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摘要      随质谱技术的飞速发展, 其在肿瘤标志物研究领域的应用日益扩大。该文从样品预

处理、质谱检测和临床应用这三个方面详细介绍了质谱技术在核酸、蛋白质和代谢物层面筛选肿

瘤标志物的最新研究进展, 总结了不同质谱方法的优势与挑战。最后对基于质谱技术的肿瘤标志

物筛选的未来发展方向进行了系统性展望，预期为相关领域研究提供可靠依据。
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Abstract       With the rapid development of mass spectrometry technology, its application in tumor biomarker 
research is expanding. This review details the latest research progress of mass spectrometry in tumor biomarker 
screening at the level of nucleic acids, proteins and metabolites from the three aspects of sample pretreatment, mass 
spectrometry detection, and clinical application, and then summarizes the advantages and challenges of different mass 
spectrometry methods. Finally, a systematic outlook on the prospects of mass spectrometry-based tumor biomarker 
screening is presented. It is expected to provide a valuable reference for the researches in related fields.
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肿瘤标志物 (tumor biomarker, TM)是一类在肿

瘤早期筛查、诊断、疾病进展监测和治疗反应预测

中具有潜在价值的生物分子 [1]。目前 , 肿瘤标志物

主要以核酸、蛋白质或代谢物的形式存在于肿瘤细

胞内或患者体液和组织中 , 其可通过浓度的改变反

映肿瘤存在和生长的实时状态 [2], 例如临床上用于

诊断肝细胞癌的甲胎蛋白 (alpha-fetoprotein, AFP)、
小细胞肺癌相关肿瘤标志物神经元特异性烯醇化酶

(neuron-specific enolase, NSE)等。

质谱技术(mass spectrometry, MS)的高灵敏度和

高分辨率使其成为检测微量标志物的有力工具, 其
通过将化合物分子离子化并分离后检测生成质谱图

谱, 用于分析化合物的化学结构、分子质量以及相

对丰度[3]。目前, 质谱技术已被广泛应用于生物学、

化学、医学、环境科学等领域[4-6]。质谱技术在揭示

肿瘤发生发展机制、寻找特异性生物标志物、发现

新治疗靶点等方面具有独特优势, 在肿瘤标志物的

研究中得到了广泛应用。基于质谱技术的肿瘤标志

物研究的不断发展和创新为该领域的科研和临床应

用提供了深入了解分子层面信息的基础, 以识别潜

在的核酸、蛋白质、代谢物等分子标志物, 为肿瘤

的诊断和治疗提供新思路[7-10]。尽管这一领域取得

了巨大的进步, 但仍然存在一些问题, 包括生物样品

预处理的标准化、微量物质检测的精准化、 临床应

用的复杂性等[11-12]。解决这些问题将有助于进一步

推动基于质谱技术的肿瘤标志物研究, 为患者提供

更好的临床诊断和治疗选择。

1   样品预处理
在基于质谱技术的肿瘤标志物研究中, 样品预

处理是至关重要的环节, 其质量和效率将直接影响

到后续检测和分析的结果。针对不同种类的分析物, 
样品预处理方法也不同, 但这些方法都面临着操作

耗时、通量低、生物样本复杂等挑战。近年来涌现

出了越来越多的新方法以改善样品预处理阶段存在

的问题。

1.1   核酸样品预处理

核酸样品的预处理环节最重要的是目的片段

的扩增过程 , 现在的金标准是聚合酶链式反应 (poly-
merase chain reaction, PCR), 但是PCR依赖操作人员

和昂贵的仪器, 且耗时, 通常需要1~2 h。为实现简单、

低成本和高灵敏度的核酸扩增 , 目前开发了不少等

温扩增技术 , 包括环介导等温扩增 (loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP)、重组酶聚合酶扩增

(recombinase polymerase amplification, RPA)和滚环扩

增(rolling circle amplification, RCA)等。ZHENG等[13]

