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肿瘤睾丸抗原（!"#）在肺癌中的表达

赵辉 沈晨阳 王丹蕾 张国良 王俊

【摘要】 目的 检测多种肿瘤睾丸抗原（!"#）基因在肺癌中的表达。方法 用逆转录$聚合酶链反应
（%"$&!%）法对 ’(例肺癌患者癌组织和癌旁正常肺组织进行 )#*+$,、$’，--.$,、$/、$0、$(和 12$+-3$, 4%1#表
达检测。随机抽取每种 !"#基因的 ’例 %"$&!%扩增产物的目的片段进行 51#序列测定。结果 ’(例肺癌
标本中 )#*+$,、$’，--.$,、$/、$0、$( 和 12$+-3$, 的表达率分别为 ’06 ’7（,/ 8 ’(）、(96 ,7（/: 8 ’(）、,96 ,7（; 8
’(）、,96,7（; 8 ’(）、/:6:7（9 8 ’(）、/(697（< 8 ’(）和 ’96,7（,’ 8 ’(）。正常肺组织中 9种 !"#基因均无表达。肿
瘤组织中 9种基因至少有 , 种表达的几率是 /; 8 ’(（906 ’7），两种或两种以上同时表达几率是 /’ 8 ’(（;(6
97）。测序结果表明 %"$&!%产物确为 !"#基因。结论 !"#在肺癌主动免疫治疗中是一种合适的、有前景
的攻击靶点。同时，多种 !"#的联合表达为多效价 !"#疫苗在肺癌免疫治疗中的应用提供了理论基础。
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肿瘤特异性免疫治疗既能有效杀伤全身各处肿瘤

细胞，又能特异性识别肿瘤及非肿瘤细胞，故已成为肺

癌生物治疗中的研究热点。肿瘤睾丸抗原（KE?KAI$
CABC>B E?C>DA?，!"#）是一类肿瘤特异性抗原，只在肿瘤
中表达，在正常组织（睾丸和胎盘除外）中均不表达，因

而成为肿瘤疫苗研究中最有价值的一类抗原［,］。目前

有关这一类抗原在肺癌中的表达情况在国外报道较

少，而在国内尚无报道。为进一步了解多种 !"#在肺
癌患者中的分布及联合表达情况，本实验应用 %"$
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&!%方法对 ’(例肺癌患者肿瘤组织中多种 !"#的表
达进行了检测，以期为 !"#疫苗用于肺癌患者的免疫
治疗提供理论依据。

@ 材料和方法

@ 6@ 材料 收集我院 @AAA年 B月至 CDDC年 @月的 EF
例肺癌标本，男 /:例，女 ,(例，平均年龄 ;9 6/岁（’; T
9U岁）。术中取材，先取远离肿瘤的正常肺组织（距肿
瘤边缘 ( K4以上），经无 %1#酶水冲洗以清除可能污
染的瘤细胞，再取肿瘤组织。组织块直径: 6( K4，即刻
分装，放入液氮中保存。瘤体及癌旁正常组织均有病

理切片证实。根据术后病理报告，本组中肺鳞癌 ,U
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例，肺腺癌 !!例，类癌 " 例，小细胞肺癌 # 例；其中淋
巴结阳性 "$例，淋巴结阴性 %例。本实验以正常睾丸
组织作为阳性对照。

! &" 方法
! &" &! 组织标本总 ’()的提取 取液氮中保存的标
本约 * &! +，加 ,’-./0 ! 10（2-345公司）研磨，经三氯甲
烷分层，异丙醇沉淀，体积分数 * &67的乙醇洗涤干燥，
将所得总 ’()溶于无 ’()酶的水中，经变性甲醛 8琼
脂糖凝胶电泳及紫外分光光度计鉴定质量后，保存于

