
in vitro． Ｒesults Two libraries could meet the requirement for the in vitro molecular evolution． SPA single domain
structure A in 29，30 amino acids site-directed mutation was library ( A1) ，structure C in 36，37 site-directed mu-
tation was library ( C1) ，SPA single domain structure A insert 3 amino acids after 37 random peptide was library
( AI37 ) ，SPA single domain structure C after 20 insert 3 random peptide was library ( CI20 ) ． The phage display li-

brary which was made up of a random combination of A1 and C1 named“A1C1”． And the phage display library
which was made up of a random combination of AI37 and CI20 named“AI37 CI20”． The capacity of these two libraries

were respectively: 3. 0 × 106 and 2. 0 × 106 ． The titers were respectively: 2. 3 × 1012 and 2． 1 × 1012 ( TU /ml) ．
These two libraries had evolved completely through four or five times of affinity screening． Besides，Phage-Elisa
monoclonal obtained a monoclonal with high OD，and the testing analytical result was A( Q29K30) A( I29I30) and AI37-TQS

A． Conclusion A fixed point mutation molecules A( Q29K30) A( I29I30) and insertion mutation molecular AI37-TQSA are

obtained with the high combining ability． The study shows the relationship of the structure and function of Ig-bind-
ing molecules and lays a foundation for directed improvement of Ig-binding molecules and acquirement of new Ig-
binding molecules with new Ig-binding characteristics．
Key words AC mutants; phage-displayed library; selection; human IgG

EB 病毒 miＲ - BAＲT4* 和 miＲ- BAＲT18 -3p
在鼻咽癌中的表达及意义

李 璐1，王建红1，黄 辉2，范才文1，肖胜军1，熊伟明2，雷 迅2

摘要 目的 分析 EB 病毒( EBV) miＲNAs 在鼻咽癌组织中

的表达，探索 EBV 诱发鼻咽癌的分子机制，寻找鼻咽癌防治

和诊断的生物分子标志物。方法 采用实时荧光定量 PCＲ

分析 EBV miＲNAs ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18-3p

在 36 例鼻咽低分化鳞癌组织和 32 例慢性鼻咽黏膜炎症组

织 中 的 表 达 水 平。结 果 ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-
BAＲT18-3p 的表 达 水 平 ( Ct 值) 在 鼻 咽 癌 组 织 中 分 别 为

( 26. 97 ± 2. 67) 和( 27. 02 ± 2. 32) ，在鼻咽黏膜炎症组织中的

表达水 平 分 别 为 ( 38. 49 ± 3. 05 ) 和 ( 39. 39 ± 2. 16 ) ，两 种

EBV miＲNAs 在鼻咽癌组织中的表达明显高于鼻咽黏膜炎

症组织，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。结论 EBV 可能通

过 ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18-3p 高表达诱发鼻咽

癌，它们是鼻咽癌诊断和防治的潜在生物分子标志物。
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鼻咽癌是遗传和环境因素共同作用的典型疾

病。世界各地鼻咽癌患者的癌组织中均可检出 EB
病毒( EBV) DNA 和病毒核抗原。EBV 伴随鼻咽癌

的整个发生过程，尤其是在低分化和未分化的鼻咽

癌上皮肿瘤组织中，几乎所有的肿瘤细胞都含有

EBV 基因组［1］。EBV 整合可以提高染色体的不稳

定性，引起基因表达水平变化，诱导细胞增殖和肿瘤

形成的关键基因表达异常，促进细胞恶性转化［2］。
近来发现的 miＲNA 是细胞内的一类非编码 ＲNA，

对基因表达有调节作用，是真核细胞生命活动的调

控分子。miＲNA 有调控 10% ～ 30% 人类基因的潜

能，已经成为研究肿瘤发生与调控机制的一个新领

域，研究［3］表明 miＲNAs 可以控制细胞的生物学进

程，如细胞增殖、分化和转移。miＲNA 的异常表达

可以导致肿瘤的发生，这些异常表达的 miＲNAs 是

潜在的癌基因或抑癌基因，通过调控下游靶基因参

与肿瘤的形成［4］。EBV 编码的 miＲNAs 参与调控鼻

咽癌细胞的生长和分化［5］。因此，EBV miＲNA 相关

研究成果将为鼻咽癌的诊断、预后和治疗提供新的
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分子 基 础。该 研 究 观 察 EBV miＲNA ( ebv-miＲ-
BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18-3p) 在鼻咽癌组织中的

表达，探索其在 EBV 致鼻咽癌中的作用，寻找鼻咽

癌防治和诊断的生物分子标志物。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 鼻咽癌和鼻咽炎症组织标本来自

桂林医学院附属医院，经临床组织病理学确诊为鼻

咽低分化鳞癌和慢性鼻咽黏膜炎症组织。鼻咽低分

化鳞癌组织 36 例，男 20 例，女 16 例，年龄 36 ～ 60
( 47. 92 ± 6. 80 ) 岁; 鼻咽炎症组织标本 32 例，男 16
例，女 16 例，年龄 21 ～ 62( 43. 66 ± 12. 40) 岁。标本

