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Abstract
AIM: To find biomarkers for early diagnosis 
o f esophagea l cancer (EC) by detec t ing 
differentially expressed low molecular weight 
serum proteins using mass spectrometry.

METHODS: The serum proteomic patterns of EC 

patients and healthy controls were detected us-
ing the surface-enhanced laser desorption/ion-
ization-time of flight-mass spectrometry (SELDI-
TOF-MS). Differential protein peaks between 
EC patients and controls were analyzed using 
the Biomarker Pattern Software, and a model for 
early diagnosis of EC was developed and vali-
dated using an artificial neural network (ANN). 
Differential protein peaks between early and ad-
vanced EC patients were analyzed to establish a 
model for staging of EC. 

RESULTS: Five differential serum proteins were 
identified between EC patients and controls, and 
three differential serum proteins were found 
between early and advanced EC. The diagnostic 
model established based on the five differential 
serum proteins between EC patients and con-
trols had a sensitivity of 87.88%, a specificity of 
91.43%, and an accuracy of 89.71%. The blind 
test generated a sensitivity of 95.83%, a specific-
ity of 89.13%, and an accuracy of 91.43%. The 
staging model established based on the three 
differential serum proteins between early and 
advanced EC had a sensitivity of 75.76%, a spec-
ificity of 79.17%, and an accuracy of 77.19%. 

CONCLUSION: SELDI-TOF-MS in combination 
with ANN is simple and feasible for the diagno-
sis and staging of EC. 

Key Words: Esophageal cancer; Proteomics; Stag-
ing; Diagnostic model; Surface-enhanced laser des-
orption/ionization time-of-flight mass spectrometry
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摘要
目的: 研究食管癌癌变过程中血清低相对分
子质量蛋白的细微变化, 探索食管癌发生的
机制, 寻找食管癌早期诊断的生物标志物和
方法.

®

■背景资料
食管癌早期诊断
和分期诊断对食
管癌的研究具有
重要价值, 目前急
需寻找能够诊断
早期食管癌的方
法, 以提高食管癌
患者的生存率; 急
需寻找可以在术
前明确分期的方
法, 利于手术方式
的选择和术前的
治疗. SELDI蛋白
芯片技术在这方
面研究上有其显
著的优势.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 ( 浙 江 省 中 医
院、浙江省东方
医院)消化科
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方法:  应用表面激光解析电离飞行时间质
谱技术对食管癌患者血清和健康对照血清
进行蛋白质谱指纹图谱检测, 通过Biomarker 
Wizard软件筛选差异蛋白, 使用人工神经网络
软件建立食管癌早期诊断模型并用盲法验证
其诊断效果; 将食管癌早期和中晚期食管癌
患者血清质谱图进行比对分析, 寻找各期差异
蛋白, 并建立分期诊断模型. 

结果: 发现食管癌和正常人差异蛋白5种, 早
期食管癌和中晚期食管癌差异蛋白3种. 通过
早期食管癌组和健康对照组建立早期诊断模
型的灵敏度87.88%, 特异度91.43%, 准确度
89.71%, 经过盲法验证结果为灵敏度95.83%, 
特异度89.13%, 准确度91.43%. 早期食管癌和
中晚期筛选的差异蛋白建立的分期诊断模型
灵敏度75.76%, 特异度79.17%, 准确度77.19%.

结论: 表面增强激光解析离子化飞行时间质
谱联合人工神经网络技术操作较为简便, 在食
管癌的诊断和分期上具有可行性. 

