
暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

收稿日期:2018灢04灢12
作者简介:游暋金(1992-),男,硕士研究生,主要从事肿瘤相关

蛋白质的功能研究。

*国家自然科学基金项目(81360324,81760500),广西自然科学

基金项目(2017GXNSFAA198362)和广西高等教育本科教学改

革工程项目(2017JGB130)资助。

**通信作者:卢春花(1971-),女,副教授,主要从事肿瘤相关

蛋白质的功能研究,E飊mail:chlu@gxu.edu.cn。

广西科学 GuangxiSciences2018,25(3):313飊317,324

DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20180528.005
游金,李游,施洁,等.LC3真核表达载体构建及其在293T细胞中自噬诱导研究[J].广西科学,2018,25(3):313飊317,324.
YOUJ,LIY,SHIJ,etal.StudyonconstructionofLC3eukaryoticexpressionvectoranditsautophagyinductionin293Tcells
[J].GuangxiSciences,2018,25(3):313飊317,324.

LC3真核表达载体构建及其在293T细胞中自噬诱导
研究*

StudyonConstructionofLC3EukaryoticExpression
VectorandItsAutophagyInductionin293TCells

游暋金,李暋游,施暋洁,卢暋洁,卢春花**

YOUJin,LIYou,SHIJie,LUJie,LUChunhua

(广西大学生命科学与技术学院,广西南宁暋530005)
(CollegeofLifeScienceandTechnology,GuangxiUniversity,Nanning,Guangxi,530005,Chi灢
na)

摘要:暰目的暱构建pEGFP飊N1飊LC3真核表达载体,并将其转染进人胚肾细胞293T,通过 Earle's盐平衡液(Bal灢
ancedsaltsolution,EBSS)饥饿诱导观察细胞自噬现象。暰方法暱RT飊PCR扩增LC3基因,并将其插入pEGFP飊N1
真核表达载体构建重组质粒。将重组质粒转染至人胚肾细胞293T,显微镜观察、Westernblot检测 GFP飊LC3融

合蛋白表达情况。对转染细胞进行Earle's盐平衡液饥饿诱导,通过 Westernblot验证自噬指标,激光共聚焦显

微镜观察自噬泡形成。暰结果暱成功构建pEGFP飊N1飊LC3真核表达载体,并在293T细胞中成功表达目的蛋白,

在进行Earle's盐平衡液饥饿诱导后观察到自噬泡的形成,Westernblot检测到 LC3飊栺向 LC3飊栻的转化。暰结
论暱本实验为研究自噬在癌细胞病理进程中的机制提供了实验素材。

关键词:LC3暋细胞自噬暋绿色荧光蛋白暋人胚肾293T细胞

中图分类号:Q291暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2018)03灢0313灢05

Abstract:暰Objective暱ThepEGFP飊N1飊LC3eukaryoticexpressionvectorwasconstructedand
transfectedintohumanembryonickidney293Tcellsandtheexpressionofthefusionproteinin
thestateofautophagywasobservedbyEarle'sBalancedsaltsolution(EBSS)starvationinduc灢
tion.暰Methods暱TheLC3genewasamplifiedbyRT飊PCRandinsertedintopEGFP飊N1eukary灢
oticexpressionvectortoconstructarecombinantplasmid.Therecombinantplasmidswere
transfectedinto293TcellsandtheexpressionoftheGFP飊LC3fusionproteinwasobservedun灢
derfluorescentmicroscopeanddetectedbyWesternblot.Thetransfectedcellsweresubjected

tostarvationwithEarle'sBalancedsaltsolution,

thentheautophagicdevelopmentwasconfirmed
byWesternblotandtheformationofautophagic
vacuoleswasobservedbyconfocallaserscanning
microscope.暰Results暱Theeukaryoticexpression
vectorpEGFP飊N1飊LC3wasconstructedandthe
recombinantproteinwasefficientlyexpressedin
293Tcells.Autophagicvacuoleswereobserved
afterstarvationinducedbyEarle'sBalancedsalt
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solution,andthentheconversionofLC3飊栺toLC3飊栻 wasdetectedbyWesternblot.暰Conclu灢
sion暱Thisexperimentprovidedanexperimentalmaterialforthelaterstudyonthemechanisms
ofautophagyintumorigenesis.
Keywords:LC3,autophagy,greenfluorescentprotein,humanembryonickidney293Tcells

