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摘要：目的　研究利托那韦（ｒｉｔｏｎａｖｉｒ）对人类Ｔ细胞白血病病毒１型（ｈｕｍａｎＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＨＴＬＶ１）病毒侵染及
成人Ｔ细胞白血病（ａｄｕｌｔＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＴＬ）细胞恶性增殖抑制作用，并探讨其分子机制。方法　采用ＣＣＫ８和克隆形成实
验检测ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对多种ＡＴＬ细胞增殖的影响；流式细胞术、双荧光素酶报告基因技术、实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）和Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＨＴＬＶ１病毒侵染的影响；流式细胞术检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 ＡＴＬ细胞周期和凋亡的影响。结果　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ
能够抑制４种ＡＴＬ细胞株的增殖及ＨＴＬＶ１阳性细胞株的克隆性增殖，前者具有明显的量效关系，且对 ＨＴＬＶ１阳性细胞株
的抑制作用更明显（Ｐ＜００５）。阳性细胞株与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养后立即加入ｒｉｔｏｎａｖｉｒ，药物可明显下调后者红色荧光蛋白
的表达，抑制ＨＴＬＶ１病毒侵染到受体细胞（Ｐ＜００１）。阳性细胞株和Ｊｕｒｋａｔ细胞共培养体系中立即加入ｒｉｔｏｎａｖｉｒ后，受体细
胞中ＨＴＬＶ１相关病毒基因Ｔａｘ等ｍＲＮＡ水平均有抑制作用（Ｐ＜００１），而１２ｈ病毒侵染完成后再加入ｒｉｔｏｎａｖｉｒ，则无这些明
显影响。Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ剂量依赖性地抑制阳性细胞株ＡＴＬＴ细胞表面ＨＴＬＶ１包膜蛋白亚基ｇｐ４６的表达，从而抑制ＨＴＬＶ１病毒
的产生和侵染（Ｐ＜００１）。Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ将细胞阻滞于Ｇ１期，并促进细胞凋亡，且 ＨＴＬＶ１阳性细胞株的凋亡率显著高于阴性细
胞株（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。结论　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ通过降低ＷＴＬｕｃ病毒启动子活力，下调ＨＴＬＶ１相关病毒基因（Ｔａｘ、ＨＢＺ、Ｇａｇ、
Ｐｏｌ和Ｅｎｖ）表达，以及减少阳性细胞表面ＨＴＬＶ１包膜蛋白亚基ｇｐ４６表达从而抑制 ＨＴＬＶ１病毒的产生及侵染，并将细胞阻
滞于Ｇ１期，诱导其凋亡，从多环节有效抑制ＡＴＬ细胞增殖。
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｈｕｍａｎＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１（ＨＴＬＶ１）ｔｒａｎｓｍｉｓ
ｓｉｏｎａｎｄｍａｌｉｇｎａｎｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆａｄｕｌｔＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ（ＡＴＬ）ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｉｔｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍＭＥＴＨＯＤＳ　Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎａｎｄｖｉｔａｌｉｔｙｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｖａｒｉｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉｃｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＣＣＫ８ａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒ
ｏｎＨＴＬＶ１ｖｉｒｕｓｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＴｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡＴＬｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙＲＥＳＵＬＴＳ　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒｃｏｕｌｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒＡＴＬｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｔｈｅｃｌｏｎａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓＴｈｅｆｏｒｍｅｒｅｘｈｉｂｉｔｅｄａｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄｈａｄａｍｏｒｅｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎＨＴＬＶ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｐ＜００５）Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｏｆＨＴＬＶ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＪＥＴＷＴ３５ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｖｉｒｕｓｉｎｔｏｒｅｃｉｐｉｅｎｔｃｅｌｌｓ
（Ｐ＜００１）ＵｐｏｎｉｍｍｅｄｉａｔｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｔｏｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＨＴＬＶ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｒｅｗａｓａ
ｎｏｔａｂｌｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅＴａｘａｎｄｏｔｈｅｒｇｅｎｅｓｍＲＮＡｉｎｒｅｃｉｐｉｅｎｔｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１）；ｈｏｗｅｖｅｒ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｗｈｅｎｒｉｔｏｎａｖｉｒｗａｓａｄｄｅｄ１２ｈａｆｔｅｒｖｉｒｕｓｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎＭｏｒｅｖｅｒ，ｒｉｔｏｎａｖｉｒｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄａｄｏｅｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｇｐ４６
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｔｈｅＨＴＬＶ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｌｉｎｅＡＴＬＴ，ｔｈｅｒｅｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｖｉｒｕｓ
（Ｐ＜００１）ＲｉｔｏｎａｖｉｒｉｍｐｅｄｅｄｃｅｌｌｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｏＧ１ｐｈａｓｅａｎｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｗｉｔｈｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＨＴＬＶ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓｂｅｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＨＴＬＶ１ｎｅｇａｔｉｖｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｐ＜００５ｏｒＰ＜００１）ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒｅｘｅｒｔｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｖｉｒｕｓｂｙｄｉｍｉｎｉｓｈｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＷＴＬｕｃｖｉｒｕｓｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｒｅｌａｔｅｄｖｉｒｕｓｇｅｎｅｓ（Ｔａｘ，ＨＢＺ，Ｇａｇ，Ｐｏｌ，ａｎｄＥｎｖ）Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｉｔｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＨＴＬＶ
１ｐｏｓｉｔｉｖｅｍｅｍｂｒａｎｅｓｕｒｆａｃｅｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｓｕｂｕｎｉｔｇｐ４６Ｆｕｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｒｉｔｏｎａｖｉｒｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＡＴＬｃｅｌｌｓｂｙａｒｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅｉｎｔｈｅＧ１ｐｈａｓｅ，ｔｈｅｒｅｂｙｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ：ｒｉｔｏｎａｖｉｒ；ｈｕｍａｎＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１；ｖｉｒａｌｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｄｕｌｔＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ

　　成人Ｔ细胞白血病（ａｄｕｌｔＴｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＴＬ）
是由人类 Ｔ细胞白血病病毒 １型（ｈｕｍａｎＴｃｅｌｌ
ｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＨＴＬＶ１）感染引起的侵袭型 Ｔ
细胞恶性肿瘤［１］。该病毒是首个被发现的人类逆

转录病毒，感染后可引起严重的神经系统性疾病及

癌症等［２３］。ＡＴＬ潜伏期长，发病机制复杂，目前并
无公认的治愈 ＡＴＬ的方法或药物［４］。现阶段临床

上主要的治疗方法有常规化疗、一线抗病毒疗法及

异基因造血干细胞移植等，其中一线抗病毒疗法备

受关注。目前现行常规抗病毒治疗多采用齐多夫定

（ｚｉｄｏｖｕｄｉｎｅ，ＡＺＴ）与干扰素 α（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα，ＩＮＦα）
联用的方法，且该方法现已纳入欧洲和美国的护理

标准。该疗法虽能明显改善患者的临床症状、延长

生存期，但仍存在对某些亚型（如淋巴瘤型治疗生

存率接近０）无效、耐药性强、对病毒的靶向性不强
等缺陷［５］，因此，寻求新的疗效好、靶向性强的抗病

毒药物势在必行。

ＨＴＬＶ１主要通过病毒学突触或细胞导管和受
体细胞接触来实现有效的病毒传播［６］，因此，抑制

成熟病毒粒子的产生和侵染成为现阶段抗病毒药物

开发的研究重点。利托那韦（ｒｉｔｏｎａｖｉｒ）是１９９６年被
美国食品药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓ
ｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准上市的一种人类免疫缺陷病毒
（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）天冬氨酸蛋白
酶抑制剂，通过抑制 ＨＩＶ蛋白酶对 ＨＩＶＧａｇ、Ｇａｇ
Ｐｏｌ蛋白前体进行切割，从而使 ＨＩＶ颗粒保持在未
成熟的状态，抑制成熟具有传染性 ＨＩＶ病毒颗粒的
产生，减缓ＨＩＶ在细胞中的蔓延，延迟感染和疾病
发展［７］。近年来不少研究表明，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能诱导多
种肿瘤细胞（乳腺癌［８］、胰腺癌［９］等）凋亡及周期阻

滞，从而发挥抗肿瘤作用。此外，２０２１年１１月美国
ＦＤＡ紧急授权辉瑞公司研发的新型抗病毒药物帕
克洛维（ｐａｘｌｏｖｉｄ）用于治疗新型冠状病毒感染
（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ２０１９，ＣＯＶＩＤ１９），２０２２年２月
中国国家药监局应急特别批准 Ｐａｘｌｏｖｉｄ进口注册，
用于 ＣＯＶＩＤ１９的临床治疗［１０］。Ｐａｘｌｏｖｉｄ即为

ｒｉｔｏｎａｖｉｒ和奈玛特韦（ｎｉｒｍａｔｒｅｌｖｉｒ）两种抗病毒药物
组合包装而成的小分子新冠病毒治疗药物，可以有

效抑制新冠病毒在体内的复制，并对多种变异株表

现出抗病毒活性［１１］，作为首个口服新冠病毒治疗新

药，目前正在全球临床研究和疫情防控中发挥着极

其重要的作用。

ＨＴＬＶ１与 ＨＩＶ都作为与人类疾病相关的逆
转录病毒，其蛋白酶的结构和功能具有相似性，已

有研究推测未来ｒｉｔｏｎａｖｉｒ应用于ＨＴＬＶ１治疗具有
一定的可行性［１２］，但相关研究鲜有报道。本研究

选用多种 ＡＴＬ细胞为研究对象，采用 ＣＣＫ８、克隆
形成实验检测了ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＨＴＬＶ１细胞增殖的影
响，并通过流式细胞术、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、实时定量聚
合酶链反应（ｑＰＣＲ）和双荧光素酶报告基因技术
深入探究了ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制ＨＴＬＶ１病毒粒子产生和
侵染的分子机制，采用流式细胞术检测了ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对
ＨＴＬＶ１细胞周期及凋亡的影响。该研究成果探讨了
ｒｉｔｏｎａｖｉｒ杀伤ＡＴＬ细胞的具体机制，以期为抗ＨＴＬＶ１
特异性靶向药物的开发提供理论依据。

１　材料与方法
１１　材料与仪器

药品：ｒｉｔｏｎａｖｉｒ（美国 Ａｐｅｘｂｉｏ公司，ＣＡＳ：
１５５２１３６７５，批号：Ａ８２０３１１３３７７６９，有效期至 ２０２５
年５月，分子式为 Ｃ３７Ｈ４８Ｎ６Ｏ５Ｓ２，相对分子质量为
７２０９，纯度为９９％）。

细胞：未感染ＨＴＬＶ１病毒的Ｔ细胞株，文中简
称为ＨＴＬＶ１阴性细胞株，如 Ｊｕｒｋａｔ和 Ｍｏｌｔ４，感染
ＨＴＬＶ１病毒简称为ＨＴＬＶ１阳性细胞株，如ＡＴＬＴ、
ＡＴＬ２细胞株。其中，ＪＥＴＷＴ３５、Ｊｕｒｋａｔ、Ｍｏｌｔ４、ＡＴＬ
Ｔ细胞株为本实验室保存，ＡＴＬ２细胞株为日本京
都大学馈赠。

