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摘  要：DNA 双链断裂(double-strand breaks, DSBs)被认为是生物体内最为严重的一种 DNA 损伤形式，

它不仅会导致基因组失去稳定性，还可能引发细胞死亡。同源重组(homologous recombination, HR)和非

同源末端连接(non-homologous end joining, NHEJ)是 2 种主要的 DNA 双链断裂修复方法。参与 NHEJ
途径的核心成分在酵母和人中高度保守，部分细菌如分枝杆菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌，也

具有 NHEJ 修复能力。NHEJ 可能在分枝杆菌潜伏期的双链修复中发挥重要作用。本文对分枝杆菌

中 NHEJ 的修复机制及其关键组分进行了系统综述，并探讨了其在基因编辑领域的应用前景，深入

阐述了分枝杆菌 NHEJ 途径及其最新研究进展，为分枝杆菌 NHEJ 修复分子机制提供了新见解并为

分枝杆菌 NHEJ 的应用提供了理论基础。 
关键词：分枝杆菌；非同源末端连接；双链断裂；基因编辑 
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Abstract: DNA double-strand breaks represent a common type of serious DNA damage in 
living organisms, causing instability of the genome and leading to cell death. Homologous 
recombination and non-homologous end-joining (NHEJ) are the two main ways to repair DNA 
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double-strand breaks. The core components involved in the NHEJ pathway are highly conserved 
in both yeast and humans. A few bacteria such as Mycobacterium, Pseudomonas aeruginosa, 
and Bacillus subtilis also have the NHEJ mechanism. NHEJ plays a key role in the double 
strand repair of Mycobacterium in latency. This paper summarizes the mechanism and important 
components of NHEJ in Mycobacterium, introduces the application of NHEJ in gene editing, 
and reviews the research progress of the NHEJ pathway in Mycobacterium. We hope to bring 
new insights into the molecular mechanism and provide clues for the application of NHEJ in 
Mycobacterium. 
Keywords: Mycobacterium; non-homologous end-joining; double-strand breaks; gene editing 

 
DNA 携带着生物体生存和繁衍所需的遗

传信息，因此维持 DNA 分子的完整性对细胞至

关重要，但外部环境及体内因素往往会诱发

DNA 分子发生变化或损伤。DNA 损伤通常包

括碱基的缺失、插入、替换以及 DNA 分子的断

裂等，其中 DNA 双链断裂是 DNA 损伤最严重

的形式，对细胞正常生命活动维持乃至生存都

造成了严重威胁[1]。 
在细胞中，双链断裂可以通过几种主要的

修复途径进行修复 [2]。一种是同源重组修复

(homologous recombination, HR)，HR 依赖于同

源 DNA 模板；在 DNA 双链断裂的修复过程中，

HR 需要同源染色体或同源 DNA 片段，其中

DNA 断裂末端会与同源模板进行配对，然后复

制修复缺失的片段[3]。在真核生物中，HR 通常

发生在 S 和 G2 期间[4-5]。另一种主要的修复方式

是非同源末端连接(non-homologous end joining, 
NHEJ)，它不需要依赖同源序列，能直接连接

DNA 双链断裂的末端，因此可以在细胞周期的

所有阶段发挥修复作用；NHEJ 虽然迅速高效，

但可能会造成一些序列缺失或一些片段的插

入，是一种不精准修复[6]。除了以上 2 种双链

损伤修复途径外，细胞内还存在单链退火修复

(single-strand annealing, SSA)，这是双链断裂两

端存在同向的同源序列时的修复方式，也会引

入一些突变[7-8]。这些修复途径在细胞中起着重

要作用，能够有效保护基因组免受损伤，并防

止细胞死亡的发生。 

1  NHEJ 修复概述 
同源重组修复指的是在非姐妹染色单体或

者同一染色体上，具备同源序列的 DNA 分子之

间及分子内部产生的重新组合进程[9]。该过程

依赖多种蛋白质的催化，原核生物中常见的有

重组酶 A (recombinase A, RecA)以及 RecBCD、

RecF、RecO、霍利迪连结体(Holliday-junction)
分解酶 RuvAB 和 RuvC 等[10]。本课题组 Long
等[11]利用转座子突变筛选库发现耻垢分枝杆菌

ruvAB 插入失活后提高了氟喹诺酮莫西沙星的

抑菌和杀菌活性，刺激活性氧的产生，使细菌更

容易死亡；还发现抑制 RuvAB 的六肽可以作为

莫西沙星增效剂。真核生物中重要 HR 蛋白则有

辐射敏感 51 蛋白(radiation sensitive 51, Rad5l)、
减数分裂重组 11 蛋白(meiotic recombination 11 
homolog 1, MRE11)-Rad50 等[12]。 

