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鼻咽癌组织 !"#$ 文库的构建及抗原基因的筛选

舒 峻 李官成" 何小鹃
（中南大学湘雅医学院肿瘤研究所免疫生物室，长沙 $#""36）

摘 要 构建人鼻咽癌组织 AC)D 文库，以 E:F:G 方法从 AC)D 文库中筛选鼻咽癌抗原基因。采用确诊鼻咽癌患

者新鲜活检癌组织构建 AC)D 文库，测定原始文库滴度，进行蓝白筛选以确定文库的重组率。以建库组织来源患者

的自身血清，采用“一对一”的血清学方法筛选所构建的 AC)D 文库，阳性克隆经 HIF 检测鉴定后进行序列分析。

经测定原始文库滴度为 3J!6 K #"2 @L-M;N，含 0J2$ K #"2 个重组子，重组率为 O$P，扩增文库滴度为 0J6 K #"O @L-M;N，

AC)D 插入片段大小在 "J7 Q 0J"R= 之间。文库经三轮血清学筛选共获得 !0 个阳性克隆，分别代表了 #2 个独立的

AC)D 插入片段（抗原基因）。其中 #" 个与已知基因高度同源，另外 2 个基因与 S5,T+,R 中已知基因的部分同源，其

中有 0 个是新基因。利用 EUDF4 技术构建了高质量的人鼻咽癌组织 AC)D 表达文库，有利于以 AC)D 文库为基础

的进一步的实验研究。应用 E:F:G 技术初步筛选鼻咽癌组织 AC)D 文库，共得到 #2 个鼻咽癌相关抗原基因，其中

有 0 个是新基因，可能为鼻咽癌的免疫学研究提供新的研究分子。
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鼻咽癌是一种上皮源性的恶性肿瘤，病理类型

多为低分化鳞癌，恶性程度高、转移早，出现临床症

状时多已至中晚期，且治疗后复发率高，7 年生存率

始终徘徊于 7"P Q 2"P。近年来，肿瘤免疫治疗研

究已成为肿瘤研究领域的热点，其在肿瘤综合治疗

中的地位越来越重要。然而，无论是肿瘤主动免疫

治疗还是被动免疫治疗，前提是必须首先获得肿瘤

抗原。近几年来，人们采用“重组 AC)D 表达文库的

血清学分析”（E5.&’&W<A+’ +,+’/><> &L .5A&;=<,+,X AC)D
59@.<>><&, ’<=.+./，E:F:G）技术筛选及鉴定肿瘤抗原，

