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摘要　 目的　 研究低氧下羟基羧酸受体 ２（ＨＣＡＲ２）对人慢

性髓系白血病细胞 Ｋ５６２ 向红系细胞分化的影响。 方法　 在

含氯化血红素（ｈｅｍｉｎ）的培养基中培养细胞，比较常氧 ／低氧

条件下 Ｋ５６２ 细胞向红系分化的能力，以及在此过程中

ＨＣＡＲ２ 的表达情况。 进而利用遗传学手段干预 ＨＣＡＲ２ 表

达，分别使其在 Ｋ５６２ 细胞中敲低或过表达，通过联苯胺染

色、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及流式细胞术检测 ＨＣＡＲ２ 在低氧

促 Ｋ５６２ 细胞向红系分化中的作用。 结果 　 Ｋ５６２ 细胞向红

系分化 １、２、３ ｄ 后，ＨＣＡＲ２ 的表达水平和 Ｋ５６２ 细胞向红系

分化的能力均随时间逐渐升高，并在低氧条件下得到增强；
在 Ｋ５６２ 细胞中敲低 ＨＣＡＲ２，诱导分化后红细胞生成减少，
且红系分化标记分子 ＣＤ２３５ａ、γ⁃珠蛋白（γ⁃ｇｌｏｂｉｎ）的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达均降低，红系细胞膜表面分子 ＣＤ７１ 和 ＣＤ２３５ａ
双阳性细胞比例下降；相反，在 Ｋ５６２ 细胞中过表达 ＨＣＡＲ２，
与对照组相比，诱导分化后红细胞生成增加，且 ＣＤ２３５ａ、γ⁃
ｇｌｏｂｉｎ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均升高，ＣＤ７１ ／ ＣＤ２３５ａ 双阳

性细胞比例也有所增加。 结论 　 ＨＣＡＲ２ 介导了低氧促进

Ｋ５６２ 细胞向红系分化。
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　 　 羟基羧酸受体 ２（ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒ ２，ＨＣＡＲ２）是一种Ⅱ型羟基羧酸受体，多在脂肪

细胞中表达，并发挥抗脂解的作用［１］。 低氧会上调

人原代单核细胞和巨噬细胞中 ＨＣＡＲ２ 的表达［２］。
但是，低氧是否影响 Ｋ５６２ 细胞中 ＨＣＡＲ２ 的表达，

以及 ＨＣＡＲ２ 在 Ｋ５６２ 细胞中发挥的作用目前尚不

清楚。
人慢性髓系白血病 Ｋ５６２ 细胞是一种红细胞和

巨核细胞谱系高度未分化的祖细胞［３］，具有分化为

红系细胞和巨核细胞的潜力［４］，有报道指出，低氧

能够加速 Ｋ５６２ 向红系分化的进程［５］。 由于在 ｈｅ⁃
ｍｉｎ 刺激下［６］ Ｋ５６２ 细胞会产生胚胎型和胎儿型血

红蛋白，这一特性为人类红系分化相关研究提供了

一种理想的细胞模型。 因此，该研究以 Ｋ５６２ 细胞

作为红系分化研究的体外模型，探究 ＨＣＡＲ２ 对

Ｋ５６２ 细胞向红系分化的影响，为揭示红系发育相关

疾病的致病机制及研发相关诊疗药物提供新的思

路。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验细胞和载体　 人慢性髓系白血病细胞

Ｋ５６２ 受 赠 于 军 事 医 学 研 究 院 王 华 副 研 究 员，
ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞保存于辐射医学研究所遗传学与整

合组学实验室细胞库； ｐＣＤＨ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｐｕｒｏ、 ｐＣＤＨ⁃
ＨＣＡＲ２⁃ｐｕｒｏ、 ｐＬＶＸ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃Ｐｕｒｏ、 ｐＬＶＸ⁃ＨＣＡＲ２⁃ｐｕｒｏ
均购于长沙优宝生物科技有限公司；包装质粒 ｐｓ⁃
ＰＡＸ２ 和 ｐＭＤ２. Ｇ 储存于辐射医学研究所遗传学与

整合组学实验室。
１． １． ２ 　 主要试剂和仪器 　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、
ＦＩＴＣ⁃ＣＤ７１ 抗体购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司；全细胞裂解液 ＲＩＰＡ、山羊抗小鼠 ／兔二抗购自北

京康为世纪生物科技有限公司；脱脂奶粉、ＡＰＣ⁃
ＣＤ２３５ａ 抗体购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；逆转录

