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CALR基因在MDS患者中的表达及其对

细胞生长和凋亡的影响
张  涛  匡兴怡  魏春梅  张端众  王  利*

(重庆医科大学附属第一医院血液内科, 重庆 400016)

摘要      该文研究了钙网蛋白(Calreticulin, CALR)基因在骨髓增生异常综合征(myelodysplastic 
syndrome, MDS)患者中的表达, 并构建了CALR-RNAi慢病毒载体, 观察其对人MDS细胞株SKM-1
细胞生长和凋亡的影响。反转录PCR(reverse transcription PCR, RT-PCR)检测34例低危、高危MDS
患者、8例非MDS患者骨髓标本及细胞株中CALR的表达; 设计3条含靶向沉默CALR基因的Oligo 
DNA, 与酶切后的GV248质粒连接形成表达载体, 经筛选、鉴定后得到3种GV-CALR-RNAi重组慢

病毒载体。分别转染SKM-1细胞, 流式细胞术检测转染效率, RT-PCR及Western blot验证干扰效果, 
筛选出最佳靶向序列。然后, 使用含最佳靶向序列的慢病毒载体转染SKM-1, CCK-8法和Annexin 
V/7-AAD双染法分别观察其对细胞生长和凋亡的影响, Western blot检测caspase-3的表达。34例低

危、高危MDS患者中有31例检测到CALR基因表达较正常组明显降低(P<0.01)。成功构建了3种
CALR-RNAi慢病毒载体, 流式细胞术检测平均转染效率在70%以上。RT-PCR及Western blot检测

结果显示, CALR-RNAi(3)慢病毒载体敲除效率最高, 为最佳靶点。结果发现, CALR-RNAi(3)转染

SKM-1后可促进细胞生长、抑制细胞凋亡(P<0.05), 同时CALR-RNAi(3)组的G0/G1期细胞减少, S期
细胞增多。Western blot证实凋亡因子cleaved-caspase-3的水平降低。CALR基因在MDS中起到抑癌

基因的作用, 构建的 GV-CALR-RNAi(3)重组慢病毒载体有利于进一步研究CALR基因在MDS中的

作用机制。

关键词      钙网蛋白基因; 慢病毒载体; RNA干扰; 细胞生长; 细胞凋亡; 骨髓增生异常综合征

CALR Gene Expression in MDS Patients and Its Influence on 
Cell Growth and Apoptosis 

Zhang Tao, Kuang Xingyi, Wei Chunmei, Zhang Duanzhong, Wang Li*
(Department of Hematology, The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       We studied the expression of Calreticulin (CALR) in patients with MDS (myelodysplastic 
syndrome) and also constructed RNAi lentiviral vector targeting CALR gene in SKM-1 to investigate the effect of 
CLAR-RNAi on proliferation and apoptosis of MDS cells. RT-PCR (reverse transcription PCR) was used to detect 
CALR expression in bone marrow specimens obtained from 34 MDS patients and 8 non-MDS patients. Three kinds 
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of single-stranded primers were designed and synthesized, then annealed to double-stranded oligo sequences and 
subcloned into linear GV248 lentiviral plasmid to produce GV-CALR-RNAi lentiviral vector. After being identified 
by PCR and sequencing, recombinant lentiviral vector expressing CALR RNAi were obtained. This lentiviral vector 
was transferred into human SKM-1 cells, and the transfection efficiency was detected by flow cytometry. The 
interference efficiency of recombinant lentiviral vector was determined by reverse transcription PCR and Western 
blot, and the most effective vector was selected. CCK8 assay and Annexin V/7-AAD staining were conducted to 
observe the effects of CALR gene silencing on cell growth and apoptosis. CALR gene expression was significantly 
decreased (P<0.01) in MDS patients when compared with healthy controls. Three kinds of CALR-RNAi-expressing 
lentiviral vectors were successfully constructed, and the transfection efficiency was more than 70%. Reverse 
transcription PCR and Western blot results showed that CALR-RNAi(3) lentiviral vector was the most effective 
vector for interfering the expression of CALR gene. Moreover, CALR-RNAi(3) could promote cell growth and 
inhibit apoptosis in SKM-1 cells (P<0.05). The percentage of SKM-1 cells in G0/G1 phase was decreased and it 
was increased in S phase. Results of Western blot showed that down regulation of CALR resulted in the decreased 
protein level of cleaved-caspase-3. CALR is an important tumor suppressor gene in MDS, and the CALR-RNAi(3) 
lentivirus vector will be helpful in studying the functional role of CALR gene in MDS.

