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线粒体通透性改变与细胞凋亡①
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【摘要】细胞凋亡受线粒体的调控 ,线粒体通透性改变 (MPT)在凋亡中起着关键作用。Bcl22家族蛋白等许多因子作用于线粒

体 ,使线粒体膜上的通透性改变孔 ( PTP)开放 ,线粒体跨膜电位 (ΔΨm)降低甚至崩解 ,线粒体释放出细胞色素 c、凋亡诱导因子

(AIF)等凋亡相关因子 ,激活 caspase级联反应 ,导致细胞凋亡。
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　　细胞凋亡是在基因调控下进行的细胞主动死亡

过程。早期人们一直认为细胞核是调控凋亡的中心 ,

1994年 Newmeyer才第 1次发现线粒体在非洲爪蟾

卵细胞凋亡中起关键作用。近年研究发现 ,不同凋亡

途径都是通过作用于线粒体膜来决定凋亡是否发生 ,

因此人们对于凋亡的认识已经逐渐由细胞核为中心

的调控模式转变为以线粒体为中心的调控模式 1 。

而线粒体在凋亡中的基本变化是线粒体通透性改变

(mitochondrial permeability t ransition ,MPT) ,并由此

引起线粒体跨膜电位 (ΔΨm)降低和促凋亡物质释放

等一系列变化 ,最终导致染色质浓集、DNA核小体间

断裂等典型凋亡表现 2 。

1　MPT的机制

1. 1　MPT与ΔΨm

线粒体是细胞氧化供能的动力工厂。由三羧酸

循环产生的能量传递给电子 ,电子传递过程中释放能

量 ,将质子从基质泵入膜间腔 ,形成ΔΨm。质子在返

回时又将能量传递给 ADP 和 Pi ,生成 A TP ,因此

ΔΨm 对维持线粒体功能具有重要作用。MPT 与

ΔΨm 的稳定有密切关系。MPT是指线粒体内膜非

特异性大孔道即通透性改变孔 (permeability t ransi2
tion pore ,PTP)的非特异性开放。PTP 由线粒体内

外膜及基质的多种蛋白质成分组成 , PTP周期性开

放 ,以维持线粒体内电化学平衡及稳定状态。当

PTP持续开放时则出现ΔΨm降低甚至完全崩解 ,而

ΔΨm的崩解与细胞凋亡关系密切。近年来陆续有报

道证明ΔΨm的降低早于核酸酶的激活 ,也早于磷酯

酰丝氨酸暴露于细胞表面。而一旦ΔΨm 消失 ,细胞

就会进入不可逆的凋亡过程 ,如果能稳定ΔΨm 就能

阻止细胞凋亡 2 。

112　MPT与 PTP复合体

目前 MPT的机制还不完全清楚 ,但越来越多证

据显示通透性改变孔复合体 (permeability t ransition

pore complex , PTPC)在 MPT中起重要作用。PTPC

是一种在线粒体内外膜之间连接部位形成的多聚蛋

白质复合体结构 ,主要组成成分之一是腺苷酸移位酶

(adenine nucleotide translocase ,AN T) 。AN T是位于

内膜上的一种特殊转运载体蛋白 ,其生理功能是线粒

体内外交换 A TP和 ADP ,但是它也可以形成非特异

性通道。PTPC似乎同时控制内外膜通透性和能量

代谢 ,其中 AN T可能在 PTPC中起关键作用。巯基

交联剂、氧化剂通过第 56 半胱氨酸残基的交联使

AN T形成二聚体 ,此二聚体形成非特异性通道 3 。

氧化剂、AN T配体、Bax、Ca2 +可诱导非特异性通道

形成 ,Bcl22抑制此作用 ,但是不能影响巯基交联剂的

诱导凋亡作用 1 。AN T和外膜同样丰富的电压依赖

性阴离子通道 ( voltage2dependent anion channel ,

VDAC) 及线粒体基质中可溶性亲环蛋白 D ( cy2
clophilin2D , CyP2D ) 相互作用 ,以 AN T—VDAC—

CyP2D为核心 4 ,同时可能与 Bcl22、Bax、外周苯并二

嗪受体 5 以及其他参与能量代谢的酶如己糖激酶和
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肌酸激酶等相互作用 ,共同构成 PTPC。

