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摘要：人T淋巴细胞白血病病毒I(HTL3cLI)可导致成人 T淋巴细胞白血病(ATL) 临床多以外周血T淋巴细胞的恶性 

增殖为特征，并伴有T淋巴细胞的形态异常。HrLv—I Tax基因鳊码的蛋白在T淋巴细胞癌变过程中起重要作用。通过稿毒 

基 因的构成，着重介露 Tax基因与宿主细胞多种因素的相互作用对肿瘤形成的影响。 
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人 T淋巴细胞白血病病毒 I型(HrLv-I)属于逆 

转录病毒科、肿瘤病毒亚科中的病毒。HTLV—I感染是 

全球性的，日本西南部、加勒比海地区、南非及北非地区 

为这种病毒的高发区 J。此外以色列、意大利、薪几内 

亚、美国也有 HTLv_I病例报道，我国福建省沿海地区 

曾有HTLv．I流行。l订Lv—I可通过输血、分娩、哺乳、 

性接触等途径传播。虽然在所有感染 HTLV．I的人群 

中仅有部分患者最终导致成 人 T 淋巴细胞 自血病 

(ATL)，但HTLv—I对 T淋巴细胞的转化作用却引起人 

们的普遍关注，并努力寻找克服及阻断肿瘤形成的可能 

路径。 

1 人类白血病病毒基因 

1．1 HrLv_I基因排列与长重复序列 

HrLv'I约有 9kb核苷酸组成基因组 ，基因组排列 

依次为 5 LTR-gag-pro-po1．env-pX-3 LTR 。 。每一末端 

的长重复序列(LTR)长为 754个核苷酸，其中含有 U3一 

R-U5结构的序列，u3、R和 U5分别为 353、221及 183 

个核苷酸。5 与 3 两个 LTR中携带有病毒的启动子和 

其它调节元件。HrLv．I启动子位于 L1R U3区域 ，包 

括3个 21bp不完全重复序列的拷贝，也称 Tax响应元件 

(TRE)，其中位于中间部位的TRE对转录活性影响最 

大。在 LTR的u3／R中含有增强病毒转录的序列 _4 。 

1．2 HrLV．I结构基因与非结构基因 

gag和 eFIV基因为病毒结构基因，pro pot和 pX为病 

毒的非结构基因区域 。 

gag基因主要编码3种核 tk,蛋白p19、p24、p15，组成 
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病毒的核衣壳；erlv编码病毒胞膜糖蛋白 gp46和穿膜糖 

蛋白 D21e，为病毒胞膜的特异性蛋白。pro编码病毒的 

蛋白酶；pot主要编码病毒的逆转录酶、整合酶 、核酸酶 

H；pX区域有 X基因、_I'ax基因和 Rex基因 。 J。 

pX区主要包含 4个开放读码框架(ORF)，ORb"I 

mRNA转录 p12 I，ORb"11转录 p131I，p30Ⅱ，ORb"1II 

和oRFⅣ n6LNA转录Tax蛋白和 Rex蛋白。X基因区 

编码病毒的辅助性蛋白 p12 I、p3011、p131I 根据转基 

因动物实验结果推测 x基因与 HTLV一1在体内高感染 

状态有关。Tax基因为病毒的转化基因，编码 p40 ， 

p4O 是病毒转录的反式激活因子。Rex基因编码 p27 

和 p21 ，是病毒表达转录后的调节因子，在未拼接和未 

完成拼接的病毒 RNA桉内运出过程 中起重要作用，具 

有调节病毒 mRNA单一双拼接与非拼接之间的平衡的功 

能L7．81。Rex基因编码的蛋白还诱导未拼接病毒 tC'qA在 

核内的积聚，目前还不能肯定未拼接病毒 RNA在棱内 

的积聚与病毒对 T淋巴细胞无限增殖具有相关性。 

2 Tax基因与宿主细胞间的相互作用 

Tax 基因不是癌基因，它通过其编码的蛋白反式激 

活宿主细胞的相关基因，并引起宿主细胞的转化，导致宿 

主细胞的无限增殖。Tax 基因编码蛋白p40 ，其分子量 

为42kD，属核磷酸蛋白。Tax 蛋白可与位于病毒 LTR 

U3区域的 Tax 响应元件 TRE一1和 TRE-2相互作用，在 

病毒和细胞基因的表达过程中发挥反式激活的效应， 

Tax 基因对细胞的转化活性便依赖于基因产物对细胞生 

长调节基因的反式激活 。 

Tax 基因编码的蛋白通过 cAMP响应元件结台蛋白 

或(和)激活转录因子(AT cREB)途径活化病毒基因的 

表达，也可通过对转录因子 NF-r．B的活化，引发许多细 
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胞基因的表达。另外，还可通过 SRF激活宿主的早期促 