关键词: 食管癌; 蛋白组学; 分期; 诊断模型; 表面增

强激光解析离子化飞行时间质谱
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0  引言

食管癌位居我国恶性肿瘤的前列, 其发病机制

和早期诊断技术一直是国内外学者研究的热点. 
因早期癌变是否能够发现已成为目前食管癌预

后的决定因素, 故本研究采用能够检测1 fmol级
别的微量蛋白的表面激光解析电离飞行时间质

谱(surface-enhanced laser desorption/ionization-
time of flight-mass spectrometry, SELDI-TOF-
MS)技术, 检测食管癌的各期(从0期到Ⅳ期)的血

清中的蛋白组学变化, 寻找相关差异蛋白, 旨在

提高食管癌的早期诊断率, 阐明食管癌的相关

发病机制并探索低相对分子质量差异蛋白组在

食管癌诊断和分期中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 试验对象分为3组: 早期食管癌组、中

晚期食管癌组和健康对照组. 食管癌患者来自

2008-07/2009-12泸州医学院附属医院收治的食

管癌患者. 根据术后病理诊断, 以国际抗癌联盟

(UICC)食管癌TNM分期标准(2002), 所有食管癌

均经过病理证实为食管鳞癌. 早期诊断模型建模

组和验证组食管癌病例构成: 男36例, 女21例, 平
均年龄59.6(31-83)岁. 其中早期诊断模型食管癌

建模组33例: 其中0期1例, Ⅰ期1例, ⅡA期31例; 
早期诊断模型验证组食管癌24例: 0期2例, Ⅰ期3
例, ⅡA期19例. 中晚期食管癌组24例: 男16例, 女
8例, 平均年龄60.7(33-87)岁, 其中ⅡB期3例, Ⅲ
期20例, Ⅳ期1例. 健康对照组82例: 男51例, 女31
例, 平均年龄54.5(27-79)岁, 所有健康对照组标本

均源于泸州医学院附属医院的2008-07/2009-12
健康体检者. 所有癌症患者均于术前1 d空腹无

菌采取静脉血, 均于术后病理学确证且在采血

之前未经任何放化疗治疗. 健康对照组, 每例标

本均做常规生化检测, 肝肾功能, 血脂、血糖均

处于正常范围, 并排除了肝炎, 糖尿病, 结缔组

织病等易使血清中产生干扰蛋白的疾病. 所有

试验样本无溶血. 早期食管癌, 中晚期食管癌和

正常人在年龄和性别上无统计学差异. 蛋白指

纹图谱分析仪(PBS Ⅱ/C)Ciphergen Biosystem 
Inc. 美国), 水(HPLC级), 三氟乙酸(trifluoro-acetic 
acid, TFA)(Sigma USA), 芥子酸(sinapic acid, SPA 
Sigma USA), 能量吸收分子, 乙腈(acetonitrile, 
HPLC grade), PBS(磷酸盐缓冲液, 10×), 均购

自美国Sigma公司. 96孔蛋白质芯片工作平台

(Ciphergen Biosystem Inc.美国), Au蛋白芯片.
1.2 方法 
1.2.1 标本的采集和处理: 抽取清晨空腹前臂静

脉全血3 mL于洁净试管(不抗凝), 避免溶血, 置
4 ℃冰箱中1-2 h, 然后4 ℃ 3 000 r/min离心10 
min; 取上清加入eppendof管. 再次3 000 r/min离
心5 min, 0.5 mL eppendof管分装, 30-100 μL每管, 
放入-80 ℃保存, 每个样本至少3管以上. 
1.2.2 芯片预处理和血清样本准备: 将芯片装入

96孔芯片处理器中进行预处理, 在处理血清样

本的同时活化芯片. 先在每孔中依次加入丙酮, 
盐酸(0.01 mmol/L), 盐酸甲醇(1∶1混合), 甲醇, 
每次加入后振荡5 min, 拍干, 卸下芯片, 室温干

燥后点样. 与此同时, 预先将血清从-80 ℃冰箱

取出, 在冰上缓慢融化(30-60 min), 放入低温离

心机4 ℃离心2 min. 取200 μL离心管编号, 于每

管中分别加入5 μL PBS, 5 μL待检血清, 充分混

匀. 在活化芯片至第3步时, 即芯片处理器开始

振荡时加入盐酸甲醇, 立即向血清样本中加入10 
μL半饱和SPA, 同时充分混匀后点样于芯池中, 
再次点样加能量吸收分子, 干燥上机检测. 
1.2.3 数据采集与处理: 用ProteinChip Software 

