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　　RHO0 细胞是指一类线粒体内 DNA 缺失 , 无线粒体功能 ,

依靠糖酵解存活的细胞系。因为没有线粒体功能这种特殊性 ,

使这类细胞在线粒体 DNA、线粒体功能 、线粒体遗传及线粒体

与缺氧 、疾病 、长寿 、损害等的研究中有广泛应用。国内对这类

细胞的研究和应用还较少 ,本研究回顾了这类细胞的培养和应

用方面的文献。

1　mtDNA的结构和功能

　　线粒体是细胞能量的主要来源 ,线粒体功能的正常发挥关

系到细胞的存活 、增殖及正常功能的维持。线粒体又不同于其

他细胞器 ,有自己的 DNA , 即mtDNA ,近年来研究再次认识到线

粒体及mtDNA 编码产物的重要生物学功能 ,mtDNA编码的基因

产物参与线粒体呼吸并可调节细胞凋亡等细胞功能。

　　哺乳动物基因组由核 DNA 即 nDNA和线粒体 DNA 即 mtD-

NA构成。哺乳动物 mtDNA 是长度为 16.5 kb 左右的共价闭合

双链DNA。mtDNA是核外遗传物质 , 近几年已测定mtDNA 控制

区5′-端 、3′-端和全序列 , 并按线粒体DNA物理结构将其分为编

码区和非编码区。mtDNA 含有 37 个基因 ,其中 13 个蛋白质基

因与线粒体氧化磷酸化有关。 2 个 rRNA 基因 , 分别编码 12-

SrRNA 和 16RrRNA , 剩余 22 个 tRNA 基因 , 分别编码 20 种

tRNA[ 1～ 3] 。mtDNA转录的一条 mRNA链上同时含有 13 种肽和

tRNA 的 mRNA 并可同时翻译 , 因此它们的表达不需其它特异

性因子协调。线粒体基因编码的蛋白均参与线粒体的氧化过

程。线粒体氧化过程的重要性在于:产生能量 、产生活性氧

(ROS)及调节细胞凋亡。在线粒体的氧化过程中 , 产生于辅酶

Ⅰ(NAD+)的电子经还原辅酶Ⅰ(NADH)脱氢酶传递给辅酶 Q ,

然后和产生于三羧酸循环的电子一起传递给细胞色素 C ,再到

细胞色素 C氧化酶 , 最终形成水[4] 。

　　mtDNA 有如下特点:①各基因排列紧密 ,几乎全部转录 , 一

个基因执行多个功能 ,无内含子;②为双链环状分子 , 重链和轻

链均有编码功能;③mtDNA缺乏完整的修复系统 ,呈裸露状态 ,

无组蛋白保护 ,复制时不对称 , 复制频率较高 ,又处在高氧化还

原环境中 ,所以 mtDNA比 nDNA 突变率高5 ～ 17倍;④mtDNA 主

要呈母系遗传 ,父亲的遗传对形成子代的 mtDNA 个体特异性有
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一定影响 , 因受精过程中仅精子核与卵子融合 , 所以受精卵中

