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增高一致, 表明UC时上皮细胞过量表达iNOS, 产生

大量NO．Lundberg et al [9]也检测到UC患者结肠腔内

NO浓度明显增高．对上皮细胞大量表达iNOS产生的

NO的作用意见不一．有的认为NO可能形成氧屏障抵

御细菌入侵, 如应用iNSO抑制剂L-精氨酸加剧醋酸

诱导的大鼠结肠炎; 有的认为NO引起腹泻和组织损

害, 抑制iNOS产生的药物可以作为治疗UC的新的策

略, 可的松在体外可抑制iNOS的产生[4], 这可能也是

可的松类药物治疗UC的机制之一．

奥沙拉秦钠在小肠不吸收, 在结肠部位的细菌(氮
分解酶)作用下, 偶氮键断裂, 产生两分子5-氨基水杨

酸, 发挥治疗作用[5]．其可能作用机制是: (1)通过抑

制环氧化酶途径, 阻断前列腺素的合成; (2)通过抑制

脂氧化酶途径, 干扰花生四烯酸代谢, 抑制前列腺素

E2等致炎、致热物质的产生, 使前列腺素E2浓度下降

并恢复正常, 炎症好转或痊愈; (3)抑制巨噬细胞向发

炎的黏膜移动, 起到氧自由基清除作用, 减少肠黏膜

损伤; 降低溃疡性结肠炎病人肠内白三烯LTB4浓度和

5-羟二十碳四烯酸(5-HETE)的生成量; (4)抑制血小板

活化因子, 抑制结肠脂肪酸氧化, 通过和叶酸竞争抑

制内皮细胞增生, 增强机体免疫功能．但关于其对一

氧化氮合酶表达的影响未见报道．本研究表明, 奥沙

拉秦治疗后, 缓解期仅有5例患者黏膜上皮细胞表达

iNOS, 并且为弱阳性, 提示奥沙拉秦钠可抑制iNOS的
产生, 减轻炎症, 促进溃疡愈合．

Singer et al [7]报道5例中4例上皮细胞有硝基酪氨

酸表达, 同样集中于黏膜和隐窝上皮, 且在相同细胞

中表达, 但强度不同．Dijkstra et al [8]未发现硝基酪氨

酸表达．本研究显示少数患者炎症部位肠黏膜表达硝

基酪氨酸．这种不一致现象可能与所用的抗体不同有

关, 也可能与所选择的患者的病变程度有关．

文献未提及eNOS在结肠上皮细胞中的表达．本

文结果显示, 仅5例患者的结肠黏膜上皮有eNOS表
达, 较胃黏膜上皮细胞的表达率低[10], 提示不同部位

上皮细胞eNOS的表达率有差异．
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Abstract
AIM: To establish a serum protein pattern model for 
screening rectal carcinoma.

METHODS: The proteomic spectra of patients with 
rectal carcinoma, rectal polypus, and healthy people 
were obtained by surface-enhanced laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry (SELD-
TOF-MS) on WCX-2 chips. The collected data were 
compared and analyzed by Biomaker Wizard software  
(BPS) to set up the primary serum protein pattern mod-
el for screening rectal carcinoma. Then the pattern was 
evaluated by masked test.

RESULTS: A total of 26 protein was significantly differ-
ent between the rectal carcinoma and normal controls 
(P  <0.05), among which 4 (m/z 9 295, 3 730, 3 938, 
and 4 095) were selected to set up an optimal serum 
protein biomarker pattern model. And the correct rate 
of this model was 96.8% (93/96). Its sensitivity and 
specificity was 95.0% (38/40) and 93.4% (45/48), re-
spectively, when tested by masked samples.

CONCLUSION: The discovered serum protein pattern 

model can efficiently identify patients with and without 
rectal carcinoma. SELDI-TOF-MS plays a valuable role 
in the diagnosis of rectal carcinoma and the discovery 
of new tumor-specific protein biomarkers.

Key Words: Rectal carcinoma; SELDI protein chip; Biomarker

Yan ZY, Qian DM, Ding SY, Song XX, Wang B. Establishment of 
serum protein pattern model for screening rectal carcinoma by 
SELDI-TOF-MS. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005; 13(19):2395-2398

摘要

目的:  建立直肠癌筛选血清蛋白质指纹图谱模型并初步验证.

