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摘 要：SH⁃SY5Y细胞来源于人骨髓，是神经母细胞瘤细胞系的亚克隆，其形态、生理、生化功能与人体细胞相似，可转化为神经

元样细胞，表现出一系列具有高度指导意义的神经生物学特性，且具有可简单快速地大规模扩增、可重复性、低成本维持、与原代

神经元的培养相比没有伦理问题等优势，被广泛运用于神经系统疾病的体外实验研究中。SH⁃SY5Y细胞可以制备成未分化和分

化两种形式，通过多种分化方案可使细胞分化为更接近于人体内成熟的神经元样细胞。不同的分化方案可使 SH⁃SY5Y细胞表达

不同的神经元表型，且表现出应用于不同疾病病理生理机制研究的优点和局限性，使其更适合研究神经退行性疾病，例如帕金森

病、阿尔茨海默病等。该文就SH⁃SY5Y细胞的神经分化方法及其在神经退行性疾病实验研究中的应用进行综述。
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Abstract： SH⁃SY5Y cells are a subclone of a neuroblastoma cell line derived from human bone marrow. With similar mor⁃
phological，physiological，and biochemical characteristics to human cells，SH⁃SY5Y cells can be transformed into neuron⁃
like cells，showing a range of highly instructive neurobiological characteristics. They are widely used in in vitro experimen⁃
tal studies of nervous system diseases，based on the advantages of simple and rapid large⁃scale expansion，reproducibility，
and low⁃cost maintenance and with no ethical concerns associated with primary neuron culture. SH⁃SY5Y cells can be pre⁃
pared into undifferentiated and differentiated forms. Through various differentiation protocols，SH⁃SY5Y cells can differenti⁃
ate into neuron⁃like cells which are more approximate to mature human neurons. With different differentiation protocols，SH⁃
SY5Y cells express different neuronal phenotypes，showing their pros and cons when applied in research on the pathophysio⁃
logical mechanisms of different diseases，and they are more suitable for the studies of neurodegenerative diseases，such as
Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease. This paper reviews the neural differentiation methods of SH⁃SY5Y cells and
their application in the experimental studies of neurodegenerative diseases.
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人神经母细胞瘤 SH⁃SY5Y细胞系被广泛用于神经系

统研究，该细胞系是SK⁃N⁃SH细胞系的亚系，于1970年从

4岁女性转移性神经母细胞瘤的骨髓穿刺活检中建立，该

细胞系包括两种形态上不同的细胞类型，一种为成神经

细胞，另一种为上皮样细胞。SH⁃SY是来源于 SH⁃N⁃SH
的成神经细胞亚系，SH⁃SY5是 SH⁃SY的亚系，SH⁃SY5Y
是 SH⁃SY5的亚系，经历了三轮克隆选择最终形成。SH⁃
SY5Y细胞可以制备成未分化和分化两种形式，两种 SH⁃
SY5Y细胞都被用于神经科学领域的体外实验研究。在

