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［摘要］ 目的 研究建立胃癌脾虚证唾液蛋白质指纹图谱新型分子诊断模型。 方法 采集未经手术和放化
疗治疗的 57 例胃癌患者 ( 脾虚证组 40 例，非脾虚证组 17 例) 、45 例健康志愿者 ( 正常对照组) 的唾液标
本，用弱阳离子交换型 ( WCX) 纳米磁珠联合基质辅助激光解析离子化飞行时间质谱 ( MALDI-TOF MS)
技术进行检测，获得各组标本的蛋白指纹图谱。比较各组唾液蛋白质质谱数据，找出胃癌脾虚证组与正常对
照组、胃癌脾虚证组与胃癌非脾虚证组之间具有统计学意义的差异表达蛋白质峰; 采用决策树算法计算出多
个变量即质荷比 ( m/z) 变化对两组样本的判别价值，确定最优化的诊断模型。 结果 胃癌脾虚证组与正
常对照组唾液蛋白质质谱比较共有 106 个差异蛋白质峰有统计学意义，胃癌脾虚证组与胃癌非脾虚证组唾液
蛋白质质谱比较共有 6 个差异蛋白质峰有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。筛选建立了由 m/z 为
5439. 67、2411. 67、3619. 18 共 3 个主要差异蛋白峰组成的胃癌脾虚证诊断模型; 临床回代检验该模型的灵
敏度和特异度分别达 100%和 93% ; 交叉验证法进一步验证诊断模型的灵敏度和特异度分别为 87%和 89%。
结论 基于 WCX纳米磁珠结合 MALDI-TOF-MS技术建立的胃癌脾虚证唾液蛋白质组无创性分子诊断模型敏
感性高、特异性强，对胃癌脾虚证的诊断具有良好效率。
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胃癌在亚洲地区乃至全世界发病率均较高，且

有报道称其致死率在所有肿瘤中位于第二［1 － 2］。胃
癌的早期诊断是减少死亡率的根本措施，其早期诊

断技术方法研究一直为国内外所瞩目［3］。唾液中
含有 2400 多种蛋白质［4］，利用唾液进行疾病诊断
具有无创、微量、易于收集和储存、操作简便快
捷、易于被患者接受等明显优势［5］; 同时唾液检
测不仅可特异性地监测相关唾液腺的疾病，还可对

人整体机能状态进行评估［6］。脾虚证是中医临床
最常见的证候之一，中医学认为唾液为脾脏所化

生，故本研究运用弱阳离子交换型 ( WCX) 纳米
磁珠芯片联合基质辅助激光解析离子化飞行时间质

谱 ( MALDI-TOF MS) 技术，从唾液蛋白质组学的
变化探索脾虚的分子基础并建立诊断模型。

1 临床资料

1. 1 诊断及辨证标准
胃癌的诊断根据 《内科学》［7］中的诊断标准。

胃癌脾虚证辨证标准参照文献 ［8］中标准。
1. 2 纳入标准
符合以上诊断标准且未经手术和放化疗治疗

者; 年龄 20 ～ 75 岁; 自愿且能够配合试验，签署
知情同意书。
1. 3 排除标准
先天性疾病患者; 伴有口腔局部及唾液腺炎

症、消化道溃疡者; 舍格伦综合征、囊性纤维病及
其他系统严重并发疾病者。
1. 4 一般资料
纳入 2014 年 12 月至 2015 年 4 月湖南省肿瘤

医院胃十二指肠胰腺外科胃癌患者 57 例，其中 40
例为胃癌脾虚证组，17 例为胃癌非脾虚证组，另
设正常对照组 45 例，均来自于同时期湖南中医药

·9491·中医杂志 2016 年 11 月第 57 卷第 22 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2016，Vol． 57，No． 22



大学附属第一医院体检科健康志愿者。胃癌脾虚证
组中男 25 例，女 15 例; 年龄 24 ～ 73 岁，平均年
龄 ( 52. 27 ± 11. 37 ) 岁。胃癌非脾虚证组中男 14
例，女 3 例; 年龄 36 ～ 68 岁，平均年龄 ( 54. 41 ±
10. 32) 岁。正常对照组中男 28 例，女 17 例; 年
龄 23 ～ 72 岁，平均年龄 ( 53. 17 ± 11. 52 ) 岁。各
组受试者一般资料比较差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ，具有可比性。
1. 5 主要仪器和试剂
蛋白指纹图谱 ( 液体芯片) 试剂盒 ( WCX 磁

