
24 现代检验医学杂志　第 40 卷　第 1 期　2025 年 1 月　J Mod Lab Med, Vol. 40, No. 1, Jan. 2025

LncRNA NEAT1 通过 miR-195-5p/CEBPA 轴促进骨髓瘤细胞
增殖和转移机制的实验研究

王 婷 a，白 彬 b，许红月 a，张学勇 a（山东省第一医科大学附属聊城市第二人民医院 a. 血液内科；b. 病理科，

山东聊城  252600）

摘  要：目的 探究长链非编码 RNA（LncRNA）核富集丰富的转录本 1（NEAT1）通过 miR-195-5p/CCAAT 增强子

结合蛋白 α（CEBPA）轴对骨髓瘤细胞增殖和转移的影响及机制。方法 ①收集 2021 年 3 月～ 2023 年 2 月在山东省

第一医科大学附属聊城市第二人民医院血液内科住院的 40 例多发性骨髓瘤（MM）患者和 10 例健康骨髓供者的骨髓

单个核细胞（BMNC）及 MM 细胞系 U266，RPMI 8226，NCI-H 929 和 MM.1S，RT-qPCR 和 Western blot 检测细胞中

NEAT1，miR-195-5p，CEBPA mRNA 和蛋白水平。② U266 细胞分为过表达 NEAT1 组（NEAT1 组）及其对照组（NC 组）、

敲低 NEAT1 表达组（sh-NEAT1 组）及其对照组（sh-NC 组）、过表达 NEAT1 和 miR-195-5p 组（NEAT1+miR-195-5p 组）

及其对照组（NEAT1+miR-NC组）、过表达miR-195-5p和CEBPA组（miR-195-5p+CEBPA组）及其对照组（miR-195-5p+NC
组）。CCK-8 和 5- 乙炔基 -2’- 脱氧尿苷（EdU）染色检测细胞增殖能力；Transwell 实验检测细胞迁移和侵袭能力；

RT-qPCR 检测细胞中 NEAT1，miR-195-5p，CEBPA mRNA 水平；Western blot 检测细胞中 CEBPA，Ki67，增殖细胞核

抗原（PCNA），基质金属蛋白酶（MMP）-2，MMP-9，磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K），p-PI3K，蛋白激酶 B（AKT），p-AKT，

雷帕霉素靶蛋白（mTOR），p-mTOR 蛋白水平。③ 20 只裸鼠分为敲低 NEAT1 表达组（sh-NEAT1 组）及其对照组（sh-NC
组），每组各 10 只。裸鼠皮下注射相应已转染的 U266 细胞悬液，四周后测定移植瘤各项指标差异。结果 ①与正

常 BMNC 相比，MM 患者和 MM 细胞系中 NEAT1，CEBPA mRNA 和蛋白水平升高，miR-195-5p 水平降低，差异具

有统计学意义（t=11.697，9.272，4.352，11.639，均 P<0.05）。②过表达 NEAT1 后，与 NC 组比较，NEAT1 组细胞

NEAT1，CEBPA mRNA 和蛋白水平升高，miR-195-5p 水平降低（t=12.825，5.874，13.893，4.797）；细胞培养 72h A 值、

EdU 阳性率升高，细胞迁移、侵袭数增多（t=9.425，5.632，8.841，5.364）；Ki67，PCNA，MMP-2，MMP-9，p-PI3K/
PI3K，p-AKT/AKT，p-mTOR/mTOR 蛋白水平升高（t=14.227，7.743，7.348，7.803，8.714，8.629，7.359），差异具

有统计学意义（均 P<0.05）；敲低 NEAT1 表达后，与 sh-NC 组比较，sh- NEAT1 组细胞 NEAT1，CEBPA mRNA 和蛋

白水平降低（t=5.776，5.001，4.503），miR-195-5p 水平升高（t=4.456），细胞迁移、侵袭能力降低（t=6.204，8.792），

差异具有统计学意义（均 P<0.05）；过表达 miR-195-5p 能够部分逆转过表达 NEAT1 对细胞上述指标的影响，差异具

有统计学意义（t=4.356 ～ 10.809，均 P<0.05）；过表达 CEBPA 能够部分逆转过表达 miR-195-5p 对细胞上述指标的影响，

差异具有统计学意义（t=4.329 ～ 14.452，均 P<0.05）。③敲低 NEAT1 表达能够抑制裸鼠移植瘤生长，差异具有统计

学意义（t=5.175 ～ 18.190，均 P<0.05）。结论 LncRNA NEAT1 通过靶向 miR-195-5p/CEBPA 表达促进 MM 细胞增殖

