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【摘要】 目的 研究常压直接质谱分析技术( AMS) 快速鉴别肺癌与癌旁组织的效果及应用。方法 在不

对肺组织进行任何预处理前提下，采用自制的甲醇萃取辅助的针尖电喷雾离子源对 15 例肺癌患者的肺癌和癌旁

组织样品进行快速质谱分析，萃取剂甲醇的流速为 4 μL /min，设置离子源为正离子模式，质荷比( m/z) 750 ～ 850

Da，离子传输管温度 150℃，喷雾电压 3. 5 kV，透镜电压 65. 0 V。应用 matlab软件对谱图数据进行分析，肺癌与癌

旁组织质谱峰丰度差异采用独立样本 t检验; 用主成分分析( PCA) 方法对肺癌与癌旁组织样品的质谱指纹谱图进

行快速分类和鉴别。结果 肺癌和癌旁组织样品指纹谱图在 m/z 为 756. 7、772. 6、780. 7、808. 7、824. 7、832. 7 等

处的相对丰度在肺癌和癌旁组织中差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; PCA分类图中，肺癌组织和癌旁组织样品分别

落在不同的区域，两类样品能有效区分。结论 AMS耦合 PCA能够有效地将肺癌与癌旁组织样品的质谱指纹区

分，从而快速鉴别出肺癌与癌旁组织，并获得相关样品的分子尺度信息，为快速诊断肺癌及肺癌肿瘤标志物研究

提供新的思路和策略。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect and application of ambient mass spectrometry ( AMS) for fast

identification of lung cancer．Methods Intraoperatively collected tissue samples and adjacent normal lung tissues from 15

lung cancer patients were analyzed by home － made solvent － assisted tip electrospray ionization mass spectrometry without

any pretreatment． Flow rate of solvent ( methanol) was 4 μL /min with ion source mode was set as follows: positive ion

mode，mass range of m /z 750 ～ 850 Da，of 150℃ ion transmission tube temperature，3. 5 kV spray voltage，65. 0 V lens

voltage as． Data of the spectra was analyzed using matlab software． Student's t test was performed． Principal component a-

nalysis ( PCA) was used as a data processing method for the fingerprinting spectra． Ｒesults Significant difference was

observed in fingerprint spectra at 756. 7，772. 6，780. 7，808. 7，824. 7 and 832. 7 m /z between cancerous tissue and nor-

mal tissue ( P ＜ 0. 01) ． Pattern recognitions at the fingerprint spectrum level for clustering analysis of tissue samples were

achieved successfully with lung cancer separated from normal tissues． Conclusion Coupling with PCA analysis，the can-

cerous tissue samples of NSCLC can be identified effectively from the adjacent normal tissue by AMS，suggesting potential

application in fast diagnosis of lung cancer．

【Key words】 lung cancer; ambient mass spectrometry; diagnosis

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，其临床诊治现状

呈现“三高一低”( 发病率高、中晚期患者比例高、病死

率高、5 年生存率低) 的特点［1］。外科手术被认为是目

前治疗肺癌最有效的方法之一［2 － 3］。对于术前未确诊

的肺肿物患者和术中要进一步确定手术切除范围的肺

癌患者，往往需要行术中快速冰冻检查［4］。然而，现行

术中冰冻切片要对标本进行冷冻、切片、染色等预处

理，增加了麻醉时间和手术风险，且存在一定的误诊

率［4 － 5］。因此，研发一种准确、快速鉴别肺癌与癌旁组

织的诊断方法具有重要意义。常压直接质谱分析( am-
bient mass spectrometry，AMS) 是近年来迅速发展的基

于样品中分子组成或含量的不同而实现样品检测的一

种快速分析测试方法，可在无需样品预处理的情况下

对各种临床样品进行分析［6］。本研究采用自制的甲醇

萃取辅助的针尖电喷雾离子源，在无需复杂样品预处

理的情况下检测肺癌及肺癌旁组织，采用主成分分析

( PCA) 方法对两组组织样品进行区分，研究 AMS 对快
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速鉴别肺癌与肺癌旁组织的效果。