9 6*:冰箱备用。
! &" &" ;<()的合成（"*!0反应体系） 取 ’() 7!+，
加入随机引物 7* =1/0（>?/1@+A公司），BCBDE逆转录
酶 "** F（2-345公司），’(AGHI "* F（>?/1@+A公司）等，
J6:孵育 $* 1HI，%7:灭活酶 7 1HI，所得逆转录产物用
于 >4’扩增。每个逆转录 ;<()产物均在扩出"CA;KHI
后再进行目的基因的扩增，以保证模板 ;<()的质量。
! &" &# 4,)基因的 >4’扩增 分别用来自肺癌组织
和癌旁正常肺组织的单链 ;<() 为模板进行 >4’ 反
应，对 B)2LC!、CJ，MMNC!、C"、C#、C7以及 (OCLM5C!基因
的表达进行检测。引物设计参见文献 "、J，引物合成
由上海申友生物技术公司完成。引物序列及扩增产物

大小见表 !。>4’反应条件及参数（J*!0体系）：! &7!0
逆转录产物，!*!1/0 8 D的特异性上、下游引物各 !!0，
7 F 8!0 ,AP <() 聚合酶 * & 7!0，!* 11/0 8 D Q(,> B-N !

!0，"7 11/0 8 D B+40" "!0，!* R >4’反应缓冲液 J!0。反
应条件：B)2LC!：%#: ! 1HI，6": J 1HI；B)2LCJ：%#:
! 1HI，6": # 1HI；MMNC!：%#: ! 1HI，7S: #7 G，6": !
1HI；MMNC"：%#: ! 1HI，$6: #7 G，6": ! 1HI；MMNC#：
%#: ! 1HI，$*: #7 G，6": ! 1HI；MMNC7：%#: ! 1HI，
$#: #7 G，6": ! 1HI；(OCLM5C!：%#: ! 1HI，$#: #7 G，
6": ! 1HI；"CA;KHI：%#: #7 G，77: #7 G，6": #7 G。所
有反应均经预变性，%#: 7 1HI，扩增 J7 个循环，6":
后延伸 !7 1HI。反应结束后，分别取 7!0 >4’反应产
物，经 !T的凝胶电泳，溴化乙锭染色鉴定，照相。
! &" &$ 4,)基因 ;<()的序列测定 随机抽取上述 6
种 4,)的阳性 >4’产物（各 J例）进行纯化和序列测
定。>4’产物纯化采用 U-)2L(公司U-)LN# 2@0 LVC
K?A;KH/I WHK（!7*）试剂盒，操作按说明书进行。<() 序
列测定由上海申友生物技术公司完成。

! &" &% 统计学处理 !
"检验。

表 ! ’,C>4’引物序列及扩增片段大小
&’( ! >?H1@?G XG@Q HI ’,C>4’ AIQ KY@ Z?A+1@IK GH.@

/Z >4’ =?/QX;KG

2@I@ M@PX@I;@
[?A+1@IK
GH.@（\=）

B)2LC!
M 7]C422442))22))44,2)444)2CJ] #"!
)M 7]C24,22)444,4)4,222,,244CJ]

B)2LCJ
M 7]C,22)22)44)2)2244444CJ] 6"7
)M 7]C22)42),,),4)22)2244,24 CJ]

MMNC!
M 7]C4,)))24),4)2)2))2)2))24 CJ] #"!
)M 7]C)2),4,4,,),,)),4,,4,4)2))) CJ]

MMNC"
M 7]C2,24,4))),)44)2)2))2),4 CJ] #J7
)M 7]C,,,,222,44)2),4,4,42,2CJ]

MMNC#
M 7]C))),42,4,),2,2,),),2))24, CJ] #!J
)M 7]C222,424,2),4,4,,4),)))4 CJ]

MMNC7
M 7]C2,,4,4))),)44)4)2))2),2 CJ] J"#
)M 7]C4,4,24,224,,4,422242CJ]

(OCLM5C!
M 7]C4)4)4)22),44),22),24,24)2),2422 CJ] #7!
)M 7]C4)4)4)))24,,224,,)24244,4,2444,2CJ]

"CA;KHI
M 7]C4,4242,)4,4,4,4,,,4,22CJ] JJ7
)M 7]C24,,)4),2,4,42),444)4,,)) CJ]

