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大肠癌噬菌体展示肽库的构建及大肠癌早期检测分子的筛选
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１．第二军医大学基础部流行病学教研室，上海２００４３３

２．第二军医大学长海医院肛肠外科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　构建大肠癌噬菌体展示肽库，筛选用于大肠癌早期检测的分子标志。方法　选取３０例第二军医大学
长海医院肛肠外科手术后立刻冻存的大肠癌组织标本构建Ｔ７噬菌体展示肽库；用结合ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ的琼脂糖珠分别富集大

肠癌组及非肿瘤对照组血清中的抗体进行５轮亲和筛选，富集大肠癌相关肽；随机挑取５轮筛选后的２０００个噬菌体克隆，用

ＥＬＩＳＡ方法进一步筛选与大肠癌患者血清和对照血清反应性存在差异的大肠癌相关标志物克隆，进行基因序列测定。应用通

过Ｃｈｉｌｉｂｏｔ文献挖掘方法预测各克隆的蛋白功能，反证筛选结果。结果　（１）所建大肠癌噬菌体展示肽库的滴度为３．０×１０６

ｐｆｕ，经ＰＣＲ鉴定其重组率为６０％，库容为１．８×１０６ｐｆｕ。（２）共筛选出１８个有意义的噬菌体，测序后，预测其蛋白功能，其中

１２个与肿瘤的发生相关。结论　应用ＥＬＩＳＡ对肿瘤重组抗原的噬菌体展示肽库进行筛选的方法，可以用来发现差异表达的
抗原。所筛选出的噬菌体克隆所表达的抗原可用于早期筛检大肠癌。

　　［关键词］　肽库；结直肠肿瘤；生物学肿瘤标志
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　　大肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ）是常见的恶性肿瘤之一，２００４
至２００５年的发病率占全部恶性肿瘤的第３位，病死率为癌

症致死的第５位［１］。大肠癌的发病率有逐年上升的趋势，正

成为威胁我国人民身体健康的主要疾病之一［２］。手术治疗

是大肠癌目前的主要治疗手段，同时辅以放化疗及生物靶向

治疗。早期诊断和及早手术是降低大肠癌病死率［３］、提高患

者５年生存率［４］的关键。目前我国常用的早期筛查及诊断

大肠癌的方法，其效果尚不尽人意：粪便隐血试验简单易行，

但敏感度及特异度都较差；结肠镜检查是确诊大肠癌的主要

检查手段，但有一定的痛苦，患者依从性不高；影像学检查

（ＣＴ、ＭＲＩ、ＰＥＴ／ＣＴ等）花费较多，有一定的放射性损伤，如

ＣＴ及ＰＥＴ／ＣＴ，且对微小病变识别能力有限，早期诊断率较
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差。这些方法均不适于社区人群的早期筛查。因此，研究大

肠癌的早期筛查方法，尽早诊断大肠癌，对于提高大肠癌患

者生存率至关重要。

　　重组ｃＤＮＡ表达文库的血清学分析（ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃＤＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｂｒａｒｉｅｓ，ＳＥＲＥＸ）是利用

血清中的自身抗体对肿瘤ｃＤＮＡ文库进行血清学筛选，获得

肿瘤特异性或相关抗原的方法。应用噬菌体展示肽库技术

对前列腺癌［５］、乳腺癌［６］特异抗原的ＳＥＲＥＸ筛选研究已有

报道，且筛选效果达到８０％～９０％的敏感度和特异度。本研

究采用Ｔ７噬菌体展示系统构建大肠癌ｃＤＮＡ表达文库，应

用ＳＥＲＥＸ方法对文库中的抗原进行筛选，寻找大肠癌早期

检测分子标志群，以期为社区人群及高危人群的大肠癌早期

筛查寻找突破口。

１　材料和方法

１．１　一般资料 　选取第二军医大学长海医院肛肠外科

２００８年１０～１２月手术切除的大肠癌组织标本３０例，其中男

１５例，女１５例，年龄３５～７９岁，平均（５９．３±１２．８）岁，均为

腺癌，结肠癌１１例，直肠癌１９例。从收集的大肠癌患者血

样３００例及１００例非癌症患者对照血样中挑选大肠癌早期

患者的血清２０例，其中男１０例，女１０例，年龄４０～７０岁，平

均（５６．７±１０．０）岁，均为腺癌，结肠癌７例，直肠癌１３例。

同时挑选与患者年龄、性别匹配的对照血清２０例。离体新

鲜组织标本液氮冷冻后存于－８０℃冰箱。大肠癌患者血样

来自新诊断的大肠癌患者，对照组血样来自证实未患有任何

类型的癌症及自身免疫性疾病的肛瘘、肠炎等患者。均于手

术前取得，置于干燥管中，室温放置至血细胞收缩与血清分

离，收集血清备用。

１．２　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂和 ＨＲＰ偶联的山羊抗人ＩｇＧ
购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；肽库构建所用 Ｔ７ＳｅｌｅｃｔＯｒｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓ

ｃＤＮＡＣｌｏｎｉｎｇＳｙｓｔｅｍｓ和 Ｔ７ＴａｉｌＦｉｂｅｒ单克隆抗体购自

Ｎｏｖａｇｅｎ公司；ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ 的琼脂糖珠购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公

司；ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶购自 ＴａＫａＲａ公司；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ
回收试剂盒购自美国Ａｘｙｇｅｎ公司；载体ｐＭＤ１８Ｔ和ＤＨ５α
感受态细胞购自北京天根生化科技有限公司，引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３　大肠癌组织噬菌体展示肽库的构建　各组织标本的总

ＲＮＡ抽提按 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书操作完成。经 ＵＶ７５０４
紫外分光光度仪对提取的总ＲＮＡ进行纯度鉴定和定量，并

经１．５％琼脂糖凝胶电泳证实其完整性。将３０例大肠癌组

织的总ＲＮＡ等量混合后，用 ｍＲＮＡ提取试剂盒，利用结合

ｐｏｌｙ（Ａ）的磁珠提取ｍＲＮＡ，并经过紫外分光光度仪定量和

１．５％琼脂糖凝胶电泳证实其完整性。ｍＲＮＡ用Ｔ７Ｓｅｌｅｃｔ

ＯｒｉｅｎｔＥｘｐｒｅｓｓｃＤＮＡＣｌｏｎｉｎｇＳｙｓｔｅｍｓ所包含的５个试剂盒

经反转录、末端平齐、加接头、ＨｉｎｄⅢ／ＥｃｏＲⅠ双酶切、定向

克隆入载体Ｔ７噬菌体的双臂，克隆位点为壳蛋白１０３Ｂ，再

进行体外包装，成功构建成大肠癌噬菌体展示肽库。为同时

扩增Ｎ端和Ｃ端的氨基酸，分别使用了随机引物和 Ｏｌｉｇｏ
（Ｔ）１５作为反转录的引物。将肽库液取２ｍｌ分装成管，加入

０．２体积的８０％甘油分别保存于－８０℃和４℃冰箱。

１．４　展示肽库的扩增　取２０ｍｌ加羧苄青霉素的ＬＢ于消

毒玻璃瓶中，用接种环挑取一个新划线 ＬＢ 平板上的

ＢＬＴ５４０３单克隆菌落，于３７℃、５．４×ｇ振荡４～６ｈ，使菌液

的光密度Ｄ６００值达０．６～１．０。取１００μｌ的噬菌体肽库液、

新摇好的菌液５ｍｌ和预热并保温在５５℃的顶层琼脂５ｍｌ
于１５ｍｌ消毒管中，快速混匀并倾倒入已预热到３７℃ＬＢ平

板中，铺平，待冷却后翻转置于３７℃温箱孵育４ｈ或室温过

夜。加入１０ｍｌ的洗脱液，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

１０６０×ｇ离心５ｍｉｎ。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℃。

１．５　亲和筛选　为富集与大肠癌自身抗体结合的特异展示

肽，对展示肽库进行了正反向的５轮亲和筛选。首先将血清

中的抗体结合到琼脂糖珠，对抗体进行富集。取１０μｌｐｒｏ

ｔｅｉｎＡ／Ｇ的琼脂糖珠于１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆｆ管中，ｐＨ７．４的

ＰＢＳ洗３次，１％ ＢＳＡ／ＰＢＳ４℃封闭１ｈ。琼脂糖珠分别与

２０例１５μｌ大肠癌患者及２０例对照患者的血清４℃孵育过

夜。ＰＢＳ洗涤３次后，用１０μｌ的ＰＢＳ悬浮琼脂糖珠。２０管

大肠癌的抗体及２０管对照的抗体各自合并成一管。其次，

应用结合抗体的琼脂糖珠对肽库进行亲和筛选。取噬菌体

库扩增液２０μｌ，先与２０μｌ的对照抗体琼脂糖磁珠孵育１ｈ，

未结合的上清再与２０μｌ大肠癌抗体琼脂糖珠结合，保留结

