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∙论著∙

HIF-2α对高原红细胞增多症模型
大鼠骨髓CD71+细胞GATA-1表达的影响
刘芳 魏巍 丁谨 陈英 冯婷婷 冀林华 施继禹

【摘要】 目的 探讨低氧诱导因子-2α（HIF-2α）对高原红细胞增多症（HAPC）模型大鼠骨髓

CD71+细胞红系特异性转录因子GATA-1表达的影响。方法 选用雄性SD大鼠48只，随机分为低海

拔对照组（海拔 2 250 m饲养）和HAPC模型组（海拔 4 300 m饲养）。在海拔 4 300 m自然环境下复制

HAPC大鼠模型并采用骨髓细胞分类计数、血液学参数和血清红细胞生成素（EPO）检测进行验证。应

用密度梯度离心和免疫磁珠分选相结合的方法分选大鼠骨髓CD71+细胞，Q-PCR和Western blot法检

测其HIF-2α、GATA-1 mRNA和蛋白的表达。低氧培养CD71+细胞，以最佳干扰序列HIF-2α shRNAi3

转染96 h，Q-PCR和Western blot检测HIF-2α、GATA-1 mRNA和蛋白的表达水平。结果 骨髓细胞分

类计数、血液学参数和血清 EPO 含量测定结果提示 HAPC 大鼠模型复制成功。HAPC 模型组骨髓

CD71+细胞HIF-2α、GATA-1 mRNA和蛋白的表达高于低海拔对照组，且HIF-2α与GATA-1在mRNA和

蛋白表达均呈正相关（r＝0.923，P<0.01；r＝0.838，P<0.01）。HIF-2α shRNAi3干扰HAPC模型组骨髓

CD71+细胞 96 h 后，HIF-2α、GATA-1 mRNA 和蛋白的表达均低于空白对照组和阴性对照组。结论

HIF-2α对GATA-1表达的影响可能与HAPC的发生发展相关。
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【Abstract】 Objective To explore the influence of hypoxia-inducible factor-2 αlpha（HIF-2α）on
the expression of erythroid-specific transcription factor GATA-1 in bone marrow CD71+ cells of rat model
with high altitude polycythemia（HAPC）. Methods A total of 48 male SD rats were selected and
randomly divided into normal control group and HAPC group. HAPC model was established at an altitude
of 4 300 meters in the natural environment and verified by bone marrow cell classification and counting,
hematologic parameters and serum EPO detection. Bone marrow CD71 + cells were separated by a
combination of methods with density gradient centrifugation and magnetic activated cell sorting. The
changes of expression level of HIF-2α, GATA-1 mRNA and proteins were detected by Q-PCR and Western
blot. CD71 + cells were cultured under hypoxia condition and transfected with selected optimal HIF- 2α
shRNAi3 for 96 h. And the expression level of HIF-2α and GATA-1 mRNA and proteins were detected by
Q-PCR and Western blot. Results The results of bone marrow cell counts, the hematologic parameters
and the serum EPO content showed that the HAPC rat model was successfully established. The expression
of HIF-2α and GATA-1 mRNA and protein in bone marrow CD71+ cells of HAPC group was higher than
that in control group（P<0.05）. And HIF-2α and GATA-1 of HAPC group were positively correlated at the
expression levels of mRNA and protein, respectively（r=0.923, P<0.01; r=0.838, P<0.01）. However, the
expression of HIF-2α and GATA-1 mRNA and protein in HAPC group was significantly lower than that in
control groups after interfered by HIF-2α shRNAi3 for 96 h（P<0.05）. Conclusion The effect of HIF-2α
on GATA-1 expression may be correlated with the pathogenesis of HAPC.
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成熟红细胞执行氧气运输功能。缺氧发生时，

