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　 　 【摘要】 　 目的　 探究基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术(ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ)在 ＨＢＶ 相关肝癌蛋白质组学中的应用价值ꎮ
方法　 选取 ２０１８ 年 １ 月—２０１８ 年 ６ 月在我院就诊的 ＨＢＶ 相关肝癌患者 ３０ 例ꎬ健康自愿者 ２５ 例ꎬ弱
阳离子磁珠捕获技术血清蛋白ꎬ运用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术以及相关软件进行蛋白质分析ꎬ检测 ＨＢＶ
相关肝癌的血清标志蛋白质ꎬ建立肝癌诊断模型ꎬ进行盲法验证ꎮ 结果　 共筛选出 ８１ 个蛋白质峰ꎬ而
具有统计学差异的有 ２７ 个(Ｐ<０ ０５)ꎬ其中 １７ 个差异蛋白呈现高表达上调ꎬ１０ 个差异蛋白呈现低表

达下调ꎮ 经 ＢＰＳ５ ０ 软件筛选出 ３ 个差异蛋白峰(质荷比 Ｍ / Ｚ 为 ９１７９ ５５、７７８９ ００、４０９７ ００)建模ꎬ后
经盲法验证ꎬ其敏感性 ９０ ９１％ꎬ特异性为 ７７ ７８％ꎮ 结论　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术为 ＨＢＶ 相关肝癌的

诊断和治疗提供了重要的依据ꎮ
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ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒꎬ ａｎｄ ２５ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ２０１８ ｔｏ Ｊｕｎｅ
２０１８ ｉｎ ｏｕｒ ｈｏｓｐｉｔａｌ. Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓｗｅｒｅ ｃａｐｔｕｒｅｄ ｂｙ ｗｅａｋ ｃａｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ (ＷＣＸ)
ｂｅａｄｓ. ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ｓｅｒｕｍ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒꎬ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒｍ ｂｌｉｎｄ ｔｅｓｔ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｏｔａｌｌｙ ８１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｅａｋｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔꎬ ａｎｄ ２７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｅａｋｓ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<
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　 　 肝癌是一种比较严重发生于肝脏的恶性肿瘤ꎬ
其病死率较高ꎬ而且有研究表明ꎬ５０％ ~ ８０％的肝癌

病例与 ＨＢＶ 密切相关[１]ꎮ 我国是乙肝大国ꎬＨＢＶ
感染又是我国肝癌发病的首要危险因素ꎬ所以对于

ＨＢＶ 相关肝癌患者来说ꎬ早期发现和早期治疗尤为

关键ꎬ也是降低病死率的关键[２]ꎮ 蛋白质组学是一

种对蛋白质的整体水平进行分析ꎬ从而对 ＨＢＶ 相关

肝癌的发病机制、细胞模式以及功能练习等进行研

究[３]ꎮ 目前认为质谱技术是鉴定蛋白质的一种手

段ꎬ随着基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

( ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ) 以及电喷

５９中华实验和临床病毒学杂志 ２０１９ 年 ２ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｖｉｒｏｌꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ　 ２０１９ꎬＶｏｌ ３３ꎬＮｏ １



雾电 离 质 谱 技 术 ( ｅｌｅｃｔｒｏｓ￣ｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＥＳＩ)等技术的兴起ꎬ质谱技术得到了飞

速的发展ꎬ也为蛋白质组学的研究提供了技术支

持[４]ꎮ 因此本文使用基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱技术(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ)对 ＨＢＶ 相关肝癌

的蛋白质组学进行分析ꎬ探究其在 ＨＢＶ 相关肝癌蛋

白质组学中的应用价值ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料 　 研究对象:选取 ２０１８ 年 １ 月份—６ 月

份在首都医科大学附北京友谊医院就诊的肝癌患者

３０ 例ꎬ年龄 ３８ ~ ５６ 岁ꎬ平均年龄(４７ ５０±８ ５０)岁ꎬ
男性 １６ 例ꎬ女性 １４ 例ꎻ另外选取健康自愿者 ２５ 例ꎬ
年龄同肝癌组ꎬ男性 １２ 例ꎬ女性 １３ 例ꎮ 所有研究对

