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摘要：目的  探讨 Wilson 病（WD）患者长链非编码 RNA 母系表达基因 3（LncRNA Meg3）基因表达水平与肝纤维化程度、

Beclin-1、微管结合蛋白 1 轻链 3B（LC3B）的相关性。方法  选取安徽中医药大学第一附属医院就诊的 WD 患者（WD 组）100 

例和健康对照者（对照组）50 例，检测血小板计数（PLT）、透明质酸（HA）、层黏连蛋白（LN）、Ⅲ 型前胶原 N 端肽（PⅢNP）、Ⅳ 型

胶原（C-Ⅳ）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（AST），计算肝纤维化血清无创伤诊断模型 AST 和 PLT 比率指

数（APRI）评分以及肝纤维化-4指数（FIB-4）；RT-qPCR 检测外周血 LncRNA Meg3、Beclin-1、LC3B 表达；二维剪切波弹性成像

（2D-SWE）检测肝脏硬度值（LSM）、剪切波速度（SWV），并依据LSM值进行2D-SWE肝纤维化分期。同时选取我院经肝活检

诊断为 WD （WD 组）和术后病理诊断为肝血管瘤患者（HC组）各 10例，术中取新鲜肝脏组织，采用苏木精-伊红（HE）、马松

（Masson）和铜染色（罗丹宁法）观察肝组织病理学改变并进行肝纤维化分期；透射电镜观察肝组织超微结果；RT-qPCR 检测肝

组织 LncRNA Meg3、Beclin-1、LC3B 表达。结果  与对照组相比，WD组外周血LncRNA Meg3表达水平显著下降（P<0.01），

AST、ALT、HA、LN、PⅢNP、C-Ⅳ、APRI、FIB-4、LSM、SWV 水平升高（P<0.01）；LncRNA Meg3 与 LSM、SWV、APRI、FIB-4、

Beclin-1、LC3B 呈负相关（P<0.05）；ROC曲线结果显示LncRNA Meg3对2D-SWE肝纤维化>F4期的诊断敏感度为92.9%，特异

度为 83.7%，AUC为 0.902（95% CI：0.835~0.969），诊断效能显著优于APRI（AUC=0.746）和FIB-4（AUC=0.661）。2D-SWE肝

纤维化分期与 LncRNA Meg3、Beclin-1、LC3B、APRI、FIB-4、HA、LN、C-Ⅳ表达水平差异有统计学意义（P<0.05）；WD组肝细胞

核固缩、溶解，细胞轮廓消失坏死，胶原纤维显著增生，肝细胞胞质内大量砖红色铜颗粒沉积，以变性肝细胞为甚；电镜下自

噬小体和自噬溶酶体数量增多。与HC组相比，WD组肝组织LncRNA Meg3表达水平低（P<0.05），Beclin-1、LC3B表达水平

高（P<0.05），LncRNA Meg3表达水平与Beclin-1、LC3B表达水平呈负相关（P<0.05）。肝纤维化分期（S4期7例，S3期3 例）与

LSM、SWV水平差异均有统计学意义（P<0.05）。结论  WD患者LncRNA Meg3表达水平显著下降，且与肝纤维化程度呈负相

关，与自噬水平密切相关。
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Abstract: Objective  To investigate the expression of the long non-coding RNA maternally expressed gene 3 (LncRNA Meg3) 
in patients with the Wilson disease (WD) and its correlation with the severity of liver fibrosis and autophagy-related markers. 
Methods  A total of 100 WD patients and 50 healthy individuals were enrolled from the First Affiliated Hospital of Anhui 
University of Chinese Medicine. Serum biomarkers, including platelet count, hyaluronic acid (HA), laminin (LN), type III 
procollagen N-terminal peptide (PIIINP), type IV collagen (C‑IV), alanine aminotransferase (ALT), and aspartate 
aminotransferase (AST), were measured, and the non-invasive indices APRI and FIB-4 were calculated. Peripheral blood levels 
of LncRNA Meg3, Beclin-1 and LC3B were detected using RT-qPCR, and liver stiffness (LSM) and shear wave velocity (SWV) 
were evaluated using two-dimensional shear wave elastography (2D-SWE). The liver tissues from 10 WD patients and 10 

