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人巨细胞病毒$
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&属双链
MU+

病毒#属疱疹病毒家

族成员之一#在人群中的感染十分普遍#目前研究认为其感染

率高低与诸多因素有关$经济水平*习俗等&
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)当感染发生在

免疫功能不成熟或缺陷的人群中时#可引起严重疾病#

OXST

可经母体胎盘感染胎儿#引起流产*死胎*畸形*发育迟缓等先

天性疾病'
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蛋白是晚期基因
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编码的

一种分子质量为
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$ 的被膜蛋白#属于低基质磷酸化蛋

白)
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是被膜蛋白抗原重要的一种#是

病毒血症中的主要蛋白抗原)据
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(报道#国外普遍采

用
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抗原血症检测法#也是现在对
OXST

检测最可靠的

方法)因进口试剂价格昂贵#目前国内主要以检测血清中

OXST

抗体为主#
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蛋白为
OXST

表达的一种早期结构

蛋白#是表明
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活动性感染的一项早期指标)

本研究是将
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编码基因插入原核表达载体
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#然后对

重组质粒进行诱导表达#采用
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间接法对
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合蛋白的抗原活性进行鉴定)为制备大量
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隆抗体和建立
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抗原血症检测提供依据#为研制以重组蛋

白作为检测抗原的人巨细胞病毒特异性免疫学检测试剂盒奠

定了基础)
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保存%人巨细胞
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标准株购自武汉病毒研究所%临床血清

样本来自中国人民武装警察部队广东省边防总队医院检验科
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#转化大肠杆菌
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感受态细胞)经酶切

鉴定#并同时进行测序确认后提取重组质粒备用)
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重组质粒的诱导表达
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重组质粒的大肠杆菌
-"'&

$

M.$

&#在最适的诱导条件

$

+1**]*(1

$

*(6

*

!L,P

最适浓度为
*(1@@8>

"

"

*

$6[

诱导

培养
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&下#进行目的蛋白的诱导表达#取诱导后的菌液#采用

冰浴超声波法破碎细菌'
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#然后进行超声离心#分别取上清和

沉淀进行
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电泳鉴定#以确立目的蛋白的表达情况)

A(B(H

!

表达产物的纯化
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诱导菌液#离心沉淀#超

声破菌#洗涤#沉淀溶于
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尿素中#取上清液#加样于金

属螯合亲和层析柱#用咪唑竞争法洗脱目的蛋白)
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重组蛋白的活性鉴定
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融合蛋白作为

包被抗原#以已经确立的最佳反应条件$蛋白包被浓度最适为
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单抗浓度最适稀释比例为
&l

$***

&#用
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间接法对
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份临床对照血清进行检测#分

析重组蛋白的抗原活性)
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目的片段的扩增
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选择
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基因组
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作为模板#

L&

"

L'

作为引物扩增目的片段#用
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琼脂糖凝胶对
LX̀

产

物进行电泳分析#结果表明#在相对分子质量约为
&'**G
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处

有一条清晰的特异性扩增条带#与预期大小$
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&基本一

致)见图
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重组质粒的鉴定及测序
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选取筛选得到的阳性菌#用
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柱式质粒小量抽提试剂盒提取质粒
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#然后用
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和
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进行双酶切鉴定重组质粒#
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琼脂糖凝

胶电泳结果显示#可见约
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的载体片段和约
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的目的片段两条带#见图
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.论文附件/&#与理论片断大小一致)鉴定此菌为含有
=

P.W#

7,#&

"

J

P#&

重组质粒的阳性菌)将鉴定含有
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重组质粒的阳性菌送往上海生工生物工程技术服务有限

公司进行
MU+

测序#结果表明#重组质粒的
MU+

序列与
OX#

ST

基因序列的相应部分完全一致$

+d$*&*&$(&

&#且阅读框

架正确)
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重组质粒的
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&的诱导表达产物经
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电泳发现#在相

对分子质量约为
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$ 处有一条带#可能为
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融合蛋

白#与预期结果一致%通过对上清和沉淀进行离心电泳分析#

P/,
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融合蛋白以可溶性蛋白形式存在于超声离心后的上

清中#见图
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重组蛋白的活性鉴定
!

已知的
1*

份阳性*阴性血清是经

美国
,A353;

H

公司的巨细胞
!

J
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抗体检测试剂盒$酶联免疫法&

确认的#本研究对这
&'*

份血清进行检测#检测结果为
%7

份阳

性符合#
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份阴性符合#表
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$见,国际检验医学杂志-网站主

页.论文附件/&)
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融合蛋白作为检测抗原的灵敏度

]%7

"

1*̂ &**_]0*(*_

%特异度
]%1

"

1*^&**_]0$($_

)

表明该蛋白作为检测抗原#结果与美国
,A353;

H

公司的巨细胞
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抗体检测试剂盒有较高的一致性#可作为检测
OXST

试

剂的原料)
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讨
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论
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人巨细胞病毒感染率为
)*_

$

0*_

#感染初期大多呈潜

伏状态或隐性状态#一般不表现临床症状#因此#实验室诊断变

得越来越重要)在用
."!/+

方法检测相应抗体时#酶标板上

包被的抗原是决定该方法敏感度和特异度最重要的因素)

Y:G:A

等'

6

(研究发现#采用不同的
XST

重组抗原和全病毒纯

化抗原进行包被#且分别对
XST#!

