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卡波氏肉瘤相关疱疹病毒ＯＲＦ６５抗体的制备及其特异性检测
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　　［摘要］　目的　制备高效价卡波氏肉瘤相关疱疹病毒（ＫＳＨＶ）病毒ＯＲＦ６５衣壳蛋白抗体并检测其特异性。方法　将人工

合成的ＯＲＦ６５蛋白抗原肽经弗氏佐剂乳化，在家兔背部、颌下等皮下多点免疫注射，间隔２周免疫，共４次。末次免疫后１周取

兔血清，ＥＬＩＳＡ法检测兔免疫血清抗体ＩｇＧ抗体水平。进一步采用免疫荧光、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测制备的抗血清中与ＯＲＦ６５结合

的特异性。结果　家兔在全程免疫后产生了高效价的特异性抗体，最高滴度达１∶１２８００。免疫荧光检测显示，与未经佛波酯

（ＴＰＡ）刺激的ＢＣＢＬ１细胞相比，兔抗血清主要结合于ＢＣＢＬ１细胞胞质，与ＯＲＦ６５蛋白在细胞内表达位置一致。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果显示在２１ｋＤ处有特异性蛋白条带，其大小与预期的ＯＲＦ６５蛋白大小相符，同时经ＴＰＡ刺激的ＢＣＢＬ１细胞中ＯＲＦ６５蛋

白表达量高于对照组，与ＯＲＦ６５蛋白裂解期蛋白的特性相符。结论　用ＯＲＦ６５衣壳蛋白抗原肽段免疫家兔，可成功制备高效价

的特异性抗血清，该抗体可与ＫＳＨＶ病毒ＯＲＦ６５蛋白特异性结合。
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　　卡波氏肉瘤相关疱疹病毒（Ｋａｐｏｓｉ′ｓｓａｒｃｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ，ＫＳＨＶ）由Ｃｈａｎｇ等
［１］在１９９４年首先从 ＡＩＤＳ相

关型Ｋａｐｏｓｉ′ｓ肉瘤（Ｋａｐｏｓｉ′ｓｓａｒｃｏｍａ，ＫＳ）患者的肉瘤组织发

现，又称人类８型疱疹病毒（ｈｕｍａｎｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ８，ＨＨＶ８）。

ＫＳＨＶ与原发性弥漫性淋巴瘤（ｐｒｉｍａｒｙｅｆｆｕｓｉｏｎｌｙｍｐｈｏｍａ，

ＰＥＬ）、多中心浆细胞增多症（ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒｃａｓｔｌｅｍａｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，

ＭＣＤ）等恶性肿瘤发生密切相关
［２］。此外，研究发现 ＫＳＨＶ

是卡波氏肉瘤发生的必需因素［３］。ＫＳ是一种少见的软组织恶

性多发性出血性血管肉瘤。临床上分为４型即经典型 ＫＳ、

ＡＩＤＳ相关型ＫＳ、非洲型ＫＳ及免疫抑制型ＫＳ
［４］，因此，ＫＳ为

艾滋病患者好发肿瘤之一。来源于体腔 Ｂ淋巴细胞瘤的

ＢＣＢＬ１细胞携带 ＫＳＨＶ。ＫＳＨＶ在宿主细胞内的复制周期

分潜伏和裂解复制感染２个阶段，其中，ＯＲＦ６５蛋白是病毒衣

壳蛋白，在病毒裂解期表达并可诱导机体产生特异免疫应答，

并且在 ＫＳＨＶ６种衣壳蛋白中与其他疱疹病毒同源性最

低［５６］。因此，ＯＲＦ６５蛋白是 ＫＳＨＶ病毒检测及其疫苗研究

制备的靶抗原，是目前 ＫＳＨＶ研究前沿热点之一。为获得高

效价的ＯＲＦ６５蛋白抗体，本研究利用ＯＲＦ６５蛋白，通过免疫

家兔制备特异性免疫血清，并对其效价及与 ＫＳＨＶ结合的特

异性进行了鉴定。

１　材料与方法

１．１　细胞　ＫＳＨＶ潜伏感染的ＢＣＢＬ１细胞（南京医科大学

１９０１重庆医学２０１５年３月第４４卷第８期
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２０１３ＹＢ１８３）；广西自然科学基金资助项目（２０１４ＧＸＮＳＦＡＡ１１８１３６）。　作者简介：陈源红（１９７９－），讲师，硕士，主要从事肿瘤相关病因研究。
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卢春教授馈赠）。

