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摘要 线粒体是真核细胞中最重要的能量产生细胞器，在物质代谢、细胞信号转导、氧化应激，以及多种形式的细胞死亡

途径中发挥关键的调控作用。线粒体拥有独立于细胞核基因组的DNA——线粒体DNA （mtDNA），但是只编码 13条多肽

链、22个转运RNA（tRNA）和2个核糖体RNA（rRNA）。线粒体内的其他蛋白质都是由核基因（nDNA）编码的，这两个

基因组协同工作，维持细胞的正常功能和稳态。已鉴定的人类细胞线粒体蛋白质组含有超过1 158种蛋白质，它们分别定位

于线粒体外膜、膜间隙、内膜和基质中，参与氧化磷酸化、三羧酸循环、分裂-融合动力学，以及维持线粒体稳态等重要功

能。线粒体稳态和线粒体功能的正常发挥与线粒体蛋白酶密切相关，这些线粒体蛋白酶通过调节线粒体蛋白的活性，去除

受损的或不必要的蛋白质，从而维持线粒体稳态并确保细胞存活。其中一组功能依赖于ATP结合和水解的线粒体AAA+蛋

白酶（ATPases associated with diverse cellular activities，AAA+ proteases），不仅执行降解错误折叠蛋白质的功能，还在线粒

体融合蛋白的加工成熟、呼吸链复合物组装、mtDNA复制/转录等过程中发挥关键作用。研究发现，这些线粒体AAA+蛋白

酶的基因突变或者表达异常导致其酶活性改变，严重损害线粒体结构和功能的完整性，并导致多种神经系统疾病的发生。

本文主要以Lon蛋白酶 1 （Lon peptidase 1，LONP1）、酵母线粒体逃逸基因 1样蛋白 1 （yeast mitochondrial escape 1 like 1，

YME1L1）和ATP酶家族基因3样蛋白2 （ATPase family gene 3-like 2，AFG3L2）等3种线粒体AAA+蛋白酶为例，详细阐

述了它们的序列相似性和结构特点，以及在线粒体中的不同定位与功能。通过总结这3种蛋白酶基因突变与神经系统疾病

的关系，发现已报道的疾病相关突变主要位于ATPase结构域和水解酶或肽酶结构域。因此，解析这些蛋白酶关键结构域的

结构和突变导致的功能变化及其对线粒体乃至细胞稳态的影响，将为理解疾病机制和研发靶向干预策略提供参考。
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线粒体是真核细胞中普遍存在且高度动态的细

胞器，参与多种细胞功能，在物质与能量代谢、细

胞信号转导、细胞命运决定等过程中具有重要的调

控功能。从超微结构上来说，线粒体由双层膜包

裹 ， 具 有 外 膜 （outer mitochondrial membrane，

OMM）、 内 膜 （inner mitochondrial membrane，

IMM）、膜间隙（intermembrane space，IMS）和基

质 （matrix）；内膜常常形成向腔内折叠的嵴

（cristae），而参与电子转移和ATP合成的呼吸链复

合物密集排布于嵴上［1］。线粒体含有自身的基因

组，即线粒体 DNA （mtDNA），人类细胞的环状

mtDNA 长度为 16 569 bp，编码 13 条蛋白质多肽

链、22个线粒体转运RNA （tRNA）和 2个线粒体

核糖体RNA（rRNA）；这13个mtDNA编码的蛋白

质是呼吸链各复合物的亚基，它们在线粒体核糖体

上合成［2］。然而，线粒体含有的蛋白质超过 1 000

种［3］，绝大多数是由核基因编码的，在细胞质中

的核糖体上合成，随后通过复杂的输入途径和易位

机制系统导入线粒体［4］。
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线 粒 体 质 量 控 制 （mitochondrial quality 

control，MQC）是一种细胞内源性保护程序，分

别 通 过 线 粒 体 生 物 发 生 （mitochondrial 

biogenesis）、线粒体分裂-融合动态（mitochondrial 

dynamics）、线粒体自噬（mitophagy）以及线粒体

去折叠蛋白反应 （mitochondrial unfolded protein 

response，UPRmt）等4种机制维持其稳态［5］。线粒

体蛋白酶作为MQC的重要组分，其功能多样性不

仅体现在降解线粒体内错误折叠和损伤的蛋白质，

还参与线粒体内蛋白质剪切加工至成熟型的过程、

调控短寿命调节蛋白的表达丰度［6］，并在线粒体

生物发生过程中的线粒体蛋白质输入过程、线粒体

分裂-融合蛋白的加工以及线粒体去折叠蛋白反应

中发挥关键作用［7-8］。

AAA+蛋白酶（ATPases associated with diverse 

cellular activities，AAA+ proteases）是一大类具有

ATP酶活性的多功能蛋白质超家族，它们是由多个

亚基组成的复合物，每个亚基都含有一个保守的

ATP结合结构域，形成同源或者异源寡聚体组成的

环状结构，其内部具有依赖于ATP的空腔用于底物

构象调节和蛋白质水解，从而执行包括蛋白质、膜

或 DNA 的重组和循环过程等多种细胞功能［9-10］。

从分子机制角度，AAA+蛋白酶通过以下步骤实现

其功能：首先特异性识别底物蛋白质的特征性序

列；随后利用ATP结合并水解所释放的能量驱动底

物发生构象变化；进而促使底物蛋白质在其中央通

道内展开并转运至降解腔室；最终将展开的多肽链

水解为短肽片段，从而完成降解过程［11］。在线粒

体中执行降解错误折叠蛋白质功能的ATP依赖性蛋

白酶有 4 种主要类型，分别是膜间 AAA 蛋白酶

（intermembrane AAA，i-AAA）、基质 AAA 蛋白酶

（matrix AAA，m-AAA）、Lon蛋白酶同源物（Lon 

peptidase， LONP） 以及 ATP 依赖的 Clp 蛋白酶

（Clp protease，CLPP）［12］。值得关注的是，这些线

粒体AAA+蛋白酶的基因突变或者表达异常使其酶

活性改变，影响线粒体正常功能，从而导致包括心

血管疾病、癌症和多种神经系统疾病的发生发

展［13］。本文重点围绕Lon蛋白酶1（Lon peptidase 1，

LONP1）、i-AAA 蛋白酶酵母线粒体逃逸基因 1 样

蛋 白 1 （yeast mitochondrial escape 1 like 1，

YME1L1） 和 m-AAA 蛋白酶 ATP 酶家族基因 3 样

蛋白 2 （ATPase family gene 3-like 2，AFG3L2）等

3种具有代表性的线粒体AAA+蛋白酶，旨在通过

对比分析它们的结构与功能特点，阐述其在神经系

统疾病中的核心作用，并探讨靶向这些蛋白酶研发

治疗策略的临床意义。

1　线粒体AAA+蛋白酶的序列相似性及结构

特点

AAA+蛋白酶家族的标志性特征是包含一个由

200~250 个氨基酸组成的 ATP 结合结构域 （简称

AAA+ 结构域， AAA+domain），该结构域包含

Walker A和Walker B基序以及其他几个将其与经典

P环（phosphate-binding loop，P-loop）核苷三磷酸

（nucleoside triphosphate，NTP）酶区分开的特征性

基序（图1）。Walker A和Walker B基序是AAA+蛋

白酶 ATP 结合与水解位点的核心组成部分［14-15］。

Walker A基序的 P环（位于 β1和 α1之间）直接与

ATP的磷酸基团相互作用，P环中一个特定的赖氨

酸残基（位于共有序列GXXXXGK ［T/S］内）至

关重要，其突变通常会消除 ATP 结合而使酶失

活［15］。Walker B基序（从β3延伸到α3起始处）也

与ATP分子发生接触，其hhhDE序列（h代表疏水

性氨基酸）中的酸性氨基酸残基对于ATP酶活性不

可或缺［14］。多种 AAA+蛋白酶已被广泛研究，其

中线粒体AAA+蛋白酶包括：参与蛋白质质量控制

并定位于线粒体内膜的含有AAA+结构域ATP酶家

族蛋白1（ATPase family AAA domain-containing 1，

ATAD1）［16-18］、应激激活的锌离子金属肽酶OMA1

（OMA1 zinc metallopeptidase，OMA1）［19-20］、酪蛋

白 水 解 蛋 白 酶 P （caseinolytic protease，

ClpP）［21-22］、Lon 蛋白酶 LONP1［23-25］、i-AAA 蛋白

酶YME1L1［26-28］和m-AAA蛋白酶AFG3L2［29-31］。

线粒体蛋白酶 LONP1、YME1L1 和 AFG3L2，

均含有负责ATP结合与水解的AAA+结构域和负责

底物降解的水解酶/肽酶结构域（图 1），且它们均

可形成六聚体结构。氨基酸序列比对结果显示，

LONP1、 YME1L1 和 AFG3L2 发挥关键功能的

Walker A 和 Walker B 基序是高度保守的 （图 1，

S1），但作为维持线粒体稳态的核心执行者，它们

的底物特异性和降解机制却各有差异。

1.1　LONP1结构特点

LONP1是一种高度保守的AAA+蛋白水解酶，

几乎在所有生物中都有同源物。它最初发现于大肠

杆菌，并被命名为 Lon 或 La［32］。在人类细胞中，

LONP1的编码基因位于第 19号染色体，其编码的

蛋白质由 959个氨基酸组成［25］。LONP1蛋白N端

的 前 67 个 氨 基 酸 为 线 粒 体 靶 向 序 列
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（mitochondrial targeting sequence，MTS），负责将

