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丙戊酸影响神经干细胞体外分化的量效和时效关系 *
王 莉 伍亚民△ 刘 媛 南国新 龙在云

（第三军医大学大坪医院野战外科研究所三室 创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室 重庆 400042）

摘要 目的：研究丙戊酸(VPA)浓度和干预时间对神经干细胞(NSCs)体外分化的影响。方法：以不同浓度的 VPA(0.1、0.3、0.5、0.75
和 1.0mmol/L)处理原代培养的神经干细胞，以 NB 培养基组做对照，分别于神经干细胞分化后 3 天、7 天、10 天和 14 天用免疫荧

光双标鉴定并计数 微管蛋白 -Ⅲ（β-tubllin III）和胶质原纤维酸性蛋白（GFAP）阳性细胞的比例，并作统计学分析。结果：同一时相

点组间比较，3 天时各组中神经元分化比例无显著差异；7 天时不同浓度 VPA 组与对照组分化神经元比例开始呈现差异；10 天时

这种差异继续增大，0.75 mmol/L VPA 组中神经元比例为 82.15±0.93％；14 天时保持这种差异；但各时相点 1.0 mmol/L VPA 组

与 0.75 mmol/L VPA 组神经元分化的比例无显著差异。不同时相点组内比较发现，3-10 天内随着时间的延长，各组神经元分化的

比例显著增加，但 14 天时神经元分化的比例较 10 天无显著变化。结论：0.75mmol/L VPA 在 10 天时促神经干细胞向神经元分化

的作用最佳。
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ABSTRACT Objective: To investigate effect of valproic acid (VPA) with different dose and treated time on differentiation of neural

stem cells(NSCs). Methods: Different dose of VPA (0.1 mmol/L, 0.3 mmol/L, 0.5 mmol/L, 0.75 mmol/L and 1.0mmol/L)were used to en-
hance the differentiation of NSCs isolated and cultured in serum-free medium from the SD rats pregnant for 14 days . The NSCs in neural
basal medium is the control group. Differentiated cells at 3rd day, 7th day, 10th day and 14th day were stained by DAPI, β-tubllin III
and GFAP. And the ratio of differentiated cells was analysed. Results: The differentiated ratio of neurons at 3rd day had no disparity. At
7th day、10th day and 14th day the differentiated ratio of neurons in VPA groups was higher than that in control group. The differentiated
ratio of neurons in 0.75 mmol/L VPA group was 82.15±0.93％ at 10th day. But the differentiated ratio of neurons at 10th day and 14th
day had no disparity. At 3 to 10 days the differentiated ratio of neurons in each group increased apparently, but at 14th day the differenti-
ated ratio in each group didn't increased. Conclusion: 0.75 mmol/L VPA at 10th day produces the best effect on promoting the NSCs dif-
ferentiated into neurons.
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前言

神经干细胞(neural stem cells，NSCs)的发现给许多目前尚

不能治愈的疾病带来了新的希望，目前已经广泛应用于脑损

伤、脊髓损伤等疾病。但神经干细胞的分化，尤其是在体内的定

向分化是当前制约神经干细胞应用的瓶颈。目前国内外研究多

通过物理、基因转染等方法来研究神经干细胞的定向分化，这

些方法距临床应用尚有很长一段距离[1,2]。丙戊酸(valproic acid，

VPA)是临床用于抗癫痫、抗抑郁的一线药物，在临床应用已有

40 多年，近年的研究发现 VPA 具有神经保护作用，能促神经

干细胞向神经元分化，但其促分化的作用与药物剂量及作用时

间有何关系尚不清楚[3,4]。因此，本研究拟在体外利用原代培养

神经神经干细胞，观察 VPA 对神经干细胞分化的量效和时效

关系。

1 材料与方法

1.1 材料

孕龄为 14d 的 SD 雌鼠 6 只（第三军医大学外研所动物所

提供）、NB 培养基（Gibco），B27 添加剂（Gibco），碱性成纤维细

胞生长因子 (bFGF，20 μg/L，Gibco)、优等胎牛血清(FBS，Hy-
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clone), 丙戊酸（VPA）（Sigma），Nestin（l:800，小鼠抗大鼠单克

