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$摘 要% 背景与目的!正常细胞向癌细胞转化过程中#突变的基因或各种异常表达

的蛋白可以成为肿瘤抗原诱导机体的免疫反应# 因此肿瘤患者的血清中存在着与肿

瘤相关的自身抗体 % 重组 /X=< 表达文库血清学分析法 !&%*(,(N#/+, +$+,M&#& (-
*%/(LZ#$+$: /X=< %I8*%&&#($ ,#Z*+*#%&# [KVK\"是利用肿瘤患者血清中的自身抗体
筛选&鉴定肿瘤抗原的技术% 本研究拟采用 [KVK\ 的方法寻找食管癌自身抗体的相
关肿瘤抗原#鉴定与食管癌发生&发展相关的基因和免疫治疗分子靶点#并为食管癌

的诊断提供候选血清标志物%方法!用食管癌组织建立库容量达 4R3]5J3 8-)的 /X=<
表达文库#[KVK\筛选获得 05 个不同 /X=< 序列的阳性克隆#进一步使用 [<X< 法
分析其中 E 个抗原在 5J 例食管癌及 5J 例正常人血清中的反应% 结果! 在 A(L(
&+8#%$& 9%&L#$ !XK["等 05 个阳性克隆中#E 个克隆与已知 K[B 序列明显无同源性#
另外 52个克隆与已知基因高度同源%V#Z(&(L+, 8*(:%#$ [E等 E 个抗原与食管癌患者
和正常人血清反应阳性率分别为 EJ^和 J^&3J^和 5J^&2J^和 0J^&FJ^和 0J^%

结论!V#Z(&(L+, 8*(:%#$ [E等 E个抗原普遍参与了食管癌患者的体液免疫反应#与食

!""
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遇 珑!等! "#$#% 技术筛选及鉴定食管癌肿瘤抗原

食管癌是常见恶性肿瘤!其发病率

及死亡率高" 我国食管癌发病和死亡人

数分别占全球食管癌发病和死亡人数

的 &’!()*和 +,-./*! 其死亡率位居所

有肿瘤的第四位 #0$" 正常细胞向癌细胞

转化过程中!突变的基因或各种异常表

达的蛋白可以成为肿瘤抗原诱导机体

的免疫反应 ! 在肿瘤患者血清中可以

检测到肿瘤相关抗原的自身抗体 #.$"

进一步的研究发现在肿瘤患者和正常

人的血清中肿瘤自身抗体存在显著性

差异 #1$! 提示自身抗体也有可能作为乳

腺癌早期诊断的标志物" 重组 2345 表
达 文 库 血 清 学 分 析 法 %6789:9;<2=:
=>=:?6<6 9@ 8729AB<>=>C 2345 7DE8766<9>
:<B8=8<76! "F$F%&是利用肿瘤患者血清
中的自身抗体筛选’鉴定肿瘤抗原的技

术#+G/$"该技术已鉴定得到了多达上千种

肿瘤相关的自身抗原 " 本研究采用

"F$F% 技术筛选’ 鉴定食管癌相关抗

原!以期为食管癌免疫治疗血清诊断提

供候选的分子靶点和血清分子标志物"

! 材料与方法

!"! 材料
食管癌组织来自河南省林州市肿

瘤医院的 0 例男性食管癌患者 !+(
岁 !中分化鳞状细胞癌!H140IJ"手术
获取的癌组织和患者血清采集后立

即K(LM冻存备用 " 0J 例术前血清来
自中国医学科学院肿瘤医院食管癌患

者 !包括 N 例高分化鳞癌 ’& 例中分化
和 0 例低分化鳞癌 !另收集 0J 例来自
婚检自愿者的健康正常人血清! 采集

后立即分装KOJM冻存备用"

!"# 方法
0-P-0 食管癌组织 A$45 的提取 取
食管癌组织 &JJ A;! 按照 A$45 提取
试剂盒 A$45 Q9:?5HC8=2C "?6C7A 0JJJ

