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摘要 

I 

 

摘要 

细胞程序性死亡是由细胞内信号决定的自主有序的细胞死亡方式，对正常细

胞群的稳定、机体的免疫反应、肿瘤的抑制等都有非常重要的作用。根据细胞死

亡形态学上的差异，可以将细胞死亡方式分为细胞凋亡和细胞坏死。 

我们通过研究发现，细胞坏死过程中会发生细胞有氧呼吸的强烈激活，而细

胞凋亡过程不会发生。对细胞有氧呼吸的抑制可以明显抑制细胞坏死，而对细胞

凋亡没有作用，这表明细胞坏死和凋亡对细胞代谢的依赖程度具有明显差异。

RIP3 作为细胞坏死过程中的关键调控因子，在细胞代谢的激活中具有重要作用。

在 RIP1/RIP3/MLKL 坏死复合体形成过程中，RIP3 会通过直接磷酸化的方式激

活线粒体代谢的关键酶-丙酮酸脱氢酶复合体（PDC）,促进丙酮酸代谢产生乙酰

辅酶 A 而进入三羧酸循环，从而激活细胞有氧呼吸。细胞有氧呼吸激活后在电

子传递链上产生大量活性氧（ROS），ROS 的产生在细胞内形成氧化性环境而进

一步促进坏死复合体的形成，构成正反馈调节，并最终导致细胞坏死。 

该论文发现丙酮酸脱氢酶复合物作为 RIP3 的下游底物参与激活细胞有氧呼

吸，促进细胞坏死。RIP3 介导的丙酮酸脱氢酶的活性调控，可能为丙酮酸脱氢

酶活性异常所引起的相关疾病的治疗提供参考。 

 

关键词：细胞凋亡；细胞坏死；有氧呼吸；坏死复合体；活性氧 
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Abstract 

Programmed cell death is a kind of organized cell suicide regulated by intracellular 

signals, which is very important to cell population homeostasis, immune response and 

tumorigenesis inhibition. According to the different morphology, programmed cell 

death can be divided into apoptosis and necroptosis.  

In our study we found that aerobic respiration was activated in necrotic cells, but not 

in apoptotic cells. Inhibitors and loss-of-function experiments indicated that aerobic 

respiration contributed to necrosis, but not apoptosis. As a key regulator of 

necroptosis,RIP3 plays major roles in the activation of cell metabolism. In the process 

of necrosome(RIP1/RIP3/MLKL) formation, RIP3 phosphorylates and activates 

pyruvate dehydrogenase complex(PDC), which enhanced the use of pyruvate in the 

tricarboxylic acid cycle and increased aerobic respiration and ROS production. 

Necrosome, PDC and ROS worked as a positive feedback loop to induce downstream 

effect and necrosis. 

The molecular mechanism of PDC activation by RIP3 may provide a new perspective 

to design drugs for PDC disorder related diseases. 

 

Key words: apoptosis; necrosis; aerobic respiration; necrosome; ROS 
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第一章 前言 

1.1 细胞程序性死亡简介 

细胞程序性死亡是由细胞内遗传机制决定的自主有序的细胞死亡方式，对正

常细胞群的稳定、机体的免疫反应、肿瘤的抑制等都有非常重要的作用。根据细

胞死亡形态学上的差异，可以将细胞死亡方式分为细胞凋亡(apoptosis)和细胞坏

死(necroptosis)[1, 2]。 

针对细胞凋亡的研究由来已久，这使细胞凋亡成为目前研究最为清楚的细胞

死亡方式；在细胞凋亡过程中，一连串的分子像按照编好的程序一般精确传递信

号介导细胞走向死亡。而长久以来，细胞坏死被认为有别于细胞凋亡，是一种不

受调节的，被动的死亡方式。最近的一系列研究揭示了细胞坏死受到特定的信号

分子的调控，属于细胞程序性死亡的一种[3-5]，被称为细胞程序性坏死

（necroptosis）。 

1.1.1 细胞凋亡与细胞坏死 

细胞凋亡是细胞在生长发育过程中或一定刺激条件下，受内在基因严格调控

的主动性自杀过程。细胞凋亡的主要特征有：（1）细胞质皱缩，细胞体积变小；

（2）核染色质断裂、凝集，核酸片段化，细胞内核酸内切酶被活化，将染色质

DNA 切割为核小体大小整数倍的片段，产生不同长度的寡聚核小体片段；（3）

细胞以出芽方式形成凋亡小体；（5）整个细胞凋亡过程中细胞膜保持完整，不释

放内容物，不引起炎症反应（图 1.1）。 

细胞坏死曾被普遍认为是一种细胞在外界强烈的物理或化学条件刺激下的

被动死亡方式，是不受调控的，然而近年的研究表明这种观点并不正确，细胞坏

死也是受到精确调控的程序性死亡方式。细胞坏死的主要特征有：（1）胞质透明

化，细胞器膨胀破裂；（2）细胞核皱缩，染色质 DNA 降解；（3）胞膜通透性增

加，胞内水泡不断增大，细胞结构完全消失，细胞肿胀直至最后破裂；（4）细胞
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质膜破裂，释放内含物，引起周围组织的炎症反应（图 1.1）。这些特征与细胞凋

