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量子点标记活细胞内 GLUT4蛋白的研究 *
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摘要 目的：研究量子点标记活细胞内 GLUT4蛋白的方法，用于长时程观察活细胞内 GLUT4的转运过程。方法：使用在 GLUT4
蛋白膜外区构建了 myc位点的 L6-GLUT4myc细胞系，用胰岛素刺激 L6细胞内的 GLUT4myc转运到细胞膜上，通过抗体抗原反
应先后将一抗 9E10和偶联二抗 IgG的量子点与特异性位点结合。结果：通过量子点标记固定细胞内 GLUT4的实验，证明了标
记方法的特异性和灵敏性。量子点能够标记细胞膜表面的 GLUT4蛋白并伴随 GLUT4的胞吞进入细胞。适当调整实验温度，用量
子点标记细胞膜上的 GLUT4并且在实验过程结束后将标记了量子点的 GLUT4保持在细胞膜表面，能够观察活细胞内 GLUT4
蛋白内化和胞内循环的过程。结论：发展了量子点标记活细胞内 GLUT4的方法，为进一步研究活细胞内 GLUT4的转运过程打
下了基础。
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ABSTRACT Objective: To investigate a strategy of labeling GLUT4 in live cells using QDs for long-term observing GLUT4

translocation in live cells. Methods: L6-GLUT4myc cell line with a myc epitope in the first exofacial loop was used. GLUT4myc was
translocated to the membrane after stimulated by insulin, and then labeled by 9E10 and Qdot-IgG. Results: The specificity and sensitivity
were proved by labeling GLTU4 in fixed cells with QDs. QDs can be bound and internalized with GLUT4 on the membrane of live cells.
The complex of GLUT4 and QDs can be retained on the membrane of live cells by control the cells in a lower temperature, and the
internalization and circulation of GLUT4 can be observed. Conclusion: A method of labeling GLUT4 in live cells was developed using
QDs for studying translocation of GLUT4 in live cells.
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前言

葡萄糖转运蛋白 4（GLUT4）是骨骼肌细胞和脂肪细胞中
主要的葡萄糖转运蛋白，它在人体葡萄糖代谢中起到了关键作

用[1-3]。研究表明 GLUT4的代谢失调与Ⅱ型糖尿病直接相关[4, 5]。
因此，研究 GLUT4的转运机制，对研究Ⅱ型糖尿病的发病机理
以及寻找有效的治疗手段至关重要。为了研究 GLUT4的转运
机制，科学家利用荧光染料和荧光蛋白（例如 Texas Red，Cy3
和 EGFP等）标记 GLUT4，进而直接观察活细胞内 GLUT4囊
泡转运的动态过程[6-8]。但是，由于三维单微粒定位技术的局限
性以及所使用的荧光标记物易于漂白且荧光强度相对较弱的

缺陷，以上提到的研究仅局限于观察 GLUT4囊泡在细胞内转
运的某些短时程或者局部区域的片段。利用半导体荧光染料量
子点（QDs）标记活细胞内的 GLUT4，将有助于克服上述缺陷，
为活细胞内 GLUT4转运过程提供新的途径。本文拟对 QDs标
记活细胞内 GLUT4蛋白的方法展开研究。

1 材料与方法

1.1 实验细胞和试剂
实验用 L6-GLUT4myc细胞由 Amira Klip教授提供（加拿

大多伦多儿童医院）。抗 c-myc单克隆抗体 9E10以及耦合了羊
抗小鼠 IgG的 Qdot 605（Qdot-IgG）由 Invitrogen公司提供。胰
岛素由 Sigma公司提供。其他试剂，如培养基、胎牛血清、双抗，
均由 Invitrogen公司提供。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 QDs标记固定细胞内的 GLUT4（1）在实验开始前的 24
小时，将 L6-GLUT4myc细胞传代至实验用 chamber，用培养基
孵育，37℃，5% CO2。待细胞覆盖率达到 75%后开始实验。（2）
用 PBS洗去 chamber中的培养基，用 4%甲醛孵育 10分钟以
处死细胞。（3）用 PBS洗去 chamber中的甲醛溶液，用 0.25%
Triton X-100孵育 15分钟。（4）用 PBS洗去 chamber中的细胞
通透液，将 9E10 1:100稀释于 α-MEM，孵育细胞 1.5小时。（5）
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图 1 Qdot-IgG标记固定细胞内的 GLUT4myc。（A）Qdot-IgG标记全细

