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Abstract
AIM: To screen and identify the human colorectal carcinoma
associated antigen genes.

METHODS: Three human colorectal carcinoma cDNA phage
expression libraries were constructed. They were screened
from autologous and allogeneic sera of colorectal cancer
patients by SEREX (serological identification of antigens by
recombinant expression cloning). The sera were pre-absorbed
by the extract E. coli XL1-blue. Four different serum-reactive
cDNA clones were isolated by immunoscreening from a
colon cancer-derived cDNA expression library. Positive
clones were amplified by plate culture, the purified lambda
phage DNA was cut by Sfi  restriction endonucleases
and amplified with PCR in order to identify the insert size
of cDNA by electrophresis.

RESULTS: Three cDNA phage expression libraries were
constructed. The titer of library was 2.39×106 nfu/L, 2.07×
106 nfu/L and 1.86×106 nfu/L respectively, The range of
the fragment length of exogenously inserted cDNA was between
0.5-4 kb, the average was 1.4 kb, 1.6 kb and 1.3 kb,
respectively. Four gene clones were obtained by SEREX
screening, the length of their insert fragments was 2.4 kb,
1.8 kb, 2.3 kb and 2.2 kb, respectively.

CONCLUSION: To screen and identify human colorectal
carcinoma cDNA phage expression libraries by SEREX is a

useful method to search for human colorectal carcinoma
associated antigen genes. It is important for early diagnosis
and research of recombinant vaccine for colorectal cancer.
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摘要

目的: 寻找人源性大肠癌相关抗原基因.

方法: 构建3个以 Tripl Ex2噬菌体作载体的大肠癌抗原

cDNA 表达文库 用自体或异体大肠癌患者血清应用

SEREX方法进行免疫筛选. 用平板法扩增阳性克隆噬菌

体 提取纯化DNA 用Sfi I 酶切和PCR鉴定插入片段的

大小.

结果: 构建成3个大肠癌抗原cDNA噬菌体表达文库 滴

度分别为2.39×106 nfu/L 2.07×106 nfu/L和1.86×106 nfu/L
插入片段长度为0.5-4 kb 平均分别为1.4 kb 1.6 kb 和

1.3 kb. 筛选发现4个阳性克隆 插入cDNA片段大小分别

为 2.4 kb 1.8 kb 2.3 kb 和 2.2 kb.

结论: 用SEREX方法筛选大肠癌抗原cDNA表达文库 可

获得有价值的大肠癌的重组抗原基因克隆 将有利于大肠

癌的早期诊断和重组疫苗的研究.
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0   引言

cDNA文库的应用 为分离肿瘤抗原基因奠定了基础.

重组克隆表达抗原的血清学鉴定技术(serological iden-

tification of antigen by recombinant cDNA expression libraries.

SEREX)可直接鉴定肿瘤抗原. 不需要特异CTL和瘤细

胞的体外建株 应用cDNA表达文库使抗原浓度成百

倍的增加 解决了既往肿瘤抗原抗体反应中的关键问

题 发现了大量的肿瘤抗原. 我们用SEREX方法筛选

人源性大肠癌cDNA噬菌体表达文库 期能发现新的

大肠癌相关基因.

1   材料和方法

1.1 材料  南方医院普外科大肠癌患者手术的新鲜癌组

织3例; 大肠杆菌E.coli XL1-blue 和噬菌体载体 TriplEx2



购自Clontech公司; Trizol试剂购自Gibco公司; SMARTTM

cDNA library on struction kit购自Clontech; ExpandTM  reverse

transcriptase购自宝灵曼公司; MaxPlaxTM  packaging extract

kit 购自Epicentre 公司; 硝酸纤维素膜(NC膜)购自Pall

Corp; 碱性磷酸酶标记的羊抗人 IgG 抗体为Southern

Biotechnology Associates, Inc; BCIP 和 NBT 购自BBI

公司; EX TagTM extrue酶购自TaKaRa; Sfi 酶购自NEB;

琼脂糖购自Gibco; 1 kb DNA ladder marker 购自NEB; 100 bp

DNA ladder marker 购自MBI; Lambda DNA/Hind  marker

购自Promega; Orbital shaker incubator  RKC  CB700  摇床;

Shaking bath SB-16 Techne摇床; UNO   Biometra 960型

PCR 仪; Sigma 3K-30 台式冷冻高速离心机; Vilber

Lourmat 凝胶图像分析仪.

