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[摘　 要] 　 血红素蛋白在生物体系中执行重要的生物功能。 在乏氧状态下,一系列血红

素蛋白,如血红蛋白(Hb)、肌红蛋白(Mb)、细胞色素 C(CytC)、神经红蛋白(Ngb)和胞红

蛋白(Cgb)等,表现出不同的亚硝酸盐还原酶(NIR)活性,催化 NO-
2 还原成 NO,这与生物

体在常氧状态下由 L-精氨酸氧化产生 NO 的通路形成互补。 研究表明:蛋白质构象、血红素的配位状态、分子内二

硫键以及氢键网络等,可以调控其 NIR 催化活性,同时受生物体内微环境的影响,如 NO-
2 浓度和 pH 等。 文章对不

同血红素蛋白的 NIR 催化活性进行了分析比较,探讨了其生物学意义,特别是 NO-
3 -NO

-
2 -NO 通路在调节心血管系

统内稳态平衡中的重要作用。
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[ABSTRACT]　 Heme proteins play vital roles in biological systems. 　 In hypoxia conditions, a series of heme proteins,
such as hemoglobin (Hb), myoglobin (Mb), cytochrome C (CytC), neuroglobin (Ngb) and cytoglobin (Cgb), exhibit
nitrite reductase (NIR) activities, by catalyzing the reduction of NO-

2 to NO, which is complementary to the pathway of NO
generation via the oxidation of L-Arg in normoxia conditions. 　 It showed that the protein conformation, the heme coordina-
tion state, intramolecular disulfide bond, and H-bond network may regulate the NIR activity, which was also affected by
microenvironment, such as the concentration of NO-

2 and pH values. 　 This review compared the NIR activities of different
heme proteins and discussed their biological significances, especially for the important role of the nitrate-nitrite-nitric oxide
(NO-

3 -NO
-
2 -NO) pathway in mediating the homeostasis of cardiovascular system.

　 　 金属蛋白(metalloproteins)几乎占到所有蛋白

质总量的一半,在生物体系中执行重要的生物功

能[1]。 血红素蛋白(heme proteins)是金属蛋白中备

受关注的一大类含有血红素辅基(heme)的蛋白质

分子,其生物功能包括氧分子贮存和运输如血红蛋

白(hemoglobin,Hb)和肌红蛋白(myoglobin,Mb)、电

子传递如细胞色素 C(cytochrome C,CytC)和细胞色

素 B5(CytB5)、生物催化如细胞色素 P450(CYP450)
和小分子生物传感如 CO 传感器(CooA)等[2]。 在有

关血红素蛋白结构与功能研究中,存在一些备受国内

外研究者关注的问题。 例如,相同的血红素如何被不

同的血红素蛋白所利用,执行不同的生物功能? 不同
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的血红素蛋白如何利用血红素,执行相同的生物功

能? 同一种血红素蛋白如何在不同生理条件下执行

不同的生物功能等[3-5]?
自然界中的氮循环对于维持生命活动至关重

要。 去硝化(denitrification)是一系列细菌在厌氧条

件下完成呼吸链的一种方式,其过程包括四步五电

子还原反应:硝酸根(NO-
3 )→亚硝酸根(NO-

2 )→一

氧化氮(NO)→一氧化二氮(N2O)→氮气(N2)。 其

每一步还原反应被一种金属蛋白酶所催化,分别为

硝酸盐还原酶(nitrate reductase,NAR)、亚硝酸盐还

原酶(nitrite reductase,NIR)、一氧化氮还原酶(nitric
oxide reductase,NOR)和一氧化二氮还原酶(nitrous
oxide reductase,N2OR) [6-7]。

