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线粒体渗透性转变孔结构和功能的研究进展
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摘　要：非正常生理浓度的Ca2+和氧化应激等刺激线粒体渗透性转变孔(mitochondria permeability tran-

sition pore, MPTP)开放，使线粒体形态功能发生改变，被释放的细胞色素c和凋亡诱导因子(apoptosis-

inducing factor, AIF)等参与到caspase信号通路中，诱导细胞发生凋亡。本文在MPTP的主要组成成

分、两种不同的结构功能模型、抑制剂对MP T P 的抑制机制和缺血/ 再灌注及缺血预适应对MPT P 开

放的影响等方面的研究进展作一综述。
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Abstract: .Abnormally high concentration of Ca2+ and oxide stress can stimulate the opening of the mitochondria

permeability transition pore (MPTP) and cause the change of mitochondria shape and function. The factors

released by mitochondria, such as cytochrome c and AIF (apoptosis-inducing factor) involve in the signaling

pathway of caspases and induce cell apoptosis. This article describes the recent progress in the studies of the

main components and two different models of the MPTP, the mechanism of the inhibition of CSA and SfA to

MPTP and the influence of ischemia /reperfusion and ischaemic preconditioning to the opening of MPTP.

K e y  w o r d s :  MPTP (mitochondria permeability transition pore); ANT (adenine nucleotide translocator); CypD

(cyclophilin D); VDAC (voltage-dependent anion channel); CSA (Cyclosporin A)

前言

细胞在应激状态或受损后Ca2+浓度超过正常生

理范围时，线粒体膜上会形成一种通道，即线粒体

渗透性转变孔(mitochondria permeability transition

pore，MPTP)。MPTP 使线粒体膜的通透性发生改

变，造成线粒体膜电位降低、A T P 衰竭、氧化磷

酸化去偶联、线粒体大幅度肿胀、外膜破裂、内

外膜间促凋亡因子的释放等等，从而细胞发生凋亡
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或坏死[ 1 ]。MPTP 的开放程度是决定细胞凋亡或坏

死程度的重要因素。目前普遍认为MPTP 主要由三

种蛋白共同组成：腺苷酸转运蛋白(adenine nucle-

otide translocator,  ANT)、电压依赖性阴离子通道

(voltage-dependent anion channel, VDAC)和亲环素D

(cyclophilin D，CypD)[2]，但也有研究者提出了其

他观点。虽然以前国内曾有文章对MPTP 进行过介

绍[ 3 ]，但近年来这方面的研究有了比较大的进展，
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因此，本文针对近两年来的MPTP 结构和调控的最

新进展进行综述。

1　MPTP 的主要组成成分

1 . 1　ANT　ANT 位于线粒体的内膜，能介导ADP 和

ATP 的交换，将ATP 转运到细胞质中。ANT 有三种

形式：ANT1、ANT2、ANT3。它们分别是由不同

的受调控的核基因所编码，其同源程度为77%~79%[4]。

这些基因在人、牛和鼠组织中的表达模式是相似

的。不同形式的AN T 具有不同的动力学特征，因

此，哺乳动物ANT基因家族的组织特异性表达为依

赖于氧化磷酸化的组织分化提供了分子基础。

A N T 具有两种构象：C 构象和 M 构象。A N T

就是通过两种构象相互转变来转运腺苷酸的。在C

构象中，ANT与核苷酸结合的亲水环朝外面向细胞

质；而 M 构象的 A N T，该亲水环则朝里面向线粒

体的基质[5]。

ANT 上有三个半胱氨酸：Cys56、Cys 1 5 9、

Cys256, 其中Cys159位于ADP结合区域，Cys56与

Bermardi[6]和Halestrap等[7]推测的CypD结合位点

Pro61接近。肼和氧化苯砷(phenylarsine oxide，

PAO)能使Cys159和 Cys56 或Cys256和Cys56之间

交联起来，但不会形成ANT 二聚体。当Cys159 和

Cys56 交联时，会同时影响ADP 和CypD 与ANT 的

结合[ 7 ]。

对ANT 晶体分析，ANT 的跨膜结构域有6 个

跨膜的α螺旋，共同形成一个深深的锥形凹陷。这
个空穴的直径为2nm，深3nm。连接奇数和偶数号

螺旋的序列还包含一段与膜平行的短的α螺旋(h12,
h34和h56)，与ANT的关闭构象(closed conformation)

