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新型亚细胞结构血红蛋白小体增强

软骨细胞的缺氧耐受
张波1  孙强1,2,3*
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摘要      最近的研究显示, 作为氧气载体的血红蛋白在软骨细胞中大量产生, 并且可以通过

液–液相分离(liquid-liquid phase separation, LLPS)的方式聚合成血红蛋白小体(hemoglobin body, hedy)
这一全新的细胞结构。软骨细胞中血红蛋白的产生依赖于Klf1而不是传统的Hif1/2α途径。敲除软骨

细胞中的血红蛋白会导致软骨生长板缺氧加剧以及软骨组织中心区域广泛的细胞死亡。这一工作揭

示了软骨细胞耐受缺氧的新机制, 即hedy可作为氧气储备和应急供应结构促进软骨细胞的存活。
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Abstract       Recent study indicates that massive amounts of hemoglobin, a known carrier of oxygen in eryth-
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rocytes, is produced in chondrocyte, where it can form a new structure hedy (hemoglobin body) by liquid-liquid 
phase separation. The production of hemoglobin in chondrocytes turns out to be dependent on Klf1 rather than the 
classical Hif1/2α pathway. Hemoglobin depletion leads to enhanced hypoxia that causes extensive cell death in the 
center of cartilaginous tissue. These results demonstrate uncover a heretofore unrecognized mechanism whereby 
chondrocytes survive a hypoxic environment on hedy, an oxygen storage for emergency supply.
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1   血红蛋白的既往研究和新发现
血红蛋白为异源四聚体结构 [1], 作为循环中最

重要的携氧蛋白, 以往研究中认为除α-地中海贫血等

疾病导致的病理性血红蛋白包涵体如Heinz小体[2]外, 
血红蛋白均以可溶性蛋白的形式存在于红细胞中 , 
随血液循环为全身的组织细胞提供氧气。血红蛋白

在红细胞中的表达受到HIF-EPO的经典内分泌调控

通路 [3-4]及红细胞内多因子调控网络的调节 [5-6], 且随

着红细胞的发育有序表达。过去血红蛋白被认为只

在红细胞中表达 , 但新近研究发现软骨细胞在缺氧

条件下也会产生大量血红蛋白 , 在细胞质内形成无

膜的血红蛋白小体 (hemoglobin body, hedy), 而血红

蛋白小体则通过自身的储氧能力 , 增强了软骨细胞

对于缺氧环境的适应能力 , 从而保证了软骨组织在

无血管和无血液供氧条件下的正常发育和存活。

2   软骨细胞中血红蛋白小体的发现及形

成机制研究
通过组织切片 , 研究者在人和小鼠的软骨细胞

中观察到一种可以被伊红染料深着色的细胞结构 , 
在电镜观察中 , 此结构形态与红细胞极为类似 [7]。

进一步通过质谱分析和免疫组织染色等技术发现 , 
此结构含有大量的血红蛋白β亚基 (hemoglobin beta 
subunit, HBB)和一定量的血红蛋白α亚基 (hemoglo-
bin alpha subunit, HBA)[7]。这些结果表明 , 软骨细

胞中存在大量的血红蛋白 , 并形成了类似红细胞的

结构。

为了进一步探索此结构的性质 , 研究者对其进

行了透射电子显微镜 (transmission electron micro-
scope, TEM)观察 , 发现此结构是一种分布在软骨细

胞胞质中的无膜小体而非红细胞 , 提示血红蛋白可

能通过相分离的方式形成了聚集体。与此相一致 , 
研究者发现HBB可以在多种细胞系的胞质中形成

蛋白聚集物(图1A和图1B)。同时延时显微镜拍摄显

示这些蛋白小体之间可以相互融合 (图1C), 并且其

荧光可以在光漂白后数分钟内快速恢复 (图1D和图

1E), 这表明蛋白小体的存在具有液相特征。此外 , 
光电关联技术 (correlative light and electron micros-
copy, CLEM)也确认了这些细胞质中的蛋白聚集物

没有被膜包裹 (图1F)。研究者通过序列分析确定了

分别位于HBB的氨基端和羧基末端的两个短的内

在无序区(intrinsically disordered region, IDR), 能发

生相分离的蛋白往往富含此类结构 [8-9], 进一步实验

发现通过突变其羧基端的 IDR可以有效抑制聚集体

的形成(图1G~图1I)。
为了进一步验证HBB的液液相分离特性 , 研究

者纯化了HBB-EGFP蛋白 , 并且发现了在特定的缓

冲液中HBB-EGFP可以相互聚集形成液滴状分布 , 
且液滴之间可以相互融合 (图2A)。进而研究者通过

纯化无标记的HBB进行体外实验得到了一致性的结

果, 从而排除了EGFP对于蛋白液液相分离特性的影

响 , 同时发现了只有在同时满足较高的蛋白浓度 (大
于250 ng/μL)和一定的离子浓度 (0~150 mmol/L)的
条件下才会形成明显的HBB液滴 (图 2B)。进一步