作为一种重要的生物信号分子,NO 在神经生

物学、免疫缺陷以及在调节心血管内稳态平衡中发

挥至关重要的作用[8]。 在心血管系统中,内皮型一

氧化氮合酶(endothelial NO synthase,eNOS)会通过

氧化 L-精 氨 酸 产 生 NO。 然 而, 在 乏 氧 状 态

(hypoxia)下,eNOS 的功能丧失,取而代之的是一系

列血红素蛋白分子,包括 Hb、Mb、CytC、神经红蛋白

(neuroglobin, Ngb) 和胞红蛋白 ( cytoglobin, Cgb)
等[9-12],均表现出一定的 NIR 催化功能,在生物体系

中发挥着不可忽视的作用。 因此,本文重点分析比

较不同血红素蛋白的 NIR 催化活性,特别是其结构

与功能之间的关系,以及在生物学尤其在心血管系

统中的意义,从而为心血管系统相关疾病的发生发

展及治疗提供一些分子水平的重要信息。

1　 亚硝酸盐还原酶功能

亚硝酸盐还原酶(NIR)催化 NO-
2 转变成 NO,

完成氮元素由液态向气态的转变。 在不同细菌中,
根据辅基的不同,NIR 分为血红素型亚硝酸盐还原

酶(cd1)和铜型亚硝酸盐还原酶(Cu-NIR) [13]。 以

绿脓杆菌 NIR 为例,蛋白肽链包含 543 个氨基酸残

基,由一个血红素 c(电子传递中心)和一个血红素

d1(催化中心)构成,形成同源二聚体[14]。 众多的

血红素蛋白除执行其正常的生理功能外,在乏氧状

态下不同程度表现出 NIR 催化活性。 最初在 2005
年,美国 Gladwin 教授团队研究发现,氧载体 Hb 在

氧合(Oxy)到脱氧(Deoxy)状态转变时(即 R-到 T-
状态),表现出 NIR 催化功能,催化 NO-

2 还原,生成

NO[15]。 其还原速率受 Hb 四聚体 R-和 T-状态的调

控,同时也受温度的调控 (表 1 ) [16]。 2006 年,
Castello 等[17] 研究发现,细胞色素 C 氧化酶(CytC

oxidase,CCO)也表现出 pH 依赖的 NO-
2 还原性能,

这一蛋白具有血红素-铜双金属中心。 2007 年,
Shiva 等[18]发现脱氧 Mb 具有 NIR 催化活性,能产

生 NO 并调节线粒体呼吸作用。 随后 2008 年,
Hendgen-Cotta 等[19] 通过 Mb 基因敲除小鼠研究发

现,Mb 直接参与催化 NO-
2 还原至 NO,以及心肌细

胞中血红素蛋白铁的亚硝基化。 所生成的 NO 自由

基会抑制细胞的呼吸作用,限制活性氧(reactive ox-
ygen species,ROS)物质的产生,从而减少心脏缺血

再灌注所造成的氧化损伤,可以防止约 60%心肌梗

死发生。 同年,Basu 等[20] 研究表明,线粒体电子载

体 CytC 能够有效催化 NO-
2 还原至 NO,其催化活性

受血红素中心铁的配位状态调控,特别是当 CytC 与

脂质体相互作用后,血红素中心铁变成五配位状

态,表现出较高的催化活性。 进一步研究发现,当
心磷脂 ( cardiolipin) 与 CytC 形成复合物后,可使

CytC 的催化活性提高约 35 倍(表 1),从而说明脂细

胞膜中脂质体类物质的调控作用[12]。

表 1. 文献报告的血红素蛋白及其催化亚硝酸盐还原的二级

反应速率比较

Table 1. Comparison of bimolecular rate constants of nitrite
reduction catalyzed by different heme proteins from the lit-
erature

血红素蛋白
NO-

2 反应速率 /
[mol / (L·s)]

温度 /
℃ 参考文献

Hb(T-state) 0. 12 25 Huang 等[15]

Hb(T-state) 0. 2 37 Gladwin 等[16]

Hb(R-state) 6 25 Huang 等[15]

Hb(R-state) 12 37 Gladwin 等[16]

马心 CytC 0. 073±0. 007 20 Ascenzi 等[12]

心磷脂-CytC复合物 2. 6±0. 3 20 Ascenzi 等[12]

马心 Mb 5. 5 25 Yi 等[21]

马心 H64V Mb 0. 35 25 Yi 等[21]

抹香鲸 Mb 5. 6±0. 6 25 Wu 等[22]

