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Abstract
AIM: To detect specific protein biomarkers for 
esophageal cancer by comparing serum pro-
teomic spectra between patients with esophageal 
cancer and healthy individuals. 

METHODS: Serum samples were collected 
from 63 patients with esophageal cancer and 62 
healthy individuals, and randomized into model 
construction group and validation group. WCX 
kit and matrix-assisted laser desorption/ ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS) technology were used to detect serum 
samples from patients with esophageal cancer 
and healthy individuals. Flex Analysis software 
was used to analyze protein peaks for significant 
difference. Mass spectrometry data obtained were 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年11月8日; 20(31): 3021-3026
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

基于磁珠分离的生物质谱技术用于食管癌临床诊断
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®

■背景资料
食管癌是我国常
见的恶性肿瘤之
一, 其预后差的主
要原因在于缺乏
高灵敏度、特异
度的早期诊断方
法 .  蛋 白 质 组 学
具有高通量、高
灵敏度等技术优
势, 为肿瘤早期诊
断的研究开拓了
新的视野. 开展食
管癌早期诊断的
蛋白质组学研究
具有重要的临床 
意义. 

analyzed using ClinPro Tools software. The mod-
el was then built using ClinproTools2.2 software 
and evaluated in a blind test for reliability. 

RESULTS: Twenty-four differentially expressed 
proteins in serum were screened by comparing 
serum protemic spectra between esophageal 
cancer patients and healthy individuals, in-
cluding 12 up-regulated proteins and 9 down-
regulated ones. Three proteins (654.74, 1 451.48 
and 1 866.67 Dr) were obtained for developing 
a ClinProt model which was able to classify 
esophageal cancer patients and healthy indi-
viduals with a sensitivity of 93.75% (30/32) 
and a specificity of 90.00% (27/30). In a double 
blind validation, the ClinProt model yielded a 
sensitivity of 93.55% (29/31) and a specificity of 
90.32% (28/31). 

CONCLUSION: MALDI-TOF-MS combined with 
WCX kit technology allows directly screening dif-
ferentially expressed serum protein in esophageal 
cancer, and these protein markers can be used for 
diagnosis of early esophageal cancer. 

Key Words: Esophageal cancer; Proteomics; Mag-
netic beads; Matrix-assisted laser desorption/ioni-
zation time-of-flight mass spectrometry
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摘要
目的: 基于磁珠分离的生物质谱技术, 建立食
管癌诊断的血清学检测方法. 

方法: 收集血清样本123例(其中食管癌63例, 
正常人61例), 随机分为建模组和验证组. 运用
弱阳离子纳米磁珠(magneticbead-weak cation 
exchange, MB-WCX)联合基质辅助激光解吸
离子飞行质谱(matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF-MS), 建立食管癌与正常人血清
蛋白质谱. 用Flex Analysis 2.4软件收集数据, 
应用Clinpro Tools 2.2软件对建模组32例食管
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吕宾, 教授, 浙江
中医药大学附属
医院(浙江省中医
院)



3022               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2012年11��������� ��� �����月8������� ��� �����日������ ��� �����   第20卷  第31��期 

www.wjgnet.com

■研发前沿
应用磁珠分离结
合基质辅助激光基质辅助激光
解吸离子飞行质
谱(MALDI-TOF-MALDI-TOF-
MS)检测进行比
较蛋白质组学研
究 ,  可 以 发 现 差
异 蛋 白 ,  通 过 软
件 分 析 ,  建 立 诊
断 模 板 ,  对 疾 病
的筛查有重要价
值 ,  是 疾 病 蛋 白
质组学研究的热
点 ,  但 由 于 所 发
现的有诊断价值
的多肽多是低丰
度、小分子量蛋
白 ,  其 鉴 定 是 一
项具有挑战性的
工作.

癌患者和30例正常人血清差异蛋白质谱进行
定量分析, 应用Support Vector Machine算法建
立食管癌诊断模型, 应用所获取的诊断模型对
验证组样本(31例食管癌和31例正常人)进行
分类诊断, 以评价诊断模型的诊断价值. 

结果: 通过比较分析食管癌与正常人血清蛋
白质谱, 发现共有21个差异蛋白峰(P <0.05), 
其中在食管癌中表达上调12个, 表达下调9
个, 利用其中3个差异峰(Mr分别为654.74、
1 451.48、1 866.67 Dr)建立诊断模型, 获得
了93.75%(30/32)的敏感性和90.00%(27/30)
的特异性, 经独立样本双盲验证, 其灵敏度为
93.55%(29/31), 特异度为90.32%(28/31). 