在细胞质中合成的 LONP1 蛋白运输至线粒体内，

而后被切除，形成成熟的 LONP1 蛋白。N 端 67~

485位氨基酸组成N端结构域（N-terminal domain，

NTD），参与不同底物蛋白质的识别；中部 486~

729位氨基酸是一个与多种细胞活性相关的AAA+

结构域，具有 ATP 酶活性，可与 ATP 结合并参与

ATP水解；而C端730~959位氨基酸组成参与底物

蛋白质水解的P结构域，含有1个保守的Ser-Lys二

联体构成的水解酶活性区［33］（图 1）。通过构建

K529A、E591A和S855A突变体进行实验，已确认

K529、E591和S855分别是ATP结合、ATP水解和

肽酶水解的关键位点［34］（图1，2）。

在哺乳动物细胞中，LONP1 是一种重要的

MQC蛋白酶，通过多种机制调节线粒体的蛋白质

稳态及各种生物学功能［35］。研究发现：在缺乏底

物时，LONP1 采用开放的左手螺旋构象，其

AAA+结构域结合ADP，并使其蛋白酶活性位点组

织成一个非活性构象；而在底物存在的情况下，

LONP1组装成同源六聚体，所有蛋白酶结构域组

装成一个碗状降解腔室，AAA+结构域以盖的形式

出现，底物进入其降解腔室而被降解，水解产物从

碗状腔的另一侧离开［36］。最新发展的信号噪声比

迭 代 重 构 法 （signal-to-noise ratio iterative 

reconstruction method，SIRM）使冷冻电镜解析的

LONP1 构象变化的分辨率由 3.6 Å 提升至 2.9 Å，

并首次清晰解析了Walker A环（Lys529）与ATP γ

磷酸之间的氢键网络［37］。该工作不仅使LONP1六
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Fig. 1　Domain structure of mitochondrial AAA+ proteases and amino acid mutations associated with neurological disorders
图1　3种线粒体AAA+蛋白酶的结构域以及部分神经系统疾病中的氨基酸突变位点

MTS：线粒体靶向序列 （mitochondrial targeting sequence）；NTD：N端结构域 （N-terminal domain）；ATPase domain：ATP酶结构域

（adenosine triphosphatase domain）；proteolytic domain：肽酶结构域；M41 peptidase domain：M41肽酶家族的锌金属蛋白酶结构域（M41 

peptidase family zinc-binding metalloprotease domain）；使用Jalview软件，对人源LONP1 （UniProt ID：P36776）、YME1L1 （UniProt ID：

Q96TA2）和AFG3L2（UniProt ID：Q9Y4W6）蛋白的ATPase domain进行序列比对，以相似性指数和全局评分为0.5的百分比等价性进行展

示。相同背景框表示高度保守的区域。红色横线和绿色横线分别表示保守的Walker A和Walker B基序。图中还显示LONP1、YME1L1和

AFG3L2基因突变导致神经系统疾病相关的氨基酸突变。以不同形状的几何图形表示不同神经系统疾病相关的氨基酸突变位点：圆形表示

脑-眼-牙-耳-骨骼异常（cerebral，ocular，dental，auricular，skeletal anomalies，CODAS）综合征；菱形表示线粒体脑病伴视神经萎缩；矩

形表示孤独症谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）；圆角矩形表示脊髓小脑共济失调28型（spinocerebellar ataxia 28，SCA28）；三角

形表示痉挛性共济失调-神经病综合征5型（spastic ataxia-neuropathy syndrome 5，SPAX5）；椭圆形表示视神经萎缩。*尚待确定。其中氨基

酸突变位点均来自表1的参考文献。
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聚体在开放与关闭两种构象间切换的密度图更加完

整，也为 AAA+蛋白酶利用 ATP 水解驱动的“螺

旋-旋转-门控”机制提供了高精度的结构证据。

1.2　YME1L1结构特点

i-AAA蛋白酶是一类催化结构域面向线粒体膜

间隙的AAA+蛋白酶，其进化起源可追溯至细菌同

源物FtsH［39］。在酵母中，i-AAA蛋白酶由Yme1的

6个同源亚基组成，而在人类细胞中，其同源蛋白

为 Yme1 样 蛋 白 酶 1 （YME1 like 1 ATPase，

YME1L1），每个亚基含有 773 个氨基酸，组装成

六聚体形式［40］。YME1L1的氨基酸序列中，1~316

位 氨 基 酸 组 成 1 个 短 的 NTD 和 1 个 跨 膜 区

（transmembrane segments，TMs），而 317~773位氨

基酸包含 1个AAA+结构域和 1个属于M41肽酶家

族的锌金属蛋白酶结构域（图 1）。YME1L1 的跨

膜区将其锚定在线粒体内膜上，而亲水性的ATP酶

和肽酶结构域则延伸至膜间隙，使其能够与膜间隙

中的可溶性蛋白质以及内膜蛋白的非膜暴露区域相

互作用。YME1L1的ATP酶活性依赖于其保守的P

环，该环包含 Walker A 和 Walker B 基序，其中

K385和E439分别为参与ATP结合和ATP水解的关

键位点［26］（图1，2）。为克服全长YME1L1在体外

研究中的困难，研究者将其跨膜区替换为一个可溶

的六聚体卷曲螺旋 （cc-hex），并通过连接肽

（GSGSYFQSNA）将其与催化核心（YME1L-AP，

317~773）融合，成功构建出具有酶活性的可溶性

LONP1

YME1L1
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Glu591
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Lys354

Glu408

Glu439

Lys385

Fig. 2　Key sites for ATP binding and hydrolysis in mitochondrial AAA+ proteases
图2　线粒体AAA+蛋白酶结构中的关键ATP结合和水解位点

左图从上到下依次表示来自PDB数据库的LONP1（PDB ID：7KSL）［34］、YME1L1（PDB ID：6AZ0）［28］和AFG3L2（PDB ID：6NYY）［38］

的单体结构以及ATP酶结构域中Walker A和Walker B的局部放大。灰色表示跨膜区和N端结构域（N-terminal domain，NTD）；亮蓝绿色和蓝

绿色分别表示人源LONP1的AAA+结构域（AAA+domain）和肽酶结构域（proteolytic domain）；橘色和黄色分别表示酵母Yme1的AAA+结

构域和M41肽酶家族的锌金属蛋白酶结构域（M41 peptidase domain）；亮蓝色和深蓝色分别表示人源AFG3L2的AAA+结构域和M41肽酶家

族的锌金属蛋白酶结构域。右图表示三个全长蛋白质的重叠，绿色棒状结构显示ADP分子结合在LONP1的AAA+结构域中，实图部分表示

高度相似的AAA+结构域，虚图部分表示差异性较大的其他区域。
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hexYME1L1六聚体［41］。这种工程化的 hexYME1L

1能够在体外模拟其在细胞内的功能，为研究其底

物识别和降解机制提供了有力工具。冷冻电镜结构

分析表明：ATP水解驱动AAA+结构域的螺旋桨状

旋转，促使中央孔道内的保守 Tyr443 残基捕获底

物并推动其去折叠，从而完成对底物的降解［28］。

研究表明，人源 i-AAA 蛋白酶 YME1L1 对底

物的识别严格依赖于其羧基或氨基端是否存在可接

近的、非结构化的降解信号（degron），并且蛋白

质发生去折叠本身并不足以触发降解过程，必须存

在特定的 degron 序列才能启动蛋白酶解反应。例

如，在去折叠形式的 I27 蛋白 C 端融合 β20 degron

（序列为QLRSLNGEWRFAWFPAPEAV）后，才可

被 YME1L1 高效降解，而缺乏该 degron 的相同去

折叠蛋白则不被识别。进一步的研究揭示，该降解

信号中一个包含疏水氨基酸的五肽基序“FAWFP”

