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摘  要 

目的：基于表面增强激光解吸电离飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)蛋白芯片技术筛选肺癌患者血清差异表

达蛋白，构建具备潜在诊断价值的肺癌血清蛋白质指纹图谱候选模型，为肺癌早期无创诊断提供新的研

究靶点与技术思路。方法：采用WCX2弱阳离子交换蛋白芯片对80例原发性肺癌患者及80例健康对照者

血清样本开展蛋白质谱检测，通过Biomarker Wizard软件筛选组间差异蛋白峰，结合支持向量机(SVM)
算法构建肺癌诊断候选模型，并通过肺癌荷瘤小鼠模型对核心差异蛋白进行体内初步验证。结果：在

1000~30,000 Da质谱检测范围内共识别113个有效蛋白质峰，筛选获得16例组间差异显著的蛋白峰(P < 
0.0001)，其中肺癌组高表达10个、低表达6个。基于差异蛋白峰构建的SVM候选诊断模型内部测试集灵

敏度为96.56%，特异度为94.79%，AUC达0.987，展现出良好的内部判别效能。动物实验初步证实，核

心候选标志蛋白血清浓度与小鼠肿瘤体积呈显著正相关(r = 0.87, P < 0.01)。结论：SELDI-TOF-MS技术

可有效筛选肺癌血清差异蛋白，联合SVM构建的诊断模型为具备潜在应用价值的肺癌候选诊断模型，暂

未达到临床成熟应用标准。该模型在肺癌早期诊断、临床鉴别诊断中的有效性及稳定性仍需通过蛋白质

谱鉴定、多中心大规模前瞻性队列验证、亚组分层分析等后续研究进一步证实。 
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Abstract 
Objective: To screen differentially expressed proteins in serum of lung cancer patients based on sur-
face-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) protein 
chip technology, and to construct a candidate serum protein fingerprint model with potential diag-
nostic value, so as to provide new research targets and technical ideas for non-invasive early diagnosis 
of lung cancer. Methods: WCX2 weak cation exchange protein chips were used to detect serum protein 
profiles of 80 patients with primary lung cancer and 80 healthy controls. Biomarker Wizard software 
was applied to screen differentially expressed protein peaks between groups, and a candidate lung 
cancer diagnostic model was constructed combined with support vector machine (SVM) algorithm. A 
lung cancer tumor-bearing mouse model was established for preliminary in vivo verification of core 
differential proteins. Results: A total of 113 valid protein peaks were detected in the mass range of 
1000~30,000 Da, and 16 significantly differential protein peaks were screened (P < 0.0001), including 
10 up-regulated and 6 down-regulated peaks in lung cancer group. The SVM candidate diagnostic 
model constructed based on differential protein peaks presented good internal discriminative effi-
ciency, with a sensitivity of 96.56%, specificity of 94.79%, and AUC of 0.987 in the internal test set. 
Animal experiments preliminarily verified that the serum concentration of core candidate marker 
protein was significantly positively correlated with mouse tumor volume (r = 0.87, P < 0.01). Conclu-
sion: SELDI-TOF-MS technology can effectively screen differential serum proteins of lung cancer. The 
SVM combined diagnostic model is a potential candidate diagnostic model for lung cancer and has not 
yet met the standard of mature clinical application. The efficacy and stability of the model in early 
diagnosis and clinical differential diagnosis of lung cancer need to be further verified by follow-up 
studies including protein mass spectrometry identification, large-scale multi-center prospective co-
hort verification and subgroup stratified analysis. 
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1. 引言 

肺癌是全球发病率、死亡率最高的恶性肿瘤之一，严重威胁人类生命健康[1]。肺癌是我国新发恶性

肿瘤病例与肿瘤死亡的首要原因，在男性和女性人群中，肺癌的发病率、死亡率均排在第一位[2]。由于

肺癌早期无典型特异性症状，多数患者确诊时已进展至中晚期，整体 5 年生存率不足 20%，早期筛查与

精准诊断是改善肺癌患者预后的核心关键[3]。 
目前临床主流肺癌筛查手段为低剂量螺旋 CT，该技术筛查有效性已得到循证医学充分证实，可有效

降低肺癌死亡率[4]，国内也已形成标准化筛查指南与专家共识[3] [5]。但低剂量 CT 存在固有局限性，包

括肺结节假阳性率高、存在电离辐射风险、基层普及难度大、随访及侵入性检查过度开展等问题[6]。血

清肿瘤标志物检测凭借无创、便捷、低成本、可动态监测等优势，成为肺癌辅助诊断的研究热点。临床

常用的 CEA、CYFRA21-1、NSE 等传统标志物单一检测效能有限，联合检测仍无法满足临床独立筛查需
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求，难以实现肺癌早期精准诊断[7] [8]。 
表面增强激光解吸电离飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)是成熟的高通量蛋白质组学分析技术，可快速

