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起了携带这种可诱导 Cre 重组酶和 loxP 化的 lacZ

报告基因的 ES 细胞 ，后者移植入受体鼠后，通过四

倍体胚泡的互补( complementation )产生了可诱导基

因剔除的小鼠，这使由目前方法产生条件剔除鼠的

周期从 14 个月缩短到 6 个月 [ 14 ] 。

在多数情况下 ， 哺乳动物细胞对 Cre 重组酶的

表达有惊人的耐受性。 但一些研究表明 Cre 能够有

效作用于哺乳动物基因组的内源性假 loxP 位点。

Schmidt 等人[ 15 ]发现在精子细胞表达 Cre 的小鼠是

不育的，归因于可能由 Cre 引起的染色体重排 ，但体

细胞没有出现这个问题[ 2] 0 Cre- loxP 技术现已成

为成熟的遗传分析工具，它被视为条件基因剔除的

首要选择。
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非吞噬细胞 NAD(P)H 氧化酶生成的

活性氧参与基因表达和信号转导

刘 寄祷 董静梅H 郑荣梁 骨 ， ω

( 骨兰州大学生命科学学院生物物理研究所 兰州 730000 ..兰州高等师范专科学校 兰州I 730070 ) 

摘 要 以前认为，NAD(P)H 氧化酶仅存在于吞噬细胞，负责吞噬细胞呼吸爆发时产生活性

氧(ROS) 以杀灭微生物。 现在发现正常非吞噬细胞也有 NAD(P)H 氧化酶，称之为 类 NAD( P ) H

氧化酶。 该酶在生长因子和细胞因子的剌激下，介导非吞噬细胞产生胞内或胞外的 ROS，通过此

途径产生的 ROS 对细胞增殖、分化和血管形成和缺氧反应等生理过程至关重要。 这些新的发现 ，

有力地证明了 ROS 作为细胞"信号分子"和"基因表达开关"的积极作用，改变了过去只把 ROS 看

作有害物的误解。

以前认为 ，烟酌胶腺瞟岭二核昔酸(磷酸)氧化
酶( nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate) ox

idase , N AD( P ) H oxidase)是一种吞噬细胞的专有酶

系 ，负责呼吸爆发时产生活性氧 (Reactive oxygen 

species , ROS)来杀死人侵的病原微生物。 但从上世

纪 80 年代中期开始发现，一些非吞噬细胞，如血管

内皮细胞、平滑肌细胞等也有 NAD(P)H 氧化酶同

系物的表达 ，称为类 NAD(P)H 氧化酶，该酶在细胞

因子和生长因子等配体的剌激下，可以产生细胞内

或细胞外低水平的 ROS ， 通过此途径产生的细胞内

ROS ，直接参加细胞增殖、分化、凋亡等正常生理过

程的调控，而细胞外的 ROS，则参与细胞间通信等

重要功能。 一旦阻断细胞内 NAD( P )H 氧化酶介导

产生 ROS 的途径，细胞将停止分裂、分化甚至死

亡[ 1 ] 。 同时，在一些细胞的亚细胞结构如内质网和

核膜上也发现有该酶的表达。 对 ROS 新来源和新

功能的发现，为 ROS 是细胞内的"信号分子"和"基

因表达开关"的新观点提供了证据。 值得指出的是 ，

该领域的研究在国外开展已有 20 年之久，而国内仅

有数篇有关此方面的研究报道。

吞噬细胞胞外膜上结合有 NAD ( P ) H 氧化酶 ，

问联系人。 E-mai l :zhengrl@ lzu .edu .cn
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该酶以 NADPH 和 NADH 两种辅酶作为电子供体，

