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建立胃癌人工神经网络蛋白分子诊断模型!寻找胃癌早期诊断的新方法&方法
!

采用表面增强激光解析离子

化飞行时间质谱"
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$技术及配套芯片
0&",

和
2CB(HKUFK1CPHKA5+"

软件筛选胃癌差异表达蛋白!通过人工神经

网络"

#))

$建立并验证胃癌的
XW%\Z

分子诊断模型&结果
!

共建立
5

个胃癌诊断模型"

%

)

&

)

'

$!分别为胃癌的诊断)筛查)鉴

别诊断模型&选其中由
!

个差异表达蛋白"质荷比为
*!,*

)

*!--

)

5,<!

)

<!6-
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<6-,

$组成的胃癌人工神经网络诊断模型
%

作为胃癌

人工神经网络诊断模型!对胃癌的诊断灵敏度为
=!+,;

!特异度为
=<+55;

!阳性预测值为
=!+,;

!阴性预测值为
=<+55;

!诊断

准确度为
=6+!;

&结论
!

XW%\Z/@b̂/&X

技术对胃癌的早期诊断具有一定的价值!值得进一步的研究&

关键词#胃肿瘤#神经网络模型#分子诊断模型
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胃癌是源自胃黏膜上皮的消化道恶性肿瘤#占消化道恶性

肿瘤的首位#死亡率居恶性肿瘤的第
*

位'

"

(

)胃癌患者在早期

缺乏特异的临床症状及体征#大部分胃癌患者在发现时已经是

晚期#手术切除率低#疗效差#术后死亡率仍保持在较高水

平'

*

(

)据报道#胃癌患者的
!

年生存率并不能让人满意#

%

H

期为
6<;

#

%

?

期为
!<;

#

&

期胃癌为
5-;

#

'

H

期为
*,;

#

'

?

期只有
<;

'

5

(

)目前#还缺乏有效的筛选早期胃癌的方法#

寻找敏感性*特异性都很高的胃癌标志物仍然是胃癌早期发现

的主要研究方向)本研究应用表面增强激光解析离子化飞行

时间质谱$

XW%\Z/@b̂/&X

&技术进行胃癌相关差异表达蛋白

的筛选和人工神经网络$

#))

&分子诊断模型研究)方法学中

加入二维内标法#校准和消除操作条件波动对分析结果的影

响#明显提高了实验的准确度和重复性'

-

(

)

B

!

资料与方法

B+B

!

一般资料
!

选择
*,,6

年
=

月至
*,,=

年
6

月泸州医学院

附属医院消化内科患者及健康者共
"7,

例)胃癌组
-,

例#其

中男
*7

例#女
"-

例#平均年龄
!*

岁)病理分期!

%

期
7

例#

&

期
=

例#

'

期
"*

例#

0

期
"5

例#

'

*

0

期胃癌患者仅
5

例%未见

淋巴结转移#伴脏器转移
<

例)对照组
"*,

例#胃炎患者和健

康体检者各
7,

例)其中男
6"

例#女
-=

例#平均年龄
-=

岁)

经
6

检验
*

组患者年龄比较差异无统计学意义$

"

&

,+,!

&)

B+C
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仪器和芯片
!

$2X

&

"

0

型
XW%\Z/@b̂/&X

系统$美国

0C

S

JFK

:

F9

生物公司&#

0&",

芯片及配套试剂)

B+D

!

方法
!

利用
$2X

&

"

0

型蛋白质指纹图谱仪检测结合在

0&",

芯片表面的血清蛋白质#用
2CB(HKUFK1CPHKA5+"

软件

分析胃癌组和对照组蛋白质指纹图谱差异#利用
#))

建立并

验证模型)芯片处理和试剂配制等具体操作按说明书要求

进行)

C

!

结
!!

果

C+B

!

蛋白质峰检测结果
!

通过
XW%\Z/@b̂/&X

系统对结合

在
0&",

芯片上的蛋白质进行检测#获得胃癌组*对照组的血

清蛋白质指纹图)经过
2CB(HKUFK1CPHKA5+"

软件分析#作者

发现以下结果)

C+B+B

!

胃癌组与对照组比较
!

建立和验证胃癌诊断模型即胃

癌人工神经网络诊断模型
%

#检测到两组有显著差异的蛋白质

峰
56

个$图
"

&#筛选质荷比$

&

"

k

&为
*!,*

*

*=-,

*

5,<!

*

<!6-

*

<6-,

的
!

个蛋白质峰建立胃癌人工神经网络诊断模型
%

$表

"

&)胃癌人工神经网络模型
%

双盲法验证结果$表
*

&显示该

诊断模型的灵敏度为
=!+,;

$

"=

"

*,

&#特异度为
=<+55;

$

!=

"

7,

&#阳 性 预 测 值 为
=!+,;

$

"=

"

*,

&#阴 性 预 测 值 为

**

重庆医学
*,"*

年
"

月第
-"

卷第
"

期

"

基金项目#国家高技术研究发展计划$

<75

计划&重点基金资助项目$
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通讯作者#
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=<+55;

$

!=

"

7,

&#诊断准确度为
=6+!;

$

6<

"

<,

&)可见模型
%

对胃癌的确诊方面具有较高的应用价值)

图
"

!!