极大地推动了分离肿瘤抗原的速度。迄今为止，已

有多个研究机构用构建和筛选 AC)D 文库的方法克

隆了多种类型肿瘤的抗原基因和其它相关基因［#，!］。

然而，到目前为止，关于鼻咽癌抗原的筛选及鉴定研

究工作国内外尚未见报道。本文采用 E:F:G 技术，

从构建的人鼻咽癌原发组织 AC)D 文库中筛选鉴定

鼻咽癌及其相关的肿瘤抗原，可能为鼻咽癌疫苗的

研制提供候选抗原或新的免疫学研究分子。

% 材料和方法

%&% 材料

总 F)D 抽提试剂 4FYZ&’ 购自 Y,[<X.&W5, 公司。

EUDF44UAC)D 文库构建试剂盒购自 I’&,X5AB 公司。

H+AR+W5,5 N+;=\+ C)D H+AR+W<,W E/>X5; 购自 @.&;5W+
公司。硝酸纤维素膜购自浙江台州四甲生化塑料制

品厂。羊抗人 YWS1]FH 为 武 汉 博 士 德 公 司 产 品。

CDT 显色剂购自北京华美公司。!4.<@’:9! 插入子筛

选引物由大连宝生物公司合成，7^端引物序列为：7^1
I4ISSSDDSISISIID44S4S44SS410^，0^端 引 物 序

列 为：7^1D4DISDI4IDI4D4DSSSISDD44SSII10^。
成人鼻咽癌组织与外周血标本取自湖南省肿瘤医院

（经患者同意），患者为门诊初诊病人，组织经病理检

查确诊为低分化鳞癌。

%&’ 鼻咽癌组织总 (#$ 的抽提与纯化

取一例新鲜鼻咽癌组织，按照 4FYZ&’4U试剂操作

说明提取总 F)D，用 C)+>51Y 消化总 F)D 中的痕量

C)D，提取的总 F)D 经测定 3!2"与 3!6"值及 #P琼脂

糖凝胶电泳以确定其纯度及浓度。

%&) !"#$ 文库的构建

按 EUDF44UAC)D 文库构建试剂盒说明书完成，

取 #"W 鼻咽癌组织总 F)D 为模板，以 EUDF4 Y% 寡

核苷酸和 ICE YYYM0^1HIF 引物，H&_5.EA.<@X 逆转录酶

逆转录成 AC)D 第一链，NC1HIF（N&,W1\<>X+,A5 HIF）

扩增双链 AC)D。双链 AC)D 以 4-# Y 限制性内切酶



酶切，然后经 !"#$%& ’()*+,-- 柱分级分离，收集

符合大小（ . -/,01）要求的 23*& 片段。将酶切后

的双链 23*& 按一定比例与!456789:;（经 ’<6 )& 和 =
酶切）载体连接。用 (>20>?@A@ B>C1D> 3*& (>20>?+
6A? ’EFG@C 包装连接产物为噬菌体颗粒。用噬菌体

