
有一个碱基构成差异的ＤＮＡ片段，也可以很理想地被区分开

来。ＴＧＧＥ与ＤＧＧＥ相似，只是由变性剂形成的梯度被温度

梯度所替代。此项技术能够提供群落中优势种类信息并同时

分析多个样品，可用于研究复杂微生物群落结构及微生物多样

性。Ａｎｕｋａｍ等
［２０］运用ＤＧＧＥ技术对２４１位健康女性阴道的

微生物群落进行了分析，结果表明惰性乳杆菌是优势菌株，同

时分离鉴定出的其他乳酸杆菌还有加氏乳杆菌、植物乳杆菌及

阴道乳杆菌等。

基于分子生物学技术的基因鉴定具有高效、准确、快速的

特点，已逐渐代替传统的表形特征鉴定方法成为乳酸杆菌鉴定

分类的主要手段，且各种新的技术手段还在不断地涌现，但每

种技术都有自己的优缺点，目前还没有任何一种分子生物学技

术可以单独胜任对乳酸杆菌的鉴定。发展和完善现有的核酸

分型技术，创建更新更完备的鉴定分类技术将是未来研究的重

点。只有根据鉴定目的和要求的不同，合理地选择适宜的技术

方法，并将表型特征鉴定方法和基因型特征鉴定方法有机地结

合起来，才会使乳酸杆菌的鉴定更为准确、便捷。
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肺癌血清自身抗体及其应用的研究进展
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　　肺癌是全球范围内发病率和病死率均较高的恶性肿瘤之

