
226 细胞生物 学杂志 2002 年

正是这些杂质促使成冰核效应友生;又如，不同类型

的抗冻蛋白表现出不同的成冰核行为。 这些都是新

模型不曾包含的内容，有待进一步研究。

目前对鱼类四种抗冻蛋白( 1 型到凹型)及一种

抗冻糖蛋白的研究比较详细，对植物抗冻蛋白[22 .23 ]

和昆虫抗冻蛋白 [15.16] 的研究也在不断深入。 黑麦

草(Lolium ρerenne)抗冻蛋白阻止重结晶的能力比

鱼类抗冻蛋白和昆虫抗冻蛋白强得多，并且与脱水

蛋白 (dehydrins)一样，它们是煮沸稳定蛋白 [22] 。 转

基因烟草稳定合成胡萝卡抗冻蛋白，在温室生长条

件下就有很强的抗冻性[23] 。总体来说，无论对应用

低温生物学还是对理论低温生物学，抗冻蛋白都具

有重要意义。
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绿色荧光蛋白及其在细胞生物学研究中的应用 长

吴春利 刘洁生 " 杨维东

(暨南大学生物工程学系 广州 510632) 

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP ) 

的发现和应用被称为细胞生物学上的一次革命。

1962 年 Shimom盯a[l] 等首先从一种水母类动物

Aequorea Victoria 中分离纯化出了 GFP ， 1992 年

Pr出heP]等克隆了 GFP 基因的 cDNA 并分析了

GFP 的一级结构， 1994 年 M. Chalfie[3]等最早用重

组野生型 GFP 基因做报告基因，成功地在原核和真

核生物中得到表达。此后，人们对 GFP 的性质和应

用进行了不断深入的研究，现在它已经发展成了现

代生物学研究的一个精确工具。 目前 GFP 在细胞

生物学、植物学、动物学、微生物学等学科研究中都

有着相当广泛的应用。随着人们对 GFP 发光机制

研究的深入，通过对其发光团区域和其它区域进行

随机诱变，已经得到了许多 GFP 突变型，有的发蓝

光或黄光而不是绿光[4]; 有的发出的荧光比野生型

的强很多 ，激发后很容易用肉眼观察到;有的则是温

度突变型，其表达不受温度的限制[5] ; 有的突变体

则可以特异地在某些物种中高效表达。 这些突变体

极大地拓宽了 GFP 的应用范围，使 GFP 在生物学

的应用显示出更为广阔和诱人的前景。

一、绿色荧光蛋白的分子

特性及发光机制

随着对绿色荧光蛋白研究的深入，人们发现从

不同动物体内提取的荧光蛋白的结构、性质不尽相

同，不同动物品种的荧光产生机理也有很大的差别。

目前研究得较为深人的是来自多管水母科

势教育部科学技术研究重点项目 (00214)和广州市科技

项目 (2001-Z-056 -01 )资助课题。

H 通讯联系人。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 24卷第 4期 细胞生物学杂志 227 