利用RPA技术 , 实现了20 min内对4种不同生物样本

中目标片段的快速扩增 , 扩增过程无需加热 , 灵敏度

达0.003 125 ng, 但目前基于该方法的试剂盒昂贵且

稀少。而LAMP技术在低成本的条件下, 与纳米球结

合后实现了快速拷贝 (<1 h), 灵敏度高 (10个拷贝 )[14], 
但此过程无法避免产生非特异性扩增。RCA扩增技

术能够有效减少非特异性扩增 , KUMARI等 [15]通过

设计40种探针 , 基于RCA等温扩增技术对通过鼻拭

子采集的RNA样本进行扩增 , 对带有突变的样本的

检测率为100%, 完成了快速且准确的扩增。但是这

些方法不能满足复杂临床样本中痕量核酸目标片段

的扩增。近年来越来越多的研究表明 , 利用纳米材

料的高光热效率 , 可以有效地将核酸信号放大 , 实现

痕量目标片段的高效扩增。因为金纳米在近红外范

围内具有很强的光吸收能力 , 基于金纳米的PCR系
统可以实现快速热循环 [16], 但是此过程需要高浓度

的纳米粒子 , 这可能会降低冷却速度 , 从而影响扩增

速率。YOU等 [17]开发了一种量化和调整金纳米局部

温度场的方法 , 基于此可以通过改变纳米粒子局部

温度场而实现高效的热循环 (热循环速率>104 °C/s)。
QIU等 [18]在金纳米传感器上使用532 nm激光器来构

建局域温度场 , 并通过调节激光器的输出功率来改
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变局部温度达到高效热循环, 在30 min内实现了对待

测物的快速检测。利用纳米材料的等离子共振现象

构建核酸扩增的光热源 , 实现核酸的原位扩增 , 是既

高效又简便的核酸预处理方法。进一步地 , 具有等

离激元效应的纳米材料有望作为后续质谱检测的增

强基质 , 二者结合 , 或能实现核酸标志物的扩增、检

测一站式处理, 简化检测流程。

1.2   蛋白样品预处理

在蛋白样品的预处理环节中最关键的是蛋白的

酶解 , 传统的蛋白酶解的方法是将从不同样本中提取

的蛋白质用胰蛋白酶等蛋白质水解酶酶切成肽段 , 再
进行快速分离, 但其效率较低, 造成分析物损失, 而基

于胰蛋白酶的固定化酶反应器 (immobilized enzyme 
reactor, IMER)可有效提高蛋白质的酶解效率 [19], WEI
等 [20]开发了一种固定化酶反应器 , 其基于微流控技

术有效降低了分析物的损失 , 并且在17 min内完成了

蛋白质样品的预处理过程 , 但依然不能满足对样品

处理的通量、可重复性和灵敏度的高要求。基于多

孔纳米材料进行蛋白酶解不仅快速 , 而且灵敏度高 , 
通过改变多孔材料孔径大小来实现对不同分子量的

蛋白高效酶解 , 快速分离目标肽是机遇也是挑战 [21]。

QIAN等 [22]设计了一种“大孔+小孔”的组合孔纳米材

料 , 该材料结合了大孔二氧化硅泡沫 (macroporous 
silica foams, MOSF)对蛋白质的强吸附性能, 以及小孔

材料周期性介孔有机硅 (periodic mesoporous organo-
silica, PMO)对肽E7的强吸附性能以分离和纯化肽的

优势, 将目标肽E7从复杂的生物样品中高效分离。除

了可以通过调节纳米材料孔径大小来实现蛋白质高

效酶解外 , 还可以通过功能化修饰其表面来达到这一

目的 [23]。ZHU等 [24]通过使用被介孔二氧化硅外壳包

裹的核Zr-MOF(UiO-66-NH2), 以此提高蛋白水解稳定

性 , 外壳用于分离大尺寸的蛋白 , 同时在金属有机框

架 (metal organic framework, MOF)核中修饰富有亲水

性氨基的精氨酸 , 提高材料的亲水性 , 有利于糖肽的

快速分离 , 该材料实现了在人血清和小鼠睾丸中蛋

白的高效酶解和肽分离。基于纳米材料的这些优势 , 
制备具有可控孔径和表面化学性质的多孔纳米反应

器成为了趋势。YAN等 [25]将装有胰蛋白酶的MOSF
装入微量移液管中 , 通过静电作用 , 在低底物浓度下

对于生物样品的蛋白水解耗时仅6 min, 最低检测限

达 (0.204±0.008) ng/μL。为实现更高通量的样本的预

处理 , WOO等 [26]基于一种嵌套纳米POTS(nanodroplet 

processing in one-pot for trace samples) N2芯片, 将反应

体积减小到30 nL, 单个芯片上的单细胞容量提高到

243个, 可稳健地量化约1 500个蛋白质, 实现了高通量

且快速的蛋白质样品处理。为提高样本预处理的通

量、可重复性和灵敏度 , 可加大对尖端纳米器件集成

化、自动化的研究。

1.3   代谢物样品预处理

最常见的代谢物样品预处理方法有液液萃取

(liquid-liquid extraction, LLE)和固相萃取(solid phase 
extraction, SPE)。液液萃取因萃取过程需要使用大

