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线粒体遗传疾病细胞模型的构建：永生淋巴细胞系和转
线粒体细胞系 

孙吉吉，赵晓旭，乔丽华，梅霜，聂志鹏，张青海，冀延春，蒋萍萍，管敏鑫 
浙江大学遗传学研究所，浙江大学医学院医学遗传学系，杭州 310058 

摘要: 线粒体基因组突变会引发多种线粒体遗传疾病。永生淋巴细胞系和转线粒体细胞系是线粒体遗传疾病研

究的重要工具之一。永生淋巴细胞系使特殊遗传信息在细胞水平得以永久保存。转线粒体细胞系技术的发展为

线粒体遗传疾病的分子机制研究提供了体外细胞平台。早期转线粒体细胞系的胞质供体直接来源于未进行永生

化的患者各组织细胞或血小板。本文结合永生化手段，以线粒体 4401A>G 为例，详细介绍了从冻存全血构建

永生化淋巴细胞，然后再与 ρ0 206 一起构建转线粒体细胞系的原理、方法和技术路线,并将两种细胞模型的构

建归纳为 4 个步骤：(1)永生淋巴细胞构建；(2)转化；(3)筛选；(4)鉴定。为真实反应线粒体突变的功能，本文

对构建的永生淋巴系和转线粒体细胞系的线粒体突变位点、拷贝数以及转线粒体细胞系的细胞核型进行了分析

与鉴定，选取了各参数一致的细胞系用于贮存与分析，以减少实验误差对后续突变位点功能研究的影响。两种

细胞模型在细胞水平上为诠释线粒体遗传疾病的分子机制发挥了重要作用，但在具体应用中需注意它们的局限

性，尤其是组织特异性的线粒体疾病。 

关键词: 线粒体遗传疾病；永生淋巴细胞系；转线粒体细胞系；转化；融合 

Cellular models for mitochondrial DNA-based diseases: lymphob-
lastoid cell lines and transmitochondrial cybrids 
Jiji Sun, Xiaoxu Zhao, Lihua Qiao, Shuang Mei, Zhipeng Nie, Qinghai Zhang, Yanchun 
Ji, Pingping Jiang, Min-Xin Guan 
Institute of Genetics, Zhejiang University and Department of Genetics, Zhejiang University School of Medicine, Hangzhou 310058, China 

Abstract: Mitochondrial DNA (mtDNA) mutations cause a variety of mitochondrial DNA-based diseases which 

have been studied using Lymphoblastoid cell lines (LCLs) and transmitochondrial cybrids. Individual genetic information is 
preserved permanently in LCLs while the development of transmitochondrial cybrids provide ex-vivo cellular platform to 
study molecular mechanism of mitochondrial DNA-based diseases. The cytoplasmic donor cells for previous transmito-
chondrial cybrids come from patient’s tissue or platelet directly. Here, we depicted in details the principle, methods and 
techniques to establish LCLs from frozen peripheral bloods harboring mitochondrial 4401G>A mutation by infection of 
Epstein Barr virus, and then to generate cybrids using ρ0 206 and LCLs. The process of establishing these two cellular mod-
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els was summarized into four steps as follows: (1) Generation of LCLs; (2) Transformation; (3) Selection; (4) Verification. 
To faithfully represent the function of mtDNA mutation, we analyzed and identified the sites of mtDNA mutations and copy 
numbers of each cellular models as well as the karyotype of transmitochondrial cybrids. Those clones with consistent para-
meters were selected for preservation and future analysis of the function of point mutations of mtDNA. Although these 
two cellular models play important roles in understanding molecular mechanism of mitochondrial DNA-based diseases on 
the cellular level, their limitations should be considered when elucidating the character of tissue specificity of mitochondrial 
DNA-based diseases.  

Keywords: mitochondria disease; lymphoblastoid; transmitochondrial cybrids; transformation; fusion 

线粒体是半自主性细胞器，其功能受细胞核基

因组和线粒体基因组(mtDNA)两套遗传系统的协同
作用[1]。线粒体 DNA突变导致的线粒体功能障碍与
多种疾病相关，如线粒体眼病、线粒体脑肌病、线

粒体心肌肥厚症、药物性耳聋等(http://www.mitomap. 
org/MITOMAP)。早期线粒体遗传疾病的研究因很难
获得携带线粒体突变的细胞系而受到限制，而永生

