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  摘 要:目的 应用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)技术结合ClinProTools系统

软件筛选非小细胞肺癌(NSCLC)患者与体检健康者血清中的差异蛋白/多肽,建立NSCLC诊断预测模型,寻

找NSCLC潜在血清肿瘤标志物。方法 收集经组织病理学活检确诊的56例NSCLC患者及56例体检健康者

血清标本,按照3∶1比例分为训练组(NSCLC患者42例,体检健康者42例)和验证组(NSCLC患者14例,体

检健康者14例)。采用弱阳离子交换磁珠(WCX-MB)富集血清标本中的低丰度蛋白/多肽,应用 MALDI-
TOF-MS技术进行检测,得到相应的蛋白/多肽指纹图谱,筛选两组间差异蛋白/多肽,建立NSCLC诊断预测

模型,并进行初步验证。结果 经ClinProTools系统软件分析,筛选出11个多肽峰差异有统计学意义(P<
0.000

 

001)。与体检健康者相比,NSCLC患者质荷比为5
 

906.73与2
 

953.73的两个峰差异最明显,其受试者

工作特征曲线下面积分别为0.96、0.86。运用遗传算法建立NSCLC诊断预测模型,经盲法验证,此模型灵敏

度为92.9%,特异度为91.7%,准确度为92.3%。结论 NSCLC患者与体检健康者血清中存在差异性蛋白/
多肽,应用 MALDI-TOF-MS技术建立的诊断预测模型能较好地用于NSCLC辅助诊断,为NSCLC早期诊断

提供了一种新的策略。
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Abstract:Objective To

 

screen
 

the
 

differential
 

peptides
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

and
 

healthy
 

controls
 

based
 

on
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry
 

(MALDI-TOF-MS)
 

combined
 

with
 

ClinProTools
 

system
 

software,and
 

to
 

establish
 

a
 

diagnostic
 

predictive
 

model
 

for
 

finding
 

potential
 

tumor
 

markers
 

for
 

NSCLC.Methods Serum
 

samples
 

from
 

56
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

diagnosed
 

by
 

pathology
 

and
 

56
 

healthy
 

controls
 

were
 

divided
 

into
 

training
 

group
 

(42
 

patients
 

and
 

42
 

healthy
 

controls)
 

and
 

validation
 

group
 

(14
 

patients
 

and
 

14
 

healthy
 

controls).The
 

low-abundance
 

proteins/
peptides

 

in
 

serum
 

samples
 

was
 

enriched
 

by
 

weak
 

cation-exchange
 

chromatography
 

Magnetic
 

Beads
 

(WCX-
MB),and

 

the
 

corresponding
 

protein
 

expression
 

fingerprints
 

were
 

obtained
 

by
 

MALDI-TOF-MS.Differential
 

proteins/peptides
 

were
 

screened
 

and
 

a
 

diagnostic
 

model
 

for
 

preliminary
 

validation
 

of
 

NSCLC
 

with
 

ClinPro-
Tools

 

system
 

software
 

was
 

established.Results A
 

total
 

of
 

11
 

peptide
 

peaks
 

selected
 

through
 

ClinProTools
 

system
 

software
 

had
 

significant
 

statistical
 

differences
 

(P<0.000
 

001).The
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
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characteristics
 

curve
 

values
 

of
 

the
 

two
 

peaks
 

m/z
 

5
 

906.73
 

and
 

m/z
 

2
 

953.73
 

which
 

were
 

most
 

significant
 

were
 

0.96
 

and
 

0.86
 

respectively,both
 

of
 

which
 

were
 

up-regulated
 

in
 

the
 

NSCLC
 

patients.The
 

validation
 

re-
sults

 

showed
 

that
 

the
 

sensitivity,specificity
 

and
 

accuracy
 

of
 

the
 

diagnostic
 

prediction
 

model
 

established
 

by
 

the
 

Genetic
 

Algorithm
 

were
 

92.9%,91.7%
 

and
 

92.3%
 

respectively.Conclusion There
 

are
 

differential
 

proteins/

peptides
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

NSCLC
 

patients
 

and
 

healthy
 

controls.The
 

diagnostic
 

model
 

of
 

NSCLC
 

established
 

by
 

MAL-
DI-TOF-MS

 

could
 

be
 

used
 

for
 

NSCLC
 

diagnosis,which
 

provides
 

a
 

new
 

strategy
 

for
 

early
 

diagnosis
 

of
 

NSCLC.
Key
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lung
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  肺癌是世界范围内癌症患者死亡的主要原因,全
球每年新发肺癌患者约180万例,肺癌死亡人数占癌

