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摘要：线粒体是真核细胞能量代谢、物质代谢和信号调控的核心细胞器。线粒体DNA(mitochondrial

DNA，mtDNA)的复制与转录调控对维持正常的线粒体功能至关重要。研究表明，线粒体转录延伸因

子(mitochondrial transcription elongation factor，TEFM)和线粒体DNA单链结合蛋白(mitochondrial DNA

single-strand binding protein，mtSSB)作为调控mtDNA复制与转录之间转换的分子开关，实现特异性调

控mtDNA的维持和表达。本文就TEFM和mtSSB对mtDNA复制与转录的调控作简要总结，以期为相关

疾病的致病机制和干预研究提供思路。
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Abstract: Mitochondria are the key organelles in energy production, cell metabolism and signaling. The

precise regulation of mitochondrial DNA (mtDNA) replication and transcription plays a critical role in the

maintenance of mitochondrial functions. It has been shown that mitochondrial transcription elongation factor

(TEFM) and mitochondrial DNA single-strand binding protein (mtSSB) act as molecular switches between

mtDNA replication and transcription, allowing specific regulation of mtDNA maintenance and expression. In

this review, we briefly summarize the recent advances in replication-transcription regulation of human

mitochondrial DNA by TEFM and mtSSB in order to provide insights into the molecular mechanism and

intervention strategy of diseases caused by the deficiency of TEFM and mtSSB.
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1 人线粒体DNA
线粒体是真核细胞的“能量工厂”，通过氧

化磷酸化(oxidative phosphorylation，OXPHOS)提
供细胞各种生理活动所需约90%的ATP[1]。人线

粒体DNA(mitochondrial DNA，mtDNA)全长

16 569 bp，为环状双链分子，根据两条链在氯化

铯梯度中浮动密度的显著差异分为重链 (heavy
strand，H)和轻链(light strand，L)，其中重链的鸟

嘌呤(guanine，G)含量较高[2]。mtDNA占人体细胞

内DNA总量的1%~2%，编码37个基因，包括13个
OXPHOS蛋白亚基 (复合物 I的7个亚基、复合

物Ⅲ的1个亚基、复合物Ⅳ的3个亚基以及复合

物Ⅴ的2个亚基)、22个转运RNA(transfer RNA，

tRNA)和2个核糖体RNA(r ibosoma l RNA，

rRNA)[3]。各基因之间排列极为紧凑，无基因特异

的启动子和内含子，部分基因甚至出现重叠或缺

少完整的终止密码子 (图1 ) [ 4 ]。多种蛋白质与

mtDNA形成具有多层结构、直径约为100 nm的拟

图1 人线粒体基因组
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核(nucleoid)，与mtDNA的复制、转录等过程相

关联[5]。

不同于只有两个拷贝的核基因组，每个细胞

内的mtDNA可达上千拷贝。若细胞或组织中的所

有mtDNA都相同，称之为同质性；若同一细胞同

时存在野生型和突变型mtDNA分子时则称之为异

质性[6]。mtDNA复制具有随机选择和独立于细胞周

期的特点，因此细胞中mtDNA分子的异质性水平

具有动态性[7]。当突变型mtDNA分子的占比高于一

定水平(又称为阈值)时，线粒体功能出现异常，导

致出现线粒体疾病的临床表型[8]。线粒体功能障碍

通常累及多个器官系统，如神经系统、肌肉、心

脏等，发病率1/5 000，临床表现多样，分子机制

复杂[9,10]。

2 人线粒体DNA复制

人mtDNA具有重链起始位点(OH)和轻链起始

位点(OL)两个复制起始位点 [ 11 ]。OH位于非编码

区，而OL位于编码五个tRNA的基因簇中的短非编

码片段，分别对应两条单链的单向复制(图1)[12]。
人线粒体DNA复制的具体机制尚未明确，目前存

在三种模型，即链置换模型、滞后链核糖核酸渗

入(RNA incorporated throughout the lagging strand，
RITOLS)模型和链耦合模型，其中链置换模型认可

度最高[13-15]。在链置换模型中，mtDNA的复制从

OH开始，mtDNA被TWINKLE线粒体DNA解旋酶

解 旋 ， 重 链 与 线 粒 体 D N A 单 链 结 合 蛋 白

(mitochondrial single-stranded DNA-binding
p r o t e i n，mtSSB )结合，线粒体RNA聚合酶

(mitochondrial RNA polymerase，POLRMT)结合在

轻链的轻链启动子(light strand promoter，LSP)上进

行转录，生成具有一条单链的几十个核苷酸大小

的引物RNA，帮助引导线粒体DNA聚合酶 γ
(mitochondrial DNA polymerase subunit gamma，
POLG)生成新的重链。新生成的重链和原轻链通过

