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基于光学表面波技术探究具核梭杆菌介导的
自噬与细胞折射率的关系

于丽１ꎬ王弋嘉２ꎬ杨勇３ꎬ刘学焕２ꎬ万雪花４ꎬ包翠萍２ꎬ苗蓓亮５ꎬ
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摘要:目的　 拟利用光学表面波传感技术ꎬ探索具核梭杆菌( ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍꎬ Ｆｎ)介导的自噬水平与细胞

折射率变化的关系ꎬ初步探究光学表面波技术对癌细胞自噬水平检测的潜力ꎮ 方法　 运用 ＣＣＫ￣８ 技术检测 Ｆｎ 对

结直肠癌细胞增殖活力的影响ꎬ蛋白免疫印迹法及自噬双标荧光法检测 Ｆｎ 对自噬水平的影响ꎬ同时采用光学表

面波技术检测不同 Ｆｎ 感染状态下细胞折射率的变化ꎬ观察其与自噬水平的相关性ꎮ 结果　 当感染复数为 １００ꎬ感
染时间为 ４ ｈ 时ꎬ自噬起始蛋白苄氯素 １(Ｂｅｃｌｉｎ￣１)、微管相关蛋白 １Ａ / １Ｂ￣轻链 ３(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
１Ａ / １Ｂ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬＬＣ３)蛋白表达水平升高(均 Ｐ<０.０５)ꎬ螯合体 １( ｓｅｑｕｅｓｔｏｍｅꎬ Ｐ６２ / ＳＱＳＴＭ１)蛋白表达水平降

低(Ｐ<０.０１)ꎬ自噬水平升高ꎻ同时光学检测结果显示ꎬＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞的折射率亦随自噬水平的增高而升高

(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 进一步研究表明ꎬ细胞折射率的变化主要在于细胞内自噬小体水平的变化ꎬ且不受细胞增殖及胞外

物质等因素影响ꎮ 结论　 Ｆｎ 介导的自噬水平与细胞折射率具有相关性ꎬ可实时反映 Ｆｎ 介导的自噬水平的变化ꎬ
表明光学表面波技术可作为一种快速、直观且不影响细胞活性的检测自噬水平的技术ꎮ
关键词:具核梭杆菌ꎻ结直肠癌ꎻ自噬ꎻ光学表面波技术ꎻ细胞折射率
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　 　 结直肠癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬ ＣＲＣ)为临床常见

的恶性肿瘤ꎬ是仅次于肺癌和乳腺癌的全球第三大

常见的恶性肿瘤ꎬ也是因癌症死亡的第二大主因ꎬ严
重威胁人类健康[１￣３]ꎮ 因饮食结构的变化ꎬ其发病

率仍呈逐年上升趋势ꎬ且发病年龄日趋年轻化[４]ꎮ
ＣＲＣ 的发病机制复杂ꎬ越来越多研究表明ꎬ肠道菌

群为结直肠癌发病的重要机制之一ꎬ肠道菌群可通

过代谢产物、毒性作用、损伤肠黏膜屏障、调节免疫

等途径参与 ＣＲＣ 的发生与发展[５]ꎮ 其中ꎬ具核梭杆

菌( ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｕｃｌｅａｔｕｍꎬ Ｆｎ) 丰度的改变与

ＣＲＣ 发病高度相关ꎬ为 ＣＲＣ 的重要危险因素[６]ꎮ
研究表明ꎬ与其他微生物组成员相比ꎬＦｎ 在结直肠

中的丰度明显增加ꎬ并且可通过激活肿瘤相关信号

通路、诱导肿瘤相关炎症反应及抑制宿主免疫应答

等途径促进 ＣＲＣ 的发展[７￣１０]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１１] 发现ꎬ
ＣＲＣ 患者中 Ｆｎ 的高丰度与肿瘤组织中自噬活性的