1 资料与方法

1． 1 一般资料 本研究经南昌大学第二附属医院临

床委员会批准，所有患者知情同意。病例入选标准:

2012 年 1—10 月入院的肺癌患者; 术前未经化疗等药

物干预，术中留取肺癌组织及癌旁组织( 距离癌组织边

缘 5 cm 以上，视为正常肺组织) 标本，所留取样品置于

－ 80℃保存。入选患者 15 例，手术后病理诊断均为非

小细胞肺癌，其中男 10 例，女 5 例，年龄 46 ～ 69 岁，中

位年龄 58 岁; 其中鳞癌 9 例，腺癌 5 例，腺鳞癌 1 例。
1． 2 器械 质谱分析: 甲醇萃取辅助的针尖电喷雾

离子源( 自制) ; LTQ － XL 增强型线性离子阱质谱仪，

配有 Xcalibur 数 据 处 理 系 统 ( 美 国 Finnigan 公 司) ;

KQ3200 型超声清洗仪( 昆山超声仪器有限公司) 。甲

醇( 色谱纯，美国 Fisher Scientific 公司) ; 实验用水为 2
次去离子水。
1． 3 方法 离子源( 自制) ( 图 1) 由两部分构成，即

尖端刺有微量组织样品的针灸针( 0. 35 mm × 75 mm)

和样品上方的萃取剂甲醇，电喷雾电压连接于针灸针

针柄上，样品与萃取剂及质谱入口均约 5 mm; 组织样

品未经任何处理，解冻后取大小约 1 mm3 的肺组织用

于质谱分析，每例样品在同一次实验中重复有效进样

次数 5 次以上。设置离子源为正离子模式，质量范围

750 ～ 850 Da; 离 子 传 输 管 温 度 150℃ ; 喷 雾 电 压 3. 5
kV; 透镜电压 65. 0 V; 其他条件系统自动优化; 萃取剂

为纯甲醇，流速 4 μL /min。采用 AMS 技术，在正离子

模式下，萃取剂滴下后接触到组织样品的瞬间可获得

组织样品的指纹谱图。采用 PCA 对组织样品的质谱

指纹谱图进行数据分析，每例取样 5 次，总计 150 份肺

组织样品的质谱数据用于 PCA 分析。

图 1 针尖电喷雾电离离子源

1． 4 统计学方法 将组织样品的质谱指纹谱图的相

对丰度数据导出，并将数据整理为每行代表 1 个样本，

每列代表 1 个质荷比( m/z) 值的矩阵 X。采用 Matlab
7. 11 编程软件，采用独立样本 t 检验比较肺癌组织与

肺癌旁组织质谱峰的差异，以 P ＜ 0. 01 为检验水准; 用

Matlab Toolbox 软件中的 Princomp 函数对矩阵 X 进行

处理，得到 PCA 分析结果。

2 结果

2． 1 组织样指纹谱图 获得单个进样峰的时间在 1
min 以内。从谱图可以发现两组样品指纹谱图在 m/z
为 756. 7、772. 6、780. 7、782. 7、808. 7、824. 7、832. 7 等

处的质谱峰较明显，其中 m/z 782. 7 在肺癌组织与癌

旁组织的相对丰度差异无统计学意义( P ＞ 0. 01) ，m/z
为 808. 7、824. 7、832. 7 的相对丰度在肺癌组织中更为

明显 ( P ＜ 0. 01，比 值 ＞ 1 ) ，而 m/z 为 756. 7、772. 6、
780. 7 的相对丰度在癌旁组织中明显高于肺癌组织

( P ＜ 0. 01，比值 ＞ 1) ，见表 1、图 2。
2． 2 指纹谱图 PCA分析 在 PCA 得分结果中样品质

谱 指纹图谱中数据信息得以充分展示 ，PC1、PC2 和

表 1 肺癌与癌旁组织质谱指纹谱中质谱峰的相对丰度 珋x ± s

项目 例数
m/z

756． 7 772． 6 780． 7 782． 7 808． 7 824． 7 832． 7

肺癌组织 15 2． 47 ± 0． 98 1． 69 ± 0． 72 5． 63 ± 2． 54 7． 37 ± 3． 01 4． 71 ± 2． 06 2． 68 ± 1． 21 3． 27 ± 1． 30

