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长非编码RNA-UCA 1影响红细胞增殖
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(实验血液学国家重点实验室, 中国医学科学院/北京协和医学院血液病医院(血液学研究所), 天津 300020)

摘要      造血是一个高度协调、精密调控的过程。在正常造血分化过程中, lncRNA不仅调控

造血干/祖细胞自我更新、分化、凋亡等过程, 还决定造血谱系分化命运。关于lncRNA在人的不同

造血谱系分化中的功能以及作用机制的研究已比较深入, 但其在红系分化过程中的功能和机制的

研究很少, 仍处于建立差异基因表达谱的阶段。现有的研究表明, lncRNA-UCA 1(urothelial cancer 
associated 1)作为原癌基因与多种癌症的发生、发展、转移、产生化疗耐药性等密切相关。该研

究发现, 在体外诱导脐带血来源的CD34+干/祖细胞向红细胞分化的过程中, 采用慢病毒感染的方法

敲降UCA 1的表达抑制了红细胞的增殖及活力, 对RNA-seq数据进一步分析发现, 降低UCA1的表

达会影响与细胞周期相关基因的表达。
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LncRNA UCA 1 Regulates Erythrocyte Proliferation
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Ma Yige, Gao Jie, Tong Jingyuan, Li Yapu, Shi Lihong*

(State Key Laboratory of Experimental Hematology, Institute of Hematology, Blood Disease Hospital, 
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Abstract       Hematopoietic system is a highly coordinated and precisely regulated process. It has been 
shown that lncRNAs are highly involved in hematopoietic development, including apoptosis, proliferation, 
differentiation of hematopoietic stem/progenitor cells and precursors of multi-lineage mature blood cells, which 
include lymphocytes (B-cell and T-cell), myelocytes (neutrophil, monocyte and macrophage), erythrocytes and 
megakaryocytes. The function and mechanism of lncRNAs in the different hematopoietic lineages of human 
were studied deeply. However, few studies have been reported on the function or mechanism of the regulation of 
lncRNAs in human erythrocyte development. UCA 1 is a long noncoding RNA (lncRNA) aberrantly expressed in 
a broad range of cancer tissues and cells, involving tumorigenic processes and regulating tumor cell proliferation 
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红细胞在体外分化过程依次经历红系爆式集

