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线粒体 ＤＮＡ 编辑技术及其在生物医学中的应用
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　 　 【摘要】 　 线粒体拥有一套独立的基因组，参与维持线粒体功能。 对线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）
进行编辑，可以为其基因功能、相关疾病机理和治疗研究提供重要线索。 但由于 ｍｔＤＮＡ 所处环境和损伤修复机制

的特殊性，可用于 ｍｔＤＮＡ 编辑的工具较为有限。 近年来，随着核酸酶技术和碱基编辑技术的快速发展，可靶向线

粒体的核酸酶工具和碱基编辑器相继问世，为 ｍｔＤＮＡ 编辑提供了有力工具。 本文总结了近年来针对动物 ｍｔＤＮＡ
而开发的一系列靶向基因编辑工具的主要进展及其在生物医学领域的应用，重点围绕 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑器 ＤｄＣＢＥ，
并对 ｍｔＤＮＡ 编辑目前存在的问题与应用前景做了初步展望，以期为线粒体基因编辑新工具的开发，及其在基础研

究、疾病模拟和临床治疗等场景中更广泛的应用提供有益参考。
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　 　 动物细胞拥有两套相对独立的基因组：细胞核

基因组和线粒体基因组。 这两套基因组在功能上

密切联系，共同维持细胞正常生理功能，对其进行

编辑，对于基因功能和疾病机制研究以及疾病治疗

等均具有重要意义。 近年来，基因编辑技术蓬勃发

展，人工核酸酶及其衍生的碱基编辑器等新技术迅

速迭代更新，应用场景不断拓展［１］。 但是，基因编

辑技术目前主要聚焦于细胞核 ＤＮＡ 的修饰，而线粒

体由于结构特殊及 ＤＮＡ 损伤修复机制和遗传方式

等方面与细胞核基因组存在差异，当前所建立的大

部分基因编辑工具通常难以直接用于线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ） 的编辑，因而可用的

ｍｔＤＮＡ 编辑工具较为有限，对于线粒体基因组功能

的研究相对不足［２］。 虽然广泛使用的成簇的规律

间隔短回文重复序列（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ， ＣＲＩＳＰＲ ） ／ ＣＲＩＳＰＲ 相 关

（ＣＲＩＳＰＲ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，Ｃａｓ）系统目前在 ｍｔＤＮＡ 编辑

中的效果较差，但通过对其他基因编辑系统进行特

定改造或优化，如锌指核酸酶（ｚｉｎｃ⁃ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ，
ＺＦＮ）和转录激活因子样效应物核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＡＬＥＮ） 等人工核酸

酶，研究者也已经建立了靶向切割 ｍｔＤＮＡ 技术以及

衍生的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑技术［３］，为更灵活操纵线粒

体基因组提供了重要保障。

１　 线粒体 ＤＮＡ 编辑的特殊性

线粒体作为细胞内重要的细胞器，拥有一套独

立于细胞核的基因组。 人类线粒体基因组长约

１６􀆰 ６ ｋｂ，其所包含的 ３７ 个基因中，１３ 个蛋白编码基

因能够编码呼吸链复合物的 １３ 个多肽亚基，剩余

２２ 个转运 ＲＮＡ（ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ）和 ２ 个核

糖体 ＲＮＡ（ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ）负责线粒体内蛋白的翻

译，这些基因对于线粒体的氧化磷酸化（ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ＯＸＰＨＯＳ）等功能至关重要［４］。

一直以来，操纵动物的 ｍｔＤＮＡ 都具有较大挑

战，主要原因包括：（１）线粒体内膜由于质子泵作用

形成的强跨膜电位，阻碍外源核酸进入线粒体基

质，加上当前对核酸分子进入线粒体的转运机制尚

不清楚，使外源核酸难以被有效递送到线粒体内，
这导 致 需 要 向 导 ＲＮＡ （ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ， ｇＲＮＡ ） 的