分裂原基因的表达。 

2．1 Tax基因编码蛋白与 cAMP响应元件结合蛋白的 

相互作用 

Tax 基因编码的蛋白在与位于 LTR U3区域的 Tax 

响应元件 TRE-1和 TRE一2相互作用中，并不与 TRE一1 

和 TRE-2直接结合，而是通过激活其它与 TRE结合的 

转录因子，如 CREn／ATF家族的一些成员，这些细胞因 

子能与TRE-1相互作用。另外其它转录因子，如 sp1、 

TIF一1、Etsl、myb还可以同TRE-2结构位点结合。 

CREB和 cAMP响应元件调控蛋白(CREM)可以与 

Tax 蛋白直接结合形成 CREB-Tax 和 CREM-Tax 复合 

物，然后再与TRE-1结合。Tax蛋白与 CREB或 CREM 

结合可诱导CREB及 CREM 的活化。 

Tax 基因突变株 M22和 M47分别缺失经 NF-~B和 

CREn／ATF途径激活转录活性，实验结果显示M47突变 

的克隆株保留了T淋巴细胞无限增殖的活性 ，但 M22突 

变株 则失去 了这种特性。提 示 由 Tax 蛋 白激 活的 

CREn／ATF路径在HrLv_I感染导致的T细胞恶性增 

殖中并不是必需的，但 N F_KB途径的激活对细胞的增殖 

则可能非常重要 ⋯。观察在 IL．2依赖的 T细胞系 

CTLL-2细胞生长过程中 Tax 基因活性的作用时发现， 

从 IL-2依赖性到非依赖性 CTLL-2细胞转化生长过程 

中Tax 基因均有稳定表达。在 IL-2依赖性和非依赖性 

T细胞转化中Tax 基因编码的蛋白均起重要作用 。 

2．2 Tax基 因编码蛋 白与 NF-KB路径细胞因子的相互 

作用 

Tax基因编码的蛋白除了通过与 a砸B『ATF的相 

互作用．还可以通过 NF-~B蛋 白发 挥其反式激活作 

。 实验表明 NF-~B 1组(pS0、p65／RelA、C-Rel、 

V-Rel、RelB)和 NF—KB 2组(NF．．田2／D53)与 IL．2、IL一2 

链、GM-CSF、c—myc、TGF-13效应相关。Tax 蛋白能与几 

种 NF-~B蛋白直接结合，这种相互作用可能替代由磷酸 

化作用引起的NF_KB活化。 

IKB激酶 a(IKKa)和 IKB激酶 13(IKKg)是细胞活素 

诱导的两种激酶，是分子量为 700kD激酶复合物的组成 

部分，这种激酶复合物可对 IKB产生特异性的磷酸化，在 

酶的作用下 IKB逐步降解．形成 NF—KB在核内的转运。 

Hn．v．I Tax 蛋白可刺激 IKK的活性．构成 NF．KB基 

本的核内水平。为了观察 Tax 基因产物介导的 NF-KB 

途径的主要活性，用色谱分离的方法分析从 T淋巴细胞 

提取的 IKK蛋 白，其中包括 T淋巴细胞缺乏 Tax 基因 

的细胞株。在 IKK复合物中 IKK的活性及分布具有特 

征性，在具有 Tax 基因细胞的提取物中，7001d)激酶复 

合物中的 IKKa和 IKKB的活性均增高，令人惊奇的是 

表达 Tax 基因的细胞系也包含一个额外的 IKKp峰，但 

没有 IKKn的活性，分子量比700kD小，为 300kD。在含 

有 Tax 基因细胞的提取物中 I胡8含量极低，但 IcJ3a含 

量变化不大，并且主要包含 MAP3K MEKK1的一种剪 

切体。结果提示 Tax 蛋白可能以构成 NF一出 路径的几 

种物质为靶目标，导致这种细胞基因表达的重要调节因 

子的活化。 

Hn．v—I Tax 基因产物能激活 IKKQ和 IKKI3，Ir．J~ 

N末端正常的磷酸化可调节丝氨酸对 TNF—n和 IL 1刺 

激的反应性。Tax基因表达可引起 Ir．J~ N末端的磷酸 

化和降解。把 IKKQ和 IKKB缺失的突变株转染到人的 

JurkatT细胞或 293细胞中，也能抑制由 Tax蛋白介导 

的NF-~~B依赖性报道基因的表达。与此相似，NF一胡 诱 

导酶(NF-~B-inducing kinase．NIK)是由 TNF_n和 IL一1 

信号途径引导 IKKQ和 IKK口激活的上游酶，这种酶缺 

失的突变株可使 Tax 蛋白诱导 NF_KB的过程受阻。然 

而，在这些前炎性细胞因子路径上的浆膜近端元件似乎 

并不影响 Tax 蛋 白对 NF-~B的诱导作用，由此推测， 

HrLv_I Tax 基因产物利用前炎性细胞因子路径上远 

端部分引导诱发 NF-~B的活化。这种途径的病理性改 

变可能在HTLV—I介导的人 T细胞的转化过程中起重 

要作用。 

2．3 Tax基因表达对 D53功能的影响 

在 HTLV—I感染的T细胞中p53通常不发生突变， 

但其半衰期延长，功能也受到损伤。在 p53和Tax 基因 

短暂的联合表达中可导致 p53转录活性的抑制，阻碍由 

p53引起的细胞凋亡。Tax 基因突变株 M22对 CREW 

ATF路径有选择性，在 D53的功能中发挥相同的生物学 

作用。与此相反，具有 NF-KB活性 Tax 基因突变株 M47 

在这一系统中对 D53活性不产生任何影响。在 HrLV— 

I转染的T细胞系中未观察到 D53响应启动子的活性 ， 

Tax 基因表达也不干扰 p53与DNA的结合，但Tax 基因 

的表达能抑制细胞中 D53的反式激活功能，而这种抑制 

作用需要 Tax蛋白介导的CREB／ATF的活性，与 NF—KB 

路径无关 ’” 。 

2．4 Tax 基因袁达对增生细胞核内抗原袁达的影响 

增生细胞核内抗原(pmliferating cell nuclear anti— 

gen．PCNA)的基因产物可调节 DNA 的复制和修复路 

径，由于 PCNA启动子中含有 Tax 响应元件(TRE1)， 

Tax基因编码的蛋白能激活PCNA启动子的转录并使内 

源性 PCNA表达增加，使易感细胞内受损 DNA积累并 

加速 HTL．v．I对宿主细胞的转化 ” 。 

2 5 Tax 基因表达与 FasL及 Fas系统 

Fas抗原(Apo-l／CD95)是细胞的一种表面受体，可 

传导细胞凋亡信号，作为细胞毒 T细胞的效应器。许多 
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哺乳细胞可表达 Fas抗原。当活化 T细胞的 Fas配体 