量与水不相溶的有毒有机萃取剂 (如氯仿、乙酸乙

酯、乙醚等 ), 既不环保又费时费力。为提高处理速

率, HEYDARZADEH等[27]采用微通道盐辅助液液萃

取法, 将样品溶液、萃取溶剂和盐混合, 增强了分析

物与萃取剂的结合性能 , 成功测定了 2,4-二氯苯氧

乙酸。SONG等[28]利用电增强单滴微萃取法(electro-
enhanced single-drop microextraction, EE-SDME)
进行尿液样品处理 , 凭借电场加速目标分析物从样

品溶液向有机液滴的移动的优点 , 在4 min内实现了

对苯丙胺和甲基苯丙胺的萃取 , 从而大大提高了萃

取效率。但由于水不溶性有机溶剂的疏水性 , 其不

适用于高极性或非极性物质的萃取 , 且对痕量代谢

物分离能力欠佳 [29]。而固相萃取可实现痕量化合物

的富集 , 有效减少复杂基质影响 [30]。WADA等 [30]通

过固相萃取完成了对样品中微量活性肽的提取。但

传统的SPE方法对复杂样本中特定物质的分离效果

欠佳。ŁUCZYKOWSKI等 [31]基于固相微萃取方法

(solid-phase microextraction, SPME)对共48例人体

尿液样本进行预处理 , 用于后续代谢物的检测和分

析 , 最终筛选出膀胱癌患者与健康对照组之间的差

异代谢物 , 该方法在复杂样品的前处理中表现出比

传统SPE更好的选择性 , 虽然这些方法在一定程度

上改善了传统萃取法的不足 , 但过程不仅耗时还会

造成人为误差 , 不能满足大样本量临床研究对样品

制备的快速、高通量和准确性的要求。近年来 , 纳
米材料因其大的比表面积、尺寸选择性等优点 , 为
提高样品预处理的速度、通量和准确性提供了解

决方案 [32]。特别是一些磁性纳米颗粒 , QIU等 [33]通

过制备的聚硫酯功能化磁性纳米探针 (polythioester-
functionalized magnetic nanoprobes, PMPs), 选择性捕

获酰胺 , 实现了对6例小鼠组织样本、 3例肺腺癌细

胞系及103例人血清中一百多种胺类化合物进行快
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速、高通量检测 , 发现表面PMPs可作为纳米探针捕

获胺类化合物。GONZALEZ-SALAMO等 [34]合成了

Fe3O4@pDA m-NPs, 将其用作SPE过程的吸附剂从

复杂样品中提取玉米赤霉烯酮及其代谢物 , 回收率

高于70%。YU等 [35]将磁性氧化石墨烯(GO/Fe3O4)纳
米复合材料用于磁性固相萃取(magnetic solid phase 
extraction, MSPE), 对 10种代谢物的平均回收率为

66.0%~90.8%, 制备和萃取过程方便快捷。为实现

代谢物的高通量快速检测 , ZHAO等 [36]基于微流控

技术实现了对单细胞代谢物的提取 , 后续可考虑将

纳米材料与微流控技术结合 , 实现高通量且精准的

代谢物样品预处理。

2   肿瘤标志物质谱检测
质谱技术因其具有高选择性和灵敏度的优势 , 

目前已被应用于肿瘤标志物筛选研究领域。但质谱

技术是否能快速、全面地进行痕量靶标物的检测仍

具有挑战。目前 , 电喷雾电离质谱 (electrospray ion-
ization mass spectrometry, ESI-MS)、激光解吸电离质

谱 (laser desorption/ionization mass spectrometry, LDI-
MS)和质谱成像(mass spectrometry imaging, MSI)等
技术的发展为解决这些难点带来了可能性。     

