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植物细胞器基因编辑研究进展
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摘　 要: 基因编辑(ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ)ꎬ又称基因组编辑或基因组工程ꎬ是一种以插入、删除或碱基替换的形式引起
ＤＮＡ 序列突变的技术ꎮ 基因编辑技术有多种类型ꎬ如锌指核酸酶技术(ｚｉｎｃ￣ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬ ＺＦＮｓ)、转录激活
因子样效应物核酸酶技术(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬ ＴＡＬＥＮｓ)ꎬ以及近几年迅速发展起来的
规律成簇短回文重复序列及其核酸酶 ９ 技术(ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ / ＣＲＩＳＰＲ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｓｅ ９ꎬ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９)ꎮ 基因编辑技术的出现加速了植物功能基因组学的发展ꎬ并将在作物精
准育种方面具有巨大的开发潜力ꎮ 植物细胞器基因编辑主要是指对植物线粒体和叶绿体基因组的编辑ꎮ 植
物线粒体和叶绿体分别被称为细胞的“动力工厂”和“生产车间”ꎬ对于细胞及整个植株的生长发育及各种生
命活动具有非常重要的作用ꎮ 对线粒体和叶绿体基因组进行编辑将有利于了解其遗传规律从而开发它们在
作物改良和工业生产上的应用ꎮ 目前ꎬ细胞器基因编辑技术已经开始崭露头角ꎬ具有非常广阔的应用前景ꎮ
该文将从基因编辑技术的发展、植物细胞器基因组的结构和特点、线粒体基因编辑和叶绿体遗传转化等方面
进行总结ꎬ并对植物细胞器基因编辑的研究前景进行展望ꎮ
关键词: 基因编辑ꎬ ＴＡＬＥＮｓꎬ 细胞器基因组ꎬ 线粒体基因编辑ꎬ 叶绿体遗传转化
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　 　 植物细胞内拥有三套独立的基因组———细胞
核基因组、线粒体基因组和叶绿体基因组(图 １)ꎮ
除去拥有巨大遗传信息的细胞核之外ꎬ线粒体和
叶绿体是植物细胞中具有双膜系统的细胞器ꎬ它
们的发育和增殖是受细胞核基因组及其自身基因
组两套遗传系统的控制ꎬ称为半自主性细胞器ꎮ
细胞核与线粒体和叶绿体之间存在着密切的、精
准的和严格调控的生物学机制ꎮ 线粒体和叶绿体
分别作为细胞中有氧呼吸和光合作用的场所ꎬ对
细胞生命活动的正常进行至关重要ꎮ 因此ꎬ了解
它们的基因功能和生命过程机制ꎬ如复制、遗传、
基因表达和基因组维持等对于进一步探索植物生
命活动的奥秘和作物遗传改良等研究意义重大
(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 近年来ꎬ利用基因编辑技
术对植物细胞核基因组的修饰取得了显著的进
展ꎬ已经成功应用在拟南芥、烟草、水稻、玉米、棉
花、小麦、油菜、大豆、高粱、西瓜、葡萄、苹果、香
蕉、橙子、西红柿、牵牛花、莴苣、木薯等众多植物
中ꎬ并取得了相应的研究成果 (Ｍａｎｇｈｗａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 而植物细胞器基因编辑方面的研究却相
对缓慢ꎬ目前仅在水稻、油菜、拟南芥、烟草、莴苣
等植物中有相关报道ꎮ 细胞器基因编辑技术的发
展虽然面临许多严峻的挑战ꎬ但是在近几年取得
了一些技术上的突破ꎮ 本文将对植物细胞器基因
编辑研究进展进行全面的综述ꎮ

１　 基因编辑技术的发展

１.１ ＺＦＮｓ 基因编辑技术
ＺＦＮｓ 是第一代基因编辑技术ꎬ是由锌指蛋白

的锌指 ＤＮＡ 结合结构域与 ＦｏｋＩ 内切酶的剪切结
构域融合而成的限制性内切酶(图 ２:Ａ) (Ｃａｒｒｏｌｌꎬ
２０１１)ꎮ 锌指(ｚｉｎｃ￣ｆｉｎｇｅｒꎬ ＺＦ)是一种 ＤＮＡ 结合基
序ꎬ在许多识别 ＤＮＡ 真核转录因子的 ＤＮＡ 结合域
发现它的存在( Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ ＦｏｋＩ 是源于细菌
的ⅡＳ 限制性内切酶( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２)ꎬ其剪切结
构域并没有明显的序列特异性( Ｃａｒｒｏｌｌꎬ ２０１１)ꎮ
当 ＤＮＡ 结合域和 ＤＮＡ 剪切域融合在一起时ꎬ就会
形成一对高度特异性的“分子剪刀”而造成 ＤＮＡ
序列的双链断裂( ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋꎬ ＤＳＢ)ꎮ 而
造成 的 ＤＳＢ 通 常 是 通 过 同 源 介 导 的 修 复

(ｈｏｍｏｌｏｇｙ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒꎬ ＨＤＲ)和非同源末端连
接(ｎｏｎ￣ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＨＥＪ)的方式进行
修复ꎬ由于修复过程容易发生错误进而导致基因
突变的发生ꎮ

最常用的锌指结构是一组 Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指ꎬ该结
构中每 ３０ 个左右的氨基酸结合一个锌原子ꎬ锌指
ＤＮＡ 结合域通常包含 ３ 个独立的锌指结构ꎬ每个
锌指结构能识别 ３ 个碱基ꎬ即一个锌指结构域能
识别 ９ ｂｐ 长 度 的 ＤＮＡ 特 异 性 序 列 ( Ｃａｒｒｏｌｌꎬ
２０１１)ꎮ 由于 ＦｏｋＩ 只有形成二聚体时才能行使剪
切作用(Ｓｍｉｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎬ所以一对 ＺＦＮｓ 包括 ６
个锌指结构ꎬ可以识别 １８ ｂｐ 长的 ＤＮＡ 特异性序
列(Ｃａｒｒｏｌｌꎬ ２０１１)ꎮ 有研究表明ꎬ增加锌指的数量
可以提高 ＺＦＮｓ 的特异性和效率并改善靶向性ꎬ对
锌指 的 定 制 组 装 可 以 靶 向 不 同 的 ＤＮＡ 序 列
(Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ 在农作物中ꎬＺＦＮｓ 诱导内源基因
突变的第一个例子是在玉米细胞中ꎬ通过表达工
程化的 ＺＦＮｓ 靶向插入破坏玉米的 ＩＰＫ１ 基因ꎬ产
生具有除草剂抗性和在种子发育过程中具有预期
肌醇磷酸盐分布变化的基因编辑玉米植株( Ｓｈｕｋｌａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 此外ꎬ对大豆(Ｃｕｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)、
油菜、水稻、番茄、苹果和无花果(Ｐｅｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)
及杂合杨树(Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)等多个重要经济植物
的细胞核基因也实现了定向突变ꎮ Ｂｏｎａｗｉｔｚ ｅｔ ａｌ.
(２０１９)利用 ＺＦＮｓ 编辑技术通过 ＮＨＥＪ 介导的多基
因靶向插入获得了可育的转基因大豆植株ꎮ
１.２ ＴＡＬＥＮｓ 基因编辑技术

