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线粒体一氧化氮合酶及其生物学作用
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［摘要］　近来，越来越多的证据表明存在线粒体一氧化氮合酶（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｍｔＮＯＳ），它与线粒体内膜

的基质面结合，通过钙敏感性途径产生一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）。生理状态下，ｍｔＮＯＳ催化产生的 ＮＯ通过与细胞色素Ｃ
氧化酶可逆性竞争来调节线粒体的氧耗和跨膜电位。ＮＯ与线粒体呼吸链产生的超氧阴离子反应，生成过氧亚硝酸，后者不可

逆性调节线粒体内的敏感靶点，诱导氧化和（或）硝化应激。此外，也发现 ＮＯ参与了细胞的程序化死亡。本文主要综述了目

前关于ｍｔＮＯＳ在线粒体功能调节中作用的认识。
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　　自从一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）发现以来，其与一氧化

氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）就成为医学研究领域的

一大热点。大量研究证实，ＮＯ在心血管、神经、免疫等系统

的调节中发挥了重要的作用。近几年的实验研究发现，线粒

体内也存在 ＮＯＳ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＮＯＳ，ｍｔＮＯＳ）。由于线粒

体是细胞的能量工厂，在细胞的生命活动中具有不可替代的

作用，因此关于ｍｔＮＯＳ及其产生的 ＮＯ对线粒体影响的研

究备受重视。目前已发现 ＮＯ对线粒体的作用方式与公认

的通过激活鸟苷酸环化酶产生效应不同，而且它在调节细胞

的氧化呼吸和线粒体能量代谢等方面发挥了重要作用。此

外，线粒体也是细胞内自由基生成的主要场所，ＮＯ和自由基

之间的反应又使 ＮＯ对线粒体的作用更加复杂。有实验表

明，ｍｔＮＯＳ及其产生的 ＮＯ在高血压及神经元变性等疾病

中具有重要作用［１，２］。本文就对 ｍｔＮＯＳ及其生物学作用作

一综述。

１　ｍｔＮＯＳ的鉴定及其特性

　　实验证实，机体内 ＮＯＳ存在三种不同的亚型。根据其

对钙离子的敏感性分为两大类：一类为钙依赖性 ＮＯＳ，即组

成型ＮＯＳ（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅＮＯＳ，ｃＮＯＳ），包括内皮型 ＮＯＳ（ｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌＮＯＳ，ｅＮＯＳ）和 神 经 型 ＮＯＳ（ｎｅｕｒｏｎａｌ ＮＯＳ，

ｎＮＯＳ），作用比较迅速；另一类为钙非依赖性 ＮＯＳ，主要是

诱导型ＮＯＳ（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＮＯＳ，ｉＮＯＳ），合成不依赖钙的参与，

一般在一些细胞因子或脂多糖（ＬＰＳ）的刺激下易产生表达。

因此，鉴定ｍｔＮＯＳ，就是要确定 ｍｔＮＯＳ是否是已知三种亚

型中的一种或为一种新型的ＮＯＳ。

　　Ｌｏｅｓｃｈ等［３］在研究大鼠基底动脉管周神经中的 ＮＡＤ

ＰＨ黄递酶活性时，首次描述了线粒体能产生ＮＯ，他们的染

色发现，其主要局限于管壁神经末梢的线粒体内。Ｇｈａｆｏｕｒｉ

ｆａｒ等［４］运用分光光度法在肝细胞线粒体内也检测到了 ＮＯ
的存在，并基于底物和抑制剂方面的相似性，他们认为 ｍｔ

ＮＯＳ可能与已知的ＮＯＳ相似，同时也证实此酶活性与线粒

体内膜有关。此外，还发现线粒体摄取钙后能活化此酶，即

具有钙敏感性。Ｂａｔｅｓ等［５，６］运用ｅＮＯＳ单克隆抗体，在电子

显微镜下发现大鼠肝、心、脑等部位的细胞线粒体内存在

ｅＮＯＳ的免疫反应性，说明 ＮＯ可能是线粒体呼吸的一个内

在调节因子。Ｈｏｔｔａ等［７］在豚鼠的心脏细胞线粒体研究中，

通过免疫印迹分析，发现了类似的蛋白，它能与ｅＮＯＳ而不
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是ｎＮＯＳ或ｉＮＯＳ抗体反应，并且发现标记部位局限于线粒

