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and then the vector was transferred into E. coli 
HB2151. Isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) 
was used to induce the expression of anti-CEA 
scFv antibody. SDS-PAGE and Western blot 
were used identify the anti-CEA scFv antibody. 
Human gastric cancer cells were cultured, and 
CEA was determined with the obtained scFv by 
immunohistochemistry in the cells and paraffin-
embedded gastric carcinoma tissues�.

RESULTS: SDS-PAGE and Western blot 
showed that the anti-CEA scFv antibody T84.66 
was successfully expressed. T84.66 could bind 
to gastric carcinoma cell lines KATOⅢ, MKN45 
and HGC-27, but not to SGC7901, GC803 and 
BGC823, suggesting that KATOⅢ, MKN45 and 
HGC-27 cells expressed CEA. For the 42 cases 
gastric carcinoma tissues, the positive rate of 
CEA in the early and progressive stage was 
55% (6/11) and 61% (19/31), respectively, but 
no CEA expression was found in the 10 normal 
cases. CEA expression was significantly differ-
ent between gastric cancer and normal tissues (P 
< 0.05).

CONCLUSION: The prokaryotic expression of 
anti-CEA scFv antibody T84.66 is successfully 
achieved, and can be used to identify CEA. CEA 
is highly expressed in gastric cancer, but not in 
normal mucosa.

Key Words: Gastric carcinoma; Single-chain frag-
ment variable antibody; Prokaryotic expression; 
Carcinoembryonic antigen
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摘要
目的: 探讨T84.66单链抗体的原核表达及对6
种胃癌细胞系及胃癌组织的特异性亲和力. 

方法: 将抗CEA单链抗体T84.66的cDNA插
入噬菌粒载体pCANTAB5E, 获得噬菌粒载
体T84.66-scFv-pCANTAB5E. 将后者转化入
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Abstract
AIM: To study the prokaryotic expression of the 
anti-carcinoembryonic antigen (CEA) single-
chain fragment variable (scFv) antibody T84.66 
and its specific affinity to gastric cancer cell lines 
and tissues.

METHODS: The cDNA of anti-CEA scFv an-
tibody was inserted into pCANTAB5E to ob-
tain phage vector T84.66-scFv-pCANTAB5E, 

■背景资料
癌胚抗原 (CEA)
是胃肠道恶性肿
瘤产生的一种肿
瘤标志物. 人们通
过检测CEA以判
断肿瘤的性质及
预后, 也可通过获
取CEA单抗治疗
肿瘤. 本文采用抗
CEA单抗筛选胃
癌细胞, 检测胃癌
组织, 进而为进一
步胃癌的治疗奠
定基础.
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E.coli  HB2151, 经b, D异丙基硫代半乳糖苷
(IPTG)诱导表达. 采用细胞培养及免疫细胞
/组织化学方法, 检测胃癌细胞中及石蜡包埋
的胃癌组织中的癌胚抗原表达. 

结果: SDS-PAGE及Western blot证实, T84.66
单链抗体蛋白分子正确表达. T84.66单链抗
体可结合KATOⅢ, HGC-27和MKN45, 表明
这3种细胞表达了特异性肿瘤抗原; 单链抗
体不能结合SGC7901, GC803, BGC823. 42例
胃癌组织癌胚抗原阳性率早期和进展期分别
为55%(6/11)和61%(19/31), 在正常胃黏膜组
织标本中无表达, 二者之间存在显著性差异 
(P <0.05).

结论: KATOⅢ等胃癌细胞系可表达癌胚抗
原. 后者在胃癌组织表达水平较高, 而正常胃
组织不表达.

关键词: 胃癌细胞; 单链抗体; 原核表达; 癌胚抗原
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0  引言

癌胚抗原(CEA)是在胃肠道肿瘤的发生、发展

过程中, 细胞表面及细胞内产生的一种正常细

胞不能产生的肿瘤标志物[1-2]. CEA的出现是胃

肠道肿瘤的一个重要生物学特性, 通过对其进

行检测就可判断肿瘤的性质及预后. 针对CEA
获得的单克隆抗体/单链抗体在对肿瘤的诊治中

的作用不容忽视[3]. 我们用原核表达得到T84.66
单链抗体[4], 分别对6种胃癌细胞和胃癌组织进

行检测, 以期初步明确抗CEA单抗对胃癌细胞

组织的特异性识别, 并结合情况为进一步利用

该抗体进行重组制备胃癌特异性杀伤淋巴细胞

奠定基础[5]. 

