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miR-199a-5p介导的lncRNA
 

ANRIL通过调节HIF-1α
促进多发性骨髓瘤的恶性增殖*
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  摘 要:目的 探讨长链非编码RNA(lncRNA)ANRIL在多发性骨髓瘤(MM)中的生物学功能及其可能

的作用机制。方法 采 集 MM 患 者 与 健 康 志 愿 者 血 浆,采 用qRT-PCR检 测lncRNA
 

ANRIL、微 小 RNA
(miR)-199a-5p和低氧诱导因子-1α(HIF-1α)的相对表达水平。分析lncRNA

 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α
之间的靶向作用关系,进一步分析lncRNA

 

ANRIL与 miR-199a-5p表达及 miR-199a-5p和 HIF-1α表达的调

控关系。敲减lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α的 mRNA水平后,或者上调lncRNA
 

ANRIL、miR-
199a-5p和HIF-1α表达后,采用CCK-8测定 U266细胞增殖活力,流式细胞术测定细胞凋亡率,Western

 

blot
检测Bax、Bcl-2、caspase3和caspase9蛋白表达。结果 与健康志愿者相比,MM患者血浆lncRNA

 

ANRIL和

HIF-1α表达上调。miR-199a-5p在 MM患者血浆中表达下调。此外,lncRNA
 

ANRIL可与 miR-199a-5p相互

作用。HIF-1α被证实是 miR-199a-5p的一个靶点。lncRNA
 

ANRIL表达与 HIF-1α表达呈正向调控,miR-
199a-5p表达与HIF-1α表达呈负向调控。下调lncRNA

 

ANRIL、HIF-1α或过表达miR-199a-5p可显著抑制细

胞增殖,促进细胞凋亡。过表达lncRNA
 

ANRIL通过调控 miR-199a-5p促进 U266细胞增殖。结论 miR-
199a-5p介导的lncRNA

 

ANRIL通过调节HIF-1α促进 MM的恶性增殖。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

biological
 

function
 

and
 

possible
 

mechanism
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA(lncRNA)
 

ANRIL
 

in
 

multiple
 

myeloma(MM).Methods Plasma
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

MM
 

pa-
tients

 

and
 

healthy
 

volunteers,and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

lncRNA
 

ANRIL,microRNA
 

(miR)-199a-5p
 

and
 

hypoxia-inducible
 

factor-1α
 

(HIF-1α)
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.The
 

targeting
 

relationship
 

between
 

ln-
cRNA

 

ANRIL,miR-199a-5p
 

and
 

HIF-1α
 

was
 

analyzed,and
 

the
 

regulatory
 

relationship
 

between
 

lncRNA
 

AN-
RIL

 

and
 

the
 

expression
 

of
 

miR-199a-5p,miR-199a-5p
 

and
 

HIF-1α
 

was
 

further
 

analyzed.After
 

the
 

mRNA
 

lev-
els

 

of
 

lncRNA
 

ANRIL,miR-199a-5p
 

and
 

HIF-1α
 

were
 

down-regulated
 

or
 

the
 

expressions
 

of
 

lncRNA
 

ANRIL,

miR-199a-5p
 

and
 

HIF-1α
 

were
 

up-regulated,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

U266
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

CCK-8,

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

U266
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

protein
 

expressions
 

of
 

Bax,Bcl-2,

caspase3
 

and
 

caspase9
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

healthy
 

volunteers,the
 

expres-
sions

 

of
 

lncRNA
 

ANRIL
 

and
 

HIF-1α
 

were
 

up-regulated
 

in
 

MM
 

patients,the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-199a-5p
 

was
 

down-regulated
 

in
 

the
 

plasma
 

of
 

MM
 

patients.In
 

addition,lncRNA
 

ANRIL
 

could
 

interact
 

with
 

miR-199a-
5p.HIF-1α

 

was
 

confirmed
 

to
 

be
 

a
 

target
 

of
 

miR-199a-5p.The
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

ANRIL
 

was
 

positively
 

regulated
 

with
 

HIF-1α,and
 

the
 

expression
 

of
 

miR-199a-5p
 

was
 

negatively
 

regulated
 

with
 

HIF-1α.Down-regu-
lation

 