和转移，其可能通过激活 PI3K/AKT/mTOR 通路发挥作用。
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Experimental Study on the Mechanism of LncRNA NEAT1 Promoting 
Proliferation and Metastasis of Myeloma Cells Through miR-195-5p/CEBPA Axis
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Abstract: Objective To explore the effect and mechanism of long non-coding RNA (LncRNA) nuclear enriched abundant 
transcript 1 (NEAT1) on proliferation and metastasis of myeloma through miR-195-5p/CCAAT enhancer binding protein α 
(CEBPA) axis. Methods ① From March 2021 to February 2023, bone marrow mononuclear cells (BMNC) from 40 patients 
with multiple myeloma (MM) and 10 healthy bone marrow donors who were hospitalized in the Department of Hematology 
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the Second People’s Hospital of Liaocheng City, Shandong First Medical University and MM cell lines U266, RPMI 8226, NCI-H929 
and MM.1S were collected. RT-qPCR and Western blot were used to detect NEAT1, miR-195-5p, CEBPA mRNA and protein levels in 
cells. ② U266 cells were divided into overexpressing NEAT1 group (NEAT1 group) and its control group (NC group), knockdown 
NEAT1 expression group (sh-NEAT1 group) and its control group (sh-NC group), overexpressing NEAT1 and miR-195-5p group 
(NEAT1+miR-195-5p group) and its control group (NEAT1+miR-NC group), and overexpressing miR-195-5p and CEBPA group 
(miR-195-5p+CEBPA group) and its control group (miR-195-5p+NC group). CCK-8 and EdU staining were used to detect cell 
proliferation ability. Transwell assay was used to detect cell migration and invasion ability. RT-qPCR was used to detect NEAT1, miR-
195-5p, and CEBPA mRNA levels in cells. Western blot was used to detect CEBPA, Ki67, proliferating cell nuclear antigen (PCNA), 
matrix metalloproteinase (MMP)-2, MMP-9, phosphoinositide 3 kinase (PI3K), p-PI3K, protein kinase B (AKT), p-AKT, mechanistic 
target of rapamycin (mTOR), and p-mTOR protein levels. ③ Twenty nude mice were divided into knockdown NEAT1 expression 
group (sh-NEAT1 group) and its control group (sh-NC group), with ten mice in each group. Nude mice were subcutaneously injected 
with corresponding transfected U266 cell suspension, and the differences in various indicators of transplanted tumor were measured 
after 4 weeks. Results ① Compared with normal BMNC, NEAT1, CEBPA mRNA and protein levels in MM patients and MM cell 
lines were increased, while miR-195-5p level was decreased, and the differences were significant (t=11.697, 9.272, 4.352, 11.639, all 
P<0.05). ② After overexpression of NEAT1, NEAT1, CEBPA mRNA and protein levels in cells were increased (t=12.825, 5.874 , 
13.893), while miR-195-5p level was decreased (t=4.797), the A value and EdU positive rate after 72 hours of cell culture were 
increased (t=9.425, 5.632), the number of migration/invasion cells were increased (t=8.841, 5.364), and Ki67, PCNA, MMP-2, MMP-9, 
p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT and p-mTOR/mTOR protein levels were increased (t=14.227, 7.743, 7.348, 7.803, 8.714, 8.629, 7.359), 
with significant differences (all P<0.05). After knockdown the expression of NEAT1, NEAT1, CEBPA mRNA and protein levels in cells 
were decreased (t=5.776, 5.001, 4.503), while miR-195-5p level was increased (t=4.456), the ability of cell proliferation, invasion and 
metastasis was decreased (t=6.204, 8.792), with significant differences (all P<0.05). Overexpression of miR-195-5p could partially 
reverse the effects of overexpression of NEAT1 on the aforementioned cellular indicators, and the differences were significant 
(t=4.356 ～ 10.809, all P<0.05). Meanwhile, overexpression of CEBPA could partially reverse the effects of overexpression of miR-
195-5p on the aforementioned cellular indicators, and the differences were significant (t=4.329 ～ 14.452, all P<0.05). ③ Knockdown 
NEAT1 expression could inhibit the growth of transplanted tumors in nude mice, and the differences were significant (t=5.175～18.190, 
all P<0.05). Conclusion LncRNA NEAT1 promotes proliferation, invasion and metastasis of MM cells by targeting miR-195-5p/
CEBPA expression, which may act by activating the PI3K/AKT/mTOR pathway.
Keywords: mulitple myeloma; nuclear enriched abundant transcript 1; miR-195-5p; CCAAT enhancer binding protein α; 
proliferation

多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是恶

性浆细胞异常增殖的疾病，其患病率居血液系统恶

性肿瘤第二位 [1]。尽管现有的治疗方法能够显著延

长患者的生存期，但 MM 仍无法治愈 [2]。因此，寻

找精准分子靶向作用的治疗药物对 MM 的临床治疗

具有重要意义。研究显示，长链非编码 RNA（long 
non-coding RNA，LncRNA）核富集丰富的转录本 1
（nuclear enriched abundant transcript 1，NEAT1）在

地塞米松耐药的 MM 中呈现高表达，且与患者不良

预后相关 [3]。下调 NEAT1 表达可通过调控磷脂酰

肌醇 3 激酶 / 蛋白激酶 B/ 雷帕霉素靶蛋白（phos-
phoinositide 3 kinase/protein kinase B/mechanistic tar-
get of rapamycin，PI3K/AKT/mTOR）通路抑制 MM 
进展 [4]。另外，miR-195-5p 在弥漫性大 B 细胞淋巴