一，严重威胁人类健康。肺癌已成为男性恶性肿瘤中发病率占

第１位的肿瘤，在所有癌症致死病例中，２３％由肺癌引起
［１］。

肺癌的预后与诊断时的临床分期密切相关：０期肺癌患者术后

５年生存率可达９０％以上，Ⅰ期为６０％，Ⅱ～Ⅳ期患者则从

４０％ 下降至５％ 以下。肺癌早期多无特异临床症状，难以被

·６０５２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１８



察觉，大多数患者就诊时已处于疾病的晚期，失去了最佳治疗

时期，出现症状而就诊的患者中８０％ 已为Ⅲ、Ⅳ期而失去手术

的机会［２］。因此肺癌的早期诊断至关重要。目前应用于临床

的肺癌的诊断方法如Ｘ射线、ＣＴ、ＰＥＴ等影像学方法缺乏特

异性，只能作为辅助诊断指标，细胞学、组织病理学方法虽然可

确诊，但取材难度大，无法用于大规模的人群筛查，一些常用的

血清肿瘤标志物（如癌胚抗原、糖类抗原、细胞角蛋白、酶类等）

灵敏度和特异度不够理想，诊断价值有限，因此寻找新的具有

早期诊断价值的肺癌标志物成为癌症早期诊断的突破点。

１　肺癌自身抗体介导的体液免疫应答

早在２０世纪６０年代，就证实了人体的免疫系统能够对正

在生长的肿瘤产生免疫反应，对肿瘤的免疫应答包括体液免疫

应答和细胞免疫应答。肿瘤相关抗原（ＴＡＡｓ）的过表达、突

变、错误折叠、异常退化等改变可导致癌症患者产生自身反应

性免疫应答［３］，并产生针对这些抗原的自身抗体，少量ＴＡＡｓ

刺激即可引起Ｂ细胞产生大量的自身抗体，对抗原信号起到

了一定的放大作用，使得在肿瘤早期就能检测到高表达的自身

抗体。因此检测ＴＡＡｓ的自身抗体可能为肺癌的早期诊断开

辟一条新途径。目前已发现多种肺癌自身抗体，这些抗体所识

别的抗原既有功能已知的蛋白也有许多功能未知的蛋白。现

将一些重要的及新发现的肺癌自身抗体总结如表１。

表１　　血液中与肺癌相关ＴＡＡｓ自身抗体

抗原种类 主要代表

肿瘤睾丸抗原（ＣＴＡｓ） ＮＹＥＳＯ１、ＳＳＸ２、ＭＡＧＥ、ＣＡＧＥ、ＢＡＧＥ、ＸＡＧＥ

突变蛋白 Ｐ５３、Ｐ６２

分化抗原 酪氨酸酶、ＳＯＸ１、ＳＯＸ２、ＺＩＣ２

原癌基因产物 ｃｍｙｃ、ｃｅｒｂＢ１（ＥＧＦＲ）、ｋｒａｓ

细胞周期相关蛋白 ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＹ

ＲＮＡ结合蛋白 ＨｕＣ、ＨｕＤ

凋亡抑制蛋白 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｌｉｖｉｎ、ｃＩＡＰ１

热休克蛋白 Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ９０

其他类型的ＴＡＡｓ ＭＵＣ１、Ａｎｎｅｘｉｎ１、１４３３θ、ＬＡＭＲ１、ＣａｔｈｅｐｓｉｎＤ、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ１

　　自身抗体以其识别的抗原形式表示。

２　肺癌自身抗体检测技术及其应用

２．１　重组ｃＤＮＡ表达文库血清学分析　重组ｃＤＮＡ表达文

库血清学分析（ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃＤＮＡｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｂｒａｒｙ，ＳＥＲＥＸ）技术在１９９５年由Ｓａｈｉｎ小组首次建

