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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic specificity of 
differentially expressed serum low molecular 
proteins for colorectal cancer by comparative 
analysis between the patients with colorectal 
cancer and with other malignant tumors.

METHODS: A total of 218 serum samples from 
patients with colorectal cancer (n = 68) and other 

malignant tumors (breast, gastric, esophagus, 
liver, lung and kidney, 25 cases each) were col-
lected. Their serum protein fingerprinting was 
read by surface-enhanced laser desorption/ion-
ization-time of flight-mass spectrometry (SELDI-
TOF-MS). Biomarker Wizard software was used 
to analyze the distinct proteins between colorec-
tal cancer and other malignant tumors and to 
create receiver operating characteristic (ROC) 
curves. Then Fisher’s discriminant model was 
established using the distinct proteins with the 
area under the curve (AUC) > 0.8.

RESULTS: Relatively 12 proteins were highly 
expressed and 102 proteins were lowly ex-
pressed in the sera of colorectal cancer com-
pared with that of the other malignant tumors. 
Of all the 75 proteins with AUC > 0.5 by ROC 
analysis, six proteins (AUC > 0.8) were selected 
to establish the Fisher’s discriminant model. 
The accuracy of distinguishing colorectal cancer 
from other malignant tumors was 91.7%, and the 
sensitivity and specificity were 88.2% and 93.3%, 
respectively.

CONCLUSION: The significantly differentially 
expressed serum low molecular proteins have 
a high diagnostic specificity for distinguishing 
colorectal cancer from other malignant tumors, 
which deserves further research.
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Surface enhanced laser desorption/ionization-time 
of flight-mass spectrometry; Mass-to-charge ratio; 
Discriminant analysis
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摘要
目的: 通过结直肠癌与其他常见恶性肿瘤血
清低分子差异蛋白的分析, 探讨其对结直肠癌
的诊断特异性.
 
方法: 收集结直肠癌(68例)、其他恶性肿瘤
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■背景资料
近年来结直肠癌
的诊断、治疗取
得了一些长足的
进展, 但总体疗效
并无明显改善, 术
后 5 年 生 存 率 在
50%左右, 早期诊
断 率 还 很 低 ,  缺
乏灵敏度高、特
异性强的早期诊
断方法 .  SELDI-
TOF-MS将蛋白
质芯片与质谱技
术相结合, 具有高
通量、高灵敏度
等优势, 能检测出
传统方法检测不
到的蛋白质或多
肽, 已成为肿瘤蛋
白质组学主要技
术之一, 为肿瘤的
早期诊断与鉴别
研究提供了理想
的平台.

■同行评议者
何超, 教授, 浙江
大学医学院附属
邵逸夫医院肛肠
外科; 刘连新, 教
授, 哈尔滨医科大
学第一临床医学
院普通外科三病
房



(乳腺癌、胃癌、食管癌、肝癌、肺癌及肾癌
各25例)血清标本共218份, 应用表面增强激光
解吸/电离-飞行时间-质谱检测其蛋白质指纹
谱. 用Biomarker Wizard软件分析结直肠癌与
其他恶性肿瘤患者血清中的低分子差异蛋白
后, 分别作出受试者工作特征(ROC)诊断曲线. 
再选取ROC曲线下面积(AUC)>0.8的蛋白, 建
立Fisher判别模型. 

结果: 结直肠癌与其他恶性肿瘤相比, 血清
中有12种蛋白相对高表达, 102种蛋白相对低
表达. ROC曲线显示, 有75种蛋白AUC>0.5, 
其中8911、8919、8964、11726、14049、
14139 M/Z的蛋白AUC>0.8. 用这6种蛋白建
立的Fisher判别模型, 鉴别结直肠癌的敏感性
88.2%, 特异性93.3%, 准确率91.7%.

结论: 结直肠癌与其他恶性肿瘤相比, 血清中
存在明显差异表达的低分子蛋白, 对结直肠癌
具有诊断特异性, 值得进一步研究.

