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佛波酯诱导
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细胞分化条件的优化

及自噬模型的建立
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*诱导
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细胞(人类单核+巨噬细胞*

分化的最优条件"建立相关自噬模型"为基于细胞自噬模型的研究奠定实验基础%方法 采用
G̀ Q

诱导
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细胞分化成巨噬细胞.用表达融合蛋白
E

+I\Q7;!FcXGFbO7

质粒转染
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细胞"

cXG

为黄绿色荧光蛋白"以示

踪自噬体的形成%采用倒置显微镜观察不同浓度(

"

)

!"

)

#"

)

9"

)

!""

)

#"".

/

+

&)

*)不同时间(

"

)

#6

)

65

)

$",

*

G̀ Q

分

化细胞形态学变化.采用荧光显微镜示踪不同条件下
bO7

点聚集的增强.实时荧光定量聚合酶链式反应(
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"又称饥饿培养基*"诱导细胞自噬相关基因
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表达量变化的比较采用
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检验分
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为差异有统计学意义%结果
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浓度为
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时"
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细胞分化成

巨噬细胞的形态学状态较理想%饥饿培养基
%AKK

处理分化的
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细胞"能增加自噬体
cXGFbO7

点聚集"其自噬

相关基因
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时
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分化为巨噬细胞状态较理想.成功构建了
=NGF!

源性细胞自噬模型%

!关键词"
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白血病"单核细胞"急性.
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细胞系"肿瘤.
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十四酰佛波乙酯.
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自噬.

!

模型"生物学
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细胞自噬是从酵母到人类都很保守的古老代谢

过程,

!

-

"传统观点认为自噬已进化为一种重复利用

路径"即其可使真核细胞在饥饿状态下通过降解受

损或废弃的细胞器及蛋白质而获得营养,

#F7

-

%近年

研究显示"自噬可作为天然免疫)获得性免疫和炎症

反应的调控子发挥协助调节免疫系统的功能,

6F9

-

"此

外"自噬广泛参与多种疾病的发生发展,

$F8

-

"包括癌

症)神经退行性病变"以及心血管和肺部疾病等%

早在
#"

世纪
9"

年代在哺乳动物细胞中就已鉴

定到自噬的形态学"随后详尽的形态学和药理学研

究使得自噬过程的基本步骤逐渐明确%目前已鉴定
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余个自噬相关基因(
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bO7

是一种类似于泛素蛋白的蛋

白质"可与磷脂酰乙醇胺(

G%

*结合%

bO7

(

)(

/

,0

+,'(.7

*是目前公认的自噬分子标志物%哺乳动物

中有
7

种
bO7

"包括
bO7Q

)

bO7A

)

bO7O

"它们在自

噬过程中存在相关的翻译后修饰%

bO7A

标记荧光

蛋白(如
UXG

)

UXGFbO7

*已被用于间接免疫荧光或

直接荧光显微镜的方法测定
bO7

或
UXGFbO7

点聚

集的增加量来监测自噬通量%
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和
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7
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)

E&?+'-/

均是重要的自噬调控基因"其编码的相应蛋白在自

噬体的形成)泛素样蛋白通路等多个过程中可发挥

重要作用%自噬的诱导可伴随着某些自噬基因
&J\Q

水平的增加"可利用
.340,-4.

印迹或实时荧光定量

聚合酶链式反应(

J=F

R

GOJ

*方法检测
L!,

等自噬

相关基因的
&J\Q

的水平变化%

近年来"自噬相关领域的研究已成为热点%自

噬模型也成为研究者常常涉及到的研究模型"本研

究在前人研究的基础上"优化了
G̀ Q

诱导人类单

核+巨噬细胞(

=NGF!

*细胞分化的条件"建立了较

好的自噬模型"旨在为以
=NGF!

