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　　［摘要］　目的　观察低氧和缺氧诱导因子－１α（ＨＩＦ－１α）对 Ｋ５６２细胞分泌血管相关生成因子的影响。
方法　选用携带和干扰 ＨＩＦ－１α基因的慢病毒转染Ｋ５６２细胞，以转染携带和干扰 ＨＩＦ－１α基因的Ｋ５６２细胞分
别作为过表达组、干扰组，同时以空载病毒转染Ｋ５６２细胞作为对照组，３组在低氧状态下培养７２ｈ后收集细
胞。通过荧光显微镜观察转染效率，采用 ＲＴ－ＰＣＲ法检测 ＨＩＦ－１α和血管相关生成因子 ｍＲＮＡ表达水平；

ＥＬＩＳＡ法检测培养上清液中血管相关生成因子蛋白水平。结果　慢病毒转染Ｋ５６２细胞最佳感染复数（ＭＯＩ）
为１０，转染效率约５０％，经过嘌呤霉筛选后转染阳性细胞达９０％以上。干扰组人血管生成素（ＡＮＧ）－Ⅱ和血管
内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ表达均低于过表达组，而转化生长因子（ＴＧＦ）－βｍＲＮＡ表达高于对照组和过表
达组，过表达组ＡＮＧ－Ⅱ ｍＲＮＡ表达高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。培养上清液中ＴＧＦ－α未检
测到，过表达组ＡＮＧ－Ⅱ水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）；过表达组ＶＥＧＦ和ＴＮＦ－α水平高于对照组，干扰组ＴＧＦ－

β和ＶＥＧＦ水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）。干扰组ＴＧＦ－β、ＶＥＧＦ和ＴＮＦ－α水平低于过表达组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。结论　低氧和 ＨＩＦ－１α可影响慢性白血病Ｋ５６２细胞血管生成相关因子的表达和自分泌，但在

ｍＲＮＡ表达和蛋白分泌水平上存在差异。
［关键词］　白血病；Ｋ５６２细胞；缺氧诱导因子－１α；低氧；血管相关生成因子
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　　骨髓中造血细胞不受控制地增殖是白血病的特
征之一，慢性白血病细胞会导致更多造血功能正常的
成熟细胞群的出现，临床进展比较慢，生存周期长［１］。

目前，医学界对慢性白血病的生物学和分子遗传学有
了较深的理解，临床转化和诊治取得了重大进展［２－３］。

但造血细胞中许多信号传导途径与ＢＣＲ／ＡＢＬ交叉，

包括抑制信号、细胞凋亡、细胞生存及增殖信号［４］。

近年研究表明，长非编码ＲＮＡ　ＨＵＬＣ的抑制增强了
伊马替尼诱导的慢性粒细胞性白血病（ＣＭＬ）细胞凋
亡，ＨＵＬＣ沉默明显抑制了磷酸肌醇－３激酶（ＰＩ３Ｋ）

和蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）的磷酸化，提示 ＨＵＬＣ抑制后导
致伊马替尼诱导的凋亡增加与ｃ－Ｍｙｃ表达的减少可
能和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径活性的抑制有关［５］。通过ＲＮＡ
干涉（ＲＮＡｉ）或小分子靶向抑制缺氧诱导因子－１α
（ＨＩＦ－１α）后，在体外抑制原始细胞集落形成，抑制肿
瘤的生长和白血病进展［６－７］。然而由于新血管生成过
程已被证明是持续肿瘤生长和癌症进展必需的阶段，

因此血管生成相关治疗制剂是目前临床研究的重

点［８］。上述研究提示，ＨＩＦ－１α及信号相关通路（如

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路）和慢性白血病有密切的联系。

已有文献报道 ＣＭＬ患者骨髓 ＨＩＦ－１α表达明显增
高［９］。缺氧、ＨＩＦ－１α及ＣＭＬ细胞分泌血管相关因子
之间的关系目前尚不清楚，本实验的目的在于观察

Ｋ５６２细胞分泌血管生成因子与 ＨＩＦ－１α和缺氧之间
的关系，为高海拔缺氧环境中的白血病临床治疗提供
一定的基础依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞培养　Ｋ５６２细胞由青海省人民医院血
液病研究室冻存，生长于含有１０％胎牛血清的 ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养基（含１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链
霉素，ｐＨ值７．２～７．４）中，３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中常
规孵育，每２～３天换液传代，分瓶传代继续培养。取
对数生长期的细胞用于后续实验。