结论: 基于磁珠分离和MALDI-TOF-MS技术
能直接检测出食管癌患者血清差异表达蛋白, 
建立的诊断模型具有较高的敏感性和特异性, 
对提高食管癌的诊断具有一定的临床意义. 

关键词: 食管癌; 蛋白组学; 磁珠; 基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱技术
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0  引言

食管癌是常见恶性肿瘤之一[1]. 在我国, 食管癌

的发病率呈上升趋势, 在我国北方具有很高的

发病率和死亡率, 与肺癌、胃癌、肝癌等各种

恶性肿瘤一起, 成为中国�口的主要死因[2]. 早
期患者及时手术治疗后5年生存率可到90%以

上, 但中晚期患者即使行以手术为主的综合治

疗, 仍有半数以上患者死于局部复发或转移[3]. 
目前, 食管癌诊断技术虽然大有提高, 但仍有

半数以上患者在首次就诊时已属中晚期, 因此

同其他恶性肿瘤一样, 早期诊断是提高患者生他恶性肿瘤一样, 早期诊断是提高患者生恶性肿瘤一样, 早期诊断是提高患者生

存率和生活质量的关键[3]. 本研究利用WCX纳

米磁珠联合基质辅助激光解析离子�飞行时间

质谱(matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-
MS)技术对食管癌患者及健康�愿者血清蛋白

质谱的变�进行分析对比, 旨在发现可用于食

管癌早期临床诊断的新方法, 以期提高早期诊

断水平, 改善预后. 

1  材料和方法

1.1 材料 本项目研究得到我院伦理委员会认证, 
所纳入病例及健康�愿者知情同意后行标本采

集和相关检查. 本组食管癌患者63例, 术后经病. 本组食管癌患者63例, 术后经病本组食管癌患者63例, 术后经病63例, 术后经病例, 术后经病, 术后经病术后经病

理诊断为食管癌, 其中TNMⅠ期16例, TNMⅡ期, 其中TNMⅠ期16例, TNMⅡ期其中TNMⅠ期16例, TNMⅡ期TNMⅠ期16例, TNMⅡ期期16例, TNMⅡ期16例, TNMⅡ期例, TNMⅡ期, TNMⅡ期期

47例, 平均年龄为(48.0±3.6)岁, 术前经B超等影例, 平均年龄为(48.0±3.6)岁, 术前经B超等影, 平均年龄为(48.0±3.6)岁, 术前经B超等影平均年龄为(48.0±3.6)岁, 术前经B超等影(48.0±3.6)岁, 术前经B超等影岁, 术前经B超等影, 术前经B超等影术前经B超等影B超等影超等影

像学检查, 除外肝、骨转移. 同时, 收集健康�, 除外肝、骨转移. 同时, 收集健康�除外肝、骨转移. 同时, 收集健康�. 同时, 收集健康�同时, 收集健康�, 收集健康�收集健康�

愿者血清61例, 年龄与食管癌组差异无统计学61例, 年龄与食管癌组差异无统计学例, 年龄与食管癌组差异无统计学, 年龄与食管癌组差异无统计学年龄与食管癌组差异无统计学

意义, 经体格检查、胃镜检查等除外食管占位, 经体格检查、胃镜检查等除外食管占位经体格检查、胃镜检查等除外食管占位

性病变. 以上血清标本均由解放军150中心医院. 以上血清标本均由解放军150中心医院以上血清标本均由解放军150中心医院150中心医院中心医院

提供. 按照完全随机�的方法, 将食管癌患者与. 按照完全随机�的方法, 将食管癌患者与按照完全随机�的方法, 将食管癌患者与, 将食管癌患者与将食管癌患者与

健康�愿者分为建模组与验证组. 其中, 建模组. 其中, 建模组其中, 建模组, 建模组建模组

包括食管癌32例(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ期32例(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ期例(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ期(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ期其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ期TNMⅠ期8例, TNMⅡ期期8例, TNMⅡ期8例, TNMⅡ期例, TNMⅡ期, TNMⅡ期期

24例)与健康�愿者30例, 验证组包括健康�愿例)与健康�愿者30例, 验证组包括健康�愿)与健康�愿者30例, 验证组包括健康�愿与健康�愿者30例, 验证组包括健康�愿30例, 验证组包括健康�愿例, 验证组包括健康�愿, 验证组包括健康�愿验证组包括健康�愿

者与食管癌各31例(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ31例(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ例(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ(其中TNMⅠ期8例, TNMⅡ其中TNMⅠ期8例, TNMⅡTNMⅠ期8例, TNMⅡ期8例, TNMⅡ8例, TNMⅡ例, TNMⅡ, TNMⅡ

