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分枝菌酸诱导巨噬细胞泡沫细胞化对细胞自噬的影响
李  黎  陈  全*  喻  岚  刘革力  张路渝

(重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中心, 基础医学院免疫学教研室, 重庆 400016)

摘要      研究分枝菌酸(mycolic acid, MA)诱导的巨噬细胞泡沫细胞化对巨噬细胞自噬的影响, 
探讨MA促巨噬细胞泡沫细胞化的机制。构建LC3真核表达质粒(pEGFP-LC3B), 转染RAW264.7
细胞后获得其稳定转染细胞株(RAW264.7/pEGFP-LC3B); 用MA诱导RAW264.7/pEGFP-LC3B获得

RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞。实验分为三组: RAW264.7细胞组、RAW264.7/pEGFP-LC3B细
胞组及MA诱导的RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞组。通过RT-PCR法检测各组细胞中自噬相关基

因Becn1、LC3B的转录水平, Western blot法检测各组细胞自噬标志蛋白LC3B II/I的表达水平。RT-
PCR检测结果显示, RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞组的Becn1基因及LC3B基因的转录水平明显较

其他两组低(P<0.05)。Western blot检测结果显示, RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞组LC3B II/I比值

明显较其他两组低(P<0.05)。由此可见, 当巨噬细胞被MA诱导成为泡沫巨噬细胞后, 其自噬功能

显著降低。该研究证明, MA可能通过抑制巨噬细胞自噬, 引起脂代谢失衡, 进而发生巨噬细胞泡沫

细胞化。
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Abstract       This paper was to study the effect of foam cell formation induced by mycolic acid (MA) on 
the autophagy of RAW264.7 macrophages, and explore the mechanisms of MA promoting foam cell formation 
of macrophage. The pEGFP-LC3B plasmid encoding LC3 was constructed, then transfected into RAW264.7 cell 
in order to obtain the stable transfected cell line (RAW264.7/pEGFP-LC3B). The foam cell was prepared by MA 
inducing RAW264.7/pEGFP-LC3B. There were 3 groups in the experiment: RAW264.7 cell group, RAW264.7/
pEGFP-LC3B group and RAW264.7/pEGFP-LC3B foam cell group. RT-PCR was performed to detect the gene 
transcription level of Becn1 and LC3B, and the expression level of autophagy marker protein LC3B II/I of each 
group was assessed by Western blot. The RT-PCR results showed that the gene transcription levels of Becn1 and 
LC3B in RAW264.7/pEGFP-LC3B foam cell group were lower than those of the other two groups (P<0.05), and 
the Western blot results showed that the ratio of LC3B II/I in RAW264.7/pEGFP-LC3B foam cell group was lower 
than those of the other two groups (P<0.05). Therefore, when the macrophages were induced into foam cells by 
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MA, their autophagy level was significantly reduced. This study suggests that MA promotes foam cell formation of 
macrophages by inhibiting autophagy to unbalance cell’s lipid metabolism.

Keywords       Mycobacterium tuberculosis; mycolic acid; macrophage; foam cells; autophagy

结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, MTB) 
所致结核病是严重危害人类健康的重要传染病[1]。

MTB属胞内寄生菌, 感染巨噬细胞后, 可逐渐导致

巨噬细胞泡沫细胞化, 泡沫细胞不但参与结核肉芽

肿病变的形成, 并且与MTB的潜伏与持留有关[2]。

分枝菌酸(mycolic acid, MA)是组成MTB胞壁的主

要脂质之一, 是一种长链脂肪酸, 参与了泡沫巨噬细

胞的形成, 但其具体机制不明[3]。Inami等[4]研究表

明, 发生脂质沉积或长期高脂饲养肥胖大鼠的肝细

胞, 其自噬功能降低。我们推测, 当巨噬细胞被MA
诱导成泡沫巨噬细胞后, 其自噬功能也可能被抑制。

为了探讨MA促巨噬细胞泡沫细胞化的机制, 本研究

在前期所建的MA诱导的泡沫细胞模型的基础上[5], 
通过检测MA所致泡沫细胞中自噬相关基因Becn1、
LC3B的转录水平和自噬标志蛋白LC3B的表达水平, 
以期探明MA诱导巨噬细胞泡沫细胞化对细胞自噬

