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摘要 目的 比较丁酸钠、氯化血红素( Hemin) 及 DMSO 诱

导 K562 红系分化作用的差异。方法 检测在 1. 5 mmol /L
丁酸钠，20 μmol /L Hemin 及 2% DMSO 处理下，K562 细胞

增殖、细胞周期、四甲基联苯胺( TMB) 染色阳性率及 CD235a
表达量的变化。结果 连续药物暴露 120 h 后结果显示，丁

酸钠对 K562 细胞增殖有抑制作用，48 ～ 72 h 细胞阻滞于

G0 /G1; 96 ～ 120 h 细胞阻滞于 G2 /M 期，120 h TMB 阳性率

为( 22. 02 ± 2. 27) %。Hemin 对 K562 细胞的增殖及细胞周

期均无影响; 120 h TMB 阳性率为( 90. 83 ± 2. 69) %。DMSO
处理的 K562 细胞其 G0 /G1 期比例增多，但暴露时间大于 72
h 时，细胞增殖与对照组差异无统计学意义; 120 h TMB 阳性

率为 ( 1. 84 ± 0. 48 ) %，相 较 于 对 照 组 阳 性 率 ( 2. 89 ±
0. 18) %差异无统计学意义。丁酸钠和 Hemin 处理 120 h 后

血型糖蛋白 A( CD235a) 的表达水平较对照组和 DMSO 处理

组升高，且 2 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义。DMSO 处 理 组

CD235a 与对照组差异无统计学意义。结论 通过综合比较

红系分化诱导前后 K562 细胞增殖、细胞周期、TMB 阳性率

及 CD235a 表达量的变化发现，Hemin 是较丁酸钠和 DMSO
体外诱导 K562 红系分化更有效的化学试剂。
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K562 细胞最初源于一位慢性髓系白血病患者

的腹水，该细胞内蛋白表达与胚胎期红系祖细胞相

近［1］，是分析红白血病耐药性及 γ-珠蛋白表达调控

的常用细胞系。国内外大量体外实验研究［2 － 4］均显

示，K562 不仅可以被诱导向红系分化，还能在佛波

酯诱导作用下向单核巨噬细胞系分化［5］。以上实

验数据表明 K562 在体外相对于造血干细胞是更易

研究红系相关疾病发病机制的体外实验载体。丁酸

钠、Hemin 及 DMSO 处理 K562 的作用效果均有较多

的研究和报道，但这 3 种化合物对反映红系分化指

标的作用差异却少有报道。该实验旨在检测化学试

剂丁酸钠、Hemin 及 DMSO 在诱导 K562 红系分化过

程中，对细胞增殖、细胞周期、TMB 染色阳性率以及

红细胞分化抗原 CD235a 表达量的不同影响。进一

步综合评价丁酸钠、Hemin 及 DMSO 之间诱导 K562
红系分化最佳的试剂，以期节省体外 K562 红系分

化诱导过程中选择诱导试剂的时间，为红系系统疾

病如: 地中海贫血，镰刀状细胞贫血，血红蛋白异常

综合征等发病机制研究及药物治疗等体外研究提供

实验参考。

1 材料与方法

1． 1 材料 K562( 武汉普诺赛公司) ; Hemin、DMSO
( 北京索莱宝科技有限公司) ; 丁酸钠、TMB ( 美国

Sigma 公司) ; ＲPMI 1640 培养液( 美国 Invitrogen 生

命技术有限公司) ; PBS、双抗( 以色列 Biological In-
dustries 公司) ; 30% H2O2、冰醋酸( 重庆川东化工有

限公司) ; NaOH( 重庆江川化工有限公司) ; HCl( 天

津科密欧化学试剂有限公司) ; Quick-ＲNA miniprep
plus( 美国 Zymo Ｒesearch 公司) ; PI /ＲNase Staining
Buffer( 美国 BD 公司) ; Donkey anti mouse 488( 美国

Thermo Fisher scientific 公司) 。
1． 2 细胞培养与冻存 K562 完全培养基成分为:

