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摘  要 : 为了研究 miR-24 对于珠蛋白表达的调控作用，并明确其作用机制。首先采用定量 PCR 的方法确定

miR-24 在红系分化过程中的表达变化情况，以及 miR-24 过表达后珠蛋白的表达变化情况。进而通过报告基因

实验以及 Western blotting 的方法确定 miR-24 的靶基因。通过表型回复实验证明 miR-24 是否通过靶基因调控

珠蛋白的表达。结果发现在 hemin 诱导的 K562 细胞以及 EPO 诱导的造血干/祖细胞向红系分化过程中，miR-24

表达上调，在 K562 细胞中过表达 miR-24 可以促进红系分化过程中 ε-和 γ-珠蛋白的表达上调，进一步的研究

表明 miR-24 是通过靶基因 Sp1 来行使对珠蛋白的调控作用的。以上结果表明 miR-24 通过负调节其靶基因 Sp1

促进红系分化过程中珠蛋白的表达上调。 
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miR-24 improves β-like globin gene expression through  
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Abstract:  We studied the function and mechanism of miR-24 in regulating β-like globin gene expression. We first 
detected the expression of miR-24 during erythroid differentiation and also detected the globin gene expression in miR-24 
overexpressing K562 cells through q-PCR. Dual-luciferase reporter assay and Western blotting were used to identify target 
genes of miR-24. “Rescue experiment” was further used to investigate the regulation of miR-24 on globin gene expression 
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whether depending on targeting Sp1 or not. We found that miR-24 increased during hemin-induced K562 cells and 
EPO-induced HPCs (hematopoietic progenitor cells) erythroid differentiation. Overexpression of miR-24 in K562 cells 
promoted the ε- and γ-globin gene expression during hemin-induced erythroid differentiation through targeting the negative 
globin regulator Sp1. These results suggested that miR-24 can improve the expression of β-like globin gene through 
targeting Sp1.  

Keywords:  miR-24, globin, Sp1, erythroid differentiation, K562 cells 

MicroRNA (miRNA) 是一类由内源基因编

码的长度约为 22 个核苷酸的非编码单链 RNA 分

子，它们在动植物中参与转录后基因表达调控，

以完全互补或不完全互补的形式与靶 mRNA 结

合，引起靶 mRNA 的降解或抑制靶 mRNA 的翻

译进而对靶基因的表达进行负调控[1-2]。miRNA

作为细胞内一类重要的非编码调控分子，它所介

导的调控作用已经被认为是多细胞生物基因表

达转录后水平的一种普遍调节方式[3-5]。随着被

鉴别 miRNA 数量的不断增加和它们功能的陆续

阐明，人们逐渐发现以 miRNA 为主导的基因转

录后调控网络几乎参与了各种生命活动的各个

环节。 

人 β-类珠蛋白基因的表达具有明显的发育

阶段时空特异性，其表达限制在红细胞链系内并

且由发育程序精确控制[6-7]。β-类珠蛋白基因作为

研究真核基因表达调控非常好的模型而被广泛

研究，珠蛋白基因的启动子、增强子及位于基因

簇上游的位点控制区 (LCR) 等顺式调控元件以

及调控珠蛋白表达的各种反式作用因子已经研

究得相对清楚，但调控珠蛋白基因的 miRNA 分

子却非常少。因此我们从红系分化过程中差异表

达的 miRNA 着手，希望找到直接或间接调控珠

蛋白表达的 miRNA 分子。我们从芯片数据中找

到 63 个在红系分化过程中表达变化的 miRNA，

但通过软件预测，这些 miRNA 都与珠蛋白的

3'UTR 区没有直接的相互作用。而在分化过程中

逐渐上升的miR-24被预测可以靶向Sp1这一负调

节珠蛋白表达的转录因子。Sp1 属于 Sp/Kruppel

转录因子家族，广泛表达于各种组织，可与富含

GC 或 GT 盒的 DNA 序列结合行使转录因子功

能[8]。Sp1 既可以正向促进靶基因的表达，也可

以通过转录抑制因子的作用负调控一些靶基

因 [9-10]。我们在之前的研究中已证明 Sp1 对于珠

蛋白的负调控作用。而 miR-24 已被广泛报道在

多种肿瘤发生过程中具有重要作用，参与调节细

胞增殖、细胞凋亡、细胞分化等生物学过程[11-14]，

但其在珠蛋白表达中的作用还未见报道。 

我们发现 miR-24 在 hemin 诱导的 K562 细胞

以及 EPO 诱导的造血干/祖细胞向红系分化过程

中表达上升，且 miR-24 的过表达能够促进 K562

细胞中 ε-和 γ-珠蛋白的表达。同时，miR-24 确

实可以通过与 Sp1 3′UTR 区结合负调节 Sp1 的表

达，其对于珠蛋白的调控作用依赖于 Sp1。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 
K562细胞和 293T细胞从中国医学科学院基