试剂盒购自武汉莫纳生物科技有限公司；ＨＭ７４ 抗

体购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｃ 公司；β⁃ａｃｔｉｎ 抗

体、ＣＤ２３５ａ 抗体购自武汉 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司；γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 抗

体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；ｈｅｍｉｎ 购自美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；蛋白酶抑制剂购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司；
一抗稀释液、ＺＬｉｐ２０００ 转染试剂购自北京庄盟国际

生物基因科技有限公司；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光定量试剂

盒购自美国 Ｋａｐａ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；二氧化碳培养箱
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（型号：ＦｏｒｍａＴＭ ） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；显微镜（型号：ＥＣＬＩＰＳＥ Ｔｉ２）购自日本 Ｎｉｋｏｎ
公司；流式细胞仪（型号：ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭ ＩＩＩ）购自美国

ＢＤ 公司；荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ ３）
购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳

仪、电转仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；全自动化学发光

图像分析系统（型号：５２００）购自上海天能公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养及向红系诱导分化　 将 Ｋ５６２ 细胞

置于补充有 １０％胎牛血清和 １％青链霉素的 ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基中，并在 ３７ ℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下

培养。 将 Ｋ５６２ 细胞按照 ３ × １０５ ／ ｍｌ 的密度铺于 ６０
ｍｍ 培养皿中，根据课题组前期筛选的最适药物终

浓度（３０ μｍｏｌ ／ Ｌ），加入 ｈｅｍｉｎ 诱导向红系分化。
１． ２． ２　 低氧处理条件　 将 Ｋ５６２ 细胞（３ × １０５ ／ ｍｌ）
平均分为两组分别置于低氧（３％ Ｏ２）和常氧（２０％
Ｏ２）培养箱中培养 １、２、３ ｄ；敲低和过表达的细胞株

以相同密度铺板，分组标记，分别在常氧和低氧培养

箱中培养 ２ ｄ。
１． ２． ３　 慢病毒包装　 利用 ＨＩＶ 病毒将自身基因组

插入整合到宿主基因组的特性，向 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞转

入 ｐｓＰＡＸ２、ｐＭＤ２. Ｇ 和目的质粒。 ＨＥＫ２９３Ｔ 接种

于 １００ ｍｍ 培养皿，待细胞密度达到 ７０％ ～ ８０％ ，按
ＺＬｉｐ２０００ 转染试剂说明书进行转染，目的质粒、ｐｓ⁃
ＰＡＸ２、ｐＭＡＤ２. Ｇ 以 ３ ∶ ２ ∶ １ 的比例添加。 于转染

后 ４８ ｈ 回收含有病毒的培养基，用病毒浓缩液浓缩

离心后分装， － ８０ ℃保存备用。
１． ２． ４　 ＨＣＡＲ２ 敲低、过表达稳转株的构建 　 用浓

缩后的病毒液感染 Ｋ５６２ 细胞，同时加入 １０ μｇ ／ ｍｌ
的聚凝胺（Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）以促进病毒进入细胞。 感染

４８ ｈ 后，利用嘌呤霉素抗性进行药物筛选，之后通

过检测 ＨＣＡＲ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平来鉴定敲

低、过表达稳转株是否构建成功。 ｓｈＲＮＡ 序列见表

１。

表 １　 ｓｈＲＮＡ 靶向序列

编号 序列（５′ － ３′）
ｓｈ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ＡＴＣＧＡＣＴＡＧＣＣＡＣＴＴＡＧＡＣ
ｓｈ⁃ＨＣＡＲ２⁃１＃ ＧＴＧＧＣＴＧＡＣＴＴＴＣＴＡＣＴＧＡ
ｓｈ⁃ＨＣＡＲ２⁃２＃ ＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＧＧＡＣＡＡＣＴＡ
ｓｈ⁃ＨＣＡＲ２⁃３＃ ＧＧＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧＴＧＣＡＧＣＡ

１． ２． ５　 联苯胺染色观察红细胞生成比例　 收取分

化后的 Ｋ５６２ 细胞，用 ＰＢＳ 重悬细胞，将细胞密度调

整为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，取 １００ μｌ 细胞悬液与 ５ μｌ 联苯

胺工作液（配方：２５ μｌ 联苯胺染液 ＋ ２５ μｌ Ｈ２Ｏ ＋ １
μｌ Ｈ２Ｏ２）混匀，加入 ９６ 孔板，室温避光反应 ５ ｍｉｎ。
最后在光学显微镜下进行观察拍照，每组至少随机