期23例).23例).例).). 
采集�愿者清晨空腹静脉全血5 mL(不加

抗凝剂), 室温静置30 min后, 以2 000 r/min离心 
15 min, 将上层血清取出并分装, 冻存于-80 ℃冰

箱. 实验时, 样品常温解冻, 待用. 食管癌患者于

术前当日清晨采集. 
基质辅助激光解析离子�飞行时间质谱仪

(matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrum, MALDI-TOF-MS, Autoflex-
Ⅲ)、弱阳离子纳米磁珠(magneticbead-weak 
cation exchange, MB-WCX)及其缓冲液体系、α-
氰基-4-羟基肉桂酸(α-cyano-4-hydroxycinnamic 
acid, HCCA)和混合标肽均购自Bruker公司. 乙
腈(acetonitrile, ACN)、三氟乙酸(trifluoroacetic 
acid, TFA)、SPA(sinapinic acid)、尿素、DTT、
CHAPS、Tris-HCl、NaAC等购自美国Sigma公司. 
1.2 方法 
1.2.1 WCX纯化多肽: (1)4 ℃冰箱取出磁珠试剂

盒, 取出弱阳离子磁珠悬浮液一管, 手动上下摇

动, 完全混匀磁珠悬浮液, 1 min; (2)取出10 μL磁
珠结合缓冲液(binding solution, BS)加入200 μL
样品管中, 再加入10 μL磁珠及5 μL血清, 用加

样枪上下吸打混匀, 避免产生气泡; (3)室温静置

5 min, 将样品管放入磁珠分离器, 使磁珠贴壁1 
min, 磁珠与悬浮的液体分离, 用加样枪吸去悬

浮的液体; (4)加入100 μL磁珠清洗缓冲液(wash-
ing solution, WS), 在磁珠分离器前后相邻两孔

间反复移动样品管10次, 使样品管在磁珠分离

器上静置, 磁珠贴壁, 用加样枪吸去悬浮的液体, 
枪头应避免接触到磁珠, 避免吸走磁珠, 重复本

步骤2次; (5)从磁珠分离器上取下样品管, 并向

样品管中加入5 μL磁珠洗脱缓冲液(eluting solu-
tion, ES), 混匀贴壁的磁珠, 反复吸打10次, 将样

品管放入磁珠分离器, 磁珠贴壁2 min, 磁珠与悬

■相关报道
磁 珠 结 合 M A L -
DI-TOF-MS技术
已应用于结直肠
癌、乳腺癌、类
风湿等疾病诊断
研 究 ,  通 过 软 件
分 析 ,  建 立 了 具
有较高诊断价值
的诊断模型.
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■创新盘点
利用磁珠结合MA
LDI-TOF-MS技术
进行食管癌的比
较蛋白质组学研
究, 发现了多个有
意义的蛋白, 通过
软件分析建立了
诊断模板, 通过双
盲验证, 评价了诊
断模型的临床应
用价值. 科研设计
严密, 结果符合统
计学要求.

浮的液体充分分离后, 将上清液移入干净的0.5 
mL样品管(先在管内加入5 μL稳定缓冲液(SS), 
用加样枪小心吸打混匀); (6)先点1 μL洗脱样

品, 室温放干后, 再点1 μL基质(3 mg/mL CHCA, 
50%ACN, 2%TFA), 室温放干, 准备质谱分析. 
1.2.2 质谱检测与数据采集: 采用Autof lex-Ⅲ 
MALDI-TOF-MS仪器, 应用线性模式, 采集范围

为相对分子量范围600-18 000. 应用Flex Analy-
sis 2.4软件收集数据, ClinproTools 2.2软件进行

分析, 包括质谱图的平滑、衰减及标峰处理, 并
输出含有质荷比值和峰强度的Excel格式数据, 
软件自动对数据进行统计学处理, 以P <0.05为差

异有统计学意义. ClinproTools 2.2分析建模组样

本质谱图, 采用支持向量机(Support Vector Ma-
chine, SVM), 计算灵敏度与特异度. 用诊断模板

对验证组样本进行分组, 以评价诊断模板的诊

断价值. 