不同质谱技术的优缺点汇总见表1。ESI-MS的
优点是其具备全面且精确的数据库, 可与多种色谱

技术结合, 样品分离方式灵活多样, 可提供多维度

的分子信息, 但检测通量受限且存在样品的损耗。

LDI-MS对样品需求量低, 样品预处理简单, 可实现

准确且快速的检测, 而其灵敏度较低, 会受所用基质

的干扰。MSI基于两种技术的结合能提供空间分布

上的动态分子信息, 直观呈现结果, 但仪器复杂且成

本较高, 检测水平会受空间分辨率的影响。这些技

术的完善将促进不同肿瘤疾病的标志物筛选及验证

研究。

2.1   电喷雾电离质谱技术

ESI能够对靶标物质进行实时、快速的检测和

分析 (图1)。对生物大分子温和离子化的能力 , 使ESI
成为了蛋白质研究中最常用的电离方式 [3]。MALCIC
等 [37]基于ESI-MS对牙源性角化囊肿患者的组织进行

蛋白质检测筛选了43种肿瘤标志物。JIANG等 [38]基

于ESI-MS检测了人体细胞和多种哺乳动物组织中的

DNA和RNA, 检测灵敏度提高了307~884倍, 筛选出了

甲状腺癌相关的标志物。在代谢物检测方面为提高

检测的可重复性 , KIM等 [39]采用了加热电喷雾离子化

(heated electrospray ionization, HESI)探针, 该探针有利

于保持稳定的ESI-MS进样速率, 可实现稳定的质谱检

测, 成功应用于肝细胞癌血浆样本中25种脂质标志物

的靶向定量分析。与传统的ESI-MS相比, 纳升电喷雾

电离 (nano-ESI, nESI)质谱能够利用直径低至几微米

的喷雾毛细管和较低的溶剂流速来获得较小的初始

液滴 , 从而更快地产生气相离子 , 提高了分析物的电

离效率, ZHONG等[40]基于nESI-MS从微量的人血清样

本中检测到了肺癌生物标志蛋白NSE, 最低检测限为

12 pmol/L。为实现对靶标物质的全面检测 , WEI等 [41]

引入了脉冲直流ESI-MS技术, 该技术无需对现有仪器

进行额外改动 , 就能在不影响质谱灵敏度的情况下从

样品中获取数分钟的稳定质谱信号 , 在10 min内检测

出1 690种代谢物。因此, 一些将分离技术与质谱检测

相结合的综合策略受到了广泛关注。SONG等[42]通过

液相色谱–电喷雾电离串联质谱法 (liquid chromatog-
raphy-electrospray ionization tandem mass spectrometry, 
LC-ESI-MS/MS)检测基因组DNA甲基化水平, 该方法

只需要4 ng DNA就能够完成对DNA甲基化水平的检

表1   不同质谱技术的比较

Table 1   Comparison of different mass spectrometry techniques
技术

Technology
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

ESI-MS Comprehensive database
Multi-dimensional information
Flexible sample separation and detection

Limited quantitative analysis
Limited throughput
High sample consumption

LDI-MS Low sample consumption 
Easy sample preparation
Fast analysis speed

Low sensitivity
Matrix interference
Limited quantitative analysis

MSI Dynamic real-time detection
Multi-dimensional information 
Visualized information  

High costs
High time consuming
Complex data processing
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测。LI等[43]通过将3′端的双碱基核苷酸片段作为质谱

信号报告基因 , 进行微流控电压辅助液体解吸电喷雾

电离串联质谱(voltage-assisted liquid desorption electro-
spray ionization tandem mass spectrometry, VAL-DESI-
MS/MS)检测。ZHANG等 [44]将螺旋惯性微流控技术

与离子迁移质谱 (ion mobility mass spectrometry, IM-
MS)相结合, 进行单细胞代谢物的检测和鉴定, 成功筛

选了3种癌细胞的代谢图谱 , 并鉴定出了19种不同的

脂类。

因此 , ESI-MS技术可以与LC等不同的分离方法

联用 , 实现待测物的高效分离 , 对待测物进行灵敏检

测, 从更多维度获得待测物的信息。同时其具备全面

且精确的数据库 , 可实现对待测物的精准分析 , 因此

被广泛应用于不同样本的肿瘤标志物筛选研究中。

2.2   激光解吸电离质谱技术

与ESI-MS类似 , LDI-MS也是一种 “软电离 ”质
谱技术 , 其通过脉冲激光照射加热待测物来解吸和

电离物质 , 同时具有准分子离子峰强且碎片离子少

的优点。但低激光吸收、存在热降解等原因 , 限制

了其在物质检测方面的应用。基质辅助激光解吸电

离 (matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)
质谱的出现 , 为实现分析物的高效离子化带来了