淋巴细胞系(Lymphoblastoid cell lines, LCLs)和转线
粒体细胞系(Transmitochondrial cybrids)技术的发展
不仅为线粒体遗传疾病研究提供了稳定的患者源遗

传资源库，也为线粒体遗传疾病的分子机制研究建

立了理想的细胞模型[2~4]。 
在早期研究报道中，转线粒体细胞系的胞质供

体主要来自于患者外周血的血小板或者患者肌肉组

织的成纤维细胞[5,6]。为使研究者在体外也能持续稳

定的得到胞质供体，永生淋巴细胞系技术得到了广

泛地应用。永生淋巴细胞系可从全血中分离的淋巴

细胞进行构建，也可直接用全血构建。本文的实验

方法则证明用冻存全血构建永生淋巴细胞系的操作

既方便，成功率又高。构建的永生淋巴细胞可用于

线粒体遗传疾病的研究，但并不能排除个体之间核

遗传背景的影响。由此提出了均一核遗传背景的转

线粒体细胞系的构建。尤其是在 20世纪 80年代末，
King和 Attardi等[2]建立的 ρ0 206细胞系极大促进了
线粒体遗传疾病的研究[7~9]，并成为目前应用最广的核

遗传背景供体。由于 ρ0 206 是骨肉瘤细胞系 143B·TK¯

细胞的衍生物，在扩增与筛选中不能排除肿瘤细胞

的非整数倍体(Aneuploid)倾向[10]，从而有可能出现

核遗传背景不均一的假阳性克隆株。因此鉴于肿瘤

细胞的非整数倍现象和线粒体拷贝数(或线粒体含
量)对线粒体功能的影响[11]，本文在筛选与鉴定永生

淋巴细胞系和转线粒体细胞系时不仅进行了突变位

点的鉴定，还检测了线粒体拷贝数；同时对转线粒

体细胞进行核型分析，选取各参数一致的细胞系进

行了后续的功能分析。 
永生淋巴细胞系和转线粒体细胞系的构建可分

别独立进行。本文以源于原发性高血压患者的

m.4401 A>G突变[12]为例，梳理两种人源细胞模型构

建的方法，将技术简单归纳为 4 个步骤：(1)构建永
生化淋巴细胞系；(2)转化；(3)筛选；(4)鉴定。并从
这 4 个方面进行技术和原理的详细介绍，以促进线
粒体遗传资源的永久保存与合理应用(图 1)。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验用 3 种细胞系分别为：(1)B95-8 细胞株，
源自 EBV化的绒猴白细胞，可连续释放高滴度的转
染病毒 EBV；(2)143B·TK −，培养于 5%胎牛血清(FBS)
的 DMEM培养基，加入 1 mmol/L丙酮酸；(3)ρ0 206
细胞是骨肉瘤细胞系 143B·TK−细胞的衍生物，培养于

10%胎牛血清(FBS)的 DMEM培养基，加入 50 μg/mL
尿嘧啶(Urdine)。实验所需的外周血来自正常志愿者
和病人，均已签知情同意书。本研究以携带线粒体

DNA 4401A>G突变的患者外周血为例，进行技术与
方法的说明，并根据需要，以正常对照或 143B·TK−

或 ρ0 206进行阴性对照分析。 
实验所需的主要试剂如下：磷酸缓冲盐溶液

(Phosphate buffer saline, PBS)；胎牛血清(Fetal calf 

serum, FBS)，透析型胎牛血清 (Dialyzed FBS)；

DMEM 高糖培养基；不含钙离子(Ca2+)的 DMEM、

基础培养基 (Eagles"s minimum essential medium, 

MEM)和 RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific公司，

上海)；尿嘧啶(Urdine)、5-溴脱氧尿嘧啶核苷(Brdu)、 
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图 1  永生化淋巴细胞系和转线粒体细胞系的构建 
Fig. 1  Establishment of lymphoblastoid cell lines and transmitochondrial cybrids 
 
