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线粒体DNA 缺失 SK-Hepl 细胞转线粒体

模型的建立及生物学特性分析
何玉琦凌贤龙*

(第二军医大学新桥医院消化科，重庆 400037)

摘要 建立了线粒体DNA缺失SK….Hepl 细胞仰。SK-Hepl)转线粒体的模型(SK-HeplCyb)，并

探讨了线粒体DNA缺失对肝癌细胞恶性表型的影响。以正常人血小板为外源性线粒体供休，采用

聚乙二醇融合方法建立 pOSK-Hepl 细胞转线粒体模型 SK-HeplCyb，并以 PCR、 Southern 杂交及

Western 杂交进行鉴定， MTT 法测定生长曲线， Transwell 实验检测细胞侵袭能力， Western 杂交检

测凋亡相关蛋白 Bcl-2和B缸的表达情况。 PCR、 Southern杂交及Western杂交证实成功建立了 pOSK­

Hepl 细胞转线粒体模型 SK-HeplCyb。与 SK-Hepl 和 pOSK-Hepl 细胞相比， SK-HeplCyb 细胞群体

倍增时间明显延长，生长速度减慢，侵袭能力明显下降，抗凋亡能力下降;而 pOSK-Hepl 细胞与母

本细胞相比生长速度与侵袭能力明显增强，抗凋亡能力增强。采用细胞融合技术成功建立了 pOSK­

Hepl 转线粒体模型。融合细胞肿瘤恶性相关表型如生长速度、侵袭能力、抗凋亡能力明显下降。

线粒体DNA损伤对肝癌细胞恶性表型可能有影响，而恢复正常线粒体功能后或可逆转恶性表型。

关键词 线粒体 DNA; 融合细胞;肝癌;恶性表型

线粒体是多功能细胞器，参与了细胞内诸多功能

的实现，如能量代谢、离子平衡、脂质、氨基酸

和核酸的合成、细胞运动、增殖以及凋亡等[1]。线

粒体功能不全是肿瘤细胞最重要的特征之一，线粒体

DNA (mtDNA)突变见于多种肿瘤[2叽研究表明，正

常细胞与转化细胞的线粒体存在显著差异。线粒体

损伤是否参与肿瘤的形成，或者它们仅仅是肿瘤发生

过程中的继发事件仍不清楚。将肿瘤细胞浆与正常

细胞融合形成的杂交细胞可能表现肿瘤源性特征，提

示细胞质成分可能参与了肿瘤的形成。为了研究线

粒体损伤对肿瘤细胞相关表型的影响，我们采用血小

板为外源线粒体供体，构建了 SK-HeplCyb 细胞，并

对细胞的生长速度、侵袭能力、凋亡相关蛋白表达

作对比研究，探讨 mtDNA 缺失对人肝癌细胞恶性表

型的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌 SK-Hepl 细胞株购白中国科学院上海生

命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所。高糖

培养基(DMEM)、胎牛血清购自 Gibco BRL 公司。

丙酣酸铀、四甲基偶氨唾盐购自 Sigma 公司。尿嘈

院、 PEG1500、二甲基亚枫购自 Amresco 公司。

尼龙膜、硝酸纤维素膜购自 Roche 公司。细胞裂解

液购自上海申能博彩公司。羊抗人 COX II 单克隆

抗体、鼠抗人 Bcl-2 单克隆抗体、兔抗人 Bax 多克

隆抗体和鼠抗人 β 肌动蛋白单克隆抗体购自 Santa

Cruz 公司。辣根过氧化物酶标记二抗购自北京中杉

金桥公司。 Matrigel 胶购自 Becton Dickinson 公司。

Transwell 小室购自 Corning Costar 公司。限制性内

切酶 EcoRI 购自 NEB 公司。细胞基因组 DNA 提取

试剂盒、 PCR 产物纯化试剂盒购自 Omega 公司。

Southern 印迹标记与检测试剂盒购自 Pierce 公司。

细胞色素氧化酶 1 (COX 1) 、细胞色素氧化酶 II

(COX II)探针自己制备。

1.2 细胞培养

SK-Hepl 细胞在DMEM 培养基，含 10% 胎牛血

清、 100 IU/ml 青霉素、 100 g/L 链霉素， 5% CO2, 

37.C条件下培养。线粒体DNA缺失 SK-Hepl 细胞

(pO SK-Hep 1) 由本实验室诱导、保存[4]，在高糖

DMEM 培养基中，含 100μg/L 丙酣酸、 50μg/L 尿

喃睫， 15% 胎牛血清， 5% CO2, 37 .C条件下培养。
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1.3 P。细胞与血小板融合
1.3.1 血小板分离 参照文献(5)报道方法分离血

