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线粒体膜间隙蛋白在细胞凋亡中的作用

马丽没

( 中国医学科学院中国协和医科大学药用植物研究所，北京 1 00094 )

摘 要: 线粒体除了作为细胞内的"能量工厂"外，在控制细胞凋亡中起主导作用 。 细胞凋

亡时， 线粒体』莫通透性增加， 释放可溶性线粒体膜间隙蛋白质，进一步破坏细胞结构 。 在这些致

死性蛋白质 中 ， 有些(cyt c 、 Smac/DIABLO 、 Omi/HtrA2 等)能够激活 caspases ，另 一些(endo G 、

AIF 、 Om证如A2 等)则以非 caspase依赖的方式发挥作用 。 多种线粒休因子参与细胞凋亡，强化了

细胞器在凋亡控制中的核心作用 。
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Kerr 等在 1 972 年首次定义细胞凋亡现象时认

为 : 细胞凋亡过程中，主要的改变发生在细胞核、

而不是细胞器(线粒体、内质网、溶酶体等k 但是

近年来，随着无细胞研究体系的发展 ， 使人们对亚细

胞成分在细胞凋亡中的作用有了深入的认识，研究

显示几乎所有的细胞内结构均参与了这一过程 [ 11 。

线粒体是真核细胞中重要的细胞器， 它通过氧化磷

酸化作用进行能量转换 ， 为细胞进行各种生命活动

提供能量 ， 被称为细胞内的"能量工厂 " 。 对于

线粒体在细胞凋亡过程中关键作用的突破性认识源

自细胞色素 c (cytochrome c ,cyt c)作用的新发现。

cyt c 是线粒体氧化磷酸化通路中的一个电子载体 。

1996 年王晓东等惊奇地发现 : 在无细胞体系中，

caspase-3 的活化需要存在于线粒体的成熟的 cyt c 、

而不是内质网核糖体合成的 cyt c 前体的参与，表

明线粒体参与了细胞凋亡过程。这一最初受到质疑

的发现很快被越来越多的研究结果证实一一线粒体

释放的 cy t c 触发了最终的细胞凋亡 ; 与此过程相

关的分子机制也随之进一步明确 [2] 。

细胞内存在二条选择性诱导凋亡的通路，即由

细胞表面死亡受体介导的 "外源性通路"和由线

粒体介导的 "内源性通路 " 。 在细胞凋亡早期，

线粒体就特别地受到影响 ， 它们在细胞死亡过程中

起着关键的调节作用 。 不同的促凋亡信号传导通路

和损伤通路汇集于线粒体，诱导线粒体膜通透性

(mitochondrial membrane permeabilization , MMP)改

变[匀，线粒体释放可溶的、具有潜在致死性的膜间

隙(intermembrane space , IMS)蛋白，后者或参与

caspase 活化、 或以非 caspase 依赖的方式诱导细胞

凋亡 。 此外，由于线粒体呼吸链抑制和/或氧化磷

酸化脱偶联产生的活性氧(reactive oxygen species , 

ROS)、线粒体释放的 Ca2+ 也参与了细胞凋亡。本

文就线粒体膜间隙蛋白在细胞凋亡中复杂作用的现

有认识作一综述 。

I Caspase 级联反应活化因子一-cytc

cyt c 是一种由细胞核基因编码、负责在呼吸

链复合物III(cyt c 还原酶)和凹(cyt c 氧化酶)之间传

递电子的血红素蛋白 。 已经证实 cyt c 一旦进入细

胞浆，在 ATP 或 dATP 的参与下，与凋亡蛋白水解

酶激活因子 1 (apoptosis protease acti vation factor-l , 

Apaf-l )含多个 WD-40 重复序列的摄基末端结合 ，

继而促进 Apaf-l 之间相互作用， 使 Apaf-l 从闭合的

单体结构聚合成一个适合于 caspase-9 前体装配的开

放的七聚体平台[付 。 Apaf- l 氨基末端的 caspase 募集

域(caspase recruitment domain , CARD)为 caspase-9

前体的结合位点，通常情况下并不暴露 ， 多聚体化

使 Apaf-l 的 CARD 域暴露，吸引具有同样 CARD 域

的 caspase-9 前体形成一个大分子量的 caspase 活化

复合物，称为 apoptosome ， 在 apoptosome 中活化

的 caspase-9进一步激活效应 caspases - caspase-7 和-

3 ，从而启动了 caspase 级联反应。此外， caspase-

3 也可以通过蛋白水解作用产生一个氨基末端缺乏

XIAP 作用模体、 因而不被 XIAP抑制的 P1 0 caspase-
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9 片段 ， 增强 caspase-9 的作用。基因敲除实验的