patients with hepatic hemangioma were examined using 
histochemical staining, transmission electron microscopy, 
and RT-qPCR. Results  The expression level of LncRNA 
Meg3 was significantly lower, while the levels of AST, 
ALT, HA, LN, PIIINP, C‑IV, APRI, FIB-4, LSM and SWV 
were significantly higher in WD patients than in the 
healthy individuals (all P<0.01). LncRNA Meg3 was 
negatively correlated with LSM, SWV, APRI, FIB-4, Beclin-
1 and LC3B (P<0.05). ROC analysis demonstrated that 
LncRNA Meg3 effectively discriminated >F4 stage fibrosis 
(AUC=0.902) with a sensitivity of 92.9% and a specificity 
of 83.7% at the optimal cut-off value, outperforming APRI 
(AUC=0.746) and FIB-4 (AUC=0.661). The liver tissues 
from WD patients exhibited characteristic 
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histopathological changes and lowered  expression of LncRNA Meg3, which was negatively correlated with Beclin-1 and LC3B 
expressions (P<0.05). Liver fibrosis staging (7 S4 cases and 3 S3 cases) was significantly associated with LSM and SWV levels   
(P<0.05). Conclusion  The expression level of LncRNA Meg3 is significantly decreased in WD patients, which is negatively 
correlated with the severity of liver fibrosis and closely related to the level of autophagy.
Keywords: Wilson disease; LncRNA Meg3; liver fibrosis; autophagy

肝豆状核变性又称威尔逊病（WD），是一种由 

ATP7B 基因突变引起的遗传性铜代谢障碍性疾病［1］，该

基因突变造成胆道排铜障碍，过量铜蓄积于组织脏器

中，出现肝脏、神经、精神、肾脏损害，以及骨关节病、角

膜色素环（K-F环）等表现［2， 3］。铜具有重金属毒性作用，

过度铜沉积可激活静态的肝星状细胞（HSC）活化合成

大量细胞外基质（ECM），最终对机体造成一列损伤引

起肝纤维化［4］。肝纤维化是 WD 发展过程中的早期病

理变化，是向肝硬化发展的关键步骤和影响预后的重要

环节［5， 6］。肝纤维化是 WD 患者主要肝脏病理改变，是

发展为肝硬化的中间阶段，35%~45% 的患者在诊断 

WD 时已存在肝硬化［3］，而肝硬化导致的并发症是WD 

患者死亡的主要原因。肝纤维化具有可逆性，因此寻找

具有高敏感度、高特异度的非侵入性生物标志物，在肝

纤维化早期进行预测和诊断以阻止或延缓 WD 肝脏损

伤的进程显得尤为重要。

长链非编码 RNA（LncRNA）在肝纤维化发病机制

中具有重要作用［7］，其中，母系表达基因 3（Meg3）备受

关注。研究显示，LncRNA Meg3 在慢性乙型肝炎肝纤

维化患者中的表达水平显著降低，且与纤维化严重程度

呈负相关［8， 9］。然而，现有的研究多聚焦于病毒性肝病，

且多基于动物模型，缺乏铜代谢异常相关的 WD 肝纤

维化机制的临床研究。本团队前期通过 RNA 测序发

现 LncRNA Meg3 可能参与 WD 肝损伤的发病机制和

发展［10］，但其在 WD 患者中的水平及与肝纤维程度的相

关性尚未可知。因此，本研究通过对比 WD 患者与健

康组外周血及肝组织 LncRNA Meg 3 表达水平，并分

析其与肝纤维化指标之间的相关性，明确 WD 患者 

LncRNA Meg 3 表达水平与肝纤维化程度的关联，探究 

LncRNA Meg3 作为无创诊断标志物的潜在价值。

1  资料和方法

1.1  患者一般资料

收集安徽中医药大学第一附属医院2023年 9月~

2024年12月脑病中心收治的WD患者（WD组）100 例，

体检中心健康对照者（对照组）50例的外周血，用于肝纤

维化相关指标及RT-qPCR检测。同时对WD组和对照

组进行二维剪切波弹性成像（2D-SWE）评估，两组性

别、年龄、体质量指数（BMI）差异无统计学意义（P>

0.05，表1）。另收集我院2023年1月~2024年12月经肝

活检诊断为 WD患者10例（WD组），经手术后病理诊断

为肝脏血管瘤患者（HC 组）10 例的正常新鲜肝脏组织。

一部分用福尔马林固定，石蜡包埋，用于切片染色、透射

电镜观察。另一部分分装在无菌组织冻存管，液氮保

存，用于RT-qPCR检测。肝组织WD组和HC组性别、

年龄差异无统计学意义（P>0.05）。本研究已获安徽中

医药大学第一附属医院医学伦理委员会审批（伦理批

号：2023AH-42），所有患者均签署知情同意书。研究流

程见图1。

图1　研究流程图
Fig.1　Flow chart of the study.
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1.2  诊断标准

