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tP A
、

P AL Z 的生物学特性及其在皮肤角肮

细胞分化中的研究进展

宋 川 杨
,

活 连小 华

(第三军 医大学细胞生物学教研室
,

重庆 40 00 3 8)

〔摘 要 〕 综述 了 t以
、

PA I
一

2 的生物学特性及 其参与皮肤 K C 分化的最新进展
。

[关键词 1 tP A (组织型纤溶酶原激活剂 )
、

PAI
一

2( 纤溶酶原激活剂抑制物二型 )
、

K (C 角阮细胞 )
、

细

胞分化

组织型纤溶酶原激活剂 ( tss s u e ty p e p la s m i n嗯e n

a e t iv a to r ,
t P A )

、

纤溶 酶原激活 剂抑制物 二型 ( p la s -

而 n o g e n 。 e ti v a to r i n h i b it o r Z
,

P A I
一

2 )属于纤溶 酶原激

活剂 /纤溶酶原激活剂抑制物系统 ( lP as 而no gen ac it
-

v at o r an d p一a s

而 n o邵 n a e ti v a t o r i n h ib i to :
简称 P A /以 I )

,

在这一 系统 中还 包 括尿 激酶 型纤 溶 酶原 激 活剂

( u or k i n a s 。 p l a , m in o
g e n a e t i v at o r , u P A ) 和纤溶酶原激

活剂抑制物一型 ( p l a s而 n o罗 n a e t iv at o r in h i bi t o r l
,

PA I
-

1 )
,

它们均属于丝氨酸蛋 白酶超家族 (
s e pr in )成员

。

在血浆及细胞基质中
,

t以 和 u

以 均可催化 同一反

应
,

即通过水解掉纤溶酶原上 的 1个肤链使其转化

成纤溶酶
,

启动对多种细胞外基质蛋白的水解
,

同时

还可直接裂解纤粘素
、

胶原酶 W和肝细胞生长 因子

等
,

从而直接 或间接参与纤溶
、

炎症
、

细胞迁移
、

排

卵
、

肿瘤浸润与转移等许多生理病理过程 [ ’ 〕
。

以 I
一

1

和 P A I
一

2 均可抑制上述两型激活剂 的作用
。

以往文

献认为 以 I
一

1 主要抑制 tP A
,

以 I
一

2 则是
u P A 更为特

异的抑制物川
。

对为何机体需要 2 套分解同样反应

(纤溶酶原 ~ 纤溶酶 )
、

但编码基因和生化特性均不

相同的水解酶 ( t以
、 u

以 )的抑制物 (以 I
一

1
、

队 I
一

2 )
,

近

来提出新的思考和认识
。

19 93 年 Jen s en P J
.

提出了

角肮细胞 ( k e r a ti n o e y te
,

K C ) 中 p A / PA I 作用 的假说
:

u

以 / PA I
一

1 在皮 肤 K C 迁 移
、

增殖 中起 重要 作用
;

tP A / P A I
一

2 则主要作用 于分化 中的 K C
,

特别是分化

终末阶段
。

从此
,

tP A / P IA
一

2 在皮肤 K C 分化 中的研

究 日益深人和拓展
。

本文结合本实验室 的工作
,

汇

综了 tP A / P AI
一

2 的生物学特性及其在皮肤 K C 分化

中的研究新进展
。

1 t P A 的结构与功能

t以 是分子量为 67 0( 叉) 的单链 多肤
,

由 5 27 个

氨基酸组成
,

人血 中浓度为 0
.

