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摘要：细胞自噬是广泛存在于真核细胞内的一种降解途径，在机体发育过程中、在生理和病理状况下都起重要作用。近年，自噬成

为热点研究领域，但少有论文深入分析不同检测方法得来的数据在研究中的不同意义，说明不同检测方法所获的结果的优缺点

和适用条件。本文拟对哺乳动物细胞自噬检测方法进行归类、介绍及评述，旨在为研究工作中自噬检测方法的选择和研究结果的

解释起帮助作用。
关键词：自噬；单丹(磺)酰戊二胺；LC3
中图分类号：Q2-33，Q26 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）09-1797-04

Detection Methods of Autophagy and the Assessments*
CHEN Xi, LIANG Wen-ying, XIONG Jing-bo△

(Department of Cell Biology, School of Basic Medical Sciences, Southern Medical University, 1023 Shatai Road South, Guangzhou,
China, 510515)

ABSTRACT: Autophagy is degradation pathway widely existed in eukaryotic cells. It plays an important role in body development
and in both physiological and pathological conditions. In recent year, autophagy has become a hot research field, but limited papers do
in-depth analysis of the significance of the research data getting from varieties of autophagy assays, and explain the merits ,disadvantages
and applicable conditions of the used autophagy assays. In this review, autophagy assays in mammals will be classified, introduced and
commentated on for the purpose of providing help to the selection and data interpretation of autophagy assays in research.

Key words: Autophagy; Monodansylcadaverine; LC3
Chinese Library Classification: Q2-33, Q26 Document code: A
Article ID: 1673-6273(2012)09-1797-04

* 基金项目：国家自然科学基金资助项目(81071810，81072058)

作者简介：陈曦（1988-），女，博士生，主要研究方向：肿瘤抑制基因与自噬, E-mail：chenxiksbd@sina.cn

△通讯作者：熊静波，Tel：020-62789029，Fax:020-62789029, E-mail: jbxiong@smu.edu.cn

（收稿日期：2011-10-09 接受日期：2011-10-31）

前言

细胞自噬是广泛存在于真核细胞内的一种溶酶体依赖的

降解途径，胞内损伤的蛋白质和细胞器通过自噬作用被降解，

产生的氨基酸、脂肪酸等降解产物再被细胞重新利用[1]。长因子

缺乏、氧自由基、DNA 损伤等应激皆可诱导自噬[2-4]。自噬是一

个高度动态的过程，主要包括两个步骤：先是胞内的目标物被

膜结构包裹形成自噬小泡以及自噬小泡与溶酶体结合，然后是

自噬溶酶体对胞内物质进行降解。自噬的作用很广泛，在细胞

生长发育、细胞死亡以及一些人类疾病如肿瘤的发生、发展和

治疗反应方面均有重要的作用[5],但自噬对肿瘤细胞来说是一

把 " 双刃剑 "，在不同情况下可以促进肿瘤细胞存活或引发肿

瘤细胞死亡[6]。
现有自噬检测方法主要分为体外检测 （包括静态检测、动

态检测）和体内检测。静态检测法侧重检测自噬现象是否存在，

动态检测法侧重检测自噬的完整过程；体内检测可直接在动物

体内观测结果。近年，有关自噬成为研究的热点领域，但少有论

文对其所用不同自噬检测方法所获得的研究结果作深入的分

析，说明不同检测方法所获的结果的优缺点和适用条件，分析

不同方法所获结果在其研究中的意义。本文拟对哺乳动物细胞

自噬检测方法进行归类、介绍及评述，旨在为研究工作中自噬

检测方法的选择和研究结果的解释起提示与帮助作用。因大多

数自噬相关研究以哺乳动物细胞为研究对象，本文将着重讨论

哺乳动物细胞中的自噬检测方法并予以分析评价。

1 自噬的分类及发生过程

1.1 自噬的分类

根据细胞物质运到溶酶体内的途径不同，自噬可分为巨自

噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬三类。巨自噬: 多数人认为先

由内质网来源的单层膜凹陷形成杯状双层膜样的分隔膜，并完

全包绕待降解物（如细胞器）形成自噬体，再与溶酶体融合，最

后,自噬体内细胞物质被溶酶体酶溶解[7]；微自噬: 溶酶体的膜

直接包裹长寿命蛋白并在溶酶体内降解。分子伴侣介导的自噬

(CMA): 胞浆内蛋白结合到分子伴侣后被转运到溶酶体腔中被

溶酶体酶消化。CMA 的底物是可溶的蛋白分子，CMA 降解途

径在清除蛋白质时有选择性，而前两者无明显的选择性[8]。本文

主要说明巨自噬。
1.2 自噬的发生过程

自噬的发生可分为四个阶段：①分隔膜的形成: 在饥饿、某
些激素等因素刺激下，有双层膜的杯状分隔膜开始在待降解物
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的周围形成。②自噬体的形成: 随着分隔膜逐渐延伸，将要被降

