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研究报告 

双定位信号增强工程化蛋白线粒体靶向性呈递 

周冰倩 1，李尚朴 1，王旭 1，孟祥宇 1，邓竞荣 1，邢金良 2，王建刚 1，

徐坤 1  
1. 西北农林科技大学动物科技学院，杨凌 712100 
2. 空军军医大学肿瘤生物学国家重点实验室，西安 710000 

摘要: 有效传递工程化改造的蛋白进入线粒体对开发高效的线粒体 DNA 编辑工具、实现线粒体疾病精准治疗

具有重要意义。本研究选取 eGFP 和 Cas9 基因，在其上游或/和下游引入不同的线粒体定位信号(mitochondrial 

localization signal，MLS)序列，分别构建了相应的工程化蛋白表达载体。将不同表达载体转染 HEK293T 细胞

后，利用荧光共定位实验和免疫印迹实验分析不同工程化蛋白的线粒体靶向性呈递效果。结果显示，相比单端

添加 MLS 的 eGFP 和 Cas9 蛋白，双端 MLS 改造均显著提高了工程化蛋白的线粒体靶向性呈递效率。推测双

MLS 策略可增强工程化蛋白的线粒体靶向性，为以后开发高效的线粒体 DNA 编辑工具奠定了理论基础。 

关键词: 线粒体疾病；线粒体 DNA 编辑；工程化蛋白；线粒体定位信号；线粒体靶向 

Dual-localization signals enhance mitochondrial targeted 
presentation of engineered proteins 
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Abstract: Effective delivery of engineered proteins into mitochondria is of great significance for developing efficient 

mitochondrial DNA editing tools and realizing accurate treatment of mitochondrial diseases. Here, the candidate genes, 

eGFP and Cas9, were engineered with different mitochondrial localization signal (MLS) sequences introduced at their up- 

or/and down-streams. The corresponding expression vectors for the engineered proteins were constructed respectively, and 

HEK293T cells were transfected with these vectors. The fluorescence colocalization and Western blotting assays were used 

to analyze the mitochondrial targeting presentation effect of different engineered proteins. The results demonstrated that the 

daul-MLS modification of the eGFP and Cas9 proteins significantly improved the efficiency of mitochondrial targeted 
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presentation, compared with the engineered proteins with single MLS added. Hence, it is speculated that dual MLS 

strategy can enhance the mitochondrial targeting of engineered proteins, which lays a theoretical foundation for the future 

development of efficient mitochondrial DNA editing tools. 

Keywords: mitochondrial diseases; mtDNA editing; protein engineering; mitochondrial localization signal; 

mitochondrial targeting 

线粒体是真核生物细胞内不可或缺的细胞器，

通过氧化磷酸化(oxidative phosphorylation，OXPHOS)
为机体供能，并在细胞凋亡、代谢调节、钙信号传

导、类固醇物质合成等多种细胞进程中发挥关键作

用[1]。线粒体 DNA (mtDNA)是一种裸露的双链环状

结构，高度紧凑，仅包含 16,569 bp，内含 37 个基

因，编码 22 个 tRNA，1 个 16S rRNA，1 个 12S rRNA
及 13 个氧化磷酸化所需的关键多肽[2,3]。由于其独

特的结构特征和活跃表达的需求，mtDNA 具有较高

的突变率，导致机体内存在不同程度的突变，进而

引发线粒体异质性[4]。异质性超过一定限度时(即达

到阈值，不同突变和突变发生的不同细胞、组织、

器官，甚至个体，其阈值皆存在差异)，可诱发原发

性 线 粒 体 疾 病 (primary mitochondrial diseases ，

PMDs)，这一现象被称为“阈值效应”[5]。此外，PMDs
的临床表现与受损组织中的突变拷贝数成正比，低

于阈值时通常无明显症状，高于阈值则出现严重表

型[6]，发病的阈值水平通常在 70%~90%之间，但具

体数值受 mtDNA 突变的性质或细胞中 mtDNA 的总

量等多个因素影响，较为模糊[7]。 
尽管随着对线粒体疾病的分子遗传学机制、病

理过程及临床表现的理解日益加深，研究者不断开

发 出 线 粒 体 替 代 疗 法 (mitochondrial replacement 
therapy，MRT)新型药剂、组织替代基因治疗、缺氧

治疗、小分子疗法等一系列新型治疗方法[8~10]，但

这些方法均存在一定局限性。为根治线粒体疾病，

一系列基因编辑工具被广泛应用于线粒体基因组的

精准修复。早在 2001 年，Srivastava 等[11]就发现限

制性核酸内切酶 Pst I 对 mtDNA 的 T8399G 突变具

有切割活性，从而实现了在小鼠细胞 mtDNA 异质性

的消除。此后，锌指核酸酶(zinc-finger nuclease，ZFN)
与 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶 (transcription 
activator-like effector nuclease，TALEN)技术也相继