依据《肝豆状核变性诊疗指南（2022年版）》［3］中推

荐的莱比锡评分系统［11］，莱比锡评分总分≥4分即可诊断

为 WD。

1.3  纳入及排除标准

纳入标准：符合WD诊断标准；年龄18~55岁；自愿

配合完成研究并签署知情同意书。排除标准：存在其他

肝病（病毒性肝炎、酒精性肝病、胆汁淤积性肝病、免疫

性肝病等）；具有神经系统症状；入院前口服保肝降酶药

或排铜药物者；妊娠期或哺乳期妇女；肝脏二维剪切

波弹性成像（2D-SWE）评估失败；注册期间临床数据不

完整。

1.4  肝纤维化相关指标检测

研究对象入组后于次日早晨空腹，使用 EDTA 抗

凝剂试管抽取静脉血 2 mL，采用全自动模块式血液体

液分析仪（上海希森美康医用电子有限公司，XN-20 

［A1］）检测血小板计数（PLT）；使用促凝剂/分离胶试管

抽取静脉血 5 mL，4000 r/min，离心 5 min 分离血清，采

用全自动化学发光分析仪（郑州安图生物工程股份有限

公司，Autotumo Plus）检测透明质酸（HA）、层黏连蛋白

（LN）、Ⅲ型前胶原 N 端肽（PⅢNP）、Ⅳ型胶原（C-Ⅳ）；

采用Beckman Coulter 全自动生化分析仪（苏州贝克曼

库尔特实验系统有限公司，AU5800）检测丙氨酸氨基转

移酶（ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（AST）。计算肝纤维

化血清无创伤诊断模型：AST和PLT比率指数（APRI）评

分，APRI=（AST/正常值上限）×100/PLT（109/L）［12］；肝纤

维化-4指数（FIB-4），FIB-4=（年龄×AST）÷（PLT×丙氨

酸氨基转移酶的平方根）［13］。

1.5  2D-SWE检测肝脏硬度值（LSM）、剪切波速度（SWV）

采用彩色多普勒超声诊断仪（深圳迈瑞生物医疗电

子股份有限公司），SC6-1U探头，使用 2D-SWE模式。

检查前至少空腹8 h，研究对象取仰卧位，右上肢抬高至

头部以增宽肋间隙，于肝右叶包膜下 1~2 cm处选取肝

实质区域，避开肝内粗大血管、胆道等结构。2D-SWE

采样框尺寸设定为4.0 cm×3.0 cm，嘱研究对象屏住呼

吸3~5 s进行成像，待弹性图像均匀稳定后冻结图像，并

选取直径约 2 cm 的感兴趣区域，测量结果包括LSM、

SWV，单位分别为kPa和m/s。连续测量5次，四分位数

范围/中位数≤30%说明数据可靠，此时取中间数作为最

终LSM。2D-SWE肝脏纤维化分期临界值参考标准［14］：

F2：8.35 kPa，F4：10.34 kPa。

1.6  RT-qPCR检测外周血及肝组织LncRNA Meg3、自

噬相关蛋白 1（Beclin-1）、微管结合蛋白 1 轻链 3B

（LC3B）基因表达水平

1.6.1  外周血单个核细胞提取   取新鲜血液，1000 r/min 

离心 5 min，保存上层血浆。向下层红细胞加等体积 

PBS缓冲液混匀，将其缓慢注入含3 mL外周血人淋巴

细胞分离液（信天翁生物科技有限公司）的离心管，静置

5 min后2600 r/min 离心20 min。吸取淋巴细胞层，加

PBS定容至8 mL，2000 r/min离心15 min。弃上清，加红

