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Abstract：In order to find the cause of different transactivate abilities among JDV, BIV and HIV-1 Tat, 
four chimeric Tat cDNA expression constructs, JH, HJ, JB and BJ, were generated with the crossover 
points at the boundary of activation and binding domains based on functional domain division of HIV-1 
Tat and amino acid sequence comparision among HIV-1, JDV and BIV Tat. These chimeric Tat proteins 
were co-transfected with JDV, BIV and HIV-1 LTR report plasmids in Hela. Transient assay showed that 
different transactivate abilities among JDV, BIV and HIV-1 Tat were mainly caused by different binding 
abilities of their binding domains. We further excluded some possibilities that may cause the poor 
transactivate ability of JH on HIV-1 LTR, such as incomplete functional domains and the lack of related 
cytokines. 
Key words：JDV; HIV-1; BIV; LTR; Fusion protein 
 
摘要：为分析 JDV与 BIV、HIV-1 LTR和 Tat相互激活能力差异的原因，在氨基酸序列对比及 HIV-1 Tat功能域划分

的基础上构建了 JH、HJ、JB、BJ几种嵌合 Tat蛋白，并克隆到真核表达载体。将上述表达质粒与以 JDV、BIV和

HIV-1 LTR为启动子，以 luc为报告基因的质粒共转染 Hela细胞，证实了三种不同 Tat激活能力的差异主要来自其

结合域 RNA结合能力的差异，排除了结构域不完整和细胞因子缺乏造成 JH不激活 HIV-1 LTR的可能性。 
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JDV（Jembrana disease virus）是一种牛的慢病

毒，与牛免疫缺陷病毒（Bovine immunodeficiency 
virus，BIV）有较高的同源性[1,2]。慢病毒反式激活

因子Tat蛋白结合LTR上R区的 TAR序列并促进转
录延伸是当前的研究热点。其中 HIV-1 Tat（以下简
称为 hTat）蛋白结构和功能域已经得到精确划分，
分为五个区，N 端区，富含半胱氨酸区，核心区，
碱性区和 C 端区。其中前三个区构成激活域，用于
结合细胞因子 cyclin T1；后两个区构成结合域，与
TAR 上的 5’端突出相结合[3]。hTat 激活域能与异源
RNA结合蛋白（如MS2/R17、Rev）[4~7]或 DNA结
合蛋白[8~10]形成嵌合蛋白，并借助其对应的应答元件

激活 HIV-1 LTR。JDV和 BIV Tat（以下简称为 jTat
和 bTat）的结构和功能域尚未精确划分。hTat 激活
域与 P-TEFb（positive transcription elongation factor 
b） [11,12]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，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[13]。jTat 蛋白不仅能激活自身 LTR，它
对 HIV-1 和 BIV LTR 的激活能力甚至强于 hTat 和
bTat对自身 LTR的激活[14]。为研究不同 Tat蛋白激
活能力差异与其激活域和结合域的关系，本文构建

了一系列嵌合 Tat蛋白，通对他们的活性进行分析，



                        邓  刚, 等. RNA 结合域决定 JDV Tat 具有较强的激活能力       
                        143  

 

揭示这种 Tat蛋白对 LTR激活能力的差异主要来自
于其 RNA结合能力的强弱。探索不同 Tat蛋白激活
能力差异及其原因，精确界定 jTat结合域边界，有
助于解释 JDV的强致病性及对慢病毒 Tat蛋白结构
和功能的全面了解，并为艾滋病的研究及治疗提供

参考。 

1  材料与方法 
1.1 材料 
质粒 pJDVLTR-luc，pBIVLTR-luc，pHIV- 1LTR 

-luc，pRSV-jTat，BIV127，HIV-1hxb2和 Hela细胞
系为本室保藏；pCI-T1 和 pcDNA3-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 引物设计   
分别以 pRSV-jTat，BIV127，HIV-1hxb2为模板，

