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［摘要］ 本实验根据已知的人 MAP-LC3 序列，以人脑胶质瘤 U251 细胞 cDNA为模板扩增出去除终止密码子的
MAP-LC3 片段，定向克隆至红色荧光融合蛋白载体 pDsRed-N1 质粒中，构建了重组质粒 pDsRed-LC3．将 pDsRed-
LC3转染 HepG2 细胞，48 h后用 Western Blot、激光共聚焦显微镜检测融合蛋白在细胞内的表达和分布情况，并
观察血清饥饿时细胞发生自噬的情况．结果表明: ( 1) 成功构建 pDsRFP-LC3 真核表达载体，该载体能在人肝癌
细胞中表达; ( 2) 血清饥饿应激实验证明，该载体可以良好地指示自噬泡的形成过程，为研究肿瘤细胞的自噬发
生情况提供了一个重要而方便的工具．
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Abstract: In this study，according to the nucleotide sequence of MAP-LC3，we successfully constructed the vector that
expressed the fusion protein of MAP-LC3 and red fluorescent protein ( RFP) in mammalian cells． The recombinant plas-
mid was identified by restriction endonuclease enzyme analysis and DNA sequence analysis． The plasmid was transfected
into HepG2 cells，and the expression and distribution of the MAP-LC3 were observed with Confocal Laser Scanning Mi-
croscopy ( CLSM) after 48 hours． All of the results indicated that this vector was highly expressed in the HepG2 cells．
The red fluorescence was found over the cytoplasm by CLSM． Therefore，we had a conclusion that a recombinant plasmid
of MAP-LC3 and RFP was constructed successfully，and it would be an important and convenient tool to study the
process of autophagy in HCC．
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细胞自噬( Autophagy) 是真核生物进化保守的对细胞内物质进行周转的重要过程，是由比利时科学家
Christian de Duve在上世纪 70 年代首次发现并命名．相对于主要降解短半衰期蛋白质的泛素 －蛋白酶体
系统，细胞的自噬被认为是参与绝大多数长半衰期蛋白质的降解，清除细胞内受损伤的细胞结构、衰老的
细胞器，以及不再需要的生物大分子等，并产生氨基酸、游离脂肪酸等中间产物以供新的蛋白质和能量的
合成，使细胞能够适应缺氧和饥饿等恶劣环境［1-3］．近年来许多研究表明，自噬对于肿瘤细胞的存活率以及
放化疗耐受性都具有一定的影响，但其分子机制及生物学效应仍在探索中［4，5］．
微管相关蛋白 1 轻链 3( Microtubule-associated protein 1 light chain 3，MAP-LC3) 是哺乳动物细胞中酵

母自噬相关基因 ATG8 的同源物，LC3-II 定位于前自噬泡和自噬泡膜表面，常作为自噬的特异性标志
物
［6］． LC3 的表达、LC3-II与 LC3-I蛋白的比值，常常作为检测细胞自噬是否启动的关键指标［7］． 本实验
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通过构建 LC3 与红色荧光蛋白( RFP) 的融合蛋白，在荧光显微镜下可以观察到 LC3 在细胞中的定位、动
态观察自噬的发生过程，确认该蛋白在自噬功能研究中的可用性，为深入开展自噬在肝癌细胞病理进程中

的机制研究提供一种新的实验工具．

1 材料与方法
1. 1 材料
1. 1． 1 质粒和细胞

pDsRed-N1 真核表达载体由南京大学医学院李朝军教授馈赠，人肝癌细胞 HepG2 购自中国科学院上
海细胞库． HepG2 细胞接种于含非必须氨基酸MEM培养液中，10%胎牛血清，37℃、5%CO2 饱和湿度培养

箱中培养至对数生长期．
1. 1. 2 主要试剂

Marker、Pyrobest Taq酶、BglII、HindIII和 T4 连接酶均购自大连宝生物公司，PCR产物琼脂糖凝胶回收
试剂盒、质粒小量提取试剂盒均购自北京全式金( Transgen) 公司，MEM、非必须氨基酸、Lipofectin 2000 购
自美国 Invitrogen公司，鼠抗人 β-actin 单克隆抗体购自美国 Sigma 公司，兔抗 MAP-LC3 多克隆抗体购自
美国 Abcam公司，兔抗 RFP 单克隆抗体购自美国 Biovision 公司，增强型化学发光试剂 ( ECL) 购自美国
Pierce公司．
1. 2 方法
1. 2. 1 重组表达质粒的构建及鉴定
以人脑胶质瘤细胞 U251 cDNA为模板，根据人 LC3 序列设计引物，上游引物带 BglII酶切位点，其序

