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一氧化氮对肿瘤作用的浓度依赖作用和化疗增敏机制
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摘要: 肿瘤对细胞毒性药物治疗的剂量限制和耐药性是医学肿瘤学领域的一个严重障碍。面对这一障碍, 一氧

化氮 (nitric oxide, NO) 作为肿瘤超敏化的有力佐剂, 已用于传统的化疗和放射治疗。NO的浓度是影响其发挥抗肿

瘤作用的一个重要因素。本综述总结了NO对肿瘤细胞的浓度依赖作用及化疗增敏的机制, 为合理利用NO发挥抗

肿瘤作用, 增加肿瘤细胞对药物的敏感性, 克服多药耐药及抗肿瘤新药开发提供论据。
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Concentration-dependent effects of nitric oxide on tumors
and chemosensitivity
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Abstract: The resistance and dose limitation of tumors is a serious obstacle to cytotoxic drug therapy in the

field of medical oncology. Nitric oxide (NO) is a powerful adjuvant for tumor hypersensitivity for traditional

chemotherapy and radiation therapy. The concentration of NO plays an important role in affecting its anti-tumor

effect. This review summarizes the mechanism of concentration-dependent effects of NO on tumor cells and the

mechanism of chemotherapy sensitization. It provides evidence for rational use of NO to exert anti-tumor effects,

and overcoming multidrug resistance and anti-tumor drug development.
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一氧化氮 (nitric oxide, NO) 是一种多效分子 , 对

许多生理和病理过程至关重要。NO 对肿瘤增殖、凋

亡和转移的作用, 为抗肿瘤药物研发开辟了新的思路

和方法, 使得新机制和新剂型 NO供体型抗肿瘤药物

不断涌现。然而, 不同浓度 NO与肿瘤进展的相互作

用显示出明显的矛盾, 基于抗NO和NO的抗癌策略在

几种临床前模型中都是有效的。因此, 确定 NO对癌

症行为的影响, 并确定以 NO为中心的抗癌策略的治

疗作用显得尤为重要。只有全面、动态地分析肿瘤生

物学中受 NO影响的分子和细胞事件的级联反应, 才

能利用干扰 NO代谢的药物潜在地发挥抗肿瘤特性。

本综述总结了NO对肿瘤细胞的浓度依赖及化疗增敏

的作用机制, 不同浓度 NO对肿瘤的作用及增加化学

治疗敏感性的机制, 为 NO供体等药物在抗肿瘤领域

中安全有效的运用和新药开发提供论据。

1 NO促进肿瘤细胞增殖

1.1 NO通过NO/sGC/cGMP轴促进细胞增殖

NO 浓度小于 30 nmol·L-1 时 , 主要通过 NO/sGC/

cGMP依赖性途径发挥作用, 促进细胞增殖。可溶性

鸟苷酸环化酶 (soluble guanylate cyclase, sGC) 触发

级联反应 , 导致从鸟苷三磷酸合成环鸟苷酸 (cyclic
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guanosinc monophosphate, cGMP)[1]。反过来通过减少

细胞内储存的Ca2+释放, 内质网钙腺苷 5-三磷酸酶介

导的Ca2+内流和Ca2+摄取来消耗细胞内Ca2+水平。这些

作用通过细胞外信号调节激酶 (extracellular regulated

protein kinases, ERK) 的磷酸化, 调节肿瘤细胞增殖和

保护作用。另有文献[2]报道, 50 nmol·L-1 NO与 cGMP

介导的 ERK磷酸化增加有关。同时 sGC途径是内源

性NO介导的细胞迁移反应所必需的。

1.2 NO通过AKT磷酸化保护肿瘤细胞

NO浓度在 30～60 nmol·L-1时, NO诱导蛋白激酶

B (AKT) 的磷酸化。在小鼠纤维肉瘤模型中, NO通过

该酶 869位半胱氨酸的硫醇氧化还原机制抑制细胞凋

亡信号调节激酶-1的活性, 随后可启动细胞凋亡保护。

研究发现, 肿瘤诱导型一氧化氮合酶2 (NOS 2) 表达与

AKT通路激活之间存在正相关[3]。

1.3 NO 通过稳定 HIF-1α的结构, 导致 PI3K 活化和

癌细胞存活和增殖

缺氧诱导因子1 (hypoxia inducible factor-1, HIF-1)

