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摘要 锰超氧化物歧化酶（MnSOD）催化两分子超氧自由基歧化为分子氧和过氧化氢。超氧自由基被Mn3+SOD氧化成分子

氧的反应以扩散的方式进行。超氧自由基被Mn2+SOD还原为过氧化氢的反应以快循环和慢循环两条途径平行进行。在慢循

环途径中，Mn2+SOD与超氧自由基形成产物抑制复合物，然后该复合物被质子化而缓慢释放出过氧化氢。在快循环途径中，

超氧自由基直接被Mn2+SOD转化为产物过氧化氢，快速循环有利于酶的复活与周转。本文提出温度是调节锰超氧化物歧化

酶进入慢速或者快速循环催化途径的关键因素。随着在生理温度范围内的温度升高，慢速循环成为整个催化反应的主流，

因而生理范围内的温度升高反而抑制该酶的活性。锰超氧化物歧化酶的双相酶促动力学特性可以用该酶保守活性中心的温

度依赖性配位模型进行合理化解释。当温度降低时，1个水分子（或者OH-）接近Mn、甚至与Mn形成配位键，从而干扰超

氧自由基与Mn形成配位键而避免形成产物抑制。因此在低温下该酶促反应主要在快循环通路中进行。最后阐述了几种化学

修饰模式对该酶的调节，说明锰超氧化物歧化酶受到多种形式的快速调节（变构调节与化学修饰）。这些快速调节直接改变

酶的活化状态，进而调节细胞中超氧自由基和过氧化氢的平衡与流量，为揭示锰超氧化物歧化酶和超氧自由基的生理作用

提供新理论。
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锰超氧化物歧化酶 （manganese superoxide 

dismutase，MnSOD）定位于真核细胞的线粒体和

原核细胞的细胞质中，在植物细胞的叶绿体也有表

达。其存在的广泛性以及特殊的定位表明MnSOD

在生命活动中的重要作用。线粒体是细胞能量代谢

中心。除了提供>90%的细胞ATP外，线粒体也提

供了热源以维持和调节生物体体温［1-2］。MnSOD催

化2分子超氧自由基歧化为分子氧（O2）和过氧化

氢（H2O2），而被认为是一种重要的抗氧化酶。但

是，目前大部分学者认为活性氧（reactive oxygen 

species，ROS，主要包括超氧自由基和H2O2等）可

以调控细胞的氧化还原状态和蛋白质等生物大分子

的功能，可以作为信号分子产生生理学效应，比如

其介导衰老、神经退行性疾病、代谢病、肿瘤等许

多生理和病理过程［3-4］。但是ROS具体介导了什么

信号，目前没有定论。MnSOD酶活性受到化学修

饰与变构调节等多种形式的快速调节，这些调节直

接改变该酶的活化状态，进而可能改变超氧自由基

和H2O2的代谢速度和方向。因此，研究MnSOD的

催化原理与调节机制无疑可以揭示MnSOD的生理

作用和ROS的信号转导作用。MnSOD基因的表达

调控已经有很多文章报道，但是从来没有人报道过

其快速的酶活性调节模式。以前的研究提出

MnSOD受温度调控的变构调节模式，该模式提示，

锰超氧化物酶是特异性地被低温激活的酶，并且可

能是生物体和细胞中原始的和普遍的温度感受
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器［5］。本综述首先论述MnSOD催化反应的基本原

理，然后讨论MnSOD温度依赖性的酶促动力学特

征，及其酶促动力学特征的结构基础和分子机制。

最后阐述几种MnSOD的化学修饰模式，如乙酰化

和硝基化修饰［6-7］，说明 MnSOD 受到多种形式的

调节，这些调节可以改变细胞中的ROS水平和流

量，为揭示ROS的信号转导作用提供帮助。

1　MnSOD催化反应的基本原理

MnSOD通过快循环和慢循环的两种途径催化

超氧自由基（superoxide radical，O2
•）歧化为O2和

H2O2
［8-11］。定性地描述该催化机理如方程式（1） ~

（4）。第一个超氧自由基分子被氧化成O2的过程是

一个在快循环和慢循环中都以相同的速率常数k1进

行的反应，其速度接近于扩散速度。第二个超氧自

由基分子被还原为 H2O2 的反应可以通过快循环

（2）或者慢循环（3）和（4）两条途径平行进行。

在慢循环途径中，MnSOD与超氧自由基形成一种

叫产物抑制（product inhibition）复合物的中间产

物，然后中间产物被质子化而缓慢释放出 H2O2。

反应速率常数 k3描述了抑制复合物的形成速率，k4

是抑制复合物的质子化和酶的复活速率。在快循环

途径中，O2
•直接被转化为产物H2O2，Mn2+与O2

•之

间的电子转移与质子化反应同步完成，其反应速率

为 k2。快循环途径有助于产物释放和酶的快速周转

（turnover）与复活。反应速度 k2/k3的比值被命名为

门控比（gating ratio）。门控比衡量了MnSOD进入

快循环通路和慢速循环通路的相对速度，高的门控

比表示这个酶更快地进入快循环通路催化反应、减

少产物抑制复合物的形成［12］。

Mn3+SOD+O2
•=Mn2+SOD+O2 (k1) (1)

Mn2+SOD+O2
•+2H+=Mn3+SOD+H2O2 (k2) (2)

Mn2+SOD+O2
•=Mn3+SODO2

2- (k3) (3)

Mn3+SODO2
2-+2H+=Mn3+SOD+H2O2 (k4) (4)