ＲPMI 1640 + 10% FBS + 1%双抗; 培养箱环境为 37
℃，5% CO2。丁酸钠、Hemin 及 DMSO 的工作浓度

分别为 1. 5、20 μmol /L 及 2%，于 6 孔板中培养并每

24 h 连续培养换液 120 h。K562 细胞冻存条件为

90%完全培养基 + 10% DMSO。
1． 3 细胞计数 每 24 h 收集 1 次细胞，采用手工

牛鲍计数板计数，计数四角大方格中折光性良好的

形态正常的细胞平均数，数上不数下数左不数右。
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计算公式为: 细胞数量 = 珚X × 10 × 稀释倍数 × 103

个 /ml。
1． 4 TMB 染色 称取 TMB 5 mg，加入 12. 5 ml
1% 冰醋酸并混匀，4 ℃避光保存。每 24 h 收集部分

细胞并用 PBS 洗涤，而后新鲜配制 1 ml TMB + 5 μl
30% H2O2 混合液，加入与细胞悬液等体积的染液，

混匀后转移至 24 孔板中，避光染色 5 min。于 × 400
下按“右下右上”的方向计数 200 个细胞中胞质成

蓝色的细胞数量，计算成百分率。
1． 5 流式细胞仪检测细胞周期 收集细胞并用

PBS 洗涤，将细胞沉淀用 75%冰乙醇重悬，4 ℃保存

16 h，离心并用 PBS 洗涤细胞 2 遍，而后用 100 μl PI
染液重悬避光染色 10 min，分批染色保证样本之间

染色时间相同。经 200 目筛过滤后上机检测细胞周

期。
1． 6 流式细胞仪检测 CD235a 的表达 收集药物

处理 120 h 的细胞，分为 DMSO 处理、丁酸钠处理、
Hemin 处理、空白对照及单染二抗对照组。收集细

胞并 用 50 μl PBS 重 悬，与 50 μl 含 有 0. 5 μg
CD235a 的一抗稀释液混匀，冰上孵育 1 h，PBS 洗涤

2 遍后，用配好的 100 μl Donkey anti mouse 488( 1 ∶
200) 重悬细胞，避光冰上孵育 1 h。PBS 洗涤并重

悬，200 目筛过滤后上机检测。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 进行统计学分

析，计量资料采用 珋x ± s 表示，多组间比较方差齐时

采用单因素方差分析; 进一步多重比较采用 LSD 检

验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 丁酸钠、Hemin 及 DMSO 对 K562 细胞增殖

的影响 K562 在添加有丁酸钠、Hemin 及 DMSO 的

培养液中连续培养 120 h，结果显示，相比于空白对

照组，丁酸钠处理组 K562 的细胞数量持续受到抑

制作用; DMSO 处理组于 48 ～ 72 h 对 K562 细胞增

殖表现为抑制，但处理 96 ～ 120 h 的细胞与空白对

照组细胞数量差异无统计学意义。Hemin 处理组细

胞增殖与对照组差异无统计学意义。药物暴露 120
h 后，丁酸钠、Hemin、DMSO 处理及空白对照组细胞

数量分别为( 1. 72 ± 0. 15 ) × 106 个、( 5. 08 ± 0. 54 )

× 106 个、( 4. 83 ± 0. 8) × 106 个及( 5. 63 ± 0. 14 ) ×
106 个，F = 105. 4。如图 1 所示，丁酸钠、Hemin 及

DMSO 对 K562 细胞增殖的抑制程度排序: 丁酸钠处

理组 ＞ DMSO 处理组 ＞ Hemin 处理组≈空白对照

组。

图 1 丁酸钠、Hemin 及 DMSO 处理 K562 后对细胞增殖的影响

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 丁酸钠、Hemin 及 DMSO 对 K562 细胞周期

的影响 收集 48、72 、96 及 120 h 丁酸钠、Hemin 及
DMSO 诱导的 K562 细胞进行细胞周期检测。图 2
显示 Hemin 处理的 K562 细胞周期相较空白对照组

