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乳腺癌血清蛋白质芯片检测在预测乳腺癌

预后中的应用

王曦　杨名添　谢泽明　唐军　周中梅　曾益新　朱振宇

　　【摘要】　目的　通过乳腺癌血清蛋白质芯片检测来分析乳腺癌的预后差
异，寻找新的判断预后的指标，以期为临床治疗方案的选择提供有价值的依据。

方法　采用美国Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司生产的蛋白质芯片阅读机，选择ＩＭＡＣ３和ＷＣＸ
２两种芯片，对６４例乳腺癌患者血清进行研究。６４例乳腺癌患者全部随访５年，
死亡１３例。采用 Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ３．０软件分析乳腺癌患者血清的蛋白质
谱。将１３例死亡患者的蛋白质图谱与其余患者的进行比对，差异比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜００５为有统计学意义。结果　在 ＷＣＸ２蛋白芯片，有２个位点，相对分
子质量（Ｍｒ）分别为９４０５和６４２４的位置，死亡与生存乳腺癌患者的血清蛋白峰
表达有差异，在Ｍｒ９４０５的位置，生存乳腺癌患者低表达；在 Ｍｒ６４２４的位置，生存
乳腺癌患者高表达，敏感性为７６．９％ ～８４．６％，特异性为７６．４％ ～８０．３％。在
ＩＭＡＣ３蛋白芯片，发现有２个位点，Ｍｒ分别为４６４３和５９１０的位置，死亡与生存
的乳腺癌患者血清蛋白峰表达有差异，生存乳腺癌患者高表达，敏感性为

６１．５％～７６．９％，特异性为６８．６％～７４．５％。结论　 死亡与生存乳腺癌患者血
清蛋白峰表达存在差异，有可能成为新的判断乳腺癌预后的指标。
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　　目前认为，肿瘤的分期尤其是腋窝淋巴结状况对乳腺癌患者预后的影响最大。
但就目前的ＴＮＭ分期，我们发现：相同分期、相似治疗模式的患者会有不同的治
疗效果；早期（Ｉ期）患者中近８％生存不超过５年，而中、晚期（ＩＩＩ期）患者中又有
近４７％生存超过５年［１］。因此，如何更准确地预测乳腺癌患者的预后并选择相

应的治疗方案，便成为乳腺癌研究的热点。近年来由于分子生物学的进展，为寻

找新的判断肿瘤预后的指标提供了线索。本研究通过乳腺癌血清蛋白质芯片检

测，分析乳腺癌预后差异，以期能在临床治疗方案选择上提供有价值的依据。

１　 材料与方法
１．１　试剂
　　已氰，三氟乙酸，尿素，蛋白酶抑制剂，Ｎ２羟乙基哌嗪Ｎ２乙磺酸（Ｈｅｐｅｓ），
ＴｒｉｓＨＣＩ，３环乙胺１丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）和ＯＧＰ。ＩＭＡＣ３蛋白质芯片和ＷＣＸ２蛋
白质芯片购于美国Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司。
１．２　标本来源
　　６４例乳腺癌患者血清由中山大学肿瘤中心标本库提供。６４例乳腺癌患者，
年龄２１～５９岁，中位年龄４１岁，其中Ⅰ期乳腺癌１９例，Ⅱ期乳腺癌２４例，Ⅲ期乳
腺癌２１例。６４例均为２００１年收治的乳腺癌患者，随访５年后死亡患者１３例，其
中，Ⅱ期乳腺癌６例，Ⅲ期乳腺癌７例。
１．３蛋白质芯片阅读机
　　蛋白质芯片阅读机（美国 Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司生产）实际上是一台激光解吸电离
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飞行时间质谱仪。它可检测 Ｍｒ１０００的小分子物质以及多肽，也可检测 Ｍｒ
５０００００以下的蛋白质大分子。它与蛋白质芯片结合在一起构成了蛋白质芯片检
测系统。

１．４　蛋白质芯片
　　采用两种化学修饰的蛋白质芯片：ＩＭＡＣ３芯片（固定金属亲和芯片），其表
面结合有亚硝基，可螫合金属离子（如 Ｃｕ，Ｎｉ，Ｇａ等），加到芯片表面结合点上的
蛋白质通过半胱氨酸和色氨酸位点上的磷酸化氨基酸等与金属离子结合，主要用

于检测磷酸化蛋白及生物标记分子；ＷＣＸ２芯片（弱阳离子交换芯片），其表面结
合有弱型阴离子羧基，可和被分析物表面的正电荷基团相互作用（如赖氨酸、精

氨酸和组氨酸）而捕获蛋白，可用于检测高等电点的蛋白质和生物标记分子。

１．５　标本采集
　　分别采集全血４～５ｍｌ立即放入４℃冰箱静置３ｈ，４℃ １０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，吸取血清按每管１００μｌ分装置－７０℃保存。
１．６　标本准备
　　用 ＣｉｂａｃｒｏｎＢｌｕｅ除去血清白蛋质后，取２０μｌ，按１"

