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摘  要 

肝细胞癌(HCC)早期诊断是改善预后的关键。传统筛查依赖腹部超声与甲胎蛋白(AFP)，但敏感性与特异

性有限。异常凝血酶原(PIVKA-II)与液体活检标志物如外泌体miR-223为HCC无创诊断提供了新方向。本

文系统综述AFP、PIVKA-II及血清外泌体miR-223在HCC诊断中的研究进展，重点阐述三者联合应用的生

物学基础与临床价值。其中AFP反映肿瘤细胞去分化状态与负荷，PIVKA-II关联肿瘤代谢异常与侵袭性，

外泌体miR-223则表征肿瘤微环境免疫状态。基于生物学互补性，整合三类标志物构建多维度诊断模型

在理论上有望提升早期及AFP阴性HCC的检出率、鉴别诊断准确性及预后评估效能，但目前尚缺乏直接

针对该三联模型的前瞻性研究证据。外泌体miR-223检测面临分离得率低、标准化不足及成本高昂等技

术瓶颈，微流控芯片与数字PCR等新技术有望突破这些限制；同时miR-223功能双重性所带来的诊断不

确定性，可通过联合免疫细胞亚群分析等指标予以规避。未来需推进检测标准化、开展前瞻性验证并融

合多组学数据，以实现该联合策略的临床转化。 
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Abstract 
Early diagnosis of hepatocellular carcinoma (HCC) is essential for improving prognosis. Conven-
tional surveillance relies on abdominal ultrasound and alpha-fetoprotein (AFP), yet both exhibit 
limited sensitivity and specificity. Protein induced by vitamin K absence or antagonist-II (PIVKA-II) 
and liquid biopsy markers such as exosomal miR-223 have opened new avenues for non-invasive 
diagnosis of HCC. This review systematically summarizes the research progress on AFP, PIVKA-II, 
and serum exosomal miR-223 in HCC diagnosis, with emphasis on the biological rationale and clin-
ical value of their combined application. AFP reflects the dedifferentiation status and tumor burden 
of cancer cells, PIVKA-II is associated with metabolic dysregulation and tumor invasiveness, and 
exosomal miR-223 characterizes the immune status of the tumor microenvironment. Based on bio-
logical complementarity, an integrated multi-dimensional diagnostic model incorporating these 
three markers is theoretically expected to improve the detection rate of early-stage and AFP-nega-
tive HCC, enhance differential diagnostic accuracy, and strengthen prognostic assessment. However, 
direct prospective evidence for this specific triple-marker panel is currently lacking. Detection of 
exosomal miR-223 faces technical bottlenecks including low isolation yield, insufficient standardi-
zation, and high cost; emerging technologies such as microfluidic chips and digital PCR hold promise 
to overcome these limitations. Meanwhile, the diagnostic uncertainty arising from the dual func-
tionality of miR-223 may be mitigated by incorporating complementary indicators such as immune 
cell subset profiling. Future efforts should focus on standardizing detection methods, conducting 
prospective validation studies, and integrating multi-omics data to achieve clinical translation of 
this combined strategy.  
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1. 引言 

肝细胞癌(Hepatocellular Carcinoma, HCC)是全球范围内严重的公共卫生问题，其发病率和死亡率在

恶性肿瘤中位居前列。2020 年全球癌症统计报告显示，HCC 年新发病例约 90.5 万例，死亡病例约 83 万

例，是全球癌症死亡的第三大常见原因，带来了沉重的疾病负担[1]。HCC 的预后与诊断时的疾病分期紧

密相关，早期 HCC 患者可通过手术切除、肝移植或局部消融等根治性手段实现长期生存，5 年生存率可

达 70%以上；而进展期 HCC 患者治疗选择有限，预后极差[2] [3]。因此，在高危人群(如肝硬化、慢性乙

型或丙型肝炎病毒感染者)中实施高效、可靠的早期筛查与诊断，是降低 HCC 相关死亡率的关键策略[4]。 
目前，国际主流指南建议对 HCC 高危人群每 6 个月进行一次腹部超声(Ultrasound, US)检查，可联合

