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人线粒体DNA 缺失肝癌细胞株建立

张国桥凌贤龙* 陈正堂

(泊:'!(阪大学和i桥医院全车JJ中俯巾心、泊化科，币一!欠 400037)

摘要 人线粒休 DNA缺失肝癌细胞株(p咽K-Hep1)的建立及鉴定。采用涣化乙绽(EB)诱导，

PCR 、 Southern 杂交及选择性培养方法进行鉴定。 pOSK-Hep1 细胞在含EB、元尿口密咬牙口丙由同酸的

选择培养基中从第 l 天始细胞逐渐悬浮、肿胀，培养第 5 天以后大量悬浮死亡，且贴壁疏松， 1O~12 

天细胞完全悬浮死亡。在选择性培养基中可以正常生长增殖成单层，有少量悬浮。同期非选择培

养的 SK-Hep1 细胞生长正常。 PCR结果显示，细胞色素氧化啤 I 、 II (COXI , COXII)及内参G3PDH

在 SK-Hep1 细胞中均可扩增出相应的条带， p啥K-Hep1 细胞只见内参条带的形成。 Southern 杂交

结果显示， pOSK-Hep1 细胞未见 COXI 、 COXII 杂交条带形成。经 EB 诱导后成功地获得了 pOSK

Hep1 细胞林。

关键词 泱化乙钝; Southern 杂交;PCR; 线粒休 DNA; 肝陆

1988 年， Wallaceη[l[分别发现线粒体 DNA

(mtDNA)，尤变参 JjTr~:N:体脑肌咐手II Leber遗传性视

抖1经病(LHON)的发的过程。随后的研究证实多种

快惰的发生 Jj mtDNA'充变有关，如线粒体肌捕、远

1 J"~'jJ幻[J~ 手lI )j巴)宇:性，心 )jJ L病等。建立 mtDNA 缺失细

胞株(pll HH 胞)对 f研究线粒体疾病的分子遗传学、

发;以j 机制以此:JJt 1耳泊~r吁都有重要价值。为此，我

们来IIj 民化乙促(EB)访日4日成功地制备了 pOSK-Hepl

)fj 州细胞株， J9UbU且如 1 r' 。

1 材料与方法

1.1 材料

人)jH:'\'I 纠 11)血株 SK-Hepl 购白 lt11 叫科''f:院 u每/主

命科宇:叫亢 J~J~生物化-'Ï:I 丑细胞慢物学{ijf究所，高糖培

养二~(DMEM) 、阶牛血泊及透析的阶牛血泊为

G i bco }",: 111?1 0 决化乙皖(EB) 、 5'- 氧澳脱氧尿咄脏

(BrdU) 、|付自lúj 酸饷为 Sigma 产品。 24 .fL培养版、

DNAij交 1 I II Lf5ClÄ剂企为 Omega 产品。 Southern Gp迹

标记与检测试剂盒为 Pierce 产品。细胞色素氧化酶

I 、1I (COXI 、 COXII)探针自己合成。

1.2 细胞培养及 pOSK-Hep1 肝癌细胞株制备

参HU义:1*此报道)]1L[2-41，将SK-Hep1细胞在含 100

μg/L EB 、 100 mg/L 丙酬酸纳、 50 mg/L 尿哺脏、

10% 胎 ;1: 1(11 洁的培养}jt ljl培养。 2 夭f古代一二次，传代

乍~ 21 代)口，11'细胞lC数。:阵细胞接种到 24 孔站养

版，换用小含 EB 的培养液(含 100 mg/L 丙酬酸制、

50 mg/L )/1< 11密 I览、 10% )Jfì!卡血 i的。采用有限稀释

法进行克隆，挑j主其中-个克隆扩I内战养。

1.3 p OSK-Hep1 细胞株鉴定

1. 3.1 营养缺陷鉴定 .ì&择处 j" ;{，j 数生长期的 SK

Hep1 不IIp咆K-Hep1 细胞，在不含|人j 内Jûj酸戊尿咄盹I'I{J培

养 hkljl培养，观察细胞生长、形态/义死亡'情况。采

用台盘监打!除沾鉴;屯沾纠n 胞。

1.3.2 Southern 杂交 (1 )DNAt足以。战照细胞

和组织 DNA捉取试剂盒操作指自t足以细胞 DNA，紫

外分Yt光度计测定 A260 、 A 2XO 的光南JJt {ú，确应 DNA

纯度坟含量，样品 Jiy. -20 'C 贮打备川]。

(2) PCR 扩增。根据文献[2.5J、采用 PCR lúL分

