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摘   要 背景与目的：肝细胞癌（HCC）是临床上常见的恶性肿瘤之一，侵袭、转移和术后复发是导致 HCC

患者死亡的主要原因。目前认为长链非编码 RNA（lncRNA）的失调可能与各类癌症的发生和转移有

关。有研究显示 lncRNA SNHG12 在 HCC 组织表达明显上调，但其具体功能尚不清楚。故本研究探讨

lncRNA SNHG12 在 HCC 细胞中的作用及机制。

方法：用 qRT-PCR 检测 SNHG12 以及预测到的靶 miRNA 及靶基因（miR-199a-5p 与 FZD6）在 HCC

细胞 HepG2 细胞与人肝内胆管上皮细胞 HIBEC 中的基因表达量，观察下调 SNHG12 对 HepG2 细胞增殖、

侵袭和上皮 - 间质转化（EMT）相关蛋白表达的影响；采用 miRanda 和双荧光素酶报告基因实验分析

SNHG12 和 miR-199a-5p 之间的关系，分析下调 miR-199a-5p 对 HepG2 细胞增殖、侵袭和 EMT 的影响，

以及 SNHG12 对 miR-199a-5p 作用的影响；TargetScan 和双荧光素酶报告基因实验分析 miR-199a-5p

和 FZD6 的关系；检测过表达及下调 FZD6 对 HepG2 细胞增殖、侵袭和 EMT 的影响，以及 SNHG12 和

miR-199a-5p 对 FZD6 表达的影响。

结果：与 HIBEC 细胞比较，HepG2 细胞中 SNHG12 表达量明显升高、miR-199a-5p 表达量明显降低、FZD6

表达量明显升高（均 P<0.01）。下调 SNHG12 表达，HepG2 细胞增殖、侵袭和 EMT 被明显抑制，过表达

SNHG12 作用则相反（均 P<0.05）。SNHG12 与 miR-199a-5p 特异性结合，下调 miR-199a-5p 促进 HepG2

细胞增殖、侵袭与 EMT，过表达 miR-199a-5p 则起到抑制作用（均 P<0.05）。过表达 miR-199a-5p 对

HepG2 细胞的作用，能部分被同时过表达 SNHG12 所逆转（均 P<0.05）。miR-199a-5p 靶向 FZD6，

下 调 FZD6 后 HepG2 细 胞 增 殖、 侵 袭 与 EMT 明 显 抑 制， 过 表 达 FZD6 则 相 反（ 均 P<0.05)。 下 调

SNHG12 抑制 FZD6 的基因和蛋白表达，而下调 miR-199a-5p 则促进 FZD6 的表达（均 P<0.01）；与

单独下调 miR-199a-5p 比较，同时下调 SNHG12 和 miR-199a-5p，FZD6 的表达被抑制（P<0.01）。

结论：HCC 细胞中 lncRNA SNHG12 的上调可能通过影响 miR-199a-5p/FZD6 轴促进 HCC 细胞的增殖、

侵袭和 EMT 过程。
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Abstract Background and Aims: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common malignant tumors in 

clinical practice. Invasion, metastasis and postoperative recurrence are the main causes of death for HCC patients. 

At present, the dysregulation of long non-coding RNAs (lncRNA) is considered to be related to the occurrence 

and metastasis of various cancers. Studies have showed that lncRNA SNHG12 expression is increased in HCC 

tissue, but its specific function is still unclear. Therefore, this study was conducted to investigate the action of 

lncRNA SNHG12 in HCC cells and the mechanism. 

Methods: The gene expressions of SNHG12 as well as the predicted targeted miRNA and gene (miR-199a-5p 

and FZD6) in HCC cell lines HepG2 and human intrahepatic bile duct cell line HIBEC were detected by qRT-

PCR method. The effects of down-regulation of SNHG12 on the proliferation, invasion and the expressions of 

proteins associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT) in HepG2 cells were observed. The association 

between SNHG12 and miR-199a-5p was analyzed by miRanda and Dual luciferase reporter gene assay, and 

then, the effects of down-regulation of miR-199a-5p on the proliferation, invasion and EMT in HepG2 cells as 

well as the influences of SNHG12 exerted by miR-199a-5p were analyzed. The relationship between miR-199a-

5p and FZD6 was analyzed by the TargetScan and Dual luciferase reporter gene assay, and then, the effects of up-

regulation and down-regulation of FZD6 on the proliferation, invasion and EMT in HepG2 cells as well as the 

effects of SNHG12 and miR-199a-5p on FZD6 expression were detected.

Results: The expression level of SNHG12 was significantly increased, miR-199a-5p was significantly decreased 

and FZD6 was significantly increased in HepG2 cells compared with those in HIBEC cells (all P<0.01). In 

HepG2 cells, the proliferation, invasion and EMT were significantly inhibited after down-regulation of SNHG12, 

while its overexpression resulted in opposite effects (all P<0.05). The 3'UTR of SNHG12 was targeted by miR-

199a-5p. The proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells were augmented by down-regulation of miR-

199a-5p, and were suppressed by its overexpression (all P<0.05). The effects of miR-199a-5p overexpression 

on HepG2 cells were partially reversed by the simultaneous overexpression of SNHG12 (all P<0.05). The miR-

199a-5p were targeted by FZD6. The proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells were inhibited by down-

regulation of FZD6, while were increased by up-regulation of FZD6 (all P<0.05). Down-regulation of SNHG12 

inhibited FZD6 gene and protein expressions, while down-regulation of miR-199a-5p promoted FZD6 expression 

(all P<0.01). Compared with down-regulation of miR-199a-5p alone, the FZD6 expression was significantly 

decreased by both SNHG12 and miR-199a-5p down-regulations (P<0.01).

