
肝细胞癌（HCC）是一种异质性癌症，已有多种已 知病因，如乙型肝炎病毒（HBV）或丙型肝炎病毒感染或

黄曲霉毒素暴露，这些因素单独或联合长期作用于肝

脏，可导致基因表达的慢性失衡［1-3］，并最终促进了肝癌

的发生和发展。MicroRNA（miRNA）参与包括HCC在

内的多种肿瘤的发病机制［4-13］。MiR-3682-3p是一个与

肿瘤发病相关的miRNA，研究发现miR-3682-3p在食

管癌中高表达［14］。在HCC中，外泌体中miR-3682-3p
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摘要：目的 分析miR-3682-3p在HCC中的表达及其与临床参数和预后的相关性。方法 生物信息学分析miR-3682-3p在HCC

中的表达以及与生存相关性；实时荧光定量PCR和原位杂交分别检测miR-3682-3p（miR-3682）在18对HCC与癌旁新鲜肝组织

以及90对石蜡包埋HCC及其癌旁组织中的表达差异。统计分析miR-3682-3p在HCC中的表达与患者临床参数和预后之间的

关系。利用多因素回归分析探讨miR-3682-3p表达作为肝细胞癌预后独立因素的可能性。结果 生物信息分析显示，miR-

3682-3p在HCC组织中高表达，且与HCC患者综合生存时间有统计学关联（χ2=8.793，P<0.001）。实时荧光定量PCR分析18组

配对的HCC和癌旁肝组织显示，miR-3682-3p在癌组织中表达明显上调（t=3.073，P=0.007）。原位杂交分析90组配对的HCC

和癌旁组织中miR-3682-3p的表达，显示其在癌与癌旁组织的细胞浆中表达，并且在癌组织中表达上调（t=2.659，P=0.009）。

miR-3682-3p表达的高低在美国癌症联合委员会（AJCC）第八版分期（χ2=4.272，P=0.039）、HBV表面抗原状态（χ2=5.143，P=

0.023）、复发（χ2=4.593，P=0.032）、肿瘤大小（χ2=4.580，P=0.032）和Edmondson-Steiner分级（χ2=4.068，P=0.044）方面差异存在统

计学意义；Kaplan-Meier分析显示，miR-3682-3p表达越高，患者总生存时间（Log rank χ2=4.169，P=0.041）和无病生存时间（Log

rank χ2=4.078，P=0.043）越短。多变量分析显示，miR-3682-3p表达是评估HCC患者预后独立因子。结论 miR-3682-3p在HCC

组织中表达上调，是促进HCC发病和预后不良的重要因子。
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Abstract: Objective To investigate the expression of miR-3682-3p in hepatocellular carcinoma (HCC) and its correlation with
clinical parameters and prognosis of HCC. Methods We conducted a bioinformatics analysis of the expression of miR-3682-3p
in HCC and its correlation with the patients' survival, and examined its expression in 18 pairs of fresh and 90 pairs of
paraffin-embedded HCC and adjacent tissues using real-time fluorescence quantitative PCR and in situ hybridization,
respectively. The correlation of miR-3682-3p expression in HCC with the clinical parameters and prognosis of the patients was
analyzed. Multivariate regression analysis was used to explore the possibility of miR-3682-3p expression as an independent
prognostic factor of HCC. Results Bioinformatics analysis showed that miR-3682-3p was highly expressed in HCC and
significantly correlated with the survival time of HCC patients (χ2=8.793, P<0.001). The expression of miR-3682-3p was
significantly up-regulated in fresh HCC tissues as compared with the adjacent liver tissues (t=3.073，P=0.007). In
paraffin-embedded samples, in situ hybridization revealed positive miR-3682-3p expression in the cytoplasm of HCC and
adjacent tissues, and its expression was signifcantly up-regulated in HCC tissues (t=2.659, P=0.009). The expression level of
miR-3682-3p was significantly correlated with American Joint Commission on Cancer (AJCC; 8th edition) stage (χ2=4.272, P=
0.039), HBV surface antigen status (χ2=5.143, P=0.023), recurrence (χ2=4.593，P=0.032), tumor size (χ2=4.580, P=0.032) and
Edmondson Steiner grade (χ2=4.068, P=0.044). Kaplan-Meier analysis showed that a higher expression of miR-3682-3p was
associated with a shorter overall survival time (χ2=4.169, P=0.041) and disease-free survival time (χ2=4.078, P=0.043) of the
patients. Multivariate analysis suggested that miR-3682-3p expression was an independent predictor of the prognosis of HCC
patients. Conclusion MiR-3682-3p is up-regulated in HCC to serve as a significant factor that contributes to the occurrence and
a poor prognosis of HCC.
Keywords: hepatocellular carcinoma; miR-3682-3p; prognostic factor
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通过改变Ras-MEK1/2-ERK1/2信号转导途径靶向血