落形成单位(BFU-E)、红系集落形成单位(CFU-E)、
原始红、早幼红、中幼红、晚幼红、网织红细胞阶

段并最终生成成熟的红细胞。BFU-E的生成标志着

红细胞定向分化开始; 网织红细胞脱核是红系终末

分化结束的标志。BFU-E、CFU-E及部分原始红细

胞是红细胞快速自我更新增殖阶段; 红细胞分化成

熟过程中, 细胞体积逐渐缩小、胞核浓缩、富集血

红蛋白, 各种细胞器及核被“抛弃”最终变成只含有

血红蛋白的成熟红细胞。体外诱导红细胞分化始终

面临的两大难题: 造血干/祖细胞增殖速率缓慢以及

晚幼期红细胞的脱核率低。因此, 体外培养的红细

胞不能进行规模化、批量化生产且难以产生具有生

理功能的成熟红细胞。

lncRNA作为转录调控网络的精细化调控元件

和重要新成员, 其在维持胚胎干细胞全能性、决

定谱系分化命运、组织干细胞的多能性等生理过

程中发挥作用[1-5]。目前的研究结果表明, lncRNA
在小鼠红系分化中有重要调控作用, 但是绝大多

数的作用机制仍不清楚。2011年, Hu等[4]的研究发

现, LncRNA-EPS通过抑制促凋亡基因Pycard的表

达来抑制小鼠红细胞发生凋亡, 促进其增殖和分

化。2013年, Alvarez-Dominguez等[6]在小鼠胎肝红

细胞中发现了132个新的、红系特异的lncRNA, 对
其中12个进行了简单的功能验证, 发现它们均在不

同程度上影响红细胞的分化成熟。2015年, 深入研

究发现, 其中的lncRNA EC6特异性结合Rac1 mRNA 
3ʹUTR区在转录后水平上抑制其表达, 而减少的

Rac1蛋白进一步抑制下游蛋白PIP5K表达, 最终促

进小鼠胎肝红细胞脱核[7]。lncRNA在物种之间的保

守性很差, 在小鼠中对红系分化起重要调控作用的

lncRNA在人类红细胞中大部分不表达[8]。因此, 小
鼠红细胞分化过程中lncRNA的功能研究对人红细

胞研究的借鉴意义不大。2016年, Villamizar等[9]首

次发现, lncRNA-Saf参与调控人红细胞分化中的凋

亡过程。总之, 关于lncRNA在红系分化中的功能和

机制的研究很少, 其研究状态仍处于建立差异基因

表达谱的阶段。

LncRNA UCA 1(urothelial cancer associated 1)含
有3个外显子及2个内含子, 位于人染色体19p13.12
上, 是由Wang等[10]于2006年首次提出并发现的, 其
在膀胱癌中高表达。随后在两个膀胱癌细胞系BLS-
211及BLZ-211中证实了UCA 1的表达[10]。UCA 1基
因序列中含有多个终止密码子且不含有任何开放

读码框(ORFs)。UCA 1含有3个不同的亚型, 长度分

别为1.4、2.2、2.7 Kb。大量的数据表明, UCA 1作
为原癌基因与多种癌症(白血病、膀胱癌、乳腺癌、

结肠癌、胃癌、卵巢癌、食管癌、肝癌、黑素瘤)
的发生、发展、迁移、侵袭、耐药性的产生密切相

关。UCA 1在这些发生癌症的组织中特异高表达, 
并作为诊断多种癌症的表面Marker以及治疗检测指

标(膀胱癌、乳腺癌、结肠癌等)[10-18]。在正常生理

情况下, UCA 1仅在心脏和脾脏中特异性的表达[11]。

目前的研究主要集中在UCA 1在病理条件下发挥重

要的功能, 对其在正常生理条件下的功能鲜有研究

报道。

我们前期的研究发现, UCA 1通过调控血红素

的代谢过程影响了红细胞的分化进程[19]。本研究发

现, 体外诱导脐带血来源的CD34+细胞向红细胞分化

的过程中, 采用慢病毒介导的UCA 1的敲减后, 显著

的抑制了红细胞的增殖、细胞的活力。在已发表的

RNA-seq数据基础上进一步分析发现, 降低UCA 1的
表达影响了大部分与细胞周期相关基因的表达[19]。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      HEK293T细胞购自美国ATCC公司

并由本实验室保存。

1.1.2   实验材料      细胞培养基础培养基DMEM、

胎牛血清、L-谷氨酰胺、青霉素–链霉素、丙酮酸

钠等均购自美国Gibco公司; Ficol分离液、红细胞分

化的基础培养液、Benzidine购自Sigma公司; CD34 
Microbeads购自Miltenyi Biotec; FuGENEE HD转

染试剂、T4 DNA ligase购自Promega公司; Wright-
Giemsa购自Baso公司; 纯化试剂盒购自康为世纪生

物科技有限公司。

and metastasis. Here, our results show that UCA 1 depletion inhibits proliferation and cell vitality and further study 
reveal that cell cycle related genes are affected.