0暋引言

暋暋暰研究意义暱自噬是一种蛋白质大量降解过程,该
过程中待降解的蛋白质包裹于自噬体中,传递至溶酶

体或者液泡中进行降解[1]。自噬对于生命体的生存、
分化及维持自身稳态起着至关重要的作用。大量的

研究表明,肿瘤与细胞自噬有密切的关系[2]。微管相

关蛋白1轻链 3(Microtubule飊associatedprotein1
lightchain3,MAP1飊LC3,LC3)是自噬相关基因

Atg8(Autophagy飊related8genes,Atg8s)的同源物

之一[3]。暰前人研究进展暱LC3具有 LC3飊栺、LC3飊栻
两种剪切形式,在自噬过程中,LC3飊栺在泛素样酶的

作用下会逐渐转变成LC3飊栻[4]。LC3飊栻定位于自噬

体膜,研究发现LC3飊栻在自噬泡的形成中起着十分

重要的作用[5],是哺乳动物的自噬体标志物,已经被

用于研究神经肌肉疾病、肿瘤发生、细菌病毒感染

等[6飊7]。暰本研究切入点暱通过构建pEGFP飊N1飊LC3
真核表达载体,转染人胚肾细胞293T表达带有绿色

荧光的 GFP飊LC3融合蛋白,荧光显微镜下观察其定

位。然后通过Earle's盐平衡液饥饿诱导实验观察自

噬的发生过程。暰拟解决的关键问题暱获得能够在真

核细胞中表达 GFP飊LC3融合蛋白的真核表达载体,
为以后进一步研究自噬在癌细胞病理进程中的机制

提供一种新的实验工具。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋质粒、菌株和细胞

暋暋pEGFP飊N1真核表达载体、人胚肾细胞293T、人
肺腺癌细胞 A549均由本实验室保存。

1.1.2暋主要试剂

暋暋总RNA提取试剂盒、质粒小提试剂盒、DNA 纯

化回收试剂盒均购自天根公司;PrimeScrip 栻 1st
StrandcDNASynthesisKit、PrimeSTARGSTDNA
Polymerase高保真酶、T4DNALigase、限制性内切

核酸酶EcoR 栺和Xho 栺均购自 Takara公司;胎牛

血清(FBS)、DMEM 细胞培养液、细胞内保护液 DM灢
SO购自Gibco公司;无血清培养基Opti飊MEM、转染

试剂LipofectamineLTX购自Invitrogen公司;Pro灢
teinMarker、PVDF膜购自 BIO飊RAD 公司,抗 LC3

抗体购自武汉三鹰公司,内参抗体和辣根过氧化物酶

二抗购自EPITOMICS公司。

1.2暋方法

1.2.1暋人肺腺癌 A549细胞cDNA 的合成

暋暋复苏培养实验室保存的人肺腺癌 A549细胞,待
细胞长满后,使用总 RNA 提取试剂盒提取 A549细

胞总RNA。之后将获得的总 RNA 使用PrimeScrip
栻1stStrandcDNASynthesisKit进行 RT飊PCR合

成 A549细胞的cDNA。

1.2.2暋重组质粒的构建及鉴定

暋暋以人肺腺癌细胞 A549的总RNA中反转录获得

的cDNA为模板,根据人 LC3蛋白基因编码序列设

计引物,上、下游引物分别带有 Nhe栺和EcoR 栺酶

切位点序列。上下游引物序列:

LC3(GFP)飊F 5曚飊ACGTGCTAGCATGCCCT灢
CAGACCGGCCTT飊3曚,

LC3(GFP)飊R 5曚飊ACGTGAATTCGGAAGC灢
CGAAGGTTTCCTG飊3曚。

暋暋使用 PrimeSTARGSTDNAPolymerase高保

真酶进行PCR扩增(94曟5min,94曟30s,58曟30
s,72曟2min,循环30次;72曟10min),扩增得到目

的片段的大小约为470bp。将扩增片段和pEGFP飊
N1空载体用Nhe栺、EcoR 栺双酶切3h,电泳回收

酶切片段。用 T4DNA Ligase连接载体与目的片

段,转化DH5毩感受态细胞。从转化重组质粒的平板

中挑取单菌落在含卡那霉素的液体 LB培养基中进

行培养,提取质粒进行双酶切鉴定。将初步鉴定正确

的重组质粒进行序列测定,BLAST 进行序列比对,
结果表明测序结果与 NCBI中公布的 LC3基因信息

完全一致,将构建成功的质粒命名为 pEGFP飊N1飊
LC3。

1.2.3暋重组质粒的转染及融合蛋白表达检测

1.2.3.1暋荧光显微镜下观察融合蛋白定位

暋暋按照每孔5暳105个细胞的接种量,将293T细胞

接种于6孔板中,细胞融合至80%时,按照 Lipo灢
fectamineLTX 说明书转染重组质粒 pEGFP飊N1飊
LC3以及空载体pEGFP飊N1,分别设为实验组和空载

