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调蛋白结合钙离子后引起的空间构象变化导致两种

GFP突变体间发生荧光共振能量转移。但是由于

大多数蛋白不能像钙调蛋白那样承受较大的空间构

象变化，为克服这一缺点，人们开始提出利用基因融

合技术将一新的分子识别位点结合到 GFP 上以构

建新的分子感受器。Doi 和 Yanagawa(l刨根据这一

原理将 TEMl 日-内酌胶酶 (Bla)融合到 GFP 上。 当

缺少目标分子时， GFP 处于静止状态不会产生荧

光。但是当目标分子 β内酷胶酶抑制蛋白 (BLIP)

与 Bla 结合后，即使 GFP 活化产生荧光，而这一变

化很容易被检测到。 将受体蛋白插入到 GFP 表面

的技术已经成为构建分子感受器的有力工具，这种

GFP 感受器能被用来检测多种分子，如蛋白质、核

酸、激素、药物、金属及其他的一些小分子化合物等，

其潜在应用前景极为广阔。

三、小结及展望

由于荧光蛋白的自发荧光特性，发光不需要其他

的协助因子，荧光生色团对热、pH、化学变性剂稳定，

具有较强的抗光漂白，因而在分子生物学的众多研究

领域中有广泛的应用，如基因表达，蛋白定位等等。

但是也存在着一些不足，主要表现在 GFP 表达后要

成为具有荧光活性形式的过程比较慢，因而对某些细

胞动力学过程不能实时监测。 检测的灵敏度也需要

进一步提高，某些细胞的荧光背景会影响 GFP 的检

测。随着对 GFP 研究的深入，预计将会有更多的突

变改进型 GFP 出现，能逐步克服上述的一些缺点，推

动 GFP在生命科学研究中更广泛的应用。

摘要

作为一种新型的报告基因，由于其自身独特的

发光机制， GFP 在分子生物学的研究中得到越来越

广泛深入的应用，如用于特定蛋白的标记定位，活体

内的肿瘤检测、药物筛选等等。 GFP 的运用，为传

统生物学研究提供了新思路和新方法。本文简要概

述了近年来相关方面的研究进展。
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HIV 的基因结构与功能及致病机理

王洪军 铃 王继群胡玲美

(沈阳军区军事医学研究所沈阳 110034 ) 

人获得性免疫缺陷病毒 ( HIV)是造成 AIDS 的

主要病原体。根据其基因结构特点、免疫反应和地

理分布，将 HIV 分为两大类，即人获得性免疫缺陷

病毒 I 型 (Human Immuncx:leficiency Virus Type 1) , 

人获得性免疫缺陷病毒口型 (Human Immuncx:lefi -

ciency Virus Type Il ) ( ' 、2]0 HIV- l 和 HIV-2 的同源

性仅为 40% ， 具有一定程度的免疫交叉反应，其基

因组结构和蛋白的组成也基本相同 l3J 。

·联系人。 E-rnai l : wanghongjun007@sina . ∞m 
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一、 HIV 的基因结构特点

无论是 HIV- 1 还是 HIV-2 均属于反转录病毒

属，灵长类慢病毒群。其前病毒基因组的结构详见

图 1 所示 。 HIV 前病毒基因组的结构是由两条线

状的 RNA 组成，两者通过氢键形成二聚体。前病

毒基因组的全长约 9 .7恼，基因组两侧为非编码区

即长末端重复序列 (LTRs) ，位于两侧非编码区之间

的中央区即蛋白编码区，由 3 个结构基因 gag 、 pol ，

env 组成，为反转录病毒所共有，分别编码病毒核心

蛋白 (gag) 、多聚酶(pol) 、和外膜蛋白 (env)o 6 个调

节基因为叩r 、 rev ， vif 、 tat 、 vpu/叩x ， nef，每个基因可

编码 1 种或数种蛋白质。调控基因往往重叠于结构

基因中。 HIV-l 和 HIV-2 的基因结构基本相同，不

同的是 vpu 为 HIV-1 所特有，而叩x 为 HIV-2 所特
有(4J 。

'一ω一.I-
rev

一'
v扩 vpx ν'pll nξf 

图 1 HIV-l 与田V-2 的基因组结构

1.长末端重复序列( L'铲I'Rs ) 的结构与功能

LTRs位于 HIV 基因组两端 (5' LTR 和 3'

