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HIV-1 Tat蛋白通过增加线粒体 ROS产生诱导人外周血 B淋巴细胞凋亡*
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摘要 目的：探讨 HIV-1 Tat蛋白对人外周血 B淋巴细胞增殖、凋亡的影响及其机制。方法：采用流式细胞分选术分离 HIV阳性患

者外周血单核细胞的 B淋巴细胞，分别转染 pTat或 pcDNA3.1各 10 滋g(分别为 pTat组与 pcDNA3.1组)，采用 MTT实验检测细

胞胞增殖情况，流式细胞术检测凋亡情况，DCHF-DA测定 ROS水平，彗星试验检测细胞 DNA损伤情况。结果：pTat组转染 24h、

48h的细胞增殖抑制率、细胞凋亡率及线粒体 ROS水平均显著高于 pcDNA3.1组(P<0.05)。pcDNA3.1组细胞的 DNA大部分呈圆

形荧光团，无拖尾现象；pTat组的细胞 DNA拖尾现象，呈现典型彗星图像。与 pcDNA3.1组相比，pTat组细胞 DNA尾长、尾部

DNA比例均显著增加(P <0.05)。结论：HIV-1 Tat蛋白可能通过增加线粒体 ROS产生，诱导 DNA损伤，进而抑制人外周血 B淋巴

细胞增殖并促进其凋亡。
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HIV-1 Tat Protein induces DNA Damage in Human Peripheral Blood B
Lymphocytes by Producing Mitochondrial ROS*

To investigate the effect of HIV-1 Tat protein on the proliferation and apoptosis of human peripheral blood

B lymphocytes and its mechanism. B lymphocytes from peripheral blood mononuclear cells of HIV-positive patients were

isolated by flow cytometry and transfected with 10 滋g of pTat or pcDNA3.1 (pTat and pcDNA3.1, respectively). Cell proliferation was

detected by MTT assay, cell apoptosis was detected by flow cytometry, ROS levels was determined by DCHF-DA, and DNA damage

was showed by comet assay. The cell proliferation inhibition rate, apoptosis rate and mitochondrial ROS level in the pTat group

transfected for 24h and 48h were significantly higher than those in the pcDNA3.1 group (P<0.05). Most of the DNA in the pcDNA3.1

group showed a circular fluorophore with no tailing; the DNA tailing phenomenon of pTat group showed a typical comet image.

Compared with the pcDNA3.1 group, the DNA tail length and tail DNA ratio of pTat group were significantly increased (P<0.05).
HIV-1 Tat protein may induce DNA damage by increasing mitochondrial ROS production, thereby inhibiting the

proliferation of human peripheral blood B lymphocytes and promoting their apoptosis.
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前言

艾滋病是一种后天免疫缺陷综合征，非单纯的一种疾病，

由艾滋病病毒(human immunodeficiency virus，HIV)的反转录病

毒感染后，人体免疫系统受到损伤，成为许多病毒等攻击的对

象，导致多种临床症状。HIV为 RNA病毒，属于慢病毒属，可以

通过血液、性接触及母婴传播，通过易感细胞表面的受体进入

细胞，攻击带有 CD4分子的细胞，破坏了机体的免疫过程，机

体对外源感染失去了防御措施。从发现至今，全球统计因 HIV

感染死亡的人约 5000万，仍是严重威胁公共卫生挑战和社会
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图 1两组 Tat蛋白相对表达量对比