Conclusion: Upregulation of lncRNA SNHG12 in HCC cells can promote the proliferation, invasion and EMT 

process of HCC cells through influencing the miR-199a-5p/FZD6 axis.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; RNA, Long Noncoding; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness; Epithelial-

Mesenchymal Transition
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肝细胞癌（HCC）是临床上常见的恶性肿瘤

之 一 。 据 估 计 ， 每 年 约 有 5 0 万 至 1 0 0 万 新 病 例 被

诊 断 为 H C C ， 其 病 死 率 在 癌 症 中 居 第 三 位 [ 1 ]。 侵

袭、转移和术后 复发是导致HC C 患者死亡的主要

原 因 ， 而 且 肝 癌 患 者 通 常 诊 断 为 晚 期 ， 具 有 较 高

的致命性[2]。因此深入研究肝癌发生发展的分子机

制至关重要。研究表明HC C 的发生发展是一系列

基 因 改 变 的 多 期 过 程 ， 这 些 基 因 改 变 在 肝 细 胞 的

恶 性 转 化 中 起 着 至 关 重 要 的 作 用 。 目 前 ， 越 来 越

多的研究报道了长链非编码RNA（long non-coding 

RNAs，lncRNA）在癌症发生中的作用。lncRNA

是一类长度超过200个核苷酸的RNA分子，不编码

蛋 白 质 ， 但 具 有 调 节 基 因 表 达 的 能 力 [ 3 ]。 研 究 表

明，lncRNA影响多种生物如发育、分化和致癌调

控过程[4-5]。此外，lncRNA的失调可能与各类癌症

的发生和转移有关[6]。例如，lncRNA HOXA11-AS

通过调节上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal 

t r ans i t i on，EMT）促进乳腺癌的侵袭和转移 [7]。

另 外 发 现 长 链 非 编 码 R N A  S c h L A H 通 过 与 F U S 相

互作用，抑制HCC的转移 [8]。lncRNA MLK7 -AS1

在 结 肠 癌 中 高 表 达 ， 其 高 表 达 可 以 促 进 结 肠 癌 细

胞增殖[9]。最近研究揭示了HCC细胞中异常表达的

lncRNA，如lncRNA RUSC1-AS1在HCC中表达上

调，其可通过靶向调控miR-326的表达促进HCC细

胞的恶性生物学行为[10]。lncRNA MIF-AS1在HCC

中表达升高，其表达水平与HC C 患者恶性临床病

理 特 征 及 不 良 预 后 差 密 切 相 关 ， 其 作 用 机 制 可 能

通过促进EMT过程有关[11]。lncRNA小核仁RNA宿

主基因12（small  nucleolar  RNA host  gene 12，

SNHG12）作为重要的一种lncRNA，研究发现其

与 胃 癌 、 骨 肉 瘤 和 非 小 细 胞 肺 癌 等 癌 症 发 展 密 切

相关[12-13]。有研究表明，lncRNA SNHG12在HCC

组织表达明显上调，但lncRNA SNHG12调控HCC

发 展 的 作 用 机 制 尚 不 清 楚 。 因 此 ， 本 研 究 拟 探 究

lncRNA SNHG12在HCC发展过程中的作用，为进

一步阐明HCC的进展机制提供理论基础。

1　材料与方法

1.1  主要材料

H C C 细 胞 H e p G 2 和 人 肝 内 胆 管 上 皮 细 胞

HIBEC购自上海钰博生物科技有限公司；DMEM

培 养 基 购 于 美 国 H y C l o n e 公 司 ； 胎 牛 血 清 （ f e t a l 

b o v i n e  s e r u m ， F B S ） 购 于 美 国 G i b c o 公 司 ；

Turbo fec t  Trans fec t i on  Reagen t、点突变试剂盒

和双荧光素酶活性检测试剂盒为购于美国Thermo

公司；PrimeScript™  RT reagent  Ki t  wi th  gDNA 

E r a s e r 购 于 大 连 T a k a r a 公 司 ， 辣 根 过 氧 化 物 酶 标

记 的 羊 抗 兔 、 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 鼠 抗 体

购自美国圣克鲁斯生物科技有限公司；GAPDH、

E - c a d h e r i n 、 N - c a d h e r i n 抗 体 购 自 北 京 康 为 世

纪 生 物 公 司 ； 阴 性 对 照 质 粒 （ s i R N A  N C ） 、

SNHG12下调质粒（SNHG12 siRNA）、SNHG12

过表达质粒（pcDNA -SNHG12）、模拟物对照组

（mimics NC）、miR-199a-5p模拟物（miR-199a-
5p mimics）、抑制剂对照组（inhib i to r  NC）、

miR-199a-5p抑制剂（miR-199a-5p inhibitor）、

FZD6下调质粒（FZD6 siRNA）、FZD6过表达质粒

（pcDNA-FZD6）由上海生工生物有限公司合成。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 在 含 10% FBS 和 1% 青 霉素