94°C，3min变性；94°C，30s，54~59°C，30s，72°C，
30s，30个循环；72°C延伸 10min的 PCR条件[7]分

别扩增 tat全长及嵌合序列，引物序列见表 1。 
 

表 1  引物列表 
Table.1  List of primers 

Names  Primer Sequence  
P1   5’- GGCCTCGAGATTCAGATATGCCTGG-3' 

 P2   5’- GCTCGAATTCAACGATCTAGTG-3' 
P3   5’- GAGAGCTCGAGATGGAGCCAGTAGA-3' 
P4   5’- GCGTTACATGAATTCCTTACTGC -3' 
P5   5’- TAGCTCGAGGCAATATGCCCGGAC-3' 
P6   5’- CCAAGGGTGGAATTCACCGTTATTG-3' 
P7   5’- TTCTTCCTTCTTCCTCCATAGTTGA-3' 
P8    5’- AGGAATCAACTATGGAGGAAGAAGG-3' 
P9   5’- CCGCGCCGTCTAGGTCCTGAATCATGTCTGATGCC-3' 
P10   5’- ATCAGACATGATTCAGGACCTAGAC-3' 
P11   5’- GTCTCCGCTTCTTCCTATCATGTCTGATGC-3' 
P12   5’- AGGCATCAGACATGATAGGAAGAAG-3' 
P13   5’- CTTTTCTTCCTTCTTCCGCCATAGGAGA-3' 
P14    5’- AGGCATCTCCTATGGCGGAAGAAG-3' 
P15   5’- AAGGCTTTTGTTATGAAGCATAACTGGCAATG-3' 
P16   5’- GGCATTGCCAGTTATGCTTCATAACAAAAGCCTTA-3' 
P17   5’- CTCCGCTTCTTCCTGCCTTTCTTCCTTCTTCC-3' 
P18    5’- GGAAGAAGGAAGAAAGGCAGGAAGAAG-3' 
Underline indicated cutting sites for enzymes, boldfaced letters indicated 
overlapping bases 
 

扩增不同基因所用模板及引物见表 2。 
1.3  重组表达质粒的构建 

目的 PCR产物和表达载体 pcDNA3.1(-)分别用
XhoI和 EcoRI双酶切、回收、连接，然后转化大肠
杆菌，筛选阳性克隆。所有重组表达质粒均测序记

实。 
 

表 2  扩增不同嵌合蛋白所用模板及引物 
Table 2  Primers used for different fusion proteins 

Proteins Templates Primers 

jTat pRSV-jTat P1 P2 
hTat HIV-1hxb2 P3 P4 
bTat BIV127 P5 P6 
BJ BIV127 pRSV-jTat P5 P7 P8 P2
JB pRSV-jTat BIV127 P1 P9 P10 P6
JH pRSV-jTat HIV-1hxb2 P1 P11 P12 P4
HJ HIV-1hxb2 pRSV-jTat P3 P13 P14 P2

JH38 pRSV-jTat HIV-1hxb2 P1 P15 P16 P4
J69H pRSV-jTat HIV-1hxb2 P1 P17 P18 P4

 
1.4  细胞培养和转染 
用含 10%胎牛血清的 DMEM，37℃，5%CO2

条件下培养 Hela 细胞系用于转染采用阳离子脂质
体法，具体步骤参见 GIBCO/BRL产品说明书。每
份样品设 3孔平行对照，转染 72h后裂解细胞测定
荧光素酶活性（Luc值）。Luc值经β-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。 
1.5  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  嵌合蛋白的构建 
 以 pRSV-jTat、BIV127、HIV-1hxb2 为模板，参
照 hTat 激活域和结合域划分推测 jTat 和 bTat 激活
域和结合域边界，设计融合引物扩增不同长度的激

活域或结合域片段，融合引物之间存在序列重叠。

然后再以不同的激活域和结合域片段为模板，通过

重叠延伸 PCR[15,16]获得不同的嵌合片段，构建的嵌

合蛋白结构示意图见图 1。 

 