2　双相催化反应的结构基础

MnSOD是由相同的亚基组成的二聚体或四聚

体，每个亚基含有 1个Mn离子。从微生物到人类

的所有MnSODs具有高度的同源性，其活性中心由

保守的氨基酸组成并且表现出几乎相同的空间结

构。为方便起见、除非另外特别注明，本文使用人

类MnSOD （HuMnSOD）氨基酸序列号。Mn离子

嵌入在酶活性位点中，并且与 4 个氨基酸残基

（His26、His74、His163、Asp159）和1个游离的含

氧分子（H2O或OH-（WAT1），位于His26的对位，

图 1）形成 5 个配位键［13-14］。这 5 个配体形成了酶

活性位点的“内球 （inner sphere） ”。His30 和

Tyr34 以及其他几个氨基酸残基形成了控制底物

（O2
•）进入和产物（O2和H2O2）释放出“内球”的

通道。His30 和 Tyr34 之间大约有 5 Å 的间隙 （室

温），该间隙是底物进入和产物释放进出“内球”

的“门”，1 个水分子（WAT2）通常在门口与 Tyr 

34 形成氢键 （图 1）。Gln143、Tyr34、WAT2 和

His30形成了“外球（outer sphere）”，并与WAT1

Fig. 1　Structure of the active site of HuMnSOD (PDB 7KKS, oxidized type)
图1　HuMnSOD的活性位点结构图（PDB 7KKS，氧化型）
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一起共同形成一条延伸的氢键链，该氢键链被认为