细胞裂解液，3000 r/min 离心10 min，再用 PBS 缓冲液

重复离心。

1.6.2  总 RNA 提取及浓度测定   使用（细胞/组织）RNA

快速提取试剂（信天翁生物科技有限公司，400-100），分

别提取外周血和肝组织中总 RNA，使用紫外线分光光

度计（BioSpectrometer basic）测量 RNA 浓度。

1.6.3  RNA 逆转录   使用 HyperScript Ⅲ RT SuperMix 

试剂盒（新贝生物科技有限公司），在 0.2 mL 平盖薄壁

管管中分别加入 2 μL remover、10 μL RNA、4 μL 

ddH2O，放入梯度 PCR 仪（ABI，Veriti96）上反应 42 ℃ 

2 min。结束后加入 4 μL SuperMix 继续在 PCR 仪上、

中37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s 进行逆转录。

1.6.4  RT-qPCR 检测   按 2×S6 Universal SYBR qPCR 

Mix 试剂盒（新贝生物科技有限公司，Q204-01）说明书，

进行RT-qPCR扩增。反应条件：94 ℃预变性 30 s，94 ℃ 

10 s；60℃ 30 s，共40个循环。使用仪器默认程序进行

溶解曲线测定。以β-actin作为内参，采用2 ΔΔct 法计算 

LncRNA Meg3、Beclin-1、LC3B 基因的相对表达水平。

使用引物均由新贝生物科技有限公司设计、合成，引

物序列如下：LncRNA Meg3 正向引物为：ATCATCC 

GTCCACCTCCTTGTCTTC，反向引物为：GTATGAG 

CATAGCAAAGGTCAGGGC；Beclin-1 正向引物为：

AAGGGTCTAAGACGTCCAACAA，反 向 引 物 为 ：

GCCTGGGCTGTGGTAAGTAATG；LC3B 正向引物

为：CCATCACAGTTGGCACAAACG，反向引物为：

GACTTTGGGTGTGGTTCTCTTAGG；β-actin 正向引

物为：CACCATTGGCAATGAGCGGTTC，反向引物

为：AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT。

1.7  苏木精-伊红（HE）染色、马松（Masson）染色、铜染色

（罗丹宁法）观察肝组织肝纤维化及铜沉积情况

取1 cm×1 cm×0.5 cm肝组织经固定、包埋后切取

厚度为5 μm的薄片，严格按照试剂盒说明书（珠海贝索

生物技术有限公司）进行HE、Masson和铜染色（罗丹宁

法）。肝纤维化程度由本院病理科统一判读，病理诊断

分级按Scheuer分期［15］方法进行，分为S0~S4期。

1.8  透射电镜观察肝组织超微结构

迅速切取体积约为1 mm³的肝组织依次经固定、脱

水、包埋、超薄切片、染色，透射电镜下观察自噬小体数

量及结构。

1.9  统计学分析

样本量计算通过 G*Power 3.1软件完成。外周血

样本：基于文献［8］及预实验结果（效应量d=0.6），设定双
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侧α（检验水准）为0.05，1-β（检验效能）为0.80，计算得出

