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Abstract :Objective　 Through the analysis of the serum differentially expressed proteins of the health a2
dult s , the Non2Hodgkin’s Lymphoma (N HL) with complete response (CR) after 6 cycles chemotherapy

and the N HL without CR or recrudescence in 3 months after 6 cycles chemotherapy , the research is en2
deavored to provide a theoretical foundation for the serological index in screening , establishing the clinical

therapeutic effect monitoring and prognosis evaluation of N HL . Methods　The research applied SELDI2
TOF MS and IMAC2Cu chip to detection the differentially expressed serum proteins of the health adult s ,

the N HL patient s with CR after six cycles chemotherapy and the N HL patient s with no remission or re2
crudescence in three months after six cycles chemotherapy who are 35 cases respectively ,and to constitute

the decision tree classification model. Results　(1) Between the health adult s and the N HL with CR after

6 cycles chemotherapy , six kinds of differentially expressed proteins were found to have the categorizing

significance , whose M/ Z are M8 778 . 14 u , M8 887 . 83 u , M8 529 . 39 u , M9 076 . 76 u , M9 242 . 75 u ,

M5 848 . 92 u respectively , and the protein with the M/ Z M5 848 . 92 u was selected by the software sys2
tem to establish the decision t ree classification model with the sensitivity of 88 . 57 % and the specificity of

100 %. (2) Between the health adult s and the N HL without CR or recrudescence in 3 months after 6 cy2
cles chemotherapy , six kinds of differentially expressed proteins were found to have the categorizing sig2
nificance , whose M/ Z are M8 890 . 26 u , M5 853 . 70 u , M5 444 . 38 u , M8 784 . 58 u , M6 354 . 26 u ,

M8 539 . 28 u respectively , and the protein with the M/ Z M 5 444 . 38 u was selected by the software sys2
tem to establish the decision t ree classification model with the sensitivity of 85 . 71 % , and the specificity

of 100 %. (3) Between the N HL with CR after 6 cycles chemotherapy and the N HL without CR or recru2
descence in 3 months after 6 cycles chemotherapy , six kinds of differentially expressed proteins were

found to have the categorizing significance , whose M/ Z are M6 436 . 04 u , M5 509 . 43 u , M6 633 . 93 u ,

M14 047 . 6 u ,M7 769 . 91 u ,M6 009 . 63 u respectively , and the protein with the M/ Z M6 436 . 04 u was

selected by the software system to establish the decision t ree classification model with the sensitivity of

77 . 14 % , and the specificity of 100 %. Conclusion　These 18 differentially expressed proteins which hold

categorizing significance might potentially be a group of biomarkers for monitoring clinical effect and di2
recting clinical t reatment of N HL .
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摘　要 :目的　分析正常组、非霍奇金淋巴瘤 (N HL)化疗 6周期后完全缓解 (CR)及 N HL 化疗 6周期后

未完全缓解或缓解后 3月内复发患者的血清差异表达蛋白质 ,为筛选和建立 N HL 临床疗效监测及预后

评估的血清学指标提供理论依据。方法 　采用表面增强激光解析离子化飞行时间质谱 ( SELDI2TOF

MS)技术 , 应用铜离子结合芯片 ( IMAC2Cu)以及配套软件 , 对 35例正常组 , 35例 N HL 化疗 6 周期后

CR患者组 , 35例 N HL 化疗 6周期后未完全缓解或缓解后 3月内复发患者组的血清差异表达蛋白质进

行检测分析 ,构建决策树分类模型。结果 　(1 )正常组和N HL化疗6周期后CR患者组共有6种差异
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表达蛋白质有分类意义 ,质荷比分别为

M8 778. 14 u、M8 887. 83 u、M8 529. 39 u、

M9 076. 76 u、M9 242. 75 u、M5 848. 92 u ,

M/ Z为M5 848. 2 u的一种蛋白质被软件

系统选取建立决策树分类模型 , 灵敏度
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和特异性分别为88 . 57 %和 100 % ; (2)正常组和 N HL 化疗 6

周期后未 CR或缓解后 3月内复发患者组共有 6种差异表达

蛋白质有分类意义 ,质荷比分别为M8 890 . 26 u、M5 853 . 70

u、M5 444 . 38 u、M8 784 . 58 u、M6 354 . 26 u、M8 539 . 28 u ,其

中 M/ Z为M5 444 . 38 u的一种蛋白质被软件系统选取建立

决策树分类模型 ,灵敏度和特异性分别为85 . 71 %和 100 % ;

