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2-型纤溶酶原激活抑制剂研究进展

胡金勇  桑玉英  曾  英*

( 中国科学院昆明植物研究所, 昆明 650204 )

摘要   2-型纤溶酶原激活抑制剂 ( PAI- 2) 是尿激酶型纤溶酶原激活剂的高效专一抑制剂。PAI- 2 具有较高的稳

定性 , 可以发生自我聚合。PAI- 2 可与细胞内的组织型纤溶酶原激活剂、纤连蛋白、谷氨酰胺转移酶等多种分子发

生反应。PAI- 2与尿激酶型纤溶酶原激活剂的反应遵循丝氨酸蛋白酶抑制剂的作用机制, 其自我聚合的发生可能

遵循环-片层机制。PA I- 2 在肿瘤的侵润和扩散、皮肤组织受伤和治疗、炎症以及多种疾病的发生过程中都具有重

要的调节功能, 它还参与了细胞程序性死亡和衰老等过程。启动子调控元件等多种因子可以调节 PA I- 2 基因表

达, 具有正负调控机制, 但系统调节过程目前尚不清楚。此外,还讨论了 PA I- 2 的临床预期及应用等。
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  尿激酶型纤溶酶原激活剂( urokinaes- type plas-

m inogen act ivator, u-PA)在一系列病理生理过程中

具有重要作用, 它可以启动引发细胞的组织屏障渗

透和迁移等一系列酶联反应, 在肿瘤细胞的侵润和

扩散过程中发挥重要功能。2-型纤溶酶原激活抑制

剂( plasminogen act ivator inhibitor type 2, PAI-2)是

其专一性高效抑制剂
[ 1]

, 最早从胎盘细胞中分

离[ 2]。生理状态下 PAI-2 浓度很低, 低于 5 Lg/

L[ 3] , 但在怀孕过程中其水平会大幅提高(可达 100

Lg/ L )
[ 4, 5]

。继胎盘细胞之后, 在许多类型细胞中

都发现了 PAI-2的存在[ 6] , 而且在大肠杆菌[ 5] , 酵

母[ 4]等表达系统中亦得以重组表达。PAI-2存在两

种形式: 非糖基化的 45 kD胞内型(占大部分)和糖

基化的 60 kD分泌型(占总 PAI-2的 10%以下)
[ 7]
。

目前认为胞内型占主要部分是由 N 端信号序列的

缺乏和分子内分泌信号序列的低效而致; 同时还存

在一些血清因子的调控作用
[ 8]

, 因而不仅 PAI-2的

遗传特性, 而且细胞类型和培养条件等因素都会影

响 PAI-2的存在。

1  稳定性

游离 PAI-2半衰期很短
[ 9]
。在 pH < 3的情况下

PAI-2会完全丧失其抑制活性[ 10]。PAI-2对一些变

性剂和许多氧化剂(如 OCl
-

, H2O2等)很稳定
[ 11]

,

这可能是因为在 PAI-2活性中心附近缺少易氧化氨

基酸(如 M et和 Cys) , 使其三级结构不为氧化剂所

修饰而致。在重组表达 PAI-2的过程中 PM SF 的加

入会提高 PAI-2的稳定性[ 4] ; 但即使有蛋白酶抑制

剂和稳定因子存在, PAI-2也会发生部分降解[ 5]。

PAI-2与 u-PA 可形成对 SDS 稳定的复合物,

但该复合物可在中等碱性条件或羟胺存在时发生解

离[ 12]。另外, 胎盘细胞提取物中胞内型 PAI-2可以

与纤连蛋白结合, 形成仍具有 PAI-2有效抑制活性

的复合物[ 13]。

PAI-2全长 mRNA 半衰期只有 1 h
[ 11]

, 但如果

将 3c-UTR 区的一个富 AU 序列剔除, PAI-2 mR-

NA 稳定性明显提高。

2  细胞内分子与 PAI-2的相互作用

因 u-PA分子在纤溶系统及肿瘤研究中的重要

作用, PAI-2 作为 u-PA 的专一性高效抑制剂的地

位也倍受重视, 在 PAI-2与细胞分子的相互作用方

面已有较多研究报道。

2. 1  u-PA   活性 u-PA分子有两条肽链: A链和

B链, 由一个二硫键连接而成, A 链可结合到 u-PA

的受体上, B 链是催化中心, 可以与 PAI-2 结合形

成对 SDS 稳定的 u-PA/ PAI-2复合物[ 14]。与 u-PA

受体结合后该复合物可以降解成 22 kD( A链)和 70

kD( B链和 PAI-2分子)两部分。37 e 时, 70 kD部



分释放进入介质中, 而 22 kD 部分留在细胞表面;