１．１．２　仪器及试剂　细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒ－
ｍｏｆｉｓｈｅｒ公司；全自动酶标仪购自美国ＢｉｏＴｅｋ有限
公司（型号ＥＬｘ８００）；实时荧光定量ＰＣＲ仪器购自美

国ＡＢ公司（型号ＡＢＩ７５００）；倒置荧光显微镜购自日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；Ｔｒｉｚｏｌ　ＲＮＡ提取试剂购自美国Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自欣博盛有限公司。

引物的设计使用加拿大Ｐｒｅｍｉｅｒ公司的Ｐｒｉｍｅｒ５．０软
件，ＰＣＲ试剂购自北京索莱宝有限公司，ＰＣＲ所用引
物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

细胞转染慢病毒载体购自广东赛尔飞世有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞转染及分组　将对数生长期的１×１０５

细胞接种于１２孔板，共接种４个孔，培养液体积

２ｍＬ，３７℃孵育箱中培养１２ｈ，待细胞铺满培养孔

６０％时，加入含有 ＨＩＦ－１α干扰或过表达 Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
病毒液，其中３个孔感染复数（ＭＯＩ）分别为１００、１０
和１；第４孔为空载病毒液，同时加入１０μＬ　Ｐｏｌｙ－
ｂｒｅｎｅ稀释液（终浓度５μｇ／ｍＬ），混匀，继续培养４８ｈ
后加１ｍＬ新鲜培养基，稀释Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ。每４小时观
察细胞形态，更换新鲜培养液。感染４ｄ后观察荧光
表达情况，并根据细胞生长情况换液，保持细胞活性；

确定最佳感染 ＭＯＩ为１０，每１毫升培养基加１μＬ嘌
呤霉素（终浓度１μｇ／ｍＬ）筛选转染的阳性细胞，根据
实际情况可以重复筛选１次。收集转染阳性的细胞
继续做后续实验。以转染携带和干扰 ＨＩＦ－１α基因的

Ｋ５６２细胞分别作为过表达组和干扰组，同时以空载
病毒转染 Ｋ５６２细胞为对照组，分别给予低氧（５％
ＣＯ２，３％ Ｏ２）处理７２ｈ后收集细胞和培养上清液。

上述实验重复３次。

１．２．２　总 ＲＮＡ提取及ＰＣＲ检测　收集处理后的

Ｋ５６２细胞，每１×１０６ 细胞加入１ｍＬ　Ｔｒｉｚｏｌ反复吹
打至细胞完全裂解，提取细胞总ＲＮＡ。核酸蛋白测
定仪测定光密度（ＯＤ）２６０／ＯＤ２８０的比值，并进行ＲＮＡ
样品的纯度与浓度测定。ＲＮＡ纯度和浓度合格者将

ＲＮＡ反转录制备ｃＤＮＡ，逆转录体系为４０．０μＬ即

Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　ｓａｍｐｌｅ　１０．０μＬ，４×ｄＮＴＰ　２．５μＬ，Ｏｌｉｇｏ
ｄＴ　ｐｒｉｍｅｒ　２．０μＬ，５×Ｂｕｆｆｅｒ　８．０μＬ，焦碳酸二乙酯
（ＤＥＰＣ）Ｈ２Ｏ　１４．５μＬ，ＲＮａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　１．０μＬ和

Ｍ－ＭＬＶ　２．０μＬ。ＡＢＩ７５００ＰＣＲ检测仪检测 ｍＲＮＡ
表达，反应体系为２０．０μＬ，即ｃＤＮＡ　２．０μＬ，１０×
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Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ　２．０μＬ，ｄＮＴＰ　２．０μＬ，

Ｐｒｅｍｉｘ　Ｔａｑ　０．５μＬ和ｄｄＨ２Ｏ　１１．０μＬ。扩增条件：

预变性９５℃１０ｍｉｎ，变性９５℃１５ｓ，退火６０℃６０
ｓ，共进行４０个循环。设置甘油醛－３－磷酸脱氢酶
（ＧＡＰＤＨ）基因作为内参。应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计
引物。引物序列见表１。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ检测培养上清液血管相关因子水平　
通过ＥＬＩＳＡ法测定培养上清液中的人血管生成素
（ＡＮＧ）－Ⅰ、ＡＮＧ－Ⅱ、转生化长因子－α（ＴＧＦ－α）、血管
内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和转化生长因子－β（ＴＧＦ－β）的
水平。其中 ＡＮＧ－Ⅰ、ＡＮＧ－Ⅱ、ＴＧＦ－α、ＶＥＧＦ实验
前不需要标本预处理，而ＴＧＦ－β实验前需要对标本进
行５０倍数稀释，并给予氯化氢（ＨＣｌ）１０μＬ进行预处
理１５ｍｉｎ，加入氢氧化钠（ＮａＯＨ）１０μＬ后进行后续

