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化疗对噬菌体展示肽法检测大肠癌自身抗体效果的影响
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　　［摘要］　目的　探讨化疗对噬菌体展示肽法检测大肠癌自身抗体效果的影响。方法　选取前期研究筛选出的５个（９５
号，１４９号，１７４号，３９６号，１００９号）能高效区分大肠癌患者血清和健康对照者血清的大肠癌相关噬菌体克隆作为检测噬菌体，

采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测该５个检测噬菌体克隆与２０例化疗大肠癌患者、４０例非化疗大肠癌患者及４０例健康对

照者血清的反应性。结果　９５号检测噬菌体与大肠癌化疗患者血清反应性低于与非化疗大肠癌患者血清反应性（Ｐ＜０．０５），

该噬菌体在健康对照组及化疗大肠癌患者组的血清反应性差异无统计学意义（Ｐ＝０．０７４）。１４９号、１７４号、３９６号、１００９号噬

菌体在健康对照组及化疗大肠癌患者组的血清反应性差异有统计学意义（Ｐ 均＜０．０１）。结论　化疗对１４９号、１７４号、３９６
号、１００９号噬菌体的检测效果影响不明显，而９５号噬菌体对肿瘤自身抗体的检测能力受化疗影响明显。

　　［关键词］　结直肠肿瘤；肽库；药物疗法；自身抗体

　　［中图分类号］　Ｒ７３５．３４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１４）０１００８５０４

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｂｙｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｐｅｐｔｉｄｅｍｅｔｈｏｄ

ＬＩＵＹａｎ，ＣＨＡＮＧＷｅｎｊｕｎ，ＣＡＯＧｕａｎｇｗｅｎ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＴｒｏｐｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅａｎｄＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ

ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＢｉｏｄｅｆｅｎｓｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１３０３１９　　　　［接受日期］　２０１３１２０５
［基金项目］　上海市登山计划重大课题（０６ＤＺ１９５０３）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＭｏｕｎｔａｉｎＣｌｉｍｂｉｎｇＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ（０６ＤＺ１９５０３）．
［作者简介］　刘　岩，博士生，助教．Ｅｍａｉｌ：ｖｅｒａｙａｎｌｉｕｙａｎ＠１６３．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７１０６０，Ｅｍａｉｌ：ｇｃａｏ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｂｙｐｈａｇｅ

ｄｉｓｐｌａｙｐｅｐｔｉｄｅｍｅｔｈｏｄ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｆｉｖｅｐｈａｇｅｐｅｐｔｉｄｅｃｌｏｎｅｓ（Ｎｏ．９５，Ｎｏ．１４９，Ｎｏ．１７４，Ｎｏ．３９６，ａｎｄＮｏ．１００９）ｗｉｔｈｈｉｇｈ

ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｓｔｕｄｙｓｕｂｊｅｃｔｓ．Ｗｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｅａｃｈｏｆｔｈｅｆｉｖｅｐｈａｇｅｐｅｐｔｉｄｅｃｌｏｎｅｓａｍｏｎｇ２０ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，４０

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｎｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，ａｎｄ４０ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．

Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｓｅｒｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮｏ．９５ｃｌｏｎｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｔｈａｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈｏｕｔ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗａｓｓｉｍｉｌａｒｂｅｔｗｅｅｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ（Ｐ＝０．０７４）．Ｆｏｒｔｈｅ

ｓｅｒｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｏｔｈｅｒｆｏｕｒｃｌｏｎｅｓ（Ｎｏ．１４９，Ｎｏ．１７４，Ｎｏ．３９６，Ｎｏ．１００９），ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ（ａｌｌＰ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＮｏ．９５ｃｌｏｎｅｓｆｏｒｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｓｇｒｅａｔｌｙｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，ｗｈｉｌｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｈｏｗｓｎｏｎｏｔａｂｌｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｔｈｅｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｏｔｈｅｒｆｏｕｒｐｈａｇｅｐｅｐｔｉｄｅｃｌｏｎｅｓ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙ；ｄｒｕｇｔｈｅｒａｐｙ；ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１）：８５８８］

