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摘要 转移核糖核酸（tRNA）是转录后修饰种类最多和修饰最密集的RNA分子，特别是其反密码子环含有大量的修饰。

线粒体具有相对独立的蛋白质合成系统，线粒体 tRNA（mt-tRNA）全部由线粒体基因组编码。研究表明，5-牛磺酸甲基尿

嘧啶核苷（5-taurinomethyluridine，τm5U）修饰只存在于高等真核生物mt-tRNA第 34位，能够调节密码子和反密码子相互

作用的精确性，控制翻译的速度和保真性。人类 GTP 结合蛋白质 3 （GTPBP3）和线粒体翻译优化蛋白 1 （MTO1）介导

τm5U修饰，其缺陷可能引起线粒体脑肌病。本文综述了 τm5U修饰及其修饰酶的生物学性质，为深入研究 τm5U修饰的机制，

及认识 τm5U修饰缺陷导致线粒体疾病的致病机理提供一个新的视角。
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转移核糖核酸（tRNA）是蛋白质合成的接头

分子，携带对应的氨基酸，在核糖体上其反密码子

与信使 RNA （mRNA）上的密码子精确配对，按

mRNA 的序列合成蛋白质，在基因信息传递过程

中发挥至关重要的作用［1］。tRNA通常由 70~90个

核苷酸组成，具有三叶草型二级结构和倒L型的三

级结构，包括氨基酸接受茎、二氢尿嘧啶茎/环（D

茎/环）、反密码子茎/环、可变茎/环、TΨC茎/环和

CCA 3'端［2-3］（图 1）。tRNA 分子上各个碱基有一

套固定的命名规则，例如，反密码子统一标注为

34-35-36 位，CCA 末端统一标注为 74-75-76 位。

tRNA的成熟过程包括一系列的转录后加工，并且

在核苷酸上添加多种化学修饰。截至目前，RNA

上已经发现约 150 种修饰，其中 tRNA 修饰占约

80%［4］。这些 tRNA修饰大多位于D茎/环、反密码

子茎/环、可变茎/环和 TΨC 茎/环，各自具有不同

的作用。其中位于 D 茎/环、可变茎/环和 TΨC 茎/

环的修饰，可以稳定 tRNA结构和促进正确折叠，

并增强 tRNA与相关蛋白质的相互作用。位于反密

码子茎/环上的修饰最多，大多数集中在 34 和 37

位，其中摆动（Wobble）位 34位的修饰在稳定密

码子和反密码子的配对、扩展 tRNA的解码能力、

确保蛋白质合成的精确性方面起着关键作用［5-6］，

37位的修饰具有增强碱基堆叠和防止U33∶A37的

环内碱基配对的作用，以提高翻译的保真性［7-8］，

维持 tRNA反密码子茎和环结构［9］。

线粒体通过氧化磷酸化产生ATP，为细胞提供

能量［10］。线粒体有自己独立的基因组。哺乳动物

的线粒体DNA （mtDNA）有 37个基因，编码 2种

核糖体 RNA （rRNA） 和 22 种 tRNA，用于解码

mtDNA编码的11种mRNA，产生13种负责呼吸链

复合物功能和组装的蛋白质亚基［11］。哺乳动物线

粒体的解码系统有别于经典的遗传学密码，AUA

密码子编码甲硫氨酸（Met），UGA密码子编码色
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氨酸（Trp），AGA和AGG是终止密码子［12］。线粒