应用于线粒体编辑领域[12~14]。目前，已有大量研究

表明，经改造后的限制性核酸内切酶、ZFN 与

TALEN 技术可产生 mtDNA 双链断裂，并已在多种

人源细胞系及小鼠肝脏、骨骼肌、心脏等器官组织

中实现突变 mtDNA 的靶向清除[11,13]，且确认其效果

可在生殖系中实现有效传递[15]。然而应当指出，现

有工具如限制性核酸内切酶、ZFN 及 TALEN 等，

均存在靶向位点局限，设计繁琐和成本高昂等问题，

使其不具备大规模应用的可能[16,17]。 
2020 年，Mok 等[18]首次将双链 DNA 胞苷脱氨

基酶 DddA 与转录激活因子样效应因子(transcription 
activator-like effector，TALE)融合，设计了 DdCBE
系统，在 mtDNA 上首次实现了特异性的 C·G 到 T·A
的转换，使单碱基编辑进入线粒体基因组编辑领域。

2022 年，Cho 等[19]将 DddA 与 TadA8e 相结合，实

现了 mtDNA 从 A·T 到 G·C 的编辑，但进一步研究

表明，DdCBE 不仅在线粒体中存在严重的脱靶效

应，还可逃逸进入细胞核产生大量的单核苷酸变

异(SNV)脱靶效应 [20,21]。在原始的 DdCBE 系统之

后 所 开发出的 DdCBEs(V6)、 DdCBEs(V11)[22] 、

mito-TALENs[19]、DdCBE_Ss[23]等 DddA 衍生的线粒

体编辑系统也存在同样问题。这表明，在 DdCBE 碱

基编辑器的 N 端加入线粒体靶向信号(mitochondrial 
localization signal，MTS)不能阻止其进入细胞核。 

基于上述现状，本研究在实验室前期研究基础

上，设计并构建了不同单端及双端 MLS 修饰的工程

化蛋白表达载体，以验证其对线粒体靶向性的提升

效果。通过 PCR扩增、酶切连接及 Sanger测序验证，

成功构建了包含不同 MLS 的 eGFP 和 Cas9 表达载

体。采用 HEK293T 细胞进行转染实验，并通过荧光

共定位及免疫印迹(Western blot)实验评估蛋白的线

粒体靶向效率。结果表明，改造后的工程化蛋白载

体能高效靶向线粒体，且双端 MLS 修饰显著提高了

eGFP 和 Cas9 蛋白的线粒体靶向效率，为构建高效

线粒体基因编辑工具提供了理论依据。 



 

第 11 期 周冰倩等: 双定位信号增强工程化蛋白线粒体靶向性呈递 939 

 

    

1  材料与方法 

1.1  载体构建 

利用实验室前期构建的 pLL3.7-CMV-MLS 作为

骨架载体。通过 PCR，扩增 eGFP 序列，与骨架载

体进行双酶切连接，构建 pLL3.7-CMV-MLS-eGFP
载体。此外，为保证在 eGFP 翻译完成后能够及时

终止，在上一步构建好的 pLL3.7-CMV-MLS-eGFP
中，将 3′UTR 插入 eGFP 序列后，构建 pLL3.7- 
UMF-eGFP-3′U。另外，选取靶向线粒体效率较高的

SOD2 和 COX8A，通过 PCR 扩增，插入前面构建好

的 pLL3.7 -UMF-eGFP-3′U 载体中(图 1)。 
为了更好地检验双 MLS 对工程化蛋白靶向线

粒体的影响，将 eGFP 序列替换为 Cas9 序列。选用

之 前 构 建 好 的 pLL3.7-UMF-eGFP-3′U ， pLL3.7- 
UMF-eGFP-S2MU 和 pLL3.7-UMF-eGFP-C8MU 作