实验发现在没有HBB的情况下 , HBA不能单独形

成液滴 (图 2C), 而且HBB液滴之间也可以相互融

合(图2D)。在体外, 相应的IDR区域突变同样可以

有效抑制HBB液滴的形成 , 与细胞内结果一致 (图
2E和图2F)。综合以上结果 , 研究者发现血红蛋白

具有液液相分离的特性 , 这促进了血红蛋白小体

的形成。

3   乏氧对于血红蛋白的调节依赖于Klf1
而非Hif1/2

软骨组织为无血管组织 , 因其缺乏血液供应 , 
氧气只能通过体液扩散进入软骨组织 , 软骨细胞长

期处于乏氧环境中。而乏氧则是公认的血红蛋白表

达的诱导因素 [10-12], 研究者通过对分离得到的软骨

组织和细胞进行乏氧处理发现乏氧可以有效地诱

导血红蛋白的表达。但是在敲除小鼠软骨细胞中的
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A: HepG2细胞中表达的EGFP和HBB-EGFP的荧光图像。白色箭头表示HBB-EGFP形成的聚集体。B: 不同细胞系中聚集体形成的量化结果。数据

为3个视野的x
_
±s, 每个视野分析的细胞超过300个。C: 延时拍摄图像显示两个HBB-EGFP聚集体的融合过程。D: 延时拍摄图像显示HBB-EGFP聚

集体的光漂白恢复(fluorescence recovery after photobleach, FRAP)实验的结果。E: HBB-EGFP聚集体的FRAP数据的量化结果(平均值±SEM, n=10)。F: 
通过光电关联(CLEM)获得的HBB-EGFP聚集体的荧光(左)和电子透射显微镜图像(右)。G: 示意图展示了具有单个及多个无序区域(绿色框)缺
失或者A139P点突变(红色条)的HBB突变体。H、I: 通过过表达EGFP标记的HBB突变体的细胞内形成聚集体的阳性率统计图(H)和显微拍摄图

(I)。
A: presentative images of EGFP and HBB-EGFP expressed in 293T cells. White arrow indicates foci formed by HBB-EGFP. B: quantification of foci 
formation in different cell lines. Data are x

_
±s of 3 or more fields with more than 300 cells analyzed each. C: image sequence shows example of fusion 

of two HBB-EGFP foci. D: image sequence shows example of the FRAP experiment of HBB-EGFP foci. E: quantification of FRAP data (means±SEM, 
n=10 experiments) for HBB-EGFP foci. F: fluorescence (left) and electron transmission microscopic images (right) of HBB-EGFP condensate by cor-
relative light and electron microscopy (CLEM). G: schematic demonstration of HBB mutants with truncations in single or combined disorder motifs 
(green boxes) (∆N, ΔC, ΔN & ΔC), or with a point mutation of A139P (red bar). H,I: quantification (H) and representative images (I) of foci formation 
of the indicated HBB-EGFP mutants in 293T cells. 

图1  相分离促进了血红蛋白小体的形成(根据参考文献[7]修改)
Fig.1   Phase separation promotes hedy formation (modified from the reference [7])
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A: 纯化后的HBB-EGFP蛋白在相应缓冲液(150 mmol/L KH2PO4/K2HPO4; pH=7.35; 10% PEG2000; 蛋白浓度为1 μg/uL)中的形成的荧光液滴和

液滴融合过程的延时拍摄图像。红色和蓝色箭头表示融合前的两个液滴, 黄色箭头表示融合后的液滴。B: 不同蛋白浓度和缓冲液浓度条件下

HBB形成的液滴显微拍摄图。C: HBB和HBA通过不同比例进行混合后液滴形成的显微拍摄图。D: 延时拍摄图像显示HBB液滴之间相互融合

的过程。E: HBB及其IDR突变体在缓冲液中形成液滴的对比图。F: HBB、HBA及其突变体的蛋白纯化后的SDS-PAGE电泳鉴定结果。

A: liquid phase separation of HBB-EGFP (upper panel) in LLPS buffer [150 mmol/L KH2PO4/K2HPO4; pH7.35; PEG2000 10% (w/v); 1 μg/μL HBB-EGFP] and 
timelapse imaging of HBB-EGFP droplet fusion (lower panel), blue arrows and red arrows indicate droplets before fusion, yellow arrow indicates fused droplet. 
B: droplet formation of the purified untagged HBB in different conditions. C: droplet formation of the purified untagged HBA, HBB and the mixture of 
them in the different proportion in phase separation buffer. D: timelapse imaging of the purified untagged HBB droplet fusion. E: droplet formation of 
the purified HBB and its IDR mutants in phase separation buffer. F: coomassie brilliant blue stained gels of the purified HBA, HBB and HBB mutants.

