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1 引言   

随着近几十年来人类平均寿命的迅速增长，衰老机理的研究以及生物医学技术在健康和抗

衰老领域的应用格外受到世人的瞩目，也取得了许多重大的进展。由于生物组织的复杂性，无

论是遗传因子还是环境因子都已被证明对生物体的疾病和衰老过程产生重大的影响。研究表

明，多种自发进行（非酶促）的生化副反应，如氧化和非酶糖基化过程，都会不停地对生物体

的结构和功能分子产生熵增性的和随机性的嫌忌反应和修饰，并对动物和细胞的新陈代谢造成

伤害性的，有时甚至是不可逆的影响和改变。在老化机体内则往往可观察到如脑组织中脂褐素

的蓄积，神经纤维缠结，淀粉样样蛋白和老年斑类物质增多以及血管硬化等增龄性改变，最终

造成脑组织细胞的死亡和生物整体的衰老。目前，随着自由基生物医学以及糖生物化学研究的

深入发展，细胞内溶酶体和蛋白酶小体中蛋白质的水解和更新以及两者与细胞内随龄蓄积的脂

褐素之间的关系越来越引起有关领域专家的密切关注。 

2 衰老与细胞内蛋白质的降解   

衰老的一个显著特征是组织细胞内出现不可降解的荧光物质──脂褐素
[1-3]

。尽管在某些有

丝分裂细胞(如肝细胞)中也有脂褐素蓄积的记载，但脂褐素的蓄积最开始是在不同组织的不分

裂细胞如神经元和心肌细胞等长寿细胞中被发现的。脂褐素的超微结构及组化特征跟晚期溶酶

体颇为相似，例如脂褐素颗粒被单膜包被，与检验溶酶体蛋白酶的组化试剂起反应等等。组成

脂褐素的生化物质中包含有各种形式的不可降解的生物大分子垃圾，其中包括多种蓄积的变性

蛋白质。研究认为这些变性蛋白质的产生部分归因于与氧应激和糖应激相关的翻译后修饰
[4-6]

。

值得注意的是一些与氧化紧张相关的老化退行性疾病和荧光颗粒的出现往往密切相关
[7]
。最近

的研究表明氧化修饰蛋白质的生成、蛋白水解酶活力与溶酶体的内容物的蓄积有关。根据这些

研究有人提出脂褐素与腊黄素（脂褐素前体物）的产生部分是由于细胞内蛋白水解能力因年龄

和疾病的影响而下降所导致的后果。因此研究这些过程的分子机理及脂褐素和腊黄素的蓄积所

带来的细胞功能的改变对研究衰老和退行性病变有着十分重要的意义。 

2.1  衰老与溶酶体功能   

溶酶体作为蛋白质更新系统中的关键亚细胞器在降解各种细胞组分的过程中发挥着十分

重要的作用。研究表明溶酶体在衰老过程中发生了改变，特别是其更新代谢生物分子过程前期

的吞噬作用的效率在衰老过程中逐渐下降
[8]
。在自吞噬过程中，细胞组分形成自吞噬小体与溶

酶体发生融合，进而被蛋白酶和酸性水解酶所降解。自吞噬小体的形成速度及其与溶酶体的融

合速度都随着年龄的增加而显著下降
[8,9]

。衰老过程中溶酶体功能发生改变的另一途径是由分子
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配体所介导的吞噬作用。在这种蛋白质更新的过程中，蛋白质由于其自身特定的结构特点而被

热休克蛋白 73 所识别并与其特异性结合，其中一种蛋白配体为KFERQ。随后靶蛋白与热休克蛋

白复合物经溶酶体膜上糖蛋白受体 96(LPG96)的介导而转运到溶酶体内，这种受体也称之为

LAMP-2a。据报道，LPG96 在衰老的过程中下调，因而导致分子配体介导的吞噬作用下降。自吞

噬和分子配体所介导的吞噬对于细胞内蛋白质和亚细胞器的降解十分重要，因此研究这些衰老

过程中溶酶体的衍变是研究细胞衰老和脂褐素蓄积的重要内容之一。 

研究用的脂褐素和腊黄素的组织样本主要有以下三种来源：(1)患有某些退行性疾病的人；

(2)构建患有这些疾病的动物模型；(3)不同年龄的健康人人体器官。阿尔茨海默症的细胞学特

征是神经元内出现由变构蛋白蓄积而形成的老年斑。大量的研究表明，这种神经退行性疾病与

不断增加的氧化紧张的伤害有关。有的专家认为老年斑的形成是β-淀粉样蛋白前体水解受阻

所造成的
[7,10]

。有趣的是在含有老年斑的神经元中，溶酶体会发生非正常蓄积，并且伴随有组

织蛋白酶和其他溶酶体组分的上调。这些现象，有可能是组织细胞对于抗降解变性蛋白质的反

馈效应。此外，有报道称组织蛋白酶家族的功能在衰老过程中也发生了改变。溶酶体功能的改

变对阐明帕金森症的发病机制也有所启示。此病的特征是在大脑神经元中出现由包被小体蓄积

所形成的路易氏小体，在患有此病的大鼠模型中加入 1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP)

