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抗 的耐药机制之一。然而 ROS如何激活 EGFR 

仍需要进一步的研究。 
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[摘要] 目的 研究 microRNA一378a一3p(miRNA-378)与 FOXO1基因在肝癌中的表达情况及两者表达的 

相关性。方法 提取8例肝癌患者癌组织及其相对应癌旁组织标本的总 RNA，采用实时荧光定量PCR分别 

检测 miR一378和FOXO1基因的相对表达量，通过独立样本 t检验比较癌及癌旁组织中miR-378、FOXO1基因 

表达的差异，并通过双变量相关分析探索癌组织 中两者之问的相关关系。结果 肝癌组织中 miR一378和 

FOXOI基因的表达量均明显低于癌旁组织中的表达(P=0．0106和P=0．000623)，两者相对表达量在肝癌组 

织中呈正相关关系(r=0．541，P=0．031)。结论 肝癌组织中 miR一378与 FOXOI基因的表达较癌旁组织明 

显降低，miR一378与 FOXOI基因的异常表达及其相互作用网络在肝癌发生发展中可能具有重要的意义。 

[关键词] 肝癌； miR-378； FOXO1 
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The study on the correlation between microRNA-378 and FOXO1 gene expressions in the patients with hepa- 

tocellular carcinoma QIN Bin，LIU Shun，Q1U Xiao—qiang，et a1．Department of Epidemiology，Public Health Col— 

lege of Guangxi Medical University，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To study the expressions of miR-378 and FOXOI in hepatocellular carcinoma(HCC) 

and the correlation of the expressions between miR一378 and FOXOI genes．Methods Matched normal and cancerous 

tissues from 8 patients with HCC were examined for miR-378 and FOXOI expressions using real—time quantitative 

PCR．Independent—Samples T test was used to test the significance of the means of the expressions of miR一378 and 

FOXO1 between normal and cancerous tissues．The correlation of the expressions between miR一378 and FOXO1 in 

cancerous tissues was detected by bivariate correlation analysis．Results The expressions of miR一378 and FOXO1 in 

HCC cancerous tissues were both significantly lower than those in adjacent tissues(P=0．0106 and P=0．000623)． 

The expression of miR一378 was positively correlated with that of FOXOI(r=0．541，P=0．03 1)in cancerous tis— 

sues．Conclusion The expressions of miR一378 and FOXO1 in HCC tissues are significantly lower than those of the 

adjacent tissues．The abnormal expressions of miR一378 and FOXO1 and their interaction network may play a vital role 

in HCC development． 
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MicroRNA(miRNA)是一类长度约为 22nt的小 

分子非编码 RNA，由具有发夹结构的约 70～90个 

碱基大小的单链 RNA前体(pre—miRNA)加工形成。 

miRNA能够与靶 mRNA的3 末端非翻译区(3 UTR) 

部分(靶序列)互补结合，使 mRNA降解或介导其翻 

译抑制，来调节基因的表达，在各种生命活动过程中 

发挥着重要作用 J。miRNA涉及了细胞的发育、分 

化、增殖、凋亡等多种生物学功能，参与多种疾病的 

发病机制 J，在肿瘤的发生发展过程中被认为担 

当了癌基因或抑癌基因的作用。研究表明 miR一378 

与结直肠癌 I、胃癌 、鼻咽癌 和口腔癌 发 

生及肿瘤的生长相关，可发挥抑癌基因的功能，但在 

肝癌中的作用仍未明确。通过生物信息学软件预测 

发现，FOXO1为 miR-378的一个靶基因，而该基因 

是 PI3K／AKT信号通路中一个重要的下游分子，与 

肿瘤发生密切相关 。̈J。本研究通过检测 miR一378 

和 FOXOI在肝癌中的表达情况，初步探讨两者表达 

及相互作用与肝癌发生的关系，旨在为肝癌诊治提 

供科学的依据。 

1 材料与方法 

1．1 标本收集 收集2015-07～2015-09广西医科 

大学第一附属医院肝胆外科手术患者共 8例标本包 

括肝癌组织和配对癌旁组织共 16份，术前均未作放 

疗、化疗、免疫治疗等抗肿瘤治疗，均经病理诊断为 

原发性肝癌。所有标本手术切除后，分装置入液氮 

中保存备用。 

1．2 总RNA抽提 分别取肝癌和癌旁标本各1130 nag， 

研磨成组织浆，按 Trizol总 RNA提取试剂说明书步 

骤操作，采用TriZol试剂(Invitrogen life technologies) 
一

步法提取总 RNA，使用 NanoDrop@ ND一1000测 

定 RNA浓度和纯度，用变性琼脂糖凝胶电泳来检测 

RNA的质量。 

1．3 miR一378和 FOXOI表达量检测 分别以 u6 

和管家基因 GAPDH为 miR一378和 FOXOI内参，采 

用实时荧光定量 PCR(q-PCR)方法检测其表达。茎 

环引物及 q-PCR引物均购 自英骏生物技术有限公 

司，引物见表 1。测定过程与条件如下：(1)逆转录 

反应。以茎环法逆转录反应构建miR一378的cDNA， 

而 FOXOI的cDNA构建与常规方法相同。茎环法逆 

转录反应以6O0 ng／Ixl的总RNA 2 l，dNTP(2．5 mM 

each)2 txl，10X RT Buffer 2 Ixl，RT特异引物(1 uM) 

