
综上所述，鼻咽癌患者在放射治疗中随着照射

剂量的增加，HRV 及胃排空率均明显下降，提示一
方面鼻咽癌患者放疗后，可能主要通过抑制迷走神

经张力，使自主神经对心脏的调节能力下降，影响交

感-迷走神经平衡，从而使交感神经占优势，增加了
发生恶性心律失常的风险; 另一方面，通过抑制迷走

神经张力，引起胃排空功能障碍。因此，通过 HRV
分析能了解放射所致的心脏自主神经调节功能改

变，间接地评价放射性自主神经功能，为临床治疗提

供了重要依据。
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抗体基因芯片应用于检测鼻咽癌组织切片
蛋白质表达谱的研究
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［摘要］ 目的 研究应用抗体基因芯片检测鼻咽癌组织特异性蛋白质表达谱的新技术方案。方法 利
用噬菌体抗体库筛选出抗鼻咽癌的特异性抗体库，以扩增抗体基因 V-D-J片段作为标识分子用于制备抗体基
因芯片; 通过特异性抗体库与鼻咽癌肿瘤组织结合后，使标记引物扩增的 V-D-J序列与抗体基因芯片进行杂
交后显示癌组织的蛋白质表达谱，从而选择性通过免疫组织化学显示其中关键性蛋白质原位表达状况。结果
肿瘤组织结合的抗体滴度可达到 106 ～ 108 数量级，标记的 DNA 分子效价约为 10 －6 ～ 10 －8，以该文一次检测

20 个抗体为例，基因芯片检出有 10 ～ 14 个阳性蛋白质表达谱; 免疫组织化学可显示阳性抗体在细胞中的结
合部位。结论 以抗体基因芯片为核心的技术方案，能在组织切片上同时检测含多个蛋白质表达谱，可以广
泛应用于基础研究和临床诊疗过程。
［关键词］ 抗体基因芯片; 蛋白质表达谱; 噬菌体抗体库
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Antibody gene chip: a new method applied to detection of protein expression profile in biopsies of nasopha-
ryngeal carcinoma ZHU You-kai，SI Yong-feng，XIAO Rui-ping，et al． Department of Pathology，the People’s Hospi-
tal of Guangxi Zhuang Autonomous Region，Nanning 530021，China
［Abstract］ Objective To develop an antibody gene chip to detect specific protein expression profile of naso-

pharyngeal carcinoma( NPC) tissues． Methods The specific antibody library containing anti-NPC antibodies were
selected by using phage anti-body library． The V-D-J fragments as mark DNA molecules were used for preparation of
antibody gene chip． After a number of different antibodies of specific antibody library binding the NPC tissues，the
mark DNA molecules from the antibodies were amplified by PCR and the results of hybridization between the antibody
gene chip and mark DNA molecules revealed protein expression profile of NPC tissues． The expression of key protein
in situ of NP cells could be revealed by immunohisto- chemistry． Results The concentration degree of combinative
antibodies could be up to 106 ～ 108 ． The mark DNA molecule titer could reach about 10 －6 ～ 10 －8 ; Gene chip detec-
ted 10 ～ 14 positive antibodies in 20 protein expression profile． The positions of binding antibodies in cells were
showed by immunohistochemistry． Conclusion The antibody gene chip could detect protein expression profile in bi-
opsies of NPC and could be widely used in basic research and clinical diagnosis and treatment process．
［Key words］ Antibody gene chip; Protein expression profile; Phage antibody library

人类基因组计划把人体复杂的生物结构和生命

现象还原为数万个基因，开启了蛋白质组的时代。
蛋白质组( proteome) 概念由 Wilkins最先提出来［1］，
它是指一个有机体的全部蛋白质组成及其活动方

