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基于支持向量机的大肠秸液腺癌术前血清蛋白质

标志物检测及分析
徐文鸿 l 陈益定 2 胡 跃 2 余捷凯 3 王连聪 l 郑树 3 张苏展 3 *

(浙江大学医学院附属第二医院 I 肿瘤放疗科 2 肿瘤外科， 3 肿瘤研究所，杭州 3 10009)

摘要 应用表面加强激光解吸屯离 -飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)技术和 CM10蛋白质芯

片从大肠和液腺癌和非和液腺癌患者中成功地筛选出了大肠和液腺癌患者血清特异性相关蛋白。应

用美国 CipherGen公司 CMlO蛋白质芯片和PBS II 型蛋白质芯片阅读仪检测 53 例大肠癌患者(和液

腺癌 12 例，非和液腺癌 41 例)患者血清蛋白质指纹图谱。 采用 ZUCI-Protein Chip Data Analyze System 

分析软件包进行分析，离散小波去噪音，结合支持向量机筛选肿瘤标志物，建立大肠和液腺癌的术

前诊断模型。 12 例大肠和液腺癌患者与 41 例大肠非和液腺癌患者的血清蛋白质有 12 个蛋白质峰

强度有显著差异。其中质荷比为 24297 和 23434 m/z 处的蛋白质峰强度统计学 P值分别为 0.0067

和 0.0092，差异有极显著统计学意义。 支持向量机筛选出 24297 、 3322 、 3822 和 4353 m/z 蛋白

质峰作为生物标志物进行检测和预测准确率其中 12 例大肠和液腺癌患者中有 10例患者被正确识

别， 41 例大肠癌非和液腺癌患者中有 39 例被正确识别，准确率为 92.45% (49/53 ) 。 该方法可以较

好地应用于区别大肠和液腺癌和非和液腺癌进行术前病理鉴别，指导进行大肠和液腺癌的手术和

综合治疗。

关键词 大肠站液腺癌· 表面加强激光解吸电离 - 飞行时间质谱;生物信息学

随着对大肠癌的生物学行为及病理学特征的不

断深入研究，认识到病理类型与疾病预后关系密切 。

国内外文献及资料均报道大肠茹液腺癌的预后不良，

大肠黠液腺癌患者更易发生远处转移和更具有侵袭

性(1-4]。故对大肠黠液腺癌的手术应强调扩大根治术

的原则，研究还表明，术中腹腔灌注化疗可以显著提

高大肠黠液腺癌的生存期(5，6]。因此大肠站液腺癌的

术前确诊，对于肿瘤学家术中实施更彻底手术以及术

中腹腔灌注化疗等，从而改善大肠薪液腺癌患者的预

后具有重大意义。

但是，迄今为止，大肠茹液腺癌的术前活检诊断

准确率很低，原因主要是因为封液腺癌中也可有高分

化或者中分化的腺癌成分，而辈占液腺癌的黠液成分所

处的病变位置也较深，活检不易取到(7]。而且目前没

有用于大肠勤液腺癌诊断的肿瘤标志物。

表面加强激光解吸电离 - 飞行时间质谱(surface­

enhanced laser desorptionlionization time-of-flight mass 

spectrometry, SELDI-TOF-MS)是近年来发展起来的

一种全新的蛋白质组学研究手段，应用该技术实现了

质谱技术用于临床检测各种疾病相关标志物(8-10] 。

本研究旨在通过分析大肠黠液腺癌患者和非黠液腺

癌患者的术前血清蛋白质指纹图谱，以期发现一些大

肠勤液腺癌的肿瘤标志物， 应用于大肠茹液腺癌的

术前诊断。

1 材料与方法

1.1 病例资料

2004 年 11 月至 2006 年 3 月间我院收泊的初诊

术前大肠癌患者共53 例， 其中站液腺癌患者 12例，非

辈占液腺癌患者 42 例(包括 6 例乳头状腺癌和 36 例管

状腺癌)。上述诊断均经术后病理证实，由我院病理

科根据 WHO 勃液腺癌的判断标准进行分类。两组

的年龄和性别比例匹配，无统计学差异。所有患者

术前血样均于清晨空腹采集 4 .C静置离心分离血清，

• 80 .C低温冰箱保存 。

1.2 主要仪器、软件及试剂
PBS-II 表面加强激光解吸电离 -飞行时间质谱

收稿日期: 2008-05-20 接受日期: 2008-07 -03 
国家自然科学基金(No.30471987)和国家高技术研究发展计划(863

计划) (No.2006AA02Z34 I )资助项目
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仪(SELDI-TOF-MS)、能量吸收分子 SPA 、 CMI0