合到琼脂糖珠上的噬菌体，并将其１００μｌ１％ＳＤＳ洗脱。再

对洗脱下来的噬菌体进行扩增，进入下一轮亲和筛选。在每

一轮筛选后分别测定肽库中噬菌体的滴度，如此反复５轮。

１．６　大肠癌特异标志物的筛选　随机挑取了５轮筛选后的

２０００个噬菌体克隆，对这２０００个噬菌体克隆进行了ＰＣＲ
产物检测以排除无插入片段的空噬菌体。应用Ｔ７载体两臂

的序列设计引物，进行ＰＣＲ扩增。上游引物：５′ＧＧＡＧＣＴ

ＧＴＣＧＴＡ ＴＴＣＣＡＧＴＣ ! ３′，下游引物：５′ＡＡＣＣＣＣ

ＴＣＡＡＧＡＣＣＣＧＴＴＴＡ ! ３′。扩增条件：８０℃ ５ｍｉｎ；

９４℃５０ｓ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃６ｍｉｎ。

１．５％琼脂糖凝胶电泳１２０Ｖ电泳２５ｍｉｎ。溴化乙啶染色，

ＵＶ灯下观察扩增产物的长度。空噬菌体的扩增片段为９０

ｂｐ，＞１００ｂｐ则认为是有插入片段的重组噬菌体。对有插入

片段的噬菌体用ＥＬＩＳＡ方法进行下一步的筛选。将大肠癌

早期患者的血清２０例等量混合成一管，将对照血清２０例等

量混合成另一管。

　　每孔加入１００μｌ按１１０００稀释的Ｔ７ＴａｉｌＦｉｂｅｒ单克隆

抗体（Ｎｏｖａｇｅｎ），４℃ 过夜使抗体包被于酶标孔中，清水洗涤５
次后，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稀释的大肠癌混合血清和对照血清各１００μｌ，室温孵育

１ｈ。洗涤后加入１１００００稀释的ＨＲＰ偶联的山羊抗人ＩｇＧ

１００μｌ，室温放置１ｈ。洗涤后加入可溶性单组分ＴＭＢ底物溶

液１００μｌ，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。设置１１的复孔，同

时每种不同的血清设２孔空噬菌体作为阴性对照（其他条件

完全一样），并设２孔空白对照（除不加血清外，其他条件完全

一样）。为质量控制，所设复孔之间的Ｄ值不得超过０．０１，超
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过０．０１则应重复试验。按下列公式计算并判断结果：计算复

孔Ｄ值的平均值，用空白孔调零后，以其各自阴性对照的２倍

作为判断标准（若减去空白后阴性对照Ｄ值低于０．０５则按０．

０５计算，高于０．０５则按实际Ｄ 值计算）。样本Ｄ值大于判断

标准则为阳性，反之则为阴性。挑选与大肠癌混合血清反应

为阳性，而与对照混合血清反应为阴性的噬菌体克隆。这些

与大肠癌患者血清反应性高而与对照血清反应性低的噬菌

体，即为有意义且具有诊断大肠癌潜能的噬菌体样本。

１．７　序列测定和基因功能预测　ＥＬＩＳＡ筛选出的噬菌体克

隆，其插入片段经 ＰＣＲ后，将 ＰＣＲ产物经回收后克隆入

ｐＭＤ１８Ｔ载体进行测序。将得到的序列经过 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。将已知基因名和肿瘤、凋亡、转移作为主题词，通过

Ｃｈｉｌｉｂｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｉｌｉｂｏｔ．ｎｅｔ／）搜索既往文献，判断这

些基因是否与肿瘤相关。

　　在后基因组时代，功能基因组学的研究表明，基因通过

组成功能模块的方式行使功能［７］，而且近邻相互作用的蛋白

质具有相似的功能［８］。应用 ＶｉｓＡＮＴ网上数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｖｉｓａｎｔ．ｂｕ．ｅｄｕ／）作为工具研究基因相互作用，研究这些已知