症死亡总人数的18.4%[1]。肺癌患者中约85%为非

小细胞肺癌(NSCLC)[2]。由于早期发病隐匿,超过

75%的NSCLC患者初诊时已为中晚期,丧失最佳的

手术治疗时机,5年生存率低于15%[3]。为了提高

NSCLC患者的长期生存率,必须对患者进行早期、正
确的诊断及治疗。目前,支气管镜取组织活检是诊断

肺癌的常用方法,但其为有创检查,可对患者造成一

定损伤,不适用于所有患者。CT的应用在一定程度

上提高了肺癌的早期诊断率,但其假阳性率高,且存

在辐射的危害[4]。传统的血清肿瘤标志物作为最常

用的肺癌初筛方法,灵敏度和特异度较低,缺乏足够

的临床有效性,不适合用于肺癌的早期诊断。因此,
临床上迫切需要更有效的检测方法辅助早期诊断

NSCLC。近年来,致力于寻找肿瘤标志物的蛋白质组

学研究多采用质谱技术。然而,由于血液蛋白质水平

范围较大,对蛋白质组学分析提出了挑战。低丰度蛋

白在疾病早期可能具有一定特异性,但由于高丰度蛋

白的优势掩盖,传统质谱技术无法对其进行准确检

测[5]。基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MAL-
DI-TOF-MS)作为一种新兴蛋白质组学研究技术,将
质谱技术与磁珠技术相结合,利用磁珠选择性纯化血

清中的低丰度蛋白,通过 MALDI-TOF-MS直接分

析,具有高灵敏度、高特异度、高通量的特点,为寻找

NSCLC早期诊断的肿瘤标志物提供了新的发展方向

和技术支持。本研究旨在应用 MALDI-TOF-MS技

术结合ClinProTools系统分析 NSCLC患者及体检

健康者血清蛋白质指纹图谱,从中筛选差异蛋白/多

肽,建立诊断预测模型,并评估其临床应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2018年10月至2019年6月中国

人民解放军第九六〇医院收治的具有完整临床资料

的56例 NSCLC患者作为病例研究对象,其中男33
例,女23例;年龄25~72岁,中位年龄62岁。病例

纳入标准:(1)患者经组织病理学活检初次确诊为

NSCLC;(2)既往未经其他手术治疗及放化疗;(3)具
有完整临床病理学诊断资料;(4)无其他恶性肿瘤病

史。选择56例同期门诊体检健康者作为健康对照

者,其中男37例,女19例;年龄26~75岁,中位年龄

61岁。健康对照者纳入标准:(1)经体检各项检测指

标均正常;(2)无肿瘤,无糖尿病、高血压等代谢性疾

病,无炎症性疾病,无心、肝、肾等重要脏器疾病;(3)
无手术史及输血史。按照3∶1比例将病例与健康对

照者随机分为训练组(NSCLC患者42例,体检健康

者42例)和验证组(NSCLC患者14例,体检健康者

14例)。训练组用以建立 NSCLC诊断模型;验证组

用以评估模型的诊断效能。各组中NSCLC患者与体

检健康者一般资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。见表

 

1。

表1  各组一般资料比较

受试者类型 n
年龄

[岁,M(Min~Max)]

性别[n(%)]

男 女

吸烟[n(%)]

是 否

组织学类型[n(%)]

腺癌 鳞癌 其他类型

临床分期[n(%)]

Ⅰ期 Ⅱ期 Ⅲ期 Ⅳ期

训练组

 NSCLC患者 42 63(25~72) 24(57.1)18(42.9) 26(61.9)16(38.1) 29(69.0) 12(28.6) 1(2.4) 7(16.7) 2(4.8) 12(28.6)21(50.0)

 体检健康者 42 61(26~75) 27(64.2)15(35.7) 24(57.1)18(42.9) - - - - - - -

 P 0.409 0.503 0.657 - - - - - - -
验证组

 NSCLC患者 14 61(49~69) 9(64.3) 5(35.7) 9(64.3) 5(35.7) 11(78.6) 3(21.4) 0(0.0) 3(21.4) 1(7.1) 4(28.6) 6(42.9)