福音。在1985年KARAS等 [45]基于基质有机物烟酸

进行激光解吸电离过程 , 烟酸将激光能量吸收后转

A: 通过使用加热的电喷雾电离探针作为电离源, 使质谱仪获得稳定的进样速率[39]; B: 基于循环酶法扩增与微流控电压辅助液相解吸电喷雾串

联质谱相结合的简便灵敏的靶标miRNA检测方法[43]; C: 通过在微通道顶部设计直径为10~12 μm的微孔, 将微流控芯片与MS连接起来, 在芯片

上集成内部电极, 实现更高的灵敏度和更好的喷雾性能[40]。HPLC: 高效液相色谱; ACN: 乙腈; DSN: 双链特异性核酸酶; VAL-DESI-MS/MS: 电
压辅助液体解吸电喷雾电离串联质谱; HV: 高压; LIT-MS: 线性离子阱质谱。

A: a consistent feed rate is obtained for stable MS detection by employing the heated electrospray ionization probe as an ionization source [39]; B: a facile 
and sensitive assay of targeted miRNAs based on the combination of cyclic enzymatic amplification with microfluidic voltage-assisted liquid desorption 
electrospray ionization tandem mass spectrometry [43]; C: the microfluidic chip is connected to MS by drilling a microhole with a diameter of 10-12 μm 
directly on the top of the microchannel, and an internal electrode was integrated on the chip to achieve higher sensitivity and better spray performance [40]. 
HPLC: high-performance liquid chromatography; ACN: acetonitrile; DSN: duplex-specific nuclease; VAL-DESI-MS/MS: voltage-assisted liquid desorp-
tion electrospray ionization tandem mass spectrometry; HV: high voltage; LIT-MS:  linear ion trap mass spectrometry.

图1   基于ESI-MS技术的研究进展(根据参考文献[39-40,43]修改) 
Fig.1   Research progress of ESI-MS technology (modified from the references [39-40,43])
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移到分析物中 , 防止分析物直接吸收能量而发生碎

裂 , 以此提高分析物的电离效率。后续也涌现出很

多有机基质 , 如2,5-二羟基苯甲酸 (2,5-dihydroxyben-
zoic acid, DHB)、α-氰基 -4-羟基肉桂酸 (α-cyano-4-
hydroxycinnamic acid, CHCA)等 , 是MALDI-MS中用

于蛋白质等大生物分子的优选基质 , NACHTIGALL
等[46]利用CHCA基质, 对人体鼻拭子样本进行蛋白检

测 , MALDI-MS与机器学习相结合 , 准确率达93.9%。

但是MALDI与液相分离方法不兼容 , 限制了该方法

对蛋白质的检测。在核酸检测方面, 越来越多的研究

利用基质辅助激光解吸/电离飞行时间(matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight, MALDI-TOF)
质谱进行检测。ZHU等 [47]对患者外周血中的DNA甲

基化水平进行MALDI-TOF-MS检测 , 即使对很小的

肿瘤 (直径≤1 cm)其检测结果也非常理想。然而 , 基
质本身也会碎裂 , 从而导致一些低分子量的代谢物

分析效果不好 , 同时传统基质和分析物的结晶不均

匀可能导致样品的分布不均匀 , 因此降低了检测结

果的重现性[48]。纳米材料具有大的比表面积, 能够产

生更均匀的共结晶 , 因此开发新型纳米基质 , 提高分

析物的电离效果 , 降低背景干扰 , 以此来实现更高通

量的激光解吸电离质谱的低分子量标志物检测 , 是
现在研究的一大趋势 [49-52]。SU等 [51]设计了具有可控

结构的多孔PdPtAu, 在优化了其表面结构后 , PdPtAu
光热转换效率增加了50倍, 电磁场强度高出了7倍, 在
几秒内即可对没有经过富集和纯化的500 nL血浆完

