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Abstract
AIM: To compare the level of serum autoantibody 
against cancer-testis antigens GAGE-7 between 
pat ients with esophageal squamous cel l 
carcinoma and normal controls and to evaluate 
the possibility of using GAGE family members as 
diagnostic tumor markers.

METHODS: Recombinant GAGE-7 protein was 
expressed and purified. The level of serum au-
toantibody against GAGE-7 was detected in pa-
tients with esophageal squamous cell carcinoma 
serum and normal controls by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Meanwhile, total 
serum IgG was determined. The ratio of serum 
autoantibody against GAGE-7 to total serum 
IgG was then calculated.

RESULTS: The level of serum autoantibody 
against GAGE-7 was much higher in patients 
with esophageal squamous cell carcinoma than 
in normal controls (P < 0.001). The difference in 
the ratio of serum autoantibody against GAGE-7 
to total serum IgG between the two groups of 
subjects was more significant than that in the 
level of serum autoantibody against GAGE-7. 
Logistic regression analysis showed that detec-
tion of the ratio of serum autoantibody against 
GAGE-7 to total serum IgG for discrimination of 
the two groups of subjects had a c value of 0.717, 
a sensitivity of 0.72, and a specificity of 0.62 (P < 
0.0001).

CONCLUSION: The level of serum autoanti-
body against GAGE-7 differs significantly be-
tween patients with esophageal squamous cell 
carcinoma and normal controls. GAGE family 
members may be promising markers for diagno-
sis of esophageal squamous cell carcinoma.
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摘要
目的: 检测癌-睾丸抗原GAGE-7的自身抗体在
食管鳞状细胞癌患者和正常人血清中表达的
差异, 评价GAGE家族作为肿瘤诊断标志物的
可行性. 

方法: 在原核细菌中表达并纯化重组GAGE-7
蛋白, 采用ELISA检测GAGE-7自身抗体在105
份食管鳞状细胞癌患者血清和86份正常人血
清中的表达水平. 同时检测各血清中总IgG的
表达量, 计算GAGE-7自身抗体在总IgG中所
占比例的差异.  

结果: 血清中GAGE-7抗体在食管鳞状细胞癌
中的含量与正常组比较差异显著(P <0.001), 
而GAGE-7抗体与总IgG比例, 患者组明显高

®

■背景资料
食管癌是发生在
食管上皮组织的
恶性肿瘤, 我国是
世界食管癌的高
发区, 其中发病患
者约占全世界发
病总数的70%,  严
重威胁着人民的
健康. 食管鳞状细
胞癌较多出现在
发展中国家, 也是
我国食管癌病发
的主要类型. 尽管
医疗技术日益先
进, 但是总体食管
癌患者存活率依
然不足30%. 因此, 
对于食管鳞状细
胞癌的早期准确
诊断必不可少.

■同行评议者
欧希龙 ,  副教授 , 
东南大学中大医
院消化科
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于正常组, 逻辑回归模型分析c值为0.717, 敏
感性和特异性分别达到0.72和0.62, 且差异显
著(P <0.0001).

结论: 癌-睾丸抗原GAGE-7的自身抗体在食管
鳞状细胞癌血清中有较高表达, 且与正常组比
较有显著差异, 其表达特性可被看做是较为理
想的癌症检测标志物.

关键词: 食管鳞状细胞癌; GAGE家族; 自身抗体; 

血清; IgG

王皓, 钟理, 徐家馨, 张小刚, 王建飞. GAGE-7自身抗体在食

管鳞状细胞癌中的表达.  世界华人消化杂志  2010; 18(10): 

998-1003

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/998.asp

0  引言

食管癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤, 全
世界每年约有34万人死于食管癌, 在世界常见

肿瘤中占第8位 [1].  我国是世界食管癌的高发

区, 其中发病患者约占全世界发病总数的70%,  
严重威胁着人民的健康. 食管癌主要有两种类

型, 食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell 
carcinoma, ESCC)和食管腺癌, 各自具有独特的