未分化状态下，SH⁃SY5Y细胞不能完全表现出原代神经

元的某些特征。通过向细胞培养物中添加特定化合物，

神经母细胞瘤细胞可以分化为更成熟的神经元样细胞，

表现出胆碱能、肾上腺素能或多巴胺能表型［1⁃2］。完全分

化的 SH⁃SY5Y神经细胞比其未分化的前体细胞更接近于

体内发现的成熟人类神经元［3］。此外，SH⁃SY5Y细胞可

以进行基因遗传操作，包括基于转基因的基因敲除或病

毒诱导地过表达，因此适合研究与疾病相关的基因功能。

本文阐述 SH⁃SY5Y细胞系的神经分化方法，SH⁃SY5Y细

胞在神经退行性疾病，尤其在帕金森病、阿尔茨海默病

（Alzheimer’s disease，AD）等实验研究中的应用。

1 SH⁃SY5Y细胞的神经分化

未分化的 SH⁃SY5Y细胞形态特征为神经母细胞样、

未极化的胞体，突起少而截断。这些细胞倾向于成簇生

长，并可能形成团块。未分化的 SH⁃SY5Y细胞持续增殖，

表达不成熟的神经元标记，缺乏成熟的神经元标记［1］。
SH⁃SY5Y细胞经过不同的分化方法可以分化为胆碱能、

肾上腺素能或多巴胺能表型，分化的特征是细胞增殖停

止，以及形态、生化和功能改变。形态学上，细胞突起明

显延长；生化变化包括神经递质、神经调节剂、酶活性、神

经组织特异性蛋白和囊泡蛋白的增加［4］；从功能上讲，细

胞的膜电位增加，导致细胞兴奋性增强［5］。
多种化合物可诱导 SH⁃SY5Y细胞分化，常用的分化

剂有维甲酸（retinoic acid，RA）、十四烷基佛波醇醋酸酯

（tetradecanoylphorbol acetate，TPA）、脑源性神经营养因

子（brain⁃ derived neurotrophic factor，BDNF）［6⁃7］。另外，

神经生长因子（nerve growth factor，NGF）、星形孢子素、

17β⁃雌二醇、胆固醇、二丁酰环磷腺苷（dibutyryl cyclic
AMP，dbcAMP）、胰岛素样生长因子 1（insulin⁃like growth
factor 1，IGF⁃1）、胰高血糖素样肽⁃1（glucagon⁃like peptide
⁃1，GLP⁃1）等也可诱导SH⁃SY5Y细胞分化［8⁃10］。

不同的分化剂组合，不同的培养环境也可促进细胞

分化为更接近于体内的成熟人类神经元，分化后的 SH⁃
SY5Y细胞表现出不同的生化和功能改变。SH⁃SY5Y细

胞经过逐渐去除血清，添加 RA、BDNF和细胞外基质蛋

白，以及连续裂解来筛选分化的成熟贴壁神经元形成完

全分化的 SH⁃SY5Y神经元，比未分化的细胞更接近于成

熟人类神经元［3］。BDNF是轴突标志物 tau和树突状微管

相关蛋白 ⁃ 2（dendritic microtubule ⁃ associated protein ⁃ 2，
MAP2）表达的关键驱动和调节因子，BDNF促进突触发生

和突触连接的形成。在RA处理下，SH⁃SY5Y细胞形成基

本的轴突，但是在RA⁃BDNF联合作用下，SH⁃SY5Y细胞

分化并显示出分子不对称和大量神经元标志物的表达，

RA⁃BDNF对 SH⁃SY5Y细胞的序贯调节导致了形态和分

子的快速极化，模拟了真实神经元的分化［11］。另外，

Goldie等［12］通过对 SH⁃SY5Y细胞的基因表达和转录后调

控环境的研究发现，全反式 RA（all⁃trans RA，ATRA）和

BDNF的序贯调节分化诱导关键突触基因，脑特异性miR⁃
NA和miRNA生物发生机制的表达以及乙酰胆碱酯酶活

性显著增加，产生更多具有显著特征的成熟神经元细胞

群体。相比之下，仅由ATRA诱导的变化似乎在未成熟

的神经母细胞和成熟的神经元之间产生了一种中间表

型，并且可能是研究发育中神经元的合适模拟物。而

Strother等［13］提出了一种新颖、简单、无 BDNF的技术，即

使用RA诱导细胞分化，将 SH⁃SY5Y细胞在含 5⁃氟脱氧尿

苷、铁强化小牛血清或市售血清替代品（SR⁃2）的培养基

中培养，形成了 SH⁃SY5Y细胞的有效分化和长期培养。

此外，在无血清培养条件下，RA和 GLP⁃1可诱导 SH⁃
SY5Y细胞分化为形态和生理成熟的谷氨酸和多巴胺能

神经元［10］。用RA预处理然后进行 ECM凝胶培养，并结

合 BDNF、神经调节蛋白 β1、NGF和维生素 D3处理可产

生与成人神经元明显相似的可持续细胞［8］。SH⁃SY5Y细

胞生长在层粘连蛋白包被的玻璃片上，用RA处理后，显

示出良好的神经元分化的形态，并强烈附着在玻片上（作

为下游功能分析中稳定的细胞间连接的一部分），使其适

合于研究突触分子［14］。以人神经干细胞条件培养液为诱

导剂，与RA联合诱导 SH⁃SY5Y细胞向神经元分化，SH⁃
SY5Y细胞在 3 d内就足以产生神经元，显著缩短了 SH⁃
SY5Y细胞产生神经元分化所需的时间，而且能显著提高

SH⁃SY5Y细胞中神经元的比例［15］。利用与基质细胞系

PA6的共培养系统可以更容易，更快速地诱导 SH⁃SY5Y
细胞分化为与成熟原代神经元非常接近的特性，这种分

化加快了速度，缩短了时间，能够获得足够分化的细胞以

供实验使用［16］。
2 SH⁃SY5Y细胞在神经退行性疾病中的应用

人神经母细胞瘤细胞系 SH⁃SY5Y是研究神经退行性

疾病的常用细胞系。神经分化的 SH⁃SY5Y细胞表达神经

元特异性标志物，更适用于帕金森病、阿尔茨海默病等的

生化、毒理学研究。

2. 1 帕金森病

帕金森病（Parkinson’s disease，PD）的特征是黑质多

巴胺能神经元的死亡，鱼藤酮、1⁃甲基⁃4苯基⁃1，2，3，6⁃四
氢吡啶（1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃1，2，3，6⁃tetrahydropyridine，
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MPTP）和 6⁃羟基多巴胺（6⁃hydroxydopamine，6⁃OHDA）等

