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成像流式细胞仪检测细胞自噬水平研究

时景仁，郭向华，王珊珊，刘　凯，乔录新，张玉林，陈德喜△

（首都医科大学附属北京佑安医院／北京市肝病研究所，北京１０００６９）

　　摘　要：目的　采用新型成像流式细胞仪量化检测细胞自噬水平，完善自噬检测手段。方法　用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）微管

相关蛋白轻链３（ＬＣ３）表达质粒转染 Ｈｕｈ７细胞和 Ｈ１２９９细胞，并进行２４ｈ饥饿处理，诱导自噬发生，分别用荧光显微镜拍照、蛋

白免疫印迹法和成像流式细胞术３种方法检测细胞自噬水平。用ＩＤＥＡＳ软件对成像流式细胞术的细胞自噬结果进行量化分析。

结果　荧光显微镜显示，Ｈｕｈ７细胞比 Ｈ１２９９细胞中的自噬斑点少；蛋白免疫印迹法显示，与 Ｈ１２９９细胞比较，Ｈｕｈ７细胞ＬＣ３

Ⅱ与ＬＣ３Ⅰ比例较低，但２种方法均不能获得通量统计数据。成像流式细胞仪结果显示细胞自噬图像，２种细胞的ＧＦＰＬＣ３质

粒转染效率基本一致（２５．２％和２７．６％）；比较两者发生高水平自噬（ＬＣ３斑点数目为６个以上）的细胞比例，Ｈｕｈ７细胞仅为

９．０％，显著少于 Ｈ１２９９细胞（２６．２％）。结论　采用新型成像流式细胞仪检测细胞自噬，兼具量化分析和成像的优点，能弥补荧

光显微镜和蛋白免疫印迹法的不足，是一种更优秀的自噬检测方法。
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　　自噬是指细胞为维持自身稳态，将细胞质内物质运输到溶

酶体内，进行分解代谢的一种重要保守过程［１］。自噬参与了机

体众多的生理和病理过程，如炎性反应、衰老、肿瘤、神经变性、

心血管疾病及感染等［２］。检测细胞自噬水平是科研工作中的

重要部分。目前传统的自噬检测技术并不完美：在电子显微镜

下能够直接观察到细胞的自噬状态，但需要专业技术人员进行

操作；微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３）是自噬体的标志物
［３］，用荧光

显微镜检测和计算ＬＣ３斑点数目存在主观性强、统计计算方

法待规范等问题；蛋白免疫印迹法需要与荧光显微镜成像相结

合才能准确判定细胞自噬活性；流式细胞术检测自噬虽然具有

高通量的特点，但缺乏图像数据佐证［４］。笔者采用新型成像流

式细胞仪，对 Ｈｕｈ７细胞和 Ｈ１２９９细胞的自噬水平进行检测，

将流式细胞术的高通量数据处理能力与细胞成像相结合，对自

噬检测手段进行完善。现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　人肝癌细胞系 Ｈｕｈ７和人肺癌细胞系 Ｈ１２９９

由本实验室保存。

１．２　仪器与试剂　ＤＭＥＭ培养基购自上海 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎

牛血清、胰酶、青链霉素购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）ＬＣ３质粒由美国南加州大学欧竞雄教授惠赠；聚氰基丙

烯酸正丁酯（ＢＣＡ）法蛋白水平测定试剂盒购自北京康为世纪基

因有限公司；所用仪器为德国 Ｍｅｒｃｋ公司的ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍＸＭａｒｋ

Ⅱ成像流式细胞仪和日本Ｎｉｋｏｎ公司８０ｉ荧光显微镜。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养与处理　将 Ｈｕｈ７细胞和 Ｈ１２９９细胞按照

５×１０４／ｍＬ分别接种在２４孔细胞培养板中，用含１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养基，以５％ＣＯ２、３７℃的条件进行培养。待细

