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氧化修饰在调控细胞凋亡信号转导中的作用

杨洁易静汤雪明*

(上海第二医科大学细胞生物学教研室， 上海 200025)

摘要 氧化修饰是细胞内的活性氧诱导生物大分子发生氧化反应引起的结构及构象改变，

发挥调控信号转导和对应激作出反应的功能。氧化修饰发生在凋亡信号转导中的多个生物大分子，

包括凋亡相关蛋白质的氧化，如cωpase-9、线粒体通透性转变孔及电压依赖的阴离子通道(voltage­

dependent anion channel, VDAC) ，同时也包括膜磷脂的氧化修饰，如磷脂眈丝氨酸及线粒体特异
的心磷脂。氧化修饰作用也涉及凋亡诱导因子、促凋亡的凋亡信号调控激酶 l(apoptosis signal­

regulating kinasel , ASKl)信号转导途径及抗凋亡的转录因子NF斗也的激活和活性。所以氧化修饰

可能是调控凋亡信号转导机制中除磷酸化、泛素化外的另一个新的分子机制。

关键词 活性氧:氧化修饰:细胞凋亡

1 活性氧与氧化修饰

1.1 活性氧

活性氧(reactive oxygen species , ROS)是细胞

内超氧阴离子自由基、过氧化氢、单线态氧等的总

称，因含有未成对电子，具有很高的反应活性，可

以氧化细胞中各类大分子物质，包括蛋白质、脂类

及核酸。细胞正常时保留一定数量的活性氧，但当

活性氧的生成超过抗氧化防御的力量时，活性氧升

高。以往人们多注意到活性氧升高造成的不良事

件，如衰老、退行性变、肿瘤发生及化疗副作用

等，但目前研究者们开始审视活性氧在各种信号通

路中新的角色。因活性氧是细胞经历长期进化后仍

能保留的小分子，故考察活性氧及活性氧对大分子

的氧化修饰，对于全面理解活性氧对细胞行为的影

响具有重要意义。

细胞内维持氧化还原平衡的抗氧化体系包括三

类物质，一类是抗氧化酶如过氧化氢酶、超氧化物

歧化酶、谷脱甘肤过氧化物酶等，第二类为小分子

物质如维生素 C、尿酸等，第三类为目前日益受到

重视的琉基还原缓冲体系，主要包括谷脱甘肤

(glutathione, GSH)、硫氧还蛋白(thioredoxin， Trx)及

谷肮甘肤硫氧还蛋白(glutaredoxin， Grx)等，它们对

清除过多的活性氧，尤其是维持蛋白质的还原状态至
关重要[1) 0 

1.2 氧化修饰

氧化修饰并无统一的定义，通常是指细胞内的

活性氧诱导生物大分子的氧化反应引起的结构及构

象改变，在损伤修复、生存、增殖、凋亡等信号

转导过程中发挥重要的调控功能，其中蛋白质的可

逆氧化修饰尤其受到重视，它不仅作为调节功能的

主要方式，同时也被看作启动细胞稳态调节的"信

号 "[2)。目前越来越多的研究提示这种氧化修饰可

能作为一种新的分子机制，在调控细胞信号转导中

成为除磷酸化修饰、糖基化修饰及泛素化修饰外的

重要方式。

蛋白质中最易受到氧化修饰的是具有颈基的半

脱氨酸残基和甲硫氨酸残基[3]，而半肮氨酸又是细

胞中最为保守的氨基酸，同时细胞中只有半脱氨酸

残基的氧化还原反应是可逆的，即还原态的琉基和

氧化态的二硫键的相互转变，这种转变引起的空间

构象变化使蛋白质功能发生可逆的改变，因此半肮

氨酸成为氧化修饰调控蛋白质功能，介导信号转导

的重要位点[句。细胞质中半脱氨酸残基通常处于还

原状态，被氧化后又可利用 Trx 、 GSH 发生还原。

这种半肮氨酸的氧化修饰与酷氨酸、丝氨酸及苏氨

酸的磷酸化修饰类似，可能作为分子开关快速有效

地调控信号转导过程，参与各种细胞生物学行为。

氧化修饰也发生在脂类及脂蛋白。脂类氧化修

饰可以是酶促反应，也可以是非酶促反应，表现为

脂类自由基不断生成的链式反应，产生脂类自由基
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及脂过氧化自由基。脂类被氧化修饰后可能介导应

