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血清蛋白质指纹图谱模型在子宫内膜

异位症诊断中的应用

王良 l 郑伟 l 余捷凯 2 蒋文智 2 穆林l 张苏展 3*

(浙江大学医学院附属二院 1 妇科 2 肿瘤研究所 3 肿瘤科，杭州 310006)

摘要 用表面力加口强i激敖尤解析电离飞行时间质谱(σSELDI-TOF

膜异位症(怡end叫domeωt衍创riosis ， EM)患者血清蛋白质指纹图谱，探讨诊断模型在 EM诊断中的临床应用价

值。用 SELDI-TOF-MS技术和 H4蛋白质芯片检测 16 例 EM和 16 例正常女性的血清蛋白质指纹图

谱，并建立诊断模型。然后，对 16 名健康人和 16 例 EM 患者样本进行盲法测试验证该模型。筛选

出 4 个有明显表达差异的蛋白质，其质荷比(m1z)分别为 8 141 、 6096 、 5894 、 3269。建立的诊断

模型对 EM检测的灵敏度为 87.5% (1 4/1 6)，特异性为 93.759毛(1 5/1 6)，总准确率为 90.625%(29/32) 。

SELDI-TOF-MS 对小样本的 EM诊断具有较高的敏感性和特异性，在 EM 的诊断及标志物筛选等

方面具有较好的诊断价值。

关键词 子宫内膜异位症;表面加强激光解析电离飞行时间质谱

子宫内膜异位症(endometriosis ， EM) 是子宫内

膜细胞生长在子宫腔以外部位的病变，复发率高，发

病率逐年呈上升趋势Ill，但其发病机制仍不清楚，目

前尚无有效的早期筛查和特异的诊断方法。表面加

强激光解析电离飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)是一

种全新的蛋白质组学研究手段[刀，它克服了传统蛋白

质组学研究方法存在的诸多问题，能同时检测样本中

上千个蛋白质峰。本研究用 SELDI-TOF-MS 仪及

配套蛋白质芯片检测 EM 患者和正常女性血清蛋白

质指纹图悟，建立 EM 诊断模型，探讨临床应用价值。

1 材料与方法

1.1 对象

2005 年 8 月 -2006 年 1 月本院就诊的 EM 患者

16 例，年龄 19-53 岁，其中卵巢巧克力囊肿 14 例，盆

腔 EM2 例;腹腔镜手术后按美国生育协会修正分期

法(AFS-r)分期， 1-11 期 10 例， III-IV期 6 例，都经于

术后病理确诊。 16 例正常对照，均为在我院体检的

女性健康志愿者，年龄 20-55 岁。各采集清晨空腹

静脉血 4ml，标本取出后 30 min 内， 5000 r/min 离心

5 min，分离血洁， -80 oc 保存。

1.2 试剂和仪器

Biomarker Pattems ™分析软件、 PBS-II SELDI­

TOF-MS 仪和 H4 蛋白质芯片为美国 Ciphergen

Biosystems 公司产品。

1.3 方法

血清标本冰浴中解冻后 5000 r/min 离心 5 min, 

取 10μl 与 90μ1 0.5%CHAPS (pH 7.4)溶液充分混匀

(1 0 min)。加入自蛋白亲和树脂(Cibacron Blue 3GA, 

Sigma 公司)， 4 0C振荡反应~ 60 min，去除白蛋白后，沉

淀取上清液 50μl 备用。 H4 芯片置 96 孔支架中， 20

mmo11L HEPES (pH 7.4)溶液平衡芯片 5 min，重复 2

次，己去除白蛋白的血清加 20 mmol/L HEPES(pH 

7.4)稀释至200μ1，加至芯片上， 4 0C振荡反应60min 。

反应结束甩干芯片表面液体，依次以 20 mmo l/L 

HEPES (pH 7.4)清洗芯片 5 min，重复 3 次，去离子水

清洗 1 min，重复 2 次。芯片自然干燥后加 0.5μl 能

量吸收分子CHCA(美国 Ciphergen 公司)于己结合上

蛋白质的 H4 芯片上。干燥后再重复加 1 次 CHCA 。

待再次干燥后行质谱仪检测。

1.4 数据收集和处理

用PBS-II SELDI-TOF-MS 仪和蛋白质芯片软件

3.0 版分析软件。将 SELDI-TOF-MS 系统校正到蛋

白质分子量误差小于 0.1 %，激光强度设定为 190，灵

敏度为 7，收集数据的优化分子量范围为 2 000-

20000。所有的样本用相同的参数。用蛋白质芯片
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软件提供的过虑噪音工具 Biomarker Wizard(美国

