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　　［摘要］　目的　探讨抗癫痫药丙戊酸钠（ｓｏｄｉｕｍｖａｌｐｒｏａｔｅ，ＶＰＡ）对神经细胞的凋亡诱导作用及相
关机制。方法　将人神经母细胞瘤细胞（ＳＨＳＹ５Ｙ）用不同剂量 ＶＰＡ处理，流式分析细胞凋亡水平变
化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｍｃｌ１蛋白水平变化，定量 ＰＣＲ分析 Ｍｃｌ１ｍＲＮＡ与 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ水平变化，报告
基因实验检测Ｍｃｌ１启动子活性变化。用 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ抑制剂联合 ＶＰＡ处理细胞，观察 ｍｉＲ１８４ａ３ｐ
在ＶＰＡ下调Ｍｃｌ１表达中的作用及对ＶＰＡ促ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡效果的影响。结果　ＶＰＡ可促进ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞凋亡，并抑制ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１的蛋白和ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０５）。ＶＰＡ处理不影响ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞中 Ｍｃｌ１的启动子活性（Ｐ＞０．０５）。ＶＰＡ可显著增强 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的表达
（Ｐ＜０．０５），使用ｍｉＲ１４８ａ３ｐ抑制剂可减轻ＶＰＡ对Ｍｃｌ１表达的抑制作用，并减弱ＶＰＡ的促细胞凋亡效
果。结论　ＶＰＡ可能通过激活ｍｉＲ１４８ａ３ｐ／Ｍｃｌ１信号通路促进ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡。
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　　孤独症（ａｕｔｉｓｍ），又称自闭症，主要表现为社会交
往障碍、语言交流障碍、刻板行为及兴趣狭窄等。研究

表明，孤独症患者的大脑皮质结构紊乱，皮质下神经细

胞结构异常，小脑与脑干区的蒲肯野细胞萎缩或丢失，

边缘系统神经细胞发育异常且数量减少［１］。这提示

脑神经细胞发育成熟延迟及异常可能是导致孤独症发

病的重要原因。在脑发育的关键期，一些环境因素很

可能通过影响神经细胞中的关键信号通路而导致神经

元的成熟延迟或发育异常。在影响脑神经发育的诸多

环境因素中，丙戊酸钠（ｓｏｄｉｕｍｖａｌｐｒｏａｔｅ，ＶＰＡ）暴露是
一种重要的独立危险因素。ＶＰＡ是一种常用抗癫痫
药，对各种癫痫均有疗效［２］，但它的不良反应也比较

重，除常见的胃肠道反应外，还会损害儿童的认知功

能［３］。ＶＰＡ会损害儿童的学习、记忆及智力等，表现
为智商降低和学习成绩下降［４］。另外，研究表明 ＶＰＡ
还会影响胎儿脑发育，容易导致先天脑畸形［５］。那

么，ＶＰＡ究竟是通过何种机制影响脑神经细胞的功能
并最终导致孤独症发病目前还不太清楚。

　　Ｍｃｌ１是Ｂｃｌ２抗凋亡蛋白家族中一个重要成员，
通过结合促凋亡蛋白 Ｂａｋ、Ｂａｘ而发挥抗凋亡作用［６］。

研究表明，ＶＰＡ可在多种肿瘤细胞中促进 Ｍｃｌ１表达
下调并诱导细胞凋亡，但在神经细胞中是否具有类似

作用尚不清楚。本研究旨在探讨 ＶＰＡ暴露对神经细
胞中 Ｍｃｌ１表达的影响及可能机制，以期为阐明 ＶＰＡ
致儿童脑发育异常的相关机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　细胞株及培养
　　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株为人神经母细胞瘤细胞，购买自
中国科学院生物化学与细胞生物学研究所。细胞用含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基，于５％ＣＯ２、３７℃条件
下培养。

