
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2013, 35(7): 1063–1067 http://www.cjcb.org

收稿日期: 2013-02-27　　　接受日期: 2013-04-15
国家自然科学基金(批准号: 31172206)资助的课题

*通讯作者。Tel/Fax: 025-84399112, E-mail: fxshi@njau.edu.cn
Received: February 27, 2013　　　Accepted: April 15, 2013 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of 
China (Grant No.31172206) 
*Corresponding author. Tel/Fax: +86-25-84399112, E-mail: fxshi@njau.edu.cn 
网络出版时间: 2013-06-21 14:16
URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/31.2035.Q.20130621.1416.001.html

x
_
±s

DOI: 10.11844/cjcb.2013.07.0051

NOS及NO/cGMP信号通路对哺乳动物

卵泡发育的调控作用
许木林   郑开之  孙思宇  石放雄*

(南京农业大学动物科技学院, 南京 210095)

摘要      一氧化氮(nitric oxide, NO)是一种重要的多功能因子, 能够介导许多生理功能, 尤其

是哺乳动物卵巢功能的调控。一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)作为NO合成的限速酶, 是
调节NO合成的关键, 具有神经型(neuronal NOS, nNOS)、诱导型(inducible NOS, iNOS)及内皮型

(endothelial NOS, eNOS)三种类型。近年来的研究表明, NOS及一氧化氮/环鸟苷酸(nitric oxide/
cyclic guanosine monophosphate, NO/cGMP)信号通路对哺乳动物的卵泡发育具有调节作用。该文

就NOS及NO/cGMP信号通路在卵泡发育方面的主要研究进展进行评述并提出了展望。
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Regulatory Effects of NOS and NO/cGMP Signaling Pathway on 
Mammalian Follicular Development
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Abstract        Nitric oxide is a multifunctional factor mediating multiple biological effects, especially in 
regulation of mammalian ovarian functions. Nitric oxide synthases (NOS) are key rate-limiting enzymes in NO 
synthesis and have three types: neuronal NOS (nNOS), inducible NOS (iNOS) and endothelial NOS (eNOS). 
Recent studies showed that NOS and nitric oxide (NO)/cyclic guanosine monophosphate (cGMP) signaling 
pathway had a great impact on mammalian follicular development. This article focuses on the effect and prospect of 
NOS and NO/cGMP signaling pathway on mammalian follicular development. 
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一氧化氮(nitric oxide, NO)是一种分子量为30道
尔顿的小分子自由基, 结构简单且易运动, 能溶于水

及脂质载体。体内NO具有两个主要的生理作用: 细
胞毒作用和细胞间的信号传递或称信使作用[1]。NO
作为气体信号分子, 是许多生理过程的重要调节因

子, 能通过多种方式作用于下游的信号分子, 如NO
以环鸟苷酸(cyclic guanosine monophosphate, cGMP)
作为第二信使激活可溶性鸟苷酸环化酶(soluble 
guanylatecyclase, sGC), 导致cGMP含量增加的cGMP
依赖途径[2]; 以及与含有血红素的蛋白质结合、直接

与靶蛋白反应, 从而调节细胞功能的非cGMP依赖途

径[3]。NO信号通路在哺乳动物卵巢功能调控过程中

具有重要的作用, 因此, 可以通过调控NO的生物合

成来影响NO信号通路在卵巢功能中的作用。体内

NO主要由一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)
合成并释放。

NO/cGMP信号转导通路是细胞内重要的信号
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通路, 参与众多生理过程[4-5]。cGMP(3′,5′-环鸟苷酸)
作为普遍存在于生物体内的第二信使物质参与介导

