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鼻咽癌中EB病毒 LMP1激活 TRAFs韵初步研究 
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Preliminary Study on the Activation of TRAFs M ediated by Epstein-Barr 

Virus Encoded LM P1 in Nasopharyngeal Carcinoma 

WANG Cheng—xing，LI Xiao—yan，GU Huan—hui，DENG Xu-yun，CAO Ya 

(( Research Institute，Hunan Medical University．Changsha 410078 China) 

Abstract：The present is aimed at identifying the activation of TRAFs in nasopharyngeal carcinoma 

(NPC)ill"oitro The differentia1 expression of TRAF2、TRAF3 was not detected in RNA and protein 

1evel，whereas the expression of TRAF1 in HNE2一LM P1 eel1 1ines was much more abundant than that 

in HNE2 cell lines， suggesting that TRAF1 niay be an inducible molecule： More importantly． 

TRAF1，TRAF2 or TRAF3 were activated in the HNE2一LMP1 cells，whereas TRAF1，TRAF2 or 

TRAF3 were not activated in HNE2 cells as detected by the immunoprecipitation-W estern blotting as— 

say These data provide an experimental basis for our study beginning from the signal transducation 

pathway for the eluccidation of the mechanism of LM P1 carcinogenesis in NPC 

Key words：Nampharyngeal carcinoma；Latent membrane protein 1：Tumor necrosis factor receptor 

associated [actors；Signal transducation 

摘要：柜 E'B病毒潜伏臌 ¨I．MP1舟导的信号传导通路中．TRAFs作为 LMP1活化的第一位信号分子，可能扮演 

着重要的分子开关佑也 令^关注的是，在上皮性肿瘤 NPC的发生中，EB病毒 LMP1髓否激活重要的 TRAFs情 

号舒子‘ 究竟激活何补 I'RAFs信号分子，激活的机制何在?将 LMP1 eDNA导八 LMP1表达阴性的 HNE2中．建 

立稳定表达 I MP1的鼻啊螂细胞系：HNE2．I MPI。以此为材料．应用差异 RT—PCR和 We,rern blottirtg法证实，无 

沧在 RNA水’ 迁址 I 『水平 J ．TRAF1在 HNE2一I．MP1中表达鞍 HNE2强．而 TRAF2及 TRAF3在 HNE2． 

I，MP1 HNE2细咆【{1 然止明显差异；进⋯步用免疫共沉淀一We．stern blotting证实 LMP1可使 TRAFI、TRAF2 

I'RAF3磷酸ILi~i设活1t 选些结果提示在鼻咽癌中．I MP1可能诱导 TRAF1表述，而对 TRAF2段 TRAF3并不 

影响．但 [．MPI Tif磷睦化 rRAF1、TRAF2、TRAF3而使其功能性活化。 

关键词：鼻咽癌；潜伏膜 门 I；肿增坏死因子受体相关固子：信号传导 
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EB病毒与鼻咽癌(Nasopharyngeal Carcinoma， 

NPC)的病因发病密切相关。但是，其致瘤机制却远 

未被阐明 LMP1(I．atent Membrane Protein 1)作为 

EB病毒编码的一种重要的具有瘤基因功能的基因， 
一

直是 EBV致瘤机制研究领域中的焦． 。 

近年来，LMP1介导的信号传导领域取得了非 
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常令人感兴趣的进展。1995年 Kieff提出一种新的 

LMP1作用机制，假定 LMP1的作用类似肿瘤坏死 

因子受体家族的 CD40：通过 模拟活化的 CD40， 

LMP1介导信号传导而参与淋 巴瘤的发生与发 

展⋯。这 为从信号 传导途径深 入了解 NPC中 

LMP1致瘤机制提供了极为有意义的启示。 

在EB病毒 LMP1介导的信号通路中，TRAFs 

(Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factors) 

作为LMP1活化的第一位信号分子，可能扮演着重 

要的分子开关角色 j。TRAFs是一类新的蛋白家 

族。迄今 为止，已发现六 种不 同的 TRAFs。除 

TRAI~是 一种核蛋 白，定位于细胞核外，其余 

TRAFs均分 布于细胞 浆 内。体外 研 究 已证实 

TRAF1、TRAF2、TRAF3及 TRAF5与 LMPl作用 

是 LMP1转化 B淋巴细胞必不可少的条件 j。由 

于在不同的细胞类型中，与 LMP1作用的 TRAFs 

组成不同，所起的作用也不相同l4j。令人关注的 

是，在上皮性肿瘤 NPC的 发生 中，作 为第一位 

TRAFs信号分子能否被鼻咽癌中 EB病毒 LMP1 

所激活?究竟何种 TRAFs信号分子被激活，激活的 

机制何在? 

