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针对线粒体复合体I基因突变的Leigh综合征
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摘要      该研究旨在探讨转导酵母NDI1基因对线粒体ND1基因突变的Leigh综合征细胞模型

的恢复效果 , 从而为线粒体复合体 I基因突变所致Leigh综合征的基因治疗提供研究基础。已知线

粒体复合体 I的ND1基因的m.3697G>A突变是Leigh综合征的致病突变之一。该研究采用已构

建的携带该ND1基因突变的胞质杂合细胞作为线粒体复合体I基因突变的Leigh综合征细胞模型, 将
酵母NDI1基因的重组慢病毒转导至该细胞模型中表达NDI1蛋白 (即酵母复合体 I), 检测NDI1蛋白

对线粒体复合体 I各方面功能的恢复效果。酵母NDI1基因转导该细胞模型后能高效表达并定位于

线粒体。转导酵母NDI1基因可以恢复复合体 I酶活性 (外源酵母复合体 I的补偿 )、线粒体有关的氧

耗水平、线粒体偶联效率、线粒体有关的ATP水平 , 并且可以降低线粒体氧化应激水平、线粒体

自噬水平。在线粒体复合体 I基因突变的Leigh综合征细胞模型中 , 酵母复合体 I可以替代性补偿线

粒体的氧化磷酸化功能 , 并且可以缓解线粒体的氧化应激和自噬状态。该研究结果可以为线粒体

复合体I基因突变所致Leigh综合征的基因治疗提供研究基础。
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Abstract       To provide a research basis for gene therapy of Leigh syndrome caused by mitochondrial com-
plex I gene mutation, this study explored the therapeutic effect of transducing yeast NDI1 gene on the mitochondrial 
ND1 gene mutation in a cell model of Leigh syndrome. It is known that m.3697G>A mutation in ND1 gene of mi-
tochondrial complex I is one of the pathogenic mutations of Leigh syndrome. In this study, the established cybrids 
carrying the ND1 gene mutation were used as the cell model of Leigh syndrome with mitochondrial complex I gene 
mutation. The recombinant lentivirus containing the yeast NDI1 gene was transduced into the cell model. The res-
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cued effect of expressed NDI1 protein (namely yeast complex I) on all aspects of mitochondrial complex I functions 
were examined. NDI1 protein was highly expressed and localized in the mitochondria after NDI1 gene being trans-
duced into the cell model. Transduction of NDI1 gene restored complex I enzyme activity (compensation by the ex-
ogenous yeast complex I), mitochondria-related oxygen consumption level, mitochondrial coupling efficiency, and 
mitochondria-related ATP level, and reduced mitochondrial oxidative stress and mitophagy level. In the cell model 
of Leigh syndrome with mitochondrial complex I gene mutation, yeast complex I can compensate the defective oxi-
dative phosphorylation of mitochondria, and relieve mitochondrial oxidative stress and autophagic state. The results 
of this study may provide a basis for the gene therapy of Leigh syndrome caused by mutations in the mitochondrial 
complex I genes.

Keywords       Leigh syndrome; mitochondrial complex I; gene mutation; gene therapy

哺乳类线粒体呼吸链复合体 I(NADH脱氢酶复

合体)共有45个亚基 , 线粒体DNA(mitochondrial DNA, 
mtDNA)编码其中的7个亚基, 细胞核DNA编码其余的

38个亚基。相对于呼吸链的其他复合体, 复合体I在线

粒体电子传递过程中的作用尤为重要 [1]。复合体 I除
参与电子传递外 , 还参与氧化应激、细胞凋亡、细胞

自噬等调节过程[2-3]。

Leigh综合征(Leigh syndrome, LS)(OMIM 
#256000)属于神经变性疾病, 是一种亚急性坏死性

脑脊髓病 , 虽然患者罕见但疾病症状严重 , 幼年即

致死。已有研究表明, 一些参与能量代谢的细胞核

和线粒体基因的突变可导致Leigh综合征[4]。Leigh
综合征致病机制中的 35%涉及线粒体复合体 I的基

因突变 [5], 而呼吸链缺陷中的 42%涉及线粒体复合

体 I的基因突变 [6], 包括线粒体基因组中编码复合

体I亚基的基因(如ND3、ND5、ND6、ATP6、ND1等)
的突变 [4,6]和细胞核基因组中编码复合体 I亚基及

复合体 I组装因子的基因 (如NDUFS1、NDUFS2、
N D U F S 3、N D U F S 4、N D U F S 7、N D U F S 8、
NDUFV1、NDUFAF2、NDUFAF5、FOXRED1等)
的突变[7-11]。可见, Leigh综合征的致病机制是复杂