的说明书进行" 提取的 A$45 溶于无
$4=67 去离子水 !测 !P)J " !P(J 值 !0*琼
脂糖凝胶电泳鉴定 " 取 )!; A$45 用
于 2345 文库的构建"
0-P-P 2345 表达文库的构建 2345
表达文库的构建使用 "C8=C=;7>7公司提供
的 R5QS2345!T<B8=8? U9>6C8V2C<9> W<C"
第一链 2X4Y 合成使用 HZ78A9628<EC
$H 高温逆转录酶 %[>\<C89;7>&!其余参
照建库试剂盒说明书进行" 文库 NM保
存!筛选之前不扩增"

0-P-’ 大肠杆菌 ]噬菌体裂解液的制
备 从四环素平板中挑取单克隆 %T0S
^:V7SI$_‘宿主菌 !于含有 I;"aN 和麦

芽糖的 T^ 培养基中培养至 !)JJ 在 J-N
和 0-J 之间" ’ JJJ 8 ] A<> 离心 0J A<>
收集菌体 ! 用 0J AA9: ] T I;"aN 重悬

细菌沉淀至 !)JJ 约为 J-&!取 )JJ !: 菌
液加入 bc0J’ E@V 的 "SR5Q 空载噬菌
体 !’bM 孵 育 0& A<> 后 加 入 O A:
4Rd ]琼脂糖顶层胶 ! 混匀后铺于 0O
2A 直径的含有 4Rd ] 5;=8 底层胶的平
板上!’bM扩增培养过夜" 然后于平板
中加入 0J A: 偶联缓冲液 %J-0 A9: ] :
4=eUa’! Ee O-’&!NM振荡洗脱 0) Z"
收集洗脱液! 超声破碎未完全裂解的

大肠杆菌" 经紫外分光光度法进行蛋

白定量"

0-P-N 大肠 杆 菌 ]噬 菌 体 裂 解 液 与
U4^8S"7EZ=8967 N^ 柱料的偶联 偶联
的过程基本按照 5A786Z=A 公司提供
的说明书进行"偶联后用含有 J-JPf叠
氮钠的 H^" 平衡凝胶介质!NM保存待
用" 根据公式计算偶联率以初步估计

柱料的偶联效率( 偶联率g%偶联前裂
解液蛋白的量K偶联后裂解液蛋白的
量& ]偶联前裂解液蛋白的总量"
0-P-& 血清标本的吸收 采用患者血
清对文库进行免疫学筛选之前 ! 必须

排除血清中存在的与细菌和噬菌体反

应的抗体" 采用偶联有感染 "SR5Q 空
载噬菌体的 %T0S^:V7SI$_‘宿主菌蛋
白的 U4^8S"7EZ=8967 N^ 柱料对血清进
行预吸收" 去除与血清中与大肠杆菌 ]
噬菌体蛋白反应的抗体成分 " 用含有

0f ^"5 的 0cH^" 0h0J 稀释血清后 !

按照 0i0 的体积比与偶联了大肠杆菌 ]
噬菌体裂解蛋白的柱料混合 !NM轻度
振荡过夜!收集血清" 血清重复吸收 ’

次 " 收集吸收后的血清 ! 用含有 0f
^"5 的 0cH^" 以最终 0 i&J 的稀释度
稀释血清! 加入 J-JPf的叠氮钠防腐!

NjU 保存备用"
0-P-) 血清标本吸收效果的检测 吸
收前’后的血清以最终 0i&J 的稀释度!

分别与转印有 "SR5Q 空载噬菌体表达
蛋白的硝酸纤维素膜反应 ! 以检测血

清吸收的效果""SR5Q 空载噬菌体感染
%T0S^:V7SI$_‘宿主菌 ! 共同铺于 ,J
AA 直径的含有 4Rd ] 5;=8 底层胶的平
板上 !’kM扩增培养至噬斑刚刚可见
时!转印至经 0J AA9: ] T [QHl%I782m&
浸泡的硝酸纤维素膜上 ’kM诱导表达
(Z" 将平板移至 NM!放置 P Z" 揭掉硝
酸纤维素膜后! 于 H^" ] H 缓冲液 %含