在 YME1L1 的识别中起到关键作用。当该基序位

于 degron 的 C 端时（例如在截短的 β10 degron 中，

序列为 FAWFPAPEAV），仍可介导有效的底物降

解，而仅包含末端五肽“APEAV”的重组构建体

（β5）则几乎丧失被识别的能力，说明“FAWFP”

是YME1L1特异性识别的核心元件［41］。综上，该

研究提示：YME1L1最有效的降解信号是一类位于

蛋白质末端、长度不少于 10个氨基酸的非结构化

序列，其 C 端需包含一个疏水核心基序 （如

“FAWFP”）。这种识别机制表明，YME1L1 可能

通过特异性 degron 介导底物选择，并非广泛且非

特异性地清除所有未折叠蛋白底物，这为其在线粒

体蛋白质质量控制中的精确调控功能提供了分子

基础。

1.3　AFG3L2结构特点

与YME1L1相似，AFG3L2是一种依赖于ATP 

的锌金属蛋白酶，它也定位于线粒体内膜，但是其

功能结构域朝向线粒体基质。AFG3L2的结构包括

1个高度可变的NTD、2个TMs、1个AAA+结构域

以及 1 个属于 M41 肽酶家族的锌金属蛋白酶结构

域［42］（图 1）。关键功能位点分析表明，K354 和

E408 残基分别负责 AFG3L2 的 ATP 结合与 ATP 水

解活性［30］（图1，2）。与LONP1和YME1L1不同，

AFG3L2 可形成同源六聚体，或与 Paraplegin （由

SPG7基因编码）组装成异源六聚体蛋白酶复合体，

拓展了其底物降解的范围与调控维度［43］。AFG3L2

蛋白酶在降解错误折叠蛋白底物的过程主要包括以

下步骤：首先，底物通过其 ATP 酶结构域的 N 端

和 C 端进行募集；其次，在 ATP 水解供能的驱动

下，底物被孔道环 1 （pore loop 1） 捕获并嵌入，

进入易位预备状态；接着，去折叠的底物肽链经由

孔道环 2 （pore loop 2） 和中心突起室 （central 

pore）进行定向转移；最终，在锌相关蛋白酶的活

性位点完成底物的切割［38］。

1.4　线粒体AAA+蛋白酶的结构共性与特性

LONP1、YME1L1和AFG3L2代表了线粒体中

3类重要的AAA+蛋白酶，它们在维持线粒体MQC

中扮演关键角色。三者在结构和功能上既存在显著

共性，又各具特性，共同构成了一个多层次、作用

位点特异的调控网络。它们在结构上的共性是均具

有保守的 AAA+结构域和水解酶/肽酶结构域，并

均以六聚体形式发挥功能。冷冻电镜解析的

LONP1、YME1L1及AFG3L2六聚体结构（分辨率

达 3.0 Å） 共同揭示，线粒体 AAA+蛋白酶利用

“螺旋梯”式（helical staircase）的协同ATP水解机

制，驱动中央孔道内的 Tyr 环（Tyr-loop）抓取底

物并实现单向易位，从而完成它们对蛋白质底物的

解折叠和降解［44］。

它们各自的特性则体现在3个方面。首先，由

于三者的亚细胞定位不同，它们在结构上存在有无

跨膜螺旋的差别，LONP1 是基质可溶性蛋白酶，

不含跨膜区，主要降解基质内的错误折叠蛋白，

YME1L1和AFG3L2均含有跨膜区使其锚定于线粒

体内膜，但它们的催化结构域朝向相反，这进一步

决定了其降解底物的偏好性。其次，它们形成的寡

聚体不同，LONP1和YME1L1均以同源六聚体形

式出现，而 AFG3L2 可形成同源六聚体或与

Paraplegin组装为异源六聚体。最后，三者最显著

的区别体现在底物识别机制上，LONP1蛋白酶识

别并倾向于降解蛋白质N端带有碱性氨基酸（如精

氨酸、赖氨酸、组氨酸）或大型疏水氨基酸（如苯

丙氨酸、色氨酸、亮氨酸）的底物［45］，YME1L1

严 格 依 赖 底 物 C 端 存 在 包 括 疏 水 核 心 基 序

“FAWFP”的特异性 degron，而 AFG3L2 偏好降解

在P1'位置（即切割位点的C端）含有苯丙氨酸的

序列［38］。综上，这些蛋白酶通过保守的催化核心

机制与差异化的定位、组装及识别策略，在功能上

实现了分工与互补，协同维护线粒体的蛋白质

稳态。
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2　线粒体AAA+蛋白酶的亚细胞定位与功能

真核细胞的线粒体拥有一套高度特化的MQC

系统，其核心功能是维系线粒体蛋白质组的稳态并

通过分区发挥特异性功能。依据亚线粒体定位，线

粒体蛋白质组被精确划分为外膜、膜间隙、内膜及

基质四个功能区室［46-49］，广泛参与线粒体分裂-融

合 动 力 学 （mitochondrial fission and fusion 

dynamics）、细胞凋亡（apoptosis）、脂质生物合成

（lipid biosynthesis） 、 钙 稳 态 （calcium 

homeostasis） 、 氧 化 磷 酸 化 （oxidative 

phosphorylation，OXPHOS）及前体蛋白转运后的

加工与降解等关键生命过程［12，50］。上述任一环节

失衡均可诱发线粒体功能障碍并威胁细胞存

活［51-52］。作为MQC核心执行者的AAA+蛋白酶家

族成员，定位于线粒体基质的LONP1通过降解受

损蛋白质并调控mtDNA拷贝数与转录从而维持线

粒体基因组的稳定性，锚定于内膜且催化结构域面

向膜间隙的 i-AAA 蛋白酶 YME1L1 专责剪切异常

膜蛋白并参与呼吸链复合体组装，镶嵌于内膜且催

化结构域朝向基质的m-AAA蛋白酶AFG3L2则与

Paraplegin协同完成基质侧内膜蛋白的加工成熟与

线粒体核糖体稳态维持（图3）。这3种蛋白酶的功

能活性、亚线粒体定位与底物特异性的精准协同，

共同构成MQC网络的核心枢纽，确保线粒体蛋白

质组的稳态与功能完整性。

2.1　LONP1亚细胞定位与功能

LONP1 是线粒体基质中一种至关重要的

AAA+蛋白酶（图3），其功能多样，广泛参与维持

线粒体稳态。首先，作为MQC系统的重要组成部

分，它通过降解错误折叠或受损的蛋白质，维持线

粒体蛋白组的完整性。例如，LONP1可特异性识

别并降解三羧酸循环 （tricarboxylic acid cycle，

TAC） 中 的 关 键 酶 ： 顺 乌 头 酸 酶 2 （aconitate 

hydratase 2，ACO2），从而防止其异常积累对代谢

循环造成的损害［23］。近期研究还表明，LONP1通

过调控琥珀酸脱氢酶复合体 B 亚基 （succinate 

dehydrogenase complex subunit B，SDHB） 的稳定

性，影响细胞内琥珀酸水平，进而参与白色脂肪细

胞向米色脂肪细胞的分化过程，体现了其在能量代

谢中的关键作用［53］。其次，LONP1具有分子伴侣

功能。它能与热休克蛋白60（heat shock protein 60，

HSP60）相互作用，稳定HSP60与线粒体热休克蛋

白70（mtHSP70）形成的复合物，从而促进新输入