M：M@IG@；)M：)IKHG@IG@

" 结果

" &! 提取组织总 ’()的定量和定性分析 所有标本
均经紫外分光光度仪检测所提取总 ’()的浓度及纯
度，5<)"$* 8 5<)"S* ^ !& S。经变性甲醛 8琼脂糖凝胶
电泳分析，所提取总 ’()在约为 # & 7 _\和! &% _\处分
别有两条亮带（"SM ’()和 !SM ’()），且 "SM的荧光强
度约为 !SM的 " 倍，表明 ’()未发生降解，其相对分
子量分布正常。

" &" 4,)基因在肺癌中的表达 J7例肺癌中 B)2LC
!、CJ，MMNC!、C"、C#、C7和 (OCLM5C!的表达率分别为 J# &
JT（!" 8 J7）、76 & !T（"* 8 J7）、!6 & !T（$ 8 J7）、!6 & !T（$ 8
J7）、"* &*T（6 8 J7）、"7 &6T（% 8 J7）和 J6 &!T（!J 8 J7）（图
!）。正常肺组织 6 种 4,) 基因均无表达。肿瘤组织
中至少有 ! 种基因表达的几率是 "$ 8 J7（6# & JT），两
种或两种以上同时表达的几率是 "J 8 J7（$7 & 6T）。测
序结果表明 6种 4,)基因的 ’,C>4’产物与 2@I@3AI_
检索的序列一致，证实所得的目的基因序列是正确的。

本研究还发现，4,) 基因的表达与患者年龄、性
别、肺癌病理类型、分期以及有无淋巴结转移无明显关

系（! ^ *&*7）。
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图 ! !"#$%&、%’，(()%&、%*、%+、%,，-.%$(/%&以及!%01234基因表达的 56%785检测结果

!：9-" !0:;<:；6<：睾丸组织；& = >：肺癌组织

"#$ ! $?@:<AA3B4 BC 1041<:%2<A23A 0423D<4A 34 EF4D 1041<: A@<13G<4A H<2<12<H IJ 56%785

!：9-" G0:;<:；6<：6<A23A 23AAF<A；&%>：KF4D 1041<: 23AAF<A

% 讨论

肿瘤抗原的寻找、鉴定及其性质分析是肿瘤免疫

学研究的核心内容，也是实现人类肿瘤特异性免疫治

疗的前提条件。LM 年代以来，人们应用肿瘤特异性
86K法以及用肿瘤患者血清抗体筛选肿瘤细胞19-"
表达文库中的肿瘤抗原（A<:BEBD310E 040EJA3A BC :<1BGI3%
4042 19-" <?@:<AA3B4 E3I:0:J，($5$)）等方法，已发现并
分离出多种肿瘤抗原。其中，86"已成为肿瘤疫苗研
究中最有价值的一类抗原［&］。目前已知的 86" 多达
十余种，如 !"#$ 家族、N"#$ 家族、#"#$ 家族以及
(()家族、-.%$(/%&、O/!%6<A%&+ P (87%&等［+，,］，其中部
分肿瘤睾丸抗原肽疫苗已试用于多种肿瘤的临床治

疗，并取得较好的效果［Q = R］。

!"#$基因是应用肿瘤特异性 86K法从黑色素瘤
中发现并分离出的第一个人类肿瘤特异性抗原基因。

人工合成的 !"#$%&、%’ 基因编码的抗原肽已作为疫
苗用于黑色素瘤、肝癌等恶性肿瘤的"、#期临床治
疗，并取得较好疗效［Q，>］。本组实验发现 !"#$%&、%’在
肺癌中的表达率较高，分别为 ’+ S ’T和 ,> S &T，与国
外文献报告 !"#$%&、%’ 在肺癌的表达率（’QT 和
QMT）相近［*］。提示以 !"#$抗原作为靶点的主动免
疫治疗在肺癌领域具有较广阔的应用前景。

(()基因是近年来应用 ($5$) 法从黑色素瘤中
新发现的一组 86" 基因［L］，迄今已发现 , 个家族成
员，分别命名为 (()%&、%*、%’、%+、%,。它们在肿瘤发生
发展中的作用目前尚不清楚，但除 (()%’外，它们在多
种肿瘤组织中均有表达，而在除睾丸以外的正常组织

