标志物更具优势。检测技术方面，miRNA定量
可 依 托 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应 （ quantitative  real-time  polymerase  chain
reaction，qPCR）、数字 PCR及小 RNA高通量测序等成熟平台实现，为临床转化奠定了方
法学基础。
2.miRNA在 HCC早期诊断中的作用

约 80%的 HCC发生于肝硬化基础上，而影像学对再生结节、不典型增生结节与早期
HCC的鉴别常模棱两可，AFP在肝硬化患者中基线即可升高，易致假阳性。因此，临床亟
需不依赖影像形态、不受 AFP基线干扰的无创分子标志物，以避免盲目穿刺或过度随访，
相关研究多围绕高危人群的早期检出及肝硬化结节的良恶性定性展开。
早期研究多聚焦于单一循环miRNA，但单一分子在多种疾病谱中均有改变，特异度不

足[11-13]。前瞻性研究亦证实在真实高危人群中检出效能有限[14]。研究重点已转向多分子联
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合 panel[15]。
我 国 科 学 家 开 发 的 7-miRNA 组 合

（miR-122、miR-192、miR-21、miR-223、miR-26a、miR-27a、miR-801）是全球首个获批
用于肝癌诊断的 miRNA 试剂盒。大样本多中心验证显示，其诊断 HCC的灵敏度和特异度
分别为 86.1%和 76.8%，对 AFP 阴性 HCC仍达 77.7%[16]，已被纳入我国原发性肝癌诊疗指
南[17]。当超声受肥胖、肝硬化背景或操作者经验影响而图像不清时，该 panel可提供额外分
子信号，识别需接受增强影像检查或缩短随访间隔的高危个体。一项基于全谱 cfRNA的研
究构建含 miR-21-5p等 6 个标志物联合 AFP的 HCCMDP panel，独立验证集中对早期 HCC
的曲线下面积（area under the curve，AUC）达 0.928，灵敏度 84%、特异度 86%[18]，提示
miRNA与其他 cfRNA联合可提升筛查 panel的稳健性。
在结节定性方面，《原发性肝癌诊疗指南（2026年版）》已将 7-miRNA 试剂盒的适

用场景明确为“AFP 阴性或影像学不典型结节”的辅助定性 [17]。胡捷等[19]纳入 4家医院
64528 例患者的多中心真实世界研究显示，该组合鉴别极早期 HCC与非 HCC的 AUC为
0.718、灵敏度 67.85%；在 AFP与DCP 双阴性亚组中仍保持 AUC 0.728（灵敏度 67.82%，
特异度 77.73%），证实其在缺乏有效蛋白标志物时的独立价值。另一项纳入 522 例患者的
多中心研究筛选出 miR-361-5p、miR-130a-3p、miR-27a-3p、miR-30d-5p、miR-193a-5p联
合 AFP的模型[20]，验证集中判别 HCC与肝硬化的 AUC 达 0.957，对早期 HCC特异度达
91%；该 panel与 AFP 水平无显著相关性（P>0.05），提示二者经独立机制释放入血，具
有天然互补性。

EV-miRNA在极早期检出与结节定性中优势独特：肿瘤体积小、游离核酸释放有限时，
肝源性 EV-miRNA 源于肝内细胞主动分泌，肿瘤信号更富集。Cho等[21]报道，血清外泌体
miR-4661-5p 联合 miR-4746-5p 检出早期 HCC的 AUC 达 0.947（灵敏度 81.8%、特异度
91.7% ） ； EV-miR-19-3p 在 非 病 毒 性 HCC （ non-B,  non-C  hepatocellular
carcinoma，NBNC-HCC）队列中显示出筛查与预后的双重价值 [22]。Wang等[23]报道血清外
泌体 miR-122、miR-148a、miR-1246联合 AFP 鉴别 HCC与肝硬化的 AUC 达 0.931（灵敏
度 86.0%，特异度 87.5%），在小体积 HCC 结节判别中 AUC 达 0.947；Ghosh等[24]以肝特
异 性 Asgr2 抗 体 免 疫 富 集 外 泌 体 ， 构 建 4-miRNA
panel（miR-21-5p、miR-10b-5p、miR-221-3p、miR-223-3p），鉴别低 AFP 水平 HCC与慢
性肝炎的AUC为 0.84，灵敏度 86%；我国团队利用GlyExo-Capture技术捕获血清岩藻糖基
化 EV，筛选出 5-miRNA panel（let-7a、miR-21、miR-125a、miR-200a、miR-150），在
194 例 HCC与 412 例对照的验证集中灵敏度、特异度分别达 90%和 92%，可识别 88.1%的
AFP 阴性HCC[25]。
综上，miRNA液体活检已从“高危人群检出”到“肝硬化结节定性”形成较为完整的

