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`*+TK7,MS7

-̀

%技术分析
"!

例复发性卵巢癌和
!8

例完全临床缓解期卵巢癌的血清蛋白质质谱差异&结果
!

在
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@

#

'$'%

%&结论
!

`*+TK7,MS7̀ -

技术可发现复发性卵巢癌具有潜能的早期筛查的血清标志物&
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卵巢癌是妇科常见恶性肿瘤之一#其病死率居妇科恶性肿

瘤之首#约
('Q

患者在发现卵巢癌时已处于晚期$

)

'

.

期&#

虽经过肿瘤细胞减灭术和化疗#但其中
('Q

患者仍将复发(

及时'准确地诊断复发性卵巢癌是进行合理个体化治疗的基

础(本研究选择
"''(

年
(

月至
"''3

年
(

月在苏州大学附属

第四医院住院治疗及门诊随访的卵巢癌患者#应用基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱$

`*+TK7,MS7̀ -

&技术分析了复发

性卵巢癌与完全临床缓解期卵巢癌血清蛋白质质谱图#试图获

得复发性卵巢癌早期筛查的血清学指标(

>

!

资料与方法

>$>

!

研究对象
!

收集在苏州大学附属第四医院经综合治疗获

完全临床缓解至少
&

个月后复发的卵巢癌患者
"!

例为复发

组#年龄
#9

!

8"

岁#平均
%#

岁(临床分期!

-

期
#

例#

+

期
9

例#

)

期
8

例#

.

期
&

例(病理类型!浆液性囊腺癌
3

例#黏液

性囊腺癌
9

例#透明细胞癌
9

例#未分化癌
9

例(分级!中分化

!"

例#低分化
3

例(所有患者确诊后即行卵巢肿瘤细胞减灭

术$有
#

例肿瘤灶残留大于或等于
"AF

#余皆小于
!AF

&#术后

至少行
&

个疗程的以铂类为基础的规范联合化疗(化疗完成

之后对患者进行化疗反应的评估及长期并发症的监测(同期

选取于门诊随访的完全临床缓解的卵巢癌患者
!8

例为对照

组#年龄
9"

!

('

岁#平均
&!

岁#均经术后病理检查证实(复发

组与对照组的年龄比较#差异无统计学意义$

@

$

'$'%

&(

>$?

!

复发性卵巢癌诊断标准)

!

*

!

$

!

&

N*!"%

升高%$

"

&出现

胸'腹腔积液%$

#

&体检发现肿块%$

9

&影像学检查发现肿块%

$

%

&不明原因肠梗阻(只要存在上述中的
"

项即考虑为肿瘤

复发(

>$@

!

试剂与仪器
!

J̀7LNO

磁珠纯化试剂盒$

[M$""#38#

&#

`,Z7*6A)1<A)2

@

8''

"

#89

点样靶%丙酮'甲醇'异丙醇'乙腈'三

氟乙酸'甲酸等均为进口
IZ+N

级%基质!

INN*

$

'$#F

.

"

F+

#

溶于乙醇
g

丙酮
"̂g!

&#新鲜配制(

>$A

!

标本采集
!

在采取化疗'手术等治疗措施前#采集两组患

者清晨空腹血
"

!

%F+

#于
9R

冰箱静置
")

后
#'''<

"

F26

离

心
"'F26

#分离血清#于冰盒上分装至新离心管#每管
!''

#

+

#

f8'R

冰箱保存(

>$B

!

蛋白质检测
!

J-

为结合液#

L-

为冲洗液#

Y-

为洗脱液#

--

为稳定液(手动颠倒完全混匀磁珠悬浮液
!F26

%取
!'

#

+

J̀7LNOJ-

和
!'

#

+ J̀7LNO7:;D05

至
"''

#

+ZNb

管中#

用加样器轻轻混匀%加
%

#

+

血清#用加样器混匀至少
%

次#静

置
%F26

%将
ZNb7>E:;

放入
J̀-

$磁珠富集器&#贴壁
!F26

#弃

上清液%加
!''

#

+ J̀7LNO L-

#在
J̀-

上前后移动
ZNb7

>E:;!'

次#磁珠贴壁#弃上清液%重复两次后加
%

#

+ J̀7LNO

Y-

洗涤贴壁的磁珠#并反复吹打
!'

次#贴壁
"F26

#将上清液

移入干净的离心管%再加
%

#

+ J̀7LNO--

至离心管并混匀#

磁珠洗脱液
!

#

+

与基质
!'

#

+

完全混合#取
'$%

!

!

#

+

混悬

液点靶#室温干燥后上机检测(

*E>1B?;HA16><1?

参数设置如

下!选择方法
+Z

.

N?26

@

<1>$

@

D<

#靶
`,Z7*6A)1<A)2

@

8''

"

#89

#

激光能量在
&'Q

左右#检测相对分子质量范围为
!'''

!

!"'''T

%应用
*E>1B?;HD6D?

G

525

与
N?26Z<1,11?5

软件对采集
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图谱进行分析#同时软件自动对数据进行统计学处理(以
@

#

'$'%

为差异有统计学意义(

?

!

结
!!

果

?$>

!

质谱图分析
!

在
!'''

!

!"'''T

区段#有明显差异的蛋

白质峰
3

个$

@

#

'$'%

&#见图
!

'

"

'

#

(其中
<̀!399

'

!38'

'

"'8'

'

"&&!

'

"33#

'

99%'

'

9&%3

'

%#%3

的蛋白质峰显著上调$

@

#

'$'%

&#

<̀!83(

的蛋白质峰则显著下调$

@

#

'$'%

&(组间比

较#蛋白质峰的平均值见表
!

(

?$?

!

`*-NM,

搜库分析
!