多样的 , 不是由复合体 I某一个相同基因的突变所

致的。

已有研究确认 , 线粒体复合体 I的ND1基因的m. 
3697G>A突变是Leigh综合征的致病突变之一[4,12]。本

文作者方合志在之前的工作过程中 , 已从一位Leigh
综合征患者的血小板中分离得到线粒体 (其ND1基因

携带3697G>A突变 ), 并已将该线粒体与Rho 0细胞融

合形成胞质杂合细胞[13]。酵母的NDI1(internal NADH-
quinone oxidoreductase)基因编码的NDI1蛋白虽然为

单个亚基蛋白 , 但有研究表明其可以同源替代哺乳动

物中由45个亚基构成的复合体 I[14]。本研究制备重组

慢病毒rLV-NDI1, 将酵母正常NDI1基因导入上述已建

立的胞质杂合细胞(复合体I基因突变细胞模型)中, 由
NDI1单个亚基构成复合体 I, 研究NDI1蛋白是否可以

补偿由ND1基因3697G>A突变引起的线粒体复合体 I
的各方面功能缺陷。

因酵母复合体I可以整体替代人类复合体I, 本研

究中的基因治疗方法可以推广应用于任何线粒体复

合体I基因突变所致的Leigh综合征, 即本研究中的基

因治疗方法不仅可以针对线粒体编码的7个亚基 , 还
可以针对细胞核编码的38个亚基及复合体I组装因子

的缺陷。

1   材料与方法
1.1   细胞株来源及其培养

本研究所采用的线粒体复合体 I的ND1基因突

变的Leigh综合征细胞模型是胞质杂合细胞株 , 之前

已由本文作者方合志构建。从一位Leigh综合征患者

的血小板中分离得到线粒体 (其线粒体DNA的ND1
基因携带3697G>A突变), 然后将该线粒体与人143B
细胞核的供体(无线粒体的Rho 0细胞)融合而形成胞

质杂合细胞 [13]。在已构建的胞质杂合细胞株中 , 1个
异质性突变率很高的细胞株 (3697H)[13], 几乎是纯质

性突变型 , 在本研究中作为复合体 I基因突变细胞模

型 ; 另1个异质性突变率很低的细胞株 (3697L)[13], 几
乎是纯质性野生型 , 在本研究中作为复合体 I基因无

突变细胞对照。胞质杂合细胞、293T-17细胞(ATCC)
均采用DMEM培养液培养 , 添加10%胎牛血清 (FBS, 
Gibco)。
1.2   重组慢病毒制备、转导

将HA标签序列插入到NDI1序列N-端的线粒
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体导向序列后面, 构建表达NDI1的重组慢病毒载体

(pLVX-CMV-HA-NDI1-IRES-ZsGreen1)。采用聚

乙烯亚胺 (polyethyleneimine, PEI)将重组质粒与包

装质粒pSPAX2、pMD2.G共转染至293T-17细胞中, 
包装重组慢病毒。采用本研究团队之前建立的方

法 [15], 将重组慢病毒进行浓缩、纯化 , 使其滴度达

1×108 TU/mL。采用感染复数 (multiplicity of infec-
tion, MOI)为5、聚凝胺浓度为8 μg/mL的最佳条件

转导复合体I基因突变细胞。

1.3   实验分组

对照(Control)组:  空载慢病毒转导 3697L细

胞株 ,  即无突变对照组。突变 (Mutant)组 : 空载

慢病毒转导 3697H细胞株 , 即突变模型组。突变

+NDI1(Mutant+NDI1)组 : NDI1重组慢病毒转导

3697H细胞株, 即突变模型的治疗组。后续各实验均

重复3次。

1.4   线粒体的分离

将细胞悬浮于Mito缓冲液中 , 在冰上进行匀浆。

在4 °C、1 000 ×g条件下离心5 min, 取上清; 再于4 °C、
12 000 ×g条件下离心10 min, 沉淀即为粗提的线粒体。

清洗后, 在4 °C、12 000 ×g条件下离心10 min, 沉淀即

为精提的线粒体。最后用Mito缓冲液重悬线粒体沉

淀。

1.5   Western blot检测HA(NDI1)、LC3表达情况

细胞或线粒体经裂解后, 于4 °C、12 000 ×g离
心20 min, 取上清检测蛋白浓度。蛋白用10% SDS-
PAGE分离后转移到PVDF膜上。室温封闭90 min后, 
在4 °C下分别与鼠抗人HA抗体(1000 1׃; CST)、兔抗