(Aequ旷'ea)和海紫罗兰科 ( Renilla)的荧光蛋白，即

A-GFP 和 R-GFP，对前者的研究相对更深入一些，

应用也更为广泛。 A-GFP 和 R-GFP 都是酸性、球

状的蛋白质，它们的氨基酸组成也很相似。 A-GFP

是分子量为 27KD 的单体，而 R-GFP则是分子量为

54 阳的同型二聚体。 正常状态下二者的激发光谱

不同， A-GFP 在 395 nm 和 470 nm 具有吸收高峰，

R-GFP 在 498 nm 具有强烈的光吸收，而发射光谱

基本相同均为 504 nm。 但当两种蛋白质变性后，它

们的吸收光谱和发射光谱均相同，这说明这两种蛋

白质可能含有相同的生色基团，但由于生色基团与

其周围的蛋白质组分的连接方式不同使得两者的激

发光谱产生了不同[6) 。

最近的研究表明，GFP 的分子特性和发光机制

是很独特的。 GFP 三维结构呈圆柱体， 11 条链的 β

片层包围着内部的 α-螺旋，短的螺旋片段在圆柱两

端，可环化的生色团 Ser65- Tyr66 - Gly67 三肤在 α­

螺旋上，靠近圆柱体的几何中心。 生色团的形成首

先是 Gly67 的氨基对Ser白的棋基亲核进攻而环化

成五元环，同时失去一分子水形成咪哗基的第 5 位

碳原子。 在有氧条件下，新 的 N =C 双键促进

Tyr面的 α、ß-氧化脱氢，从而形成一个连续的 π 电

子芳香族系统一一生色团[7) 。 但 GFP 的荧光发生

机理目前还不清楚， Morise 等人 1974 年曾提出一

个能量传递模式图来解释水母的发光机制，但并未

获得认同。 Chattoaj 等[8)对 GFP 进行了光谱分析，

结合前人工作提出， GFP 有两个明显的吸收带对应

于 GFP 的两种不同构像的基态 A 和 B。基态 A 对

应于 395 nm 的吸收峰，基态 B对应于 475 nm 的吸

收峰，基态 A 占优势，基态 B 的分子数约是基态 A

的 116 。 两种基态间能缓慢地转换，但激发态( 铃)

之间的转换很快且发生了质子转移。 A椅快速高效

地衰变至另一激发态应该存在一个中间过渡态 I。

在激发态，质子转移使 A铃 转变成 I 棍， γ 回迁到基

态 I 时产生发射峰为 504 nm 的荧光，构像改变使

r转变成矿，由旷→B发射荧光而不发生质子转

移。

目前，对于 GFP 的作用机理较为确定的仅仅

是:GFP 是生物发光过程中的能量受体并且是最终

的发光体;不同的生物发光机制各不相同;不同的突

变体的发光机制也有很大的不同 。

二、绿色荧光蛋白的基因结构特点

Prasher 等用 GFP 相应的寡核昔酸序列为引物

从他们自己构建的水 母 (Aequorea Victoria) 

