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摘要：将国际前沿理论和技术拆解和提炼及时补充到实验教学中，是提高实验教学水平和人才培养质量的重要途径之

一。该研究以科研成果为基础设计了“自噬流的诱导和检测”综合性实验，包含细胞传代培养、细胞转染、自噬诱导与观

察 3 个部分，形成系统性、综合性和探究性的模块化实验教学内容，通过细胞培养、转染技术在细胞中表达双荧光标记自

噬体标志蛋白，经饥饿诱导细胞，在荧光显微镜下观察自噬体和自噬流变化。在本科生实验教学中的实践结果表明，该实

验有助于培养学生科研思维和创新意识、提升学生分析问题和解决问题的能力。
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Abstract: One of the important  ways to improve the experimental  teaching level  and the talent  training quality is  dismantling,
refining  and  adding  the  international  frontier  theories  and  technologies  to  the  experimental  teaching  in  time.  The  comprehensive
experiment  of  induction  and  detection  of  autophagic  flux  is  designed,  which  includes  cell  passage  culture,  cell  transfection  and
induction  and  observation  of  autophagy.  A  systematic,  comprehensive  and  exploratory  modular  experimental  teaching  content  is
formed.  Through  double  fluorescent  labeled  autophagosome  marker  protein  expressed  in  cells  and  starvation  inducing,
autophagosomes and autophagic flux are observed by the fluorescence microscope. The practice results in undergraduate experimental
teaching indicate that it is helpful to cultivate students’ scientific research thinking and the innovative spirit, and improve their ability
to analyze and solve problems.
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细胞生物学是高校生命科学的主干课程之

一，是一门实验性很强的学科。目前细胞生物学

已成为重要的前沿生物学科，各种研究新方法、

新技术层出不穷，实验技术的巨大发展也推动细

胞生物学乃至整个生物学科向更深的层次发展。

故细胞生物学实验课不仅要让学生掌握细胞生物

学研究的基本操作技能，也要融合前沿的实验技

术及成果，复现真实科学研究方法，激发学生学
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习的主动性、创造性，培养学生的综合能力，为