1. 3　MPT的结果

PTP有开放与关闭两种构象。PTP开放时可导

致多种细胞致死性后果 ,如呼吸链脱偶联、ΔΨm的消

失、超氧离子产生、基质 Ca2 +和 GSH的外流 ,同时线

粒体释放细胞色素 c 和凋亡诱导因子 (apoptosis2in2
ducing factor , AIF) ,导致细胞凋亡。当 PTP分别与

CyP2D和 AN T的特异性抑制剂环孢菌素 A 或米酵

菌酸结合时 PTP被关闭 ,从而抑制细胞凋亡的发生。

PTP开放具有自我放大现象 ,可以在接受死亡信号

以后在同一细胞内形成正反馈 ,意味着 PTP开放一

旦发生就可不再依赖原来的刺激信号 ,细胞将不可逆

地走向死亡 6 。

2　影响 MPT的凋亡传导信号

现在有越来越多影响 MPT的细胞内因子被发

现 ,其中最重要的是 Bcl22 家族相关蛋白 ,其次细胞

内 Ca2 +、活性氧、类脂代谢产物神经酰胺和神经节苷

脂、A TP 和 ADP 以及某些 caspase 蛋白酶都可能直

接或间接参与 MPT的调控。

2. 1　Bcl22家族

Bcl22及其家族是调节细胞凋亡的主要基因。目

前已经发现 15个成员 ,按功能可分为抗凋亡 (Bcl22、

Bcl2XL 等)和促凋亡 (Bax、Bad、Bid等)两大家族 ,其

编码的蛋白质作用于线粒体 ,双向调节细胞凋亡。

Bcl22家族蛋白一般含有 4 个结构域 BH1～BH4 ,有

些促凋亡成员如 Bax、Bad只有 BH1～BH3结构域 ,

Bid等则只有 BH3。Bcl22 的亚细胞定位主要是线粒

体膜 ,其 C末端是一段疏水序列 ,可以插入线粒体外

膜 ,胞浆部分可与 Bcl22家族成员形成同源或异源二

聚体。不同的 Bcl22家族蛋白之间相互作用 ,抑制或

促进细胞凋亡。

Bcl22 能够抑制多种因素诱导的 MPT和细胞色

素 c的释放 ,阻止凋亡的发生。其原理有多种假说 ,

例如 Bcl22抑制线粒体活性氧的产生 7 、提高线粒体

Ca2 +容许负荷 6 、与 Apaf21 和 caspase29 结合并固定

于线粒体膜上 ,阻止 caspase 级联激活、Bcl2XL 与细

胞色素 c 直接结合而减少其释放等。Brenner 将

AN T与Bax或Bcl22加入人工脂质双分子层中 ,通过

电生理方法发现 Bax 与 AN T相互作用 ,形成通道 ,

而 AN T与 Bcl22结合 ,抑制 Bax通道的形成 ,从而抑

制 MPT的发生 8 。

近期有不少报道称线粒体释放促凋亡物质不需

MPT的参与。Finucane等的研究显示 Bax诱导的细

胞色素 c释放不伴有ΔΨm的降低、MPT和线粒体肿

胀 9 ,10 。Antonsson认为 Bax 在线粒体膜上形成相

对分子量 96 000和 26 000的两种寡聚物 ,此寡聚物

促进凋亡 ,但其中不含 AN T 和 VDAC ,Bcl22 抑制

Bax的寡聚化。因此认为此寡聚物可能是细胞色素 c

的通道 ,它不依赖 MPT和ΔΨm 的降低
11 。Bid 是

最近研究较多的一种 Bcl22家族促凋亡蛋白 ,仅含有

BH3结构域 ,可以被 caspase28 裂解为截短的 Bid ( t2