有关。由于脯氨酸的存在，奇数号跨膜螺旋都发生

明显的扭曲。这些脯氨酸都位于保守的区域PX(D/

E)XX(K/R)。所有位于空穴底部的碱性氨基酸残基都

是高度保守的，可能与带负电的核苷酸结合有关[8]。

一系列原凋亡蛋白，包括Bax与HIV的Vpr 蛋

白，和抗凋亡蛋白，包括Bcl-2与细胞巨化病毒的

vMIA蛋白能和ANT 直接作用[9~10]。过度表达ANT-1

能诱导细胞凋亡，但这种现象能被共表达的CypD

所抑制[11]。

最近又有研究表明，ANT 是组成MPTP 的非必

需成分。没有ANT蛋白的线粒体在外界刺激下仍能

改变膜的渗透性，导致细胞色素c 的释放，但是这

需要更高浓度的Ca 2 +，而且不受到ANT 配体的调

节。缺失ANT蛋白的肝细胞仍然能对各种诱导细胞

死亡的因子产生反应[12]。

1 . 2　VDAC　VDAC位于线粒体外膜，是由16 个 β
折叠片组成的 β折叠桶[13]。VDAC在电压低于30mV
的时候，分离的VDAC 插入到脂质体后能形成直径

为4n m 的孔，电导系数较大，此时的孔具有阴离

子选择性；当电压高于30mV 时，孔的直径减小到

2nm，电导系数也减小，变成了阳离子选择性[ 1 4 ]。

VDAC 在细胞内有三种形式，其中VDAC1 为主要形

式[15]。VDAC 和ANT 的C 构象结合后会发生构象变

化[ 1 6 ]。己糖激酶、肌酸激酶、表面苯并二氮受体

和原凋亡蛋白Bax 等可以和VDAC 结合，从而影响

MPTP 的开放[9,17]。

1 . 3　CypD　CypD是亲环素家族成员之一，存在于

线粒体基质中。CypD 的N 末端有一段线粒体定位

序列[18]，这段序列在蛋白转运到线粒体后被切除。

完整的CypD 的蛋白具有两个切割位点，分别可

以得到17.6kD 和18.6kD 两种成熟产物。CypD也

具有氨基脯氨酸顺反异构酶活性，能催化Xaa-Pro

之间肽键的顺反异构反应(Xaa 表示任一氨基酸)。

CSA 通过和CypD 结合来阻遏孔的开放，但是也有

数据表明，在很高的Ca 2+浓度下，MPTP 孔的开放

不需要CypD的结合[19~20]。

2　MPTP 和VDAC-ANT-CypD 复合物的发现

最早发现ANT 与MPTP 有关的证据是稳定ANT

C构象的羧基苍术甙(carboxyatractyloside, CAT)使

线粒体渗透性(MPT)对Ca2+敏感，而稳定ANT M构

象的米酵酸菌(bongkrekic acid, BKA)使MPT对Ca2+

不敏感[19,21]。MPTP的形成被亲环素的配体环孢素

A(cyclosporin A, CSA)所抑制[22]。用放射性标记的

CSA 证明了CypD与MPTP有关[23]。Woodfiled等[24]

将过表达的GST-CypD 融合蛋白做成CypD 亲和柱，

把纯化过的线粒体内膜用Triton-X100溶解后过柱，

发现与CypD结合的蛋白就是ANT。而Crompton等[25]

用类似的方法，把线粒体用两性粒子变性剂CHAPS

溶解后过柱，发现与CypD 结合的蛋白不仅有ANT，

还有ANT-VDAC 复合物。Crompton 等由此推论，

CypD 不仅能与ANT-VDAC 复合物结合，还可能与

ANT 单独结合。纯化的VDAC、ANT 和Cyp D 融合

蛋白形成的复合物能插到脂质体的表面。在加入过

量的Ca2+和无机磷酸盐时，脂质体中的磺酸酯荧光

素就被释放出来，但荧光素的释放被CSA 所阻遏，

这与MPTP 的基本特性相一致[ 1 7 ]，进一步证明了

VD A C、A N T 和 C y p D 是组成 MP T P 的核心部分。
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3　线粒体和MPTP 在细胞凋亡中所起的作用