 体检健康者 14 59(46~75) 10(71.4)4(28.6) 8(57.1) 6(42.9) - - - - - - -

 P 0.625 0.686 0.699 - - - - - - -

  注:-为无数据。

1.2 仪器与试剂 基质辅助激光解析电离飞行时间

质谱仪(Autoflex
 

Speed
 

MALDI-TOF
 

/TOF
 

MS)购
自德国Bruker

 

Daltonics公司;2114型号磁珠分离器

购自美国Life
 

Technologies公司;低温高速离心机购

自德国Eppendorf公司;弱阳离子交换磁珠(WCX-
MB)试剂盒、MTP

 

AnchorChip
 

384
 

BC靶板购自德国
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Bruker
 

Daltonics公司;FlexControl、ClinProTools系

统软件;蛋白/多肽标准品购自德国Bruker
 

Daltonics
公司;α-氰基-4羟基肉桂酸(HCCA)、色谱级无水乙醇

(HPLC)、色谱级乙腈(CAN)、三氟乙酸(TFA)均购

自美国Sigma-Aldrich公司;双蒸水购自捷世康生物

科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 采集所有受试者清晨空腹静脉血

5
 

mL于真空采血管中,室温下静置30
 

min,3
 

000
 

r/min离心5
 

min。将离心后的标本取上层血清分装

至0.5
 

mL
 

EP管中,每管100
 

μL,置于-80
 

℃冰箱

冻存。
1.3.2 磁珠提取血清蛋白/多肽 将冻存血清标本

从-80
 

℃冰箱取出,分别在-20
 

℃和4
 

℃冰箱逐步

复融8
 

h和6
 

h,复融后4
 

℃
 

10
 

000
 

r/min
 

离心
 

3
 

min。以下 操 作 步 骤 均 于 冰 上 进 行:(1)取10
 

μL
 

WCX-MB试剂和10
 

μL结合缓冲液(BB)于0.5
 

mL
 

EP管中,加样枪上下吸打混匀;(2)向EP管中加入5
 

μL血清,混匀后静置5
 

min,避免产生气泡;(3)磁珠

分离器分离磁珠1
 

min,弃去上清;(4)向EP管中加

入100
 

μL洗涤缓冲液(WB),于磁珠分离器上将两样

品管交换移动10次,静置1
 

min,弃去上清;(5)重复

步骤(4)两次;(6)加入5
 

μL洗脱缓冲液(EB),充分混

匀,避免产生气泡,于磁珠分离器上贴壁静置2
 

min,将
上清液移入新EP管中;(7)向EP管中加入5

 

μL稳定

缓冲液(SB),混匀后进行MALDI-TOF-MS分析。
1.3.3 仪器校准与质量控制 检测前使用蛋白/多

肽混合标准品对仪器进行校正。随机选取30例体检

健康者血清标本各5
 

μL混合成质量控制样品,以评

估质谱仪的稳定性。将质量控制样品经磁珠提取蛋

白/多肽后,每15个标本点一次靶。经质谱上样检测

后将获得的质谱峰进行比较,评估质谱仪的重复稳

定性。
1.3.4 MALDI-TOF-MS技术检测标本 取1

 

μL
蛋白/多肽标本点到 MTP

 

AnchorChip
 

384
 

BC靶板

上,每份标本点靶3次。取1
 

μL现配制的6
 

mg/mL
基质(50%CAN,2%TFA,6

 

mg
 

HCCA)点于干燥后

的样品点上,自然放置干燥后将靶板放入质谱仪中检

测。应用FlexControl
 

软件采集标本质谱图,参数设

置:正离子线行模式(LP)下,采用75%的激光强度,
在相对分子质量范围为

 

(1~10
 

)×103 内采集数据,
每个样品点累计轰击100×20次。
1.4 统计学处理 应用ClinProTools系统软件对质

谱图进行数据分析与处理,包括基线消减、校正和归

一化,选取信噪比(S/N)≥5
 

的峰进行分析。分别采用

遗传(GA)算法、快速分类(QC)算法和监督神经网络

(SNN)算法建立模型,使用验证组验证模型的准确度、
特异度和灵敏度,结合三者选择最佳诊断预测模型。

2 结  果

2.1 质量控制标本结果分析 试验过程中每15个

标本点进行一次质量控制靶点,经质谱检测后得到7
个质量控制标本血清蛋白/多肽质谱图,选取相对分

子质量为(1~10)×103 的7个峰,计算同批次内重复

性变异系数(CV)均值为19.01%(范围为12.57%~
25.81%),仪器在整个试验过程中重复稳定性良好。

2.2 血清蛋白/多肽指纹图谱分析 采用ClinPro-
Tools系统软件对NSCLC患者及体检健康者原始图

谱进行分析,得到NSCLC患者与体检健康者的血清

蛋白质/多肽指纹图谱,见图1。在质荷比
 

(m/z)为
(1~10)×103 时,筛选出差异有统计学意义[P<
0.000

 

