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Abstract: Objective  Serum protein expression profiling was examined using magnetic bead-based matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF-MS) to establish a serum proteomic diagnostic 
model for colorectal cancer. Methods  Serum samples of normal control (CRTL, n=72), colorectal cancer 
(pre-operation CRC, n=72, and post-operation CRC, n=72) were collected from 2014-9-1 to 2016-9-1. 
Peptidome of all samples were extracted by magnetic-bead-based weak cation-exchange chromatography (MB-
WCX) and detected by calibrated Autoflex Ⅲ MALDI-TOF-MS. Peptide mass fingerprinting were analyzed 
by ClinProtTools 2.0 software, and the differentially-expressioned peptides were  further identified using LC-
ESI-MS/MS. Results  MALDI-TOF-MS identified 80 peaks (m/z), in which 12 peaks showed significant 
differences among CRTL, pre-operation and post-operation CRC patients (P<0.01). 9 peaks were up-regulated 
and 3 peaks were down-regulated in CRC compared with CRTL, and these peaks showed a tendency to 
CRTL after operation. Based on the GA model, CRC patients could be discriminated from CRTL with 99.31% 
sensitivity and 96.49% specificity. Moreover, 3 peaks (m/z: 2663.36, m/z: 4793.17 and m/z: 5343.48) of the GA 
model were identified as protein FGA, SETD7 and MUC5AC respectively. Conclusion  The serum proteomic 
diagnostic model could accurately distinguish between CRTL and CRC, but it needs further research.
Key words: Colorectal cancer; Proteomics; Diagnostic model
摘  要：目的  运用弱阳离子磁珠（magnetic beads based weak cation exchange, MB-WCX）联合基质辅

助激光解吸离子飞行时间质谱（matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF MS）建立结直肠癌血清蛋白组学诊断模型。方法  收集我院正常对照（健康体检者）、

结直肠癌术前及术后患者血清标本各72例，弱阳离子磁珠分离血清多肽，MALDI-TOF MS建立正常对

照、结直肠癌术前及术后患者血清蛋白表达谱，ClinProt Tools 2.0软件分析差异表达峰并建立诊断模

型，液相色谱-电喷雾离子化质谱（liquid chromatography-eletronic spray ionization mass/mass, LC-ESI-
MS/MS）鉴定差异表达蛋白。结果  对比分析正常对照、结直肠癌术前及术后血清蛋白图谱，共发现

80个差异表达峰，12个峰差异具有统计学意义（均P<0.01），与对照组相比，其中9个差异峰在结直肠

癌术前的血清蛋白图谱中显示升高，术后显示降低，3个峰在结肠癌术前的血清蛋白图谱中显示降低，

术后显示升高。遗传算法（genetic algorithm, GA）模型诊断结直肠癌的敏感度和特异性分别为99.31%
和96.49%。GA模型中m/z: 2663.36、m/z: 4793.17和m/z: 5343.48的差异表达峰经鉴定分别为纤维蛋白

原α前体亚型1（isoform 1 of Fibrinogen alpha chain precursor, FGA）、组蛋白赖氨酸甲基转移酶SETD7
（histone-lysine N-methyltransferase SETD7, SETD7）和黏蛋白5AC（Mucin-5AC precursor, MUC5AC）。

结论  血清蛋白质谱模型能够准确区分正常对照与结直肠癌患者，但尚需更进一步研究证实。
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0  引言
结直肠癌的发病率居所有肿瘤的第三位，死

亡率位居第四位[1]。近40年来，该疾病的死亡率从

28.6/10万人下降了约51%，其中，筛查和早期诊断

的进步贡献最大，约占53%，而治疗方法的改进仅
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占约12%[2]。目前结直肠癌的筛查手段主要包括粪