为骨架载体，通过 PCR 扩增出 Cas9 片段，经酶切

连接构建出 pLL3.7-UMF-Cas9-3′U，pLL3.7-UMF- 
Cas9-S2MU 和 pLL3.7-UMF-Cas9-C8MU 载体，将酶

切鉴定正确的质粒送西安奥科生物公司进行测序。 

1.2  细胞培养和转染 

采用 HEK293T 细胞进行相关细胞实验检测。细

胞培养条件均为：90%DMEM 培养基(Gibco，美国)，
10%FBS (ScienceCell，北京)，100 μg/mL 的青链霉

素(Sigma，美国)，95%空气，5%CO2(均为体积分数)，
温度 37℃。用于提取细胞蛋白的细胞，在消化时不

使用胰酶，以避免对线粒体蛋白造成损伤。采用Hieff 
TransTM 脂质体核酸转染试剂(Invitrogen，美国)根
据说明书步骤进行转染实验：转染前一天将细胞接

种于 6 孔板中，在细胞密度达到 70%~90%后进行转

染，每孔转染 3 μg 的质粒，每组最少设置 3 个平行

转染孔。 

1.3  细胞线粒体纯度检测 

将收集到的细胞的 1/2 用于提取线粒体蛋白，

1/2 用于提取浆蛋白和核蛋白。采用细胞线粒体提取

试剂盒(Applygen，北京)根据说明书步骤进行提取，

之后对提取物进行裂解，获取线粒体蛋白。采用细

胞核提取试剂盒(Solarbio，北京)根据说明书步骤进

行细胞核和细胞质部分的提取分离，之后对细胞质

进行处理，对细胞核进行裂解，获得浆蛋白和细胞

核蛋白。全程在低温下进行快速操作。 

1.4  蛋白靶向效果鉴定 

将转染 12 h 再正常培养 48 h 后的细胞进行细胞

核 DAPI 染色和线粒体 Mitotracker 染色。加入 37℃

预热的 MitoTracker Red CMXRos 孵育 40 min 进行

线粒体染色。在细胞透化后再加入 DAPI(5 μg/mL)

进行细胞核染色。全程在避光条件下进行操作，以

避免荧光淬灭，影响染色效果。 

将提取的线粒体蛋白、核蛋白和浆蛋白进行

SDS-PAGE 电泳，在电泳前用 OD 仪测出其大概浓

度以保证 SDS-PAGE 电泳时各蛋白的上样量基本一

致。之后进行 Western blot，以确定蛋白是否定位在

线粒体中，以及细胞核与细胞质中是否也存在目的

蛋白。 

1.5  数据统计与分析 

所有实验均设置至少 3 个平行重复或独立重复，

通过 FIJI 软件进行数据处理，GraphPad Prism9.5.1
软件进行数据的统计分析，正态性检验由 Normality 
and Lognormality Tests 分析完成，选用 One-way 
ANOVA (and nonparametric or mixed)进行多重比较，

P<0.05，*和**均表示两组数据间有对照差异，图表

绘制由 GraphPad Prism 9.5.1 软件完成。 

2  结果与分析 

2.1  eGFP 蛋白工程化改造相关表达载体 

本实验共构建了 5 组 eGFP 质粒分别作为对照

组和实验组(图 1A)，将片段与骨架酶切连接后，提

取 重 组 质 粒 pLL3.7-UMF-eGFP-3′U ( 图 1B) 、

pLL3.7-UMF-eGFP-S2MU (图 1C)和 pLL3.7-UMF- 

eGFP-C8MU (图 1D)，3 组均用 Xho I 和 BamH I 双

酶切，酶切后电泳产物约为 1930 bp 和 6375 bp 两条

带，经酶切鉴定载体大小无误。将阳性质粒送测序

公司测序，进行序列鉴定，经比对，载体构建正确，

进行下一步实验。 
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图 1  工程化的 eGFP 质粒图谱及其酶切鉴定结果 
Fig. 1  Engineered eGFP plasmid mapping and enzymatic characterization 
A：工程化改造的 eGFP 表达载体；B：pLL3.7-UMF-eGFP-3'U 质粒图谱和酶切鉴定结果；C：pLL3.7-UMF-eGFP-S2MU 质粒图谱和

