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　　摘　要：目的　获取乳腺癌术后骨转移患者和无转移患者的血清肽质量指纹图谱（ＰＭＦ），筛选并鉴定与乳腺癌骨转移相关

的血清差异蛋白，同时建立乳腺癌骨转移的诊断模型。方法　采用Ｃｌｉｎｐｒｏｔ液体芯片飞行时间质谱系统（Ｃｌｉｎｐｒｏｔ
ＴＭ ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ）获得两组血清标本（单纯骨转移及无转移患者各１８例）的ＰＭＦ，然后使用内嵌的统计分析软件筛选两组血清标本中有

统计意义的差异蛋白峰。每组样品检测２次。结果　所有标本５ｄ后重复检测，２次质谱图基本一致，随机选择４个蛋白峰计算

变异系数（犆犞）均小于３０％，说明该系统具有良好的可重复性。两组患者血清的ＰＭＦ相比较，蛋白峰差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　乳腺癌术后单纯骨转移与无转移患者无血清差异蛋白存在，不能通过检测外周血的方法筛选乳腺癌骨转移差异

蛋白。
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　　术后肿瘤复发和转移是乳腺癌患者死亡的主要原因，其中

骨转移的发生率为６５％～７５％，首发症状为骨转移的患者占

２７％～５０％
［１２］。乳癌患者一旦发生骨转移，５年生存率仅为

２０％，并且还可引起一系列的并发症，比如骨痛、骨损伤以及骨

相关事件（ＳＥＥｓ）
［１］，是目前临床上降低乳腺癌患者生活质量

和影响患者生存的重要因素。本研究采用Ｃｌｉｎｐｒｏｔ液体芯片

飞行时间质谱系统（Ｃｌｉｎｐｒｏｔ
ＴＭ ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）分析并筛选

乳腺癌术后骨转移与无转移患者的血清差异蛋白，为寻找乳腺

癌骨转移相关的血清标志物提供实验依据，同时为进一步阐明

乳癌骨转移的分子机制以及开发逆转骨转移的靶向药物提供

理论研究基础，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年２月至２０１０年１０月在新疆医

科大学附属肿瘤医院住院复查的女性乳腺癌改良根治术后患

者３６例，术后病理组织学诊断均为乳腺浸润性导管癌。分组：

（１）乳腺癌改良根治术术后单纯骨转移（Ｍ 组）共１８例。其中

原发乳癌分期Ⅱ期６例，Ⅲ期１２例。年龄３７～７７岁，平均

（５２．７２±１１．８９）岁；术后至骨转移时间为９～１２２个月，平均

３３．７个月；所有患者均已行足疗程化疗，其中５例ＥＲ（＋）、ＰＲ

（＋），９例ＥＲ／ＰＲ（＋）均行内分泌治疗。入组者均经ＥＣＴ及

局部ＣＴ、ＭＲＩ３项检查诊断，其中４例因椎体破坏疼痛剧烈行

经皮穿刺椎体成形术，术后病灶组织病理结果支持诊断；且经

Ｂ超等相关检查未发现重要脏器转移。抽血时间为诊断次日

晨。（２）乳腺癌改良根治术术后无转移组（Ｓ组），共１８例。组

织学病理分期及术后时间均与 Ｍ 组相匹配的患者，年龄３４～

７４岁，平均（５２．８９±１２．３７）岁；所有患者均已行足疗程化疗，

其中６例ＥＲ（＋）、ＰＲ（＋），９例ＥＲ／ＰＲ（＋）均行内分泌治疗。

入组者均经骨放射性核素扫描（ＥＣＴ）检查未见明显异常；Ｂ超
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等相关检查未发现重要脏器转移。两组患者年龄等一般资料

差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性，本研究经患者知

情同意和并经新疆医科大学伦理委员会通过。

１．２　主要试剂与仪器　丙酮、乙腈、乙醇、醋酸铵（ＮＨ４Ａｃ）、

ＰｅｐｔｉｄｅＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎＳｔａｎｄａｒｄ、ＰｒｏｔｅｉｎＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎＳｔａｎｄａｒｄⅠ、

弱阳离子交换磁珠（ＭＢＷＣＸ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）、ＴｒｉｓＨＣＬ

等均购自Ｓｉｇｍａ公司；ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪及配套的Ｃｌｉｎ

ＰｒｏＴｏｏｌｓ分析软件购自ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｋ公司。

１．３　方法

１．３．１　标本采集及处理　空腹抽取３６例患者全血３ｍＬ，室

温下静置１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液加入对应标号

的冷冻管中，每２０μＬ一管分装，－８０℃保存。

１．３．３　试验方法

１．３．３．１　弱阳离子磁珠（ＭＢＷＣＸ）的处理　（１）取１０μＬ磁

珠和１０μＬ磁珠结合缓冲液（ＢＢ），混匀；（２）加入５μＬ血清，吹

打混均；（３）置于磁珠分离器，静置１ｍｉｎ，移去上清液；（４）加入

１００μＬ磁珠清洗缓冲液（ＷＢ），静置１ｍｉｎ，移去上清液；（５）重

复步骤（４）２次；（６）加入５μＬ磁珠洗脱缓冲液（ＥＢ），混匀；静

置２ｍｉｎ，将洗脱液移入样品管；（７）向洗脱液中加入５μＬ磁珠

稳定缓冲液（ＳＢ）混匀，－２０℃保存至质谱分析。

１．３．３．２　标准血清质控　标准血清经磁珠处理得到洗脱液，

用质谱采集数据，每批数据采集完毕，与数据库已有对应的相

同磁珠相同采集方法的标准血清数据比较，变异系数（ＣＶ）＜

３０％。

１．３．３．３　样品点靶　取５μＬ的０．４ｍｇ／ｍＬＨＣＣＡ基质，加

入１μＬ的样品洗脱液，吹打混匀；取１μＬ上述混合液体，点在

６００μｍＡｎｃｈｏｒｃｈｉｐ上，室温干燥。

１．３．３．４　样品谱图的生成　采用Ｃｌｉｎｐｒｏｔ液体芯片飞行时间

质谱系统获取两组患者血清肽质量指定图谱（ＰＭＦ）。（１）在

ＣｌｉｎｐｒｏｔＳｔａｎｄａｒｄ校正方法下，对累加标准品图谱进行校正，

平均分子质量偏差应小于１００ｐｐｍ。（２）将样品靶板放入 Ｍｉ

ｃｒｏｆｌｅｘ质谱仪，设定采集范围：（１～２０）×１０３Ｄａ，激光能量：采

用高激光能量轰一下结晶点８ｓｈｏｔｓ，再用低于高激光能量

１０％～２０％的能量采集５０ｓｈｏｔｓ；（３）同一样品同一结晶点，调

整采集点，累加８个点的数据（４００ｓｈｏｔｓ）。保存累加的ＰＭＦ。

１．４　统计学处理　采用ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软件分析前先对样品原

始质谱图进行处理，然后选择软件内嵌的统计算法对数据进行

统计学分析，获得两组血清的差异表达蛋白，计量资料以狓±狊