证据链，多分子 panel与 EV 富集策略有效弥补了AFP 阴性及影像学不典型场景的盲区，早
期诊断因此成为证据最充分的环节。
3.miRNA在 HCC预后中的作用
与传统单时间点的影像学检查或 AFP相比，miRNA液体活检可构建“术前分层—术

后动态监测”的连续时间轴模型。术前识别高复发风险患者，可辅助确定手术范围及初始
随访强度。一项研究经高通量测序筛选及 qPCR验证锁定miR-192-5p与miR-29a-3p并构建
预后指数（prognostic index，PI）[26]。多因素分析证实该 PI是乙型病毒性肝炎相关 HCC患
者总生存期（overall survival，OS）和无进展生存期（progression-free survival，PFS）的独
立预测因素，联合模型效能优于单独的巴塞罗那临床肝癌（ Barcelona Clinic Liver
Cancer，BCLC）分期或单一 miRNA 指标；根治性治疗后其水平显著下降，提示其既可用
于术前静态分层，也可反映术后肿瘤负荷变化。基于癌症基因组图谱（ the cancer genome
atlas，TCGA）数据库构建的 10-miRNA模型经内部及外部验证，可有效预测 HCC术后或
肝移植后复发风险（AUC 约 0.72）[27]。

HCC根治术后 5年复发率高达 50%～70%[28]，影像学和 AFP多在复发灶形成后才呈阳
性，液体活检的核心价值在于超前预警。一项前瞻性研究利用肝移植术后 2 h的血样证实，
miR-1246可独立预测 OS 和无病生存期（disease-free survival，DFS），预警时间远早于影
像学复发证据[29]。伴肺转移 HCC患者血清外泌体miR-1247-3p 水平显著高于无转移者，其
组织高表达与不良 OS及 DFS相关[30]，提示该分子术后动态升高或可作为影像学复发前的
早期预警指标。未来应开发术后纵向复测模型，同一患者治疗前后 miRNA 谱的相对变化
较绝对浓度更具解释意义，但该领域尚缺乏成熟的连续动态监测体系。
4.miRNA在 HCC疗效监测中的作用
术后复发或晚期 HCC患者需接受系统性治疗，耐药克隆演进是制约疗效的核心瓶颈。

与传统基因突变标志物相比，miRNA 表达谱可随肿瘤微环境重塑而实时变化，有望更早捕
捉治疗反应与耐药信号。一项针对索拉非尼一线治疗的研究构建了 54-miRNA signature，
预测治疗应答/耐药的准确率达 88%[31]，证明循环miRNA具备治疗前分层潜力。
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EV-miRNA 兼具标志物与调控分子双重属性，在耐药检测中展现出独特价值：外泌体
介导的miRNA细胞间转移可在受体细胞内转录后调控，HCC细胞借此重塑微环境。Fang
等[30]发现，高转移性HCC细胞外泌体miR-1247-3p通过激活 β1-integrin-NF-κB 信号通路，
促进成纤维细胞向肿瘤相关成纤维细胞（cancer-associated fibroblasts，CAFs）转化，进而
引起索拉非尼耐药；提示肿瘤可经外泌体主动重塑远处微环境，为耐药克隆扩增创造条件。
血管生成方面，HCC细胞外泌体miR-210可被内皮细胞摄取，靶向抑制 SMAD4 和 STAT6
促进内皮细胞增殖、迁移及管腔形成，其血清水平与肿瘤微血管密度相关[32]。免疫逃逸方
面，HCC来源外泌体miR-21-5p通过靶向 RhoB 诱导巨噬细胞M2型极化，加剧 T细胞功
能耗竭[33]。治疗干预亦可改变外泌体分泌谱，经导管动脉化疗栓塞（transarterial 
chemoembolization，TACE）造成的局部缺血缺氧可诱导残余肿瘤细胞释放富含 miR-4508
的外泌体，经 RFX1-IL17A-p38 MAPK-NF-κB轴激活肺成纤维细胞、构建转移前微环境，
术后患者血浆外泌体miR-4508 水平显著升高[34]。可见循环 EV-miRNA的动态变化既反映
肿瘤负荷消长，也反映耐药及促转移微环境的激活，有望早于影像学或 ctDNA预警进展，
为及时切换方案提供分子依据。
目前疗效预测研究集中于索拉非尼，缺乏针对仑伐替尼、多纳非尼等现行一线药物及

