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(57)摘要

本发明公开了一种包含葡萄糖磷酸变位酶5

抗体的检测试剂及其应用。本发明提供了一种用

于前列腺癌诊断的免疫组化检测试剂，该检测试

剂是以一种对人PGM5蛋白特异的抗体作为一抗；

以HRP（辣根过氧化氢酶）等化学标记物标记的兔

二抗作为第二抗体，通过显色等作用来检测待测

样品组织细胞内目标抗原(PGM5)的表达量。利用

本发明的检测试剂能有效判别组织细胞中PGM5

基因在蛋白水平的表达情况，通过检测该组织中

PGM5蛋白的表达数量，来判断前列腺癌的诊断，

为前列腺癌的早期诊断提供新的依据。
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1.包含葡萄糖磷酸变位酶5（PGM5）的抗体的检测试剂。

2.根据权利要求1所述的检测试剂，其特征在于，所述检测试剂包含以对人PGM5蛋白具

有特异性的抗体作为一抗，以化学标记物标记的通用兔二抗作为二抗；优选的，所述化学标

记物为荧光素、酶、金属离子或同位素；更优选的，所述化学标记物为激酶或蛋白酶；最优选

的，所述化学标记物为辣根过氧化物酶HRP或骨型碱性磷酸酶。

3.根据权利要求2所述的检测试剂，其特征在于，所述人PGM5蛋白的氨基酸序列在

GenBank数据库中的编号为NP_068800，编码所述人PGM5蛋白的核苷酸序列在GenBank数据

库中的编号为NM_021965。

4.根据权利要求1-3任一项所述的检测试剂，所述PGM5的抗体为商品化的PGM5抗体，优

选的，所述商品化的PGM5抗体为Novus公司的NBP2-62654抗体。

5.包含权利要求1-4任一项所述的检测试剂的试剂盒。

6.根据权利要求5所述的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒还包括封闭液、显色液；优选

的，所述封闭液为兔血清，且所述封闭液以PBS按1:20-1:500比例配制，所述显色液为DAB显

色液。

7.一种葡萄糖磷酸变位酶5（PGM5）的抗体在制备检测前列腺癌的免疫组化检测试剂或

试剂盒中的应用。

8.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述葡萄糖磷酸变位酶5（PGM5）的抗体采

用商品化的PGM5抗体，优选的，所述商品化的PGM5抗体为Novus公司的NBP2-62654抗体。

9.根据权利要求7或8所述的应用，其特征在于，所述PGM5为人PGM5。

10.根据权利要求9所述的应用，其特征在于，所述人PGM5蛋白的氨基酸序列在GenBank

数据库中的编号为NP_068800，编码所述人PGM5蛋白的核苷酸序列在GenBank数据库中的编

号为NM_021965。
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包含葡萄糖磷酸变位酶5抗体的检测试剂及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及医学诊断领域，具体而言，涉及包含葡萄糖磷酸变位酶5的检测试剂及