蛋白质的正确折叠，维持线粒体蛋白质稳态［54］。

此外，LONP1还参与调控线粒体动力学。研究发

现，LONP1缺失会导致分裂相关蛋白1 （dynamin-

related protein 1，Drp1） 的表达增加 2.3 倍，促进

线粒体碎片化［55］。在人类软骨和衰老大鼠软骨细

胞中，LONP1敲低可引起氧化应激和线粒体自噬，

继而激活下游促丝裂原活化蛋白激酶 （mitogen-

activated protein kinase，MAPK）通路，加速骨关

节炎进展［24］。特别值得关注的是，LONP1直接参

与 mtDNA 拷贝数的维持。电泳迁移率变动分析

（electrophoretic mobility shift assay，EMSA） 和圆

二色谱（circular dichroism spectrum，CD spectrum）

的结果一致表明，LONP1能够特异性识别G-四联

体（G-quartet）结构域，与mtDNA结合［56］。更重

要的是， LONP1 通过调控线粒体转录因子 A

（mitochondrial transcription factor A，TFAM） 的稳

定性来影响mtDNA的复制和转录活性。当TFAM

在 Ser55/Ser56 位点发生磷酸化修饰后，其与

mtDNA的结合能力下降，转而与LONP1相互作用

并被降解［35，57］。

在低氧等应激条件下，LONP1 同样发挥关键

作用。低氧环境下，细胞通过激活低氧诱导因子1

（hypoxia-inducible factor 1，HIF-1）启动适应性应

答，HIF-1 通过直接结合 LONP1 基因的启动子区

域，显著上调LONP1的转录与表达；随后，被诱

导的 LONP1 特异性地降解细胞色素 c 氧化酶

（cytochrome c oxidase，COX）的亚基COX4-1。这

一过程与HIF-1同时诱导的COX4-2亚基表达上调

协同作用，优化电子传递链的运行效率，并减少有

害活性氧类（reactive oxygen species，ROS）的生

成［58］。进一步的研究揭示，在低氧和缺血条件下，

COX的核编码亚基（如 IVi1和Vb）会被线粒体基

质内的蛋白激酶 A （protein kinase A，PKA）在其

特定位点（如 IVi1-T52 和 Vb-S40）磷酸化，从而

使磷酸化位点暴露于溶剂可及区域，并成为

LONP1 的优势底物。而且脉冲-追踪实验（pulse-

chase）证实，磷酸化位点突变的COX亚基能够抵

抗低氧诱导的降解，保护COX的酶活性［59］。在低

氧应激中，LONP1作为HIF-1信号通路的关键执行

者，通过识别PKA介导的磷酸化信号并特异性降

解COX亚基，精密地重构线粒体功能，是维持细

胞能量稳态和存活的重要机制。除了 TFAM 和

COX亚基，LONP1是否更易识别其他底物的磷酸

化修饰形式是值得关注的问题。此外，尽管多项研
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究证实LONP1主要在线粒体基质中发挥功能，但

也有研究表明，LONP1也在细胞核、细胞质和内

质网中被检测到［60-61］。这意味着LONP1是否具有

未被发现的非经典功能，仍是该领域一个值得探索

的方向。

2.2　YME1L1亚细胞定位与功能

YME1L1定位于线粒体内膜上，其催化结构域

面向 IMS （图 3）。作为线粒体内膜蛋白质量控制

的核心执行者，YME1L1通过降解未组装或错误折

叠的蛋白质亚基，维持呼吸链复合物的正确组装、

线粒体结构完整性和线粒体输入系统的功能。共聚

焦显微镜观察到，YME1L1缺失细胞中，多种呼吸

链复合物 （如复合物 I、IV 和 V） 的亚基异常积

累［62］，包括细胞色素 c氧化酶亚基4 （cytochrome c 

oxidase subunit 4，Cox4）和NADH脱氢酶 1β亚复

合 物 6 （ubiquinone oxidoreductase subunit B6，

NDUFB6）等未能正确组装的蛋白质成分，使得这

些游离亚基无法被及时清除，进一步损害电子传递

链功能［63］。除参与呼吸链组装外，YME1L1还通

过调控视神经萎缩症 1 型蛋白 （optic atrophy 1，

OPA1）的加工，影响线粒体形态和分裂-融合动力

学。蛋白质印迹（Western blot，WB）分析发现，

在YME1L1基因敲除小鼠的心肌细胞中，OPA1的

长亚型 （long-form OPA1，L-OPA1） 水平显著升

Fig. 3　Subcellular localization and function of mitochondrial AAA+ proteases
图3　线粒体AAA+蛋白酶的亚细胞定位及功能

图中显示LONP1、YME1和AFG3L2 （PDB ID同图2） 催化核心的结构信息及其在线粒体中的重要功能。OMM：线粒体外膜 （outer 

mitochondrial membrane）；IMS：膜间隙（intermembrane space）；IMM：线粒体内膜（inner mitochondrial membrane）；M：基质（matrix）。

亮绿色数字1~5表示本综述中所述LONP1的功能，分别为：LONP1可识别并降解顺乌头酸酶2（aconitate hydratase 2，ACO2），并进一步调

控三羧酸循环；LONP1能够降解琥珀酸脱氢酶复合体B亚基（succinate dehydrogenase complex subunit B，SDHB），参与ATP合成；LONP1

也可与热休克蛋白60 （heat shock protein 60，HSP60）相互作用，从而促进新输入蛋白质的正确降解；LONP1还会影响分裂相关蛋白1

（dynamin-related protein 1，Drp1）的表达，促进线粒体的碎片化；在应激条件下，LONP1参与维持细胞能量稳态，如保障mtDNA的稳定性

以及特异性地降解细胞色素c氧化酶（cytochrome c oxidase，COX）的亚基。橘色数字1~3表示本综述中所述YME1L1的功能，分别为：

YME1L1参与调节OPA1稳定性，并参与错误蛋白的降解过程；YME1L1维持呼吸链复合物I、IV和V的正确组装；YME1L1能够识别未被前

体占据的TIM23复合物，并降解其核心亚基TIMM17A和TIMM23。深蓝色数字1~4表示本综述中所述AFG3L2的功能，分别为：AFG3L2通

过调控线粒体融合蛋白OPA1的加工，影响蛋白质的正确降解；AFG3L2也会影响电子传递链复合物IV的组装；AFG3L2参与mtDNA的完整

性；AFG3L2缺失还可引起“核糖体衰变”。
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高，而其短亚型 （short-form OPA1，S-OPA1） 生

