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JDV Tat反式激活LTR与HIV-1 Tat采用类似的细胞因子 

邓 刚，莎日娜，母俊杰，乔文涛，耿运琪，陈启民 

(南开大学生命科学学院，天津 300071) 

JDV Tat Transactivate LTR Involves Similar Cytokines as HIV-1 Tat a 

DENG Gang，SHA Ri．na，MU Jun-jie，Qiao wen—tao，GENG Yun．qi，CHEN Qi—min 

(College ofLife Sciences,Nankai University,l~anjin 300071，China) 

Abstract：In 0rder to define if similar cytokines take part in transactivation of Jembrana disease virus 

and Human immunodeficiency virus．1 TaI protein，two truncated 1’at proteins，h1’at47 and j1’aI70，which 

contained intact activation domaias but lacking binding domains．were constructed．Wle also constructed 

cyclin T1 and CDK9 eukaryotic expression and antisense plasmids．Overexpression of hTat47 and iTIat一 

70 both inhibited tran sactivation of JDV and HIV 1 Tlat on HIV 1 or JDV I R．suggesting that they may 

involve simi lar cytokines．Antisense transient assay of cyclin T 1 an d CDK9 further proved that山ese 

cytokines also participated in tran sactivation of JDV Tat． 

KeY words：JDV；HⅣ ．1：Tat； CyclinT1；CDK9 

摘要：为分析JDVTat在反式激活JDV及HW-I LTR过程中是否采用与H1V-1 Tat类似的细胞因子，本文构建了 

包含完整激活域的iTat70和hTat47，同时构建了cyclin T1和CDK9真核表达及反义转译质粒。过量表达hTat47 

和jTat70对hTat反式激活HIV-1 LTR，iTat反式激活 JDV和HIV-1 LTR均有明显的抑制作用推测iTat和hTat的 

反式激活作用可能涉及类似的细胞因子。通过cyclin TI和CDK9的反义转译质粒对 iTat反式激活的抑制作用证 

实这两种细胞因子参与了iTat对 JDV和 HIV-1 LTR的反式激活。 

关键词：Jembrana病毒：人免疫缺陷病毒；反式激活因子；细胞周期蛋白T1；细胞周期蛋白依赖性的激酶 9 
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JDV(Jembrana disease virus)是一种牛慢病毒， 

与牛免疫缺陷病毒(Bovine immunodeficiency virus， 

BIV)有较 高的同源 性[1,21。与人免疫缺 陷病毒 

(Human immunodeficiency virus．j。HW-~)Tat(以下 

简称为hTat)类似，JDV Tat(以下简称为jTat)也 

能结合到 LTR(1ong terminal repeat，长末端重复序列) 

上并促进转录延伸pJ。jTat蛋白不仅能反式激活自 

身LTR，还能反式激活BIV和 HIV一1 LTR【4J，用 JDV 

tat基因替换 HIV．1 tat基因形成的嵌合病毒能在 T 

细胞中复制【4J。hTat反式激活 LTR的机制已经比较 

清楚，它与P-TEFb(positive transc邱tion elongation 

factor b) 中周期蛋白cyclin T1直接结合【6】’cyclin 

收稿 日期： 

基金项目： 

作者简介： 

通讯作者． 

T1再与CDK9(cyclin．dependent kinase9)相互作用形 

成 Tat—cyclinT-CDK9复合物，CDK9使 RNA聚合 

酶 II的C末端 (carboxy terminal domain，CTD)超 

磷酸化，形成进行性的延伸复合物，使转录顺利延 

伸 J。hTat的N端激活域用于结合细胞因子，C端 

结合域与反式激活应答元件(transactivation response 

element，TAR)RNA上的5’端突出相结合 J。尽管 

普遍认为慢病毒Tat对LTR的反式激活可能采用类 

似的作用模式，但 jTat在反式激活不同LTR时是否 

采用与 hTat相同的细胞因子，cyclin T1和 CDK9 

是否参与了 jTat的反式激活作用一直没有得到验 

证。hTat N端 47个氨基酸能与异源 RNA结合蛋白 
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(如 MS2／R17、Rev)[9-12]或 DNA结合蛋白【’ 。 ] 

