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(57)摘要

本发明属于肿瘤诊断和治疗疗效及复发判

断的分子指标技术领域，具体为应用血清中与肿

瘤密切相关的ApoA1蛋白的表位肽及其制作特异

抗体来特异检测肿瘤危险程度和治疗疗效的诊

断试剂。本发明首先用iTRAQ大量检测肿瘤如前

列腺癌治疗前后的血清蛋白的含量变化，发现

ApoA1蛋白与肿瘤的危险分级和治疗疗效密切相

关。然后筛选和人工合成APOA1中的功能表位肽，

并以这些肽作为抗原免疫动物制作相应抗体，得

到的抗体可以较灵敏地检测低危，中危和高危的

肿瘤病人，并对肿瘤如前列腺癌的疗效有较好地

评估作用；该分子标志物可用来作为检测标准对

照和制备抗体用于生产相应肿瘤诊断和研究试

剂盒。
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1.一种用于诊断肿瘤危险度和治疗疗效的分子指标，其特征在于具有SeqNo.1所示的

核苷酸序列和SeqNo.2的蛋白序列。

2.一种基于ApoA1蛋白的表位肽，其序列特征为SeqNo.3、SeqNo.4、SeqNo5、SeqNo6。

3.一种基于SeqNo.3、SeqNo.4、SeqNo5、SeqNo6等表位肽制作的特异抗体，该抗体能较

好地监测血清和组织中ApoA1蛋白的含量，从而达到检测肿瘤危险度和治疗效果的目的。

4.一种由权利要求书1.和2.所描述的序列制作的蛋白或肽作为标准蛋白分子对照，以

权利要求书3所描述的抗体分子作为探针等核心成分组成的肿瘤标志分子免疫检测试剂

盒，可用于血清和组织中APOA1蛋白含量测定，以对相应肿瘤的危险度和治疗效果及复发情

况进行分析诊断医用。
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一种肿瘤危险度和治疗效果评估的血清及组织分子指标

技术领域

[0001] 本发明属于肿瘤诊断和治疗效果评估的技术领域，具体涉及用一种血清和组织中

的分子指标ApoA1蛋白中的表位肽及其制作的特异抗体，然后利用这种抗体检测血清中

ApoA1 的含量，从而评估肿瘤危险分级和治疗效果。

背景技术

[0002] 我国每年新发生肿瘤病人有400多万，仅前列腺癌全球每年发生就高达110万例，

在中国，前列腺癌是排名第二的男性恶性肿瘤，而且在过去的二十多年，致死率增加了10 

倍。对肿瘤的高灵敏和诊断、危险分级以便采取相应的治疗措施，并对肿瘤的治疗效果进行

有效的评估，需要对肿瘤特异的高度灵敏的特殊病理分子标志物的发现和应用，这是目前

急需解决的问题。但目前能用于肿瘤诊断和治疗评估的病理分子标志物非常有限，以前列

腺癌为例，其危险分级是根据患者血清PSA、Gleason评分和临床分期将前列腺癌分为低、

中、高危三类，这种分级方法涉及三种指标，其中的Gleason评分和临床分期指标是根据肿

瘤的形状和边界等多种形态来诊断，较难把握。更重要的目前许多肿瘤(如前列腺癌)还没

有关于治疗效果评估的统一指标，对精准治疗的实施非常不利。

发明内容

[0003] 本发明目的是提供一个血清分子指标可以方便且精确地诊断肿瘤的危险程度并

可以用来评估对肿瘤的治疗效果。

[0004] 技术方案：

[0005] (1)本研究首先通过iTRAQ检测肿瘤不同危险分期和治疗不同阶段的血清蛋白组

表达变化，发现ApoA1，在不同危险分期的前列腺癌中表达有重要差异(p＜0.001)，而且在

手术、化疗、放疗如重离子治疗的不同阶段，肿瘤症状好转(基于肿瘤体积大小和病理指标)