■研发前沿
随着SELDI技术
的研究深入, 其在
肿瘤方面的应用
前景亦有越来越
广 阔 .  如 何 设 计
更好的实验用于
肿瘤的诊断、治
疗、疗效判断和
预后估计, 并使之
能够早日用于临
床已是当前研究
者面临的主要问
题之一. 食管癌作
为危害我国人民
健康的主要肿瘤
之一, 已成为目前
SELDI-TOF-MS
研究的焦点. 
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3.2软件收集质谱信号, 设置激光强度为190, 检
测灵敏度9, 检测上限100 000 m/z, 优化收集数据

2 000-20 000 m/z, 信号收集位置20-80, 每个样本

取140个点所收集信号的平均值. 所有样本均使

用相同的参数设置. 使用Biomarker Wizard 软件

去除噪音, 初始的噪音过滤值为5, 第2次的噪音

过滤值为2, 以10%为最小阈值进行聚类, 相对分

子质量偏差设为0.3%后, 结合早期食管癌, 中晚

期食管癌以及正常人质谱图筛选差异蛋白. 
1.2.4 建立模型和盲法验证: 使用筛选出的差

异蛋白, 结合人工神经网络(a r t i f ic ia l neura l 
network, ANN)软件-人工神经网络Office插件

2.01(Youngfan开发)版本. 早期食管癌和健康对

照组建的早期诊断模型采用早期食管癌33例, 
健康对照组35例建立模型, 剩下未参与建模(24
例早期食管癌和46例健康对照)的样本作为验

证组. 分期诊断模型使用早期食管癌33例和中

晚期食管癌24例建立模型. 早期诊断模型输入

层、隐含层、输出层的节点分别设置5、3、1, 
以筛选的差异蛋白峰强度作为输入节点, 设定

训练组食管癌患者的目标输出值为1, 正常对照

的目标输出值为0, 训练次数为1 000, 学习率为

0.02(此时网络误差基本恒定且最小), 采用反向

传播(back-propagation)算法, 建立并存储人工神

经网络诊断模型. 盲法验证: 利用双盲方法, 将
验证组中食管癌和健康对照血清蛋白标志物质

谱数据输入模型进行模拟仿真计算. 根据建模

时尤登指数最好时设定cut-off值, 通过模拟计算

的结果, 对模型的预测诊断效能进行评价. 分期

诊断模型输入层、隐含层、输出层的节点分别

设置3、3、1, 以筛选的差异蛋白峰强度作为输

入节点, 设定训练组中晚期食管癌患者的目标

输出值为1, 早期食管癌的目标输出值为0, 训练

次数为1 000, 学习率为0.02, 建立并存储ANN诊

断模型. 并将建模组数据回纳入所建模型, 根据

仿真计算值计算模型的诊断效能. 
1.2.5 差异蛋白统计学处理和诊断模型诊断效能

评估: 使用SPSS11.5软件对早期、中晚期食管癌

和健康对照所筛选差异蛋白强度分别进行方差

分析; 对早期和晚期食管癌差异蛋白单独进行t
检验, 分析其差异有无显著性. 两个诊断模型中

各个差异蛋白的独立诊断价值使用SPSS进行分

析, 以尤登指数最高时确定诊断阈值, 并计算此

时的灵敏度和特异度. 对两个模型的ANN预测

值与各个差异蛋白强度同时输入SPSS软件绘制

ROC曲线图, 计算并比较曲线下面积大小. 最后

对ANN软件联合各个差异蛋白后的预测诊断效

能和各个差异蛋白单独诊断食管癌的价值进行

分析.