采集前经桂林医学院附属医院伦理委员会同意，患

者知情同意后进行采集分析。
1． 2 实验仪器与试剂 荧光定量 PCＲ 仪 7500 ( 美

国 ABI 公司) ; 生物分光光度计( 德国 Eppendorf 公

司) ; ＲNA 提取试剂 TＲIzol ( 美国 Invitrogen 公司) ;

通用 cDNA 合成试剂盒、SYBＲ Green master mix，

Universal ＲT、U6 snＲNA( hsa，mmu，rno) PCＲ primer
set、UniＲT( 丹麦 Exiqon 公司) 。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 引物合成 通过 miＲNA 数据库查找拟研究

EBV-miＲNA 序 列: ① ebv-miＲ-BAＲT4* : CACAU-
CACGUAGGCACCAGGUGU; ② ebv-miＲ-BAＲT18-
3p: UAUCGGAAGUUUGGGCUUCGUC，由 丹 麦 Ex-
iqon 公司合成 LUNTM PCＲ 引物。
1． 3． 2 组织总 ＲNA 的提取 采用 ＲNA 试剂盒

TＲIzol 提取组织总 ＲNA，生物分光光度计检测总

ＲNA 的浓度和纯度，吸光度 ( absorbance，A ) 比 值

A260 /A280在 1. 8 ～ 2. 1，置 － 80 ℃保存备用。

1． 3． 3 实时荧光定量 PCＲ 分析 采用 cDNA 合成

试剂盒进行逆转录，按照说明配制反应体系 5 × re-
action buffer 2 μl，template total ＲNA 4 μl，enzyme
mix 1 μl，nuclease-free water 3 μl，反转录条件: 42 ℃
1 h，95 ℃ 5 min。利用 SYBＲ Green master mix，u-
niversal ＲT 试剂盒进行实时荧光定量 PCＲ 检测，反

应在 7500 PCＲ 仪上进行，扩增条件: 95 ℃ 10 min，

94 ℃ 10 s，60 ℃ 1 min( 采集荧光) 45 个循环，同时

以 miＲ-U6 作为内参。实验结果采用实时定量 PCＲ
的 Ct 值进行统计分析，Ct 值大于 35 个循环表示低

表达或无表达。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 17． 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示，完全随机设计两组 t 检验。

2 结果

2． 1 EBV-miＲNA 的扩增曲线 本实验采用 SYBＲ
Green 法进行相对表达量分析，实时荧光定量 PCＲ
扩 增 对 照 miＲ-U6、ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-
BAＲT18-3p。扩增曲线效果好，熔解曲线无引物二

聚体和非特异性扩增 ( 图 1 ) 。鼻咽癌组织中，ebv-
miＲNAs 扩增曲线的 Ct 值少，起峰早; 而鼻咽黏膜炎

症组织中，Ct 值大，起峰晚 ( 图 2) 。
2． 2 鼻咽炎症与鼻咽癌组织中 EBV-miＲNAs 表达

水平 ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18-3p 在

鼻咽炎症组织中的 Ct 值明显高于鼻咽癌组织，表明

鼻咽低分化鳞癌组织中两种 ebv-miＲNAs 表达水平

高于鼻咽炎症组织( Ct 值越高，表示起峰所需循环

次越多，表达量越低) ，差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 01) 。见表 1。

图 1 荧光定量 PCＲ 产物熔解曲线

A: miＲ-U6; B: ebv-miＲ-BAＲT4* ; C: ebv-miＲ-BAＲT18-3p
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图 2 荧光定量 PCＲ 分析 miＲNA 表达

A: ebv-miＲ-BAＲT4* ; B: ebv-miＲ-BAＲT18-3p

表 1 ebv-miＲNAs 在鼻咽炎症与鼻咽癌组织中的表达( Ct 值) 分析

组别
鼻咽炎症组织

( n = 32)

鼻咽癌组织

( n = 36)
t 值

miＲ-U6 23． 13 ± 1． 43 22． 92 ± 1． 41 0． 60
ebv-miＲ-BAＲT4* 38． 49 ± 3． 05 26． 97 ± 2． 67* 16． 62
ebv-miＲ-BAＲT18-3p 39． 39 ± 2． 16 27． 02 ± 2． 32* 22． 65

与鼻咽炎症组织比较: * P ＜ 0． 01

3 讨论

恶性肿瘤是我国城乡居民的主要死因之一，

2010 年肿瘤登记数据评估表明全国恶性肿瘤发病

率为 235. 23 /10 万，死亡率为 148. 81 /10 万［6］。近

年来，我国恶性肿瘤的发病率有明显增高趋势。广

西是我国鼻咽癌的高发区，最近统计表明，广西鼻咽

癌的粗死亡率达 6. 61 /10 万，占全部恶性肿瘤死亡

总数的 5. 60%，在恶性肿瘤死亡分类构成中排列第

4 位［7］。miＲNA 是近年发现的一类内源性非编码

ＲNA，大小 21 ～ 25 个核苷酸，研究［8 － 9］表明，miＲNA
通过抑制靶基因的表达或翻译，参与细胞的增殖、分
化和凋亡调控。新近发现 miＲNA 也在人类肿瘤的