结果进一步证实 çyt c 在细胞凋亡中的重要作用 :

cyt c- /- 小 鼠在娃报中期死亡 ; 从这些 cyt c 基因缺

失小鼠 E8-E9 胚胎中分离的细胞对于多种凋亡信号

如紫外线(UV)照射、血清饥饿或 staurosporine 诱导

的凋亡具有抗性 ， 其 Apaf- l 始终以单体形式出现，

caspase-3 活性明显降低[坷 。

线粒体 IMS 和基质中的热休克蛋白 ( h e a t 

shock protein , Hsp ) 10 和 Hsp60 也可以促使 cyt c 

启动 caspase- 3 级联反应[6] 。 相反， Hsp27 、 Hsp70

和 Hsp90 则分别作用于 apoptosome 的不同组成成分

一一即 Hsp27 与 cyt c 结合 、 Hsp70 和 Hsp90 与 Apaι

1 结合，抑制 apoptosome 的形成和 casp出目的活化[η 。

cytc 在氧化磷酸化和 apoptosome 形成中的双重

作用是脱偶联的。含 Znμ(替代 Fe2+)的 cyt c 衍生物

丧失电子载体功能 ， 但仍能诱导细胞凋亡[町，相反，

酵母 cyt c 可以在哺乳动物线粒体呼吸链中发挥作

用 ，但缺乏致细胞凋亡活性 。

线粒体在释放 cyt c 的同时也损害其自身功能，

主要表现为线粒体跨膜电势(L~'l'm) 耗散、 ATP 耗竭

和 自由基产生"， lO] ， 进一步加重了细胞损伤 。

2 凋亡抑制蛋白拮抗因子一-Smac/

DIABLO 

细胞凋亡蛋白抑制因子(inhibitor of apoptosis 

proteins , IAPs)可以有效地结合并且抑制 caspases ;