体蛋白质合成是线粒体中最重要的生命活动之一，

调控氧化磷酸化和呼吸链复合物活性，影响细胞能

量稳态。

已经报道人类22种mt-tRNA的137个位点存在

18种 tRNA修饰，牛mt-tRNA的 118个位点存在 15

种 tRNA 修饰［13-14］。虽然 mt-tRNA 存在诸多修饰，

但只有 2- 甲基硫代 -N6- 苏氨酰氨甲酰基腺苷       

（2-methylthio-N6-isopentenyl adenosine， ms2i6A）、

5-甲酰胞苷 （5-formylcytidine，f5C）、5-牛磺酸甲

基-2-硫 尿 苷 （5-taurinomethyl-2-thiouridine，

τm5s2U）和 5-牛磺酸甲基尿苷（τm5U） 4种修饰特

异地存在于mt-tRNA上。τm5U和 τm5s2U修饰（统

称为牛磺酸修饰）发生在 mt-tRNA 的 U34 位（图

2），其中 τm5U 在亮氨酸 tRNA UUR （mt-tRNALeu

（UUR））和色氨酸 tRNA（mt-tRNATrp），τm5s2U在

赖 氨 酸 tRNA （mt-tRNALys）、 谷 氨 酸 tRNA       

（mt-tRNAGlu） 和 谷 氨 酰 胺 tRNA （mt-tRNAGln）  

（表 1）［13，15］。这两种修饰在 21世纪初通过质谱法

已经被鉴定［16-17］。有趣的是，真海鞘 mt-tRNAMet

Fig. 1　Secondary and tertiary structures of canonical tRNA
图1　tRNA的二级结构和三级结构

左边为tRNA三叶草型的二级结构，右边是倒L型的三级结构。

Fig. 2　The biosynthesis of τm5（s2）U and cmnm5（s2）U
图2　τm5（s2）U和cmnm5（s2）U的生物合成过程
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（AUR）和mt-tRNAGly （AGR）（R为嘌呤核苷酸A

或 G） 上也发现了 τm5U 修饰［18］，而长枪乌贼     

mt-tRNALeu （UUR）存在 τm5s2U修饰（表 1）［19］。在   

细菌和酵母中，具有与哺乳动物τm5U和τm5s2U高度相

似 的 修 饰 ， 分 别 称 为 5- 羧 甲 基 氨 甲 基 尿 苷                 

（5-carboxymethylaminomethyluridine， cmnm5U） 和

5-羧 甲 基 氨 甲 基 2-硫 尿 苷 （5-

carboxymethylaminomethyl-2-thiouridine， cmnm5s2

U）修饰［20］（图2）。

研究表明，牛磺酸修饰具有重要的生物学意

义，并且与线粒体疾病的发生密切相关。τm5U和

τm5s2U修饰可以促进对NNR （N为 4种核苷酸U、

C、A或G；R为嘌呤核苷酸A或G）密码子的精确

解码，防止NNY（Y为嘧啶核苷酸U或C）密码子

的错误识别。mt-tRNALeu （UUR）上的 A3243G 突

变导致 τm5U修饰缺乏，引起线粒体脑肌病伴高乳

酸 血 症 和 卒 中 样 发 作 （mitochondial 

encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-

like episode，MELAS）［21-22］（图 3）；类似的情况

是，mt-tRNALys上的 A8344G 突变导致 τm5s2U 修饰

缺乏，引起肌阵挛性癫痫伴破碎红纤维综合征

（myoclonic epilepsy associated with ragged red fiber，

MERRF）［16，23］（图 3）。虽然上述疾病已经发现 20

多年，但是潜在的致病分子机制依然未知。研究牛

磺酸修饰及其修饰酶，有助于更好地理解其生物学

功能，为后续阐述牛磺酸修饰缺陷导致相关疾病的

潜在机制奠定理论基础。

Table 1　Taurine modifications and its similar modifications
表1　牛磺酸修饰及其类似修饰

修饰类型

τm5U

τm5s2U

cmnm5U

cmnm5s2U

物种

人类

真海鞘

人类

长枪乌贼

大肠杆菌

人类

大肠杆菌

人类

酵母线粒体

甲烷球菌

tRNAs

mt-tRNALeu（UUR）、mt-tRNATrp

mt-tRNAMet（AUR）、mt-tRNAGly（AGR）

mt-tRNALys、mt-tRNAGlu、mt-tRNAGln

mt-tRNALeu（UUR）

tRNALeu（UAA）、tRNAArg（UCU）、tRNAGly（UCC）

mt-tRNATrp

tRNALys（UUU）、tRNAGlu（UUC）、tRNAGln（UUG）

mt-tRNAGln

mt-tRNALys、mt-tRNAGlu、mt-tRNAGln

tRNALys（UUU）

酶

GTPBP3、MTO1

？

GTPBP3、MTO1、MTU1

？

MnmE、MnmG

可能是GTPBP3、MTO1

MnmE、MnmG、MnmA、IscS、TusA-E

可能是GTPBP3、MTO1

MSS1、MTO1、MTU1

？

Fig. 3　Pathogenic point mutations associated with MELAS and MERRF on human mitochondrial tRNAs
图3　人mt-tRNA上与MELAS和MERRF相关的致病点突变
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1　牛磺酸修饰及其类似形式修饰