增加以及预后的恶化相关ꎬ提示 Ｆｎ 可能通过自噬

途径影响 ＣＲＣ 疾病的进展和预后ꎮ 其他研究表明ꎬ
Ｆｎ 感染能够通过多种机制促进 ＣＲＣ 细胞自噬进而

直接影响 ＣＲＣ 患者的预后[１２￣１３]ꎮ 因此ꎬ研究 Ｆｎ 诱

发自噬的实时过程ꎬ有助于进一步理解 Ｆｎ 等肠道

菌群与 ＣＲＣ 细胞相互作用的机制ꎮ
光学表面波传感技术是指当光从光密介质进入

光疏介质发生全内反射时ꎬ会有隐矢波进入光疏介

质ꎮ 这种构成倏逝场的隐矢波被称为光学表面波ꎬ
导致 ｐ 和 ｓ 分量的相位发生变化ꎮ 利用这一原理ꎬ
倏逝场全内反射式折射率传感技术可以测量作为光

疏介质的样本的折射率[１４]ꎮ 而细胞折射率是表示

细胞内生物物理参数变化的重要指标ꎬ其测量有助

于许多生物研究ꎬ如新陈代谢观察和癌细胞研

究[１５]ꎮ 利用该技术可以对肿瘤细胞进行入射探测ꎬ
并通过透镜聚焦到光电探测器的感光区域ꎬ转换成

电压信号进行数字呈现[１６]ꎮ 利用光学对细胞进行

折射率检测可以消除激发荧光检测引起的光毒性和

光漂白效应ꎬ从而使细胞的活动不受任何污染和损

伤ꎬ同时避免了胞内 ｐＨ 值及其他蛋白质聚集对标

记荧光的影响ꎬ具有客观且实时反映细胞自噬水平

变化的可能性ꎮ
基于此ꎬ本研究拟通过光学表面波传感技术ꎬ探

索细胞折射率变化与 Ｆｎ 介导的自噬水平的关系ꎬ
从 Ｆｎ 对自噬水平的影响及光学折射率的变化出

发ꎬ排除可能影响光学折射率的因素ꎬ初步探究了光

学表面波技术对癌细胞自噬水平检测的潜力ꎬ为光

学检测在细胞病理学、抗癌药物筛选及其他生物研

究方面提供借鉴参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞系

人结直肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９ 购自中国

科学院上海生命科学研究院ꎮ
１.１.２　 菌株

Ｆｎ ＡＴＣＣ２５５８６ 购自河南北纳生物ꎻ大肠杆菌

ＤＨ５α 购自北京天根生化科技有限公司ꎮ
１.１.３　 试剂

１６４０ 细胞培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ优质胎
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牛血清购自大连美仑生物科技有限公司ꎻＰＢＳ 缓冲

液、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司ꎻ微管相关蛋白 １Ａ / １Ｂ￣轻链 ３(ｍｉｃｒｏｔｕ￣
ｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １Ａ / １Ｂ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬ ＬＣ３)荧
光质粒购自北京中源合聚生物科技有限公司ꎻ无内

毒素质粒小提中量试剂盒购自北京天根生化科技有

限公司ꎻＬｉｐｏ６０００ＴＭ转染试剂、Ｋａｎａｍｙｃｉｎ 购自上海

碧云天生物技术有限公司ꎻ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８
(ＣＣＫ￣８ 试剂盒)购自大连美仑生物科技有限公司ꎻ
微管相关蛋白 １Ａ / １Ｂ￣轻链 ３Ｂ(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉ￣
ａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １Ａ / １Ｂ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂꎬ ＬＣ３Ｂ)及自噬起

始蛋白苄氯素 １(Ｂｅｃｌｉｎ￣１)抗体购自上海 Ａｂｃａｍ 贸

易有限公司ꎻ螯合体 １( ｓｅｑｕｅｓｔｏｍｅꎬ Ｐ６２ / ＳＱＳＴＭ１)
抗体购自武汉博士德生物公司ꎻＧＡＰＤＨ 抗体购自

武汉爱博泰克生物ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养

细胞培养液为含有 １０％血清、１％双抗的 ＲＰＭＩ￣
１６４０ 培养基ꎬＨＣＴ１１６ 与 ＨＴ２９ 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

恒温细胞培养箱培养ꎬ当细胞生长至 ８０％ ~ ９０％时ꎬ
ＰＢＳ 缓冲液洗涤两遍ꎬ胰蛋白酶消化后进行传代ꎬ培
养至 ３ 代进入细胞对数生长期时用于实验ꎮ
１.２.２　 Ｆｎ 复苏及培养

Ｆｎ 液体培养基(北京索莱宝) 包含脑心浸出

液、酵母粉、磷酸氢二钾、维生素 Ｋ１、Ｈｅｍｉｎ(氯化血

红素、ＮａＯＨ)溶液、刃天青指示剂、Ｌ￣半胱氨酸ꎻ固
体血琼脂培养基在液体培养基基础上添加 ２％琼脂

粉(北京索莱宝科技有限公司)与 ５％脱纤维羊血

(青岛高科技工业园海博生物技术有限公司)ꎮ 将

细菌涂布均匀后置于厌氧培养袋内ꎬ放入厌氧产气

包及氧气指示剂ꎬ二者均置于 ３７ ℃生化培养箱中静

置培养ꎬ待 ３６~４８ ｈ 后长出明显菌落时进行传代或

冻存ꎬ培养至 ３ 代时作为工作菌种进行实验ꎮ
１.２.３　 大肠杆菌 ＤＨ５α 培养

大肠杆菌液体培养使用 ＬＢ 肉汤培养基ꎬ固体

培养使用 １.５％ ＬＢ 琼脂平板ꎮ 将大肠杆菌划线培

养于琼脂平板中 ３７ ℃培养 １２~１８ ｈꎬ平板中长出单

个菌落时ꎬ挑取单菌落接种于液体培养基ꎬ３７ ℃摇

床 １８０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２~１８ ｈꎮ
１.２.４　 Ｆｎ 与结直肠癌细胞共培养

挑取血琼脂平板中培养的 Ｆｎ 单菌落于液体培

养基中ꎬ厌氧静置培养 ４８ ｈꎬ离心机 ３ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎꎬ弃掉原培养基ꎬ加入 ＰＢＳ 重悬ꎬ离心

１５ ｍｉｎ两次ꎻ细胞贴壁后ꎬ弃掉原培养液ꎬＰＢＳ 洗涤 ２
遍ꎬ将细胞培养液更换为仅含 １０％血清的 １ ６４０ 培

养液ꎬ根据感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ＭＯＩ)
为 ０(对照组) / １０ / １００ / ５００ / １ ０００ 分别加入 Ｆｎꎬ置
于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 恒温细胞培养箱培养相应时间