激素、光和神经递质等细胞外信号的生物学效应, 
在卵巢卵泡的凋亡及闭锁、生长发育中也具有重要

的意义。本文对NOS及NO/cGMP信号转导通路对

哺乳动物卵泡发育的调控作用进行总结和概括, 以
期对哺乳动物卵泡功能的调控提供新的研究方向和

理论基础。

1   NOS
一氧化氮合酶(nitric oxide synthase, NOS)作

为在NO生成过程中的关键酶, 在结构和功能上有

三种异构型: 神经型(neuronal NOS, nNOS或NOS 
I)、诱导型(inducible NOS, iNOS或NOS II)和内皮型

(endothelial NOS, eNOS或NOS III)[6]。三种同工酶

的分子量为130-160 KDa, 氨基酸序列、组织分布、

转录和细胞内钙离子激活等方面不完全相同。其

中, nNOS和eNOS又被称为结构型NOS(constitutive 
NOS, cNOS), 它们是Ca2+依赖型, 大多是胞浆型。

NOS III颗粒型>90%, 为非Ca2+依赖型。三种NOS氨
基酸序列在种属间具有高度保守性。在细胞内既可

存在于可溶性成分中, 也可存在于一定的亚细胞器

中[7]。

NOS蛋白家族在结构上普遍具有加氧酶区、钙

调蛋白区(calmodulin, CaM)及还原酶区。加氧酶区

由血红素(heme)、L-四氢化喋呤构成, 还原酶区由

黄素单核苷酸(flavine mononucleotide, FMN)、黄素

腺嘌呤二核苷酸(flavine adenine dinucleotide, FAD)、
还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(nicotinamide 
adenine dinucleotide, NADPH)构成, NADPH、FAD、

FMN构成电子传递链。NOS都是二聚后才具有催化

活性, 其二聚体是由两个一致性的单体构成, 每个单

体实质上基本由两种酶融合而成, C末端还原酶区域

和N末端氧化酶区域。C末端区域与细胞色素P450
还原酶一些序列有显著的同源性, N末端区域具有

结合四氢生物蝶呤(tetrahydrobiopterin, BH4)和血红

素的位点, 也是L-精氨酸底物。这两个区域之间有

钙调蛋白结合位点, 在酶的结构和功能上发挥关键

作用[8]。

2   NO/cGMP信号转导通路
2.1   NO/cGMP信号通路的生物学作用

NO/cGMP信号转导系统广泛存在于体内, 是胞

内重要的信号通路, 参与众多的生理过程。研究证

当体外刺激因子血管紧张素(angiotensin, Ang) II等与细胞膜表面受体结合时, 细胞内的NADPH氧化亚基被诱导并转移到细胞膜上, 并与相关的

亚基相互作用, 形成NADPH氧化酶(NOX)。该酶激活后可以诱导产生O2–, 该O2–能够与细胞内的NO反应从而降低NO的生物利用度, 并产生另

一种活性氧自由基ONOO–, 该自由基可以氧化BH4成BH2、导致一氧化氮合酶NOS解偶联。NOS解偶联可以通过影响NO的活性及合成, 从而调

控cGMP的形成。PDE: 磷酸二酯酶; PKG: 蛋白激酶G; PKC: 蛋白激酶C; GTP: 鸟苷三磷酸。

When the external stimulating factors such as Ang II combine with the corresponding membrane receptor, the intracellular NADPH oxidase subunit 
is induced and thansferred across the membrane and assembled with relevant subunits to form and activate NADPH oxidase (NOX), and induce O2– 

production. Subsequently, O2–  would reduce the bioavailability of NO in the cell, while another reactive oxygen species of ONOO– produced, which can 
oxidize BH4 into BH2, uncoupling the nitric oxide synthase, and affecting the activity and content of intracellular NO, thereby affecting the formation of 
cGMP[2-3]. PDE: phosphodiesterase; PKG: protein kinase G; PKC: protein kinase C; GTP: guanosine triphosphate.

图1  NOS和NO信号通路的串话[10]

Fig.1  Crosstalks between NOS and NO signaling pathways[10]
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实, NO主要是由NOS以L-精氨酸(L-Arginine)为底物

合成的, 这一反应需要O2和还原型烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸磷酸(NADPH)的参与, 另外还产生L-瓜氨酸

(L-Citrulline)。L-精氨酸具有严格的主体结构专一

性。虽然鸟苷酸环化酶(guanine nucleotide, GC)有多

种, 但仅sGC才可作为NO的靶酶, 即可溶性鸟苷酸

环化酶, 生成环鸟苷酸[9](图1)。
cGMP是一种具有细胞内信息传递作用的第

二信使(second messenger), 可被G蛋白偶联受体

(G-protein linked receptor)激活的蛋白激酶(protein 
kinases)所活化[11], 进而将胞外信号转导至细胞核, 是
一种具有广泛生物学活性的环核苷酸。它在视觉、

