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ＨＩＶ１Ｔａｔ通过抑制启动子活性调控 ＭＣＡＫ基因表达
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　　［摘要］　目的　验证 ＨＩＶ１Ｔａｔ对有丝分裂着丝点关联驱动蛋白 ＭＣＡＫ基因表达的调节作用并探讨其分子机制。方
法　利用表达Ｔａｔ的人横纹肌肉瘤细胞（ＴＥ６７１）模型及原核表达纯化的Ｔａｔ蛋白，通过 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法和蛋白印迹技术验
证 ＨＩＶ１Ｔａｔ对 ＭＣＡＫ基因表达的抑制作用。ＰＣＲ扩增 ＭＣＡＫ基因各启动区片段，与荧光素酶报告质粒相连接，并转染到

ＴＥ６７１细胞，通过荧光素活性分析法检测ＤＮＡ片段启动活性，确定 ＭＣＡＫ基因的活性启动区域。进一步通过 ＨＩＶ１Ｔａｔ与

ＭＣＡＫ启动区作用，分析Ｔａｔ对启动子活性的调控作用。结果　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹和蛋白印迹结果证实Ｔａｔ蛋白对 ＭＣＡＫ转
录、翻译水平的表达都有强烈的抑制作用；荧光报告质粒检测系统分析表明 ＭＣＡＫ的核心启动区存在于－３９９＋１ｂｐ区域，且

其启动子活性在Ｔａｔ存在的情况下受到明显的抑制。结论　ＨＩＶ１Ｔａｔ能作用于 ＭＣＡＫ基因启动区３９９＋１ｂｐ区域，导致
ＭＣＡＫ启动子活性降低，从而抑制 ＭＣＡＫ基因的表达。

　　［关键词］　Ｔａｔ；ＭＣＡＫ；ＴＥ６７１细胞；启动子活性
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　　Ｔａｔ蛋白是 ＨＩＶ１Ｔａｔ基因编码的一种转录激
活因子，Ｔａｔ蛋白可特异性结合在病毒ＲＮＡ５′端反
式激活反应区（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＴＡＲ），造
成 ＨＩＶ１ｍＲＮＡ转录显著增强，促进 ＨＩＶ１病毒

大量复制，增强 ＨＩＶ 在宿主体内的传播速度，执行
免疫抑制的功能［１２］。Ｔａｔ蛋白还能够与多种类型的
细胞宿主蛋白相互作用进而影响细胞增殖和凋亡过

程［３５］。由于Ｔａｔ蛋白的致病机制相当复杂，目前对
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其确切的作用机制还不清楚。

　　许多研究表明细胞周期的进程特别是ＤＮＡ的
复制和姐妹染色体的分离需要精确的调控，轻度的
偏差将会使细胞经历基因组不稳定，促使肿瘤发生
甚至死亡［６７］。有丝分裂着丝点关联驱动蛋白 （ｍｉ
ｔｏｔｉｃｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎｅｓｉｎ，ＭＣＡＫ）属于

ＫＩＮ Ⅰ亚家族动点马达蛋白成员，能与其他驱动蛋
白、驱动蛋白结合蛋白和检查点蛋白等形成活性驱
动蛋白复合物成分，发挥微管解聚酶和ＡＴＰ酶的作
用，参与调节微管的解聚、二极纺锤体的形成和染色
体的分离，从而调节有丝分裂和细胞周期［８］。抑制

ＭＣＡＫ还可以导致多种动点微管附着缺陷，提示

ＭＣＡＫ在预防和纠正错误的动点微管附着方面有
重要的作用［９１０］。

　　我们的前期研究从一河南 ＨＩＶ１感染患者的
病毒株中克隆了Ｔａｔ基因，通过Ｔａｔ转染ＴＥ６７１细
胞，进行基因芯片分析发现：转染Ｔａｔ后，Ｔａｔ高表
达导致 ＭＣＡＫ 显著下调（与未转染细胞相比，

ＭＣＡＫ表达降低了２５倍）［１１］。但关于 ＨＩＶ１Ｔａｔ
对 ＭＣＡＫ表达抑制作用的相关分子机制目前还不
清楚。本研究利用建立的表达 Ｔａｔ的细胞模型
（ｐＣＩＴａｔ）和原核表达纯化的Ｔａｔ蛋白，通过分子生
物学手段检测 Ｔａｔ对 ＭＣＡＫ 转录、翻译水平的调
节，验证了Ｔａｔ对 ＭＣＡＫ表达强烈的抑制作用；然
后，利用荧光报告质粒检测系统分析 ＭＣＡＫ的核心
启动区以及在Ｔａｔ存在的情况下启动子活性改变，
探讨Ｔａｔ对 ＭＣＡＫ的作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞和质粒　人横纹肌肉瘤细胞（ＴＥ６７１）和
表达Ｔａｔ的ＴＴ２细胞由佛罗里达大学ＣｈａｎｇＬ博
士馈赠。细胞在１０％新生牛血清的ＤＭＥＭ 培养液
（内含青霉素１００Ｕ／ｍｌ，链霉素１００μｇ／ｍｌ）中，置于