和 链 霉 素 的 DMEM 培 养 基 中 培 养 HepG2 细 胞 和

HIBEC 细胞，于 37 ℃、5% CO2 的湿化培养箱中

培养，取对数生长期的细胞按相应密度接种于 6 孔

板或 12 孔板中，用于后续实验。

1.2.2  细胞转染　取对数生长且状态良好的细胞，

细 胞 长 满 后， 加 入 胰 酶 消 化， 用 含 10% FBS 的

DMEM 培 养 基 重 悬 细 胞， 按 1×105 个 / 孔 的 密 度

将细胞铺于 12 孔板中，细胞密度汇合达 75% 时，

细 胞 培 养 液 替 换 为 新 鲜 10% FBS DMEM， 采 用

Turbofect 转染试剂按照说明书转染各组重组质粒，

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 48 h 后收集各组

细胞 RNA 样和蛋白样进行后续实验检测。

1.2.3  细胞增殖测定　取对数生长且状态良好的

细 胞， 当 细 胞 密 长 满 时， 用 胰 酶 消 化 细 胞， 弃 胰

酶，加入含 10% FBS DMEM 培养基重悬细胞，将

细胞铺于 96 孔板中，细胞长到 70%~80% 时，加入

Turbofect 试剂转染质粒，每组重复 8 个，于 37 ℃、 

5% CO2 培养箱中培养 48 h 后，PBS 洗 2 次，每孔

加 10 μL CCK-8 工作液，孵育 4 h，在酶标仪上读

取 各 孔 在 450 nm 处 的 吸 光 值（OD）， 并 计 算 细

胞活性。

1.2.4  细 胞 侵 袭 实 验　-20 ℃ 保 存 的 Matrigel 取

出后置于 4 ℃冰箱中融化，Matrigel 中加入无 FBS 

DMEM 培养基使其浓度为 1 mg/mL，将 100 μL 稀

释后的 Matrigel 添加于每个上室中，共同孵育 5 h

凝 成 胶 状。 取 对 数 生 长 期 的 细 胞， 细 胞 长 满 后，

PBS 洗 两 次， 加 入 胰 酶 消 化， 添 加 适 量 无 FBS
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的 DMEM 培 养 基 重 悬 细 胞， 使 细 胞 悬 液 密 度 为