立，该小组证实了癌睾丸抗原（ＣａｎｃｅｒｔｅｓｔｉｓＡｎｔｉｇｅｎ，ＣＴＡ）可

以在癌症患者体内引发体液免疫应答，随后，多种肿瘤ＴＡＡｓ

通过这种方法被鉴定出。ＳＥＲＥＸ技术将分子克隆技术和利用

患者血清的肿瘤细胞自体分型技术结合起来，其基本步骤是：

首先提取肿瘤组织或细胞的 ｍＲＮＡ，构建ｃＤＮＡ文库并连接

入噬菌体载体后转染大肠杆菌，然后将大肠杆菌的表达产物转

印至硝酸纤维素膜，与稀释后的含高滴度抗体的患者血清共孵

育，再加入酶标二抗筛选阳性克隆，经过２～３轮复筛后获得阳

性单克隆，最后将获得的阳性克隆进行序列测定、生物信息学

分析等。Ｓｔｏｃｋｅｒｔ等
［４］使用通过ＳＥＲＥＸ技术获得的肿瘤抗原

对包括肺癌在内２３４例癌症患者进行了血清学筛查，发现ＮＹ

ＥＳＯ１抗原显示出很强的免疫原性，约４０％～５０％的肿瘤患

者都能通过体液免疫应答产生 ＮＹＥＳＯ１自身抗体。目前认

为ＮＹＥＳＯ１抗原是已发现的 ＣＴＡ 中免疫原性最强的抗

原［５］，近年来用于肿瘤治疗的ＮＹＥＳＯ１多肽疫苗已进入临床

实验阶段并展示出了良好的应用前景。

２．２　噬菌体展示技术　噬菌体展示技术（Ｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙ）是以

噬菌体为载体，将编码外源蛋白或多肽的基因片段定向插入到

噬菌体的外壳蛋白基因区，使外源蛋白或多肽通过与噬菌体外

壳蛋白融合而表达并展示于噬菌体表面，展示的蛋白或多肽可

保持相对独立的空间结构和生物活性，进而通过亲和富集等方

法筛选表达特异蛋白或多肽的噬菌体［６］。目前常用的噬菌体

展示技术主要有：单链丝状噬菌体展示系统、λ噬菌体展示系

统、Ｔ４噬菌体展示系统和 Ｔ７噬菌体展示系统。噬菌体展示

技术与ＳＥＲＥＸ技术相比具有高通量的优势，尽管如此，经过

翻译后修饰的抗原（如糖基化的抗原）仍无法被检出。Ｗｕ

等［７］使用噬菌体展示技术筛选非小细胞肺癌的血清自身抗体

标志物，成功构建了一个六肽噬菌体检测系统，对９０例非小细

胞肺癌患者、９０例配对健康对照组、３０例经过化疗的非小细胞

癌患者和１２例慢性阻塞性肺病患者进行检测，发现六肽噬菌

体检测体系能区分非小细胞癌患者和健康对照组，灵敏度和特

异度达到９２％以上，并可用于诊断处于早期阶段的非小细胞

肺癌及区分肺癌患者和慢性阻塞性肺病患者，同时，该小组还

在噬菌体肽克隆中发现了一个新的目标多肽———ｏｌｆａｃｔｏｍｅｄｉｎ

１，与其他病理类型的肺癌相比，ｏｌｆａｃｔｏｍｅｄｉｎ１自身抗体在肺

腺癌患者体内的表达明显升高。

２．３　蛋白质微阵列　蛋白质微阵列（ｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）又称

为蛋白质芯片（ｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ），它是一种新型的生物芯片，是由

固定于不同种类支持介质上的抗原或抗体微阵列组成，微阵列

中固定分子的位置及组成是已知的，用标记（荧光物质、酶或化

学发光物质等）的抗体或抗原与芯片上的探针进行反应，然后

通过特定的扫描装置进行检测，结果由计算机分析处理。Ｓｈａｎ

等［８］应用蛋白质微阵列技术针对非小细胞肺癌患者肿瘤睾丸

抗原的自身抗体进行了全面筛查，发现将 ＮＹＥＳＯ１，ＸＡＧＥ

１，ＡＤＡＭ２９和 ＭＡＧＥＣ１抗原的自身抗体集合在一个测试集

进行检测时诊断效果最优。与传统技术相比，蛋白质微阵列技
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术具有高通量、灵敏度高、所需样本量小、自动化水平高等优

点，同时它可用于检测翻译后修饰的蛋白以及发现未知 ＴＡ

Ａｓ。

２．４　血清蛋白质组学分析技术　血清蛋白质组学分析技术

（ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｔｅｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＳＥＲＰＡ）是联合双向电泳技术