试剂：ＬＴＸ／Ｐｌｕｓ转染试剂、ＭｉｔｏｍｙｃｉｎＣ（美国
Ｓｉｇｍａ公司，批号分别为 ＣＮ２４８１２１２、００００１２１１８２）；
ＧＡＰＤＨ抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，批号：
０００８３１２６）；ＡｎｔｉＨＴＬＶ１ｇｐ４６抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
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公司，批号Ｆ０４２０）；双荧光素酶报告基因试剂盒（美
国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，批号：００００４４９８０１）；ＣＣＫ８试剂盒
（美国Ａｐｅｘｂｉｏ公司，批号：Ｋ１Ｄ１Ｂ１１１３３ＥＦ５Ｅ）；细胞
周期与细胞凋亡检测试剂盒（上海碧云天生物科技有

限公司，批号：０３３０２２２２０４２８）。
仪器：实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ

公司）；倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＣｙｔｏＦＬＥＸＳ流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；
ｉＭａｒｋ酶标仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；管式发光检测仪
（德国Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司）。
１２　细胞培养

细胞复苏后，用含有体积分数１０％ＦＢＳ、体积分
数１％双抗的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基在３７℃、体积
分数５％ ＣＯ２的培养箱中培养，取对数生长期细胞
进行消化传代。

１３　ＣＣＫ８和克隆形成率实验检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对细
胞增殖能力的影响

以每孔３０００个细胞接种于９６孔板中，不含细
胞的培养基组为空白对照组，Ｊｕｒｋａｔ细胞和 Ｍｏｌｔ４
　　　　　　

细胞分别加入终浓度为０、１０、１５、３０、４０、５０μｍｏｌ·
Ｌ－１的 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ，ＡＴＬＴ细胞和 ＡＴＬ２细胞分别加入
０、１０、１５、２０、３０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１的ｒｉｔｏｎａｖｉｒ，每组３复
孔。常规培养０、２４、４８ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８
试剂，培养４ｈ后，酶标仪４５０ｎｍ波长下测量光密度
（ＯＤ）值，计算ＩＣ５０值。ＡＴＬＴ接种后培养过夜待细
胞 贴 壁，加 入 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１），孵 育
１２～１４ｄ，出现细胞克隆后，弃去培养基，甲醇固定
并用结晶紫染色后拍照。

１４　细胞共培养及流式细胞术检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对
ＨＴＬＶ１阳性细胞株侵染能力的影响

将ＡＴＬＴ和 ＪＥＴＷＴ３５细胞按体积比１∶３进行
混合，每孔１６×１０５个接种于４８孔板中培养２ｈ，待
细胞基本贴壁后，对照组加入相应浓度的二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）继续培养 ６０ｈ，立即加入药物组加入
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｉｔｏｎａｖｉｒ；１２ｈ后加入药物组待细胞培
养１２ｈ后，再加入同等浓度药物（图１）。药物统一
处理４８ｈ后收集细胞，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ，弃
上清，用ＰＢＳ重悬，流式细胞仪检测荧光强度。

Ａ－细胞共培养处理流程图；Ｂ－药物处理流程图；ＣＴＲＬ－对照组；ＦＡＣＳ－荧光激活细胞分选术。

Ａ－ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｃｅｌｌｃｏｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ；Ｂ－ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＣＴＲＬ－ｃｏｎｔｒｏｌ；ＦＡＣＳ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ．

图１　细胞共培养及药物处理流程图
Ｆｉｇ１　Ｃｅｌｌｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｌｏｗｃｈａｒｔ

１５　双荧光素酶报告基因实验
将ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２细胞接种于 ６孔板中，并用

１００μｇ·ｍＬ－１ＭｉｔｏｍｙｃｉｎＣ（ＭＭＣ）处理ＡＴＬＴ细胞
１ｈ，从而排除ＨＴＬＶ１供体细胞对报告基因结果的
影响。将Ｊｕｒｋａｔ细胞接种于２４孔板中，并用 ＬＴＸ／
Ｐｌｕｓ转染试剂转染 ＨＴＬＶ１启动子报告基因质粒
ＷＴＬｕｃ，ＬＴＸＰｌｕｓ质粒浓度按照１∶２∶１的比例进行
转染。将经过 ＭＭＣ处理的 ＡＴＬＴ与转染了 ＷＴ
Ｌｕｃ的Ｊｕｒｋａｔ以１∶１共培养，然后按“１４”项下分组
加药处理后收集细胞，双荧光素酶报告基因检测各

组细胞中荧光素酶的活性。

１６　ｑＰＣＲ法检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 ＨＴＬＶ１病毒相关基
因表达的影响

加药处理后收集细胞，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞
总ＲＮＡ（全程冰上操作），将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，
ＰＣＲ仪定量检测，引物由生工生物工程（上海）有限
公司设计并合成，引物序列见表１。
１７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 ＨＴＬＶ１阳性细
胞内ｇｐ４６表达的影响

细胞经药物处理后加入 ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂
解１５ｍｉｎ后提取总蛋白。１２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ收集上清液，ＢＣＡ定量后经电泳分离蛋白，半
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干电转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，再用５％的脱脂
奶粉室温封闭２ｈ，一抗、二抗孵育后取出 ＰＶＤＦ膜
并用ＰＢＳＴ清洗，ＥＣＬ化学发光检测条带。

表１　 ＨＴＶ１相关基因引物序列
Ｔａｂ．１　 ＨＴＬＶ１ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｆｏｒｗａｒｄ　　　 Ｐｒｉｍｅｒｒｅｖｅｒｓｅ　　　

Ｔａｘ ＴＣＴＣＡＣＡＣＧＧＣＣＴＣＡＴＡＣＡＧ ＡＴＡＴＴＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＧＧＴＣＡ

ＨＢＺ ＴＧＴＴＴＣＧＡＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧＴＧ ＧＧＡＴＡＡＴＡＧＣＣＣＧＴＣＣＡＣＣＡ

Ｇａｇ ＣＴＴＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣＧＴＧ ＴＴＧＣＴＧＧＴＡＴＴＣＴＣＧＣＣＴＴＡ

Ｐｏｌ ＣＣＴＣＣＴＧＣＣＣＣＧＣＴＴＡＣＴ ＧＴＴＧＴＧＧＴＴＧＣＣＣＣＴＴＧＣ

Ｅｎｖ ＴＧＧＣＧＧＡＧＧＣＴＡＴＴＡＴＴＣＡＧ ＴＴＧＡＧＧＣＧＴＧＡＣＡＣＴＴＣＴＴＧ

１８Ｓ ＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＴ ＣＣＡＴＣＣＡＡＴＣＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

１８　流式细胞术检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对阳性细胞株表面
ＨＴＬＶ１包膜蛋白亚基ｇｐ４６表达的影响

将ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２细胞密度调整为１×１０５ｍＬ－１

接种于１２孔板中，加入终浓度为２０μｍｏｌ·Ｌ－１的
ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处理细胞４８ｈ。收集细胞并计数，每组取
１×１０５个细胞加入 ＡｎｔｉＨＴＬＶ１ｇｐ４６抗体，室温孵
育１５ｍｉｎ。用ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞２次，再加入山
羊抗鼠ＩｇＧ（５９４荧光标记二抗），室温孵育１５ｍｉｎ。
流式细胞仪检测细胞表面红色荧光的染色情况，并

统计分析。

１９　流式细胞术检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对细胞周期与凋亡
的影响

收集细胞后加入体积分数７０％乙醇固定细胞。
次日１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ弃乙醇，ＰＢＳ洗涤后
收集细胞。每管加入１０μＬＲＮａｓｅＡ和２５μＬＰＩ染
色液，３７℃避光水浴３０ｍｉｎ后上机，ＦｌｏｗＪｏ软件检
测ＤＮＡ含量。

以１×１０５ｍＬ－１的密度将细胞接种于１２孔细胞
培养板中，分别加入１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１的ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处
理，每组３复孔，孵育４８ｈ后收集细胞。避光条件
下加入５μＬ的ＦＩＴＣ和ＰＩ，室温下避光孵育１５ｍｉｎ，
流式细胞仪检测细胞凋亡。

１１０　统计学分析
所有实验至少进行 ３次重复，采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ

Ｐｒｉｓｍ８０软件对结果进行统计分析和作图，结果报
告为 珋ｘ±ｓ，组间统计比较采用ｔ检验，以Ｐ＜００５表
示在统计学上具有显著性差异，以 Ｐ＜００１表示在
统计学上具有极显著性差异。

２　结　果
２１　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ显著抑制多种ＡＴＬ细胞的恶性增殖

采用ＣＣＫ８法检测不同浓度的ｒｉｔｏｎａｖｉｒ在４８ｈ

内对ＨＴＬＶ１阴性细胞株（Ｊｕｒｋａｔ、Ｍｏｌｔ４）和 ＨＴＬＶ１
阳性细胞株（ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２）增殖活性的影响。结果
见图２Ａ，１０～５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对多种 ＡＴＬ细
胞株增殖都存在抑制作用，且该抑制作用呈现一定的

时间和剂量依赖性。统计分析可知，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 Ｊｕｒ
ｋａｔ、Ｍｏｌｔ４、ＡＴＬ２、ＡＴＬＴ的半数抑制浓度 ＩＣ５０分别
为：４０２３，５１７０，２９９３，３６８４μｍｏｌ·Ｌ－１，与 Ｊｕｒｋａｔ、
Ｍｏｌｔ４相比，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２具有更为明显
的抑制作用，且存在统计学差异（Ｐ＜００５）（图２Ｂ）。
表明ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对多种不同来源的ＡＴＬ细胞增殖均存
在显著抑制，但其对ＨＴＬＶ１阳性细胞的抑制作用更
为明显。因此，后续选择将 ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２作为主要
的研究对象，进一步探索ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抗ＨＴＬＶ１病毒粒子
产生和侵染的分子机制。

为了再次确认 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 ＨＴＬＶ１阳性细胞株
生长的抑制作用，本研究采用了克隆形成实验。结

果见图２Ｃ，与ＤＭＳＯ处理的对照组相比，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处
理组的ＡＴＬＴ细胞克隆数显著减少（Ｐ＜００１），表
明ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能明显抑制 ＨＴＬＶ１阳性细胞株的克隆
性增殖。

２２　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制 ＪＥＴＷＴ３５细胞中红色荧光蛋白
ｔｄＴｏｍａｔｏ的表达

ＪＥＴＷＴ３５是经过改造的 Ｊｕｒｋａｔ报告细胞系，该
细胞转染了一个含有 ＨＴＬＶ１病毒蛋白 Ｔａｘ反应元
件的报告基因质粒。在 ＨＴＬＶ１感染及 Ｔａｘ表达情
况下，Ｔａｘ反应元件被活化，从而诱导其下游红色荧
光蛋白 ｔｄＴｏｍａｔｏ的表达［１３］。采用 ＡＴＬＴ和 ＪＥＴ
ＷＴ３５细胞共培养实验检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 ＨＴＬＶ１病
毒粒子侵染的影响，结果见图３，“立即加入药物组”
能抑 制 ＪＥＴＷＴ３５中 红 色 荧 光 蛋 白 的 表 达
（Ｐ＜００１）。而“１２ｈ后加入药物组”对红色荧光蛋
白的表达无明显影响（Ｐ＞００５），这表明ｒｉｔｏｎａｖｉｒ可
抑制细胞与细胞接触介导的 ＨＴＬＶ１侵染，而病毒
侵染完成后药物则对Ｔａｘ反应元件活化无影响。
２３　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制ＨＴＬＶ１侵染ＪＥＴＷＴ３５受体细胞

