
中国肿瘤生物治疗杂志  http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Mar. 2024, Vol. 31, No.3

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.03.004              
      

[基金项目]  国家自然科学基金（No. 81772180）；安徽省自然科学基金（No. KJ2016A722）

[作者简介]  马思源（1999—），男，硕士生，检验师，主要从事肿瘤标志物的研究。E-mail：823545914@qq.com

[通信作者]  浦春，E-mail：philipcpu@163. com

miR-3612靶向SEMA4C调控肝细胞癌细胞的恶性生物学行为

马思源 1,2，张博超 2，李贤锐 3，程新悦 1，浦春 1（1.皖南医学院  检验学院，安徽  芜湖  241000；2.皖南医学院第一

附属医院  检验科，安徽  芜湖  241001；3.皖南医学院  临床医学院，安徽  芜湖  241000）

[摘  要]  目的：探讨miR-3612靶向信号素（SEMA）4C对肝细胞癌细胞增殖与侵袭能力的影响。方法: 收集 2020年 5月至

2021年9月间在皖南医学院第一附属医院弋矶山医院手术切除的肝细胞肝癌的40对癌组织和相应癌旁组织，常规培养肝细胞癌

Hep3B和Huh7细胞，将其分为对照组、miR-3612 mimics-NC组、miR-3612 mimics组、miR-3612 inhibitor-NC组、miR-3612 inhibitor

组、si-NC组、si-SEMA4C组、mimics-NC+pcDNA-NC组、miR-3612 mimics+pcDNA-NC组和miR-3612 mimics+pcDNA-SEMA4C

组，用转染试剂将相应的核酸和质粒转染各组细胞。qPCR法检测miR-3612和 SEMA4C mRNA在肝细胞癌组织和Hep3B和

Huh7细胞中的表达，双荧光素酶报告基因实验和免疫共沉淀（RIP）实验验证miR-3612与SEMA4C的结合及调控关系，qPCR法

和WB法检测转染后各组Hep3B和Huh7细胞中miR-3612、SEMA4C mRNA和蛋白的表达，CCK-8法、细胞划痕实验和Transwell

小室实验分别检测各组Hep3B和Huh7细胞的增殖、迁移和侵袭能力。结果: miR-3612在肝细胞癌组织和Hep3B和Huh7细胞中

呈低表达（P<0.001），而 SEMA4C 则呈高表达（P<0.001），过表达 miR-3612 可抑制 Hep3B 和 Huh7 细胞的增殖、迁移、侵袭和

vimentin、SEMA4C蛋白的表达，促进E-cadherin蛋白的表达（P<0.05或P<0.01或P<0.001），敲低miR-3612则促进Hep3B和Huh7

细胞的增殖、迁移、侵袭和SEMA4C蛋白的表达（P<0.05或P<0.01或P<0.001）。双荧光素酶报告基因实验和RIP实验证实miR-

3612与SEMA4C可直接结合（P<0.001），miR-3612与SEMA4C的表达呈负相关也间接证明了这一点（P<0.001）。敲减SEMA4C

能明显抑制Hep3B、Huh7细胞的增殖、侵袭和迁移能力（P<0.05或P<0.01或P<0.001），过表达SEMA4C可逆转过表达miR-3612

对Hep3B和Huh7细胞增殖、迁移、侵袭和EMT的抑制作用（P<0.05或P<0.01或P<0.001）。结论: miR-3612通过调控SEMA4C

表达影响Hep3B和Huh7细胞的恶性生物学行为，miR-3612有望成为临床肝细胞癌治疗的潜在靶点。
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miR-3612 regulates the malignant biological behaviors of hepatocellular carcinoma 
cells via targeting SEMA4C
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[Abstract]  Objective: To investigate the effect of miR-3612 targeting semaphorin (SEMA)4C on the proliferation and invasion ability 

of hepatocellular carcinoma cells. Methods: Forty pairs of cancerous tissues and corresponding paracancerous tissues of hepatocellular 

carcinoma that surgically resected at Yijishan Hospital, the First Affiliated Hospital of Wannan Medical College between May 2020 and 

September 2021 were collected for this study. Hepatocellular carcinoma Hep3B and Huh7 cells were routinely cultured and divided into 

control group, miR-3612 mimics-NC group, miR-3612 mimics group, miR-3612 inhibitor-NC group, miR-3612 inhibitor group, si-NC 

group, si-SEMA4C group, mimics-NC+pcDNA-NC group, miR-3612 mimics+pcDNA-NC group, and miR-3612 mimics+pcDNA-