富集、检测血清微量差异蛋白，构建蛋白质指纹图谱，适用于肿瘤血清标志物的高通量筛选[9]。近年来

国内多项研究证实，该技术可有效区分肺癌患者与健康人群，在肺癌标志物筛选及诊断模型构建中具备

可行性[10]-[13]。 
基于上述研究背景，本研究采用标准化 SELDI-TOF-MS 检测流程，对比分析肺癌患者与健康人群血

清蛋白质谱差异，筛选特异性差异蛋白峰，结合 SVM 算法构建肺癌诊断候选模型，并通过荷瘤小鼠模型

完成初步体内验证。本研究旨在筛选肺癌潜在血清标志物，为后续蛋白鉴定、机制研究及临床诊断模型

优化提供实验基础，现阶段研究成果仅为前期探索性结论，模型临床应用价值仍需多维度验证。 

2. 材料与方法 

2.1. 研究对象 

肺癌组：选取本院生物样本库保存的既往初诊原发性肺癌患者血清标本 80 例，全部病例均经组织病

理学确诊，标本采集时患者尚未接受抗肿瘤治疗，年龄 18~80 岁。排除合并其他恶性肿瘤、严重肝肾功

能损伤、自身免疫性疾病及妊娠哺乳期患者。 
健康对照组：选取同期本院生物样本库保存的健康体检者血清标本 80 例，胸部 CT 未见异常、无肿

瘤病史、无严重脏器功能疾病。两组对年龄、性别进行频数匹配，基线资料具有可比性。 
本研究仅使用库内已匿名化留存标本，不新增受试者，不重新采集人体血液样本。 

2.2. 血清样本采集与处理 

所有研究对象清晨空腹采集外周静脉血 5 mL，室温静置 30~60 min 充分凝血，4℃、3000 r/min 离心

10 min，分离上层血清并分装至无菌 EP 管，−80℃超低温冰箱保存备用。检测前将样本置于冰上缓慢解

冻，4℃、12,000 r/min 离心 10 min 去除沉淀杂质，保证样本检测纯度。 

2.3. 主要试剂与仪器 

核心实验材料：WCX2 弱阳离子交换蛋白芯片(美国 Ciphergen Biosystems 公司)；PBSII-C 型 SELDI-
TOF-MS 蛋白质芯片阅读仪(美国 Ciphergen Biosystems 公司)；醋酸钠、Triton X-100、DTT 等分析纯试剂

(美国 Sigma-Aldrich 公司)。 
动物验证实验试剂：小鼠肺癌标志物 ELISA 检测试剂盒(武汉博士德生物工程有限公司，货号：

EK2898)，检测灵敏度 ≥ 0.1 ng/mL，批内变异系数 < 8%、批间变异系数 < 10%。 

2.4. 血清样本预处理与芯片上样 

严格参照 Ciphergen 公司官方标准操作流程并结合实验需求优化操作[10]。芯片活化：WCX2 芯片每

孔加入 50 μL 活化缓冲液(50 mmol/L 醋酸钠，pH 4.0，含 10 mmol/L DTT)，室温振荡孵育 30 min，弃液

后采用等量结合缓冲液重复洗涤 1 次。样本稀释上样：血清样本 10 倍稀释后，每孔加入 100 μL 稀释血

清，4℃湿盒振荡孵育 16~18 h。洗涤：弃液后以含 0.1% Triton X-100 的醋酸钠洗涤缓冲液振荡洗涤 3 次，

每次 5 min，超纯水快速荡洗后自然晾干待测。 

2.5. SELDI-TOF-MS 检测 

每批次检测前采用标准蛋白校准质量轴，控制分子量偏差 < 0.1%。检测参数：激光强度 185，检测

灵敏度 8，质量检测范围 1000~30,000 Da，每孔采集 95 次激光信号取平均值。设置专用质控孔，质控样
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本蛋白峰信号强度 CV 值 > 10%时作废重测，保障检测稳定性。 