ＴＡＬＥＮｓ 是继 ＺＦＮｓ 之后的第二代基因编辑技
术ꎬ与 ＺＦＮｓ 有许多相似之处:(１) ＴＡＬＥＮｓ 也是一
种人工限制性内切酶ꎻ(２) ＤＮＡ 结合域同样由多
个模块组成ꎻ( ３)也包含有 ＦｏｋＩ 限制性内切酶ꎮ
典型的 ＴＡＬＥＮｓ 系统 是 由 Ｎ 端 的 核 定 位 信 号
(ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌꎬ ＮＬＳ)、中间可识别并结
合特异性 ＤＮＡ 序列的 ＴＡＬＥ 串联重复ꎬ以及 Ｃ 端
ＦｏｋＩ 核酸组成(图 ２:Ｂ) (Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ ＴＡＬＥ 是
由一种植物病原菌———黄单胞杆菌(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ
ｓｐｐ.)分泌产生的天然蛋白质(Ｇａｊ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ
ＴＡＬＥ 的 ＤＮＡ 识别结合结构域是一段长的串联重
复序列ꎬ可以特异地识别并结合特异 ＤＮＡ 序列ꎮ
每个重复序列含有 ３３ ~ ３５ 个氨基酸残基ꎬ其中的
第 １２ 位和第 １３ 位的氨基酸残基是识别特异 ＤＮＡ
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碱基的靶向关键位点ꎬ该位点随 ＤＮＡ 序列的变化
而 变 化ꎬ 称 作 重 复 可 变 双 残 基 ( ｒｅｐｅａｔ ｖａｒｉａｎｔ
ｄｉｒｅｓｉｄｕｅꎬ ＲＶＤ)ꎬ其他位置的氨基酸残基相对固
定不变(Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ 每个 ＲＶＤ 都与一个特定
的核苷酸结合:ＨＤ ＝ ＣꎬＮＧ ＝ ＴꎬＮＩ ＝ Ａ 和 ＮＮ ＝
Ｇ(Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ 重复单元经串联组装以后ꎬ就
可以特异地识别一段 ＤＮＡ 序列ꎮ 根据这个原理ꎬ
可以利用 ＴＡＬＥＮｓ 技术对植物基因进行定向特异
性编辑ꎮ 如 Ｓｈｉｎｏｙａｍａ ｅｔ ａｌ. ( ２０２０)利用 ＴＡＬＥＮｓ
介导的基因编辑技术敲除菊花 ＤＭＣ１ 基因获得雌
雄不育的菊花植株ꎬ这种产生完全不育植株的策
略可广泛应用于防止转基因植株向野生近缘植物
流动ꎮ ＴＡＬＥＮｓ 比 ＺＦＮｓ 对靶基因更具有序列特异
性ꎬ更易于产生 ＤＳＢ 和更小的细胞毒性ꎬ因此应用
也更加广泛(Ｈｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
１.３ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术是一种 ＲＮＡ 引导的基因编
辑技术ꎬ能对目标基因进行精确性的敲除、敲入、
替换等ꎬ以实现探究基因功能、修复致病基因等目
的(Ｇａｏꎬ ２０２１)ꎮ 该技术凭借操作简便、价格低
廉、可对基因位点进行编辑、可拓展性强等优势ꎬ
在近几年迅速发展完善ꎬ成为继 ＺＦＮｓ 和 ＴＡＬＥＮｓ
之后迅速发展起来的第三大基因编辑技术ꎮ 瑞典
皇家科学院将“２０２０ 年的诺贝尔化学奖”颁发给
了开发出 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术的两位女科
学 家 Ｅｍｍａｎｕｅｌｌｅ Ｃｈａｒｐｅｎｔｉｅｒ 和 Ｊｅｎｎｉｆｅｒ Ａ.
Ｄｏｕｄｎａꎬ可见 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术的出现对于科学
研究的巨大意义ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 同样是一种人工核酸内切酶ꎬ其
系统的主要组成部分包括 ＤＮＡ 切割酶 Ｃａｓ９ꎬ由反
式 激 活 的 ｃｒＲＮＡ ( ｔｒａｃｒＲＮＡ ) 和 ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ
(ｃｒＲＮＡ)合成的向导 ＲＮＡ(ｓｇＲＮＡ)ꎬ以及 ＰＡＭ 序
列( ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ ) ( ＮＧＧ) (图 ２: Ｃ)
(Ｊｉｎｅｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ ｓｇＲＮＡ 向导序列(２０ ｎｔ)靶向
目的基因片段ꎬ招募 Ｃａｓ９ 蛋白的结合ꎬ在 ＰＡＭ 上游
的目标序列三个核苷酸处生成位点特异性 ＤＳＢ
(Ｐｅｎｅｗｉｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 这些 ＤＳＢ 导致宿主细胞中
ＤＮＡ 修复系统的激活ꎬ通常通过 ＮＨＥＪ 途径进行修
复ꎬ由于修复路径容易出错ꎬ因此在修复过程中将
引入小的缺失或插入ꎬ 从而产生突变 ( Ｖｏｙｔａｓꎬ
２０１３)ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术的一些创造性和独特的
ＣＲＩＳＰＲ 设计使该系统成为许多研究者用来操作基
因的工具ꎬ已被广泛应用于水稻、棉花、高粱、玉米、
小麦等植物的位点特异性诱变ꎮ 例如最近的一项
研究:中国农业科学院作物科学研究所国家植物转
基因技术研究中心首次通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统获
得谷子单倍体诱导系(Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ开启谷
子育种的新方向ꎮ

２　 植物细胞器基因组的结构及特点

线粒体和叶绿体是植物细胞中仅有的两个具
有独立遗传基因组的细胞器ꎬ它们的结构和功能
受到细胞核基因组及自身基因组两套遗传系统的
控制ꎬ称为半自主性细胞器ꎮ
２.１ 线粒体基因组的结构和特点