1.2 方法  用 Trizol LS reagent 试剂裂解组织并提取总

RNA 用RT-PCR合成 cDNA第 1链 用LD-PCR合

成 cDNA第 2链 在蛋白酶 消化 Sfi 酶切后 用

Chroma Spin-400分离弃除小于500bp的小片段 与

TriplEx2 噬菌体载体连接 体外包装 构建成大肠癌

抗原噬菌体cDNA表达文库. 取 1支 50 mL培养管 加

入15 mL含硫酸镁的 LB 加入四环素终浓度为15 mg/L.

挑选1个单个孤立的E.coli XL1-blue菌落加入 37 

200 r/min摇床孵育6-8 h至A600=2.0. 取 0.5-1 mL菌液

加入另1支有15 mL含硫酸镁 麦芽糖和四环素的LB

50 mL培养管 37 200 r/min摇床孵育 - h至对

数生长期A600=0.6-0.8. 5 000 r/min 离心10 min 弃上

清 用10 mmoL 硫酸镁 7.5 mL 重悬细菌沉淀 制备

成感受态菌液 4 冰箱存放. 按 1 200接种于含硫酸

镁 四环素的1 000 mL LB中 37 200 r/min振摇生

长至饱和. 4 4 000 r/min 离心10 min 沉淀细胞

重悬于10 mL PBS中 经超声粉碎制成E.coli XL1-blue裂

解液. 每 1 mL血清加 8 mL裂解液 于4 摇床50 r/min

振摇过夜. 4 4 000 r/min 离心 10 min 收集上

清. 再用同样方法 同等量裂解液重复吸收 3 次 制

成血清预吸收液 4 冰箱存放. 取文库 1 µL 加入感
受态菌液 200 µL 37  孵育 15 min 使噬菌体黏附
于细菌. 加入3 mL 溶化冷却到48 的含硫酸镁的LB顶

层软琼脂 混匀 倒入预热到 37 底层硬琼脂 90 mm

平板中 迅速涡旋铺平. 室温冷却10 min 正立 37 

孵育 30 min 倒置 37  孵育 12-18 h. 见噬菌斑生长

如针尖大小 用平头镊将预先高压灭菌 用20 mmol/L

IPTG 浸泡 4 h 室温自然干燥的NC膜平铺于于平皿

上 NC 膜边缘不对称标记 贴膜后42  诱导 4 h

以使转移到NC膜的噬菌斑能充分诱导其融合蛋白形

成. 小心将NC膜从平板上剥离取出 放于湿润的纸巾

上 旁边放一装有氯仿的无盖平皿 用一塑料罩将NC

膜和平皿罩住15-20 min 以固定NC膜. 平皿4  保

存 以备挑出阳性克隆. 将NC膜迅速浸泡于大量1×TNT

缓冲液中 室温轻摇 洗涤3次 每次10 min 以去

除残存的琼脂. 将NC膜置于20 mL用TBST配制的100 g/L

脱脂奶粉的封闭液中 室温轻摇90 min. 1×TNT缓冲液
洗涤3次 每次10 min. 将NC膜移入用PBS 1 50或

1 100稀释的已预吸收的大肠癌患者血清中 4 轻

摇过夜. 1×TNT缓冲液洗涤3次 每次10 min. 将NC膜
置于1 800稀释的碱性磷酸酶标记的羊抗人IgG抗体

中 室温轻摇60 min. 1×NT缓冲液洗涤3次 每次10 min.
凉干后 置于含NBT 33 µL和BCIP 16.5 µL的碱性磷
酸酶缓冲液中 显色30 min. 阳性克隆进行第二轮和第

三轮筛选. 阳性克隆采用平板法扩增噬菌体 用消毒牙

签挑选阳性噬斑 置于装有1 mL 1×L.D.B溶液(噬菌体
稀释液)的1.5 mL EP管内 加入25 µL氯仿 涡旋2 min
于 4 放置过夜. 取 50-100 µL噬菌体悬液加入 500 µL
感受态菌液 用 150 mm平板扩增噬菌体 37 孵育12-

18 h或到噬斑相互融合止. 加入12 mL不含明胶的1×L.D.B
4 过夜. 平板室温 50 r/min 摇床1 h. 收集洗涤液到

另一支50 ml离心管中. 用Qiagen公司试剂盒提取 纯化

阳性克隆噬菌体DNA 最后用50 µL pH8.0的TE溶解.
用NEB公司的Sfi 酶切50  2 h. 用TaKaRa公司的EX

TagTM extrue 做 PCR 上游引物: 5 -TCCGAGATCTG

GACGAGC-3 下游引物: 5 -CCCTATAGTGAGTCGTA

TTA-3 条件: 94  30 s 58  60 s 72  min

×35循环. 用10 g/L琼脂糖凝胶 1×TAE缓冲液  60 V
60 min 电泳 观察片段的大小.

