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　　摘　要：目的　构建人疱疹病毒８型（ＨＨＶ８）融合蛋白原核表达载体，为诊断 ＨＨＶ８感染奠定基础。方法　构建 ＨＨＶ８

融合蛋白原核表达载体转化大肠杆菌ＤＨ５α，诱导表达融合蛋白ＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１。聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）和免

疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法鉴定融合蛋白。融合蛋白对无偿献血人员血清进行检测。结果　ＳＤＳＰＡＧＥ显示融合蛋白约２４ＫＤ，与

预期值一致；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示该融合蛋白可以和 ＨＨＶ８阳性血清特异性结合。融合蛋白包被酶连免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）板后

与无偿献血人员血清反应检测 ＨＨＶ８感染情况，检测结果与市售 ＨＨＶ８ＥＬＩＳＡ试剂盒检测结果一致。结论　本文构建的融

合蛋白可作为 ＨＨＶ８感染的检测抗原用来筛查献血人员 ＨＨＶ８感染情况及普通人群 ＨＨＶ８感染流行病学调查。

关键词：ＨＨＶ８；ＯＲＦ５９，ＯＲＦ６５，Ｋ８．１；融合抗原；融合ＰＣＲ

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．２３．００３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）２３２７０３０３

犉狌狊犻狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀，犱犲狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犎犎犞８犪狀狋犻犵犲狀

犠犪狀犵犖犪
１，犔犲狀犵犎狅狀犵

２，犢犪狀犅犲犻狕犺犪狀３，犠犪狀犵犢狌犪狀狔狌犪狀
１，犣犪狀犵犠犲狀狇犻犪狅

１，犔犻犕犻狀１，犣犺犪狅犌狌狅狇犻犪狀犵
１△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犕犻犮狉狅犫犻狅犾狅犵狔犪狀犱犐犿犿狌狀狅犾狅犵狔，犅犪狊犻犮犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲狅犳犣犺犲狀犵狕犺狅狌犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犣犺犲狀犵狕犺狅狌，犎犲狀犪狀

４５０００１，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犐犿犿狌狀狅犾狅犵狔犪狀犱犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔，犔狌狅狔犪狀犵犞狅犮犪狋犻狅狀牔犜犲犮犺狀犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犔狌狅狔犪狀犵，犎犲狀犪狀

４７１０００，犆犺犻狀犪；３．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犅犾狅狅犱犜狉犪狀狊犳狌狊犻狅狀，犎犲狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犻犪犾犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犣犺犲狀犵狕犺狅狌，犎犲狀犪狀４５０００３，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｏｆＨＨＶ８ｆｕｓｉｏｎａｎｔｉｇｅｎｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＨＨＶ８ｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｆｒａｇｍｅｎｔＯＲＦ５９，ＯＲＦ６５ａｎｄＫ８．１ｂｙｆｕｓｉｏｎＰＣＲｗａｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｉｎｔｏｐＱＥ８０Ｌａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α．ＦｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｔｏｅｘｐｒｅｓｓｂｙＩＰＴＧ．ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｆｕｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｓｅｒｕｍｏｆｂｌｏｏｄｄｏｎｏｒｓ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｐｌａｓｍｉｄｐＱＥ８０ＬＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１

ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｆｔｅｒｖｅｒｉｆｙｉｎｇｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｂｏｕｔ２４ＫＤ

ａｎｄｃｏｕｌｄｂｅｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＨＨＶ８ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ．ＴｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｈａｄｔｈｅｓａｍｅｒｅｓｕｌｔｔｏｄｅｔｅｃｔＨＨＶ８ｗｉｔｈｔｈｅ

ＨＨＶ８ＥＬＩＳＡｋｉｔ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＦｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｔｉｇｅｎｔｏｄｅｔｅｃｔＨＨＶ８ｏｆｂｌｏｏｄｄｏｎｏｒｓａｎｄ

ｃｏｍｍｏｎｐｅｏｐｌｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＨＨＶ８；ＯＲＦ５９，ＯＲＦ６５，Ｋ８．１；ｆｕｓｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ；ｆｕｓｉｏｎＰＣＲ