管生成素1（Ang-1），从而抑制血管生成，外泌体中miR-

3682-3p在HCC发病中可能发挥了候选肿瘤抑制因子［15］

作用。然而，在另一项肝癌研究中，实时定量PCR的检

测结果却显示，miR-3682-3p在HCC中高表达，其表达

增加促进了HCC发病和不良预后［16］，提示其在HCC中

发挥了肿瘤促进作用。这两项研究结果相互矛盾，且相

对较短的随访时间可能导致结论存在偏差［16］。因此需

要对miR-3682-3p在HCC中的作用进行进一步验证。

本研究对miR-3286-3p在HCC中的表达及其与临床参

数和预后的关系进行了检测和分析，以明确miR-3286-

3p在HCC发病过程中的作用。

1 资料和方法

1.1 生物信息学分析

使用 UALCAN（TCGA 数据）网站(http://ualcan.

path.uab.edu/)确定miR-3682（miR-3682-3p）的表达及

其与肝癌患者预后的相关性。

1.2 临床样本

18配对肝细胞癌组织和癌旁组织来自贵州医科大

学附属医院（液氮新鲜保存），其中男性12例，女性6例，

发病年龄27~82岁，中位年龄53.5岁。90对石蜡包埋的

HCC标本和其癌旁组织芯片［上海芯超生物技术有限

公司（中国上海）］HLivH180Su15，病理类型均为肝细

胞癌（http://www.superchip.com.cn/biology/tissue.html），

样本收集于2007~2008年，随访至2016年。所有病例

均为手术切除，术前未经任何放化疗和其他治疗，并分

别获得贵州医科大学附属医院和上海芯超生物技术有

限公司伦理委员会的批准（2020025;SHY-JS-1901001）。

1.3 原位杂交（ISH）

应用ISH对石蜡包埋的90对肝癌和癌旁组织芯片

标本进行检测［17］。切片在二甲苯中脱蜡，并在不同乙醇浓

度下进行梯度脱水处理。用蛋白酶K处理37 ℃、30 min，

冲洗、固定切片，然后预混合2 h。将样品与BersinBio

（中国广州）设计和合成的miRCURY miR-3682-3p地

高辛标记探针杂交。冲洗载玻片，在室温下与与辣根过

氧化物酶结合的抗地高辛抗体的Fab片段孵育1 h。添

加3，3'-二氨基联苯胺（中国福州美新生物科技有限公

司）观察信号，并按照文献［4］方法由两位经验丰富的病理

医师进行双盲阅片，分别对染色强度和染色面积进行评

分：阳性着色面积<5%为0分，5%~25%为1分，25%~

50%为2分，51%~75%为3分，75%~100%为4分；染色

强度：无色为0分，浅黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐色

为3分。两者计分的乘积为阳性等级：6分以下为低表

达，6分及6分以上为高表达。

1.4 统计分析

所有数据均使用SPSS 20.0进行分析。使用配对 t

检验分析基因差异表达；通过卡方检验评估基因表达与

临床病理参数之间的相关性。Kaplan-Meier生存曲线

用于分析基因表达与患者总生存率之间的关系。使用

Cox比例风险回归模型进行单变量和多变量生存分

析。P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 生物信息学分析miR-3682（miR-3682-3p）的表达