或不联合血清甲胎蛋白(Alpha-Fetoprotein, AFP)检测[4]。然而，这一标准监测方案存在明显局限。超声检
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查的敏感性受操作者经验、患者体质指数及肝脏背景病变(如严重脂肪肝、结节型肝硬化)影响较大，对直

径小于 2 厘米的早期病灶检出率较低[5]。AFP 作为临床应用最为广泛的血清标志物，但它的诊断效果不

理想。一项纳入 373 项研究的 Cochrane 系统评价表明，以 20 ng/mL 为临界值，AFP 诊断 HCC 的合并敏

感性和特异性分别为 60%和 84%；若将临界值提高至 200 ng/mL 以获取 99%的特异性，其敏感性则急剧

降至 36% [5]。此外，临床上约 30%~40%的 HCC 患者血清 AFP 水平始终正常，也就是“AFP 阴性 HCC”，

导致现有监测策略对这部分人群的有效性大幅降低[6]。 
为了解决早期诊断的难题，寻找新型、高效的生物标志物成为研究热点。异常凝血酶原(Protein induced 

by vitamin K absence or antagonist-II，PIVKA-II，亦称 Des-γ-carboxy prothrombin，DCP)因其在 HCC 发生

中的独特作用机制和出色的诊断效能受到广泛关注[6]。同时，随着液体活检技术的发展，外泌体及其所

携带的生物活性分子(如微小 RNA)为 HCC 的无创、动态监测开辟了新的途径[7]。外泌体是细胞主动分

泌的纳米级囊泡，其内部富含蛋白质、脂质及核酸，能在体液中稳定存在并反映来源细胞的病理生理状

态，是理想的液体活检靶标[8] [9]。在众多候选的循环微小 RNA (miRNA)中，miR-223 因其在髓系免疫

细胞中的高表达及其在调控炎症、免疫反应和肿瘤进展中的复杂多重作用，在 HCC 研究领域引发广泛关

注[10] [11]。值得强调的是，PIVKA-II 是继 AFP 之后临床验证最成功的蛋白标志物之一，而 miR-223 是

链接慢性炎症与免疫的关键分子，这与 HCC 作为典型炎症相关肿瘤的特征高度契合。 
基于此背景，本文旨在系统地综述 AFP、PIVKA-II 以及血清外泌体 miR-223 这三类标志物在 HCC

诊断中的研究进展，剖析其各自的价值与局限性，并重点探讨三者整合构建多维度联合诊断模型的科学

依据。目前尚无直接针对“AFP + PIVKA-II + 血清外泌体 miR-223”这一特定三联组合的诊断模型研究

报道，本文旨在提供理论依据与未来研究方向。 

2. 甲胎蛋白(AFP)：对经典肿瘤标志物的再认知 

自 20 世纪 60 年代发现 AFP 与 HCC 相关以来，它一直是临床诊断和筛查中至关重要的标志物。AFP
是一种在胎儿期由卵黄囊和肝脏大量合成的糖蛋白，出生后其合成受到抑制，血清水平极低。成人血清