5×105/mL， 细 胞 悬 液 添 加 到 Transwell 小 室 中，

下室中添加 10% FBS 的 DMEM 培养基，置于 37 ℃、

5% CO2 培养箱继续培养 48 h 后，取出小室，PBS

洗涤小室 2 次，多聚甲醛固定 20 min，0.1% 结晶

紫 染 色 15 min， 随 机 选 取 5 个 视 野 细 胞 放 在 显 微

镜下观察并记数。

1.2.5  双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 活 性 检 测　 用 生 物

学 信 息 软 件 miRanda 和 TargetScan 分 别 预 测

SNHG12 和 miR-199a-5p 潜 在 结 合 基 因，PCR 扩

增 SNHG12 全 长 片 段 及 FZD6 3'UTR 片 段 后，

构 建 SNHG12 wt、FZD6 wt 载 体。SNHG12 wt、

FZD6 wt 载 体 再 通 过 点 突 变 试 剂 盒 构 建 SNHG12

和 FZD6 突变体。取对数生长且状态良好的细胞，

用 Turbofect 试剂转染各组重组质粒至细胞中，采

用 双 荧 光 素 酶 活 性 检 测 试 剂 盒 检 测 细 胞 的 荧 光 素

酶活性。

1.2.6  qRT-qPCR　 收 取 细 胞 RNA 样， 样 品 中 加

入 TRIzol 试 剂 从 细 胞 中 提 取 总 RNA， 测 定 RNA

浓 度 及 纯 度 后， 通 过 Takara 反 转 录 试 剂 盒 反 转

录 RNA 为 cDNA， 程 序 为 第 一 步 42 ℃，2 min；

37 ℃ 15 min， 第 二 步 85 ℃ 5 s， 反 转 录 得 到 的

cDNA 为 实 时 荧 光 定 量 PCR 的 模 板， 进 行 RT-
qPCR，使用 2- △△ Ct 法分析定量结果。实验所用的

引物见表 1。

1.2.7  Western blot 检测　质 粒 转 染 48 h 后 收 取

细胞总蛋白样，蛋白样中加入 100 μL 的蛋白裂解

液、0.70 μL PMSF 配 制 预 混 剂， 冰 浴 30 min，

每 隔 10 min 弹 1 次。4 ℃、12 000 r/min 离 心

10 min。 取 2 μL 上 清 用 BCA 检 测 法 检 测 蛋 白 浓

度，剩余上清加入 5×SDS-PAGE 上样缓冲液，混

匀，沸水浴 10 min，取适量样品上样，进行 SDS-
PAGE 电泳，将电压设置为 70 V 30 min（浓缩胶），

110 V 90 min（分离胶）；电泳完毕后，蛋白胶经

Bio-Rad 的半干转仪转印至 0.22 μm 的 PVDF 膜，

在 19 V 恒压状态下转膜 30 min。封闭：转膜完成后，

用 含 有 50 g/L 脱 脂 奶 粉 的 TBST 缓 冲 液 室 温 封 闭 

2 h；封闭完成，将 PVDF 膜放入用含 20 g/L 脱脂

奶粉的 TBST 缓冲液稀释好的一抗中，4 ℃过夜振

荡孵育，一抗孵育好后，用 TBST 洗膜 6 次；二抗

室 温 孵 育 2 h，TBST 缓 冲 液 洗 膜 5 次 后， 使 用 凝

表 1　引物序列
Table1　Primer sequence

引物 　　　　　　　序列（5'-3'）
SNHG12-F TCTGGTGATCGAGGACTTCC
SNHG12-R ACCTCCTCAGTATCACACACT
siRNA NC-F UUCUCCGAACGUGUCACG UTT
siRNA NC-R ACGUGACACGUUCGGAGAATT
SNHG12 siRNA-F GCUGUCCUCAUUUGUGACUTT
SNHG12 siRNA-R AGUCACAAAUGAGGACAGCTT
pcDNA-SNHG12-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
pcDNA-SNHG12-R TAGTCAGCCATGGGGCGGAGA
mimics NC-F UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
mimics NC-R ACAUACUUCUUUACAUUCCAUU
miR-199a-5p mimics CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC
miR-199a-5p-F CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAG GAACAGG
miR-199a-5p-R ACACTCCAGCTGGGCCCAGT
inhibitor NC-F CAGUACUUUUGUGUAGUACAA
inhibitor NC-R AUACAUACUUCUUUACAUUCCA
miR-199a-5p inhibitor GAACAGGUAGUCUGAACACUGGG
FZD6-F ACTCCCAGCGCCAAAGATCG
FZD6-R GCAGAGATGTGGAGCCCTTGAG
FZD6 siRNA-F GCAAUAGUACAGCCUGCAATT
FZD6 siRNA-R UUGCAGGCUGUACUAUUGCTT
pcDNA-FZD6-F GAACTAGCACGGGCGTGACC
pcDNA-FZD6-R CCAAGCCTTCTAATACGACTCACTATAGGG AGATGCACTC CATCAGGCCAGTC
GAPDH-F CAAGGACCTCTACGCCAACAC
GAPDH-R TGGAGGCGCGATGATCTT
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胶成像仪曝光。

1.3  统计学处理

用 G r a p h P a d  P r i s m 5 . 0 软 件 进 行 数 据 统 计 分

析 ， 数 据 用 平 均 值 ± 标 准 差 ( x± s ) 表 示 ， 至 少 取

3次独立实验结果。多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用LSD- t检验，当P>0.05时，

表示差异不显著；当P<0.05时，表示差异显著。

2　结　果

2.1  下调 SNHG12 对 HepG2 细胞的增殖、侵袭

和 EMT 的影响

H e p G 2 细 胞 中 S N H G 1 2 的 表 达 量 明 显 高 于

HIBEC细胞（P<0 .01）（ 图1A）。与siRNA NC

组 比 较 ， S N H G 1 2  s i R N A 组 的 S N H G 1 2 表 达 量 明

显降低（P<0 .01）（图1B）。CCK -8结果显示，

SNHG12 siRNA组的细胞增殖能力低于siRNA NC组

（P<0.05）（图1C）。SNHG12 siRNA组细胞的侵

袭数目低于siRNA NC组（P<0.05）（图1D-E）。

与siRNA NC组比较，SNHG12 siRNA组E-cadherin

蛋白表达量明显上升，N-cadherin、MMP-2和MMP-9

蛋白表达量明显下降（均P<0.01）（图1F-I）。与

SNHG 12 si   RNA组比较，siRNA NC组细胞形态变

长 ， 细 胞 间 距 变 大 ， 细 胞 间 连 接 减 弱 （ 图 1 J ） 。

以上结果表明下调SNHG12能够抑制HepG2细胞的

增殖、侵袭和EMT。

图 1　下调 SNHG12 抑制 HepG2 细胞的增殖、侵袭和 EMT　　A：qRT-PCR 检测 SNHG12 在 HepG2 和 HIBEC 细胞中的表达量；

B：qRT-PCR 检测干扰 SNHG12 后 HepG2 细胞中的 SNHG12 的表达量；C：CCK-8 检测 SNHG12 对 HepG2 细胞增殖的影响；

D：细胞侵袭实验检测 SNHG12 对 HepG2 细胞侵袭的影响；E：HepG2 细胞的侵袭数目；F：Western blot 检测 SNHG12

对 HepG2 细胞内 E-cadherin、N-cadherin 表达的影响；G：E-cadherin、N-cadherin 蛋白的相对表达量；H：Western blot

检测 SNHG12 对 HepG2 细胞内 MMP-2、MMP-9 表达的影响；I：MMP-2、MMP-9 蛋白的相对表达量；J：荧光显微镜观

察 HepG2 细胞形态
Figure 1　Inhibitory eff ects of down-regulation of SNHG12 on proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells　　A: Th e expression 

of SNHG12 in HepG2 and HIBEC cells detected by qRT-PCR; B: Th e expression level of SNHG12 in HepG2 cells aft er SNHG12 
interference detected by qRT-PCR; C: Th e eff ect of SNHG12 on proliferation of HepG2 cells detected by CCK-8 assay; D: Th e eff ect 
of SNHG12 on invasion of HepG2 cells detected by Transwell assay; E: Th e invasion number of HepG2 cells; F: Th e eff ect of SNHG12 
on the expressions of E-cadherin and N-cadherin in HepG2 cells determined by Western blot; G: Relative expression levels of E-cadherin 
and N-cadherin proteins; H: Th e eff ect of SNHG12 on the expressions of MMP-2 and MMP-9 in HepG2 cells determined by Western 
blot; I: Relative expression levels of MMP-2 and MMP-9 proteins; J: The morphology of HepG2 cells observed by fluorescence 
microscopy
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2.2  SNHG12 和 miR-199a-5p 之间的靶向关系

采用生物信息学软件miRanda预测SNHG12和

miR -199a -5p之间的结合位点，结果见图2A。当

质粒携带SNHG12 3 'UTR wt时，miR -199a -5p的

荧光素酶活性明显降低（P<0 .01）；当质粒携带

SNHG12 3'UTR mut时，miR-199a-5p的荧光素酶

活性无变化（P>0.05）（图2B）。表明SNHG12和

miR-199a-5p具有靶向关系。

2.3  下调 miR-199a-5p 对 HepG2 细胞的增殖、

侵袭和 EMT 的影响

HepG2细胞中miR-199a-5p的表达量明显低于

HIBEC细胞（P<0.01）（图3A）。与inhibitor NC组

比较，miR-199a-5p inhibitor组的miR-199a-5p表

达量明显下降（P<0.01）（图3B）。miR-199a-5p  

inhibitor组的细胞增殖能力明显高于inhibitor NC组

（P<0.01）（图3C）。miR -199a -5p inhibi tor组

细 胞 的 侵 袭 数 目 高 于 i n h i b i t o r  N C 组 （P<0 . 0 5 ）

（ 3 D - E ） 。 与 i n h i b i t o r  N C 组 比 较 ， m i R - 1 9 9 a -
5p inhibitor组的E-cadherin蛋白表达量明显下降，

