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一氧化氮 (nitric oxide ， NO)是一种自由基
性质的气体，为污染空气的常见有毒成分之一。

数年前有关 NO 参与诸多生理功能与病理过程

的情况还鲜为人知，但目前它已成为自 由基生

物学与医学研究中的一个新领域 。 广泛深入的

研究在 90 年代开始蓬勃发展，被美国

"Science"杂志评为 1992 年的 明星分子 (star

molecule) ，并继续展示方兴未艾的势头川 。 NO

成为研究热点主要有两方面原因 : ① NO 作用

具广泛性，它参与体内众多的生理病理过程，并

已有临床应用，而且可能有新的临床应用前

景山，这使生物医学工程领域和制药公司的专

家也加入到开发研制 NO 药物的行列中来 ; ②

NO 是迄今在体内发现的第一个气体性信息分

子，对今后其他信使的发现有重大启发。

自 Kerr 等问提出细胞调亡概念以后，调亡

研究不断取得发展，包括在生物化学水平对调

亡特征进行观察，如特征性断裂片段发现[4] ; 调

亡信号传导，调亡相关的酶和蛋白质表达，以及

调亡相关基因的发现[5]等等。通过这些研究，人

们认识到调亡是群体细胞重要的调控机制，在

生物体发育，发育后细胞群修饰，以及生物体自

稳方面有重要意义，可以在不发炎症的情况下，

清除受损的、衰老的和不需要的细胞，它和细胞

分裂、分化一起决定细胞群体数量和质量 。

NO 由 NO 合酶(NOS) 以 L-精氨酸为底物

合成，在基因水平 NOS 分为三种形式时，即神

经型 NOS(nNOS) 、内皮型 NOS(eNOS)和诱

导型 NOS(iNOS) 。由于 NO 半衰期短，合成以

后只能以自分汹或旁分泌形式发挥作用，故测

定 NOS mRNA 分布能较好地反映 NO 在体内

的作用。 Albina 等[1]研究 NO 对巨噬细胞的毒

性作用时，发现用 IFN-α 诱导的细胞内漉性

NO 或外源性 NO 均可引起体外培养的巨噬细

胞表现出典型的调亡形态学和生化特征，于是，

提出 NO 可诱导细胞调亡。随后，Fehsel 等问发

现 NO 在体内体外均可诱导鼠胸腺细胞调亡:

出生后 30 天的 NMRI 鼠胸腺细胞和 NO 供体

共育， 3h 后胸腺细胞调亡即明显增加;用 RT­

PCR 技术检测 p53 mRNA 表达，发现细胞与

NO 供体共育出后， p53 mRNA 表达明显增

加;用细胞因子活化内皮细胞后，内皮细胞 iN­

OS mRNA 表达明显增加，而且 NO 代谢产物

含量升高 ，将活化的内皮细胞与胸腺细胞共同

培养，导致胸腺细胞调亡数增加;用内毒素注射

小鼠，原位杂交显示胸腺内皮细胞 iNOS mR­
NA 表达增加，在 iNOS mRNA 表达阳性的内

皮细胞周围，出现调亡的胸腺细胞;这表明无论

是外源性 NO ，还是由细胞因子、细菌毒素诱导

iNOS 生成后再合成释放的内源性 NO 均能有

效诱导胸腺细胞调亡。不久便在软骨细胞[9]和

RAW264 . 7 巨噬细胞[ 1 0] 中同样观察到此现象，

人们开始关注 NO 与细胞调亡的关系。

一、 NO 诱导细胞凋亡

活性氧如 0; 、 H 20 2、脂类过氧化物和 NO

被认为在细胞调亡过程中广泛存在，因为大量

研究证实抗氧化剂可抑制或延迟细胞调亡的发

生[ 11 ] 。 例如:体外培养的交感神经细胞去除神

经生长因子 (NGF)后，就会发生调亡;但如果

在去除神经生长因子的几小时内向神经细胞内

注入 CuZn-SOD 的蛋白或 cDNA 会延缓细胞

调亡f l 2] ; 在白介素依赖性的促 B 淋巴细胞中发

现有同样的现象，谷脱甘肤过氧化物酶的过度

表达可显著抑制由去除生长因子所诱导的细胞

调亡[ 1 3] 。 因此，我们从上述实例可看出，细胞死

亡的生理信号在连续传递过程中或多或少取决

于接受细胞氧化还原状态的变化。如前所述，己
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有大量文献报道了 NO 可诱导众多类型的细胞

