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RNA 干扰沉默同源异型基因 A5 逆转
K562/ADM 细胞耐药性的研究 *

高菲，刘文君
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摘要 ：目的   研究 RNA 干扰（RNAi）技术沉默同源异型基因 A5（HOXA5）对白血病耐阿霉素细

胞株 K562/ADM 细胞耐药性的影响并探讨其机制。方法   Western blot 检测各组细胞中 HOXA5、p38 和

p-p38 的蛋白表达，qRT-PCR 检测 HOXA5、p38 的 mRNA 表达 ；CCK8 检测各组细胞对阿霉素的敏感

性变化 ；流式细胞术（FCM）检测各组细胞的凋亡及周期变化。结果  K562/ADM 细胞中 HOXA5 基因的

表达高于 K562 细胞，且其耐药性是 K562 细胞的 4.94 倍。转染后实验组 K562/ADM 细胞中 HOXA5 基因

的表达受抑制，而实验组细胞的 IC50 较对照组降低 2.55 倍。同时，实验组细胞中 p38 的 mRNA 及 p-p38

的蛋白表达高于对照组。与对照组比较，实验组的细胞周期 G0/G1 期增高，S 期降低。经 ADM（2.5μg/

ml）诱导后，实验组细胞凋亡率高于对照组。结论  RNAi 沉默 HOXA5 能在一定程度上逆转白血病耐药，

其机制可能与 p38MAPK 信号转导通路的激活有关。
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Effect of RNA silencing targeting HOXA5 gene on drug 
resistance of leukemia cell line K562 / ADM*
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Abstract: Objective  To investigate the effect of RNA silencing targeting homeotic genes A5 (HOXA5) 
on drug resistance of leukemia adriamycin-resistant cell strain K562/ADM. Methods  Cells were divided into  
siRNA group from which cells received silencing RNA of HOXA5 and control group from which cells did receive 
any treatments. Western blot and qRT-PCR were performed to identify expression levels of HOXA5, p38 and 
p-p38. Drug resistance to Adriamycin was measured through CCK8 assay. Apoptosis and cellular cycle status 
were determined by FCM technology. Results  Expression of HOXA5 in K562/ADM cells was up-regulated 
significantly compared with K562 cells. CCK8 assay, which suggested that dramatic increase of drug resistance 
to Adriamycin (4.94 fold) was witnessed in K562/ADM in comparison with that in K562 cells. Transfection of 
siRNA obviously deceased expression of HOXA5 in K562/ADM cells, thus IC50 of Adriamycin was deducted 
(2.55 fold) compared with that in control group. Both protein and mRNA levels of p-p38 in siRNA group were 
increased dramatically when compared with control group. Compared with control group, number of cells in G0/
G1 stage increased and decreased in S stage in siRNA group. Cellular apoptosis rate induced by ADM (2.5 μg/ml) 
in siRNA group increased significantly compared with control group. Conclusions  siRNA silencing of HOXA5 
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白血病（leukemia）是一类造血干细胞异常的恶

