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"摘要#

!

目的
!

探讨大肠癌血清蛋白标志物&肿瘤标志物及联合多标志物人工神经网络"

-,,

#模型在预测大

肠癌中的价值$方法
!

大肠癌与健康对照血清样本
"$5

例!利用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱"

1./+06

?bX6W1

#检测血清蛋白质谱并筛选大肠癌蛋白标志物!电化学发光法检测癌胚抗原"

3.-

#&甲胎蛋白"

-X2

#&糖类

抗原
&%67

"

3-&%67

#和
3-"'6'

分别建立蛋白标志物&肿瘤标志物及蛋白标志物与肿瘤标志物结合的多标志物
-,,

模型$结果
!

大肠癌患者和对照组间比较差异有统计学意义"

C

#

$8$$"

#!筛选
7

个质荷比"

K

'

P

#分别为
7$'!

&

!57$

&

77#$

&

&5%$K

'

P

蛋白建立
-,,

模型!预测大肠癌敏感度和特异度为
'%8:9

和
#:8:9

%肿瘤标志物模型预

测大肠癌的敏感度为
&:8"9

!特异度
#58&9

%联合筛选的
7

个标志蛋白和
3.-

&

3-&%67

建立的模型诊断大肠癌敏

感度和特异度分别为
'%8:9

和
'58&9

$结论
!

联合蛋白标志物和肿瘤标志物建立
-,,

模型!在预测大肠癌中显

示高通量&高敏感性和高特异性的特点!具有潜在应用价值$

"关键词#
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大肠癌%

!

表面增强激光解吸电离飞行时间质谱%
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肿瘤标志物
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寻找肿瘤发生及转移相关的蛋白标志物及药物治疗靶标#

对大肠癌早期诊断及治疗具有重要意义)

"

*

+本文利用表面增

强激光解吸电离飞行时间质谱$

1./+06?bX6W1

%和电化学发

光技术#分别建立大肠癌血清蛋白标志物,肿瘤标志物,蛋白标

志物和肿瘤标志物联合的人工神经网络$

-,,

%预测模型#探

讨
:

者在大肠癌实验诊断中的价值+

$

!

资料与方法

$8$

!

一般资料
!

来源于本院
%$$&

年
"

月至
%$$'

年
"%

月住

院患者及健康体检者血清样本
"$5

例+其中#大肠癌患者
!"

例$病例组%#

+AOD<

分期!

-

期
5

例#

)

期
%%

例#

3

期
"!

例#

+

期
#

例+男
%'

例#女
%%

例#年龄
:'

!

&!

岁#平均$

!%8"\#85

%

岁+健康对照组
!!

例为该院同期健康体检者#男
:"

例#女
%7

例#年龄
%"

!

5"

岁#平均$

7587\'8%

%岁+所有样本均采集于

清晨空腹静脉血+

$8/

!

主要试剂与仪器
!

2)1

1

"

3

型蛋白指纹图谱仪,

3W"$

$弱阳离子交换表面%芯片及配套试剂$美国赛弗吉公司%(电化

学发光仪$

./.31]1%$"$

%及癌胚抗原$

3.-

%,甲胎蛋白

$

-X2

%,糖类抗原
"'6'

$

3-"'6'

%和
3-&%67

配套试剂盒$美国

罗氏公司%+

$8'

!

方法

$8'8$

!

采集标本
!

采集受试者空腹静脉血
:K/

#分出血清后

7`:$$$f

=

离心
!KIB

+将分离的血清转入
.

SS

DBC@J

管#再

次
7`:$$$f

=

离心
!KIB

#每管分装
!$

*

/

#冻存于
Q#$`

冰箱中备用+剩余血清用于肿瘤标志物测定+

$8'8/

!

蛋白标志物模型

$8'8/8$

!

检测蛋白质谱
!

病例组血清蛋白质谱检测参照姜

伟)

%

*等关于精神分裂症蛋白组学研究中血清蛋白质谱的检测

方法+

$8'8/8/

!

筛选蛋白标志物
!

利用
3I

S

HDE

=

DB2E@FDIB3HI

S

软件

对获得的血清蛋白指纹图谱进行分析#以正态因子衡量图谱间

-

"7'
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检验医学与临床
%$""

年
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月第
#

卷第
#

期
!
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差异的大小#当结果为
$8:

!