降 IgG，Pharmigen）、β-tubllin III (1:800，小鼠抗大鼠的单克隆

IgG，Sigma) ，胶质原纤维酸性蛋自(GFAP)(1:160，兔抗大鼠多

克隆 IgG，Sigma)、4，6- 联脒 -2- 苯基吲哚（DAPI）抗体（Sigma），

FITC（1：100，山羊抗小鼠 IgG，北京中杉)，TRITC（1：100，山羊

抗兔 IgG，北京中杉)，0.01mmol/L PBS、正常封闭山羊血清（北

京中杉），多聚赖氨酸（Sigma）。
1.2 实验方法

1.2.1 NSCs 的培养与鉴定 按参考文献[5]方法获取原代和传 3
代的皮层神经干细胞，应用免疫荧光单标法，结合 Nestin 抗体

(1：800，Pharmigen)来检测 NSCs 中的 Nestin 抗原。再取培养的

NSCs 球经血清分化后，用β-tubllin III 单克隆抗体(1：800，Sig-
ma)和 GFAP 抗体(1：160，Sigma)，进行免疫荧光双标，对 NSCs
进行鉴定。
1.2.2 VPA 对 NSCs 分化的干预 将传 3 代的 NSCs 以 5×104

L-1 的密度种入直径为 35mm 培养皿中 （培养皿底部放置多聚

赖氨酸处理过的盖玻片），加入含 B27、bFGF 和 5%优等胎牛血

清 的 NB 培 养 基 2ml， 并 分 别 加 入 浓 度 为 0.1 mmol/L、0.3
mmol/L、0.5 mmol/L、0.75 mmol/L 和 1.0mmol/L 的 VPA [4]，分

别为 A 组、B 组、C 组、D 组和 E 组，以 NB 培养基组为空白对

照组。在撤销 bFGF 后的第 3 天、5 天、7 天和 10 天分别取出爬

满分化细胞的盖玻片，40 g/L 多聚甲醛固定后，按照免疫荧光

染色步骤(方法见参考文献[6])，以β-tubllin III 和 GFAP 分别标

记分化的神经元和星形胶质细胞。每张玻片采用双盲法选择 5
个视野计数神经元和星形胶质细胞的比例，每组每个时相点 4
张玻片（每组每个时相点共计 20 个视野），以缺省一抗作为对

照，荧光剂为 FITC 和 TRITC。荧光成像采用激光共聚焦扫描

(型号:Leica，TCS SP2)。
1.2.3 统计学分析 统计学处理数据结果以 表示，采用 SPSS11.
0 软件对组间和组内进行 t 检验分析，P< 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 细胞学形态观察

原代及传代培养的神经干细胞，最初为呈圆形或椭圆形的

单细胞，折光性强。培养 24 小时后单细胞分裂增殖，形成体积

较小的多个细胞聚集成的干细胞球体，呈悬浮生长。2- 3 天后

球体体积增大，呈不规则的球形或卵圆形，大小不一。5-7 天后

可见上百个细胞组成的球体，折光性佳，生长状态良好。分化的

神经干细胞则呈贴壁生长，可见干细胞球周围有细胞突起长

出，随着分化时间的延长，分化细胞逐渐增多，第 5 天可见细胞

突起密集，相互连接形成网络状，在分化细胞上层可见体积较

小、胞体呈椭圆形、三角形的细胞，并有长而细的突起；下层可

见胞体较大的细胞，突起少而短。
2.2 NSCs 的鉴定

原代和传代培养的神经干细胞球经 Nestin 免疫荧光鉴定

后呈阳性，表明该细胞球有干细胞源性；对分化后的干细胞经

β-tubllin III 和 GFAP 鉴定后，呈阳性，说明该干细胞能分化为

神经细胞，是神经干细胞。
2.3 NSCs 分化的免疫荧光鉴定及分化比例分析

诱导分化后，对各组细胞进行β-tubllin III、GFAP 和 DAPI
免疫荧光染色。经过 SPSS11.0 分析后发现，同一时相点组间比

较，3 天时各组中分化神经元和星形胶质细胞的比例无显著差

异；7 天时不同浓度 VPA 组与对照组间分化神经元比例开始

呈现差异，其中 0.75 mmol/L VPA 组中神经元比例达 66.76±
0.91%，星形胶质细胞为 30. 7%±1. 80%；10 天时不同组别间

分化细胞比例的差异继续增大，0.75 mmol/L VPA 组中神经元

比例为 82.15±0.93％，1.0 mmol/L VPA 组中神经元比例为

83.82±0.89％；14 天时组间细胞差异趋势同第 10 天，但各时

相点 1.0 mmol/L VPA 组与 0.75 mmol/L VPA 组神经元分化的

比例无显著差异。不同时相点组内比较发现，3-10 天内随着时

间的延长，各组神经元分化的比例显著增加，但 14 天时神经元

分化的比例较 10 天无显著变化。综上所述，VPA 促进神经干

细胞向神经元分化有明显的时间和剂量依 赖 性 ， 以 0.75

图 1 不同浓度 VPA 作用后神经干细胞分化 7d 的免疫荧光染色

(bar=37.5μm):A：对照组；B：0.1 mmol/L VPA 组；C：0.3 mmol/L VPA

组；D：0.5 mmol/L VPA 组；E：0.75 mmol/ L VPA 组；F：1.0mmol/L VPA

组。DAPI（蓝色）标记细胞核，GFAP（红色）标记星形胶质细胞，

tubulin-Ⅲ（绿色）标记神经元。
Fig.1 Immunofluorescence examination of differentiated NSCs at different

