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摘要:[目的]筛选早期胃癌可能存在的特异性蛋白标记物。[方法]采用 CM10蛋白质芯片和表面增强激光解

析电离飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)技术,对胃黏膜高级别上皮内瘤变(HGIEN)患者,Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者及Ⅲ/

Ⅳ期胃癌患者各24例的血清蛋白质谱进行分析。[结果]与高级别上皮内瘤变(HGIEN)患者对比,胃癌组有37种

蛋白存在表达差异。这37种蛋白中有9种在Ⅰ/Ⅱ期胃癌组与Ⅲ/Ⅳ期胃癌组存在不同丰度的表达(P<0.05),其
中2687.5Da、6271.2Da及6779.3Da表达差异显著(P<0.01),2687.5Da在高级别上皮内瘤变(HGIEN)组、Ⅰ/

Ⅱ期胃癌组及Ⅲ/Ⅳ期胃癌组中表达上调,6271.2Da及6779.3Da在高级别上皮内瘤变(HGIEN)组、Ⅰ/Ⅱ期胃癌

组及Ⅲ/Ⅳ期胃癌组中表达下调。以这三个蛋白质构建预测诊断模型,经盲法验证,该模型的灵敏度为77.78%,特
异度为88.89%。[结论]这3个蛋白或将成为早期胃癌诊断的特异性生物蛋白标志物。
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Abstract:[Objective]Toscreenspecificproteinmarkersinpatientswithearlygastriccancer.[Methods]

CM10proteinchipandSurfaceenhancedlaserdesorptionionizationtimeofflightmassspectrometry(SELDI-
TOF-MS)wereusedtoanalyzetheserumproteinprofilesofpatients(n=24)withgastrichigh-gradeintra-
epithelialneoplasia(HGIEN),Ⅰ/Ⅱ gastriccancerandⅢ/Ⅳ gastriccancer.[Results]Comparedwithpa-
tientsofhigh-gradeintraepithelialneoplasia(HGIEN),therewere37proteinexpressiondifferencesinthe
gastriccancergroup.Nineofthe37proteinsshoweddifferentabundanceexpressioninstageⅠ/Ⅱgastric
cancergroupandstage Ⅲ/Ⅳ gastriccancergroup(P<0.05),amongwhich2687.5Da,6271.2Daand
6779.3Daweresignificantlydifferent(P<0.01)),2687.5Dawasup-regulated,6271.2Daand6779.3Da
weredown-regulatedinhigh-gradeintraepithelialneoplasia(HGIEN)group,Ⅰ/Ⅱgastriccancergroupand
Ⅲ/Ⅳgastriccancergroup.Withthesethreeproteins,apredictivediagnosticmodelwasconstructedand
verifiedbyblindmethod.Thesensitivityandspecificityofthemodelwere77.78%and88.89%respective-
ly.[Conclusion]Thesethreeproteinsmaybespecificbiologicalproteinmarkersforthediagnosisofearly
gastriccancer.
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　　胃癌是临床上最常见的消化系统恶性肿瘤之

一,全球发病率位居第4位[1],死亡率占我国癌症相

关死亡的23.2%[2]。早期胃癌往往没有特异性症

状和体征,检出率低,84%患者发现时已经处于进展

期[3]。因此,胃癌的早期诊断和治疗对提高治愈率

及降低死亡率具有重要意义,而胃癌前病变的检测、
监控和追踪是发现早期胃癌的重要手段。本研究旨

在为早期胃癌的检测设计一种高灵敏度,高特异性

的新型诊断工具。我们采取表面增强激光解析电离

飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)技术,对高级别上

皮内瘤变(HGIEN)患者和胃癌患者的血清蛋白质组

进行分析,筛选早期胃癌特异性蛋白质生物标志物。

1　资料与方法

1.1　一般资料

2016年6月~2017年6月在湖北省人民医院

门诊或住院的患者,其中高级别上皮内瘤变患者34
例,Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者36例,Ⅲ/Ⅳ期胃癌患者28
例,3组各随机抽取24例作为研究对象。将高级别

