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摘要:通过对质谱数据处理和分析 , 建立肝细胞癌(HCC)病人与健康人的分类模型 ,可以用来判别样本是否

来源于肝癌病人。运用表面加强激光解析电离-飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS)获取肝癌病人和健康人血

清蛋白指纹图谱数据 ,并运用偏最小二乘(PLS)变量筛选法建立分类模型 ,最终得到分类模型的交叉检验相

关系数达 0.96 以上 , 判别准确率大大提高。同时对模型进行分析 ,找出对肝癌病人和健康人的差异有重要

影响的因素或变量。这些变量为 30 个质荷比区间内特定蛋白的峰强度值 , 反映这些质荷比区间内蛋白量的

增加或减少与肝癌的形成有密切关系 ,可作为重要的生物标志物进一步加以研究。并且采用所得模型的拟

合值等一些信息做分类图 ,能较好地表达回归模型的分类效果。
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Abstract:Classification models o f hepatocellular carcinoma(HCC)patients and healthy peo-

ple w ere bui lt f rom mass spect rometry data , which could be used fo r the detection o f HCC.

Surface-enhanced laser desorption and ionizat ion time-of-f lig ht mass spectrometry (SELDI-

TOF-MS)technique w as applied to g et the data of serum protein f rom HCC pat ients and

healthy people.Then PLS variable selection method w as used to deal wi th the data and to

establish the classification model.The cross v alidation relativity coef ficients of the model

cames to over 0.96.Furthermo re the important factors or variables that discriminated HCC
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pat ients and healthy people were found by analyzing the model.The 30 variables w ere sev-

eral peak intensi ties of pro tein f rom some m/z sections , which could express the up-regula-

tion or dow n-regulation of protein in the sections.A s po tential biomarkers , the proteins

may be closely related to the format ion of HCC , which can be deeply studied.The classifi-

cation figures const ructed by the f it ting value of the model in the article are clear and intui-

tive , and can express the discrimination ef fect of the model w ell.

Key words:HCC;SELDI-TOF-MS;PLS va riable selection;classification model;huge data

modeling

　　肝细胞癌(HCC)以其极高的恶性程度被称

为“癌中之王”。据国际抗癌研究中心(IA RC)报

道 ,全世界每年新增肝癌患者 60余万人 ,中国的

肝癌发病(死亡)数就占了全球所有肝癌病例的

一半以上 。肝癌具有高死亡率 、高复发率 、高转

移率等特点 ,严重危害人民健康 ,早期诊断和早

期治疗是控制肝癌发生的重要手段 。近年来 ,表

面加强激光解析电离-飞行时间质谱(SELDI-

TOF-MS)是一项新兴的临床蛋白质组学实用技

术 ,具有简便 、可直接分析原始生物样本(如血

清 、尿液 、胸腹水等)、样本量小等特点 ,适合多样

品平行检测和直接进行蛋白质全景式的搜索和

分析 ,特别是对小分子质量蛋白和低丰度蛋白具

有较高的捕获效果 ,已被广泛用于疾病 、肿瘤标

志物等研究[ 1-4] 。本研究采用 SELDI-TOF-MS

技术 ,对肝癌病人和健康人血清蛋白质指纹图谱

进行分析比较 ,旨在建立区分两类人血清的分类

模型 。

由于蛋白质指纹图谱具有复杂 、数据量大等

特点 ,采用一般的数据处理方法难以得到满意的

预测结果 ,本研究采用一种适合处理变量数很大

的建模方法 ,偏最小二乘(PLS)变量筛选法来建

立分类模型 ,并提取成分复杂的图谱信息。该方

法可避免谱图数据共线问题 ,有效地提取谱图信

息[ 5] ,并具有预测能力强和模型相对简单等优

点[ 6] 。由于偏最小二乘法(PLS)具有较强的提

供信息能力 ,成为化学计量学中倍受推崇的多变

量校正法 ,在分析化学中得到了广泛的应用[ 7-8] ,

而 PLS变量筛选法是在 PLS 方法技术上发展

的一种变量筛选法[ 9-10] 。本研究采用 SELDI-

TOF-MS 技术结合 PLS变量筛选法 , 建立肝癌

分类模型并获取肝癌病分类信息。

1　方法原理
1.1　分类模型

本研究采用的分类模型为一般多元线性

模型 ,

y =Xb +e 式(1)