同时，它们可能还具有泛蛋白连接酶样功能，促使

与其结合的 caspases 降解。 大多.数哺乳类动物的 IAPs

中含有 1-3 个作用不同的功能单位， 即所谓的杆状病

毒队P重复序列(baculoviral IAP repeat, BIR)--一

种从酵母到人类遗传学上保守的 、 大约由 70 个氨基

酸组成的模体。例如: XIAP 可与 caspase-3 和 - 9

相互作用 ， 有效地阻断 caspase s 的活化， XIAP 的

BIR3 域可有效地抑制己加工过的 caspase-9 的活性，

BIR2 域则选择性地作用于活化的 caspase- 3 。 正在

凋亡的细胞中， caspases 可从 IAPs 的阻断中游离出

来 ， 这个过程可能由所谓的 Smac/DIABLO 引起 。

Smac/DIABLO 通过其氨基端的线粒体定位序列

(mitochondriallocalization sequence , MLS)定位于线

粒体， 并且被进一步加工成 23 kDa 的成熟蛋白质。

成熟 Smac 氨基端的 Ala-Val-Pro-Ile(A VPI)四肤序列

可以与 IAPs 的 BIR 域结合。 体外实验发现 : Smac/ 

DIABLO与 XIAP 的 BIR2域和 BIR3域之间存在相互

作用 ， 氨基端突变的 Smac/DIABLO 可取消这种作

用;相反 ， 与此氨基端结构相对应的多肤足以易化

caspase 在细胞提取物中的活化。 细胞内过度表达成

熟的 Smac 并不直接诱导细胞凋亡 ， 但可以增加细

胞对于各种凋亡剌激的敏感性[ l lJ2]，并且抑制细胞

增生[ 11] 。 各种细胞凋亡剌激使 Smac/DIABLO 从线

粒体'中释放进入细胞浆， 与几种 IAPs 如 XIAP 、 c­

IAPl 和 c-IAP2、杆状病毒 Op-IAP 以及 survivin 等

相互作用，通过替代己与活性 caspases 结合的 IAPs

或防止 IAPs 与活性 caspases 的结合 ， 阻断它们的

caspase 抑制功能，从而促进细胞凋亡 。

此外 ， Smaé/DIABLO 还可以通过另一种不依

赖于其 IAP 结合域的方式促进细胞凋亡[ 1 坷。 细胞内

过度表达缺失 IAPs 结合域的截断的 Smac/DIABLO

突变体或 Smac ß一一一种缺乏 MLS 和与 IAPs 结合

能力的 Smac/DIABLO 剪切变异体 ， 增加细胞对

etoposide 、 TRAIL 、 TNF 等凋亡剌激的反应性。目

前尚不清楚SmaclDIABL。这种非IAP依赖的促凋亡

活性的机制 。

缺乏 SmaclDIABLO 的小鼠完全能够存活， 井且

不显示任何异常; 从 SmacIDIABLO-' 小 鼠的不同组织
中分离细胞进行原代培养， 结果发现这些不同类型的

细胞对多种凋亡剌激反应正常， 提示 Smac/DIABω缺

失时， 存在着大量的代偿机制: 或者在发育过程的

细胞凋亡中， Smac/DIABLO 不是不可或缺的。

3 丝氨酸蛋白酶一一 Omi/HtrA2
与 Smac/DIABLO 有类似功能特点的另一种线

粒体因子是Om山-ItrA2 o Om旧如A2属于丝氨酸蛋白

水解酶家族，从细菌到人类遗传学上保守。 Omi/

HtrA2 前体是一个 50kDa 大小的蛋白质 ， 其氨基端

MLS 在进入线粒体后被水解去除， 产生成熟的氨基

端结构类似于 Smac 的 36kDa 的蛋白质 。 抗 Fas 抗

体、 TRAIL 、 staurosponn 和 UV 照射等凋亡刺激诱

导细胞凋亡时，这种蛋白酶从线粒体 IMS 中释放出

来，成熟 Om i /HtrA2 游离的氨基端暴露 "保守

的"、 与 IAP 相互作用所必需的 Ala-Val-Pro- Ser 

(AVPS) 四肤序列，以与 SmaclDIABLO 相似的方式

和细胞浆中 IAPs 相互作用，从而易化 caspase 的活

化 。 此外 ， IAP s 还是 Smac/DIABLO 的底物。在

体外 ， Smac/DIABLO 可直接降解 IAPs 如cIAP l 、

cIAP2 、 XIAP 等[ 1 4 . 1凡 增高细胞内 OmilHtrA2 含量 ，

可以增加 XIAP 的降解， 促进细胞凋亡:相反，用

RNA 干扰(RNA interference, RNAi)降低细胞内 Omil

HtrA2 表达时，细胞对凋亡剌激的抗性增加 [14]。因
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此， OmiJHtrA2一方面可以依赖于它的 IAP结合域，拮