由于 TRAF2与 TRAF5作用相似，我们拟 

TRAF1，2，3为核心来阐明这些问题。首先确定何 

种TRAFs信号分子在鼻晒癌中被激活，再进一步确 

定这种激活是否为鼻咽癌中 EB病毒 LMP1所介 

导，最终确定其激活的机制。这将为我们进一步从 

信号传导途径阐明 LMPI致瘤机制提供重要的实 

验依据。 

1 材料与方法 

公司产品；免疫沉 淀试剂 盒(Immuno CATCHER 

kit)为 CytoSignal公 司产 品；One—Step RT-PCR kit 

为 Dako公司产品。 

1．3 差异 RT-PCR 

RNA抽提：按 TRIZOL kit说明书提取HNE2， 

HNE2一LMP1 RNA。引物由上海赛尔生物技术研究 

所台成l6_71：TRAF1 Forward 5 一GAGGTGGACTCT— 

CACCAPL~TGAGAAGA-3 Reverse 5'-CCCTTTGG 

GGTTATACATTGCTCAGTGG-3；TRAF2 Forward 

5 一AAAGGGTCAGGAAGCCGTAG-3 Reverse 5 

CCGCACATA6GAATTCTTG( 3 ： TRAF3 For— 

ward 5 ．AAGCAGACAGCATGAAGAGCA-3。 Re— 

verse 5 一GCTTGAATGCATCTCCCAAATG一3 ；GA- 

PDH Forw~Ird 5 一CCACCCATGGCAAATTCCATG— 

GCA一3 Reverse 5 ．TCTAGACGGCAGGTCAGGT— 

CCACC-3 。差异 RT．PCR(differential RT-PCR，d 

RT-PCR)首先用 DNase-I消化 RNA 中痕量的 

DNA，按 One-Step RT．PCR kit说明书进行，PCR反 

应条件和参数为：54℃ 30 S，94℃ 3 min，1个循环； 

94℃ 30 S，60℃ 30 S，72℃ lrain 30 S，35个循环，72 

℃ 10rain，1个循环。1．5％琼脂糖凝胶电泳 上样 

品 10 L，EB染色，紫外灯下摄相。 

1．4 Western blot 

按(精编分子生物学技术)介绍方法操作 。。 

1．5 免疫沉淀一Western blot 

按 Immuno CATCHER kit说明操作，将 TRAF1， 

qqtAF2，TRAF3兔多克隆抗体与 HNE2，I-LNE2．L．MP1 

细胞裂解物温育，12％ SDS-PA( 凝胶电泳，电转移 

至硝纤膜，再与p-Tyr抗体温育 12 h，抗鼠 IgG-HRP 

温育 l h，DAB显色。 

HN

胞
E2 鼻口固低桃 鳞堪鲴胞，系l LMP1阴 2 结果 

：为鼻咽低分化鳞癌细胞系， 阴 ⋯ 一  

性 。 

1．2 抗体与试剂 

TRAH ((3-20)，TRAF2(C．20)，TRAF3(H- 

20)，均为兔多克隆抗体，分别针对人 TRAF1蛋白 

羧基末端的 6—25位氨基酸 、几 TRAF2蛋 白羧基末 

端的 478．497位氨基酸、人 TRAF3蛋白羧基末端的 

8．27位氨基酸。购 自 Santa Cruz公 司；p-Tyr鼠单 

克隆抗体(PY99)针对蛋白质中磷酸化的酪氨酸残 

基，购自Santa Cruz公司；I MPI(CS1．4)鼠单克隆抗 

体，针对 LMP1疏水性的咆浆碳末端氨基酸，购自 

Dako公司；BCA Assay Reagent为 Pierce Chemical 

2．1 建立和鉴定稳定表达 LMP1的鼻咽癌细胞系 

我们将野生性B95—8来源的 LMP1 cDNA和新 

霉索选择标志Neo基因用电穿孔法共同导入HNE2 

中，G418筛选，挑单个克隆，Western blot鉴定，建立 

稳定表达 LMP1的鼻咽癌细胞系：HNE2．LMP1(图 

1)。 

2，2 EB病 毒 LMPI诱 导 TRAF1表 达，而对 

TRAF2及 TRAF3不影响 

我们以稳定表达 LMP1鼻咽癌细胞系 HNE2一 

LMP1和无 LMP1鼻晒癌细胞系 HNE2为材料．用 

差异 RT．PCR法、Western blotting以检测 LMPI可 
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I HNE2 I MP1细咆幕‘}‘I M1 I犯达的 Western blot井析 