N -cadher in、MMP -2和MMP -9蛋白表达量明显上

升（均P<0.01）（图3F-I）。与inhibitor NC组比

较，miR-199a-5p inhibitor组细胞间距变大，细胞

形 态 拉 长 ， 排 列 不 规 则 （ 图 3 J ） 。 以 上 结 果 表 明

下调miR-199a-5p能够促进HepG2细胞的增殖、侵

袭和EMT。

2.4  SNHG12 通过 miR-199a-5p 调控 HepG2 细

胞的增殖、侵袭和 EMT

与mimics  NC组比较，miR -199a -5p  mimics

组 m i R - 1 9 9 a - 5 p 的 表 达 量 明 显 增 加 （ P < 0 . 0 1 ）

（ 图 4 A ） 。 与 p c D N A - 3 . 1 （ + ） + m i m i c s  N C 组

比 较 ， p c D N A - S N H G 1 2 + m i m i c s  N C 组 细 胞 增

殖 能 力 明 显 增 加 （ P < 0 . 0 1 ） ， 细 胞 侵 袭 数 目

明 显 增 加 （ P< 0 . 0 1 ） ， E - c a d h e r i n 蛋 白 表 达 量

明 显 下 降 （P< 0 . 0 1 ） ， N - c a d h e r i n 、 M M P - 2 和

M M P - 9 蛋 白 表 达 量 明 显 上 升 （ 均P< 0 . 0 1 ） ， 细

胞 形 态 出 现 细 长 、 间 距 变 宽 、 部 分 细 胞 伸 出 伪

足 ； 与 p c D N A - 3 . 1 （ + ） + m i m i c s  N C 组 比 较 ，

pcDNA -3.1（+）+miR -199a -5p mimics组的细胞

增 殖 能 力 下 降 （ P < 0 . 0 5 ） ， 细 胞 侵 袭 数 目 明 显

减少（P<0 .01），E -cadhe r in蛋白表达量明显上

升（P<0.01），N -cadher in、MMP -2和MMP -9蛋

白 表 达 量 明 显 下 降 （ 均 P < 0 . 0 1 ） ， 细 胞 E M T 形

态 学 改 变 减 弱 ； 与 p c D N A - 3 . 1 （ + ） + m i R - 1 9 9 a -
5p  mimics组比较，pcDNA -SNHG12+miR -199a -
5p mimics组的细胞增殖能力上升（P<0.05），细

胞侵袭数目明显增加（P<0.01），E-cadherin蛋白

表达量明显下降（P<0.01），N-cadherin、MMP-2和

MMP-9蛋白表达量明显上升（均P<0.01），细胞间距

变宽、形态逐渐变长，排列也不规整（图4B-I）。

表明SNHG12通过miR-199a-5p调控HepG2细胞增

殖、侵袭和EMT。

图 2　SNHG12 和 miR-199a-5p 之间的靶向关系　　A：miRanda 预测 SNHG12 和 miR-199a-5p 之间的结合位点；B：荧光素

酶表达量的测定
Figure 2　Targeting relationship between SNHG12 and miR-199a-5p　　A: The binding sites between SNHG12 and miR-199a-5p predicted 

by miRanda; B: Determination of luciferase expression level
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图 3　下调 miR-199a-5p 促进 HepG2 细胞的增殖、侵袭和 EMT　　A：RT-qPCR 检测 miR-199a-5p 在 HepG2 和 HIBEC 细

胞中的表达量；B：qRT-PCR 检测干扰 miR-199a-5p 后细胞中 miR-199a-5p 的表达量；C：CCK-8 检测 miR-199a-5p 对

HepG2 细胞增殖的影响；D：细胞侵袭实验检测 miR-199a-5p 对 HepG2 细胞侵袭的影响；E：HepG2 细胞的侵袭数目；F：

Western blot 检测 miR-199a-5p 对 HepG2 细胞内 E-cadherin、N-cadherin 表达的影响；G： E-cadherin、N-cadherin 蛋白的

相对表达量；H：Western blot 检测 miR-199a-5p 对 HepG2 细胞内 MMP-2、MMP-9 表达的影响；I：MMP-2、MMP-9 蛋白

的相对表达量；J：荧光显微镜观察 HepG2 细胞形态
Figure 3　Enhancing eff ects of down-regulation of miR-199a-5p on proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells　　A: Th e expression 

of miR-199a-5p in HepG2 and HIBEC cells detected by RT-qPCR; B: Th e expression level of miR-199a-5p in HepG2 cells aft er miR-
199a-5p interference detected by qRT-PCR; C: Th e eff ect of miR-199a-5p on proliferation of HepG2 cells detected by CCK-8 assay; 
D: Th e eff ect of miR-199a-5p on invasion of HepG2 cells Transwell assay; E: Th e invasion number of HepG2 cells; F: Th e eff ect of 
miR-199a-5p on expressions of E-cadherin and N-cadherin in HepG2 cells determined by Western blot; G: Relative expression levels 
of E-cadherin and N-cadherin proteins; H: The effect of miR-199a-5p on the expressions of MMP-2 and MMP-9 in HepG2 cells 
determined by Western blot; I: Relative expression levels of MMP-2 and MMP-9 proteins; J: Th e morphology of HepG2 cells observed 
by fl uorescence microscopy
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图 4　SNHG12 通过 miR-199a-5p 调控 HepG2 细胞的增殖、侵袭和 EMT　　A：qRT-PCR 检测过表达 miR-199a-5p 后细胞

