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摘要　 目的　 用几种高度精细灵敏的方法检测氧糖剥夺再

复氧（ＯＧＤ ／ Ｒ）后神经元自噬流不同阶段的变化。 方法 　
原代皮质神经元细胞经过 ＯＧＤ ／ Ｒ 后将实验分为 ＯＧＤ ／ Ｒ 组

及 ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎ Ａ１ （ＢａｆＡ１）组，用 ＲＦＰ⁃ＧＦＰ 串联荧

光标记 ＬＣ３ 基因转染检测自噬小体和溶酶体的融合情况，
透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察自噬的超微结构，ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２
结合 ＬＣ３ 蛋白翻转实验检测 ｐ６２ 与 ＬＣ３ 蛋白的定量，ｐ６２ 免

疫染色观测其分布与含量。 结果　 荧光显微镜下 ＯＧＤ ／ Ｒ 组

自噬溶酶体与自噬小体比值明显增高；ＴＥＭ 可观测到不同

阶段的自噬结构变化；可溶性 ｐ６２ 的比值结合 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ的

比值共同反映了自噬流的活化；ｐ６２ 荧光染色后在 ＢａｆＡ１ 组

中分布居多。 结论　 每种方法各有其优点，不同方法和指标

能够精准地反映神经元 ＯＧＤ ／ Ｒ 后自噬流在不同阶段的具

体变化，掌握并应用好这些方法能有效从自噬角度探索中枢

神经系统疾病。
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　 　 自噬关乎于人类健康并且涉及到多种疾病的多

种层面［１ － ２］。 它被认为是一种动态结构性的溶酶体

过程 ［３ － ４］，这些连续动态变化的过程被称为自噬

流［５］，其中任一环节出现障碍，自噬将无法完成应

有的生物学功能进而引发和罹患多种疾病。
　 　 目前自噬流研究领域的热点是从自噬角度去解

释和治疗一些疾病［６］，为此建立高精细灵敏的检测

自噬流方法必不可少。 最近有报道［３， ７］ 用 ＬＣ３

ＥＬＩＳＡ 定量自噬流和用电子透射显微镜（ＴＥＭ）观察

线粒体自噬流，但它们只能测量自噬是否增加或减

少而不能测量随时间变化的动力学；且每种方法对

自噬流的不同阶段检测均存有差异。 该研究在原代

皮质神经元细胞氧糖剥夺再复氧（ ｏｘｙｇｅｎ － ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ － ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ）模型上，加或者

不加 ＢａｆＡ１ 干预后采用多种方法反复检测自噬流变

化，掌握各种方法的优缺点后能在自噬发生的不同

时期选择最合适的方法去研究自噬流。

１　 材料与方法

１． １　 大鼠皮质神经元的原代培养　 原代皮质神经

元来源于 ２４ ｈ 内出生的健康 ＳＤ 乳鼠，购自新疆动

物中心。 将分离好的皮质神经元接种在提前包被好

的多聚赖氨酸（０. １ ｍｇ ／ ｍｌ） （上海生工生物工程有

限公司）的六孔板中，细胞种植密度为 ２ × １０６ 个 ／
孔，用含有 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ、２％ Ｂ２７、Ｇｌｕｔａｍａｘ、１０％ ＦＢＳ
（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司） 和青链霉素（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司）的完全培养基， 置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 的细胞培养

箱中培养，培养至第 ７ 天选用皮质神经元特异性烯

醇化酶（ｎｅｕｒｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｎｏｌａｓｅ， ＮＳＥ） （美国 Ａｂｃａｍ
公司 ）结合免疫荧光法检测皮质神经元纯度，定量

阳性细胞比例证实纯度 ＞ ９０％可用于实验。
１． ２　 免疫荧光　 将培养至第 ７ 天成熟的生长状态

良好的皮质神经元，用 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，后
用 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃ｘ１００ 透化皮质神经元 ２０ ｍｉｎ，用

ＰＢＳ 清洗，５％ 脱脂牛奶封闭缓冲液 ３０ ｍｉｎ 后弃去

封闭 液， 神 经 元 鉴 定 实 验 中 加 入 一 抗 ＮＳＥ
（１ ∶ １００），ｐ６２ 免疫染色实验中加入一抗 ｐ６２（美国

Ａｂｃａｍ 公司） （１ ∶ ２００），４ ℃ 孵育过夜，第 ２ 天用

ＰＢＳ 清洗，后与 ＦＩＴＣ 偶联的二抗（北京中杉金桥有

限公司）孵育 ２ ｈ，细胞核用 ＰＩ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）染
色，再用荧光显微镜（日本奥林巴斯公司）进行观