线粒体是生物进行呼吸代谢ꎬ为生命活动提
供能量的细胞器ꎮ 不同生物的不同组织中线粒体
数量的差异是巨大的ꎮ 一般来说ꎬ细胞中线粒体
数量取决于该细胞的代谢水平ꎬ代谢活动越旺盛
的细胞中线粒体含量越多ꎮ 一个细胞内有许多个
线粒体ꎬ每个线粒体有几十至上百份基因组拷贝ꎬ
所以一个细胞内有多个线粒体基因组ꎮ 不同物种
的线粒体基因组相差悬殊 ( Ｓｌｏａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ
Ｇｕａｌｂｅｒｔｏ ＆ Ｎｅｗｔｏｎꎬ ２０１７)ꎮ 大部分植物线粒体基
因组由不同大小、不同比例的环状 ＤＮＡ 分子和线
性 ＤＮＡ 分子组成(Ｇｕａｌｂｅｒｔｏ ＆ Ｎｅｗｔｏｎꎬ ２０１７)ꎮ 陆
地植物的线粒体基因组大小(２０８ ｋｂ ~ １１ Ｍｂ)不
一ꎬ远远大于动物的线粒体基因组 ( １５ ~ １７ ｋｂ)
(Ｓｌｏａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻＧｕａｌｂｅｒｔｏ ＆ Ｎｅｗｔｏｎꎬ ２０１７)ꎮ
线粒体基因组存在大量的重复序列ꎬ根据长度大
小通常分为长重复序列( >５００ ｂｐ)、中间重复序列
(５０ ~ ５００ ｂｐ)和短重复序列( < ５０ ｂｐ) 三种类型
(Ｇｕａｌｂｅｒｔｏ ＆ Ｎｅｗｔｏｎꎬ ２０１７)ꎮ 大量重复序列的存
在容易造成基因组重组或重排ꎬ导致线粒体基因
组结构的变化ꎮ 尽管植物线粒体基因组的大小和
基因顺序有很大的差异ꎬ但是线粒体基因的数目
相对保守( Ｓｍａｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 在陆生植物如被
子植 物、 裸 子 植 物 ( Ｓｌｏａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ )、 蕨 类
(Ｇｒｅｗｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、石松类(Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、
角苔类(Ｇｕａｌｂｅｒｔｏ ＆ Ｎｅｗｔｏｎꎬ ２０１７)、苔类(Ｇｕｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)、藓类中ꎬ已知有 ３０ ~ ７０ 个基因被发现
( Ｓｍａｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ )ꎮ 这 些 基 因 编 码 ｒＲＮＡｓꎬ
ｔＲＮＡｓꎬ核糖体蛋白ꎬ呼吸复合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ的各个
亚基ꎬＡＴＰ 合酶的亚基和细胞色素 Ｃ 发生因子
(ＣＣＭ)等成分( Ｓｍａｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 一些线粒体
基因可能来自叶绿体或者细胞核ꎬ也可能在进化
过程中转移到细胞核ꎬ这种现象称之为基因水平
转移(ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒꎬ ＨＧＴ)或基因横向转
移( ｌａｔｅｒａｌ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒꎬ ＬＧＴ) ( Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ
Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 这种现象是编码基因数量在不
同植物物种中差异的主要原因ꎮ 例如ꎬ无油樟的
线粒体含有超过 ２５０ 个编码基因ꎬ这可能就是进
化过程中基因水平转移所导致的 ( Ｒｉｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎬ以及被子植物中叶绿体基因转移到线粒体
基因组中(Ｓｌｏａｎ ＆ Ｗｕꎬ ２０１４)ꎮ 此外ꎬ线粒体基因
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线粒体、叶绿体和细胞核内三种不同形态的橙色物质代表

三种不同类型的基因组ꎮ
Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ｏｒａｎｇｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎬ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ｇｅｎｏｍｅｓ.

图 １　 植物细胞中线粒体、叶绿体和细胞核的结构模式图
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓꎬ

ａｎｄ ｎｕｃｌｅｕｓ ｉｎ ａ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌ

组也可以转移到细胞核基因组中ꎬ如拟南芥的细
胞核基因组中存在线粒体假基因( ｎｕｃｌｅａｒ￣ｅｎｃｏｄｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ＮＵＭＴｓ ) 的 现 象
(Ａｒｉｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
２.２ 叶绿体基因组的结构和特点

叶绿体是绿色植物进行光合作用的场所ꎮ 细
胞中叶绿体基因组有多种构型ꎬ最常见的结构是
双链环状结构ꎬ包括一个小的单拷贝区( ＳＳＣ)和一
个大的单拷贝区(ＬＳＣ)ꎬ这两个区域被一对反向重
复区域( ＩＲａꎬ ＩＲｂ)分开ꎬ形成典型的四分体结构ꎬ
其基因组大小变化范围为 １２０ ~ １６０ ｋｂ(Ｈｏｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 与线粒体或细胞核基因组相比ꎬ植物
叶绿体基因组在结构、基因数量和基因组成上具
有更高的保守性ꎬ进化速度相对适中ꎬ介于核基因
组和线粒体基因组之间ꎬ其自身缺少重组ꎬ有较小
的基因组大小和高拷贝数ꎮ 鉴于之前已有很多关
于叶绿体基因组的综述报道ꎬ这里就不做详细的
赘述ꎮ

３　 线粒体基因编辑研究进展

在陆生植物中ꎬ尽管细胞核基因组的编辑修
饰已经取得了很大的进展ꎬ但是线粒体基因组的
遗传转化仍然进展缓慢(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 从
结构上来说ꎬ植物线粒体基因组比动物线粒体基
因 组 更 大、 更 复 杂 ( Ｓｍａｌｌꎬ ２０１３ꎻ Ｇｕａｌｂｅｒｔｏ ＆
Ｎｅｗｔｏｎꎬ ２０１７)ꎮ 特别是在维管植物中ꎬ由于重复
序列之间的活跃重组ꎬ即使在同一种植物中线粒
体基因的顺序也会发生变化ꎮ 尽管人们对陆地植

物线粒体基因组序列了解甚多( Ｋｕｂｏ ＆ Ｎｅｗｔｏｎꎬ
２００８ꎻＫｎｏｏｐꎬ ２０１３)ꎬ但是由于缺乏稳定的线粒体
转化方法ꎬ对植物线粒体基因组详细和直接的分
子分析一直受到限制ꎮ 同时ꎬ不能将 ｇＲＮＡ 递送到
线粒体ꎬ阻碍了线粒体 ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)的编辑ꎮ 因
此ꎬ迄今为止ꎬ对 ｍｔＤＮＡ 的操作仅限于通过设计核
酸酶对线粒体基因的靶向突变ꎮ
３.１ ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 与 ｍｉｔｏ￣ｃＴＡＬＥＮ 介导的线粒体
基因编辑

ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 线粒体基因编辑技术是直接在
ＴＡＬＥＮｓ 的 Ｎ 端 加 上 一 个 线 粒 体 定 位 信 号
(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｉｇｎａｌꎬ ＭＴＳ)ꎬ用来对线粒体
基因组进行基因编辑(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 基于
ＴＡＬＥＮｓ 基因编辑的方法通常需要两个蛋白质ꎬ但
有研究者对 ＴＡＬＥＮｓ 技术进行改进使得使用单一蛋
白质成为可能ꎬ称为“ ｃｏｍｐａｃｔ ＴＡＬＥＮ” ( ｃＴＡＬＥＮ)
(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 在 ｃＴＡＬＥＮ 的 Ｎ 端加了一
个线粒体定位信号得到 ｍｉｔｏ￣ｃＴＡＬＥＮꎬ可实现对线
粒体 ＤＮＡ 的编辑ꎮ Ｉ￣ＴｅｖＩ ( Ｍｕｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９５ꎻ
Ｅｄｇｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)是 ＧＩＹ￣ＹＩＧ 家族的归巢内切酶
成员ꎬ呈现出三部分蛋白布局ꎮ Ｉ￣ＴｅｖＩ 的 Ｃ 端区域
负责 ＤＮＡ 结合的特异性以及大部分蛋白质与 ＤＮＡ
的相互作用亲和力ꎬ一种连接体连接并调节 Ｎ 端催
化结构域(Ｄｅａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 野生型 Ｉ￣ＴｅｖＩ 的 Ｎ
端融合到 ＴＡＬＥ 的 ＤＮＡ 结合骨架的 Ｎ 端或 Ｃ 端
(Ｂｅｕｒｄｅｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 用 ＴＡＬＥ￣ΔＮ１５２ / ΔＣ２２０
支架取代 Ｉ￣ＴｅｖＩ 的 Ｃ 端 ＤＮＡ 结合域ꎬ从而保留野生
型 Ｉ￣ＴｅｖＩ 的 天 然 Ｎ￣Ｃ 端 布 局ꎬ 最 终 生 成 融 合
ｃＴＡＬＥＮ(图 ３)(Ｂｅｕｒｄｅｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ

通过对靶基因靶点的选择设计合成 ＴＡＬＥ 阵
列ꎬ进而构建表达载体ꎮ 功能元件在细胞核中转
录、细胞质中翻译出 ＭＴＳ￣ＴＡＬＥ￣ＦｏｋＩ 蛋白复合体ꎬ
在线粒体导肽的作用下定位进入到线粒体中ꎬ
ＴＡＬＥ 中的 ＤＮＡ 结合结构域靶向目的基因ꎬＦｏｋＩ
核酸酶形成二聚体后对目的基因进行切割ꎬ主要
通过同源重组修复ꎬ修复过程中造成基因大片段
缺失ꎬ最终导致基因破坏失去功能ꎬ达到基因敲除
的目的ꎮ

在植 物 中ꎬ 一 种 被 称 为 细 胞 质 雄 性 不 育
(ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙꎬ ＣＭＳ)的雄性不育系通
常表现为花粉败育和结实率为零ꎬ在农业上经常
被用于生产 Ｆ１ 杂交种子(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
一般来说ꎬＣＭＳ 被认为是由线粒体基因引起的
(Ｈａｎｓｏｎ ＆ Ｂｅｎｔｏｌｉｌａꎬ ２００４)ꎮ 敲除典型线粒体基
因可能是致命的或引起不利的表型变化ꎬ但敲除
ＣＭＳ 植物中的一个 ＣＭＳ 相关基因有望在不引起
其他表型变化的情况下恢复育性(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ ２０１９ 年ꎬ日本东京大学的一个科研团队同
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Ａ. ＺＦ１、ＺＦ２ 和 ＺＦ３ 表示锌指 ＤＮＡ 结合域中的 ３ 个独立的
锌指结构ꎬ每个锌指结构能识别 ＤＮＡ 序列上 ３ 个碱基
(Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ 锌指 ＤＮＡ 结合结构域与 ＦｏｋＩ 内切酶的剪
切结构域融合构成 ＺＦＮｓ(Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ Ｂ. ＴＡＬＥＮｓ 系统
是由 Ｎ 端的核定位信号、中间的可识别并结合特异性 ＤＮＡ
序列的 ＴＡＬＥ 串联重复(如 Ｂ 图中 Ｎ 端和 Ｃ 端中间的序列
块ꎬ每个彩色的序列块代表一个重复序列ꎬ识别 ＤＮＡ 序列
上的 １ 个碱基)ꎬ以及 Ｃ 端 ＦｏｋＩ 核酸组成(Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０)ꎮ
Ｃ. ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统主要包括 Ｃａｓ９ 蛋白 (红色部分)、
ｓｇＲＮＡ 和 ＰＡＭ(ＮＧＧ)序列(Ｇａｏꎬ ２０２１)ꎮ
Ａ. ＺＦ１ꎬ ＺＦ２ ａｎｄ ＺＦ３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ. Ｅａｃｈ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｃａｎ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｔｈｒｅｅ ｂａｓｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ( Ｋｈａｌｉｌꎬ
２０２０). ＺＦＮｓ ｉｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＦｏｋＩ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｏｍａｉｎ (Ｋｈａｌｉｌꎬ ２０２０). Ｂ. Ｔｈｅ
ＴＡＬＥＮｓ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ａｔ ｔｈｅ Ｎ￣
ｔｅｒｍｉｎａｌꎬ ＴＡＬＥ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｔｈａｔ ｃａｎ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ
ａｎｄ ｂｉｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｌｏｃｋｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｎｄ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌꎬ ｗｈｅｒｅ ｅａｃｈ ｃｏｌｏｒｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｌｏｃｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｒｅｐｅａｔ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｏｎｅ ｂａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ＦｏｋＩ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ (Ｋｈａｌｉｌꎬ
２０２０). Ｃ. Ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ｏｆ Ｃａｓ９
ｐｒｏｔｅｉｎ ( ｒｅｄ)ꎬ ｓｇＲＮＡ ａｎｄ ＰＡＭ ( ＮＧＧ) ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ( Ｇａｏꎬ
２０２１).

图 ２　 三种基因编辑技术原理图(Ｃｈａｒ ＆ Ｙａｎｇꎬ ２０２０)
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ (Ｃｈａｒ ＆ Ｙａｎｇꎬ ２０２０)

时以水稻 ＢｏｒｏＴａｉｃｈｕｎｇ 型 ＣＭＳ 材料(ＢＴＡ)和油菜
Ｋｏｓｅｎａ 型 ＣＭＳ 材料( ＳＷ１８)作为研究对象ꎬ分别

利用 ｍｉｔｏ￣ｃＴＡＬＥＮ 和 ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 线粒体基因编辑
技术对 ＢＴＡ 中的线粒体基因 ｏｒｆ７９ 和 ＳＷ１８ 中的
线粒体基因 ｏｒｆ１２５ 进行基因编辑(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 该研究结果显示ꎬ被成功敲除 ＣＭＳ 基因
的株 系 花 粉 恢 复 了 育 性———自 交 产 生 了 种 子
(Ｋａｚａｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 这是对植物线粒体基因组
稳定和可遗传靶向基因修饰的首次报道ꎬ是植物
线粒体基因组编辑的重要突破性研究进展ꎬ具有
重要意义(Ａｒｉｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 随后ꎬ该团队又
在 ２０２０ 年利用 ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 技术分别对拟南芥线
粒体基因组中 ＡＴＰ 合成酶亚基 ６ 基因—ａｔｐ６￣１ 和
ａｔｐ６￣２ 进行了基因编辑ꎬ这两个基因分别被成功删
除ꎬ验证了 ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 技术在植物线粒体基因编
辑 中 应 用 的 广 泛 性ꎮ 作 者 同 时 也 比 较 了
ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 和 ｍｉｔｏ￣ｃＴＡＬＥＮ 两种技术对线粒体基
因的编辑效果ꎬ研究表明ꎬｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 的编辑效率
更好(Ａｒｉｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
３.２ ＤｄＣＢＥｓ 介导的线粒体基因编辑