的影响。

1   材料与方法
1.1   材料 

小鼠巨噬细胞株 RAW264.7、pEGFP-C1质
粒、Escherichia coli Top10大肠杆菌由本室保存。

DMEM﹑胎牛血清﹑胰蛋白酶和Trizol购于北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司; BCG分枝菌酸(MA, 
规格5 mg)和聚苯乙烯微球(Polystyrene Latex Beads, 
直径为0.8 μm, 置于贮存液中)、兔抗小鼠LC3B抗体、

兔抗小鼠β-actin抗体为Sigma-Aldrich产品。蛋白质

marker、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒、ECL增强化

学发光试剂盒、PVDF膜购自碧云天生物技术研究

所; RNA逆转录试剂盒、Taqmix DNA聚合酶、DNA 
marker及琼脂糖为TaKaRa产品; PCR及RT-PCR引物

由上海生工生物工程有限公司合成。

小鼠LC3B基因(378 bp) PCR引物序列: LC3B1: 
5′-GCC TCG AGC TAT GCC GTC CGA GAA GAC 
C-3′; LC3B2: 5′-GCG GAT CCT TAC ACA GCC ATT 
GCT GT-3′。

Becn1基因(480 bp) PCR引物序列: Becn1: 5′-
ATG GAG GGG TCT AAG GCG TCC A-3′; Becn2: 

5′-GTA GTT CTG ACA TTC ATT CTC A-3′。
内参GAPDH(270 bp) PCR基因引物序列: GAP-

DH1: 5′-ATG GTG AAG GTC GGT GTG AAC G-3′; 
GAPDH2: 5′-AGC ACC GGC CTC ACC CCA TTT 
G-3′。
1.2   方法

1.2.1   重组质粒 pEGFP-LC3B的构建       培养

RAW264.7细胞至对数生长期, 裂解后用组织/细胞总

RNA抽提试剂盒提取总RNA, –80 °C保存。以LC3B1
和LC3B2为引物, 通过RT-PCR法扩增并回收378 bp
基因片段。其中, 逆转录条件为: 37 °C 15 min, 85 °C 
5 s; PCR条件为: 95 °C预变性3 min; 94 °C变性1 min, 
60 °C退火1 min, 72 °C延伸45 s, 共循环30次; 72 °C
继续延伸15 min。用Xho I和BamH I双酶切LC3B基
因片段和pEGFP-C1质粒, 纯化回收目的基因片段和

载体大片段, 用DNA连接酶于16 °C下连接4 h, 转化

至感受态TOP10大肠杆菌, 卡那霉素抗性筛选并挑

取阳性克隆, 经酶切鉴定及测序鉴定后, 阳性克隆质

粒命名为pEGFP-LC3B。
1.2.2   RAW264.7/pEGFP-LC3B细胞系的建立      培
养RAW264.7细胞至对数生长期, 将pEGFP-LC3B质
粒用LipofectamineTM 2000转染RAW264.7细胞, 转染后

4~6 h更换含血清的新鲜完全培养基, 24 h后置于倒置

荧光显微镜下观察荧光表达情况。转染后24 h将细胞

以≥1:6的比例传代, 待细胞贴壁后用800 µg/mL G418加
压筛选培养4W, 筛选出表达绿色荧光的RAW264.7/
pEGFP-LC3B稳定转染细胞株。

1.2.3   RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞的制备      按
前期所建的泡沫细胞制备方法[5], 以75 μg/mL MA包被

的聚苯乙烯微球为吞噬颗粒, 诱导RAW264.7/pEGFP-
LC3B细胞泡沫细胞化, 5 d后获得RAW264.7/pEGFP-
LC3B泡沫细胞。细胞经油红O染色, 显微镜下观察

泡沫细胞形态。

1.2.4   细胞分组      将细胞分为三组: RAW264.7细
胞组、RAW264.7/pEGFP-LC3B细胞组及MA诱导的

RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞组。

1.2.5   RT-PCR法检测自噬相关基因Becn1、LC3B的
转录水平      分别提取各组细胞的总RNA, 用逆转录
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试剂盒将所提取的RNA逆转录为cDNA。分别以上述

各组cDNA为模板, Becn1和Becn2为引物, 用RT-PCR
法分析各组细胞Becn1基因的转录水平。PCR条件

是: 95 °C预变性3 min; 94 °C变性1 min, 60 °C退火70 s, 
72 °C延伸45 s, 循环30次; 72 °C继续延伸15 min。以