体内膜。此后，Ｔａｔｏｙａｎ和Ｇｉｕｌｉｖｉ［８］的研究出现了难以解释

的结果。他们基于大鼠肝脏纯化的 ｍｔＮＯＳ对Ｃａ２＋敏感和

组成型表达的特点，认为 ｍｔＮＯＳ可能是ｃＮＯＳ，但它却不能

与ｅＮＯＳ或ｎＮＯＳ抗体产生交叉反应。相反，这个酶与钙调

蛋白结合紧密，在免疫反应性、相对分子质量（１２５０００～
１３００００）、酶动力学参数、辅助因子等方面与ｉＮＯＳ有较大的

类似性。随着进一步研究，Ｒｏｔｈｅ等［９］的研究出现了与上述

不同的结果，认为ｍｔＮＯＳ可能为ｎＮＯＳ，因为他们在野生型

小鼠神经元的线粒体内发现了 ｎＮＯＳ免疫反应性。而

Ｈａｙｎｅｓ等［１０］认为，与相应的ＮＯＳ抗体产生交叉反应不能说

明就是某型ＮＯＳ，因为 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验中，抗体只是与蛋

白的某些表位结合，它们只是蛋白的一部分（约１％～１５％），

不能说明与其余的蛋白也有１００％的同源性。三种不同亚型

的ＮＯＳ大概有４９％～５６％的同源性，同源氨基酸大约有

４８％～５５％存在于Ｃ末端，而购买的抗体一般是和 ＮＯＳ的

Ｃ末端反应，因此通过抗体交叉反应鉴定具有一定的局限

性。随后，Ｅｌｆｅｒｉｎｇ等［１１］在实验中采用二维电泳分析，用胰

蛋白酶或内蛋白酶 Ｖ８胶内消化 ｍｔＮＯＳ，然后用 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦ（基质辅助的激光解吸／电离飞行时间）和 ＱＴＯＦ（四

极飞行时间质谱仪）分析洗脱片段，发现大部分消化的片段

与大鼠的ｎＮＯＳ相匹配，所有片段与ｎＮＯＳ有１００％的同源

性，而与ｉＮＯＳ和ｅＮＯＳ分别只有２１％和７８％的同源性，并

且纯化的ｍｔＮＯＳ氨基酸分析后还发现其在等电点（ｐＩ）、相

对分子质量及氨基酸组成上与ｎＮＯＳ有较大的相似性。由

于全长ｎＮＯＳ（ｎＮＯＳα）有４个剪接变体，即ｎＮＯＳβ、ｎＮＯＳγ、

ｎＮＯＳμ、ｎＮＯＳ２，因此分离得到的蛋白是否为其中之一或为

一个新的剪接变体？随后 ＲＴＰＣＲ实验结果表明，ｍｔＮＯＳ
在序列和大小上与ｎＮＯＳα相似，认为 ｍｔＮＯＳ是ｎＮＯＳ的α
亚型［１１，１２］，与ｎＮＯＳ不同的是，ｍｔＮＯＳ有２个翻译后的修

饰，即乙酰化和磷酸化。乙酰化促进它与膜的结合，而磷酸

化则与此相反。然而另外一个研究小组结果显示，ｍｔＮＯＳ
的相对分子质量为１３００００，虽然它与ｎＮＯＳ抗体能产生交

叉反应，与钙调蛋白结合紧密，却能被经典的ｉＮＯＳ诱导剂

ＬＰＳ所诱导［１３］。基于上述实验研究，另外有学者认为，可能

存在不只一种ｍｔＮＯＳ变体，依不同的组织而不同。

　　不同ｍｔＮＯＳ实验出现不同结果，可能与其分离和纯化

有关。因为即使是最好的线粒体分离方法，仍然存在约１％
的其他细胞碎片的污染。经典的测定呼吸链中的酶的研究

没有必要１００％的线粒体制品。但是，由于ＮＯＳ在细胞内广

泛表达，因此在ｍｔＮＯＳ的实验中，普通的线粒体分离就不能

满足要求了。此外，ＮＯＳ很难和其他２个精氨酸代谢的酶

（精氨酸酶Ⅱ和精氨酸脱羧酶）竞争底物，因为后者在线粒体

内的含量较高，而且，精氨酸脱羧酶的产物精胺是线粒体基

质中内源性 ＮＯＳ的抑制剂［１４～１６］。这些都会影响到 ｍｔＮＯＳ
的测定。

２　ｍｔＮＯＳ的定位

　　Ｒｅｉｎｅｒ等［１７］通过免疫电子显微镜观察到ｅＮＯＳ定位于

线粒体外膜上。Ｇａｏ等［１８］的实验也观察到其定位于外膜的

胞质面。他们除了观察到上述结果外，将线粒体用蛋白酶Ｋ
去除外膜结合蛋白后，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹未发现ｅＮＯＳ条带，而且