001,受 试 者 工 作 特 征 (ROC)曲 线 下 面 积

(AUC)>0.80]的多肽峰11个,具体结果见表2。除

m/z为5
 

906.73、3
 

242.63、2
 

953.73的峰在NSCLC
患者中表达上调以外,其余8个峰均表达下调。其中

m/z为5
 

906.73与2
 

953.73的两个峰差异最明显,
其AUC分别为0.96与0.86,NSCLC患者多肽峰

m/z
 

5
 

906.73与m/z
 

2
 

953.73的峰强度明显高于健

康对照者,其平均谱峰图及ROC曲线见图
 

2。

  注:A为NSCLC患者血清蛋白/多肽指纹图谱;B为体检健康者血

清蛋白/多肽指纹图谱。

图1  NSCLC患者与体检健康者的血清蛋白/
多肽指纹图谱

表2  NSCLC患者与体检健康者差异蛋白/多肽峰(x±s)

m/z NSCLC患者 体检健康者
在NSCLC患者

表达变化
P

5
 

906.73 230.83±43.71 140.54±32.00 ↑ <0.000
 

001

3
 

242.63 28.31±12.39 17.24±8.52 ↑ <0.000
 

001

2
 

953.73 87.7±18.41 62.07±13.36 ↑ <0.000
 

001

2
 

588.76 2.59±0.84 3.91±1.19 ↓ <0.000
 

001

2
 

105.66 1.56±0.80 2.68±1.53 ↓ <0.000
 

001
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续表2  NSCLC患者与体检健康者差异蛋白/多肽峰(x±s)

m/z NSCLC患者 体检健康者
在NSCLC患者

表达变化
P

1
 

066.65 0.99±0.69 1.97±1.12 ↓ <0.000
 

001

2
 

322.86 1.49±0.40 2.2±0.58 ↓ <0.000
 

001

1
 

042.69 1.03±0.49 1.74±0.70 ↓ <0.000
 

001

4
 

055.47 1.10±0.30 1.61±0.49 ↓ <0.000
 

001

7
 

470.31 0.44±0.14 0.66±0.18 ↓ <0.000
 

001

9
 

433.09 0.27±0.10 0.38±0.12 ↓ <0.000
 

001

  注:↑为表达上调;↓为表达下调。

  注:A、B分别为m/z
 

5
 

906.73与m/z
 

2
 

953.73的平均谱峰图;a、b
分别为m/z

 

5
 

906.73与m/z
 

2
 

953.73的ROC曲线。

图2  差异最明显两个峰的平均谱峰图及ROC曲线

2.3 NSCLC诊断预测模型建立及验证 应用Clin-
ProTools系统软件分别基于GA、SNN、QC这3种不

同算法建立诊断模型,并使用验证组验证模型诊断效

能,结果见表3。经验证比较发现,GA算法模型效能

最佳:选取差异最明显的2个峰m/z
 

5
 

906.73和m/z
 

2
 

953.73分别作为X、Y轴做聚类分析,结果见图3,
NSCLC患者与体检健康者两组间区分明显。在GA
算法模型下进行验证组验证:14例NSCLC患者中正

确判断13例,错误判断1例;14例体检健康者中正确

判断11例,错误判断1例,另2例未识别。得到GA
模型灵 敏 度 为92.9%,特 异 度 为91.7%,准 确 度

为92.3%。
表3  3种诊断预测模型的诊断效能(%)

算法 识别能力 交叉验证 灵敏度 特异度 准确度

GA 98.84 89.21 92.9 91.7 92.3

SNN 100.00 93.84 85.7 91.7 88.5

QC 96.43 91.8 92.9 83.3 88.5

  注:A为验证组NSCLC患者血清标本聚类分析结果;B为验证组

体检健康者血清标本聚类分析结果;×为训练组 NSCLC患者,圆形为

训练组体检健康者,▲为验证组体检健康者。

图3  基于质谱峰 m/z
 

5
 

906.73和 m/z
 

2
 

953.73的

聚类分析结果

3 讨  论

  近年来,蛋白质组学的不断发展为肿瘤特异性生

物标志物的发现打开了新的思路。目前,质谱分析是

肿瘤蛋白质组学检测的核心技术,主要包括表面增强

激光解析电离飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)[6]、
MALDI-TOF-MS等,其中SELDI-TOF-MS所使用