PBR322-cDNA 文库中分离到命名为 GFPI cDNA 的

克隆。该片段只有 511 个碱基，编码 168 个氨基酸，

据此推测它缺少 5'和 3' 编码区，以此为探针再次筛

库时，没有发现另外的 GFP 克隆。 当用 GFPl 序列

作为杂交探针筛选 A. Victoria 的另一文库 Àgt10

cDNA 时，没有发现另外的 GFP 克隆。 当用 GFPl

序列作为杂交探针筛选 A . Victoria 的另一文库

Àgt10 cDNA 时，也没得到 GFP 相关的重组子。当

进一步扩增保留在培养皿中的噬菌体文库时，发现

了 4 个 gfp 重组子，即 gfp10 ， 11 , 12 , 13 0 gfplO片段

序列共有 965 个核昔酸，其 5'端非编码区很短，无

Poly(A)尾。 一个多腺昔酸信号位于 861 - 865 位

核昔酸。 gfp10 cDNA 包含一个编码 238 个氨基酸

的阅读框架(ORF) 。 用 GFPl cDNA 为探针也能从

A.Vωorzα 基因组文库中筛选到 3 种 GFP 克隆，

这和天然存在 3 种不同 GFP 同分异构体的结果相

符合，实践也证明 GFP 基因确实存在 3 种限制性酶

切图谱[9) 。 对 GFP 基因结构进一步研究表明，它由

3 个外显子组成，分别编码 69 、 98 和 71 个氨基酸。

后来的许多 GFP 突变体都是在其基础上通过改变

若干碱基而得。

三、绿色荧光蛋白的应用特点

1.易于检测

GFP 不需外加任何反应底物和辅助因子，只需

紫外光或蓝光激发，即可发出绿色荧光，用荧光显微

镜或肉眼就可以观察到，且灵敏度高，对于单细胞水

平的表达也可识别;同时还可利用其进行定量检测 。

由于 GFP 对生活细胞基本元毒害，因此无须特殊处

理就可以很方便地进行活体观察。

2 . 荧光稳定

GFP 无光漂白现象，在很大的 pH 范围内 (pH 7 

- 12 )都可以正常发出荧光，受温度的影响也很小，

只有在超过 65'C时才会变性，荧光消失 。 对于长时

间光照 ， GFP 也有很好的耐受性，根据 Sheen 等的

研究，GFP 在受体内表达时可以持续得到不低于 10

分钟的荧光。

3 . 广谱性

首先表现在它的表达几乎不受种属范围的限

制，在微生物、植物、动物中都获得了成功的表达;其

次就是没有细胞种类和位置的限制，在各个部位都

可以表达发出荧光。

4 . 易于载体构建
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由于 GFP 较小，只含有 238 个氨基酸，编码