WD组需71例，对照组35例。考虑到20%的脱落性和临

床可行性，最终纳入WD组100例，对照组50例。肝组织

样本：WD组与HC组各10例，LncRNA Meg3表达分别为

0.44±0.32 和 0.89±0.31，效应量 d=1.43，检验效能为

85.54%（α=0.05），高于常规阈值（80%），满足研究要求。

所有数据均采用 Graphpad Prism 10.3 软件进行统

计学分析及绘图，计量资料均采用中位数（四分位数间

距）描述，符合正态分布两组间比较采用 t 检验，多组间

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 Bonferroni 

法；非正态分布两组间比较采用Mann-Whitney U检验，

多组间采用 Kruskal-Wallis 检验。计数资料采用频数

（百分比）表示，组间比较采用卡方检验。采用 

Spearman 秩 相 关 系 数 或 Pearson 相 关 系 数 分 析 

LncRNA Meg3 与各指标之间的相关性。为控制性别、

年龄、BMI 等潜在混杂因素，建立多重线性回归模型评

估 LncRNA Meg3 与各指标之间的独立关联性。通过

受试者工作特征（ROC）曲线分析外周血 LncRNA 

Meg3 对 2D-SWE 肝纤维化分期>F4的诊断效能，并计

算曲线下面积（AUC）、敏感度、特异度及最佳截断值。

P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  WD 组与对照组观察指标分析

与对照组相比，WD组ALT、AST、APRI、FIB-4、HA、

LN、PⅢNP、C-Ⅳ、LSM、SWV水平明显升高（P<0.05），

外周血LncRNA Meg3表达水平显著下降（P<0.01），而

Beclin-1、LC3B水平差异无统计学意义（P>0.05，表1）。

2.2  WD 患者外周血LncRNA Meg3表达水平与肝纤维

化指标、Beclin-1、LC3B 的相关性分析

Spearman 相关性分析结果显示，外周血 LncRNA 

Meg3与LSM、SWV、APRI、FIB-4、HA、C-Ⅳ、Beclin-1、

LC3B 均呈负相关（P<0.05），与 LN、PⅢNP 无相关性

（P>0.05，图2）。在调整了性别、年龄、BMI等混杂因素

后，外周血 LncRNA Meg3 水平的降低仍然与 LSM、

SWV、APRI、FIB-4、Beclin-1、LC3B水平的升高显著相

关（P<0.05，表2）。

2.3  WD 患者外周血 LncRNA Meg3 的诊断价值分析

ROC 曲线分析结果显示，外周血 LncRNA Meg3 

对2D-SWE肝纤维化分期>F4的敏感度为92.9%，特异

度为 83.7%，AUC 为 0.902，95% CI 为 0.835~0.969，其

临界值为 0.415。在诊断 2D-SWE 肝纤维化分期>F4 

时，LncRNA Meg3（AUC=0.902）的效能显著优于 APRI

（AUC=0.746）和 FIB-4（AUC=0.661）（图3）。

表1　WD组与对照组基线资料和观察指标分析
Tab.1　　Baseline data and observation indexes in WD and control groups

Variable

Male [n (%)]

Age (year)

BMI (kg/m2)

ALT (U/L)

AST (U/L)

APRI

FIB-4

HA (ng/mL)

LN (ng/mL)

PⅢNP (ng/mL)

C-Ⅳ (ng/mL)

LSM (kPa)

SWV (m/s)

LncRNA Meg3

Beclin-1

LC3B

WD group (n=100)

61 (61.00)

26.00 (22.00, 35.00)

21.62 (20.21, 22.69)

30.00 (20.45, 54.20)

30.40 (22.15, 42.15)

0.53 (0.33, 0.78)

0.98 (0.56, 1.44)

108.07 (66.65, 175.39)

112.12 (84.56, 160.35)

16.20 (10.01, 26.36)

72.31 (53.44, 100.65)

10.17 (7.93, 13.82)

1.85 (1.62, 2.11)

0.59 (0.11, 1.42)

1.18 (0.72, 1.61)

1.35 (0.54, 2.02)

Control group (n=50)

29 (58.00)

25.00 (23.00, 31.00)

21.05 (20.28, 22.64)

16.70 (14.40, 22.40)

19.00 (16.40, 22.60)

0.32 (0.28, 0.39)

0.52 (0.39, 0.58)

67.47 (54.74, 83.28)

80.77 (76.59, 90.46)

9.62 (7.90, 10.33)

48.70 (38.52, 59.83)

5.20 (3.81, 5.77)

1.26 (1.09, 1.32)

1.20 (0.56, 1.84)

1.11 (0.95, 1.30)

1.17 (0.85, 1.45)

χ2/z/t

0.125

-0.647

-0.451

-5.132

-6.127

-5.482

-5.753

-5.116

-4.956

-5.759

-5.512

-9.217

-9.603

3.700

-0.339

-0.797

P

0.724

0.518

0.652

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.735

0.425

Data are presented as Median (IQR). BMI: Body mass index; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate 

aminotransferase; APRI: Aspartate aminotransferase-to-platelet ratio index; FIB-4: Fibrosis-4; HA: Hyaluronic acid; LN: 

Laminin; P Ⅲ NP: Aminoterminal propeptide of type III procollagen; C- Ⅳ : Type IV collagen; LSM: Liver stiffness 

measurement; SWV: Shear wave velocity; LncRNA Meg3: Long non-coding maternally expressed gene 3; LC3B: 

Microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta; LC3B.
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2.4  WD患者 2D-SWE肝纤维化分期与外周血观察指