J-0*吐温 PJ 的 H^" 缓冲液 &中洗涤 &
次 !用 0* ^"5 ] H^" NM封闭过夜" 然

后!硝酸纤维素膜分成两部分 !分别与

吸收前及吸收后血清室温反应 0 Z" 用
H^" ] H 洗涤 & 次!然后与 0iP &JJ 稀释
的 碱 性 磷 酸 酶 标 记 的 羊 抗 人 [;l
%"<;A=& 二抗室温孵育 0 Z" 用 H^" ] H
缓冲液洗涤 & 次! 最后 0 次换用 H^"!
加入至配制好的 4^H ] ^U[Q 底物液中!

暗室内显色" 比较血清吸收前后硝酸

纤维素膜的背景反应"

0-P-k 2345 文库的筛选 取 )JJ !:
%T0S^:V7SI$_‘菌液加入 kc0J’ E@V 的
重组噬菌体 !’kM孵育 0& A<> 后加入
( A: 4Rd ]琼脂糖顶层胶 !混合后铺于

0( 2A 直径的含有 4Rd ] 5;=8 底层胶
的平板上!’kM扩增培养至噬斑刚刚可
见时! 转印至经 0J AA9: ] T [QHl 浸泡
的硝酸纤维素膜上 ’kM诱导表达 ( Z"
将平板移至 NM!放置 P Z"硝酸纤维素
膜自体血清室温反应 P Z!其它操作同
血清标本吸收效果的检测 " 将与阳性

显色斑对应的噬斑即为 2345 文库第
一轮筛选的阳性噬菌体克隆 " 将第一

轮筛选到的阳性克隆混合后进行第二

轮筛选!但是同一个平板铺两张膜 !一

张与患者自体的血清反应 ! 另一张则

直接与羊抗人 [;lS5Q 反应 !两张膜同

时显色" 那些与自体血清反应阳性而

直接与羊抗人 [;lS5Q 二抗反应阴性
的噬斑为文库第二次筛选的阳性克

隆"

0-P-( 阳 性 克 隆 的 内 部 剪 切 按

管癌患者血清的反应阳性率明显高于正

常人的血清"本研究发现的 P0个食管癌
抗原可作为食管癌治疗的潜在分子靶点

和食管癌诊断新的候选血清学标志物"

关键词!食管肿瘤) 肿瘤抗原) "F$F%)
2345 表达文库
中图分类号!$k’ 文献标识码!^
文章编号(0JJJKN)k%%PJJk&J0KJ0JJKJ)

!"!
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图 ! 采用凝胶柱层析分离的 "#$% 片段经非变性聚
丙烯酰胺凝胶电泳后的放射自显影图

&’()*+ ! ,-*./ .)01*.2’1(*.34 15 "#$% 5*.(6+708
5*."0’17.0+2 9/ 8+34.*18+ :;-<= (+> 5’>0*.0’17 6+2’)6
;.7+ ?! 6.*@+* 2’(+80+2 9/ !!"#2" " >.7+8 A-AB! "#$%
5*.(6+708 5*."0’17.0+2 9/ C+34.*18+ D;-<= (+> 5’>0*.0’17 6+2’)6
.72 "1>>+"0+2 .50+* "+70*’5)(.0’17E

遇 珑!等E CFGF, 技术筛选及鉴定食管癌肿瘤抗原

图 < 食管癌组织 "H$% 第一链和第
二链电泳放射自显影 , 光片图
&’()*+ < ,-*./ .)01*.2’1(*.34 15
5’*80-80*.72 .72 8+"172-80*.72 "H$%

15 +8134.(+.> ".*"’716. 0’88)+
;.7+ ?! 6.*@+* 2’(+80+2 9/ ! I!"#2"" >.7+
A! 5’*80-80*.72 "H$J" >.7+ <! 8+"172-80*.72
"H$JE

