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基于高通量蛋白质谱技术利用
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系统筛选胃癌患者与健康对照者的血清差异

蛋白(多肽!建立胃癌诊断预测模型!发现胃癌的潜在血清标志物&方法
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收集胃癌患者血清标本
(&

例'对照

组血清标本
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例!按照
#k!

随机分为训练组"胃癌患者
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例!健康对照
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例$和验证组"患者
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例!健康对照
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例$&采用弱阳离子交换磁珠"
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$吸附低丰度蛋白(多肽!通过基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
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$分析建立相应的蛋白表达指纹图谱!筛选差异表达蛋白(多肽!建立胃癌的诊断预测模型并

进行验证&结果
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的受试者工作曲线"
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$分别为
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和
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&运用遗传算法"
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$建立胃

癌诊断预测模型!验证组验证此模型!结果显示此模型准确性为
2&$&&e

!灵敏度为
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!特异度为
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&结论
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能够检测到胃癌患者与健康对照者的血清差异蛋白(多肽!

以此建立的胃癌蛋白质谱诊断预测模型存在着潜在的应用价值!
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有望成为诊断胃癌的

潜在血清标志物&
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胃癌是全球第
%

大常见癌症&

!

'

#每年新发病例超

过
!&&

万例&

"

'

#而中国的发病率占全球胃癌病例的

3&e

以上&

#

'

$据国内最新癌症统计数据显示#胃癌的

发病率居全国癌症病例第
"

位#病死率居第
#

位&

%

'

$

较低的早期诊断率以及
3

年生存率仍然是目前临床

上存在的问题&

3

'

$目前内窥镜取组织活检是胃癌诊

断常用的方法#但其是一种侵入性操作#可能会出现

不良反应&

(

'

$癌胚抗原)

0,4

*%癌抗原
04!212

%癌抗

原
04@"1%

等血清标志物虽然被广泛使用#但其在诊

断方面的灵敏度和特异度较低&

@

'

$因此#临床上迫切

需要找到灵敏度和特异度较高的胃癌新型血清标志

物#以辅助临床医生建立筛查策略并进一步为患者制

订个体化治疗方案&

'

'

$

近年来#高通量蛋白质组学技术成为生物医学领

域中广泛发展的技术#已经应用于发现新型血清肿瘤

标志物&

2

'

$基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

)
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*作为蛋白质组学研究中的先进技

术#联合磁珠吸附低丰度蛋白用于疾病相关蛋白的检

测和鉴定&

!&

'

$该方法利用磁珠选择性纯化低丰度蛋

白质#通过用缓冲液洗涤去除未结合的杂质#然后将

与磁珠结合的蛋白洗脱#稀释#并通过
74+X-1.*\

79

直接分析#利用生物信息学整合来自大量样本的

成百上千的数据$亲和磁珠纯化的技术可同时处理

多个样品#该方法灵敏且快速#适用于临床诊断&

!!

'

$

本研究旨在应用
74+X-1.*\ 79

联合弱阳离子交

换磁珠)
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*技术分析胃癌组以及健康对照组

血清蛋白图谱#筛选出差异蛋白"多肽#建立胃癌蛋白

指纹图谱诊断预测模型并进行验证#寻找可用于诊断

胃癌的潜在标志物#为胃癌的诊断提供新的策略$

=

"

资料与方法

=$=

"

一般资料
"

收集济南军区总医院
"&!@

年
!&

月

!&

日至
"&!'

年
3

月
!&

日收治的具有完整临床资料

的
(&

例胃癌患者血清标本作为病例组#其中男
%3

例#女
!3

例+年龄
%2

#

'&

岁#平均)

("$"'h!&$!(

*

岁$选取
(&

例同期健康体检者血清标本作为对照

组#其中男
%"

例#女
!'

例#年龄
%3

#

('

岁#平均

)

3'$#(h'$"3

岁*$病例组的纳入参考以下标准!)

!

*

患者在就诊前未经过手术以及放化疗治疗+)

"

*组织

病理学类型为胃腺癌+)

#

*具有完整病理学诊断资料+

)

%

*排除其他肿瘤病史+)

3

*在收集血清之前
!