小板。静脉血(7-20 ml)收集于肝素抗凝管中室温放

置 1-4 h，加入1/10 体积的 0.15 mol/L NaCl 、 0.1

mollL拘橡酸铀 (pH 7.0) , 4 .C , 150 g 离心 14 mino 

吸出上3/4富含血小板的血浆， 4.C 2300g离心30-40

min，血细胞计数器计数血小板数量，片状沉淀以 10

ml 生理盐水重悬(0.15 mol/L NaCl、 0.015 mol/L Tris­

HCl 缓冲液pH 7 .4, 25. .C) 。

1. 3.2 血小板与 pOSK-Hep1 细胞融合 制备 SK­

Hep1Cyb细胞:血小板悬液(1.4x107-4x 107个)在15.C

2300g离心20min，片状沉淀覆盖以2 ml pOSK-Hep1 

细胞(105 _106 个)， 160 g 离心 ι10 min，吸尽上清液，

沉淀以100μ 聚乙二醇(PEG)溶液(5 g PEG 1500, 1 ml 

10% 二甲基亚矶， 4mlDMEM)充分悬浮。室温放置

1 min，向悬液中加入 10 ml DMEM溶液(含 100 阳 IL

丙酣酸、 50μg IL 尿暗睫， 10% 胎牛血清)。将细

胞悬液分种于 5 个 50ml 培养瓶中，三天后换用选择

培养基(DMEM 含 10% 胎牛血清，不含丙酣酸、尿

嘈睫)。经选择培养 7 天后，于培养瓶中可见单个融

合细胞克隆形成。

1.4 SK-HeplCyb 细胞鉴定

1.4.1 Southem 杂交 (1)DNA提取按细胞和组

织 DNA 提取试剂盒操作指南从 5x106 个细胞中提

取基因组 DNA，紫外分光光度计测定 A260 、 A280 的

光密度值，确定 DNA 纯度及含量，样品于 -20.C贮

存备用。 (2) PCR 扩增根据文献[61]，采用 PCR 方法

分别扩增 COX 1, COX 11 及 G3PDH。引物序列见

表 1 。扩增条件: SK-Hep1 、 SK-Hep1Cyb 及 pOSK­

Hep1 细胞基因组DNA 各 100ng、 2.5μl10xPCR 缓

冲液、 200μmol/L dNTP、引物各 10 pmol/L、1.5

μ25 mmol且 MgCl2、 0.5UTaqDNA 聚合酶，加灭菌
双蒸水至总体积 25μ1，混匀后离心，置于 PTC-100 热

循环仪中扩增。循环条件: 94.C预变性 5 min; 94 .C 

变性 30 s → 55.C退火 30 s • 72 .C 延伸 60 s，共 35

个循环;最后 72 .C延伸 10 mino 取 5μlPCR 产物经

·研究论文·

1.5% 琼脂糖凝胶电泳鉴定，其余于一20 .C保存。 (3)