１．２　动物　健康日本大耳白兔，雌性，体质量２．０～２．５ｋｇ，由

右江民族医学院实验动物中心提供（批号：ＬＸ１３０４Ａ３）。

１．３　试剂与仪器　ＯＲＦ６５蛋白抗原肽［由英潍捷基（上海）贸

易有限公司合成］序列：ＡＳＤＩＬＴＴＬＳＳＴＴＥＴＡＡＰＡＶＡＤＡＲＫ

ＰＰＳＧＫＫＫ。细胞培养基 ＲＰＭＩ１６４０为 ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒＣａｍ

ｂｒｅｘＣｏｍｐａｎｙ产品，胎牛血清为 Ｇｉｂｃｏ公司产品，山羊抗兔

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ、ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８、发光蛋白购自

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，完全弗氏佐剂及不完全弗氏佐剂、

ＯＰＤ底物、ＨＲＰＤＡＢ底物显色试剂盒购于天根试剂公司，细

胞免疫染色固定液、抗荧光淬灭封片液、Ｗｅｓｔｅｒｎ细胞裂解液、

超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒为碧云天产品，预染蛋白分子量标

准为Ｆｅｒｍｅｎｔｓ公司产品，其他试剂均为国产分析纯产品。倒

置相差显微镜（ＬｅｃｃｉａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓＣＭＳＧｍｂＨ），酶联免疫

检测仪（ＢｅｒｔｈｏｌｄＬＢ９４１），电热恒温水浴箱 ＷＨ．Ｗ２１．ＣＵ６００

（上海医疗器械七厂），激光共聚焦显微镜（ＦＶ５００奥林巴斯），

ＣｈｅｍｉｄｏｃＸＲＳ型凝胶成像系统为美国ＢｉｏＲａｄ产品。

１．４　方法

１．４．１　家兔多克隆抗体的制备　选择４只纯种健康日本大耳

白家兔，实验前采集家兔血清，作为阴性对照，分别用合成的

ＯＲＦ６５蛋白抗原肽进行０、２、４、６周免疫程序皮内、皮下多点

注射免疫。初次免疫抗原肽与完全弗氏佐剂等量混合，再次免

疫抗原肽与不完全弗氏佐剂等量混合、充分乳化，免疫剂量为

每只２ｍｇ。同时，于第４次免疫后１周，取心脏血。收集的血

液于４℃下静置过夜，４℃下３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取血清

分装，置于－２０℃冰箱保存备用。

１．４．２　家兔血清中抗ＯＲＦ６５抗体的ＥＬＩＳＡ检测　用方阵滴

定法确定包被抗原和血清的最适工作浓度，将包被抗原

（ＯＲＦ６５）用ｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液稀释为１．２５、２．５、５．０、

１０．０μｇ／ｍＬ的溶液，取免疫血清及阴性血清各１份，作１∶

１００、１∶２００、１∶４００、１∶８００、１∶１６００、１∶３２００、１∶６４００、１

∶１２８００稀释，ＥＬＩＳＡ间接法检测血清抗体效价
［７］。测定４５０

ｎｍ处抗体稀释度均值（Ａ值），将４５０ｎｍ处 Ａ值为１．０左右

的抗原包被浓度和血清稀释度确定为抗原肽的最适包被浓度

和血清最佳稀释度［８］。

１．４．３　家兔免疫血清中抗ＯＲＦ６５抗体的间接免疫荧光检测

　调整ＢＣＢＬ１细胞浓度至１×１０
６ 个／ｍＬ，用无血清培养基同

步化２４ｈ后，加含２０ｎｇ／ｍＬ佛波酯（ＴＰＡ）的完全培养基培养

４８ｈ。收集细胞，调整细胞浓度至２×１０６ 个／ｍＬ，离心涂片，

用免疫染色固定液固定。０．１％ ＰＢＳＴ洗涤３次；用５％的

ＢＳＡ３７℃封闭３０ｍｉｎ，洗涤３次；分别加家兔ＯＲＦ６５免疫血

清、免疫前兔血清，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤３次；加山羊抗兔

ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ４８８，洗涤３次；ＰＩ染料染色５ｍｉｎ，洗

涤３次；用抗荧光淬灭封片液封片，镜检。