ＥＬＩＳＡ操作步骤。结果根据标准绘制标准函数和曲
线，将ＯＤ值换算为浓度，并将稀释样品检测浓度乘
以稀释倍数计算样品浓度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行实
验数据分析，计量资料数据以ｘ±ｓ表示，３组间比较
采用单因素方差分析，两组间比较采用ＬＳＤ 检验，以

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态观察及转染效率　Ｋ５６２细胞经吉姆
萨染色处理后，在显微镜下细胞胞体呈圆形或椭圆
形，边缘可见瘤状突起。细胞核呈圆形或椭圆形，约
占细胞直径的４／５，染色质呈颗粒状，有聚集趋势，为
淡蓝色，核膜较清楚，胞质质量较少，呈不透明的深蓝
色，核周有淡染区。Ｋ５６２细胞形态与原始红细胞形

态相似。最适 ＭＯＩ值为１０，转染效率约５０％，经过
嘌呤霉素筛选后阳性细胞大于９０％，见图１、２。

表１　　各基因引物序列

基因 引物序列（５′－３′） 序列长度（ｂｐ）

ＡＮＧ－ⅠＲ　 ＣＣＧＡＣＴＴＣＡＴＧＴＴＴＴＣＣＡＣＡ　 ２０

ＡＮＧ－ⅠＳ　 ＡＣＣＧＧＡＴＴＴＣＴＣＴＴＣＣＣＡＧＡ　 ２０

ＡＮＧ－ⅡＲ　 ＧＧＣＧＡＧＧＴＧＴＡＧＧＡＧＡＡＧＧＡ　 ２０

ＡＮＧ－ⅡＳ　 ＴＴＣＣＴＣＡＣＧＣＡＡＣＣＴＣＣＡＣ　 １９

ＴＧＦ－αＲ　 ＧＧＧＣＡＧＴＣＡＴＴＡＡＡＡＴＧＧＧＡ　 ２０

ＴＧＦ－αＳ　 ＧＣＴＣＴＧＧＧＴＡＴＴＧＴＧＴＴＧＧＣ　 ２０

ＶＥＧＦ　Ｒ　 ＴＡＡＣＡＣＣＧＣＡＡＧＴＴＣＣＴＣＡ　 １９

ＶＥＧＦ　Ｓ　 ＡＡＧＧＴＣＡＡＣＡＣＧＣＣＡＡＧＡ　 １８

ＴＧＦ－βＲ　 ＧＧＣＣＡＧＡＴＣＣＴＧＴＣＣＡＡＧＣ　 １９

ＴＧＦ－βＳ　 ＧＴＧＧＧＴＴＴＣＣＡＣＣＡＴＴＡＧＣＡＣ　 ２１

ＧＡＰＤＨ　Ｒ　 ＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡ　 ２０

ＧＡＰＤＨ　Ｓ　 ＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴ　 １９

图１　　Ｋ５６２细胞形态（吉姆萨染色，×１００）

图２　　３组转染阳性细胞（吉姆萨染色，×１００）
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表２　　低氧状态下３组血管生成相关因子ｍＲＮＡ水平