形成嵌合蛋白，并借助其对应的应答元件反式激活 

HIV-1 LTR，证明N端 47个氨基酸组成的 hTat激 

活域能结合转录延伸相关的细胞因子。根据 jTat功 

能域的划分 (数据另文发表)构建了jTat激活域与 

Rev组成的嵌合蛋白也能反式激活 RRE替换 TAR 

后的JDV LTR(数据另文发表)，证明N端 70个氨 

基酸包含 iTat完整的激活域，能与细胞因子相结合 

并促进转录延伸 。本文构建了包含完整激活域的 

iTat和 hTat重组真核载体及缺失蛋白，cyclinT1和 

CDK9真核表达及反义转译质粒，通过瞬时表达分 

析，证明 iTat和在反式激活 JDV和 HIV-1 LTR时 

涉及 hTat反式激活 HIV-1 LTR类似的细胞因子，可 

能采用相同或相似的反式激活途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

质粒 pJDVLTR—luc、pBIVLTR—luc、pHIV-1LTR— 

luc、pcDNA3．1(一)jTat、pcDNA3．1(一)hTat、Hela细胞 

系为本室保藏；pCI—T1和 pcDNA3一CDK9由 Dr． 

Price馈赠；DMEM 培养基、胎牛血清、Tris、SDS、 

琼脂糖、荧光素、Lipofectamine购自 GIBCO／BRL 

公司：DNA回收采用 QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN)；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 

用含 10％胎牛血清的 DMEM、37℃、5％CO2 

条件下培养 Hela细胞系。 

1．3 引物设计与 PCR反应 

以 pcDNA3．1(一)jTat和 pcDNA3．1(一)hTat为模 

板，设计引物扩增jTat70和hTat47。PCR反应条件 

为：94。C，3min变性：94。C，30s，56oC，30s，72oC， 

30s，30个循环；72。C延伸 lOmin。扩增 iTat70的 

引物为： 

P1：5’一CaYK2 ! △ ATTCAG L TGCCTGG一3’ 

Xho I 

P2：5’一TCC TCTGGTTCATCTTTTC 一3’ 

EcoR I 

扩增 hTat47的引物为： 

P3：5’ GAGAGCTCGAGATGGAGCCAGTAGA 一3’ 

Xho I 

P4：5'-CTr △ 皿  TI1AATAGGAGATGC一3’ 

EcoR I 

1．4 质粒构建 

目的 PCR产物和表达载体pcDNA3．1(一)分别用 

XhD I和 EcoR I双酶切、回收、连接，然后转化大 

肠杆菌并筛选阳性克隆。用 Xba I和 EcoR I酶切 

pcDNA3一CDK9，回收 1．1kb的 CDK9片断，连入 

pcDNA3．1(一)，筛选正向重组子得到 pcDNA3．1(一) 

CDK9，筛选反向重组子得到 CDK9(一)。用 BamH I 

和Xba I酶切 pCI—T1，回收 2．2kb的cyclin T1片断， 

连入 pcDNA3．1(一)，筛选正向重组子得到 pcDNA3．1 

(一)T1，筛选反向重组子得到 T1(一)。 

1．5 质粒转染与荧光素酶活力测定 

采用阳离子脂质体法，具体步骤参见 GIBCO／ 

BRL产品说明书。每份样品设 3孑L平行对照，转染 

72h后裂解细胞测定荧光素酶活性 (Luc值)。Luc 

值经 13一gal内对照校正后，各平行组之间变异系数 

<15％。按试剂盒提供的方法，用生物化学发光测量 

仪测定化学发光强度，Luc酶的活力以4s内的光强 

表示。 

1．6 序列同源性比对 

氨基酸序列的比对采用 DNAMAN软件。 

2 结果 

2．1 hTat、jTat、hTat47和 iTIat70对 JDV和 HIV-1 

LTR的反式激活 

为排除 hTat47和 iTat70自身反式激活 LTR的 

可能性，本文首先验证了两种缺失蛋白对 JDV 和 

HIV-1 LTR的反式激活能力。将 hTat、iTat、hTat47 

和jTat70表达质粒分别与报告质粒pHIVLTR—luc和 

pJDVLTR—luc共转染 Hela细胞系，瞬时表达分析结 

果见图 1。 
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图 1 hTat、jTat、hTat47和jTat70对 JDV和 HIV-1 LTR的 

反式激活 

Fig．1 Activation of hTat，jTat，hTat47 and jTat70 on JDV and 

HIV—l【 R 

A：Hela cells were cotransfected with O．05ug of pHIVLTR·luc and O
．5ug of 

widetype or truncated Tat．B：Hela cells were cotransfected with 0．05ug of 

pJDVLTR·luc and O．05ug of widetype or truncated Tat
． The total amount of 

DNA used for each experiment was kept constant by adjusting with 

pcDNA3．1(·)plasmid DNA． 

图 1结果显示 hTat和 jTat能反式激活 HIV-1 

LTR，hTat47和jTat70均不能反式激活 HIV-1 LTR。 
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jTat能反式激活 JDV LTR，hTat、hTat47和jTatT0 