（２ＤＥ）、蛋白免疫印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）和质谱技术（ＭＳ）发

现新肿瘤抗原的一门技术。肿瘤组织或细胞的蛋白质通过双

向电泳得到分离后转印到膜上，与肿瘤患者或健康者血清孵育

显色，最后通过质谱技术鉴定肿瘤抗原。通过这三项技术的结

合，就能够检测出经过翻译后修饰的ＴＡＡｓ，不同于ＳＥＲＥＸ和

噬菌体展示技术的是，蛋白质组学分析技术无需费时构建ｃＤ

ＮＡ文库，而缺点是无法检测低丰度蛋白及不可溶跨膜蛋白。

Ｙａｎｇ
［９］等应用该技术鉴定了抗 Ｔｉｍ和抗 ＭｎＳＯＤ抗体，并证

实了其可作为肺鳞癌筛选和诊断的指标。

３　肺癌自身抗体与肺癌诊疗的相关性

目前，关于肺癌自身抗体的研究还处于起步阶段，现阶段

的相关研究提示肺癌自身抗体在肺癌的早期诊断、预后判断以

及病理分型方面展示出了良好的应用前景。Ｚｈｏｎｇ等
［１０］已经

证实非小细胞肺癌患者中，针对 ＴＡＡｓ的自身抗体在影像学

方法做出诊断的前５年就能检测到。因此自身抗体是一种非

常有前景的肿瘤早期诊断标志物。

细胞周期紊乱与肺癌的发生发展密切相关，研究发现肺癌

患者血清中存在多种细胞周期蛋白的自身抗体，其中最新发现

的ＣｙｃｌｉｎＹ自身抗体是早期非小细胞肺癌患者术后的独立预

后因子［１１］。

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白家族的成员，在人体正常组织中

呈低表达或不表达，而在肿瘤组织中高表达，最近的研究发现，

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ自身抗体与非小细胞肺癌患者的肿瘤大小、远处转移

间存在相关性（犘＜０．０５），非小细胞肺癌患者血清中Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

自身抗体检测为阳性时，肺部原发肿瘤体积大于或等于３ｃｍ

的可能性越大，且肿瘤更易发生远处转移［１２］。

Ｐ５３基因是肿瘤发生过程中的一个经典基因，调控着在肿

瘤的发生、生长及凋亡过程，国内外大量研究证实多种癌症存

在Ｐ５３基因的突变和过表达，并能在血清中检测到Ｐ５３蛋白

的自身抗体。研究发现［１３］，晚期非小细胞肺癌患者血清Ｐ５３

抗体水平升高是独立的不良预后因素，可以作为晚期个体化治

疗的依据。

近年来，肿瘤自身抗体标志物的研究得到了越来越多学者

的关注，同时，随着检测技术的进步，自身抗体分子的应用价值

也在不断被挖掘发现。Ｌｕｏ等
［１４］利用蛋白质组学技术发现了

自身抗体标志物ＣａｔｈｅｐｓｉｎＤ，该自身抗体在肿瘤患者与健康

人血清中的表达差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｙａｏ等
［１５］发

现血清中的Ｄｉｃｋｋｏｐｆ１自身抗体有着巨大的潜在诊断价值，

对ＮＳＣＬＣＩ期患者诊断的灵敏度可达６４．３％，刘涛等
［１６］还发

现Ｄｉｃｋｋｏｐｆ１自身抗体的表达水平的高低与非小细胞肺癌患

者有无远处转移相关，有远处转移的非小细胞肺癌患者血清

Ｄｉｃｋｋｏｐｆ１自身抗体表达水平较高。Ｎａｇａｓｈｉｏａ等
［１７］研究发

现ＣＫ１８自身抗体可作为肺腺癌的血清标志物而 Ｖｉｌｌｉｎ１自身

抗体可作为小细胞肺癌的血清标志物。

４　肺癌自身抗体联合检测的应用

单个自身抗体检测难以达到理想的灵敏度和特异度，而联

合检测多种自身抗体标志物能很好的弥补这一不足。

Ｃｈａｐｍａｎ等
［１８］使用酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）对１０４例

肺癌（８２例非小细胞肺癌和２２例小细胞肺癌）患者与５０例正

常对照人群血清中７种肿瘤抗原（Ｐ５３、ｃｍｙｃ、ＨＥＲ２、ＮＹ

ＥＳＯ１、ＣＡＧＥ、ＭＵＣ１和ＧＢＵ４５）的自身抗体进行检测，发现

在小细胞肺癌组单一抗体阳性率在５％～３６％，在非小细胞肺

癌组单一抗体的阳性率在１０％～３４％，诊断的特异性达到

９６％～１００％，而７种抗体联合检测的灵敏度为７６％，特异度