1 n m ol / L
。

在纤溶酶

及胰蛋白酶作用下水解 A犷
5 一 n沪

6肤键
,

形成 由二

硫键连接的双链结构
。

氨基末端在重链 ( H 链 )
,

梭

基末端在轻链 ( L 键 )
。

H 链有指形区 ( )F
,

生长因子

样区域 ( EG F )
,

及 2 个三角区 ( k l
、

k Z )结构
,

L 链含有

由 H is , 2 , 、

A s p , , ` 、

s e 4r , 8组成的酶活性中心
。

它像其他

血浆蛋白一样
,

是 由结构和功能不 同的区域组成的

m a s由。 蛋白
。

t PA 有 2 个重要特征
。

一是与纤维蛋白有较 高

亲和力
,

二是它的纤溶酶原激活作用受纤维蛋 白的

刺激而增强
。

其机理被认为是在纤维蛋白中存在着

对 tP A 有高亲和力的部位
,

tP A 与纤 维蛋 白和纤溶

酶原结合形成了一种有序 的复合物
,

产生了高效的

纤溶酶原激活作用 【’ 〕
。

t
PA 与纤维蛋白结合的特征

是 由 F 和 2K 决定的
,

K Z 所起的作用最大
。

tP A 活性 中心 含有 3 个保 守 的氨基酸 iH产 2 、

sA p371
、

se 产“ 。

在催化过程 中
,

这些残基构成一个 功

能反应单位
,

对键 的形成与裂解起作用
,

通过 se 产“

亲核攻击底物的梭基碳使底物水解川
,

se 产 8不仅参

与活性中心
,

而且与 tP A 结合 PAI
一

1 形成稳定的复

合物有关
。

天然 t PA 含 14 对二硫键
,

轻重链间通过二硫键

连接
。

Cy护翻用 lG y 替代 的突变分子失去双链 间二
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硫键
,

其活性只有 rt P A 的 2 %
,

说 明 tI 从 分子 中轻链

和重链的恰当连接是保持其活性的重要因素
。

t
PA 基因位于第 8 号染色体

,

由 13 个内含子分

隔为 14 个外显子
,

每一个 内含子 5
`

端以 G
一

T 开始
,

3
`

端 以 A
一

C 结束
。

14 个外显子分别编码 t
PA 各个功

能 区域
。

xE on l
,

位于 t
PA 基 因的 5

`

端
,

编码 m R N A 非

翻译 区
。

xE on ll
,

编码信号肤及其下游区 的 1一 3 个

氨基酸
。

xE on m
,

编码 前导肤样结构
。

tP A 分子 35

一 1氨基 酸属于信号肤 和前 导肤
。

其 中前 20 一 23

个氨基酸 组成疏水 的信号 肤
,

与 tP A 分泌有关
,

后

12一 巧 个组成亲水的前导肤
。

xE on W
,

编码重链
“

指

形区
” 。

tP A 的重链
“

指形 区
”

是 tP A 与纤 维蛋 白亲

和结合的位点
,

并涉及到粘附结 合功能
。

Exo
n

V
,

编码生长因子样 区域
。

xE on 砚
一

珊
,

编码重链 2 个三

角区部位
。

t以 重链含 有 2 个三 角区
,

两者之 间仅

有二硫键连接
。

在 tP A 的指形区 和三角 区都存在纤

维蛋 白结合位点
。

这两个部位对于 t PA 与纤维蛋 白

的结合是十分重要的
。

E xo
n

X
一

姗
,

编码轻链部分
。

2 P A L Z 的结构和功能

以 I
一

2 于 19 68 年 由 K a w an
o

等首先在胎盘 中发

现
。

滋养层细胞
、

单核细胞
、

内皮细胞
、

成纤维细胞
、

表皮 K C 等都可合成 PAI
一

2
。

以 I
一

2 存在糖基化形式

(分子量约 58 一 70 k D ) 和非糖基化形式 (分子量约

43 一 47 k )D 「5一 7 〕。

正常人血液 中检测不到 P AI
一

2
,

孕

妇血浆 中有 以 I
一

2
,

含量约为 100 滩 / L
。

队 I
一

2 是 由

41 5 个氨基 酸残基组 成 的具 有多个 结构域 的糖 蛋

白
。

兼具 N
、

0 型糖化形式
,

c ys s 与 C y
严形成 1 对

二硫键
,

A官58 与 hT 户
”之间可特异性裂解

,

螺旋 C
、

D

间的 lG ns 3 ,

lG n 84 和 lG ns ” 可受谷氨 酞胺 转移酶 ( T G )

