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摘要：目的　原核表达三元融合蛋白 ＭＢＰＳＥＲＰＩＮＡ３ＩＦＮκ （简称 ＭＳＩＫ），并在细胞和小鼠水平上对其

抗人乳头瘤病毒 （ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）的功能进行研究。方法　构建三元融合蛋白 ＭＳＩＫ的原核

表达质粒ｐＥＴ３０ＭＢＰＳＥＲＰＩＮＡ３ＩＦＮκ，将构建好的质粒转入ＢＬ２１ （ＤＥ３）ｃｏｄｏｎＰｌｕｓ大肠埃希菌并利用

异丙基βＤ硫代半乳糖苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｈｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导蛋白的表达，经亲和层析纯

化得到蛋白，用聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳＰＡＧＥ）验证目的蛋白的纯度，用１型单纯疱疹病毒 （ｈｅｒｐｅｓ

ｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＨＳＶ１）分别在角质细胞中及ＢＡＬＢ／ｃ小鼠上验证该蛋白的抗病毒活性，通过实时荧

光定量ＰＣＲ （ＱＰＣＲ）检测样本中病毒的含量。结果　该融合蛋白经ＩＰＴＧ诱导表达并由亲和层析纯化后，

获得相对分子质量约为１００×１０３的纯化蛋白，经ＳＤＳＰＡＧＥ法检验，并使用ＩｍａｇｅＪ进行灰度分析，该融

合蛋白纯度大于９５％。在角质细胞中，该三元融合蛋白能够有效抑制 ＨＳＶ１病毒的复制，在小鼠皮肤创

伤模型中，该三元融合蛋白同样能够有效抑制 ＨＳＶ１病毒的复制并能够促进创口的愈合。结论　成功表达

了三元融合蛋白 ＭＳＩＫ，并利用亲和层析柱进行了有效的纯化。获得的融合蛋白具有良好的生物学活性，

能够有效抑制 ＨＳＶ１病毒的复制并促进创口的愈合。该三元融合蛋白可用于研发有效的抗 ＨＰＶ护创敷

料，用来治疗一些由 ＨＰＶ引发的相关疾病。
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ｐｈｙ；ＨＰＶ；ＨＳＶ１；Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ

　 　 人 乳 头 瘤 病 毒 （ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，

ＨＰＶ）属于乳头多瘤空泡病毒科乳头瘤病毒属，

为一组无包膜的小分子双链环状ＤＮＡ病毒，人的

皮肤和黏膜上皮细胞为其主要宿主细胞［１］。根据

ＨＰＶ的生物学特征和致癌潜能，可将其分为低危

型和高危型［２４］。其中低危型主要引起感染部位的

低度病变、生殖器或皮肤疣和尖锐湿疣，而高危型

ＨＰＶ的持续感染与宫颈癌的发生密切相关
［１，５］。

目前虽有较多的治疗 ＨＰＶ感染的方法，但普

遍使用传统的治疗手段［６］：如手术、激光、外涂药

物等，其目的都只是去掉临床肉眼可见的疣体，却

难以解决亚临床以及潜伏感染的问题，治标不治

本，致使反复发作［７８］。另外，虽然目前已经能够

通过接种 ＨＰＶ疫苗来预防 ＨＰＶ感染
［９］，但其成

本很高，极大地限制了大范围的推广［５］。因此，目

前由 ＨＰＶ感染引发的相关疾病的治疗依然十分重

要和严峻。

迄今为止，世界上治疗 ＨＰＶ的抗病毒药物极

为匮乏。其中山西锦波生物医药股份有限公司开发

的生物蛋白敷料 （ＪＢ０１ＢＤ）被临床试验证明安全

有效，也为宫颈癌的防治做出了一定的贡献［１０］。

其活性蛋白质的作用机制，是针对 ＨＰＶ病毒的侵

染和复制过程。但是，由于 ＨＰＶ在体内的复制效

率很低，活体组织上很难检测到活的 ＨＰＶ病毒。

ＨＰＶ感染所引起的宫颈癌和其他病症往往并不是

由ＨＰＶ的直接感染造成，而是由于 ＨＰＶ致癌基

因的整合，以及ＨＰＶ慢性感染和长期低剂量复制

对宿主的影响而引起，所以直接针对 ＨＰＶ活跃病

毒的复制而进行抑制难于有好的效果［２］。

ＨＰＶ感染后难以清除
［１１］，一是由于子宫颈上

皮细胞本身容易受到损伤，产生微创，给病毒传播

产生了通道；二是由于子宫颈上皮细胞的局部免疫

系统不活跃，容易给病毒有可乘之机。

本研究针对这些问题，设计了一种三元融合蛋

白 ＭＢＰＳＥＲＰＩＮＡ３ＩＦＮκ （简称 ＭＳＩＫ）。其中，

ＳＥＲＰＩＮＡ３是一种近期发现的胰凝乳蛋白酶抑制

剂，外敷时可以帮助上皮细胞的微小创口愈合，促

进局部皮肤再生［１２］。ＩＦＮκ是新近发现的一种上

皮细胞特异的Ⅰ型干扰素，激活上皮细胞的抗病毒

免疫，抑制病毒复制［１３］。ＭＢＰ （麦芽糖结合蛋白）

可以增加融合蛋白的可溶性及稳定性。经验证，该

融合蛋白同时具有ＳＥＲＰＩＮＡ３和ＩＦＮκ的生物学

活性及功能，这些特性为其成为一种抗 ＨＰＶ的生

物蛋白敷料提供了潜在的可能。

１　材料与方法

１１　菌株及载体　原核重组载体ｐＥＴ３０ （经本实

验室改造带有 ＭＢＰ标签），大肠埃希菌 （犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）株系 ＤＨ５α和 ＢＬ２１ （ＤＥ３）ｃｏｄｏｎ

Ｐｌｕｓ均为本实验室保存。

１２　主要试剂及仪器　金牌 ＭｉｘＤＮＡ聚合酶购自

擎科生物，限制性内切酶犛狊狆Ⅰ、犓狆狀Ⅰ、犅犪犿ｈⅠ购

自 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司 （美国），重组酶购自南

京Ｖａｚｙｍｅ公司，蛋白 Ｍａｒｋｅｒ及ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购

自Ｔａｋａｒａ公司 （日本），ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、

质粒小量提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司 （美国），

ＰＣＲ引物合成及重组质粒测序由金唯智公司完成，

琼脂糖、琼脂粉购自生工生物，ＬＢ培养基购自

ＢＤ 公 司 （美 国），水 合 氯 醛 购 自 生 工 生 物，

ＤＭＥＭ细胞培养基、ＦＢＳ购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司 （美

国），移液管、培养皿、孔板等细胞实验耗材购自

耐思生物，ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ 提取试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司 （美国），ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ逆转录试剂盒购自

Ａｂｍ公司 （加拿大），ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ购

自Ｔａｋａｒａ公司 （日本），ＣＯ２ 恒温培养箱购自上

海 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ公司。ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐｒｅａｌｐｌｅｘ２荧

光定 量 ＰＣＲ 仪购 自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公 司 （德 国）。

ＡｖａｎｔｉＪＸＮ２６落地低温超速离心机购自贝克曼库

尔特公司 （美国）。

１３　细胞及小鼠　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠：南开大学实验

动物中心提供 ［许可证号：ＳＹＸＫ （津）２０１４

００００３］，角质细胞由暨南大学宾亮华实验室惠赠。

ＨＳＶ１病毒由南开大学曹又佳实验室惠赠。

１４　重组质粒的构建与鉴定　使用ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ

方法 以 ＧＧＳＧＧ 为 ｌｉｎｋｅｒ 将 ＳｅｒｐｉｎＡ３ 基 因 和

ＩＦＮκ基因拼接到一起。ＰＣＲ过程中使用到的４条
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引物分别为，引物１：ＳＥＲＰＩＮＡ３Ｆ：５′ＴＡＣＴ