成减少。透射电子显微镜 （transmission electron 

microscopy，TEM）观察进一步显示，YME1L1 缺

失虽未明显破坏线粒体嵴的结构，但引起线粒体数

量增多和体积减小［64］。这些结果揭示了YME1L1

在调节OPA1稳定性以及维持线粒体形态结构完整

性方面发挥着关键作用。

近年来研究发现，YME1L1还参与线粒体蛋白

质输入过程的监控。线粒体的生物发生依赖于核基

因组编码的大量蛋白质，这些蛋白质需通过线粒体

外 膜 转 位 酶 复 合 物 （translocase of the outer 

membrane，TOM）和线粒体内膜转位酶复合物 23

（translocase of the inner membrane 23，TIM23） 协

同作用转运至线粒体基质或定位于线粒体内膜［6］。

蛋白质输入过程受阻则导致线粒体功能异常甚至细

胞死亡。在这种输入受阻的条件下，前体蛋白无法

抵达 TIM23 复合物，致使其处于“空闲”或“未

被 占 据 ” 的 状 态 。 免 疫 共 沉 淀 （Co-

immunoprecipitation，Co-IP）和一维天然胶（或非

变 性 胶） 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （blue native 

polyacrylamide gel electrophoresis， BN-PAGE） 实

验结果表明，YME1L1 能够识别未被前体占据的

TIM23 复合物，并降解其核心亚基 TIMM17A 和

TIMM23，从而防止无效的蛋白质继续输入，避免

错误折叠或受损蛋白质的积累［65］。值得注意的是，

YME1L1降解“未被占据”的TIM23复合体这一发

现与早期关于线粒体输入通道稳态的认识有所不

同。此前普遍认为，线粒体蛋白输入受阻主要通过

UPRmt［66］或 PINK1-Parkin 介导的线粒体自噬途径

来应对［67］。YME1L1 参与调控 TIM23 复合物的通

路是独立存在，还是与上述通路存在交叉，仍是未

来研究中亟需解决的重要问题。

2.3　AFG3L2亚细胞定位与功能

AFG3L2主要定位于线粒体内膜上，并面向线

粒体基质一侧，属于m-AAA（图3）。与LONP1和

YME1L1 等 其 他 线 粒 体 AAA+ 蛋 白 酶 类 似 ，

AFG3L2 对维持线粒体蛋白质稳态至关重要［68］。

首先，AFG3L2的缺失通过影响电子传递链复合物

IV的组装，影响OXPHOS效率，其缺失可导致耗

氧量下降 30%~40%、ATP 合成减少 50%，并激活

细胞凋亡［69］。其次，它参与线粒体动力学平衡的

维持：2019年Richter等［70］首次观察到，AFG3L2

功能障碍可导致线粒体融合蛋白OPA1加工异常，

进而通过OMA1依赖性途径引起S-OPA1过度积累

和线粒体碎片化；该研究还首次报道了AFG3L2缺

失可引起“核糖体衰变”，即线粒体核糖体数量显

著减少。此外，AFG3L2负责对 13种mtDNA编码

的呼吸链蛋白亚基进行共翻译加工，确保呼吸链复

合物的正确组装。在神经元中，尤其是浦肯野细胞

等能量需求较高的细胞，AFG3L2缺失的表型尤为

严重：一方面导致线粒体碎片化，使树突远端线粒

体密度下降60%，另一方面通过影响线粒体钙单向

转运体 （mitochondrial calcium uniporter， MCU）

复合体组装，损害线粒体Ca2+缓冲能力，加之ATP

合成不足导致谷氨酸清除延迟，最终引发兴奋性毒

性和细胞凋亡［71-73］。这些结果说明，AFG3L2通过

在MQC、呼吸链组装、线粒体动力学和钙稳态等

多层面的调控，对维持线粒体功能完整性具有核心

作用。

2.4　线粒体AAA+蛋白酶功能的调控

线粒体AAA+蛋白酶的功能活性不仅取决于其

催化结构域的完整性，更受到转录、翻译及翻译后

修饰等多个层次的精密调控，以响应细胞内外的能

量状态与应激信号。LONP1的表达调控主要发生

在转录和翻译后水平。如前所述，LONP1受HIF-1

的直接调控：在低氧条件下， HIF-1α 结合于

LONP1基因的启动子区域，显著增强其转录，进

而促进对COX4亚基的选择性降解，优化呼吸链功

能并减少 ROS 的产生［58］。此外，核呼吸因子 1

（nuclear respiratory factor 1，NRF1）及过氧化物酶

体增殖物激活受体 γ 共激活因子 1α （peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator       

1-alpha，PGC-1α）等线粒体生物发生的主调控因

子，也能正向调控LONP1的表达，将其整合入线

粒体能量代谢的核心调控网络［74］。在翻译后层面，

LONP1 的活性受到酪氨酸磷酸化的负调控：其 N

端结构域中 Tyr186 和 Tyr394 这两个位点被磷酸化

可导致其蛋白酶活性受到抑制，而去磷酸化则解除

该抑制，增强其功能［75］。YME1L1 的表达受到

UPRmt 的诱导。通过激活转录因子 5 （activating 

transcription factor 5，ATF5），UPRmt可广泛上调多

种 线 粒 体 伴 侣 蛋 白 和 线 粒 体 蛋 白 酶 （包 括

YME1L1） 的表达，以缓解蛋白质错误折叠压

力［76］。此外，YME1L1的活性也受到其底物状态

的反馈调节。例如，当线粒体蛋白输入受阻导致

TIM23复合物处于“空闲”状态时，会作为信号触

发 YME1L1 对其核心亚基进行降解，这是一种快

速的蛋白质质量控制反馈回路［65］。AFG3L2 的表
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达同样受到线粒体生物发生核心信号的严密调控。

已有研究提示，AFG3L2基因的启动子区域可能存

在参与细胞能量感知的关键因子的结合位点，如

NRF1 和 GA 结 合 蛋 白 转 录 因 子 α 亚 基 （GA-

binding protein transcription factor alpha subunit，

GABPA，也称NRF2），表明其转录可能与线粒体

生物发生过程密切协同［77］。此外，AFG3L2 参与

PTEN 诱 导 的 激 酶 1 （PTEN-induced kinase 1，

PINK1）蛋白的加工成熟过程，提示其可能通过调

控线粒体自噬通路的上游信号，间接影响线粒体质

量控制的全局网络［30］。综上所述， LONP1、

YME1L1和AFG3L2的表达与功能受到转录、复合

物组装、底物反馈及病理蛋白相互作用的多层次调

控。这些调控机制确保线粒体能够动态适应生理需

求，而其失调则直接参与多种神经系统疾病的分子

病理过程。

3　线粒体AAA+蛋白酶与神经系统疾病

神经系统疾病包括两大类，一类是神经发育疾

病（neurodevelopmental disorders），另一类是神经

退行性疾病（neurodegenerative diseases）。前者主

要是在胎儿期至儿童期大脑发育过程中出现的慢

性、非进展性神经系统障碍，其核心表现是认知、

语言、运动或社交行为受损，常见类型包括孤独症

谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）、智力

迟缓（mental retardation，MR）、注意缺陷多动障

碍 （attention-deficit/hyperactivity disorder，

ADHD）、脑瘫 （cerebral palsy，CP） 等，通常由

遗传变异、围产期损伤或环境因素共同导致，并可

持续至成年，其中遗传突变和/或应激暴露导致的

线粒体功能障碍可能通过影响胎儿产前和产后的神

经细胞发育和神经网络构建导致［78］。后者是一类

在成年后期随衰老而出现的进行性神经系统退行性

病变，核心表现为记忆、执行、运动或自主神经功

能丧失，常见类型包括阿尔茨海默病（Alzheimer’s 

disease， AD）、帕金森病 （Parkinson’s disease，

PD）、肌萎缩性侧索硬化症 （amyotrophic lateral 

sclerosis，ALS）等，通常由遗传突变、氧化应激、

病理性蛋白聚集及线粒体功能障碍共同驱动，并随

病程持续恶化直至终生［79］。由于大脑中的神经元

需要消耗大量能量为轴突中的离子通道和泵供电，

且主要依靠线粒体的 OXPHOS 提供 ATP，因此神

经元极易受到线粒体功能障碍的影响［80］。线粒体

在神经元胞体内形成，通过分裂融合和MQC维持

其健康的动态平衡，但是由于轴突很长，神经元特

化出复杂机制，通过动力蛋白和微管、微丝，将健

康线粒体输送到轴突中最需要能量的部位发挥作

用，并将受损线粒体从远端运回胞体进行循环利

用［81］。随着人体的衰老，线粒体的能量代谢功能

逐渐降低，ATP产能减少，ROS产生增加，MQC

和运输能力均下降，无法应对外界各种压力，就会

促进神经退行性疾病发生和进展［82-83］。

多项研究发现，LONP1、YME1L1和AFG3L2

这3种线粒体AAA+蛋白酶的突变均与多种神经系

统疾病密切相关，而且其病理机制均指向线粒体蛋

白稳态的崩溃［12］。通过整理已报道疾病相关突变

位点在其蛋白质氨基酸序列的位置发现，YME1L1

目前只发现两个突变与神经系统疾病有关，且一个

突变位于 NTD，另一个位于肽酶结构域，而

LONP1 和 AFG3L2 的疾病突变主要定位于它们的

ATPase 结构域和水解酶或肽酶结构域 （图 1，     

表 1）。这说明这些蛋白酶的关键结构域对其功能

至关重要，一旦发生基因突变，影响其结构或构

象，就会导致疾病的发生和进展。下文将详细阐述

每种疾病背后的分子机制，并尝试比较其异同。

Table 1　Mutated amino acids of mitochondrial AAA+ proteases in human neurological diseases
表1　人类神经系统疾病中线粒体AAA+蛋白酶的氨基酸突变位点

LONP1

YME1L1

线粒体质量控制，分子伴

侣，线粒体分裂-融合动力

学，mtDNA复制/维持

线粒体质量控制，呼吸链

复合物组装，线粒体蛋白

质转运，线粒体分裂-融合

动力学

CODAS综合征

线粒体脑病伴视神经萎缩

ASD

R15P, R672C［84］;R786W［85］; W464*, E476A, A670V, R679H, 

P749S, G767E［86］; S631Y, P676S, R721G, A724V［87］

R149W［88］

E661K［89］

线粒体蛋白酶 生物学功能 相关神经系统疾病 氨基酸突变位点
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AFG3L2 线粒体质量控制，呼吸链

复合物组装，核糖体装配，

氧化磷酸化

SCA28

SPAX5

视神经萎缩12型

P78S, E98Q, P477L, A484P［90］; G116R［91］; V191I, T430I［42］; 

R632X［92］; T654I, M666R［93］; G671R［94］; P688T［95］; 

