
Fig. 1 Molecular orbital electron configuration of the NO
图 1 NO的分子轨道电子排布式
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摘要 以自由基为代表的小分子活性物质对于维持生物体正常的生理功能起着不可或缺的作用，但在包括中风的多种病理状

态下，过量的小分子活性物质由于其高活性、强氧化性可对人体内的组织器官造成严重损伤．活性氧和活性氮是两种重要的

小分子活性物质，并且活性氮在中风的发病机制中的作用备受关注，是近年研究的热点之一．本文就近年来活性氮在中风中

的生理性与病理性的作用进行综述及展望．
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脑中风是严重危害中老年健康的重大疾病之

一，是造成全球病死率第二的杀手 [1-2]．脑中风是

由于颅内血管阻塞或破裂而造成的急性脑功能损

伤，根据病因的不同，可分为缺血性脑中风和出血

性脑中风，而缺血性脑中风发病率约占 85%[2]．中

风发病后可引起一系列的神经级联反应，包括小分

子活性物质的大量产生与释放，引起细胞损伤．活

性氧和活性氮是两种重要的小分子活性物质．以往

的研究较为关注活性氧，发现活性氧会通过一系列

氧化反应造成组织细胞的损伤，如使细胞膜的通透

性增强；其可通过对基因的作用导致染色体畸变、

DNA链断裂或者碱基改变破坏 DNA等，使蛋白质
的结构改变等，从而影响组织功能 [3-5]．对于活性

氮的研究是近年才兴起的热点课题，关于与中风相

关的活性氮的生理学及病理学作用的系统性报道却

偏少．因此本文从活性氮的分子结构特性、其在中

枢神经系统的生理学功能及在缺血性脑中风发病中

的作用等方面进行综述与展望，为中风的病因学及

治疗提供理论依据．

1 活性氮的分子结构及生理功能

活性氮(reactive nitrogen species，RNS)是一类
在分子组成上含有氮的活性化学物质的总称，包括

一氧化氮 (NO)、二氧化氮 (NO2)、过氧亚硝基

(ONOO-)等．其中，以 NO与 ONOO-为典型代表，
在生物体的生理与病理条件下均发挥重要作用;并
且 NO2 与 ONOO-等活性氮物质是以 NO 为底物，
经过氧化反应生成的．

1援1 一氧化氮(NO)
NO是由氧与氮双原子分子构成的气态分子．

NO有 11个价电子，O原子和 N原子形成共价键
后，在分子轨道上含有 1个未成对的电子，所以具
有顺磁性．NO结构简单，有一个处于 2p-域反键
轨道的单电子(图 1)[6]，决定了它的不稳定和高活性，

它的生物半衰期仅 3～5 s，反应性极强，且有明显
的亲脂性，是极易通过细胞膜扩散的气体自由基．

(滓2s)2 (滓*2s)2 (仔2px)2 (仔2py)2 (滓2pz)2 (仔*2px)1
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1援2 一氧化氮与超氧阴离子生成的活性氮产物

NO具有较高的化学活性，它易于与氧气在常
温下发生反应生成红棕色的 NO2．NO与超氧阴离
子(O2

-)可生成过氧亚硝基(ONOO-)[20]，ONOO-极不
稳定，在酸性介质下(此时分子结构为 ONOOH)易

进一步分解为羟自由基窑OH 及二氧化氮自由基
窑NO2(代谢过程见图 3)；NO与 2分子窑NO2可生成

三氧化二氮(N2O3)；ONOO-还可与 CO2 反应生成

ONOOCO2
-，在众多 NOS代谢产物中，ONOO-的

半衰期极短，且活性远强于 NO及其他产物，它的

Fig. 2 Synthesis process of the NO in the organism
图 2 NO的体内合成过程

鉴于 NO 作为信号分子的重要性，1998年的
诺贝尔生理学或医学奖授予了 R.F.Furhgott、
J.I.Lgnarro 和 F.Murad 三位学者，以褒奖他们在
NO相关研究中取得的成绩．在哺乳动物体内有多
种细胞均可产生 NO，其合成途径是在一氧化氮合
酶( nitric oxide synthase，NOS)催化作用下由左旋 -
精氨酸(L-arginine)通过还原型尼克酰胺腺苷二核
苷酸磷酸(NADPH)还原而生成的，其反应过程如
图 2[7]．根据编码基因的不同，可将 NOS分为三个
亚型：内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide
synthase，eNOS)、神经元型一氧化氮合酶(neuronal
nitric oxide synthase，nNOS)和诱导型一氧化氮合酶
(inducible nitric oxide synthase，iNOS)[8]．研究发现，

