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丙戊酸钠对肝癌SMMC-7721细胞增殖和细胞周期的影响
及机制

钱方方, 蒋小猛, 徐 岷, 张尤历, 徐 萍, 王晓燕, 吴 莺

®

■背景资料
丙戊酸钠(valproic 
acid, VPA)既往多
用于治疗癫痫, 目
前发现其作为一
种组蛋白去乙酰
化酶抑制剂(his-
tone deacetylase 
inhibitors, HDA-
CIs), 可诱导多种
肿瘤细胞分化与
凋亡, 对肝癌细胞
的影响目前研究
较少. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of valproic acid 
(VPA) on cell proliferation, cell cycle progres-
sion and expression of p21WAF1/CIP1 mRNA in hu-
man hepatoma cell line SMMC-7721 in vitro.

METHODS: SMMC-7721 cells were treated with 
different concentrations (0.2, 1.0 and 5.0 mmol/
L) of VPA for different durations (24, 48 and 72 
h). Cell growth was measured by MTT assay. 
Cell cycle analysis was performed by flow cy-

tometry. The expression of p21WAF1/CIP1 mRNA in 
SMMC-7721 cells treated with VPA for 72 h was 
detected by RT-PCR. 

RESULTS: Compared to the control group and 
PBS group, treatment with different concentra-
tions of VPA for different durations significantly 
reduced cell growth to a varying extent (all P < 
0.05). VPA administration suppressed cell pro-
liferation in a time- and dose-dependent man-
ner. After treatment with VPA, the percentage 
of cells in G1 phase increased significantly and 
that of cells in S phase decreased, suggesting an 
arrest in G0/G1 phrase. Significant up-regulation 
of p21WAF1/CIP1 mRNA was observed in SMMC-
7721 cells 72 h after treatment with VPA.

CONCLUSION: VPA could significantly sup-
press cell proliferation in a time- and dose-de-
pendent manner, and result in a cell cycle arrest 
in G0/G1 phase by inducing elevated expression 
of p21WAF1/CIP1 mRNA in SMMC-7721 cells.

Key Words: Valproic acid; Hepatic cancer; Histone 
deacetylase inhibitors; Proliferation; Cell cycle
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摘要
目的: 探讨丙戊酸钠(VPA)对人肝癌SMMC-
7721细胞增殖、细胞周期及对p21WA F1/C I P1 
mRNA表达的影响. 

方法: 实验分为空白对照组、PBS组、VPA 
0.2 mmol/L组、VPA 1.0 mmol/L组和VPA 5.0 
mmol/L组. 不同浓度VPA干预人肝癌SMMC-
7721细胞24 h、48 h和72 h, 采用MTT法检测
细胞存活率, 流式细胞仪检测细胞周期; 干预
72 h后, 用Real-time PCR法检测VPA干预72 h 
后p21WAF1/CIP1mRNA的表达情况. 

结果: 与空白对照组及PBS组比较, 不同浓度
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■相关报道
新 近 研 究 发 现 , 
HDACIs在转录后
水平增加p21WAF1/

CIP1的表达 ,  从而
产生抗肿瘤作用. 

的VPA作用24 h, 48 h及72 h时组肝癌SMMC-
7721细胞增殖均出现了不同程度抑制(请将具
体数据列出来P <0.05), 随着VPA药物浓度升
高, 细胞增殖抑制作用逐渐增强, 随作用时间
延长, 抑制程度逐渐增强(P<0.05). 随药物浓度
升高, G1期细胞比例逐渐增多, S期细胞比例
逐渐减少, 细胞发生G0/G1期阻滞. VPA干预肝
癌SMMC-7721细胞72 h 后, VPA组p21WAF/CIP1 

mRNA表达较空白对照组及PBS组表达明显
升高(请将具体数据列出来P <0.01). 

结论: VPA可抑制人肝癌SMMC-7721细胞的
增殖, 且呈时间及剂量依赖性, 并诱导出现G0/
G1细胞周期阻滞, 同时上调p21WAF1/CIP1mRNA
的表达. 

