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$摘 要% 背景与目的!头颈部鳞癌早诊率的高低是影响治疗效果的关键因素之
一’ 本研究应用血清蛋白质谱技术结合人工神经网络建立头颈部鳞癌 ""%+: +$:
$%/W &X)+I()& /%,, /+*/#$(I+!VMN..$患者的诊断模型!并评价其诊断价值’方法!
对 2C 例头颈部鳞癌患者和 5C3 例健康人的血清样本随机分为训练集"5CB 例$和测
试集 "20 例$’ 首先应用表面加强激光解吸电离H飞行时间质谱"&)*-+/%H%$"+$/%:
:%&(*9;#($ #($#Y+;#($ ;#I%H(-H-,#@"; I+&& &9%/;*(I%;*K!NGZ[\HA>]H^N$ 技术及 _.?0
"‘%+W /+;#($H%F/"+$@%$ 芯片检测训练集样本 ! 结合反向传播人工神经网络
"+*;#-#/#+, $%)*+, $%;‘(*W!aMM$的方法建立诊断模型!进一步检测测试集样本并评
价该模型的诊断价值’ 结果!在训练集样本中筛选出 C 个 C O 7"质荷比$峰"C C3D
)! 7 D0C )! B D03 )! 53 3D2 )$区分头颈部鳞癌和对照人群的敏感度和特异度均
达 511L1b"5CB c 5CB$& 用该模型对测试集样本进行双盲法预测的敏感度为 B7L2b
"5B c 05$!特异度为 D3L5b"CD c 75$’ 结论!该模型诊断头颈部鳞癌具有较高的灵敏
度和特异度!值得进一步研究’
关键词!头颈部肿瘤& 鳞状上皮癌& NdZ[\& 蛋白质质谱& 人工神经网络& 诊断
中图分类号!S28DL38 文献标识码!a
文章编号!5111eC32?"0112$124123241C
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曹素梅!等! 血清蛋白质谱结合人工神经网络在头颈部鳞癌诊断中的研究

头颈部鳞癌 !"#$% $&% &’() *+,$-.,* (’//
($0(1&.-$"23455#的主要治疗方式是手术和放射治
疗"但生存率在过去 67 年内并无明显的改善"重要
的原因之一是早诊率没有明显的提高$所以"寻找方法
简便而灵敏度%特异度高的早期诊断方法尤其重要$
近年来"随着蛋白质组学和芯片技术%生物信

息学的飞速发展"为高通量%特异地筛选肿瘤标志
物提供了一个平台&8"6’$ 本研究应用表面加强激光解
吸电离9飞行时间质谱!*,0:$(’9’&"$&(’% %’*.0;<1.&
1.&1=$<1.& <1-’9.:9:/1>"< -$** *;’(<0.-’<0?"4@ABC9
DEF9G4( 技术和 H5I6 )J’$) ($<1.&9’K("$&>’(芯
片"对头颈部鳞癌患者和健康对照人群进行检测"并
结合人工神经网络 !$0<1:1(1$/ &’,0$/ &’<J.0)"L33(
建立诊断模型"并评价该模型的诊断价值$

! 材料与方法

!"! 标本及来源
MN 例头颈部肿瘤患者均经病理确诊为鳞癌"

治疗前的血清标本取自中山大学肿瘤防治中心血

清库"其中喉癌 8O 例 "鼻咽癌 P 例 "扁桃体癌 8O
例"口底癌 Q 例"口咽癌 P 例"鼻腔%上颌窦癌 P 例"
舌癌 P 例"下咽癌 86 例"牙龈癌 N 例$ 所有患者均
采用 RC55 分期"其中!期 P 例""期 8N 例"#期
SQ例"$期 8Q 例$男性 QO例"女性 8N例"中位年龄
T6 岁!NNUQS 岁($ 8NQ 例对照人群的血清标本取自
健康体检者"其中男性 87Q 例"女性 N7 例"中位年
龄 N6 岁!6SUTT 岁($ 所有血样均于清晨空腹采集"
分离血清并保存于VP7W低温冰箱备用$上述所有样
本按随机数字表法随机分为两组"6 X S 为训练集!共
8NP 例"其中 23455 TS 例"!%"期鳞癌有 8O 例*
对照人群 YT 例("8 Z S 为测试集 )共 M6 例" 其中
23455 68 例"!%"期癌有 N例*对照人群 T8 例($
!"# 主要仪器和试剂