人LC3抗体(1000 1׃; CST)孵育过夜。第二天用HRP
标记的二抗(1000 1׃)于室温孵育90 min。然后用增

强型化学发光液显示, 凝胶成像仪成像。采用ImageJ
软件定量。

1.6   激光共聚焦显微镜观察HA(NDI1)表达的定位

将细胞铺在爬片上 , 加500 nmol/L MitoTracker 
Red(Thermo)在37 °C下染色30 min。清洗细胞后 , 室
温固定30 min、通透10 min、封闭60 min。在4 °C下
与鼠抗人HA抗体 孵育过夜。第二天用(CST ,500׃1)

Alexa Fluor 647标记的二抗 。常温孵育90 min(500׃1)
然后加入DAPI(上海碧云天生物技术有限公司 )常温

孵育3 min, 加入抗荧光淬灭剂进行封片。在激光共聚

焦显微镜下进行观察。MitoTracker(红色)指示线粒体, 
HA(绿色 )指示HA(NDI1)表达的区域 , DAPI(蓝色 )指

示细胞核。

1.7   复合物I酶活性的测定

将上述分离的线粒体在液氮中反复冻融 3次 , 
再测定线粒体蛋白浓度。用U-3900型分光光度计检

测复合体 I(NADH脱氢酶 )和柠檬酸合酶的活性。复

合体 I酶活性用柠檬酸合酶活性进行校正。在复合

体 I酶活性测定反应体系 (含线粒体蛋白、NADH、

泛醌等)中, 测定在波长为340 nm下NADH的氧化速

率 , 以反映线粒体整体的复合体 I酶活性 (以Base表
示 )。通过在上述反应体系中加入复合体 I抑制剂鱼

藤酮 (rotenone, 1 mmol/L)(Sigma-Aldrich)来检测对

鱼藤酮不敏感的NADH脱氢酶的活性。

1.8   完整细胞的氧耗检测

在Oroboros 2k氧耗呼吸仪的仓中检测完整细

胞的氧耗。约5×106个细胞置于TD缓冲液(37 °C)中 , 
先记录细胞基本的氧耗水平 (以Base表示 )。然后加

入终浓度为2.5 μg/mL的寡霉素 (oligomycin)(Sigma-
Aldrich), 记录抑制ATP合酶复合体后的氧耗水平 (以
Oligo-resistant表示), 最后加入终浓度为0.1 μmol/L的
FCCP(Sigma-Aldrich), 记录最大氧耗水平(以FCCP表
示)。用蛋白浓度进行氧耗水平的相对定量分析。

1.9   ATP含量检测

用荧光素 /荧光素酶化学发光法ATP测定试剂盒

(Thermo)检测细胞ATP含量。约1×106个细胞在100 μL 
Tris-EDTA缓冲液中煮沸90 s, 然后于4 °C、10 000 ×g
离心1 min。将上清液与标准反应液混合, 采用多功能

酶标仪检测化学发光情况, 用ATP溶液建立标准曲线, 
用蛋白浓度进行ATP含量的相对定量。除检测细胞

基本的ATP含量 (Base)外 , 在收获细胞前加入终浓度

为15 μg/mL的寡霉素, 37 °C孵育30 min, 检测抑制ATP
合酶后的ATP含量(Oligo-resistant)。
1.10   ROS水平的检测

采用线粒体超氧化物指示剂MitoSOXTM红色

荧光染料 (Thermo)评估线粒体中ROS的产生情况。

约5×105个细胞 , 用5 μmol/L MitoSOXTM在37 °C孵
育25 min。洗净后, 用流式细胞仪(BD Biosciences)
测量 5 000个细胞 , 得到每个细胞的平均荧光强度

(median fluorescence intensity, MFI)。
1.11   统计分析

计量资料用均数±标准差 (x
_
±s)表示 , 应用SPSS 

22.0统计软件进行数据统计分析, 组间数据比较采用

单因素方差分析 (One-Way ANOVA)。首先检验方差
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齐性 , 如果方差齐 , 则选用Tukey计算P值 , 方差不齐