1.1　τm5U
2002年，日本学者Kimitsuna Watanabe发现了

牛 mt-tRNA 的 τm5U 修饰，揭示牛磺酸 （taurine）

作为生物大分子参与 τm5基团的形成（图2）。哺乳

动物中，GTP 结合蛋白质 3 （GTP binding protein 

3， GTPBP3） 和 线 粒 体 翻 译 优 化 蛋 白 1

（mitochondrial tRNA translation optimization 1，

MTO1）高度保守并催化 τm5U 的修饰。在细菌和

酵母中同源蛋白质分别是 MnmE 和 MSS1 （对应

GTPBP3）、MnmG 和 MTO1 （对应 MTO1）［24-26］。

在哺乳动物线粒体中，GTPBP3和MTO1形成复合

物，利用牛磺酸、5,10-亚甲基四氢叶酸 （5,10-

CH2-THF）、黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）、烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸 （NADH）、鸟苷三磷酸 （GTP）

作为反应底物和其他辅因子共同催化 τm5U修饰［15］

（图 2）。在这个过程中，丝氨酸羟甲基转移酶 2 

（serine hydroxymethyltransferase，SHMT2）首先将

丝氨酸（serine）转化成甘氨酸（glycine），然后丝

氨酸的 β-C 转移至四氢叶酸 THF，以此合成 5,10-

CH2-THF［27］，然后 5,10-CH2-THF在反应中为 τm5U

第5位的甲基提供1C来源。虽然催化 τm5U修饰的

底物及修饰酶已经明确，但是具体的生物合成过程

以及催化步骤依然不清楚，且体外重组 τm5U修饰

效率极低（3.3%）。有趣的是，大肠杆菌MnmE和

MnmG可以利用牛磺酸和其他的底物，在体外有限

地合成 τm5U［15］，暗示随着线粒体不断进化，

GTPBP3/MTO1 复合物逐渐能够特异性识别牛磺

酸。研究发现，培养HeLa细胞时去掉培养基中的

牛磺酸，τm5U修饰的丰度会急剧下降，随后添加

高浓度的牛磺酸，τm5U修饰的丰度有一定程度的

恢复［15］，这说明细胞内的牛磺酸浓度可以动态调

控体内 τm5U修饰的丰度。在猫和比目鱼的动物实

验中，也观察到类似的结果，进一步证明从细胞外

摄入的牛磺酸可以让 τm5U修饰维持在较高的丰度，

揭示了牛磺酸在生理上的重要性。τm5U修饰调控

核糖体A位点密码子和反密码子的配对，通过稳定

U∶G 的摆动配对，促进对 UUG 密码子的有效

解码［21，28］。

1.2　τm5s2U
τm5s2U是在 τm5U的基础上，34位核苷酸尿嘧

啶的第二位氧被硫取代而成（图2）。τm5s2U的 τm5

和 s2修饰是相互独立的，没有修饰的先后之分。线

粒体 tRNA 特异性 2-硫代尿苷酶 1 （mitochondrial 

tRNA-specific 2-thiouridylase 1，MTU1）特异性催

化 mt-tRNA 的 s2修饰［29］，其在细菌和酵母中的同

源蛋白质分别是MnmA和MTU1；细胞质 tRNA的

s2修饰由Urm1/Uba4/NCS2/NCS6/TUM1催化［30-31］，

但是这些过程的具体底物和反应步骤尚不清楚。在

酵 母 中 ， 敲 除 MTU1 会 引 起 mt-tRNALys、             

mt-tRNAGlu、 mt-tRNAGln 的 s2 修饰缺陷以及这些

tRNA稳态水平降低，进而影响线粒体翻译和酵母

生长［29，32］。人 MTU1 基因突变会引起可逆性婴儿

肝衰竭 （reversible infantile liver failure， RILF），

导致mt-tRNA的 s2修饰水平显著降低［33-34］。MTU1

纯合敲除小鼠在胚胎发育的第 8天前后就会死亡。

另外，特异性敲除MTU1小鼠，其肝细胞线粒体翻

译和呼吸链复合物活性受到严重损伤［35］，证明 s2

修饰缺失导致的线粒体功能障碍是引起RILF的主

要原因。

1.3　cmnm5U和cmnm5s2U
1981 年，在枯草芽孢杆菌 （Bacillus subtilis）

tRNALys 反密码子环的 34 位上发现了 cmnm5U 和

cmnm5s2U修饰（图2）［36］，这两种修饰广泛存在于

各类细菌、酵母和古菌中。cmnm5U修饰存在于细

菌 tRNALeu （UAA）、 tRNAArg （UCU） 和 tRNAGly

（UCC）（表1）；cmnm5s2U修饰存在于细菌 tRNALys

（UUU）、 tRNAGlu （UUC）、 tRNAGln （UUG），酵

母mt-tRNALys、mt-tRNAGlu和mt-tRNAGln，以及古菌

甲 烷 球 菌 （Methanococcus maripaludis） tRNALys

（UUU）（表 1）［20，37-39］。对古菌和酵母细胞质的

tRNA 修饰图谱了解不多，它们的其他 tRNA 上或

许也存在 cmnm5U修饰。cmnm5U相较于 τm5U，甘

氨酸参与 cmnm5 基团的形成，而不是牛磺酸     

（图2）。在大肠杆菌中，MnmE和MnmG形成α2β2

异源四聚体复合物，利用与 τm5U修饰反应过程中

相似的底物和辅因子，催化 cmnm5U 形成［20，40］

（图2）。在大肠杆菌中，MnmA、IscS和TusA-E共

同负责 cmnm5s2U中 s2修饰的生成［41-42］；在酵母中，

MTU1 催化 cmnm5s2U 中 s2 修饰的生成［29］。然而，

MnmE/MnmG 复合物和 MnmA 在催化过程中发挥

的作用，以及反应过程中的关键步骤还不清楚。此

外，MnmE 和 MnmG 是某些人类病原体毒性的重

要调控元件［43-44］，暗示 cmnm5U修饰对它们的生存

至关重要。有趣的是，当培养基不含牛磺酸培养细

胞时， cmnm5U 出现在人 mt-tRNALeu （UUR） 和 

mt-tRNATrp 上， cmnm5s2U 出现在人 mt-tRNAGlu 和 
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mt-tRNAGln 上 ， 后 续 回 补 牛 磺 酸 ， cmnm5U 和