上皮内瘤变患者和Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者随机分为训练

组和验证组,前者包括随机抽取的24例高级别上皮

内瘤变患者和24例Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者,后者包括随

机抽样后余下的10例高级别上皮内瘤变患者和12
例Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者。样本均取得了患者的知情同

意书以及机构审查委员会的批准。高级别上皮内瘤

变及胃癌的诊断均经胃镜及病理检查确诊,病检标

本来源于胃内镜下黏膜剥离(ESD)术。胃癌各期的

诊断符合 AJCC2010(第7版)TNM 分期诊断标准。
所有血液样本在清晨空腹时段采集,之后静置,离心

以分离血清,并将之保存于-80℃冰箱备用。所有

患者均没有非甾体抗炎药及糖皮质激素等药物的长

期服用史,胃癌患者术前均未接受过放、化疗,且没

有影响血清中蛋白质表达的相关疾病(如肝脏疾病、
肾脏疾病、内分泌疾病等)。所有样本提供者的基本

情况详见表1,各组间平均年龄及男女比较差异有

统计学意义。

表1　患者基本情况表 例

高级别上皮内

瘤变(n=24)
Ⅰ/Ⅱ期胃癌

(n=24)
Ⅲ/Ⅳ期胃癌

(n=24)

男 13 17 15

女 11 7 9

平均年龄/岁 63 54 65

1.2　蛋白芯片的制备处理

蛋白质谱分析平台:蛋白质芯片生物标志物系

统(Bio-Rad,Japan)。
蛋白质芯片:CM10阳离子交换芯片和 Q10阴

离子交换芯片。将芯片安装在Bioprocessor上,4℃
冰 浴 下 将 芯 片 经 LHEPES 结 合/洗 涤 缓 冲 液

(PH7.05)预处理平衡3次,每次5min。
从-80℃冰箱中取出血清样本,在冰浴下充分

溶解,以1/100的比例稀释,稀释液分别为 CM10:

50mmol/L 乙酸钠,pH4;Q10:50mmol/L Tris-
HCl,pH9。将血清样品分为一式两份进行检测,取
平均值用于分析。取稀释的血清样品,加入Biopro-
cessor孔,振荡孵育60min,之后用LHEPES结合/
洗涤缓冲液对每个孔洗涤3次,每次5min,再用

100μlMilliQ 去离子水(Millipore,Billerica,MA)
漂洗 两 次,室 温 干 燥,然 后 取 CHCA 饱 和 溶 液

0.5μl应用于每个孔,干燥后重复该步骤1次。自

然干燥后将芯片置于阅读仪中进行检测。

1.3　蛋白芯片的检测和数据采集

将处理好的蛋白芯片在ProteinChip软件的辅

助下进行分析检测。数据读取前用标准多肽对仪器

进行校正,以使系统的分子量误差小于0.1%。芯

片阅读参数设置如下:激光强度230,检测敏感度7,
优化分子质量范围2000~20000Da。把质谱峰强

度差值P<0.05、经过再次滤过噪音(二次信噪比为

2)的蛋白峰定义为差异蛋白。m/z值小于2000的

部分谱图自动摒弃以排除干扰。以质控芯片重复性

检测。

1.4　统计学处理

为了识别区分高级别上皮内瘤变患者,Ⅰ/Ⅱ期

胃癌患者和Ⅲ/Ⅳ期胃癌患者的蛋白质,我们对蛋白

质谱进行了比较。对于各种峰,基于Student’st-检

验 (CiphergenExpress Data Manager3.0)计 算

P 值,P<0.05被认为差异有统计学意义。应用

Mann-Whitney检验(Wilcoxon检验)来比较小数据

集。应用BiomarkerPatternsSoftware系统(BPS)
建立预测模型,并进行盲法验证。

2　结果

2.1　筛选差异蛋白质峰,并建立预测诊断模型

蛋白质的分子质量设定在2000~20000Da,
小于2000Da蛋白质峰值的实验结果会被自动清

除,以便排除某些化学成分如芥子酸、乙酸钠和三氟

乙酸盐等对实验结果的影响。对高级别上皮内瘤变

组、Ⅰ/Ⅱ期胃癌组及Ⅲ/Ⅳ期胃癌组血清进行分析,
检测到238个蛋白质峰。与高级别上皮内瘤变组对

比,胃癌组有37种蛋白存在表达差异。这37种蛋

白中有9种在Ⅰ/Ⅱ期胃癌组与Ⅲ/Ⅳ期胃癌组存在

不同程度的表达(P<0.05,见表2),其中2687.5
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Da、6271.2Da及6779.3Da表达差异显著(P<
0.01),2687.5Da在高级别上皮内瘤变组、Ⅰ/Ⅱ期

