
[收稿日期] 2018鄄08鄄01
[作者单位] 南京医科大学 干细胞与神经再生研究所,江苏 南京

210029
[作者简介] 朱东亚(1956 - ),男,博士研究生导师,教授.

[文章编号] 1000鄄2200(2018)10鄄1279鄄06 ·述摇 评·

nNOS 及其耦联蛋白:重大神经精神疾病的新治疗靶标

朱东亚

[关键词] 神经精神疾病;耦联蛋白;一氧化氮合酶

[中图法分类号] R 74摇 摇 摇 [文献标志码] A摇 摇 摇 DOI:10. 13898 / j. cnki. issn. 1000鄄2200. 2018. 10. 004

摇 摇 一氧化氮(nitric oxide,NO)是一种以气体分子

形式存在的生物信使,在中枢神经系统 ( central
nervous system,CNS)具有重要生理功能。 NO 由一

氧化氮合酶(nitric oxide synthase,NOS)催化 L鄄精氨

酸与分子氧结合生成。 NOS 有三种同工酶,分别为

神经元型(neuronal nitric oxide synthase,nNOS)、内

皮型(endothelial nitric oxide synthase,eNOS)和诱生

型( inducible nitric oxide synthase, iNOS)。 nNOS 在

CNS 主要表达在神经元,极少量表达在星形胶质细

胞和神经干细胞。 nNOS 的 mRNA 经选择性剪切表

达 5 种亚型的 nNOS 蛋白,分别为 nNOS鄄琢、nNOS鄄茁、
nNOS鄄酌、nNOS鄄滋 和 nNOS鄄2。 二聚体是 nNOS 的活

性形式,单聚体是无活性的。 nNOS 二聚体形成需

要结合四氢生物碟呤、血红素和 L鄄精氨酸。 nNOS
的表达主要受 cAMP 反应原件结合蛋白( cAMP re鄄
sponse element鄄binding protein, CREB ) 活 性 调 节。
nNOS 激活依赖 Ca2 + ,同时,nNOS 蛋白分子 847 位

和 1412 位丝氨酸(Ser847 和 Ser1412)的磷酸化和

去磷酸化、钙调素、热休克蛋白(heat shock protein,
HSP90 / HSP70)和 nNOS 蛋白抑制子(protein inhibi鄄
tor of nNOS,PIN)均参与调控 nNOS 活性。 nNOS 的

结构特征有别于其同工酶 iNOS 和 eNOS,其氮端含

有 PDZ(psot鄄synaptic density protein,discs鄄large,ZO鄄
1)结构域,介导多种类型的蛋白 - 蛋白相互作用。
能够与 nNOS 耦联的蛋白有很多种,最重要的包括

突触后致密蛋白 95 ( post鄄synaptic density 95,PSD鄄
95)、nNOS 羧基端 PDZ 配体蛋白( carboxy鄄terminal
PDZ ligand of nNOS,CAPON)和肌肉型 6鄄磷酸果糖