中均不表达。这一特点使 (()基因编码的抗原可能
成为某些肿瘤特异性主动免疫治疗合适的攻击靶

点［’］。目前有关 (()基因在肺癌中的表达研究较少，
在中国人群肺癌中的表达尚未见报道。本组实验发现
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!!"#$、#%、#&、#’在肺癌中的表达率分别为 $( ) $*、$( )
$*、%+ )+*和 %’ ) (*；与 !,-./-.等［&］报告的 !!"#%、#&
在肺癌中的表达率（$’*和 %+*）基本相符。然而，以
!!"抗原为靶点用于肺癌的主动免疫治疗尚存在诸多
问题。首先，!!"基因虽在肺癌中表达，但其表达率均
偏低，难以在多数肺癌患者中发挥作用；其次，目前研

究尚未发现 !!"基因编码的抗原能在肿瘤患者体内
诱导出特异性的细胞免疫反应［0］。由此可见，!!"基
因能否成为肺癌特异性免疫治疗的理想靶点，仍需更

深入的研究加以证实。

12#3!4#$是 567. 等［$+］应用 !383" 法从食管癌
中分离出的一种 59:。研究显示，12#3!4#$是一种分
子量为 %% ;<（;=）的疏水蛋白，功能尚不清楚，其编码
基因位于染色体 ">%?［$$］。目前认为 12#3!4#$ 是现
知的免疫原性最强的一种肿瘤抗原，在 &+* @ ’+*的
12#3!4#$阳性肿瘤患者体内可检测出 12#3!4#$抗体
和针对 12#3!4#$ 的 5=?A 9淋巴细胞反应［$%］。BCD7E
等［?］用 12#3!4#$的 0个抗原肽，注射于不同部位的皮
内，在 $%例晚期肿瘤患者中，取得了较好的效果。其
中 (例病情稳定，转移灶部分消退。本实验发现 12#
3!4#$在肺癌中的表达率为 0( ) $*，均高于 567.［$+］和
!,-./-.［&］等报告的 12#3!4#$ 在肺癌中的表达率（$F )
(*和 %$*），这可能与样本量大小或发病的人群、地
区不同有关。

复习文献发现，以往有关某一种 59:在肿瘤中的
表达研究较多，而有关 59:在肿瘤，特别是在肺癌中
联合表达的研究则很少［&，$0］。本实验首次在国内应用

89#G58法对多种 59:在肺癌中的表达和联合表达情
况进行检测，不仅证实了多种 59:在肺癌中均有不同
程度的表达，在正常肺组织中均不表达，而且发现多种

59:在肺癌中的联合表达率，较上述任何一种单一
59:的表达率均明显增高。我们的研究结果显示，
59:基因在肺癌中的表达具有明显的非单一性，其中
(种基因至少有 $种的表达率是 %F H 0’（(& )0*），而两
种或两种以上联合表达率是 %0 H 0’（F’ ) (*），均明显
高于上述 59:中，在肺癌中单独表达率最高的 I:J3#
0（’( )$*）。这意味着在肺癌人群中能够接受肿瘤特
异性抗原免疫治疗的比例明显增加。因此可以推测，

联合多种 59:制备的多价肿瘤疫苗将可用于近 (’*
的肺癌患者的免疫治疗。

综上所述，我们认为检测 59:在肺癌中联合表达
的情况，有助于明确多效价 59:疫苗在肺癌免疫治疗
中的价值，可为多效价 59: 疫苗的应用提供理论依
据。这不仅可使更多的肿瘤患者得到治疗，同时也可

有效避免或减少因肿瘤抗原表达的个体差异和抗原调

变所致的免疫逃逸，从而为肺癌主动免疫治疗提供一

种合适的、有前景的攻击靶点。
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’ !-6K. L，9<E7,K 4，GTE7<.ZO,6<6 I) !7EN/NDK,-/ KZ7.QKTK,-QKN. NT 6<U-.
Q<UNE -.QKD7.O) 5<EE 4SK. ]UU<.N/，$XX(，X（’）W (+X#($F )

