
细胞生物学杂志 Chinese Joumal of Cell Biology 2009, 31(2): 198-204 http://www.cjcb.org 
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摘要 一氧化氮(NO)作为信号分子在植物的生长发育中发挥着重要的调控功能。 对其在信

号转导中的作用机制的研究也不断深入， NO 主要由依赖于 cGMP 的途径发挥作用 。 近年来，不依

赖于 cGMP 途径的研究受到越来越多的关注。 在不依赖于 cGMP 途径中， NO 能直接对蛋白质进行

修饰，行使其调控功能 。 本文综述了 NO 直接与蛋白质中的过渡金属形成金属亚硝眈化(metal

nitrosylation)、对蛋白质半脱氨酸残基的 S-亚硝耽化(S-nitrosylation)和酷氨酸残基的硝基化(tyrosine

nitration)等蛋白质翻译后修饰，及其在 NO 介导的细胞信号转导途径中的作用 。

关键词 一氧化氨;蛋白质翻译后修饰; S- 亚硝酌化;酷氨酸硝基化

近年来， 一氧化氨(nitric oxide, NO)在植物体内

的合成途径 、 生理功能及信号转导等方面的研究均

取得了很大进展[ 1 -4] 。在植物体内， NO 可经内源代

谢生成，其合成机制包括硝酸、还原酶(nitrate reductase, 

NR)途径[5 ，6]和非酶促合成途径[7]，而类似于哺乳动物

一氧化氮合成酶(nitric oxide synthase, NOS)的植物

NOS 尚未能确认 。 虽然 Guo 等[8]报道在拟南芥中克

隆至ÚAtNOSl ， 并发现该基因通过影响 NO 的产生[8， 9]

在植物生长、激素应答[8]及其开花[10]等关键生理过

程中起了重要的作用，但随后有研究者提出质疑，认

为它表达的是一个定位在线粒体内类似 GTPase 的蛋

白质，并不具有 NOS 活性[Il]，而最新的研究[ 1 2]则表明

该蛋白质定位在叶绿体中，并表现出涉及叶绿体内核

糖体装配的功能 。 近两年仍有研究证明植物中存在

NOS 活性[ l 1 i4]，由此看来，植物中可能还是存在类似

动物 NOS 的蛋白质 。

植物 NO 信号转导中的作用机制目前认为主要

有两条途径(与哺乳动物细胞中类似):依赖于cGMP的

途径和不依赖于 cGMP 的途径，此外还有一些其他的

信号转导途径共存，包括环核昔酸、 Ca2+ 等(图 1)ν[3 ， 1巴川5町]

很多研究利用药物学方法证明 NO 可引发植物体内

cGMP 含量的上升，而施加鸟昔酸环化酶(guanylate

cydase , GC)抑制剂可阻断 NO 引发的很多下游响应

过程，这些充分说明 cGMP 参与了 NO 介导的细胞信

号转导途径[3] 。 此外，在植物中 NO 也可通过依赖于

cADPR 的信号网络起作用，且 cGMP 和 cADPR 可进

而调节 Ca2+ 通道活性，从而提高胞质 Ca2+ 浓度[坷，这
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些 NO 介导的第二信使通过信号调控网络影响植物

的生长发育。
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而 NO 不依赖于 cGMP 的信号转导途径则主要

是通过 NO 参与的蛋白质翻译后修饰来实现。 作为

活性氨(reactive nitrogen species, RNS)的一种， NO 在

植物体内以多种形式存在， 能直接对蛋白质进行修饰，

主要包括与蛋白质中的过渡金属(Fe 、 Cu 、 Zn ， Mn 

等)共价结合形成金属亚硝毗化(metal nitrosylation) 、

对蛋白质半脱氨酸残基的s-亚硝酌化(S-nitrosylation)