图 A 食管癌组织 6G$J
&’()*+ A 6G$J 15 +8134.(+.> ".7"+*

0’88)+
;.7+ ?! 6.*@+* 2’(+80+2 9/ ! K!"#2"" >.7+
A! 3)*+ +8134.(+.> ".7"+* 6G$JE

C0*.0.(+7+公司提供的说明书将含
有插入序列的质粒转化为单链丝状噬

菌体形式存在的 3L>)+8"*’30 噬菌粒#噬
菌粒感染 CM;G 菌后$用于碱裂解法小

量提取质粒$以 $%&G #和 ’(& #进行
双酶切$初步鉴定插入片段的大小%

AE<EN 核苷酸序列测定及生物信息学
分析 测序由上海博亚公司完成 # 将

测序所得核苷酸序列在各种核苷酸和

蛋白质数据库中进行分析 & 主要包括

核苷酸序列同源性分析 ’读码框分析 ’

蛋白质序列同源性分析 ’CFGF, 数据
库分析 ’;1")8>’7@ 分析 ’O7’P+7+ 分析
以及 CJPF 分析等等#
AQ<EAR CJHJ (8+*)6 .70’912/ 2+0+"0’17
.**./)法检测抗原克隆与血清抗体的反
应 按照 RES $> K点 (相当于 SRR 35))
将各阳性克隆噬菌体及空载对照噬菌

体点于事先制备好的含有 S 661> K ;
TUVP 及 REWX J(*18+ 的 ;L 琼脂平板
上&!YZ倒置扩增过夜% 然后转印至硝

酸纤维素膜上 !YZ诱导表达 [\] 4%将
平板移至 B^D&放置 < 4%与吸收后的异
体血清室温反应 A 4& 步骤同 "H$% 文
库筛选%

! 结 果

!"# 人食管癌 $%&’ 表达文库构建结
果

<QAQA 人食管癌组织 6G$%的鉴定 从
_RR 6( 食 管 癌 组 织 样 品 中 共 获 得
6G$% 约 ‘Q] $(%经紫外分光光度计测
定 & 其 )<aR K )<WR&)<aR K )<_R 的值分别为

<QRA 和 AQNW& 证明 6G$J 纯度符合要
求 % 纯化的 6G$J 在 AX琼脂糖凝胶
上呈一条从加样孔到 RQA @9 左右的电
泳拖带& 且主要集中于 RQ]\<QR @9 之
间&表明 6G$J 质量较好&无明显降解

(图 A)%
<QAQ< 成功构建库容为 AbARa 35) 食管
癌组织 "H$J 表达文库 以提取的 ]
$( 食管癌组织 6G$J 为模板& 在合成
"H$J 第一链和第二链的同时随机掺
入 _<U % 电泳后放射自显影显示&"H$J
第一链和第二链均介于 RE]\]ER @9 之
间&主要集中在 A\_ @9 左右(图 <)% 得
到的双链 "H$J 经末端补平后 & 并带

$%&G#’’(&#酶切位点的两个粘性末
端 % 这样得到的双链 "H$J 片段在

C+34.*18+ :;-<L 凝
胶柱中按照分子大

小 分 离 并 分 部 收

集 % 收 集 的 各 管

"H$J 片段经非变
性聚丙烯酰胺凝胶

电 泳 及 放 射 自 显

影&结果显示第 ]\
AA 管的片段长度
大 于 ]RR 93 ( 图

_)% 合并第 ] \AA
管 & 沉淀后溶于 ]
$> 去离子水中% FL
琼脂平板定量其浓

度为 ARR 7( K $>%

取 ARR 7( 与 cJU Fd3*+88 载体连
接后 & 用 P’(.3."@TTT P1>2 :>17’7( @’0
提供的包装蛋白进行包装 % 获得库容

为 AeARa 35) 的人食管癌组织 "H$J 表
达原始文库% 文库不经扩增直接用于

抗原筛选%

!"! 从食管癌组织 $%&’ 表达文库中
筛选与患者血清反应的克隆结果

<Q<QA 反应血清的吸收& 排除与细菌

和噬菌体反应的抗体 本研究采用的

自体和异体血清均采用偶联有感染 !-
cJU 空载噬菌体的 ,;A-L>)+-?G&f宿
主菌蛋白的 :$L*-C+34.*18+ BL 柱料对
血清进行预吸收 % 图 B 为一张吸收与
未吸收的患者自体血清与文库反应后

