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前言

大肠癌是第三大最常见的癌症类型，全球每年有近 100万

新发病例，有 492000人死于大肠癌[1]，其在所有恶性肿瘤的死

亡顺位为第 3位[2-4]。大肠癌早期经手术治疗，5年生存率可达
95%，但目前大肠癌的早期诊断率仅为 37%，平均 5年生存率
只能达到 20%-25%[5，6]。因此，早期诊断和早期治疗是影响大肠

癌预后的重要因素之一。

目前有多种大肠癌肿瘤相关标志物广泛应用于临床诊断，

包括糖类抗原系列（CEA、CA242）、抑癌基因（p53基因、p16基

因、SYK、结肠腺瘤性息肉病基因）、血管内皮生长因子、Sur-

vivin基因、膦酸酯酶 PTEN、癌基因（CD44、端粒酶）等。理想的

肿瘤标志物应具有灵敏度高，特异性好，具有器官特异性，与病

情严重程度、肿瘤大小或分期有关，能监测肿瘤治疗效果和肿

瘤的复发并预测预后等特点。现有的大肠癌肿瘤标志物与此还

有很大差距[7，8]，诊断的灵敏性或特异性较差，尤其是两者背离。
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摘要 目的：以常规体检者和明确诊断的大肠癌患者为研究对象，对其血清进行多肽谱分析，统计分析获得大肠癌特异血清多肽

峰，为大肠癌的分子诊断提供理论依据，提高大肠癌的早期诊断水平。方法：1)收集研究对象外周非抗凝血并记录其人口学特征，
将非抗凝血进行离心分离血清并保存；2) 用 Dynabeads RPC18磁珠分离提取血清蛋白质，Bruker UltraFlex TOF/TOF采集信号并
用分析软件 Clinprot tools 2.2（Bruker）分析筛选出大肠癌血清显著差异峰；3）用 SPSS13.0分析大肠癌患者和健康人多肽峰的差
异，进行 Logistic回归分析差异多肽对形成大肠癌的影响。结果：本次研究共获得 111名健康人和 94名大肠癌患者的血清多肽峰
信息，其中 109名健康人和 91名大肠癌患者同时具有性别、年龄等人口学信息。筛选出差异多肽峰 105个，其中 76个多肽在大
肠癌患者和健康人间的分布差异有统计学意义（P<0.05）。运用 Logistic回归分析，进入回归方程（P<0.05）的有：年龄，质荷比（m/z）
分别为 1061.10、1213.09、1607.32、1867.02、1897.95、2011.67和 5078.81的七种多肽。结论：液体蛋白芯片飞行时间质谱系统可高
效、精确地筛查血清多肽。大肠癌患者与健康人的血清多肽存在差异，筛选得到的质荷比（m/z）分别为 1061.10、1213.09、1607.32、
1867.02、1897.95、2011.67和 5078.81的七种多肽可能作为早期诊断大肠癌的潜在肿瘤标志物。
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1.2.2 血浆的磁珠预处理 根据 ClinProtTM供应商（Bruke r