Fig I Wc~lt．r,il bk~t analysis ofI _ⅥIJI in HNE2 cells afterintroduc一 

1 rI llMFI cDNA 

n 5 rH is r̂I EBV Ix~sillv【In ．1_ J ̈ l s vmph~vlic cell line hat ex- 

pres~,， I MPI A Ipsate from B95 H cells wa used as the positive 

Eo$1Iml 1 ～ 1l show：thc l M1 1 w expressed in Ihe HNE2- 

1 PI eel1 lines 

能活化TRAF1、TI~AF2、TRAF3信号分子。 

按照已建立的差异 RT PCR方法．以 GAPDH 

为对 照，在 HNE2，HNE2．1，MP1细 胞 系 中 扩 增 

TRAF1，TRAF2及 TRAF3，其大小分别为 744 bp、 

369 bp、503 bp。用 EAGI E EYE 11图像分析仪对结 

果进行强度、面积练台较正。结果表明：在 RNA水 

平上，TRAF1在 HNE2 I MPI中表达较 HNE2强， 

而 TRAF2致 TRAF3在 HNE2．LMP1与 HNE2细 

胞中表达无明显差异(图 2)。提示在鼻咽癌细胞系 

中，I MPI可能诱 导 TRAF1 mRNA 表达，而对 

TRAF2及 TRAF3并不膨晌。 

我们进一步用 Western blotting证实在 HNE2． 

HNE2．I MP1细胞系中均表达 45 kDa TRAF1、56 

kDa TRAF2及71 kDa I'RAF3信号分子。以丽春 

红染色蛋白为对照，用EAG[ E EYE 1I图像分析仪 

2 HN瞄 -LMPl和 HNE2绷 胞 系 中 TRAF1．TRAIE “ 

TRAF3 mRN．A表述的差异 RT PCR分析 

Fig 2 Identification of TRAF1．TRAF2 oF TRAF3 mRNA In dif 

ferE ntial RT．PCR m HNE2—1 MPI and HNE2 c ll lin 

The TRAFI TRAF2 or TRAF3 ~mpliflca,ed in HNE2『 MI’I 

and HNE2 eel1 line~ The differ~ tlal t×m ⋯ of TRAF2、TRAF3 

weep T t det~ted in RNA leve1．whereas，The e~prt~．ion of 3 RAFI 

ln HNE2．I_MPl cell line much fe abunda t that,Iha{⋯ 

HNP,2 celI I⋯ Amplification for G．APDH ～ simultane ously lj L F 

formed as control~，which generates a 597 bp fr~4menet c I．I (’I 

maker；2．4．6：HNE2一I_MPli3．5．7 HNE2】 

对结果进行强度、面积综合较正。发现在蛋白水平 

上，TRAF1在 ItNE2．LMP1中表达较 HNE2强，而 

TRAF2及 TRAF3在 HNE2．LMP1与 HNE2细胞 

中表达无明显差异(图3)。从而进一步提示在岛咽 

癌细胞系中，LMP1可能诱导 TRAF1蛋白表达，而 

对 TRAF2及 TRAF3并不影响。 

2．3 鼻咽癌中LMPI磷酸化TRAFs信号分子 

由于我们的实验已证实 EB病毒 LMP1可诱导 

TRAH Ii1RNA 及 蛋 白表 达，但 对 TRAF2 驶 

TRAF3并不影响。这提示 LMP1激活 TRAF2，3 

信号分子并不表现为 RNA及蛋白水平量的效应 

、 、 

_  I  _  
I mBc0ntm1．． 

『蔓3 ItNE2 l MPl ïHNE2刿胞乐中TRAFI．TRAF2或TRAF3蛋白表述的 Westem blot分析 

Fig 3 W L ⋯ It Ivsis of 1、R．AFI．TRAF2 0r TRAF3 expression in HNE2-I_MPI and HNE2 cell Iines 

