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(54)发明名称

一种肺癌筛查试剂盒

(57)摘要

本发明公开了一种肺癌筛查试剂盒，它包括

任选的用于检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的

试剂。本发明还公开了检测非磷酸化SRMS蛋白表

达水平的试剂在制备肺癌筛查用试剂中的用途。

本发明试剂盒通过检测非磷酸化SRMS的表达水

平，可以判断待检者患肺癌的风险，可用于临床

肺癌的辅助诊断，为患者采取相关的治疗措施或

者决策提供有效的依据，临床应用前景良好。
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1.检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂在制备肺癌筛查用试剂中的用途；

所述试剂是用于检测肺组织中非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂。

2.根据权利要求1所述的用途，其特征在于：所述检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试

剂为免疫组化检测方法用试剂。

3.根据权利要求1所述的用途，其特征在于：所述检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试

剂为Western  Blot或ELISA检测方法用试剂。
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一种肺癌筛查试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及一种肺癌筛查试剂盒。

背景技术

[0002] 肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率呈逐年上升趋势，目前

发病率居世界首位，严重威胁着人类健康和生命。

[0003] 肺癌的病因复杂，一般认为影响因素包括：①吸烟；②环境污染：如雾霾、室内装

修；③不良生活方式：如饮食习惯差、生活压力大；④慢性肺部疾病：如肺结核、尘肺，矽肺、

慢性支气管炎；⑤人体内在因素：如家族遗传、免疫机能降低、内分泌功能失调等。

[0004] 同时，肺癌是一种善于隐匿的疾病，经常在疾病发展到晚期才表现出临床症状，70

～80％的肺癌患者在诊断出患有肺癌症状时已是中、晚期，癌细胞已经扩散，错过了最佳治

愈时机，五年生存率低。对于早期的肺癌患者，经过及时治疗可大大提高患者的5年及以上

生存率和生存质量。因此肺癌的早期诊断和进行有效的筛查至关重要。

[0005] 肺癌的筛查，是指对那些没有肺癌相关症状的人群进行常规体检，在出现症状前

及时发现肺癌。如果可以找到肺癌分子标志物，用于提示临床医生早期对患者采取相关的

治疗措施或者决策具有重要的意义。

发明内容

[0006] 为了解决上述问题，发明人对肺癌进行了详细研究，发现了非磷酸化SRMS蛋白

(non-phosphorylated  SRMS)可以作为其分子标志物。其中，非磷酸化SRMS在肺组织中的表

达水平与肺癌呈正相关。因此，通过检测肺组织中非磷酸化SRMS的表达水平，可以预测待检

者患肺癌的风险。

[0007] 据此，本发明提供了一种肺癌筛查试剂盒，以及检测非磷酸化SRMS蛋白的表达水

平的试剂在制备肺癌筛查试剂中的用途。

[0008] 本发明的肺癌筛查试剂盒，它包括任选的用于检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的

试剂。

[0009] 其中，所述试剂是用于检测肺组织中非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂。

[0010] 其中，所述检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂为免疫组化检测方法用试剂。

[0011] 其中，所述检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂为Western  Blot或ELISA检测

方法用试剂。

[0012] 本发明还提供了检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂在制备肺癌筛查用试剂

中的用途。

[0013] 其中，所述试剂是用于检测肺组织中非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂。

[0014] 其中，所述检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂为免疫组化检测方法用试剂。

[0015] 其中，所述检测非磷酸化SRMS蛋白表达水平的试剂为Western  Blot或ELISA检测

方法用试剂。
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[0016] SRMS(src-related  kinase  lacking  C-terminal  regulatory  tyrosine  and  N-