:8$

之间#则差异可接受+

$8'8/8'

!

建立诊断模型
!

-,,

技术是根据生物神经系统原

理发展起来的,多个人工神经元互联组成的大规模分布式并行

信息处理系统)

:

*

+本研究以筛选的差异蛋白丰度为输入节点#

设定病例组目标输出值
"

#对照组目标输出值
$

#

>AF6@JJ

值为

$8!

+利用训练组样本建立
-,,

预测模型并反复训练#调整

模型检测参数#以完全区分病例组和对照组时诊断效能最高#

建立并储存模型+

$8'8/81

!

盲法模型验证
!

采用双盲的方法将验证组中样本的

蛋白标志物数据作为输入节点#利用储存的模型进行模拟仿真

计算+当输出值大于
$8!

时归为病例组(当预测输出值小于或

等于
$8!

时归为对照组+利用验证结果进行诊断效能评价+

$8'8'

!

肿瘤标志物模型

$8'8'8$

!

肿瘤标志物的测定
!

利用电化学发光仪检测血清

3.-

,

-X2

,

3-"'6'

,

3-&%67

水平#以
:\?

表示+

$8'8'8/

!

建立诊断模型
!

-,,

模型节点分别设为
7

,

7

,

"

#设

定大肠癌目标输出值
"

#对照目标输出值为
$

#以
$8!

为
>AF6@JJ

值#训练次数
"$$$

#学习率
$8$"

#建立并存储模型+

$8'8'8'

!

盲法模型验证
!

采用双盲的方法#将验证组肿瘤标

志物结果输入模型并模拟仿真计算+当输出值大于
$8!

时#归

为病例组(当输出值小于或等于
$8!

时#归为对照组+利用验

证结果进行诊断效能评价+

$8'81

!

联合多标志物模型

$8'818$

!

建立诊断模型
!

利用筛选的蛋白标志物和肿瘤标志

物数据为输入节点#分别组合并训练#以完全区分病例组和对

照组时的标志物组合为最佳组合#建立联合多标志物模型+设

定大肠癌目标输出值
"

#对照目标输出值
$

#训练次数
"$$$

#学

习率
$8$"

#建立并存储
-,,

模型+

$8'818/

!

盲法模型验证
!

采用双盲的方法将验证组血清蛋白

标志物和肿瘤标志物数据输入模型并模拟仿真计算#设定
>AF6

@JJ

值
$8!

+当输出值大于
$8!

时归为大肠癌(当输出值小于或

等于
$8!

时归为对照组+通过盲测结果进行诊断效能评价+

$81

!

统计学方法
!

采用
)I@KGEODE[IPGEC:8"

软件分析蛋白

指纹图谱#设定有意义的蛋白质峰出现频率阈值为
"$9

#分别

设定
!

,

%

两次信噪比过滤+蛋白质峰值比较时采用
:\?

表

示#并进行
@

检验#以
C

#

$8$"

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/8$

!

蛋白标志物模型

/8$8$

!

筛选蛋白标志物并建立模型
!

对获得的病例组和对照

组血清质谱图统计后#正态系数为
%8%&

#正态因子为
$8:

!

:8$

之间#聚类分析共得到
:%#

个蛋白质峰+以其中
"'

个蛋白比

较差异有统计学意义$

C

#

$8$"

%的蛋白作为潜在标志物优化

组合#建立
-,,

预测模型+利用训练组样本反复训练#显示

质荷比
7$'!

,

!57$

,

77#$

,

&5%$K

"

P

的
7

个蛋白作为输入节

点#隐含层和输出层节点分别设置为
7

,

"

时建立的模型#仿真

计算效能最高#正确地区分开了病例组和对照组#以此建立并

储存模型+

/8$8/

!

盲法验证结果
!

盲法验证结果显示
%5

例大肠癌患者#

有
%

例错判(而
:$

例对照中有
!

例辨别错误+结果表明该模

型诊断大肠癌的灵敏度为
'%8:9

#特异度
#:8:9

+

/8/

!

肿瘤标志物模型

/8/8$

!

肿瘤标志物水平
!

血清
3.-

,

-X2

,

3-&%67

,

3-"'6'

检测结果见表
"

+

/8/8/

!