2  结果

2.1 差异蛋白的检出 早期食管癌例, 中晚期食

管癌和正常人, 在相对分子质量2 000-20 000 Da
共检测到有统计学差异的56个(P <0.05). 筛选

出5个差异蛋白分别是4 473、4 633、5 006、
5 343、5 926(表1), 3组中各个差异蛋白表达. 其
变化均是在食管癌中增高, 中晚期食管癌较早

期食管癌更高(图1).
单独分析早期食管癌和中晚期食管癌质谱

图发现了3个显著差异(P <0.001)差异蛋白, 分别

是4 473、5 334、5 890. 3个差异蛋白强度情况. 
均是中晚期食管癌患者明显增高(表2), 这3个蛋

白建立的分期诊断模型能够很好地区分早期和

中晚期食管癌患者.
2.2 各差异蛋白在各组中的诊断价值及其ROC
曲线图 早期和分期诊断模型中各个差异蛋白

的诊断价值如下(表3, 表4), 早期诊断模型中

ANN预测值和质荷比为5 006、5 926、5 343、
4 633、4 473的ROC曲线(图2A)下面积分别为

0.958、0.88、0.848、0.758、0.725、0.716. 分
期诊断模型中ANN预测值和质荷比为5 334、

表  1  早期、中晚期食管癌和正常人差异蛋白 (mean±SD)

     
差异蛋白	                        峰强度 	        方差分析

(m/z)       晚期食管癌  早期食管癌  正常对照    F值          P值

4 473 11.48±

  8.59

  7.70±

  4.98

  4.29±

  3.34

11.45 <0.001

4 633   9.70±

  4.55

  7.52±

  3.80

  4.82±

  3.05

12.43 <0.001

5 006   9.92±

  3.68

  7.81± 

  3.85

  2.54±

  2.36

40.25 <0.001

5 343 32.97±

16.07

23.67±

12.72

13.12±

  9.17

18.28 <0.001

5 926 48.11±

19.84

40.61±

15.63

19.89±

12.54

26.34 <0.001

■相关报道
国内外许多学者
对使用SELDI技
术诊断食管癌进
行了广泛的研究, 
差异蛋白筛选结
合蛋白组学数据
库 初 步 鉴 定 后 , 
再经过其他技术
(2-DE等)验证鉴
定后建立诊断模
型, 这可能是进一
步探讨食管癌发
病机制和提高诊
断食管癌诊断率
的关键.

表  2  早期食管癌、中晚期食管癌差异蛋白 (mean±SD)

     
差异蛋白	     	     峰强度		             t 检验

(m/z)	    早期食管癌     中晚期食管癌	      t 值	   P 值

4473	     7.7±4.98      11.57±8.50      2.158    0.035

5334	 23.86±12.64    33.40±15.55    2.554    0.013

5890	 10.28±8.11      17.18±14.70    2.260    0.028
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5 890、4 473的R O C曲线(图2B)面积分别为

0.774、0.678、0.670、0.657.
2.3 诊断模型 使用5个差异蛋白建立早期食管癌

和正常人的诊断模型. 该模型的灵敏度87.88%, 
特异度91.43%, 准确度89.71%, 使用未参与建

模的病例盲法验证结果为灵敏度95.83%, 特异

度89.13%, 准确度91.43%. 使用3个在早期和中

晚期食管癌的差异蛋白建立的区别食管癌病理

分期模型的诊断效率是: 灵敏度75.76%, 特异度

79.17%, 准确度77.19%.

3  讨论

食管癌已成为我国危害人们健康的常见肿瘤, 
目前临床就诊的手术患者中多数为Ⅱ、Ⅲ期患

者, 占90%以上, 但目前Ⅱ、Ⅲ食管癌5年生存率

在20%-36%[1]. 目前张合林等[2]发现淋巴结转移

已成为食管癌预后的重要因素, 王永岗[3]研究发

现有淋巴结转移者的5年生存率为16.4%, 明显

低于无淋巴结转移者的51.9%, 且ⅡB期患者的

5年生存率和Ⅲ期患者相近. 故本研究据淋巴结

转移的与否将食管癌分为早期食管癌(0、Ⅰ、

ⅡA期)、中晚期食管癌(ⅡB、Ⅲ、Ⅳ期), 以便

于更好地分析食管癌癌变过程中蛋白变化情况, 

探索食管癌癌变机制. 
本项研究筛选出食管癌低相对分子质量差

异蛋白质共计56个(P <0.05), 其中表达明显差异

(P <0.001)的有5个, 他们对于食管癌的诊断价值

大小依次为: 5 006 Da>5 926 Da>5 343 Da>4 633 
Da>4 473 Da, 其灵敏度在64.71%-82.35%, 特异

性为77.17%-91.43%. 而在分期诊断模型中, 3个
差异蛋白的诊断价值大小分别为5 334 Da>5 890 
Da>4 473 Da, 其灵敏度为72.73%-81.82%, 特异

