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摘要：　ＮＡＤＨ氧化酶是一类催化ＮＡＤＨ氧化为ＮＡＤ＋并消耗氧气的氧化还原酶，因其能够再生ＮＡＤ＋而

成为人工调控微生物代谢流向的重要调控酶．文中综述了ＮＡＤＨ氧化酶的分类、理化性质、反应机制，并分

析ＮＡＤＨ氧化酶清除细胞内氧毒性、介入细胞代谢过程，以及调节细胞生理和代谢等重要的生理功能．
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近年来，随着氧化还原酶在催化制备手性醇、羟基酸、氨基酸等方面发挥越来越重要的作用，在制

药、食品、精细化工、农药等领域均表现出广泛的用途，对这种类型的酶的研究也愈发受到人们的重视．

氧化还原酶在进行生物催化反应的同时，需要消耗一定量的辅酶，大约８０％的氧化还原酶的辅酶为尼

克酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ），导致这类辅酶的在工业、科研上的需求也随之剧增．然而，辅

酶的价格昂贵，甚至比酶促反应所得产物的价格还要高，而重复利用性和稳定性却很低．ＮＡＤＨ氧化酶

是一类催化ＮＡＤＨ氧化为ＮＡＤ＋并消耗氧气的氧化还原酶，因其能够再生ＮＡＤ＋而成为人工调控微

生物代谢流向的重要调控酶，在工业上具有潜在的应用前景．ＮＡＤＨ氧化酶也是细胞中重要的氧代谢

酶，它能够清除细胞内氧毒性，帮助细胞抗击外界氧压力，对于维持胞内氧平衡具有重要意义．从２０世

纪８０年代开始，国外陆续报道了与ＮＡＤＨ氧化酶相关的研究，而目前国内的相关研究仍然非常少．本

文对ＮＡＤＨ氧化酶的常见菌种、理化性质、反应机理、生理特性等方面的情况进行了综述．

１　犖犃犇犎氧化酶的分类及常见菌种

ＮＡＤＨ氧化酶（ＮＡＤＨｏｘｉｄａｓｅ，ＮＯＸ，ＥＣ１．６．９９．３）是一种能催化ＮＡＤＨ氧化的氧化还原酶，在

Ｏ２ 存在的条件下，该酶催化ＮＡＤＨ氧化为ＮＡＤ
＋，同时Ｏ２ 还原为Ｈ２Ｏ或Ｈ２Ｏ２．根据Ｏ２ 还原后产物

的不同，ＮＯＸ可分为两类：一类还原为Ｈ２Ｏ２，反应过程产生２个电子的转移，称之为ＮＡＤＨ过氧化酶

或 Ｈ２Ｏ２ 型ＮＡＤＨ 氧化酶（ＮＯＸ?１）；另一类还原为 Ｈ２Ｏ，反应过程产生４个电子的转移，即狭义的

ＮＡＤＨ氧化酶，也称为Ｈ２Ｏ型ＮＡＤＨ氧化酶（ＮＯＸ?２）．

ＮＯＸ广泛存在于乳酸菌中
［１２］，诸如乳酸杆菌属（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊）、小球菌属（犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊）、明串珠

菌属（犔犲狌犮狅狀狅狊狋狅犮）、球菌属（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊）和肠球菌属（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊）等２２种乳酸菌株中都有ＮＯＸ活

性．Ｓａｋａｍｏｔｏ等
［２］发现，大多数乳酸菌株在有氧条件下具有ＮＯＸ酶活，并且同时含有ＮＯＸ?１和ＮＯＸ?

２的菌株在有氧条件下生长良好，而只含有其中一种的菌株在有氧条件下生长缓慢．ＮＯＸ大部分分布

在细胞质中，在细胞膜上也检测出少部分ＮＯＸ酶活．在某些嗜热菌中也发现有ＮＯＸ，如Ｃｏｃｃｏ等
［３］在

嗜热水生菌（犜犺犲狉犿狌狊犪狇狌犪狋犻犮狌狊ＹＴ１）中发现ＮＯＸ?１，且这种酶能耐９５℃的高温．Ｐａｒｋ等
［４］发现嗜热

栖热菌（犜犺犲狉犿狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊ＨＢ８）中存在ＮＯＸ?１活性．Ｍａｓｕｌｌｏ等
［５］对两种古细菌嗜酸热硫化叶菌

