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两个新的红细胞分化相关因子的 cDNA克隆

及功能探讨
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摘要    曾报道在终末分化阶段的红细胞中可表达一些与珠蛋白基因增强子 HS2 序列

特异结合的蛋白因子, 并利用杂交瘤技术制备了两株针对上述蛋白的单克隆抗体. 为

获得编码这些因子的基因, 实验利用这两株单抗筛选构建于λgt11 的人胚肝 cDNA 表

达文库, 并获得阳性克隆. 经分析, 其中一株 cDNA 克隆具有全长编码序列(EDRF1),

另一株为具有可读框的 cDNA 片段(EDRF2), 由它编码的氨基酸序列含有反式调节因

子特有的亮氨酸拉链结构域. 与 GenBank 作同源比较后确定上述两株 cDNA 序列均未

见报道. Northern印迹结果表明, 它们编码的蛋白质为红细胞分化相关蛋白. RT-PCR系

统地观察了 EDRF1, EDRF2 在多种细胞株和组织中的表达, 提供了重要的功能线索.

EDRF1 和 EDRF2 主要在造血系统和早期的胚胎多种组织表达, 说明它与血细胞成熟

和早期的组织发育相关, 也可能是传递早期造血与胚胎发育的分子语言.
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红细胞生成是多功能造血干细胞或其祖细胞增生并沿一定方向分阶段分化的过程, 调控

红细胞分化的因素有很多, 但细胞内某些特定基因的表达是决定红细胞分化的内在因素 . 珠

蛋白是终末分化红细胞的特征蛋白, 在中幼和晚幼红细胞期, 珠蛋白基因开启表达, 随之细胞

核停止分裂 , 红细胞即转入终末分化阶段, 提示珠蛋白基因表达与红细胞终末分化具有一定

的内在联系, 调控珠蛋白基因表达的因素必然参与了红细胞的分化过程, 因此, 通过对珠蛋白

基因表达调控的研究, 可为红细胞分化机制的阐明提供重要线索.

目前已知β珠蛋白基因簇上游存在一个基因簇控制区(locus control region, LCR), 在该区

域内含有 4 个对 DNase 高度敏感的增强子序列(DNase hypersensitive site1~4, HS1~4). 研

究表明, 这 4 个增强子序列, 特别是 HS2, 是调控珠蛋白基因高水平表达的重要因素[1], 它可

与诸多反式调节因子结合形成多元的蛋白质-HS2 复合物, 并通过上述蛋白间的协同作用, 使

该区域染色体呈现开放的空间构象, 从而调控珠蛋白基因在终末分化的红细胞中活跃表达 [2].
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人们观察到, 在上述反式调节因子中, 至少有两种 HS2 结合蛋白 GATA1 和 NF-E2 既参与珠

蛋白基因的表达调控又参与红细胞的终末分化[3, 4], 说明此类反式调节因子是偶联红细胞分化

和珠蛋白基因表达的重要因素, 对它们的研究可有利于红细胞分化机理的阐明.

最近发现, 在正常分化的人胚肝中 晚幼红细胞和氯高铁血红素(hemin)诱导分化的人红

白血病 K562 细胞中表达一些新的分化相关的 HS2 结合蛋白[5], 并用杂交瘤技术制备了相应

的 HS2 结合蛋白的单克隆抗体[6]. 本实验应用上述单抗筛选构建于 gt11 的人胚肝 cDNA 表

达文库, 以期获得单抗对应蛋白的 cDNA 克隆, 为上述 HS2 结合蛋白生物学功能的鉴定及其

作用机理的阐明奠定基础.

1  材料与方法

1.1  K562细胞培养及诱导分化

K562 细胞由中国医学科学院基础医学研究所细胞生物室提供. 按常规将 K562 细胞悬浮

于含有 10%胎牛血清的 RPMI-1640中, 并在 37 , 5%CO2的条件下培养. K562细胞的诱导分

化是在上述培养液中加入 40 µmol/L 氯高铁血红素(Sigma), 持续培养 4 d[7].

1.2  人胚肝中 晚幼红细胞的分离

取 3月龄人胚肝, 通过不锈钢网研磨制成细胞悬液, 按文献[8]以 40%, 70% Percoll(Pharm-

acia)不连续密度梯度离心法收集 70% Percoll界面上的中 晚幼红细胞.