础 所 细 胞 中 心 购 买 。 淋 巴 细 胞 分 离 液

Ficoll-Hypaque 为 Amersham Biotech 公司产品。

CD34+磁珠及分选试剂盒均为 Miltenyi Biotech

公司产品。培养原代细胞所用细胞因子重组人白
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介素 3 (rhIL-3)，重组人干细胞因子(rhSCF)，重

组人促红细胞生成素(rhEpo) 均购自 R&D 公司。

转染试剂 lipofectamine 2000 为 Invitrogen 公司产

品。DharmafectI 转染试剂、miRNA mimic 或

inhibitor 以及 Sp1 siRNA 均为 Dharmacon 公司产

品。双荧光检测试剂盒为 Promega 公司产品。提

取 RNA 所 用 TRIZOl 及 反 转 录 试 剂 盒 为

Invitrogen 公司产品。实时定量 PCR 所用试剂为

TaKaRa 公司产品。实验中所用抗体分别为：Sp1

抗体 (Milipore)；ε-珠蛋白抗体 (Santa Cruz)；γ-

珠 蛋 白 抗 体  (Santa Cruz) ； GAPDH 抗 体 

(Proteintech)。 

1.2  细胞系的培养及诱导分化 
人髓性白血病细胞系 K562 细胞培养于

RPMI-1640 培养基中，293T 细胞培养于 DMEM

培养基中，每 100 mL 培养液中加入 10 mL 胎牛

血清 (FCS)，100 U 青霉素，100 μg 链霉素。培

养条件均为 37 ℃，5％ CO2 及饱和湿度。K562

细胞于诱导前 1 天更换新鲜的完全培养基，使其

在诱导当天处于对数生长期。于第 2 天向处于对

数生长期的 K562 细胞中加入 30 μmol/L 氯高铁

血红素诱导其向红系分化。 

1.3  CD34+造血干/祖细胞的分离 
将所采集的新鲜脐带血标本以含 2 mmol/L 

EDTA 的 1×PBS 按照 1∶4 体积进行稀释，并用淋

巴细胞分离液 Ficoll-Hypaque (密度 1.077 g/mL) 

分离得到单个核细胞。单个核细胞进一步经

CD34+磁珠分离得到 CD34+造血干/祖细胞，具

体如下：2×108 单个核细胞重悬于 600 μL 的分选

缓冲液 (含 0.5％ BSA 的 PBS) 中，加入 200 μL

的 FcR 阻断剂到上清中，抑制非特异的抗体结

合。进而加入 200 μL 的 CD34 多重分选微磁珠，

6~12 ℃孵育 30 min，后经分选缓冲液洗涤 1 次，

重悬于适当体积的分选缓冲液中。将 MS 柱放在

MACS 磁铁上，将细胞悬液加到柱子顶端，让阴

性细胞通过。把柱子移开分离器，用提供的塞子

冲出阳性部分，分选缓冲液冲洗柱子，收集阳性

细胞。 

1.4  CD34+造血干 /祖细胞的体外诱导红系

分化 
分离得到的 CD34+细胞，按照 1×105 cells/mL

的密度将细胞接种于 5 mm 培养皿中，1×IMDM，

30％进口胎牛血清  (FCS)，1％牛血清白蛋白 

(BSA)，100 μmol/L β 巯基乙醇 (β-ME)，2 ng/mL

重组人白介素 3 (rhIL-3)，100 ng/mL 重组人干细

胞因子 (rhSCF)，60 mg/mL 青霉素和 100 mg/mL

链霉素，2 U/mL 重组人促红细胞生成素 (rhEpo)。 

1.5  实时定量 PCR 
在分化的不同时间点收集细胞，根据

TRIZOl 操作说明，提取细胞总 RNA。提取的总

RNA 定量后，对于蛋白编码基因使用 oligodT 作

为逆转录引物，对于 miRNA 使用 miRNA 特异

的逆转录引物，使用反转录试剂盒合成 cDNA 第

一链。使用适量的 cDNA 作为 PCR 模板，BioRad 

CFX-96 进行 PCR 反应，SYBR 染料实时检测扩

增产物的量，以 GAPDH 为内参分析蛋白编码基

因表达情况，以 U6 为内参分析 miRNA 的表达

情况。所使用引物序列见表 1。 

1.6  寡核苷酸转染 
miR-24 及随机寡核苷酸使用 DharmafectI 转

染试剂，按照操作说明转染 K562 细胞，终浓度

为 60 nmol/L，转染后 24 h 诱导向红系分化。表
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型回复实验使用 miR-24 的抑制型寡核苷酸与