效果的代表性图示% 可见经吸收后&背

景噬菌斑显色强度明显降低 & 阳性克

隆噬菌斑清晰可辨%

<Q<Q< 血清免疫学筛选获取阳性反应
克隆 利用吸收后的食管癌患者自体

血清筛选了总共 AeARa 的克隆%初筛共

获得了 AWB 个阳性克隆% 图 ]J 是一张
经初筛得到的阳性克隆在硝酸纤维素

膜上的显色情况% 经分析排除了假阳

性克隆后共得到 Y] 个阳性克隆% 将得
到的 Y] 个克隆混合培养后重新转印
到新的膜上进行第二轮筛选 & 并排除

自身 T(P 反应的克隆&即排除那些能直
接与抗人 T(P 的二抗反应的克隆 % 图

]L 是经过第二轮筛选后阳性克隆在膜
上显色的一张代表图% 经过第二轮筛

选共得到 <A 个阳性克隆%
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遇 珑!等# $%&%’ 技术筛选及鉴定食管癌肿瘤抗原

图 ( 部分阳性克隆双酶切后 )*
琼脂糖电泳图

+,-./0 1 $0203 456,7,20 895306
:,-0670: ;,7< !"#&! =3: $%#!

>=30 ?! @=/A0/" 9=306 ) BC! 456,7,20
895306#

图 C $!D! 法检测 E 例阳性克隆与异体血清的
反应情况

+,-./0 C F<0 ,@@.35/0=87,536 5G E 456,7,20 895306
;,7< <070/595-5.6 60/= :070870: HI $!D!

%=8< 60/595-,8 /0=87,53 ;=6 4=/=9909 :070870: ;,7< 7;5 6=@0
895306J "9.0KH9=8A :576 /04/06037 456,7,20 ,@@.35/0=87,536#
L0875/ ;,7<5.7 ,360/7 ;=6 .60: =6 = 30-=7,20 8537/59#

图 E 患者自体血清与文库反应的结果
+,-./0 E M@@.35/0=87,53 5G 9,H/=/I 895306 ;,7< =.7595-5.6 60/.@

!! M@@.35/0=87,53 5G =.7595-5.6 60/.@ ;,7<5.7 =H65/47,53 HI 4/570,36 5G "=870/,=9 N567 $7/=,3
=3: ;,9:K7I40 9=@H:= 4<=-0J
"! M@@.35/0=87,53 5G =.7595-5.6 60/.@ =H65/H0: HI 4/570,36 5G "=870/,=9 N567 $7/=,3 =3: ;,9:K
7I40 9=@H:= 4<=-0J
F<0 =//5;6 45,37 75 456,7,20 895306J

! "

图 O 文库血清学筛选得到的阳性克隆
+,-./0 O P56,7,20 895306 5G 7<0 9,H/=/I 68/0030: HI =.75=37,H5:,06 ,3 =.7595-5.6 60/.@