SEMA4C group. The corresponding nucleic acids and plasmids were transfected into each group of cells with transfection reagents. 

qPCR assay was used to detect the mRNA expression of miR-3612 and SEMA4C in hepatocellular carcinoma tissues and Hep3B and 

Huh7 cells. Dual-luciferase reporter gene assay and RNA immunoprecipitation assay (RIP) were used to validate the binding and 

regulatory relationship between miR-3612 and SEMA4C. qPCR and WB assays were used to detect the mRNA and protein expression 

of miR-3612 and SEMA4C in Hep3B and Huh7 cells after transfection in each group. The proliferation, migration and invasion abilities 

of Hep3B and Huh7 cells were detected by CCK-8 assay, cell scratch assay and Transwell assay, respectively. Results: miR-3612 was 
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lowly expressed in hepatocellular carcinoma tissues and Hep3B and Huh7 cells (P<0.001), whereas SEMA4C was highly expressed 

(P<0.001). Overexpression of miR-3612 suppressed proliferation, migration, invasion, and expression of vimentin and SEMA4C 

proteins in Hep3B and Huh7 cells, promoted E-cadherin protein expression (P<0.05 or P<0.01 or P<0.001), and knockdown of 

miR-3612 promoted proliferation, migration, invasion and SEMA4C protein expression in Hep3B and Huh7 cells (P<0.05 or P<0.01 or 

P<0.001). Dual luciferase reporter gene assay and RIP assay confirmed that miR-3612 bound directly to SEMA4C (P<0.001), as 

indirectly evidenced by the negative correlation between miR-3612 and SEMA4C expression (P<0.001). Knockdown of SEMA4C 

significantly inhibited the proliferation, invasion and migration of Hep3B and Huh7 cells (P<0.05 or P<0.01 or P<0.001), and 

overexpression of SEMA4C reversed the inhibitory effect of miR-3612 overexpression on proliferation, migration, invasion and 

epithelial-mesenchymal transition (EMT) of Hep3B and Huh7 cells (P<0.05 or P<0.01 or P< 0.001). Conclusion: miR-3612 affects the 

malignant biological behaviors of Hep3B and Huh7 cells by regulating SEMA4C expression, and it is expected to be a potential target 

for clinical hepatocellular carcinoma therapy.

[Key words]  hepatocellular carcinoma; Hep3B cell; Huh7 cell; miR-3612; SEMA4C; proliferation; invasion; migration; epithelial 

mesenchymal transition

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(3): 231-239. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.03.004]

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）占肝

癌病例的近 85%，是全球第三大恶性肿瘤[1-2]，在中国

其发病率特别高[3-4]。因为大多数HCC在晚期才被诊

断，只有少数患者能获得根治性治疗的机会，所以多

数HCC患者的预后较差[5-6]。miRNA是约 22 bp的非

编码RNA，能够调节mRNA的切割或抑制其翻译[7]，

每个miRNA可以靶向调节超过 200种mRNA[8]。多

项研究[9-11]表明，miRNA 表达在各种癌症中表达异

常，异常表达的miRNA可调控各种相关分子的表达，

进而影响癌细胞的恶性生物学行为。一些肿瘤组织

中miRNA呈低表达，表明miRNA可能充当肿瘤抑制

因子[12-14]。研究[15-17]发现，miR-3612在鼻咽癌、乳腺癌、

视网膜母细胞瘤等组织中呈低表达，可抑制肿瘤细胞的

发生发展。信号素（semaphorin，SEMA）最初作为轴突

引导因子被发现，现已被证明参与多种细胞过程和疾

病发生发展，而且与癌症患者的不良预后有关[18-19]。

SEMA 4C是IV类SEMA成员，近年来，SEMA4C在癌

症中的作用也越来越受到人们的重视[20]。研究发现，

SEMA4C 能促进乳腺癌[21]、胰腺癌[22]、结肠癌[23]等癌

症细胞的生长发展，却鲜见其在肝癌中的报道。上

皮间质转化（EMT）是上皮细胞向间质细胞转化的现

象，参与许多种生理、病理过程，促进肿瘤的发生发

展和肿瘤细胞的侵袭与转移[24-25]。研究发现 ，

SEMA4C 在结直肠癌[26]、非小细胞肺癌[27]、骨肉瘤[28]