基因都与哪些基因之间存在相互联系，即寻找其伙伴基因，

通过研究伙伴基因的功能，反证这些已知基因的功能。

２　结　果

２．１　肽库基本情况　所建的大肠癌噬菌体原始展示肽库的

滴度为３．０×１０６ｐｆｕ，噬菌体生长情况见图１，可见在ＬＢ平

板上所生长的大肠杆菌形成一层薄膜，而在薄膜上分布着边

缘清晰的圆形空斑，单个空斑可以认为是由单个噬菌体增殖

产生的。随机挑选２０个噬菌体ＰＣＲ扩增插入片段，扩增产

物经１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定其中１２个为重组噬菌体，重

组率为６０％，根据重组率计算该库的库容为１．８×１０６ｐｆｕ。

扩增原始肽库后，对肽库进行５轮亲和筛选，５轮筛选后随机

挑选２０００个噬菌体，排除７４３个扩增片段为９０ｂｐ的空噬

菌体，对１２４７个重组噬菌体进行后续的ＥＬＩＳＡ筛选。

图１　噬菌斑的形成

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｈａｇｅｓ

２．２　ＥＬＩＳＡ筛选结果　以空白孔调零后，以其各自阴性对

照的２倍作为判断标准，与大肠癌混合血清反应为阳性，且

与对照混合血清反应为阴性的噬菌体共１８个噬菌体克隆。

这些噬菌体克隆所展示的抗原与大肠癌患者血清中的自身

抗体反应性高、而与对照血清反应性低，这可能说明噬菌体

克隆所展示的抗原在大肠癌组织中特异表达，从而刺激机体

产生自身抗体，它们可能具有诊断大肠癌潜能。ＥＬＩＳＡ反应

结果见表１。

表１　经ＥＬＩＳＡ筛选出来１８个噬菌体克隆的反应结果及特征

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ１８ｐｈａｇｅｓｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ

Ｐｈａｇｅ
Ｄｖａｌｕｅ

ＣＲＣ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ
Ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ
（ｂｐ）

Ｌｏｃａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ Ｂｌａｓｔｇｅｎｅ Ｒｅｌａｔｅｄｔｏ

ｃａｎｃｅｒ

１ ０．１７１ ０．０９２ ０．１４ ３０２ ７ｐ１５．３ ＣＹＣＳ Ｙｅｓ
２ ０．１４２ ０．０８２ ０．１４ ２９７ ４ｑ２４ ＵＢＥ２Ｄ３ Ｙｅｓ
３ ０．１４１ ０．０８５ ０．１４ ２３０ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
４ ０．１５ ０．０８５ ０．１４ ２４７ １ｑ３２ ＳＮＲＰＥ Ｙｅｓ
５ ０．２８２ ０．１２１ ０．２７２ ２７８ １９ｑ１３．１ ＣＯＸ６Ｂ１ Ｕｎｋｎｏｗｎ
６ ０．２３５ ０．１２８ ０．２７２ ３９６ ９ｑ３１ ＴＸＮ Ｙｅｓ
７ ０．２２９ ０．１７２ ０．２１ ２１９ ７ｐ１１．２ ＣＨＣＨＤ２ Ｙｅｓ
８ ０．２８１ ０．２１５ ０．２７２ ３０５ １６ｐ１３．１ ＮＴ＿０１０３９３．１６ Ｕｎｋｎｏｗｎ
９ ０．１８９ ０．０５８ ０．１７２ ２８３ １４ｑ３２．３３ ＩＧＨＧ３ Ｙｅｓ
１０ ０．２１２ ０．１６９ ０．２１ ４８０ １ｐ３６．３ ＸＭ＿００２３４２０２３．１｜ Ｕｎｋｎｏｗｎ
１１ ０．２８９ ０．１５７ ０．２１ ３０４ ２ｐ１１．３ ＩＧＫＣ Ｙｅｓ
１２ ０．１９ ０．１４９ ０．１６３ ６１１ １ｐ３６ｐ３４．１ ＵＢＩＡＤ１ Ｙｅｓ
１３ ０．１６９ ０．１１２ ０．１２３ ５１７ １９ｐ１３．２ ＮＤＵＦＡ１３ Ｙｅｓ
１４ ０．１４１ ０．１１６ ０．１２７ ２１０ ３ｑ１２ ＲＰＬ２４ Ｙｅｓ
１５ ０．１４６ ０．１２７ ０．１２７ ３９１ １６ｑ２３．３ ＨＳＤＬ１ Ｙｅｓ
１６ ０．１４ ０．０９５ ０．１２７ ２８０ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
１７ ０．１６６ ０．１２９ ０．１２７ ２３０ Ｎｏｖｅｌ Ｕｎｋｎｏｗｎ
１８ ０．１５４ ０．１０７ ０．１０７ ２９４ １９ｐ１３．３ ＥＥＦ２ Ｙｅｓ

