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摘要 目的 探讨 C 型凝集素结构域家族 5 成员 A
( CLEC5A) 基因对白血病细胞系 THP-1 和 K562 细胞增殖、
凋亡和周期进程的影响及其可能的作用机制。方法 通过
基因表达谱交互分析( GEPIA ) 数据库分析白血病患者中
CLEC5A的表达水平。采用包装了 CLEC5A 过表达质粒的慢
病毒感染 THP-1 和 K562 细胞以过表达 CLEC5A，采用小干
扰 ＲNA ( siＲNA ) 瞬时转染 THP-1 和 K562 细胞以敲低
CLEC5A。采用 CCK-8 实验与 EdU 实验检测细胞的增殖能
力，流式细胞术检测细胞周期及过氧化氢( H2O2 ) 刺激条件

下的细胞凋亡。通过转录组测序和通路富集分析过表达
CLEC5A基因后，上调或下调表达的基因显著富集的信号通
路。采用 Western blot 实验检测 AKT /mTOＲ 和 p53 信号通
路中相关蛋白的表达水平。结果 CLEC5A在人白血病骨髓
组织中的表达水平显著高于健康人群。敲低 CLEC5A 可显
著抑制 THP-1 和 K562 细胞的增殖( P ＜ 0. 01 ) 和 S 期进程
( P ＜ 0. 05 ) ，并促进 H2O2 刺激条件下的细胞凋亡 ( P ＜
0. 001) ; 过表达 CLEC5A 则显著促进 THP-1 和 K562 细胞的
增殖( P ＜ 0. 001) 和 S期进程( P ＜ 0. 01) ，并抑制 H2O2 刺激

条件下的细胞凋亡( P ＜ 0. 01) 。过表达 CLEC5A后上调表达
的基因显著富集于 AKT1 /mTOＲ等信号通路; 而下调表达的
基因显著富集于细胞周期等信号通路。且 CLEC5A 可显著
抑制 BAX 和 p53 基因的表达，显著促进 BCL-2 基因的表达
和 AKT1、mTOＲ蛋白的磷酸化水平。结论 CLEC5A可促进
白血病细胞系 THP-1 和 K562 的细胞增殖和周期进程，抑制
细胞凋亡，其作用机制可能与 AKT /mTOＲ 和 p53 信号通路
相关。
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白血病是一种常见的血液系统恶性肿瘤，具有

发病率高、预后差和病死率高的特点［1］。目前，治
疗白血病的主要方法是化疗和骨髓移植术。但是，
化疗的副作用大且复发率高，而骨髓移植配型成功

的概率极低。近年来，分子生物学的研究对破译这
种疾病的发病机制起到了重要作用，其中基因异常

表达被认为是决定化疗反应和预后的最重要因素之

一［2］。因此，寻找并鉴定白血病相关基因，对白血
病的靶向治疗、药物选择和预后判断具有重要的临
床价值。

C型凝集素结构域家族 5 成员 A( C-type lectin-
domain family，member A，CLEC5A) 是一种脾酪氨酸
激酶偶联的Ⅱ型膜蛋白，主要由骨髓细胞表达，在细
胞生长过程中发挥重要的作用［3］。CLEC5A 在多种
恶性肿瘤患者中异常表达。CLEC5A 在胃癌、胶质
母细胞瘤和卵巢癌等细胞系的恶性肿瘤组织中显著

高表达［4 － 5］。研究［6］显示，CLEC5A 可通过促进
STAT5 活性以抑制原代人异柠檬酸脱氢酶( isoci-
trate dehydrogenase，IDH) 1 和 2 亚型突变的急性髓
细胞白血病( acute myelocytic leukemia，AML) 细胞
对 IDH抑制药的分化反应。然而，CLEC5A 基因是
否影响白血病细胞的生长及其具体的分子机制还未