通过跨膜蛋白细胞色素 b558将马还原为乌· 一 ，而

~.可以将裹人吞噬小泡内的外来微生物杀死。

细胞色素 b558 由两个同源二聚体 gp91phox和 p22phox

所组成，细胞质因子 p47phox 、 p67phox和小分子 G 蛋

白 rac-2 也参与产生 ROS 的过程 (gp 代表糖蛋白 ，

phox 表示吞噬细胞氧化酶成分 ) [2 ] 。 非吞噬细胞的

类 NAD(P)H 氧化酶在构成上和吞噬细胞的 NAD

(P)H 氧化酶基本一致，也由 5 个亚基组成，各亚基

的氨基酸序列也有很高的同源性，都以 NADP 和

NADPH作为电子供体。 但在功能上，吞噬细胞产

生的 ROS 主要用来杀死外来细菌和侵人物 ，而非吞

噬细胞产生的 ROS 则调控细胞增殖和分化等重要

生理功能[3] 。

1.生长因子和细胞因子等配体剌激类 NAD

( P)H 氧化酶产生的 ROS

血小板衍生因子 ( PDGF) 和表皮生长因子

(EGF)是最早发现的可以引起细胞内生成 马马的

生长因子。 BALB/3T3 细胞在 PDGF 的剌激下，表

现出很强的分裂活性和 DNA 合成增加;如果用抗

氧化剂清除 H2马，则细胞停止分裂[4 ] 。 平滑肌细胞

中 PDGF可以诱导产生~. - ，~ . - 又可以诱导核因

子 κB(NF-κb) 的激活[ 5 ] 。 肿瘤坏死因子 α(TNF-α)