成代谢分析。HUANG等 [52]设计的铂核壳磁性纳米

颗粒能够得到更明确的谱峰 , 基于此对未处理的血

清样本进行MALDI-MS检测 , 筛选并鉴定出了胰腺

癌的5种生物标志物。

LDI-MS具有样品预处理简单、 检测速率快、

通量高等特点, 并可快速对生物样品进行电离分析, 
实现对大队列临床样本的快速检测分析, 因此通过

LDI-MS技术可达到对复杂临床样本进行肿瘤标志

物筛选的目的。

质谱成像技术将质谱技术和影像可视化技术结

合 , 对来自复杂样本的核酸、蛋白质和代谢产物的

空间分布进行成像分析。1997年CAPRIOLI等[53]第一

次用基质辅助激光解吸电离质谱成像 (matrix-assisted 
laser desorption/ionization-mass spectrometry imaging, 
MALDI-MSI)技术检测了蛋白质、多肽等大分子。

在蛋白质检测领域 , 为能敏感而准确地检测蛋白质

生物标志物, WANG等[54]通过集成质谱成像技术与金

纳米的信号放大特质 , 对外泌体的蛋白质进行了检

测分析。为能实现更快、更高分辨率的蛋白质成像 , 
SPRAGGINS等 [55]结合了超高速的MALDI-TOF和高

质量分辨率的傅里叶变换离子回旋共振(fourier trans-
form ion cyclotron resonance, FTICR) MSI, 该方法对

组织样品中蛋白质图像采集率提高了约10倍, 空间分

辨率达到了10 μm。而代谢物分子量小 , 可通过使用

适合的基质达到提高成像质量的目的。例如 , 与9-氨
基吖啶(9-aminoacridine, 9-AA)和1,5-二氨基萘(1,5-di-
aminonaphthalene, 1,5-DAN)相比, N-(1-萘基)乙二胺二

盐酸盐[N-(1-naphthyl) ethylene dihydrochloride, NEDC]
基质因其低信号干扰和高代谢物覆盖率而被选择用

于负离子模式MALDI-MSI[56-57], 除此之外氧化石墨烯

也有此性能, ZHOU等[58]用氧化石墨烯作为MALDI的
基质, 在负离子模式下对癌症组织样品中的小分子进

行成像, 鉴定了212种低分子量的代谢物。

通过质谱成像技术可以实现对临床样本的原

位及动态检测, 同时通过提高分辨率等方法, 可更加

直观地获取较全面的分子信息。因此质谱成像技术

可为各类肿瘤相关疾病的标志物筛选和验证提供有

力支持和技术保障。

3   基于质谱的肿瘤标志物筛选的临床应用
随着高通量质谱技术的日益发展, 以及各组学

研究的进一步深入, 越来越多高灵敏度和特异性的

肿瘤标志物被发现对肿瘤的早期诊断和预后监测有

重要意义(表2)[59]。

3.1   肿瘤标志物在临床诊断领域的应用

质谱技术在寻找肿瘤早期高灵敏度和特异性

的潜在生物标志物的研究中得到了广泛应用[60-61](图
2)。作为生命的最基本物质 , DNA、mRNA和微小

RNA(microRNA, miRNA)等核酸在分子水平的变化

与肿瘤的发生发展密切相关 [62]。ZHENG等 [63]基于

质谱对单核苷酸多态性 (single nucleotide polymor-
phisms, SNPs)位点进行检测 , 发现 IRS1(rs10205233 
C>T)的多态性变化与胃癌的发病风险密切相关。SI
等[64]对100例人体细胞的DNA甲基化水平进行nESI-
MS检测 , 以此区分正常乳腺细胞系MCF10A和乳腺

癌细胞系MCF7。QIAO等 [65]基于MALDI-TOF-MS
对361份人体血液样本进行检测 , 发现基因SH3BP5
的甲基化水平改变与早期肺腺癌之间有显著相关
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性 , 表明外周血DNA甲基化水平的变化可能是评估