真核生物中，NHEJ 修复由形成 Ku 异源二

聚体的 Ku70 和 Ku80 亚基组成，Ku 异二聚体

识别双链 DNA 末端并促进下游 NHEJ 重要蛋白

的招募，完成双链断裂修复；作为 NHEJ 的核

心元件，DNA 末端结合蛋白 Ku 和连接酶复合

物 ligase IV 以及 X 射线修复交叉互补蛋白 4 
(X-ray repair cross-complementing protein 4, 
XRCC4)在高等和低等真核生物高度保守[6]。原

核生物以前一直被认为不存在 NHEJ 系统，只
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能依赖同源重组系统修复 DNA 双链断裂。随着

细菌基因组序列的积累，Aravind 等 [13]以及

Doherty 等[14]发现原核生物中存在着类似真核

Ku 的同源蛋白以及依赖于 ATP 的 DNA 连接

酶，并且在基因组上这些 ku 基因和 DNA 连接

酶编码基因位置通常接近或位于一个操纵子结

构中[15]。 
NHEJ 修复机制与 HR 不同，其修复不依赖

于 DNA 的同源性。与大多数 DNA 修复过程一

样，NHEJ 途径修复双链断裂 (double-strand 

breaks, DSBs)需要 3 种酶发挥活性：去除受损

DNA 的核酸酶、协助修复的聚合酶以及修复磷

酸二酯骨架的连接酶[16]。真核生物 NHEJ 过程

由 Ku70/Ku80 异二聚体、DNA 依赖蛋白激酶催

化亚基(DNA-PKcs)以及 XRCC4 和 ligase IV 等

复合物完成[17]。原核生物的 NHEJ 途径比真核

生物的 NHEJ 途径简单得多，仅由 Ku 和 DNA

连接酶组成，无需其他因子即可完成末端连接

反应；如在分枝杆菌中，Ku 蛋白和连接酶 D 

(DNA ligase D, LigD)是 NHEJ 修复机制的主要

组成部分[18]。 

少数诸如分枝杆菌、铜绿假单胞菌以及枯

草芽孢杆菌等原核生物(细菌)具有 NHEJ 修复

通路[13]。原核生物如结核分枝杆菌 Ku 蛋白包含

1 个 N 端核心(CORE)域和 1 个由最小(MIN)和扩

展(EXT)区域组成的 C 端结构域(图 1A)。不同

细菌中核心域较保守，保守蛋白多为中性氨基

酸，C 端不保守(图 1C)[19]。LigD 是一种高分子

量的多功能酶，具有聚合酶、核酸酶和连接酶这

3 种催化活性以及对应的结构域，包括 ATP 依

赖性连接酶结构域(ligase domain, LIG)、聚合酶

结构域(polymerase domain, POL)和磷酸酶结构

域(phosphatase domain, PE)，在不同的细菌中，

这 3 种成分的排列顺序不同[16](图 1B)。 

2  分枝杆菌 NHEJ 系统的组成

与修复机制 
Ku 可能最初以同源二聚体的形式存在，这

一特性与其在噬菌体中的功能机制相似，即保

护线性 DNA 末端不受核酸酶的降解。随着生物

体的进化，形成了包含 2 种组分的 NHEJ 复合

体；同时伴着基因组的倍增，产生了 Ku 蛋白异

源二聚体并获得额外的结构域，如 vWA 和 SAP，
促进其他蛋白质募集到 DNA 损伤位点并与

DNA 结合 [13]，形成了真核生物中功能多样化 
的 Ku70/Ku80 异源二聚体[20-21]。本课题组 Zhao
等[22]利用转座子突变库筛选发现结核分枝杆菌