Keywords       CALR (Calreticulin); lentivirus; RNA interference; cell growth; cell apoptosis; MDS 
(myelodysplastic syndrome)

骨髓增生异常综合征(myelodysplastic syndrome, 
MDS)是一种异质性恶性疾病, 起源于多能造血干/
祖细胞, 以病态造血和向急性髓系白血病转化为特

征[1]。目前其病因和发病机制尚未阐明。细胞遗传

学及分子生物学研究已经揭示, MDS细胞常伴有染

色体变化及基因异常, 深入认识基因及转录元件, 阐
释异常表达基因的机制和作用, 将有利于明确MDS
恶性克隆发生、发展的机制。

近年来 , 有研究报道[2-3]在 70%~80%的 JAK2 
(Janus kinase 2, JAK2)和促血小板生成素受体

(thrombopoietin receptor, MPL)突变阴性的骨髓增

殖性肿瘤 (myeloproliferative neoplasms, MPN)存在

钙网蛋白(Calreticulin, CALR)基因突变, 是其特征

性突变之一。临床上, MPN同MDS疾病非常相似, 
两者均可进展为急性髓系白血病。CALR基因突变

在MPN中的致病作用提示, 该基因可能在MDS中
起着重要作用。虽然上述报道也提及在MDS患者

中CALR基因很少发生突变, 但并未就基因表达及

蛋白情况等进行进一步说明。本文研究了CALR在
MDS患者中的表达水平, 构建了CALR-RNAi的慢

病毒载体, 通过转染人MDS细胞株SKM-1靶向沉默

CALR基因, 观察其对细胞生长和凋亡的影响, 为下

一步阐明CALR在MDS发生中的作用奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   临床资料      于重庆医科大学附属第一医院

血液科收集2010年至2014年的34例MDS患者骨髓

标本和8例非MDS患者骨髓标本。按照WHO分型诊

断标准和MDS国际预后积分系统, 将实验组34例患

者分为高危组和低危组, 另外取8例同期非MDS患
者的骨髓标本作为对照组。其中, 高危组18例(男性

10例、女性8例), 平均年龄56岁; 低危组16例(男性9
例、女性7例)，平均年龄52岁; 对照组8例(男性5例、

女性3例), 平均年龄54岁。

1.1.2   实验材料      SKM-1细胞、293T细胞、慢病

毒载体系统包括GV248载体 (11.5 Kb)、pHelper1.0 
(12.0 Kb)及pHelper2.0(5.8 Kb)质粒购自上海吉凯

基因技术有限公司。T4连接酶、限制性内切酶Age 
I、EcoR I购自NEB公司。DMEM、RPMI 1640、胎

牛血清购自Gibco公司。Lipofectamine 2000购自

Invitrogen公司。RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒、

定量PCR试剂盒购自TaKaRa公司。质粒抽提试剂盒

购自QIAGEN公司。总蛋白提取试剂盒、BCA蛋白
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定量试剂盒、兔抗人GAPDH多克隆抗体、辣根过

氧化物酶标记山羊抗兔二抗以及CCK-8试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司。兔抗人CALR多克

隆抗体购自Abcam公司。CALR及GAPDH上下游引

物由上海生工生物工程有限公司合成。倒置荧光显

微镜购自Leica公司。PCR仪、凝胶成像仪购自Bio-
Rad公司。相关实验在眼科学重庆市重点实验室内

完成。

1.2   实验方法

1.2.1   反转录PCR(reverse transcription PCR, RT-
PCR)      取临床患者的骨髓标本、培养的SKM-1细
胞株, Trizol提取RNA, 进行反转录, 将得到的cDNA
稀释为20 ng/μL用于后续的PCR检测。RT-PCR实验