象在性别、年龄等一般资料中对比ꎬ差异无统计学意

义(Ｐ>０ ０５)ꎮ 选取的肝癌患者均经组织病理学证

实的原发性 ＨＢＶ 相关肝癌患者ꎬ未接受放化疗ꎬ无
手术史ꎻ健康自愿者也选择的是身体健康ꎬ无肝病

史ꎬ肝功能正常的ꎮ 本研究所有研究对象及其家属

均知情ꎬ签署家属知情通知书ꎬ并经过我院伦理委员

会批准ꎮ
１ ２　 排除标准　 非乙型肝炎病毒感染者ꎻ心、肺功

能不全的患者ꎻ肝转移癌患者ꎻ并发其他恶性肿瘤的

患者ꎻ妊娠期、哺乳期妇女ꎮ
１ ３　 方法

１ ３ １　 样本采集: 抽取所有研究对象清晨空腹静

脉血 ５ ｍｌꎬ 在抗凝管中保存ꎬ 之后使用转速为

１ ００６ ２×ｇꎬ离心 ２０ ｍｉｎꎬ放入洁净的 ＥＰ 试管中ꎬ分
离上层血清ꎬ在－８０ ℃环境中保存ꎬ待用ꎮ
１ ３ ２　 样品处理: 将样品血清从－８０ ℃环境中取

出ꎬ在冰盒上溶解ꎬ进行离心操作ꎬ半径 １３ ５０ ｃｍꎬ
２０ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ４ ℃ 离心 ２ ｍｉｎꎮ 取 １０ μｌ 的血清样

本ꎬ加入 ２０ μｌ 的 Ｕ９ 裂解液(９ ｍｍｏｌ / Ｌ 尿素ꎬ２％
ＣＨＡＰＳꎬ１％ 二硫苏糖醇 ( ＤＤＴ)ꎬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌꎬｐＨ９ ０)ꎬ混匀后室温静置 ３０ ｍｉｎꎬ加入 １７０ μｌ
的洗涤缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠ꎬｐＨ４ ０)稀释ꎮ
１ ３ ３　 磁珠操作:①吸取 １０ μｌ 磁珠结合缓冲液

(ＢＢ)加入到 ２００ μｌ 的 ＰＣＲ 管中ꎬ加入 １０ μｌ 磁珠ꎬ
吸打混匀ꎬ加入 ５ μｌ 血清ꎬ再次吸打混匀ꎬ静置 ５
ｍｉｎꎻ②将样品放入磁珠分离器ꎬ贴壁 １ ｍｉｎꎬ吸去悬

浮液ꎬ再加入 １００ μｌ 磁珠清洗缓冲液(ＷＢ)ꎬ于磁珠

分离器上反复移动 ＰＣＲ 管 １０ 次ꎬ吸去悬浮液ꎬ以上

步骤重复 ２ 次ꎻ③向 ＰＣＲ 管中加入 ５ μｌ 磁珠洗脱缓

冲液(ＥＢ)ꎬ反复混匀ꎬ室温静置 ２ ｍｉｎꎬ然后放入磁

珠分离器中ꎬ贴壁 ２ ｍｉｎꎬ吸取上清液放入新的 ＰＣＲ
管中待检ꎮ
１ ３ ４　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 实验:在测定样品之前ꎬ先
取 １ μｌ 标准品与 １０ μｌ 基质(α￣氰基￣４￣羟基肉桂

酸ꎬＨＣＣＡ)混合ꎬ取 １ μｌ 混合液点样于靶板上ꎬ待晾

干后即可上机检测ꎮ 采用 Ａｕｔｏｆｌｅｘ 质谱仪进行多点

采集ꎬ累加 ５ ~ １０ 个结晶点数据ꎮ 取磁珠处理后的

样品ꎬ同标准品点样方法进行检测ꎮ 质谱仪参数设

置如下:阳离子线性模式ꎻ质量检测范围:相对分子

质量 １×１０３ ~２０×１０３ꎻ激光强度 ６０％ꎮ
１ ３ ５　 数据采集:使用 Ｃｌｉｎｐｒｏ ｔｏｏｌｓ 软件采集数据

并加以分析ꎮ
１ ３ ６ 　 诊 断 模 型 的 建 立 与 盲 法 验 证: 运 用

Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ Ｐａｔｔｅｒｎ ５ ０(ＢＰＳ ５ ０)软件自带的 ＴＥＳＴ
模式随机将数据分为两组———建模组和盲测组ꎮ 选

取最佳组合建模ꎬ并用盲测组样本进行盲法验证ꎮ
１ ４　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 软件进行统计分

析处理ꎮ 计量资料采用均数±标准差(ｘ±ｓ)描述ꎬ两
组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０ ０５ 具有统计学

意义ꎮ 采用 Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ Ｐａｔｔｅｒｎ ５ ０(ＢＰＳ ５ ０)软件对

差异蛋白进行筛选验证ꎻ采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 软件进行敏

感性以及特异性评价ꎮ

２　 结果

２ １　 样本蛋白峰数据分析与比较　 将 １ μｌ 经磁珠

处理后样品加入 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ 质谱仪中检测和分析ꎬ
我们共检测出 ８１ 个峰ꎬ其中 ２７ 个蛋白质峰有统计