则选用Tamhane’s T2计算P值。P<0.05表示差异显著, 
P<0.01表示差异极显著。

2   结果
2.1   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后能高

效表达并定位于线粒体

表达NDI1的重组慢病毒载体的结构图见图1A。

NDI1重组慢病毒转导细胞模型后72 h, 流式细胞术检

测GFP(NDI1)阳性细胞率达到97.7%(图1B), Western 
blot结果表明HA(NDI1)蛋白表达水平理想(图1C)。激

光共聚焦显微镜检测到Mito Tracker与HA(NDI1)的亚

细胞共定位(图1D), 表明NDI1蛋白能够在细胞模型中

定位于线粒体。

2.2   NDI1可以恢复复合体I基因突变细胞模型的

复合体I酶活性

突变组线粒体整体的复合体I酶活性较对照组

显著下降(P<0.001), 突变+NDI1组较突变组显著升

高(P<0.01)且较对照组无显著差异(图2A中Base)。
结果表明, 复合体I基因突变细胞模型的线粒体整体

的复合体I酶活性低下, 导入NDI1后线粒体整体的复

合体I酶活性恢复至正常水平。

鱼藤酮是哺乳动物复合体 I的抑制剂。本研究

所用人细胞的内源性复合体 I会被鱼藤酮抑制 , 对
鱼藤酮敏感 , 而外源性酵母复合体 I具有鱼藤酮抗

性 , 对鱼藤酮不敏感。本研究在用鱼藤酮处理细胞

后 , 测定了对鱼藤酮不敏感的复合体 I酶活性 (Rot-
resistant)。以Base值减去Rot-resistant值为对鱼藤酮

敏感的复合体I酶活性值(图2A中Rot-sensitive), 突变

组对鱼藤酮敏感的复合体 I酶活性较对照组显著下

降 (P<0.01), 而突变+NDI1组较突变组无差异 , 表明

突变组和突变+NDI1组的内源性复合体 I酶活性均

较低。另外 , 计算对鱼藤酮不敏感的复合体 I酶活性

的比例 (图2B), 突变组对鱼藤酮不敏感的复合体 I酶
活性的比例较对照组无差异 , 突变+NDI1组较突变

组显著增高(P<0.05), 表明在突变+NDI1组细胞中存

A: 表达NDI1的重组慢病毒载体的结构图。B: 流式细胞术检测GFP(NDI1)阳性细胞率。C: Western blot检测HA(NDI1)表达水平。D: 激光共聚

焦显微镜检测Mito Tracker与HA(NDI1)的亚细胞共定位。其中Mito Tracker(红色)指示线粒体, HA(绿色)指示HA(NDI1)蛋白, DAPI(蓝色)指示

细胞核。

A: the structure of the recombinant lentivirus vector to expressing NDI1. B: GFP (NDI1) positive cells detected by flow cytometry analysis. C: HA (NDI1) 
level detected by Western blot analysis. D: co-localization of Mito Tracker and HA (NDI1) detected by confocal microscopy. Mito Tracker (red) indi-
cates mitochondria, HA (green) indicates HA (NDI1) protein, and DAPI (blue) indicates the nucleus.

图1   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后NDI1的表达以及亚细胞定位

Fig.1   The expression and subcellular localization of NDI1 in NDI1-transduced cell model with complex I gene mutation
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在较多的外源性酵母复合体I(NDI1)。
2.3   NDI1可以恢复复合体I基因突变细胞模型的

氧耗水平

 突变组细胞的基本氧耗水平较对照组显著降低

(P<0.01), 突变+NDI1组较突变组显著提高 (P<0.001)
且较对照组无显著差异(图3A中Base)。

在用 ATP合酶抑制剂寡霉素处理细胞后 , 对
Oligo-resistant氧耗进行了测定。以Base值减去Oligo-
resistant值为Oligo-sensitive值 , Oligo-sensitive值表示

与ATP合酶有关的氧耗 (图3A中Oligo-sensitive)。突

变组Oligo-sensitive氧耗较对照组显著降低 (P<0.01), 
突变+NDI1组较突变组显著升高 (P<0.01)且较对照

组无显著差异。

解偶联剂FCCP作为质子载体使大量质子回流

(质子不再经ATP合酶回流而产生ATP), 并将氧耗提

高到最大水平。FCCP处理后的最大氧耗 (图 3A中

FCCP), 可以反映呼吸链的电子传递和质子泵的最大

潜能 , 突变组最大氧耗较对照组显著下降 (P<0.01), 
突变+NDI1组较突变组显著升高 (P<0.001)且较对照

组无显著差异。
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图2   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后的复合体I酶活性

Fig.2   The enzymatic activity of complex I in NDI1-transduced cell model with complex I gene mutation