(3) N HL 化疗 6 周期后 CR患者和 N HL 化疗 6 周期后未

CR或缓解后 3月内复发患者组共有 6种差异表达蛋白质有

分类意义 ,质荷比分别为 M6 436 . 04 u、M5 509 . 43 u、

M6 633 . 93 u、M14 047 . 6 u、M7 769 . 91 u、M6 009 . 63 u ,其中

M/ Z为M6 436 . 04 u的一种蛋白质被软件系统选取建立决

策树分类模型 ,灵敏度和特异性分别为77 . 14 %和 100 %。结

论　有分类意义的 18 种差异表达蛋白质有可能成为 N HL

临床疗效监测及指导临床治疗的一组分子学指标。

关键词 :非霍奇金淋巴瘤 ; SELDI2TOF MS ;蛋白质组学 ;差

异表达蛋白质

中图分类号 :R733　　文献标识码 :A

文章编号 :100028578 (2008) 0920639204

0　引言

血清蛋白质质谱分析技术有助于筛选病变相关

的差异表达蛋白质。近年来对于恶性淋巴瘤分子生

物学指标的研究较多 ,但能够用于临床的较少 ,其主

要原因是敏感性和特异性较低 ,并且恶性淋巴瘤的

发生是多因素所致 ,因此难以用某一种生物学指标

来评价。表面增强激光解析离子化飞行时间质谱技

术 (SELDI2TO F MS)是一种新的可高通量检测蛋白

质的技术 ,其芯片表面可结合特异的蛋白质 ,对肿瘤

标志物进行定量检测[ 1 ] ,目前已广泛应用于临床肿

瘤的研究 ,如乳腺癌[ 2 ]、前列腺癌[ 3 ]、消化系统恶性

肿瘤[ 4 ]以及卵巢癌[ 5 ] 等。本实验采用该技术对

N HL 化疗 6周期后完全缓解组 ,N HL 化疗 6 周期

后未完全缓解或缓解后 3月内复发患者组及正常组

血清中的差异表达蛋白质进行了分析 ,以寻找与

N HL 疗效相关的差异表达蛋白质。

1　资料与方法

1 . 1　标本采集　2006年 8月～2007 年 4 月取自郑

州大学第一附属医院 ;郑州大学第二附属医院 ;河南

省肿瘤医院 ;中位年龄 46 岁 (15～72 岁) 。所有检

查对象均排除急性感染、过敏、自身免疫性疾病等影

响血清蛋白质表达的疾病 ,所有标本均按 2001 年

W HO分类标准确定病理组织学类型为中、高度侵

袭性 (弥漫大 B 29 例、套细胞 21 例、N K/ T 8 例、外

周 T细胞 7例、间变大B细胞 5例) 。实验标本为空

腹取静脉血 5 ml 放至离心管中 ,室温下静置 30

min ,离心 20 min (2 000 r/ min)取上清 ,每管 100μl

分装 ,液氮保存。

1 . 2 　蛋白质检测

1 . 2 . 1 　试剂和仪器

尿素、乙腈、三氟乙酸、饱和白芥子酸、32环乙胺2
12丙磺酸、Tris2HCl 等均购自 Sigma 公司 , SELDI2
TO F MS仪、铜离子结合 ( IMAC32Cu)芯片及配套