GFP 的基因序列也较短，约 2 . 6 胁，所以它可以很

方便地同其它序列一起构建多种质粒，而不至于使

质粒过大影响转化频率。

尽管野生型的 GFP 在某些植物和动物中表达

很弱，但可通过更换 GFP 生色团氨基酸、改变碱基

组分、除去内含子、更换强启动子等方法加强表达。

Cormack 等[ 10)筛选出了三种含 Ser65 突变的突变

体，在大肠杆菌中表达时，荧光强度 比野生型高约

100 倍。

四、绿色荧光蛋白在细胞

生物学方面的应用

1.对细胞生理过程的监控

在过去的几年中，通过随机和人工诱变得到了

许多不同颜色的 GFP 突变体。通过基因操作，许多

蛋白都成功的与 GFP 进行了融合，通过这些融合蛋

白就可以对相应蛋白的表达和转运及生理反应进行

监控。目前 GFP 融合蛋白对细胞内迅速的生理反

应的报告大概有三种方式 : 转移和定位、GFP 光谱

的生化修饰、荧光共振 的能 量转移 ( FRET) 。

Shen[")等在培养的神经元中发现，细胞内的 Ca2 +

瞬间变化就会引起 GFP 标记的钙调蛋白激酶 II

(CaM KII)可逆地易位到突触后膜的 densities 上 。

这样的易位由许多因素控制 ，如: 自 磷酸化作用 、 F­

肌动蛋白的亲和力、钙或钙调素的结合作用等等。

Shi [ 12 )等用 GFP 标记来监控 α-氨基起甲基恶哗丙

酸(AMPA)的受体，发现它会从细胞内膜转移到树

突棘的表面。这种移动是由强直的兴奋所引起，而

且还需要突触中的 N-甲基-0-天(门)冬氨酸受体的

激活作用。 由此可以看到，根据突触中 AMPA受体

的含量可以解释突触沉默、活化的原因和机制 。

Siegel [ 13 )等将野生型的 GFP 插入 Shaker K + 通道的

特殊部位，形成一个异源嵌合体 ，这个嵌合体发出的

荧光将会随着细胞的去极化作用而缓慢的减少。 相

反， Yanagawa[ 14 ) 等将札内酌胶酶插入 GFP 得到了

一个融合体，当此融合体与札内眈胶酶抑制肤

(BLIP)结合时，它的荧光发射量会大大增加。

2 细胞亚结构及蛋白质分子的定位

对于许多蛋白质来说 ， 易位是它们激活机制中

的一部分。 以前多是用细胞分级分离和免疫细胞化

学的技术进行研究，而现在利用 GFP 融合蛋白的显

像技术无疑是一种简便而可靠的检测方法，我们不

仅可以更快地而且可以更全面地对蛋白质的移动进

行研究。 近几年，在 GFP 技术的进步中最重要的就

是对几个 GFP 突变体的鉴定。通过标准的荧光显

微镜，根据它们所发出的不同颜色的荧光，就可以在

活细胞中同时而准确的区分多种不同的荧光融合蛋

白以及了解它们的分布情况[15) 。 在实际中，常用蓝

绿色荧光蛋白 (CFP)和黄色荧光蛋白 (YFP)两种突

变体的组合来在活细胞中进行双色显示。 而其他的

突变体如蓝色荧光蛋 白 (BFP) 和红色荧光蛋白

(RFP)的使用还受到许多限制，因为它们有很快的

光漂白作用或者是发射的荧光强度太低。

3 用于细胞内蛋白质的动力学研究

研究细胞内蛋白质相互作用的技术主要有两

种 :光漂白荧光恢复法(FRAP) 、光漂白荧光损失法

(FLIP) o F队P 主要是通过对细胞内特定的点或

区域进行强烈的光照，使荧光发生光漂白作用，再通

过相同时间间隔的光影像采样记录下荧光恢复的动

力学过程。 F孔t\P不仅可以确定细胞器上的蛋白，

还可以确定流动蛋白的滞留时间。 转录、m-RNA 前

体的剪切 、DNA 的修复中蛋白质复合体操作机制都

可以用这种方法来研究。 FLIP 是对细胞的一个区

域进行持续性的光漂白 ，再对光漂白区外的荧光的

损失进行监控就可以获得一些标记蛋白之间的相关

性信息。 目前正在体外通过改变光照点的大小和固

定细胞来研究光漂白作用的可逆性，不过还是与活

细胞的环境有一定的差距。

另外一种可以用来研究细胞内反应动力学的方

法就是荧光相关性分光光镜检查(FCS) 。这种方法

是首先通过聚焦照射在细胞内形成一个一定大小的

光洞(light 臼vity ) ，光洞中荧光探针的移动会引起

荧光的波动 ，通过校正计算出荧光颗粒的平均滞留

时间和平均数量，再根据己知光洞的大小和平均光

滞留时间就可以计算出扩散蛋白的动力学参数[16 ) 。

4 . 观察细胞内酶的活动

GFP 突变子不仅仅可以用来探测融合蛋白的

空间定位，而且可以对活细胞的酶活动，如:磷酸化

作用 、蛋白水解作用等进行报告，还可以测量与酶活

动相关的细胞内 的 pH、 cAMP、Ca2 + 浓度。通过将

外源序列插入 GFP 基因中，可以对细胞内酶的活动

进行观察以及了解这些酶的生理学参数。插人外源

基因后所表达的融合蛋白中的 GFP 蛋白发色基团

会发生构像改变，其发射的荧光的强度也会发生很

大的变化。 这些指示剂可以用来检测细胞内许多酶

的作用，例如 :蛋白水解酶、激酶、氧化还原酶以及一

些小配基的浓度[ 1 7) 。
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5 . 用于细胞示踪实验研究

利用 GFP 的荧光可以清楚地对肿瘤细胞的生

长和转移进行追踪。体内肿瘤侵袭的研究要求在周

围正常细胞背景下，能识别少量甚至是单个的瘤细

胞。以往用抗肿瘤细胞特异性抗原、抗体进行免疫

组化分析，操作较为复杂，且对抗原性有较高要求。

利用 自半乳糖昔酶(Lac Z )作为标记基因转染肿瘤

细胞，操作较为复杂，且需底物分子。 而用 GFP 就

可以准确而简便地对肿瘤细胞进行示踪。 李侠[ 1 8]

等将携有增强型绿色荧光蛋白 (EGFP) 基因的

pEGFP-N3 质粒体外转染 c6胶质瘤细胞，筛选稳

定表达绿色荧光蛋白的细胞克隆，以立体定向法植

入 SD 大鼠脑实质内建立大鼠移植瘤模型。 4 周后

处死大鼠并作鼠脑连续石蜡切片，相邻的切片分别

做苏木素一伊红(阻)或免疫组化染色后荧光显微

镜下检测。在荧光显微镜很容易区分肿瘤区和非肿

瘤区，并能发现侵袭至远处的单个肿瘤细胞，其敏感

性和特异性明显优于 HE染色和免疫组化方法。 朱

君明 [19]等将 GFP 和 HTHl 双基因的多基因表达载

体GC-GFP-P-HTHl-SN 转染 NIH-3 T3细胞，且移

植人 Parkin臼n 病模型大鼠纹状体内后 ，也清晰地观

察到了 NIH-3τ3 细胞在脑内的生长情况。 Xin[20 ]

