
·论　　著·

基于质谱技术应用ＣＬＩＮＰＲＯＴ系统建立乳腺癌诊断模型
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　　摘　要：目的　应用液体蛋白芯片飞行时间质谱技术（ＣＬＩＮＰＲＯＴ）系统筛选乳腺肿瘤患者血清中潜在的肿瘤标志物，并基

于差异蛋白建立乳腺癌诊断预测模型。方法　收集病理确诊的乳腺癌患者血清标本４３例及健康女性血清标本２４例，并随机分

为建模组和验证组。应用ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓ系统对建模组中的乳腺癌患者和健康女性血清进行差异蛋白的筛选，建立差异蛋白质

图谱，应用ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓｖ３．０软件建立乳腺癌诊断预测模型，而后利用该诊断模型对验证组血清标本进行分组验证，初步评估该

模型的诊断效能。结果　通过分析病例组和对照组质谱峰信息，得到２４个具有明显差异的蛋白峰（犘＜０．０５）。根据遗传算法选

取表达差异最显著的３个蛋白质建立乳腺癌诊断预测模型，该模型对建模组乳腺癌的识别能力为９１．６７％。后利用验证组标本

对该模型的诊断效能进行评估，结果显示其对验证组乳腺癌识别准确率为８５．７％。结论　利用ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０软件成功建

立并评估了乳腺癌诊断预测模型，为乳腺癌诊断提供了新的途径。
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　　液体蛋白芯片飞行时间质谱技术（ＣＬＩＮＰＲＯＴ）系统是由

德国布鲁克道尔顿公司基于质谱开发的蛋白质组学分析和鉴

定系统。该系统主要由４个子系统组成：磁珠富集低丰度蛋白

质／多肽、质谱采集、ＣＬＩＮＰＲＯＴ软件和体液样品自动处理系

统。基本过程：将患者或健康对照的临床样品通过磁珠进行分

离，去除样品中的高丰度蛋白和杂质，将分离后的蛋白质／多肽

样本与基质混合后，直接点在抛光靶上，通过 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／

ＴＯＦＭＳ进行分析，得到两组蛋白的总质谱图，通过 ＣＬＩＮ

ＰＲＯＴ系统比较病例组与对照组表达差异的蛋白，生成平均质

谱图、胶状图等，用于临床未知样品的预测［１］。目前，多项研究

均利用了ＣＬＩＮＰＲＯＴ系统对肿瘤标志物进行了前瞻性研究，

包括宫颈鳞状细胞癌、食管鳞状细胞癌、胃癌、口腔鳞状细胞癌

等［２５］。ＣＬＩＮＰＲＯＴ系统作为蛋白质组学研究的新技术，为发

现新型肿瘤标志物提供了新的途径。本研究应用该技术对乳

腺癌患者血清蛋白进行了初步探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集济南军区总医院甲状腺乳腺外科２０１５

年１月至２０１６年１月收治的乳腺癌女性患者血清标本４３例
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作为病例组，平均年龄（４５．０±３．４）岁。所有标本均经术后病