胞贴壁后，转染ＧＦＰＬＣ３质粒，２４ｈ后换用无血清培养基培养
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细胞，进行饥饿处理２４ｈ；同时设立正常培养细胞作为对照。

１．３．２　荧光显微镜和蛋白免疫印迹法检测细胞自噬　细胞经

过饥饿处理２４ｈ后，采用荧光显微镜观察ＧＦＰＬＣ３荧光斑点

并拍照。同时，收集细胞于高盐蛋白裂解液中，４℃裂解２０

ｍｉｎ后，全速离心收集上清液，即为所提细胞总蛋白。ＢＣＡ法

蛋白水平测定按照试剂盒说明书进行。收集的细胞进行蛋白

免疫印迹分析，电化学发光法（ＥＣＬ）检测蛋白的表达，Ｘ线胶

片曝光。

１．３．３　成像流式细胞仪检测细胞自噬　细胞经过饥饿处理

２４ｈ后，用胰酶进行消化并离心收集，经磷酸盐吐温缓冲液

（ＰＢＳＴ）清洗细胞２次后，重悬在含１％胎牛血清、０．１％叠氮

钠的ＰＢＳ溶液中，上机检测，每个标本收集５０００个事件。仪

器设置如下：４８８ｎｍ激光功率为１０ｍＷ；７５８ｎｍ激光功率为

０．５５ｍＷ；成像放大４０倍。

１．４　统计学处理　采用仪器配置的ＩＤＥＡＳ软件进行数据分

析处理。

２　结　　果

２．１　荧光显微镜检测细胞自噬　与正常培养的细胞比较，经

过饥饿处理后，细胞出现显著的自噬斑点。Ｈｕｈ７细胞与

Ｈ１２９９细胞比较，其饥饿产生的自噬斑点相对较少，见图１。

图１　　荧光显微镜检测细胞自噬

２．２　蛋白免疫印迹法检测细胞自噬　与正常培养的细胞比

较，经过饥饿处理后，细胞ＬＣ３Ⅱ与ＬＣ３Ⅰ的比例显著增高。

Ｈｕｈ７细胞与 Ｈ１２９９细胞比较，ＬＣ３Ⅱ的产生较少，细胞ＬＣ３

Ⅱ与ＬＣ３Ⅰ的比例较低，见图２。

图２　　蛋白免疫印迹法检测细胞自噬

２．３　成像流式细胞仪圈门策略　成像流式细胞仪所记录的每

一事件均可从ＩＤＥＡＳ软件中获得相应的图像，每一事件用图

像左上角的标号进行区别标注，图像左侧展示２１个 Ｈ１２９９细

胞在明场和４８８ｎｍ激光通道的图像。为了方便对自噬水平和

发生自噬的细胞进行统计分析，圈门时，首先选定聚焦清晰的

细胞，接着在聚焦清晰群中再圈定单个细胞，然后从单个细胞

群中选取转染 ＧＦＰＬＣ３质粒成功的 ＧＦＰ阳性细胞，最后对

ＧＦＰ阳性细胞中存在不同自噬斑点个数的细胞进行计数处

理，见图３。笔者在本试验中设定了３种细胞群，其自噬斑点

个数分别为：０个（无自噬）；１～５个（低水平自噬）；６个及以上

（高水平自噬）。每个标本记录５０００个细胞，有效细胞数目约

为１０００个。

２．４　计数ＬＣ３斑点　为了定量某个细胞中ＬＣ３斑点的数目，

软件中采用斑点计数性能。斑点计数性能通过发现图像中显

著高于区域背景的荧光信号来鉴别斑点，再采用点的适当大小

和纵横比确定斑点，以克服高背景荧光和非特异染色干扰。一

旦判定方式确定，斑点计数性能就能自动对图像中的斑点进行

准确计数统计。斑点计数范围，横坐标表示细胞中自噬斑点的

数目，纵坐标表示细胞频次，即含有某个自噬斑点的细胞数量，

见图４Ａ；每种数目范围的斑点图像，每个斑点数目选取５个细

胞图像作为代表，见图４Ｂ。

　　注：统计表描述相应细胞群的细胞数目和在圈定细胞群中所占百

分比。

图３　　成像流式细胞仪检测细胞自噬的圈门策略

　　注：Ａ为横坐标表示细胞中自噬斑点数目，纵坐标表示细胞频次

（即含有某个自噬斑点的细胞数量）；统计表描述相应细胞群的细胞数

目和在圈定细胞群中所占百分比。Ｂ为每个斑点数目选取５个细胞图

像作为代表。

图４　　含有不同斑点数目的细胞图像
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２．５　ＧＦＰＬＣ３质粒转染效率及具有不同ＬＣ３斑点数目的细