为改善低氧血症，红细胞产生代偿性增加。高原低

氧环境下，个体若出现红细胞过度积累、严重低氧

血症的病理变化，最终会发展为高原红细胞增多症

（high altitude polycythemia, HAPC）。HAPC多发生

于海拔 3 000 m以上地区移居男性人群，易并发心

脑血管意外、肺栓塞、缺氧性肾病及胃肠病等多种

致死率较高的严重疾病［1］，对高原地区居民的身心

健康构成严重危害。缺氧诱导因子-2α（hypoxia-

inducible factor-2, HIF-2α）是通过调控多种下游基

因的表达来应答慢性低氧的主要转录因子之一。

HIF-2由氧调节亚基α和构建亚基β组成具有转录活

性的异源二聚体，能激活骨髓造血、铁代谢和能量

代谢等相关基因的转录，在红细胞生成中起重要作

用［2-4］。红细胞生成是一系列特定谱系转录因子精

密调控的有序增殖分化过程。GATA家族是参与其

中的重要转录因子，具有保守锌指结构域，能够特

异地结合基因启动子区（A/T）GATA（A/G）序列，调

控下游基因的转录活性，参与造血等不同系统的发

育。GATA-1是调控红系终末分化不可或缺的转录

因子，在红系细胞中高表达［5］。近期研究表明，低氧

条件下HIF-2α作用于GATA-1促进肺泡Ⅱ型细胞中

血红蛋白的表达［6］，提示HIF-2α影响GATA-1的表

达并可能参与HAPC成熟红细胞的过度积累过程。

在本研究中，我们建立HAPC大鼠模型并分析HIF-

2α对骨髓CD71+细胞GATA-1表达的影响，试图阐

释HAPC中红细胞过度增殖分化的发生机制。

材料与方法

1. 实验动物：健康SPF级雄性SD大鼠48只，体

重（200±20）g，由西安交通大学医学部实验动物中

心提供，动物许可证号：SCXK（陕）2012-003，合格

证号：61001700000509。

2. 主要试剂：大鼠骨髓单个核细胞分离试剂盒

购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公司公

司。大鼠 EPO ELISA 试剂盒购自中国 USCN 公

司。Anti-PE MicroBeads 购自美国 Miltenyi 公司。

流式单克隆抗体 PE-CD71、PE-IgG2a购自美国BD

公司。HIF-2α shRNA靶点设计、慢病毒载体构建及

包装由上海吉凯基因技术公司完成。StemSpanTM

SFEMⅡ购自美国 STEMCELL 公司。小鼠抗大鼠

HIF-2α单克隆抗体购自美国Abcam公司，小鼠抗大

鼠GATA-1、β-actin单克隆抗体购自美国Santa Cruz

公司，HRP标记的二抗 IgG购自北京中杉金桥生物

有限公司。TRIzol 总 RNA 提取试剂购自美国

Invitrogen 公 司 。 ReveQAidTM First Strand cDNA

Synthesis Kit 购 自 美 国 Fermentas 公 司 。 SYBR

Green PCR Master Mix购自美国Bio-Rad公司。所

用引物（表 1）由上海生工生物工程股份有限公司

合成。

3. 实验动物分组及HAPC模型的建立：将SD大

鼠随机分为低海拔对照组和HAPC模型组，每组24

只。参照文献［7］方法，HAPC组大鼠自西安交通大

学医学部运至海拔4 300 m青海省玉树州珍琴乡饲

养 40 d。低海拔对照组大鼠在海拔2 250 m西宁市

同期饲养。尾静脉采血，测定红细胞数（RBC）、血

红蛋白含量（HGB）、红细胞比容（HCT），并取1.5 ml

全血分离血清用于 ELISA 法测定红细胞生成素

（EPO）。颈动脉插管取血检测动脉血氧饱和度

（SaO2）。骨髓涂片行细胞分类计数。综合上述检

测指标，根据2004年第六届国际高原医学和低氧生

理学术大会制订的慢性高原病青海诊断标准

（HGB>210 g/L，HCT>65%）［8］判断动物是否患有

HAPC。

4. CD71+细胞的分选和流式细胞术检测：CD71

是表达于红系祖细胞至网织红细胞各分化阶段的

表1 引物序列

目的基因

HIF-2α

GATA-1

β-actin

引物序列（5′→3′）

上游引物

TTCCCAGCCACCATCTACCAG

GCTCAGCAGCCTATTCTTCC