见报道。因此，该研究以白血病细胞系 THP-1 和
K562 细胞为研究对象，旨在探索 CLEC5A 对 THP-
1、K562 细胞体外生长的影响，并初步探索其可能作
用机制。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞系与载体 人白血病细胞系 THP-1、
K562 和人胚肾细胞系 HEK293T来自北京军事医学
研究院遗传学与整合组学实验室细胞库。载体包括
用于基因过表达的 pLV-CLEC5A-EGFP-N 及对照载
体 pLV-EGFP-N购自北京英茂盛业科技有限公司。
1． 1． 2 主要试剂 细胞培养基 DMEM 和 ＲPMI-
1640 购自北京细工生物科技有限公司; 细胞培养用
的胎牛血清( fetal bovine serum，FBS) 及消化细胞用
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的 0. 25%胰蛋白酶购自上海第一生化药业有限公
司; CCK-8 检测试剂盒购自北京庄盟国际生物公司;
BeyoClickTM EdU-647 细胞增殖检测试剂盒购自上海
碧云天生物技术有限公司; Lipofectamine 2000 ( 货
号: 11668027) 转染试剂购自上海赛默飞世尔科技有
限公司; SYBＲ Green 荧光定量试剂盒 ( 货号:
KD4601) 购自美国 Kapa Biosystems 公司; 凋亡试剂
盒( 货号: 49392ES50 ) 购自上海钰森生物技术有限
公司; 过氧化氢( hydrogen peroxide，H2O2 ) 溶液购自

深圳容金科技有限公司( 货号: 1914C600 ) ; CLEC5A
抗体( 1 ∶ 1 000，货号: A2629 ) 购自成都博奥龙生物
科技有限公司; 兔种属来源二抗( 1 ∶ 2 000，货号:
A25022 ) 、鼠 种 属 来 源 二 抗 ( 1 ∶ 2 000，货 号:
A25012) 均购自武汉亚科因生物科技有限公司;
GAPDH抗体( 1 ∶ 2 000，货号: 60004-1-Ig) 、AKT1 抗
体 ( 1 ∶ 1 000，货号: 80462-1-ＲＲ ) 、p-AKT1 抗体
( 1 ∶ 500，货号: 66444-1-Ig) 、mTOＲ 抗体( 1 ∶ 1 000，
货号: 66888-1-Ig ) 、p-mTOＲ 抗体 ( 1 ∶ 500，货号:
80596-1-ＲＲ) 、p53 抗体 ( 1 ∶ 2 000，货号: 60283-2-
Ig) 、BAX 抗体( 1 ∶ 2 000，货号: 60267-1-Ig) 、BCL-2
抗体( 1 ∶ 2 000，货号: 60178-1-Ig) 均购自美国 Pro-
teintech公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 临床相关性分析 本研究从基因表达谱交
互分析( gene expression profiling interactive analysis，
GEPIA) ( http: / / gepia． cancer-pku． cn /detail) 平台下
载获得了来自 TCGA 和 GTEx 项目的 31 种癌组织
和癌旁组织( 9 736个肿瘤样本、8 587个正常样本)
的 ＲNA测序( ＲNA sequencing，ＲNA-seq) 表达数据，
并采用Wilcox检验分析比较 CLEC5A在癌和癌旁组
织中的表达及其差异。
1． 2． 2 细胞培养 THP-1 和 K562 细胞使用含
10% FBS的 ＲPMI-1640 培养基培养; HEK293T细胞
使用含 10% FBS的 DMEM培养基培养。培养条件
均为 37 ℃、5% CO2，并保持 95%的湿度。
1． 2． 3 慢病毒包装与稳转株构建 将病毒包装质
粒 ( pMD2． G、psPAX2 ) 与 目 的质粒共转染于
HEK293T 细胞，pLV-EGFP-N 转染细胞为对照组，
pLV-CLEC5A-EGFP-N转染细胞为过表达组，6 ～ 8 h
更换为完全培养基，48 h 后收集病毒上清液，用
0. 25 μm滤器过滤，于 4 ℃静置 24 h 后感染 THP-1
和 K562 细胞，6 ～ 8 h 更换为完全培养基，72 h 后加
入嘌呤霉素( 终浓度为 2 mg /L) 进行筛选。收集细
胞用于后续实验。