颗粒转染宿主菌 HBI+=8J@，与顶层琼脂混匀后铺平

板，根据噬菌斑数计算文库滴度，同时进行蓝白筛选

以检测文库的重组率。

!"# $%&’ 文库的扩增和鉴定

按照原始文库的滴度，继续感染宿主菌以扩增

文库；同时，铺平板检测扩增文库滴度，并从中随机

挑取噬菌斑，进行 (!# 以扩增插入片段。(!# 反应

程序为：KLM LC6A，KLM ILF，NLM LC6A，OL 个循环，

NPM保温 PC6A。反应产物以 IQ琼脂糖凝胶电泳分

析。

!"( $%&’ 文库的筛选

!"("! 大肠杆菌裂解物预吸收血清：用 4=’4（含

-/LQ 4R@@A+;- 的 4=’）缓冲液 I S I- 稀释用于筛选

的建库组织来源患者自体血清，于每毫升稀释的血

清中加入 -/LCB 大肠杆菌裂解液，置室温缓慢摇动

温育 ,T。处理后的血清加入 -/-L Q *>*O 保存备

用。

!"(") 鼻咽癌组织 23*& 文库的血清筛选：以已处

理的 鼻 咽 癌 患 者 自 身 血 清，采 用 ’9#9H 技 术 对

23*& 文库进行“一对一”筛选，第一轮筛选具体方

法参照文献［O，,，L］略有改进。简言之为将噬菌体

转染大肠杆菌 HBI+=8J@，铺于 IL-CC B=U%?’$, 琼脂

平板上，以经 )(4V 处理的硝酸纤维素膜诱导蛋白

质表达。硝酸纤维素膜以含 LQ脱脂奶的 4=’4 缓

冲液封闭，再与 I S I-- 稀释的经预吸收处理的血清

室温共育，洗膜后与 I SL--- 稀释的过氧化物酶联羊

抗人 )?V 室温缓慢摇动 I/L W ; T，洗膜后用 3&= 进

行显色反应，阳性克隆挑出保存于适量噬菌体稀释

液中。第二轮筛选前先测定第一轮筛选所获阳性克

隆的滴度，按照其滴度转染宿主菌，进行第二轮的筛

选，方法基本同第一轮筛选。不同之处是，第二轮筛

选的目的主要是排除假阳性。所获阳性克隆经第三

轮筛选，确保其为单克隆。

!"* 阳性克隆 $%&’ 片段的扩增

以阳性克隆噬菌体稀释液为模板，以!456789:;
插入子筛选引物经 B3+(!# 扩增 23*& 插入片段。

(!# 反应参数为：KLM 预变性 LC6A，KLM 变性 O-F，
NPM 复性延伸 ,C6A，循环 OL 次后，NPM 保温 PC6A。

!"+ 核苷酸序列测定及其生物信息学分析

阳性克隆 (!# 产物经纯化后，交测序公司进行

测序。将获得的 23*& 序列用序列分析软件 =B&’4
与 V@A=>A0 数据库中已知基因进行同源性比较。

) 结果

)"! 鼻咽癌组织 $%&’ 文库的构建

经 IQ琼脂糖凝胶电泳检测，合成的双链 23*&
片段大小在 -/O W ,/-01 之间（X6? Y I）。经测定原始

文库滴度为 Z/;P [ I-N 7<JUCB，含 O/N, [ I-N 个重组

子，重组率为 K,Q。原始文库经扩增后，测定文库

滴度为 O/P [ I-K7<JUCB。随机挑取 ,- 个克隆经 (!#
鉴定 23*& 插入片段大小，插入 23*& 大小在 -/L W
O/-01 之间（X6? Y;）。

图 I 鼻咽癌组织双链 23*& IQ琼脂糖凝胶电泳

X6?YI DF+23*& \< A>F\7T>5EA?@>8 2>526A\C> G6FFJ@
R>F >A>8E]@D 1E @8@2G5\7T\5@F6F \A IQ >?>5\F@ ?@8

%：!!"#D" C>50@5

图 ; 随机克隆 (!# 产物琼脂糖凝胶电泳分析

X6?Y; (!# 75\DJ2GF \< 5>AD\C 28\A@F <5\C 23*& >C786<6@D
8615>5E R>F >A>8E]@D 1E @8@2G5\7T\5@F6F \A IQ >?>5\F@ ?@8

I W I-：(!# 75\DJ2GF \< 5>AD\C 28\A@F

%：I01 3*& 8>DD@5

LLI 期 舒 峻等：鼻咽癌组织 23*& 文库的构建及抗原基因的筛选



!"! #$%& 文库的血清筛选

采用建库来源的病人自身血清，“一对一”进行

筛选。第一轮共对 !"#个重组噬菌体进行筛选，共筛

出 !$% 个阳性反应克隆。经过第二轮、第三轮筛选，

共获得 %$ 个阳性反应克隆。

!"’ 阳性克隆的核苷酸序列测定及同源性分析

测定阳性克隆 &’() 插入片段的核苷酸序列，

采用序列分析软件 *+),- 与 (.*/ 的 012*324 数据

库中已知基因进行同源性比较、分析。结果显示，%$

个阳性克隆分别代表了 !5 个独立的 &’() 插入片

段，分别命名为 (6.7)7! 8 !5。这 !5 个抗原基因中

有 !" 个与已知的基因有较高的同源性，相关的描述

见表 !（-39:1!）。而另外 5 个基因在 012*324 序列数

据库分析中与已知基因部分同源，其中 (6.7)7;、

(6.7)75、(6.7)7# 是新的基因，已对此 $ 个基因申

请 了 012*324 )&&1<<=>2 (>?，分 别 为：)@$%"A"!、

)@$%"A!A、)@$%"A"%。

表 ( )*+*, 筛选文库所得阳性基因及其相关生物学信息

-./01 ( 21314 5613758516 /9 )*+*, .3.09454 :8 ;<=.3 %>? 7544<1 #$%& 05/@.@9

(3B1 ,=C1 >D =2<1EF1G
&’()（9H）

/G12F=FI 012*324 (>? .JE ? :>&3F=>2 6E>GK&F、DK2&F=>2、D13FKE1、1LHE1<<=>2 H3FF1E2

(6.7)7! $MA9H N6+$! (O7"""PP$ %Q!!?% N=9><>B3: HE>F1=2+$!，3 &>BH>212F >D FJ1 5", <K9K2=F ? R=SJ1E :1T1:< 1L7
HE1<<1G =2 D3B=:=3: 3G12>B3F>K< H>:IH<?

