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HIV Vpr蛋白诱导细胞凋亡研究进展 3
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摘要　Vpr蛋白是 HIV的一个辅助蛋白 ,可以诱导多种细胞的凋亡。目前的研究表明 Vpr蛋白引

起细胞凋亡主要是通过线粒体途径实现的。Vpr蛋白通过直接而且特异地与结合在 PTPC中的

ANT相互作用 ,改变线粒体膜通透性 ,导致凋亡诱导因子 (AIF)和细胞色素 C 的释放 ,激活

Caspase、DNases等的级联反应 ,引起核染色质的固缩 ,最终引起细胞凋亡。
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　　人类免疫缺陷病毒 ( human immunodeficiency

virus , HIV)基因组主要由 gag、pol、env基因组成 ,

此外还包括 6 个辅助性基因 : tat、vpr、vpu、nef、rev

和 vif。其中 vpr编码一含 96 个氨基酸、分子量大

约为 14kDa的蛋白。Vpr在 HIV21、HIV22及 SIV中

高度保守 ,包括 3个结构域 :1～42位氨基酸之间的

第一结构域、43～82位氨基酸之间的第二结构域和

77～96位氨基酸之间的第三结构域。第一结构域

表现为低聚体化结构域 ,其中 16～34位氨基酸之

间形成一个两歧性α2螺旋结构。在第二结构域中 ,

71～82 位氨基酸之间包含一个 HSΠFRIG功能域。

60～81 位氨基酸之间是一亮氨酸Π异亮氨酸丰富
区。此外在这一部分中 ,还包含一个 75～76 位之

间的保守多肽和一个在 46～74位氨基酸之间的α2
螺旋功能域。在第三结构域中 ,C端的 77～96 位

氨基酸中含有 7个精氨酸残基的高电荷结构。

大量研究表明 ,HIV感染宿主细胞后 ,Vpr与细

胞内多种蛋白相互作用 ,对病毒复制、宿主细胞周

期及分化表现出一系列的生物学功能。Vpr 蛋白

在 HIV引起的细胞凋亡中发挥着重要作用 ,Vpr可

引起分裂细胞 ,包括肿瘤细胞发生凋亡。由此可

见 ,Vpr诱导细胞凋亡机制的阐明不仅对 HIV的致

病机制会有更深入的了解 ,而且由于 Vpr诱导肿瘤

细胞凋亡而将其用于抗肿瘤研究也有重要意义。

目前对 Vpr诱导各种细胞凋亡机制的阐明不尽相

同 ,现将 Vpr蛋白诱导被感染细胞发生细胞凋亡机

制的研究进展作一综述。

1　细胞凋亡概述

细胞凋亡 (apoptosis)也称为程序性细胞死亡 ,

是多细胞生物体的重要自身稳定机制之一。主要

表现为 :细胞核染色质浓缩、染色体 DNA断裂、细

胞膜形成泡状突起。凋亡细胞的染色体 DNA被蛋

白酶在核小体处切断 ,形成约 180bp 或其整数倍长

度的 DNA片断 ,在电泳时形成特征性的梯形电泳

条带。细胞凋亡是一个主动的、信号依赖的过程 ,

受到很多基因的调控。

目前发现启动凋亡的途径主要有 2种 :细胞膜

受体途径和线粒体途径。

在凋亡程序的启动及执行过程中 , Caspase

(cysteinyl aspartate2specific proteases)蛋白酶家族起

着非常重要的作用。Caspase 分为启动型和执行

型 ,前者接受死亡信号、启动凋亡或激活下游的分

子 ,形成 Caspase 级联反应 ;后者则降解细胞骨架、

蛋白质、核酸等 ,产生细胞皱缩 ,膜出泡 ,DNA断裂

等凋亡特征现象。Caspase 3在细胞凋亡过程中起

着不可替代的作用。Caspase 3 最主要的底物是多

聚 (ADP2核糖)聚合酶 [poly (ADP2ribose) polymerase ,

PARP] ,在发生细胞凋亡时 , 116kDa 的 PARP 在

Asp2162Gly217之间被 Caspase 3剪切成为 31kDa 和

85kDa 2个片段 ,使 PARP中与 DNA结合的 2个锌

指样结构与羧基端的催化区域分离 ,导致受 PARP
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负调控影响的 Ca2 + ΠMg2 +依赖性核酸内切酶的活性

