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用表面增强激光解析电离飞行时间质谱技术"

104RX#*_3#!1

$寻找食管癌"

0%

$患者血清中差异蛋白质组!

并建立诊断模型!为其广泛用于临床诊断积累数据资料%方法
!

用
104RX

芯片检测食管癌及其相关人群的血清!

Y:9JFDVBDT:O#

FD819K>HFDB

软件筛选出差异蛋白!选择具有显著差异的蛋白质组建立人工神经网络诊断模型!经盲法验证后使用
1"11

软件分

析各个差异蛋白以及联合人工神经网络技术后的诊断效率!并鉴定相关蛋白%结果
!

筛选出显著差异"

!

%

.,.&

$的蛋白质组如

下)在食管癌患者血清中表达增高蛋白组*"

'.&6,(̂ -,/$

$&"

6-'/,'̂ (,-$

$&"

6$./,&̂ 6,/.

$&"

/&&&̂ /,-'

$&"

/'66̂ 6,/.

$

VR

+!表达降低蛋白组*"

66-/,+̂ $,&.

$&"

'/$.,$̂ 6,+)

$&"

-)&+,/̂ ',$+

$

VR

+%差异蛋白质组建立食管癌人工神经网络筛查

模型和诊断模型!其灵敏度和特异性超过
$.7

!盲法验证的效果好#人工神经网络预测输出值构成的
2_%

曲线下面积分别为
/&,

(7

和
/),&7

!经查阅数据库鉴定发现两种蛋白质%结论
!

血清蛋白质谱指纹图结合人工神经网络技术进行蛋白质组学数据挖

掘所建模型诊断价值较大!与临床诊断符合程度良好%

关键词"食管肿瘤#质谱分析法#蛋白质组学#神经网络计算机#诊断模型
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&是我国常见恶性肿瘤之

一#本研究使用表面增强激光解析电离飞行时间质谱技术

$

104RX#*_3#!1

&结合蛋白芯片筛选差异蛋白#建立诊断模型#

并进行盲法验证#结合
1"11

分析其诊断效果和临床应用价值)

@

!

资料与方法

@,@

!

一般资料
!

本研究分为
-

组!食管癌组
+.)

例#年龄
).

$

/)

岁#男女比例为
&,$)i&

%健康对照组
).+

例#年龄
&/

$

6-

岁#男女比例为
&,6+i&

%其他疾病组
)6-

例#年龄
&6

$

6(

岁#

男女比例为
&,/&i&

%其他恶性肿瘤组
++/

例#年龄
&'

$

/-

岁#

男女比例为
&,66i&

)其他疾病组为胃*肠*肺良性病变#脑损

伤*淋巴结炎*精神分裂症等患者)其他恶性肿瘤组包括肝癌*

肠癌*肺癌*胃癌*胰腺癌等患者)所有患者均为泸州医学院附

属医院和射洪县人民医院
)../

年
6

月至
)..$

年
&&

月门诊或

住院病例%所有癌症患者均于术前空腹无菌采取静脉血#均于

术后病理学确诊且在采血之前未经任何放*化疗治疗#其他疾

病组均于治疗前采集标本并排除了肝炎*糖尿病*结缔组织病

等易使血清中产生干扰蛋白的疾病)健康对照组$为两个医院

健康体检者&#每例标本均做常规生化检测#肝*肾功能#血脂*

血糖均在正常范围内)所有实验样本无溶血)所有入选对象

在性别和年龄等方面比较差异无统计学意义)

@,A

!

方法

@,A,@

!

主要仪器*样品准备和实验步骤
!

蛋白指纹图谱分析

仪$

"Y1XX

"

%

#美国&#水$

]"4%

级&#三氟乙酸#

1"=

#乙腈

$

]"4%

级&#

"Y1

$磷酸盐缓冲液&均购自美国
1:

M

JF

公司)

$(

&-(

重庆医学
).&&

年
+

月第
-.

卷第
6

期



表
&

!!