抹香鲸 L29H Mb 0. 1±0. 1 25 Wu 等[22]

抹香鲸 F43H/ H64A Mb 49. 8±1. 5 25 Wu 等[22]

抹香鲸 V21C/ V66C Mb 13. 7±0. 5 25 Yin 等[23]

Ngb(S-S) 0. 12±0. 02 25 Tiso 等[11]

Ngb(S-H) 0. 062±0. 005 25 Tiso 等[11]

Cgb(S-S) 32. 2±0. 9 25 Reeder 等[24]

Cgb(S-H) 0. 63±0. 05 25 Reeder 等[24]

人源 sGC 0. 42±0. 02 25 Pan 等[25]

人源 CBS 0. 66±0. 03 37 Carballal 等[26]

人源 IDO1 5. 4±0. 2 23 Lim 等[27]
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　 　 为了探究血红素活性结构对 NIR 催化活性的

调控作用,2009 年 Richter-Addo 教授团队研究了 Mb
血红素中心远端 His64 在催化功能中的作用(图

1A) [21]。 结果表明,His64 能够通过氢键作用调控

NO-
2 与血红素中心铁的结合方式(O-结合模式),若

将 His64 突变成 Val64,NO-
2 会以 N-结合模式,还原

速率下降至野生型(Wild-type,WT)Mb 蛋白的 1 / 16
(表 1)。 2016 年,我们通过血红素中心的重新设

计,可以正调节或负调节 Mb 的 NIR 催化活性。 例

如,在血红素中心内部引入第 2 个组氨酸(His29),
后者与 His64 一起形成更稳定的水分子氢键网络,
可以使 Mb 的催化活性降低约 56 倍(表 1);若用丙