在多数肿瘤组织中高表达, 是最具攻击性肿瘤的关键

介质, 与肿瘤转移、血管生成和患者预后不良等之间存

在强烈相关性。HIF-1 通过增加遗传不稳定性, 改变

细胞代谢和下调促凋亡蛋白来促进耐药性。HIF-1α

在含氧量正常的条件下快速降解[4]: 泛素与HIF-1α发

生依赖于ATP的反应, 致使其末端与HIF-1α的赖氨酸

氨基缩合, 这是HIF-1α降解第一步。HIF-1α底物脯氨

酰-4-羟化酶可致HIF-1α结构域中吡咯氨酸羟基化, 从

而增强HIF-1α与泛素结合导致HIF-1α降解。然而脯

氨酰-4-羟化酶羟基化作用仅在有足够量氧气时才会

发生。在肿瘤环境的低氧条件下, 赖氨酸残基的酶乙

酰化活性不依赖于氧。但赖氨酸残基的表达在缺氧条

件下降低, 使得HIF-1α的泛素化作用受到抑制。

NO 浓度在 100～400 nmol·L-1 时 , 肿瘤细胞的

HIF-1α脯氨酸和赖氨酸残基的羟基化和乙酰化都不

会发生, 使得HIF-1α结构的稳定化[5], 导致胞内磷脂酰

肌醇激酶 (PI3K) 活化和癌细胞存活和增殖。

1.4 NO通过促成p53突变, 抑制细胞凋亡

p53可调节氧化还原应激的能力, 诱导细胞死亡,

抑制细胞迁移和血管生成 , 限制干细胞更新从而抑

制肿瘤的生成[6]。p53 受泛素连接酶 (murine double

minute 2, Mdm2) 调控, Mdm2靶向 p53降解并通过与

转录激活结构域结合直接抑制 p53活性。人类恶性肿

瘤中肿瘤抑制基因p53突变率为30%～50%, 在不同组

合的 p53四聚体中, 如果存在 1个突变的 p53蛋白就会

有效地干扰整个四聚体的功能, 使其凋亡功能完全失

活[7]。因此, 突变的 p53不仅消除野生型 P53功能, 而

且显著损害野生型p53功能。

NO浓度低于 400 nmol·L-1导致 p53突变, NO促成

p53突变后, 突变的 p53对肿瘤无抑制活性, 且损伤野

生型p53功能, 从而导致细胞存活[8]。NO通过清除p53

突变细胞的线粒体中产生的超氧阴离子、阻碍 bcl-xL

下调、诱导线粒体膜电位去极化、释放细胞色素C及最

终活化caspase-3等途径，也可以有效地抑制细胞凋亡。

1.5 NO通过DNA损伤, 修复抗细胞凋亡

程序性细胞死亡是由半胱氨酸蛋白酶激活介导

的, NO浓度大于400 nmol·L-1时, 通过活性位点半胱氨

酸的 S-亚硝基化抑制半胱天冬酶活性, 抑制肝细胞、

内皮细胞和一些肿瘤细胞系的凋亡。此外 , 活性氮

(reactive nitrogen species, RNS) 作为清除剂也可发挥

抗细胞凋亡作用。

2 NO诱导促细胞凋亡

2.1 NO稳定p53, 导致细胞周期停滞和细胞生长抑制

NO 浓度大于 400 nmol·L-1时称为 NO 高浓度 , 此

时NO的抗肿瘤作用涉及细胞周期调节因子 p53发生

磷酸化和乙酰化。其他报道定义发生磷酸化的NO高

浓度在 700～800 nmol·L-1[9]或 500～1 000 nmol·L-1 的

持续水平[10]。p53的磷酸化阻止了其与Mdm2结合并

使 p53不能被泛素化和降解。NO可通过丝氨酸/苏氨

酸部分的磷酸化来稳定 p53, 导致高水平的野生型

p53; ERK磷酸酶MKP-1也被激活, 阻止细胞增殖, 使

细胞凋亡。

p53 的积累最终抑制 NOS 2 启动子活性 , 增加

NOS 2表达和抑制野生型 p53的表达[11]。过高 NO 浓

度会导致过氧亚硝酸盐形成, 过氧亚硝酸盐可以通过

酪氨酸硝化来灭活 p53[1]。在缺乏 p53 基因突变的肿

瘤中观察到 p53途径的失活。细胞周期蛋白依赖性激

酶抑制剂 p21可以阻止细胞周期。p53诱导的细胞周

期停滞, 尤其是诱导 p21表达增加与细胞存活相关, 诱

导 p21失败通常导致细胞凋亡[12]。因此, 在NO生成和

p53 积累之间形成负反馈 (图 1), 这可能构成对 DNA

损伤的生理机制的一部分。

2.2 NO通过蛋白质亚硝化、硝化和烷基化导致细胞

凋亡

NO 的浓度接近或超过 1 μmol·L-1 时 , 通过蛋白

质亚硝化、硝化和烷基化导致细胞凋亡[13]。NOS 2在

1 mol·L-1浓度下产生NO通常持续数天[14], 非生理高浓

度的 NO/S-亚硝基硫醇 (RSNO) 将促进细胞凋亡[15]。

NO 亚硝化不仅依赖于酶活性, 还包括其翻译后磷酸

化修饰, 其效率由氧化还原对氧化型谷胱甘肽/还原型

谷胱甘肽和氧化硫氧还蛋白/还原型硫氧还蛋白调节

的细胞内氧化还原环境决定[16]。
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2.2.1 亚硝基化、硝化和烷基化损伤DNA NO与O2