terminal  myristylation  sites)，中文名称为src相关的缺乏C末端调节酪氨酸和N末端十

四烷基化位点激酶，存在于T淋巴细胞及其它一些非T淋巴细胞内，参与信号转导过程中蛋

白质分子的磷酸化过程，是细胞信号转导过程中的关键信号转导分子之一。

[0017] 现有文献未公开非磷酸化SRMS在肺癌组织与正常对照的表达水平情况。

[0018] 本发明试剂盒通过检测肺异常者的肺部异常部位与正常部位的非磷酸化SRMS表

达水平，可以判断肺异常者的非磷酸化SRMS表达水平差异，进而判断待检者患肺癌的风险：

若非磷酸化SRMS的表达水平高，则患肺癌的风险高，若非磷酸化SRMS的表达水平低，则患肺

癌的风险低，可用于临床肺癌的辅助诊断，临床应用前景良好。

[0019] 显然，根据本发明的上述内容，按照本领域的普通技术知识和惯用手段，在不脱离

本发明上述基本技术思想前提下，还可以做出其它多种形式的修改、替换或变更。

[0020] 以下通过实施例形式的具体实施方式，对本发明的上述内容再作进一步的详细说

明。但不应将此理解为本发明上述主题的范围仅限于以下的实例。凡基于本发明上述内容

所实现的技术均属于本发明的范围。

具体实施方式

[0021] 实施例1非磷酸化SRMS表达水平与肺癌的关系

[0022] 一、实验方法

[0023] 1、临床资料

[0024] 选取肺癌患者石蜡切片37例，远端对照30例(指肺癌患者的远端正常肺组织石蜡

切片，距离癌组织5cm，且经病理确认为正常组织)，基本信息见表1。

[0025] 表1临床基本信息

[0026]

[0027] *注：其他包括大细胞癌、腺鳞癌、小细胞癌。

[0028] 2、非磷酸化SRMS表达水平的检测

[0029] 对肺癌患者石蜡切片、远端组织对照石蜡切片，进行以SRMS为指标的免疫组化

(IHC)。

[0030] 非磷酸化SRMS抗体：购自美国ProteinTech公司，货号26447-1-AP；

[0031] EnVisionTMHRP二抗、抗体稀释液、DAB显色剂、抗原修复液、Wash  Buffer、免疫组化
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笔：均购自丹麦Dako公司。

[0032] 按照如下方法检测非磷酸化SRMS的表达水平：

[0033] (1)封闭过氧化物酶：取石蜡切片进行脱蜡，脱蜡至水化(脱蜡过程如下：二甲苯Ⅰ

10min→二甲苯Ⅱ10min→无水乙醇5min→95％乙醇5min→85％乙醇5min→75％乙醇5min)

后，用3％H2O2溶液于暗处封闭内源性过氧化物酶，室温孵育15min；

[0034] (2)蒸馏水漂洗：切片置于蒸馏水中，摇床上洗5min/次，共三次；

[0035] (3)抗原修复：加入pH  8.0的Tris-EDTA或pH  6.0的柠檬酸钠溶液，在95℃水浴锅

中水浴50min，进行抗原修复；

[0036] (4)蒸馏水漂洗：取出切片，自然冷却至室温后，用蒸馏水洗三遍，再用Wash 

Buffer润洗一次；

[0037] (5)孵育一抗：用免疫组化笔将组织圈住，在圈内滴加非磷酸化SRMS抗体稀释液

(与抗体稀释液1:100i混合)，4℃孵育过夜；

[0038] (6)蒸馏水漂洗：用蒸馏水洗三遍，Wash  Buffer润洗一次；

[0039] (7)滴加二抗：滴加Dako  HRP标记的二抗工作液(HRP二抗与抗体稀释液1:1混合配

制)，室温孵育60min；

[0040] (8)蒸馏水漂洗：蒸馏水洗3次，每次5min；

[0041] (9)DAB显色：滴加显色底物DAB，在显微镜下观察显色情况，于蒸馏水中终止反应；

[0042] (10)苏木素复染：将切片放入苏木素染液中染色2min，1％盐酸酒精分化后，流水

冲洗10min；

[0043] (11)脱水透明：经80％、95％、100％梯度酒精脱水、二甲苯透明，于通风厨中干燥；

[0044] (12)封片：用中性快干胶封片，在光学显微镜下观察，DP  Controller图像采集系

统采图。采图后，根据肺癌患者和远端组织的肿瘤细胞染色强度及阳性面积给予免疫组化

评分。

[0045] 3、免疫组化评分标准

[0046] 先按下表规定肿瘤细胞染色强度、阳性面积的评分：

[0047]

[0048] @注：由两名经验丰富的病理医生独立对肿瘤细胞染色强度结果进行评分

[0049] 再计算肿瘤细胞染色强度评分和阳性面积评分的乘积(0-9分)，规定：

[0050] 非磷酸化SRMS表达阴性：0分；

[0051] 非磷酸化SRMS表达低度阳性：1-3分；

[0052] 非磷酸化SRMS表达高度阳性>3分。

[0053] 4、结果分析

[0054] 采用SPSS17.0肺癌组织组和远端组织对照组进行统计学分析。
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[0055] 二、实验结果

[0056] 肺癌组织与远端组织对照中非磷酸化SRMS的表达水平检测结果见表2。

[0057] 表2非磷酸化SRMS的表达水平

[0058]