３７℃恒温二氧化碳培养箱中培养。表达Ｔａｔ的ｐＣＩ
Ｔａｔ和对照ｐＣＩＮＣ细胞模型由ＴＥ６７１细胞分别转
染Ｔａｔ基因或对照质粒ＤＮＡ，由本教研室建立［１１］。

ＰＥＴ２２ｂ、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ、ｐＧＬ３ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐＴＫ质粒及双
荧光报告基因分析系统均为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。

１．２　Ｔａｔ融合蛋白的原核诱导表达及纯化　利用前
期构建的ｐＥＴ２２ｂＴａｔ质粒，转化Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细
菌，挑取阳性克隆；在含氨苄青霉素、卡那霉素、四环
素、氯霉素四抗的 ＬＢ培养液，２７℃振荡培养至对数
中期；加入异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓
度０．６ｍｍｏｌ／Ｌ诱导，２７℃继续通气培养不同时间
（０、１、３ｈ）；４℃，低温离心，收集菌体；取４０μｇ样品
沉淀行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯亮蓝染色，观察特

异表达产物条带，选择优化条件。另外将ＰＢＳ溶液
悬浮的ｐＥＴ２２ｂＴａｔＲｏｓｅｔｔａ菌体放在冰上３０ｍｉｎ，
用６ｍｍ的探头超声破碎２０ｍｉｎ至菌液澄清，离心
收集制备细菌裂解上清；利用谷胱甘肽琼脂糖亲和
层析柱纯化ｐＥＴ２２ｂＴａｔ蛋白。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＭＣＡＫｍＲＮＡ的表达　首先，
用ＴＲＩｚｏｌ（Ｇｉｂｃｏ公司）试剂按其说明提取 ＴＥ６７１、

ｐＣＩＮＣ、ｐＣＩＴａｔ和ＴＴ２细胞总ＲＮＡ。以５μｇ总

ＲＮＡ为模板，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５为引物进行反转录，用

ＭＭＬＶ反转录酶进行转录反应。外源人１８ＳＲＮＡ
作为内参。ＭＣＡＫ的引物序列：正义链：５′ＧＡＧ
ＡＴＡＧＧＣＡＴＴＧＴＣＡＧＡＣＴＡ３′，反义链：５′
ＣＧＣＧＴＴＴＣＴＡＴＣＡＴＴＧＧＴＡＴＣＡＴ３′，反
应条件：９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３２个循
环。ＰＣＲ产物进行２％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观
察电泳条带并纯化ＰＣＲ产物。

１．４　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹法验证 ＭＣＡＫ ｍＲＮＡ 的表
达　纯化的 ＭＣＡＫＰＣＲ产物，利用Ｋｌｅｎｏｗ酶粘端
补平法标记［α３２Ｐ］ｄＣＴＰ合成核素探针，对照内参
采用ＧＡＰＤＨ。通过ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，抽
提的ＲＮＡ经过变性、分光光度计下测定其浓度，总

ＲＮＡ样品用１％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分离；电
泳后转移到尼龙膜上，置于紫外交联仪内，１２００Ｊ／

ｃｍ２交联；加入预杂交液 （５０％甲酰胺，１０％硫酸葡
聚糖，１ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１００μｇ／ｍｌ变性鲑鱼蛋白

ＤＮＡ），杂交炉中４２℃预杂交３ｈ；加入含有相应放
射性标记探针的杂交液（成分与预杂交液相同）代替
预杂交液，４２℃，杂交过夜；放射自显影后分光光度
计进行定量分析。

１．５　蛋白印迹法检测 ＭＣＡＫ蛋白的表达　参照分
子克隆实验指南的实验方案。用１％ ＮＰ４０裂解缓
冲液提取ｐＣＩＴａｔ、ｐＣＩＮＣ、ＴＴ２、ＴＥ６７１细胞总蛋
白或者经Ｔａｔ处理的相应ｐＣＩＮＣ细胞总蛋白；考马
斯亮蓝法进行蛋白定量后，取６０μｇ样品经１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离，湿式电转移法（１００Ｖ，８０ｍｉｎ）转
移到硝酸纤维素膜；１５％脱脂奶粉封闭后，用抗

