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【摘要】 目的 探讨不同处理时间及浓度下L-谷氨酸对HT22、SY5Y两种细胞活性和细胞形态的影

响，为构建L-谷氨酸诱导细胞损伤模型提供参考。方法 以 0、0.25、0.5、1、2、5、10、15、20、25 mmol/L 的 

L- 谷氨酸处理 HT22、SY5Y 两种细胞，24 h 后采用 MTT、CCK8 法检测两种细胞活性，检测细胞培养液中

乳酸脱氢酶漏出率来观察细胞死亡情况；选取 10 和 5 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 SY5Y 细胞和 HT22 细胞

0、2、4、8、12、18、24、36、48 h，采用 MTT、CCK8 法观察不同时间下 L- 谷氨酸对两种细胞活性影响的差

异，并用显微镜观察其对细胞形态的损伤。结果  L- 谷氨酸浓度为 1、2、5、10、15、20、25 mmol/L 时的

SY5Y、HT22 细胞活性低于 0 mmol/L，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；使用 10、5 mmol/L 的 L- 谷氨酸分别

处理SY5Y、HT22细胞，4、8、12、18、24、36、48 h两种细胞的活性低于0 h，差异有统计学意义（P＜0.05）。2、

10、15、20、25 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 SY5Y 细胞 24 h，乳酸脱氢酶漏出率高于 0 mmol/L，差异有统计学

意义（P＜0.05）；1、2、5、20、25 mmol/L的L-谷氨酸处理HT22细胞24 h的乳酸脱氢酶漏出率高于0 mmol/L，

差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。采用 10 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 SY5Y 细胞 24 h 后，MTT 法检测细胞活

性为（82.80±9.71）%，细胞形态表现为轻度损伤；采用 5 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 HT22 细胞 24 h 后，MTT

法检测细胞活性为（72.01±5.33）%，细胞形态表现为轻度损伤。结论 采用 5 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理

HT22细胞24 h为HT22细胞理想的造模条件，采用10 mmol/L的L-谷氨酸处理SY5Y细胞24 h为SY5Y细

胞的理想造模条件，为应用L-谷氨酸损伤细胞模型研究神经系统疾病的发病机制提供了实验条件参考。
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【Abstract】 Objective To compare the effects of L-glutamic acid on cell viability and cell morphology 
of HT22 and SY5Y with different treatment times and concentration， so as to provide reference for the 
construction of cell injury model induced by L-glutamate. Methods HT22 and SY5Y cells were treated with 0， 
0.25， 0.5， 1， 2， 5， 10， 15， 20， 25 mmol/L L-glutamate. After 24 hours， MTT and CCK8 methods were used 
to detect the activity of the two cells， and the leakage rate of lactate dehydrogenase （LDH） in the cell culture 
medium was detected to observe the cell death. SY5Y cells and HT22 cells were treated with L-glutamate at 
different concentrations of 10 mmol/L and 5 mmol/L for 0， 2， 4， 8， 12， 18， 24， 36 and 48 hours. The effects of 
L-glutamate on the activity of SY5Y cells and HT22 cells at different incubation times were studied by MTT and 
CCK8 methods， and the morphological damage of L-glutamate was observed by the microscope. Results When 
the concentration of L-glutamate was 1， 2， 5， 10， 15， 20， 25 mmol/L， the activity of SY5Y and HT22 cells 
was lower than 0 mmol/L （P ＜ 0.05）； SY5Y and HT22 cells were treated with 10 and 5 mmol/L L-glutamate 
respectively. The activity of the two cells was lower than 0 h at 4， 8， 12， 18， 24， 36 and 48 h （P ＜ 0.05）. 
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谷氨酸是哺乳动物脑和脊髓中含量丰富的内