胞比例　经过饥饿处理后，Ｈｕｈ７和 Ｈ１２９９细胞均有不同程度

的自噬产生。Ｈｕｈ７细胞转染 ＧＦＰＬＣ３质粒成功的细胞有

２７．６％，具有ＬＣ３斑点数目为０个、１～５个和６个及以上的细

胞比例分别为：２５．１％、６５．９％和９．０％，见图５Ａ；Ｈ１２９９细胞

转染ＧＦＰＬＣ３质粒成功的细胞有２５．２％，具有ＬＣ３斑点数目

为０个、１～５个和６个及以上的细胞比例分别为３１．６％、４２．

０％、２６．２％，见图５Ｂ。

２．６　量化分析比较 Ｈｕｈ７和 Ｈ１２９９细胞的自噬水平　ＧＦＰ

ＬＣ３质粒对于２种细胞的转染效率基本相同；与 Ｈｕｈ７细胞比

较，Ｈ１２９９细胞发生低水平自噬（ＬＣ３斑点数目为１～５个）的

细胞比例较少，而发生高水平自噬（ＬＣ３斑点数目为６个以上）

的细胞比例显著增多。见表１。

表１　　量化分析比较 Ｈｕｈ７和 Ｈ１２９９细胞的自噬水平［狀（％）］

分类 狀 单细胞 ＧＦＰ＋ ０个斑点 １～５个斑点 ≥６个斑点

Ｈ１２９９ ５０００ ３７２８（８３．６） ９４０（２５．２） ２９７（３１．６） ３９５（４２．０） ２４６（２６．２）

Ｈｕｈ７ ５０００ ３８４９（８３．８） １０６１（２７．６） ２６６（２５．１） ６９９（６５．９） ９６（９．０）

　　注：统计表描述相应细胞群的细胞数目和在圈定细胞群中所占百

分比。Ａ为 Ｈｕｈ７细胞自噬水平；Ｂ为 Ｈ１２９９细胞自噬水平。

图５　　ＧＦＰＬＣ３质粒转染效率以及具有不同ＬＣ３斑点

数目的细胞比例

３　讨　　论

　　自噬（本研究中指大自噬）可被营养饥饿、应激、缺氧、活性

氧物质及Ｔｏｌｌ样受体激活剂等诱导发生
［５］。自噬开始后，细

胞质中形成１个新月形状的双层膜结构（即吞噬泡或者分离

膜），其中包绕着错误折叠的蛋白质、受损细胞器或者再循环的

细胞质成分等。吞噬泡的膜继续延伸封闭部分细胞质，形成完

全闭合的双层膜囊泡（即自噬体）。自噬体通过与溶酶体融合

而形成自噬溶酶体，自噬体中的物质在自噬溶酶体中被酸性水

解酶降解。ＬＣ３是自噬体的１个标志物。新合成的ＬＣ３蛋白

经加工后成为ＬＣ３Ⅰ，位于细胞质中。随后ＬＣ３Ⅰ与磷脂酰

乙醇胺（ＰＥ）连接，通过泛素化样酶促反应成为ＬＣ３Ⅱ，与自

噬体的内膜和外膜均结合，自噬体内膜的ＬＣ３Ⅱ在自噬溶酶

体中被降解而进入再循环［６］。

目前，ＬＣ３的合成率、ＬＣ３Ⅰ到 ＬＣ３Ⅱ的转化率和 ＬＣ３

通量是检测细胞自噬的通用指标［４］。检测方法包括：（１）采用

电子显微镜检测ＬＣ３的亚细胞定位、计算ＬＣ３斑点。（２）采用

荧光显微镜观察转染ＧＦＰＬＣ３细胞的内源性ＬＣ３或者ＧＦＰ

ＬＣ３定位。（３）通过蛋白免疫印迹法检测ＬＣ３Ⅰ向ＬＣ３Ⅱ的