GATTACTGCCCTGGCTCCTA

下游引物

GCCACTCCTGACCCCTTTTG

CGTTGCTCCACAGTTCACAC

TCATCGTACTCCTGCTTGCT

扩增片段（bp）

123

89

144

interfering RNA
Found Program: National Natural Science Foundation of China（81441116）; Applied Basic Research

Programs of Scienc and Technology Department of Qinghai Provincial（2012-Z-729）
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红系特异性标志物之一［9］。分离大鼠骨髓单个核细

胞（MNC），等分为4组。两组分别与PE-CD71抗体

和同型对照抗体4 ℃避光反应10 min后，加入Anti-

PE MicroBeads 4 ℃避光孵育15 min，上样分选柱分

选CD71+细胞，检测细胞CD71抗体的平均荧光强度

值（MFI）；另外两组分别加入PE-CD71抗体和同型

对照抗体 4 ℃孵育 30 min，检测细胞 CD71 抗体的

MFI，计算CD71+细胞占MNC的百分比。细胞计数

10 000个以上。

5. 实时荧光定量 PCR（Q-PCR）检测 HIF-2α、

GATA-1 mRNA表达：提取CD71+细胞总RNA，逆转

录成 cDNA后，以β-actin为内参，采用 2-ΔΔCt 法检

测 HIF- 2α、GATA- 1 mRNA 表达。Q- PCR 参数：

95 ℃ 15 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 32 s，40个循环。每个

样本重复3次。

6. Western blot法检测HIF-2α、GATA-1蛋白表

达：用RIPA裂解液提取CD71+细胞总蛋白，BCA法

定量后进行 120 g/L SDS-PAGE 电泳，蛋白电转至

PVDF 膜上，50 g/L 脱脂牛奶室温封闭 2 h，一抗

HIF-2α（1∶250）、GATA-1（1∶600）4 ℃过夜，二抗

（1∶80 000）室温下孵育1 h，ECL发光压片显色。以

β-actin 为内参照。目的蛋白相对表达量=目的条带

吸光度值/β-actin条带吸光度值。

7. CD71+细胞的低氧培养：HAPC 模型组大鼠

骨髓 CD71+细胞重悬于 StemSpanTM SFEMⅡ中，接

种于 6孔板（1.5×106个细胞/孔），置于 37 ℃、3%O2、

92%N2、5%CO2、饱和湿度低氧培养箱中培养 12 h，

进行后续RNA干扰实验。

8. 细胞转染：低氧培养的CD71+细胞分为空白

对照组（未转染任何干扰序列）、阴性对照组（转染

阴性对照干扰序列）和HIF-2α shRNAi 1、2、3组（分

别转染HIF-2α shRNAi 1、2、3干扰序列）。每组设5

个复孔。干扰序列：HIF-2α shRNAi 1：5′-GCAAC-

TACCTGTTCACCAA- 3′ ；HIF- 2α shRNAi 2：5′-

GCAGCCCTGAGGATTACTA- 3′；HIF- 2α shRNAi

3：5′-GCATGGCTCCTGATGAATT-3′。阴性对照序

列 ：5′- TTCTCCGAACGTGTCACGT- 3′ 。 加 入

HIF-2α shRNA慢病毒液［感染指数（MOI）=2］，96 h

后荧光显微镜下观察绿色荧光情况，用 Q-PCR、

Western blot法分别检测转染后HIF-2α mRNA及蛋

白表达，筛选出最佳干扰序列。转染最佳干扰序列

96 h后，观察绿色荧光情况，Q-PCR和Western blot

检测HIF-2α、GATA-1 mRNA及蛋白表达。

9. 统计学处理：应用SPSS13.0软件进行数据分

析，实验数据进行Shapiro-Wilk检验，符合正态分布

的数据以 x±s表示。多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用 t检验；不符合正态分布的实验