酶切鉴定结果；D：pLL3.7-UMF-eGFP-C8MU 质粒图谱和酶切鉴定结果。M：Marker；1：酶切产物；2：空白。红色方框内的两条条

带为酶切产物。 

 
2.2  荧光共定位实验分析 eGFP 线粒体靶向性 

为了验证本实验构建的 eGFP 载体能够高效靶

向哺乳动物细胞线粒体，并检验对工程化蛋白两端

加上线粒体定位信号是否能有效提高其靶向效率，

首先将不同的 eGFP 载体转入 HEK293T 细胞中，在

转染 36 h 后对细胞进行细胞核 DAPI 染色和线粒体

mitotracker 染色，转染 48 h 后进行荧光共定位分析，

通过荧光倒置显微镜观察质粒是否能够成功在细胞

中表达(图 2A)，并通过细胞中的荧光共定位结果在

FIJI 软件中进行数据的统计与分析，在 Prism 软件绘

图(图 2B)，初步分析 eGFP 和 Mito Tracker 荧光峰线

的重叠性，进而直观判断不同 MLS 工程化改造对

eGFP 蛋白线粒体靶向性的影响。结果表明：eGFP
载体均成功转入 HEK293T 细胞中并表达(图 2A)，

且荧光共定位分析结果表明，相比于对照组，引入

MLS 工程化改造的 eGFP 蛋白均具有明显的线粒体

靶向性，且双 MLS 改造的 eGFP 蛋白线粒体靶向性

明显较好。综上所述，双 MLS 工程化改造对 eGFP
蛋白线粒体靶向性可能具有较好的提升作用。 

2.3  免疫印迹实验检测 eGFP 线粒体定位效果 

为进一步确定双 MLS 对工程化蛋白 eGFP 靶向

线粒体效率的影响，在 eGFP 以及 Cas9 蛋白载体均

成功转染 48 h 后，将 HEK293T 细胞裂解，进行线

粒体蛋白、核蛋白和浆蛋白的提取。通过测量 OD
值及 SDS-PAGE 电泳，确定各样品浓度后进行免疫

印迹试验(图 3A)，通过对细胞线粒体蛋白、核蛋白

和浆蛋白与抗体结合的条带进行分析，确定提取蛋

白的准确性以及蛋白在细胞中的定位，并通过 FIJI 
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图 2  荧光染色结果及荧光共定位分析 
Fig. 2  Results of fluorescence staining and analysis of fluorescence co-localisation 
A：5 组 eGFP 蛋白的 3 种荧光染色结果及 3 种荧光的 merge 结果；B：5 组 eGFP 蛋白的荧光共定位分析结果。绿色代表 eGFP 荧光；红色

代表 Mito Tracker 荧光。在折线图中，峰值处两条折线的重叠程度越高，代表其线粒体定位效果越好。 
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图 3  eGFP 蛋白的免疫印迹检测结果及灰度分析 
Fig. 3  Western blot results and grayscale analysis of the eGFP protein 
A：使用 VDAC 作为线粒体内参检测 eGFP 蛋白在细胞内定位的 WB 检测结果；B：对 WB 结果进行灰度分析后，eGFP 蛋白的表达水平。

数据表示为 SD±平均值，P<0.05，*：两组数据差异显著；**：两组数据差异极显著。 
 

对免疫印迹结果进行灰度分析，在 Prism 中进行数

据分析(图 3B)。经预试验鉴定，提取的蛋白纯度

较高，基本无污染，免疫印迹结果可靠性较高。

结果表明：对照组的 eGFP 表达载体蛋白在线粒体

中的含量约等于无(图 3B)，加入 MLS 的 eGFP 蛋

白能够靶向到线粒体中，尤其是两端加入 MLS，
即 pLL3.7-UMF-eGFP-C8MU 载体的线粒体靶向

性更好(图 3B)。综上所述，本研究的实验结果表

明，双 MLS 能够提高工程化蛋白 eGFP 的线粒体

靶向性。  

2.4  Cas9 蛋白工程化改造相关表达载体 

基于前面工程化蛋白 eGFP 线粒体靶向载体的

构建，选取另一个工程化蛋白 Cas9 进行线粒体靶向

性研究。共构建了 5 组 Cas9 质粒分别作为对照组和

实 验 组 ( 图 4A) ， 提 取 重 组 质 粒 pLL3.7-UMF- 
SpCas9-3′U (图 4B)，pLL3.7-UMF-SpCas9-S2MU (图
4C)，pLL3.7-UMF-SpCas9-C8MU (图 4D)，3 组均用