(０ ｈ 为对照组)后ꎬＰＢＳ 清洗两遍用于检测ꎮ
１.２.５　 ＣＣＫ￣８ 细胞增殖检测

对数生长期 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞以 ７ ０００ 细胞 /
孔接种于 ９６ 孔板ꎬ 细胞贴壁后加入不同 ＭＯＩ
(ＭＯＩ＝ ０为对照组)Ｆｎꎬ与细胞共培养相应时间后ꎬ
吸出原培养液ꎬ加入 １００ μＬ ＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ更换为

新鲜完全培养基ꎬ继续培养至 ２４ ｈꎬ吸出培养液ꎬ将
１００ μＬ 含 １０％ ＣＣＫ￣８ 液的培养基以换液形式加入

每孔ꎬ避光孵育 １ ~ ２ ｈꎬ酶标仪 ４５０ ｎｍ 吸光度检测

Ａ 值ꎮ
１.２.６　 基于光学表面波技术的细胞折射率检测

光学检测平台由之江实验室前沿基础研究中心

构建(图 １) [１５]ꎮ 由于多聚 Ｌ 赖氨酸可在基质上提

供一个阳离子层ꎬ与细胞表面的阴离子相互作用ꎬ增
加细胞的黏附力ꎬ因此本文使用该方法在微流槽上

培养细胞ꎮ 微流槽及相关器材灭菌ꎬ将 １０ μｇ 多聚

Ｌ 赖氨酸溶于 ２ ｍＬ 体积水中并通入微流槽ꎬ室温

１ ｈꎮ 之后使用 ３ ｍＬ 的 Ｈａｎｋｓ’平衡盐溶液清洗两

次ꎮ Ｈａｎｋｓ’ 平衡盐溶液配方为: １３７. ９３ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ５. ３３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ ４. １７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３ꎬ
０.４４１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＨ２ＰＯ４ꎬ ０. ３３８ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４ꎬ
５.５６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣Ｇｌｕｃｏｓｅꎮ 将与 Ｆｎ 共培养的结肠癌

细胞系 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 进行胰酶消化ꎬ消化后悬浮

的细胞加入微流槽中ꎬ３７ ℃培养使其在附有多聚

Ｌ 赖氨酸的微流槽上贴壁ꎮ 将微流槽装入表面等

离子共振( ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅꎬ ＳＰＲ)传感系

统中ꎬ使用 ＳＰＲ 传感器实时监测该过程ꎮ 前期根

据 ＮａＣｌ 浓度计算出了不同浓度 ＮａＣｌ 溶液与折射

率信号的关系ꎬ当 ＮａＣｌ 溶液浓度升高时ꎬ传感器输

出折射率信号下降ꎬ公式为折射率信号(ｍＶ) ＝
－１４.４３ｃ＋４.４１２ ６[１５]ꎬ其中ꎬ ｃ 是 ＮａＣｌ 溶液质量浓

度ꎮ 之后基于 ＮａＣｌ 溶液质量浓度与折射率关系公

式ｎ＝ｎｗ＋０.００１ ８５ｃ计算传感器输出信号对应的折射

率ꎬ其中ꎬｎｗ 是去离子水的折射率ꎬ取 ｎｗ ＝ １.３３３[１４]ꎮ
输出折射率信号与折射率的标准曲线见图 ２ꎬ折射

率＝ －０.０１２９×折射率信号(ｍＶ)＋１.３９０１ꎮ
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图 １　 光学检测平台光路图及示意图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｏｐｔｉｃａｌ ｐａｔｈ ｄｉａｇｒａｍ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ

图 ２　 传感器输出折射率信号与折射率标准曲线
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｏｒ ｏｕｔｐｕｔ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ

１.２.７　 ＬＣ３ 荧光双标质粒提取

将带有 ＬＣ３ 荧光双标质粒的细菌接种于 ＬＢ 琼

脂平板ꎬ 挑取单 菌 落 接 种 于 液 体 ＬＢ 培 养 基ꎬ
１８０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 １２ ~ １８ ｈꎬ使用质粒提取试剂盒

提取质粒ꎬ收集质粒并使用分光光度计测量质粒浓

度及 Ａ２６０ / Ａ２８０值ꎮ
１.２.８　 ＥＧＦＰ￣ｍＲＦＰ￣ＬＣ３ 双荧光质粒转染

６ 孔板内铺入 ４×１０５ 个 ＣＲＣ 细胞ꎬ待细胞贴

壁生长至 ６０％ ~ ７０％时ꎬ更换为不含抗生素的 １０％
血清培养基ꎬ使用 ｌｉｐｏ６０００ 试剂盒对细胞进行

ｍＲＦＰ￣ＧＦＰ￣ＬＣ３ 双荧光质粒转染ꎬ６ ｈ 后更换为完

全培养基ꎬ培养 ３６ ｈ 后ꎬＮＣ 组更换为不含抗生素

的 １０％血清培养基ꎬＦｎ 组在此基础上加入 ＭＯＩ ＝
１００ 的 Ｆｎ 菌液与 ＣＲＣ 细胞共培养ꎬ２４ ｈ 后 ＰＢＳ
清洗 ２ 次ꎬ４％多聚甲醛固定后使用荧光显微镜进