ＭＣＡＫ抗体（Ｓｉｇｍａ公司）或内参照βａｃｔｉｎ抗体
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）于２５℃温育９０ｍｉｎ；用辣根过氧
化物酶标记的二抗（吉泰公司）室温孵育９０ｍｉｎ；

ＴＢＳＴ漂洗后ＥＣＬ（普飞生物科技公司）显像，并扫
描输入ＳｍａｒｔＶｉｅｗ２００１图像分析系统（上海复日科
技公司）进行图像分析。

１．６　启动子荧光素酶活性分析

１．６．１　引物设计　用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件，设计 ＭＣＡＫ
基因启动子片段引物，在上游、下游引物前各加

ＸｈｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切位点，见表１。
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表１　用于ＰＣＲ扩增启动区ＤＮＡ片段的上下游引物序列

Ｔａｂ１　ＵｐｓｔｒｅａｍａｎｄｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｉｔｅ Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ） Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｗｉｔｈｅｎｚｙｍｉｃｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ）

Ａ（ｕ） １０６４１０４３ ２１ ５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＧＣＣＣＧＧＣＴＧＣＣＣＣＡＴＴＴＧ３′
Ｂ（ｕ） ６０１５８１ ２０ ５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＧＡＧＧＣＡＡＣＡＴＧＣＴＴＣＴＣＡＣ３′
Ｃ（ｕ） ４７２４５１ ２１ ５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＣＧＡＧＣＧＡＴＣＡＣＴＣＣＣＡＣＣＴＣＴ３′
Ｄ（ｕ） ３９９３７９ ２０ ５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＣＣＡＡＣＴＴＧＣＴＣＧＡＧＧＴＣＡＣＴ３′
Ｅ（ｕ） ３３７３１６ ２１ ５′ＧＡＣＴＣＧＡＧＡＧＧＡＴＣＣＣＡＧＡＧＣＣＣＴＣＡＴＴＧ３′
Ｆ（ｄ） ５８０５９９ ２０ ５′ＣＴＡＡＧＣＴＴＴＧＣＡＧＡＡＧＣＡＴＧＴＴＧＣＣＴＣＡ３′
Ｇ（ｄ） ４４７４６６ ２０ ５′ＣＴＡＡＧＣＴＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＧＴＧＧＧＡＧＴＧＡ３′
Ｈ（ｄ） ２３２２５２ ２１ ５′ＣＴＡＡＧＣＴＴＴＣＴＧＧＧＧＣＴＣＣＣＡＴＴＴＣＴＧＧＴ３′
Ｉ（ｄ） ＋１１８ ２０ ５′ＣＴＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡＴＴＴＣＧＣＴＡＡＣＣＣＴＡＣＴ３′
Ｊ（ｄ） ＋８１＋６２ ２０ ５′ＣＴＡＡＧＣＴＴＧＣＧＧＧＣＣＴＧＡＡＧＣＧＡＣＧＡＧＴ３′

　　ｕ：Ｕｐｓｔｒｅａｍ；ｄ：Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ．ＣＴＣＧＡＧ：ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｆｏｒＸｈｏⅠ；ＡＡＧＣＴＴ：ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｆｏｒＨｉｎｄⅢ

１．６．２　荧光素酶活性分析　提取ｐＣＩＮＣ、ｐＣＩＴａｔ
细胞基因组ＤＮＡ作为模板，利用上述引物进行配
对，ＰＣＲ扩增相应ＤＮＡ片段；扩增片段通过ＸｈｏⅠ
和ＨｉｎｄⅢ酶切消化，然后插入到同样酶切后的

ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ空载体（载体含氨苄青霉素抗性基因和
荧光素酶报告基因）；融合质粒转染ＴＥ６７１细胞，４８
ｈ后检测荧光素酶活性。

１．７　统计学处理　实验采用成组设计，所得数据以

珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０软件对组间差异进行单
因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ｔａｔ融合蛋白的诱导表达和纯化　诱导表达
试验结果表明，终浓度０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导

１３ｈ为最佳收获条件，原核表达的Ｔａｔ蛋白相对分
子质量约为１２０００。纯化产物经质谱鉴定确认为

Ｔａｔ蛋白，纯度达９５％，并经过蛋白印迹分析验证正
确（图１）。

图１　ＩＰＴＧ诱导Ｒｏｓｅｔｔａ细菌中Ｔａｔ蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴａｔｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＲｏｓｅｔｔａｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１３：０，１，３ｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ

２．２　ＲＴＰＣＲ和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹分析证实 ＭＣＡＫ
ｍＲＮＡ表达抑制　微阵列检测ＴＥ６７１及ＴＴ２细胞
基因表达谱的差异，结果显示 ＭＣＡＫ 的表达在

ＴＴ２细胞中显著下调。为了证实其表达抑制，我们
使用半定量ＲＴＰＣＲ和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹分析了２个
转染了Ｔａｔ基因的细胞系（ＴＴ２和ｐＣＩＴａｔ）在ｍＲ
ＮＡ水平 ＭＣＡＫ的表达，结果如图２。

图２　ＲＴＰＣＲ（Ａ）和Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹（Ｂ）

检测 ＭＣＡＫｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＭＣＡＫｍＲＮＡｌｅｖｅｌｂｙＲＴＰＣＲ（Ａ）

ａｎｄＮｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ）ａｎａｌｙｓｉｓ
１：ＴＥ６７１；２：ＴＴ２；３：ｐＣＩＮＣ；４：ｐＣＩＴａｔ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．３　蛋白印迹法验证Ｔａｔ对 ＭＣＡＫ蛋白表达水平
抑制　在ｐＣＩＴａｔ细胞中，ＭＣＡＫ的表达水平也明
显低于ｐＣＩＮＣ（图３），与基因检测结果相符；通过

Ｔａｔ蛋白和Ｔａｔ培养上清进行刺激实验，结果发现，

Ｔａｔ蛋白刺激后，ＭＣＡＫ 的表达水平也明显降低，
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具有明显的剂量效应（图４）。ｐＣＩＴａｔ细胞的培养
上清作用于ｐＣＩＮＣ细胞，在作用４ｈ后 ＭＣＡＫ的
表达也受到抑制（图５），说明Ｔａｔ蛋白能从ｐＣＩＴａｔ
细胞中分泌出来，并能进入ｐＣＩＮＣ细胞中发挥抑
制 ＭＣＡＫ表达的功能。

图３　蛋白印迹法检测 ＭＣＡＫ蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＭＣＡＫｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

１：ＴＥ６７１；２：ｐＣＩＮＣ；３：ＴＴ２；４：ｐＣＩＴａｔ

图４　不同剂量Ｔａｔ蛋白处理２４ｈ后

ＭＣＡＫ蛋白的表达

Ｆｉｇ４　ＭＣＡＫｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎＴＥ６７１ｃｅｌｌａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴａｔｐｒｏｔｅｉｎ
１５：Ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０，２，４，８，ａｎｄ１６μｇ／ｍｌＴａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；６：ｐＣＩＴａｔｃｅｌｌ

图５　ｐＣＩＴａｔ细胞培养上清处理后

不同时间点 ＭＣＡＫ的表达

Ｆｉｇ５　ＭＣＡＫｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ

ｐＣＩＴａｔｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

１６：ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｐＣＩＴａｔｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｆｏｒ０，２，４，８，

１２，ａｎｄ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　启动子片段构建和报告基因活性检测　针对

ＭＣＡＫ启动区１２２０＋８１ｂｐ区段，进行启动子区域
生物信息功能分析（ｈｔｔｐ：／／ｔｈｒ．ｃｉｔ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／

ｐｒｏｓｃａｎ）。结果发现人ＭＣＡＫ基因启动区３７ｂｐ位点
有典型的ＴＡＴＡ ｂｏｘ结构，启动区序列富含ＧＣ，有多
个Ｓｐ１结合位点及其他转录因子结合位点如：ＣＲＥＢ、

ＳＩＦ、ＧＣＦ、Ｅ４ＴＦ１、ＡＰ２、ＮＦκＢ等。推测核心启动区
位于７３３２３ｂｐ区域。

２．４．１　ＰＣＲ扩增 ＭＣＡＫ启动区片段　如图６所
示，利用不同组合配对引物扩增的 ＭＣＡＫ启动子片

段的电泳图，得到相应的 ＭＣＡＫ 启动区 ＤＮＡ 片
段，并通过测序分析比对确定扩增产物序列正确性。

图６　ＭＣＡＫ启动区片段ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ６　ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆＭＣＡＫ

ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ
ＡＪＢＪ：ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．４．２　启动子活性分析　本研究分析的 ＭＣＡＫ启
动区全长片段是１０６４＋８１ｂｐ的ＡＪ片段。启动子
活性分析结果如图７所示，含ＤＩ（相当于３９９＋１ｂｐ
片段）区域的ＤＮＡ 片段的活性与 ＡＪ活性相当，或
稍微减弱。具有较高启动子活性的片段包括 ＡＪ、