LC3B1和LC3B2为引物, 用RT-PCR法分析各组细

胞LC3B基因的转录水平, PCR条件是: 95 °C预变性

3 min; 94 °C变性1 min, 60 °C退火1 min, 72 °C延伸45 s, 
循环30次; 72 °C继续延伸15 min。
1.2.6   Western blot法检测自噬标志蛋白LC3B II/I的
比值变化      分别取上述各组对数生长期细胞, PBS
洗涤3次, 提取总蛋白, 经SDS-PAGE电泳分离后, 
200 mA转膜至PVDF膜上。室温下, 50 g/L脱脂奶粉

封闭膜2 h, 用兔抗小鼠LC3B抗体(1:1 000) 4 °C孵育

过夜, 洗涤后换HRP标记的二抗(1:5 000)室温孵育2 h。
TBST洗涤后, 采用化学发光试剂盒在凝胶成像系

统上成像显影, 使用Quantity One软件分析条带灰度

值。

1.2.7   统计学分析      计量资料以x
_
±s表示, 组间比较采

用单因素方差分析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   重组pEGFP-LC3B质粒的鉴定

重组质粒 pEGFP-LC3B经Xho I和BamH I双
酶切后, 经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 可在约4 700 bp
及378 bp处各见一条条带, 与预期相符(图1)。利用

pEGFP-C1载体通用测序引物对重组质粒pEGFP-
LC3B中的LC3B目的基因进行DNA序列分析。测序

结果表明, 重组质粒pEGFP-LC3B中的LC3B基因序

列与GenBank(NM_026160.4)上所登录的序列完全

一致, 提示pEGFP-LC3B质粒构建成功。

2.2   荧光显微镜下观察RAW264.7/pEGFP-LC3B
稳定转染细胞株

将pEGFP-LC3B质粒转染RAW264.7细胞, 经
G418压力筛选后, RAW264.7/pEGFP-LC3B细胞均

带绿色荧光, 提示稳定转染细胞株构建成功(图2)。
2.3   RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞的油红O
染色

将上述细胞经75 μg/mL的MA诱导5 d, 油红O染

色后可看到细胞未破裂、脂滴无外溢, 呈现完整的

泡沫细胞形态(图3), 说明RAW264.7/pEGFP-LC3B
泡沫细胞制备成功。

2.4   RT-PCR法检测自噬相关基因Becn1的转录

水平

各组细胞的RT-PCR产物经琼脂糖凝胶电泳

后, 均可见480 bp大小的Becn1基因和270 bp大小的

内参GAPDH基因。其中, RAW264.7/pEGFP-LC3B
泡沫细胞组Becn1基因的相对转录水平为0.48±0.03, 
与RAW264.7空白细胞组(0.83±0.05)和RAW264.7/
pEGFP-LC3B非泡沫细胞组(0.88±0.05)比较, 其转

录水平明显减弱, 差异具有显著性(P<0.05); 同时, 
RAW264.7/PEGFP-LC3B非泡沫细胞组与RAW264.7
空白细胞组相比, 差异无显著性(P>0.05)。结果表明, 
巨噬细胞被MA诱导成泡沫巨噬细胞后, 其Becn1基
因的转录水平显著降低(图4)。
2.5   RT-PCR法检测自噬相关基因LC3B的转录

水平

三组细胞的RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳后, 
均可见378 bp大小的LC3B基因和270 bp大小的内

参GAPDH基因。其中, RAW264.7/pEGFP-LC3B泡

沫细胞组LC3B基因的相对转录水平为0.54±0.03, 
与RAW264.7空白细胞组(0.71±0.04)和RAW264.7/
pEGFP-LC3B非 泡 沫 细 胞 组(0.82±0.06)比 较, 其
LC3B基因的转录水平明显减弱, 差异具有显著性

(P<0.05); 同时, RAW264.7/pEGFP-LC3B非泡沫

细胞组与RAW264.7空白细胞组相比, 由于其转入

了外源性LC3B基因, 故其LC3B基因的转录水平

M: DNA分子量标准; 1: Xho I和BamH I双酶切pEGFP-C1空质粒; 2: 
Xho I和BamH I双酶切pEGFP-LC3B重组质粒。

M: DNA marker; 1: pEGFP-C1 digested with Xho I and BamH I; 2: 
pEGFP-LC3B digested with Xho I and BamH I.