数据以中位数表示，差异显著性采用秩和检验；相

关性分析采用Pearson相关检验，检验水准为 0.05。

以P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. HAPC模型的鉴定：与低海拔对照组的骨髓

粒、红细胞系分类计数结果比较，HAPC模型组大鼠

骨髓的中、晚幼红细胞数较低海拔对照组增加

（P<0.05），粒细胞系统差异无统计学意义（P>0.05），

粒/红比值减低（P<0.05）（表 2、3），RBC、HGB 和

HCT 升高（P<0.01），SaO2 降低（P<0.01）（表 4）。

HAPC模型组大鼠血清EPO水平高于低海拔对照组

［（24.3±1.57）ng/ml 对（12.7±0.81）ng/ml，P<0.05］。

上述结果提示HAPC模型组大鼠红系细胞数量增多

但携氧能力下降，表明HAPC模型建立成功。

表2 两组SD大鼠骨髓粒、红细胞系分类计数比较

组别

低海拔对照组

HAPC模型组

z/t值

P值

鼠数

24

24

粒细胞系统

［%，M（范围）］

0.50（0~8.45）

0.00（0~5.50）

0.470

0.450

红细胞系统

［%，M（范围）］

3.20（1.00~10.20）

9.50（0.65~20.50）

-2.000

0.040

粒/红比值

（x±s）

2.90±0.38

1.30±0.65

-3.000

0.010

注：HAPC：高原红细胞增多症

2. 大鼠骨髓CD71+细胞的纯度和占MNC的比

例：以 MFI 为监测指标，分选后低海拔对照组、

HAPC模型组CD71+细胞的纯度差异无统计学意义

［（92.9±1.81）%对（92.1±2.13）%，P>0.05］；HAPC模

型组CD71+细胞占MNC的比例高于低海拔对照组

［（53.48±3.81）%对（25.05±3.32）%，P<0.05］。

3. 大 鼠 骨 髓 CD71 + 细 胞 HIF- 2α、GATA- 1

mRNA及蛋白的表达：HAPC模型组骨髓CD71+细

胞HIF-2α、GATA-1 mRNA相对表达量分别为低海

拔对照组的 2.77、3.73 倍（P 值均<0.05），HIF-2α和

GATA-1的蛋白表达量均高于低海拔对照组（1.19±

0.09 对 0.93±0.08，P<0.01；1.63±0.10 对 0.97±0.08，

P<0.01）（图1）。

4. 大 鼠 骨 髓 CD71 + 细 胞 HIF- 2α、GATA- 1

mRNA和蛋白表达的相关性分析：低海拔对照组大

鼠骨髓CD71+细胞HIF-2α、GATA-1 mRNA 表达与
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1：低海拔对照组；2：HAPC模型组