表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　质谱检测的重复性验证　试验前将所有标本分成２份，５

ｄ后重复检测，试剂材料、方法步骤同前。结果显示两次ＰＭＦ

基本一致，随机选择４个蛋白峰计算ＣＶ均小于３０％，该系统

具有良好的可重复性，见图１、２。

２．２　蛋白质谱分析　采用ＢｉｏｍａｒｋｅｒＷｉｚａｒｄ软件进行数据分

析，未检测到有统计学意义的蛋白质峰谱差异，未能建立诊断

模型，见表１。

表１　　蛋白质谱统计学分析

检测峰序号
蛋白质峰

（ｍ／ｚ）

Ｍ组蛋白

平均丰度

Ｓ组蛋白

平均丰度
犘

９９ ８０６３．２５ ２６７．２１±２８１．７５ ４７９．７０±２５９．４９ ０．１３３

１０４ ９７７２．８１ ５３．４０±４０．１７ １０４．９２±６６．００ ０．１３３

续表１　　蛋白质谱统计学分析

检测峰序号
蛋白质峰

（ｍ／ｚ）

Ｍ组蛋白

平均丰度

Ｓ组蛋白

平均丰度
犘

８５ ５４６７．８３ １３．８２±５．４９ １９．３９±４．６３ ０．１３３

９８ ７８４４．７０ １４．２５±７．２２ ２３．４９±１０．４７ ０．２４１

１００ ８２３７．９３ １００．４５±７８．３８ １０８．６７±７６．４２ ０．２９３

４３ ３１４０．３１ ４５．７９±７．９０ ５３．６９±９．３８ ０．２９３

９０ ５９２５．７３ ４９．１３±２５．７３ ６３．５８±２３．８４ ０．４５７

７４ ４６９５．４５ ４１．５７±１５．５０ ５０．７９±１４．７９ ０．４５７

８４ ５４４７．４５ １５．８９±９．２２ ２２．５０±１１．０５ ０．４５７

３４ ２２２１．９６ ２１．８０±１２．７９ １５．９８±６．２３ ０．４５７

图１　　Ｍ组２次重复试验的ＰＭＦ

图２　　Ｓ组２次重复试验的ＰＭＦ

２．３　对差异最显著的 Ｍ８０６３．２５Ｄａ和 Ｍ９７７２．８１Ｄａ进行分析

在 Ｍ组各个样品谱图中 Ｍ８０６３．２５Ｄａ和 Ｍ９７７２．８１Ｄａ的

丰度大部分低于Ｓ组。平均图谱中 Ｍ 组的 Ｍ８０６３．２５Ｄａ和

Ｍ９７７２．８１Ｄａ蛋白峰明显低于Ｓ组，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图３～５。

图３　　两组样本中 Ｍ８０６３．２５Ｄａ和 Ｍ９７７２．８１Ｄａ的

质谱堆积图
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图４　　两组样本中 Ｍ８０６３．２５Ｄａ和 Ｍ９７７２．８１Ｄａ的

平均质谱图

图５　　两组样本中 Ｍ８０６３．２５Ｄａ和 Ｍ９７７２．８１Ｄａ的

平均值标准差比较图

３　讨　　论

Ｃｌｉｎｐｒｏｔ
ＴＭ液体芯片飞行时间质谱系统由功能磁珠、基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）、ＡＮ