１．２　试剂及药品
　　ＤＭＥＭ培养基与胰蛋白酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，胎
牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＶＰＡ购自 Ｓｉｇｍａ公司，
ｍｉＲＮＡ提取试剂盒购自天根公司，蛋白定量试剂盒购
自碧云天公司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司，定量ＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，蛋
白分子量标准购自北京中杉公司，ｍｉＲ１４８ａ３ｐ抑制剂
购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＰＶＤＦ膜购自 ＢｉｏＲａｄ公司，Ｍｃｌ１、
ＧＡＰＤＨ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。
１．３　细胞处理
　　将细胞分为３组：①对照组用ＰＢＳ处理；②低剂量组
用０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的ＶＰＡ处理；③高剂量组用０．６ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＶＰＡ处理。处理２４ｈ后收集细胞进行分析。

１．４　细胞凋亡检测
　　ＶＰＡ处理完后，用 ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，再用
ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ标记细胞，于室温避光孵育１０ｍｉｎ，然后
经流式细胞仪检测分析。实验重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　细胞处理结束后，在冰上用ＲＩＰＡ溶液裂解１５ｍｉｎ。
于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。然后取上清，将蛋
白定量后行电泳分析，上样量为每孔总蛋白 ４０μｇ。
电泳结束后，用半干转法将蛋白从凝胶中转移至

ＰＶＤＦ膜上，在室温用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，再分别用
Ｍｃｌ１（１∶１０００稀释）与ＧＡＰＤＨ抗体（１∶５０００稀释）
４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗膜 ３次，每次 ５ｍｉｎ，然后分别
用山羊抗兔二抗（１∶１００００稀释）在室温孵育 １ｈ，最
后经ＰＢＳＴ洗膜后再用化学发光法显影曝光。
１．６　ｍｉｃｒｏＲＮＡ的提取与测定
　　根据试剂盒说明书提取 ｍｉｃｒｏＲＮＡ并利用 ｑＲＴ
ＰＣＲ进行测定，以Ｕ６基因为内参照。按照２－ΔΔＣｔ方法
对ｍｉｃｒｏＲＮＡ的相对表达量进行计算。
１．７　定量ＰＣＲ分析
　　细胞处理结束后，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，经
ＭＭＬＶ反转录酶逆转录为 ｃＤＮＡ，再利用 ＳＹＢＲ法进
行定量ＰＣＲ检测，检测结果用２－ΔΔＣｔ法分析作图。
１．８　报告基因检测
　　待细胞生长至８０％左右融合度时，将 ｐＧＬ３Ｍｃｌ１
质粒与 ｐＲＬＴＫ质粒共转染，以 ｐＲＬＴＫ／ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ
共转染作对照。转染后３６ｈ，在冰上用１×ＰＬＢ裂解液
裂解细胞２０ｍｉｎ，于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ。
然后取２０μＬ上清，加入５０μＬ萤火虫荧光素酶底物
并混匀，立即在报告基因检测系统检测荧光素酶活性，

检测完后加入５０μＬ反应终止液，继续检测海肾荧光
素酶活性。以荧光素酶活性值对海肾荧光素酶活性值

的比值进行量化分析。

１．９　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ｔ检
验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＶＰＡ促进ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡
　　为验证ＶＰＡ能否促进神经细胞凋亡，分别使用不
同浓度处理ＳＨＳＹ５Ｙ细胞２４ｈ，然后流式分析细胞凋
亡水平。结果显示，ＶＰＡ可显著促进ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋
亡（Ｐ＜０．０５），且剂量越高效果越显著（图１）。
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图１　流式细胞检测ＶＰＡ促进ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡
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Ａ：定量ＰＣＲ分析ＶＰＡ对Ｍｃｌ１ｍＲＮＡ表达的影响；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＰＡ对Ｍｃｌ１蛋白表达的影响；Ｃ：半定量分析
１：对照组；２：低剂量组；３：高剂量组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　ＶＰＡ下调ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１表达

２．２　ＶＰＡ下调ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１表达
　　为进一步分析 Ｍｃｌ１在 ＶＰＡ促 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋
亡中的作用，用不同剂量ＶＰＡ处理 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，然
后分别使用定量 ＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｍｃｌ１的
ｍＲＮＡ与蛋白水平变化。结果显示，不论是在 ｍＲＮＡ
水平还是在蛋白水平，ＶＰＡ处理可以显著下调 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１的表达（Ｐ＜０．０５），且剂量越高下
调效果越明显（图２）。
２．３　ＶＰＡ处理不改变ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１启动子