察。
１． ３　 ＯＧＤ ／ Ｒ 与药物治疗 　 皮质神经元共同剥夺

Ｏ２ 和葡萄糖 １ ｈ，模拟在体外的损伤模型［８］，去除原

来的培养基后在六孔板内加入无糖培养基 ＤＭＥＭ
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（武汉普诺赛生命科技有限公司），将盛有细胞的六

孔板置于缺氧小室（美国比卢普斯罗森堡公司）中，
在 ９５％ Ｎ２ 和 ５％ ＣＯ２ 的饱和气体中，氧浓度维持

在 １％以内，温度控制在 ３７ ℃，ＯＧＤ 损伤后，更换为

最初的完全培养基，放入 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 的细胞培

养箱中常规培养 ２４ ｈ。 其中 ＯＧＤ ／ Ｒ 组不做处理；
ＢａｆＡ１ 组 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 组 的 基 础 上 将 ＢａｆＡ１ （ １００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ）（美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司）注入六孔板内处理细

胞 ４ ｈ，所有分组在相同条件下共同再灌注 ２４ ｈ。
１． ４　 ＲＦＰ⁃ＧＦＰ 串联荧光标记 ＬＣ３ 基因转染细胞

　 应用 ＬＣ３ 双荧光腺病毒转染原代皮质神经元细

胞 （上海吉凯公司），细胞在 ２４ 孔板内以 ２. ５ × １０５

个 ／孔的密度培养 ７ ｄ，将此类腺病毒按照课题组计

算好的标准加入各分组试验感染细胞后处理，感染

皮质神经元细胞 ２４ ｈ 后用荧光显微镜（日本奥林巴

斯公司）观察，人工计数黄色和红色 ＬＣ３ 点，每组随

机抽取至少有 ５０ 个细胞进行定量。
１． ５　 ＴＥＭ 观察自噬超微结构变化　 培养 ７ ｄ 生长

状态良好的成熟皮质神经元进行 ＯＧＤ ／ Ｒ 实验处理

２４ ｈ 后，加入 ０. ２５％ 的胰酶进行细胞消化 ４℃离心

机 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上清液后加入 ５００
μｌ ２. ５％戊二醛固定液 ４℃固定后采用 ＪＥＭ １２００ＥＸ
（日本 ＪＥＯＬ 公司）电子显微镜观察自噬体、溶酶体、
自噬溶酶体的超微结构。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 将 ＯＧＤ ／ Ｒ 组的细胞培养液吸

出，细胞裂解产物用含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 在

冰上裂解细胞 ３０ ｍｉｎ，收集标本，在 ４℃以下１２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，５％脱脂牛奶在室温下进行封闭

１ｈ，用 ８％ ～１０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 实施分离蛋白，随即

转移到 ＰＶＤＦ 膜上，之后与抗 ＬＣ３（美国 Ａｂｃａｍ 公

司） （ １ ∶ １ ０００ ）， 抗 ｐ６２ （ 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司 ）
（１ ∶ １ ０００）的抗体，４℃孵育过夜，用增强型化学发

光法 （ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ， ＥＣＬ） 观察免疫印

迹，对蛋白条带进行密度分析。 在 ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２ 结

合 ＬＣ３ 蛋白翻转实验中，用两组间可溶性 ｐ６２ 的比

值，不可溶性 ｐ６２ 的比值（常规细胞经裂解离心后

在离心沉淀中加入高浓度的尿素，从而获得了不可

溶性 ｐ６２）同时结合 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ的比值评价自噬流，
并将其归一化为 β⁃ａｃｔｉｎ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果用 Ｉｍ⁃
ａｇｅＪ 软件进行定量。
１． ７　 统计学处理　 所有统计计算均使用 ＳＰＳＳ２２. ０
进行统计分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间均数比较采

用 ｔ 检验， Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 皮质神经元的鉴定　 成功培养 ７ ｄ 后的皮质