Daltonics，Billerica，USA）提供的说明，将所有血浆样品使用弱

阳离子交换磁珠（MB-WCX）进行分离。通过结合、洗涤和洗脱

三个步骤对样品进行纯化和分离。首先，在试管中加入 10 滋L

磁珠、10 滋L MB-WCX结合液（BS）和 5 滋L血样，充分混合并

放置五分钟。第二步，将试管放置在磁珠分离装置上（Bruker

Daltonics，Billerica，USA）一分钟，使磁珠吸附在管壁上。然后

取出上清，加入 100 滋L磁珠洗涤液（WS）充分混匀。洗涤三次

后取出上清，加入 5 滋L磁珠洗脱液（ES），在分离装置上洗脱管
壁上的磁珠两分钟。将上清转移到一个新的试管中，加入 5 滋L

磁珠固定液（SS）充分混合。由此产生的洗脱液在 -20 ℃下储

存。

1.2.3 AnchorChip靶芯片点样和蛋白质分析 用 2:1乙醇和

丙酮溶液当天配置 0.3g/L的 琢-氰基 -4-羟基肉桂酸基质溶液，

用该基质溶液按 1:10比例稀释洗脱的样品。例如，在 10 滋L的

基质溶液中加入 1 滋L的洗脱液，取出 1 滋L混合液点在基质辅

助激光解析电离飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）样品靶上

（AnchorChipTM，Bruker Daltonics，Billerica，USA），在室温下干

燥后进行分析。使用美国布鲁克道尔顿公司的 Autoflex飞行时

间设备进行基质辅助激光解析电离飞行时间质谱测定。出于质

量控制的目的，用 11个平均分子质量偏差不超过 100 ug/g的

肽作为外部标准制剂，数据采集前该标准制剂在每第八个样品

上进行了再次校准。另外，用 13个参考血样作为外部标准，变

异系数小于 30%即表示系统性能可接受。每个样品平均激光照

射 400次，每个靶位轰击 100下，轰击四个不同的区域，检测范

围为 600-10000Da，获得多肽质谱图。
1.3 统计分析

用 ClinProTools2.0软件对样本原始质谱图（使用总离子

流）正式分析前，先进行基线消减、校正和归一化，确定检测范

围为 600-10000Da，设置信噪比（S/N）大于 5，质量范围不大于
0.1%。以峰面积作为定量标准，将两组间相关峰值水平的比较，

筛选出大肠癌血清显著差异多肽峰。统计学分析使用 SPSS13.0

运用先进的技术识别更多优良的大肠癌肿瘤标志物已成为临

床上的迫切需要。

本研究运用 Clinprot技术（液体芯片 -飞行时间质谱技术）

对大肠癌患者和健康对照组的血清多肽谱进行分析，该系统由

磁珠分离系统、质谱系统、分析软件和可选的液体样品自动处

理系统四部分组成，可以对血液等液体中低分子量的蛋白 /多

肽有效富集和分析，筛选出差异具有统计学意义的多肽峰，敏

感性、重复性和特异性均较好。筛选出的显著差异多肽对大肠

癌临床诊断和治疗提供新的理想肿瘤标志物有重要的理论意

义和实践价值。

1 材料和方法

1.1 研究对象

研究中 111例健康组人员来自在首都医科大学附属北京

友谊医院进行常规体检的人群。选入标准为：（1）病历中无躯体

疾病或精神异常史；（2）两周内无服药史。将明确诊断为严重的

心血管、呼吸、泌尿、消化和血液系统具体疾病的个体予以排

除。94例大肠癌患者组来自首都医科大学附属北京友谊医院
明确诊断为大肠癌的病人。大肠癌的诊断以病理诊断为金标

准，排除患有或曾患糖尿病、心脑血管、肝脏、肾脏、代谢性疾病

以及其它肿瘤等重要疾病人群。所有研究对象均签署知情同

意，本研究经首都医科大学伦理委员会的批准通过。

1.2 血浆多态谱分析
多肽谱分析的技术路线见图 1所示：

1.2.1 血浆样品 供分析使用的血浆样品根据自愿原则，静脉

穿刺收集清晨空腹血液，37 ℃环境中半小时凝血。采集的血液

以 3000 r/min离心 15分钟分离血清并在 -80 ℃下保存以供蛋

白组学分析使用。

图 1 多肽谱分析技术路线

Fig.1 Technology roadmap of peptide spectrum analysis
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软件，符合正态分布的数据分析使用独立样本 t检验，不符合

正态分布的连续数据使用 Mann-Whitney秩和检验。采用 Lo-

gistic 回归分析向前条件似然比法（forward conditional），以选

入界值 琢≤ 0.05、剔除界值 琢≥ 0.10 为标准，分析性别、年龄以
及筛选出的 115个显著差异多肽峰中对发生大肠癌的危险因

素。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大肠癌组和健康对照组的多肽图谱进行比较

大肠癌组与健康对照组的血清多肽指纹图谱（图 2）经标

准化后，用 ClinProTools软件对 2组人群血清中多肽峰的峰值
或质荷比进行分析比较，结果在 600-10000Da范围内共筛选到
105 个血清显著差异多肽峰。经独立样本 t 检验或
Mann-Whitney秩和检验（SPSS13.0），筛选出的 105 个多肽峰

中，有 76个多肽峰在大肠癌组和健康对照组之间的差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 1，2。