在Bio-Rad CFX96上操作进行。使用TaKaRa公司的

Real-time Master Mix试剂来检测目的基因的表达。

其中以β-actin为内参基因, CALR引物序列为: F: 5′-
CCC TGA CCC TGA TGC TAA GA-3′, R: 5′-GGC 
TTC CAC TCA CCC TTG TA-3′。 
1.2.2   细胞培养      SKM-1细胞和包装细胞293T细
胞分别用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基和

DMEM培养基, 在37 °C、5% CO2以及饱和湿度的

细胞培养箱中培养。细胞传代时, 弃去培养基, PBS
洗2遍, 1 200 r/min离心4 min, 弃上清, 培养基重悬细

胞铺至培养皿中即可。

1.2.3   RNAi慢病毒载体的制备及包装      根据

GenBank人CALR序列信息, RNAi在线软件设计3条
RNA干扰靶序列、1条阴性对照序列(表1)。首先, 
合成含干扰序列的单链DNA oligo, 退火配对产生双

链, 通过T4 DNA连接酶连接Age I和EcoR I双酶切

后的线性慢病毒载体, 转化感受态大肠杆菌, PCR筛
选阳性克隆并进行测序鉴定完成RNAi慢病毒载体

的制备。

常规培养293T细胞, 取对数期细胞于转染前

24 h用胰蛋白酶消化, 并调整细胞数为6×105/mL, 
待细胞密度达 70%~80%时 按 Invitrogen公司的

Lipofectamine 2000使用说明进行共转染。48 h后收

集富含慢病毒的细胞上清液, 将其浓缩后分装保存

在病毒管中, –80°C保存。取其中1管, 利用逐孔稀释

法测定病毒滴度。

1.2.4   3种CALR-RNAi重组慢病毒载体分别转染

SKM-1细胞      取对数期生长的SKM-1细胞接种于

24孔板用于病毒转染预实验, 培养24 h后, 用100、
80、60等不同感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)的重组慢病毒转染细胞, 分别于第3~6 d观察

荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)表达情况, 
选择最佳MOI值及荧光表达最强时间。预实验结

果最佳MOI=80, 转染后第5 d荧光表达最强。实验

时取对数期生长的SKM-1细胞均匀接种于6孔板

中, 每孔细胞数为5×104个, 设CALR-RNAi慢病毒干

扰组、不加病毒的空白对照组和含阴性对照序列

的空载体组(阴性对照组), 培养24 h后, 以感染复数

(MOI)值为80分别感染干扰组及阴性对照组细胞, 
培养箱内孵育10 h后, 更换新鲜培养液, 第5 d荧光

显微镜下观察绿色荧光表达情况, 流式细胞术检测

SKM-1细胞转染效率。收集各组细胞, 提取RNA及

蛋白, RT-PCR及Western blot技术分别检测各组细

胞CALR mRNA和蛋白质的表达。Western blot用
ECL化学发光法进行显影, 应用Quantity One软件

(Bio-Rad公司产品)分析图像, 以GAPDH作为内参。

1.2.5   细胞生长和凋亡的检测      取CALR-RNAi(3)
慢病毒感染后的SKM-1细胞, 调整细胞密度至

5×104/mL, 向每96孔中加入100 μL细胞液, 实验

分组同前, 每组设置3个复孔。接下来连续5 d用
CCK-8法检测细胞增殖情况(即向每孔加入CCK-8
试剂10 μL, 于37 °C细胞培养箱内孵育2 h后, 用酶

标仪在450 nm波长下读取光密度值(D450), 并绘制出

表1   设计的3条干扰RNA序列

Table 1   Three interference RNA sequences
名称

Name
靶序列(5′→3′)
Target sequence (5′→3′)

GC含量(%)
GC content (%)

CALR-RNAi(1) TCT CAG AAT TTG AGA ACA T 31.58

CALR-RNAi(2) TCC ACC GTA AGA TGA AGA A 42.11

CALR-RNAi(3) GTT CAG CAA TAA AGG GAA A 36.84

NC-RNAi TTC TCC GAA CGT GTC ACG T 52.63
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生长曲线)。细胞凋亡检测利用Annexin V/7-AAD
双染法进行测定, 约106个细胞经胰蛋白酶溶液消化