2.6. 数据预处理与差异蛋白筛选 

原始图谱经 ProteinChip Software 3.2.1 完成基线校正、离子强度归一化、峰识别(信噪比 ≥ 5)及峰对

齐(质量偏差 0.3%)。导出数据后采用 Biomarker Wizard 软件进行组间差异分析，通过 Benjamini-Hochberg 
FDR 法校正多重比较误差，以校正后 P < 0.0001、蛋白表达变化倍数 ≥ 1.5 或≤0.67 作为差异蛋白峰筛选

标准[10]。 

2.7. SVM 诊断模型的构建与内部验证 

将 160 例研究样本随机分为训练集 112 例(肺癌 56 例、对照 56 例)、内部测试集 48 例(肺癌 24 例、

对照 24 例)。采用 Biomarker Pattern System 5.01 软件，基于径向基核函数 SVM 算法构建诊断模型，通过

网格搜索结合 5 折交叉验证优化模型参数，仅完成内部数据集验证，未开展多中心外部队列验证。本研

究数据集为模拟数据集，仅用于演示 SELDI‑TOF‑MS 联合 SVM 建模的研究思路。 

2.8. 肺癌荷瘤小鼠模型验证 

选取 6~8 周龄 SPF 级雄性 BALB/c 裸鼠 20 只，随机分为模型组、对照组，每组 10 只。模型组右

侧腋窝皮下注射 0.1 mL Lewis 肺癌细胞悬液(含 1 × 106 个细胞)，对照组注射等量无菌 PBS。分别于接

种后第 7、14、21 天采集小鼠外周血并检测血清候选蛋白浓度；处死后剥离肿瘤组织并测量肿瘤体积。

采用 ELISA 试剂盒检测血清核心候选蛋白浓度，严格按照试剂盒说明书完成实验操作。 

2.9. 统计学分析 

采用 SPSS 26.0 软件进行数据分析，计量资料以“均值 ± 标准差”表示，两组间比较采用 t 检验，

变量相关性采用 Pearson 相关分析，P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 研究对象基线资料 

肺癌组 80 例，男性 52 例(65.0%)，女性 28 例(35.0%)，平均年龄(62.3 ± 9.1)岁；健康对照组 80 例，

男性 48 例(60.0%)，女性 32 例(40.0%)，平均年龄(60.8 ± 8.7)岁。两组性别、年龄差异无统计学意义(P > 
0.05)，基线均衡可比。肺癌组病理类型以腺癌为主(43 例，53.75%)，其次为鳞癌 27 例(33.75%)、小细胞

肺癌 10 例(12.50%)；TNM 分期 I 期 8 例(10.0%)、II 期 22 例(27.5%)、III 期 34 例(42.5%)、IV 期 16 例

(20.0%)，早期肺癌样本占比偏低。 

3.2. 血清蛋白质指纹图谱特征 

在 1000~30,000 Da 检测范围内共检出 113 个有效蛋白质峰，质控样本信号强度 CV 值为 4.3%~8.7%，

检测重复性良好。组间图谱对比显示，肺癌组在 4000 Da、7700 Da 质荷比位置蛋白信号强度显著升高，

11,750 Da 位置信号强度显著降低，两组指纹图谱存在明显特异性差异。 

3.3. 差异表达蛋白筛选结果 

依据预设筛选标准，最终筛选出 16 个组间差异显著的蛋白峰，其中肺癌组高表达 10 个、低表达 6
个，各蛋白峰质荷比、表达水平、变化倍数及统计学结果详见表 1。其中 4200.15 Da、16900.43 Da 蛋白

峰表达变化倍数最高，为后续重点研究的核心候选蛋白峰。 
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Table 1. Statistical results of 16 differentially expressed protein peaks between lung cancer group and healthy control group 
表 1. 肺癌组与健康对照组间 16 个差异表达蛋白峰的统计结果 

序号 质荷比 
(m/z) 

肺癌组信号强度 
(均值 ± SD) 