cmnm5s2U则完全检测不到，而 τm5U和 τm5s2U的丰

度会逐渐增加［15］，表明在牛磺酸缺乏的环境下，

GTPBP3/MTO1 复合物会利用甘氨酸合成微量的

cmnm5U。进一步研究发现，cmnm5U 和 cmnm5s2U

分 别 天 然 存 在 于 人 mt-tRNATrp 和 mt-tRNAGln 上    

（表1）［14］。从某种程度上说，cmnm5U和 cmnm5s2U

修饰是哺乳动物线粒体翻译的一个替代修饰，但是

哺乳动物 mt-tRNA 中 cmnm5U 和 cmnm5s2U 修饰的

生物学功能和意义尚不清楚，猜测可能与 τm5U、

τm5s2U功能类似。

2　τm5U修饰酶与线粒体疾病

2.1　GTPBP3
2.1.1　人类GTPBP3（hGTPBP3）的GTPase活性

根据序列比对和海栖热袍菌 （Thermotoga 

maritima） MnmE 的结构，hGTPBP3 有 3 个结构

域，分别是N端结构域、G结构域、螺旋结构域。

其中，N 端结构域负责与 5,10-CH2-THF 结合以及

蛋白质二聚化；G结构域有G1、G2、G3和G4四

个基序，能够结合和水解 GTP，行使催化功能。

最近本课题组［45］鉴定了hGTPBP3的成熟形式，确

定其进入线粒体的信号肽序列为N端前 20个氨基

酸残基，揭示 hGTPBP3 是一个有活力的 GTPase，

确定其以同源二聚体的形式行使 GTP 水解功能。

大肠杆菌 MnmE 的 G 结构域拥有和全长 MnmE 一

样高的 GTPase 活力［46］，然而 hGTPBP3 的 G 结构

域表现出极低的 GTPase 活力。研究表明，失去

GTP水解功能的MnmE突变体无法对体内的 tRNA

进行修饰，证明 MnmE 的 GTPase 活力对 cmnm5U

的形成是必要的［20］。在MSS1基因敲除的酵母中回

补hGTPBP3，可以拯救酵母生长［47］，回补GTPase

活力缺陷的hGTPBP3突变体却无法拯救酵母生长，

表明hGTPBP3的GTP水解能力对 τm5U修饰的功能

很重要。

2.1.2　hGTPBP3基因突变与线粒体疾病

全外显子组测序鉴定到 hGTPBP3基因上存在

纯合或者复合杂合的单点突变、双点突变或者删除

突变，这些突变会引起线粒体缺陷相关疾病，病人

表现为肥厚性心肌病、乳酸血症及脑病［13］，但是

潜在的致病分子机制未知。大部分的突变是错义单

点突变，遍布 hGTPBP3的N端到C端，以G结构

域 和 螺 旋 结 构 域 最 为 集 中 。 研 究 发 现 ， 在

hGTPBP3致病突变细胞系中，线粒体翻译和氧气

消耗能力受损进而造成线粒体功能障碍［48］。本课

题组［45］的研究结果显示，一些hGTPBP3致病突变

体的体外GTPase活力和蛋白质稳态水平显著降低，

而这些不稳定的突变体通过泛素-蛋白酶体途径降

解。该研究还揭示 hGTPBP3的R3L突变会影响其

线粒体定位，E142-R136和E159-R431的相互作用

对于维持 hGTPBP3 结构与功能至关重要，而

hGTPBP3-E142K和hGTPBP3-E159V的突变破坏了

这种相互作用，可能是引发疾病的主要原因［45］。

尽管 hGTPBP3基因上一系列致病点突变导致线粒

体疾病的生化与细胞基础已经建立，但是这些突变

是否影响 τm5U修饰尚需进一步验证。在HEK293T

中敲除hGTPBP3会导致 τm5U修饰缺陷，线粒体翻

译受损以及氧化磷酸化效率降低［15］。令人意外的

是，gtpbp3敲除的斑马鱼却表现出mt-tRNA氨基酰

化效率总体升高，而这种 mt-tRNA 的异常代谢，

显著减少了 ATP 的生成，造成氧化磷酸化失衡，

最终可能导致心脏发育缺陷［49］。

2.1.3　hGTPBP3的新蛋白质同源异构体