4 e 时, 两部分均结合在细胞的表面。与 PAI-1 不

同, u-PA/ PAI-2复合物并不内化经由 A-巨球蛋白

受体降解。

PAI-2以等摩尔比抑制 u-PA 分子[ 2, 5, 12] , 但

以2B1的摩尔比快速抑制游离态( f luid-phase) u-PA,

却只能在高摩尔比 ( 20B1)时有效抑制细胞结合的

u-PA分子。两种类型的 PAI-2分子都可以有效抑

制双链u-PA分子, 对单链u-PA无抑制活性[ 13, 15]。

即使发生自发聚合 ( sel-f polymerization)后, PAI-2

分子仍保持对 u-PA的抑制活性[ 16] ; 一旦 PAI-2部

分降解或完全降解, 虽然 PAI-2 也能与 u-PA 结合

形成对SDS稳定的复合物, 但其抑制活性已完全丧

失
[ 5]
。此外, PAI-2可以高效抑制与受体结合的 u-

PA 分子, 但其反应常数( 3. 3 @ 105 M- 1S- 1)却比抑

制游离态 u-PA( 5. 3 @ 105 M- 1S- 1)时低。

2. 2  纤连蛋白   胎盘提取物中胞内型 PAI-2

可以结合纤连蛋白并保持其抑制活性, 有人认为纤

连蛋白会稳定 PAI-2的结构而保持活性。然而, 重

组表达的两种形式的 PAI-2均不能与纤连蛋白结

合, 这可能是因为与纤连蛋白的结合需要其他条件

或需要全细胞提取物中某种辅因子的存在[ 13]。

2. 3  组织型纤溶酶原激活剂 ( t issue- type plas-

m inogen act ivator, t-PA)   两种形式的 PAI-2均

可以与双链 t-PA分子作用并抑制其活性
[ 6, 12]

, 但

对于单链分子来说, 抑制活性则很低(次级反应常

数低于 u-PA 两个数量级) [ 13]。t-PA 与纤连蛋白结

合后 PAI-2就失去了抑制活性
[ 17]

, 但若 t-PA 受多

聚赖氨酸激活, PAI-2 仍可成为 t-PA 的潜在抑制

剂; 若将多聚赖氨酸加到结合了纤维蛋白的 t-PA

中, PAI-2将再次抑制 t-PA。

2. 4  谷氨酰胺转移酶 ( t ransglutam inases)和纤维

蛋白   PAI-2 是丝氨酸蛋白酶抑制剂家族中作

为谷氨酰胺转移酶底物的第二个成员[ 6]。合胞体滋

养层、单核/巨噬细胞和活化的内皮细胞均可合成

PAI-2和谷氨酰胺转移酶, 而且当细胞膜破裂时会

与钙离子一起释放。PAI-2在组织谷氨酰胺转移酶

和凝血因子 XIIIa催化下与纤维蛋白交联, 成为 u-

PA 介导的纤溶作用的有效抑制剂
[ 18]
。因此在钙离

子和谷氨酰胺转移酶存在的条件下, 推测 PAI-2可

能与细胞程序性死亡和衰老有关[ 6]。

2. 5  其他分子   PAI-2可以抑制顶体蛋白[ 2] ,

也可与一种目前尚未知的蛋白酶作用而防止肿瘤坏

死因子 TNF-A介导的细胞程序性死亡[ 19]。但 PAI-

2对纤溶酶无作用, 亦不能抑制腺体和血浆激肽释

放酶或凝血酶[ 2]。

2. 6  自我聚合   重组 PAI-2可在变性剂存在

时大量自我聚合[ 13] ; 高效表达的细胞中亦可自发

聚合从而降低其分泌效率; 另外, 这种聚合也可在

正常生理条件下发生[ 20]。研究认为 PAI-2 的聚合

可能遵循环-片层( loop-sheet )机制
[ 13, 20]