的过程中，该分子指标的含量具有明显的不同(p＜0.001)(表1和图1)。

[0006] (2)通过差异蛋白富集分析发现该分子通过血小板脱粒影响重离子治疗的效果

(图  2)。

[0007] (3)通过生物信息学和结构生物学的方法及B细胞表位分析方法，获得四种肽表位

序列，通过混合酸酐法人工合成所需的肽，免疫动物产生抗APO1蛋白表位的高亲和性抗体。

根据该抗体制作的诊断试剂，可以诊断肿瘤如前列腺癌的危险程度和治疗疗效(图3)。

[0008] 表1.APOA1在不同分级肿瘤(前列腺癌)中的表达谱
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[0009]

[0010] 本发明提供的血清分子指标ApoA1基因序列和氨基酸序列分别为SeqNo .1和

SeqNo.2。

[0011] 本发明提供的抗原表位肽是SeqNo.3、SeqNo.4、SeqNo5、SeqNo6(序列附件)，发现

这四种肽能引起强烈免疫反应，产生特异性抗体，可用于检测APOA1的含量和存在。

[0012] 本发明提供的是基于这四种表位肽序列及其所制备的特异性抗体，首次用于诊断

肿瘤危险程度和治疗疗效的检测试剂盒，该试剂盒能分辨低危，中危和高危肿瘤病人，并验

证了肿瘤如前列腺癌病人(P＜0.05)的诊断以及治疗效果(治疗前和治疗好转的具有明显

的差异，P＜0.05)的检测评估。

附图说明

[0013] 图1是不同危险分级的的肿瘤(前列腺癌)病例在重离子治疗前中后APOA1不同片

断的表达(iTRAQ测量)情况图。

[0014] 图2是ApoA1通过血小板脱粒从分泌颗粒中排到细胞外的示意图。

[0015] 图3是通过四种表位肽制作的多克隆抗体监测重离子治疗前列腺癌疗效的线图。

具体实施方式

[0016] 1.对外周血进行取样。抽血后2小时内马上进行处理。

[0017] 2.室温血液自然凝固10-20分钟后，离心20分钟左右(2000-3000转/分)取上清液

[0018] 3.按1∶1-1∶500在150μl小试管中梯度稀释待测。

[0019] 4.在96或48孔板上分别设空白孔(空白对照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操

作相同)、标准孔、待测样品孔。在酶标包被板上标准品准确加样50μl，待测样品孔中测样品

50 μl。加样将样品加于酶标板孔底部，尽量不触及孔壁，轻轻晃动混匀；标准孔为分别加入

一定浓度的各目标靶蛋白和表位肽(序列为SEQ  ID  No.2、No.3、No.4、No5、No6)；

[0020] 5.温育，配液，洗涤和加酶：用封板膜封板后置37℃温育30分钟；将30倍(48T的  20

倍)浓缩洗涤液用蒸馏水30倍稀释后备用；小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤

液，静置30秒后弃去，如此重复5次，拍干；每孔加入酶标试剂50μl，空白孔除外；

[0021] 6.显色和终止：每孔先加入显色剂A50μl，再加入显色剂B50μl，轻轻震荡混匀，37

℃避光显色10分钟；终止：每孔加终止液50μl，终止反应(此时蓝色立转黄色)；

[0022] 7.以空白空调零，450nm波长依序测量各孔的吸光度(OD值)。测定应在加终止液后

15分钟以内进行。以标准物的浓度为横坐标，OD值为纵坐标，在坐标纸上绘出标准曲线，根

据样品的OD值由标准曲线查出相应的浓度；再乘以稀释倍数；或用标准物的浓度与OD值计
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算出标准曲线的直线回归方程式，将样品的OD值代入方程式，计算出样品浓度，再乘以稀释

倍数，即为样品的实际浓度。

[0023] 8 .以前列腺癌为例就诊断指标的参数：以正常为对照，如果样本浓度为正常的

1.2-2  倍，为低危病人；2-3倍，为中危病人；3倍以上即为高危病人。治疗效果评估：中危和

高危病人，如果治疗后，样本浓度回归2倍以下，即为治疗好转。如回归正常水平，即基本恢

复。
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图1

图2
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图3
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