性克隆性疾病，是儿童最常见的恶性肿瘤，严重危害

儿童的健康 [1-2]，其治疗主要是以化疗为主的综合性治

疗，而耐药已成为白血病治疗的一大阻碍。研究发现，

同源盒（homeobox，HOX）基因的过表达可使细胞分

化成熟障碍、造血能力降低，最终可导致造血系统恶

性肿瘤的发生和发展 [3-4]。作为 HOX 基因家族中的一

员，HOXA5 定位于 7 号染色体（7p15.2），其表达主

要局限在粒 - 单核细胞系。据报道，HOXA5 基因与

肿瘤的耐药性有关，但其作用机制不清 [5]。近年来研

究发现信号通路异常与白血病的发生、发展及其多重

耐药密切相关，其中 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 

mitogen-activated protein kinase，p38MAPK）信号转导

通路异常是白血病耐药的重要机制之一 [6-9]，其主要参

与细胞的活化、生长及凋亡。研究表明 HOX 基因与

p38MAPK 信号转导通路的活化存在相关性 [10]。因此，

我们推测 HOXA5 基因可能通过 p38MAPK 通路逆转

K562/ADM 的耐药性。

RNA 干扰（RNA interferene，RNAi）技术是双链

RNA（double strand RNA，dsRNA）介导的序列特异

性转录后引起同向靶基因表达沉默，具有快速、特

异、高效等优点 [11]。本实验建立在前期设计并合成

3 条针对 HOXA5 的特异性有效 siRNA 序列，并通过

相关检测方法筛选出对 HOXA5 表达抑制效率最佳的

1 条 siRNA 序列的基础上 [12-13]，通过 RNAi 技术沉默

HOXA5，探讨 p38MAPK 信号通路在耐药白血病细胞

中的作用，为耐药白血病的靶向治疗提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

人白血病耐阿霉素细胞株 K562/ADM 细胞（购

自上海信裕生物科技有限公司），阿霉素（购自浙江

海正药业股份有限工司），RPMI 1640 培养液和胎牛血

清（购自美国 Hyclone 公司），二甲基亚砜（DMSO）（购

自美国 Sigma 公司），100 u/ml 青霉素和 0.1 mg/ml 链

霉素双抗、总 RNA 提取试剂盒、CCK8 及辣根过氧

化物酶标记山羊抗兔二抗（购自碧云天公司），逆转

录试剂盒及实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）试剂盒

（购自日本 ToYoBo 公司），Annexin V-PE/7-AAD 细胞

凋亡检测试剂盒及细胞周期检测试剂盒（购自南京凯

基生物科技有限公司），脂质体 Lipofectamine TM 2000

（购自美国 Invitrogen 公司），靶向 HOXA5 的 siRNA 序

列、阴性对照 siRNA 序列（杭州艾迪康公司合成），

兔抗人 HOXA5 多克隆抗体一抗（购自英国 Abcam 公

司），兔抗人 p38MAPK 及 p-p38MAPK 多克隆抗体一

抗（购自美国 CST 公司）。

1.2    细胞培养

将 K562/ADM 细胞悬浮于含有 10% 胎牛血清、

100 u/ml 青霉素和 0.1 mg/ml 链霉素双抗、1 000 ng/ml

阿霉素完全培养基中并接种在培养瓶，置于 5% 二氧

化碳 CO2 的 37℃饱和湿度的培养箱中连续培养。每 2

天更换 1 次培养液并传代，实验前细胞用无 ADM 的

完全培养基培养 2 周，取对数生长期的细胞进行后续

实验。

1.3    实验方法

1.3.1      细胞的实验分组及转染    实验先分为 K562

细 胞 及 K562/ADM 细 胞 组。 然 后 以 本 课 题 组 前 期

实验为基础对 K562/ADM 细胞进行转染后再分为 3

组 ：实验组（pRNAT-GFP-Neo-siHOXA5），阴性对

照组（pRNAT-GFP-Neo-siNC），空白对照组（未作

任 何 处 理 的 K562/ADM）。 本 课 题 组 前 期 设 计 并 合

成 3 条针对 HOXA5 的特异性有效 siRNA 序列，并

筛 选 出 对 HOXA5 抑 制 率 最 高 的 1 条 序 列， 正 向 ：

5'-TTGCGGTCGCTATCCAAATGG-3'，反向：5'-CCATT 

TGGATAGCGACCGCAA-3'[12-13]。 根 据 此 序 列 合 成 靶

向抑制 HOXA5 的特异性真核表达载体 pRNAT-GFP-

Neo-siHOXA5，并设计合成阴性对照载体 pRNAT-

GFP-Neo-siNC。转染时调整细胞浓度为 3×107 个 /ml

接种于 6 孔板内，按 Lipofectamine TM 2000 说明书将脂

质体与表达载体在无血清无抗生素培养基中混合配成

转染液转染 K562/ADM 细胞。优化转染条件，实验独

立重复 3 次。收集上述各组细胞进行后续实验。

1.3.2      CCK-8 检测    CCK-8 实 验 采 用 的 ADM 的

干 预 浓 度 依 次 为 1.25、2.50、5.00、10.00、20.00 及

40.00 μg/ml。分别收集上述各组细胞，经不同浓度

的 ADM 干预后调整细胞浓度为 1×105 个 /ml，用微量

移液器吸取 100 μl 细胞悬液加入 96 孔板中，同时设

reverses leukemia drug resistance to Adriamycin through activation of p38-MAPK signal pathway.
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置对照组和空白调零组，每组设 3 个复孔，每孔再加

