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颅内动脉瘤患者血清差异蛋白质谱表达模型的研究

周
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"

要"目的
"

通过检测颅内动脉瘤患者血清特异蛋白标记物#为筛选颅内动脉瘤#尤其是未破裂颅内动脉瘤患者提供实验

依据&方法
"

将本院神经外科收治的颅内动脉瘤破裂(未破裂患者分别作为破裂组!

(S'%

"及未破裂组!

(S'%

"#同时期健康体检

者作为对照组!

(S'%

"&采用表面增强激光解吸%离子化飞行时间质谱!

M,]XI-!D̂-PM

"技术(金属亲和蛋白芯片及分析软件分

别对未破裂组(破裂组及对照组血清样品进行检测#筛选差异蛋白#建立诊断模型并进行双盲法验证&结果
"

未破裂组与正常组

血清有
%'

个蛋白质峰表达的差异具有统计学意义!

B

#

(6(%

"#其中
+

个蛋白质峰荷质比分布于
8(((

#

8((((

之间#两组比较差

异显著!

B

#

(6($

"$未破裂组与破裂组血清有
*&

个蛋白质峰表达的差异具有统计学意义!

B

#

(6(%

"#其中
$'

个蛋白质峰荷质比

分布于
8(((

#

8((((

之间#两组比较差异显著!

B

#

(6($

"&以荷质比为
8%'(6)

(

55)*6*

(

%+%*6%

及
+85$6(

的
'

个差异蛋白建

立神经网络筛选模型可鉴别未破裂动脉瘤患者与正常人血清样本#经双盲法测试#其灵敏度为
&565R

#特异度为
&565R

#受试者

工作特征!

@DK

"曲线下面积!

?OK

"为
(6&8(

#验证所建立的诊断模型可靠$筛选荷质比为
8&5+68

(

'()%65

(

))'86(

(

&$8*6%

及

$)(8$6)

的
%

个差异蛋白建立神经网络筛选模型可鉴别未破裂动脉瘤与破裂动脉瘤血清样本&经双盲法测试#其灵敏度为

&565R

#特异度为
+)6*R

#

?OK

为
(6+%+

#验证所建立的诊断模型可靠&结论
"

建立血清差异蛋白质谱表达模型是筛选未破裂颅

内动脉瘤的一种新方法&

关键词"颅内动脉瘤$质谱法$差异蛋白
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颅内动脉瘤一旦破裂会带来极严重后果!而在其破裂之前

如能早期发现并给予积极治疗!可明显降低患者的致残率和病

死率!因此!对颅内动脉瘤的筛查及治疗具有重要意义$但目

前这方面的研究尚少(

$-8

)

$本实验拟采用表面增强激光解吸'

离子化飞行时间质谱%
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&技术筛选颅

内动脉瘤患者血清特异蛋白标记物!建立人工神经网络诊断模

型!为早期-无创筛选颅内动脉瘤提供实验依据$

C

"

资料与方法

C6C

"

一般资料
"

纳入病例为
8((*

年
*

月至
8($(

年
$8

月本

院神经外科收治的颅内动脉瘤患者$将
'%

例颅内动脉瘤破裂

患者作为破裂组!其中!男
8)

例!女
$&

例#年龄%

'%6$Q*6$

&

岁$同时期收治的颅内动脉瘤未破裂患者作为未破裂组!其

中!男
8+

例!女
$*

例#年龄%

')68Q)6%

&岁$将
'%

例同时期于

55)

重庆医学
8($8

年
5

月第
'$

卷第
*

期



本院门诊部体检的健康者作为对照组!其中!男
85

例!女
88

例#年龄%

'*6$Q)6&

&岁$所有颅内动脉瘤患者经计算机断层

扫描血管造影%

71.

B

G2">21.1

4

=/
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/3

4

01

4

=/
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H
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&-数

字减影血管造影%
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02/#:GT2=/72013/3
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01
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=/

B
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H

!

XM?

&检查证

实!均无动脉瘤和蛛网膜下腔出血家族史-脑出血及遗传性疾

病史$

C6D

"

主要试剂与仪器
"

芥子酸-乙腈-三氟乙酸-甲醇-

!=0:-

NK#

-磷酸盐缓冲溶液%

B

;1:

B

;/2"TG<<"=">:1#G2013

!

J_M

&-丙酮

及甲酸等均购自美国
M0

4

./

公司$金属亲和表面蛋白芯片-

J_M

%

'

K

型蛋白质指纹图谱仪系统均为美国
K0

B

;"=

4

"3

公司

产品$

C6E

"

标本收集
"

所有受试者清晨空腹!于前臂静脉采血

%.]