源性神经递质，其在神经的发育、分化与迁移过程

中发挥重要的作用［1］，同时也与突触发生、发展、可

塑性及学习记忆过程息息相关［2］。生理情况下，谷

氨酸与突触后膜的谷氨酸受体（glutamate receptor，

GluR）结合，维持神经细胞的正常生理活动。但在

某些病理刺激下，细胞外谷氨酸浓度过高，钙离子

内流过多，神经元持续去极化，突触后膜GluR被过

度激活，引发兴奋性毒性、凋亡、氧化应激等反应，导

致神经元变性死亡［3］。近年来的研究显示，许多神

经精神疾病诸如AD、PD、脑缺血缺氧、亨廷顿病、精

神分裂症等与细胞外谷氨酸浓度过高密切相关［4］。

HT22 细胞系是一种来自缺乏离子型 GluR 的小

鼠海马神经元的永生化细胞系［5］，具有神经元的形

态和功能，是近年来通过暴露于高浓度谷氨酸，形

成氧化应激、兴奋性毒性、凋亡常用的细胞模型，广

泛应用于神经系统相关疾病的研究［6］。生理状态下，

细胞贴壁良好，胞体呈多角梭形，具有良好的折光

性，细胞之间有着紧密且多样的突触联系。

人神经母细胞瘤 SH-SY5Y 分化细胞系来源于

骨髓，是一种常用的研究氧化应激致神经元死亡的

细胞模型。该细胞系是 SK-N-SH 细胞系的一个亚

系，SK-N-SH 细胞系于 1970 年从 1 例患有转移性神

经性母细胞瘤的 4 岁女童骨髓组织活检中分离，经

过 3 轮克隆选择所得［7］。正常条件下，该细胞繁殖

快，性状稳定且持久。因该细胞的形态、生理、生化

性质与神经元相似，故被广泛应用于神经系统疾病

的研究［8］。

SH-SY5Y 细胞系和 HT22 细胞系是研究神经退

行性病变的两种常用细胞系，在不同疾病中有着不

同的研究目的。即便是同一种疾病，由于研究靶点

和目的的不同，采用的药物作用浓度也是各异的。

诸多研究仅集中于研究一种细胞，有关 HT22、SH-
SY5Y 细胞在 L- 谷氨酸损伤模型中应用的优劣比较

的研究较少。因次，本研究就同一条件下用不同浓度

的L-谷氨酸分别处理两种细胞，通过比较细胞活性和

形态，为构建L-谷氨酸诱导细胞损伤模型提供参考。

一、材料与方法

1. 研究材料及仪器：（1）细胞。SH-SY5Y 细胞系

由瑞典卡罗琳斯卡研究所的 Winblad 教授和裴进京

博士惠赠；HT22 细胞株由首都医科大学宣武医院

王玉平教授团队惠赠。（2）主要药物与试剂。包括

DMEM 高糖培养基和胎牛血清（康宁公司）、L- 谷氨

酸（美国 Sigma 公司）、MTT 细胞增殖及毒性检测试剂

盒（Elabscience 公司）、CCK8（日本同仁化学研究所）、

LDH（南京建成生物工程研究所）。（3）仪器。全波

长酶标仪（美国 Thermo 公司）、倒置相差显微镜（美国

Olympus 公司）。

2. 细胞培养：SY5Y 和 HT22 细胞均用含 10% 胎

牛血清的 DMEM 高糖培养基，在 37℃、5% CO2 培养

箱培养，取对数期生长的细胞，以 5×103/ 孔的密度

接种于 96 孔板，待细胞贴壁后进行后续实验。

3. L- 谷 氨 酸 溶 解 和 处 理：（1）溶 解 方 法。 在 

1 mmol/L 的 盐 酸 溶 液 中 L- 谷 氨 酸 最 大 溶 解 度 为 

100 mg/mL，而相关文献表明，如果将其溶于盐酸溶

液，会对后续细胞活性等一些实验指标产生影响［9］，

故以最大溶解量将其溶于无血清 DMEM 培养液配

成浓度为 25 mmol/L 的母液，4℃保存备用。（2）处

理 方 法。Terzioğlu Bebitoğlu 等［10］的 研 究 结 果 显

示，15 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 SY5Y 细胞 24 h，细

胞活力下降 20% 左右，为合适的谷氨酸模型处理条

件；另外，Chu 等［11］的研究显示，25 mmol/L 的 L- 谷

氨酸处理 HT22 细胞 24 h，细胞活力下降 40% 左右，

为合适的造模浓度。综合以上 2 项研究结果以及 L-

谷氨酸自身药物特性方面的因素，最终确立 L- 谷氨

酸的最大造模浓度为 25 mmol/L，设置终浓度为 0、

0.25、0.5、1、2、5、10、15、20、25 mmol/L 的无血清培

养基等量替代原培养基，培养 0、2、4、8、12、18、24、

When SY5Y cells were treated with 2， 10， 15， 20 and 25 mmol/L L-glutamate for 24 hours， the leakage rate 
of LDH was higher than 0 mmol/L （P ＜ 0.05）； The leakage rate of LDH in HT22 cells treated with 1， 2， 5， 20 
