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乳腺癌患者与健康人血清蛋白质谱的差异分析
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暋暋暰摘要暱暋目的暋探索乳腺癌患者与健康人群的血清蛋白质谱差异,寻找能够帮助

鉴别诊断乳腺癌的候选血清蛋白标志物。方法暋收集117例乳腺癌患者和56例健康

人的血清标本,随机分为训练组(74例乳腺癌和36例健康人)与测试组(43例乳腺癌和

20例健康对照)。采用表面增强激光解析离子化飞行时间质谱(SELDI灢TOFMS)技术

检测所有血清标本的蛋白质谱。用BiomarkerWizard统计软件比较训练组乳腺癌与

健康对照间的蛋白质谱差异,再用BiomarkerPattern软件筛选出一组差异蛋白构建决

策分类树模型以鉴别乳腺癌病例和健康人群,最后用测试组对分类模型进行验证。结

果暋乳腺癌组和健康对照组的血清蛋白质谱存在14个差异显著的蛋白峰,以质荷比分

别为3958、4288、4974、5902、8518、8930、9282和11360的8个差异蛋白构建决策树分

类模型,鉴别乳腺癌与健康对照组的敏感性为82.43% (61/74),特异性为83.33%
(30/36),准确性为82.73%(91/110),用测试组进行验证的敏感性为86.05% (37/

43),特异性为65.00% (13/20),准确性为79.37%(50/63)。结论暋乳腺癌与健康人

群的血清蛋白质谱存在差异,SELDI灢TOFMS技术筛选出的血清差异蛋白有助于乳腺

癌的鉴别诊断。
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暰Abstract暱暋Objective暋Toinvestigatethedifferenceofserumproteomebetween
breastcancerpatientsandhealthywomen,andseekforsomepotentialbiomarkersto
distinguish breast caner patientsfrom healthy women using a serum protein
fingerprintingtechnique.Methods暋Totalserumsamplescollectedfrom117breast
cancerpatientsand56healthy women weredividedintoalearn灢group (74breast
cancerpatientsand36healthy)womenandatest灢group(43breastcancerpatientsand
30healthywomen).Thesamplesweredetectedbysurfaceenhancedlaserdesorption/

ionizationtime灢of灢flightmassspectrometry (SELDI灢TOF灢MS).Differencesofmass
spectrumsbetweenbreastcancerpatientsandhealthywomenfromthelearn灢group
wereanalyzedbyBiomarker Wizardsoftware.Somedifferentproteinpeakswere
pickedoutandaclassificationtreewasdevelopedforidentificationofbreastcancer
patientsusingBiomarkerPatternsoftware.Theclassificationmodelwasvalidatedby
anindependentsamplefromthetest灢group.Results暋Fourteenproteinpeakswere
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significantlydifferentbetween breastcancerand healthy women groups.Eight
proteinsmass/chargeof3958,4288,4974,5902,8518,8930,9282and11360could
identifybreastcancerpatientsfrom healthywomenwithdecisiontreeclassification
method.Sensitivity,specificityandcorrectratioofthemethodwere82.43% (61/

74),83.33% (30/36)and82.73% (91/110),respectively.Invalidationtest,the
sensitivity,specificityandcorrectratioofthemethodwere86.05% (37/43),65.00%
(13/20)and79.37% (50/63),respectively.Conclusions暋Therearesomedifferent
proteinsinserum betweenbreastcancerpatientsandhealthy women.Candidate
protein biomarkersin serum screened by SELDI灢TOF MS could facilitatethe
diagnosisofbreastcancer.