体对照组。转染24h后吸取DMEM 完全培养基,加
入新的培养基并在LeicaDMi8倒置荧光显微镜下观

察融合蛋白的分布情况。
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1.2.3.2暋融合蛋白表达检测

暋暋收集空载体对照组以及实验组细胞,裂解提取总

蛋白,定量后进行SDS飊PAGE电泳,采用电转法[8]将

蛋白转至PVDF膜,5%脱脂牛奶封闭2h,分别孵育

LC3多克隆抗体(1暶1000)、GAPDH 多克隆抗体

(1暶1000),4曟孵育过夜,PBST 洗涤3次,羊抗兔

二抗(1暶2000)室温孵育2h,PBST洗涤3次,ECL
发光液显色,暗盒X光胶片显影。

1.2.4暋Earle's盐平衡液饥饿诱导实验检测自噬

1.2.4.1暋Westernblot检测细胞自噬

暋暋将转染了重组质粒pEGFP飊N1飊LC3的293T细

胞分为4组:栙对照组:正常培养24h;栚实验组1:
正常培养20h后 Earle's盐平衡液饥饿诱导自噬4
h;栛实验组2:正常培养16h后 Earle's盐平衡液饥

饿诱导自噬8h;栜实验组3:Earle's盐平衡液饥饿诱

导自噬24h。分别收集实验组、对照组总蛋白,定量

后进行SDS飊PAGE电泳,湿法转膜电转至PVDF膜

上,使用5%脱脂牛奶室温封闭2h,依次敷LC3多克

隆抗体(1暶1000)、GAPDH 抗体,4曟过夜,PBST漂

洗3次,用羊抗兔IgG(1暶3000)室温敷2h,PBST
漂洗3次,ECL发光液显色显影,将得到的胶片扫描

并用软件进行处理。

1.2.4.2暋激光共聚焦显微镜下观察自噬现象

暋暋分别将转染了重组质粒以及空载体的293T 细

胞以每孔2暳105个细胞接种到有爬片的24孔板中,

24h后分为2组;栙实验组:Earle's盐平衡液饥饿诱

导2h;栚对照组:继续正常培养2h。两组细胞先去

除培养基,PBS漂洗3次,再用4%多聚甲醛固定10
min,PBS清洗3次,接着用0.2% Triton进行透化,

PBS清洗3次,最后用10%山羊血清封闭1h,PBS
清洗3次。取出爬片,加入含有 DAPI的封片剂,封
片,然后置于 LeicaTCSSP8共聚焦显微镜下,观察

非自噬诱导状态下融合蛋白的分布情况,以及诱导自

噬后细胞内自噬体的形成情况。

2暋结果与分析

2.1暋人肺腺癌A549细胞cDNA的合成

暋暋使用总 RNA 提取试剂盒提取 A549细胞的总

RNA,琼脂糖凝胶电泳结果显示成功获得了高纯度

的总RNA(图1)。之后将获得的总 RNA 使用 Pri灢
meScrip栻1stStrandcDNASynthesisKit进行RT飊
PCR,制备 A549细胞的cDNA。

2.2暋重组质粒的构建及鉴定

暋暋以 A549细胞总 RNA 反转录的cDNA 为模板,
设计分别带有Nhe栺和EcoR 栺酶切位点序列的上

下游引物进行PCR扩增,得到片段大小约为470bp
的LC3全长基因(图2a)。扩增产物和pEGFP飊N1
空载体同时进行双酶切、回收、连接、转化,得到重组

pEGFP飊N1飊LC3质粒。将重组质粒用限制性内切酶

EcoR 栺和Xho栺进行双酶切,电泳结果显示大小约

470bp的特异条带(图2b)。将重组质粒送Invitro灢
gen公司测序,测序结果显示与 LC3序列完全一致,
证明本实验成功构建了pEGFP飊N1飊LC3真核表达

载体。

图1暋人肺腺癌 A549细胞总 RNA的提取

暋暋Fig.1暋TotalRNAextractionfromhumanlungadeno灢
carcinomaA549cells

暋暋(a)RT飊PCR扩增 LC3基因;M:DL2000marker;1:LC3
基因;(b)重组质粒的双酶切验证;M:DL5000marker;
1:pEGFP飊N1飊LC3重组质粒;2:pEGFP飊N1飊LC3重组质粒的

