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摘要  c-Jun二聚化蛋白(JDP2)是AP-1家族成员, 参与基因的转录抑制. 为探讨JDP2在神经母细胞瘤分
化过程中的作用, 构建了稳定整合有JDP2 全长编码区的SH-SY5Y细胞株(SY5Y-JDP2). 实验结果显示, 
 JDP2 能促进SH-SY5Y细胞的分化. 与对照细胞相比, SY5Y-JDP2 细胞在S期比例降低, 生长速率迟缓, 
并且表现p21 高水平表达, 在分化过程中cyclin D1 降低. 由此可见, JDP2 对生长的抑制作用可能是
SH-SY5Y细胞撤出细胞周期进入分化的主要原因.  
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神经母细胞瘤是发生在儿童中的一种常见的恶

性肿瘤 . 神经母细胞瘤细胞衍生于肾上腺髓质或交
感神经细胞的神经嵴细胞[1]. SH-SY5Y细胞是人神经
母细胞瘤细胞系SK-N-SH中的一个克隆 , 具有交感
神经节细胞的某些特性. 许多分化诱导剂, 包括维甲
酸(RA)、佛波醇酯(TPA)等均能诱导SH-SY5Y细胞分化
成神经元样细胞[2~4]. 因此, SH-SY5Y细胞是研究RA
诱导神经母细胞瘤分化机制的理想模型[5,6].  

c-Jun二聚化蛋白 2 (JDP2)是转录因子AP1 家族
成员. JDP2蛋白可以形成同源二聚体, 也可以与其他
AP1家族转录因子(如c-Jun, JunB, JunD, ATF-2等)结
合形成异源二聚体, 从而抑制这些转录因子的功能[7]. 
作为AP-1 家族的抑制因子, JDP2 首先被发现可以促
进肌肉细胞的分化[8], 而JDP2对RA诱导的F9细胞分
化具有抑制作用[9]. 因此, 本文主要探讨JDP2蛋白对
神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞神经分化的影响 , 以进
一步揭示JDP2蛋白的生物学功能.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 材料.  全反式维甲酸(ATRA), G418, MTT, 

碘化丙啶及二甲基亚砜(DMSO)均为Sigma公司产品. 
RPMI-1640 培养基为Gibco-BRL公司产品. TRIzol, 
M-MLV逆转录酶、脂质体Lipofectamine2000和pcDNA6
为Invitrogen公司产品. 抗cyclinD1 和抗Actin多克隆
抗体及抗p21 单克隆抗体均为Santa-Cruz公司产品. 抗
Neuronal Class Ⅲβ-tubulin (TuJ1)单克隆抗体购自
Covance公司. 辣根过氧化物酶标记的二抗购自中山 

生物技术公司. Oligo(dT)18和PCR引物由上海生工生 
物技术公司合成. pEGFP-N1质粒为 ClonTech生物技 
术公司产品.  

(ⅱ) 细胞培养和 RA处理.  SH-SY5Y细胞按参 
考文献 [10]中方法培养. RA处理时, 加入终浓度 10  
μmol/L RA, 未用 RA 处理的细胞中以 DMSO 代替 
RA.  