瘤（diffuse large B-cell lymphoma，DLBCL） 中 发

挥抑癌作用，且 miR-195-5p 水平与 MM 患者胸椎

病变存在关联，暗示其在 MM 进展中可能发挥调

控作用 [5-6]。CCAAT 增强子结合蛋白 α（CCAAT 

enhancer binding protein α，CEBPA）是正常髓系

分化所必需的特异性转录因子，CEBPA 突变或表

达量降低均与 MM 患者良好预后相关 [7-8]。通过

生物信息学分析，我们发现 NEAT1，miR-195-5p
和 CEBPA 之间存在潜在的相互作用关系。然而，

NEAT1 通过 miR-195-5p/CEBPA 轴在 MM 中的具

体调控作用尚待阐明。本研究旨在从临床、细胞

和动物层面深入探究 LncRNA NEAT1/miR-195-5p/
CEBPA 轴对 MM 细胞增殖和转移的影响，以及

PI3K/AKT/mTOR 通路在其中的调控作用，以期进

一步阐明 MM 的发病机理，并为其治疗提供新的思

路和方向。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 临床标本：采集 2021 年 3 月～ 2023 年 2 月

在山东省第一医科大学附属聊城市第二人民医院血

液内科住院的 40 例 MM 患者及 10 例健康造血干细

胞移植供者的骨髓样本，骨髓用肝素抗凝，使用淋
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巴细胞分离液分离骨髓单个核细胞（bone marrow 
mononuclear cell，BMNC），加入细胞冻存液于 
-80℃冰箱保存。纳入标准：符合 2003 年国际骨髓

瘤工作组制定的 MM 诊断标准；临床资料完整；患

者知情同意。排除标准：并发其它血液系统疾病；

合并其它恶性肿瘤；有骨髓穿透史。病例组和对照

组性别、年龄等基本情况无明显差异。患者标本采

集及分析经过山东省第一医科大学附属聊城市第二

人民医院伦理委员会批准（20221017）。

1.1.2 实验细胞：本研究选用正常骨髓样本提

取 的 BMNC 及 MM 细 胞 株 U266，RPMI 8226，
NCI-H929，MM.1S 细胞系（武汉普诺赛生命科技

有限公司，货号分别为：CL-0510，CL-0564，CL-
0509，CL-0614，培养于含 10g/dl 胎牛血清 (FB5)、
1g/dl 青 / 链霉素的 RPMI-1640 培养液中，并置于

37℃，5%（v/v）CO2 培养箱中培养。

1.1.3 实验动物：本研究选用 20 只 8 周龄 SPF 级

雌性 BALB/c 裸鼠 [ 百奥赛图 ( 北京 ) 医药科技股

份有限公司，生产许可证号：SCXK（京）2020-
0007]，饲养于室温 22±0.5℃、湿度 60%±2%，

12/12h 光 / 暗循环环境中，并提供高压灭菌食品和

水，饲养 1 周后实验。本研究通过山东省第一医科

大学附属聊城市第二人民医院动物实验伦理委员会

批准（20220823）。

1.2 试 剂 与 仪 器 NEAT1，miR-195-5p，CEBPA
引物 ( 上海华大基因科技有限公司 )；过表达 / 敲
低 NEAT1 表达的腺相关病毒质粒（AAV-NEAT1，
AAV-sh-NEAT1）及其阴性对照（AAV-NC，AAV-
sh-NC）、过表达 miR-195-5p 的腺相关病毒质粒

（AAV-miR-195-5p）及其阴性对照（AAV-miR-NC）、

过表达 CEBPA 的腺相关病毒质粒（AAV-CEBPA）

及其阴性对照（AAV-NC）( 上海吉玛制药技术有

限公司 )；NEAT1，CEBPA，Ki67，增殖细胞核抗

原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）， 基

质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）- 
2，MMP-9，PI3K，p-PI3K，AKT，p-AKT，

mTOR，p-mTOR 抗体 ( 北京博奥森生物技术有限

公司 )。
实时荧光定量 PCR 仪 ( 美国 Applied Biosyste-

ms 公司 )；酶标仪，低温高速离心机（美国 Ther-
mo 公司）；倒置显微镜（德国 Leica 公司）；蛋白

电泳仪、转膜仪（美国 Bio-Rad 公司）。

1.3 方法

1.3.1 RT-qPCR 检测：收集 MM 患者和健康骨髓

供者的 BMNC 及 MM 细胞株 U266，RPMI 8226，
NCI-H929 和 MM.1S，加入 Trizol 裂解液裂解细胞，

离心取上清液，加入氯仿 / 异丙醇进行 RNA 抽提，

使用 75ml/dl 乙醇洗涤 RNA 沉淀，加入无酶水溶

解 RNA，电泳检测 RNA 质量并进行定量。利用

cDNA 反转录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA（37℃ 
15min，85℃ 5s）。使用 SYBR Green 试剂盒进行

PCR 扩增（95℃ 5min，95℃ 15s，60℃ 40s，40 个

循环）。选择 U6，GAPDH 作为内参基因，校正

待测基因的 Ct 值，利用 2-ΔΔCt 公式计算 NEAT1，
miR-195-5p，CEBPA mRNA 相对表达水平。PCR
引物序列见表 1。

表 1 PCR 引物序列

引  物 序  列

NEAT1  F 5’-GGTGCAGGTGGAAACCGT-3’

R 5’-GTGCCGGGATTCTCCTAGGT-3’

miR-195-5p  F 5’-CATGTTAGAAGACTTCAACG-3’’

R 5’-AGCCTCGGCTGATGTTAA-3’

CEBPA  F 5’--AAGGATCGTAGCGCAGCT-3’

R 5’-ACCCTGATGCTTGAGGAGG-3’