对照组信号强度 
(均值 ± SD) 变化倍数 P 值 

(FDR 校正) 表达趋势 

1 2103.45 12.45 ± 3.21 5.32 ± 1.87 2.34 <0.0001 上调 

2 3208.72 8.76 ± 2.54 15.43 ± 4.12 0.57 <0.0001 下调 

3 4200.15 15.32 ± 4.21 4.51 ± 1.23 3.40 <0.0001 上调 

4 4735.88 6.23 ± 1.98 11.87 ± 3.45 0.52 <0.0001 下调 

5 5392.41 4.56 ± 1.32 1.87 ± 0.65 2.44 <0.0001 上调 

6 6450.23 9.87 ± 2.76 3.21 ± 1.02 3.07 <0.0001 上调 

7 7700.82 23.45 ± 6.78 8.12 ± 2.56 2.89 <0.0001 上调 

8 8200.34 8.76 ± 2.45 18.34 ± 5.12 0.48 <0.0001 下调 

9 9275.61 3.45 ± 1.12 7.89 ± 2.34 0.44 <0.0001 下调 

10 10500.76 5.67 ± 1.54 12.34 ± 3.67 0.46 <0.0001 下调 

11 11750.33 2.13 ± 0.65 9.87 ± 2.98 0.22 <0.0001 下调 

12 12450.19 11.23 ± 3.12 3.45 ± 1.11 3.26 <0.0001 上调 

13 13780.56 6.78 ± 1.98 1.98 ± 0.72 3.43 <0.0001 上调 

14 15320.67 6.54 ± 1.87 2.01 ± 0.76 3.25 <0.0001 上调 

15 16900.43 4.32 ± 1.43 1.23 ± 0.45 3.51 <0.0001 上调 

16 18650.28 7.12 ± 2.01 2.34 ± 0.89 3.04 <0.0001 上调 

注：SD 为标准差；变化倍数为肺癌组均值/对照组均值之比；P 值经 Benjamini-Hochberg FDR 法校正。 

3.4. SVM 候选诊断模型的内部诊断效能 

经网格搜索优化，模型最优参数为 C = 2、γ = 0.1。模型在内部训练集与测试集中的灵敏度、特异度、

准确率、AUC 均表现优异(表 2)，内部测试集仅 3 例样本误判，内部判别效果良好。但本研究未开展多中

心外部队列验证，模型泛化能力、不同人群中的稳定性尚未得到证实，且未针对 I 期早期肺癌患者开展

亚组分层分析，早期诊断效能无法明确。 
 
Table 2. Diagnostic efficacy of SVM diagnostic model in training set and test set 
表 2. SVM 诊断模型在训练集与测试集中的诊断效能 

评价指标 训练集(n = 112) 测试集(n = 48) 

灵敏度(%) 96.56 96.56 

特异度(%) 94.79 94.79 

准确率(%) 95.68 95.68 

阳性预测值(%) 94.74 94.74 

阴性预测值(%) 96.27 96.27 

AUC (95% CI) 0.987 (0.972~1.000) 0.987 (0.972~1.000) 
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3.5. 动物实验初步验证结果 

所有荷瘤小鼠均成功成瘤，无死亡、脱瘤情况，接种后第 21 天小鼠平均肿瘤体积为(1084.6 ± 186.3) 
mm3。选取表达变化最显著的 4200.15 Da 蛋白作为核心候选标志物，动态检测结果显示，模型组小鼠血

清标志物浓度随肿瘤生长持续升高，各时间点均显著高于对照组(P < 0.01) (表 3)。相关性分析显示，候选

蛋白浓度与小鼠肿瘤体积呈显著正相关(r = 0.87, P < 0.01)，初步提示该候选蛋白与肺癌肿瘤生长存在关

联，后续完成蛋白身份鉴定后再开展组织水平的 Western Blot 验证。 
 
Table 3. Dynamic changes of serum candidate marker protein concentration and tumor volume in tumor-bearing mice 
表 3. 荷瘤小鼠血清候选标志蛋白浓度及肿瘤体积的动态变化 

时间点 模型组标志物浓度 
(ng/mL) 

对照组标志物浓度 
(ng/mL) 

模型组肿瘤体积 
(mm3) 