中起到促进EMT进程从而调控癌细胞的恶性生物学

行为的作用。本研究探讨 miR-3612 是否通过靶向

SEMA4C调控肝细胞癌细胞的恶性生物学行为，为

肝细胞癌的临床治疗提供潜在的靶点。

1  材料与方法

1.1  细胞、试剂与组织标本

人肝细胞癌细胞Hep3B和Huh7购自中国科学院

典型培养物保藏委员会细胞库，人正常肝细胞THLE-2

购自万物生物公司。胎牛血清（FBS）购自Gibco公司，

DMEM高糖培养基购自赛默飞世尔科技（中国）有限公

司，Matrigel基质凝胶购自上海Biozellen公司，miR-3612

引物、SEMA4C引物、GAPDH引物、U6引物、miR-3612 

mimics、miR-3612 inhibitor、si-SEMA4C均购自通用生

物（滁州）股份有限公司，pcDNA-SEMA4C、相应的阴性

对照及转染试剂 riboFECTTM CP均购自广州锐博生物

技术有限公司，miRNA逆转录（miRcute Plus miRNA 

First-Strand cDNA Kit）、mRNA逆转录（FastKing gDNA 

Dispelling RT SuperMix）和miRNA定量PCR（miRcute 

Plus miRNA qPCR Kit）、mRNA定量 PCR（SuperReal 

PreMix Plus）试剂盒均购自天北京天根生化科技有限公

司，RNA结合蛋白免疫沉淀试剂盒购自美国马萨诸塞

州Magna公司，RIPA裂解缓冲液、BCA蛋白浓度检测

试剂盒、TRIzol试剂、辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG

购均自上海碧云天生物技术有限公司，兔抗人SEMA4C

单克隆抗体购自Proteintech公司，兔抗人E-cadherin、

vimentin和β-actin单克隆抗体均购自Affinity公司。

收集 2020年 5月至 2021年 9月间在皖南医学院

第一附属医院弋矶山医院确诊为肝细胞性肝癌的组

织样本 40对（癌组织和癌旁组织），其中男性 23例、

女性17 例；年龄 37~79 岁，中位年龄 68 岁；高分化

4例、中分化 19例、低分化 17例；癌转移 6例，未转移

34例。所有患者术前均未接受化疗、放疗或其他抗

癌治疗。所有肝癌样本均经过组织病理检查确诊为

肝细胞肝癌。所有患者和家属均充分知情并签署知

情同意书，本研究方案经所在医院医学伦理委员会

审查批准（No. 2020伦审研第21号）。

1.2  细胞培养、转染与分组

Hep3B、Huh7和THLE-2细胞在含10%胎牛血清

的DMEM培养基，于37 ℃、5%CO2的培养箱中培养。

取生长状态良好的Hep3B、Huh7细胞，以 2×105个/孔

接种于6孔板，24 h 后，按照 riboFECTTM CP 试剂说
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明 书 ，将 miR-3612 mimics 、miR-3612 inhibitor、