and 25 mmol/L L-glutamate for 24 hours was higher than 0 mmol/L （P ＜ 0.05）. The cell activity of SY5Y cells 
treated with 10 mmol/L L-glutamate for 24 hours was （82.80±9.71）% by MTT assay， and the cell morphology 
showed mild damage. After HT22 cells were treated with 5 mmol/L L-glutamate for 24 hours， the cell activity 
was （72.01±5.33）%， and the cell morphology showed mild damage. Conclusions Treating HT22 cells with 
5 mmol/L L-glutamate for 24 hours is an ideal modeling condition for HT22 cells， and treating SY5Y cells with 
10 mmol/L L-glutamate for 24 hours is the ideal condition for SY5Y cells， which provides an experimental 
condition reference for the application of L-glutamate injury cell model to study the pathogenesis of nervous 
system diseases.

【Key words】 L-glutamate acid； HT22 cells； SY5Y cells； Cell viability； Cell morphology
Fund programs： The 2020 Capital Health Development Research Special Funding Project （First Issue 

2020-2Z-1034）； National Key Research and Development Program Special Funding Project （2018YFA0108503）
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36、48 h 后进行下一步检测。
4. MTT 法检测细胞相对活性：依照 MTT 检测法

说明书，向每孔加入 50 μL 1× 的 MTT 工作液，继
续培养 4 h，使 MTT 还原为甲臜，弃去培养上清，每
孔加入 150 μL 的二甲基亚砜，振荡摇匀，使甲臜全
部溶解，在 570 nm 波长处检测各孔吸光度值。每板
设置空白组（只加培养基）、对照组（L- 谷氨酸含量为
0）、不同浓度 / 时间处理组。细胞活性计算公式：细
胞活性 =（L- 谷氨酸处理组吸光度 - 空白吸光度）/（对
照组吸光度 - 空白吸光度）。

5. CCK8 法检测细胞相对活性：依照试剂盒说
明书，每孔加入 10 μL 的 CCK8 工作液，培养 2 h，用
酶标仪在 450 nm 波长下检测吸光度值。组别设置
和细胞活性计算同 MTT 法。

6. ELISA 法 检 测 细 胞 上 清 液 中 乳 酸 脱 氢 酶
（lactate dehydrogenase，LDH）活 性：依 据 试 剂 盒 说

明书进行处理，在450 nm波长下检测各孔吸光度值。
LDH漏出率计算公式：细胞上清LDH活性（U/L）=（测定
吸光度-对照吸光度）/（标准吸光度-空白吸光度）×
标准品浓度 ×1 000。

7. 倒置显微镜观察细胞形态：用倒置相差显微
镜放大 200 倍拍摄，观察胞体大小和形态、轴突数
目以及长度变化。根据 MTT 法检测细胞活力、镜下
细胞状态 2 个实验判别细胞损伤程度，如轻度损伤
组的选取依据为：（1）MTT 法检测细胞活性百分比为
75%～95%；（2）可见镜下大部分细胞轴突变短，胞
体面积变小，突起减少，与正常细胞比较，细胞状态
有变化，定为轻度损伤。

8. 统计学方法：所有数据采用 SPSS 20.0 统计分
析软件进行分析。计数资料采用频数表示；正态分
布的计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，组间
比较采用独立样本 t 检验。采用 Graph Pad Prism 8.0
绘制统计图。双侧检验，P ＜ 0.05 为差异有统计学
意义。

二、结果
1. MTT、CCK8 法检测不同浓度 L- 谷氨酸处理

下的SY5Y、HT22细胞活性比较：L-谷氨酸浓度为1、
2、5、10、15、20、25 mmol/L 时的 SY5Y 细胞活性均低
于 L- 谷氨酸浓度为 0 mmol/L 时，差异有统计学意义

