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摘要：目的　 应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）技术建立乳腺癌诊断预测模型，寻找乳腺癌血清中

的差异蛋白质 ／ 多肽，并区分三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）与非三阴性乳腺癌（ＮＴＮＢＣ）。 方法　 共纳入 ６１ 例乳腺癌患者、６０ 例乳腺

纤维腺瘤患者及 ４４ 例体检健康者。 按照 ３ ∶１ 的比例随机分为训练组（乳腺癌患者 ４５ 例，体检健康者 ３３ 例）和验证组（乳腺

癌患者 １６ 例，健康人对照 １１ 例）。 采用弱阳离子交换磁珠（ＷＣＸ⁃ＭＢ）提取血清蛋白质 ／ 肽，基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）技术检测并筛选出差异峰，构建诊断预测模型并初步验证。 观察分析乳腺癌患者血清蛋白质谱分子变

化。 结果　 应用 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件构建了乳腺癌组与健康组的诊断预测模型。 遗传算法（ＧＡ）模型的特异性为 ９０．９％，敏感性

为 ９３．８％，准确性为 ９２．６％。 对纤维腺瘤组和对照组、乳腺癌组和纤维腺瘤组以及 ＴＮＢＣ 组和 ＮＴＮＢＣ 组分别进行聚类分析，
发现有显著差异峰可将其准确区分：差异峰 ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 在纤维腺瘤组中的峰强度明显高于对照组，但其在乳腺癌组

中的峰强度明显低于纤维腺瘤组；差异峰 ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 在 ＴＮＢＣ 组中的峰强度明显高于 ＮＴＮＢＣ 组。 结论 　 应用

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术建立的乳腺癌诊断预测模型具有高敏感性、高特异性的特点，该技术可用于乳腺癌患者的鉴别诊断以及

区分乳腺癌的基因分型。
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　 　 乳腺癌是导致世界女性癌症死亡最主要的原

因，乳腺癌常用的检查方法有活检、乳房 Ｘ 线检查、
ＣＴ 检查、超声检查和磁共振成像（ＭＲＩ）等，然而上

述方法昂贵、耗时，不适合大规模患者的早期筛

查［１］。 由美国食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ） 认证的生物学标志物———
ＣＡ１５３ 已应用于临床，但其特异性和敏感性仅为

６５．７％和 ７６．７％［２］，且其仅可用于监测乳腺癌的疗

效、预后评估以及复发判断。 目前临床上主要通过

免疫组化染色法检测肿瘤细胞雌激素受体（ＥＲ），
孕酮受体（ＰＲ）和人类表皮生长因子受体（ＨＥＲ２）
蛋白质的表达，并根据结果将乳腺癌区分为不同的

乳腺癌亚型，但此种方法成本高、操作繁琐且需进

行染色处理，实际操作中存在很多因素影响免疫组

化染色结果的准确性和稳定性。 因此，临床上需要

寻找到新的方法以提高乳腺癌诊断阳性率，并为临

床个体化治疗提供决策依据。
基质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱

（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）是一种蛋白质组学研究的有效

工具，在肿瘤精准诊疗中具有重要作用。 本研究旨

在采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术建立一种具有高敏感

性和高特异性，以及适用于临床乳腺癌诊断的预测

模型，应用该技术将乳腺癌患者从体检健康者及良

性疾病者中鉴别出，并进一步区分三阴性乳腺癌

（ＴＮＢＣ）和非三阴性乳腺癌（ＮＴＮＢＣ）患者。

１　 材料及方法

１．１　 一般资料　 收集 ２０２０ 年 ８ 月至 ２０２１ 年 ３ 月

联勤保障部队某医院经病理组织学活检确诊的乳

腺癌患者（６１ 例）和纤维腺瘤患者（６０ 例），病理分

型为浸润性导管癌 ４７ 例、浸润性小叶癌 １ 例、导管

内原位癌 ８ 例及浸润性导管癌伴高级别导管内癌 ５
例。 乳腺癌分子分型分为 ＴＮＢＣ １０ 例， ＮＴＮＢＣ ５１
例。 乳腺癌患者年龄 ３２～７７ 岁，中位年龄 ５３ 岁；乳
腺纤维腺瘤患者年龄 ３３ ～ ７４ 岁，中位年龄 ５５ 岁。
病例组纳入标准：（１）患者初次经病理组织学活检

