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非侵入性诊断筛查甲状腺恶性肿瘤的可行性探讨
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　　摘　要：目的　应用可用于健康筛查的甲状腺恶性肿瘤标志物模型，探讨非侵入性诊断甲状腺恶性肿瘤的可行性，以期为健

康体检筛查提供特异性较强的肿瘤标志物。方法　采用表面增强激光解析电离飞行时间质谱（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）对３０例高度怀

疑甲状腺恶性肿瘤患者及４３例健康者进行血清蛋白质谱分析，应用生物标志物模型软件（ＢＰＳ）建立判别模型，筛查具有一定特

异性的标志物模型，以留一法进行交叉验证。结果　标志物模型交叉验证灵敏度为８６．７％，特异度为９１．２％，总符合率为

９３．７５％。结论　采用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术和生物信息技术建立标志物模型，是非侵入性诊断甲状腺恶性肿瘤的有益尝试，有助

于完善健康体检筛查模式。
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　　建立甲状腺肿瘤血清学标志物诊断模型有利于疾病诊断

及良、恶性鉴别，更有利于健康体检筛查。表面增强激光解析

电离飞行时间质谱技术（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）可检出传统方法难

以鉴定的蛋白质和多肽［１２］，已广泛应用于肿瘤标志物筛

查［３５］。本研究分析了高度怀疑恶性肿瘤患者和健康者血清蛋

白指纹图谱变化，旨在筛选出一组特异的标志蛋白，从而建立

甲状腺恶性肿瘤筛查模型，为健康体检提供可靠的检测指标。

１　资料与方法

１．１　一般资料　３０例高度怀疑甲状腺恶性肿瘤者（疑似组），

Ｂ超检查示甲状腺结节性质、大小、内部回声、周边血流信号等

参数及血清学检查三碘甲腺原氨酸（Ｔ３）、甲状腺素（Ｔ４）、促甲

状腺素（ＴＳＨ）结果异常；与疑似组年玲、性别相匹配的４３例体

检健康者纳入对照组。疑似组及对照组均采集晨起空腹静脉

血，分离血清后－８０℃保存待测。

１．２　仪器与试剂　３［（３胆固醇氨丙基）二甲基氨基］１丙磺

酸（ＣＨＡＰＳ）、尿 素 （Ｕｒｅａ）、二 硫 苏 糖 醇 （ＤＴＴ）、乙 酸 钠

（ＮａＡｃ）、芥子酸（ＳＰＡ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。ＢｉｏＲａｄＰＢＳⅡ＋

ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ分析仪和弱阳离子ＣＭ１０蛋白芯片购自美国

ＢｉｏＲａｄ公司。

１．３　方法

１．３．１　蛋白芯片的处理　冰浴中解冻血清标本，４℃条件下

１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取９６孔板置冰盒上，每孔加Ｕ９（Ｕ

ｒｅａ９ｍｏｌ／Ｌ、ＣＨＡＰＳ２０ｇ／Ｌ、ＤＴＴ１０ｇ／Ｌ）２０μＬ，血清１０μＬ，

４℃层析柜６００ｒ／ｍｉｎ振荡３０ｍｉｎ。在振荡结束前１５ｍｉｎ将

芯片装入生物处理器中，记录芯片号，每孔加ＮａＡｃ２００μＬ，层

析柜中６００ｒ／ｍｉｎ振荡２ｍｉｎ。加１００μＬ经处理血清至芯片

上，层析柜中６００ｒ／ｍｉｎ结合６０ｍｉｎ，甩去残液，快速拍干。加

ＮａＡｃ２００μＬ，６００ｒ／ｍｉｎ振荡５ｍｉｎ，甩去残液，拍干，重复３

次。２００μＬ去离子水冲洗各孔２次，甩去残液，自然干燥。每

孔分２次加入饱和ＳＰＡ１μＬ，干燥后上机检测。

１．３．２　数据采集　用标准相对分子质量蛋白芯片将ＳＥＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ系统校正至相对分子质量误差小于０．１％。采用蛋