Keywords       UCA 1; erythrocyte; proliferation
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1.2   实验方法

1.2.1   体外分离脐带血来源的CD34+细胞      在获得家

属知情同意后, 我们将从天津妇产中心医院获得的脐

带血与羟乙基淀粉按51׃比例置于血浆瓶中充分混匀, 
静置沉降40 min; 将去除红细胞的脐血置于含有Ficol
分离液的50 mL离心管中, 1 700 r/min离心20 min; 弃
上清后小心收集单个核细胞(白层膜)于新的50 mL
离心管中, 并用分选buffer重悬后于2 000 r/min离心

10 min; 弃上清, 每108个细胞按300 μL分选buffer重
悬同时加入100 μL Fc-R阻断剂和100 μL CD34磁珠, 
充分混匀后4 °C避光孵育30 min, 孵育结束后用分选

buffer重悬, 离心。弃上清, 用500 μL分选buffer重悬, 
用MS柱通过梯度磁场分离CD34+细胞。

1.2.2   体外诱导CD34+向红细胞分化      将分离出

来的脐血CD34+细胞在体外诱导向红系分化[20]。分

化的第一阶段(第0天到第7天)添加5 ng/mL的白介

素-3(IL-3)、1 μmol/L氢化可的松、100 ng/mL的干细

胞因子和3 U/mL的促红细胞生成素。分化的第二阶

段(第8天到第13天), 基本培养液中仅含有3 U/mL的
促红细胞生成素和100 ng/mL的干细胞因子。分化

的第三阶段(第14天到第18天), 基本培养液仅含有

3 U/mL的促红细胞生成素。基本培养液是在IMDM
细胞培养液中补充10% BIT 、200 mmol/L的L-谷氨

酰胺、40 μg/mL的肌醇、10 μg/mL叶酸、900 ng/mL
的硝酸亚铁、 90 ng/mL的硫酸亚铁和160 μmol/L硫
代甘油。

1.2.3   Wright-Giemsa、Benzidine染色      Wright-
Giemsa染色用来观察红细胞形态变化(细胞大小、

核大小、核浓缩情况), 将100 μL瑞士染液滴加于细

胞玻片上染色30 s后, 滴加200 μL磷酸缓冲液并用洗耳

球与瑞士染液吹匀, 染色20 min; 用水冲洗干净细胞玻

片后晾干, 于显微镜下观察。

Benzidine染色将细胞玻片用甲醇固定4 min, 将
玻片转移到Benzidine染液中, 染色2 min; H2O2溶液

染色1.5 min; 去离子水洗30 s; 取出晾干, 于显微镜

下观察。

1.2.4   质粒构建      将设计好的寡核苷酸单链退火

形成双链。用Age I和EcoR I对pLKO.1空载进行双

酶切后采用纯化试剂盒进行纯化。将纯化后产物

与退火双链产物采用T4 DNA ligase进行4 °C连接过

夜。连接产物转化后进行阳性克隆鉴定并测序验证。

测序成功后中提质粒, 以备病毒包装。

1.2.5   病毒包装及感染      将293T细胞种在10 cm的

平皿里, 24 h后待细胞密度达到80%以上开始进行

转染。4.5 μg pPSPAX2、1.5 μg pMD2G两个包装

质粒分别与6 μg pLKO.1对照组及sh-UCA1组合,采
用FuGENEE HD转染试剂进行转染。12 h后换成含

30% FBS的培养液, 48 h后收集上清进行超高速离心, 
并将病毒沉淀进行100倍浓缩。体外培养的CD34+细

胞在分化的第4天开始添加病毒以及8 ng/mL聚凝胺, 
在1 420 ×g、37 °C条件下离心60 min进行病毒感染。

感染48 h后开始采用嘌呤毒素持续药筛。

2   结果
2.1   体外成功构建了脐带血来源的造血前体细胞

向红细胞分化的模型体系

利用Wright-Giemsa染色方法从形态学上观察

红细胞的定向分化, 在这一诱导分化体系中: 第4天, 
绝大部分细胞处于CFU-E阶段; 第8天, 90%的细胞

处于原始红细胞阶段; 第11天, 细胞处于分化中期, 
包括了大部分的早幼红细胞和大约30%的中幼红细

胞; 第14天, 绝大部分细胞是晚幼红细胞并包括约

25%的网织红细胞(图1A); 第18天, 有脱核的红细胞

产生。采用该方法可以观察到随着红细胞分化成熟, 
细胞以及核在逐渐缩小; 采用Benzidine染色法, 发现

随着分化成熟, 红细胞中血红蛋白含量逐渐升高(图
1A)。另外, 在红系分化过程中, γ-globin、β-globin
的表达也是随着红系分化成熟而显著上调(图1B和
图1C)。因此, 我们成功构建了脐带血来源的CD34+

