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$!筛选肺

腺癌患者与肺良性疾病和健康人血清中的差异性多肽!建立肺腺癌诊断预测模型!发现诊断肺腺癌的潜在标志

物%方法
"

收集肺腺癌患者
&(

例和健康体检者及肺部良性疾病患者"对照组$

&&

例!其中肺腺癌组与对照组年

龄&性别匹配!将上述两组按
&c!

随机分为训练组"肺腺癌患者
&%

例!对照者
"+

例$和测试组"肺腺癌患者
(

例!对照者
(

例$%应用液体芯片
0

飞行时间质谱技术以及软件
H8-/?56V668.&#%

筛选训练组中肺腺癌组与对照

组血清中的差异性多肽!建立肺腺癌诊断预测模型%利用测试组中的血清标本对诊断模型进行验证!评估该模

型的诊断效能%结果
"

通过软件
H8-/?56V668.&#%

分析!得到
*

个具有显著差异的多肽峰"
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$!其中肺

腺癌中表达上调的峰
R
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分别为
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!表达下调的峰
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分别为

&&%$#$$

&

')*$#(+

&

&"++#'"

&

&!*)#)"

%根据遗传算法"

Z2

$建立肺腺癌诊断预测模型!该模型的整体识别能

力为
*$#$*f

!利用测试组对该模型进行评估!结果显示该模型的灵敏度为
!%%#%f

!特异度为
')#(f

%结论
"

肺腺癌患者血清中与肺部良性疾病及健康人血清中存在差异性多肽!利用这些差异性多肽峰建立肺腺癌诊断

预测模型!为肺腺癌的早期诊断提供了一种新的方法%
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肺癌作为最常见的恶性肿瘤之一*致死率最

高+

!0$

,

)肺癌按组织病理学分类分为小细胞肺癌和非

小细胞肺癌)非小细胞肺癌又分为腺癌$

&"f

$

$%f

'0鳞状细胞癌$

")f

$

&%f

'0大细胞癌$

'f

$

!+f

'

+

)

,等*占所有肺癌的
'%f

)

()f

的非小细胞肺

癌患者就诊时已处于晚期或已存在远处转移*预后较

差+

+

,

)在肺癌的辅助诊断中*支气管镜检查的敏感性

为
&%f

$

+*f

*痰液细胞学检查的敏感性只有

'f

+

(

,

(低剂量
HV

只能检出结节直径大于
$RR

的肿

块*其假阳性率高*容易导致过度诊断*而且存在辐射

的危害+

'

,

(血清中的肿瘤标志物如癌胚抗原$

HQ2

'0

神经 元 烯 醇 化 酶 $

@LQ

'0细 胞 角 蛋 白
!*

片 段

$

HJ"!0!

'0鳞状细胞癌相关抗原$

LHH

'等特异性和敏

感性较低+

*

,

*不适于肺癌的早期诊断*临床上迫切需

要更有效的检测方法辅助诊断肺癌)

在绝大多数国家中*特别是中国0日本0沙特阿拉

伯的女性肺癌患者中*肺腺癌的发病率是鳞癌的
)

倍+

!%

,

*这也是本实验对肺腺癌进行实验研究的原因之

一)蛋白质组学技术在癌症的研究中应用广泛*血清

蛋白质组学是蛋白质组学的一个重要分支*但血清中

存在的高丰度蛋白会影响低丰度蛋白的检测*因此对

血清中小分子蛋白和多肽研究的关键是去除血清中

的大分子蛋白)目前有多种去除血清中大分子蛋白

的方法*如二维凝胶电泳$

"0OQ

'0多克隆高效液相色

谱柱0多重亲和力去除系统$

F21L

'以及各种去除清

蛋白和"或
A

X

Z

的商用试剂盒+

!!

,

)其中传统的二维凝

胶电泳不仅费时费力0重复性差*而且不能有效分离

低丰度蛋白和多肽+

!!

,+

!"

,

)液体蛋白芯片技术$磁珠

技术'操作简便0耗时短0重复性好*可有效提取血清

中的低丰度蛋白和多肽*并且适用于大样本的检

测+

!&

,

*是实验的关键技术之一)应用提取的低丰度蛋

白和多肽结合基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

技术$

F2DOA0VWK0FL

'筛选肺腺癌患者与肺良性疾

病患者0健康人血清中的差异性多肽*建立肺腺癌诊

断预测模型*为肺腺癌的诊断提供新的检测方法)

$

"

资料与方法

$#$

"

一般资料

$#$#$

"

肺腺癌组
"

共收集潍坊医学院附属医院

$

"%!+0%&0%!