Th 11R．AF1． 【-RAF2_lr TRAF3 protein level was expres,ed in HNF2．1 MP1 and HNE2 cell line The different1日l x 

Ⅱr 0n r'【TRAF2、m AF3⋯ n0t detected in protein level，wheT~s．The expressi~ of TRAFI protein in HNE2 

l，M []l tell L～ TtI．rh n~oFc al】LIn n Ihan that in HNE2 cell line The whole pmtein stained by the ponue~u S⋯  

LI 0 Ll H thc h~lI T ‘ 1|ll II 
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因此，我们进一步用免疫共沉淀一Western—hlottlng方 

法探讨鼻咽癌中 LMP1功能性活化 TRAFs信号分 

子的可能性。 

TRAFs信号分子被活化的标志是证实其被磷 

酸化。我们以 HNE2，HNE2一LMP1为材料，应用免 

疫 共 沉 淀 Western—blotting 方 法．利 用 TRAF1， 

TRAF2，TRAF3抗体从细胞裂解液中免疫共沉淀 

．  

下 TRAF1，TRAF2，TRAF3信号分子，再用 p-Tyr 

抗体 进 行 Western-blottin~ 杂 交 分 析，以测 定 

TRAF1，TRAF2，TRAF3是否被磷酸化。结果发现 

在 HNE2一LMP1中 LMP1可使 TRAF1、TRAF2、 

TRAF3磷酸化，而 HNE2为阴性(图 4)。这提示 

LMP1可磷酸化 TRAF1、TRAF2、TRAF3而使其功 

能性活化。 

妒 

■ 昌  
圈4 HNE2 l，MPl和 HNE2细帕系中 TRAF1．TRAF2或 TRAF3蛋白被磷酸化的 Immunopre． 

ipiI⋯ti _̈we em blot 

Fig 4 hn．⋯l1 ec。pltat一  ern blot analysh of activated TRAF1．TRAF2 and TRAF3 Irom 

HNE2 I．MPh  ll lines 

P~tcin l s[mm HNE2 and HNE2一I MP1 l1 lines⋯ e immunoprecipit0ted with antibody against 

I'RAF1． r】 An  Dr TRAF3 and P T
．
vr a~lyzed by 【ern blot analysis R~ults show：the TRAF1． 