发生和发展中扮演着重要角色，发挥癌基因或抑癌

基因的作用。依据 miＲNA 在肿瘤发生、发展过程中

的作用，可分为原癌 miＲNA( OncomiＲ) 和抑癌 miＲ-
NA( TsmiＲ) 。OncomiＲ 的靶基因是抑癌基因，On-
comiＲ 过表达将导致肿瘤发生。目前，普遍认为组

织或个体发育的某些阶段，由于 miＲNA 基因的启动

子持续激活，miＲNA 加工的效率增高，或其稳定性

提高等原因，导致某些 OncomiＲ 的表达增加，进而

抑制其靶基因( 抑癌基因) 的表达，最终引起肿瘤形

成。TsmiＲ 表达下降或者缺失，癌基因激活或活性

增强，也将导致肿瘤发生［10 － 11］。本实验结果表明，

ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18-3p 在鼻咽 炎

症组织中低表达或无表达，在鼻咽癌组织中高表达，

提示 ebv-miＲ-BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18 可 能 在

鼻咽癌的发生中起 OncomiＲ 作用。
miＲNA 的调节网络中，一个 miＲNA 可调控多

个靶基因的表达，某个靶基因的表达也可通过多个

miＲNA 的组合来调控。Tazawa et al［12］ 发现，miＲ-
34a 在结直肠癌患者中高表达，通过负调控 E2F1 信

号通路而抑制结直肠癌细胞增殖。Wu et al［13］ 发

现，miＲ-135 在结肠癌患者中的高表达与结肠癌的

局部淋巴结转移、远处转移、及疗效有关。胃癌组织

中 miＲ-192 和 miＲ-215 的表达水平显著高于非癌胃

组织，有促进肿瘤生长和迁徙，与肿瘤的侵袭、转移

密切相关［14］。鼻咽癌是来源于鼻咽黏膜上皮的恶

性肿 瘤，早 期 就 发 生 侵 袭 和 转 移，提 示 ebv-miＲ-
BAＲT4* 和 ebv-miＲ-BAＲT18-3p 的高表达可能在鼻

咽癌的侵袭和转移中起重要作用。尚未清楚 EBV
是否通过 ebv-miＲ-BAＲT4* 、ebv-miＲ-BAＲT18-3p 途

径作用于靶分子，参与转录因子的活化，促进鼻咽癌

的早期侵袭、转移。
miＲNA 有很强的细胞、组织或疾病特异性，这

些特异表达的 miＲNA 既是其功能的基础，又是相应

疾病的特异性标志物［15］。miＲNA 不仅与肿瘤的发

生和发展有关，而且能游离于细胞之外，稳定存在于

外周循环，具备疾病分子生物标志物的特点，在多种
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肿瘤和非肿瘤疾病的诊断和预后中显示了潜在的价

值［16］。ebv-miＲ-BAＲT4* 、ebv-miＲ-BAＲT18-3p 有可

能是鼻咽癌的特异性生物分子标志物，在鼻咽癌的

诊断和靶向治疗中有重要意义。
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Expression of EB virus miＲ-BAＲT4* and miＲ-BAＲT18-3p in
nasopharyngeal carcinoma and its significance

Li Lu1，Wang Jianhong1，Huang Hui2，et al
( 1Biochemistry and Molecular Biology Teaching and Ｒesearch Section of Guilin Medical College，Guilin 541004;

2Dept of Otorhinolaryngology，The Affiliated Hospital of Guilin Medical College，Guilin 541001)

Abstract Objective To analyze expression of EB virus ( EBV) miＲNAs in nasopharyngeal carcinoma( NPC) tis-
sue，explore molecular mechanism of EBV induced NPC and biomarker for prevention and diagnosis of NPC． Meth-
ods 36 cases of nasopharyngeal poorly differentiated squamous cell carcinoma tissues and 32 cases of chronic na-
sopharyngeal mucositis tissues were collected． Expressions of EBV miＲNAs ebv-miＲ-BAＲT4* and ebv-miＲ-
BAＲT18-3p were tested in these tissues by quantitative real-time PCＲ; the expression level of EBV miＲNAs was
analyzed in both tissue groups． Ｒesults The expressions( Ct) of ebv-miＲ-BAＲT4* and ebv-miＲ-BAＲT18-3p were
( 26. 97 ± 2. 67) and ( 27. 02 ± 2. 32) in NPC tissue，( 38. 49 ± 3. 05) and ( 39. 39 ± 2. 16) in nasopharyngeal mu-
cosa inflammation tissue，the expressions of two ebv-miＲNAs were significantly higher in NPC tissue than that in
nasopharyngeal mucosa inflammation tissue ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion NPC may be induced by EBV through the
high expression of ebv-miＲ-BAＲT4* and ebv-miＲ-BAＲT18-3p． They are potential biological molecular markers for
the diagnosis and treatment of NPC．
Key words nasopharyngeal carcinoma; biological marker; ebv-miＲNAs
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