标分析

依据2D-SWE 结果对100例WD患者进行肝纤维

化分期，<F2（30例、30.00%），F2-F4（21例、21.00%），

>F4（49例、49.00%）。2D-SWE肝纤维化分期与 APRI、

FIB-4、HA、LN、C-Ⅳ、LncRNA Meg3、Beclin-1、LC3B 

水平差异有统计学意义（P<0.05），与PⅢNP水平差异

无统计学意义（P>0.05，图4）。

2.5  WD组与HC组HE 染色、Masson染色、铜染色对比

与HC组相比，WD组HE染色结果显示，肝细胞胞

质内可见大小不等的脂滴空泡，肝细胞核固缩、溶解，细

胞轮廓消失坏死。同时可见门管区和肝小叶内形成较

为明显的假小叶（图5A）；WD组Masson染色结果显示，

肝小叶结构异常，门管区大量胶原沉积，胶原纤维显著

增生并向外延展，纤维分割形成假小叶（图5B）；WD组

铜染色结果显示，肝细胞胞质内出现大量砖红色铜颗粒

沉积，以变性肝细胞为甚，小叶周围其他区域亦可见铜

颗粒沉积（图5C）。

2.6  WD组与HC组透射电镜结果对比

与 HC 组相比，WD 组自噬小体和自噬溶酶体数量

明显增加（图6）。

2.7  WD 组与 HC 组肝组织 LncRNA Meg3、Beclin-1、

LC3B 表达水平对比

与 HC组相比，WD组肝组织 LncRNA Meg3 表达

水平低（P<0.05），Beclin-1、LC3B 表达水平高（P<0.05，

图7）。

A DCB E

HGF I J

图2　WD 患者外周血 LncRNA Meg3 与肝纤维化指标、Beclin-1、LC3B 的相关性分析散点图
Fig.2　Scatter plot diagram showing the correlation of LncRNA Meg3 in peripheral blood of WD patients with liver fibrosis indexes 
and Beclin-1 and LC3B. LncRNA Meg3 in peripheral blood was negatively correlated with HA (A), LN (B), PⅢNP (C), C-Ⅳ (D), 
APRI (E), FIB-4 (F), LSM (G), SWV (H), Beclin-1 (I) and LC3B (J).

表2　WD 患者外周血 LncRNA Meg3 与连续变量的多重线
性回归分析
Tab.2　　Multiple linear regression analysis of peripheral blood 
LncRNA Meg3 and the continuous variables in WD patients

Variable

HA

LN

PⅢNP

C-Ⅳ

APRI

FIB-4

LSM

SWV

Beclin-1

LC3B

β

-0.140

-0.072

-0.032

-0.125

-0.231

-0.276

-0.569

0.572

-0.402

-0.278

t

-1.376

-0.710

-0.308

-1.240

-2.340

-2.566

-6.441

-6.500

-4.321

-2.821

P

0.172

0.480

0.758

0.218

0.021

0.012

<0.001

<0.001

<0.001

0.006

LncRNA Meg3

FIB-4

APRI
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图 3　WD 患者外周血 LncRNA Meg3、FIB-4、APRI 
的 ROC曲线
Fig. 3　ROC curves for peripheral blood LncRNA Meg3, 
FIB-4, and APRI in WD patients. The AUC for LncRNA 
Meg3 was 0.902 (95% CI: 0.835-0.969), significantly higher 
than that of FIB-4 (AUC=0.661) and APRI (AUC=0.746).
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2.8  WD 组肝组织 LncRNA Meg3 与 Beclin-1、LC3B 

