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Abstract
AIM: To identify differentially expressed se-
rum proteins between preoperative patients 
with hereditary nonpolyposis colorectal cancer 
(HNPCC) and those with sporadic colorectal 
cancer to find potential markers for the diagno-
sis of HNPCC.

METHODS: The composition of serum proteins 
was detected by surface-enhanced laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry 
(SELDI-TOF-MS) and protein chip assay in 20 
preoperative HNPCC patients and 25 patients 
with sporadic colorectal cancer. Discriminatory 
serum protein profiles were analyzed with the 
Biomarker Wizard software and Biomarker Pat-
tern software.

RESULTS: Two proteins (m/z 7 516.68 Da and 
4 827.07 Da) were chosen to create a decision 
classification tree model which could discrimi-
nate the two groups of patients. In the test mode, 
the accuracy, sensitivity, specificity, and positive 
predictive value of the model for prediction of 
HNPCC was 86.7%, 72.3%, 95.1% and 92.5%, 

respectively, while the corresponding values for 
blinded validation were 75.6%, 100%, 69.8% and 
99.2%, respectively.

CONCLUSION: The classification tree model 
constructed with two differentially expressed 
proteins identified by SELDI-TOF-MS between 
HNPCC patients and patients with sporadic 
colorectal cancer possesses high sensitivity and 
specificity in the prediction of HNPCC.
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摘要
目 的 :  研 究 遗 传 性 非 息 肉 病 性 结 直 肠 癌
(HNPCC)与散发性结直肠癌患者术前血清蛋
白质的表达差异, 以期发现可用于HNPCC诊
断的生物学指标. 

方法: 应用表面增强激光解吸电离飞行时间
质谱(SELDI-TOF-MS)技术结合蛋白质芯片分
别检测20例HNPCC和25例散发性结直肠癌患
者术前血清蛋白质组分. 将获得的蛋白质谱采
用美国Ciphergen公司的Biomarker Wizard和
Biomarker Pattern软件进行分析. 

结果: 以质荷比为7 516.68 Da和4 827.07 Da建
立的分类决策树模型能将HNPCC和散发性结
直肠癌患者区分开来. 该模型在测试模式下诊
断准确率为86.7%、灵敏度为72.3%、总特异
度95.1%、阳性预测值92.5%. 盲法验证模式
下诊断准确率为75.6%、灵敏度69.8%、总特
异度99.2%、阳性预测值100%.

结论: 利用SELDI-TOF-MS技术建立的HNPCC
诊断分类树模型具有较高的敏感度和特异度.

关键词: 遗传性非息肉病性结直肠癌; 表面增强激

光解吸电离飞行时间质谱; 蛋白质组学
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■背景资料
遗 传 性 非 息 肉
病 性 结 直 肠 癌
( H N P C C ) 是 一
种 常 染 色 体 显
性 遗 传 病 ,  当 前
HNPCC的诊断主
要 依 靠 M M R 基
因突变和MSI检
测. 但上述手段存
在检测过程耗时
长、检测结果不
稳定以及诊断灵
敏度低等不足. 因
此 ,  探 索 一 种 新
的检测手段对于
HNPCC的早期诊
断来讲, 显得至关
重要.

■同行评议者
顾国利, 副主任医
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0  引言

遗传性非息肉病性结直肠癌(hereditary nonpol-
yposis colorectal cancer, HNPCC)是一种常染

色体显性遗传病. 作为结直肠癌的一个重要亚

型,  其病因和临床病理类型较为特殊, 同时具

有肿瘤的遗传性、高发性、多发性和肿瘤发生

的多器官性等特点, 是目前结直肠癌和遗传性

肿瘤的一个研究热点[1,2]. 本实验通过对HNPCC
和散发性结直肠癌患者术前血清蛋白质进行

分析, 探讨两者之间血清蛋白的表达差异, 建立

HNPCC疾病诊断模型. 