两组患者血清差异蛋白指纹图

表
"

!!

胃癌人工神经网络诊断模型
%

的胃癌血清差异蛋白

质谱峰

&

"

k

胃癌组

% &FH9 X\

对照组

% &FH9 X\

"

"

*!,*+, *, <+5" -+5! 7, ,+<7 ,+-, "+"7W/,6

*!--+, *, ",+=- 7+"" 7, *+-- "+!! !+,"W/,6

5,<!+, *, =+<7 !+- 7, ,+75 ,+!, "+5*W/,<

<!6-+, *, "+** ,+< 7, 6+"5 5+6< =+-W/,=

<6-,+, *, *+,6 ,+= 7, =+,7 -+"- *+!"W/,<

表
*
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胃癌人工神经网络诊断模型
%

双盲法验证结果

样本分组 胃癌组 对照组 合计

#))

预测$

%

,+!

&

"= " *,

#))

预测$

$

,+!

&

" != 7,

合计
*, 7, <,

C+B+C

!

胃癌组与对照者比较
!

建立胃癌筛查模型即胃癌人工

神经网络诊断模型
&

#检测到两组有显著差异的蛋白质峰
5*

个#筛选
&

"

k

为
*!--

*

*=-,

*

5,<!

*

-"*-

*

<7="

的
!

个蛋白质$

"

$

!+,W/,6

&建立胃癌诊断模型
&

)胃癌人工神经网络模型
&

双盲法验证结果示灵敏度为
=!+,;

#特异度为
=7+76;

#阳性

预测值为
=!+,;

#阴性预测值为
=7+76;

#诊断准确度为

=7+,;

#可见模型
&

对健康人群筛查方面具有一定价值)

C+B+D

!

胃癌组与胃炎组比较
!

建立胃癌鉴别诊断模型即胃癌

人工神经网络诊断模型
'

#检测到两组有显著差异的蛋白质峰

"6

个#筛选
&

"

k

为
*!,*

*

-"*-

*

5,<!

*

*!--

*

<<<*

的
!

个蛋白质

$

"

$

!+,W/,6

&建立胃癌诊断模型
'

)该诊断模型灵敏度为

=,+,;

#特异度为
",,;

#阳性预测值为
",,;

#阴性预测值

=5+6!;

#诊断准确度为
=7+,;

)可见模型
'

对胃癌鉴别诊断

方面具有较高价值)

C+C

!

胃癌人工神经网络诊断模型效能评价
!

如结果中所述#

5

个模型侧重点和意义各有不同)选胃癌诊断模型
%

$

&

"

k

为

*!,*

*

*=-,

*

5,<!

*

<!6-

*

<6-,

&作为胃癌诊断模型)再将
#))

的预测输出值应用
X$XX"5+,

软件绘制胃癌诊断模型的
'b0

曲线)

'b0

曲线下面积
#k

为
,+=66

#标准误为
,+,"=

#

"

$

,+,"

#

=!;

可信区间是$

,+=5=

#

"+,"!

&#表明诊断模型
%

诊断准

确性较高)

C+D

!
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二维内标校准法结果
!

内标物对血清

蛋白指纹图的影响研究)本试验采用人工合成并纯化的

#0@>

多肽分子作为内标物质#加入待测样品中进行飞行时

间质谱检测#通过内标物质在质谱图中横坐标$相对分子质量&

和纵坐标$丰度&响应值校准#消除出于操作条件的波动而对分

析结 果 产 生 的 影 响)结 果 显 示 加 入 合 成
#0@>

多 肽

$

!

$

:

"

(%

&对血清蛋白质谱图除了多
"

条
&

"

k

为
*-7!+<

的

质谱峰以外#峰的多少和强度没有明显的变化)相对分子质量

经内标校准后精确度从
j"-+-\H

提高到
,+,!\H

$

"

$

*+-8

",/<

&%相对分子质量测定重复性提高
"+7

倍%质谱峰强度平均

变异系数降低
"+!6

倍)丰度经内标校准后#其变异系数平均

降低
"+!6

倍)

通过二维内标法明显提高了
XW%\Z/@b̂/&X

测定蛋白相

对分子质量和丰度的准确度和重复性)同时#为保证试验的重

复性和芯片间不同批次实验数据的可比性#在每张芯片上都设

一个内参#即将
",

个对照样本等量混合后分装$标记为
)(C[

&

并在每一个芯片的
<

个点中随机选出一点以
)(C[

做平行试

验#并以不同批次试验中的
)(C[

的明显蛋白质峰的平均值校

正不同批次*不同芯片间的差异)

D

!