至
"%!+0%*0&%

'及济南军区总医院$

"%!+0

!%0%!

至
"%!+0!!0&%

'就诊患者中肺腺癌患者
&(

例*

在患者未进行任何治疗前收集患者血清标本)纳入

患者满足以下标准!$

!

'经组织病理学活检首次确诊

为肺腺癌的患者($

"

'患者此前未进行任何放0化疗*

既往无肺癌史及其他恶性肿瘤史)

$#$#%

"

对照组
"

选取同期来自相同医院体检中心的

健康体检者
!(

例*肺部良性疾病患者$包括慢性阻塞

性肺疾病
*

例0肺纤维化
"

例0肺部感染
)

例'

!+

例*

共
&&

例)

$#$#&

"

入组者基本情况
"

将
&(

例肺腺癌患者与
&&

例对照者血清标本分别按
&c!

随机分为两组!训练

组和测试组*其中训练组包括肺腺癌患者
&%

例0对照

者
"+

例*用以建立肺腺癌诊断预测模型(测试组中肺

腺癌患者0对照者各
(

例*用以验证模型)训练组与

测试组患者在年龄0性别方面无统计学差异)该研究

课题已上报医院伦理委员会*并经其批审同意)实验

前所有研究对象均已签署知情同意书)

$#%

"

仪器与试剂
"

三氟乙酸$

VK2

*美国
L-

X

R70

28:5-;̂

公司'0

%

0

氰基
0$

羟基苯丙烯酸$

BHH2

*美国

L-

X

R7028:5-;̂

公 司'0乙 腈 $

2H@

*美 国
L-

X

R70

28:5-;̂

公司'0无水乙醇$色谱纯*美国
L-

X

R7028:5-;̂

公司'0铜 离 子 螯 合 磁 珠 $

FI0AF2H0HU

"d

*德 国

I1[ Q̀1

公司'0基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱及其原装配套试剂和定标品$

F2DOA0VWK

"

VWK0

FL

*德国
I1[ Q̀1

公司*型号!

7U<6S84_.

3

44:

'0磁珠

分离器$

D-S4V4;̂/686

X

-4.

公司*型号!

"!!$

'0离心机

$

Q

33

4/:65S

公司*型号!

H4/<5-SU

X

4)$&%1

')

$#&

"

方法

$#&#$

"

标本采集和预处理
"

将纳入的对象抽取清晨

空腹静脉血
)RD

*

&)%%5

"

R-/

离心
)R-/

后分离血

清*置于
Y'%e

冰箱保存)

$#&#%

"

磁珠提取血清多肽
"

取
)

#

D

磁珠与
)%

#

D

铜离子螯合磁珠结合缓冲液$

II

'混匀*将样品管在磁

珠分离器上反复移动
!%

次*弃去上清*重复
"

次(加

入
"%

#

DII

*

)

#

D

血清*混匀后室温静置
)R-/

(将样

品管放入磁珠分离器静置
"%.

*弃去上清(加入
!%%

#

D

铜离子螯合磁珠清洗缓冲液$

MI

'*在磁珠分离器

上反复移动样品管
!%

次*静置
"%.

*弃去上清*重复
"

次(向样品管中加铜离子螯合磁珠洗脱缓冲液$

QI

'混

匀*室温静置
)R-/

*将样品管放入磁珠分离器静置
"%

.

*将上清液移至新的样品管并编号*得到各个样本血

清中的多肽)

$#&#&

"

仪器校正及质量控制
"

实验前用混合的蛋白

#

)&%!

#
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多肽标准品对质谱仪进行校正)全部健康体检者的

血清各取
)

#

D

*混匀后制成混合血清*用于验证仪器

的稳定性)检测时*每
!%

个样本测试一份混合血清*

用质谱采集数据后*将获得的混合血清的质谱峰进行

比较*得到
!)

个稳定的多肽峰*各个多肽峰的变异系

数$

#O

'平均值为
%#%"f

*说明实验重复性较好)

$#&#'

"

样本检测
"

将
!

#

D

多肽样本点样于
?68-.̂4:

L<448

靶板上*自然干燥*再将
!