LTR) ，富含重要的顺式调控元件。 已证明在其内部

含有启动子、增强子、富调控区及许多细胞转录因子

结合位点。 一些病毒蛋白对 LTR 有反式激活作用，

能引起 HIV 基因表达。根据各区调控功能的异同，

可将 LTR 分为调节单位、核心单位和 TAR 单位(5) 。

调节单位从 LTR 起始延伸到-78 位核昔酸 ， 多种因

子可与调节单位结合，调控 HIV 基因表达。 位于

调节单位下游的核心单位对转录激活起重要作用，

在-28 - 24 区含有 TATA 元件，是转录因子 II D(F 

II D)的结合靶位，也可介导 TFIID 与 RNA 酶 II

转录因子相互作用，对 RNA 酶 II 的转录起始至关

重要。在其-78 - 46 区存在三个剌激蛋白 1(SP1)结

合位点， SP1 与核心单位的结合不但导致 DNA 空间

构型改变，还能诱导依赖于 DNA 的细胞激酶对 S凹

的磷酸化反应，从而调节 SPl 对 HIV 的转录(6) 。 在

TATA元件之后有起始子序列，该区域突变可降低

HIV转录。第三个调控元件 TAR 单位位于基因组

+4 一 +6 处，它在 HIV 复制中的正调控作用是非

常重要的，如果 TARRNA 的二级结构发生突变 ，则

可使其下游基因表达降低。

2. 外膜蛋白 (env)的结构与功能

HIVenv 基因编码的病毒外膜蛋白经糖基化后

产生分子量为 160kDa 的包膜糖蛋白前体， gp160 经

宿主细胞的蛋白酶修饰加工被剪切构成成熟的

HIV 囊膜上的外膜蛋白 gp120 和跨膜蛋白即41 。

gp120 和即41 具有许多重要的功能区，根据不同区

域氨基酸的保守性，将 gp120 划分为 5 个高变区

(V1 - V5) , 5 个恒定区( C1 一 C5 ) 。当 HIV 有

CD4+受体的细胞时，即120 的 V4-V5 处抗原表位

与靶细胞结合，此时， V3 区与 gp41 暴露出 HIV 粒

子的表面，gp41 可插入细胞膜致使膜融合而介导病

毒进入靶细胞。若在即41 的 N 末端导人部分突

变，可使 env 与靶细胞膜融合作用降低。 而 gp120

的 C3 和c4区中不连续的三个区段和其他保守区

的氨基酸残基共同组成的并受 gp120 其他区段结构

影响的结构域是 HIV 与 CD4+的结合区(7) 0 C3 与

c4 区参与 CD扩受体的结合并影响病毒的嗜性。

许多体外突变实验均表明若将该区的氨基酸替换或

缺失可导致 gp120 对 C[旷的结合能力降低，这表

明位于该区域的氨基酸残基为 CD4+受体结合所必

需，在病毒感染中起关键性的作用。研究表明， V3

区的另一个引人关注的特点是位于两个半肮氨酸之

间由二硫键形成的发夹结构，该结构存在着高度的

变异性，给 HIV 的药物治疗和疫苗研制带来巨大的

障碍。

3. 核心蛋白 ( gag) 的结构与功能

核心蛋白 (gag) 是 HIV 的主要结构蛋白之一。

表达 gag 蛋白的基因位于 HIV 基因组 5 '端长末端

重复序列 ( LTR)的下游。 gag 基因产物为 55kDa 的

gag 前体蛋白，经过 l刀! 基因产物蛋白酶作用后，裂

解为基质蛋白 ( MA) p17 、衣壳蛋白 (CA) p24、核

衣壳蛋白 ( NC) p9 、C末端连接蛋白 (LP) 间，以及

一些小肤(8.9) 0 gag 蛋白能够诱导动物产生包括中

和抗体的体液免疫和包括细胞毒 T 淋巴细胞

(CTL)的细胞免疫，并能够自我装配形成病毒样粒

子(VLP)o p17 的基本组成单元为三聚体[ 10) 。其紧

密排列的球形核心构象是四条 α-螺旋紧密地折叠在

一起，此外 ，还包括一个由三个 β折叠所组成的平台

结构。 基质蛋白最显著的特点是十四;皖酸化，该脂

肪酸是 RNA 翻译产物去除蛋氨酸后迅速加到基质

蛋白的 N'端的第一个氨基酸-甘氨酸上。因为基质
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蛋白与病毒囊膜连接，因此它在病毒粒子的装配过

程中指导整个 gag 蛋白进入细胞膜特定位置、方向

起重要作用，而在病毒感染前和感染中基质蛋白 N'