NCBI 和 UniProt 数据库显示 hGTPBP3 有 4 个

同源异构体，其中前3个同源异构体在N端有一段

进入线粒体的信号肽，而第 4 个 hGTPBP3 同源异

构体 7 （hGTPBP3-Iso7） 的 N 端则完全与它们不

同。本课题组［45］发现了一个新的 hGTPBP3-Iso7，

与数据库的相比，它仅少了1个外显子，其他序列

都一致，并且确定它在人的诸多细胞系里都存在。

有趣的是，该 hGTPBP3-Iso7以同源二聚体的形式

在细胞质内存在，说明它并不参与 τm5U 的生成，

暗示其有未知的新功能，有可能在信号通路中起

GTP水解的作用。

2.2　MTO1
人类MTO1（hMTO1）是高度保守的mt-tRNA

修饰酶，根据超嗜热菌（Aquifex aeolicus） MnmG

的晶体结构［50］，hMTO1 可能在修饰 τm5U 过程中

结合FAD，负责与 tRNA结合，但这些都需要进一

步验证。在酵母中敲除MTO1基因，会导致线粒体

呼吸和翻译受损，而回补 hMTO1，可以拯救酵母

生长［26］，表明 hMTO1 可以代偿酵母 MTO1 的功

能。hMTO1基因突变会引起多种病变，包括视神

经病变、认知障碍、乳酸中毒和肥厚型心肌

病［51-52］。很多病人会在出生后第 1年表现出症状，

而有些病人则在出生后不久由于急性心脏功能障碍

而死亡。这些致病性突变大部分是错义单点突变，

遍布 hMTO1的N端到C端，在人类基因组数据库



·872· 2023；50（5）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

中罕见。在hMTO1基因突变病人的成纤维细胞中，

呼吸链复合物 I和 IV活力下降，线粒体翻译受到抑

制以及线粒体内蛋白酶激活［52］。小鼠细胞敲除

Mto1，导致 τm5U修饰完全消失，严重影响氧化磷

酸化复合物 II的组装及其稳定性［15，52］，同时损害

内质网结构以及出现线粒体非折叠蛋白反应

（mitochondrial unfolded protein response，UPRmt）［53］。

纯合Mto1敲除的小鼠由于线粒体翻译的严重损伤

会在胚胎发育早期死亡，心脏特异性敲除的Mto1

新生小鼠会在24 h内死亡［53］，证明 τm5U修饰对动

物胚胎发育至关重要。

2.3　MELAS和MERRF
核基因和线粒体基因组的基因突变都可以导致

线粒体功能障碍和代谢紊乱，造成人类疾病（主要

包括脑病、肌病、脑肌病），统称为线粒体疾

病［12］。已发现约400种基因突变导致的线粒体病，

而超过 200 种定位于 22 种 mt-tRNA 基因中［54-55］。

这些致病突变的致病机理不尽相同，包括影响

tRNA三级结构、tRNA修饰、tRNA氨基酰化、核

糖体解码等多方面［56］。MELAS和MERRF是研究

比较多的线粒体疾病。大约80%的MELAS病人携

带 mtDNA 上 A3243G 的突变，导致 mt-tRNALeu

（UUR） 上的 τm5U 缺失 （图 3）。研究表明，      

mt-tRNALeu （UUR） 因缺乏 τm5U 修饰，无法解码

UUG密码子，导致呼吸链复合物 I和 IV活力下降，

进而引发线粒体功能障碍［21］。在A8344G突变导致

MERRF 的患者中，mt-tRNALys 缺乏 τm5s2U 修饰

（图 3），无法解码AAA和AAG密码子，造成线粒

体翻译缺陷和呼吸链复合物活性下降［21］。目前认

为 s2修饰在MERRF患者中对解码效率起着关键作

用，但是具体的分子机制有待研究。虽然A3243G 

（D环）和A8344G （TΨC环）位于不同 tRNA基因

的不同位置，但它们对 tRNA的影响相似，充分说

明了牛磺酸修饰对于维持正常生命活动的重要性。

3　治疗牛磺酸修饰缺陷导致线粒体疾病的

潜在方法