增高 ,裂解核小体间的 DNA ,引起细胞的凋亡。

2　Vpr诱导细胞凋亡机制

211　Vpr蛋白与线粒体的相互作用

线粒体是真核细胞的重要细胞器 ,位于线粒体

内膜与外膜接触位点的通透性转变孔道

(mitochondrial permeability transition pore , MPT)的开

放和关闭产生的线粒体膜电位的改变在细胞凋亡

中是至关重要的。Jacotot 等发现 ,合成的全长 96

个氨基酸的 Vpr与其 C2端部分 Vpr52296都可引起

线粒体膜电位的丢失 ,而 Vpr N2端部分 Vpr1251 却

不能。进一步将 Vpr52296中的 2 个亮氨酸残基由

丙氨酸置换后 ,Vpr52296 的诱导凋亡功能没有改

变 ,然而如果将位于 2个 H(SΠF) RIG功能域中的或

2个功能域之间的精氨酸 (R73A、R77A、R80A)置换

后 ,Vpr52296的诱导细胞凋亡功能明显降低。Vpr

作用于 Jurkat 细胞后 ,引起线粒体膜电位的丢失 ,

以及接下来的对过氧化物阴离子增加和细胞核的

凋亡的影响 ,可以被 PTPC抑制子 CsA和 BA以及

过量表达的 Bcl22 蛋白所阻断。相反 Caspase 抑制

子 Z2VAD2fmk却不能阻止线粒体膜电位的耗散[1 ]。

那么 ,Vpr蛋白是如何直接作用于线粒体而引

起凋亡的呢 ? 一些实验证实 ,Vpr蛋白可以作用于

细胞核[2 ]、胞浆膜[3 ]以及线粒体[4 ]
,但 Jacotot 的结

果表明 Vpr蛋白作用于线粒体时才表现出其诱导

凋亡功能。进一步研究 Vpr 蛋白作用于线粒体何

处而引起细胞凋亡的过程中 ,Jacotot 等将纯化的线

粒体与生物素标记的 Vpr52296共同作用后 ,通过免

疫印迹发现了外膜的电压依赖的阴离子通道

(voltage2dependent anion channel , VDAC)和内膜的腺

嘌呤核苷转位蛋白 (adenine nucleotide translocator ,

ANT)是与 Vpr52296 相结合的蛋白 ,如果线粒体中

先加入 BA ,实验的最后就不能看到 VDAC和 ANT。

另外 Jacotot 的实验结果进一步证实 ,在 Vpr对线粒

体凋亡作用过程中 ,VDAC的特异性抑制剂 PA10

可以完全消除 Vpr的作用 ,ANT配体 BA只能部分

地影响 Vpr的作用 ,而 CsA却起不到任何的作用。

由此他们认为 ,Vpr是通过 VADC跨过线粒体外膜 ,

进入到内膜而与 ANT相互作用。Bcl22 可以阻止

Vpr结合到 ANT上 ,但 Bcl22 影响不到 Vpr 与 ANT

的结合 ,这有可能是Vpr在线粒体上除了ANT外还

有一个作用位点。BA对 Vpr的影响可能是 BA修

饰通透转运孔复合物 (permeability transition pore

complex , PTPC)使 Vpr进入线粒体内部减少而引起

的 ,而不是与 Vpr 竞争结合 ANT造成的。他们提

出 ,Vpr对线粒体膜稳定性的影响是通过 4个步骤

完成 :首先 Vpr 通过 VADC跨过线粒体外膜 ,通过

外膜后 ,Vpr52296与 ANT1042116相互作用 ,两者的