等将 EGFP 转入 EG4 细胞(一种原胚细胞)中，建立

了几株既可以表达绿色荧光蛋白又依然保持了多能

干细胞特征的 EG4-GFP 细胞系，通过对聚集的

EG4-GFP 细胞到 8 细胞胚胎的研究，可以追踪到

EG4-GFP 细胞在体外分化情况以及在胚胎发育中

的命运。

6 . 定量分析

GFP 的荧光强度很高，很容易用仪器定量检

测，而且研究表明 GFP 的荧光强度和与其相连的细

胞或蛋白有一定的相关性，只需要做出一条相关性

曲线 ，就可以对研究对象进行定量的分析。 Hack[2 1]

等将用 GFP 标记的神经元特异性钙调蛋白白lre­

tinin (CR)基因转入畸胎癌细胞中，通过对微血管中

GFP 荧光的测量，再做出 GFP 和 CR 含量的标准曲

线来计算出 CR 的表达量。 M∞re[22] 等将 GFP 在

体外转染 9L 胶质细胞瘤细胞后接种于 Fisher 大鼠

脑内，2 周后处死大鼠 ，进行鼠脑标本切片和荧光显

微镜观测，无荧光标记的暗区 ( blackspots) 为肿瘤血

管区 ， 由此可计数新生血管数量。

五、存在的问题及展望

GFP标记蛋白有很明显的优点，但这项技术还

是有很多的局限性。 第一，这种方法需要很高的空

间分辨力，培养的细胞要稀疏而且很薄 ;第二，定量

的范围会受到融合蛋白表达水平和显像分辨力的干

扰;第三，因为融合蛋白扩散到膜表面需要一定的时

间，因此动力学响应在某些情况下可能会受到时间

上的限制;第四，由 GFP 标记物本身引起的电势干

扰是很难估计的，因为几乎没有其它的方法可以用

来做比较;第五，几乎在所有的情况下 ，细胞内 GFP

标记分子的表达都伴随着一些未标记蛋白的表达。

例如 ，组成高尔基反面网状结构的膜蛋白 TGN弛 ，

它的正确功能定位和动力学过程需要在同源系统中

低水平的表达，而在非同源系统中表达或在同源系

统中高水平表达，则会导致其断裂或被错误地定

位[23] 。 第六， GFP 的分子量虽然不大 (27kDa) ，但

对蛋白功能的影响比一些短的(大约 10 个氨基酸)

荧光标记蛋白要大。

GFP成像技术是生化和分子细胞生物学中飞

速发展的一个工具，它已经渗透到了分子生物学、遗

传学、动物学、植物学、生理学等其它许多生命科学

领域。 有了 GFP，培育出奇特的荧光动物和荧光植

物已不再是梦想。 相信随着基因工程技术和细胞工

程技术的日益成熟，GFP 一定可以为我们揭开细胞

中许多迄今为止还不为人所知的秘密，掀起一场生

物学上的绿色革命。

摘要

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP) 

作为一种新型的标记蛋白，已被广泛的应用。它发

出的荧光稳定，检测简单，结果真实可靠。 GFP 可

对活细胞的生理过程进行监控，并且可以用于活细

胞中蛋白质分子的定位及动力学研究。其特有的生

物化学性质使其在细胞生物学和分子生物学领域有

着广泛的应用前景。
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PAI 与细胞凋亡

彭黎明颜存粮

(四川大学华西医院检验科 成都 610041)