胞 GLUT4myc；（B）Qdot-IgG标记静息状态下细胞膜表面 GLUT4myc；

（C）Qdot-IgG标记胰岛素刺激状态下细胞膜表面 GLUT4myc；（D）没

有用一抗孵育的对照组。
Fig.1 Labeling GLUT4myc in fixed cells using Qdot-IgG. (A) Labeling

GLUT4 in whole cell using QDs. (B) Labeling GLUT4 on membrane

surface in basal state using QDs. (C) Labeling GLUT4 on membrane

surface in stimulation state using QDs. (D) Control without primary

antibody.

吸出 chamber中的孵育液，用 PBS清洗 chamber5次，每次 3分
钟。（6）将 Qdot-IgG 1:50稀释于 α-MEM，孵育细胞 1.5小时。
（7）重复步骤（5），用 PBS浸润样本以备成像。
1.2.2 QDs标记活细胞内的 GLUT4（1）在实验开始前的 24小
时，将 L6-GLUT4myc细胞传代至实验用 chamber，用培养基孵
育，37℃，5% CO2。待细胞覆盖率达到 75%后开始实验。（2）实
验开始前 3小时，用 PBS洗去 chamber中的培养基，接着用无
血清的贫化基（α-MEM）孵育细胞，37℃，5% CO2，使细胞饥饿。
（3）吸出 chamber中的 α-MEM，用胰岛素刺激液（100 nM胰岛
素溶于 α-MEM）孵育细胞 10分钟，37℃，5% CO2，使细胞内的

GLUT4myc大量上膜。（4）吸出 chamber中的胰岛素刺激液，用
经 37℃温浴的封闭液（5%羊血清溶于胰岛素刺激液）孵育 10
分钟，37℃，5% CO2。（5）用经 37℃温浴的胰岛素刺激液清洗
chamber 中的封闭液，紧接着用经 37℃温浴的一抗孵育液
（9E10 1:100稀释于胰岛素刺激液）孵育细胞 1小时，37℃，5%
CO2。（6）吸出 chamber中的孵育液，用经 37℃温浴的胰岛素刺
激液清洗 chamber 5次，每次 3分钟，37℃，5% CO2。（7）重复步
骤（4）。（8）用经 37℃温浴的胰岛素刺激液清洗 chamber中的
封闭液，紧接着用经 37℃温浴的二抗孵育液（Qdot-IgG 1:50稀
释于胰岛素刺激液）孵育细胞 1.5小时，37℃，5% CO2。（9）重复
步骤（6），用培养基浸润样本以备成像。
1.3 图像采集及预处理
实验使用倒置宽场显微镜（Axiovert X100 TV, Zeiss），激发

光源采用单色光源（Polychrome IV, TILL），物镜镜头选用
100×油镜（UplanApo, 100×, 1.35 NA, Olympus），图像采集使
用制冷数字 CCD（sensicam qe, PCO）。激发光波长选择 488
nm，Qdot-IgG发射的 605 nm红色荧光通过＞600 nm波长的长
通滤光片滤光。曝光时间 200 ms。图像由 TILLvisION软件采集
并使用 ImageJ预处理。