10 μl 的 CCK-8 溶液，放入 CO2 培养箱内作用 2 h，在

450 nm 处用酶标仪测量各孔的 OD 值。求得均值计算

细胞增殖抑制率，增殖抑制率 =（OD 对照组 -OD 实

验组）/（OD 对照组 -OD 空白组）×100%。IC50=Ig- 

1[Xm-i（∑ p-0.5）]。耐药逆转倍数 = 对照 IC50/ 实验

IC50。

1.3.3      qRT-PCR 检测各组细胞中 HOXA5 及 P38

的 mRNA 表达    收集上述各组细胞，用总 RNA 提取

试剂盒提取总 RNA，逆转录为 cDNA，荧光定量 PCR

法扩增目的基因和内参照基因人 GAPDH。HOXA5、

p38 及 GAPDH 引物扩增片段长度分别为 140、130 及

262 bp，各引物的序列见表 1。荧光定量 PCR 反应条

件 ：95℃预变性 60 s ；95℃变性 15 s，60℃退火 15 s，

72℃延伸 45 s，共 40 个循环。数据运用公式 RQ=2- △△ Ct

的方法进行分析，由此表示目的基因 mRNA 的相对表

达水平。

1.3.4    Western blot 检测各组细胞中 HOXA5、p38 及

p-p38 的蛋白表达    分别收集上述各组细胞，按照全

蛋白提取试剂盒说明书提取细胞全蛋白。BCA 法测蛋

白浓度，根据蛋白浓度取等量蛋白，加 5×SDS 上样缓

冲液煮沸 5 min，进行 SDS-PAGE 电泳后将蛋白转移

到 PVDF 膜上，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 封闭 2 h，

经 TBST 充分漂洗（5 min，3 次），HOXA5、p38 及 p-p38

多克隆抗体均按 1 ∶ 1 000 稀释。4℃孵育过夜，充

分漂洗后加山羊抗兔二抗按照 1 ∶ 3 000 稀释，室温

27℃孵育 1 h，ECL 发光显影。通过 Gel-Pro annalyzer

软件分析图像，以 HOXA5、p38 及 p-p38 蛋白条带的

灰度值与 β-actin 蛋白条带的灰度值的比值表示目的

蛋白的相对表达水平。

1.3.5    Annexin V-PE/7-AAD细胞凋亡检测    取对数

生长期的 K562/ADM，转染 24 h 后，每组再分为 ADM

未干预组及加浓度为 2.5 μg/ml 的 ADM 干预组。用

冷 PBS 将上述细胞组的细胞洗 2 次，调整细胞密度为

3×105 个 /ml 将细胞重悬于 50 μl 的 Binding Buffer，

并加入 5 μl 7-AAD，室温 27℃，避光染色 5 ～ 15 min，

然 后 分 别 加 入 450 μl Binding Buffer 混 匀， 再 加 入

1 μl Annexin V-PE，室温 27℃，避光染色 5 ～ 15 min，

在 1 h 内上流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验独立重

复 3 次。

1.3.6       细胞周期的检测    取对数生长期的 K562/

ADM，转染 24 h 后用冷 PBS 将上述细胞组的细胞洗 2

次，调整细胞密度为 1×106 个 /ml，取 1 ml 的单细胞

悬液去除上清液，用 70% 的冷乙醇 500 μl 悬浮细胞

4℃放置 2 h 或至过夜对细胞进行固定，PBS 洗涤去乙

醇。加入 RNAase 100 μl 37℃水浴 30 min。采用流式

细胞仪进行 DNA 含量测定，结果用 Multicycle software

进行分析。实验独立重复 3 次。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以均

数 ± 标准差（x±s）表示，计数资料用方差分析，两

两比较采用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    荧光显微镜观察转染的各组细胞

用脂质体转染 K562/ADM 细胞 24 h 后，在荧光

显微镜下观察各组细胞，因为转入的重组质粒载体

pRNA-GFP-Neo-siHOXA5 和 pRNAT-GFP-Neo-siNC

带绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）基因，

因此实验组和阴性对照组在荧光显微镜观察下出现绿

色荧光，而空白对照组未见荧光。见图 1。

2.2    ADM 对各组细胞的抑制作用

ADM 对 各 组 细 胞 均 有 抑 制 作 用， 各 组 细 胞

的 IC50 比较，经方差分析，差异有统计学意义（F = 

98.325，P =0.000），实验组细胞的 IC50 与对照组比较

降低（P <0.05）。见表 2。

2.3    细胞中 HOXA5、p38 的 mRNA 表达情况

K562/ADM 细 胞 中 HOXA5 的 mRNA 表 达 高 于

K562 细胞（P <0.05）。重组质粒转染对数生长期的

K562/ADM 细胞后，比较各组细胞中 HOXA5 mRNA

的表达量，经方差分析，差异有统计学意义（F =122.282

和 172.900， 均 P =0.000）， 重 组 质 粒 能 抑 制 K562/

ADM 细胞中 HOXA5 的 mRNA 表达（P <0.05），同时

p38 的 mRNA 表达经方差分析，差异有统计学意义

表 1    HOXA5、p38 及 GAPDH 引物序列

基因 引物序列

HOXA5 正向：5'-TTTTGCGGTCGCTATCC-3'

反向：5'-CTGAGATCCATGCCATTGTAG-3'

p38 正向：5'-GCCCCAGTAGTCAGAAGCAG-3''

反向：5'-TGAAGAGAGCAGGACAAGCA-3'

GAPDH 正向：5'-ATGCTGGCGCTGAGTACGTC-3'

反向：5'-GGTCATGAGTCCTTCCACGATA-3'

高菲，等 ：RNA 干扰沉默同源异型基因 A5 逆转 K562/ADM 细胞耐药性的研究
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（F =152.817 和 34.227，均 P =0.001），结果显示，实验

