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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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复合物 u-PAIPAI-1 不能抑制凋亡。 据此认为 PAI-

1 的凋亡抑制功能在于 PAI- 1 的反应环[2] 。

PAI-1 抑制细胞凋亡的信号传导途径尚未完全

阐明。研究发现旺-60 和 PC-3 细胞可表达丰富的

u-PAR ， u-PA 可与 u-PAR 上结构域-1 结合，却不能

抑制凋亡。当使用 500ng/106 细胞的 u-PA量，凋亡

细胞数还略有所增。同时，抗 u-PAR 结构域-1 和结

构域-2 抗体也不能阻断 PAI- 1 的调亡抑制作用。

因此， PAI-1 抑制细胞凋亡的信号传导与 u-PA 和 u

PAR 无关，而可能通过其他信号传导途径实现[2] 。

2. PAI-2 

PAI-2 既是一种 serpin ，也是巨噬细胞对内毒素

及炎症细胞因子应答的主要产物。 PAI-2 可有效抑

制 u-PA 及双链组织型纤溶酶原激活物(tct-PA ) ，对

u-PA 的作用明显强于组织型纤溶酶原激活物 ( t

PA) ，但均弱于 PAI-1 的抑制活'性 。 已经证明 PAI-2

在细胞凋亡中起抑制作用。研究发现 ， 转染 PAI-2

cDNA 的稳定 Hela 细胞可免遭肿瘤坏死因 子

(TNF)诱导凋亡，而转染反义 PAI-2 cDNA 的细胞

仍对 TNF 敏感;不同 Hela 细胞克隆表达的 PAI-2

水平与其对 TNF 的敏感性呈负相关 ， TNF 敏感性

的减弱并非 TNF 受体减少所致;相反， PAI-2 对紫

外线或电离辐射诱导的凋亡不具有抑制作用 j PAI-2

的凋亡抑制作用与丝氨酸蛋白酶 u-PA 无关。 有人

推测细胞内 PAI-2 可能是 TNF介导炎症过程中的

一种重要细胞死亡调节因子 ，并通过抑制蛋白酶的

活性而参与抑制 TNF诱导的细胞凋亡[6.7] 。

虽然 PAI-2 参与抵抗 TNF诱导细胞凋亡的机

制尚不清楚，研究表明，PAI-2 可选择性地抑制Arg

特异的半脱氨酸蛋白酶而参与抑制 TNF 诱导的细

胞凋亡。众所周知， ICE 是一种细胞凋亡相关的半

肮氨酸蛋白酶。牛症病毒编码的 serpin 细胞因子调

节剂 A(CrmA)为 ICE 的特异抑制物; 而 PAI-2 和

CrmA在结构上具有高度同一性。 但是 ， 由于 PAI-2

在活性亚单位 P1 位置为 Arg ， 而 CrmA在 P1 残基位
的氨基酸是 Asp，并且其 P1 -Asp 为 ICE 的催化机制

所必需，因此 PAI-2 不可能代表哺乳动物 CrmA的

同系物。 同时发现表达与不表达 PA凹的细胞类

似，均存在 ICE 样活性，提示 PAI-2 并不能抑制 ICE

样蛋白酶活性。 推测细胞内 PAI-2 可能在特定系统

中通过抑制一种未知的细胞凋亡蛋 白 酶 ， 该酶对

PAI-2 作用敏感，从而在抑制 TNF 介导的凋亡及细

胞溶解中起重要作用[7] 。

为了阐明 PAI-2 凋亡抑制的分子机制， Dickin-

son 等研究发现 PAI-2 分子中重要的结构域已D 螺

旋间区为 PAI-2 抑制 TNF 诱导细胞凋亡所必需。

C-D 螺旋间区为 serpin 分子结构中的一段含 33 个

氨基酸的插入序列， 当去掉C-D 螺旋间区中 23 个

氨基酸，构建一种 PAI-2 变异体时发现， He1a 细胞

不能抑制 TNF诱导的细胞凋亡。同时发现只有细

胞内 PAI-2 具有凋亡抑制作用[8] 。

此外 ， PAI-2 还能抑制分枝杆菌诱导的巨噬细

胞凋亡。 呵| 味美辛可通过抑制依赖分枝杆菌的

PAI-2 表达而缩短凋亡细胞的存活期，而用粒，单核

细胞集落剌激因子(GM-CSF)处理可增强分枝杆菌

诱导 PAI-2 rnRNA 表达而延长其存活期。而且，当

呵|味美辛存在时，加入 PAI-2 足以抑制感染分枝杆

菌的巨噬细胞凋亡的发生;当去除呵|味美辛时，外源

性 PAI-2 可避免巨噬细胞感染分枝杆菌后在短期内

凋亡。 这提示分枝杆菌感染的正常巨噬细胞所产生

的 PAI-2 可抑制细胞凋亡 ， 巨噬细胞可通过这种机

制防止感染扩散[9] 。

PAI-2 基因与凋亡抑制基因BcI-2 同样位于染

色体 18q21 . 3 ， 二者仅相距 600胁。正常情况下，

PAI-2 的表达量很低。然而，应用 TNF 和佛波豆寇

乙醋 (PMA) 等可显著地增强 PAI-2 基因的表达。

PAI-2 基因是 TNF最佳反应基因。研究表明， PAI-