图 1  嵌合蛋白构建示意图 
Fig.1  Schematic representation of fusion proteins 

Activation domains lie at the left side of chimeric site, binding domains lie 
at the right side of chimeric site.  
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2.2 不同嵌合蛋白激活 HIV-1 LTR能力对比 
为研究 JDV、HIV-1 和 BIV Tat 蛋白对 HIV-1 

LTR激活能力差异，将 JH、HJ、BJ、JB四个嵌合
蛋白及 jTat、hTat、bTat 真核表达质粒与报告质粒
pHIV-1LTR-luc共转染 Hela细胞系，瞬时表达分析
结果如图 2。 

 

图 2  不同 Tat及嵌合蛋白对 HIV-1 LTR的激活 
Fig.2  Activation of different fusion proteins on HIV-1 LTR 

Hela cells were cotransfected with 0.05μg of pHIV-1 LTR-luc and 0.25μg of 
different Tat fusion protein prokaryotic expression plasmids, pcDNA3.1(-) was 
taken as negative control. The total amount of DNA used for each experiment 
was kept constant by adjusting with pcDNA3.1(-) plasmid DNA. 
 

如图 2所示，jTat和 hTat能激活 HIV-1 LTR，
且 jTat 的激活能力强于 hTat。 HJ、BJ 均能激活
HIV-1 LTR，且 HJ的激活能力最强。BJ激活能力
低于 jTat，但强于 hTat。 JB能部分激活 HIV-1 LTR，
而 bTat没有激活能力。可以看出所有包含 jTat结
合域的蛋白均能激活 HIV-1 LTR，且激活能力强
于 hTat。意料之外的是虽然包含 hTat 的 RNA 结
合域和 jTat激活域，JH却不能激活 HIV-1 LTR，
可能与功能域的完整性、细胞因子及嵌合蛋白构

象有关。 
2.3 不同嵌合蛋白激活 JDV LTR能力对比 
将 JH、HJ、BJ、JB四个嵌合蛋白及 jTat、hTat、

bTat真核表达质粒与报告质粒 pJDV- LTR-luc共转
染 Hela细胞系，瞬时表达分析结果如图 3。 
如图 3所示，HJ、BJ、JB、jTat和 bTat均能激

活 JDV LTR，且 HJ、BJ和 jTat的激活能力较强，
JB和 bTat激活能力较弱，JH和 hTat不能激活 JDV 
LTR。可见所有包含 jTat或 bTat结合域的蛋白均能
激活 JDV LTR，且包含 jTat结合域蛋白的激活能力
明显强于包含 bTat结合域的蛋白。 
2.4 不同嵌合蛋白激活 BIV LTR能力对比 
将 JH、HJ、BJ、JB四个嵌合蛋白及 jTat、hTat、

bTat 真核表达质粒与报告质粒 pBIV-LTR-luc 共转
染 Hela细胞系，瞬时表达分析结果如图 4。 

HJ、BJ、JB、jTat和 bTat均能激活 BIV LTR， 
而 HJ、BJ和 jTat的激活能力明显高于 JB和 bTat， 

JH和 hTat不能激活 JDV LTR（图 4）。可见所有包
含 jTat或 bTat结合域的蛋白均能激活 BIV LTR，且
包含 jTat结合域蛋白的激活能力强于包含 bTat结合
域的蛋白。 

 
图 3  不同 Tat及嵌合蛋白对 JDV LTR的激活 

Fig.3  Activation of different fusion proteins on JDV LTR 
Hela cells were cotransfected with 0.05Mg of pJDV LTR-luc and 0.25Mg of 
different Tat fusion protein prokaryotic expression plasmids, pcDNA3.1(-) 
was taken as negative control. The total amount of DNA used for each 
experiment was kept constant by adjusting with pcDNA3.1(-) plasmid 
DNA. 

 

 
图 4  不同 Tat及嵌合蛋白对 BIV LTR的激活 

Fig.4  Activation of different fusion proteins on BIV LTR 
Hela cells were cotransfected with 0.05Mg of pBIV LTR-luc and 0.25Mg 
of different Tat fusion protein prokaryotic expression plasmids, 
pcDNA3.1(-) was taken as negative control. The total amount of DNA 
used for each experiment was kept constant by adjusting with pcDNA3.1(-) 
plasmid DNA. 