式。目前我国蛋白质组研究重基础，轻临床，研究成
果无法直接应用于临床，而经济相对落后地区难以

开展蛋白质组的研究。在肿瘤临床诊断和治疗上，
如果能即时了解数十个关键的肿瘤蛋白质表达状

况，对患者个性化治疗将具有十分重要的价值。目
前蛋白质组研究采用的技术和设备非常昂贵，难以

直接应用到临床肿瘤患者身上。然而，在众多的肿
瘤病理学实验室中保存有大量石蜡包埋组织，这些

组织是十分重要的肿瘤研究和临床诊疗资源，如能

将某种新技术利用这些组织进行蛋白质组学研究，

对临床上检测肿瘤组织的特异性蛋白质表达谱是非

常有意义的。本课题以鼻咽癌特异性蛋白质表达谱
为研究对象，以抗体基因芯片技术为核心，用于检测

个性化肿瘤相关性蛋白质组，尤其是检测组织切片

蛋白质表达谱的技术研究，现报告如下。
1 材料与方法
1. 1 材料 ( 1) 选取 2010 ～ 2011 年本科室保存的
20 例鼻咽癌组织蜡块; ( 2 ) M13KO7 噬菌体购自
Amershan Biosciences; ( 3 ) M13 antibody 购自 Sino
Biological Inc． ; ( 4) 阳离子尼龙膜购自 Salarbio; ( 5)
PCR反应试剂盒购自天地扬公司; ( 6 ) 抗体基因引
物由上海捷瑞生物工程有限公司合成; ( 7 ) 生物素
标记引物由 Invitrsgen( 上海) 公司合成。
1. 2 方法
1. 2. 1 抗体基因芯片制备 噬菌体抗体库经过筛
选，获得抗鼻咽癌单克隆抗体，将一定数量的单克隆

抗体组成特异性抗体库( 本组特异性抗体库含 20
种抗体) ，每种抗体基因经 PCR扩增后，将纯化 1 μg
PCR产物( 在10 μl TE缓冲液中) 加热至95 ℃ 10 min，
冰浴 5 min。用微量离心管短暂离心收集液滴，置冰
浴。裁一张大小合适的正电荷尼龙膜，用铅笔在膜
上画 0. 5 cm的方格网标记 PCR 产物的点样位置。
将尼龙膜放在滤纸( Whatman 3 mm) 上，以 5 μl 的
样品在尼龙膜上点样。点样完成后，将膜稍微晾干，
以柠檬酸钠盐水( SSC ) 漂洗 5 次 × 5 min。固定
DNA: 膜可以置 80 ℃真空烤炉 2 h 或者当尼龙膜仍
潮湿时，将膜用保鲜膜包裹，将 DNA 面朝下置紫外
线透射仪上，紫外线( 280 mn) 照射 3 ～ 5 min。经过
上述步骤，制成可用于杂交的抗体基因芯片。
1. 2. 2 抗体基因标记 按免疫组织化学实验流程，
组织切片常规脱蜡后，加入已制备的特异性抗体库，

洗涤后加入大肠杆菌 TG1 孵育，取 10 μl 铺板通过
计算菌落以估计结合抗体滴度，TG1 扩大培养提取
噬粒( 含结合抗体基因) ，用生物素标记引物扩增抗

体 V-D-J片段，琼脂糖凝胶纯化后，按倍比稀释测定
标记 DNA效价。
1. 2. 3 抗体基因芯片与标记 DNA杂交 将 5 ～10 ml
Hyb高效杂交液加入装有抗体基因芯片的杂交袋
中，68 ℃预杂交 1 h，弃去预杂交液。将 100 ～ 200 ng
生物素标记的 DNA在 95 ℃变性 5 min，然后快速在
冰浴中冷却 5 min。将标记DNA加到5 ～10 ml 68 ℃
预热的 Hyb高效杂交液中混匀，加入杂交袋中 68 ℃
杂交 1 h。倒去杂交液，进行洗膜。室温下，30 ml
SSC洗涤 2 次，0. 1%十二( 烷) 基硫酸钠( SDS) 洗涤
2 次 × 5 min。65 ℃，SSC 洗涤 1 次，0. 1% SDS 洗涤
2 次 × 15 min。加入过氧化物酶标记的链霉素蛋白
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10 min，洗涤后 DAB 显色，分析结果。选择其中有
代表性的抗体做免疫组织化学染色以验证及观察相

关蛋白质原位表达状况。
2 结果
2. 1 结合特异性抗体滴度 大肠杆菌 TG1 感染噬
菌体抗体后获得抗氨苄青霉素抗性，在含氨苄青霉

素平板上菌落数显示抗体滴度范围约为 106 ～ 108

( 见图 1) 。

图 1 计算菌落数评估结合抗体滴度

2. 2 标记 DNA效价 标记生物素引物扩增抗体基
因 V-D-J片段，纯化后按 1∶ 10 倍比稀释测定效价约
为 10 －6 ～ 10 －8 ( 见图 2) 。