[\49"型表面加强激光解吸电离9飞行时间质
谱仪系统 )4@ABC9DEF9G4(%H5I6 )J’$) ($<1.&9
’K("$&>’(蛋白芯片和能量吸收分子 525L 购于美
国 51;"’0>’& 公司"51]$(0.& \/,’ S^L)白蛋白亲和
树脂(和 52L[4 缓冲液购于 41>-$ 公司$
!"$ 实验方法
血清标本在冰浴中解冻后 TYN_! 离心 T -1&"

取 8O %/ 用 YO %/ O!T‘52L[4);2MaN(溶液稀释后
加入到 51]$(0.& \/,’ S^L 中" 在 NW摇床上反应
Q7 -1&"TYNb! 离心 T -1&"取上清溶液 TO %/"进一
步用 8OO --./ X A 乙酸钠 );2NaO(稀释至 6OO %/"

加至预先用 8TO %/ 8OO --./ X A 乙酸钠平衡过的
H5I6 芯片中"振荡器上振荡 QO -1&$ 甩去血清标
本"8OO --./ X A 乙酸钠 8TO %/ 清洗芯片 S 次"每次
T -1&"再用去离子水清洗芯片 6 次"每次 8 -1&"干
燥后加 OaT %/ 能量吸收分子 525L 到已经结合上
蛋白质的 H5I6 芯片上"干燥后行质谱仪检测$

4@ABC质谱系统用 $//91&9.&’)51;"’0>’&公司(校
正到分子量误差 c Oa8‘$ 将结合好蛋白质的 H5I6
蛋白芯片用质谱阅读仪分析$ 使用的分析参数为+
最高分子量 TO OOO ,"优化范围 8 OOO 到 6O OOO ,"
激光强度 8QO"检测敏感度 M"每个样本取 Y8个点的平
均值$ 所有的样本都使用相同的参数"用 51;"’0>’&
[0.<’1&5"1; 4.:<J$0’ Sa8 软件收集质谱信号$
!"% 生物信息学方法
应用 51;"’0>’& [0.<’1&5"1; 4.:<J$0’ Sa8 软件将

所有样本的质谱数据在 8 OOO 到 TO OOO 的范围内
进行两次信噪比过滤"要求过滤后的质荷比)" # $(
峰在 8O‘以上的样本中同时存在"并且同一个 " # $
峰在不同的样本中的偏差 c OaS‘" 并将它们的强
度初始化到V8U8 的范围内$
经上述处理后" 将初步筛选出来的 " # $ 峰在头

颈部鳞癌患者与对照人群做 %检验"按 &值大小比较
每一个 " # $峰在二者间表达差异的显著性程度$ 然
后根据 &值大小将两组间有差异的 " # $峰从小到大
排列" 从 &值最小的单个 " # $ 峰开始逐个增加 " # $
峰的数量作为输入神经元来训练 L33$ 将所有样本
随机分组"6 X S为训练集"8 X S为测试集$ 用训练集建
立神经网络"分别计算各个模型的准确性"选择输入
神经元数量最少而准确性最高的 " # $峰组合作为优
化模型$ 进一步将该模型对测试集进行双盲法预测"
即实验者不知所检测样本的类别" 统计分析者也不
知所预测样本的实际类别"并评价该模型的准确率$

# 结 果

#"! 血清蛋白质谱检测的重复性
为检验质谱检测结果的重复性"我们随机选择

8 名健康对照者的血清标本在同一天用 S 个不同
批次的同类型芯片进行相同方法的检测"并在 S 个
月后用相同方法重复检测该样本"在该样本质谱图
中随机选择 8O 条 " # $ 峰进行比较" 结果显示不同
时间及不同批次芯片检测的同一样本的 " # $ 峰最
大振幅的变异系数)5d(为 6MaT‘" 如图 8 所示$
#"# &’()) 诊断模型的建立和评价
通过对 8NP 例训练集标本的检测和数据分析"
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图 ! ! " # 分别为 " "#$ % 和 & $’& % 的蛋白质谱图和模拟
电泳图在 ! 个 ()*++ 患者和 ! 个健康对照者中的比较
,-.%/0 ! 102/0304565-70 3%/8690:04;6490< =630/ <03>/25->4 ?
->4-@65->4 A633 32095/6 64< .0= 7-0B 8/>A 30/%A >8 ! ()*++