个月患

者未接受过输血$对照组无肿瘤%高血压%糖尿病%肝

炎等疾病$对照组与病例组在年龄和性别上比较#差

异无统计学意义)

E

&

&$&3

*#具有可比性$本试验方

案获济南军区总医院伦理与人类研究评审委员会

批准$

=$>

"

仪器与试剂
"

基质辅助激光解吸飞行时间质谱

仪)
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H
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#德国#

6GIVFG

公司*#低温高速离心机)德国#

,

HH

F?MDGJ

公

司*#电子天平)瑞士#

7FCCPFG.DPFMD

公司*

7./4?1

BNDG0N=

H

#'%60

靶板#

\PFUL?LP

Q

>=>

软件#

0P=?/GD

.DDP>

软件)德国#

6GIVFG

公司*#磁珠分离器)美国#

+=JF.FBN?DPD

OQ

公司*#
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试剂盒#蛋白多肽

标准品)德国
6GIVFG

公司*#

'

1

氰基
1%

羟基肉桂酸

)

5004

*%三氟乙酸)

.\4

*%丙酮%乙腈)

40:

*%色谱

级无水乙醇)美国
9=

O

SL14PMG=BN

公司*#双蒸水$

=$?

"

方法

=$?$=

"

标本采集及预处理
"

采集受试对象空腹静脉

血
3S+

置于真空采血管中)不加抗凝剂*并在室温下

温育
#&S=?

以凝固$随后将样品以
#&&&G

"

S=?

离心

3S=?

$将分离的血清样品分装在
&$3S+,/

管中#

储存于
f'&g

冰箱用于进一步分析#避免反复冻融$

=$?$>

"

标本分组
"

将
(&

例胃癌患者#

(&

例健康体检

者按照
#k!

的比例随机分为训练组)包括
%3

例胃癌

患者#

%3

例健康体检者*和验证组)包括
!3

例胃癌患

者#

!3

例健康体检者*$训练组用于建立胃癌诊断模

型#验证组用来评估模型的诊断效能$

=$?$?

"

磁珠富集低丰度蛋白"多肽
"

将血清标本从

f'&g

冰箱取出#在
f"&g

#

%g

冰箱中逐步复溶#

%g!&&&&G

"

S=?

离心
#S=?

#取上清$)

!

*将
!&

"

+

结合缓冲液)

66

*加入
3&&

"

+,/

管中+)

"

*加入
!&

"

+

磁珠至样品管中#用加样枪吹打混匀#避免气泡+

)

#

*向样品管中加入
3

"

+

血清#加样枪吹打混匀#静

置
3S=?

+)

%

*于磁珠分离器分离磁珠
!S=?

#吸走悬浮

液+)

3

*样品管中加入
!&&

"

+

洗涤缓冲液)

86

*#于磁

珠分离器上将前后相邻两样品管交换移动
!&

次#静

置
!S=?

#去除悬浮液+)

(

*重复洗涤步骤)

3

*

"

次#注意

最后一次悬浮液应该完全去除+)

@

*向样品管加入

3

"

+

磁珠洗脱缓冲液)

,6

*#避免气泡#于磁珠分离器

贴壁静置
"S=?

#然后将清澈的上清移入
"&&

"

+,/

管中+)

'

*将
3

"

+

稳定缓冲液)

96

*加入到收集的上清
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液中#然后取混合物进行质谱分析$

=$?$F

"

校准与质量控制
"

用蛋白"多肽混合标准品

校准仪器#以确保实验结果的准确性$随机选取
#&

例健康体检者血清混合而成质量控制样本#评估质谱

仪检测分析的一致性$经磁珠提取质控样本蛋白"多

肽后#检测时每
!3

个样本点一次靶#得到质控样本质

谱图#找出稳定质谱峰#计算每批质谱图多肽峰的变

异系数$

=$?$G

"
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检测样本
"

取
!

"

+

磁珠提

取的蛋白"多肽样品点到
4?BNDG0N=

H

靶板上#自然干

燥后#再加
!

