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２型糖尿病肾病血清蛋白质谱图人工神经网络诊断模型研究

黄　波（四川省内江市第一人民医院检验科　６４１０００）

　　【摘要】　目的　通过比较２型糖尿病肾病和对照人群血清蛋白指纹图谱的差异，建立２型糖尿病肾病诊断模

型，并探讨其在该病诊断中的应用价值。方法　采用表面增强激光解析电离飞行时间质谱（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术

检测５１例２型糖尿病肾病患者和６６例对照人群血清，获得蛋白指纹图谱。结合人工神经网络软件建立诊断模型

并进行验证。结果　在相对分子质量２０００～３００００共检测到１７５个蛋白峰，其中有１７个明显表达差异的蛋白峰

（犘＜０．０１）。筛选其中质荷比（ｍ／ｚ）分别为５４２０、５７８２、６４７２、６６６６、１０２７７和１１７７０的６个蛋白峰作为标志蛋白

建立人工神经网络诊断模型。利用该模型对２型糖尿病肾病进行盲法预测，结果表明其对该病的诊断灵敏性和特

异性分别为８１．０％和９６．２％。结论　利用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ和生物信息学技术建立了敏感性和特异性均较高的２

型糖尿病肾病诊断模型，为该病诊断提供了新途径。
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　　糖尿病肾病（ＤＮ）发病率高，预后差，但如果在早期出现微

量清蛋白尿时即进行干预治疗，可防止向大量蛋白尿发展或延

缓其发展速度，甚至可以逆转，故早期诊断非常重要［１］。寻找

糖尿病肾病相关分子标志物，早期诊断和预测糖尿病肾病，是

目前研究的重要方向。现有的研究表明表面增强激光解析电

离飞行时间质谱（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术可用于很多疾病的早

期诊断，如肿瘤、神经性疾病、感染性疾病和自身免疫性疾

病［２６］。本研究应用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术对２型糖尿病肾病

患者和对照人群血清标本进行分析，并建立区分二者的诊断模

型，以探讨其在２型糖尿病肾病诊断中的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为本院住院患者和体检人群，糖尿