(fas ligand，FasL)与 Fas受体结合后，导致携带 Fas抗原 

的细胞发生细胞凋亡。如果 FadFasL系统活化受到干 

扰或阻碍，便可导致宿主细胞恶性转化。 rL肿瘤细胞 

表达Fas抗原，在用抗 Fas单克隆抗体处理后出现凋亡。 

实验用 ATL细胞系 KOB对 Fas介导的凋亡有抵抗，并 

发现 KOB能表达两种形式的Fas mRNA，这种剪切的转 

录副本在一个读码框架上的第 9外显子缺乏 20个碱基 

对．并在第 239氨基酸位点上出现一个过早的终止密码。 

在原代腹水细胞和外周血细胞中也发现同样的突变。虽 

然淋巴结细胞与所有 ATL原代细胞具有相同的克隆来 

源，但在淋巴结细胞中却投有观察到这种突变。结果提 

示 ATL亚克隆需要淋巴结中出现 Fas突变．使得这种亚 

克隆从Fas／FasL系统介导的凋亡中逃逸并在宿主体内 

增殖，Fas基因的突变可能是 rL致病机理之一 。也 

有实验用细胞流式仪检测 ATL细胞表面 Fas抗原的表 

达，发现在 rL患者中 Fas抗原表达明显降低或缺少 

Fas抗原表达．在Fas阴性细胞中用RT-PCR检测 Fas基 

因序列时发现两种异常的转录体。其中一个在第 2外显 

子缺失 5个碱基对并有 1个碱基对的插人，而另外一个 

缺失第 4个外显子。这些突变导致等位基因转录提前终 

止．结果失去表面Fas抗原的表达 。用 Jurkat细胞系 

JPX-9研究 发现，Tax基 因编码 的蛋 白与 Fas配体 

(FasL)基因显著上行调节有关 J，当Fas／FasL路径被白 

细胞介紊 IB转化酶 ICE样蛋白酶 YVAD-cmk阻断时， 

Tax蛋白介导的细胞凋亡也教抑制，结果支持在 Tax蛋 

白介导的细胞凋亡中内源性 FasL作用的假设。用报告 

基因表达检测时发现，当与 Tax基因表达质粒共同转 

染，FaSL启动子的转录活性在 Jurkat细胞中明显被上 

调。 

2．6 Tax基因表达与 bc1系统 

1 基因表达可使小鼠T细胞系 crLL2抵抗由 

IL广2缺失诱导的细胞凋亡，bcl—xl表达与表达 Tax的 

cn．I．一2细胞在缺乏 IL2后对凋亡的抗性有关。bcl-x 

启动子可由野生型 1 蛋白反式激活，通过 NF．出 途径 

在保留反式激活活性的 Tax突变株中可观察到相似的 

作用。在 bc1．X启动子缺失或替换可能的 NF-~．B结合位 

点可明显地降低由Tax介导的反式激活作用。这个NF- 

出 样元件能在体外与 NF_出 家族蛋白形成复合体。此 

外也可因为 I I的突变而降低由Tax蛋白介导的 bcLx 

启动子反式激活作用，通过 NF-~．B途径由Tax蛋白诱导 

的bc1．x(L)表达，在缺乏 IL-2后可导致小鼠 T细胞 

CrLL广2细胞系凋亡受阻 。 

此外，Tax基因编码的蛋白还可以正向反式激活一 

些细胞原癌基因，在细胞增殖和捅亡中可能具有不同的 

作用 。有实验用 4种 HrL|V—I Tax转基因小鼠观察 

HTLv—I Tax基因在体内细胞凋亡和转化中的作用，这 

些转基因小鼠在 a]3e启动子一增强子序列调控之下传 

代，并出现不同的表型，如间质肿瘤、唾液腺和乳腺癌。 

原位DNA片段标记和免疫细胞化学分析显示肿瘤的捅 

亡增加，其与 Myc、Fos、Jun蛋白表达增加有关。此外． 