学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 而这 ２７ 个蛋白峰中ꎬ其中 １７ 个

差异 蛋 白 呈 现 上 调 ( 质 荷 比 Ｍ / Ｚ: ８ ９４３ ００、
４ ４７７ ００、 ８ ４８９ ４８、 ６ ６６２ ３１、 １６ ２００ １７、
１３ ７６１ ００、７ ７８９ ００、４ ８５６ １９、９ ６４５ ４８、９ ２９２ ５、
１５ ５０４ ５、９ １７９ ５５、４ ７６０ ９１、７ ８９５ ６６、６ ３１５ ２２、
８ ５９３ ７５、８ ７２０ ２３)ꎬ１０ 个差异蛋白呈现下调(质荷

比 Ｍ / Ｚ:７ ７７７ ２７、９ ５５０ ００、４ ０９７ ００、４ １７７ ００、
４ ７００ ９１、５ ３１７ ２２、８ ２８２ ６１、３ ９６０ ６５、５ ７０１ ５２、
５ ９１６ ０７)ꎮ 比较这 ２７ 个蛋白质峰ꎬ质荷比(Ｍ / Ｚ)
为 ９ １７９ ５５、７ ７８９ ００ 的两种蛋白在癌症组呈高表

达ꎬ而在正常组呈低表达ꎻ质荷比(Ｍ / Ｚ)为 ４ ０９７ ００
的蛋白在正常组呈高表达ꎬ而在癌症组呈低表达ꎻ而
且它们的表达差异具有统计学意义 (Ｐ<０ ００１)ꎬ见
表 １ꎮ
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表 １　 ＨＢＶ 相关肝癌患者与正常对照的差异蛋白峰

浓度值比较(ｘ±ｓ)
Ｔａｂ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｅａｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ
ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

肝癌组 正常组 质荷比(Ｍ / Ｚ) ｔ Ｐ
９ ２９±１ ５６ １ ０５±０ １２ ８ ９４３ ００ ２６ ３０ ０ ００６ ８３
１ ２０±０ １０ ０ ３０±０ ０１ ４ ４７７ ００ ４４ ７４ ０ ００４ ３４

１０ ７７±３ ５８ ６ ８７±１ ０１ ８ ４８９ ４８ １７ ４２ ０ ００７ ７３
１２ ８２±３ ８９ ８ ０６±１ ０８ ６ ６６２ ３１ １７ ９７ ０ ００９ １２
８ ８３±１ ３２ ７ ６３±０ ６７ １６ ２００ １７ ４ １２ ０ ００６ ２２
０ ６２±０ ０２ ０ ２３±０ ０１ １３ ７６１ ００ ８８ ６１ ０ ００３ ４５

１７ ２３±２ ８９ ３ ５５±０ ８２ ７ ７８９ ００∗ １４ ５２ ０ ０００ ３２
３ １４±０ ５８ ２ ２８±０ ２３ ４ ８５６ １９ ６ ９６ ０ ００６ ６４
８ １０±４ ２８ ４ ９５±０ ９８ ９ ６４５ ４８ ２６ ４３ ０ ００９ ０２

２７ ２５±４ ０１ １５ ９３±２ ６７ ９ ２９２ ５０ １２ ０５ ０ ０２７ ７８
０ ３３±０ ０２ ０ １４±０ ０１ １５ ５０４ ５０ ４３ １７ ０ ００２ ３９

１８ １１±１ １２ ３ ９６±１ １１ ９ １７９ ５５∗ ３ ８１ ０ ０００ ２３
４ ３９±０ ９９ ２ ８５±０ １４ ４ ７６０ ９１ ７ ７０ ０ ００９ ８７
５ ４９±２ ０１ ３ ２７±０ ３２ ７ ８９５ ６６ ２０ ２０ ０ ０１７ ８３