其应用。

背景技术

[0002] 前列腺癌（prostate  cancer，PCa）是男性泌尿生殖系统最常见的恶性肿瘤之一，

在癌症相关死因中位于第六位，全球每年预计新发病例91.4万人，病死例数约25.8万人。前

列腺癌发病率在各地区和种族间具有明显的差异性，目前，我国前列腺癌的发病率远低于

欧美发达国家，但随着社会老龄化、人们生活方式的改变以及诊断新技术的应用，尤其是前

列腺特异性抗原（prostate  specific  antigen，PSA）检测的引入，我国前列腺癌的发病率

增长趋势明显，已被视为常见疾病。PSA通过前列腺导管进入血液和尿液中，在一些病例或

生理情况下，进入血液中的PSA会增多，如前列腺炎症、尿潴留、前列腺感染、前列腺增生和

前列腺癌等，因此通过检测血清PSA水平来预测前列腺癌具有一定的假阳性率。因此，PSA检

查常常导致漏诊或过度诊断，表明通过其预测病理和临床预后的准确性仍然有限。因此，仍

然迫切需要新的生物标志物来帮助泌尿科医生改进前列腺癌的检测和预测。

[0003] 葡萄糖磷酸变位酶5（Phosphoglucomutase  5，PGM5），也称为aciculin或PGMPR，是

由PGM5基因编码的酶。PGM5与葡萄糖磷酸变位酶1(PGM1)高度同源，但缺乏酶活性。PGM5与

肌动蛋白细胞骨架紧密相关，并且主要作为粘附蛋白进行研究。它还可作为肌肉和非肌肉

细胞中细胞-基质和细胞-细胞接触的细胞骨架成分。PGM5是我们研究发现的一个新的前列

腺癌相关分子，通过前期的研究发现在前列腺癌的发病过程中，PGM5极有可能对癌症的发

生、浸润转移等病理过程进行密切的调节，并有可能成为肿瘤发生及临床进展判断的标志

蛋白。目前尚未有专利或文章公开PGM5能够诊断前列腺癌，及其与前列腺癌的关系，更未透

露其与前列腺癌早期诊断的关联。有鉴于此，特提出本发明。

发明内容

[0004] 发明要解决的问题

为解决背景技术中提到的问题，本发明目的在于提供一种新的可以作为前列腺癌早期

诊断标志物的蛋白及其片段的免疫组化检测试剂。从而通过前列腺癌组织中PGM5的蛋白表

达水平的高低指示受试者是否罹患前列腺癌，实现前列腺癌早期诊断，提高前列腺癌早期

诊断的灵敏度和特异性。

[0005] 为实现本发明的上述目的，本发明采用以下技术方案：

用于解决问题的方案

本发明的目的之一在于提供一种包含葡萄糖磷酸变位酶5（PGM5）的抗体的检测试剂，

所述检测试剂包含以对人PGM5蛋白具有特异性的抗体作为一抗；以化学标记物标记的通用

兔二抗作为二抗；优选的，所述化学标记物为荧光素、酶、金属离子或同位素；更优选的，所

述化学标记物为激酶或蛋白酶；最优选的，所述化学标记物为辣根过氧化物酶HRP或骨型碱

说　明　书 1/5 页

3

CN 110031625 A

3



性磷酸酶。所述免疫组化检测试剂通过显色等作用来检测待测样品组织细胞内目标抗原

(PGM5)的表达量。

[0006] 其中，所述人PGM5蛋白的氨基酸序列在GenBank数据库中的编号为NP_068800，编

码所述人PGM5蛋白的核苷酸序列在GenBank数据库中的编号为NM_021965。

[0007] 在本发明具体的实施例中，所述PGM5的抗体为商品化的PGM5抗体，优选的，所述商

品化的PGM5抗体为Novus公司的NBP2-62654抗体。

[0008] 本发明的另一目的在于提供一种包含上文所述的检测试剂的试剂盒，所述试剂盒

还包括封闭液、显色液；优选的，所述封闭液为兔血清，且所述封闭液以PBS按1:20-1:500比

例配制，所述显色液为DAB显色液。

[0009] 本发明的又一目的在于提供一种葡萄糖磷酸变位酶5（PGM5）的抗体在制备检测前

列腺癌的免疫组化检测试剂或试剂盒中的应用，其中，所述葡萄糖磷酸变位酶5（PGM5）的抗

体采用商品化的PGM5抗体，优选的，所述商品化的PGM5抗体为Novus公司的NBP2-62654抗