(ⅲ) 稳定整合细胞株的建立.  JDP2 cDNA编码 
区片段基本参照Sambrook等人 [11]的RT-PCR方法从 
SH-SY5Y 细胞中获得. 采用 TRIzol 法提取细胞总 
RNA, 取 10 μg总RNA进行逆转录. 逆转录反应体系 
含: 4 μL 5×逆转录缓冲液, 1 μL dNTP (各 10 μmol/L),  
20 U RNasin, 2 μL 50 μmol/L Oligo(dT)18, 2 μL 0.1  
mol/L DTT, 10 μg细胞总 RNA, 200 U M-MLV逆转录 
酶, 37℃反应 1 h, 94℃加热 5 min. JDP2 cDNA经两轮 
PCR扩增. 第一轮 PCR反应体系 20 μL含: 7 μL逆转 
录产物, 2 μL 10×PCR 缓冲液, 1.2 μL 25 mmol/L  
MgCl2, 上下游引物各 1 μL (上游引物: 5′-GGATCC-  
ATGATGCCTGGGCAGATCC-3′, 下画线处为 BamHⅠ 
酶切位点; 下游引物: 5′-GAATTCACTTCTTCTCGA-  
GCTGCT-3′, 下画线处为 EcoRⅠ酶切位点), 2 μL 2.5  
mmol/l dNTP, 2.5 U Taq DNA聚合酶. 扩增条件为:  
94℃变性 5 min; 94℃, 1 min, 57℃, 45 s, 72℃, 45 s,  
30次循环; 72℃延伸 10 min. 将稀释 100倍的第一轮 
PCR 产物为模板进行第 2 轮 PCR 扩增, 退火温度变 
为 60℃, 其他条件不变. 508 bp JDP2 cDNA片段定向 
插入真核表达载体 pEGFP-N1中(pEGFP-JDP2). 采用 
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脂质体Lipofectamine2000转染法将pEGFP-N1-JDP2 
质粒转染 SH-SY5Y细胞, 37℃培养 24 h后换用含 150  
μg/mL G418(致死浓度)的培养基继续培养 3周, 其间 
每隔两天换一次液 , 将能够存活下来的细胞采用流 
式细胞分选后即得到稳定整合的 SH-SY5Y 细胞株.  
荧光显微镜下稳定转染细胞呈现明显的绿色荧光.  

(ⅳ )  细胞转染与 Western 印迹分析 .   质粒 
pcDNA6, pEGFP-N1 和 pEGFP-JDP2 以 Lipofecta-  
mine2000说明书中方法进行转染. Western印迹分析方 
法见参考文献[12].  

(ⅴ) 半定量RT-PCR.  基本参照文献[13]进行, 用 
来检测 SH-SY5Y细胞中神经分化的标志基因中分子量 
神经纤维蛋白基因(middle molecular weight-neuro-fila- 
ment protein, nf-m)和神经特异的烯醇酶基因(neuron-  
specific enolas, nse)的表达水平. 对照细胞和过表达 
JDP2 的细胞在 RA 处理相应时间后提取总 RNA, 测 
定浓度后调整到同一浓度, 取 10  μg 等量的 RNA 进 
行 RT-PCR反应. 逆转录反应体系为: 4 μL 5×逆转录 
缓冲液, 1 μL 4×dNTP (各 10 μmol/L), 20 U RNasin, 2  
μL 50 μmol/L Oligo(dT)18, 2 μL 0.1 mol/L DTT, 10 μg 
细胞总 RNA, 加 DEPC水至 19 μL. 将反应体系于 65℃ 
加热 5 min 后置冰上, 然后加 200 U M-MLV 逆转 
录酶, 37℃反应 1 h, 94℃加热 5 min使 M-MLV逆转 
录酶灭活 . PCR 扩增体系 : 4 μL RT 产物 , 2 μL  
10×PCR缓冲液, 1.2 μL 25 mmol/L MgCl2, 10 μmol/L  
5′及 3′引物各 2 μL, 2 μL 2.5 mmol/L dNTP, 1 U Taq  
DNA聚合酶. nse基因的 5′引物序列为: 5′-CTATCC-  
TGTGGTCTCCATTG-3′, 3′引物序列为: 5′-CCTC-  
AATTCTCATGAGCTGG-3′; nf-m基因 5′引物序列为:  
5′-TGGGAAATGGCTCGTCATTT-3′, 3′引物序列为:  
5′-CTTCATGGAAGCGGCCAATT-3′; actin 基因 5′引 
物序列为: 5′-TGACCCAGATCATGTTTGAG-3′, 3′引 
物序列为: 5′-GAGGAG- CAATGATCTTGATC-3′. 扩 
增条件为: 94℃, 1 min, 55℃或 58℃, 45 s (55℃为扩 
增 nse, 58℃为扩增 nf-m和 actin), 72℃, 1 min, 35次 
(扩增 nse和 nf-m)和 25次(扩增 actin)循环; 72℃延伸 
10 min. 取相同体积的 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电 
泳分离分析. 