细胞为基础的自噬

模型构建及相关功能研究提供实验基础%

材料和方法

一)材料和试剂来源
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*购于
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公司(美国*.孔板和抗生素等购

于广州唯民生物科技有限公司.感受态细菌
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公司(中国*.
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细胞购于中山

大学细胞库.
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质粒(简写为

&

cXGFbO7

质粒'*为广东省结核病控制中心参比实

验室保存(由中山大学肿瘤防治中心朱孝峰教授馈

赠*.胎牛血清购于杭州四季青生物工程材料有限公

司.
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GOJ

引物由生工生

物工程(上海*股份有限公司合成%反转录普通

GOJ

仪(

K%\KaJ

*)荧光定量
GOJ

仪(

OXV:$

*购

自
AHaFJQI

公司(美国*.低速离心机和高速离心

机)细胞培养箱购自
=,-4&3

公司(美国*.倒置相差

显微镜购自
abc̀ GfK

公司(日本*.倒置荧光显微

镜
HVF87

购自
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公司(日本*.
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分光光度计购自
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二)

bO7

点聚集示踪细胞自噬模型的建立

(一*

G̀ Q

诱导
=NGF!

细胞分化

根据细胞生长状态和形态取
#

"

6

代细胞进行

实验%收集形态典型)生长状态良好的
=NGF!

进行

实验,

=NGF!

细胞呈单个圆形悬浮"密度约(

9

"

!"

*

g

!"

$

+

&)

"分布均匀"折光度较好-%

=NGF!

细胞使用

含有
!"<

胎牛血清)

!<

谷氨酰胺)

!<

双抗(青霉素

和链霉素配制*的
!$6"

培养基"在
78j

)

9< Oa

#

的细胞培养箱内培养"每
!#

"

!$,

观察一次%待细

胞到达对数生长期时(培养约
#6

"

7$,

后*"用
!$6"

培养基调整细胞浓度为
$g!"

9个+孔接种于
$

孔板

中"加入
G̀ Q

"调整
G̀ Q

最终浓度依次为
"

)

!"

)

#"

)

9"

)

!""

)

#"".
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+

&)

"最后补充
!$6"

培养基至

#&)

"以
".

/

+

&)G̀ Q

孔作为阴性对照孔%培养
#6,

后观察各孔细胞贴壁)形态变化情况并摄影%当细

胞形态由单个圆形悬浮细胞"逐渐变为贴壁)形态不

规则并伸出伪足"综合观察比较各孔分化形态和分

化比例"以确定
G̀ Q

诱导
=NGF!

分化的优化浓

度"以分化细胞比例大的和巨噬细胞形态典型的为

优%确定最优
G̀ Q

浓度后"使用此
G̀ Q

浓度分别

诱导
=NGF!

细胞
"

)

#6

)
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)

$",

后再次观察各孔细

胞形态变化并摄影"综合观察比较各孔分化形态和

分化比例"以确定
G̀ Q

诱导
=NGF!

分化的优化作

用时间"其中
",

作用孔作为阴性对照孔%细胞培
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养严格无菌操作"若有污染则弃去细胞"重新复苏%

(二*细胞的转染与筛选

!2cXGFbO7

质粒
I\Q

的制备!首先使用本室

保存的构建好的质粒(

E

+I\Q7;!FcXGFbO7

质粒*

转化感受态细菌
IN9

-

"然后将转化的感受态细菌
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-

均匀涂在含卡那霉素的
bA

固体琼脂培养基

上"干燥后"倒置平板"

78j

恒温培养
!#

"

!$,

%挑

取单克隆菌落经鉴定后进行扩大培养%收集菌液"

使用去内毒素法"按照
%2i2\2Q2%.C3X4--G)'*&(C

(̀.(̂ (0

说明书步骤提取
cXGFbO7

质粒"

\'.3I43

E

#"""

分光光度计测定浓度"

S#"j

保存备用%

cXG

为黄绿色荧光蛋白"本研究用表达融合蛋白
cXGFbO7

质粒转染细胞"以示踪自噬体的形成%

#2=NGF!

细胞的转染!脂质体法转染
cXGF

bO7

质粒至
=NGF!

细胞%使用无抗生素培养基以

#;9g!"

9个+孔密度接种
=NGF!

细胞至
#6

孔细胞

培养板"加入培养基至
9""

$

)

%使用
!"".

/

+

&)

的

G̀ Q

诱导
=NGF!

细胞
65,

"设置未加入
G̀ Q

孔

作为阴性对照%当细胞形态由单个圆形悬浮细胞"

逐渐变为贴壁)形态不规则并伸出伪足"认为
=NGF!

已分化为巨噬细胞%当细胞分化为贴壁的巨噬细

胞)判断贴壁细胞占孔板达到
:"<

"

:9<

时进行后

续操作%具体的操作严格按照脂质体转染试剂

b(

E

3@-+0'&(.-

=̀

#"""

的操作说明书进行%

(三*细胞自噬的检测

!2cXGFbO7

点聚集示踪自噬体的形成!