!

'a

下静置
5(.03

!

8;

内送本院检验科蛋白组学实验

室$

'a

下离心
%.03

%离心半径
+7.

!

5(((=

'

.03

&!取上清液

%即血清&放入
b+(a

冰箱保存$实验时!从
b+(a

冰箱中取

出样本!冰上融解
(6%

#

$6(;

!

' a

下离心
8.03

%离心半径

+7.

!

$((((=

'

.03

&!待用$

C6F

"

芯片检测
"

吸取
$(.]

芥子酸溶液%芥子酸溶于
%(R

乙

腈和
(6%R

三氟乙酸所得的饱和溶液&与血清等量混合!芯片

活化!吸取
8.]

混合液点样!晾干后再加入
$

"

]

芥子酸!室

温下干燥!上机检测$设定参数"从相对分子质量为
$6(d$(

)

开始检测!检测最大相对分子质量为
$6(d$(

+

!相对分子质量

优化范围为
86(d$(

)

#

86(d$(

*

!激光强度为
8$(

!开始检测

灵敏度为
&

!集中在优化中心!用定量的方法获取数据!设置

M,]XI

参数位置为
8(

!开始位置为
8(

!结束位置为
+(

!每个位

置平均
%

次递增$利用
J_M

%

'

K

型蛋白质指纹图谱仪对结合

在芯片表面的血清蛋白质进行检测$

C6G

"

数据处理和模型建立
"

采用
K0

B

;"=

4

"3J=12"037;0

B

软件

自动采集实验数据!采用
_01./=L"=[0Y/=>56$

软件分别分析

未破裂组和对照组%各
5(

例&-未破裂组和破裂组 %各
5(

例&

的血清蛋白质指纹图谱差异!对实验数据进行聚类分析和统计

学处理!以
B

#

(6(%

为差异有统计学意义$运用人工神经网

络模型对检测数据进行分析及优化!分别建立诊断模型$利用

测试集样本%各
$%

例&对模型进行双盲法验证!评价模型的准

确性$

D

"

结
""

果

D6C

"

差异蛋白的检测
"

%

$

&检测未破裂组和对照组血清共获

得
$5%

个蛋白质峰!两组有
%'

个蛋白质峰表达的差异有统计

学意义%

B

#

(6(%

&!其中
+

个蛋白质峰荷质比分布于
8(((

#

8((((

之间!两组比较差异显著%

B

#

(6($

&$在未破裂组与对

照组血清中筛选差异表达的
8

个蛋白质峰分别为
55)*6*

和

%+%*6%

!两组血清蛋白指纹图谱及相应的凝胶电泳图比较见

图
$

$%

8

&检测未破裂组和破裂组血清共获得
8)%

个蛋白质

峰!两组有
*&

个蛋白质峰表达的差异有统计学意义%

B

#

(6(%

&!其中
$'

个蛋白质峰荷质比分布于
8(((

#

8((((

之间!

两组比较差异显著%

B

#

(6($

&$在未破裂组与破裂组血清中

筛选差异表达的
8

个蛋白质峰分别为
))'86(

和
&$8*6%

!两

组血清蛋白指纹图谱及相应的凝胶电泳图比较见图
8

$

D6D

"

建立筛选预测模型
"

%

$

&以荷质比为
8%'(6)

-

55)*6*

-

%+%*6%

及
+85$6(

的
'

个蛋白质峰作为输入节点建立的模型!

其模拟计算的网络误差值最低!其中!以荷质比为
8%'(6)

-

55)*6*

及
%+%*6%

的差异蛋白对比正常血清表达显著升高

%

B

#

(6($

&#荷质比为
+85$6(

的差异蛋白对比正常血清表达

显著降低%

B

#

(6($

&!见表
$

$%

8

&以荷质比为
8&5+68

-

'()%65

-

))'86(

-

&$8*6%

及
$)(8$6)

的
%

个蛋白质峰作为输

入节点建立的模型!其模拟计算的网络误差值最低$其中!以

荷质比为
8&5+68

-

$)(8$6)

的差异蛋白对比破裂组血清表达

显著升高%

B

#

(6($

&#荷质比为
'()%65

-

))'86(

及
&$8*6%

的

差异蛋白对比破裂组血清表达显著降低%

B

#

(6($

&!见表
8

$

""

纵轴"蛋白质峰表达强度#横轴"蛋白质峰荷质比$

图
$

""

