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插入甘氨酸对ＨＩＶＴａｔ胸苷激酶融合蛋白生物学活性的影响

阚全程１，赵　杰１，余祖江２，江河清２，李晓菲１

（１．郑州大学第一附属医院药剂科，郑州４５００５２；２．感染科）

［摘要］　目的：探讨插入甘氨酸（Ｇｌｙ）对 ＨＩＶＴａｔＴＫ融合蛋白功能的影响。方法：利用基因重叠（ｇｅｎｅｓｐｌｉｃｉｎｇｂｙｏｖｅｒｌａｐ
ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ，ｇｅｎｅＳＯＥｉｎｇ）ＰＣＲ技术，将不同长度的甘氨酸密码子（０、２、４、６个）插入 ＨＩＶＴａｔＴＫ融合基因，经转染、鉴定证实

后诱导表达，并经偶联Ｔａｔ单克隆抗体的ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ４Ｂ亲和层析柱纯化。４种 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白（ｎ＝０、

２、４、６）、ＨＩＶＴａｔ蛋白、ＴＫ蛋白（１μｇ／ｍｌ）分别与 ＨｅｐＧ２细胞在普通培养基共培养２４ｈ后，间接免疫荧光检测各自透过细胞

膜效率；在加入更昔洛韦的培养基培养３ｄ后，锥虫蓝染色计算细胞死亡率，流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果：精确克隆出

ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合基因，成功表达 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ 系列融合蛋白以及 ＨＩＶＴａｔ和 ＴＫ 蛋白。ＨＩＶＴａｔ
（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白与 ＨＩＶＴａｔ蛋白透过细胞膜的效率相似，但单独ＴＫ蛋白无法进入细胞；在含有更昔洛韦的培养基

中ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ融合蛋白致ＨｅｐＧ２细胞凋亡率最高（１４．７７％），其余依次为ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ融合蛋白（１２．６９％）、

ＨＩＶＴａｔＴＫ（８．３１％）、ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ（４．３６％）和 ＨＩＶＴａｔ组（１．０３％），组间均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；细胞死亡率也

发现类似的结果（分别为８０．２％、６５．４％、５８．４％、５６．７％、９．１％，组间有显著差异，Ｐ＜０．０５）。结论：插入２、４、６个甘氨酸对

ＨＩＶＴａｔＴＫ融合蛋白上游Ｔａｔ蛋白的细胞融合穿透功能不产生影响，而对融合蛋白下游ＴＫ蛋白介导的更昔洛韦的细胞毒

作用干扰较大，其中插入４个甘氨酸对ＴＫ蛋白介导的更昔洛韦的细胞毒作用影响最小。

［关键词］　甘氨酸；胸苷激酶；Ｔａｔ；重组融合蛋白质类；细胞内化作用
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　　人类免疫缺陷病毒Ⅰ型的Ｔａｔ蛋白对 ＨＩＶ基因

表达具有有力的反式调控作用，在 ＨＩＶ的长末端重

复序列（ｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔ，ＬＴＲ）启动子区，Ｔａｔ蛋



第３期．阚全程，等．插入甘氨酸对 ＨＩＶＴａｔ胸苷激酶融合蛋白生物学活性的影响 ·２４５　　 ·

白可以结合ＲＮＡ顺式作用元件，促进病毒蛋白的表

达［１］。近年发现 ＨＩＶＴａｔ的残基序列可以介导大分

子蛋白质由细胞外进入细胞内即细胞内化作用，这

种特性同时也在其他蛋白分子中被发现［２，３］。

　　为了进一步利用 ＨＩＶＴａｔ蛋白的内化作用，同

时保护下游目的基因蛋白生物活性，本研究利用基

因重组技术，根据胸苷激酶基因在体外细胞内催化

更昔洛韦改变为细胞毒性６甲氧嘌呤阿糖苷腺苷三

磷酸（ａｒａＭＴＰ），导致培养细胞大量死亡［４］这一原

理，以胸苷激酶基因代替常用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）

作为报告基因，在 ＨＩＶＴａｔＴＫ融合蛋白之间插入

不同数目的甘氨酸，即 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ（ｎ＝０、

２、４、６，下同），探讨插入何种长度的甘氨酸能更有效

的保护 ＨＩＶＴａｔ与胸苷激酶基因的生物学活性，为

进一步开发和利用 ＨＩＶＴａｔ蛋白的细胞内化作用

奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料和试剂　载体ｐｃＤＮＡ３、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶和凝胶回收试剂盒，均购置德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；