ＴＣＣＡＡＴＣＣＡＡＴＧＣＣＣＡＣＣＣＴＡＡＣＡＧＣＣＣＡ３′，

引物２：ＳＥＲＰＩＮＡ３Ｒ：５′ＣＣＣＴＣＣＡＣＴＧＣＣＡＣ

ＣＧＧＣＴＴＧＣＴＴＧＧＧＡＴＴ３′，引物 ３：ＩＦＮκＦ：

５′ＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＣＴＧＴＡＡＣＴ

ＴＡ３′， 引物４：ＩＦＮκＲ：５′ＴＴＡＴＣＣＡＣＴＴＣＣＡＡ

ＴＧＣＴＡＴＴＡＴＴＴＣＣＴＣＣＴＧＡＡ３′。使用犛狊狆Ⅰ酶切

处理ｐＥＴ３０载体质粒，ＰＣＲ产物和酶切载体经重组

酶处理后转化至ＤＨ５α。挑取单菌落并进行质粒提

取，由金唯智公司进行测序鉴定。将测序正确的质

粒命名为ｐＥＴ３０ＭＢＰＳＥＲＰＩＮＡ３ＩＦＮκ。

１５　重组质粒蛋白的诱导表达　将测序正确的质

粒转化到ＢＬ２１ （ＤＥ３）ｃｏｄｏｎＰｌｕｓ大肠埃希菌感

受态细胞中。挑取单菌落于１００ｍｌＬＢ （Ｋａｎａ抗

性）液体培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培

养６～８ｈ至吸光度犃６００＝０．６～０．８，以每份２０～

３０ｍｌ的量分装到１０００ｍｌＬＢ （Ｋａｎａ抗性）液体

培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养３～５ｈ

至吸光度犃６００＝０．６～０．８。每瓶加入１００μｌ浓度为

１ｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导蛋白的表达，１６℃，２２０ｒ／ｍｉｎ

恒温振荡培养１２～１６ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ

收集菌体，以３０ｍｌＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）重悬菌体，置于－３０℃

保存备用。

１６　融合蛋白的亲和纯化及鉴定　菌体解冻后进

行超声破碎，以４℃、１８０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ。

收取上清加至由ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ平衡的含有 ＭＢＰ

亲和ｂｅａｄｓ的重力柱中，重复３次以增加结合效

率。用１０ｍｌ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗涤柱子，重复

３次 从 而 去 除 杂 蛋 白，用 ＭＢＰ Ｅｌｕｔｅ Ｂｕｆｆｅｒ

（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，０．５ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