Rv1836c 的同源分子 MSMEG_3641 含有 1 个在

分枝杆菌中高度保守的 vWA 结构域，其突变可

改变分枝杆菌菌落形态，破坏生物膜并减弱迁

移能力。 
与真核生物中由 Ku70/Ku80 异源二聚体组

成不同，细菌中仅包含由单一 ku 基因编码的

Ku 蛋白同源二聚体；细菌 Ku 蛋白比真核细胞

的Ku70/Ku80异二聚体小得多，只有大约30–40 kDa，
Ku 蛋白通过在断裂末端形成环状同源二聚体

结构来保护受损的 DNA[23]。Ku 核心区参与 Ku
蛋白的二聚化以及 Ku 与 DNA 的结合，Ku 扩

展的 C 端通过与 LigD POL 结构域相互作用招

募 LigD[19]。Ku 蛋白的 C 末端也可以直接结合

在没有游离末端的 DNA 上，这种与内部 DNA
位点的结合特性可能有助于其募集到 DNA 损

伤位点，从而参与损伤修复过程 [24]。此外，C
端结构域的扩展限制了 Ku 与 DNA 结合能力，

而 Ku 核心结构域和最小 C 端结构域则有助于

促进双链 DNA 的连接；结核分枝杆菌 C 末端

D247、D250、S258 和 R262 的突变限制了 DNA
与 Ku 的结合；Ku 核心结构域还可以与 LigD
的连接酶结构域结合，结核分枝杆菌中 Ku 蛋
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白的 D250A 和 S258A 突变降低了 Ku 对 LigD
的亲和力，L251A 和 R262A 增加了 Ku 对 LigD
的亲和力 [19,25]。在细菌 NHEJ 途径中，Ku 蛋

白能够识别并稳定 DNA 双链断裂的末端，同

时保护新产生的末端免受核酸酶的降解；当

Ku 与断裂的双链结合时，能够保护其免受核

酸酶的影响，并招募 DNA 连接酶来修复

DSBs[26]。 
 

 
 

图 1  Ku 和 LigD 蛋白结构域   A：真核生物 Ku70/Ku80 和结核分枝杆菌 Ku 蛋白结构域组成。B：

不同细菌 LigD 蛋白结构域组成。C：不同细菌中 Ku 蛋白氨基酸序列比对。保守的氨基酸用红色表示；

保守的 Ku 最小 Cter 结构域和扩展 Cter 分别以粉色和蓝色突出显示。 
Figure 1  Structural domains of Ku and LigD proteins. A: Structural domain composition of eukaryotic 
Ku70/Ku80 and Mycobacterium tuberculosis Ku proteins. B: Structural domain composition of different 
bacterial LigD proteins. C: Amino acid sequence comparison of Ku proteins in different bacteria. Bacillus 
subtilis: BDG79657.1; Bacillus licheniformis: GIN28443.1; Mycobacterium tuberculosis: QJF20997.1; 
Mycobacterium marinum: GJO48814.1; Mycobacterium smegmatis: ABK73702.1; Pseudomonas aeruginosa: 
GLE67244.1; Pseudomonas syringae: WP_044321276.1. Conserved amino acids are indicated in red, and the 
conserved Ku minimal Cter structural domain and extended Cter are highlighted in pink and blue. 
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根据形成连接酶-腺嘌呤核苷酸加合物所