抗活性 caspases 与 IAPs 的结合 ; 另一方面 ， 通过

它的蛋白酶活性，裂解结合的 IAPs ，使 IAPs 成为

蛋白酶体途径进一步降解的靶点 。

与 SmaclDIABLO不同的是， OmilH位A2 不作用

于 survivin ( I61 。 此外，尽管 Smac/DIABLO 和 Omi/

HtrA2 进入胞浆后似乎都作用于 XIAP，它们的分布

是相当不同的 。 Northern blo t 结果显示 ， Smac/ 

DIABL。 在心脏 、 肝 、 肾和辜丸中含量极其丰富，

而在骨髓肌、肺、胸腺和脑中没有表达(1 7 ] ; Omi/ 

HtrA2 则与 XIAP 类似，在组织器官中被普遍表达( 1 8] 。

活化的 SmaclDIABLO和 OmilHtrA2分别以二聚体和

三聚体的形式存在。 OmiIHtrA2可以与XIAP 的 BIR2

域和 BIR3 域相互作用，与 BIR2 域的亲和性更高 ，

而 SmaclDIABLO 与 BIR3 域的亲和性更高Il6]，这种

亲和性的差异提示 Omi/HtrA2 易于释放和活化与

BIR2 结合的 caspase-3 ， SmaclDIABLO 则主要作用

于 caspase-9 o Omi/HtrA 2 还可以诱导不依赖于

caspase 活性或不依赖于其 IAP 结合域活性的细胞死

亡 。 Omi/HtrA2 的丝氨酸蛋白水解酶催化活性在细

胞凋亡过程中也发挥作用，是细胞死亡的起始 / 加

速因子。在 caspase 抑制剂存在的情况下或在 Apaf-

1 -ι 和 caspase-9- 1 细胞中 ， 过度表达 HtrA2 可以诱

导细胞死亡。 细胞浆中过度表达缺乏 MLS 的成熟的

Om证-ItrA2 ， 诱导一种特殊形式的细胞死亡 细胞

膜保持完整、没有膜泡沫化或凋亡小体形成。 同时

突变 HtrA2 氨基末端及其具有丝氨酸蛋白水解酶活

性的氨基酸残基 ， 使 IAP 结合域活性和丝氨酸蛋白

酶活性缺失，可完全消除其致死功能 。 总之 ， Omi/ 

HtrA2 通过两种不同的机制促进细胞死亡 : 其一 ，

抑制 IAP，明显增加 caspase 活性: 其二，非 caspase

依赖的丝氨酸蛋白水解酶活性。

4 核酸酶激活因 子一→-凋亡诱导因子
(apoptosis inducing factor, AIF) 

哺乳动物线粒体蛋白 AIF 是一个黄素蛋白， 与

细菌、植物和真菌氧化还原酶具有同源性。 AIF 具

有 NAD(P)H 氧化酶和单脱氢抗坏血酸还原酶的活

性 : 此外 ， 在存在 NADH 时 ， AIF 能催化 cyt c 的

还原反应 。 AIF 氨基末端存在 MLS ， 正常情况下

AIF 定位于线粒体，其MLS 在 IMS 中被裂解去除产

生 57 kDa 大小的成熟 AIF。反应于调亡剌激 ， 成

熟 AIF 易位至细胞核， 在核中诱导染色质边缘性凝

集 、 DNA 的大分子量 ( 50kb ) 片段化，但并不

产生以梯度化为特征的寡核小体 DNA片段(19] 0 除其

核效应外 ， 过度表达 AIF 或显微注射 AIF 至完整细

胞胞浆 ， 还可以诱导细胞发生其它的凋亡样改变，

如线粒体t. Wm 耗散、 磷脂毗丝氨酸外翻于浆膜表

面等。 近来发现了 AIF 的内源性抑制剂一-sp70 。

Hsp70 与 AIF 相互作用 ， 在体外或.在完整细胞中均

能抑制 AIF 的致凋亡效应。

AIF 在细胞凋亡中的作用是非 caspase 依赖的。

广谱 caspase 抑制剂 zVAD-fmk 不能阻断 AIF 的促凋

亡活性。在 Apaf- l -'- 、 caspase-9 -'- 或 caspase-3 -'- 细
胞中，不存在 caspase 活化， AIF 仍可诱导染色质

固缩 。 并且还发现 Dictyostelium discoideum ， 一种

缺乏 caspases 的真菌 ， 在死亡过程中也伴有与哺乳

动物 AIF类似的同源物的线粒体-核易位现象[20]。但

也有不同的报道， Amoult 等发现 AIF 的作用是依赖

于 cas p ase 的 ， 用常规的凋亡诱导因子如 s tau­

rosporine 、 actinomycin D 处理 HeLa 和 Jurkat 细胞

株时发现， caspase 抑制剂阻断(或至少延迟)线粒体

释放 AIpl2 1 ] 0 AIF 与 caspase 级联反应之间在不同水

平存在着对话(cro sstalk)。当 caspase 活化发生于细

胞凋亡早期时(如 Fas 触发细胞凋亡时) ， AIF 的释放

继发于 caspase-8 的活化(22] 。 然而，在某些情况的

细胞死亡过程中 ， 线粒体释放 AIF 早于 cyt C[23-妇] ;