标志性差异蛋白峰相对高度%

F @̂

)

VR

&

组别
-)&+,/ '.&6,( '/$.,$ 6-'/,' 66-/,+ 6$./,& /&&&,$ /'66,/

食管癌"

&,--̂ ),-/

*

&.,'$̂ /,$-

+

.,-.̂ .,/)

*

$,')̂ 6,6)

+

&-,)$̂ &.,..

*

&$,$/̂ &),&6

+

+-,-)̂ &),./

+

)-,6/̂ &+,&)

+

其他恶性肿瘤组
',)&̂ +,+& &,'+̂ ),&. )/,.)̂ &-,($ .,/$̂ &,.+ )(,&.̂ &&,+6 ),$-̂ ),.& $,6-̂ 6,6( &&,'&̂ &.,//

其他疾病组
/,'+̂ ',&. ),6.̂ +,&+ )-,()̂ &6,+$ &,6.̂ &,+/ )/,//̂ &),(6 ),)&̂ &,)$ /,-$̂ 6,-& $,$.̂ &.,/$

健康对照组
&&,.(̂ ',)+ ),-'̂ ),($ +&,(6̂ &',-& &,6$̂ &,)6 +.,6.̂ $,(/ ),$-̂ &,(- &',)&̂ /,6& &+,&-̂ $,/&

!!

"

!对
-

组疾病每个差异蛋白分别进行方差分析#结果显示各个差异蛋白均
!

%

.,.&

)

*

!在食管癌组表达下降的差异蛋白%

+

!在食管癌组表达

增高的差异蛋白)

孔蛋白质芯片工作平台*

=?

蛋白芯片等)血清样品准备!抽取

清晨空腹前臂静脉全血
+J4

)采血前
)A

内禁止输入蛋白类

药物*禁止大量食入蛋白食品#禁止剧烈运动)采血于普通试

管$不抗凝&#避免溶血#置
-S

冰箱中
&

$

)A

#然后
-S

*

+...

D

"

J:<

离心
&.J:<

)取上清液加入
0

II

B<89K

管)再次
+...

D

"

J:<

离心
'J:<

#

0

II

B<89K

管分装#放入
W/.S

保存)实验

步骤!$

&

&预处理芯片%$

)

&血清样品处理%$

+

&点样%$

-

&点加能

量吸收分子#用蛋白指纹图谱分析仪$

"Y1XX

"

%

&检测)

@,A,A

!

104RX

质谱仪参数设置*校准*原始数据采集和输出

以及质量控制
!

用已知相对分子质量的标准蛋白质芯片做好

内标)将结合好蛋白质的芯片放入质谱仪中进行检测)原始

数据由
"D9>B:<CA:

I

19K>HFDB+,)

软件采集#所有样本均使用相

同的参数设置#严格按照预定操作步骤进行)同时在各个批次

内和各批间检测预先收集的混合血清#控制批内和批间差异)

@,A,B

!

数据处理*建立模型
!

用
"D9>B:<%A:

I

19K>HFDB+,)

软

件收集质谱信号#

Y:9JFDVBDT:OFD819K>HFDB

软件筛选差异蛋

白)然后用人工神经网络软件
9KK:CB

插件和
1"11&&,'

软件对

处理后的数据进行分析)建立模型时随机选取
&)+

例食管癌

和
()

例健康者建立筛查模型%随机选取食管癌
&)+

例*其它肿

瘤
)6

例和其他疾病
(.

例建立诊断模型)未参与建模病例作

为验证组标本对所建筛查模型和诊断模型进行盲法验证)运

用共轭梯度学习方法改善的反向传播算法建立模型)筛查模

型采用
+

层结构#输入层含
/

个神经元#隐含层含
'

个神经元

输出层含
&

个神经元%临床诊断值!食管癌设为
&

#健康者设为

.

)诊断模型输入层含
/

个神经元#隐含层含
'

个神经元#输出

层含
&

个神经元%临床诊断值!食管癌设为
&

#其他疾病设为
.

#

作为输出层的
&

个节点)训练次数设定为
&...

#学习率为

.,.)

#加入动量计算法)

@,A,C

!

模型盲法验证*评估诊断效果以及鉴定差异蛋白
!