J

P

抗体进行检测#通过比

较发现#其敏感度和特异度基本无差异)但是#国内外也有研

究发现'

)

(

#包被重组抗原要比包被全病毒纯化抗原效果好)
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蛋白是
OXST

激发机体保护性体液和细胞免疫的主要

靶蛋白'
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)本文亦通过重组抗原进行鉴定#实验结果显示#
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融合蛋白与对照血清发生反应#敏感度和特

异度分别高达
0*(*_

和
0$($_

#与美国
,A353;
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公司的巨细胞
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抗体检测试剂盒有较高的一致性#可作为检测
OXST

试

剂的原料)初步研究证明#虽然原核表达系统在蛋白表达后期

缺乏糖基化*磷酸化等修饰过程#表达蛋白与天然蛋白的构象

差距往往较大#生物学活性难以较好地保存'
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#但表达的
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融合蛋白却很好地保留了
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天然蛋白相

应的生物活性)

本研究根据
J

:5:G?5C

所查的
OXSTLL1%

基因和相关文

献选取特异性反应的基因片断#

LX̀

扩增目的基因#将
LX̀

产物切胶回收后与
=

.,#')?

载体连接#转化
-"'&

#筛选)重组

质粒经诱导表达后制备得
P/,

"
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融合蛋白#该抗原可稳定

保存#并通过
."!/+

方法验证了抗原的活性#不仅对提高目前

OXST

免疫学检测的灵敏性和特异性具有重要实用价值#同

时对研制
OXST

基因工程疫苗也具有重要指导意义)随着

对
OXST

研究的深入#对重组蛋白功能及特性的了解#研制

出的重组抗原的效果可与进口试剂检测效果相一致#且低廉的

价格更适宜在国内推广应用)

P/,

"

==

1%

融合蛋白的获得#为

研制以重组蛋白代替传统的全病毒作为检测抗原的新型人巨

细胞病毒特异性免疫学检测试剂盒奠定了基础)
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合能力改变的结构#在缺血发生
1

$

&*@35

后即可在血清中检

测到#优点在于它是基于心肌细胞死亡后才能检测到#可及时

逆转心肌细胞死亡#临床上有效预防心肌梗死的发生)本次试

验病例组患者
!S+

水平高于对照组#但
;

值无意义#考虑原

因可能为样本量不足造成的假阴性结果#收集的患者为发病至

入院小于
'7E

患者#患者入院时间参差不齐#

!S+

灵敏度好*

半衰期短#故可能已降至正常范围)有研究报道#

!S+

对于

b+

早期诊断#危险分层有一定意义'

%

(

)如果联合肌钙蛋白及

心电图诊断#诊断效能可达到
)*_

$

&**_

'

1

(

)美国
QM+

已

批准
!S+

作为早期诊断心肌缺血的标志物)

O#Q+-L

在心脏*骨骼肌*平滑肌*乳腺上皮细胞*大动脉*

肾脏*肺脏*大脑*胎盘和卵巢等组织中都有表达#但主要对脂

肪酸有高度需求的组织#如心肌*骨骼肌等#只有当细胞开始利

用脂肪酸作为能源时
O#Q+-L

才迅速上升#而且
O#Q+-L

的

表达随着对脂肪酸依赖性代谢的增强而提高'

6

(

)

O#Q+-L

在

心肌损伤后
*(%

$

'E

释放入血#可早期诊断
b+

'

)

(

)本次研究

结果显示#病例组与对照组相比#

O#Q+-L

水平差异有统计学

意义$

;

$

*(*%

&#各危险分层水平差异无统计学意义$

;

%

*(*%

&#与多数研究结果一致'

0

(

)有前瞻性研究报道#

O#Q+-L

浓度增高可能使患者再发心血管事件风险显著增加#

O#Q+-L

浓度增高可能是
+X/

患者预后的独立预测因子'

&*

(

)

-UL

是心脏内分泌激素#当心室血容积增加和左心室压

力超负荷时即可刺激
-UL

基因高度表达#造成
-UL

合成*分

泌*释放增加)本实验结果表明对照组与病例组
-UL

水平差

异有统计学意义$

;

$

*(*%

&#在危险分层后发现高危组
-UL

水平高于低危组和中危组#差异有统计学意义$

;

$

*(*%

&#说

明
-UL

水平可以评价心功能#结论与多数试验一致'

&&

(

)国外

研究表明#血浆
-UL

水平升高幅度与
OQ

严重程度是一致

的'

&'

(

)国内有前瞻性研究表明#

-UL

水平是患者心血管事件

发生的独立危险因素#不同
-UL

水平对患者的预后影响不同#

界值超过
&0&*5

J

"

"

的患者预后较差'

&$

(

)

O<

H

是一种含硫氨基酸#作为蛋氨酸代谢的中间产物#其

本身并不参与蛋白质的合成#其重新生成蛋氨酸的过程是已知

的体内能利用
U%

甲基四氢叶酸的唯一反应#与体内一碳单位

代谢有着密切关系#其作为心血管疾病的独立危险因子被临床

广泛认同)本实验结果表明对照组与病例组
O<

H

水平差异有

统计学意义$

;

$

*(*%

&#各危险分层中
O<

H

水平差异无统计学

意义$

;

%

*(*%

&)不少研究结果表明
O<

H

浓度检测可作为

+X/

患者的常规检测指标#其浓度水平变化对心功能分级具

有一定参考价值'

&7

(

)近期国内有相关研究数据表明#

+X/

患

者
O<

H

显著升高#亚甲基四氢叶酸还原酶
X166,,,

基因突变

是主要决定因素'

&%

(

)

综上所述#

O#Q+-L

*

-UL

及
O<

H

对临床诊断
b+

有一定

意义#

-UL

对患者病情危险程度有提示作用)本次试验
!S+

阴性结果及
O<

H

在危险分层中无差异的结果#考虑主要与样

本量不足有关#待进一步完整试验)
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