%'4)-

5

*

1')'.+-C*')0**3)B0(3.

(

%AKK

"又称饥饿培养基*"可

诱导多种细胞发生自噬%将细胞进行如下处理!先

用优化的
G̀ Q

作用浓度和作用时间诱导
=NGF!

分化为巨噬细胞"再分别收集未转染
cXGFbO7

质

粒
=NGF!

细胞)转染
cXGFbO7

质粒
=NGF!

细胞及

转染后用
%AKK

处理的
=NGF!

细胞(即用饥饿培养

基培养
#,

后"再换成普通培养基*"利用荧光显微

镜观察黄绿色荧光及
cXGFbO7

点聚集在细胞中的

分布情况并摄影%

#2J=F

R

GOJ

检测自噬相关基因!收集上述三组

细胞"

GAK

洗
#

次后"使用
=JH?3)

.

J-'

/

-.0

裂解细

胞"具体操作严格按照
=JH?3)

.

J-'

/

-.0

说明书步

骤进行%以
\'.3I43

E

#"""

分光光度计进行浓度

测定和纯度判断"

0

#$"

+

#5"

在
!;:

"

#;!

之间"可认为

J\Q

纯度较好,

9

-

%根据
X(4*0FK04'.C+I\Q*

>

.F

0,-*(* F̀̀ b[ (̂0

说明书进行
+I\Q

的合成"使用

#"

$

)

反应体系"以
/

F'+0(.

和
UQGIN

作为内参扩

增相关基因(引物序列见表
!

*"其中
&

*,?9'-

)

30BD"

)

L!,

基因上下游引物用
G4(&-4G4-&(-49;"

软件设

计"

E&?+'-/

)

09

7

-

)

09

7

.

基因上下游引物参考文献

,

:

-进行设计%反应步骤为!

:6j

"

#&(.

预变性.

:6j

"

!9*

变性.

95j

"

7"*

退火.

$5j

"

!&(.

延伸"

共
6"

个循环%使用比较
O0

值法(

#

S

,,

O0

*方法进行

&J\Q

表达差异分析%自噬相关基因
L!,

)

E&?+'-/

)

09

7

-

)

09

7

.

基因
&J\Q

的表达增加"可在一定程度

上提示自噬通量增强%

表
8

!

不同目的基因的荧光定量
GOJ

引物序列

目的基因 引物序列(

9k

(

7k

*

&

*,?9'- =UQOUUUU=OQOOOQOQO=U=UOOOQ=O=Q X

O=QUQQUOQ===UOUU=UUQOUQ=UUQ J

30BD" U=O==OQOOQOOQ=UUQU X

OOQQQU==U=OQ=UUQ=UQOO J

L!, OOQOQOOOQQQU=OO=OQO= X

OQO=UO=UO===OOU=QQOQ J

E&?+'-/ QOQU=UUQOQU===UUOQOQ X

OUUOQUO=OO==QUQ===U= J

09

7

- UUOOQ=OQQ=OUUQQQO=OQ= X

QUOOQOQUUQOUQQQOQUO== J

09

7

. =OUQQQUOOQ=UQ=U=OU=O== X

OOQQQUOQUOQ==UQ=UQOOQ J

注
X

!正向引物.

J

!反向引物

(四*数据的统计学处理

采用
KGKK!8;"

软件进行统计分析%经比较

O0

值法分析
&J\Q

表达差异"

&J\Q

相对含量

#

S

,,

O0用&

&h'

'表示%对于
%AKK

是否诱导细胞自

噬相关基因
&J\Q

表达量的变化采用
$

检验分析"

以
"

"

";"9

为差异有统计学意义%

三)相关定义

!2

自噬通量!指自噬的完整过程"包括底物向溶

酶体的传送及其后续分解和回收利用等%

#2

比较
O0

值法!

O0

值法是基因表达调控研究

中最常用的两种相对定量方法之一%该方法同时扩

增目的基因片段和内参基因片段"一般设
!

"

#

个

内参基因%比较
O0

值法与标准曲线法的相对定量

的不同之处在于其运用了数学公式来计算相对量"

前提是假设每个循环增加
!

