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应用 ＳＥＬＤＩ质谱技术筛选胰腺癌患者的血清
标志蛋白
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　　摘要：目的　探讨应用 ＳＥＬＤＩ质谱技术对胰腺癌患者血清中特异性标志蛋白的筛选方法。方法
　采用表面增强激光解析／离子化飞行时间质谱（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术，选择 ＷＣＸ磁珠及蛋白芯片阅

读机对胰腺癌及健康人（对照组）和胰腺良性疾病组的血清进行检测，以筛选胰腺癌患者血清中特异

表达差异蛋白。结果　发现胰腺癌血清表达差异的潜在标志物（蛋白）４个，相对分子质量分别为

５７０５Ｄａ，４９３５Ｄａ，５３１８Ｄａ和３２４３Ｄａ，其中４９３５Ｄａ，３２４３Ｄａ差异表达蛋白质在对照组中低表达，

而在胰腺癌组中高表达，５７０５Ｄａ和 ５３１８Ｄａ差异表达蛋白质在胰腺癌组中低表达而对照组中高表

达。结论　应用 ＳＥＬＤＩ技术筛选胰腺癌患者血清中的特异性生物标记物的方法快速、有效；检测到的

４个差异蛋白质可能是胰腺癌患者血清特异性生物标记物。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（３）：２４２－２４５］
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　　表面增强激光解析／离子化飞行时间质谱仪
（ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｏｆｆｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）是近年发
展起来的一种新的蛋白质组学研究技术［１］。它根

据不同质荷比的蛋白质分子在真空电场中飞行时

间的差别，绘制出质谱图。可以简便、快捷地获得

各种蛋白质的相对分子质量和峰度等信息。本研

究应用 ＳＥＬＤＩ质谱技术检测分析已明确诊断的胰
腺癌、胰腺良性疾病患者和健康对照者的血清样

本，绘制蛋白质质谱图，筛选出胰腺癌差异表达的

潜在标志物（蛋白）４个，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　病例分组及一般资料
（１）胰腺癌组：２０例，为本院 ２００６年 ６月—

２００７年 ７月经病理学证实的胰腺癌患者，年龄
４６～７０（平均 ６２．３）岁，男 １２例，女 ８例。（２）胰
腺良性疾病组：１８例，年龄 １８～７５（平均 ６０．６）
岁，男 １１例，女 ７例。（３）健康对照组：２０例，年
龄４５～７２（平均 ６２．３）岁，男 １２例，女 ８例。３组
的年龄及性别匹配。

１．２　主要仪器和试剂
ＰＢＳＩＩＣ型蛋白质芯片阅读仪，为美国 Ｃｉｐｈｅｒ

ｇｅｎ公司生产。弱阳离子 ＷＣＸ（ｗｅａｋｃａｐｔｉｏｎｅｘ
ｃｈａｎｇｅｒ）型磁珠，购自北京赛尔迪生物技术有限公
司（ＢｅｉｊｉｎｇＳＥＤＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｌｔｄ．）。尿
素，乙腈，三氟乙酸（ＴＦＡ），醋酸钠（ＮａＡｃ），Ｔｒｉｓ
ＨＣｌｐＨ９．０，ＣＨＡＰＳ，ＤＴＴ，水（ＨＰＬＣ级），Ｈｅｐｅｓ，饱
和白芥子酸 ＳＰＡ等试剂均购自 Ｓｉｇｍａ公司。
１．３　血清样品采集

空腹采集全血５ｍＬ，真空负压管未抗凝，立即
放入 ４℃冰箱静置１ｈ，然后在４℃下３０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ３０ｍｉｎ后，吸取血清按 １００μＬ／管分装，置
于 －８０℃保存。血清标本的采集时间均在患者
手术前完成。

１．４　样品检测操作规程
（１）血清样品处理：从 －８０℃冰箱中取出血

清，冰浴融化后 ４℃下 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ，
去除残留的细胞碎片。取 １０μＬ血清，加 ２０μＬ

Ｕ９缓冲液（９ｍｏｌ／Ｌ尿素，２０ｇ／ＬＣＨＡＰＳ，１０ｇ／Ｌ
ＤＴＴ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ９．０），混合孵育
３０ｍｉｎ后，加 入 ３７０ μＬ ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 醋 酸 钠