不同类型的 NOS分布呈现组织选择性，并且编码
产生的 NO 参与不同的生理学过程 [9]．eNOS主要
分布在血管内皮细胞，产生的 NO经由 GC(guanylate
cyclase)-cGMP(cyclic guanosine monophosphate)信号
途径调节组织局部血流及舒张血管平滑肌 [10-12]．

iNOS则主要存在于内皮细胞、单核巨噬细胞和胶
质细胞，参与机体的免疫调节功能．nNOS主要在
周围和中枢神经系统的神经元中高表达，其产生的

NO对于调节突触传递及可塑性功能有重要作用[13].
就哺乳动物而言，神经细胞、巨噬细胞、肝细胞、

血管内皮细胞、中性粒细胞等多种体细胞均可产生

一氧化氮，但生理条件下血管内皮细胞是产生一氧

化氮的最主要细胞，其产生的一氧化氮在生理、病

理情况下均有保持血管内皮细胞完整性的作用[10-12],
并可通过细胞膜迅速传递至血管平滑肌细胞，使平

滑肌松弛、动脉血管扩张，从而调节血压和血流分

布．实验证明，一氧化氮作为强有力的脑血管扩张

剂，可参与脑血管基本张力的调节[14]，脑血管内皮

细胞释放的一氧化氮能提高血管平滑肌细胞中的鸟

苷酸环化酶的活性，使环一磷酸鸟苷水平提高，导

致血管松弛；相反，若实验动物应用 NOS抑制剂，
则发现环一磷酸鸟苷含量下降，脑动脉收缩．一

氧化氮还通过白细胞聚集和抑制血小板以保护脑的

血管内皮．基础含量的一氧化氮也能阻止脑动脉

对 5-羟色胺和去甲肾上腺素等物质所致的收缩反
应[15]．多种实验表明，NO也是神经递质，是存在
于大脑血管、神经元和神经胶质细胞信息通路的重

要信使分子，参与神经传递、炎症和免疫反应，在

心脑血管系统中调节众多的生理和病理生理环节[16].
如实验证明，NO可使半胱氨酸巯基发生 S-亚硝基
化反应(S-nitrosylation)，这一反应广泛存在于蛋白
质翻译后的修饰过程及信号通路的调控机制中[17-18],
NO与谷胱甘肽形成的代谢产物 S -亚硝基谷胱甘
肽(S-nitrosoglutathione)可通过 HIF1琢/VEGF通路参
与血管新生与神经损伤修复[19]．
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Fig. 3 Biosynthesis and metabolites of the ONOO-

图 3 ONOO-的生物合成及代谢产物

性质极具有代表性，在细胞信号转导途径中发挥重

要的调控作用[21]．ONOO-作为中间产物，可生成上
述多种活性自由基；在体外培养的血管内皮细胞中

ONOO-可通过激活转录因子而增加血管内皮生长
因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)的表
达，刺激血管新生[22]；小剂量 ONOO-可刺激神经
干细胞增殖 [23]；作为氧化剂可直接氧化氨基酸残

基，可使蛋白质中的酪氨酸残基快速硝化成 3-硝
基酪氨酸(3-nitrotyrosine，3-NT)，使机体呈现硝化
应激状态[24-25]，参与多种生理病理过程．