列为 5'-GGAAGATCTATGCCCTCAGACCGGCCTT-3' ，下游引物带 HindIII 酶切位点，并且不含有终止密码
子，其序列为: 5'-CCCAAGCTTGAAGCCGAAGGTTTCCTGG-3'，用 pfu 高保真聚合酶进行 PCR 反应( 94℃，
50 s; 55℃，30 s; 72℃，2 min; 循环 30 次) ，扩增片段大小为 366 bp．将 PCR 产物用 BglII、HindIII过夜酶切，
次日电泳胶回收、纯化 PCR 产物，随后与用相同内切酶消化的 pDsRed-N1 载体片段按分子比 3 ∶ 1 ( mol /
mol) 混合，在 T4 DNA 连接酶催化下，于室温连接 3 h 后，转化 DH5α 感受态细胞．将转化液涂布于含 50
mg /mL卡那霉素的 LB 琼脂板上，37℃孵育过夜．随机挑取单菌落摇菌，小量提取质粒 DNA，双酶切鉴定，
并以重组体为模板、应用上述 PCR引物对重组体进行 PCR 鉴定．酶切及 PCR 鉴定产物进行 1%琼脂糖凝
胶电泳并在凝胶图像分析仪上成像．对初步鉴定为正确的重组体进行 DNA序列分析( 由南京金斯瑞公司
完成) ，将构建的重组质粒命名为 pDsRed-LC3．
1. 2. 2 重组表达质粒的转染及融合蛋白的表达检测
按 8 × 105

个细胞 /孔，将 HepG2 细胞接种于 6 孔板中，待细胞融合至 80 %时参照 Lipofectin 2000 说
明书进行转染，设未转染组、空载体对照组和实验组． 24 h后分别收集细胞总蛋白，将蛋白煮沸 5 min 使其
变性，取处理后的蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳并电转移至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，抗MAP-
LC3 多克隆抗体( 1∶ 3 000) 或抗 RFP抗体( 1∶ 2 000) 或抗 β-actin抗体( 1∶ 5 000) 4℃孵育过夜，用 TBST( 含
有 0. 1% Tween-20 的 TBS) 漂洗 3 次，加入 HRP标记的羊抗鼠和羊抗兔 IgG ( 1∶ 10 000 稀释) ，室温孵育
1 h，再以 TBST漂洗 3 次后，用 ECL 发光剂显示阳性条带，在 Typhoon( GE healthcare) 分子成像系统下记录
结果．
1. 2. 3 荧光显微镜下观察融合蛋白定位
按 8 × 105

个细胞 /孔，将 HepG2 细胞接种于加有盖玻片的 6 孔板中，待细胞融合至 80 %时参照 Lipo-
fectin 2000 说明书分别转染空载质粒和 LC3 蛋白融合质粒． 24h 后吸去培养基，取出盖玻片，PBS 漂洗 2
次，固定液( 3. 7%多聚甲醛和 0. 1%戊二醛) 固定 45 min，0. 05% PBST 充分漂洗 3 次，5 min /次，封片
( V甘油 ∶ V水 = 9∶ 1) 后置于荧光显微镜专用载物台上，观察融合蛋白的表达和定位情况．
1. 2． 4 血清饥饿实验检测自噬发生
1. 2． 4． 1 激光共聚焦显微镜观察自噬体的形成
按 8 × 105

个细胞 /孔，将 HepG2 细胞接种于加有盖玻片的 6 孔板中，待细胞融合至 80 %时参照 Lipo-
fectin 2000 说明书转染重组质粒 pDsRed-LC3． 24 h后将其分为两组，分别为: ① 对照组: 继续正常培养基
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培养 24 h;② 实验组: 0. 2%血清 DMEM继续培养 24 h．于共聚焦显微镜( Carl Zeiss 公司，德国) 下观察两
组细胞，随机选取多个视野，观察红色荧光蛋白的表达和细胞内点状聚集的自噬体的形成．
1. 2. 4． 2 Western blot 检测 LC3-I向 LC3-II的转化
将 HepG2 细胞按 8 × 105

个细胞 /孔接种于 6 孔板中，待细胞融合至 80 %时参照 Lipofectin 2000 说明
书转染重组质粒 pDsRed-LC3，24 h后将其分为两组，分别为:① 对照组:继续正常培养基培养 24 h;② 实
验组: 0. 2%血清 DMEM继续培养 24 h．收集对照组、实验组细胞总蛋白，将蛋白煮沸 5 min，使其变性，取处
理后的蛋白样品进行 SDS-PAGE电泳并电转移至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，抗 MAP-LC3 多克
隆抗体( 1∶ 3 000) 或抗 β-actin抗体( 1∶ 5 000) 4℃孵育过夜，用 TBST( 含有 0. 1% Tween-20 的 TBS) 漂洗 3
次，加入 HRP标记的羊抗鼠和羊抗兔 IgG( 1 ∶ 10 000 稀释) ，室温孵育 1 h，再以 TBST 漂洗 3 次后，用
ECL 发光剂显示阳性条带，在 Typhoon( GE healthcare公司，美国) 分子成像系统下记录结果．

