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基于血清肽谱的乳腺癌诊断模型的初步建立"
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要#目的
!

为了提高乳腺癌诊断的准确率!建立新的血清学诊断平台%方法
!

收集
.#

例乳腺癌患者和
.#

例健康对照者

的血清标本!随机抽取一部分作为训练集!用于构建诊断模型&其余作为验证集!用于验证模型的诊断能力%使用弱阳离子磁珠分

离血清多肽!

74UP8+C607T

进行质谱检测%结果
!

通过对训练集
,B

例乳腺癌患者和
/#

例健康对照者的血清标本进行质谱分

析!建立了一个八肽诊断模型!然后用验证集
,/

例乳腺癌和
,#

例健康对照者的血清标本进行检验!得到该模型的灵敏度为

$.;B_

!特异度为
$.;#_

%并应用生物信息学方法预测出模型中的
"

个肽片段分别来自间
+

*

+

胰蛋白酶抑制剂重链
2"

$纤维蛋白

原
*

链亚型
-

前体和核磷蛋白亚型
,

%结论
!

初步建立了一个基于血清肽质谱分析方法的用于诊断乳腺癌的八肽模型!具有高

度灵敏度和特异度%
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!
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乳腺癌是女性发病率最高和病死率居第
,

位的恶性肿瘤(

目前的筛查方法已经使乳腺癌病死率下降
-._

#但是同时过

度诊断与过度治疗的风险增加
/#_

)

-

*

(因此#为了提高诊断

的准确率'进一步改善患者预后和生活质量#有必要建立新的

更精准的乳腺癌诊断技术(特征性乳腺癌生物标志物分子的

发现#将为乳腺癌的诊断提供有力的帮助(蛋白质作为细胞主

要的生物效应因子#一直是生物标志物的重要来源&而血清由

于其非侵入性的获取途径和简便的分离方法#一向是最理想的

临床标本(近年来随着质谱分析技术的发展#血清蛋白图谱已

成为鉴定标志物分子的一个重要工具(因此#本研究拟通过对

血清蛋白进行质谱分析来筛选具有乳腺癌诊断价值的生物标

志物#以建立高准确性的乳腺癌诊断新模型(

$

!

资料与方法

$;$

!

一般资料
!

收集
,#-"

年
$

月至
,#-A

年
,

月在广州军区

广州总医院经病理诊断确诊为乳腺癌的女性患者
.#

例作为乳

腺癌组#年龄
/,

"

B-

岁#平均$

.#;B[$;A

%岁&同时选择年龄匹

配的健康女性体检者
.#

例作为健康对照组#年龄
,$

"

AA

岁#

平均$

.#;B[--;,

%岁#均无重要脏器疾病#血清生化指标正常(

随机抽取
,B

例乳腺癌和
/#

例健康对照者作为训练集#用于诊

断模型的构建&其余
,/

例乳腺癌和
,#

例健康对照者作为验证

集#用于诊断模型的验证(本研究经患者和体检者知情同意并

经广州军区广州总医院医学伦理委员会批准(

$;/

!

主要试剂与仪器
!

弱阳离子交换磁珠$

7'+<!b

%试剂

盒$德国
'9Ĵ@9P=HGD?E5*

公司%#高效液相色谱级乙腈和三氟

乙酸$德国
7@9̂

公司%#

*

+

氰基
+"+

羟基肉桂酸$

2!!4

%'丙酮'

乙醇 $美 国
4HL9E5)+TE

>

K=

公 司 %&磁 珠 分 离 器'

A##

"

/%"4?5)D95)E

M

靶板'

4JGDNH@R

#

基质辅助激光解吸电离飞行

时间$

74UP8+C60

%质谱仪及
!HE?(9DCDDH*

软件$德国
'9Ĵ@9

P=HGD?E5*

公司%(

$;'

!

方法

$;';$

!

血清标本收集
!

早晨空腹抽取研究对象全血
/KU

#室

温静置
,)

#室温离心
/###9

"

KE?]-#KE?

#将上清液分装成每

管
.#

)

U

#

S%#e

保存(每例标本冻存期不超过
,#

个月(

$;';/

!

多肽提取
!

根据厂商提供的说明书#应用弱阳离子交

换磁珠试剂盒#按照标准程序将血清标本中的多肽进行分离(

步骤简要记载如下!在
,##

)

U

样品管中加入
-#

)

U

磁珠结合

缓冲液和
-#

)

U

磁珠悬浮液磁珠#吹打均匀&加入
.

)

U

血清#

吹打均匀#室温静置
.KE?