0．3 Ixl，MMLV反转录酶(200 U／p3)0．2 l，RNA酶 

抑制剂(40 U／~z1)0．3 l，无 RNA酶水 1 1．2 Ixl构建 

20 l体系，混匀后将上述体系在 PCR扩增仪进行 

RT反应，反应条件为16℃ 30 min，42 oC 40 min，85 oC 

5 min，反应结束后，将其放在冰上待用或 一20℃保 

存待用。(2)q-PCR检测。采用 10 l体系，cDNA 

2 l，2 x Master Mix 5 Ixl，10 uM的 PCR特异引物 F 

0．5 l，10 uM的PCR特异引物R 0．5 l，加水至总 

体积为 10 Ixl；反应条件为 95℃10 min，40个 PCR 

循环[95℃，10 s；60℃，60 s(收集荧光)]。为了建 

立PCR产物的熔解曲线，扩增反应结束后，按95℃， 

10 s；60 qC，60 s；95 oC，15 s方法从60℃缓慢加热到 

99℃(仪器自动进行一Ramp Rate为0．05~C／s)。每 

个样本每个指标的检测均设 3个副孔，结果以平均 

值计算。 
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表 1 miRNA一378a和FOXO1基因表达 RT—PCR检测 

相关引物序列 

注：GSP是对应 miRNA的特异引物 

1．4 统计学方法 FOXO1以与内存比值进行相对 

表达量计算，即使用管家基因 GAPDH作为内参，以 

样品待测基因的表达值除以此样品内参的值，最终得 

到的比值为样品的待测基因相对含量。miR一378采用 

2。九 ‘法进行相对表达量计算，△ACt=(ct m — 

Ctu )癌组织 一(Ct枷 一Ct 6)癌旁组织。应用 

SPSS13．0统计软件分析数据，计量资料以均数 ±标 

准差( 4-S)表示，组问比较采用 t检验，相关性分析 

采用Pearson相关分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 miR．378在肝癌及癌旁组织中的表达 肝癌 

组织中的miR一378相对表达量值为(0．32 4-0．302)， 

对应癌旁组织相对表达量为(0．73 4-0．248)(癌组／癌 

旁组 =0．44)，两者比较差异有统计学意义( 一2．947， 

P=0．0106)，miR一378在肝癌中呈低表达。见图1。 

肝癌组织 癌旁组织 

图1 miR一378在肝癌和癌旁组织中的表达关系图 
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2．2 FOXO1在肝癌及癌旁组织中的表达 肝癌组 

织中 FOXO1的相对表达量为(0．0119±0．0084)， 

而在相对应的癌旁组织的相对表达量为(0．0535± 

0．0255)(癌组／癌旁组 =0．222)，两者 比较差异有 

统计学意义(t=一4．385，P=0．000623)，FOXO1在 

肝癌组织中呈低表达。见图2。 
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肝癌组织 癌旁组织 

图2 FOXO1在肝癌和癌旁组织中的表达关系图 

2．3 miR一378表达和 FOXO1表达的相关关系 利 

用 miR一378表达和 FOXO1表达制作散点图，结果 

person相关检验显示，两者呈正相关(r=0．541，P= 

0．031)。见图 3。 
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miR．378的相对表达量 

图3 MiR一378与 FOXO1表达的相关关系图 

3 讨论 

3．1 本研究通过荧光定量PCR检测miR一378和FO— 

XO1在肝癌及其相对应癌旁组织中相对表达量，研 

究结果显示，miR-378与 FOXO1在肝癌组织中呈现 
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低表达状态，且两者呈正相关关系，提示两者相互作 