 
2.5 扩大激活域和结合域的 JH 蛋白不激活 HIV-1 

LTR 
 JH 蛋白具有 jTat 的激活域和 hTat 的结合域，
但却不能激活 HIV-1 LTR。为了排除结构域不完整
造成 JH不能激活 HIV-1 LTR的可能性，本文构建
了 J69H，将 JH中 JDV Tat激活域的 C端延伸了 5
个氨基酸。为排除嵌合后可能对 hTat结合域空间构
像造成的影响，构建了 JH38，将 HIV-1 核心区加
入到嵌合蛋白。将 JH、J69H、JH38三个嵌合蛋白
及 jTat ， hTat 真 核 表 达 质 粒 与 报 告 质 粒
pHIV-1LTR-luc共转染 Hela细胞系，瞬时表达分析
结果如图 5。 
在 JH 基础上扩大 JDV 激活域的 J69H 和扩大

HIV-1结合域的 JH38均不能激活HIV-1 LTR（图5）。 
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图 5  扩大结构域的嵌合蛋白对 HIV-1 LTR的激活 

Fig.5 Activation of JH fusion protein with enlarged binding 
domain on HIV-1 LTR 

Hela cells were cotransfected with 0.05Mg of pHIV-1 LTR-luc and 0.25Mg 
of Jtat, Htat, JH, J69H and JH38 fusion protein prokaryotic expression 
plasmids, pcDNA3.1(-) was taken as negative control. The total amount of 
DNA used for each experiment was kept constant by adjusting with 
pcDNA3.1(-) plasmid DNA. 

 
2.6  JH、J69H、JH38不激活 HIV-1 LTR与细胞因

子无关 
 为了排除参与 hTat 激活的细胞因子 cyclin T1
和 CDK9不足造成 JH、J69H、JH38不能激活 HIV-1 
LTR 的可能性，将嵌合蛋白，pHIV- 1LTR-luc 及
pCI-T1（cyclin T1真核表达质粒）和 pcDNA3-CDK9
（CDK9真核表达质粒）共转染 Hela细胞系，瞬时
表达分析结果如图 6。 
如图 6所示，加入 cyclin T1和 CDK9表达质粒

后 JH、J69H、JH38对 HIV-1 LTR的激活没有明显
变化，可见 JH、J69H、JH38不激活与细胞因子无
关。 

 

图 6 加入 T1和 CDK9对 JH, J69H和 JH38激活的影响 
Fig.6 Effects of T1 and CDK9 on JH, J69H, JH38 activation 

Hela cells were cotransfected with 0.05Mg of pHIV-1 LTR-luc, 0.25Mg JH, 
J69H or JH38 and 0.5ug T1 or CDK9 prokaryotic expression plasmids, 
pcDNA3.1(-) was taken as negative control. The total amount of DNA used 
for each experiment was kept constant by adjusting with pcDNA3.1(-) 
plasmid DNA. 
 

3  讨论 
作为慢病毒的一种重要的反式激活因子，Tat

具有激活和结合两个独立的功能域。jTat 能激活
HIV-1和 BIV LTR，且激活能力强于其自身 Tat。

bTat能激活 JDV LTR，但激活能力弱于 jTat[14]。 
凝胶阻滞试验在体外证明 jTat 与各 LTR 的直接结
合力最强[18]。本文通过构建 HJ、JH、JB和 BJ四
个嵌合蛋白并验证了其对不同 LTR 的激活能力。
HJ与 hTat具有相同的激活域和不同的结合域，HJ
对 HIV-1 LTR的激活能力强于 hTat；BJ和 bTat具
有相同的激活域和不同的结合域，BJ对 JDV LTR
和 BIV LTR的激活能力强于 bTat；JB和 jTat具有
相同的激活域和不同的结合域，jTat 对 JDV LTR
和 BIV LTR 的激活能力强于 JB。总体而言，HJ
和 BJ在针对不同 LTR时均具有类似 jTat的较强激
活能力；JB 激活 BIV 和 JDV LTR 的激活能力与
bTat相当。上述结果证明不同 jTat比 hTat和 bTat
更强的激活能力主要因为其 RNA结合域能力的较
强。探讨 jTat 具有较强激活能力的原因将有助于
进一步揭示 JDV 急性传染、快速发病和高致死率
的机理。 