组与对照组比较 p38 的 mRNA 表达增高（P <0.05），

而阴性对照组与空白对照组比较差异无统计学意义

（P >0.05）。见表 3、4 和图 2。

2.4    各组细胞中 HOXA5、p38 及 p-p38 的表达
情况

Western blot 检测发现，K562 细胞中 HOXA5 蛋

白的相对表达量低于 K562/ADM 细胞（P <0.05）。稳

表 3   HOXA5 的 mRNA 表达   （x±s） 

组别
HOXA5 mRNA（目的
基因 / 内参照基因）

相对表达量
（RQ=2-∆∆Ct）

实验组 0.31±0.12 0.22±0.09

阴性对照组 1.35±0.10 0.99±0.04

空白对照组 1.37±0.06 1.00

K562 0.58±0.11 0.42±0.11

F 值 122.282 172.900

P 值 0.000 0.000

表 2    ADM 作用下各组细胞 IC50 的变化

组别 IC50/（μg/ml，x±s） 耐药逆转倍数

实验组 7.41±0.771）2） 2.55

阴性对照组 18.67±1.79 1.01

空白对照组 18.92±1.84 1.00

K562 3.83±0.35 4.94

F 值 98.325 -

P 值 0.000 -

注：1）与阴性对照组比较，P <0.05；2）与空白对照组比较，

P <0.05

A  实验组（pRNAT-GFP-Neo-siHOXA5）

B  阴性对照组（pRNAT-GFP-Neo-siNC）

C  空白对照组（未作任何处理的 K562/ADM）

图 1    普通倒置相差显微镜及荧光显微镜下转染的各组 K562/ADM 细胞

定转染后比较各组中 HOXA5 蛋白及 p-p38 的表达，

经 方 差 分 析， 差 异 有 统 计 学 意 义（F =1722.480 和

115.433，均 P =0.000），实验组中 HOXA5 蛋白被抑制

（P <0.05）。实验组中 p-p38 的蛋白相对表达量高于对

照组（P <0.05）。而阴性对照组与空白对照组比较差

异无统计学意义（P >0.05）。结果表明，siRNA 能特

异性沉默 K562/ADM 中的 HOXA5 基因，并使 p38 激

活为 p-p38，但对 p38 的蛋白表达量差异无统计学意

义（F =4.153，P =0.074）。见表 5 和图 3。

普通细胞（×200） 荧光细胞（×100） 荧光细胞（×200） 荧光细胞（×400）
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2.5    siRNA 特异性沉默 HOXA5 后 K562/ADM 细
胞的凋亡情况