便潜血、肠镜、CT/MRI，血清CEA检测等，但不

幸的是早期诊断者仅占约40%[3]。蛋白质谱能够快

速、高通量检测不同病理类型下不同标本的蛋白

表达差异，为筛选肿瘤诊断和预后标志物提供了

新思路[4-6]。目前已有利用质谱技术建立结直肠癌

诊断模型及筛选标志物的探索，但其敏感度及特

异性存在较大差异，尚未在临床中应用[7-13]。本研

究我们运用磁珠分离联合质谱分析结直肠正常组

织、结直肠癌术前及术后患者血清蛋白表达是否

存在差异，现报道如下。

1  资料与方法
1.1  资料与仪器

1.1.1  临床资料  本研究经过陕西省人民医院伦

理委员会批准通过。收集2014年9月1日—2016年9
月1日我院结直肠正常组织、结直肠癌组织术前及

术后血清标本各72例，结直肠正常组织作为正常

对照组，其中男36例、女36例，平均年龄（63.77
±11.83）岁；结直肠癌组男39例、女33例，平均年

龄（65.83±9.14）岁。诊断模型验证血清标本来自

陕西省人民医院胃肠道肿瘤生物样本库，其中正常

对照组男30例、女30例，平均年龄（60.21±13.55）

岁；结直肠癌组男33例、女27例，平均年龄（65.42
±15.38）岁。标本的收集均征得患者的知情同意并

签署书面同意书，全部患者有完整的治疗和随访资

料。所有病例均未行放化疗和（或）靶向治疗。

1.1.2  样本采集  被研究者采集清晨空腹外周血

3 ml于无抗凝剂真空干燥管，4℃静置1 h，4℃，

3000 g离心1 h，收集血清分装于500 μl EP管，存

放于-80℃备用。

1.1.3  试剂和仪器  MB-WCX试剂盒购自德国

Bruker Daltonics公司；质谱系统：MALDI-TOF 
MS，德国Bruker Daltonics公司；超高效液相系

统：Nano Aquity UPLC，美国Waters公司；LC-
ESI-MS/MS，美国Thermo Fisher公司；分析软件：

ClinProt Tools version 2.0，flexControl version 3.0，

德国Bruker Daltonics公司；BioworksBrowser 3.3.1 
SP1，美国Bioworks公司。

1.2  方法

1.2.1  MB-WCX提取血清总蛋白  完全混匀磁珠

悬浮液1 min，加10 μl MB-WCX结合液以及10 μl 
MB-WCX磁珠至PCR管，混匀。加5 μl血清样本，

混匀至少5次，静置5 min。将PCR管放入磁柱分

离器，使磁珠贴壁l min，液体清澈后弃上清液。

加100 μl MB-WCX冲洗液，磁柱分离器上前后翻

转移动10次PCR管，磁珠贴壁后弃上清液。加5 μl 
MB-WCX洗脱液洗涤贴壁的磁珠，并反复吹打

10次，磁珠贴壁2 min，将上清液移入干净的离心

管。加5 μl MB-WCX稳定液至离心管并混匀，提

取的蛋白多肽用于直接质谱检测或者冻存于-20°C
冰箱24 h之内质谱分析。

1.2.2  MALDI-TOF质谱分析  分离收集得到的蛋

白样本1 μl与10 μl的基质α-氰基-4-羟基肉桂酸混

匀，取1 μl点在Anchorchip靶板上，每个样本重复

点三个复孔。室温干燥后将靶板放入质谱仪进行

飞行时间质谱分析，采用FlexContro1 3.0软件进行

标准品校正后开始样本检测，每个样本要共300次

激光打靶（5次点靶，每次打靶2×30次）生成质

谱图，获得由不同质核比（mass-to-charge ratio, 
m/z）组成的蛋白多肽图谱。ClinProt Tools version 
2.0进行数据分析。

1.2.3  LC-ESI-MS/MS多肽鉴定  原始样品加20 μl
流动相A，转移至进样瓶中，捕集流速15 μl/min，

捕集时间3 min，分析流速400 nl/min，分析时间   

60 min，色谱柱温度35℃，Partial Loop模式进样，

进样体积18 μl。梯度洗脱，Nano离子源，喷雾电压

1.8 kV，质谱扫描时间60 min，实验模式为数据依

赖（Data Dependent）及动态排除（Dynamic Exclu-
sion），在10秒内对母离子进行2次串级之后加入到

排除列表内90秒，扫描范围400~2 000 m/z，一级扫

描（MS）使用Obitrap，分辨率设定为100 000，CID
及二级扫描使用LTQ，在MS谱图中选取强度最强

的10个离子的单一同位素作为母离子进行MS/MS
（单电荷排除，不作为母离子）。使用数据分析

软件BioworksBrowser 3.3.1 SP1进行Sequest™检索，检

索数据库为uniProt。母离子误差设定为100 ppm，

碎片离子误差设为1Da，酶切方式为非酶切，可变

修饰为M（Methionine）甲硫氨酸氧化，固定酶切

Carbamidomethyl。检索结果参数设定为deltacn≥

0.10，两电荷Xcorr 2.6，三电荷Xcorr 3.1，三电荷

以上Xcorr 3.5。

1.3  统计学方法 
    所有样本采用盲法检测和分析。FlexControl 
version 3.0软件分析质谱数据，标准参照为1~10 
kDa的多肽和蛋白混合物。 ClinProt Tools 2.0分析

多肽表达模式，包括差异峰的选择、计算。GA算

法建立诊断模型，ClinProt Tools 2.0验证模型的敏

感度及特异性。计量数据用（x±s）表示，P<0.01
为差异有统计学意义。
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2  结果	
2.1  结直肠正常对照组与结直肠癌组血清蛋白组