癌旁组织 15 7． 85 ± 2． 13 3． 04 ± 1． 07 7． 12 ± 2． 21 7． 36 ± 1． 76 3． 65 ± 1． 02 1． 47 ± 0． 44 2． 41 ± 0． 78

比值 0． 31 0． 56 0． 79 1． 00 1． 29 1． 82 1． 36

P 值 0． 00 0． 00 0． 00 0． 90 0． 00 0． 00 0． 00

A: 肺癌组织质谱图; B: 癌旁组织质谱图

图 2 肺组织质谱图
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PC3 分别提供了数据量的 45. 8%、16. 7% 和 10. 8% ，肺

癌组织和癌旁组织样品分别落在不同的区域，见图 3。
其中，1 例癌组织样品的 5 次进样数据点均落在正常

肺组织数据集中。通过回顾该患者临床资料，发现该

患者病理报告提示为 T1 期肺癌，癌组织偏小，未取样

到典型的癌变肺组织。总的来说，两类样品可有效区

分，PCA 方法处理肺癌组织样品的 AMS 数据，能够达

到较好的分类效果。

图 3 15 例肺癌及癌旁组织的 MS 数据 PCA 结果

3 讨论

外科手术是目前治疗肺癌最有效的方法之一，然

而，对于术前未确诊的肺肿物患者和术中要进一步确

定手术切除范围的肺癌患者，往往需要术中冰冻切片

来协助快速诊断或确定切除范围［5，7］。但冰冻切片存

在诸多缺点，如对标本进行冷冻、切片、染色等预处理，

增加了麻醉时间和手术风险; 且对病理科医生的经验

依赖性较强，存在一定的误诊率，而作为金标准的常规

病理检查往往需要数小时甚至数天才能得到结果［5，8］。

因此，研发一种准确、快速鉴别肺癌与肺癌旁组织的诊

断方法对确定病变边界、缩短手术时间、降低手术风

险、提高手术准确性和效果等均有重要的意义。AMS
是近年来迅速发展的质谱分析方法，可在无需复杂样

品预处理的情况下对临床组织、体液等机体复杂的样

品进行快速分析，一般在数秒内即可获得组织样品的

质谱信息。目前，肿瘤组织的质谱研究主要是成像研

究和模式识别研究，其中成像研究主要采用解析萃取

喷雾电离质谱( DESI － MS) 、基质辅助激光解吸电离质

谱( MALDI － MS) 、二次离子质谱( SIMS) 、快速蒸发离

子质谱( ＲEIMS) 等，模式识别主要为 PCA、线性判别

( PDA) 、偏 最 小 二 乘 ( PLS ) 等 方 法［9 － 11］。SCHAFEＲ

等［12］应用 ＲEIMS 检测猪肾皮质和髓质的组织样品，利

用 PCA 进行数据分析，在 PCA 图中皮质和髓质落在了

不同的区域内，达到明显的区分效果。由此可见，AMS
耦合 PCA 可用于不同组织样品的快速区分，在肿瘤组

织的快速诊断中有重要参考价值。
AMS 的离子源主要分为以下 3 类: 喷雾解析离子

源、激光解析离子源和热解析离子源［9］。各类 AMS 离

子源又有不同的形式，如 DESI 是喷雾解析离子源中最

经典的离子源。已有研究表明，带电的针尖和组织尖

端均可 作 为 良 好 的 AMS 喷 雾 解 析 离 子 源［13 － 14］。然

而，生物组织由于本身的柔软性而不易定形，不易做成

尖端样形状。本研究借鉴相关方法，将约 1 mm3 大小

的组织样品直接置于带电针尖上，在针柄上连接电喷

雾电压，同时采用萃取剂甲醇辅助组织样品成分的解

析，获得了组织样品的特异质谱信息，避免制作含有尖

端的组织样品，使得快速分析组织样品更为便利。
本研究结果初步显示: 采用 AMS 技术，在正离子

模式下，通过实验得到两组肺组织样品的指纹谱图数

据能在 PCA 中得到有效的区分; 两组样品指纹谱图中

m/z 为 808. 7、824. 7、832. 7 的相对丰度在肺癌组织中

更为明显，而 m/z 为 756. 7、772. 6、780. 7 的相对丰度在

