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基于支持向量机神经母细胞瘤血清蛋白质标
记物的检测及临床应用

陈新让1 王鲥2 余捷凯1 郑树3

【摘要】目的寻找神经母细胞瘤特异血清蛋白标记物，构建初步诊断模型，并探讨其临床应用价

值。方法收集47例神经母细胞瘤患儿血清标本．30例其它恶性实体肿瘤患儿血清标本以及健康儿

童血清标本10例；片j ZUCI—Pmtein Chip Data Analyze system分析软件进行数据处理；经留一法交叉验

证，分类器评价模型的预测效果。结果构建3个模型并筛选出10个蛋白标记物，能够成功区分神经母

细胞瘤和健康儿童蛋白质谱的差异，表达模型的敏感性为100％，特异性为100％，区分神经母细胞瘤术

前和术后蛋白质谱差异表达模型的敏感性为100％，特异性为100％，区分神经母细胞瘤与其它小儿恶

性实体肿瘤血清蛋白质指纹图谱模型的敏感性为88．89％．特异性为100％。结论用SELDI—TOF—MS及

生物信息学技术并结合支持向量机(SVM)初步建立的模型可作为神经母细胞瘤的另一种特异性强、敏

感性高的辅助检查手段。
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【Abs衄卵t】 obj硎ve To search the 8pecific pIotein biomarker8 which can construct the serum protein
啪rkers in the earlier dignosjs of Neurobl8stoma and in【he clinical study． Memods Eighty—seven senlm

samples(including 47 Neuroblastoma patients，30 children m{llignant solid tumor lO healthy children)were

detected by SEIJ)I—TOF—Ms and pmceeded by ZUcI—pn)tein chip Data Anabrze System SoftwaIe to be

identified by Jackknife and evaluate the model，s predictive ef如ct．IkslIlts Tb analyze all the 8enlm pmtein

icon by clu8ter an王11y8is can find a proteomics model．The detective model in combined诵th lO biomarke瑙

could separate neuroblasto嗽f南m the healthy group with sensitivity of 100．00％，specificity of 100．oo％；

sep啪te preope阳tive neuroblastoma矗．0m postoperative ne啪blastoma with 8ensitiVity of 100．()o％，

specmcity of 100．00％．1me dia辨osis modeI combined w地5 biomarkers could separate neurt’blastoma fmm

other children malignant solid tumors wjth sensitivity of 88．89％'specificity of 100．oo％．Co眦lI．sio啦，11le

modeI of neurobI鹪to呲combinated by SELDI_TOF—Ms而tll sVM and bio—info册ation technique can be

reg刊ed as another more spec洒city and sensitivity auxiliary ex砌ination me彻．
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神经母细胞瘤(neuroblastoma，NB)在儿童恶性