解的胞浆成分完全包绕隔离形成自噬体。③自噬体的运输、融
合: 自噬体形成后将其包裹物运输至溶酶体内与溶酶体融合形

成自噬溶酶体，这一过程是通过细胞骨架微管网络系统的传输

实现的。④自噬溶酶体的裂解: 自噬体融合后最终被溶酶体中的

水解酶溶解，它首先经过囊泡酸化，达到所需 pH 值后经多种

蛋白酶作用使囊内容物降解，降解产物在细胞内可循环利用[9]。

2 细胞自噬的检测方法

2.1 静态检测方法

不考虑自噬过程中自噬指标的动态变化，仅通过检测自噬

体的形成与否来反映自噬现象是否存在。
2.1.1 电子显微镜检测 在电子显微镜下观察样品，判断是否有

自噬泡样结构出现。电镜下,发生自噬的细胞可见损伤的细胞

器如线粒体的肿胀变性，其周围有空泡状双层膜样结构，或双

层膜环绕线粒体形成自噬体，也可见自噬溶酶体内最终不能降

解的残体等[10]。此法以样品中有无自噬泡对自噬进行定性，基

于样品中自噬泡的个数或自噬泡的面积对自噬进行定量，但在

样品制备过程中可能造成结果误差，如不同切面自噬泡个数不

同时从该切面所得结果可能与整个细胞的自噬状况相距较大。
另外，需要对自噬泡的结构有明确认识，以免混淆自噬泡和其

他类型的液泡。总之，电子显微镜是检测自噬体的直接方法，也

是检测自噬体的金标准。尤其适用于第一次发现某个应激条件

诱导的自噬[5],但在定量问题上存在争议。
2.1.2 酸性自噬泡、自噬溶酶体的检测

2.1.2.1 单丹(磺)酰戊二胺(MDC) 自噬囊泡膜上存在自噬体形

成依赖的第二个泛素样结合系统 (Apg8)，MDC 可以与该结构

特异性结合，通过 MDC 染色可以观察判断细胞自噬过程是否

发生[11]。经 MDC 染色、带有自噬泡的细胞可用流式细胞仪或荧

光显微镜检测[12]，也可使用酶标仪直接检测细胞内 MDC 染料

结合量。在紫外光激发下，自噬泡显示为高亮点状蓝色荧光。研

究表明，MDC 染色阳性反映自噬体的形成，且细胞内 MDC 阳

性的斑点数量与自噬活性相关[13]。但 MDC 法对检测早期自噬

并不特异，只对处于物质降解阶段的晚期自噬有特异性。因此，

提倡结合不同的方法对早、晚期自噬进行检测。例如，早期可通

过电镜观察到自噬体特征性的双层膜样结构，自噬晚期可用特

征性标志物 LC3-II 检测。自噬抑制剂渥曼青霉素（wortman-
nin）、3- 甲基腺嘌呤 （3-Methyladenine） 可阻断自噬而使 MDC
染色成阴性[14]。MDC 不但可与自噬体结合，还可与胞浆内所有

酸性液泡结合，因此单独使用 MDC 法来说明自噬程度的增强

或减弱是不可靠的，应配合其他方法一起检测，例如 Western
blotting。MDC 法可以用于定性和定量，但定量标准并不统一，

一般分为计算阳性细胞个数和计算阳性自噬体个数两种。建议

先将出现一定量自噬体的细胞判定为自噬细胞，再计算自噬细

胞在总细胞中的比例。
2.1.2.2 吖啶橙染料（AO）AO 是一种能将 DNA 和细胞质染成

亮绿色的细胞渗透性荧光染料，也可进入溶酶体和自噬溶酶

体，并被质子化。在低 pH 环境下，AO 发出与酸度成比例的红

色荧光。染有 AO 染料的细胞可用流式细胞术或荧光显微镜检

测[15]。荧光显微镜下可见无自噬溶酶体产生的细胞呈现均匀绿

色，存在自噬溶酶体的细胞出现红色。AO 适用于自噬溶酶体及

其不能降解的产物残体如脂褐素颗粒的检测。
与 MDC 法一样，AO 染色法不仅可检测自噬溶酶体，还可

检测胞内其他酸性泡，因此特异性稍弱，易出现假阳性结果，最

好结合其它检测方法综合判断。AO 法的计量方式与 MDC 法

类似，都是先判定自噬细胞，在对自噬细胞的个数进行计量。研

究中，MDC 比 AO 的用途更广泛，更常见。
2.1.3 LC3 的检测 LC3 是哺乳动物细胞中酵母 ATG8(Aut7/
Apg8)基因的同源物, 定位于前自噬泡和自噬泡膜表面, 参与自