图 1 高原红细胞增多症（HAPC）模型大鼠骨髓CD71+细胞HIF-2α

和GATA-1蛋白的表达

蛋白表达呈正相关（r＝0.890，P<0.05；r＝0.924，P<

0.01）；HAPC模型组大鼠HIF-2α、GATA-1 mRNA和

蛋白表达也呈正相关（r＝0.923，P<0.01；r＝0.838，

P<0.01）。

5. HIF-2α shRNAi 干扰效率验证：阴性对照组

HIF-2α mRNA相对表达量为空白对照组的 1.07倍

（P>0.05）；shRNAi 1、shRNAi 2、shRNAi 3 组

HIF-2α mRNA 相对表达量分别为空白对照组的

0.37、0.36、0.18 倍（P 值 均 <0.01）。 shRNAi 1、

shRNAi 2、shRNAi 3组HIF-2α蛋白相对表达量分别

为 0.77± 0.01、0.70± 0.02、0.36± 0.01，均低于阴性对

照组（0.89± 0.05）（P<0.05）（图 2）。HIF-2α shRNAi

3的干扰效果最好，后续实验选择HIF-2α shRNAi 3

序列进行转染。

1：阴性对照组；2、3、4分别为 shRNAi 1、shRNAi 2、shRNAi 3组

图2 Western blot法检测HIF-2α shRNA干扰序列蛋白表达

6. HIF-2α shRNAi 3 对 GATA-1 基因表达的影

响：荧光倒置显微镜下，HIF-2α shRNAi 3组绿色荧

光分布于细胞内，与光学显微镜下同一视野对比，

70%以上细胞显示绿色荧光（图 3）。阴性对照组

HIF-2α、GATA-1 mRNA的相对表达量为空白对照

组的 0.98、0.94 倍（P 值均>0.05），shRNAi 3 组 HIF-

2α、GATA-1 mRNA的相对表达量分别为空白对照

组的 0.17、0.38倍（P值均<0.05）。shRNAi 3组HIF-

2α、GATA-1蛋白表达量（0.21±0.04、0.45±0.02）均低

于空白对照组（0.93±0.09、1.83±0.15）和阴性对照组

（1.01±0.07、0.92±0.01）（P<0.05）（图4）。

A：荧光显微镜；B：光学显微镜

图3 HIF-2α shRNA3转染96 h后的荧光表达（×200）

表3 两组SD大鼠骨髓红细胞系统分类计数比较（%）

组别

低海拔对照组

HAPC模型组

P值

鼠数

24

24

原始红细胞［M（范围）］

0.00（0~0.50）

0.25（0~1.00）

0.227

早幼红细胞（x±s）

1.50±0.55

3.50±2.60

0.100

中幼红细胞（x±s）

9.50±2.25

18.14±7.35

0.010

晚幼红细胞（x±s）

9.40±3.50

19.04±8.12

0.006

注：HAPC：高原红细胞增多症

表4 两组SD大鼠血液学参数检测结果（x±s）

组别

低海拔对照组

HAPC模型组

P值

鼠数

24

24

RBC（×l012/L）

8.10±0.14

11.24±0.28

<0.001

HGB（g/L）

181.37±7.23

250.18±13.02

<0.001

HCT（%）

55.42±2.72

75.50 ± 2.81

<0.001

SaO2（%）

96.47±1.05

76.38 ± 2.86

<0.001

注：HAPC：高原红细胞增多症
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1：空白对照组；2：阴性对照组；3：HIF-2α shRNAi 3干扰组