中和 AIF(通过显微注射抗体或基因敲除)可防止线粒

体释放 cyt c 以及细胞死亡[2126] ， 表明 AIF 对于 cyt

c 依赖性 caspase 级联反应是必不可少的 。 体外实验

也发现， AIF 可使分离的线粒体释放 cyt ' t [刀] 。

类似于 cyt c, AIF 除了致凋亡活性外 ， 还具有

氧化连原酶活性，并且二者是完全脱偶联的。无论

是否存在 FAD 和/ 或 NAD(P)H ， AIF 均能诱导核凋

亡 ; 而完全阻断 AIF 与 DNA 相互作用、诱导染色

体凝集的 AIF 突变体仍保留 NADH 氧化酶活性[27] ;

此外，缺乏电子传递辅基的重组 AIF 由于不能与黄

素腺喋岭核昔结合而丧失其还原酶活性，但仍具有

促凋亡活性[28] 。

尚不清楚 AIF 促细胞凋亡活性的分子机制，

AIF 本身没有内源性核酸酶活性，推测 AIF 可能作

为己知核酸酶的激活剂， 或者细胞内可能存在与

AIF 相关的未知的核凋亡通路。

AIF基因缺失小鼠在胚胎发育的早期死亡，尚不

清楚引起这种改变的原因是由于缺乏 AIF 的促细胞凋

亡活性 ， 抑或是由于缺乏其氧化还原酶活性所致。
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AIF 同源性线粒体相关细胞死亡诱导因子(AIF­

homo1ogous mitochondrion-associated inducer of cell 

death , AMID)是与 AIF 同源的黄素蛋白 ， 但与 AIF

不同的是， AMID 缺乏 MLS [29] 。 免疫荧光染色显示

AMID 位于线粒体和细胞浆中 。 在 293T 细胞中过度

表达 AMID，可以诱导凋亡样细胞死亡，并且作用

强度与含量呈正相关 。 B c 1- 2 、 C rmA 以及广谱

caspase 抑制剂 zVAD 不能抑制 AMID 诱导的细胞死

亡，提示 caspase 未介入其作用 。 AMID 诱导细胞凋

亡的作用机制还不清楚，有待于进一步探讨 。

5 核酸酶-核酸内切酶 G (endonuclease G , 

EndoG) 