的相关性分析

Pearson 相关性分析显示，WD组肝组织 LncRNA 

Meg3表达水平与Beclin-1、LC3B 表达水平呈负相关

（P<0.05，图8）。

2.9  WD 组肝组织肝纤维化分期与 LSM、SWV 水平

分析

10例WD患者肝纤维化分期S4期7例，S3期3例，

肝纤维化分期与LSM、SWV水平差异均有统计学意义

（P<0.05，图9）。

3  讨论

肝纤维化是 WD 发展过程中的早期病理变化，是

向肝硬化发展的关键步骤和影响预后的重要环节［5， 6］。

LncRNA参与HSC活化［16-18］，在肝纤维化发病机制中具

有重要作用［7］，其中LncRNA Meg3可能参与WD肝纤

维化［10］。

LncRNA Meg3 是一种主要受表观遗传学调节的

肿瘤抑制基因，它位于人类染色体14q32.2上，并在正常

组织中广泛表达［19］。Chen等［8］报道，在慢性乙型肝炎患

者中 LncRNA Meg3水平较低，且与肝纤维化程度呈负

相关，与赵红英等［9］报道一致，提示LncRNA Meg3可作

为肝纤维化诊断和分期的潜在生物标志物［9］。朱权等［20］

发现在人肝癌细胞（HepG2）中 LncRNA Meg3 表达显

著低于正常组织，且其低表达与肿瘤增殖、迁移能力增

强相关，过表达 LncRNA Meg3 可通过促进铁死亡增

强 HepG2 对顺铂化疗的敏感性，提示 LncRNA Meg3 

不仅是诊断标志物，还可能用于预测化疗效果。

LncRNA Meg3 在感染、肿瘤、代谢性疾病中均表现出

表达异常，提示其可能作为泛疾病标志物［21， 22］。本研究
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图4　WD 患者 2D-SWE 肝纤维化分期与观察指标分析箱式图
Fig.4　2D-SWE liver fibrosis stage and observation index analysis box plot of WD patients.Histograms are 
shown for HA (A), LN (B), PⅢ NP (C), C-Ⅳ (D), APRI (E), FIB-4 (F), LncRNA Meg3 (G), Beclin-1 (H) and 
LC3B (I) for different 2D-SWE liver fibrosis stages. *P<0.05, **P<0.01. 
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通过对比WD患者与健康对照者外周血LncRNA Meg3

表达水平，发现WD患者LncRNA Meg3表达水平明显

下降，并在肝组织样本中得到验证。通过相关性分析发

现，WD患者LncRNA Meg3表达水平与2D-SWE肝纤

维分期、肝纤维化血清无创伤诊断模型（APRI、FIB-4）

及Beclin-1、LC3B呈负相关，提示其可能通过调控自噬

过程参与WD肝纤维化的发生发展。既往研究表明，

LncRNA Meg3 可通过抑制 mTOR 信号通路或调控

miRNA表达影响自噬活性［18， 23， 24］。本课题组前期研究

发现：上调 LncRNA Meg3 的表达，可激活 PI3K/Akt/

mTOR信号通路抑制自噬改善铜负荷WD大鼠肝纤维

化［25， 26］。基于此，我们推测在WD中，LncRNA Meg3低

表达可能促进自噬，加重肝纤维化，具体分子机制需进

一步通过功能实验验证。本研究还发现外周血 
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图5　WD 组与 HC 组 HE 染色、Masson染色、铜染色对比
Fig.5　HE (A), Masson (B) and copper staining (C) of the liver tissues from WD 
and healthy control (HC) groups (scale bar=50 μm).
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图6　WD 组与HC组透射电镜对比
Fig.6　Transmission electron microscopy of the liver tissues in WD and HC groups (A: original magnification: ×10 000; B: ×25 000). 
Red arrows indicate the autophagosomes.
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LncRNA Meg3对WD患者2D-SWE肝纤维化分期>F4 