MELAS 和 MERRF 是比较严重且典型的线粒

体疾病，潜在的分子致病机制依然不完全清楚。迄

今为止，线粒体疾病尚无有效药物，仅有一些候选

药物可以潜在地减轻由牛磺酸修饰缺陷引起的线粒

体功能障碍。针对MELAS病人，牛磺酸是目前最

新研发的药物。补充高浓度的牛磺酸，可以提高

τm5U修饰的丰度［57］。临床试验表明，口服牛磺酸

会提高 τm5U修饰的丰度［58］。另一种药物为牛磺熊

去氧胆酸 （tauroursodeoxycholic acid，TUDCA），

它是一种牛磺酸偶联的胆酸，可以作为分子伴侣促

进蛋白质的折叠和预防蛋白质的聚集［59］。研究表

明，用 TUDCA 处理小鼠 Mto1 敲除的细胞，会阻

碍错误折叠蛋白质的聚集，进而抑制UPR的细胞

毒性和提高呼吸链复合物的活性［53］。在人体中已

经证明了TUDCA的安全性，同时该药物在神经疾

病的临床试验中也取得了不错的效果［60］。

除了药物治疗，遗传学方法清除mtDNA突变

日渐成为主流。基于定位于线粒体的转录激活样效

应因子核酸酶（TALEN）基因编辑技术可以靶向

mtDNA［61］。研究发现，TALEN可以特异性地结合

和切割带有致病突变的 mtDNA［62］，造成 DNA 双

链断裂。由于mtDNA的修复不像细胞核DNA那样

高 效 ， 双 链 造 成 的 断 裂 会 消 除 整 个 突 变 的

DNA［63］。从理论上讲，若TALEN可以应用到人类

卵母细胞，将可能预防线粒体疾病传播到子代。考

虑到安全性，应严格检测TALEN在其他mtDNA区

域的脱靶效应。

传统的 CRISPR-Cas9 基因编辑技术需要将

RNA引入线粒体，一直被认为不适合治疗线粒体

疾病。最近新研发的单碱基编辑工具 DddA-

derived cytosine base editor （DdCBE） 可以在不产

生 DNA 双链断裂的情况下对 mtDNA 进行精确编

辑。具体来说，介导双链DNA胞苷脱氨基化的细

菌毒素 DddA，它可以把胞嘧啶（C）转化为尿嘧

啶（U）。将DddA与TALEN和尿嘧啶糖基化酶抑

制剂融合，构建出RNA非依赖的胞嘧啶碱基编辑

器DdCBE，催化mtDNA中C•G到T•A的高效特异

性转化［64-65］。DdCBE不仅在人细胞中实现线粒体

的成功编辑，更在人类早期胚胎中实现了高效的线

粒体碱基编辑［66-67］。不过，DdCBE依然有几方面

的缺陷：a. DddA对哺乳动物细胞有毒；b. 尿嘧啶

很容易从DNA上切下来；c. 有非常严重的脱靶效

应。总的来说，DdCBE为线粒体疾病的机制研究

和治疗提供了十分有效的工具，是线粒体研究里程

碑式的突破，不过后续需要继续优化，尽量减轻其

副作用带来的影响。此外，最近的研究提示，

CRISPR-Cas9基因编辑技术也可以在线粒体中发挥

作用，但是其编辑效率尚需进一步优化［68］。

4　总结与展望

tRNA作为接头分子，精确解码mRNA的密码
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子，为蛋白质的生物合成提供原料。约 10%~20%

的 tRNA碱基或核糖携带修饰，而大量的 tRNA修

饰都集中在反密码子环的摆动位 34，保证翻译精

确性。至今为止，已经鉴定超过 30种摆动位的修

饰，它们调控 tRNA解码能力。哺乳动物线粒体的

tRNA修饰图谱已经建立，而目前只发现了39种细

胞质 tRNA修饰［69］。相比于高等真核生物，大肠杆

菌 tRNA有31种修饰，以及酿酒酵母 tRNA有26种

修饰已经被鉴定，两者 tRNA修饰的功能得到了广

泛的研究［4］。此外，tRNA的修饰酶和催化机制还

有诸多未知，这些修饰酶的功能也需进一步探索。

有研究认为，在MELAS或者MERRF病人中，

GTPBP3/MTO1 复合物无法识别突变的 tRNA，进