中 的 miR-199a-5p 表 达 量；B：SNHG12 通 过 miR-199a-5p 影 响 HepG2 细 胞 增 殖；C：SNHG12 通 过 miR-199a-5p 影 响

HepG2 细胞侵袭；D：HepG2 细胞的侵袭数目；E：SNHG12 通过 miR-199a-5p 影响 HepG2 细胞内 E-cadherin、N-cadherin

表达；F：E-cadherin、N-cadherin 蛋白的相对表达量；G：SNHG12 对通过 miR-199a-5p 影响 HepG2 细胞内 MMP-2、

MMP-9 表达；H：MMP-2、MMP-9 蛋白的相对表达量；I：荧光显微镜观察 HepG2 细胞形态
Figure 4 　SNHG12 regulating the proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells through miR-199a-5p　　A: Th e expression of miR-

199a-5p in overexpressed miR-199a-5p cells detected by qRT-PCR; B: SNHG12 infl uencing the proliferation of HepG2 cells via miR-
199a-5p; C: SNHG12 infl uencing the invasion of HepG2 cells via miR-199a-5p; D:Th e invasion number of HepG2 cells; E: SNHG12 
infl uencing the expressions of E-cadherin and N-cadherin in HepG2 cells via miR-199a-5p; F: Relative expression levels of E-cadherin 
and N-cadherin proteins; G: SNHG12 infl uencing the expressions of MMP-2 and MMP-9 in HepG2 cells via miR-199a-5p; H: Relative 
expression levels of MMP-2 and MMP-9 proteins; I: Th e morphology of HepG2 cells observed by fl uorescence microscopy
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2.5  miR-199a-5p 和 FZD6 之间的靶向关系

使用生物学软件TargetScan预测miR-199a-5p

和 F Z D 6 之 间 的 结 合 位 点 ， 结 果 见 图 5 A 。 当 质 粒

携带FZD6 3'UTR wt时，miR-199a-5p的荧光素酶

活 性 下 降 （P<0 . 0 1 ） ； 当 质 粒 携 带 F Z D 6  3 ' U T R 

m u t 时 ， m i R - 1 9 9 a - 5 p 的 荧 光 素 酶 活 性 无 变 化

（P>0.05）（图5B）。表明FZD6和miR-199a -5p

之间存在靶向关系。

图 5　miR-199a-5p 和 FZD6 之间的靶向关系　　A：TargetScan 预测 miR-199a-5p 和 FZD6 之间的结合位点；B：荧光素酶表

达量的测定
Figure 5　Targeting relationship between miR-199a-5p and FZD6　　A: TargetScan predicted binding sites between miR-199a-5p and 

FZD6; B: Determination of luciferase expression level
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2.6 下 调 FZD6 对 HepG2 细 胞 的 增 殖、 侵 袭 和

EMT 的影响

HepG2细胞中FZD6的表达量明显高于HIBEC

细胞（P<0.01）（图6A）。与siRNA NC组比较，

FZD6 s iRNA组的FZD6表达量降低（P<0.05）；

和 p c D N A - 3 . 1 （ + ） 组 比 较 ， p c D N A - F Z D 6 组 的

F Z D 6 表 达 量 明 显 升 高 （ P < 0 . 0 1 ) （ 图 6 B ） 。 由

图6C CCK -8结果可知，FZD6 s iRNA组的细胞增

殖 能 力 低 于 s i R N A  N C 组 （P< 0 . 0 5 ） ； p c D N A -
F Z D 6 组 的 细 胞 增 殖 能 力 高 于 p c D N A -3 . 1 （ + ） 组

（P<0.05）。FZD6 siRNA组细胞的侵袭数  目低于

siRNA NC组（P<0.05）；pcDNA-FZD6组的细胞

侵袭数目明显高于pcDNA-3.1（+）组（P<0.01）

（图6D-E）。与siRNA NC组比较，FZD6 siRNA

组E -cadhe r in蛋白表达量明显上升（P<0 .01），

N - c a d h e r i n 、 M M P - 2 和 M M P - 9 蛋 白 蛋 白 表 达 量

明 显 下 降 （ P < 0 . 0 1 ） ， 细 胞 E M T 形 态 学 改 变 减

弱 ； 与 p c D N A - 3 . 1 （ + ） 组 比 较 ， p c D N A - F Z D 6

组E -cadhe r in蛋白表达量明显下降（P<0 .01），

N-cadherin、MMP-2和MMP-9蛋白蛋白表达量明显

上升（P<0 .01），细胞出现排列不整齐，紧密连

接逐渐变离散，有拉长现象（图6F-J）。以上结

果表明下调FZD6能够抑制HepG2细胞的增殖、侵

袭和EMT，过表达FZD6能够促进HepG2细胞的增

殖、侵袭和EMT。

2.7  SNHG12 通 过 miR-199a-5p 调 控 FZD6 的

表达

与 s i R N  A  N C 组 比 较 ， S N H G 1 2  s i R N A 组 的

FZD6表达量明显降低（P<0.01）；与pcDN A-3.1

（+）组比较，pcDNA -SNHG12组的FZD6表达量

明显升高（P<0.01）（图7A-C），表明SNHG12

和FZD6存在正调控关系。与siRNA NC组比较，

S N H G 1 2  s i R N A 组 的 m i R - 1 9 9 a - 5 p 表 达 量 明 显

升 高 （P<0 . 0 1 ） ； 与 p c D N A - 3 . 1 （ + ） 组 比 较 ，

pcDNA -SNHG12组的miR -199a -5p表达量明显降

低 （P< 0 . 0 1 ） （ 图 7 D ） ， 表 明 S N H G 1 2 和 m i R -
1 9 9 a - 5 p 存 在 负 调 控 关 系 。 与 i n h i  b i t o r  N C 组 比