为进一步验证 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对 ＪＥＴＷＴ３５细胞中荧
光蛋白表达的影响，本研究运用流式细胞术检测

ＪＥＴＷＴ３５细胞中的荧光强度。ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２与
ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养实验组中，“立即加入药物组”
皆能显著抑制 ＪＥＴＷＴ３５细胞中红色荧光的表达
（Ｐ＜００１），１２ｈ后加入药物则无影响（Ｐ＞００５），
这一结果表明 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ仅能抑制 ＨＴＬＶ１侵染受体
细胞这一过程，而在病毒侵染完成后再加入药物则

无影响，见图４。
·９７６·
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Ａ－ＣＣＫ８法检测ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对成人Ｔ细胞白血病细胞Ｊｕｒｋａｔ、Ｍｏｌｔ４、ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２增殖的影响；Ｂ－ｒｉｔｏｎａｖｉｒ作用于ＨＴＬＶ１阴性和阳性细胞株的ＩＣ５０；Ｃ－克隆形成

率实验检测ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＡＴＬＴ细胞增殖的影响；与对照组相比，１）Ｐ＜００５；２）Ｐ＜００１。

Ａ－ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎＪｕｒｋａｔ，Ｍｏｌｔ４，ＡＴＬＴａｎｄＡＴＬ２ｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ；Ｂ－ｔｈｅＩＣ５０ｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｉｎＨＴＬＶ１ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄａｎｄｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓ；Ｃ－ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡＴＬＴｃｅｌｌｓｂｙｃｌｏｎａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；１）Ｐ＜００５；２）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　利托那韦（ｒｉｔｏｎａｖｉｒ）对人类 Ｔ细胞白血病病毒１型（ＨＴＬＶ１）细胞株增殖的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＴＬＶ１ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ａ－ＡＴＬＴ与ＪＥＴＷＴ３５共培养，立即加入药物组或１２ｈ后加入药物组对 ＪＥＴＷＴ３５细胞中红色荧光蛋白表达的影响；Ｂ－ＪＥＴＷＴ３５细胞中的红色荧光率；Ａｆｔｅｒ

０ｈ－立即加入药物组；Ａｆｔｅｒ１２ｈ－１２ｈ后加入药物组（下同）；与对照组相比，１）Ｐ＜００１；ＮＳ－无统计学差异。

Ａ－ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ“ａｄｄｉｎｇｄｒｕｇｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ”ｏｒ“ａｄｄｉｎｇｄｒｕｇａｆｔｅｒ１２ｈ”ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒａｔｅｏｆＪＥＴＷＴ３５

ｃｅｌｌｓ；Ａｆｔｅｒ０ｈ－ａｄｄｉｎｇｄｒｕｇｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ０ｈ；Ａｆｔｅｒ１２ｈ－ａｄｄｉｎｇｄｒｕｇｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ１２ｈ，ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

ＮＳ－ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

图３　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＪＥＴＷＴ３５细胞中红色荧光蛋白表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２４　 双荧光素酶报告基因检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制
ＨＴＬＶ１病毒侵染

本研究使用双荧光素酶报告基因实验进一步验

证ｒｉｔｏｎａｖｉｒ是否具有抑制 ＨＴＬＶ１侵染的功能。结
果见图 ５，经过 ＭＣＣ处理的 ＨＴＬＶ１阳性细胞株
ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２与转染了ＨＴＬＶ１启动子报告基因质
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粒ＷＴＬｕｃ的Ｊｕｒｋａｔ细胞共培养后发现，在单独Ｊｕｒ
ｋａｔ组中，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＷＴＬｕｃ的活力无影响；而在实
验组，共培养后立即加入 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能显著下调
ＨＴＬＶ１侵 染 Ｊｕｒｋａｔ后 激 活 的 ＷＴＬｕｃ活 力

（Ｐ＜００１），而共培养１２ｈ后再加入药物则无明显
影响（Ｐ＞００５）。该结果进一步表明，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能显
著抑制ＨＴＬＶ１病毒粒子的侵染，而侵染完成后则
无影响。

Ａ－ＡＴＬＴ与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养体系；Ｂ－ＡＴＬ２与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养体系；与对照组相比，１）Ｐ＜００１；ＮＳ－无统计学差异；ＰＥ－橙色偏红的荧光。

Ａ－ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＡＴＬＴａｎｄＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＡＴＬ２ａｎｄＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＮＳ－ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ；ＰＥ－ｐｈｙｃｏｅｔｙｔｈｒｉｎ．

图４　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ下调被ＨＴＬＶ１侵染的ＪＥＴＷＴ３５细胞比例．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＲｉｔｏｎａｖｉｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨＴＬＶ１．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ａ－ＡＴＬＴ与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养体系；Ｂ－ＡＴＬ２与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养体系；与对照组相比，１）Ｐ＜００１；ＮＳ－无统计学差异。

Ａ－ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＡＴＬＴａｎｄＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＡＴＬ２ａｎｄＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＮＳ－ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

图５　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制ＨＴＬＶ１侵染Ｊｕｒｋａｔ细胞．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＲｉｔｏｎａｖｉｒｂｌｏｃｋｓｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆＨＴＬＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｎｇＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２５　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制受体细胞中 ＨＴＬＶ１病毒基因
表达

将 ＭＭＣ处理后的 ＨＴＬＶ１阳性细胞株 ＡＴＬＴ、
ＡＴＬ２和ＨＴＬＶ１阴性细胞株Ｊｕｒｋａｔ细胞共培养，分
别以“立即加入药物”“１２ｈ后加入药物”处理共培养
体系，进一步通过 ｑＰＣＲ检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对受体细胞