噬体的形成。LC3 在哺乳动物细胞中分为 LC3A、LC3B、LC3C
三种亚型，每种亚型有 I 型和 II 型之分，其中只有 LC3B 与自

噬相关[16]。一般对 LC3 蛋白的检测即指对 LC3B 的检测。通常

情况下，细胞内合成的 LC3 经过加工, 成为胞质可溶性的Ⅰ型

LC3，常规表达 LC3 蛋白；自噬期间，Ⅰ型 LC3 经泛素样加工

修饰, 与自噬膜表面的磷脂酰乙醇胺结合, 形成Ⅱ型 LC3 并聚

集到自噬体膜上[5]，其含量的多少与自噬泡数量的多少成正比。
因此 LC3-II 可反映自噬活性。LC3-II 蛋白可用不同方法检测，

常用的有 Western blotting、免疫荧光、GFP-LC3 检测。
2.1.3.1 Western Blotting 自噬过程中，胞液中的 LC3-I 经脂质化

变成 LC3-II 后移动到自噬体膜上。SDS-PAGE 电泳可分离

LC3-II 和 LC3-I。Western blotting 检测 LC3-I/LC3-II 的比值或

LC3-II 的含量改变可间接判断自噬是否发生 [5]。一般认为，

LC3I/LC3-II 的比值检测小于 1 时存在自噬。LC3-II 可随着自

噬泡的成熟逐渐降解，因此，在自噬的不同时期使用免疫印迹

法 所 得 结 果 可 能 不 同 ， 所 以 LC3-II 的 含 量 检 测 法 不 及

LC3-I/LC3-II 的比值测定法用途广泛[14]。因 LC3 蛋白分子量较

小，需注意蛋白降解问题和电泳转膜过程中条件的把握。
Westren blotting 法一般只用于定性，但也可测量条带灰度进行

半定量。
2.1.3.2 免疫荧光 通常情况下，LC3 均匀分布于细胞质中；自噬

期间，LC3 聚集到自噬体膜上[5]。使用特异性抗体与 LC3 结合，

在荧光显微镜下观察荧光出现位点来确定自噬是否发生。自噬

细胞在荧光显微镜下显示高亮点状或泡状结构。免疫荧光法的

缺点是荧光易淬灭，所得结果不如免疫印记直观可靠。
2.1.3.3 GFP-LC3 将编码绿色荧光蛋白（GFP）与 LC3 的质粒转

染到细胞中，自噬期间，GFP- LC3 融合荧光蛋白聚集于自噬泡

膜上，在荧光显微镜下呈现数个或数十个点状或泡状的特异性

高亮点。出现高亮点的细胞可认为存在自噬泡。通过计算平均

单个细胞内所产生的自噬泡个数或计数显微镜下视野中自噬

细胞的个数，可对自噬进行定量[14]。转染 GFP-LC3 质粒过程本

身可能引起细胞自噬，造成细胞基础自噬率上升；GFP-LC3 不

适用于非转染细胞；LC3-II 不一定聚集于自噬体膜上，也可能

位于自噬前体的膜上；在定量方面，如果细胞中的绿色点状分

布过多，计数会有困难。因此，虽然 GFP-LC3 观察法很常用，但

因为该方法存在假阳性的可能，且可因转染效率和计数方式的

不同容易产生误差，建议结合其他自噬检测试验，比较和综合

分析检测结果。
静态检测法可对自噬进行基本的定性和定量测量，但因为

不考虑自噬过程中自噬指标的动态变化，因此很难反映自噬的

动态过程，在自噬不同阶段，静态检测法检测结果可能差别较
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大。
2.2 动态检测方法