珠、Wash Buffer、Elution Buffer、U9 裂解液) 及
MALDI-TOF-MS ( 蛋白指纹图谱仪 I 型) ，均为湖
州赛尔迪生物医药科技有限公司产品，试剂盒批号

为 K20150501。dH2O ( HPLC 级) 、CHCA为 Sigma
公司产品。

2 方法

2. 1 样品收集与预处理
按照本课题专用临床观察表进行临床观察记

录。取材前 1 天晚上临睡前清水漱口 3 次 ( 不再进
任何食物和药物) ，采用非刺激性唾液采集方式，

第 2 天晨起后漱口前空腹取材。由经过培训的课题
组专人取材，前 5 min 内的唾液自然吞下后开始收
集，患者将已经过消毒的无菌小圆柱形棉花含入口

中，口腔唾液积聚至一定量后将棉花吐入置于冰浴

中的 15 ml 唾液离心管内，4℃ 下静置 1 h 后，
3000 r /min、4℃下离心 10 min，冰浴上分装在 1 ml
EP 管中，每管 200μl，于 － 80℃冰箱冷冻保存。
实验时取出样本，冰上解冻，所有检测唾液样本均

1 次冻融。取 5μl唾液加入 10μl U9 裂解液，混合
孵育 30 min 后，加入 185μl Wash Buffer 稀释 ( 唾
液最终上样量为 2. 5μl) 。
2. 2 纳米磁珠预处理、上样和洗脱

1) 取 WCX纳米磁珠 50μl 加入到 200μl-PCＲ
管，置于磁铁上孵育 1 min，去除上清液。2) 依次
加入 100μl Wash Buffer 洗脱 5 min，在磁铁上孵育
1 min，去除上清液; 重复该步骤 1 次。3 ) 向每个
装有纳米磁珠的 PCＲ 管中加入 100μl 处理好的唾
液样品，混匀后，置于室温孵育 30 min，将 PCＲ
管置于磁铁上孵育 1 min，去除上清液。4) 每管加
入 100μl Wash Buffer 洗脱 5 min，然后将 PCＲ管置
于磁铁上孵育 1 min，去除上清液; 重复该步骤 1
次。5) 在 PCＲ管中加入 10μl Elution Buffer 洗脱 5
min ( 不能少于 5 min) ，将 PCＲ管置于磁铁上孵育

1 min，取 5μl上清液移至另一个 PCＲ管中。6) 装
有 5μl上清液的 PCＲ管中加入 5μl CHCA ( 基质)
饱和溶液，充分混匀，取 2μl混合溶液加样到 Au /
Steel芯片上，待干后放入仪器读取。
2. 3 芯片检测、数据采集和参数设置
采用蛋白指纹图谱仪 I 型质谱仪读取芯片信

息。设置激光强度为 190，灵敏度为 5，收集数据
的质荷比 ( m/z) 范围为 2000 ～ 25000m /z，优化
范围为 2000 ～ 15000 m /z，信号收集位置 40 ～ 60，
平均每点收集 20 次，收集总点为 100 次。已知多
肽标准芯片标准 ( all-in-one ) ，激光离子流 0. 5。
用 Ciphergen Proteinchip Software 3. 2. 1 软件自动采
集数据，纵坐标为峰强度 ( 蛋白相对含量) ，横坐

标为蛋白质质荷比 ( m/z) 。
2. 4 数据分析
对位于 2000 ～ 25000 m /z 峰值，用 Biomarker

Wizard软件过滤噪音。设置初始噪音过滤值为 5，
二次信噪比为 2，以 10%为最小阈值进行聚类，经
上述数据预处理后，采用 t检验比较两组唾液蛋白
质质谱数据，找出两组之间具有统计学意义的差异

表达蛋白质峰。用 Biomarker Pattern Software 5. 0. 2
采用决策树算法计算出多个变量 ( m/z蛋白质质谱
峰) 变化对两组样本的判别价值 ( 诊断贡献度) ，

确定最优化的诊断模型。

3 结果

3. 1 胃癌脾虚证组与正常对照组唾液蛋白质质谱
比较

两组共 85 份唾液标本，经过标准化后，在相
对分子质量为 2000 ～ 25000 Da范围内共检测到 375
个蛋白质峰，两组间比较，符合 m/z 强度平均值
的比值 ＞ 2 的条件，共有 106 个差异蛋白质峰有统
计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，26 个质峰在胃癌脾虚证组
表达下调，80 个质峰表达上调。胃癌脾虚证组与
正常对照组之间 ratio ＞ 4 差异有统计学意义的蛋白
质峰具体见表 1。
3. 2 胃癌脾虚证组与胃癌非脾虚证组唾液蛋白质
质谱比较