(ⅵ) 流式细胞仪分析.  将 1×106 SH-SY5Y细胞 
用 PBS洗两次, 然后依次用 0.25%胰酶及 0.2 mmol/L  
EDTA室温消化 30 s; 4℃, 1000 r/min离心 5 min, 收 
集细胞; 再用 PBS洗两遍后, 加 250 μL PBS重悬细 

胞, 再加 750 μL无水乙醇, 混匀后 4℃放置至少 16 h. 
检测前, 离心沉淀细胞, 用 PBS洗两遍, 用 500 μL PBS 
重悬, 然后加入 50 μg/mL 碘化丙啶(PI)和终浓度为
20 μg/mL的 RNase A, 37℃消化 30 min后, 用 Coulter 
EPICS-XL流式细胞仪进行检测.  

(ⅶ) MTT分析.  基本参照文献[14]进行. 在 96
孔板中接种 4 × 103个细胞/孔. 培养 1 d后加入 10 
μmol/L RA 处理相应天数. 向每孔加入MTT溶液至
终浓度为 0.5 g/L, 37℃继续培养 4 h, 吸弃培养基, 向
每孔中加入 150 μL DMSO, 振荡 10 min, 使结晶物充
分溶解, 然后在酶联免疫监测仪(Ceres 900 micro titer 
plate reader, Bio-Tek Instruments Inc.)上测定 490 nm
波长下各孔的光吸收值. 每组实验重复 3 次, 每次做
3个平行样品. 结果以与对照细胞之比的百分数表示. 
数值和标准差来自 3次独立实验.  

2  结果与讨论 
2.1  JDP2诱导 SH-SY5Y细胞分化 

转染 pcDNA6和 pEGFP空载体的 SH-SY5Y细胞
与非未经转染的表现相似的形态 , 细胞呈现圆形或
稍长 . 而稳定转染 JDP2 的 SH-SY5Y 细胞(SY5Y- 
JDP2)呈现类似神经元的突触, 提示 SY5Y-JDP2细胞
发生自发分化. 经 RA诱导 4 d后 SY5Y-JDP2细胞长
出更长的突触(图 1). 这些结果提示, 过表达 JDP2能
促进 SH-SY5Y细胞向神经细胞方向分化.  

为检测 JDP2 对神经母细胞瘤分化的作用, 使用 

 
图 1  转染 JDP2引起 SH-SY5Y细胞形态变化 

10 µmol/L RA分别处理 0, 2和 4 d的细胞形态学观察. 标尺示 30 µm 
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半定量RT-PCR的方法检测了神经分化标志基因nse
和nf-m的RNA表达水平(图 2). 结果发现, RA处理前, 
nf-m和nse在SY5Y-JDP2 细胞中均有表达 ,  而在
SH-SY5Y细胞中只检测到微量的  nse. 当用 10 µmol/L 
RA处理细胞 4 d后, nf-m和nse基因在两组细胞中表达
水平均升高, 但在JDP2 稳定整合细胞系中nf-m和nse
的表达水平增加更明显 . 神经纤维蛋白属于中间纤
维蛋白家属成员. 在神经细胞中有 3种由主要神经纤
维蛋白(NF-L, NF-M和NF-H)组成的异源多聚体. 它
们是神经突触最丰富的细胞骨架组分. NSE也是一种
神经元标志蛋白, 存在于人体的神经母细胞瘤、神经
节神经母细胞瘤、神经节细胞瘤以及包括SH-SY5Y在
内的培养的神经母细胞瘤细胞中. 神经母细胞瘤细胞
在分化试剂的作用下诱导表达NSE和NF-M [15,16] . 在
RA的诱导下 70%神经母细胞瘤细胞可以分化成神经
元样表型, 并伴随着NSE和NF-M的表达增加 [3]. 为显
示SH-SY5Y细胞和SY5Y-JDP2 细胞的差异, 应用另一
种特异的神经分化标志蛋白β-tubulin (TuJ1)进行免疫
荧 光 分 析 .  结 果 显 示 ,  S H - S Y 5 Y 细 胞 