1． 2． 4 siＲNA 转染 将 Lipofectamine 2000 与设计
好的靶向沉默 CLEC5A 的 siＲNA 共同孵育 20 min
后，滴加至 THP-1 和 K562 细胞培养皿，siNC 转染细
胞作为阴性组，siCLEC5A-1、siCLEC5A-2 转染细胞为
感染组，6 ～ 8 h 更换为完全培养基，收集细胞用于
后续实验。siＲNA序列见表 1。

表 1 siＲNA靶向序列

编号 序列( 5'→3')
siNC UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
siCLEC5A-1 CCCAACGGCTTCATTACCA
siCLEC5A-2 CGACCATTGGCCTAACAAA

1． 2． 5 细胞总蛋白的提取与 Western blot实验 收
集细胞，加入混有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，冰上

裂解 30 min 后，在沸水中煮 10 min，得到细胞总蛋
白样本。选择 10%浓度的聚丙烯酰胺凝胶，根据实
验设计的顺序，进行上样、电泳和转膜，经 5%的脱
脂乳室温封闭 1 h，4 ℃孵育特异性一抗过夜，室温
孵育二抗 1 h，最后进行显影。
1． 2． 6 总 ＲNA 的提取与 qＲT-PCＲ 实验 收集细
胞，提取细胞总 ＲNA，进行 ＲNA 逆转录反应。采用
KAPA SYBＲⓇ FAST qＲT-PCＲ 试剂盒，根据说明书
在 96 孔板中加入试剂、引物和逆转录完成的模板，
在 qＲT-PCＲ 仪器上进行样本 Ct 值的检测，最后通
过 2 － ΔΔCt进行归一化数据处理。引物序列见表 2。

表 2 实时定量 PCＲ实验的引物信息

引物名称 序列( 5'→3')
CLEC5A F: AGGTGGCGTTGGATCAACAA

Ｒ: TTAGGCCAATGGTCGCACAG
AKT1 F: AGCGACGTGGCTA TTGTGAA

Ｒ: GCCATCATTCTTGAGGAGGAAGT
mTOＲ F: ATGCTTGGAACCGGACCTG

Ｒ: TCTTGACTCATCTCTCGGAGTT
p53 F: CCTCCTGGCCCCTGTCATCTT

Ｒ: GGCGGGGGTGTCCAATCAA
BAX F: TGGAGATGAACTGGACAGCA

Ｒ: GATCAGCTCGGGCACTTTAG
BCL-2 F: CTGGCATCTTCTCCTTCCAG

Ｒ: ACATCTCTGCGAAGTCACGA
ACTB F: AGAGCCTCGCCTTTGCCGAT

Ｒ: CCATCACGCCCTGGTGCCT

1． 2． 7 CCK-8 法检测细胞生长 取处于对数生长
期的细胞接种于 48 孔板中，分别在 4、24、48、72、
96、120 h加入 15 μl CCK-8 试剂原液，37 ℃孵育 1 h
后，收集 90 μl 反应液，用酶标仪检测 450 nm 处的
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吸光度。
1． 2． 8 EdU法检测细胞增殖 取处于对数生长期
的细胞，加入等量的 EdU 工作液 ( 终浓度为 20
μmol /L) ，37 ℃孵育 5 h后，加入 Click反应液，室温
避光孵育 30 min，用 PBS洗涤 2 遍。再加入 1 ml混
有 Hoechst 33342 的 PBS 溶液，室温避光孵育 10
min，用 PBS 洗涤 2 遍，上机进行流式检测。采用
FlowJo 7. 6 软件分析数据。
1． 2． 9 Annexin-V与 PI 双染法检测细胞凋亡 取
处于对数生长期的细胞接种于 12 孔板，37 ℃孵育
24 h后加入 H2O2 溶液( 终浓度为 200 μmol /L) ，继
续孵育 24 h。收集细胞，用 4 ℃预冷的 PBS 洗涤 2
遍，再加入 100 μl Binding Buffer、2. 5 μl AnnexinV-
FITC和 5 μl PI重悬细胞，室温避光孵育 15 min，在
1 h内上机进行流式检测。采用 FlowJo 7. 6 软件分
析数据。
1． 2． 10 流式细胞术检测细胞周期 收集处于对数
生长期的细胞，加 300 μl PBS 重悬后，滴加 700 μl
4 ℃ 预冷的无水乙醇，置于 － 20 ℃固定过夜。用
PBS洗涤 2 遍，加入核糖核酸酶 A和 PI染料的混合
液重悬细胞，室温避光孵育 15 min 后上机进行流式
检测。采用 FlowJo 7. 6 软件分析数据。
1． 2． 11 转录组测序及基因表达定量分析 提取过
表达 CLEC5A及对照组的 THP-1 细胞中的 ＲNA，由
北京贝瑞和康生物技术有限公司在 illumina no-
va6000 平台上采用 150PE 的双端配对策略进行
ＲNA-seq。采用 FastQC 软件和 trim-galoe 对测序数
据进行质量评价并去除低质量的数据和接头序列，