癌症风险的潜在生物标志物。YANG等 [66]建立了

基于人体血液样本的纸质喷雾质谱检测法 , 检测到

miR-141, 其可用于前列腺癌的前期诊断。蛋白质

作为生命活动的主要承担者 , 能够精准反映相关细

胞的生理状态 , 提供诸多功能信息 , 因而成为研究

肿瘤标志物的重要载体 [67]。SPRAGGINS等 [55]结合

MALDI-TOF-MS等质谱技术 , 对组织样品进行检测

后确定了位于健康组织区域以及肿瘤区域的特异性

蛋白质。KIM等 [68]通过多重反应监测 (multiple reac-
tion monitoring, MRM)质谱方法检测了400例人血清

样本 , 证明了AFP和甲胎蛋白异质体AFP-L3可作为

肝癌的早期检测。代谢组能直接反映上游基因组、

转录组和蛋白组的调控结果 , 作为肿瘤标志物可灵

表2   不同肿瘤标志物的诊断及预后能力

Table 2   Performance of different tumor biomarkers for diagnosis and prognosis
标志物

Biomarkers
诊断/预后能力

Performance
参考文献

Reference

Nicotinamide N-methyltransferase, galactokinase AUC=0.763–0.801 [60]

AFP-L3 AUC=0.854 [68]

Lysine, etc. AUC=0.855–0.918 [71]

Nicotinamide, etc. AUC=0.865 [72]

Serum HER2 AUC=0.910 [80]

Serum amyloid protein A, transthyretin Accuracy=85% [81]

GSN AUC=0.779 [82]

Lactic acid, etc. AUC=0.925 [83]

Group 1
(Ta, G1)

Group 2
(T1, G2-G3)

Group 2
(T2-T3, G3)

Group 1
(Ta, G1)
n=16

Group 2
(T1, G2-G3)
n=13

Group 2
(T2, G3)
n=15
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A: 基于质谱的组织蛋白分析用于膀胱癌诊断[60]; B: 基于质谱的细胞外泌体蛋白分析用于肺癌诊断[74]; C: 基于质谱的血清代谢物分析用于髓母

细胞瘤诊断[50]。BCa: 膀胱癌; LC-MS/MS: 液相色谱–质谱联用; MB: 髓母细胞瘤; RT: 放射治疗; HC: 健康对照。

A: mass spectrometry-based tissue protein analysis for bladder cancer diagnosis [60]; B: mass spectrometry-based analysis of cellular exosomal proteins for 
lung cancer diagnosis [74]; C: mass spectrometry-based serum metabolite analysis for medulloblastoma diagnosis [50]. BCa: bladder cancer; LC-MS/MS: liq-
uid chromatography tandem mass spectrometry; MB: medulloblastoma; RT: radiotherapy; HC: healthy control.

图2   基于质谱技术筛选具有诊断价值的潜在肿瘤标志物(根据参考文献[50,60,74]修改)
Fig.2   Screening potential tumor biomarkers with diagnostic value using MS (modified from the references [50,60,74])
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敏且准确地反映生物体状态 , 并能直接反映整个系

统的动态变化 [69-73]。HUANG等 [73]通过对481例人体

血清样本进行LDI-MS检测, 筛选出半胱氨酸、脂肪

酸等7个可用于早期肺腺癌诊断的代谢标志物, 曲线

下面积(area under the curve, AUC)可达0.9。CAO等[50]

对人体血清样本进行高通量质谱检测 , 并结合机器

学习找出了 4个髓母细胞瘤患者与健康对照组的差

异代谢物 , 诊断准确率达89.9%。HUANG等 [72]基于

纳米颗粒增强激光解吸电离 (nanoparticle-enhanced 
laser desorption/ionization, NPELDI)质谱 , 对人体血