确诊为乳腺癌或纤维腺瘤；（２）既往未经其他手术、
抗癌药物及放化疗治疗；（３）具有完整的临床病理

学诊断资料；（４）无其他恶性肿瘤病史。 排除标准：
（１）非乳腺癌及纤维腺瘤患者；（２）接受过抗癌治

疗者；（３）合并其他恶性肿瘤者；（４）感染性疾病患

者。 以同期 ４４ 名体检健康者作为健康人对照组，
年龄 ３５～７９ 岁，中位年龄 ５５ 岁。 本研究经解放军

第九六〇医院医学伦理委员会审核批准［（２０２１）

科研伦理审第（６０）号］，各研究对象均知情同意。
１．２　 仪器和试剂　 基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱系统（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ，德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司），低温

高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司），电子天平（瑞
士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公 司 ）。 弱 阳 离 子 交 换 磁 珠

（ＷＣＸ⁃ＭＢ） 试剂盒、蛋白质 ／多肽校准品 （德国

Ｂｒｕｋｅｒ 公司），α－氰基－４ 羟基肉桂酸（ＨＣＣＡ）、三
氟乙酸（ＴＦＡ）、乙腈（ＡＣＮ）、无水乙醇（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）。
１．３　 方法

１．３．１　 标本采集及预处理　 在各受试者治疗前采

集清晨空腹静脉血 ５ ｍＬ 贮于含有惰性分离胶的真

空采血管中，于室温条件下静置 ３０ ｍｉｎ，置于离心

机中以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取血清分装至

０．５ ｍＬ的 Ｅｐ 管中，随后置于－８０ ℃冻存备用。
１．３．２　 血清标本分组　 将所有的样本按照 ３ ∶１ 的

比例进行随机分组，训练组 ７８ 例（乳腺癌患者 ４５
例，体检健康者 ３３ 例），验证组 ２７ 例（乳腺癌患者

１６ 例，体检健康者 １１ 例）。 训练组用以建立诊断

预测模型，验证组用以评估模型诊断效能。
１．３．３　 血清预处理　 从－８０ ℃冰箱取出血清标本，
置于－２０ ℃冻融 ８ ｈ，再置于 ４ ℃冻融 ６ ｈ，将复融

的血清以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ。 进行以下操

作：每 ５ μＬ 血清标本与 １０ μＬ 弱阳离子交换磁珠

（ＷＣＸ⁃ＭＢ） 和 １０ μＬ 结合缓冲液 （ ＢＢ） 混合于

２００ μＬ试管中。 混合后，将样品管放入磁力分离器

中，１ ｍｉｎ 后弃除试管中的上清液。 样本与磁珠结

合后，用 １００ μＬ 的洗涤缓冲液（ＷＢ）洗涤 ３ 次，加
入 ５ μＬ 的磁珠洗脱缓冲液（ＥＢ）与磁珠结合。 悬

浮液样本从上清液中完全分离后转移至新的 １０ μＬ
试管中。 每个试管中加入 ５ μＬ 稳定缓冲液（ＳＢ），
用于质谱分析。
１．３．４　 仪器校准与质量控制　 检测前使用蛋白质 ／
多肽校准品混合液进行仪器校准，随机选取 ３０ 例

体检健康者血清标本，取 ５ μＬ 混匀，用于评价质谱

仪的稳定性。 弱阳离子磁珠（ＷＣＸ⁃ＭＢ）提取混合

血清中的蛋白质 ／多肽，检测时每 １５ 个样本进行 １
次点靶，质谱上样检测获得质谱峰，计算每批质谱

多肽峰的变异系数（ＣＶ）。
１．３．５　 血清处理标本质谱检测　 取提取的蛋白质 ／
多肽样本 １ μＬ 点样于 ＡｎｃｈｏｒＣｈｉｐ ３８４ 靶板上，样
本一式三份点靶，自然干燥后取 １ μＬ 新鲜配置的