癌旁组织中明显高于肺癌组织。由于本研究目的是快

速检测并鉴定肺癌组织，故未对这些差异质谱峰进行高

分辨质谱实验和二级质谱实验，没有对差异质谱峰进行

结构分析。但已有相关肺癌组织样品的 MALDI － MS
研究［15］发现，m/z 为 824. 6 是卵磷脂［PC( 36∶2) ，M +
K +］的质谱峰，其在肺癌组织中丰度高于正常肺组织，

这与本研究观察到的结果一致。另有分子生物学研

究［16］发现，胆碱激酶在多种肿瘤组织中过表达，使肿

瘤组织中卵磷脂、鞘磷脂等合成增多。由此可见，这些

差异质谱峰很可能来自磷脂类物质。
综上所述，本研究利用一种 AMS 方法实现了快速

获取肺癌质谱指纹，结合 PCA 数据分析，可将肺癌与

肺癌旁组织有效分开。该方法具有直接( 无需样品预

处理) 、分析速度快、耗费样品少、可避免污染等特点，

可为肿瘤快速诊断提供参考。但本研究中的差异质谱

指纹需要进一步采用高分辨质谱或二级质谱研究其结

构信息，明确其来源物质及产生机制，这可为肺癌分子

标志物及早期诊断等研究提供新的思路和策略。
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【摘要】 目的 通过分析阿尔茨海默病 ( AD) 及轻度认知功能障碍患者的简易智能精神状态检查量表
( MMSE) 得分，探讨其认知损害特点。方法 收集 337 例患者的MMSE评分数据，分为对照组、轻度认知功能障碍
( MCI) 组、轻度 AD、中度 AD及重度 AD组，对各组的 MMSE评分数据( 总分及 10 项子项目得分) 进行统计分析。
结果 MCI及轻、中、重 AD组定向力、计算力、延迟记忆、执行能力、书写、结构性练习的得分进行性下降，各组间
两两比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。中、重度 AD组重复、阅读项低于其他各组;重度 AD 组瞬间记忆及命名
项低于其他各组，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 定向力、计算力、延迟记忆、执行能力、书写、结构性练
习能力在 AD病程早期即出现受损，并随着 AD病程的进展呈进行性下降，重复、阅读在中、重度 AD时出现受损，
瞬间记忆及命名在重度 AD时受损明显。
【关键词】 阿尔茨海默病; 轻度认知功能障碍; 简易智能精神状态检查量表

阿尔茨海默病( Alzheimer' Disease，AD) 是获得性

的进行性认知功能减退、精神及行为异常的临床综合

征，是痴呆最常见的类型，常为不可逆转。轻度认知功

能损害( mild cognitive impairment，MCI) 是介于正常衰老

和痴呆之间的一种认知功能损害状态。AD 病程中肯定

存在认知功能损害，但其认知功能损害的特点如何，相

关报道 鲜 见。简 易 智 能 精 神 状 态 检 查 量 表 ( mini －
mental state examination，MMSE) 是目前国内外最具影

响的认知缺损筛选工具之一。其最早用于辨别老年患

者在病程早期是否存在神经精神障碍，随后较为广泛

地用于认知功能损害患者的随访以评估疾病的进程，

也可用于药物改善认知功能的疗效评估。近 20 年来，

一些研究致力于 MMSE 各子项目的研究从而探讨 AD

认知损害特点，研究结果显示 MMSE 的各子项目有不

同的难度系数，对认知损害的评估有不同的灵敏度［1］。

在 86 例 AD 患者中，早期最敏感的子项目是延迟记

忆，时间定向力和计算力 /注意力，而其他子项目在中

晚期才出现较明显的受损［2］。但是上述研究国外有少

数大样本量研究，国内仅限于小样本量研究，且存在不

同结果，所以本研究收集较大样本量分析患者 MMSE 总

分及子项目得分情况，探讨 AD 进程中认知损害特点。
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