的线粒体得到的是卵子中的 mtDNA。 RHO0 细胞的培养也正是

利用了mtDNA 的特点 , 逐渐将细胞线粒体的 DNA 减少以至达

到无mtDNA ,生成无线粒体功能的 RHO0 细胞。

2　RHO
0
细胞的培养

　　mtDNA被发现后 ,也逐渐发现了由于 mtDNA缺陷和突变所

导致的疾病和损害。 1968 年 Slonimski等发现溴化乙啶(Ethidi-

um bromide)可诱导酿酒酵母产生呼吸链缺陷的小细胞表形 , 随

后的一系列研究表明溴化乙啶有使酵母细胞和哺乳类细胞

mtDNA部分到完全缺失的作用。 King 等[ 5] 应用添加微量染料

溴化乙啶的培养基持续培养 143B获得了无 mtDNA 的 RHO0 细

胞。随后对 RHO0 细胞的培养和研究进行了总结。溴化乙啶可

以与 mtDNA的双链较牢固结合 , 抑制细胞分裂时的 mtDNA 的

复制 ,使细胞分裂和线粒体复制分裂后 mtDNA数量减少1 2 , 逐

次减少 ,数量表示为原来数量的 1 2n , 对于细胞线粒体内有限

的mtDNA 拷贝 ,当分裂次数 n足够时大时 , 数量的 1 2n 将小于

1 或更小 ,即细胞线粒体内没有有效的 mtDNA。 对于线粒体平

均10 000个 DNA分子 , 计算可知 , 分裂 14 代后 , 线粒体内 DNA

数量将为 10 000 214 , 即 0.6 个。继续培养 , 既可以清除所有

mtDNA[ 6] 。

　　由线粒体结构和 mtDNA功能可知 ,无 mtDNA 的线粒体 , 由

于部分呼吸链的蛋白不能合成 , 导致呼吸链功能的丧失 , 线粒

体失去氧化磷酸化功能。酵母细胞可利用糖酵解 , 分解糖类获

得能量 , 而哺乳动物细胞则因为糖酵解不能有效进行 , 能量缺

乏死亡。随后发现在给予尿嘧啶和丙酮酸后 ,线粒体无功能的

(无 mtDNA)细胞仍可以接近正常的速度分裂增殖。Gregoire 等

研究表明尿嘧啶合成需要的二氢乳清酸酶脱氢酶位于线粒体

内膜 ,且酶的功能需要功能正常的呼吸链的电子传递。 King[5]

也在其实验中明确了 140B206 细胞在溴化乙啶存在时存活和

生长对尿嘧啶的依赖。因为没有正常的线粒体呼吸链功能 , 使

得细胞质内产生的原来通过细胞质-线粒体穿梭系统氧化的

NADH 的氧化受到抑制 , 通过 NAD关联的乳酸脱氢酶作用丙酮

酸到乳酸的还原 ,可氧化细胞质内过多的 NADH。在正常细胞 ,

丙酮酸可通过三羧酸循环获得 ,而线粒体缺陷的细胞则需要补

充。以后的实验也同样证明了这一点。 由于细胞核的染色质

等的 DNA有核蛋白的保护 , 溴化乙啶对其影响较小。 细胞核

的 DNA 量和质没有明显改变 ,细胞核的遗传特性没有改变。

　　培养中注意试剂的浓度和有效期 、细胞分离纯化 、细胞鉴

定。溴化乙啶可与滤膜结合而损失 ,试剂中溴化乙啶需使用 10

mg ml浓度进行超滤 , 以保证超虑后的有效浓度准确 , 然后再稀
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释。尿嘧啶和丙酮酸在使用中也需要注意低温和有效期。 细