肿瘤发病率中占第四位。我国每年新发病例约3

000例，是最常见的外周神经系统恶性肿瘤。1岁以

上患儿恶性程度高．明确诊断时大部分已为晚期．

预后差。近年来，通过基础与临床研究确定了许多

与神经母细胞瘤相关的遗传与生物学标记。这些标
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·论著·

记可以帮助早期诊断、预测预后和对肿瘤进行分层fl】。

基于SELDI一7roF—MS质谱技术在恶性肿瘤诊治中

的进展以及支持向量机(SVM)所具有的小样本、推

广性能和全局最优的优点f21，SVM算法在膜蛋白类

型预测方面效果明显。一致测试对每类预测得到的

准确率比交叉校验、独立测试都要高【3I。因此，本研

究拟通过SELDI—TOF—MS结合SVM技术来寻找

神经母细胞瘤患者血清蛋白质标记物，以协助早期

其诊断。
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材料与方法

一、实验对象

本实验血清样本共87例。均来自郑州大学第一

附属医院小儿外科，其中神经母细胞瘤37例(1例

已化疗4个疗程)；其它恶性实体肿瘤30例(肾母细

胞瘤21例，肝母细胞瘤3例，肾横纹肌肉瘤3例，恶

性畸胎瘤2例，胰母细胞瘤1例)；正常对照组lO

例，均为经体检的健康小儿。所有恶性肿瘤均经免

疫组化证实后由2名以上病理学教授证实。

神经母细胞瘤中，男22例。女15例。平均年龄

1．9±0．21岁。其它恶性实体肿瘤中，男21例。女9

例，平均年龄3．7±0．15岁。正常对照组与神经母细

胞瘤组年龄性别配对。所有全血标本均于术前清晨

空腹下抽取，于4℃下静置l h后3 000 rpm离心10

IIlin，分离血清后储存于一80℃低温冰箱中。

二、主要仪器和试剂

所用主要仪器包括：Ross Temp Inc、Ciphergen PBS

ⅡSELDI—TOF—MS和WCX2蛋白芯片、ORBTT 300

Nuaire、Bioprocessor、Wallac 129 一 003 DELFl．

APLATESHAKE； 试剂：CHAPS、Urea、DTT、NaAc、

SPA。

三、SELDI操作的技术路线

样本冰融。4℃lO 000 rpm离心2 min；取96孔

板，放冰盒上，每孑L加U9(9M Urea，2％CHAPS，1％

D呻10斗l，血清5肛l，4℃层析柜600 rpm振荡30
min。振荡结束前15 min做芯片预处理．芯片装入

Bioprocessor中并记下芯片号；每孔加NaAC(100

Mm，pH4)200斗l，层析柜中600 rpm，5 min，重复1

次：U9处理后96孑L板放冰上．快速加入NaAC 185

¨l在层析柜中6 000 rpm振荡2 min，加已处理好的

样本100斗l到芯片，层析柜4℃600 rpm振荡l h，

甩干，重复3次；用hplc水200 pl洗2次快速甩干；

用50％饱和的SPA 1“l重复2次；上机检测；将芯

片放入Ciphergen读谱仪中检测。

四、数据收集与处理

使用protein 0hip software 3．1统计软件做校正，

应用ZUCI—Protein Chip Data Analyze System软件

包进行统计分析。原始数据用离散小波(undecimated

discrete wavelet transfo珊)分析去噪。聚类分析将各

个样本巾m／z的差异小于0．3％的峰聚为一类。支

持向量机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

作为评估模型判别效果。

五、统计学分析

对所有初步筛选出的质荷比峰做Wilconxon秩

和检验。选出尸值最小的10个峰进一步分析。检验

标准设仪=0．01。

结 果

一、神经母细胞瘤组与正常对照组

神经母细胞瘤组和正常对照组的质谱经过初步

过滤筛选得到535个M／Z峰。对其相对强度做

Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0．01的M／

Z峰2个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中。采用

SVM筛选出预测值的约翳(vouden)指数最高的组合

模型。筛选出M／Z位于4450．2、6439．4和7693．2的

标志物3个(表1)，在神经母细胞瘤组低表达，正常

对照组高表达(图1)。联合两个潜在标记物作为输入

值，用留一法交叉检验，在测试集上判别模型的敏感

性为100．00％．特异性为100．00％。

二、神经母细胞瘤术前组与术后组

神经母细胞瘤组和正常对照组的质谱经过初

步过滤筛选得到508个M／Z峰．对其相对强度做

Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0．Ol的M／

Z峰3个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中。采

用SVM筛选出预测值的约登(voudenl指数最高的

组合模型，筛选出M／Z位于4244．3和7619．4的

标志物2个(表1)，在神经母细胞瘤术前组低表达，

在神经母细胞瘤术后组高表达(图2)。联合两个潜

在标记物作为输入值，用留一法交叉检验。在测试

集上判别模型的敏感性为100．00％．特异性为

100．00％。

i、神经母细胞瘤组与其它小儿恶性实体瘤组

神经母细胞瘤组和其它小儿恶性实体瘤组质

谱经过初步过滤筛选得到520个M／z峰．对其相

对强度做Wileoll)【on秩和检验分析得到P值小于

0．01的M／Z峰4个，从差异显著蛋白质峰的任意

组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指

数最高的组合模型，筛选出M／z位于3414．50。

4634．14，4715．97，6616．45和9309．98的标志物5

个(表2)，湿示神经母细胞瘤组低表达，其它小儿恶

性实体瘤组高表达(图3)。联合两个潜在标记物作

为输入值，用留一法分类器评价模型的预测效果．

在测试集上判别模型的敏感性为88．89％。特异性

为100．00％。
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表1神经母细胞瘤组与正常对照组的M／z位于4450．2、6439．4、7693．2的统计资料

注：N为神经母细胞瘤．D为正常小儿

衷2神经母细胞瘤术前组与术后组的M／z位于42“．3、7619．4的统计资料

注：N．为神经母细胞瘤术前组，D为神经母细胞瘤术后组

裹3神经母细胞瘤组与其它小儿恶性实体肿瘤组的M亿位于
3414．50、4634．14、4715．97、6616．45、9309．98的统计资料

注：N为神经母细胞瘤术前组，D为其它小儿恶性实体肿瘤

圈1 M，z位于7693．2的蛋白质的质谱差别“lb是神经母细

胞瘤'h是正常小儿)