或超氧阴离子 (O2
-) 作用形成RNS, 如: 二氧化氮 (NO2)、

三氧化二氮 (N2O3) 和过氧化亚硝酸盐 (ONOO- )。

N2O3是一种强亚硝化剂, 可以使DNA碱基脱氨基, 导

致DNA突变。N2O3也会通过烷基化与仲胺反应形成

致癌的 N-亚硝胺, 破坏 DNA。强氧化剂 ONOO-氧化

硫醇和硫醚, 硝化酪氨酸残基, 硝化氧化鸟苷, 降解碳

水化合物, 并引发脂质过氧化和裂解DNA。

2.2.2 亚硝基化破坏基因组完整性和抑制特定的

DNA修复系统 NO介导的活性位点半胱氨酸亚硝化

可抑制几种关键的DNA修复酶[17]。细胞色素 P450氧

化致癌亚硝胺形成 DNA 烷化代谢物导致 DNA 损伤,

这种损害由烷基转移酶修复, 烷基转移酶的亚硝化使

酶失活, 从而阻止DNA修复, 增加潜在的突变。NO可

以抑制特定的 DNA修复系统, 特别是依赖硫醇系统,

如烷基转移酶和锌指蛋白[18]。RNS 可使蛋白质上易

受影响的巯基亚硝基化, 导致其催化活性丧失。这通

常是可逆反应, 但在含有锌、铜或铁的蛋白质中, 亚硝

基化导致金属的不可逆排出和蛋白质变性。抗氧化剂

和亚硝化抑制剂如叠氮化物、还原型谷胱甘肽、尿酸盐

和抗坏血酸盐会减少NO信号传导。

2.2.3 亚硝基化使能量代谢障碍及线粒体生理的破

坏 NO与铁硫基团 (Fe-S) 形成铁-亚硝酰复合物, 引

起 Fe-S辅基降解, 使顺乌头酸酶、还原型辅酶Ⅱ-氢醌

氧化还原酶和琥珀酸-氢醌氧化还原酶的活性丧失;

NO与O2
-反应形成ONOO-, 也抑制顺乌头酸酶, 破坏

肿瘤细胞的三羧酸循环; 聚ADP-核糖合成酶可被损伤

的DNA激活, 激活的ADP-核糖合成酶可排空烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸 (NAD) 和ATP, 且影响肿瘤细胞DNA

复制。总之, 这些反应均可使肿瘤细胞能量代谢障碍

而死亡。

NO通过细胞色素C的血红素亚硝基化而诱导细

胞凋亡, 其促凋亡功能导致胱天蛋白酶-3活化增加[19]。

一氧化氮供体中NO通过与细胞色素C氧化酶及复合

体Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ的结合可抑制线粒体呼吸, 降低细胞内线粒

体对氧的消耗, 从而增加细胞内氧的重新分布和细胞

内氧的利用率。氧的增多使脯氨酰羟化酶激活 , 使

HIF-1α被蛋白酶降解而增强肿瘤细胞对放化疗的敏

感性。进入胞浆的细胞色素C在 dATP的协助下结合

凋亡酶激活因子1活化半胱天冬酶, 引起细胞凋亡。

2.3 NO通过pERK和pAkt去磷酸化导致细胞凋亡

乳腺癌细胞长时间暴露于 1 mmol·L-1 DETA/NO

导致蛋白激酶磷酸酶-1 介导的 pERK 和 pAkt 去磷酸

化, 诱导细胞凋亡。

3 NO介导的抗肿瘤细胞化学免疫致敏作用

化疗药物导致的耐药性及多药耐药性是临床面临

的严重问题。除通过上调野生型p53及亚硝基化、硝化

和烷基化损伤DNA而增加化疗药物敏感性外, NO还

可通过对肿瘤血管功能调节、基质金属蛋白酶 9调节

及NF-κB/Snail/YY1/RKIP/PTEN环作用, 诱导细胞凋亡。

3.1 NO对肿瘤血管功能调节

血管生成抑制剂通过特异性或部分地阻断血管内

皮生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)