倍的产物数量"在
GOJ

反应的指数期得到
O0

值来反应起始模板的量"一个

循环的不同相当于起始模板数
#

倍的差异,

!"

-

%测

得两者的
O0

值之差"即
#

S

,,

O0

%通过扩增标准曲线

判断扩增效率"通过数学公式来计算相对量%本研

究通过比较
O0

值法的相对定量来评价细胞自噬相

关基因
&J\Q

表达量的变化%

#

:::

#
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结
!!

果

一)

=NGF!

诱导分化的条件优化

为获得
=NGF!

源性巨噬细胞(

`

0

*"本研究优

化了
=NGF!

细胞分化成
`

0

的诱导条件%笔者采

用
"

)

!"

)

#"

)

9"

)

!""

)

#"".

/

+

&)

不同浓度
G̀ Q

诱

导分化细胞
#6,

"并用同一浓度
G̀ Q

诱导
=NGF!

细胞
"

)

#6

)

65

)

$",

(图
!

"

#

*%结果显示"未加入诱

导剂
G̀ Q

时"观察细胞形态无明显变化"即几乎没

有细胞被诱导分化贴壁(图
!Q

"图
#Q

*.随着
G̀ Q

诱导浓度增加"

=NGF!

分化为
`

0

比例增多"即细

胞形态由单个圆形悬浮细胞"逐渐变为贴壁)形态不

规则并伸出伪足(图
!A

"

%

*%同一浓度
G̀ Q

刺激

时"随着诱导时间的增加"贴壁细胞增多(图
#A

"

I

*%综合分析发现"在
G̀ Q

浓度为
!"".

/

+

&)

和诱

Q

!

".

/

+

&)

(对照组*.

A

!

#".

/

+

&)

.

O

!

9".

/

+

&)

.

I

!

!"".

/

+

&)

.

%

!

#"".

/

+

&)

图
8

!

倒置显微镜观察不同浓度
G̀ Q

诱导
=NGF!#6,

的分化情况(直接可见光下观察"

g!""

*

Q

!

",

(对照组*.

A

!

!#,

.

O

!

65,

.

I

!

$",

图
5

!

倒置显微镜观察
!"".

/

+

&)G̀ Q

诱导
=NGF!

不同作用时

间的分化情况(直接可见光下观察"

g!""

*

导时间
#6

"

65,

之间时"细胞贴壁最多"形态不规

则且伪足明显"即巨噬细胞样细胞状态最理想(图

7

*"故选择此条件为
G̀ Q

诱导
=NGF!

细胞分化的

最佳条件%

二)荧光显微镜观察
cXGFbO7

质粒转染至

=NGF!

源性
`

0

结果显示"未转染
cXGFbO7

质粒的细胞未见

荧光发出"而转染
cXGFbO7

质粒的巨噬细胞可见

荧光发出"说明
cXGFbO7

质粒已成功转染至
=NGF!

源性的巨噬细胞"可用于后续示踪自噬的检测(图
6

Q

)

A

*%

=NGF!

分化的
`

0

经
%AKK

处理后"

bO7

点聚集现象增强"提示
%AKK

增加了自噬通量(图

6O

*%

三)

J=F

R

GOJ

检测
%AKK

诱导
`

0

后
L!,

)

09

7

-

)

09

7

.

)

E&?+'-/

的
&J\Q

表达水平

使用
%AKK

诱导细胞后"用
J=F

R

GOJ

检测自噬相关基因的
&J\Q

表达水平"以检测
%AKK

是否可诱导

=NGF!

源性巨噬细胞发生自噬%结

果提 示"

%AKK

处 理
G̀ Q

诱 导

=NGF!

分化的巨噬细胞后"自噬相

关基因
L!,

)

09

7

-

)

09

7

.

)

E&?+'-/

的

&J\Q

表达水平显著增加"

#

S

,,

O0值

均值分别为
!;79h";!$

)

!;!5h";7:

)

!;66h";!#

)

!;"5h";":

"(

$

值分别

为
6;""

)

#;:"

)

9;!$

)

7;98

"

"

值均

"

";"9

*(图
9

*"说明
%AKK

能明显

诱导
=NGF!

源性
`

0

细胞的自噬

过程%

G̀ Q

浓度为
!"".