E700K［96］; V723M［97］

W128*, I216F, M625I, I705T［90］; Y616C［42］

F175S［98］; T355M, K306E, A338T, L346F, L356R, E376K, F377S, 

D407G, N432T, A462V, R465K, P466L, R468C, P514L, Y605C, 

S634*［42］; G337E［99］; D411A［91］; E793*［90］

续表1

线粒体蛋白酶 生物学功能 相关神经系统疾病 氨基酸突变位点

   *尚待确定。

3.1　LONP1与神经系统疾病

3.1.1　LONP1与CODAS综合征

1991 年，Shebib 等［100］ 首次将脑、眼、牙、

耳 、 骨 骼 异 常 （cerebral， ocular， dental，

auricular，skeletal anomalies，CODAS） 综合征描

述为一种罕见的常染色体隐性遗传性多系统发育障

碍。CODAS综合征的典型临床表现包括：颅面发

育异常（宽颅、面中部扁平）、感觉器官畸形，以

及进行性骨骼发育障碍（身材矮小、脊柱侧弯、干

骺端发育不良等）［86］。2015年的研究通过全外显子

组 测 序 （whole exome sequencing， WES） 揭 示

CODAS综合征由LONP1双等位基因突变引起，其

中4个致病突变Arg721Gly、Pro676Ser、Ser631Tyr

和Ala724Val均位于LONP1的AAA+结构域（图1），

且空间定位紧邻ATP结合口袋［87］，提示其可能通

过干扰ATP水解或六聚体组装而损害LONP1的蛋

白酶体功能。体外实验证实，高频突变Arg721Gly

导致 LONP1 六聚体解离常数 （Kd） 增加 5 倍，

ATP 酶活性下降 80%，说明该突变严重破坏了

LONP1的结构稳定性与催化活性。电镜分析显示，

68%的CODAS患者线粒体出现肿胀，且53%存在

电子致密包涵体；进一步通过免疫电镜可见，线粒

体编码蛋白细胞色素 c氧化酶亚基2（cytochrome c 

oxidase subunit 2，COX2）在线粒体基质中异常聚

集，并伴随复合体 IV活性下降约 65%，这些结果

明确将LONP1功能障碍与线粒体内蛋白质稳态失

衡、呼吸链缺陷及OXPHOS崩溃相联系，从机制

上阐释了能量代谢障碍可能是CODAS多系统表型

的重要驱动因素［86-87］。目前已发现 13种LONP1基

因突变与CODAS综合征有关（图 1，表 1），但仍

缺乏有效的治愈性医疗手段，临床管理以缓解症状

和提升生活质量为主要目标。

3.1.2　LONP1与AD

AD是最常见的神经退行性疾病，主要发生于

老年人群，临床表现为进行性记忆减退和认知功能障

碍［101］。研究表明，β淀粉样蛋白42（amyloid-β 42，

Aβ42）寡聚体是AD的重要病理标志物［102］。Co-IP

实验证实，在 AD 病理中，Aβ42 寡聚体通过其疏

水核心，特异性地识别并结合 LONP1 六聚体

AAA+结构域表面的一个变构调控口袋，这与ATP

结合位点相邻但并不完全重叠，这种结合并非简单

遮盖活性中心，而是破坏了LONP1水解ATP所必

需的各亚基间的协同构象变化。这一变化，一方面

直接抑制了LONP1的ATP酶活性，切断了降解过

程的能量来源，另一方面，它破坏了LONP1六聚

体的稳定性，导致其解离成无活性的单体或二聚

体。由于LONP1失活，其关键底物如超氧化物歧

化酶 2 （superoxide dismutase 2，SOD2）无法被正

常周转更新。受损的SOD2在线粒体基质中积累，

加剧氧化应激，同时ATP合成产量下降40%，最终

严重的氧化损伤和能量衰竭导致突触退化和神经元

死亡［103］。该研究不仅提示AD中线粒体功能障碍

是关键分子机制之一，更为开发以LONP1功能修

复为核心的新型AD治疗策略提供了有力且可操作

的依据。后续研究需在体内模型中进行实验，验证

此通路在AD发生发展过程中的病理贡献及靶向干

预的有效性，并探索LONP1活性/构象作为AD生

物标志物的潜力。

3.1.3　LONP1与PD

PD 是发病率仅次于 AD 的神经退行性疾病，

其核心运动症状表现为运动迟缓、肌强直和静止性

震颤三联征。尽管绝大多数PD病例为散发，但约

5%~10%的病例具有家族遗传性［104-105］，其中DJ-1

基因（protein DJ-1）突变是导致常染色体隐性遗传

早发型 PD的重要病因之一［106］。已报道的DJ-1致

病突变包括：纯合突变（如 L10P、M26I、E64D、

P158Δ、E163K、L166P、L172Q等）和杂合错义突

变（如A39S、A104T、D149A）［52，105，107］，这些突变
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多数影响DJ-1蛋白的稳定性、二聚化能力及其抗

氧化应激功能，但其具体降解机制及与线粒体稳态

的关联尚未完全明确。研究者利用DJ-1基因敲除

小鼠胚胎成纤维细胞作为表达系统，外源表达人源

DJ-1野生型及 16种错义突变体，通过环己酰亚胺

（cycloheximide，CHX）追踪实验发现：LONP1蛋

白酶能够识别并降解其中7种构象不稳定或错误折

叠/氧化的DJ-1突变体。进一步机制研究表明，这

些突变体因折叠缺陷在线粒体基质中发生聚集，并

与 LONP1 发生直接相互作用，抑制 LONP1 活性，

导致突变体DJ-1积累并显著增强细胞毒性。在PD

细胞模型中，LONP1功能缺失引起突变DJ-1在线

粒体内异常滞留，进而导致线粒体膜电位受损、

ROS水平升高、复合体 I活性下降，最终引发多巴

胺能神经元凋亡［108］。这项研究揭示了 LONP1 在

MQC中的新角色，尤其在于清除缺陷型DJ-1蛋白

中的作用，也提示通过增强LONP1活性或表达以

促进毒性蛋白质聚集体的清除，或可成为延缓PD

进展的潜在治疗途径。

3.1.4　LONP1与TDP-43蛋白病

TDP-43蛋白是由 414个氨基酸组成的RNA结

合蛋白（RNA-binding protein，RBP），由位于 1号

染色体上的TARDBP基因编码［109］。2006年的研究

发现，约 97%的ALS和约 45%的额颞叶痴呆/额颞

叶 变 性 （frontotemporal dementia/frontotemporal 

lobe degeneration，FTD/FTLD）患者脑组织中存在

TDP-43阳性蛋白包涵体［110］，提示TDP-43蛋白异

常聚集可能是这类神经退行性疾病的共同分子病理

基础。值得注意的是，约57%的AD患者样本中也

检测到TDP-43的异常沉积［111］。因此，与TDP-43 

蛋白沉积相关的神经退行性疾病被统称为TDP-43

蛋白病 （TDP-43 proteinopathy）［112］。研究发现，

细胞质中的错误折叠蛋白可通过位于线粒体外膜的

线 粒 体 自 噬 受 体 FUN14 结 构 域 包 含 蛋 白 1

（FUN14 domain containing 1，FUNDC1）以及分子

伴侣HSC70（heat shock cognate 70，组成型表达的

细胞质HSP70）的共同作用下招募到线粒体上，再

经过线粒体转位酶 TOM-TIM 复合物进入线粒体，

由位于线粒体基质的LONP1降解［113］。本实验室关

注TDP-43蛋白在细胞内的稳态，通过透射电镜和

免疫电镜分析发现，在细胞模型、转基因果蝇模型

和 FTLD-TDP 患者病理组织细胞中，TDP-43 蛋白

可在 FUNDC1-HSC70-DNAJA2的介导下进入线粒

体，引起线粒体损伤，并且与LONP1共定位，Co-

IP实验发现，TDP-43与LONP1发生相互作用，且

过表达LONP1后，线粒体中的TDP-43水平降低，

利用纯化的蛋白质进行实验，证明 LONP1 参与

TDP-43 蛋白的降解过程［114-115］。这说明 LONP1 参

与缓解TDP-43毒性、修复线粒体损伤，从而发挥

神经保护作用，提示调控LONP1活性治疗TDP-43

蛋白病的可能性。

3.2　YME1L1与神经系统疾病

3.2.1　YME1L1与线粒体脑病

线粒体脑病（mitochondriopathy）是一类由线

粒体功能缺陷导致的多系统障碍性疾病，临床表现

高度异质，但通常显著累及能量代谢需求较高的神

经与肌肉系统，典型症状包括肌无力、共济失调和

视神经萎缩［27］。OPA1被鉴定为常染色体显性遗传

性视神经萎缩的致病基因，其编码产物是一种定位

于线粒体内膜的GTP酶，不仅调控线粒体内膜融

合过程，还对嵴形态的构建与稳定具有核心作

用［116］。后续研究进一步揭示，OPA1 的功能受到

高度精细的蛋白质水解调控：位于内膜的 ATP 依

赖蛋白酶 YME1L1 负责切割 OPA1 的 S2 位点，从

而维持长链（L-OPA1）与短链（S-OPA1）亚型的

平衡，这一过程对线粒体分裂-融合动力学和嵴结

构的完整性至关重要［117］。2016 年，研究者通过

WES发现4例携带YME1L1纯合错义突变（c.616C

>T，p.Arg149Trp）的神经发育障碍患儿，该突变

位于 YME1L1 的 NTD （图 1，表 1），导致其无法

被 线 粒 体 加 工 肽 酶 （mitochondrial processing 

peptidase，MPP）正确剪切，从而使YME1L1前体

（~80 ku） 加速降解，无法生成成熟型的蛋白酶 

（~63 ku）。功能研究表明，该突变引起OPA1蛋白

的S2切割严重受损，导致线粒体碎片化增加3倍、

ATP合成效率下降 55%［27］。虽然目前只发现一个

YME1L1相关的疾病突变，明确导致线粒体结构和

功能缺陷，且此突变并不位于其关键功能结构域，

提示发生在关键结构域内的突变可能因严重影响酶

活性和功能而导致胚胎致死，不过这一推测尚需通

过进一步的实验加以验证。线粒体脑病的患儿主要

表现出全面发育迟缓、智力障碍、视神经萎缩、感

觉神经性耳聋、共济失调及脑白质病变等多系统异

常，符合“神经-视-听”综合征型的线粒体疾病

谱［27］。这一发现不仅拓展了线粒体脑病的基因型-

表型对应关系，更突显了 YME1L1 在维持线粒体

动态平衡及支持神经系统发育中的关键作用。
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3.2.2　YME1L1与ASD