激信号转导，激发细胞反应，包括诱导抗氧化酶表

达及凋亡发生[坷，在衰老及相关性疾病中扮演着与

蛋白质氧化修饰同等重要的角色，如氧化的低密度

脂蛋白(oxLDL)诱导动脉内皮细胞凋亡和泡沫细胞形

成以及动脉粥样硬化、氧化应激诱导的帕金森病

(Parkinson' s disease, PD)等。细胞中容易受到氧化

修饰的脂类是含有高浓度氧和不饱和脂肪酸的膜磷

脂，在凋亡诱导和执行中发挥重要作用。

2 氧化修饰在细胞凋亡中的作用
细胞凋亡自 1965 年发现后， 目前研究方兴未

艾，且更加深入和系统，凋亡不再被看作是孤立的

事件， 而是与生存、增殖、分化相互偶联。活性

氧与细胞凋亡及生存、增殖也密切相关， 在各种非

氧化物和外源性氧化物应激启动的以线粒体为中心

的凋亡事件中涉及到活性氧的越来越多， 而且伴随

出现在抵抗凋亡、促进生存的信号转导中[6]。虽然

活性氧作用的具体机制在大多数研究中并未涉及，

但也有部分研究发现活性氧及氧化修饰在促进凋亡

和抑制生存两种信号转导中的重要作用，其中包括

凋亡相关蛋白和磷脂的氧化修饰，也包括抗凋亡转

录因子的1氧化修饰(图1)。
2.1 氧化修饰在凋亡信号转导中的作用
2. 1.1 Caspase-9酶原的氧化与加工激活 Caspase-

9 是 C叩严家族在线粒体凋亡途径中最上游的启动
酶，通过激活 caspa恰3 实施凋亡。 Caspa协9 酶原

加工激活的前提是二聚体形成，而二聚体形成很可

能涉及半肮氨酸残基氧化形成的分子间二硫键。用

外源性H202诱导线粒体内C咿叫酶原的氧化并发
现二聚体形成，同时发现 caspase-9 酶原发生相互

剪切和加严:与单独 H202 作用相反，加用还原型
Trx 维持半脱氨酸残基的还原状态，二聚体未能形

成，剪切也不再发生， 提示线粒体内 caspase-9 酶

原自我加王与半脱氨酸残基的氧化有关[7]。同时该

ROS 、 TNF-α、 电离辐射、 γ射线等
PS 外化，被吞噬细胞识别

细胞膜

+ ? 
ROS 

线粒体释放的细胞色素 C I 

1 一.--OÞ PS 氧化

JNK激活 + 

IKB 降解

+ 抑制 Bc1-2 活性
促进 Bax 转位

细胞核

ROS----+ 

~ 

因基臼蛋亡调

,-|| 结
一
-
-
一

A
-
好
-
-
直
­

M
H
-
w
-
-

报
-

i
i
l

↓
击'
I
T
-
-
4
'
-
叮
『

的
一
寸
↓

-
Y

一

目

-
o
-
m

有
­

与
一
，
归
一
一
生
一

'
r
t
t
1』

-
E

图 1 氧化修饰在凋亡信号转导中的性用
主.:信号增强;_:信号抑制; c::::>:发生氧化修饰的分子; 01: 具有氧化还原酶活性的分子。
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研究还发现在 caspase-9 酶原和剪切片段中存在多种