己报道几种 DNases 与细胞凋亡时 DNA 的降解

有关， 其中最具特点的酶是由 caspase 活化的 DNase

CAD/DFF40 o CAD/DFF40 与其伴侣分子和抑制剂

ICAD/DFF45 形成无活性的异源性二聚体。凋亡

时， ICAD 被 caspase-3 裂解 、 释放活性 CAD ， CAD 

作用于组蛋白 H1 的染色质核小体 "连接"区域，

产生以核小体 DNA长度为基数的 DNA片段。 然而，

缺乏 ICAD 或 ICAD-caspase- 3 裂解位点的转基因小

鼠具有正常的表型，并且仍然保留使 DNA片段化的

能力;此外， Samejima 等发现在 CAD小鸡的 DT40

淋巴瘤细胞中，寡核小体断裂被阻断，但仍存在大

分子量 DNA 片段化， 提示 CAD 并非唯一参与细胞

凋亡的 DNA 酶[30] 。 最近， Li 等分离到了另一个可

以核易位的线粒体因子 : E ndo G [31] 0 Endo G 是由

细胞核基因编码的线粒体核酸酶， 最初被看作是与

线粒体 DNA 复制有关的蛋白质 ， 近来发现 Endo G 

位于线粒体 IMS 中， 因此，似乎不太可能参与线
粒体DNA 复制[32] ， 它在线粒体核酸代谢中的确切作

用还不清楚。研究发现 : 在 TNF 、 抗 Fas 抗体和

UV 照射诱导细胞凋亡时， Endo G 从线粒体中释放

出来，易位至细胞核，与核 DNA 的降解有关。在

不存在 caspase 活化 DNase CADIDFF40 的情况下，

Endo G 能裂解核 DNA 。 与 AIF 类似， Endo G 的

作用是非 caspase 依赖的， caspas e 抑制剂不影响

Endo G 的活性 。 体外实验发现 ， 与 CADIDFF40 相

比较， Endo G 诱导 DNA 降解时 ， 需要更高的浓度

( 比 CAD/DFF40 高 100 倍)，推测单凭 Endo G 的

作用是不够的 ， 还需要其他核酸酶或辅助因子的参

与。核酸内切酶和 DNase 1 可增强 Endo G 活性 ，
提示这些活性物在体内可能协同作用以确保凋亡细

胞中 DNA 的有效降解。 Endo G 和 AIF 这两种线粒

体蛋白可能在 caspase 被有限激活或 caspase 被损伤

(病毒感染或 NO 和 ROS 灭活 caspase ) 时确保细

胞核降解:或者像在植物、真菌和原生动物中所观

察到的那样， 与非 caspase 依赖的 DNA 降解有关 。

6 其他线粒体蛋白质
6 . 1 Caspases 

线粒体中包含大量 caspases 前体如 caspases-

2 , -3 , -8 和 -9 前体 。 c aspases-3 和 -9 前体在线

粒体和细胞浆的相对含量与细胞类型有关 。 MMP

时 ， 这些 caspases 前体从线粒体中释放进入胞浆，

通过 apoptosome C caspases -3 和 -9 前体)或其他

未知机制 C caspases -2 和 -8 前体 ) 产生有活性的

caspases 。

6.2 乙酷辅酶 A 结合蛋白( acyl -CoA-binding 

protein, ACBP) 

分离的线粒体暴露于 tBid 时释放 ACBP o ACBP 

是一个 20 kDa 的同源性二聚体，可以结合 C沪， 降

低 Ca2+ 浓度，进而活化 m-ca1pain 0 Ca1pains 是一组

依赖于钙的疏基蛋白酶， 在催化性 SH 基团附近， 与

木瓜蛋白酶有 33% 序列同源性。 在 caspase 依赖和

非 caspase 依赖的细胞死亡中均发现有 Ca1pain 的活

化 。 Ca1pain 可以通过蛋白水解酶活性裂解、 活化

Bid ， 提示其作用可能与激活内源性死亡通路有关。

总之，线粒体以 ATP 形式产生代谢能量 ， 是

生命的基础细胞器。 同时，线粒体也是一种毒素储

存器，充满具有潜在致死活性的蛋白质，这些蛋白

质在 MMP 之后，迁移至细胞内不同区域，参与细

胞死亡。线粒体的这种作用并非由于供能缺陷的

"功能丧失"引起的， 而是一个由不同的线粒体蛋

白主动参与的过程 。
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Role of M itochondrial Intermembrane Proteins in Apoptosis 

MALi Yan 
( Institute 01 Medicinal Plant, Chinese Academy 01 Medical Sciences & Peking Union Medical College, 

Beijing 100094, China) 

A bstract: M itochondria are 'life-essential' organelles for the production of m etabolic energy 
in the form of ATP. Paradoxically rnitochondria also play an important role in the apoptotic-signal­
ing pathway . Nu merous pro-apoptotic molecules ac t on mi tochondria and p rovoke t he 
permeabilization of rnitochondrial membranes. Soluble proteins contained in the rnitochondrial in­
termembrane space are released through the outer membrane and p articipate in the o rganized de­
struction of the cells . Among the lethal proteins , some activate caspases (cy t c , S mac/DIABLO , 
O milHtrA2 ,etc.) , w hereas others act in a caspase-independent fashion (endo G, A IF, Orni/HtrA 2 , 
e tc .) . T he diversity of mitochondrial factors participating in apoptosis emphasizes the central role 

of these organelles in apoptosis control. 

K ey words: m itochondria; apoptosis; caspase; cytochrome c 
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