细胞松弛素 B、聚蔗糖(Ficoll)、寡霉素(Oligomycin)、 
FCCP(Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenyl-
hydrazone)、抗霉素 A(Antimycin A)和鱼藤酮(Rote-

none)(Sigma公司，上海)；聚乙二醇(PEG)(Roche公司，

上海)。 

转化培养基：20%的 FBS的 RPMI-1640培养基，

其中青链霉素终浓度为 100 U/mL，1 mmol/L丙酮酸，

10 µg/mL植物凝集素(PHA)；缓和培养基：10% FBS

的 DMEM(含丙酮酸)，加 Brdu 和 Uridine 至终浓度

为 50 µg/mL；筛选培养基：10%透析胎牛血清的

DMEM(不含丙酮酸)，加 Brdu至终浓度为 50 µg/mL；

常规培养基：10% FBS的 DMEM(含丙酮酸)，加 Brdu

至终浓度为 50 µg/mL。聚蔗糖母液：聚蔗糖粉末以

1:1 的质量比溶于无菌双蒸水后灭菌，4°C 过夜搅拌后

备用；离心液：50%的聚蔗糖 1.25 mL，3.7 mL MEM，

细胞松弛素 B的终浓度为 100 µg/mL；胞质液：20% 

FBS的DMEM(不含Ca2+)，Urdine终浓度为 25 µg/mL。 

1.2  冻存全血法构建永生淋巴细胞系  

以通用的 Epstein Barr virus(EBV)病毒感染得到

永生化淋巴细胞系。 

准备新鲜 EBV病毒液：扩大培养 B95-8细胞系至
培养液体积达到 30 mL。当细胞密度达到 1×106个/mL
时，饥饿处理 7 d，收集细胞悬液(1000 r/min)。此时
上清中已富集有大量病毒 EBV。为保证病毒活性，
上清液冻存于 4°C；沉淀置于−80°C反复冻融 3次，
最大限度的释放细胞中残留的 EBV病毒。最后将上
清液与沉淀混合，摇匀，过滤，1 mL 分装，–80°C
保存。建议不要反复冻融已制备好的病毒液(初次实
验需验证 EBV病毒滴度，以方便后续实验用量)。 
冻存血一般是采集的全血加 10% DMSO，分装

于冻存管并保存于–80°C冰箱。建系时，先取出 0.5 mL
复苏，加入 10 mL RMPI 1640，混匀后 1200 r/min离
心 5 min；弃上清，再以 1:2体积比加入新鲜病毒液
并充分混匀，再转移至 1 mL 转化培养基中，置于
25 cm2培养瓶静止培养一周，不必换液。一周后，

细胞将出现聚团，然后将细胞团移至正常的淋巴细

胞培养基中扩大培养、鉴定并冻存。 

1.3  转化 

转化即将构建的永生淋巴细胞系通过聚蔗糖梯

度离心去核，形成胞质供体；再与核供体 ρ0 206 细
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胞进行融合。 

1.3.1  胞质供体细胞的去核化 

准备源于患者和正常对照的永生淋巴细胞(6×106)，
先用 PBS 清洗一遍，再用 5 mL 离心液均匀悬浮细
胞，置于细胞培养箱备用。根据表 1 的配制比例，
分别配制 25%、17%、16%、15%和 12.5%的去核聚
蔗糖梯度母液。按浓度高到低的顺序，分别取各梯

度液 2 mL、2 mL、0.5 mL、0.5 mL和 2 mL并依次
加入至硝酸纤维素管中。室温静止约 30 min使各梯
度分界面清晰。然后将备用的永生淋巴细胞缓慢加

入，最后用超速离心机恒温 37°C、真空、25000 r/min
离心 1 h。 
离心后的离心管中可见明显的两层梯度界面。

细胞核位于 25%与 17%的聚蔗糖界面；胞质体位于
15%与 17%之间的聚蔗糖界面。去除部分上清后，
用 2 mL 的注射器于硝酸纤维素管侧面垂直插入胞
质体层，抽取 1 mL胞质体。用不含 Ca2+的 DMEM
将抽取的胞质供体稀释 10倍后混匀离心，以去除胞
质中残留的聚蔗糖。再用 5 mL胞质液清洗，以彻底
去除残留的聚蔗糖。最后用 2 mL 胞质液重悬，放
置 37℃培养箱，孵育 30 min，使胞质体恢复成球形。
期间可取混悬液于显微镜下观察并计算去核的效率。 

1.3.2  融合细胞 

在胞质体恢复的过程中，准备 ρ0 206 细胞。一
般胞质供体与核供体的比例为 6:1，即准备 1×106 ρ0 

206细胞，与胞质供体液轻柔混合；1000 r/min离心
3 min，弃上清；用不含 Ca2+DMEM洗沉淀，再次离
心，弃上清；再加入 1 mL PEG，轻柔混合 1 min；
用不含 Ca2+的 DMEM培养液稀释 10 倍，离心，去
除溶液中残留的 PEG；最后用缓和培养基重悬细胞， 