AFP 水平升高主要见于 HCC、生殖细胞肿瘤及部分良性肝病活动期。 

2.1. 诊断效能与核心局限 

尽管 AFP 在临床中应用广泛，但作为单一诊断标志物，其敏感性与特异性难以兼具[5]。较低的敏感

性导致大量早期或低分泌型 HCC 被漏诊；而相对较低的特异性意味着在活动性肝炎、肝硬化等良性肝病

中出现的 AFP 升高易导致假阳性结果，引发不必要的侵入性检查和患者的焦虑情绪[12]。对于早期、小

体积肝癌，AFP 的诊断价值更为有限。例如，在亚厘米级 HCC 的诊断方面，传统加钆塞酸增强磁共振成

像(EOB-MRI)的影像学特征(动脉期高强化、门静脉/移行期低信号)敏感性约为 50%。而将血清 AFP 水平

(>13.7 ng/mL)纳入诊断算法，结合更多影像特征可构建新标准，将敏感性显著提高至 75.0%且不降低特异

性[13]。这表明，即便对于 AFP 通过优化临界值或与影像学进行深度融合，仍可进一步挖掘其辅助诊断

价值。 

2.2. 衍生指标与组合应用策略 

为提高 AFP 的鉴别诊断能力，AFP 异质体(AFP-L3)得以应用。AFP-L3 是 AFP 中与小扁豆凝集素

(LCA)结合的部分，被认为与 HCC 具有更高的特异性。一项针对早期 HCC 的荟萃分析显示，AFP-L3%
诊断的特异性高达 92%，但敏感性仅为 34%，提示其在 AFP 升高背景下用于“排除”HCC 的价值可能

大于“早期发现”[14]。因此，临床上常将 AFP 与 AFP-L3、PIVKA-II 进行联合检测，实现优势互补，以

提高整体诊断的准确性[15] [16]。 
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2.3. 在治疗监测与预后中的作用 

AFP 的动态变化也用于评估治疗效果和预测预后。有研究表明，在 HCC 患者接受免疫治疗期间，早

期的 AFP 反应(下降)联合白蛋白–胆红素(ALBI)评分，可能为早期识别治疗应答提供线索[17]。然而，关

于 AFP 预后价值的结论存在分歧。有研究指出，血清 AFP 水平与 HCC 患者预后无显著独立相关性，而

PIVKA-II 是更强的预后预测因子[18]。 
AFP 的作用已超越单纯诊断的范畴。研究发现其参与肿瘤免疫抑制微环境的构建，推动了以 AFP 为

靶点的免疫治疗探索[19]。 

3. 异常凝血酶原(PIVKA-II/DCP)：兼具补充价值与潜力的诊断指标 

PIVKA-II 指的是肝脏在维生素 K 缺乏或存在其拮抗剂的情形下，所合成的一种未完全羧化的异常凝

血酶原。在 HCC 细胞内部，由于维生素 K 代谢循环出现障碍，从而导致大量 PIVKA-II 生成并释放入血，

这使得 PIVKA-II 成为极具潜力的肿瘤标志物。 

3.1. 卓越的诊断性能，尤其适用于 AFP 阴性 HCC 

多项临床研究表明，PIVKA-II 在 HCC 的诊断中表现出与 AFP 相当或更优的诊断能力。其最具突破

性的优势在于对 AFP 阴性 HCC 的诊断能力。研究表明，PIVKA-II 诊断 AFP 阴性 HCC 的 AUC 为 0.789，
具有显著的诊断价值[20]。一项前瞻性研究甚至提示，在高危人群中，单独使用 PIVKA-II 的诊断敏感性

可能优于单独使用 AFP [21]。 

3.2. 与肿瘤侵袭性特征的强关联性及预后价值 

PIVKA-II 的血清水平与 HCC 的恶性临床病理特征存在密切关联。研究一致显示，其水平与肿瘤大

小、TNM 分期、微血管侵犯呈正相关，与肿瘤分化程度呈负相关[6]。这种紧密联系使其不仅可作为诊断

标志物，还可作为潜在的预后生物标志物。在治疗监测方面，成功实施手术切除或局部介入治疗后，患

者血清 PIVKA-II 水平通常会显著降低；反之，术后持续阳性或水平再度升高，往往提示肿瘤残留、复发

或进展，预示着不良预后[18]。Chen 等[22]的最新研究进一步证实，早期 PIVKA-II 反应可预测晚期 HCC
患者接受免疫检查点抑制剂治疗的疗效与生存结局。 

3.3. 联合诊断价值的充分验证 

PIVKA-II 与 AFP 的联合检测已被广泛证实能够显著提升诊断准确性，成为临床实验室的优化选择

[6] [18]。对于 AFP 阴性患者，PIVKA-II 还可与其他血清学指标如 α-L-岩藻糖苷酶(AFU)、中性粒细胞/淋
巴细胞比值(NLR)等联合使用，构建有效的补充诊断模型[23]。当前，GALAD 评分(涵盖性别、年龄、AFP、
AFP-L3 和 PIVKA-II)是最具代表性的多标志物模型之一，在多项研究中已展现出对早期 HCC 的较高诊