图1   重组质粒pEGFP-LC3B的双酶切鉴定

Fig.1   Restrictive enzyme digestion analysis of 
pEGFP-LC3B plasmid
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明显高于RAW264.7空白细胞组, 差异具有显著性

(P<0.05)。结果表明, 巨噬细胞被MA诱导成泡沫细

胞后, 其LC3B基因的转录水平显著降低(图5)。
2.6   Western blot法检测LC3B II/I相对比值

Western blot结果显示, RAW264.7/pEGFP-LC3B
泡沫细胞组自噬标志蛋白LC3B II/I比值为0.57±0.03,
与RAW264.7空白细胞组(0.86±0.04)和RAW264.7/
pEGFP-LC3B非 泡 沫 细 胞 组(0.88±0.04)比 较, 其
LC3B II/I的比值明显降低, 差异具有显著性(P<0.05)
(图6)。结果表明, 巨噬细胞被MA诱导成泡沫细胞后, 
其自噬功能明显下降。

3   讨论
MTB感染巨噬细胞后, 可诱导被感染巨噬细胞

发生泡沫细胞化, 进而形成泡沫巨噬细胞。一旦巨

噬细胞成为泡沫巨噬细胞, 其对IFN-γ((interferon-γ)
的反应性下降, 抗原提呈能力也降低, 泡沫巨噬细胞

便成了MTB的“避难所”, 这是MTB潜伏的一个重要

因素[6]。分枝菌酸(MA)是MTB菌体的主要成分和致

病因素之一, MA参与了泡沫巨噬细胞的形成, 但其

具体机制不明[3,7]。自噬是在真核生物中广泛存在的, 
依赖自身溶酶体来降解、清除及回收再利用胞内大

分子和受损细胞器的病理生理过程[8]。已有研究表

明, MTB感染可抑制巨噬细胞的自噬功能[9], 而自噬

功能在清除脂质在细胞内的聚集、维持细胞的脂代

谢平衡中发挥了重要作用[10]。鉴于上述报道, 我们

图3  MA诱导的RAW264.7/pEGFP-LC3B泡沫细胞经

油红O染色后的形态(200×)
Fig.3  The morphology of RAW264.7/pEGFP-LC3B foam 

cell induced by MA after oil red O staining (200×)

A: RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳图; B: Becn1基因与内参基因条带灰度比值柱状图。M: DNA分子量标准; 1: RAW264.7/PEGFP-LC3B泡沫细

胞组; 2: RAW264.7空白细胞组; 3: RAW264.7/PEGFP-LC3B非泡沫细胞组。*P<0.05, 与RAW264.7空白细胞组比较; #P<0.05, 与RAW264.7/
PEGFP-LC3B非泡沫细胞组比较。

A: agarose gel electrophoresis of RT-PCR products; B: histogram of gray level ratio of Becn1 gene and reference gene band. M: DNA marker; 1: 
RAW264.7/PEGFP-LC3B foam cell group; 2: RAW264.7 group; 3: RAW264.7/PEGFP-LC3B group. *P<0.05 vs RAW264.7 group; #P<0.05 vs 
RAW264.7/PEGFP-LC3B group.

图4   RT-PCR法检测Becn1基因的转录水平

Fig.4   Detection of transcription level of Becn1 gene by RT-PCR
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图2   pEGFP-LC3B质粒稳定转染RAW264.7细胞的荧光

显微镜观察(200×)
Fig.2   RAW264.7 cell line stably transfected with

 pEGFP-LC3B (200×)
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推测: 在MA促泡沫细胞化过程中, 巨噬细胞的自噬

功能可能被抑制, 导致细胞脂代谢失衡, 进而发生巨

噬细胞泡沫细胞化。

在细胞自噬形成过程中, LC3B前体经过加工成

为胞质可溶性LC3B I, 再经泛素样加工修饰过程成

为LC3B II, 与自噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺(phos-
phatidyl ethanolamine, PE)结合, 定位于自噬体膜的