#

D

基质$

)%f

乙腈和

"f

三氟乙酸配制的
&R

X

"

RD

的
BHH2

'点样于已干

燥的样品点上*室温干燥后*将靶板放入质谱仪(对实

验标本进行检测*采集质谱图并分析)注明质量控制

保证措施和质控流程)校准流程)

$#'

"

统计学处理
"

血清经铜离子螯合磁珠提取后*

F2DOA0VWK0FL

在正离子线性模式下进行检测*获

得的数据经软件
H8-/

3

56V668.&#%

对原始质谱图进

行处理$包括平滑0基线去除及标峰等'后*再进行统

计学分析)将训练组中的
&%

例肺腺癌患者及
"+

例

对照者的血清多肽谱*结合
H8-/

3

56V668.&#%

软件内

嵌的遗传算法$

Z2

'进行统计学分析*获得两组间的

差异性多肽*并建立肺腺癌的诊断预测模型)最后用

测试组的
(

例肺腺癌患者和
(

例对照者对诊断预测

模型进行盲样验证*验证该模型的敏感性和特异性)

%

"

结
""

果

%#$

"

训练组的血清多肽指纹图谱
"

训练组纳入
&%

例肺腺癌患者和
"+

例对照者*应用铜离子螯合磁珠

提取其血清中的多肽后进行
F2DOA0VWK0FL

检测*

得到肺腺癌组和对照组的血清多肽平均指纹图谱*见

图
!

)

""

注!

2

为肺腺癌组(

I

为对照组

图
!

""

训练组中肺腺癌组和对照组血清中

多肽的平均质谱图

%#%

"

训练组的血清差异多肽结果分析
"

肺腺癌组和

对照组的血清多肽平均指纹图谱经
H8-/?56V668.&#%

软件分析后在
R

"

9

为$

!

$

!%

'

h!%

& 范围中检测到
+)

个蛋白峰*筛选出有显著性差异的多肽峰
*

个$

?

$

%#

%)

'*其中肺腺癌组表达上调的有
)

个*其
R

"

9

分别为

'*(+#)

0

$$+*#%)

0

$*++#('

0

'*")#)

0

$)&!#%)

*表达

下调的多肽峰为
$

个*其
R

"

9

分别为
&&%$#$$

0

'

)*$#(+

0

&"++#'"

0

&!*)#)"

)其中差异最显著的峰为

R

"

9

为
&&%$#$$

0

&!*)#)"

*其
1WH

曲线的
2[H

值

分别为
%#*&

0

%#(!

)

%#&

"

肺腺癌诊断预测模型的建立
"

利用
Z2

将筛选

的差异性多肽峰应用
H8-/?56V668.&#%

软件建立肺

腺癌诊断预测模型*该模型的整体识别能力是

*$#$*f

)其中对肺腺癌组和对照组的识别能力分别

为
*+#(%f

0

*"#&!f

)使用
H8-/?56V668.&#%

软件将

获得的多肽峰排序*差异最显著的峰分别作为
_

0

>

轴

进行聚类分析*获得的聚类分析结果见图
"

)

""

注!左侧红色为肺腺癌组*右侧绿色为对照组

图
"

""

肺腺癌组和对照组的聚类分析

%#'

"

诊断预测模型的验证
"

测试组的肺腺癌患者和

对照者的血清多肽指纹图谱用
H8-/?56V668.&#%

软

件对建立的诊断预测模型进行验证*

(

例肺腺癌患者

全部判断正确*

(

例对照者中有
+

例判断正确*

!

例判

断错误)通过盲样验证*该模型的准确率为
*"#*f

*

灵敏度为
!%%#%f

*特异度为
')#(f

)

&

"

讨
""

论

""

肺腺癌作为肺癌最常见的病理类型之一*其发病

机制未知0易早期转移0对放0化疗不敏感等特点已成

为限制肺癌
)

年生存率的重要因素+

!$

,

)本实验将肺

腺癌患者与肺部良性疾病患者和健康体检者的血清

利用铜离子螯合磁珠提取多肽后进行质谱分析*其目

的是筛选出其中的差异性多肽*利用这些多肽建立肺

腺癌的诊断预测模型*多个差异性多肽联合可提高肺

腺癌诊断效能*较临床上测定单个肿瘤标志物具有更

高的准确性)本实验共筛选出有显著性差异$

?