其中 X 中包含质谱数据 ,由每个样本所有

蛋白峰强度值组成;y 中包含分类信息数据 ,分

别代表肝癌来源和健康人来源 。本研究采用偏

最小二乘(PLS)变量筛选法确定该模型 ,所得模

型用来判别预测肝癌病人血清或正常人血清。

PLS 变量筛选法是在 PLS 回归法基础上作变量

筛选的 。

1.2　PLS回归

　　PLS 法是一种研究两个数据块或矩阵 X 和

Y 相关关系的方法。在该方法中对数据矩阵 X

实施序列的正交变换 ,

ti =X r i(i =1 , 2 , … , h) 式(2)

其中 h为隐变量的个数。在变换过程中 ,使

得到的矢量 ti 与对数据矩阵Y 变换得到的矢量

u i =Yq i 的协方差为最大值 。具体 PLS 正交变

换算法见文献[ 7] 。

式(2)可写为矩阵的形式:

T =X R 式(3)

式(2)中 h也是式(3)矩阵 T 和R 的列数 , h

一般由 PRESS(预报残差平方和)值为最低确

定 。PRESS定义如下:

PRESS=∑(y i - y i , -i)2 式(4)

其中 y i , -i为第 i 个样本不参加建模时得到

的模型对该样本的预报值。PRESS 值可以用来

检验所建立数学模型的有效性 , PRESS 值越小 ,

表示模型的预报能力越强 。

PLS 回归模型为:

y = Tv + e 式(5)

将式(3)代入式(5),可得:

y =XRv + e =Xb + e 式(6)
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因此 , PLS回归法的模型系数由式(7)计算

求得:

b =Rv 式(7)

其中隐变量的个数或矩阵 T 中变量的个数

h 小于矩阵 X 中变量的个数n 。

1.3　PLS变量筛选方法

在 PLS变量筛选法
[ 9 , 11]
中 ,首先用 PLS 法

对含有全部变量的数据处理 ,建立一个预报稳定

性较高的模型 。在此基础上利用其中回归系数

等有关信息来进行变量筛选 ,主要采用以下判据

来删除影响不大的变量。

■E i =bi
2/ 1i

T
R (T

T
T)-1 R

T 1i 式(8)

■E i表示当删除第 i 个变量时 , PLS回归模型的

拟合误差增加值;T 为 PLS 法得到的正交矩阵 ,

矩阵(T
T
T)

-1
为对角矩阵 , 较容易计算;R 是

PLS正交分解得到的矩阵 ,而矢量 1i 为第 i 个

分量为 1 ,其余分量为 0的一种特殊矢量;bi 为

第 i 个变量对应的回归系数。在 PLS变量筛选

法中 ,主要是删除那些■E i 值很小对应的变量。

1.4　PLS变量筛选方法具体操作过程

用 PLS法对全部变量数据进行处理并建立

分类模型 ,从所有自变量中选出最优的变量子

集 ,再用 PLS 法对挑选出的变量建立线性模型 ,

得到简单实用的预报分类模型 。

为便于模型之间的比较 ,采用模型交叉检验

(cross valida tion)相关系数 CR值来衡量模型的

预报准确率 ,CR值定义如下:

CR= 1-PRESS/S y 式(9)

　　其中 S y =∑ i(y- y i)2 为变量 y 的总方差;