以 GＲCh38 /hg38 基因组序列为参考，采用 salmon对
通过质量评估的测序数据进行序列比对和定量［7］。

利用 DESeq 软件进行基因差异表达分析，使用
Metascape 网站对显著表达基因进行功能富集分
析［8］，以鉴定 CLEC5A 在白血病中影响的生物学过
程和( 或) 信号通路。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行统计
分析，采用 Graph Pad Prism 9 软件进行图表绘制。
实验数据以 �x ± s 表示，组间比较采用 t 检验，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。所有的实验均独立重
复 3 次。

2 结果

2． 1 CLEC5A在白血病患者骨髓组织中的表达
对 GEPIA 平台中来自 TCGA 和 GTEx 项目的 31 种
癌组织和相应癌旁组织( 9 736 个肿瘤样本、8 587
个正常样本) 的 ＲNA-seq 表达数据进行分析，探究
CLEC5A 的表达水平。结果显示，CLEC5A 在 AML
患者的骨髓组织中的 mＲNA 表达水平高于健康人
群( P ＜ 0. 05 ) ，见图 1A。此外，在其他 8 种癌组织
( 如乳腺浸润性癌等) 中 CLEC5A 的表达也均高于
对应的癌旁组织( P ＜ 0. 05 ) ，见图 1B。因此，推测
CLEC5A可能在白血病中发挥促癌基因的功能。
2． 2 CLEC5A 过表达与敲低细胞株的鉴定 qＲT-
PCＲ技术及Western blot实验结果显示，成功构建了
稳定过表达 CLEC5A的 THP-1 和 K562 细胞( tTHP-1 =
11. 500、tK562 = 11. 080; 均 P ＜ 0. 001) ; 成功筛选了瞬
时敲 低 CLEC5A 的 THP-1 和 K562 细 胞 株
( tTHP-1-siCLEC5A-1 = 6. 577、 tTHP-1-siCLEC5A-2 = 14. 090;
tK562-siCLEC5A-1 = 10. 260、tK562-siCLEC5A-2 = 7. 727; 均 P ＜
0. 01) 。见图 2。
2 ． 3 CLEC5A对白血病细胞的增殖影响 CCK-8

图 1 CLEC5A在白血病和其他肿瘤患者中的表达情况
A: 白血病患者和健康人骨髓组织中 CLEC5A mＲNA表达水平; B: 31 种癌组织及其相应癌旁组织中 CLEC5A 基因表达水平; 与健康人群比

较: * P ＜ 0. 05; 与癌旁组织比较: #P ＜ 0. 05
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图 2 THP-1 和 K562 细胞中 CLEC5A过表达与敲低效果的鉴定
A1、A2: qＲT-PCＲ实验检测 THP-1 细胞中 CLEC5A的 mＲNA表达水平; A3、A4: qＲT-PCＲ 实验检测 K562 细胞中 CLEC5A 的 mＲNA 表达水

平; B1、B2: Western blot实验检测 THP-1 细胞中 CLEC5A的蛋白表达水平; B3、B4: Western blot实验检测 K562 细胞中 CLEC5A 的蛋白表达水

平; a: pLV-EGFP-N组; b: pLV-CLEC5A-EGFP-N 组; c: siNC 组; d: siCLEC5A-1 组; e: siCLEC5A-2 组; 与 pLV-EGFP-N 组比较: ＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与
siNC组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

