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Abstract 

AIM: To investigate and identify novel tumor-associated antigens in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). 

 

METHODS: Modified serological proteome analysis (mSERPA) strategy was used to separate and identify the 

candidate proteins. The subcellular protein fractions (cytosolic, membrane and nuclear fractions) of ESCC cell lines 

and EC0156 cells were extracted first and then cytosolic proteins were separated using SDS-PAGE. The separated 

proteins were incubated with different serum of ESCC patients (29 cases) or healthy controls (28 cases) respectively, 

and then one of the positive bands in 43 kDa was excised followed by in-gel tryptic digestion. Separated peptides 

were identified using a high definition mass spectrometry (HDMS). Western blot and immunohistochemical staining 

(IHC) were used to validate possible candidates. 

 

RESULTS: Successful compartmental protein extraction was demonstrated by specific organelle markers. Serum 

samples of ESCC patients bound EC0156 cytoplasmic protein, suggesting selective recognition of tumor-associated 

antigen. 43kDa protein band showed significantly higher positive binding rate with serum of ESCC patients (41.4%, 

12/29) than with serum of healthy individuals (3.6%, 1/28). Five high-confidence proteins were identified from the 
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43kDa band using HDMS including phosphoglycerate kinase 1(PGK1), β-actin, proteasome 26S subunit, 

S-adenosylhomocysteine hydrolase and hosphoribosylaminoimidazole carboxylase . Immunohistochemistry. Western 

blot analysis showed that PGK1 was located in both cytoplasm and nucleus, and had a higher expression in cancer 

tissues (69.23%, 18/26) than in normal esophageal epithelia. 

 

CONCLUSION: The mSERPA strategy is useful for tumor-associated antigen identification. As a new candidate of 

tumor-associated antigen, PGK1 was over-expressed in ESCC which may play a role in tumorigenesis of ESCC. 

 

Key Words: Esophageal squamous cell carcinoma; Tumor-associated antigens; Phosphoglycerate kinase 1 
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摘要 

目的: 鉴定新的食管鳞癌肿瘤相关抗原. 

 

方法: 食管癌 EC0156 细胞总蛋白先经亚组分预分离, 有效富集胞浆、胞膜和胞核等组分蛋白; 胞浆组分蛋白

经 SDS-PAGE 分离后分别与食管癌患者血清或健康志愿者血清共孵育, 分离血清结合蛋白条带; 胶内酶解阳

性蛋白条带, 肽段经色谱分离后用 SynaptTM HDMS 质谱鉴定. 候选蛋白进一步 Western blot 经免疫组化验证.   

 

结果: 总蛋白经亚组分分离后, 不同组分蛋白均得到有效富集. 食管癌患者血清能与 EC0156 细胞胞浆蛋白结

合, 即选择性识别肿瘤相关抗原. 其中, 43 kDa蛋白条带与食管癌血清(41.4%, 12/29)和对照(3.6%, 1/28)结合阳

性率具有明显差异. 从该蛋白条带中共鉴定到磷酸甘油酸激酶、β-actin、蛋白酶体 26 s 亚基、S-腺苷高半胱氨

酸水解酶和磷酸核糖酰氨基咪唑羧化酶 5 个高可信度蛋白. 磷酸甘油酸激酶(PGK1)定位于胞浆和胞核, 在食

管癌组织中高表达(69.23%, 18/26). 

 

结论: 改良血清蛋白质组分析策略(mSERPA)可有效分离鉴定肿瘤相关抗原. PGK1 是食管癌候选肿瘤相关抗

原, 在食管癌发生发展中可能发挥重要作用. 

 

关键词: 食管鳞癌; 肿瘤相关抗原; 磷酸甘油酸激酶 1 
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0 引言 

食管癌是我国常见恶性肿瘤之一, 居恶性肿瘤死亡率第四位.5 年生存率只有 25-30%, 如果早期发现, 及时治

疗, 5 年生存率可达 70%以上[1].因而, 早期发现, 早期治疗是提高食管癌治愈率、改善疗效的关键. 在我国食管

癌的主要组织学类型是食管鳞状细胞癌(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC). 