断价值[24]，且正在如“国家肝癌筛查试验(TRACER)”这类大规模前瞻性实用试验中进行最终效果验证

[25]。 

4. 血清外泌体 miR-223：连接肿瘤微环境与液体活检的关键纽带 

外泌体作为细胞间通讯的重要媒介，参与调控肿瘤发生、发展、转移及耐药等多个进程。外泌体微

小核糖核酸(miRNA)因其在体液中的高稳定性、疾病特异性及功能重要性，成为液体活检领域颇具前景

的靶点之一[8] [9]。miR-223 是其中功能复杂且研究较为深入的成员。需要特别指出，外泌体 miRNA 与

游离循环 miRNA 在来源、稳定性及功能上存在差异，本文聚焦于血清外泌体来源的 miR-223，所引用的

证据以明确分离外泌体的研究为主。 
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4.1. miR-223 在 HCC 中的表达、调控与功能悖论 

miR-223 在肝脏中主要富集于髓系来源的免疫细胞(如中性粒细胞、巨噬细胞)，在固有免疫和炎症反

应调控中发挥核心作用[11] [26]。在 HCC 组织层面，早期研究发现其表达下调，并通过靶向 STMN1 等

基因发挥抑制细胞增殖的“抑癌”功能[27]。然而，后续研究揭示了 miR-223 功能的“环境依赖性”[10] 
[28]。在肿瘤微环境中，miR-223 可通过抑制缺氧诱导因子-1α (HIF-1α)调控的 CD39/CD73-腺苷通路，间

接下调免疫检查点分子 PD-1/PD-L1 的表达，从而缓解免疫抑制、抑制血管生成，表现出较强的抗肿瘤效

应[29]。这一发现将其与肝脏疾病的免疫病理机制紧密关联[26] [30]。然而，在其他癌种中存在矛盾证据：

在结直肠癌、胃癌等消化道肿瘤中，循环或外泌体中的 miR-223 水平升高并与不良预后相关，暗示其可

能扮演“促癌”角色[31]-[33]。这种功能的双重性表明 miR-223 处于肿瘤与免疫系统相互作用网络的核

心位置。这种功能双重性并非简单的对立，而可能反映其在免疫细胞与肿瘤细胞间差异化调控的结果：

在免疫细胞中高表达有助于抗肿瘤免疫，而在某些肿瘤细胞或特定分化阶段异常表达则可能促进转移。

为规避单一 miR-223 检测带来的诊断不确定性，未来可将其与外周血免疫细胞亚群(如中性粒细胞/淋巴

细胞比值 NLR、单核细胞亚群分布)或细胞因子谱(如 IL-6、TGF-β)等指标进行联合分析，从而在功能层

面锚定其生物学指向，提高诊断特异性。 

4.2. miR-223 在 HCC 肿瘤微环境中的细胞来源与信号网络 

miR-223 在 HCC 中的表达主要来源于肿瘤相关髓系免疫细胞，尤其是肿瘤浸润中性粒细胞和巨噬细

胞，这些细胞在慢性炎症驱动的 HCC 发生发展中大量聚集于肿瘤微环境。外泌体作为细胞间通讯的关键

载体，可将 miR-223 从免疫细胞转移至肿瘤细胞及内皮细胞等，从而在肿瘤微环境中发挥调控作用[9] [11]。
在信号网络层面，miR-223 通过多靶点、多通路参与 HCC 的免疫调控、代谢重编程与血管生成。其主要

机制包括：1) 靶向 HIF-1α通路：miR-223 直接结合 HIF-1α mRNA 的 3'-UTR，抑制其表达，进而下调缺

氧响应基因。HIF-1α 作为缺氧应答的核心转录因子，其下调可抑制 CD39/CD73-腺苷通路的活化，减少

免疫抑制性腺苷的积累，而腺苷通常通过腺苷受体(A2AR)上调T细胞与巨噬细胞上的 PD-1/PD-L1表达，

因此miR-223可间接降低 PD-1/PD-L1的表达水平[29]。2) 调控免疫检查点：通过上述HIF-1α-CD39/CD73-
腺苷轴，miR-223 间接抑制 PD-1/PD-L1 的表达，减轻肿瘤微环境中的免疫抑制状态[29]。3) 抑制血管生