均不能反式激活 JDV LTR Tat47和jTat70具有完 

整的激活域，且都不能反式激活HIV-1和JDV LTR， 

可以作为相关细胞因子的竞争物。如果 hTat47和 

iTat70能有效竞争性抑制 hTat和iTat对 LTR的反式 

激活，说明两者的反式激活可能都需要类似的细胞 

因子 。 

2．2 hTat47和 iTat70对 hTat的竞争性抑制作用 

将 1～2O倍质量的hTat47和 iTat70表达质粒分 

别加入到hTat表达质粒和pHIVLTR—luc共转染体系 

中，瞬时表达分析结果见图 2。 

霉 
‘ 

图 2 hTat47和 iTat70对 hTat的竞争抑制作用 

Fig．2 Competitive inhibition of hTat—induced transactivation 

byhTat47 andiTat70 

A：Hela cells were cotranfected with 0．05ug of pHIVLTR—luc．0．5ug of hTat 

and the indicated amount of the hTat47 B：Hela cells were cotranfected 

with 0．05ug of pH1VLTR—luc，0．5ug of hTat an d the indicated am ount of the 

jTat70．The total am ount of DNA used for each experiment was kept 

constant by adjusting with pcDNA3．1f一)plasmid DNA． 

伴随着共转染体系中逐渐加入过量的 hTat47 

表达质粒，hTat对HIV-1 LTR的激活倍数逐渐降低。 

加入 20倍 hTat47时，hTat对 HIV-1 LTR的反式激 

活能力降低 63％ (图2A)；逐渐加入过量的iTat70 

表达质粒，hTat对 HIV-1 LTR的激活倍数也逐渐降 

低，加入 20倍 iTat70时 hTat激活能力降低 53％(图 

2B)。包含完整激活域的hTat47能通过竞争相关细 

胞因子抑制 hTat的反式激活，过量 iTat70能竞争性 

抑制 hTat的活性说明他们结合类似的细胞因子。 

2．3 hTat和 iTat70对 iTat的竞争抑制作用 

将 1～20倍质量的hTat47和 iTat70表达质粒分 

别加入到 iTat表达质粒和 pHIVLTR—luc、pJDVLTR— 

luc的共转染体系中，瞬时表达分析结果见图3。 

伴随着共转染体系 中加入过量的 hTat47和 

jTat70表达质粒，iTat对 HIV-1和JDV LTR的激活 

倍数逐渐降低。当加入 20倍hTat47时，iTat对 HIV-1 

LTR的激活能力降低 58％(图3A)；加入20倍 iTat70 

时，jTat对HIV-I LTR的激活能力降低50％(图3B)； 

加入 20倍 hTat47时，iTat对 JDV LTR的激活能力 
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图3 hTat47和jTat70对jTat的竞争抑制作用 