Sp1 siRNA 共转染 K562 细胞，终浓度各为

50 nmol/L，转染后 24 h 诱导向红系分化。 

1.7  报告基因实验 
将 Sp1 3′UTR 区含 miR-24 结合位点的

300~500 bp 序列克隆插入 pMIR-reporter 载体中，

同时构建含与 miR-24 序列完全互补片段的

pMIR-reporter 作为阳性对照。使用搭桥的方法获

得 Sp1 3′UTR 区 miR-24 结合位点突变的片段构

建相应的突变克隆，所使用引物见表 1。0.4 µg 

pMIR-reporter 质粒，0.02 µg pRL-TK，与 5 pmoL 

miRNA mimic 或随机寡核苷酸对照共转染 293T

细胞，转染后 48 h 收集细胞，按照双荧光检测试

剂盒说明书操作，检测报告基因表达水平。 

1.8  Western blotting 
收集细胞，提取总蛋白质，BCA 法测定蛋

白浓度。取 20 μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳

分离，并将蛋白样品转移至 PVDF 膜上，5％脱

脂奶粉室温封闭 2 h 后与兔抗人 Sp1 (1∶1 000) 

4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次后与山羊抗兔二

抗 (1∶10 000) 室温孵育 2 h，TBST 洗膜后经

ECL 显色，压片，显影。 

表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequence 

Category Primer name Primer sequence (5′–3′) 

Primers used in reverse transcription miR-24 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAT
ACGACCTGTTCC 

 U6 RT AAAATATGGAACGCTTCACGAATTTG 

Primers used in real-time PCR miR-24 F GCTCTGGCTCAGTTCAGCAGG 

 miR-24 R CAGTGCAGGGTCCGAGGT 

 Sp1 F GCCGTTGGCTATAGCAAATGC 

 Sp1 R CCTCTCCACCTGCTGTGTCA  

 U6 F CTCGCTTCGGCAGCACATATACT 

 U6 F ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC 

 γ-globin F GCAGCTTGTCACAGTGCAGTTC 

 γ-globin R TGGCAAGAAGGTGCTGACTTC 

 ε-globin F GTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTC 

 ε-globin R TGAGCCAGGCCATCACTAAAG 

 GAPDH F TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCA 

 GAPDH R GCTGGTGGTCCAGGGGTCTTACT 

Primers used in plasmid construction SP1_WT F TTTCCTAAAGCCATCATGCC 

 SP1_WT R TGACAGAAGTGCCTCATCCA 

 SP1_MUT S ATGGCAGTGGATTGTTGTGACAC 

 SP1_MUT A CAACAATCCACTGCCATAGGGAAA 
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1.9  统计学分析 