圈2 M亿位于4244．3的蛋白质的质谱差别(nbq是神经母细

胞瘤术前组。Ilbh是神经母细胞瘤术后组)

圈3 M亿位于4634．14的蛋白质的质谱差别(Ilb是神经母细

胞瘤术前组，o是其它小儿恶性实体肿瘤)

讨 论

神经母细胞瘤在儿童肿瘤死亡率中高居第一位冈。

因肿瘤原发部位隐蔽。早期无特殊症状，易误诊误

治。香草扁桃酸(VMA)浓度测定是早期诊断本病的

可靠依据之一。B超与CT检查也有较好相关性，但

确诊必须依靠病理学检查。

不同疾病在症状出现之前及不同疾病阶段都有

独特的蛋白质变化。分析疾病早期的蛋白质变化有

望获得临床早期诊断的生物标志物旧。SELDI—TOF—

MS技术已在肝癌、肺癌、前列腺癌、胰腺癌、食管癌、

胃癌、卵巢癌、子宫内膜癌、结(直)肠癌、乳腺癌、甲

状腺癌、肾母细胞瘤和泌尿系肿瘤生物标志物的筛

选方面取得突破性进展M7】。

我们将SELDIo'oF—MS和分子生物信息学结

合．应用SVM分析方法对神经母细胞瘤、小儿实体

肿瘤和健康儿童的血清蛋白质进行筛查。筛选出特

异性强、敏感性高的血清肿瘤标记物，在建立的2个

蛋白指纹图诊断模型中均有高表达和低表达的2个

候选标志物群，其对应的功能群可能为癌基因产物

的高表达及抑癌基因产物的低表达。提示神经母细

胞瘤发生发展过程是癌基因的激活、过度表达和抑

癌基因的失活、功能受抑制相互作用的结果。由于

NB的基因已经发生了某种改变．必然会导致蛋白质

的表达异常．异常表达蛋白质标记物为神经母细胞
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瘤的早期诊断提供了理论依据。

本试验运用SELDI—TOF—MS技术寻找血清标

记物．然后用Wilcoxon秩和检验分析评价各个峰对

区分样本的相对重要性。将差异显著的质荷峰随机

组合输入SVM，筛选特异性强、敏感性高的血清标

记物，并进行盲法测试。建立的血清蛋白指纹图谱

模型以灵敏性100．00％．特异性100．00％成功地区

分神经细胞瘤和正常小儿以及术前神经母细胞瘤和

术后神经母细胞瘤：盲法验证以灵敏性88．89％、特

异性100．00％成功区分神经母细胞瘤与其它小儿恶

性实体瘤。

SELDI—rI．oF—MS技术寻找血清标记物高效、快

速，特异性优于传统的辅助检查。为神经母细胞瘤早

期的临床诊断和准确分期提供了一种新的方法，可

用于指导临床并制定出合理的治疗方案。

SVM方法是Vapnik等f18删提出的一种分类技

术。SVM的预测算法只是基于氨基酸组成预测膜蛋

白类型【211，没有考虑蛋白质多肽链上氨基酸残基的

序列特性。在后继工作中，除了可以考虑膜蛋白氨

基酸组成外，还可以引入其他的组成膜蛋白序列的

氨基酸残基之间的特征，如疏水性、带电荷性、分子

间相互作用力等：本研究因样本收集有限，仅检测出

能够反映早期血清蛋白质谱变化的模型．尚需扩大

样本量以进一步完善模型。
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1.学位论文 陈新让 肾母细胞瘤血清蛋白质标记物检测与分期模型构建研究 2007
    背景与目的：

    肾母细胞瘤是儿童最常见的恶性肿瘤之一，全世界15岁以下儿童的发病率约为1/10，000。德国医师Wilms于1899年首次报告此病，因此多数作者称

之为Wilms瘤。肾母细胞瘤是小儿最常见的由肾胚基发生的恶性肿瘤，2岁以下发病率最高。儿童恶性肿瘤的死亡率由20世纪80年代的8％上升到了

10.7％，小儿肾母细胞瘤已经成为小儿病死的主要原因之一。肾母细胞瘤的临床病理分期和治疗方法的选择与患儿预后有直接的关系，NWTS在其2001年

的总结中提到：在目前的影像学技术条件下(依靠CT等)仍有7.0％的漏诊率Ⅲ，主要是直径小于3 c m的肾母细胞瘤。而表面增强激光解析离子化飞行时

间质谱技术(Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization time of flight Mass Spectrometry,SELDI-TOF-MS)是近年发展起来的一种新的蛋白质