用

未参与建模的标本对食管癌筛查模型和诊断模型进行盲法验

证做出预测结果)分析单个差异蛋白诊断效果和用人工神经

网络软件联合各个差异蛋白后的诊断效果)结合患者临床和

病理诊断并使用
1"11&&,'

软件分析盲法验证诊断效果)查

阅相关数据库鉴定蛋白)

A

!

结
!!

果

A,@

!

实验的重复性
!

本研究建立了
104RX#*_3#!1

二维内

标校准方法'

&

(

#采用合成多肽分子作为内标物#建立内标校准

法以校准
104RX#*_3#!1

质谱图的横坐标和纵坐标#以提高

该方法检测蛋白质相对分子质量和丰度的重复性)

A,A

!

差异蛋白的检出
!

用
Y:9JFDVBDT:OFD8

软件对所做血清

图谱进行分析#差异蛋白分布在如下范围之内!$

'.&6,(^

-,/$

&*$

6-'/,'^(,-$

&*$

6$./,&^6,/.

&*$

/&&&^/,-'

&*

$

/'66̂ 6,/.

&*$

66-/,+^$,&.

&*$

'/$.,$^6,+)

&*

$

-)&+,/̂ ',$+

&

VR

#排除批内和批间差异较大的蛋白后#选出

其中的
/

个蛋白$

!

值均小于
.,.&

&)

/

个标志性差异蛋白在

各组中的相对强度见表
&

)

A,B

!

筛查模型和诊断模型的诊断效率
!

使用人工神经网络软

件结合前述差异蛋白建立的筛查模型可以将健康者与食管癌

患者准确的分组#灵敏度为
$+,)7

#特异度为
$',(7

)诊断模

型能够明确的将食管癌从各组疾病中区分出#其灵敏度为

$(,+7

#特异度为
$6,)7

)

A,C

!

两个模型经盲法验证后各个差异蛋白诊断效率
!

用未参

与建模标本对食管癌筛查和诊断模型进行验证)盲法验证后

差异蛋白强度使用
1"11

软件作图)降低组各个差异蛋白$

=

!

峰
-)&+

#

Y

!峰
'/$.

#

%

!峰
66-/

&强度
2_%

曲线#见插
.

图
&

*

)

%增高组各个差异蛋白$

R

!峰
'.&6

#

0

!峰
6-'/

#

3

!峰
6$./

#

U

!峰
/&&&

#

]

!峰
/'66

&强度
2_%

曲线#见插
.

图
+

*

-

#各个

差异蛋白在筛查和诊断模型的
2_%

曲线下面积$

=[%

&见

表
)

)

表
)

!!

筛查模型和诊断模型盲法验证后的
2_%=[%

表

项目 峰值 筛查模型
=[%

诊断模型
=[%

食管癌降低蛋白
-)&+

$

=

&

.,()& .,(./

'/$.

$

Y

&

.,6.& .,6'6

66-/

$

%

&

.,'+/ .,(6+

食管癌增高蛋白
'.&6

$

R

&

.,'/. .,'6(

6-'/

$

0

&

.,6&' .,6..

6$./

$

3

&

.,($' .,((6

/&&&

$

U

&

.,/.+ .,6((

/'66

$

]

&

.,(+/ .,(&&

A,F

!

盲法验证后联合人工神经网络软件的两个模型诊断效率

!

筛查和诊断模型经盲法验证并联合人工神经网络软件后的

预测输出值构成的
2_%=[%

分别为
.,/&(

和
.,/)&

)

A,H

!

查阅蛋白数据库鉴定结果
!

经查阅蛋白数据库#找到两

种与之对应的蛋白质!

6$./VR

对应的为子宫珠蛋白$

?>BD9#

M

E9G:<

#

[U

&#相对分子质量为
6$&'VR

%

/'66VR

对应的为淀粉

样蛋白
#=

#相对分子质量为
/'6'VR

)

B

!

讨
!!