Apa I 进行单酶双切，酶切后电泳产物约为 8834 bp
和 2897bp 两条带，经酶切鉴定载体大小无误。将阳

性质粒送测序公司测序，进行序列鉴定，经比对，

载体构建正确，进行下一步实验。 

2.5  免疫印迹实验检测 Cas9 线粒体定位效果 

为进一步确定双 MLS 对工程化蛋白 Cas9 靶向

线粒体效率的影响，在 Cas9 蛋白载体均成功转染

48 h 后，将 HEK293T 细胞裂解，进行线粒体蛋白、

核蛋白和浆蛋白的提取。通过测量 OD 值及

SDS-PAGE 电泳，确定各样品浓度后进行免疫印迹

实验(图 5A)，通过对细胞线粒体蛋白、核蛋白和浆

蛋白与抗体结合的条带进行分析，确定提取蛋白的

准确性以及蛋白在细胞中的定位，并通过 FIJI 对免

疫印迹结果进行灰度分析，在 Prism 中进行数据分

析及绘图。经预试验鉴定，提取的蛋白纯度较高，

基本无污染，免疫印迹结果可靠性较高。结果表明：

对照组的 Cas9 蛋白载体蛋白在线粒体中的含量约

等于无(图 5B)，加入 MLS 的工程化蛋白 Cas9 能够

靶向到线粒体中，尤其是两端加入 MLS ，即

pLL3.7-UMF-SpCas9-S2MU 载体和 pLL3.7-UMF- 
SpCas9-C8MU 载体的线粒体靶向性更好(图 5B)。综

上所述，本研究的实验结果表明，双 MLS 能够提高

工程化蛋白 Cas9 的线粒体靶向性。 
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图 4  工程化的 Cas9 质粒图谱及其酶切鉴定结果 
Fig. 4  Optimisation of Cas9 plasmid mapping and enzymatic characterisation 
A：工程化改造的 Cas9 表达载体；B：pLL3.7-UMF-SpCas9-3'U 质粒图谱和酶切鉴定结果；C：pLL3.7-UMF-SpCas9-S2MU 质粒图谱和酶切

鉴定结果；D：pLL3.7-UMF-SpCas9-C8MU 质粒图谱和酶切鉴定结果。红色方框内的两条条带为酶切产物。 
 

 
 

图 5  Cas9 蛋白的免疫印迹检测结果及灰度分析 
Fig. 5  Western blot results and grayscale analysis of the Cas9 protein. 
A：使用 VDAC 作为线粒体内参检测 Cas9 蛋白在细胞内定位的 WB 检测结果；B：对 WB 结果进行灰度分析后，Cas9 蛋白的表达水平。数

据表示为 SD±平均值，P<0.05，*：两组数据差异显著；**：两组数据差异极显著。 
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3  讨论 