1994年，Newmeyer 等发现细胞核在非洲爪蟾

卵母细胞提取液中发生凋亡需要线粒体的存在，这

种现象初步表明线粒体在细胞凋亡过程中起重要作

用。细胞凋亡是通过蛋白水解酶caspases来执行完

成的。ca s p a s e s 最初表达时是没有活性的原酶

(proenzyme)，被切掉N端的原结构域(prodomain)后

被激活。caspases 在结构和功能上分为两类。I类

caspases含有一个较长的原结构域，而Ⅱ类caspases

的原结构域较短。通过接头蛋白的协助，在 I 类

caspases聚集成复合物的时候，原结构域被互相剪

切而成为有活性的酶。这些有活性的酶又可切掉Ⅱ

类caspases的原结构域，并迅速将它们激活[26]。但

在有的细胞中，上游的caspases并不能直接作用于

下游的Ⅱ类caspases，必须通过线粒体释放间质中

的原凋亡因子(pro-apoptotic factors)，将上游I类

caspases的信号放大，才能激发caspases的级联反

应。在线粒体间质中最早发现的是细胞色素c[ 2 7 ]。

被释放的细胞色素c与胞质蛋白Apaf-1结合后，聚

集上游的caspases形成复合物并使其剪切成活性形

式[28]。

在外界损伤(如缺血/缺血再灌注)和某些化学药

品刺激下，细胞内Ca2+浓度增大，而线粒体中Ca2+

浓度随细胞质中Ca 2 +的增加而增加，导致线粒体

Ca2+过载。多种体内、体外实验证明线粒体外膜上

的VDAC 和ANT、CypD 形成的复合物在Ca 2+过载

和氧化应激等条件下转变成MPTP，MPTP 的开放

能导致线粒体基质肿胀，内膜的去极化，以及细胞

色素c、Smac和凋亡诱导因子AIF等其他间质蛋白

的释放[29]。位于细胞质中的肿瘤抑制因子p53是细

胞凋亡过程的充分必要条件。p53不需要其他蛋白

的存在就能直接活化Bcl-2家族的原凋亡成员Bax，

诱导线粒体膜渗透性改变和线粒体间质蛋白的释

放，导致细胞凋亡，这一过程与p53的转录因子功

能无关[30]。免疫共沉淀实验和细胞渗透剂的胶联实

验都证明了Bax 能和VDAC 结合。据报道，缺氧条

件下Bax 从胞质转位到线粒体上，并且与PT 孔效

应物(如Ca2+、氧化应激等)协同作用，释放细胞色

素c 等促凋亡蛋白。因此，Bax 可能通过与VDAC

结合，使VDAC-ANT-CypD 复合物转变成MPTP 来

发挥进一步生理功能[10]。

4　MPTP 结构和功能的两种模型

目前被普遍接受的模型是，MPTP 跨越了线粒

体内膜和外膜，由线粒体外膜上的VDAC、内膜上

的ANT 和线粒体基质中的CypD 共同构成，受到多

种因素的调控，Ca 2+、NAD(P) +、氧化性谷胱甘肽

和线粒体需氧代谢的副产品——反应氧种类(reactive

oxygen species, ROS)等能促使孔的开放，而Mg2+、

小于7的pH值环境以及CSA等能抑制孔的开放[6,31]。

但是这个模型不能解释为什么在只有纯化的ANT 或

伴有其他蛋白存在的情况下，体外才能出现孔样的

电导现象[9,21,25];  为什么三种ANT基因都被敲除的酵

母细胞仍能出现MPTP 的电导性质[ 3 2 ]。

MPT 分为两种形式：调节性和非调节性MPT。