/

+

&)

和诱导时间
#6

"

65,

之间时"细胞贴壁最

多"形态不规则且伪足明显"即巨噬细胞样细胞状态最理想

图
B

!

倒置显微镜观察
!"".

/

+

&)G̀ Q

诱导
=NGF!

分化的巨噬细

胞(直接可见光下观察"

g!""

*

讨
!!

论

&自噬'的概念由比利时科学家
O,4(*0('.C-

IBM-

在
!:$7

年溶酶体国际会议上首先提出"是指

细胞受到刺激后吞噬自身的细胞质或细胞器"最终

#

"""!

#
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Q

!未转染
cXGFbO7

质粒的
`

0

"

A

!转染
cXGFbO7

质粒的
`

0

"

O

!

%AKK

处理转染
cXGFbO7

质粒的
`

0

图
C

!

荧光显微镜观察
cXGFbO7

质粒转染至
=NGF!

源性
`

0

的情况(

g!""

*

图
D

!

%AKK

处理
=NGF!

源性
`

0

后自噬相关基因
L!,

)

09

7

-

)

09

7

.

)

E&?+'-/

的
&J\Q

表达水平变化(

$

值分别为
6;""

)

#;:"

)

9;!$

)

7;98

"

"

值均
"

";"9

*

将吞噬物在溶酶体内降解的过程%广义上的自噬包

括巨自噬 (

&'+43'B03

E

,'

/>

*)微自噬(

&(+43F'B03F

E

,'

/>

*和分子伴侣介导的自噬(

+,'

E

-43.-F&-C('F

0-C'B03

E

,'

/>

"

Ò Q

*

7

种类型"通常所说的自噬指

巨自噬%

=NGF!

"即人类急性单核细胞白血病细

胞"可被
G̀ Q

诱导分化为
`

0

"形态上由单个圆形

的悬浮细胞分化为贴壁生长)形态不规则且伸出伪

足的
`

0

样细胞,

$

-

%

=NGF!

源性
`

0

属于人类细

胞系"是研究炎症相关巨噬细胞功能的经典细胞模

型"也是研究
0̀1

与宿主细胞相互作用的常用细胞

株,

!!F!7

-

"且已用于结核分枝杆菌感染中自噬作用的

研究,

!6F!9

-

%然而"虽然由
=NGF!

诱导分化的巨噬细

胞是重要的工具细胞"但已往文献报道中关于诱导剂

G̀ Q

的诱导浓度和诱导时间存在较大差异"导致诱

导条件不一致%

G̀ Q

的诱导浓度从
9"

"

#"".

/

+

&)

不等"诱导时间跨度也达
!#

"

8#,

"这可能受实验中

=NGF!

培养状态)所用
G̀ Q

的质量和纯度等的影

响,

$

"

!#F!7

-

"但
=NGF!

诱导分化条件的不确定性"常

常导致研究者对研究结果的质疑"甚至引起同行争

议%因此"对
=NGF!

细胞诱导分化条件的优化是当

前研究亟需解决的问题"统一)可靠的诱导条件是进

行后续科学研究的坚实基础%本研

究在前人研究的基础上"优化了

G̀ Q

对
=NGF!

细胞的诱导分化条

件"通过综合分析
G̀ Q

在不同诱导

浓度和诱导时间下对
=NGF!

的诱

导作用"发现
!"".

/

+

&)

的
G̀ Q

诱

导
=NGF!

细胞
#6

"

65,

后分化形

成的
`

0

形态特征明显"且状态较

好%因此"确定
!"".

/

+

&)G̀ Q

作用

#6

"

65,

是最佳诱导条件%

在此诱导条件下"笔者还构建

了
%AKK

诱导
=NGF!

源性
`

0

的自噬模型"通过荧

光显微镜观察
cXGFbO7

点聚集示踪自噬"发现经

%AKK

培养基处理后"细胞发生自噬并增加了自噬

通量%

J=F

R

GOJ

对自噬相关基因(

L!,

)

09

7

-

)

09

7

.

)

E&?+'-/

*

&J\Q

的表达水平进行检测"发现

由
%AKK

处理后的
`

0

细胞中自噬相关基因
&J\Q

表达水平明显增加%以上实验结果均提示
%AKK

可

增加
=NGF!

源性
`

0

的自噬通量%这部分实验中

有关键的两点"分别是
G̀ Q

的质量和
=NGF!