胞可通过低密度稀释法来分离明确的 RHO0 细胞。鱼藤酮和抗

霉素A 可有效抑制呼吸链 ,可有效杀死依靠呼吸链提供能量的

细胞 , 依靠糖酵解提供能量细胞可以存活 , 也是一种可选分离

的方法。细胞的鉴定须通过细胞线粒体的功能如耗氧 、呼吸控

制率 、线粒体膜电位 、细胞色素 C 氧化酶功能 、mtDNA 的含量

(直接测定 、RT-PCR)等方法 , 使用无尿嘧啶和丙酮酸的培养基

也可做初步的鉴定。目前已有多种细胞可培养成 RHO0 细胞 ,

包括143B、GM701、Hela、A549 等细胞系或其亚型 , 较多是肿瘤

细胞。但由于细胞的特性不同 ,一些细胞系可快速恢复其 mtD-

NA , 表现为对这些药物的抗性;另一些细胞系不能耐受 EB , 很

快死亡。许多细胞系不能通过此方法培育成 RHO0 细胞。笔者

使用此法培养鼠 BRL、IEC6 细胞系等均不能获得 RHO0 细胞 ,

Inoue等也有类似的发现。 King[6] 有一简单方法 ,可较快鉴别细

胞系能否培养成 RHO0 细胞:应用去除嘧啶的血清和 50 ng ml

溴化乙啶 , 在加或不加 50 μg ml尿嘧啶的高糖培养基 , 培养细

胞。如果细胞在无尿嘧啶的培养基中死亡 , 而在有尿嘧啶的培

养基中正常生长 ,则该细胞具有较强的培养成 RHO0 细胞的潜

力;如果两种培养基中细胞均正常生长 , 则该细胞可能对药物

有耐性 , 不能失去 mtDNA , 很难培养成 RHO0 细胞;如果两种培

养基中细胞均死亡 ,也不可能培养成 RHO0 细胞。

　　Inoue 等[ 7] 应用相似原理 ,使用抗癌药物 ditercalinium(地特

铵)将鼠细胞系培养成为 RHO0 细胞。 RHO0 细胞地培养虽然已

有较多的成功例子和对其的解释 ,对于其中的耐受和无效的原

因尚未能真正了解 , 有待以后的研究。最近 Jazayeri等[8] 利用

含有编码无活性 DNA 多聚酶-gama 的质粒转染 HEK293 细胞 ,

诱导表达后 , 使细胞线粒体 DNA 迅速减少 , 20 d 内可以将母代

细胞转变为 RHO0 细胞 , 为 RHO0 细胞的培养又增加了新的方

法。

3　RHO
0
细胞的应用

　　RHO0 细胞研究较多 , 有很大一部分是应用酵母细胞研究

相关的细胞性质 ,由于酵母细胞有其自身的特性 , 与哺乳类细

胞在代谢等方面有很大差距 ,我们这里只回顾了哺乳类细胞方

面的应用。

3.1　细胞融合研究
　　细胞融合是一个重要的研究手段 , 可以将不同性质的细胞

融合 , 如无核细胞和有核细胞融合 ,研究蛋白和核基因的性质

和关系。Bodnar AG首先进行了 RHO0 细胞的融合实验 ,他们获

得新生先天性线粒体缺陷的婴儿的皮肤纤维母细胞 , 此细胞只

能在丙酮酸和尿嘧啶存在时存活 , Southern blot和 PCR 分析表

明 ,该细胞仅含有正常细胞的 2%的mtDNA ,而其呼吸链的酶的

活性也极低。通过将该细胞与人源的 RHO0 细胞(A549.B2 细

胞系)融合 ,发现该细胞可以恢复 mtDNA 和线粒体呼吸链的功

能 ,表明核基因组对线粒体基因组有控制作用 。

　　在另一种线粒体病 ,线粒体的细胞色素 C 氧化酶和琥珀酸

脱氢酶活性缺失。将由病人获取的 533纤维母细胞(细胞色素

C 氧化酶和琥珀酸脱氢酶活性缺失), 与 RHO0 Hela 细胞融合 ,

结果此两种酶的活性恢复 ,表明该酶的缺陷是由于核基因的异

常引起[ 9] 。也有通过利用 RHO0 细胞与线粒体缺陷细胞进行细

胞融合 ,研究细胞的能量代谢与和线粒体 DNA的关系[ 10] 。

　　通过细胞融合研究核基因和线粒体基因的关系 , 表明核基

因和线粒体基因需协同作用才能合成完整呼吸链[11] 。

　　Alzheimer病脑细胞与 Hela(RHO0)细胞融合 ,结果表明 , 融

合细胞具有正常的细胞线粒体功能和酶的活性 ,且 Alzheimer 病

的线粒体 DNA 突变在融和细胞中也没有表现[ 12] 。进行家族性