成：miR-223 通过下调 HIF-1α及其下游血管内皮生长因子(VEGF)等促血管生成因子，抑制肿瘤血管新生

[29]。4) 其他靶基因调控：除 HIF-1α外，miR-223 还可直接靶向 STMN1 (Stathmin1)和 FOXO1 等基因，

抑制肿瘤细胞增殖与存活[29]。综上所述，miR-223 作为一个多功能的调控分子，在 HCC 肿瘤微环境中

通过复杂的信号网络影响免疫应答、代谢适应与血管生成，为其作为诊断标志物和治疗靶点提供了坚实

的生物学基础。 

4.3. 作为循环诊断与鉴别诊断标志物的潜力 

尽管在肿瘤组织内可能下调，但在 HCC 患者的循环系统(包括血清/血浆及其外泌体)中，miR-223 常

被检测到异常表达，这可能反映了全身或局部免疫与炎症状态的改变。一项针对胃肠道癌症的诊断性荟

萃分析显示，循环 miR-223 诊断的汇总曲线下面积(AUC)为 0.83，敏感性为 77%，特异性为 75% [31]。
在 HCC 特异性鉴别方面，Wong 等[34]的研究构建了一个包含 32 个 miRNA 的“HallMark-32”特征谱，

其中 miR-223-3p 是区分 HCC 与健康对照及结直肠癌肝转移的关键下调分子之一，该模型对甲胎蛋白

(AFP)阴性 HCC 的诊断灵敏度达到 100%。Boonkaew 等[35]则发现，在非病毒相关性 HCC 患者血浆外泌

体中，miR-223-3p 水平显著高于对照组。外泌体作为载体，不仅增强了 miRNA 的稳定性，还可能提供更

精确的细胞来源信息[9]。例如，Yu 等[32]证实，源自中性粒细胞的外泌体 miR-223-3p 是胃癌诊断的精准

https://doi.org/10.12677/jcpm.2026.54240


刘春杰，赵江桥 
 

 

DOI: 10.12677/jcpm.2026.54240 200 临床个性化医学 
 

标志物。此外，外泌体 miR-223 在上皮性卵巢癌、膀胱癌的诊断中也显示出价值[36] [37]，提示其作为广

谱肿瘤标志物的潜力。 
然而，将外泌体 miR-223 转化为常规临床检测仍面临显著技术瓶颈。首先，外泌体分离是首要限速

步骤。当前超速离心法虽被视为“金标准”，但耗时长、依赖大型设备且回收率波动大；聚合物沉淀法

得率较高但纯度不足，易共分离非外泌体 RNA 结合蛋白；尺寸排阻色谱法能较好地保留囊泡完整性与纯

度，但通量有限。这些差异导致不同研究间数据可比性差，难以建立统一的参考区间。其次，miRNA 定

量平台也存在分歧，定量逆转录 PCR (RT-qPCR)因其灵敏度高而广泛使用，但内参选择(如 cel-miR-39、
miR-16)尚无共识；微阵列和二代测序虽然通量高，但成本高昂且数据分析复杂。 