和酣氨酸残基的硝基化(tyrosine nitration)修饰等方

式。 此外， NO还可通过调节蛋白激酶(protein kinases, 

PKs)对目的蛋白进行磷酸化修饰 。

早年对 NO 信号转导途径的研究多集中在依赖

于 cGMP 的途径，但植物中的 GC 活性在体外并不被

NOffr影响 [ 1剑，在植物细胞中NO是如何调控cGMP的

合成仍不清楚。 此外， NO 在植物抗逆、病源入侵 、

细胞程序性死亡、开花、根的向地性等诸多方面发

挥重要的作用， NO 功能的多样性如何实现， 与植物

激素等其他生长调节物质间的关系等均是研究热点

问题 。

近年来NO参与的蛋白质翻译后修饰在NO信号

转导途径中的作用受到广泛关注，蛋白质翻译后修饰

使蛋白质的结构更为复杂，功能更为完善，调节更为

精细， 作用更为专一， NO 功能的多样性有可能就是

通过复杂的蛋白质翻译后修饰实现的 。

1 NO与蛋白质中过渡金属离子的金属亚硝

田先化修饰

在哺乳动物细胞中， NO 诱导 cGMP 的产生， 就

是通过NO与可溶性的GC 中血红素基团的 Fe共价结

合后，促使 GC 活性短暂升高 200 多倍，形成大量

cGMP 井立即激活下游靶目标[问3匀]

在植物中， NO 也能通过金属亚硝酷化修饰对其

信号转导进行调控。在 NO 清除机制中，血红蛋白

(haemoglobins, Hbs)就可通过其血红素基团和 NO 结

合，从而调控植物体内 NO 功能，特别是在缺氧胁迫

及病原侵害时植物Hbs对 NO生物活性的调节'己有相

当多的研究 r 1 7 ] 。 纯化的拟南芥非共生型血红蛋白

AHb1 在有 O2 时和INO 反应， 生成硝酸盐和高铁血红

蛋白 ， NADPH 直接将中间产物高铁血红蛋白中的

Fe3+ 还原为 F庐， 这样 AHb 1 可不断与 NO 反应，达到

"消除" NO 的目的[ 1 8] 。

值得注意的是， 最近的研究表明硝酸还原酶(NR)

作为含有血红素基团的蛋白质，其活性也会受其副产

物 NO 的调控[ 19] 0 外源 NO 供体硝普纳(sodium nitro-
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prusside, SNP)、偶氨烯翁二醇[2-(N，N-diethylarnino]

diazenolate-2-oxide sodium, DEA NONOate) 以及气体

NO 都能显著提高植物体内 NR 活性[ l 9]，但并不直接

影响 NR 的表达量。 进一步研究表明， NO 可能是与

NR 的血红素基团和 / 或铝辅因子作用 ， 提高其活性。

有趣的是， 在动物细胞中 NO也可与NOS 中的金属共

价结合，但会导致 NOS 活性下降[4] 。

此外， 活性氧(reactive oxygen species, ROS )与

NO 密切相关，而含有血红素基团的质外体抗坏血酸

过氧化物酶(ascorbate peroxidase , APX)和过氧化氢

酶(catalase ， CAT)也是 NO 的靶蛋白 ， 在烟草超敏反

应(hypersensitive response, HR)中产生的 NO 抑制这

些酶活性，减少 H202 降解[[20] 。

NO不仅能够与蛋白质中的Fe共价结合， 而且不

论在缺铁[21]还是过量铁胁迫[22]下的植物铁代谢响应

机制中， NO 都是一个关键的组分 。 其机制之一是

NO能与顺乌头酸酶(aconitase)的铁硫基团作用，抑制

其活性， 并将胞内顺乌头酸酶转化为一种涉及到胞内

铁平衡的蛋白(iron-regulatory protein, IRP1 )，随之胞

内铁蛋白 (ferritin )含量下降，导致游离铁增多 [23] 。

2 NO 对蛋白质半肮氨酸残基的 s- 亚硝酿

化修饰

1994 年， Stamler[24]首次提出蛋白质 S- 亚硝酷化

修饰的概念 : NO 与蛋白质半脱氨酸的颈基 -SH 作用

生成 -SNO，从而调控胞内氧化还原信号转导过程。

蛋白质 S- 亚硝酌化修饰包括两种方式: 一种是

蛋白质半肮氨酸残基被NO (主要是通过NO+形式)直

接修饰; 另一种则是由 NO 转化的其他活性成分通过

转亚硝酷化作用对蛋白质进行修饰，这些活性成分主

要包括氮氧化物(NOx)、过渡金属与 NO作用的复合

物(M-NO)、低分子量资L基亚硝航化化合物(RSNO)