而导致牛磺酸修饰缺陷。临床试验发现口服牛磺酸

会轻微提高 mt-tRNALeu （UUR）上 τm5U 修饰的丰

度，有效减少病人中风的再次发生［58］。tRNA修饰

为动态调控，tRNA修饰丰度会随细胞环境的变化

而变化。最近兴起的基因编辑技术有望从基因水平

治疗疾病，但其效率、编辑种类、脱靶效应、安全

性等都需要进一步优化。

本课题组［45］的研究表明，不稳定的hGTPBP3

致病突变体，在人细胞中通过泛素-蛋白酶体途径

降解，而在酵母中能够稳定存在，这可能是由于酵

母缺乏相应的E3连接酶所致。未来需进一步寻找

hGTPBP3 的 E3 连接酶，通过添加小分子抑制剂，

抑制E3连接酶活性，RNA干扰或蛋白质靶向降解

技术下调E3连接酶蛋白质含量等手段，让不稳定

的 hGTPBP3致病突变体在细胞中稳定存在，或许

可以缓解hGTPBP3基因突变造成的线粒体疾病。

虽然体外重组 τm5U修饰已经成功，但是重组

效率太低。需要进一步优化反应体系和条件，如纯

化出高纯度的酶，以及添加合适的辅因子，来提升

τm5U修饰重组的效率。深入研究高等真核生物的

GTPBP3和MTO1，有利于加深对 τm5U修饰生物合

成途径和生物学功能的理解，为揭示 tRNA基因突

变导致MELAS的分子机制奠定理论基础。
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Graphical abstract

Abstract　Transfer ribonucleic acid (tRNA) is the RNA molecule with the largest variety of post-transcriptional 
modifications. In particular its anticodon loop contains a large number of modifications. Mitochondria have a 
relatively independent protein synthesis system, mitochondrial tRNAs (mt-tRNAs) are all encoded by the 
mitochondrial genome. Studies have shown that 5-taurinomethyluridine modification (τm5U) only exists at 
position 34 of mitochondrial tRNAs of higher eukaryotes, regulating the fidelity of codon and anticodon 
interaction and contributing to translation speed and fidelity. Human GTPBP3 and MTO1 mediate mitochondrial 
τm5U modification, whose functional defects may cause mitochondrial encephalomyopathy. This review 
summarizes the biological properties of τm5U modification and its modifying enzymes, providing a new insight 
into the mechanism of τm5U modification and the pathogenesis of mitochondrial diseases caused by τm5U 
modification defects.
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