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利用α-突触核蛋白预制纤维作用于分化的SH-SY5Y细胞

建立帕金森病细胞模型
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摘要  目的  探讨利用α-突触核蛋白预形成纤维 （α-Syn PFF） 作用于视黄酸 （RA） 分化的SH-SY5Y细胞建立帕金森病细胞模

型的可行性。方法  将SH-SY5Y细胞随机分为未分化组和RA分化组，Western blotting检测酪氨酸羟化酶 （TH）、多巴胺转运蛋

白 （DAT）、淋巴细胞活化基因 3蛋白 （LAG3）、巢蛋白 （Nestin） 表达水平，免疫荧光染色检测微管相关蛋白2 （MAP2）、神经元特异

核蛋白 （NeuN） 表达情况。将经RA分化后的SH-SY5Y细胞随机分为control组和α-Syn PFF组，Hoechst 33342染色检测细胞核固

缩情况，一氧化氮 （NO） 含量检测试剂盒测定细胞内NO生成量，Western blotting检测TH、多聚腺苷酸二磷酸 （PAR）、多聚腺苷酸

二磷酸核糖酶 （PARP） 表达水平，免疫荧光染色检测细胞内129位丝氨酸磷酸化α-突触核蛋白 （pS129-α-Syn） 及磷酸化组蛋白

H2AX （γH2AX） 表达情况。结果   RA处理可诱导SH-SY5Y细胞胞体变小、突起变长。Western blotting结果显示，RA处理可提高

SH-SY5Y细胞TH、DAT、LAG3表达水平，降低Nestin表达水平 （P < 0.05）； α-Syn PFF处理可使分化的SH-SY5Y细胞TH蛋白表达

水平降低，PAR、PARP-1、cleaved PARP-1蛋白表达水平升高 （P < 0.05）。免疫荧光染色结果显示，RA处理能提高SH-SY5Y细胞

MAP2和NeuN表达水平 （P < 0.001）； α-Syn PFF处理可使分化的SH-SY5Y细胞γH2AX和pS129-α-Syn的表达水平升高 （P < 0.01）。

Hoechst 33342染色结果显示，α-Syn PFF处理可使分化的SH-SY5Y细胞核固缩 （P < 0.001）。NO检测结果显示，α-Syn PFF处理可

提高分化的SH-SY5Y细胞内NO含量 （P < 0.01）。结论  α-Syn PFF作用于RA分化的SH-SY5Y细胞可建立帕金森病细胞模型。
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Establishment of a cellular model of Parkinson disease by treating differentiated SH-SY5Y 
cells with α-synuclein preformed fibrils
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Abstract  Objective  To establish a cellular model of Parkinson disease by treating retinoic acid   （RA）-differentiated SH-SY5Y cells 

with α-synuclein preformed fibrils   （α-Syn PFF）. Methods  SH-SY5Y cells were divided into undifferentiated and RA-differentiated 
groups. The expression levels of  tyrosine hydroxylase   （TH），dopamine transporter   （DAT），lymphocyte activation gene 3   （LAG3），and 

Nestin proteins in the cells were detected using Western blotting，whereas those of microtubule-associated protein 2   （MAP2）  and neu-
ronal nuclei  （NeuN）  were detected using immunofluorescence staining. Furthermore，RA-treated SH-SY5Y cells were divided into control 

and α-Syn PFF groups，and their levels of chromatin condensation were detected using Hoechst 33342 staining. Nitric oxide  （NO）  levels 

were measured using a NO assay kit. Additionally，the protein levels of TH，poly （ADP-ribose）   （PAR），and poly （ADP-ribose）  poly-
merase  （PARP）  in these cells were detected using Western blotting，whereas their expression levels of phosphorylated α-Syn  （pS129-
α-Syn）  and phosphorylated histone H2AX  （γH2AX）  were detected using immunofluorescence staining. Results  Treatment with RA 

resulted in a reduction in cell body size and the elongation of protrusions in SH-SY5Y cells. The results of Western blotting showed that 
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帕金森病 （Parkinson disease，PD） 是患病率仅次