型蛋白质芯片为美国 Ciphergen 公司产品 ; 支持向量

机(support vector machines , SVM)软件运用美国

MathWorks 公司的 Matlab6 .5 数据处理软件; ZUCI­

Protein Chip Data Ana1yze System 分析软件包由浙江

大学肿瘤研究所开发;分析纯尿素、乙酸铀、乙

腊、 DTT 和 CHAPS 缓冲盐为 Sigma 公司产品。

1.3 方法

血清标本冰浴中解冻， 10000 r/min 离心 5 min , 

取5μl 与 10 μ1 U9处理液(9 mol/L尿素， 0.2% CHAPS , 

0.1% 0π丁混合振荡处理 30min 后，加 185 ~50mmol止

乙酸铀溶液(pH=4.0)混匀 。 CMI0 芯片置于 96 孔支

架中， 50 mmol/L 乙酸铀溶液(pH=4.0)平衡芯片 2 次，

每次 5 min，取经过处理、稀释的血清 100μl 加至芯

片上， 4 .C摇床反应 1 h 。 反应结束甩干芯片表面液

体，依次以 50 mmol/L 乙酸铀溶液(pH=4 .0)清洗芯片

3 次，每次 5 min; 去离子水快速清洗 2 次 。 芯片自然

干燥后点加 1μlSPA 一次，待干燥后行质谱仪检测。

1.4 数据收集和统计学分析

质谱仪参数设定:激光强度 190， 灵敏度 7，数据

收集范围 2 000-30 000 m々(蛋白质质量和电荷比值，

即质荷比)， 每次收集数据前以标准蛋白质芯片校正

分子量 。 以质控血清作重复性检测。原始数据先以

Proteinchip Software 3 . 2.0 软件校正， 使总离子强度

及分子量达到均-， 并过滤噪音，初始噪音过滤值 5 ，

二次噪音过滤值 2 。

1.5 生物信息学分析

ZUCI-Protein Chip Data Analyze System 分析软

件包进行数据处理，通过离散小波分析去除噪音，用局

部极值的方法找出样本质荷峰，以 10% 为最小阔值对

质荷峰进行聚类。质谱原始数据经过滤噪音，聚类分

析处理后，对初步筛选出的质荷比峰数据做Wilconxon

秩和检验， Wilcoxon 秩和检验分析根据 P值评价各

个峰对区分两类样本的相对重要性。将差异显著的

质荷峰随机组合输入SVM， SVM [ 111; 使用线性的SVM

分类器，具体设置:采用径向基核函数(radial based 

kemel), Gamma值设为 0.6，罚分函数(c)设为 19。特

征向量的选取采用统计过滤结合模型依赖性筛选的

方法，建立判别模型，用留一法交叉验证评估模型的

判别效果 。

2 结果

设定参数分别对 12例大肠黠液腺癌患者与 41 例

-技术与方法.

表 1 大肠黠液腺癌患者与大肠非秸液腺癌患者 12 个表达有

统计学差异的蛋白质峰比较(尬。

蛋白质峰 非辈占液腺癌 和液腺癌 P值

m/z (x 士s) (x 士 s)

24 297 114 .69士53 .42 87.22:t54.27 0.0067 
23 434 376.92土204 .4 8 268 .45土202.76 0.0092 
3 322 2 15 1. 71 土755.24 1 620. 10:t618.28 0.0236 
4477 1 372.55士 1 183.58 1 223.68土 1 043.51 0.0293 
3 822 599 . 5 1 土755 . 16 300.07 :t 127.26 0.0310 
4 39 1 660.57土 190 . 59 523.80士 144 .40 0.0310 
9 126 459.66:t23 1.72 627 . 87士26 1. 86 0.0363 
9 144 607.2 1 土439. 1 5 990.01 土 666.84 0.0382 
4616 799.94土840.47 1 430.60主 1 195.82 0.0402 
4 353 2 883 .4 5土 1 009.79 2215.09土747.67 0.0446 
4 132 716 .96土343 . 68 978 .46土612.94 0.0469 
6644 97 .46土 134 .47 42.83 :t66.82 0.0469 