调节性MPT 是典型的MPT，需要Ca 2 +来促进其他

化学诱导剂的诱导，并且受到Ca2+螯和剂和CSA 的

抑制。调节性MPTP 的开放需要Ca 2 ＋可能是由于

CypD与ANT 的相互作用是Ca 2 ＋依赖性的。非调节

性MPT 就不需要Ca 2 +的促进作用，也不受CSA 的

抑制，高浓度的化学诱导剂就能使MPTP 开放。但

是，调节性和非调节性MPTP 的孔径大小是一样的
[20]，内径约为2~2.5nm，允许水溶性离子、某些代

谢产物和分子量小于1 500D的小分子自由通过[33]。

为了解释上述问题, He和Lemasters[20]提出了

另一模型(图1)。MPT 诱导剂，如ROS 和巯基反应

剂等的共同特征就是能进攻膜蛋白，并使天然膜蛋

白发生错误折叠，膜蛋白的亲水残基插到膜的磷脂

双分子层中，形成一个亲水面。错误折叠的膜蛋白

聚集在一起，它们的亲水面共同组成了一个封闭的

水性通道。分子伴侣蛋白，如CypD 和组成这些通

道的膜蛋白相结合，阻止了低分子量溶质穿过通道

所形成的电导现象[20]。CypD 的结合体现了对CSA

抑制作用和Ca 2 +激活作用的敏感。从这个意义来

说，CypD 不是促进线粒体渗透的，而是保护线粒

体不受损伤的蛋白，这与最近发现的CypD 基因缺

失的细胞对氧化应激更敏感的现象相一致[34]。其他

的分子伴侣也参与了MPTP 的调节，如鼠Hsp25 蛋

白能推迟调节性和非调节性MPTP的开放[35]。按照

这个理论，出现在其他膜上的错误折叠的膜蛋白也

能形成各种孔道，如细胞坏死前在质膜上形成的大

通道[36]，拟凋亡过程中内质网的肿胀[37]，线粒体外

膜上形成的特殊的细胞色素c释放孔等[38]。非调节

性MPTP 的形成是因为错误折叠的蛋白数远远大于

分子伴侣的数目。分子伴侣对CSA敏感，受到Ca2+

的调节，非调节性MPTP 由于缺乏分子伴侣，而变

得对CSA和Ca 2 ＋不敏感了[20]。
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5　热休克蛋白抑制MPTP 的开放

热休克蛋白能抑制由50mM CaCl2和5mM HgCl2

或单独由200mM CaCl2诱导的线粒体MPTP的开放，

线粒体肿胀到最大程度的一半时的时间比对照推迟

了15分钟。热休克蛋白还提高了由高剂量的HgCl2

和mastoparan诱导的非调控性PT的开放（Ca2+非

依赖/CSA 不敏感型）。热休克处理降低了27％的

R O S 的形成，但是并不改变线粒体呼吸作用、膜

电位和Ca2+的摄入[35]。

蛋白印记实验表明，小鼠肝细胞被热处理后，

只有Hsp25含量增加，而Hsp10、Hsp60、Hsp70、

Hsp75、CypD 和VDAC 等蛋白含量并不增加[ 3 5 ]。

Hsp25 通过两方面来调节线粒体MPTP 的开放。首

先，Hsp25 的表达能减少ROS 的产量，防止由此

产生的不利后果，如线粒体去极化和细胞色素c的

释放等。其次，Hsp25直接参与了和分子伴侣有关

的孔道电导的调节。He和Lemasters[20]最近提出了

一个孔道形成和开启控制的模型(图1)，在这个模

型里，应力能诱导线粒体膜蛋白的错误折叠，将蛋白

的亲水残基暴露在膜的磷脂双分子层(bilayer phase)