于阿尔茨海默病的神经退行性疾病，多发于老年人

群且致残性极高［1］。预计2040年全球患病人数将达

到1 420万 ［2］。α-突触核蛋白 （α-synuclein，α-Syn） 异

常聚集形成路易体及黑质致密部的多巴胺能神经

元变性是其主要病理学特征［3］。α-Syn预制原纤维

传播模型是近年来研究PD病理进程的热点模型，该

模型的PD动物在相关脑区能观察到早期的α-Syn异

常聚集并在诱导数月后出现多巴胺能神经元损伤、

α-Syn聚集体形成和运动障碍［4］。

通过脑内注射α-突触核蛋白预制纤维 （α-synu-

clein preformed fibrils，α-Syn PFF） 建立PD小鼠模型需

要6个月 ［5］，因此利用α-Syn PFF快速建立PD体外细

胞模型，对于PD发病机制及治疗药物的研究有着重

要的意义。PD研究中最广泛使用的细胞系是人神

经母细胞瘤细胞 （SH-SY5Y细胞），但该细胞不具有

成熟神经元的特征，克服该缺陷的常用方法是使用

视黄酸 （retinoic acid，RA） 将该细胞分化为具有成熟

神经元特征的细胞［6］。目前，α-Syn PFF诱导的PD细

胞模型常使用原代小鼠胚胎皮层神经元，但培养原

代小鼠胚胎皮层神经元过程较为复杂，不利于进行

PD治疗药物的筛选实验，而未分化的SH-SY5Y细胞

对α-Syn PFF损伤不敏感。因此，本研究旨在探讨使

用α-Syn PFF处理RA分化的SH-SY5Y细胞建立PD细

胞模型的可行性。

1 材料与方法

1.1  试剂与仪器 

RA购自美国Sigma-Aldrich公司，α-Syn PFF购自

美国GeneTex公司，Hoechst33342购自美国ThermoFi-

sher Scientific公司，一氧化氮 （nitric oxide，NO） 含量

检测试剂盒购自生工生物工程 （上海） 股份有限公

司，0.25%胰蛋白酶、三抗混合液、Ham’s F12培养液、

EMEM培养基、DMEM培养基、胎牛血清购自加拿

大Wisent生物技术有限公司；鼠源多巴胺转运蛋白 

（dopamine transporter，DAT） 单克隆抗体 （MAB369）、

鼠源巢蛋白 （Nestin） 单克隆抗体 （MAB5326）、兔源

酪氨酸羟化酶 （tyrosine hydroxylase，TH） 多克隆抗体 

（AB152）、兔源神经元特异核蛋白 （neuronal nuclei，

NeuN） 多克隆抗体 （ABN78）、鼠源磷酸化α-突触核

蛋白 （pS129-α-synuclein，pS129-α-Syn） 单克隆抗体 

（MABN826）、鼠源磷酸化组蛋白H2A.X （phosphoryla-

ted histone H2AX，γH2AX） 单克隆抗体 （05-636）、兔

源微管相关蛋白2 （microtubule-associated protein 2，

MAP2） 多克隆抗体 （M3696） 购自美国Merck公司；兔

源淋巴细胞活化基因3蛋白 （lymphocyte activation gene 

3，LAG3） 多克隆抗体 （16616-1-AP） 购自美国Pro-

teintech公司；兔源聚 （ADP-核糖） 聚合酶 （PARP） 单

克隆抗体 （9532） 购自美国Cell Signaling Technology

公司；鼠源聚 （ADP-核糖）  （PAR） 单克隆抗体 （AG-

20T-0001） 购自美国AdipoGen Life Science公司；辣根

过氧化物酶 （HRP） 标记的山羊抗兔二抗 （7074）、辣

根过氧化物酶 （HRP） 标记的山羊抗鼠二抗 （7076） 

购自美国Cell Signaling Technology公司。

倒置荧光显微镜购自日本Olympus公司；Mini

ChemiTM迷你型化学发光成像仪购自北京赛智创业

科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养：SH-SY5Y细胞购自美国模式培养

物集存库 （American type culture collection，ATCC），

培养于含10%胎牛血清、1%青霉素-抗真菌素混合液

的Ham’s F12和EMEM培养基中，放置于37 ℃、5%CO2

的细胞培养箱培养和传代。

1.2.2  细胞分组：RA分化实验分为未分化组及RA

RA treatment could increase the TH，DAT，and LAG3 levels and decrease the Nestin level in SH-SY5Y cells  （P < 0.05）. α-Syn PFF treat-
ment decreased the TH protein level and increased the PAR，PARP-1，and cleaved PARP-1 levels in differentiated SH-SY5Y cells  （P <

0.05）. According to the immunofluorescence results，RA treatment increased the expression levels of MAP2 and NeuN in SH-SY5Y cells  （P <