免疫联合治疗的 miRNA研究，尚无法直接指导临床方案选择。随着免疫检查点抑制剂及
靶向联合方案成为主流，建立治疗前后动态 miRNA监测模型、探索其在程序性死亡受
体 -1 （ programmed  death-1 ， PD-1 ） / 程 序 性 死 亡 配 体 -1 （ programmed  death
ligand-1，PD-L1）抑制剂疗效预测中的价值，是亟待突破的方向。

表 1 循环 miRNA液体活检在 HCC诊疗全过程中的应用汇总

生物标志物/组
合检测

组成 关键性能 临床应用

7-miRNA [16,17,19]

miR-122、miR-192
、miR-21、miR-223
、miR-26a、miR-27
a、miR-801

Se 86.1%，Sp 76.8%
（n=934）；AFP 阴性
HCC Se 77.7%；真实世
界 AUC 
0.718（n=64528，AFP/D
CP 双阴性亚组 0.728）

早期诊断；不典型
结节鉴别诊断

HCCMDP[18]
6 个 cfRNA片段
（含 miR-21-5p）
+AFP

AUC 0.928；Se 84%，Sp 
86%（n=287）

早期筛查，尤其
AFP 阴性及超声受
限者

Cho等[21]
血清外泌体
miR-4661-5p ± 
miR-4746-5p

AUC 0.947；Se 
81.8%，Sp 91.7%
（n=168）

早期诊断

Boonkaew等[22]

EV-miR-19-3p（核
心）、miR-16-5p、
miR-223-3p、miR-3
0d-5p、miR-451a

miR-19-3p AUC 
0.82（n=27），联合AFP
后 0.91（n=175）；早期
HCC检出率 80%

早期诊断；独立预
后不良因素

Ng等[20]

miR-361-5p、miR-1
30a-3p、miR-27a-3p
、miR-30d-5p、miR
-193a-5p +AFP

HCC与肝硬化AUC 
0.957；早期HCC Sp 91%
（n=522）

肝硬化背景下性质
不明结节的鉴别诊
断

Wang等[23]
外泌体
miR-122、miR-148a
、miR-1246 +AFP

HCC与肝硬化 AUC 
0.931；Se 86.0%，Sp 
87.5%；早期HCC AUC 
0.947（n=245）

肝硬化背景下小结
节鉴别诊断

Ghosh等[24]

miR-21-5p、miR-10
b-5p、miR-221-3p、
miR-223-3p（Asgr2
抗体富集外泌体）

AUC 0.84；Se 86%
（n=171）

慢性肝炎背景下低
AFP肝癌鉴别诊断

Fu-EV 5-miRNA 
[25]

let-7a、miR-21、mi
R-125a、miR-200a
、miR-150（岩藻糖
基化 EV 富集）

Se 0.90，Sp 0.92（HCC 
194 例+对照 412 例）；
AFP 阴性HCC检出率
88.1%

AFP 阴性或影像不
典型结节鉴别诊断

miR-192/29a 
PI[26]

miR-192-5p + 
miR-29a-3p

OS、PFS 独立预测因子；
PI-OS AUC 0.88，PI-PFS 
AUC 0.85（n=224）

术前预后分层

10-miRNA 模型 
[27] 10-miRNA 特征

术后复发预测AUC 约
0.72

术后复发风险预测

miR-1246 [29] miR-1246
OS、DFS 独立预测因子
（n=62肝移植受者）

肝移植术后早期风
险分层

54-miRNA 特征 54-miRNA 组合 疗效/耐药预测准确率 靶向治疗前分层
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[31] 88%