学生以后的独立研究打下基础。

细胞自噬（autophagy）意为自体吞噬，与细胞

凋亡和细胞衰老一样，是十分重要的生物学现

象。自噬在细胞稳态、生长发育、免疫、肿瘤发

生及神经退行性疾病等多种生理病理过程中发挥

重要作用[1–4]。自噬这一生物学概念早在 1963年由

比利时科学家 Christian de Duve 首次提出，但因为

细胞结构复杂且微小，自噬相关研究一直困难重

重，直到 20世纪 90年代初，日本科学家大隅良

典在一系列实验中，巧妙地利用酵母成功找到了

细胞自噬所需的基因，阐明了酵母自噬的分子机

理，并发现类似的复杂机制也存在于人体细胞

内 [5–8]。因为这些开创性的工作，大隅良典于

2016年获诺贝尔生理学和医学奖。现有的细胞生

物学实验教程中细胞自噬相关的实验较少，仅文

献 [9]中补充了“细胞自噬的诱导和观察”实验。

华中师范大学生命科学学院细胞生物学教研团队

长期进行昆虫细胞自噬相关的研究[10]，可将科研

与教学相结合，提高本科生综合科学素养，达到

培养高水平科技创新人才的教学目的。 

1    实验设计思路

从 2019年起，依托学校科研成果转化实验教

学内容类项目和学院省级生物学实验教学示范中

心，团队陆续在本科生细胞生物学实验中开展了

昆虫细胞传代培养、昆虫细胞中外源基因的瞬时

表达及检测等综合实验，在此基础上本文拟开展

“自噬流的诱导与检测”实验研究，综合运用细

胞培养和转染技术在昆虫细胞中表达 mRFP-GFP-
LC3融合蛋白（mRFP红色荧光蛋白和 GFP绿色荧

光蛋白双标记的自噬体标志蛋白 LC3），经饥饿诱

导细胞，在荧光显微镜下观察自噬体，分析自噬

流变化。本实验对现有为数不多的细胞自噬相关

实验进行了补充延伸如表 1所示。首先，现有实

验采用 GFP-LC3单荧光标记，而本实验采用

mRFP-GFP-LC3双荧光标记法，不仅可以检测自

噬现象，还能动态分析自噬流，区分自噬体的积

累是由于自噬的诱导还是下游自噬过程的阻断。

其次，现有实验采用人宫颈癌细胞（Hela），而本实

验采用昆虫细胞作为材料，昆虫细胞培养仅需要

普通生化培养箱，培养条件相对简单，细胞传代

采用机械吹打法，过程无需胰酶消化，学生较易

控制和掌握。另外，雷帕霉素和饥饿都可以诱导

自噬的发生，现有实验采用雷帕霉素处理，本实

验采用饥饿处理法，一方面是因为本实验所用的

昆虫细胞在饥饿条件下自噬现象非常明显，另一

方面可以显著降低实验成本。
 
 

表 1    自噬流的诱导与检测实验改进内容
 

内容 现有实验 本实验 改进后的优点

细胞传代与培养 人宫颈癌细胞Hela细胞 昆虫细胞
昆虫细胞培养相对简单，传代采用机械吹打法，

过程无需胰酶消化

细胞转染 GFP-LC3单荧光标记 mRFP-GFP-LC3
双荧光标记法

既检测自噬现象，又能动态分析自噬流

自噬诱导 雷帕霉素处理 饥饿处理
昆虫细胞在饥饿条件下自噬现象非常明显，且显著

降低实验成本
 

“自噬流的诱导与检测”是一个综合性、探

究性的实验，学生在掌握细胞自噬、蛋白质分选

定位、内膜系统细胞器、荧光显微镜等多个理论

知识点的同时，通过动手操作帮助学生掌握荧光

蛋白基因标记、细胞传代培养、外源基因瞬时表

达与检测（转染）、荧光显微镜使用等多种实际科

学研究中常用的实验技术。通过对实验过程与结

果的探究，提高学生综合应用基本技术分析细胞

生命活动的能力。 

2    实验设计
 

2.1    实验目的

了解细胞自噬的基本过程；掌握细胞培养、

传代与转染、荧光蛋白基因标记、荧光显微镜使

用等技术；了解细胞自噬以及自噬流的检测方法。 

2.2    实验原理

细胞自噬是真核细胞在自噬相关基因（auto-
phagy related gene，Atg）的调控下利用溶酶体降

解自身受损、变性或衰老的大分子物质以及细胞

器的自我消化过程。自噬是维持细胞稳态的管家

机制，包括生理条件下的基础型自噬和应激条件

下的诱导型自噬 [11]。在缺乏营养和能量供应时，

细胞通过自噬为自身提供合成生物大分子或腺苷

三磷酸（ATP）所需要的前体物质。但自噬过度可能

导致代谢应激、降解细胞成分，甚至引起细胞死

亡等。
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根据细胞内物质运输到溶酶体的方式以及生

理功能的差异，动物细胞自噬可以分为 3种类

型：巨自噬（macroautophagy）、微自噬（microauto-
phagy）和分子伴侣介导的自噬（chaperone-mediated
autophagy，CMA）

[12]。巨自噬通过形成具有双层

膜结构的自噬体（autophagosome）包裹胞内物质，

接着自噬体与溶酶体融合，最终自噬体内的待降

解物被溶酶体水解酶降解。一般情况下所说的自

噬指的是巨自噬。从自噬体发生到底物被降解重

新利用的这一连续过程又称为自噬流。

细胞自噬通路受多种信号通路的调控，其

中哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of
rapamycin，mTOR）和腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-
activated protein kinase，AMPK）信号通路是两条

