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丙戊酸钠是临床上常用的抗癫痫药物。相对于其他的抗

癫痫药物而言，其具有耐受性好、用药安全性高、不容易产生

抵抗等优点。近年来，诱导分化治疗概念的提出，为胶质瘤的

治疗提供了一条崭新的领域。诱导分化治疗是应用分化诱导

剂，使恶性肿瘤细胞向正常细胞方向分化演变，甚至完全转变

为正常细胞。国内外学者已开始探索该疗法在神经胶质瘤治

疗中的潜在用途。脑胶质瘤是颅内肿瘤中较为常见的恶性肿

瘤，其发病率较高，术后易复发，各种单一的治疗方案难以取

得令人满意的效果。因此，探索新的治疗手段显得尤为重

要。肿瘤干细胞理论[1]的提出，以及诱导分化治疗在临床的应

用都为肿瘤的治疗提供了新的思路。丙戊酸钠除了抗癫痫作

用以外，其通过诱导胶质瘤细胞分化对脑胶质瘤也有一定的

抗肿瘤作用。丙戊酸钠诱导肿瘤细胞分化及抗肿瘤作用[2-3]已

开始受到国内外学者的重视。许多研究[4-8]发现，胚胎肝细胞

基因转录因子Nanog与肿瘤的恶性程度以及耐药、复发和转移

有一定关系，是细胞未分化状态的标志。角质纤维酸性蛋白

（GFAP）是神经细胞分化的标志，可以用来检测胶质瘤的分化

高低。本文以胶质瘤细胞系 U251为对象，研究丙戊酸钠对

丙戊酸钠对胶质瘤细胞系U251中Nanog及GFAP表达的影响
安玉胜＊（临沂市肿瘤医院头颈外科，山东 临沂 276001）

中图分类号 R965 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2013）25-2329-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2013.25.10

摘 要 目的：研究丙戊酸钠对胶质瘤细胞系U251中转录因子Nanog及角质纤维酸性蛋白（GFAP）表达的影响。方法：取对数生

长期的U251细胞，采用MTT法检测0、0.5、1.0、2.0 mmol/L丙戊酸钠对U251细胞增殖的影响（n＝7）；免疫细胞化学技术和逆转录

聚合酶链式反应检测试验组（1.0 mmol/L丙戊酸钠）和对照组（完全培养基）细胞内GFAP、Nanog蛋白的表达和Nanog mRNA的表

达。结果：0、0.5、1.0、2.0 mmol/L 丙戊酸钠诱导 U251细胞后的活细胞吸光度分别为（0.757 1±0.008 6）、（0.703 4±0.009 8）、

（0.627 7±0.019 9）、（0.603 3±0.010 1），表明丙戊酸钠能明显抑制 U251细胞的增殖（P＜0.01），且具有浓度依赖性；与对照组比

较，试验组细胞内 GFAP蛋白[阳性细胞率：（39.23±0.71）％ vs.（78.09±0.44）％]表达明显增强（P＜0.01），Nanog mRNA[灰度值：

（0.651 6±0.044 4）vs.（0.333 1±0.054 0）]及其蛋白[阳性细胞率：（85.23±0.59）％ vs.（52.23±0.61）％]表达明显降低（P＜0.01）。

结论：丙戊酸钠能明显抑制U251细胞的增殖，可能与降低细胞中Nanog的表达、增强GFAP蛋白表达有关。
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Influence of Sodium Valproate on the Expression of Nanog and GFAP in U251 Gliomas Cell Line
AN Yu-sheng（Dept. of Head and Neck Surgery，Linyi Tumor Hospital，Shandong Linyi 276001，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the influence of sodium valproate on Nanog and GFAP in U251 glioma cell line. METH-

ODS：Taking human gliomas U251 cells at logarithmic growth phase as example，The effect of 0，0.5，1.0 and 2.0 mmol/L sodi-

um valproate on them were determined by MTT assay（n＝7）. The immunohistochemistry test and RT-PCR were used to detect the

protein expression of GFAP and Nanog and the level of Nanog mRNA in trial group（1.0 mmol/L sodium valproate）and control

group（complete medium）. RESULTS：After treated with 0，0.5，1.0 and 2.0 mmol/L sodium valproate，the absorbance of U251

cells were（0.757 1±0.008 6），（0.703 4±0.009 8），（0.627 7±0.019 9）and（0.603 3±0.010 1），showing sodium valproate

could inhibit the proliferation of U251 gliomas cells in concentration-dependant manner（P＜0.01）. Compared with control group，

the protein expression of GFAP [（39.23±0.71）％，（78.09±0.44）％] increased significantly，while the expression of Nanog mRNA