参与歧化反应中的质子转移［15］。

由于超氧自由基的半衰期很短，在晶体学和光

谱学的研究中往往使用叠氮化物（N3
-）和氟化物 

（F-）作为超氧自由基的类似物来研究底物或产物

与Mn之间的相互作用［14］。已发表的结构显示，叠

氮化物在Asp159残基的对位与Mn形成第6个配位

键（例如HuMnSOD，PDB 5T30）。尽管叠氮化物

和超氧自由基的分子大小不同，但是基于叠氮化物

与 Mn 相互作用的研究表明，MnSOD 催化的歧化

反应有内球途径和外球途径两种反应机制。在内球

反应途径中，O2
•进入内球并作为第6配体与Mn离

子配位结合，然后释放出O2和H2O2。超氧自由基

氧化成分子氧伴随着 Mn3+的还原，是接近于扩散

速度的反应。超氧自由基还原为 H2O2 伴随着

Mn2+SOD的氧化是整个歧化反应关键的限速步骤，

如果超氧自由基结合的还原态锰（O2
•Mn2+）转化

氧化态锰（O2
2-Mn3+），并且O2

2-不能快速地被质子

化而释放，活性的酶就转化为产物抑制复合

物［16-20］。在外球途径中，超氧自由基不与Mn配位

而直接转化为产物，O2
•还原为O2

2-的过程同时伴随

着质子的转移，而一步释放出 H2O2。外球途径有

利于产物释放并且有助于酶的快速复活。叠氮化物

浸泡的MnSOD的结构表明叠氮化物也与WAT2相

互作用，并且在这种情况下Mn的第 6配位键位置

是空的，这可以解释为该催化反应也可能在内球以

外发生，并且通过外球的氢键网络传递质子［21-22］。

快速循环是通过外球途径进行的氧化还原反

应，k2是快速的外球途径反应的速率常数。慢速循

环是内球反应途径，k3表征O2
•进入内球反应的速

率常数，并可以解释为产物抑制复合物的形成速

率。速率常数k4是过氧化物离子从内球体释放出来

的速率［9-10］。当O2
•进入内球并配位Mn离子时，酶

很容易形成抑制复合物而难以解离。本文认为

MnSOD 的活性主要是通过控制门控比来调节的，

调节产物抑制复合物的解离速度是低效率的，干扰

O2
•进入内球以利于减少产物抑制是保持高酶活性

的更有效策略［5］。

3　温度对MnSOD活性的调节

有人提出MnSOD进入快循环可能是调节线粒

体或者细胞中过氧化氢流通量的机制。然而，对

MnSOD双相催化过程的确切化学原理及其生理学

意义目前尚不清楚。不同物种来源的 MnSODs 有

一项保守特征，即其在高温下迅速形成产物抑制复

合物。在低温下 MnSODs 较少被抑制，并且在形

成产物抑制复合物之前经历更多的快速循环途径催

化反应。笔者认为温度是控制MnSOD进入慢速或

者快速循环途径催化的重要因素。

3.1　低温激活MnSOD
20 世纪 70 年代对来自大肠杆菌（Escherichia 

coli）的 MnSOD （EcMnSOD）和嗜热脂肪芽孢杆

菌 （Bacillus stearothermophilus，生长温度大于

65oC） 的 MnSOD （BsMnSOD） 的 研 究 发 现 ：

MnSOD通过快循环和慢循环的两种途径催化超氧

自由基歧化［9-11］。对于BsMnSOD来说，在温度为

25oC 和 pH 为 9.4 的情况下，其反应速率常数值      

k1 （≈k2）=5.6×108 mol-1·L·s-1、k3=4.8×107 M-1·L·s-1、

k4=70 s-1、kcat=4×104 s-1。最初发现 MnSOD 双相催

化机制的McAdam等［9-10］同时还分析了H2O2、pH、

温度和其他可能参与调节 BsMnSOD 酶活性的因

素，他们发现该酶的门控比主要受温度调节。还发

现反应常数 k1和 k2在 10~60oC之间几乎不随温度变

化而变化，因此BsMnSOD催化的快速循环反应速

率在这个温度范围内与温度变化无关。另一方面，

慢循环的反应常数 k3和 k4随着温度（在 5~55oC 之

间）的增高而加快。在25oC时，BsMnSOD催化的

快速与慢速反应的门控比为12∶1，而在55oC时其

门控比仅为3∶1。与高温导致 k3的快速增加相比，

温度仅引起 k4值微小的变化。由于反应（4）的效

率低下，伴随着k3随温度升高，抑制复合物的形成

速率（k3）远低大其解离速率（k4）。随着反应的继

续，每进行一次循环，就有更多的酶分子转化为抑

制复合物而不能及时复活。最终在高温下，酶不能

及时周转与复活而导致所有反应都会进入以k4速率

进行的慢循环途径。

随着生理范围内的温度升高，MnSOD催化反

应的门控比反而降低，因而生理范围内的升高温度

反而促进该酶更快地进入慢速反应途径。当k2/k3在

较高温度下下降到一定的低比率范围时，反应更快

地进入慢循环途径，这时在反应中几乎观察不到快