会诱导产生α-核蛋白，此种蛋白的非正常产生有可能与帕金森症的病理机制有关。它在神经

元中会形成与脂褐素相似的颗粒。 

体外研究也为脂褐素的生成与溶酶体功能随龄变化之间的相关性提供了证据。通常的实验

方法是在培养细胞或整个动物的蛋白水解系统中加入蛋白水解酶的抑制剂来观察其结果
[11,12]

。

对培养的成纤维细胞的研究表明组织蛋白酶的抑制会导致细胞内荧光物质的蓄积
[13]

，这些物质

与脂褐素及腊黄素的结构有一定的相似性，并且它们的产生与细胞功能的退化有关。事实上，

腊黄素、脂褐素及蛋白质抑制剂诱导产生的荧光颗粒具有相似的荧光特性
[1,12]

。 

2.2  衰老与蛋白酶小体的功能   

最近的研究表明，脂褐素、腊黄素的形成与细胞内另外一种蛋白水解系统——蛋白酶小体

的功能也有一定联系。蛋白酶小体含有多种细胞内蛋白水解酶(如糜蛋白酶、胰蛋白酶和谷胱

甘肽复合肽水解酶)，具有广泛的蛋白水解能力。它的水解功能是通过识别一定的蛋白质构象

而发挥的。蛋白酶(20S 蛋白酶)的催化中心是由两个相邻的七元环状的 β 亚基和覆盖在 β 亚

基两端的两个 α 调控亚基所构成。体外研究结果表明 20S 蛋白酶倾向于降解已氧化修饰的变

性蛋白质。20S 蛋白酶与一种多亚基的调节蛋白 PA100 结合形成 26S 蛋白酶，这种蛋白酶具有

ATP 和泛醌依赖性，PA26 蛋白对其进行远程调节，这种调节是通过 PA26 蛋白与 20S 核心结合

而达到的。它形成后在 MHC 家族 I 抗原的产生中发挥作用，因此这种蛋白酶结构和催化功能上

的特点使它能在更广的范围内参与对细胞功能的调节。 

尽管细胞的蛋白水解能力和程度有时会受到研究模式的影响，但衰老过程中蛋白酶的催化

功能还是被观察到有相当程度的降低
[14]

，这种降低可能是许多因素共同作用的结果。例如，在

衰老过程中人上皮成纤维细胞中蛋白酶的C3 和C8 亚基会逐渐失活；大鼠的骨骼肌细胞中蛋白

酶的Z亚基也会失活。进一步的研究表明在成纤维细胞逐渐衰老的过程中蛋白酶的亚基也会发
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生改变。用大鼠心脏组织做的衰老过程中蛋白酶的变化的研究表明酶的催化活性随年龄的增长

而下降，这可能是由于心脏组织中 20S蛋白酶在衰老过程中逐渐丧失造成的。此外，对从大鼠

心脏组织纯化出来的 20S蛋白酶进行分析，其结果表明催化中心亚基的变化与年龄的变化呈正

相关。值得注意的是从衰老个体提取的多肽酶的活性比年轻个体的要低。另外，人为的抑制培

养的成纤维细胞中的蛋白酶也会导致脂褐素的形成。 

3 自由基伤害与蛋白质水解阻抑   

通过大量的体外研究可以清楚地知道氧自由基能与蛋白质、脂质和DNA反应，从而改变这

些生物大分子的结构和功能。氨基酸残基的直接氧化会导致蛋白质的“变质”，如羰基化，而

使酶的活力丧失，因而氧化失活的酶被发现随年龄的增加而增加
[15,16]