电泳迁移率上呈现细微差别的二聚体形式，提示

可能存在多个不同的氧化半肮氨酸残基相互连接成

为二硫键，参与二聚体的形成。令人感兴趣的是另

一个间接证据，巧妙地构建免疫球蛋白 Fc 段和

caspase-9 酶原融合蛋白，利用两个 Fc 肤之间白发

形成的二硫键(-S-S-)使融合蛋白成为二聚体，与外源

性活性氧氧化形成二硫键的作用类似，两个

caspase9 酶原因此而相互靠近，提供了相互剪切及

加工激活的机会[8] 0 Caspase-9 酶原有 13 个半脱氨

酸残基，其中 Cys287 为发挥催化功能最重要的半肮

氨酸， 必须保持还原状态才具有酶活性，故参与

caspase-9 酶原加工激活的氧化半脱氨酸为其他位点

的半脱氨酸残基，尤其应受到关注的是 caspase-9 酶

原前域的 2个保守的半脱氨酸残基 Cys12 和 Cys76 。

Cys12 位于 caspase 招募结构域(caspase activation re­

cruit domain , CARD) ，该结构域与 Apaf-l 的 CARD

结合， 故这种结合可能会受到半肮氨酸残基氧化还

原状态的影响，但目前研究涉及较少。

2.1.2 线粒体心磷脂的氧化与细胞色素c释放 虽

然、许多研究者将细胞色素 c 释放的机制集中在线粒

体通透性转变孔(mitochondrion permeability transi­

tion pore , MPTP)开放，或促凋亡的 Bcl-2 家族蛋

白 Bax 或 Bak，但线粒体内膜特异的磷脂一一心磷

脂(c缸diclipin， CL)氧化似乎扮演着更加直接和不可缺

少的角色[9]。细胞色素 c 及细胞色素 c氧化酶均依靠

CL 固定在线粒体内膜上， 当 CL发生氧化时，这种

固定作用被取消，细胞色素c离开线粒体[10]。因 CL

含有 4 个不饱和的酬基，又在位置上距离产生活性

氧的呼吸链最近， 而且过氧化物可上调脂氧化酶活

性，故 CL 极易被氧化[叫。氧化的 CL 通过 Ca2+ 发

挥作用，一方面诱导 MPTP 开放，另一方面影响磷

脂酶活性使氧化的 CL 降解， 从而最终释放细胞色

素 c。已经发现活性氧升高、 CL 氧化、细胞色素 c

释放发生在多种应激诱导的凋亡中，包括 p53[11 ， 12] 。

另外 CL 可能也是促凋亡的 tBid 结合到线粒体的靶

点[13]或是 Bax 二聚体在线粒体膜上形成孔道的必要

条件[叫，矛盾的是这种结合需要 CL 保持非氧化状

态。氧化型 CL利于细胞色素 c释放，还原型 CL 则

结合 tBid 或 Bax，为什么二者同时发生在凋亡中，

目前仍不清楚。

MPTP 开放是线粒体为中心的调亡信号转导途

径中的重要事件， 虽然机制大多涉及 Ca2+ 和 Bcl-2

123 

等，但 1994年即有研究者注意到 MPTP上琉基氧化

还原状态所起的作用[臼]。颈基氧化剂 Diamide 、 至在

基交联剂 AsO [Arsenite anion, (-SH)2 + AsO • -S-S­

As-OH] 均可诱导 MPTP 开放，而至在基还原剂二硫

苏糖醇 (dithiothreitol， DTT)、疏基取代物 NEM [N­

ethylmaleirnide, (-SH)2 + NEM • -SH +-S-NEM] 则可

抑制 Diamide 和 AsO 对 MPTP 的作用。这些至在基修

饰剂均未剧烈影响整个线粒体的跨膜电位，而只是

改变了 MPTP 的门控电位(gating potential)，提示

MPTP 上相互靠近的琉基构成了氧化还原感受器

(redox sensor)，即 MPTP 上琉基氧化→门控电位升

高→ MPTP 开放，由此对外界剌激作出反应。这

种作用方式类似于神经细胞膜的 NMDA 受体(N­

methyl-D-aspartate receptor)通道开放的调控，提示

氧化修饰可能也参与介导膜通道的开放与关闭。

与细胞色素 c 释放有关的还有线粒体外膜的电

压依赖的阴离子通道 (voltage-dependent anion 

channel , VDAC)。在无细胞系统应用重组 VDAC

脂质小体内包裹细胞色素 C，用黄嘿岭和黄嘿岭氧化

酶产生 Oz.-作用于该系统，可引起细胞色素 c 的大量

释放，因其他的信号及分子均未涉及， 故推测可能

