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Abstract：To study the interaction among Jembrana disease virus，Bovine immunodeficiency virus， 

BOVine Foamy Virus and Bovine Leukemia Virus．a series of plasmids were constructed with their LTR 

an d luc report gene，respectively,an d transactivator expression plasmids of these four viruses were also 

constructed．These plasmids were CO-tran sfected into BL 1 2 cell line，respectively．Transient assay 

showed the interactivation between LTR and Tat of BⅣ an d JDV suggesting that they could be 

tran sactivated each other．In addition．BFV Tas could tran sactivate JDV 珊  an d JDV Tat could 

transactivate BLV LTR whereas BLV had no effect on JDV 皿  and no other interactivation was 

detected among BLV,BFV an d BIV 

Key words：Jembrana disease virus(JDV)；Bovine immunodeficiency virus(BIV)；Bovine leukemia 

virus(BLV)；Bovine foamy virus(BFv)，珊  

摘要：为研究 JDV与其它三种牛反转录病毒 BIV、BLV、BFV的相互作用关系，将以JDV、BIV、BLV、BFV的 

LTR为启动子，以Luc为报告基因的质粒和以上病毒反式激活因子的表达质粒共转染 BL12细胞系，通过瞬时表 

达分析试验证明了JDV和 BIV的LTR和 Tat之间亲缘关系很近，能够相互激活；JDV Tat可以反式激活 BLV LTR， 

BLV Tax不能激活 JDV LTR；JDV LTR上存在 BFV Tas的应答元件；BLV、BFV和 BIV的 LTR和反式激活因子 

问不存在相互激活。 
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JDV(Jembrana disease virus)为一种典型的牛慢 

病毒， 与 BIV(Bovine immunodeficiency virus)有较高 

的同源性。不同于其他牛慢病毒，JDV引起牛的急 

性病症，患畜出现高烧、免疫功能紊乱、淋巴结肿 

大、淋巴细胞减少、皮肤及软组织出血、腹泻等症 

状，约9．12d发病牛死亡，致死率高达 17％[1-3]。流 

行病学调查显示牛源病毒的交叉感染现象普遍存 

在，而且是病毒致病的重要催化剂，如BFV (Bovine 

foamy virus)、BVDV(牛病毒性腹泻病毒)对 BIV都 

有显著的激活效果 J。 

JDV、BIV、BLV(Bovine leukemia Virus)、BFv 

均为牛反转录病毒，它们的基因表达调控均依赖反 
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式激活因子与启动子LTR的相互作用。反转录病毒 

的LTR(Long Terminal Repeat)具有典型的真核启动 

子的特点，由(5’)U3．R．U5(3’)3个亚区组成，含有 

许多的细胞因子和病毒反式激活因子的结合位点， 

病毒的复制依赖于这些顺式作用元件和反式激活 

因子的相互作用。 

JDV、BIV的Tat蛋白通过结合 R区上 TAR序 

列促进转录延伸是当前的研究热点。Tat与 P．TEFb 

(positive transcription elongation factor b)中周期蛋 

白Cyclin T1直接结合，Cyclin T1再与CDK9(cyclin． 

dependent kinase9)相互作用形成 Tat．CyclinT-CDK9 

复合物，作为延伸复合物的组分【6】。当有功能的TAR 
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RNA结构转录出来后，Tat引导cyclinT1复合物与 