of
 

lncRNA
 

ANRIL,HIF-1α
 

or
 

overexpression
 

of
 

miR-199a-5p
 

could
 

significantly
 

inhibite
 

cell
 

prolifera-
tion

 

and
 

promote
 

cell
 

apoptosis.Overexpression
 

of
 

lncRNA
 

ANRIL
 

could
 

promote
 

the
 

proliferation
 

of
 

U266
 

cells
 

by
 

regulating
 

miR-199a-5p.Conclusion lncRNA
 

ANRIL
 

mediated
 

by
 

miR-199a-5p
 

promotes
 

the
 

malig-
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proliferation
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MM
 

by
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HIF-1α.
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  多发性骨髓瘤(MM)是一种典型的血液系统恶性

肿瘤,由单克隆浆细胞在骨髓微环境中异常积累引

起[1]。主要特征为骨重塑严重失衡引起的骨病变[2]。
MM是一种复杂的疾病,其潜在的分子机制尚未完全

阐明,探索创新的治疗策略对于有效治疗 MM患者至

关重要。长链非编码RNA(lncRNA)是新发现的一

类功能RNA分子,其长度超过200个核苷酸,几乎不

具有蛋白质编码能力[3-4]。lncRNA在肿瘤发生、发展

和分化中发挥着重要作用[5]。此外,lncRNA已被证

明在人类癌症中具有异常调节作用,可能作为癌症促

进因子或癌症抑制因子发挥作用[6]。lncRNA
 

AN-
RIL已在家族性黑色素瘤患者中被鉴定。有研究报

道,lncRNA
 

ANRIL过表达是几种人类癌症的危险因

素。例如,沉默lncRNA
 

ANRIL通过调节白细胞介

素(IL)-33/生长刺激表达基因2(ST2)减少心肌细胞

凋亡[7]。lncRNA
 

ANRIL通过增强NF-κB信号通路

促进胃癌进展[8]。lncRNA
 

ANRIL通过调节自噬途

径中的微小 RNA(miRNA)-99a和 miRNA-449a促

进血管生成和血栓形成[9]。最近有研究发现,miR-
411-3p介导的lncRNA

 

ANRIL通过调节低氧诱导因

子-1α(HIF-1α)抑制 MM的恶性增殖和肿瘤干细胞样

特性[10],表明lncRNA
 

ANRIL、HIF-1α和 MM 发展

密切相关。另外有研究发现,在肿瘤发展中lncRNA
 

ANRIL与 miR-199a-5p、miR-199a-5p与 HIF-1α具

有靶向作用,但是在 MM 中,三者是否有联系尚不明

确,而且目前还没有足够的证据表明lncRNA
 

ANRIL
在 MM细胞中的表达和功能。因此,本研究旨在探讨

lncRNA-ANRIL通过诱导 HIF-1α对 MM 恶性增殖

的影响及其作用机制。
1 资料与方法

1.1 一般资料 从本院选取55例 MM 患者为研究

对象,均符合人民卫生出版社出版的《血液病诊断与

鉴别诊断图谱》中的诊断标准,同时选取55例健康志

愿者作为对照。本研究经本院伦理委员会批准,所有

受试者均知情同意。采集治疗前 MM 患者与健康志

愿者的外周静脉血,离心后收集血浆。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染 人 MM细胞系U266从美

国典藏培养中心(ATCC)获得,在含有15%胎牛血清

(美国Gibco)、1%谷氨酰胺和1%链霉素-青霉素(美
国Invitrogen)的 RPMI-1640培养基中培养,并置于

37℃、5%
 

CO2 培养箱中。过表达对照载体(mimics
 

NC)、miR-199a-5p过表达载体(miR-199a-5p
 

mim-
ics)、敲低对照载体(inhibitor

 

NC)、miR-199a-5p敲低

载体(miR-199a-5p
 

inhibitor)、ANRIL阴性对照(si-

NC)、ANRIL沉默载体(si-ANRIL)、HIF-1α沉默载

体(si-HIF-1α)由中国广东RiboBio公司合成。U266
细胞(1×106 个/孔)经Lipofectamine

 