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统无法实现对 ｍｔＤＮＡ 的有效编

辑［５－６］；（２）线粒体的 ＤＮＡ 损伤修复机制与细胞核

内存在较大差异，其以碱基切除修复通路为主，而

ＤＮＡ 双链断裂（ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）修复较为

低效，导致核酸酶介导 ｍｔＤＮＡ 发生 ＤＳＢ 后，线性化

的 ｍｔＤＮＡ 分子倾向于被快速降解而非触发 ＤＳＢ 修

复通路，造成核酸酶对 ｍｔＤＮＡ 的编辑结果与在细胞

核内并不相同［７－９］；（３）细胞内包含大量线粒体，而
线粒体内 ＤＮＡ 呈多拷贝形式存在，这对编辑效率影

响较大，使编辑难度增加；（４）线粒体主要以母系遗

传方式传递到子代且存在遗传瓶颈效应［１０］，一方面

导致通过体细胞基因编辑和克隆获得基因修饰动

物的常规路径难以用于 ｍｔＤＮＡ 突变动物的培育，另
一方面导致获得足够数量的种群耗时更长，且突变

ｍｔＤＮＡ 载荷在传代过程中也存在较大变异性。
线粒体 ＤＮＡ 的这些独特性质，导致目前广泛应

用于细胞核 ＤＮＡ 编辑的工具或策略，难以直接用于

ｍｔＤＮＡ 的编辑。 开发可用于线粒体的基因编辑工

具，需要建立线粒体特异的靶向系统进行高效递

送，并充分利用线粒体的损伤修复机制，以实现对

ｍｔＤＮＡ 的有效编辑。

２　 线粒体 ＤＮＡ 靶向编辑技术

２􀆰 １　 人工核酸酶介导的线粒体 ＤＮＡ 编辑

线粒体 ＤＮＡ 的多拷贝特征造成突变 ｍｔＤＮＡ 和

野生型 ｍｔＤＮＡ 共存的异质性现象，而且线粒体内总

的 ｍｔＤＮＡ 拷贝数受到精细调控［９］。 因此，当核酸酶

靶向切割突变或者野生型 ｍｔＤＮＡ 导致其被特异性

降解，残余 ｍｔＤＮＡ 随即通过复制进行数量补充，从
而改变野生型和突变型 ｍｔＤＮＡ 比例，被称为“异质

性转换（ｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｙ ｓｈｉｆｔｉｎｇ）”。 通过这种方式，可
以利用核酸酶实现 ｍｔＤＮＡ 的靶向编辑。 并且，当核

酸酶蛋白附加一段线粒体靶向信号肽（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ，ＭＴＳ）序列，可以使其被有效转运到

线粒体内发挥功能，能够解决递送的问题。
早 期， 限 制 性 核 酸 内 切 酶 （ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ， ＲＥ ） 或 归 巢 核 酸 酶 （ ｈｏｍｉｎｇ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ／ ｍｅｇａｎｕｃｌｅａｓｅ） 被改造用于 ｍｔＤＮＡ 靶

向切割（如 ＭｉｔｏＲＥ 和 ｍｉｔｏＡＲＣＵＳ），虽然其特异性

较高、载体尺寸小，但是可编程性差，应用非常受

限［１１］。 人工核酸酶问世后，由于其可编程特性强，
不但被用于核 ＤＮＡ 的编辑，也被开发用于 ｍｔＤＮＡ
的编辑。 例如，ＺＦＮ 和 ＴＡＬＥＮ 等纯蛋白系统通过添

加 ＭＴＳ 序列，可以靶向线粒体切割 ｍｔＤＮＡ，分别被

命名为 ＭｉｔｏＺＦＮ［１２］和 ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ［１３］，在细胞水平可

以实现点突变和大片段删除等不同类型变异

９６６
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ｍｔＤＮＡ 的特异性消除（图 １）。 后续利用这些工具，
进一步在小鼠成体水平成功实现了突变 ｍｔＤＮＡ 的

靶向降解［１４－１５］，显示出其未来在基因治疗应用中的

巨大潜能。 相比之下，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统由于存在

ｇＲＮＡ 难以递送到线粒体的局限性，虽然也有相关

报道， 但 目 前 尚 无 法 实 现 对 ｍｔＤＮＡ 的 有 效

编辑［５，１６］。
核酸酶介导的 ｍｔＤＮＡ 特异性消除，首次实现了

对 ｍｔＤＮＡ 的直接靶向编辑。 而人工核酸酶可以针

对不同的 ｍｔＤＮＡ 靶位点，进行特异的靶向切割，其
设计和应用更为灵活。 表 １ 总结了当前主要的线粒

体 ＤＮＡ 编辑工具的特征。

注：Ａ：ＭｉｔｏＺＦＮ 示意图；Ｂ：ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ 示意图；Ｃ：靶向线粒体的人工核酸酶介导突变 ｍｔＤＮＡ 消除，实现异质性转换，蓝色圆环表示野生