后用冰冷的PBS润洗1次, 随后用400 μL加样缓冲液

重悬, 加入AnnexinV和7-AAD各5 μL, 随后利用流

式细胞仪进行凋亡检测。用Western blot方法检测

凋亡因子cleaved-caspase-3的表达。

1.2.6   流式细胞仪检测细胞周期      离心收集细胞, 
用PBS清洗2次, 然后加入预冷的75%乙醇, 4 °C固定

过夜, 将固定好的细胞在含50 μg/mL RNA酶的PI染
液中室温孵育30 min, 用流式细胞仪检测细胞周期

分布情况。

1.2.7   定量和数据的统计学分析      两组独立数据

之间的统计学分析采用t-test检验, 定量分析采用卡

方检验, 所有定量实验数据均以均值±标准差表示。

当P<0.05时, 认为两组数据之间具有统计学意义上

的显著差异; P<0.01时, 认为差异极其显著。

2   结果
2.1   临床MDS样本及SKM-1细胞CALR表达下降

应用RT-PCR技术检测34例低、高危MDS患者

标本的CALR表达, 绝大多数标本CALR基因表达明

显降低, 显著低于正常对照组(P<0.01)。同时, 检测

到人MDS细胞株SKM-1细胞中CALR表达较正常对

照明显降低(P<0.01)(图1)。
2.2   CALR-RNAi慢病毒载体在SKM-1细胞中的

转染效率

荧光显微镜下, CALR-RNAi(2)、CALR-RNAi(3) 

慢病毒干扰组可见大量绿色荧光细胞, 流式细胞

术检测转染效率均在70%以上(图2) , 证明这2组
CALR-RNAi慢病毒载体成功转染了SKM-1细胞。

而CALR-RNAi(1)慢病毒干扰组则少见绿色荧光细

胞, 流式细胞术检测转染效率在50%以下, 予以舍

弃。

2.3   RNAi干扰CALR表达的有效靶序列筛选

RT-PCR检测转染后第5 d实验组CALR mRNA
水平, 结果显示, 与阴性对照组及空白对照组相比, 
CALR-RNAi(3)慢病毒载体能有效降低CALR mRNA
水平[(0.40±0.11), P<0.01]。Western blot检测结果

也证实, CALR-RNAi(3)能有效敲低CALR水平, 确
定其为最佳靶点(图3)。
2.4   CALR-RNAi(3)对SKM-1细胞生长和细胞凋

亡的影响

在SKM-1细 胞 中 转 染CALR-RNAi(3)慢 病 毒

及阴性对照慢病毒, 通过CCK-8法检测SKM-1细胞

的生长, 发现CALR-RNAi(3)通过下调CALR可促进

SKM-1细胞生长, 细胞生长第5 d统计学差异显著

(P<0.05)(图4)。AnnexinV/7-AAD双染法经流式细

胞术检测凋亡细胞, 发现CALR-RNAi(3)组较阴性对

照组和空白对照组细胞凋亡减少(图5), 存在显著性

差异(P<0.05)。  
2.5   流式细胞术检测各组细胞周期情况

流式细胞仪检测各组细胞周期分布情况, 
结果显示 ,  CALR -RNAi(3)组G 0/G 1期细胞比例

(45.25±4.45)%低于空白对照组(54.12±1.36)%和阴
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A: RT-PCR raw data; B: CALR mRNA level of different groups.
图1  RT-PCR检测MDS患者标本及人MDS细胞株SKM-1中CALR表达

Fig.1  CALR mRNA level of MDS patients and SKM-1 cell line were detected by RT-PCR
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A: under the white light obsever the infection efficiency of SKM-1 cells by recombinant lentiviral vector CALR-RNAi (100×); B: under the fluorescence 
obsever the infection efficiency of SKM-1 cells by recombinant lentiviral vector CALR-RNAi (100×); C: the transfection efficiency detected by flow 
cytometry. P1: cells of through the detection; P3: cells of expressing green fluorescent protein (GFP); the transfection efficiency was 85.28%.