病原和病理特征, 其中ESCC是主要的食管癌类

型, 在世界范围的食管癌患者中约占95%. ESCC
具有多种发病诱因, 包括遗传及环境的影响. 有
研究表明, 酒精、烟草、维他命缺乏及年龄衰

老等, 都是诱发ESCC的主要危险因素[2,3]. 在发

达国家中, 较为常见的是食管腺癌, 而ESCC则

较多出现在发展中国家. 因此, 对于ESCC的研

究远不如对食管腺癌的研究深入, ESCC发生和

发展的分子机制目前尚未明了[4]. 尽管医疗技术

日益先进, 但是总体上5年以上的食管癌患者存

活率依然不足30%[5]. 这在很大程度上是由于缺

少高敏感性和特异性的早期诊断标志物造成的. 
一些食管鳞状细胞癌常用标志物, 比如细胞角

蛋白19片段[6]、鳞状上皮细胞癌抗原[7]和癌胚抗

原[8], 敏感性均小于50%. 因此, 寻找高敏感性和

特异性的肿瘤诊断标志物和诊断方法成为提高

食管鳞状细胞癌患者存活率的关键. 近些年来, 
一系列肿瘤相关抗原(tumor-associated antigens, 
TAA)相继被发现并得到确认. 其中一部分TAA
属于肿瘤生殖系基因产物, 也被称为癌-睾丸抗

原(cancer-testis antigens, CTA)家族[9]. 这些抗原

带有一小段细胞蛋白多肽组成的膜结合一类

HMC分子, 因此可以被机体免疫系统识别, 诱导

免疫反应对抗肿瘤细胞[10]. CTA家族在广泛的

肿瘤组织中有着不同水平的表达, 而在正常组

织中的表达只限于生殖细胞中(睾丸及卵巢), 而
生殖细胞没有或很少表达人白细胞抗原(human 
leukocyte antigen, HLA), 因此不会引起机体的免

疫应答[11]. 
G antigen(GAGE)基因属于CTA家族, 包括

十多个不同的成员[12-14]. GAGE基因家族在大多

数成年人正常组织中不表达, 但是表达在多种

肿瘤组织中. 关于GAGE抗原的表达机制和生物

学功能还不十分了解, 但是有研究表明GAGE
的表达水平与许多人类肿瘤的发生和预后相关, 
说明GAGE也许对于癌症细胞的有着显著的影

响[13,15-16]. 由于GAGE单一表达在肿瘤组织中, 使
得GAGE抗原成为一种潜在的诊断和预后标志

物, 并且通过分析GAGE在正常组织和各种不同

癌症组织的表达差异, 可以将GAGE作为免疫诊

断的靶位[17]. GAGE蛋白能够引起机体产生细胞

免疫[12]和体液免疫[18], 尤其是体液免疫反应可

以产生自身抗体, 而这些特异性抗体可以在抗

原存在十分稀少时被大量表达, 因此检测血清

中的自身抗体可以作为肿瘤早期检测的方法之 
一[19,20]. 此外, 许多学者都证明恶性肿瘤患者的

体液免疫常发生明显变化, 其中血清Ig的检测

颇受重视并应用于临床检测[21-24]. 血清中某种特

异性抗体的含量可能由于血清总IgG含量的不

同而发生改变. 在本次研究中, 我们原核表达并

纯化了GAGE-7蛋白, 并检测和比较了GAGE抗
体在食管鳞状细胞癌患者血清和正常人血清的

表达差异, 同时比较GAGE-7自身抗体在血清总

IgG中所占比例的差异, 以期评价GAGE基因产

物作为食管鳞状细胞癌检测的可能性. 

1  材料和方法

1.1 材料 实验所使用血清来自河北大学附属医

院, 年龄为50-80岁. 其中食管鳞状细胞癌患者血

清105份, 正常人血清86份.
1.2 方法 
1 . 2 . 1  目 的 基 因 表 达 载 体 的 构 建 :  目的基

因G A G E-7由人类全长c D N A克隆(O r i g e n e 
Technologies, Rockville, United States)获得. 
依据GenBank收录GAGE-7, 设计引物(上游

5'-TTTTTAACCATGGGCATGAGTTGGCGAG
GAAGATC-3', 下游5'-TTTTTACTCGAGACA
CTGTGATTGCTTTTCACC-3'), 在目的基因两

端分别插入NcoⅠ和XhoⅠ作为酶切位点. PCR

■研发前沿
目前对于食管鳞
状细胞癌的诊断
中, 肿瘤标志物检
测是较为常见且
便 利 的 方 法 .  存
在或变量表达可
以提示肿瘤的性
质、种 类 ,  可 辅
助诊断肿瘤、分
析病程、指导治
疗、监测复发或
转移、判断预后. 
目前一些常用的
食管鳞状细胞癌
单一标志物的敏
感性和特异性依
然 有 待 提 高 .  作
为近几年来新发
现 的 抗 原 家 族 , 
GAGE由于单一
表达在肿瘤组织
中, 使其成为一种
潜在的诊断和预
后标志物. 