si-SEMA4C、pcDNA-SEMA4C及相应的阴性对照转

染Hep3B、Huh7细胞，设置空白对照，将其分别记为

对 照 组 、mimics 组 、mimics-NC 组 、inhibitor 组 、

inhibitor-NC 组 、si-SEMA4C 组 、SEMA4C-NC 组 、

pcDNA-SEMA4C 组和 pcDNA-NC 组。培养 48 h 后

进行后续实验。每组均设3个复孔。

1.3  细胞中总RNA的提取、逆转录和荧光定量PCR

用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA，分光光度

法确定提取总RNA的纯度。使用逆转录试剂盒逆转

录总RNA得到 cDNA，再用qPCR试剂盒进行荧光定

量检测。miRNA 的 qPCR 反应参数：95 ℃ 15 min，

94 ℃ 20 s、60 ℃ 34 s，共45个循环。mRNA的qPCR

反应参数：95 ℃ 15 min，95 ℃ 10 s、60 ℃ 20 s，共

45个循环。以GAPDH或U6为内参基因，用 2-∆∆Ct法

计算相应目的基因的相对表达水平。每种样品设置

3个复管。引物序列见表1。

表1  qPCR引物扩增序列

基因名称

miR-3612-F

U6-F 

SEMA4C-F

SEMA4C-R

GAPDH-F

GAPDH-R

序列（5'~3'）

AGGAGGCATCTTGAGAAATGGA

CGCTTCGGCACATATAC

ACCTTGTGCCGCGTAAGACAG

CGTCAGCGTCAGTGTCAGGAA

CATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG

GTGTCGCTGTTGAAGTCAGAG

1.4  WB法检测各组细胞中SEMA4C、E-cadherin和

vimentin蛋白的表达

用RIPA裂解缓冲液裂解各组细胞提取其总蛋白

质，用BCA蛋白浓度检测试剂盒测定每个样品总蛋

白浓度，用SDS-PAGE分离蛋白样本并电转至硝酸纤

维素膜上，5%脱脂奶室温下封闭 1 h，与一抗稀释液

[兔抗人SEMA4C（1∶1 000稀释）、E-cadherin（1∶2 000

稀释）、vimentin（ 1∶2 000 稀释）和 β -actin 抗体

（1∶1 000稀释）] 4 ℃下处理过夜，辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔（1∶1 000稀释）室温处理 2 h，ECL化学

发光液显色，在成像仪上观察、拍照。以β-actin为内

参，采用 ImageJ软件分析各条带灰度值。

1.5  CCK-8法检测各组细胞的增殖能力

取对数生长期的Hep3B、Huh7细胞（5×103个/孔）

接种到24孔板中，每组3个重复孔，培养至第0、1、2、

3天时，每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，37 ℃继续培养

1 h后，用酶标仪在450 nm波长处测量每孔的光密度

（D）值，以D值代表细胞增殖活力。

1.6  细胞划痕实验检测各组细胞的迁移能力

按方法 1.2处理的各组细胞的汇合度达到 100%

时，进行划痕实验，用100 µL吸头在每个孔的中间垂

直划两条直线，用PBS缓冲液冲洗掉细胞碎片，每孔

加入2 mL毫升含1% 胎牛血清的培养液，然后将6孔

板放回培养箱中继续培养，在 0、24 和 48 h时在相同

部位观察、拍照。划痕愈合率=（0 h 划痕距离-24或

48 h划痕距离）/0 h划痕距离×100%。每组设置 3个

复孔。

1.7  细胞侵袭实验检测各组细胞的侵袭能力

在 Transwell 上室铺上 Matrigel 基质凝胶，用

DMEM培养基将细胞密度稀释至 1×105个/mL，在上

室加入 200 µL 的细胞悬液，在下室加入 800 µL 含

10% FBS培养液后，按方法1.2处理细胞，在培养箱中

培养 24 h，吸弃培养液，用 PBS 洗涤 3 次，用 4%多

聚甲醛处理 30 min，加入紫晶体染色液室温处理

20 min，PBS冲洗 3次，用棉签擦拭掉未侵袭的细胞，

在显微镜下对穿膜细胞进行观察、计数和拍照。

1.8  双荧光素酶报告基因实验验证 miR-3612 与

SEMA4C的靶向关系

取对数生长期的Hep3B细胞，以1×105个/孔的密

度接种于 24 孔板，确保转染时细胞汇合度达到

70%～80%，用 lipofectamine 试剂将 SEMA4C-WT 质

粒、SEMA4C-MUT 质粒分别与 miR-3612 mimics、

mimics-NC共转染至Hep3B细胞中，记为 SEMA4C-

WT+miR-3612 mimics 组、SEMA4C-WT+mimics-NC

组，SEMA4C-MUT+miR-3612 mimics 组、SEMA4C-

MUT+mimics-NC组，48 h后检测荧光素酶活性强度。

每组检测设置3个复孔。

1.9  RNA 免疫共沉淀（RNA immunoprecipitation，

RIP）法验证miR-3612与SEMA4C的结合关系

按照制造商的说明，使用RNA结合蛋白免疫沉淀

试剂盒进行RIP检测。使用RIP裂解液在冰上裂解

Hep3B、Huh7细胞，在离心管中制备磁珠-抗体混合液，

然后在磁架上除去上清液，在每个管中加入900 µL RIP

免疫沉淀缓冲液，将100 µL细胞裂解上清液移入上一

步的磁珠-抗体复合液中，然后在4 ℃下处理3 h。每组

样品都在上一步的磁珠-抗体复合液中处理。向每组样

品中加入150 µL蛋白酶K缓冲液重悬上述磁珠-抗体

复合液，然后在55 ℃下处理30 min，吸取上清液提取

RNA。纯化后的RNA用于qPCR检测。

1.10  统计学处理

所有实验均独立重复 3 次。采用 SPSS 24.0、

GraphPad Prism 8.02统计学软件对数据进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组比较