 

 

 
图 2  JDP2对 SH-SY5Y细胞中神经标志基因表达的影响 
(a) 半定量 RT-PCR 分析 SH-SY5Y 细胞中 nf-m 和 nse 的表达水平. 
SY5Y示 SH-SY5Y细胞; SY5Y-JDP2示 SY5Y-JDP2细胞. 两组细胞分别
用10 μmol/L RA处理0, 2, 4 d. actin作为上样对照. (b) 免疫荧光染色检测
SH-SY5Y 细胞和 SY5Y-JDP2 细胞内神经特异 β-tubulin (TuJ1, 红色) 

的表达 

中 TuJ1 表达水平非常低, 而在 SY5Y-JDP2 细胞中
TuJ1 表达水平很高并能被清楚地观察到 . SY5Y- 
JDP2 细胞在形态上的变化以及神经特异标志基因的
高表达提示 JDP2 在促进 SH-SY5Y 细胞分化上发挥
作用. 

2.2  SY5Y-JDP2细胞的增殖和细胞周期调控 

已有研究报道, JDP2 可能通过细胞周期阻滞来
促进骨骼肌细胞分化[8]. 在神经母细胞瘤细胞分化过
程中, 撤出细胞周期也是一个关键的步骤. 因此我们
使用流式细胞仪和MTT方法检测了JDP2 对细胞周期
和增殖的影响(图 3). 流式细胞仪检测结果表明, 在
RA处理前, 处于S期的SY5Y-JDP2只占(19.3 ± 1.5)%, 
而在SH-SY5Y细胞以及转染EGFP的SH- SY5Y细胞
中S期比例约为 27% (图 3(a)和(b)). RA处理过程中, 3
组细胞处于S期的比例都逐渐降低, 其中SY5Y-JDP2
细胞一直保持在最低的水平 . MTT分析也显示 , 
SY5Y-JDP2 细胞增殖相对速率只有对照细胞的
75%(图 3(c), 0 d). 然而, RA诱导 4 d后, SY5Y- JDP2
细胞与对照细胞生长速率的增殖速率逐渐接近相同

的水平(图 3(c), 2和 4 d).  
上述结果提示, 在无 RA 的条件下或在 RA 处理

的早期, JDP2对 SH-SY5Y细胞的增殖有显著的影响. 
在无 RA的条件下, JDP2使 SY5Y细胞在形态学上出
现神经细胞的某些特征 , 并伴随着神经标志基因的
高表达. 因此过表达 JDP2可能诱导了 SH-SY5Y细胞
的神经分化. 我们发现, 在 RA处理初始, SY5Y-JDP2
细胞具有明显的分化特征, 但在 RA 处理 4 d 后, 
SY5Y-JDP2 细胞与对照组细胞越来越相似. 这提示
JDP2主要在 SH-SY5Y细胞分化早期起作用.  

流式细胞仪检测的结果显示, RA 诱导前处于 S
期的 SY5Y-JDP2细胞的比例(图 3(b))与 RA诱导后的
处于 S期的 SY5Y-JDP2的比例相似, 提示 JDP2可能
通过调控细胞周期促进细胞分化. 作为 AP-1 的抑制
因子, JDP2 可能参与调控生长相关基因的表达从而
减缓细胞周期的进程. 