循环反应。在较低的温度下，酶更快地进入快循环

通路催化反应而减少抑制复合物的形成。在足够低

的温度下，当 k2远大于 k3时，自由的酶会迅速再生

而复活，所有反应都将转向高效的快速循环途径

（图2）。这个足够低的温度点是所有反应切换到快
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速循环的阈值温度，或者是“设定点”温度。这一

特性意味着 MnSOD 是一种特异性地被低温活化

的酶。

3.2　MnSOD是受温度调控的变构酶

室温下采集的 MnSOD 晶体结构活性中心的

Mn 是一个五配位的结构［23-25］。Borgsdahl 等［26］在

低温（100 K）条件下捕获到了 EcMnSOD 的六配

位晶体结构，Mn 的第 6 配位键配体是 1 个水分子

（WAT2 或 OH-）（图 3，PDB 1D5N）。低温俘获的

晶体与一般晶体之间的不同反映了MnSOD活性位

点的配位状态是温度依赖性的。在低温冷却过程

中，WAT2从外球“门”的位置移动到内球并作为

第6配体与Mn配位，这表明MnSOD是一种受温度

调控的变构酶。人们早就知道，配体与Mn之间的

相互作用是压力和温度依赖性的，因为配位键的形

成对Mn与配体之间距离敏感［13，26］。随着温度的降

低，Tyr34 氨基酸残基改变其与锰的角度和距离，

并在空间上调节其氢键伴侣（WAT2）与 Mn 的距

离。在足够低的温度（100 k）下 WAT2 接近甚至

与Mn形成配位键。而在室温下随着活性位点的受

热膨胀或者水分子热运动加剧，WAT2 脱离 Mn，

这可能就是为什么在室温下采集的一般晶体中没有

观察到六配位 WAT2-Mn 的原因。变构配位表明

WAT2和Mn之间的距离受温度控制，在生理温度

范围内WAT2和Mn之间的距离变化可能与MnSOD

的生理学功能相关。在活性位点遇冷收缩时，

WAT2 更接近 Mn，WAT2 可能会在空间上干扰 O2
•

进入内球并迫使反应进入更快的外球循环通路，从

而导致更高的门控率和酶活性以及较低的产物抑制

水平。

上述晶体结构的研究表明，EcMnSOD可以根

据温度的变化处于不同的配位状态。要捕获到

MnSODs配位结构发生转变，需要很大的温度变化

（室温到100 K）。光谱学研究表明，该酶活性位点

的Mn在生理或者亚生理温度范围内，处于五配位

和六配位的动态平衡中。Whittaker等［27］最先报道

了叠氮化物与 Mn3+SOD 的相互作用依赖于温度的

变化。他们在EcMnSOD观察到，其发生六配位到

五配位转变的中位点温度是 220 K （≈-53oC），在

生理温度 （300 K≈27oC） 下完全转变为五配位结

构 。 同 时 ， 来 自 嗜 热 热 杆 菌 HB8 （Thermus 

thermophilus）的MnSOD（TtMnSOD）表现出类似

Fig. 3　The six-coordinated crystal structure of EcMnSOD 
captured at a low temperature（100 K）

图3　低温（100 K）条件下捕获到的EcMnSOD六配位晶体

结构

室温条件下捕获的EcMnSOD晶体结构 （PDB 1VEW）［22-24］ 与

HuMnSOD的结构 （PDB 7KKS） 具有相同五配位的活性中心。

1D5N在与1VEW相似的条件下结晶，但在数据收集前EcMnSOD晶

体被冷冻到100 K。1D5N结构显示WAT2与Mn 配位成为活性位点

中的第六个配体［26］，表明MnSOD是一种温度依赖性的变构酶。

Fig. 2　MnSOD catalyzes the disproportionation of 
superoxide radicals in two parallel pathways of fast- or 

slow-cycle depending on temperature
图2　MnSOD依赖于温度变化通过快循环或慢循环两种平

行途径催化超氧自由基的歧化反应

超氧自由基的氧化是一个在快循环和慢循环中都以相同的恒定速

率（k1）进行的单一过程。超氧自由基被还原为过氧化氢的反应可

以通过快循环或慢循环途径平行地进行。发生快循环（k2）与慢循

环（k3）的相对比例（门控比，k2/k3）会随着温度升高而降低，这

意味着MnSOD在高温下更快地形成产物抑制复合物。在低温下，

MnSOD保持在快循环途径中催化反应 （k2），而较少发生产物      

抑制。
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于 EcMnSOD 的变构行为，但 TtMnSOD 在发生六