　　人类８型疱疹病毒（ｈｕｍａｎｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ８，ＨＨＶ８）又称卡

波西肉瘤相关病毒（Ｋａｐｏｓｉ′ｓｓａｒｃｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ，

ＫＳＨＶ），属人类疱疹病毒γ亚科 ＤＮＡ 病毒，是１９９４年由

Ｃｈａｎｇ等
［１］从ＡＩＤＳ患者组织中首先发现的一种新的人类疱

疹病毒［２３］。ＨＨＶ８在体内存在潜伏感染状态，受到某些条件

的激发，ＨＨＶ８进入病毒裂解状态。关于 ＨＨＶ８的检测，目

前仍没有较理想的检测手段。基于ＰＣＲ的 ＨＨＶ８ＤＮＡ检

测存在假阳性偏高的问题［４］。酶连免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测存在单一抗原使灵

敏性降低、漏检率偏高。细菌裂解来源的混合抗原导致交叉反

应过多，假阳性偏高。柔性肽具有良好的延展性，对邻近的肽

序列的空间结构影响不大。本实验拟以柔性肽连接 ＯＲＦ５９、

ＯＲＦ６５、Ｋ８．１共３片段，获得具有良好抗原性的融合肽段，为

ＨＨＶ８血清学诊断奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　原核表达载体ｐＱＥ８０Ｌ、质粒ＤＮＡ提取纯化试

剂盒、ＮｉＮＴＥＨｉｓ·ＢｉｎｄＲｅｓｉｎ亲和层析树脂（ＱＩＡＧＥＮ公

司）；大肠杆菌 ＤＨ５α、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、限制性内切酶

ＢａｍＨＩ、ＨｉｎｄⅢ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＷｅｉｇｈｔ

Ｍａｒｋｅｒ（Ｌｏｗ）、ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（大连宝生物公司）；人疱

疹病毒８型（ＨＨＶ８）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海丰翔生物科技有

限公司；ＨＨＶ８阳性血清（ＵｎｉｆｏｒｍｅｄＳｅｒｖｉｃｅｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

ｔｈｅＨｅａｌｔｈＳｃｉｅｎｃｅｓ职慧军博士惠赠）；ＨＲＰ标记的羊抗人

ＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ公司）；无偿献血者人员待检血清２２０例由洛阳市

中心血站提供。

１．２　方法

１．２．１　引物的设计与合成　根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的 ＨＨＶ８全

基因组序列（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＧＱ９９４９３５），利用生物信息学软件

预测 ＨＨＶ８病毒ＯＲＦ５９、ＯＲＦ６５、Ｋ８．１蛋白的良好抗原性区

域，参照文献最终确定 ＯＲＦ５９片段９６３４３～９６５５８位点、

ＯＲＦ６５片段１１１８９４～１１２１００位点、Ｋ８．１片段７５７３１～７５９４８

位点为目的片段。依据融合ＰＣＲ技术方法要领，分别设计３

对引物扩增ＯＲＦ５９、ＯＲＦ６５、Ｋ８．１基因片段，并在ＯＲＦ５９Ｆ５′

端引入ＢａｍＨＩ酶切位点，在 ＯＲＦ５９Ｒ、ＯＲＦ６５Ｆ、ＯＲＦ６５Ｒ、Ｋ

８．１Ｆ分别加上互补的柔性肽（ＧＧＧＧＳＧ）ＤＮＡ序列，在 Ｋ８．

１Ｒ引入终止密码子和 ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位点。ＯＲＦ５９Ｆ（５′ＧＣＡ

ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＴＧＴＧＧＡＴＴＴＴＣＡＣＴＡＴＧＧＧＧ

３′）；ＯＲＦ５９Ｒ（５′ＡＣＣＣＧＡＴＣＣＡＣＣＴＣＣＧＣＣＧＴＧＴＣＣ
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ＣＡＣＣＡＧＧＧＧＣＧＴ ＡＡ３′）；ＯＲＦ６５Ｆ（５′ＣＡＣＧＧＣＧＧＡ

ＧＧＴＧＧＡＴＣＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＴＡＴＴＡＴＧＡＧＧＣＣＴＡ

３′）；ＯＲＦ６５Ｒ（５′ＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＧＣＣＴＣＣＣＧＡＧＡＣ

ＣＣＣＣＡＧ ＴＧＡ ＧＴＣ ＣＴ３′）；Ｋ８．１Ｆ（５′ＴＣＧ ＧＧＡ ＧＧＣ

ＧＧＴＧＧＴＡＧＣＧＧＴＡＴＧＡＧＴＴＣＣＡＣＡＣＡＧＡＴＴＣＧＣ

Ａ３′）；Ｋ８．１Ｒ（５′ＡＴＡＡＡＧＣＴＴＣＴＡＣＣＣＧＴＴＴＡＧＧＧＡ

ＧＡＣＧＧＣＣＴＣＴＡＧ３′），引物由上海生工生物工程有限公司

合成。

１．２．２　目的基因扩增　应用淋巴细胞分层液分离 ＨＨＶ８阳

性患者抗凝血中外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），采用酚氯仿法

抽提 ＤＮＡ 为模板。常规 ＰＣＲ 分别扩增 ＨＨＶ８ＯＲＦ５９、

ＯＲＦ６５、Ｋ８．１目的序列。再混合 ＯＲＦ５９、ＯＲＦ６５、ＯＲＦ５９Ｆ

ＰＣＲ产物为模板，用 ＯＲＦ５９Ｆ和 Ｋ８．１Ｒ为引物进行融合扩

增，获得由柔性肽基因连接的融合基因片段 ＯＲＦ５９ＯＲＦ６５

Ｋ８．１，电泳鉴定。

１．２．３　重组表达载体的构建　ＢａｍＨＩ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切融合

片段 ＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１和ｐＱＥ８０Ｌ原核表达载体，电泳，

胶回收纯化。载体ｐＱＥ８０Ｌ和融合片段在Ｔ４连接酶作用下，

１６℃过夜连接后转化大肠埃希菌ＤＨ５α，挑取阳性克隆抽提质

粒，ＢａｍＨＩ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切电泳鉴定。重组质粒送上海生工

生物工程有限公司测序。

１．２．４　融合蛋白的诱导表达及纯化　取对数生长期ｐＱＥ

８０ＬＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１表达载体转化菌，加入异丙基硫代Ｄ

半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃诱导表达６ｈ，离

心收集菌体，超声破碎后取上清１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏ

ｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ），检测融合蛋白表达情况。同时将收集的上清液用

０．４５μｍ滤膜过滤，利用ＮｉＮＴＥＨｉｓ·ＢｉｎｄＲｅｓｉｎ亲和层析纯

化融合蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合蛋白　取未诱导转化菌裂解产

物、诱导转化菌裂解产物及亲和层析纯化融合蛋白进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，通过半干转印法将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上，封闭２ｈ

后，与ＨＨＶ８阳性血清３７℃孵育结合１ｈ，洗涤后，加入ＨＲＰ

标记的羊抗人ＩｇＧ孵育１ｈ，显色。

１．２．６　包被融合蛋白抗原ＥＬＩＳＡ法检测待检血清　调整纯

化的融合蛋白浓度为３μｇ／ｍＬ，按１００μＬ／孔４℃过夜包被酶

标板。０．０５％ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ２０洗板３次，２％ＢＳＡ３７℃封闭１

ｈ。用上述包被板检测２２０例无偿献血人员血清。方法：在

１８０μＬＰＢＳ中加入待检血清２０μＬ／孔，３７℃反应４５ｍｉｎ；洗

涤３次后加入１∶５０００ＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＧ（１００μＬ／孔），

反应３０ｍｉｎ；洗涤后加入 ＴＭＢ底物（１００μＬ／孔），反应１５

ｍｉｎ，加终止液终止反应，４５０ｎｍ波长测量各孔的吸光度，换算

出个样品抗体浓度，以大于５ｎｇ／Ｌ为阳性。２２０例待检血清

同时用上海丰翔生物科技有限公司人疱疹病毒８型（ＨＨＶ８）

ＥＬＩＳＡ试剂盒检测，比较本实验所包被的融合蛋白抗原检测

ＨＨＶ８感染的检出效果。

２　结　　果

２．１　目的基因的扩增及融合　以 ＨＨＶ８基因组ＤＮＡ为模

板分别对ＯＲＦ５９、ＯＲＦ６５、Ｋ８．１基因进行ＰＣＲ扩增，获得长

度分别为２４３、２４７、２４６ｂｐ片段。对３段目的基因进行融合扩

增后，获得６９３ｂｐ片段，电泳结果均与预期相符（图１）。

２．２　重组质粒的双酶切鉴定　重组质粒ｐＱＥ８０ＬＯＲＦ５９

ＯＲＦ６５Ｋ８．１经ＢａｍＨＩ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后，电泳出现４．８ｋｂ

的载体条带和６８１ｂｐ的融合基因片段（ＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ

８．１），与预期相符（图２），测序结果与设计目的片段序列相符，

重组载体成功构建。

　　Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡ 分子质量标准；１：ＯＲＦ５９基因扩增片段；２：

ＯＲＦ６５基因扩增片段；３：Ｋ８．１基因扩增片段；４：ＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１