较，miR -199a -5p inhibi tor组FZD6表达量明显升

高（P<0.01）；与mimi cs NC组比较，miR -199a-
5 p  m i m i c s 组 F Z D 6 表 达 量 明 显 降 低 （P< 0 . 0 1 ）

（ 图 7 E - G ） ， 表 明 m i R - 1 9 9 a - 5 p 和 F Z D 6 存 在 负

调 控 关 系 。 与 s i R N  A  N C + i n h i b i t o r  N C 组 比 较 ，

S N H G 1 2  s i R N A + i n h i b i t o r  N C 组 的 F Z D 6 表 达 量

明显降低（P<0 .01），siRNA NC+miR -199a -5p 

i n h i b i t o r 组 F Z D 6 表 达 量 明 显 升 高 （P<0 . 0 1 ） ，

而与siRNA NC+miR -199a -5p inh ib i to r组比较，

SNHG12 s iRNA+miR -199a -5p  inh ib i to r组FZD6

表 达 量 明 显 降 低 （P<0 . 0 1 ） （ 图 7 H - J ） 。 表 明

SNHG12能够通过miR-199a-5p调控FZD6的表达。
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图 6　下调 FZD6 抑制 HepG2 细胞的增殖、侵袭和 EMT　　A：qRT-PCR 检测 FZD6 在 HepG2 和 HIBEC 细胞中的表达量；

B：qRT-PCR 检测干扰及过表达 FZD6 后 HepG2 细胞中 FZD6 的表达量；C：CCK-8 检测 FZD6 对 HepG2 细胞增殖的影响；

D：细胞侵袭实验检测 FZD6 对 HepG2 细胞侵袭的影响；E：HepG2 细胞的侵袭数目；F：Western blot 检测 FZD6 对

HepG2 细胞内 E-cadherin、N-cadherin 表达的影响；G：E-cadherin、N-cadherin 蛋白的相对表达量；H：Western blot 检测

FZD6 对 HepG2 细胞内 MMP2、MMP9 表达的影响；I： MMP2、MMP9 蛋白的相对表达量；J：荧光显微镜观察 HepG2

细胞形态
Figure 6　Inhibitory effects of down-regulation of FZD6 on proliferation, invasion and EMT of HepG2 cells　　A: The expression of 

FZD6 in HepG2 and HIBEC cells detected by qRT-PCR; B: The expression level of FZD6 in HepG2 cells after FZD6 interference 
detected by qRT-PCR; C: Th e eff ect of FZD6 on proliferation of HepG2 cells CCK-8 assay; D:Th e eff ect of FZD6 on invasion of HepG2 
cells detected by Transwell assay; E: Th e invasion number of HepG2 cells; F:Th e eff ect of FZD6 on the expressions of E-cadherin and 
N-cadherin in HepG2 cells determined by Western blot; G: Relative expression levels of E-cadherin and N-cadherin proteins; H: Th e 
eff ect of FZD6 on expressions of MMP-2 and MMP-9 in HepG2 cells determined by Western blot; I: Relative expression levels of MMP-
2 and MMP-9 proteins; J: Th e morphology of HepG2 cells observed by fl uorescence microscopy
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图 7　SNHG12 通过 miR-199a-5p 调控 FZD6 的表达　　A：qRT-PCR 检测过表达及下调 SNHG12 后 FZD6 的 mRNA 表达；

B：Western blot 检测过表达及下调 SNHG12 后 FZD6 的蛋白表达；C：FZD6 的蛋白相对表达量；D：qRT-PCR 检测过

表达及下调 SNHG12 后 miR-199a-5p 的表达；E：RT-qPCR 检测过表达及下调 miR-199a-5p 后 FZD6 的 mRNA 表达；

F：Western blot 检测过表达及下调 miR-199a-5p 后 FZD6 的蛋白表达；G：FZD6 的蛋白相对表达量；H：qRT-PCR 检测

SNHG12 通过 miR-199a-5p 调控 FZD6 的 mRNA 表达；I：Western blot 检测 SNHG12 通过 miR-199a-5p 调控 FZD6 的蛋白表达；

J：FZD6 的蛋白相对表达量
Figure 7　SNHG12 regulating the expression of FZD6 through miR-199a-5p　　A: FZD6 mRNA expression after overexpression or 

down-regulation of SNHG12 detected by qRT-PCR; B: FZD6 protein expression aft er overexpression or down-regulation of SNHG12 
detected by Western blot; C: Th e relative expression of FZD6 protein; D: Th e expression of miR-199a-5p aft er overexpression or down-
regulation of SNHG12 detected by qRT-PCR; E: Th e mRNA expression of FZD6 aft er overexpression or down-regulation of miR-199a-
5p detected by qRT-PCR; F: FZD6 protein expression aft er overexpression or down-regulation of miR-199a-5p detected by Western 
blot; G: Th e relative expression of FZD6 protein; H: Th e expression of FZD6 regulated by SNHG12 through miR-199a-5p detected by 
qRT-PCR; I: FZD6 protein expression regulated by SNHG12 through miR-199a-5p detected by Western blot; J: Th e relative expression 
of FZD6 protein
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3　讨　论