U6  F 5’-CGCTTCGACATATACTAAAAGAAC-3’

R 5’-GCTTCACGAACGTGTCATCCTTGC-3’

GAPDH  F 5’-GGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3’

R 5’-CCCTAGGCCCCTCCTGTTAT-3’

1.3.2 Western blot 检测：收集 MM 患者和健康

骨 髓 供 者 的 BMNC 及 MM 细 胞 株 U266，RPMI 
8226，NCI-H929 和 MM.1S，加入 RIPA 裂解液进

行细胞匀浆，提取蛋白上清液。使用 BCA 法对蛋

白浓度进行定量。将蛋白与等量上样缓冲液混匀，

并在沸水浴中变性 10 min。同时，配制分离胶和

浓缩胶，取 10 μl 待测样品和蛋白 Marker 依次上

样， 并 进 行 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳（90V 20min，
120V 60min）。电泳完成后，取出胶板，进行转

膜（100 V 90min）。 转 膜 完 成 后， 将 PVDF 膜

置于 5ml/dl 脱脂牛奶中，室温封闭 2h，经过含

Tween-20 的 Tris 盐酸缓冲液（Tris Buffered Saline 
with Tween-20，TBST）洗涤后，加入CEBPA一抗（1: 
2 000）4℃孵育过夜，次日加入 HRP 标记的二抗（1: 
10 000）室温孵育 2 h。TBST 洗涤后，加入增强

型电化学发光试剂（enhanced chemiluminescence，
ECL），进行曝光、显影，Image J 软件分析各蛋白

条带灰度值。

1.3.3 细胞转染与分组：U266 细胞分为过表达 
NEAT1 组（NEAT1 组）及其对照组（NC 组）、敲

低NEAT1表达组（sh-NEAT1组）及其对照组（sh-NC
组）、过表达NEAT1和miR-195-5p组（NEAT1+miR- 
195-5p 组）及其对照组（NEAT1+miR-NC 组）、过

表 达 miR-195-5p 和 CEBPA 组（miR-195-5p+CEB-
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PA 组）及其对照组（miR-195-5p+NC 组）。U266
细胞常规培养，待细胞融合至 70% 时进行转染。

根据 LipofectamineTM3000 说明书，将腺相关病毒

质 粒（AAV-NEAT1，AAV-NC，AAV-sh-NEAT1，
AAV-sh-NC，AAV-miR-195-5p，AAV-miR-NC，

AAV-CEBPA，AAV-NC） 和 Lipofectamine3000 混 合

溶液加入 U266 细胞中。转染 4 h 后，更换新鲜培

养液；转染 24 h 后，RT-qPCR 检测是否转染成功。

Western blot 检测细胞中 CEBPA，Ki67，PCNA，

MMP-2，MMP-9，PI3K，p-PI3K，AKT，p-AKT，
mTOR，p-mTOR 蛋白相对水平。

1.3.4 生物信息学预测和双荧光素酶实验：使用

ENCORI 数 据 库（https://rnasysu.com/encori/） 预 测

NEAT1 和 miR-195-5p 的结合位点，使用 Targetscan
数据库预测 miR-195-5p 和 CEBPA 的结合位点，并

扩增上述片段。将上述片段插入 psi-CHECK 荧光

素酶载体，分别构建野生型 NEAT1，CEBPA 质粒 
（psi-CHECK-NEAT1-WT，psi-CHECK-CEBPA-
WT）和突变型 NEAT1，CEBPA 质粒（psi-CHECK-
NEAT1-MUT，psi-CHECK-CEBPA-MUT）。将上述 
质粒分别与 miR-195-5p mimic 及 mimic NC 混合，利

用 Lipofectamine3000 分别将其转染至 U266 细胞，转染 
48h 后，按试剂盒要求检测各组细胞荧光素酶活性。

1.3.5 细胞计数试剂盒 -8（Cell Counting Kit-8，
CCK-8）检测：将各组 U266 细胞培养 72 h，随后

将原培养液更换成含有 10g/dl CCK-8 溶液的新鲜培

养液，并置于 37℃下孵育 1h。采用酶标仪检测各

组细胞在 450 nm 处的吸光度（A）值。

1.3.6 5- 乙 炔 基 -2’- 脱 氧 尿 苷（5-Ethynyl-2’-de-
oxyuridine，EdU）染色：将各组 U266 细胞培养 24 h， 
随后加入 EdU 工作液，37℃孵育 2.5 h，离心弃

培养液，使用 4g/dl 多聚甲醛固定 15 min，Triton 
X-100 透化 15 min，Click 反应液避光孵育 30 min，
Hoechst 33342 染色液避光孵育 10 min 后，镜检

（×100）。

1.3.7 Transwell 实验：将 Transwell 小室铺设一层

基质胶（迁移实验不铺胶），上室加入无血清培养

液培养的 U266 细胞，下室加入含有 10ml/dl 胎牛

血清的培养液，并置于37℃下孵育24h。孵育完成后，

经甲醛固定、吉姆萨染色后，镜检（×100）。

1.3.8 裸鼠移植瘤模型制备及指标检测：将 20 只

裸鼠随机分为敲低 NEAT1 表达组（sh-NEAT1 组）

及其对照组（sh-NC 组），每组各 10 只。各组裸

鼠于右肩皮下注射 100 μl 相应已转染腺相关病毒

质粒的 U266 细胞悬液（1×107 个 /ml）。注射后

使用棉签按压防止漏液。每周测量肿瘤体积。造模

4 周后，颈椎脱臼处死裸鼠，剥离肿瘤组织拍照并

称重。随后，RT-qPCR 检测肿瘤组织中 NEAT1，
miR-195-5p，CEBPA mRNA 相 对 水 平。Western 
blot 检 测 肿 瘤 组 织 中 CEBPA，Ki67，PCNA，