转变。但是，上述方法均不理想。用电子显微镜评估自噬体的

数量需要相关专家，使得研究者们更广泛地使用荧光显微镜评

估自噬体，然而，其缺点在于：自噬体数目的判定存在一定主观

性，定量方法和对ＬＣ３斑点的定义标准均需要制订统一标准；

细胞内源性ＬＣ３或 ＧＦＰＬＣ３如果过度表达或与其他有聚集

倾向的蛋白共表达，会产生非特异ＧＦＰＬＣ３聚集物，不能与真

正的自噬体区分［７］。蛋白免疫印迹法检测ＬＣ３Ⅱ的量一般与

自噬体数量相关，但有报道指出，即使自噬体和自噬通量受到

抑制，仍可检测到ＬＣ３Ⅱ
［８９］。因此，蛋白免疫印迹法需要与

荧光显微镜下检测 ＧＦＰＬＣ３的方法或其他形态学方法相结

合，以评估细胞的自噬活性。此外，操作复杂、耗时长、结果不

稳定和仅能半定量也是此传统方法的缺点。

传统流式细胞术能快速高通量分析大量细胞，并获得细胞

群体的各种统计数据，但细胞在散点图上只表示为１个点，而

不是真实的细胞图像，因此无法进行基于图像信息的统计学分

析。采用荧光显微镜能够观察基于图像分析的试验，记录图

像，然后采用图像分析软件对数据进行分析，但显微镜能够观

察的细胞数量非常有限，很难提供细胞群体的量化与统计数

据；手动分析数据耗费大量人力和时间；受试验人员的主观因

素影响，试验结果的稳定性较差。量化成像分析流式细胞仪是

近年来发展应用的新型流式细胞仪［１０］。它将流式细胞术的高

通量分析与荧光显微成像的形态学分析相结合，对通过流动室

的细胞逐个采集图像，并采用图像分析软件对每个细胞图像的

形态学参数进行量化分析，不仅可提供基于流式分析的细胞群

统计数据，还可获得各种细胞形态学、细胞结构和亚细胞信号

分布的量化成像信息。

目前，国际上已有多个关于采用新型流式细胞仪对自噬进

行检测的报道［１１１３］，笔者在本研究中采用成像流式细胞仪对

细胞自噬活性进行检测。ＧＦＰＬＣ３质粒转染 Ｈｕｈ７和 Ｈ１２９９

细胞效率基本一致，但２种细胞发生自噬的水平有较大差别。

Ｈ１２９９细胞有更多自噬斑点产生，这与细胞系背景不同有关。

成像流式细胞术获得的结果与荧光显微镜观察结果、蛋白免疫

印迹结果基本一致，但前者检测自噬的方法明显优于后两者。

高通量的数据处理能力优于荧光显微镜；每个细胞能获得相应

的荧光图像，可直观看到自噬斑点的存在，在此方面成像流式

细胞术优于蛋白免疫印迹法。国内目前对于成像流式细胞仪

的使用还处于起步阶段，笔者希望通过本试验建立细胞自噬检

测新方法，并加以推广应用，助力科研工作。
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样单元和光学部分在配件精度、仪器调校方面仍有进一步提高