（t=5.194、4.794、4.462、3.966、7.649、4.783、23.559，
P ＜ 0.05）。其中，采用 10 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理
时，细胞活力为（82.80±9.71）%，暂定为 SY5Y 细胞
的造模浓度；L- 谷氨酸浓度为 1、2、5、10、15、20、
25 mmol/L 时的 HT22 细胞活性低于 L- 谷氨酸浓度
为 0 mmol/L 时，差异有统计学意义（t=2.688、2.314、
7.489、15.916、24.242、24.613、24.409，P ＜ 0.05）。

采 用 5 mmol/L 的 L- 谷 氨 酸 处 理 时，细 胞 活 力 为
（72.01±5.33）%，暂 定 为 HT22 细 胞 的 造 模 浓 度。

CCK8 法检测呈现相似的趋势。见图 1。
2. MTT、CCK8 法检测相同浓度 L- 谷氨酸不同

处理时间的 SY5Y、HT22 细胞活性比较：采用 MTT
法检测，L- 谷氨酸浓度为 10 mmol/L，处理 4、8、12、
18、24、36、48 h 时的 SY5Y 细胞活性低于 0 h，差异
有统计学意义（t=6.017、5.918、5.570、4.679、16.380、
17.125、23.022，P ＜ 0.05）；HT22 细胞也有类似趋势，
选 用 5 mmol/L 的 L- 谷 氨 酸 处 理 4、8、12、18、24、
36、48 h 时的 HT22 细胞活性低于 0 h，差异有统计
学意义（t=3.675、2.901、4.675、4.360、4.437、5.579、
28.936，P ＜ 0.05）。CCK8 法检测呈现与 MTT 法相似
的趋势。见图 2。

3. ELISA法检测不同浓度L-谷氨酸处理24 h时
SY5Y、HT22 细胞培养液中 LDH 漏出率比较：随着
L-谷氨酸浓度的增加，SY5Y细胞上清液中LDH漏
出率呈现上升趋势，浓度为2、10、15、20、25 mmol/L 
的 L- 谷氨酸处理 SY5Y 细胞 24 h 的 LDH 漏出率高
于 0 mmol/L，差异有统计学意义（t=-2.970、-5.432、 
-13.897、-11.848、-9.119，P ＜ 0.05）；HT22 细胞呈
现同样的趋势，浓度为1、2、5、20、25 mmol/L的L-谷
氨酸处理HT22细胞24 h的LDH漏出率高于0 mmol/L， 
差异有统计学意义（t=-5.757、-8.389、-23.286、-8.675、 
-34.749，P ＜ 0.05）。见图 3。

4. 不 同 浓 度 及 处 理 时 间 L- 谷 氨 酸 对 SY5Y、
HT22 细胞形态的影响：正常细胞呈梭形，折光性好，
细胞间联系紧密，周边多突起；轻度损伤细胞数量
减少，部分细胞轴突变短，胞体面积变小，突起变少；
重度损伤细胞形态变圆，细胞间连接松散，细胞密
度严重减少，见图 4。选用 10 mmol/L 和 5 mmol/L 的 
L- 谷氨酸分别处理SY5Y细胞和HT22细胞，随L-谷
氨酸处理时间的延长，细胞形态由正常变为轴突变
短、胞体变小、折光性变差，胞体渐渐失去正常细胞的
饱满与光泽，与细胞代谢检测结果相吻合，见图 5。

讨论 谷氨酸处理引起细胞毒性是一个多因素
的复杂现象，主要取决于细胞外谷氨酸的浓度和处
理时间。不同细胞系暴露于谷氨酸时的变化不同：
有些细胞系通过离子型谷氨酸产生谷氨酸毒性，而
对于缺乏这种受体的细胞，毒性由谷氨酸诱导的氧化
应激产生［3］。谷氨酸处理细胞作为兴奋性毒性［10，12］、
凋亡［11，13］、氧化应激［14］损伤的模型，可用于多种神
经精神疾病治疗药物疗效机制的研究。