激酶 ( 6鄄phosphofructokinase, muscle type, PFK鄄M )
等[1 - 3]。 我们近年来围绕 nNOS 及其耦联蛋白在卒

中、抑郁症、焦虑症和早老性痴呆等重大神经精神疾

病中的作用展开研究(见图 1),发现多个新治疗靶

点和创新药物,本文将我们获得的主要研究结果概

要介绍,以兹向母校汇报,恭贺母校 60 周年华诞。

1摇 nNOS 及其耦联蛋白与脑卒中

摇 摇 卒中在我国发病率、死亡率、复发率和致残率极

高,对生命健康及社会和家庭危害性很大。 早先我

们的研究[4]发现 iNOS 表达是缺血再灌注损伤的重

要病理机制,与卒中后期半影区转变成梗死区有关。

9721蚌埠医学院学报 2018 年 10 月第 43 卷第 10 期



并且我们还观察到姜黄素通过抑制 iNOS 表达而保

护血脑屏障,改善脑缺血损伤[5]。 鉴于 iNOS 在生

理情况下表达较少,在缺血损伤时大量表达,该蛋白

分子有望成为卒中治疗的新靶点。 然而,后来发现

iNOS 在海马齿状回(dentate gyrus,DG)促进脑缺血

诱导的神经细胞发生[6],这些新生的海马神经元具

有生理功能[7],提示卒中后 iNOS 表达可能参与脑

损伤修复。 此外,我们还注意到 L鄄型钙通道开放通

过诱导 iNOS 表达而促进神经细胞发生,L鄄型钙通道

阻滞剂对受损脑组织的再生修复的作用是负面

的[8]。 显然,iNOS 在卒中缺血损伤和再生修复中的

作用是矛盾的,作为卒中的治疗靶点并不理想。 于

是,我们把目光转向 nNOS,因为早有研究[9] 证实,
nNOS 抑制有非常显著的脑缺血保护作用。 我们与

美国的几个实验室均证明 nNOS 是神经细胞发生的

内源性抑制分子[10 - 12]。 并且,在卒中的亚急性期,
nNOS 表达下调,进而诱导 iNOS 表达,刺激神经细

胞发生,nNOS 抑制促进了神经细胞发生与存活,改

善了缺血损伤[13]。 我们还证明,CREB 磷酸化及其

调控的脑源性神经营养因子(brain鄄derived neurotro鄄
phic factor,BDNF)表达是卒中后新生神经元能否存

活的决定性分子[14]。 卒中后无论是 iNOS 表达上

调,还是 nNOS 表达下调,其所介导的神经细胞发生

都是通过 CREB 磷酸化实现的。 环境丰富化、学习、
自主运动等因素均通过上调 CREB 磷酸化促进神经

细胞发生,进而促进脑损伤的修复[15]。 然而,由于

nNOS 有广泛的生理功能,尤其对突触可塑性及认

知的重要调控作用,直接抑制 nNOS 可能带来很多

副作用,不适合作为卒中的治疗靶点。
兴奋毒性学说认为,缺血缺氧后兴奋性神经递

质谷氨酸大量释放,从而激活突触后的谷氨酸受体,
神经元过度兴奋,NO 及自由基大量产生,导致神经

元坏死和凋亡[16]。 谷氨酸受体包括代谢型和离子

型两大类。 离子型谷氨酸受体有 N鄄甲基鄄D鄄天冬氨

酸(N鄄methyl鄄D鄄aspartate receptors,NMDA) 受体、琢鄄
氨基鄄3鄄羟基鄄5鄄甲基鄄4鄄异恶唑(琢鄄amino鄄3鄄hydroxy鄄5鄄
methylisoxazole4鄄propionate,AMPA)受体和海人藻酸

(Kainic acid receptor,KA)受体,它们与离子通道耦

联,形成受体离子通道复合物,介导快信号传递。 另

一类属于代谢型受体(mGluRs),与膜内 G鄄蛋白耦

联,这些受体被激活后通过 G鄄蛋白效应酶、脑内第

二信使等组成的信号转导系统起作用,产生较缓慢

的生理反应。 虽然早先我们非常关注 AMPA 受体

在脑缺血损伤中的作用[17鄄18],但 NMDA 受体才是脑

缺血神经元死亡的最关键受体。 NMDA 受体是由多

个 NR2 亚单位与一个 NR1 亚单位共同形成的异四

聚体。 NR1 是构成离子通道的基本亚单位;NR2 是

调节亚单位,不同 NR2 组成的 NMDA 受体表现出不

同的脑内分布与生理学特性。 NR2 亚单位有四种,
分别为 NR2A、NR2B、NR2C 和 NR2D。 NMDA 受体

既受电压门控也受递质门控,是一种独特的双重门

控通道。 AMPA 受体使得突触后膜去极化,将堵塞

通道的 Mg2 + 移开后,谷氨酸与 NMDA 受体结合,导
致 Ca2 + 通道打开。 我们发现 NMDA 受体的 NR2A
和 NR2B 双向调控 nNOS 活性,在神经元损伤和神

