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摘　要　目的：探讨弱阳离子磁珠分离技术和基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术在原发性Ⅰ型骨质疏松症血清标志蛋白筛选

中的应用价值，寻找对原发性Ⅰ型骨质疏松症进行筛查和早期诊断的新方法。方法：应用弱阳离子磁珠分离技术和基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱技术对１６例绝经后骨质疏松症患者及９例绝经后健康妇女的血清蛋白进行筛选、分析，将经支持向量机模型

预测的约登指数最高的差异蛋白峰作为候选标志物建立诊断模型，并对模型的判别效果进行验证。结果：２组血清蛋白标本共初选

出１２３个递加质谱蛋白质峰。筛选出强度差异具有统计学意义的蛋白质峰１６组，约登指数最高的４组差异蛋白质峰的质荷比分别

为８９０９．０４７、８６９０．６５８、１３７４５．４８、１５１１４．５２。以这４个标志物作为候选标志物建立诊断模型，模型特异性、敏感性均为１００％。２组

标本在支持向量机结果散点图上可清晰区分。结论：采用弱阳离子磁珠分离技术和基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术可筛

选出原发性Ⅰ型骨质疏松症血清标志蛋白、建立诊断模型，为骨质疏松症的筛查和诊断提供了一种全新的血清学方法。
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　　骨质疏松症是以骨量降低、骨组织微结构退变为
特征的一种全身性骨代谢疾病。随着老龄化社会的

到来，骨质疏松症的发病率呈快速上升的趋势，严重

威胁了中老年人的健康。随着人类基因组计划的完

成，后基因组时代到来，对蛋白质结构和功能的研究

将直接阐明人体生理、病理变化机制，应用蛋白质组

学技术可迅速筛选出疾病特异性生物标志，明确疾病

的发病机制，从而探索出新的治疗方法［１］。笔者应用

弱阳离子磁珠分离技术捕获血清蛋白组分联合基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒ
ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术，筛选原发性Ⅰ型骨质疏松症
血清标志蛋白，以期为骨质疏松症的筛查和诊治提供

新思路、新方法。

１　临床资料
１．１　研究对象　２０１２年６月至２０１３年１月，在浙江
中医药大学附属第二医院骨科门诊就医的绝经后骨

质疏松症患者。

１．２　诊断标准　参照世界卫生组织推荐的骨质疏松
症诊断标准［２－３］：经双能Ｘ线骨密度测量仪测定腰椎
正位骨密度，与同性别、同种族正常成人相比，Ｔ≤ －
２．５即诊断为骨质疏松症［Ｔ＝（测定值－骨峰值）／正
常成人骨密度的标准差］。

１．３　纳入标准　①符合骨质疏松症诊断标准；②绝
经后女性；③年龄５０～７０岁。
１．４　排除标准　①合并糖尿病、Ｃｕｓｈｉｎｇ综合征、甲
状腺或甲状旁腺功能改变、骨软化症、类风湿关节炎、

多发性骨髓瘤、骨肿瘤、骨关节病、Ｐａｇｅｔ病、成骨不全
等严重影响骨或钙代谢的疾病；②合并心血管、脑血
管及造血系统严重原发性疾病；③合并严重肝、肾功
能不全；④近６个月内服用过雌激素、类固醇激素、降
钙素、甲状旁腺激素、双磷酸盐、氟化物、维生素 Ｄ、抗
惊厥药、利尿剂等影响骨代谢的药物；⑤有精神病病
史；⑥老年痴呆患者。

２　方　法
２．１　分组方法　共纳入绝经后骨质疏松症患者１６

例为骨质疏松组，年龄匹配、骨密度正常的绝经后健

康妇女９例为正常对照组。
２．２　标本采集方法　晨起安静空腹状态下抽取静脉
血５ｍＬ，４℃静置１～２ｈ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ
（离心半径１３．５ｃｍ），分离血清，－８０℃冰箱保存备用。
２．３　血清蛋白制备方法　弱阳离子磁珠悬浮液 １
管，完全混匀，在２００μＬ样品管中加入１０μＬ磁珠结
合缓冲液后，再加入１０μＬ混匀的磁珠悬浮液，然后
加入５μＬ血清，用加样枪上下吸打混匀至少５次，室
温静置５ｍｉｎ。然后将样品管放入磁珠分离器，使磁
珠贴壁１ｍｉｎ，磁珠与液体分离后，用加样枪吸去液
体，再向样品管中加入１００μＬ磁珠清洗缓冲液，在磁
珠分离器前后相邻的２孔间反复移动样品管１０次，
静置，磁珠贴壁后再次用加样枪吸去上清液，重复清

洗２次；从磁珠分离器上取下样品管，并向样品管中
加入５μＬ磁珠洗脱缓冲液，反复吹打；再将样品管放
入磁珠分离器，静置２ｍｉｎ，磁珠完全贴壁后，将上清
液移入干净的０．５ｍＬ样品管，并加入５μＬ磁珠稳定
缓冲液，用加样枪小心吹打混匀后，将１μＬ样本点到
靶上，待干燥后加基质溶液１０μＬ，再干燥后进行蛋白
质谱检测。

