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引起细胞自噬的现象
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摘要：为了进一步研究富勒烯家族及其衍生物引起细胞自噬的现象�运用荧光显微镜、透射电子显
微镜、蛋白免疫印迹等技术�对水溶性的纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6诱导的细胞自噬现象进行了初
步探讨．实验结果显示�C70�C60Cl6和 C60Ph6稳定分散于水中形成的纳米颗粒�均能诱导 HeLa 细
胞产生自噬现象�揭示了富勒烯家族及其衍生物在生物医药领域更广泛的研究和应用价值．
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Studies on autophagy induced by nano-C70�nano-C60Cl6 and nano-C60Ph6
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（School o f L i f e Sciences�and He f ei National L aboratory f or Physical Sciences at Microscale�
University o f Science and Technolog y o f China�He f ei230027�China）

Abstract： In order to further study the autophagy induced by fullerene family and its derivatives�nano-C70�
C60Cl6 and C60Ph6 were selectively investigated by means of f luorescence microscope�transmission elect ron
microscope and western blot．The results show that�nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6 can form crystal
st ructures in water and induce HeLa cells into autophagy process�which indicates that fullerene family and
its derivatives might play a new role in the biomedical field．
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0　引言
细胞自噬是在细胞质中形成的双层或多层膜结

构的自噬小体通过和溶酶体融合对包裹的内容物进

行降解的过程［1］．目前关于自噬的研究表明�自噬在
某些情况下会保护细胞�但在另外一些情况下又会
引起细胞损伤［2］．自噬在肿瘤的发生发展［3］、神经退
行性疾病［4］�以及病原体感染［5］的过程中扮演了重
要的角色�在人类的生理和病理学中起着十分重要

的作用．
富勒烯是由五元环、六元环构成的封闭式共轭

烯�特殊的几何结构和烯键结构使富勒烯家族及其
衍生物具有一系列独特的物理化学性质�并在生物
医药领域引起了广泛关注［6］．然而�由于 C60固有的
封闭式结构导致的疏水性�无法与人体内的“靶分
子”相互作用�使得其在生物医药领域的研究和应用
受到很大限制．近年来�合成水溶性富勒烯衍生物方
法的突破和成功�包括向富勒烯表面引入带有特定



功能的极性基团�加速了富勒烯衍生物在生物医药
方面的研究．相关文献报道富勒烯及其衍生物可以
光催化剪切 DNA ［7］�同时具有抗 HIV 酶的活性［8］�
以及可以作为药物载体等．Eiichi Nakamura等［9］在
C60表面连上末端带氨基的分子使 C60衍生物带正电
荷�并和带负电荷的 DNA 结合可以有效在体外进
行转染．此外�C60的衍生物在药物输运以及自由基
清除剂等方面也有着突出的应用．

相关文献报道富勒烯 C60可以在神经胶质瘤中
诱导自噬现象的发生［10］�我们前期的工作［11］也表
明纳米富勒烯 C60在光照条件下能够引起细胞自
噬�并增强化疗药物的敏感性�促进抗癌药物杀死肿
瘤细胞．这里�我们选择 C70�C60C l6和 C60Ph6三种物
质�通过将不溶于水的纳米材料粉末转化为悬浮于
水中的晶体颗粒［12］�研究它们在细胞自噬方面的作
用�以挖掘富勒烯家族及其衍生物在生物医药领域
的潜在应用价值．
1　材料和方法
1．1　实验材料

LC3-eGFP 质粒由日本东京都临床医学综合研
究所 Noboru Mizushima教授提供．纳米 C70粉末购
于河南省濮阳市永新试剂经营部�纳米 C60Cl6 和
C60Ph6粉末依据文献［13］中的方法�由厦门大学化
学化工学院郑兰荪院士实验室制备提供．雷怕霉素、
3-甲基腺嘌呤（3-MA）购于美国 Sigma公司．LC3抗
体购于美国 Novus公司．GFP 和 GAPDH 抗体购于
美国 Santa Cruz Biotechnology 公司．文章中所有未
注明的细胞培养试剂购于美国 Gibco 公司．
1．2　细胞培养

所有细胞在37℃、含5％ CO2的细胞培养箱中
培养�细胞培养于改良的 DMEM 培养基中�培养基
中加入10％的胎牛血清�50mg／L 链霉素和75mg／
L 青霉素．
1．3　GFP-LC3／HeLa 细胞的建立

根据说明书上的方法用 Lipofectamine2000将
pGFP-LC3转染入 HeLa 细胞�24h 后将细胞转入
新的培养皿中�在含有0∙6g／L G418（Promega�
Madison�WI）的 DMEM 培养基中进行筛选�每3
天更换一次培养基．转染后第10天左右挑取绿色荧
光现象明显的细胞转入新的培养皿中进一步培养．
1．4　纳米C70�C60Cl6和C60Ph6晶体溶液的制备与