Southem 杂交取 SK-Hep1 细胞、 SK-Hep1Cyb 细

胞和 pOSK-Hep1 细胞 DNA 各 6 悔，以 EcoRI 对基因

组DNA进行随机酶切，取5μ酶切产物电泳观察酶切

效果。经酣、氯仿抽提，无水乙醇、醋酸铀浓缩纯

化后，回收产物用 0.7% 的琼脂糖凝胶 60V 电压电泳

4-5 h，脱嘿岭、碱变性、酸中和， 20xSSC 为转移

缓冲液，毛细管法将分离的 DNA 片段转移到尼龙膜

上。按照自erce试剂盒操作指南采用随机引物法标记

生物素探针 COXI、 COXII 及内参 G3PDH，将标记

的探针与尼龙膜杂交，化学发光法显示杂交条带。

1.5 Western 杂交

应用组织细胞裂解液分别裂解 SK-Hep1 细胞、

pOSK-Hep1 细胞和 SK-Hep1Cyb 细胞得到细胞总蛋

白。以牛血清蛋白(BSA)为标准品，考马斯亮蓝法进

行蛋白质定量。根据测得的总蛋白浓度，每例标本

取总蛋白 20 悔， 10%SDS-PAGE 分离，半干法转印于

PVDF 膜上。脱脂奶粉封闭。 1 : 500 稀释 COX 11 

一抗， 1 : 1 000 稀释 Bcl-2 、 Bax 和 β 肌动蛋白一

抗，与经封闭液处理的 PVDF 膜 4 .C温育过夜。 1 : 

10α泊稀释辣根过氧化物酶标记的二抗，室温温育 1 h, 

加 ECI 发光剂，在 5 min 内显影定影，胶片洗涤干燥

后，记录结果。 Quantity One 图像分析系统(美国 Bio­

Rad 公司)进行条带吸光度分析，以目的蛋白 Bcl-2 与

Bax条带灰度的比值进行分析。相同的细胞重复3次

求其均值。

1.6 细胞生长状态测定

将对数生长期的 SK-Hep1 、 p O SK-Hep1 和 SK­

Hep1Cyb 细胞经膜蛋白酶消化后制成 6x104 个 Iml

的单细胞悬液。分别接种于 96 孔板，每孔 200μl

(1. 2x103 个/孔)，各设 6 个平行孔，用 MTT法每天测

吸光度值。连续 5 天，实验完成后以培养时间为横坐

标，吸光度值为纵坐标，绘制细胞生长曲线。调整细

胞数为 6x103 个 Iml， 将细胞悬液以每孔 1 ml 接种至

24 孔板中，每种细胞接种 15 孔，置于 5% CO2, 37 .C 

培养箱内培养。从第 1 天开始采用台盼蓝染色法，血

Table 1 Primer sequences 

Primer Sequences (5'-3') Products (bp) 

COXI Upstream ACACGAGCATATTTCACCTCCG 336 
Downstream GGATTTTGGCGTAGGTTTGGTC 

COX 11 Upstream ATCAAATCAATTGGCCACCAATGGTA 297 

Downstream TTGACCGTAGTATACCCCCGGTC 
G3PDH Upstream ACCACAGTCCATGCCATCAC 500 

Downstream TCCACCACCCTGTTGCTGTA 
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(A) (B) (c) 

Fig.5 Transwell invasion test (200x) 
A: SK-Hepl cells; B: pOSK-Hepl cells; C: SK‘ HeplCyb cells 

Table 2 Invasion test of the celllines 
Celllines 
SK-Hepl 
pOSK-Hepl 

骂王2正业

Transwell invasion test 
28.2企3.8

36.8:t3.7** 
21.6:t4 .4* 

*P<O.Ol , vs SK-Hepl cells; **P<O.Ol , vs SK-Hepl cells. 

