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肺癌噬菌体展示肽库的构建及肺癌早期检测分子标志的筛选
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［摘要］　目的：构建肺癌噬菌体展示肽库，筛选出肺癌早期检测的分子标志群。方法：取３０例第二军医大学长海医院手术

后立即冻存的肺癌组织标本构建肺癌噬菌体展示肽库；用结合ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ的琼脂糖珠分别富集肺癌组及非肿瘤对照组血浆

中的抗体进行５轮亲和筛选，富集肺癌特异性的相关肽；随机挑取５轮筛选后的５００个噬菌体克隆，用ＥＬＩＳＡ法进一步筛选肺

癌／对照Ｄ 比值大于２．０的肺癌特异标志物克隆，进行基因序列测定和蛋白功能预测。结果：（１）该噬菌体展示肽库的滴度为

３．０×１０６ｐｆｕ，库容９．０×１０６ｐｆｕ，随机挑选２０个噬菌斑经ＰＣＲ鉴定其重组率为６０％。（２）共筛选出１９个有意义的噬菌体，测

序后，预测其蛋白质功能，９个与癌症相关，８个功能未知，２个与癌症不相关。结论：筛选出的噬菌体克隆所表达的抗原很可

能是早期诊断肺癌的标志物。

［关键词］　噬菌体展示肽库；肺肿瘤；分子标志
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　　肺癌是我国目前发病率最高的恶性肿瘤之一，
其发病隐匿，病死率高。导致肺癌高病死率的重要
原因是在肺癌诊断时，有大于７５％的患者已经发展

到Ⅲ 或Ⅳ期，失去治疗时机［１］。因此早期诊断肺癌
具有非常重要的意义。很多相关研究不断见诸报
道，如痰细胞和胸部Ｘ线造影检查［２］、荧光支气管镜
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检查［３］、ＰＣＲ技术［４］、ＣＴ［５］、支气管活检［６］等。这些
方法或者只能在肺癌组织足够大的情况下才能检

出，或者依赖于相应设备完成、成本高，或者会给患
者造成痛苦，难以用于普查。因此寻找肺癌标志物
成了学者们竞相研究的热点。ＣＥＡ、ＮＳＥ、Ｃ１９９、

ＣＡ１２５等是目前常用的单一标志物，没有足够的特
异性和敏感性，也不能准确地筛查早期肺癌。有学
者陆续发现癌症患者体内能够产生针对自身肿瘤的

自身抗体［７９］，具有潜在的诊断价值［１０１１］。例如抗

ｐ５３的自身抗体能够检测出３０％～４０％的不同类型
的癌症患者。应用噬菌体展示肽技术筛选乳腺癌和
前列腺癌特异抗原的研究已有报道［１２１３］。

　　本研究利用噬菌体展示肽技术，建立了肺癌噬
菌体展示肽库，筛选可以与肺癌患者抗原结合的自
身抗体，以期为肺癌的早期诊断寻找突破口。

１　材料和方法

１．１　肺癌标本的选取　从２００２年３月到２００７年７
月共收集到３０例肺癌新鲜冷冻手术切除组织、８５
例肺癌患者的血样本及１１５例非癌症患者对照血样
本。本课题经过长海医院伦理委员会批准，所有的
采样患者均签署知情同意书。组织标本在手术后立
即取下并经过病理验证组织类型，保存于液氮中。
对照组的血液标本患者证实不含有任何类型的癌

症。所有的肺癌血液标本均是在手术前取得，新诊
断的肺癌患者之前没有经过相关治疗。

１．２　肺癌组织噬菌体展示肽库的构建　用传统的

ＴＲＩｚｏｌ方法分别抽取３０例冻存的肺癌组织标本的总

ＲＮＡ，并经过紫外分光光度计定量和琼脂糖凝胶电泳
证实其完整性，选取的肺癌组织标本患者信息见表１。

表１　建库所用组织标本特征
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５７８５８５ ５２ Ｆ Ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
３６１３４４ ５４ Ｍ Ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｎｃｅｒ
５４９５１０ ６８ Ｍ Ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｓｑｕａｍｏｕｓｃａｎｃｅｒ
５５０３５６ ３８ Ｆ Ｓｍａｌｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
５７８２２３ ６０ Ｆ Ｌａｒｇｅｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
４６７３７５ ５８ Ｍ Ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｎｃｅｒ
４６２０５８ ６８ Ｆ Ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
４５３７０５ ４５ Ｍ Ｗｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
４５８０８５ ５１ Ｆ Ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｏａｌｖｅｏｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