浓度测定

　　根据文献 ［12］中的方法将5mg 的纳米 C70�

C60Cl6和 C60Ph6粉末溶于250mL 未开封的四氢呋
喃中常温避光搅拌24h 使纳米材料充分溶解；然后
用滤纸将未溶解的粉末过滤得到溶液�将250mL
超纯水（Mill-i Q�密理博）按照1000mL／min 的速
率加入到剧烈搅拌的上述溶液中�分别出现颜色深
度不等的纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6晶体悬浮液；搅
拌5min后�用旋转蒸发仪（BC-R202�上海生物化
学仪器公司）55℃将四氢呋喃分离出来�再在80℃
将以上溶液浓缩至25mL�紫外灯照射灭菌24h
后�存储在4℃冰箱备用．

按照文献［12］中描述的方法�通过甲苯萃取和
HPLC （Eclipse XD8-C18�5μm�150×4∙6 mm�
Agilent�加拿大）测定三种溶液的浓度．
1．5　动态光散射

制备得到的纳米材料晶体溶液以1∶100的比
例稀释后�使用 DynaPro-MS800动态光散射仪
（Wyatt T echnology�美国）进行检测．
1．6　GFP-LC3荧光点状聚集分析

用荧光显微镜观察稳定表达 GFP-LC3的
HeLa细胞�在500个细胞中�统计出有 GFP-LC3
荧光点状聚集（至少5个点）的阳性细胞在总的绿色
荧光细胞中所占比例（我们的细胞百分之百稳定表
达 GFP-LC3）．
1．7　电子显微镜检查法

GFP-LC3／HeLa细胞培养于24孔板�用纳米
富勒烯衍生物水溶液处理24h．收集细胞�进行常
规电子显微镜检测．细胞沉淀用含有2％戊二醛的
0∙1mol／L 钠-磷酸盐缓冲液（pH7∙4） 固定1h．蒸
馏水清洗�之后与50％乙醇孵育10min�然后用含
有2％乙酸双氧铀的70％乙醇封闭染色2h．细胞在
浓度梯度增加的乙醇中进一步脱水�然后用环氧树
脂包埋．用乙酸双氧铀和柠檬酸铅对超薄切片进行
二重染色．在电子显微镜（JEOL-1230�日本东京）下
观察．
1．8　蛋白质印迹法

HeLa 细胞收集之后�加入细胞裂解液（0∙5％
Nonidet P-40／10mmol／L T ris-HCl�pH 7∙5／100
mmol／L NaCl）和蛋白酶抑制剂（Sigma）�再加入等
量的2X SDS�煮沸10min．得到的蛋白样品在15％
SDS／PAGE 中分离后转移到硝酸纤维素膜
（Amersham�Freiburg�德国）上�之后加入一抗孵育
2h�连接辣根过氧化物酶的二抗孵育1h�使用 ECL
试剂盒（生物工业�Beit Haemek�以色列）进行
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显影．
1．9　数据分析

所有实验重复至少3次．数据都用平均值±标
准方差表示．数据分析是通过 Two-tailed studentʾ s
test 处理的．统计上显著的标准是 P＜0∙05．
2　实验结果
2．1　纳米C70�C60Cl6和C60Ph6溶液的鉴定

根据改进的制备方法处理三种纳米材料�得到
可以在水中稳定分散的纳米 C70�C60Cl6 和 C60Ph6
的晶体溶液�如图1．由透射电镜（TEM）结果可以看

图1　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6水溶液
Fig．1　Water solution of nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6

出�合成的纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6晶体形态多以
圆形或矩形为主�如图2．对于合成后的三种纳米材
料晶体溶液�我们用动态光散射的方法测定其水溶
液中晶体的粒径�得到 C70�C60Cl6和 C60Ph6的大小
分别为55∙2�42∙8和50∙4nm�如图3．
2．2　纳米 C70�C60Cl6 和 C60Ph6 溶液诱导癌细胞

HeLa发生自噬
2．2．1　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6诱导 GFP-LC3／

HeLa细胞产生荧光点状聚集
　　LC3蛋白是细胞中自噬体的标记蛋白．LC3-Ⅰ
分子量为18kD�均匀分布在细胞质中；LC3-Ⅱ分子
量为16kD�主要分布在自噬体表面和内部．当自噬
发生时�自噬体形成增多�LC3-Ⅰ被特异性地修饰
成 LC3-Ⅱ�同时转移到自噬体上�形成的 LC3-磷脂
酰乙醇胺一直存在于自噬体形成的各个阶段．因此
通常可以通过检测 LC3的聚集或 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ
的转换来检查自噬的发生．

