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本发明提供了一种非诊断目的的NOSIP蛋白

表达量的检测方法，涉及生物医学技术领域，所

述检测方法，包括：采用免疫组化方法对正常组

织和待测样本组织分别进行染色，分别检测染色

浓度和染色范围；根据所述的染色浓度和染色范

围分别得到染色浓度分数和染色范围分数；分别

计算所述染色浓度分数和染色范围分数的乘积，

分别记作染色指数SI；根据所述的染色指数SI，

获得NOSIP蛋白表达量。本发明提供的检测方法

能够科学的检测NOSIP蛋白表达量，发现NOSIP蛋

白在LIHC中高表达，NOSIP是LIHC远处转移的重

要标志物。
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1.一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方法，其特征在于，包括：采用免疫组化

方法对正常组织和待测样本组织分别进行染色，分别检测染色浓度和染色范围；根据所述

的染色浓度和染色范围分别得到染色浓度分数和染色范围分数；分别计算所述染色浓度分

数和染色范围分数的乘积，分别记作染色指数SI；根据所述的染色指数SI，获得NOSIP蛋白

表达量；

所述染色浓度分数分为0分、1分、2分和3分；当所述染色浓度分数为0分时，染色浓度显

示为阴性；当所述染色浓度分数为1分时，染色浓度显示为弱；当所述染色浓度分数为2分

时，染色浓度显示为中等；当所述染色浓度分数为3分时，染色浓度显示为强；

所述染色范围分数分为0分、1分、2分和3分；当所述染色范围分数为0分时，染色范围为

0％；当所述染色范围分数为1分时，染色范围为1％～10％；当所述染色范围分数为2分时，

染色范围为11％～50％；当所述染色范围分数为3分时，染色范围为51％～100％；

当所述染色指数SI>1时，NOSIP蛋白高表达；当所述染色指数SI≤1时，NOSIP蛋白低表

达。

2.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，所述染色的方法包括：取正常组织或

待测样本组织，与NOSIP抗体进行第一孵育后，再与生物素标记的第二抗体进行第二孵育

后，再与链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶进行第三孵育后，以DAB为显色剂进行显色，再用苏

木精复染。

3.根据权利要求2所述的检测方法，其特征在于，所述第一孵育的温度为3℃～5℃；所

述第一孵育的时间为8h～12h。

4.根据权利要求2所述的检测方法，其特征在于，所述第二孵育的温度为35℃～38℃；

所述第二孵育的时间为8min～12min。

5.根据权利要求2所述的检测方法，其特征在于，所述第三孵育的温度为35℃～38℃；

所述第三孵育的时间为8min～12min。

6.根据权利要求1～5任意一项所述的检测方法，其特征在于，所述正常组织为癌旁肝

组织和正常肝组织。

7.根据权利要求1～5任意一项所述的检测方法，其特征在于，所述待测样本组织为肝

癌组织。
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一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医学技术领域，具体涉及一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的

检测方法。

背景技术

[0002] 肝癌即肝脏恶性肿瘤，可分为原发性和继发性两大类。原发性肝脏恶性肿瘤起源

于肝脏的上皮或间叶组织，前者称为原发性肝癌，是我国高发的，危害极大的恶性肿瘤；后

者称为肉瘤，与原发性肝癌相比，较为少见。继发性或称转移性肝癌系指全身多个器官起源

的恶性肿瘤侵犯至肝脏。一般多见于胃、胆道、胰腺、结直肠、卵巢、子宫、肺、乳腺等器官恶

性肿瘤的肝转移。

[0003] 现有技术中已有对肝癌的分类和分期的报道，但现有技术中并未发现有关对肝癌

组织中NOSIP蛋白表达的报道。

发明内容

[0004] 有鉴于此，本发明的目的在于提供一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方

法。

[0005] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0006] 本发明提供了一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方法，包括：采用免疫组