结合造成 ANT转变形成非特异的孔道 ,导致内膜

通透性的改变 ,内膜通透性改变造成线粒体基底膜

膨胀 ,而最终导致线粒体外膜的破溃 ,释放出线粒

体内部蛋白 ,引起细胞凋亡[5 ]。

Roumier 等的实验也证实了Vpr与ANT的直接

作用 ,但他们的观点与 Jacotot 并不相同。Roumier

等将合成 Vpr52296多肽作用于野生型的鼠胚胎干

细胞、缺失 Apaf21 基因的鼠胚胎干细胞、缺失

caspase 9的鼠胚胎干细胞以及经同源重组而失去

AIF作用的鼠胚胎干细胞后 ,细胞均出现了线粒体

膜电位耗损、膜稳定性的丧失以及 ROS ( reaction

oxygen specie ,ROS)水平的升高。而且 Vpr 的作用

呈现剂量效应性。加入 Z2VAD2fmk 以及敲除 AIF

都不能影响到 Vpr的细胞毒性作用。同时 ,存在于

线粒体膜上的具有抑制线粒体膜通透性

(mitochondrial membrane permeabilization , MMP)特性

的 Bcl22和 vMIA均可阻断由 Vpr引起的细胞凋亡。

vMIA或称 UL37是由 CMV编码的细胞凋亡病毒源

性线粒体抑制子 ( viral mitochondrial inhibitor of

apoptosis ,vMIA) ,它特异性地与 ANT相互作用 ,而

不与 VDAC作用。但他们没有发现 Vpr 作用于鼠

胚胎干细胞后 Caspase 3的激活 ,Vpr作用于 Hela细

胞后虽然出现了明显的细胞死亡 ,但也没有观察到

Caspase 3的激活。由此他们认为 ,HIV Vpr蛋白诱

导细胞凋亡是通过非依赖2Caspase的线粒体途径而

进行的。Vpr通过与 ANT相互作用而对MMP产生

的诱导性作用是 Vpr 引起细胞凋亡的一个关键步

骤 ,而由此与MMP相关的生物能量释放的“灾难”,

足以引起细胞的死亡 ,在此过程中就无须代谢水解

酶的参与[6 ]。

212　Vpr蛋白对 Caspase蛋白的激活

Stewart 等在表达有 Vpr 蛋白的细胞中加入广

谱的 Caspase家族抑制剂 Boc2D2FMK后显著地降低

了由 Vpr 蛋白引起的细胞凋亡[7 ]。在表达 Vpr 蛋

白的细胞中共表达杆状病毒 P35 蛋白或牛痘病毒

Crm A后 ,细胞的凋亡比例明显下降 ;在表达Vpr蛋

白的细胞中加入合成的 Caspase 抑制剂 Z2VAD2fmk
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后 ,细胞凋亡比例也明显下降[8 ]。这些结果表明 ,

Vpr蛋白诱导细胞凋亡可能是通过 Caspase 的激活

介导的。Muthumani 等在对表达 HIV Vpr的重组腺

病毒 AdCMV2vpr感染外周淋巴细胞和 T细胞引起

凋亡的研究过程中发现 ,Vpr蛋白引起的外周淋巴

细胞和 T细胞凋亡是通过 Caspase 9激活途径而非

Caspase 8 途径 ,最终激活 Caspase 3 而引起细胞的

凋亡。他们在 AdCMV2vpr 感染的细胞中加入抗2
CD95抗体后 ,细胞凋亡并未受到抑制 ;在 AdCMV2
vpr 感染 FasΠFADD 缺失的细胞系 SW480 后 ,