2    结果

2.1 cDNA文库的质量鉴定  成功构建成3个大肠癌抗原

cDNA噬菌体表达文库 滴度分别为2.39×106 nfu/L
2.07×106 nfu/Ll 和 1.86×106 nfu/L. 重组率分别为97.5 %
98.6 %和 98.5 %. 插入外源cDNA片段大小范围从0.5-

4 kb 平均分别为1.4 kb 1.6 kb 和 1.3 kb. 合符建库

要求 适合于大批量筛选cDNA克隆的大肠癌特异或相

关抗原基因.

2.2 筛选阳性克隆  噬菌斑转移到 膜上 经显色反

应后 背景呈浅紫色 阴性噬菌斑与背景相似 有淡的

噬菌斑影 阳性的噬菌斑呈深蓝色. 图 1为 膜上复

筛的阳性克隆.

图   SEREX筛选的阳性克隆(蓝色噬菌斑).

2.3 阳性克隆 Sfi 酶切和PCR鉴定  通过对3 个 cDNA
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噬菌体表达文库进行筛选 获得4个阳性克隆 扩增

后提取纯化DNA 用 Sfi I 酶切和PCR鉴定 分别为

2.4 kb 1.8 kb 2.3 kb 和 2.2 kb(图 2 3).

M1: 1 kb DNA ladder marker; M2: 100 bp DNA ladder marker;
1-4: 个阳性克隆cDNA片段的大小.
图2  阳性克隆外源插入cDNA片段的PCR鉴定.

M1: Lambda DNA Hind  marker; M2: 1kb DNA ladder marker;
1-4: 个阳性克隆cDNA片段的大小.
图3  阳性克隆外源插入cDNA片段的 Sfi 酶切结果.

3   讨论

目前国内研究大肠癌基因表达较多[1-26] 而很少有人构

建大肠癌抗原基因cDNA表达文库[27] 以寻找大肠癌相关

基因. 用血清免疫学方法筛选cDNA文库(SEREX)是近来

发现的获取特异性基因克隆的分子生物学技术 是应

用于重组疫苗和诊断抗原研究的一种有效方法. 应用

SEREX技术在大肠癌已发现较多新基因. Scanlan et al [28]

发现48个抗原NY-CO-1-NY-CO-48 17 个为新基

因 NY-CO-13 为 p53肿瘤抑制基因的突变体 NY-

CO-27主要在胃肠道表达 为组织特异性的亚型 有

半数患者的血清发生反应. Hampton et al [29]发现2个癌

基因专宿白血病病毒包膜蛋白(env)抗原和鼠ATRX蛋白

抗原 env代表 2个未突变的肿瘤抗原 其DNA多核

苷酸编码的env多肽在小鼠体内引起强烈而特异的免疫

反应. Line et al [30]发现5个基因 RHAMM和AD034基

因有不同的组织表达. NAP1L1 RHAMM和AD034基

因只在肿瘤组织中表达. AD034的序列与酪氨酸激酶的

基序移码插入32 bp的位点是肿瘤分化的cDNA隐含的

剪接位点. RHAMM cDNA序列有2个剪接变异 有2个

亚细胞位点. 多数患者的血清对C21ORF2 EPRS 和

NAP1L1有反应. Somers et al [31]发现13抗原基因 1个

新基因 与HSPC218 同源 可作为肿瘤疫苗候选基

因及诊断与预后的标记物.

      肿瘤抗原的鉴定不仅有助于阐明肿瘤免疫分子机

制 也是建立新的肿瘤免疫学诊断和防治方法的基础.

大多数人类肿瘤可表达若干种具有免疫原性的蛋白质

但只有那些具有特异性或有一定优势的抗原(如CT抗

原)可用于制备疫苗. 选择在组织限制性mRNA表达和肿

瘤限制性免疫原性两个方面最有意义的抗原做进一步

的研究. 由于肿瘤抗原同时存在特异性的体液免疫和细

胞免疫 其所揭示的T细胞和B细胞双识别肿瘤抗原现

象 广泛存在于肿瘤患者中. 用肿瘤特异的T淋巴细胞

识别肿瘤抗原的多肽 产生多价疫苗 是肿瘤基因疫

苗的一个策略. Okada et al [32] 进行肿瘤疫苗治疗的结果

表明 临床有望开展肿瘤的疫苗治疗. SEREX所鉴定

的肿瘤抗原除可作为制备肿瘤疫苗的对象外 还可作

为大范围人群血清学调查 肿瘤临床诊断以及肿瘤疫

苗临床疗效监测的指标. 对大肠癌抗原基因的筛选 对

阳性克隆进一步做序列分析和生物活性鉴定 可望对

大肠癌的病因学 诊断 治疗有突破性的进展.
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