项目 对照组 过表达组 干扰组 Ｆ　 Ｐ

ＡＮＧ－Ⅰ ７．４４±３．９８　 ４．６４±２．６０　 ３．８１±１．９７　 ２．０５６　 ０．１７１

ＡＮＧ－Ⅱ ３．９３±０．６１　 ５．３８±０．５９ａ １．４０±０．８１ａｂ　 ４４．３０１ ＜０．０１

ＴＧＦ－α ７．０２±１．２４　 ７．５８±１．３９　 ５．２３±３．４５　 １．４７９　 ０．２６７

ＴＧＦ－β １．８５±０．６０　 ３．１３±１．１６　 ４．９５±１．１６ａｂ　 １１．９５１　 ０．００１

ＶＥＧＦ　 ７．９２±２．７７　 １２．２５±３．８９　 ３．７６±３．６０ｂ　 ６．５８１　 ０．０１５

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与过表达组比较

表３　　低氧状态下３组血管生成相关因子水平

项目 对照组 过表达组 干扰组 Ｆ　 Ｐ

ＡＮＧ－Ｉ（ｎｇ／ｍＬ） ０．７６±０．２２　 ０．８１±０．３３　 ０．６４±０．２５　 ０．６２７　 ０．５４８

ＡＮＧ－Ⅱ（ｎｇ／ｍＬ） ７３．３３±１８．２２　 ５３．５７±８．０９ａ ６３．５３±８．４４　 ３．７５１　 ０．０４８

ＴＧＦ－β（ｐｇ／ｍＬ） ４９１．４８±１０２．４０　 ５５１．２５±１１２．０２　 １５７．６９±１７３．２０ａｂ　 １０．６１６　 ０．００３

ＶＥＧＦ（ｐｇ／ｍＬ） ５８７．１０±３１．４９　 ７５９．７４±１０９．４３ａ ３６８．６０±１０３．７９ａｂ　 ２９．１３６ ＜０．０１

ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍＬ） １２．０４±１．３１　 １４．９３±１．８３ａ １１．３４±１．６１ｂ　 ７．６９４　 ０．００６

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与过表达组比较

２．２　低氧状态下 ＨＩＦ－１α和血管生成相关因子 ｍＲ－
ＮＡ的表达比较　干扰组 ＡＮＧ－Ⅱ和 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ
表达均低于过表达组（Ｐ＜０．０５），而 ＴＧＦ－βｍＲＮＡ
表达高于对照组和过表达组（Ｐ＜０．０５）；过表达组
ＡＮＧ－Ⅱ ｍＲＮＡ表达高于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见表２、图３。

图３　　低氧状态下３组血管生成相关因子ｍＲＮＡ水平

２．３　低氧状态下３组培养上清液中血管生成相关因
子水平的比较　培养上清液中 ＴＧＦ－α未检测到，过
表达组ＡＮＧ－Ⅱ水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）；过表达
组ＶＥＧＦ和ＴＮＦ－α水平高于对照组（Ｐ＜０．０５），干
扰组ＴＧＦ－β和 ＶＥＧＦ水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）。
干扰组ＴＧＦ－β、ＶＥＧＦ和ＴＮＦ－α水平低于过表达组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表３。
３　讨　　论

　　关于低氧和缺氧诱导因子（ＨＩＦ）与造血的研究已
经有相关报道，主要集中在缺氧通过 ＨＩＦ相关的能量
代谢、细胞周期及免疫功能等方面影响疾病的维持和
进展［１０－１３］。关于 ＨＩＦ和ＣＭＬ细胞之间的关系有研
究提示 ＨＩＦ表达增加可以促进Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ－
２）表达，抑制细胞凋亡，并促进ＶＥＧＦ的表达，诱导肿
瘤新血管生成［６］。本实验结果提示，低氧和 ＨＩＦ－１α
可影响慢性白血病Ｋ５６２细胞血管生成相关因子的表

达和自分泌，但在 ｍＲＮＡ表达和分泌水平上存在差
异。血管生成是新血管通过已有血管萌芽形成和原
有血管纵向分隔的过程，血管新生是一种正常的生物
学过程［１４－１５］。许多血管相关生成因子参与实体瘤血
管生成，目前可应用靶向药物来预防实体瘤中的血管
生成。

ＡｎｇⅡ来源于内皮细胞，是血管中Ｔｅｋ信号传导
的拮抗剂［１６－１７］。ＡｎｇⅠ和 ＡｎｇⅡ是内皮细胞特异性
酪氨酸激酶受体（Ｔｉｅ２）的配体，Ｔｉｅ２是血管生成的基
本调节剂［１８］。ＡｎｇⅡ上调导致血管通透性增加和不
稳定而引发内皮炎症和血管生成。ＡｎｇⅡ在许多肿瘤
类型的脉管系统中高表达，和肿瘤血管生成密切相
关，可作为 Ｔｉｅ２激动剂［１９－２１］。除肿瘤外，在炎症中