　　根据Ｄ２６０值定量，我们将３０例肺癌组织的总

ＲＮＡ等量混合后，用 ｍＲＮＡ 提取试剂盒（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ）利用结合ｐｏｌｙ（Ａ）的磁珠提取 ｍＲＮＡ，并经
过紫外分光光度计定量和琼脂糖凝胶电泳证实其完
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整性。ｍＲＮＡ 用 ＯｒｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃＤＮＡ（Ｎｏｖａ
ｇｅｎ）和ＣｌｏｎｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（Ｎｏｖａｇｅｎ）两个试剂盒经逆
转录、末端平齐、加接头、双酶切、连接入载体Ｔ７噬
菌体的双臂，克隆位点是其壳蛋白１０３Ｂ，再进行体
外包装成功构建成肺癌噬菌体展示肽库。为了能同
时更好地扩增Ｎ端和Ｃ端的氨基酸，我们使用了随
机引物作为逆转录的引物。取２ｍｌ分装一管，加入

０．２体积的８０％甘油分别保存与－８０℃和４℃冰
箱。

１．３　展示肽库的扩增　取２０ｍｌ加了羧苄青霉素
的ＬＢ于的消毒玻璃瓶中，用接种环挑取一个新划
线含羧苄青霉素的ＬＢ板上的ＢＬＴ５４０３的单克隆
菌落，于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ摇４～６ｈ，使菌液的Ｄ 值
达０．６～１．０。取１００μｌ的噬菌体库原液、新摇好的
菌液５ｍｌ、预热并保温在５５℃的顶层琼脂５ｍｌ于一

１５ｍｌ消毒的管中，快速混匀并快速倾倒入保温

３７℃的含羧苄青霉素ＬＢ板中，铺平，待冷却后置于

３７℃温箱孵育４ｈ或室温过夜。加入１０ｍｌ的ＳＭ，

４℃放置２ｈ以上，吸取上层的液体于１５ｍｌ消毒管
中，加入０．５ｍｌ的氯仿颠倒混匀后３０００ｒ／ｍｉｎ，５
ｍｉｎ。吸取上清于两新管中，加入８０％的甘油，扩增
的噬菌体分别保存于－８０℃和４℃。

１．４　肺癌特异性相关肽的富集　为了富集可以与
肺癌自身抗体结合的特异展示肽，我们进行了正反
向的５轮亲和筛选。取１０μｌｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ的琼脂
糖珠于１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，ｐＨ７．４的１×ＰＢＳ
洗２次，１％ＢＳＡ４℃封闭１ｈ。琼脂糖珠分别与１５

μｌ肺癌患者及对照患者的血浆４℃孵育过夜。１×
ＰＢＳ洗涤３次后，用１０μｌ的１×ＰＢＳ溶解富集到的
抗体。１０管肺癌的抗体及１０管非肺癌的抗体各自
合并成一管。取噬菌体库扩增液２０μｌ，先与２０μｌ
的非肺癌抗体孵育１ｈ，未结合的上清再与２０μｌ肺
癌抗体结合，保留结合到琼脂糖珠上的噬菌体，并洗
脱至１００μｌ扩增。此为一轮筛选，如此反复５轮。

１．５　肺癌特异标志物的筛选　为了找到明确的并
且可以在临床实际应用的肺癌特异标志物，我们随
机挑取了５轮筛选后的５００个噬菌体克隆用ＥＬＩＳＡ
的方法，进行了进一步的筛选。