上述两种编辑技术都能够进入线粒体发挥基
因编辑的作用ꎬ但不能引起 ｍｔＤＮＡ 中特定核苷酸
的变化ꎬ这些系统是通过将携带的突变 ｍｔＤＮＡ 直
接降解来消除突变ꎬ会使得 ｍｔＤＮＡ 拷贝数降低ꎬ而
线粒体拷贝数的降低可能会在实际疾病治疗中带
来更多的风险ꎮ ２０２０ 年ꎬ哈佛大学 Ｄａｖｉｄ Ｒ. Ｌｉｕ 团
队利用一种细菌胞嘧啶脱氨酶毒素———ＤｄｄＡ 分
开的两部分与 ＴＡＬＥ 阵列蛋白和尿嘧啶糖基化酶
抑制剂(ＵＧＩ)融合产生了无 ＲＮＡ(无 ＣＲＩＳＰＲ)的
ＤｄｄＡ 衍生的胞嘧啶碱基编辑器 ( ＤｄｄＡ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒꎬ ＤｄＣＢＥ )ꎬ 实 现 了 催 化 人
ｍｔＤＮＡ 中Ｃ􀅰Ｇ￣Ｔ􀅰Ａ的转换ꎬ具有高的靶标特异
性和产物纯度(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 研究者使用
ＤｄＣＢＥｓ 来模拟人类细胞中与疾病相关的 ｍｔＤＮＡ
突变ꎬ导致呼吸速率和氧化磷酸化的变化(Ｍｏｋ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 无 ＣＲＩＳＰＲ 的 ＤｄＣＢＥｓ 可以精确地操
纵 ｍｔＤＮＡꎬ而不是通过靶向核酸酶切割 ｍｔＤＮＡ 来
消除 ｍｔＤＮＡ 拷贝ꎬ这对线粒体疾病的研究和潜在
的治疗具有广泛的意义ꎮ

ＤｄｄＡ 是 ＳＣＰ１.２０１￣ｌｉｋｅ 家族的一种细菌脱氨
酶毒素ꎬ优先作用于 ｄｓＤＮＡꎬ因此被命名为双链
ＤＮＡ 脱氨酶毒素 Ａꎬ或 ＤｄｄＡ(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
ＤｄｄＡ 含有一个毒性结构域 ＤｄｄＡ ｔｏｘꎬ完整地表达
ＤｄｄＡ 蛋白对人体细胞有毒害作用ꎬ为了避免这种
毒性ꎬ研究者将蛋白质分成两个不活跃的部分ꎬ这
两部分只有在相邻的目标 ＤＮＡ 上组装时才能重
新形成脱氨活性ꎬ类似于在 ＺＦＮｓ 和 ＴＡＬＥＮｓ 中组
装 ＦｏｋＩ 单体来重新形成 ｄｓＤＮＡ 核酸酶活性(Ｍｏｋ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 为了利用 ＤｄｄＡ 的脱氨酶作用实现
线粒体基因组的精准编辑ꎬ 研究者将分开的 ＤｄｄＡ
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左上图显示ꎬＩ￣ＴｅｖＩ 内切酶包括 Ｎ 端催化结构域(黄色不规则图形)、Ｃ 端 ＤＮＡ 结合结构域(红色矩形)ꎬ以及中间的连接体(黑
线)三部分ꎮ 野生型 Ｉ￣ＴｅｖＩ 的 Ｎ 端融合到 ＴＡＬＥＮ 的 ＤＮＡ 结合骨架的 Ｎ 端或 Ｃ 端ꎮ 用 ＴＡＬＥ￣ΔＮ１５２ / ΔＣ２２０ 支架取代 Ｉ￣ＴｅｖＩ 的 Ｃ
端 ＤＮＡ 结合域ꎬ从而保留野生型 Ｉ￣ＴｅｖＩ 的天然 Ｎ￣Ｃ 端布局ꎬ最终生成融合 ｃＴＡＬＥＮ(如图中生成的两种融合结果)ꎮ
Ｉｔ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｂｏｖｅ ｌｅｆｔꎬ ｔｈｅ Ｉ￣ＴｅｖＩ ｅｎｄｏｎｕｃｌａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｒｔｓ: ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ (ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｕｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ
ｐａｔｔｅｒｎ)ꎬ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ (ｒｅｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｃｏｎｎｅｃｔｏｒ (ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ). Ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｉ￣
ＴｅｖＩ ｉｓ ｆｕｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｒ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｃａｆｆｏｌｄ ｏｆ ＴＡＬＥＮ. Ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｉ￣ＴｅｖＩ ｗａｓ
ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＴＡＬＥ￣ΔＮ１５２ / ΔＣ２２０ ｓｃａｆｆｏｌｄꎬ ｔｈｕｓ ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ Ｎ ｔｏ Ｃ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｌａｙｏｕｔ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｉ￣ＴｅｖＩꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ
ｃＴＡＬＥＮ (ｔｗｏ ｆｕｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ).

图 ３　 ｃＴＡＬＥＮ 设计合成过程图(Ｂｅｕｒｄｅｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｃＴＡＬＥＮ (Ｂｅｕｒｄｅｌｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)

从 Ｎ 端到 Ｃ 端形成 ＭＴＳ￣ｍｉｔｏＴＡＬＥ￣ｓｐｌｉｔ￣ＤｄｄＡ ｔｏｘ ￣ＵＧＩ 结构ꎮ
Ｔｈｅ ＭＴＳ￣ｍｉｔｏＴＡＬＥ￣ｓｐｌｉｔ￣ＤｄｄＡｔｏｘ ￣ＵＧＩ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｆｏｒｍｅｄ ｆｒｏｍ Ｎ ｅｎｄ ｔｏ Ｃ ｅｎｄ.

图 ４　 ＤｄＣＢＥｓ 线粒体基因编辑技术原理图(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)
Ｆｉｇ. ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＤｄＣＢＥｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)

与 ＴＡＬＥ 融合进行线粒体碱基编辑ꎬ形成 Ｎ 端到 Ｃ
端的“ＭＴＳ￣ｍｉｔｏＴＡＬＥ￣ｓｐｌｉｔ￣ＤｄｄＡ ｔｏｘ”连接结构ꎬ实现
ｍｔＤＮＡ 上胞嘧啶 Ｃ 脱氨基变成尿嘧啶 Ｕ(Ｍｏｋ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 然而ꎬ由于 Ｕ 是组成 ＲＮＡ 的碱基ꎬ一
旦 ＤＮＡ 中出现了 Ｕꎬ其就会在尿嘧啶糖基化酶的
作用下重新转变成 Ｃꎬ因此就相当于该编辑器对线