（ｐＨ４．０），立即混匀。（２）洗涤活化磁珠：每管
中 加 入 ５０ ｍｇ／ｍＬ ＷＣＸ 磁 珠 ５０ μＬ后 加 入
５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠 １００μＬ洗脱 ５ｍｉｎ，磁铁上孵育
２ｍｉｎ，去除上清液，反复 ２次。（３）上样及洗脱：
每份弃上清液活化的磁珠中加入 １００μＬ处理好
的血清样品置于室温孵育 ３０ｍｉｎ，放于磁铁上孵
育 ２ｍｉｎ，弃上清液，加入 １００μＬ醋酸 钠洗脱
５ｍｉｎ，反复 ３次。用 ０．５％（Ｖ／Ｖ）的三氟乙酸
（ＴＦＡ）１０μＬ将结合在磁珠上的蛋白洗脱 ５ｍｉｎ。
（４）获能：取 ５μＬ蛋白洗脱液加入 ５μＬ饱和 ＳＰＡ
（５０％ ＣＡＮ＋０．５％ ＴＦＡ），充分混匀。取 １μＬ
混合溶液加样到金芯片（仅起载体作用，Ａｕｃｈｉｐ，
Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ），自然晾干，时间大约 ５ｍｉｎ。⑸数据采
集：采用蛋白飞行质谱仪对结合在弱阳离子 ＷＣＸ
磁珠结合的血清蛋白进行读取分析。设定最高检

测分子质量为５０ｋＤ，优化范围为２～２０ｋＤ，激光
强度 ２０５，检测敏感度为 ８。考虑到基质峰的存
在，将 １ｋＤ以下的峰滤去，以免基质峰对结果造
成干扰。每条芯片上各有一个点采用同一正常人

的血清作为内参照。结果表明芯片间的变异系数

不大于 １０％。仪器每天用塞弗吉公司提供的
ＡＬＬＩＮＯＮＥ蛋白质标准分子校正，系统的质量偏
差≤０．１％。
１．５　统计学处理

采用 ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ３．１软件和 ＢｉｏＭａｒｋｅｒ
Ｗｉｚａｒｄ软件对芯片检测得到的蛋白指纹图谱进行
统计学处理。胰腺癌患者与胰腺良性疾病组和健

康对照组血清之间蛋白质峰的比较采用 ｔ检验，
Ｐ＜０．０１具有统计学意义。

２　结　果

２．１　血清蛋白质指纹图谱检测结果
３组中每例血清标本原始蛋白指纹图谱标准

化后，在相对分子质量 １０００～５００００Ｄａ的范围
内检测出约为１５０个蛋白质蜂（图１），表明 ＳＥＬＤＩ
技术分离低分子质量蛋白质（＜１００００Ｄａ）有效。

３４２
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图１　ＳＥＬＤＩ检测样品所得蛋白质指纹图谱

２．２　胰腺癌血清差异表达蛋白质的筛选
胰腺癌组与胰腺良性疾病组及对照组血清标

本蛋白质指纹图谱比较共获得表达差异有统计学

意义的蛋白质峰 ２６个（Ｐ＜０．０１），导入 Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
ＰａｔｔｅｒｎｓＳｏｆｔｗａｒｅ分析软件判别分析得出对胰腺癌诊
断最佳潜在特异性标志蛋白４个，相对分子质量分
别为５７０５Ｄａ，４９３５Ｄａ，５３１８Ｄａ和３２４３Ｄａ，其
中４９３５Ｄａ和 ３２４３Ｄａ在对照组低表达在胰腺癌
组中高表达，而 ５７０５Ｄａ和 ５３１８Ｄａ在胰腺癌组
中低表达在对照组中高表达（表１）（图２）。

表１　胰腺组、胰腺良性疾病和健康组之间存在的潜在差异
标记蛋白

分组
差异蛋白（Ｍ／Ｚ）

５７０５ ５３１８ ４９３５ ３２４３

胰腺癌组 ↓ ↓ ↑ ↑

对照组 ↑ ↑ ↓ ↓

Ｐ值 ９．２Ｅ－０７ ２．５Ｅ－０６ ３．０Ｅ－０５ １．４Ｅ－０３
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图２　胰腺良性疾病，胰腺癌，健康人之间血清差异蛋白的典型图谱　　Ａ：分子质量为５７０５Ｄａ的蛋白在胰腺癌患者中含量
显著低于胰腺良性疾病和正常人；Ｂ：上述结果的模拟电泳图谱