Fig．3 Competitive inhibition of jTat—induced transactivation 

byhTat47 andiTat70 

A：Hela cells were cotranfected with O．05ug of pHIVLTR—luc．O 5ug ofjTat 

and the indicated am ount 0f血e hT t47．B：Hela cells were cotranfected 

with 0．05ug of pH1VLTR—luc，0．5ug ofjTat and the indicated amount of the 

jTat70．c：Hela cells were cotranfected with 0 05ug of pJDVLTR—luc， 

0．05ug of jTat and the indicated am ount of the hTat47．D：Hela cells were 

cotranfected with 0．05ug of pJDVLTR—luc．0 05ug of jTat and the indicated 

amount of thejTat70． 

降低 54％(图 3C)；加入 20倍 iTat70时，iTat对 JDV 

LTR的激活能力降低 44％ (图 3D)。这些结果显示 

hTat47和 iTat70均能有效抑制 iTat对JDV和 HIV-1 

LTR 的激活，进一步说明 iTat反式激活 JDV 和 

HIV-1 LTR时采用与 hTat类似的细胞因子。 

2．4 cyclin T1和 CDK9对 iTat的激活作用 

cyclin T1和 CDK906]是 hTat反式激活 HIV-1 

LTR中两个重要的细胞因子。为探讨这两个细胞因 

子是否也参与了 iTat对 JDV和 HIV-1 LTR的反式 

激活，本文首先将不同剂量的 cyclin T1和 CDK9 

表达质粒 pcDNA3．1(一)T1和 pcDNA3．1(一)CDK9加 

入到 iTat和报告质粒 pHIVLTR—luc、pJDVLTR—luc 

的共转染体系中，瞬时表达分析结果见图 4。 

在共转染体系中加入过量的 cyclin T1、CDK9 

或同时加入 cyclin T1和 CDK9均不能增加 iTat对 

HIV-1 LTR的反式激活。加入 20倍的 cyclin T1、 

CDK9或 cyclin T1和 CDK9表达质粒甚至导致 iTat 

激活能力下降 17％、20％~H 37％ (图4A)。过量的 

cyclin T1、CDK9或同时加入 cyclin T1和 CDK9也 

不能增加jTat对 JDV LTR的反式激活，加入 20倍 

质量的 cyclinT1、CDK9或 cyclinT1和 CDK9表达 

质粒导致 iTat激活能力下降 18％、14％和 41％ (图 

4B)。说明细胞内cyclin T1和 CDK9的量足够支持 
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iTat对 HIV-1和JDV LTR的反式激活，过量表达这 A 250 

些细胞因子，特别是同时过量表达 cyclin T1和 差 ： 
CDK9可能影响细胞整体生理状态，整体降低细胞 ·oo 

RNA的转录水平，并最终导致jTat对 LTR反式激 

活能力的下降。 
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图4 cyclinT1和 CDK9对jTat激活的影响 

Fig．4 Effect of cyclin T1 and CDK9 on jTat—induced transac— 

tivation 

A：Hela cells were cotranfected with 0．05ug of pHIVLTR·luc．0．5ug ofjTat 

and the indicated amount of the cyclinT1and CDK9 expression plasmids．B： 

Hela cells were cotranfected with 0．05ug of pJDVLTR-luc，0．05ug of jTat 

an d the indicated am ount of the cyclin Tland CDK9 expression plasmids． 

2．5 cyclin T1和 CDK9反义转译质粒对 jTat激活 

的抑制作用 

为进一步证明 cyclin T1和 CDK9是否参与了 

iTat对 JDV和 HIV-1 LTR的反式激活，将过量的 

cyclin T1和 CDK9反义转译质粒 TI(一)和 CDK9(一) 

加入到 iTat和 pHIVLTR—luc、pJDVLTR—luc的共转 

染体系中，瞬时表达分析结果见图5。 

在共转染体系中加入 Tl(一)明显降低 iTat对 

HⅣ_1 LTR (图 5A)和 JDV LTR (图5C)的激活 

能力，加入 20倍 TI(一)时 iTat对 HIV-1和 JDV LTR 

的激活能力分别降低 88 和 87％。加入 CDK9(一) 

同样明显降低 iTat对HIV-1 LTR(图5B)和JDVLTR 

(图 5D)的激活，加入 20倍 CDK9(一)质粒时 iTat 

对 HIV-1和 JDV LTR的激活能力分别降低 74 和 

76％。说明cyclin T1和CDK9均参与了iTat对HIV-1 

和 JDV LTR的激活，且 cyclin T1数量减少的对激 

活的抑制作用大于 CDK9。 

3 讨论 

在 HIV-1的转录中，hTat和 cyclinT1形成的复 
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图5 Tl(一)和CDK9(一)对jTat激活的抑制作用 