双免疫荧光标记显示 1h 基因表达和凋亡局限在同一 

部位，提示体内 Tax基因表达和凋亡也具有密切的关 

糸 。 
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电化学治疗肿瘤研究进展 

李大强综述 胡丽娜，刘维超审校 

(重庆医科大学附属第二医院，重庆 400010) 

摘要：综述电化学治癌机制、方法、动物实验及临床试验、优缺点、安全性等。实验证明电化学疗法是一种疗垃高、安全·巨 

大、设备简单、易于操作的综夸抗肿瘤方法之一。 
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电化学疗法(electrochemotherapy，ECT)是近年发展 

起来的新技术，对体内或表浅肿瘤破坏性强，且破坏范围 

易于控制，选择性杀伤肿瘤细胞而不会损伤正常组织 

国内外学者在大量的动物实验及 I、Ⅱ期临床试验中取 

得了显著效果，在肿瘤的局部治疗中展现了广阔的应用 

前景。 

1 电化学治癌机制 

1．1 肿瘤生存环境的改变 

肿瘤细胞对生存环境的改变比正常细胞更为敏感 ， 

这是放疗、化疗、电疗等方法的理论基础。Norderstrom 

等认为，人体内存在 尚未完全认识 的生物闭合 电路 

(BcEc)及血管．问质闭合电路(VICC)系统，激活人体各 

种组织和器官代谢所致电势差，肿瘤组织视为受损组织。 

它与健康组织存在电势差，直流电(direct current，Dc)及 

电流脉冲(eletric pulses，EP)可激活 VICC系统而使肿瘤 

局部产生一系列电化学反应，同时使质膜的通透性增加 ， 

使肿瘤细胞的生存环境发生剧变 ，DNA、酶及蛋白质构 

作者简介：李大~(1974一)，男，四川省宣汉人，博士生，主要研究方 

向为肿瘤的综合治疗。 

象发生变化．功能丧失，最终导致肿瘤细胞死亡。 

1．2 电穿孔及化疗药物 

膜的静息电位约为70mv左右，在脉宽为／~--rns、强 

度达kV／cm的电脉冲(EP)作用下，阳性区发生超极化， 

阴极区发生去极化 j。当跨膜电位(TP)达到 1v左右 

时，细胞内产生活性氧(reactive oxygen species，ROS)，导 

致脂质双分子层过氧化 ，膜上蛋白质、酶活性基团受到影 

响，膜流动性降低而变得僵化，膜上出现亲水性的微孔即 

电穿孔(electroporation) j，这些微孔使细胞膜的通透性 

增加，所 以又叫电通透作用(eleetropermeabilization)，化 

疗药物如博来霉素(BLM)是多效应的、细胞周期非特异 

性药物 ，它不易扩散通过脂质双分子层膜，且与膜上的蛋 

白质发生特异性结合，使得 BLM 的抗癌效应受到细胞 

膜和核膜的限制而影响其临床效果。Mir等报道电穿孔 

与 BLM 结合，能使 BLM 的细胞毒性增加 650 000倍。 

Cemazar等 在A／J鼠SA-1肿瘤实验中发现ECT能增 

加肿瘤细胞内的含量以及顺铂(DDP)与核内 DNA结合 

形成加合物的量，ECT结合 DDP治疗肿瘤时 DDP的细 

胞毒性比单用时增加 20倍。Sauer等 在前列腺癌试验 
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