最经典的通路[13]。当细胞处于营养物质充足条件

下时，mTOR被激活，磷酸化下游 Unc-51样激酶 1
（ULK1）使其失去活性，抑制自噬发生；当细胞处

于营养物质缺乏时，AMPK被磷酸化激活，进一

步磷酸化下游 ULK1使其被激活，起始自噬。最

常用的自噬诱导方法是对细胞进行饥饿或雷帕霉

素处理。细胞饥饿处理是指移除培养基中的氨基

酸、细胞生长因子、血清或糖等多种营养物质，

而雷帕霉素是一种 mTOR通路的抑制剂。两种处

理方法均可很好地诱导自噬的发生。

目前对自噬过程进行观察和检测的常用技术

有以下 3种。

1） 电镜观察自噬体或自噬溶酶体的形成

自噬体和自噬溶酶体属于亚细胞结构，最

直观的检测手段是通过电镜观察。人类第一次观

察到自噬体就是通过电镜，在电镜下可以观察到

双层膜的自噬体和单层膜的自噬溶酶体结构。自

噬体的基本特征为：双层或多层膜的液泡状结

构，内含胞浆成分，如线粒体、内质网、核糖体

等。自噬溶酶体的特征为：单层膜，胞浆成分已

降解。

2） 基于 LC3的自噬检测方法

LC3也叫微管相关蛋白 1轻链 3 （microtubule-
associated  protein1  light  chain  3，MAP1LC3），是

酵母 Atg8在哺乳动物中的同源物，包括两种可相

互转化的形式即 LC3-I和 LC3-II，参与自噬体的

形成。LC3前体蛋白 pro-LC3被 Atg4切割，形成

胞浆可溶形式的 LC3-I。自噬发生时，LC3-I通过

类泛素化反应在 E1酶 Atg7、E2酶 Atg3和 E3连

接酶 Atg5-Atg12-Atg16L复合物的共同作用下与自

噬体膜表面的底物磷脂酰乙醇胺（PE）共价偶联，

形成膜结合形式的 LC3-II。LC3-II是自噬体的重

要标志分子，随自噬体膜的增多而增加[14]。

由于 LC3在自噬过程中发生聚集，因此可以

在荧光显微镜下通过免疫荧光检测内源性 LC3蛋

白或采用 GFP-LC3融合蛋白来示踪自噬体。无自

噬时，内源性 LC3蛋白或 GFP-LC3融合蛋白弥散

在胞浆中；自噬体形成时，内源性 LC3蛋白或

GFP-LC3融合蛋白转位至自噬体膜，在荧光显微

镜下形成多个明亮的荧光斑点，一个斑点相当于

一个自噬体，可以通过比较或计数荧光斑点数量

来评价细胞自噬活性的高低。另外还可以利用免

疫印迹（western blot）来检测 LC3-II和 LC3-I的表

达，通过表达量比值的大小变化以评估自噬水平

的高低，通常比值越大，细胞自噬水平越高。

3） 自噬流检测方法

电镜观察、LC3蛋白免疫印迹或免疫荧光分

析只能提供静态信息，不能检测自噬流，无法区

分自噬体的积累是由于自噬的诱导还是下游自噬

过程的阻断。目前用于分析自噬流变化的常用方

法是 LC3双荧光标记法[15]，如细胞中表达同时带

有 mRFP红色荧光蛋白和 GFP绿色荧光蛋白标记

的 mRFP-GFP-LC3融合蛋白，可以实时监测自噬

体到自噬溶酶体的变化过程，从而监控自噬流。

mRFP-GFP-LC3串联荧光蛋白检测自噬流的原理

如图 1所示，自噬体内 pH值约为 7，而溶酶体内

pH值为 4~5。自噬体与溶酶体融合后，腔室内

pH降为 4左右。利用 GFP在酸性环境中淬灭而

mRFP则稳定发光的特点，来观察细胞自噬体的成

熟或自噬流的变化。当自噬发生时，自噬体被

mRFP与 GFP同时标记；当自噬体和溶酶体融合

时，自噬溶酶体内部酸性使 GFP绿色荧光淬灭，

只能观测到红色光点，从而指示自噬溶酶体。因

此 GFP的减弱可指示自噬溶酶体形成的顺利程

度，通过 GFP与 mRFP的光点比例来评价自噬流