需的底物，DNA 连接酶可分为 NAD 依赖型

(LigA)和 ATP 依赖型这 2 类；在一些细菌如结

核分枝杆菌中，已发现 LigB、LigC 和 LigD 等

ATP 依赖性连接酶；其中 LigB 最早在结核分枝

杆菌中发现，具有 DNA 结合结构域和核心连接

酶结构域[15-16]。而 LigC 则存在于分枝杆菌和农

杆菌中，只有 1 个核心连接酶活性区域，缺乏

其他的辅助区域[27]。在分枝杆菌中，当 ligD 基

因缺失时，LigC 在 NHEJ 修复途径中发挥作  
用[27]。LigD 中 LigD-POL 可以将脱氧核苷三磷

酸或核糖核苷三磷酸添加到 DNA 底物中；耻垢

分枝杆菌中，聚合酶(D136A/D138A)的丙氨酸

取代突变在体外消除了聚合酶的活性，同时会

导致 NHEJ 保真度提高，而总体效率几乎没有变

化[28]。LigD-PE 结构域是一种 3ʹ-末端加工酶，

它可以切除引物模板上的一段核糖核苷酸，留

下单个核糖核苷酸；PE 还表现出磷酸二酯酶和

单酯酶活性，可将 3ʹ-磷酸末端的 DNA 末端加

工成 3ʹ-OH[29]。切除 LigD-PE 结构域对质粒

NHEJ 的效率或保真度没有太大的影响 [30]。

LigD-LIG 是一种 ATP 依赖性 DNA 连接酶，在

体外具有相对较差的缺口连接活性，单个核糖

核苷酸会激活 LigD 连接酶活性[31]。Aniukwu
等[30]发现分枝杆菌体内 LigD 连接酶活性的减

弱(无论是通过 K484A 活性位点突变还是通过

LIG结构域的缺失)并没有显著降低质粒 NHEJ，
而 ΔligD 菌株的 NHEJ 则出现了严重的下降，

说明可能存在功能冗余的 ATP 依赖性 DNA 连

接酶。 
在公共数据库中可获得基因组的原核生物

中，约有 25%存在潜在的 NHEJ 修复系统[27]。

在这些预测具有 NHEJ修复系统的细菌物种中，

有些细菌编码了几种 Ku 同源物，主要是链霉

菌家族的放线菌和 α 分支的变形菌；例如，70%

以上的链霉菌物种编码 1 个以上的 ku 基因，一

半以上的 α-变形菌拥有 2 个或 2 个以上的 ku 基

因；一些 ku 基因位于质粒上，表明它们可能是

通过水平基因转移获得的[32]。已知的 NHEJ 连

接酶也经常以多拷贝形式存在；例如，耻垢分

枝杆菌编码 4 种 ATP 依赖的 DNA 连接酶(LigB、

LigC1、LigC2 和 LigD)[33]；其中，LigD 是主要

的 NHEJ 连接酶。而 LigC1 能够在耻垢分枝杆

菌的替代 NHEJ (alt-NHEJ)通路中与 Ku 蛋白协

同作用，这种依赖于 LigC1 的替代 NHEJ 修复

途径需要 LigD 的聚合酶结构域(PolDom)参与，

结核分枝杆菌中的 LigC 同样能够支持这种替

代 NHEJ 通路的运行[34]。此外，研究人员还在耻

垢 分 枝 杆 菌 中 发 现 了 一 种 替 代 末 端 连 接

(alternative end-joining, A-EJ)，这是一种在 NHEJ
关键蛋白失活条件下依赖连接酶 LigA 的修复

方式[18]。 
体外实验显示只需要 Ku 和 LigD 就能够完

成双链损伤的末端连接反应[35]。体内实验也验

证了这一点，将分枝杆菌 Ku 和 LigD 异源转入

大肠杆菌或者是缺失这 2 个同源蛋白的酵母细

胞中，结果显示能够将线性质粒 DNA 环化；且

Ku 或 LigD 的缺失使质粒 DNA 平端或黏端

NHEJ 的修复效率明显下降[30,36]。 
真核生物 NHEJ 修复过程复杂，首先受损

的双链 DNA 会迅速与 Ku 异源二聚体(Ku70 和

Ku80)结合，后者是一种环状结构，能识别并结

合到 DSB 末端[37]。Ku-DNA 复合物招募下游

DNA-PKcs 分子形成复合物，并激活其激酶活

性，使其磷酸化启动 NHEJ 途径[38]。根据 DSB
产生的不同类型的 DNA 末端，如平端、5ʹ突出

端、3ʹ突出端和受损碱基，募集各种 NHEJ 蛋  
白[39]。如果断开的末端产生可以直接连接的突

出端时，由 XRCC4，ligase IV 和 XRCC4 样因

子(XRCC4-like factor, XLF)所形成的复合物将
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完成最后的连接反应[40-41]。对于不能直接连接