氢键结合，借此将原重链置换，形成D环复制中间

物。当新生重链合成约2/3时，D环不断膨胀，导

致原重链上的OL暴露出来。POLG经过原轻链的OL

之后，原重链会折叠成茎环结构，避免与mtSSB结
合的同时与POLRMT结合，以原重链为模板合成

约25个核苷酸大小的引物RNA，在POLG作用下合

成新的轻链。此后，新生的重链与轻链持续合

成，直到POLG再次通过OH或OL，整个mtDNA分
子完成复制，其中重链合成率先遇到复制终点结

束复制[12,15]。在链置换模型中，mtDNA复制是单

向的、不对称的和异步的。由于启动轻链合成需

要重链合成，因此两条链的复制是关联的。

3 人线粒体DNA转录

线粒体基因组的转录起始于轻链启动子(light
strand promoter，LSP)和重链启动子(heavy strand
promote r，HSP)所在的非编码区 (noncod ing
region，NCR)[16]。轻链启动子控制8个tRNA和ND6
基因的转录。此外，重链转录的双启动子模型被

提出，其中HSP1转录产生1个包含 tRNAPh e、

tRNAVal和2个rRNA(12S 和 16S rRNA)的转录本，

而HSP2引导的转录会生成一个几乎跨越整个基因

组的转录本 (图1) [ 1 7 ]。线粒体DNA的转录是以

POLRMT为中心，多种辅助因子共同调节的过

程。在转录起始阶段 ， 线粒体转录因子 A
(mitochondrial transcription factor A，TFAM)特异性

结合LSP上游的DNA，并诱导DNA发生180°弯
曲，同时招募POLRMT至转录起始位点[17]。线粒

体转录因子B2(mitochondrial transcription factor
B2，TFB2M)则协助PORLMT打开启动子区域并稳

定解螺旋的DNA[18,19]。三者形成的转录起始复合物

增强了POLRMT识别启动子的能力，激活了线粒

体DNA的转录[20]。之后TFB2M和POLRMT解离，

线粒体转录延长因子(mitochondrial transcription
elongation factor，TEFM)与POLRMT特异性结合，

POLRMT会通过保守序列块Ⅱ(conserved sequence
block Ⅱ，CSB Ⅱ)继续转录，直到在线粒体终止

因子(mitochondrial termination factor，MTERF)与
mtDNA的特异性结合下终止[21,22]。

4 人线粒体DNA复制与转录转换的潜在调控

机制

研究表明，TEFM和mtSSB作为调控mtDNA复
制与转录之间转换的分子开关，选择性地进行

mtDNA复制或转录，避免复制与转录同时进行发

生冲突，并实现了特异性调控mtDNA的维持和表

达[23,24]。本文着重介绍TEFM和mtSSB在人线粒体
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DNA复制和转录调控中的作用机制。

TEFM由4个外显子编码的360个氨基酸组成，

包括 N 端的线粒体靶向序列、螺旋-发夹-螺旋结构

域、中间连接结构域和C端的细菌RuvC类核糖核

酸酶H折叠域四个部分[25]。TEFM通过C端折叠域

间的相互作用形成同源二聚体，后与POLRMT的C
端催化域结合，通过参与mtDNA的转录延伸过

程，调控mtDNA的复制与转录[25]。当TEFM未与

POLRMT结合时，线粒体基因组的转录会在LSP之
后约120个碱基对的区域提前终止，合成用于

mtDNA复制起始的短序列引物RNA，这是因为该

区域存在一条富含G的基序序列并携带一个8 bp的
间隔区和一个9 bp的AU富集区，即CSBⅡ区

域[26]。当POLRMT通过CSBⅡ时，转录延伸复合体

中新合成的RNA和上游的DNA会与CSBⅡ的大量

鸟嘌呤形成G-四链体发夹结构，破坏转录延伸复

合体的稳定性，导致转录的提前终止 [ 2 7 ]。而当

TEFM存在时，TEFM会在POLRMT的RNA出口通

道附近结合，并引导新合成的RNA与DNA分离直

到RNA长度达到约18~20个核苷酸；TEFM会与

POLRMT的内嵌发夹结构和特殊环结构结合，封

闭转录延伸复合体与CSBⅡ的鸟嘌呤结合区域，进

而阻止G-四链体的形成，延长并稳定线粒体基因

组的转录(图2)[28]。研究表明，C端折叠域和中间连

接结构域确保了TEFM的抗转录终止能力，促进长

片段的转录产物生成[25]。

mtSSB由四个相对分子质量为16 000的亚基构

成，具有两种不同的结合方式：对于长度大于60
个核苷酸的单链DNA(s ingle s t rand DNA，

ssDNA)，mtSSB的四个亚基会直接接触并完全包

裹住 s sDNA；而对于长度约为30个核苷酸的

ssDNA，mtSSB四聚体中的两个亚基与之结合[29]。

通过与ssDNA的结合，mtSSB提高了TWINKLE的
解旋能力和POLG的持续合成能力[30]。敲除mtSSB
基因后，LSP远端基因(ND6，LSP衍生的tRNA)表
达水平增加，即mtDNA的转录向长片段转录倾