的作用
,

与 以 I
一

2 和其他物质的交联有关
。

P IA
一

2 具有十分规则的
Q 一

螺旋
,

俘
一

片层 以及转角

结构
。

螺旋 ( A
一

l) A
、

B
、

c 的 N 端和 C 端为 31 。
螺旋

,

这些螺旋全部或部分被包埋
。

日
一

片层 ( A
一

)C 除 I A
、

I C 外均为反平行结构
,

它们十分规则
,

仅被突 出的

S A 和 S B 间断 2 次
。

转角中多数为 p
一

发夹结构
,

另

有一些较尖锐或宽松的转角
。

8 个
。 一

螺旋与 3 组 月
-

片层折叠成致密的构象
。

活性 中心位于外露的环状

结构中
,

通过构象的转换来调节其功能的发挥 [ 8
·

9〕 。

PA I
一

2 与 O v a l
,

g
e n e y

,

s e e A
,

E x 和 e A P 一起构成

se 甲 in 家族 中的一个 分枝
: O V

一

se 咖
n 家族

。

它们 的

显著特点是 缺乏信号肚 和 N
,

C 端 的延伸 区
。

与 a -

tA 相 比
,

N 端以 M et
一

23 启始
,

C端 以 P or
一

3 91 结尾
,

螺

旋 C
、

D 间可变程度很 大
,

以 I
一

2 此 区最长
,

由 37 个

氨基酸组成
。

oC iln 等认为抑制 活性 主要来 自两个

方面
:

一是在酶与底物的反应中
,

抑制物

—
酶复合

物类似于 iM
c h ue h S

复合物
,

具有 的能量很低
,

阻碍

了水解的进行 ; 另一是酶与抑制物产物间的过渡态

( EI
*

)具有很高的能量
,

处于一
“

热力点
” _

匕使酶与

抑制物作用后不易形成产物
,

这是 由于抑制物具有

内在的张力不易回到四面体过渡态引起的
。

人 P AI
一

2 基 因定 位 于染 色体 1 8 q 21 一 23
,

单拷

贝
,

长约 16
.

s kb
,

由 8 个外显子与 7 个内含子组成
,

外显子与内含子连接处均遵循
“

GT
一

A G’
’

规则
,

并具

M ou nt 一致顺序
。

第 5
、

第 6 个外显子与内含子的连

接方式属 1 型
,

其余属 0 型
。

第 1个外显子编码 5
’

非翻译区 ( 5 气 N T R )
,

第 6 个外显子编码 的氨基酸最

多
。

P AI
一

2 的基因结构与鸡 卵清蛋 白的基因结构十

分相似
。

P AI
一

2 转录起始点上游 22 帅 处
,

存在真核

基因一致顺序 T A AT A A A
。

5
’

端无典型的 C A A T 盒与

佛波醋顺式调控元件
,

但在
一 2 07 一

一 2 21 之间存在

一个倒置 的 C A A T 盒
。 一 21 5一

一
91 间 的一段顺序

为其组成型合成及佛波醋诱导所必需
。

该区存在 4

个蛋 白质 结 合 位 点
,

已 知 其 一 为 C R E 一 致顺 序

( T G A C C T C A )
,

位 于 一 18 4一
一 18 2 之 间

,

在 一 10 3一
一 97

、 一 1巧一
一 109 之 间还 存在 两个 A P

一

1 一致顺

序
,

分别为 ( T G A A T C A )与 ( T G A C T A A )
。

增强子位于

一 3 5 0 0
、

一 4 0 0一
一 90 0 和 + 2 8 0 0 (第 l 个 内含子 内 )

3 个区域中
。

此外
,

3
’