两组共 57 份唾液标本，经过标准化后，在相
对分子质量为 2000 ～ 25000 m /z 范围内共检测到
375 个蛋白质峰，质峰多集中在 0 ～ 15000 m /z。满
足 P ＜ 0. 05，且两组 m/z强度平均值比值 ＞ 2 的条
件，两组间比较，共有 6 个差异蛋白质峰有统计
学意义( P ＜ 0. 05或P ＜ 0. 01 ) 。胃癌脾虚证组与
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表 1 胃癌脾虚证组与正常对照组比较差异有统计学意义的蛋白质峰 ( ratio ＞ 4)

质荷比 ( M/Z) 胃癌脾虚证组
( M ± SD)

正常对照组
( M ± SD)

胃癌脾虚证组 /
正常对照组

正常对照组 /
胃癌脾虚证组

P值 胃癌脾虚证组
上调 /下调

2101. 128 0. 21 ± 1. 56 1. 36 ± 1. 42 0. 155 6. 448 ＜ 0. 001 下调

2081. 701 0. 95 ± 2. 22 5. 19 ± 3. 41 0. 181 5. 530 ＜ 0. 001 下调

2310. 217 0. 57 ± 1. 60 2. 55 ± 2. 17 0. 224 4. 459 ＜ 0. 001 下调

7101. 905 0. 52 ± 1. 54 2. 18 ± 2. 04 0. 237 4. 223 ＜ 0. 001 下调

3536. 491 5. 04 ± 8. 92 1. 25 ± 1. 35 4. 042 0. 247 ＜ 0. 001 上调

3641. 129 2. 10 ± 2. 33 0. 52 ± 0. 59 4. 043 0. 247 ＜ 0. 001 上调

5370. 111 7. 40 ± 6. 87 1. 80 ± 4. 69 4. 106 0. 244 ＜ 0. 001 上调

3619. 186 4. 92 ± 4. 97 1. 08 ± 1. 42 4. 574 0. 219 ＜ 0. 001 上调

4551. 617 2. 02 ± 2. 25 0. 44 ± 0. 59 4. 589 0. 218 ＜ 0. 001 上调

2344. 326 2. 60 ± 3. 01 0. 56 ± 1. 80 4. 661 0. 215 ＜ 0. 001 上调

6294. 777 3. 59 ± 3. 11 0. 76 ± 2. 05 4. 729 0. 211 ＜ 0. 001 上调

3663. 999 4. 57 ± 5. 68 0. 91 ± 0. 95 5. 040 0. 198 0. 006 上调

5355. 632 4. 92 ± 6. 50 0. 95 ± 2. 37 5. 201 0. 192 ＜ 0. 001 上调

3580. 434 2. 95 ± 2. 74 0. 56 ± 1. 12 5. 282 0. 189 ＜ 0. 001 上调

5439. 673 4. 40 ± 4. 17 0. 77 ± 1. 30 5. 750 0. 174 ＜ 0. 001 上调

2351. 534 0. 86 ± 1. 32 0. 12 ± 0. 89 7. 159 0. 140 0. 009 上调

3677. 940 2. 62 ± 3. 55 0. 34 ± 0. 77 7. 752 0. 129 ＜ 0. 001 上调

表 2 胃癌脾虚证组与胃癌非脾虚证组比较差异有统计学意义的蛋白质峰 ( ratio ＞ 2)

质荷比 ( M/Z) 胃癌脾虚证组
( M ± SD)

胃癌非脾虚证组
( M ± SD) P值 胃癌脾虚证组 /

胃癌非脾虚证组
胃癌非脾虚证组 /
胃癌脾虚证组

胃癌脾虚证组
上调 /下调

3225. 359 0. 58 ± 1. 66 1. 65 ± 1. 83 0. 030546 0. 35295 2. 833259 下调

2493. 291 0. 96 ± 1. 73 2. 35 ± 2. 45 0. 044862 0. 408343 2. 448921 下调

5380. 163 6. 94 ± 7. 01 3. 38 ± 4. 91 0. 008017 2. 05392 0. 486874 上调

5306. 461 1. 80 ± 1. 77 0. 82 ± 0. 86 0. 013914 2. 206095 0. 45329 上调

5355. 632 4. 92 ± 6. 50 2. 21 ± 2. 22 0. 026742 2. 225231 0. 449392 上调

5439. 673 4. 40 ± 4. 17 1. 56 ± 1. 85 0. 000327 2. 822350 0. 354315 上调

胃癌非脾虚证组之间 ratio ＞ 2 差异有统计学意义的
蛋白质峰具体见表 2，其中 2 个质峰在胃癌脾虚证
组表达下调，4 个质峰表达上调。
3. 3 胃癌脾虚证分子诊断模型的建立
采用决策树算法计算出多个变量 ( m/z蛋白质