MMP-2，MMP-9 蛋白相对水平。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 22.0 软件进行统计分

析。NEAT1，miR-195-5p，CEBPA mRNA 水 平，

CEBPA，Ki67，PCNA，MMP-2，MMP-9，PI3K，

p-PI3K，AKT，p-AKT，mTOR，p-mTOR 蛋白水平，

细胞存活率、EdU 阳性率、细胞迁移、侵袭数为计

量资料，均符合正态分布，以均数±标准差（x±s）

表示，多组间差异比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 LSD 检验；两组间差异比较采用独

立样本 t 检验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 MM 患者及 MM 细胞系中 NEAT1，miR-195-
5p，CEBPA 水平 RT-qPCR，Western blot结果显示，

与健康骨髓供者 BMNC 相比，MM 患者 BMNC 中

NEAT1（3.35±0.62 vs 0.96±0.34），CEBPA mRNA 
(2.84±0.55 vs 1.16±0.30) 和 蛋 白 (0.48±0.13 vs 
0.13±0.05) 水平明显升高，miR-195-5p 水平 (1.30± 
0.56 vs 3.62±0.58) 明显降低，差异具有统计学意义

（t=11.697，9.272，4.352，11.639，均 P<0.05）。

与正常 BMNC 细胞相比，U266，RPMI 8226，
NCI-H929，MM.1S 细 胞 系 中 NEAT1，CEBPA 
mRNA 和 蛋 白 水 平 明 显 升 高，miR-195-5p 水 平

明显降低，差异具有统计学意义（tU266=11.543，
7.081，12.567，21.947；tRPMI 8226=12.668，5.793，
7.396，24.061；tNCI-H929=5.769，4.541，7.584，23.169；
tMM.1S=17.942，5.951，11.732，10.947， 均 P<0.05）。

且 U266 细胞中上述指标变化最明显，见表 2。因此，

选择 U266 细胞为研究对象进行转染。

表 2 MM 细胞系中 NEAT1，miR-195-5p，CEBPA mRNA 和蛋白水平（x±s）

项目 BMNC U266 RPMI 8226 NCI-H929 MM.1S F 值 P 值

NEAT1 1.00±0.15 6.49±0.81 5.24±0.56 4.50±1.04 5.04±0.36 16.541 0.004

miR-195-5p 1.00±0.10 0.45±0.09 0.55±0.09 0.57±0.13 0.56±0.08 14.213 0.005

CEBPA mRNA 1.00±0.18 5.13±0.54 4.46±0.79 4.08±0.68 4.22±0.44 17.521 0.003

CEBPA 蛋白 0.05±0.03 0.90±0.06 0.86±0.05 0.83±0.05 0.59±0.08 28.541 0.001

2.2 NEAT1 靶向调控 miR-195-5p/CEBPA 轴 见图 1，表 3。StarBase 和 TargetScan 结果显示，NEAT1
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与miR-195-5p，miR-195-5p与CEBPA存在结合位点。

荧光素酶报告基因实验结果显示，与 miR-NC
组相比，miR-195-5p 组野生型 NEAT1（0.45±0.10 
vs 1.00±0.07）和 CEBPA（0.50±0.06 vs 1.00±0.11）
的荧光素酶活性明显降低，差异具有统计学意义

（t=7.804，6.912，均 P<0.05）；而突变型 NEAT1
（1.03±0.09 vs 0.94±0.05）和 CEBPA（0.93±0.05 
vs 0.99±0.10）的荧光素酶活性在两组间差异无统

计学意义（t=1.514，0.930，均 P ＞ 0.05）。

进一步的 RT-qPCR，Western blot 结果显示，

与 NC 组相比，NEAT1 组细胞中 NEAT1，CEBPA 
mRNA 和蛋白水平明显升高，而 miR-195-5p 水平

明显降低，差异具有统计学意义（t=12.825，5.874，

13.893，4.797，均 P<0.05）；与 sh-NC 组相比，

sh-NEAT1 组细胞中 NEAT1，CEBPA mRNA 和蛋白

水平明显降低，而 miR-195-5p 水平明显升高，差

异具有统计学意义（t=5.776，5.001，4.503，4.456，
均 P<0.05）；与 NEAT1+miR-NC 组相比，NEAT1+ 
miR-195-5p 组细胞中 NEAT1，CEBPA mRNA 和蛋

白水平明显降低，而 miR-195-5p 水平明显升高，

差异具有统计学意义（t=6.578，4.682，10.809，6.430，
均 P<0.05）；与 miR-195-5p+NC 组相比，miR-195- 
5p+CEBPA 组细胞中 NEAT1，CEBPA mRNA 和蛋白