1.3  cDNA文库的筛选

遵照 CLONTECH 试剂盒操作手册进行. 先将滴度为 1×104 pfu 的噬菌体文库与宿主菌共

同铺于 90 mm平板, 待菌苔中长出噬斑后用 IPTG浸过的硝酸纤维素(NC)膜覆盖其表面, 37

培养 4 h, 经适当处理后, 将 NC 膜依次置于单抗, 生物素-兔抗鼠 IgG(DAKO), 链亲和素

(streptavidin)-HRP(DAKO)以及显色底物(1 mg DAB, 3 mgCoCl2, 0.3%H2O2) 等溶液中, 待信号

完全显示后终止反应. 将阳性信号对应的噬斑挑出并按常规进行后续几轮筛选.

1.4  DNA序列分析

按 DNA 测序试剂盒(PE 公司)的操作程序, 用四色荧光染料标记技术通过双脱氧终止法,

在 PE公司 ABI PRISM 310型全自动测序仪上进行序列分析.

1.5  Northern印迹分析

参照文献[9]的方法提取人胚肝中  晚幼红细胞和 K562 细胞的总 RNA, 并用地高辛标记

的 cDNA克隆片段为探针与上述 RNA 进行 Northern印迹分析, 结果用地高辛 DNA 检测和标

记试剂盒(Boehringer Mannheim Biochemica)所示程序进行检测.

1.6  RT-PCR
用 Trizol试剂(GIBCO)提取细胞总 RNA, 测定 A值. 取 1~2 µg RNA进行反转录. 取 1~3 µL

cDNA反转录产物进行 PCR. 引物序列: EDRF1 PCR上游引物: GCGAATTCAATGCCCGACA-

GTGAT, 下游引物: AACTGCAGATCTATGATGACTTGAG; EDRF2 PCR 上游引物: CGGGTG-

TTTCTCCATTCT, 下游引物: CGCTAGTTGCCGGTTTA. 为排除假阳性, 设 4组对照, 标准对

照: 从 pGEM-T-easy-EDRF1, EDRF2质粒上扩增目的片段, 阳性对照为氯高铁血红素刺激 96 h

后的 K562总 RNA反转录得到的 cDNA进行 PCR, 阴性对照为无关的肠癌细胞, 另有空白对照.
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2  结果

2.1  人胚肝 cDNA文库的筛选及 cDNA克隆序列分析

我们曾报道, 在正常分化的人胚肝中 晚幼红细胞和氯高铁血红素诱导分化的 K562 细

胞中表达一些可与珠蛋白基因表达增强子 HS2 序列特异结合的反式调节因子, 并应用杂交瘤

技术制备了两株针对上述分化相关的 HS2 结合蛋白的单克隆抗体[5, 6], 即用这两株单抗对构

建于噬菌体λgt11载体的人胚肝 cDNA表达文库进行免疫学筛选, 经累计筛选滴度为 2 × 106 pfu

的重组体后, 从中获得两株免疫反应阳性克隆, 并将其编码蛋白命名为红细胞分化相关因子 1

和 2(erythroid differentiation related factor, EDRF1和 EDRF2). 用 EcoR 将两株噬菌体克隆 DNA

酶切后可分别获得长度为 1.071 和 0.576 kb 的插入片段, 同时实验选择 cDNA 插入片段的上游

载体序列: GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG和下游载体序列: TTGACACCAGACCAAC-

TGGTAATG为测序引物对插入片段进行正反向测序(图 1和 2).

图 1 示 EDRF1 的 cDNA 序列, 该序列具有一个较长的可读框, 可推算 EDRF1 的分子量

大小(约 22 ku)[6]以及Northern印迹分析中 EDRF1 mRNA的长度(见后面结果), 并判断该 cDNA

序列编码一个具有 152个氨基酸的蛋白因子, 等电点为 5.7, 没有代表性的结构域. 使用 NCBI

的 Blast程序在公共数据库 GenBank non-redundant中检索基因相似性, 若所检索的 EST在 100

bp 中有 90%以上序列与已知基因匹配 , 则认为是已知基因 . 将 EDRF1 的 cDNA 序列与

GenBank 作同源性比较后未发现明显同源, 说明它是一个未见报道的蛋白因子, 将其登录于

GenBank, 登录号为 AF040247.