Bid) 。t2Bid转移到线粒体中使细胞色素 c 释放 ,激

活下游的 caspase级联和凋亡。Kim等发现在游离线

粒体中加入 t2Bid诱导凋亡并不需要 MPT ,MPT抑

制剂也不影响 t2Bid促进细胞色素 c的释放 12 。

2. 2　胞浆中的 Ca2 +

Ca2 +是一种有效的 MPT诱导剂。超过生理剂

量 ( µ 10μmol/ L) Ca2 +足以引起 MPT ,在低剂量时它

可以促进其他促凋亡因子的效应。增加游离 Ca2 +对

诱导凋亡十分重要。尽管还不知道 Ca2 +是否直接作

用于线粒体 ,但已知 Bcl22过度表达能提高线粒体对

Ca2 +的耐受力 6 。Schild认为细胞色素 c 是通过线

粒体外膜中游离状态的 VDAC释放。在脑细胞中 ,

低浓度 Ca2 + (4μmol/ L)引起线粒体释放细胞色素 c ,

原因可能是低浓度的 Ca2 +使线粒体内外膜连接点

(VDAC2AN T)减少 ,游离 VDAC增多的结果。如果

胞质中有高浓度 Ca2 + ( > l00μmol/ L )则使 PTP 开

放 ,ΔΨm崩解 ,线粒体肿胀 ,使外膜破裂 ,大量的细胞

色素 c释入胞质 ,使细胞凋亡。如果 A TP完全不能

产生 ,细胞就将出现坏死 13 。此外 ,胞质中 Ca2 +可

激活 Ca2 +依赖性的内源性核酸内切酶 ,直接引起染

色质浓集、DNA断裂和细胞凋亡。

2. 3　活性氧类

活性氧类 ( reactive oxygen species , ROS)包括超

氧化物阴离子、组织过氧化物和自由基等。线粒体是

ROS产生的主要场所。ROS增多并非总是细胞内损

伤的结果 ,它也可能是促凋亡的 p53基因过度表达或

是第二信使神经酰胺作用的结果。细胞内氧化还原

电位的改变提高 ROS 产生 ,它通过耗竭还原状态

GSH或 NADPH足可以使 PTP开放。NO与超氧阴

离子作用时产生的过氧硝酸盐也具有很强的诱导

PTP开放的作用 6 。NO和过氧硝酸盐通过使 AN T

中的巯基氧化 ,能够使含有 AN T的蛋白脂质体发生

通透性改变 ,并能诱导线粒体 MPT和凋亡 ,环孢菌

素 A可以抑制这种作用 14 。
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2. 4　类脂信使

当细胞受多种凋亡信号刺激时 ,膜神经鞘磷脂水

解产生磷脂酰胆碱和神经酰胺。神经酰胺可以诱导

MPT ,但是它不能使分离的线粒体产生同样变化。

原因是它必须在高尔基体中转化为神经节苷脂 ,再转

运至线粒体使 PTP开放 ,其作用机制还有待进一步

研究 6 。

2. 5　其他机制

ADP和 A TP 是 AN T生理底物和 PTP 的内源

抑制物 ,它们的耗竭促进 PTP的开放。基质的碱性

化和ΔΨm降低也诱使 PTP开放。因此抑制或是使

呼吸链解偶联使ΔΨm降低时 ,也能诱导 MPT 6 。在

Fas/ CD95 途径中 , Fas/ CD95 与配体结合激活 cas2
pase28 ,caspase28 可以裂解 Bid ,同样 caspase21 裂解