理学确诊，术前均未进行临床治疗。另选济南军区总医院同期

健康体检的女性血清２４例作为对照组，纳入对照女性既往无

乳腺癌及相关疾病，体检未见其他恶性疾病，平均年龄（４３．０±

５．２）岁。病例组与对照组年龄等一般资料差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

１．２　试剂与仪器　弱阳离子交换磁珠分析试剂盒（ＭＢ

ＷＣＸ）、疏水磁珠分析试剂盒（ＭＢＨＩＣＣ８）、金属螯合磁珠分

析试剂盒（ＭＢＩＭＡＣＣｕ）和标准蛋白／多肽购自德国 Ｂｒｕｋｅｒ

公司。三氟乙酸（ＴＦＡ）、乙腈、丙酮购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。

血清蛋白质谱图的采集采用德国Ｂｒｕｋｅｒ公司基质辅助激光解

析串联飞行时间／飞行时间质谱仪，并使用仪器原装进口配套

的试剂和定标品。

１．３　方法

１．３．１　标本采集和预处理　受检对象均进行清晨空腹采血，

采集静脉血５ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ分离血清，置

于－８０℃冰箱保存。

１．３．２　３种磁珠分析试剂盒富集血清低丰度蛋白　分别采用

不同分离原理的磁珠试剂盒 ＭＢＷＣＸ、ＭＢＨＩＣＣ８、ＭＢ

ＩＭＡＣＣｕ提纯４例乳腺癌患者和４例健康对照女性血清中的

低丰度蛋白，根据平均出峰量、信噪比、峰强度等系数比较３种

分离试剂盒的提纯效果。

１．３．３　ＣＬＩＮＰＲＯＴ系统重复性检测　将已富集的４例乳腺

癌患者和４例健康对照女性血清中的低丰度蛋白经 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ连续检测５次，分别获得不同批间质谱图。再