Nhe栺和EcoR 栺双酶切

暋暋(a)RT飊PCRamplificationofLC3gene;M:DL2000mark灢
er;1:LC3gene;(b)Doubledigestionofrecombinantplasmid;
M:DL5000marker;1:recombinantplasmidpEGFP飊N1飊LC3;
2:RecombinantplasmidpEGFP飊N1飊LC3digestedwithNhe栺
andEcoR 栺

图2暋pEGFP飊N1飊LC3重组质粒的鉴定

暋暋Fig.2暋IdentificationofpEGFP飊N1飊LC3recombinant
plasmid
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2.3暋融合蛋白在293T细胞中的表达鉴定

暋暋将pEGFP飊N1飊LC3重组质粒转染入293T细胞,
对照组转染pEGFP飊N1空载体,24h后在荧光倒置

显微镜下观察,转染重组质粒以及空载体细胞都表达

绿色荧光蛋白,且荧光均匀分布于细胞质中。但是,
转染重组载体的细胞荧光较弱,可能是因为重组质粒

分子量较大,转染效率相对比空载体低而导致的(图

3a~b)。收集实验组和对照组转染细胞,裂解提取总

蛋白进行 Westernblot实验,结果显示融合蛋白在

293T细胞中成功表达(图3c)。

暋暋(a)空载体转染293T 细胞;(b)pEGFP飊N1飊LC3重组质

粒转染293T细胞;(c)Westernblot检测 GFP飊LC3融合蛋白

表达;GAPDH:甘油醛飊3飊磷酸脱氢酶(Glyceraldehyde飊3飊phos灢
phatedehydrogenase),作为内参;1:转染pEGFP飊N1飊LC3重

组质粒;2:转染pEGFP飊N1空载体

暋暋(a)Emptyvectortransfected293Tcells;(b)pEGFP飊N1飊

LC3recombinantplasmidtransfected293Tcells;(c)Western

blotdetectionofGFP飊LC3fusionproteinexpression.GAPDH
(Glyceraldehyde飊3飊phosphatedehydrogenase)wereusedasin灢
ternalreference;1:CellstransfectedwithpEGFP飊N1飊LC3re灢
combinantplasmid;2:CellstransfectedwithpEGFP飊N1vector

图3暋GFP飊LC3融合蛋白在293T细胞中的表达的检测

暋暋Fig.3暋DetectionofGFP飊LC3fusionproteinexpression

in293Tcells

2.4暋Earle's盐平衡液饥饿诱导自噬小体的形成

2.4.1暋Westernblot检测饥饿诱导情况

暋暋收集实验组1、实验组2、实验组3及对照组细

胞,裂解提取总蛋白进行 Westernblot实验,实验结

果及其灰度分析显示,随着饥饿诱导的进行,LC3飊栺
向LC3飊栻的转化率逐渐增加,自噬现象逐渐增强(图

4)。实验结果表明Earle's盐平衡液能够成功诱导自

噬现象。该方法可以用于进一步研究细胞自噬的亚

结构变化。

2.4.2暋激光共聚焦显微观察自噬体形成

暋暋将转染重组质粒的细胞分为实验组和对照组:实
验组诱导自噬2h,对照组正常培养2h。制作爬片

并于激光共聚焦显微镜下观察:对照组中绿色荧光蛋

白均匀分布于细胞质中,并没有形成点状自噬泡,说
明此时并未发生细胞自噬(图5a);而在实验组中,

293T细胞的细胞质中出现了点状自噬泡,表明此时

出现了细胞自噬(图5b)。

暋暋(a)Westernblot检测结果;GAPDH 为内参;(b)LC3飊
栻/LC3飊栺蛋白量比值灰度分析

暋暋(a)Westernblotresults.GAPDH wereusedasinternal
reference;(b)GrayscaleanalysisofLC3飊栻/LC3飊栺 protein
ratio
暋暋图4暋Westernblot检测饥饿诱导后LC3飊栺向LC3飊栻的

转化

暋暋Fig.4暋WesternblotdetectedtheconversionfromLC3飊
栺toLC3飊栻afterstarvationinduction

暋暋(a)正常培养的293T细胞;(b)Earle's盐平衡液饥饿诱导

自噬2h的293T细胞。蓝色荧光为 DAPI染色的细胞核,而
绿色荧光为 GFP飊LC3融合蛋白

暋暋(a)Normallycultured293Tcells;(b)293Tcellsinduced
byEarle'sBalancedsaltsolutionfor2h.Nucleusstainedwith
DAPIshowedblueandGFP飊LC3fusionproteinwasgreen
暋暋图5暋激光共聚焦下观察饥饿诱导后的自噬泡形成(箭
头指示自噬泡)