水平明显升高，而 miR-195-5p 水平明显降低，差异 
具有统计学意义（t=5.109，4.583，8.779，4.329，
均 P<0.05）。

图 1 NEAT1/miR-195-5p/CEBPA 结合示意图
表 3 各组细胞中 NEAT1，miR-195-5p，CEBPA mRNA 和蛋白水平比较（x±s）

项目 NC 组 NEAT1 组 sh-NC 组 sh-NEAT1 组
NEAT1+miR-

NC 组
NEAT1+miR-
195-5p 组

miR-195-
5p+NC 组

miR-195-
5p+CEBPA 组

F 值 P 值

NEAT1 1.00±0.15 3.55±0.31 1.02±0.13 0.43±0.12 3.50±0.32 1.86±0.29 0.62±0.11 1.48±0.27 27.642 0.001

miR-195-5p 1.00±0.12 0.53±0.12 0.98±0.12 1.58±0.20 0.62±0.12 1.25±0.12 3.90±0.42 2.09±0.59 19.524 0.003

CEBPA mRNA 1.00±0.13 1.60±0.12 1.01±0.12 0.54±0.11 1.54±0.12 1.10±0.11 0.74±0.08 1.31±0.20 12.654 0.006

CEBPA 蛋白 0.23±0.05 0.92±0.07 0.22±0.05 0.08±0.02 0.92±0.04 0.47±0.06 0.05±0.03 0.39±0.06 41.025 0.001

2.3 NEAT1 靶 向 miR-195-5p/CEBPA 轴 对 MM 细

胞株细胞增殖、转移的影响 见表 4。CCK8，EdU
染色及 Transwell 实验结果显示，与 NC 组相比，

NEAT1 组细胞培养 72 h A 值及 EdU 阳性率明显升

高，细胞迁移、侵袭数明显增多，差异具有统计学 
意义（t=9.425，5.632，8.841，5.364，均 P<0.05）； 
与 sh-NC 组相比，shNEAT1 组细胞培养 72 h A 值

及 EdU 阳性率明显降低，细胞迁移、侵袭数明显

减少，差异具有统计学意义（t=4.457，5.094，6.204，
8.792，均 P<0.05）；与 NEAT1+miR-NC 组相比，

NEAT1+miR-195-5p 组细胞培养 72 h A 值及 EdU 阳

性率明显降低，细胞迁移、侵袭数明显减少，差异

具有统计学意义（t=4.469，4.356，8.708，6.359，
均 P<0.05）；与 miR-195-5p+NC 组相比，miR-195- 
5p+CEBPA 组细胞培养 72 h A 值及 EdU 阳性率明显

升高，细胞迁移、侵袭数明显增多，差异具有统计学 

意义（t=7.192，5.296，5.023，5.835，均 P<0.05）。

Western blot 结果显示，与 NC 组相比，NEAT1
组细胞中 Ki67，PCNA，MMP-2，MMP-9 蛋白水

平明显升高，差异具有统计学意义（t=14.227，7.743，
7.348，7.803，均 P<0.05）；与 sh-NC 组相比，sh-
NEAT1 组细胞中 Ki67，PCNA，MMP-2，MMP-9
蛋白水平明显降低，差异具有统计学意义（t=14.703，
11.719，16.305，16.641，均 P<0.05）；与 NEAT1+ 
miR-NC 组 相 比，NEAT1+miR-195-5p 组 细 胞 中

Ki67，PCNA，MMP-2，MMP-9 蛋白水平明显降低，

差异具有统计学意义（t=8.020，10.597，6.742，8.632，
均 P<0.05）；与 miR-195-5p+NC 组相比，miR-195-
5p+CEBPA 组细胞中 Ki67，PCNA，MMP-2，MM 
P-9 蛋白水平明显升高，差异具有统计学意义（t= 
6.003，14.095，13.620，14.452，均 P<0.05）。
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表 4 各组细胞培养 72 h A 值、EdU 阳性率、细胞迁移、侵袭数及增殖、转移相关蛋白水平比较（x±s）

项目 NC 组 NEAT1 组 sh-NC 组 sh-NEAT1 组
NEAT1+miR-

NC 组
NEAT1+miR-
195-5p 组

miR-195-
5p+NC 组

miR-195-
5p+CEBPA 组

F 值 P 值

培养 72 h A 值 1.00±0.12 1.85±0.10 0.99±0.11 0.64±0.08 1.76±0.12 1.34±0.11 0.81±0.09 1.31±0.08 19.542 0.003

EdU 阳性率 (%) 27.76±3.63 45.06±3.89 29.51±4.75 12.26±3.44 41.80±5.04 26.06±3.71 12.62±4.26 28.48±2.96 17.641 0.003

细胞迁移数 ( 个 ) 183.24±28.83 375.33±24.19 193.67±36.77 55.67±11.50 358.33±31.21 163.33±23.03 65.32±7.02 156.54±30.66 28.241 0.001

细胞侵袭数 ( 个 ) 109.67±21.20 251.33±40.53 106.34±14.05 22.67±8.62 214.31±28.02 101.66±12.50 32.65±10.60 113.68±21.59 15.246 0.004

Ki67 蛋白 0.73±0.09 2.31±0.17 0.77±0.08 0.07±0.02 1.87±0.16 1.02±0.09 0.41±0.04 0.72±0.08 31.204 0.001