７用 ｐＨ７．０缓冲液
（１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠）稀释至１５０μｌ。
１．７　芯片的预处理
　　芯片每孔加１００ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸５０μｌ，室温下２００ｒ／ｍｉｎ振荡５ｍｉｎ，弃硫酸铜，
用去离子水冲洗５次后甩干，每孔中加入１００ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠５０μｌ（ｐＨ４．０）室温
下 ２００ｒ／ｍｉｎ振荡 ５ｍｉｎ，弃除未结合的铜离子。芯片每孔加入 １５０μｌ结合洗脱
缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳｐＨ７．０）后置振荡器上，室温孵育５ｍｉｎ后，弃缓冲液
重复１次。每孔加入５０μｌ稀释标本，置振荡器上，４℃孵育６０ｍｉｎ后，弃缓冲液。
然后用１５０μｌ结合洗脱缓冲液冲洗３次，每次振荡 ５ｍｉｎ，最后１次用１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳｐＨ７．０快速冲洗，取出芯片在每孔周围用疏水笔圈样品孔并风干，在能量
吸收分子ＥＡＭ（ＳＰＡ）中加７５μｌ乙氰和１％三氟乙酸７５μｌ，充分振荡５ｍｉｎ确保
ＳＰＡ全部溶解，离心１ｍｉｎ；每孔分２次加ＳＰＡ（１μｌ／次，２次之间允许各孔风干）。
１．８　芯片检测
１．８．１ＩＭＡＣ３蛋白芯片实验步骤：在 ＩＭＡＣ３蛋白芯片 ８个点（Ａ－Ｈ）的表面加
１０μｌ１００ｍｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４，置入湿盒内孵育 １５ｍｉｎ，吸去剩余的 ＣｕＳＯ４，加 ５μｌ结
合缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．０）于芯片各点上，孵育５ｍｉｎ，吸去芯片各点上
的液体，将芯片安装于 Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ上，每点分别加 ２０μｌ不同组分的流出液和
８０μｌ结合缓冲液，振荡孵育 ３０ｍｉｎ，弃液体，各点用 ２００μｌ洗脱缓冲液
（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．０）洗涤２次，每次５ｍｉｎ，卸去Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ，取出芯片用
ＭＱ液洗涤２次，待芯片表面自然晾干后，各点加２次０．５μｌＳＰＡ，芯片表面干后，
用蛋白质芯片阅读机（ＰＢＳⅡ型）进行蛋白质谱分析。
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１．８．２　ＷＣＸ２蛋白芯片实验步骤：用５μｌ１０ｍｍｏｌ／ＬＨＣＩ预处理 ＷＣＸ２蛋白
芯片上Ａ－Ｈ点１０ｍｉｎ，用 ＭＱ液洗涤芯片３次，将芯片安装于 Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ上，
芯片Ａ－Ｈ点加１５０μｌ结合缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠，ｐＨ４．０），室温下振荡孵
育５ｍｉｎ，弃液体，每点分别加 １０μｌ不同组分流出液和 ９０μｌ结合缓冲液，振荡孵
育３０ｍｉｎ，弃掉液体，用１５０μｌ洗脱缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠，ｐＨ４．０）洗涤芯
片 ２次，每次 ５ｍｉｎ，卸去 Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ，芯片用 ＭＱ水洗涤２次，待芯片表面自然
晾干后，各点加２次０．５μｌＳＰＡ，芯片表面干后，用蛋白质芯片阅读机（ＰＢＳⅡ型）
进行蛋白质谱分析。

１．８．３　蛋白质谱及统计学分析：用加有Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司 Ａｌｌｉｎｏｎｅ标准蛋白质的
ＮＰ２０芯片校正质谱仪，设定仪器参数，在 ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ软件中设定读片
程序，激光强度１９０，检测敏感度１０，采用 Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ机带分析软件自
动采集数据，结果采用Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ３．０软件分析乳腺癌患者血清的蛋白
质谱。本研究将１３例死亡患者的蛋白质图谱与其余患者的进行比对，差异比较
采用ｔ检验，Ｐ＜００５为有统计学意义。计算机以每秒１ＧＨｚ的速度，从所获得
的原始数据快速精确的绘制出蛋白质质谱图。

２　结果
　　本研究发现：在 ＷＣＸ２蛋白芯片上，有２个位点，Ｍｒ分别为９４０５和 Ｍｒ６４２４
的置，死亡与生存乳腺癌患者血清蛋白峰表达有差异，在 Ｍｒ９４０５的位置，生存乳
腺癌患者低表达；在Ｍｒ６４２４的位置，生存乳腺癌患者高表达，敏感性为７６．９％～
８４．６％，特异性为７６．４％～８０．３％（表１）。在 ＩＭＡＣ３蛋白芯片上，也有２个位
点，Ｍｒ分别为４６４３和５９１０的位置，死亡与生存乳腺癌患者血清蛋白峰表达也有
差异，生存乳腺癌患者高表达，敏感性为６１．５％～７６．９％，特异性为 ６８．６％ ～
７４．５％（表１）。