原代细胞存在提取操作难度大、培养条件严苛、
批次间性状差异大等缺点，故多采用细胞系进行
研究，常用的研究神经系统疾病的细胞系有 HT22、
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SY5Y、PC12，本 次 研 究 选 用 HT22 和 SY5Y 细 胞。

MTT 代谢率、CCK8 活性可用于反映线粒体活性，是

细胞存活的标志；正常情况下，LDH 为细胞内酶，当

受到某些刺激时，LDH 会由胞内漏出到细胞液中，

注：A MTT 法检测 SY5Y 细胞活性；B CCK8 法检测 SY5Y 细胞活性；C MTT 法检测 HT22 细胞活性；D CCK8 法检测 HT22 细胞活性

图1 MTT、CCK8 法检测不同浓度 L- 谷氨酸处理下的 SY5Y、HT22 细胞活性比较

注：A MTT 法检测 SY5Y 细胞活性；B CCK8 法检测 SY5Y 细胞活性；C MTT 法检测 HT22 细胞活性；D CCK8 法检测 HT22 细胞活性

图2 MTT、CCK8 法检测相同浓度 L- 谷氨酸不同处理时间的 SY5Y、HT22 细胞活性比较
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因此如果检测到细胞液中 LDH 异常增高，则说明细

胞死亡数目增加［15］。本研究选用 SY5Y、HT22 两种

细胞，采用同一条件 L- 谷氨酸处理，通过比较两种

细胞活性、LDH 漏出率、细胞形态的改变，比较两者

在谷氨酸损伤模型中的应用，为相关研究人员在细

胞系选择及谷氨酸损伤条件的摸索提供一定的参

考。人神经母细胞瘤细胞系 SY5Y 细胞性状稳定、

易于生长，但小剂量的谷氨酸损伤效果不明显［10］。

本研究采用 10 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 24 h，检测

SY5Y 细胞活性约为 82%，LDH 活性增高，细胞折光

性变差，生长速度减缓，轴突变短，说明谷氨酸对细

胞造成了一定程度的损伤，是应用 SY5Y 细胞造谷

氨酸细胞毒性模型的理想条件；相较于 SY5Y 细胞，

损伤 HT22 细胞系的谷氨酸浓度要求更低且状态稳

定，5 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 24 h，检测 HT22 细胞

活性约为 75%，细胞形态较对照组突触变短，胞体

轻微缩小，细胞间联系减少，是应用 HT22 细胞造谷

氨酸损伤模型的理想条件，与 Park 等［16］的研究结

果一致。

综上所述，本研究比较了 SY5Y、HT22 细胞在

L- 谷氨酸损伤模型中的细胞活性、LDH 漏出率、细

胞状态变化。确定采用 5 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理

HT22 细胞 24 h 为 HT22 细胞理想的造模条件；采用

10 mmol/L 的 L- 谷氨酸处理 SY5Y 细胞 24 h 为 SY5Y

细胞的理想造模条件。此结果为应用 L- 谷氨酸损

伤细胞模型研究神经系统疾病的发病机制提供了实

验参考，但谷氨酸对于两种细胞损伤的详细机制还

有待进一步研究。

注：A SY5Y 细胞；B HT22 细胞；与 0 mmol/L 比较，aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.01

图3 酶联接免疫吸附剂测定法检测不同浓度 L- 谷氨酸处理 24 h 时 SY5Y、HT22 细胞的细胞培养液中乳酸脱氢酶漏出率

  注：A 10 mmol/L L- 谷氨酸处理 24 h 的 SY5Y 细胞；B 5 mmol/L L- 谷氨酸处理 24 h 的 HT22 细胞；箭头所指代表相应类型的典型细胞；倒置相差显微镜拍摄，图

片放大倍数为 200×，Bar=50μm

图4 L- 谷氨酸处理 24 h 的 SY5Y、HT22 细胞形态
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  注：A 10 mmol/L L- 谷氨酸处理 0、24、48 h 的 SY5Y 细胞；B 5 mmol/L L- 谷氨酸处理 0、24、48 h 的 HT22 细胞；箭头所指代表相应类型的典型细胞；倒置相差显

微镜拍摄，图片放大倍数为 200×，Bar=50μm

图5 L- 谷氨酸处理 0、24、48 h 的 SY5Y、HT22 细胞形态