。应该说明的是，尽管蛋

白酶本身容易被氧自由基所损伤，但迄今为止，氧化对溶酶体蛋白酶的直接影响仍知之甚少。 

3.1  氧化修饰和蛋白质的水解   

蛋白质的初级氧化修饰将会增加蛋白质对蛋白酶降解的敏感性，这可能是由于蛋白质疏水

基团暴露而被蛋白酶识别所造成的。然而，进一步地氧化修饰特别是产生复杂稳定结构的蛋白

质的交联反应则会使蛋白质的抗水解能力增强。这里首先有必要追溯氧自由基对细胞膜脂质层

的氧化损伤的研究，这是氧化损伤领域历时最久，研究最深入和最清楚的范畴。氧自由基可以

很容易地将脂膜中的多不饱和脂肪酸过氧化，产生如丙二醛(MDA)和 4-羟基-2-壬烯醛(HNE)等

大量对细胞有毒害作用的不饱和醛酮和羟酮等氧化中间产物。在纯化的蛋白质中加入HNE等不

饱和醛酮则会导致酶失活和蛋白质交联，放置一段时间还会产生与脂褐素和腊黄素相似的往往

具有荧光特性的变性蛋白(激发峰和吸收峰的范围分别在 360～390 nm和 400～600 nm之间)
[1]
。

体外研究通常以测定HNE的毒性反应和氨基酸－HNE反应复合物的模式来进行。HNE 的Michael

加合物与希夫碱产物是具有荧光的 2-羟基-3-亚氨基-1,2-二氢吡啶(激发峰和吸收峰的范围分

别为 360～430 nm)。赖氨酸-HNE荧光物质的交联产物是一种相对稳定的变性蛋白质终末产物。

HNE造成的蛋白交联形成了相对稳定的分子结构，阻碍了正常的蛋白水解及其更新代谢。大量

的研究结果显示，脂质的过氧化和蛋白质的氧化变性与蛋白质的变构和脂褐素的蓄积直接相

关。 

自由基介导的对蛋白质的直接修饰也会产生与衰老和疾病相关的蛋白质。这种蛋白质醛酮

与蛋白质氨基之间的交联也会对细胞的蛋白水解和代谢产生抑制，Davies及其同事将人肺成纤

维细胞置于氧化应激的条件下培养，研究了蛋白酶及组织蛋白酶功能的改变。在他们的早衰模

型中，细胞被置于富氧的环境中，使细胞中自由基的产生和氧化修饰蛋白的过程加速。在前 5

周内，总体上蛋白水解活动增强，之后至第 12 周，蛋白质水解随时间的延续而下降。使用多

肽荧光显示方法，可以检测到组织蛋白酶和蛋白酶小体中的糜蛋白酶样的总活力随时间的延续

而下降。细胞内的次级溶酶体和自发荧光物质在蛋白水解系统受到抑制后会随时间而增加，这

是检测脂褐素累积的一种方法。此外，氧化损伤成纤维细胞线粒体也是一种有用的模式。线粒

体是正常细胞呼吸产生自由基的来源，线粒体氧自由基在缺血再灌注等许多病理条件下会增

加，在阿尔茨海默症和帕金森症中也会增加
[1,3,17]

。因此氧化的线粒体可以用于诱导产生氧化紧
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张，使氧化损伤的组织中产生交联和蓄积变性蛋白，而成为溶酶体吞噬作用降解的靶物。把成

纤维细胞的线粒体暴露在氧化环境中，将会抑制胰蛋白酶样和糜蛋白酶样的活力。细胞内自发

荧光和组织蛋白酶活力往往伴随着溶酶体的增加而升高。这些研究表明自由基伤害所导致的蛋

白酶的抑制与溶酶体的结构和功能有关，而且 20S蛋白酶降解氧化修饰蛋白质能力的下降会因

溶酶体内蛋白酶的增加得到补偿。应该说明的是，蛋白酶小体本身也可被溶酶体所吞噬降解。 

3.2  蛋白酶小体的功能与氧化应激   

在衰老过程中蛋白酶小体的活性也受到了氧化修饰蛋白的影响。对不同年龄大鼠心肌细胞

的蛋白酶小体活性的研究表明，与 8 月龄的大鼠相比，26 月龄的大鼠的糜蛋白酶、胰蛋白酶以

及谷胱甘肽复合肽水解酶的活性分别降低了 60％、90％和 70％
[18]

。与此同时，老年大鼠的心

肌细胞中氧化修饰蛋白质的水平全面升高。将 8～26 月龄的大鼠的心脏组织中的 20S蛋白酶小

体催化中心被提纯后，可以观察到与年龄相关的糜蛋白酶活性的丧失，而在相同情况下，胰蛋

白酶和谷胱甘肽复合肽水解酶的活性被部分保存且仍能发挥作用。另外，纯化的 20S蛋白酶小

体降解酪蛋白的活性也降低了近 50％
[18]

。与增龄相关的蛋白酶小体活性的抑制被部分地认为是

由于肌细胞内酶的内容物的减少和 20S蛋白酶小体的催化中心亚基组成的变化所致。 

4 展望   

总之，在细胞存活期间，由于蛋白质和其他生物大分子经历了损伤性的交联反应，抑制了

细胞内蛋白质的降解和更新，从而最终导致了脂褐素类生物垃圾的生成和蓄积。溶酶体和蛋白

酶小体的结构及功能的变化在生理学上的重要意义，以及它们在与衰老相关的细胞功能改变中

的作用，仍有待于进一步的考证。由于蛋白酶小体在免疫与应激应答、基因转录和细胞凋亡的

防护方面发挥作用
[19,20]

，因此与衰老相关的溶酶体和蛋白酶小体的结构和功能的改变可能会广

泛影响各种新陈代谢通路，因而今后的研究应着眼于细胞及生理学功能的与衰老相关的影响蛋

白水解过程的分子机理，而脂褐素形成及细胞衰老机理的研究无疑将有助于这个目标的实现。 
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