图 3 CLEC5A对白血病细胞的增殖能力的影响
A1: 过表达 CLEC5A对 THP-1 细胞的细胞活力的影响; A2: 过表达 CLEC5A对 K562 细胞的细胞活力的影响; A3: 敲低 CLEC5A对 THP-1 细

胞的细胞活力的影响; A4: 敲低 CLEC5A 对 K562 细胞的细胞活力的影响; B1: 过表达 CLEC5A 对 THP-1 细胞的增殖能力的影响; B2: 过表达
CLEC5A对 K562 细胞的增殖能力的影响; B3: 敲低 CLEC5A对 THP-1 细胞的增殖能力的影响; B4: 敲低 CLEC5A 对 K562 细胞的增殖能力的影

响; a: pLV-EGFP-N组; b: pLV-CLEC5A-EGFP-N组; c: siNC 组; d: siCLEC5A-1 组; e: siCLEC5A-2 组; 与 pLV-EGFP-N 组比较: ＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与
siNC组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

和 EdU实验结果显示，过表达 CLEC5A 可显著促进
THP-1 和 K562 细胞的增殖能力，见图 3A1、A2( tTHP-1
= 18. 030、tK562 = 14. 960; 均 P ＜ 0. 001) 。其中，增殖
细胞比例分别由 45. 8%、48. 4%增加到了 54. 0%、

58. 3%，见图 3B1、B2 ( tTHP-1 = 12. 200、tK562 = 8. 791;
均 P ＜ 0. 001 ) ; 而敲低 CLEC5A 则显著抑制 THP-1
和 K562 细 胞 的 增 殖 能 力，见 图 3A3、A4
( tTHP-1-siCLEC5A-1 = 20. 760、tTHP-1-siCLEC5A-2 = 12. 080;
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tK562-siCLEC5A-1 = 5. 400、tK562-siCLEC5A-2 = 6. 190; 均 P ＜
0. 01) 。其中，增殖细胞比例分别由 45. 9%、50. 1%
减少到了 36. 2%、32. 7% 和 36. 4%、36. 7%，见图
3B3、B4 ( tTHP-1-siCLEC5A-1 = 7. 041、tTHP-1-siCLEC5A-2 = 8. 726;
tK562-siCLEC5A-1 = 10. 070、tK562-siCLEC5A-2 = 22. 700; 均 P ＜
0. 01) 。结果提示，CLEC5A 可增强白血病细胞
THP-1 和 K562 的增殖能力。
2． 4 CLEC5A 对白血病细胞凋亡的影响 采用
Annexin V-FITC 结合 PI 双染法，检测 H2O2 刺激条

件下，扰动 CLEC5A基因对 THP-1 和 K562 细胞凋亡
的影响。结果显示，过表达 CLEC5A 可显著抑制
THP-1 和 K562 细胞的凋亡，凋亡细胞比例分别由
22. 8%、47. 7%减少到了 12. 9%、34. 0%，见图 4A1、
A2( tTHP-1 = 7. 461、tK562 = 24. 970; 均 P ＜ 0. 01 ) 。敲
低 CLEC5A可显著促进 THP-1 和 K562 细胞的凋亡，
凋亡细胞比例分别由 24. 2%、52. 9% 增加到了
34. 8%、31. 1% 和 66. 7%、68. 6%，见图 4B1、B2
( tTHP-1-siCLEC5A-1 = 14. 900 、tTHP-1-siCLEC5A-2 = 9. 376;

图 4 CLEC5A对白血病细胞凋亡的影响
A1: 过表达 CLEC5A对 THP-1 细胞凋亡的影响; A2: 过表达 CLEC5A对 K562 细胞凋亡的影响; B1: 敲低 CLEC5A对 THP-1 细胞凋亡的影响;