关键词: 结直肠肿瘤; 蛋白质组学; 表面增强激光解

吸/电离-飞行时间-质谱; 质荷比; 判别分析

盛新华, 高春芳, 王秀丽, 李冬晖, 郑国宝. 结直肠癌与其他恶性

肿瘤血清低分子差异蛋白的比较.  世界华人消化杂志  2009; 

17(9): 945-949

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/945.asp

0  引言

结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是威胁人

类健康与生命的恶性肿瘤之一. 在我国, 随着

人们生活水平的提高、饮食结构及生活方式的

改变, CRC的发病率呈上升趋势. 近年我们从

血清蛋白质指纹谱研究入手, 应用表面增强激

光解吸/电离-飞行时间-质谱(surface enhanced 
laser desorption/ionization-time of flight-mass 
spectrometry, SELDI-TOF-MS)技术, 建立了CRC
早期诊断与临床分期诊断模型, 具有较高的敏

感性与特异性[1-3]. 本实验我们仍采用血清差异

蛋白质组研究方法, 从CRC与其他恶性肿瘤患

者血清中筛选出了明显差异表达的低分子蛋白.

1  材料和方法

1.1 材料 CRC与其他恶性肿瘤患者血清标本取

自2006-06/2007-12中国人民解放军第150中心医

院住院的手术患者, 均经术后病理确诊. CRC组
68例, 男36例, 女32例, 年龄<40岁11例, 40-60岁
32例, ≥60岁25例, 其中Dukes A期6例、B期28
例、C期23例、D期11例. 其他恶性肿瘤组包括
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乳腺癌、胃癌、食管癌、肝癌、肺癌及肾癌各

25例, 男78例, 女72例, 年龄<40岁31例, 40-60岁
67例, ≥60岁52例. 正常人对照组67例, 男35例, 
女32例, 年龄<40岁14例, 40-60岁29例, ≥60岁
24例, 为同期本院健康体检人群. 以上三组人群

在性别构成、年龄分布上均无统计学差异. 所
有病例均排除能影响血清中蛋白质含量的其他

相关疾病的干扰. 受检者均获知情同意. 尿素、

乙腈(acetonitrile, ACN)、三氟乙酸(trifluoro-
acetic, TFA)、芥子酸(sinapinic acid, SPA)、三

羟基甲基氨基甲烷-盐酸缓冲液(Tris-HCl)、3-
环乙胺-1-丙磺酸(CHAPS)及羟乙基哌嗪乙磺酸 
(HEPES)等均购自美国Sigma公司. SELDI蛋白

质芯片系统(PBSⅡ-C型)及其配套的金属亲和表

面(immobilized metal affinity capture, IMAC30)
铜离子芯片均购自美国Ciphergen公司.
1.2 方法 
1.2.1 血清标本的采集: 清晨空腹抽取静脉血5 
mL于普通干燥管, 常温下放置不超过4 h或4℃
冷藏不超过12 h, 析出血清后, 1000 r/min离心20 
min, 取上清液分装, 每管100 μL, 置-80℃冰箱或

液氮中保存. 用于质控的血清取自同一个健康

人, 一次留取100 mL, 分装于Eppendorf管中, 每
管50 μL, 置于-80℃低温冰箱中保存, 作为每次

实验的质控血清.
1.2.2 样品的准备: 4℃融解血清, 20 000 g离心10 
min; 取20 μL血清, 置于1.5 mL离心管中; 加40 
μL U9缓冲液(含9 mol/L尿素、2% CHAPS、50 
mmol/L Tris-HCl, pH9.0); 4℃振荡30 min, 使蛋

白质变性; 取10 μL变性后的样品, 每管加入120 
μL结合/洗脱缓冲液(含100 mmol/L磷酸钠、500 
mmol/L氯化钠, pH7.0); 4℃混匀. 使最后上样的