的 ProteinChip Biology System ( PBSⅡ+ )软件购于

美国 Cip hergen Biosystems公司。

1 . 2 . 2 　标本的准备

血清样本的处理自 - 80 ℃冰箱内取出样本 ,冰

盒上溶解 ,取 50μl 到离心管中 , 4 ℃离心 5 min

(10 000 r/ min) ;取 10μl血清加 20μl U9 缓冲液稀

释混匀 4 ℃振荡 30 min ,取上清液 10μl加 110μl结

合缓冲液 (50 mmol/ L NaAC ,p H 3 . 5)稀释振荡混

匀 5 min加样备用。

1 . 2 . 3 　IMAC32Cu芯片的预处理

将 IMAC32Cu芯片置于操作平台 ,每孔加 50μl

100 mmol/ L 硫酸铜 ,振荡 5 min ,倒去硫酸铜 ,去离

子水冲洗 5 次 ,甩干 ;每孔中加入 50μl 的 100

mmol/ L 醋酸钠 (p H 4 . 0)使之中和 ,振荡 5 min ,去

离子水冲洗 5次 ,甩干 ;每孔加入结合缓冲液 150μl

(p H 7 . 0)使之平衡 ,振荡器振荡 5 min 后除去缓冲

液 ,重复 1次。

1 . 2 . 4 　蛋白质结合反应

在处理好的芯片中每孔加入 50μl 处理好的样

品 , 4 ℃震荡 60 min ;每孔加入 150μl 结合缓冲液 ,

振荡 5 min ,弃去缓冲液 ,重复 1次 ;每孔分 2次加入

能量吸收分子饱和溶液 ,每次0 . 5μl , 2 次之间允许

各孔风干。干燥待测。

1 . 2 . 5 　数据收集和初步处理设定

SELDI2TOF MS激光强度为 170 ,敏感度为 6 ,优

化分子量范围为2 000～16 000 u ,每个样本平均收集

65个点的信息。样本芯片阅读检测前 ,采用已知分子

量的标准蛋白质芯片校正质谱仪 ,使分子量检测误差

< 0 . 1 % ,再以质控蛋白芯片做重复性检测 ,其峰值大

小及峰强度的变异系数分别控制在0 . 05 %和 15 %以

下。在 Ciphergen Protein Chip 3 . 1软件支持下自动收

集信息并绘出相应蛋白质的质谱图。

1 . 2 . 6 　生物信息学处理

本研究采用 Biomarker Pattern Ys Software (BPS ,

Ciphergen Biosystems ,Inc)建立决策树分类模型 (clas2
sification model for decision tree) [627 ] ,即 :将初步筛选

出的不同 M/ Z的蛋白质质谱信息资料输入 BPS软件

系统 ,软件读取及分析后 ,找出具有分类意义的蛋白

质 ,建立最大决策树分类模型及源于该模型的修剪后

的小的分类模型 ,再以BPS软件推荐的方法对这些分

类模型进行验证和测试 ,最终得到对疾病有高度灵敏
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度和特异性的最佳分类模型。