发生调亡(表 1) [8 .14] ， 但正如其他氧自由基一

样， NO 在体内许多生理和病理过程中发挥重

要作用[ll] ，而且 NO 作用的分子靶点及效应分

子的多样性决定了 NO 作用机理的复杂性。 因

此，目前 NO 影响细胞调亡的分子机制仍不十

分清楚，同时，这也是当前生命科学研究的前沿

报L 占

靶细胞

胸腺细胞

膜岛日细胞

表 1 NO 诱导细胞凋亡

抑制剂 促进剂 涉及基因

巨噬细胞

肿瘤细胞

软骨细胞

地塞米松

放线菌素 D

放线菌酣

NO 合酶抑制剂

PKC ， cAMP 类似物

NO 合酶抑制剂

NO 合酶抑制剂

地塞米松

NO 合酶抑制剂

氧自由基生成剂

二、 NO 影响细胞凋亡的生化途径

1.破坏能量代谢

NO 可抑制乌头酸酶活性，干扰线粒体电

子传递链反应，从而破坏细胞氧化磷酸化过程，

导致细胞死亡口气氧化磷酸化反应遭到破坏

后，糖酵解途径得到代偿性增强，这已在实验中

得到证实口气而且，发现 NO 对电子传递链上

的一些起关键作用的含 Fe 蛋 白酶具有氧化修

饰作用。用 NO 供体 S-亚硝基-乙酷青霉胶

(SNAP)分别作用于 NO 敏感性的 RAW264.7

巨噬细胞和 NO 耐性的鼠纤维肉瘤细胞 L-

929 ，都观察到对线粒体氧化磷酸化过程的抑制

作用[15] ，但只有 RAW264. 7 细胞发生明显调

亡，L-929 细胞存活率却没有受到什么影响，这

表明 NO 对细胞氧化代谢的抑制作用并不能完

全解释 NO 的细胞毒性作用机制 。

2. 影响细胞自 由基代谢水平

NO 及其衍生物本身具有自由基特性，因

此，我们推测 NO 诱导细胞洲亡的作用机制可

能与其他活性氧自 由基的作用机制存有共性。

TNF-α 

二甲亚矶

N-乙航半脱氨酸

p53 

p53 

p53 

而且，已有实验结果显示 :NO 与其他氧自由基

诱导的细胞调亡途径之间有对话 (cross-talk)

效应[ 1 7] ，例如 : 先用低剂量 NO 供体预处理鼠

肝细胞后，就可抵御过氧化氢 (H202 ) 的损伤作

用[叫。 如果细胞内抗氧化水平高就对 NO 不敏

感，一旦去除细胞内还原型谷脱甘肤 (GSH) , 

导致抗氧化能力降低，就会变得对 NO 极为敏

感[l 9]; 再加上 Bcl-2 抗氧化活性的发现[13] ，人

们更加支持 NO 诱导细胞调亡的自由基学说。

最近发现抗氧化剂 N-乙酌半脱氨酸确能抑制

NO 诱导的细胞调亡，其作用机理正在研究之

中fl50] ，也许通过维持细胞内 GSH 于正常水

平，以抵御 NO 造成的损伤 。

3. 直接攻击 DNA

NO 也可直接损伤 DNA 而诱发细胞发生

调亡。已有实验结果表明 :NO 使 DNA 中瞟岭

碱和唔睫碱脱氨化，导致 DNA 链断裂及突

变[2 1 ) 。因 此， NO 除了可影响氧化代谢途径和细

胞自由基代谢水平外，还可损伤 DNA，最终引

发细胞调亡 。 而 DNA 损伤又可激活一种耗能

的 DNA 修复酶-多聚 ADP 核糖聚合酶

(PARP) [叫 ， PARP 激活后引发其底物 NAD+
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的大量消耗，抑制糖酵解途径，从而降低细胞