造血前体细胞向红细胞分化的模型体系: 红细胞分

化过程中细胞以及核的体积逐渐变小、血红蛋白含

量升高以及发生脱核。

2.2   敲降UCA 1的表达抑制红细胞增殖

为了探索UCA 1在红细胞分化中的功能, 我们

首先采用慢病毒对脐带血来源的CD34+向红系分化

第4天的细胞进行感染以敲降UCA 1的表达, 并分

别对第8、11、14天细胞进行计数及细胞中RNA的

提取(图2A)。qRT-PCR结果显示, 加入慢病毒感染

后在红细胞分化的第8、11、14天, UCA 1的敲降效

果高于50%(图2B)。利用锥虫蓝染色法对分化到第

8、11、14天细胞的增殖情况以及细胞的活力进行

检测。实验结果显示, 从分化的第11天开始UCA 1
敲降细胞株的增殖速度显著低于对照组细胞(图2C), 
而在分化的第11、14天UCA 1敲降的细胞株的存活
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率降低(由80%左右降低到65%)(图2D)。因此, 在脐

带血来源的CD34+细胞向红细胞分化的过程中, 敲
降UCA 1的表达抑制了红细胞的增殖并影响了细胞

的活力。

2.3   敲降UCA 1的表达抑制细胞周期相关基因表

达

为了探索UCA 1影响红细胞增殖的机制, 我
们对已有的敲降UCA 1并分化到第8天的红细胞的

RNA-seq数据进行了进一步的分析[19]。细胞的增

殖是受细胞周期严格调控的, 因此我们富集了与细

胞周期调控相关的基因并制作了热图(heatmap), 其
中UCA 1敲降组和对照组均有两个生物学重复(图
3A)。分析heatmap结果发现, 细胞周期相关的基因

在UCA 1敲降后大部分呈显著下调。其中调控细胞

周期的重要基因CDK1、CDK2、CDCA8、CDC7、

CDC73、MYC的FPKM(fragments per kilobase of 
transcript per million)值显著下降(图3B~图3G)。因

此推断, UCA 1的敲降直接或者间接影响了周期相

关基因的表达进而影响了红细胞的增殖。

3   讨论
随着全球经济飞速发展以及医疗水平的不断

提高, 全世界均面临着血液供应不足的困境[21]。血

液输注主要是红细胞, 是临床上治疗严重贫血和急

性失血的有效手段, 而体外诱导造血前体CD34+细

胞分化为红细胞可成为有效解决问题的方法之一。

目前此技术用于临床面临的两大难题分别是造血干

/祖细胞增殖速率缓慢以及晚幼期红细胞的脱核率

低, 难以产生生理功能成熟的红细胞, 因此产生红细

胞的数量难以达到输血的标准。我们的研究发现, 
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A: Wright-Giemsa染色显示, 随着细胞分化的进程红细胞形态的变化; Benzidine染色显示, 随着红细胞分化细胞中血红蛋白表达含量显著上升; 
B、C: qRT-PCR方法显示, 随着红细胞的分化成熟γ-globin和β-globin的表达显著上调。*P<0.05, **P<0.01。
A: Wright-Giemsa and benzidine staining showed the morphological changes and hemoglobin production during erythroid differentiation; B,C: qRT-
PCR showed that γ-globin and β-globin expression was significantly increased during erythroid differentiation. *P<0.05, **P<0.01.