1  材料和方法

1 .1  材料 胃癌细胞系K AT OⅢ ,  H G C - 2 7 , 
SGC7901, GC803, MKN45和BGC823均购自

上海细胞生物研究所 .  K AT OⅢ为悬浮生长 , 
HGC-27, SGC7901, GC803, MKN45和BGC823
均为贴壁生长. 上述细胞系均培养于含胎牛血

清的RPMI 1640培养液中, 37℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度条件下, 在其对数生长期传代. KATO
Ⅲ细胞传代后将其经甩干机甩干载玻片, 其他

细胞贴壁于载玻片后用固定液固定20 min, 晾
干备染. 胃癌与正常胃黏膜标本, 均取自第四军

医大学西京医院2000/2003手术切除, 并经病理

学检查证实的组织. 42例胃癌按国际病理学分

级, 高、中和低分化型分别为7例、17例和18例. 
患者按胃癌的临床分期, 早期和进展期分别为

11例和31例. 同时, 取10例正常胃黏膜组织为活

检后证实组织, 切片均经40 g/L甲醛固定, 常规

石蜡包埋, 5 mm连续切片, 贴于已经APES防脱

片胶处理的载玻片上备染. 抗CEA特异性T84.66
单链抗体由Anna Wu教授提供[6-7]. 抗E-tag mAb/
HRP购自Pharmacia公司.
1.2 方法 T84.66单抗的原核表达. 将抗C E A
单链抗体T 8 4 . 6 6的 c D N A插入噬菌粒载体

pCANTAB5E, 下游接有E-tag DNA序列, 得到噬

菌粒载体T84.66-scFv-pCANTAB5E. 将后者转

化入E.coli  HB2151, 经b, D异丙基硫代半乳糖苷

(IPTG)诱导表达, 单链抗体表达于细菌的胞质

中[8]. 经过冻干、纯化后, 用SDS-PAGE电泳, 可
获得含E-tag的抗CEA scFv融合蛋白, 通过蛋白

的原核表达, 并通过SDS-PAGE及Western blot检
测E-tag分子标签(用抗E-tag mAb/HRP为抗体), 
证实抗CEA单链抗体T84.66的蛋白分子的表达. 
免疫组织化学方法操作步骤按文献[9]所述, 稍
有改动. 将二抗用抗E-tag mAb/HRP替代, 阳性

对照为已知CEA表达阳性的大肠癌, 空白对照用

PBS代替一抗, 阴性对照用无关抗体(抗乙脑病

毒mAb)代替一抗. 将细胞贴壁并经固定的载玻

片经PBS振洗3次后, 加入抗CEA scFv为一抗, 其
他操作相同. 结果判定: 标本中细胞染色呈棕黄

色, 且阳性细胞多于10%者为阳性; 无阳性细胞

或阳性细胞少于10%, 或背景同空白对照者均判

为阴性.

2  结果

2.1 T84.66单链抗体的原核表达 将在原核表达

的抗CEA单链抗体T84.66蛋白粗提物经冻干纯

化后, 得到抗CEA scFv-E-tag融合蛋白. 在SDS-
PAGE电泳显示分子质量为29 kDa, 与理论值相

符. 经过Western blot检测E-tag的表达, 证实位于

E-tag分子标签上游的CEA特异性T84.66单链抗

体蛋白分子得以正确表达(图1). 
2.2 免疫细胞化学染色单链抗体可识别的CEA
抗原阳性物质呈棕黄色细颗粒状, 主要分布在

胃癌细胞及组织的细胞膜及细胞质中. 在胃癌

细胞KATOⅢ, HGC-27和MKN45中, CEA抗原表

■研发前沿
癌胚抗原的研究
一直是肿瘤学的
热点问题. 单克隆
抗体的使用由于
受排异问题的影
响受到限制, 对其
改造不但解决了
过 敏 反 应 ,  而 且
保持了mAb的Fab
段, 具有分子小、

穿透力强等特点, 
并且可以进行基
因工程改造. 但目
前易出现亲和力
下降、特异性差
的问题, 因而使抗
体扬长避短是十
分重要的问题.
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达于细胞膜及细胞质中(图2A-B); 在SGC7901, 
GC803, BGC823中表达为阴性, 在胃癌组织癌巢

周围呈散在分布(图2C). 空白及替代对照切片均

为阴性. 42例胃癌组织阳性率分别为55%(6/11)
和61%(19/31); 在正常胃黏膜组织标本中无表达.黏膜组织标本中无表达.膜组织标本中无表达. 