进程，如图 2所示。如果自噬体与溶酶体可正常

融合，那么 mRFP红色光点数量大于红绿光同时

标记光点；如果自噬降解受阻，自噬体与溶酶

体不能正常融合，那么仅红绿同时标记光点数量

增加。
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图 1    mRFP-GFP-LC3串联荧光蛋白检测自噬流的原理
[15]

图
 

 
 

GFP

对
照

雷
帕
霉
素

Earle’s

平衡盐溶
液 (EBSS)

mRFP

Merge 

(GFP/mRFP 叠加)

图 2    荧光显微镜观察细胞自噬流
[15]

  

2.3    实验材料、仪器与试剂

实验材料：斜纹夜蛾 Spodoptera litura Sl-HP
传代细胞系或草地贪夜蛾 Spodoptera frugperda Sf9
传代细胞系，或粉纹夜蛾 Trichoplusia ni TN5B1–4
（Hi5）传代细胞系，可表达 mRFP-GFP-LC3融合蛋

白的质粒 DNA。

实验仪器：倒置荧光显微镜、生物安全柜、

生化培养箱、微量移液器、吸头、1.5 mL离心

管、酒精灯、75% 酒精棉球、培养皿、细胞爬

片、载玻片等。

实验试剂：转染试剂为阳离子聚合物聚乙

烯亚胺（polyethyleneimine，PEI）、双抗（青霉素与

链霉素 ）、Grace昆虫细胞培养基、胎牛血清

（FBS）、磷酸盐缓冲液（PBS）、封片液、4% 多聚

甲醛等。 

2.4    实验方法与步骤

实验流程如图 3所示。 

2.4.1    细胞培养与传代

将生长状态良好的昆虫细胞 Sl-HP采用机械

吹打法传代接种于铺有盖玻片的 35 mm培养皿中，

用含 10% FBS和 1% 双抗的 Grace培养基，27 ℃
条件下培养至 40%~70% 密度。注意无菌操作，勿

用手碰触吸管尖头部或是容器瓶口，亦不要在开

口容器的正上方操作实验，避免污染，下同。 

2.4.2    表达 mRFP-GFP-LC3 的质粒 DNA 转染 （阳
离子聚合物聚乙烯亚胺（PEI）转染法）

1） 转染前 1~4 h，将 Sl-HP细胞培养皿中的旧

培养基吸除，加入 1 mL新鲜的无血清 Grace培

养基。

2） 准备 A液和 B液。A液：加入 3 μg mRFP-
GFP-LC3质粒到 100 μL无血清 Grace培养基中，

用吸头吹打混匀，室温静置 2 min。B液：加入

6 μL PEI 到 100 μL无血清 Grace培养基中，用吸

头吹打混匀，室温静置。

3） 将 B液缓慢加入 A液，用吸头轻轻吹打数

次混匀，室温下静置 20 min。注意：A液和 B液

混匀时动作要轻柔，缓慢吸入再轻轻吹出，切勿

用力吹打。

4） 将 A/B混合液加入培养皿中，轻摇混匀，

在生化培养箱中 27 ℃ 培养。

5） 4 h后，换成含有 10% FBS和 1% 双抗的

Grace培养基在生化培养箱中 27 ℃ 继续培养过夜。 

2.4.3    自噬诱导

36~48 h后，将细胞培养皿中的旧培养基吸

除，用 27 ℃ 预温的 PBS漂洗 3次，加入 2 mL常

温的 PBS液，生化培养箱中 27 ℃ 静置 1~2 h； 

2.4.4    荧光显微观察

1） 静置 1~2 h后，吸弃 PBS，加入 4% 多聚

甲醛 250 μL，室温下固定 20 min，PBS漂洗 1次。
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2） 载玻片上滴加 2 μL封片剂，将细胞爬片从