度在54.17%-66.67%. 陈建平等[4]研究食管癌患

者和正常人血清发现, 差异蛋白强度在正常人

中均高于食管癌, 而本研究与王英等[5], 王立东

等[6], 刘茶珍等[7], 施民新等[8], Xu等[9], 亦不全相

同. 各个研究所筛选差异蛋白和建立模型的诊

断效果不同, 这可能与多种因素有关. (1)病例选

择: 如王士杰等[10]只选择了高发区病例; 有的学

者只选用食管鳞癌或腺癌[11], 有的两者兼有. (2)
芯片种类: WCX2芯片主要和蛋白质表面的正

电荷基团相互作用(如赖氨酸, 精氨酸, 组氨酸)
而捕获蛋白质; IMAC3芯片可以螯合金属离子

(Cu2+, Ni2+. Ca2+)等, 通过色氨酸, 半胱氨酸及磷

酸化氨基酸等与血清中蛋白质相结合以检查磷

酸化蛋白质或生物标志分子; 而本研究所用金

芯片是在将样品经过适当处理后直接点样干燥

表  3  早期诊断模型中各个差异蛋白的诊断价值

     
差异蛋白m/z 诊断阈值 灵敏度(%) 特异度(%)

4 473   6.45 64.71 80.00

4 633   5.43 73.53 77.14

5 006   4.86 82.35 91.43

5 343 22.70 61.76 91.43

5 926 30.99 79.41 82.86

表  4  分期诊断模型中各个差异蛋白的诊断价值

     
差异蛋白m/z 诊断阈值 灵敏度(%) 特异度(%)

4 473 10.04 81.82 54.17

5 334 33.12 81.82 54.17

5 890 11.65 72.73 66.67
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图  1  3组中各个差异蛋白表达情况.

图  2  各个差异蛋白强度以及ANN预测值的ROC曲线. A: 早

期诊断模型; B: 分期诊断模型.
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■创新盘点
本研究建立了一
种对食管癌进行
早期诊断和分期
诊断的模型, 并具
有较高的诊断效
能, 可以在大样本
验证后用于临床
辅助诊断. 
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后检测. (3)数据挖掘软件. ANN是一种大规模并

行非线性处理系统, 具有良好的抗干扰能力, 适
应性、自学习能力, 在数据挖掘方面较决策树

和支持向量机有其独特的优势. ANN联合分析

差异蛋白质组, 建立的早期诊断模型和分期诊

断模型明显提高了诊断效率, ROC曲线下面积

为0.958和0.774, 较单个差异蛋白的诊断价值明

显增高, 提示ANN具有综合能力及提高多项试

验联合诊断的潜力. ANN联合SELDI技术筛选差

异蛋白诊断疾病模型有其显著的优势, 余捷凯

等[12]用于卵巢癌, 姜伟等[13]用于精神分裂症都取

得了很好的诊断效果. 
食管癌患者明显表达增高的5个差异蛋白

质组与疾病发展阶段呈现正相关的现象, 在肿

瘤晚期其表达强度增高明显. 因所选差异蛋白

均带一个电荷, 所以其质核比就代表了其相对

分子质量. 经Swiss-Prot蛋白质数据库初步检索, 
4 633 Da的蛋白质可能为一种等电点PI: 9.05, 相
对分子质量为4 632的蛋白质-单链DNA结合蛋