"

+( S

O

"

S+ 5004

)

3&e40:

#

"e

.\4

溶解*#室温下干燥后把靶板放入质谱仪中检

测$采用
\PFUL?LP

Q

>=>

软件在正离子线性模式下#于

相对分子质量
!

#

!&&&&

范围内采集数据#采用的激

光强度为
@&e

#每个样品点累积轰击
!&&d"&

次$样

品点样一式
#

份以评估方法的稳定性$

=$F

"

统计学处理
"

利用
0P=?/GD.DDP>#$&

软件对原

始质谱图进行分析#该软件使用标准的数据处理流

程#包括光谱预处理#峰值采集和峰值计算等$对信

噪比
'

3

的肽峰进行分析$差异多肽的计算基于
?

检

验或者
8=PBDUD?

检验#对于统计分析#使用
#

种不同

的数学模型算法!遗传算法)

)4

*%神经网络算法

)

9::

*及快速分类算法)

c0

*建立诊断模型$

)4

是

一种通过模拟自然进化过程中寻找最佳组合的方法#

应用它来选择峰的组合#丢弃不好的峰#重复这个过

程#直到找到最佳峰群$

9::

是基于原型的分类算

法#如果将
!

组光谱分开#例如分成
"

类)癌症组#对

照组*#

9::

试图为每一类识别一些特征的光谱#这些

光谱被命名为原型$基于这些原型建立分类模型$

c0

是单变量排序算法#为每个组生成一个平均峰谱

图#峰面积的平均值与某些统计数据一起存储在模型

中#为了分类#

c0

针对每个峰对峰面积进行排序#并

且计算所有峰的加权平均$在本研究中#通过交叉验

证和识别能力评估模型性能#选择最佳诊断预测模

型#并于验证组验证模型的灵敏度和特异度$

>

"

结
""

果

>$=

"

质控结果分析
"

本试验每检测
!3

个待测样本

点一次质控样本#得到
'

个质控样本质谱图信息#选

取相对分子质量
!

#

!&&&&

范围内的
'

个峰计算平均

变异系数)

GO

值*#得到结果为
!2$%@e

)范围为

!3$"(e

#

"($(!e

*#检测方法的一致性满足需求$

>$>

"

血清肽结果分析
"

采用
0P=?/GD.DDP>#$&

软件

对胃癌患者与健康对照样本的图谱进行分析#比较胃

癌组与对照组的血清蛋白指纹图谱#通过
80̂ 176

和
74+X-1.*\79

检测血清样品显示胃癌患者)红

色*和对照组)绿色*具有从
!&&&

至
!&&&&

的蛋白"

多肽分布)图
!

*$在此质量范围内#可以检测到大量

差异表达的蛋白质"多肽$胃癌组和对照组之间具有

!!@

个可区分的峰#其中
!&

个多肽峰具有显著性差异

并且其
4 0̀

值大于
&$@&

$在胃癌组中#质荷比

)

S

"

W

*

32&%$#(

%

"23"$3@

%

"((!$&!

%

3##($(2

%

"'("$'@

%

3 "%@$(!

表 达 上 调#

S

"

W% !3"$(2

#

'(''$33

%

%!('$@(

%

%2(#$3!

表达下调)见表
!

*$选

取差异最显著的
S

"

W"23"$3@

%

32&%$#("

个多肽峰

进行分析#图
"

为这两个峰在胃癌组中和对照组中的

表达水平$对差异峰做叠加质谱分析及
;*0

分析#

S

"

W"23"$3@

的
4 0̀

值为
&$2#

#

S

"

W32&%$#(

的

4 0̀

值为
&$'!

$见图
#

$

""

注!红色为胃癌组#绿色为对照组

图
!

""

两组血清蛋白指纹图谱结果

""

注!

4

%

6

分别为峰
S

"

W"23"$3@

和峰
S

"

W32&%$#(

在胃癌组)红

色*和健康对照组)绿色*所有样品中的堆叠谱图

图
"

""

差异最显著
"

个峰的三维堆叠谱图

>$?