端酷氨酸和苏氨酸则有助于基质与病毒囊膜解离 ，

从而进入细胞核内复制[ 1 1 . 1 2] 0 p24 具有糖基化位点

和抗体结合位点[ l3] ，氨基酸序列相对保守，表面具

有活化 B 细胞的一级结构表位和活化杀伤 T 细胞

的作用，可 同时介导体液和细胞免疫。 研究表明

p24 在反转录病毒生命周期的感染阶段与 RNA 基

因组及反转录酶结合，形成复制复合体，为反转录酶

和整合酶提供发挥作用场所[ l4 ] ， 缺失该区及其下游

序列，病毒粒子显著减少，代之形成胞浆的空泡样结
构[ 1 5 .16 ] 。

4. pol 基因也是 HIV 的主要结构蛋白

pol 为编码病毒复制所需的酶系 ， gag-pol 聚蛋

白被降解成蛋白酶 pol 、逆转录酶 p66/5 1 及整合酶

p320 p66 具有多聚酶和 RNaseH 活性，其部分降解

成 p51 则丧失 RNaseH 活'性， HIV 逆转录酶误读率

高，易形成变异株 ， p32 的功能是使转录后的前病毒

DNA整合到宿主细胞染色体。 pol 基因产物源于同

一个 gag 的mRNA，因为 pol 基因无 ATG起始密码

子 ，只能通过 gag 基因读框改变而进行转录翻译。

在 pol 和 gag 基因重叠区有一个 Pro 序列 ，其编码的

蛋白酶 p16 在裂解 HIV 前体蛋白过程中起重要作

用。

二、 HIV 的致病机理

HIV 经传播途径侵入人体后，迅速进入血液循

环和淋巴系统，当 HIV 与 CD4 + 分子结合后，使

gp120 和 C凶+ T 细胞的构像发生变化， 这些分子

卷曲使病毒包膜获得在细胞表面上的另一些附着

点 ，加上炎性因子的参与 ，病毒与化学受体结合，病

毒包膜的 gp41 区段暴露 ，使病毒的脂质囊膜与宿主

细胞膜发生融合，病毒核衣壳穿入细胞[ 17.18 ] 。 但有

关膜融合的具体分子构像变化机制仍不清楚。 HIV

粒子穿入细胞后迅速脱壳，由逆转录酶将 RNA 逆

转录成 DNA，随后 HIV 解体， HIV DNA 进入细胞

核，并整合进宿主染色体中，宿主的某些蛋白经诱导

结合到 HIV 的调解蛋白 ，加速 DNA 的转录、结构蛋

白和酶蛋白的合成。 最后 HIV 包装成病毒颗粒， 同

时引起受感染细胞的裂解[ lMO] ， 详见图 2。

1. CD4 +、CD8+ 与 HIV

CD4 +作为 HIV 的受体与 HIV 的致病过程密

切相关。 HIV 通过 gp120 与靶细胞表面 CD4 + 的高

未成熟病毒 0 0

图 2 阳V 感染靶细胞过程

亲和性而结合，随后 gp41 埋人靶细胞膜 ，使病毒外

膜与靶细胞膜融合 ，病毒内容物进入细胞内 ，使受染

细胞 C[旷 分子表达明显减少。 病毒在细胞内复制

后，以出芽方式释放导致靶细胞死亡，受染细胞可与

相邻细胞形成合胞体 ，靶细胞于合胞体形成后 48 小

时内死亡和溶解[2 1 ] 。 应用多种抗 CD4 + McAb 和点

突变方法证实 gp120 与 CD4 + 结合部位在 El 功能

区 41 - 55aa ，相当 CDR2 位置。 CD4+的 CDR2 小环

可插入 gp120 的凹槽中 ，靠近 CDR3 的 87 氨基酸残

基是形成合胞体的关键。 CD4 + 的 81 - 92aa 合成肤

可阻断合胞体的形成。 通过研究不同种属动物

CD4 + 分子对 HIV 的敏感性，发现猴和黑猩猩感染

HIV 后可引起病毒血症 ，但不产生致死性的免疫缺

损。 体外实验显示 ，黑猩猩 CD4+ T 细胞对 HIV 不

敏感，不形成合胞体， 分析 CD4+分子的氨基酸序

列，结果表明人与黑猩猩的 C以+分子只相差 5 个

氨基酸残基，若将相差 的氨基酸导人黑猩猩的

CD4+ 分子，则 CD4 ' T 细胞可感染 HIV 并形成合

胞体。 这说明人类 CD4+分子参与了 HIV 致细胞

病变作用[剧 。 Clayton[ 23] 报告某些突变分子只能与

gp120 结合，不能与 MHCII 类分子反应，说明 MHC

II 类分子与 C[旷的结合部位与 HIV 和 C[旷 的结

合部位有部分重叠，HIV 和 CD4 + 结合可能对 MHC

II 类分子与 CD4 + 结合造成空间位阻，从而影响

应C呈递抗原作用，这可能是 HIV感染早期造成免

疫抑制的主要原因 。

细胞免疫也是宿主抗病毒免疫的重要组成部分，

α卫+ 杀伤性 T细胞能识别感染细胞提呈于细胞表面

的病毒抗原和 孔任-IC 分子复合物，导致感染细胞的裂

解或凋亡。 自Levy[ 2J 实验室在 80 年代首先发现

α:ß + T细胞可在不杀伤感染细胞的情况下有效控制
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四V感染的现象后，许多病毒学家对非细胞毒性