培养皿中取出，反扣在封片剂上。

3） 荧光显微镜下，用蓝光激发观察 GFP的绿

色荧光，用绿光激发观察 mRFP的红色荧光，观

察比较同一个细胞中红绿荧光斑点数量或荧光

强度。 

2.4.5    实验结果

荧光显微镜下观察，拍照记录自噬细胞，描

述实验现象，并根据细胞中红绿荧光点数量和强

度分析自噬情况。
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图 3    实验流程图
 
 

3    实验教学实践

2022—2023学年面向生命科学学院 2020级本

科生开设实验，共 8个课堂 242人参与。授课教

师从实验引论、思政融入、问题式教学等方面由

浅入深地带领学生掌握最前沿的实验技术。 

3.1    引入前沿理论和技术，激发学生科研兴趣

科教融合，加强科研成果向实验教学转化，

以科研促进教学是提高高校教学质量的重要途

径 [16]。把国际前沿理论和技术进行拆解和提炼，

及时补充到实验教学中，使实验教学内容具有前

沿性和挑战性，对学生实验动手能力、解决实际

问题的能力和创新思维能力的培养起到积极的作

用 [17]。本实验涉及 2016年诺贝尔生理与医学奖

“细胞自噬机制”、 2008年诺贝尔化学奖“绿色

荧光蛋白的发现和改进”，把新的科学成果及时

补充到实验教学中，在吸引学生注意力和好奇心

的基础上潜移默化地渗入专业知识，由此提高实

验教学水平和人才培养质量。 

3.2    在课堂上融入思政元素，既启智又润心

习近平总书记指出“要针对青少年成长的不

同阶段，有针对性地开展思想政治教育”“挖掘

其他课程和教学方式中蕴含的思想政治教育资

源，实现全员、全程、全方位育人”。 高校专业

课教师应立足学科特点，充分发掘专业课程中蕴

含的思政教育元素，有机地融入课堂教学中，从

而实现专业知识教育、思政教育和价值引领的完

美融合，达到润物无声的育人效果。

诺贝尔奖的背后凝聚了科学家们不忘初心、

执着追求，在日复一日平凡的工作中长久坚持的

科学精神，包含着科学家们在探索真理的过程中

不随波逐流、独立思考，带着批判和怀疑去分

析、实践和创新的科学精神等[18]。课程教学中将

诺贝尔奖案例细胞自噬有机融入，2016年诺贝尔
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生理与医学奖获得者日本科学家大隅良典在 20世

