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多种细胞自噬调节剂对自噬标记物 ＬＣ３ＩＩ及 ｐ６２表达的影响
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摘　要　利用Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测自噬标记物ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的表达是评价细胞自噬活性的常用方法。为了比较作用于不同靶
点的细胞自噬调节剂对ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２表达的影响，分别利用以ｍＴＯＲ依赖或非依赖方式活化细胞自噬的雷帕霉素或海藻糖、
抑制自噬起始的３甲基腺嘌呤、抑制自噬小体与溶酶体融合的巴弗洛霉素Ａ１以及抑制溶酶体酶活性的Ｅ６４ｄ和ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ
处理ＨＥＫ２９３细胞，通过Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的表达。结果显示，雷帕霉素增强ＬＣ３Ｉ向ＬＣ３ＩＩ转化，促进 ｐ６２降
解，而海藻糖仅引起ＬＣ３ＩＩ表达的上调；阻断细胞自噬过程各个阶段均导致 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２堆积，并呈现出剂量和时间依赖
性。这些结果提示尽管ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２均为自噬标记物，但不同的调节剂对其表达的调控存在差异。
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　　细胞自噬是细胞内重要的蛋白质降解途径，参
与多种生理功能，已经证实细胞自噬活性失调与多

种人类疾病密切相关［１－２］。判断细胞自噬活性的

最常用方法是利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测内源性微管
结合蛋白１轻链３Ｉ（ＬＣ３Ｉ）向微管结合蛋白１轻链
３ＩＩ（ＬＣ３ＩＩ）的转化［３－４］。ＬＣ３是最早发现的自噬标
记物，其前体经加工后将羧基末端切除产生 ＬＣ３Ｉ，
随后ＬＣ３Ｉ通过类泛素样修饰的方式与自噬小体膜
上的磷脂共价结合，形成 ＬＣ３ＩＩ［５］。ＬＣ３ＩＩ的量与
自噬小体数量紧密相关，是反映细胞自噬活性的关

键指标。细胞自噬受体蛋白 ｐ６２作为泛素化底物
和定位于自噬小体膜上 ＬＣ３之间的连接因子可以
被包裹进自噬小体降解。ｐ６２蛋白表达水平的高
低与自噬活性成反比，是检测自噬活性的一个辅助

指标［６］。

细胞自噬调节剂可以上调或下调自噬活性，被

广泛应用于细胞自噬过程的解析［７－８］。由于不同

的细胞自噬调节剂的作用靶点不同，其可能对

ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２表达的影响存在差异；同时鉴于
ＬＣ３ＩＩ自身可以被自噬降解［９］，而在某些条件下，

ｐ６２蛋白水平的变化与细胞自噬并无关联［１０］，这

就使在解释两者的 Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交结果时存在不确
定性，可能导致对实验结果的解析产生矛盾的、甚

至错误的结论，曲解细胞自噬活性的变化及生物学

意义。因此，有必要比较不同的自噬调节剂对

ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２表达的影响。考虑到细胞自噬调节
剂种类繁多，作用靶点各不相同，本研究通过多种

常用的自噬调节剂调控细胞自噬过程不同阶段，例

如利用雷帕霉素或海藻糖分别以 ｍＴＯＲ依赖或非
依赖方式诱导细胞自噬发生［１１－１２］；利用３甲基腺
嘌呤阻断自噬小体的形成［１３］；利用巴弗洛霉素 Ａ１
干扰自噬小体与溶酶体的融合［１４］；利用 Ｅ６４ｄ和
ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ抑制溶酶体中组织蛋白酶活性［９］，以自

噬标记物ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２作为细胞自噬活性指标，观
察不同浓度或不同作用时间的细胞自噬调节剂对

其表达的影响。实验结果有望为这些细胞自噬调

节剂的应用及细胞自噬检测结果的正确解析提供

参考。

!

　材　料

１１　药物与试剂
ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胰蛋白酶、

胎牛血清、雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ）、海藻糖（ｔｒｅｈａ
ｌｏｓｅ）、３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）、巴弗洛霉素 Ａ１
（ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１）、Ｅ６４ｄ、ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ及鼠抗 ｐ６２抗
体（索莱宝科技有限公司）；ＲＩＰＡ细胞裂解液、苯
甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、兔抗 ＬＣ３抗体、羊抗 ａｃｔｉｎ抗
体、蛋白酶抑制剂及化学发光试剂盒（碧云天生物

技术公司）；ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁化学研究所）。
１２　仪　器

酶联免疫检测仪（美国伯腾公司）；冷冻离心

机（美国Ｓｉｇｍａ公司）；电泳仪（美国伯乐公司）。
１３　细胞株

ＨＥＫ２９３细胞购自中国科学院上海生命科学
研究院细胞资源中心。

"