暋暋Fig.5暋Observationofautophagicvacuolizationinduced
bystarvationunderconfocallaserscanningmicroscope(Ar灢
rowsindicatetheautophagicbubble)

3暋讨论

暋暋自噬是细胞内一种分解代谢途径。该过程是通

过形成自噬体、双膜囊泡,将受损或者过量的蛋白质

及细胞器递送到溶酶体中,实现这些成分的再循环,
从而维持体内平衡,增强了生存能力[9]。而在肿瘤细

胞中,自噬起着一个动态的角色:一方面,在肿瘤发生

早期,自噬可以通过消除多余的蛋白、受损的细胞器

等从而抑制癌细胞的生长;另一方面,一旦肿瘤形成

以后,自噬的促活功能有助于癌细胞在饥饿环境中生

613 GuangxiSciences,Vol灡25No灡3,June2018



存,抵抗电离辐射以及化学疗法,促进了癌细胞的生

存。可以说,自噬既能够抑制肿瘤生长也能够促进肿

瘤的生长,这种矛盾的作用引发了人们对于自噬与癌

症关系的激烈争论[10飊11]。

暋暋自噬相关基因是细胞生存必不可少的重要基因,
目前在哺乳动物中发现了4个自噬相关基因 Atg8
同源物:LC3、GABARAP、GATE飊16、Atg8L[12]。而

在其中,LC3是研究得最为透彻的一个。LC3蛋白

有LC3飊栺和 LC3飊栻两种剪切形式。在自噬体膜形

成过程中,LC3前体在 Atg4B作用下形成 LC3飊栺,
游离LC3飊栺进一步在 Atg7和 Atg3活性位点的介

导下与磷脂结合形成膜结合形式的 LC3飊栻,定位于

自噬膜。随着自噬进行,LC3飊栻和 LC3飊栺的比值会

逐渐增加[13]。该过程对于自噬体的形成具有关键的

调控作用,所以LC3飊栻与LC3飊栺相对比值是检测自

噬启动的关键性指标。

暋暋绿色荧光蛋白(Greenfluorescentprotein,GFP)
是一种在紫外或蓝光激发下能够发出绿色荧光的蛋

白[14]。绿色荧光蛋白具有性质稳定、灵敏度高、持续

时间长、对目的基因结构功能没有影响等优点,具有

十分广泛的应用前景,现在已应用于分子标记、药物

筛选、抗体制备等[15]。所以可以用绿色荧光标记的

LC3蛋白对自噬泡形成情况进行定量定位检测。

暋暋Earle's平衡盐溶液是一种磷酸盐缓冲液,该缓冲

液内不包含氨基酸以及血清,能够满足细胞内一定代

谢的需要,除了能够诱导自噬以外并无其他细胞毒

性,是一种常用的饥饿诱导自噬试剂[16飊17]。

暋暋本研究将目的基因LC3插入pEGFP飊N1真核表

达载体,使其能够在真核细胞内表达 GFP飊LC3绿色

荧光融合蛋白,将重组质粒转染进人胚肾细胞293T,
通过Earle's盐平衡液饥饿诱导实验诱导细胞自噬,
并在荧光显微镜下观察融合蛋白的表达情况。显微

观察可以发现,pEGFP飊N1飊LC3 真核表达载体在

293T细胞能够大量表达 GFP飊LC3融合蛋白,未饥

饿诱导时,荧光融合蛋白均匀分布于细胞质,并没有

自噬泡的形成;而进行Earle's盐平衡液饥饿诱导后,
可以观察到细胞内产生了颗粒状的自噬泡,表明产生

细胞自噬。Westernblot测定结果表明,转染重组表

达质粒的293T细胞能够大量表达 GFP飊LC3融合蛋

白,且随着饥饿诱导时间的推进,LC3飊栺向LC3飊栻的

转化更加明显,细胞自噬逐渐增强,Earle's盐平衡液

饥饿诱导作用明显。

4暋结论

暋暋本研究成功构建了pEGFP飊N1飊LC3真核表达载

体,其能够在转染的293T细胞中大量表达GFP飊LC3
融合蛋白,且通过 Earle's盐平衡液饥饿诱导能够明

显观察到自噬现象,为以后进一步研究自噬在癌细胞

病理进程中的机制提供实验材料。
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