越 来 越 多 的 研 究 表 明 ， l n c R N A 在 多 种 生

理 、 病 理 过 程 以 及 恶 性 疾 病 中 失 调 [ 1 4 - 1 5 ]， 且 发 现

l n c R N A 在 各 种 癌 症 中 异 常 表 达 ， 可 作 为 癌 症 的

诊 断 和 预 后 标 志 物 发 挥 作 用 [ 1 6 - 1 7 ] 。 如 研 究 表 明

L n c R N A  S N H G 1 5 在 胶 质 瘤 血 管 内 皮 细 胞 中 高 表

达，能通过负调控miR-153影响胶质瘤微血管内皮

细胞的生长 [18]；lncRNA PVT1在胃癌组织和细胞

中 表 达 明 显 上 调 ， 通 过 海 绵 m i R - 1 8 6 促 进 胃 癌 的

进展[19]。最近研究发现lncRNA SNHG12与各种癌

症的发展过程密切相关。如有文献[20]报道lncRNA 

SNHG12在非小细胞肺癌中通过海绵miR -181a激

活MAPK/S lug通路，从而导致顺铂、紫杉醇、吉

非替尼的耐药。研究表明长lncRNA SNHG12通过

上 调 人 骨 肉 瘤 细 胞 中 血 管 蛋 白 基 因 的 表 达 来 促 进

细胞增殖和迁移 [12]。lncRNA SNHG12通过调节/

β-catenin Wnt信号通路促进乳头状甲状腺癌的增

殖和转移[21]。而本研究lncRNA SNHG12在HCC中

的 临 床 意 义 时 ， 发 现 与 正 常 细 胞 相 比 ， S N H G 1 2

在 H C C 细 胞 中 表 达 上 调 ， 干 扰 S N H G 1 2 的 表 达 抑

制了HepG2细胞的增殖、侵袭和EMT，而过表达

SNHG12能够促进HepG2细胞的增殖、侵袭和EMT

进 程 。 以 上 结 果 表 明 S N H G 1 2 能 够 作 为 癌 基 因 在

H C C 发 展 过 程 中 发 挥 作 用 ， 提 示 S N H G 1 2 可 作 为

HCC的预后标志物。

越 来 越 多 的 研 究 [ 2 2 - 2 4 ]表 明 ， l n c R N A 作 为 竞

争内源性RNA或miRNA海绵，参与调控多种细胞

生 物 学 活 动 。 本 研 究 通 过 生 物 信 息 学 分 析 观 察 到

SNHG12与miR -199a-5p具有靶向关系，且通过双

荧 光 素 酶 实 验 证 实 m i R - 1 9 9 a - 5 p 可 以 与 S N H G 1 2

结 合 。 最 近 研 究 表 明 m i R - 1 9 9 a - 5 p 能 够 在 各 种 癌

症 中 发 挥 关 键 作 用 。 如 m i R - 1 9 9 a - 5 p 在 H C C 中 作

为Warburg效应的抑制因子，和HIF-1α形成一个

正反馈循环促进HCC细胞的糖酵解 [25]；下调miR -
199a-5p通过调节MLK3/NF-κB通路有助于膀胱移

行细胞癌的肿瘤发生[26]；此外沉默miR-199a-5p能

够上调DDR1和激活EMT相关信号通路促进结直肠

癌的发展[27]，miR-199a-5p在体外能减弱人肾透明

细胞癌细胞的侵袭过程 [28]。本研究首次研究miR -
199a-5p的临床意义，并探讨其在HCC发展过程中

的作用。结果表明，miR-199a-5p在HCC细胞中的

表达明显低于正常细胞。干扰miR-199a-5p促进了

HCC细胞的增殖、侵袭和EMT，过表达miR-199a-

5 p 则 抑 制 了 H C C 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 和 E M T ， 且

SNHG12能够通过miR-199a-5p调控HCC细胞的发

展。此外本研究发现miR -199a -5p和FZD6具有靶

向关系，并通过双荧光素酶实验证实miR-199a-5p

可以与FZD6结合。

研究表明FZD6是一个与EMT进程和肿瘤发生

发 展 息 息 相 关 的 基 因 ， 如 文 献 报 道 结 直 肠 癌 患 者

中 F Z D 6 高 表 达 ， 过 表 达 F Z D 6 表 达 能 够 促 进 癌 细

胞发展 [29]；miR-21能够靶向FZD6激活非典型Wnt

通路抑制胃癌细胞的增殖和迁移 [ 30]。研究还表明

NPTX2与FZD6相互作用，使MYC、cyc l in  D1、

snail和N-cadherin的表达增加，同时E-cadherin的

表达减少[31]。研究发现FZD6在60%~90%的肝细胞

癌组中表达上调，在50%癌前病变组织中高表达，

且 研 究 表 明 敲 低 F Z D s 可 以 抑 制 癌 细 胞 生 长 、 侵

袭、转移，表明FZD6可能在HCC发展中起作用。

我 们 发 现 F Z D 6 在 H C C 细 胞 中 的 表 达 明 显 高 于 正

常细胞，下调FZD6的表达抑制了HepG2细胞的增

殖、侵袭和EMT，而过表达FZD6能够促进HepG2

细胞的增殖、侵袭和EMT进程。且过表达SNHG12

能够促进FZD6的表达，下调SNHG12抑制FZD6的

表达，表明SNHG12和FZD6存在正调控关系；而

过表达miR -199a -5p抑制FZD6的表达，下调miR -
1 9 9 a - 5 p 促 进 F Z D 6 的 表 达 ， 表 明 m i R - 1 9 9 a - 5 p 和

FZD6存在负调控关系；另外发现SNHG12能够通

过miR-199a-5p调控FZD6的表达。

综 上 所 述 ， 上 调 l n c R N A  S N H G 1 2 通 过 m i R -
199a -5p/FZD6轴促进HCC的增殖、侵袭和EMT。

本研究为进一步了解HC C 发展的分子机制提 供了

理论基础，同时也为HC C 患者的临床诊断和 治疗

提 供 了 试 验 依 据 。 但 是 这 仅 仅 只 是 一 方 面 ， 有 关

lncRNA SNHG12、miR-199a-5p和FZD6在HCC中

的作用机制还需更近一步研究。
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