　　１１０００稀释的Ｔ７ｔａｉｌｅｒ抗体（Ｎｏｖａｇｅｎ）包被
于９６孔酶标板，４℃过夜，经洗涤后，２００μｌ２％
ＢＳＡ／ＰＢＳ室温封闭２ｈ，加入１５稀释的噬菌体样
本１００μｌ室温孵育２ｈ。洗涤后每个噬菌体标本加
入１５００稀释的１０管肺癌混合后的血浆和对照血
浆各１００μｌ，室温孵育１ｈ。洗涤后加入１１００００
稀释的 ＨＲＰ偶联的山羊抗人ＩｇＧ１００μｌ，室温放置

１ｈ。洗涤后加入显色剂Ａ、Ｂ（上海科华生物技术公
司）各１滴，３７℃孵育２０ｍｉｎ，立即加入１．５ｍｏｌ／Ｌ
的硫酸２５μｌ，在酶标仪下４５０ｎｍ波长处读取Ｄ值。
每次设２孔没有插入片段的噬菌体作为阴性对照，
并设２孔空白对照，不加血浆。按下列公式计算并
判断结果：用空白孔调零后，样品Ｄ 值／阴性对照平
均Ｄ值，比值≥２．０，判断为阳性；样品Ｄ 值／阴性对
照平均Ｄ值，比值＜２．０，判断为阴性。阴性对照Ｄ
值低于０．０５作０．０５计算，高于０．０５按实际Ｄ值计
算。肺癌组为阳性、非肺癌为阴性的噬菌体即为有
意义的、具有诊断肺癌潜能的样本。

１．６　序列测定和蛋白功能预测　ＥＬＩＳＡ筛选出的
噬菌体克隆，其插入片段经ＰＣＲ后，进行核酸序列
测定。经过ＮＣＢＩ上的Ｂｌａｓｔ序列比对找到完全一
致或者最接近的已知基因序列，如果是已知基因查
阅文献看是否已有研究与癌症相关，如果是不相关
或者是没有研究过的基因则通过Ｓｔｒｉｎｇ和Ｃｈｉｌｉｂｏｔ
等网站查找这些已知基因的功能来推测我们获得的

基因是否与癌症相关。

２　结　果

　　所建的肺癌噬菌体展示肽库的滴度为３．０×１０６

ｐｆｕ，库容量为９．０×１０６ｐｆｕ。噬菌斑的形成情况见
图１。随机挑取２０个噬菌斑经ＰＣＲ扩增并琼脂糖
凝胶电泳鉴定该展示肽库的重组率为６０％，滴度

３．０×１０９ｐｆｕ、库容９．０×１０９ｐｆｕ。５轮富集的滴度
变化依次为：１．５×１０１１、４．３×１０１２、１．１２×１０１２、

８．３×１０１４、３．２４×１０１６ｐｆｕ。

图１　原始的噬菌斑

Ｆｉｇ１　Ｐｈａｇｅｓｏｆｐｒｉｍａｒｙｌｉｂｒａｒｙ

　　经过５００个克隆的筛选，我们共筛选出１９个有
意义的样本，结果见表２。经过ＰＣＲ鉴定均为有插
入片段的噬菌体，其插入片段大小及功能预测是否
与癌症相关见表３。其中，３５４号样本为调控ｐ５３去
磷酸化的基因；３２２号、９１号为未知基因；３１８号、

３１０号、３６９号为相同的基因。
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表２　筛选阳性的噬菌体样本ＥＬＩＳＡ结果

Ｔａｂ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＥＬＩＳＡｆｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｐｈａｇｅｓ

Ｇｒｏｕｐ
ＳａｍｐｌｅＩＤ

４２ ７２ ９１ ９６ １５１ ２５２ ２８６ ２９０ ３０６ ３１０
ＤＧ１ ０．１２５ ０．１１１ ０．１４３ ０．１１５ ０．１０６ ０．１１５ ０．２０７ ０．１６９ ０．１１６ ０．２００
ＤＧ２ ０．０７８ ０．０６４ ０．０８８ ０．０５２ ０．０５ ０．０９９ ０．１１４ ０．１２６ ０．０７６ ０．１１５
ＤＧ３ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１３５ ０．１５６ ０．１０ ０．１３５

