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细胞自噬研究技术进展及其应用
王海杰*　谭玉珍

(复旦大学上海医学院人体解剖与组织胚胎学系, 上海 200032)

摘要      在生理状态下, 细胞通过自噬清除衰老细胞器和异常长寿蛋白质, 维持自身结构和功

能的衡定, 参与胚胎发育、免疫调节和延长寿命。病理状态下细胞自噬水平显著升高, 以耐受饥饿、

缺血和凋亡。自噬功能障碍与某些慢性感染疾病、神经变性疾病、溶酶体贮积症和肿瘤等密切相

关。掌握和合理应用自噬研究技术对于提高细胞自噬研究水平有着重要意义。该文对哺乳类细胞

自噬研究技术进展及其应用作了概述。
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自噬(autophagy)是细胞受到刺激后吞噬自身

的细胞质或细胞器, 最终将吞噬物在溶酶体内降解

的过程。按吞噬物进入溶酶体的途径, 可将细胞自

噬分为巨自噬(macroautophagy)、微自噬(microau-
tophagy)和分子伴侣介导的自噬(chaperone-mediated 
autophagy)三类。在巨自噬中, 自噬前体包裹吞噬物

形成自噬体, 然后自噬体与溶酶体融合形成自噬溶

酶体, 自噬体内容物被溶酶体酶降解。在微自噬中, 
溶酶体膜凹陷和包裹吞噬物后形成自噬体, 然后吞

噬物被降解。分子伴侣介导的自噬是指通过分子伴

侣运载和溶酶体膜受体转运将细胞质内蛋白质转运

入溶酶体[1]。Ashford等[2]最早发现, 在肝灌流液中

加入高血糖素后, 肝细胞的溶酶体增多并发生自食

(self-eating)现象。后来人们将该现象命名为自噬。

随着技术方法的发明和改进, 近年来哺乳类动物细

胞自噬机制的研究进展非常迅速[3]。Science期刊在

2005年将自噬列为科技领域的六大研究方向之一, 
同年Autophagy创刊。2008年, Autophagy提出了检测

细胞自噬的纲目[4]。如何应用理想的技术方法对于

正确评价生理和病理状态下细胞自噬活动和水平至

关重要。因此, 本文结合我们科研组的实验体会, 对
常用的哺乳类细胞自噬研究技术进展及其优缺点作

一概述, 以供人们在细胞自噬实验中参考。

1   电镜技术  
1.1  普通透射电镜技术  

鉴于在超薄切片上能够清晰地观察到自噬结

构的形态和构造, 迄今为止透射电镜技术仍为细胞

自噬研究的重要技术。实验指标包括细胞自噬水平

和自噬结构的变化, 前者是指发生自噬的细胞出现

率, 后者以自噬细胞内自噬结构数目或自噬结构与

细胞质的断面面积之比衡量。 
Ashford等[2]最早在透射电镜下观察到, 高血糖

素处理后肝细胞的溶酶体内出现线粒体、粗面内

质网、微体和细胞质, 有的吞噬物包裹有双层膜。

Deter等[5]在透射电镜下确认自噬泡内含有线粒体、

微体和膜性结构等。Ericsson[6]用透射电镜技术较

详细地研究了自噬体。在巨自噬中, 自噬前体(au-
tophagosome precursor)为游离双层膜结构, 内腔电

子密度很低。自噬前体多呈新月形或半环形。隨着

自噬前体不断延长、曲度增大和包裹吞噬物, 内腔

变窄甚至双层膜紧密相贴[7]。需将自噬前体与内质

网和吞饮泡鉴别。自噬体(autophagosome)为双层膜

包被的圆形或椭圆形结构, 内含细胞质、长寿蛋白

质和异常蛋白聚集物, 损伤或多余细胞器如线粒体、

粗面内质网和微体、病毒和细菌等[8]。除严重饥饿

和组织缺血外, 自噬体内的线粒体常呈变性状态如

膜不完整和嵴断裂。有时自噬前体可包裹自噬体, 
形成多层膜结构, 即复合自噬体(multiple autophago-
some)[7]。自噬溶酶体(autophagolysosome或autolyso-
some)内可见含单层膜包被的自噬体[7,9]。值得注意

的是, 在晚期自噬溶酶体内自噬体膜被降解, 不易将
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其与异噬溶酶体区别。哺乳类动物细胞的微自噬不

如酵母菌和植物细胞显著。在微自噬早期可见溶酶

体膜特征性凹陷[7,9], 但形成自噬体后易与巨自噬来

源的自噬溶酶体混淆, 尽管自噬体很小。有人将微

自噬和巨自噬过程中溶酶体内的自噬体分别称为微

自噬体(microautophagic body)和巨自噬体(macroau-
tophagic body)[10]。与巨自噬相比, 细胞很少发生微

自噬。人们常采用抑制巨自噬方法, 诱发微自噬, 从
而研究细胞的微自噬活动。在三类自噬过程中, 都
可能出现残留体(residual body)。若进入溶酶体的内