食管癌缺乏特异血清学标志. 目前, 食管癌相关血清标志有癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA), 细胞角

蛋白片段 19(cytokeratin 19 fragments, CYFRA 21-1)和鳞状细胞癌相关抗原(squamous cell carcinoma associated 

antigen, SCC antigen). 但是, 这些标志诊断食管癌的敏感度仅为 17%, 43.9%和 26.8%, 效果不理想, 不能满足

临床诊断需要[2]. 20 世纪 70 年代发现肿瘤患者体内可以检测到自身抗体和/或自身反应性 T 淋巴细胞, 由此表

明肿瘤存在自身抗原[3]. 疾病自身抗原的分离鉴定对研究自身免疫病, 肿瘤的发病机制, 机体免疫功能与疾病

发生发展和转归的相互关系至关重要. 同时, 也是发展有效疫苗、诊断试剂、治疗性抗体, 及其筛选有效药物

靶标的重要前提[4]. 

Prasannan 等于 2000 年报道了一种称为血清蛋白质组分析(serological proteome analysis, SERPA)的分离鉴定自

身抗原的方法[5]. 以蛋白质二维电泳(two-dimensional electrophoresis, 2-DE)和免疫印记分析(Western-blot)为基

础, 联合蛋白谱鉴定筛选自身抗原.与常用血清自身抗原筛选方法, 即重组 cDNA 表达文库血清学分析方法

(serological analysis of recombinant cDNA expression libraries, SEREX)[4, 6-8]相比, SERPA 主要优点是避免了构建

cDNA 文库和预杂交消除非特异性结合的步骤, 所用时间短; 系统保持着蛋白质的转录后修饰, 可以更好地展

现抗原决定簇.目前已有一些用 SERPA 技术筛选自身抗原的相关研究[5, 9-19]. SERPA 的主要不足是, 工作量大、

由 2-DE 本身的一些缺陷如分离极酸、极碱蛋白和水溶性差的膜蛋白能力有限, 只能鉴定丰度相对较高的抗原, 

灵敏度有限等. 

为避免 SERPA 技术的缺陷, 提高低丰度抗原鉴定的可能性, 避免血清污染与肿瘤异质性, 本研究采用改良

SERPA 法(modified serological proteome analysis, mSERPA), 即以食管癌细胞亚细胞蛋白组分为抗原, 经一维

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)分离后以食管

癌患者和健康对照血清为一抗进行免疫印记分析, 筛选具有特异性信号的蛋白条带, 后者经酶解、质谱鉴定分

离肿瘤自身抗原, 进一步经大样本免疫组织化学验证.用mSERPA技术分离鉴定了食管鳞癌血清肿瘤相关抗原

磷酸甘油酸激酶(phosphoglycerate kinase 1, PGK1). 

 



1 材料和方法 

1.1 材料 

采集中国医学科学院肿瘤医院和海军总医院胸外科 2004-10/2007-04 接受单纯手术治疗的 29 例食管鳞癌患者

术前静脉血和 26 例配对食管鳞癌新鲜组织标本. 28 例健康志愿者清晨空腹外周血.其中, 食管癌病例包括 24

例男性和 5 例女性, 年龄 41-73(平均年龄 59)岁, 中位年龄 58 岁; 健康志愿者包括 20 例男性和 8 例女性, 年龄

40-70(平均年龄55)岁, 中位年龄54岁.健康志愿者均经系统健康体检, 无上消化系相关疾病史和恶性肿瘤家族

史.所有病例取材得到知情同意, 术前未行放疗或化疗. 另外 26例(与 29例血清标本不是一组病例)新鲜组织标

本一经分离, 迅速去除坏死组织和血管等结缔组织, 分别切取、分离癌和远端切缘的正常食管粘膜, 放入预冷

的生理盐水内, 洗 3-4 次. 称质量, 分装, 放入液氮速冻后转入-80℃冰箱保存.用于免疫组织化学分析的经 40 

g/L 甲醛固定后石蜡包埋. DMEM 培养基购自 GIBCO/BRL 公司; 丙烯酰胺、N,N’甲叉双丙烯酰胺购自 BBI 公

司; 四甲基乙二胺、过硫酸铵购自 Sigma 公司; 胰酶购自 Promega 公司; 乙腈、HPLC 超纯水购自 Agilent 公

司; 亮肽素、抑酞酶购自 Fluka 公司; 聚偏氟乙烯(PVDF)膜购自 Amersham Pharmacia Biotech 公司; Aprotinin

购自 Roche 公司; Coomassie Plus Protein Assay 蛋白定量试剂盒购自 Pierce 公司; ProteoExtract™亚细胞蛋白组