!! 4/,@=/I 68/003,3-" "! 60853: /5.3: 68/003,3-J
F<0 =//5;6 45,37 75 456,7,20 895306 :./,3- 7<0 4/,@=/I 68/003,3-J

!"# 阳性克隆代表基因同源性分析结果
QJRJ) 阳性克隆双酶切 对获得的 Q)
个阳性克隆首先进行内部剪切 # 用

&"#& !和 $%#!双酶
切鉴定外源插入片段

的大小# 图 1 显示的是
部分阳性克隆双酶切

后经 )S琼脂糖凝胶电
泳的结果 # 经鉴定 $Q)
个阳性克隆均含有外

源插入片段 $片段大小

在 T#OUVJW AH 之间%
VJRJV 阳性克隆代表
的肿瘤抗原基因序列

的鉴定及同源性分析

将这些克隆进行核

苷酸序列测定# 核苷酸

序列显示 VX 个克隆代
表不同的抗原分子# 进

入 Y03"=3A 进 行 %$F

同源性比 较 发 现 & 有 XC 个 克 隆 与
Y03"=3A 已有的 %$F 具有较高的同源
性 & 如表 X 所示 % 其中 O 个克隆的
8DZ! 分别含有 O 个基因的全长 8DZ!
序列& 它们是!%$[K\ 为人活化的 &!Z
聚合酶"共转录因子 E&%$[KXW 为人
核糖体蛋白质 $E&%$[KXQ 为人肝细胞
色 素 ] 氧 化 酶 亚 单 位 LMM= 多 肽 Q&
%$[KXR 为人微粒体的谷胱甘肽 $ 转移
酶 Q 以及 %$[KXO’白介素 C 受体 (% 其

中 %$[KXO 为我们首先发现的完整的
新基因 8DZ! 序列&在 Y03"=3A 中的登
录号为 !+RCRQWE&后来鉴定为白介素 C
受 体 % 余 下 E 个 克 隆 的 序 列 与
Y03"=3A 已报道的 %$F 或基因的外显
子序列无明显同源%

!"$ 阳性克隆与正常人血清反应性低
于食管癌患者

用 $!D! 法检测 E 个具有全长
8DZ! 序列的克隆与 XW 例食管癌患者
血清和 XW 例正常人血清的反应情况 %

图 C 是其中两例食管癌和两例正常人
血清的反应情况%患者 X 的血清与克隆
%$[K\ 反应 & 患者 Q 的血清与克隆
%$[KXQ)%$[KXR 反应"而 Q 例正常人的
血清均不与这 E 个克隆反应#

E 个克隆与 QW 例异体血清的反应
情况见表 Q# 从表中可见 E 个克隆与肿
瘤患者的血清反应的阳性率均高于与

正常人血清的反应#其中 \)XW 和 XQ 号
克隆与肿瘤患者的血清反应阳性率高

出正常人血清反应的 R 倍以上#
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&’()*

+",-.
+",-/0
+",-12
+",-13

+4(5678*7’
97)9*: 4*:7

;
<
=
3

>(:?7’ 9()@:(’
4*:7
0
1
2
2

A’()*

+",-1
+",-2

+",-3
+",-;
+",-=
+",-.
+",-10
+",-11
+",-12

+",-13
+",-1;

+",-1B
+",-1<
+",-1.
+",-1C
+",-20
+",-21

D*)*

E(?( 475F*)4 G*4?F) !H+""

E(?( 475F*)4 AHI-GF79J’8’J9*:(’# F)(4F@(’ 3-56(4567@FGJ’@:7)4K*:74*
!56(4567@FGJ’F)(4F@(’ 4J)@674*" !AHLIM"

E(?( 475F*)4 K*::F@F) 6*7NJ 967F) 4OPO)F@
E(?( 475F*)4 8’O@7@6F()* "-@:7)4K*:7*4 5F !D"MI1"

E(?( 475F*)4 97@6*54F) Q !AM"Q"

$>R5(’J?*:74* ! @:7)49:F5@F() 9(K79@(: ;
$FP(4(?7’ 5:(@*F) ";
E(?( 475F*)4 $R>$ ?*?P*: $R" ()9(8*)* K7?F’J
E(?( 475F*)4 4F?F’7: @( 9J@(96:(?* 9 (SFG74* 4OPO)F@
"7 5(’J5*5@FG* 2 !’FN*:" !ET 475F*)4"

E(?( 475F*)4 ?F9:(4(?7’ 8’O@7@6F()* "-@:7)4K*:74* 2 !UD"M2"

E(?( 475F*)4 4F)8*G !H:(4(56F’7"-’FV*
!4*7 O:96F) K749F) 6(?(’(8 ’FV*" !">W"

L)@*:’*OVF) = :*9*5@(: !LW-=$"

EO?7) 97’?(GO’F)-# !ARWU1"

E(?( 475F*)4 @:7)48*’F) !MRDW>"

E(?( 475F*)4 KFP:()*9@F) !X> 5:*9O:4(:"T
E(?( 475F*)4 9(’’78*)$ @J5*#$ 7’567 1 !A,W1R1"

E(?( 475F*)4 EO?7)F) !E>"

W*)8@6 (K FG*)@FKF*G
)O9’*(@FG* 4*YO*)9* !P5"

<3B
BCB

B=3
33<
<B1
3.1
.Z2
=03
;0.