2000试剂(美
国Invitrogen)转染后,接种于6孔板,收集转染的细

胞进行后续实验。
1.2.2 双荧光素酶报告基因活性检测 miRanda软

件预测lncRNA
 

ANRIL与 miR-199a-5p之间的结合

位 点。TargetScan(http://www.targetscan.org/
vert_72/)用于预测miR-199a-5p的靶位点,用荧光素

酶报告基因试验验证 miR-199a-5p与lncRNA
 

AN-
RIL或 HIF-1α的结合。构建 ANRIL野生型(wt-
ANRIL)和突变型(mut-ANRIL)报告载体,并插入

psiCHECK-2。构建 HIF-1α野生型(wt-HIF-1α)和
突变型(mut-HIF-1α

 

)报告载体并插入psiCHECK-
2。报告质粒(wt-ANRIL、mut-ANRIL、wt-HIF-1α、
mut-HIF-1α)与 mimics

 

NC、miR-199a-5p
 

mimics质

粒用Lipofectamine
 

2000共转染U266细胞48
 

h。最

后,用双荧光素酶报告系统试剂盒(Promega)检测荧

光素酶活性。
1.2.3 流式细胞术测定细胞凋亡 使用Annexin

 

V-
FITC/

 

PI凋亡试剂盒(上海Beyotime
 

Biotechnolo-
gy)检测U266细胞的凋亡。U266细胞转染质粒后,
用磷酸盐缓冲溶液(PBS)清洗,以2

 

000
 

r/min离心

10
 

min。U266细胞重悬于结合缓冲液(500
 

μL)中,
然后与Annexin

 

V-FITC(5
 

μL)和碘化丙啶(10
 

μL)
在25

 

℃条件下孵育20
 

min。最后采用流式细胞仪

(美国BD
 

Biosciences)对凋亡细胞进行区分,计算凋

亡率。
1.2.4 细胞增殖活力测定 将U266细胞(5

 

000个/
孔)接种于96孔板,培养过夜。转染0

 

h和48
 

h后,
添加10

 

μL
 

CCK-8(日本Dojindo)到每个孔,与细胞

孵育4
 

h。最后在450
 

nm波长下检测吸光度。
1.2.5 RNA 提取、逆转录和qRT-PCR 所有的

RNA均使用TRIzol试剂(美国Invitrogen)从血浆和

细胞中提取,然后用PrimeScript
 

RT试剂盒按照厂家

说明书(日本Takara)将1
 

μg总RNA逆转录为cD-
NA。miRNA采用DNaseⅠ处理样品,去除样品中的

gDNA。随后使用miR-X
 

miR第一链合成试剂盒(日
本Takara)合成cDNA。最后,利用SYBR

 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ(日本Takara)和罗氏LightCycler
 

480
 

PCR仪

进行qRT-PCR反应。引物序列如下:lncRNA
 

AN-
RIL-F

 

5'-GGACTACAGATGCACCACCAT-3';lncRNA
 

ANRIL-R
 

5'-TGAGCACTGTGTCCATAGCA-3';miR-
199a-5p-F

 

5'-GGCGCCCAGTGTTCAGACTAC-3';
miR-199a-5p-R

 

5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3';HIF-
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1α-F
 

5'-ACCTATGACCTGCTTGGTGC-3';HIF-1α-R
 

5'-GGCTGTGTCGACTGAGGAAA-3';GAPDH-F
 

5'-
AAATCCCATCACCATCTTCCAG-3';GAPDH-R

 

5'-
GAGTCCTTCCACGATACCAAAGTTG-3'。
1.2.6 Western

 

blot U266细胞用预冷的PBS洗

涤,用RIPA裂解缓冲液进行裂解。将等量的蛋白样

品通过10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离,然后转

移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜。用5%脱脂牛奶封闭

1.5
 

h 后,用 一 抗 [抗 caspase3(英 国 Abcam,
ab32351)、抗caspase

 

9(英国 Abcam,ab32539)、抗
Bax(英国 Abcam,ab32503)、抗Bcl-2(英国 Abcam,
ab32124)、抗GAPDH(英国Abcam,ab8485)]和辣根

过氧化物酶结合的二抗孵育 PVDF膜。用 Pierce
 

ECL
 

Western
 

blot(美国 Thermo
 

Scientific)观察条

带。采用GAPDH作为内参。
1.3 

 