表达差异

MALDI-TOF质谱图提示正常对照（绿）、结

直肠癌术前（红）及术后（蓝）组血清质谱组内有

很好的稳定性和重复性，见图1A~C。主成份分析

二元图及三维图结果能够区分正常对照与结直肠癌

患者，图1D~E。在1至10 kDa范围内，正常对照、

结直肠癌术前及术后组间蛋白峰有较明显差异，图

1F。ClinProt软件分析共发现80个差异表达峰，与

正常对照组相比，其中12个（结直肠癌血清中9个

差异峰高表达，3个差异峰低表达）差异具有统计

学意义（均P<0.01），见表1。

2.2  结直肠癌血清蛋白组诊断模型的建立及验证

GA分析建立诊断模型，该模型包括3个差异

表达峰，分别为m/z: 2663.36、m/z: 4793.17和m/z: 
5343.48，其诊断结直肠的敏感度及特异性分别为

99.31%和96.49%。正常对照（绿）及结直肠癌术前

（红）患者质谱在m/z: 2663.36、m/z: 4793.17和m/z: 
5343.48的差异明显，其受试者特征曲线（receiver 
operating characteristic, ROC），见图2，曲线下面

积（area under the curve, AUC）分别为0.85559、

0.88356和0.88585。独立样本双盲验证该模型对结

肠癌诊断的敏感度及特异性分别88.33%（53/60）

和85.00%（51/60），Youden指数为73.33。

2.3  鉴定正常对照和结直肠癌血清差异表达蛋白

LC-ESI-MS/MS鉴定m/z:  2663.36、m/z: 
4 7 9 3 . 1 7 和 m / z :  5 3 4 3 . 4 8 的 多 肽 序 列 分 别 为

A.DEAGSEADHEGTHSTKRGHAKSRPV.R、

Y.DMFVHPRFGPIKCIRTLRAVEA DEELTVAY-
GYDHSPPGKSGPE.A和G.AAYEDFNIQLRRSQE-
SAAPTLSRVLMKV DGVVIQLTKGSVLVNGH-

A: mass spectra of CRTL group; B: mass spectra of pre-operation of CRC group; C: 
mass spectra of post-operation of CRC group; D: bivariate plot of CRTL, pre- and 
post-operation of CRC group; E: 3D plot of CRTL, pre- and post-operation of CRC 
group; F: mass spectra of CRTL, pre- and post-operation of CRC group

图1  结直肠正常对照组和结直肠癌术前及术后组患者血清质谱对比 
Figure1  Comparison of serum proteomics profile among normal 
control(CRTL), pre- and post-operation colorectal cancer(CRC) 
groups

表1  结直肠正常对照组、结直肠癌术前及术后组血清差异
质核峰（n=24）

Table1  Different peptides of serum samples among CRTL, 
pre- and post-operation of CRC groups(n=24)

PeaksMass(Da)
m/z P Control

CRC

Pre-operation Post-operation
1 1451.93↑ <0.000001 2.62±0.59  5.30±2.84 4.02±1.88
2 1780.74↑ <0.000001 2.24±0.63 4.95±2.84 3.77±1.76
3 1867.84↑ <0.000001 2.67±1.20 7.97±7.28 5.65±3.90
4 2676.02↑ <0.000001 2.91±0.91 9.33±4.15 8.06±5.83
5 2691.52↑ <0.000001 2.10±0.50 3.02±0.84 2.89±1.11
6 4793.17↑ <0.000001 1.20±0.23   2.30±1.23 2.09±1.20
7 5070.95↑ <0.000001 1.22±0.29 1.74±0.72 1.67±0.64
8 5085.73↑ <0.000001 1.09±0.21 1.71±1.72 1.52±0.44
9 5343.48↑ <0.000001 1.59±0.47 7.26±6.09 4.40±2.73
10 2663.36↓ <0.000001 6.92±4.60 3.22±1.77 3.86±3.20
11 3446.81↓ <0.000001 5.45±3.31 2.52±1.13 4.10±2.36
12 3490.61↓ <0.000001 3.28±1.75 1.83±0.64 2.99±1.94
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PVLL.P，其对应的蛋白分别为纤维蛋白原α前体

亚型1（FGA）、组蛋白赖氨酸甲基转移酶SETD7
（SETD7）和黏蛋白5AC（MUC5AC）。

3  讨论
早期诊断后接受手术治疗者5年生存率可达

90%以上，而晚期患者5年生存率仅10%左右[14]。
因此，早期诊断对结直肠癌患者的生存和预后至
关重要。结直肠癌的发生发展是一个多阶段的病
理过程，一般来说，大约需要5~10年，这为结直
肠癌的早期诊断和治疗提供了时间窗[15]。