行观察拍照ꎮ
１.２.９　 蛋白免疫印迹实验

收集细胞ꎬ使用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞ꎬ裂解后

细胞提取物使用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒(索莱宝)进
行定量ꎮ ３０ μｇ 蛋白通过 １２％ / １０％ ＳＤＳ 聚丙烯酰

胺凝胶 ８０ ~ １２０ Ｖ 电泳ꎻ然后转移到 ＰＶＤＦ 膜

(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎬ ０.４５ μｍ)上 ０.２２ ｍＡ 恒流进行转膜ꎻ转
膜后将 ＰＶＤＦ 膜置于 ５％脱脂牛奶中封闭 １ ｈꎬＴＢＳＴ
洗涤 ３ 次ꎻ将 ＰＶＤＦ 膜置于一抗中 ４ ℃摇床孵育过

夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎻＰＶＤＦ 膜置于二抗常温摇床孵

育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ发光显影液显影后进行曝

光ꎮ 随后用 ＩｍａｇｅＪ １.４３ 软件对图像进行分析ꎮ 全

细胞裂解液以 ＧＡＰＤＨ 抗体作为对照ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两样
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本数据采用 ｔ 检验ꎬ多组间数据总体比较采用单因素方

差分析ꎬ组间两两比较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验ꎮ 检验水准

α＝０.０５ꎮ 作图软件使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０.２ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｆｎ 不同感染比例对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系自

噬水平及细胞折射率的影响

蛋白免疫印迹结果显示ꎬ不同 ＭＯＩ 干预后ꎬ两
细胞系 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３、Ｐ６２ 表达水平差异均有统计

学意义 ( ＦＨＣＴ１１６￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ １４. ２６ꎬ ＰＨＣＴ１１６￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ < ０. ００１、
ＦＨＴ２９￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ ２０. ８３ꎬ ＰＨＴ２９￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ < ０. ００１ꎻ ＦＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ ＝
３２.６１ꎬＰＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ < ０. ００１、ＦＨＴ２９￣ＬＣ３ ＝ ５０. ８３ꎬＰＨＴ２９￣ＬＣ３<
０.００１ꎻＦＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ ＝ ４１.５６ꎬＰＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ <０.００１、ＦＨＴ２９￣Ｐ６２ ＝
２１.９４ꎬＰＨＴ２９￣Ｐ６２<０.００１)ꎮ 与对照组(ＭＯＩ ＝ ０)相比ꎬ
当 ＭＯＩ ＝ １００ / ５００ / １０００ 时ꎬＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞内

Ｂｅｃｌｉｎ￣１(ＰＨＣＴ１１６￣１００ ＝ ０.０２４ꎬＰＨＣＴ１１６￣５００ ＝ ０.００４ꎬＰＨＣＴ１１６￣１０００<
０. ００１ꎻ ＰＨＴ２９￣１００ ＝ ０. ００６ꎬ ＰＨＴ２９￣５００ ＝ ０. ００２ꎬ ＰＨＴ２９￣１０００<

０.００１)、ＬＣ３ ( ＰＨＣＴ１１６￣１００ ＝ ０. ０２０ꎬ ＰＨＣＴ１１６￣５００ ＝ ０. ００６ꎬ
ＰＨＣＴ１１６￣１０００< ０. ００１ꎻＰＨＴ２９￣１００ ＝ ０. ０２７ꎬＰＨＴ２９￣５００ < ０. ００１ꎬ
ＰＨＴ２９￣１０００ < ０. ００１) 水平明显升高ꎬ Ｐ６２ ( ＰＨＣＴ１１６￣１００ ＝
０.０３３ꎬＰＨＣＴ１１６￣５００ <０.００１ꎬＰＨＣＴ１１６￣１０００ <０.００１ꎻＰＨＴ２９￣１００ ＝
０.００４ꎬＰＨＴ２９￣５００ ＝ ０.００３ꎬＰＨＴ２９￣１０００ <０.００１)水平明显降

低ꎮ 表明相较于对照组(ＭＯＩ ＝ ０)ꎬ当 ＭＯＩ ＝ １００ /
５００ / １ ０００ 时ꎬＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞自噬水平升高

(图 ３Ａ)ꎮ
基于光学表面波技术的细胞折射率检测结果显

示ꎬ不同 ＭＯＩ 干预后ꎬ两细胞系的细胞折射率差异

具有统计学意义 (ＦＨＣＴ１１６ ＝ ３９. ５９ꎬＰＨＣＴ１１６ < ０. ００１ꎻ
ＦＨＴ２９ ＝ ３０.７７ꎬＰＨＴ２９<０.００１)ꎬ当 ＭＯＩ ＝ １００ / ５００ / １ ０００
时ꎬ细胞折射率升高幅度与对照组(ＭＯＩ＝ ０)相比差

异有 统 计 学 意 义 ( ＰＨＣＴ１１６￣１００ ＝ ０. ００２ꎬ ＰＨＣＴ１１６￣５００<
０.００１ꎬＰＨＣＴ１１６￣１０００ < ０. ００１ꎻＰＨＴ２９￣１００ ＝ ０. ００１ꎬＰＨＴ２９￣５００<
０.００１ꎬＰＨＴ２９￣１０００ < ０. ００１)ꎮ 表明当 ＭＯＩ ＝ １００ / ５００ /
１ ０００ 时ꎬ细胞折射信号降低ꎬ 细胞折射率升高