Ｐｕｆ酶，加拿大Ｂｉｏｓｔａｒ公司；ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ，

洛阳华美生物工程公司。ｐｃＤＮＡ３Ｔａｔ（１～２００ｎｔ）、

ｐｃＤＮＡ３ＴＫ基因质粒（由郑州大学第一附属医院

河南省高等学校临床医学重点学科开放实验室构

建），羊抗鼠免疫荧光抗体购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司。

基因工程大肠杆菌ＤＨ５α、ＰＢＫ载体和 ＨｅｐＧ２细胞

均系华中科技大学同济医学院临床免疫室杨东亮教

授友好提供。ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００和ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ４Ｂ
购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司。ＨＩＶＴａｔ鼠单克隆抗体由美

国西北大学医学院纪念医院韩志强博士提供。

１．２　引物

１．２．１　共同引物　本实验构建的是 ＨＩＶ Ｔａｔ
（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白，改变的是连接在二者间

的甘氨酸数目（ｎ＝０、２、４、６），因此相应基因 ｍＲＮＡ
的ＰＣＲ引物两段相同。具体表示如下，ＨＩＶＴａｔ上

游引物（Ｐ１）：５′ＧＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＣＣＡＧ

ＴＡＧＡＴＣＣＴＡ３′，引物中含有ＥｃｏＲⅠ酶切位点

（下划线所示）；ＴＫ 基因的下游引物（Ｐ２）：５′ＣＡＧ

ＧＡＴＣＣＡＧＴＴＡＧＣＣＴＣＣＣＣＣＡＴＣＴＣ３′，引

物中含有ＢａｍＨⅠ酶切位点（下划线所示）。

１．２．２　Ｔａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白 ｍＲＮＡＰＣＲ
引物　ＨＩＶＴａｔ基因下游引物和ＴＫ基因上游引物

之间存在互补序列（下文下划线所示），具体序列如

下：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ：ＨＩＶＴａｔ下游引物（Ｐ３）

５′ＡＴＣＧＡＡ ＧＣＡ ＴＡＣＣＴＣＣＣＴ ＴＴＴ ＣＣＴ

ＴＣＧＧＧＣＣＡＧ３′，ＴＫ 基因的上游引物（Ｐ４）５′

ＧＧＡＧＧＴＡＴＧＣＴＴＣＧＡＴＣＣＣＣＴＧＣＣＡＴＣ３
（斜体为甘氨酸密码子）。ＨＩＶ Ｔａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ：