经细胞发生方面起到相反作用[19 - 20]。
众所周知,nNOS 是 NMDA 受体激活的下游信

号分子,承接 NMDA 受体的兴奋信号,介导兴奋毒

性[21]。 于是我们提出一个大胆的科学假设:脑缺血

时 NMDA 受体过度激活,诱导 nNOS 通过其 PDZ 结

构域与 PSD鄄95 结合,将 nNOS 拉入 NMDA 受体的

Ca2 + 通道内口,强烈激活 nNOS 酶,催化产生大量

NO,后者与氧自由基 O2
- 反应,形成毒性强大的亚

硝酸阴离子自由基 ONOO - ,从而导致神经元死亡。
假如这些事件发生的话,设计一种药物分子结合在

nNOS 分子上,即可阻断 nNOS鄄PSD鄄95 耦联,保护脑

缺血损伤。 的确,我们发现脑缺血诱导胞浆内的

nNOS 向细胞膜移动,在那里与衔接蛋白 PSD鄄95 耦

联,形成 NMDA 受体鄄PSD鄄95鄄nNOS 三元复合物,介

导强烈的兴奋毒性,阻断这种 NMDA 受体过度激活

诱导的 nNOS鄄PSD鄄95 耦联,对脑缺血损伤有很好的

保护作用,可作为治疗脑卒中的药物新靶点。 基于

我们发现的新靶点,设计了多系列药物分子,经筛选

获得有较好抗脑缺血损伤药效的创新药物 ZL006。
由于该药不直接阻断 NMDA 受体,也不直接抑制
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nNOS 酶活性,从而避免了神经保护药物常有的毒

副作用[22]。 该新靶点和创新的小分子药物的发现

不 仅 为 卒 中 及 神 经 退 行 性 疾 病 的 治 疗 带 来 希

望[23 - 24],而且国际上多个实验室跟踪研究证明

nNOS鄄PSD95 耦联和创新药物 ZL006 在抑郁症、慢

性疼痛等疾病也有重要价值[25 - 28]。
我们知道,卒中的临床治疗极其复杂,不仅急性

期的神经保护,后期的功能修复也至关重要。 长久

以来,关于卒中治疗靶点的研究主要集中在急性期

神经保护,迄今鲜有促进后期功能修复的治疗靶点

报道。 为了深入探索脑损伤后的再生修复,我们研

究了神经元对神经干细胞命运调控的机制,发现神

经干细胞的 nNOS 存在于细胞核,其对自身的增殖、
向神经元分化和存活是必需的;而神经元的 nNOS
存在于细胞浆,对神经干细胞的增殖、向神经元分化

和存活起到负调控作用。 这种不同来源的 nNOS 对

神经干细胞命运的双向调控的分子机制涉及到端粒

酶激活和 CREB 磷酸化,该发现为解决神经干细胞

的定向分化与存活问题提供了新思路[29]。 继而我

们又发现,缺血损伤诱导兴奋神经元的 nNOS鄄PSD鄄
95 耦联,产生的过量 NO 弥散到毗邻的神经干细胞,
通过 组 蛋 白 乙 酰 化 酶 2 ( histone deacetylase 2,
HDAC2)介导的表观遗传学调节,抑制神经干细胞