去除ｅＮＯＳ自动抑制区的５个氨基酸残基，线粒体中也检测

不到ｅＮＯＳ。但我们可以认为这样的 ＮＯＳ只是结合在线粒

体外膜上的蛋白，而不是真正意义上的 ｍｔＮＯＳ。而其他实

验则与上述结果不同。免疫组化研究发现，ｍｔＮＯＳ与琥珀

酸脱氢酶共存，而琥珀酸脱氢酶是线粒体内膜的一个标记

物，因而可以认为ｍｔＮＯＳ与线粒体内膜结合。此外，ｍｔＮＯＳ
的活性分析也支持ｍｔＮＯＳ存在于内膜，因为亚线粒体颗粒

和天然线粒体成分的ｍｔＮＯＳ活性较线粒体匀浆液或通透处

理的 线 粒 体 高。定 位 做 得 较 好 的 要 算 Ｇｈａｆｏｕｒｉｆａｒ和

Ｒｉｃｈｔｅｒ［４］的实验。他们采用氧化血红蛋白分析，发现完整线

粒体和亚线粒体（去除外膜和膜间腔的线粒体）中不能检测

到ＮＯ，这样做排除了其他非线粒体ＮＯＳ的污染和线粒体内

膜胞质侧存在 ＮＯＳ的可能性。运用同样的方法，在翻转后

的线粒体内膜，而不是基质中检测到 ＮＯ，而且它对常见的

ＮＯＳ抑制剂敏感，说明 ｍｔＮＯＳ存在于线粒体内膜的基质

面。基于上述实验，基本可以将ｍｔＮＯＳ定位于线粒体内膜。

３　ｍｔＮＯＳ及线粒体内ＮＯ的生物学作用

　　电子通过线粒体呼吸链的传递，在其末端最终传给氧生

成水。伴随电子的传递，质子从线粒体的内膜基质被泵至膜

间腔。这就是在２０世纪５０年代由 Ｍｉｔｃｈｅｌｌ提出的化学渗

透学说。这个学说认为，质子的移动，将在线粒体内膜建立

起２个梯度，一个是电位梯度Δψ，一个是质子梯度ΔｐＨ。第

一个梯度使得内膜基质侧电位为负，第二个梯度维持基质碱

性。抑制线粒体电子传递链，可减小Δψ和ΔｐＨ。虽然细胞

色素Ｃ氧化酶的Ｏ２结合位点是特异性的，但 ＮＯ和Ｏ２在化

学上的一些共性使得 ＮＯ能与 Ｏ２竞争，结合到细胞色素Ｃ
氧化酶上，从而抑制了电子传递。这种抑制作用是可逆性

的，且呈剂量依赖性。因此，药理学上可以认为 ＮＯ是Ｏ２的

拮抗剂。在生理浓度下的ＮＯ就能抑制Ｏ２的消耗，降低Δψ
和ΔｐＨ，从而减少ＡＴＰ的生成。

　　上述大部分实验研究都发现，ｍｔＮＯＳ为一钙敏感性蛋

白。而线粒体内钙离子浓度受Δψ的调节，即Δψ减小则抑

制钙摄取，反之则增加其摄取。Ｃａ２＋ 的摄取增加，能激活

ｍｔＮＯＳ。而ｍｔＮＯＳ的主要生物学作用就是催化生成 ＮＯ，

生成的ＮＯ通过和Ｏ２竞争细胞色素Ｃ氧化酶而降低Δψ，从

而又抑制了Ｃａ２＋的摄取和线粒体Ｃａ２＋的升高。因此，为了

防止细胞器的Ｃａ２＋超载，ｍｔＮＯＳ通过负反馈调节的形式维

持着细胞内Ｃａ２＋的稳定。

　　ＮＯ除了与Ｏ２竞争细胞色素Ｃ氧化酶外，另一重要作用

就是与线粒体内的超氧阴离子（Ｏ２－· ）发生反应。虽然 Ｏ２－·

的活性中等，但它能与ＮＯ以１．９×１０４ｓ－１的速率常数发生

反应，控制其扩散，从而生成过氧亚硝酸（ＯＮＯＯ－），而

ＯＮＯＯ－是具有高氧化性的活性氮家族成员。事实上，线粒

体内膜ＮＯ和Ｏ２－· 反应生成 ＯＮＯＯ－的速率常数为９．５×

１０－１４ｓ－１，超过了细胞色素 Ｃ氧化酶对 ＮＯ 的利用能力

（０．８×１０－１４ｓ－１）［１９］。与ＮＯ反应的Ｏ２－·占整个内膜产生的
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１５％，其余８５％的Ｏ２－·生成 Ｈ２Ｏ２。内膜释放 Ｏ２－· 到基质，