应用ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０软件分析采集质谱图，计算每批质谱

图的变异系数（犆犞），通过比较批间变异系数变化评价本方法

的重复性。

１．３．４　ＭＢＷＣＸ富集血清低丰度蛋白　根据磁珠分选结果，

采用弱阳离子交换磁珠分析试剂盒处理４３例乳腺癌和２４例

健康女性血清标本。（１）磁珠吸附标本。将１０μＬＭＢＷＣＸ

磁珠、１０μＬ结合缓冲液（ＢＢ）和５μＬ待测血清加入样品管，颠

倒混匀；室温静置５ｍｉｎ；利用磁性分离器分离磁珠１ｍｉｎ，使

磁珠与上清液彻底分离；用加样枪吸出上清液，应避免枪头接

触和吸走磁珠；（２）洗涤磁珠。加入１００μＬ洗涤缓冲液（ＷＢ）；

在磁性分离器相邻位置反复移动，彻底分离上清液；（３）洗脱磁

珠。将分离后的上清液中加入５μＬ洗脱缓冲液（ＥＢ）混匀，将

样品管置于磁珠分离器中静置２ｍｉｎ，分离上清液，最后加入５

μＬ稳定缓冲液（ＳＢ），充分混匀后，２４ｈ内利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／

ＴＯＦＭＳ进行分析。

１．３．５　样品上样分析　稀释１μＬ多肽样品溶液于１０μＬ混

合基质溶液中，充分混匀；加１μＬ混合液于 ＭＴＰ３８４ｔａｒｇｅｔ

ｐｌａｔｅｐｏｌｉｓｈｅｄｓｔｅｅｌＢＣ靶板的相应位置上，室温风干后进行质

谱分析，采集每例血清标本低丰度蛋白表达质谱图。

１．３．６　生物信息学及数据统计学分析　（１）ＦｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ软

件数据分析。在ＦｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ软件中打开待分析数据，编辑找

峰参数，通过平滑、基线处理、校正等方法对数据进行处理后，

进行标峰，并检查已采集图谱质量。（２）ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０

软件建立乳腺癌诊断模型。打开ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０软件，设

置一般参数并对数据进行平滑、对齐、归一化处理，然后将模型

组（３６例乳腺癌患者和１７例健康女性标本）质谱图调入软件，

对所有峰进行统计分析，同时生成峰统计列表和准胶图，在对

每张谱图中的峰高和峰面积进行标注。最后利用对峰参数的

统计结果，根据遗传算法建立乳腺癌诊断预测模型。（３）乳腺

癌诊断模型的验证。利用ＣｌｉｎＰｒｏｔｖ３．０软件用建立的乳腺癌

诊断模型对验证组标本（７例乳腺癌和７例健康对照）进行双

盲验证，检测诊断模型的诊断价值。

２　结　　果

２．１　磁珠分选结果　本研究首先对３种磁珠分离蛋白质／多

肽方法 ＭＢＷＣＸ、ＭＢＨＩＣＣ８、ＭＢＩＭＡＣＣｕ进行了比较，以

选择最佳的富集方法进行后续的大样本试验。利用３种磁珠

富集４例乳腺癌患者和４例健康对照女性血清中的低丰度蛋

白，然后通过 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ的ＦｌｅｘＣｏｎｔｒｏｌ软件进行

质谱图的采集，分别生成３种方法的峰统计列表，经比较后发

现 ＭＢＷＣＸ在平均出峰量、平均峰面积、平均峰强度等方面

均优于 ＭＢＨＩＣＣ８和 ＭＢＩＭＡＣＣｕ。因此选择 ＭＢＷＣＸ作

为后续大样本血清富集方法。

２．２　ＣＬＩＮＰＲＯＴ系统重复性检测　反复测定８例标本（４例

乳腺癌血清、４例健康女性血清）富集的低丰度蛋白，经 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ和ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０软件分析，得到５次