配位到五配位转变的中位点温度在更高的温度  

305 K（≈32oC）［28］。TtMnSOD和EcMnSOD两种酶

的活性位点结构几乎相同，但对温度反应的敏感点

明显不同，显然每个生物体的生理生长温度与

MnSOD 变构的温度敏感点有关。这些结果为

MnSOD结构的微妙变化在协调生物适应极端物理

环境中的作用提供了证据。

光谱和计算化学研究表明，MnSOD的活性位

点处于无叠氮化物的五配位和加合叠氮化物的六配

位之间的动态平衡之中，其动态平衡点依赖于温

度。在室温环境中，伴随着MnSOD活性位点的受

热膨胀，与 Tyr34 以氢键连接的叠氮化物脱离

Mn3+，因此室温下该酶的活性中心为五配位状

态［16，21-22］。如前所述，超氧自由基氧化成氧气伴

随着Mn3+SOD还原为Mn2+SOD是一个与温度变化

无关的过程，在快循环和慢循环中都以相同的速率

常数 k1进行。还原态的 Mn2+SOD 与阴离子（叠氮

化物）的相互作用可以提供更多关于温度依赖性

Mn2+的氧化过程和产物抑制信息，但是 Mn2+与阴

离子的相互作用不同于Mn3+与阴离子的相互作用，

因为Mn2+较低的表面电荷导致Mn2+SOD的活性中

心趋向于静电力平衡状态。Mn2+SOD 在低温下更

有可能不与阴离子配位，而是与水分子配位［29-30］。

Tabares 等［31］ 基于高场电子顺磁共振谱 （high-

frequency and high-field electron paramagnetic 

resonance，HFEPR） 的光谱分析表明，Mn2+SOD

温度依赖性地与 H2O 相互作用。他们检测到天然

（无阴离子） EcMn2+SOD的独特六线HFEPR光谱，

该六线光谱的强度随着孵育温度的降低而增加，而

在高温下完全逆转。新检测到的六线光谱是由于在

MnSOD 的 五 配 位 中 心 上 添 加 了 一 个 水 分 子

（WAT2）。在室温下WAT2位于外球的“门”处并

且 与 Tyr34 以 氢 键 结 合 。 天 然 （无 阴 离 子）

EcMn2+SOD 的五配位中心添加水分子在结构上类

似于低温条件下（100 K）捕获的 EcMnSOD 蛋白

晶体。五配位转换到加合WAT2六配位EcMn2+SOD

的热力学参数与先前报道的叠氮化物加合物中

EcMn3+SOD转换的热力学参数几乎相同。

3.3　MnSOD是一种被低温活化的变构酶

本文认为，MnSOD的配位方式主要受温度调

节，温度变化导致其严格保守的内外球网关氨基酸

残基 Tyr34 改变其与锰的角度和距离，并调节

Tyr34 的氢键伙伴与Mn 的距离、甚至与锰形成配

位键。水、叠氮离子、氟化物和O2
•都是Tyr34的氢

键伙伴［16，21-22］。叠氮化物因为它的分子半径足够

大可以作为第 6 配体直接与 Mn 配位。伴随着

MnSOD酶活性位点的遇冷收缩，叠氮化物可以在

空间上接触到Mn而与Mn配位。而相反，较小分

子半径的氟阴离子在低温环境中不能接触到（或连

接） Mn，而是非常接近 Mn 离子。在低温下，

Mn3+SOD 优先配位叠氮化物，而 Mn2+SOD 的主要

配体是WAT2。叠氮化物与Mn3+SOD的相互作用与

MnSOD的生理学作用无关，因为Mn3+SOD还原成

Mn2+SOD 是在快循环和慢循环中以相同速率常数

（k1）的过程。与温度变化相关的 WAT2/Mn2+SOD 

相互作用是门控比随温度降低而增加的结构学

基础［29，31-32］。

WAT2和O2
•是一对相互竞争的与Mn离子配位

的天然配体。随着温度的降低，WAT2更接近Mn

离子从而在空间上竞争性地干扰O2
•/Mn2+配位。在

足够低的温度下，WAT2 占据 Mn 的第 6 配位键的

位置，可以完全阻断O2
•/Mn2+形成配位键，结果是

所有反应都在快速的外球路径下进行。因此，

WAT2和O2
•竞争性地与Mn配位揭示了一种新的酶

促反应机制，竞争性促进酶活性模型。当WAT2竞

争性地占据 Mn 的第 6 配位键的时候反而促进了

MnSOD 的酶活性。在较高温度下，Tyr34 将其氢

键搭档 WAT2 稳定在外球体从而为 O2
•打开了进入

内球的通道，O2
•可以通过Mn和WAT2之间的间隙

进入内球体并与Mn离子形成抑制复合物。快速的

外球反应和慢速的内球反应是两个独立的平行反

应，预形成产物抑制复合物再质子化解离不是快速

外球循环的必须途径。光谱研究表明，天然

MnSOD的活性中心处于无WAT2的五配位和加合

WAT2六配位的动态平衡之中，该动态平衡的平衡

点取决于温度，并在低温下转变为六配位结构，表

明快速的外球反应发生的比例随着温度的降低而增

加，反之亦然（图4）。该模型符合MnSOD的门控

比动力学和MnSOD生理学功能。门控比表示了由

温度决定的快外球反应和慢内球反应的比例。温度

是人体或环境的冷热程度，门控比随温度不断变

化，这使得MnSOD可以感知不断变化的温度并不

断调整门控比，因此，MnSOD很可能是一种完美

地感知温度变化的变构酶。不断变化的温度可以通

过细胞内总的MnSOD分子连续监测，然后微调细

胞内 MnSOD 内外球反应的总比例以适应温度

变化。
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4　MnSOD的化学修饰调节

蛋白质的翻译后修饰调节蛋白质的活化、失活

或功能继而来控制许多生物过程。MnSOD主要受

到乙酰化、硝化和磷酸化等共价修饰调节，这些修

饰普遍导致该酶活性降低。由于MnSOD的化学修

饰已被证明可能具有可逆性，因此这些修饰可能与

细胞中的氧化还原信号传导过程有关，其中乙酰化

和 硝 化 修 饰 被 证 明 与 炎 症 性 热 疼 痛 的 发 生

有关［36-39］。

4.1　乙酰化修饰

HuMnSOD的特定赖氨酸残基的乙酰化修饰导

致该酶的活性降低和线粒体超氧化物水平增加。

Benovic 等［36］提出带正电荷的赖氨酸通过静电引

导超氧化物阴离子进入酶的活性中心，该观点也得

到认可［40］，而赖氨酸的乙酰化修饰导致MnSOD活

性中心的静电引力降低从而降低酶活性［41］。Sirt3

（sirtuin-3，主要位于线粒体的NAD+依赖性去乙酰

化酶） 可以去除 MnSOD 的乙酰化修饰而维持

MnSOD 的酶活性［42-43］。线粒体 Ca2+ 内流导致

NAD+/NADH 比值下调，进一步导致依赖 NAD+的

SIRT3去乙酰化酶活性降低而抑制MnSOD的活性，

导致 ROS 生产增多［44-48］。上述论文的结果提示，

在NAD+/NADH平衡状态下MnSOD是被乙酰化修

饰的，氧化态 NAD+增多导致 MnSOD 被去除乙酰

化而活化。MnSOD乙酰化与去乙酰化修饰可能是

一种在代谢压力下（营养匮乏或缺氧）维持代谢平

Fig. 4　MnSOD functions as an allosteric enzyme activated by low temperature
图4　MnSOD是一种被低温激活的变构酶

MnSOD通过Mn3+还原态和Mn2+氧化态之间变化催化O2
•歧化为O2和H2O2。Mn与O2

•之间的电子交换可以通过内球或外球机制发生。（a）显

示了内球反应途径，该途径也是著名的5-6-5途径。第一个O2
• （O—O•）进入MnSOD活性中心的内球并且与Mn配位，导致Mn3+从五配位转

变成六配位状态（1到2），当O2
•释放出O2的时候（2到3），六配位的Mn3+转变成五配位Mn2+；第二个O2

• （O—O•）进入内球导致Mn2+从五

配位转变成六配位（3到4），该反应可能导致产物抑制复合物（O2
2-Mn3+）的形成；伴随着产物抑制复合物释放出H2O2，六配位的Mn2+转

变成五配位的Mn3+ （4到1），MnSOD恢复到活性状态。（b）显示在足够低的温度下进行的快速的外球反应，在该机制中Mn不直接与O2
•配

位而通过简单的两步反应完成歧化反应（5到6）。低温下WAT2（H2O，绿色）作为第六配体与Mn配位，从而阻挡O2
• （O—O•）进入内球，

并且避免O2
•与Mn2+配位而形成产物抑制复合物，导致MnSOD催化的反应会全部通过快速的外球途径进行［29，31-35］。MnSOD通过内球和外

球反应途径平行地催化反应进行，温度越低则快速的外球反应发生的比例越高，温度越高则发生慢速的内球反应的比例越高。
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衡的反馈机制。