暰Key words暱暋Breastneoplasm;Proteome;Surfaceenhancedlaserdesorption/

ionizationtime灢of灢flightmassspectrometry;Serum;Diagnosis

暋暋乳腺癌的诊断、预后判断和疗效检测尚缺乏有效的血清学标志物。随着

蛋白质组学的迅速发展,乳腺癌的血清蛋白质组学成为了研究乳腺癌相关标

志物的一个重要组成部分。为了探索乳腺癌与健康人群的血清蛋白质谱差

异,本研究采用表面增强激光解析离子化飞行时间质谱(SELDI灢TOFMS)技
术检测了乳腺癌与健康人群的血清蛋白质谱,比较两组的差异,并筛选差异蛋

白构建分类模型,以帮助鉴别乳腺癌患者与健康人群。

1暋材料与方法

1.1暋标本来源

乳腺癌组117例血清标本均来自于2006年1月至2007年7月在第三军

医大学西南医院乳腺疾病中心诊断为原发性乳腺癌并行手术治疗的病例,均
得到患者的知情同意。乳腺癌组年龄29~81岁,平均年龄为47.2岁,中位年

龄47岁;均得到病理证实,其中浸润性导管癌95例,浸润性小叶癌6例,导管

内癌7例,其他类型9例;临床分期栺期25例,栻期58例,栿期34例;所有病

例均经临床检查排除重要脏器(心、肺、肝、肾等)疾病和明确的内分泌疾病。
血清标本在患者入院后未进行任何治疗时采集。健康对照组56例血清标本

来自女性健康志愿者(均签知情同意书),年龄 23~68 岁,平均年龄为

46.1岁,中位年龄45岁;乳腺专科检查无异常,既往无乳腺疾病病史。晨起空

腹采集静脉血液,4曟静置3h后3000r/min离心20min,取上清液,血清标

本于-80曟储存。
1.2暋主要试剂和仪器

尿素 (urea)、乙腈(CAN)、3灢环乙胺灢1灢丙磺酸(CHAPS)、三氟乙酸
(TFA)、芥子酸(SPA)均购自Sigma公司;SELDI质谱仪及金属亲和表面蛋

白芯片(IMAC30灢Cu)购自Ciphergen公司。
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1.3暋方法

1.3.1暋血清样本准备:4曟融解冰冻血清,各取10毺l分别置于离心管,每管加

20毺lU9 缓 冲 液 (含9mol/L尿 素,2%CHAPS,50 mmol/L Tris灢HCl,
pH9.0),4曟200r/min振荡30min,使蛋白变性。取10毺l变性后的样品,
各加入120毺l结合/洗脱缓冲液(100mmol/L磷酸钠+ 500mmol/L氯化
钠,pH7.0),4曟振荡30min。
1.3.2暋芯片处理:芯片每孔加50毺l100mmol/L硫酸铜,4曟200r/min振
荡5min,使Cu2+结合于芯片,倒除硫酸铜溶液,去离子水冲洗后甩干。每孔

中加入100mmol/L醋酸钠(pH4.0)50毺l,4曟下200r/min振荡5min后倒
除醋酸钠溶液,去离子水冲洗后甩干。每孔加入150毺l结合/洗脱缓冲液,
4曟200r/min振荡5min后除去缓冲液,重复加入一次缓冲液并振荡,每孔
加入50毺l准备好的样品,4曟200r/min振荡60min,倾去血清/缓冲液混合

物。每孔加入150毺l结合/洗脱缓冲液,4曟200r/min振荡5min后除去缓
冲液,重复1次,风干。取0.001mgSPA,加入CAN15毺l,1% TFA15毺l,
室温下振荡5min使SPA全部溶解成饱和溶液,离心1min,芯片各孔分两次
加入SPA 溶液,每次0.15毺l。
1.3.3暋芯片检测:将芯片放入SELDI质谱仪。用加有All灢in灢one标准蛋白质的

NP20芯片校正质谱仪,设定主要参数,激光强度为175,检测灵敏度为8,优化分

子质量(Mr)范围2000~20000,最佳聚焦中心为6000,数据采集参数范围20~
80,收集点数为100次。设定读片程序,根据蛋白质飞行时间和到达探测器的瞬
时电流确定蛋白质的质荷比(m/z)和相对含量。计算机绘制出质谱图,其中纵