注：Se：灵敏度；Sp：特异度；AUC：受试者工作特征曲线下面积；HCC：肝细胞癌；EV：细胞外囊泡；
cfRNA：细胞游离 RNA；AFP：甲胎蛋白；DCP：异常凝血酶原；OS：总生存期；PFS：无进展生存期；
DFS：无病生存期；PI：预后指数。

5.总结与展望
循环miRNA（尤其是 EV-miRNA）液体活检已覆盖 HCC从早期诊断、预后评估到疗

效监测的全病程管理链条，但各环节证据强度不均：诊断端最为成熟，已有获批试剂盒与
指南推荐；预后与复发监测已具备验证模型并开始进入临床路径；疗效预测尚处早期探索
阶段。总体而言，miRNA液体活检最适用于早期检出、结节定性及术后动态监测等场景；
在靶向及免疫治疗疗效预测领域，则需与 ctDNA等直接因果标志物联合应用。
限制其临床转化的关键并非候选分子缺乏，而是证据与方法学异质性仍显著。血清与

血浆的基质差异、隐匿性溶血及不同 EV分离方法的回收率变异 [35]，均致实验室间结果难
以互认，需优先固化采血管类型、离心条件、可接受溶血阈值及储存时限等临床级标准操
作流程[36]。现有研究多为单中心、回顾性设计，前瞻性多中心临床试验稀缺；训练集与验
证集重叠、缺乏独立外部验证，易致模型效能高估。HCC病因异质性（肝炎病毒感染、代
谢相关性肝病、酒精性肝病）使 miRNA 表达谱存在背景差异，单一 panel难以覆盖全病因
谱；游离 miRNA与 EV-miRNA的检测结果亦时有不一致。更高质量的证据需遵循“发现
队列—内部验证队列—外部独立验证队列”三级结构，并在预先注册的分析框架中明确主
要终点、阈值设定与临床应用场景。
人工智能与机器学习的引入正将 miRNA液体活检从单标志物判读推向多维模式识别

[37]，但诊断性能的提升并不等同于临床可用性：若训练集样本有限、类别分布不均或未设
置独立外部验证，模型增益可能主要来自过拟合。对 HCC这类病因异质性突出的肿瘤，真
正具有转化潜力的并非最复杂的模型，而是能在异质高危人群中维持稳定性能、具备可解
释性，并可嵌入现有临床路径的模型。卫生经济学层面，miRNA检测价值不在于取代影像，
而在于提高早期检出率、减少不必要的高级影像检查并缩短诊断延迟。qPCR等平台具有
缩短周转时间、降低单样本成本的潜力；但若低成本平台牺牲了结果稳定性，假阳性转诊
与重复检测的成本将抵消整体卫生经济学收益。
标志物开发方面，应推进“EV-miRNA＋ctDNA＋蛋白标志物”联合 panel，兼顾肿瘤

负荷与分子分型信息，并将 miRNA与临床分期、肝功能储备、炎症指标及影像学参数整
合，构建多维度评价体系，以应对 HCC病因异质性带来的挑战。临床研究方面，需开展治
疗前后纵向队列研究，利用液体活检的时间序列价值指导治疗切换，并重点探索 miRNA
在 PD-1/PD-L1 抑制剂及一线靶向药物疗效预测中的价值。随着 EV分离技术的成熟与检测
成本下降，在更多前瞻性多中心研究的推动下，miRNA液体活检有望从实验室走向临床，
成为HCC精准诊疗的常规工具。
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