ＡｎｇⅡ表达增加，具有促炎作用，可通过抑制Ｔｉｅ２功
能促进血管失稳和渗漏［２２－２３］。本实验结果提示，在低
氧下 ＨＩＦ－１α干扰或过表达对Ｋ５６２细胞分泌ＡｎｇⅠ
没有影响，而 ＨＩＦ－１α过表达使Ｋ５６２细胞分泌ＡｎｇⅡ
的能力下降，这表明在低氧下除 ＨＩＦ－１α之外可能还
有其他低氧相关因素的影响，这有待进一步的验证。

ＶＥＧＦ是由间充质细胞和基质细胞以旁分泌方
式产生和分泌的，它是内皮细胞的有效促分裂原和化
学引诱物［２４］。ＶＥＧＦ诱导恶性细胞的新血管形成并
在肿瘤细胞中高表达，是内皮增殖、迁移和存活的刺
激剂［２５］。ＣＭＬ致癌基因 ＢＣＲ／ＡＢＬ 通过 ＰＩ３Ｋ 和

ｍＴＯＲ途径诱导ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ－１α基因表达，有助于
促进血管生成［２６］。本实验结果提示低氧下 ＨＩＦ－１α
干扰降低 ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的表达，过表达上调 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ表达的同时促进ＶＥＧＦ蛋白分泌。既往研究
提示Ｓｉａｈ２－ＰＨＤ３－ＨＩＦ－１α－ＶＥＧＦ轴在白血病微环境
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中是重要的缺氧信号传导，且与ＣＭＬ对伊马替尼耐
药有关［２７］。ＨＩＦ－１α抑制通过降低 ＶＥＧＦ、葡萄糖转
运蛋白（Ｇｌｕｔ）－１、磷酸甘油酸激酶（ＰＧＫ）和多药耐药
蛋白Ｐ糖蛋白（Ｐ－ｇｐ）增加Ｋ５６２细胞对高三尖杉酯碱
的敏感性［２８］。由此可见，低氧诱导的 ＨＩＦ－１α表达相
关的血管生成在 ＣＭＬ 发病及治疗效果中的重要
意义。

ＴＧＦ－α是一种表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）配体，
选择性结合ＥＧＦＲ并激活ＥＧＦＲ介导的信号通路，调
节细胞增殖、分化、运动和存活［２９］，ＨＩＦ 激活后，

ＴＧＦ－α的上调引起自分泌激活ＥＧＦＲ信号传导［３０］。
有文献报道，组织因子通过蛋白酶激活受体－２（ＰＡＲ－
２）处理的胰腺癌细胞的培养基增强了人脐静脉内皮
细胞增殖和血管形成，其被 ＭＥＫ抑制剂ＰＤ９８０５９阻
断，活化的ＰＡＲ－２通过诱导ＴＧＦ－α和 ＶＥＧＦ－α基因
表达促进癌细胞释放ＶＥＧＦ－α来增强肿瘤血管生成，
独立于ＩＬＫ／ＨＩＦｓ－α途径［３１］。本研究也提示 ＨＩＦ－１α
过表达和干扰后对 ＴＧＦ－αｍＲＮＡ的表达无明显意
义。但是，有文献报道，慢性缺氧状态下结肠腺癌

ＨＣＴ－１１６细胞中通过 ＧＥＯ数据库的微阵列生物信
息学分析鉴定了１７个参与血管生成的相关基因如

ＶＥＧＦ－Ａ，Ｓｍａｄ７，Ｊｕｎ，白细胞介素（ＩＬ）－８，趋化因子
受体（ＣＸＣＲ４），血小板衍生生长因子 Ａ（ＰＤＧＦ－Ａ），

ＴＧＦ－α，血管生成素样蛋白４（ＡＮＧＰＴＬ－４）的表达明
显上调［３２］。考虑体内和体外实验，以及不同细胞之间
存在差异。

ＴＧＦ－β在转录水平调节ＶＥＧＦ的基因表达间接
作用血管生成，可诱导成纤维细胞分化和活化［３３］。

ＴＧＦ－β和细胞外基质对人心脏成纤维细胞向肌成纤
维细胞的分化具有协同作用［３４］。本研究结果提示，在

Ｋ５６２细胞中，ＨＩＦ－１α的过表达可抑制ＴＧＦ－βｍＲＮＡ
的表达，促进ＴＧＦ－β的分泌。因此这也可能是临床上

ＣＭＬ既有血管生成，也有骨髓纤维化的原因，关于

ＴＧＦ－β在血管生成和纤维化及ＣＭＬ中的作用的深入
研究是很有意义的。
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