关键词: 丙戊酸钠; 肝癌; 组蛋白去乙酰化酶抑制

剂; 增殖; 细胞周期
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0  引言

丙戊酸钠(valproic acid, VPA)作为一种组蛋白去

乙酰化酶抑制剂(histone deacetylase inhibitors, 
HDACIs), 可诱导多种肿瘤细胞分化与凋亡, 特
别是血液系统肿瘤及神经系统肿瘤[1]. p21WAF1/CIP1

基因是目前已知的具有最广泛活性的细胞周期

抑制基因, 参与了细胞增殖、分化、衰老、凋

亡以及DNA损伤修复等多种功能的调节[2]. 新近

研究发现, HDACIs在转录后水平增加p21WAF1/CIP1

的表达, 从而产生抗肿瘤作用[3]. 本研究以人肝

癌SMMC-7721细胞系为靶细胞, 探讨不同浓度

VPA对肝癌细胞增殖、细胞周期及p21WAF1/CIP1 
mRNA表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞购买于中科院

上海细胞生物研究所细胞库; 小牛血清为美国

Gibco BRL公司产品; 丙戊酸钠和噻唑兰(MTT)
为美国Sigma公司产品; Annexin V-FITC流式

试剂盒为晶美生物公司产品; RevertAidTM First 
Strand cDNA试剂盒为立陶宛Fermentas公司产

品; Real-time PCR SYBR Green Master Mix为日

本TOYOBO公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和VPA干预: 收集对数生长期肝

癌SMMC-7721细胞按细胞量1×104/孔接种于96
孔板, 常规培养于DMEM中, 分别用VPA干预24 
h、48 h或72 h, 实验组分为空白对照组、PBS
组、VPA 0.2 mmol/L组、VPA 1.0 mmol/L组和

VPA 5.0 mmol/L组. 空白对照组的DMEM培养基

中加入等量的二甲基亚砜. 
1.2.2 MTT法检测细胞增殖情况: 细胞接种于96
孔培养板, 每组设6个复孔. VPA干预24 h、48 h
或72 h后, 每孔加入浓度为5 mg/mL的MTT溶液

10 μL, 再继续培养4 h, 弃上清后每孔加150 μL 
DMSO, 避光轻微震荡5 min使结晶充分溶解, 酶
联免疫检测仪测定吸光度A值, 检测波长570 nm, 
以不加细胞培养液孔调零. 根据A值计算细胞增

殖情况. 
1.2.3 流式细胞术检测细胞周期: 细胞接种于6孔
培养板, 每组设3个复孔. VPA干预24 h、48 h和
72 h后, 收集各组细胞, 预冷PBS洗涤细胞2次, 加
入预冷700 mL/L乙醇固定, 4 ℃过夜. 加入浓度

100 mg/L的RNase 10 μL, 浓度50 mg/L的碘化丙

啶缓冲液300 μL, 4 ℃避光孵育30 min, 流式细胞

仪(FACSCalibur, 美国Becton Dickinson公司)检
测细胞周期. 
1.2.4 Real-time PCR检测p21WAF1/CIP1mRNA的表

达: 细胞培养和处理同前, VPA干预72 h后TRIzol
法提取各组细胞的总RNA, 逆转录成cDNA, 应
用Primer 5.0软件设计引物, 由上海生物工程公

司合成. p21WAF1/CIP1引物: 5'-TTAGCAGCGGAA-
CAAGGAGT-3'和5'-AGAAACGGGAACCAG-
GACAC-3', 扩增片段为252 bp; 内参GAPDH
引物: 5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'和
5'-ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3', 扩增片段

为142 bp. PCR仪为7500型(美国Applied Biosys-
tems公司). 扩增条件为: 95 ℃ 1 min; 95 ℃ 15 s, 
60 ℃ 15 s, 72 ℃ 45 s, 共 40个循环, 实验重复3
次. 以GAPDH作为内参照, 相对表达量(RQ) = 
2-ΔΔCT, 以空白对照组mRNA表达量的均数为1, 
计算其他各组mRNA的相对表达量. 

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 应
用SPSS13.0统计软件, 多组比较进行单因素方差

分析, 两两比较进行LSD-t检验, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 VPA干预对肝癌SMMC-7721细胞增殖的影

响 VPA作用24 h, 48 h及72 h后, 与空白对照组及

PBS组比较, VPA 0.2 mmol/L组、1.0 mmol/L组
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■创新盘点
本研究发现VPA
可 抑 制 人 肝 癌
SMMC-7721细胞
的增殖, 并诱导其
出现G0/G1细胞周
期 阻 滞 .  推 断 其
可能是通过上调
p21WAF1/CIP1 mRNA
的表达进而发挥
抑增殖作用.