3  讨论

胃肠道肿瘤发病率很高 ,  早期胃癌的手术切

除率低, 辅助化疗疗效不满意[10], 对CEA[11-12], 
AFP[13], CA199[14], CA125[15]和TAG-72[16]等肿瘤

特异性抗原的检测已广泛应用于临床诊治和判

断肿瘤预后. 抗CEA mAb有包括来源于杂交瘤

T84.66等数种[17-18]. 将单克隆抗体进一步小型化

将更利于生物工程改造, 或者可以得到抗CEA
的diabody[19], 这些T84.66单链抗体都避免了应

用单克隆抗体的种属间过敏反应, 保持了mAb
的Fab段, 具有分子小、穿透力强等特点, 尤其

在放射诊治方面显示了优点[20-22]. 嵌合微型抗体

cT84.66是分子质量80 kDa的二价生物工程抗

体, 对CEA的亲和力为4×1010 m-1[23]. 将cT84.66
进行同位素标记已经用于Ⅰ期临床 ,  以治疗

CEA阳性的原发癌及转移癌患者[24-25]. 通过用

CEA抗原锚定肿瘤细胞, 用免疫细胞以杀伤肿

瘤是一种新的免疫治疗方案[26]. 我们通过基因工

程原理已构建了靶向性癌胚抗原T84.66的scFv
融合基因的真核表达载体[5], 为便于检测其表达, 
通过单链抗体的原核表达, 往往在其cDNA分子

下游有6×His[27]或E-tag分子标签, 我们得到的

重组抗体通过检测E-tag可以明确T84.66 scFv的
表达. 为明确T84.66单链抗体的亲和力及识别胃

癌细胞及组织的阳性结合率, 通过用原核表达

获得的T84.66单链抗体对6种胃癌细胞的亲和

力鉴定, 证实可以和MKN45, KATOⅢ, HGC-27

特异性结合, 即上述几种胃癌细胞分化过程中

产生了T84.66单链抗体可识别的CEA抗原, 证明

胃癌细胞系中表达CEA阳性率较高, 这同时为

胃癌的研究获取了宝贵的实验数据. 同时发现, 
T84.66单链抗体在胃癌中有较好的阳性率, 较高

的亲合力, 而在胃黏膜正常组织不会结合, 即具

有肿瘤识别特异性, 表明在胃癌组织和细胞中

有较高的阳性率, 可望应用于临床实践. 
通过构建单链抗体我们获取了表达的方法, 

证实后者在胃癌等多种消化道肿瘤中有良好的

表达, 这为我们构建的肿瘤特异性真核表达载

体[5]并制备特异性杀伤T细胞奠定了基础. 
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2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会通告

本刊讯 由上海市胃肠肿瘤重点学科、日本早期胃癌检诊协会、上海交通大学瑞金医院消化肿瘤学科群共同

主办 “2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会”将于2006-11-09/11在上海召开. 

1 会议内容

由日本及香港专家主讲: 功能性消化不良和早期胃癌的临床识别; 根除H pylori预防胃癌研究; 内镜诊断早期胃

癌的深度及组织学类型; 早期胃癌EMR、ESD及外科手术治疗; 早期胃癌和大肠癌标本处理及病理检查规范

及国际共识意见; 大肠锯齿状腺瘤、大肠癌及新生癌的诊断, 外科手术及综合治疗. 

     由中国专家主讲: 放大内镜诊断早期胃癌; 中国早期胃癌临床现状及前景; 胃肠肿瘤腹腔镜治疗; 大肠侧向

生长型肿瘤诊治; 大肠癌早期诊断及筛查; 胶囊内镜、双气囊小肠镜及小肠超声内镜诊断小肠肿瘤及临床评估.

 

2 征文

征文内容包括胃癌、大肠癌、小肠肿瘤基础研究、流行病学调查, 早期胃肠癌诊断及治疗. 论文(电子版)

按中华消化杂志格式书写附500字以内中文摘要, 欢迎网上投稿. 截止日期: 2006-08-10. 来稿寄至: 上海市

瑞金二路197号上海瑞金医院消化科 汤美萍 (请写明2006胃肠肿瘤大会稿件), 邮政编码: 200025. 联系电话: 

021-64370045-665246, E-mail: wuyunlin1951@163.com.

会议将授予国家继续教育Ⅰ类学分8分.