2.5 Transwell 细胞侵袭实验

细胞侵袭试验结果显示， pOSK-Hepl细胞侵袭能

力最强，穿过细胞数最多， SK-HeplCyb 细胞侵袭能

力最差，低于 SK-Hepl 及 pOSK-Hepl 细胞。三种细

胞相互间差异有显著d性(P<O.OI) (图 5，表 2) 。

2.6 BcI-2 、 Bax Western 杂交结果

Western 印迹萨肌动蛋白、 Bcl-2 和 Bax 蛋白

分子量大小分别为 43 kDa、 28 kDa和 23 kDa, Quan­

tity One 图像分析系统分析后， 三种细胞Bcl-2 与 Bax

条带灰度的比值(Bcl-2/Bax)分别是: SK-Hepl 细胞

。 .53 土0.06 、 p O SK-Hepl 细胞 0.61 ::t: O.03 、 SK­

HeplCyb 细胞 0.43土0.05 。 由于 Bax 与 Bcl-2 形成异

源二聚体时可实现Bcl-2抑制细胞凋亡的功能["，异源

二聚体比值增高，细胞抗凋亡能力增强。通过对比值

的分析可得到; pOSK-Hepl细胞抗凋亡能力强，而转入

正常线粒体的 SK-HeplCyb 细胞抗凋亡能力较差。

3 讨论
早在 1930 年Warburg就提出线粒体功能不全可

能导致细胞去分化，进而参与细胞癌变过程，但直到

现在也没有直接的证据显示mtDNA突变与致癌作用

存在因果关系。本研究中，我们以 PEG 作为助溶剂，

采用细胞融合法，将正常人血小板转入 pOSK-Hepl 细

胞中，成功建立了转线粒体细胞模型一- SK-HeplCyb, 

PCR、 Southern 杂交及 Western 杂交对细胞模型进

2 3 

~-actin 

Bcl-2 

Bax 

Fig.6 Protein expression of Bcl-2 and Bax 
1: SK-Hepl cells; 2: pOSK-Hepl cells; 3: SK-HeplCyb cells 

行验证，确定线粒体转入成功。

对 SK-Hepl 、 pOSK-Hepl 和 SK-HeplCyb细胞

生物学行为进行对比分析显示， SK-HeplCyb细胞生

长速度明显下降，群体倍增时间延长，而 pOSK-Hepl

细胞生长速度明显加快。 Transwell 细胞侵袭实验显

示 SK-HeplCyb 细胞侵袭能力明显下降，而 pOSK_

Hepl 细胞侵袭能力较母本细胞增强。突变mtDNA

存在复制优势，而含有mtDNA 突变，或者肿瘤源性

特征mtDNA突变的细胞有着增生的优势， p。细胞有

着增生和形成肿瘤的能力[10]。肿瘤细胞线粒体DNA

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，失去氧化磷酸化功能， ATP

在细胞质中由糖酵解产生。任何导致细胞内氧化磷

酸化降低的事件都为转化或者肿瘤细胞提供增生优

势[11] 0 在肾癌从低侵袭到高侵袭细胞线粒体损伤的

程度逐渐增加，并与氧化磷酸化容量的减低一致。

线粒体损伤影响肿瘤细胞表型的机制尚不明

了。采用 Western 杂交对细胞内凋亡相关蛋白 Bcl-2
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和 B缸表达进行检测，并通过 Quantity One 图像分析

系统对兰种细胞 Bcl-2 与 B缸条带灰度的比值进行分

析，三种细胞 Bcl-2 与 Bax 条带灰度的比值分别是;