研究技术，具有快速、简便、高通量及对多样本平行检验的优点，质谱技术及生物信息学方法的出现提供了有效筛选特异性标记物的方法。Ciphergen公

司研发的SELDI-TOF-MS技术是一项全新的蛋白质组学研究方法，该技术通过应用少量天然蛋白质提取物来进行快速分析，克服了传统分析方法的局限性

。具有样品用量小、操作简便、灵敏度高、高通量等优点，已成功将其应用于卵巢癌、前列腺癌、乳腺癌、肺癌、直肠癌等恶性肿瘤的诊断、肿瘤标志

物的筛选及其他蛋白质组学研究中。本组应用该技术在肝癌，甲状腺癌及肾母细胞瘤前期研究中获得满意效果。应用SELDI-TOF-MS技术结合生物信息学

和支持向量机(support vector machine，SVM)方法，筛选出肾母细胞瘤患儿特异性蛋白质标记物，建立肾母细胞瘤临床分期血清蛋白质指纹图谱模型并

与CT分期进行对照分析。

    材料与方法：

    (1)血清标本共80例均来自郑州大学第一附属医院小儿外科，其中术前肾母细胞瘤30例，其它小儿腹恶性实体肿瘤30例(神经母细胞瘤16例，肝母细

胞瘤4例，肾横纹肌肉瘤4例，恶性畸胎瘤4例，胰母细胞瘤2例)，正常对照组20例均来自体检的健康小儿。

    (2)样本冰融，4℃10000 rpm离心2 min；取96孔板，放冰盒上，每孔加U9(9MUrea，2％CHAPS，1％DTT) 10μl，血清5μl，4℃层析柜600 rpm振荡

30 min；振荡结束前15 min做芯片预处理，芯片装入Bioprocessor中并记下芯片号；每孔加NaAC(100Mm，pH4)200μl，层析柜中600 rpm，5min，重复

1次；U9处理后96孔板放冰上，快速加入NaAC185μl在层析柜中6000 rpm振荡2 min；加已处理好的样本100μl到芯片，层析柜4℃600 rpm振荡1 h，甩干

，重复3次；用hplc水200μl洗2次快速甩干；用50％饱和的SPA 1μl重复2次；上机检测；将芯片放入Ciphergen读谱仪中检测。

    (3)用protein chip software 3.1做校正，使总离子的强度及分子量均一化。应用ZUCI-Protein Chip Data Analyze System软件包进行分析。原始

数据用离散小波(undecimated discrete wavelet transform)分析去除噪音，并减掉基线。聚类分析以10％为最小阈值，将各个样本中m/z的差异小于

0.3％的峰聚为一类。支持向量机(support vector machine，SVM)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

叉验证作为评估模型判别效果。

    (4).统计学分析所有的蛋白质谱原始数据经过过滤掉信躁和聚类分析处理后，对所有初步筛选出的质荷比峰做Wileonxon秩和检验，选出p值最小的

10个峰进一步分析。将10个峰的任意组合(共175种组合)用于支持向量机模型的输入，用留一法评估模型的预测效果，检验标准设α=0.01

    结果1.肾母细胞瘤Ⅰ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅱ期组肾母细胞瘤Ⅰ期组和肾母细胞瘤Ⅱ期的质谱经过初步过滤筛选得到483个M/Z峰，对其相对强度

做Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰5个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的组合模型

，筛选出M/Z位于7965.4、5022.4和8469.6的标志物3个，在肾母细胞瘤Ⅱ期低表达，在肾母细胞瘤Ⅰ期高表达。联合两个潜在标记物作为输入值，用留

一法交叉检验，在测试集上判别模型的敏感性为100％，特异性为100％。 2.肾母细胞瘤Ⅰ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅲ期组肾母细胞瘤Ⅰ组和肾母细胞瘤

Ⅲ期的质谱经过初步过滤筛选得到496个M/Z峰，对其相对强度做Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰4个，从差异显著蛋白质峰的任意组合

中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的组合模型，筛选出M/Z位于4263.1、4122.8、4330.7和4303.7的标志物4个，在肾母细胞瘤Ⅲ期组低