Ｊｕｒｋａｔ中ＨＴＬＶ１相关病毒基因的表达情况。“立即
加入药物组”对Ｊｕｒｋａｔ细胞中的Ｔａｘ、ＨＢＺ、Ｇａｇ、Ｐｏｌ和
Ｅｎｖ的表达均有抑制作用（Ｐ＜００１），而“１２ｈ后加入
药物”对上述基因的表达则无明显影响（Ｐ＞００５）。该
结果表明 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ通过降低病毒基因的表达以抑制
ＨＴＬＶ１病毒粒子的产生和侵染，见图６。

·１８６·
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Ａ－ＡＴＬＴ与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养体系；Ｂ－ＡＴＬ２与ＪＥＴＷＴ３５细胞共培养体系；与对照组相比，１）Ｐ＜００１；ＮＳ－无统计学差异。

Ａ－ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＡＴＬＴａｎｄＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ＣｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＡＴＬ２ａｎｄＪＥＴＷＴ３５ｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＮＳ－ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

图６　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ下调与ＨＴＬＶ１阳性细胞共培养的Ｊｕｒｋａｔ中病毒基因的转录水平．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＲｉｔｏｎａｖｉｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｖｉｒａｌｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅＪｕｒｋａｔｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨＴＬＶ１ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２６　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制阳性细胞表面 ＨＴＬＶ１病毒包膜
蛋白亚基ｇｐ４６的表达

ＨＴＬＶ１病毒的侵染是由病毒包膜糖蛋白（ｅｎ
ｖｅｌｏｐｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）的表面亚基 ｇｐ４６与宿主细胞表
面受体相互作用后启动的［１４］，为了进一步揭示

ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＨＴＬＶ１病毒侵染的分子机制，本研究采
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对细胞内总 ｇｐ４６
表达的影响。结果见图 ７Ａ，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对细胞内总
ｇｐ４６的含量无影响。阳性细胞株表面ＨＴＬＶ１病毒
包膜蛋白亚基 ｇｐ４６与靶细胞表面受体相互作用介

导的膜融合是ＨＴＬＶ１病毒复制的重要环节。为了
进一步探究 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ是否通过作用于 ＨＴＬＶ１阳性
细胞株表面的ｇｐ４６蛋白，从而抑制 ＨＴＬＶ１病毒的
侵染，本研究分别用１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处理
ＡＴＬＴ细胞 ４８ｈ，通过流式细胞仪检测细胞表面
ｇｐ４６的表达。结果见图７Ｂ，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制 ＡＴＬＴ细
胞 表 面 ｇｐ４６的 表 达，且 具 有 剂 量 依 赖 性
（Ｐ＜００１）。结果表明ｒｉｔｏｎａｖｉｒ可能是通过影响细胞
表面 ＨＴＬＶ１包膜蛋白亚基 ｇｐ４６的表达以抑制
ＨＴＬＶ１病毒的侵染。

Ａ－ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对细胞内总ｇｐ４６表达的影响；Ｂ－ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对细胞表面ｇｐ４６表达的影响；与对照组相比，１）Ｐ＜００１。

Ａ－ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｏｔａｌｇｐ４６ｉｎｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｐ４６ｏｎｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图７　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＡＴＬＴ细胞表面ｇｐ４６表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｐ４６ｉｎＡＴＬＴｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２７　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ将ＡＴＬ细胞株周期阻滞在Ｇ１期
Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬ２细胞经不同浓度 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处理的

细胞周期分布结果见图８。结果显示，Ｊｕｒｋａｔ细胞经
０、１０、２０μｍｏｌ·Ｌ－１的 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处理后的 Ｇ１分别为
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５００％、５０２％ 和 ５４５％，ＡＴＬ２细胞经 ０、１０、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１的 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处理后的 Ｇ１分 别 为
５０８％、５８５％ 和 ６７９％，和 Ｊｕｒｋａｔ细胞相比，
ＡＴＬ２的 Ｇ１期细胞显著增加（Ｐ＜００５），且该作用

呈现一定的药物剂量依赖性。结果表明 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ将
ＡＴＬ细胞株周期阻滞在Ｇ１期，通过影响细胞的周期
进程从而抑制细胞增殖，且对 ＨＴＬＶ１阳性细胞株
周期阻滞效果更显著。

与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图８　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬ２细胞周期分布的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＪｕｒｋａｔａｎｄＡＴＬ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２８　ｒｉｔｏｎａｖｉｒ诱导ＡＴＬ细胞凋亡
为了探究ｒｉｔｏｎａｖｉｒ抑制ＡＴＬ细胞生长是否与诱

导细胞凋亡相关，本研究对 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ处理后的细胞
进行ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色，流式细胞术分析细胞凋亡
分布比例。结果见图９，１０μｍｏｌ·Ｌ－１的ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对
Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬＴ和 ＡＴＬ２的凋亡诱导率分别为
５０３％、１０４９％和９３４％，２０μｍｏｌ·Ｌ－１的ｒｉｔｏｎａｖｉｒ
对 Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬＴ和 ＡＴＬ２的凋亡诱导率分别为
８３６％、１９３２％和 ２７０８％。和 Ｊｕｒｋａｔ细胞相比，
ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对ＡＴＬＴ和ＡＴＬ２细胞的凋亡诱导率明显
提高，呈时间剂量依赖性（Ｐ＜００１），该结果表明
ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能诱导 ＡＴＬ细胞株凋亡，且对阳性细胞
株效果更显著。提示ｒｉｔｏｎａｖｉｒ可通过诱导ＡＴＬ细
胞凋亡从而抑制细胞的增殖，阻碍 ＡＴＬ的发生
发展。