目前结直肠癌的筛查和诊断手段包括粪便潜
血、影像学、肠镜等，但粪便潜血及影像学检测
敏感度及特异性较差，而肠镜作为侵入性检查方
法往往不易被接受[16]。血清标本能够实时动态的
反映机体生理及病理状态，且容易获得，但血清
CEA的敏感度及特异性相对偏低，在健康个体
中的波动较大，研究发现其在同一个体的变异达
30%，导致其在筛查无症状人群及诊断结直肠癌方
面的价值存在争议[17]。

近年来研究者利用蛋白组学技术寻找结直肠
癌的血清标志物发现了对结直肠癌早期诊断有价
值的蛋白，如脂围蛋白（perilipin-2）[18]、激肽原-1
（kininogen-1）[19]等。但目前尚未发现可以应用于
临床的结直肠癌特异的血清标志物，这可能与以下
因素有关：肿瘤的异质性、研究设计、标本类型、
样本的收集和选择、质谱研究工具的敏感度和特

异性以及缺乏有效的验证策略[20]。本研究的所有标
本均采集于未接受过抗肿瘤治疗、无明显的活动
性炎性反应及慢性代谢性疾病的个体，避免非荷
瘤因素对研究结果的影响，MB-WCX联合MALDI-
TOF质谱较既往色谱分离纯化、二维电泳、弱阳离
子芯片及SELDI-TOF-MS等技术对样本蛋白的纯化
效率更高，检测敏感度及特异性更好。

我们研究发现结直肠癌患者与正常对照者血清
中存在80个差异表达峰，12个峰的差异具有统计学
意义（P<0.01），其中9个在结直肠癌术前组中高
表达，3个低表达，提示结直肠癌患者与正常对照
者血清质谱存在明显差异；值得注意的是，这12个
差异峰在结直肠癌术后组表达趋于正常水平，进一
步提示这些差异表达峰与肿瘤存在的相关性；通过
GA算法建立结直肠癌的血清诊断模型，其区分结
直肠癌与正常对照的敏感度及特异性分别为99.31%
和96.49%；其中在3个差异表达峰（m/z: 2663.36、
m/z: 4793.17、m/z: 5343.48）处诊断结直肠癌患者
的AUC分别为0.85559、0.88356和0.88585，独立样
本盲法验证该模型对结直肠癌诊断的敏感度及特异
性分别为88.33%（53/60）和85.00%，提示该诊断
模型有较高的敏感度和特异性。

LC-ESI-MS/MS鉴定3个差异峰分别为FGA、
SETD7和MUC5AC。FGA是一种由肝脏合成的具
有凝血功能的蛋白质，是纤维蛋白的前体，蛋白组
学相关研究发现FGA在肿瘤和正常个体中存在显
著差异[21-22]。SETD7含有催化结构域SET结构域，

A: mass spectra and ROC curve of pre-operation CRC and CRTL groups at m/z: 2663.6; B: mass spectra and ROC curve of pre-operation CRC and 

CRTL groups at m/z: 4793.17; C: mass spectra and ROC curve of pre-operation CRC and CRTL groups at m/z: 5343.48

图2  m/z: 2663.36、m/z: 4793.17和m/z: 5343.48处正常对照、结直肠癌患者术前血清质谱
Figure2  Mass spectra of CRTL and pre-operation CRC groups at m/z: 2663.6, m/z: 4793.17 and m/z: 5343.48
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以甲硫氨酸为底物，使组蛋白H3K4甲基化[23-24]，
文献报道其与肿瘤的发生有关[25]。MUC5AC由黏
膜上皮细胞生成并分泌，形成黏膜的保护屏障，
研究发现其对结直肠癌[26]、胰腺癌[27]、肺癌[28]以及
胆囊癌[29]等肿瘤的诊断和预后具有重要意义。

综上所述，我们运用血清蛋白质谱研究发现结
直肠癌及正常对照蛋白表达差异明显，血清质谱诊
断模型能够准确的区分正常对照与结直肠癌患者，
FGA、SETD7及MUC5AC有望成为结直肠癌血清学
标志物。但本研究存在不足之处：我们仅研究了结
直肠癌手术前后与正常对照血清蛋白表达的差异，
并在此基础上鉴定了3个差异表达蛋白，未与目前临
床常用的血清学标志物CEA进行对比分析，未根据
肿瘤的病理分型、分期以及同一个体疾病不同阶段
做进一步研究，尚未用其他定量的方法在血清和组
织中验证，因此，其临床意义有待进一步研究证实。
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