[grey level of（0.651 6±0.044 4），（0.333 1±0.054 0）] and protein [（85.23±0.59）％，（52.23±0.61）％] in trial group decreased

significantly （P＜0.01）. CONCLUSIONS：Sodium valproate can significantly inhibit the proliferation of U251 gliomas cells，

which may be associated with the down-regulation of Nanog expression and up-regulation of GFAP protein expression.
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U251细胞中Nanog及GFAP表达的影响。

1 材料
1.1 仪器

CO2细胞孵化箱（美国Thermo公司）。

1.2 药品与试剂

胎牛血清（美国Hyclone公司）；胰蛋白酶（北京索莱宝公

司）；丙戊酸钠（湖南省湘中制药有限公司，批号：H20067474，

纯度：99.96％）；RNA 提取试剂Trizol及MTT检测试剂盒（美

国 Invitrogen公司）；逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）试剂盒

[宝生物工程（大连）有限公司]；兔抗人Nanog及GFAP多克隆

抗体及二抗、3，3-二氨基联苯胺（DAB）显色剂（北京博奥森生

物技术有限公司）。

1.3 细胞

胶质瘤细胞系U251购自上海中科院细胞库。

2 方法
2.1 细胞培养

取U251细胞用含 10％胎牛血清的达尔伯克改良伊格尔

（DMEM）培养基于37 ℃、5％CO2培养箱中培养，隔天换液，5 d

传代1次，传代时用0.25％的胰酶消化剥离细胞。

2.2 丙戊酸钠溶液的配制

丙戊酸钠用DMEM培养基分别配成 0.5、1、2 mmol/L，调

节pH至7.2，经0.22 μm微孔滤膜滤过，4 ℃贮存备用。

2.3 MTT法检测丙戊酸钠对U251细胞增殖的影响

取对数生长期细胞，制成细胞悬液，将其分成4组，依次加

入0（对照组）、0.5、1、2 mmol/L丙戊酸钠，另外设1组为调零组

（只加正常培养基）。每组设7个复孔，分别培养3 d，然后加入

MTT试剂，继续培养 30 min，震荡 15 min，采用分光光度仪在

470 nm波长处检测各组的吸光度值。试验重复3～5次，取平

均值。吸光度值越大，活细胞越多。

2.4 免疫细胞化学技术检测U251细胞内GFAP、Nanog蛋白

的表达

取生长旺盛的细胞用胰酶消化后，制成细胞悬液，备用。

然后于6孔板的底部滴加1滴培养液，将经过处理的盖玻片放

于 6孔板内；而后于每个孔内加垂悬好的细胞悬液 2 ml，置于

5％CO2培养箱内培养，12 h后细胞爬满盖玻片。取细胞，用含

1 mmol/L丙戊酸钠、10％胎牛血清的DMEM培养基培养作为

试验组，用完全培养基培养作为对照组，培养 3 d，隔日换液 1

次。第 3 天时取出细胞，弃去培养基，经过磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗，10％甲醛固定，用30％双氧水1份+纯甲醇50份、