融合基因扩增片段。

图１　　ＯＲＦ５９、ＯＲＦ６５、Ｋ８．１和融合基因ＯＲＦ５９

ＯＲＦ６５Ｋ８．１的ＰＣＲ扩增产物电泳图

　　Ｍ：２０００ｂｐ分子质量标准；１：ｐＱＥ８０ＬＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１重组

质粒ＢａｍＨＩ、ＨｉｎｄⅢ双酶切产物。

图２　　重组质粒ｐＱＥ８０ＬＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１

双酶切产物的电泳图

　　Ａ图：１：未诱导的ｐＱＥ８０ＬＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１转化菌裂解产

物；２：诱导的ｐＱＥ８０ＬＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１转化菌裂解产物；Ｍ：蛋白

分子质量标准。Ｂ图：１：纯化的融合蛋白；Ｍ：蛋白分子质量标准。

图３　　融合蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．３　融合蛋白的表达与纯化　将所构建的重组质粒在最佳诱

导条件下进行诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ检测表达情况。结果显
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示，目的蛋白于３７℃经ＩＰＴＧ诱导呈现高效表达（图３Ａ）。表

达产物经Ｎｉ柱亲和层析纯化后得到较纯的目的片段，融合蛋

白大小约２４Ｋｄ左右（图３Ｂ）。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，诱导转

化菌裂解产物及亲和层析纯化融合蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳转膜

后，能与 ＨＨＶ８阳性血清发生特异性结合而显色，而未诱导

转化菌裂解产物不能与 ＨＨＶ８阳性血清发生反应呈融合抗

原表达阴性（图４）。

　　１：未诱导转化菌裂解产物；２：诱导转化菌裂解产物；３：纯化的融合

蛋白。

图４　　融合蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

２．５　包被融合蛋白抗原ＥＬＩＳＡ法检测待检血清结果　用本

文所包被融合蛋白抗原ＥＬＩＳＡ法和 ＨＨＶ８ＥＬＩＳＡ试剂盒分

别检测２２０例无偿献血人员血清。本文所包被融合蛋白抗原

ＥＬＩＳＡ法对２２０例（男１０９例，女９１例）无偿献血人员血清中

ＨＨＶ８抗体进行检测，男性标本阳性检出７例，女性阳性检出

４例，阳性标本同时用 ＨＨＶ８ＥＬＩＳＡ试剂盒检测结果亦为阳

性，其他阴性标本用 ＨＨＶ８ＥＬＩＳＡ试剂盒检测结果亦为阴

性。证明本文所包被融合蛋白抗原ＥＬＩＳＡ法可以用来作为筛

选献血人员 ＨＨＶ８感染情况，可以作为普通人群 ＨＨＶ８感

染情况的流行病学调查。

３　讨　　论

ＨＨＶ８为一新发现的病毒，关于该病毒的报道较少。随

着对该病毒研究的深入，其传播途径、致病性、检测及免疫逃逸

等方面也将逐渐被人们所知［５９］。目前，关于 ＨＨＶ８的检测，

包括基于ＰＣＲ的 ＨＨＶ８ＤＮＡ特异性片段的检测以及基于

抗原抗体高度特异的血清学检测２种方法。ＰＣＲ检测存在模

板容易污染、且 ＨＨＶ８与ＥＢ病毒ＤＮＡ序列有很大的同源

性，均易导致假阳性［１０］。

采用血清学检测法时，重点在于检测抗原的选取。ＨＨＶ

８潜伏态、裂解态表达不同抗原，不同抗原在 ＨＨＶ８感染人群

中表达率、表达水平、抗原性有差异［１１］。因此，采用单一抗原

建立的ＥＬＩＳＡ法进行检测时准确率低，易造成漏检；若采用几

种 ＨＨＶ８特异性抗原进行融合来检测则可以提高检测的灵

敏性。目前，ＨＨＶ８可作为检测的抗原有潜伏态相关核抗原

（ｌａｔｅｎｃｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＬＡＮＡ１）