与预后相关性

基于TCGA数据，使用UALCAN网站上的算法进

行的分析显示，与邻近组织相比，miR-3682在HCC中

明显高表达（t=4.149，P<0.001，图1A）。生存分析显示，

miR-3682 表达越高，患者的综合生存时间越短（χ2=

8.793，P<0.001，图1B）。

2.2 RT-PCR检测miR-3682-3p在肝癌中的表达

为验证生物信息学结果，应用RT-PCR检测18对癌

组织与它们匹配的癌旁组织中miR-3682-3p的表达。

图1 生物信息学分析miR-3682-3p表达水平与患者的预后的关系
Fig.1 Bioinformatics analysis of miR-3682-3p expression levels in relation to the patients' prognosis. A: MiR-3682
expression in HCC tissues and adjacent tissues based on data from TCGA database (P<0.001). B: Relationship
between miR-3682 expression and the patients' prognosis based on data from TCGA database.
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配对t检验显示，与18个非癌对照组织相比，miR-3682-

3p在18个肝癌组织中总体表达水平升高（t=3.073，P=

0.007，图2）。

2.3 miR-3682-3p的原位杂交及亚细胞定位

原位杂交技术检测组织芯片中90例HCC和癌旁

组织中miR-3682-3p的表达，并分析其亚细胞定位，结

果显示，miR-3682-3p定位于HCC和癌旁组织的细胞浆

中（图3A）。与癌旁组织相比，miR-3682-3p在HCC中

上调（t=2.659，P=0.009，图3B）。

2.4 miR-3682-3p的表达与肝癌临床进展的相关性

miR-3682-3p表达的高低在美国癌症联合委员会

（AJCC）第八版分期（χ2=4.272，P=0.039）、HBV表面抗

原状态（χ2=5.143，P=0.023）、复发（χ2=4.593，P=0.032）、

肿瘤大小（χ2=4.580，P=0.032）和Edmondson-Steiner分

级（χ2=4.068，P=0.044）方面差异存在统计学意义，但在

年龄、性别、肿瘤数量、甲胎蛋白、总胆红素、丙氨酸转氨酶

和谷氨酰转肽酶方面差异无统计学意义（P>0.05，表1）。

2.5 miR-3682-3p表达与HCC患者不良预后的关系

在90例有预后信息的肝癌患者中，miR-3682-3p表

达越高，患者总生存时间越短（χ2=4.169，P=0.041，图

4A），无病生存时间越短（χ2=4.078，P=0.043，图4B）。单

变量分析显示，患者生存率也与 miR-3682-3p 表达

（HR=0.242［95%CI0.111-0.525］，P<0.001）、Edmondson-

Steiner分级（HR=7.860［95%CI 3.479-3.497］，P<0.001）、

GGT水平（HR=0.386［95%CI 0.159-0.937］，P=0.035）、

肿瘤大小（HR=0.169［95%CI 0.084-0.342］，P<0.001）和

AJCC分期（HR=3.088［95%CI 1.535-6.212］，P=0.002）

有关。为了确定miR-3682-3p是否是HCC的独立预后

因素，对HCC患者中miR-3682-3p的表达进行了多变

量分析，并根据Edmondson-Steiner分级、肿瘤大小、

图3 原位杂交法检测肝癌和癌旁组织中miR-
3682-3p的表达
Fig.3 Expression of miR-3682-3p detected by
in situ hybridization in HCC and adjacent
tissues. A: In situ hybridization of
miR-3682-3p in HCC tissues and adjacent
tissues (Scale bar: 50 μm). B: MiR-3682-3p is
upregulated in HCC tissues compared with
the adjacent tissues based on tissue
microarrays (TMA) cell staining score (**P<
0.01).
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图2 实时荧光定量PCR检测miR-3682-3p在18对配对
新鲜肝癌组织和它们邻近癌旁组织中的表达水平（蓝点
和红点分别代表癌旁组织和癌组织）
Fig.2 MiR-3682-3p mRNA expression level in 18 pairs of
fresh HCC tissues (red dots) and adjacent tissues (blue
dots) detected by real-time fluorescence quantitative
PCR (**P<0.01).
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GTT水平和AJCC分期进行调整。结果显示，miR-3682-