未破裂组和对照组血清的蛋白指纹图谱

及凝胶电泳图比较

""

纵轴"蛋白质峰表达强度#横轴"蛋白质峰荷质比$

图
8

""

未破裂组和破裂组血清的蛋白指纹图谱

及凝胶电泳图比较

表
$

""

'

种差异蛋白质在未破裂组和对照组中的质谱峰值

组别
差异蛋白质

8%'(6) 55)*6* %+%*6% +85$6(

未破裂组
$%6&8Q56$'

$

556$)Q'688

$

'&6(&Q8685

$

*655Q86+)

$

对照组
'68%Q$6)5 $8658Q86$$ $'6$5Q(6+' 8(6$&Q)685

""

$

"

B

#

(6($

!与对照组比较$

D6E

"

人工神经网络诊断模型的双盲法验证
"

利用建立的人工

神经网络诊断模型对测试集中样本%各
$%

例&分别进行双盲法

测试$验证结果显示"%

$

&

$%

例未破裂组患者的血清中%目标

输出值
(6%

#

$6(

&有
$

例判错#而在
$%

例对照组患者的血清

中%目标输出值
(6(

#

(6%

&有
$

例判错$经统计学分析处理!

其灵敏度为
&565R

!特异度为
&565R

!阳性预测值为
&565R

!

阴性预测值
&565R

$利用结果数据绘制受试者工作特征%

="-

7"09"=1

B

"=/21=7;/=/72"=0:2077G=9"

!

@DK

&曲线!

@DK

曲线下面

积%

/="/G3>"=@DK7G=9"

!

?OK

&为
(6&8(

%

%

(6*

&!说明该诊断

模型准确!见图
5

$%

8

&

$%

例未破裂组患者的血清中%目标输出

值
(6%

#

$6(

&有
$

例判错#而在
$%

例破裂组患者的血清中%目

'5)

重庆医学
8($8

年
5

月第
'$

卷第
*

期



表
8

""

%

种差异蛋白质在未破裂动脉瘤和破裂动脉瘤组中的质谱峰值

组别
差异蛋白质

8&5+68 '()%65 ))'86( &$8*6% $)(8$6)

未破裂组
'$655Q568$

$

*68&Q$65*

$

$56)&Q$6%$

$

$$6')Q(6'5

$

%$6)$Q'65*

$

破裂组
$&6$&Q56(8 '$6$$Q56$5 5)6)+Q(68$ 8%6%'Q$6%% +6+%Q56&5

""

$

"

B

#

(6($

!与破裂组比较$

标输出值
(6(

#

(6%

&有
8

例判错$经统计学分析处理!其灵敏

度为
&565R

!特异度为
+)6*R

!阳性预测值为
+*6%R

!阴性预

测值
&86&R

$利用结果数据绘制的
@DK

曲线!

?OK

为
(6+%+

%

%

(6*

&!说明该诊断模型准确!见图
'

$

图
5

""

未破裂组与对照组人工神经网络诊断

模型的
@DK

曲线分析

图
'

""

未破裂组与破裂组人工神经网络诊断

模型的
@DK

曲线分析

E

"

讨
""

论

目前!对于未破裂动脉瘤的筛选工作开展较少!尚缺乏快

捷-行之有效的方法对颅内动脉瘤进行早期筛选和预测$

XM?

和
K!?

是目前诊断颅内动脉瘤的主要手段!但它们不能作为

颅内动脉瘤的大规模筛选手段(

5-'

)

$近年来越来越多的颅内动

脉瘤在例行体格检查或因其他原因行头部磁共振成像-磁共振

血管造影%

./

4

3"207=":13/37"/3

4

01

4

=/

B

;

H

!

P@?

&检查时被发

现!因
P@?

无创-无辐射!且在颅内动脉瘤的诊断方面具有一

定价值!相对
XM?

-

K!?

而言!它更适合用于人群的筛查$但

作为筛查手段!

P@?

存在检查时间长-噪音大-费用高的弊

端!且
P@?