[0059] 由表2可见，远端正常组织中非磷酸化SRMS的阳性表达率为60％，高度阳性表达率

为10％；肺癌组织中的非磷酸化SRMS阳性表达率为86.7％，高度阳性表达率为63.3％；非磷

酸化SRMS在肺癌组织中显著升高，与远端正常组织相比，非磷酸化SRMS表达水平差异具有

统计学意义(P<0.001)。

[0060] 由以上结果可以看出，与癌旁正常肺组织相比，肺癌组织的非磷酸化SRMS表达水

平显著升高(P<0.0001)，说明肺癌与非磷酸化SRMS表达水平呈正相关，非磷酸化SRMS的高

表达会显著提高患肺癌的可能性。由于癌旁正常肺组织的非磷酸化SRMS水平可反映正常人

肺组织的非磷酸化SRMS水平，因此，可以通过检测待检者的非磷酸化SRMS的表达水平，将肺

癌的易感人群筛查出来。

[0061] 实施例2本发明检测非磷酸化SRMS表达水平的试剂盒组成及其使用方法

[0062] 一、免疫组化检测试剂盒的组成

[0063] 检测试剂盒(50人份)：

[0064]

组分 体积

非磷酸化SRMS抗体 30μl(请提供)

EnVisionTM  HRP二抗 100μl

抗体稀释液 10ml

DAB显色剂 10ml

抗原修复液 500ml

Wash  Buffer* 500ml

免疫组化笔 1支

[0065] 注：本试剂盒按每张切片滴加各类实验试剂为100μl计，具体用量可根据组织大小

适当增减。

[0066] 二、试剂盒的使用方法

[0067] 将待检样本肺组织，制备石蜡切片，作为检测标本，按照如下方法来检测非磷酸化

SRMS的表达水平：

[0068] (1)封闭过氧化物酶：取石蜡切片进行脱蜡，脱蜡至水化(脱蜡过程如下：二甲苯Ⅰ

10min→二甲苯Ⅱ10min→无水乙醇5min→95％乙醇5min→85％乙醇5min→75％乙醇5min)

后，用3％H2O2溶液于暗处封闭内源性过氧化物酶，室温孵育15min；
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[0069] (2)蒸馏水漂洗：切片置于蒸馏水中，摇床上洗5min/次，共三次；

[0070] (3)抗原修复：加入pH  8.0的Tris-EDTA或pH  6.0的柠檬酸钠溶液，在95℃水浴锅

中水浴50min，进行抗原修复；

[0071] (4)蒸馏水漂洗：取出切片，自然冷却至室温后，用蒸馏水洗三遍，再用Wash 

Buffer润洗一次；

[0072] (5)孵育一抗：用免疫组化笔将组织圈住，在圈内滴加SRMS抗体稀释液(与抗体稀

释液1:100i混合)，4℃孵育过夜；

[0073] (6)蒸馏水漂洗：用蒸馏水洗三遍，Wash  Buffer润洗一次；

[0074] (7)滴加二抗：滴加Dako  HRP标记的二抗工作液(HRP二抗与抗体稀释液1:1混合配

制)，室温孵育60min；

[0075] (8)蒸馏水漂洗：蒸馏水洗3次，每次5min；

[0076] (9)DAB显色：滴加显色底物DAB，在显微镜下观察显色情况，于蒸馏水中终止反应；

[0077] (10)苏木素复染：将切片放入苏木素染液中染色2min，1％盐酸酒精分化后，流水

冲洗10min；

[0078] (11)脱水透明：经80％、95％、100％梯度酒精脱水、二甲苯透明，于通风厨中干燥；

[0079] (12)封片：用中性快干胶封片，在光学显微镜下观察，DP  Controller图像采集系

统采图。采图后，根据肺癌患者和远端组织的肿瘤细胞染色强度及阳性面积给予免疫组化

评分，评分方法见实施例1的第三部分。

[0080] 对肺部异常者，可分别取异常部位、正常部位组织，比较非磷酸化SRMS表达水平，

进而评价其患肺癌的可能性，作为临床肺癌的辅助诊断手段。

[0081] 综上，本发明试剂盒通过检测非磷酸化SRMS的表达水平，可以判断肺异常者的肺

部异常部位与正常部位的的非磷酸化SRMS表达水平差异，进而筛查待检者患肺癌的风险：

若非磷酸化SRMS的表达水平高，则患肺癌的风险高，若非磷酸化SRMS的表达水平低，则患肺

癌的风险低，可用于临床肺癌的辅助诊断，为患者采取相关的治疗措施或者决策提供有效

的依据，临床应用前景良好。
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