(6.7)7% ;%$9H ,!"" )% (O7"";P#M !Q%!
,!"" &3:&=KB79=2G=2S HE>F1=2 )%，3 B1B91E >D FJ1 ,!"" D3B=:I，K9=QK=F>K<:I
1LHE1<<1G，=2T>:T1G =2 &1:: &I&:1 HE>SE1<<=>2 32G G=DD1E12F=3F=>2，J3T1 3 FKB>E
<KHHE1<<>E DK2&F=>2?

(6.7)7$ ;;$9H R%)UV (O7""%!"5 AQ%A
R%) J=<F>21 D3B=:I，B1B91E V? ) 93<=& 2K&:13E HE>F1=2< FJ3F 3E1 E1<H>2<=9:1
D>E FJ1 2K&:1><>B1 <FEK&FKE1 >D FJ1 &JE>B><>B3: D=91E =2 1K43EI>F1<，=< E1QK=E1G
D>E 1B9EI>2=& G1T1:>HB12F ?

(6.7)7A A5%9H O-%) *.""#"$A !5Q!$ O1F3::>FJ=>21=2 %)，K9=QK=F>K<:I 1LHE1<<1G =2 BK:F=H:1 &32&1E<?
(6.7)7; $M$9H (>T1: S121 )@$%"A"! W242>X2
(6.7)75 5%"9H (>T1: S121 )@$%"A!A W242>X2
(6.7)7# $#%9H (>T1: S121 )@$%"A"% W242>X2

(6.7)7M $AA9H Y/))!5$" (O7"!M#"5 !"H!A

Y/))!5$" HE>F1=2，:=1< X=FJ=2 32 M% 49 =2FE>2 >D FJ1 E1SK:3F>E >D 2>2<12<1
FE32<&E=HF< %（NZ(-%）S121 32G =< FE32<&E=91G =2 FJ1 >HH><=F1 G=E1&F=>2 DE>B
=F ? -J1 HE>F1=2 J3< <>B1 <=B=:3E=FI F> G1JIGE>S123<1 32G FE32<41F>:3<1 HE>F1=2
G>B3=2<?

(6.7)7P !;"9H N6,; (O7""!""P !PQ!$?A N=9><>B3: HE>F1=2 ,;，91:>2S< F> FJ1 ,#6 D3B=:I >D E=9><>B3: HE>F1=2<? /F =<
:>&3F1G =2 FJ1 &IF>H:3<B? -J=< S121 1LHE1<<1< T3E=39:I =2 &>:>E1&F3: &32&1E<

(6.7)7!" 5""9H Y/))"5#% (O7"!AM;P !#H!% Y/))"5#% S121 HE>GK&F，DK2&F=>2 K242>X2?
(6.7)7!! A"59H .-*7P;)!A )."";"M! &JE ?# W242>X2
(6.7)7!% !A5;9H R,$$$R%$ )+"%%$%5 %%Q!%?!7!% ?$ W242>X2

(6.7)7!$ ;MP9H R,*6! (O7""!;$# !5Q%$?$
R13F <J>&4 D3&F>E 9=2G=2S HE>F1=2 !，>T1E1LHE1<<=>2 >D R,*6! =2 B3BB3:=32
&1::<，E1HE1<<1< FJ1 FE32<3&F=T3F=>2 3&F=T=FI >D R,U!，3< 3 21S3F=T1 E1SK:3F>E >D
J13F <J>&4 E1<H>2<1?

(6.7)7!A ;%A9H N6+5 (O7"""P#" !%Q%A?!

N=9><>B3: HE>F1=2 +5，91:>2S< F> FJ1 +5Z D3B=:I >D E=9><>B3: HE>F1=2<? -J1
HE>F1=2 &32 9=2G <H1&=D=&3::I F> G>B3=2 . >D FJ1 F3L7E1<H>2<=T1 12J32&1E 1:17
B12F >D JKB32 -7&1:: :1K41B=3 T=EK< FIH1!，32G =F J3< 9112 <KSS1<F1G FJ3F FJ1
HE>F1=2 B3I H3EF=&=H3F1 =2 F3L7B1G=3F1G FE32<3&F=T3F=>2 >D FE32<&E=HF=>2?