为９２％。由此可见多种自身抗体联合检测极大地提高了肺癌

的检出率。

Ｂｏｙｌｅ等
［１９］对肺癌自身抗体实验进行了临床验证，依据肺

癌病理类型、分期等信息分为三组，测定针对６种肿瘤抗原

（Ｐ５３、ＮＹＥＳＯ１、ＣＡＧＥ、ＧＢＵ４５、Ａｎｎｅｘｉｎ１和ＳＯＸ２）的血清

抗体，发现这三组患者自身抗体诊断的灵敏度／特异度分别为

３６％和９１％（组１），３９％和８９％（组２）以及３７％和９０％（组

３），证明了在癌症的不同阶段，利用自身抗体诊断疾病所得到

的灵敏度／特异度并无明显差异，所选取的６种肿瘤抗原很好

的覆盖了各种病例类型的肺癌。通过对实验进行标准化和系

统控制，自身抗体实验首次显示出了很好的可重复性并为肺癌

高风险人群的筛查提供了潜在可行的检测系统，这６种抗原的

检测组合称为ＥａｒｌｙＣＤＴＬｕｎｇ，目前其相应的诊断产品在部分

国家已开始用于肺癌高危人群的筛查。该小组随后的研究中

发现，将上述的６种组合替换为７种（Ｐ５３，ＮＹＥＳＯ１，ＣＡＧＥ，

ＧＢＵ４５，ＳＯＸ２，ＨｕＤ，ａｎｄＭＡＧＥＡ４）时，检测特异度有了显

著的提高［２０］。随后，Ｊｅｔｔ等
［２１］对１６１３例肺癌高危人群进行

了大规模的ＥａｒｌｙＣＤＴＬｕｎｇ检测，并进行了为期６个月的随

访，在最终诊断为肺癌的６１例患者中有２５位ＥａｒｌｙＣＤＴＬｕｎｇ

为阳性（灵敏度为４１％），且在ＥａｒｌｙＣＤＴＬｕｎｇ阳性的非小细

胞肺癌患者中，５７％处于肺癌早期（Ⅰ或Ⅱ期）。

联合检测多种自身抗体在提高灵敏度的同时保持了较高

的特异性，现有的研究报道显示不同的自身抗体及其组合在检

测的灵敏度方面存在较大的差异，且灵敏度普遍不高，可能是

由于免疫系统对 ＴＡＡｓ产生了一定的免疫耐受，同时也提示

需要继续寻找更优的自身抗体以及进一步提高检测技术的灵

敏度。

５　结论与展望

肿瘤体液免疫机制的明确和免疫监视概念的提出为自身

抗体分子作为新的诊断标志物奠定了基础，免疫系统的信号放

大效应使自身抗体分子在癌症早期诊断中显示出了独特的优

势，而多种自身抗体标志物的联合检测极大地提高了检测的灵

敏度和特异度，同时，高通量技术平台（如噬菌体展示技术和蛋

白质微阵列技术）的发展为肿瘤标志物的大规模筛选提供了可

能。探索发现新的自身抗体标志物，尤其是肺癌特异性的以及

能够对肺癌进行分期、分型、预后判断的标志物，寻找最佳标志

物组合以达到灵敏度和特异度都最优效果，提高自身抗体标志

物的诊疗价值，以期实现肺癌的早期诊断，提高对肺癌患者有

效治疗的水平。
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结果不同。表２调查结果显示，除感染途径不明２例，未联系

到的２例外，５１例 ＨＩＶ感染者感染途径为性传播，与全国报

道的结果相一致。感染者中有学生、工人、公务员、农民、军人，

无职业和自由职业者为主要感染人群，占６８．５％。总之，本地

区献血人群 ＨＩＶ感染者均为 ＨＩＶ１型，未发现 ＨＩＶ２型，感染

者以男性为主，２１～４０岁为高发年龄段，主要感染年龄段正在

扩展，感染人数逐年不断增加，但整体处于低流行平稳趋势，感

染者从高危人群向社会各种人群传播，呈现感染人群多样化，

流行形势复杂化的特点，形势不容乐观。为确保用血安全，采

供血机构应始终严格按照规范和标准开展采供血工作，着力强

化献血前咨询检查、身份证核查、保密性弃血、献血者屏蔽等重

点环节。加强实验室管理和投入，着力实验室质量控制，不断

提高检测水平。在宣传招募方式方法上下功夫，根据 ＨＩＶ感

染流行趋势和特点，不断改进宣传招募策略，重点将艾滋病的

危害、传播途径和预防措施等知识的宣传纳入到日常献血宣传

的工作中，向广大献血者特别是对干预难度大的无职业和自由

职业献血人群宣讲，提高献血群众防治艾滋病意识和能力。大

力发展企事业单位团体无偿献血，逐步改变献血人群不合理现

状，招募、建立和巩固起一支自愿的长期固定且数量庞大的无

偿献血者志愿队伍。
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