(置于磁珠分离器中
-KE?

#使磁珠

贴于管壁上#吸弃上清液&加入
-##

)

U

清洗缓冲液清洗磁珠两

次&加入
.

)

U

洗脱缓冲液#混匀磁珠(置于磁珠分离器中
,

KE?

后#吸取上清液移入
#;.KU

干净样品管内#加
.

)

U

稳定

缓冲液混匀#即可行
74UP8+C60

质谱分析(

$;';'

!

质谱检测和蛋白预测
!

将
.

)

U 2!!4

基质液$

#;"

>

"

U

#溶于丙酮和乙醇%与
-;#

)

U

多肽样品进行混合#从中取

-;#

)

U

点于靶板上#室温干燥(将干燥后的靶立即用
74U+

P8+C60

质谱仪进行检测#并优化检测步骤(应用
!HE?(9DG

CDDH*

软件来进行基线平滑'图谱标准化并确定峰的荷质比

$

K

"

g

%值与强度(在相对分子质量
-###

"

-####

得到多肽分

子量#信噪比设为大于
/

(一共经过
"##

次打靶#获得多肽图

谱(根据
K

"

g

值检索
:?E(9DGc'

"

TIE**+(9DG

数据库#采用

C=

>

HL@?G

检索程序对差异表达多肽进行初步鉴定(

$;1

!

统计学处理
!

所有数据均采用
T(TT-$;#

进行统计分

析(计量资料以
C[6

表示#采用
6?@+I=

O

4X6W4

分析'

TGJL@?Gd*8

检验$正态分布资料%和
<EH5DRD?

检验$非正态分

布资料%进行数据比较(以
!

$

#;#.

为差异有统计学意义(

14

'

TXX

和
l!

算法用于构建区分乳腺癌与健康对照者的诊

断模型(

/

!

结
!!

果

/;$

!

质谱检测得到血清多肽谱
!

检验本研究中质谱检测数据

的可重复性(将同一例患者的同一份血清标本重复测定
/

次#

可见变异率很低#重复性良好(然后#将乳腺癌组和健康对照

组的血清多肽经过磁珠分离和
74UP8+C60

质谱检测后进行

对比分析#得到相对分子质量
-###

"

-####

的多肽谱图#然后

通过主成分分析绘制出两组数据的双变量图$图
-

%(

/;/

!

筛选差异表达多肽和构建诊断模型
!

应用
!HE?(9DCDDH*

软件#以差异大于
-;.

倍'

!

$

#;#.

为标准对训练集质谱检测

数据进行分析#初步筛选出在乳腺癌组和健康对照组之间有显

著性表达差异的多肽峰
..

个(之后#应用软件中镶嵌的统计

学算法来构建能够区分乳腺癌和健康对照的诊断模型(通过

14

'

TXX

和
l!

算法#分别筛出
.

个'

,-

个和
%

个差异多肽#

从中找出至少被两种算法选中的一共
%

个多肽峰构成乳腺癌

诊断模型(与健康对照组比较#

%

个多肽中有
"

个在乳腺癌组

-

BBB-

-

检验医学与临床
,#-B

年
A

月第
-"

卷第
-,

期
!

U=37@L!HE?

!

VJ?@,#-B

!

WDH;-"

!

XD;-,

"

基金项目#广东省科技计划项目$

,#-/'#,-%###.,
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明显上调#荷质比$

K

"

g

%分别是
B""%;/,

'

B.B%;.A

'

BA.,;/#

和
B$/%;-"P=

&另外
"

个多肽显著下调#

K

"

g

分别是
,#,A;

BA

'

,-#.;#A

'

,$B.;$.

和
""B.;-#P=

(各多肽质谱峰的情况

详见表
-

(然后#应用该模型对验证集质谱检测数据进行盲筛

验证#结果
,/

例乳腺癌患者血清标本中有
,,

例被准确判断#

-

例被误判为健康对照#灵敏度
$.;B_

&

,#

例健康对照女性标本

中有
-$

例被准确判断#

-

例被误判为乳腺癌#特异度
$.;#_

#

说明这个联合应用
%

种肽的诊断模型具有区分乳腺癌患者与

健康女性的理想效能(

图
-

!!

健康对照组和乳腺癌组血清多肽谱的主成分分析图

/;'

!

预测候选标志物蛋白
!

通过生物信息学检索#初步鉴定

K

"

g,#,A;BA

和
""B.;-#

的多肽分别为间
+

*

+

胰蛋白酶抑制剂

重链
2"

$

8C82"

%和 核磷蛋白亚型
,

的片段#而
K

"

g,-#.;#A

和
,$B.;$.