试验证明 N-SIV/C-HIV-1 嵌合 Tat 蛋白不能
激活 HIV-1 和 SIV LTR[19]。本文构建的 JH虽然
具备完整的 hTat结合域，却不能激活 HIV-1、BIV
或 JDV LTR。进一步扩大 JH中 JDV Tat激活域
或 HIV-1 Tat 结合域也没能得到有活性的嵌合蛋
白，证明 JH 无活性不是由于激活域或结合域不
完整造成。jTat和 hTat均能激活 HIV-1 LTR，且
两者在体内与 TAR的结合时都需要 cyclin T1的
参与[18]。hTat 激活域结合 cyclin T1 后的二元复
合物能形成正确构象，在结合域与 TAR 5’端突出
相互作用的同时 cyclin T1能与 TAR中央环相互
作用，最终二元复合物有效结合到 TAR 上[13]。

CyclinT1 与 CDK9 相互作用，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[13]。hTat能在体外试验中
与 HIV-1 TAR 5’突出直接结合，但作用力较弱 

[18]，与 TAR 在体内体外的紧密结合并最终激活
HIV-1 LTR还需 cyclin T1和 TAR中央环结构的
参与。但过量表达 cyclin T1和 CDK9并不能提高
JH、J69H和 JH38对 HIV-1 LTR的激活，证明不
激活不是由细胞因子引起的。推测 JH 中 hTat 结
合域也能与 HIV-1 TAR 5’突出发生相互作用，但
作用力较弱，无法与 TAR有效结合促进转录。序
列分析显示嵌合位点附近 jTat和 bTat的氨基酸序
列同源性较高，而 hTat与 jTat碱性区氨基酸同源
性相对较低（图 6）。JH不激活 HIV-1 TAR的原
因可能是由于嵌合位点氨基酸序列差异较大，导

致所形成嵌合蛋白激活域和结合域相对空间结
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构发生变化，与 cyclin T1形成二元复合物的构象
阻碍了 cyclin T1和中央环的相互作用，最终导致
该二元复合物无法有效结合到 TAR 上促使转录

延伸（图 7）。JH 不具激活能力的进一步解释还
需通过结构生物学对比其空间构象上相对 hTat
发生的具体变化。 

 
 

Core domain   Basic domain   C terminal domain 

HIV-1 Tat ⋯⋯FITKALGISYG  RKKRRQRRR  AHQNSQTHQASLSKQ 

JDV Tat ⋯⋯FLQKGLGIRHD  GRRKKRGTR  GKGRKIHYARSITESGGQRAPNCA 

BIV Tat ⋯⋯FLQKNLGINYG  SGPRRRGTR  GKGRRIRRTASGGDQRREADSQRSFTNMDQ 
图 6  hTat jTat和 bTat嵌合位点的序列对比 

Fig.6 Comparison of amino acids sequence near chimeric site of hTat, jTat and bTat 
Black indicating the same amino acid of three proteins, grey indicating the same amino acid of two proteins. Chimeric site is between core domain and basic 
domain. 

 

 
图 7  JH失活的可能作用模式 

Fig.7  Possible model for defective activate ability of JH fusion protein 
(A) Model of hTat-cyclin T1 complex binding HIV-1 TAR [18]. (B) Possible model for defective activate ability of JH. Conformation of JH-cyclin T1 
complex doesn’t support the binding of cyclin T1 and central loop of TAR RNA, this structure finally results in defective binding of JH-cyclin T1 complex 
with TAR and the pause of transcription elongation. 
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