B;1
;.2

=01
<B<
B;;
<.;
<<3
<0B

+"M 6(?(’(8J 7)7’J4F4
F) D*)Q7)V !["

C<
CC

C.
100
CC
CC

100
C.

100

100
CC

100
C=

100
C.
C;
CC

XO)9@F()

A*’’ 4@:O9@O:*
U*@7P(’F4?

U*@7P(’F4?
U*@7P(’F4?
U*@7P(’F4?
$>R 4J)@6*4F4
$FP(4(?* 5:(@*F)
"F8)7’ @:7)4GO9@F()
U*@7P(’F4?

U*@7P(’F4?
A*’’ ?(PF’F@J

"F8)7’ @:7)4GO9@F()
"F8)7’ @:7)4GO9@F()
A*’’ 4@:O9@O:*
A*’’ 7G6*4F()
A*’’ 7G6*4F()
"F8)7’ @:7)4GO9@F()

表 ! 食管癌 "#$% 表达文库阳性克隆的同源性分析
&’()* ! +,-.& /01"/2* /3 456*716 37/2 8/64149* ")/5*6

表 : ; 个克隆与前面 :< 例血清的
反应情况

&’()* = >*’"14/56 /3 ? 8/64149*
")/5*6 @41A B< 6’28)*6 /3 *6/8A’C*’)
"’5"*7 6*702 ’5D E< 6’28)*6 /3
5/72’) "/517/) 6*702 !"’6*6"

! 讨 论

肿瘤免疫识别研究多注意 M 细胞
免疫$特别是 AMW 的作用% 由于细胞免
疫和体液免疫在抗肿瘤免疫应答中协

同发挥作用 $ 所以肿瘤抗原在体内不

仅能诱导细胞免疫应答 $ 而且还能诱

导产生特异性抗体 % 已经证明采用

"+$+% 技术筛选出的肿瘤抗原 $如

URD+$既能诱导细胞免疫应答 $又能
刺激机体产生抗体 % 我们应用该技术

研究食管癌肿瘤抗原 $筛选获得 21 个

抗原分子$其中 1= 个编码基因与已知
基因有较高的同源性$ 这些抗原分子

在食管癌患者体内能不同程度地刺激

免疫系统产生特异性抗体 % 同时筛选

获得 ; 个与已知的 +"M 或基因外显子
无同源性的序列 $ 有报道这些序列表

达的肽段可能是模拟了某些抗原分子

的表位而被肿瘤自身抗体所识别 &=’%

生物信息学分析表明在我们鉴定

的已知抗原中主要有以下一些类型(

!1"参与致癌物代谢的食管癌相
关抗原% 在食管癌发生过程中$绝大多

数化学致癌物为前致癌物 $ 需要被细

胞色素氧化酶代谢后才有致癌性 % 其

中我们筛选到一个克隆是细胞色素 A
氧化酶亚单位"7 多肽 2$它可能与激
活致癌物有关% 我们筛选到的与 D"M-
$ 高度同源的食管癌抗原$它可能对体
内活化的致癌物具有解毒的作用 %

D"M-$ 是食管组织恶变前的一个早期
标志物$ 是食管粘膜接触致癌物增多

的标志 &.’%

!2"信号传导途径相关抗原% 采用
"+$+% 技术 $ 我们筛选到一个克隆

+",-11$该克隆为 :74 癌基因家族成员

:7)$ 该 9H>R 的预测氨基酸序列具有
DMI 结合结构域% :7) 首先是从畸胎瘤
9H>R 文库中筛选出来 &C’$参与多种肿

瘤内信号转导 $ 当 :7) 分子与 DMI74*
活 化 蛋 白 !DRI4" 结 合 时 $:7) 的
DMI74* 活性就被诱导$从而结合 DMI$
使该条信号通路处于活性状态 $ 如果