在数据分析过程中采用双总体 t 检验，P＜0.05

认为有统计学意义，标注为*，P＜0.01 标注为**，

P＜0.001 标注为***。 

2  结果与分析 

2.1  miR-24 在红系分化过程中表达上升 
在 EPO 诱导的造血干/祖细胞向红系分化过

程中，分别于第 4 天、8 天、11 天和 18 天收集

细胞检测成熟 miR-24 的表达水平，发现随着红

系分化的进行，miR-24 呈逐渐上升趋势 (图 1A)。

在 hemin 诱导的 K562 细胞红系分化过程中，

miR-24 也表现出显著的表达上调，且较原代造

血干/祖细胞红系分化过程中的上升更为明显，如

图 1B 所示，提示其可能对珠蛋白的表达具有一

定的调控作用。 

2.2  miR-24 的过表达能够促进 K562 细胞中

珠蛋白的表达 
为了进一步明确 miR-24 对于珠蛋白的调控

作用，我们在 K562 细胞中过表达 miR-24，从图

2A 中可以看出 miR-24 在 K562 细胞中过表达成

功。进而 hemin 诱导这些细胞向红系分化，在未

诱导以及诱导 48 h 和 72 h 收集细胞检测 γ-及 ε-

珠蛋白的表达情况。如图 2B 所示，miR-24 的过 

表达能够明显促进红系分化过程中 γ-珠蛋白的

表达，但在未诱导的情况下，miR-24 的过表达

对于珠蛋白无明显影响。同样 miR-24 的过表达

也能够促进红系分化过程中 ε-珠蛋白的表达 

(图 2C)。而且 miR-24 的过表达同样能够促进 γ-

及 ε-珠蛋白蛋白的表达 (图 2D)，这些结果充分说

明 miR-24 确实能够参与调控珠蛋白基因的表达。 

2.3  miR-24 靶向转录因子 Sp1 
为了明确 miR-24 调节珠蛋白基因表达的机

制，我们通过 Targetscan 预测了 miR-24 的靶基

因，其中之一就是对珠蛋白表达具有负调控作用

的转录因子 Sp1，图 3A 显示 Targetscan 软件预

测的 Sp13′UTR 区 miR-24 的结合位点。我们进

一步通过报告基因实验证明了 miR-24 的过表达

能够抑制包含 Sp1 3′UTR 区的报告基因的表达，

而在 Sp1 3′UTR 区 miR-24 的结合位点突变后这

种抑制作用消失 (图 3B)，充分说明 miR-24 确实

通过与 Sp1 3′UTR 区的相互作用介导了对报告 
 

 
图 1  miR-24 在红系分化过程中表达上升 
Fig. 1  miR-24 increased during erythroid differentiation. (A) miR-24 increased during Epo-induced human CD34+ 
HPCs erythroid differentiation for 4, 8, 11 and 18 days. (B) miR-24 increased during hemin-induced K562 cell erythroid 
differentiation for 0, 24, 48 and 72 hours. 
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图 2  miR-24 能够促进红系分化过程中 γ-及 ε-珠蛋白的表达 
Fig. 2  Overexpression of miR-24 improved the γ-and ε-globin gene expression during erythroid differentiation. (A) 
miR-24 was successfully overexpressed in K562 cells. (B) Overexpression of miR-24 improved the γ-globin gene 
expression in hemin-induced K562 cells for 48 h and 72 h. (C) Overexpression of miR-24 improved the ε-globin gene 
expression in hemin-induced K562 cells for 48 h and 72 h. (D) Overexpression of miR-24 improved the protein level of 
γ- and ε-globin gene expression in hemin-induced K562 cells. 

 
图 3  Sp1 是 miR-24 的新靶基因 
Fig. 3  Sp1 was a new target of miR-24. (A) A miR-24 binding site was predicted to be in 3' UTR of Sp1 by 
Targetscan. (B) The reporter assay showed that overexpression of miR-24 could repress the activity of luciferase and the 
repression was depended on the miR-24 binding site. (C) Western blotting of Sp1 in miR-24 overexpressing or 
repressing K562 cells. (D) mRNA level of Sp1 in miR-24 overexpressing or repressing K562 cells. 
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基因的负调控。为了进一步验证 Sp1 是 miR-24

的靶基因，我们在 K562 细胞中过表达 miR-24

或抑制 miR-24 的表达后检测 Sp1 蛋白和 mRNA

水平的变化。如图 3C 所示，miR-24 过表达后 Sp1

的蛋白水平确实出现明显的下降，相反地，

miR-24 的抑制却导致 Sp1 蛋白水平的上调。同

时，Sp1mRNA 水平变化不明显，说明 miR-24

可能通过抑制 Sp1 翻译影响其蛋白水平 (图 3D)。

这些结果充分说明 Sp1 确实是 miR-24 的新的靶

基因。 

2.4  miR-24 对于珠蛋白的正调控作用依赖于

Sp1 
miR-24 能够促进珠蛋白的表达，又能通过

转录后水平抑制 Sp1 这一珠蛋白的负调节因子

的表达，那么 miR-24 是否通过靶基因 Sp1 行使

其对珠蛋白的调控作用呢？我们通过表型回复

实验证明了 miR-24 对于珠蛋白的调控作用确实

依赖于 Sp1，即我们首先在 K562 细胞中通过抑

制型寡核苷酸抑制了 miR-24 的表达，在 miR-24

被抑制后，其靶基因 Sp1 的表达上调，同时 γ-

及 ε-珠蛋白的表达被抑制。而在抑制 miR-24 表

达的基础上使用 siRNA 抑制 Sp1 的表达，由

miR-24 抑制所引起的 Sp1 升高被部分抑制，同

时 Anti-miR-24 对 γ-及 ε-珠蛋白的抑制作用也被

回复，充分说明 miR-24 确实通过调节其靶基因

Sp1 的表达调控珠蛋白的表达。 

3  讨论 

miRNA 是非编码 RNA 中研究最为深入，作

用机制相对明确的一大类调控分子，其功能广

泛，几乎涉及生命活动的各个方面，如组织器官

发育、细胞增殖和凋亡、细菌和病毒感染、细胞

代谢和癌症发生与转移等[15-16]。但关于 miRNA 

 