病诊断采用１９９９年 ＷＨＯ标准
［７］，其中２型糖尿病肾病患者

（Ｔ２ＤＮ）５１例；２型糖尿病不伴肾病患者（Ｔ２ＤＭ）２３例；其他

肾病患者１５例（包括：高血压肾病９例、紫癜性肾病２例、ＩｇＡ

肾病２例、狼疮性肾病２例）；２８例健康体检者为健康对照。

所有受试者血肾功和肝功检查均正常。随机抽取３０例２型糖

尿病肾病患者和４０例对照（包括：１０例２型糖尿病不伴肾病

患者、１０例其他肾病患者、２０例健康体检者）组成训练集；２１

例２型糖尿病肾病患者和２６例对照（包括：１３例２型糖尿病

不伴肾病患者、５例其他肾病患者、８例健康体检者）组成测试

集。详细临床资料和分组信息见表１。

表１　１１７例研究对象临床资料和分组信息

分组 狀 男／女 年龄（岁） 中位年龄（岁） 训练集 测试集

Ｔ２ＤＮ组 ５１ ２７／２４ ４６～８２ ６３ ３０ ２１

Ｔ２ＤＭ组 ２３ １３／１０ ４２～８５ ６５ １０ １３

其他肾病组 １５ ８／７ ３４～８６ ５７ １０ ５

健康对照组 ２８ １５／１３ ４４～７２ ６０ ２０ ８

１．２　主要试剂与仪器　乙腈（ＡＣＮ）、三氟乙酸（ＴＦＡ）、ＮａＡｃ

（５０ｍＭ，ｐＨ４．０）、ＨＰＬＣＨ２Ｏ等均购自Ｓｉｇｍａ（美国）公司。

ＰＢＳⅡ／Ｃ型蛋白指纹图谱仪、ＣＭ１０（弱阳离子交换）蛋白芯

片、能量吸收分子ＳＰＡ（含饱和芥子酸溶于５０％ＡＣＮ和０．５％

ＴＦＡ）由美国Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司生产。

１．３　方法

１．３．１　标本收集与处理　全部血清标本均在清晨空腹抽取，

４℃４０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清液分装－８０℃冰箱保

存，避免反复冻融。

１．３．２　制备样品混合液　－８０℃冰箱取出标本，冰浴解冻。

所有标本均用ＮａＡｃ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．０）１∶５稀释。

１．３．３　上样及洗脱　将ＣＭ１０芯片装入芯片处理器中，每孔

加入１５０μＬＮａＡｃ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．０）缓冲液，室温振荡洗涤

２次，每次５ｍｉｎ。甩去缓冲液，拍干。每孔分别加入８０μＬ稀
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释标本，４℃６００ｒ／ｍｉｎ振荡孵育１ｈ。甩去样品，拍干。每孔

用１５０μＬＮａＡｃ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．０）缓冲液室温振荡洗涤３

次，每次５ｍｉｎ。甩掉缓冲液，拍干。每孔加入１５０μＬＨＰＬＣ

Ｈ２Ｏ，洗涤２次，快速倾去，拍干。取出芯片，室温放置２０ｍｉｎ，

晾干。每孔加１μＬＳＰＡ，５ｍｉｎ后再加１μＬ，自然干燥后上机

检测。

１．３．４　芯片检测及采集数据　利用ＰＢＳＩＩ／Ｃ型蛋白指纹图谱

仪检测结合在ＣＭ１０芯片表面的血清蛋白，设定最高检测相对

分子质量为５０×１０３，优化范围为２０００～３００００，激光强度

１９０，检测敏感度为８。考虑到基质峰的存在，将２×１０３ 以下的

峰滤去。每条芯片上均有一孔采用多个混合血清作为内参照，

结果表明芯片间的变异系数不大于１０％。仪器每次实验用

Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ公司提供的 Ａｌｌｉｎｏｎｅ多肽标准分子进行校正，系

统的质量偏差小于或等于０．１％。采用ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＰｒｏｔｅｉｎｅｈｉｐ

软件自动采集实验数据。

１．３．５　建立诊断模型　采用基于误差反传原理的多层前馈神

经网络，其输入层、隐含层１、隐含层２、输出层的节点分别设置

为６、５、５、１。以筛选的差异蛋白峰强度作为输入节点，设定训

练集２型糖尿病肾病患者的目标输出值为１，对照的目标输出

值为０，训练次数为１０００，学习率为０．０１，采用反向传播算法，

建立并存储人工神经网络诊断模型。

１．３．６　盲法验证　将测试集２型糖尿病肾病和对照血清蛋白

标志质谱数据输入模型并进行模拟仿真计算，设定ｃｕｔｏｆｆ值

为０．５。当输出值在０．５～１时，归为２型糖尿病肾病；当输出

值在０～０．５时，归为对照。对模拟计算的结果进行方法学

评价。

１．４　统计学处理　数据结果采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，

计数方法采用狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２型糖尿病肾病患者和健康对照组血清差异表达蛋白　