采用 t检验。以P<0.05，P<0.01表示差异具有统计学

意义。
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2  结  果

2.1  miR-3612在肝细胞癌细胞、组织中呈低表达而

SEMA4C mRNA呈高表达

qPCR 法检测结果显示，与正常肝细胞 THLE-2

或癌旁组织比较，miR-3612在Hep3B、Huh7细胞和肝

细胞癌组织中均呈低表达（图 1A、B）（均P<0.001），

而SEMA4C在Hep3B、Huh7细胞和肝细胞癌组织中

均呈高表达（图1C、D）（均P<0.001）。

A、B：miR-3612在肝细胞癌细胞、组织和正常肝细胞、组织中的表达水平； C、D：SEMA4C在肝细胞癌细胞、组织和正常细胞、

组织中的表达水平。

图1    miR-3612、SEMA4C在肝细胞癌组织和细胞中的表达情况

2.2  过表达miR-3612可显著抑制Hep3B、Huh7细胞

的增殖、迁移和侵袭能力

qPCR法检测结果（图2A）显示，与mimics-NC组

相比，mimics 组 Hep3B、Huh7 细胞中 miR-3612 的表

达水平均显著升高（均P<0.001）；与 inhibitor-NC组相

比，inhibitor组Hep3B、Huh7细胞中miR-3612的表达

水平均显著降低（均 P<0.001），与各自的对照组比

较，mimic-NC和 inhibitor-NC组Hep3B、Huh7细胞中

miR-3612表达水平相比没有明显变化。实验结果说

明，在 Hep3B、Huh7 细胞中成功地过表达或敲减了

miR-3612。CCK-8法、细胞划痕实验和侵袭实验检

测结果（图 2B、C、D）显示，与 mimics-NC 组相比，

mimics组Hep3B、Huh7细胞的增殖能力、迁移和侵袭

能力均明显降低（P<0.05、P<0.01 或 P<0.001）；与

inhibitor-NC组相比，inhibitor 组 Hep3B、Huh7 细胞

的增殖能力、迁移和侵袭能力均显著升高（P<0.05、

P<0.01或P<0.001），各自的对照组的增殖、迁移和侵

袭能力与mimic-NC和 inhibitor-NC组相比没有明显

变化。实验结果说明，过表达 miR-3612 可抑制

Hep3B、Huh7 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，敲减

miR-3612则可促进其增殖、迁移和侵袭能力。

2.3  miR-3612 可 与 SEMA4C 结 合 并 调 节 其 在

Hep3B、Huh7细胞中的表达

为了寻找miR-3612的下游靶基因，将 starBase、

miRmap 和 miRwalk 三个数据库的预测结果进行交

叉，找到了 SEMA4C（图 3A）。ENCORI数据库分析

发现，miR-3612与SEMA4C mRNA存在互补结合位

点（图 3B）。双荧光素酶报告基因检测结果（图 3C）

显 示 ，与 SEMA4C-WT+mimics-NC 组 相 比 ，

SEMA4C-WT+miR-3612 mimics 组 Hep3B、Huh7 细

胞中的荧光素酶活性均明显降低（均 P<0.001）；与

SEMA4C-MUT+mimics-NC组比较，SEMA4C-MUT+

miR-3612 mimics组Hep3B、Huh7细胞中的荧光素酶

活性明显无明显变化。RIP实验检测结果（图3D）显

示，相对于 IgG对照组，miR-3612和SEMA4C在含有

AGO2的微核蛋白复合物中明显富集（P<0.001）。利

用miR-3612和 SEMA4C 的表达构建的相关曲线显

示，它们的表达之间呈现负相关关系（图3E）。qPCR

和WB法检测结果（图 3F、G）显示，与mimics-NC组

相比，mimics组SEMA4C的mRNA和蛋白水平下降

（P<0.05、P<0.01或P<0.001）；与 inhibitor-NC组相比，

inhibitor组SEMA4C mRNA和蛋白水平升高（P<0.05、

P<0.01 或 P<0.001），上述实验结果表明，miR-3612

可与SEMA4C直接结合，且miR-3612可调控Hep3B、

Huh7细胞中SEMA4C的表达。