６ ｍｇ ／ ｍＬ基质（６ ｍｇ ＨＣＣＡ，５０％ＡＣＮ，２％ＴＦＡ）覆盖

于样本点上，自然晾干后置于质谱仪进行检测。 在
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正离子线性模式下，１ ～ １０ ｋＤａ 分子质量范围内采

集峰的 ｍ ／ ｚ 值和强度。 采用的离子源 １ 为 １９．６４
ｋＶ，离子源 ２ 为 １８．３４ Ｋｖ，基质抑制为 ｍ ／ ｚ ７００ Ｄａ。
在激光能量为 ７５％下采集谱图，每个样本点累积轰

击 １ ２００ 次。
１．３． ６ 　 峰谱图处理 　 使用 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件及

ＦｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ软件对采集的原始质谱图进行平滑、去
噪、基线去除和归一化处理，并确定分子质量为 １ ～
１０ ｋＤａ 的峰，剔除信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＜５ 的峰。
１．３．７　 建立及验证乳腺癌诊断预测模型 　 采用

ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件中包含的 ３ 种模型算法：遗传

（ＧＡ）算法、监督神经网络（ＳＮＮ）算法及快速分类

（ＱＣ）算法对乳腺癌建立诊断预测模型，并使用验证

血清组血清标本对模型进行验证，得出模型的敏感

性、特异性及准确性，从中选出最佳诊断预测模型。

２　 结果

２．１　 质量控制结果分析 　 本次实验检测时每 １５
个样本点 １ 次靶，检测后得到 ９ 个质控样本质谱

峰，计算 １ ～ １０ ｋＤａ 范围内 ９ 个峰的平均 ＣＶ 为

１９．５６％（１１．６７％ ～ ２９．７８％）。 表明此 ＣＶ 在正常范

围内，此系统检测一致性较好，符合要求。
２．２　 乳腺癌诊断预测模型的建立与验证结果分析

　 应用 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件对乳腺癌组与对照组进行

分析，建立了诊断预测模型，并使用验证组进行验

证（表 １）。 结果发现 ＧＡ 算法建立的模型诊断效能

最佳。 选取差异最显著的 ２ 个峰：ｍ ／ ｚ ５ ９２０． ３６、
ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９ 分别为 Ｘ、Ｙ 轴进行聚类分析，结果显

示乳腺癌组与对照组可明显区分（图 １），在 ＧＡ 算

法模型下使用验证组血清验证，１６ 例乳腺癌患者中

正确判断 １５ 例，误判 １ 例；１１ 例对照者中正确判断

１０ 例，误判 １ 例。 ＧＡ 模型的预测诊断特异性为

９０．９％，敏感性为 ９３．８％，准确性为 ９２．６％。

表 １　 ３ 种诊断预测模型的效能（％）

运算方法 识别能力 交叉验证 敏感性 特异性 准确性

ＧＡ ９８．９ ９１．１ ９３．８ ９０．９ ９２．６
ＳＮＮ ９７．４ ８６．１ ８１．３ ９０．９ ８５．２
ＱＣ ８４．４ ８３．３ ５０．０ ８１．８ ６３．０

　 　 注：ＧＡ 为遗传算法；ＳＮＮ 为监督神经网络算法；ＱＣ 为快速分类

算法。

　 　 注：红色叉号为训练组乳腺癌患者；绿色圆圈为训练组对照者，Ａ 中黑点为验证组乳腺癌患者；Ｂ 中黑点为验证组对照者。

图 １　 训练组样本聚类分析和验证组样本分类预测

２．３　 血清蛋白质 ／肽指纹图谱分析

２．３．１　 乳腺癌组与对照组图谱分析　 通过 ＣｌｉｎＰｒｏ⁃
Ｔｏｏｌｓ 软件分析后，得到乳腺癌组与对照组的血清

蛋白质 ／肽指纹图谱（图 ２），证实两组间图谱存在

·１１９·临床检验杂志 ２０２１ 年 １２ 月第 ３９ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｄｅｃ． ２０２１，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．１２



