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"摘要#

!

目的
!

运用尖端放电喷雾电离质谱技术鉴定肺癌差异性磷脂&方法
!

在不对肺组织进行任何预处理的前提下!采

用自制的甲醇萃取辅助的尖端放电喷雾离子源对
$0

例肺癌患者的肺癌组织和癌旁组织的差异性磷脂)质荷比"

C

(

Q

%

-2)&-

*及标

准品)二棕榈酰磷脂酰胆碱"

;33:

%

X6I

X

*进行多级质谱检测!萃取剂甲醇的流速为
0

#

W

(

C#,

!设置离子源为正离子模式!一级

质谱扫描范围为
C

(

Q-2%

&

/2%

!多级谱图扫描范围为
C

(

Q1%%

&

/%%

!离子传输管温度
$2%\

!喷雾电压
'&2Le

!透镜电压
)2&%e

!

选定离子的隔离宽度为
$&);I

!碰撞能量为
$'Y

&结果
!

C

(

Q-2)&-

的多级质谱图与标准品)

;33:X6I

X

*完全相符!即肺癌的

差异性物质为
;33:

&结论
!

尖端放电喷雾电离质谱技术利用多级质谱分析可以很好地对肺癌和癌旁组织的差异性磷脂进行定

性!

;33:

可能成为新的肺癌分子标志物!为肺癌的诊断提供新的方法&
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肺癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一&

$

'

#极大地危害了人

们的生命健康*由于对肺癌的发病机制尚不清楚#因而缺乏针

对性治疗手段#外科手术仍是目前治疗肺癌最直接)有效的方

法#临床研究表明#早期诊断是改善肺癌预后的关键&

1.0

'

*目前

仍以影像学检查为诊断肺癌的主要手段#患者确诊时往往已发

展为肺癌中晚期(同时影像学检查无法反映肺癌的发病机制#

不能为治疗及药物开发提供靶点*因此#对肺癌患者发病机制

及生物标志物的研究有利于其早期诊断#具有非常重要的临床

价值*

质谱分析是通过检测待测物离子的特异质荷比来分析被

测物质的分析方法#具有灵敏度高)特异性好)检测方式灵活多

样等优点&

2

'

*

1%%0

年有学者提出了在无需样品预处理的条件

下直接分析固体表面痕量待测物的电喷雾解吸电离技术&

)

'

#随

即掀起了直接离子化技术的研究热潮*近几年来#质谱技术不

断地被应用于肾结石)前列腺癌等疾病的检测及诊断&

-./

'

*尖

端放电喷雾电离质谱分析是基于纸喷雾电离质谱技术原理发

展的一种基于样品中分子组成或含量的不同而实现样品检测

的一种对复杂样品中不同类型化合物的快速分析检测方法&

(

'

#

可在无需样品预处理的情况下对各种临床组织样品进行分

析&

$%

'

*多级质谱分析是对目标母离子进行多级碰撞诱导解离

实验#通过施加能量使其运动加剧#并按照分子结构的本质规律

进行裂解#从而获得具有分子结构特征的碎片离子#获得相关的

串联质谱谱图#总结其裂解规律)推导出其分子结构式&

$$.$'

'

*本

研究采用自制的甲醇萃取辅助的针尖电喷雾离子源#在无需复

杂样品预处理的情况下检测肺癌组织及癌旁组织#运用多级质

谱分析方法鉴定肺癌差异性磷脂的效果及应用*
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批准#所有患者知情同意*病例入选标准!

1%$'

年
$

&

$%

月入

院的肺癌患者(术前未经化学治疗等药物干预#术中留取肺癌

组织及癌旁组织$距离癌组织边缘
2GC

以上#视为正常肺组

织%标本#所留取样品置于
U/%\

保存*入选患者
$0

例#手术

后病理诊断均为非小细胞肺癌#其中男
$%

例#女
0

例#年龄

0%

&

-$

岁#腺癌
-

例#鳞癌
-

例*

D&E

!

仪器与试剂
!

甲醇萃取辅助的针尖电喷雾离子源$自

制%(

W4].gW

增强型线性离子阱质谱仪#配有
gGID#HK>

数据处

理系统$美国
h#,,#

P

I,

公司%(

a]'1%%

型超声清洗仪$昆山超

声仪器有限公司%*标准品二棕榈酰磷脂酰胆碱$
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#分析

纯#美国
@#

P

CI.9D!>#GF

公司%(

2Y

碳酸氢钠注射液$罗欣医药

集团有限公司%(甲醇$色谱纯#美国
h#+FB>@G#B,E#O#G

公司%(实

验用水为
1

次去离子水*

D&F

!

方法
!

离子源$自制%由两部分构成#即尖端刺有微量组

织样品的针灸针$

%&'2CC_-2CC

%和样品上方的萃取剂甲

醇#电喷雾电压连接于针灸针针柄上#样品与萃取剂及质谱入

口的距离均约
2CC

(组织样品未经任何处理#解冻后取大小

约
$CC

' 的组织用于质谱分析*设置离子源为正离子模式#

一级谱图扫描范围为质荷比$

C

"

Q

%

-2%

&

/2%

#多级谱图扫描范

围
C

"

Q1%%

&

/%%

#离子传输管温度
$2%\

#喷雾电压
'&2Le

#

透镜电压
)2&%e

#选定离子的隔离宽度为
$&);I

#碰撞能量为

$'Y

#其他条件系统自动优化*根据前期得到的主成分分析

$

3:9

%结果&

$0

'及此次的
3:9

结果#选定具有差异性的物质

C

"

Q-2)&-

为母离子进行多级质谱分析#通过对比该物质的标

准品的多级质谱图#从而达到定性*

E

!