１．４．４　家兔免疫血清中抗ＯＲＦ６５抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

　用２０ｎｇ／ｍＬＴＰＡ诱导ＢＣＢＬ１细胞４８ｈ，使细胞中ＫＳＨＶ

活化，同时以未加ＴＰＡ刺激的ＢＣＢＬ１细胞为对照。收集各

组ＢＣＢＬ１细胞蛋白加入ＲＩＰＡ（强级）裂解液，４℃下１６０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取上清液，电泳考马斯亮蓝染色确定上样

量，分装，－８０℃保存。进行１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离蛋白。转膜后，室温下用５％脱

脂奶粉封闭１ｈ，１×ＴＢＳＴ缓冲液漂洗３次；分别加免疫血清

及βＡｃｔｉｎ一抗，４℃下孵育过夜，洗膜３次；加辣根过氧化物

酶标记羊抗兔二抗孵育１ｈ，洗膜３次；加化学发光试剂，于凝

胶成像仪（ｃｈｅｍｉｄｏｃＸＲＳ，ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）中成像。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据分析，

计量资料以狓±狊表示，两样本均数间采用狋检验分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　抗原和免疫血清的最适工作浓度　根据ＥＬＩＳＡ方阵滴

定法检测的要求，选择 Ａ值在１．０左右时的抗原抗体浓度为

最佳工作浓度，结果见表１、２。在接近 Ａ４５０＝１的组合中，得

出最佳的工作浓度：抗原包被浓度为２．５ｍｇ／Ｌ、抗体浓度为

１∶６４００的组合。从抗原抗体最佳工作浓度的间接ＥＬＩＳＡ法

结果显示，在抗体浓度为１∶１２８００，抗ＯＲＦ６５免疫血清抗血

清Ａ值为（０．６５６±０．０２４），阴性血清Ａ值为（０．０７５±０．０２３），

差异有统计学意义（犘＜０．０１），说明血效价达１∶１２８００以上，

已成功制备ＯＲＦ６５的多克隆抗体。

表１　　抗ＯＲＦ６５免疫血清最适工作浓度方阵滴定（狓±狊）

ＯＲＦ６５

（μｇ／ｍＬ）

Ａ值

１∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶８００

阴性对照１∶１００

１．２５ １．２３３±０．０３６ ０．９６０±０．０５６ ０．８８８±０．０２５ ０．８８５±０．０３４ ０．２９３±０．０３１

２．５ １．３７６±０．０２３ １．３３５±０．０４５ １．２８２±０．０４１ １．２３１±０．０２１ ０．２８２±０．０２１

５．０ １．２２３±０．０３３ １．１３８±０．０３２ ０．９３３±０．０４７ ０．８２３±０．０４４ ０．３６９±０．０３８

１０．０ ０．９０８±０．０３９ ０．８８４±０．０２７ ０．８１２±０．０３３ ０．７３９±０．０２５ ０．２９１±０．０４６

　　：犘＜０．０１，与阴性对照组比较。

表２　　抗ＯＲＦ６５免疫血清最适工作浓度方阵滴定（狓±狊）

ＯＲＦ６５

（μｇ／ｍＬ）

Ａ值

１∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶８００

阴性对照１∶１００

１．２５ ０．８０４±０．０３８△ ０．６３３±０．０２３△ ０．４４５±０．０２０ ０．３６４±０．０１９ ０．２９３±０．０３１

２．５ １．１８２±０．０４２△ １．０８５±０．０２８△ ０．９９８±０．０３３△ ０．６５６±０．０２４△ ０．２８２±０．０２１

５．０ ０．７６１±０．０２５△ ０．６０４±０．０２７△ ０．３１８±０．０２６ ０．２１８±０．０２９ ０．３６９±０．０３８

１０．０ ０．６０９±０．０２４△ ０．３２５±０．０３３ ０．２６７±０．０３５ ０．１８４±０．０３９ ０．２９１±０．０４６

　　：犘＜０．０５，△：犘＜０．０１，与阴性对照组比较。
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２．２　免疫荧光法检测ＯＲＦ６５蛋白表达及定位　阴性对照组