SK-Hepl 细胞 0.53::1:0.06 、 pOSK-Hepl 细胞 0.61 ::1:0.03 、

SK-HeplCyb 细胞 0.43 ::1:0.05，由此我们认为，当肿瘤

细胞恢复正常线粒体功能后，抗凋亡能力下降。 Bcl-2

家族蛋白通过调节线粒体外膜完整性而在细胞凋亡

中起关键作用。 Bcl-2 、 Bcl-XL 阻止惆亡蛋白释放

并保护线粒体外膜完整性，而促凋亡Bcl-2 家族成员，

Bax 、 Bak 诱导外膜通透性增加，使促凋亡因子从线

粒体释放[口10 Bax和 Bcl-2通过形成同源或异源二聚

体来调节细胞凋亡。当 Bax 形成同源二聚体时诱导

细胞调亡; Bax 与 Bcl-2 形成异源二聚体时则实现了

Bcl-2 抑制细胞凋亡的功能[91 0 Bcl-2 与 Bax 蛋白量

的比率决定异二聚体(Bcl-2/Bax)与同二粟体(Baxl

Bax)的比值，这对决定细胞凋亡的易感性起关键作

用，更有认为 Bcl-2lBax 的比率是调节细胞死亡的可

变电阻器[1310 pO 细胞与母本细胞相比有明显的抗凋

亡能力，甚至暂时缺失mtDNA 的细胞对抗肿瘤药物

也有抵抗作用。细胞内的线粒体密度可决定细胞对

某些抗肿瘤药物的敏感程度[川61。有研究认为 pO 细

胞的抗凋亡能力，与 ROS 产生减少不能触发线粒体

通透性转运孔开放发挥促凋亡功能有关[141。转入正

常线粒体 DNA 的 SK-HeplCyb 细胞抗凋亡能力下

降。而有线粒体DNA突变的母本细胞和线粒体DNA

缺失的 pOSK-Hepl 细胞却有较强的抗调亡能力。

肿瘤增殖需要大量的能量，恶性肿瘤细胞通常对

低氧耐受并伴有无氧糖酵解增加，参与糖酵解过程的

酶表达增加，如己糖激酶(hexokinase ， HK)是糖酵解

途径的第一个限速酶，在肿瘤细胞中不仅 HK表达的

量和总体活性增强，而且HK亚型也发生了改变[1η叫7

得肿瘤组织在缺氧情况下，仍能保证足够的能量。

ANT是位于线粒体内膜的跨膜蛋白，介导ADP和ATP

的交换，将 ATP 转运到细胞质中。 ANT-l 在正常细

胞中的表达远高于ANT-2 的表达，编码 ANT-2 的基

因在正常细胞中被抑制而在人肿瘤中过表达[181 。据

此可以推测肿瘤细胞通过上调ANT-2含量，以及时将

线粒体合成的ATP转运到胞质中，为细胞代谢提供能

量。有研究认为[19.20J ， mtDNA 缺失极有可能是通过

抑制凋亡和产生肿瘤相关蛋白来影响肿瘤细胞的进

展和转移。抗凋亡 Bcl-2 蛋白与细胞增殖和凋亡关

系密切，可启动细胞增殖，抑制细胞凋亡，使细胞获

得耐药性[211。而我们对三种细胞凋亡相关蛋白对比

研究发现，扩SK-Hepl 细胞抗凋亡 Bcl-2 蛋白表达明

显增加，增殖加快，抗凋亡能力增强，与前述结论相

符。由此我们认为线粒体DNA突变或缺失后肿瘤细

胞生长、侵袭及抗凋亡能力增加与上述机制或许有

联系。
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Establishment of Transmitochondrial Cell Model for SK-Hepl mtDNA 
Depleted Cells and Its Biological Charaderistics Analysis 

Yu-Qi He, Xian-Long Ling* 

(Depar阳ent ofGastroenterology, Xinqiao Hospital, Third Military Medical Univers仰， Chongqing 400037, China) 

Abstract To establish pOSK-Hepl cells transmitochondrial model (Cybrids) and analyze mitochondrial 

DNA (mtDNA) depletion on hepatoma cell's malignant phenotypes. Normal human blood platelets were used as 

mitochondrial donors, and polyethylene 前col was used as fusion promoting reagent to establish transmitochondrial 

cell model. τnese cybrids were confirmed by PCR, Southem hybridization and Westem blot. Cells growth status 

and their invasion capability were detected by MTT assays and Transwell chamber respectively. 引Testem blot were 

carried out to analyze the expression of apoptosis related protein Bcl-2 and Bax. PCR, Southem hybridization and 

Westem blot confmned that cybrids cells had objective fragments of m tDNA and positive COX II activity. Cybrids 

cells showed lower growth rates and less invasive capability than SK-Hepl and pOSK-Hepl cells. Otherwise, pOSK­

Hepl cells had higher growth rates and stronger invasive capability than its parental cells. The ability of apoptotic 

resistance was highest in pOSK-Hepl cell but reversely in SK-HeplCyb cell. pOSK-Hepl cells transmitochondrial 

model was successfully established. The cybrid cells showed lower growth rates , less invasive capability and 

decreased anti-apoptotic ability. Damage ωmtDNA might have an effect on malignant phenotypes of human hepatoma 

cells, and those might be reversed by transferring normal mitochondria to the m tDNA depleted cells. 

Key words mitochondrial DNA; cybrids; hepatocellular carcinoma; malignant phenotypes 
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