图1   建立脐带血造血前体CD34+细胞向红细胞分化体系

Fig.1   Establishment the system of human erythroid differentiated from hematopoietic cord blood progenitor CD34+ cells ex vivo
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A: UCA 1病毒感染细胞并加药的流程图, 即在红细胞分化的第4天感染病毒, 并在第6天开始持续用嘌呤毒素进行药筛; B: qRT-PCR方法检

测UCA 1病毒感染红细胞后其敲降效果; C、 D: 细胞计数以及台盼蓝染色法检测UCA 1敲降后细胞的增殖以及活力。*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, ns: 无显著性差异。

A: chart showed the process of CD34+ infected with lentiviral and selected with puromycin; B: the relative UCA 1 expression was quantitated by qRT-
PCR with lenti-ctrl or lenti-shUCA 1 infected primary erythroid cells; C,D: cell counts and trypan blue staining analysis the proliferation and cell 
vitality after knockdown UCA 1. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no significance.

图2   红细胞分化过程中降低UCA 1的表达抑制红细胞的增殖以及细胞的活力

Fig.2   UCA 1 depletion inhibits proliferation and cell vitality during erythroid maturation
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在体外诱导CD34+向红细胞分化过程中, 敲降UCA 
1的表达显著抑制红细胞的增殖。因此, 在体外诱

导CD34+红系分化过程中, 我们可以通过慢病毒介

导过表达UCA 1, 或加入促UCA 1表达的可溶性分

子, 或加入可以结合启动子区并激活UCA 1表达的

sgRNA等方法来促进红细胞的增殖。

UCA 1是在膀胱癌中首次发现的, 随后大量的

研究表明, UCA 1在多种癌症中异常高表达且参与

癌症细胞的增殖、迁移、侵袭及产生耐药性等过

程[22]。例如, UCA 1通过激活KLF4-KRT6/13信号

通路促进前列腺癌细胞增殖, 且UCA 1的高表达加

速了前列腺癌疾病的进程[23]。肝癌细胞中UCA 1
通过抑制miR-216b及激活FEFR1/ERK信号通路而

促进肝癌细胞的增殖及癌症进展[12]。尽管UCA 1
在各种癌症中高表达, 但其在正常胚胎形成过程

及后期的个体发育过程中在各个组织和器官中的

表达是动态变化的。在妊娠期5~10周UCA 1是高

表达的, 28周后在膀胱、心脏、子宫中高表达, 在
肾脏、肝脏、肺、肠、脾脏以及胃中低表达, 而在

成人组织中仅在心脏和脾中高表达, 在其他组织

的表达量很低[10-11]。

尽管UCA 1的致癌功能已经得到了广泛的研

究, 但其在机体正常发育以及在分化中的功能却鲜

有报导。我们前期研究发现, UCA 1通过调控血红

素的代谢过程而影响正常红细胞的分化过程[19]。在

本研究中我们发现, UCA 1促进红细胞的增殖, 进
一步对RNA-seq数据分析发现, 与细胞周期相关的

大部分基因都在下调。例如, 降低了UCA 1的表达

显著的抑制了对细胞周期有重要调控作用的基因

MYC、CDK1以及CDK2的表达。由此, UCA 1可能

是因为影响了细胞周期相关蛋白的表达进而影响

了红细胞的增殖。因此, 本研究进一步丰富了我们

对UCA 1在正常生理下的功能的认知, 也加深了对

UCA 1在红细胞发育过程中的调控机制的了解。
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A: Heatmap显示CD34+向红细胞分化过程中降低UCA 1的表达后与细胞周期相关基因的表达变化。对照组和UCA 1敲降组均含两个重复组。

B~G: RNA-seq结果分析与细胞周期调控相关的基因CDK1、CDK2、CDCA8、CDC7、CDC73、MYC的FPKM值。

A: the heatmap depicts cell cycle related genes profiling with two replicates after UCA 1 depletion in differentiated erythroblasts at day 8; B-G: RNA-
seq data showing the expression of cell cycle related genes’ expressions after UCA 1 depletion.

图3   红细胞分化过程中降低UCA 1的表达影响细胞周期相关基因的表达

Fig.3   UCA 1 depletion affects the expression of cell cycle related genes during erythroid differentiation
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