途径的血管生成活性而被美国食品和药品管理局批准

用于临床。这种策略导致血管生长因子代偿性增高并

促进肿瘤生长, 且缺乏血管使得药物无法有效输送。

最近研究表明, 在血管正常期间给予肿瘤细胞毒性治

疗能够达到更好的治疗效果[20]。血管正常化提高了肿

瘤内部血液灌流和氧气的运输, 使化学治疗和免疫治

疗的效果显著提升, 是一个非常有希望的治疗肿瘤的

方法。NO在正常供氧和缺氧状态下均可增加血管新

生。NO在依赖NO/sGC/cGMP途径调控, 内皮产生的

NO扩散到血管壁中并使动脉中血管平滑肌细胞松弛,

从而增加血管直径, 降低阻力并增强组织的血流量。NO

浓度接近 100 nmol·L-1时 , 在肿瘤低氧条件下 HIF-1α

稳定表达 , 进入细胞核与 VEGF 靶基因结合 , 上调

VEGF表达以促进血管新生。高浓度NO在正常供氧

的状态下, HIF-1α可发生巯基亚硝基化修饰并加强自

身的稳定性 , 导致正常供氧的状态下 HIF-1α仍可与

VEGF 基因结合, 促进 VEGF 表达进而调控血管舒张

及内皮细胞功能, 增加血管新生, 最终增加了肿瘤内部

化疗药物的有效输送。

3.2 NO对MMP-9的双相调节作用

基质金属蛋白酶 9 (matrix metalloproteinase-9,

MMP-9) 可促进免疫抑制、肿瘤血管生成和肿瘤微环

Figure 1 Aconcentration of nitric oxide (NO) less than 400 nmol·L-1

mutates p53, resulting in cell survival. After p53 mutation, the

mutated p53 has no inhibitory activity on tumors and increases

nitric oxide synthase (NOS) 2 expression. High concentrations of

NOS2/NO phosphorylate p53, leading to cell cycle arrest and cell

growth inhibition. Accumulation of p53 ultimately inhibits iNOS

promoter activity, resulting in increased iNOS expression and p53

inhibition
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境内侵袭。MMP-9可通过释放VEGF参与血管生成。

金属蛋白酶组织抑制因子-1与MMP-9的酶原或活化

后酶催化区的羧基末端特异性结合, 形成复合物特异

性抑制MMP-9的活性。NO/RNS在 300～500 nmol·L-1

浓度时[21]与其他亲电试剂可通过攻击潜在蛋白质的硫

醇锌键来激活MMP[22]。在巨噬细胞和小胶质细胞中, NO

通过 cGMP 依赖性抑制金属蛋白酶组织抑制因子-1,

增加MMP-9活性[23,24]。随着NO浓度增加到激活 p53

的更高水平, MMP-9活性减少, 表明NO对MMP-9的

双相调节作用。

3.3 NO作用于NF-κB/Snail/YY1/RKIP/PTEN环

NO介导的NF-κB活性抑制和其抗凋亡基因靶标

下游的抑制, 使肿瘤细胞对化学治疗药物的细胞凋亡敏

感[25]。在肿瘤细胞中 , NF-κB、Snail 和 YY1 的表达上

调, RKIP和PTEN的表达下调。采用大于500 mmol·L-1

NO供体DETA-NONOate的NO处理肿瘤细胞, 可将抗

凋亡的NF-κB/Snail/YY1/RKIP/PTEN抗性环转化为敏

感的促凋亡环 (图2)。

NO通过 S-亚硝基化NF-κB及抑制 IκBα的磷酸化

和降解来抑制NF-κB活性[26], 减少NF-κB进入细胞核

诱发 P-糖蛋白的过度表达而导致药物多药耐药。NO

通过抑制 NF-κB 及其靶基因 Snail、YY1、S-亚硝基化

肿瘤细胞 p50和 p65, 抑制Snail表达。NO导致YY1的

S-亚硝基化并进一步抑制其DNA结合活性[27]。NO抑

制NF-κB及NF-κB靶向RKIP阻遏物 Snail, 导致RKIP

表达显著上调。NO对 NF-κB、Snail和 YY1的抑制导

致肿瘤抑制基因PTEN的去阻遏及其上调, 阻断PI3K/

AKT细胞增长途径, 从而调节细胞增殖和凋亡[28]。总

之, NO治疗能抑制肿瘤细胞活性和增殖, 诱导细胞凋

亡敏感[29]。

4 总结和展望

NO作为肿瘤治疗的一个佐剂具有较强的浓度依

赖性, 低浓度时促进肿瘤生长, 高浓度时发挥抗肿瘤的

作用。控制NO输送部位、NO浓度和NO释放速率等

参数是开发 NO的关键[30]。NO不仅本身具有抗肿瘤

作用, 还可通过多个环节提高化学治疗的敏感性, 随着

NO对于癌症的分子构成和常规抗肿瘤药物相互作用

的深入探究, NO 将在恶性肿瘤领域得到更合理和广

泛的应用。
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