表 2 黠液腺癌患者与非黠液腺癌患者留一法交叉验证结果

(191J数)

分组

非载液腺癌

都液腺癌

共计

非教液腺癌

39 
2 

4 1 

和液腺癌

2 

10 
12 

例数

41 
12 
53 

大肠非黠液腺癌患者的血清蛋白质指纹图谱进行相对

含量的分析， 得到两者间表达差异有统计学意义的蛋

白质峰共 12 个(P<O .O日， 其中 8 个蛋白质峰(24297 ，

23434， 3322， 4477， 3822， 4391 ， 4353 和 6 臼4m々)在

大肠站液腺癌中的表达低于大肠非黠液腺癌(P<0.05) ，

其中质荷比为 24297 和 23434 m/z 处的蛋白质峰强

度统计学P值分别为 0.0067 和 0.0092， 差异有极显著

统计学意义(P<O .0 1) o 4 个蛋白质峰(9 126, 9 144 , 

4616 和 4132 m均在大肠黠液腺癌中的表达高于大

肠非黠液腺癌(P<0.05 ) (表1) 。

SVM 留一法筛选出 24297 、 3 322 、 3 822 和

4353 m/z 四个蛋白质峰组成的模型作为生物标志物

进行检测和预测准确率，其中 12例大肠黠液腺癌患

者中有 10 例患者被正确识别， 41 例大肠癌非黠液

腺癌患者中有 39 例被正确识别，准确率为 92 .45%

(49/53) (表 2，表 3) 。 图 1 显示了这个模型的四个蛋

白质峰在大肠黠液腺癌和大肠非黠液腺癌患者中的

不同强度表达的差异 。

3 讨论

黠液腺癌，是腺癌的一个亚型，只要黠液样物质

占瘤体体积的50%或者以上定义为勃液腺癌，茹液腺 ­

癌和非黠液腺癌在临床和生物学行为及预后上都有
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表 3 大肠秸液腺癌患者和非秸液腺癌患者的血清蛋白质指纹图i普筛选构建的模型的 4 个蛋白质峰(由)

蛋白质峰(mlz)

项目 例数 24292 33223 8224 353 

数液腺癌

非教液腺癌

P 值

12 87.22士54.24 1 620 .1 0 :t618 .28 300.07土 1 27.26 22 15 .0 :t747 .67 

4 1 114.69 :t53 .42 2 15 1.7 1:t755 .24 599.51土755 . 16 2883 .0土 1 009.79

4000 

3500 

t8ì 3000 
m 

主b 2500 

需 2000
爱 1 500 

5 lOOO 

H国 500

。

0.0067 

"1活液腺府
口非教液腺癌

24297 3 322 3 822 4353 

蛋臼质峰值(mlz)