可能漏诊或误诊较小动脉瘤和大动脉瘤(

%

)

$鉴于

动脉瘤破裂后的严重后果!确立可靠的无创筛查手段具有重要

意义$

目前!尚不清楚颅内动脉瘤的发病机制!它可能与遗传-血

流动力学以及后天退行性变等多种因素相关$研究表明基因

突变-缺失以及表达异常在颅内动脉瘤的发生-发展过程中发

挥重要的作用!因此!从分子水平上研究颅内动脉瘤的发病机

制!进而对其进行基因诊断和治疗成为该领域的最新研究方

向(

)

)

$蛋白质组学的出现和发展极大地推动了疾病生物标志

物的研究!它可以从整体水平上对一个细胞-一种组织中所包

含的全部蛋白质进行时间和空间上的动态研究(

*-+

)

$因此!对

颅内动脉瘤患者血清蛋白指纹图谱的研究有可能发现特异性

颅内动脉瘤诊断的生物标志$

M,]XI-!D̂-PM

技术检测的基

本原理是基于特殊芯片的表面加强吸附!芯池中的分析物经激

光脉冲辐射!解吸形成荷电离子!不同荷质比的离子在仪器漂

移管中飞行的时间不同!质量越小!所带电荷越多的离子!其荷

质比越小!飞行时间越短!检测器可对其进行检测并绘制成质

谱图!经计算机软件处理后形成模拟图谱(

&

)

!将对照组与某种

疾病或疾病不同阶段的图谱进行比较!可发现和捕捉特异相关

蛋白$该技术优点在于"%

$

&可分析经典技术无法分析的蛋白

质!包括疏水蛋白质-等电点过高或过低的蛋白质#%

8

&获得的

图谱单一!重复性好!可用于定量分析#%

5

&样品无需纯化!可分

析复杂的生物样品!增加发现生物学标志的机会#%

'

&样品需要

量少!检测速度快!适合临床诊断及大规模筛选$近年来!它已

被广泛用于生物标志物的发现和定义-蛋白质功能分析-肿瘤

标志物筛选及药学研究等领域!同时!对颅脑损伤和颅内肿瘤

进行的初步研究显示其在这一领域也具有一定的临床应用价

值!但目前尚无颅内动脉瘤相关文献的报道(

$(-$'

)

$

M,]XI-!D̂-PM

技术的应用为大规模人群筛选提供了可

能$

h;/3

4

等(

$%

)运用
M,]XI-!D̂-PM

技术建立的诊断模型检

测弥漫性大
_

细胞淋巴瘤的特异度和敏感度均为
&'R

!检测

预后不良患者的特异度为
&8R

!敏感度为
&'R

$吕晶晶等(

$)

)

用结直肠腺瘤患者-结直肠良性疾病患者及正常人血清的
5

种

表达差异蛋白质的荷质比建立诊断模型!该模型的诊断准确率

为
+*6*(R

-灵敏度为
*$6'5R

-总特异度为
&)68%R

-阳性预

测值为
&(6&$R

$本研究结果表明运用
M,]XI-!D̂-PM

技术

检测未破裂组-破裂组及对照组患者的血清标本!获取相应血

清蛋白表达指纹图谱!经统计分析以筛选未破裂组患者血清可

能存在的特异蛋白是可行的!未破裂组-破裂组及对照组患者

血清蛋白质谱的表达具有显著的差异性$根据不同分组的差

异蛋白!运用人工神经网络模型分别建立其诊断模型!其

?OK

%

(6*

!说明该方法所建立的诊断模型准确可靠!可以作

为未破裂颅内动脉瘤患者的潜在筛选手段$双盲法验证此诊

断模型显示其可在短时间内较好地区分未破裂动脉瘤患者-破

裂动脉瘤患者及健康者!说明该诊断模型适合于未破裂动脉瘤

的筛选工作$

利用
M,]XI-!D̂-PM

技术筛选的血清特异蛋白标志物作
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为筛选颅内动脉瘤实验指标具有重要的潜在价值和一定的应

用前景$首先!该方法血清样本容易获得!对患者创伤性小!检

查耗时短!费用低!有利于临床高危人群筛选的应用和推广#其

次!通过对颅内动脉瘤的蛋白质表达差异情况进行研究!进而

对差异蛋白数量-结构-性质-相互关系和生物学功能进行全面

分析!明确颅内动脉瘤血清差异蛋白在此疾病发生-发展过程

中的作用!从而对颅内动脉瘤进行诊断和筛选!并可对这些+关

键,蛋白进行干预!为基因治疗颅内动脉瘤提供临床和实验资

料$然而!本研究在诸多方面还需进一步深入!如对实验方法

学的完善以及实验条件的标准化!以增强实验可重复性!并进

行多中心-大样本的联合研究$通过对这些潜在的生物标志物

进行精确鉴定!确定其在动脉瘤发生-发展-破裂过程中的具体

作用!为颅内动脉瘤的临床筛选提供可靠的实验依据$
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