以及过氧化亚硝酸根离子(ONOO-)等[25] 。

目前认为蛋白质 S- 亚硝酌化修饰与蛋白质磷酸

化修饰类似，通过改变蛋白质空间构象修饰其活性，而

且两者有许多共同的靶，点:酶、离子通道 、 表面受

体、转录因子、激酶等[26J 。 但与蛋白质磷酸化修

饰仅有的"有无"两种修饰状态相比，由于多种活

性氧ROS和 RNS 之间会在蛋白质的同一个就基上竞

争反应位点，因此蛋白质的琉基呈现出多种"渐

进"的活性响应形态，蛋白质亚硝毗化修饰也被人

称为潜在的"纳米传感器" [3] 。

Lindennayr 等[27]利用生物素标记(biotin switch) 
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的蛋白质组学方法，首次证明 NO参与的￡亚硝酌化

修饰也存在于植物中，已经鉴定出许多蛋白质是s-亚

硝酌化作用的候选靶对象，其中利用 NO 供体亚硝基

谷脱甘肤(S-nitrosoglutathione ， GSNO)处理拟南芥悬

浮细胞发现 63 个发生 s- 亚硝酌化修饰的蛋白质，而

用气体 NO 处理的叶片中则有 52 个蛋白质被修饰 。

这些蛋白质功能主要涉及胁迫响应 、 氧化还原、信

号转导 / 调节、细胞骨架和代谢相关等方面，且有近

50% 的靶蛋白与动物细胞中的 s- 亚硝田先化修饰靶蛋

白类似[27] 。其中值得注意的是，很多叶绿体蛋白会

发生 s- 亚硝酌化修饰，特别是 1 ， 5- 二磷酸核酣糖毅、

化酶(1，5 - bisphosphate ribulose carboxylase, Rubisco) 
等参与卡尔文循环的重要蛋白质，这与叶绿体是 NO

主要产生来源之一相符[ 1凡 而 PSII 蛋白早在 2002

年就被发现 NO 能可逆性抑制其光合磷酸化活性[28] ，

现在的研究则表明 PSII 蛋白也是 NO 作用的 s- 亚硝

酷化修饰的靶蛋白之一[27] 。 此外，靶蛋白中还包括

甘油醒 -3-磷酸脱氢酶蛋白 (GAPDH)等 5 个与糖酵解

途径有关的酶类 。

Romero-Puertas 等[却]也利用 同样的方法找到了

拟南芥在 HR 反应中 16 个受 s- 亚硝酷化修饰的靶蛋

白 ， 主要涉及中间代谢、 信号转导以及抗氧化酶等，

其中与Lindennayr等[27 ]的研究结果相同或相关的有 5

个，如 GAPDH 、 Rubisco 大亚基等 。 此外还有一些

蛋白质是首次发现会受到 NO 的修饰， 丙二烯氧化物

环化酶(allene oxide cyclase, AOC)就是其中之一，它

能把一种不稳定的具有立体特异性的丙二烯环化物

催化氧化成莱莉酸(JA)的最终前体[30]，且该酶是JA合

成途径中的关键调控酶之一[3 ll，而 JA 在植物对生物

和非生物胁迫响应中与 NO密切相关，表明AOC在发

生 s- 亚硝酌化后生物功能的变化可能是将 NO 与 JA

的生物合成联系在一起的重要环节 。

而对一种CAM植物Kalanchoe pinnata 的类似研

究[32]也找到了 19 个靶蛋白 ， 大多与拟南芥中发现的

蛋白质相同，未被报道的靶蛋白包括 : 类驱动蛋白

(kinesin)运动蛋白、乙醇酸氧化酶、 UDP- 葡萄糖-

4- 差向异构酶 、 DNA 拓扑异构酶 II 等。

除蛋白质组学外，迹可以通过生物信息学的手段
对 5 亚硝酌化修饰加以分析。 对动物细胞中可被 s

亚硝酷化修饰的蛋白质特征结构域(motif)的分析表

明，存在 680 多个潜在的靶蛋白 [33]。而在拟南芥的

蛋白质数据库中，用特征结构域[GSTCYNQ]