的 DNA 末端，就需要核酸酶 Artemis 以及 DNA
聚合酶 TdT、pol μ 或 pol λ 处理后，然后再进

入最后的连接步骤[42-43]，在人体中，NHEJ 关键蛋

白缺失已被证实通过多种机制与多种疾病的发生

密切相关，如神经系统发病机制、癌症、免疫紊

乱等[44]。 
原核生物中存在与真核生物 NHEJ 相关的

关键因子，它们与 Ku70/Ku80 异二聚体和 DNA
连接酶 IV 具有功能同源性[34]。原核生物 NHEJ
修复过程与真核生物类似，也可分为识别、联

会、末端处理和连接这几个步骤。首先，Ku 蛋

白识别并结合到 DSBs 位置，随后招募 LigD，

LigD 的聚合酶结构域与 Ku 直接接触；后者特

异性地识别 5'磷酸基团，并直接调节形成末端

连接所必需的突触复合体；接着经过 LigD 的核

酸酶区域的切割处理成可连接的片段，然后利

用其聚合酶区域补齐缺口，最后通过连接酶区

域连接完成修复[45-46](图 2)。 
 

 
 

图 2  结核分枝杆菌 NHEJ 修复过程 
Figure 2  NHEJ repair process of Mycobacterium 
tuberculosis. 

3  分枝杆菌 NHEJ 系统的调控

与生理功能 
分枝杆菌属包含结核分枝杆菌(Mycobacterium 

tuberculosis, MTB)等重要病原菌，以及约 200 种

环境分枝杆菌。在感染过程中，结核分枝杆菌

会暴露于一系列的环境损伤中，其中包括宿主

的免疫反应，同时也可能会暴露于多种类型的

DNA 损伤剂中[47]。像所有细胞生物一样，分枝

杆菌也具有有效的 DNA 修复系统，这些系统在

分枝杆菌发病机制中起着关键作用。NHEJ 在细

胞周期的各个阶段均可修复断裂 DNA，可能在

分枝杆菌潜伏期的双链断裂修复中发挥重要作

用，并可能与病原菌在宿主中的生存以及耐药

的产生有关。 
虽然研究表明只需要 Ku 和 LigD 就能够完

成 NHEJ 过程，但分枝杆菌中还存在其他影响

NHEJ 修复效率的蛋白[30]。它们通过与 Ku 或

LigD 的相互作用，或通过自身功能的失活，调

控 NHEJ 对 DSB 的修复能力；Sinha 等[48]通过

酵母双杂交试验证明分枝杆菌解旋酶 UvrD1 与

Ku 相互作用，并与 Ku 和 dsDNA 形成三元复

合体；UvrD1 的解旋酶活性在 KuMsme 的存在下

被刺激，而 uvrD1 的缺失使耻垢分枝杆菌对紫

外线和电离辐射的杀伤以及 I-SceI 内切酶产生

的 DNA 断裂敏感，证明了 UvrD1 在 NHEJ 修

复 DSBs 中的作用。Chadda 等[49]发现 Ku 能特

异性地激活 UvrD1 单体的多轮解链，以及

UvrD1 C 末端 Tudor 结构域是 Ku-UvrD1 蛋白复

合物的形成和激活所需的；还发现结核分枝杆

菌中当 DNA 受体与 2 个或 3 个 Ku 二聚体结合

时，UvrD1 被激活，这些结果都说明了 UvrD1
通过不同的激活机制在多种 DNA 修复途径中

发挥作用。 
Li 等 [50]通过串联亲和纯化方法 (tandem 
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affinity purification, TAP)在耻垢分枝杆菌中筛