容物不能被降解则残留于溶酶体内, 以残留体形式

长期存留于细胞内或通过胞吐排出细胞。虽然在透

射电镜下能够辨认残留体, 但不能得知来自哪类自

噬途径或是否来自异噬途径。

透射电镜技术常用于观察自噬结构。尽管可

利用大量切片测量自噬结构断面积以比较细胞自噬

程度, 但评价自噬结构数目的可靠性欠佳。超薄切

片上反映的细胞自噬水平和自噬结构分布较局限, 
不能从细胞整体上呈现自噬结构变化。另外, 粗面

内质网常围绕线粒体以有利于将钙离子输送入线粒

体, 或许将粗面内质网误认为自噬体的双层膜。肿

胀线粒体和液泡也可造成自噬结构的错觉[11], 在个

别切面上难以确认自噬结构[10]。因此, 在超薄切片

上需仔细辨认自噬结构, 并结合其他技术方法对细

胞自噬作出综合评价。 
1.2  冷冻蚀刻技术  

在冷冻蚀刻标本上可观察到自噬体和两性体

(amphisome)的膜立体结构特点, 如跨膜蛋白质颗粒

分布。两性体是指自噬体与异噬体融合形成的结构。

Gordon等[12]最早观察到两性体现象, 即微注射的放

射性乳糖和摄入细胞内的半乳糖苷酶进入同一膜

包被结构中。Réz等[13]利用冷冻蚀刻技术观察了自

噬结构的构造。自噬体的跨膜蛋白质颗粒很少, 为
溶酶体膜1/100。异噬体膜的蛋白质颗粒丰富, 而两

性体膜的蛋白质颗粒比自噬体膜多, 这是因为两性

体膜是异噬体膜与自噬体外膜融合而成的缘故[14]。

Marzella等[15]分离自噬结构成功, 这为提高通过超

薄切片和冷冻蚀刻观察自噬结构的针对性奠定了良

好基础。采用非连续梯度密度离心法可分离出自噬

体[16]或两性体[17], 能够较客观地计数自噬结构。由

于冷冻蚀刻技术主要显示膜结构, 在细胞自噬研究

中应用较局限。

1.3  免疫电镜技术  
在普通超薄切片上, 由于难以确认两性体含有

的异噬途径来源的结构, 故不能很好地将两性体与

自噬溶酶体区别。因此, 可通过免疫电镜技术利用

细胞外源性胶体金颗粒标记异噬体和两性体内异噬

内容物[18]。另外, 可标记位于自噬前体和自噬体内

外膜上的LC3。该方法可用于鉴别自噬前体、自噬

体和自噬溶酶体。除分离和培养的细胞外, 可用肝

脏和肌组织的冰冻切片作免疫胶体金标记[19]。因细

胞内LC3蛋白较少, 免疫胶体金标记程度并不很显

著[20]。标记时须用高质量的特异性抗体。虽然免疫

电镜技术具有标记自噬结构的优点, 但对于初学者

在短时间内难以掌握标记技巧。

2   化学和免疫化学染色法
2.1  MDC染色  

甲丹磺酰尸胺(monodansylcadaverine, MDC)自发

荧光, 可标记培养细胞的自噬结构。MDC使用剂量

一般为0.05 mmol/L或0.1 mmol/L, 染色时间不宜超过

1 h。洗液应为pH7.4, 染色前不需要固定[21]。有人提

出, 自噬体多呈中性。MDC是嗜酸性染色剂, 可能显

示晚期内吞体、两性体和溶酶体[22-23], 而自噬前体和

有的自噬体可不被着色, 故MDC染色的特异性不高。

2.2  LC3免疫染色  
微管相关蛋白1轻链3(microtubule-associated pr-

otein 1 light chain 3, LC3)是酵母Atg8的同源体, 调控

微管蛋白的组装和去组装, 参与自噬体形成[24]。LC3
普遍分布于各种组织的细胞, 主要在自噬体表达。

由于可被酸性水解酶降解, LC3在两性体和自噬溶酶

体存在较少。LC3容易结合蛋白质聚集物, 从而造成

假阳性结果, 故在蛋白质聚集的细胞作染色时应正

确分析实验结果。有时LC3阳性结构重叠, 观察时易

误认为体积较大的自噬结构。在此种情况下, 可用

共聚焦激光扫描显微镜逐层扫描及其建立三维图像, 
以便进一步确认。LC3染色法可弥补透射电镜观察

法的弱点, 能较准确地计数自噬结构数目。

2.3  LAMP-2A免疫染色  
在分子伴侣介导的自噬, 细胞内错误折叠蛋白质