PCNA 蛋白 0.77±0.07 1.51±0.15 0.83±0.10 0.14±0.02 1.52±0.12 0.67±0.07 0.15±0.02 1.14±0.12 28.614 0.001

MMP-2 蛋白 1.43±0.15 2.33±0.15 1.05±0.10 0.09±0.02 2.15±0.17 1.34±0.12 0.12±0.02 1.31±0.15 34.621 0.001

MMP-9 蛋白 0.89±0.10 1.74±0.16 0.95±0.09 0.08±0.01 2.01±0.19 0.94±0.10 0.07±0.01 0.66±0.07 25.631 0.002

2.4 NEAT1 靶 向 miR-195-5p/CEBPA 轴 对 U266 细

胞 PI3K/AKT/mTOR 通路的影响 见表 5。Western 
blot 结果显示，与 NC 组相比，NEAT1 组细胞中

p-PI3K/PI3K，p-AKT/AKT，p-mTOR/mTOR 蛋 白

水平明显升高，差异具有统计学意义（t=8.714，
8.629，7.359， 均 P<0.05）； 与 sh-NC 组 相 比，

sh-NEAT1 组 细 胞 中 p-PI3K/PI3K，p-AKT/AKT，
p-mTOR/mTOR 蛋白水平明显降低，差异具有统计

学 意 义（t=5.284，7.746，8.216， 均 P<0.05）； 与

NEAT1+miR-NC 组相比，NEAT1+miR-195-5p 组细

胞中 p-PI3K/PI3K，p-AKT/AKT，p-mTOR/mTOR 蛋

白水平明显降低，差异具有统计学意义（t=4.695，
7.327，4.509， 均 P<0.05）； 与 miR-195-5p+NC 组 
相比，miR-195-5p+CEBPA 组细胞中 p-PI3K/PI3K， 
p-AKT/AKT，p-mTOR/mTOR 蛋白水平明显升高，

差异具有统计学意义（t=6.971，4.657，4.503，均

P<0.05）。

表 5 各组细胞 p-PI3K/PI3K，p-AKT/AKT，p-mTOR/mTOR 蛋白水平比较（x±s）

项目 NC 组 NEAT1 组 sh-NC 组 sh-NEAT1 组
NEAT1+miR-

NC 组
NEAT1+miR-
195-5p 组

miR-195-5p+NC
组

miR-195-
5p+CEBPA 组

F 值 P 值

p-PI3K/PI3K 0.31±0.04 0.76±0.08 0.36±0.03 0.25±0.02 0.88±0.06 0.65±0.06 0.32±0.04 0.68±0.08 15.647 0.004

p-AKT/AKT 0.34±0.05 0.81±0.08 0.33±0.04 0.13±0.02 0.83±0.07 0.44±0.06 0.75±0.05 0.96±0.06 21.354 0.002

p-mTOR/mTOR 0.45±0.04 0.83±0.08 0.52±0.06 0.22±0.02 0.77±0.07 0.53±0.06 0.34±0.03 0.47±0.04 19.524 0.003

2.5 NEAT1 对裸鼠移植瘤的影响 见图 2，表 6。 

裸鼠皮下成瘤4周后，与 sh-NC组相比，sh-NEAT1组裸 

鼠肿瘤体积（615.24±73.49mm3  vs 1 350.47±128.37mm3） 

和重量（0.53±0.20g vs 1.57±0.27g）明显减小，差异具

有统计学意义（t=11.114，6.921，均 P<0.05）。

RT-qPCR 和 Western blot 结果显示，与 sh-NC

组 相 比，sh-NEAT1 组 肿 瘤 中 NEAT1，CEBPA 

mRNA 水平明显降低，miR-195-5p 水平明显升高，

CEBPA，Ki67，PCNA，MMP-2，MMP-9 蛋 白 水

平明显降低，差异具有统计学意义（均 P<0.05）。

图 2 NEAT1 对裸鼠移植瘤的影响

表 6 各组裸鼠 NEAT1，miR-195-p，CEBPA 及增殖、

转移相关蛋白水平比较（x±s）

项目 sh-NC 组 sh-NEAT1 组 t 值 P 值

NEAT1 1.00±0.12 0.53±0.09 7.006 0.020

miR-195-5p 1.00±0.19 2.56±0.26 10.832 0.008

CEBPA mRNA 1.00±0.11 0.64±0.11 5.175 0.035

CEBPA 蛋白 0.86±0.09 0.11±0.02 18.190 0.003

Ki67 蛋白 0.35±0.05 0.14±0.02 8.720 0.013

PCNA 蛋白 0.38±0.04 0.13±0.02 12.500 0.006

MMP-2 蛋白 0.91±0.08 0.36±0.04 13.750 0.005

MMP-9 蛋白 0.78±0.08 0.44±0.06 7.603 0.017

3 讨论

LncRNA 表达异常在多种恶性血液病（包括白

血病、淋巴瘤、MM 等）中占据重要地位 [9]。研

究显示，NEAT1 在急性髓性白血病（acute myeloid 
leukemia，AML）患者中呈现低表达，且 NEAT1 水

平降低与 AML 复发紧密相关，表明 NEAT1 在 AML
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中发挥抑癌作用 [10]。然而，在弥漫大 B 细胞淋巴