选出了一种真核 NAD 依赖性脱乙酰酶(silent 
information regulator 2, Sir2)的同源物，这种脱

乙酰酶与 Ku 和 LigD 相互作用，其缺失降低了

体内 NHEJ 的效率，且缺失菌株对电离辐射的

敏感性比野生型高约 10 倍。Zhou 等[51]进一步

研究还发现，随着菌株的生长，Ku 的乙酰化增

加，相反 NHEJ 活性降低；耻垢分枝杆菌 Ku
中 K29 是一个重要的乙酰化位点，在细菌中是

保守的，Sir2 的缺乏或 K29 的突变会影响 Ku
的数量及其乙酰化动力学，说明 Sir2 乙酰化可

以调节 NHEJ 的活性。此外，研究还发现，分

枝杆菌中 NHEJ 对电离辐射(ionizing radiation, 
IR)诱导产生的 DSBs 的修复作用在对数生长期

受到负调控，这种抑制的机制似乎不依赖于

RecA，因为耻垢分枝杆菌中 recA 的缺失不会增

加 NHEJ[52]。 
细胞中存在多种修复方式，NHEJ 与它们之

间存在联系。静止细胞中的 DSB 修复基本上依

赖于 NHEJ，但在一些处于复制阶段的 NHEJ
细菌中，NHEJ 和 HR 修复机制可能同时存在，

它们之间也可能会存在竞争关系[53]。在真核生

物中，Ku 蛋白能迅速隔离 DSB 游离端，并保

护它们免受计划外核酸外切酶的影响，从而阻

止 HR 继续进行；Ku 的清除涉及多种途径，包

括泛素化、去甲基化、磷酸化和依赖 MRE11
的复合物 MRX (Mre11-Rad50-Xrs2) (酵母)的核

酸酶活性，该复合物在 NHEJ/HR 平衡中起着关

键作用[54]。在分枝杆菌中的体外分析显示，结

核分枝杆菌 Ku 可防止 DSB 被 AdnAB 解旋酶-
核酸酶切除，体内 HR 升高可补偿结核分枝杆

菌 Ku 的失活；然而，分枝杆菌中 HR 的损失不

能通过增加 NHEJ 来补偿[52,55]。Yan 等[56]发现

通过增强海洋分枝杆菌 NHEJ 系统的高表达，

抑制依赖 RecA 的同源重组修复途径并优化在

稳定期生成 DSBs 的过程，可以显著提高 NHEJ
修复效率。这些优化措施利用 CRISPR-Cas9sth1
技术实现了高效的基因组编辑。 

Ku 和 LigD 蛋白可能有助于将 NHEJ 与其

他 DNA 修复途径偶联，如碱基切除修复(basic 
excision repair, BER)；有报道称铜绿假单胞菌

的 NHEJ 可以与其错配修复通路的组成部分

MutL (Salmonella LT7 mutator)蛋白联系，促进

染色体缺失，防止噬菌体捕食 [57]。此外，

Płociński 等[58]发现 LigC 在耻垢分枝杆菌稳定

期参与碱基切除修复，表明 NHEJ 和 BER 之间

的联系存在于 NHEJ 替代途径中。 
CRISPR-Cas 系统也能产生双链断裂，它和

NHEJ 能产生拮抗作用；Csn2 是一种结合双链

DNA 末端的多聚体环状结合蛋白，具有与 Ku
蛋白相似的性质[59]。Arslan 等[60]发现 Csn2 在

DNA 末端的结合可以阻断 Ku 的进入并抑制

NHEJ 的有效修复。 

4  分枝杆菌 NHEJ 在基因编辑

中的应用 
人类肺结核感染通常经历一个结核分枝杆

菌活跃的复制期，随后进入长期的潜伏期。在

潜伏期，结核分枝杆菌不进行复制，而是潜藏

在多细胞炎症组织中，这个时期巨噬细胞和免

疫细胞产生的氧化氮和过氧化氢等抗菌分子可

能会导致 DNA 断裂；由于潜伏期细菌的 DNA
复制活动停止，NHEJ 修复途径成为结核分枝杆

菌修复双链断裂的主要机制[61]，说明 NHEJ 途

径可能在人类肺结核分枝杆菌感染中扮演重要

的角色。Pitcher 等[62]在 2 种相关的分枝杆菌噬

菌体 Corndog 和 Omega 中发现了 Ku 同源物；

这些蛋白质形成同源二聚体，以与其他 Ku 相

同的方式结合 DNA 末端，并刺激宿主 NHEJ 
DNA 连接酶(LigD)连接末端，促进分枝杆菌噬
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菌体基因组环化。 
CRISPR-Cas 和 CRISPR 相关蛋白是一种细

菌和古菌的适应性免疫系统，主要用于抵抗病

毒等外源遗传物质的侵袭。结核分枝杆菌基因

组有 2 个连续的长 CRISPRs 和 9 个 Cas 蛋白编

码基因，包括 cas2 等[63]。本课题组 Huang 等[64]