0.001）. The α -Syn PFF treatment increased the expression levels of γH2AX and pS129-α-Syn in RA-differentiated SH-SY5Y cells  （P < 

0.01）. The Hoechst 33342 staining results showed that α -Syn PFF treatment led to chromatin condensation in the differentiated SH-SY5Y 

cells  （P < 0.001）  and increased the NO levels  （P < 0.01）. Conclusion  A cellular model of Parkinson disease can be established by 

treating RA-differentiated SH-SY5Y cells with α-Syn PFF.
Keywords  Parkinson disease； α-synuclein preformed fibrils； retinoic acid； SH-SY5Y cells； cellular model
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分化组，取对数生长期的SH-SY5Y细胞，分别用不含

RA的培养基及含10 μmol/L RA的培养基培养；α-Syn 

PFF传播实验分为control组及α-Syn PFF组，取经RA

分化后的SH-SY5Y细胞，分别用不含α-Syn PFF的培

养基及含5 μg/mL α-Syn PFF的培养基培养。

1.2.3  细胞分化方案：SH-SY5Y细胞使用0.25%胰酶

消化后，重悬于含10 μmol/L RA、10%胎牛血清、1%

青霉素-抗真菌素混合液的高糖DMEM培养基中，置

于37 ℃、5%CO2的细胞培养箱培养，4 d后取出并加

入5 μg/mL的α-Syn PFF，放入培养箱继续培养4 d。

1.2.4  细胞形态学评估：当神经元细胞突起长度>50 

μm时，即认为细胞已经分化。随机选择至少100个细

胞进行显微镜成像，并使用ImageJ软件分析神经元

细胞突起长度。实验独立重复3次。

1.2.5  Hoechst 33342染色检测细胞核形态的变化：

PBS清洗细胞1次，加入7 μmol/L Hoechst 33342染色

工作液于37 ℃条件下避光孵育15 min，培养基洗涤

1次，倒置荧光显微镜下检测荧光。每组细胞随机选

择3个视野拍摄照片，实验独立重复3次，以亮蓝色

荧光细胞与总细胞数的比值作为细胞核固缩比例。

1.2.6  NO含量检测：使用NO含量检测试剂盒测定

细胞内NO水平。各组细胞经0.25%胰酶消化离心后，

提取液重悬细胞，置于冰上超声破碎，离心后取上

清液加入试剂盒内反应试剂，混匀，室温静置10 min

后使用全波长酶标仪在550 nm波长处测定吸光度

值，根据公式计算样品NO生成量，实验独立重复3

次。

1.2.7  Western blotting检测DAT、Nestin、TH、LAG3、

PAR、PARP表达情况：使用添加蛋白酶和磷酸酶抑

制剂的RIPA裂解液裂解各组处理的SH-SY5Y细胞，

取上清液进行Western blotting检测。裂解产物经SDS-

PAGE电泳分离后转移至PVDF膜上。使用5%脱脂

牛奶封闭90 min，然后添加DAT、Nestin、TH、LAG3、

PAR、PARP、β-actin （1 ∶ 1 000） 一抗4  ℃过夜孵育，

第2天使用HRP标记的IgG二抗 （1 ∶ 5 000） 室温孵

育1 h，化学发光法检测。使用ImageJ软件分析蛋白

灰度值，实验独立重复3次，以目的蛋白灰度值与内

参蛋白灰度值的比值评估目的蛋白表达量。

1.2.8  免疫荧光染色检测MAP2、NeuN、pS129-α-Syn、

γH2AX表达情况：PBS清洗细胞1次，加入4%多聚

甲醛室温固定细胞1 h，固定后PBS再次清洗，加入

0.1%Triton-X室温破膜1 h，PBS清洗后加入5%驴血

清室温封闭1 h，然后添加MAP2、NeuN、AIF、pS129-

α-Syn、γH2AX一抗4 ℃过夜孵育，第2天使用PBS清

洗后添加Alexa Fluor® 488/555荧光二抗 （1 ∶ 200） 

室温避光孵育1 h，PBS清洗，加入DAPI （1 ∶ 5 000） 

室温避光孵育5 min，倒置荧光显微镜下观察。每组

细胞随机选择3个视野拍摄照片，实验独立重复3

次，使用ImageJ软件分析荧光强度。

1.3  统计学分析 

采用SPSS 23.0统计软件处理数据，计量资料以

x-±s表示，2组间比较采用独立样本t检验，P < 0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1  RA诱导分化对SH-SY5Y细胞形态的影响