有研究表明，MnSOD的乙酰化修饰与炎症性

热敏疼痛的发生有关。Lauro 等［42］认为，细胞中

超过 90%的ROS是在线粒体中产生的，过量的超

氧化物可导致DNA、脂质和蛋白质损伤，这些伤

害性信号转导到神经中枢引起小鼠对炎症性热疼痛

的敏感。SIRT3活性降低导致MnSOD失活而不能

维持超氧自由基和线粒体稳态，导致动物对热痛觉

更敏感［43，45-46］。同时，MnSOD活性降低导致的氧

化应激会抑制SIRT3活性，进而导致线粒体高乙酰

化水平的修饰和氧化应激加剧。这些相互作用导致

放大SIRT3作用的反馈回路，进一步增强氧化损伤

和炎症过程的正反馈信号。已知的天然或化学合成

的抗氧化剂具有抗热痛觉过敏的作用， 如膳食多

酚（如白藜芦醇）具有抗氧化和持久的抗热敏感作

用。进一步的研究发现，白藜芦醇在体内和体外均

可以有效促进SIRTs的去乙酰化酶活性，白藜芦醇

通过维持SIRT3活性来清除内源性超氧自由基，从

而抑制炎症性热疼痛［47-48］。

4.2　硝化修饰

活性氮 （reactive nitrogen species，RNS，包

括•NO、过氧化亚硝酸盐 ONOO−和•NO2等）会引

起蛋白质、不饱和脂肪酸、核苷酸和其他生物分子

的硝化。体内RNS的生物学作用是硝化蛋白质中

的酪氨酸而产生3-硝基酪氨酸，导致蛋白质的结构

和功能改变，如酶的催化活性失活、对蛋白水解酶

的敏感性改变等。硝化修饰还可以阻碍酪氨酸被磷

酸化修饰而影响酪氨酸蛋白激酶的生物信号转导作

用［19，49-50］。MnSOD 中的 Tyr34 是被过氧亚硝酸盐

硝化的主要氨基酸残基，Tyr34 残基位于 MnSOD

活性位点中距离锰∼5.5 Å的范围内， 硝基化修饰

MnSOD 足以导致 MnSOD 丧失了大部分酶活

性［51-53］。科学家提出 MnSOD 的 Tyr34 残基被硝基

修饰而降低活性的3种可能机制：a.空间位阻干扰

底物（O2
•）进入酶的活性中心；b.减弱支持催化

中质子转移的氢键网络；c.由硝基的存在而引起的

该酶活性中心的氧化还原电位变化和静电效应

降低。

有证据表明，在热刺激下，外周和中枢神经中

活性氧和活性氮的含量增加。而同时，去除 ROS

和RNS的药物可以逆转和预防与多种病因的热疼

痛相关的特征性表现，包括炎症性疼痛、神经性疼

痛或吗啡诱导的痛觉过敏和耐受性。热刺激诱导

ROS/RNS形成的增加，可能会促进神经系统对热

刺激的敏感性。MnSOD 被硝化而失活导致 O2
•增

加，对于炎症和热刺激诱导的痛觉过敏的发展至关

重要［43-47］。

5　讨 论

生物能转化的本质是发生在线粒体中的氧化还

原 反 应 。 通 过 三 羧 酸 循 环 （tricarboxylic acid 

cycling，TCA）产生的还原态烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸 （NADH） 和 还 原 态 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（FADH2）与O2反应是生物产生和利用能量的主要

途径［52，54］。O2包含两个不成对的顺磁电子，因此，

分子氧的还原面临自旋限制因而必须通过单电子还

原步骤进行，而不可避免地产生超氧自由基中间

体。含有单电子辅因子 （例如过渡金属离子锰、

铁、铜等）的酶可以帮助分子氧克服自旋限制而避

免产生氧自由基。高效的细胞色素 c 氧化酶

（cytochrome c oxidase，一种血红素-铜氧化酶）直

接催化分子氧还原为水而避免产生超氧自由基。细

胞 色 素 c 氧 化 酶 是 呼 吸 链 （respiratory chain，

ETC）最终端的限速酶，它将质子拉过线粒体内膜

（mitochondrial inner membrane，IMM，在真核生物

中）或细胞膜（在原核生物中）而形成跨膜的质子

梯度。存储在跨膜的电化学质子梯度中的自由能最

终用于合成 ATP，这个过程被称为氧化磷酸化

（oxidative phosphorylation，OXPHOS）。

从呼吸链泄漏的电子可以直接传递给分子氧而

生成超氧自由基。SODs （MnSOD、FeSOD、Cu-

ZnSOD、NiSOD）将单电子超氧自由基催化为 O2

和 H2O2，H2O2被其他级联的抗氧化酶（例如过氧

化物酶、谷胱甘肽过氧化物酶、过氧化氢酶，所有

这些酶构成级联的抗氧化系统）转化为水。级联的

分子氧被还原生成水的单电子过程释放的能量只能

通过热量形式而被耗散［55-56］。从呼吸链泄漏的电

子形成的超氧自由基主要产生在线粒体基质中，只

有两个电子泄漏位点主要将超氧自由基释放到线粒

体内膜与外膜的间隙（IMM）［57-59］。超氧自由基以

其高反应性的不成对电子参与许多非特异性生物化

学反应而被认为是有害的分子［60］。因为定位在线

粒体基质中，MnSOD是控制超氧自由基代谢方向

（成为有害的自由基分子或者产热性呼吸的中间分

子H2O2）的主要的酶。由于底物（O2
•）被认为有

限，SODs也一直被认为是一种为防止瞬时的超氧

自由基爆发而备用的抗氧化酶。然而据观察，过表

达 MnSOD 会导致细胞中 H2O2水平升高和 O2
•水平
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降低，因此，MnSOD可作为调节超氧自由基和过