型 ｍｔＤＮＡ，红色圆环表示突变 ｍｔＤＮＡ；ＭＴＳ：线粒体靶向信号肽；ＺＦ：锌指蛋白；ＴＡＬＥ：转录激活因子样效应物；ｍｔＤＮＡ：线粒体 ＤＮＡ。

图 １　 靶向线粒体的人工核酸酶介导线粒体内突变 ｍｔＤＮＡ 消除

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＭｉｔｏＺＦＮ． Ｂ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ． Ｃ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ
ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｍｔＤＮＡ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｈｅｔｅｒｏｐｌａｓｍｙ ｓｈｉｆｔｉｎｇ． Ｂｌｕｅ ｃｉｒｃｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｔＤＮＡ ａｎｄ ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｍｕｔａｎｔ ｍｔＤＮＡ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＭＴＳ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ． ＺＦ． Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ． ＴＡＬＥ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ． ｍｔＤＮＡ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｌｙ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｍｔＤＮＡ

２􀆰 ２　 线粒体 ＤＮＡ 碱基编辑系统

核酸酶介导的 ｍｔＤＮＡ 编辑，主要是特异性消除

某种突变 ｍｔＤＮＡ，但无法在 ｍｔＤＮＡ 中引入新的特

定突变，而碱基编辑器为此提供了一个有力的工

具。 Ｄａｖｉｄ Ｒ． Ｌｉｕ 团队在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统基础上

开发的胞嘧啶碱基编辑器（ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ）和腺

嘌呤碱基编辑器 （ ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ ）， 是借助

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的靶向功能，引导胞嘧啶脱氨酶

或腺嘌呤脱氨酶对靶位点的目标碱基进行脱氨，实
现碱基类型变换［１７－１８］。 但是，如上所述，ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ 系统当前并不适用于靶向线粒体基因组。 虽然

之前 Ｙａｎｇ 等［１９］尝试利用 ＺＦ 或 ＴＡＬＥ 的 ＤＮＡ 结合

域与胞嘧啶脱氨酶（ＡＩＤ 等）融合，用于人类细胞的

碱基编辑，但编辑效率仅有 ２􀆰 ５％。 这很可能是因

为这些脱氨酶仅能作用于单链 ＤＮＡ，而 ＺＦ 和 ＴＡＬＥ
仅有结合 ＤＮＡ 能力，靶位点难以形成可供脱氨酶作

用的单链 ＤＮＡ 环境。 因此，虽然碱基编辑技术在核

ＤＮＡ 编辑中的应用已经非常广泛，但很长一段时间

都缺乏高效的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑器。
直到 ２０２０ 年，Ｄａｖｉｄ Ｒ． Ｌｉｕ 团队和合作者利用

一个细菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃｅｎｏｃｅｐａｃｉａ）来源的胞嘧啶脱

氨酶 ＤｄｄＡｔｏｘ与 ＴＡＬＥ 联合，构建了新型碱基编辑器

ＤｄＣＢＥ（ＤｄｄＡ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ），可以实

现对 ｍｔＤＮＡ 的高效编辑［２０］，这是 ｍｔＤＮＡ 编辑领域

的一个里程碑式进展。 ＤｄｄＡｔｏｘ具有双链 ＤＮＡ 脱氨

活性，但全长序列具有较强的细胞毒性，因此其被

分裂为无活性的两半（ＤｄｄＡｈａｌｆ⁃Ｎ 和 ＤｄｄＡｈａｌｆ⁃Ｃ），分
别与一条 ＴＡＬＥ 融合，当一对 ＴＡＬＥ 同时靶向基因组

的邻近位置，分裂的 ＤｄｄＡｈａｌｆ⁃Ｎ ／ Ｃ 可以重新组装形成

具有脱氨酶活性的完整蛋白，实现对靶位点的 Ｃ 到 Ｔ
碱基编辑（图 ２）。 ＤｄＣＢＥ 在细胞水平表现出非常高

的碱基编辑效率，当借助添加的 ＭＴＳ 序列靶向线粒

体，可有效实现对 ｍｔＤＮＡ 的碱基编辑。 ＤｄＣＢＥ 的成

功开发，首次为 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑提供了有力工具，使
得高效定点突变 ｍｔＤＮＡ 成为现实（表 １）。

凭借 ＤｄＣＢＥ 在高效诱导 ｍｔＤＮＡ 碱基替换上的

强大功能，自问世以来，研究者围绕其优化与升级

开展了一系列工作，在编辑效率、可编辑范围、载体

尺寸、碱基变换类型和特异性等方面均取得了重要

进展。
通过蛋白进化方法，成功获得的 ＤｄｄＡ 变体不

仅在编辑效率上有所提高，而且减小了原始 ＤｄｄＡ

０７６
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注：Ａ：ＤｄＣＢＥ 示意图；Ｂ：ＤｄＣＢＥ 介导靶位点碱基 Ｃ 到 Ｔ 编辑示意图；ＭＴＳ：线粒体靶向信号肽；ＴＡＬＥ：转录激活因子样效应物；
ｍｔＤＮＡ：线粒体 ＤＮＡ；ＵＧＩ：尿嘧啶糖苷酶抑制蛋白；ＤｄｄＡｈａｌｆ：ＤｄｄＡ 脱氨酶半体