[KRHDE]-C-[DE]进行搜索，可得到 99 个匹配的蛋白

综述 -

质[34]，此外 Wang 等[药]也提出另一个 NO 的靶蛋白结

构域: [HKR]-C-[VILMFWC] -x-[DE] (x 为任意氨基
酸) 。 植物中这些潜在的靶蛋白主要涉及细胞信号

转导、物质运输、细胞周期和新陈代谢等[川，但与

蛋白质组学研究结果相比较，两者之间相同的蛋白质

很少[2] 。 这种差异说明 s- 亚硝酌化修饰可能主要由

蛋白质空间构象决定，胞内 pH、 氧化还原状态、金

属离子含量以及蛋白质琉基的电离常数(pKa)或疏水

性等都可以通过影响蛋白质构象来调控 s- 亚硝酌化

修饰 r 25] 。

对于植物中发现的 s- 亚硝酌化修饰靶蛋白，还

需要进一步通过生化、分子等手段研究其修饰后的

蛋白质活性、 生理功能的变化，目前仅有 5 个蛋白

质进行了相关的研究。 如上文中提到的拟南芥非共

生血红蛋白 AHb1 ， 其清除 NO 的功能有一部分是通

过 s- 亚硝酌化的方式实现[ 1 8] 0 Lindennayr 等[27]则着

重研究了甘油醒 -3- 磷酸脱氢酶(GAPDH)，结果表明

在体外试验中该蛋白质也会被s-亚硝毗化修饰，并抑

制其活性。 值得注意的是， GAPDH 不仅会被 NO 所

修饰，在 ROS(如 H202)的攻击下其疏基也会被修饰，
Hancock等[35]研究发现GAPDH是H202 的下游靶蛋白

之一 。 而 H202 与 NO 关系密切，在 ABA 介导的气孔

关闭过程中， H 20 2 的产生是 NO 产生所必须的间，

GAPDH同时受NO和H202 的调控， 表明 GAPDH很可

能是这两个信号分子调控途径的交汇点之一 。 此外，

Lindennayr 等[36]还对蛋氨酸腺昔转移酶(methionine

adenosyl transferase, MAT)进行深入研究，发现在体

外重组纯化的三种 MAT 中只有MATl 活性受 NO抑

制，而MAT的产物s-腺昔蛋氨酸(S剖enosylrnethionine，

SAM)是甲基化的甲基供体，也是多服和乙烯合成的

前体 。 NO 通过 s- 亚硝酌化下调 MATl 的活性，降

低了 SAM 的含量，从而可以调控乙烯合成，而且蛋

氨酸腺昔合成酶(SAM synthetase)也是 s-亚硝酌化修

饰的靶蛋白之一[27]，说明 s- 亚硝酷化参与 NO对乙烯

信号途径的调控。 此外 NO 还可使拟南芥半脱氨酸

依赖的天冬氨酸特异蛋白酶原(metacaspase 9)在一个

特定 Cys 残基上发生5 亚硝毗化，从而调控其活性[3飞

另外，最新研究[38 ]表明，过氧化物酶家族的 peroxire

doxin 11 E (PrxII E)活性受 NO 参与的 s- 亚硝酌化修

饰后下降，从而导致 ONOO 积累，这一发现说明 NO

可通过 s- 亚硝酌化对自身活性成分的转变进行调控。

蛋白质 s- 亚硝酌化修饰是一种可逆性的特异修

饰，包括亚硝酌化、 转亚硝酷化和去亚硝酌化， 其
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吴飞华等- 植物中一氧化氨参与的蛋白质翻译后修饰

中最重要的转亚硝酌化作用是通过 GSNO 还原酶(S

nitrosoglutathione reductase, GSNOR则)来实现自的甘[阳2匀叼5盯]