比较 ADM 未干预及 ADM 干预中各组细胞的凋

亡，经方差分析，差异有统计学意义（F =17.606 和

423.492，P =0.003 和 0.000）。ADM 未干预及干预中实

验组的凋亡率与对照组相比增高（P <0.05）；ADM 干

预中各组细胞的凋亡率高于 ADM 未干预（P <0.05），

而 ADM 干预与 ADM 未干预中阴性对照组与空白对

照组比较差异无统计学意义（P >0.05）。见表 6 和图 4。

2.6    siRNA 特异性沉默 HOXA5 后 K562/ADM 细
胞的周期变化

各 组 细 胞 的 G0/G1 期 和 S 期 比 较， 经 方 差 分

析， 差 异 有 统 计 学 意 义（F =115.783 和 70.549， 均

P =0.000）。 与 对 照 组 比 较， 实 验 组 G0/G1 期 升 高

（P <0.05）， 而 S 期 降 低（P <0.05）。 阴 性 对 照 组 与

空白对照组比较差异无统计学意义（P >0.05）。3 组

转染细胞的 G2/M 期差异无统计学意义（F =0.568，

P =0.594）。见表 7 和图 5。

表 4    p38 的 mRNA 表达  （x±s）

组别
P38 mRNA（目的基因 /

内参照基因）
相对表达量

（RQ=2-∆∆Ct）

实验组 1.17±0.07 3.26±0.59 

阴性对照组 0.38±0.06 1.06±0.29

空白对照组 0.37±0.05 1.00

F 值 152.817 34.227

P 值 0.000 0.001

A   B    M    C   D

HOXA5 
（140 bp）

HOXA5 
（140 bp）

E   F G  M  H  I   J

GAPDH
（262 bp）

GAPDH
（262 bp）

GAPDH
（262 bp）

p38（186 bp）

K   L   N   M  O   P  Q

A、C：K562 细胞；B、D：K562/ADM；E、H、K、O：实验组

（pRNAT-GFP-Neo-siHOXA5）；F、I、L、P：阴性对照组（pRNAT-GFP- 

Neo-siNC）；G、J、N、Q：空白对照组（未作任何处理的 K562/

ADM）

图 2    HOXA5、p38 及 GAPDH 的扩增产物

表 5    HOXA5、p38、p-p38 的蛋白表达  （%，x±s）

组别 HOXA5 p38 p-p38

实验组 0.15±0.01 0.61±0.01 0.75±0.02

阴性对照组 0.65±0.14 0.58±0.00 0.56±0.02

空白对照组 0.64±0.01 0.59±0.01 0.57±0.03

K562 0.18±0.05 - -

F 值 1722.480 4.153 115.433

P 值 0.000 0.074 0.000

表 6    ADM 干预下各组细胞的凋亡率   （%，x±s）

组别 ADM 未干预 ADM 干预

实验组 19.73±2.22 65.92±2.23

阴性对照组 11.74±1.45 24.81±1.87

空白对照组 10.23±2.50 23.75±1.95

F 值 17.606 423.492

P 值 0.003 0.000

A：K562 细胞；B：K562/ADM 细胞；C：实验组（pRNAT-GFP- 

Neo-siHOXA5）；D：阴性对照组（pRNAT-GFP-Neo-siNC）；E：

空白对照组（未作任何处理的 K562/ADM）

图 3    各组细胞中 HOXA5、p38 及 p-p38 的蛋白表达 

（Western blot）

HOXA5 （29 kD）

HOXA5 （29 kD）

β-actin （42 kD）

β-actin （42 kD）

p-p38 （38 kD）

p38 （38 kD）

A                      B

C              D              E
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UL：坏死细胞；UR：凋亡晚期细胞群；LL：正常细胞群；LR：凋亡早期细胞；以 UR、LR 象限细胞数之和与总细胞数之比计算凋亡率。A、