图 4  miR-24通过调节 Sp1的表达发挥对珠蛋白的调

控作用 
Fig. 4  miR-24 regulated ε- and γ-globin gene 
expression through targeting Sp1. (A) Western blotting 
of Sp1 in K562 cells which were transfected with 
miR-24 inhibitors or miR-24 inhibitors combined with 
si_Sp1 for hemin induction 48 hours. (B) The repression 
of miR-24 in K562 cells by anti-24 and the suppression 
of Sp1 by si_Sp1. (C) Real-time PCR analysis of the 
expression of γ-globin in the above K562 cells. (D) 
Real-time PCR analysis of the expression of ε-globin in 
the above K562 cells. 
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在人 β-类珠蛋白基因的表达调控中的报道却非

常少，这可能部分因为 β-类珠蛋白基因，包括 ε-，

γ-，β-珠蛋白基因 3′UTR 非常短，根据软件预测

能与之结合的 miRNA 很少，因此限制了 miRNA

在这一领域的研究。miR-96 是唯一一个报道的

以 γ-珠蛋白为靶基因的 miRNA 分子，其可以结

合至 γ-珠蛋白基因的编码区在转录后水平调节

γ-珠蛋白的表达[17]。还有一些通过靶向珠蛋白表

达相关的转录因子，间接地调节珠蛋白表达，如

miR-144 通过靶基因 klfd 特异性地调控 α-珠蛋

白的表达[18]，miR-15a 和 miR-16-1 通过靶基因

MYB 参与 13 号染色体三体患者中胎儿血红蛋白

的高表达[19]。我们在研究中发现 miR-24 能够促

进 hemin 诱导的 K562 细胞中 ε-和 γ-珠蛋白的表

达，这一发现丰富了 miRNA 在珠蛋白调控领域

的研究。且 miR-24 对于珠蛋白的这种促进作用

依赖于对转录因子 Sp1 的抑制。转录因子 Sp1 被

报道在人鼠杂交细胞系 A181γ 中可与 β-类珠蛋

白启动子区及珠蛋白上游高敏位点结合，并募集

组蛋白去乙酰化酶从而抑制珠蛋白的表达[20]。因

此在红系分化起始阶段，Sp1 结合于珠蛋白基因

上游，募集组蛋白去乙酰化酶，使得组蛋白去乙

酰化而结合区域的染色质丧失转录活性。而

miR-24 能够抑制 Sp1 的表达，使 Sp1 表达下降，

珠蛋白基因上游 DNA 区域被释放，进一步通过

蛋白相互作用募集 PCAF 组蛋白乙酰化酶使得

组蛋白乙酰化从而激活珠蛋白基因的转录。 

miR-24 已被广泛报道参与调节细胞增殖、

细胞凋亡、细胞分化等生物学过程，但关于其在

珠蛋白表达中的调控作用，我们是首次报道。另

外有一篇 miR-24 参与调节红系分化的报道，认

为 miR-24通过靶向ALK4 (Activin type I receptor) 

阻断 K562 细胞对 activin A 的反应，从而抑制

activin A所介导的红系分化以及红系分化过程中

血红蛋白的积累[21]。但在我们的研究中却发现

miR-24 能够促进 hemin 诱导的 k562 细胞中珠蛋

白的表达，说明不同信号所引发的红系分化过程

是不同的，而同一个分子也可能在两个不同诱发

剂所引起的相似过程中起不同作用。 

总之，我们发现 miR-24 在红细胞分化过程

表达上调且对于珠蛋白的表达具有重要调控作

用，miR-24 的过表达可促进 hemin 诱导的 K562

细胞中 ε-、γ-珠蛋白的表达上升，且 miR-24 对

珠蛋白的促进作用是通过抑制负调节珠蛋白表

达的转录因子 Sp1 实现的。 
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