毒素可引发与运动和行为改变相关的黑质多巴胺能神经

元死亡，被广泛应用于帕金森病实验模型。SH⁃SY5Y细

胞的未分化和分化两种形式都被广泛应用于帕金森病的

研究，但是哪种细胞是最合适的模型仍在争论中。通过

比较未分化的 SH⁃SY5Y细胞和分化的 SH⁃SY5Y细胞的

大量神经元标志物，以及对PD神经毒素1⁃甲基⁃4苯基⁃吡
啶离子（1⁃methyl⁃4⁃phenyl⁃pyridinium ion，MPP+）和 6⁃OH⁃
DA的反应性，Cheung等［17］发现未分化的 SH⁃SY5Y细胞

在RA分化后多巴胺能特性没有改变，但对帕金森神经毒

素的敏感性降低，因此认为未分化的 SH⁃SY5Y细胞可能

更适合作为实验性 PD研究的模型。而 Lopes等［2］将 SH⁃
SY5Y细胞RA分化后，分化细胞在分化后第 4天、第 7天
和第 10天中神经元标志物酪氨酸羟化酶（tyrosine hydrox⁃
ylase，TH）、神经元特异性烯醇化酶（neuron⁃specific eno⁃
lase，NSE）和 神 经 元 核 蛋 白（neuronal nuclei protein，
Neun）的免疫含量明显高于未分化细胞，在分化的第 7天
和第 10天，对神经毒素 6⁃OHDA的敏感性增加，因此认为

第 7天RA分化的 SH⁃SY5Y细胞是研究PD病理生理基础

的分子和细胞机制的更合适的实验模型。

MPP+或鱼藤酮诱导的毒性机制取决于不同的分化细

胞类型，应用RA、佛波酯 12⁃肉豆蔻 13⁃醋酸酯（phorbol 12
⁃myristate 13⁃acetat，PMA）和BDNF诱导 SH⁃SY5Y细胞分

别分化为胆碱能乙酰胆碱转移酶（choline acetyltransfer⁃
ase，ChAT）阳性表型及多巴胺能 TH阳性表型。氧化应

激在多巴胺能表型中占主导地位，而炎症介质在胆碱能

表型中占主导地位，两种分化细胞在暴露于线粒体毒素

的情况下都表现出钙蛋白酶的激活［18］。有研究者认为，

RA处理 SH⁃SY5Y细胞诱导促进一般神经元样表型和主

要多巴胺能特征的分化程序。RA分化的 SH⁃SY5Y细胞

能够摄取MPP+，很可能是通过多巴胺和去甲肾上腺素转

运蛋白，其模仿体内多巴胺能神经元摄取MPP+，因此，检

测MPP+在RA分化的神经元样细胞中的作用，可能会更

准确地模拟 PD脑中多巴胺能神经元的线粒体功能障

碍［19］。而另有研究者认为，RA+TPA诱导分化的 SH⁃
SY5Y细胞表现出更明显的多巴胺能表型，表现出与体内

多巴胺神经元相似的MPP+毒性特征。与RA+TPA分化细

胞相比，RA分化细胞对多巴胺的摄取明显减少，对MPP+
的毒性不敏感，且对MPP+的毒性不受多巴胺转运蛋白阻

滞剂的抑制。RA+TPA分化的SH⁃SY5Y细胞为探索MPP+
引起的细胞死亡机制提供了一种更可行的模型［20］。分化

的 SH⁃SY5Y细胞暴露于低剂量鱼藤酮模型模拟了早期帕

金森病的变化，可能有助于筛选该疾病阶段的神经保护

疗法，特别是那些可能防止突起回缩和路易神经突起形

成的初始病理的疗法［21］。
α⁃突触核蛋白（α⁃synuclein）是帕金森病的主要成分。

α⁃synuclein可以与多巴胺转运蛋白相互作用，减少底物

摄取，调节多巴胺传递，从而影响神经元功能。过表达的

α⁃synuclein可以形成 α⁃synuclein聚集体，诱导 SH⁃SY5Y
细胞的细胞毒性和凋亡。在亚铁存在的情况下，RA和

BDNF诱导神经元分化促进胞浆内α⁃突触核蛋白阳性包

涵体的形成，这些包涵体与人路易体有相同的基本免疫

病理特征［22］。Song等［23］设计了表达人突变型 A53T α⁃
synuclein的质粒转染 SH⁃SY5Y细胞，证明了作为研究 PD
突触核蛋白异常聚集的细胞模型，SH⁃SY5Y细胞中类似