血清稀释约40倍.
1.2.3 芯片的预处理及与血清蛋白的结合: 芯
片每孔加100 mmol/L硫酸铜50 μL, 室温下200 
r/min振荡5 min, 倒除硫酸铜; 用去离子水冲

洗5次后甩干, 每孔中加入100 mmol/L醋酸钠

(pH4.0)50 μL, 室温下200 r/min振荡5 min; 去离

子水冲洗5次后芯片每孔加入结合/洗脱缓冲液

150 μL, 置于振荡器上, 室温孵育5 min后除去

缓冲液, 重复1次, 后每孔加入50 μL稀释好的血

清样品, 置于振荡器上, 4℃孵育60 min后除去

缓冲液; 接着用150 μL结合/洗脱缓冲液冲洗2
次, 每次振荡5 min, 最后1次用1 mmol/L HEPES 
(pH7.0)快速冲洗. 取出芯片, 待芯池即将风干时, 
加入饱和SPA(SPA 1 mg溶于15 μL 50% ACN、

www.wjgnet.com

■研发前沿
应用SELDI-TOF-
MS技术进行比较
蛋白质组学研究
已成为疾病蛋白
质组学研究的热
点, 不同的研究小
组建立了多种疾
病的血清或组织
蛋白质指纹谱诊
断模型, 发现了一
些极富意义的低
分子量蛋白或多
肽, 由于其在血清
中的含量极微, 对
这些蛋白的鉴定
还存在相当的困
难.
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15 μL 1% TFA中)2次, 每次0.5 μL. 风干后上机

检测. 
1.2.4 芯片检测与数据收集处理: SELDI蛋白

芯片质谱仪在检测样品蛋白质指纹谱前用

已知分子质量的标准蛋白质芯片校正 ,  使误

差<0.1%. 检测时设定SELDI-TOF-MS的激光

强度为175,  灵敏度为8,  收集数据的质荷比 
(M/Z)范围为2000-20 000, 收集位置20-80. 用
Ciphergen ProteinChip 3.2.0软件自动采集数据, 
用Biomarker Wizard 3.2.0软件对芯片检测得到

的蛋白质相对含量及蛋白质M/Z数据进行分析

处理, Biomarker Patterns软件建立用于区分3组
人群的决策分类树.

统 计 学 处 理  采用芯片系统自带的软件

和S P S S13.0统计软件 .  计数资料的比较用χ2

检验. 应用受试者工作特征(receiver operating 
characteristic, ROC)曲线对差异蛋白进行评价, 
并计算各自的ROC曲线下面积(area under the 
curve, AUC). 选取AUC>0.8的标志蛋白, 建立

Fisher判别函数.

2  结果

2.1 芯片检测的稳定性 用质控标本进行SELDI-
TOF-MS技术的稳定性测试, 将质控血清分别在

同一芯片的8个点上同时检测以观察其批内的

差异, 然后在不同实验日的三条芯片上再加以

检测, 以观察其批间的差异. 结果显示, 该芯片

检测到的同一个蛋白峰位置的批内和批间变异

系数分别为0.3%和0.5%; 蛋白峰标准化强度(峰
高)的批内和批间变异系数分别为9%和14%.
2.2 三组人群决策分类树鉴别效率 利用B i o-
marker Patterns软件对检测得到的3组人群的蛋

白质指纹谱数据进行数据挖掘, 建立的决策分

类树鉴别C R C、其他恶性肿瘤及正常人的准

确率分别为97.1%(66/68)、93.3%(140/150)、
95.5%(64/67), 总准确率94.7%.
2.3 CRC组与其他恶性肿瘤组血清低分子差异蛋

白 用Biomarker Wizard软件对两组患者血清中

的低分子蛋白质指纹谱数据进行对比分析, 共
发现差异蛋白质峰114个(P <0.05), 其中在CRC
中高表达的有12种, 低表达的有102种.
2.4 差异蛋白ROC曲线评价 对114个差异蛋白

质分别用ROC曲线进行评价, AUC>0.5且其95%
可信限下限>0.5的蛋白共有75个, 其中AUC>0.8
以上的有6个, M/Z分别为8911、8919、8964、
11 726、14 049、14 139(表1, 图1).