分提取试剂盒购自 Merck 公司; S-P 试剂盒购自迈新公司; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗人、抗兔和抗鼠二抗、

兔抗山羊二抗和 DAB 试剂盒购自中杉金桥公司; 兔抗人 PGK1 抗体购自 Abnova 公司; 小鼠抗人 α-tubulin 抗

体, 山羊抗人 AIF 抗体, 兔抗人 GLI-1 抗体和 ECL 试剂盒购自 Santa Cruz 公司; 真空无抗凝剂采血管购自 BD

公司. 

1.2 方法 

1.2.1 细胞培养: 人食管鳞癌细胞系 ECO156 由本实验室建系[20], 细胞培养于含 100 mL/L 胎牛血清的 DMEM

培养基, 在 37℃、50 mL/L CO2 条件下培养. 

1.2.2 血清分离: 清晨空腹抽取肘静脉血约 4 mL, 放入 4℃冰箱保存, 30 min 后 4℃ 1 500 g 离心 10 min, 小心

吸取上清转入 2 mL 离心管中, 10 000 g, 4℃离心 15 min, 将同一例样品的血清混合后分装于 0.5 mL 离心管中, 

迅速至干冰中, 后转入-80℃冰箱保存. 处理过程在 4 h 内完成.应用时所有样本冻融≤2 次. 

1.2.3 细胞系亚细胞蛋白组分提取: 培养的 EC0156 细胞待长满培养皿的 80%-90%时, 用 4℃预冷的 PBS 缓冲

液漂洗 3 次, 用 ProteoExtract 亚细胞蛋白提取试剂盒按说明书操作步骤将 EC0156 细胞裂解蛋白分成胞浆、胞

膜系统和细胞核等三个亚组分蛋白, 分别蛋白定量后分装冻存. 

1.2.4 Western blot 分析: (1)肿瘤自身抗原筛选: 200 μg胞浆组分蛋白样品经 120 g/L 的 SDS-PAGE 分离以后, 湿

转法转印至 PVDF 膜上.将转印了蛋白质的 PVDF 膜分别切割为 4 mm 宽的小条, 做好标记后将每个小条分别

放入 8 通道的杂交盘中. 5％的脱脂牛奶室温封闭 3 h 后, 分别与 1:200 稀释的食管癌或健康对照血清(一抗)于

室温孵育 3 h, 用洗膜液(20 mmol/L Tris-HCl, pH7.5; 50 mmol/L NaCl; 0.1% Tween-20)洗膜, 5 min×6 次; 与辣根



过氧化物酶标记的山羊抗人(1: 3000)二抗室温孵育 1h.再经 TBST 溶液洗膜, 5 min×6 次后 ECL 化学发光检测.

作用 3 min 左右, 暗室曝光.结果经 ChampGel 3000(Sage Creation 公司)灰度扫描. (2)亚组分蛋白分离效果检测: 

15 μg不同组分蛋白上样, 以 120 g/L SDS-PAGE 分离, 转膜后分别与抗 α-tubulin(1:200)、AIF(1:2000)和

GLI-1(1:200)室温孵育 3 h. 洗膜后分别与对应二抗(1:3000稀释)孵育后曝光. (3)PGK1在EC0156亚细胞组分中

的表达: 15 μg总蛋白以 120 g/L SDS-PAGE分离, 转膜后分别与抗人 PGK1抗体(1: 200)和辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔的二抗(1: 3000)检测 PGK1 在不同亚细胞组分中的表达. 

1.2.5 蛋白酶解和质谱鉴定: 切取目的条带经胰酶酶解[21,22]、反相色谱分离, 肽段经 Synapt® HDMS(ESI-Q-TOF 

MS)质谱分析, 用 Mascot 搜索引擎搜索 NCBInr 数据库, 获知氨基酸序列. 