ＣＨＯＲＣＨＩＰ技术和ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ的生物信息学方法组成，已

广泛应用于肿瘤标志物的筛选、鉴定和疾病诊断模型的建立，

如口腔癌［３］、卵巢癌［４］、肾细胞癌［５］、肺癌［６］、食管癌［７］、胃

癌［８］、胰腺癌［９］、头颈部恶性肿瘤［１０］等疾病，并获得了令人满

意的效果。

本研究采用Ｃｌｉｎｐｒｏｔ系统获得乳腺癌术后骨转移与无转

移患者血清ＰＭＦ，发现两组血清蛋白的表达在一定程度上存

在差异，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

本研究没有检测到两组间的差异蛋白，未能建立乳腺癌骨

转移的诊断模型。分析其原因可能为：（１）骨髓微转移（ＢＭＭ）

的影响。ＢＭＭ理论：乳腺癌是一种全身性疾病，肿瘤细胞在

早期就经血流播散出现远处转移，即便原发肿瘤被切除，隐匿

在体内的微小转移癌灶仍继续发展。患者常无任何临床表现，

常规影像学检查及常规病理检查均难以发现。Ｓｌａｄｅ等
［１１］对

２３例原发性乳腺癌外周血及骨髓进行微转移检测，外周血阳

性率为１３％，骨髓检出率为６１％。提示在乳腺癌ＢＭＭ 的诊

断中，外周血的检出率明显低于骨髓检出率，外周血检测不能

替代骨髓检测。之后，Ｓｌａｄｅ等
［１２］报道应用定量ＰＣＲ及免疫

组织化学检查外周血细胞角蛋白１９（ＣＫ１９）发现，手术前

５１％患者存在ＢＭＭ。收集的９１例标本中，采用定量ＰＣＲ、免

疫组织化学分别发现８７％和６５％的患者在随访期间出现

ＢＭＭ现象。因本研究患者均由ＣＴ、ＭＲＩ或ＥＣＴ等常规检查

确定诊断，不排除ＢＭＭ 对试验结果的影响。（２）全身化疗的

影响。化疗可减少或消灭微转移灶，抑制微转移灶的扩展，减

少生长刺激因子的释放，减少甚至杀灭肿瘤细胞。国内外均有

试验证实乳腺癌患者化疗后外周血微转移因子水平明显下降。

Ｍａｎｈａｎｉ等
［１３］利用ＲＴＰＣＲ检测乳腺癌患者ＣＫ１９，阳性率

由化疗前的４３．０％降至１４．３％（３周期化疗）和１８．９％（６周期

化疗）。Ｚｈｅｎｇ等
［１４］采用巢式ＲＴＰＣＲ方法检测乳腺癌患者

外周血中泌乳素诱导蛋白（ＰＩＰ）ｍＲＮＡ的表达变化发现，ＰＩＰ

表达阳性的患者中有７６．５％化疗后转为阴性。Ｚｈａｎｇ等
［１５］经

半定量 ＲＴＰＣＲ 检测乳腺癌患者 ＣＫ２０ ｍＲＮＡ，化疗后

３１．８％转为阴性，４７．７％表达明显下降。本研究中两组患者均

已接受化疗，均可能对试验结果产生一定影响。（３）内分泌治

疗的影响。乳腺癌的发生与雌激素的水平有关，内分泌治疗可

改变激素依赖性肿瘤生长所需的内分泌微环境，使肿瘤细胞增

殖停滞于Ｇ０ 或Ｇ１ 期，从而抑制肿瘤细胞的生长、增殖。两组

中均有部分患者接受内分泌治疗，不排除治疗对试验结果的影

响。（４）由于研究经费及时间限制，有限的血清样品只重复检

测了２次。

综上所述，乳腺浸润性导管癌改良根治术后单纯骨转移与

无转移患者不存在血清差异蛋白，不能通过检测外周血的方法

筛选乳腺癌骨转移差异蛋白。通过上述研究，为笔者下一步加

入骨髓进行对照检测，增加样本量及重复检测次数奠定了基

础。笔者希望能够筛选出敏感性高、特异性强的肿瘤标志物，

最终能广泛应用于乳腺癌骨转移的筛查。
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胞发生过度自噬时，将导致滋养细胞死亡。由于滋养细胞一半

遗传物质来源于父系，因此细胞自噬所致的细胞裂解，将释放

出具有父源性物质的部分，而这部分物质作为抗原，可诱发母

体免疫反应，从而使母体血液淋巴细胞被激活，进而攻击滋养

细胞，滋养细胞受损将导致胎盘着床过浅、微细梗死灶、小面积

早剥点等。从而导致胎儿与母体营养交换障碍，进而导致子痫

前期患者胎儿宫内一系列发育问题。本研究应用激光共聚焦

检测的方法，证实了经缺氧处理后，滋养细胞可发生明显的自

噬，这也为自噬与子痫前期发病关系的研究奠定了一定的理论

基础。

激光共聚焦显微检测是自噬研究的重要手段［１０１１］，由于

自噬体本身呈现酸性，与细胞质物质及细胞质内其他亚细胞器

的酸碱度不一致，因此在染料染色后所呈现的颜色也不同，而

普通荧光显微镜波长有限，不能很好地区分两种不同颜色的物

质成分，因而也不能很好地将自噬体与亚细胞器等正常结构区

别开来，而激光共聚焦显微检测则很好地解决了这一问题。同

时ＬＣ３是自噬的标志物之一，其中ＬＣ３Ⅰ是ＬＣ３的细胞质形

式，通过翻译后修饰转变为ＬＣ３Ⅱ。而ＬＣ３Ⅱ是自噬体膜构

成的关键蛋白［１２１３］。本研究激光共聚焦显微检测结果与ＬＣ３

Ⅱ的ＰＣＲ测试结果相符合。因此，激光共聚焦显微检测是自

噬研究的重要形态学方法之一，随着自噬研究的广泛开展，激

光共聚焦显微检测也必将得到进一步发展及价值体现，将激光

共聚焦显微检测技术应用于子痫前期重度的发病机理和病理

生理的应用研究，有利于探索子痫前期重度的临床诊疗效果。
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