Fig. 1 Comparison of relative expression levels of Tat proteins in two

groups

问题，也是我国的重大公共卫生面临的问题。当前，年全世界每

年约有 200万人新感染了 HIV，每天大约是 5500人，我国 HIV

的感染率也呈逐年升高[1，2]。

研究显示在 HIV-1表达的蛋白中，反式激活因子(trans-ac-

tivator of transcription，Tat)是重要的调节蛋白，可参与调节 HIV

病毒的转录和复制，激活其他病毒的复制和蛋白的表达[3]。活性

氧(reactive oxygen species，ROS)是需氧细胞在代谢过程中产生

一系列活性氧簇，有 O2
-、H2O2、HO2

-及 -OH等。ROS主要由线

粒体产生，病理状态下 ROS使细胞内脂质、蛋白质和 DNA过

氧化，能使得抗氧化系统调节能力发生紊乱，致使细胞可发生

DNA损伤[4]。但在肿瘤细胞中是又会反馈启动一些转录因子，

增加抗氧化能力，促进抗氧化蛋白的表达，使肿瘤细胞恢复氧

化还原平衡状态[5]。本研究主要 HIV-1 Tat蛋白的作用机制，旨

在为预防 HIV-1感染提供参考。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究材料

HIV阳性患者外周血单核细胞来自中国医学科学院血液

学研究所，采用流式细胞分选术分离 B淋巴细胞，用含 10%新

生牛血清的 DMEM培养液在 37℃、5%的 CO2条件下培养。

1.2 细胞转染

含 HIV-1 Tatt基因的重组 pTat质粒为本室构建，保存在

-80℃冰箱。取对数生产期的 B淋巴细胞，转染效应质粒 pTat

或 pcDNA3.1各 10 滋g(pTat组与 pcDNA3.1组)，于转染后 48h

收集细胞，采用 western blot方法检测转染后 Tat蛋白相对表

达量，以 actin作为内标。

1.3 MTT检测细胞胞增殖抑制率

转染 24h、48h后收集对数期细胞，调整细胞悬液浓度，接

种于 96孔板，使待测细胞密度为 2× 104/孔，每孔加入 20 滋L
MTT溶液，遮光继续培养 4 h。吸去孔内培养液，每孔加入 150

滋L DMSO，振荡 5-10 min，酶标仪测波长 570 nm OD值，测定

细胞增殖抑制率。

1.4 流式细胞仪检测凋亡细胞比例

转染 24h、48h后收集对数期细胞，用 PBS洗涤细胞 2次，

收集 5× 105细胞。悬浮细胞后加入 5 滋LAnnexin V-FITC混匀
后，加入 5 滋LPI混匀。室温避光反应 5-15 min，上流式细胞仪

检测细胞凋亡比例。

1.5 二氯荧光素双醋酸盐(DCHF-DA)测定 ROS水平

转染 24h、48h后，制成单细胞悬液，将细胞悬液接种于培

养瓶中培养 24 h后，离心去上清，加入含 250 mmol/L蔗糖的细

胞裂解液，离心取沉淀。用 HEPES缓冲液重悬沉淀，加人

DCFH-DA，使其终浓度为 2 滋g/mL，于培养箱中继续孵育 20

min，PBS清洗 2次，荧光显微镜下观察细胞内 DCF荧光强度

并记录。

1.6 彗星试验检测细胞 DNA损伤

转染 48h后的细胞，用胰酶进行消化，离心，加入新培养

液，制成单细胞悬液，在荧光显微镜下观察细胞，并且计。单个

细胞进行凝胶电泳，用 CASP彗星图像软件进行分析。

上述实验都重复 3次。

1.7 统计学分析

选择 SPSS22.00软件进行统计学分析，计量数据以均数±

标准差表示，两组间对比使用两独立样本 t检验，以 P<0.05为
差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞增殖的影响

转染 24h、48h的 pTat组 Tat蛋白相对表达量也显著高于

pcDNA3.1组 (4.20± 1.48 vs. 0.77± 0.22，5.20± 1.22 vs. 0.78±

0.24) (P<0.05)。pTat 转染 24h、48h 的细胞增殖抑制率高于

pcDNA3.1 组 （21.22 ± 4.39 vs. 2.84 ± 1.48，34.20 ± 1.44 vs.

4.09± 2.94）(P<0.05)。

2.2 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞凋亡的影响

pTat组转染 24h、48h的细胞凋亡率均显著高于 pcDNA3.1

组（19.48± 2.48 vs. 2.11± 0.53，24.20± 3.18 vs. 1.98± 0.55）(P<
0.05)。
2.3 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞 ROS水平的影响

pTat 组转染 24h、48h 的线粒体 ROS 水平明显高于 pcD-

NA3.1组，差异有统计学意义(P<0.05)。见表 1。

2.4 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞 DNA损伤的影响

pcDNA3.1组细胞的 DNA大部分呈圆形荧光团，无拖尾

现象；pTat组的细胞 DNA拖尾现象，呈现典型彗星图像。与

pcDNA3.1组相比，pTat组细胞 DNA尾长、尾部 DNA比例均

显著增加(P <0.05)。见表 2与图 3。

3 讨论

抗逆转录病毒药物可阻止艾滋病毒在体内繁殖，降低病毒

载量，但仍有小部分患者在经过大量抗 HIV新药治疗后产生

了多重耐药性。HIV为 RNA病毒，其中 HIV-1感染容易诱发特

殊类型肿瘤。HIV基因组由两条相同的 RNA单链组成，包括结

构基因和调节基因，两端长末端重复序列，含重要的顺式调控

元件、中央编码区编码结构蛋白和至少 6种非结构蛋白，有编

码蛋白的开放阅读框架进行编码蛋白。

HIV-1病毒一旦感染宿主细胞并产生前病毒 DNA，现有

的抗病毒疗法就不能再影响 Tat蛋白的产生。由于病毒可长时

间藏匿于神经胶质细胞和巨噬细胞，因此了解 Tat蛋白与大脑

衰老之间的关系具有重要意义。HIV-1 Tat蛋白可抑制 80%的

NEP活性；将重组 Tat蛋白直接加入脑培养物，可导致可溶性

A茁增加 125%。Tat蛋白是一个 HIV毒力因子，在 HIV-1的表
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Groups n 24h 48h

pTat group 3 3431.94± 400.10 3019.84± 408.29

pcDNA3.1 group 3 2477.44± 345.82 2538.14± 373.03

t 9.144 6.333

P 0.002 0.013

表 1 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞 ROS水平的影响比(均数± 标准差)

Table 1 Effect of Tat overexpression on the mitochondrial ROS levels of peripheral blood mononuclear cells( mean± standard deviation)

图 2 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞凋亡的影响

Fig. 2 Effect of Tat overexpression on the apoptosis of peripheral blood mononuclear cells

注：右下象限表示早期凋亡；右上象限表示晚期凋亡；凋亡率表示为：早期凋亡 +晚期凋亡。

Note: Right lower quadrant indicates early apoptosis; right upper quadrant indicates late apoptosis;

The apoptosis rate was expressed as: early apoptosis + late apoptosis.