2.2 Logistic回归

以是否患有大肠癌为因变量，纳入模型分析的影响因素包

括性别、年龄、105种血清显著差异多肽峰。通过 Logistic回归

分析向前条件似然比法（forward conditional）共得出有意义的
相关因素 8 项（P 均 <0.05）：年龄、质荷比（m/z）分别为
1061.10、1213.09、1607.32、1867.02、1897.95、2011.67 和 5078.81

的七种多肽。其中年龄、质荷比（m/z）为 1213.09、1867.02、
1897.95 的多肽回归系数（B）为正值，OR 值、95%CI的上限和

下限值均 >1，说明随着年龄增长患大肠癌的危险增高，每增大
一岁，患大肠癌危险度增加 2.714倍，这 3 种多肽在血清中的

含量升高提示可能患大肠癌；质荷比（m/z）为 1061.10、
1607.32、2011.67和 5078.81的多肽回归系数（B）为负值，OR

值、95%CI的上限和下限值均 <1,说明这 4种多肽在血清中含

量降低提示可能患大肠癌 (表 3)。经计算，预测灵敏度为
97.8%，95%可信区间为 96.3%-99.3%，特异度为 97.2%，95%可

信区间为 95.7%-98.7% (表 4)。

图 2 血清多肽指纹图谱（局部）：红色曲线代表大肠癌组；绿色曲线代表健康对照组

Fig.2 Serum peptide fingerprint (partial)：The red curve on behalf of the colorectal cancer group；Green curve on behalf of the health control group

变量

（Variable）

多肽

（Polypeptide m/z）

P值

（P-value）

变量

（Variable）

多肽

（Polypeptide m/z）

P值

（P-value）

X10

X11

X14

X17

X43

X44

X45

1061.10

1068.31

1083.62

1279.46

2367.09

2378.64

2388.55

<0.001

<0.001

0.001

0.022

<0.001

<0.001

<0.001

X46

X49

X50

X89

X91

X94

X99

2486.11

2881.90

2899.73

6086.35

6485.20

6629.74

7919.92

0.014

0.001

0.001

0.010

<0.001

0.008

<0.001

表 1 大肠癌特异血清多肽峰（t检验）

Table 1 Colorectal cancer-specific serum peptide peak (t test)
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变量

（Variable）

因素 /多肽

（Factors/polypeptide）（m/z）

P值

（P-value）

变量

（Variable）

多肽

（Polypeptide）（m/z）

P值

（P-value）

变量

（Variable）

因素 /多肽

（Polypeptide m/z）

P值

（P-value）

X2

X8

X15

X20

X23

X24

X25

X26

X27

X28

X29

X30

X31

X32

X33

X34

X35

X36

X37

X39

X40

X41

年龄

1049.17

1099.58

1505.5

1607.32

1641.44

1848.51

1867.02

1889.05

1897.95

1935.67

1981.15

2011.67

2023.05

2033.88

2044.73

2065.83

2085.89

2190.45

2236.10

2256.54

2277.62

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.004

0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.017

<0.001

<0.001

X42

X47

X48

X49

X51

X52

X53

X54

X55

X56

X57

X59

X61

X62

X64

X71

X72

X73

X74

X75

X76

-

2355.09

2646.92

2863.40

2881.90

2912.28

3040.47

3060.80

3159.10

3180.26

3198.01

3241.10

3429.20

3473.08

3929.57

4093.64

4558.42

4574.45

4591.89

4640.28

4742.92

4760.94

-

<0.001

<0.001

<0.001

0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.011

0.021

0.001

0.039

0.020

0.001

0.001

0.004

<0.001

0.001

0.016

0.002

<0.001

0.001

-

X77

X79

X80

X81

X82

X83

X84

X88

X90

X92

X93

X95

X96

X97

X98

X100

X101

X104

X105

X106

X107

-

4964.38

5078.81

5173.16

5191.24

5210.09

5668.16

5738.11

6057.23

6449.41

6540.95

6578.10

6981.22

7002.86

7058.84

7765.05

8136.02

8283.36

8764.96

8934.72

9091.15

9288.24

-

0.015

0.001

<0.001

<0.001

0.001

<0.001

0.001

0.004

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.001

0.002

0.007

0.033

<0.001

<0.001

-

表 2 大肠癌特异血清多肽峰（t检验）

Table 2 Colorectal cancer-specific serum peptide peak (t test)