www.wjgnet.com

1000                    ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志       2010年4月8日      第18卷      第10期

扩增程序: 95 ℃变性30 s, 58 ℃退火30 s, 72 ℃
延伸45 s, 共40个循环. 扩增结束后进行1.5%(质
量分数)琼脂糖凝胶电泳检测并纯化扩增产物. 
将扩增产物从凝胶中回收(Gel Extraction Kit, 
Bioland Research Products, La Palma, United 
States)后, 将扩增产物和pET-28b(+)(Novagen, 
Madison, United States)在NcoⅠ和XhoⅠ位点进

行酶切, 37 ℃, 3 h, 进行电泳纯化后在16 ℃将

目的基因与pET-28b(+)质粒连接(DNA Ligation 
Kit, Novagen, Madison, United States)4 h, 目的

基因下游连接6个His-tag序列. 将重组质粒转化

至DH5α感受态菌中, 使用卡那霉素筛选阳性克

隆. 随机挑选5个克隆, 提取重组质粒(Plasmid 
Miniprep Kit, Bioland Research Products, 
Cerritos, USA), 酶切检测并进行DNA测序(T7 
Promoter引物). 
1.2.2 GAGE-7蛋白表达与纯化: 将序列正确的

重组质粒转化至大肠杆菌BL21(DE3), 使用卡

那霉素筛选阳性克隆, 挑选单个克隆接种于LB
培养基, 37 ℃培养至菌液浓度A 600 = 0.4-0.6, 用
浓度为1 mmol/L的IPTG诱导3 h, 未诱导菌作对

照. 离心收菌. 收集的细菌沉淀用裂解液(8 mol/L 
Urea, 100 mmol/L NaH2PO4, 10 mmol/L Tris, 10 
mmol/L Imidazole, 1 mmol/L TCEP, pH8.0)室温

裂解1 h, 离心后将上清液与Ni-NTA琼脂糖微

珠(QIAGEN, Valencia, United States)室温孵育

1 h, 清洗液(8 mol/L Urea, 100 mmol/L NaH2PO4, 
10 mmol/L Tris, 10 mmol/L Imidazole, 1 mmol/L 
TCEP, pH6.3)清洗微珠4次后, 将蛋白用洗脱液(8 
mol/L Urea, 100 mmol/L NaH2PO4, 10 mmol/L Tris, 
10 mmol/L Imidazole, 1 mmol/L TCEP, pH4.5)从
微珠上洗脱下来. 将纯化后蛋白进行15% SDS-
PAGE电泳, 考马斯亮蓝染色分析目的蛋白的

纯度. 并使用His-probe(H-3)antibody(Santa Cruz 
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, United States)进
行Western blot检测. 
1.2.3 酶联免疫吸附剂测定(e n z y m e-l i n k e d 
immunosorbent assay, ELISA): 血清中GAGE-7抗
体含量由ELISA. 96孔板中每孔包被50 µL, 浓度

为1 mg/L的GAGE-7蛋白, 4 ℃过夜. 3% BSA室

温封闭1 h, 0.1% PBST洗板3次. 将患者及正常人

血清以1∶160稀释于封闭液中, 每孔50 µL, 室温

1 h, 羊抗人IgG Fc HRP(Jackson Immunoresearch, 
West Grove, United States)1∶5 000作为2抗, 每孔

50 µL, 室温1 h. 清洗3次后加底物及反应终止液, 
在450 nm下读取A值. 

1.2.4 血清总IgG检测: 血清总IgG含量的测定

使用羊抗人IgG[F(ab')2](Thermo Scient i f ic, 
Rockford, United States)包被96孔板, 3 mg/L, 每
孔50 µL. 血清以1∶1 000 000稀释于3% BSA
封闭液中, 每孔50 µL, 室温反应1 h. 2抗同样使

用羊抗人IgG Fc HRP(Jackson Immunoresearch, 
West Grove, United States)1∶5 000, 每孔50 µL, 
450 nm下读取A值.