粒体中 ＤＮＡ 单碱基的替换无意义ꎮ 为了防止这
一现象的发生ꎬ研究者巧妙地在上述构建的碱基
编辑器的 Ｃ 端连接了 ＵＧＩ ( Ｎｉｌｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７ꎻ
Ｋｏｍｏｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻＦｕｅｎｔｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ最终形
成“ＭＴＳ￣ｍｉｔｏＴＡＬＥ￣ｓｐｌｉｔ￣ＤｄｄＡ ｔｏｘ￣ＵＧＩ”结构(图 ４)ꎮ
这样就可以保护 Ｕ 免受糖基化酶的干扰ꎬ一直以
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尿嘧啶的形式存在直到下一轮 ＤＮＡ 复制或修复
发生为止ꎬ此时互补链的鸟嘌呤 Ｇ(在编辑前与 Ｃ
配对) 被腺嘌呤 Ａ 取代ꎬ实现Ｃ􀅰Ｇ￣Ｔ􀅰Ａ的转换
(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ ＵＧＩ 的加入使编辑效率提高
了 ３ ~ １０ 倍ꎬ从而最终获得了可实现 ｍｔＤＮＡ 中碱
基 Ｃ￣Ｔ 高效特异性转换的胞苷单碱基编辑器
ＤｄＣＢＥｓ(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 为了探究 ＤｄＣＢＥｓ 在
ｍｔＤＮＡ 编辑中的普遍性ꎬ研究者靶向了 ５ 个线粒
体基 因:ＭＴ￣ＮＤ１、ＭＴ￣ＮＤ２、 ＭＴ￣ＮＤ４、 ＭＴ￣ＮＤ５ 和
ＭＴ￣ＡＴＰ８ꎬ证实了在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中 ｍｔＤＮＡ 编辑
的持久性超过 １８ ｄꎬ典型效率在 ５％ ~ ５０％之间
(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ ｍｔＤＮＡ 编辑不会降低细胞活
力ꎬ不 会 产 生 大 量 ｍｔＤＮＡ 删 除ꎬ 也 不 会 干 扰
ｍｔＤＮＡ 拷贝数(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 该研究成果是
开发针对 ｍｔＤＮＡ 疾病的基因疗法的重要进展ꎮ 此
外ꎬ通过使用该工具实验性地改变线粒体基因组ꎬ
可以更好地了解 ｍｔＤＮＡ 突变与复杂疾病、癌症和
年龄相关的细胞功能障碍的相关性ꎮ

最近ꎬＡｒｉｍｕｒａ 团队利用 ＤｄＣＢＥｓ 碱基编辑技
术靶向拟南芥质体基因组中 １６Ｓ ｒＲＮＡ、 ｒｐｏＣ１ 和
ｐｓｂＡ 三个基因ꎬ特异性地在拟南芥质体基因组的
靶向窗口中引入同源 Ｃ￣Ｔ 突变且突变能够稳定遗
传给后代种子 ( Ｎａｋａｚａｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｋａｎｇ ｅｔ
ａｌ. ( ２０２１) 建立了 Ｇｏｌｄｅｎ Ｇａｔｅ 克隆系统ꎬ共使用
４２４ 个 ＴＡＬＥ 子阵列质粒和 １６ 个表达质粒组装
ＤｄＣＢＥ 编码的质粒进行植物细胞器碱基编辑ꎮ 他
们利用设计的 ＤｄＣＢＥｓ 分别先后对莴苣和油菜的
叶绿体基因 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ｐｓｂＡ 和 ｐｓｂＢ 以及莴苣线粒
体基因 ａｔｐ６ 和油菜线粒体基因 ｒｐｓ１４ 进行了碱基
编辑ꎬ在莴苣和油菜原生质体中实现了高频率的
Ｃ￣Ｔ 转换(Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 其 ＤｄＣＢＥｓ 在生菜
或油菜愈伤组织中诱导碱基编辑频率高达 ２５％
(线粒体)和 ３８％(叶绿体)ꎬ并且植物细胞器的编
辑在细胞分裂和植物发育过程中得以维持(Ｋａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. (２０２１)将 ＤｄＣＢＥｓ 应用于
水稻叶绿体基因编辑ꎬ选用一个编码光合 Ｉ 系统的
保守叶绿素基因 ｐｓａＡ 实现了水稻中Ｃ􀅰Ｇ￣Ｔ􀅰Ａ的
转换ꎮ

４　 叶绿体的遗传转化研究进展

叶绿体的遗传转化是指将目的基因导入植物
细胞叶绿体基因组的过程ꎮ 相对于线粒体ꎬ叶绿
体的转化技术较为成熟ꎮ 与植物基因工程常用的
常规核转化技术相比ꎬ叶绿体转化具有许多的优
势(Ｊｉｎ ＆ Ｄａｎｉｅｌｌꎬ ２０１５ꎻＦｕｅｎｔｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 在
大多数高等植物中ꎬ由于叶绿体基因组的母系遗
传特性ꎬ使得叶绿体转化在一定程度上成为可以

遏制基因逃逸的基因技术ꎬ很少导致转基因的异
交(Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 又因叶绿体基因组是以
高拷贝的形式存在ꎬ叶绿体转化可以通过在每个
植物细胞中引入数千个外源基因的拷贝而导致异
常高水平的蛋白质生产(ＤｅＣｏｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ提
高基因转化效率ꎮ

如今ꎬ叶绿体基因组已被改造用于表达来自
细菌、真菌、原生动物或人类基因组的外源基因ꎬ
以进行各种生物技术应用(Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
利用细菌调控序列表达了苏云金芽孢杆菌的细菌
操纵子ꎬ达到了已知的最高水平的 Ｂｔ 蛋白(ＤｅＣｏｓａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 小的人类基因———胰岛素ꎬ以很高
的水平表达(可占叶片总蛋白的 ７０％) (Ｒｕｈｌｍａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｂｏｙｈａｎ ＆ Ｄａｎｉｅｌｌꎬ ２０１１)ꎮ 对 ＣＴＢ￣
ＦＶＩＩＩ￣ＬＣ 基因的密码子进行优化ꎬ使得最大的人
血蛋白( ＦＶＩＩＩꎬ１８５ ｋＤａ 单体)在叶绿体中成功表
达(Ｋｗｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ目前已推进商业化生产和
临床试验ꎮ 密码子优化的 ＡＣＥ２ 现已在临床上经
过测试ꎬ可治疗 ＣＯＶＩＤ￣１９ 患者(Ｄａｎｉｅｌｌꎬ ２０２０)ꎮ
ＰｈｙｌｌｏＺｙｍｅ 最近推出了几种在叶中制成并在叶绿
体中表达的酶产品ꎬ以取代价格昂贵的微生物酶
工艺 ( Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ａꎬ ｂꎻ Ｋｕｍａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 大多数叶片酶在较宽的 ｐＨ 和温度范围内
作为粗叶提取物起作用而不需要纯化ꎬ叶片酶可
以在环境温度下作为冻干植物细胞储存几个月甚
至几年ꎬ而不丧失酶活性(Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
当前ꎬ商业酶在生产过程中会产生大量二氧化碳
排放而导致温室效应ꎬ用叶酶代替发酵制成的酶ꎬ
除了防止释放二氧化碳外ꎬ还可以捕获二氧化碳ꎬ
每产生 １ ｋｇ 酶或蛋白质ꎬ净捕获 ６８０ ｋｇ 二氧化碳ꎬ
从而 减 少 人 为 温 室 气 体 排 放 ( Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 莴苣叶绿体中表达的蛋白药物 ( ｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｒｕｇｓꎬ ＰＤｓ)的口服给药已被开发用于治疗传染性
或遗传性疾病ꎬ目前已进入临床阶段 ( Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 最近的进展包括通过去除抗生素抗
性基 因 在 无 标 记 叶 绿 体 基 因 组 中 表 达 ＰＤｓ
(Ｄａｎｉｅｌｌꎬ ２０２０ꎻ Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ在 ｃＧＭＰ 设备
中生产莴苣中表达的 ＰＤｓ( Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ａꎻ
Ｄａｎｉｅｌｌꎬ ２０２０ꎻ Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ通过毒理学和
药代动力学研究评估药物(Ｄａｎｉｅｌｌ ꎬ ２０２０)ꎬ以及
最近 ＦＤＡ 批准通过口服花生细胞产生的 ＰＤｓ 治疗
过 敏 ( Ｔｉｌｌｅｓ ＆ Ｐｅｔｒｏｎｉꎬ ２０１８ꎻ Ｖｉｃｋｅｒｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 在开发 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 疫苗或治疗 ＣＯＶＩＤ￣
１９ 患者的急性 /致死性肺 /心力衰竭下有所应用
(Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 接下来ꎬ对叶绿体遗传转
化的几种方式进行介绍ꎮ
４.１ 基因枪介导的叶绿体转化