统计学处理 采用SPSS17.0统计学软件进行

数据分析。计量资料以x±s表示,多组间比较采用

方差分析,两组比较采用配对t检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α在

MM患者和健康志愿者血浆中的表达差异 MM 患

者血浆lncRNA
 

ANRIL、HIF-1α表达高于健康志愿

者(P<0.05),MM 患者血浆 miR-199a-5p表达低于

健康志愿者(P<0.05)。见图1。
2.2 lncRNA

 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α三者

之间的关系 生物信息学软件预测了lncRNA
 

AN-
RIL与 miR-199a-5p、miR-199a-5p和 HIF-1α之间的

结合位点(图2A、2B)。荧光素酶报告基因检测显示,
与 wt-ANRIL+mimics

 

NC 组 相 比,wt-ANRIL+
miR-199a-5p

 

mimics的荧光素酶活性显著降低(P<
0.05);mut-ANRIL + mimics

 

NC 组 与 mut-
ANRIL+miR-199a-5p

 

mimics组荧光素酶活性差异

无统计学意义(P>0.05)(图2C);与 wt-HIF-1α+
mimics

 

NC组相比,wt-HIF-1α+miR-199a-5p
 

mim-
ics组荧光素酶活性显著降低(P<0.05);mut-HIF-
1α+mimics

 

NC 组 与 mut-HIF-1α+miR-199a-5p
 

mimics组荧光素酶活性差异无统计学意义(P>
0.05,图2D)。进 一 步 研 究 了lncRNA

 

ANRIL 对

miR-199a-5p、HIF-1α表达的调控作用,发现与si-NC
组相比,si-ANRIL组细胞内HIF-1α相对表达量明显

降低(P<0.05),与inhibitor
 

NC组相比,miR-199a-
5p

 

inhibitor组细胞内 HIF-1α相对表达量明显升高

(P<0.05),表明lncRNA
 

ANRIL表达对 HIF-1α表

达有正向调控作用,miR-199a-5p表达对HIF-1α表达

有负向调控作用(图2E)。
2.3 lncRNA

 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α对

U266细胞增殖活力的影响 分析图3A可知,与si-
NC组相比,si-ANRIL组和si-HIF-1α组U266细胞增

殖活力明显降低(P<0.05);与inhibitor
 

NC组相比,
miR-199a-5p

 

inhibitor组U266细胞增殖活力明显升高

(P<0.05)。分析图3B可知,与pcDNA-3.1(+)+
mimics

 

NC组相比,pcDNA-ANRIL+mimics
 

NC组

U266细胞增殖活力明显升高(P<0.05);pcDNA-
3.1(+)+miR-199a-5p

 

mimics组 U266细胞增殖活

力明显降低(P<0.05);与pcDNA-3.1(+)+miR-
199a-5p

 

mimics组相比,pcDNA-ANRIL+miR-199a-
5p

 

mimics组 U266细 胞 增 殖 活 力 明 显 升 高(P<
0.05)。
2.4 lncRNA

 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α对

U266细胞凋亡的影响 分析图4A、4B可知,与si-
NC组相比,si-ANRIL组和si-HIF-1α组 U266细胞

凋亡率明显上升(P<0.05);与inhibitor
 

NC组相比,
miR-199a-5p

 

inhibitor组U266细胞凋亡率明显降低

(P<0.05)。分析图4C、4D可知,与pcDNA-3.1(+)
+mimics

 

NC组相比,pcDNA-ANRIL+mimics
 

NC
组U266细胞凋亡率明显降低(P<0.05),pcDNA-
3.1(+)+miR-199a-5p

 

mimics组 U266细胞凋亡率

明显升高(P<0.05);与pcDNA-3.1(+)+miR-
199a-5p

 

mimics组相比,pcDNA-ANRIL+miR-199a-
5p

 

mimics组U266细胞凋亡率明显降低(P<0.05)。
2.5 lncRNA

 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α对

U266细胞内Bax、Bcl-2、caspase3和caspase9蛋白相

对表达量的影响 分析图5A可知,与si-NC组相比,
si-ANRIL和si-HIF-1α组细胞内 Bax、caspase3和

caspase9表达显著上调(P<0.05),Bcl-2表达显著下

调(P<0.05);与inhibitor
 

NC组相比,miR-199a-5p
 

inhibitor组细胞内Bax、caspase3和caspase9表达显

著下调(P<0.05),Bcl-2表达显著上调(P<0.05)。
分析图5B可知,与pcDNA-3.1(+)+mimics

 