３　讨　论

研究表明，血清、尿液等体液中含有大量疾

病标志物，尤其血液中可能含有大量未被发现的

可用作疾病标志物的蛋白质或多肽［２］。可能与任

何疾病在出现病理变化时，细胞内的蛋白质在成

分和数量上有相应的改变有关，所以理论上通过

蛋白质的动态观察可以筛选出疾病早期变化的

指标和征兆。随着蛋白质组学的开展，可以从复

杂的生物样品中进行大量蛋白质全景式的搜索，

从而极大地提高了以蛋白质的改变为诊断指标

预测疾病的可能性［３］。同时也大大地提高了血

清，尿液等更广泛的疾病诊断材料的应用价值。

ＳＥＬＤＩ技术与双向凝胶电泳、色谱分离纯化
等传统的蛋白质学研究方法相比［４］，具有操作简

便、可直接分析原始生物样本（如血清、尿液、胸

腹水等）及样本用量小等特点，同时适合多样本

平行检测和直接进行蛋白质全景式的搜索和分

析，特别是对小分子质量蛋白和低峰度蛋白具有

较高的捕获效果［５］。目前世界上许多实验室已将

此技术应用于肿瘤诊断标记物的研究，包括肝

癌［６］、乳腺癌［７］、前列腺癌［８］、膀胱癌［９］等，均获得

了很好的结果。

目前临床普遍采用胰腺癌的血清标志物如癌

４４２
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胚抗原（ＣＥＡ，分子质量 １５０～３００ＫＤ），糖蛋白
抗原（ＣＡ１９９，分子质量２００ＫＤ），其敏感性及特
异性均较差，对于早期胰腺癌的敏感性更低；直

径≤ ２ ｃｍ 以 下 的 早 期 肿 瘤 其 阳 性 率 仅 为
３７．５％［１０］。胰腺癌患者早期肿瘤细胞仅局限于

黏膜组织内，未侵及周围血管组织。理论上，无

论是其分泌的或是代谢所产生的蛋白质或多肽

类物质中，大分子蛋白不易渗透进入血液，而小

分子蛋白则易于进入外周血循环。这也为笔者

发现的这些小分子蛋白的可靠性提供了有力证

据。由于 ＳＥＬＤＩ技术检测的高敏感性可达 １ｆｍｏｌ，
故在肿瘤发生的极早期便可检测到某些蛋白质

的变化。因此认为该技术用于肿瘤的早期预警

是可行的。

本实验应用 ＳＥＬＤＩ技术在胰腺癌患者中筛选
出具有代表性的特异性蛋白质 ５７０５Ｄａ，４９３５
Ｄａ，５３１８Ｄａ和 ３２４３Ｄａ，它们的相对分子质量
均较小。目前尚不清楚其性质，推测可能为含有

４０～７０个氨基酸的特异性多肽或特异性蛋白片
段。然而，就 ＳＥＬＤＩ技术而言，每个 Ｍ／Ｚ值对应
的可能是很多分子质量相近的多肽，因此不能对

体液中的蛋白质进行鉴定［１１］。故该蛋白质的结

构、功能及是否为已知蛋白等均不清楚，需要在

下一步实验中予以解决。与传统蛋白芯片相比，

本实验的采用 ＷＣＸ磁珠由于具有强大的表面
积，因此它能更好的捕获血清中的小分子多肽或

蛋白［１２］，而且所捕获的蛋白可以在不同的质谱仪

上检测，甚至是用于电泳检测，为下一步的蛋白

质鉴定提供了便利条件，同时也使其验证性和重

复性进一步加强。

本文结果表明，应用 ＳＥＬＤＩ技术快速、有效，
检测到的４个代表性差异蛋白很可能是胰腺癌血
清特异性生物标记物（蛋白）。但要从根本上了

解这些蛋白在胰腺癌的发生，发展过程中的作

用，还需在今后的研究工作中扩大样本例数和对

得到的差异蛋白作进一步的分析和鉴定。
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