的原因为 Oz.-对 VDAC 的直接氧化修饰阴。

可以看到，氧化修饰发生在促进细胞色素 c 从

线粒体释放的多个相关大分子上，无论是线粒体内

膜上固定细胞色素c的心磷脂，还是外膜上的VDAC

以及 MPTP，它们的氧化修饰均有助于调亡发生。

2.1.3 凋亡诱导因子的双重活性:氧化还原调控活性

和DNA结合活性 凋亡诱导因子(apoptosis-inducing 

factor, AIF)是线粒体凋亡途径中重要的分子，凋亡

时从线粒体膜间腔释放，移位到细胞核内后与 DNA

结合，介导染色质凝集及大片段 DNA 断裂(50 kb) 。

研究人员发现 AIF 表达下调的神经元出现活性氧升

高: 同时 AIF下调的小脑粒细胞对HzÜ2诱导凋亡作

用的敏感性更强， 而转染 AIF 后细胞就能得到保

护， 由此推测 AIF 可能同时具有氧化还原酶活性，

发挥自由基捕获剂作用， 而不仅仅是先前认识上的

促凋亡分子[171 ，即 AIF 可能具有双重功能:氧化还

原酶活性抵抗凋亡， DNA 结合活性利于凋亡。

目前为止， AIF 在线粒体中的功能并不清楚，

研究推测可能是自由基捕获剂或谷肮甘肤过氧化物

酶(glutathione peroxidase, GPx)样的功能[171，但也有

研究认为 AIF 只是结构上类似 GPx，并不具备 GPx

功能[18]。矛盾的是，另一些研究者发现体外 AIF 具
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有 NAD(P)H氧化酶活性，诱导 O~产生增多[川， 而

不是捕获 O~，故推测 AIF 也有可能同时具有给出电

子和接受电子的能力，可与其他具有氧化还原活性的

物质协同作用，参与氧化还原循环(redox cycle)[20J 。

总之，无论 AIF 促进自由基生成还是捕获自由基，

势必都与该分子在凋亡中的氧化修饰密切相关。

有证据表明线粒体内 AIF 的氧化还原活性和胞

核内 DNA 结合活性可能是相互分离的，剔除 FAD

基因明显抑制 AIF 氧化还原功能，却不能阻断 AIF

的促凋亡作用; NADH、 SOD 也不能调控 AIF 诱导

调亡的效应:用至在基反应剂可以抑制线粒体定位信

号缺失突变的 AIF 的促凋亡效应， NADH氧化酶活

性却不受影响[闷。 AIF 在细胞中不同的亚细胞分布

使其具有不同的功能，即线粒体内或细胞质基质中具

有氧化还原酶活性，细胞核内具有结合 DNA 活性，推

测其原因可能与不同细胞器或细胞质基质的氧化还

原状态(redox state)" 区室化(compartmentalization) " 

有关。

2. 1.4 磷脂眈丝氨酸的氧化和外化及与细胞色素 c

的关系 磷脂酷丝氨酸(phosphatidylserine， PS)外化

是早期细胞凋亡的标志，启动了凋亡细胞被吞噬细

胞识别的过程。 PS 相较其他膜磷脂如磷脂酷胆碱、

磷脂酷乙醇肢(phosphatidylethanolamine， PE)及鞠磷脂

更容易被氧化，可能是因膜磷脂分布的不对称性，

即氨基磷脂 PS 位于胞浆面，更靠近内源性 ROS ，

也可能是因只有 PS 带有负电荷，成为带正电荷的

细胞色素 c 的作用靶点[21J。目前 PS 氧化己被发现广

泛存在于多种因素诱导的凋亡中，既包括氧化物，

也包括非氧化物，后者如 Bcl-2 缺失、 staurosporin 、

抗 Fas 抗体[22J 。

PS 的氧化可能与内外化有关，研究发现外化

的 PS 通常为氧化的 PS。膜脂的分布是由质膜上的

两种酶决定的，其中之→是ATP依赖的氨基磷脂转

运酶(aminophospholipid translocase, APT) , 当活性

氧升高时， APT 活性被活性氧及氧化 PS 抑制，而

且 APT 也因不能识别氧化 PS 而导致 PS 外化[23J 0 

PS 究竟如何发生氧化修饰?因 PS 氧化并不发

生在只有氧化物和 PS脂质小体的无细胞系统中，提

示细胞质中其他成分的参与。最近有研究注意到细

胞色素 c 可能扮演的角色，首先凋亡信号转导过程

中细胞色素 c 从线粒体中释放成为 caspase 激活复合

物中不可缺少的成分，但这种功能并不依赖细胞色

素分子中具有氧化还原活性的血红素基团，即血红

·综述.