结
!!

果

E&D

!

C

"

Q-2-

的多级质谱图
!

按拟定实验方法对
$0

例肺癌

患者的癌组织和癌旁组织共计
1/

份组织样品进行质谱检测#

在一级谱图发现了质子化的卵磷脂$

C

"

Q-2)&-

%#见图
$

(其二

级质谱中存在特征离子
C

"

Q)(/

)

C

"

Q2-0

等#见图
1

#符合文献

&

$2

'上卵磷脂的裂解规律#表明该物质为卵磷脂(其三级质谱

中存在特征离子
C

"

Q2-0

)

C

"

Q221

等*依据其丢失的相对分

子质量)碎裂规律及相关文献&

$)

'上报道的
;33:

是肺表面活

性物质最主要的脂质成分#在维持肺组织正常结构及功能起着

重要作用#作者推导
C

"

Q-2)&-

为
;33:

与一个钠离子的结

合物*

!!

9

!肺癌组织一级质谱图(

8

!癌旁组织一级质谱图*

图
$

!!

肺组织一级质谱图

图
1

!!

C

)

Q-2)&-

的多级质谱图

E&E

!

C

"

Q-2-

的定性鉴定
!

与标准品
;33:

配置的钠盐溶液

的多级质谱谱图$图
'

%比较#

C

"

Q-2)&-

的二级谱图)三级谱图

与标准品&

;33:X6I

X

'完全符合#表明
C

"

Q-2)&-

为物质

&

;33:X6I

X

'(质谱分析能够较好地对未知物质进行定性

分析*

图
'

!!

标准品"

;33:X6I

X

#的多级质谱图

F

!

讨
!!

论

!!

肺癌是我国最常见的恶性肿瘤之一#其发病率及病死率高

居榜首#其肺部表现可出现呼吸困难)咳嗽)肺不张)喘鸣)肺部

炎症等*目前对肺癌的发病机制仍不清楚#缺乏针对性的药

物*尖端放电喷雾电离质谱技术是近年来发展起来的直接质

谱分析方法#可在无需复杂样品预处理的情况下对临床组织)

血液等机体复杂的样品进行快速分析#一般在数秒内即可获得

样品的质谱信息*碰撞诱导解离$

G"DD#+#",#,!KGB!!#++"G#I.

E#",

#

:A;

%在质谱中用来证明带电物质&

SXR

'

X的特定分子

式和检测其碎片离子&

$-

'

(有研究应用多级质谱分析方法对烟

草中的烟碱进行多级碰撞诱导解离实验#得到了烟碱的特征碎

片离子&

$$

'

*由此可见#尖端放电喷雾电离质谱技术多级质谱

分析可用于物质的定性分析#在发现肺癌生物标记物的定性中

具有重要价值*

本研究结果显示!在正离子模式下#通过多级质谱检测能

对癌旁组织中高于肺癌组织的差异性磷脂
C

"

Q-2)&-

定性分

析#确定其为&

;33:X6I

X

'*

;33:

是肺表面活性物质$

<

KD.

C",I>

=

+>OIGEI,E

#

3@

%最主要的脂质成分#

3@

的主要成分为磷

脂含量高达
(%Y

#在肺泡
!

型上皮细胞的粗面内质网合成#通

过高尔基体运送到泡体#最后在分泌前被板层小体包裹#板层

小体通过细胞外分泌作用#使
3@

分泌到肺泡表面#形成复杂

的格子样排列#叫管状髓磷脂$管鞘%#使肺泡表面气液间形成

单分子层*

3@

具有参与宿主防御及免疫调节等功能#维持肺

的稳定及抗炎作用&

$)

'

*肺癌患者中的肿瘤坏死因子显著增

多&

$/

'

#肿瘤坏死因子可能使表面活性物质的合成酶降解#导致

表面活性物质合成降低#引起肺不张)肺部炎症等(即肺癌组织

中的
;33:

含量低于癌旁组织*有研究报导#肺泡干细胞可以

分化成肺泡
(

型上皮细胞和肺泡
!

型上皮细胞#均与肺癌的发

生有重要的关系&

$(

'

(损伤的肺泡
(

型上皮细胞产生信号
$

替

代
5[h7.a79@

激活肺泡
!

型上皮细胞自我修复的功能#而

另一种重组的肺泡
(

型上皮细胞产生信号
1

活化
5[h7.

a79@

激活肺泡
!

型上皮细胞的癌变#形成类似肺泡
!

型上皮

细胞的肿瘤(与本研究的结果相符*

综上所述#本研究利用了尖端放电喷雾电离质谱技术实现

了对肺癌差异性磷脂的鉴定#可能成为新的肺癌分子标志物*

但本研究中的
;33:

还需要进一步确定其在肺癌的发生)发展

过程中不同时期及癌旁组织中的含量#这可为肺癌的诊断及临

床分期提供新的方法*
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重庆医学
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年
$1

月第
02

卷第
'2

期
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