B2: 敲低 CLEC5A对 K562 细胞凋亡的影响; a: pLV-EGFP-N 组; b: pLV-CLEC5A-EGFP-N 组; c: siNC 组; d: siCLEC5A-1 组; e: siCLEC5A-2 组; 与

pLV-EGFP-N组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 siNC组比较: ###P ＜ 0. 001
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tK562-siCLEC5A-1 = 24. 860、tK562-siCLEC5A-2 = 36. 680; 均 P ＜
0. 001) 。以上结果提示，CLEC5A 可抑制白血病细
胞的凋亡。
2． 5 CLEC5A 对白血病细胞的周期进程的影响
采用流式细胞术，观察扰动 CLEC5A 基因后对 THP-
1 和 K562 细胞周期的影响。结果显示，过表达
CLEC5A后，THP-1 和 K562 细胞的 G1 细胞比例显
著减少，分别由 56. 2%、38. 0% 减少至 43. 0%、
27. 7% ( tTHP-1 = 22. 440、tK562 = 25. 230; 均 P ＜
0. 001) ，S 细胞比例显著增加，分别由 34. 8%、
54. 2%增加至 43. 9%和 63. 3%，见图 5A1、A2( tTHP-1

= 5. 920、tK562 = 16. 980; 均 P ＜ 0. 01 ) ; 反之，敲低
CLEC5A后，THP-1 和 K562 细胞的 G1 细胞比例显
著增加，分别由 54. 7%、32. 6% 增加至 60. 9%、
60. 3% 和 37. 7%、38. 4% ( tTHP-1-siCLEC5A-1 = 6. 278、
tTHP-1-siCLEC5A-2 = 5. 900; tK562-siCLEC5A-1 = 2. 880、
tK562-siCLEC5A-2 = 3. 281; 均 P ＜ 0. 05 ) ，S 细胞比例显著
减少，分别由 36. 7%、55. 1%减少至 24. 4%、28. 8%
和 51. 8%、50. 7%，见图 5B1、B2 ( tTHP-1-siCLEC5A-1 =
3. 987、tTHP-1-siCLEC5A-2 = 4. 478; tK562-siCLEC5A-1 = 8． 137、
tK562-siCLEC5A-2 = 9. 632; 均 P ＜ 0. 05 ) 。上述结果提示，
CLEC5A能够显著促进白血病细胞的周期进程。

图 5 CLEC5A对白血病细胞周期的影响
A1: 过表达 CLEC5A对 THP-1 细胞周期的影响; A2: 过表达 CLEC5A对 K562 细胞周期的影响; B1: 敲低 CLEC5A对 THP-1 细胞周期的影响;

B2: 敲低 CLEC5A对 K562 细胞周期的影响; a: pLV-EGFP-N 组; b: pLV-CLEC5A-EGFP-N 组; c: siNC 组; d: siCLEC5A-1 组; e: siCLEC5A-2 组; 与

pLV-EGFP-N比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 siNC比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01
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2． 6 CLEC5A影响白血病细胞的 AKT/mTOＲ 和
p53 信号通路 为探索 CLEC5A促进白血病进展的
作用机制，在 THP-1 细胞中过表达 CLEC5A 并进行
ＲNA-seq分析。差异表达基因分析显示，过表达
CLEC5A后，显著下调 902 个基因的表达，上调
1 373 个基因的表达，见图 6A。再分别对上调表达
基因和下调表达基因进行功能富集分析。结果显
示，CLEC5A负调控的基因显著富集于细胞周期等
信号通路，见图 6B; CLEC5A正调控的基因显著富集
于 AKT1 /mTOＲ 等信号通路，见图 6C。通过 qＲT-
PCＲ和 Western blot实验，在 THP-1 和 K562 细胞系

中验证了 CLEC5A对 AKT1、mTOＲ、p53 和凋亡相关
基因 BAX、BCL-2 的影响。结果显示，在 THP-1 和
K562 细胞中过表达 CLEC5A基因后，BAX和 p53 的
mＲNA和蛋白水平均显著降低，BCL-2 的 mＲNA 和
蛋白水平均显著升高，AKT1 和 mTOＲ 蛋白的磷酸
化水平显著升高。相反，在 THP-1 和 K562 细胞中
敲低 CLEC5A基因后，BAX 和 p53 的 mＲNA 和蛋白
水平均显著升高，BCL-2 的 mＲNA和蛋白水平均显
著降低，AKT1 和 mTOＲ 蛋白的磷酸化水平显著降
低，见图 6D ～ G。