ＡＩ、ＢＩ、ＣＩ、ＤＩ，最小的片段为ＤＩ。而不包含ＤＩ的片
段，启动子活性显著低于 ＡＪ片段，其活性接近于阴
性对照质粒的启动子活性水平。提示ＤＩ区域可能
存在 ＭＣＡＫ核心启动子，与生物信息学分析结果
相符。而在加入Ｔａｔ蛋白后，启动子活性明显被抑
制（图７Ｂ），说明Ｔａｔ蛋白对 ＭＣＡＫ的启动子活性
有抑制作用。

图７　荧光素酶报告基因系统检测 ＭＣＡＫ
启动区片段的相对启动子活性

Ｆｉｇ７　ＲｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＣＡＫｐｒｏｍｏｔｅｒ

ｒｅｇｉｏｎａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｇｅｎｅｓｙｓｔｅｍ
Ａ：ＰｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｖａｒｉｏｕｓＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓ；Ｂ：Ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉ

ｔｙｏｆＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｉｔｈ／ｗｉｔｈｏｕｔＴａｔ（Ｔａｔ＋／Ｔａｔ）ｐｒｏｔｅｉｎｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ．ＡＨＥＪ：ＶａｒｉｏｕｓＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆＭＣＡＫｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ．
Ｐ＜０．０１ｖｓＴａｔ
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３　讨　论

　　人类细胞含４６个染色体，进行分裂时，复制后
的染色质经由微管将２套染色体牵引、分离至２个
子细胞。非倍数染色体异常即可能因微管体两端牵
引到同一条染色分体，而造成数目异常的问题。

ＭＣＡＫ在着丝粒富集，作为动力蛋白或者促微管解
聚因子，对于染色体的移动发挥着重要的作用。当
微管与染色体异常结合时，ＭＣＡＫ即活化并移除结
合错误的微管体。因此，ＭＣＡＫ对纠正错误的微管
与染色体结合，维持细胞基因组的稳定性和细胞分
裂的正常运行具有重要意义。而其与相关调控因子
相互作用的研究也具有重要应用价值。如细胞分裂
时，ＡｕｒｏｒａＡ能通过磷酸化 ＭＣＡＫ调节二极纺锤
体的形成，ＡｕｒｏｒａＢ调控 ＭＣＡＫ 以破坏结合异常
的微管［１２１３］，目前已知许多肿瘤内Ａｕｒｏｒａ激酶家族
会异常表达。

　　Ｔａｔ蛋白能够通过多种途径与各种类型的细胞
宿主蛋白相互作用进而促进增殖［１４１５］。而细胞恶性
增殖是恶性肿瘤的特征之一，临床资料证实，在

ＨＩＶ１感染后期机体会出现各种并发症，如各系统
的肿瘤。我们的研究结果表明，ＴＥ６７１转染了来源
于 ＨＩＶ１感染的不同病毒株的Ｔａｔ基因后，ＭＣＡＫ
表达显著抑制。

　　在前期的研究中，我们证实了 Ｔａｔ可以抑制

ＭＣＡＫ的表达［１１］。Ｔａｔ刺激可以导致 ＭＣＡＫｍＲ
ＮＡ和蛋白表达水平明显降低。但其表达抑制的机
制尚不清楚。本研究证实了不论是稳定转染细胞的
外源性表达Ｔａｔ还是原核表达纯化的Ｔａｔ蛋白，对

ＭＣＡＫ的表达都具有明显的抑制作用，导致其转录
和翻译水平显著降低，并且具有明显的剂量和时间
效应。通过启动子活性分析，发现 ＭＣＡＫ的核心启
动子区位于３９９＋１ｂｐ区域，Ｔａｔ与启动区相应

ＤＮＡ片段作用后，ＭＣＡＫ启动子活性受到显著抑
制。这提示Ｔａｔ可能与 ＭＣＡＫ基因上游启动区作
用，导致启动子活性降低，从而促使 ＭＣＡＫ的表达
抑制。ＭＣＡＫ启动子活性降低至少是 Ｔａｔ诱发的

ＭＣＡＫ表达抑制的原因之一。由于 ＭＣＡＫ的表达
异常经常导致细胞分裂和纺锤体结构和功能的异

常，与细胞的增殖异常和恶性转化显著相关，因此有
必要针对 Ｔａｔ、ＭＣＡＫ 的变异与癌症的相关性进行
进一步研究。
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