(图 ３Ｂ)ꎮ

图 ３　 Ｆｎ 不同感染比例对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系自噬水平(Ａ)及细胞折射率(Ｂ)的影响
与对照组(ＭＯＩ＝ ０)比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ (Ａ) ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ (Ｂ) ｏｆ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ＨＴ２９
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＭＯＩ＝ ０) .
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２.２　 Ｆｎ 不同感染时间对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系自

噬水平及细胞折射率的影响

Ｆｎ 以 ＭＯＩ＝ １００ 对 ＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９ 进行不同

时间的干预(０、２、４、６ ｈ)ꎮ
蛋白免疫印迹结果显示ꎬ不同 Ｆｎ 感染时间后ꎬ

两细胞系 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３、Ｐ６２ 表达水平差异均有统

计学意义(ＦＨＣＴ１１６￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ １９.０５ꎬＰＨＣＴ１１６￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ <０.００１、
ＦＨＴ２９￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ ８３. ２８ꎬ ＰＨＴ２９￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ < ０. ００１ꎻ ＦＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ ＝
１３９.１ꎬＰＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ < ０. ００１、ＦＨＴ２９￣ＬＣ３ ＝ ３１. ９９ꎬＰＨＴ２９￣ＬＣ３<
０.００１ꎻＦＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ ＝ ５８.１１ꎬＰＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ <０.００１、ＦＨＴ２９￣Ｐ６２ ＝
３１.９６ꎬＰＨＴ２９￣Ｐ６２<０.００１)ꎮ 与感染时间 ０ ｈ 相比ꎬＦｎ 感

染时间为 ４ ｈ 及 ６ ｈ 时ꎬＢｅｃｌｉｎ￣１(ＰＨＣＴ１１６￣４ ｈ ＝ ０.００５ꎬ

ＰＨＣＴ１１６￣６ ｈ ＝ ０. ００１ꎻＰＨＴ２９￣４ ｈ < ０. ００１ꎬＰＨＴ２９￣６ ｈ < ０. ００１)、
ＬＣ３( ＰＨＣＴ１１６￣４ < ０. ００１ꎬ ＰＨＣＴ１１６￣６ ｈ < ０. ００１ꎻ ＰＨＴ２９￣４ ｈ ＝
０.００１ꎬＰＨＴ２９￣６ ｈ<０.００１)水平明显升高ꎬＰ６２(ＰＨＣＴ１１６￣４ ｈ<
０.００１ꎬＰＨＣＴ１１６￣６ ｈ < ０. ００１ꎻ ＰＨＴ２９￣４ ｈ ＝ ０. ００３ꎬ ＰＨＴ２９￣６ ｈ <
０.００１)水平明显降低ꎬ细胞自噬水平升高(图 ４Ａ)ꎮ

光学检测结果显示ꎬ不同 Ｆｎ 感染时间后ꎬ
ＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９ 细胞系细胞折射率差异具有统计

学意义(ＦＨＣＴ１１６ ＝ ４２.０７ꎬＰＨＣＴ１１６<０.００１ꎻＦＨＴ２９ ＝ ９８.９７ꎬ
ＰＨＴ２９<０.００１)ꎬ与感染时间为 ０ ｈ 相比ꎬＦｎ 感染 ４ ｈ
及 ６ ｈ 时ꎬＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９(均 Ｐ<０.００１)细胞折射

信号降低ꎬ细胞折射率升高(图 ４Ｂ)ꎮ

图 ４　 Ｆｎ 不同感染时间对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系自噬水平(Ａ)及细胞折射率(Ｂ)的影响
与对照组(０ ｈ)相比ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ (Ａ) ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ (Ｂ) ｉｎ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ＨＴ２９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (０ ｈ) .

２.３　 Ｆｎ 感染 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞后自噬荧光检测

ＥＧＦＰ￣ｍＲＦＰ１￣ＬＣ３ 双荧光检测结果显示ꎬ与

ＮＣ 组相比ꎬＦｎ 处理组(ＭＯＩ ＝ １００ꎬ４ ｈ)自噬体荧光

信号升高( ｔＨＣＴ１１６ ＝ ３.５５４ꎬ Ｐ ＝ ０.０２３ꎻ ｔＨＴ２９ ＝ ３.５５４ꎬ
Ｐ＝ ０.００４)ꎬ提示折射率的升高可能是由细胞内自噬

体的变化引起(图 ５)ꎮ
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图 ５　 Ｆｎ 感染 ＨＣＴ１１６(Ａ)及 ＨＴ２９(Ｂ)后自噬荧光检测
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｆｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＨＣＴ１１６(Ａ) / ＨＴ２９(Ｂ)

２.４　 Ｆｎ 对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系增殖能力的影响

ＣＣＫ￣８ 检测结果显示ꎬ不同 Ｆｎ ＭＯＩ 情况下ꎬ
ＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９ 细胞系的细胞增殖能力差异均具