ＨＩＶＴａｔ下游引物（Ｐ５）５′ＧＣＡＴＡＣＣＴＣＣＡＣ

ＣＴＣＣＣＴＴＴＴＣＣＴＴＣＧＧＧＣＣＡＧ３′，ＴＫ基因

的上游引物（Ｐ６）５′ＧＧＡ ＧＧＴＧＧＡ ＧＧＴ ＡＴＧ

ＣＴＴＣＧＴＡＣＣＣＣＴＧＣＣ３′。ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６

ＴＫ：ＨＩＶ Ｔａｔ下游引物（Ｐ７）５′ＡＣＣＴＣＣ ＡＣＣ

ＴＣＣＡＣＣＴＣＣ ＣＴＴＴＴＣＣＴＴＣＧＧＧＣ３′，ＴＫ
基因的上游引物（Ｐ８）：５′ＧＧＡ ＧＧＴＧＧＡ ＧＧＴ

ＧＧＡＧＧＴ ＡＴＧＣＴＴＣＧＴＡＣ３′。

１．３　目的基因的克隆、转染及酶切鉴定

１．３．１　ＨＩＶＴａｔＴＫ、ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ基因的

克隆　常规提取 ＨＩＶｐｃＤＮＡ３Ｔａｔ和ｐｃＤＮＡ３ＴＫ
质粒，利用Ｐ１、Ｐ３引物，Ｐ４、Ｐ２引物分别扩增Ｔａｔ和

ＴＫ基因，按下列程序进行第１次ＰＣＲ扩增：主循环

９２℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物利用Ｑｉａｇｅｎ提纯试剂盒分别提纯，

获得 ＨＩＶＴａｔＴＫＰＣＲ连接产物备用。按照 Ｈｏｒ

ｔｏｎ等［５］方法进行ＳＯＥｉｎｇＰＣＲ，Ｐｕｆ保守扩增。将

Ｔａｔ基因和 ＴＫ 基因扩增产物按一定的比例混合

后，以Ｐ１和Ｐ２为１对引物进行第２次ＰＣＲ扩增，

反应按下列程序进行：主循环９２℃３０ｓ，５０℃４５ｓ，

７２℃６０ｓＰＣＲ扩增３０个循环后，７２℃再延伸１０

ｍｉｎ，获得目的基因产物，提纯后备用，并作为下一步

ＰＣＲ扩增反应的模板和克隆。

１．３．２　ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ基因的克隆　以 ＨＩＶ

Ｔａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ基因为模板，分别利用Ｐ１和Ｐ５、Ｐ６
和Ｐ２作为２对引物进行第１次ＰＣＲ扩增（反应程

序同前），扩增产物按一定比例混合后，以Ｐ１和Ｐ２
为１对引物进行第２次ＰＣＲ扩增（反应程序同前），

提纯后备用，并作为下一步ＰＣＲ扩增反应的模板和

克隆。

１．３．３　ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ基因的克隆　以 ＨＩＶ

Ｔａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ基因为模板，分别利用Ｐ１和Ｐ７、Ｐ８
和Ｐ２作为２对引物进行第１次ＰＣＲ扩增（反应程

序同前），扩增产物按一定比例混合后，以Ｐ１和Ｐ２
为１对引物进行第２次ＰＣＲ扩增（反应程序同前），

提纯后备用。
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１．３．４　目的基因的转染及酶切鉴定　ＥｃｏＲⅠ 和

ＢａｍＨⅠ双酶切上述４种连接产物和ＰＢＫ载体，提

纯，Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接。连接产物按常规方法转

化感受态细胞ＤＨ５α后，筛选，常规培养转化后的菌

株，以Ｐ１和Ｐ２为１对引物进行ＰＣＲ和ＢａｍＨⅠ、

ＥｃｏＲⅠ 双酶切鉴定，鉴定后送大连ＴａＫａＲａ（宝信）

生物工程有限公司测序证实。

１．４　Ｔａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白的诱导表达及纯

化　将阳性克隆菌接种于含卡那霉素的ＬＢ培养基

中，３７℃振荡培养，当菌液光密度值（Ｄ６００）达到０．４～
０．６时，立即加入ＩＰＴＧ（终浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导

表达，６ｈ后收集细菌，在冰浴中以间歇法超声破碎菌

体，收集包涵体沉淀。用含４ｍｏｌ／Ｌ尿素的洗液洗涤

包涵体后将包涵体溶于含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的裂解液中

蛋白变性，通过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶层析获得粗制重

组蛋白，将其置于ｐＨ８．０复性液（含１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ、５ｍｍｏｌ／Ｌ还原型谷胱甘肽、２ｍｍｏｌ／Ｌ氧化型谷

胱甘肽）中１６℃过夜，透析后通过Ｔａｔ单克隆抗体偶

联后的ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ４Ｂ亲和层析柱获得纯化［６］，纯

化后常规作ＳＤＳＰＡＧＥ，测定蛋白纯度。

１．５　Ｔａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白活性测定

１．５．１　细胞培养、转化　常规培养细胞，转染前１ｄ
将 ＨｅｐＧ２细胞接种到８孔槽中，按转化蛋白不同将

细胞分为６组［ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白

（ｎ＝０、２、４、６）＋ＨＩＶＴａｔ蛋白＋ＴＫ蛋白］，细胞密

度为（１～２）×１０４／ｃｍ２，加入含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ
培养基，在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养，２４ｈ后应用