亡具有显著差别。 

 
图 1. 1 细胞凋亡和细胞坏死的形态学区别 

Fig. 1.1 The morphology difference between apoptotic and necrotic cell 

(by Peter Vandenabeele, 2010[6]) 

 

1.1.2 细胞坏死机制 

细胞坏死可由多种刺激引起。细胞表面的死亡受体（Death Receptor）家族、

病原识别受体（Pathogen-Recognition Receptor, PRR）家族可以通过其配体诱导

细胞坏死，病毒、细菌及细胞内部损伤也可以引发细胞坏死。本文对于细胞坏死

的研究集中于 TNF-α 等死亡受体的配体所诱导的细胞程序性坏死。 

1.1.2.1 细胞坏死的信号传导 

死亡受体（Death receptor）家族是一类在细胞表面的跨膜受体，包括 TNF

受体 I（TNFRI）、Fas（又称 CD95）、TNF 相关凋亡诱导配体受体 1 和 2（TRAILR1, 

2）等。早期的研究表明，死亡受体介导的信号通路是调节细胞凋亡的外源性信

号，与线粒体介导的细胞凋亡的内源性信号相对应[7]。通常，死亡受体和对应的

配体结合后，通过一系列信号传导，经过线粒体内源性信号通路的放大，可以强
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烈的诱导细胞凋亡。但是在某些细胞株中(比如 L929 小鼠成纤维细胞)，这些刺

激却可以引起细胞坏死[7-10]。 

TNF，TRAIL 和 FasL 都可以通过其相应的受体（TNFR1，TRAILR，Fas）

诱导细胞坏死[8]。下文中将以 TNF 为例进行介绍。TNF 可以形成同源三聚体，

三聚化的TNF与TNFR1结合时会促进TNFR1寡聚化而形成同源三聚体。TNFR1

的寡聚化导致其胞内结构域出现构象变化，从而募集一个含有死亡结构域的蛋白

-肿瘤坏死因子 1 型受体相关的死亡结构域蛋白（TNFR1 associated death domain 

protein, TRADD）。作为一个与受体相互作用的重要连接蛋白（adaptor 

protein）,TRADD随后会募集RIP1，TRAF2，cIAP等蛋白而形成复合物Ⅰ（complex 

Ⅰ）。之后会发生 TNFR1 的内吞，复合体Ⅰ从细胞膜上脱落进入胞质内。此时，

细胞可能面临两种命运：（1）TRADD 和 RIP1 募集 Caspase 8 和 FADD，形成含

有 TRADD, RIP1, Caspase 8, FADD, 的复合体Ⅱa（complex Ⅱa）。complex Ⅱa

通过 Caspase 8 诱导细胞凋亡。（2）当 Caspase 8 活性受到抑制，且细胞内存在

RIP3 时，TRADD, RIP1 可以募集 FADD, Caspese 8, RIP3 而形成复合体Ⅱb

（complexⅡb ），从而诱导细胞坏死。 

1.1.2.1.1 复合体Ⅰ 

当 TRADD 被募集到 TNFR1 之后，会迅速募集 RIP1，cIAP1/2，TRAF2/5，

在细胞膜的内侧形成复合体Ⅰ[11]。TRAF2 蛋白含有 RING 结构域，具有泛素连

接酶 E3（E3 ubiquitin ligase E3）活性，负责将泛素连接到特定的底物上。根据

泛素连接的氨基酸所在物质，可以分为 K48 和 K63 泛素化。通常 K48 泛素化导

致蛋白被蛋白酶体识别而降解，而 K63 泛素化参与蛋白信号传导，不过也存在

特例。Chen. ZJ 等人认为，TRAF2 与泛素结合酶 E2 一起共同催化 RIP1 的丝氨

酸 377 发生 K63 多聚泛素化[12]。不过，后来 Bertrand 等人进一步完善了这个模

型，他们的研究发现 RIP1 K63 多聚泛素化的直接执行者是 cIAP1 和 cIAP2[13]。

在复合体Ⅰ形成之后，cIAP1 和 cIAP2，以及 TRAF2 共同参与 RIP1 K377 位点

的 K63 泛素化；生长因子 β 活化激酶 1（growth factor β activated kinase 1, TAK1）

复合体通过其相互作用蛋白 TAB2/3 上的新型锌指结构域（novel zinc finger 

domain, NZF domain）与 RIP1-K63 的多聚泛素链相结合并被激活。IKK（Inhibitor 
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of kB kinase）复合体通过 NEMO 也被募集到 RIP1-K63 多聚泛素连接链上后，