扩增、存活、向神经元分化、迁移、神经突起生长和树

突复杂性,从而阻碍卒中后的再生修复。 因此,
nNOS鄄PSD鄄95 耦联也是卒中功能修复的新治疗靶

点[30鄄31]。 同时,我们还发现用 Tat鄄NR2B9c 迟发性

阻 断 NMDA 受 体鄄PSD鄄95 耦 联, 也 有 类 似 的 作

用[32]。
由于 nNOS鄄PSD鄄95 耦联的效应涉及到 HDAC2

介导的表观遗传学机制,我们采用 loxP鄄Cre 技术和

工 具 病 毒 基 因 过 表 达 和 敲 减 技 术 深 入 研 究 了

HDAC2 在卒中后神经再生修复中的作用。 出乎预

料的是,我们发现卒中后存在一个由 HDAC2 介导

的为期约一周的继发损伤期。 实际上,这种继发损

伤临床十分常见,表现为入院后症状有所减轻,但从

第三 / 第四天开始症状突然加重。 然而令人遗憾的

是,无论是基础研究还是临床研究,均未重视该现

象。 我们的研究[33 - 34] 证实,在继发损伤期和恢复

期,HDAC2 阻碍了神经可塑性等相关基因的表达,
选择性抑制 HDAC2 或特异敲除 HDAC2 能显著促

进卒中后的功能修复。 在 HDAC2 调控的众多靶基

因中,酌鄄氨基丁酸(酌鄄aminobutyric acid,GABA)功能

的调节特别引起我们的注意,因为有报道称在卒中

后期阻断 GABA 受体有利于功能修复[35]。 于是,我
们研究了 nNOS鄄PSD鄄95 耦联在卒中后期与 GABA
的关系,发现在卒中后期,激活的星型胶质细胞释放

过量的 GABA,在神经元的突触外产生很强的 tonic
电流,抑制神经元的兴奋性,从而降低了神经可塑

性,阻碍再生修复和功能重建[36]。 因此,GABA 功

能的调节在卒中后再生修复中的作用及机制值得深

入探讨。

2摇 nNOS 及其耦联蛋白与情感障碍性疾病

摇 摇 随着社会发展,尤其城镇化水平的逐年提高,抑
郁症、焦虑症、双向情感障碍等疾病的发病率逐年上

升,其危害性也越来越受到重视[37]。 慢性应激是情

感障碍疾病的主要病因。 早期我们发现,慢性不可

预测性应激刺激可以诱导海马 nNOS 高表达,通过

抑制海马神经细胞发生导致抑郁行为[38]。 继而又

观察到外源性 NO 在慢性应激诱导的抑郁行为中的

作用与内源性 NO 不同,前者能够促进海马神经细

胞发生,产生抗抑郁作用,其原因可能是外源性 NO
对外周产生系统作用,尤其对血液循环的调节[39]。
卒中后抑郁非常常见,一年内的发生率可高达

50% 。 我们观察到在卒中后使用抗抑郁药物治疗,
能够促进海马神经细胞新生,防止抑郁行为,改善卒

中后的认知能力[40]。
应激诱导的 HPA 轴亢进是抑郁症和焦虑症发

病的关键生物学因素,但应激刺激糖皮质激素分泌

导致 HPA 轴亢进的信号通路一直未能阐明。 我们

发现,糖皮质激素通过激活海马内的盐皮质激素受

体(mineralocorticoid receptor,MR),上调 nNOS 表

达,后者通过 NO / cGMP 和 ONOO - / ERK 通路抑制

了海马糖皮质激素受体(glucocorticoid receptor,GR)
表达,削弱了 GR 对 HPA 轴的负控制作用,因而导

致 HPA 轴亢进和抑郁行为[41]。 流行病学研究发现

抑郁症、焦虑症等疾病,有非常显著的性别差异,女

性的发病率一般是男性的 2 倍,但其分子机制并不

清楚。 我们的研究[42] 发现,脑内性激素水平不同,
导致海马组织 nNOS 催化产生的 NO 水平有显著的

性别差异,决定了抑郁和焦虑行为的性别差异,揭示

了情绪行为性别差异的生物学基础。
海马神经细胞新生是抗抑郁药物发挥抗抑郁作

用的神经基础[43],但海马神经细胞发生障碍是否构

成抑郁或焦虑行为的神经结构基础未得到特异性证
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明。 由于端粒酶激活参与 nNOS 对神经干细胞命运