内外表面, 故LC3B II/I的比值间接反映了自噬体的

含量, 是目前广泛用来检测自噬体的分子标记[11-12]。

为了有效、直观地研究自噬效应及其机制, 本研究

以真核表达质粒pEGFP-C1为载体, 将LC3B基因克

隆至pEGFP-C1质粒的增强荧光基团EGFP的下游, 
构建了pEGFP-LC3B重组质粒, 并将其稳定转染至

鼠系巨噬细胞株RAW264.7细胞。由于本研究未对

重组细胞进行自噬增强效应的研究, 故没有观察到

重组细胞因自噬体形成而出现的荧光斑点。

RAW264.7细胞性质稳定﹑贴壁易养, 通常用

于泡沫细胞的相关研究。前期实验已表明, 当包被

聚苯乙烯微球的分枝菌酸浓度达到75 μg/mL、诱导

5 d时, 细胞内总胆固醇和游离胆固醇的值最高, 且
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A: RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳图; B: LC3B基因与内参基因条带灰度比值柱状图。M: DNA分子量标准; 1: RAW264.7/PEGFP-LC3B泡沫细胞组; 
2: RAW264.7空白细胞组; 3: RAW264.7/PEGFP-LC3B非泡沫细胞组。*P<0.05, 与RAW264.7空白细胞组比较; #P<0.05, 与RAW264.7/PEGFP-
LC3B非泡沫细胞组比较。

A: agarose gel electrophoresis of RT-PCR products; B: histogram of gray level ratio of LC3B gene and reference gene band. M: DNA marker; 1: 
RAW264.7/PEGFP-LC3B foam cell group; 2: RAW264.7 group; 3: RAW264.7/PEGFP-LC3B group. *P<0.05 vs RAW264.7 group; #P<0.05 vs 
RAW264.7/PEGFP-LC3B group.

图5  RT-PCR法检测LC3B基因的转录水平

Fig.5  Detection of transcription level of LC3B gene by RT-PCR

A: Western blot结果图; B: LC3B II/I相对比值柱状图(LC3B II和LC3B I条带灰度值分别与相应内参条带灰度值相比, 即为LC3B II和LC3B I各自

相对表达值, 该两值再相比, 即为LC3B II/I相对比值)。1: RAW264.7/PEGFP-LC3B泡沫细胞组; 2: RAW264.7空白细胞组; 3: RAW264.7/PEGFP-
LC3B非泡沫细胞组。*P<0.05, 与RAW264.7细胞比较; #P<0.05, 与RAW264.7/PEGFP-LC3B细胞比较。

A: Western blot results; B: histogram of LC3B II/I relative ratio (the ratio of band gray level of LC3B II/β-actin and LC3B I/β-actin was the LC3B II/I 
relative ratio). 1: RAW264.7/PEGFP-LC3B foam cell group; 2: RAW264.7 group; 3: RAW264.7/PEGFP-LC3B group. *P<0.05 vs RAW264.7 group; 
#P<0.05 vs RAW264.7/PEGFP-LC3B group.

图6  Western blot检测LC3B II和LC3B I蛋白的表达

Fig.6  Western blot analysis of LC3B II and LC3B I protein
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细胞未破裂、脂滴无外溢, 呈现完整的泡沫细胞形

态[5]。故本研究以75 μg/mL MA包被直径为0.8 μm
的聚苯乙烯微球为巨噬细胞吞噬颗粒, 以诱导巨噬

细胞形成泡沫巨噬细胞。

本研究检测了各组细胞的自噬相关基因

Becn1、LC3B的转录水平和自噬标志蛋白LC3B II/I
的表达水平。结果表明, 当巨噬细胞被MA诱导成泡

沫细胞后, 其自噬功能是显著减低的。该结果证实, 
在MA诱导巨噬细胞发生泡沫细胞化后, 巨噬细胞自

身的自噬功能被抑制, 导致其通过自噬机制处理脂

质的能力降低, 脂代谢失衡, 脂质在细胞内聚集, 从
而形成泡沫细胞。Ding等[13]认为, 过量摄入酒精的

大鼠其氧化应激加强, 减弱了雷帕霉素靶蛋白的信

号, 抑制了细胞自噬, 如果激活细胞自噬, 就可逆转

脂肪肝的形成。但是, 由MA诱导而成的泡沫巨噬

细胞能否通过增强自噬而恢复巨噬细胞的表型及功

能, 有待进一步研究。本研究初步探索了分枝菌酸

促巨噬细胞泡沫细胞化的机制, 为研究开发与自噬

相关的抗MTB治疗途径奠定了基础。
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