2 活性氮在中风病理过程中的作用

脑缺血再灌注损伤是脑卒中造成的严重损伤之

一，脑组织内存在丰富的易被氧化的不饱和脂肪

酸，易于发生氧化还原反应．同时，脑组织内抗过

氧化能力及清除自由基的能力相较于其他组织明显

偏低，决定了缺血的病理生理过程与自由基的产生

密切相关[26-27]．而脑组织在发生缺血、缺氧后，自

由基不断增多，会引起级联放大效应，导致脑损伤

进一步加重．脑中风导致的细胞损伤的研究早些年

主要锁定在神经元，近年来的研究显示脑缺血后血

脑屏障 (blood-brain-barrier，BBB)的破坏更应引起
重视．尤其对于一氧化氮而言，脑血管内皮细胞是

它的主要产地之一，同时又是重要的靶细胞，它对

血脑屏障的作用在中风的病理过程中格外重要．缺

血及再灌注后也会产生过量的活性氮(包括一氧化
氮)，这些过度聚集的活性分子往往具有自由基的
高活性，会引发炎症级联反应和早期微血管的氧

化，并增加血脑屏障的通透性，诱发脑水肿、出血

及细胞死亡，也成为了近年的研究热点．

机体的内部屏障之一是血脑屏障，它是由介于

血循环与脑实质间的软脑膜、包于壁外的星形胶质

足突形成的胶质膜和脉络丛的脑毛细血管壁所组

成，是重要的中枢神经系统的解剖结构基础[28]．构

成血脑屏障的关键组织细胞位点是血管内皮细胞，

血管内皮细胞间存在结构复杂的紧密连接，且相对

缺乏胞饮囊泡及窗孔，生理状态下，其大多数内外

源性物质可被阻止透过血脑屏障．但是，在中风的

病理过程中，重点受损区域及活性氮的主要来源地

却是脑血管内皮细胞．NO是小分子气溶性分子，
能自由通过内皮细胞，并在中风的发病过程中发挥

重要作用．由内皮型一氧化氮合酶(eNOS)产生的
低浓度的 NO有生理功能，可以参与神经调节．而
由诱导型一氧化氮合酶(iNOS)和神经元型一氧化氮
合酶(nNOS)产生的高浓度的 NO会影响脑缺血、诱
发炎症、细胞死亡、血脑屏障通透性和梗死扩大[29].
在中风模型 -大脑中动脉阻塞实验性模型中，具有
保护作用的 eNOS表达变化不明显，但缺血 1 h及
再灌注过程中可引起 nNOS 的显著增高，并且
iNOS 的表达在再灌注的过程中急剧升高，导致
NO含量在缺血与再灌注过程中显著性升高[30-32]．

有学者进一步解释了不同分型 NOS在损伤下变化
的不均一性及其在损伤中的作用，认为 eNOS在急
性脑损伤时发生了解耦联，因而其活性被抑制；而

免疫细胞及胶质细胞被激活后造成的 iNOS被激活
可产生大量的 NO，进而会与 O2

-生成活性更强的
ONOO-从而产生细胞毒性[33]．剖析活性氮诱导损伤

的机制，发现水解脑血管和神经元周围细胞外基质

的基质金属蛋白酶(matrix metallo proteinases, MMPs)
可被 NO及 ONOO-激活，进而造成神经元外基质、
紧密连接蛋白以及血脑屏障机械结构降解[34-35]．活

性氮的重要靶分子之一是位于细胞膜的整合蛋白小

窝蛋白 1(caveolin-1), caveolin-1 可以抑制紧密连接
蛋白的降解、MMPs的活性和 RNS的生产来保护
血脑屏障的完整性[36]，其表达下调将引起血脑屏障

被破坏．Caveolin作为一种结构和支架蛋白，能够
负向调控多种细胞型的信号通路．Caveolin-1可以
结合并抑制包含 CAV结合位点的多种蛋白，含有
CAV结合位点的MMPs被认为是潜在的结合目标[37],
生理状态下，caveolin-1 可通过抑制 MMPs 的激
活，从而保护血脑屏障的完整性．同时，有研究表

明，NOS 也含有 CAV 结合位点， caveolin-1 与
NOS相结合[38]，可抑制其活性．在中风的状态下，
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caveolin-1与活性氮的互相作用，可以形成反馈回
路，在 caveolin-1 和 NO 之间存在相互调控的关
系，一方面，caveolin-1抑制所有三种 NOS亚型的
活性[39]，caveolin-1的下调可引起 NOS的增加，进
而促进生成更多的 NO，而 NO能通过激活MMPs，
从而造成血脑屏障不断被破坏[40]．另一方面 NO本
身可以改变 caveolin-1在小窝结构的分布与丰度．
NO 供体精胺氮氧化加合物(spermine-NONOate)降
低 Cav-1的表达并改变了其在内皮细胞的分布[29]．

脑缺血所产生的 NO调节 caveolin-1在 mRNA和蛋
白质水平的表达[41]，抑制其产生．因此，caveolin-1
和 NO的相互调控可能是在脑缺血再灌注损伤期间
调节血脑屏障通透性的重要信号通路[42]．ONOO-通
过分解催化剂 FeTPPS可抑制 MMP-9 活性、转录
因子 NF-资B 表达及相应的血脑屏障损伤，证实
ONOO-过量可造成血脑屏障损伤[35]．NO除对内皮
细胞的直接作用外，还可进一步通过血脑屏障，引