2  结果

2.1 差异蛋白质定量分析 建立建模组样本(食管

癌患者32例, 正常�30例)血清蛋白质谱, 在分子患者32例, 正常�30例)血清蛋白质谱, 在分子32例, 正常�30例)血清蛋白质谱, 在分子

质量600-18 000内共检测到70个蛋白峰, 代表性

蛋白质谱见图1. 比较分析食管癌与健康�愿者

之间差异蛋白质谱, 共发现21个蛋白峰有显著

性差异(P <0.05). 其中在食管癌中表达上调峰12
个, 表达下调峰9个(表1). 以m/z 654.74, 1 451.48
及1 866.67 Dr 3个差异蛋白峰为例, 从图2可见, 
这3个质谱峰分别呈明显上调和下调趋势. 
2.2 诊断模板的建立 利用ClinproTools 2.2中支

持向量机算法建立了由上述3个差异表达蛋白

(Mr分别为654.74, 1 451.48及1 866.67 Dr)组成

的诊断模型, 获得了93.75%(30/32)的敏感性和

90.00%(27/30)的特异性, 正确率为91.94%. 分子

量为654.74, 1 451.48及1 866.67的3个蛋白诊断

食管癌的ROC曲线下面积分别为0.82、0.74及
0.83(图3). 
2.3 诊断模板的评价 为进一步评价本研究中所

建立诊断模板的诊断价值, 我们将利用诊断模

板对验证组样本进行双盲验证, 结果显示其灵

敏度为93.55%(29/31), 特异度为90.32%(28/31), 
约登指数为0.84. 其中, 对验证组中8例早期患者

(TNMⅠ期)诊断的灵敏度为87.50%(7/8). 

表  1  在食管癌与健康志愿者血清中的差异表达蛋白

     
差异蛋白质荷比(m/z)

         峰曲线下面积(mean±SD)
        P 值 在食管癌组的表达变化

      食管癌组   健康志愿者

  698.68 104.08±27.41 72.52±25.72 0.00371000 ↑

  622.97   53.17±26.88 29.98±16.06 0.00603000 ↑

  622.40   52.81±27.77 33.17±17.59 0.02160000 ↑

  676.68   37.73±23.13 13.70±7.97 0.00000173 ↑

  909.79   25.42±12.59 37.24±13.12 0.01160000 ↓

  654.74   25.38±7.21 16.61±6.10 0.00125000 ↑

1505.35   16.62±11.93 30.86±15.98 0.01160000 ↓

  720.86   14.31±5.39 21.96±7.22 0.00323000 ↓

  894.11   12.02±6.61 21.40±7.48 0.00121000 ↓

1618.31   11.35±8.26 19.21±14.36 0.03160000 ↓

1451.48     9.17±3.25 11.85±3.68 0.02170000 ↓

3193.32     7.86±5.49   4.02±2.47 0.02340000 ↑

1546.39     7.18±4.85 10.39±3.07 0.02250000 ↓

1246.07     6.93±3.71 10.62±4.90 0.03940000 ↓

1866.67     6.57±4.42 13.23±7.36 0.00121000 ↓

2770.63     6.43±4.65   2.36±1.54 0.00125000 ↑

2933.95     5.01±3.97   1.98±0.99 0.00518000 ↑

5340.24     2.12±2.45   0.54±0.75 0.04870000 ↑

7776.13     0.84±1.00   0.35±0.52 0.02300000 ↑

5963.74     0.76±0.77   0.23±0.35 0.01720000 ↑

4645.47     0.46±0.38   0.23±0.23 0.02250000 ↑

■应用要点
可用于食管癌的
初步筛查, 为血清
标志物的发现提
供了目标蛋白.
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■名词解释
MALDI-TOF-MS: 
激光解析离子化
飞行时间质谱, 与
蛋白质分离纯化
技 术 ( 磁 珠 ) 相 结
合, 经配套软件对
结果定量分析, 发
现疾病差异蛋白, 
建立诊断模板, 并
可利用此模板对
疾病进行筛查诊
断, 具有高通量、
高灵敏度等技术
优势.

3  讨论

食管癌为常见的恶性肿瘤之一, 据统计我国食

管癌发病率有升高趋势, 严重威胁着�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%, 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. 其原因是无特异性高的早期诊断方法, 
因此从血清中寻求特异生物标�物用于食管癌

的诊断是临床急需解决的难题. 食管癌早期诊

断方法如食管拉网细胞学检查等均不同程度地

存在敏感性与特异性不高的问题. 标�物检测

由于具有侵入性小、易于检测等优点成为当前

研究的热点, 但目前临床应用较多的食管癌相

关性肿瘤标�物有CEA、 CYFRA21-1、SCC-
Ag、CA19-9、CA125、CA724等, 在疾病临床

诊断中应用价值有限, 从血清中寻找能用于食

管癌早期诊断的敏感性和特异性高的肿瘤标�

物已是亟待解决的问题[4]. 
食管癌的发生、发展是一个多步骤、多因

素参与的复�过程, 这个过程是多通路级联反

3
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图� ����������� �����  1 ��������� �����食管癌与健康志愿者代表性蛋白
质谱��. 其中红色代表食管癌, 蓝色代表健

康志愿者.