ATP 的产量LZ3-Z日 ，引发细胞调亡 。 我们研究发

现 HzOz 诱导人肝癌细胞调亡的作用途径之一

就是直接攻击 DNA ，激活 PARP ，破坏细胞正

常能量代谢[叫。 最近有人发现 NO 还可通过破

坏细胞内 Ca2+平衡，激活核酸内切酶，诱发细

胞调亡[叫。

三、 NO 作为信号分子诱导凋亡

NO 是一种重要的信使分子，因此它在细

胞调亡过程中的信号传导机制，引起人们的浓

厚兴趣。人们首先以 NO 和 HzO z 作用效应的

相似性为导向，因为 HzOz 同样可通过直接损

伤 DNA ，诱导细胞调亡[叫。最近，越来越多的

研究结果显示 :HzOz 可诱发细胞膜发生脂质过

氧化、激活膜上酷氨酸激酶、打开膜离子通道、

激活 G 蛋白活性，引发信号传递系统，从而激

活氧化还原敏感性转录因子如 :AP- l 和 NF­

d 等[扎 Z8] 。 有趣的是，随后就有实验证实 NO

同样可诱发膜脂过氧化、改变离子通道、激活 G

蛋白和相关激酶及转录因 子 AP-l /NF­

KB[Z9-3汀 ，而且 NO 还可使蛋白激酶 CCPKC)失

活，直接激活 G 蛋白，诱导核转录因子 NF-KB

发生变位[叫。大量研究证实 NF-KB 对氧化胁迫

极为敏感，氧化胁迫条件下 ， NF-KB 被激活转

位，可能进一步在转录水平上激活一些"死亡基

因"的表达[Z7 ] 。

四、 NO 的基因调控机制

目前有关细胞调亡过程中的基因表达调控

机制还知之甚少。最初认为细胞调亡是一种受

基因调控的主动死亡方式的主要证据就是:蛋

白合成抑制剂放线菌 酣 C cycloheximide ) 和

RNA 合成抑制剂放线菌素 D Cactinomycin D) 

可阻止某些细胞调亡的发生。但现在很多实验

都发现，放线菌目同或/和放线菌素 D 不但对某

些细胞调亡无抑制作用，而且它们本身在一定

改度条件下还可诱发某些细胞发生洲亡[时 ，也

许是它们抑制了那些阻碍调亡发生的基因表达

的缘故 。

Messmer 等首先发现 NO 可诱发 p53 基

因的表达[叫。 p53 是一种肿瘤抑制基因，其蛋白

能与 DNA 结合，具有修复 DNA 损伤和调节转

录功能， P53 蛋白梭基端有 DNA 结合位点，氨

基端有转录调控位点 。 DNA 受伤断裂， p53 便

与 DNA 结合并催化 DNA 修复; p53 可和

TATA 结合蛋白及另外一些转录因子或调控

元件结合，抑制或促进基因转录川。p53 诱导调

亡与其 DNA 结合功能及基因调控功能有关，

但其诱导调亡的下游途径仍不清楚[35] 。 现已发

现在一种重要的抗惆亡基因 bcl-2 中有 p53 结

合元件， p53 与之结合可以使 bcl-2 表达下

降川，破坏 bcl-2 与 bax 之间的平衡，这可能是

p53 诱导调亡的机制之一 。 而且 NO 还可诱导

bax 的表达[叫 ，破坏 bcl-2/bax 平衡，诱发细胞

调亡 。

原癌基因 bcl- 2 最初是从 t (14;18)染色体

转位断裂点发现的，这种转位和滤泡淋巴瘤密

切相关 。 bcl-2 可阻止多种诱发因素(如:氧化胁

迫、去除生长因子、 y-辐射、热激及各种药物等)

诱导的细胞洲亡[37 ] 0 Bcl - 2 在线粒体有大量分

布，提示其可能与氧化代谢有关，联系到氧化代

谢过程中可以产生氧自 由基，于是， Bcl-2 与氧

自由基的关系受到重视。有研究结果表明:细胞

在接受多种调亡诱导剂剌激以后，其 bcl-2 表

达大量增加，并且能减轻氧自由基造成的结构

破坏川，即表明 Bcl- 2 有抗氧化作用。 Bcl-2 对

NO 诱导细胞惆亡的抑制效应已被实验证

实[川8 .39] :通过转基因技术将 bcl-2 转入受体细

胞(巨噬细胞) ， Bcl- 2 得到高表达，从形态学和

生化特征上均反映出对外源和内源 NO 诱导调

亡的抑制效应，且阻止 NO 激发的 PARP 降解

和蛋白酶的激活，但不影响 NOS 活性和 p53 基

因的过度表达，这表明 Bcl-2 抑制惆亡发生的

作用位点在 NO 诱导 p53 过度表达事件的下

游 。NO 诱导细胞调亡的机制之一就是促进 bax

的表达，破坏 bax/bcl- 2 平衡， Bcl-2 的抑制效
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应可能是对这种平衡修复的结果 。

五 、 结 语

综上所述，NO 可诱导细胞发生悯亡，但其

分子机理有待阐明，根据目前的研究结果，我们

将 NO 诱导细胞调亡的作用途径用下图简要说

明:

æ9 

接收体

1川工谢护、如
|
|
|
1

·

E "" 

，汇 rp "，

图 1 一氧化氮(NO)诱导细胞凋亡

NO 与调亡关系研究是一个新课题，目前

主要集中于免疫相关细胞及肿瘤细胞。 NO 对

不同细胞及同一细胞不同分化阶段的作用存在

异质性，NO 与其他氧自 由基调亡传导途径之

间存在对话效应。 NO 诱导调亡与 p53 基因表

达有关， p53 基因除有阻断细胞于周期检查点

的作用外，还有直接诱导调亡功能。但 NO 如何

影响 p53 、 bcl-2 及 bax 基因表达，以及这些基

因表达后影响调亡的具体途径是目前研究重

点。值得指出的是，NO 与调亡研究，可能会对

免疫细胞群体修饰、免疫反应调节、神经传导机

制、自身免疫反应机制、肿瘤发生及治疗等有重

要意义。

摘 要

一氧化氮 (NO)参与体内众多的生理病理

过程，最近发现 NO 与细胞调亡关系密切，可诱

发多种细胞发生调亡，并与其他活性氧自由基

(ROS)的调亡传导途径之间存在对话效应，NO

诱导调亡促进 p53 基因表达，其分子作用机理

正是目前的研究重点。
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Fas/Fas L 凋亡作用机制

郭淑员 夏宁邵

(厦门大学肿瘤细胞工程国家专业实验室 厦门 361005) 

机体如何消除识别自身抗原的 T 细胞，以

维持周边血免疫耐受? 如何消除免疫反应后过

剩的致敏 T 细胞，实现免疫下调?这些免疫调

节过程都有细胞表面分子 Fas 及其受体 Fas L 

介导的程序性细胞死亡 (Programmed Cell 

Death ， PCD)的参与[1) 。 它们还与多种疾病的发

生密切相关，如系统性红斑狼疮[2)、丙型肝

炎 [3 ) 、艾滋病μ]。某些病毒即通过诱导产生无活

性的 Fas 或 Fas L 来达到复制自我，逃避宿主

免疫防御的目的问。在一些抗癌药物的作用过

程中也观察到它们对 Fas/Fas L 的依赖性，如

阿霉素、氨甲蝶岭。分属于 TNF/TNF 受体超

家族的 Fas L/Fas 已成为程序性细胞死亡，亦

称细胞调亡研究中的热点之一。 本文仅从 Fas /

Fas L 的表达调控，存在形式，结合蛋白，相关

蛋白酶等方面来讨论它们诱导细胞调亡的机

制。这对弄清它们在生理、病理条件中的作用，

进一步认识细胞调亡调控网络有重大意义，并

为相关疾病的诊断治疗提供新方法。

一、 Fas /Fas L 的表达

及其存在形式
在 Fas 基因启动区序列 中没有常见的

TATA 、 GC 或 CCAAT Boxes ，而于更上游的

位置有转录因子 AP- 1 、 Ets 及 NF-IL6 的结合

位点。其中 NF-IL6 的结合序列共有六处，在第

一外显子中还另有两处，由此可以推测 NF-IL6

对 Fas 基因表达有一定调控作用阳。已知，流感

病毒感染的 Hela 细胞通过一种双链 RNA 激

活的蛋白激酶对 NF-IL 6 进行磷酸化修饰，使

其 DNA 结合能力升高，导致相关基因表达量

上升 。 对 NF-IL6 在其他条件下的作用，及 AP­

LEts 的功能还有待认识。 Fas 基因启动区还存

在两种序列多态性: 一为沉默子中-1377 位

CG-CA ，改变了转录因子 SP-1 的结合位点;二

为增强子中-670 位 GA-GG，使核转录元件

GAS 的结合位点被破坏[飞 这无疑也是 Fas 基

因表达调控的一部分 。

除转录水平外，Fas 还存在 mRNA 剪接水

平上的调节。 Cascino 等人分离三种 Fas mR­

NA 变体，其中 FasTMDel 缺失跨膜区段，Fas­

De l 2 和 FasDel3 在胞内区缺失，缺失区段皆为

内含子所在位置，证明这些 mRNA 变体是由

mRNA 前体经选择性剪接形成，它们的蛋白产

物都是可i容性 Fas (sFas ) ，有一定调亡抑制作

用 [8J 。 免疫荧光检测发现 FasDel 2 和 FasDel3
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