神经元细胞进行免疫荧光鉴定，神经元的轴突和胞

质经 ＮＳＥ 染色后发绿色荧光，细胞核经 ＰＩ 染色后

发红色荧光，两种免疫荧光的共存表明皮质神经元

占所培养细胞总数的 ９５％以上（图 １）。
２． ２　 皮质神经元在 ＯＧＤ ／ Ｒ 模型成功建立后自噬

流的活化　 ＲＦＰ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 串联荧光标记 ＬＣ３ 基因

转染神经元细胞后荧光显微镜下观察红色 ／绿色共

定位的点状聚集，当 ＲＦＰ 和 ＧＦＰ 图像叠加时，荧光

下黄点（ＲＦＰ 和 ＧＦＰ 共存）代表自噬小体，红色荧光

点表示自噬溶酶体，红色和黄色的比值用来测量自

噬流。 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 组中红点的总体数量明显多于黄

点的总体数量且红点和黄点的比值明显偏高，而在

ＢａｆＡ１ 组显示无论红点还是黄点的总数量均出现明

显减少且红点几乎难以被检测到（图 ２Ａ），综上所

述，在荧光显微镜下观察到的红色 ／绿色共定位点状

聚集时 ＯＧＤ ／ Ｒ 组红点和黄点的比值明显高于

ＢａｆＡ１ 组（ ｔ ＝ ２０． ３７，Ｐ ＜ ０. ００１）（图 ２Ｂ）。
２． ３　 ＴＥＭ 观测神经元 ＯＧＤ ／ Ｒ 后自噬超微结构变

化　 在 ＴＥＭ 下观察到 ＯＧＤ ／ Ｒ 组与 ＢａｆＡ１ 组自噬小

体和溶酶体的超微结构状态。 ＯＧＤ ／ Ｒ 组自噬小体

（双层膜结构清晰）、溶酶体（染色质深较聚集）、自
噬溶酶体增多（图 ３Ａ、Ｂ）。 在 ＢａｆＡ１ 组中观察到很

少的自噬小体（膜已破坏结构不清）和降解的溶酶

体，几乎未见到自噬溶酶体（图 ３Ｃ、Ｄ）。 ＴＥＭ 下观

察 ＯＧＤ ／ Ｒ 组时自噬超微结构清晰典型，而在 ＢａｆＡ１
处理组中观察到的结构模糊缺乏典型特征。
２． ４　 ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２ 结合 ＬＣ３Ｂ 蛋白翻转实验共同

评定自噬流变化　 课题组同时观察了可溶性 ｐ６２ 蛋

图 １　 ＮＳＥ 和 ＰＩ双重免疫荧光染色的代表性显微图片　 ４００
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图 ２　 ＲＦＰ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３ 串联荧光检测自噬流（ × ２００）
Ａ：转染皮质神经元细胞后的活细胞图像；Ｂ：不同组的 ＬＣ３ 的数量；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ３　 ＴＥＭ 下观察自噬超微结构的变化　 × ５ ０００
Ａ：ＯＧＤ ／ Ｒ 组中自噬小体（红色箭头）溶酶体（绿色箭头）和自噬

溶酶体（黄色剪头）的代表性透射电镜照片；Ｂ：ＯＧＤ ／ Ｒ 组具有典型

特征的放大示例图；Ｃ：ＢａｆＡ１ 组具有代表性的透射电镜照片；Ｄ：
ＢａｆＡ１ 组具有典型特征的放大示例图

白、不可溶性 ｐ６２ 蛋白和 ＬＣ３Ⅰ ／ Ⅱ的转化综合判断

自噬流的变化（图 ４）。 在 ＯＧＤ ／ Ｒ 组与 ＢａｆＡ１ 组的

实验中，ＯＧＤ ／ Ｒ 组的可溶性 ｐ６２ 明显低于 ＢａｆＡ１ 组

（０. ５８ ± ０. ０２） （ ｔ ＝ ２４. ６６，Ｐ ＜ ０. ０５），而不可溶性

ｐ６２ 蛋白两组之间比较几乎无明显变化；其次，清晰

地观察到 ＯＧＤ ／ Ｒ 组的 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化明显增

加（０. ８７ ± ０. ０２）（ ｔ ＝ ９. ０５５，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ４Ｃ、Ｄ），
最终结果显示 ＯＧＤ ／ Ｒ 组细胞内的自噬流明显活跃

于 ＢａｆＡ１ 处理组。
２． ５　 免疫荧光细胞化学染色 ｐ６２ 的分布观测自噬

流　 ｐ６２ 蛋白经免疫荧光染色后分布在细胞质，显
微镜下观察到神经元细胞内 ｐ６２ 不同形态的含量变

化及在细胞内的定位，与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比，弥散型

ｐ６２ 和聚集型 ｐ６２ 的分布与含量在 ＢａｆＡ１ 组中尤为

显著（图 ５）。

图 ４　 ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２ 结合 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅰ向 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ转化实验分析细胞自噬流

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测可溶性 ｐ６２ 与不可溶性 ｐ６２ 的蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅰ与 ＬＣ３Ｂ⁃Ⅱ的蛋白表达； 与 ＢａｆＡ１ 组比较：∗Ｐ ＜
０. ０５；与 ＬＣ３Ⅱ比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 免疫荧光染色分析神经元细胞中 ｐ６２ 蛋白的变化判断自噬流　 × ４００