 
表 1  聚蔗糖梯度液配制 
Table 1  The ficoll gradients 
聚蔗糖终

浓度(%) 
50%聚蔗
糖(mL) 

MEM溶液
(mL) 

去离子

水(mL) 
细胞松弛

素 B (mL) 

25 25 12.5 12.25 0.25 

17 17 12.5 20.25 0.25 

16 16 12.5 21.25 0.25 

15 15 12.5 22.25 0.25 

12.5 12.5 12.5 24.75 0.25 

细胞以 1000 个/孔、2000 个/孔、4000 个/孔接种入
96孔板，3×104个/孔接种入 6孔板。 

1.4  克隆筛选 

2~3 d 后可根据融合细胞状态更换至筛选培养
基，每 3 d换一次培养液。一般经 10~14 d筛选后，
形成单克隆。筛选培养基内含有 Brdu，可有效杀死
淋巴细胞，同时筛选培养基内不含有尿嘧啶和丙酮

酸，不适于 ρ0 206 的生长，最后存活下来的细胞克
隆即转线粒体细胞株，但不排除有假阳性克隆。一

般挑取 10~15 个单克隆细胞株用常规培养基进行扩
增培养，用于后续的鉴定分析。 

1.5  细胞系鉴定 

1.5.1  线粒体突变位点鉴定 

适时提取扩增培养的永生淋巴细胞系和转线粒

体细胞系的全基因组 DNA，针对线粒体 4401 位点
的进行引物扩增[12]，并用 Sanger直接测序法或酶切
法进行鉴定分析，主要排除假阳性克隆及含有异质

性 m.4401A>G的细胞系(即杂合突变)。 

1.5.2  线粒体拷贝数测定 

对已鉴定线粒体位点的克隆株细胞(正常对照
和 4401突变)进行线粒体拷贝数检测。本实验以 18S 
rRNA 为核基因内参，以 MT-ND1 区段序列代表线
粒体 DNA，通过实时荧光 PCR(Real-time PCR)测定
相对的 mtDNA和 18S rRNA比值[13]。线粒体拷贝数

没有显著差异的细胞用于后续实验。 

1.5.3  转线粒体细胞系的核型鉴定 

因核供体 ρ0 206 源于肿瘤细胞，为排除非整数
倍体对细胞功能的影响，转线粒体细胞系的选取除

了进行线粒体突变位点和拷贝数的分析，还需进行

核型分析，以确定对照组与患者组的转线粒体细胞

均有一致的核遗传背景，且与原核供体 ρ0 206 的遗
传背景一致。本文采用了 4 个常用于核型分析的短
串联重复序列(Short-tandem repeats, STRs)D13S317、
D16S539、D7S820 和 D5S818 进行了核型鉴定与分
析(Sangon Biotech, 上海)。 

1.6  线粒体呼吸链功能检测 

为检测选取的携带 m.4401A>G 突变的转线粒
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体细胞系是否存在线粒体呼吸链功能缺陷，选用了

143B·TK−细胞、线粒体拷贝数和核型均一致的正常

对照与携带 m.4401A>G突变的转线粒体细胞各一株，
进行细胞氧耗速率(Oxygen consumption rate, OCR)检
测[13]，初步检验m.4401A>G突变对线粒体功能的影响。 

2  结果与分析 

2.1  线粒体突变位点鉴定  

为了证明细胞中突变位点的存在，且与患者携

带的突变一致，是纯合突变，同时也为了排除 ρ0206
细胞中线粒体 DNA的影响，本文对构建的两种细胞
模型都进行线粒体位点的鉴定。图 2 显示，来自阳
性对照的 C1 永生淋巴细胞在 4401 位点是 A 碱基；
患者来源的永生淋巴细胞系中该位点已突变为纯合