1  材料和方法

1.1 材料 新乡市中心医院2005-08/2010-07住院

的结直肠癌患者共计2 875例, 从中选取HNPCC
患者术前血清标本20例, 其中男13例, 女7例, 年
龄26-75(平均52±6)岁. 入选标准参照阿姆斯特

丹标准Ⅱ[3], 对符合HNPCC临床诊断标准者在

课题研究前先进行错配修复基因突变(mismatch 
repair, MMR)和微卫星不稳定(microsatellite in-
stability, MSI)检测以进一步印证HNPCC的诊

断. 同时随机选取同时期散发性结直肠癌患者

术前血清标本25例, 其中男15例, 女10例, 年龄

30-82(平均57±8)岁. HNPCC和散发性结直肠

癌病例术后均经病理学确诊. 应用随机数字表

把血清标本分成8个样本1个实验组. 取样人群

具有相似的暴露史、相同的民族. 所有受试对

象均知情同意并排除存在影响血清蛋白质含量

的自身免疫、肝炎、过敏等相关性疾病. 尿素

(urea)、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)、芥子酸

(SPA)、乙腈(ACN)、三氟乙酸(TFA)、N-2-羟
乙基哌嗪-N'-2乙基磺酸(HEPES)均购自Sigma公
司, SELDI蛋白质芯片仪(美国Ciphergen公司)、
各种类型S E L D I蛋白质芯片(美国B I O-R A D 
Laboratories公司).
1.2 方法 
1.2.1 血清标本的采集与保存: 患者于术前清晨

清醒空腹状态下采集静脉血3-4 mL, 4 ℃冰箱中

静置2 h后离心(1 000 r/min, 30 min), 取血清按

100 μL/管分装, 置于-70 ℃冰箱中保存. 
1.2.2 血清标本准备: 4 ℃环境下融解冰冻血

清, 每个样品取10 μL分别置于1.5 mL离心管
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中, 每管加20 μL U9缓冲液(含9 mol/L尿素, 2% 
CHAPS, 50 mmol/L Tris-HCl pH9.0), 4 ℃环境下

200 r/min振荡30 min, 使蛋白质变性. 分别取120 
μL IMAC结合/洗脱缓冲液(100 mmol/L磷酸钠

+500 mmol/L氯化钠, pH7.0)置于1.5 mL离心管

中, 每管加入10 μL上述变性后的血清样品后混

匀, 4℃振荡30min. 
1.2.3 芯片处理: 将芯片放入操作平台, 每孔加

100 mmol/L硫酸铜50 μL, 4 ℃环境下200 r/min
振荡5 min, 使Cu2+结合于芯池中, 倒除硫酸铜

溶液, 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, 4 ℃环境下200 
r/min振荡5 min后倒除醋酸钠溶液, 用去离子水

冲洗5次后甩干, 以除去没有结合的Cu2+. 用去离

子水冲洗5次, 吸水纸滤干操作平台. 每孔加入

IMAC结合/洗脱缓冲液150 μL, 4 ℃环境下200 
r/min振荡5 min, 除去缓冲液, 重复1次. 每孔加

入稀释好的血清样品50 μL上样, 4 ℃环境下200 
r/min振荡60 min后除去未结合的样品. 每孔加入

150 μL IMAC结合/洗脱缓冲液, 4 ℃环境下200 
r/min振荡5 min, 除去缓冲液, 重复1次. 吸水纸

滤干操作平台, 将芯片移出操作平台, 每孔风干, 
每孔加入0.5 μL SPA饱和溶液/次, 共2次, 风干后

即可上机测定. 
1.2.4 芯片检测: 用加有All-in-one标准蛋白质的

NP20芯片校正质谱仪, 设定仪器参数(Digitizer 
rate = 1 000, Mass Deflector Value = 2). 设定所

有血清样品检测的蛋白质相对分子质量区间在

1 500-200 000 Da, 低于1 500 Da的蛋白质或肽段

将自动从波谱中被清除, 因在0-1 500 Da这一区

间可存在加合物、试剂成分、SPA以及其他化

学成分, 影响后续的数据分析. 设定低能量激光

强度读取低分子量蛋白质数据设最高分子量为

50 000 Da, 最佳状态从3 000-15 000 Da, 并选择

最佳激光强度和最佳检测灵敏度, 聚焦到最佳

中心, 设定数据收集方法为seldi quantitation, 其
数据收集参数acquisition parameters为20, delta 
4, transients per to 10 ending position to 80, 设预