端非翻译区 ( 3
’ 一

N T R )与炎症的

介导有关
, 一 1390 一

一 11 00
、 一 87 0一

一 5 80 间还存在

2 个倒 置的 lA u) 顷序
,

有人认为该种顺序 中包含 了

负调节元件 〔̀ “ 」。
PAI

一

2 和合成受到激素
、

生长因子
、

细胞 因 子 等 许 多 因 素 的 调 节
。

C R E 结 合 蛋 白

( C R E B )可与 C R E 一致顺序结合
,

使 PAI
一

2 的表达受
c A M P 的调控

,

P M A 则通过 A P
一

1一致顺序促进 PAI
一

2

表达
, e 一 fo s

、
c 一

jun 等一组转 录也可 结合 于该区
。

分

子量 27 一 92 k D 的 11 种 U 9 37 细胞 的核蛋 白可与 3

个增强子结合
,

其中已确定的 2 种蛋 白属于 G A P 蛋

白家族 (下
一

干扰素 D N A 结合蛋 白 )
,

揭示 GA F 蛋 白的

磷酸化可能不仅仅限于 下
, a

干扰素 的调控
,

P M A 也

可对之 进行诱 导
。

此外
,

内毒 素
, a 一

肿瘤坏 死 因子

a(
一

T N F )
,

霍乱毒 素和登革热病毒 等均 可促进其表

达
。

地塞米松则可抑制其表达 ll[ 〕。

3 t P A
、

P A I
一

2 在皮肤 K C 中研究进展

tP A / PA I
一

2 在皮肤 K C 中研究始于 80 年代末
,

正

常成人表皮中可检测到 P A / P AI 的 m R N A 及蛋 白产

物
,

其中以 u P A
、

以 I
一

2 为主
,

t
PA 和 P AI

一

1 几乎检测
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不到
。

在表皮分化异常 的皮肤病 (如银 屑病
、

天疤

疮
、

大疤性类天疤疮等 )病人受损表皮 中
,

t以 含量

明显增高
,

其 m R N A 及蛋 白产物呈阳性
,

并且 tP A 酶

活性增高〔’ 2一川
。

而 u

PA 含量明显 降低
。

但在上述

皮肤病人未受损表皮 中 P A
、

PAI 的含量及分布同于

正常皮肤【’ “ }
。

PJ
.

Jen se n 用免疫细胞化学和原位杂

交技术在皮肤等同物 ( sk in eq iu v al en )t 的定位研究中

发现 tP A m R N A 及其抗原分布在分化程度高 的表皮

浅层 K C 内 ;u 以 m R N A 及抗原主要分布在分化程度

最低 的基底层
,

在基底层下也有部分分布
,

PAI
一

1分

布类似于
u P A

,

以 I
一

2 分布于皮肤等同物全层
,

但 主

要位于浅层 [ ’ 7〕
。

这一发现揭示不 同分化状态下 的

K C 分泌不同 P A / PAI 产物
。

在人 K C 体外培养研究

中
,

贴在培养皿底 的分化程度低 的 K C 中 tP A 含量

低
, u P A 含量高

,

及 tP A u/ P A 值小
,

而经培养 3一 5 周

后
,

自行脱落的 K c
一

高分化 K c 中
,

tP A 含量高
, u P A

含高低
,

tP A / u

以 值大
,

亦即 tP A / u P A 值随着 K C 分

化程度的增高而增大
,

揭示 tP A 参与 K c 分化￡’ 8卫
。

PAI
一

2 是正常成人表皮和皮肤病 (银屑病等 )病

人受损表皮中主要的 P AI 形式
,

其 m R N A 和蛋 白主

要存在于表皮颗粒层细胞胞浆周边 [` 9」。

正常皮肤

这一层 中 P A 酶活性检测不到
。

银屑病受损表皮处

t PA
、

P A I
一

2 含 量增高
,

而 PAI
一

1 却检 测不 到
,

因此
,

P A I
一

2 与 t PA 的共存并非仅仅是对于以 丝氨酸蛋白

水解酶作用 的调控
,

而是另有作用
。

在皮肤 K C 体

外培养 中
,

随着培养基 中 aC
Z 十 浓度增加 ( 30 拼M 一

1
.

O m M )
,

细胞从单层分化为 复层
,

绝 大多数 P AI
一

2

均分布 于分化程 度高的上层 K C 胞浆周 边或细胞

间
,

而不是被分泌到培养基 中
,

P AI
一

2 的表达量也随

c扩
`

浓度增高而增高 20[ 〕。

因此 PA I
一

2 被认为是表皮

分化中的一个重要标志物 [ 2`
,

2 2〕 。

在皮肤 K C 体外培养中
,

NT F
一 a

等细胞 因子抑制

细胞增殖而促进细胞分化
,

最终导致细胞过度成熟

而死亡
。

同时 NT F
一 a

增强 K C 中 PA I
一

2 m R N A 及蛋

白的表达
,

这一作用在在高钙 ( 1
.