方法:  用表面加强激光解析电离飞行时间质谱技术(SELDI-
TOF-MS)及WCX2蛋白芯片获得新发直肠癌、直肠息肉患

者和正常人血清的蛋白质指纹图谱, 用计算机软件进行比

较分析, 建立直肠癌的筛选模型, 并对其进行了盲法验证.

结果:  直肠癌组与对照组共有2 6个蛋白质有显著性差

异 (P < 0 . 0 5 ) ;  以其中 4 个蛋白质生物标志物 ( 质 / 荷比 9 
295, 3 730, 3 938和4 095)组建的筛选模型检测正确率为

96.8%(93/96), 经盲法验证, 其灵敏度为95.0%(38/40), 特异

性为93.4%(45/48).

结论:  建立的血清蛋白质指纹图谱模型能够区分直肠癌与

非直肠癌患者, SELDI-TOF-MS在直肠癌的诊断及肿瘤特异

性蛋白质生物标志分子的筛选等方面具有一定价值.

关键词:  直肠癌;  蛋白质芯片技术;  生物标志分子

闫志勇, 钱冬萌, 丁守怡, 宋旭霞, 王斌. 应用SELDI-TOF-MS技术建立直肠癌

筛选血清蛋白质指纹图谱模型. 世界华人消化杂志  2005;13(19):2395-2398

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2395.asp

0  引言

直肠癌是一种常见恶性肿瘤, 在消化道恶性肿瘤中仅

次于胃癌居第2位, 治疗后5 a存活率仅为50-60%, 居
癌症死因第3位[1]．造成其高死亡率的主要原因是目

前尚缺乏特异性高的早期诊断方法[2]．最近几年出现

的表面加强激光解析电离飞行时间质谱技术(surface-
enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, SELDI-TOF-MS)是蛋白质组学研究中重

要的工具, 已开始应用于肿瘤的早期诊断生物标志物
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例, 健康人22例)用于建立诊断模型．将上述96例标

本的蛋白质图谱去除背景噪音(basel ine), 再分别用

总离子流、在人群血清中稳定存在的6 638 u蛋白

峰对所有图谱进行标准化, 以减少实验误差．然后

用Biomarker Wizard软件计算直肠癌组和非肿瘤组

各蛋白峰值的差异(P 值), 将此组数据进行转化, 用
BPS 5.1(Biomarker Patterns systems)软件筛选并建立

最佳的诊断模型.
1.2.5 诊断模型的验证  用其余样本(直肠癌40例、直肠

息肉12例, 健康人36例)的蛋白质谱对上述建立的诊断

模型进行盲法验证(masked analysis), 分析该模型的特

异性和灵敏度.

2  结果

2.1 直肠癌组和非直肠癌组蛋白质谱的差异比较 利用

BPS软件对56例直肠癌和40例非直肠癌标本获得的

蛋白质谱进行比较, 共发现有26个蛋白峰有显著差异

(P <0.05), 部分图谱见图1.
2.2 直肠癌的血清蛋白质指纹图谱筛选模型 利用BPS 
5.1软件对上述数据进行分析, 建立了可通过分子量为

9 295, 3 730, 3 938和4 095的4个蛋白质生物标志物

来区分直肠癌和非直肠癌的筛选模型(图2).

的筛选[3-8]．我们利用该技术检测了直肠癌、直肠息肉

以及健康人血清的蛋白质表达谱, 分析并建立了用于

直肠癌筛选血清蛋白质指纹图谱模型, 现报告如下.

1  材料和方法

1.1 材料 直肠癌患者96例, 为2003-02/2005-05期间青

岛大学医学院第一、二附属医院、青岛市立医院、青

岛市肿瘤医院经临床病理确诊且未经治疗的新发病

例, 其中男61例, 女35例, 中位年龄58岁(37-72岁)．
另选性别、年龄匹配的直肠息肉患者30例和正常健康

者58例作为非直肠癌对照．上述标本中, 随机筛选56
例直肠癌和40例非直肠癌对照用于建立血清蛋白质指

纹图谱筛选模型, 其余用于模型的验证分析．NaAc、
尿素, 水(HPLC级), 乙氰, 三氟乙酸, SPA(Sinapinic 
acid), Triton, Tris-Cl均购自美国Sigma公司; 蛋白质芯