表１　蛋白芯片上生存乳腺癌患者蛋白峰表达的
敏感性和特异性

蛋白质芯片 蛋白相对分子质量 敏感性／（％） 特异性／（％）

ＷＣＸ２ ９４０５ ７６．９（１０／１３） ８０．３（４１／５１）

６４２４ ８４．６（１１／１３） ７６．４（３９／５１）

ＩＭＡＣ３ ４６４３ ６１．５（８／１３） ６８．６（３５／５１）

５９１０ ７６．９（１０／１３） ７４．５（３８／５１）

３讨论
　　用蛋白质芯片技术对癌症相关蛋白进行研究发展较快。２００２年 Ｌｉ等［２］对

１０３例乳腺癌患者，４１例健康妇女及２５例乳腺非癌患者血清采用 ＳＥＬＤＩ蛋白质
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芯片技术进行研究，结果发现在乳腺癌患者和对照者之间有明显差异，敏感性

９３％，特异性９１％。他们认为所发现的差异蛋白是很好的乳腺癌早期诊断的生
物标志物。后来又有多位学者采用 ＳＥＬＤＩ蛋白质芯片技术将乳腺癌、肺癌、结肠
癌、前列腺癌、胰腺癌、头颈部恶性肿瘤、膀胱癌患者与非癌对照者的血清或排泄

物样品通过蛋白质芯片进行了研究，根据特定条件下检测出的不同图谱，发现在

癌症患者和正常人之间有多种差异蛋白。然后他们又从这些蛋白中选择出几个

估计有判别价值的蛋白在其他癌症患者及健康人中加以验证。此后他们在不同

类型、不同阶段的恶性病变及良性病变中进行比较性研究，以确定这一蛋白的临

床意义［３－１１］。作者采用 ＳＥＬＤＩ技术的研究也发现，在 ＷＣＸ２蛋白芯片上，Ｍｒ为
８７４９、８９０５、９１１６、９４７０和９６９２的５个位点，在乳腺癌患者与乳腺非癌患者及正常
妇女血清之间蛋白峰表达有差异，乳腺癌患者蛋白质峰的表达较乳腺非癌患者及

正常妇女表达高；在 ＩＭＡＣ３蛋白芯片上，Ｍｒ分别为５０６３、５２１３、５２３６、５３３４、５３７４、
７４６４、７６２３、７７５６和７８２３的９个位点位置，乳腺癌患者与乳腺非癌患者及正常妇
女血清蛋白峰表达有差异，蛋白质峰的表达乳腺癌患者较乳腺非癌患者和正常妇

女表达低［１２］。

　　近年来，有研究报道不同分期乳腺癌蛋白峰表达的差异，以及这些差异在预
后判断中所起的作用。Ｐｕｓｚｔａｉ等［１３］对６９例Ⅰ ～Ⅲ期乳腺癌患者化疗前后血清
以及１５例健康志愿者妇女血清进行研究，发现５个蛋白峰在乳腺癌患者和正常
妇女间存在差异；在紫杉醇类药物术前新辅助化疗的患者中发现１个蛋白峰（Ｍ／
Ｚ２７９０），有８０％的患者在治疗前后存在差异。他们认为，ＳＥＬＤＩ技术不仅能准确
地区分乳腺癌患者和正常妇女，而且可作为判断术后出现微转移的指标。

　　Ｒｉｃｏｌｌｅａｕ等［１４］对３０例无复发的腋淋巴结阴性患者和３０例出现复发转移的
腋淋巴结阴性患者进行蛋白质表达的差异比较，总共收集了７３个蛋白峰，发现其
中２个蛋白峰能明确区分上述两组患者。本研究发现：经过５年随访的６４例乳
腺癌患者中，１３例死亡的乳腺癌患者和５１例生存患者的血清蛋白质表达有差
异；在ＷＣＸ２蛋白芯片，有２个位点，Ｍｒ分别为９４０５和６４２４的位置，死亡与生存
乳腺癌患者血清蛋白峰表达有差异，敏感性为 ７６．９％ ～８４．６％，特异性为
７６．４％～８０．３％；在ＩＭＡＣ３蛋白芯片，也有２个位点，Ｍｒ分别为４６４３和５９１０位
置，死亡与生存乳腺癌患者血清蛋白峰表达有差异，敏感性为６１．５％～７６．９％，
特异性为６８．６％ ～７４．５％。上述蛋白质位点可能成为判断乳腺癌预后的新指
标，从而有可能为乳腺癌患者治疗方案的选择提供重要的依据。

　　目前，应用ＳＥＬＤＩ蛋白质芯片技术对乳腺癌预后预测的研究越来越多。然
而，ＳＥＬＤＩ蛋白质芯片技术只提示蛋白峰表达的位点，并不能明确此位点究竟为
何种蛋白。因此，对有差异的分子质量位点蛋白的分离、纯化需进一步研究，以便

进一步了解其影响乳腺癌预后的相关机制。
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（收稿日期：２００７－０２－１５）

（本文编辑：谢竞）

中华乳腺病杂志（电子版）２００７年６月 第１卷 第３期 ＣｈｉｎＪＢｒｅａｓｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＶｅｒｓｉｏｎ），Ｊｕｎｅ２００７，Ｖｏｌ．１，Ｎｏ．３