图 6 扰动 CLEC5A对 AKT/mTOＲ和 p53 信号通路中相关蛋白表达的影响
A: 火山图显示差异基因; B: 下调表达的 902 个基因的功能富集分析; C: 上调表达的 1 373 个基因的功能富集分析; D: 在 THP-1 细胞中扰

动 CLEC5A后对 AKT /mTOＲ和 p53 信号通路相关 mＲNA表达水平的影响; E: 在 THP-1 细胞中扰动 CLEC5A后对 AKT /mTOＲ和 p53 信号通路

相关蛋白表达水平的影响; F: 在 K562 细胞中扰动 CLEC5A后对 AKT /mTOＲ和 p53 信号通路相关 mＲNA表达水平的影响; G: 在 K562 细胞中

扰动 CLEC5A后对 AKT /mTOＲ 和 p53 信号通路相关蛋白表达水平的影响; a: pLV-EGFP-N 组; b: pLV-CLEC5A-EGFP-N 组; c: siNC 组; d: si-

CLEC5A-1 组; e: siCLEC5A-2 组; 与 pLV-EGFP-N比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 siNC比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001
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3 讨论

白血病是儿童期最常见的癌症类型，约占 15 岁
以下儿童癌症总数的 30%，病死率高达 39%［7］。阐
明白血病的发病机制，将为白血病的防治提供理论

依据。本研究在白血病细胞系中初步探索了
CLEC5A基因对细胞增殖、凋亡和周期进程的影响，
并通过生物信息学分析和功能实验，初步提示了该

基因可能通过 p53 和 AKT /mTOＲ 信号通路促进白
血病的发生发展。

CLEC5A为 C 型凝集素蛋白家族成员之一，在
黄病毒感染中主要发挥促炎作用［9］，而在肿瘤的发

生发展中主要影响细胞的生长和转移［4 － 5，10］。有研
究发现，CLEC5A 可显著促进胃癌［5］、胶质母细胞
瘤［4］细胞的增殖和周期进程，抑制其细胞凋亡。也
有研究显示，CLEC5A基因可显著抑制肝细胞癌［10］、
肝胆管细胞癌［11］、骨肉瘤［12］细胞的增殖和转移。
说明 CLEC5A在不同肿瘤中可发挥不同的作用。最
新的一项研究［6］表明，CLEC5A 的敲除可显著促进
AML细胞的分化，克服其耐药性，提示 CLEC5A 在
白血病中可能发挥促癌基因的作用。白血病发生的
原因主要是造血干细胞的恶性增殖［13］，因此，本研

究进行了 CLEC5A 与白血病细胞增殖方面的研究。
结果发现，CLEC5A 的表达变化可调控白血病细胞
THP-1 和 K562 的增殖、凋亡和周期进程。当过表达
CLEC5A时，能够显著促进白血病细胞的细胞活力、
增殖能力和周期进程，在 H2O2 刺激条件下抑制细

胞凋亡。当敲低 CLEC5A 后，作用结果与之相反。
这些结果均提示 CLEC5A在白血病细胞中可能发挥
促癌基因的功能。
为揭示 CLEC5A在白血病中发挥促癌功能的机

制，本研究利用转录组测序和功能富集分析发现，

CLEC5A的过表达与 AKT1 /mTOＲ 等信号通路的激
活、细胞周期等信号通路的抑制显著相关。已有报
道发现［4 － 5］，CLEC5A基因敲除后，可降低 SGC7901、
MGC803 和 U251 细胞中 AKT1、mTOＲ 蛋白的磷酸
化水平，提示 CLEC5A 可通过 AKT1 /mTOＲ 信号通
路调控胃癌细胞和胶质母细胞瘤的增殖。本研究
Western blot实验结果显示，过表达 CLEC5A的 THP-
1 和 K562 细胞中，AKT1、mTOＲ 蛋白的磷酸化水平
显著高于对照组，提示 CLEC5A 通过促进 AKT1 /
mTOＲ信号通路调控白血病细胞的增殖。本研究还
发现，CLEC5A 敲低后白血病细胞的 G1 期比例增
加，S期细胞比例增加，说明 CLEC5A 可能通过缩短