麦芽糖）洗脱目的蛋白并收集洗脱组分，进行冷冻

干燥处理后存于－８０℃。最后，用质量分数为１２％

的ＳＤＳＰＡＧＥ胶结合考马斯亮蓝染色法分析目的蛋

白的纯度以及可能的降解情况。

１７　ＲＮＡ的提取、反转录及ＱＰＣＲ检测　细胞

样品直接使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，皮肤样品经

液氮冷冻研磨后使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ。提取

的总ＲＮＡ立刻进行反转录合成ｃＤＮＡ，反转录体

系为：ＲＮＡ２μｇ、ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ４μｌ、补ＲＮａｓｅ

ＦｒｅｅｄＨ２Ｏ至２０μｌ。反应条件为：２５℃１０ｍｉｎ、

４２℃３０ｍｉｎ、８５℃５ｍｉｎ。反转录的ｃＤＮＡ进行

ＱＰＣＲ 检 测，反 应 体 系 为：ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ＭＩＸ

１０μｌ、引物８μｌ、ｃＤＮＡ２μｌ。反应条件为：９５℃

２ｍｉｎ预变性、９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ，共４０个循

环，在每个循环结束时进行荧光信号检测。

１８　融合蛋白在角质细胞中对 ＨＳＶ１的影响　接

种适量角质细胞至六孔板，在３７℃，５％ＣＯ２ 的

恒温培养箱中培养１８～２４ｈ，至细胞融合度到达

７０％左右。用不同浓度的 ＭＳＩＫ蛋白处理２ｈ并以

ＰＢＳ处理作为对照，随后使用 ＨＳＶ１感染２４ｈ，

收取１×１０６ 个细胞用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ。对总

ＲＮＡ进行反转录并使用实时荧光定量ＰＣＲ检测病

毒拷贝。

１９　小鼠皮肤创口愈合实验及融合蛋白对皮肤创

口中ＨＳＶ１的影响

１９１　小鼠皮肤创口的形成　取ＢＡＬＢ／ｃ雄性小

鼠，使用剃须刀除净背部毛发，用质量分数为４％

的水合氯醛麻醉小鼠，体积分数为７５％的乙醇棉

球擦拭皮肤进行消毒，用直径６ｍｍ打孔器在小鼠

背部制造皮肤创口。

１９２　融合蛋白对皮肤创口愈合的影响　每组

５只ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠，在其背部制造创口，在创

口处分别滴加１０μｌ浓度为５０μｇ／ｍｌ和１００μｇ／ｍｌ

的融合蛋白溶液，以ＰＢＳ溶液处理作为对照。每

天重复进行上述处理，观察创口愈合情况并进行创

口大小的测量及统计，同时对创口进行拍照。

１９３　融合蛋白对皮肤创口中 ＨＳＶ１的影响　每

组３只ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠，在其背部制造创口。在

创口处滴加１０μｌ不同浓度的融合蛋白溶液并以

ＰＢＳ溶液处理作为对照，１８ｈ后在创口处滴加滴

度为１×１０９／ｍｌ的ＨＳＶ１病毒１０μｌ进行感染，随

后３ｄ重复进行上述处理。在第３天，使用断颈法

处死小鼠，取小鼠创口以及周围２ｍｍ处的皮肤并

在液氮中速冻。在研钵中快速将皮肤研磨成粉末

（期间不断使用液氮降温防止ＲＮＡ降解）。研磨后的

皮肤使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，将总ＲＮＡ进行反

转录并使用实时荧光定量ＰＣＲ检测病毒拷贝数。

２　结　果

２１　三元融合蛋白 ＭＳＩＫ的表达纯化及鉴定　重

组原核表达质粒ｐＥＴ３０ＭＢＰＳＥＲＰＩＮＡ３ＩＦＮκ转

化到ＢＬ２１ （ＤＥ３）ｃｏｄｏｎＰｌｕｓ大肠埃希菌，用异

丙基βＤ硫代半乳糖苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃ

ｔｏｐｈｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导后蛋白可以高效地进

行表达。由 ＭＢＰ柱亲和层析后可以获得目的蛋

白。经质量分数为１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ检测，结果

如图１所示，破碎后的大肠埃希菌上清液中含有大

量的目的蛋白，洗脱液样品在相对分子质量约

１００×１０３处可见清晰的目的蛋白的条带，并且洗脱
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液样品中无明显可见的杂带。经过浓度测定可知，

１Ｌ大肠埃希菌可纯化出５ｍｇ左右的融合蛋白。

２２　在角质细胞中融合蛋白 ＭＳＩＫ有抑制 ＨＳＶ１

作用　由于ＨＰＶ在体外很难培养，故本课题组使

用跟ＨＰＶ 生活周期相近的 ＨＳＶ１来进行代替。

将角质细胞用不同浓度的 ＭＳＩＫ蛋白处理２ｈ，随

后使用ＨＳＶ１感染２４ｈ，由ＱＰＣＲ检测各组细胞

内病毒拷贝。结果如图２所示，角质细胞经融合蛋

白ＭＳＩＫ处理后，细胞内ＨＳＶ１的含量显著降低，

并且随着蛋白浓度的提高，其对 ＨＳＶ１的抑制作

用愈强。说明该三元融合蛋白 ＭＳＩＫ在角质细胞

中对 ＨＳＶ１具有显著的抑制作用。

注：１为大肠埃希菌破碎离心后的上清液；２为流穿液；３为

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗脱液；Ｍ 为蛋白分子量 Ｍａｒｋｅｒ；４为 ＭＢＰ
ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ洗脱液。

图１　纯化蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果

注：将角质细胞用不同浓度 ＭＳＩＫ蛋白处理２ｈ后，ＨＳＶ１
刺激２４ｈ，使用 ＱＰＣＲ检测各组细胞内病毒拷贝。实验结
果来自３次独立重复实验，以平均值和标准差表示。数据统

计采用双尾狋检验 （ａ犘＜０．０１，ｂ犘＜０．００１）。

图２　ＭＳＩＫ蛋白对角质细胞内 ＨＳＶ１增殖的影响

２３　融合蛋白 ＭＳＩＫ能够促进小鼠创口的愈合　

分别以质量浓度为５０μｇ／ｍｌ和１００μｇ／ｍｌ的融合

蛋白 ＭＳＩＫ处理小鼠创口，以ＰＢＳ溶液处理作为

对照。每天重复进行上述处理，进行创口大小的测

量及统计，并拍照。结果如图３和图４所示，融合

蛋白 ＭＳＩＫ能够有效地加速小鼠创口的愈合，并

且具有十分显著的效果。对小鼠创口直径进行统计

和分析，结果显示该融合蛋白的促创口愈合功能随

注：使用１００μｇ／ｍｌＭＳＩＫ蛋白处理创口，并以ＰＢＳ处理为对照组。

图３　小鼠创口愈合图

注：每组５只小鼠，以不同浓度 ＭＳＩＫ蛋白处理创口，实验

结果来自３次独立重复实验，以平均值和标准差表示。数据

统计采用双尾狋检验 （ａ犘＜０．０５）。

图４　小鼠创口直径统计结果
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蛋白浓度的升高而加强，并且差异有统计学意义