表  1  丙戊酸钠干预后不同时间点肝癌SMMC-7721细胞周期变化

     
分组

24 h(%) 48 h(%) 72 h

  G1期   S期   G2期   G1期   S期 G2期   G1期   S期   G2期

空白对照组 47.80± 

  2.53

32.71±

  2.35

19.49±

  0.94

49.22±

  4.35

29.21±

  2.35

21.57±

  2.26

52.23±

  0.07

29.12±

  0.09

18.64±

  0.08
PBS组 49.04±

  0.88

36.66±

  1.32

14.30±

  0.69

52.82±

  1.31

29.41±

  1.43

17.77±

  1.69

53.00±

  1.57

31.10±

  0.14

15.90±

  1.70
VPA 0.2 

mmol/L

49.04±

  1.15

32.52±

  1.51

18.44±

  2.55

49.25±

  1.63c

26.84±

  2.32c

23.91±

  3.88c

49.95±

  2.96c

29.61±

  2.98c

20.44±

  0.95c

VPA 1.0 

mmol/L

60.47±

  0.86a

23.23±

  1.81a

16.30±

  2.11

65.26±

  2.34ac

17.76±

  3.92ac

16.98± 

  1.76c

63.44±

  0.73ac

19.50±

  1.08ac

17.05±

  0.36c

VPA 5.0 

mmol/L

72.58±

  0.79a

10.12±

  0.15a

17.29±

  0.90

83.13±

  1.78ac

3.38±

  0.65ac

13.48±

  1.62c

80.44±

  1.01ac

  7.41±

  0.49ac

12.15±

  1.40ac

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.

及5.0 mmol/L组细胞增殖均出现了不同程度抑

制(P <0.05), 随VPA药物浓度升高, 细胞增殖抑制

作用逐渐增强, 同时随作用时间延长, 抑制程度

逐渐增强(P <0.05, 图1). 
2.2 VPA干预对肝癌SMMC-7721细胞周期的影

响 不同浓度VPA作用于肝癌SMMC-7721细胞

后, 在同一细胞周期, 与空白对照组及PBS组比

较, VPA 1.0 mmol/L组及5.0 mmol/L组G1期及S
期细胞比例发生统计学意义差别(P <0.05). 作用

48 h及72 h后, 不同浓度VPA组间比较有统计学

意义差别(P <0.05). 提示随药物浓度升高, G1期

细胞比例逐渐增多, S期细胞比例逐渐减少, 细
胞发生G1期阻滞. 同一药物浓度, 随作用时间延

长, 各组间未发现统计学意义差别(表1). 
2 . 3  V PA 干 预 对 肝 癌 S M M C - 7 7 2 1 细 胞 内

p21WA F/C I P1 mRNA表达的影响 不同浓度VPA
干预肝癌SMMC-7721细胞72 h 后, 发现VPA 
0.2 mmol/L组、1.0 mmol/L组及5.0 mmol/L组

p21WAF/CIP1 mRNA表达较空白对照组及PBS组
明显增加(41.0959±4.9130, 28.4341±0.7497, 
4 2 . 0 5 8 8± 4 . 1 8 8 1  v s  1 . 0 0 4 0± 0 . 1 2 6 7 , 
1.4907±0.1524), 差别有统计学意义(P<0.01, 图2). 

3  讨论

在肿瘤细胞中, 调节细胞增殖、细胞周期及凋

亡的基因通常发生突变或异常表达, 染色质重

塑及组蛋白乙酰化修饰参与决定了这些基因的

表达. 组蛋白乙酰化酶(histone acetyl transferases, 
HATs)与组蛋白去乙酰化酶(Histone deacetylases, 
HDACs)两者之间活性的平衡调控体内组蛋白

乙酰化水平. 近期研究发现, HDACIs可抑制肿

瘤细胞增殖, 诱导细胞周期阻滞及凋亡[4]. 组蛋

白作为核小体重要组成成分, 除了包装DNA分

子的作用外, 可通过乙酰化、甲基化等翻译后

修饰在调控基因表达过程中发挥重要作用, 这
称为组蛋白密码[5], 是表观遗传学新近研究热点. 
组蛋白赖氨酸残基末端低水平乙酰化状态使

图  1  不同浓度VPA干预对肝癌SMMC-7721细胞增殖的影响. 
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图  2  不同浓度VPA干预对肝癌SMMC-7721细胞内p21WAF/CIPI 
mRNA表达的影响. 1: 空白对照组; 2: PBS组; 3: 0.2 mmol/L

组; 4: 1.0 mmol/L组; 5: 5.0 mmol/L组. bP<0.01 vs  空白对照

组和PBS组; dP<0.01 vs  1.0 mmol/L组. 
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■应用要点
VPA在抗肿瘤治
疗方面可能是一
个有广泛应用前
景的药物.