基质高ｐＨ值使ＮＯ和Ｏ２
－·的反应较为稳定，是生成ＯＮＯＯ－

的有利环境［２０］，而且在这些部位也发现了一些含有硝化的酪

氨酸残基的蛋白，而酪氨酸的硝化是ＯＮＯＯ－的生化标志，这

也支持上述观点。ｍｔＮＯＳ产生的ＯＮＯＯ－能诱导氧化应激，

促进细胞色素Ｃ从线粒体的释放［２１］，这种现象能被抗凋亡蛋

白Ｂｃｌ２抑制，表明ＯＮＯＯ－在凋亡中起到一定作用。此外，线

粒体中的ＯＮＯＯ－能诱导线粒体功能异常，导致大鼠、人骨骼

肌收缩障碍［２２］，降低心肌的氧化磷酸化能力［２３］。

　　蛋白巯基（ＳＨ）的亚硝基化是线粒体内 ＮＯ参与的另一

反应。由于ＮＯ的高脂溶性，低ｐＨ值和膜的亲脂性使得内

膜和膜间腔是Ｓ亚硝基化的有利场所。线粒体膜间隙蛋白、

ｃａｓｐａｓｅ３、内膜镶嵌蛋白以及复合体Ⅰ等的亚硝基化，在ＮＯ
的信号调节中具有重要作用［２４］。

　　ＮＯ作为细胞色素Ｃ氧化酶的调节剂，不同于其他的细

胞色素Ｃ氧化酶抑制剂（ＣＮ－，Ｎ３－，ＨＣＯＯＨ，Ｓ２－，ＣＯ），具

有以下特点：（１）通过特殊的酶以一定的速率产生；（２）产生

的部位与效应部位十分接近；（３）它对呼吸的抑制是可逆性

的。有关线粒体ＮＯ最大的生理作用在于其对线粒体的呼

吸并不象其他抑制剂一样是阻断作用，它是通过减缓呼吸链

中的电子流来抑制呼吸的，这样避免了完全的呼吸抑制和低

［ＮＯ］／［Ｏ２］比导致的活性氧（ＲＯＳ）爆发，而ＲＯＳ的爆发将

对细胞产生极为不利的影响。此外，线粒体 ＮＯ的产生，有

利于Ｏ２向周围组织的扩散。靠近血管的细胞能较周围细胞

获得更多的Ｌ精氨酸和 Ｏ２，Ｌ精氨酸和 Ｏ２的获取能活化

ｍｔＮＯＳ，使之产生更多的ＮＯ。产生的 ＮＯ反过来与细胞色

素Ｃ氧化酶结合，抑制了Ｏ２的消耗，使更多的 Ｏ２扩散到邻

近组织［２５］。同时，ＮＯ还具有扩张血管的作用，从另一个侧

面也增加了组织的氧供。

　　虽然迄今为止尚未找到 ｍｔＮＯＳ的序列，但是综合近年

的实验研究，我们可以初步确定它的几个特性：（１）它与线粒

体内膜结合；（２）ｍｔＮＯＳ催化生成ＮＯ受到Ｃａ２＋的调节；（３）

ｍｔＮＯＳ通过催化生成ＮＯ对线粒体的呼吸等功能产生一定

影响。ｍｔＮＯＳ产生的ＮＯ通过竞争细胞色素Ｃ氧化酶氧的

结合位点，调节线粒体呼吸、Δψ和ΔｐＨ，从而调节线粒体的

生物能学。此外 ｍｔＮＯＳ生成的 ＮＯ能产生 ＯＮＯＯ－，诱导

氧化和／或硝化应激，同时还能使线粒体内的一些酶失活，引

起细胞色素Ｃ的释放等。它的这些作用说明其与细胞凋亡

有关。但是，它也能使ｃａｓｐａｓｅ３产生Ｓ亚硝基化，也就是说

使凋亡蛋白失活，又说明它具有抗凋亡作用，保护了不必要

的凋亡和细胞器免遭ｃａｓｐａｓｅ的水解。因此，有必要更好的

来了解线粒体ｍｔＮＯＳ。
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