表达，在肾母细胞瘤Ⅰ期高表达。联合两个潜在标记物作为输入值，用留一法交叉检验，在测试集上判别模型的敏感性为100.00％，特异性为

100.00％。

    3.肾母细胞瘤Ⅰ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅳ期组肾母细胞瘤Ⅰ组和肾母细胞瘤Ⅳ期的质谱经过初步过滤筛选得到565个M/Z峰，对其相对强度做

Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰4个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的组合模型

，筛选出M/Z位于10836.6和8179.1的标志物2个，在肾母细胞瘤Ⅳ期低表达，在肾母细胞瘤Ⅰ期高表达。联合两个潜在标记物作为输入值，用留一法交叉

检验，在测试集上判别模型的敏感性为88.89％，特异性为100.00％。

    4.肾母细胞瘤Ⅱ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅲ期组肾母细胞瘤Ⅱ组和肾母细胞瘤Ⅲ期的质谱经过初步过滤筛选得到490个M/Z峰，对其相对强度做

Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰3个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的组合模型

，筛选出M/Z位于5019.2和4143.2的标志物2个，在肾母细胞瘤Ⅲ期组低表达，在肾母细胞瘤Ⅱ期高表达。联合两个潜在标记物作为输入值，用留一法交

叉检验，在测试集上判别模型的敏感性为88.89％，特异性为100.00％。

    5.肾母细胞瘤Ⅱ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅳ期组肾母细胞瘤Ⅱ组和肾母细胞瘤Ⅳ期的质谱经过初步过滤筛选得到508个M/Z峰，对其相对强度做

Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰20个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的组合模型

，筛选出M/Z位于7976.5的标志物1个，在肾母细胞瘤Ⅳ期组低表达，在肾母细胞瘤Ⅱ期高表达。联合两个潜在标记物作为输入值，用留一法交叉检验

，在测试集上判别模型的敏感性为100.00％，特异性为100.00％。

    6.肾母细胞瘤Ⅲ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅳ期组肾母细胞瘤Ⅲ组和肾母细胞瘤Ⅳ期的质谱经过初步过滤筛选得到504个M/Z峰，对其相对强度做

Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰12个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的组合模型

，筛选出M/Z位于8194.4的标志物1个，在肾母细胞瘤Ⅳ期组低表达，在肾母细胞瘤Ⅲ期高表达。联合两个潜在标记物作为输入值，用留一法交叉检验

，在测试集上判别模型的敏感性为93.75％，特异性为100,00％。

    7.肾母细胞瘤Ⅰ+Ⅱ肾母细胞瘤和肾母细胞瘤Ⅲ+Ⅳ期组肾母细胞瘤Ⅰ+Ⅱ期组和肾母细胞瘤Ⅲ+Ⅳ期的质谱经过初步过滤筛选得到519个M/Z峰，对其

相对强度做Wilconxon秩和检验分析得到P值小于0.01的M/Z峰3个，从差异显著蛋白质峰的任意组合中，采用SVM筛选出预测值的约登(youden)指数最高的

组合模型，筛选出M/Z位于4153.9,3257.6和3290.7的标志物3个，在肾母细胞瘤组Ⅲ+Ⅳ期低表达，在肾母细胞瘤Ⅰ+Ⅱ期高表达。联合两个潜在标记物作

为输入值，用留一法交叉检验，在测试集上判别模型的敏感性为83.33％，特异性为93.75％。

    8.临床各分期的对照：通过肾母细胞瘤早期诊断模型中的2个m/z(6984.4，6455.5)血清标记物进行分析得出肾母细胞瘤各期情况如下：Ⅳ期相对于

Ⅲ期低表达；Ⅲ期相对于Ⅱ期低表达：Ⅱ期相对于Ⅰ期低表达；Ⅰ期相对于正常儿童低表达；后者相对高表达；临床分期越晚M/Z强度就越低表达。
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    9.盲法验证CT与蛋白质芯片分期的准确性：蛋白芯片分期如下：Ⅰ期6例，Ⅱ期10例，Ⅲ期10例，Ⅳ期4例，30例肾母细胞瘤各期均与病理分期相一

致，各期符合率均为100.00％，CT分期与手术病理分期的对照：各期均被手术及病理所证实CT把病理Ⅲ期1例列入Ⅱ期，把病理Ⅳ期1例列入Ⅲ期，各期

符合率依次为100.00％，85.00％，85.00％，75,00％。
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