选取 ５ 个视野，用以计算联苯胺阳性细胞比例。
１． ２． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平 　 收取细

胞，离心后加入全细胞裂解液 ＲＩＰＡ 吹打均匀，４ ℃
裂解 ３０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后吸取上清

液，加 ４ × 上样缓冲液煮沸 １０ ｍｉｎ， － ２０ ℃冻存备

用。 根据目的蛋白分子量选用合适浓度的丙烯酰胺

凝胶，上样、电泳、转膜，经 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ、一
抗 ４ ℃孵育过夜、二抗室温孵育 １ ｈ，最后在凝胶成

像仪中显影。
１． ２． ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测 ｍＲＮＡ
水平　 收集细胞，提取细胞总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 样品

浓度并进行逆转录。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应体系在 ９６ 孔板

中充分混匀，置于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 仪上进行反应，每组设 ３
个复孔，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参进行定量分析。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
引物序列见表 ２。

表 ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的引物序列

基因名称 引物序列（５′ － ３′）
ＨＣＡＲ２ Ｆ：ＡＣＡＡＣＴＴＧＣＣＣＡＴＣＡＴＴＴＣＴＣＴＧ

Ｒ：ＴＣＡＧＴＣＧＧＣＧＡＡＴＡＣＣＧＴＡＡＧ
ＣＤ２３５ａ Ｆ：ＡＣＴＣＧＣＴＴＣＴＧＧＡＡＣＧＴＣＴＧ

Ｒ：ＣＣＴＣＴＧＧＧＴＣＣＡＴＧＧＧＴＡＧＡ
γ⁃ｇｌｏｂｉｎ Ｆ：ＧＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＴＧＧＧＣＧＡＣＧＡ

Ｒ：ＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣ
ＡＣＴＢ Ｆ：ＧＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＴＧＧＧＣＧＡＣＧＡ

Ｒ：ＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣ

１． ２． ８　 流式细胞术　 收取经处理后的各组细胞，每
组细胞量不少于 １ × １０５ 个，用 １００ μｌ ＰＢＳ 溶液重悬

细胞，加入 ＣＤ２３５ａ 抗体和 ＣＤ７１ 抗体，室温下避光

孵育 １５ ｍｉｎ，之后 ＰＢＳ 洗 ３ 次，重悬于 ３００ μｌ ＰＢＳ
中，混合均匀后用流式细胞仪进行检测。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进

行统计分析与绘图，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，所有实验均

重复至少 ３ 次。 组间比较采用方差分析，相关性分

析采用 ｐｅａｒｓｏｎ 法，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 低氧对 Ｋ５６２ 细胞向红系分化的影响 　 联苯

胺染色结果显示，无论在常氧还是低氧条件下，联苯

胺阳性细胞比例均随分化时间逐渐升高；且与常氧

组相比，低氧组联苯胺染色阳性细胞比例更高（Ｆ ＝
１７５. ９，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 １Ａ、Ｂ）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔ 实验分别检测了红系细胞特异性分子 ＣＤ２３５ａ
和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平，相较于常氧

组，低氧组 ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的表达增加（ＦＣＤ２３５ａ

＝１２７. ０，Ｆγ⁃ｇｌｏｂｉｎ ＝ １５８. １，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 １Ｃ ～ Ｅ）。 流

式细胞术检测 ＣＤ７１ 和 ＣＤ２３５ａ 的表达情况，结果显

示在分化的不同时间点，低氧组 ＣＤ７１ ＋ ／ ＣＤ２３５ａ ＋

细胞的百分比均高于常氧组（Ｆ ＝ ８５. ８，Ｐ ＜ ０. ０１）

（图 １Ｆ、Ｇ）。
２． ２　 ＨＣＡＲ２ 与红系分化的相关性　 根据 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验结果，低氧组 ＨＣＡＲ２ 蛋白和

ｍＲＮＡ 的表达均高于常氧组（Ｆ ＝ １１０. ０，Ｐ ＜ ０. ０５）
（图 ２Ａ、Ｂ）；与此同时，ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 在低氧下

的蛋白表达上调，变化趋势与 ＨＣＡＲ２ 相似 （图

２Ａ）。因此，采用ｐｅａｒｓｏｎ法进一步分析，发现 Ｋ５６２

图 １　 低氧对 Ｋ５６２ 细胞向红系分化的影响

Ａ、Ｂ：联苯胺染色观察 Ｋ５６２ 细胞红系分化情况及其统计直方图 × ２００；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＣＤ２３５ａ 及 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的蛋白表达变化；Ｎ：常
氧组；Ｈ：低氧组；Ｄ、Ｅ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＤ２３５ａ 及 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｆ、Ｇ：流式细胞术检测 ＣＤ７１ ＋ ／ ＣＤ２３５ａ ＋ 细胞百分比及其统计直方图；
与常氧组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ２　 ＨＣＡＲ２ 与红系分化的相关性