为了直观地检测以上三种材料诱导细胞自噬的

活性强弱�我们首先建立了稳定表达 GFP-LC3融
合蛋白的 HeLa 细胞株（GFP-LC3／HeLa）．细胞转
染了 eGFP-LC3质粒后�稳定表达的 GFP-LC3蛋
白在正常情况下分散于细胞质中�但当细胞发生自

图2　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6水溶液中的晶体形态
Fig．2　Crystal structure of water-soluble nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6

图3　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6在动态光散射中测得的粒径大小
Fig．3　The radius of nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6 through dynamic light scattering
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噬时�分散于细胞质中的 GFP-LC3蛋白会聚集在
自噬小体的膜上［14］�这样在细胞中就会出现绿色的
点状聚集．

实验结果显示�在 GFP-LC3／HeLa 细胞中�浓
度分别为0∙5mg／L�5mg／L�1mg／L 的纳米 C70�
C60Cl6和 C60Ph6处理24h 后�可以使细胞产生明
显的绿色点状聚集�自噬细胞的百分比分别达到
（68∙82±2∙16）％�（73∙61±1∙86）％和（70∙47±
2∙92）％（评判自噬细胞的标准是：细胞内至少出现
5个 GFP-LC3点状聚集的为阳性细胞）�并且这种
聚集现象能够被细胞自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤（3-
MA）抑制．另外�作为阳性对照的细胞自噬诱导剂
雷帕霉素（Rap）也可以诱导细胞产生大量的绿色点
状聚集�如图4．

图4　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6诱导 HeLa细胞产生 LC3点状聚集
Fig．4　Nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6 induced GFP-LC3dot formation in HeLa cells

图5　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6处理 HeLa细胞的超薄切片电镜图片
Fig．5　TEM images of nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6-treated HeLa cells

2．2．2　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6处理的细胞超薄
切片的透射电子显微镜鉴定

　　透射电子显微镜下超微结构的形态学检测是自

噬检测的金标准．细胞超薄切片的电镜结果显示�浓
度分别为0∙5mg／L�5mg／L�1mg／L 的纳米 C70�
C60Cl6和 C60Ph6处理 HeLa 细胞24h 后的超微结
构中出现大量类似脂褐质的难以降解的自噬溶酶体

结构（图5）．大量结构遭到破坏的自噬溶酶体的出
现证明纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6会引发功能损伤
性的自噬现象．
2．2．3　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6处理 HeLa 细胞

的蛋白免疫印迹检测

　　另外�LC3蛋白（自噬标志蛋白）在自噬发生时
会募集到自噬体的膜上并和膜上的乙醇胺结合�在
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电泳时就会看到蛋白分子量的变化（由18kD 转化
为16kD）．在图6中我们可以看到�用浓度分别为
0∙5mg／L�5mg／L�1mg／L 的纳米 C70�C60Cl6 和
C60Ph6处理24h 后的细胞�LC3-Ⅱ（16kD）明显增
多并伴随着 LC3-Ⅰ（18kD）的减少．以上这些结果
强有力地说明了在 HeLa 细胞中�纳米 C70�C60Cl6
和 C60Ph6可以引起细胞自噬的发生．

图6　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6处理
HeLa细胞的免疫印迹试验

Fig．6　Western Blotting of nano-C70�C60Cl6
and C60Ph6-treated HeLa cells

2．3　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6以及 C60诱导细胞
自噬效果的比较

2．3．1　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6以及 C60诱导自
噬的浓度效应曲线

　　将三种物质与之前已经进行初步研究的纳米

C60同时比较．纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6以及 C60引
起 GFP-LC3点状聚集的产生具有浓度依赖性�随
着纳米材料浓度的增加�发生自噬的细胞数目明显
增加�如图7（a）．通过比较发现�处理24h 后的细
胞�C70和 C60Ph6在溶液浓度达到0∙1mg／L 的时
候开始出现 GFP-LC3的点状聚集�到1mg／L 时达

图7　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6诱导细胞自噬的浓度效应和时间效应曲线
Fig．7　Dose effect and time course of nano-C70�C60Cl6 and C60Ph6-induced autophagy

到最大值�此时浓度再升高会产生细胞毒性�导致
HeLa细胞变圆死亡．而纳米 C60Cl6的作用相对较
弱�在0∙5mg／L 浓度时出现点状聚集�到5mg／L
以后才开始导致细胞的死亡．然而�与 C60比较结果
显示�相同浓度下�纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6均没
有 C60引起细胞自噬的效果明显�其中 C60Cl6与 C60
相比有统计学意义（P＜0∙05或 P＜0∙01）�而 C70和
C60Ph6无统计学意义（P＞0∙05）．
2．3．2　纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6诱导自噬的时间