2　结果

2 . 1　血清蛋白质质谱图

①正常组和 N HL 化疗6周期后完全缓解患者

组共有48种蛋白质被标记 ,38种蛋白质质谱峰的相

对强度在两组间比较差异有统计学意义 ( P <

0 . 05) ,其中在 N HL 化疗6周期后完全缓解患者人

群中升高的有35种 ,降低的3种。有分类意义的差异

表达蛋白质有6种 ,它们的质荷比分别为M8 778. 14

u、M8 887. 83 u、M8 529. 39 u、M9 076. 76 u、M9 242. 75

u、M5 848. 92 u ,其中6种明显升高 ,无明显降低。②正

常组和 N HL 化疗6周期后未完全缓解或缓解后3月

内复发患者组共有46种蛋白质被标记 ,33种蛋白质

质谱峰相对强度在两组间比较差异有统计学意义

( P < 0 . 05) ,其中在 N HL 化疗6周期后未完全缓解

或缓解后3月内复发患者人群中升高的有29种 ,降低

的有4种。有分类意义的差异表达蛋白质有6种 ,它们

的质荷比分别为M8 890. 26 u、M5 853. 70 u、M5 444. 38

u、M8 784. 58 u、M6 354. 26 u、M8 539. 28 u ,其中6种明

显升高 ,无明显降低的。③N HL 化疗6周期后完全缓

解患者和 N HL 化疗6周期后未完全缓解或缓解后3

月内复发患者组共有39种蛋白质被标记 ,16种蛋白

质质谱峰相对强度在两组间比较差异有统计学意义

( P < 0 . 05) ,其中在 N HL 化疗6周期后未完全缓解

或缓解后3月内复发患者人群中降低的有16种 ,无升

高。有分类意义的差异表达蛋白质有6种 ,它们的质

荷比分别为M6 436. 04 u、M5 509. 43 u、M6 633. 93 u、

M14 047. 6 u、M7 769. 91 u、M6 009. 63 u ,其中 6 种明

显降低 ,无明显升高的。

2 . 2　决策树分类模型的建立

采用 BPS软件对来源于 Biomarker Wizard 的

数据进行生物信息学处理 ,正常组和 N HL 化疗 6

周期后完全缓解患者组 M/ Z为 M 5 848 . 92 u的一

种蛋白质 ,正常组和 N HL 化疗 6 周期后未完全缓

解或缓解后 3 月内复发患者组则有 M/ Z 为

M5 444 . 38 u的一种蛋白质 ,N HL 化疗 6 周期后完

全缓解患者和 N HL 化疗 6 周期后未完全缓解或缓

解后 3月内复发患者组M/ Z为M6 436 . 04 u的一种

蛋白质 ,分别被软件系统选取建立的决策树分类模

型与其他模型相比交叉验证的相对错误率最低 ,为

最优分类模型。三组人群中表达的质谱图及模拟胶

图 ,见图 1～3 ,3 种蛋白质的决策树分类模式图 ,见

图 4～6。三组的灵敏度分别为88 . 57 % (31/ 35 ) 、

85 . 71 % ( 30/ 35 ) 和 77 . 14 % ( 27/ 35 ) ,特异性均为

100 %(35/ 35) 。

3　讨论

复发或难治性 N HL 患者一直是困扰临床肿瘤

医生的一大难题。如果能在患者接受治疗前的发病

初期预测出同一亚类或亚型的N HL患者的疗效好
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图 4　正常组和化疗 6周期后 CR组

决策树分类模式图

Fig 4　The decision tree classif ication

model of the NHL group with

CR after 6 cycles chemotherapy

and the health adults group

图 5　NHL化疗 6周期后未完全缓解

或缓解后 3月内复发患者和正常组

决策树分类模式图

Fig 5　The decision tree classif ication

model of the NHL group without CR

or recrudescence in three months

after 6 cycles chemotherapy

and the health adults group

图 6　NHL化疗 6周期后完全缓解患者

和 NHL化疗 6周期后未完全缓解或缓解后

3月内复发患者组决策树分类模式图

Fig 6　The decision tree classif ication

model of the NHL group with CR and

the NHL group without CR or recrudescence

in three months after 6 cycles chemotherapy

或差 ,从治疗初期就给予个体化治疗 ,疗效好的患者

给予常规治疗方案 ,疗效差的患者根据患者的具体

情况加大治疗强度和 (或)延长治疗周期 ,或采用特

异性的和非特异性的生物免疫干预治疗以预防原发

或继发耐药 ;这样就可以采用适合每个人的最佳治

疗方案或治疗手段 ,以达到最佳治疗效果。

SELDI2TOFMS检测血清蛋白质质谱目前常

用于寻找肿瘤标志物、早期诊断及良恶性疾病鉴别

等 ,在临床疗效监测及预后评估上报道尚不多见。

Chong等[ 8 ]研究提示乳腺癌与癌前细胞系的蛋白质

组有一定的差异。Pet ricoin 等[ 9 ]应用 SELDI技术

找到了血清中能鉴别卵巢良恶性病变的特征性的恶

性蛋白质组合 ,并用于卵巢癌的早期诊断。SELDI

作为基础蛋白质组学方法已被成功应用于发现前列

腺癌[ 3 ]、结肠癌[ 4 ]、胰腺癌及肝癌等恶性肿瘤生物学

标记物的研究[ 10211 ]。

在 SELDI2TOF MS 检测的患者血清中 ,蛋白

质表达反映的是病灶及机体病理状态下代谢功能变

化所致的血清蛋白质的复杂变化。依靠生物信息学

的方法进行处理 ,可以进一步筛选并确定与病变本

身密切相关的蛋白质组合。血清蛋白质质谱的检测

为我们提供了一种快速、高通量和相对特异的 N HL

临床疗效监测及指导临床治疗的血清学方法 ,为血

清蛋白质质谱检测最终应用于 N HL 临床疗效监测

及预后评估提供了良好的技术平台。

我们应用 SELDI2TOF MS 技术对正常组、

N HL 化疗 6 周期后完全缓解患者和 N HL 化疗 6

周期后未完全缓解或缓解后 3月内复发患者血清中

的蛋白质进行对比分析发现他们均有 6种差异表达

蛋白质有分类意义。说明利用 SELDI2TOF MS技

术筛选出的具有分类意义的 18种差异表达蛋白质 ,

有可能成为 N HL 临床疗效监测及预后评估的一组

分子生物学指标。本研究因样本数有限 ,尚需进一

步扩大样本量、完善生存资料进一步验证以确保灵

敏度和特异性的可信度。
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