, 而对这一

过程的了解将有助于 PAI-2与靶酶的相互作用机制

和 PAI-2生理功能等的阐明。

3  功能
PAI-2 在许多生理病理过程中具有重要作

用[ 2] , 如: PAI-2在怀孕过程中可以调控滋养层细

胞的侵润, 从而在子宫组织的发育与重塑过程中起

重要作用; 它可以抑制 u-PA 的活性从而阻遏肿瘤

细胞的侵染和扩散, 在许多类型的肿瘤发生过程中

作为标志分子; 在皮肤和组织受伤后的治疗和恢复

过程中, PAI-2可能参与了组织修复过程; 在细胞

程序性死亡过程中, 降解的 PAI-2 可能是一种标

志; 在炎症发生、消除以及多种疾病发生过程中都

有 PAI-2分子的参与等等。

目前就 PAI-2在癌症中的作用有两种截然不同

的观点[ 21]。一种认为, PAI-2 抑制 u-PA 并干扰癌

细胞的侵润和扩散, 从而是人体对癌细胞侵润和扩

散的一种正常防御反应, 因此在癌症发生过程中可

能作为一种有效标志分子。另一种观点认为 PAI-2

促进了癌细胞的侵润和扩散: 在手术治疗早期分化

的胃癌时, PAI-2的表达可能是术后癌症复发的一

种标志。

PAI-2具有保护细胞的功能。怀孕期间牙龈发

炎时, PAI-2是组织蛋白水解的抑制剂[ 10]。当甲病

毒感染时, PAI-2还可以诱导 IFN-A/B的组成性低

水平表达, 并诱导 ISGF 因子 3( IFN-stimulated

gene factor 3)的活性, 使细胞能快速启动抗病毒基

因。因此 PAI-2在信号转导途径中作为胞内调节分

子的功能是显而易见的
[ 22]
。

另外, 在卵泡植入位点已经发现了 PAI-2 的存

在, 这说明 PAI-2 在生殖过程中也有重要的功

能[ 23]。

目前, 已经有人用重组 PAI-2来治疗溃疡, Ñ
期临床效果很好, Ò期临床也在进行中。这可能是

一种比较有效的溃疡治疗方法(参见 http: / / w w w.

bioaust . com . au/ 0487RH. htm )。此外, 皮肤受伤

后, PAI-2是治疗过程中纤溶酶原激活剂的重要调

节因子[ 24]。
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实验表明 PAI-2在小鼠的毛发和皮肤发育过程

中是必不可少的, 但 PAI-2的纯合缺陷型小鼠并没

有表现出不正常的生长、发育和生殖, 而且对照鼠

与之在受细菌感染时情况并没有区别[ 25] , 因此

PAI-2在体内的功能还有待进一步研究。

4  基因调控

PAI-2基因位于人第 18号染色体长臂( 18q21.

3) 上, 与抗细胞程序性死亡基因 bcl-2 基因相

连[ 2, 7]。PAI-2基因可受多种因子调控, 如启动子

区域的一些调控元件(两个 AP-1 位点, cAM P 反应

元件等) , 白介素家族( IL-1, IL-2)和许多细胞因子

等[ 2]。近年在启动子区发现了两个 DNA元件(位点

A和 B)具阻遏作用, 是某些核蛋白的结合位点。

T NF对结合到位点 B上的蛋白有选择性抑制, 说

明TNF 介导的 PAI-2基因调控有脱阻遏过程。此

外还发现- 2 193~ - 91 bp之间的序列对基因调控

也是至关重要的。同时还发现了三个转录调节区:

两个正调控区和一个负调控区( 沉默子) , 这说明

PAI-2基因调控综合了正负调控的结果[ 26]。另外

在 5c-端侧翼区( 5c-f lanking reg ion)有一些 DNase I

敏感位点, 与单核细胞正常的和 TNF-A诱导的基

因转录有关[ 27]。

许多拮抗剂如 TNF、佛波酯( phorbol 12-my ris-

t ic 13-acetate, PMA)、糖皮质激素和冈田酸( okada-

ic acid)等
[ 2]
都可明显影响 PAI-2 基因表达。实际

上, PAI-2是成纤维细胞中最易受 TNF-A诱导表达

的蛋白质[ 7] ; 其他因子如凝血酶、TCDD、脂多糖

等均可调节 PAI-2基因表达
[ 16, 28]