在缺乏 CRISPR-Cas 系统的耻垢分枝杆菌中过

表达 Rv2816c 编码的 Cas2，发现 Cas2 介导的

耻垢分枝杆菌应激反应变化与参与分枝杆菌应

激反应和毒力的 sigma 因子表达的改变有关，

且 Cas2 降低了巨噬细胞内耻垢分枝杆菌的存

活率。CRISPR-Cas 基因组编辑技术已经在原核

和真核生物中得到广泛应用。随着科技的进步，

这些基因组编辑技术也在结核分枝杆菌中得到

一系列开发和应用，包括 CRISPR 辅助的同源

重组基因组编辑、CRISPR 辅助的非同源末端连

接基因敲除、单碱基编辑技术以及 CRISPRi 等
多种方法[65]。 

CRISPR/Cas9 技术能够与 HR 共同应用于

基因组编辑。利用外源片段发生同源重组的细

菌因 Cas9 不能继续切割靶基因而得以存活，未

发生同源重组的细菌则被持续切割而死从而完

成基因编辑[66-67]。然而，使用这种方法进行编

辑时，DNA 编辑模板构建过程较复杂，且在大

规模基因组编辑中也存在限制，而引入 NHEJ
相关蛋白则可以实现更加简便和高效的基因组

编辑[56]。NHEJ 结合 CRISPR 系统可以在许多种

细菌中达到基因敲除的目的，包括一些没有

NHEJ 途径的细菌，且很多细菌使用的是分枝杆

菌的 NHEJ 系统[68]。在缺乏 NHEJ 机制的原核

生物中，Cas9 诱导的 DNA 切割导致细胞死亡，

这可以通过引入外源性 NHEJ 途径来挽救；如

将结核分枝杆菌的 ku 和 ligD 基因整合到大肠

杆菌中，并灭活 RecB 核酸外切酶，以确保 NHEJ
通 路 得 以 实 现 [69] 。 来 自 耻 垢 分 枝 杆 菌 的

FnCas12a 辅助 NHEJ 系统也可以有效地诱导其

他细菌随机大小的基因组缺失，该系统也可用

于基因组大规模删除，但效率较低[70]。因此，

通过引入 DNA 结合蛋白 Ku 和连接酶 LigD 来

修复细菌的 NHEJ 途径，可以显著提高 CRISPR
系统的编辑效率。CRISPR-NHEJ 介导的基因组

编辑技术有助于构建分枝杆菌突变体，为分枝杆

菌相关基因生物学功能的研究提供便利条件。 

5  结语及展望 
非同源末端连接是细胞 DNA 双链断裂的

主要修复途径之一。研究人员已经对细菌 NHEJ
途径的机制及独特性质有了一定的了解。细菌

NHEJ 修复途径对于维持基因组稳定性和适应

环境非常重要。相较于同源重组修复，NHEJ
不依赖于同源模板，使得细菌能够在条件恶劣

或资源匮乏的环境中快速有效地修复双链断

裂，对结核分枝杆菌等致病菌潜伏期时的双链

断裂修复可能发挥重大作用。分枝杆菌中，除

了 NHEJ 核心蛋白 Ku 和 LigD 外，分枝杆菌解

旋酶 UvrD1 和脱乙酰酶 Sir2 也可能参与 NHEJ
过程，说明还可能存在参与 NHEJ 的其他蛋白。

此外，NHEJ 和 HR 在修复双链损伤方面存在一

种动态平衡，并且 Ku 和 LigD 蛋白可能有助于

将 NHEJ 与碱基切除修复等其他 DNA 修复途径

偶联。分枝杆菌 NHEJ 结合 CRISPR 系统可以

在许多种细菌中达到基因敲除的目的，包括一

些没有 NHEJ 途径的细菌，如大肠杆菌等。

CRISPR-NHEJ 介导的基因组编辑技术简化了

分枝杆菌等细菌突变体的构建过程。 
尽管对于 NHEJ 的理解仍在不断深化，但

关于分枝杆菌以及其他细菌 NHEJ 还有很多机

制尚未明晰，如是否存在参与或调控 NHEJ 的

其他蛋白？NHEJ和 HR在修复双链损伤方面的

关 系 ？ NHEJ 与 其 他 修 复 方 式 的 联 系 ？
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CRISPR-NHEJ 如何在结核分枝杆菌等更多细

菌中应用？研究分枝杆菌 NHEJ 途径将有助于

深入了解分枝杆菌修复机制，深化对其基本生

物学功能的认识。基于 CRISPR-NHEJ 基因组编

辑技术的开发及优化研究也将极大促进分枝杆

菌的基础研究，有助于抗菌新方法的开发。 
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