（犘＝０．０３），稳定可信。

２４　融合蛋白ＭＳＩＫ对小鼠创口内的ＨＳＶ１具有

抑制作用　使用不同浓度融合蛋白 ＭＳＩＫ处理小

鼠创口，１８ｈ后用 ＨＳＶ１病毒感染创口，连续处

理３ｄ后，以ＱＰＣＲ检测创口ＨＳＶ１的含量。结

果如图５所示，该融合蛋白能够有效抑制皮肤创口

内ＨＳＶ１的增殖，并且该融合蛋白对ＨＳＶ１病毒

的抑制能力与其浓度呈正相关。实验经３次重复，

数据经分析差异有统计学意义 （犘＝０．００７）。

注：使用不同浓度融合蛋白 ＭＳＩＫ处理小鼠创口，随后用

ＨＳＶ１病毒感染创口，并以 ＱＰＣＲ检测创口 ＨＳＶ１的含

量。实验结果来自３次独立重复实验，以平均值和标准差表

示。数据统计采用双尾狋检验 （ａ犘＜０．０５，ｂ犘＜０．０１）。

图５　小鼠创口内 ＨＳＶ１含量的检测

３　讨　论

ＨＰＶ需要通过子宫颈鳞状上皮细胞的微创口

进入，才能在人体内完成感染。这些微创口很容易

产生 （如性交、上皮细胞死亡脱落、细菌感染等），

一般不会流血和引起可见的炎症而引人注意。自身

的皮肤修复系统对这些微创口的修复非常缓慢。另

外，子宫颈上皮细胞的局部免疫系统不活跃，很难

对ＨＰＶ的感染产生有效的免疫反应。所以，对于

ＨＰＶ感染的治疗，在促进微创口愈合的同时，有

效激活子宫颈上皮细胞的局部免疫系统，就显得至

关重要。

本研究设计的融合蛋白中，ＳＥＲＰＩＮＡ３可以

有效加快微创口的修复［１２］，使子宫颈鳞状上皮细

胞层形成完整的屏障，阻断 ＨＰＶ的感染。ＩＦＮκ

可以有效激活局部的上皮细胞抗病毒免疫信号通

路，抑制和杀灭 ＨＰＶ
［１３］。对比ＩＦＮα或ＩＦＮβ，

ＩＦＮκ限定在上皮细胞表达，通过自分泌途径激

活，所以只在上皮细胞局部起作用，外敷时不进入

血液循环，不会引起全身性反应，从而避免长期使

用ＩＦＮα和ＩＦＮβ时的不良反应。另外，近期的研

究发现，ＩＦＮκ与ＨＰＶ感染紧密相关，ＨＰＶ感染

抑制ＩＦＮκ的表达，而外源表达的ＩＦＮκ可以抑制

ＨＰＶ的激活，ＩＦＮα和ＩＦＮβ并不具备上述特

征［１４］。这２种活性蛋白的联合使用，会有效解决

ＨＰＶ不易清除的难题。

由于ＩＦＮκ具有很强的疏水性
［１５］，因此，其

单独在原核表达系统中表达，基本以包涵体的形式

存在。虽然包涵体经过变性复性也可以得到部分可

溶的蛋白，但其操作复杂并且这些纯化方式不利于

后期的应用。本研究设计的三元融合蛋白 ＭＢＰ

ＳＥＲＰＩＮＡ３ＩＦＮκ（ＭＳＩＫ）中，ＭＢＰ （麦芽糖结

合蛋白）可以极大地增加ＩＦＮκ的可溶性与稳定

性，还可以通过与细胞表面糖链的结合协助融合蛋

白附着于细胞表面。ＳＥＲＰＩＮＡ３本身的溶解性及

稳定性均较好，也为整个融合蛋白的溶解及稳定提

供了一定的帮助。本课题组获得的融合蛋白具有良

好的溶解性和稳定性，并且可以通过简单的亲和层

析的方法得到大量的高纯度蛋白，这些特性为其以

后的应用提供了极大的帮助。

此外，本实验结果显示，三元融合蛋白 ＭＳＩＫ

具有良好的生物学活性，在细胞和小鼠个体水平均

可有效抑制 ＨＳＶ１的复制 （由于 ＨＰＶ在体外很

难培养，所以我们使用跟 ＨＰＶ 生活周期相近的

ＨＳＶ１来进行代替）。与此同时，在小鼠创口恢复

过程中，该蛋白也能有效促进小鼠创口的愈合。

综上所述，本研究设计的三元融合蛋白 ＭＳＩＫ

均一性好，易于纯化，活性高，无不良反应，非常

适合作为抗ＨＰＶ的宫颈护创敷料，具有较为广泛

的应用前景。
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