空间。

相关学者对ＢＳ８００Ｍ生化分析仪的临床应用评价证实其

适用于临床生化检测需求［１４１５］；本试验结果也显示，ＢＳ８００Ｍ

生化分析仪的硬件性能与ＡＵ２７００无显著差异。但是，国产生

化分析仪仍然存在市场占有率低（尤其是在大型医疗机构）、用

户信心不足的现实。究其原因，除国际知名品牌的技术沉淀、

中国市场的先发优势、长期的口碑积累和客户资源外，也与公

众对国产生化分析仪的发展现状及性能了解不足有关。国产

生化分析仪还存在试剂质量良莠不齐、品牌众多；试剂配套不

齐、校准品溯源性不佳、部分试剂抗干扰能力不足、免疫透射比

浊试剂未解决后带现象（钩状效应）等问题。ＢＳ８００Ｍ 的标本

最小加注量为１．５μＬ，试剂最小加注量为１００μＬ，与目前最少

加注１．２μＬ标本、８０μＬ试剂的生化仪比较，仍有改进的空

间。国内厂家需从３个方向重点努力：（１）加强配套试剂的研

发。（２）提升试剂抗干扰能力，提供钩状效应的解决方案。（３）

加样、加试剂的微量化并提升精确性。通过努力，相信国产高

性能全自动生化分析仪将快速赶上国际知名品牌，并在新医改

的政策引导和政府大力推动国产品牌应用的有利环境下，迎来

行业大发展的良好局面。
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［８］ ＨｏｓｏｋａｗａＮ，ＨａｒａＴ，ＫａｉｚｕｋａＴ，ｅｔａｌ．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｄｅｐｅｎｄ

ｅｎｔｍＴＯＲＣ１ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅＵＬＫ１Ａｔｇ１３ＦＩＰ２００

ｃｏｍｐｌｅｘｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２００９，

２０（７）：１９８１１９９１．

［９］ ＨａｒａＴ，ＴａｋａｍｕｒａＡ，ＫｉｓｈｉＣ，ｅｔａｌ．ＦＩＰ２００，ａＵＬＫｉｎ

ｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００８，１８１（３）：４９７５１０．

［１０］ＺｕｂａＳｕｒｍａＥＫ，ＲａｔａｊｃｚａｋＭＺ．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆ

ｔｈｅＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍｃｙｔｏｍｅｔｅｒ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１１，

１０２：２０７２３０．

［１１］ＣａｌｌｅＣ，ＪｏｕｂｅｒｔＰＥ，ＬａｗＨＫ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｓｓｅｓｓ

ｍｅｎｔｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｕｓｉｎｇｍｕｌｔｉｓｐｅｃｔｒａｌｉｍａ

ｇｉｎｇｃｙｔｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１１，７（９）：１０４５１０５１．

［１２］ＡｌｔｍａｎＢＪ，ＪａｃｏｂｓＳＲ，ＭａｓｏｎＥＦ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｓｅｓ

ｓｅｎｔｉａｌｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓｃｅｌｌｓｔｒｅｓｓａｎｄｔｏａｌｌｏｗＢＣＲＡｂｌｍｅ

ｄｉａｔｅｄｌｅｕｋｅｍｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１１，３０（１６）：１８５５

１８６７．

［１３］ＰｈａｄｗａｌＫ，ＡｌｅｇｒｅＡｂａｒｒａｔｅｇｕｉＪ，ＷａｔｓｏｎＡＳ，ｅｔａｌ．Ａ

ｎｏｖｅｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒａｕｔｏｐｈａｇｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｅｌｌｓ：

ｉｍｐａｉｒｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｔＴ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１２，８（４）：６７７６８９．

（收稿日期：２０１６０２２８　修回日期：２０１６０５０５）
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