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诊断胰腺癌预后的肿瘤标志物BZW1及检测

试剂盒

(57)摘要

本发明公开了诊断胰腺癌预后的肿瘤标志

物BZW1及检测试剂盒。本发明发现BZW1蛋白与胰

腺癌细胞的生长凋亡密切相关，BZW1通过PERK‑

eIF2a通路行使促癌，因此将BZW1应用于判断胰

腺癌病人预后，作为胰腺癌病人预后判断的重要

指标。本发明进一步提供一种快速检测BZW1表达

量的免疫组化试剂盒，包含：酶标一抗、二抗、抗

体稀释液、显色液和磷酸盐缓冲液，其中，所述的

酶标一抗是酶标BZW1抗体。通过采用该免疫组化

试剂盒检测BZW1表达量，根据筛选出的BZW1表达

量高的优势病人在临床治疗时联合PERK‑eIF2 α
的抑制剂进行治疗能够取得更好的治疗效果。
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1.BZW1作为肿瘤标志物在制备评估PERK‑eIF2α抑制剂治疗胰腺导管腺癌的疗效或预

后试剂中的用途。

2.按照权利要求1所述的用途，其特征在于，所述的PERK‑eIF2α抑制剂是GSK2606414。

3.按照权利要求1所述的用途，其特征在于，所述的肿瘤是胰腺癌。

4.按照权利要求3所述的用途，其特征在于，所述的胰腺癌是胰腺导管腺癌。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 113466447 B

2



诊断胰腺癌预后的肿瘤标志物BZW1及检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及肿瘤疗效预测或预后的标志物，尤其涉及用于胰腺癌疗效预测或预后