得染色质保持翻译沉默, 组蛋白乙酰化改变会

中和赖氨酸残基的正极性, 使核小体结构瓦解, 
DNA折叠伸展, 一些转录因子容易和DNA接触, 
从而导致基因表达的改变[6]. 组蛋白乙酰化水平

由HATs和 HDACs两者调控. HDACs活性的异常

聚集与某些恶性肿瘤的发生、发展有关. 近期

多项研究证实, HDACIs具有抑制肿瘤细胞增殖, 
诱导细胞周期阻滞及凋亡的作用[4,7,8]. 可能机制

在于HDACIs抑制HDACs活性, 导致组蛋白高乙

酰化状态, 使得染色质保持更加开放的构型. 开
放构型的染色质引起翻译沉默路径活化或通过

募集一些阻遏蛋白抑制异常表达的基因, 进而

引起肿瘤细胞生长抑制, 细胞周期阻滞及凋亡[9]. 
VPA作为HDACIs短链脂肪酸家族的一员, 临
床上主要用于治疗癫痫. 近期多项体外研究报

道他可抑制多种肿瘤细胞的生长 ,  比如乳腺

癌、神经母细胞瘤、神经胶质瘤、白血病、

前列腺癌及膀胱癌等. 本研究发现VPA作用肝

癌SMMC-7721细胞24 h, 48 h及72 h后, VPA 
0.2 mmol/L组、1.0 mmol/L组及5.0 mmol/L组
细胞增殖均出现了不同程度抑制(抑制率2.2%-
37.0%), 随VPA药物浓度升高, 细胞增殖抑制作

用逐渐增强, 随作用时间延长, 抑制程度逐渐增

强. 本研究结果提示的VPA对肿瘤细胞增殖抑制

的时间和剂量依赖性与Byun等[10]研究VPA对膀

胱癌细胞的增殖抑制作用相一致. 
Wu等 [11]用曲古霉素A和V PA诱导人子宫

内膜基质细胞, 发现S期细胞比例减少, G0/G1

期细胞比例增多, 细胞周期发生G0/G1阻滞, 同
时P21蛋白表达增加. 张祥忠等 [12]用VPA诱导

慢性粒细胞白血病K562细胞, 同样发现VPA引

起细胞周期阻滞在G0/G1期, 处理后的细胞株

p21WAF1 mRNA表达增加. 本研究发现不同浓度

VPA作用于肝癌SMMC-7721细胞后, 随药物浓

度升高, G1期细胞比例逐渐增多, S期细胞比例

逐渐减少, 细胞发生G0/G1期阻滞. VPA处理组, 
p21WAF/CIP1 mRNA表达较空白对照组及PBS组明

显增加, 本研究结果与国内外已有研究结果一

致. 细胞周期由周期蛋白和周期蛋白依赖激酶

(cyclin-dependent kinase, CDKs)的相互作用而

完成. 尤其是G1期过渡到S期受细胞周期负调节

因子家族: 周期蛋白依赖激酶抑制因子(cyclin-
dependent kinase inhibitors, CDKIs)的调节. 一旦

细胞周期调节失控不能发现和修复损伤的DNA, 
带有遗传不稳定性的细胞继续分裂增殖, 最终

导致恶性肿瘤的发生. p21WAF/CIP1是CDKIs家族中

的一员, 他可与CDKs结合, 抑制CDK活性, 使细

胞周期发生G0/G1期阻滞, DNA复制受抑制, 从
而使受损的细胞有充分的时间进行修复[13]. 由
于p21WAF/CIP1基因在人类肿瘤细胞中很难突变, 目
前认为他是一个潜在的肿瘤抑制基因. 研究证实

VPA诱导多种肿瘤细胞系p21WAF/CIP1表达上调[14], 
机制可能为VPA使得p21WAF/CIP1启动子区域组蛋

白高乙酰化改变及在相同区域HDAC1选择性减

少, 该基因染色质重塑为转录活化的类型, 从而

导致p21WAF/CIP1转录上调. 因此p21WAF/CIP1表达上

调是VPA等HDACIs作用于p21WAF/CIP1转录的直

接后果[6]. 高表达的p21WAF/CIP1与CDKs结合, 从而

诱导细胞周期停滞. 
总之, VPA处理肝癌SMMC-7721细胞后, 细

胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂p21WAF/CIP1 mRNA
表达上调, 细胞周期发生G0/G1期阻滞, 细胞增

殖受到抑制. 本研究观察到, VPA在1.0 mmol/L
时就可以发生明显的细胞周期阻滞及增殖抑制, 
提示VPA发挥抗肿瘤效应具有高效、低剂量优

势. 有研究报道, 通过诱导肿瘤细胞重分化及重

建肿瘤细胞对凋亡刺激因子的敏感性, VPA能增

强肝癌细胞对表柔比星的化疗敏感性 [15], 提示

VPA在抗肿瘤治疗方面是一个有广泛应用前景

的药物. 
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