"

建立及验证胃癌诊断预测模型
"

利用
0P=?/GD1

.DDP>#$&

软件分析两组质谱图#运用
#

种运算法则

)4

%

c0

%

9::

来建立预测诊断模型#比较三者之间的

交叉验证和识别能力#并用验证组验证所建模型的准

确性%灵敏度和特异度$结果如表
"

所示#经比较
)4

模型性能较好#

!3

例胃癌患者中
!%

例被正确识别#

!3

例健康体检者中
!#

例被正确分类$该模型的诊断准

确度 为
2&$&&e

#灵 敏 度 为
2#$#&e

#特 异 度 为

'($@&e

#将其作为最终的诊断预测模型$以差异显

著的
"

个峰
S

"

W"23"$3@

%

32&%$#(

作为
U

%

Q

轴做聚

类分析#结果显示胃癌组和对照组可被明显区分$见

图
%

$

(

#%@"

(
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""

注!

4

和
6

分别为
S

"

W"23"$3@

多肽峰的叠加谱峰图和
;*0

曲

线图+

0

和
X

分别为
S

"

W32&%$#(

多肽峰的叠加谱峰图和
;*0

曲线

图$红色为胃癌组#绿色为对照组

图
#

""

叠加谱峰图和
;*0

曲线

表
!

""

胃癌组与对照组相比具有差异的蛋白&多肽

相对分子质量
E 4̀ 0

在胃癌组表达情况

32&%$#( &$&&!"3& &$'!

上调

"23"$3@ &$&&&&&! &$2#

上调

"((!$&! &$&&&@%& &$@'

上调

3##($(2 &$&&&&3& &$@2

上调

"'("$'@ &$&&&&&@ &$'&

上调

3"%@$(! &$&"&&&& &$@"

上调

%!3"$(2 &$&&&&%& &$@'

下调

'(''$33 &$&&&&&2 &$'&

下调

%!('$@( &$&"& &$@"

下调

%2(#$3! &$&#& &$@(

下调

表
"

""

#

种诊断预测模型的诊断表现$

e

%

运算法则 交叉验证 识别能力 灵敏度 特异度 准确性

)4 2&$3@ 2@$3' 2#$#& '($@& 2&$&&

9:: 2&$!" 2#$32 '&$&& '($@& '#$##

c0 '3$!' ''$%( '&$&& (($@& @#$##

""

注!红色为胃癌组#绿色为对照组

图
%

""

基于
S

&

W32&%

和
S

&

W"23#

的聚类分析结果

?

"

讨
""

论

""

近年来快速发展的
74+X-1.*\ 79

作为精准

医学发展的先进技术#以其高通量%高灵敏度等特点#

为蛋白质组学的研究提供了一种高效的方法$虽然

二维凝胶电泳)

"X1/4),

*#表面增强激光解吸"电离

飞行时间质谱)

9,+X-1.*\79

*等血清蛋白质组学

技术已被用于癌症的研究&

!"

'

#但是#

"X1/4),

由于费

时费力%重复性差等缺点#不适合用于临床诊断&

!#

'

$

9,+X-1.*\79

技术与蛋白芯片联合使用也用于分

析血清蛋白"多肽&

!%

'

#但是蛋白芯片的表面积较小#对

于低丰度蛋白富集不完全#然而低相对分子质量血清

蛋白质组含有大量尚未研究的生物标志物信息#其水

平或表达异常是机体在疾病状态下的反映#因此对疾

病的诊断或预后有一定作用$但是传统的电泳技术

不能将小分子蛋白分辨出来#本实验采用的
80̂ 1

76

富集血清中低丰度蛋白"多肽#能够消除大分子蛋

白的干扰#而且此法简单方便#适用于大样本的检测$

此外#

74+X-1.*\79

结合先进的生物信息学软件

可以找到具有差异的蛋白"多肽#这些蛋白"多肽有可

能成为新的有价值的肿瘤标志物$目前该技术已用

于许多实体器官恶性肿瘤标志物的筛选和鉴定&

!31!(

'

#

为临床蛋白质组学研究提供了巨大的应用潜力$

既往也有学者使用
80̂ 176

联合
74+X-1.*\

79

进行胃癌多肽峰的鉴定&

!@1!'