的生

长状态%对于诱导剂
G̀ Q

"本研究采用的是
K(

/

&'

的产品"制成的工作液避光保存于
S#"j

冰箱并在

!

个月内用完%本研究中发现"只要操作者有熟练

的细胞培养经验"选取对数生长期的细胞和合格质

量的
G̀ Q

就能以稳定的诱导条件得到巨噬细胞%

总之"本研究结合已有文献报道"优化了
G̀ Q

诱导
=NGF!

细胞分化的条件"为后续相关实验提供

了可靠的诱导条件%除此之外"笔者还构建了较理

想的自噬模型"为基于细胞自噬模型进行的实验提

供了科学依据%例如研究以细胞免疫为主的相关疾

病的致病机制)机体免疫机制"常见应用于传染性疾

病(结核病等*)肿瘤等相关疾病的研究%
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#书讯#

我国第一部#中国防痨史$已由人民卫生出版社出版

#"":

年
6

月"中华人民共和国卫生部疾病预防控制局

委托中国防痨协会负责组织编写1中国防痨史2%经过
7

年

多的努力"我国第一部1中国防痨史2的编撰工作全部完成"

于
#"!7

年
7

月由人民卫生出版社出版%

1中国防痨史2由原卫生部副部长)中国工程院院士王陇

德担任主审"原卫生部疾病预防控制司司长)中国防痨协会

名誉理事长戴志澄教授"以及疾病预防控制局肖东楼专员)

中国防痨协会副理事长兼秘书长万利亚担任主编%全国政

协副主席)中国科协主席)中国科学院院士韩启德为该书题

词&以史为鉴"以人为镜'"原卫生部部长张文康题词&总结历

史经验"启迪当代防痨'"原副部长殷大奎题词&弘扬先辈防

痨精神"防治结核造福人类'%

全国人大常委会副委员长)原卫生部部长)中国科学院

院士陈竺为本书题写序言%他在&序言'中指出"纵观历史"

我国人民与结核病搏斗了数千年"一代又一代防痨人不懈地

努力奋斗"结核病防治工作取得了显著进展"结合我国实际"

创建了具有中国特色的结核病防治体系"为全球控制结核病

做出了巨大的贡献%1中国防痨史2是一部具有很高参考价

值的医学史书"是我国医学发展史的重要组成部分%本书的

出版"体现了中国防痨界团结协作和敢于开拓创新的精神"

厚载着中国防痨界沉甸甸的历史文化底蕴%本书作为历史

与当代的结合"结核病管理与相关技术的合成"适合全国预

防医学工作者)临床医师)医学史研究者)卫生管理人员及广

大医学生阅读和参考"也可作为广大结核病防治工作者上岗

培训的参考教材%

盛世修史是中华民族的优良传统%中国防痨协会精心

组织老)中)青年专家和学者"本着尊重史实)承上启下)继往

开来)服务当代和有益后世的原则"通过收集)回忆)记述并

查阅大量的历史文献"经过反复核实和修改"历时
7

年多的

艰辛"终于完成了我国首部1中国防痨史2%全书共
!7

章
:9

万

字"

!6"

余幅珍贵的历史照片"资料翔实"图文并茂"真实)系

统地记述和反映了各个历史时期人们对结核病的认识)预

防)治疗方法)防治策略和实践经验与教训"展现了不同时代

无数防痨工作者及社会各界人士与结核病斗争的光辉历程%

同时"还收集了全国各省)自治区)直辖市防痨简史"以及中

国防痨界泰斗级人物的光辉事迹%广大读者"特别是从事结

核病防治和预防保健的工作者"可从书中感受防痨前辈的教

诲"体味中国防痨事业的辉煌与坎坷%

本书单价
!#"

元(含邮费*"款到发货"邮局汇款或银行

转账均可%

地址!北京市东四西大街
6#

号
#!"

室"邮编!

!""8!"

.电

话!

"!"F$9#98689

"传真!

"!"F$9#98689

)

"!"F$9#989":

.联系

人!朱桂林"电话!

!79#"765$78

"

%&'()

!

?

/

).Z

>

Z

!

!$72+3&

%

银行汇款!户名!中国防痨协会.开户行!工行北京崇文

支行永定门分理处.账号!

"#""""!9":#!8:"9!$9

%

#中国防痨协会秘书处$

#

#""!
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