　方　法

２１　细胞培养
ＨＥＫ２９３细胞置于含１０％胎牛血清，１００μｇ／ｍＬ

链霉素和１００Ｕ／ｍＬ青霉素的ＤＭＥＭ培养基中，于
含５％ＣＯ２，９５％空气的３７℃恒温培养箱中培养。
２２　药物处理

取生长状态良好的 ＨＥＫ２９３细胞，吸去培养
基后，分别换成含有不同浓度的雷帕霉素、海藻

糖、３甲基腺嘌呤、巴弗洛霉素 Ａ１或 Ｅ６４ｄ和
ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ的新鲜培养基，对照组添加对应的溶
剂。孵育指定时间后，收集、裂解细胞。雷帕霉素、

巴弗洛霉素 Ａ１、Ｅ６４ｄ和 ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ溶于 ＤＭＳＯ
中，海藻糖溶于水中，３甲基腺嘌呤于使用前直接
溶于培养基中。

２３　细胞裂解
细胞经预冷的 ＰＢＳ漂洗后，加入含蛋白酶抑

制剂及１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液（１％ ＮＰ
４０，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
０２５％脱氧胆酸，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），冰上裂解
１５ｍｉｎ。用移液器将细胞吹打起来后转移至１５ｍＬ
离心管中，２３号针头反复吹打破碎细胞，４℃条件
下，３３０２ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ法测
定上清蛋白浓度。

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２表达水平
细胞裂解液与 ５×ＳＤＳ上样缓冲液混匀后，

９５℃加热５ｍｉｎ使蛋白质变性，用于 ＳＤＳＰＡＧＥ。
随后，蛋白质被转移至硝酸纤维素膜上。室温下，

经含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ封闭１ｈ后，４℃条件下

２４３



第４９卷第３期 魏砚明，等：多种细胞自噬调节剂对自噬标记物ＬＣ３ＩＩ及ｐ６２表达的影响

孵育一抗过夜后，室温条件下分别与相应的连接有

辣根过氧化物酶的二抗孵育１ｈ，用 ＴＢＳＴ洗去未
发生结合的二抗。利用化学发光试剂盒显影蛋白

条带。胶片经扫描后，利用 ＩｍａｇｅＪ定量对应条带
的强度。

２５　细胞毒性实验
将ＨＥＫ２９３细胞接种于９６孔板中，２４ｈ后加

入自噬调节剂处理，继续培养指定时间，按照

ＣＣＫ８试剂盒说明书检测自噬调节剂对细胞的毒
性作用。

２６　统计学分析
实验数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。ｔ检

验进行统计分析，Ｐ＜００５视为差异显著。

#

　结　果

３１　自噬活化剂对自噬标记物的影响
３１１　雷帕霉素对自噬标记物的影响　雷帕霉素

作为一种应用广泛的自噬活化剂，其可以使 ｍＴＯＲ
激酶失活，下调ｐ７０Ｓ６激酶活性，降低核糖体蛋白
Ｓ６的磷酸化程度，从而上调自噬活 性［１１］。

ＨＥＫ２９３细胞经不同浓度的雷帕霉素处理２４ｈ后，
Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的表达，结果显示
雷帕霉素可以上调ＬＣ３ＩＩ的表达，并且具有剂量依
赖性；类似地，雷帕霉素可剂量依赖性地降低

ＨＥＫ２９３细胞中 ｐ６２的表达（图１Ａ，Ｂ）。为了比
较雷帕霉素不同处理时间对 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２表达的
影响，ＨＥＫ２９３细胞经１００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理
１２、２４或４８ｈ后，检测ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的表达，结果
表明不同处理时间均引起 ＬＣ３ＩＩ表达显著增多
（Ｐ＜００５），并随着处理时间的延长，ＬＣ３ＩＩ表达
增加；而在经雷帕霉素处理１２ｈ的 ＨＥＫ２９３细胞
中未观察到 ｐ６２的表达有明显变化，但随着处理
时间的延长，ｐ６２的表达显著降低（Ｐ＜００５）（图
１Ｃ，Ｄ）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＩＩａｎｄｐ６２ｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ，Ｂ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｐａｍｙｃｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｐａｍｙｃｉｎ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３１２　海藻糖对自噬标记物的影响　海藻糖是一
种非还原性双糖，其以一种 ｍＴＯＲ非依赖性的方
式增强自噬活性［１２］。ＨＥＫ２９３细胞经不同浓度海
藻糖处理２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２
的表达，结果显示海藻糖可以上调 ＬＣ３ＩＩ的表达，