265-0453 9>A26/0< B-5; 30/%A 8/>A ! 9>45/>=3
C;0 6//>B3 -<045-8D 206E3 B-5; 670/6.0 ! " # >8 " "#$ % 64< & $’# %
5;65 6/0 %2:/0.%=650< -4 ()*++ 9>A26/0< B-5; 4>/A6= 30/%AF

共检测到 ()*++ 患者与健康对照者间存在有差异
表达的 ! " #峰 GG"个! 按 $检验 % 值大小从小到大
逐个增加 ! " # 峰作为输入神经元训练神经网络模
型"当 " 条分别为 " "#$ %#& $’" %#H $’# %#G# #$I
%的 ! " #峰$表 G%作为输入神经元时"建立的诊断模
型所使用的 ! " # 峰最少而区分两组的准确性最高"
灵敏度和特异度均达到 GJJK$G"H ? G"H%" 见图 ’!
! " # 在 " "#$ %#&$’" %#H $’# % 的 ! 条 ! " # 峰在
()*++ 患者中含量高" 而 ! " # 在 G# #$I % 的质谱
在对照者中含量高" 其中 " "#$ % 和 & $’" % 两条
! " #峰如图 !所示! 进而应用这一模型对测试集的
I’ 例标本进行双盲法分析和预测 " 结果 ’G 例
()*++ 患者中 GH 例被正确预测&&G 例健康对照者
中 "$ 例被正确预测" 灵敏度为 H&FIK" 特异度为
$#FGK!

! 讨 论

临床研究显示"早期诊断#早期治疗头颈部鳞
癌不仅能大大提高患者的生存率"而且"还决定了

图 G 应用 *LMNO:CP, 方法在不同批次的同类型芯片及不
同时间检测同一血清样本所得的蛋白质谱图的比较

,-.%/0 G 102/><%9-Q-=-5D >8 *LMNO:CP, A633 32095/6 8/>A 6
3-4.=0 30/%A 36A2=0 2/>90330< >4 <-880/045 Q659;03 >8 5;0

36A0 5D20 >8 9;-2 6//6D >4 5;0 36A0 <6D $=6403 G:!% 64< >4
<-880/045 <6D3 $=6403 ":#%

R== 76=%03 6/0 2/030450< 63 A064S*N >8 /0=07645 ./>%23

表 ! " 条用于构建 #$%&& 诊断模型的 ! " # 峰在两组间
的比较

’()*+ ! ,-./ 0-1234-/+5 1+(63 (3 07+ 1-0+809(*
)9-:(/6+/3 ;-/ 5+0+4098< 7+(5 (85 8+46 3=.(:-.3

4+** 4(/498-:( !#$%&&"

& " ’$%%

" "#$
& $’"
H $’#

G# #$I

+>45/>=
GF$&SGFJJ
&F&!S’F#J
’FH’SGF&&
"F&#SGF"$

()*++
#FIJS’F$"

GGFGHS!FJ!
GJFJ&S&FJH
’F&"SJFHG

图 ’ 用不同数量的 ! " # 峰组合训练 R)) 建立诊断模型区
分 ()*++ 和健康对照的准确率

,-.%/0 ’ C;0 699%/69D >8 <-39/-A-465-4. ;06< 64< 409E
3T%6A>%3 90== 96/9-4>A6 265-0453 8/>A 9>45/>= -4<-7-<%6=3

%3-4. <-880/045 ! " # 206E 3%Q3053 5> 5/6-4 5;0 6/5-8-9-6= 40%/6=
405B>/E
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能否最大限度地保存患者的发音!咀嚼及吞咽等重
要的生理功能"提高生存质量# 由于肿瘤的早期症
状无特异性及缺乏理想的肿瘤标志物"头颈部鳞癌
的早期诊断率目前仍不理想$ 目前"已有报道一些
分子标志物在头颈部肿瘤诊断上的研究"如微卫星
标记物 %!&!启动子过甲基化 %""#&以及线粒体 $%& 改
变 %’&等" 但检测这些指标存在着操作复杂!技术要
求高!灵敏度及特异度不够理想等问题"因此"均未
应用于临床诊断$