将整个自噬过程当做对象的检测方法，也可称作检测自噬

通量的检测方法。自噬通量是指自噬的完整过程，包括自噬体

将其形成的包裹物运输到溶酶体，并与溶酶体融合形成自噬溶

酶体，以及包裹物的降解和再循环。动态检测法可基于测量自

噬性蛋白降解的速率，或利用抑制剂捕捉一定时间内的自噬通

量，从而记录出随时间增加的自噬体累积量[14]。自噬通量的检

测尤其适用于化学处理、氨基酸饥饿等应激条件诱导的自噬。
在用动态检测方法过程中，经常要伴随使用自噬诱导剂和自噬

抑制剂。自噬诱导剂通常用来诱导自噬产生。常用的自噬诱导

剂如：Lithium Chloride-IMPase 抑制剂; Earle's 平衡盐溶液 - 制

造饥饿; Rapamycin-mTOR 抑制剂。自噬抑制剂可作用于自噬

途径的某一特定阶段，阻止 LC3-II 在自噬溶酶体阶段的降解

而被检测。常用的抑制剂：3-Methyladenine，Wortammin-- 抑制

自噬泡的产生 [17，18]；Bafilomycin A1-- 抑制自噬溶酶体的产生[19]；

NH4Cl，Leupeptin，Chloroquine，E64d，pepstatin A-- 抑制自噬溶

酶体的降解[20-22]。
2.2.1 电子显微镜 在静态检测法的基础上增加自噬抑制剂即

可实现动态检测，虽然电镜法可直观反映结果，仍需结合其它

技术使观测结果更准确可靠。
2.2.2 LC3 通量的检测 从自噬体生成开始至自噬溶酶体降解

释放出降解产物，整个过程中 LC3-I 和 LC3-II 的含量在不断发

生变化。自噬体生成时，LC3-I C 端被剪切形成 LC3-II；当自噬

进行到功能性自噬时，即自噬体与溶酶体结合形成自噬溶酶体

时，自噬体中的成分 LC3-II 会被降解。当功能性自噬发生障

碍，一般是自噬小体无法正常降解，这样膜上的 LC3-II 蛋白也

无法降解，从而大量积累，影响 LC3-I 和 LC3-II 的比例；或是功

能性自噬被大幅度增强，LC3-II 蛋白被快速降解，也影响 LC3-I
和 LC3-II 的比例。检测功能性自噬最好采用测自噬通量的方

法，即 LC3 通量的检测。同时还需要一种自噬抑制剂来反映自

噬的动态性，从而避免 LC3-II 的降解，这样逐渐积累的 LC3-II
便可提示自噬的增加或晚期自噬的发生。但此法并不适用于所

有类型细胞（如人宫颈癌细胞、人胚肾细胞 293）。
2.2.3 蛋白质降解 哺乳动物细胞中有两条主要的途径来降解

细胞内蛋白质，即外在和长寿命蛋白的降解途径 -- 溶酶体

ATP 非依赖降解途径，以及异常和短寿命蛋白降解途径 -- 蛋

白酶体 ATP 依赖的泛素降解途径。蛋白质降解法主要利用细

胞长寿命蛋白来进行检测：用具放射活性的氨基酸标记细胞蛋

白，检测被自噬溶酶体降解的底物蛋白（长寿命蛋白）变化，同

时用自噬抑制剂 3-Methyladenine 或氨基酸处理细胞标本作为

对照[23]。可在细胞培养液上清中检测残留放射性，放射性越强

说明细胞利用的放射标记蛋白越多，自噬现象越明显。由于蛋

白质降解尚存在 ATP 依赖的蛋白酶体 - 泛素途径，因此利用

蛋白酶体抑制剂等化合物加以阻断，可以避免交互作用影响结

果。另一个潜在的问题是，释放出的氨基酸可能发生代谢或再

次合成蛋白质。如支链氨基酸在肝细胞中是一种较好的蛋白质

水解指示剂，但在肌细胞中则被氧化[14]。同时，对某一降解途径

的抑制反而会引起其它降解途径的增强，这种现象可用细胞的

补偿机制作解释[24]，这也会干扰实验结果。此法虽有缺点，但仍

可精确的测量残余放射性蛋白量，因而在众多自噬定量方法中

是最准确可靠的一种。
与静态检测相比，动态检测不仅可证明自噬现象的存在，

还可通过检测自噬性蛋白的降解速率或自噬体累积量而反映

出整个动态过程。然而，动态检测需通过自噬抑制剂实现，部分

自噬抑制剂，如 3-Methyladenine，本身对细胞具有一定毒性；部

分自噬抑制剂，如针对 PI3K 通路的 Wortammin，是通过影响细

胞通路来抑制自噬的，可改变细胞对刺激的反应；因此，在选择

自噬抑制剂时需要对剂量进行调控并尽量选取两种以上作用

原理不同的抑制剂来进行处理。另外，各种抑制剂针对的自噬

阶段不同，应根据所要抑制的自噬环节选用合适的抑制剂，结

合使用两种以上作用于自噬途径不同阶段的抑制剂会使结果

更加可靠。
2.3 体内检测方法

目前已建立 GFP-LC3 转基因小鼠，可通过荧光显微镜检

测小鼠体内自噬状况[25]。此法可实现对体内自噬通量的测定，

具有一定实用价值和应用前景[21]，但目前，涉及自噬体内检测

的研究文献不多。仅一种检测方法难以保证体内检测方法结果

的准确性，应与电子显微镜等传统方法结合，使结果更加可靠。

3 展望

自噬与细胞生长、发育、死亡及许多人类疾病（如癌症、神
经退行性疾病、肝脏疾病、心脏病、感染及免疫性疾病等）有

关[26-29]，因此自噬在生命科学中非常重要。近年来，检测细胞自

噬的方法不断问世。然而，尚无某一种方法可以绝对准确特异

的检测自噬，因此提倡结合使用多种方法以获取可靠数据。将

动态和静态检测方法结合，更能有效的说明细胞自噬的诱导发

生以及细胞自噬通量的变化。
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