图 ２　 线粒体碱基编辑器 ＤｄＣＢＥ
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＤｄＣＢＥ． Ｂ． Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＤｄＣＢＥ ａｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ． ＭＴＳ．
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌ． ＴＡＬＥ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ． ｍｔＤＮＡ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ． ＵＧＩ． Ｕｒａｃｉｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．
ＤｄｄＡｈａｌｆ ． Ｓｐｌｉｔｅｄ ＤｄｄＡ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ｈａｌｆ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ ＤｄＣＢＥ

对 ＴＣ 序列的偏好性，扩展了 ＤｄＣＢＥ 的靶向范

围［２１］。 Ｌｅｅ 等［２２］ 通过添加核输出信号和联合

ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ，也提高了 ＤｄＣＢＥ 的碱基编辑效率。 而

Ｗｅｉ 等［２３］发现在胚胎水平的 ｍｔＤＮＡ 编辑中，人类 ８
细胞期卵裂胚胎注射 ｍＲＮＡ 的编辑效率显著高于

常规的合子期注射。 另外，Ｌｉｍ 等［２４］ 和 Ｗｉｌｌｉｓ 等［２５］

将 ＤｄＣＢＥ 中的 ＴＡＬＥ 替换为 ＺＦ 而构建的碱基编辑

器 ＺＦＤ（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｄｅａｍｉｎａｓｅ）和 ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ，同样可

以实现高效的碱基编辑，其载体尺寸更小，更利于

病毒包装与递送；而且 ＺＦ 与 ＴＡＬＥ 相比，在 Ｎ 端和

Ｃ 端均没有大块的结构域，ＤｄｄＡ 可以融合到 ＺＦ 的

任何一端，增加了载体构建灵活性；ＺＦ 作为人类细

胞中广泛存在的蛋白类型，被认为具有更低免疫原

性，在治疗性应用中更安全。 为了更有效减小

ＤｄＣＢＥ 尺寸，Ｍｏｋ 等［２６］ 对 ＤｄｄＡ 进行氨基酸突变，
获得了无细胞毒性的全长 ＤｄｄＡ 变体，仅需要将其

与单个 ＴＡＬＥ 融合即可发挥功能，从而成功构建了

单体 ＤｄＣＢＥ 版本（ｍＤｄＣＢＥ）。 但单体 ＤｄＣＢＥ 的编

辑效率有一定程度降低，特异性是否降低也有待进

一步分析。
ＤｄＣＢＥ 仅能实现 Ｃ 到 Ｔ（或 Ｇ 到 Ａ）的碱基编

辑，类型较为单一。 Ｃｈｏ 等［２７］ 在 ＤｄＣＢＥ 系统的基

础上，通过失活 ＤｄｄＡ 并巧妙引入腺嘌呤脱氨酶

ＴａｄＡ⁃８ｅ，成功构建了一系列新的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑

器 ＴＡＬＥＤ（ ＴＡＬＥ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｄｅａｍｉｎａｓｅ）。 ＴＡＬＥＤ 借助

失活的 ＤｄｄＡ 打开 ＤＮＡ 双链，使得 ＴａｄＡ⁃８ｅ 可以对

单链 ＤＮＡ 的腺嘌呤进行脱氨，从而有效实现了 Ａ
到 Ｇ（或 Ｔ 到 Ｃ）的碱基编辑，为 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑提