（犛狌犾犳狅犾狅犫狌狊犪犮犻犱狅犮犪犾犱犪狉犻狌狊）和硫磺矿硫化叶菌（犛狌犾犳狅犾狅犫狌狊狊狅犾犳犪狋犪狉犻犮狌狊）进行了分离纯化，并对其
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酶学性质进行了分析，发现两种酶均为Ｈ２Ｏ２ 型，并对温度和ｐＨ值都有很好的耐受性．此外，氨基戊酸

梭菌（犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犪犿犻狀狅狏犪犾犲狉犻犮狌犿）、猪痢疾蛇形螺旋体（犛犲狉狆狌犾犻狀犪犺狔狅犱狔狊犲狀狋犲狉犻犪犲）、莱氏阿原体

（犃犮犺狅犾犲狆犾犪狊犿犪犾犪犻犱犾犪狑犻犻）、短乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犫狉犲狏犻狊）和十二指肠贾第鞭毛虫（犌犻犪狉犱犻犪犱狌狅犱犲狀犪

犾犻狊）等微生物中
［６１０］也发现存在ＮＯＸ活性．

２　犖犃犇犎氧化酶的理化性质

２．１　相对分子质量

ＮＯＸ大部分为同源二聚体，单个亚基相对分子质量一般４６～５６ｋＤａ，全酶相对分子质量为９２～

１１２ｋＤａ．嗜热菌ＮＯＸ的相对分子质量一般较小，如嗜热栖热菌和嗜酸热硫化叶菌的ＮＯＸ均为单体蛋

白，相对分子质量分别为２５，２７ｋＤａ．硫磺矿硫化叶菌为同源二聚体，单个亚基的相对分子质量为３５

ｋＤａ．ＮＯＸ除了有单体蛋白、二聚体外，还有三聚体、四聚体、六聚体等，如莱氏阿原体（犃犮犺狅犾犲狆犾犪狊犿犪

犾犪犻犱犾犪狑犻犻）
［８］为异源三聚体，亚基相对分子质量分别为６５，４０，１９ｋＤａ，亚基之间相差很大．此外，细枝

真杆菌（犈狌犫犪犮狋犲狉犻狌犿狉犪犿狌犾狌狊）
［１１］由１２个亚基组成，相对分子质量为４５０ｋＤａ．

２．２　最适狆犎值及狆犎稳定性

ｐＨ值直接影响酶活性中心必需基团的解离状态，过酸或过碱都会破坏酶的空间结构，从而引起酶

构象的改变．这些都可能导致酶活性的降低或丧失，因而只有在适宜的ｐＨ值范围内，酶才能显示其催

化活性．大部分ＮＯＸ在ｐＨ值为５．０～９．０范围内，能够保持其催化活性．最适ｐＨ值在６．０～７．５左

右．嗜酸菌ＮＯＸ具有较强的ｐＨ耐受性，它在ｐＨ值较低的范围内都能保持其活性．

２．３　最适温度及热稳定性

每种酶都有其适宜的温度范围和最适温度．在适宜的温度范围内，酶才能够进行催化反应，在最适

温度条件下，酶的催化反应速率达到最大．大多数微生物ＮＯＸ的适宜的温度范围为２０～５０℃．少数嗜

热菌具有很高的热稳定性，如栖热水生菌（犜犺犲狉犿狌狊犪狇狌犪狋犻犮狌狊ＹＴ１）的ＮＯＸ
［３］在９５℃下仍具有较高

的酶活性．

２．４　底物特异性

ＮＯＸ催化反应的最适电子供体为βＮＡＤＨ，也有少部分能够以βＮＡＤＰＨ，αＮＡＤＨ作为底物，但

是反应速率都很低．Ｐａｒｋ等
［４］发现的ＮＯＸ?１能够分别以βＮＡＤＨ，βＮＡＤＰＨ 作为底物，生成 Ｈ２Ｏ２，

但前者的犓ｃａｌ／犓ｍ 比后者大６倍多．Ｋｏｉｋｅ等
［１２］对肠膜状明串珠菌（犔犲狌犮狅狀狅狊狋狅犮犿犲狊犲狀狋犲狉狅犻犱犲狊）的ＮＯＸ

进行研究时发现，催化反应中除了βＮＡＤＨ可作为电子受体外，αＮＡＤＨ也能够和Ｏ２ 反应生成水，但