的肿瘤标志物，本发明进一步涉及用于胰腺癌疗效预测或预后的检测试剂盒，属于胰腺导

管腺疗效预测或预后领域。

背景技术

[0002] 胰腺癌是最难治的恶性肿瘤之一，恶性程度极高，其五年生存率很低。近年来由于

人类生活环境、饮食习惯等的改变，其发病率逐年升高，死亡率居于恶性肿瘤死亡率第4位。

吉西他滨作为一线临床用药，其缓解率较低，易耐药。胰腺癌恶性程度如此之高主要是因为

起病隐匿、早期诊断困难，而且具有高度转移性，许多病人在诊断时或者诊断后会出现远处

转移，失去根治的机会，并且预后极差。胰腺癌的复发和转移是影响患者预后和困扰临床的

难题。因此，需要准确诊断、精准治疗、高灵敏度的预后诊断指标。

[0003] 现有的肿瘤标志物如CA19‑9特异性较差，对于胰腺癌病人早诊、预后判断不准确。

胰腺癌病人手术标本可以进行许多标志物的检测，因此迫切需要一个能够简便，准确，特异

判断胰腺癌病人预后的标志物，来判断胰腺癌病人的预后，同时也需要改进胰腺癌的治疗

方案联用其他有效抑制剂，单抗等来提高患者生存率，生存质量。

发明内容

[0004] 本发明的目的之一是提供准确、特异判断胰腺癌预后的肿瘤标志物；

[0005] 本发明的目的之二提供检测BZW1蛋白表达量的检测试剂盒；

[0006] 本发明的目的之三是将根据所提供的肿瘤标志物筛选治疗胰腺癌的有效药物。

[0007] 本发明的上述目的是通过以下技术方案来实现的：

[0008] 本发明的一个方面是提供一种预估肿瘤疗效或预后的肿瘤标志物，所述的标志物

是BZW1；其中，所述的肿瘤优选为胰腺癌。

[0009] BZW1蛋白(The  basic  leucinezipper  and  W2  domains1，BZW1)，中文名称是碱性

亮氨酸拉链和W2区域1，参与细胞的周期调控，蛋白翻译，也与许多癌种如肺癌，脱液囊腺癌

病人的预后密切相关。早期研究发现其调控细胞周期，后续研究发现其可以调控细胞内某

些关键蛋白的翻译从而应对细胞的应激状态。本发明通过试验发现BZW1蛋白与胰腺癌细胞

的生长凋亡密切相关，BZW1可以通过PERK‑eIF2a通路行使促癌，因此可将其应用于判断胰

腺癌病人预后，可作为胰腺癌病人预后判断的重要指标，指导胰腺癌病人手术后的用药，提

高生存质量。

[0010] 本发明的另一个方面是提供一种快速检测BZW1表达量的免疫组化试剂盒，包含：

酶标一抗，二抗，抗体稀释液，显色液和磷酸盐缓冲液。其中，所述的酶标一抗是酶标BZW1抗

体。

[0011] 作为本发明一种优选的具体实施方案，优选的，本发明免疫组化试剂盒中所述的

二抗是羊抗小鼠IgG或兔IgG；所述显色液是HRP显色液。
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[0012] 现有的胰腺癌治疗方法大部分为以吉西他滨为基础，联合其他药物如白蛋白紫杉