片时间质谱分析仪(PBSⅡC)、WCX-2弱阳离子交换蛋白

质芯片(weak cation exchange)和All-in-one标准蛋白质

NP20校正芯片为美国Ciphergen Biosystems公司产品.
1.2 方法  

1.2.1 血清的采集和处理  采集各样本全血4-5 mL于洁

净试管中, 立即放入4℃静置4 h, 4℃ 3 000 r/min离
心20 min, 剔除溶血标本, 其余分离血清, 4℃ 4 000 
r/min再次离心5 min以去除残留的细胞碎片, 将血清每管

100 µL分装至新的离心管中, 置-86℃冰箱保存备用．

实验前取出血清样品置冰上融化后, 4℃ 12 000 g
离心10 min去除血清中的不溶物．然后取10 µL血清

加入20 µL U9缓冲液(9 mol/L尿素, 20 g/L  CHAPS, 50 
mmol/L Tris-HCl, 10 g/L  DTT,  pH9.0)混匀,  冰浴 300 
r/min震荡30 min, 然后加入360 µL WCX-2 缓冲液(50 
mmol/L NaAc, pH4.0)冰上迅速混均备用.
1.2.2 芯片的预处理和样品的检测  将芯片装入生物芯

片处理器中, 每孔加入200 µL WCX-2 缓冲液, 置于

振荡器(MS1 Minishaker)300 r/min 5 min, 弃去缓冲

液重复操作一次．每孔中加入100 µL上述处理好的

血清样品300 r/min振荡1 h, 甩出样品, 加入200 µL 
WCX-2 缓冲液, 室温300 r/min振荡洗涤芯片5 min, 共
洗涤2次后, 加入200 µL HEPES(1 mmol/L, pH4.0)后立

刻甩出．拆开芯片处理器取出芯片, 干燥后立刻在每点

上加SPA 0.5 µL, 干燥后重复加SPA一次．

1.2.3 数据采集 采用PBSⅡC型质谱分析仪和Ciphergen 
proteinchip 3.1软件读取数据, 数据采集前用All-in-
one标准蛋白质的NP20芯片校正仪器, 至误差在0.1%
范围内, 采用自动采集和处理数据, 设置激光强度为

210, 检测敏感度9, 优化分子质量范围为2-10 ku, 最
高分子量为50 ku, 每点在不同位置共采集数据130次.
1.2.4 直肠癌血清蛋白质指纹图谱筛选模型的建立  随

机筛选56例直肠癌和40例非肿瘤对照(直肠息肉18

表 1　分类树模型对96例建模样品的分析结果

组别	       n 	            正确划分例数	                       正确率(%)

直肠癌组       56	                     55	                           98.2

对照组	     40	                     38	                           95.1

合 计	     96	                     93	                           96.8
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图 2　直肠癌的血清蛋白质指纹图谱筛选BPS分类树模型．M：用以分类的

标志分子的分子质量; N：样本例数．

     Node 1
     N = 96
 M9 295_04

     Node 2
     N = 56
  M3 700_43

    Terminal
     Node 1
     N = 44

     Node 3
     N = 12
  M3 938_78

    Terminal
     Node 2
      N = 4

    Terminal
     Node 3
      N = 8

     Node 4
     N = 40
  M4 095_94

    Terminal
     Node 4
      N = 4

    Terminal
     Node 5
      N = 36

S/N<=15.749

S/N<=4.776

S/N<=2.767

S/N<=24.94

如图所示, 节点(Node)1为根节点, 如果样本中分子

量为9 295 u的蛋白质相对含量≤15.749则被划分到左

侧的枝节点2中, 反之则被划分到右侧的枝节点4中．

依次类推, 最终获得5个终节点(terminal node), 其中终

节点1, 3, 4为直肠癌患者, 而终节点2, 5为非直肠癌.
该分类树模型在建立时, 56例直肠癌中55例区分

正确, 40例非直肠癌标本中有38例被错划为癌症, 正
确率为96.8%(表1).



2.3 诊断模型的盲法验证结果 用上述建立的模型对其

余40例直肠癌、48例对照(直肠息肉12例, 健康人36
例)的蛋白质谱进行盲法验证, 40例直肠癌中38例诊断

正确, 48例对照中45例诊断正确, 此结果表明, 该方

法的灵敏度为95.0%, 特异性为93.4%.