素基团可能发挥其他功能;其次因为带正电荷的细

胞色素 c 与带负电荷的 PS 容易发生静电吸引，可

能部分诱导细胞色素 c 的去折叠和构象上的重排，

使细胞色素 c 上氧化还原有关的基团暴露井接近

PS , 催化 PS 氧化[叫;第三，在 H202 处理的 PS 脂

质小体中用低温电子自旋技术发现细胞色素 c 血红

素基团上酷氨酷自由基(tyrosyl radical)的形成， 由

此揭示了胞浆细胞色素c利用 HzÜ2催化PS氧化的功

能，且催化中心为血红素基团[22J。因此细胞色素 c在

不同的亚细胞区室一--线粒体和细胞质基质中，由于

氧化还原状态的不同可能发挥不同的功能:传递电

子进行能量代谢或催化 PS 氧化。

2.1.5 Trx 氧化与凋亡信号调控激酶活性 Trx 是

细胞内重要的抗氧化物，在保守的激活序列 Cys­

Gly-Pro-Cys 中两个琉基被氧化生成分子内二硫键，

保证其他蛋白质的还原状态， 自身则在 Trx 还原酶

作用下还原。 Trx 表达在许多原发肿瘤中，与细胞

增殖和凋亡抑制有关，Trx 不仅能通过捕获过多的活

性氧， 还可通过抑制凋亡信号调控激酶(apoptosis

signal-regulating kinase, ASKl)活性抑制凋亡[25J 0 

ASKl epMAPKKK5，广泛表达在多种细胞中，通

过激活下游 MAPK 的 JNK 和 p38 参与 TNF、氧化

应激及内质网应激诱导的凋亡 [26J。在细胞中还原型

Trx 结合于 ASKl 的 N 端，抑制 ASKl 活性 I27]，过

度表达还原型 Trx 可看到 ASKl 的泛素化降解和失

活，但当 Trx 的两个半肮氨酸 Cys32/Cys35 被氧化

形成二硫键时， Trx 与 ASKl 解离， ASKl 的苏氨

酸残基发生磷酸化而激活，继而激活下游的 JNK信

号转导通路，通过抑制 Bcl-2 活性并促进Bax 向线粒

体的转位发挥促进凋亡的作用， 即 ASKI-Trx 作为

分子开关传递氧化应激信号，启动信号级联反应。

所以 ASKl 活性依赖 Trx 的氧化还原状态的调控是

TNF 及氧化应激诱导 ASKl 激活并触发凋亡的机制

之一[川。

2.2 氧化修饰在抗凋亡信号转导中的作用

2.2.1 抗凋亡转录因子 NF-1d3的氧化还原修饰与激

活 NF-l也是近年研究最多的转录因子，通常情

况下 NF-1d3在胞浆中与其抑制亚基 I1d3结合，活性

被抑制，当细胞接受外源信号， IKB 发生磷酸化并

被泛素化降解， NF-1d3才能转位入核，结合靶DNA

并促进其转录和表达。目前 NF-1d3在炎症及其他应

激中抵抗凋亡、利于生存的角色已被明确[28，圳， 同

时氧化还原调控其激活机制的研究也很深入。
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杨 洁等z 氧化修饰在调控细胞凋亡信号转导中的作用