I AF2()r I'RAF3 pmtein ⋯ expr~ ed in HNE2．LMPl and HNE2 cel1]ine． wher~ TRAF1． 

TRAF2 lr rRAF3⋯  activated in the HNE2一I MP1 cell】⋯  

3 讨论 

作为EB病毒重要的致瘤蛋白，LMP1在许多 

与 EB病毒有关的疾病中扮演着重要角色．但是， 

LMP1致瘤机制，尤其是在 咽癌中如何发挥作用， 

迄今。仍不清楚。近几年米，对 LMP1功能的研究 

提示 LMP1可能类似于一种活化的生长因子受体， 

在细胞信号转导途径中起着重要作用 1o]。其中， 

TRAFs作为 LMP1活化的第一位信号分子，可能扮 

演着重要的分子开关角色 

由于受体上与 TRAFs结台的序列存在相当大 

的差异，TRAFs对不同的受体也存在不同的亲和 

力，令人关注的是，在上皮性肿瘤 NPC的发生中 

LMP1究竟聚集何种 TRAFs信号分子，从而发挥其 

生物学效应。我们在稳定表达 LMP1的鼻咽癌细 

胞系HNE2一LMP1和无 I．MP1表达的鼻咽癌细胞 

系HNE2中，用差异 RT PCR法和 Western blotring 

证实在 HNE2一LMPl细胞 系中，LMP1可能诱导 

TRAF1 mRNA 及蛋 白 表 达，而 对 TRAF2与 

TRAF3 mRNA和蛋白并不 影响 ；这 表明 LMP1活 

化 TRAF2与TRAF3并非 RNA及蛋白水平量的效 

应。进一步用免疫共沉淀一Western—blotting方法证 

实在HNE2 LMP1中LMP1可使 TRAF1、TRAF2 

TRAF3磷酸化。相反，在HNE2中，由于 LMP1敞 

乏．TRAF1、TRAF2、TRAF3没有被活化。这说明 

在鼻咽癌中，LMP1表达可磷酸化TRAF1、TRAF2、 

TRAF3而使其功能性活化。对 TRAF1的诱导不 

乏其例，Schwenzer R等报道 TNF—R1和 CIM0就具 

有这作用。至于 LMP1如何诱导 TRAF1，LMP1如 

何磷酸伦 TRAF1、TRAF2、TRAF3信号分子有待进 
一 步研究。 

目前，至少已知 LMP1可通过 TRAFs活化重 

要的核转录因子 AP 1(Activator Protein1)，NF KB 

(Nuclear Factor-~eB)及另一重要的信号分子 EGFR 

TRAF1是一种抗 亡 蛋白；TRAF2可能是活化 

AP一1与NF B的正向性调节子，调节靶基因表达 

介导细胞增殖，转化效应l6 “1；而 TRAF3对 LMPI 

作用于上皮细胞促生长效应尤为重要，其中 EGFR 
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表达是增殖所必需的⋯0。我们对鼻咽癌中 LMP1 

功能性活化 TRAFI，TRAF2，TRAF3信号分子的实 

验证实，将为进一步从信号传导途径探讨 LMP1致 

癌机制提供重要的实验依据。 

参考文献 

Kieff E Epstein Barr virl~s increasing evId㈣ f a link to⋯ - 

⋯ f J】 N Eng』M 、I995．333flI)：724 726 

ReinhaTd 0 B Sham~xm V S W illiams】．T Ttll3nor nec s fae 

t⋯ ．incluced activation of ，L⋯ N ⋯ hal kinase is meditated hy 

rRAF2【J】 EMIR)』．【997．16(5)：1080 1092 

I．iebowitz 1) Epslein Ikrt mrus and a~llular signaling pathway 

in lymphom~．from lTl upPn pa6如b[J] N Eng J 

Med．I998、338(20)：l4 l 3 l42I 

Spei~r D E、 】 S Yl Wcmg B， a1．A regulatory role for 

TRAF1 in antigenindnced apopl~sis T edls[J] J Exp M。d， 

l 997．185(9)：1777一【783 

祝和战．姚开泰，李桂源．等 4侏鼻咽商上皮细帕株的建立及 

其生物学特性【』]湖南医抖凡学学报．I992，17(2)：103—107 

Eliopoul~ A G．Stack M、I)aw~ C W ．“ Epstein-B r 

virus en 。d LMP-1 and CIVIl mediate II，6 p*~ductlon ⋯ p- 

ithelial cells via an NF，曲 pathway involving TNF r~eplor ascii 

ated ac加rs【J] Oaccgene，J997，14(16)：2899—2916 

【7】 Siemiens,ki K，Peters N，Seheurieh P． al Organizati~ o1 

TRAF1 g即e and mapping to ch~mosome 9933—34【J] (；eric． 

I997，19S(11：35—39 

[8] 颤子颠，王海林．译 精编分子生物学实验指南【M】第 一临 lE 

京：科学出版杜．1998，333—373 

【9] Mackay J P，RossIcy M Zinc[iagers are sticking together【J J 

Trerids B hem Scl 1998，28(I)：1—4 

[10 J Glres O．Stmbl U z1 Gonaelh R， ai Latent memhrane prf， 

rein 1 0f Epstein—Barr virus mimics a constitutively aefive⋯ u 

tot m~eule[J] EMBo J，1997．I6(20)：6131—6140 

【11] Miller W E，M~ialos G．Kieff E． nf Epstein Parr vir．~ 

LM P1 induetlon the EGFR is mediated through a TRAF t 

haling pathway diatinet from NF-rB activation[J J J virol、I907． 

71(1)：586—594 

【12] Huang SY，Jiang Z，Li E， a1．Apoptosis signaling pathwa! 

⋯ T Il is composed 0f ICE／Ced 8 family proteases attd MA r 

kinase kina~ 6b[J] I~ uttity．1997、6(4)：739 749 

[I81 Zchwenzer R，S／~ienski K，Waiant H、 aL TRAFI is L 

regulated by cytokines of TNF ligand family and medial TNF 

ind~ed activation and c-Jun Ntem n̈al klnase[J】J l ̈lk 

Chemistry，1999，274(27)：19368—19374 

2  3  4  5  6  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