:7) 永久处于 :7)-DMI 结合状态$ 细胞
就会发生异常有丝分裂 $ 与肿瘤形成

有关% 所以$从食管癌转移灶 9H>R 表
达文库中筛选到 :7) 高度同源蛋白$提
示了食管癌的发生可能有上述相似的

机制 &10’%另外$+",-1< 号克隆为人钙调
蛋白# $ 该蛋白又称磷酸化酶激酶

G*’@7 亚单位!IE\H"$参与了细胞的生
长$细胞周期的调节 &11’%

!3"细胞黏附分子相关抗原% 良性
肿瘤与恶性肿瘤的关键区别就是恶性

肿瘤具侵袭和转移能力 % 目前的研究

表明肿瘤细胞表面的黏附分子直接参

与了肿瘤细胞的侵袭)转移% 在我们的

研究中发现了两个克隆为细胞黏附分

子(人纤连蛋白和人#型胶原 1% 有关
纤连蛋白参与肿瘤发生发展的报道很

多$ 在食管癌的研究中发现纤连蛋白
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!."

!!/"

!!!"

!!""

!!#"

!!$"

!!%"

!!&"

在食管癌中高表达 # 并且参与了癌细

胞 +01 通路的活化#加速了食管癌的演
进 !!""$ 胶原分子直接参与了肿瘤细胞

之间%肿瘤细胞与基质的黏附 #一个日

本的研究小组报道!型胶原在食管癌
患者血清中升高 # 并且可以作为食管

癌诊断的血清标志物 !!#"$因此 2 型胶原
作为肿瘤相关抗原同时还能够激发体

液免疫# 升高肿瘤患者血清中相应自

身抗体的水平$

&$’人核糖体蛋白相关抗原$ 我们
从食管癌转移灶 3456 文库中筛选到
一个阳性克隆 +*78!/#9:;<=;1 分析
表明其与人 0>*$ ?,56 有 !@@A的同
源性$ 有报道显示人核糖体蛋白&0>*’
与肿瘤的发生%发展密切相关#如 0>*"
在人肝癌中表达上调 !!$"#0>*# 参与细胞
凋亡的调控 !!%"$所以#有理由推测#0>*$
在食管癌的发生过程中可能也起重要

作用$

通过 *646 法 # 我们进一步验证

了这些通过患者自体血清筛选出来的

克隆在其他食管癌患者和正常人体内

参与的自体肿瘤抗原反应的情况 $ $
个克隆在 !@ 例食管癌患者的异体血
清中均有一定的反应阳性率 #+*78!"
更是达到了 ’@A# 表明该抗原较普遍

地参与了食管癌的病理演进过程$ 其

中除了 +*78!# 以外#其它 # 个克隆在
食管癌患者血清中的阳性率明显高于

正常人血清$ 这一结果表明这些抗原

有可能作为食管癌诊断的血清学分子

标志物$ "@@% 年 #B=;C 等 !’"报道他们

通过类似方法得到的 "" 个前列腺癌
抗原对于前列腺癌诊断的敏感性达到

了 (!D&A#特异性达到了 (()"A#明显

高于 >*6 诊断的结果$ 他们的这一研

究被新英格兰医学杂志评为近年来分

子诊断标志物最重要的进展 !!&"$ 下一

步#我们将对这 "! 个克隆进行系统的
研究#扩大血清样本#探讨这些抗原作

为临床食管癌血清学诊断标志物的可

能$

总之# 我们的研究分离得到了食

管癌相关肿瘤抗原$ 由于这些食管癌

相关肿瘤抗原能诱导机体产生免疫反

应# 因此可作为食管癌免疫治疗的分

子靶点# 同时也可能成为食管癌诊断

的血清学分子标志物$
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