坐标为波峰强度,即相对含量,横坐标为质荷比。
1.3.4暋分析方法:将所有病例分为训练组(74例乳腺癌和36例健康人)与测

试组(43例乳腺癌和20例健康人)。首先比较训练组乳腺癌与健康对照的血
清蛋白质谱差异,然后筛选出一组差异蛋白构建分类模型鉴别乳腺癌与健康

对照,最后用分类模型对测试组进行判别测试,验证模型鉴别乳腺癌的效果。
1.3.5暋统计学方法:采用BiomarkerWizard统计软件对不同组相同质荷比

的蛋白质相对含量进行秩和检验,P<0.050为差异有统计学意义。用数据挖
掘软件BiomarkerPattern(采用决策树方法)对数据分组及相关性进行分析。

2暋结果

2.1暋乳腺癌与健康对照的血清蛋白质谱差异
经SELDI灢TOF灢MS系统检测得到乳腺癌和健康人血清蛋白质谱图(图1)。

比较训练组的乳腺癌与健康对照,两者之间共识别出33个蛋白峰,有14个蛋白

峰含量的差异存在统计学意义(P<0.050,表1)。其中,相比健康对照,乳腺癌

·735·中华乳腺病杂志(电子版)2009年10月 第3卷 第5期ChinJBreastDis(ElectronicEdition),October2009,Vol.3,No.5



4288

组有11个蛋白质呈高表达,3个蛋白质呈低表达。

暋暋暋暋暋暋
a:乳腺癌;b:健康对照

图1暋乳腺癌和健康对照组的血清蛋白质谱图
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表1暋乳腺癌与健康对照的血清差异蛋白的相对含量
质荷比(m/z)

分组

11360 5902 4212 3958 4288 8684 4974
乳腺癌 0.35暲0.51 2.29暲2.18 0.83暲2.31 4.67暲8.31 3.45暲5.39 2.07暲2.60 2.48暲4.13
正常人 1.61暲1.37 7.13暲4.84 6.37暲5.99 0.31暲1.00 0.23暲1.18 0.59暲0.64 0.27暲0.84
P 值 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.003

质荷比(m/z)
分组

13864 9076 8518 8930 9344 9282 11715
乳腺癌 1.48暲1.76 0.74暲1.57 2.42暲4.34 4.94暲4.24 2.68暲2.81 6.21暲5.63 2.49暲1.91
正常人 0.59暲0.55 0.17暲0.36 0.36暲0.58 2.95暲2.43 1.33暲0.84 3.63暲2.64 1.76暲1.23
P 值 0.003 0.010 0.025 0.025 0.030 0.043 0.043

2.2暋构建决策分类模型鉴别乳腺癌与健康对照
采用Biomarkerpattern软件对差异蛋白进行分析,通过软件计算,筛选

出以质荷比分别为3958、4288、4974、5902、8518、8930、9282和11360的8个
差异蛋白构建的决策树分类模型(图2)分类效果最佳,可以较好地将乳腺癌
病例从乳腺良性疾病病例中鉴别出来,训练模式下该鉴别模型的灵敏度为

82.43% (61/74),特异度为83.33% (30/36),准确度为82.73%(91/110)。
2.3暋验证决策分类模型的鉴别效果

用建立的决策分类模型对测试组43例乳腺癌和26例健康对照的血清蛋
白质谱进行盲法验证判别,鉴别乳腺癌的敏感性为86.05% (37/43),特异性
为65.00% (13/20),准确性为79.37%(50/63)。

3暋讨论
随着蛋白质组学技术的改进,乳腺癌血清蛋白质组学研究也得到了扩展。

本实验借助SELIDI灢TOF灢MS和蛋白质芯片技术,对乳腺癌和健康对照组血
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暋暋以质荷比分别为3958、4288、4974、5902、8518、8930、9282和11360的8个差异蛋白构建决策树分类模型,用于鉴别

乳腺癌病例与健康人群。

图2暋差异蛋白构建决策树分类模型

清标本中小分子质量蛋白质进行了高通量、高灵敏度的检测和分析。结果发
现两组之间存在着14个差异显著的蛋白峰,其中质荷比为3958、4288、4974、
8518、8684、8930、9076、9282、9344、11715和13864的11个蛋白质在乳腺癌
中高表达,质荷比为4212、5902、11360的蛋白质在乳腺癌中低表达。