体。

[0010] 其中，所述PGM5为人PGM5；优选的，所述人PGM5蛋白的氨基酸序列在GenBank数据

库中的编号为NP_068800，编码所述人PGM5蛋白的核苷酸序列在GenBank数据库中的编号为

NM_021965。

[0011] 发明的效果

由本发明的试验结果可见，本发明的技术方案与现有技术相比，具有以下有益效果：

本发明公开了一种用于前列腺癌诊断和预后判断的免疫组化检测试剂，所述检测试剂

采用对人PGM5蛋白特异的抗体作为一抗，以辣根过氧化物酶HRP标记的通用兔二抗作为第

二抗体，通过显色等作用来检测待测样品组织细胞内目标抗原(PGM5)的表达量，能有效判

别组织细胞中PGM5基因在蛋白水平的表达情况，通过检测该组织中PGM5蛋白的表达数量，

来判断前列腺癌的诊断，为前列腺癌的早期诊断提供新的依据。

[0012] 为了让本发明的上述和其他目的、特征和优点能更明显易懂，下面特举较佳实施

例，并配合说明书附图，作详细如下说明。

附图说明

[0013] 图1示出了PGM5在正常/癌旁前列腺组织细胞中的表达水平较高。

[0014] 图2示出了PGM5在前列腺癌组织细胞中的表达水平较低。

具体实施方式

[0015] 我们通过对239例前列腺组织芯片(  包括正常/癌旁组织及前列腺癌组织)的免疫

组化染色分析发现PGM5在大部分的前列腺癌组织中不表达或低表达，而在正常/  癌旁组织

中高表达，表明PGM5可以成为诊断前列腺癌的筛选蛋白：即在前列腺组织中表达程度越低，

是前列腺癌的可能性越大  (见表1)。
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[0016]   在上述研究结果的基础上，我们又进行了以下验证试验：

实施例1

前列腺组织切片的制作及检测

1、取前列腺组织病理石蜡切片；

2、烘片：将组织切片放入烘箱中，温度调至63度，烘蜡一小时；

3、脱蜡：片子烘烤完成后，从烘箱内取出，放入全自动染色机中，进行脱蜡；脱蜡过程如

下：

二甲苯两缸，每缸15分钟；

无水乙醇两缸，每缸7分钟；

90%酒精1缸，5分钟；

80%酒精1缸，5分钟；

70%酒精1缸，5分钟；

4、抗原修复：从染色机中取出切片，用纯水冲洗3次，每次不少于1分钟。冲洗过程中将

抗原修复液放至电磁炉上开始加热；

抗原修复液（10mM  pH  6.0枸橼酸钠缓冲液）的配制

（1）储备液的配制：

A液：枸橼酸三钠-2H2O  29.41g  +蒸馏水1000ml

B液：枸橼酸  21g  +蒸馏水1000ml

（2）工作液的配制：A液82ml  +  B液18ml  +蒸馏水900ml

将切片放入抗原修复液中，淹没切片，盖上锅盖，高压锅内煮沸，上汽3分钟后缓慢冷

却；

5、封闭：使用正常兔血清作为封闭液，将封闭液滴在切片上，37℃，计时10-15分钟；

6、加入一抗：取出切片，用PBS缓冲液冲洗3次，一次1分钟；冰箱中取出Novus公司的

NBP2-62654抗体作为一抗，放入离心机里7200转离心30秒~1分钟；取出一抗，按照1:200~1:

500的稀释度用抗体稀释液稀释，滴加一抗，室温孵育，计时30分钟或4度冰箱过夜；

7、加入HRP标记的兔二抗：将切片用PBS缓冲液冲洗3次，一次1分钟；若是4度过夜的切

片，在进行实验之前，切片需在室温复温30分钟以上后经PBS冲洗液冲洗；滴加二抗工作液

（用PBS以1:500的比例配制），室温孵育，计时30分钟；时间到后用PBS冲洗3次，每次不少于1

分钟；

8、DAB显色

从冰箱里取出罗氏公司的辣根过氧化氢酶DAB显色试剂盒，按1mlDAB稀释液+1滴DAB色
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原进行配制；在切片上滴加稀释后的DAB，观察显色强度，最长显色5分钟，到时后自来水冲