效应曲线

　　同时�纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6引起的 GFP-
LC3点状聚集也具有时间依赖性�随着时间进程的
增加�发生自噬的细胞数目明显增加�如图7（b）．结
果表明�2mg／L 的几种材料处理细胞后�纳米 C70
和C60Ph6产生点状聚集的程度相当�在24h 处出现
最大值�之后细胞死亡增多�自噬比例相对减少（24
h 后的数据未引用）�而 C60Cl6要滞后约2h．同样�
C60在引起细胞自噬的时间进程上也有一定的优势�
相同时间下导致细胞自噬的数目较多�但是并无统
计学意义（P＞0∙05）．
3　讨论

自噬性细胞死亡被认为是细胞程序性死亡的执

行方式之一［15］�同时持续性的活化本底水平的自噬
过程对于细胞内质量控制以及维持细胞自身稳定性

都非常重要�在生理学和病理学上都扮演了举足轻
重的角色．研究发现�在应用各种化疗药物治疗后�
癌细胞中的自噬水平常常提高［16-18］．而我们的前期
工作也显示�纳米富勒烯 C60这种物质除了具有细
胞毒性以外�还能够通过调节自噬途径来增加化疗
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药物的敏感性从而杀死癌细胞�成为一种潜在的化
疗作用辅助因子．

然而�由于 C60封闭性的超对称结构�其表面的
疏水性使之不能很好地参与各种生物大分子的相互

作用�其独特的理化性质在生物医药领域的应用受
到了很大限制．因此�我们选择电磁性方面表现出色
的纳米 C70�以及表面修饰了不同基团、是多种化学
反应中间体的纳米 C60Cl6和 C60Ph6［19］�将它们转化
成水溶性的纳米晶体�探索它们诱导癌症细胞产生
自噬的作用．初步结果表明�纳米 C70�C60Cl6 和
C60Ph6均能够诱导一定程度的自噬现象�电镜图片
中有明显自噬溶酶体包裹的黑色团块�显示材料可
能通过吞噬作用进入细胞发挥作用．有研究结果显
示�［C60（C（COOH）2）2］ n能够通过网格蛋白介导的
内吞作用进入溶酶体［20］�纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6
是否也通过类似的途径进入细胞�还有待于进一步
的验证．

通过对比发现�纳米 C70�C60Cl6和 C60Ph6晶体
溶液均具有导致宫颈癌 HeLa 细胞自噬的现象�其
中 C70的效果最明显．随着浓度和时间的增加�细胞
会产生不同程度的自噬溶酶体的聚集�当超过一定
浓度时�会产生毒性导致细胞的死亡．而 C60Cl6的
作用最弱�需要更高的浓度才能产生与其他两者相
对应的效果．这可能与极性基团 Cl 的引入有关�增
强其与细胞内其他分子作用的同时�也提高其本身
的化学活性．而在过去的研究中�卤化富勒烯也一直
被证实参与各种有机反应�并作为很多反应过程的
中间体�因此纳米 C60Cl6在进入细胞后在结构上可
能有所改变�以致影响了诱导细胞自噬的作用�具体
的机理还需要通过进一步的实验进行研究．然而�与
之前已经进行初步研究的 C60相比�纳米 C70�C60Cl6
和 C60Ph6的作用效果并不比 C60强烈�可能是由于
结构和所连基团的不同�导致晶体材料在进入细胞
后与不同的生物大分子产生作用�具体的作用机理
和途径还有待于进一步的研究．

总之�三种材料的研究结果�初步暗示纳米家族
及其衍生物可能在诱导细胞自噬方面存在普遍性．
现在有研究认为�癌细胞自噬能够产生三种效应：促
进死亡�促进存活�或者无明显作用［21］．依据不同细
胞种类�三种情况都有可能发生［22］．一些证据表明�
某些试剂［23］或特定培养条件下导致的自噬主要起
保护作用�甚至在凋亡缺陷［24］或凋亡被抑制的肿瘤
细胞中也是如此［25］．那么�纳米 C70�C60 Cl6 和

C60Ph6在低浓度下引起自噬、高浓度下导致细胞死
亡的现象�是否暗示它们可能首先促进或维持肿瘤
细胞的活性�达到一定限度时才会引起肿瘤细胞死
亡？这种自噬是否起到了一定的保护作用�是否也
能像 C60一样促进化疗药物杀死癌症细胞？由于自
噬与凋亡关系的研究至今仍不是特别透彻�这一系
列的问题现在还有待于进一步的研究．
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