前者犞ｍａｘ是后者的３倍．

ＮＡＤＨ氧化酶的另一底物，即电子受体，在有氧条件下是Ｏ２，而在厌氧条件下，有的酶能够用其他

的氧化剂代替，如甲基蓝、铁氰化物、二氯靛酚、细胞色素ｃ等
［４，１１］也能从ＮＡＤＨ那里得到电子而被还

原．对于产物为 Ｈ２Ｏ的ＮＯＸ?２，有研究发现，它还能够以 Ｈ２Ｏ２ 为底物生成 Ｈ２Ｏ．动力学特性研究表

明，Ｏ２ 是该酶的最佳电子受体．

２．５　酶活抑制剂

一般而言，如Ｃｕ２＋，Ｈｇ
２＋，Ｚｎ２＋等重金属离子能够强烈抑制ＮＡＤＨ氧化酶的酶活，甚至使其完全

失活［１３］．如奎纳克林、奎宁等黄素酶抑制剂，抑制 ＮＡＤＨ 氧化酶的部分酶活，但不会使酶完全失

活［７，１２］．氨基水杨酸、碘乙酸盐等巯基激活剂，也是ＮＡＤＨ氧化酶的强烈抑制剂，抑制率几乎１００％
［１４］．

某些代谢产物，如ＡＴＰ和腺嘌呤，就有研究称其能够竞争性抑制ＮＡＤＨ氧化酶的酶活
［１２］．另外，对于

嗜酸热硫化叶菌和硫磺矿硫化叶菌这两种古细菌，则尿素、胍是其主要的抑制剂［５］．金属螯合物ＥＤＴＡ

对大多数ＮＡＤＨ氧化酶并不存在抑制作用．

３　犖犃犇犎氧化酶的作用机理

３．１　犖犃犇犎氧化酶的辅因子

ＮＡＤＨ氧化酶纯化以后分别在２７０，３８０，４６０ｎｍ处存在吸收峰，具有黄素蛋白的光谱特性，所以这

５５５第５期　　　　　　　　　　　　　　　　卿三红，等：ＮＡＤＨ氧化酶的研究进展



是一种黄素酶．ＮＡＤＨ氧化酶的辅酶主要是ＦＡＤ，少数为ＦＭＮ．同一个菌中，酶的分布位置不同，其辅

因子有可能不同．如Ｙｏｓｈｉｔａｋａ等
［１３］从猪源芽孢乳杆菌（犛狆狅狉狅犾犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犻狀狌犾犻狀狌狊）的细胞质里和细

胞膜上都分离出了ＮＡＤＨ氧化酶，并发现前者的辅因子为ＦＡＤ，而后者则是ＦＭＮ和金属离子．一般

来说，每个亚基对应一个ＦＡＤ或ＦＭＮ，单体蛋白对应一个ＦＡＤ．ＦＡＤ有的与酶共价结合，也有的以游

离形式存在．

３．２　犖犃犇犎氧化酶的作用机理

对于Ｈ２Ｏ２ 型的ＮＡＤＨ氧化酶（ＮＯＸ?１），电子从ＮＡＤＨ传给 Ｈ２Ｏ２ 或 Ｈ２Ｏ的过程中，通常会经

过过氧离子Ｏ－２ 中间体．ＮＡＤＨ先将电子传给ＦＡＤ或ＦＭＮ的半醌形式（ＦＡＤＨ 或ＦＭＮＨ），使其完

全还原并将电子再传给Ｏ２，形成Ｏ
－
２ 中间体．Ｏ

－
２ 再与Ｈ

＋反应生成Ｈ２Ｏ２．对于具有Ｆｅ?Ｓ簇的ＮＯＸ?１，

电子还可以通过Ｆｅ?Ｓ簇传给Ｏ２ 形成Ｏ
－
２ ．莱氏阿原体（犃犮犺狅犾犲狆犾犪狊犿犪犾犪犻犱犾犪狑犻犻）的ＮＯＸ?１

［８］，同时具

有ＦＭＮ结合域和Ｆｅ?Ｓ簇，因此Ｏ２ 既可以通过ＦＭＮ也可以借由Ｆｅ?Ｓ键得到电子，从而形成Ｏ
－
２ 中间

体，如图１所示．对于嗜热水生菌的ＮＯＸ?１
［３］，其催化反应中的电子传递是与酶结合的辅酶ＦＡＤ和细

胞中游离存在的ＦＡＤ共同作用的结果，如图２所示．

图１　莱氏阿原体产的ＮＯＸ?１的催化反应机理

Ｆｉｇ．１　ＣａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＮＯＸ?１ｆｒｏｍ犃犮犺狅犾犲狆犾犪狊犿犪犾犪犻犱犾犪狑犻犻