叶绿体转化或者叫叶绿体基因工程ꎬ这一概
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念是由宾夕法尼亚大学的 Ｄａｎｉｅｌｌ 教授所开创的ꎮ
Ｄａｎｉｅｌｌ 通过康奈尔大学的 Ｊｏｈｎ Ｓａｎｆｏｒｄ 教授设计
的一种生物微粒传递系统———基因枪ꎬ用叶绿体
载体演示了第一个外来基因在叶绿体中的表达
(Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９０)ꎬ从而创造了最早的叶绿体
基因工程专利ꎮ 基因枪技术的基本原理就是采用
一种微粒加速装置ꎬ使裹着外源基因的微米级的
金或钨颗粒获得足够的动量打入靶细胞或组织ꎮ
到目前为止ꎬ基因枪转化仍然是叶绿体转化领域
应用最多、最有效的方法(刘佳音等ꎬ２０２０)ꎮ

Ｇｏｌｄｓｃｈｍｉｄｔ￣Ｃｌｅｒｍｏｎｔ(１９９１)引入了第一个叶
绿体选择标记基因———ａａｄＡ 基因ꎬ随后将其用于
转化烟草叶绿体基因组和大多数其他农作物ꎮ 而
绝大多数转叶绿体研究使用的是 Ｄａｎｉｅｌｌ 在 １９８６
年构建的第一个叶绿体 ＤＮＡ 载体中引入的 ｐｓｂＡ
调控序列(Ｄａｎｉｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ａꎬ ｂꎬ ２０２１)ꎬ基于植
物叶绿体进行稳定的遗传转化对于基础研究和应
用研究都有着很大的便利ꎮ 然而ꎬ在主要作物和
模式植物中应用叶绿体转基因技术还很困难ꎬ目
前大多数的植物物种都不能进行叶绿体转基因ꎬ
因此该技术的应用大大受到了局限ꎮ ２０１９ 年ꎬ德
国马普分子植物生理研究所开发了一个高效的拟
南芥叶绿体转基因技术ꎬ该技术通过基因枪转化
方法对来自于根的微愈伤组织进行遗传转化ꎬ结
合 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术敲除一个核等位基因ꎬ增强
植株对于筛选药剂的敏感性以用于分离转基因植
株ꎬ该方法能够高频生产可育的叶绿体遗传转化
植株(Ｒｕｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
４.２ ＰＥＧ 介导的叶绿体转化

聚乙二醇(ＰＥＧ)介导的叶绿体转化比基因枪
方法要便宜很多ꎮ １９９３ 年首次报道了利用 ＰＥＧ 法
实现在烟草叶绿体中的稳定转化 ( Ｄíａｚ ＆ Ｋｏｏｐꎬ
２０１４)ꎮ ＰＥＧ 介导叶绿体转化的原理:除去细胞壁
的植物细胞原生质体在 ＰＥＧ 的作用下细胞膜结构
发生重构ꎬ原生质体缩水ꎬ在细胞膜结构发生不可
逆破坏前去除 ＰＥＧꎬ则细胞膜结构将恢复原来的状
态ꎬ外源 ＤＮＡ 在这一过程中有机会进入植物细胞以
及叶绿体中ꎬ实现转化(刘佳音等ꎬ２０２０)ꎮ ＰＥＧ 介
导的叶绿体转化方法的成功依赖于良好的原生质
体再生方案ꎮ 由于叶绿体的稳定遗传转化是建立
在同源重组的基础上的ꎬ因此转基因的两翼必须有
叶绿体序列ꎬ以确保转基因整合到叶绿体的特定区
域(刘佳音等ꎬ２０２０)ꎮ ＰＥＧ 介导叶绿体转化在烟草
(Ｏ’Ｎｅｉｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３)、番茄(Ｎｕｇｅｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ａ)、
花椰菜(Ｎｕｇｅｎｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ｂ)和莴苣(Ｌｅｌｉｖｅｌｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００５)中均已实现ꎮ
４.３ 纳米材料介导的叶绿体转化

麻省理工学院化学工程教授 Ｍｉｃｈａｅｌ Ｓｔｒａｎｏ 领

衔的研究团队开发了一种利用纳米材料进行叶绿
体转化的新工具ꎬ利用单壁碳纳米管选择性地将质
粒 ＤＮＡ 递送至叶绿体内ꎬ而无需额外设备或化学试
剂(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 研究人员创造了由包裹着
壳聚糖的碳纳米管所组成的纳米颗粒 (ｃｈｉｔｏｓａｎ￣
ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ ｓｉｎｇｌｅ￣ｗａｌｌｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｔｕｂｅｓꎬ ＣＳ￣ＳＷＮＴｓ)ꎬ
带负电荷的 ＤＮＡ 可与带正电荷的碳纳米管松散地
结合(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 将带有 ＤＮＡ 的纳米颗粒
注入植株叶片ꎬ一旦通过叶片气孔进入叶片内部ꎬ
纳米颗粒就会穿过细胞壁、细胞膜ꎬ之后穿过叶绿
体的双层膜(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 进入叶绿体后ꎬ叶
绿体的弱酸性环境就会促使 ＤＮＡ 从纳米颗粒中释
放出来ꎮ 纳米穿透能力主要由纳米颗粒大小和表
面电荷决定(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 为便于观察ꎬ研究
人员使用了黄色荧光蛋白 ＹＦＰ 基因ꎬ大约 ４７％ 的
植物细胞产生了 ＹＦＰ(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 在成熟
的芝麻菜、豆瓣菜、菠菜、烟草等植物和分离的拟南
芥叶肉原生质体中均实现了叶绿体靶向基因的传
递和表达(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 选择性纳米颗粒介
导的叶绿体转基因平台操作简单、成本低廉ꎬ可应
用于不同品种的成熟植物ꎬ且不需要专门、昂贵的
设备(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 同时ꎬ该研究提出的方法
或可结合 ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术用于
精确的叶绿体基因组编辑(Ｋｗａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 通
过优化该方法ꎬ可在作物物种中实现稳定的叶绿体
转化ꎬ有助于作物改良和农艺应用ꎮ