3  讨论

直肠癌是发生在直肠内的一种常见恶性肿瘤, 在消化道

恶性肿瘤中仅次于胃癌而居第2位, 全球每年结、直肠

癌新发病例数达94万, 其中近50万人死亡, 居癌症死因

第3位．近年来由于生活方式和饮食结构的改变, 直肠癌

的发病率呈明显上升趋势, 发病高峰年龄提前了10岁左右
[1]．早期直肠癌治疗预后较好, 进行根治性切除后5 a存活

率约为50-60%, 其中Ⅰ期直肠癌可达到90%以上, 因此早

期发现对于提高患者的生存率非常关键[2,9,10]．目前早期诊

断结、直肠癌的方法主要是纤维内镜检查, 该法不易为

患者接受, 尤其不适合对健康人群的筛查; 检测血清中

CEA、TPA和CA199等肿瘤标记物的方法敏感性与特异

性还比较低, 因此, 在直肠癌病人确诊时约30-40%已发

生远处转移[10-12]．

SELDI-TOF-MS是近年来发展起来的有效的差异

蛋白质组学研究技术, 主要结合了质谱、层析等技

术原理, 能对血清、尿液等原始样品进行大规模检

测, 具有高分辨力, 高重复性, 操作简便等优点, 而且

所需样品量少, 在蛋白质组学中得到越来越广泛的应

用, 尤其是在筛选肿瘤标志物中, 用该技术将患者与

正常人或其他某种疾病患者的图谱进行比较分析, 能
够发现新的、特异性肿瘤等疾病的相关蛋白, 并快

速获得其蛋白质组学信息[3,13]．目前报道用该技术已

经发现了膀胱癌、卵巢癌、前列腺癌、乳腺癌、肺

癌、肝癌以及肾脏肿瘤等多种肿瘤的新的肿瘤特异

性标志分子[4-8,14,15]．我们用SELDI蛋白芯片技术对新

发直肠癌患者组和对照组进行蛋白质谱比较, 共发现

有26个蛋白分子的相对含量显著差异; 建立的直肠癌

筛选血清蛋白质指纹图谱模型利用其中分子质量为

9 295, 3 730, 3 938和4 095的4个蛋白质生物标志物

即可进行直肠癌的筛选, 其灵敏度为95.0%, 特异性

为93.4%．

SELDI技术进行差异蛋白的比较, 其应用的成功

关键是严格的平行操作和对照设计．我们为避免不同

病人因治疗方法、药物使用等因素引起血清蛋白改变

的干扰, 所有直肠癌患者均选择新发、未经任何治疗

的病例．在对照设置时, 除实验组和对照组的年龄、

性别等分布尽量匹配外, 非直肠癌组包含了直肠的良

性病变病例, 可以避免因局部组织受损而造成的非肿

瘤特异性蛋白的影响．

对于建立的直肠癌筛选血清蛋白质指纹图谱模型

的验证, 我们选用了未用于建立模型的其他样本, 因
此通过盲筛后获得的评价数据更科学、可靠．尤其值

得一提的是, 在盲筛时, 实验室1名健康志愿者的血清

被筛选模型划为直肠癌组, 经过调查发现该志愿者3
代以内的亲属中有3人患直肠癌, 因此已建议其高度

重视. 
为了完善所建立的模型, 我们正在将SELDI技术

扩大到对治疗前后的直肠癌患者血清进行差异蛋白的

研究, 此外还将增加其他肿瘤作为对照, 以使该直肠
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图 1　直肠癌患者和对照组2个差异蛋白峰. N：正常人; B：直肠息肉患者; C：直肠癌患者. 分子量约4 479和4 095的2个蛋白在直肠癌患者中含量

显著低于正常人和直肠息肉患者．
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癌筛选蛋白指纹图谱模型的特异性进一步提高, 并能

作为患者疗效和预后的辅助判断方法．
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Abstract
AIM: To summar i ze the resu l t s o f a r te ry CT 
angiography (CTA) in patients with digestive tumor, 
and to explore the value of artery CTA in the diagnosis 
of digestive disease.

METHODS: A total of 83 patients, who were diagnosed 
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