3p表达水平是影响肝癌预后的独立预后因素［HR=0.368

（95%CI 0.161-0.842），P=0.018，表2］。

3 讨论

许多miRNAs参与了HCC的发病机制［4-10］，包括最

近发现的miR-3682-3p。目前，关于miR-3682-3p在肿

瘤中作用的研究仅限于食管癌和HCC，研究结论也存

在矛盾［14-16］，提示miR-3682-3p在肿瘤中可能发挥了相

当复杂的作用。有研究对OncoMir数据库的数据进行

分析，发现 miR- 3682- 3p 在 HCC 中表达显著增加，

qPCR检测也获得了一致的结果［16］，并且miR-3682-3p

高表达与临床进展呈明显正相关，而与不良预后呈明显

负相关，表明miR-3682-3p作为候选癌基因促进HCC

的发病过程［16］。而有研究显示，HCC外泌体中的miR-

3682-3p能抑制Ras-MEK1/2-ERK1/2信号，降低Ang-1

表1 MiR-3682-3p表达与HCC患者临床参数之间的关系
Tab.1 Correlations between miR-3682-3p expression and clinicopathological features of HCC
patients

Characteristics

Age (year)

≤50

>50

Gender

Male

Female

AJCC Staging

I

II-III

HBsAg

Negative

Positive

Recurrence

No

Yes

AFP (ng/L)

>400

≤400

Total bilirubin (µmol/L)

>20

≤20

ALT (U/L)

>45

≤45

GGT (U/L)

>40

≤40

Edmondson-Steiner

I-II

III-IV

Tumor Number

Single

Multiple

Tumor size (cm)

>5

≤5

n

68

22

80

10

67

23

15

75

43

47

33

57

15

75

32

58

59

31

57

33

80

10

19

71

mir-3682-3p Expression

Low

35 (51.47%)

13 (59.09%)

42 (52.50%)

6 (60.00%)

40 (59.70%)

8 (34.78%)

12 (80.00%)

36 (48.00%)

28 (65.11%)

20 (42.55%)

17 (51.52%)

31 (54.39%)

8 (53.33%)

40 (53.33%)

14 (43.75%)

34 (58.62%)

29 (49.15%)

19 (61.29%)

35 (61.40%)

13 (39.39%)

43 (53.75%)

5 (50.00%)

6 (31.60%)

42 (59.20%)

High

33 (48.53%)

9 (40.91%)

38 (47.50%)

4 (40.00%)

27 (40.30%)

15 (65.22%)

3 (20.00%)

39 (52.00%)

15 (34.89%)

27 (57.45%)

16 (48.48%)

26 (45.61%)

7 (46.67%)

35 (46.67%)

18 (56.25%)

24 (41.38%)

30 (50.85%)

12 (38.71%)

22 (38.60%)

20 (60.61%)

37 (46.25%)

5 (50.00%)

13 (68.40%)

29 (40.80%)

χ2

0.388

0.013

4.272

5.143

4.593

0.069

0.000

1.832

1.203

4.068

0.000

4.580

P

0.533

0.911

0.039

0.023

0.032

0.792

1.000

0.176

0.273

0.044

1.000

0.032
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表2 肝癌患者临床病理变量的单因素和多因素生存分析
Tab.2 Univariate and multivariate survival analysis of clinicopathological variables of HCC patients

Characteristics

miR-3682-3p expression

Low vs. High

Age (year)

≤50 vs. >50

Gender

Male vs. Female

AJCC Staging

I vs.II-III

HBsAg

Negative vs. Positive

Recurrence

No vs. Yes

AFP (ng/mL)

≤400 vs. >400

Total bilirubin (μmol/L)

≤20 vs. >20

ALT (U/L)

≤45 vs. >45

GGT (U/L)

≤40 vs. >40

Edmondson-Steiner grade

I-II vs.III-IV

Tumor number

Single vs. Multiple

Tumor size (cm)