F _< "，56-;E-VNEQ‘ 1J，!SNE. B8，7Q -/ ) 3.6-.,7U7.Q NT ,‘QN/‘QK, 9 /‘U#
S6N,‘Q7 SE7,<EONE TE7><7.,‘ K. U7/-.NU- S-QK7.QO TN//NPK.D KUU<.Ka-QKN.
PKQ6 Q67 I:J3#$ S7SQKZ7 /N-Z7Z -.QKD7. SE7O7.QK.D ,7//#V-O7Z \-,,K.7)
5-.,7E 87O，$XXF，’F（$$）W %&(X#%&?0 )

( 87‘.N/ZO !8，4E-Qa 8，!6-SKEN 8^，7Q -/ ) !QKU</-QKN. NT 5=?A 9 ,7// E7#
OSN.O7O QN I:J3#0 -.Z I3^:1: H I:89#$ V‘ KUU<.Ka-QKN. QN - SN/‘\-/7.Q
U7/-.NU- \-,,K.7) ].Q B 5-.,7E，$XX(，(%（F）WX(%#X(F )

? BCD7E 3，J.b-QK, !，2-O<6KEN 1，7Q -/ ) ].Z<,QKN. NT SEKU-E‘ 12#3!4#$ KU#
U<.KQ‘：5=?A 9 /‘US6N,‘Q7 -.Z -.QKVNZ‘ E7OSN.O7O K. S7SQKZ7#\-,,K.-Q7Z
S-QK7.QO PKQ6 12#3!4#$ A ,-.,7EO) G1:!，%+++，X(（%%）W $%$X?#$%%+0 )

X 5/-E; B，8N,><7O GB，5E7P :B，7Q -/ ) ]Z7.QKTK,-QKN. NT .N\7/ D7.7O，!29
-.Z !!"，K.\N/\7Z K. Q67 Q（"；$?）（S$$) %；>$$) %）QE-.O/N,-QKN. TN<.Z K.
6<U-. O‘.N\K-/ O-E,NU-) 1-Q J7.7Q，$XX&，(（&）W ’+%#’+? )

$+ 567. 29，!,-./-. IB，!-6K. L，7Q -/ ) : Q7OQK,</-E -.QKD7. -V7EE-.Q/‘ 7R#
SE7OO7Z K. 6<U-. ,-.,7EO Z7Q7,Q7Z V‘ -<QN/NDN<O -.QKVNZ‘ O,E77.K.D)
G1:!，$XX(，X&（’）W$X$&#$X$? )

$$ 567. 29，YN‘7E :=，cK-EO 5!，7Q -/ ) J7.NUK, ,/N.K.D -.Z /N,-/Ka-QKN. NT
59:J，- D7.7 7.,NZK.D -. -<QNKUU<.ND7.K, ,-.,7E#Q7OQKO -.QKD7. 12#3!4#
$，QN 6<U-. ,6ENUNONU7 ">%?) 5‘QND7.7Q 57// J7.7Q，$XX(，(X（0#&）W %0(#
%&+ )

$% B<.DV/<Q6 ::，567. 29，!QN,;7EQ 3，7Q -/ ) ]UU<.N6KOQN,67UK,-/ -.-/‘OKO
NT 12#3!4#$ -.QKD7. 7RSE7OOKN. K. .NEU-/ -.Z U-/KD.-.Q 6<U-. QKOO<7O) ].Q
B 5-.,7E，%++$，X%（F）W?’F#?F+ )

$0 !-6K. L，9<E7,K 4，567. 29，7Q -/ ) 3RSE7OOKN. NT U<QKS/7 ,-.,7E H Q7OQKO
（59）-.QKD7.O K. VE7-OQ ,-.,7E -.Z U7/-.NU-：V-OKO TNE SN/‘\-/7.Q 59 \-,#
,K.7 OQE-Q7DK7O) ].Q B 5-.,7E，$XX?，(?（0）W0?(#0?X )

（收稿：%++%#+0#%’ 修回：%++%#+’#%(）
（本文编辑 李蓓兰）
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