变量名

（Variable name）

因素

（Variable）

回归系数

（Regression coefficient）

P值

（P-value）

经验值（B）

（Exp B）

X2

X10

X16

X23

X26

X28

X31

X79

截距

年龄

多肽 1061.10

多肽 1213.09

多肽 1607.32

多肽 1867.02

多肽 1897.95

多肽 2011.67

多肽 5078.81

-34.444

0.998

-0.086

0.185

-0.454

0.430

0.068

-0.050

-0.221

0.015

0.015

0.018

0.015

0.017

0.018

0.011

0.015

0.028

0.000

2.714

0.918

1.203

0.635

1.537

1.071

0.951

0.802

经验值的 95%置信区间 Exp（B）的 95%CI

1.214

0.855

1.037

0.437

1.076

1.016

0.913

0.659

6.067

0.986

1.396

0.923

2.194

1.129

0.990

0.976

下限（Lower limi） 上限（High limit）

表 3 Logistic回归结果

Table 3 Logistic regression results

预测诊断

（Predict the diagnosis）

合计

（Total）

大肠癌患者（Patients with colorectal cancer）

健康对照者（Healthy Donor）

合计（total）

89

2

91

3

106

109

92

108

200

金标准（Gold standard）

大肠癌患者

（Patients with colorectal cancer）

健康对照者

（Healthy Donor）

表 4 预测模型评价

Table 4 Prediction model evaluation

Logistic回归方程为：
LogitP=-34.444+0.998x2-0.086x10+0.185x16-

0.454x23+0.430x26+0.068x28-0.050x31-0.221x79

3 讨论

大肠癌是消化系统常见恶性肿瘤，发病率和死亡率无论在
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发达国家还是发展中国家均呈上升趋势。早期诊断和复发的早

期检测是有效治疗大肠癌的关键。肿瘤标志物检测是继影像诊

断和病理诊断后临床上最常用的肿瘤诊断方法之一，血清中肿

瘤标志物的检测有助于大肠癌患者的早期发现和预后评估。目

前已有大量血清肿瘤标志物广泛应用于临床诊断，但是至今未

发现灵敏性和特异性均较高的理想肿瘤标志物。

高通量蛋白组学技术的出现，尤其是质谱技术的高速发

展，为检测、识别出更多新的生物标志物提供了技术上的保证，

对提高恶性肿瘤早期诊断率有重要价值。表面增强激光解析飞

行时间质谱技术（surface enhanced laser desorption/ion-ization

time of flight-mass spectrometry，SELDI-TOF-MS）最早应用于肿

瘤的早期诊断[9，10]，是一种新兴的蛋白质组学研究方法。该技术

使用蛋白芯片技术分离纯化蛋白，并应用飞行时间质谱和软件

分析来寻找肿瘤的早期标志物。SELDI-TOF-MS技术已用于乳
腺癌、前列腺癌、卵巢癌等多种恶性肿瘤早期诊断研究[11-13]。但

该技术还需要进一步的完善[14，15]，如重复性较差，目标蛋白结合

在芯片上不能用于直接鉴定，对血清中低浓度的标志物检测灵

敏度低。

目前应用最广泛的 CEA 对大肠癌诊断的灵敏度仅为
67.2%，特异度为 80.4%，合理选择多种肿瘤标志物联合检测可

以提高诊断的准确性，也是大肠癌诊断的必然趋势。冀子中[16]