［１２］、ＨＨＶ８小包

膜蛋白（ＯＲＦ６５）
［１３］、壳膜蛋白（ＯＲＦＫ８．１）

［１４］。ＯＲＦ６５基因

编码的蛋白是 ＨＨＶ８特异性衣壳蛋白，具有良好的抗原性，

是建立ＥＬＩＳＡ检测方法的重要候选蛋白之一。Ｋ８．１蛋白在

ＨＨＶ８潜伏状态进入裂解周期时大量表达，是 ＨＨＶ８特有

的抗原，与其他疱疹病毒不存在交叉反应，具有较强的免疫原

性，是目前 ＨＨＶ８重要的检测抗原之一。ＯＲＦ５９为编码

ＨＨＶ８复制相关蛋白，文献提示其具有良好的免疫原性和抗

原特异性。

融合ＰＣＲ技术采用具有互补末端的引物，形成具有重叠

链的ＰＣＲ产物，通过ＰＣＲ产物重叠链的延伸，从而将不同来

源的任意ＤＮＡ片段连接起来，为基因重组片段的构建提供了

快速简捷的途径［１５］。本文利用融合 ＰＣＲ 扩增了 ＨＨＶ８

ＯＲＦ５９ＯＲＦ６５Ｋ８．１融合基因，以柔性肽作为连接手段将融

合基因连接，柔性接头利用甘氨酸和色氨酸空间柔性使融合的

蛋白在结构上能自由伸展，尽可能小地影响目的蛋白的空间结

构，避免活性位点的相互掩盖。载入表达载体ｐＱＥ８０Ｌ后在

大肠杆菌细胞中得到了成功高效表达。利用本文所构建的融

合蛋白包被酶标板，对无偿献血人员血清进行 ＨＨＶ８筛查

时，和已有的 ＨＨＶ８检测试剂盒显示了相同的检测结果，提

示本文所构建的融合蛋白可以作为检测 ＨＨＶ８的备选抗原。

为下一步利用融合蛋白建立有效的 ＨＨＶ８血清学检测方法，

并对其特异性和灵敏性进行实验比较和评估奠定试验基础。
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较低剂量细胞毒药物即可达到单用药物时高剂量药物对癌细

胞的杀伤效果，故对正常细胞、组织的毒副作用也会减少，这将

提高患者对药物治疗的耐受力［１６］。有研究证实低剂量超声可

提高细胞膜通透性，细胞膜通透性的增加有助于药物进入细胞

内，超声辐照可起到与压力波相似的作用，这种膜通透性增加

的原因可能与空化效应对细胞膜的损伤有关，特别是使用频率

较低的超声波时，更易产生空化效应，超声辐照可使细胞间黏

附能力降低，使细胞更易脱落，这种作用在低频超声更加明显，

超声可以提高细胞内药物聚集量，从而增强抗肿瘤药物诱导的

细胞损伤［１７］。

前期实验结果显示ＤＨＡ能通过下调Ｂｃｌ２、ＶＥＧＦ，上调

Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３而有效地促使前列腺癌ＰＣ３细胞的凋亡，凋亡

途径多为线粒体途径。本实验显示低频超声能够由于其空化

作用对肿瘤细胞产生液化、坏死，促进肿瘤细胞的凋亡，将超声

辐照和ＤＨＡ联合应用后，低频超声的空化作用使ＤＨＡ对凋

亡相关因子的调控更明显，与ＤＨＡ组及超声组比较差异均有

统计学意义（犘＜０．０５），其作用机理可能是增加细胞膜的通透

性及药物浓度，促使ＤＨＡ抗肿瘤凋亡作用的产生，ＤＨＡ能上

调ＣＨＯＰ蛋白的表达，说明ＤＨＡ诱导ＰＣ３细胞凋亡可能与

内质网应急有关。其中，超声组与ＤＨＡ组比较差异无统计学

意义，说明低频超声能作用于肿瘤细胞，能产生和ＤＨＡ相似

的抗凋亡作用，但作用没有联合应用后增强更明显。因此，低

频超声和抗肿瘤药物的联合应用能够有效地增强药物对肿瘤

细胞的作用，为今后药物的合适剂量研究提供了参考。

综上所述，低频超声能增强ＤＨＡ在细胞水平上对前列腺

癌ＰＣ３细胞的影响，表现为抑制细胞增殖并诱导凋亡。在分

子水平上，表现为对凋亡相关基因（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＶＥＧＦ、Ｃａｓｐａｓｅ

３及ＣＨＯＰ）的有效调控，而肿瘤细胞凋亡相关基因又通过抑

制细胞增殖，诱导细胞凋亡并抑制肿瘤血管生成来杀灭癌肿，

但其确切机制尚需进一步研究。随着研究的不断深入，超声辅

助药物治疗有望成为治疗恶性肿瘤的有效方法。
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