有统计学意义(ＦＨＣＴ１１６ ＝ １３.４９ꎬＰＨＣＴ１１６<０.００１ꎻＦＨＴ２９ ＝
２３.０３ꎬＰＨＴ２９<０.００１)ꎮ 与对照组(ＭＯＩ ＝ ０)相比ꎬＦｎ
感染 ＭＯＩ＝１ ０００ 时ꎬＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞的增殖能力

明显提高(均 Ｐ<０.００１)ꎬ但在 ＭＯＩ ＝ １００ 时ꎬＦｎ 对

ＨＣＴ１１６ / ＨＴ２９ 细胞的增殖能力无明显影响(ＰＨＣＴ１１６>
０.９９９ꎻＰＨＴ２９>０.９９９) (图 ６)ꎮ 表明在本研究中采用

的干预 ＭＯＩ(ＭＯＩ＝ １００)引起的细胞折射率的改变

不受细胞增殖的影响ꎮ

图 ６　 Ｆｎ 对 ＨＣＴ１１６ (Ａ)及 ＨＴ２９ (Ｂ)细胞增殖能力的影响
与对照组(ＭＯＩ＝ ０)比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ１１６(Ａ) ａｎｄ ＨＴ２９ (Ｂ) ｃｅｌｌｓ
∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ＭＯＩ＝ ０) .

２.５　 自噬水平对细胞折射率的影响

蛋白免疫印迹显示ꎬ不同细菌感染细胞后ꎬ
ＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９ 细胞系 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３、Ｐ６２ 表达水

平差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( ＦＨＣＴ１１６￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ １３. ４２ꎬ
ＰＨＣＴ１１６￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ ０.００６、ＦＨＴ２９￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝ ８.８７６ꎬＰＨＴ２９￣Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ＝
０.０１６ꎻＦＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ ＝ １３７.９ꎬＰＨＣＴ１１６￣ＬＣ３<０.００１、ＦＨＴ２９￣ＬＣ３ ＝
３２.４５ꎬＰＨＴ２９￣ＬＣ３ <０.００１ꎻＦＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ ＝ ７１.０２ꎬＰＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ <
０.００１、ＦＨＴ２９￣Ｐ６２ ＝ １０.６８ꎬＰＨＴ２９￣Ｐ６２<０.０１１)ꎮ

与对照组(ＮＣ)相比ꎬＤＨ５α 感染细胞后ꎬＢｅｃ￣
ｌｉｎ￣１(ＰＨＣＴ１１６ > ０. ９９９ꎻＰＨＴ２９ > ０. ９９９)、ＬＣ３ (ＰＨＣＴ１１６ ＝
０.８８６ꎻＰＨＴ２９ > ０. ９９９)、 Ｐ６２ ( ＰＨＣＴ１１６ ＝ ０. ５５８ꎻ ＰＨＴ２９ >
０.９９９)表达水平差异无统计学意义ꎬ表明细胞自噬

水平没有明显变化(图 ７Ａ)ꎮ 光学检测结果显示ꎬ
两细胞系各组间细胞折射率差异具有统计学意义

(ＦＨＣＴ１１６ ＝ １３.２７ꎬＰＨＣＴ１１６ <０.００１ꎻＦＨＴ２９ ＝ １７.６１ꎬＰＨＴ２９ <
０.００１)ꎬ但 ＤＨ５α 感染细胞后细胞折射率较对照组

(ＮＣ) 无明显改变 ( ＰＨＣＴ１１６ > ０. ９９９ꎻＰＨＴ２９ > ０. ９９９)
(图 ７Ｂ)ꎮ

Ｆｎ 感染细胞后ꎬ蛋白免疫印迹结果显示ꎬ相较

于对照组(ＮＣ)ꎬ两细胞系 Ｂｅｃｌｉｎ￣１(ＰＨＣＴ１１６ ＝ ０.０１３ꎻ
ＰＨＴ２９ ＝ ０.０４７)、ＬＣ３(ＰＨＣＴ１１６<０.００１ꎻＰＨＴ２９ ＝ ０.００１)表
达水平明显升高ꎬＰ６２(ＰＨＣＴ１１６<０.００１ꎻＰＨＴ２９ ＝ ０.０１８)
表达水平明显降低ꎬ细胞自噬水平升高ꎮ 而光学检

测结果显示ꎬＦｎ 感染细胞后两细胞系细胞折射率较
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对照组(ＮＣ)降低ꎬ差异具有统计学意义(ＰＨＣＴ１１６ <
０.００１ꎬＰＨＴ２９<０.００１)ꎬ说明光学检测未受胞外残余细

菌的明显影响ꎬ其折射率的改变主要是由胞内自噬

水平的变化引起的ꎮ
Ｆｎ 联合 ３￣ＭＡ 干预两细胞系后ꎬ蛋白免疫印迹

结果显示ꎬ各组间 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３、Ｐ６２ 表达水平差异

均有统计学意义 ( ＦＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ ＝ ２９. １４ꎬ ＰＨＣＴ１１６￣ＬＣ３ <
０.００１、ＦＨＴ２９￣ＬＣ３ ＝ ６４. ９５ꎬＰＨＴ２９￣ＬＣ３ < ０. ００１ꎻＦＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ ＝
３４.２７ꎬＰＨＣＴ１１６￣Ｐ６２ < ０. ００１、ＦＨＴ２９￣Ｐ６２ ＝ ３９. ０６ꎬＰＨＴ２９￣Ｐ６２ <
０.００１)ꎮ 相较于 Ｆｎ 组ꎬ Ｆｎ ＋ ３￣ＭＡ 组 ＬＣ３ 水平