质谱峰) 变化对两组样本的判别价值，最终选定

m/z为 5439. 67、2411. 67、3619. 18 建立胃癌脾虚
证唾液无创分子诊断模型，具体见图 1。当
5439. 67 m /z ＞ 1. 72，或者 5439. 67 m /z≤1. 72 且
2411. 67 m /z ＞ 4. 15，或者 5439. 67 m /z≤1. 72 且
2411. 67 m /z≤4. 15 且 3619. 18 m /z ＞ 9. 02，提示为
早期胃癌脾虚证患者; 当 5439. 67 m /z≤1. 72 且
2411. 67 m /z≤4. 15 且 3619. 18 m /z≤9. 02，提示为
正常。
3. 4 胃癌脾虚证分子诊断模型的验证
表 3 示，经临床回代检验，胃癌脾虚证分子诊

断模型的灵敏度和特异度分别为 100%和 93%。表
4 示，采用十字交叉法进行验证，胃癌脾虚证分子
诊断模型的灵敏度和特异度分别 87%和 89% ; 计

注: m/z: 质荷比; M: 质谱峰相对强度
图 1 胃癌脾虚证唾液无创分子诊断模型

算十字交叉验证的 ＲOC 曲线值为 0. 976，进一步
分析验证了所建立模型的准确性。

表 3 胃癌脾虚证分子诊断模型的临床回代验证结果

组别 例数
正确诊断
( 例)

错误诊断
( 例)

正确率
( % )

胃癌脾虚证组 40 40 0 100
正常对照组 45 42 3 93
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表 4 胃癌脾虚证分子诊断模型的十字交叉法验证结果

组别 例数
正确诊断
( 例)

错误诊断
( 例)

正确率
( % )

胃癌脾虚证组 40 35 5 87
正常对照组 45 40 5 89

4 讨论

唾液检测已广泛应用于感染性疾病、内分泌疾
病等各系统疾病的研究［9 － 10］。唾液中含有大量蛋
白质，而蛋白质是生命活动的执行者和体现者［11］，

因而不同的疾病间具有蛋白质组学水平上的差异。
已有研究证明，唾液中含有幽门螺杆菌 ( Hp ) 、
Hp抗体 IgG、硫酸还原菌 ( SＲP ) 、犬尿喹啉酸
( KYNA) 等 180 种生物标志物［12 － 16］。质谱蛋白质
组学技术的发展促进了唾液生物标志物的探索进

程，目前 MALDI-TOF蛋白质组学技术已较多应用
于胃癌的病因、诊断、治疗、预后以及是否发生转
移的判断等多方面的研究，如 Ding等［17］发现，胃
上皮 AGS细胞癌变与 Epstein-Barrvirus ( EB) 病毒
感染有关; Oya-Ito等［18］通过该技术发现，热休克
蛋白 27 的翻译后修饰在胃肠肿瘤上皮细胞损伤的
过程中发挥着重要作用; Ｒepetto 等［19］发现胃癌与
自身免疫性胃炎存在 27 个差异蛋白点; Zhu 等［20］

研究显示，南蛇藤可使胃癌患者 HSP 蛋白表达显
著下调，而过度表达的 HSP 蛋白也可降低南蛇藤
的疗效。
胃癌为本虚标实之证，以痰凝、气滞、血瘀、

邪热为标，脾虚为本［21］。脾胃虚弱是胃癌发生、
发展的基础，存在于胃癌前疾病→癌前病变→胃癌
的整个过程［22］。脾虚失运可致痰饮内生，痰湿交
阻易在局部结聚形成肿块，且痰饮随气流行，机体

内外无所不至，以致肿瘤易于复发、转移。江澄
等［23］对 500 例胃癌患者进行调查，结果显示胃癌
手术前后单一证型以脾虚所占的比率最多。赵群
等［24］根据中医辨证标准，将 102 例患者分为胃癌
无脾虚证和有脾虚证两组，分析统计脾虚证的有无