A: 细胞的基本氧耗(Base)、ATP合酶有关的氧耗(Oligo-sensitive)和最大氧耗(FCCP)。B: 细胞的呼吸控制率(RCR)。C: 细胞的泄漏控制率(LCR)。
ns: 无显著差异, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: basal oxygen consumption (Base), ATP synthase-related oxygen consumption (Oligo-sensitive), and maximum oxygen consumption (FCCP). B: 
RCR (respiratory control rate). C: LCR (leakage control rate). ns: no significant difference, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图3   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后的氧耗水平

Fig.3   The oxygen consumption level in NDI1-transduced cell model with complex I gene mutation
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通过计算细胞的呼吸控制率 (respiratory control 
rate, RCR)和泄漏控制率 (leakage control rate, LCR)
评估线粒体偶联效率。RCR(以Base/Oligo-resistant
计算), 代表线粒体ATP合酶偶联效率(图3B), 突变组

RCR较对照组显著降低 (P<0.01), 突变+NDI1组较

突变组显著升高 (P<0.05)且较对照组无显著差异。

LCR(以Oligo-resistant/FCCP计算 ), 代表质子泄漏率

(图3C), 突变组LCR较对照组显著升高 (P<0.01), 突
变+NDI1组较突变组显著降低 (P<0.05)且较对照组

无显著差异。

上述结果表明 , 复合体 I基因突变细胞模型的基

本氧耗、线粒体相关的氧耗以及线粒体偶联效率均

低下 , NDI1的导入可以使细胞的基本氧耗、线粒体

相关的氧耗以及线粒体偶联效率均恢复至正常水

平。

2.4   NDI1可以恢复复合体I基因突变细胞模型的

ATP水平

突变组细胞的基本ATP含量较对照组显著下降

(P<0.05), 突变+NDI1组较突变组显著升高(P<0.01)
且较对照组无显著差异(图4A中Base)。

为了研究线粒体氧化磷酸化对ATP产量的贡

献程度 , 以Base值减去Oligo-resistant值得出Oligo-
sensitive的ATP含量。突变组对寡霉素敏感的ATP含
量较对照组显著降低 (P<0.001), 突变+NDI1组较突

变组显著升高 (P<0.001)且较对照组无显著差异 (图
4A中Oligo-sensitive)。突变组对寡霉素敏感的ATP
含量的比例较对照组显著降低(P<0.01), 突变+NDI1

组较突变组显著升高 (P<0.01)且较对照组无显著差

异(图4B)。
结果表明 , 复合体 I基因突变细胞模型的基本

ATP含量、线粒体有关的ATP含量下降 , 转导NDI1
可以恢复细胞的基本ATP含量、线粒体有关的ATP
含量至正常水平。

2.5   NDI1可以降低复合体I基因突变细胞模型的

线粒体氧化应激

突变组线粒体中ROS水平较对照组显著升高

(P<0.001), 突变+NDI1组较突变组显著降低(P<0.001)
且较对照组更低 (P<0.001)(图5)。结果表明 , 复合体 I
基因突变细胞模型的线粒体氧化应激水平增高, NDI1
的导入能够使线粒体氧化应激水平降低至比正常组

更低的水平。

2.6   NDI1可以降低复合体I基因突变细胞模型的

线粒体自噬水平

LC3是自噬的标志性蛋白 , LC3-II占总LC3蛋
白的比例越高则表示自噬水平越高。分离线粒体

后提取线粒体蛋白进行Western blot(图 6A)。量化

后计算LC3-II比例 (图6B), 突变组LC3-II比例较对

照组显著增加 (P<0.05), 突变 +NDI1组较突变组、

对照组均无显著差异。结果表明 , 细胞模型的线粒

体自噬水平增强, 转导酵母NDI1可以部分降低线粒

体自噬水平。

3   讨论
目前针对线粒体呼吸链复合体 I缺陷的非药物治
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图4   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后的ATP水平

Fig.4   ATP level in NDI1-transduced cell model with complex I gene mutation
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疗策略主要有3种 : ①线粒体移植治疗 , CHANG等 [16]