活性

　　为探讨ＶＰＡ下调 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 Ｍｃｌ１表达的
可能机制，首先克隆了Ｍｃｌ１的启动子片段，构建报告
基因载体 ｐＧＬ３Ｍｃｌ１质粒，将 ｐＧＬ３Ｍｃｌ１质粒转染
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞１２ｈ后再用 ＶＰＡ处理细胞２４ｈ，然后
以空载体ｐＧＬ３为对照，通过荧光素酶报告基因检测
系统测定报告基因活性，结果显示，ＶＰＡ处理并不能
改变ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１启动子活性（图３）。
２．４　ＶＰＡ处理上调ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ｍｉＲ１４８ａ３ｐ水平
　　在导致ｍＲＮＡ与蛋白水平均下调的诸多因素中，

ｍｉｃｒｏＲＮＡ的作用比较明确。序列对比分析发现，ｍｉＲ
１４８ａ３ｐ与Ｍｃｌ１ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ区存在互补（图４）。
因此，用 ＶＰＡ处理 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，采用定量 ＰＣＲ法
检测ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的水平变化，结果发现 ＶＰＡ处理可
以显著上调 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ水平（Ｐ＜
０．０５，图５）。
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图３　报告基因检测系统分析 ＶＰＡ对 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中
Ｍｃｌ１启动子活性的影响

７９１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



图４　序列对比分析发现 Ｍｃｌ１ｍＲＮＡ的 ３′ＵＴＲ区与
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ存在互补
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１：对照组；２：低剂量组；３：高剂量组
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，均与对照组比较

图５　ＶＰＡ处理上调ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中ｍｉＲ１４８ａ３ｐ水平

２．５　抑制 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ可逆转 ＶＰＡ对 Ｍｃｌ１的下调
作用

　　为探讨 ＶＰＡ诱导的 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ上调在其下调
Ｍｃｌ１中发挥的作用，将 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的特异抑制剂
ｍｉＲ１４８ａ３ｐａｎｔａｇｏｎｉｓｔ转染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，１２ｈ后用
ＶＰＡ处理细胞，然后分别用定量 ＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测Ｍｃｌ１的 ｍＲＮＡ与蛋白水平变化。结果显示，
ｍｉＲ１４８ａ３ｐ抑制剂可以在 ｍＲＮＡ与蛋白水平均逆转
ＶＰＡ对Ｍｃｌ１的下调作用（Ｐ＜０．０５，图６）。
２．６　抑制ｍｉＲ１４８ａ３ｐ减轻ＶＰＡ对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋

亡的诱导效果

　　为明确抑制 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ后对 ＶＰＡ诱导细胞凋
亡作用的效果，将 ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的特异抑制剂 ｍｉＲ
１４８ａ３ｐａｎｔａｇｏｎｉｓｔ转染 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，１２ｈ后再用
ＶＰＡ处理细胞，然后流式分析细胞凋亡水平。结果显
示，抑制ｍｉＲ１４８ａ３ｐ后 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡水平得到
显著减少（Ｐ＜０．０５，图７）。
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图６　ｍｉＲ１４８ａ３ｐ抑制剂逆转ＶＰＡ对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中Ｍｃｌ１表达的下调
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３　讨论

　　人群调查发现，ＶＰＡ的产前暴露会显著提高胎儿
患孤独症的风险［７］。并且，产前注射ＶＰＡ也是目前制
备孤独症动物模型的常用方法。ＶＰＡ注射产生的孤
独症模型动物不仅具有孤独症的特征行为，而且脑组

织中神经细胞的形态变化也与孤独症患者尸检报告相

似［８］。但ＶＰＡ暴露到底如何导致孤独症发病的机制
还有待深入研究。研究表明，ＶＰＡ可能通过抑制分解
γ氨基丁酸的酶活性，升高脑组织中的 γ氨基丁酸水
平，来影响抑制性神经细胞的正常信号传递功能而干