血清标本经蛋白指纹图谱标准化后，在相对分质子量２０００～

３００００范围内共检测到１７５个蛋白峰，其中１７个蛋白峰在两

组间的差异有统计学意义（犘＜０．０１）。选择其中 ｍ／ｚ为

５４２０、５７８２、６４７２、６６６６、１０２７７和１１７７０的６个蛋白峰（犘＜

０．０１）作为候选蛋白标志物，见表２。

２．２　建立人工神经网络模型　将具有明显表达差异的６个蛋

白峰作为区分２型糖尿病肾病的候选标志蛋白分别组合，利用

训练集样本建立人工神经网络诊断模型并进行模拟训练。结

果显示，以ｍ／ｚ为５４２０、５７８２、６４７２、６６６６、１０２７７和１１７７０

的６个蛋白峰作为输入节点建立的模型，在多次训练后其仿真

计算的效能最高，能正确区分开训练集中２型糖尿病肾病患者

和健康对照者。

表２　两组６个候选蛋白峰值的比较

ｍ／ｚ 糖尿病肾病 健康对照组

５４２０ １．６８±１．１２ａ ５．１３±２．７８

５７８２ １１．０７±９．２８ａ ３．３２±１．６４

６４７２ ７．１６±４．５８ａ ２．０５±１．１３

６６６６ ２２．３４±１５．２２ａ ７．８７±４．４６

１０２７７ ８．２６±５．９５ａ １２．８１±６．７１

１１７７０ １４．４９±１０．５８ａ ７．１１±６．１５

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１。

２．３　诊断模型盲法验证结果　利用建立的模型对测试中的样

本进行盲法测试，结果显示：２１例２型糖尿病肾病中有４例判

错；２６例对照中有１例判错。方法学评价结果表明，该诊断模

型检测２型糖尿病肾病的灵敏性为８１．０％，特异性为９６．２％。

３　讨　　论

糖尿病肾病起病隐匿，早期无明显的临床表现。肾活检是

早期诊断最可靠的方法，然而，很多患者不愿意接受这种具有

创伤性的检查，很多接受检查的患者肾脏组织病理活检并不能

找到特征性的病理改变［８］。目前被广泛认可的早期实验室诊

断标准是持续性微量清蛋白尿，但２型糖尿病患者大多年龄较

大，常伴有高血压、冠心病等，微量清蛋白尿也可由这些并发症

引起［９］。目前也有研究表明尿转铁蛋白、铜蓝蛋白以及血清胱

抑素Ｃ等指标在诊断早期糖尿病肾病中具有较高的敏感性和

特异性，但在该病早期并不是单一指标就能明确诊断［１０１１］。

因此糖尿病肾病的早期诊断迫切需要寻找新的生物标志物。

ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ具有操作简单，样品用量少和高通量等

特点，可直接对原始生物样品进行分析，特别适合于相对分子

质量低、低丰度蛋白质的捕获，目前已广泛用于人类重大疾病

包括糖尿病肾病生物标志物的研究。Ｏｔｕ等
［１２］报道利用尿液

蛋白质谱可以预测正常清蛋白尿的２型糖尿病患者１０年后是

否发展为肾病。研究提示有１２个蛋白峰有预测作用，敏感性

和特异性可达到７１％和７６％。Ｄｉｈａｚｉ等
［１３］发现质荷比为６

１８８的蛋白峰在糖尿病肾病患者显著降低，质荷比为１１７７４和

１４７６６的蛋白峰在糖尿病肾病患者显著升高。

采用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术结合人工神经网络生物信息学

分析方法，检测５１例２型糖尿病肾病患者、２３例２型糖尿病

不伴肾病患者、１５例其他肾病患者和２８名健康体检人群血

清，获得ＣＭ１０蛋白芯片指纹图谱，建立了较为满意的２型糖

尿病肾病诊断模型。该模型对２型糖尿病肾病盲法验证结果

敏感性为８１．０％，特异性为９６．２％。研究结果显示，相对分子

质量ｍ／ｚ为５４２０、５７８２、６４７２、６６６６、１０２７７和１１７７０的蛋白

是诊断２型糖尿病肾病的最佳标志物，６个蛋白组合建立的模

型能很好的诊断２型糖尿病肾病患者，这为２型糖尿病肾病的

诊断提供了一条崭新的途径和方法。由于糖尿病肾病是一个

多因素的复杂疾病，发现和鉴定该病相关的标志物不仅可以促

进在分子层面上对该病发病机制、疾病过程的理解，而且多标

志物联合诊断模式的建立对于诊断这种复杂疾病也更可靠。

目前这些多标志物联合诊断模式的建立都是基于一些神经智

能网络软件实现，因此，应用于临床之前还需要大量的临床验

证来证实其可靠性。由于患者的标本收集较为困难，本研究病

例数有限，发现的６个诊断标志物需要扩大标本量来做进一步

验证，以确定其临床实用价值。对于ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术而

言，每个ｍ／ｚ值对应很多相对分子质量相近的蛋白质片段，因

此不能直接对所测蛋白质进行鉴定，将进一步纯化及鉴定筛选

出的ｍ／ｚ为５４２０、５７８２、６４７２、６６６６、１０２７７和１１７７０的６种

蛋白质以确定其性质和序列。

ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ技术在蛋白质水平研究对疾病的诊疗、

防治有着广泛的应用前景［１４］。各种疾病都有蛋白质指纹图谱

的动态变化，疾病发生的不同阶段，相关症状出现之前，蛋白质

水平可能已经发生了变化。因此，应用此技术可以提供大量、

完善、动态的蛋白质指纹图谱，在各种疾病的诊断和疗效监测

方面发挥一定的辅助作用，随着技术的不断改进和操作规程的

标准化，这一技术有望最终用于临床，在人类战胜恶性疾病中

发挥重要作用。
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除。如患者深部结构受侵可行肿瘤内切除或联合内外减压术，