细胞凋亡( apoptosis) 是机体生长发育、细胞分

化和病理状态下细胞自主性死亡的过程。 其与胚胎

形成、器官退化 、肿瘤生长和浸润等有密切关系 。 研

究发现，多种蛋白酶解反应及其调控对于细胞凋亡

的命运至关重要，包括白细胞介素 lß 转化酶(ICE)

家族蛋白酶、丝氨酸蛋白酶、纤溶酶原激活物 (plas­

minogen activator ， PA)等。 尽管 PA 与细胞凋亡的

关系还不十分清楚，但纤溶酶原激活物抑制剂 (plas­

minogen activator inhibitor , PAI)作为纤溶酶原激活

系统(PAs) 的重要调节物，其中 PAI-l 与 PAI-2 是

PAs主要的特异性抑制物，两者均为丝氨酸蛋白酶

抑制物 serpm 家族成员 。 现将 PAI 与细胞凋亡关系

简述如下。

一、 PAI 参与细胞凋亡抑制

1. PAI-l 

在正常生理状态下， PAI-l 可有效抑制纤溶酶

原激活物(PA)激活纤溶酶原(PG)成为纤溶酶(PL)

的这一过程。 同时，尿激酶型纤溶酶原激活物受体

(u-PAR)与尿激酶型纤溶酶原激活物(u-PA)形成的

复合物( u-PAR-u-PA)也可催化 PL 的形成。 PAI-l

是多种肿瘤预后不良因子，在肿瘤细胞迁移过程中

起着重要作用。其一方面可调节 u-PAR 依赖的细

胞黠附作用而促进肿瘤细胞的浸润，另一方面通过

阻碍玻璃连接蛋白( vitronectin , Vn) 与其受体 α品

结合而抑制整合素和玻璃连接蛋白介导的细胞迁

移。 Gutierrez 等发现，缺乏 PAI-l 基因的转基因鼠

τ'241 纤维肉瘤细胞浸润能力下降，生长延缓，凋亡

指数增加[1] 0 Kwaan 等用喜树碱(CAM) 和鬼臼乙

叉试(VPI6)为诱导物，研究 PAI-l 在 PC-3 前列腺

癌细胞和 HL-60 人类早幼粒白血病细胞凋亡中的

作用发现，加入稳定变异型和野生型 PAI-l 可明显

抑制这些细胞凋亡[2] 。这些结果显示 PAI-l 可能通

过抑制细胞凋亡而参与肿瘤生长过程的调节[1] 。

因此，抑制 PAI-l 的活性可能对肿瘤的治疗有很大
帮助[2 ] 。

PAI-l 抑制细胞凋亡不仅限于肿瘤细胞。 PAI-

1 还参与抑制人脐静脉内皮细胞株 HUVEC 和人乳

腺上皮细胞株 MCF-I0A 等非肿瘤细胞凋亡，这类

细胞凋亡是生理方式而非药物诱导，提示 PAI-l 的

这种功能可能属生理性[2] 。最近研究还发现， PAI-

1 可阻断脂多糖(LPS)激活小神经胶质细胞介导的

海马神经细胞凋亡[3]; PAI-l 可通过抑制膜岛素样

生长因子结合蛋白δ( IGFBP-5) 的形成而抑制鼠乳

腺细胞凋亡[4] ;血管紧张素-1 受体拮抗剂(ATlRA)

诱导老年硬化症缓解，并发现患者肾小管及间质细

胞凋亡增加，这可能与 ATlRA 使 PAI-l 表达下降

而减弱抑制凋亡的作用有关[ 5 ] 。

由于细胞分泌的 PAI- l 易发生变构而失活，无

活性的 PAI-l 没有凋亡抑制作用。 PAI-l 特异性单

克隆抗体可促使 PAI-l 发生变构并失去抑制纤溶酶

原激活物的活性，同时这种抗体能阻断 PAI- l 的凋

亡抑制作用。 提示只有活性形式的 PAI-l 具有凋亡

抑制作用。 进一步研究发现， u-PA 与 PAI-l 形成的
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