的G碱基，表明细胞携带有纯合的m.4401A>G突变，
与患者体内细胞一致。选取的两个转线粒体细胞系

T1(4401T1)和 T5(4401T5)也含有纯合的 m.4401A>G
突变。这些细胞可用于贮存或后续分析。 

2.2  线粒体拷贝数分析 

不同个体来源和不同组织来源的细胞所含的线

粒体含量不同。细胞线粒体含量和 mtDNA拷贝数影 

响其线粒体呼吸链功能[11]。通常细胞的线粒体含量

用 mtDNA拷贝数来替代分析。因此用人源细胞研究

线粒体突变对线粒体功能的影响时，需选取 mtDNA

拷贝数相一致的细胞系，才能进行有效的比较分析。

本文以 143B·TK−细胞为内参，选取转线粒体系

Cybrids-C1、Cybrids-C2、Cybrids-C3正常组为对照，

与 4401T1、4401T2、4401T5和 4401T7突变细胞系

进行分析，结果发现其中 4401T7 的拷贝数与

143B·TK−及对照组的数值存在显著差异(P<0.01)，

仅为正常细胞的 65%，不能选用；而 4401T1/T2/T5

可用于后续分析(图 3)。 

2.3  转线粒体细胞系的核型分析 

为保证融合细胞株均来源与同一组 ρ0 206，以

及各克隆株遗传背景的均一性，本文以 ρ0 206 细胞

为参照，每组至少选取已经过线粒体突变位点和拷

贝数筛选的 5~7 个克隆株细胞进行核型分析。结果

显示 Cybrids-C1 和 4401T5 两细胞系与 ρ0 206 峰图

一致(图 4)，表明两细胞系的核遗传背景均来自同一

ρ0 206 细胞。但 4401T13 的核型存在异质性，不建

议选用。经核型鉴定的 Cybrids-C1 和 4401T5 可用

于后续的线粒体功能分析。 

 

 
 

图 2  永生淋巴细胞系和转线粒体细胞系中 m.4401A>G 位点鉴定 
Fig. 2  Identification of m.4401A>G in LCLs and cybrids 
A: Sanger测序结果。由上到下依次为正常对照的永生淋巴细胞系 C1、携带有 4401A>G突变的永生淋巴细胞系，患者源的转线粒体
细胞系 T1和 T5的位点测序图。方框内指示 4401A>G位点。B: 限制性内切酶的酶切结果。4401A>G突变产生了酶切位点，PCR产
物经酶切后，携带有 4401A>G突变的被酶切成两个片段(148 bp和 70 bp)。 
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图 3  转线粒体细胞系 mtDNA 拷贝数分析  
Fig. 3  The relative level of mtDNA copy number 

in cybrids 
143B·TK−为内参；Cybrids-C1、Cybrids-C2、Cybrids-C3为阳性
对照组；4401T1、T2、T5和 T7为实验组。4401T7与对照组间
存在显著差异，*表示 P<0.01；4401T1、T2和 T5与对照组之间
没有差异，P=0.21。 
 

 
 

图 4  转线粒体细胞系的核型分析 
Fig. 4  Genotype analysis of clones with four alleles 
核供体 ρ0 206细胞，正常对照(Cybrids-C1)和携带 m.4401A>G的
转线粒体细胞 (4401T5、 T13)同时进行核型分析 (红色代表
D5S818；绿色代表 D7S820；蓝色代表 D13S317 和黑色代表
D16S539)。 
 

2.4  转线粒体细胞系的线粒体呼吸链功能分析 

经过各参数筛选与鉴定的转线粒体细胞可用于

mtDNA 突变导致的线粒体功能障碍研究。m.4401A>G 

突变位于线粒体重链基因 tRNAMet 和轻链基因

tRNAGln的连接处。突变有可能通过影响线粒体前体

mRNA的剪切而干扰 tRNAMet和 tRNAGln的转录水平，

从而影响线粒体蛋白合成，并最终导致线粒体呼吸

功能缺陷。本课题组之前在一个母系遗传高血压汉

族家系中发现 m.4401A>G 突变，用患者源永生淋巴
细胞分析显示线粒体呼吸链功能缺陷[12]。为真实反映

m.4401A>G 的功能，本文对鉴定得到的 Cybrids-C1
和 4401T5 进行了线粒体氧耗速率(OCR)预实验，其
中 143B·TK−为内参，Cybrids-C1为阳性对照，以验证
m.4401A>G对线粒体功能的影响。OCR曲线变化反应
了细胞系线粒体呼吸链功能的变化[17]。 
图 5 显示 143B·TK−和正常对照的 OCR 曲线一

致，表明阳性对照和 143B·TK−细胞的线粒体呼吸链

功能未发生明显变化。但 4401T5 的 OCR 值，在加
了 Oligomycin和 FCCP后的变化非常明显，表明与
线粒体 ATP产能相关的氧耗率下降异常明显[13]，验

证了 m.4401A>G突变对线粒体呼吸链功能的影响。 

3  讨  论 

人源永生淋巴细胞系和转线粒体细胞系是线粒

体遗传疾病研究的重要工具。人全血中静止期的 B
淋巴细胞可通过EBV病毒感染获得有持续增殖能力 
 

 
 