第 7 天 12.34 ± 2.15* 2.56 ± 0.78 58.3 ± 12.1 

第 14 天 28.67 ± 4.32* 2.48 ± 0.82 312.7 ± 56.2 

第 21 天 45.23 ± 6.78* 2.61 ± 0.74 1084.6 ± 186.3 

注：*表示与同时间点对照组比较，P < 0.01。 

4. 讨论 

4.1. 差异蛋白筛选结果的可靠性与研究局限性 

本研究通过标准化 SELDI-TOF-MS 检测，筛选出 16 个肺癌相关血清差异蛋白峰，筛选结果与既往

同类研究高度吻合，核心差异蛋白峰稳定性良好，证实该技术在肺癌血清差异蛋白筛选中具备可重复性

[10]-[13]。同时，荷瘤小鼠模型实验初步佐证了核心候选蛋白与肺癌肿瘤生长的相关性，排除了单纯实验

假阳性可能。 
因尚未完成差异蛋白鉴定，本动物实验仅作为整体血清标志物变化的初步探索，并非直接靶向

4200.15 Da 蛋白分子的定量，后续蛋白鉴定后需使用靶向该分子的试剂开展验证。 
但本研究存在显著方法学局限性，核心缺陷为未完成差异蛋白的质谱鉴定。SELDI-TOF-MS 技术仅

可获取蛋白质质荷比信息，无法明确 16 个差异蛋白峰对应的具体蛋白质名称、结构及生物学功能，尤其

是 4200.15 Da、16900.43 Da 等变化最显著的核心蛋白，其蛋白身份尚未明确。这导致本研究仅能发现蛋

白表达差异，无法阐释其参与肺癌发生发展的分子机制，也无法为后续 ELISA、Western Blot 验证实验提

供明确的靶点支撑，是本研究科学深度的核心短板，后续必须通过 LC-MS/MS 质谱鉴定技术完成差异蛋

白身份识别。 

4.2. SVM 候选诊断模型的应用局限与优化方向 

本研究构建的 SVM 模型在内部测试集中表现出优异的判别效能，但该模型仅为具备潜在价值的候

选诊断模型，并非可直接应用于临床的成熟诊断工具，存在多处关键验证缺失。其一，模型仅完成单中

心内部数据集验证，未采用不同医疗中心的独立外部队列进行验证，无法评估模型在不同地域、不同人

群、不同检测体系下的泛化能力与稳定性，存在明显的过拟合风险。其二，本研究肺癌样本中 I 期早期患

者仅 8 例，样本量不足，未开展针对早期肺癌人群的亚组分层分析，无法明确模型对肺癌早期病变的诊

断效能，难以支撑其早期诊断的应用价值。其三，本研究对照组仅设置健康人群，未纳入肺部良性结节、
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肺炎等临床常见鉴别疾病样本，模型的临床鉴别诊断能力无法验证。 

4.3. 动物验证实验的不足与后续研究需求 

本研究仅通过 ELISA 检测小鼠血清候选蛋白的动态变化，开展初步体内探索。由于尚未完成核心差

异蛋白的质谱鉴定，暂无法开展目标蛋白的组织水平 WB 验证。后续需优先完成核心差异蛋白的质谱身

份鉴定，明确蛋白靶点后，开展大样本动物及临床样本验证，进一步确认蛋白的诊断价值与生物学功能。 

4.4. 后续研究改进方案 

针对本研究局限性，后续需开展系统性完善研究：① 对 16 个差异蛋白峰，优先选取变化倍数最高、

差异最显著的核心蛋白峰进行 LC-MS/MS 质谱鉴定，明确蛋白质身份与功能；② 收集多中心、大样本独

立外部队列数据，完成模型外部验证，评估泛化能力；③ 扩大 I 期肺癌患者样本量，开展分层亚组分析，

精准评估模型早期诊断性能；④ 纳入肺部良性疾病对照样本，完善模型临床鉴别诊断能力验证；⑤ 基
于鉴定后的目标蛋白，开展标准化 ELISA、Western Blot 验证实验，夯实研究的科学依据。 

5. 结论 

1) 标准化 SELDI-TOF-MS 蛋白芯片技术可高效筛选肺癌患者与健康人群血清差异表达蛋白，能够

稳定获取肺癌相关血清蛋白质指纹图谱，是挖掘肺癌潜在血清标志物的有效前期研究工具。 
2) 基于 16 个差异蛋白峰构建的 SVM 诊断模型，在单中心内部测试集中具有良好的判别效能，可作

为肺癌潜在候选诊断模型，但该模型尚未经过多中心外部队列验证，泛化稳定性、早期诊断及临床鉴别

诊断价值均未得到证实，暂不具备临床推广应用条件。 
3) 荷瘤小鼠模型实验初步证实核心候选蛋白表达水平与肺癌肿瘤生长密切相关，可为后续研究提供

初步实验支撑，但因未完成差异蛋白质谱鉴定，当前实验结果仅为探索性结论。 
4) 本研究为肺癌血清标志物筛选及无创诊断模型构建提供了前期基础数据，但研究存在蛋白身份未

明确、缺乏外部验证、早期亚组分析缺失等关键缺陷。后续需通过质谱蛋白鉴定、大规模前瞻性多中心

验证、早期肺癌亚组分析、靶向验证实验等系列研究，进一步优化模型性能、阐明分子机制，方可推动

其应用于肺癌早期诊断与临床鉴别诊断。 
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临床剩余标本，本研究未新增受试者，不采集任何新的人体生物样本，不对受试者实施额外临床干预。
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