α】8+ T细胞应答抗 HIV感染的特征和作用机理作

了深入研究，Walkd24) 等人发现用常规方法不能从无

症状 HIV 感染者的外周血单个核细胞中分离到病

毒，但若把 α卫+ T 细胞从这些感染者的单核细胞

(PBMC)中去除后， 7 - 9 天内即可在剩下的 α)4+T

细胞中检测到病毒复制。 将自身 α丑+ T细胞重新加

入到培养系统中，病毒复制又被抑制。 这一现象表

明，α::B + T细胞可在不清除被病毒感染细胞的情况

下抑制病毒颗粒的释放，这种现象被称为非细胞毒性

α卫+T细胞免疫应答。 这种 α】8+T 细胞免疫可在

不杀伤 HIV感染的 α)4+T 细胞的情况下有效地抑

制病毒复制，其作用是针对 HIV 特异性的且不受

MHC限制的免疫反应，而强的非细胞毒'性 α)3+细胞

免疫与部分 HIV 阳性感染者健康的临床过程密切相

关[25) 。最近， Bla仕well[26) 又研究了淋巴结组织中

α丑+ 细胞抑制 HIV 复制的作用与 HIV感染者临床

过程的关系。发现自淋巴组织单个核细胞(LMC) 中

分离的 α)3 + T 细胞应答强度与 HIV致病的临床表

现比 PBMC 中的 α丑+T细胞更为密切。 此外，这种

免疫应答在 HIV感染的黑猩猩和 SIV感染的非洲绿

猴体内也已检测到。 总之，。卫+ 细胞的抗病毒作用

表现在两方面:其一，通过细胞毒作用杀死己感染了

用V 的靶细胞。 其二，释放细胞因子，抑制 HIV在细

胞内复制。 健康带毒者体内 α)3+细胞抗 HIV 活性

都较强，血液中 HIV 水平也比较低，而AID3病人却

相反。因此寻找这种抑制因子和提高体内的α卫+ 细

胞，无疑将是 AIDS病免疫治疗中的一个方向。

2. 细胞因子与 HIV

实验研究表明，机体免疫系统不适当的免疫活

化和某些细胞因子分泌的增加，可加速 AIDS 的病

理进程，而细胞因子网络的失衡及其相关的 T 细胞

程序性死亡(PCD)是影响 HIV感染者向 AIDS发展

的一个重要因素。 多种细胞因子具有加强 HIV 表

达的功能，如: TNF、 IL-4 、 IL-6 、 IFN 、 GM-CSF、

TNF-α 可通过活化 T 细胞和单核/巨噬细胞内的多

功能细胞转录因子而启动 HIV 前病毒的转录与复

制。 IL-6 ， GM-CSF ， IFN-γ 可作用于 HIV 表达的转

录后步骤，能剌激慢性感染的前单核细胞诱导与

TNF-α作用相当的 HIV蛋白和病毒表达 ， IL-4 可能

直接促进 HIV 转录，也可能通过促进细胞间接触和

/或突起形成以及 HIV 感染细胞发生程序性死亡

(PCD)而促进 HIV 在细胞间的传播。 与抑制 HIV

表达有关的细胞因子有: IFN-α、 IFN-ß 和 IL-10 ，而

IFN-γ、TGF-ß ， IL-4 和 IL-13 的作用则因靶细胞的

特征 、活化和分化状态、病毒感染状态的不同以及不

同细胞因子的相互作用而表现出双重性。在慢性感

染的单核细胞， TGF-ß 既抑制 HIV 蛋白合成，又抑

制病毒转录 ，并对 T细胞中 HIV 的作用呈剂量依赖

的两面性。 IL-4 促进单核/巨噬细胞中已建立感染

的 HIV 复制， IL-lO抑制 HIV 复制的作用也可能是

多方面的，它可直接抑制病毒转录和蛋白加工，并抑

制病毒侵人细胞和传播，也可通过抑制 TNF-α 和

IL-1日这类促进 HIV 复制的细胞因子的内泌而发挥

作用。 IL-13 强烈抑制单核细胞中急性和慢性感染

的 HIV 表达，但对于单核细胞中潜伏性感染的 HIV

则没有作用，用 IL-13 长时间作用于慢性感染的单

核细胞时则表现为促进 HIV 表达作用，推测可能与

单核细胞分泌的其他细胞因子的作用有关[27) 。实

验中也观察到分泌 TNF-α 和 IL-6 的 B 细胞在没有

外源性剌激存在时，与自身 T 细胞共同培养可使病