差异无统计学意义。当 K562 暴露于丁酸钠 48 ～ 72
h 时，其细胞周期较空白对照组于 G0 /G1 期比例增

高; 而随着暴露时间的延长，处理 96 ～ 120 h 的细胞

相对于空白对照组于 G2 /M 期比例增高。与此同

时，DMSO 处理后 K562 细胞周期阻滞于 G0 /G1 期。
G0 /G1 期与空白对照组相比: F ( 48 h ) = 8. 674; F
( 72 h ) = 37. 82; F ( 96 h ) = 16. 55; F ( 120 h ) =
32. 81; G2 /M 期 与 空 白 对 照 组 相 比: F ( 96 h ) =
9. 793; F( 120 h) = 24. 53。
2． 3 丁酸钠、Hemin 及 DMSO 对 K562 细胞 TMB
阳性率的影响 TMB 染液可与胞内的血红蛋白发

生氧化还原反应，阳性染色呈深蓝色。如图 3A 所

示，通过观察 120 h 各组 TMB 染色阳性情况，可见
Hemin 和丁酸钠处理后的细胞 TMB 阳性率高于空

白对照组。每 24 h 收集部分细胞进行 TMB 染色，

统计结果如图 3B 所示: 相较于空白对照组，除 DM-
SO 处理组细胞 TMB 阳性比率从 24 ～ 120 h 均与空

白组差异无统计学意义外，丁酸钠和 Hemin 处理

后，K562 的 TMB 阳性率 48 ～ 120 h 均高于空白对照

组。药物暴露 120 h 后，丁酸钠、Hemin、DMSO 处理

及空 白 对 照 组 TMB 阳 性 率 分 别 为 ( 22. 02 ±
2. 27) %、( 90. 83 ± 2. 69 ) %、( 1. 84 ± 0. 48 ) % 及
( 2. 89 ± 0. 18) %，F = 1 641。
2． 4 丁 酸 钠、Hemin 及 DMSO 对 K562 细 胞

CD235a 表达的影响 收集丁酸钠、Hemin 及 DMSO
处理 120 h 后的细胞，洗涤并进行 CD235a 染色，分

别设置处理组包括丁酸钠、Hemin 及 DMSO; 空白对

照及单染二抗对照组，重复 3 次实验，选取其中 1
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次，结果如图 4 所示。DMSO 处理组的 CD235a 较空

白对照组差异无统计学意义; 丁酸钠和 Hemin 处理

后，K562 中 CD235a 表达水平均较空白对照组升

高，且两处理组间差异无统计学意义。

3 讨论

国内外大量研究［2 － 5］显示 K562 细胞具有向红

系和单核巨噬系分化的潜能。20 世纪 70 年代研

究［6］表明，丁酸钠、Hemin 及 DMSO 被证明可诱导

K562 向红系分化，但是这些化学试剂诱导得到的红

系细胞质量和诱导效率等存在一定的差异。本研究

通过分析丁酸钠、Hemin 及 DMSO 对反映 K562 细胞

红系分化效率指标的作用差异，综合比较这 3 种试

剂中诱导 K562 红系分化效率较好的试剂，为之后

红细胞分化的实验奠定基础。
Hemin 的化学结构显示其分子内部含有一个

Fe3 + ，常被临床用作补铁剂。红细胞分化发育过程

中，铁离子是红细胞合成血红蛋白必不可少的离子，

K562 培养液中 Hemin 的加入从外源大幅提高了血

红 蛋白合成的原料，这可被认为是其诱导K562红

图 2 丁酸钠、Hemin 及 DMSO 处理 120 h 对 K562 细胞周期的影响

a: 空白对照组; b: 丁酸钠处理组; c: Hemin 处理组; d: DMSO 处理组; G0 /G1 期，与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; G2 /M 期，与空白对照组

比较: #P ＜ 0. 05

图 3 丁酸钠、Hemin 和 DMSO 处理 K562 后 TMB 阳性率的变化

A: 丁酸钠，Hemin 及 DMSO 处理 K562 120 h TMB 阳性率的镜下比较 × 200; B: TMB 阳性率变化统计结果，与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 4 丁酸钠、Hemin 及 DMSO 对 K562 细胞 CD235a 表达的影响

A: 流式分析散点图; B: 流式结果柱状分析图; a: 单染二抗对照组; b: 空白对照组; c: 丁酸钠处理组; d: Hemin 处理组; e: DMSO 处理组; 与空