供了新的有力工具，是相关领域的又一次重要突破。

特异性是基因编辑工具很重要的性质， 对

ＤｄＣＢＥ 等碱基编辑器的特异性进行系统分析与改

善，对于其后续在临床中的应用至关重要。 虽然

ＤｄＣＢＥ 总体的脱靶编辑活性较低，但应用更灵敏的

检测方法也发现，ＤｄＣＢＥ 不但可造成线粒体基因组

脱靶编辑，也可能产生核基因组的脱靶编辑，因此

不同 的 策 略 也 已 被 用 于 提 高 ＤｄＣＢＥ 的 特 异

性［２２，２８－３０］。 而对于 ＤｄＣＢＥ 衍生的编辑器（如 ＺＦＤ、
ｍＤｄＣＢＥ 和 ＴＡＬＥＤ），其特异性也还需要进行更系

统的评估［２４，２６－２７］。 此外，目前的 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑

器存在目标碱基附近的碱基也被额外编辑的旁观

者效应，并且靶位点正、反两条链均能被编辑，这严

重影响了其特异性，有待后续改进。

３　 线粒体 ＤＮＡ 编辑工具在生物医学
中的应用

　 　 当细胞内突变 ｍｔＤＮＡ 超过一定比例（阈值），
可影响线粒体功能，导致多种线粒体相关疾病。 因

此，对 ｍｔＤＮＡ 进行编辑，不但可以模拟相应的致病

突变，用以构建合适的动物模型研究疾病机理（见
表 ２）；也能直接用于消除或纠正突变 ｍｔＤＮＡ，实现

基因治疗的目标。 ｍｔＤＮＡ 编辑工具在生物医药领

域中的应用前景广阔。 靶向线粒体的人工核酸酶

工具（如 ＭｉｔｏＺＦＮ 和 ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ）以及碱基编辑工

具（如 ＤｄＣＢＥ）相继开发后，已被用于不同动物以及

人类的 ｍｔＤＮＡ 编辑。 特别是 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑器，
能够有效产生新突变，通过多种策略进行优化与改

造，显著推动了其广泛应用。

１７６
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表 １　 主要的线粒体 ＤＮＡ 编辑工具特征总结

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
编辑工具

Ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌｓ
主要组分

Ｍａｊｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
尺寸
Ｓｉｚｅ

可编程性
Ｐｒｏｇｒａｍｍａｂｉｌｉｔｙ

编辑结果
Ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ

ＭｉｔｏＲＥ［１１］或
ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ［３１］

ＭｉｔｏＲＥ ｏｒ
ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ

ＭＴＳ ＋ ＲＥ 或
ＭＴＳ ＋ 归巢核酸酶
ＭＴＳ ＋ ＲＥ ｏｒ ＭＴＳ ＋

ｍｅｇａｎｕｃｌｅａｓｅ

小（同型二聚体或单体）
Ｓｍａｌｌ （Ｈｏｍｏｄｉｍｅｒ ｏｒ ｍｏｎｏｍｅｒ）

低（改造难度大，靶向范围受限）
Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ （Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｉｎｇ，

ｌｉｍｉｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｃｏｐｅ）

ｍｔＤＮＡ 特异性消除
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｔＤＮＡ

ＭｉｔｏＺＦＮ［１２］ ＭＴＳ ＋ ＺＦ ＋ ＦｏｋＩ 相对大（异型二聚体）
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

相对高
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｅａｓｙ

ｍｔＤＮＡ 特异性消除
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｔＤＮＡ

ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ［１３］ ＭＴＳ ＋ ＴＡＬＥ ＋
ＦｏｋＩ

大（异型二聚体）
Ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

高（灵活性好）
Ｅａｓｙ （Ｈｉｇｈ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）

ｍｔＤＮＡ 特异性消除
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｔＤＮＡ

ＤｄＣＢＥ［２０］ ＭＴＳ ＋ ＴＡＬＥ ＋
ＤｄｄＡ ＋ ＵＧＩ

大（异型二聚体）
Ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

高（灵活性好）
Ｅａｓｙ （Ｈｉｇｈ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）

ｍｔＤＮＡ 点突变（Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）
ｍｔＤＮＡ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）

ＺＦＤ［２４］或
ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ［２５］

ＺＦＤ ｏｒ ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ

ＭＴＳ ＋ ＺＦ ＋
ＤｄｄＡ ＋ ＵＧＩ

相对大（异型二聚体）
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ）

相对高
Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｅａｓｙ

ｍｔＤＮＡ 点突变（Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）
ｍｔＤＮＡ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （Ｃ⁃ｔｏ⁃Ｔ）

ＴＡＬＥＤ［２７］ ＭＴＳ ＋ ＴＡＬＥ ＋
ＤｄｄＡ ＋ ＴａｄＡ８ｅ

大（异型二聚体或单体）
Ｌａｒｇｅ （Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ ｏｒ ｍｏｎｏｍｅｒ）

高（灵活性好）
Ｅａｓｙ （Ｈｉｇｈ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ）

ｍｔＤＮＡ 点突变（Ａ⁃ｔｏ⁃Ｇ）
ｍｔＤＮＡ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （Ａ⁃ｔｏ⁃Ｇ）

表 ２　 利用线粒体 ＤＮＡ 编辑工具建立的动物模型

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｍｔＤＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌｓ
动物

Ａｎｉｍａｌｓ
靶位点

Ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ
编辑工具

Ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌｓ
构建策略
Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

人类相关疾病
Ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

果蝇
Ｆｒｕｉｔ ｆｌｙ ｍｔ：ＣｏＩＲ３０１Ｓ ＭｉｔｏＲＥ 生殖系表达 ｍｉｔｏＸｈｏＩ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏＸｈｏＩ ｉｎ ｇｅｒｍｌｉｎｅ
Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ

Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ａｎｄ ＭＥＬＡＳ
［３２］

小鼠
Ｍｏｕｓｅ

大片段删除
Ｌａｒｇｅ ｍｔＤＮＡ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ＭｉｔｏＲＥ 骨骼肌表达 ＭｉｔｏＰｓｔＩ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｉｔｏＰｓｔＩ ｉｎ ｍｕｓｃｌｅ
线粒体肌病

Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｙｏｐａｔｈｙ
［３３］

ＭＴ⁃Ｎｄ５Ｇ１２９１８Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ、ＬＨＯＮ
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＥＬＡＳ， ＬＨＯＮ

［２２，３４］

ＭＴ⁃Ｎｄ１Ｇ２８２０Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＬＨＯＮ 、肌病
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＬＨＯＮ， ｍｙｏｐａｔｈｙ

［３５］

ＭＴ⁃ＴｒｎｋＧ７７６３Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＬＨＯＮ 、肌病
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＬＨＯＮ， ｍｙｏｐａｔｈｙ

［３５］

ＭＴ⁃Ｎｄ３Ｇ９５７６Ａ ／ Ｇ９５７７Ａ ＤｄＣＢＥ ＡＡＶ 递送
ＡＡＶ ｄｅｌｉｖｅｒｙ

未知
Ｕｎｋｎｏｗｎ

［３６］

ＭＴ⁃ＴｒｎｋＧ７７４３Ａ ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ ＡＡＶ 递送
ＡＡＶ ｄｅｌｉｖｅｒｙ

线粒体肌病、视网膜病变
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｙｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ

［２５］

ＭＴ⁃Ｎｄ１Ｇ３１７７Ａ ＺＦ⁃ＤｄＣＢＥ ＡＡＶ 递送
ＡＡＶ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ＬＨＯＮ ［２５］

大鼠
Ｒａｔ

ＭＴ⁃ＴｒｎｅＧ１４０９８Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

线粒体肌病
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｙｏｐａｔｈｙ

［３７］

ＭＴ⁃ＴｒｎｋＧ７７５５Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

ＭＥＲＲＦ、心肌病、Ｌｅｉｇｈ 综合征
ＭＥＲＲＦ， ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ， Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

［３７］

斑马鱼
Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｍｔ⁃ｎｄ１Ｇ４２４７Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ＬＨＯＮ ［３８］

ｍｔ⁃ｎｄ５Ｇ１４０７６Ａ ＤｄＣＢＥ 胚胎显微注射
Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ
Ｌｅｉｇｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＥＬＡＳ

［３８］

注：ＭＥＬＡＳ：线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作；ＬＨＯＮ：Ｌｅｂｅｒ 遗传性视神经病变；ＭＥＲＲＦ：肌阵挛癫痫伴破碎红纤维病。
Ｎｏｔｅ． ＭＥＬＡＳ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ ｗｉｔｈ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄｏｓｉｓ ａｎｄ ｓｔｒｏｋｅ⁃ｌｉｋｅ ｅｐｉｓｏｄｅｓ． ＬＨＯＮ． Ｌｅｂｅｒ Ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ Ｏｐｔｉｃ Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ． ＭＥＲＲＦ． Ｍｙｏｃｌｏｎｉｃ
ｅｐｉｌｅｐｓｙ ａｎｄ ｒａｇｇｅｄ ｒｅｄ ｆｉｂｅｒｓ．

３􀆰 １　 靶向线粒体的核酸酶技术的应用

核酸酶通过靶向降解变异 ｍｔＤＮＡ 实现异质性

转换，为 ｍｔＤＮＡ 变异的基因治疗提供了一种独特策

略［３９］。 线粒体 ｍ．８９９３Ｔ＞ Ｇ 突变与多种线粒体疾病

相关（如 ＮＡＲＰ 和 ＭＩＬＳ 综合征），早期尝试利用限

制性内切酶 ＭｉｔｏＲＥ⁃ＳｍａＩ 或 ＭｉｔｏＲＥ⁃ＸｍａＩ 在含有该

致病突变的杂交细胞中特异性消除突变 ｍｔＤＮＡ，挽
救了部分表型［４０－４１］。 Ｂａｙｏｎａ⁃Ｂａｆａｌｕｙ 等［４２］ 也尝试

２７６
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将 ＭｉｔｏＲＥ 用于小鼠成体水平的 ｍｔＤＮＡ 异质性转

换，但由于其靶位点十分有限，在基因治疗中的应

用非常局限。 基于归巢核酸酶的 ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ 平台，
能够进行一定的定制化改造，也已经被用于小鼠成