选择哺乳动物类为搜索源#对
3

个

差异蛋白质峰进行搜库分析(下列蛋白质可能性大!

<̀!83(

的蛋白可能为
N9D

#

<̀!399

可能为
U,Z

酶活化蛋白#

<̀

!38'

可能为免疫球蛋白重链#

<̀"&&!

可能为鳞状细胞癌抗

原#其他蛋白分子未搜索到#提示可能为新的蛋白质(

图
!

!!

<̀!83(

&

<!399

&

<!38'

的多组比较

图
"

!!

<̀"'8'

&

<"&&!

&

<"33#

的多组比较

表
!

!!

质谱分析结果

<̀

$

T

&

对照组"复发组

蛋白峰的平均值

趋势

@

可能蛋白分子

!83( "3$"3

"

!($&8 '$''((

)

N9D

!399 "3$%3

"

"8"$#' '$''!#

*

U,Z

酶活化蛋白

!38' (3$%%

"

!98$&( '$'#&&

*

免疫球蛋白重链

"'8' #!$8'

"

&3$8# '$''"9

*

f

"&&! ""$(8

"

98$&3 '$''&(

*

鳞状细胞癌抗原

"33# !3$&#

"

(#$(& '$'#(8

*

f

99%' !#$"9

"

""$'! '$''98

*

f

9&%3 !'%$(&

"

"'&$(3 '$''%"

*

f

%#%3 9($8"

"

!%&$%" '$''9!

*

f

(8&8 "$%8

"

!$9" '$''"9

)

f

!!

f

!表示无数据(

?$@

!

复发性卵巢癌血清蛋白标志物模板的建立和分析
!

将

J21FD</;<L2aD<0

软件分析所得到的有差异的蛋白质峰建立

数据库#导入
J21FD</;<ZD>>;6

智能统计分析软件#选择相应

条件#对复发组与对照组进行分组统计#从而建立监测卵巢癌

复发的诊断模板(盲法检测复发组与对照组共
!3

例#可将

3!$9'Q

的复发癌和
8"$(%Q

的缓解患者正确划分(研究结果

表明#该模板诊断复发性卵巢癌的敏感性达
3!$9'Q

#特异性

达
8"$(%Q

(

图
#

!!

<̀99%'

&

<9&%3

&

<%#%3

的多组比较

@

!

讨
!!

论

容易复发是卵巢癌预后差的主要原因(复发是多基因参

与的多步骤过程#已知有大量蛋白质分子的参与)

"7#

*

(蛋白质

组学直接定位于分子水平#可应用于疾病的早期诊断(寻找具

有诊断价值的肿瘤标志物#成为当前肿瘤蛋白质组学研究的热

点)

97(

*

(刘伟杰等)

8

*应用蛋白质组学技术分析发现热休克蛋白

"(

等在大肠癌组织黏膜中差异表达#有望成为大肠癌早期诊

断的分子标志物(

+EB>6;<

和
Z15526

.

;<

)

3

*鉴定核基质蛋白
&&

$

[ Z̀&&

&为诊断乳腺癌的一种潜在血清标志物(李玉华

等)

!'

*发现在卵巢癌组织中#结合珠蛋白$

IZ

&的表达显著上

调#提示其在卵巢癌的发生'发展中可能起重要作用(目前新

发现了一些卵巢肿瘤标志物#如巨噬细胞集落刺激因子$

7̀

N-S

&'多形性上皮黏蛋白等)

!!

*

#但诊断复发的价值尚待研究(

动态监测血清可溶性血管细胞黏附分子$

5]N* 7̀!

&也有望用

来监测卵巢癌复发)

!"

*

(

当体液流经肿瘤微环境时#血清蛋白质组中可能产生许多

轻微的未知组分的变化#因此#使用复合标志物更为有效(目

前诊断卵巢癌复发最常用的肿瘤标志物是
N*!"%

#但即使随

诊中
N*!"%

水平正常#也不能完全排除复发#必须结合其他方

法进行诊断(

JD60;<D

和
N)<25>26D

)

!#

*发现结合珠蛋白
(

链在

卵巢癌的表达高于对照组
"

倍多#诊断敏感性达
89Q

#如与

N*!"%

联合检测#敏感性可增加到
39Q

#特异性达
!''Q

(仲

召阳等)

!9

*应用多项肿瘤标志物联合检测消化系统肿瘤#证实

联合检测的准确率更高%乔正蓉)

!%

*联合甲胎蛋白$

*SZ

&'癌胚

抗原$

NY*

&鉴别原发性'转移性肝癌及肝良性肿瘤#提示联合

检测明显提高诊断灵敏度及准确率(

本实验证实复发性卵巢癌患者血清中存在差异蛋白#其作

用机制可能为!在补体经典激活途径中#若
N9D

表达下降#清除

凋亡细胞及下调活化
J

细胞的功能可能发生障碍#反映免疫

系统受损可能促使卵巢癌复发(免疫球蛋白在复发癌血清中

表达上调#可能为机体清除+异己,#代偿性引发高表达(

J;6;7

0EA;

等)

!&

*报道#鳞状细胞癌抗原$

-NN*

&在肝癌细胞中显著高

表达#有望成为除
*SZ

外又一肝癌肿瘤标志物(

-NN*

能否

成为卵巢癌标志物有待更多实验证实(

b)1U,Z

酶广泛参与

多种恶性肿瘤发生'发展过程#表达阳性者生存率明显降低(

三磷酸鸟苷$

U,Z

&酶活化蛋白作为负向调节因子加速该酶水

8"

重庆医学
"'!!

年
!

月第
9'

卷第
!

期



解使其失活(但是本实验显示该蛋白高表达的趋势与复发癌

侵袭转移的理论并不吻合#其原因可能与实验误差有关#但具

体机制还需进一步探讨(
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