而利用 T-DNA插入At币GSNORl 构建的拟南芥突变体

中，蛋白质 S- 亚硝毗化水平增高，并且这些 S- 亚硝

酷化修饰的蛋白质在植物抗菌中发挥核心作用， 导致

抗菌能力下降，相应地过表达 GSNOR 的植株则表

现出更高的抗菌能力问。 而最近有研究[40]表明 ， 豌

亘在俑(Cd)胁迫下， GSNOR 的表达与活性都会显著

降低，且 NO 会促进 Cd 的胁迫作用，这说明 S- 亚硝

酌化修饰在非生物胁迫和生物胁迫的应答机制中都

会发挥作用 。 此外 GSNOR 在水杨酸(SA)信号途径

中也是一个关键组分[41]，在缺失AtGSNORl 的拟南芥

突变体中 SA 的积累和作用都被削弱[39] ， 表明 NO 与

SA信号转导途径间可能通过 GSNOR 交叉调控。

3 NO对蛋白质酷氨酸残基的硝基化修饰
NO还可引起蛋白质酷氨酸残基的硝基化修饰，

其作用机制主要是NO 与超氧自由基 01"或过氧化氢

(H202)作用， 生成的 ONOO 或二氧化氮(N02)与蛋白

质的醋氨酸残基作用， 引起酷氨酸硝基化修饰[42] 。

己有研究证明，在离体条件下 ONOO-可引起蛋

白质酷氨酸硝基化[的] 。 而在利用反义技术下调亚硝

酸还原酶(nitrite reductase, NiR)的烟草中， NO释放

量上升近 100 倍，同时蛋白质酷氨酸硝基化修饰程度

也大幅增加[44] 。 在盐胁迫下的橄榄叶片中，随 NO 的

积累也发现大量蛋白质酷氨酸硝基化现象[4凡其原

因可能是高浓度 NO通过对 PrxII E进行 S- 亚硝酌化

修饰后抑制其活性，积累的 ONOO 会促进酷氨酸的

硝基化[到] 。 不过 N02 所触发的酷氨酸硝基化在植物

体中也占据了主要的地位[461， 有研究表明 3 种拟南芥

血红蛋白在表现出类似过氧化物酶活性的同时，也可

在植物体内不同程度的促进蛋白质酷氨酸硝基化修

饰 [47 J 。

酷氨酸硝基化修饰作为一种不可逆的蛋白质修

饰， 在植物的信号转导机制中的功能仍不明确 。 在

动物中的研究表明，国各氨酸残基的硝基化可以改变蛋

白质的构象、功能活性以及对蛋白酶降解的敏感度，

例如人体在遭受病原体入侵时， 过氧化物歧化酶(Mn

SOD)会发生酶氨酸硝基化修饰从而改变活性 [42] 。

此外， 蛋白质酷氨酸硝基化和酣氨酸磷酸化也有非常

密切的关系， 一方面两者会相互竞争位点， 阻止蛋白

质发生磷酸化; 另一方面， 酷氨酸硝基化修饰可能在

结构上能模仿磷酸化修饰所引起的构象变化， 从而起

201 

到类似磷酸化的作用 [48] 。

4 NO参与的其他蛋白质翻译后修饰
NO 不仅可以通过 S- 亚硝酌化、 酷氨酸硝基化

修饰来影响蛋白质的磷酸化状态， NO 也可通过蛋白

质激酶直接调控蛋白质的磷酸化修饰。 在 NO 参与

的信号级联网络中，蛋白质激酶就是主要成分之一[叫]，

己有不少研究工作利用 "in-gel kinase assay " 方法
鉴定了一些受外源 NO 快速而短暂诱导的蛋白质激

酶，其中大多数都表现出 MAPK活性，此外 NO还能

诱导烟草丝氨酸/苏氨酸蛋白质激酶NtOSAK活性[49]，

调节依赖于 Ca2+ 的蛋白激酶(Ca2+-dependent protein 

kinases, CDPK)活性[50]等 。 其中 NO激活的蛋白质激

酶NtOSAK可以通过质膜和胞内 Ca2+ 通道发挥作用，

促进胞内钙信号的产生，从而为 NO 与第二信使 Ca2+

的交互提供了新的证据I明。 但是 NO 如何激活蛋白

激酶尚未有深入研究，通过生物信息学的研究表明，有

些MAPK包含5亚硝酌化特征结构域[2]， 暗示 NO可

能是通过 S- 亚硝酷化来调控蛋白激酶活性的 。

另外， 泛素化也是蛋白质翻译后修饰的一种， 它

作为蛋白质降解的主要途径， 在植物的生长发育中也

起着重要作用[5 1] 。 在拟南芥中 ， 高铁诱导铁蛋白的

产生， 其重要机制在于 NO 作为关键组分， 通过激发

铁蛋白基因AtFerl转录抑制因子的泛素化， 导致该转

录抑制因子被 26S 蛋白酶体降解， 从而铁蛋白的表达

量上升[22] 。 而植物激素的信号途径与关键转录因子

的泛素化密切相关[5 1 ] ， NO 也可能通过调控植物激素
信号途径中 F-box 蛋白家族及其泛素化机制， 与诸多

植物激素间进行交互调控[2] 。

5 展望
随着对 NO 信号转导研究的不断深入， NO参与

的蛋白质翻译后修饰在 NO 下游信号转导途径中的

作用日益受到人们的关注。 正如前文所述， 一方面，

NO 可通过蛋白质修饰影响 NR、 PrxII E 等活性， 调

控自身产生强度和活性成分组成; 另一方面Hbs也可 ，

通过 Fe 的价态转变和 S- 亚硝毗化作用来清除 NO o

NO通过该机制可直接调控众多 NO上下游信号转导