斜[24]。因此，引物RNA的表达水平降低，直接影

响mtDNA的复制水平，导致mtDNA拷贝数降低。

图2 人线粒体DNA复制与转录转换的潜在调控机制
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笔者推测，mtSSB会稳定短序列转录产生的G-四链

体的发夹结构，从而实现OH引物RNA的正常合成

来推动mtDNA的复制，然而该假说需要更多实验

证明(图2)。TEFM和mtSSB均通过全长转录本和引

物RNA的转录方式切换来调控人线粒体DNA在OH

的复制起始，而关于OL的mtDNA复制起始调控将

是未来研究的方向之一。

5 人线粒体DNA复制与转录调控及疾病

人线粒体DNA复制与转录调控对mtDNA的维

持、表达和线粒体的能量转换效率至关重要。人

线粒体DNA复制与转录受mtDNA修饰和相关蛋白

质因子等多种因素影响。研究表明，mtDNA启动

子区域的5-甲基胞嘧啶修饰(5mC)可以增强TFAM
与mtDNA的结合，提高转录起始效率[31]。mtDNA
的N6-甲基腺嘌呤修饰(6mA)则抑制了TFAM与

mtDNA的结合以及TFAM介导的DNA弯曲[32]。缺

氧条件下，mtDNA的6mA修饰水平增加，表明

mtDNA的复制和转录与环境压力息息相关[32]。线

粒体转录产生的双链RNA则可以激活MAVS信号通

路，促进干扰素Ⅰ的合成，从而引起固有免疫反

应[33]。除此之外，mtDNA复制和转录过程中的核

心蛋白质因子如POLG、POLRMT等的功能障碍也

与神经退行性疾病、心血管疾病的发生发展密切

相关[34,35]。

以下将以TEFM和mtSSB为例，介绍线粒体

DNA复制和转录调控与疾病的关系。TEFM在线粒

体转录延伸过程中增强了线粒体转录延伸复合体

的稳定性和持续合成能力，同时通过抑制发夹结

构G-四链体的形成来避免转录的中途终止。TEFM
全身性基因敲除的小鼠会形成严重的发育缺陷，

并在胚胎发育的第8.5天致死[36]。而条件性敲除心

脏和骨骼肌的TEFM基因小鼠可以度过胚胎发育时

期，但其寿命显著缩短，最大寿命为9周，同时出

现体重下降和心脏增大的特征，导致心脏重量与

体重的比值显著增加，表现为线粒体心肌病[36]。

TEFM基因的缺失会诱导mtDNA的过量复制，且线

粒体质量与正常细胞的线粒体相比增大1.5倍。因

为转录能力的下降，OXPHOS复合物Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ

的表达量和活性大幅度降低，线粒体氧化磷酸化

水平下降[36]。与TEFM类似，mtSSB全身性基因敲

除的小鼠也会形成严重的发育缺陷，并在胚胎发

育的第8.5天致死[24]。在心脏和骨骼肌条件性敲除

mtSSB基因，小鼠的最大寿命则缩短为18周[24]。在

此期间，小鼠的心脏重量占比逐渐提高，伴随着

在17周出现心肌病症状，同时线粒体氧化磷酸化

能力也出现了明显下降[24]。因为不同组织器官对

能量的需求量不同，潜在调控因子的缺失通过降

低线粒体氧化磷酸化水平主要影响对能量需求大

的组织器官，其中线粒体心肌病则最为常见。

选择性提高野生型mtDNA的比例和降低突变

型mtDNA的比例以改变mtDNA的突变负荷水平，

可以有效提高受累组织、器官和细胞的线粒体活

力[37]。由于线粒体缺乏有效的DNA双链断裂修复

机制，线粒体靶向的锌指核酸酶 (z inc f inger
nuclease，ZFN)系统和转录激活因子样效应物核酸

酶(transcription activator-like effector nuclease，
TALEN)系统，可以通过识别并剪切突变mtDNA，

引起突变mtDNA的降解，从而降低突变mtDNA的
比例[38-40]。此外，研究表明，在不改变mtDNA突
变负荷水平的情况下，提高mtDNA拷贝数也可以

缓解线粒体疾病的症状[41,42]。基于线粒体DNA复制

与转录调控，可以通过调控TEFM和mtSSB的表达

水平实现对mtDNA拷贝数和细胞突变负荷的特异

性调控，实现对线粒体疾病的有效干预。

6 小结

线粒体DNA复制与转录调控对线粒体功能的

维持至关重要。本文对线粒体DNA复制与转录调

控核心蛋白质TEFM和mtSSB的作用机制及其导致

线粒体心肌病的分子机理进行了讨论和总结。线

粒体疾病危害严重、致病机制复杂，有效治疗手

段匮乏，线粒体DNA复制与转录调控机制的研究

将有助于理解相关疾病的发生机制并为后期的治

疗提供理论基础。
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