　ＣＲＣ：Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

２．３　基因相互作用预测结果　通 ＮＣＢＩ上的ＢＬＡＳＴ序列
比对，查找插入片段最接近的已知基因序列，其中共比对上

１４个已知基因和１个基因组序列，尚有３个序列未比对上任
何序列。通过Ｃｈｉｌｉｂｏｔ搜索结果，发现所比对上的１２个已知

基因与肿瘤有关（表１）。在未比对上基因的克隆中，３号噬
菌体克隆和１９号噬菌体克隆有相同的一段序列。一般认为
恶性肿瘤细胞是因为失控生长，过度增殖的结果，从细胞凋
亡的角度看则认为是肿瘤的凋亡机制受到抑制不能正常进
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行细胞死亡清除的结果。许多癌基因及其表达产物是细胞

凋亡的重要调节因子，当它们表达后，阻断或干扰了肿瘤细

胞的凋亡过程，使肿瘤细胞不断增殖。目前肿瘤生物治疗的

主要研究方向之一就是重建肿瘤细胞的凋亡信号转导系统，

诱导肿瘤细胞凋亡。而在我们所筛选出的１０个噬菌体中，１
号噬菌体编码的细胞周期色素Ｃ（ＣＹＣＳ）［９］、１３号噬菌体编

码的ＮＤＵＦＡ１３［１０］和１８号噬菌体编码的真核生物翻译延伸

因子（ＥＥＦ２）［１１］与诱导细胞凋亡有关，对于维持正常细胞的

活动和功能有重要意义。而６号噬菌体所编码的硫氧化还

原蛋白（ＴＸＮ）参与信号转导通路，在肿瘤中出现失调［１２１３］；

１２号噬菌体编码 ＵＢＩＡＤ１蛋白，参与细胞周期调节［１４］。而

还有部分克隆在其他的肿瘤细胞文库中也被筛选到，如１４
号噬菌体编码的核糖体蛋白２４（ＲＰＬ２４）在肝细胞癌文库中

也被筛选出，它可引起特异性体液免疫反应［１５］；１５号噬菌体

编码的 ＨＳＤＬ１在前列腺癌中高表达，可能与前列腺癌的发

生有关［１６］。

３　讨　论

　　我们利用噬菌体展示肽库技术构建了大肠癌重组ｃＤＮＡ
噬菌体展示肽库。理论上，噬菌体展示的肽段越长，其肽库

多样性即库容量就越高，筛选的成功率就越大。而我们所建

的肽库库容为１．８×１０６ｐｆｕ，重组率为６０％，重组子中约５０％
的插入片段长度为３００～５００ｂｐ，而且有超过８００ｂｐ大小的

插入片段，从随机肽的长度上来评价的话，可以用来后面的

筛选。在本次ＥＬＩＳＡ实验中所筛选出的噬菌体，根据我们的

筛选标准，其表面所表达抗原与患者血清中抗体结合强度高

于阴性质控的２倍，而与对照血清抗体的结合强度与阴性质

控相差不明显（小于２倍）。通过这样的筛选，排除了与患者

血清中抗体和对照血清中抗体结合强度无差别或差别不大

的噬菌体克隆，以期筛选出在大肠癌患者中高表达的抗原。

而这些筛选出的克隆，序列多约３００ｂｐ，这可能与我们所选

用的噬菌体展示系统有关，这个现象在其他文献中也有报

道［５］。对它们进行序列比对、查找参考基因，再应用生物信

息学对基因功能和相互作用进行分析，结果说明筛选出的噬

菌 体 含 有 丰 富 的 信 息，如 ＣＹＣＳ［１７１８］、ＨＳＤＬ１［１６］ 和

ＥＥＦ２［１９２０］等基因在既往的研究中与肿瘤的发生密切相关，

说明这个筛选方法用来挖掘肿瘤相关基因或抗原合理可靠。

这从生物信息学分析的角度反证了我们前面所筛选出来的

噬菌体与肿瘤的发生和发展关系密切，这些噬菌体克隆可以

帮助我们找到大肠癌相对于正常组织差异表达的抗原，从而

实现早期筛选。但是由于我们筛选所用的血清为两组人群

的混合血清，由于个体的差异，筛选出的噬菌体与单个患者

血清反应的整体性如何，能否应用到临床检验中，都需要用

大量的血样本反应来验证。但值得肯定的是，这种借助噬菌

体展示肽库技术的ＥＬＩＳＡ筛选方法，是可以用来发现差异表

达抗原。另外，还有一些未比对上参考序列的噬菌体，这些

噬菌体能够被筛选出来，它所含带的信息以及如何挖掘尚需

要我们更多的探索。
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