2.4  敲减SEMA4C能明显抑制Hep3B、Huh7细胞的

增殖、侵袭和迁移能力

qPCR、WB法检测结果（4A、B）显示，与 si-NC组

相比，si-SEMA4C 组 Hep3B、Huh7 细胞中 SEMA4C 

mRNA 和蛋白表达水平均显著降低（P<0.01 或

P<0.001），实验结果说明，在 si-SEMA4C 组 Hep3B、

Huh7细胞中成功地敲减了SEMA4C mRNA、蛋白的
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表达。CCK-8法检测结果（图4C）显示，与 si-NC组相

比，si-SEMA4C组Hep3B 、Huh7 的 细 胞 增 殖能力

均明显降低（均P<0.001）。划痕实验和侵袭实验检

测结果（4D、4E）显示，与 si-NC 组相比，si-SEMA4C

组Hep3B、Huh7细胞的侵袭、迁移能力均显著降低

（P<0.05 或 P<0.01）。实验结果说明，敲减 SEMA4C

能明显抑制 Hep3B、Huh7 细胞的增殖、侵袭和迁移

能力。

A~D：qPCR法（A）、CCK-8法（B）、Transwell小室实验（C）和细胞划痕实验（D）检查各组Hep3B、Huh7细胞中miR-3612 mRNA的表

达、增殖能力、侵袭能力。1：对照组；2：mimics-NC组；3：mimics组；4：inhibitor-NC组；5：inhibitor组。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图2  过表达和敲减miR-3612对Hep3B、、Huh7细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

2.5  miR-3612抑制Hep3B、Huh7小细胞中SEMA4C

表达进而抑制肝癌细胞增殖、迁移、侵袭

qPCR、WB法检测结果（图5A、B）显示，与对照组

或mimics-NC+pcDNA-NC组相比，mimics+pcDNA-NC

组Hep3B、Huh7细胞中SEMA4C mRNA、蛋白水平均

明显降低（均P<0.001）；与mimics+pcDNA-NC组相比， 

mimics+pcDNA-SEMA4C 组 Hep3B、Huh7 细 胞 中

SEMA4C mRNA、蛋白水平均明显升高（P<0.05、P<0.01

或P<0.001）。实验结果说明，单独过表达miR-3612可

抑制Hep3B和Huh7细胞中SEMA4C mRNA和蛋白的

表达，而同时过表达 miR-3612 和 SEMA4C 则可使

SEMA4C mRNA和蛋白的表达有所恢复。CCK-8法、

Transwell小室实验和细胞划痕实验检测结果（图5C~E）

显示，与对照组或 mimics-NC+pcDNA-NC 组相比，

mimics+pcDNA-NC组Hep3B、Huh7细胞的增殖、迁移

和侵袭能力均明显降低（P<0.01或P<0.001）；与mimics+

pcDNA-NC组相比，mimics+pcDNA-SEMA4C组Hep3B、

Huh7细胞的增殖、侵袭和迁移能力均明显升高（P<0.05、

P<0.01或P<0.001）。WB法检测结果（图5F）显示，与

对照组或 mimics-NC+pcDNA-NC 组相比，mimics+

pcDNA-NC组Hep3B、Huh7细胞中E-cadherin表达显著

增高，vimentin 表达显著降低（P<0.05、P<0.01 或
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A：用 starBase、miRmap和miRwalk共同预测miR-3162的下游靶基因；B：miR-3612与SEMA4C的结合位点；C：荧光素酶报告基因

实验验证miR-3612与SEMA4C的靶向结合关系；D：RIP实验进一步显示 miR-3612与SEMA4C的靶向结合关系；E：miR-3612与

SEMA4C表达的相关曲线；F、G各组Hep3B、Huh细胞中SEMA4C 蛋白（F）和mRNA（G）表达水平。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图3  双荧光素酶报告基因实验和RIP实验验证miR-3162与SEMA4C的结合关系