氧化氢平衡的变阻器［61］。此外，动力学模型证明，

在过表达 MnSOD 的线粒体中，降低的 O2
•水平会

“拉动”反应CoQ-+O2→CoQ+O2
•向前进行，从而导

致更多电子从 CoQ-位点泄漏出 ETC。总而言之，

MnSOD 的活性不仅可以影响 O2
•/H2O2的稳态，还

可以影响 O2
•和 H2O2在细胞或者线粒体里的流量。

理论上来说，冷活化的特性表明MnSOD可以直接

响应温度变化并主动调节O2
•/H2O2平衡和流通量。

在研究的初始阶段（1970s年），MnSOD的主

要生理功能被定义为抗氧化酶。但是目前的研究表

明，MnSOD在维持细胞中ROS的平衡和调节细胞

和线粒体的功能方面起着重要作用。虽然ROS被

认为是一类重要的信号分子，但是还没有明确的理

论阐明 ROS 信号作用的原理。在较高 （或过高）

的温度下，MnSOD更容易在较慢的产物抑制途径

中催化反应，并且导致O2
•不能被及时清除而过量。

我们认为，如果O2
•是一种有害分子，它更可能是

由体温过高引起的；如果O2
•是一种信号分子，它

似乎会转导身体（或环境）温度过高的信号。在较

低（或过低）的温度下，MnSOD主要通过快速循

环途径催化反应，因此，NADH 和 FADH2更容易

与O2燃烧（通过级联的单电子还原途径进行）而

产生热量。如果低温下冷活化的 MnSOD活性高于

过氧化物酶和谷胱甘肽过氧化物酶等H2O2清除酶

的活性，则H2O2更有可能过量。如果H2O2是信号

分子，它似乎是介导了低温信号，并且可能诱发一

系列生理反应反馈低温应激［3，57］。MnSOD遇冷激

活是对低温的主动性反应，冷活化的MnSOD的活

性（k2）显著超过细胞中超氧化物的稳态水平。因

此，MnSOD的冷活化不能解释为其在低温下应对

氧化应激的适应性反应，而是为适应温度变化而做

出的应答，并且主动调节O2
•/H2O2的平衡和流量以

反馈温度变化。

环境温度作为自然选择关键的因素，在推动生

命进化中发挥了至关重要的作用。不同的生物体有

不同的适应生长范围，比如，大肠杆菌的生长温度

范围是15~46℃，而Thermus thermophilus是一种极

端嗜热的、好氧性的、棒状的革兰氏阴性菌，其生

长温度能够达到85℃，具有75℃的最适生长温度。

这两者生长温度的差异与Whittaker等［27-28］报道的

引起其MnSOD变构的温度敏感点具有相关性，说

明每个生物体的生理生长温度与其MnSOD的活化/

抑制状态有关。MnSOD在较高温度下处于产物抑

制状态似乎指示该温度点是有利生物体的生长的温

度。人类的MnSOD在25oC的门控比为1∶1，因而

被认为容易产生产物抑制［62］。Hsu 等［63］发现在

20oC时人类MnSOD的门控比为4∶1。说明25oC是

界定人MnSOD进入慢速循环或者快速循环的重要

温度结点。有趣的是，25oC 这个所谓的室温正是

人体感觉舒适的温度。人MnSOD在高于25oC时的

酶促动力学特征没有见到报道，但是基于合理的推

测，人体的MnSOD在 35~37oC的生理环境中处于

产物抑制状态，这可以很好地解释为什么发生生物

氧化的主要亚细胞器-线粒体，在 35~37oC 的生理

环境中，人体线粒体里的H2O2水平反而处于比较

低的状态［55-56］。

恒定的体温可能是哺乳动物获得生存优势的关

键因素，因为稳定的体温可以保持生物体的生物化

学反应在合适温度范围内进行。但是，对于哺乳动

物恒定体温的进化机制及其深层次的控制机制仍未

完全揭示。近年发现线粒体局部微环境温度远高于

哺乳动物体温［64］，说明线粒体是维持体温恒定的

重要“热源”，是控制体温的最佳位点。已经有大

量文献报道线粒体中的解偶联蛋白通过诱导质子回

流泄漏到线粒体基质中的生热。我们创新地提出冷

活化MnSOD的催化产物H2O2可以直接诱导解偶联

蛋白的活化而增加产热［65］。哺乳动物在进化过程

中建立了多种温度应答体系，如神经-内分泌系统，

而使得哺乳动物体温稳定在 35~37oC。据报道，

ROS可以提高温度敏感型瞬时电位受体（transient 

receptor potential，TRP）对辣椒素诱导的热痛觉和

机械痛觉的敏感性［2，66-71］。因此不能排除MnSOD

和 ROS 也参与了温度敏感性 TRPs 离子通道的调

控。MnSOD可能是所有细胞的基础的和普遍的温

度感受器，因为所有的细胞都表达MnSOD并且都

对温度变化敏感。MnSOD的共价修饰导致其活性

降低，从而导致神经细胞对热刺激引起的疼痛更敏

感。以上论述想说明，体温恒定的基础是细胞的氧

化还原状态，因为细胞可以主动调节线粒体里（或

者生物体里）的氧化还原反应以维持体温恒定。哺

乳动物的神经-内分泌系统可以感知和放大细胞的

氧化还原状态的信号而提醒哺乳动物回避温度-氧

化应激引起的伤害，从而使哺乳动物的体温稳定在

更狭窄的温度范围。
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6　结 论

本文回溯了已经确立的 MnSOD 门控动力学

说，并且重点说明了温度是影响其快速反应与慢速

反应的门控比的关键因素。较高的温度加快

MnSOD与O2
•形成产物抑制复合物，从而使慢循环

反应成为催化反应的主流。温度降低反而诱导

MnSOD进入快速循环途径，这是从微生物到人类

的所有MnSODs的通用催化机制。MnSOD的门控

动力学催化特性与该酶活性中心的构象变化有关。

在结构上，MnSOD通过两个独立的、平行的途径

催化反应，即慢速的内球和快速外球反应途径。超

氧自由基被氧化成O2的第一段反应是与温度变化

无关的反应，并且在快速的外球和慢速的内球通路

中以相同速率常数（k1）进行。超氧自由基被还原

为H2O2是歧化反应循环中的关键的限速步骤，该

步骤可能通过快速的外球或慢速的内球两条途径平

行进行。当O2
•进入内球并且配位Mn离子时，酶很

容易形成抑制复合物而不能复活，这时方程式

（4）中的质子转移就成为了超氧自由基歧化反应的

限速步骤。干扰O2
•进入MnSOD活性中心的内球而

避免形成抑制复合物是维持歧化反应在快速循环路

径中进行的有效策略。结构学和光谱学的研究表

明，MnSOD 活性中心中 Mn 的配位状态是温度依

赖性，这可能是MnSOD遇冷活化的分子基础。随

着 MnSOD 活性中心的遇冷收缩，一个水分子

（WAT2）接近Mn（甚至与Mn形成配位键），从而

竞争性地干扰超氧自由基与Mn配位、并且减少产

物抑制的形成，因此该反应在低温下主要在较快的

外球途径中进行。

变构调节是酶活性调节方式中最灵活和快速的

调节模式，因此，变构调节往往与酶的生理学功能

相关。MnSOD遇冷活化的特性说明该酶的生理学

功能为：感受温度变化进一步调节 O2
•/H2O2信号。

MnSOD的温度依赖性产物抑制为温度应激和氧化

应激之间关系的基本原理提供了全新的见解。在极

端温度下，由于高温会导致MnSOD快速地形成产

物抑制而不能有效清除超氧自由基，因此热应激可

能与氧自由基不能被有效清除而过量有关。而于低

温下，MnSOD 被过度活化而导致 H2O2生成增加，

因此冷应激可能与 H2O2 过量相关。遇冷激活是

MnSOD对温度变化的最独特的应答，而不是对氧

化应激的被动适应，因为MnSOD遇冷激活的抗氧

化酶活性显着超过细胞（或者线粒体）中的超氧自

由基的水平。从生理学上讲，MnSOD的冷活化是

一种快速释放过氧化氢的调节机制，过氧化氢可以

作为第二信使诱导一系列针对冷应激的生理反馈。

越来越多的证据表明，ROS 在许多与温度相关的

生理现象中发挥信号转导功能，例如解偶联、适应

性产热，以及温度敏感瞬时受体电位通道、蛋白质

的折叠和热休克蛋白的表达等［72-74］。

MnSOD主要受到乙酰化、硝化和磷酸化等共

价修饰调节，这些修饰导致该酶活性降低。由于

MnSOD的化学修饰已被证明可能具有可逆性，因

此这些修饰可能与细胞中的氧化还原信号转导过程