解决这些瓶颈的潜在路径包括：微流控芯片技术，它可在厘米级芯片上集成外泌体免疫亲和捕获、

裂解与 miRNA 检测等多个步骤，大幅缩减样本用量(可至数十微升血浆)、操作时间与人工误差，并易于

实现自动化与标准化；数字 PCR (如 ddPCR)无需标准曲线即可实现对低丰度 miRNA 的绝对定量，有助

于提升低浓度外泌体 miR-223 的检测精确性与批间重复性，且已逐步向多通道与全自动发展。将微流控

前处理与数字 PCR 读数整合，有望构建“样本进–结果出”的一体化检测系统，显著降低单次检测成本

与技术要求，推动外泌体 miR-223 的大规模临床筛查应用。 

4.4. 治疗反应监测、预后预测及治疗靶点潜力 

miR-223 的动态变化可能与治疗反应密切相关。Abdelaziz 等[38]的研究显示，在接受经动脉化疗栓

塞术(TACE)的 HCC 患者中，治疗无应答者的血清 miR-223-3p 水平显著低于有应答者，提示其作为预测

TACE 疗效的生物标志物的潜力。马伟等[39]进一步发现，miR-223 联合血小板分布宽度(PDW)和红细胞

分布宽度(RDW)，能有效预测乙型肝炎病毒(HBV)相关 HCC 患者 TACE 术后抗病毒治疗的反应性。这些

研究表明，miR-223 不仅在诊断层面，在疗效评估和预后分层领域亦具备应用前景。此外，miR-223 自身

有可能成为治疗干预的潜在靶点。例如，中药复方加味逍遥散的抗肝癌作用经证实，可能与调控血浆外

泌体 miR-223-3p 及其下游靶基因存在关联[40]；植物活性成分 Celastrol 的抗 HCC 效应被阐明，涉及

circ_SLIT3/miR-223-3p/CXCR4 信号轴[41]。 

5. 构建 AFP、PIVKA-II 与外泌体 miR-223 联合诊断模型的实践与展望 

HCC 具有高度的异质性，单一生物标志物难以全面涵盖其生物学特征。因此，联合不同类别、作用

机制各异的标志物，构建综合诊断与评估体系，是提升整体效能的必然趋势。 

5.1. 现有联合诊断模型的成功经验 

蛋白质标志物联合：AFP、PIVKA-II 与 AFP-L3 的联合检测，已成为提高血清学诊断准确性的经典

方案，其效能显著优于单项检测，这一结论已被多项研究反复验证[15] [16] [18]。 
外泌体核酸标志物联合：基于外泌体环状 RNA 或特定微小 RNA 组合构建的诊断模型，在 HCC(包

括早期和 AFP 阴性 HCC)的诊断中表现出卓越效能[42]-[46]。这些研究为利用外泌体核酸进行联合诊断

提供了技术路径和依据。 
与本文主题最接近的直接证据包括：张敬磊等[47]的研究表明，包含 miR-223 在内的 7 种血清 miRNA

与 AFP 联合，其诊断效能(曲线下面积 AUC = 0.864)优于单独使用 AFP (AUC = 0.819)，但该研究检测的

是血清总 miRNA，并非外泌体特异性 miR-223。郭琴[48]构建了包含 AFP、外泌体 miR-140-3p、HBsAg
和年龄的逻辑回归诊断模型(AUC = 0.951)，虽未涉及 miR-223，但证实了外泌体 miRNA 与传统标志物联

合的可行性。目前尚无直接针对“AFP + PIVKA-II + 外泌体 miR-223”这一特定组合的验证研究，这正

是本综述提出的核心科学构想。 
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5.2. AFP、PIVKA-II 与外泌体 miR-223 联合模型的科学构想与潜在价值 

通过整合 AFP、PIVKA-II 及血清外泌体 miR-223 构建多层次 HCC 诊断体系。具有坚实的生物学互

补性。该体系覆盖了 HCC 发生发展的两个核心维度：肿瘤细胞自身特征与宿主免疫反应。从各标志物的

特征来看，AFP 主要来源于肝癌细胞，反映肿瘤的去分化状态与负荷，其诊断意义在于基础筛查但敏感

度较低，预后价值存在争议；PIVKA-II 同样来源于肝癌细胞，反映维生素 K 代谢异常及肿瘤侵袭性(如
微血管侵犯)，在诊断上可有效补充 AFP，尤其对 AFP 阴性 HCC 具有较高价值，且预后预测能力较强；