热位置用2个点, 选择激光强度为激光最佳强度

+10, 数据收集不包括预热点. 设定高能量激光

强度(high laser intensity)读取高分子量蛋白质

数据. 设最高分子量为200 000 Da, 最佳状态从

10 000-50 000 Da, 设开始激光强度为低激光强

度+30即为最佳激光强度, 设开始监测器灵敏度

为最佳检测灵敏度, 并聚焦到最佳中心, 设定数

据收集方法为seldi quantitation, 其数据收集参数 

www.wjgnet.com

■研发前沿
HNPCC是一种常
染色体显性遗传
病 .  作 为 结 直 肠
癌的一个重要亚
型 ,   其病因和临
床病理类型较为
特殊, 同时具有肿
瘤的遗传性、高
发性、多发性和
肿瘤发生的多器
官性等特点, 是目
前结直肠癌和遗
传性肿瘤的一个
研究热点.
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acquisition parameters为22, delta 4, transients per 
to 10 ending position to 82, 设预热位置用2个点, 
选择激光强度为激光最佳强度+10, 数据收集不

包括预热点. 
1.2.5 数据处理: 利用Ciphergen ProteinChip软
件完成对蛋白质质谱信息的录入和质谱图的绘

制, 其中横坐标为质荷比, 即蛋白质相对分子质

量, 纵坐标为波峰强度, 即蛋白质相对含量. Bio-
marker Wizard统计软件用于对各组相同M/Z条
件下其血清中不同的蛋白质相对含量进行计算, 
从而筛选出差异蛋白. 用Biomarker Pattern数据

挖掘软件通过定义一个完善的训练-验证协议把

所有待检样本数据分成训练组和测试组, 在学

习模式下(最优分类决策树模型建立的过程)对
训练组用n倍交叉方法建立最优分类决策树模

型, 以保证其正确性, 然后在测试模式(检验该模

型诊断价值的过程)下用测试组对最优分类决策

树模型进行验证和测试, 分别得到此模型对训

练组和测试组的分组准确率、灵敏度、特异度

以及阳性预测值. 
统计学处理 采用Biomarker Wizard统计软

件分别对HNPCC和散发性结直肠癌患者血清

蛋白质的波峰强度进行t检验, 数据均以mean±
SD表示, P <0.05认为差异有统计学意义. 采用

Biomarker Pattern软件用10倍交叉验证方法利用

差异蛋白建立最优分类决策树模型. 