图 2 倍比稀释评估探针效价

2. 3 抗体基因芯片杂交及免疫组织化学结果 标
记 DNA与抗体基因芯片杂交，检出 10 ～ 14 个阳性
抗体( 见图 3) ，显示 12 个相应蛋白质明显表达; 取
其中一个抗体做免疫组织化学，显示阳性染色位于

细胞浆内( 见图 4) 。

图 3 杂交结果显示蛋白质表达谱

图 4 免疫组织化学显示阳性染色

3 讨论
3. 1 蛋白质组研究最基础的问题是蛋白质分离和
鉴定。双向凝胶电泳和质谱技术作为蛋白质组研究
的两大支柱［2］，其技术原理是充分利用了蛋白质分

子理化性质的差别以区分不同的蛋白质。然而，蛋
白质作为生物大分子仍有许多特性未被开发利用，

例如蛋白质的抗原性在分子作用和分子识别上就具

有独特价值。
3. 2 每一种蛋白质分子均含有高度特异性可作为
分子标签的抗原决定簇，抗体通过识别抗原决定簇

从而分离和鉴定蛋白质分子。理论上如果获得大量
不同的单克隆抗体，抗体就能作为蛋白质组研究的

良好工具。抗体库技术的发明和发展，为抗体应用
于蛋白质组研究打下坚实基础［3 ～ 5］。目前已有部分
学者尝试将抗体库技术应用于蛋白质组研究［6，7］。
抗体基因具有极其复杂的多样性，尤其是重链 V 基
因、D基因和 J基因连接部，既有序列的多样性又有
长度的多样性，是天然的高度特异性和标识性的

DNA序列，可作为抗体本身独特的标识分子。基因
芯片技术发明后广泛应用于生命科学领域［8 ～ 11］，如

果把抗体基因 V-D-J序列制成 DNA芯片，当用大量
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不同抗体原位检测新鲜组织切片和石蜡包埋组织切

片时，通过 PCR 扩增其中的 V-D-J 序列，然后与抗
体基因芯片杂交就能精确地检测出那些抗体参与了

反应，从而反映出蛋白质表达状况。
3. 3 临床上常常需要原位检测肿瘤蛋白质的表达
状况，就肿瘤病理学而言，实验室保存有大量石蜡包

埋组织，但免疫组织化学一次只能检测 1 ～ 2 个蛋白
质表达状况，无法同时检测多个蛋白质的表达谱。
通过抗体的“中介作用”，我们建立了待测蛋白质分
子与相应的抗体基因之间一对一的对应新模式，并

以之为基础开发出基于抗体基因芯片的蛋白质表达

谱研究模式，即用多个不同抗体同时与肿瘤组织多

种待测蛋白质结合后，经 PCR 扩增的标识性 V-D-J
序列与抗体基因芯片杂交，通过杂交结果显示肿瘤

组织的蛋白质表达谱，可选择性通过免疫组织化学

显示其中某些蛋白质原位表达状况。
3. 4 相对于经典的蛋白质组技术和抗体芯片技术
而言，抗体基因芯片制备过程简单易掌握，可长期保

存于普通环境。本技术方案将抗体抗原结合反应、
PCR反应和 DNA芯片杂交技术有机结合起来，可广
泛应用于临床检测患者个性化肿瘤相关性蛋白质表

达谱，解决了组织切片原位检测大量蛋白表达的难

题; 其次是将蛋白质组研究成果直接应用于临床的

诊疗过程，是实现疾病个性化治疗的重要前提; 批量

生产成本进一步降低，对实验室条件要求不高，可以

广泛应用于基础研究和临床诊疗过程。
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量。
本书大 32 开本，彩色封面，精美印刷，由接力出版社出版，定价每册 30 元，由《中国临床新医学》杂志编辑部发行。订阅者请通过邮局

直接汇款( 书价 30 元，挂号邮寄费 5 元，共计 35 元) 到编辑部订购( 请在汇单上注明“购手册”) 。款到即发书并开据正式发票。
汇款邮编、单位及地址: 530021 广西南宁市桃源路 6 号《中国临床新医学》杂志编辑部
收款人: 韦 颖

·本刊编辑部·

·3001·中国临床新医学 2012 年 11 月 第 5 卷 第 11 期