Bcl2XL、caspase23裂解 Bcl22 ,间接调节 MPT6 。

3　线粒体释放的促凋亡因子

伴随 MPT线粒体会释放膜间腔中的促凋亡因

子 ,其中最重要的是细胞色素 c和 AIF。

3. 1　细胞色素 c、caspase

Zou等研究小组发现并分离出 3 个凋亡蛋白酶

活化因子 (apoptosis protease2activating factor ,Apaf ) 。

Apaf21存在于胞质中 ,氨基端有与较长前体结构域

的 caspase 如 caspase29 的氨基末端相似序列 ,称为

caspase活化结合区。通过结构分析确定 Apaf23 是

caspase29 ,而 Apaf22即是细胞色素 c。细胞色素 c是

电子传递链复合体Ⅲ的一个组分 ,由核基因编码 ,定

位于线粒体内膜 ,在呼吸链中起传递电子的作用。当

细胞色素 c 释放入胞质后与 Apaf21 和 Caspase29 结

合 ,激活 caspase29 ,caspase29再激活 caspase23 从而激

活 caspase级联反应 ,使细胞凋亡。参与凋亡的 cas2
pase29、caspase22也是从线粒体中释放 15 。另外 ,细

胞色素 c 释放以后 ,使线粒体呼吸链受损 ,抑制了

A TP的合成 ,也可以导致凋亡的发生 ,只是这一过程

发生在凋亡晚期。

关于细胞色素 c释放的机制 ,最初认为是由 PTP

直接向细胞外释放。也有人认为是 PTP开放后 ,由

于线粒体基质内高浓度的溶质分子造成渗透性肿胀 ,

内膜因有嵴 ,其表面积远大于外膜 ,故内膜仍完整 ,而

外膜破裂 ,释放细胞色素 c。最近 Chiu研究证实 ,细

胞色素 c释放早于ΔΨm 改变 ,是一个更早期的凋亡

事件。由于ΔΨm与 PTP开放有密切关系 ,因此对上

述观点提出疑问 16 。另一观点认为 Bcl22 家族中促

凋亡成员 Bax 可以在线粒体外膜上形成特异性通

道 ,介导细胞色素 c的外流 10 。Shimizu发现在缺乏

VDAC的细胞中 ,Bax不能诱导线粒体细胞色素 c和

AIF的释放以及ΔΨm的消失 ,而在AN T缺乏的细胞

中则无此现象 ,说明 Bax和 VDAC相互作用促使细

胞色素 c释放 17 。

3. 2　AIF

AIF也是定位于线粒体膜间腔中一种由核基因

编码的黄素蛋白 ,相对分子量 57 000 ,与细菌氧化还

原酶同源。通常被限制在线粒体 ,当受凋亡信号刺激

时转运至细胞核 ,使细胞核染色质浓集和 DNA 断

裂。AIF对胞核的作用不需 Apaf21 和 caspase 等辅

助因子 ,也不通过聚 ADP核糖基聚合酶或核纤层蛋

白的裂解 18 ,但可以诱发纯化的线粒体释放细胞色

素 c 和 caspase29。广谱 caspase 抑制剂 (如 Z2VAD.

fmk) 不能抑制 AIF 的诱凋亡作用 20 , Bcl22 抑制

AIF的释放 ,但不影响已进入胞质中的 AIF 介导的

凋亡。提示 AIF是由线粒体释放的促凋亡因子 19 。

Susin等用各种诱导凋亡的物质作用于 Apaf2
1 - / - 或 caspase - / - 细胞 ,使 AIF向细胞核转移 ,并使

DNA大尺度断裂 (约 50 kb) ,染色质出现第 1阶段浓

集 ,而在野生型细胞则出现 DNA核小体间断裂和染

色质的第 2 阶段浓集。如果 AIF 缺失 ,则抑制核

DNA的断裂。因此推测 AIF 使 DNA 断裂成大片

段 ,使受 caspase激活的酶进一步水解 DNA ,进而出

现典型的凋亡表现 20 。

4　MPT在凋亡中的作用

以下几点观察说明 MPT与细胞凋亡关系密切 :

①MPT通常发生在细胞凋亡或坏死之前 : ②不断增

加的新发现的促凋亡因子都作用在线粒体膜 ,使其发

生通透性改变 ;③抗凋亡的 Bcl22成员与线粒体膜蛋

白相互作用 ,通过抑制 MPT 来抑制凋亡 ; ④抑制

MPT的药物如环孢菌素 A 和米酵菌酸能阻止或延

迟细胞凋亡 1 :⑤诱发 MPT的苍术苷可诱导细胞凋

亡。因此凋亡模式可以分为 3个阶段 ,信号传递级联

和损伤通路激活的前线粒体阶段 (发动阶段) ; MPT

阶段 (决定/影响因子阶段) ;线粒体释放出的凋亡相

关因子激活蛋白酶和核酶的后线粒体阶段 (降解阶

段) 1 。

尽管如此 ,对 MPT在凋亡中的作用仍有争议。

最近 Minamikawa 等在不同细胞系中用 CCCP诱导

线粒体出现 MPT、ΔΨm 消失并伴有肿胀 ,经 72 h仍
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未出现细胞色素 c 释放和细胞凋亡 21 ,22 。另外 ,

Halest rap 等发现用肿瘤坏死因子诱导鼠纤维肉瘤细

胞凋亡时 ,在凋亡变化完全出现之后ΔΨm 的降低才

被观察到。由于在体内凋亡细胞会很快被巨噬细胞

所识别和吞噬 ,因此推测在体内可能不会出现ΔΨm

的变化 23 。

5　结　语

线粒体结构和功能的改变是凋亡的关键性环节 ,

这其中以线粒体通透性改变最为重要 ,但是这一过程

及其影响机制尚未完全清楚 ,很多研究结果相互矛

盾。随着研究的不断深入 ,人们将最终揭开线粒体参

与细胞凋亡真实面目。
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