图2   CALR-RNAi重组慢病毒转染SKM-1细胞株

Fig.2   The infection efficiency of SKM-1 cells by recombinant lentiviral vector CALR-RNAi

A: RT-PCR检测CALR mRNA表达, *P<0.05, **P<0.01, 与阴性对照组比较。#P<0.05, ##P<0.01, 与空白对照组比较。B: Western blot检测CALR
蛋白质水平。1: CALR-RNAi(3)慢病毒干扰组; 2: 空白对照组; 3: 阴性对照组。 
A: CALR mRNA level of different groups was detected by RT-PCR. *P<0.05, **P<0.01 vs negative group. #P<0.05, ##P<0.01 vs blank groups. B: 
CALR protein expression in different groups was detected by Western blot. 1: CALR-RNAi(3) transfected group; 2: blank group; 3: negative group.

图3  CALR-RNAi重组慢病毒转染SKM-1细胞对CALR mRNA及蛋白质水平的影响

Fig.3  The effect on CALR mRNA and protein levels in SKM-1 cells infected by CALR-RNAi
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图5   流式细胞术检测SKM-1细胞凋亡

Fig.5   The apoptosis rate of SKM-1 cells assessed by flow cytometry

A: CALR-RNAi(3)慢病毒干扰组; B: 空白对照组; C: 阴性对照组。

A: CALR-RNAi(3) group; B: blank groups; C: negative group.
图6   流式细胞术检测CALR-RNAi(3)对SKM-1细胞周期的影响

Fig.6   Effect of CALR-RNAi(3) on cell cycle distribution of SKM-1 cells
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 图4   CALR-RNAi(3)对SKM-1细胞生长的影响

Fig.4   Effect of CALR-RNAi(3) on growth of SKM-1 cells
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性对照组(54.67±1.26)%, 且差异均具有统计学意

义(P<0.05); 而CALR-RNAi(3)组S期 细 胞 比 例 为

(46.15±2.99)%, 明显高于空白对照组和阴性对照组

[(38.42±2.11)%和(36.23±3.25)%, P<0.05, 图6]。
2.6   Western blot检测cleaved-caspase-3蛋白质的