与分子伴侣hsc70 (heat shock cognate protein of 70 kDa, 
热休克相关蛋白70)结合, 然后再与受体溶酶体膜相关

蛋白2A (lysosome-associated membrane protein type 2A, 
LAMP-2A)结合, 蛋白质转运入溶酶体腔后被降解[23]。
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持续饥饿、氧化应激、对毒性物质反应等应激状态下, 
LAMP-2A表达显著升高, LAMP-2A与hsc70共存的

溶酶体增多, 并趋向于细胞核周围分布, 可作LAMP-
2A染色或与hsc70双染色[24], 以分析分子伴侣介导的

自噬水平。

2.4  Beclin免疫染色  
Beclin表达增强可作为评价自噬水平升高的重

要指标。Beclin-1是酵母Atg6的同源体[25], 表达于反

面高尔基网状结构, 与III型PI3K(class III phosphati-
dylinositol 3-kinase)和Atg14L结合形成复合体, 调控

自噬前体产生和自噬体形成[26]。

3   基因转染技术
在建立GFP-LC3转基因小鼠模型[27]或体外培

养GFP-LC3细胞基础上, 可有效地标记和观察GFP-
LC3阳性自噬结构。GFP结合于LC3的N端。正常状

态下GFP-LC3蛋白位于细胞质, 自噬激活后结合于

自噬膜结构, 此时GFP即可显示自噬体等。在GFP-
LC3转基因小鼠中, 能够观察到不同器官和组织的

自噬程度。可利用GFP-LC3转染细胞观察活细胞的

实时自噬活动变化。一般情况下, 转染的GFP-LC3
不影响细胞内源性LC3的表达。应注意, 有时转染

GFP-LC3可激活自噬。为了避免外源性基因影响细

胞自噬, 常用稳定转染, 而不用瞬时转染。在共聚焦

显微镜下观察时, 使用GFP或FITC滤片[22]。转染和

观察时应尽量降低图像背景, 并慎重分析和解释实

验结果[4]。GFP-LC3可与蛋白质聚合物结合, 实验中

需仔细分析。在神经细胞和肌细胞等, 应注意排除

自发光结构如脂褐素的干扰。由于GFP很容易在自

噬溶酶体内被降解, 这不一定反映自噬溶酶体在自

噬方面的降解水平。Kimura等[28]根据RFP在溶酶体

内耐受降解, 研究了RFP-LC3和GFP-LC3同时转染

的效果。RFP-LC3和GFP-LC3在自噬前体和自噬体

共表达, 呈黄色。自噬体与溶酶体融合形成自噬溶

酶体后, GFP信号消失, 但RFP信号仍存在, 故RFP-
LC3(红色)作为自噬溶酶体标志。近来, 有人用RFP-
LC3转染细胞[29], 以有利于观察自噬溶酶体。

4   分子生物学技术
4.1  LC3  

包括LC3-I和LC3-II两种存在形式。LC3-I是可

溶性的, 存在于细胞质中。LC3在C端与Atg4结合形

成LC3-I。在自噬过程中, LC3-I与脑磷酯结合形成

LC3-II即LC3酯化, 随后LC3-II组装入自噬前体膜。

在自噬溶酶体内, 与溶酶体膜融合的自噬体外膜上

的LC3-II在Atg4作用下与脑磷酯分离即去酯化, LC3
循环入细胞质, 而自噬体内膜上的LC3-II被降解[30]。

因此, LC3-II在自噬前体和自噬体的内外膜特异表

达[24]。可采用免疫印迹和免疫沉淀法检测LC3-I和
LC3-II的表达变化, 通过其表达特点评价细胞自噬

活动。自噬水平升高时, LC3-I表达水平下降, 而
LC3-II表达增强。LC3-II的表达与自噬结构形成成

正比。LC3-II和LC3-I表达比值可作为细胞自噬实

验的重要指标[31]。但是, 如果自噬体的微管运输、

与溶酶体融合迟缓或自噬溶酶体降解功能下降, 可
致LC3-II表达水平显著升高, 故此种情况下LC3-II的
表达不能真实反映自噬体形成程度。用Bafilomycin 
A1(抑制Na+H+泵)、羟氯喹(使溶酶体pH升高)或E64d
和抑胃酶素A(蛋白酶抑制剂)抑制LC3-II在自噬溶