的调控[29],于是我们研究了端粒酶在抑郁行为中的

作用。 通过使用端粒酶抑制剂和海马 DG 区放射线

照射等方法,证明端粒酶介导的海马神经细胞新生

参与抑郁行为的调控,删除海马神经细胞新生导致

抑郁行为[44]。 敲除端粒酶逆转录酶( telomerase re鄄
verse transcriptase,TERT)导致抑郁和攻击行为,如

果再活化海马和内侧前额叶皮层(medial prefrontal
cortex,mPFC)的 TERT 能够营救 TERT 基因敲除动

物的攻击和抑郁行为[45],充分证明端粒酶在抑郁行

为中的重要作用。 进一步深入研究发现,TERT 不

仅影响海马神经细胞发生,而且还影响新生神经元

的发育过程以及成熟神经元的结构可塑性,改变学

习记忆的加工过程[46]。 快感缺失是抑郁症最典型

的症状,在动物模型上表现为对糖水偏好的降低,但
测定过程的稳定性是长期困扰该领域的问题。 我们

通过多年的不断探索,建立了标准的模型检测方

法[47]。
5鄄羟色胺 1A(hydroxytryptamine 1A,5鄄HT1A)受

体在焦虑行为的调控中起重要作用,但其下游分子

机制并不清楚。 我们发现海马 nNOS 是突触后 5鄄
HT1A 受体的胞内效应分子,nNOS 通过调控 CREB
磷酸化介导 5鄄HT 系统的焦虑行为调控作用[48]。 其

实,早先已有研究发现 nNOS 基因敲除动物有很强

的攻击性[49]。 这些发现都提示 nNOS 对焦虑行为

的调控是关键的。 至于 5鄄HT1A鄄CREB 通路如何调

节焦虑行为,我们发现 CREB 磷酸化能够促进突触

发生和神经细胞发生,增强了海马神经结构可塑性,
从而控制焦虑行为[50]。

新近,我们深入研究了 nNOS 调控焦虑行为的

分子和神经机制,发现在慢性应激等不良因素的作

用下,nNOS 与 CAPON 及 CAPON 的耦联蛋白地塞

米松诱导的 ras 蛋白 1 ( dexamethasone鄄induced ras
protein 1,Dexras1)结合,形成在空间上密切接触的

nNOS鄄CAPON鄄Dexras1 三元复合体,易于 nNOS 产生

的 NO 将 Dexras1 亚硝基化,从而激活 Dexras1。 被

激活的 Dexras1 抑制了胞外调节蛋白激酶(extracel鄄
lular regulated protein kinases,ERK)磷酸化,导致神

经元之间突触发生障碍和电生理功能异常,进而引

发焦虑行为。 因此,阻断 nNOS 与 CAPON 的结合可

以作为抗焦虑的新治疗靶点[51]。 后来发现慢性应

激可通过 NF鄄资B 通路诱导 nNOS鄄CAPON 耦联,介导

焦虑行为[52]。 在深入分析了 CAPON 的羧基端肽与

nNOS 的 PDZ 结构域结合的分子力学和化学机制

后,利用计算机辅助等手段设计了多系列的小分子

化合物,筛选出药理作用较强且选择性阻断 nNOS鄄
CAPON 结合的 ZLc鄄002。 ZLc鄄002 是一种机制全新

的药物,且药物代谢动力学研究发现,ZLc鄄002 是一

种前药,在血循环中迅速水解成 ZLc鄄002鄄1,并极易

透过血脑屏障在脑内发挥作用[51]。 这一发现为抗

焦虑药研究提供了新的方向。 此外,nNOS鄄CAPON
耦联,通过下游 Dexras1 亚硝基化和 ERK鄄CREB鄄
BDNF 信号通路,介导 A茁 诱导的早期海马神经元树

突发育障碍,造成认知障碍,是早老性痴呆的新干预

靶点[53]。
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