ASD 是一种神经发育性疾病，其主要临床特

征包括社会交往障碍、限制性重复行为模式以及狭

窄的兴趣范围［118］。近年来，遗传学研究在揭示

ASD 的分子机制方面取得了显著进展。在一项针

对116个ASD家系的基因组学研究中，研究人员通

过整合全基因组/外显子组测序 （whole-genome/

exome sequencing，WGS/WES）和单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphism，SNP）芯片技术，

系统分析了罕见变异与ASD之间的关联。该研究

识 别 出 多 个 新 的 潜 在 风 险 基 因 ， 其 中 包 括

YME1L1。在一个多发家系（编号 117）的先证者

（个体 117.3） 中，一个 YME1L1 的新生错义变异

c.1981G>A 导致 YME1L1 蛋白第 661 位的谷氨酸

（Glu） 被替换为赖氨酸 （Lys）。该变异位点位于

YME1L1的肽酶结构域（图1，表1），且在进化上

高度保守，且根据美国医学遗传学与基因组学学会

（American College of Medical Genetics and 

Genomics，ACMG） 指南，该变异被归类为“可

能致病”（likely pathogenic，LP）。该个体表现为

早发性孤独症 （ADOS-2 评分 9，CARS2-ST 评分

35.5），语言发育异常、轻度智力障碍（WPPSI-III：

语言智商 80，操作智商 65，总智商 66）以及局灶

性癫痫［89］。此发现提示，YME1L1功能异常可能

与神经发育障碍尤其是ASD的发病机制相关，为

进一步研究其在下游信号通路及神经元发育中的功

能提供了遗传学依据。

3.3　AFG3L2与神经系统疾病

3.3.1　AFG3L2与脊髓小脑共济失调

脊髓小脑共济失调 （spinocerebellar ataxia，

SCA）是一组罕见的常染色体显性遗传的进行性神

经系统疾病，其核心病理改变主要集中于小脑浦肯

野细胞、脑干及相关的运动传导通路，临床表现为

典型的运动协调障碍综合征，包括构音障碍（发音

含糊不清）、头部或躯干震颤、肌张力减退、步态

异常（步基增宽）及辨距不良，部分患者还可出现

头痛与易疲劳等非特异性症状［31］。在众多SCA亚

型中，SCA28由位于18p11.22的AFG3L2基因杂合

功能丧失性突变 （loss-of-function mutations） 引

起，这些突变位点位于AFG3L2蛋白的MTS、N端

结构域、AAA+结构域和肽酶结构域 （图 1，       

表1）［119-120］。近期研究发现，AFG3L2基因第14~16

号外显子的杂合缺失可导致移码突变并提前引入终

止密码子，致使编码的 AFG3L2 蛋白缺失关键的

AAA+结构域。此缺失突变通过无义介导的mRNA

降解（nonsense-mediated mRNA decay，NMD）机

制，导致AFG3L2蛋白表达量下降约50%，提示单

倍剂量不足（haploinsufficiency）为其核心致病机

制。在患者来源的成纤维细胞中，该突变导致显著

的线粒体形态和功能异常，包括碎片化增多、嵴结

构紊乱、复合物 IV活性降低约 40%及ATP合成减

少35%。值得注意的是，此特定缺失区域（外显子

14~16） 使患者出现上睑下垂这一独特的临床表

型，为基因型-表型关联提供了新依据［29， 121］。

与SCA28的单倍剂量不足机制不同，AFG3L2

基因的纯合错义突变可引起一种更为严重且早发型

神经退行性疾病，即痉挛性共济失调-神经病综合

征 5 型 （spastic ataxia-neuropathy syndrome 5，

SPAX5）。该病于2011年在多个近亲家系中被首次

报道，共鉴定出4种不同的纯合错义突变，代表性

突 变 之 一 是 位 于 AAA+ 结 构 域 的 c. 1847A>G        

（p. Y616C）（图 1， 表 1）［105］。 这 类 突 变 导 致

AFG3L2蛋白功能近乎完全丧失，使其无法有效降

解关键线粒体底物，如线粒体核糖体大亚基蛋白32

（mitochondrial ribosomal protein large subunit 32，

MRPL32），进而严重破坏呼吸链复合物 I的组装与

功能，引起 ATP 合成障碍、ROS 大量积累及线粒

体形态异常［122］。这些严重的分子病理改变解释了

SPAX5 常在婴儿或儿童期起病，并表现为痉挛性

截 瘫 （spastic paraplegia）、 小 脑 性 共 济 失 调

（cerebellar ataxia） 和轴索性感觉运动周围神经病

（axonal sensorimotor peripheral neuropathy）等重型

综合征。综上所述，AFG3L2突变通过不同遗传机

制（单倍剂量不足与纯合突变导致功能丧失）和不

同程度的线粒体功能障碍，导致从成人期发病、相

对局限的 SCA28表型，到婴幼儿期起病、多系统

受累的严重 SPAX5综合征。这一连续疾病谱突显

了 AFG3L2 在线粒体蛋白质质量控制中的核心地

位，并为理解遗传性共济失调的分子基础与临床异

质性提供了关键视角。

3.3.2　AFG3L2与视神经萎缩

研究发现，与YME1L1相似，AFG3L2的功能

缺失突变会特异性干扰线粒体融合蛋白OPA1的加

工过程，导致L-OPA1减少，进而引起线粒体网络

显著碎片化。然而，这种线粒体片段化在 SCA28

患者中并未观察到，提示AFG3L2突变导致视神经

病变可能涉及不同于 SCA28的致病机制。进一步

深入分析发现，引起视神经萎缩 12 型 （optic 
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atrophy 12， OPA12） 的 致 病 突 变 显 著 富 集 于