含有１０％ＦＣＳ、１μｇ／ｍｌ各组融合蛋白和１００μｍｏｌ／

Ｌ的氯喹孵育，２４ｈ后移去培养基，ＰＢＳ洗涤后再用

含１０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ 培养，２４ｈ后进行免疫荧光

测定。或加入含１０μｇ／ｍｌ更昔洛韦完全ＤＭＥＭ培

养基，孵化３６ｈ，培养３ｄ后室温下流式细胞仪检测

和锥虫蓝染色。

１．５．２　间接免疫荧光检测　ＰＢＳ洗涤转化的

ＨｅｐＧ２细胞２次后，用４℃的等体积甲醇、丙酮混合

液低温固定１５ｍｉｎ。ＨＩＶＴａｔ单克隆抗体作为间

接免疫荧光检测一抗，牛血清白蛋白封闭，荧光标记

的羊抗鼠抗体为二抗，０．１％的伊文斯蓝衬染，荧光

显微镜下检测，有绿色荧光者为阳性表达。根据细

胞内荧光表达的强度，判断 ＨＩＶＴａｔ内化进入细胞

内量的多少。

１．５．３　锥虫蓝染色和显微镜观察　含更昔洛韦（１０

μｇ／ｍｌ）的ＤＭＥＭ培养３ｄ，转化的 ＨｅｐＧ２细胞收

集后，０．１％的锥虫蓝染色５ｍｉｎ，光学显微镜下直接

计数，比较 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ系列融合蛋白转化

后第３天各自 ＨｅｐＧ２细胞的生存率。

１．５．４　流式细胞仪检测　收集培养孔内所有细胞，

贴壁细胞（加０．２５％的胰酶，０．０２％的ＥＤＴＡ）消化

后，ＰＢＳ洗涤后７０％的４℃乙醇固定；１５００ｒ／ｍｉｎ
离心后ＰＢＳ洗涤；加１０％５０μｌＲＮＡ酶，ＰＢＳ洗涤

后重悬细胞，加５０μｌＰＩ（碘化丙啶，２５０μｇ／ｍｌ），避

光１５～２０ｍｉｎ，上机（ＦＡＳｃａｎ）检测Ｔａｔ融合蛋白转

化后第３天各组 ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．００软件，组间比

较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　目的基因的连接及克隆结果　将 ＨＩＶＴａｔ
（Ｇｌｙ）ｎＴＫ按要求不同，通过不同的引物进行第１
次和第２次ＰＣＲ扩增，获得插入片段大小不同的甘

氨酸的 ＨＩＶ Ｔａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ 融合基因，大小为

１２００ｂｐ，与预期大小一致（图１）。

图１　３种不同重组基因的电泳图

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２，４ａｎｄ６Ｇｌｙ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＨＩＶＴａｔＴＫ；２：ＨＩＶ Ｔａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ，３：ＨＩＶ Ｔａｔ
（Ｇｌｙ）４ＴＫ；４：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ

２．２　融合蛋白纯化后ＳＤＳＰＡＧＥ结果　ＨＩＶＴａｔ
（Ｇｌｙ）ｎＴＫ融合基因通过大肠杆菌表达后，Ｔａｔ单

克隆抗体偶联后的ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ４Ｂ亲和层析柱获

得纯化，纯化后常规作ＳＤＳＰＡＧＥ，相对分子质量都

在５３０００左右，与预期结果一致（图２）。
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图２　融合蛋白纯化后ＳＤＳＰＡＧＥ

Ｆｉｇ２　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ；２：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ；３：Ｍｉｘｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｂｒｏｋｅｎ；４：ＨＩＶＴａｔ；５：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ

２．３　间接免疫荧光检测结果　ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎ

ＴＫ系列融合蛋白与 ＨｅｐＧ２细胞混合培养３ｄ后，

ＰＢＳ洗涤转化的 ＨｅｐＧ２细胞２次后，间接免疫荧光

检测显示，除单独ＴＫ组外，另５组细胞中均可见绿

色荧光物质表达，荧光表达强度基本相同，表明５组

细胞中重组蛋白穿透透过细胞膜效率相似，而单独

ＴＫ组未见荧光物质表达。

２．４　锥虫蓝染色计数比较　结果表明 ＨＩＶＴａｔ组

细胞死亡率 为 ９．１％，ＨＩＶ ＴａｔＴＫ、ＨＩＶ Ｔａｔ
（Ｇｌｙ）２ＴＫ、ＨＩＶ Ｔａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ 和 ＨＩＶ Ｔａｔ
（Ｇｌｙ）６ＴＫ 分 别 是 ５８．４％、６５．４％、８０．２％ 和

５６．７％，组间均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。见图３。

图３　６组细胞免疫荧光检测

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆ６ｇｒｏｕｐｓ
Ａ：ＨＩＶＴａｔ；Ｂ：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ；Ｃ：ＰＢＫＴＫ；Ｄ：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ；Ｅ：ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ；Ｆ：ＨＩＶＴａｔＴＫ

２．５　流式细胞仪检测结果　经过含有更昔洛韦的

培养基培养３ｄ后检测，ＨＩＶＴａｔ组细胞凋亡率为

１．０３％，而 ＨＩＶ Ｔａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ 组细胞凋亡率为

１４．７７％，在各组中处于最高水平，其次分别为 ＨＩＶ
Ｔａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ 组 （１２．６９％），ＨＩＶ ＴａｔＴＫ 组