2 基因转录可通过正负两种调控机制进行[10.11] 。

二 、细胞内 PAI-2 的裂解产物

与 细胞凋亡的关系

1. PAI-2 的裂解产物可作为自血病细胞凋亡

的标志

Jensen 等证明细胞内 PAI-2 的裂解产物可作为

人类早幼粒细胞白血病细胞株 NB4 细胞凋亡的标

志[ 12] 。 以 125 I_u_PA 为探针，利用还原十二烧基磺酸

铀聚丙烯酷胶凝胶电泳(SI耳PAGE)和放射自显影

技术检测细胞匀浆物中的 PAI-2，检测到的是对

SDS稳定的 Mr 为 80 000 的 u-PA-PAI-2 复合物。

以磷酸酶抑制物 OA (okadaic acid) 和 ca1ycu1in A 及

蛋白合成抑制物环己酌亚胶(放线菌酣)为诱导物，

研究 N马 细胞凋亡时 PAI-2 的蛋白裂解产物时，发

现在细胞凋亡过程中 ， 检测到的却是较小分子量

(Mr 70 000) 的 u-PA-PAI-2 复合物。 由于125I_u_PA

可以从复合物中完整地分离提取，提示这种分子量

的变化发生于 PAI-2 部分。这说明 NB4 细胞凋亡

时存在 PAI-2 的裂解。

2. PAI-2 裂解的可能机制
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PAI-2 的裂解机制尚不清楚。有人认为，转谷

氨酷胶酶的活性与细胞凋亡有关，可能参与催化底

物 PAI-2 的裂解作用。 但研究发现，对照组和实验

组细胞株中该酶的活性均低，用 Northern 杂交法亦

未检测到组织中该酶的mRNA，而且将 NB4 细胞与

该酶一起培养 ， PAI-2 的分子量并未减少。 因此 ，认

为凋亡过程中的 PAI-2 裂解并非转谷氨眈胶酶的催

化作用所致[叫。 Kaufmann 等发现，聚腺昔二磷酸
核糖多聚酶(PARP)之类的蛋白裂解不需要蛋白质

的合成，因此，凋亡过程中 PAI-2 的变化可能属蛋白

质裂解特性。 由于裂解后的 PAI-2 仍具纤溶抑制活

性，同时，其与纤溶酶原激活物的结合位点位于分子

的 C端，故裂解多半发生在分子的 N-端，并使 PAI-

2 的分子量减少 10 000。

虽已证明凋亡过程中存在 DNA 降解，但直到

最近才发现一些大分子蛋白质和 rRNA 特异性裂

解。 并且已有多种实验证明存在凋亡相关蛋白裂

解:①凋亡细胞或其提取物中结合蛋白的染料减少，

可反映蛋白合成停止的同时蛋白裂解仍正常进行。

②蛋白合成酶抑制物可阻碍细胞凋亡及其 DNA 降

解。③ICE 是线虫 C elegans 细胞凋亡基因 ced-3 的

同系物，该基因的过度表达将导致哺乳动物细胞发

生凋亡。然而，在白血病患者骨髓中检测到 PAI-2

的裂解，证实了凋亡相关蛋白酶的特异性裂解( 1 2 ) 。

虽然体外研究证实细胞内 PA凹的裂解产物可作为

人早幼粒白血病细胞凋亡的标志，并在白血病骨髓

液中检测到 PAI-2 的裂解产物，但是 PAI-2 的特异

裂解部位尚不清楚，同时，由于不同蛋白酶的作用 ，

各种类型白血病的情况可能不同。因此，细胞内

PAI-2 的裂解机制和其裂解产物能否用于白血病分

类及其治疗效果监测还需进一步证实[ 1 3 .14 ) 。
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摘 要

纤溶酶原激活物(PA)系统是体内重要的蛋白

溶解复合物系统，主要参与降解细胞外基质。 纤溶

酶原激活物抑制剂 (PAI) ，主要有 PAI-l ， PAI-2 ，是

纤溶酶原激活物 t-PA 和 u-PA 的有效抑制物。最近

研究证明，PAI 与细胞凋亡存在较密切的关系 :PAI-

1 和 PAI-2 可抑制细胞凋亡的发生;细胞内 PAI-2

的裂解产物可作为细胞凋亡的标志等。
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PlSINK4B高表达对人黑色素瘤细胞 Gl /S 进程的阻滞

及与 MAPK 信号相关性之初探 头
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愈益增多的研究表明，细胞周期引擎分子抑制

因子 CKI( cdk inhibitor)在细胞周期运转的调控中.

发挥重要作用。 P15 1N!倒是 CKI 中 INK4 家族成员

之一，它通过抑制 CyclinD-Cdk 的活性，将细胞阻断

在 G1 期 (1 ) 。 己知有丝分裂原激活蛋白激酶 ( Mito

gen-activated protein Kinase)在介导具有酷氨酸激酶
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