化方法对正常组织和待测样本组织分别进行染色，分别检测染色浓度和染色范围；根据所

述的染色浓度和染色范围分别得到染色浓度分数和染色范围分数；分别计算所述染色浓度

分数和染色范围分数的乘积，分别记作染色指数SI；根据所述的染色指数SI，获得NOSIP蛋

白表达量；

[0007] 所述染色浓度分数分为0分、1分、2分和3分；当所述染色浓度分数为0分时，染色浓

度显示为阴性；当所述染色浓度分数为1分时，染色浓度显示为弱；当所述染色浓度分数为2

分时，染色浓度显示为中等；当所述染色浓度分数为3分时，染色浓度显示为强；

[0008] 所述染色范围分数分为0分、1分、2分和3分；当所述染色范围分数为0分时，染色范

围为0％；当所述染色范围分数为1分时，染色范围为1％～10％；当所述染色范围分数为2分

时，染色范围为11％～50％；当所述染色范围分数为3分时，染色范围为51％～100％；

[0009] 当所述染色指数SI>1时，NOSIP蛋白高表达；当所述染色指数SI≤1时，NOSIP蛋白

低表达。

[0010] 优选地，所述染色的方法包括：取正常组织或待测样本组织，与NOSIP抗体进行第

一孵育后，再与生物素标记的第二抗体进行第二孵育后，再与链霉菌抗生物素蛋白-过氧化

酶进行第三孵育后，以DAB为显色剂进行显色，再用苏木精复染。

[0011] 优选地，所述第一孵育的温度为3℃～5℃；所述第一孵育的时间为8h～12h。

[0012] 优选地，所述第二孵育的温度为35℃～38℃；所述第二孵育的时间为8min～

12min。
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[0013] 优选地，所述第三孵育的温度为35℃～38℃；所述第三孵育的时间为8min～

12min。

[0014] 优选地，所述正常组织为癌旁肝组织和正常肝组织。

[0015] 优选地，所述待测样本组织为肝癌组织。

[0016] 本发明提供了一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方法。本发明提供的检

测方法能够科学的检测NOSIP蛋白表达量，发现NOSIP蛋白在LIHC中高表达，NOSIP是LIHC远

处转移的重要标志物。

附图说明

[0017] 图1为肝组织中NOSIP免疫组化染色结果；其中，A示NOSIP在肝细胞中染色为阴性，

B示NOSIP在肝癌细胞膜、细胞浆中中等表达，C示NOSIP在肝癌细胞浆中强表达。

具体实施方式

[0018] 本发明提供了一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方法，包括：采用免疫组

化方法对正常组织和待测样本组织分别进行染色，分别检测染色浓度和染色范围；根据所

述的染色浓度和染色范围分别得到染色浓度分数和染色范围分数；分别计算所述染色浓度

分数和染色范围分数的乘积，分别记作染色指SI；根据所述的染色指数SI，获得NOSIP蛋白

表达量；

[0019] 所述染色浓度分数分为0分、1分、2分和3分；当所述染色浓度分数为0分时，染色浓

度显示为阴性；当所述染色浓度分数为1分时，染色浓度显示为弱；当所述染色浓度分数为2

分时，染色浓度显示为中等；当所述染色浓度分数为3分时，染色浓度显示为强；

[0020] 所述染色范围分数分为0分、1分、2分和3分；当所述染色范围分数为0分时，染色范

围为0％；当所述染色范围分数为1分时，染色范围为1％～10％；当所述染色范围分数为2分

时，染色范围为11％～50％；当所述染色范围分数为3分时，染色范围为51％～100％；

[0021] 当所述染色指数SI>1时，NOSIP蛋白高表达；当所述染色指数SI≤1时，NOSIP蛋白

低表达。

[0022] 在本发明中，根据染色浓度得到染色浓度分数时，染色为棕色时，染色浓度为强；

染色为深黄色时，染色浓度为中等；染色为浅黄色时，染色浓度为弱。

[0023] 在本发明中，所述NOSIP蛋白的表达量与肿瘤远处转移、病理类型和年龄显著相

关。

[0024] 在本发明中，所述NOSIP蛋白的表达量用于肿瘤分级和肿瘤分期。

[0025] 在本发明中，所述染色的方法优选包括：取正常组织或待测样本组织，与NOSIP抗

体进行第一孵育后，再与生物素标记的第二抗体进行第二孵育后，再与链霉菌抗生物素蛋

白-过氧化酶进行第三孵育后，以DAB为显色剂进行显色，再用苏木精复染。

[0026] 本发明对所述正常组织、待测样本组织、NOSIP抗体、生物素标记的第二抗体、链霉

菌抗生物素蛋白-过氧化酶、DAB显色剂和苏木精的来源没有特殊限定，采用常规市售产品

即可。

[0027] 在本发明中，所述第一孵育的温度优选为3℃～5℃，更优选为4℃；所述第一孵育

的时间优选为8h～12h，更优选为10h。
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[0028] 在本发明中，所述第二孵育的温度优选为35℃～38℃，更优选为37℃；所述第二孵