TAR RNA结合，CDK9使 RNA聚合酶 Ⅱ的 CTD 

超磷酸化，形成进行性的延伸复合物，使转录顺利 

延伸。BFV Tas是牛泡沫病毒中唯一一个功能得到 

确定的调节蛋白，也是 BFV 复制与基因表达唯一 

必需的病毒基因产物。BFV Tas能直接结合 LTR并 

激活病毒基因的表达I”，但具体机制研究甚少。BLV 

Tax不与DNA直接结合，而是通过锌指结构与结合 

在 CRE—likemotif上的蛋白如 CREB、ATF、SRF等 

结合，从而间接的结合在 Tax应答元件TxRE上I引。 

BLV Tax 的活性较弱，这可能是 BLV并不严重致 

瘤的重要原 。探讨 JDV和其他病毒交叉感染过 

程中的相互作用，阐明多种病毒共同诱发个体发病 

的病理过程不仅有助于 JD病的研究，也是了解病 

毒间及病毒与宿主间的相互作用的重要途径。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

质粒pBLVLTR．cat、pBLV-Tax(BLV-Tax 表达质 

粒)由 David．Derse教 授 惠赠 ；pJDVLTR—luc、 

pBIVLTR—luc、pBFVLTR—luc、pRSV-JTat(JDV-Tat 

表 达 质 粒)、pRSV-B1'at(BIV-1'at表 达 质 粒 )、 

pBoff-1(BFV-Tas表达质粒)为本室保藏；受体菌为 

E．coli 103和 E．coli 109。 

DMEM 培养基、胎牛血清、Tris、SDS、琼脂 

糖、荧光素、Lipofectamine购自GIBCO／BRL公司； 

各种工具酶购自宝生物公司；其它化学试剂均为国 

产分析纯。 

1．2 细胞培养 

使用牛肺细胞系 BL一12、人宫颈细胞系 HeLa 

为受体细胞。细胞使用 10％胎牛血清的DEME培养 

基，37℃，5％CO2条件下培养。 

1．3 质粒构建 

用 HindⅢ酶切 pBLVLTR—cat，回收 1．5kb的 

BLV LTR片断，连入质粒 pluc的luc基因上游 H／nd 

Ⅲ切点 内，转化 E．coli，筛选 正 向重组子得到 

pBLVLTR—luc。 

1．4 质粒转染及荧光素酶活力测定 

具体步骤参照 GIBCO／BRL公司的 Lipofec． 

tamine转染试剂盒说明书，每份样品设 3孔平行对 

照，Luc值经~-gal内对照校正后，各平行组之间变 

异系数<15％。 

1．5 序列同源性比对 

核苷酸序列的比对采用Program ClustalW rhttp： 

／／www．ebi．ac．uk／clustalw／)和 Matcher(http：／／bioweb． 

pasteur．fr／seqanal／interfaces／matcher．htm1)。 

1．6 基因操作 

菌种培养、质粒提取、酶切、电泳、连接、转 

化等参见文献 们。 

2 结果 

2．1 JDV与 BIV间存在相互激活 

JDV和 BIV同属反转录病毒科慢病毒属，两者 

基因组具有高度的同源性，曾有人提出JDV是BIV 

的一个变种。JDV和 BIV的反式激活因子 Tat均结 

合在 LTR转录出来的TAR 序列的茎环上，因此它 

们之间很可能存在相互激活。 

将 JDV LTR、BIV LTR的报告质粒 pJDVLTR— 

luc、pBIVLTR．1uc分别与 BIV、JDV Tat表达质粒 

pRSV-BTat、pRSV-JTat共转染BL一12细胞系，报告 

基因的表达水平见表 1。 

表 1 JDV、BIVTat和 LTR的相互激活 

1’able l E ects OfJDV、BⅣ Tat on JDV、 BIV I．TR 

aIncreasedfolds．BL-12 cellswastransfectedwith pJDVLTR-luc 0．1Ixg 

or pBIVLTR-Iuc 0．1lag and various does ofpRSV-Jtat，pRSV-BTat(0，0．5rig) 

The total amount of DNA used for each experiment was kept constant by 

adjusting with pUC19 plasmid DNA． 

从表 1的结果可看出，JDVLTR的基础活性高 

于 BIV LTR的基础活性，JDV和 BIV Tat不但可激 

活自身的LTR，也可激活对方的LTR，而且激活倍 

数很高。值得注意的是JDVTat激活 BIVLTR的能 

力同BIV Tat相当，而BIV Tat激活 JDV LTR的能 

力较弱，说明JDV Tat是一种比BIV Tat更强的反 

式激活因子。 

2．2 JDV Tat可显著激活 BLV LTR，但 BLV Tax 不 

能激活 JDVLTR 

JDV和 BLV虽然不是同一个属，但它们同属 

于反转录病毒科，均引起牛的淋巴系统疾病。它们 

的 LTR 具有许多相同的细胞因子结合位点，如 

NF—kB、AP一4等，而且 Tat和 Tax 都需要 AP一4的 

协助才能行使激活功能，因此它们是否作用于对方 

的LTR引起了我们的兴趣。 

将 JDV LTR、BLV LTR 的报告质粒 pJDVLTR— 

luc、pBLVLTR—luc分别与不同量的BLV Tax、JDV 

Tat表达质粒 pRSV-BTax、pRSV-JTat共转染 BL一12 

细胞系。从表 2可看出转染结果，JDV的Tat对 BLV 

LTR具有明显的激活，而 BLV Tax 不能激活 IDV 

m 。 
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表 2 JDV、BLVLTR 和 JDVTat、BLVTax相互激活作用 

Table2 Eff酏tsOfJDV1'at、BLV 【onJDV、BI I 

。Increased fblds．BL-12 cells was transfected with 0．1lag of pBLVLTR-luc or 0．1 pJDVLTR·luc various does of pRSV-Btax(0．05，0．1ltg)、 pRSV-JTat 

(0．5，1．0嵋)．Thetotal amountofDNAusedfor eachexperimentwaskept constantby adjustingwithpUC19plasmidDNA． 