剌激内皮细胞时，细胞内 H2乌增加、 NF- ICB 激活 、

细胞内蒙古附分子基因表达量增加[ 6 ] 。 而转化生长

因子问(TGF-ßl)则可诱导大鼠软骨细胞产生细胞

外 H2马，这些胞外的同马 对细胞的分化、胞外骨

架体系的形成及细胞间信号转导至关重要。 进一步

研究发现，马马的产生与细胞分裂激活蛋白

P44/42的激活相偶联，证明 H2马是通过影响细胞信
号转导的某个环节来影响细胞行为的[ 7 ] 。 迄今为

止，发现有 20 种正常细胞 ， 2 种癌细胞，在不同的细

胞因子和分裂因子的剌激下，都可以产生 ROS(主

要为马·和 H2马 ，见表 1 ) [3] 。

探讨配体剌激受体产生 ROS 并引发细胞内生

化事件的机理，已成为自 由基生物学研究的热点课

题。 近年来，在分子水平上对吞噬细胞产生 ROS 机

理的阐明，为研究非吞噬细胞配体剌激受体产生

ROS 的机理起到了很好的启发作用。 Suh ， Y.A 等

人于 1999 年首次从正常人血管平滑肌细胞内检测

出 nox1 基因，它是吞噬细胞 NAD(P)H 氧化酶催化

亚基 gp91phox的同系物，将 nox1 基因转人 NIH3T3

细胞后，发现 H2乌浓度增加 10 倍之多，细胞表现

出元限增殖等癌变迹象。 但将过氧化氢酶和 nox1

基因同时转人时，细胞内 H2乌浓度降低，细胞又恢
复正常细胞的特征[4 . 8 ] 。 随后一些研究者又相继在

人和大鼠的内皮细胞、 成纤维细胞中检测到了

g即p网阳9归1阳x、币， p2ρ2刀2P沪P协阳h

H 氧化酶功能元件的 m丑1RNA，并且发现，非吞噬细

胞中类 NAω蚓D以(σ例P刊)H 氧化酶和高血压、动脉粥样硬化

等心血管疾病有密切的关系[臼川9引] 0 Tadashi , S. 等人

于 2001 年发现，在人血小板里也有类 NAD(P)H 样

氧化酶的表达。 在用吞噬细胞特异性刺激剂佛波脂

(TPA)和钙离子载体剌激时产生较高水平的 ROS ，

而血小板内 ROS 的积聚，可能是高血压的诱因 [ 10 ] 。

但是也有研究显示，当配体剌激受体时，磷脂酶 A2 、

环加氧酶和脂加氧酶也可能介导产生 ROS。 例如

W∞， C. H 等人发现 TNF-α 诱导细胞产生 ROS 的

过程可以被磷脂酶 A2 或脂加氧酶的抑制剂所抑
制，至少可以证明这两个酶系参与了 ROS 的生

成[ 11 ] 。 尽管配体剌激受体产生 ROS 的酶源并不是

很清楚，一些研究也发现类 NAD(P)H 样氧化酶可

能不是正常细胞产生 ROS 的唯一酶系，但是在一些

非吞噬细胞内确实存在类 NAD(P) H 氧化酶，而且

抑制此酶可以降低细胞内 ROS水平，进而影响到细

胞的正常生理活动[3] ，这说明在生长因子和细胞因

子的剌激下所产生的 ROS，在细胞内担负着重要的

信号转导和基因表达调控的功能。

2. 内质网和核膜上类 NAD(P)H 氧化酶产生

的 ROS

光面内质网(sER)膜上结合有 P-450 和民家族

细胞色素，用以通过电子传递氧化不饱和脂肪酸和

异种生物素，使光面内质网行使对脂溶性药物和其

他有害代谢物的解毒功能。 在此过程中，将马还

原成马. - 或 H2马。 这种来源的 ROS 对内质网行

使蛋白质加工和分泌功能具有一定影响。 Bayrak

tutan , U 等在 2000 年从人血管内皮细胞光面内质

网上检测出了 NAD(P)H 氧化酶的主要功能元件

gp9IPhox和 p22phox的同系物[ 12 ] 。 但是和吞噬细胞不

同的是，内皮细胞类 NAD(P)H 氧化酶底物特异性

不同(NADH<NADPH) ，底物结合位点和糖基化位

点也不同[凶 。 Li ， J.M 等发现在没有剌激源存在
的情况下，内皮细胞内类 NAD(P)H 氧化酶仍然有

较低水平的活性和 ROS，而吞噬细胞只有在病原

物、TPA、钙离子载体等刺激剂存在时才可以检测到

NAD(P)H 氧化酶的活性及 ROS。 进一步研究发现

gp91phox、 p22phox ， p67phox 、 p47phox的同系物主要存在
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表 1 非吞噬细胞 NAD(P)H 氧化酶依赖性产生的活性氯及功能