２．４　数据处理和生物信息分析方法　采用ＳＰＳＳ１３．０
软件对２组患者基线资料数据进行处理，两组年龄、
体质量、身高、绝经年限的组间比较采用 ｔ检验；检验
水准α＝０．０５。采用浙江大学肿瘤研究所蛋白芯片
数据分析系统对蛋白图谱进行均一化处理和数据分

析。对２组血清蛋白标本的蛋白质峰强度作均一化
处理后，采用 Ｗｉｌｃｏｎｘｏｎ秩和检验（检验水准 α＝
０．０５）筛选出２组标本中强度有差异的蛋白质峰。将
差异蛋白质峰随机组合，用遗传算法［４］结合支持向量

机（ｓｕｐｐｏｒｔｖｅｃｔｏｒｍａｃｈｉｎｅ，ＳＶＭ）运算［５］进一步分析，

ＳＶＭ模型预测的约登指数最高的组合作为候选标志
物建立诊断模型，留一法［６］验证模型判别效果。

３　结　果
３．１　分组结果　２组受试者年龄、体质量、身高及绝经
年限的组间差异无统计学意义，具有可比性（表１）。

表１　２组绝经期妇女基线资料比较
组别 年龄（岁） 体质量（ｋｇ） 身高（ｃｍ） 绝经年限（年）

骨质疏松组 ６１．３２±６．４１ ５４．０４±５．１５ １５１．４６±１０．０７ ５．３４±２．５３
正常对照组 ５８．００±３．４８ ５１．２４±３．２６ １５８．５２±１１．６１ ４．８９±１．４５
ｔ值
Ｐ值

４．０２２ ４．３７１ ４．１５１ ４．０１７
０．０６２ ０．０５３ ０．０５９ ０．０６９
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３．２　检测分析结果　２组血清蛋白标本共初选出１２３
个递加质谱蛋白质峰（图１）。筛选出强度差异有统计
学意义的蛋白质峰１６组，经进一步分析约登指数最高
的４组差异蛋白质峰，质荷比分别为 ８９０９．０４７、
８６９０．６５８、１３７４５．４８、１５１１４．５２（表２）。以这４个标
志物作为候选标志物建立诊断模型（图２）。模型特
异性、敏感性均为１００％（表３）。２组标本在 ＳＶＭ判
别结果散点图上可清晰区分（图３）。 图１　２组绝经期妇女血清标本递加质谱蛋白质峰分布图

表２　２组绝经期妇女血清标本差异蛋白质峰

质荷比 骨质疏松组 正常对照组 Ｐ值

８９０９．０４７ １３１５．２１４±３９５．１８２ ９０４．７３０±２８２．２６１ ０．０１２

８６９０．６５８ ８６８５．８２１±３２５２．０９１ ５８８８．９７３±１７１６．９７７ ０．０２６

１５１１４．５２０ ２０１．１１５±２６１．７６８ ７８．７４７±１４２．４２９ ０．０２７

１３７４５．４８０ ５１８．４４２±３０８．７３６ ２７７．８２０±２０７．６５６ ０．０４９

图２　原发性Ⅰ型骨质疏松症血清标志蛋白图谱
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表３　诊断模型交叉验证的结果

组别 骨质疏松组 正常对照组 合计

骨质疏松组 １６ ０ １６
正常对照组 ０ ９ ９
合计 １６ ９ ２５

图３　２组绝经期妇女血清标本ＳＶＭ判别结果散点图

４　讨　论
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术是应用较广泛的蛋白质组

学技术之一，在肿瘤标志物的筛选等研究领域具有较

大的优势［７］。原发性Ⅰ型骨质疏松症的早期筛查和
诊断具有非常重要的临床意义，寻找准确、敏感的疾

病标志物，有利于对易患人群进行早期筛选和早期诊

断。本研究应用弱阳离子磁珠捕获血清蛋白组分联

合ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术，筛选原发性Ⅰ型骨质疏松症
患者与正常绝经期妇女的血清差异蛋白峰，寻找原发

性Ⅰ型骨质疏松症血清蛋白标志物，并对建立的诊断
模型进行验证，确保了诊断模型的准确性和严谨性。

应用弱阳离子磁珠分离技术和 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ
技术可筛选出原发性Ⅰ型骨质疏松症血清标志蛋白、

建立诊断模型，为骨质疏松症的筛选和诊断提供了一

种全新的血清学方法。进一步进行差异蛋白的鉴定，

明确相关差异蛋白在骨质疏松症发病机制中的作用，

从中找到特异性标记物，为易患人群的筛查、早期诊

断、治疗选择和随访提供临床参考，将是下一步研究

的重点。
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·简　讯·

《中医正骨》２０１４年征订启事
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