毒增殖加快，这一现象缘于细胞因子的作用。 这些

细胞因子的上升是由于抗原刺激、病毒感染的诱导

以及 B 细胞活化的结果。 B 细胞活化的实际作用均

成为扩大由病毒直接诱导损伤的途径[剧。另一途

径是 HIV 调节蛋白(如 Tat ) 的作用， Tat 蛋白可诱

导 HIV 感染者 T 细胞和单核细胞表达 TNF-α、

TNF-ß , IL-6 ， IL-10 和 TGF-ß，感染者体内 IL-2 、 IL-

12 和 IFN-α 分泌水平下降，是其细胞免疫功能低下

的一个方面。 细胞因子在体内有多方面的作用，

TNF-α、 IL-6 不仅可以促进 HIV 表达，还与 HIV 感

染时 B 细胞超反应性和 B 淋巴细胞肉瘤的发生有

关， IFN-γ 在抑制 HIV 复制和促进口L 反应方面

对机体有利，但CfL 的过敏反应亦可能导致淋巴滤

泡溶解，加重免疫缺损[29) 。 因此，细胞因子对 HIV

感染者的作用不能简单地划分成有利与不利两个范

畴，需要从细胞因子间相互调节的整体概念去阐述

细胞因子与 HIV感染的关系[剑、3 1 ) 。

研究表明，活化诱导并受细胞因子调节的 T 细

胞程序性死亡(PCD)亦是 HIV 感染和 AIDS病理机

制中的重要因素，TH l 型→TH2 型转换可能也与这

种 PCD 互有关联。 I 型细胞因子 IL-2 、 IL-12 和

IFN-γ 在体外可抑制活化诱导的 TH 1 细胞 PCD ， II

型细胞因子 IL-4 ， IL-10 则促进这种 PCD，而抗 I 型

和 11 型细胞因子抗体的作用正好相反，这说明内源

性细胞因子可影响 HIV 感染者 T 细胞对 PCD 的敏

感性，活化的 THI 样细胞倾向于被 TH2 型细胞因子
诱导的 PCD 杀死，而 TH2 样细胞则容易被感染的
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HIV 破坏，THI 样细胞减少的结果是 II 型细胞因子

浓度的上升，这将导致一种自我放大的循环，即

THO样细胞更倾向于向 TH2 样细胞分化，因而 TH l

样细胞进行性减少，而 TH2 样细胞相对比例进行性
升高，表现在细胞因子分泌模式上就是 I 型→II型

转换。

摘要

人获得性免疫缺陷病毒(HIV)是造成 AIDS 的

主要病原体 ， HIV 感染机体主要是通过侵嗜 CD4+

T 淋巴细胞、巨嗜细胞和神经细胞，随着 CD4 + T 淋

巴细胞的耗竭，被感染者进行性免疫缺陷，导致于致

命的机会性感染和肿瘤。其可怕的蔓延趋势和流行

范围已经给人类的生存带来了巨大的威胁。 目前，

这一流行趋势将日益严重，因此，控制艾滋病的传播

是全世界所面临的挑战。
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Caveolin 家族分子研究进展

用 镜然

(第三军医大学基础医学部免疫学教研室 重庆 400038) 

Caveolae 一词意为小的凹陷 (Iittle cave) ，最早

由 Yamada 在 1955 年提出，用于描述其在上皮细胞

上观察到质膜烧瓶样内陷，本文试译"凹陷区" 。 以

后人们发现多种细胞均有此结构，但其功能不清楚。

1992 年，一种 22 - 24kDa、被称为 VIP21 的蛋白被

克隆和鉴定。 在随后的功能研究中人们认识到 ，该

分子不但是介导 caveolae 形成的重要组织者，也是

caveolae 结构中关键性的功能蛋白，它与特殊的脂质

共同形成 caveolae 结构，因此被命名为臼veolin ，本

文试译为"凹陷素" 。 随着研究的不断深入，近几年

中人们发现 caveolae 结构和 caveolin 蛋白在多种细

阅审的文本
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