而ｐ６２的表达未观察到明显变化（图２Ａ，Ｂ）。此
外，利用２０ｍｍｏｌ／Ｌ海藻糖处理ＨＥＫ２９３细胞不同
时间，观察到海藻糖可以时间依赖性地增强 ＬＣ３ＩＩ
的表达；类似地，其对 ｐ６２的表达没有明显影响
（图２Ｃ，Ｄ）。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＩＩａｎｄｐ６２ｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ，Ｂ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｅｈａｌｏｓｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｅｈａｌｏｓｅ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　自噬抑制剂对自噬标记物的影响
３２１　３甲基腺嘌呤对自噬标记物的影响　３甲
基腺嘌呤通过特异抑制 ＰＩ３ＫＩＩＩ的激酶活性，阻断
自噬小体的形成［１３］。ＨＥＫ２９３细胞经不同浓度的
３甲基腺嘌呤处理 ２４ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交检测

ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的表达，结果表明随着３甲基腺嘌呤
浓度的增加，ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的表达均明显增加（图
３Ａ，Ｂ）。同样地，利用５ｍｍｏｌ／Ｌ３甲基腺嘌呤处
理ＨＥＫ２９３细胞不同时间，ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的表达呈
现时间依赖性地增加（图３Ｃ，Ｄ）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（３ＭＡ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＩＩａｎｄｐ６２ｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ，Ｂ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ３ＭＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ３ＭＡ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

４４３



第４９卷第３期 魏砚明，等：多种细胞自噬调节剂对自噬标记物ＬＣ３ＩＩ及ｐ６２表达的影响

３２２　巴弗洛霉素 Ａ１对自噬标记物的影响　巴
弗洛霉素 Ａ１可特异地抑制液泡膜上的氢离子
ＡＴＰ酶，使溶酶体腔内不能酸性化，从而干扰自噬
小体与溶酶体的融合［１４］。利用不同浓度的巴弗洛

霉素Ａ１处理ＨＥＫ２９３细胞２４ｈ后，检测 ＬＣ３ＩＩ和
ｐ６２的表达，结果显示巴弗洛霉素 Ａ１可显著增加

ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的表达（Ｐ＜００５），并呈现剂量依赖
性（图４Ａ，Ｂ）。利用４０ｎｍｏｌ／Ｌ巴弗洛霉素Ａ１处
理ＨＥＫ２９３细胞不同时间后，检测 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的
表达，结果显示巴弗洛霉素 Ａ１可时间依赖性地增
加ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的表达（图４Ｃ，Ｄ）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＩＩａｎｄｐ６２ｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ，Ｂ：ＩｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：ＩｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１（５ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２３　Ｅ６４ｄ和 ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ对自噬标记物的影响
　Ｅ６４ｄ是一种膜通透性的组织蛋白酶 Ｂ、Ｈ和 Ｌ
抑制剂；ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ是组织蛋白酶 Ｄ和 Ｅ抑制
剂［９］。不同浓度的 Ｅ６４ｄ和 ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ共同处理
ＨＥＫ２９３细胞２４ｈ后，检测 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的表达，
结果显示 Ｅ６４ｄ和 ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ可显著增强两者的
表达（Ｐ＜００５），并呈现剂量依赖性（图５Ａ，Ｂ）。
利用 Ｅ６４ｄ和 ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ各 ２０μｇ／ｍＬ同时处理
ＨＥＫ２９３细胞不同时间，观察不同作用时间对
ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２表达的影响，结果显示 Ｅ６４ｄ和 ｐｅｐ
ｓｔａｔｉｎＡ可时间依赖性地上调 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２的表达

（图５Ｃ，Ｄ）。
３３　细胞自噬调节剂的细胞毒性

为明确上述细胞自噬调节剂是否影响细胞活

性，ＨＥＫ２９３细胞经不同浓度或不同时间雷帕霉素
处理后，检测细胞存活率，结果表明不同浓度或处

理时间的雷帕霉素对细胞活性均无明显影响（图

６）。同样地，ＨＥＫ２９３细胞经不同浓度或不同时间
的海藻糖、３甲基腺嘌呤、巴弗洛霉素 Ａ１以及
Ｅ６４ｄ和ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ处理后，均未观察到对ＨＥＫ２９３
细胞有明显的毒性作用（结果未显示）。
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥ６４ｄａｎｄｐｅｐｓｔａｔｉｎＡｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３ＩＩａｎｄｐ６２ｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ，Ｂ：ＩｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＥ６４ｄａｎｄｐｅｐｓｔａｔｉｎＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：ＩｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＥ６４ｄ（２０μｇ／ｍＬ）＋ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ（２０μｇ／ｍＬ）
ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ａ）ｏｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｓ（Ｂ）ｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓａｎａｌｙｓｅｄｂｙＣＣＫ７ａｓｓａｙ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔｈｅｖａｌｕｅｉｎｒａｐａｍｙｃｉｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｗａｓｓｈｏｗｎａｓａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｏｎｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌ，ｗｈｉｃｈｗａｓｓｅｔａｓ１００％
Ａ，Ｂ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｐａｍｙｃｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｃ，Ｄ：Ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｒａｐａｍｙｃｉｎ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎ

$

　讨　论

由于细胞自噬活性检测中分析方法或标准的

差异，可能引起对实验结果的误读［９，１５－１６］。本实验

中利用雷帕霉素或海藻糖诱导自噬小体形成；或者

利用３甲基腺嘌呤抑制自噬起始阶段、巴弗洛霉
素Ａ１抑制自噬小体与溶酶体的融合以及 Ｅ６４ｄ和
ｐｅｐｓｔａｔｉｎＡ阻断自噬溶酶体的降解过程，均引起
ＬＣ３ＩＩ表达水平明显升高。因此，ＬＣ３ＩＩ的增多既
可反映自噬活性增强引起的自噬小体数量增加，也

可能是由于自噬小体与溶酶体融合受阻或者自噬

溶酶体的降解受阻引起的。一般情况下，ＬＣ３Ｉ的
表达量比较稳定，但在５和１０ｍｍｏｌ／Ｌ３甲基腺嘌
呤处理组中其表达量与其他组有较大差别（图３
Ａ），这可能与不同处理条件下自噬活性状态不同
相关，但具体原因仍待进一步深入研究。

为了明确自噬活性的变化，通常结合观察自噬

特异降解底物 ｐ６２的表达。抑制细胞自噬的各个
阶段时，ＬＣ３ＩＩ的堆积伴随着 ｐ６２表达的明显升
高，并且呈现时间和剂量依赖性；而利用雷帕霉素
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诱导细胞自噬活性，促进 ｐ６２降解，并且与 ＬＣ３ＩＩ
的增多相比，ｐ６２的减少具有滞后性，例如在诱导
自噬的早期，ＬＣ３ＩＩ升高的同时未能检测到 ｐ６２下
调，提示清除作为自噬底物的 ｐ６２需要较长时间，
这可能与雷帕霉素诱导自噬的能力相对较慢有

关［３］，也可能和 ｐ６２与自噬小体膜结合不够紧密
相关［６］。

通过同时检测 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２来判断自噬活性
的方法具有一定的局限性。由于自噬过程中

ＬＣ３ＩＩ被溶酶体中的水解酶降解［９］，如果 ＬＣ３ＩＩ的
溶酶体降解速度远小于自噬小体形成速度，ＬＣ３ＩＩ
水平的升高代表自噬的活化，而ＬＣ３ＩＩ的表达在不
同细胞中具有差异性，如果在某些细胞中自噬的本

底水平较高，自噬活化时形成的 ＬＣ３ＩＩ被迅速降
解，ＬＣ３ＩＩ水平保持不变甚至降低，则其不能真实
准确反映自噬的活化。另外，ｐ６２作为自噬标记
物，尤其是作为自噬活化时的标记物时，由于表达

变化的滞后性，同时其他自噬非依赖途径参与了

ｐ６２代谢［１０］，其可能不能准确反映真实的自噬状

态。尽管同样作为自噬诱导剂，但雷帕霉素和海藻

糖对ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２表达的影响存在差异。海藻糖
可以上调ＬＣ３ＩＩ的表达，但对ｐ６２的表达未见明显
影响，这可能是由于与雷帕霉素相比，海藻糖增强

自噬活性的能力较弱，也可能与细胞系相关［１７］。

最后，由于ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的堆积可以是阻断细
胞自噬的不同阶段引起的，目前还难以区分具体是

哪一步骤受到抑制。因此，要客观评价细胞自噬状

态也可选择其他多种方法综合评定，包括观察自噬

小体的超微结构或长寿命蛋白的自噬性降

解等［３－４，１８］。

总之，本研究比较了多种调控细胞自噬不同阶

段的调节剂对自噬标记物 ＬＣ３ＩＩ和 ｐ６２表达的影
响，结果验证了ＬＣ３ＩＩ和ｐ６２的表达在细胞自噬的
不同阶段均受到严格调控，不同的自噬调节剂对其

表达的调控存在明显差异，为利用两者表达的变化

解析细胞自噬活性检测结果及筛选新型自噬调节

剂提供了参考。
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