1.2.6 免疫组织化学染色及其结果评分: 包含癌和癌旁正常上皮的组织切片经二甲苯脱蜡, 梯度乙醇水化后, 

浸入 3％的 H2O2 中 10 min, 以阻断内源性过氧化物酶活性.切片经 PBS 冲洗后, 将其置入 0.01 mol/L, pH6.0 的

柠檬酸缓冲液沸水浴 10 min, 以充分暴露抗原.切片室温冷却 30 min 后, PBS 冲洗, 滴加山羊非免疫血清, 室温

封闭 15 min, 然后滴加小鼠抗人 PGK1 mAb(1:50 稀释), 4℃孵育过夜.阴性对照采用小鼠的非免疫血清替代.切

片经 PBS 冲洗后, 滴加生物素标记的第二抗体, 室温孵育 10 min, PBS 冲洗, 而后滴加辣根过氧化物酶标记的

链亲和素抗体, 室温孵育 10 min, PBS 冲洗.切片组织经 DAB 溶液显色约 2-3 min 后, PBS 终止反应, 再经苏木

素复染、自来水冲洗返蓝.经梯度乙醇脱水、二甲苯透明后, 中性树脂封片. 

结果用以下标准评价表达程度, 包括染色强度和观察结果评分.着色强度评分: 未着色(0 分)、浅黄色(1 分)、浅

棕色(2 分)和深棕色(3 分); 观察结果评分, 即阳性细胞占病变细胞的百分比: <5%(0 分); 5%-25% (1 分); 

26%-50% (2 分); 51%-75% (3 分)和>75% (4 分). 染色强度评分和观察结果评分的乘积为表达程度, 表达增强

(9-12 分)、表达减弱(5-8 分)、明显减弱(0-4 分). 本研究以胞浆出现均匀分布的棕黄色颗粒和表达强度综合得

分>4 分为表达阳性. 

 

2 结果 

2.1 亚细胞组分蛋白富集效果评价  

食管鳞癌细胞 EC0516 总蛋白经分步提取后, 分别用 Western blot 检测细胞浆、胞膜和细胞核等标志分子在不

同组分中的表达情况.结果表明(图 1A), 胞浆蛋白标志分子管蛋白(α-tubulin)[23]仅在胞浆蛋白组分中被检测到; 

细胞质膜系统蛋白标志分子凋亡诱导因子(apoptosis-inducing factor, AIF)[24, 25]主要出现在膜组分, 同时在细胞

核组分也有少量表达; 细胞核标志分子胶质瘤相关癌基因同源蛋白 1(glioma-associated oncogene homolog 1, 

GLI-1)[26, 27]主要出现在细胞核组分中, 膜组分蛋白中也有少量表达.结果表明, 经过蛋白预处理后, 不同细胞

亚组分蛋白均得到了有效富集. 

2.2 胞浆组分蛋白肿瘤相关抗原的筛选  



EC0156 细胞胞浆组分蛋白经一维 SDS-PAGE 分离、转膜后, 分别与 29 例食管癌患者和 28 例健康对照血清进

行 Western blot 分析.结果发现, 食管癌患者血清能与部分肿瘤细胞胞浆组分蛋白产生免疫印迹反应而与正常

对照血清形成明显差异, 其中之一是相对分子质量为 43 kDa 的蛋白. 该蛋白与 41.4%(12/29)的食管癌血清呈

阳性反应, 仅与 3.6%(1/28)的对照血清呈较弱结合, 可能为食管癌候选的肿瘤相关抗原(图 2). 

2.3 相对分子质量 43 kDa 候选蛋白的质谱鉴定  

食管癌EC0156细胞胞浆组分蛋白经一维SDS-PAGE分离, 考马斯亮兰染色, 切取相对分子质量大约为 43 kDa

的蛋白条带.将蛋白经胰蛋白酶酶解后, 提取的肽段再经 Synapt® HDMS 质谱(Waters 公司)鉴定.所得数据用

Mascot 搜索引擎搜索 NCBInr 数据库.共计检索到 5 个高可信度的蛋白(Mascot score>30)按照得分由高到低依

次为磷酸甘油酸激酶(phosphoglycerate kinase 1, PGK1)、β-actin、蛋白酶体 26s 亚基(proteasome 26S subunit), S-

腺苷高半胱氨酸水解酶(S-adenosylhomocysteine hydrolase)和磷酸核糖酰氨基咪唑羧化酶

(phosphoribosylaminoimidazole carboxylase). 选取 PGK1 做进一步验证, PGK1 的质谱鉴定结果如图 3 所示. 