起其他细胞产生炎症反应及死亡，扩大梗死面积[43].
除了通过金属基质蛋白酶诱导内皮细胞及血脑

屏障损伤外，活性氮可通过硝化应激反应使细胞内

蛋白质中的酪氨酸硝化成 3-NT，引起蛋白质结构
和功能改变，导致细胞坏死或凋亡[44]．参与硝化应

激的标志性活性氮包括 NO及由 NO与 ROS衍生
的自由基或非自由基活性产物 (如 NO2、HNO2、

ONOO-等)．尤其是 ONOO-除了通过硝化应激反应
修饰多种生物分子，导致血管内皮细胞等结构破

坏、功能丧失外，其与 NO相似，很容易穿过各种
生物膜，可直接氧化蛋白质分子的巯基或间接通过

生成氧化和硝基化作用更强的 ONOOH，使蛋白质
酪氨酸残基发生硝基化生成硝基酪氨酸，而可触发

对蛋白质、脂类及 DNA的各种氧化损伤，包括灭
活细胞的各种代谢酶、离子泵、破坏蛋白质结构、

损伤细胞膜及使核酸断裂等，最终导致多种细胞凋

亡 [45]．研究证实，ONOO-介导的细胞损伤可通过
P38 MAPK与 P53激酶信号通路发挥[31-35, 43-47]．

此外，活性氮物质可通过激活自噬通路参与脑

缺血的病理过程；并且研究发现，被激活的自噬与

线粒体凋亡信号通路之间存在着内在的交叉性[48-49].
如 ONOO-既可以触发凋亡效应，还可触发缺氧低

糖造成的损伤病理过程中内皮细胞的自噬 -溶酶体
信号途径，其表现为自噬 -溶酶体途径分子标志物
溶酶体相关膜蛋白 2(lysosome-associated membrane
protein2， LAMP2)和微管相关蛋白 1 轻链 3
(microtubule associatedprotein 1 light chain3， LC3)

以及 Cathepsin B的高表达[50]，并造成紧密连接蛋

白的降解等一系列的对血管内皮细胞的损伤，说明

ONOO-除通过诱导坏死、凋亡外，还可通过调节

自噬过程来参与中风的发病．而抗氧化剂或自由基

清除剂可通过抑制 NO 及 ONOO- 诱导的神经损

伤[51-56]，提示小分子活性氮类物质选择性抑制剂可

能成为治疗中风损伤的新策略．然而，活性氮一方

面可引起损伤作用外，另一方面作为机体对损伤刺

激的应激反应，这类物质也很可能通过信号因子的

调节，启动机体的保护与修复机制．在急性损伤阶

段，NO 作为扩血管因子之一，通过使脑血管舒
张，缺血区局部脑血流(regional cerebral blood flow,
rCBF)增多，局部神经元的供氧得到改善．动物研
究证实，肾上腺皮质激素与雌激素均可通过调节