0.3％聚乙二醇辛基苯基醚（TritonX-100）及 5％胎牛血清等处

理后，加兔抗人Nanog及GFAP多克隆抗体，4 ℃过夜；PBS洗

涤，加二抗，37 ℃孵育 30 min，DAB显色，复染，封片。PBS代

替一抗作为空白对照，正常培养的U251细胞作为阴性对照。

光镜下观察，GFAP和Nanog基因蛋白产物阳性反应为棕黄色

均匀细颗粒。低倍和高倍镜下观察，并随机选择5～10个高倍

（×400）视野，计数1 000个细胞中阳性染色细胞，计算阳性细胞

率＝（阳性染色细胞/1 000）×100％。

2.5 RT-PCR法检测U251细胞内Nanog mRNA的表达

取“2.4”项下对照组和试验组的细胞，提取总 RNA，取 5

mg总RNA，按照RT-PCR试剂盒说明书进行逆转录合成cDNA。

PCR扩增目的基因时反应体系为：25 μl，94 ℃，5 min；94 ℃，

30 s；54.5 ℃，30 s；72 ℃，30 s；共 30个循环；最后 72 ℃，10

min；4 ℃保存。1.5％琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，Gel-pro

Analyzer 软件进行半定量分析，以油醛-3-磷酸脱氢酶（GAP-

DH）为内参，分别计算2组细胞内Nanog mRNA表达的相对灰

度值。特异性引物序列分别为 GAPDH-F：5′-CCACCCATG-

GCAAATTCCCATGGCA-3′，GAPDH-R：5′-TCTAGACGGC-

AGGTCAGGTCCACC-3′，产物长度为 596 bp；Nanog-F：5′-

TCAGGGCTGTCCTGAATAAGC-3′，Nanog-R：5′-CCGACTG-

TAAAGAATCTTCACCTATG-3′，产物长度为196 bp。

2.6 统计学方法

数据结果以x±s表示，应用SPSS 17.0统计软件分析，2组

独立样本进行 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 丙戊酸钠对U251细胞增殖的影响

与对照组[吸光度：（0.757 1±0.008 6）]比较，0.5、1、2 mmol/

L丙戊酸钠[吸光度：（0.703 4±0.009 8）、（0.627 7±0.019 9）、

（0.603 3±0.010 1）]能明显抑制细胞的增殖（P＜0.01），且呈浓

度依赖性（P＜0.01）。

3.2 U251细胞内GFAP、Nanog蛋白的表达情况

对照组、试验组细胞内Nanog蛋白的阳性细胞率分别为

（85.23±0.59）％和（52.23±0.61）％，提示丙戊酸钠能明显降

低细胞内Nanog蛋白的表达（P＜0.01）；GFAP蛋白的阳性细

胞率分别为（39.23±0.71）％和（78.09±0.44）％，提示丙戊酸

钠能明显增强细胞内GFAP蛋白的表达（P＜0.01）。此外，棕

黄色细颗粒主要位于细胞核，同时也出现在细胞浆，这说明丙

戊酸钠可以促进U251细胞的分化，使细胞恶性程度降低。2

组细胞内Nanog和GFAP蛋白表达的显微镜图见图1。

3.3 U251细胞内Nanog mRNA的表达情况

对照组、试验组细胞内 Nanog mRNA 的灰度值分别为

（0.651 6±0.044 4）和（0.333 1±0.054 0）。与对照组比较，试

验组细胞内Nanog mRNA表达明显降低（P＜0.01）。说明丙戊

酸钠不仅可以诱导U251中Nanog蛋白表达降低，而且可以诱

Nanog：

A B

GFAP：

A B

图1 2组细胞内Nanog和GFAP蛋白表达的显微镜图（×400）
A.对照组；B.试验组

Fig 1 Microscopic images of the expression of Nanog and

GFAP protein of 2 groups（×400）
A. control group；B. trial group
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导Nanog mRNA表达降低。2组细胞内Nanog mRNA表达的

电泳图见图2。

4 讨论
GFAP是 1971年由英国人首先发现的一种中间纤维丝蛋

白[9]，其分子质量约为50 kD，是构成神经胶质细胞骨架的重要

成分之一[10]，一般出现在细胞核的周围和细胞浆中。GFAP作

为胶质纤维的特异标志物，可用于颅内肿瘤中胶质起源肿瘤

的确定。随着对GFAP研究的不断深入，发现随着胶质瘤恶性

程度的提高，GFAP合成有呈进行性丧失的趋势[11-13]。如上调

GFAP基因的表达可以促进胶质瘤的分化，诱导瘤细胞凋亡[14]。

本研究应用丙戊酸钠诱导U251细胞后发现GFAP蛋白的表达

明显增强，说明丙戊酸钠可以诱导U251细胞的分化成熟。

Nanog作为重要的胚胎干细胞转录因子[15]，是细胞全能性

或多能性及未分化的标志物[16]。U251细胞中Nanog的存在说

明细胞具有较强的增殖能力。另外，Nanog的表达同肿瘤的恶

性程度高低、术后复发、耐药以及转移有一定的联系。在本研

究中丙戊酸钠可以诱导U251细胞内Nanog表达明显降低，这

也说明丙戊酸钠能够诱导U251细胞的分化成熟，使其恶性程

度降低。

综上所述，丙戊酸钠能明显抑制U251细胞的增殖，可能

与降低细胞中Nanog的表达、增强GFAP蛋白表达有关。但是

丙戊酸钠通过什么机制来调节这2种因子表达以抑制U251增

殖的，还有待进一步的探讨。
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图2 2组细胞内Nanog mRNA表达的电泳图
A.对照组；B.试验组

Fig 2 Electrophoretogram of the expression of Nanog

mRNA of 2 groups
A. control group；B. trial group
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