2.5 F i she r判别分析模型的建立 以AUC>0.8
的蛋白建立的F i s h e r判别函数如下:  C R C = 
-1.244-0.01X1+0.054X2+0.005X3+0.062X4-
0.002X5+0.198X6; 其他恶性肿瘤 = -2.16+0.015
X1+0.188X2+0.132X3+0.225X4+0.468X4+0.46X5. 
其中X1、X2、X3、X4、X5、X6分别代表8911、
8919、8964、11 726、14 049、14 139 M/Z
蛋白的相对含量. 进行判别分析时, 将每种蛋

白的相对含量分别代入上述2个判别函数中

求值, 哪一个判别函数值较大, 则该观察单位

就属于哪一类 .  本实验中判别C R C的敏感性

88.2%(60/68), 特异性93.3%(140/150), 准确率

91.7%(200/218).

3  讨论

在全球范围内, CRC的发病率在男、女性中分别

位居第4和第3位, 死亡率分别位居第4和第5位[4]. 
我国CRC的发病亦不容乐观[5], 严重威胁着人们

的身心健康. 患者如获得早期诊断和治疗, 5年
生存率将达到90%[6]. 遗憾的是, 大部分患者在

确诊时已处于进展期或已有转移, 错过了极佳

的治疗窗口期. CRC早期诊断方法如直肠指诊、

粪潜血试验、肠黏膜脱落细胞学检查及影像学

检查等均不同程度地存在敏感性与特异性不高

的问题, 而合适的肿瘤标志物将有利于癌症的

检出. 目前临床应用较多的CRC相关性肿瘤标

志物有CEA、CA19-9和CA242等, 用于手术前

后的对比、估计预后, 其中CEA作为CRC的标

志物应用最广泛, 有较高的特异性(93.5%), 但敏

感性仅为47.3%[7].
研究发现, 肿瘤在发生、发展过程中伴随了

一系列细胞及亚细胞水平的变化, 包括蛋白质

结构和功能的改变. 人血清中的蛋白质相当丰

富并不断变化, 单一的血清肿瘤标志物难以真

正反溯到相关的细胞、组织, 而发现一组与特

定组织癌变相关的血清蛋白质则是更有效的途

表  1  标志蛋白的相对含量及ROC曲线下面积

     标志蛋白	       相对含量                
P 值	 AUC (95%CI)

(M/Z)      结直肠癌  其他肿瘤

8911	 0.648	 4.577      0.000    0.859 (0.808, 0.909)

8919	 1.423	 7.896      0.000    0.829 (0.773, 0.884)

8964	 0.441	 2.867      0.000    0.909 (0.870, 0.948)

11 726	 0.717	 3.456      0.000    0.849 (0.798, 0.899)

14 049	 0.225	 1.500      0.000    0.853 (0.804, 0.902)

14 139	 0.173	 1.033      0.000    0.804 (0.747, 0.861)

■相关报道
Engwegen et al 分
析了结直肠癌患
者与正常人的血
清蛋白质谱, 并以
其他恶性肿瘤(乳
腺癌、卵巢癌、

前列腺癌及非小
细 胞 肺 癌 ) 作 对
照, 建立的分类树
模型预测结直肠
癌的敏感性与特
异性为65%-90%, 
鉴定出了载脂蛋
白C-I、载脂蛋白
A-I及白蛋白氨基
末端片段.



www.wjgnet.com

948                              ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2009年3月28日    第17卷   第9期