2．3 JDV和BFV LTR与反式激活因子间的相互作用 

尽管 BFV自身不引发疾病，但它会加重牛的 

其他疾病，如它和 BIV发生超感染时，可导致牛免 

疫系统疾病。本室的前期工作在细胞水平上证明了 

BIV和 BFV间存在相互激活作用，而 JDV和 BIV 

在基因组结构相差无几，它是否能与 BFV 互相作 

用值得进一步探讨。 

将 JDVLTR、BFVLTR 的报告质粒 pJDVLTR- 

luc、pBFVLTR．1uc分别与 BFV Tas、JDV Tat表达 

质粒 pRSV-Borf-1、pRSV-JTat共转染 BL12细胞系， 

报告质粒表达水平见表 3。结果显示，JDV Tat对 

BFV LTR无激活作用；BFV Tas对 JDV的LTR较 

明显的激活作用。说明 BFV与／DV超感染时，BFV 

Tas可能通过激活 ／DV LTR加重 ／D病症状。 

表 3IDV、BFVLTR和 JDVTat、BFVTas相互作用 

Table 3Eff tsOfJDV1'at、BFVTa son JDV andBFVI R 

‘As in table 1．BL-12 cells Was transfected with pJDVLTR-luc 0
． 1lag or 

pBFVLTR·luc 0．21~g and pRSV-Borf-1(0,0．5 )or pRSVJTat(0，0．5 )． 

Th etotal amount ofDNA usedfor each experimentWas kept constant by 

adjusting with pUC19 plasmid DNA． 

2．4 BIV和 BLV LTR与反式激活因子间的相互作用 

BIV 和 BLV 自身均可导致牛免疫系统疾病的 

发生，而且流行病学调查显示 BIV和 BLV在多个 

国家和地区的牛群中有高达 10％的交叉感染。已有 

研究表明，BIV的感染可增加BLV感染的几率，并 

有导致BLV母婴传播的可能。为了进一步了解交叉 

感染的原因，有必要证实 BIV和 BLV反式激活因 

子和 LTR间是否存在相互激活。 

将 BLV LTR、BIV LTR 的报告质粒 pBLVLTR． 

1uc、pBIVLTR．1uc分别与不同量的BIV Tat、BLV Tax 

表达质粒 pRSV-BTat、pRSV-BTax 共转染 HeLa细 

胞系，报告基因的表达水平见表 4。结果表明，BIV 

1'at不能激活 BLV LTR，BLV Tax 只能微弱的激活 

BⅣ 的LTR。 

表 4 BIV、BLV LTR和 BIVTat、BLVTax 相互作用 

Table 4 Efflects Of BIV rat、 BLV Tax on BIV and BLV LrR 

As in table1．BL·12 cells Was transfected with pBIVLTR·luc 0．1 I1g or 

pBLVLTR·luc 0．05 g and pRSV-BTat 0．5 g or pRSV-BTax 0．1 g．Th e 

total amount of DNA used for each experiment Was kept constant by 

adjusting with pUC19 plasmid DNA． 

2．5 BLV和BFVLTR与反式激活因子间的相互作用 

BFV可以激活 BIV的表达并加重 BIV引起牛 

免疫系统疾病的病情；表 3显示 BFV Tas可激活 

JDVLTR的表达，说明BFVTas对应答元件的保守 

性要求不高。BFVTas是否可激活 BLV的表达，引 

起我们的兴趣。 

将 BLV LTR、BFV LTR报告质粒 pBLVLTR． 

1uc、pBFVLTR—luc分别与不同量的BLV Tax、BFV 

Tas表达质粒pRSV-BTax、pRSV-Borf-1共转染HeLa 

细胞系，报告基因的表达水平见表 5。结果表明， 

BLV和 BFV的反式激活因子和LTR间不存在相互 

激活。 

表 5 BLV、BFV LTR和 BLVTax 、BFVTas相互作用 

1Iable5 Effects ofBFv 、BLV1I戕 onBFV andBLV m  

。Asintable 3．2．BL·12 cellswas transfectedwith pBLVLTR·luc 0
． 1 or 

pBFVLTR·luc 0．2 and pRSV-BTax 0．1 or pRSV-Borf-1 0．5ttg．Th e 

total amoun t of DNA used for each experiment Was kept constant by 

adjusting with pUC19 plasmid DNA． 

3 讨论 

牛病毒的交叉感染普遍存在，且牛病毒的交叉 

感染能够促进并加重患畜的病情。本文的结果显示 

JDV 的启动子及反式激活因子能够和其他病毒的 

启动子及反式激活因子相互激活，说明JDV和其他 

病毒超感染时存在相互作用，并可能加重病情。 

3．1 JDVTat可能采用不同方式激活BⅣ和BLV的LTR 

JDV的 Tat是目前已知慢病毒中活性最强的反 

式激活因子。本文结果显示它不但可激活自身的 
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LTR，还可以激活 BIV和 BLV的 LTR。亦有文献 