清样本进行质谱检测分析 , 筛选到尿嘧啶、胸腺嘧

啶、甘油酸等7个差异代谢物可用于乳腺癌的诊断 , 
准确率达88.8%。

3.2   肿瘤标志物在预后监测领域的应用

对人体组织样本和不同体液样本进行质谱检

测 , 筛选潜在的核酸类、蛋白类和代谢类肿瘤标志

物, 能为患者的术后治疗提供依据, 从而提高患者的

生存率。SNPs和DNA甲基化水平等被发现与肿瘤

发生发展密切相关 [75]。FU等 [76]基于MALDI-MS对
245名乳腺癌患者样本中基因MMP9的SNPs位点进

行了检测 , 发现了MMP9中与乳腺癌预后水平相关

的SNPs位点。MACCONAILL等 [77]对不同类型癌症

患者的组织进行核酸质谱检测 , 对患者临床肿瘤样

本中的关键癌基因突变进行剖析 , 分析了33个癌症

基因的396个突变位点, 基于此有效预测了患者的预

后并告知了治疗方案。WANG等 [78]设计了连有与靶

miRNA互补的单链DNA探针的金纳米颗粒 , 基于质

谱技术对尿液中痕量RNA进行了检测 , 此方法可用

于疾病预后预测。对蛋白质进行大规模、高通量

的分析 , 寻找特异性蛋白标志物 , 能为肿瘤的治疗

和干预提供新思路。WANG等 [79]对16例非小细胞肺

癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)和癌旁的组织

样本进行质谱检测分析 , 发现91个蛋白表达水平具

有差异, 其中钙网蛋白(calreticulin, CALR)和蛋白二

硫键异构酶家族A成员3(protein disulfide isomerase 
family A member 3, PDIA3)这2种蛋白的低表达与肺

癌患者较差的预后呈正相关 , 可作为NSCLC预后水

平预测的蛋白标志物。ZHANG等 [80]对626名患者的

表皮生长因子受体 (epidermal growth factor receptor, 
EGFR)家族蛋白进行质谱检测 , 发现血清人表皮生

长因子受体2(human epidermal growth factor receptor 
2, sHER2)水平高、sEGFR水平低的转移乳腺癌患

者预后不良。LI等 [81]对27位患者治疗前和治疗后血

清中的蛋白质组进行表面增强激光解吸电离飞行时

间质谱 (surface enhanced laser desorption/ionization 
time of flight mass spectrometry, SELDI-TOF-MS)检
测 , 鉴定了血清淀粉样蛋白A和转甲状腺素 , 发现了

依据血浆蛋白质图谱可以准确预测骨肉瘤患者治疗

前后的化疗反应效果。KIM等 [82]对20例高级别浆液

性卵巢癌患者血浆样本进行蛋白质检测 , 将凝溶胶

蛋白 (gelsolin, GSN)确定为不良预后的生物标志物。

同时一些低分子量代谢物标志物的发现 , 为各类癌

症患者预后监测提供了依据。LIU等 [83]对患者房水

样本进行NPELDI-MS检测 , 筛选到7种代谢标志物

用于区分早期和晚期视网膜母细胞瘤患者 , AUC为
0.925, 准确率达84.8%。XU等[71]基于NPELDI-MS对
共2 208例血浆样本进行检测 , 结合机器学习 , 在回

顾性队列中构建了胃癌的预后评分系统 , 该方法有

助于预测胃癌患者的预后效果。

4   展望
随着高灵敏度和高分辨率质谱技术的出现 , 以

及各组学的飞速发展 , 近年来肿瘤标志物研究取得

了重大进展 , 使对患者体液及组织中生物分子的快

速和无标记测量得以实现 , 让大规模临床样本的检

测和分析成为可能。因此 , 我们从样品制备 , 不同种

类质谱的检测和应用等方面回顾了基于质谱的不同

种类肿瘤标志物研究的进展和挑战。

尽管目前这一领域已经取得了一些成就 , 但仍

需进一步实现以下目标。(1) 样品预处理: 开发更多

用于样品预处理的纳米器件 , 并一步将其集成化、

自动化 , 简化预处理环节 , 减少该环节的样品损失。

(2) 质谱检测 : 加大对纳米材料性能的研究 , 开发更

多的新型基质 , 以实现对复杂临床样本的高通量检

测。(3) 多种质谱技术的结合, 用于更高效、更高通

量的临床研究 : 例如感应纳升电喷雾质谱可对代谢

物进行全面分析 , 但样品通量并不理想 ; 而MALDI-
MS能够高通量快速检测代谢物 , 但空间分辨率有

限。因此 , 在样本预处理、质谱检测等环节加大研

究力度, 将加快对该领域质谱检测性能的改进, 对样

本进行更全面的分析 , 找出更多有临床应用价值的

肿瘤标志物。基于质谱的肿瘤标志物的筛选研究必

将向着高通量、微量化和高精度的方向全方位前进。

总之, 基于这些年取得的多项进展和突破, 我们相信
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质谱技术的合理设计和发展将对肿瘤标志物的发现

起到关键作用。
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