　　大肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是我国常见恶

性肿瘤之一，中国卫生部２００７年统计数据显示，其

发病率占全部恶性肿瘤的第３位，死亡率占癌症致

死第５位［１］。大肠癌采用以手术治疗为主的综合性

治疗，研究表明其早期手术治疗的预后良好，５年生

存率可达９７％，而进展期术后５年生存率仅１０％～

２０％［２］。因而，早期诊断是降低大肠癌病死率、提高

患者５年生存率的关键。近年，越来越多的学者发
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现癌症患者体内能够产生针对自身肿瘤的抗体，由

于抗体往往在癌症发生的早期就已经存在［３］，因而

具有巨大的潜在早期诊断价值。

　　在本教研室的前期工作中，采用Ｔ７噬菌体展示

系统，构建了大肠癌噬菌体展示肽库，并应用酶联免

疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）法对大肠癌肽库中的噬菌体肽进行筛选，

成功地寻找到一系列早期检测大肠癌的分子标记

群，并应用其中５个能够高效区分大肠癌患者血清

与正常人群血清的噬菌体进行联合检测，建立了有

效的肿瘤早期血清学筛查方法［４］。

　　由于早期大肠癌无明显症状，一旦发现患病，往

往病情已经发展到中期或晚期。化疗是针对晚期大

肠癌患者治疗的主要手段。然而，前期筛选５个噬

菌体时，所使用的癌症患者血清均为非化疗术前血

清，此５个噬菌体对化疗血清的反应性尚无研究。

本研究拟检测此５个噬菌体克隆与化疗大肠癌患者

血清的反应效力，为探讨化疗对肿瘤自身抗体标记

物的影响做参考。

１　材料和方法

１．１　一般材料　噬菌体准备：选取本教研室前期筛

选的５个（９５号，１４９号，１７４号，３９６号，１００９号）能

明显区别大肠癌血清和健康对照血清的大肠癌相关

噬菌体克隆作为检测噬菌体。

　　化疗血清采自第二军医大学长海医院肿瘤科。

２０１０年９－１０月采集２０例正在接受化疗的大肠癌

患者血样本，２０例患者中男性１２例，女性８例，年龄

３７～６４岁，中位年龄５３岁。全部病例均经病理学证

实，其中直肠腺癌１１例，结肠腺癌９例。２０例患者

中１２例为初治（２例为晚期原发病灶，手术不能切

除，采用姑息化疗；１０例为辅助化疗），８例为术后复

发或转移病例，均具有可测量的原发灶和（或）转移

灶，均接受姑息化疗。

　　２００９年３月至２０１０年１０月间，自第二军医大

学长海医院消化科收集４０例非化疗大肠癌术前血

清，其中男性２４例，女性１６例，年龄３７～６４岁，中

位年龄５１岁。全部病例均经病理学证实，其中２５

例直肠癌，１５例结肠癌。４０例健康志愿者血清来自

已证实未患有任何类型癌症及自身免疫性疾病者，

其中男性２４例，女性１６例，年龄３７～６５岁，中位年

龄５１岁。所有血清分装后置－２０℃冰箱保存，检测

前平衡至室温，避免多次冻融。本研究已通过第二

军医大学长海医院医学伦理委员会批准，所有患者

均知情同意。

１．２　主要试剂　Ｔ７ＴａｉｌＦｉｂｅｒＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉ

ｂｏｄｙ购自Ｎｏｖａｇｅｎ公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自

生工生物工程（上海）股份有限公司；ＨＲＰ偶联的山

羊抗人ＩｇＧ，可溶性单组分３，３’，５，５’四甲基联苯

胺 （３，３’，５，５’ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）底物溶

液购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．３　ＥＬＩＳＡ检测噬菌体与非化疗大肠癌患者血清、