'

$

[4:)

等&

!@

'使用

74+X-1.*\79

来检测
@&

例胃癌患者和健康体检

者的血清标本#筛选出
'!

个可区分的峰#建立
S

"

W

!3%($&"

%

3##3$&'

的诊断模型$使用电喷雾电离串

联质谱仪)

+01,9-179

"

79

*鉴定这
"

种肽为丝氨酸

蛋白酶肽酶抑制剂分支)

'

抗蛋白酶*成员
!

)

9,;/-1

:4!

*和线粒体烯醇酶超家族成员
!

)

,:*9\!

*亚型

"

#在本文的实验中#

S

"

W3##($(2

类似于
S

"

W

3##3$&'

#极有可能也为
,:*9\!

亚型
"

#但这是否是

一种蛋白#还需要通过串联质谱技术进行鉴定$

954*

等&

!'

'利用
74+X-1.*\ 79

对
3%

例胃癌患

者和
!'

例健康体检者进行分析#发现
S

"

W"'(#

%

"((!

%

32!&

%

3#%!

等峰值具有差异$

+-̀

等&

!!

'对
"'

例胃癌患者和
!(

例健康体检者进行检测#发现
S

"

W

%"('$&3

%

3(#($3#

%

3"%'$%2

%

!%3&$!#

%

3"%'$%2

%

32&%$'#

%

%!3"$'#

%

%2(%$"'

等峰具有差异#在本研

究中也发现了与以上研究相似的蛋白"多肽峰
S

"

W

32&%$#(

%

%!3"$('

%

3"%@$(!

%

%2(#$3!

#

"'("$'@

等

峰值#进一步说明质谱技术检测的正确可靠性$此

外#磁珠吸附蛋白联合液体芯片飞行时间质谱技术具

有操作简单%高度自动化%高通量%高灵敏度的特点#

适用于血清蛋白质组学分析#只需要
3

"

+

血清即可

快速检测出患者的蛋白图谱#可以帮助临床医生及时

做出诊断#同时减轻患者的痛苦和经济负担$

(

%%@"

(

国际检验医学杂志
"&!'

年
!!

月第
#2

卷第
""

期
"

-?CY+LE7FM

!

:DRFSEFG"&!'

!

ZDP$#2

!

:D$""



在本研究中#笔者将
74+X-1.*\ 79

技术与

0P=?/GD.DDP>

软件结合使用来分析胃癌患者与健康

对照者的血清蛋白质谱#获得了差异多肽峰的
S

"

W

%数

目%丰度及表达情况#筛选出
!&

个具有显著差异的多

肽峰#运用
)4

算法建立胃癌诊断预测模型#验证组

验证该模型准确性为
2&$&&e

#灵敏度为
2#$#&e

#特

异度
'($@&e

$这表明该模型可以有效区分癌症患者

和健康个体#具有运用到临床诊断的价值$其中胃癌

组中
S

"

W"23"$3@

%

32&%$#(

明显高于对照组#说明

这
"

个蛋白可能在胃癌的发生%发展中起着重要的作

用$在本试验中笔者选用了胃癌患者和健康体检者

作为研究对象#以后将会纳入更多的胃良性病变者以

及其他组织类型的胃癌标本对试验进一步完善和验

证#此外本实验得到了差异蛋白的
S

"

W

#接下来需要

通过
+01,9-179

"

79

对所选取的差异峰进行蛋白的

鉴定#笔者还将进一步研究所候选血清标志物在胃癌

发病机制中的生物学作用$

F

"

结
""

论

""

本试验基于高通量质谱检测技术得到了相应的

胃癌蛋白表达指纹图谱#应用
0P=?/GD.DDP>

系统建立

了具有较高灵敏度和特异度的诊断预测模型#这为临

床上胃癌的诊断提供了一种新的更加简单快速的方

法#

S

"

W"23"$3@

%

32&%$#(

的蛋白峰对于胃癌的诊断

具有一定的价值#有望成为新的胃癌诊断标志物$本

研究也说明
76180̂

联合
74+X-1.*\

"

79

技术

可以为肿瘤的诊断提供有价值的参考$
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