(ＰＨＣＴ１１６ ＝ <０.００１ꎬＰＨＴ２９ <０.００１)显著降低ꎬＰ６２ 水平

(ＰＨＣＴ１１６< ０. ００１ꎬＰＨＴ２９ < ０. ００１) 显著升高(图 ８Ａ)ꎻ
ＥＧＦＰ￣ｍＲＦＰ１￣ＬＣ３ 双荧光检测结果显示ꎬ各组间平

均荧光强度差异具有统计学意义(ＦＨＣＴ１１６ ＝ ７１.８０ꎬ
ＰＨＣＴ１１６< ０.００１ꎻＦＨＴ２９ ＝ ６７.０８ꎬＰＨＴ２９ < ０.００１)ꎬＦｎ ＋ ３￣
ＭＡ 组荧光信号较 ＮＣ 组和 Ｆｎ 组均显著降低

(ＰＨＣＴ１１６￣ＮＣ <０.００１ꎬＰＨＣＴ１１６￣Ｆｎ <０.００１ꎻＰＨＴ２９￣ＮＣ <０.００１ꎬ
ＰＨＴ２９￣Ｆｎ<０.００１)(图 ８Ｂ)ꎬ表明细胞自噬受到抑制且

自噬小体数量减少ꎮ 光学检测结果显示ꎬ各组间细

胞折射率差异具有统计学意义 (ＦＨＣＴ１１６ ＝ ３５. １４ꎬ
ＰＨＣＴ１１６< ０.００１ꎻＦＨＴ２９ ＝ ３７.２１ꎬＰＨＴ２９ < ０.００１)ꎬＦｎ ＋ ３￣
ＭＡ 组细胞折射率较对照组(ＮＣ)和 Ｆｎ 组均显著降

低( ＰＨＣＴ１１６￣ＮＣ ＝ ０. ０３６ꎬ ＰＨＣＴ１１６￣Ｆｎ < ０. ００１ꎻ ＰＨＴ２９￣ＮＣ ＝
０.００３ꎬＰＨＴ２９￣Ｆｎ<０.００１)(图 ８Ｃ)ꎬ进一步说明 Ｆｎ 感染

后细胞折射率的改变主要受胞内自噬水平变化的

影响ꎮ

图 ７　 大肠杆菌(ＤＨ５α)感染对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系自噬水平(Ａ)及细胞折射率(Ｂ)的影响
与 ＮＣ 组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ(ＤＨ５α) ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ＨＴ２９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＮＣ ｇｒｏｕｐ.
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图 ８　 Ｆｎ 联合 ３￣ＭＡ 干预对 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９ 细胞系自噬水平(Ａ)、自噬流(Ｂ)及细胞折射率(Ｃ)的影响
与 ＮＣ 组相比ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｆｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ３￣ＭＡ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ (Ａ)ꎬ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｏｗ (Ｂ) ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎ￣
ｄｅｘ (Ｃ) ｉｎ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ＨＴ２９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＮＣ ｇｒｏｕｐ.
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３　 讨　 论

近年来ꎬ越来越多的研究表明ꎬＦｎ 介导的自噬

与 ＣＲＣ 的发生发展密切相关ꎬＦｎ 能通过激活宿主

细胞内核转录因子 ｋａｐｐａ Ｂ(Ｎｕｃｌｅａｒ Ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ
Ｂꎬ ＮＦ￣κＢ)、哺乳动物雷帕霉素靶点 (Ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ ｍＴＯＲ)、Ｔｏｌｌ 样受体 ４ (Ｔｏｌｌ￣
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ ＴＬＲ４) /髓样分化因子 ８８(Ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ ８８ꎬ ＭＹＤ８８)等
信号通路介导 ＣＲＣ 细胞自噬ꎬ进而促进 ＣＲＣ 的增