首先， NF础的抑制亚基 IKB 与 NF-KB 解离可

能与氧化修饰有关。虽然现在公认活性氧促进 NF­

d 与抑制亚基 IKB 解离的原因主要是通过抑制磷酸

酶活性，从而相对提高蛋白激酶活性，促进h:B 磷

酸化降解实现的[纱，30]，但单独磷酸酶抑制剂冈田软

海绵酸(okadaic acid)并不能诱导 NF-KB 核转位，提

示 IKB 解离也依赖自由基引起的氧化反应[31] 0 其次

NF-KB 结合DNA 的能力与氧化修饰研究很多。 NF­

KB 的p50亚基保持还原状态是NF-KB与DNA结合的

必需条件，而且主要是由核内 Trx 的半肮氨酸残基

识别并还原 p50 亚基的 Cys62 来保证的[321，当 p50

被氧化，与目的 DNA 结合的能力下降，促进基因

转录的功能被抑制，抗凋亡蛋白表达下调，凋亡发

生。

细胞质内倾向于氧化的环境氧化修饰了 h:B ，

也促进了 IKB 的磷酸化，有利于 NF-KB 与 IKB 解离

及转位入核， 但细胞核内倾向于氧化的环境则可能

氧化 p50 亚基的半脱氨酸，使 NF-1CB 结合 DNA 的

能力下降。这种亚细胞区室氧化还原状态的差异和

复杂的氧化还原修饰介导了 NF-1CB 活性的调控[划。

2.2.2 p53 的氧化与 DNA结合能力 p53 抑癌基

因是表达在多种组织中的转录因子，调控多种基因

的表达，包括 DNA 损伤修复、细胞周期、细胞增

殖、凋亡及衰老相关的基因。 p53 与活性氧有着多

层面的关系。首先，在上游，很多因素通过产生

过多活性氧损伤 DNA来激活 p53; 第二， p53 包含

有与 Zn 结合的半脱氨酸结构，敏感地感受氧化还

原变化问。 p53 与特异 DNA结合依赖 p53 的还原状

态， p53 上保守的 Cys277、 Cys275 形成一个与 DNA

大沟结合的环状结构，当它们被氧化后即失去结合

DNA 的能力:第三， p53 调控下游基因涉及氧化还

原代谢的多种酶，如 GPx ， NAD(P)H 依赖的酿类

氧化还原酶(NADPH Quinone oxidoreductase, NQO 1), 

参与各种氧化还原修饰。

3 小结
综上所述，细胞在氧化应激时由 ROS 引起的蛋

白质和脂类氧化修饰是生物大分子调节自身功能并
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介导信号转导调控的重要方式。氧化修饰发生在凋

亡信号转导的多个事件中，包括 caspaseθ 激活、

细胞色素 c释放、磷脂酷丝氨酸外化、 ASKl 激活

等，促进凋亡发生。氧化修饰同时也发生在抗凋亡

信号转导中，包括 NF-1CB 的 p50 亚基、 p53 蛋白的

氧化，导致它们结合DNA和促进抗凋亡蛋白转录的

能力降低，从而失去抗凋亡的作用，进一步促进凋

亡发生。 因此生物大分子氧化修饰是调控凋亡信号

转导，促进凋亡发生的重要机制，很可能是目前除

磷酸化、泛素化之外的另一种新的分子机制。
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Oxidative Modification in Regulation 9f Apoptotic Signaling 

Jie Yang, Jing Yi, Xue-Ming 'Fang* 
(Department 01 Cell Biology, Shanghai Second Medical Universi纱， Shanghai 200025, Chin叫

Abstract Oxidative modification mainly refers to the structure and conformation alteration of macromol-

ecules resulting from oxidative reaction induced by reactive oxygen species, which serves as a regulatory mecha­

nism in cell signaling and responding to diverse stresses. Oxidative modifications occur in various macromolecules 

related of apoptosis signaling. Some proteins including caspase-9 , mitochondria permeability transition pore and 

voltage-dependent anion channel, promote apoptosis once they are oxidized. Simultaneously, oxidation of phospho­

lipids such as cardiclipin and phosphatidylserine also participate in apoptosis. In addition, oxidative modification 

function on the activation of apoptosis-inducing factor (AI凹， on theregulation of apoptosis signal-regulating kinase 

l(ASKl) signaling pathway and on the activation and activity of anti尹poptosis transcription factor NF-KB. Taken 

together, oxidative modification appears to be a pivotal modulating fashion and novel molecular mechanism in 

addition to phosph。可lation and ubiquition in regulation of apoptotic signaling. 

Key words reactive oxygen species; oxidative modification; apoptosis 
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