AFG3L2的ATP酶结构域（图 1，表 1）。这些突变

通过破坏 ATP 结合、显著削弱 ATP 水解活性，并

最终损害AFG3L2与底物蛋白OPA1的相互作用能

力［99］。这种特定结构域的功能损害模式，可能是

导致选择性视神经病理的关键因素，而OPA12即

是此类AFG3L2突变相关疾病的典型临床代表。该

疾病由AFG3L2基因杂合显性突变引起，患者主要

表现为进行性、缓慢发展的双侧视力损害［42］。这

些发现极大地拓展了我们对AFG3L2基因型-表型

相关性的理解，也为深入解析遗传性视神经退行性

疾病的发病机制提供了至关重要的线索。

3.3.3　AFG3L2与PD

PD的病理表现主要为中脑黑质致密部多巴胺

能（dopamine，DA）神经元的进行性丢失，以及

神经元胞质内出现由 α 突触核蛋白（α-synuclein）

异常聚集形成的路易小体（Lewy bodies）［105］。近

年研究进一步揭示，α突触核蛋白的异常聚集不仅

是PD的核心病理标志，更与线粒体功能障碍密切

相关，二者共同推动疾病进展。在这一机制中，

PINK1激酶作为MQC的核心分子，于胞质中合成

后转位至线粒体，启动线粒体自噬过程。尤其值得

注意的是，PINK1能够直接与α-synuclein发生相互

作用，提示该相互作用可能在耦联线粒体功能障碍

与蛋白质聚集病理之间发挥桥梁作用［123］。另一方

面，线粒体AAA+蛋白酶AFG3L2作为维持线粒体

稳态的关键因子，通过酶切生成约52 ku的功能片

段并定位于线粒体膜间隙，参与调控 PINK1 的加

工与成熟，进而影响线粒体自噬通路［124］。2014年

的报道显示，一例携带AFG3L2基因外显子15移码

突变（c.1958dupT）的患者，表现出轻度帕金森样

症状（bradykinesia），并伴有认知功能下降、小脑

共济失调和多发性神经病［125］，表明AFG3L2基因

突变与神经退行性疾病的临床关联性。综上所述，

尽管AFG3L2在PD中确切作用机制的细节仍需深

入解析，但现有证据提示：AFG3L2基因突变或功

能异常，通过干扰线粒体蛋白稳态、破坏线粒体结

构和功能完整性、并可能影响 PINK1 介导的线粒

体自噬通路，最终参与PD及其他相关神经退行性

疾病的发生。

3.4　疾病突变主要富集于线粒体AAA+蛋白酶的关

键功能结构域

通过对目前已报道的疾病相关突变位点进行汇

总分析（图 1，表 1）发现：这些突变并非随机分

布，而是显著富集于其AAA+结构域和水解酶或肽

酶结构域。有些关键功能结构域的突变直接破坏了

ATP 水解、底物识别或蛋白水解活性，从而导致

MQC 的核心功能受损。而另一些突变可能导致

AAA+蛋白酶在转录、翻译以及翻译后等多个水平

的调控异常，从而影响其在线粒体中的丰度。我们

认为，这一现象的深层原因远不止于此，它提示线

粒体作为一个复杂网络的脆弱性，其稳态依赖于多

种AAA+蛋白酶在其各分区中的精密协作。一旦这

些关键蛋白酶的功能发生局部失衡，即可通过

mtDNA不稳定、呼吸链功能障碍、线粒体动力学

紊乱等多重机制，引发广泛的神经元功能紊乱和/

或退行性变。此外，突变位点的异质性与疾病临床

表现的多样性，进一步反映了线粒体AAA+蛋白酶

功能在不同细胞类型、各个发育阶段及多样遗传背

景下的复杂调控。

4　总结与展望

本文系统回顾了 3 种关键线粒体 AAA+蛋白

酶，LONP1、YME1L1和AFG3L2的多方面作用。

现有研究表明，这3种线粒体AAA+蛋白酶在氨基

酸序列和结构上有较大的相似性，在功能上既存在

重叠（如都参与降解错误折叠蛋白），又具有鲜明

的特异性（如亚细胞定位、底物选择性和疾病表

型等）。

然而，目前大多数研究仍集中于单个蛋白酶的

功能分析或与其特定疾病关联的探讨，对于它们如

何作为协同网络（collaborative network）共同维持

线粒体稳态，以及在病理生理状态下其功能如何被

精确调控以实现互补与特异，仍缺乏系统性的理

解。基于这些发现，本文尝试提出一个“冗余-特

异”平衡框架来整合现有知识。该框架认为，

MQC网络的稳健性（robustness）源于功能冗余与

特异性之间的精密平衡。在稳态条件下，各蛋白酶

分工明确；应激状态下，功能重叠允许一定的代

偿；而一旦特定功能失活，则可能导致无法代偿的

病理后果。例如 LONP1 突变引起 CODAS 综合

征［86］，YME1L1纯合突变导致视神经萎缩-智力障

碍综合征［27］，AFG3L2 突变则因其异质性可分别

引起SCA28、SPAX5及OPA12等疾病［38，94，125-126］。

基于这一“冗余-特异”平衡框架，未来研究

可从以下几个方向重点展开：首先，进一步理解

AAA+蛋白酶对底物识别的特异性和重叠性，这本

质上是由蛋白酶与底物的相互作用决定的。借助原
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位冷冻电镜 （cryo-electron tomography，Cryo-ET）

以及超分辨结构光显微镜等跨尺度成像技术，在近

生理环境下观察这些AAA+蛋白酶的超分子组装、

构象动态及底物处理过程，将有助于在原子水平上

揭示“识别密码”，为基于结构的药物设计提供理

论基础。其次，开发和运用化学生物学工具为精准

治疗策略提供依据。现有的工具包括 2-氰基-3,12-

二氧代齐墩果酸CDDO （2-cyano-3,12-dioxooleana-

1,9(11)-dien-28-oic acid）等抑制剂［127］，以及青蒿

素类药物，如双氢青蒿素 （dihydroartemisinin，

DHA） 和青蒿琥酯 （artesunate，ART）［128］，这些

工具为特异性调控LONP1提供了分子探针。我们

亟需进一步拓展靶向YME1L1或AFG3L2的高选择

性调节剂。通过在细胞和动物模型中精确操纵单一

蛋白酶活性，有望揭示MQC网络的应答机制。特

别是有无其他因子共同参与调控其功能？它们是否

发生功能代偿？代偿的效率与边界如何？此外，未

来研究需进一步阐明这些 AAA+蛋白酶在转录调

控、翻译后修饰及蛋白相互作用网络中的精细调控

机制。例如，不同细胞类型、神经系统不同发育阶

段以及疾病的不同发展阶段中，这3种蛋白酶的表

达谱和活性变化规律如何？是否存在特异性调控这

些蛋白酶活性的上游信号分子？鉴定这些上游信号

及其传导机制，不仅能够推动从“静态平衡”的理

解迈向“动态调控”的预测，也将为研发干预疾病

的药物提供新的潜在靶点。

附件 见本文网络版 （http://www.pibb.ac.cn, http://

www.cnki.net ）：

PIBB_20250363_Figure_S1.pdf
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Abstract　 Mitochondria are the most crucial energy-generating organelles in eukaryotic cells and serve as 

signaling hubs that orchestrate metabolism, redox balance, cell-fate decision and multiple forms of cell death. 

Mitochondria possess their own DNA (mtDNA), which is independent of the nuclear genome, yet encodes only 
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13 polypeptides, 22 tRNAs, and 2 rRNAs. The remaining >1 150 mitochondrial proteins are encoded by nuclear 

genes (nDNA), and the two genomes cooperate to preserve cellular homeostasis and proper function. 

Mitochondrial proteins are localized to the outer mitochondrial membrane (OMM), intermembrane space (IMS), 

inner mitochondrial membrane (IMM) or matrix, participating in oxidative phosphorylation (OXPHOS), the 

tricarboxylic acid (TCA) cycle, fission-fusion dynamics, and other processes indispensable for mitochondrial 

integrity. Mitochondrial quality control (MQC) is exerted largely by mitochondrial proteases, which selectively 

modulate protein activity and degrade misfolded or superfluous proteins. Among them, a group of mitochondrial 

ATPases associated with diverse cellular activities (AAA+ proteases) couple ATP binding and hydrolysis to 

protein unfolding and proteolysis, thereby regulating fusion protein maturation, respiratory-chain assembly, and 

mtDNA replication/transcription. Mutations or aberrant expression of these mitochondrial AAA+ proteases 

cripple mitochondrial architecture and function, precipitating a spectrum of severe neurological disorders. This 

review summarizes current knowledge on three paradigmatic mitochondrial AAA+ proteases, LONP1, YME1L1, 

and AFG3L2. We highlight their conserved Walker A/B motifs in the ATPase domain and hexameric architecture, 

yet emphasize divergent sub-mitochondrial topologies: LONP1 is soluble in the matrix, whereas YME1L1 and 

AFG3L2 are embedded in the IMM with catalytic domains facing IMS and matrix, respectively. These positional 

differences translate into distinct substrates and proteolytic strategies, enabling a division of labor and mutual 

complementation that cooperatively safeguards mitochondrial proteostasis. Pathogenic mutations linked to 

neurological disorders are mapped predominantly to the ATPase and the hydrolase/peptidase domains. 

Substitutions of the amino acid within these core domains can directly abolish ATP hydrolysis, substrate 

engagement or peptide cleavage, thereby crippling local MQC networks. Additional variants may disturb 

transcriptional, translational or post-translational regulation, altering protease stoichiometry and impairing 

compartmental balance. The subsequent cascade, mtDNA instability, respiratory-chain dysfunction, and aberrant 

mitochondrial dynamics, propagates stress signals that culminate in neuronal dysfunction and/or 

neurodegeneration. The mutational and clinical heterogeneity observed across cell types, developmental stages, 

and genetic backgrounds underscores the context-dependent fine-tuning of these AAA+ proteases. Deciphering 

how disease-associated variants rewire domain structure, catalytic cycle, and network-level crosstalk will 

therefore illuminate pathophysiologic mechanisms and guide precision therapeutic strategies.
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