Ｇｒｏｕｐ
ＳａｍｐｌｅＩＤ

３１８ ３１９ ３２２ ３３６ ３５４ ３５７ ３６５ ３６９ ３７８ ４７５
ＤＧ１ ０．１４９ ０．１０３ ０．１４２ ０．１０３ ０．１１６ ０．１３７ ０．１２１ ０．１１７ ０．１１８ ０．１２９
ＤＧ２ ０．０４７ ０．００２ ０．００３ ０．０７６ ０．０６４ ０．０９２ ０．０９０ ０．０５６ ０．０３４ ０．０９７
ＤＧ３ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０ ０．１０

　Ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｇｒｏｕｐ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＤｏｕｂｌｅＤｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

表３　筛选阳性的噬菌体的基因特征

Ｔａｂ３　ＴｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｇｅｎｅｓｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ

Ｐｈａｇｅ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｓｉｚｅ

Ｓｉｔｅｉｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

Ｇｅｎｅ
ｎａｍｅ

Ｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ｃａｎｃｅｒ

３５４ ２３３ ７ｑ１１．１ ＣＤＣ１４Ｂ Ｙｅｓ
１５１ １１５ １１ｑ１４ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
９６ ２６５ ６ｑ２３ ＥＹＡ４ Ｙｅｓ
９１ １２３ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
４２ ９４ １４ｑ３２．３３ ＩＧＨＧ１ Ｙｅｓ
３１８ ２１３ １ｐ３６．１ ＤＤＯＳＴ Ｙｅｓ
３１０ ２１３ １ｐ３６．１ ＤＤＯＳＴ Ｙｅｓ
３６９ ２１３ １ｐ３６．１ ＤＤＯＳＴ Ｙｅｓ
３２２ ２６７ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
３５７ ５９ １９ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
７２ ２１２ ６ｐ２１．３ ＮＲ＿００１３１８．１ Ｎｏ
２５２ ６５ １９ｑ１２ ＵＱＣＲＦＳ１ Ｙｅｓ
３７８ １２１ １１ｑ１４ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
２８９ ２１４ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
３３６ ２６５ ６ｑ１３ ＬＯＣ６５３１９４ Ｎｏ
２８６ １４４ １ｑ２１ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
３６５ １１５ １１ｑ１４ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
２９０ １６０ ９ｑ３４ ＯＬＦＭ１ Ｙｅｓ
３０６ ５１ ２０ｑ１３．１ ＮＣＯＡ３ Ｙｅｓ

３　讨　论

　　我们每次试验都设了阴性质控，反映噬菌体样
本表达的抗原与血浆中抗体结合强度的Ｄ 值大于
阴性质控Ｄ 值的２倍作为结果阳性，这也是常规的

ＥＬＩＳＡ的结果判定标准。我们筛选出的１９个噬菌
体样本作为抗原，与肺癌组混合血浆中抗体结合阳
性、对照组混合抗体结合阴性，因而这些抗原在肺癌
组的表达要高于对照组。测序后进行蛋白功能预
测，３５４号样本为调控ｐ５３去磷酸化的基因，而ｐ５３
是公认的与各种癌症包括肺癌相关的基因；还有３
个噬菌体样本为相同的样本，是ＤＤＯＳＴ这个蛋白

５′端的一段基因，而这一区域的高甲基化是该基因
在很多肿瘤细胞系（包括肺癌）不表达的原因，该基
因很可能是一个抑癌基因［１４］；３２２号、９６号为未知

功能的新基因，很可能就是可以诊断早期肺癌的标
志；说明我们筛选的整体效果较好。ＥＬＩＳＡ方法操
作比较常规，对患者无创，完全可以在临床试用，具
有很大的潜在应用价值。但是很多早期认为是癌症
患者分子标志的抗体在后面的大样本筛查中特异性

不够，与非癌症患者存在交叉反应［１］，而且我们在筛
选中使用的是两组人群的混合血浆，具体到每一例
肺癌患者还存在着个体差异，因而我们筛查出的肺
癌特异性标志还需要在后面的研究中用大量的血样

本进行验证，实际应用到临床检查还需要很长的路
要走。
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