统计学处理 采用t检验分别统计GAGE-7
抗体和血清总IgG检测在患者和正常人的表达

差异, 以及GAGE-7抗体与总IgG比例的差异. 
P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 GAGE-7基因扩增 以人类全长cDNA克隆为

模板扩增GAGE-7基因, 琼脂糖凝胶电泳出现一

条大小约为350 bp的产物, 与设计产物大小一致

(354 bp, 图1). 
2.2 GAGE-7原核表达载体的构建 目的基因与

pET-28b(+)质粒经酶切与连接后, 重组为含有

GAGE-7-His-tag的质粒. 重组质粒经NcoⅠ和Xho
Ⅰ酶切检测, 在电泳中出现两条大小有明显差异

的条带. 其中小条带大小与PCR扩增产物一致, 大
条带符合pET-28b(+)质粒大小(5 368 bp, 图2).
2.3 原核表达质粒的诱导与蛋白纯化 重组转化

菌BL21(DE3)经IPTG诱导及纯化后, 在26 kDa

■相关报道
张师前等分别在
卵巢癌和子宫内
膜 癌 中 检 测 肿
瘤 特 异 性 抗 原
MAGE, GAGE, 
BAGE的表达, 他
们 认 为 M A G E , 
GAGE, BAGE基
因在卵巢癌和子
宫内膜癌中有较
高 表 达 ,  其 表 达
与 卵 巢 癌 有 无
淋 巴 结 转 移 无
关 ,  GAGE1-2与
子宫内膜癌的分
期 无 关 ,  与 分 级
有 关 ,  可 作 为 卵
巢癌和子宫内膜
癌患者免疫治疗
的 特 异 性 靶 点 . 
E ichumller等检
测 皮 肤 T 细 胞 淋
巴瘤患者血清中
GAGE-3至-7相应
抗体, 结果15.8% 
(3/19)的患者血清
中检测到抗体的
存在 ,  而在6%黑
素瘤患者组织中
检测到GAGE-7b
重组蛋白的自身
免疫抗体. 
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图   1   G A G E - 7 基 因 P C R 扩
增产物. 1: 标准分子质量; 2: 

PCR扩增产物.

1            2           3bp
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5 000
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图   2   重 组 质
粒 酶 切 电 泳 分
析 图 .  1 :  标 准

分 子 质 量 ;  2 : 

GAGE-7 PCR

产物; 3: 重组质

粒酶切产物.
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处出现诱导蛋白, 而在没有经IPTG诱导的pET-
28b(+)重组质粒细菌中没有目的蛋白出现. 经
His-probe(H-3)antibody的Western blot检测, 可确

定蛋白按所设计的序列表达His-tag(图3, 4). 将
蛋白进行mass-spectrometry测序, 确定所表达蛋

白为C段带有6个His-tag标签的GAGE-7蛋白. 
2.4 ESCC及正常人血清中GAGE-7抗体表达

量的差异 经ELISA测定, 食管鳞状细胞癌组血

清总I g G明显低于正常组(P <0.0001). 血清中

GAGE-7抗体在食管鳞状细胞癌血清中含量与

正常组比较差异显著(P <0.001), 而GAGE-7抗体

与总IgG比例, 患者组明显高于正常组, 逻辑回

归模型分析c值为0.717, 敏感性和特异性分别达

到0.72和0.62, 且差异显著(P <0.0001, 图5, 6).

3  讨论

自1995年, Van den Eynde等[12]从黑色素瘤细胞

株cDNA文库中筛选出一种新的肿瘤抗原基因

GAGE, 至今GAGE家族已经包括17个以上的成

员[13,14-27]. GAGE基因家族定位于X染色体P11.23
区域[13]. 各成员的基因序列有很高的同源性, 因
此本实验以GAGE-7为抗原检测的血清抗体很