2.4 PGK1 在食管癌不同亚细胞组分中的 Western blot 分析  

食管鳞癌 EC0156 细胞胞浆、细胞膜系统和胞核等亚细胞组分蛋白经 SDS-PAGE 分离、转膜后分别与抗 PGK1

抗体孵育, 检测 PGK1 在不同亚细胞组分蛋白中得的表达.结果发现 PGK1 主要表达于胞浆和细胞核组分, 细

胞核组分中 PGK1 为相对分子质量 80 kDa 蛋白, 胞浆组分表现为 43 kDa 和 30 kDa 的异构体, 细胞膜系统未

检测到 PGK1 的表达(图 1B). 

2.5 PGK1 在食管癌组织和癌旁食管上皮的表达  

用免疫组化的方法检测了 PGK1 在 26 对配对食管癌组织和癌旁食管上皮中的表达(图 4).其中高分化食管癌 14

例, 中分化食管癌 8 例, 低分化食管癌 4 例.结果表明 PGK1 在 78.57%高分化(11/14)、50%中分化(4/8)和 75%

低分化(3/4)食管癌组织中表达明显升高.与正常食管上皮相比, 食管癌中 PGK1 表达阳性率为 69.23%(18/26), 

正常食管上皮组织 PGK1 表达率为 7.7%(2/26). 

 

3 讨论 

分离鉴定肿瘤相关抗原(tumor associated antigens, TAAs)有可能发现新的辅助早诊, 预后判断和疗效监测的候

选肿瘤标志.本研究通过先行分离食管癌 EC0516 细胞胞浆、膜系统和细胞核等不同细胞亚组分蛋白, 使目的

蛋白得到富集并经 SDS-PAGE 分离后, 与食管癌患者和健康对照血清杂交, 筛选并获得特异性结合蛋白即肿

瘤自身抗原 PGK1.Pereira-Faca 等曾用类似策略鉴定了肺癌相关抗原 14-3-3 theta[28]. 

磷酸甘油酸激酶(phosphoglycerate kinase PGK)是糖酵解的关键酶, 存在于所有生物体并在进化中高度保守, 

该酶缺乏可引起生物体代谢紊乱.PGK 是单体的、高度柔曲性的糖酵解酶, 主要由两个球形结构域构成, 在与

底物结合过程中发生显著的构象改变, 产生催化效应.多数生物体内含 2-3 种 PGK 同工酶, 它们在生物体内分



布不一, 具有独特的生物学功能[29]. PGK1 是一种分泌型糖酵解酶, 催化 1,3-二磷酸甘油酸 1 位碳上的高能磷

酸基团转移到 ADP 分子上形成 ATP[30]. 目前报道了 13 个 PGK1 突变体, 均为单个氨基酸突变或缺失[31].PGK

基因突变可导致许多种疾病, 最常见的是慢性贫血, 如遗传性球形红细胞溶血性贫血, 同时可伴有智力减退、

神经功能的紊乱和肌肉病变[32]. 近期研究表明 PGK1 也与肿瘤发生发展密切相关[33, 34]. PGK1 在 70%胰腺导管

腺癌(n = 63)和胰腺癌患者血清高表达[35]. Shichijo 等通过筛选结肠癌患者的肿瘤浸润淋巴细胞以发现肿瘤相

关抗原、HLA-A2 限制性和肿瘤反应性细胞毒性 T 细胞, 发现 PGK1 的表位多肽很可能是 HLA-A2(+)结肠癌

患者特异免疫治疗的靶分子[36]. Chen 等用 ELISA 方法检测肺癌患者血清 PGK1 水平, 发现肺癌血清 PGK1 水

平明显升高(91.45%, 107/117), 而且 PGK1 表达水平与不良预后有关[37]. 