图２　游离ＦＡＤ在嗜热水生菌的ＮＯＸ?１的催化反应中的作用

Ｆｉｇ．２　ＲｏｌｅｏｆｆｒｅｅＦＡＤｉｎｔｈｅｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｏｆＮＯＸ?１ｆｒｏｍ犜犺犲狉犿狌狊犪狇狌犪狋犻犮狌狊

此外，也有研究表明，Ｏ２ 可以不经过Ｏ
－
２ 中间体而形成 Ｈ２Ｏ２．如嗜热菌的ＮＯＸ?１

［４］，酶活并不受

双氧化物歧化酶抑制剂的抑制，因此可以推断催化反应过程中并没有过氧阴离子Ｏ－２ 中间体的产生．木

聚糖芽孢杆菌（犃犿狆犺犻犫犪犮犻犾犾狌狊狓狔犾犪狀狌狊）的 ＮＡＤＨ 氧化酶也是 Ｈ２Ｏ２ 型的，反应中的电子传递通过

ＦＡＤ疏水基团和两个－Ｓ－Ｓ－键完成．对于 Ｈ２Ｏ型ＮＡＤＨ氧化酶ＮＯＸ?２，借由反应中心的ＦＡＤ（或

ＦＭＮ）和二硫键之间的氧化还原来达到电子传递的目的．图３表明了粪链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊

ＡＴＣＣ１１７００）产 Ｈ２Ｏ型ＮＡＤＨ氧化酶的反应机制
［１５］．

图３　粪链球菌产 Ｈ２Ｏ型ＮＡＤＨ氧化酶的反应机制

Ｆｉｇ．３　ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＨ２Ｏ?ｆｏｒｍｉｎｇＮＡＤＨｏｘｉｄａｓｅｆｒｏｍ犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊
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４　犖犗犡的生理特性

４．１　清除细胞内氧毒性

氧气自身不可能对细胞产生任何影响，然而在细胞代谢过程中，氧部分被还原成水而导致活性氧分

子的形成，如Ｏ－２ ，ＯＨ－，Ｈ２Ｏ２ 等，这些中间体有很高的氧化潜力，可能对细胞产生氧毒性
［１６－１８］．ＮＯＸ

具有重要的抗氧化功能，在细菌的有氧生长中，它充当着保护性的角色．研究证实，ＮＯＸ?１／ＮＯＸ?２系统

是作为在乳酸链球菌及其他的一些乳酸细菌中最常见的抗氧化机制．Ｎｉｉｍｕｒａ等
［１９］研究发现，木聚糖双

芽孢杆菌通过ＮＯＸ催化体内有氧代谢途径中产生的ＮＡＤＨ来再生ＮＡＤ＋．同时，该酶也作为细胞内

的Ｈ２Ｏ２ 清除体系中的一个部分起作用．

Ｒｉｅｂｅ等
［２０］的研究发现，丙酮／丁醇梭状芽孢杆菌（犆犾狅狊犾狉犻犱犻狌犿犪犮犲狋狅犫狌狋狔犾犻犮狌犿）中有一种非血红素

的二铁蛋白ｒｅｖＲｂｒ，这种蛋白同时具有ＮＡＤＨ氧化酶和ＮＡＤＨ过氧化酶的活性，并在 Ｈ２Ｏ２ 和Ｏ２ 的

脱氧过程中起重要作用，保护细胞对抗外界氧压力．Ａｎｄｒé等
［２１］对乳酸杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狊犪狀犳狉犪狀

犮犻狊犮犲狀狊犻狊）有氧条件下的生长进行研究，发现它能在有氧环境中快速的生长，与其他完全厌氧的乳酸菌

相比，乳酸杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狊犪狀犳狉犪狀犮犻狊犮犲狀狊犻狊）能够抵抗氧毒性的主要防御屏障是有 ＮＯＸ参与的细

胞代谢．

４．２　介入细胞代谢过程

细胞内的氧化还原平衡是维持细胞正常生长和代谢的一个基本条件．细胞内的氧化还原水平极大

程度上依赖于细胞内两种嘧啶核苷酸系统，即 ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋ 和 ＮＡＤＰＨ／ＮＡＤＰ＋ 的浓度比率．

ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋是生物代谢过程中一种重要的辅酶．它参与了代谢网络中超过３００个氧化还原反

应［２２２３］．在糖分解代谢流中，ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋更是扮演着重要角色．氧化态 ＮＡＤ＋在糖降解过程中作为