S /G2 期转换而促进白血病细胞的增殖能力。研
究［14 － 15］报道，p53 可通过调控细胞周期以控制细胞
的增殖生长，BCL-2 和 BAX是调节程序性细胞死亡
的两个核心参与者，BCL-2 具有抗凋亡特性，BAX具
有促凋亡特性。因此本研究进一步探讨 CLEC5A对
p53、BAX、BCL-2 基因表达的影响，发现 CLEC5A 显
著抑制 p53、BAX基因的表达，促进 BCL-2 基因的表
达，提示 CLEC5A 通过调控 p53 信号通路促进白血
病细胞的周期进程，抑制其凋亡。以上结果提示，
CLEC5A可能通过调控 p53 和 AKT1 /mTOＲ 信号通
路参与调控白血病细胞的增殖、凋亡和周期进程，但
针对 CLEC5A与 p53 和 AKT1 /mTOＲ 通路间的具体
调控机制，还需进一步的实验研究。
综上所述，本研究初步探索了 CLEC5A 在白血

病细胞中的功能和作用机制，初步提示其可能通过

调控 p53 和 AKT1 /mTOＲ 通路发挥促癌作用，为未
来白血病新的诊治措施的研发提供了理论依据。
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CLEC5A promotes the proliferation of leukemia cells
by regulating the AKT1 /mTOＲ signaling pathway

Ding Shuqin1，2，Zha Dantong1，Qi Xin3，Yang Aiqing2，Zhou Gangqiao1，2，3

( 1School of Life Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2State Key Laboratory
of Proteomics，National Center for Protein Sciences，Beijing Institute of Ｒadiation Medicine，Beijing 100850;

3Medical College，Guizhou University，Guiyang 550025)

Abstract Objective To investigate the effects of C-type lectin domain family 5，member A( CLEC5A) on the pro-
liferation，apoptosis，and cell cycle of leukemia cell lines THP-1 and K562，and the underlying mechanism． Methods
The expression of CLEC5A in leukemia patients was investigated in the GEPIA database． Ｒecombined plasmid

containing CLEC5A was transfected into THP-1 and K562 cells for overexpression of CLEC5A． Small interfering
ＲNA( siＲNA) was used to knock down the endogenous CLEC5A in leukemia cells． CCK-8 and EdU assays were
used to assess the leukemia cells proliferation． Flow cytometry was used to assess cell cycle． Flow cytometry was
used to assess cell apoptosis under hydrogen peroxide( H2O2 ) stress． The ＲNA sequencing( ＲNA-seq) and pathway
enrichment analysis were used to analyze the signal pathways of significant enrichment of up-regulated or down-reg-
ulated genes after knocking down CLEC5A gene． Protein expression levels of several members in AKT1 /mTOＲ and
p53 signaling pathways were detected by Western blot assays． Ｒesults CLEC5A was significantly up-regulated in
bone marrow tissues of leukemia patients compared to the matched non-tumor tissues of healthy individuals． Knock-
down of CLEC5A significantly reduced the proliferation( all P ＜ 0. 01) and S phase progression( all P ＜ 0. 05) ，and
increased the apoptosis( all P ＜ 0. 001) under H2O2 stress，in THP-1 and K562 cells． Conversely，overexpression of
CLEC5A significantly increased the proliferation( all P ＜ 0. 001 ) and S phase progression ( all P ＜ 0. 01 ) ，and re-
duced the apoptosis( all P ＜ 0. 01) under H2O2 stress，in THP-1 and K562 cells． The up-regulated genes were sig-
nificantly enriched in AKT1-mTOＲ and other signal pathways after knocking down CLEC5A，while the down-regula-
ted genes were significantly enriched in cell cycle signal pathways． CLEC5A in leukemia cells significantly reduced
the genes expression levels of BAX and p53，and significantly induced the gene expression levels of BCL-2 and
phosphorylation levels of AKT1 and mTOＲ proteins． Conclusion CLEC5A increases the cell cycle and proliferation
and inhibits cells apoptosis in THP-1 and K562 cells，and the mechanism may be related to activating the AKT /
mTOＲ and p53 signaling pathways．
Key words THP-1 cell; K562 cell; CLEC5A; cell proliferation; cell apoptosis; cell cycle
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