$

%#%)

'的多肽峰
*

个*其中肺腺癌组表达上调的多肽

峰有
)

个*其
R

"

9

分别为
'*(+#)

0

$$+*#%)

0

$*++#

('

0

'*")#)

0

$)&!#%)

*表达下调的多肽峰有
$

个*其

R

"

9

分别为
&&%$#$$

0

')*$#(+

0

&"++#'"

0

&!*)#)"

)

利用获得的差异性多肽峰建立的肺腺癌诊断预测模

型*对肺腺癌组和对照组的识别能力分别为
*+#(f

和

*"#&f

*该模型的敏感性和特异性均较高*其诊断效

能高于其他临床血清标志物)

实验的关键之一是血清的前处理技术
00

铜离子螯

合磁珠*利用铜离子螯合磁珠提取血清中的小分子蛋

白*有效的去除了血液中的大分子蛋白0盐类及其他

#

+&%!

#
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杂质*为质谱分析提供了纯度较高的多肽)安娟等+

!)

,

同样利用铜离子螯合磁珠技术结合
F2DOA0VWK0FL

对
!&&

例非小细胞肺癌患者和
!&"

例健康者的血清

进行实验*得到
!$

个有意义的差异性多肽峰*其中在

非小细胞肺癌患者中表达上调的有
"

个*用其中的
&

个峰建立诊断预测模型*盲样验证准确率为
*'#)f

*

灵敏度为
!%%#%f

*特异度为
*+#*f

*而他们获得的

峰与本实验获得的差异性蛋白峰大多数不同*只有一

个
R

"

9

为
$$+'#&'

的多 肽峰与本实验中
R

"

9

$$+*#%)

的结果相近且均表达上调*有待于将其分解

为更小的肽段后进一步进行二级质谱分析及蛋白质

数据库搜索验证)

DA@

等+

!$

,利用弱阳离子交换磁珠

$

FI0MHP

'对肺腺癌患者和肺部良性疾病及健康对

照者的血清提取低分子量蛋白后*进行
F2DOA0

VWK0FL

*获得的特异差异峰的敏感性较癌胚抗原

高*并进一步对获得的峰进行了深入研究*认为真核

肽链释放因子
ZV?

结合亚基$

41K&E

'0补体
H&S

有可

能成为肺腺癌诊断的潜在肿瘤标志物)此外*尚有部

分学者利用其他前处理技术*如反向色谱
0!'

磁珠+

!+

,

0

N-

3

V-

3

技术+

!(

,对血清进行前处理*经过与
F2DOA0

VWK0FL

相结合*获得血清中的差异蛋白峰*为肺腺

癌筛选潜在的肿瘤标志物提供更多可靠的方法)

本实验尚存在一些不足*如提取的差异性多肽是

只能与铜离子螯合磁珠特异结合的小分子蛋白*尚有

一部分不能与该类磁珠结合的多肽未能提取出来*因

此提取的多肽不能代表血清中的全部多肽谱*未结合

的多肽未能进行质谱分析*得到的差异峰并非全部的

差异峰*导致实验结果不全面)杨帆等+

!'

,先用小样本

量的标本对弱阳离子交换磁珠$

FI0MHP

'0疏水磁珠

$

FI0BAHH'

'0金属螯合磁珠$

FI0AF2H0HU

"d

'进行

比较*发现弱阳离子交换磁珠在平均出峰量0平均峰

面积0平均峰强度等方面均占优势*利用该磁珠富集

乳腺癌患者和健康对照者血清中的多肽后*进行质谱

分析*获得的诊断模型灵敏度和特异度均为
')#(f

)

可见不同磁珠对血清中小分子蛋白的提取存在一定

差异*而多种磁珠结合可能会提高多肽的检出率*目

前尚未有实验对肺腺癌患者的血清用多种磁珠进行

检测*在后续的实验中需要用其他类型的磁珠或方法

对血清进行前处理*结合本实验以获得更多差异明显

的蛋白峰)另外*本实验选用肺腺癌患者及肺部良性

疾病患者和健康人的血清作为研究对象*对特异的肺

腺癌的差异性多肽和诊断预测模型小样本验证*以后

将会纳入更多的肺腺癌和"或肺鳞癌及其他类型肺癌

标本对该诊断预测模型进一步验证)