突触核蛋白异常调节通路的完整性。Vasquez等［24］建立

并鉴定了一个含有 Tet⁃on SNCA cDNA盒的 SH⁃SY5Y细

胞系，它不仅避免了高水平的 α⁃synuclein对分化的不利

影响，而且允许在神经元分化之前／之后有控制的、有条

件的和可重复的 α⁃synuclein的过度表达，与其他常规使

用的细胞模型相比，这种可诱导的神经细胞系为PD和其

他帕金森病样突触病变提供了一个可靠和更相关的细胞

模型。Pantazopoulou等［25］研究了在诱导表达人 α⁃synu⁃
clein神经分化的 SH⁃SY5Y神经母细胞瘤细胞中，重组α⁃
突触核蛋白预制纤维（PFF）诱导α⁃synuclein组装的周转。

这一成熟的细胞模型可以被证明是评估α⁃synuclein组件

的聚集和周转以及不同翻译后修饰（即磷酸化、泛素化、

截断、磺酰化）的作用及其对寡聚化的影响的重要工具，

并可以进一步筛选影响α⁃synuclein聚集、清除、分泌和细

胞间传递的修饰物。

2. 2 阿尔茨海默病

AD的特点是认知功能减退，并伴有胆碱能神经元的

特定变性。组织学上，AD的主要病理特征有2个：神经纤

维缠结和淀粉样蛋白⁃β（Aβ）的细胞外沉积。AD体外模

型的一个重要特征是基于表达AD相关基因的人胆碱能

神经元的产生，形成 tau磷酸化及Aβ沉积病理生理学相

似的体外模型有助于研究AD疾病机制及筛选神经保护

药物等。RA分化后，SH⁃SY5Y细胞获得了胆碱能样表

型，适合作为研究Aβ暴露对胆碱能影响的细胞模型［26］。
在RA+BDNF处理的细胞中，我们观察到胆碱能标志物的

高表达和酶活性。联合使用亚致死剂量的冈田酸和可溶

性Aβ寡聚体处理分化的 SH⁃SY5Y细胞，提供了一种与最

初受AD影响的胆碱能神经元的病理生理学相似的体外

模型［27］。dbcAMP对去甲肾上腺素能表型的处理和RA+
BDNF对胆碱能表型的处理增加了细胞对Aβ42毒性的易

感性，dbcAMP分化和RA+BDNF分化的 SH⁃SH5Y细胞可

能为进一步研究Aβ的毒性机制以及筛选保护神经细胞

免受Aβ毒性作用的化合物提供依据［28］。RA+TPA分化

的多巴胺能 SH⁃SY5Y细胞具有对Aβ介导的毒性具有高

度抗性的特点，RA+TPA分化细胞可用于揭示Aβ耐受的

机制，有助于更好地理解AD的神经退行性变和神经保护

作用［6］。闫宇辉等［29］采用APP基因转染 SH⁃SY5Y细胞模
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拟 Aβ沉积致阿尔茨海默病的细胞模型，进而探究药物的

神经保护作用。在 RA+BDNF分化的 SH⁃SY5Y细胞中，

tau的含量和磷酸化状态均增加，这与形态学上明显的突

起生长一致。RA+BDNF分化的 SH⁃SY5Y细胞可作为研

究 tau磷酸化机制和筛选潜在的GSK3β抑制剂的合适模

型［6］。Agholme等［8］将 SH⁃SY5Y 细胞用RA预处理，然后

在培养基中加入 BDNF、NRG、NGF和VitD3的 ECM凝胶

培养分化为神经元样细胞，显示出成熟神经元的形态和

生化特征，tau的表达水平与成人大脑相当，这种细胞体

外模型可用于阿尔茨海默病的研究。

3 小结

SH⁃SY5Y细胞来源于人骨髓，是神经母细胞瘤细胞

系的亚克隆，通过不同的分化方法可以使 SH⁃SY5Y细胞

分化为更成熟的神经元样表型，表现出一系列极具指导

性的神经生物学特性，从而促进对神经元细胞和分子机

制的研究。SH⁃SY5Y细胞广泛应用于神经退行性疾病的

实验研究，不同的分化导致细胞代谢和特定神经元特征

的差异，因此，不同的分化方案可使 SH⁃SY5Y细胞表达不

同的神经元表型，且能让 SH⁃SY5Y细胞应用于不同疾病

病理生理机制研究的优点和局限性表现出来，选择分化

方案显得至关重要。另外，基因方法也应用于 SH⁃SY5Y
细胞的功能研究中，以靶向与疾病相关的一种或多种途

径。这些对不同的分化 SH⁃SY5Y细胞模型的正确利用将

更有利于神经退行性疾病的病理机制及疾病的药物治疗

研究。
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