活化的 TAK1 会通过磷酸化而激活 IKKβ。被激活的 IKKβ 磷酸化 IkB 而导致其

泛素化降解，解除其对 NFkB 二聚体的抑制，从而促进 NFkB 入核行使转录调节

功能。TNF 刺激引起的 NFkB 激活被认为有利于细胞的存活[14]。 

1.1.2.1.2 复合体Ⅱ 

复合体Ⅰ形成后，激活 NFkB，促进细胞的存活。在某些条件下，比如 TNF

和 Smac mimetic 处理细胞时（Smac mimetic 可抑制 cIAP1/2），RIP1 会从 TNFR1

上解离，通过募集 FADD 和 Caspase 8 而重新组装成复合体Ⅱa，而诱导 Caspase 

8 依赖的细胞凋亡。当 Caspase 8 活性被抑制时（比如 Caspase 抑制剂 zVAD 处

理细胞），RIP3 可以被募集到复合体Ⅱ中，形成新的含有 RIP3 的复合体Ⅱb。复

合体Ⅱb可以诱导RIP1和RIP3依赖的细胞坏死，故又被称为坏死小体（necrosome）
[15]。复合体Ⅰ与复合体Ⅱ之间的转化示意图见图 1.2。 

 

图 1. 2 TNF 诱导下的复合体Ⅰ和复合体Ⅱ[15] 

Fig. 1.2 Model of complex I and II induced by TNF 

 

细胞坏死的信号传导过程中，RIP1、RIP3 以及 MLKL 是核心的信号蛋白，

其具体机理将在本文的后续部分详细介绍。 
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1.1.2.2 RIP1 是细胞坏死过程中的重要蛋白 

（Receptor-interacting protein kinase, RIPK）受体相互作用蛋白激酶是一类具

有丝氨酸、苏氨酸激酶活性的蛋白。在研究 TNF 等细胞因子诱导细胞坏死的机

制过程中，Holler 等人于 2002 年发现在 FasL 处理下，人源的原代 T 细胞会发生

坏死，且这种细胞坏死依赖于受体相互作用蛋白激酶 1（Receptor-interacting 

Protein Kinase 1，RIP1）。通过 RNA 干扰技术敲低 RIP1 的表达能够抑制细胞坏

死，且 RIP1 的激酶活性是细胞坏死过程所必须的[9]，表达激酶活性缺失的 RIP1

（D138N 和 K45A）的基因敲进的小鼠细胞完全抵抗细胞坏死[16, 17]。除了在细胞

坏死中的作用外，RIP1 还具有另一个重要功能是在 TNF 诱导下激活 NF-κB 信号

通路[18, 19],从而激活抗凋亡信号，促进细胞的生存。 

在小鼠体内，RIP1 基因敲除会导致胚胎致死[19]，而在 caspase-8 和 RIP3 双

敲除的背景下，RIP1 缺失导致的胚胎致死情况会消失[16, 20, 21]，在 caspase-8 或者

RIP3 单敲除的情况下，RIP1 缺失仍然导致胚胎致死。这说明在体内，RIP1 的存

在可能参与抑制凋亡和坏死。 

RIP1 既能够参与激活 NF-κB 信号通路促进细胞生存，也能够介导死亡信号

诱导细胞死亡，且在小鼠体内，RIP1 的正常表达还可以抑制细胞凋亡。因此，

RIP1 是一个功能复杂且在决定细胞是生存还是死亡中具有重要地位的蛋白[22]。 

1.1.2.3 RIP3 是决定细胞走向凋亡还是坏死的关键蛋白 

在细胞程序性死亡研究领域，一直存在着一个重要的科学问题，即同一种刺

激物在不同细胞中能诱导不同类型的死亡方式。比如，TNF 可以诱导入源乳腺

癌细胞株 MCF-7 和杂交瘤衍生细胞 PC60 等发生细胞凋亡，而在小鼠成纤维细

胞 L929 中 TNF 却导致细胞坏死。甚至在两株不同来源的 NIH-3T3 细胞中，TNF

可以分别导致细胞凋亡和细胞坏死。在 2009 年，Zhang,D.W. 等人经研究发现，

RIP3 的表达与否决定了 TNF 刺激下的 NIH-3T3 细胞的死亡类型，表达 RIP3 的

细胞走向坏死而不表达RIP3的细胞走向凋亡[4]。在此同时，Cho, Y.S. 和He, S. 等

人也分别发现 RIP3 是细胞坏死过程中的关键蛋白，坏死性刺激下 RIP1 会与 RIP3

形成复合体传递信号，最终导致细胞坏死[3, 5]。 
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