(6.7)7!; A!;9H (.+ (O7"";$M! %Q!%7QF1E (K&:1>:=2，3 1K43EI>F=& 2K&:1>:3E HJ><HJ>HE>F1=2，=< =2T>:T1G =2 FJ1 <I2FJ1<=<
32G B3FKE3F=>2 >D E=9><>B1<?

(6.7)7!5 ;#$9H +[.%;APAM (07""%A5M !;Q%;?! N=9><>B3: HE>F1=2 +P H<1KG>S121，DK2&F=>2 K2HK9:=<J1G?

’ 讨论

构建 &’() 文库并从中随机挑选克隆进行序列

测定，以获得大量正在表达的遗传信息，不仅可以检

测到许多已知基因，还可以从文库中获取一些新的

未知基因。&’() 文库的质量主要反映在文库的代

表性和重组 &’() 片段的序列完整性两个方面。文

库的代表性可用库容量来衡量。根据以往文献报道

用抗体或血清筛选 &’() 文库，所构建的 &’() 文

库至少 需 含 % \ !"5 以 上 的 重 组 子。本 研 究 采 用

,O)N- 技术成功构建的人鼻咽癌组织 &’() 文库，

原始文库含有 $]5A \ !"5 个重组克隆，重组率达到

PA^以上，文库扩增后滴度达到 $]M \ !"P HDK_B+，完

全满足了对 &’() 文库库容的基本要求。

重组 &’() 片段的完整性是反映 &’() 文库质

量的另一重要因素。本研究采用 ,O)N-（,X=F&J=2S

5; 生 物 工 程 学 报 %" 卷



!"#$%&’() %* +, "&- ./ 012 34%&(#4’5*）技术，经 678
9:0（6.&;8-’(*%&#" 9:0）合成双链 #712。其主要优

点在于：首先，提高了 #712 文库中所含全长 #712
的比例；其次，由于 6789:0 在合成 #712 中体现出

来的优越性，只需极其少量的 )012（<+ &;）或总

012（+= &;）就能构建 #712 文库，这对于取材非常

困难的 鼻 咽 癌 组 织 意 义 重 大；第 三，合 成 的 双 链

#712 经!"#!（>2 和 >?）酶切，连接到"34’5@AB< 载体

的左右臂，从而实现 #712 的简便、快速的定向克

隆。

随着分子生物学技术的发展，特别是 #712 表

达文库技术的应用，9/4"C&-(#$C$ 小组于 DEE+ 年首

先建立和使用了 FA0AG 技术，从而开创了血清学检

测肿瘤抗原的新时代［H］。迄今为止，已有超过 <===
种肿瘤抗原经 FA0AG 技术识别并鉴定［I］。但 FA08
AG 技术用于鼻咽癌抗原的研究，国内外还未见报