论

食管癌是中国常见恶性肿瘤#以鳞癌多见#本研究仅以此

为研究对象)对食管癌采用传统方法镜下染色'

)

(和
%*

检查

等有一定的诊断价值#但诊断率较低#待患者出现典型症状后

多为中*晚期)早期手术后的
'

年生存率高达
$.7

#中*晚期

手术切除的生存率一直较低$

).7

左右&#因此早诊断*早治疗

是防治该病的关键'

+

(

)质谱技术已经广泛用于肿瘤的临床研

究)本实验室建立的内标校准法提高了
104RX#*_3#!1

检测

中的重复性)食管癌的差异蛋白的研究一直是国内外研究的

热点)国内冯笑山等'

-

(

*王士杰等'

'

(

*徐淑永等'

(

(报道了与本

研究筛选结果相近相对分子质量的食管癌差异蛋白)许多国

)-(
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).&&

年
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月第
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内外学者采用
104RX

技术筛选出差异蛋白#并建立了效果较

好的模型)黄颖峰'

6

(和程真珍'

/

(使用该技术建立了灵敏度*特

异度*盲筛准确度较高的模型)胡琼英等'

$

(使用
104RX

技术

结合人工神经网络#发现其用于胰腺癌的差异蛋白筛选#建立

癌症的早期诊断模型方面有很好的效果)然而目前大多数研

究所建立的诊断模型中的样本例数不大#且使用数据挖掘软件

不统一#造成模型可信度不一致)本研究将盲法验证后的各个

差异蛋白经过
1"11&&,'

软件分析其诊断效率后#发现各个差

异蛋白强度经过
=QQ

联合处理后的诊断效果$

=[%

分别为

.,/&(

和
.,/)&

&明显高于单独使用各个差异蛋白的诊断效果)

这可能与人工神经网络本身的数据挖掘的优越性有关)人工

神经网络根据数据本身的内在联系进行建模#其抗干扰能力*

适应性*自学习能力很好)然而经过筛选的差异蛋白必须经过

鉴定并验证后才可能真正用于临床#因此各个实验室研究人员

都在积极寻找食管癌的差异蛋白变化和差异蛋白适合的鉴定

方法)

bAF<

M

等'

&.

(发现
CE?5>BD:<

在食管鳞癌术前血清中的表

达显著降低)张红蕾等'

&&

(亦正寻找食管鳞癌特异的生物标志

物)本研究将发现的差异蛋白查阅蛋白数据库#发现
6$./VR

与之对应的蛋白可能为
[U

#其定位于
&&

号染色体的长臂#其

是由类固醇激素诱导分泌的#进化上高度保守#

[U

具有抗炎*

肿瘤抑制及免疫调节多种生物学功能)据报道
[U

通过受体

介导#自分泌和旁分泌途径#从而逆转癌细胞一些改变的表型#

如侵入性)

g99<

等'

&)

(用腺病毒为载体的
[U#CRQ=

转染肺

癌细胞#这通过抑制核因子
+0

的$

Q3#

+0

&的活性减弱了环氧

化酶
#)

的基因表达)而该蛋白在食管癌组中表达强度升高可

能为对癌组织的反应性增高)

/'66,/VR

查阅后对应的为淀

粉样蛋白
#=

#人血清淀粉样蛋白
=

*血清淀粉样蛋白基因均位

于
&&

号染色体短臂#属急性时相反应蛋白%当机体受到各种损

伤刺激$烧伤*炎症*肿瘤等&时#血清中其水平即可能迅速而显

著升高)目前传统的食管癌诊断方法已经不能满足临床的需

要#通过
104RX

技术结合人工神经网络和联合蛋白组学数据

库鉴定差异蛋白的方式建立诊断模型#经过大样本的盲法验证

模型效果发现与临床诊断吻合程度良好)鉴于很多蛋白质组

学研究者已经完成了大量的基于质谱技术的蛋白质鉴定'

&+

(

#

同时人们对于某些物质参与食管癌的形成机制已经有了一定

的了解'

&-#&(

(

%如果能够进一步根据数据库查询结果使用相关

方法如
04X1=

等验证查询结果后所建的诊断模型的效果势必

明显优于单一使用差异蛋白的结果)因此这可能是以后广泛

用于临床的一个新思路)
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