笔者将差异蛋白的质荷比和飞行质谱参数与网络数据库的参数进行了对
比,发现质荷比为4288和8930的蛋白可能是间灢毩胰蛋白酶抑制物重链 H4
(ITIH4)片段和C3a精氨酸(C3adesArg)。相关报道最先见于 Li等[1]的研究。
他们发现了可以鉴别乳腺癌和健康对照的三个血清蛋白峰:在乳腺癌中一个

Mr4300的蛋白减少,两个蛋白(Mr8100和 Mr8900)增加。这些蛋白质峰被
鉴定为间灢毩胰蛋白酶抑制物重链 H4(ITIH4,Mr4300)片段、C3a精氨酸
(C3adesArg,Mr8900)以及其羟基端缩短形式的变构体(C3adesArg曶8,Mr8100)[2]。
后续的独立样本研究证实只有 Mr8100和 Mr8900的C3a片段有所增加[2]。
但是,Mr8100的C3adesArg曶8在第2次[3]和第3次[4]验证性试验中缺乏显著性

变化,而后者甚至发现 Mr8900的 C3adesArg在乳腺癌中表达不升反降[4]。此
外,C3adesArg被认为与肿瘤患者生存相关,在肿瘤转移和复发时其表达会下

降[5]。随后,Song等[6]发现Mr4300的ITIH4片段是众多已知的在乳腺癌中

增高的ITIH4片段中的一员。Villanueva等[7]和 Fung等[8]研究发现类似

ITIH4的片段,在癌症中有所增加或者尚缺乏鉴别能力。在本实验中,可能
相匹配的ITIH4片段和C3adesArg在乳腺癌中均为高表达,Mr8100C3adesArg曶8
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则未观察到有特异性表达。鉴于众多研究的矛盾发现,ITIH4片段、C3adesArg

以及C3adesArg曶8在乳腺癌诊断中的作用还不能确定。
通过检索,本实验中在乳腺癌组高表达的质荷比为9282的蛋白可能是载

脂蛋白 A灢栻(ApolipoproteinA灢栻),Heike等[9]发现多西紫杉醇冲击后血清

中载脂蛋白 A灢II的表达显著降低。株和组织中的高表达与转移有关 [10-13]。
目前关于肿瘤的蛋白质组学研究已得到了大量差异蛋白,但被鉴定出结

构的只有极小一部分。许多使用 MALDI灢TOFMS和SELDI灢TOFMS技术
(非结构性鉴别)得到的血浆或血清蛋白质谱峰,已被用于鉴别乳腺癌患者和

乳腺良性疾病和(或)健康对照人群的研究[14-16]。但是结果缺乏验证仍然是

最突出的问题。Becker等[17]经SELDI灢TOF MS分析,在是、否存在BRCA灢1
突变的患者之间得到多个显著差异表达的蛋白质峰,这些蛋白质峰均未鉴定结

构,也无一经过独立样本集的进一步验证。而验证才是最重要的重复性试验,
可以防止系统偏倚和数据拟合过度。与上述研究相反,Belluco等[18]报道了

由7个蛋白峰组成的分类模型(未进行结构鉴定),并且在距最初研究发现后

的14个月时进行了验证性研究,得到了极好的结果。
针对验证的重要性,本组实验特别设计了独立样本来对筛选出的8个蛋

白构成的分类模型进行盲法验证。经过验证,乳腺癌与健康对照组分类模型

的鉴别准确度为79.37%,虽然不是很高,但避免了数据过度拟合,具有较好

的重复性。鉴于病例数并不大,个体差异和肿瘤异质性的影响可能较大,下一

步笔者将在此基础上扩大样本,筛选更具代表性的差异蛋白构建分类模型,有
望提高诊断的准确度。同时,还需后续的验证性研究,以确定结果在时间和批

次上的稳定性;对于筛选出的差异蛋白,将对其开展鉴定研究,以期为寻找乳

腺癌的血清标志物提供进一步帮助。
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