图 1 4个蛋臼质峰在大肠黠液腺癌和大肠非秸液腺癌患者中

的不同强度表达的差异

很大不同，黠液腺癌在确诊时通常比非黠液腺癌侵犯

范围更加广泛，瘤细胞分泌黠液的水平与其预后密切

相关，因为黠液样物质对周围组织的机械压力使瘤细

俨 胞更容易向四周侵犯，更易发生腹膜转移及远处的淋

巴结转移，大肠黠液腺癌患者的生存率在很多研究中

证明均低于非黠液腺癌[3 ，4， 12 ， 1坷，大肠黠液腺癌更易于

扩散转移，其病理学特征显示了治愈率低，复发率高，

预后更差。

因此对于大肠茹液腺癌病例应早期作出诊断，由

于黠液腺癌更容易发生深层侵润及淋巴转移，因此术

中应尽可能行根治或扩大根治性切除，扩大淋巴结的

清扫范围，对较晚期病例手术时应广泛切除周围组织，

对己浸润到周围脏器者应考虑行联合脏器切除[叫，有

条件的患者可考虑术前新辅助化疗，术前冲击性放疗，

术中腹腔温热灌注化疗，以改善黠液腺癌患者的生存

率[7 ， 8 ， 151 。

然而，因为黠液腺癌组织中也包含分化不同的腺

癌组织，而且黠液成分常在癌组织深部， 大肠勃液腺

癌的术前活检病理诊断准确率比较低，有报道只有

20 ,6% [91 。 而且目前没有用于大肠黠液腺癌诊断的

肿瘤标志物 。

SELDI-TOF-MS 技术是2002年开发的新型蛋白

质组学技术，应用基因芯片的设计原理，把层析、质

谱等技术合理的与蛋白质芯片结合，可检测出传统方

、 法很难鉴定的蛋白质和多肤，由于高灵敏度和高通

量地反映检测样本中蛋白质全貌的特点[l6]，被用于

肿瘤标记物的筛选在大肠癌诊断和分期等有重大的

0.0236 0.0310 0.0446 

发现[ lt I S]，但目前尚未见有大肠茹液腺癌方面的报

道。本实验使用的 SVM是 Vapnik[191等提出的一种分

类技术， 是在统计学理论基础上发展起来的新型机器

学习方法， 模式识别中小样本模型的推广性、模型

选择、过拟和、纬数灾难等问题在 SVM 中得到了

很好的解决。 用留一法交叉验证评估模型， 即当一

个样本作为测试，其余样本训练，反复测试直至结果

稳定。因每次的测试集都是独立于用来训练的样本，

完全做到盲法测试。 经过以上多步骤、 综合多种方

法处理数据，确保了所建模型的推广性和预测的准确

性。应用 ZUCI-Protein Chip Data Analyze System 分

析软件包和 SVM 留一法，已经成功应用分析了很多

疾病血清蛋白质指纹图谱[20 ， 211 。

本实验中，我们探讨使用 SELDI-TOF-MS 技术

结合生物信息学方法建立基于 SVM的血清蛋白质指

纹图谱模型，成功地区分大肠黠液腺癌患者和非黠液

腺癌患者，准确率较高 。 基于 SVM 的血清蛋白质指

纹图谱模型为早期筛查及诊断大肠薪液腺癌提供了

一种新方法 。
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Biomarker Discovery of Colorectal Mucinous Adenocarcinoma by 

Fingerprint and Support Vector 岛1achine

Wen-Hong Xu' , Yi-Ding Che时， YueH时， Jie-Kai Yu3, Lian-Cong Wang l , Shu Zheng3, Su-Zhan Zhang3* 
CDepartment 01 Radiation Oncology, 2Department 01 Surgical Oncology, 3Cancer lnstitute, the Second Affiliated Hospital 01 

Zhejiang Uniνers!η School 01 Medicine, Hangzhou 310009, China) 

Abst r act To discover special serum protein of colorectal mucinous adenocarcinoma (MA) and non-

mucinous adenocarcinoma (nMA) preoperatively by using the technology of surface enhanced laser desorptionl 

ionization-time of flight-mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) and support vector machine. The potential tumor 

biomarkers in serum from 12 MA patients and 41 nMA patients were screened by the technology of SELDI-TOF­

MS and CMI0 Protein Chip (CipherGen Company, USA). The CMI0 protein chips was analyzed by PBS II protein 

chip reader and the protein information was transformed into the form of spectra. The ZUCI-Protein Chip Data 

Analyze System software package was used to analyze the results . Discrete wavelength analysis was used to 

eliminate noise and subtract the baseline. A linear support vector machine (SVM) classifier was used to identify 

peaks. MA was compared with nMA in order to search for proteomic difference between different pathological 

types. The intensity of 12 proteins in the two groups was significantly different. Among them the P value of the 24 297 

and 23 434 m々 were 0.0067 and 0.0092, respectively. The model formed by four protein peaks of 24297 , 3 322, 3 822 

and 4353 m/z was able to distinguish MA from nMA patients with high accuracy. Ten cases in 12 MA patients and 

-" 

39 cases in 41 nMA patients were classified correctly. The accuracy was 92.45% (49/53) . The specific serum 

protein in MA patients can be preoperatively diagnosed by SELDI-TOF-MS with high accuracy . This method • 

possesses a potential in clinical application. 

Key words colorectal mucinous adenocarcinoma; SELDI-TOF-MS; bio-informatics 
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