讨
!!

论

D+B

!

目前胃癌的早期检查方法
!

胃癌早期起病隐匿#常因无

明显症状而漏诊)诊断手段正从症状*临床体征*胃镜检查等

经典手段向基因诊断*分子生物学检测手段发展#但作为后者

重要组成部分之一的胃癌血清肿瘤标志物#近年来发展较缓#

已发现的胃癌相关标志物主要有癌胚抗原$

0W#

&#糖链抗原

$

0#

&#包括
0#"=/=

*

0#"*!

*

0#!,

*

0#6*/-

等'

!

(

)研究发现目

前用于胃癌诊断的肿瘤标志物阳性都不能令人满意#最高的

0#6*/-

阳性率只有
-6+6;

#

0W#

为
*!;

#

0#"=/=

为
*!;

#目

前#还缺乏有效的筛选早期胃癌的方法'

7

(

)

D+C

!

XW%\Z/@b̂/&X

在临床蛋白质组学中的重要作用
!

近

年来出现的联合蛋白质芯片和质谱方法的
XW%\Z/@b̂/&X

技

术是继基因芯片之后出现的新一代生物芯片技术#是
*,,*

年

获得诺贝尔化学奖的+软激光解离技术,的应用与发展)它集

分离*纯化*检测*分析为一体#具有灵敏*快速和高通量等特

点)可定量检测蛋白质谱差异和研究蛋白质之间的相互作

用'

6/<

(

)目前#获得有意义的成果已日益凸现#尤其在肿瘤诊断

上'

=/",

(

)

XW%\Z/@b̂/&X

技术在疾病的相关蛋白筛选*肿瘤表

达谱的比较*药物疗效评估和不良反应监测等方面有良好的应

用前景#是近几年发展起来的一种全新的蛋白质组学研究手

段'

""/"*

(

)但
XW%\Z/@b̂/&X

技术在应用过程中也发现了一些

问题或有待改进之处#主要有以下几个方面!$

"

&

XW%\Z/@b̂/

&X

本身是一种半定量技术#顶峰高度和分子丰度之间的关系

往往不呈线形关系#因此#差异蛋白的性质和血清浓度不明%

$

*

&对不同样品设计的检测芯片#实际应用中并不能捕获所有

性质相同的蛋白质%$

5

&不同研究者对同一疾病的最佳样品的

准备也有差异#而样品的不同准备和处理常常影响结果的鉴

定%$

-

&由于操作的高度精密性以及众多的影响因素#使不同实

验室之间相同样品的检测结果常常不一致#从而使得进一步确

认变得困难)为此#本实验率先建立了二维内标飞行时间质谱

检测方法#明显提高了
XW%\Z/@b̂/&X

的准确度#使得这一先

进技术能够广泛应用于临床实验和蛋白质组学的研究#值得大

力推广)

D+D

!

本项研究结果与同类文献报道的异同分析
!

查阅的同类

文献#梁勇和刘池波'

"5

(研究结果#其中质荷比为
<7="

的结果

与本研究完全相同)推测#质荷比为
<7="

的蛋白质极有可能

5*

重庆医学
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为诊断胃癌的生物标志物)但对比其他同类研究发现结果差

异很大'

"-/"!

(

)分析差异原因可能有以下几点!$

"

&选用的蛋白

芯片类型不同#本实验中为弱阳离子芯片$

10c*

&#对比文献

中为强阴离子芯片$

X#c*

#

Z&#05/0_

等&由于不同类型的化

学表面芯片对蛋白质的选择不同#可能对捕获的蛋白质类型乃

至结果产生影响%$

*

&数据分析软件不同#本研究为
#))

#对比

文献中为决策树%$

5

&病例选择的地域性差异和样本类型差异%

$

-

&方法学的不统一#本文中应用了二维内标法#消除了操作条

件波动对结果产生的影响)

D+E

!

结论
!

$

"

&本文应用二维内标飞行时间质谱及人工神经

网络共建立了
5

个胃癌诊断模型$

%

*

&

*

'

&#交叉验证结果满

意#分别对胃癌具有诊断*筛查*鉴别诊断意义)$

*

&

&

"

k

为

*!--+=j-+-

的蛋白质在胃癌血清蛋白质谱中波峰强度明显

升高并稳定表达#有可能是胃癌的生物标志物#需进一步验证%

&

"

k

为
<7="

的蛋白质波峰强度明显降低且稳定表达#同类文

献也见报道#说明该蛋白可能是被肿瘤细胞抑制的正常蛋白#

有可能在胃癌的发病机制中起着重要作用'

<

(

)$

5

&

XW%\Z/

@b̂/&X

技术在胃癌的诊断尤其是早期诊断*候选肿瘤标志

物的筛选方面具有一定的价值#值得进一步的研究)$

-

&二维

内标法#可以明显提高
XW%\Z/@b̂/&X

技术检测的准确度#值

得推广)
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