Fig．5 Inhibition of antisense cyclin T1 and CDK9 on jTat 

transactivation 

A：Hela cells were cotranfected with 0．05ug of pHIVLTR-luc．0．5ug ofjTat 

and the indicated am ount of antisense cyclin TI．B：Hela cells were 

cotranfected with 0．05ug of pHIVLTR-luc．0．5ug of jTat and the indicated 

amount of antisense CDK9．C：Hela cells were cotranfected with 0．05ug of 

pJDVLTR—luc．0．05ug of jTat and the indicated amount of antisense cyclin 

T1．D：Hela cells were cotran fected with 0．05ug of pJDVLTR·luc．0．05ug of 

jTat and the indicated am ount of antisense CDK9． 

合物能有效结合到 TAR上，cyclin T1能与 CDK9 

结合形成 P—TEFb J。CDK9磷酸化 RNAPII的C末 

端区域 (CTD)【l7’I引从而促进转录延伸。jTat是一 

种较强的反式激活因子，它不仅能激活 自身 LTR， 

它对 HIV-1和 BIVLTR的激活能力甚至强于 HIV-1 

和 BIV Tat对自身 LTR的激活能力IjJ。序列对比发 

现 iTat拥有非常保守的半胱氨酸富集区和核心区 

， 因此 iTat激活不同LTR的过程中可能采用类似 

hTat的细胞因子。探讨 iTat反式激活中涉及的细胞 

因子有助于研究其较强激活能力原因和作用方式， 

催生新的 RNA转录延伸的激活模式，同时有利于 

进一步揭示 JDV急性传染、快速发病和高致死率的 

原因。 

缺乏 RNA 结合域，仅包含激活域的缺失蛋白 

hTat47和 iTat70不能反式激活 HIV-1或 JDV LTR 

(图 1)，却能有效抑制 hTat对 HIV-1 LTR (图2)、 

iTat对 HIV_1 LTR(图3A，B)或 JDV LTR(图3C， 

D)的激活，上述结果证实 iTat反式激活 JDV 或 

HIV-1 LTR时可能采用与 hTat类似的激活机制，涉 

及类似的细胞因子。在 hTat反式激活 HIV-1 LTR， 

jTat激活 HIV-1 LTR和 JDV LTR 中，加入过量 

hTat47和 jTat70后激活倍数明显下降，推测两者可 
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能结合类似的细胞因子。加入 2O倍的 hTat47后激 

活倍数分别下降 63％、58％~n 54％；而加入 2O倍 

iTat7O后激活分别下降 53％、50％和 44％，可见 

hTat47的竞争性抑制作用略强于 iTat70，推测 hTat 

激活域与细胞因子的结合能力强于 iTat。hTat激活 

域和iTat结合域构成的HJ嵌合蛋白对HIV-1和JDV 

LTR的激活能力甚至高于 iTat(数据另文发表)，进 
一

步证明了 hTat激活域与细胞因子的结合能力强 

于 iTat激活域。 

Gel Shift证明 iTat采用两种不同的构像，借助 

不 同的关键氨基酸结合 到 HIV-I和 BIV TAR 

(transactivating response element)J7． 。hTIaI与 HIV- 

1 TAR的结合需要 cyclin TI的参与，而 bTat能与 

BIV TAR直接结合。iTat与 HIV-I TAR结合的方式 

类似 hTat，而与 自身及 BIV TAR的结合方式类似 

bTat 。cyclin TI和 CDK9构成的P—TEFb参与了 

hTat对 HIV-I LTR的转录延伸的激活 J。HIV-1的 

复制对 P—TEFb的表达水平非常敏感，P—TEFb的活 

性降低 50％时 hTat的反式激活能力降低为 1／6到 

1／20【l 。但在 Hela细胞系中加入过量的 cyclin TI 

和 CDK9及同时加入两种蛋白并没有提高 iTat对 

HIV-1或 JDV LTR的反式激活能力 (图 4)，说明 

Hela细胞系中的P—TEFb的量足够支持iTat对HIV-1 

或 JDV LTR的反式激活。加入 20倍的两种因子后 

jTat的激活反而明显降低，可能是由于 cyclinTI和 

CDK9广泛参与了 RNAPII的转录调控 J，过量 

P—TEFb调节多种启动子的转录，导致对转录所需其 

他元件和细胞因子的竞争，使得 HIV-1和 JDV LTR 

转录水平的降低。 

cyclin TI和 CDK9 反义转译质粒 TI(一)和 

CDK9(一)能在体内表达反义 mRNA，与正链 mRNA 

相结合，降低 cyclin TI和 CDK9的表达水平。加入 

过量 TI(一)和 CDK9(一)能有效抑制 iTat对 HIV-I和 

JDV LTR的反式激活 (图 5)，证明这两种细胞因子 

也参与了 jTat的反式激活作用。过量 TI(一)对 jTat 

激活能力的影响(降低 88％和 87％)略高于CDK9(一) 

的影响 (降低 74％和 76％)，可能是因为cyclin TI 

直接与 Tat结合，而 CDK9与 cyclin TI表面两个 a 

螺旋构成的cyclin box相结合，不与Tat直接作用[71， 

导致降低cyclin TI的含量对iTat反式激活作用影响 

比降低 CDK9含量更明显。 

本文研究结果表明 hTat和 iTat对 LTR的反式 

激活涉及类似的细胞因子，可能采用相似的作用机 

制。cyclin TI和 CDK9参与了jTat对不同 LTR的 

反式激活，证明P—TEFb也是由 iTat反式激活中转 

录延伸复合物的组分。是否还有其他因子参与了 

iTat的反式激活作用，cyclin TI和 CDK9参与 iTat 

的反式激活的具体模式还有待深入研究。本工作的 

完成为完善慢病毒转录调控机制，进一步研究 iTat 

反式激活模式，探讨 cyclin TI和 CDK9在 iTat反 

式激活中的具体作用奠定了基础。 
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