的多肽均来源于纤维蛋白原
*

链亚型
-

前体(与

以上信号峰相匹配的蛋白名称和序列详见表
-

(相对分子质

量为
B""%;/,

'

B.B%;.A

'

BA.,;/#

及
B$/%;-"

的肽没有查到

相应蛋白(

表
-

!!

乳腺癌诊断模型中的
%

个多肽峰数据

峰序号
K

"

g

乳腺癌组峰强度

与对照组比较
预测蛋白名称

.- ,#,A;BA

下降 间
+

*

+

胰蛋白酶抑制剂重链
2"

.. ,-#.;#A

下降 纤维蛋白原
*

链亚型
-

前体

BB ,$B.;$.

下降 纤维蛋白原
*

链亚型
-

前体

--" ""B.;-#

下降 核磷蛋白亚型
,

-.- B""%;/,

升高 未查到

-./ B.B%;.A

升高 未查到

-." BA.,;/#

升高 未查到

-.B B$/%;-"

升高 未查到

'

!

讨
!!

论

!!

学者们多年来一直致力于研发诊断乳腺癌的血液检查新

技术#但是迄今没有明显进展(主要原因是血液中尚未发现既

敏感又特异的乳腺癌标志物(由于乳腺癌具有高度的异质性#

尽管迄今已报道了大量的乳腺癌标志物候选分子#却均因重复

性差而未能应用于临床(在本研究中#通过质谱分析法找到了

%

个乳腺癌特征性血清多肽#初步建立了一个高灵敏性和高特

异性的乳腺癌诊断模型(在这个模型中#乳腺癌组有
"

个峰比

健康对照组明显降低#其来源蛋白可能分别是
8C82"

'纤维蛋

白原
*

链亚型
-

前体和核磷蛋白(经文献检索发现这
/

种蛋

白都与乳腺癌相关#下面分别进行讨论(

首先#本研究发现乳腺癌患者血清中
8C82"

片段的水平

比健康对照组减少(

8C82"

是一种
-,#]-#

/ 的急性期糖蛋

白#主要由肝脏产生#分泌入血之后可被蛋白酶水解成多个不

同大小的片段)

,

*

(

,##A

年一项前瞻性研究报道乳腺癌患者术

前血清中
8C82"

$

K

"

g",$,

%多肽峰的表达强度降低)

/

*

(随后

1=*G

等)

"

*也报道乳腺癌患者术前血清
8C82"

水平与健康人群

相比是下降的(以上研究结果均与本研究数据相一致(但是#

也存在许多不同的报道#认为术前乳腺癌患者
8C82"

血清水

平是升高的(

7D)=K@L

等)

.

*用质谱分析发现乳腺癌患者血清

8C82"

水平显著升高(

F=?L@?'9D@̂

等)

A

*用液相色谱
+

串联质

谱对乳腺癌患者血清中
%

个
8C82"

来源的多肽进行绝对定

量#发现多数在乳腺肿瘤存在时有升高趋势#尤其是
8C82

$

"

%

+

,.

和
+,$

血清水平明显升高(甚至有研究表明
8C82"

血清水

平在患者被诊断为乳腺癌的
/

年前就已升高)

B

*

(

其次#本研究发现乳腺癌患者的纤维蛋白原
*

链亚型
-

前

体血清水平下降(纤维蛋白原是一种由肝脏合成的具有凝血

功能的球蛋白#其分子是由
/

对多肽链$一对
*

链'一对
,

链'

一对
1

链%以二硫键连接而成的二聚物(大量文献报道#与良

性疾病"健康对照比较#多种类型肿瘤患者$如肾细胞癌'子宫

内膜癌'结肠癌'宫颈癌等%术前血浆"清纤维蛋白原水平升高#

且与差的预后有关)

%+-#

*

(乳腺癌患者术前血浆凝血酶原水平

也升高#且与患者的低生存率有关)

--

*

(不过#具体到该蛋白的

*

链'

*

链亚型
-

的前体或者该亚型本身表达变化的报道相对

非常少(

T)E

等)

-,

*应用
TYUP8+C60

质谱分析法在纵向研究中

证实#乳腺癌患者凝血酶原
*

链片段的术前血浆水平降低#与

本研究结果一致(表面看来#本研究报道的乳腺癌患者血清纤

维蛋白原
*

链亚型
-

前体水平下降与前文提到的纤维蛋白原

水平升高似乎是不一致的#其实可能并不矛盾(因为虽然纤维

蛋白原前体的减少可能会导致成熟的纤维蛋白原生成减少#但

是#如果该成熟蛋白的降解也减少'且减少程度更大#则纤维蛋

白原水平可以表现为升高(

第三#本研究发现乳腺癌患者核磷蛋白亚型
,

的血清水平

降低(核磷蛋白又被称为
X(7-

或
',/

#主要有
,

个亚型(亚

型
-

由
,$"

个氨基酸组成#亚型
,

的
!