嗅觉、代谢、肌肉收缩、神经传递、胞吐作用、细

胞生长和分化等生理过程中起重要作用[12-13]。NO
可通过cGMP途径及多种非cGMP依赖性途径调节

卵巢中功能蛋白的表达。

2.2   NO/cGMP信号通路对细胞凋亡的影响

卵泡闭锁(follicle atresia)是指卵泡发育过程中

发生退化并最终被清除的生理现象。目前已有众多

研究证实, NO/cGMP信号通路可通过影响颗粒细胞

的成熟参与细胞凋亡。Basini等[14]于1998年发现, 小
卵泡的颗粒细胞中高水平的NO会抑制细胞的凋亡, 
而大卵泡的颗粒细胞中低水平的NO可促进细胞凋

亡的效应, 随后, 2000年Basini等[15]又发现, 低浓度

NO对猪的颗粒细胞有减少其细胞凋亡的作用。在

水牛颗粒细胞中, 加入SNP(sodium nitroprusside, NO
供体), 在较高浓度(10–3, 10–5, 10–7 mol/L)时具有较强的

细胞毒性, 导致细胞凋亡, 但是在较低及合适的浓度

(10–9 mol/L)时可以促进颗粒细胞的生长[16]。除此之

外, 在小鼠未发育卵泡和排卵前卵泡颗粒细胞中, NO
浓度的高低也对其具有保护作用[17]。利用cGMP类
似物处理腔前卵泡或排卵前卵泡可以阻止凋亡[18-19]。

这些结果表明, 卵巢内NO及第二信使cGMP在调控

卵泡存活机制中具有重要作用, 尤其是细胞中NO的

浓度对于卵泡颗粒细胞的生存与凋亡具有重要的意

义。

Chen等[20]报道在大鼠的卵巢颗粒细胞中, Fas/
FasL凋亡系统通过激活半胱氨酸蛋白酶(caspase)来
诱导细胞调亡时, 常伴随iNOS表达的降低。他们推