氨酸替换 His64,同时引入远端 His43 后,突变体蛋

白 F43H / H64A Mb 会形成水分子通道,其 NIR 催化

活性约是 WT Mb 的 9 倍(图 1B、表 1) [22]。 由此可

见,我们可以通过氢键网络设计人工调控血红素蛋

白的 NIR 催化功能。

图 1. 肌红蛋白(Mb)亚硝酸盐还原酶催化功能 　 　 A 为肌

红蛋白晶体结构及其催化亚硝酸盐还原至一氧化氮活性示意图;B
为肌红蛋白突变体催化亚硝酸盐还原相对活性的比较,B 中插图为

F43H / H64A Mb 的晶体结构,显示其血红素活性中心氢键网络[22] 。

Figure 1. Nitrite reductase activity of myoglobin

美国伊利诺伊大学 Lu 教授团队曾利用 Mb 构

建了金属 Cu 和 Fe 结合位点,成功设计出 CCO 和

NOR 分子模型[28-29]。 在此基础上,本课题组研究了

Cu 中心对 Mb 的 NIR 催化活性影响,结果发现,
Cu2+的结合可以提高其催化初始速率至少 3 倍以

上,这也为天然酶 CCO 表现出 NIR 催化功能提供了

重要的信息[30]。 此外,我们基于 Mb 蛋白框架,还
设计了双催化中心,即保持血红素中心不变,在远

离血红素中心处构建了 Cu2+ 结合位点(R118H Mb
和 R118M Mb)。 研究发现,原有的血红素 Fe2+中心

和新构建的 Cu2+中心同样具有 NIR 催化活性,从而

实现了同一蛋白分子具有不同金属的双催化

中心[31]。
与 Hb 和 Mb 一样,Ngb 和 Cgb 也属于血红素球

蛋白(Globins)家族中的成员,具有类似的三维空间

结构。 然而不同的是,Ngb 和 Cgb 均具有双组氨酸

配位的血红素中心结构,而且蛋白中具有一个分子

内二硫键,分别为 Cys46-Cys55 和 Cys38-Cys83[32-33]。
研究发现,Ngb 和 Cgb 分子内二硫键的氧化还原状

态能够调控血红素中心的配位结构,进而调控其

NIR 催化活性。 例如,Ngb 分子中二硫键形成后可

将 NIR 催化活性提高约 2 倍[11];而 Ngb 分子中二硫

键形成后可将 NIR 催化活性提高约 50 倍[24]。 需要

指出的是,Cgb 形成分子内二硫键的晶体结构目前

仍没有文献报道。 最近,我们通过在 Mb 分子中构

建出类似 Cgb 中的分子内二硫键,并通过晶体结构

进行了证实[23]。 研究表明,突变体蛋白 V21C /
V66C Mb 形成分子内二硫键后,其 NIR 催化活性约

是 WT Mb 的 2. 4 倍(表 1),进一步证实了分子内二

硫键的调控作用。
除此之外,一些其他不同功能的血红素蛋白也

被陆续报道具有 NIR 催化活性。 例如,2013 年复旦

大学谭相石教授团队和我们课题组合作,第一次研

究证实:人源可溶性鸟苷酸环化酶(soluble guanylate
cyclase,sGC)作为 NO 传感器,同时还具有 NIR 催化

功能(表 1),从而揭示了这一重要血红素蛋白的双

重生物学功能[25]。 2016 年,Carballal 等[26] 研究发

现,人源胱硫脒 β-合成酶( cystathionine β-synthase,
CBS),一种体内催化产生 H2S 气体以及参与硫代氨

基酸代谢的生物酶,也表现出 NIR 催化活性(表 1)。
最近,Lim 等[27] 研究发现,人源吲哚胺 2,3-双加氧

酶(indoleamine 2,3-Dioxygenase 1,IDO-1)在常氧状

态下,催化氧化 L-Trp 氧化;而在乏氧状态下,表现

出 NIR 催化功能,其活性与 Mb 类似(表 1)。
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2　 亚硝酸盐还原酶生物学意义

正如引言中提及,NO 作为生物信号分子在生

物体中发挥重要的作用。 在乏氧状态下,生物体内

传统的由 eNOS 催化氧化 L-Arg 产生 NO 的通路受

到抑制,此时 NO 主要来源于 NO-
2 的还原(图 2)。

不同血红素蛋白具有不同的催化活性(表 1),而且

其催化速率还受组织中 NO-
2 的浓度以及 pH 的影响

(图 1A)。 因此,不同血红素蛋白对体内 NO 的生成

贡献不同。 Kim-Shapiro 等[9] 曾对一些血红素蛋白

在体内催化 NO-
2 生成 NO 的速率进行了估计。 例

如,Hb 在 50% O2、0. 01 mol / L 血红素、100 nmol / L
NO-

2、pH6. 5 时,生成NO的速率估计是 8 nmol / (L·s)。
而当血清中 NO-

2 增高时(例如口服甜菜果汁时会摄

入高浓度 NO-
3,后者在口腔中微生物 NAR 酶作用下

生成 NO-
2,图 2,右上),NO 的生成速率可高达 80

nmol / (L·s)。 当心脏组织在 1% 乏氧状态下,约

30%Mb 将处于脱氧状态,此时 NO 的生成速率约为

10 nmol / (L·s),同样相当可观。
需要指出的是,在红细胞中产生的 NO 会很快

被氧合态 Hb 所捕获,生成氧化态 Hb 和硝酸根离子

(NO+O2 -HbFe2+→HbFe3++NO-
3,图 2,左)。 由于 NO

存在的时间极短(1 μs),其迁移的距离会小于 0. 1
μm,因此红细胞内所产生的 NO 只有少数能逃离出

细胞;另一种途径可能是生成其他类型的分子如

N2O3 后逃离红细胞,从而执行 NO 的生物学功能

(图 2,左),例如可以抑制血小板的活化等[34]。 与

血红细胞中的 Hb 不同,心肌细胞中 Mb 的浓度约为

300 μmol / L,其产生的 NO 存在的时间能长达 70
μs,其迁移的距离估计为 0. 3 μm,在平滑肌细胞中

迁移的距离将更长。 因此,由Mb 催化产生的 NO 可

以调节线粒体呼吸作用、心脏功能、缺血再灌注过

程中的细胞保护作用,以及系统性缺氧所致血管舒

张等[18-19,35]。

图 2. 硝酸盐-亚硝酸盐-一氧化氮通路及心血管系统中一氧化氮化学生物学简化示意图[8]