总之*本实验建立的肺腺癌诊断预测模型*以质

谱技术为基础*研究血清中表达的多肽*通过对比肺

腺癌和肺部良性疾病患者和健康体检者血清中的多

肽*可以发现肺腺癌特异的蛋白信息*为肺腺癌的诊

断提供了新方法*也为进一步建立其他肿瘤的血清学

诊断模型奠定了基础)
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胞早期出现损伤时*

H

>

.H

即开始表达升高*且随着损

伤的发展进一步表达水平上升*因此
H

>

.H

可以被用

来测定肾脏的早期损伤+

'

,

*本研究发现
H

>

.H

在糖尿

病肾病和糖尿病患者这两组患者中的血清表达水平

均升高*而且与对照组比较其差异有统计学意义)

BHJ

是体内由其他氨基酸合成而来*其主要通

过肾脏代谢*当肾脏早期出现病变时*体内
BHJ

会出

现升高的现象*在本次研究中血清
BHJ

在对照组0糖

尿病组和糖尿病肾病组中水平均呈递增趋势)相关

研究发现血清中
BHJ

升高后可激活相关细胞毒应激

反应*会导致糖尿病肾小球细胞发生损伤*与糖尿病

肾病的发生发展具有密切关系+

*

,

)

[2D?

广泛分布于人体内各个器官*由于其分子

量比较大*肾脏功能正常时*其并不能通过肾小管上

皮细胞*当肾脏功能损伤后*肾小管上皮细胞发生脱

落*导致尿液中的碱性磷酸酶升高*因此
[2D?

可以

反映肾脏的损伤情况+

!%0!"

,

*本研究发现
[2D?

的结果

在对照组0糖尿病组和糖尿病肾病组中均有不同程度

升高*能够及时反映肾损伤情况)

综上所述
H

>

.H

0

BHJ

及
[2D?

在糖尿病肾病诊

断中具有较高的灵敏度和阳性预测值+

!&

,

*尤其
H

>

.H

具有较高灵敏度和特异性)血清
H

>

.H

对于糖尿病发

展的各个阶段水平改变具有差异性*然而在糖尿病肾

病的早期诊断较
L;5

0

I[@

0等常见指标更为敏

感+

!$0!+

,

*对于糖尿病患者而言*应当定期监测这三项

指标*从而起到预防糖尿病肾病及其并发症的作用*

这三项指标在糖尿病肾病的检测中具有较为重要的

价值)
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#Ĥ-/F4:C

*

"%!%

*

!"&

$

!

'!

&$0

&*#

+

!)

,安娟*汤传昊*王娜*等
#F2DOA0VWK

质谱筛查
@LHDH

患者血清特异性多肽的探索性研究+

C

,

#

中国肺癌杂志*

"%!&

*

!+

$

)

'!

"&&0"&*#

+

!+

,

F[LB2112KLZ

*

B2LBFA@

*

HBW[OB21J FA

*

4<78#H6R

3

75-.6/6S

3

87.R7S56R 4̂78<̂

>

/6/.R6]45.

*

.R6]45.

*

7/:8U/

X

;7/;45

3

7<-4/<.

!

3

7<<45/0E7.4::-SS454/0

<-7<-6/

3

56S-8-/

X

6S86T R684;U875 T4-

X

<̂

3

56<4-/.7/:

3

4

3

<-:4.E

>

R7

X

/4<-;E47:<4;̂/686

X>

T-<̂ F2DOA0VWK

FL

+

C

,

#I-6R75]45.

*

"%!"

*

!(

$

&

'!

""&0"&%#

+

!(

,

D̀[?HNJ@L̀ 22

*

LMA2VDJ2

*

B2CO[̀ C

*

4<78#A0

:4/<-S-;7<-6/6S.45UR

3

4

3

<-:6R4.-

X

/7<U54.6S@6/0LR788

;4888U/

X

;7/;45

+

C

,

#A/<CF68L;-

*

"%!+

*

!(

$

$

'!

$!%#

+

!'

,杨帆*陈英剑*胡成进
#

基于质谱技术应用
HDA@?1WV

系

统建立乳腺癌诊断模型+

C

,

#

国际检验医学杂志*

"%!+

*

&(

$

"$

'!

&&''0&&*%#

$收稿日期!

"%!(0!!0"%

"

修回日期!

"%!'0%!0%$

'

#

%$%!

#

国际检验医学杂志
"%!'

年
)

月第
&*

卷第
*

期
"

A/<CD7EF4:

!

F7

>

"%!'

!

G68#&*

!

@6#*