外泌体 miR-223 则主要来源于肿瘤微环境中的髓系免疫细胞，表征局部免疫与炎症状态及免疫抑制调控，

能够提供独立于肿瘤细胞的信息，具有潜在的预后价值。这一多维度的生物学互补性，使得三者联合有

望在诊断效能上实现协同增强。 
为进一步从性能层面支撑联合模型的可行性，现有研究表明：AFP 的诊断敏感性为中至低，特异性

中等，对 AFP 阴性 HCC 无效，主要局限性在于敏感性不足且良性疾病易导致假阳性[5] [12]；PIVKA-II
的诊断敏感性为中至高，特异性高，对 AFP 阴性 HCC 具有明确诊断价值(AUC 约 0.76-0.79)，预后预测

能力强[18] [20]，其主要局限在于临界值需优化，且在维生素 K 缺乏或抗凝治疗时可能升高[6]；外泌体

miR-223 的诊断敏感性和特异性均为中等水平，对 AFP 阴性 HCC 具有潜在诊断价值，预后预测潜力较

强[38] [39]，但其功能具有环境依赖性[10] [28]，且检测技术尚未标准化、成本较高[49] [50]。基于上述互

补性，三者联合模型预期能够显著提升诊断敏感性和特异性，尤其能显著提高对 AFP 阴性 HCC 的检出

率，并在预后评估方面展现更强效能。当然，该模型的构建较为复杂，验证周期长，临床转化路径尚待

明确。 
具体而言，该联合模型具有以下潜在价值：第一，提升早期及 AFP 阴性 HCC 检出率。PIVKA-II 与

miR-223 在 AFP 阴性 HCC 中均显示出独立诊断潜力[20] [34]，三者联合有望构建更灵敏的检测网络。第

二，优化鉴别诊断。miR-223 的特征性表达模式可能有助于区分 HCC 与良性肝病活动期或其他肝转移瘤

[34]，结合 PIVKA-II 的高特异性，可进一步提高鉴别准确性。第三，一体化疗效检测与预后管理。PIVKA-
II 动态变化直接反映肿瘤负荷；miR-223 变化可能更早提示肿瘤微环境免疫状态改变及治疗耐受[22] [38]。
二者结合可为全程管理提供更全面的信息。 

5.3. 临床转化面临的挑战与未来研究方向 

要使 AFP、PIVKA-II 和外泌体 miR-223 联合模型从理论走向临床实践，需要克服以下核心挑战，并

开展针对性研究： 
标准化与可重复性：外泌体分离、miRNA 提取与定量检测的标准化是当前最大瓶颈之一。未来需建

立并获得国际共识的操作规范(SOP)及参考物质，确保不同中心结果的可比性[49] [50]。未来需建立国际

共识的操作规范(SOP)及参考值。 
检测技术革新：开发低成本、高通量、自动化的外泌体 miRNA 检测平台是推广的关键。目前的 qPCR、

测序成本较高，难以应用于大规模筛查。 
生物学机制深度挖掘：需进一步明确不同病因(HBV、HCV、非酒精性脂肪性肝炎)所致 HCC 中，外

泌体 miR-223 的细胞来源谱、靶基因网络及其与 AFP/PIVKA-II 表达的相关性，为精准应用提供依据[51]。 
前瞻性临床验证：应设计严谨的前瞻性队列研究，在高危人群中验证该联合模型相较于现行标准(US 

± AFP)的增量诊断价值，计算其敏感度、特异度及预测值。最终需通过社区为基础的筛查试验评估其是

否能降低 HCC 相关死亡率并进行卫生经济学评价。 
临床实施障碍应对：需考虑该联合检测的成本、医保支付可能性、检验科技术储备以及临床医生与
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患者的接受度，通过提供明确的临床净获益证据来推动应用。 