径, 这也就是所谓的“癌症指纹”. 因此, 研究

人员正从过去的用“单一标志物”诊断肿瘤的

模式向“多种标志物联合应用”的诊断模式过

渡, 这不仅更加适合蛋白质组学高通量的特点, 
而且也为肿瘤的诊断提供了更多的思路和机 
会[8]. 高通量SELDI蛋白质芯片技术的出现加速

了开展发现“癌症指纹”的研究[9]. 该技术是

蛋白质芯片技术与质谱技术相结合的产物, 自
Adam et al [10]、Petricoin et al [11]将其应用于前列

腺癌、卵巢癌的研究以来, 已被广泛应用于临

床常见恶性肿瘤[12]的研究. 我们也利用该技术, 
从血清蛋白质组学分析入手, 建立了CRC早期

诊断模型及对中晚期CRC进行Dukes分期的分

类树模型[1-3]. 这几种诊断模型的联合应用可将

术前CRC患者进行准确分期, 为临床治疗提供

决策依据.
目前广泛开展的肿瘤血清蛋白质组学研究, 

大多将与某种肿瘤相关的良性病和正常人作对

照, 而将其他恶性肿瘤纳入对照进行的研究不

多. Engwegen et al [6]应用CM10芯片分析了77例
CRC患者与80例正常人的血清蛋白质谱, 同时

选取38例其他系统的恶性肿瘤(包括乳腺癌、卵

巢癌、前列腺癌及非小细胞肺癌)标本作对照, 
建立的分类树模型, 预测CRC的敏感性与特异

性为65%-90%. 本研究我们在前期工作的基础

上, 将临床上其他常见的恶性肿瘤(乳腺癌、食

管癌、肝癌、胃癌、肺癌、肾癌)作为对照, 并
以健康人作正常对照, 建立的决策分类树鉴别

CRC、其他恶性肿瘤及正常人的准确率分别为

97.1%、93.3%、95.5%. 进而筛选出CRC与其

他恶性肿瘤的血清低分子差异表达蛋白, 应用

ROC曲线分析筛选出的AUC>0.8的蛋白8911、
8919、8964、11726、14049、14139 M/Z, 以此

6种蛋白建立Fisher判别模型. 最终结果显示, 建
立的模型鉴别C R C与其他恶性肿瘤的敏感性

88.2%, 特异性93.3%, 准确率为91.7%.
由于SELDI技术本身具有较强的操作依赖

性, 实验结果可因样品来源和处理条件的不一

致或操作过程的非标准化, 造成实验结果批次

之间或同类样本在不同检测单位之间的平行性

与可重复性较差, 使实验结果的可信度遭到质

疑[13-14]. 我们在实验中严格规定了实验操作流

程, 对样品的存储条件、保存时间、冻融的次

数、芯片和基质的选择以及检测参数的设置等

各个环节都进行了规范, 建立了SELDI技术的标

准化平台. 本实验中我们用同一个正常人的血

清作为质控血清, 对SELDI-TOF-MS技术的稳定

性进行评价, 结果表明, 我们建立的芯片检测方

法具有较好的稳定性.
总之, 本实验通过蛋白质芯片技术发现了

CRC与其他恶性肿瘤患者血清中的低分子差异

表达蛋白, 利用这些蛋白建立的判别分析模型

具有较好的鉴别诊断能力, 今后还需要用大样

本量的研究来证实. 同时, 这些标志性差异蛋白

可能在CRC的发生发展中起到了重要作用, 对
这些差异表达蛋白的鉴定也正在进行中.

图  1  结直肠癌与其他恶性肿瘤血清低分子差异蛋白ROC曲线. A-F分别代表8911、8919、8964、11 726、14 049、14 139 

M/Z蛋白.
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■应用要点
SELDI-TOF-MS
检测并经ROC曲
线分析得到的6个
血清低分子差异
表达蛋白建立的
判别分析模型具
有较好的鉴别诊
断能力, 这些标志
性差异蛋白可能
在结直肠癌的发
生发展中起到了
重要作用.
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