盲法验证结果
!

利用验证组样本的肿瘤标志物结果进

行盲法验证#结果显示#

%5

例大肠癌患者中有
&

例判断错误#

而
:$

例对照中有
7

例辨别错误+结果表明该模型诊断大肠癌

灵敏度为
&:8"9

#特异度
#58&9

+

/8'

!

混合标志物模型
!

通过优化组合并反复训练表明!利用

筛选的
7

个蛋白标志物和
3.-

,

3-&%67

建立的模型诊断效能

最高#完全区分开了病例组和对照组+利用该模型盲法检测标

本#结果
%5

例大肠癌中有
%

例错判#而
:$

例对照中有
"

例判

断错误+结果表明该模型诊断大肠癌灵敏度为
'%8:9

#特异

度为
'58&9

$图
"

%+

表
"

!

两组血清
3.-

+

-X2

+

3-&%67

和
3-"'6'

含量%

:\?

&

组别
'

3.-

$

B

=

"

K/

%

-X2

$

B

=

"

K/

%

3-&%67

$

A

"

K/

%

3-"'6'

$

A

"

K/

%

对照组
!! "8&\"8$ :8%\"8! "8'\%8$ "$8!\&8#

病例组
- 5 !8'\!8: 78"\58! "85\"87 %'8&\:"8&

病例组
) %% "78!\%'8" #8"\"#8' 78#\78# 558:\"5!8&

病例组
3 "! %%'85\"'!87 :8#&\"87& !#8'\!58# 7&%87\7#&8"

病例组
+ # %:#87\"5#8" :85&\"8'# 778"\!$8" 7758'\5$"8#

注!病例组与对照组血清
3.-

,

3-&%67

,

3-"'6'

差异均具有统计学意

义$

C

#

$8$!

%+

!!

注!+以
$8!

为
>AF6@JJ

值#

%5

例大肠癌$

*所示%中有
%

例误判#预

测值小于
$8!

#而
:$

例正常人中有
"

例错判$

+所示%#预测值大于
$8!

+

图
"

!!

蛋白标志物和肿瘤标志物联合诊断模型对

验证组样本盲法预测结果

'

!

讨
!!

论

肿瘤标志物的检查是临床筛查肿瘤高危人群#评价病情进

展及疗效观察的重要指标+目前应用于大肠癌的肿瘤标记物

大多敏感性和特异性较差#难以用于早期诊断+从蛋白质水平

研究肿瘤的发生与发展#寻找对肿瘤特定表达的标志蛋白#或

许会成为疾病潜在分子诊断及治疗的新靶点+

1./+06?bX6

W1

技术通过分析蛋白质水平上导致疾病的蛋白质动态变化

情况实现生物标志物的发现和确证#从而辅助疾病早期筛查和

鉴别诊断)

7

*

+

本研究利用
1./+06?bX6W1

检测大肠癌患者和对照血清

蛋白指纹图谱#通过比对分析发现
"'

个表达差异的蛋白质峰+

筛选
7$'!

,

!57$

,

77#$

,

&5%$K

"

P

的
7

个蛋白作为标志物#结

合
-,,

建立预测模型用于大肠癌诊断#结果显示其敏感性为

'%8:9

#特异性为
#:8:9

+

7

个蛋白标志物进一步结合
3.-

和
3-&%67

#建立多标志物联合预测模型#结果显示其灵敏度为

'%8:9

#特异性为
'58&9

#显示了较高的实验诊断价值+

但本研究尚存在以下不足!样本量和病种偏少#需要扩大

病例,病种检测并验证模型的可靠性#同时患者人口学特征,疾

病严重程度对蛋白标志物的影响不明显+总之#采用
1./+06

?bX6W1

检测大肠癌血清特征蛋白并建立
-,,

实验诊断模

型#印证了在蛋白分子水平诊断大肠癌的可行$下转第
'77
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症状明显改善#鼻腔黏膜,下甲,中甲黏膜部分区域水肿充血#

中鼻道及总鼻道有少量脓性或黏脓样分泌物(鼻窦
3?

示窦腔

炎症减轻#黏膜增厚不明显#无明显积液+无效!症状无改善#

鼻腔黏膜,下甲,中甲充血水肿#中鼻道及总鼻道可见脓性及黏

脓性分泌物(鼻窦
3?