有关，其中乙酰化和硝化修饰被证明与炎症性热疼

痛的发生有关。主要位于线粒体的NAD+依赖性去

乙酰化酶Sirt3可以去除MnSOD的乙酰化修饰，而

调节细胞MnSOD的酶活性以适应环境变化。白藜

芦醇等天然抗氧化剂通过增加 SIRT3 活性来促进

MnSOD的活化，从而高效清除O2
•而抑制炎症性疼

痛。MnSOD的乙酰化修饰一般是可逆的和可以调

节的，该修饰因此理论上是生物体调节体内 ROS

平衡和信号转导的方式。亚硝酸盐硝化修饰

MnSOD 活性中心的 Tyr34 氨基酸残基，导致

MnSOD丧失大部分酶活性和ROS失去平衡，而发

出危险信号甚至引起细胞死亡。MnSOD被乙酰化

和亚硝酸盐硝化修饰都与炎症性热疼痛的发生有

关。过度的化学修饰会导致细胞中MnSOD的活性

过低而产生过量的超氧化物，导致DNA、脂质和

蛋白质损伤，伤害性信号转导到中枢引起哺乳动物

对炎症性热疼痛更加敏感。
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Graphical abstract

Abstract　Manganese superoxide dismutase catalyzes the dismutation of two molecules of superoxide radicals to 

one molecule of oxygen and one molecule of hydrogen peroxide. The oxidation of superoxide anion to oxygen by 

Mn3+SOD proceeds at a rate close to diffusion. The reduction of superoxide anion to hydrogen peroxide by 

Mn2+SOD can be progressed parallelly in either a fast or a slow cycle pathway. In the slow cycle pathway, 

Mn2+SOD forms a product inhibitory complex with superoxide anion, which is protonated and then slowly 

releases hydrogen peroxide out. In the fast cycle pathway, superoxide anion is directly converted into product 

hydrogen peroxide by Mn2+SOD, which facilitates the revival and turnover of the enzyme. We proposed for the 

first time that temperature is a key factor that regulates MnSOD into the slow- or fast-cycle catalytic pathway. 

Normally, the Mn2+ rest in the pent-coordinated state with four amino acid residues (His26, His74, His163 and 

Asp159) and one water (WAT1) in the active center of MnSOD. The sixth coordinate position on Mn (orange 

arrow) is open for water (WAT2, green) or O2
• to coordinate. With the cold contraction in the active site as 

temperature decreases, WAT2 is closer to Mn, which may spatially interfere with the entrance of O2
• into the inner 
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sphere, and avoid O2
•/Mn2+ coordination to reduce product inhibition. Low temperature compels the reaction into 

the faster outer sphere pathway, resulting in a higher gating ratio for the fast-cycle pathway. As the temperature 

increases in the physiological temperature range, the slow cycle becomes the mainstream of the whole catalytic 

reaction, so the increasing temperature in the physiological range inhibits the activity of the enzyme. The biphasic 

enzymatic kinetic properties of manganese superoxide dismutase can be rationalized by a temperature-dependent 

coordination model of the conserved active center of the enzyme. When the temperature decreases, a water 

molecule (or OH- ) is close to or even coordinates Mn, which can interfere with the formation of product 

inhibition. So, the enzymatic reaction occurs mainly in the fast cycle pathway at a lower temperature. Finally, we 

describe the several chemical modifications of the enzyme, indicating that manganese superoxide dismutase can 

be rapidly regulated in many patterns (allosteric regulation and chemical modification). These regulatory 

modulations can rapidly and directly change the activation of the enzyme, and then regulate the balance and 

fluxes of superoxide anion and hydrogen peroxide in cells. We try to provide a new theory to reveal the 

physiological role of manganese superoxide dismutase and reactive oxygen species.

Key words　manganese superoxide dismutase (MnSOD), allosteric regulation, covalent modification, reactive 

oxygen species (ROS), redox, temperature, enzyme catalytic mechanisms
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