EDRF2的部分 cDNA序列如图 2所示. 该序列具有一个 369 bp的可读框, 编码 123个氨

基酸(图 2), 等电点为 5.2, 其中包含一个典型的亮氨酸拉链结构域: L-X6-L-X6-L-A, 推测是

一类可与 HS2 序列相结合的反式调节因子. 将 EDRF2 的部分 cDNA 序列与 GenBank 作同源

性比较后未发现明显同源 , 说明它也是一个未见报道的蛋白因子 , 其登录号为 AF040248.

EDRF2全序列 cDNA克隆的筛选目前尚在进行中.

图 1  EDRF1的编码区 cDNA序列及其对应的氨基酸序列
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2.2  EDRF1和 EDRF2为红细胞分化相关因子

为进一步确证 EDRF1 和 EDRF2 为红细胞分化相关因子, 实验以地高辛标记的上述因子

的 cDNA 片段为探针, 对氯高铁血红素诱导分化前后得人红白血病 K562 细胞和处于正常终

末分化期的人胚肝中  晚幼红细胞的总 RNA 进行

Northern 印迹分析(图 3), 结果表明, 两种片段只与氯

高铁血红素诱导分化的 K562 细胞和处于正常终末分

化期的人胚肝中 晚幼红细胞的 RNA 产生阳性杂交

带, 根据杂交带的位置推测, EDRF1 和 EDRF2 mRNA

大小分别约为 1 和 3 kb, 实验结果说明, EDRF1 和

EDRF2 只在分化的红细胞中特异表达, 是两种与红细

胞分化相关的蛋白因子. 3 种细胞来源的总 RNA 与

EDRF1, EDRF2, GAPDH cDNA探针杂交的 Northern印

迹图谱可见, 与该 cDNA 片段对应的 mRNA 只在分化的

红细胞中特异表达.

2.3  不同细胞或组织中 EDRF1, EDRF2的表达

RT-PCR可以明确地反映 EDRF1, EDRF2 mRNA的表达情况, 我们设置合理的几个对照组,

最大可能地排除假阳性, 使结果确切地反映在不同细胞系和组织中 EDRF1, EDRF2 的表达情

况. 如表 1所示, 在一些与造血无关的细胞中, 如骨胳肌细胞  造血基质细胞 肠癌细胞等 ,

表 1  EDRF1和 EDRF2在多种细胞系  组织中的表达

细胞系或组织 EDRF1 EDRF2 细胞系或组织 EDRF1 EDRF2

造血基质细胞 − − SKO-007 − +

神经胶质细胞 − − Molt4 + −

骨胳肌细胞 − − K562(氯高铁血红素诱导前) −/+ −

骨髓细胞 + + K562(氯高铁血红素诱导后) + +

外周血细胞 − − HEL + +

HL60 − + 睾丸组织 + +

HCT8(肠癌) − − 胚肺组织 ND +

HepG2 − + 胚肾组织 + +

HT29(肠癌) − − 胚肝组织 + +

Raji − −

图 3  EDRF1, EDRF2基因 Northern

印迹图谱
1为 K562细胞; 2为氯高铁血红素诱导分化

的 K562细胞; 3为人胚肝中 晚幼红细胞

图 2  EDRF2的编码区 cDNA序列及其对应的氨基酸序列(划线处提示亮氨酸拉链结构域)
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EDRF1和 EDRF2未见表达, 而在与红系造血相关细胞系或造血细胞中, 如 K562, HEL, 骨髓

细胞(图 4, 5), 以及发育中处于早期的组织或细胞中, 如胚肝组织 胚肾组织中都能检测到表

达.