AdCMV2vpr 同样引起 SW480 细胞的凋亡 ,提示

Caspase 8 未参与 Vpr 蛋白引起的凋亡。相反

AdCMV2vpr感染细胞后 ,引起细胞内线粒体膜电位

的改变 ,同时检测到细胞色素 C、Caspase 9、Caspase

3的表达[9 ]。在建立的 CD4启动子Π增强子转录 vpr

基因的转基因动物模型中 ,转基因动物的淋巴器官

和外周血液中的 T淋巴细胞大量凋亡。研究表明

Bcl2x、Bax 和 Caspase21 参与了细胞凋亡过程 , FasΠ
Fas2L系统没有参与其中[10 ]。

Patel 等报道在 Vpr蛋白引起神经细胞凋亡的

过程中 ,Caspase 8参与了细胞凋亡过程。他们将由

麦芽糖结合蛋白融合表达系统表达的 Vpr 蛋白作

用于成熟的人神经细胞和未分化的人畸胎样瘤细

胞系 NT2后 ,经 Annexin V法和 TUNEL 法检测 ,细

胞出现凋亡而且凋亡呈现 Vpr 蛋白剂量依赖性。

通过 Caspase 活性检测 ,Caspase 8参与细胞凋亡过

程[11 ]。Vpr蛋白可以通过形成离子通道直接对神

经细胞产生毒性导致细胞死亡[12 ,4 ]。由此他们认

为Vpr蛋白可能通过其低聚体化的结构域与细胞

上的受体样结构相互作用后 ,使 Fas、Fas相关死亡

结构域和 Caspase 8形成复合蛋白 ,激活 Caspase 8 ,

激活的 Caspase 8 再激活其下游的效应 Caspase 3 ,

而引起细胞的凋亡。

213　Vpr蛋白与 NFκB的相互作用

还有一种关于 Vpr 诱导细胞凋亡机制认为 ,

Vpr蛋白作为糖皮质激素 ( GCs)的相似物 ,可通过

结合于 GC受体复合物 ,上调NFκB抑制子 IκB基因

的转录 ,抑制NFκB介导的基因转录 ,调节细胞的凋

亡和增殖 ,而产生其对细胞的作用[13 ,14 ]。Vpr蛋白

和 GC作用人外周淋巴细胞 (PBMCs)和横纹肌肉瘤

(RD)后 ,两者表现出相似的对细胞凋亡作用。将

表达 Vpr蛋白的质粒与 NFκB驱动转录报告基因的

质粒同时转染 PBMCs和 RD后 , 报告基因转录水

平受到抑制 ,且表现为对 Vpr剂量依赖关系。同时

发现细胞内的 IκB 转录水平升高 ,这些结果表明 ,

Vpr通过提高 IκB的转录而抑制 NFκB活性 ,达到诱

导细胞凋亡的作用[15 ]。

214　Bcl22和 P53蛋白的可能作用

Bcl22作为抗凋亡基因和 P53蛋白作为肿瘤抑

制因子在细胞凋亡过程中起一定的作用 ,但对 Bcl2
2、P53在 Vpr诱导细胞凋亡过程中的作用 ,学者们

的观点也不相同。Shostak 等[8 ]和 Muthumani 等[16 ]