测NO通过抑制caspase, 从而抑制Fas/FasL系统诱导

细胞凋亡。另外, Wang等[21]研究发现, NO不仅可以

降低由FSH刺激诱发的抑制素分泌, 还可以有效地

抑制卵泡发育过程中卵巢细胞的凋亡与卵泡的闭

锁。由此可见, NO在卵巢颗粒细胞中可以通过与

Fas/FasL凋亡系统的复杂对话调控颗粒细胞的生长

及凋亡, 并可以介导卵巢激素的分泌进而调控卵巢

细胞的凋亡与卵泡的闭锁。由此可见, NO信号通路

可以调控细胞凋亡机制。

3   NOS对卵泡发育的影响
研究发现, 敲除eNOS的成熟雌小鼠与正常的

小鼠相比, 表现出发情周期的延长, hCG诱导的排

卵率降低, 卵巢形态学发生异常, 胚胎数降低, 类固

醇激素合成障碍以及死胎率更高、胎儿的个体更

小[22-23]。另有研究发现, eNOS不仅存在于大鼠卵巢

颗粒细胞、基质细胞、膜细胞、黄体细胞及血管

中, 在猪的颗粒细胞中也存在[24]。iNOS可在大鼠卵

巢初级卵泡至小有腔卵泡颗粒细胞、基质细胞、膜

细胞和黄体细胞中表达[25], 提示eNOS和iNOS可能

都参与卵巢内NO的生成。敲除nNOS基因的雌性小

鼠(nNOS–/–)表现出卵母细胞破裂位点, 但是减少的

卵母细胞数可以通过注射促性腺激素来恢复[26]。我

们由此可以猜测, 在卵巢卵泡发育中eNOS和iNOS
起着重要的作用, 而nNOS的表达可能存在种属特异

性, 其在卵巢卵泡发育中的作用还有待研究。通过

对大鼠出生到初情期之前的卵巢NOS三种亚型的表

达和定位发现, 卵巢中NO的浓度和总NOS活性主要

由eNOS和iNOS贡献, 而不是nNOS[27]。我们对新生

及性成熟前母猪卵巢NOS三种亚型的定位研究也与

此相一致[28]。

我们采用组织学观察, 分析统计不同处理组卵

泡发育的动力学变化, 发现NOS的三个亚型主要定位

于各阶段卵泡的卵母细胞中, 并随着颗粒细胞和卵

泡膜细胞的增长逐步增加[27], 说明NOS可能参与了新

生雌性大鼠的卵巢卵泡发育, 并且有促进卵泡提早

发育的功能。卵泡颗粒细胞、膜细胞和卵母细胞中

eNOS的表达也提示eNOS的功能所在。随着卵泡的

发育, 亚硝酸盐/硝酸盐(NO的代谢产物)在循环系统

中的水平增加, 含量与卵泡大小成正相关, 这说明在

卵泡及卵母细胞发育中NO起着重要的作用[29], 并有

可能促进卵泡的发育。此外, 本实验室还通过免疫

组织化学分析凋亡标记蛋白(caspase-3)和自噬标记

蛋白(LC3), 发现大鼠出生5天后, caspase-3及LC3在
卵巢颗粒细胞、卵母细胞、膜细胞等普遍分布。这
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也与国外一些学者的研究相一致[30], 说明NOS不仅

参与了新生雌性大鼠的卵巢卵泡发育, 还参与了细

胞自噬与凋亡以促进卵泡的提早发育。

Matsumi等[31]发现, 所有闭锁卵泡颗粒细胞中

都检测不到iNOS活性, 而大多数不成熟的大鼠卵

泡颗粒细胞中存在iNOS。当在组织培养的大鼠颗

粒细胞中加入NO供体SNAP(S-nitroso-N-acetyl-DL-
penicillamine)可直接抑制颗粒细胞的自然凋亡, 说明

在不成熟的大鼠卵泡颗粒细胞中, iNOS产生的NO可

能通过抑制颗粒细胞的凋亡来阻止大鼠卵泡闭锁。

Faletti等[32]证明, 在体外, NOS抑制剂L-NAME(NG-
nitro-L-arginine methy ester)能抑制大鼠卵巢产生前

列腺素E(PGE)及前列腺素F2α (PGF2α), 而NO供体

SIN-1能刺激PGE及PGF2α的表达。说明iNOS可能

通过环氧合酶通路刺激PGE及PGF2α的表达, 进而

刺激卵泡破裂。另外, NO还可以通过调节促性腺激

素释放激素(GnRH)的分泌来调节促黄体素(LH)的
分泌, 并调节卵巢类固醇的生成。由于NO可以调节

血管的紧张度[33], 所以NO可能通过调节脑下垂体门

脉血流, 间接影响激素的释放, 从而影响机体的排

卵、颗粒细胞凋亡和卵泡破裂等。

本实验室曾利用新生大鼠卵巢模型研究了环

鸟苷酸(cyclic guanylic acid, cGMP)与环鸟苷酸–磷
酸二酯酶(cGMP-PDE)在卵巢卵泡启动中的作用。

结果显示, 第二信使cGMP水平的升高与卵巢卵泡的

发育及颗粒细胞的增殖一致, 也表明NO/cGMP通路

可能参与卵泡生长的启动[27]。另一方面, 高浓度NO
会造成细胞凋亡, 通过产生大量的超氧化物, 或者通

过细胞凋亡的多个途径对细胞产生毒害。但NO在

一个合适的浓度时, 又会通过cGMP途径抗凋亡, 抑
制卵泡闭锁[34]。

4   展望
NO作为一种重要的气体信号分子在生殖生理

过程中起着非常广泛的调节作用, 如介导卵泡闭锁, 
卵泡颗粒细胞的生长和凋亡、生殖激素的合成、卵

泡的生长和成熟等。作为NO生成中的关键酶, NOS
越来越受到大家的重视, 目前的研究已经表明NOS
参与了新生雌性大鼠的卵巢卵泡发育, 并且有促进

卵泡提早发育的功能。研究结果已经表明, 第二信

使cGMP水平的升高与卵巢卵泡的发育及颗粒细胞

的增殖是一致的, 说明NO/cGMP信号通路参与卵泡

生长的启动[27]。为进一步研究卵泡发育机制提供了

新的研究方向, 并为相关疾病的治疗和临床应用提

供了新思路和途径。尽管如此, 诸如内源性NO及相

关的NOS三种亚型的精确调节机制等许多问题还亟

待解决。
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