期的诊断价值高（AUC=0.902，敏感度 92.9%，特异度

83.7%）。为进一步评估其临床价值，我们将其与目前临

床常用的无创诊断指标APRI 和 FIB-4进行了直接对

比。ROC分析结果显示，LncRNA Meg3的诊断效能显

著优于APRI（AUC=0.746）和FIB-4（AUC=0.661）。以

上提示LncRNA Meg3对于WD重度肝纤维化患者诊

断价值高，其诊断效能优于传统血清学模型，有望成为

WD 肝纤维化诊断的一种新型、高效的无创标志物。

LncRNA Meg3 除了作为生物标志物，其表达水平与自

噬标志物（Beclin-1、LC3B）的显著负相关表明，Meg3 

可能直接参与了WD肝纤维化的病理过程。

肝纤维化程度评估对WD患者管理意义重大，虽肝

活检是诊断“金标准”，但其创伤性、有并发症、患者接受

度低及费用高，限制了普遍应用［6］。本研究通过对10例

经肝活检确诊为WD的患者进行肝纤维化分期（S4期7

例，S3期3例）探讨了肝纤维化分期与无创弹性成像参

数（LSM和SWV）的关系，发现LSM和SWV在晚期肝

纤维化（S3/S4期）中差异具有统计学意义。然而，受限

于样本量不足及分期覆盖不全的限制，在早期分期的应

用仍需进一步验证。肝脏弹性成像测量肝脏硬度是量

化慢性肝病肝纤维化的有效无创手段，其中2D-SWE作

为较新的弹性成像技术，优势明显，临床应用前景佳，在

评估肝纤维化上诊断性能良好［27-29］。在WD患者中的应

用也备受关注，多项研究表明［30-33］，2D-SWE可用于评估

肝硬化、能预测脾功能亢进、区分肝脏受累程度、与相关

指标存在相关性。本研究通过 2D-SWE检查发现，WD
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图 7　WD 组与 HC 组肝组织 LncRNA Meg3、Beclin-1、LC3B 表达水平分析箱式图
Fig.7　Box plots of the expression levels of LncRNA Meg3 (A), Beclin-1 (B) and LC3B (C) in the 
liver tissues in WD and HC groups. *P<0.05.
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图 8　WD 组肝组织 LncRNA Meg3 与 Beclin-1、LC3B 的相关性分析散点图
Fig. 8　Scatter plots for correlation analysis of LncRNA Meg3 with Beclin-1 (A) and 
LC3B (B) in the liver tissue of WD group.
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图9　WD 组肝组织肝纤维化分期与LSM、SWV水
平分析箱式图
Fig.9　Box plot of LSM (A) and SWV (B) levels in WD 
patients with different liver fibrosis stages. *P<0.05
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患者LSM和SWV水平高于健康对照组，约一半患者

2D-SWE肝纤维化分期>F4，显示WD患者肝纤维化程

度较重，凸显了在WD患者中开展肝纤维化诊断评估的

重要性。

自噬是维持机体内环境稳态的重要机制，在细胞处

于缺氧、感染、营养缺乏等不良应激时被激活，可降解受

损蛋白质与细胞器，来维持细胞内稳态的过程［34］。自噬

在WD这一遗传性铜代谢障碍疾病中同样发挥着双重

作用机制。Polishchuk 等［35］研究显示，WD 患者及 

ATP7B 缺乏的动物和肝组织中自噬被激活，能保护肝

细胞；Zhang等［36］在高浓度CuSO4 诱导的 ATP7B 基因敲

除神经干细胞WD模型中发现自噬水平增加致神经元

损伤加重；Pantoom［37］则发现铜诱导的ATP7B-/- 基因敲

除HepG2中自噬受损。Beclin-1作为自噬启动标志物，

能启动自噬体形成，维持细胞内环境稳态［38］。LC3B 是

自噬体膜重要组成部分，其表达水平可衡量自噬活性。

本研究对比 WD 患者与对照组外周血和肝组织中 

Beclin-1、LC3B基因水平，发现差异显著，且WD患者肝

组织内自噬小体及自噬溶酶体数量增多，进一步证实了

WD患者自噬水平的升高。同时，观察不同2D-SWE肝

纤维化分期下二者水平变化，提示WD患者自噬水平与

肝纤维化密切相关。这为理解WD肝纤维化发病机制

提供关键临床依据。

本研究还存在一些局限性：首先，肝组织样本量

较小，且肝纤维化分期集中于 S3~S4 期，缺乏 S0~S2

期的样本，可能导致亚组分析存在偏差。未来需扩

大样本量，尤其是纳入更多早期肝纤维化患者，以进

一步验证 LncRNA Meg3在WD肝纤维化不同阶段的

表达变化及诊断价值。其次，本研究仅在同一时间

点检测了外周血与肝组织中LncRNA Meg3的表达水

平，两者之间的一致性可能受到多种因素的潜在影

响，例如：外周血的取样时间以及RNA提取过程中的

稳定性差异等，这可能会对结果的精确解读带来一

定影响。未来研究需通过多时间点动态采样、规范

化的组织取样流程以及更稳定的检测技术来进一步

验证这种一致性。此外，本研究为横断面设计，缺乏

随访数据，因此无法动态观察 LncRNA Meg3表达水

平随时间的变化趋势，也无法阐明其变化与肝纤维

化进展之间的因果关系。后续需开展前瞻性纵向研

究，以明确LncRNA Meg3在WD肝纤维化动态进程中

的预测价值与临床意义。

综上，LncRNA Meg3在WD患者中低表达，其表达

水平与 WD 肝纤维化程度、自噬密切相关，提示 

LncRNA Meg3有望成为WD肝纤维化诊断和病情分期

评估的新型潜在生物标志物，为临床诊疗提供新思路和

潜在靶点。
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