育的时间优选为8min～12min，更优选为10min。

[0029] 在本发明中，所述第三孵育的温度优选为35℃～38℃，更优选为37℃；所述第三孵

育的时间优选为8min～12min，更优选为10min。

[0030] 在本发明中，所述正常组织优选为癌旁肝组织和正常肝组织；所述待测样本组织

优选为肝癌组织。

[0031] 下面将结合本发明中的实施例，对本发明中的技术方案进行清楚、完整地描述。显

然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实

施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属

于本发明保护的范围。

[0032] 实施例1

[0033] 一、材料和方法

[0034] 1、病人和组织样本

[0035] 为了做免疫组化检测，从西安艾丽娜生物科技公司购买组织芯片LV1221，为临床

IV期为主型肝原发癌及转移癌组织组合微阵列，包含癌旁组织5例，肝原发癌71例和肝转移

癌22例；以及组织芯片LVN241，包含24例正常肝组织。

[0036] 临床样本的信息详见表1。病人包括60名男性和33名女性，年龄在27岁到76岁之

间，平均年龄为54.8岁。本发明的组织病理学分级和临床分期是根据世界卫生组织(WHO)和

第六版的pTNM国际抗癌联盟(UICC,2002)的标准来定义的。由两位高级病理学家对所有肿

瘤的组织学类型和分级重新进行了评估。

[0037] 2、免疫组化

[0038] 福尔马林固定的石蜡包埋的组织芯片(5μm)60℃烤片30min，常规脱蜡后复水，以

Tris-EDTA(PH8.0)微波修复抗原，冷却至室温，三羟甲基氨基甲烷(Tris)盐缓冲液，PBS洗5

分钟×3次；用3％H202-甲醇封闭内源性过氧化物酶，室温10分钟，PBS洗5分钟×3次；滴加正

常非免疫动物血清，室温10分钟。除去血清，滴加一抗NOSIP(1：25)，4℃过夜；用0.1％

Tween-20PBS洗5分钟×3次；滴加生物素标记的羊抗鼠/兔IgG，37℃孵育10分钟；用0.1％

Tween-20  PBS洗5分钟×3次；滴加链霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶，37℃孵育10分钟；DAB显

色5分钟，蒸馏水洗终止显色；苏木素复染、水洗、分化后充分水洗返蓝；常规脱水透明，中性

树胶封片。用正常血清孵育的样本作为阴性对照。

[0039] 3、免疫染色评估

[0040] 由两位病理学家对临床指标未知的每张切片的5个区域进行独立的评估和确认。

如果二人意见不一致，他们将使用双透镜对标本重新进行评估，直到最后双方无异议。染色

浓度被分别被评为0分(阴性)、1分(弱)、2分(中等)、和3分(强)。染色范围分别被评为0分

(0％)、1分(1-10％)、2分(11-50％)和3分(51-100％)。染色指数(Staining  index，SI)＝染

色浓度分数×染色范围分数。根据上述评估方法，通过确定正常膀胱上皮和恶性病灶的SI

来评估NOSIP的表达，得到其SI分别为0、1、2、3、4、6和9分。为了统计评估，当肿瘤的最终SI>

1分时，本发明认为NOSIP高表达。

[0041] 4、统计学分析

[0042] 用χ2检验评估NOSIP蛋白在肿瘤组织和对照组织中的表达和NOSIP蛋白表达与临
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床病理参数之间相的关系的显著性。用SPSS  11.0软件进行统计分析。P<0.05，认为有显著

差异。

[0043] 二、结果

[0044] 1、NOSIP蛋白在LIHC病人中高表达

[0045] 为了分析NOSIP在肝癌和正常肝组织间的表达差异，本发明用免疫组化方法检测

了93例肝癌患者的石蜡切片和24例正常肝组织、5例癌旁肝组织的石蜡切片。癌旁和正常肝

组织多为阴性表达或弱阳性表达(图1A)。29％肝癌组织中NOSIP有高表达(p<0.05)。值得注

意的是，NOSIP染色主要集中在肝癌细胞的细胞膜和细胞质内(图1B-1C)。

[0046] 2、NOSIP蛋白表达和临床病理特征的相关性

[0047] 表1  LIHC病人NOSIP表达和临床病理特征之间的相关性

[0048]
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[0049] 由表1可知，NOSIP蛋白高表达与肿瘤远处转移(p<0 .001)、肿瘤组织分型(p<

0.001)、和年龄(p＝0.024)显著相关。50％的肝细胞肝癌中NOSIP高表达，16％％的肝胆管

细胞癌中NOSIP高表达。然而，NOSIP的蛋白表达与其他临床病理特征如性别、肿瘤分期、分

级、淋巴结转移等并不相关。

[0050] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图1
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摘要(译)

本发明提供了一种非诊断目的的NOSIP蛋白表达量的检测方法，涉及生
物医学技术领域，所述检测方法，包括：采用免疫组化方法对正常组织
和待测样本组织分别进行染色，分别检测染色浓度和染色范围；根据所
述的染色浓度和染色范围分别得到染色浓度分数和染色范围分数；分别
计算所述染色浓度分数和染色范围分数的乘积，分别记作染色指数SI；
根据所述的染色指数SI，获得NOSIP蛋白表达量。本发明提供的检测方
法能够科学的检测NOSIP蛋白表达量，发现NOSIP蛋白在LIHC中高表
达，NOSIP是LIHC远处转移的重要标志物。
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