３　讨　论
ＡＴＬ是一种极难治愈的 Ｔ细胞恶性增殖性血

液疾病，人类 Ｔ细胞白血病病毒１型 ＨＴＬＶ１为其
病原体。据统计，目前全球有两千多万 ＨＴＬＶ１病
毒携带者，该病毒潜伏期长，发病机制复杂，且近年

来发病率逐年上升［１５］。ＡＴＬ临床亚型多种多样，发

病机制复杂，极难治愈，目前针对 ＡＴＬ的抗病毒疗
法仍存在很大的局限性，如常规化疗的耐药性强、副

作用大等缺陷直接影响了治疗效果［１６］。因此，寻求

新的更为安全有效的抗病毒药物势在必行。ｒｉｔｏｎａ
ｖｉｒ作为抗ＨＩＶ病毒的蛋白酶抑制剂，具有优异的药
代动力学特征。临床上低剂量 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ还常被作为
其他蛋白酶抑制剂的增强剂，如添加到针对丙型肝

炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染的联合疗法中
破坏细胞色素 Ｐ４５０３Ａ４酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０３Ａ４，
ＣＹＰ３Ａ４）的氧化能力，阻止 ＣＹＰ３Ａ４对其他抗病毒
蛋白酶抑制剂药物的氧化代谢，还可通过 Ｐ糖蛋白
（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）和多药耐药相关蛋白（ｍｕｌｔｉ
ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）外排通道限
制细胞转运和其他蛋白酶抑制剂的外排，从而达到

良好的抗病毒效果［１７１８］。由美国辉瑞公司研发的

新型抗病毒药物Ｐａｘｌｏｖｉｄ（由Ｎｉｒｍａｔｒｅｌｖｉｒ和ｒｉｔｏｎａｖｉｒ
组成），通过抑制新冠病毒自身编码中剪切和加工

ＲＮＡ的主要蛋白酶 ３ＣＬｐｒｏ阻止病毒复制，目前正
在全球疫情防控中发挥巨大作用［１９］。近年也有报

道ｒｉｔｏｎａｖｉｒ可通过抑制ＮＦκＢ的活化诱导原代ＡＴＬ
细胞凋亡［２０］，但关于ｒｉｔｏｎａｖｉｒ是否直接靶向ＨＴＬＶ１
病毒尚未研究。为进一步证实ｒｉｔｏｎａｖｉｒ　　　　
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Ａ－不同浓度的ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２凋亡的影响；Ｂ－Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２凋亡率统计图；与对照组相比，１）Ｐ＜００１。

Ａ－ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＪｕｒｋａｔ，ＡＴＬＴ，ａｎｄＡＴＬ２ｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆＪｕｒｋａｔ，ＡＴＬＴ，ａｎｄＡＴＬ２ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓ；
１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图９　Ｒｉｔｏｎａｖｉｒ对Ｊｕｒｋａｔ、ＡＴＬＴ、ＡＴＬ２细胞凋亡的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｉｔｏｎａｖｉｒｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＪｕｒｋａｔ，ＡＴＬＴ，ａｎｄＡＴＬ２ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

的抗病毒作用，本研究选用ＡＴＬ细胞株作为研究对
象，通过双荧光素酶报告基因技术、ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ等检测其对 ＨＴＬＶ１病毒侵染的影响。结果显
示ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能明显抑制ＨＴＬＶ１病毒的产生及侵染，
与此同时，流式细胞术还提示 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ阻滞细胞于
Ｇ１期，并促进其凋亡，且对阳性细胞株的效果显著

高于阴性细胞株，结合本研究实验结果，推测 ｒｉｔｏｎａ
ｖｉｒ可能直接靶向 ＨＴＬＶ１病毒，具有成为潜在抗
ＡＴＬ药物的可能。

ＨＴＬＶ１是最早发现的与人类恶性肿瘤相关的
逆转录病毒，该病毒与 ＨＩＶ等其他逆转录病毒类
似，是一种包膜病毒，病毒表面含有源自宿主细胞膜
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的包膜。ＨＴＬＶ１病毒５′ＬＴＲ启动子起始编码核心
蛋白（Ｇａｇ）、逆转录酶（Ｐｏｌ）和包膜蛋白（Ｅｎｖ）等外
源逆转录病毒中常见的结构基因以及 ＨＴＬＶ１病毒
特有的ｐＸ区域［２１２２］。ｐＸ区位于３′ＬＴＲ与 Ｅｎｖ之
间，编码Ｔａｘ、Ｒｅｘ、ＨＢＺ等一系列重要的调节基因及
ｐ１２等辅助基因。多年来研究表明，Ｔａｘ在病毒致癌
早期通过转录激活ＨＴＬＶ１ＬＴＲ启动子活力来增强
病毒 ｍＲＮＡ合成，从而促进病毒的转录与复制。
Ｔａｘ还是多条重要细胞信号通路如 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ等激
活剂，促进 ＡＴＬ细胞增殖与 ＨＴＬＶ１的致癌转
化［２３］，但约有 ６０％的 ＡＴＬ细胞丧失了 Ｔａｘ表达。
而ＨＢＺ却是唯一一个在所有 ＡＴＬ病人样品中持续
表达的病毒编码基因，它可抑制经典 ＮＦкＢ信号通
路［２４２５］，激活ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路［２６］，其ＡＤ结构
域通过与多种转录因子结合的方式参与调控细胞内

信号通路，与 Ｔａｘ一起协同促进 ＨＴＬＶ１的感染。
病毒结构蛋白 Ｇａｇ作为多蛋白前体，能在 ＨＴＬＶ１
蛋白酶的作用下裂解成多个功能结构域（基质：

ｐ１９、衣壳：ｐ２４、核衣壳：ｐ１５），这些结构域能加速
ＨＴＬＶ１病毒的组装与出芽［２７］。Ｐｏｌ蛋白编码３种
酶：逆转录酶、ＲＮａｓｅＨ和整合酶，催化逆转录病毒
感染的全过程［２８］。Ｅｎｖ蛋白在ＨＴＬＶ１病毒侵染过
程中起核心作用，它与宿主细胞表面受体结合，触发