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＨＣＡＲ２、ＣＤ２３５ａ 及 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的蛋白表达变化；Ｎ：常氧组；Ｈ：低氧组；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＨＣＡＲ２ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｃ：
ＨＣＡＲ２ 与 ＣＤ２３５ａ 表达的相关性散点图；Ｄ：ＨＣＡＲ２ 与 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 表达的相关性散点图；与常氧组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

细胞向红系分化过程中 ＨＣＡＲ２ 分别与 ＣＤ２３５ａ（ ｒ ＝
０. ６３１ １，Ｐ ＝ ０. ００６ ６）和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ（ ｒ ＝ ０. ８１４ １，Ｐ ＜
０. ０００ １）的 ｍＲＮＡ 水平呈正相关（图 ２Ｃ、Ｄ）。
２． ３　 敲低 ＨＣＡＲ２ 对低氧促红系分化的影响 　 为

了进一步探讨 ＨＣＡＲ２ 对红系分化的影响，通过慢

病毒感染构建了稳定敲低 ＨＣＡＲ２ 的 Ｋ５６２ 细胞株，
用来研究 ＨＣＡＲ２ 低表达对 Ｋ５６２ 细胞向红系分化

的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验分别检测了

敲低 ＨＣＡＲ２ 后，Ｋ５６２ 细胞向红系分化时 ＣＤ２３５ａ
和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达变化。 结果显示，
敲低 ＨＣＡＲ２ 后，无论常氧组还是低氧组 ＣＤ２３５ａ 和

γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 蛋白的表达均下调（图 ３Ａ），ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃
ｇｌｏｂｉｎ 的 ｍＲＮＡ 水平均降低（ＦＣＤ２３５ａ ＝ １２９. ４，Ｆγ⁃ｇｌｏｂｉｎ

＝ ３０. ０２，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ３Ｂ、Ｃ）。 随后通过联苯胺染

色观察显示，在常氧和低氧下敲低 ＨＣＡＲ２ 均会使

得联苯胺阳性细胞比例降低（Ｆ ＝ ３１. ８６，Ｐ ＜ ０. ０５）
（图 ３Ｄ、Ｅ）。 流式细胞术检测结果显示敲低 ＨＣＡＲ２
后常氧组和低氧组中 ＣＤ７１ ＋ ／ ＣＤ２３５ａ ＋ 细胞百分比

均有所减小（Ｆ ＝ １１８. ２，Ｐ ＜ ０. ００１）（图 ３Ｆ、Ｇ）。
２． ４　 ＨＣＡＲ２ 过表达对低氧促红系分化的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果显示常氧和低氧条件下过表

达 ＨＣＡＲ２ 后 ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的蛋白表达上调

（图 ４Ａ），ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验结果显示 ＨＣＡＲ２ 高表达

时，ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的 ｍＲＮＡ 水平升高（ＦＣＤ２３５ａ ＝

６７. ０４，Ｆγ⁃ｇｌｏｂｉｎ ＝ ８１. ７４，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ４Ｂ、Ｃ）。 联苯

胺染色观察到过表达 ＨＣＡＲ２ 后，常氧组和低氧组

Ｋ５６２ 细胞中联苯胺阳性细胞比例均升高 （ Ｆ ＝
５２. ９９，Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ４Ｄ、Ｅ）。 流式细胞术检测结果

显示，过表达 ＨＣＡＲ２ 后 ＣＤ７１ ＋ ／ ＣＤ２３５ａ ＋ 细胞的百

分比增加（Ｆ ＝ ５３. ３７，Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ４Ｆ、Ｇ）。

３　 讨论

　 　 研究表明低氧可促进红系分化，Ｃａｏ ｅｔ ａｌ［７］ 发
现 Ｋ５６２ 细胞中缺氧诱导因子⁃１ （ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ⁃１， ＨＩＦ⁃１）与 ＴＥＴ３ 蛋白结合的位点缺失会抑