白飞行质谱仪对结合在ＣＭ１０芯片上的血清蛋白进行读取分

析。每个标本收集总点数１３０次。收集数据范围为相对分子

质量０～５００００，优化范围为２０００～１５０００，激光强度为１６０，

检测敏感度为８，所有标本均使用相同参数，用 Ｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ

Ｓｏｆｔｗａｒｅ３．１软件收集质谱信号。

１．４　统计学处理　所有数据用ＰｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐＳｏｆｔｗａｒｅ３．１校

正，去掉质荷比１０００以下的干扰峰后将原始数据用离散小波

分析去除噪音，并减掉基线。选取Ｓ／Ｎ＞５的峰。聚类分析以

０作为最小阈值，将质荷比差异小于０．３％的峰聚为一类。对

初筛获得的质荷比峰行 ＭａｎｍＷｈｉｔｎｅｙｕ检验，利用生物标记

物模型软件（ＢＰＳ）模型建立判别模型（见图１）。用留一法交叉

验证评估模型判别效果，盲法测试确定诊断模型总准确率、特
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异度、敏感度。

图１　　ＢＰＳ模型建立判别模型

２　结　　果

２．１　血清标本质谱仪检测峰值分析　血清标本质谱仪检测总

峰重复性（质荷比２０００～１００００的峰值及其丰度分布）见

图２。

图２　　血清标本质谱仪检测峰值图

２．２　疑似组与对照组检测结果比较　共检测１７０个峰，其中

３５个峰在疑似组和对照组间存在差异（犘＜０．０５），通过质荷比

为５个峰值（５１８６、３６９２、３４５５、２６４８、７５６０）建立模型，结果

显示这几个标志物在疑似组高表达，在对照组低表达。通过双

盲法对疑似组及对照组血清标本进行检测，３０例疑似组标本

有２６例被正确预测，３４例对照组中有３１例被正确预测。建

模组与验证组决定树模型的灵敏度和特异度见表１。

表１　　建模组与验证组决定树模型的灵敏度和

　　　　特异度［狀（％）］

根据入选标准分组
决定树进行的分组

疑似组 对照组

建模组

　疑似组（狀＝３０） ２８（９３．３） ２（６．７）

　对照组（狀＝４３） １（２．３） ４２（９７．７）

验证组

　疑似组（狀＝３０） ２６（８６．７） ４（１３．３）

　对照组（狀＝３４） ３（８．８） ３１（９１．２）

３　讨　　论

病理学诊断是恶性肿瘤诊断金标准，但作为一种侵入性检

查，在健康体检筛查中受到很大限制。关于Ｂ超定性诊断甲

状腺肿瘤的文献报道不一：有研究认为Ｂ超主要用于囊性、实

性病变的诊断和随访检查，对于定性诊断价值不大；另有研究

认为Ｂ超对甲状腺肿瘤的定性诊断有一定价值，是甲状腺疾

病普查、癌症筛查的最佳方法之一［６８］。常规生化及免疫检测

结果异常只能反映甲状腺功能的改变，也不能对病变进行定性

诊断［９１０］。因此，本研究分析了建立血清学生物标志物模型的

可行性，探索对健康体检人群进行甲状腺肿瘤非侵入性筛查的

有效手段［１１］。如果能够得到理想的初步峰（具有高度统计学

意义的峰值及相应丰度），则可做进一步的蛋白质或多肽鉴定

以获得临床诊断的特异性指标。本研究作为非侵入性诊断的

一种有益尝试［１２］，为Ｂ超及相关生化、免疫指标联合检测的深

入研究提供了一定的借鉴。本研究中的５个有意义峰值在高

度怀疑甲状腺恶性肿瘤患者中呈高表达（犘＜０．０５），对上述分

子簇蛋白进行纯化和多肽鉴定可为甲状腺恶性肿瘤的临床诊

断提供相关参考指标，最终实现“一站式”血清学标志物筛查。

基于标本量限制及相对宽泛的标本入选标准，仍需扩大标本量

以完善模型并作进一步验证工作。
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