5.4. 未来研究设计框架：验证三联模型的关键步骤 

为将“AFP + PIVKA-II + 血清外泌体 miR-223”三联诊断模型推向临床验证，本节提供一份可操作

的研究设计框架，供研究者参考。 
目标人群：以肝硬化患者(任何病因)为核心纳入对象，覆盖 Child-Pugh A 级与 B 级，因该人群是 HCC

发生的最高危群体；同时建议纳入慢性乙型/丙型肝炎合并非肝硬化纤维化 F3 级的患者，以扩展适用性。

应记录详细的病因学信息(病毒性、酒精性、代谢相关脂肪性肝病等)，以便亚组分析。 
对照组设立：除经影像学与病理确诊的 HCC 病例组外，须设立多重对照组，包括：1) 单纯肝硬化

或慢性肝病活动期患者(炎症对照组)；2) 其他肝脏占位性病变患者，如肝血管瘤、结直肠癌肝转移等(鉴
别诊断对照组)；3) 健康对照。所有对照均应经至少 6 个月随访确认无 HCC 发生，以降低错分偏倚。 

关键评价指标定义：主要终点为三联模型诊断早期 HCC(BCLC 0/A 期)的曲线下面积(AUC)，并以灵

敏度、特异度、阳性预测值与阴性预测值作为辅助指标。次要终点包括：对 AFP 阴性 HCC 的检出灵敏

度；联合模型相较于 AFP 单独检测、AFP + PIVKA-II 双标检测的净重分类改善指数(NRI)和整体鉴别指

数(IDI)；模型区分良性肝病活动期与 HCC 的特异性；6 个月至 1 年内发生 HCC 的预测效能(纵向队列)。 
标本与检测方案标准化：样本采集需使用统一真空采血管(如 EDTA 血浆或促凝血)，采血后 2 小时

内完成离心并冻存外泌体分离用标本。外泌体分离推荐采用尺寸排阻色谱法或基于免疫亲和的微流控芯

片，miR-223 定量采用数字 PCR，并以内源性及外源性(如 cel-miR-39)组合内参进行均一化。所有检测应

在通过 ISO 15189 认证的中心实验室分批盲法完成。 
统计学考量：样本量估算应根据预期灵敏度和特异度，采用 Buderer 公式，以双侧 α = 0.05、检验效

能 80%计算，且须预留约 20%的无效标本或失访率。模型构建可使用 Logistic 回归及 10 折交叉验证或

LASSO 算法避免过拟合；将年龄、性别、病因等临床变量作为协变量纳入调整模型。最终模型需在独立

外部队列中进行时间验证或外部验证，并报告决策曲线分析以评估临床净获益。此类前瞻性、多中心、

多阶段验证研究将为三联模型的实际应用提供关键证据，也为后续卫生经济学评价和社区筛查试验奠定

基础。 

6. 总结与展望 

肝细胞癌的早期诊断正从依赖单一传统标志物的阶段，逐步转向整合多组学信息的精准医学新阶段。

AFP 作为经过半个世纪验证的标志物，其价值在于仍是诊断体系中不可或缺的基础组成部分。PIVKA-II
凭借其卓越的诊断性能，尤其是对 AFP 阴性 HCC 的识别能力，已成为该体系中坚实且重要的新板块。

而血清外泌体 miR-223 作为连接肿瘤生物学与全身免疫炎症反应的液体活检探针，补充完善了诊断体系

中有关肿瘤微环境互动信息的关键环节。 
基于 AFP、PIVKA-II 和血清外泌体 miR-223 的联合诊断模型，通过整合肿瘤细胞固有特征(蛋白标

志物)与宿主免疫微环境信息(外泌体 miRNA)，在理论上实现了诊断维度的交叉互补与协同增强。需要强

调的是，目前这一构想尚需大量临床前和临床研究验证，直接证据的缺乏是当前的主要局限。 
未来，推动该联合模型临床应用的关键在于：一、建立并推广从样本处理到数据分析的全流程标准

化体系；二，通过设计严谨的前瞻性队列研究，逐级验证其诊断效能与临床效用；三，推动检测技术的

便捷化与智能化发展，降低成本。在此过程中，上述未来研究设计框架可为研究者提供明确路径，加速

从假设到证据的转化。最终，通过此类高效精准的多标志物联合策略，结合影像组学、基因组学等多维

度信息，有望构建更完善的 HCC 早期预警与诊断体系。 
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