。

PAI-2基因还是一个病毒感应基因, 在巨噬细

胞中可受病毒 RNA 的诱导, 还可受某些细菌或细

菌外毒素的影响[ 10]。

生理条件的改变也会明显影响 PAI-2基因表

达。单核细胞系 PAI-2合成水平在促进细胞分化的

条件下会增强[ 26] ; 表皮角质细胞与钙离子的长时

间共培养会合成大量 PAI-2
[ 29]
。怀孕期间 PAI-2水

平会明显上升, 而且此期间 PAI-2 的水平与孕酮的

水平密切相关[ 30]。

总之, 许多因素可以影响或调节 PAI-2基因的

表达。但是, 这么多的因子如何联系在一起, 在整

个反应体系中是否存在次级信号分子等都有待更进

一步的研究。

5  存在的问题
综上所述, 最近 PAI-2 的研究已取得较大进

展, 但仍有一些问题尚待解决。

5. 1  临床应用   如前所述 PAI-2是 u-PA 的专

一性抑制剂, 可能具有抗癌作用。但是它在抑制 u-

PA的同时也抑制 t-PA 分子, 这与传统的观点相矛

盾
[ 31]

, 因而 PAI-2 本身并不能作为抗侵染药物来

应用, 进一步的工作将集中在提高它的 u-PA专一

性, 减少或消除其副作用方面。

5. 2  作用机制   PAI-2属于丝氨酸蛋白酶抑

制剂超家族。两种形式的 PAI-2分子都可高效抑制

u-PA 分子并形成复合物。圆二色分析表明 PAI-2

与卵清蛋白有着相似的圆二色性; PAI-2 与合成的

u-PA活性中心环( reactive site loop, RSL)可形成复

合体并且导致 PAI-2抑制活性消失, 成为 u-PA 的

底物[ 32] , 这说明 RSL 的插入对于 PAI-2 的抑制活

性是至关重要的。这与以前的有关丝氨酸蛋白酶抑

制剂的活性需要 RSL 的存在相一致, 因而 PAI-2

与其靶酶的作用可能遵循丝氨酸蛋白酶抑制剂超家

族的反应机制 ( /底物0途径和/自杀0途径) [ 33] , 从

而与 Kruithof等人的观点[ 2] 相一致。此外, PAI-2

突变体的 2. 0! 晶体结构也支持这一观点[ 34]。但阐

明其详细机制还需大量工作。

另外, PAI-2 在临床预期和病理过程中的作

用[ 2]还不甚明了, PAI-2大量胞内化存在的功能还

不清楚(尽管有人认为这可能与细胞的程序性死亡

有关) , 这些都需要进一步研究。

5. 3  受体   如我们所知, 细胞表面有大量u-PA

受体存在, 那么细胞表面是否也存在 PAI-2的受体

来运输或集中其抑制功能呢?

此外, PAI-2 在体内会自发聚合, 那么这种聚

合的目的何在? 这对 PAI-2的功能有什么影响? 难

道这仅仅是由其结构决定的么?

本实验室正试图从高等植物和真菌中提取

PAI-2的类似物, 以期减少人们对来自于人的 PAI-

2的高昂代价和基因工程所带来的不安全性的担

忧, 并应用于临床, 目前工作正在进行之中。

非常感谢中国科学院沈阳生态研究所吴清风小
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科学院昆明植物所刘吉开、程永现、淮虎银博士等在
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Progress in the Research of Plasminogen Activator Inhibitor Type-2

HU Jin-Yong, SANG Yu-Ying, ZENG Ying*

( P lant Biotechnology Dep artment , K u nming I nst itut e of Botany,

the Chinese Academy of Scie nces , K unming 650204, China )

Abstract   Plasm inogen activator inhibitor type-2 ( PAI-2) inhibits urokinase ty pe plasminogen act ivator ( u-

PA) most specif ically and high eff icient ly, follow ing the m echanism of serine proteinase inhibitor ( serpin) super-

fam ily. PAI-2 plays a very important role in vivo ; there are, how ever, tw o conflict ing view s on the role of

PAI-2 in cancer. T issue- type plasm inogen act ivator, vit ronectin, t ransglutam inases, fibrin and many other

molecules can interact w ith PAI-2. Regulat ion factors of PAI-2 gene expression includes many regulatory ele-

ments in the promoter region, a number of agonists and condit ions of organism , etc. , showing that PAI-2 gene

is regulated by both posit ive and negat ive mechanisms.
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