NO的生成继而增加中风区域的脑血流[57-58]．NO还
可通过抑制血小板黏聚，减少缺血区血栓形成，改

善局部微循环[59]．同时，研究证实，在损伤早期，

经过药物干预，NO可通过调节脑内一氧化碳(CO)
含量，降低脑水肿及血脑屏障的通透性[60]．研究还

证实，与雄性动物相比，在雌性动物可通过 nNO/
PARP-1信号通路对中风后脑梗死产生差异性保护
作用[61]．此外，如前所述，活性氮类物质可通过调

控神经再生进行再生性修复．如 caveolin-1作为负
调控因子，可抑制神经干细胞向神经元的分化及其

增殖；由于中风状态下 caveolin-1的表达下降，继
而 caveolin-1对神经再生的负调控作用减弱，最终
内源性神经再生上调，这对于损伤后的机体修复是

有利的[62]．由此推论，在脑缺血再灌注中活性氮可

能起到双重作用：既可能是细胞损伤分子，又可能

通过调控修复过程促进组织修复．活性氮在中风损

伤修复中的积极意义近年逐步受到重视，如能够全

方面解析其保护作用及相关机制，阐明活性氮对损

伤修复的作用靶点，在中风的过程中给予有效的药

物干预，发挥其积极作用；同时抑制损伤相关通

路，从抗损伤、促修复的双重角度治疗中风，这将

是中风治疗的一个很有希望的治疗策略．

3 研究中所遇难题

活性氮类物质在中风病理过程中复杂的两重

性，为研究带来了极大的困难，明晰其在损伤与修

复中的作用，寻找相关的药物作用靶点，是研究的

难点与重点问题．同时，活性氮类物质选择性抑制

剂的相对缺乏，也对研究带来了一定困难，设计与

合成高选择性的抑制剂，为研究提供工具，是非常
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必要的．

一氧化氮等活性氮分子的半衰期很短，并且它

们的稳态浓度比较低，因此真正能用来在生物体内

对它们进行实时检测的方法很少，尤其是缺乏适用

于活体原位检测的新技术．目前为止，常见的检测

方法大多是通过间接及离体的方法测定活性氮，如

荧光探针法、化学发光法、电子自旋共振法、电化

学方法、电子顺磁共振法等．其中，荧光探针检测

法由于操作简单，利用激光共聚焦显微成像技术即

可观察被检测物质在细胞内含量的变化，容易实

施、选择性好而在近年发展较快．出现较早的有二

氢罗丹明和 2, 7-二氯二氢荧光素，是常用于检测
ONOO- 的探针，但因其易被其他 ROS、RNS 氧
化，选择性较差，而被逐渐替代．为此，中国学者

在这个领域进行了大量的深入研究．利用酮的氧化

还原反应合成了新型的荧光探针，如 HKGreen-1
荧光探针以荧光素的衍生物为主体，排除了其他自

由基的干扰，成功对 ONOO-进行了检测和成像．

随后出现的 HKGreen-2、HKGreen-3 又进行了新
的改良，对 ONOO-有了更高的敏感性及细胞安全

性[63]．又如近年的新型近红外有机小分子荧光探针

BzSe-Cy，利用硒能够与 ONOO-发生特异性且可

逆的氧化还原反应，实现对细胞内氧化还原状态的

监测[64]，并实现了对细胞内 ONOO-和抗坏血酸的

可逆荧光应答[65]．相对而言，其他检测方法如动态

原位观察器官、组织和生物体内自由基的分析方

法，由于需要的检测仪器的灵敏度及活性氮半衰期

等因素的限制，使得对活性氮的相关研究受到制

约．因此，发展实时、动态、高灵敏性的检查方法

亦是本领域的当务之急，如若这一问题得以解决，

对活性氮的研究将有极大的帮助．

4 结语与展望

本文以 NO和 ONOO-为代表，总结了近年来

活性氮类小分子物质的结构、生理功能及在缺血性

脑中风病理过程中的作用(图 4)．活性氮类物质因
其活泼的化学性质，可参与人体内一系列生理反

应，担当着重要的角色，是人体内一种不可或缺的

物质．但在病理状态下，其损伤与保护的双刃剑作

用，尚未得到透彻阐述，尤其是其对损伤修复过程

中的保护作用，还有待了解和研究．对活性氮进行

充分的研究，进一步了解其在人体内的机理功能，

探索其产生和发展过程，熟悉其表达到消亡过程中

参与反应的中间产物及激活剂、抑制剂，能够使人

增强对疾病的预防和治疗能力．为患者及潜在患病

人群的健康加强保障．如果研究得以突破，通过干

预相应的靶点，使损伤的促进因素受到抑制；修复

的相应作用得到促进，将是对中风非常好的治疗手

段．如研究发现，NMDA受体通过 NR2B受体亚
基与突触后致密蛋白 95(PSD95)及 nNOS 搬组成
NR2B-PSD95-nNOS信号复合物．这一结构可以使
nNOS充分激活，产生大量 NO，引起神经损伤．
因此，有学者试图促使 nNOS 与 PSD95 解耦联，
在不影响 NMDA受体和 nNOS活性的情况下，减

Fig. 4 Roles of reactive nitrogen species in ischemic stroke
图 4 活性氮在缺血性脑中风中的作用
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少 NO释放，发挥神经保护作用，从而减轻神经元
的凋亡和损伤，如果相应的药物解偶联剂能够通过

临床实验，可能为中风患者带来福音[66]．

目前，虽然活性氮的检测及分析研究手段制约

了研究的深入，对 RNS的检测手段的特异性与灵
敏性的提高，有助于监测疾病的病理变化．随着精

准医学与大数据分析技术的发展，相信经过不断地

努力和科学技术的日益发展，不远的将来对活性氮

物质的研究会有所突破，可以更好地控制其对人体

造成的危害，发挥其积极意义，为治疗包括中风在

内的疾病提供新思路．
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reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), two major small molecules active substances,
are proved to participate in the pathogenesis of stroke. In particular, the role of reactive nitrogen in stroke onset is
one of the hot spot in current stroke etiology study. In this publication, recent progress of the physical and
pathological functions of RNS in stroke study are reviewed and prospected.
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