NC组

相比,pcDNA-ANRIL+mimics
 

NC组细胞内 Bax、
caspase3和caspase9表达显著下调(P<0.05),Bcl-2
表达显著上调(P<0.05),pcDNA-3.1(+)+miR-
199a-5p

 

mimics组细胞内Bax、caspase3和caspase9
表达显著上调(P<0.05),Bcl-2表达显著下调(P<
0.05);与pcDNA-3.1(+)+miR-199a-5p

 

mimics组

相比,pcDNA-ANRIL+miR-199a-5p
 

mimics组细胞

内Bax、caspase3和caspase9表 达 显 著 下 调(P<
0.05),Bcl-2表达显著上调(P<0.05)。
2.6 lncRNA

 

ANRIL通过 miR-199a-5p对 HIF-1α
表达的影响 与对照组相比,过表达lncRNA

 

ANRIL
显著促进了HIF-1α表达(P<0.05),而 miR-199a-5p

 

mimics组与 mimics
 

NC组相比显著抑制了 HIF-1α
表达(P<0.05),和 miR-199a-5p

 

mimics组对比,ln-
cRNA

 

ANRIL过表达质粒和miR-199a-5p
 

mimics同

时转染细胞后显著促进了 HIF-1α表达(P<0.05)。
见图6。
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  注:A为 MM患者和健康志愿者血浆lncRNA
 

ANRIL表达比较;B为 MM患者和健康志愿者血浆miR-199a-5p表达比较;C为 MM患者和健

康志愿者血浆 HIF-1α表达比较;**表示P<0.05。

图1  lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α在 MM患者和健康志愿者血浆中的表达差异

  注:A为lncRNA
 

ANRIL与miR-199a-5p之间的结合位点;B为miR-199a-5p和HIF-1α之间的结合位点;C为lncRNA
 

ANRIL等双荧光素酶

活性检测;D为 HIF-1α等双荧光素酶活性检测;E为qRT-PCR分析 HIF-1α
 

mRNA相对表达水平;**表示P<0.05。

图2  lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α三者之间的关系

  注:A为CCK-8检测分别下调lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α表达后对U266细胞增殖活力的影响;B为CCK-8检测lncRNA
 

AN-

RIL通过miR-199a-5p对U266细胞增殖活力的影响;**表示P<0.05。

图3  CCK-8检测lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α对U266细胞增殖活力的影响
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  注:A为流式细胞术检测分别下调lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α表达后对U266细胞凋亡的影响;B为A中细胞凋亡率统计结果;

C为流式细胞术检测lncRNA
 

ANRIL通过miR-199a-5p对U266细胞凋亡的影响;D为C中细胞凋亡率统计结果;**表示P<0.05。

图4  流式细胞术检测lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α对U266细胞凋亡的影响

  注:A为 Western
 

blot检测分别下调lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α表达后对Bax、Bcl-2、caspase3和caspase9表达的影响;B为

Western
 

blot检测lncRNA
 

ANRIL通过miR-199a-5p对Bax、Bcl-2、caspase3和caspase9表达的影响。

图5  Western
 

blot检测lncRNA
 

ANRIL、miR-199a-5p和 HIF-1α对U266细胞内Bax、Bcl-2、

caspase3和caspase9蛋白表达的影响

  注:**表示P<0.05。

图6  qRT-PCR检测lncRNA
 

ANRIL通过 miR-199a-5p对

HIF-1α表达的影响

3 讨  论

  已有研究表明,lncRNA和 miRNA的异常表达

与 MM 的进展有关[9]。前期有研究发现,lncRNA
 

PDIA3P、lncRNA
 

MALAT-1、lncRNA
 

TUG1等在

MM患者血浆中呈高表达[11-12],而 miR-193a、miR-
29b-3p、miR-610等呈低表达[13]。既往研究报道,ln-
cRNA

 

ANRIL在多种癌症如视网膜母细胞瘤、卵巢

癌、胰腺癌中可作为癌基因发挥作用[14-15],而 miR-
199a-5p在多种癌症如胃癌、膀胱癌、宫颈癌中可作为

抑癌基因发挥功能[16]。因此,基于lncRNA
 

ANRIL
和miR-199a-5p在癌症中的作用,笔者推测lncRNA

 