示窦腔积液+

$81

!

统计学方法
!

计数资料用
"

% 检验#数据处理由
1211

"78$

软件完成#

C

#

$8$!

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

两组治疗后病情恢复情况见表
"

#可见两组好转率经检

验#差异没有统计学意义$

C

$

$8$!

%+治疗组治愈率明显高于

对照组#无效率明显低于对照组#经检验#差异具有统计学意义

$

C

#

$8$!

%+

表
"

!

两组治疗后病情恢复比较)

'

%

9

&*

组别
'

治愈 好转 无效

治疗组
7! %'

$

57877

%

"7

$

:"8""

%

%

$

7877

%

对照组
7$ "%

$

:$8$

%

%$

$

!$8$

%

#

$

%$8$

%

"

%

"$8$5% :8"7# 78':5

C $8$$% $8$&5 $8$%5

'

!

讨
!!

论

慢性鼻窦炎是小儿常见疾病#感染与变态反应造成的黏膜

水肿是发病的主要原因#多与小儿鼻腔及鼻窦解剖,生理的特

异性相关+小儿窦口较大#病原菌易经窦口侵入鼻窦+鼻腔及

鼻窦腔相对狭窄#鼻窦尚未发育完全#黏膜嫩弱#淋巴管和血管

丰富#感染或变态反应致黏膜充血水肿明显,分泌物较多#引起

窦口阻塞#局部纤毛运动减弱)

:67

*

#为病原菌的繁殖提供了合适

生长环境#如此形成一个恶性循环#此外患儿抵抗力弱#对外界

适应能力较差#最终发生慢性鼻窦炎+

在治疗上#传统的手术虽然病灶清除彻底#但创伤大#对小

儿鼻窦,齿槽,面骨的发育均有影响+上颌窦穿刺冲洗术效果

明显#适合于年龄较大的患儿#对于年龄偏小的患儿#配合较

差#再加上窦口肿胀狭小#滴鼻药很难进入窦内+随着内镜手

术的运用#其对鼻窦炎的诊疗效果显著#但是临床实践显示#内

镜手术治疗后的患儿鼻窦炎没有获得成人患者相同的疗效#考

虑其原因是术后清理鼻腔困难#容易出现鼻腔及窦腔粘连+由

于以上的因素#结合患儿鼻腔,鼻窦有较强的生理功能#病变后

可逆性恢复能力强#故手术一般不作为治疗首选#宜首选保守

治疗+负压置换术就是非手术治疗的一个重要方法)

7

*

#鼻腔负

压置换治疗是使鼻腔内产生间断性负压#从而将鼻腔和鼻窦内

空气及脓性分泌物吸出#并借负压作用将药物灌入鼻窦内#使

其产生抗感染,抗过敏的作用#从而缓解鼻黏膜水肿#解除阻

塞#使局部组织缺氧得到改善#增加纤毛活动#改变病原菌生存

环境#从而促进炎症的消散#恢复鼻腔及窦内生理)

!

*

+本次研

究中#治疗组在给予负压置换术后#病情恢复明显#其治愈率明

显高于对照组#无效率明显低于对照组#差异具有统计学意义

$

C

#

$8$!

%+

综上所述#负压置换治疗对患儿慢性鼻窦炎疗效确切,痛

苦小,操作简便#对设备要求不高#值得临床推广使用+
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性+同时建立肿瘤标志物智能诊断模型可利用现有血清肿瘤

标志物及其特点#对大肠癌进行简便,快速,综合判断#以辅助

疾病诊断和治疗评价+多标志物联合预测模型结合了蛋白标

志物和肿瘤标志物#具有高通量,高灵敏度和高特异度的优点#

在大肠癌诊断和疗效观察#监测肿瘤复发和转移具有潜在价

值#得进一步研究与应用+
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)Ê 3GB>DE

#

%$$5

#

'7

$

"%

%!

"#'#6"'$!8

)

%

* 姜伟#王开正#白克镇#等
8

精神分裂症患者血清蛋白标志

物的临床应用研究)

^

*

8

中国神经精神疾病杂志#

%$$#

#

:7

$

"

%!

%&6:$8

)

:

*

3HDB]+

#

gHDB

=

1

#

]A Ŷ
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