病毒和宿主细胞膜融合，从而介导病毒侵染［１４］。因

此，ＨＴＬＶ１病毒蛋白对病毒侵染至关重要，本研究
通过实验证实，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ可降低 ＷＴＬｕｃ病毒启动子
活力，并且下调 ＨＴＬＶ１相关病毒基因（Ｔａｘ、ＨＢＺ、
Ｇａｇ、Ｐｏｌ和Ｅｎｖ）的表达，能够有效阻断ＨＴＬＶ１在Ｔ
细胞中的传播，而共培养１２小时病毒侵染完成后则
效果不佳，表明 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ在病毒生成及早期传播进
入受体细胞阶段发挥关键作用，上述研究将为今后

运用ｒｉｔｏｎａｖｉｒ实现抗病毒治疗提供线索。
病毒包膜糖蛋白（Ｅｎｖ）在由高尔基体运送至细

胞膜的过程中，被宿主细胞蛋白酶切割成表面糖蛋

白ｇｐ４６和跨膜糖蛋白 ｇｐ２１［２９］，ｇｐ４６与宿主细胞表
面受体葡萄糖转运蛋白１（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，
ＧＬＵＴ１）、神经纤毛蛋白１（ｎｅｕｒｏｐｉｌｉｎ１，ＮＲＰ１）及
硫酸乙酰肝素蛋白多糖（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙ
ｃａｎｓ，ＨＳＰＧｓ）结合后，由 ｇｐ２１启动其与宿主细胞膜
和融合，从而实现病毒的传播。过表达 ＧＬＵＴ１后，
Ｅｎｖ前体蛋白的剪切水平会受到一定程度的抑制，
从而使得ｇｐ４６在细胞表面的分布减少，最终导致病
毒侵染受到抑制［３０］。治疗急性早幼粒细胞白血病

的药物三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３），通过抑制ＨＴＬＶ１ｇｐ４６

的表达，从而对ｇｐ４６诱导的 ＨＴＬＶ１感染细胞和靶
细胞之间合胞体的形成产生抑制作用，证实ｇｐ４６可
成为病毒传播的重要靶标［３１］。戊聚糖多磷酸盐

（ｐｅｎｔｏｓａｎｐｏｌｙｓｕｌｆａｔｅ，ＰＰＳ）通过抑制ＨＴＬＶ１阳性细
胞ＭＴ２和 ＭＴ４细胞表面 ＨＴＬＶ１ｇｐ４６表达和合
胞体生成，从而抑制 ＨＴＬＶ１病毒粒子的产生［３２］。

ＨＩＶ病毒结构功能和 ＨＴＬＶ１相似，２００７年经美国
ＦＤＡ批准用于 ＨＩＶ感染患者的小分子药物马拉韦
罗（ｍａｒａｖｉｒｏｃ），是辅助受体细胞表面趋化因子受体
５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ５，ＣＣＲ５）拮抗剂，通
过结合 ＣＣＲ５的疏水跨膜域，非竞争性地阻止了
ｇｐ１２０（与ＨＴＬＶ１ｇｐ４６功能类似）与 ＣＣＲ５的相互
作用，进而抑制病毒附着和进入受体细胞［３３］。本研

究同样发现，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能显著抑制 ＡＴＬＴ细胞表面
ｇｐ４６的表达，且呈现剂量依赖，推测ｒｉｔｏｎａｖｉｒ可能通
过影响阳性细胞表面ＨＴＬＶ１包膜糖蛋白亚基ｇｐ４６
的表达进而抑制病毒粒子的侵染，ｇｐ４６未来将成为
临床治疗ＡＴＬ的有效靶点。

据报道，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能够抑制周期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１
和周期蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，
ＣＤＫ）２、４、６的表达，从而使得乳腺癌细胞周期阻
滞在 Ｇ１期

［８］。Ｂａｔｃｈｕ等［９］发现，在胰腺癌细胞中

ｒｉｔｏｎａｖｉｒ不仅通过下调 ＣＤＫ４的表达并上调其对应
的 ＣＤＫ抑制因子 ｐ２１Ｃｉｐ／ＷＡＦ１的表达使细胞 Ｇ１期阻
滞，还通过抑制视网膜细胞瘤蛋白（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＢ）的磷酸化下调转录因子 Ｅ２Ｆ１（细胞
周期从 Ｇ１期向 Ｓ期转化所必需的转录因子）的活
性，从而阻断周期进程。另外，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ通过上调
凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｃａｓｐａｓｅ９的表达和下调
抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达促进胰腺癌细胞凋
亡［３４］。本研究同样发现，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ将细胞阻滞于
Ｇ１期，并促进细胞凋亡，且 ＨＴＬＶ１阳性细胞株的
生长抑制、周期阻滞及凋亡率皆显著高于阴性细

胞株，推测该药物可直接靶向病毒，通过降低病毒

基因表达抑制 ＡＴＬ细胞的生长。但 ｒｉｔｏｎａｖｉｒ作为
具有抗 ＨＴＬＶ１潜质的抗肿瘤药物，其阻滞细胞周
期及诱导 ＡＴＬ细胞株凋亡的分子机制还有待进一
步探究。

综上，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ能显著抑制 ＡＴＬ细胞增殖，抑制
ＨＴＬＶ１病毒粒子的产生和侵染，并阻滞其周期，诱
导其凋亡，其机制可能通过降低病毒基因表达、抑制

ｇｐ４６膜泡运输过程、周期及凋亡调控等多环节发挥
作用。结果提示，ｒｉｔｏｎａｖｉｒ具有成为潜在抗肿瘤药物
的可能，具有继续深入研究的价值。
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