扰学习记忆过程［９］；ＶＰＡ还可能通过影响组蛋白乙酰
化水平而调节 ＡＫＴ激酶信号通路［１０］、ｍＴＯＲ信号通
路［１１］等影响脑组织的发育。本课题组研究也发现，

ＶＰＡ产前暴露可引起仔鼠脑组织中神经细胞凋亡率
增加、自噬水平下降，且该现象与孤独症的发病关系密

切［１２－１３］。并且，ＶＰＡ诱导神经细胞凋亡的机制可能与
Ｂｃｌ２的表达下调有关。本研究进一步证实，ＶＰＡ还能
通过下调Ｍｃｌ１而诱导神经细胞凋亡，而其中Ｍｃｌ１是
影响细胞凋亡的关键分子。因此，ｍｉＲ１４８ａ３ｐ／Ｍｃｌ１
信号轴可能是 ＶＰＡ诱导神经细胞凋亡的一条重要通
路。本研究使用的ＶＰＡ剂量０．３ｍｍｏｌ／Ｌ和０．６ｍｍｏｌ／Ｌ
均在临床正常用药范围之内［１４］，所以相关实验结果能够

在一定程度上反映ＶＰＡ的临床效应。
　　Ｍｃｌ１作为Ｂｃｌ２抗凋亡家族的重要成员，尽管在
结构和功能上都与 Ｂｃｌ２类似，但两种蛋白的组织分
布与表达调控都不同，提示它们在调控细胞凋亡的过

程中发挥的功能也有不同。如Ｍｃｌ１敲除鼠会导致的
胚胎发育致死，而Ｂｃｌ２敲除鼠则不会［１５］。研究表明，

Ｍｃｌ１与Ｂｃｌ２在脑组织中均有表达，且与脑组织的发
育密切相关［１６］。Ｍｃｌ１对于神经系统的发育是必不可
少的，在神经系统中条件性敲除 Ｍｃｌ１则引起神经细
胞的过度凋亡而导致神经系统不能正常发育［１７］。

Ｍｃｌ１的表达下调还是阿尔茨海默症、帕金森病等多
种神经退行性疾病发病的重要原因［１８－１９］。研究也表

明，ＶＰＡ可在胰腺癌、白血病等肿瘤细胞中下调 Ｍｃｌ１
而发挥抗肿瘤作用［２０－２１］。但 ＶＰＡ能否在神经细胞中
下调Ｍｃｌ１，以及 Ｍｃｌ１的下调是否与 ＶＰＡ的促神经
细胞凋亡作用相关尚少见报道。本研究证实，ＶＰＡ能
在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中下调 Ｍｃｌ１，且这种下调是导致
ＳＨＳＹ５Ｙ细胞凋亡的重要原因。
　　进一步的分析显示，ＶＰＡ并不能在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
中改变 Ｍｃｌ１的启动子活性，但可以通过增加 ｍｉＲ
１４８ａ３ｐ的表达来降低 Ｍｃｌ１的 ｍＲＮＡ和蛋白水平。
ＭｉｃｒｏＲＮＡ是细胞内的一种小分子 ＲＮＡ，通常与靶基

因ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ结合而促进其降解。ｍｉＲ１４８ａ３ｐ
是特异调控 Ｍｃｌ１的一种 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，对 Ｍｃｌ１ｍＲＮＡ
的调控作用在食管鳞状细胞癌细胞中已有报道［２２］。

本研究进一步确认，ＶＰＡ能够在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中通过
上调ｍｉＲ１４８ａ３ｐ的表达而下调 Ｍｃｌ１的 ｍＲＮＡ和蛋
白水平。

　　综上，本研究发现 ＶＰＡ可在 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中通
过激活ｍｉＲ１４８ａ３ｐ／Ｍｃｌ１信号轴而促进神经细胞凋
亡，相关研究结果可能为揭示ＶＰＡ在神经系统的作用
机制及可能的副作用提供理论依据。
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