2 结果

2.1 QDs标记 GLUT4的特异性和灵敏性
为了验证 QDs标记 GLUT4方法的特异性和灵敏性，本研

究在经过甲醛固定的细胞上进行了一系列实验。利用 1.2.1中
描述的试验方法，能够观察到全细胞内 GLUT4的分布情况。如
图 1（A）所示，GLUT4在细胞膜上和细胞膜内胞质中广泛分布
且在细胞核附近锥型区域有聚集现象。另外，我们做了三组对
照试验。对照组一利用 QDs标记静息状态下细胞膜表面的
GLUT4，即省去了 1.2.1的第（3）步。实验结果如图 1（B）所示，
与图 1（A） 对比，静息状态下 L6-GLUT4myc 细胞表面的
GLUT4myc数量远远小于全细胞内 GLUT4myc的数量。这一
结果符合早前的研究结论，即静息状态下大约有 3-10%的
GLUT4在细胞膜上，而大于 90%的 GLUT4在胞内特定的细胞
器上[9]。由此可以看出这种标记方法的灵敏性。对照组二利用
QDs标记胰岛素刺激状态下细胞膜表面的 GLUT4。在胰岛素
刺激的条件下 L6-GLUT4myc细胞内的 GLUT4myc响应刺激
上膜，然后立即用甲醛溶液处死并固定细胞，标记并观察细胞

表面 GLUT4myc的分布，即在 1.2.1的步骤（2）之前用 100 nM
胰岛素孵育细胞 20分钟，并且省去第（3）步。实验结果如图 1
（C）所示，与图 1（B）相比较可以看出胰岛素刺激 L6细胞 20分

钟后细胞膜内的 GLUT4myc大量上膜。这一结果与之前研究
中描述的胰岛素刺激使细胞膜表面的 GLUT4增加到静息状态
时的 10-20倍[2]相一致。对照组三为阴性对照组，即省去了 1.2.1
中一抗 9E10 孵育的步骤。实验结果如图 1（D）所示，与图 1
（A）、（B）、（C）比较，证明利用抗体抗原反应标记 GLUT4myc
的特异性。

2.2 QDs标记活细胞内的 GLUT4
用 Qdot-IgG标记 L6-GLUT4myc细胞中 GLUT4myc的特

异性和高灵敏度在固定细胞免疫荧光标记试验中得到验证后，

开始用 Qdot-IgG标记活细胞中的 GLUT4myc蛋白。实验方法
如 1.2.2所述。实验结果如图 2所示，实验细胞表面能够清晰的
看到绑定了 GLUT4myc的 Qdot-IgG，同时在细胞膜内有大量
的 Qdot-IgG并且能够观察到有部分 Qdot-IgG聚集在细胞核周
锥形区域。由于整个实验在 37℃条件下完成，而 L6-GLUT
4myc细胞内的 GLUT4myc在正常生理条件下循环上膜，所以
我们可以观察到细胞膜上、胞吞进入细胞以及到达细胞质内特
定区域的 GLUT4myc蛋白都被 Qdot-IgG标记。
2.3 QDs标记活细胞表面的 GLUT4
为特异性标记细胞膜上的 GLUT4myc且在标记实验完成
后让被标记的 GLUT4myc全部停留在细胞表面以便于进一步
观察，我们对 1.2.2的实验条件进行了修改，即从第（6）步开始
反应条件和反应试剂的温度均控制在 4℃。在 Qdot-IgG标记
GLUT4myc的试验中，适当的控制 L6-GLUT4myc细胞在 4℃
条件下培养，将能够使标记有 Qdot-IgG的 GLUT4myc蛋白停
留在细胞膜表面。由此能够进一步观察 GLUT4蛋白通过胞吞

606· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.4 FEB.2012

图 2 37℃下 Qdot-IgG标记细胞内的 GLUT4myc

Fig. 2 Labeling GLUT4myc using Qdot-IgG in 37℃.

图 3 4℃下 Qdot-IgG标记细胞内的 GLUT4myc。
Fig.3 Labeling GLUT4myc using Qdot-IgG in 4℃.