2.3  p21和 cyclin D1对 SY5Y-JDP2细胞的调控  

已有报道显示 , 在骨骼肌成肌细胞诱导分化过
程中, 细胞周期激活因子的表达水平降低、抑制因子
表达水平升高是分化的关键步骤之一[17]. 因此, 我们
进一步检测了两种主要的细胞周期调控蛋白——细
胞周期素依赖的激酶抑制蛋白p21 和细胞周期素  
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图 3  JDP2对 SH-SY5Y细胞增殖和细胞周期的影响 

(a) 流式细胞术检测 RA 处理后细胞周期变化. 数值显示 RA 处理过程中处于 S 期细胞所占细胞总数比例. SY5Y-EGFP, pEGFP-N1 瞬时转染的
SH-SY5Y细胞; SY5Y-JDP2, pEGFP-JDP2稳定转染的 SH-SY5Y细胞. (b) 流式细胞术检测 RA处理不同时间的 3组细胞中 S期所占比例, 数值
为 3次独立实验结果的平均值. (c) MTT分析 SH-SY5Y细胞和 SY5Y-JDP2细胞 RA处理过程中增殖变化. 0 d表示未加 RA的对照细胞, 2和 4 d 

分别表示 10 μmol/L RA处理 2和 4 d的细胞. 未处理的 SH-SY5Y细胞设为 100% 

 
cyclin D1 在 SY5Y-JDP2细胞中的表达水平. 结果发
现, 与未转染 JDP2 的 SH-SY5Y 细胞相比, SY5Y- 
JDP2细胞表达高水平的 p21, 而 cyclin D1表达水平
在两组细胞中几乎相等(图 4, 0 d). 在 RA诱导后, p21
在两组细胞中均增加, cyclin D1均降低, 但是 SY5Y- 
JDP2细胞中 p21增加不明显, 而 cyclin D1急剧降低
(图 4, 4 d). 由于细胞周期阻滞是细胞分化的前提, 因
此 JDP2 在分化早期的作用可能与调控细胞周期有
关.  

 
图 4  JDP2对 SH-SY5Y细胞中 p21和 cyclinD1表达的影响 
Western 印记分析 RA 处理不同时间的 SH-SY5Y 细胞和 SY5Y-JDP2
细胞中 p21 和 cyclinD1 的表达. SY5Y 和 SY5Y-JDP2 分别表示对照
SH-SY5Y细胞和稳定转染 pEGFP-N1-JDP2的 SH-SY5Y细胞. 两组细 

胞分别用 10 μmol/L RA处理 0, 2和 4 d. actin作为上样对照 

我们发现虽然 SY5Y-JDP2 细胞持续表达 JDP2, 
但是 JDP2 只在分化早期发挥重要的作用, 在 RA 处
理之后这种作用就逐渐不明显了. 结果提示, 在 RA
诱导 SY5Y-JDP2细胞分化过程中 JDP2引发细胞分化
的机制可能与RA诱导分化的机制不同, 在 SH-SY5Y
细胞终末分化过程中, 以 RA的诱导作用为主. 此外, 
JDP2 和 RA 在一定程度上具有叠加效应. 与对照组
细胞相比, RA处理的 SY5Y-JDP2细胞呈现最典型的
神经细胞分化表型. 例如, RA处理 4 d的 SY5Y-JDP2
细胞中 cyclin D1 下降到几乎检测不出的水平, 提示
细胞周期阻滞处于最为显著的状态.  

3  结论 
总之, 为研究 JDP2 在神经母细胞瘤细胞分化中

的作用, 我们首先建立了稳定转染 jdp2 全长编码序
列的 SH-SY5Y细胞系. JDP2过表达引起细胞出现神
经分化的形态变化 , 并高表达神经分化标志基因
nf-m, nse以及 TuJ1. SY5Y-JDP2细胞发生细胞周期阻
滞, 可能与 p21表达升高有关, 而 cyclin D1的降低需
要 RA进一步的处理. 由于 JDP2主要在 SH-SY5Y细
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胞分化早期发挥作用, 提示 JDP2 与 RA 诱导 SH- 
SY5Y细胞分化的机制有所不同.  
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