殖及化疗耐药[１７￣１９]ꎮ 目前ꎬ针对自噬的生物检测主

要为电镜观察、自噬荧光检测、蛋白质检测以及基因

表达分析等[２０]ꎮ 有学者将光学引入了上皮－间充质

转化研究中ꎬ使用光学检测细胞的上皮－间充质转化

能力ꎬ能够在不影响细胞活性的情况下ꎬ实现无标记

活细胞检测[２１]ꎮ 但目前将光学技术应用于自噬水平

的检测研究仍较少ꎮ 因此ꎬ本研究通过光学表面波传

感技术与生物研究相结合的方法ꎬ探索了细胞折射率

变化与 Ｆｎ 所介导的自噬水平的关系ꎬ初步探究了光

学表面波技术对癌细胞自噬水平检测的潜力ꎮ
３.１　 光学表面波技术可反映 Ｆｎ 介导的 ＣＲＣ 细胞

自噬水平

本研究以不同 ＭＯＩ 及不同感染时间与 ＣＲＣ 细

胞共培养ꎬ探索 Ｆｎ 诱导自噬的浓度及时间ꎮ 有研

究表明ꎬ当 Ｆｎ ＭＯＩ ＝ １０００ 时ꎬ能够促进细胞的增

殖[２２￣２３]ꎮ 也有研究表明ꎬＦｎ 感染复数 ＭＯＩ ＝ １００ 时

能够影响 ＣＲＣ 细胞内基因水平的表达ꎬ激活细胞信

号通路ꎬ引起一系列细胞效应[２４￣２６]ꎮ 本研究结果表

明ꎬ当 ＭＯＩ ＝ １００ 时ꎬＣＲＣ 细胞的自噬水平升高ꎮ
Ｙｕ 等[１２]观察 Ｆｎ 感染 ＣＲＣ 细胞 ４ ｈ 后产生了细胞

自噬ꎮ Ｚｈｕ 等[２７]在研究中发现ꎬ当感染时间为 １ ｈ
时ꎬ可引起肠上皮细胞细胞外调节蛋白激酶(Ｅｘｔｒａ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＥＲＫ) /信号转导及

转录激活蛋白 ３(Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ ꎬ ＳＴＡＴ３)信号通路的改变ꎮ 本研究

结果显示ꎬＦｎ 与 ＣＲＣ 细胞共培养 ４ ｈ 后ꎬＣＲＣ 细胞

的自噬水平升高ꎮ 同时ꎬ本研究对不同感染复数及

感染时间的 ＣＲＣ 细胞进行光学检测发现ꎬ当 ＭＯＩ ＝
１００、干预时间为 ４ ｈ 时ꎬ细胞折射率出现显著升高ꎮ
表明光学表面波技术可及时、敏感地反映细胞自噬

水平的潜力ꎮ
３.２ 　 光学折射率可通过自噬小体数量变化反映

ＣＲＣ 细胞的自噬水平

为进一步探索光学折射率反映自噬的可能机

制ꎬ本研究使用 ＬＣ３ 荧光双标检测法观察 Ｆｎ 感染

后 ＣＲＣ 细胞内自噬小体及自噬溶酶体的变化情况ꎮ
结果表明ꎬＦｎ 感染细胞后ꎬ促进了细胞内自噬小体

向自噬溶酶体转化ꎬＦｎ 干预组自噬溶酶体数量增

加ꎬ这可能是导致细胞折射率变化的原因ꎮ 为进一

步验证光学折射率的改变主要是受细胞内自噬小体

及自噬溶酶体数量的变化ꎬ排除 Ｆｎ 侵袭进入细胞或

Ｆｎ 引起的其他细胞结构改变对细胞折射率的影响ꎬ
本研究使用了经典的自噬小体形成抑制剂 ３￣甲基腺

嘌呤(３￣ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅꎬ ３￣ＭＡ)干预 ＣＲＣ 细胞ꎬ结果

表明ꎬ当自噬小体数量形成受到抑制后ꎬ细胞折射率

显著下降ꎬ进一步证明了光学检测能通过感受细胞内

自噬小体水平的变化ꎬ进而反映细胞的自噬水平ꎮ
３.３　 光学折射率不受细胞增殖及胞外物质影响

考虑到光学折射率可能会受细胞的生命活动状

态、细胞的结构、细胞增殖及细胞外物质的影响ꎬ本
研究使用不同感染复数干预同一批次 ＣＲＣ 细胞ꎬ保
证了基线期细胞的生命活动状态基本一致ꎬ排除了

细胞的生命活动状态的影响ꎬ发现当 ＭＯＩ ＝ １ ０００
时ꎬＣＲＣ 细胞出现明显增殖ꎬ当 ＭＯＩ ＝ １００ 时ꎬＣＲＣ
细胞未发生明显增殖ꎬ但此时已经发生了自噬ꎬ且细

胞折射率也发生了相应变化ꎬ说明细胞折射率的变

化不是由细胞增殖引起的ꎮ 此外ꎬ为排除 ＰＢＳ 清洗

后胞外残余细菌对细胞折射率可能产生的影响ꎬ本
研究使用非致病性大肠杆菌 ＤＨ５α 感染细胞并进

行蛋白质及光学检测ꎬ结果表明 ＤＨ５α 对自噬蛋白

及光学折射率无明显影响ꎮ
综上ꎬ本研究表明ꎬ当 Ｆｎ ＭＯＩ ＝ １００、感染时间

为 ４ ｈ 时ꎬ细胞自噬水平出现明显升高ꎬ细胞折射率

亦出现明显改变ꎬ其变化主要由细胞内自噬小体水

平的变化引起ꎬ提示光学检测细胞折射率的变化可

及时有效的反映 Ｆｎ 干预后 ＣＲＣ 细胞自噬水平的改

变ꎬ表明光学表面波传感技术的细胞折射率可作为

一种快速、直观且不影响细胞活性的检测自噬水平

的技术ꎮ 但本研究目前仅在 ＨＣＴ１１６ 及 ＨＴ２９ 细胞

系中进行初步验证ꎬ在其他细胞系中尚未展开ꎬ存在

一定局限性ꎬ接下来基于其他细胞系与自噬干预措

施的光学检测应陆续开展ꎬ为今后进一步探索该技

术在生物医学领域的其他应用提供借鉴ꎮ
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