Ciphergen 公司)软件初步筛选差异蛋白质，同时将

所有样本的质谱图在 2000-30000 质荷比(m/z) 时，

进行2次信噪比过滤，使蛋白质荷比峰在 10% 以上的

样本中同时存在，且同一蛋白质荷比峰在不同的样本

中的偏差小于 0.3% 。经上述数据预处理后，用

Biomarker Wizard 3.1 软件对 EM 患者组与正常对照

组(健康志愿组)血清蛋白质指纹图谱数据进行处理。

1.5 统计学处理

对初步筛选出的蛋白质荷比峰进行 t检验，偏态

分布数据用 Mann-Whitney 检验。

2 结果

本研究通过对 EM 患者和健康志愿者的血清分

析预测，结果共发现 288 个峰，两者表达差异有显著

意义的蛋白质峰 10 个，其中 mlz 比为 8 141 、 6096 、

5 894 、 3 269 的 4 个蛋白质荷比峰同时变化对于诊

断 EM 具有重要意义(表1) 0 m/z 为 6 096 、 5 894 

和 3269 的 3个峰在EM患者血清中表达高于健康人;

mlz 为 8 141 的蛋白质峰在 EM 患者血清中表达低于

健康人(图 1，图 2) 。

再用这 32 份样本做盲法测试，通过这 4 个蛋白

质峰的鉴别，本研究中 16 例 EM 的样品中有 14 例被

准确的检出为EM，其中未能准确检出的2例均为 I期

EM 患者; 16 例健康志愿者中有 15 例确定为健康者，

结果表明，该方法的灵敏度为 87.5%(1 4116)，特异性

为 93.75%(15116)，总准确率为 90.625%(29/32)(表

2) 。

3 讨论
EM 是生育期妇女的常见疾病，治愈率低，复

发率高，严重影响患者的生活质量。长期以来， EM

的诊断和治疗，是妇科医生最棘手的问题之一。目

前，腹腔镜是子宫内膜异位症确诊和治疗最主要和有

表 1 EM 患者与健康志愿者4个蛋白质峰的比较

P值 健康志愿者组歪百贾酶(m/z)

8 141 

6096 

5 894 

3269 

0.0000550586 

0.0001311544 

0.0001396888 

0.0001666113 

4727.91士 1 69 1.37 

365.27 :1:230.51 

629.57 :1:222.58 

1 123.53士532 .46

EM 患者组

950.66 :1:474.93 

1 194.30 :1:307.31 

1 68 1. 24土425.12

5813 .41:1:2066.79 
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图 1 EM 患者在 mlz 比为 8141 处出现明显低于健康对照组的蛋白质峰
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图 2 EMJ患者在m1z 比为 3269处出现明显高于健康对照组的蛋白质峰

rnIz 

表2 盲法测试EM样本预测结果

组别 例数预测 EM 患者预测健康人预测百分比(%)

EM 患者 16 14 2 87.5(灵敏度)

健康志愿者 16 1 15 93.75(特异性)

合计 32 15 17 90.625(准确率)

效的方法之一 [31。但腹腔镜是有创伤性，且手术费

用较大，在很大程度上限制了它单纯在临床诊断上的

应用。 SELDI-TOF-MS 和蛋白质芯片技术结合为寻

找多个 EM 差异蛋白质提供了高通量的方法和临床

诊断的新的技术平台 [4.51 。

本试验用 32 份样本做蛋白质谱分析，筛选出了

4个有价值的差异蛋白质峰这4个峰同时变化对于

诊断EM 具有重要意义。与健康志愿者比较， rnJZ 为

8 141 的蛋白质峰在 EM 中低表达;而rnJz 为 6096 、

5894 和 3269 的 3 个峰在 EM 中高表达。再用这 32

份样本做盲法测试，其灵敏度为 87.5% (14/16) ， 特异

性为 93.75%(1 5/1 6)，总准确率为 90.625%(29/32)， 结

果满意，提示该方法对EM 具有较好的诊断价值。该

方法特异性、敏感性、阳性率较高，而且对早期样

本也可准确识别。所筛选的差异表达蛋白质将有可

能用于 EM 的临床检测，建立高敏感性和特异性的

EM 诊断模型。

综上所述， SELDI-TOF-MS 技术对EM 的诊断、

差异表达蛋白质筛选等方面具有较好的临床价值。

但由于我们建立的模型所用样本量较少，因此，需增

加病例数，扩大样本量进行完善，有助于更客观的评

价其应用价值和其检测准确率。并需要对 EM 患者

手术及药物治疗后进行随访检测，进一步开发其在术

后复发的监测上的临床应用价值。
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Establishment of Serum Proteomic Patterns for Screening 
Endometriosis by SELDI-TOF-MS 

Liang Wang' , Wei Zheng' , Jie-Kai Yu2, Wen-Zhi Jiang 2, Lin Mu' , Su-Zhan Zhang3* 
('Department 01 Gynecology, 2Cancer Institute, 3Department 01 Oncology, the Second AJ.芦!iated Hospital, 

Medical College, Zhejiang University, Hangzhou 310006, China ) 

Abstract To detect the serum proteomic pattems in endometriosis patients by using SELDI-TOF-MS 

protein chip 缸Tay， build diagnostic models and evaluate its clinical significance. SELDI-TOF-MS protein chip was 

used to detect the serum proteomic pattems of 16 patients with endometriosis and 16 normal women, and the 

diagnostic models were developed. Then, the blinding test was performed on those endometriosis patients and 

healthy individuals. Four potential biomarkers were found (8 141 , 6096, 5 894, 3 269 rnI时， and the diagnostic 

system separated the endometriosis from the healthy samples with a sensitivity of 87.5% (14116) and a specificity of 

93.75% (1 5116). The method showed high sensitivity and specificity and great potential for the detection and 

screening better biomarkers for endometriosis. 

Key words endometriosis; SELDI-TOF-MS 
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