白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与丁酸钠或 Hemin 处理组比较: #P ＜ 0. 05

系分化的原理之一。同时有研究［7］表明 Hemin 在

诱导红系分化过程中，对细胞分化具有重要作用的

分子 G 蛋白和磷酸化的 EＲK 表达水平的升高。随

着 Hemin 处理时间的延长，胎儿血红蛋白的表达量

往往呈上调变化。然而这种作用在去除诱导剂后便

恢复到未诱导之前的状态，呈可逆性［8］。本实验结
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果显示 Hemin 处理后 K562 细胞 TMB 阳性比率较

空白对照组高。但受 Hemin 自身化学性质的影响，

可能导致 TMB 阳性比率假性升高。为了克服这种

问题，本研究通过使用红系表面标记 CD235a 进一

步检测诱导后的红细胞分化比例。CD235a 是用来

区分红系祖细胞和红系终末期细胞常用的红系细胞

表面标志物［9 － 11］。随着 K562 向红系分化发展，其

表面的 CD235a 表达也会随之增高。本研究发现，

Hemin 处理 K562 细胞后，CD235a 阳性细胞比率均

高于空白对照组和 DMSO 组。并且实验结果显示
Hemin 的处理并不影响细胞增殖和细胞周期。以上

结果表明 Hemin 可有效的诱导 K562 向红系分化。
除 Hemin 外，DMSO 也被报道［6］可诱导 K562

向 红 系 分 化。但 是，本 研 究 通 过 TMB 染 色 和
CD235a 染色发现，DMSO 的处理并不能大幅增加红

系细胞的比例。且在诱导过程中，DMSO 可以改变

细胞周期。因此，DMSO 在 K562 细胞诱导红系分化

中并不是非常好的选择。
丁酸钠是一种短链脂肪酸，具有抑制组蛋白去

乙酰基酶发挥作用的特性，可促进 K562 向红系分

化［12 － 13］。丁酸钠诱导 K562 红系分化的作用机理

不仅依靠自身特性，作用于 γ-珠蛋白启动子区使其

乙酰化程度升高［14］，同时有研究显示丁酸钠还可通

过激活 p38 MAPK 信号途径促进 γ-珠蛋白启动子区

乙酰化程度［15］。本研究通过 TMB 染色和 CD235a
表面标记染色显示丁酸钠能够有效的促进 K562 细

胞向红系分化，但在丁酸钠处理过程中可能通过改

变细胞周期，从而对细胞增殖具有抑制作用。因此，

在需要获得大量的诱导的红系细胞的实验中，丁酸

钠也不是非常好的选择。
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Effects of sodium butyrate，
Hemin and DMSO on erythroid differentiation of K562

Liu Han1，2，Yang Honglan1，Mo Jing1，2，et al
( 1National＆Guizhou Joint Engineering Laboratory for Cell Engineering

and Biomedicine Technique，Guizhou Province Key Laboratory of Ｒegenerative
Medicine，Guiyang 550004; 2Dept of Immunology，Guizhou Medical University，Guiyang 550004)

Abstract Objective To compare different effects of sodium butyrate，Hemin and DMSO on erythroid differentia-
tion of K562 cells．Methods K562 cells were treated with 1． 5 mmol /L sodium butyrate，20 μmol /L Hemin and
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2% DMSO for 120 h and the medium of K562 was changed every 24 h． The changes of cell counts，cell cycle，the
positive rate of TMB and the expression of CD235a were detected． Ｒesults Proliferation of K562 was inhibited in
G0 /G1 from 48 h to 72 h and G2 /M phase from 96 h to 120 h by sodium butyrate，and the positive rate of TMB
was( 22. 02 ± 2. 27) % at 120 h． Hemin had no statistical significance on the proliferation and cell cycle of K562，

and the positive rate of TMB was( 90. 83 ± 2. 69) % at 120 h． The proportion of G0 /G1 of K562 treated with DMSO
increased，but there was no statistical significance on cell proliferation after 72 h culture，and the positive rate of
TMB was( 1. 84 ± 0. 48) %，which was not significantly different from that of the control group( 2. 89 ± 0. 18) % ．
The level of CD235a of K562 exposed to sodium butyrate and Hemin improved compared with control group and
DMSO group after cultured 120 h and there was no statistical significance between two groups． However，there was
no statistical significance between the expression of CD235a of the DMSO group and the control group． Conclusion
According to the comparison the changes of proliferation，cell cycle，positive rate of TMB and expression of