明显差异。 在分析范围为 １～１０ ｋＤａ 内发现差异峰

１０６ 个（Ｐ＜０．０５），筛选出差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０００ ００１）且 ＡＵＣＲＯＣ值＞０．８０ 的差异峰 ２６ 个。 峰

ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６、２ ９６０．４０、２ １１０．９５ 在乳腺癌

组中表达下调，其余 ２２ 个峰均表达上调。 此外，
ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 的 ２ 个峰差异最为显著，其
ＡＵＣＲＯＣ值分别为 ０． ９３ 和 ０． ８５，且乳腺癌组 ｍ／ ｚ
４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 的峰强度明显低于对照组（图 ３）。

注：红色为乳腺癌组；绿色为对照组。

图 ２　 乳腺癌组与对照组血清蛋白指纹图谱

　 　 注：Ａ、ａ 分别为 ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９ 的叠加峰谱图及 ＲＯＣ 曲线；Ｂ、ｂ 分别为 ｍ ／ ｚ ５ ９２０．３６ 的叠加峰谱图及 ＲＯＣ 曲线。 红色为乳腺癌组；绿色为对

照组。

图 ３　 差异最显著的 ２ 个峰叠加峰谱图及其 ＲＯＣ 曲线

·２１９· 临床检验杂志 ２０２１ 年 １２ 月第 ３９ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｄｅｃ． ２０２１，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．１２



２．３．２　 乳腺纤维腺瘤组与对照组图谱分析 　 经

ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件分析，纤维腺瘤组和对照组两谱

图在质量范围 １～１０ ｋＤａ 之间，存在明显差异，其中

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）的差异峰有 ４０ 个。 包括

１０ 个峰表达上调，３０ 个峰表达下调。 此外，ｍ ／ ｚ

４ ２２０．９、 ５ ９２０．３６ 的 ２ 个 峰 差 异 最 为 显 著， 其

ＡＵＣＲＯＣ值分别为 ０．８５ 和 ０．９６，且纤维腺瘤组 ｍ ／ ｚ
４ ２２０．９、５ ９２０． ３６ 的峰强度明显高于对照组。 以

ｍ ／ ｚ ５ ９２０．３６、４ ２２０．９ 分别为 Ｘ、Ｙ 轴进行聚类分

析，纤维腺瘤组与对照组可以准确地区分，见图 ４。

注：红色叉号为纤维腺瘤组；绿色圆圈为对照组。

图 ４　 纤维腺瘤组与对照组聚类分析

２．３．３　 乳腺癌组与纤维腺瘤组图谱分析　 经 Ｃｌｉｎ⁃
ＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件分析，乳腺癌组与纤维腺瘤组图谱存

在明显差异，在 １ ～ １０ ｋＤａ 范围内发现有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）的差异峰 ７８ 个，其中 ５ 个峰表达下调，
其余 ７３ 个峰表达上调。 此外，ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６

的 ２ 个峰差异最为显著，其 ＡＵＣＲＯＣ值分别为 ０．９０
和０．９９，且乳腺癌组 ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 的峰强度

明显低于纤维腺瘤组。 以 ｍ ／ ｚ ５ ９２０．３６、４ ２２０．９ 分

别为 Ｘ、Ｙ 轴进行聚类分析，可准确区分乳腺癌组与

纤维腺瘤组（图 ５）。

注：红色叉号为乳腺癌组；绿色圆圈为纤维腺瘤组。

图 ５　 乳腺癌组与纤维腺瘤组聚类分析

２．３．４ 　 ＴＮＢＣ 组与 ＮＴＮＢＣ 组图谱分析 　 经 Ｃｌｉｎ⁃
ＰｒｏＴｏｏｌｓ 软件分析，ＴＮＢＣ 组与 ＮＴＮＢＣ 组图谱存在

显著差异，在 １～ １０ ｋＤａ 范围内筛选出有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）的差异峰 ４０ 个，其中 ６ 个峰表达上调，
３４ 个峰表达下调。 此外，ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 的 ２