洗5分钟；

9、苏木素复染、封片

在切片上滴加哈氏苏木素1分钟，时间到后在0.25%的盐酸酒精中浸没不少于2秒，用自

来水冲洗大于2分钟，室温晾干后封片；

镜检结果如图1所示。可见该组织切片中PGM5的表达程度较高，有明显棕黄色颗粒，为

PGM5检测阳性结果，后经病理检测结果为正常/癌旁前列腺组织。

[0017] 实施例2

前列腺肿瘤组织切片的制作及检测

1、取前列腺组织病理石蜡切片；

2、烘片：将组织切片放入烘箱中，温度调至63度，烘蜡一小时；

3、脱蜡：切片烘烤完成后，从烘箱内取出，放入全自动染色机中，进行脱蜡；脱蜡过程如

下：

二甲苯两缸，每缸15分钟；

无水乙醇两缸，每缸7分钟；

90%酒精1缸，5分钟；

80%酒精1缸，5分钟；

70%酒精1缸，5分钟；

4、抗原修复：从染色机中取出切片，用纯水冲洗3次，每次不少于1分钟。冲洗过程中将

抗原修复液放至电磁炉上开始加热；

抗原修复液（10mM  pH  6.0枸橼酸钠缓冲液）的配制

（1）储备液的配制：

A液：枸橼酸三钠-2H2O  29.41g  +蒸馏水1000ml

B液：枸橼酸  21g  +蒸馏水1000ml

（2）工作液的配制：A液82ml  +  B液18ml  +蒸馏水900ml

将切片放入抗原修复液中，淹没切片，盖上锅盖，高压锅内煮沸，上汽3分钟后缓慢冷

却；

5、封闭：使用正常兔血清作为封闭液，将封闭液滴在切片上，37℃，计时10-15分钟；

6、加入一抗：取出切片，用PBS缓冲液冲洗3次，一次1分钟；冰箱中取出Novus公司的

NBP2-62654抗体作为一抗，放入离心机里7200转离心30秒~1分钟；取出一抗，按照1:200~1:

500的稀释度用抗体稀释液稀释，滴加一抗，室温孵育，计时30分钟或4度冰箱过夜；

7、加入HRP标记的兔二抗：将切片用PBS缓冲液冲洗3次，一次1分钟；若是4度过夜的切

片，在进行实验之前，玻片需在室温复温30分钟以上后经PBS冲洗液冲洗；滴加二抗即用工

作液（用PBS以1:500的比例配制），室温孵育，计时30分钟；时间到后用PBS冲洗3次，每次不

少于1分钟；

8、DAB显色

从冰箱里取出罗氏公司的辣根过氧化氢酶DAB显色试剂盒，按1mlDAB稀释液+1滴DAB色

原进行配制；在切片上滴加稀释后的DAB，观察显色强度，最长显色5分钟，到时后自来水冲

洗5分钟；

说　明　书 4/5 页

6

CN 110031625 A

6



9、苏木素复染、封片

在切片上滴加哈氏苏木素1分钟，时间到后在0.25%的盐酸酒精中浸没不少于2秒，用自

来水冲洗大于2分钟，室温晾干后封片。

[0018] 镜检结果如图2所示。可见该组织切片中PGM5的表达程度较低，无明显棕黄色颗

粒，为PGM5检测阴性结果，后经病理检测结果为前列腺癌。
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图1

图2
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摘要(译)

本发明公开了一种包含葡萄糖磷酸变位酶5抗体的检测试剂及其应用。本
发明提供了一种用于前列腺癌诊断的免疫组化检测试剂，该检测试剂是
以一种对人PGM5蛋白特异的抗体作为一抗；以HRP（辣根过氧化氢
酶）等化学标记物标记的兔二抗作为第二抗体，通过显色等作用来检测
待测样品组织细胞内目标抗原(PGM5)的表达量。利用本发明的检测试剂
能有效判别组织细胞中PGM5基因在蛋白水平的表达情况，通过检测该
组织中PGM5蛋白的表达数量，来判断前列腺癌的诊断，为前列腺癌的
早期诊断提供新的依据。
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