端比亚型
-

缺少
/.

个

氨基酸(亚型
-

主要定位于细胞核内#表达量高#而亚型
,

同

时出现在细胞核和细胞质#表达量很低)

-/

*

(文献通常对
,

个

亚型不进行严格区分而统称为核磷蛋白(核磷蛋白在细胞中

的功能十分复杂多样(目前#关于其在乳腺癌中作用的研究结

果很不一致(一些文献认为核磷蛋白对乳腺肿瘤具有促进作

用(例如
W

O

L9=

等)

-"

*从
,/

例乳腺癌组织标本中原代培养出

上皮细胞#根据临床资料分为转移阳性组和转移阴性组#经比

较蛋白质组学分析发现转移阳性组细胞中核磷蛋白的表达量

比转移阴性组的高#提示该蛋白是乳腺癌的促进因子(同时#

另一些文献支持核磷蛋白对乳腺肿瘤发挥抑制作用(例如#应

用组织芯片技术检测
--A#

例乳腺癌标本中核磷蛋白的表达#

发现核磷蛋白在乳腺癌组织中低表达水平与差的预后相关#而

且该蛋白在正常腔上皮细胞中高表达#在强侵袭性的
7P4+

7'+,/-

乳腺癌细胞中过表达核磷蛋白能抑制其在软琼脂上

的生长)

-.

*

(这些证据都支持核磷蛋白是乳腺癌的抑制因子#

或许可以解释本研究的结果(本研究数据显示#乳腺癌患者

X(7

亚型
,

的血清水平比健康对照组下降#可能导致该蛋白

抑制肿瘤的作用弱化#从而促进了乳腺癌的发生'发展(

可见#乳腺癌患者血清中上述
/

种蛋白的水平是升高还是

降低#各家报道很不一致#主要可能与选取的患者人群不同'血

样的采集时间以及保存时间不同等因素有关(另外#遗憾的

是#新建的乳腺癌诊断模型中有
"

个表达上调的肽尚未能被软

件和数据库预测出为何种蛋白#这是由于其相对分子质量太

大#都超过
B]-#

/

#以至于数据库中检索不到相应蛋白(

综上所述#本研究采用蛋白质组学方法分析了
,B

例乳腺

癌患者和
/#

个健康对照的血清标本#建立了一个八肽诊断模

型#可将乳腺癌患者与健康人区分开来&并用另外独立的
,/

例
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乳腺癌和
,#

例健康对照的血清标本进行验证#发现该模型的

灵敏度为
$.;B_

#特异度为
$.;#_

#有望将来用于乳腺癌的实

验室诊断(本研究的局限性主要是样本量比较少而且缺乏动

态检测#因此未来将收集更多的系列标本以进一步验证该模型

的诊断效能(此外#应用生物信息学预测的蛋白也有待用测序

方法进行最终鉴定(
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检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因及其临床意义"

王江元!卢念红!王子浔!艾
!

清#
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摘
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要#目的
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探索多重聚合酶链反应"

(!&

#检测鲍曼不动杆菌多种耐药基因的方法!并指导临床用药%方法
!

用多重

(!&

检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因!并统计分析
%,

例鲍曼不动杆菌耐药基因与相应抗生素的关联!比对耐药基因检出率及抗

生素耐药率对应情况%结果
!

多重
(!&

检测鲍曼不动杆菌灵敏性高$稳定性强&可尽早$快速$高效地指导临床用药%结论
!

多

重
(!&

可以同时检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因!并及时$高效地指导临床用药!有效治疗感染!控制医院内感染%
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鲍曼不动杆菌是不动杆菌中最常见的临床感染菌#属于条

件致病菌#不仅广泛存在于自然界的水'土壤和医院环境#还存

在于人体皮肤'呼吸道'消化道和泌尿生殖道中(近年来该菌

感染率在上升及耐药性日益严重#已成为是全球重要的医院获

得性病原菌#引起医疗工作者的高度重视)
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(鲍曼不动杆菌主

要引起呼吸道感染#但也可引发继发性脑膜炎'败血症'泌尿系
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