纪 80年代末建立自己实验室时，大多数人关注重

点在脂膜上的离子和小分子转运，很少有人探究

其他细胞器膜上的转运机制。大隅良典另辟蹊

径，把注意力放在了液泡上，液泡在当时被普遍

认为是细胞里的垃圾箱。他以模式单细胞微生物

酵母为研究对象，借助光学显微镜观测液泡里的

降解情况，很幸运地观察到了自噬体形成和液泡

融合的现象。然后通过遗传筛选并比较了数以千

计的酵母菌变异样本，从中找到了与自噬过程密

切相关的 15组基因。在整个细胞自噬机制的发现

过程中，充满不随波逐流、长久坚持和勇于创新

的科学精神，激发同学们透过科学现象发现生命

活动本质差异。诺贝尔奖案例元素与学科知识点

的有机融合，启智润心，既帮助学生建立正确的

三观，也提高了学生的学习兴趣，加深了学生对

学科知识点的理解和掌握。 

3.3    基于问题探索和研究的互动教学模式，培养

科研思维

“以问题为导向的学习” （ problem-based
learning，PBL）教学，是在老师引导下，以学生为

主体、科学问题为导向，使学生在实验过程中发

现问题、解决问题，重在提高学生创新能力和自

主学习能力[19]。在本实验中老师对实验教学内容

进行梳理，结合学习目标，凝练实验课的核心知

识点，给学生提出 2个实验相关的问题：

1） 实验中 mRFP-GFP-LC3质粒发挥了怎样的

作用？

2） 如何根据红绿荧光强度判定是自噬增强还

是自噬溶酶体融合受阻？

在引导学生回答上述问题的过程中，教会学

生理解和掌握荧光蛋白标记、荧光显微镜使用

和自噬的诱导等知识点。在结果描述中，教师

通过文献阅读的指导，让学生模仿文献中结果

的呈现方式和描述思路，进一步培养学生的科

学思维。实验结束后提出下一个思考性问题：氯

喹 （ chloroquine） 可以导致溶酶体 pH值升高，如

果实验细胞中加入氯喹后可能的实验现象是什

么？引导学生结合理论知识和科学假设，主动

思考实验预期的结果，并能够对其所获得的结果

进行评价，引导学生比对氯喹处理和饥饿处理

效果，分析出现不同现象的原因，从而培养学生

的科研思维，提升学生发现问题和解决问题的

能力。

实验结束后对学生满意度进行问卷调查，如

表 2所示。97.5% 的同学认为在细胞生物学实验中

有必要开设综合性实验，96.3% 的同学认为对理论

知识点的理解和掌握有帮助，92.5% 的同学认为可

以增强学习的兴趣，100% 的同学认为可以帮助开

阔视野，95% 的同学认为可以培养创新意识，

96.2% 的同学认为可以提升分析和解决问题的能

力，98.8% 的同学认为可以提升动手能力，97.5%
的同学认为可以培养科研思维能力，95% 的同学

认为可以帮助树立正确的“三观”。
 
 

表 2    自噬流的诱导与检测实验教学的效果评价
 

问卷内容 非常必要/% 必要/% 一般/% 不必要/%
开设综合性实验 45.0 52.5 2.5 0

理论知识点理解和掌握 50.0 46.3 3.7 0
增强学习的兴趣 60.0 32.5 7.5 0

开阔视野 57.5 42.5 0 0
培养创新意识 47.5 47.5 5.0 0

提升分析和解决问题的能力 51.2 45.0 3.8 0
提升动手操作能力 55.0 43.8 1.2 0
培养科研思维能力 51.3 46.2 2.5 0
树立正确的“三观” 57.5 37.5 3.8 1.2

 
 

4    结束语

自噬流的诱导和检测综合性实验包含“细胞

传代培养”“基因瞬时表达与检测（细胞转染）”

和“自噬诱导与荧光显微镜观察”连续的 3个实

验内容，形成系统性、综合性和探究性的模块化

教学内容。

通过本实验的学习，能够促进学生对细胞生

物学诸多理论知识的深入理解，如细胞自噬、蛋

白质分选定位、内膜系统细胞器等；能够促进学
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生对细胞培养与传代、细胞转染、荧光蛋白标记

及荧光显微镜使用等技术的掌握。该实验有助于

培养学生创新精神，开阔学生视野，提升学生分

析问题和解决问题的能力，培养学生科研思维能

力，树立正确的“三观”等，实现培养高水平科

技创新人才的目的。

在后续实验教学中还可以持续改进，如改变

传统教学模式，抛弃传统的教师灌输式教授专

业基础知识和学生被动式学习与应试的教学模

式，而是让学生自行设计并进行实验；改变实验

过程评价机制，建立多维评价机制，不仅仅以实

验结果的成败作为评分的依据，而是重视实验过

程和实验结果的分析；引导学生实验报告向科研

论文写作转变，助力研究性人才培养；对细胞培

养、细胞转染及自噬诱导条件进行优化，保证实

验结果的稳定性与可重现性，并尽可能降低实验

成本。
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