酶源 细胞或组织

NAD(P)H 氧化酶

未知
NAD(P)H 氧化酶

黄素蛋白氧化酶

NAD(P)H 氧化酶

未知
未知

未知
环加氧酶

未知
黄素蛋白氧化酶
未知

黄素酶

未知
未知
脂加氧酶
未知
未知

未知

黄素蛋白氧化酶
未知

质膜氧化酶

未知

未知
未知
NADH氧化酶
未知
未知

NAD(P)H氧化酶

p22prox 

PLD-依赖的氧化酶

NAD(P)H 氧化酶

环加氧酶

未知 ，Caz +依赖性的

NAD(P)H样酶

NAD(P)H 氧化酶
p47阱m

未知

未知
线粒体，Znz +依赖性

线粒体

成纤维细胞
内皮细胞
肾小球细胞

软骨细胞

成纤维细胞
内皮细胞

犬心肌细胞

内皮细胞
肝细胞

BALB/3T3细胞
平滑肌细胞

NIHl3T3细胞
平滑肌细胞

皮肤癌
肝细胞
PC12 
大鼠乳腺 CA细胞
小鼠表皮细胞

平滑肌细胞

软骨细胞
肺成纤维细胞

3τ'3 L1-前脂肪细胞

肉瘤细胞

小鼠成骨细胞

内皮细胞
肺成纤维细胞
肝细胞
肝星形细胞

平滑肌细胞
平滑肌细胞

平滑肌细胞

内皮细胞
人角质形成细胞

内皮细胞
平滑肌细胞

心肌细胞

大鼠大脑皮质
神经元

心肌细胞

功能(或病理的)影响

未知
未知
MCP-l ， CSF-l 的表达
有丝分裂

未知

未知
心肌功能障碍

未知
抗菌功能

细胞生长的感受态因子
有丝分裂 ，MAPK激活
NOS 基因表达 ， PG乌释放

NF斗也依赖性的 MCP-l 诱导

酷氨酸磷酸化，细胞生长
致癌作用
细胞生长
促进癌细胞转移
P70s6k激活

E也EGF 自诱导

诱导 c-fos 的表达

有丝分裂

脂肪细胞分化

凋亡

生长抑制;巳rg-l 诱导
生长抑制
未知
凋亡
α(1 )原骨胶原、τ'GF-ß诱导

细胞增生， p38 激活
增殖，增生

ERK 激活，细胞增殖

未知
未知

未知
生长， p38 激活

诱导 c-fos

未知
未知

未知

ROS. 活性氧 ;TNF-a . α 肿瘤坏死因子 ; IL.白细胞介素; IFN-y . γ 干扰素 ;PDGF . 血小板衍生因子 ;EGF. 表皮生长因
子 ;f也EGF. 肝素结合性表皮生长因子 ;FGF-2 . 成纤维细胞生长因子 2; IGF- 1. 膜岛素生长因子;HGF. 肝细胞生长因
子 ;TGF . 转化生长因子;MCP-l. 化学引诱蛋白 1 ;CSF- l. 集落刺激因子 l;MAPK 促细胞分裂剂激活性蛋白激酶 ; NOS.
一氧化氮合酶;PGE2.前列腺素 2 ;NF-KB. 细胞核因子，也;PLD . 磷脂酶 D;erg-l.早期应答基因 l;ERK . 细胞外信号调节
因子。
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于核周，免疫共沉淀反应推测类 NAD(P ) H 氧化酶

主要存在于核骨架上[ 14 ， 15 ) 。

3. 细胞内类 NAD(P)H 氧化酶产生的 ROS 参

与基因表达和信号转导调控

虽然非吞噬细胞类 NAD(P) H 氧化酶产生的 ROS

在细胞正常生理活动中承担重要功能这一点已为多

数学者所公认，但是 ROS行使信号传导和基因表达

调控功能的机理却成为目前自 由基生物学的一个难

点。近年来，越来越多的证据显示，类 NAD(P)H 氧

化酶介导产生的 ROS 参予了 ea2 + 信号通路、丝裂

原激活蛋白激酶信号通路 ( MAPK ) 、蛋 白激酶 C

(PKC) 信号通路和蛋白 激酶 B(PKB) 信号通

路[3-5) 。 甚至有人指出，ROS 可能参予了几乎所有

己知的信号转导通路，其作用位点、机理和信号转导

本身一样复杂[3 ) 。 但值得指出 的是，这些研究结果

零碎不全，甚至有互相矛盾的报道，尚未形成完整

的、公认的观点 。 但对一些细胞如小鼠胚胎成纤维

细胞、肺成纤维细胞、血管平滑肌细胞中 ROS 参予

信号转导的研究，较好地阐明了 ROS 在信号转导中

的作用，很有代表性，也为该方面研究奠定了良好的

P21Bas 

』
且m
v

化氧
H 

MU
P

HHV 

B( 

阳活激

11 202 / 02_ -

抑制蛋白酶氨酸磷酸化
酶或作用于别的目标

细胞增殖

A 小刚到台成纤细田胞

细胞膜

调节细胞骨
架蛋白

肌成纤维细胞
分化

基础(见图一 ) [ 3 ， 7 ) 。 对于 ROS 的作用机理，目前比

较成熟的观点认为 ， ROS 可以通过修饰蛋白质链上

关键性的氨基酸残基而改变其结构和功能，研究得

较多的是 ROS 对半脱氨酸残基的修饰。 有的研究

认为 ROS 可以使疏基氧化成次磺酸(-SOH、 S马H、

S03H)或谷脱甘肤衍生物，如果这些改变发生在酶

的活性部位，将会直接影响酶的结构和活性。 另外，

两个或更多的半脱氨酸残基还可以被 ROS 氧化形

成二硫键，如 ROS对细菌中的氧应激蛋白 oxyR 的

修饰。 PKC也以同样的方式受到 ROS 的调节[ 16 ) 。

也有人认为，配体刺激受体产生的 ROS，大多以比

较稳定的马马的形式存在，而同马是一种水溶性

小分子，可渗透质膜，可以快速合成，又可以快速降

解，符合分子内信使的全部标准，所以由配体剌激受

体产生的同马很可能作为一种信号分子，将分裂

和分化等信号传递到核[17 ) 。 外加的同马可以引

起核转录因子激活蛋白 1 (activator protein-l ,AP-l) 