B、C：转染 24 h 后的 K562/ADM 细胞的凋亡情况；D、E、F：转染 24 h 后在浓度为 2.5 μg/ml ADM 干预下 K562/ADM 细胞的凋亡情况

图 4    细胞的凋亡情况  （FCM 法）

A： 实 验 组（pRNAT/GFP/Neo-siHOXA5）；B： 阴 性 对 照 组

（pRNAT/GFP/Neo-siNC）；C： 空 白 对 照 组（ 未 作 任 何 处 理 的

K562/ADM）

图 5    细胞周期的变化  （FCM 法）

表 7    沉默 HOXA5 后 K562/ADM 细胞周期的分布情况 

（%，x±s）

组别 G0/G1 G2/M S

实验组 46.85±2.01 10.82±2.62 42.93±1.68

阴性对照组 25.52±2.29 12.21±2.51 62.60±2.26

空白对照组 27.55±1.22 11.85±3.00 60.26±2.59

F 值 115.783 0.568 70.549

P 值 0.000 0.594 0.000

    A  空白对照组    B  阴性对照组       C  实验组

  D  空白对照组       E  阴性对照组             F  实验组

A

C

B

7-
A

A
D

-A

-102  0  102        103       104      105-1
02  0

 1
02    

  1
03    

   
 1

04    
   

10
5

7-
A

A
D

-A

7-
A

A
D

-A

7-
A

A
D

-A

-102  0  102        103       104      105-1
02  0

 1
02    

  1
03    

   
 1

04    
   

10
5

-102  0  102        103       104      105

-1
02  0

 1
02    

  1
03    

   
 1

04    
   

10
5

7-
A

A
D

-A

-1
02  0

 1
02    

  1
03    

   
 1

04    
   

10
5

-102  0  102        103       104      105

Annexin V PE-A

Annexin V PE-A Annexin V PE-A

-102  0  102        103       104      105

-1
02  0

 1
02    

  1
03    

   
 1

04    
   

10
5

7-
A

A
D

-A

-1
02  0

 1
02    

  1
03    

   
 1

04    
   

10
5

Annexin V PE-A

-102  0  102        103       104      105

Annexin V PE-A Annexin V PE-A

Dip G1
Dip G2
Dip S

Dip G1
Dip G2
Dip S

Dip G1
Dip G2
Dip S

细
胞

数

细
胞

数
细

胞
数



· 21 ·

第 6 期

细胞的凋亡率高于 ADM 未干预组。在细胞周期检测

中，实验组与对照组比较 G0/G1 期细胞比例增加，S 期

细胞比例相应降低，说明抑制 HOXA5 的表达能减缓

G0/G1 期细胞进入增殖周期，减少细胞分裂增殖。以上

结果提示沉默 HOXA5 基因后，能在一定程度上能增

强细胞对 ADM 的敏感性，阻滞细胞的 G0/G1 期，减少

细胞分裂增殖，从而促进细胞的凋亡。

综上所述，HOXA5 与 K562/ADM 细胞的耐药性

密切相关。沉默 HOXA5 在一定程度上能逆转白血病

的多重耐药，其机制可能是通过增强 p38 的 mRNA 表

达并使其激活为 p-p38。RNAi 技术沉默 HOXA5 基因

后，激活 p38MAPK 信号转导通路逆转 K562/ADM 细

胞的耐药性可能成为耐药白血病治疗的新靶点。
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