电子受体被还原，ＮＡＤ＋的缺乏将导致糖酵解的停止
［２４］．

Ｍａｓａｋｏ等
［２５］的研究发现，在有氧条件下，变异链球菌的碳水化合物代谢中ＮＯＸ?２参与糖酵解途

径中所必需的ＮＡＤ＋的再生．董志姚等
［２６］发现ＮＯＸ的过量表达导致ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋比率大幅度降低，

从而将ＮＡＤＨ氧化途径从大量形成ＡＴＰ的氧化磷酸化途径转向形成水的ＮＡＤＨ氧化酶途径，保证

了高酵解速度所需的高ＮＡＤ＋水平和低ＡＴＰ水平．从而解除了ＮＡＤ＋浓度不足对糖酵解途径关键酶

活性的限制以及减轻了高含量ＡＴＰ对糖酵解关键酶的变构抑制．Ｈｅｕｘａ等
［２７］在酵母中表达了来自乳

酸乳球菌的狀狅狓?２基因，表明在酵母中表达ＮＯＸ可以使乙醇产量减少１５％，这是调节葡萄酒中乙醇浓

度的一个生物调节途径．

４．３　调节细胞生理和代谢

Ｉｓａｂｅｌｌｅ等
［２８］研究发现，肺炎链球菌的狀狅狓基因缺失菌株的生长速率和生物量在有氧和厌氧条件

下并没有变化，但狀狅狓基因突变导致的能力效率的降低跟狀狅狓基因没有发生突变的菌株在缺氧条件下

的情况相似．这意味着经由ＮＯＸ输入氧气到代谢途径当中对贯穿生长始终的能力发展的控制是很重

要的，而这并不涉及到通过氧气来调节ＮＯＸ的表达．在对老鼠血浆实验时发现，虽然肺炎链球菌的能

量代谢是在厌氧条件下进行的，但狀狅狓基因缺失菌能通过对氧气进行响应，来调节例如ＮＡＤＨ 氧化酶

的活力、遗传交换的能力或者在哺乳动物宿主中的毒力．由狀狅狓基因编码的ＮＯＸ活力可能参与细胞外

部信号的传导，通过获取氧可用性的信息，来调节细胞生理和代谢．因此，该酶可能充当一种氧传感器的

功能．该研究工作首次确立了Ｏ２ 在调节肺炎球菌的转化能力和毒力方面所充当的角色．

４．４　一种原始的呼吸系统

在缺乏电子传递链的情况下，乳酸细菌的一些菌株可以通过胞质的ＮＯＸ将分子氧还原为水来免

受氧损伤．Ｓａｋａｍｏｔｏ等
［２］对来自乳酸细菌，包括犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊，犘犲犱犻狅犮狅犮犮狌狊，犔犲狌犮狅狀狅狊狋狅犮，犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮

犮狌狊，犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊等菌属的２２种细菌进行好氧培养实验，发现大部分菌株在好氧条件下生长很快，生物

量也相应增加．在有氧条件下，细胞代谢由同型乳酸发酵转向异型乳酸发酵，生成乙酸，同时乳酸和／或

乙醇的产量有所下降．这说明有氧培养是增加这些菌株的生物量的有效途径．因此，乳酸细菌在进化过

程中可能为了适应有氧环境获得了一种原始的呼吸系统．
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５　总结与展望

随着工业生物技术的发展，氧化还原酶得到了越来越多的应用．但辅酶价格昂贵，这使得辅酶再生

成为重要议题．ＮＡＤＨ氧化酶由于其能再生氧化型辅酶ＮＡＤ＋，已尝试和多种酶偶联，并成功地实现了

辅酶的再生．烟酰型辅酶ＮＡＤ＋和ＮＡＤＨ参与细胞中大量的氧化还原反应，对于细胞的代谢起着至关

重要的作用．目前，ＮＡＤＨ氧化酶的另一个重要用途，就是利用它来调节细胞内 ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋的比

率，从而改变菌体的代谢路径，以得到需要的特定产物．很多嗜热嗜酸菌都具有很高的热稳定性和酸耐

受性，如嗜热栖热菌［４］产的ＮＯＸ能耐至少８０℃的高温，并且在ｐＨ值为５．０，４℃下可放置１０个月以

上，而栖热水生菌的ＮＯＸ在９５℃下仍具有较高的酶活性．利用这些高稳定性的 ＮＯＸ做成生物传感

器［２９］，也将成为当前比较热门的研究课题．
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