ANRIL/miR-199a-5p轴可能参与调控 MM发展。本

研究发现,lncRNA
 

ANRIL在 MM 患者血浆中呈高

表达,而 miR-199a-5p在 MM 患者血浆中表达下调。
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生物信息学软件预测ANRIL与 miR-199a-5p之间存

在结合位点。荧光素酶报告基因检测和转染实验进

一步表明,miR-199a-5p是lncRNA
 

ANRIL直接作用

的靶点,在 U266细胞中 miR-199a-5p表达水平受到

lncRNA
 

ANRIL的负调控。本研究揭示了lncRNA
 

ANRIL和 miR-199a-5p在 MM 细胞中的靶调控关

系,但其具体作用机制还需进一步研究。
越来越多的证据表明,lncRNA在 MM 中通过与

miRNA竞争性结合发挥作用。例如,在 MM 中,ln-
cRNA

 

OIP5-AS1通过与miR-410竞争性结合促进细

胞增殖[17]。lncRNA
 

CCAT1通过与 miR-181a-5p竞

争性结合抑制 MM细胞增殖并促进细胞凋亡[18]。因

此,揭示lncRNA
 

ANRIL/miR-199a-5p的潜在机制

对于了解 MM的恶性增殖具有重要意义。为了深入

研究lncRNA
 

ANRIL/miR-199a-5p的作用机制,本
研究中将lncRNA

 

ANRIL下调质粒、miR-199a-5p抑

制剂或lncRNA
 

ANRIL过表达质粒与 miR-199a-5p
模拟物共转染U266细胞,观察其对细胞增殖和凋亡

的影响。结果发现,抑制lncRNA
 

ANRIL表达可抑

制细胞增殖,促进细胞凋亡,而抑制 miR-199a-5p表

达则会得到相反的结果。lncRNA
 

ANRIL过表达质

粒协同miR-199a-5p模拟物共转染进一步促进细胞

增殖,抑制细胞凋亡。虽然lncRNA
 

ANRIL/miR-
199a-5p轴在神经元损伤中的调节作用已被报道[19],
但鲜有其他报道证实lncRNA

 

ANRIL/miR-199a-5p
轴在调节 MM恶性增殖中的作用,这将为 MM 治疗

及复发防治提供理论指导。HIF-1α作为转录因子

HIF-1的一个亚基,在缺氧反应时可受到疾病特异性

miRNA的调控。例如,miR-199a通过调控 HIF-1α/
血管内皮生长因子(VEGF)信号通路对非小细胞肺癌

大鼠产生影响[20]。miR-200c下调 HIF-1α并抑制肺

癌细 胞 的 迁 移。miR-199a-5p是 一 种 疾 病 特 异 性

miRNA,调控肿瘤中多种恶性生物学行为。根据以往

的报道,miR-199a-5p和 miR-495在肺癌 UPR通路

中靶 向 调 控 GRP78[21]。此 外,通 过 靶 向 HIF-1α-
GSK3β-mPTP轴,下调miR-199a-5p可减弱心肌细胞

缺氧/复氧诱导的细胞毒性[22]。然而,miR-199a-5p
在 MM中的具体作用机制尚不清楚。根据生物信息

学软件的预测,HIF-1α是miR-199a-5p的一个潜在靶

点。因此,miR-199a-5p可能通过靶向调控HIF-1α在

MM中发挥作用。本研究结果显示,HIF-1α在 MM
患者的血浆中呈高表达。荧光素酶报告基因检测和

转染实验进一步表明,HIF-1α是 miR-199a-5p的靶

点,在U266细胞中HIF-1α表达受miR-199a-5p的负

调控。因此,本研究在 U266细胞中发现 miR-199a-
5p对HIF-1α的靶调控作用。此外,HIF-1α表达下调

明显抑制了U266细胞的增殖,表明 HIF-1α对 U266
细胞增殖具有明显的促进作用。

综上所述,本研究结果证实了 MM 患者血浆ln-
cRNA

 

ANRIL和 HIF-1α表达上调,而 miR-199a-5p
表达下调。此外,lncRNA

 

ANRIL通过 miR-199a-5p
调控HIF-1α表达,影响细胞增殖和凋亡。这提示ln-
cRNA

 

ANRIL/miR-199a-5p/HIF-1α轴可能作为治

疗 MM的潜在靶点。
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