１０ ５４±２ ００ ６ ９６±１ ０４ ６ ３１５ ２２ ８ ０８ ０ ００２ ２２
１１ ４５±２ ０６ ３ ２１±０ ７８ ８ ５９３ ７５ １８ ８８ ０ ００７ ８５
１３ ６９±２ ５９ ４ ３２±０ ９９ ８ ７２０ ２３ １７ ０６ ０ ００２ ３４
４ ０９±０ ９８ １５ ８７±２ ９７ ７ ７７７ ２７ ２０ ４６ ０ ００４ ３５
４ ５１±０ ７２ ５ １５±４ ０５ ９ ５５０ ００ ２７ ４５ ０ ００７ ９６
３ ４２±０ ５８ １６ １２±１ ０３ ４ ０９７ ００∗ １２ ２３ ０ ０００ ７８
６ ９５±０ ２４ １１ ３６±２ １２ ４ １７７ ００ ２４ １７ ０ ０３６ ７４
１ １３±０ ０３ ３ ６２±０ ６６ ４ ７００ ９１ ２０ ６８ ０ ０２９ ８７
４ ６５±０ ９８ ８ ０４±１ ５８ ５ ３１７ ２２ ９ ７３ ０ ０３３ ３６
４ １２±０ ９７ ６ １６±１ ０１ ８ ２８２ ６１ ７ ６２ ０ ００６ ６７
０ ２７±０ ０１ ３ ５８±０ ５７ ３ ９６０ ６５ ３１ ８６ ０ ００７ ８３
２ ７１±０ ２６ ４ ９２±０ ９５ ５ ７０１ ５２ １２ １７ ０ ００５ ６４
３ ３５±０ ６７ ６ ６５±２ ０１ ５ ９１６ ０７ １８ ７１ ０ ００５ ３２

　 　 注:组成诊断模型的差异蛋白峰用∗标记

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｅａｋｓ ｔｈａｔ ｍａｋｅ ｕｐ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ａｒｅ
ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ “∗”

２ ２　 肝癌诊断模型及盲法验证 　 运用 Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
Ｐａｔｔｅｒｎ ５ ０(ＢＰＳ ５ ０)软件自带的 ＴＥＳＴ 模式随机将

数据分为两组———建模组 ( ３５ 例) 和盲测组 ( ２０
例)ꎬ以 ＲＯＣ 曲线下面积最大的组合为最佳诊断组

合建立模型ꎮ 通过 ＢＰＳ５ ０ 软件比较与筛选ꎬ发现

质荷比(Ｍ / Ｚ)分别为 ９１７９ ５５、７７８９ ００、４０９７ ００ 的

３ 个差异蛋白有统计学意义(Ｐ<０ ００１)ꎬ可以正确

的将 ＨＢＶ 相关肝癌患者和健康自愿者区分开ꎮ 联

合应用它们建立的诊断模型ꎬ其敏感性为 ８５ ００％
(１７ / ２０)ꎬ特异性为 ９３ ３３％(１４ / １５)ꎮ 再对此模型

进行盲法验证ꎬ结果显示:盲测组的 ２０ 例样本中ꎬ有
１７ 例判断正确ꎬ３ 例判断错误ꎮ 其中 １２ 例 ＨＢＶ 相

关肝癌患者中ꎬ１０ 例判断为癌症ꎬ２ 例判断为正常ꎬ
而 ８ 例正常样本中 ７ 例判断为正常ꎬ１ 例判断为癌

　 　 　 表 ２　 ＨＢＶ 相关肝癌诊断模型及其盲法验证

Ｔａｂ.２　 Ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｌｉｎｄ ｔｅｓｔ ｏｆ
ＨＢＶ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ

蛋白组

学判定

肝癌诊断模型

ＨＢＶ 相

关肝癌
正常人

合计

(ｎ)

盲证验证

ＨＢＶ 相

关肝癌
正常人

合计

(ｎ)

病理结果(ｎ) １７ ３ ２０ １０ １ １１
验证结果(ｎ) １ １４ １５ ２ ７ ９
合　 　 计(ｎ) １８ １７ ３５ １２ ８ ２０

症ꎬ其敏感性 ９０ ９１％ (１０ / １１)ꎬ特异性为 ７７ ７８％
(７ / ９)ꎬ见表 ２ꎮ

３　 讨论

肝癌是在全世界范围内发病率较高的恶性肿瘤

之一ꎬ而我国是乙肝大国ꎬＨＢＶ 感染的肝癌又是重

中之重ꎮ 目前临床上为了降低其发病率和病死率ꎬ
大多致力于对 ＨＢＶ 相关肝癌的防治研究上ꎬ寻找有

效的发病标志物也是对其防治的关键所在ꎮ 现阶段

对于 ＨＢＶ 相关肝癌的发病标志物的研究具有一定

的缺陷ꎬ因此临床上致力于通过对 ＨＢＶ 相关肝癌的

蛋白质组学的研究来解决其生物标志物研究上存在

的缺陷ꎮ 临床上最先是对基因水平进行研究ꎬ随着

现代基因测序计划的完成ꎬ人类逐渐认识到仅仅通

过 ＤＮＡ 基因序列是不能完全得到基因的全部信息

的ꎬ因此要研究基因进行表达的最终产物———蛋白

质[５]ꎮ 在本研究实验中ꎬ运用基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱技术对 ＨＢＶ 相关肝癌的蛋白组学