显示微弱的绿色荧光，而实验组则显示较强的绿色荧光，且绿

色荧光较多地集中在细胞质上，这说明 ＯＲＦ６５蛋白表达于

ＢＣＢＬ１细胞，并且表达于细胞质上，见图１。

　　Ａ：以家兔ＯＲＦ６５免疫血清为一抗；Ｂ：以家兔免疫前血清为一抗。

图１　　间接免疫荧光检测免疫血清对ＢＣＢＬ１细胞中

ＯＲＦ６５蛋白的免疫反应性（×４００）

２．３　蛋白质免疫印迹法检测 ＯＲＦ６５蛋白表达　ＴＰＡ诱导

ＢＣＢＬ１细胞组及未加ＴＰＡ刺激的ＢＣＢＬ１细胞对照组在２１

ｋＤ处均有特异性蛋白条带，其大小与ＯＲＦ６５蛋白大小相符，

且ＴＰＡ诱导ＢＣＢＬ１细胞组蛋白表达量明显高于未加 ＴＰＡ

刺激的ＢＣＢＬ１细胞对照组组，见图２。

　　１：ＢｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＬａｄｄｅｒ；２：ＴＰＡ＋ＢＣＢＬ１细胞组；３：ＴＰＡ

ＢＣＢＬ１细胞组。

图２　　抗ＯＲＦ６５抗体特异性的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

３　讨　　论

　　ＫＳＨＶ是卡波氏肉瘤发生的必需因素，跟未发生 ＫＳ的

ＫＳＨＶ感染者比较，ＫＳ患者体内 ＫＳＨＶ的病毒载量含量较

高，体内含活化病毒的细胞数量与组织发生恶化及病毒感染的

进程有相应关系；而且在疾病的发展进程中病毒载量也随之提

高［９１０］。ＫＳＨＶ处于潜伏感染状态下的被重激活并裂解复制，

此时可检测到多种病毒裂解复制产物，复制相关基因ＯＲＦ５９、

包装相关基因ＯＲＦ２９、主要衣壳蛋白ＯＲＦ２６、包膜糖蛋白Ｋ８．

１、小衣壳蛋白 ＯＲＦ６５蛋白等，同时，ＫＳＨＶ包装产生新的感

染性病毒颗粒［１１１５］。其中，ＯＲＦ６５蛋白是在子代病毒的装配

中有重要作用，ＯＲＦ６５蛋白在细胞内主要发挥转运其他衣壳

蛋白的功能，一旦ＯＲＦ６５蛋白缺失，病毒会发生衣壳缺失。因

此，ＯＲＦ６５蛋白可作为检测ＫＳＨＶ感染的一个重要的免疫学

指标，也可以作为一个新的抗病毒靶点。

抗原抗体反应具有比例性，如果抗原抗体的浓度和比例适

合则形成的复合物体体积大、数量多。如包被抗原浓度过高，

由于蛋白质与酶标板的聚苯乙烯分子间的相互作用，蛋白质容

易吸附于酶标板表面，可能产生前带现象而降低敏感性。如果

包被液中的抗原浓度过低，固相载体（酶标板）表面不能被完全

覆盖，酶标板孔表面容易非特异性吸附相继加入的一抗血清标

本和二抗中的蛋白质，产生非特异性显色而影响检测结果，因

此，在ＥＬＩＳＡ方阵滴定法中接近 Ａ４５０＝１的组合中，得出最

佳的抗原抗体工作浓度［７］。另外，在抗ＯＲＦ６５免疫血清浓度

为１：１２８００，抗血清 Ａ值为０．６５６±０．０２４，阴性清 Ａ 值为

０．０７５±０．０２３，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。在进一步的免

疫荧光检测实验中，用免疫血清可以检测到ＴＰＡ诱导活化的

ＫＳＨＶ感染的ＢＣＢＬ１细胞显示较强的绿色荧光；用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ则可以检测到 ＴＰＡ 刺激与未刺激的 ＢＣＢＬ１细胞中，