中，然后簇集形成水溶液的通道，允许离子和分子

量小于1 500D的小分子通过。Hsp25发挥了分子伴

侣的作用，与线粒体膜蛋白结合，阻止了线粒体

P T 孔的开放。

6　CSA 和SfA 抑制线粒体MPTP 的区别

如上所述，CsA 能与CypD 结合，抑制CypD

的顺反异构酶的活性，并且阻止CypD 与ANT 的结

合，进而影响MPTP的开放[22,38~39]。Clarke等[40]发现

与CSA功能相似的另一种免疫抑制剂Sfa(Sanglifehrin

A)也能和CypD 结合，抑制CypD 顺反异构酶活性，

但并不影响CypD 和ANT 的结合，于是推测CSA 和

ANT与CypD 的同一个位点结合，而SfA 则与CypD

的另一位点相结合，并通过实验初步证明了这一推

测。

CSA 对MPTP 开放的抑制作用直接与CypD 结

合的CSA 总量成正比[39,41]。与此不同，SfA 的抑制

作用只有在SfA的含量超过和CypD的最大结合量的

一半时，才能体现。这个现象最可能的解释是，

MPTP是由CypD介导构象转变的多亚基复合物，孔

的开放需要各个亚基间的协同作用。最简单的模型

可能是，AN T 以二聚体的形式出现，每一个 A N T

都必须和一个 C y p D 分子结合，由 C y p D 来诱导

MPTP 开放所需的ANT 构象变化。即使两个CypD

分子中的一个和SfA结合了，ANT 的构象仍会发生

变化，只有两个CypD 分子都和SfA 结合，ANT 的

构象变化就不再发生[40];  但是，高浓度的Ca2+能诱

导不依赖CypD的ANT构象变化[21]，这就是高浓度

Ca2+在SfA存在条件下也能使MPTP开放的原因。由

于线粒体中，CypD 的量比ANT 的量少得多(例如，

心脏细胞线粒体中，CypD 的量只稍大于ANT 含量

的5%)，只有很少部分的ANT 能与CypD 结合。因

此，与MPTP 开放最有关系的可能是CypD 的脯氨

酸顺反异构酶活性，而不是CypD 和ANT 等线粒体

膜蛋白的结合作用[10]。

7　MPTP与缺血/再灌注和缺血预适应

局部组织器官缺血(ischemia)将会损伤实质器

官，其损伤程度与缺血时间及残存血流量相关，短

期不完全性缺血只引起可逆性损害，而长时间的完

全缺血或严重缺血会引起细胞甚至整个组织的死

亡。临床上处理缺血性损伤的原则是尽早恢复血液

再灌注(reperfusion)，使缺血组织和器官重新得到氧

的供应，提供代谢所必需的营养物质并清除代谢废

物。及时地恢复血液再灌注将有利于减轻缺血损伤，

使某些可逆性损伤恢复功能。然而，缺血再灌注

也有其不利的一面，某些情况下能导致进一步组织

损伤和功能障碍。MPTP 的开放不会在短时间缺血

过程中出现，而只发生在缺血再灌注过程。心肌缺

血过程中出现的糖酵解作用增强会导致细胞中乳酸

聚集和pH 值降低，于是抑制了进一步的糖酵解和

AT P 的生产。为了恢复正常的 pH 值，N a ＋ / H ＋

图1　MPTP孔道形成和开启控制模型[20]

　　膜蛋白错误折叠后形成通道，分子伴侣蛋白与错误折叠

的膜蛋白结合，形成调控型通道，阻止通道的开放；但在

高浓度 Ca2+存在的条件下，调控型通道开放。
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antipoter被激活，将Na ＋泵入细胞，可是ATP的

缺乏使 Na+/K ＋ ATP 酶活性降低，不能把细胞内过

多的 Na + 泵出，破坏了钾钠离子平衡。另外，细

胞内Na+浓度过高后，Na+/Ca2+ antiporter的活性降

低，不能将Ca2+泵出细胞，从而造成细胞内Ca2+过

载。可是，由于细胞内pH 值很低，MP T P 并不会

真正开放。再灌注使细胞又能进行呼吸，恢复了驱

动ATP 合成的膜电位和pH 值，线粒体里快速积累

的Ca 2+导致了Ca 2 +过载，因此，诱发了MPTP 的

开放[42]。

缺血预适应(ischaemic preconditioning, IPC)是指

对短暂缺血的快速适应可减慢随后长时间缺血时心

肌细胞的死亡速度。目前公认，缺血预适应是迄今

保护心肌缺血/ 再灌注损伤作用最强、效果最为可

靠的方法。缺血预适应能抑制30min缺血处理后再

灌注的心脏细胞中线粒体MPTP 的开放，并增强了

随后心脏愈合过程中MPTP 的闭合，保护了细胞不

发生死亡现象；但是缺血预适应对从细胞中分离出

来的线粒体的MPTP 没有抑制作用，可能由于这种

作用是间接的，缺血预适应通过影响其他因素，如

降低Ca2 ＋过载或氧化应激来抑制MPTP的开放。保

护再灌注损伤最好是减少诱导MPTP 开放的因子，

而不是直接抑制MPTP [43]。

综上所述，虽然目前还没有MPTP 结构功能的

完美模型，但已基本确定，VD A C、ANT 和C y p D

与MPTP 密切相关，凡是能与这三种蛋白相互作用

的因子，例如抑制CypD 的顺反异构酶活性的CSA

和SfA、与ANT 结合的Bax 等都能影响MPTP 的形

成。由于MPTP 的开放在细胞凋亡过程中起重要作

用，MPTP 的组成成分都可作为新型药物靶点，设

计在遭受外界损伤和氧化应激后，抑制MPTP 孔开

放，保护细胞不发生凋亡或坏死现象的药物。
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Science评出2004年十大科学突破

Science杂志评出了2004年度的十大科学突破，火星上发现水的证据荣登榜首，其余9项研究分别是:

最小型人类化石的发现、韩国克隆出人类胚胎、固体冷凝物的研究发现、基因组非编码区的功能研究、

脉冲星对的发现、生物多样性减少、对水性质的深入认识、新型健康协作方式帮助贫困人群，及对水滴

中的基因组测序鉴定新物种。除了排名第一的研究成果外，其余９项排名不分先后。Science杂志还预测

了2005 年的热点科学领域，包括肥胖症药物、国际人类基因组单倍体图计划，以及“卡西尼－惠更斯”

计划对土星卫星“泰坦”的探测。
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