报道，它还可以激活 HIV、SIV甚至某些非慢病毒 

的启动子【l1]。JDV和 BIV LTR是它们唯一的启动 

子，分为 U3、R、U5三个区，其 R区均含有 TAR 

序列，可形成茎环，并主要通过第一茎环发挥作用 

(见图1)。BIVTat可与TAR 直接结合，可在多种细 

胞中激活 BIV的 LTR【l 。NMR结果显示 BIV Tat 

蛋白结合结构域形成一个 13一发卡结构插入到 TAR  

RNA胀泡处的大沟之中【J引。本文结果显示 JDV Tat 

可激活 BIV LTR，激活的水平和 BIV Tat相当。NMR 

结果显示 JDV Tat同样以13一发卡方式与 BIV TAR  

序列结合，因此，JDV Tat激活BIV LTR时很可能 

采用与BIV Tat相近的作用方式。 

BIV dDV 

图 l B]V和 JDVTAR序列的第一个茎环结构(引自文献 ) 

Fig．1 ThefirstloopofBIV andJDVTAR(from reference[16】、 

瞬时表达分析结果首次证明了JDV Tat可以显 

著 激活 BLV LTR。我 们用 生物 学 软 件 RNA 

Structure3．5版对 BLV LTR的R区进行了分析，发 

现在BLV LTR的R区前30bp同样形成了一个茎环 

结构，如图 2。JDV和 BIV TAR 的茎环均存在含有 

碱基 U 的两个突起，并且这些突起在 Tat和 TAR 

结合中起了重要作用。BLV的茎环上只有一个碱基 

G的突起，如果 JDV Tat是结合在该茎环上而起激 

活作用的话，很可能由于茎环结构的差异使得 JDV 

Tat对 BLVLTR的激活不是很强。另据文献报道， 

JDV Tat可能具有一种通用的激活方式，因为它可 

以还可激活一些非慢病毒的启动子【l4]，JDVTat作 

用 BLV LTR时也可能采用这样的通用方式。 

A- I 
G—C 
A—U 
G— C 
U—A 

14 C。一G 32 

图 2 BLV R区第一个茎环 

Fig．2 Th efirstloo p ofBLV R region 

3．2 JDV LTR上可能存在Tas蛋白的识别序列 

调控机理相差甚远的病毒之间的相互作用是 

普遍存在的。本文BFVTas和JDV LTR的瞬时表达 

结果显示，BFVTas可以激活 JDVLTR，激活的能 

力和其激活 BIV LTR 的能力相当。利用 Program 

Matcher对 JDV LTR和 BFV TRE的同源性比较显 

示，JDV LTR上一151～--41区段和 BFvTRE上一 

321～--220区段具有较高同源性。BFV 的启动子 

除 LTR外还有内部启动子 IP【l引，且Tas对 IP的激 

活能力强于对 BFV LTR的激活能力。将 JDV LTR、 

BFV TREI 与BFV TRELTR的序列进行同源性的比 

较，发现它们存在 24bp的保守的区段(见图3)，其 

中有 13bp在三种启动子中均相同，另有 9bp在两 

种启动子中相同，只有 2bp是三种启动子均不同的。 

由此我们推测，BFV Tas激活 JDV LTR、BFV LTR 

和 IP时可能采用相近的机制，并且该 24bp保守区 

在激活中发挥了重要的作用。 

BFV TREII 232函和 闷 G曩IAC曩墨啊墨 一208 

IP TRE 9240墨A睡躅G{c鲴i圈队A d圈西s{6函 9264 

图 3 JDVLTR、BFVLTR及 BFVIP上 TRE的序列对比 

Fig．3 TREAlignment ofJDV LTR， BFV LTR and IP 

3．3 JDV、BIV和BFV的LTR上均不存在BLV Tax 

的应答元件 

BLV Tax在LTR上的应答元件为3个21bp非 

严格保守的序ylJ(TxRE)，Tax 蛋白本身不与 DNA 

直接结合，而是通过锌指结构与结合在 TxRE上的 

蛋白相结合调控基因表达。本文的结果显示Tax不 

能激活 JDV、BFV及 BIV的 LTR，有文献报道它 

也不能激活说明HTLV的LTR，说明Tax对应答序 

列的保守性要求很高，尽管 JDV、BIV、BFV上均 

存在 1～2个与 TxRE同源性较高的区域，但均不能 

被 BLV Tax激活。 
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