图 4 HIF-2α shRNAi 3干扰序列对大鼠骨髓CD71+细胞HIF-2α和

GATA-1蛋白表达的影响

讨 论

HIF-2α在调控缺氧应激过程中发挥着重要的

作用，其靶基因涉及骨髓造血、血管生长、血管收

缩、能量代谢、儿茶酚胺合成和铁代谢等方面。一

系列研究表明，HIF-2α在红细胞生成过程中发挥着

重要作用：①HIF-2α在 EPO 生成，特别在应激性

EPO生成的调控中起主要作用［2］；②HIF-2α参与小

肠铁吸收相关基因的表达和铁摄取，对肠铁吸收具

有精细的调节作用［3］；③HIF-2α激活血管细胞黏附

分子-1（vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1）

基因的转录，调节红细胞生成所需的造血微环境，

促进幼稚红细胞成熟［4］。现已明确，HIF-2α在慢性

低氧条件下呈稳定高表达［10］，提示其通过调节造血

微环境和血红蛋白生成、加强红系细胞增殖分化信

号而诱发红细胞大量生成。

GATA-1在造血干细胞的谱系分化中起关键调

控作用，在转录水平上调控激活珠蛋白、EPO及其

受体等红细胞特异基因的表达［11-12］，抑制与细胞周

期相关的Cdk6及细胞增殖相关的GATA-2、Myc等

不利于红细胞分化的基因表达［13-14］，承担抗凋亡和

促进发育成熟等功能［15-17］，最终表现为促进红细胞

分化。

EPO是重要的红系干细胞造血因子，通过激活

多条信号通路参与红系分化成熟的调控。EPO受

HIF-2、GATA-1等转录因子调节，在缺氧条件下大

量生成。有研究表明，缺失 EPO 的小鼠胎肝细胞

内，其红细胞集落形成单位（CFU-E）和爆式红系集

落形成单位（BFU-E）不能进一步分化为含有血红蛋

白的成熟红细胞［18］，可见 EPO 在红系终末分化期

起促进红细胞分化和成熟的作用。因此，依据文

献［7,19］报道，本研究中我们应用骨髓细胞分类计

数、血液学参数和血清EPO水平测定对HAPC大鼠

模型进行鉴定。结果显示，与低海拔对照组比较，

HAPC 模型组 SD 大鼠骨髓中、晚幼红细胞明显增

加，粒细胞系统与有核红细胞的比值显著下降，

HGB、HCT 含量高于慢性高原病青海诊断标准，

SaO2 显著降低，血清 EPO 含量明显升高，表明

HAPC大鼠模型复制成功。

本研究首先采用流式细胞术对CD71+细胞的纯

度和占MNC的比例进行检测。结果表明，HAPC模

型组的CD71抗体MFI明显高于低海拔对照组，两

组CD71+细胞的纯度均达到 90%以上，提示HAPC

模型组骨髓髓系造血干/祖细胞向红系细胞分化明

显增加，而且细胞免疫磁珠分选法可以获得高纯度

的CD71+细胞。这为CD71+细胞HIF-2α和GATA- 1

表达的检测工作奠定了基础。

其次，Q-PCR 和 Western blot 检测结果显示，

HAPC模型组CD71+细胞HIF-2α、GATA-1 mRNA及

蛋白表达明显升高，提示高原低氧诱发 SD 大鼠

HIF-2α、GATA-1表达上调，加强了对众多下游靶基

因的调节，抑制红系细胞凋亡，促进血红蛋白的

mRNA合成，推进CFU-E向成熟红细胞大量增殖分

化，致使成熟红细胞过度积聚。

新近研究表明，低氧条件下 HIF- 1α作用于

GATA- 1 基因的缺氧反应元件（hypoxia response

element, HRE），诱导GATA-1高表达，促进K562细

胞和CD34 +造血干/祖细胞的分化［20］，提示HIF-1α诱

导GATA-1高表达可能参与低氧诱发红细胞加速分

化的过程。Forsythe等［21］发现，HIF-lα、HIF-2α的氨

基酸序列有 48%的同源性，在 N-端均含有碱性螺

旋-环-螺旋（basic helix-loop-helix, bHLH）结构域，

介导与靶基因增强子或启动子上的HRE结合，因两

者bHLH的同源性达到99%，表明他们的DNA结合

位点可能一致，提示HIF-2α也可能作用于GATA-1

的HRE基序，调节GATA-1表达，影响红系细胞增殖

分化。本研究结果表明 HAPC 模型组 HIF- 2α、

GATA-1 的 mRNA 与蛋白表达均呈正相关。采用

RNAi技术抑制HIF-2α后，GATA-1 mRNA和蛋白的

表达下调，提示HAPC模型组CD71+细胞HIF-2α可

能作用于GATA-1调节其表达，参与高原低氧诱发

红细胞过度增殖的过程。但在高原低氧条件下，

HIF-2α通过何种方式和途径调节GATA-1的表达尚

需进一步研究。
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