与胃癌浸润深度、分化程度、淋巴结转移以及 PT-
NM 分期等生物学行为的关系，结果显示胃癌患者
脾虚证与其临床生物学行为之间有密切的关系，脾

虚证患者的预后比非脾虚证患者差。
病证结合已经成为现代中西医结合临床的主要

模式。鉴于不同疾病的特征性病理实质不同，开展
病证结合的证候诊断客观化研究是十分必要的。脾
虚是中医临床最常见的基本证候之一，也是胃癌的

重要病机和常见证候。本研究运用 WCX 与 MAL-
DI-TOF-MS蛋白质组学技术，基于唾液蛋白质组开

展胃癌脾虚证病证结合分子诊断研究，结果发现胃

癌脾虚证与非脾虚证比较，有 6 个差异蛋白峰具
有统计学意义。采用诊断模型软件筛选出 m/z 为
5439. 67、2411. 67、3619. 18 等 3 个差异蛋白质峰
建立胃癌脾虚证与正常对照组的诊断判别模型，经

临床回代检验，该模型的灵敏度和特异度分别达

100%和 93% ; 通过交叉验证法进一步验证诊断模
型的可靠性，结果该模型的灵敏度和特异度分别为

87%和 89%，这一结果说明该模型对胃癌脾虚证
的诊断效率优良，灵敏度高、特异性强。今后我们
拟将进行多地区、多中心、大样本临床试验，以放
大实验验证所发现的差异蛋白质，并进一步鉴定、
研究未知差异蛋白质的分子结构及其生物学意义。
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Molecular Diagnostic Model of Saliva Protein Fingerprints in Gastric Cancer Patients with Spleen Deficiency
XIE Mengzhou1，2，HE Zuomei1，HUANG Feijuan3，ZHOU Xiaoqing1，WU Zhengzhi1，3，4
( 1． Institute of Chinese Medicine Diagnositics，Hunan University of Chinese Medicine，Changsha，410007; 2． Engineering Ｒesearch
Center in Antitumor Chinese Herb Innovation Technology in Hunan Province; 3． First Affiliated Hospital of Shenzhen University; 4． Fu-
tian Hospital Affiliated to Guangdong Medical University)
ABSTＲACT Objective To study and establish a new molecular diagnostic model of saliva protein fingerprints in
gastic cancer patients with spleen deficiency． Methods Saliva samples of 57 gastric cancer patients with no surgery
and chemoradiotherapy ( 40 cases of spleen deficiency，17 non-spleen deficiency) and 45 healthy volunteers were col-
lected and tested by weak cation exchange ( WCX) magnetic nanoparticles combined with matrix-assisted laser desorp-
tion / ionization time of flight mass spectrometry ( MALDI-TOF MS) to get the protein fingerprints of each group． Then
the data were compared to figure out the differentially expressed protein peaks with statistical significance between gas-
tric cancer spleen deficiency group and normal control group as well as that between gastric cancer spleen deficiency
group and gastric cancer non-spleen deficiency group． The discriminant value of the variation of several variables，in-
cluding mass-to-charge ratios ( m/z) ，to two group samples were calculated by decision tree algorithm，and the opti-
mal diagnostic model was determined． Ｒesults There were 106 differentially expressed protein peaks with statisti-
cal significance in the saliva protein mass spectrum comparation between gastric cancer spleen deficiency group and
normal control group，and 6 between gastric cancer spleen deficiency group and gastric cancer non-spleen-deficiency
group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01 ) ． Three main different protein peaks with m /z 5439. 67，2411. 67，3619. 18 were
screened to establish the diagnostic model of gastric cancer spleen deficiency． The sensibility and specificity of the
model are 100% and 93% respectively in clinical regression tests，which are further validated to be 87% and 89% in
cross-validation． Conclusions Based on WCX magnetic nanoparticles combined with MALDI-TOF MS technology，
the non-invasive saliva protein molecular diagnostic model of gastric cancer spleen deficiency has high sensibility and
specificity，and it seems to have excellent efficiency to diagnose gastric cancer spleen deficiency．
Keywords gastric cancer; spleen deficiency; saliva; molecular diagnostic model; protein fingerprint

( 收稿日期: 2015 － 12 － 25; 修回日期: 2016 － 05 － 05)
［编辑: 崔京艳］

·3591·中医杂志 2016 年 11 月第 57 卷第 22 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2016，Vol． 57，No． 22