心室肥大性心肌病成纤维细胞与 RHO0 骨髓瘤细胞融合实验表

明 ,线粒体中 mtDNA的 T9997C 的突变是引起线粒体呼吸链功

能缺失的主要原因[ 13] 。帕金森病细胞与 RHO0 细胞融合 ,研究

mtDNA与其细胞功能的关系[ 14] 。

3.2　缺氧感受和细胞调节研究中的应用
　　应用 RHO0 细胞研究线粒体在缺氧反应和 Hif-1 诱导中的

作用 , 在缺氧时和 CoCl2 处理时 , RHO+细胞的活性氧增加 , 并

表现有 Hif-1 和红细胞生成素 、糖酵解酶和血管内皮生只因子

的增加 ,而 RHO0 细胞仅当 CoCl2 处理时才活性氧产生增加 , 对

缺氧没有反应 , 同样使用抗氧化剂时两种细胞的反应均被减

弱 ,表明线粒体呼吸链是缺氧时产生活性氧的主要场所 , 是缺

氧感受的一条途径[ 16] 。利用 RHO0 细胞在缺氧和正常情况下 ,

检测细胞 Hif-1 表达情况 , 结果发现 , 与正常细胞无明显差

别[ 17] 。在 RHO0 细胞活性氧 、NF-kappaB 增加时 , 核呼吸因子-1

(NRF-1)和线粒体转录因子 A 的 mRNA 均增高 , 表明线粒体的

活性氧是线粒体和细胞核之间的信号转导的一部分[18] 。研究

RHO0 细胞和其母代细胞的耗氧变化 , 表明 RHO0 细胞明显耗

氧减低 , 但对氢氰酸盐只有野生型降低 , 另一种阻断剂 PCMB

(P-chloromercurobenzoate)二者均降低 , 活性氧产生也有所不同 ,

表明活性氧产生至少部分与呼吸链有关[19] 。

3.3　线粒体在肿瘤药物治中的作用的研究
　　在癌治疗研究中 , 光敏硼卟啉时定位在细胞线粒体 , 在光

照时可对细胞造成损害。对 RHO0 细胞和含有正常 mtDNA 的

细胞使用此类药物时 , 可以发现 , 其作用就是通过对线粒体的

损害来达到治疗效果 , 对 RHO0 细胞没有毒性作用[ 15] 。 利用

RHO0 细胞研究发现线粒体呼吸链功能缺失可影响细胞凋

亡[ 20] 。抗癌药物 BMD188 对前列腺癌细胞的作用部分时通过

线粒体的活性氧增加其作用 , RHO0 细胞对该抗癌药物有明显

的抵抗作用[ 21] 。RHO0 细胞对阿霉素与光动力疗法不敏感 , 而

烷化剂对 RHO+细胞和 RHO0 细胞的作用相差不大 , 说明了两

种药物的作用机制[ 22] 。抗癌药在 RHO0 细胞和 RHO+细胞中

的作用的不同 ,为癌症治疗研究的深入提供依据[ 23] 。对有些细

胞的放射疗法中 , RHO0 细胞完全不敏感 ,mtDNA 和线粒体的损

害在放疗中起关键作用[ 24] 。
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关于数字的用法

　　在各种出版物上数字的用法总的原则是:凡是可以使用阿拉伯数字 ,而且又很得体的地方均应使用阿拉伯数

字。以下两种情况必须使用阿拉伯数字:

　　1　公历世纪 、年代 、年 、月 、日和时刻　　例如:公元前 5世纪 、20世纪 90年代 、1995年 6月8日 14时30分。

　　表示年份要写全称 ,1995年不能写成 95年或' 95年;1953-1958年不能写成 1953-58年 。年月日可以写成

1995-06-08。时刻用“ :”分隔的形式。如:13时 45分 8秒可以写成 13:45:08。

　　2　计数和计量(整数 、小数 、分数 、百分数 、约数)包括序数 、编号　　4位和 4 位以上的数字采用三位分节

法 ,不用“千分撇” ,节与节之间留半个阿拉伯数字的空隙(如 2，431改为 2 431)。年份 、部分代号 、仪器型号等非

计量数字不用分节 ,也不加千分撇。尾数“0”多 ,5位以上的数字 ,可以用“万”“亿”表示 ,但不得以十 、百 、千 、百

万 、十亿等汉字表示 ,例如 3 579 000可写成 357.9万但不能写成 3百 57万千或 357万 9千。
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