concentration of VPA at 7th day:A：control group;B：0.1 mmol/L VPA

group；C：0.3 mmol/L VPA group；D：0.5 mmol/L VPA group；E：0.75

mmol/ L VPA group；F：1.0mmol/L VPA group.DAPI（blue）marks nuclei，
GFAP（red）marks astrocytes，tubulin-Ⅲ（green）marks neurons.
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mmol/L VPA 第 10d 时分化神经元比例最高，之后随着 VPA 浓

度的增高和时间的延长，并未出现神经元分化比例的显著增

加，具体结果见表 1 和图 1。

a: P<0.01, 分别与同一时相点的对照组比较；b：P>0.05, 分别与同一时相点的对照组比较；c: P<0.01, 与同一组内第 10 天比较；d : P>0.05, 与同一组

内第 10 天比较

a: P<0.01, contrast with control group at the same time；b：P>0.05, contrast with control group at the same time；c: P<0.01, contrast with the same group at

10th day；d : P>0.05, contrast with the same group at 10th day

3 讨论

NSCs 的发现为中枢神经系统疾病，例如脊髓损伤、帕金森

病及脑梗塞等带来了新的希望。随着研究的深入发现只神经干

细胞能分化为特定细胞类型，来替代疾病中缺失的细胞才能发

挥其修复治疗作用。神经元是神经系统中最重要的功能载体，

一直以来如何从神经干细胞中获得足够数量的神经元，使其替

代中枢神经系统中缺失或病变的神经元成为神经科学研究者

关注的焦点[7]。
目前研究者通过基因转染，例如 Hes 基因、Sox2 基因、

Notch 信号分子以及 Wnt 信号分子等来诱导神经干细胞分化

为神经元 [8-11]。也有研究者利用各种神经营养因子如 bFGF、
VEGF 和 BDNF 等来促进神经元的生成[12-14]。但基因转染因其

安全性、致瘤性问题，神经营养因子因其获取困难等因素制约

了它们在临床中的应用。如果能找到一种药物促进神经干细胞

向神经元分化，无疑会加速神经干细胞在临床广泛应用的进

程。VPA 作为临床抗癫痫和抗抑郁一线药物，已广泛应用 40
余年。它是小分子量的短链脂肪酸，能迅速透过血脑屏障，能通

过抗细胞凋亡，抑制神经系统炎症反应发挥神经保护作用[15-17]。
近年来国外研究发现在体外细胞培养中 VPA 能通过抑制

HDAC，上调神经元生成基因 NeuroD 来促进 NSCs 向神经元

分化[18]，用含 0.1 mmol /L VPA 的培养液培养神经干细胞时发

现，微管蛋白 -Ⅲ( tubulin-Ⅲ)阳性神经元数量与对照组相比增

加，并促进了轴突的生长；星形胶质细胞数量下降，而总细胞数

量无明显变化[19]。这为利用药物从神经干细胞中获得大量神经

元带来希望。然而，VPA 促进神经干细胞向神经元分化是否跟

其剂量和作用时间有关，是否 VPA 浓度越高，作用时间越长，

获得的神经元数量就越多呢？

本研究通过对 VPA 诱导神经干细胞向神经元分化的剂量

和作用时间的观察，发现 VPA 对神经干细胞的作用有一定的

浓度和时间依赖性。在 0-0.75 mmol/L 范围内，随着 VPA 浓度

的增加，神经干细胞分化为神经元的比例增加，然而超过 0.75

mmol/L 后，随着 VPA 浓度增加分化神经元的比例并未显著增

加。这可能因为超过一定浓度剂量后，VPA 对神经干细胞的有

一定细胞毒性作用，对干细胞活性有一定程度的损伤，干细胞

分化能力减弱。同时，本研究还观察到分化后 3-10d 神经元比

例增加显著，10d 后神经元比例未见显著增加。这可能因为是

神经干细胞分化后期，分化的胶质细胞增生迅速，而神经元不

能分裂增生，导致神经元比例增速减慢。
综上所述，本研究在 VPA 促进神经干细胞向神经元分化

的研究基础上，探讨了 VPA 促进神经干细胞向神经分化的最

佳浓度和作用时间，为 VPA 与神经干细胞在临床的联合应用

提供了一定的实验依据，拓展了 VPA 的应用范围。
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