等采用 4种肿瘤标志物（CA50，CA199，CA242和 CA242）联合

检测在大肠癌，灵敏度为 82.5%，特异性为 67.6%。何庆泗[17]等

联合检测 4 种肿瘤标志物（SA，PA，CA242 和 CA242）对大肠

癌进行定性诊断，SA，PA，CA242联合检测的灵敏度为 100%，
特异性为 63.46%。不同种类肿瘤标志物的联合诊断不同程度

上提高了大肠癌诊断的灵敏度和特异度，但距离理想肿瘤标志

物相去尚远。

为提高灵敏度和特异度，德国 Bruker公司的 ClinProt技术

应运而生，将本来固定住芯片上进行的样品纯化和富集过程改

为用磁珠进行，有疏水磁珠、金属螯合磁珠、阴离子和阳离子交

换磁珠等不同功能的磁珠，而且磁珠颗粒小，总表面积大，可与

样品充分接触，可捕获血清中多种类、低丰度的蛋白[18]。ClinProt

系统操作简单、快速，只需几次简单的混匀、洗涤和洗脱过程即

可完成前处理。此外，ClinProt质谱系统中，样品靶采用最新的
AnchorChip专利技术，表面具有疏水作用基团，中央具有亲水

基团，溶剂蒸发时样品液滴可浓缩锚定至 600um，大大增加了

分析浓度，相对于一般金属靶灵敏度可提高 10-100倍，进一步

提高了质谱检测的灵敏度和分辨率[19]。ClinProTools软件易于

应用后台处理，可进行数据可视化、归纳和采集，同时可以利用

蛋白质表达谱数据建立预测模型，与一般质谱检测结果处理软

件相比具有可视化的直观性和各种不同的数学算法等特点[20]。

本研究应用液体芯片 -飞行时间质谱技术对血清中的多
肽肿瘤标志物进行高通量筛查，可以涵盖血清中小分子（<20
kd），痕量（<1000 滋l/L）蛋白或多肽，增加了大肠癌肿瘤标志物
的选择范围，敏感性和重复性良好。大肠癌组与健康对照组血

清多肽存在差异，筛选出 105个显著差异血清多肽峰。经统计
分析，76个血清多肽在两组间的差异有统计学意义，7个血清
多肽进入 Logistic回归方程，具有潜在的诊断意义，为进一步

的序列鉴定和生物学意义的研究奠定了基础。

本研究采用回归预测方法，可筛选出于结果变量有密切联

系的解释变量。建立的预测诊断模型将多种大肠癌肿瘤标志物

联合起来，灵敏度为 97.8%，特异度为 97.2%，均远高于此前的

诊断方法。本研究结果具有一定的时间价值，可以为进一步提

高大肠癌诊断率提供基础。由于样本有限，预测模型的优化需

继续收集血样以进行检测验证。另外，在最终确定预测模型后

还需对特异多肽进行鉴定以应用于临床实践。

综上所述，ClinProt系统可生成高质量的血清多肽表达谱、

可区分癌症患者和健康人的蛋白质组指纹，结合 MAL-

DI-TOF/TOF鉴定差异蛋白质，具有高效、快速、高通量、高灵敏

度和高特异度的特点，对筛选、鉴定肿瘤标志物带来了新的希

望。
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从表 3可以看出，个人有无病史对该基因突变的耳聋也没
有直接的关系。这都说明这类耳聋都是先天的基因决定的，与

出生方式及后来生活的外部因素无明显关联。同时也说明对新

生儿进行听力筛查的同时融入耳聋基因筛查是非常必要的。

临床上很多耳聋患者的父母听力都是正常的，这说明大部

分耳聋基因都是隐性遗传的，父母仅是易感基因的携带者，但

很可能会生育先天性耳聋的患儿。若先证者聋病基因检测结果

为阳性，多数情况下其父母再生育聋儿的风险为 25%，再次怀
孕时必须进行胎儿的产前诊断，这对优生优育具有深刻指导意

义。

通过上述的听力筛查与研究，儿童和青少年患有遗传性耳

聋的比率超出了我们的想象，这些耳聋需要早筛查和早治疗，

有利于儿童的语言学习和生活能力的培养等。虽然我们在中国

黑龙江做耳聋基因筛查是部分的人群，由于他们是随机来我院

就诊，在某种程度上也能反映出黑龙江地区耳聋致病基因的情

况。这对今后做好黑龙江地区婴幼儿听力筛查和早期诊断十分

有意义，为今后基因致聋的预防和控制提供了很好的途径。因

此，要积极开展耳聋的产前诊断，这必将为我国聋人家庭及通

过聋病基因筛查出的携带者家庭中防止聋儿的出生做出它应

有的贡献。需要指出的是黑龙江是一个多民族的地区，有研究

表明致聋基因突变有着明显的地域性和种族差异，全面而准确

的描绘黑龙江省地区耳聋基因的概况，还需要进一步调查研

究。
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