别扩增 COXI ， COXII 及 G3PDHo 'JI 物Jì';列见 :&10

扩增条件: {1:0.5 m1 肉，心竹'巾，分'tì!J加入SK-Hepl

及 pOSK-Hep1 细 H包 250 ng DNA 、 2.5μ1 10xPCR 缓

冲液、 4 手中 dNTP 各 200μmol/L、引物各 10 pmol/ 

L、1.5μ1 25 mmol/L MgCI 2 、 0.5μTaq DNA 聚合

酶，加灭菌双茶水歪总体积 25μ1，泪匀后肖心，置 j 二

PTC-100 (关因生产)热循坏仪 lll .fft白，循环条件:

94 'C 预变刊~ 5 min; 94 'C 变件 30 s • 55 'C返火 30 s 

• 72 'C 延伸 60 S, 35 个循巧、;最后 72 'C 延伸 10

mino 4 'C{呆在。

取 5μlPCR 产物经 1.5% 琼脂椭ì~k胶电泳鉴定，

l股市'，，\ 1 1 )制 2006-06-20 战受 H 朗。 2006-09-22

国家白然科学}，l金资助J9! ~l (No.30470865) 
*i且 i[lW r， 0 Tel: 023-68774204, E-mail: lingxlong@yahoo.com.cn 
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表 1 引物序列

引物类型 引物序列 严杨天习、 (bp)

297 COXll 上游引物 ATCAAATCAATTGGCCACCAATGGTA 
下游引物 TTGACCGTAGTATACCCCCGGTC 

COXI 上游引物 ACACGAGCATATTTCACCTCCG 336 

下游引物 GGATTTTGGCGTAGGTTTGGTC 

人 G3PDH 上游引物 ACCACAGTCCATGCCATCAC 500 

F游引物 TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

其余放 一 20 "C保存 。

(3 ) Southern 杂交 。 取 SK-Hepl 细胞和 pOSK

Hepl 细胞 5 μgDNA， 以 EcoRI 对基因组 DNA 随机

酶切，可见三条大下不一的 DNA 片段形成。 随后电

泳转膜，按照试剂盒操作指南采用随机引物法生物素

标记 COXI 、 COXII 及内参 G3PDH 的探针与硝酸纤

维膜杂交，化学发光法显示杂交条带 。

2 结果

2.1 生长缺陆鉴定

倒置相差显微镜下观察 pOSK-Hepl 细胞在含

100 μg/L EB 、不含尿口密昵和丙酣酸的非选择培养

基中从第 1 天开始细胞逐渐悬浮、肿胀;培养第 5

天以后大量悬浮死亡细胞孤立存在， 缺乏汇合，且

贴壁疏松;至选择培养 10-12 天细胞完全悬浮死亡。

应用台盘蓝排除法鉴定活细胞，结果显示第 6 天己无

活细胞存在(图 1 ) 。 而在含 100μg/L EB 、尿口密院

和丙酣酸的选择培养基中 pOSK-Hepl 细胞可以正常

生长增殖成单层， 有少量悬浮(图 2) 。

2.2 PCR 扩增

结果显示， COXI 、 COXII及内参 G3PDH在 SK

Hepl细胞中均可扩增出相应的条带，而pOSK-Hepl细

胞只见内参条带的形成(图 3 ) 。

2.3 Southern 杂交

生物素分别标记 COXL COXII 探针， 化学发

光法显示杂交条带。 结果显示， SK-Hepl 细胞可见

COXI、 COXII 杂交条带， pOSK-Hep 细胞只见内参条

带的形成(图 的 。

3 讨论

人类 mtDNA 是一长度为 16569 bp 的双链闭环

分子， 主要参与编码线粒体呼吸链酶复合物亚单位 。

完整的线粒体呼吸链由复合物 I-V 构成， mtDNA 编

码包括复合物1 (NADH 脱氢酶或NADH 氧化还原酶

的辅酶)中的 7 个亚单位 NDI-ND6、复合物 III(细

图 1 不含尿口密院和丙回酸培养基中培养的 pO SK-Hepl 细胞

(25x) 

图 2 含尿E密日定和丙嗣酸培养基中培养的 pOSK -Hepl 细胞

(25x) 