图� ����� ��������� �  2 ��� ��������� �质荷比为654.74, 1 451.48及1 866.67等3蛋白在食管癌中表达变化��. 1: 食管癌; 2: 健康志愿者. A、B、C分别表示

654.74, 1 451.48及1 866.67等3个蛋白质.
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Peak 3: 654.739 Da, AUC = 0.823864
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Peak 22: 1 451.48 Da, AUC = 0.74053
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Peak 29: 1 866.67 Da, AUC = 0.833333
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图� ����� ������ ���� �� ����� ������ ���� �����������������������  3 ��� ������ ���� �� ����� ������ ���� �����������������������质荷比为654. 74, 1 451. 48及1 866. 67等3蛋白诊断食管癌的受试者工作特征曲线��. A、B、C分别表示654.74, 1 451.48

及1 866.67等3蛋白诊断食管癌的受试者工作特征曲线.

A B C
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应, 其中包含了无数蛋白质的变�, 很多变�同

时也在外周血中有所体现. 因而通过分析血清

蛋白组可以发现许多有潜在价值的肿瘤标�物, 
分析这些蛋白质的变�, 可以帮助我们发现特

异性肿瘤标�物, 来诊断食管癌及监测病情的

变�, 甚至可能找到治疗的靶点. 
蛋白质组最早由澳大利亚Wiliams和Wilkins

于1994年提出, 指的是“一个细胞或组织所表

达的全部蛋白质”. 蛋白质组学是以蛋白质组

为研究对象, 从整体水平分析细胞内动态变�

的蛋白质组成成分、表达水平与修饰状态, 以
及蛋白质之间的相互作用与联系, 揭示蛋白质

功能, 从蛋白质水平进一步认识生命活动的机

理和疾病发生机制[5,6]. 目前已广泛用于疾病标

�物的筛查[5,7-11]. MALDI-TOF-MS是目前蛋白

质组学研究的核心技术, 具有高灵敏度、高通

量、重复性好等优点, 纳米磁珠可以根据蛋白

质组分的理�性质不同对蛋白质进行分离提

纯, 具有较好的重复性, 两者结合为疾病蛋白组

研究提供了有力的工具, 目前以用于肾移植、

风湿类疾病、酒精中毒、乳腺癌等标�物的研 
究[12-15].

本研究采用纳米磁珠联合MALDI-TOF-MS
技术对32例食管癌患者和30例健康�愿者进行

了血清蛋白质谱对比分析研究, 结果发现了有

68个蛋白质峰具有判断性差别, 其中有21个蛋

白质峰具有显著性差异. 将两组血清蛋白质谱

建立数据库, 利用ClinProt Tool统计软件对数据

库进行分析, 确立了以m/z为654.74、1 451.48、、1 451.48、1 451.48、、
1 866.67 Dr等3个蛋白质所组成的模板, 能正确

地将食管癌患者与正常�分组, 正确分组率达

91.94%. 为进一步评价诊断模板的诊断价值, 我
们将收集的另外一组样本作为验证组, 由建立

的诊断模板对验证组样本在双盲条件下进行分

类, 结果显示, 该模板可以将31例食管癌中的29
例正确分组, 31例正常�中的28例进行正确分

组, 其灵敏度和特异度分别为93.55%(29/31), 特
异度为90.32%(28/31), 约登指数为0.84, 具有较

高的诊断价值. 有趣的是, 该诊断模�可以将

87.50%(7/8)的早期患者(TNMⅠ期)正确诊断, 说
明在早期诊断中具有较好的应用价值. 尽管如

此, 但由于样本量较小, 尤其是早期患者的样本

量较小, 因此有待于扩大样本之后进一步验证

其临床应用价值. 
本研究中, 发现了一组对食管癌早期诊断有

价值的蛋白质/多肽, 对其进行鉴定和功能分析

将有助于阐明食管癌发生、发展机制, 但由于技

术上的局限性, 此部分研究尚未取得理想结果. 
因此, 不断地采用新技术、新方法对差异蛋白进

行鉴定和功能描述也是我们今后的研究方向. 
总之, 我们采用WCX磁珠结合MALDI质谱

对食管癌血清蛋白质谱进行了研究, 发现了一

组差异蛋白质, 并建立了具有较高灵敏度和特

异度的诊断模板. 所发现的差异蛋白为食管癌

发生、发展研究提供了新的线索, 所建立的诊

断模板为食管癌的诊断提供了新的有效的方法, 
对提高诊断水平具有重要意义. 
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