图2   血红蛋白的体外液液相分离验证(根据参考文献[7]修改)
Fig.2   Phase separation of hemoglobin in vitro (modified from the reference [7])
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Hif1/2后 , 血红蛋白的表达未有明显的变化 , 这说明

血红蛋白的表达不依赖于缺氧激活的HIF信号调节。

因此 , 研究者进一步对于红细胞及软骨细胞发育过

程中发挥重要作用的分子 [13-15]在乏氧处理后的表达

变化进行检测 , 发现只有Klf1的转录水平在乏氧处

理后显著上调。KLF1作为转录因子在珠蛋白亚型

转换中发挥着重要作用 , 有研究发现其确实可以导

致小鼠的β-地中海贫血 [15-16]。在小鼠软骨细胞中特

异性敲除klf1后 , 血红蛋白的表达被显著抑制 , 并且

chip实验证明 , KLF1蛋白直接结合血红蛋白的增强

子和转录调控区域, 表明乏氧依赖于klf1调节血红蛋

白的表达。

最近发表于 Science杂志上的一项研究阐明了

一种不依赖于Hif1基因的乏氧响应机制 , 缺氧介导

的去甲基化酶KDM5A水平下降通过提高基因区域

的H3K4me3水平造成Klf10的上调[17]。巧合的是, 生
物信息学分析在Klf1基因中预测到了H3K4me3的修

饰位点 , 表明Klf1是乏氧通过Kdm5a进行修饰调控

的潜在靶点。进一步实验发现敲低Kdm5a即使在常

氧条件下也显著提高了Klf1的H3K4me3修饰水平 , 
同时上调了Klf1的表达。

4   hedy作为储氧结构增强细胞缺氧耐受

保证细胞存活
通过软骨细胞特异性敲除血红蛋白 , 研究者发

现血红蛋白的缺失会破坏hedy的形成 , 造成软骨组

织尤其是生长板中心区域的缺氧程度加剧 , 同时使

大量软骨细胞死亡 [7]。为了探究内源表达的血红蛋

白与细胞供氧的关系 , 研究者测定了小鼠软骨细胞

和红细胞的氧离曲线 , 发现了野生型软骨细胞具有

和红细胞相似的氧离曲线 , 证明了其本身具有结合

和释放氧气的能力 , 同时野生型软骨细胞具有更低

的P50, 说明了相较于红细胞 , 软骨细胞对于氧气的

亲和力更强, 相应地敲除血红蛋白后, 软骨细胞则失

去了此项能力 (图3A)。为了进一步证实hedy可以作

为缺氧时的供氧结构 , 研究者将hedy分离出来与对

乏氧高度敏感的PC12细胞在密闭小室中共培养 , 发
现hedy可以显著降低PC12细胞中缺氧响应分子Hif1
的转录水平(图3B~图3D)。进一步, 通过在软骨细胞

系ATDC5中过表达血红蛋白 , 发现在乏氧条件下内

部存在hedy的细胞的胞核中HIF1信号强度显著低于

周围细胞 (图3E和图3F), 说明存在hedy的细胞更耐

受缺氧。因此 , 这些数据支持hedy作为局部储氧结

构这一观点, 该结构通过提供细胞所需的氧气, 以维

持软骨细胞在缺氧环境中的生存。

5   总结与展望
在既往研究中 , 血红蛋白在红细胞之外的组

织细胞 (包括血管内皮细胞 [18]、气道上皮细胞 [19]、

系膜细胞 [20]、神经元和神经胶质细胞 [8]等 )中表达

偶有报道。但是大部分研究对于红细胞外血红蛋

白的生物学功能的探究都基于推断 , 缺乏确凿的

体内证据, 对于其调控机制更是缺乏深入研究。本

研究通过体外生化实验和体内遗传修饰模型 , 发
现并验证了血红蛋白小体作为储氧结构提供应

急氧气供应从而保证细胞存活和软骨的正常发

育 , 与以上发现一致的是 , 地中海贫血综合征患者

常见关节疼痛 [21], 软骨相关疾病的患者中也多见

低血红蛋白症状 , 如类风湿性关节炎 (rheumatoid 
arthritis, RA, 30%~70%)[22-23]和软骨发育不全 (约
73%)[24]。此外 , 血红蛋白较低的RA患者往往存在

更严重的关节病变 [25], 而且关节症状可以在贫血

纠正后得到缓解 [26]。这提示软骨细胞中的血红蛋

白可能在疾病过程中发挥着重要作用。

本研究首次揭示了血红蛋白在正常组织中发

挥的重要生物学功能 , 而且发现了血红蛋白独立

于HIF之外的表达调控新机制。同时在本研究中 , 
研究者发现了血红蛋白组成的新型细胞结构—

hedy, 这是除病理性血红蛋白聚集形成包涵体 [2]之

外 , 首次发现的细胞内具有生理性功能的血红蛋

白聚集结构。血红蛋白的体外研究发现, 血红蛋白

多聚体往往存在着更高的氧气亲和力 [27-28], 这与本

文的研究结果相一致 , 也说明血红蛋白的存在形

式和结构可以影响血红蛋白的功能特性。而且通

过详尽的实验 , 研究者证明了血红蛋白液液相分

离特性有助于hedy的形成 , 同时发现了IDR区域对

于血红蛋白液液相分离的调控作用 , 这说明血红

蛋白聚集和小体形成是可控的 , 为通过控制血红

蛋白的聚集对体内部分生理或者病理过程实现调

控这一构想提供了可能性。
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