个峰差异最为显著，其 ＡＵＣＲＯＣ值分别为 ０．６６ 和 １，
且 ＴＮＢＣ 组 ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 的峰强度明显高

于 ＮＴＮＢＣ 组。 以 ｍ ／ ｚ ５ ９２０．３６、４ ２２０．９ 分别为 Ｘ、
Ｙ 轴进行聚类分析，可以准确区分 ＴＮＢＣ 和 ＮＴＮＢＣ
患者（图 ６）。
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注：红色叉号为 ＴＮＢＣ 组；绿色圆圈为 ＮＴＮＢＣ 组。

图 ６　 ＴＮＢＣ 组与 ＮＴＮＢＣ 组聚类分析

３　 讨论

　 　 质谱技术作为一种新型蛋白质组学技术，具有

高灵敏度、高分辨率、高准确性、高通量等优势，能
为疾病的临床诊疗提供快速、精准的分子生物学信

息，在医学检验领域受到越来越多的关注。 既往大

量学者使用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术对胃癌、肺腺癌、甲
状腺乳头状癌、食管鳞癌进行多肽峰的鉴定［３⁃４］。 本

研究基于 ＷＣＸ⁃ＭＢ 纯化技术，应用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
对乳腺癌组与对照组血清样本进行分析，采用 ３ 种

算法（ＧＡ、ＳＮＮ、ＱＣ）分别建立乳腺癌诊断预测模型

并进行验证，结果发现 ＧＡ 算法建立的模型诊断效

能最佳。 ＧＡ 算法是一种优化算法，它通过遗传和

进化机理，从给出的原始解群中，不断进化产生新

的解，直至产生最优解。 本研究应用此理论进行取

舍，直至得到最佳峰群建立模型。 经验证组验证其

特异性、敏感性和准确性分别为 ９０．９％、９３．８％和

９２．６％，可有效区分乳腺癌患者与体检健康者。 对

纤维腺瘤组和对照组、乳腺癌组和纤维腺瘤组以及

ＴＮＢＣ 组和 ＮＴＮＢＣ 组分别进行聚类分析结果表明，
差异最显著的 ２ 个质谱峰 ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 在

纤维腺瘤组中的峰强度显著高于对照组；在乳腺癌

组中的峰强度显著低于纤维腺瘤组；在 ＴＮＢＣ 组中

的峰强度显著高于 ＮＴＮＢＣ 组。
综上所述，应用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术建立的乳

腺癌诊断预测模型具有高敏感性、高特异性、高准

确性的特点。 该技术能够准确区分良恶性乳腺癌

和体检健康者，可用于乳腺癌的早期诊断和高危人

群筛查，同时可以更直观地区分 ＴＮＢＣ 和 ＮＴＮＢＣ，

为临床精准治疗提供更为可靠的依据。 在乳腺癌分

型上，与传统免疫组化染色法相比，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
技术具有高通量、操作简单以及可排除人为主观因

素影响的优点。 本次研究筛选出的 ２ 个差异峰

ｍ ／ ｚ ４ ２２０．９、５ ９２０．３６ 有望成为乳腺癌潜在的肿瘤

标志物。 由于本次实验所收集的样本量较少，研究

结果存在偏倚的可能性，因此，后续研究中我们将

进一步扩大样本量，纳入更多早期乳腺癌患者，细
化分组，丰富实验内容。 对于此次获得的差异蛋白

质 ／多肽，后续将使用高效液相色谱－电喷雾串联质

谱法进行蛋白质分子鉴定，研究其功能并阐明其在

乳腺癌发生发病机制中的作用。
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