未分化组SH-SY5Y细胞呈梭形，细胞突起较

短，突起长度平均为 （16.66±2.30） μm，RA分化组

SH-SY5Y细胞胞体变小变圆，细胞突起明显变细长，

并交织成网状，形态上更接近神经元特征，细胞突

起长度平均为 （56.2±5.86） μm，与未分化组比较，差

异有统计学意义 （P < 0.001），见图1。

2.2  RA诱导分化对SH-SY5Y细胞相关蛋白表达的

影响

与未分化组SH-SY5Y细胞相比，RA诱导分化可

导致SH-SY5Y细胞的多巴胺能神经元标志物TH和

DAT表达水平增高，病理性α-Syn纤维聚集体的关键

受体LAG3表达水平增高，神经干细胞标志物Nestin

表达水平降低，成熟神经元标志物MAP2和NeuN表

达水平增高，差异有统计学意义 （P < 0.05）。免疫荧

第1期  粟璟曦等.  利用α-突触核蛋白预制纤维作用于分化的SH-SY5Y细胞建立帕金森病细胞模型

A，undifferentiated   group；B，RA-differentiated group. Scale bar = 100 

μm.

图1  未分化和经RA诱导分化的SH-SY5Y细胞形态

Fig.1  Morphologies of undifferentiated and RA-differentiated 

SH-SY5Y cells

A B



·8·

光染色结果也显示，与未分化组比较，RA分化组的

MAP2和NeuN阳性细胞数明显增多 （P < 0.001）。上

述实验结果显示，RA诱导分化可促进SH-SY5Y细胞

向多巴胺能神经元分化。见图2。

A，Western blotting showing the TH，DAT，LAG3，and nestin protein levels；B，relative expression levels of the TH，DAT，LAG3，and Nestin proteins，each 

standardized to the β-actin level；C，immunofluorescence images showing the MAP2 levels  （scale bar = 100 μm）；D，immunofluorescence images showing 

the NeuN levels  （scale bar = 100 μm）；E，quantitative analysis of the MAP2 and NeuN fluorescence intensity levels. *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001 

vs. undifferentiated  group.

图2  RA诱导分化对SH-SY5Y细胞相关蛋白表达的影响

Fig.2  Effect of retinoic acid-induced differentiation on the expression of related proteins in SH-SY5Y cells

2.3  α-Syn PFF对RA诱导分化的SH-SY5Y细胞相关

蛋白表达及NO合成量的影响 

与control组分化细胞相比，α-Syn PFF使分化的

SH-SY5Y细胞多巴胺能神经元标志物TH表达减

少，介导PARP-1依赖性细胞死亡途径的相关蛋白

PARP-1和PAR表达增加，α-Syn病理标志物pS129-α-

Syn和DNA损伤标志物γH2AX表达增加，NO合成量

增加 （均P < 0.05）。免疫荧光染色结果也显示，α-Syn 

PFF组的分化SH-SY5Y细胞pS129-α-Syn和γH2AX阳

性细胞数均呈明显上升趋势。提示α-Syn PFF可以使
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A，Western blotting showing the TH，PAR，PARP-1，and cleaved PARP-1 protein levels of differentiated SH-SY5Y cells；B，NO levels of differentiated 

SH-SY5Y cells；C，relative expression levels of the TH，PAR，PARP-1，and cleaved PARP-1 proteins，each standardized to the β-actin level；D，immuno-

fluorescence images showing the pS129-α-Syn and γH2AX levels  （scale bar = 20 μm）；E，percentages of pS129-α-Syn- and γH2AX-positive cells. *P < 

0.05，**P < 0.01，***P < 0.001 vs. control group.

图3  α-Syn PFF对RA诱导分化的SH-SY5Y细胞相关蛋白表达及NO合成量的影响

Fig.3  Effect of α-Syn PFF on the expression of related proteins and NO levels of RA-differentiated SH-SY5Y cells

RA诱导分化的SH-SY5Y细胞通过PARP-1依赖性细

胞死亡途径发生细胞死亡。见图3。

2.4  α-Syn PFF对RA诱导分化的SH-SY5Y细胞核形

态的影响

未添加α-Syn PFF的分化SH-SY5Y细胞Hoechst

33342染色呈低蓝色荧光，染色质及细胞核形态正

常，而添加了α-Syn PFF的分化细胞Hoechst 33342

染色呈亮蓝色荧光，提示细胞核染色质发生凝聚，

细胞核固缩。与control组相比，α-Syn PFF组的亮蓝

色荧光细胞数显著增加，差异有统计学意义 （P < 

0.001）。见图4。

3 讨论

2012年，LUK等［7］将α-Syn PFF应用于PD小鼠模型

的制作，建立了包括路易体病理、多巴胺能神经元丢

失和运动功能受损的小鼠PD模型，目前该模型已被

广泛用于PD发病机制和治疗药物的筛选研究。但

通过脑内注射α-Syn PFF建立PD小鼠模型至少需要

6个月的时间，利用α-Syn PFF快速建立PD体外细胞
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模型对研究PD治疗药物具有重要意义。目前常使