CD235a of K562 after erythorid induction，it is found that Hemin is a more effective reagent than DMSO and sodi-
um butyrate in inducing erythroid differentiation of K562 ．
Key words sodium butyrate; Hemin; DMSO; K562; erythroid differentiation
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晚期糖基化产物通过 ＲAGE /TLＲ4 /STAT1 信号通路
诱导巨噬细胞 M1 型极化

汤祥瑞1，张 勇2，祝 领2，崔倩卫2，刘仲伟2，石 爽2

摘要 目的 探讨晚期糖基化产物( AGEs) 诱导巨噬细胞发

生 M1 型极化的分子机制。方法 提取小鼠骨髓细胞并分

离培养原代 M0 型巨噬细胞。分别用 Toll 样受体 4 ( TLＲ4 )

及 AGEs 受体( ＲAGE) 特异性抑制剂 TAK-242 及 FPS-ZM1

对获得的 M0 型 巨 噬 细 胞 进 行 预 处 理。制 备 AGEs 并 以

2. 5、5 及 10 μmol /L 浓度处理巨噬细胞。流式细胞术检测细

胞内活性氧簇( ＲOS) 水平; 免疫荧光染色观察 M1 型巨噬细

胞表面标记物诱导性一氧化氮合酶( iNOS) 表达; 酶联免疫

吸附试验法对巨噬 细 胞 分 泌 的 炎 性 因 子 浓 度 进 行 检 测;

Western blot 检测相关浆蛋白及核蛋白的相对表达水平。结

果 AGEs 刺激可使巨噬细胞内 ＲOS 水平、分泌炎性因子浓

度、细胞质 TLＲ4、磷酸化信号转 导 与 转 录 激 活 因 子 1 ( p-
STAT1) 以及 STAT1 核转位水平显著升高( P 均 ＜ 0. 001) ，巨

噬细胞表面 iNOS 表达水平显著升高( P 均 ＜ 0. 001) ，且均具

有显著的 AGEs 浓度依赖性( P 均 ＜ 0. 001 ) 。TAK-242 预处

理对 AGEs 诱导的巨噬细胞 iNOS 表达，细胞内 ＲOS 水平及

TLＲ4 表达水平无显著影响，可显著降低 AGEs 诱导的巨噬
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细胞 iNOS 表达，分泌炎症因子浓度( P 均 ＜ 0. 001) 、细胞 p-
STAT1 表达水平及 STAT1 核转位水平( P 均 ＜ 0. 001) 。FPS-
ZM1 预处理可显著抑制 AGEs 诱导的巨噬细胞内 ＲOS 水平

( P ＜ 0. 001) 、分泌炎症因子浓度( P 均 ＜ 0. 001) 、细胞 TLＲ4

及 p-STAT1 表达水平( P 均 ＜ 0. 001 ) 以及 STAT1 核转位水

平( P ＜ 0. 001 ) 。结 论 AGEs 可 通 过 ＲAGE /ＲOS /TLＲ4 /

STAT1 信号通路诱导巨噬细胞向 M1 型极化。
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2 型糖尿病( type 2 diabetes mellitus，T2DM) 促

进动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) ［1］。M1 型巨

噬细胞通过参与局部炎症反应、泡沫细胞生成、血栓

形成以及斑块破裂等过程，促进 AS 的发生发展 ［2］。
由于糖代谢紊乱，T2DM 患者体内产生大量的晚期

糖 基 化 产 物 ( advanced glycation end products，
AGEs) ，与细胞表面 AGEs 受体( receptors for AGEs，
ＲAGE) 结合后，通过激活 NADPH 氧化酶使细胞内

活性氧簇( reactive oxygen species，ＲOS) 增加［3］。课

题组前期研究［4］表明，糖尿病时细胞内 ＲOS 水平升

高，导致其下游的 Toll 样受体 4 ( toll like receptor 4，
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