图 5  转线粒体细胞系中线粒体呼吸链的氧耗分析  
Fig. 5  Mitochondrial oxygen consumption assay 

in cybrids 
143B·TK− (红色)，正常对照(Cybrids-C1，蓝色)和携带 m.4401A>G
的转线粒体细胞(4401T5，浅绿色)经不同抑制剂处理后的线粒体
氧耗曲线。 
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的永生淋巴细胞系[14]，使患者细胞水平的生物学特

征得以永久保存，同时为遗传疾病的研究提供了持

续的宝贵材料。 
本文采取冻存全血法构建永生淋巴细胞系，较

常用的环孢霉素 A法用血量少，操作简单、时间短。
环孢霉素 A法需新鲜的血液样本，对血样运输与存
贮的温度和时间都有较高要求。环孢霉素 A法需先
从全血中分离淋巴细胞，因此血样用量也较大(一般
3~4 mL全血)。冻存全血建系对血液运输与存贮时间
没有要求，建系用量仅需全血 0.5 mL，血样用量大
大减少。同时血样冻存后，T淋巴细胞的活性降低，
B 淋巴细胞转化效率比新鲜血建系高，因此转化培
养基中也无需再加入环孢霉素 A。而且血样经分装
冻存，可以分批次建系，降低了实验强度，也保障

了实验成果。 
永生化淋巴细胞系，经细胞松弛素 B 处理后，

通过超高速离心即可将细胞质和细胞核有效分离。

通过分离富集得到的胞质体较纯净，为后续的融合

效率提供了保障。核供体 ρ0 206细胞是来自通过 EB
长期处理后的 143B·TK−。EB 插入裸露的线粒体
DNA 双链之间，抑制线粒体 DNA 的复制，经细胞
不断分裂而稀释线粒体 DNA，从而得到线粒体 DNA
拷贝数极低的 ρ0 206 细胞系。有相关报道提及 EB
也有可能导致 ρ0 206 细胞核多倍体化，进而影响线
粒体功能紊乱的表征。同时 ρ0 206细胞是肿瘤细胞，
有非整数倍体倾向，因此对以 ρ0 206 为核遗传背景
来源的转线粒体细胞需进行核型分析，以确保线粒

体功能障碍真实源自于线粒体 DNA的突变。近期研
究文献报道用罗丹明 6G(R6G)处理核供体细胞以获
得类 ρ0细胞系[15]。为反映一些线粒体遗传疾病的组

织特异性，研究者们也设法用不同组织来源的细胞

构建类 ρ0细胞，如 SH-SY5Y、NT2甚至小鼠的胚胎
干细胞都成为了核供体[16~18]。 
如图 1所示，当胞质供体与 ρ0 206细胞融合理

论上可产生 4 种细胞，分别是淋巴细胞核与 ρ0 206
细胞核融合的杂种细胞(Hybrids)、永生化淋巴细胞、
未融合的 ρ0 206 细胞和转线粒体细胞。实际观察发
现，杂种细胞和永生化淋巴细胞出现概率极低。因

为超高速梯度离心已富集了纯净的胞质，大大降低

了杂种细胞和永生化淋巴细胞的概率；同时，筛选

培养基中的 Brdu，可去除外源的胸苷激酶阳性细胞，
最后筛选得到的即为转线粒体细胞系。但不排除有

部分 ρ0 206 细胞经传代扩增，细胞内线粒体含量上
调而丧失了对尿嘧啶和丙酮酸的依赖性，因此需对

克隆株进行突变位点的验证。如果出现杂合突变，

不排除 ρ0 206细胞线粒体 DNA的干扰。但这种情况
在实际实验操作中，很少出现。 
当然永生淋巴细胞系和转线粒体细胞系在研究

遗传疾病的分子机制中有一定的局限性，但转线粒

体细胞构建的胞质置换和细胞融合的思路或方案在

线粒体遗传疾病的干预和治疗策略中有广泛的应用

前景[19,20]。随着人诱导多能干细胞(iPSCs/hiPSCs)的
发展，患者源 iPSCs/hiPSCs 又为遗传疾病的研究提
供了新的细胞模型[21,22]。但 iPSCs 对技术和方法有
较高要求，在推广应用中永生淋巴细胞系和转线粒

体细胞比较成熟。如何提高患者源 iPSCs 的成功率
和可推广性，是未来研究的方向。 
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