将线粒体移植到源自MERRF综合征病人的成纤维细

胞中 , 但移植效率低且线粒体不能长时间维持 ; ②复

合体 I蛋白治疗 , 有报道采用细胞通透性蛋白进行基

础研究 [17], 但尚不能做到蛋白长期有效 , 而且蛋白的

制备纯化、稳定保存离临床治疗要求尚远; ③复合体

I基因治疗, GUY的团队[18-19]的ND4基因治疗Leber氏视

神经病已完成临床前研究并进入临床试验阶段 , 还有

研究采用AAV-NDUFS4对NDUFS4基因敲除的Leigh
综合征小鼠模型进行基因治疗[20-22]。以上基因治疗策

略只针对人类复合体 I的某一个亚基缺陷。本研究中

的酵母NDI1基因治疗策略 , 可以针对人类复合体 I的

任何亚基缺陷。

在酵母细胞中, NDI1基因带有线粒体导肽序列, 
位于细胞核基因组中 , 在细胞质中表达为NDI1蛋白 , 
NDI1蛋白在线粒体导肽的作用下转运到线粒体基质

中 , 然后定位于内膜上。本研究中重组慢病毒中的

带有线粒体导肽序列的酵母NDI1基因 , 先进入细胞

核中 , 然后在细胞质中表达为NDI1蛋白 , NDI1蛋白

被转运到线粒体中并发挥功能。另有研究表明 , 酵
母NDI1在大鼠中的表达没有引起免疫反应 , 这可能

由于外来蛋白位于线粒体中 , 因此可以躲避免疫监

测[23]。

已有一些研究证实了酵母 NDI1基因或其蛋

MFI: 平均荧光强度。***P<0.001。
MFI: mean fluorescence intensity. ***P<0.001.

图5   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后的线粒体ROS水平

Fig.5   Mitochondrial ROS level in NDI1-transduced cell model with complex I gene mutation
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图6   NDI1转导复合体I基因突变细胞模型后的线粒体自噬水平

Fig.6   Mitophagy level in NDI1-transduced cell model with complex I gene mutation
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白产物用于治疗复合体 I缺陷相关疾病的有效性。

WALKER等 [24]将酵母NDI1基因导入呼吸链复合体 I
组装因子缺陷的果蝇模型 , 结果发现果蝇复合体 I缺
陷表型得到部分或全部补偿 , 这表明酵母复合体 I功
能可以替代果蝇缺陷复合体 I。将在体外制备的能

通透进入细胞的TAT-NDI1蛋白 , 注射至心肌缺血再

灌注损伤大鼠模型的腹膜 , 发现其能使大鼠的心梗

面积减小 , 进一步提取大鼠心肌细胞的线粒体 , 进行

检测发现复合体I功能恢复, 表明酵母复合体I可以替

代性补偿大鼠缺陷复合体I功能[25-26]。在肺癌细胞中, 
去除微丝结合蛋白fascin使线粒体的氧化磷酸化功能

受损, 酵母NDI1治疗能够恢复线粒体的呼吸功能[27]。

在Multiple Slerosis小鼠模型中 , 采用NDI1基因靶向

功能缺陷的复合体 I能够解决轴突受损和神经元缺

失问题 , 从而改善该小鼠模型的视觉功能 [14]。本研

究针对线粒体复合体 I基因突变的Leigh综合征细胞

模型的基因治疗结果表明 , 转导NDI1基因可以恢复

该细胞模型的复合体 I酶活性 (外源酵母复合体 I的补

偿)、线粒体有关的氧耗水平、线粒体偶联效率、线

粒体有关的ATP水平 (图2~图4), 并且可以降低该细

胞模型的线粒体氧化应激水平、线粒体自噬水平(图
5和图6)。

Leigh综合征致病机制主要是线粒体复合体 I
的基因突变 [5], 涉及线粒体基因组[4,6]和细胞核基因

组[7-11]的一系列基因突变。线粒体基因组突变中 , 
绝大部分(81.8%)是ND系列基因的突变 [6]。近年有

研究采用转导AAV-NDUFS4的方法对NDUFS4基
因敲除的Leigh综合征小鼠模型进行基因治疗 , 结
果发现转导AAV-NDUFS4具有一定的疗效 [20-22]。

至今未见针对Leigh综合征的复合体 I的线粒体基

因组突变的基因治疗, 本研究针对ND1基因突变的

基因治疗研究具有独特创新和意义。由于线粒体

基因组的特殊性 , 至今未见成功建立线粒体基因

组突变的Leigh综合征动物模型 , 本研究尚未基于

ND1基因突变的动物模型进行基因治疗研究。本

研究的酵母NDI1基因治疗可以应用于复合体I的线

粒体编码亚基、细胞核编码亚基及组装因子具有

缺陷的Leigh综合征, 且具有较好的推广应用价值。
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