测定质谱图信息和平均犆犞，结果显示５次测定质谱图基本一

致，病例组平均犆犞为２４．５％，对照组平均犆犞为１９．７％，当

犆犞＜３０％，即表明该方法重复性良好。

２．３　血清差异蛋白的定量分析　将乳腺癌患者和健康对照血

清经 ＭＢＷＣＸ 分析试剂盒富集得到的蛋白质／多肽通过

ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳ分别采集两组质谱图，应用ＦｌｅｘＡｎａｌｙ

ｓｉｓ软件将质谱图进行均一化处理后，导入ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０

软件进行统计学分析，生成平均质谱图、峰统计列表、胶状图

等，发现了２４个具有明显差异的蛋白峰（犘＜０．０５），其中差异

最明显的分别是 Ｍａｓｓ３３４８．９、Ｍａｓｓ４７８７．５、Ｍａｓｓ５７５０．１

和 Ｍａｓｓ８１４１．６（表１）。

表１　　乳腺癌和健康对照相比具有明显差异的蛋白质

Ｍａｓｓ 犘 曲线下面积 乳腺癌表达情况

３３４８．９ ０．０００２５ ０．８４ 下调

４７８７．５ ０．００３９５ ０．８４ 上调

５７５０．１ ０．００００１ ０．８６ 上调

８１４１．６ ０．００２８７ ０．８５ 上调

２．４　乳腺癌诊断预测模型的建立　将模型组质谱图导入

ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０软件，根据遗传算法选取表达差异最显著

的３个蛋白质建立乳腺癌诊断预测模型，对乳腺癌和健康对照

的识别能力分别为９１．６％和１００．０％，建立模型的３个蛋白质

曲线下面积分别为０．８４、０．８６和０．８５。后为了验证该模型的

诊断效能，利用验证组标本对该诊断模型进行验证，结果显示

其对乳腺癌和健康对照的识别准确率均为８５．７％（６／７）。诊

断乳腺癌的灵敏度为８５．７％，特异度为８５．７％，Ｙｏｕｄｅｎ指数

为０．７１４。根据ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓ选取的两个差异较为明显的蛋

白质 Ｍａｓｓ３３４８．９和 Ｍａｓｓ５７５０．１进行聚类分析，可见两组

交叉面积较小，且趋势明显，说明该模型鉴别能力较好。

３　讨　　论

　　肿瘤性疾病的早期发现、诊断和治疗是降低病死率和改善

患者生活质量的重要途径。乳腺癌早期临床症状不明显，患者

一般至预后较差的中后期就诊，大大降低了生存率［６７］。目前

·９８３３·国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４



乳腺癌诊断还是依靠影像学检查和病理诊断为依据［８１０］，而有

研究表明在肿瘤性疾病发病早期，血液中肿瘤标志物的升高要

先于影像学检查［１１］。在肿瘤发生、发展的过程中，会同时伴随

着多种生物标志物不同程度的升高或降低。目前，癌胚抗原

（ＣＥＡ）和癌抗原ＣＡ１５３等已作为乳腺癌血清标志物开始应

用于临床乳腺癌患者的辅助诊断和预后判断，但多项研究表明

两者灵敏度以及对乳腺癌的早筛准确率都不够理想［１２１３］。因

此，需要更多有关于乳腺血清肿瘤标志物的研究来满足临床乳

腺癌诊断的需求。

液体芯片ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＭＳＣＬＩＮＰＲＯＴ系统是近

年来蛋白质组学进行高通量分析的一种新技术，其主要优点是

操作简单，节省标本，且能够直接对临床标本进行检测。该技

术已经在前列腺癌、卵巢癌和膀胱癌等早期诊断方面进行了一

系列的前瞻性研究［１４１６］，建立了多种预测诊断模型，同时发现

数个有潜力的肿瘤标志物，并通过 Ｍａｓｃｏｔ搜库成功鉴定，为肿

瘤性疾病致病机制的进一步探索奠定了基础。

本研 究 应 用 液 体 芯 片ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ ＭＳＣＬＩＮ

ＰＲＯＴ系统分析了３６例乳腺癌患者和１７例健康体检女性血

清蛋白质谱，通过比较发现了２４个差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）的蛋白质／多肽。其中 Ｍａｓｓ５７５０．１和８１４１．６在乳腺

癌血清中均呈现表达下调，诊断乳腺癌的ＲＯＣ曲线下面积分

别为０．８６和０．８５，证明两个差异蛋白有潜力成为有价值的乳

腺肿瘤新型标志物。ＣｌｉｎＰｒｏｔＴｏｏｌｓｖ３．０软件根据遗传算法

选择３个差异最显著的蛋白 Ｍａｓｓ３３４８．９、Ｍａｓｓ５７５０．１和

Ｍａｓｓ８１４１．６建立了乳腺癌预测诊断模型，该模型能有效地区

分乳腺癌和健康人。后通过７例乳腺癌患者和７例健康对照

血清对该模型进行了验证，结果显示其对乳腺癌诊断的准确率

达到８５．７％，灵敏度为８５．７％，特异度为８５．７％，Ｙｏｕｄｅｎ指数

为０．７１４。该模型的诊断效能明显高于目前临床血清标志物

的联合诊断，具有重要的临床应用前景。

本研究建立了诊断效能较高的乳腺癌预测诊断模型，同时

发现了两个有价值的血清肿瘤标志物，为后续的鉴定和体内生

物学效应的探究奠定了基础。由于本研究时间有限，病例数

少，建立的诊断模型有其局限性，今后有待于扩大样本量进行

深入研究。
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［１６］ＶｉｌｌａｎｕｅｖａＪ，ＳｈａｆｆｅｒＤＲ，ＰｈｉｌｉｐＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｏ

ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｃｏｎｆｅｒｔｕｍｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｒｕｍｐｅｐｔｉｄｏｍｅ

ｐａｔｔｅｒｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００６，１１６（１）：２７１２８４．

（收稿日期：２０１６０９０７　修回日期：２０１６１０２６）

（上接第３３８７页）

［１０］朱健铭，姜如金，吴康乐，等．鲍氏不动杆菌泛耐药株的耐

药机制研究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１０，２０（４）：４５８

４６２．

［１１］钟志宏，李启星．鲍曼不动杆菌的临床分布及药敏结果分

析［Ｊ］．湖南师范大学学报（医学版），２０１２，１０（４）：２２２５．

［１２］刘超梅，杨红，肖丽．鲍曼不动杆菌３７７株临床分布特征

及耐药性分析［Ｊ］．人民军医，２０１１，１２（９）：８２３８２４．

［１３］朱健铭，孙晓珍，姜如金，等．多药耐药鲍氏不动杆菌对７

类抗菌药物耐药机制研究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，

２０１０，２８（１５）：２１８４２１８８．

（收稿日期：２０１６０９０２　修回日期：２０１６１０２１）

·０９３３· 国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４