途径元件， 而且 ABA 、 SA 、 JA 以及乙烯等植物激

素信号转导途径与 NO 信号转导途径的交叉很有可

能也是通过 NO 所参与的蛋白质翻译后修饰来实现

的( 图 2 ) 。

不过依赖 cGMP途径中各 NO 信号转导途径关
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键组分与 NO 参与的蛋白质修饰之间的交互关系仍

不清楚，植物中是否还存在可感受 NO 的 GC， 以及

NO如何通过激酶直接引起Ca2+ 的浓度变化等问题还

有待进一步研究 。

在诸多 NO参与修饰的靶蛋白中 ， 对蛋白质修饰

后活性变化及其生理功能研究较少。 且 NO 参与的

蛋白质翻译后修饰依赖于胞内氧化还原环境，调控机

制非常复杂，与胞内 ROS 等成分如何交互调控， 也是

深入研究 NO 参与蛋白质翻译后修饰的重要问题。

此外， NO 与其他蛋白质翻译后修饰的关系也是

值得关注的重要领域。在动物细胞中，甘油醒 -3- 磷

酸脱氢酶(GAPDH)在 s- 亚硝酷化后与泛素化途径中

的 E3 连接酶 Siahl 相互作用， 共同入核， 造成泛素化

介导的核靶蛋白的降解， 导致细胞凋亡[叫。在植物

细胞中， GAPDH在 NO处理下[27]以及病原入侵的HR

过程中[29]都发生其 s- 亚硝酷化修饰，在HR过程中是

否也能与泛素化等其他蛋白质翻译后修饰相互协同

作用诱导细胞凋亡还有待进一步研究。

·综述 ·
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Nitric Oxide Participates Post-translational Modification of 
Proteins in Plants 

Fei-Hua WU 1气 Qiang Xiao4气 Juan Chen 1 气 Zhen-Ming Pei2* , Hai-Lei Zheng1,2,3* 

- 综述

(1 Key Laboratory舟r Subtropical }\的land Ecosystem Research (Xiamen University), Ministry of Education, Xiamen 361005, 

China; 2School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 36100工 China; 3State Key Laboratory of Marine 

Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China; 4Key Laboratory of Biological 

Resources Protection and Utilization of Hubei Province, Enshi 445000, China) 

Abstract Nitric oxide (NO) as a key signaling molecule plays crucial roles in plant growth and development 

A decade-long investigation focused on the signal transduction pathway of NO , In plants, the signaling of NO mostly 

be realized via a cGMP-dependent pathway , until recently researchers are beginning to unravel the mechanisms 

underlying the cGMP-independent pathway , In this pathway , NO exerts its cellular effects through interacts with 

target proteins directly , This review discusses the post-translational modification of proteins triggered by NO, 

which includes metal nitrosylation, S-nitrosylation and tyrosine nitration in plants , 

Key words nitric oxide; post-translational modification; S-nitrosylation; tyrosine nitration 
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