≤5 vs. >5

Overall survival

Univariate analysis

HR

0.242

0.771

0.520

3.088

0.642

0.054

0.888

1.113

0.935

0.386

7.860

2.084

0.169

95% CI

0.111-0.525

0.356-1.667

0.124-2.176

1.535-6.212

0.224-1.845

0.264-1.086

0.434-1.818

0.428-2.893

0.457-1.912

0.159-0.937

3.497-3.497

0.852-5.095

0.084-0.342

P

<0.001

0.508

0.371

0.002

0.411

0.083

0.746

0.826

0.853

0.035

<0.001

0.108

<0.001

Multivariate analysis

HR

0.368

1.678

0.489

5.269

0.368

95% CI

0.161-0.842

0.803-3.507

0.190-1.259

1.985-13.990

0.161-0.842

P

0.018

0.168

0.138

0.001

0.633
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图4 Kaplan-Meier生存曲线分析miR-3682-3p表达与肝癌患者总生存率和无病生存率的关系
Fig.4 Kaplan-Meier survival analysis of the correlation of miR-3682-3p expression with the overall survival and disease-free
survival of HCC patients. A: Overall survival rate was markedly lower in patients with high miR-3682-3p expression level
than in those with low miR-3682-3p expression (P=0.041, log-rank test). B: Disease-free survival rate was markedly lower in
patients with high miR-3682-3p expression level than in those with low miR-3682-3p expression level (P=0.043, log-rank test).
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的生成，从而抑制血管生成，提示外泌体中miR-3682-

3p在HCC发病发挥了候选抑癌基因作用［15］，该结论与

Yao等［16］结果存在明显不同，提示miR-3682-3p在HCC

发病中的复杂性，有必要进一步明确miR-3682-3p在

HCC中作用。因此，本研究应用多种方法检测了miR-

3682-3p在HCC和肝组织样本中miR-3682-3p的表达，

并重新分析了miR-3682-3p在HCC表达与临床参数及

预后的关系。

本研究对TCGA数据进行分析的结果显示，miR-

3682-3p在肝癌组织中的表达明显升高，实时荧光定量

检测也显示了同样的结果，这与部分报道相一致［16］，支

持了 miR-3682-3p 在 OncoMir 数据库中结果的可靠

性。因既往研究的方法仅限于实时荧光定量PCR，本研

究进一步应用原位杂交方法对miR-3682-3p的表达情

况进行了验证，结果同样显示为miR-3682-3p在HCC

中的表达明显升高。本研究明确回答了既往存在争议

的问题，支持miR-3682-3p在HCC中呈高表达，为进一

步评估miR-3682-3p表达在HCC中的意义提供了前提

和依据。

HBV感染是HCC发病机制的关键因素［18-20］，本研

究发现miR-3682-3p高表达与HBV感染有关，HBV感

染可能参与了对miR-3682-3p的诱导表达。此外，miR-

3682-3p的表达与AJCC分期、肿瘤复发、肿瘤大小以及

Edmondson-Steiner分级等多个因素存在统计学关联，

而肿瘤复发和生长等被认为与肿瘤干性增加有关［21-23］，

提示miR-3682-3p的表达可能促进对HCC肿瘤干性信

号的调节，从而诱导HCC复发、细胞增殖和恶性进展。

这些数据进一步支持miR-3682-3p作为刺激HCC发病

的潜在癌基因的结论。

前期有研究报告了miR-3682-3p表达与肝癌患者3

年生存时间的相关性［16］。本研究进行长期随访发现，

miR-3682-3p表达越高，肝癌患者总生存时间越短。并

且，高表达miR-3682-3p的HCC患者的无病生存时间

明显低于低表达患者，表明miR-3682-3p高表达是促进

HCC患者预后不良因素。本研究多变量分析显示，经

调整了AJCC分期、肿瘤大小、Edmondson-Steiner分级

和GGT水平，miR-3682-3p表达增加是肝癌患者预后不

良的重要独立预测因子。

综上所述，本研究通过多种检测方法，证明了miR-

3682-3p在HCC组织中表达上调，是促进HCC发病和

预后不良的重要因子，明确回答了这个既往存在争议的

问题，为研究miR-3682-3p在肿瘤中的作用提供了新的

证据。然而，关于miR-3682-3p在HCC中的作用机制

仍未阐明，今后需要进一步开展相关机制方面的研究，

为miR-3682-3p真正应用于肿瘤的临床治疗提供依据

和方向。
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