Figure 2. The nitrate-nitrite-NO pathway and simplified nitrite chemical biology in the vasculature [8]

　 　 相对于 Hb 和 Mb 而言,Ngb 和 Cgb 的 NIR 催化

功能的生物学意义研究较少。 Ngb 主要分布于大脑

细胞 (约为 1 μmol / L) 和视网膜细胞 (可达 100
μmol / L),根据其催化速率可估算出 NO 的生成速率

分别为 0. 005 nmol / (L·s)和 0. 5 nmol / (L·s) [9]。
与 Ngb 类似,在生理相关的乏氧或酸中毒条件下,Cgb
催化生成NO 的速率估计约为0. 35 nmol / (L·s) [36]。
然而,Ngb 和 Cgb 的 NIR 催化活性受分子内二硫键

的调控(表 1),尤其是对于 Cgb 直到 2018 年才得到

阐明[24]。 因此,有关 Cgb 催化生成 NO 的速率很可

能被低估,其生物学功能还值得深入研究。
作为线粒体电子载体的 CytC,虽然其血红素中

心 Fe 通常处于六配位状态,很多因素会使其配位状

态发生改变,如轴向 Met80 的氧化、酪氨酸的硝基化

以及与线粒体内膜的磷脂相互作用等,从而产生过

氧化物酶( peroxidase)和 NIR 催化活性等[37]。 例
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如,Basu 等[20] 计算显示,CytC 催化 NO-
2 还原至 NO

的速率可达 14 nmol / (L·s)。 而作为CytC 的生物氧

化还原伴侣蛋白 CCO,其 NIR 催化活性相对较低,在组

织缺氧时催化 NO 的生成速率为 1. 5 nmol / (L·s),约
为 CytC 的十分之一[38]。

特别需要强调的是,人源 sGC 和 CBS 的 NIR 催

化活性具有重要的生物学意义。 由于在通常状态

下这两种蛋白分别作为信号分子 NO 和 H2S 气体的

传感器,而且在乏氧状态下表现出 NIR 催化活性,
必然参与维持 NO 和 H2S 的生理水平及其信号通

路。 此外,心血管内皮细胞和红细胞表面的黄嘌呤

氧化酶(xanthine oxidase,XO)和 eNOS,均可在乏氧

和高酸值条件下催化 NO-
2 还原生成 NO,而血清中

的铜蓝蛋白(ceruloplasmin)则可氧化 NO 生成 NO-
2

(图 2,左下),从而维持心血管系统中氮物种的内稳

态平衡。

3　 结论与展望

综上所述,目前已经证实一系列血红素蛋白在

乏氧状态下均具有一定的 NIR 催化活性,其催化活

性受一系列因素的调控,如蛋白的构象、血红素的

配位状态、分子内二硫键以及氢键网络等。 同时,
受生物体内细胞微环境的影响,如局部 NO-

2 的浓度

和 pH 等,血红素蛋白可表现出不同的 NO 生成速

率,最快可达 80 nmol / (L·s),甚至更快。 因此,这
些速率可提供足够的 NO 并影响其信号通路。 与常

氧状态下由 L-Arg 氧化产生 NO 的通路形成互补,
在乏氧状态下由一系列血红素蛋白催化 NO-

2 还原

生成 NO,使得 NO-
3 -NO

-
2 -NO 通路至关重要(图 2)。

在动物模型研究中也得到证实,例如 NO-
3 对于缺血

再灌注损伤以及其他心血管疾病具有一定的保护

作用[39]。 此外,人的饮食中适当补充 NO-
3 也会有

助于心血管健康[40],进一步说明该通路具有重要的

生理学和病理学意义。 而且重要的是,可以通过蛋

白质分子设计,人为调控其血红素蛋白的 NIR 催化

活性(图 1B 和表 1),从而使得人工干预该通路成为

可能。 因此,可以预见,通过人工干预体内 NO-
3 -

NO-
2 -NO 通路,调控生物体内氮物种的内稳态平衡,

将会有助于心血管系统循环,促进人类健康。
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