2 结果
2. 1 重组质粒的鉴定和序列分析
可疑重组子经 BglII、HindIII双酶切后，得到大小约 360 bp的特异性条带．以重组质粒为模板，反应体

系及条件同前，扩增插入片段，得到大小正确的条带，与酶切分析的结果相一致( 图 1a，b) ． DNA 测序结果
显示，所插入的 LC3 基因序列与 GenBank 中所公布的序列完全一致，以上结果表明重组质粒构建成功．
2. 2 融合蛋白在 HepG2 细胞中的表达的鉴定
用 pDsRed-LC3 重组体转染 HepG2 细胞，对照组转染 RFP空载质粒，36 h后在荧光显微镜下观察到红

色荧光的表达，继续培养至 48 h，裂解细胞检测融合蛋白在细胞中的表达情况( 图 2) ．

2. 3 血清饥饿诱导自噬小体的形成
在实体肿瘤的发生过程中，由于肿瘤细胞的生长速度远大于血管新生的速度，常常会发现营养供应不

足的情况，因此我们采用血清饥饿的方法模拟实体肝癌的营养供应不足．在共聚焦显微镜下观察，转染了
RFP-LC3 重组质粒的细胞，血清饥饿组( 图 3d) 多数细胞胞质中出现明显点状聚集的自噬体，而对照组中
( 图 3c) 只有极少量细胞中有自噬体的出现．
2. 4 血清饥饿诱导 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ的转化
运用 Western blot 检测蛋白质的表达，结果显示对照组( control) 和血清饥饿组( SS) 细胞中均明显检

测到 LC3 和 RFP 融合蛋白的表达，灰度分析结果显示实验组的细胞 LC3-I向 LC3-II的转化率与对照组相
比有明显增加( 图 4) ．

3 讨论
自噬是真核细胞内蛋白质降解的主要途径，可以实现细胞内一些长半衰期蛋白质和某些细胞器的循

环利用和更新，满足细胞本身的代谢需要，同时参与调控细胞的生长．有研究表明，自噬活性的变化与恶
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性肿瘤的发生和发展相关
［8，9］．在分子水平，自噬与细胞的凋亡、增殖信号相互作用，共同影响肿瘤细胞的

存活与死亡
［10-12］．越来越多的研究证实自噬是肿瘤自我保护的机制之一，当化疗、放疗后，肿瘤能通过提

高自噬及时清除细胞产生
［4，13］
的大量破损细胞器、损坏的蛋白质等有害成分，并提供应急的底物和能量，

为修复受损 DNA赢得时间和条件［13，14］．因此探明肿瘤细胞中自噬发生的分子机制必将对肿瘤治疗带来
新的思路

［15］． LC3 是自噬过程中的关键调控蛋白，在细胞自噬时被激活，并且在 Atg4B的调控下完成 LC3-
I型蛋白( 游离形式) 向 LC3-II 型蛋白( 膜结合形式) 的转变，这一过程对于自噬体( Autophagosome) 的形
成起着关键的调控作用． LC3-II与 LC3-I蛋白的比值常常作为检测细胞自噬是否启动的关键指标［16，17］．在
对自噬现象的研究中，常常利用荧光标记的 LC3 对自噬泡的形成情况进行定量、定位分析，这样即可以根
据荧光斑点的数量判断自噬体数目的变化，又可以根据荧光的强度判断自噬体和溶酶体融合后底物降解

的情况
［18］．
荧光蛋白作为分子标签，在分析生物技术和细胞内分子示踪方面具有广泛的应用［19］．可以通过融合

蛋白技术，将荧光蛋白融合到细胞内的某个靶标蛋白上，直接标记靶标蛋白在细胞内的定位、分布并可以
在活体状态下实时观察蛋白在细胞内的运动

［20］．源于 Discosoma sp．的红色荧光，蛋白 DsRed 能在紫外线
激发下发出红色荧光，由于其发射波长较长，灵敏度与信噪比均比 GFP 高，为基于 GFP 的体内研究提供
了一个很好的互补工具

［21］，目前 RFP已经广泛应用于示踪活细胞内的基因表达调控、蛋白转运及蛋白相
互作用

［22］．本研究中我们将目的基因插入到红色荧光表达质粒上，在细胞内表达红色荧光蛋白融合的
LC3 蛋白，转染 pDsRed-LC3 的 HepG2 细胞，持续培养 48h后，荧光显微镜下观察，发现该细胞高水平表达
红色荧光蛋白;Western blot法测定结果表明，转染 pDsRed-LC3 的 HepG2 细胞可大量表达 LC3，同时发现
在由血清饥饿模拟肿瘤细胞缺血致营养不足应激状态时，细胞中有大量呈点状聚集的自噬体形成，同时

LC3-I向 LC3-II 的转化明显，表明营养不足可以引起细胞发生自噬．本研究成功构建了 pDsRed-LC3 融合
蛋白表达载体，其转染的真核细胞可以大量表达 LC3-RFP．研究中应用该质粒可以更简便快速且真实准确
地标示细胞自噬的发生、发展的过程． pDsRed-LC3 的成功构建可以为进一步深入研究自噬在肿瘤发生、发
展过程中的作用机制及其生物学效应提供更为有效的示踪工具．
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