醇等进行联合治疗，以及其他化疗方案如FOLFORINOX等。现有的治疗方案患者易产生耐药

性，在几个周期过后疗效会明显降低，因此需要新的有效抑制剂来提升胰腺癌化疗疗效。

PERK‑eIF2α抑制剂在其他癌种中有所应用，效果显著，但在胰腺癌的效果尚未得到证实，其

优势人群等尚未得到确定。通过其他指标来判断该抑制剂的应用范围，适用人群，从而提高

该抑制剂的靶向性迫在眉睫。本发明人的前期实验发现BZW1高表达瘤块对于该抑制剂反应

性较好，可以作为筛选优势人群的指标，因此结合BZW1表达量筛选出的优势病人对于联合

PERK‑eIF2α的抑制剂的治疗有显著效果：将试剂盒的检测结果通过免疫组化评分的方式进

行评判，并与现有数据库中的标准值进行对比，得到病人BZW1表达量水平，并判断病人预

后；后续可根据病人预后情况制定相应治疗方案。检测出的BZW1表达量相对较高(高于数据

库统计平均值)的病人可应用抑制剂GSK2606414进行治疗。研究表明这部分病人对于抑制

PERK‑eIF2a通路的治疗反应较好，在后续的治疗中可适当联用抑制剂GSK2606414，可以取

得相对较好的效果；由此，本发明的再一方面是将PERK‑eIF2a抑制剂应用于治疗胰腺癌。

[0013] 本发明提供的胰腺癌疗效预测或预后的肿瘤标志物以及含有酶标的肿瘤标志物

抗体的免疫组化试剂盒能够应用于胰腺癌疗效预测或预后，具有特异性强、灵敏度强和准

确性高等优点；此外，通过本发明提供的免疫组化试剂盒快速检测BZW1表达量，通过评分快

速评价BZW1表达量，并判断病人预后，将BZW1高表达的病人应用PERK‑eIF2a抑制剂能够取

得较好的临床治疗效果。

附图说明

[0014] 图1  BZW1在胰腺导管腺癌中与病人的预后相关性分析结果。

[0015] 图2  BZW1高表达的肿瘤对于PERK‑eIF2α抑制剂的反应结果。

具体实施方式

[0016] 以下结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随着描述而

更为清楚。但这些实施例仅是范例性的，并不对本发明的范围构成任何限制。本领域技术人

员应该理解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明的细节和形式进行修改或

替换，但这些修改和替换均落入本发明的保护范围内。

[0017] 试验例1应用BZW1作为胰腺癌肿瘤标志物判断病人预后以及根据BZW1的表达量对

于胰腺癌病人采取的治疗方案

[0018] 1.通过HRP偶连BZW1一抗快速检测BZW1表达量

[0019] 将手术标本做脱水切片处理后，通过免疫组化的方法，利用HRP偶连的BZW1一抗快

速检测(2小时内即可得到结果)。提高检测精度，增加检测速度，简化检测手段，降低检测成

本。

[0020] 检测试剂盒成分如下：一抗、即用型Max  vision二抗羊抗小鼠IgG和兔IgG，(或普

通生物素化二抗还有三抗)；蒸馏水及0.01M(pH7.4)的磷酸盐缓冲(PBS)，稀释抗体和洗片

子用；二甲苯，无水乙醇(及可用无水乙醇配制的梯度酒精)，盐酸，氨水，苏木染液；抗原修

复液：枸橼酸缓冲液或柠檬酸缓冲液(pH6.0)；H2O2，灭活内源性过氧化物酶；抗体稀释液；

HRP显色液。
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[0021] 具体方法如下：

[0022] 1.石蜡包埋的组织块切片，切片厚度为4μm，置烤片机上烤2小时；

[0023] 2.石蜡切片常规脱蜡至水(二甲苯1‑2分别20min，无水乙醇1‑2分别10min，梯度酒

精95％、85％、75％、60％、蒸馏水各5min)；

[0024] 3.迅速将水化过的片子浸入盛有抗原修复液(枸橼酸或柠檬酸缓冲液)的不锈钢

杯中，盖紧锅盖后加热至喷气，开始计时2min；

[0025] 4 .自然冷却至室温，切片放入盛有％过氧化氢浸片架盒中，室温下避光孵育

10min，阻断内源性过氧化物酶活性；

[0026] 5.PBS浸洗片子3次，每次5min(还原PH环境)；

[0027] 6.用抗体稀释液稀释一抗(proteintech  BZW1一抗)，切片平行架于湿盒中，组织

区域滴加一抗(抗体要覆盖过全部组织边缘1mm)，4℃过夜；

[0028] 7 .同一抗操作前，滴加即用型Max  vision二抗工作液，湿盒放入37℃温箱孵育

30min；

[0029] 8.配制DAB染色，A、B、C按顺序各加一滴约50微升与850微升去离子水中混匀，组织

区域滴加DAB染液(DAB染液要覆盖过全部组织边缘1mm)，显微镜下观察至黄褐色出现，约3–

10min；

[0030] 9.显色后迅速蒸馏水浸洗，苏木素复染10mim，复染完后自来水振洗，盐酸酒精分

化(颜色变红即可)蒸馏水振洗，氨水返蓝(3min)蒸馏水振洗；

[0031] 10.梯度酒精脱水(梯度酒精60％、75％、85％、95％、无水乙醇1‑2分别20min、二甲

苯1‑2分别10min)。中性树胶封片(注意赶净气泡)。

[0032] 2.通过评分快速评价BZW1表达量并判断病人预后

[0033] 将检测结果通过免疫组化评分的方式进行评判，并与现有数据库中的标准值进行

对比，得到病人BZW1表达量水平，并判断病人预后。后续可根据病人预后情况制定相应治疗

方案。

[0034] 具体方案如下：切片无杂染，以抗体正常着色部位出现棕黄色或棕褐色颗粒为阳

性细胞，在20X10倍光镜下随机选取4个视野对间质阳性着色部分进行观察评分。按照阳性

细胞所占比例及分布情况进行评分1‑5％＝1分，5％‑10％为2分，10％‑20％＝3分，>20％为

4分；目的蛋白染色强度：弱阳性为1分,中度阳性为2分，高度阳性为3分，强阳性为4分。每个

视野阳性细胞百分数得分和目的蛋白染色强度得分乘积并求总和。

[0035] 将胰腺导管腺癌病人的手术标本进行切片后IHC染色之后根据标本中BZW1的表达

量将其分为(‑)，(+)，(++)，(+++)，之后将其表达量与其OS,RFS作生存分析，发现BZW1表达

量与胰腺癌病人的OS，RFS呈负相关(图1)。

[0036] 3.BZW1高表达的病人可应用PERK‑eIF2a抑制剂GSK2606414

[0037] 检测出的BZW1表达量相对较高(高于数据库统计平均值)的病人可应用抑制剂

GSK2606414进行治疗。研究表明这部分病人对于抑制PERK‑eIF2a通路的治疗反应较好，在

后续的治疗中可适当联用抑制剂GSK2606414，可以取得相对较好的效果。

[0038] 具体方案如下：在上述中筛选出的BZW1高表达病人，并根据其身体状况评估其适

合的基础化疗方案，在此基础上根据其体表面积联用一定量的GSK2606414，并在4个周期后

观察病人反应。若病人出现严重不良反应则应停用，否则可以继续应用4‑6个周期。
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[0039] 结果发现，BZW1高表达的肿瘤对于PERK‑eIF2α抑制剂的反应明显；高表达BZW1的

细胞移植进小鼠体内，在瘤块生长期间给与小鼠PERK‑eIF2α抑制剂GSK2606414或ISRIB后

其瘤块生长明显减缓，体积明显缩小(图2)。
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图1

图2
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