2  结果

2.1 HNPCC与散发性结直肠癌患者术前血清蛋

白质表达存在差异 采用Biomarker Wizard软件

对所测得20例HNPCC与25例散发性结直肠癌

患者血清蛋白质进行比较, 结果显示在质荷比

2 700-16 500 Da范围内检测到的26个蛋白质峰

中,  有5个蛋白质荷比位点处的波峰强度有统计

学意义(P <0.05, 图1, 表1). 
2.2 差异蛋白在HNPCC和散发性结直肠癌患者

血清中的表达情况 比较5个差异蛋白在血清中

的相对含量, 结果显示在HNPCC患者血清中

均呈显著下调. 在5个差异蛋白中, 随即选取质

荷比为7 516 Da和9 604 Da的两个差异蛋白在

HNPCC与散发性结直肠癌患者血清中表达的波

谱图与模拟电泳图如下(图2). 
2.3 生物标志物的发现及其分类决策树模型的

建立和分析 将Biomarker Wizard软件分析所得

到的有差别的蛋白质峰建立数据库, 导入Bio-
marker Pattern统计分析软件, 选择相应条件对20
例HNPCC以及25例散发性结直肠癌患者术前血

清中蛋白质组成进行分析, 结果发现以质荷比

为7 516.68 Da和4 827.07 Da两个差异蛋白组成

的分类决策树模型(图3)可将HNPCC和散发性

结直肠癌两组区分开来. 用这个生物标志物数

据共产生3个终节点. 在节点1处共有45例结直

肠癌患者, 有27例患者血清差异蛋白的相对含

量满足条件M/Z 7 516.68 Da≤2.218被分到节点

2, 余18例被分到终节点3; 节点2处27例患者中

有21例患者血清差异蛋白的相对含量满足条件

M/Z 4 827.07 Da≤0.282被分到终节点1, 余6例
被分到终节点2. 
2.4 分类决策树模型分别在软件学习和测试

模式下的分类结果 在软件学习模式下对20例
HNPCC和25例散发性结直肠癌进行分组, 分
组准确率为86.7%(39/45), 在软件测试模式下

对上述样本进行双盲检测 ,  其分组准确率为

75.6%(34/45). 分类决策树模型在软件两种模式

下对各组的错分情况见表2.

3  讨论

H N P C C是一种常染色体显性遗传病 ,  当前

HNPCC的诊断主要依靠MMR基因突变和MSI
检测[4-6]. 但上述手段存在检测过程耗时长、检

测结果不稳定以及诊断灵敏度低等不足[7-9]. 因

■应用要点
本文利用SELDI-
TOF-MS技术建
立的HNPCC诊断
分类树模型具有
较高的敏感度和
特异度.

表  1  两组患者血清中5个差异蛋白的波峰强度比较

     
质荷比(Da)

                波峰强度
    P 值

散发性结直肠癌      HNPCC

7 516.68    8.63±1.41 1.45±0.33 0.01278

4 827.07  10.11±7.34 5.17±3.31 0.02519

9 604.74    5.52±4.56 2.77±2.05 0.02832

6 147.44    7.02±4.36 3.57±1.49 0.03001

12 720.83    2.35±1.50 1.89±0.47 0.04948

30
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0
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图  1  HNPCC与散发性结直肠癌患者血清中相同质荷比的蛋白质相对含量比较.
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此, 探索一种新的检测手段对于HNPCC的早期

诊断来讲, 显得至关重要. 
SELDI-TOF-MS技术具有高通量、操作简

捷、样本处理简单等优点, 目前已广泛应用于

卵巢癌、前列腺癌、肝癌、食管癌、结直肠癌

等多种肿瘤的研究[10-14]. 我们采用SELDI-TOF-
MS技术对20例HNPCC和25例散发性结直肠癌

的血清标本进行了蛋白质指纹图谱的测定, 并
应用相关软件进行数据分析. 建立的模型分别

对70例测试血清标本进行盲法验证, 得到准确

率为75.6%、灵敏度69.8%、总特异度99.2%、

阳性预测值100%, 明显优于当前HNPCC的检测

手段(诊断准确率为40%-60%)[7-9]. 此分类决策树

模型的建立, 不仅在HNPCC临床筛查及诊断方

面可能发挥更大的潜力, 同时丰富了结直肠癌

蛋白质诊断模板. 
但由于我们的病例数量有限, 由年龄和性

别带来的干扰难以通过抽样检查. 因此, 我们将

所有样本按年龄和性别分类后, 在以上各人群

组内、组间及总样本间进行比较, 建模时将有

明显差异的蛋白质剔除, 以此排除年龄和性别

带来的干扰. 但该模型诊断一致性强度一般, 我
们考虑与以下因素有关: (1)样本量有限; (2)由
于同一个M/Z可对应多个蛋白质. 因此, 依据性

别、年龄分组比较后筛除的蛋白质可能同时对

应了性别、年龄差异蛋白及对筛查诊断有意义

的蛋白, 由此损失了一些生物学信息. 今后我们

会不断扩大样本量, 对分类树模型进行不断的

修正, 以提高诊断的准确率、灵敏度以及特异

度, 并通过双盲法对该模型进行验证. 同时我们

也将对质荷比为7 516.68 Da和4 827.07 Da的这

种蛋白质进行长期、动态、定量的监测, 分析

术前、术后长期的变化规律, 并对其进行鉴定, 
希望能对HNPCC的病因、发病机制、诊断以及

治疗等研究提供理论依据. 
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节点2

M/Z 4 827.07 Da
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终结点3
n = 18

终结点2
n = 6

终结点1
n = 21

图  3  分类树模型简图. Node: 节点; Terminal Node: 终节

点; N: 例数.
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