表 2不同组别的细胞 DNA尾长、尾部 DNA百分含量对比(均数± 标准差)

Table 2 Comparison of the percentage of DNA tail length and tail DNA between different groups (mean± standard deviation)

Groups n DNA tail length (nm) DNA percent content in the tail (%)

pTat group 3 28.49± 4.51 27.10± 3.48

pcDNA3.1 group 3 7.20± 2.14 4.09± 1.11

t 11.832 18.492

P 0.000 0.000

达、转录和传播等中发挥了重要的作用，不但可以通过反式激

活效应区(trans-activator response region，TAR)参与病毒基因的

复制与表达，还可以在细胞外抑制免疫细胞的作用，促进 HIV

感染与传播，提高效率。如果没有 Tat，病毒转录效率很低。因

此，根据 Tat的作用机理，可以为我们寻找抗艾滋病药物的新

靶点提供思路。

HIV-1的 Tat具有上调许多病毒和细胞基因表达的转录因

子特性，其可通过诱导 HIV-1复制提高 HIV-1的病毒载量从而

参与 AIDS的致病过程 [6]。Tat蛋白存在两个独立的外显子编

码，其第一外显子具有逆转录活性，使其在 HIV-1病毒在转录
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图 3 Tat蛋白过表达对外周血单核细胞 DNA损伤的影响

Fig. 3 Effect of Tat protein overexpression on DNA damage in peripheral blood mononuclear cells

过程中上调。Tat蛋白由 86-102个氨基酸残基组成，通过与

HIV-1 mRNA5’反式激活相结合，上调 HIV-1 RNA的转录，其

也能发挥转录激活作用，发挥促进肿瘤细胞增殖的作用[7]。

MTT是一种检测细胞功能的方法，通过酶联免疫检测仪

检测各孔的吸光值来反映细胞存活和增殖的程度。流式细胞仪

为检测细胞凋亡水平的重要方法，凋亡比例是反映 B淋巴细胞

活性的重要指标。本研究显示 Tat蛋白过表达的外周血单核细

胞增殖抑制率、细胞凋亡比例均显著升高。相关研究表明 Tat

蛋白的过表达可促进 NF-资B的活化，参与调控细胞周期等过
程，其下游靶基因产物也有促进癌基因表达、促进细胞增殖和

抑制细胞凋亡的作用[8]。

ROS可以参与调节细胞内多种分子和信号转导通路的活

性。生理状态下，低浓度的 ROS能激活转录因子及促进细胞增

殖和分化的作用，但是高浓度的 ROS通过细胞氧化应激反应

诱导细胞凋亡甚至导致其坏死。而在一些炎症损伤、缺血缺氧

等过程中，ROS的释放量会显著增加，可导致不可逆的氧化损

伤，最终导致细胞死亡[9]。研究显示肿瘤细胞的 ROS产生较正

常细胞明显增多，主要原因是受到肿瘤基因、代谢活动、线粒体

功能异等多种因素的作用，使得细胞处于一种更高的氧化应激

状态[10]。ROS可以参与调节细胞内多种分子和信号转导通路的

活性，从而参与调节细胞的增殖、分化或死亡，具体的信号通路

途径包括 NK MAPK、P38MAPK等多种信号转导途径 [11]。在

ROS的检测中，DCHF-DA进入细胞，被酯酶水解成无荧光的

DCHF，又被 ROS氧化成有荧光的 -DCF，氧化的速率与活性氧

的生成量成正比[12]。本研究显示 Tat蛋白过表达的外周血单核

细胞线粒体 ROS水平显著升高。

在 DNA损伤实验中，尾部 DNA百分含量反映细胞拖尾

中 DNA碎片的多少，与损伤程度有关[13]；尾长是指 DNA从细

胞中心迁移的距离，也与 DNA损伤呈线性关系[14]。本研究显示

正常外周血单核细胞的 DNA大部分呈圆形荧光团，无拖尾现

象；Tat蛋白过表达的外周血单核细胞 DNA呈拖尾现象，呈现

典型彗星图像，其 DNA尾长、尾部 DNA百分含量均显著增

加。相关研究表明 Tat 蛋白可不但通过反式激活效应参与

HIV-1基因的复制和表达，还可以分泌到细胞外，抑制免疫细

胞的分化和增殖，诱导其凋亡，从机体造成更加严重的伤害[15]。

但是具体的机制还有待进一步分析。在病毒疫苗的开发制备

中，B淋巴细胞的功能具有重要的研究意义，B 细胞如何被选

择分化成保护身体免受感染的长寿细胞还不明确，还需要在下

一步进行分析。

总之，本研究结果提示 HIV-1 Tat蛋白可能通过增加线粒

体 ROS产生，诱导 DNA损伤，进而抑制人外周血 B淋巴细胞

增殖并促进其凋亡。
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