白(single-stranded DNA-binding protein MSSP-1). 
其可能作用于原癌基因的上游区局部, 与DNA
复制相关. 相对分子质量为5334的蛋白可能为

β-防御素134(beta-defensin 134), 相对分子质量

5 324 Da, PI: 6.73. 防御素是一类相对分子质量

在4 000 Da左右的阳离子抗菌肽, 普遍分布于哺

乳动物、昆虫及植物体内, 而人防御素属于抗

菌肽家族防御素类, 是人体免疫系统的重要组

成部分, 为4 000-6 000 Da的阳离子短肽, 是人

体内源性免疫系统的重要组成部分. β-防御素

(HBD3)在成年人心脏, 骨骼肌, 胸腺, 食管、口

腔黏膜等中均有表达[14]. 然而迄今为止β-防御素

家族的基因发现的不多, 功能也不很清楚, 故其

在食管癌的发生和进展中是否有作用以及作用

如何尚需进一步研究. 其他几个相对分子质量

没有在此数据库中发现相关蛋白. 
在分期诊断模型中各个差异蛋白在食管癌

中晚期的表达强度较早期食管癌高, 且差异有

显著性. 差异蛋白之一5 890查阅数据库鉴定为

为纤维蛋白原α链(fibrinogen alpha chain frag). 
目前发现血浆中纤维蛋白原增高与多种肿瘤的

发生、发展、转移和预后相关[15,16]. 而纤维蛋

白原α链表达强度增高是否与血浆中纤维蛋白

原含量相关目前还有待进一步研究. 差异蛋白

4 473鉴定为抗凝血酶Ⅲ(antithrombin-Ⅲ). 抗凝

血酶Ⅲ是一种球蛋白, 在肝脏内合成, Allard等[17]

发现其与脑卒中关系密切. 目前大多文献报道

在肿瘤患者血中抗凝血酶Ⅲ浓度较健康正常人

低, 可能是由于癌肿中有凝血活酶物质释放到

血流中促进凝血过程, 从而使其浓度下降. 本研

究筛选出差异蛋白虽然较健康对照高, 但是其

强度仍较大多数差异蛋白低. 本研究其他几个

差异蛋白未在蛋白组学数据库中找到人类相对

应的蛋白, 可能是未被人们发现的新蛋白. 分
期诊断模型在经过大样本验证可行后, 就可以

在食管癌患者术前就可以明确其是否属于中晚

期食管癌, 对手术方式的选择和术前治疗药物

的选择方面有重大的意义. 在蛋白组学技术结

合实验数据库的应用方面, 蔡建等[18]利用http://
www.dbmi.pitt.edu/EPO-KB/Query.jsp软件鉴定

了结直肠癌标志物血小板因子4, 并通过ELISA
验证. 因此通过SELDI技术筛选差异蛋白并经

数据库鉴定具有较好的准确性和较大的可行性. 
本研究采用高通量高灵敏度的SLEDI检测技术, 
从食管癌在发生发展过程中蛋白质代谢的细微

变化探索疾病过程的内在联系, 建立早期和分

期诊断模型, 进而寻找一种能够在食管癌早期

就能够较好诊断和在食管癌术前就能够明确进

行分期诊断的新方法. 这可能为肿瘤的诊断和

防治以及发病机制的探索找到一种新的方法. 
鉴于淋巴结转移将显著影响患者的预后, 而如

果能够在患者手术治疗前发现患者存在淋巴结

转移, 则可预先进行淋巴结清扫等处理提高患

者的术后生存率. 因此我们下一步将扩大样本

量, 多中心, 更长时间的重复验证早期和分期诊

断模型的诊断效果, 并将结合最新食管癌分期

UICC(2009年)进一步分析差异蛋白是否随转移

的淋巴结数目增多而变化并且鉴定其相关蛋白. 
更大样本的双盲验证和完善的诊断模型, 促使

其早日用于临床.
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■同行评价
本文整体设计尚
合理 ,  结果可靠 , 
为食管癌发病机
制的研究奠定基
础, 具有一定的临
床参考价值.
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