进入细胞及其在胞内细胞器间循环的过程。实验的结果如图 3
所示。L6-GLUT4myc细胞膜表面有大量的 Qdot-IgG，表明细胞
膜表面的 GLUT4myc蛋白被 Qdot-IgG标记，且在 4℃下一直
保持在细胞膜表面，这为我们观察 GLUT4在 L6细胞内的循
环过程特别是胞吞动力学特性提供了一个很好的研究模型。

3 讨论

与传统的荧光标记物相比，QDs具有独特的优点：吸收光
谱宽且连续；发射光谱较窄且对称，没有红尾；荧光亮度高；耐

光漂白[10-12]。近十年来，表面偶联生物活性分子（例如链霉亲和
素、肽、蛋白质和 DNA）的 QDs克服了传统荧光标记物荧光亮
度低且易漂白的缺点，为长时程多色标记活细胞成像提供了有

效的工具[13-16]。Klip等人培养出了一种 L6-GLUT4myc细胞系，
这种细胞系能稳定地过表达带 myc位点的 GLUT4myc蛋白，
其 myc表位位于第 66与第 67个氨基酸残基之间（即 GLUT4
蛋白第一个膜外区）[17, 18]。本文通过抗体抗原反应，先后将一抗
9E10和偶联了二抗 IgG的 QDs与 L6细胞膜上 GLUT4蛋白
的 myc位点结合，用于长时程观察活细胞内 GLUT4的转运过
程。
由图 2可知，本研究已经成功的用 QDs标记 L6活细胞内
的GLUT4蛋白。但是由于 37℃条件下，GLUT4蛋白不断地在
细胞膜和细胞质内特定细胞器之间循环，在标记实验结束后还

不能清楚的分辨出哪些被标记的 GLUT4在细胞膜上，而哪些
在细胞膜内。这对研究活细胞内 GLUT4囊泡完整的循环过程
提出了新的难题。正常生理环境下的活细胞有胞吞现象，故不

排除有一小部分 Qdot-IgG通过胞吞作用进入细胞质内而没有
和 GLUT4myc特异性结合的可能性。
不论是在静息状态还是在有胰岛素刺激的状态，GLUT4

在细胞膜和细胞质内的特定细胞器之间不断地循环。在静息状
态下，L6细胞内一半的 GLUT4循环上膜的时间为 2小时，而
胰岛素的刺激将此时间缩短为 40 分钟。L6 细胞内全部
GLUT4循环上膜的时间为 6小时，而胰岛素的刺激将这一时
间缩短为三小时[19]。此外，胰岛素的刺激使细胞内 GLUT4囊泡
胞吞的速率降低了 70%，同时使其胞吐上膜的速率提高了 7到
10倍[20]。因此在胰岛素刺激的条件下用一抗孵育液孵育细胞 1
小时后，L6-GLUT4myc细胞内的大部分 GLUT4myc蛋白已经
与一抗 9E10结合。紧接着将细胞培养环境改变为 4℃并在胰
岛素刺激的条件下用二抗孵育液孵育细胞，将使细胞膜表面大

部分结合了 9E10 的 GLUT4myc 保持在细胞膜上并和
Qdot-IgG结合。因为 4℃的培养环境减缓甚至中止了 GLUT4
囊泡的胞吞，同时胰岛素的刺激减缓了 GLUT4囊泡的胞吞速
率且延长了 GLUT4myc在细胞膜表面停留的时间。在两种因
素的共同作用下，使 Qdot-IgG与细胞膜表面 GLUT4myc结合
的时间显著延长，并使绑定了 Qdot-IgG的 GLUT4myc驻留在
细胞表面等待实验者观察（如图 3）。实验过程结束后，迅速用
经 37℃温浴的完全培养基孵育细胞，并在 37℃，5%CO2环境下

培养过夜，能够观察到 L6-GLUT4myc细胞在经过一段时间恢
复后生理状态回复正常并继续分裂增殖，证明 Qdot-IgG 对
L6-GLUT4myc细胞不具备生理毒性，不影响细胞的正常生长
和增殖。
本文发展了利用 QDs标记活细胞内 GLUT4蛋白的方法，

并且在标记实验后 GLUT4蛋白保持在细胞膜表面，这为研究
活细胞膜上 GLUT4胞吞进入细胞膜内经过分选和胞内循环重
新募集到细胞膜上的生命过程提供了新的途径。
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