Chuthapisith 等研究了对化疗敏感与否的两株乳腺癌细胞系的差异蛋白谱, 发现 PGK1 表达与肿瘤对化疗药物

敏感性有关[38]. Wang 等研究表明, PGK1 是 CXCL12/CXCR4 信号通路的关键下游靶基因, 参与调节肿瘤血管

生成而与肿瘤生长与转移密切相关[39]. 

迄今, 尚无有关 PGK1 与食管鳞癌相关的报道. 我们的研究表明 PGK1 是食管癌的肿瘤相关抗原, 在部分食管

癌外周血可以检测到 PGK1 自身抗体. 免疫组织化学分析结果发现, PGK1 在 78%(11/14)高分化、50%(4/8)中

分化和 75%(3/4)的低分化食管癌组织中高表达, 主要定位于细胞浆和细胞核.为进一步证明 PGK1 在食管癌

EC0516 细胞中的定位, 采用 Western blot 方法检测了 PGK1 在 EC0156 细胞系的亚细胞蛋白组分中的表达, 结

果表明与免疫组化细胞定位结果一致, 即 PGK1 同时存在于食管癌细胞的胞浆和细胞核中.同时发现, 胞浆中

除了相对分子质量为 43 kDa 的 PGK1 表达蛋白外, 还存在一个相对分子质量为 30 kDa 的异构体, 而细胞核中

的 PGK1 呈现相对分子质量为 80 kDa 的表达蛋白.目前认为 PGK1 主要定于细胞浆, 相对分子质量为 43 kDa. 

30 kDa可能是该蛋白的截短表达形式或降解片段, 80 kDa形式可能是该蛋白与其它相互作用蛋白或DNA等紧

密结合的复合体[40,41]. Kumble 等的研究表明, 在 Hela 细胞的核基质中 PGK1 与 annexin II 紧密结合发挥 DNA

多聚酶起始识别因子的功能, 参与调节细胞的 DNA 复制[42]. 有趣的是 Brichory 等对肺腺癌细胞 A549 的研究

发现, annexin II 是肺癌相关抗原, 在肺癌组织中表达明显升高[10]. 肿瘤细胞的 DNA 复制功能活跃, 而机体失

去了对调节 DNA 复制功能密切相关的两个调控蛋白的调控, 同时 PGK1 与 annexin II 间可能存在反馈调节现

象.本实验同样检测到核型 PGK1 的表达, 提示 PGK1 转位到细胞核中可能与细胞的恶性转化行为相关. 本研

究结果与上述其他肿瘤研究工作结果一致, PGK1 在可能食管鳞癌的发生、发展及转移过程中起重要的作用, 

是候选的肿瘤相关抗原之一, 为深入理解食管癌癌变机制, 发现新的候选肿瘤标志具有科学意义. 
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图 1 亚细胞组分蛋白富集与定位的 Western blot 分析. A: EC0156 细胞亚细胞组分蛋白富集效果, 其中 cyt、

mem 和 nuc 分别表示胞浆、膜系统和细胞核组分蛋白; B: PGK1 在 EC0156 亚细胞蛋白组分中的表达.下图为

对应上图的上样量对照(考马斯亮兰染色 SDS-PAGE 凝胶). 

 

 

 

 

图 2 食管癌血清与 EC0156 胞浆蛋白的 Western blot 分析. EC0156 胞浆蛋白经 SDS-PAGE 分离后转到 PVDF

膜上, 分别以食管癌血清和健康对照血清为一抗进行 Western blot 分析. C1-C6 表示不同食管癌血清的 Western 

blot 结果, N1-N6 表示不同健康对照血清的 Western blot 结果. 

 

 

图 3 PGK1 的 HDMS 质谱鉴定结果. PGK1 峰质量为 817.9 的肽片段经 HDMS 解析的氨基酸序列为

LGDVYVNDAFGTAHR. 



 

 

 

图 4 PGK1 在不同食管癌组织和配对癌旁正常上皮的表达. A: 食管癌组织; B: 正常食管上皮(×200). 箭头所

示细胞为 PGK1 表达阳性细胞, 可见胞浆和胞核均表达 PGK1. 

 