线粒体基因组编辑开启了线粒体疾病精准治疗

的新纪元。近年来，以脱氨基酶 DddA 为核心的线

粒体碱基编辑器(如 DdCBE)使线粒体单碱基编辑取

得了突破性进展。这些编辑器通过精确靶向线粒体，

可将 mtDNA 中的 C·G 碱基对精准转换为 T·A 碱基

对，从而实现 mtDNA 的定点碱基替换，为编辑线粒

体病变基因提供可能[18,19,22,23]，尽管在人类早期胚胎

中展示了高效的线粒体碱基编辑能力[24,25]。然而后

续研究揭示了 DddA 衍生的编辑器存在严重的脱靶

效应，不仅在线粒体内引发了非预期的突变累积，

还 可 进 入 细 胞 核 并 导 致 广 泛 的 单 核 苷 酸 变 异

(SNV)[20,21]，这表明单一 N 末端线粒体定位信号未

能有效隔绝其进入细胞核。鉴于此，本研究聚焦于

提升工程化蛋白(以 eGFP 和 Cas9 为例)的线粒体靶

向特异性与效率，通过设计并构建多种包含单一及

双重线粒体定位信号 (MLS)的载体系统，转染至

HEK293T 细胞后，综合运用多种试验技术，如荧光

共定位分析和 Western blot，系统评估了不同 MLS
组合对线粒体靶向效率的影响。验证了双线粒体定

位信号工程化蛋白对线粒体的靶向效率更高，特别

是 ATP5b-eGFP-COX8A 和 ATP5b-Cas9-SOD2 构型

载体的线粒体靶向效果最佳。结果显示，相较于单

一 MLS 载体，采用双 MLS(如 ATP5b-eGFP-COX8A
与 ATP5b-Cas9-SOD2 组合)的工程化蛋白展现出更

为卓越的线粒体靶向性能与保留能力，为线粒体基

因编辑工具的优化提供了有力证据。 
迄今为止，一系列基因编辑技术已被引入线粒

体基因组编辑领域，如限制性内切酶、ZFN 和

TALEN 均可产生双链断裂从而清除突变 mtDNA。

尤其是 TALEN 技术，已被验证可在人源细胞系及小

鼠体内多脏器组织实现对突变 mtDNA 的精准切

除 [14,15]。但这些编辑器均存在靶向位点局限性，设

计过程繁琐，成本高昂，难以推广应用[17]。2020 年，

DddA 脱氨酶被成功应用于 mtDNA 精准编辑，实现

C-G 到 T-A 的转换，代表了线粒体单碱基编辑的重

要进展。后续多个 DddA 核酸编辑器相继被开发，

如 DdCBE-V11、mito-TALENs 和 DdCBE-Ss 等，并

被证实在人类早期胚胎中可实现高效的线粒体基因

替换编辑。但是，这些 DddA 衍生编辑器存在严重

的脱靶效应，不仅线粒体内存在大量非特异编辑，

还可逃逸进入细胞核引起单核苷酸变异，其安全性

备受关注。 
当 前 线 粒 体 基 因 组 编 辑 领 域 已 报 道 了

CRISPR/Cas 系统、基于 DddA 的碱基编辑器及

Mito-BEs 系 统 等 多 类 技 术 平 台 ( 表 1) 。 尽 管

CRISPR/Cas9 系统因 gRNA 难以有效递送至线粒体

而面临编辑效率瓶颈[26,27]。而 Mito-BEs 系统则展现

了针对 mtDNA 特定碱基转换的高精度与选择性，可

实现对 mtDNA 的精准 C 到 T 或 A 到 G 碱基转换，

而且具有选择性地编辑特定链的能力，且迄今未见

显著脱靶报告。然而，DddA 衍生的 DdCBE 等线粒

体编辑器虽然能够将 mtDNA 中的 C·G 变为 T·A，

具有较高的编辑效率，并已通过实验验证其在人类

早期胚胎中能够实现高效的线粒体碱基编辑。但其

脱靶效应尤其是核内 SNVs 的生成，对临床应用的

安全性构成了严峻挑战。 
 

表 1  不同线粒体碱基编辑器的比较 
Table 1  The comparison of different mitochondrial base editors 

线粒体编辑器 组成元件 编辑类型 偏好性 编辑效率 脱靶 参考文献 

CRISPR Cas9 Cas9, gRNA Indel 碱基识别偏好 极小 严重的脱靶效应 [26,27] 

DdCBEs DddA, TALE C·G-T·A 偏好 TC 序列 4.9%~49% 严重的脱靶效应 [18] 

DdCBEs(V11) DddA11, TALE C·G-T·A HC 15%~30% 严重的脱靶效应 [22] 

DdCBE-Ss Ddd-Ss, TALE C·G-T·A DC 6%~51% 严重的脱靶效应 [23] 

Mito-TALED DddA, TadA8e, TALE A·T-G·C 编辑位点偏好 大约 40% 严重的脱靶效应 [19] 

Mito-BEs TALE, Chymotrypsin,  
Deaminase 

A·T-G·C 或 
C·G-T·A 

链选择偏好 大约 40% 暂未发现明确的脱靶效应 [28] 

H=A, C, T; D=A, T, G。 
 



 

第 11 期 周冰倩等: 双定位信号增强工程化蛋白线粒体靶向性呈递 945 

 

    

本研究采用荧光共定位、免疫印迹等技术手段，

评估了不同单 MLS 和双 MLS 的工程化蛋白 eGFP
和 Cas9 对 HEK293T 细胞线粒体的靶向效率。通过

对试验数据的进一步深入分析，研究结果表明，相

较单 MLS 的工程化蛋白，双 MLS 的工程化蛋白显

著提高了进入线粒体的效率，其中以 ATP5b-eGFP- 
COX8A 和 ATP5b-Cas9-SOD2 双信号组合的靶向效

果最佳。综上所述，本研究通过对目标蛋白的双 MLS
工程化改造，提高了其靶向线粒体呈递的效率，为

改造优化上述 mtDNA 编辑系统、开发安全高效的

mtDNA 编辑新工具提供了新的思路。未来工作将完

善双 MLS 设计、优化信号肽类型和位置，为提高工

程化蛋白线粒体靶向性提供更多的优化方案。 
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