瘤（DLBCL）中，NEAT1 呈现高表达状态，且敲

低 NEAT1 表达能够降低 DLBCL 细胞生存能力，

表明 NEAT1 在 DLBCL 中发挥致癌作用，这提高

了 NEAT1 作为 DLBCL 新生标志物的可能性 [11]。在

MM 中，NEAT1 通过激活 PI3K/AKT 通路也起到癌

基因作用 [12]。与上述研究一致，本研究同样显示，

NEAT1 在 MM 患者及 MM 细胞系中表达显著上调，

这提示 NEAT1 与 MM 发生相关；为探索 NEAT1 在

MM 细胞中的生物学功能，本研究对 MM 细胞系中

的 NEAT1 进行了过表达和敲低处理，发现过表达

NEAT1 后，MM 细胞系增殖、迁移和侵袭能力提高，

说明过表达 NEAT1 能够促进 MM 细胞系增殖和转

移，这与先前在 DLBC，MM 中 NEAT1 的报道一致；

相反，敲低 NEAT1 表达能够抑制 MM 细胞系上述

恶性生物学行为。此外，我们也观察到敲低 NEAT1
表达能够抑制裸鼠体内成瘤能力。这表明 NEAT1 在

MM 中发挥促癌基因作用，抑制 NEAT1 表达可能是

治疗 MM 的有效策略。

miRNA 可通过类似作用于 mRNA 的机制对

LncRNA 发挥负向调控作用。先前研究显示，miR-
195-5p 作为一种抑癌性 miRNA，在 T 细胞急性

淋巴细胞白血病（T-cell acute lymphoblastic leuke-
mia，T-ALL）[13]，B-ALL[14]，DLBCL[5] 等 恶 性 血

液病中表达异常。然而，miR-195-5p 在 MM 中的

作用尚不明确。本研究首次发现，miR-195-5p 在

MM 患者及 MM 细胞系中表达显著下调；进一步

生信分析及双荧光素酶显示，NEAT1 靶向负调控

miR-195-5p。为探究 miR-195-5p 在 MM 中的生物

学功能以及 NEAT1 对 miR-195-5p 的调控作用，本

研究对 MM 细胞系中的 NEAT1 和 miR-195-5p 进

行了过表达。实验结果显示，过表达 NEAT1+miR-
195-5p 能够明显逆转过表达 NEAT1 对细胞增殖和

转移的促进作用。这表明过表达 miR-195-5p 能够

抑制 MM 细胞系细胞增殖和转移，NEAT1 可能通

过抑制 miR-195-5p 表达促进 MM 进展。

CEBPA 是与正常髓系分化密切相关的转录因

子 [15]。在 MM 中，CEBPA 突变及表达量降低通

常与 MM 患者更好的预后相关 [7-8]。然而，CEBPA
作用于 MM 的具体分子机制仍不清楚。本研究显

示，CEBPA 在 MM 患者及 MM 细胞系中表达升

高，同时 miR-195-5p 靶向负调控 CEBPA。为进一

步探究 CEBPA 在 MM 中的作用以及 miR-195-5p
对 CEBPA 的调控作用，本研究构建了过表达 miR-
195-5p+CEBPA 的 MM 细胞系。发现过表达 miR-
195-5p+CEBPA 能够明显逆转过表达 miR-195-5p 对

细胞增殖和转移的抑制作用。这表明过表达 CEBPA
能够促进 MM 细胞系细胞增殖和转移，NEAT1 可

能通过 miR-195-5p/CEBPA 发挥作用。

PI3K/AKT/mTOR 通路对肿瘤的发生、发展及

预后具有重要作用。PI3K/AKT/mTOR 通路可通过

多途径、多靶点调控 MM 细胞的增殖、转移及肿瘤

微环境而参与 MM 的复发和转移 [16-18]。文献显示，

抑制 PI3K/AKT 通路能够促进 MM 细胞的凋亡和自

噬，从而发挥抗肿瘤作用 [19]。另外，MM 细胞可通

过激活 PI3K/AKT 通路促进 M2 巨噬细胞极化，从而

调控骨髓瘤细胞微环境 [20]。本研究结果显示，过表

达 NEAT1 或 CEBPA 后，细胞 p-PI3K/PI3K，p-AKT/
AKT，p-mTOR/mTOR 蛋白水平升高，表明过表达

NEAT1 或 CEBPA 能够显著激活 PI3K/AKT/mTOR 通

路；而过表达 miR-195-5p 能够抑制 PI3K/AKT/mTOR
通路的激活。这表明 NEAT1/miR-195-5p/CEBPA 轴

对 MM 的影响可能与调控 PI3K/AKT/mTOR 通路有

关。但 PI3K/AKT/mTOR 通路的调控是错综复杂的，

NEAT1/miR-195-5p/CEBPA 轴是如何具体激活 PI3K/
AKT/mTOR 通路的分子机制，本文未进行深入探讨，

为本文的不足之处，后续仍需进一步深入研究。见图3。
综上所述，LncRNA NEAT1 通过靶向 miR-195-

5p/CEBPA 表达促进 MM 细胞增殖和转移，其可能通

过激活 PI3K/AKT/mTOR 通路发挥作用，NEAT1/miR-
195-5p/CEBPA 轴有望成为治疗 MM 的分子靶点。

图 3 LncRNA NEAT1 通过 miR-195-5p/CEBPA 轴促进 MM 细胞增殖和转移的机制
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