()*$+ 系统可分析患者血清蛋白质谱变化"并
且可筛选肿瘤特异性的蛋白质标记物$它是利用激
光脉冲辐射使芯池中的分析物解吸形成荷电离子"
根据不同 ! " # 的离子在仪器场中飞行的时间长短
不一"由此绘制出一张质谱图来$ 将它与常人或某
种疾病患者的质谱图进行对照"结合先进的生物信
息学方法进行分析"就能够最终发现和捕获新的疾
病特异性相关蛋白及其特征$此方法具有高通量筛
选!高灵敏度检测!全自动化操作!小分子量!低丰
度粗样品的特点$目前"被认为是一种新的!有效的
早期诊断试验方法$ ()*$+ 质谱系统已经在肿瘤相
关蛋白的识别上取得了一系列突破性进展"例如"乳
腺癌 %,&!卵巢癌 %-&!胰腺癌 %.&等肿瘤"应用该方法发
现了特异性的蛋白标记物$ 由此可见"蛋白质芯片
质谱系统虽然建立不久"但在筛选肿瘤特异性的蛋
白"提高肿瘤早诊率方面显示了巨大的应用前景$
本研究应用 ()*$+质谱技术和/012蛋白芯片

结合 &%%技术筛选出 "条 ! " #峰’" "’. 3!# .2" 3!
- .2’ 3!4’ ’., 3(" 建立了 5%(00 的血清蛋白质
谱诊断模型"并且获得了较高的灵敏度’-#6,7(和
特异度’.’647($目前"国外 /89:;<=>? 等%4@&也进行

了类似的研究" 并建立了包括 !! 条 ! " # 峰组成的
5%(00 患者血清蛋白质谱诊断模型" 诊断的灵敏
度为 -!7" 特异度为 .@7$ 通过对比发现" 虽然
/89:;<=>? 等的研究中应用的是 5" 蛋白芯片与本
研究中应用 /012 芯片不同" 但本研究诊断模型
中发现的 " "’. 3!# .2" 3!- .2’ 3 的 ! 条 ! " # 峰
在 /89:;<=>? 等建立的诊断模型中同样被筛选出
来" 说明这些蛋白质分子用于区分 5%(00 具有较
高的重复性和特异性$

()*$+ 质谱技术是高灵敏度检测方法"可检测
到 4@A4# B<C 的蛋白"非常微小的实验条件的改变就
可能影响检测结果 "因此 "提高准确性和重复性
是保证检测质量的重要措施$ 为保证研究的准确
性" 在本研究中分子量应用 8CCDEFD<FG 校正到误

差 H @647$ 为检验本研究质谱数据的重复性"我们
用不同批次的同类型芯片在不同时间应用相同方

法和实验条件重复检测同一样本"结果显示随机选
择的 4@ 条 ! " # 峰最大振幅的 0I H !@7"具有较好
的重复性"说明不同批次的同类型芯片及血清在不
同时间的反复冻融对研究结果影响甚微$
通过这一方法获得的蛋白质谱信息量是巨大

的"传统的统计方法难以完成如此大量数据的分析"
因此"本研究中采用 &%%这一生物信息学技术来参
与完成$ &%% 是在对人脑组织结构和运行机智的
认识理解基础上模拟其机构和智能行为的一种工

程系统$目前"已发展了几十种神经网络的算法$本
研究中采用反向传播算法"该网络包括 " 层结构"除
输入层和输出层外还包括两个分别含 4@@ 个神经
元的隐含层$ 在样本划分时"我们将总样本随机的
划分为训练集和测试集"这样将很好的使训练和测
试样本相互独立"更好的估计建立模型的准确性$
今后"我们将进一步扩大样本含量"验证本研

究结果"并争取将这些特异性的蛋白质分子分离和
提纯$
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