有可能包括了所有GAGE家族抗体. GAGE基因

通过细胞毒性T淋巴细胞筛选法鉴定, 目前已发

现了GAGE基因家族的两个抗原肽, 其中抗原肽

YRPRPRRY(aa9-16)为GAGE-1、-2和-8所共同

享有, 由HLA-CW×0601分子递呈; 另一抗原肽

YYWPRPRRY(aa9-17)为GAGE-3至-6和7/7B共
有, 由HLA-A29分子递呈. 体外实验已证实这些

抗原肽可被自身CTL识别[13]. 
GAGE基因的表达主要表现在mRNA水平

和蛋白水平两方面. 在mRNA水平, 多种恶性肿

瘤组织中均有表达, 比如黑色素瘤, 食管癌, 肝
癌, 肺癌, 前列腺癌, 乳腺癌, 卵巢癌和子宫内膜

癌等组织类型[13,17,28-30]. 而在正常组织中除睾丸

和卵巢外没有表达. GAGE不仅可以引起机体的

细胞免疫反应, 同时也可激活机体的体液免疫

反应. 有研究[18]在13.6%的皮肤T细胞淋巴瘤患

者血清中检测到GAGE抗体的存在. Bazhin等[31]

在黑色素瘤患者血清中检测GAGE家族自身抗

体, 有6%的患者血清有反应. 而在食管鳞状细胞

癌血清中还尚未有人检测GAGE抗体的含量. 
本实验从原核细菌中表达并纯化GAGE-7-

■创新盘点
本 文 通 过 原 核
表 达 及 纯 化
GAGE-7蛋白, 检
测GAGE-7自身抗
体在食管鳞状细
胞癌患者及正常
人血清中的表达
差异. 同时, 以患
者和对照组血清
总IgG作为统一参
考, 来平衡各人之
间血清表达能力
水平的差异, 结果
更具科学性.
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图  5  GAGE-7抗体与总IgG的比值在ESCC患者血清中高于
正常人血清.
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图  6  逻辑回归模型的敏感性和特异性比较. 模型分析

了105位患者和86位正常人GAGE-7自身抗体与总IgG 

ELISA数值的比例, c值(曲线下面积)为0.717, 且差异极明显

(P<0.0001). 
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His-tag重组蛋白, 运用ELISA方法, 在ESCC患
者和正常人血清中分别检测了GAGE-7自身抗

抗体的表达差异. 结果表明GAGE-7自身抗体

在患者血清中表达水平高于正常组, 且差异显

著(P <0.001). 除此以外, 本实验同时检测了血

清中总IgG的表达量, 结果正常组中总IgG含量

明显高于ESCC患者(P <0.0001). 梅强等[32]通过

检测ESCC患者外周血清中IgG、IgA、IgM、

C3、C4的含量, 结果食管癌患者体液免疫功能

指标中受测各Ig的含量与常人组比较均见降低

(P <0.05); 补体C3、C4含量均见升高, 认为食管

癌患者体液免疫功能受损, 致使血清中Ig含量降

低、补体升高. 刘志峰等[33]运用单项免疫扩散法

检测肿瘤患者血清免疫球蛋白IgG、IgA、IgM
的含量. 结果与对照比较食管癌血清IgG含量差

异显著(P <0.05). 而黄雪芳等[34]检测食管癌与正

常人血清总IgG含量, 结果食管癌中含量明显高

于正常对照组(P <0.001), 而患者血清复合IgG含

量显著低于正常对照组(P <0.001). 他们认为肿

瘤患者的特异性体液免疫反应明显不足, 有关

升高的Ig主要是非特异性的反应产物, 通过复合

Ig的检测更有利于对患者免疫状况的评价. 由此

可知血清总IgG在ESCC血清的变化可作为一项

可参考的检测标志物. 通过比较GAGE-7自身抗

体在血清总IgG中的比例在病患和正常组的不

同, 结果差异比单一比较GAGE-7自身抗体含量

变化更加明显(P <0.0001), 说明比较单一肿瘤标

志物自身抗体在总IgG中的比例是一个更加敏

感和准确的方法. 
目前, GAGE基因及蛋白的功能尚不明确, 

但其表达特性已被看做是较为理想的癌症检测

和预后, 监测肿瘤发生和发展, 及复发和治疗

状况的指标. 尽管目前尚未用于临床, 但由于

GAGE在多种不同组织类型的肿瘤中均有较高

表达, 使其在肿瘤免疫治疗的研究中备受关注. 
由于肿瘤细胞的特异性, 及GAGE家族各成员结

构和功能可能各不相同, 因此将GAGE家族作为

高特异性和敏感性的肿瘤诊断标志物以及肿瘤

免疫治疗靶位, 还需更加深入和全面的研究.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)

■同行评价
本研究具有一定
的新颖性, 设计科
学合理, 结果可信.