进行研究检测ꎬ探究其在 ＨＢＶ 相关肝癌蛋白组学中

的应用价值ꎮ
蛋白质组的概念最先是由 Ｍａｒｃ Ｗｉｌｋｉｎｓ 提出

的ꎬ其主要是指在特定的环境下ꎬ一个基因组或者一

个细胞、一种生物所表达出来的所有的蛋白质ꎬ因此

对于蛋白质组所有的研究被称为蛋白质组学[６]ꎮ
蛋白质组学是对蛋白质组性质进行全面研究ꎬ其技

术主要包括生物信息学、蛋白质分离以及蛋白质鉴

定等三个方面ꎬ对于其研究是以双相电泳为核心的

结合质谱技术来对蛋白进行分离、分析以及鉴定序

列[７￣８]ꎮ 近年来随着质谱技术的快速发展ꎬ其在生

物大分子的应用中ꎬ为蛋白质组的研究提供了一种

快速、准确以及高通量、灵敏的检测方法支撑ꎬ目前

生物质谱技术已经成为研究蛋白质组学的支撑

技术[９]ꎮ
ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 作为近年来医学发展的先进技

术ꎬ因其高通量、高灵敏度等特点ꎬ为蛋白质组学的
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研究提供了一种高效的方法ꎮ 虽然质谱技术与蛋白

芯片联合使用可用于分析血清蛋白 /多肽ꎬ但是蛋白

芯片的表面积小ꎬ对于低丰度蛋白的富集不完全ꎬ而
低丰度蛋白含有许多尚未研究的生物信息ꎬ其表达

水平是机体对疾病状态的反映ꎬ对疾病的诊断有一

定作用ꎮ 因此ꎬ寻找疾病的标志物首先必须对样本

进行预处理ꎬ尽量去除高丰度的白蛋白等ꎮ 弱阳离

子磁珠(ＷＣＸ)分离提取是近年来使用较多的一种

样品预分离提取方法ꎬ因其表面积大ꎬ吸附力强ꎬ磁
珠表面可以进行不同的修饰ꎬ使其表可逆性结合具

有某些特性的分子ꎬ能很好地捕获人血清中低丰度

蛋白质和多肽ꎬ消除大分子蛋白的干扰ꎬ十分适用于

临床检测[１０]ꎮ
ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术的原理是将具有一定波长

激光的小分子物质作为基质ꎬ使分析物分散于基质

分子与其进行一定比例的混合形成晶体ꎬ然后通过

激光照射晶体ꎬ最后导致基质晶体升华ꎬ最终使干燥

的基质和分析物膨胀ꎬ最终进入气相[１１￣１２]ꎮ 陈兵

等[１３]在其研究实验中运用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术分

析原发性肝癌骨转移患者血清多肽差异谱ꎬ成功鉴

定出了 ７ 条肽段ꎬ这些肽段可能成为潜在的诊断

ＨＣＣ 骨转移的分子标志物ꎮ 有研究显示ꎬ将双向电

泳和 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 相结合ꎬ检测出 １９ 个差异蛋

白ꎬ经与数据库比对后ꎬＤＮＡＪＢ１１ 在 ＨＣＣ 组织中表

达上调ꎬＰＳＭＡ３ 在 ＨＣＣ 组织中表达下调[３]ꎮ 盛恒

炜等[１４]采用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术分析 ＨＣＣ 与正常

肝组织的蛋白表达差异ꎬ发现 ２７ 个具有统计学差异

的蛋白点ꎬ其中 Ａｃｔｉｎꎬｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ １ 和 Ｒａｓ 相关蛋白

可能是潜在的肝癌标记物ꎬ且可能为肝癌的发生机

制和干预治疗研究提供新的靶点ꎮ
本研究中发现ꎬ使用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术检测

鉴定出了较多种蛋白峰ꎬ并从中筛选出 ２７ 种差异具

有统计学意义的蛋白质峰(Ｐ<０ ０５)ꎻ后用软件筛出

３ 种差异具有统计学意义的蛋白质峰(Ｐ<０ ００１)ꎬ
建立了肝癌诊断模型ꎬ盲法验证此模型的特异性以

及敏感性均较高ꎮ
综上所述ꎬ运用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 对 ＨＢＶ 相关

肝癌蛋白质组学进行检测分析ꎬ可以有效检测出具

有差异的血清差异蛋白ꎬ为 ＨＢＶ 相关肝癌的诊断和

治疗提供了重要的依据ꎮ
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