的实验证实 ,在表达有正常 P53蛋白、突变 P53 蛋

白以及缺陷 P53蛋白的细胞中 ,Vpr蛋白都能够引

起细胞凋亡。Chang 等在共表达 Vpr和 Bcl22蛋白

的细胞实验中发现 ,共表达有 Bcl22蛋白的细胞中

细胞凋亡明显减弱[17 ]。Jacotot 等在对合成的 Vpr

多肽对体外分离的线粒体引起的膜变化中发现 ,加

入重组 Bcl22蛋白后阻断了由 Vpr蛋白引起的线粒

体基底肿胀和线粒体膜通透性的改变 [1 ]。然而

Muthumani 等将 AdCMV2vpr 感染各种 Bcl22 蛋白高

水平表达的细胞 ,均引起了细胞的凋亡。他们认

为 ,通过高效表达载体腺病毒感染细胞后 ,不论细

胞内 Bcl22蛋白的表达水平高低 ,大量的 Vpr 蛋白

直接作用于线粒体上的结合位点 ,通过线粒体途径

而诱导细胞的凋亡[16 ]。

3　小　结

HIV感染人体后可因 HIV直接感染 CD4细胞

而造成 CD4细胞的死亡 ,虽然对 HIV造成 CD4 细

胞死亡的机制还存在着很大的争议 ,但目前认为

HIV引起的 CD4 细胞凋亡是其中一个重要因素。

凋亡是细胞抵御病毒感染的一个重要机制 ,因此在

感染的早期阶段 ,很多病毒往往编码一些蛋白质阻

断细胞的凋亡过程。但另一方面 ,病毒通过引起细

胞凋亡而达到逃避免疫反应和促进其播散的目

的[18 ,19 ]。HIV病毒作为逆转录病毒 ,其基因组整合

至宿主基因组中 ,HIV引起被感染细胞凋亡后可限

制宿主因对 p24而产生的病毒免疫反应 ,从而促进

病毒的持续存在[7 ]。

对于 Vpr导致细胞凋亡的机理研究目前还在

进展之中。除 Patel 等对 Vpr蛋白诱导神经细胞凋

亡作用研究时 ,认为它是通过受体途径激活

Caspase 8而产生细胞凋亡外 ,多数的学者认为 Vpr

蛋白是通过线粒体途径而导致细胞凋亡的。

Caspase在 Vpr 蛋白引起细胞凋亡中的作用 ,学者
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们存在不同的意见。一种观点认为 ,Vpr蛋白通过

直接而且特异地与结合在 PTPC中的 ANT相互作

用 ,改变线粒体膜通透性 ,导致凋亡诱导因子 (AIF)

和细胞色素 C的释放 ,激活 Caspase、DNases等的级

联反应 ,引起核染色质的固缩 ,最终引起细胞的凋

亡。另一种观点认为 ,Vpr 是通过非 Caspase 依赖

性线粒体途径而导致细胞死亡的[20 ]。Korsmeyer等

在研究 Bax诱导白血病细胞系 Jurkat 凋亡时 ,最早

提出 Bax诱导的细胞死亡可能不需要 Caspase的参

与 ,他们发现 Bax作用后的细胞没有出现 DNA 断

裂 ,而是线粒体膜电位的下降、ROS水平升高 ,以及

DNA固缩、出现胞浆内空泡等现象。但这些变化

是否直接参与了细胞死亡还是作为其他死亡因素

而同时出现 ,还不清楚[20 ]。Roumier 等认为的 Vpr

非依赖 Caspase而引起的细胞死亡存在一些凋亡的

特点 ,如细胞核致密性的变化和染色质固缩 ,但这

可能只是一种非凋亡性的细胞死亡的表现[6 ]。

将表达 Vpr 蛋白的重组非复制型腺病毒感染

肝癌细胞 ,研究 Vpr 对肝癌细胞作用时发现 (未发

表数据) Bax蛋白表达明显升高、Caspase3蛋白表达

未见明显变化 ,在这些结果的基础上 ,我们将更深

入地从细胞形态学和生物化学等方面的改变阐明

Vpr对细胞作用的机制。
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Recent Advance in Apoptosis Induced by HIV Vpr

Wei Qiang1 　Wang Jianwei2 　Li Fan1 　Hong Tao2

(1 Medical School of Jilin University　Jilin　130021)

(2 Institute of Virus Disease Control and Prevention ,Chinese Center of Disease Control and Prevention　Beijing　100052)

Abstract　Viral protein R (Vpr) ,a non2structure accessory protein encoded by HIV21 ,can induce apoptosis in a

variety of cells. Recent advances indicate that Vpr trigger mitochondrial membrane permeabilization (MMP) via a

specific interaction with the adenine nucleotide translocator ( ANT) in the permeability transition pore complex

( PTPC) ,thereby a composite ion channel shapes within the inner mitochondrial membrane whose opening results in the

dissipation of the mitochondrial transmembrane potential (Δψm) ,followed by permeabilization of the outer mitochondrial

membrane with consequent release of the soluble intermembrane protein ,including apoptosis inducing factor (AIF) ,

cytochrome c and the proteins activate DNase and Caspases to initiate the process of apoptosis.
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