胃癌组及 Ⅲ/Ⅳ 期胃癌组中 表 达 上 调 (见 图 1),

6271.2Da及6779.3Da在高级别上皮内瘤变组、

Ⅰ/Ⅱ期胃癌组及Ⅲ/Ⅳ期胃癌组中表达下调(见图

2)。以3者建立早期胃癌预测诊断模型。

表2　高级别上皮内瘤变组与胃癌组血清蛋白

指纹图谱中差异蛋白的表达 ■x±s

质荷比

(M/Z)
P 值 胃癌

高级别上皮

内瘤变组

2687.51) 0.040157 1.66±2.29 1.42±1.09

4506.1 0.033146 0.50±0.34 0.64±0.26

6271.21) 0.001652 3.10±1.29 4.95±2.62

6779.31) 0.002152 1.59±0.64 4.04±4.26

7731.3 0.030053 1.14±0.74 0.67±0.40

8266.5 0.019012 0.60±0.23 0.76±0.32

8969.7 0.024604 14.90±6.69 18.96±7.76

12408.1 0.048387 6.21±3.12 4.25±1.42

18257.6 0.014565 16.44±6.12 12.76±5.62

　　1)P<0.01。

A:高级别上皮内瘤变组;B:Ⅰ/Ⅱ期胃癌组;C:Ⅲ/Ⅳ期

胃癌组。

图1　2687.5Da在3组中的表达差异

2.2　Ⅰ/Ⅱ期胃癌预测模型训练结果

该模型所判断的48例中26例为高级别上皮内

瘤变患者,22例为Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者,通过和临床结

果实际结果比较,24例Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者中20例被

准确判断,4例被错判为高级别上皮内瘤变;而24
例高级别上皮内瘤变组22例被准确判断,2例被错

判为Ⅰ/Ⅱ期胃癌。敏感性83.3%(20/24),特异性

91.67%(22/24)(见表3)。

A:高级别上皮内瘤变组;B:Ⅰ/Ⅱ期胃癌组;C:Ⅲ/Ⅳ期

胃癌组。

图2　6271.2Da及6779.3Da在3组中的表达差异

表3　Ⅰ/Ⅱ期胃癌预测模型训练结果 例

总例数
预测为

Ⅰ/Ⅱ期胃癌

预测为高级别

上皮内瘤变

准确率

/%

Ⅰ/Ⅱ期胃癌组 24 20 4 83.3

高级别上皮

内瘤变组
24 2 22 91.67

2.3　预测模型验证结果

将上述所得到的预测诊断模型在随机抽样后余

下的12例Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者和10例高级别上皮内

瘤变患者中进行盲法验证,判断认为22例中10例

为Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者,12例为高级别上皮内瘤变患

者,通过和临床结果比较,12例Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者中

有9例被准确判断,3例被错判为高级别上皮内瘤

变;而10例高级别上皮内瘤变患者中有9例判断准

确,有1例被误判为Ⅰ/Ⅱ期胃癌。诊断Ⅰ/Ⅱ期胃

癌敏感性为75%(9/12),特异性为90%(9/10)。盲

法测试模型总正确率为81.82%(18/22)(见表4)。

表4　预测模型盲法验证结果 例

总例数
预测为

Ⅰ/Ⅱ期胃癌

预测为高级别

上皮内瘤变

准确率

/%

Ⅰ/Ⅱ期胃癌组 12 9 3 75

高级别上皮

内瘤变组
10 1 9 90

3　讨论

作为胃癌的高发国家,我国每年的新发病例有

40.5万,在全球胃癌的发病中占43%,死亡病例有

32.5万,死亡率占21.9/10万[4],我国胃癌不管在

发病率还是死亡率上均超过了世界平均水平。胃癌
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现已经成为了威胁我国国民健康的主要恶性肿瘤