道。

FA0AG 将分子克隆技术和利用患者血清对肿

瘤细胞的自体分型技术融为一体，因而不仅可以检

测抗体反应，而且能在抗原与患者自体血清反应的

基础上直接从分子水平确定具有免疫原性的肿瘤蛋

白质（抗原）。FA0AG 方法有如下一些特点：# 用新

鲜瘤组织构建 #712 文库，避免了体外培养肿瘤细

胞以及因过度培养细胞导致的抗原基因缺失或不表

达；$ 将病人血清稀释后进行筛选，使得免疫分析

仅限于那些可以诱导强免疫反应（在同源宿主体内）

的抗原；% #712 表达克隆的血清学分析涵盖了由

肿瘤基因编码的大多数蛋白质；& 运用多特异性血

清抗体检测溶解在噬菌斑中高度富集的抗原蛋白。

因为肿瘤抗原的 #712 序列可以直接测定，所以也

可推导出抗原的氨基酸序列。

应用 FA0AG 技术筛选肿瘤抗原，选用何种来源

的抗血清进行筛选是非常重要的。多数文献报道都

是选用多个患者的混合血清，这样虽然增加了筛选

到阳性克隆的可能，但同时也使假阳性率升高了。

因此我们选用鼻咽癌组织供体自身血清，以“一对

一”的方式筛选所构建的人鼻咽癌组织 #712 文库，

这样可以避免同种异体间的交叉反应，也可能在一

定程度上提高抗体识别的特异性。

在本研究中，对所构建的人鼻咽癌组织 #712
文库，经过反复筛选，共得到 <H 个阳性克隆，经测序

分析并在 J"&?%&K 中进行同源性比较，这 <H 个阳性

克隆分别代表了 DI 个独立的 #712 插入片段（抗原

基因）。其中有 D= 个基因与 J"&?%&K 中已知基因有

较高同源性，如核蛋白 6HD（096HD）、FD== 钙连接蛋

白 2<（FD==2<）、金属硫因 <2 等。既往研究表明，

核蛋白 6HD 高表达于结肠癌，与生长调节机制的障

碍有关，在肿瘤的增殖与成瘤中起一定的作用［L］；

FD==2< 蛋白在食道鳞状细胞癌高表达，可能作为一

个候选抑癌基因起作用［M］；金属硫因 <2 蛋白广泛表

达于不同类型的肿瘤，与肿瘤的增殖、分化及凋亡密

切相关［E，D=］，而在鼻咽癌组织中还是首次分离出金

属硫因 <2 基因。已有的研究报道表明，这些基因

与肿瘤的形成、发展与预后关系密切。此外还有 I
个基因，与 J"&?%&K 中已知基因的同源性均不高，而

且其中 19:828+、19:828I、19:828L 根据现有的资

料推 测 是 新 的 基 因（已 申 请 了 J"&?%&K 2##"((’.&
1.N）。它们与鼻咽癌有何相关性，在鼻咽癌或其它

肿瘤的发生、发展中起着什么样的作用，都有待于进

一步的研究揭示。
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结构生物学与药学研究
杨铭 主编

Y66P 年 55 月出版

定价：48L66 元

结构生物学是以生物大分子三维结构

及其运动性的研究为基础，定量阐明生命现

象的学科。药物的合理设计、新药的发现都

以结构生物学的研究成果为基础。本书概述了结构生物学

的研究现状和发展趋势，从分子水平上探讨主要生物大分子

的三维结构与生物功能的关系及药学研究前沿领域中的一

些重要科学问题，最后介绍了结构生物学研究中的主要方

法。

糖生物学基础（中译版）

0>>.&;2*E> 3D )EH?3:23E3/H
J_2; ‘*C[2 等编著

张树政 朱正美 王克夷 等译

定价：8YL66 元

本书是冷泉港实验室《糖生物学基础》

一书的中译本，论述了糖生物学的所有核心

内容。本书是糖生物学的理想读物，是试图描述聚糖生物发

生和功能的第一部教科书。适于高等院校生命科学和医药

科学专业师生。

实验室生物安全手册
马文丽 郑文岭 主编

Y66P 年 55 月出版

定价：Y4L66 元

本书综述了生物安全 5 a 4 级（:23E3/2?*E
>*D.;H E.O.E，M!’）标准和特殊微生物学操作

规程、安全设备和设施，目的是帮助实验室

将研究生物病原体的过程严格控制在生物安全标准范围内

有序进行。

鲢、鳙与藻类水华控制
谢平 著

Y66P 年 55 月出版

定价：P8L66 元

本书是一部论述滤食性鱼类———鲢、鳙

与藻类水华控制的专著。作者从鲢、鳙的自

然分布和向国外的引种历史，鲢、鳙养殖的

起源及在中国池塘混养系统中的地位入手，然后过渡到关于

用鲢、鳙控制池塘养殖系统、富营养水库及小型人工湖中的

藻类以改善水质的国内外的实验研究，并详细地介绍了在武

汉东湖用鲢、鳙控制蓝藻水华的成功实践，仔细地分析了国

内外关于鲢、鳙的食性及鲢、鳙对藻类消化机制方面的研究。
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