ＴＰＡ刺激的ＢＣＢＬ１细胞中病毒衣壳蛋白ＯＲＦ６５的表达量较

高，该抗血清具有特异性。因此，推断本研究获得了高效价的

抗ＯＲＦ６５家兔免疫血清。

本研究成功制备ＫＳＨＶＯＲＦ６５多克隆抗体，该结果为进

一步制备ＯＲＦ６５单克隆抗体奠定了基础。基于 ＯＲＦ６５蛋白

在ＫＳＨＶ复制中的重要作用，成功制备该抗体也为进一步研

究临床ＫＳＨＶ感染检测方法和探索抗病毒新靶点的研究奠定

基础。
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支的反折区，在功能上是下颌骨重要的应力部分［１１］。如果截

骨线上端过高易向上延伸损伤颞下颌关节或引起髁突颈骨折，

也易引起该区应力下降，影响咀嚼功能。故建议截骨线的后端

Ａ点不宜过高，尽可能不高于下颌孔平面。

３．３　弧形截骨线的设计　下颌角截骨术并不是要消灭下颌

角，而是让下颌角的曲线变得更加流畅自然，更加符合美学要

求。截骨时还应考虑求美者的个性化需求。基于上述结果，本

文设计了３条弧形截骨线，即 ＡＸＣ、ＡＸＤ和 ＡＸＥ弧线，

基本能够满足各种类型求美者的需求（图１）。３条截骨线的后

端均为Ａ点，截骨线的前端Ｃ点、Ｄ点、Ｅ点可借活体标志来

确定，Ｃ点位于下颌支前缘的下方，Ｄ点、Ｅ点可分别位于在

Ｍ２ 位和Ｐ４ 位下方。弧形截骨线的最凸点为Ｘ点，即截骨后

新下颌角的位置，Ｘ点可以在Ｂ１Ｂ段移动，以调整新下颌角的

弧度，因Ｘ点在Ｏ点与下颌角的连线上，保证了新下颌角在正

常位置。３条弧形截骨线分别适用于不同的求美者。ＡＸＣ

截骨线最安全，但截骨量较少，适合下面部轮廓并不严重过宽

者选用；对于下面部较宽、下颌角角度大、下颌骨升支较短者，

可选取弧线 ＡＸＤ，该截骨线适合多数求美者；下颌角肥大伴

有颏部肥大并且要求进一步手术缩窄面下部宽度者可选用弧

线ＡＸＥ。但需要注意Ｅ点不宜前移过多，否则截下的骨块

将太长而不易完整取出［１２］。

３．４　临床意义　（１）实用：目前，临床上Ｘ线片是下颌角手术

的首选参考，具体骨量的切除仍主要凭借术者的经验［１３］。该

截骨线的设计可以把凭借经验的模糊做法变得科学、量化。由

于患者头颅骨与Ｘ线片的比例尺约为１∶１，所以，术前在下颌

骨Ｘ线片上设计截骨线即相当于在下颌骨表面设计截骨

线［１２］。术前把求美者的头部Ｘ线片输入电脑，可按此方法借

助于画图工具设计出完美的弧形截骨线，然后直接与求美者交

流，可以达到最佳满意度，也可最大限度减少医疗纠纷。截骨

线的设计是借助于活体标志来确定的，这种根据下颌骨解剖学

特点设计的截骨线具有标志明显、易于操作、便于推广的优点。

（２）安全：下颌管的走行为一条弧线，３条截骨线均走行在下颌

管的下方，为基本平行于下颌管的弧线，距下颌管距离都大于

５ｍｍ，不会损伤下颌管内的血管神经，也不会明显降低下颌骨

的咬合力。下颌角肥大程度、下颌管距下颌角的距离、术后下

面部拟缩小的程度等因素决定截骨宽度，截除下颌角达到明显

改善脸型的目的即可，不宜过宽。（３）美观：截骨线两端留下的

是弧线，与下颌骨的边缘衔接平滑自然；有效避免了直线截骨、

三角块截骨后第２下颌角的出现。以保留下的骨量为衡量标

准，可在安全范围内截除较宽的下颌角，以获得最大限度的对

称、美容效果。避免了两侧截骨过量或不足、不对称等情况，克

服了用其他截骨方法截骨宽度不易掌握等缺点。
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