0 m M )条件下更 明

显 [ 23]
。

加kr e r
.

R
.

M 对毛囊循环周期研究发现 P IA
-

Z m R N A 及蛋白在毛发生长期存在于正在分化的外

根鞘及髓质细胞 中
,

在毛囊退化期明显增高
。

休止

期 以 I
一

2 只局限于有丝分裂后期的外根鞘 细胞 中
,

直接毗连毛根
。

在指甲中 PA I
一

2 存在于有丝分裂后

期终末分化前的成熟母质和甲床细胞 中
。

此时细胞

中 TN F
一 a 表达量增高

,

揭示 以 I
一

2 作用是保护正在

分化中的 K C
,

对抗 NT F
一 a

介导的细胞凋亡 2[’ 一州
。

正常成人表皮 K C 中 tP A 及 PAI
一

2 含量较低
,

用

常规技术方法难 以检测
,

这严重制约 了表皮中 tP A

及 以 I
一

2 功能的研究
。

我室利用人胚胎皮肤这一新

的表皮 分化 模 型
,

研 究 原位 和离 体培养 的 K C 中

tP A / PAI
一

2 变化
,

发现早期人胚胎 ( 3 个月 )表皮 已表

达 tP A / PAI
一

Z m R N A 和蛋 白
,

表 达量 明显高于生后

期
,

t以 / PAI
一

Z m R N A 及蛋 白在表皮分布具有极性
:

( l) 主要分布于表皮浅层 K C 胞浆周边
,

基底层表达

量少 ; ( 2) 主要位于基上层 K C 胞浆周边
,

紧靠胞膜
。

胚胎中期 ( 6 个月 )
,

tP A / P AI
一

2 m R N A 及蛋 白表达量

达到高峰
,

在表皮分布存在 同样极性
。

胚胎 晚期 ( 9

个月 )
,

tP A /队 I
一

2 蛋 白表达量减少
,

而 m R N A 表达量

则较高
。

胚胎期表皮 K C 增殖
、

分化活动极 为活跃
,

此时 tP A / P AI
一

2 表达增多
,

并且随表皮 K C 成熟分化

而出现
,

说 明其参与了表皮 K C 的分化
,

可能作用是

保护分化细胞
,

对抗 细胞凋亡
。

同时
,

tP A / P IA
一

2 蛋

白分布于 K C 胞膜周边并和细胞外基质蛋 白结合
,

有可能还 与多种细胞 因子相互作用
,

调控表皮 K C

的分化 仁2 7
,

2 8 ,
。

tP A / P IA
一

2系统对 皮肤 K c 分化及 其调控 的研

究仅从最近几年才开始
,

但新近 的研究结果和 D r
.

eJ ns en 的假说在近年全美皮肤科年会上均获得热切

的兴趣和关注
。

目前在此领域内尚有许多有待进一

步研究的问题
。

如 PAI
一

2 怎样 中止和调控 tP A 的水

解作用 ? PAI
一

2 是否确实与 K C 的程序性死亡有关 ?

P A I
一

2 在表皮分化中从细胞内向细胞外重定位的规

律和意义何在 ? 另外 已 知在 K C 外 的多种细胞 中

P A / P A I 为某些细胞因子和生长因子所调节
,

但 由于

因子作用和细胞类型差异
,

不能直接推论它们在 K c

中对 PA / PAI 的作用
。

那么表皮中已有的重要细胞

因子和生长 因子 中那些 可能是 tP A / PA I
一

2 的调节

者 ? 它们之间的关系如何 ? 是否存在一个我们正在

研究的 自分泌环调控方式 ? 目前对 t PA / PA I
一

2 系统

对表皮分化调控的详细机理所知甚少
,

有待众多的

学者进行更深层次的
、

更全面的研究
。
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