（８．３１％）和 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ组（４．３６％），组间

比较均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　研究发现，许多蛋白拥有从外周环境穿透细胞

膜活性（也称细胞内化作用），如单纯疱疹病毒ＶＰ２２
蛋白［７］，人类免疫缺陷病毒 Ｔａｔ蛋白。早在１９８８年

Ｆｒａｎｋｅｌ等［２］第１次发现 ＨＩＶＴａｔ蛋白可以穿透细
胞膜。后来的研究［８，９］发现 ＨＩＶＴａｔ蛋白的１１个
氨基酸序列（ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＰＴＤ，蛋

白转导区），即ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ，对这种穿透活性

起着重要作用。充分利用 ＨＩＶＴａｔ蛋白的这种细

胞内化功能必须依赖于目的基因之间的相互融合，

但由于蛋白质的空间结构存在相互影响，可能会导

致融合蛋白各自组分之间的生物学功能发生改变。

因此必须通过多种方法来减少蛋白质之间的相互影

响。目前研究表明在蛋白质组分之间添加适当的氨

基酸，如丝氨酸、甘氨酸肽段等是一种常见的方法。

既往研究表明甘氨酸分子结构中没有苯环，是一种

相对“柔性”的氨基酸，可以减少蛋白质之间的相互
折叠，用于多种基因融合表达之中［１０，１１］，以保护各种
融合蛋白的生物学功能。

　　通过基因重组的方法，我们获得系列融合基因，

分别克隆到原核表达载体ＰＢＫ中，ＩＰＴＧ诱导表达

后，经Ｔａｔ单克隆抗体纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ显示，定量

转化 ＨｅｐＧ２细胞或者培养基含有更昔洛韦的

ＨｅｐＧ２细胞。研究结果表明 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）ｎＴＫ
系列融合蛋白（ｎ＝０、２、４、６）透过细胞膜效率相似，
这表明在 ＨＩＶＴａｔ与ＴＫ基因之间融合甘氨酸短

肽（２、４、６个氨基酸）对Ｔａｔ蛋白的细胞融合穿透功

能无明显影响。因此 ＨＩＶＴａｔ蛋白的内化功能可

能仅仅与 ＰＴＤ 区相关，下游蛋白对其无明显影

响。　　　　
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　　流式细胞仪检测结果表明，在含有更昔洛韦的

培养基中 ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）４ＴＫ融合蛋白致 ＨｅｐＧ２
细胞凋亡率最高，其余依次为ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）２ＴＫ，

ＨＩＶＴａｔＴＫ，ＨＩＶＴａｔ（Ｇｌｙ）６ＴＫ和ＨＩＶＴａｔ组，

组间均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；锥虫蓝染色也有

类似的结果，与我们前期实验结果（细胞死亡率为

８９％）［４］类似。这表明 ＨＩＶＴａｔ可以显著影响下游

蛋白（ＴＫ）的生物学活性，但在 ＨＩＶＴａｔ与 ＴＫ基

因之间插入４个甘氨酸的间隔有利于保护下游蛋白

（ＴＫ）的生物学功能。

　　最近Ｂｏｃａｌａｎｄｒｏ等［１０］研究发现 Ｔａｔ蛋白具有

穿透多种细胞膜活性，甚至可以透过血脑屏障。因

此，许多研究者逐渐将 ＨＩＶＴａｔ的内化功能应用到

一些临床治疗方案，如阻止中枢神经系统、心肌细胞

凋亡、促进ＩκＢα活性、增强树突状细胞抗原递呈功

能、抑制肿瘤分化等［１２～１５］。

　　本研究发现Ｔａｔ蛋白偶联一定甘氨酸蛋白后对

ＨＩＶＴａｔ内化功能影响较小，但对下游蛋白质（ＴＫ）

的生物活性的造成一定影响，其中插入４个甘氨酸

有利于保护下游蛋白（ＴＫ）的生物学功能，但其实际

的保护效果如何以及如何应用于临床实践仍依赖于

动物模型的进一步研究。
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贾泽军

更 正 启 事

　　本刊２００５年第１１期第１２７２页表１中的样本量应表示为“ｎ＝５”，误作“ｎ＝３”，特此更正，并向作者和读者表示谦意！
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