体水平的线粒体 ｔＲＮＡ 突变（ｍ．５０２４Ｃ＞Ｔ）的靶向消

除［３１］。 ＭｉｔｏＡＲＣＵＳ 的小尺寸、单体形式和高特异性

在基因治疗等应用中具有优势；而人工核酸酶在靶

向设计上更简单、灵活，应用范围更广。 利用靶向

线粒体的人工核酸酶（如 ＭｉｔｏＺＦＮ 和 ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ），
研究者在体外培养的人类细胞中成功实现了靶向

消除多种常见的致病突变 ｍｔＤＮＡ，包括 ｍｔＤＮＡ 大

片段删除和点突变［１２－１３］。 随后，在一个携带 ｍｔＤＮＡ
致病突变（ｍ．５０２４Ｃ＞Ｔ）的小鼠模型上，利用腺相关

病毒（ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）递送 ＭｉｔｏＺＦＮ 或

ＭｉｔｏＴＡＬＥＮ，均在成体的心脏和骨骼肌等多种组织

中有效降低了突变 ｍｔＤＮＡ 水平而提高了野生型

ｍｔＤＮＡ 比 例， 从 而 一 定 程 度 恢 复 了 线 粒 体

功能［１４－１５］。
这些在体外培养的人类杂交细胞或小鼠成体

水平的研究，初步证实了靶向线粒体的核酸酶工具

在基因治疗应用中的有效性。 但是由于核酸酶介

导的 ｍｔＤＮＡ 编辑依赖于 ｍｔＤＮＡ 的异质性状态，而
可用的细胞或动物模型较为缺乏，相关研究也仅针

对少数几种致病性突变进行了初步验证，未来还有

待更多的评估。
３􀆰 ２　 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑技术的应用

ｍｔＤＮＡ 碱基编辑技术能够诱导特异位点产生

新 ｍｔＤＮＡ 突变，为构建 ｍｔＤＮＡ 突变模型提供了有

力工具，可以弥补当前相关模型缺乏的现状（表 ２）。
Ｌｅｅ 等［３４］最早利用靶向线粒体的 ＤｄＣＢＥ 碱基编辑

器，构建 ｍ．１２９１８Ｇ＞Ａ 突变小鼠模型，模拟人类 ＭＴ⁃
ＮＤ５ 基因的一个致病突变（ｍ．１３５１３Ｇ＞Ａ），该突变

与 Ｌｅｉｇｈ 综合征、ＭＥＬＡＳ 和 ＬＨＯＮ 综合征等多种疾

病相关。 虽然所获得的 Ｆ０ 代小鼠模型刚出生时没

有明显表型［３４］，推测可能是因为尚未到发病时间或

者是 ｍｔＤＮＡ 突变比例偏低，有待后续研究，但该研

究首次证明了利用 ＤｄＣＢＥ 能够快速获得 ｍｔＤＮＡ 突

变动物模型。 随后，ＤｄＣＢＥ 被用于斑马鱼和大鼠等

其他不同动物的 ｍｔＤＮＡ 编辑，成功模拟了相关

ｍｔＤＮＡ 突变病人的一些特征性临床表型［３７－３８］。 这

些结果证实了 ｍｔＤＮＡ 碱基编辑工具能够快速、高效

构建 ｍｔＤＮＡ 突变线粒体疾病动物模型，这在过去是

难以实现的。 最近，Ｓｉｌｖａ⁃Ｐｉｎｈｅｉｒｏ 等［４３］基于 ＤｄＣＢＥ

系统构建了一个碱基编辑器文库（ＭｉｔｏＫＯ），其可以

靶向敲除小鼠线粒体基因组的全部蛋白编码基因，
将为后续研究线粒体功能和构建 ｍｔＤＮＡ 基因失活

模型奠定基础。 而另一项在大鼠的研究中，将

ＤｄＣＢＥ 与 Ｃｒｅ ／ ｌｏｘＰ 系统相结合，能够实现大鼠

ｍｔＤＮＡ 编码蛋白的条件性敲除［４４］。
同时，ｍｔＤＮＡ 碱基编辑工具在 ｍｔＤＮＡ 突变疾

病的基因治疗中也具有广阔应用前景。 虽然由于

可用模型的缺乏，目前的报道主要是利用 ＤｄＣＢＥ 诱

导野 生 型 ｍｔＤＮＡ 产 生 突 变， 而 非 纠 正 致 病 性

ｍｔＤＮＡ 突变，但已有的研究结果在编辑效率、特异

性、递送策略等方面均能为将来的基因治疗应用提

供重要线索。 比如， Ｓｉｌｖａ⁃Ｐｉｎｈｅｉｒｏ 等［３６］ 尝试利用

ＡＡＶ 递送 ＤｄＣＢＥ，在成年和新生小鼠中均实现了心

脏的在体 ｍｔＤＮＡ 编辑，目标碱基的编辑效率分别高

达 ２０％和 ３０％，而且延长 ＤｄＣＢＥ 的作用时间能够

提高靶向编辑效率。 ＤｄＣＢＥ 也已被用于人类非整

倍体胚胎或正常二倍体胚胎 ｍｔＤＮＡ 的编辑，但不同