制低氧条件下的红系分化，并使得细胞活力显著下

降，这表明 ＨＩＦ⁃１ 可能介导了低氧促红系分化作用。
之前的研究［８］进一步证实了 ＨＩＦ⁃１ 通过上调其靶基

因 ＲＥＤＤ１ 来抑制 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路并增强自噬水

平，从而促进了低氧下的红系分化进程。 而本研究

通过在常氧和低氧条件下分别诱导 Ｋ５６２ 细胞向红

系分化，观察到低氧具有促进 Ｋ５６２ 细胞向红系分

化的作用；在 Ｋ５６２ 细胞向红系分化过程中 ＨＣＡＲ２
表达升高并受低氧调控。 因此，推测 ＨＣＡＲ２ 可能

作为一个新的低氧靶分子参与调控红系分化过程。
本研究通过构建稳定敲低 ＨＣＡＲ２ 的 Ｋ５６２ 细

胞株发现 ＨＣＡＲ２ 的低表达能抑制 Ｋ５６２ 细胞向红

系分化，减弱低氧促红系分化的作用；同时，通过过
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图 ３　 敲低 ＨＣＡＲ２ 对低氧促红系分化的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＨＣＡＲ２、ＣＤ２３５ａ 及 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的蛋白表达变化；Ｂ、Ｃ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｄ、Ｅ：联苯胺

染色观察 Ｋ５６２ 细胞红系分化情况及其统计直方图 × ２００；Ｆ、Ｇ：流式细胞术检测 ＣＤ７１ ＋ ／ ＣＤ２３５ａ ＋ 细胞百分比及其统计直方图；ａ：ｓｈＣｔｒｌ 组；ｂ：

ｓｈＨＣＡＲ２ 组；与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与常氧组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

表达 ＨＣＡＲ２ 细胞株的构建，进一步证明了 ＨＣＡＲ２
的高表达更有利于红系分化，并且能够增强低氧对

红系分化的促进作用。 这些结果提示 ＨＣＡＲ２ 参与

介导了低氧对红系分化的促进作用。 ＨＣＡＲ２ 是一

种 Ｇ 蛋白偶联受体，与抑制型 Ｇ 蛋白（Ｇｉ）相连［９］，
可通过抑制腺苷酸环化酶的活性，降低细胞中环磷

酸腺苷的水平［１０］。 有学者发现在红系分化过程中

细胞内环磷酸腺苷水平呈持续性下降［１１］，因此，
ＨＣＡＲ２ 可能是通过抑制腺苷酸环化酶活性降低细

胞内环磷酸腺苷水平，从而介导低氧促 Ｋ５６２ 细胞

向红系分化的作用，但其中涉及的具体分子机制还

有待研究。
本研究阐述了 ＨＣＡＲ２ 自身表达水平的变化对

红系分化的影响，然而 ＨＣＡＲ２ 作为一种细胞膜受

体，其功能的发挥也可以通过结合不同配体实现。
例如， 在肠上皮细胞中， 通过识别 β⁃羟基丁酸

（ＢＨＢ）诱导转录因子 ＨＯＰＸ 的表达，进而抑制细胞

增殖，减慢肠道肿瘤的生长速度［１２］；而在动脉粥样

硬化小鼠模型中，口服 ３⁃羟基丁酸可通过激活

ＨＣＡＲ２ 促进巨噬细胞中的胆固醇外流，显著改善动

脉粥样硬化［１３］。 但 ＨＣＡＲ２ 对红系分化的调控中是

否有某种配体的参与尚不清楚。
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图 ４　 ＨＣＡＲ２ 过表达对低氧促红系分化的影响

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＨＣＡＲ２、ＣＤ２３５ａ 及 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的蛋白表达变化；Ｂ、Ｃ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＤ２３５ａ 和 γ⁃ｇｌｏｂｉｎ 的 ｍＲＮＡ 水平；Ｄ、Ｅ：联苯胺

染色观察 Ｋ５６２ 细胞红系分化情况及其统计直方图 × ２００；Ｆ、Ｇ：流式细胞术检测 ＣＤ７１ ＋ ／ ＣＤ２３５ａ ＋ 细胞百分比及其统计直方图；ａ：Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｂ：

ＨＣＡＲ２ 组；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与常氧组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

　 　 综上所述，该研究表明 ＨＣＡＲ２ 在低氧刺激下

表达升高，并可以促进 Ｋ５６２ 细胞向红系分化，这为

认识和探索 ＨＣＡＲ２ 的新功能提供了参考。 然而，
低氧促 ＨＣＡＲ２ 高表达的过程是否有 ＨＩＦ⁃１ 的参与，
以及 ＨＣＡＲ２ 配体刺激能否促进 Ｋ５６２ 细胞向红系

分化，还需要进一步实验验证。
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