和 NF-而的激活[ 18 一 20] ， 这可以间接地证明 H2乌确
实可以像信号分子那样把胞外信号传递到胞内并激

活基因的转录。

d至百〉
RS!IKo2 

Jl 
H2021 0 2_-

AHG n! 飞5HT

D38 E阳-1/2

HAPE HAPI 

组织肥大 细胞增殖

B 肺成生在佳细胞 C 血管平滑~J\细胞

图 1 小鼠胚胎成纤维细胞

A. 肺成纤维细胞; B. 血管平滑肌细胞; C. 中 NAD(P)H氧化酶依赖性生成的 ROS可能参予的信号转导途径。
注 :RTK一一受体酷氨酸激酶 ; RS/I'K一一受体丝氨酸哧氨酸激酶;剧H 仕一一血管紧张肤 II ; 5-HT一-5控色胶;

GPCR一-G蛋白偶联受体;5-HT TRP-一-5担色胶转运蛋白 。

4. 结语 作为一种信号分子影响相关基因的表达，进而调控

综上所述，细胞因子剌激其受体，并通过类 细胞的增殖、分裂等诸多生理活动，但细胞因子配体

NAD(P)H氧化酶产生胞内或胞外的 ROS ， ROS 又 和 NAD(P)H 之间的联系以及 ROS 参予细胞信号
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传导、基因表达调控的机理仍知之甚少。 同时，细胞

内亚单位如内质网和核膜上也存在类 NAD(P)H 氧

化酶，这拓宽了 ROS 生理作用研究的视野，有利于

进一步了解正常细胞内 ROS 生成途径、位点及机

理。

新的 ROS生成途径及其生理作用的发现，也使

以前一些病理条件下细胞内 ROS 水平的变化容易

理解，比如在癌细胞内，ROS 水平普遍升高，很可能

就是由于癌细胞自分泌的生长因子不断剌激其受体

所致，而过高水平的 ROS又会通过对信号传导和基

因表达调控的影响来改变细胞内某些基因表达水

平，进而加剧细胞的恶性分裂。 而损伤 DNA 的

ROS，很可能来自于内质网和核膜上 NAD(P)H 样

氧化酶 ，而非来自线粒体或别的途径。

值得指出的是，对于 ROS 在正常细胞内生成新

途径的研究，尚处在探索阶段，也只限于几类细胞，

另外还有很多相互矛盾的研究结果。 对各种细胞进

行 ROS 生成途径的研究，最终彻底阐明 ROS 对信

号传导和基因表达调控的机制，将对生命科学的发

展及对许多疾病病因的认识产生不可低估的影响 。
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凋亡细胞的超微结构变化 养

彭远英 H 彭正松喻可芳

(西华师范大学生物系南充 637002)

摘 要 细胞凋亡可用多种方法进行检测，但对其形态学特征的透射电镜观察是确定细胞凋

亡的最可靠的方法。 动植物细胞凋亡的形态学特征基本相似，细胞凋亡过程中突出的起微结构变

化为细胞核染色质凝集成团块状或染色质边集 ， 细胞质显著空泡化，凋亡细胞发生碎裂，形成凋亡

小休，同时伴有细胞器的改变。

细胞凋亡 ( apoptosis , APO)是由个体自身基因

控制的细胞主动死亡的过程[ l ] ，也称细胞程序性死

亡(progranuned cell death , PCD) ，其研究是从动物

开始的。 早在 1972 年，希腊科学家 Kerr 等[ 2 ]基于

对肝脏细胞的研究提出了细胞凋亡的概念，随着动

物细胞凋亡研究的深入， 90 年代初，细胞程序性死

亡这一概念被引人植物界，植物细胞凋亡的研究开

始受到重视[ 3 ] 。

细胞凋亡的观察最初是从超微结构开始的，现

在已知检测细胞凋亡的其他方法包括光镜染色，流

式细胞仪检测，DNA 片段分析以及 3' -端原位染色

法等均存在一定的缺陷，易受其他因素的干扰而限

· 四川省教育厅重点科研项目 (2000-A46) ;四川省科

技厅杰出青年基金项目资助课题。

H 通讯作者。 E-mail: yy.peng@263 . net 
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