图 3 PCR产物电泳图

1 :分子量标准(1 00-600 bp); 2 , 3: SK-Hepl 细胞 COXL COXII 
扩增结果 ; 4 、 5 : p OSK-Hepl 细胞 COXI ， COXII 扩增结果， 只见

人内参 G 3 PDH 扩增条带 。
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(A) (8) 

SK-Hepl pOSK-Hepl SK-Hepl pOSK-Hepl 

7.3kbp_ 7.4 kbp 

6.1 kbp-唱'

图 4 COXI. COXII Southern 杂交结果

(A) 、 (B)分别为 COXL COXII Southern 杂交图; COXI 、 COXII 在 pOSK-Hepl 细胞术见杂交条带。

胞色素 c 氧化还原酶)的 1 个亚单位细胞色素 b、复

合物 IV (细胞色素 c 氧化酶)的 3 个亚单位 CoI 、

CoII. CoIII 以及复合物 V(ATP 合成酶)的 2 个亚单

位 ATP 酶 6 和 ATP 酶 8 等问。

人类第一个线粒体DNA 缺失细胞株是King等[41

在骨肉瘤细胞 143B.TK中制备成功的，随后又有很多

种细胞被陆续培养成 p。细胞株，包括 143B 、 GM701 、

HeLa. A549 、 NamaLa 等但仍有许多细胞株不能

被诱导成功，如 HeLaF135 、 HeLaBU25 以及几种来

源于Hep3B 的肝细胞株。我们在前期实验中用 EB 诱

导了肝癌 HepG2 及胃癌 SGC7901，在细胞诱导至 10

代左右时细胞逐渐悬浮、肿胀，继而大量悬浮死

亡。无mtDNA 细胞株的诱导培养成功，为研究线粒

体功能、遗传及线粒体疾病提供了细胞模型。

我们用人肝癌SK-Hepl细胞株，采用EB诱导，成

功地获得了 pOSK-Hepl 细胞株。经选择性培养、

PCR 以及 Southern 杂交鉴定，证实 mtDNA 完全缺

失叫该细胞生长稳定，为我们F一步做无核细胞及

胞质体融合成功的建立了细胞模型。

EB是一种DNA分子整合剂，其扁平状的分子插

入无核蛋白保护的DNA分子层状排列的碱基对之间，

从而抑制线粒体 DNA 的复制和转录。由于 mtDNA

缺失，不能编码相应的线粒体呼吸链酶复合物亚单位，

导致呼吸链功能的障碍，从而失去氧化磷酸化功能。

p。细胞的生长依赖尿暗院和丙酬酸的存在，对尿H密院

依赖性是判断细胞中是否存在线粒体DNA 比较敏感

可信的指标之抖。我们在 ρ。SK-Hepl 细胞的选择培

养中观察到， SK-Hepl 细胞在含 EB、不含尿H密院和

丙酣酸的培养基中第 5 天就大量;死亡，应用台盘蓝染

色鉴定活细胞，发现在选择培养第 6 夭以后己无活细

胞存在。虽然此时仍有细胞贴壁，但己是死亡细胞。
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Establishment of Human Hepatocellular Cancer Cell Line 
Lacking Mitochondrial DNA 

Guo-Qiao Zhang, Xian-Long Ling飞 Zheng-Tang Chen 
(Cancer Center of People's Liberation Army and Department ofGastroenterology, 

Xinqiao Hospital， η1ird Military Medical University, Chongqing 400037, China) 

·研究论文·

Abstract To establish a human hepatocellular cancer cellline lacking mitchondrial DNA (mtDNA). Human 

hepatocellular cancer cellline SK-Hepl was treated by ethidium bromide (EB) , and to verify the cellline lacking 

mtDNA, the cells were cultured in media without uridine and pyruvate, and PCR and southem hybridization were 

used to detect cytochrome oxidase subunit 1 (COXI) and II (COXII). After exposure to EB for 1 day, some SK

Hepl cells began swelling and suspending, almost all cells died for about 10-12 days when cultured in the media 

without uridine and pyruvate. When SK-Hepl cells were cultured in the media with EB and uridine and pyruvate for 

21 generations , COXI and COXII cannot be amplified, and Southem blot suggested there were not COXI and 

COXII hybridization bands. Treated By EB , we have successfully established a human hepatocellular cancer cellline 

lacking mtDNA (pOSK-Hepl). 

Key words ethidium bromide; Southem hybridization; PCR; mitochondrial DNA; hepatocellular cancer 
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