水平

用Western blot检测各组细胞中 cleaved-casp-
ase-3的表达。结果显示, 与阴性对照组和空白对照

组相比, cleaved-caspase-3水平在CALR-RNAi(3)组中

明显降低(图7)。

3   讨论
近年来, 有研究发现, 一些无数量改变的染色

体异常在肿瘤发生中起着重要作用[4], 这类异常主

要是单亲二体(uniparental disomy, UPD)。UPD是

指一条染色体的2个拷贝均来自于同一亲本。在人

体中, UPD发生于体细胞有丝分裂过程中的重组错

误, 它的出现可产生纯合子而致隐形突变或转录异

常, 可能与MDS的发病及其向白血病恶性转化以及

不良预后密切相关[5]。文献报道, 采用SNP芯片技

术(single nucleotide polymorphism arrays)发现, 位于

19号染色体的p12-q32区段存在单亲二体, 这种染色

体异常仅见于MDS患者骨髓细胞中的CD34+造血

干/祖细胞及外周血中的粒细胞, 淋巴细胞则无此异

常[4]。CALR基因便位于MDS患者19号染色体上的

UPD区域, 编码由417个氨基酸组成的呈酸性的Ca2+

结合蛋白即钙网蛋白(Calreticulin, CALR)。早期对

CALR基因的研究主要集中在对其编码蛋白CALR
的研究上, CALR的N-端1~180氨基酸区域, 被证实

是一种很有潜力的血管生成抑制因子, 又被称为血

管形成抑制素(vasostatin), 能抑制多种肿瘤的生长, 

也能促进细胞凋亡从而诱导特异性的免疫应答[6]。

而另一些对乳癌和肺癌的研究中则显示[7], CALR
与CALR高表达促进了瘤细胞的迁移和黏附, 提示

CALR基因也可能作为促癌基因发挥作用。可见, 
CALR基因是一种多功能基因, 在不同肿瘤中作用差

异较大, 具有细胞特异性。因此, 阐明其在MDS中的

作用及分子调控机制很有必要。

目前, 对于CALR基因在MDS中的研究仅见于

少数几篇有关突变方面的报道, 对CALR mRNA和

蛋白质水平方面的研究尚未见报道。本研究发现, 
在绝大多数MDS患者骨髓标本及人MDS细胞株

SKM-1中, CALR基因表达较正常对照组明显降低。

由此推测, CALR作为抑癌基因参与MDS的发生, 在
MDS发病过程中起着重要作用。正确构建理想的

实验模型是深入研究CALR基因功能的关键, 本研

究构建了3个CALR-RNAi慢病毒载体, 其中2个成功

转染人MDS细胞系SKM-1细胞。SKM-1为表型正

常的MDS细胞株, 免疫表型为CD34+/CD33+/HLA-
DR+。已证实, SKM-1是研究MDS发病及向白血病转

化机制的理想细胞模型[8]。通过RT-PCR及Western 
blot等一系列实验证实, CALR-RNAi(3)慢病毒载体

是干扰CALR基因表达的最佳靶向序列, 能有效抑

制CALR mRNA及蛋白质在SKM-1细胞中的表达, 
干扰效果明显。进一步将筛选出的CALR-RNAi(3)
慢病毒载体体外转染SKM-1细胞, CCK-8实验结果

显示, 转染CALR-RNAi(3)慢病毒的SKM-1细胞组较

阴性对照组和空白对照组生长明显加快。采用流

式细胞术检测各组细胞周期和凋亡情况, 结果显示, 
转染CALR-RNAi(3)慢病毒后, 实验组G0/G1期细胞

比例减少, S期细胞比例增加, 同时细胞早期凋亡明

显减少, 说明CALR基因可能通过影响细胞的周期

Cleaved-caspase-3

GAPDH

17 kDa

36 kDa

1 2 3

1: CALR-RNAi(3)组; 2: 阴性对照组; 3: 空白对照组。

1: CALR-RNAi(3) group; 2: negative group; 3: blank group.
图7   Western blot检测各组中cleaved-caspase-3蛋白质水平

 Fig.7   The protein level of cleaved-caspase-3 was evaluated by Western blot analysis
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和凋亡从而促进SKM-1细胞生长。与我们的研究结

果类似, Kobayashi等[9]的研究结果表明, 上调CALR
基因表达编码蛋白质可介导肿瘤坏死因子(tumor 
necrosis factor, TNF)释放导致肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体(TNF-related apoptosis-inducing ligand, 
TRAIL)产生, 从而促进细胞凋亡。此外, de Bruyn
等[10]的报道也表明, CALR基因通过表达编码蛋白与

TNF家族成员FasL结合形成FasL/钙网蛋白复合体, 
介导细胞凋亡。 

Caspase家族在介导细胞凋亡的过程中起着

非常重要的作用, 其中caspase-3为关键的执行分

子, 它在凋亡信号转导的许多途径中发挥功能[11]。

Caspase-3正常以酶原(32 kDa)的形式存在于胞质

中, 在凋亡的早期阶段, 它被激活, 活化的caspase-3
由2个大亚基(17 kDa)和2个小亚(12 kDa)组成, 裂
解相应的胞质、胞核底物, 最终导致细胞凋亡。为

证实CALR-RNAi(3)对细胞凋亡的影响, 我们通过

Western blot检测了各组细胞中cleaved-caspase-3
的表达。结果显示, CALR-RNAi(3)组的cleaved-
caspase-3水平降低, 活化的caspase-3减少从另一个

侧面说明, 干扰CALR基因表达可以降低SKM-1细
胞凋亡的发生。以上结果证明, CALR基因在MDS
细胞中发挥着抑癌因子的作用, 但其具体的作用机

制尚不明确。近年来, 很多研究发现, JAK2/STAT5
信号通路在MDS发病中的起到至关重要的作用, 研
究认为该通路的激活是MDS造血细胞增殖、分化、

凋亡的重要机制之一[12]。研究报道, CALR可能与

STAT5介导的凋亡途径有关[13], 我们将在后续研究

中作进一步验证。
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