A：各组细胞的SEMA4C的mRNA表达水平；B：各组细胞的SEMA4C的蛋白表达水平；C：各组细胞的增殖能力；D：各组细胞的

迁移能力；E：各组细胞的侵袭能力。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图4  细胞转染 si-NC、、si-SEMA4C后各组细胞的增殖、迁移和侵袭能力
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P<0.001）；而与mimics+pcDNA-NC组相比，mimics+

pcDNA-SEMA4C 组 Hep3B、Huh7 细胞中 E-cadherin

表达显著降低，vimentin 表达显著增高（P<0.05或

P<0.01）。这部分实验结果说明，miR-3612可能通过

抑制 SEMA4C 的表达，进而抑制 Hep3B、Huh7 细胞

的增殖、侵袭、迁移和EMT进程。

A、B：qPCR法（A）和WB（B）法检测单独过表达miR-3612或同时过表达miR-3612和SEMA4C各组Hep3B、Huh7细胞中

SEMA4C mRNA和蛋白表达水平；C、D、E、F：CCK-8法、Transwell小室实验（×200）、细胞划痕实验（×100）和WB法检测各组

Hep3B、Huh7细胞的增殖活力、侵袭、迁移能力以及EMT相关蛋白的表达。1：对照组；2：mimics-NC+pcDNA-NC；3：mimics+

pcDNA-NC; 4： mimics+pcDNA-SEMA4C。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图5    miR-3612通过调控SEMA4C的表达进而抑制Hep3B、Huh7细胞的恶性生物学行为

增殖、迁移、侵袭能力以及EMT相关蛋白的表达

3  讨  论

肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤，病死率很高，

对人类健康造成了巨大的威胁[29]。肝细胞癌中

miRNA失调增加了对其理解的难度，但也为诊断、治

疗肝细胞癌提供了有前途的新方法[30]。miR-3612

在多种肿瘤中呈低表达，且对肿瘤细胞的发生发

展起抑制作用，比如 CHANG 等 [31]发现，miR-3612

通过靶向调节DTL对鼻咽癌产生抑制作用，WANG

等[32]和TANG等[33]的研究也发现，miR-3612通过结合

mRNA 对黑色素瘤和食管鳞状细胞癌产生抑制作

用。本研究通过qPCR检测发现，miR-3612在肝细胞

癌细胞和肝细胞癌组织中都呈低表达，实验也证实

了miR-3612可以抑制肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移。

本研究通过多数据库联合筛选出miR-3612的下

游靶基因 SEMA4C，SEMA4C在多种癌症中表达显

著上调并且可以促进癌细胞的发生发展。YANG

等[34]发现，SEMA4C促进了紫杉醇耐药乳腺癌细胞的

运动性和侵袭性，并且调节了细胞 EMT；ZHANG

等[35]也发现，SEMA4C可以促进结直肠癌和非小细胞

肺癌的增殖、迁徙和侵袭，且其受miR-25-3p的调控。

本研究通过双荧光素酶报告实验和 RIP 实验发

现，miR-3612与SEMA4C之间可能存在直接调控位

点，在肝细胞癌细胞中过表达 miR-3162 可抑制

SEMA4C 的表达 ，且在肝癌组织中 miR-3612 与

SEMA4C的表达呈现负相关趋势，这也间接说明了

二者之间的靶向调控关系。本研究还发现，敲减

SEMA4C可以抑制肝细胞癌细胞的增殖、侵袭和迁

移，通过回复实验发现过表达 SEMA4C可以逆转过

表达miR-3612对肝细胞癌细胞增殖、侵袭和迁移的

抑制作用，这也充分说明了miR-3612与SEMA4C在

肝细胞癌细胞中的确存在相互作用。由于SEMA4C

在多种肿瘤中通过影响EMT来调节癌细胞的发生发

展，例如YANG等[36]发现，SEMA4C下调可通过抑制

转化生长因子-β1（TGF-β1）诱导的HeLa细胞 p38丝

裂原活化，从而抑制EMT以及宫颈癌细胞的侵袭和
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转移；LIU 等[37]也发现，miR-138 靶向 SEMA4C 对乳

腺癌细胞EMT和侵袭的影响。本研究发现，过表达

miR-3612可抑制SEMA4C的表达和肝细胞癌细胞的

恶性生物学行为EMT进程，而同时过表达miR-3612

和SEMA4C可以逆转上述作用。

总之，miR-3612在肝细胞癌细胞中可以通过靶

向调节SEMA4C的表达达到影响肝细胞癌细胞的增

殖、侵袭、迁移和EMT进程，miR-3612有望成为临床

治疗肝细胞癌的诊断标志物和潜在靶点。
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