５　 总结与展望

随着基因编辑技术的快速发展ꎬ植物核基因
组编辑取得了大量成果ꎬ在植物功能基因组学和
作物遗传改良等研究领域做出了巨大贡献ꎮ 而植
物中的另外两个基因组(线粒体基因组和叶绿体
基因组)在基因编辑方面的研究进展却相对缓慢ꎮ
在科研人员的不懈努力之下ꎬ近几年在线粒体基
因组编辑和叶绿体遗传转化方面都取得了一些新
的突破ꎮ ２０１９ 年ꎬ日本东京大学实验室分别利用
ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 和 ｍｉｔｏ￣ｃＴＡＬＥＮ 编辑技术编辑水稻和
油菜线粒体中 ＣＭＳ 相关基因ꎬ首次实现了植物线
粒体基因组稳定和可遗传靶向基因修饰(Ｋａｚａｍａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 接着ꎬ该实验室又利用 ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ
技术靶向拟南芥线粒体基因成功实现线粒体基因
编辑 ( Ａｒｉｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ ２０２０ 年ꎬ Ｄａｖｉｄ Ｒ.
Ｌｉｕ 团队开发出新的线粒体基因编辑工具———
ＤｄＣＢＥｓ 技术ꎬ该技术利用细菌毒素在 ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞的 ｍｔＤＮＡ 中引入特定核苷酸ꎬ实现了线粒体
基因的精准编辑ꎬ这对人类 ｍｔＤＮＡ 突变引起的线
粒体遗传疾病的研究和治疗意义重大(Ｍｏｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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２０２０)ꎮ 与 ｍｉｔｏＴＡＬＥＮｓ 技术相比ꎬ基因 编 辑 器
ＤｄＣＢＥｓ 不降低细胞活力ꎬ不产生 ｍｔＤＮＡ 缺失ꎬ不
改变 ｍｔＤＮＡ 拷贝数ꎬ展示了优秀的安全性和巨大
的应用前景ꎮ 最近ꎬ科研工作者们已经成功将
ＤｄＣＢＥｓ 技术用于拟南芥、莴苣、油菜和水稻的线
粒体和叶绿体的基因组编辑ꎬ有效实现了目标基
因Ｃ􀅰Ｇ￣Ｔ􀅰Ａ的转换ꎮ 尽管这些创新性的研究在
细胞器编辑方面已取得了重要进展ꎬ但是仍有许
多挑战需要克服ꎬ如需要有更高的编辑效率和种
质选择能力以适应多种植物的技术 ( Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 同时ꎬＡＢＥｓ 碱基编辑技术在线粒体基因
组的应用以及如何突破 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统转化线
粒体基因组的瓶颈抑或是开发出其他新的转化技
术等ꎬ都需要研究者们进行更多的思考与尝试
(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ

相比于线粒体转化ꎬ叶绿体转化早在 ２０ 世纪
８０ 年代就实现了ꎬ但技术上一直没有很大的突破ꎮ
目前ꎬ基因枪仍然是较为常用的转化方法ꎬ但价格
昂贵且效率不高ꎻＰＥＧ 介导的原生质体转化耗时
耗力又有物种和组织限制性ꎬ最近的突破就是利
用纳米材料进行的叶绿体转化ꎮ 这个方法的主要
优点就是受物种影响小ꎬ研究人员在菠菜、西洋
菜、烟草、芝麻菜和拟南芥中都进行了测试ꎮ 同
时ꎬ这项技术不只限于碳纳米管ꎬ还有可能扩展到
其他类型的纳米材料ꎮ 另外ꎬ由于该方法仅对叶
绿体进行操作ꎬ叶绿体是母系遗传的ꎬ可以传给后
代ꎬ却不会转移到其他植物物种ꎬ这也是一大优
势ꎮ 同时ꎬ该研究提出的方法或可结合核酸酶介
导的基因编辑技术ꎬ用于叶绿体基因编辑ꎮ 由于
很多植物再生的外植体不是绿色组织ꎬ比如下胚
轴、子叶柄、幼胚等ꎬ只含有前质体或有色体ꎬ这些
质体和叶绿体在体积上ꎬ基因表达调控上都有很
大差异ꎬ因此基因枪介导的转化ꎬ很难将质粒递送
到这些外植体中去ꎬ即使递送进去了ꎬ基因也很难
正常表达ꎮ 而目前主要的农作物ꎬ例如水稻(成熟
胚)、玉米、小麦(幼胚)、棉花(下胚轴)、油菜(下
胚轴)做转化时ꎬ外植体都不是绿色的ꎮ 烟草、番
茄、生菜这三个叶绿体转化很成功的作物ꎬ都是用
绿色叶片作为外植体进行转化ꎬ之后通过器官发
生途径获得再生植株ꎮ 因此ꎬ如何在不同植物中
建立以叶片为外植体的再生系统是进行叶绿体转
化的重要前提ꎻ同时开发在非绿色组织中高效表
达的调控元件也是实现叶绿体转化的重要基础ꎮ

虽然对细胞器基因编辑的研究困难重重ꎬ进
度缓慢ꎬ且研究者较少ꎬ但是事实上ꎬ与核基因组
相比ꎬ线粒体和叶绿体基因组在进行基因编辑时
具有许多的优势ꎮ 如叶绿体基因组作为插入基因
载体的优点:(１)叶绿体是母系遗传ꎬ可以减少外

源基因扩散的风险ꎻ(２)细胞中叶绿体拷贝数较高
可使目的基因高水平表达获得大量蛋白ꎻ(３)叶绿
体基因结构较简单ꎬ可以实现目的基因较精确的
定位在叶绿体基因组上等优点ꎮ 而线粒体参与植
物生长过程中的许多重要环节ꎬ与植株育性等农
艺性状有关ꎮ ＣＭＳ 相关基因存在于线粒体 ＤＮＡ
上ꎬ对相关基因进行编辑可以恢复植株育性用于
作物育种ꎮ 线粒体与核之间也具有紧密的联系ꎬ
研究线粒体基因可进一步了解细胞内及整个植株
的生命活动机制ꎮ 细胞器基因编辑具有很多的优
点ꎬ有巨大的研究价值和研究潜力ꎮ 无论线粒体
还是叶绿体ꎬ对其基因组的研究都需要更加完善
的基因编辑技术ꎬ相信在不断前行的步伐下ꎬ一定
会取得更大的突破ꎮ
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