酶体内降解后, 可确切比较分析LC3-II表达检测结

果[30,32], 从而判断自噬体在自噬溶酶体内降解是否

正常。由于LC3-II是LC3和脑磷酯结合体, LC3-II提
纯可能不佳, 因而影响LC3-II检测结果。尽管LC3-II
分子量大于LC3-I, 由于LC3-II疏水性较强其电泳速

度较快[33]。LC3包括LC3A、LC3B和LC3C三个亚型, 
但在自噬水平升高时仅LC3B在自噬结构表达[34]。

因此, 最好选用LC3B抗体检测LC3-I和LC3-II的表达

变化。

4.2  自噬相关基因  
在研究自噬机制和基因缺陷性疾病方面, 可采

用PCR和免疫印迹技术检测自噬相关基因Atg或其

蛋白的表达变化[23,34]。迄今为止, 已在酵母等发现

30多种Atg, 许多酵母Atg在哺乳类动物细胞高度保

守。关于这些基因在哺乳类动物细胞的表达差异尚

需深入研究。

5   自噬激活剂和抑制剂  
人们通过促进或抑制细胞自噬, 研究细胞自噬

的作用和分子机理[34-35]。常用的激活剂和抑制剂如

下。

5.1  雷帕霉素(rapamycin)
雷帕霉素可特异性阻断mTOR(mammalian tar-

get of rapamycin)对于Atg1的抑制作用, 在体外或体

内实验都可有效地激活细胞自噬。近来发现, To-
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rin1[36]和PP242[37]的mTOR抑制作用较强, 是理想的

自噬诱导剂。有人建议将依赖性与非依赖性mTOR
抑制剂结合使用, 以便较好地提高诱导自噬效率[38]。

细胞缺乏营养或动物饥饿是诱导自噬显著增强的理

想实验条件, 可用于细胞自噬机制和不同形式自噬

相互关系的研究。

5.2  3-MA  
Seglen等[39]提出3-甲基腺嘌呤(3-methyladenine, 

3-MA)是特异性自噬抑制剂。3-MA的靶点为III型
PI3K[40], 抑制自噬体的形成。尽管3-MA是常用的自

噬抑制剂, 但只有当浓度≥10 mmol/L时抑制效果较

佳, 故特异性不是很高。需认识到3-MA可作用于其

他激酶, 影响糖原代谢、溶酶体酸化、内吞、线粒

体通透性改变和蛋白质水解等细胞功能[38]。另外, 
渥曼青霉素(wortmannin)和LY294002也是通过阻断

III型PI3K抑制自噬[41], 但这两种抑制剂可作用于I型
PI3K, 故特异性较低。亮肽酶素(leupeptin)能够抑制

自噬溶酶体内容物的降解。值得指出的是, 自噬基

因敲除和RNA干扰也是研究细胞自噬功能机制的理

想技术方法[38]。

除上述各类方法外, 人们还利用酶化学法(如
乳酸脱氢酶活性)、放射性标记(如[14C]亮氨酸和

[14C]缬氨酸)、细胞器标记(如LysoTraker Green和
MitoTraker Red)、细胞骨架标记(微管和微丝)和钙

离子标记等研究细胞自噬活动及其机制。

6   小结  
细胞自噬具有广泛的生物学意义, 涉及细胞生

理病理变化和某些疾病的发生[1,42]。掌握和正确应

用检测自噬的各种技术方法, 对于深入探讨细胞自

噬机制以及通过调节自噬达到预防和治疗相关疾病

的目的有着重要价值。鉴于细胞自噬反映在亚细胞、

蛋白质和基因等水平, 应综合使用理想实验技术方

法, 正确评价实验结果和提高研究水平。不可否认

目前使用的技术方法仍不能满足细胞自噬研究的需

要, 致使某些实验研究工作受限制。因此, 有望随着

新技术和新方法的不断发明促进细胞自噬研究更加

深入和广泛。
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Progress and Application of Techniques for Investigating Cell Autophagy

Wang Haijie*, Tan Yuzhen
(Department of Anatomy, Histology and Embryology, Shanghai Medical School of Fudan University, Shanghai 200032, China)

Abstract        In physiological state, cells remove senescent organelles and abnormal long-lived proteins via 
autophagy to maintain homeostasis of their structures and functions. Autophagy is involved in embryonic devel-
opment, immunological regulation and longevity. Significant increase of autophagic level is beneficial for cells to 
tolerate starvation, ischemia and apoptosis under pathological conditions. Autophagic dysfunction is implicated in 
some chronic infectious diseases, neurodegenerative diseases, lysosomal storage diseases and tumors. It is impor-
tant to understand and apply reasonably the techniques monitoring autophagy for promoting investigation of cell 
autophagy. This review focuses on the techniques monitoring autophagy and their application in investigating au-
tophagy.
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