之一。
由于胃癌的病因和发病机制还不完全清楚,一

级预防在实施上还比较困难,因此对癌前病变的相

关研究就成了二级预防的重要内容[5]。在各种致病

因素的长期作用下,胃黏膜可发生慢性炎症改变,进
一步可演变为慢性萎缩性胃炎(CAG)—肠上皮化

生(IM)—上皮内瘤变(IN),甚至最终进展为胃癌

(GC)[6-7]。
而胃癌的发生是多因素、多因子共同参与的结

果,目前的临床诊断方法其灵敏度和特异性不高,因
此,迫切需要探索和建立一种更简便,更快速,具有

更高灵敏度和特异性的早期诊断方法。近几年,蛋
白质组学技术飞速发展,能够较准确地监测疾病过

程中各种相关蛋白质的变化,这就为癌症机制的阐

明及有效防治提供了有力的工具和手段[8-9]。作为

一种新兴的蛋白质组学技术,自2002年发明以来

SELDI-TOF-MS技术就广泛地应用于肿瘤标志物

的筛查和临床检测[10-11]。该技术可以检测到肿瘤

发生发展过程中与之密切相关的小分子蛋白质。多

方研究表明,SELDI-TOF-MS技术已成为当今最有

希望的肿瘤早期检测方法之一[12]。到目前为止,已
经鉴定了许多广泛使用的胃癌生物标志物,例如癌

胚抗原,CA19-9,CA50和 CA72-4[13-15]。虽然已

建立的肿瘤标志物的测量由于其缺乏灵敏性和特异

性[16],还不足以精确检测早期胃癌,但对识别新一

代的生物标志物来说它仍然是一个强大而有前途的

工具。再者,在使用单一生物标志物时也存在缺点,
例如弱特异性和低阳性率。因此,改善胃癌早期诊

断的逻辑发展应该是同时筛选多种生物标志物以增

加检测的概率[17-19]。
本研究运用SELDI-TOF-MS技术对比分析高

级别上皮内瘤变患者、Ⅰ/Ⅱ期胃癌患者和Ⅲ/Ⅳ期

胃癌的血清蛋白指纹图谱。运用BiomarkerWizard
软件对数据进行统计分析后发现,与高级别上皮内

瘤变患者比较,胃癌组有37种蛋白存在表达差异。
这37种蛋白中有9种在Ⅰ/Ⅱ期胃癌组与Ⅲ/Ⅳ期

胃癌组存在不同程度的表达(P<0.05)。值得注意

的是,与Ⅲ/Ⅳ期病例相比,在Ⅰ/Ⅱ期胃癌中显著存

在3个峰的表达差异,分别是2687.5Da、6271.2Da
及6779.3Da(P<0.01)。其中,2687.5Da在高级

别上皮内瘤变组、Ⅰ/Ⅱ期胃癌组及Ⅲ/Ⅳ期胃癌组

中表达上调,6271.2Da及6779.3Da在高级别上

皮内瘤变组、Ⅰ/Ⅱ期胃癌组及Ⅲ/Ⅳ期胃癌组中表

达下调。这3个蛋白在Ⅰ/Ⅱ期胃癌中都有很高的

表达程度,说明可能与胃癌的早期进展有关,对预测

早期胃癌有重要意义,为寻找早期胃癌的标志物提

供了资料。以这3个蛋白质建立预测诊断模型,经
盲法验证,该模型的灵敏度为75%,特异度为90%,
盲法验证总正确率为81.82%,说明该模型具有较

高的诊断正确率和较好的诊断意义。同时应该看

到,本研究检测到的早期胃癌潜在生物标志物的蛋

白峰与以往的报道不尽相同。这种差异可能是由不

同的病理学类型,样本量的大小或蛋白质芯片的不

同所导致的。对蛋白质的进一步鉴定以比较各种

SELDI-TOF-MS技术研究的结果可能就成为了必

要,也有助于揭示早期胃癌的发生发展机制。未来

我们还计划对这些蛋白质进行大样本量的鉴定、对
比和研究,并通过定期随访、复查以进一步提高早期

胃癌的检出率以及预后的评估。
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