并辅助放射治疗或化疗。本组６５例患者术后均给予常规放射

治疗，其中５８例无异常反应，７例患者出现轻度脑水肿，３例患

者出现严重脑水肿而终止放射治疗。

手术治疗过程中必须对患者颅内高压症状予以纠正。如

患者肿瘤累及脑部重要功能区，应避开功能区自皮下行肿瘤切

除。小脑幕小肿瘤在切除的同时应尽量一并解决患者梗阻性

脑积水，如手术操作困难，则于术后进行分流手术缓解患者颅

内压增高症状［１１］。在实施显微外科手术的过程中应注意以下

几个问题：（１）如患者肿瘤体积过大，骨瓣设计则不宜过小。

（２）显微镜下开放脑池过程中，缓慢释放脑脊液，以降低颅内

压。（３）显微镜下仔细分离与肿瘤粘连的颅内血管，为预防血

管痉挛，术中可采用浸有罂粟碱的棉片予以湿敷，防止患者术

后出现脑梗死。（４）术中一般肿瘤外侧边界清晰，易于分辨，内

侧边界位置较深，需要在显微镜下仔细分辨。（５）如患者肿瘤

组织累及岛叶或继发性癫痫频繁发作，应切除岛叶和岛盖周围

皮质以更好地控制癫痫症状的发生［１２］。本组６５例行显微外

科手术治疗低级别胶质瘤患者，手术均顺利进行，无死亡病例，

全切除率为４６．２％，临床疗效满意，表明对颅内低级别胶质瘤

采取显微外科手术能够在最大限度切除肿瘤组织的基础上，为

患者进一步治疗获取时机，是低级别胶质瘤首选的治疗方法。
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［１０］ＣａｒａｍｏｒｉＭＬ，ＦｉｏｒｅｔｔｏＰ，ＭａｕｅｒＭ．Ｔｈｅｎｅｅｄｆｏｒｅａｒｌｙｐｒｅ

ｄｉｃｔｏｒｓｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｒｉｓｋ：ｉｓａｌｂｕｍｉｎｅｘｃｒｅｔｉｏｎｒａｔｅ

ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ？［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２０００，４９（９）：１３９９１４０８．

［１１］ＧｒｏｓｓＭＬ，ＤｉｋｏｗＲ，ＲｉｔｚＥ．Ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ：ｒｅｃｅｎｔ

ｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｔｈｅｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２００５（９４）：Ｓ５０Ｓ５３．

［１２］ＯｔｕＨＨ，ＣａｎＨ，ＳｐｅｎｔｚｏｓＤ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｄｉａｂｅｔｉｃ

ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｕｓｉｎｇｕｒｉｎｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃｐｒｏｆｉｌｉｎｇ１０ｙｅａｒｓｐｒｉ

ｏｒｔｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＣａｒｅ，

２００７，３０（３）：６３８６４３．

［１３］ＤｉｈａｚｉＨ，ＭüｌｌｅｒＧＡ，ＬｉｎｄｎｅｒＳ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｂｙｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓ：ｉｄｅｎ

ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｐｒｏｃｅｓｓｅｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｆｏｒｍａｓａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２００７，５３（９）：１６３６１６４５．

［１４］ＬａｕＢＦ，ＡｍｉｎｕｄｉｎＮ，ＡｂｄｕｌｌａｈＮ．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＳＥＬＤＩ

ＴＯＦＭＳｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍ

Ｌｉｇｎｏｓｕｓｒｈｉｎｏｃｅｒｕｓ（Ｃｏｏｋｅ）Ｒｙｖａｒｄｅｎ ｇｒｏｗｎ ｕｎｄｅｒ

ｓｔｉｒｒｅｄａｎｄｓｔａｔｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｌｉｑｕｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１１，８７（１）：５６６３．

（收稿日期：２０１３０１０５　修回日期：２０１３０２１２）

·９８６１·检验医学与临床２０１３年７月第１０卷第１３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１３