的蛋白芯片有效表面积较小,对于低丰度蛋白富集不

完全[7],不能完整反映低丰度蛋白所含有的生物标志

物信息。此外,由于自身技术可重复性较差,易受多

种因素影响,对于相同疾病的研究,两个不同实验室

获得的结果较难达到一致[8]。传统蛋白质组学研究

工具二维凝胶电泳(2D-PAGE)技术费时费力,操作复

杂,技术本身存在有限的动态覆盖范围,对低丰度蛋

白分离效果不佳[9]。而基于磁珠分离技术的 MAL-
DI-TOF-MS与ClinProTools生物信息学分析相结合

是近年来新开发的一种高重现性、高分辨率的新型蛋

白质组学技术,其优点在于不仅可以利用多种磁珠从

复杂样品中筛选生物标志物及其特异性指纹图谱,还
可利用串联质谱(MS/MS)技术同时识别潜在的特异

性蛋白。本研究中采用 WCX-MB富集血清中的低丰

度蛋白/多肽,能够排除大分子蛋白的干扰,只需5
 

μL
血清即可快速获得患者的蛋白/多肽指纹图谱,此技

术操作简便、准确度高,将高通量的样品处理系统与

高效能的生物信息学分析工具相结合,使试验结果更

加可靠,适用于大量标本检测。
肺癌的发生和发展是一个多步骤的过程[10],其特

征是异常基因改变和蛋白表达导致细胞表型的转化

及肿瘤加速进展,这个过程涉及复杂的分子信号通路

和多种细胞蛋白[11]。除肺癌的遗传学特征外,还需解
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决其对蛋白质生物标志物的需求,以便能够对肺癌进

行准确的早期诊断,监测疾病进展[12]。LIN等[13]同

样采用 WCX-MB提取肺腺癌患者与体检健康者血清

标本中的低丰度蛋白,通过ClinProTools系统软件建

立诊断预测模型,灵敏度为94%,特异度为95%,此
研究与本试验获得的峰大多不同,只有 m/z

 

2
 

104.83
与m/z

 

4
 

054.06的峰与本试验中 m/z
 

2
 

105.66及

m/z
 

4
 

055.47的峰结果相近,有待于对其进行 Mas-
cot蛋白数据库搜索验证及二级质谱鉴定。

本研究通过 MALDI-TOF-MS技术与 ClinPro-
Tools系统软件相结合,运用 GA 算法建立 NSCLC
诊断预测模型,具有较高的灵敏度和特异度,适合用

于NSCLC高危人群的筛查及辅助诊断。筛选出的

m/z
 

5
 

906.73与m/z
 

2
 

953.73差异蛋白/多肽有望成

为NSCLC潜在的肿瘤标志物,但由于标本量较少,研
究结果存在偏倚的可能性。此次试验中使用 WCX-
MB提取差异性蛋白/多肽,不能代表血清中的全部蛋

白/多肽谱,可能导致试验结果不全面,在后续的试验

中需结合其他多种类型的磁珠或方法对血清标本进

行前处理。此外,研究中使用的标本主要来源于肺腺

癌患者,且患者多为晚期,在后续研究中会进一步扩

大标本量,纳入更多早期患者及肺鳞癌等其他组织学

类型患者的血清标本,丰富试验内容,细化分组,进一

步验证该诊断预测模型的诊断效能。对于本试验所

获得的差异蛋白/多肽,后续会通过高效液相色谱-电
喷雾串联质谱(LC-ESI-MS/MS)法对其进行鉴定,以
进一步研究候选血清肿瘤标志物在NSCLC发病机制

中的生物学作用。
4 结  论

  本试验基于高通量 MALDI-TOF-MS技术联合

ClinProTools系统软件建立 NSCLC诊断预测模型,
能够以较高的灵敏度和特异度鉴别NSCLC患者和体

检健康者,具有较好的诊断效能。同时,研究发现两

个具有 诊 断 价 值 的 差 异 蛋 白/多 肽 有 望 成 为 新 的

NSCLC血清肿瘤标志物,为后续鉴定及体内生物学

效应研究奠定了基础,具有重大临床意义。
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