３　 讨论

　 　 目前虽有多种方法用于检测自噬流，但是在自

噬的不同阶段如何准确应用相应方法尚不明确，每
种方法的优缺点也不详细。 因此，精准检测自噬流

已成为一种紧迫的需求和挑战。 课题组用动态检测

（ＲＦＰ⁃ＧＦＰ 串联荧光基因转染）和静态检测（ＴＥＭ、
ｐ６２ 结合 ＬＣ３ 蛋白翻转、ｐ６２ 免疫荧光）方法观察神

经元在 ＯＧＤ ／ Ｒ 后的自噬流，在加或不加 ＢａｆＡ１ 的

情况下， 自噬流显现了两种截然不同的趋势，
ＯＧＤ ／ Ｒ后自噬流激活，加入 ＢａｆＡ１ 后自噬流中断，
且不同的方法检测了自噬过程的不同阶段。

ＲＦＰ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 串联荧光转染细胞是研究自噬

流不可或缺的利器，也是观察 ＲＦＰ⁃ＧＦＰ⁃ＬＣ３Ｂ 融合

蛋白的最佳仪器［９］。 本实验用此技术后发现在

ＯＧＤ ／ Ｒ 组中红点的数量明显多于黄点，提示自噬流

激活，有学者用此方法得到了类似的效果［１０ － １１］。
而加用自噬晚期抑制剂 ＢａｆＡ１ 后黄点数量明显增

多，说明自噬流中断。 此实验最大的优势就是仅通

过荧光强度的改变就可以观测自噬流的状态［５］。
但这种方法仅能检测到自噬的某一阶段，要想充分

评价自噬流的变化需要用动态的方法去检测，比如

在活细胞工作站下观测。
ＴＥＭ 是检测自噬流最经典的方法［７］。 实验显

示 ＯＧＤ ／ Ｒ 组，自噬小体、溶酶体、自噬溶酶体结构

清晰且数量较多，而加入 ＢａｆＡ１ 后未见到完整的自

噬小体，也未发现自噬溶酶体结构。 ＴＥＭ 在纳米分

辨率下可视自噬体、溶酶体、自噬溶酶体等超微结

构，以及它们所处细胞成份的确切位置，甚至还提供

了自噬完整过程的快照及超微结构的变化［１２］。 但

是要想观察连续动态的图像需要和荧光传感器和免

疫方法耦合。
　 　 完整的自噬流是将 ｐ６２ 与 ＬＣ３Ｂ 相结合同时进

行检 测， 这 是 目 前 判 断 自 噬 流 最 为 准 确 的 方

法［５， １３］。 通常 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化，或 ＬＣ３Ⅱ含量

增多代表自噬流激活，ＬＣ３Ⅱ含量减少意味着自噬

流的终止。 ｐ６２ 被称为选择性自噬受体，它可与溶

酶体融合形成自噬溶酶体而最终被清除。 自噬流激

活时 ｐ６２ 水平降低，自噬流中断时 ｐ６２ 水平升

高［１１］。 另外，若可溶性 ｐ６２ 蛋白减少不可溶性 ｐ６２
蛋白无明显变化，且 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化意味着自

噬流激活；若可溶性 ｐ６２ 蛋白减少不可溶性 ｐ６２ 蛋

白明显增加，无论 ＬＣ３Ⅰ是否向 ＬＣ３Ⅱ转化都证明

自噬流中断［１４］。 实验显示 ＯＧＤ ／ Ｒ 组的可溶性 ｐ６２
明显低于 ＢａｆＡ１ 组，而不可溶性 ｐ６２ 蛋白之间无差

异；ＯＧＤ ／ Ｒ 组的 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化，说明 ＯＧＤ ／ Ｒ
后神经元细胞内的自噬流激活，加入 ＢａｆＡ１ 后自噬

流停滞。 将 ｐ６２ 结合 ＬＣ３Ｂ 同步检测自噬流观察的

不仅有前期自噬小体形成过程还涉及到自噬流后期

自噬溶酶体的降解，所以说是判断自噬流最为准确

的方法［１５］。
　 　 然而，自噬流也会出现波动。 当自噬流发生波

动时，可溶性与不可溶性 ｐ６２ 会滞后，为此通过 ｐ６２
免疫染色联合 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 可更为合适的去判断自

噬流［１５］。 实验中加或不加 ＢａｆＡ１ 观察到弥散型 ｐ６２
和聚集型 ｐ６２ 的分布有明显差异，正好与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 的结果相匹配，此方法反映了自噬流的最后环

节———自噬溶酶体的降解。
　 　 总之，为了检测神经元 ＯＧＤ ／ Ｒ 后自噬流的变

化，课题组采用多种方法综合评价，不同方法监测了

自噬流的不同阶段，可以利用每种方法各自的优点

去互补，根据自噬发生的不同时期选择最合适的方
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法去研究自噬流。
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