用α-Syn PFF处理原代小鼠胚胎皮层神经元，但从小

鼠胚胎脑组织中分离培养神经元，操作具有一定的

难度，且得到的细胞数量有限［8］。SH-SY5Y 细胞来

源于人神经母细胞瘤细胞系，具有神经元样形态和

生理特性，由于该细胞系具有许多多巴胺能神经元

的特征，已被广泛用于研究PD的细胞模型。但该细

胞在未分化状态下，主要表达不成熟神经元的标志

物，缺乏成熟的神经元生物学特性，而使用RA可将

其诱导分化为具有成熟神经元特征的细胞［9］。

A，fluorescence images of Hoechst 33342-stained differentiated SH-SY5Y cells  （scale bar = 50 μm）；B，percentage of cells with condensed nuclei. 

***P < 0.001 vs. control group.

图4  α-Syn PFF对RA诱导分化的SH-SY5Y细胞核形态的影响

Fig.4  Effect of α-Syn PFFs on the nuclear morphology in RA-differentiated SH-SY5Y cells

为比较未分化与RA诱导分化的SH-SY5Y细胞形

态学及神经元标志物的差异，本研究对上述2种细胞

进行了神经元标志物的探究和验证。TH和DAT同

为多巴胺能神经元的标志物［10］。Nestin在成熟的

神经细胞中不表达［11］。LAG3是α-Syn PFF的细胞

膜蛋白受体，可介导α-Syn PFF进行细胞间传播［12］。

NeuN在多数成熟神经元细胞中表达［13］。MAP2是

识别成熟神经元细胞体及树突的标志物［14］。本研究

结果显示，RA使SH-SY5Y细胞神经突起变得细长并

交织成网状，TH、DAT、LAG3、MAP2和NeuN表达水

平增加，Nestin表达水平减少。验证了RA分化诱导能

使SH-SY5Y细胞出现成熟神经元细胞特征的观点。

PARP-1依赖性细胞死亡是一种与DNA损伤密

切相关的调节性细胞死亡形式，已被证明与PD的发

病机制有关［15］。其主要特征是DNA损伤造成PARP-1

快速激活，刺激PAR产生，PAR携带线粒体上的AIF

进入细胞核，染色质发生溶解，细胞死亡［16］。有研

究［5］表明α-Syn PFF作用于原代小鼠胚胎皮层的神

经元时主要通过激活NO合酶造成DNA损伤，激活

PARP-1，刺激产生PAR，最终导致α-Syn在细胞内积

累和神经元死亡。为使用α-Syn PFF建立一种快速、

便捷的PD体外细胞模型，本研究使用α-Syn PFF作

用于RA分化诱导4 d后的SH-SY5Y细胞，探究α-Syn 

PFF是否也通过激活NO合酶诱导DNA损伤，从而通

过PARP-1依赖性细胞死亡途径造成RA分化的SH-

SY5Y细胞死亡。结果显示，α-Syn PFF使RA诱导分

化的SH-SY5Y细胞NO合成量增加，DNA损伤标志

物γH2AX表达水平增加，PARP-1和PAR表达水平增

加，细胞核固缩，α-Syn病理标志物pS129-α-Syn表达

水平增加，TH表达量减少。本研究结果证实了α-Syn 

PFF通过PARP-1依赖性细胞死亡途径造成RA分化

诱导的SH-SY5Y细胞死亡。

综上所述，本研究以分化后具有成熟神经元特

征的SH-SY5Y细胞及PARP-1依赖性细胞死亡为切

入点，利用α-Syn PFF建立了RA分化的SH-SY5Y细

胞损伤模型，初步证明了RA分化后的SH-SY5Y细胞

具有类成熟神经元特征，并且α-Syn PFF可能通过激

活RA分化的SH-SY5Y细胞内的NO合酶造成DNA损

伤，使PARP-1过度激活和PAR积累，从而造成细胞

死亡。
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