3  讨论

哺乳类红细胞终末分化的主要特征是珠蛋白基因表达血红蛋白 , 出现核固缩和去核等 ,

细胞癌变时上述分化特征消失, 核分裂失控而变为癌细胞(红白血病细胞), 这些特点涉及细胞

分化和肿瘤形成两大研究领域, 因此, 对上述现象的深入研究有助于细胞分化和恶性化机理

的阐明. 人们普遍认为, 红细胞分化过程的完成取决于两个相互联系的因素, 一是细胞外具有

不同生物学功能的诸多细胞因子的作用 , 二是反式调节因子的作用, 即细胞核内诸多反式调

节因子通过与基因的顺式调控序列结合 , 调控细胞分化特异性基因的顺序表达, 从而使红细

胞分化并产生其特有的分化表型特征. 但随着对诸如红细胞生成素(EPO)等细胞因子的深入研

究发现, 细胞因子的主要功能是调控红细胞不断增殖和阻遏其过早凋亡, 而与分化过程无明

显关联[10], 因此, 目前人们开始认为红细胞分化主要是细胞核内诸多反式调节因子协同作用

的结果 [11], 即在细胞增殖到一定时期, 某些主要调节基因开启表达, 标志着细胞内固有基因

表达程序的开启, 其基因表达产物包括细胞系特异因子和表达范围较广的所谓公共因子之间

相互对话, 激活和/或关闭特定基因的表达, 使细胞出现特有的分化特征 , 因此, 寻找和深入

研究调控红细胞分化相关基因的活性因子以及它们之间的相互联系可为红细胞分化机制的阐

明提供重要线索. 珠蛋白基因是红细胞分化相关基因 , 目前发现调控珠蛋白基因表达的两种

反式调节因子 GATA1和 NF-E2同时可影响红细胞的终末分化, 值得注意的是, GATA1和 NF-

E2 同时存在于正常红细胞和红系恶性细胞 小鼠红白血病(MEL)细胞以及人红白血病(K562)

细胞中, 而且 GATA1和 NF-E2 调控红细胞分化的功能可被其他相关因子诸如 GATA2和 Nrf1

所替代[12], 说明 GATA1 和 NF-E2 的存在不足以促使转化细胞完成终末分化过程, 要阐明红

细胞分化和珠蛋白基因表达调控的机制, 尚须探索其他蛋白因子的协同作用.

红系终末分化过程中新出现的活性物质可与珠蛋白基因表达增强子 HS2 特异结合[13~15],

为深入研究上述蛋白因子的生物学功能 , 我们制备了相应的蛋白单抗 , 并用它们筛选人胚肝

cDNA 文库 , 初步实验结果证实 , 获得的两株 cDNA 克隆迄今未见报道 , 而且其编码蛋白

EDRF1 和 EDRF2 为红细胞分化相关蛋白. 鉴于它们可与珠蛋白基因表达 HS2 增强子特异结

合[5, 6], 而且仅在分化的红细胞中特异表达, 提示 EDRF1 和 EDRF2 可能为一类参与调控红细

胞分化和珠蛋白基因表达的反式调节因子.

反转录 PCR 的结果提示, EDRF1, EDRF2 两个基因片段在早期的器官发育和组织分化中

图 5  EDRF2在 K562细胞中诱导分化前后

和 Jurkat中的表达
1示 K562, 2示诱导分化后的 K562; 3示 Jurkat

图 4  K562和 HEL细胞中 EDRF1 的表达
1示 HEL; 2示 K562; 3示 K562诱导分化后
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可能起到重要作用, 它在早期发育的器官中如胚肝 胚肾中表达, 在成熟的组织细胞中如骨

骼肌 神经胶质细胞中则未观察到表达 , 可能基因及其表达产物在完成早期功能后, 处于静

息状态. 这种基因的定时活化或静息是器官发育和种系发生的精细调节, 而且这两个基因片

段在造血细胞中的表达也具偏嗜性, 说明它在不同的造血细胞成熟过程中起到不同的调节作

用. 在向红系分化成熟的红白血病细胞中, 两个基因片段均有表达, 说明它们在红系生成中发

挥作用. RT-PCR的结果表明 EDRF1 在未分化的 K562细胞中表达, 这也许是因为方法本身的

灵敏, 导致与 Northern 印迹的结果有所差异. EDRF2 编码的蛋白可能作为一种反式作用因子,

结合珠蛋白特异的顺式调节元件 , 共同建立红系发育程序, 它也可能与其他的公共因子协调

作用以调控珠蛋白基因的红系组织特异性与发育阶段特异性表达[16, 17]. EDRF2 很可能作为一

种转录因子 , 参与珠蛋白的表达调节及红细胞分化, 多种蛋白共同协调控制红细胞的定向分

化, 符合造血一元论学说.
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