胚胎间编辑效率差异较大 （如 ｍ． ３７３３Ｇ 位点在

２􀆰 ７７％ ～ ５８􀆰 ９７％之间），而卵裂期注射 ｍＲＮＡ（特
别是 ８ 细胞期） 的编辑效率显著高于合子期注

射［２３，４５］。 这些探索性研究，可以为未来基因治疗中

的编辑时期选择、载体递送策略、胚胎或在体编辑

效率评估以及进一步优化提供有效参考。 此外，在
细胞和胚胎水平的研究结果显示，这些 ｍｔＤＮＡ 碱基

编辑工具存在线粒体基因组和核基因组水平的脱

靶风险［２８－２９，４５］，提示其临床应用中的潜在风险，未
来需要更系统的评估。 而通过一些优化策略，例如

改造脱氨酶 ＤｄｄＡｔｏｘ提高其保真性、共表达 ＤｄｄＡ 的

抑制蛋白或调控 ＤｄＣＢＥ 的亚细胞定位等［２９－３０］，可
以有效降低 ＤｄＣＢＥ 的脱靶活性，为这些工具在基因

治疗中的应用奠定了基础。

４　 展望

长期以来，对线粒体基因组的编辑较为困难，
缺乏有效策略。 随着近年来基因编辑技术的飞速

发展，多种 ｍｔＤＮＡ 编辑工具被相继开发，但总体来

说，可用的工具以及可实现的基因编辑类型还是很

有限。 核酸酶介导的 ｍｔＤＮＡ 靶向消除和碱基编辑

器介导的 ｍｔＤＮＡ 碱基突变作为两类代表性技术，为
ｍｔＤＮＡ 的靶向编辑提供了有效策略。 值得注意的

是，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统以其简单、灵活和高效等优

势，在细胞核基因编辑中应用最为广泛，但目前难

３７６
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以用于 ｍｔＤＮＡ 编辑。 解决 ｇＲＮＡ 难以递送到线粒

体内的瓶颈问题，使 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统能有效用于

ｍｔＤＮＡ 编辑，对该领域会有显著推动作用，值得更

多的探索与突破。
过去由于技术限制，可用的 ｍｔＤＮＡ 突变动物模

型相当缺乏［４６］，严重阻碍了相关疾病机制研究和治

疗方法的开发。 以 ＤｄＣＢＥ 为代表的碱基编辑器，可
以诱导产生 ｍｔＤＮＡ 突变，能够有效用于模拟人类致

病性 ｍｔＤＮＡ 突变，从而构建相关疾病模型。 但是，
目前已构建的 ｍｔＤＮＡ 突变动物模型仅有少数几种

（表 ２），未来还有很大的空白有待填补。 此外，由于

线粒体的遗传瓶颈效应，获得的动物模型在传代过

程中突变 ｍｔＤＮＡ 的比例可能产生很大变异，导致后

代模型间难以达到一致，影响其应用［１０］。
ｍｔＤＮＡ 突变相关线粒体疾病目前尚无有效治

疗手段，ｍｔＤＮＡ 编辑工具有望成为未来基因治疗的

利器。 但由于编辑效率、编辑类型、潜在的脱靶和

旁观者效应等方面尚存在很多不足，还有待进一步

改善。 同时，由于 ｍｔＤＮＡ 的多拷贝特征，很难实现

１００％的突变 ｍｔＤＮＡ 消除或纠正， 残留的突变

ｍｔＤＮＡ 可能成为隐患。 如果将 ｍｔＤＮＡ 编辑联合线

粒体替代技术［４７］，可能在临床应用中更有利于降低

残留突变 ｍｔＤＮＡ 传递到后代的风险。
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ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｈｅｒｉｔ Ｍｅｔａｂ Ｄｉｓ， ２０２１， ４４
（２）： ３２５－３４２．

［４７］ 　 Ｃｈｉｎｎｅｒｙ ＰＦ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃ ［ Ｊ］ ． Ｎ
Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ， ２０２０， ３８２（１９）： １８５５－１８５７．

［收稿日期］ 　 ２０２２－１１－２８

５７６