化疗大肠癌患者血清及对照血清的反应　将 Ｔ７

ＴａｉｌＦｉｂｅｒＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ以ＰＢＳ（ｐＨ７．４）

１１００００稀释，每孔１００μＬ包被于９６孔酶标板，覆

膜，４℃过夜使抗体包被于酶标板孔中。ＰＢＳ洗液

洗板４次，每次１ｍｉｎ（以下简称洗板），每孔加２００

μＬ用ＰＢＳ配制的２％ＢＳＡ，于室温孵育封闭２ｈ。

洗板４次后，用ＰＢＳ配制１％ＢＳＡ，用其将５个不同

的噬菌体克隆分别稀释到滴度１０１０，每孔１００μＬ，同

样的噬菌体设置一个复孔，同时每个血清设置２孔

阴性对照（这２孔加入没有插入片段的噬菌体作为

该血清的阴性对照），另每板设置空白对照（这２孔

加入没有插入片段的噬菌体，并在下一步不加检验

用的血清作为空白对照），室温孵育２ｈ。洗板后，除

空白对照加１００μＬ１％ ＢＳＡ外，每孔加入１００μＬ

用１％ＢＳＡ按１５００稀释的化疗大肠癌患者血清，

室温孵育１ｈ。非化疗大肠癌组、健康对照组的血清

处理方法同化疗大肠癌患者血清。

　　洗板后，用ＴＢＳ配制１１００００稀释的ＨＲＰ偶

联的山羊抗人ＩｇＧ，每孔加入１００μＬ，室温孵育１ｈ。

洗板后，每孔加入１００μＬ可溶性单组分ＴＭＢ底物

溶液，３７℃孵育５ｍｉｎ左右，加入终止液２５μＬ。立

刻用酶标仪检测，检测波长４５０ｎｍ，然后读取各孔

的光密度值（Ｄ值），并记录结果。

１．４　 结果计算 　 先用空白孔调零，两复孔相

差≤０．０２视为读数稳定，数据可用，否则剔除此次结

果，进行重复。取两复孔平均值，并计算各血清与每
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个噬菌体的反应性标化率，反应性标化率＝各噬菌

体Ｄ／各自阴性对照Ｄ。

１．５　统计学处理　以ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学

处理。健康对照组、大肠癌化疗组、大肠癌非化疗

组，其中任两组之间差异比较用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ

检验，检验水准（α）为０．０５。

１．６　构建贝叶斯分类模型　汇总噬菌体与血清样

本的反应数据，应用Ｂｉｎｒｅｇ２．０软件在 Ｍａｔｌａｂ环境

下构建贝叶斯数学分类模型，癌症患者为类别１，健

康对照为类别０，ｃｕｔｏｆｆ值为０．５，≥０．５为阳性，

＜０．５为阴性。

２　结　果

２．１　非化疗组血清与健康对照血清自身抗体检测

情况比较　如表１所示，５个检测噬菌体与血清的反

应性在非化疗组与健康对照组之间比较，差异有统

计学意义（Ｐ均＜０．０１）。利用此数据集建立的贝叶

斯分类预测模型能较好地区分非化疗大肠癌患者及

健康对照者。如图１所示，其中３５个癌症患者评分

≥０．５，判断为阳性；３８个健康对照的评分＜０．５，判

断为阴性，其特异度为９５％，灵敏度为８７．５％，约登

指数为０．８２５。

表１　５个噬菌体克隆与大肠癌患者血清及健康对照者血清反应性

Ｔａｂ１　ＳｅｒｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｉｖｅｐｈａｇｅｐｅｐｔｉｄｅｃｌｏｎｅｓｉｎＣＲＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ

珚ｘ±ｓ

ＣｌｏｎｅＮｏ． ＣＲＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
（ｎ＝２０）

ＣＲＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｕｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
（ｎ＝４０）

Ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ
（ｎ＝４０）

９５ １．１３６±０．３３７ １．６７１±０．７３９△△ ０．９５４±０．３８０

１４９ １．０９８±０．３０４ １．３０７±０．６２９ ０．７５８±０．４５４

１７４ １．０５５±０．１９０ １．４９７±０．７５８△ ０．６８８±０．３６２

３９６ １．２２２±０．４０１ １．４１７±０．７９２ ０．８１８±０．３６２

１００９ １．６２２±０．６８８ １．４２８±０．９１１ ０．７１５±０．３６９

　ＣＲＣ：Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ．Ｐ＜０．０１ｖｓｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣＲＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ

ｇｒｏｕｐ；ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵｔｅｓｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

图１　利用贝叶斯模型区分

非化疗大肠癌患者与健康对照者

Ｆｉｇ１　Ｂａｙｅｓｉａｎｍｏｄｅｌｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｕｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ

２．２　化疗组血清与非化疗组血清反应情况比

较　如表１所示，９５号和１７４号检测噬菌体对非化

疗组血清的反应性高于与化疗组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜

０．０１），提示经化疗后患者体内９５号和１７４号噬菌

体所对应的肿瘤自身抗体滴度下降，导致该２种检

测噬菌体的反应效力下降。因此，９５号和１７４号噬

菌体所对应的肿瘤自身抗体滴度受化疗影响，化疗

可能会影响它们的检测效果。１４９号、３９６号、１００９

号噬菌体在化疗组患者和非化疗组患者间血清反应

差异无统计学意义。

２．３　化疗组血清与健康对照大肠癌肿瘤自身抗体

检测比较　如表１所示，１４９号、１７４号、３９６号、

１００９号检测噬菌体在化疗组血清反应值高于在健

康对照血清组（Ｐ均＜０．０１）。而９５号检测噬菌体

在化疗组血清与健康对照组血清的反应值间差异无

统计学意义（Ｐ＝０．０７４），进一步证实９５号噬菌体

所对应的肿瘤自身抗体滴度受化疗影响，化疗会影

响其检测效果。

　　１７４号检测噬菌体在化疗组反应性与非化疗组
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及健康对照组反应性差异均有统计学意义，提示尽

管化疗导致１７４号噬菌体所对应的肿瘤自身抗体滴

度下降，但由于１７４号噬菌体所对应的肿瘤自身抗

体在患者体内水平较高或受化疗影响不十分敏感，

故虽然化疗后滴度下降，但与健康对照差异仍有统

计学意义。另一原因可能是由于本研究检测化疗样

本量有限，有可能受到一些样本量或者病例偏倚的

影响。

３　讨　论

　　本实验结果显示，５个检测噬菌体的反应性在

大肠癌非化疗组与健康对照组间差异存在统计学意

义（Ｐ均＜０．０１）。根据５个噬菌体与大肠癌非化疗

患者血清及年龄、性别匹配的健康对照组血清的反

应数据集，用Ｂｉｎｒｅｇ２．０软件在 Ｍａｔｌａｂ环境下构建

了大肠癌检测模型，其灵敏度及特异度分别为

８７．５％和９５％，具有良好的大肠癌检测能力，此结

论与前期研究一致［４］。说明综合此５种检测噬菌体

的反应性可以用于判断是否为大肠癌患者，有助于

临床对大肠癌患者进行早期诊断。

　　本实验对９５号、１４９号、１７４号、３９６号和１００９

号５个检测噬菌体所对应的自身抗体在大肠癌化疗

患者血清中的含量水平进行了ＥＬＩＳＡ检测。结果

显示１４９号、３９６号、１００９号噬菌体与化疗血清的反

应性或非化疗大肠癌患者血清的反应性差异无统计

学意义，而与正常组血清差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０１）。表明此３个检测噬菌体所对应的肿瘤自身抗

体滴度与肿瘤的存在与否可能有关系，且不受化疗

影响，可作为预后跟踪检查时的辅助手段，尤其是可

用于对晚期大肠癌姑息化疗患者的肿瘤治疗情况进

行监测。
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