用网络可能在肝癌发生发展中发挥重要的作用。本 

研究发现 miR．378在各种癌症与细胞中的异常表达 

均有报道，与细胞的存活、迁移、侵袭、血管生成和肿 

瘤的生长有关。在结直肠癌细胞系和组织中，miR- 

378下调并靶向调节 BRAF抑制细胞增殖和诱导细 

胞凋亡，或直接调节 CDC40，抑制细胞生长和 G1／S 

细胞周期转化 。在 胃癌细胞系和组织中，miR- 

378下调并抑制CDK6和VEGF信号通路抑制肿瘤 

生长 j。在鼻咽癌中，miR．378能广泛抑制肿瘤组 

织中TOB2的表达 。本研究中，miR一378在肝癌 

中呈低表达，与 I_j等的研究结果一致  ̈。综合上述 

研究，提示miR．378可能是一个重要的肿瘤抑制因子。 

3．2 FOXO1基因定位于 13号染色体 13q14．1，编 

码 655个氨基酸，广泛表达于成人的脂肪组织和肝 

脏组织中 12]。越来越多研究表明，FOXO1在肿瘤 

发生发展中充当重要的抑制因子作用。FOXO1是 

PI3K／AKT信号通路中一个重要的下游分子，而该 

信号通路被认为是肿瘤发生密切相关的最重要通路 

之一 ⋯̈。FOXO1上调可拮抗 PI3K／AKT的活性，在 

多种肿瘤如间皮瘤 、尤文肉瘤  ̈、胃癌 15]、口腔 

癌  ̈、乳腺癌 J、前列腺癌  ̈细胞中扮演着肿瘤抑 

制因子的角色，其抗肿瘤机制可能是通过调控细胞 

周期、细胞凋亡相关调控因子的表达来实现。最近 

的研究发现，多种 miRNA可通过靶向调节 FOXO1， 

在肿瘤的发生发展中发挥重要作用。Li等发现miR． 

107通过靶向作用于 FOXO1，促进胃癌细胞增殖  ̈； 

Hou等研究发现 miR一196a通过靶向调节 FOXO1促进 

宫颈癌细胞的增殖 ；miR．96可通过靶向调节 FOXO1 

在前列腺癌和膀胱癌细胞中发挥抗凋亡作用 。 

3．3 本研究发现 miR一378和 FOXO1在肝癌组织中 

的表达呈正相关关系，提示 FOXO1可能不是 miR． 

378的靶基因。因此，我们推测 miR一378和 FOXO1 

发生关联的可能机制有以下两种：一是 miR-378通 

过调节 FOXO1相关通路上游某个基因的表达而与 

其发生间接关系；二是 FOXO1作为转录因子，可能 

直接调节 miR一378的转录活性。第二种可能机制已 

经在与FOXO1来自相同家族的FoxD3的研究中得 

到证实。Liu等 研究发现，FoxD3可以直接结合 

miR 137启动子区从而激活miR．137的转录活性， 

抑制肝癌的生长与转移。而FOXO1与miR-378相 

互作用机制如何，有待进一步的研究。 
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[摘要] 目的 探讨精子形态与精子动力学参数之间的关系。方法 149例精液标本，采用西班牙SCA 

计算机辅助精子分析系统(CASA)分析精子动力学参数，同时用 Diff-Quik快速染色方法对精子进行形态染 

色，按《WHO人类精液检查与处理实验室手册》(第 5版)标准进行精液常规和精子形态分析。精子形态正常 

组 75例，异常组 74例。结果 精子形态正常组的曲线速率(VCL)、直线速率(VSL)、平均路径速率(VAP)、 

精子头侧摆幅度(ALH)和鞭打频率(BCF)均显著高于精子形态异常组(P<0．O1)，而两组之间直线性(LIN)、 

摆动性(WOB)、前向性(STR)差异无统计学意义(P>0．05)。形态正常精子百分率与 VCL、VSL、VAP、ALH、 

BCF存在显著正相关性(P<0．01)；单纯头部畸形精子百分率与 VCL、VSL、VAP、LIN、STR、ALH、BCF存在显 

著正相关性(P<0．01)；混合畸形精子百分率与VCL、VSL、VAP、LIN、STR、ALH、BCF存在显著负相关性(P< 

0．01)。结论 精子形态与精子运动速率学参数之间存在一定的相关性，精子形态异常影响精子的运动速 

率、空间位移程度和运动方式。单纯的精子头部畸形不是影响精子运动速率和空间位移程度的决定性因素。 

混合畸形可能是影响精子运动能力的主要原因之一。 
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[Abstract] Objective To investigate the relationships between sperm morphology and sperm motility param— 

eters．Methods One hundred and forty-nine semen samples were tested．Sperm motility parameters were analyzed by 

computer—aided sperm analysis(CASA)，and the sperm morphology was observed by Diff-Quik rapid staining．Sperm 

morphology and motility were classified based on the“WHO laboratory manual for the examination and processing of 

human semen”(Fifth Edition)．Some of the samples were morphologically normal(normal group，n=75)and the 

others were morphologically abnormal(abnormal group，n=74)．Results VCL，VSL，VAP，ALH and BCF were 

significantly higher in the morphologically normal group than those in the abnormal group(P<0．叭)，but there were 

no significant differences in LIN，WOB and STR between the two groups(P>0．05)．There were significantly posi- 