CR值越接近于 1 ,说明模型越可靠。

具体变量筛选过程为:(1)首先用偏最小二

乘法 PLS 对含有全部变量数据处理 ,建立回归

模型 ,即求得每个变量的回归系数 , ■E i 值(对

于每一个变量 ,可根据式(8)计算得到一个该变

量对应的■E i 值)及模型的 PRESS 值;(2)每次

删除那些■E i 值小于某一个特定数值 P 的变量

(基于实际问题的需要 ,为同时保证模型的稳定

性和处理速度 , P 值的设定为:当变量数 n大于

400时 , P 值为所有变量的■E i 值中第 30个最

小值;变量数 n大于 200时 , P 值为所有变量的

■E i 值中第 10个最小值;当变量数 n大于 100

时 , P 值为第 5 个最小值;当变量数 n 大于 50

时 , P 值为第 3 个最小值;当变量数 n 小于 50

时 , P 值为所有■E i 值中的最小值 ,即每次删除

影响最小的变量)
[ 9]
;(3)用偏最小二乘法 PLS

建立剩下变量的数据回归模型 ,即求得剩下每个

变量的回归系数和■E i 值及模型的 PRESS 值 ,

返回(2);(4)从随着变量数 n减少的模型 CR值

的变化数据中 ,选出 CR值较高而 n又较小的那

些变量建立或确定最终预报模型。

2　PLS变量筛选法在肝癌分类中的应用
2.1　实验数据预处理及数据样本

提取的 100例肝癌病人和健康人血清蛋白

样本全部来自复旦大学附属中山医院肝癌研究

所 ,其中 55例来自肝癌患者 ,45 例来自正常人。

样本经弱阳离子表面交换芯片分离 ,由 Pro tein-

Chip Biolog y Sy stem (PBS II-c)质谱仪分析得

到谱图 。谱图中每个峰值代表一个蛋白的峰强

度 ,可通过 Ciphergen ProteinChip Sof tw are 将

质谱峰强的数据输出为CSV 格式文件 ,用 Excel

软件可直接打开 。由于不同批次的样品 、不同实

验人员的操作 ,造成每张质谱图都不完全相同。

各张质谱图间主要存在的差异为每个峰的质荷

比(m/z)不能完全对齐 ,并且峰个数不尽相同 ,

所以 ,本实验通过对数据的处理将其对齐 。

具体做法是:首先将 m/z(1 000 ～ 30 430)

分成每 30单位 1 个区间 ,这样就有 981个区间

(例:1 000 ～ 1 030 , 1 030 ～ 1 060……);将图谱

划分为 30 个质荷比区间 ,主要设想参照了高效

液相色谱检测中 ,每间隔一个固定时间扫描一个

峰强值 ,故通过人为划分质荷比区间将图谱对

齐 ,从而获得一一对应的质谱峰强 。而选择 30

个单位 1个区间 ,是为了在处理实际问题时 ,同

时保证模型的稳定性 、模型的运算速度和适当数

目的变量可以参加建模。然后 ,将各个峰强按质

荷比填入相应的分段 ,如果一个区段中存在不止

一个峰 ,那就将它们的强度值加和成一个值(一

个变量就是一个区间内所有蛋白的峰强累积值)

用来计算。这样就可以得到由 100个样本 , 981

个变量构成的 X 矩阵 。而目标变量 y 对于两类

样本的分类问题为一个矢量 ,其中对应肝癌血清

样本 y 值取 1 ,正常人的血清样本 y 值取 0。

2.2　结果和讨论

用 PLS变量筛选法对矩阵 X 和对应矢量 y

的数据进行处理 ,建立分类模型 。其中在 PLS

方法中 ,根据变量 y 的信息 ,将矩阵 X 作 PLS

正交分解 ,并采用使 PRESS 值最低或接近最低
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的隐变量个数建立回归模型 。而 PLS 变量筛选

法则根据上述 ■E i 为删除影响不大变量的判

据 ,对矩阵 X 中的变量进行筛选 ,选出最佳变量

子集 ,并使模型的 PRESS 值为最低 。

变量筛选的目的主要是通过某判据删除冗

余变量或影响不显著的变量 ,使模型得到简化 ,

并在该过程中不损失模型的预报稳定性。本研

究中的变量筛选方法 ,以式(8)■E i 值作为删除

变量的判据 。经过变量筛选后 ,模型中的变量数

仅为 30个 ,模型的交叉检验相关系数 CR值达

0.961 1 ,其肝癌病分类模型参数列于表 1 。

表 1　肝癌病分类模型参数

Table 1　Parameters of the classification model of HCC

CR值 判别准确率 变量数 隐变量数 常数项

0.961 1 99% 30 8 0.189 9

　　本研究用模型的拟合值和与之正交的第一

主成分 t1 做分类图
[ 9-11]

,分类结果示于图 1。该

图说明 ,得到的分类模型有较好的分类结果。

图 1　两类血清样本的模式识别图

1.肝癌患者样本;2.健康人样本

Fig.1　Classification chart of two kinds of serum protin

1.Samples f rom HCC pat ients;

2.Samples f rom m ormal people

表 2中列出了建立模型的 30个变量 ,它们

按对模型贡献(按照■E i)由大到小列出。对表

2加以分析:

(1)经过模型筛选出 30 个变量参与模型的

建立 ,即 30个质荷比区间内峰强度的累积值 。

(2)30个变量虽然都参加建模 ,但对于模型

的贡献大小不同 ,这可以从■E i 值的大小看出。

表明 ,这 30个不同质荷比区间内的蛋白对 HCC

的定性判别起着不同的作用。排在前列区间内

的蛋白相对于后面区间作用相对较大 ,并且这些

蛋白很可能与 HCC 的形成原理或治疗有密不

可分的联系。这些蛋白在蛋白质组学上称为差

异蛋白 ,可能是重要的生物标志物 。

(3)对于被选出的差异蛋白 ,根据模型系数

的正负又可以分为两类:15个变量的系数为正 ,

这些区间内的蛋白量如果增加 ,表明病人患肝癌

的几率增大;另外 15个系数为负的变量 ,相反这

些区间内的蛋白量如果下降 ,则表明患有肝癌的

几率增大。

图 2中随机抽取了一个肝癌病人和一个健

康人的血清样本质谱指纹图谱作为对照(m/z

3 500 ～ 6 000)。可以看出 , 肝癌病人在 m/z

5 650 ～ 5 680范围内的蛋白量明显要比健康人

高;相反 ,在 m/z 4 060 ～ 4 090范围内 ,蛋白量

较健康人则明显下降 。这两个区间对应的变量 ,

■E i 值均排在前列 。

(4)虽然 30个变量可以分为正影响和负影

响两类 ,但因为生物样本的复杂性 ,还是应该考

虑所有差异蛋白的共同影响。

2.3　与先有方法的比较

到目前为止 ,对于 HCC 的早期诊断能力相

对较低。相比较而言 ,使用 WXC2 与 SELDI-

TOF-MS 结合的实验技术 ,并建立血清决策树

分类模型 ,可达到较高的临床敏感性(90.48%)

和临床特异性(89.36%)。但是 ,其阳性预测率

只有 88.37%,而且仅选出了 5 个蛋白作为结

点[ 12] 。本研究使用 PLS 变量筛选法分析 SEL-

DI数据 ,得到的分类模型能够进一步提高预测

能力。对于 100个样本的预测完全正确 ,模型预

报准确率 CR值达到 0.961 1 。同时 ,模型筛选

出与肝癌的形成有密切关系的 30个质荷比区

间 ,可以作为潜在的生物标志物 ,以供 HCC 早

期临床诊断和治疗的研究 。
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表 2　入选变量(即质荷比区间)和其对应模型系数及 ΔEi

Table 2　Selected variables(m/ z sections), their model coefficients and ΔEi

入选变量 模型系数 ΔEi 入选变量 模型系数 ΔEi

5 650～ 5 680 0.024 23 27.77 15 520～ 15 550 -0.206 9 8.535

3 160～ 3 190 -0.027 41 21.83 18 370～ 18 400 -5.377 8.267

5 470～ 5 500 0.046 24 16.99 15 340～ 15 370 0.082 75 7.091

3 430～ 3 460 0.050 17 14.91 28 090～ 28 120 -0.218 3 6.944

15 820～ 15 850 -0.068 23 14.24 10 270～ 10 300 -0.197 2 6.746

30 280～ 30 310 -1.134 13.79 4 330～ 4 360 0.041 15 6.403

4 060～ 4 090 -0.061 40 13.15 27 220～ 27 250 -0.301 5 6.340

28 180～ 28 210 16.62 12.27 8 050～ 8 080 -0.225 7 5.972

7 930～ 7 960 0.042 12 12.21 3 040～ 3 070 -0.047 43 5.891

16 090～ 16 120 0.057 27 11.83 11 830～ 11 860 0.698 4 5.311

4 780～ 4 810 -0.063 18 11.18 5 350～ 5 380 0.023 45 5.291

7 570～ 7 600 0.045 70 10.82 30 220～ 30 250 0.746 5 4.193

9 400～ 9 430 -0.028 73 10.63 6 610～ 6 640 -0.004 230 3.723

1 540～ 1 570 0.075 89 9.33 722 390～ 22 420 -0.253 6 2.604

15 790～ 15 820 0.111 3 8.710 5 620～ 5 650 0.005 714 1.038

图 2　肝癌病人(A)和健康人(B)血清样本对照

Fig.2　The comparison between two kinds of serum samples from HCC patients(A)and normal people(B)

3　结　论
本研究获取肝癌病人和健康人的血清蛋白

质指纹图谱数据 ,经过数据预处理和 PLS 变量

筛选法建立分类模型 ,得到理想的分类结果。模

型 CR值达到 0.961 1 , 100 个样本完全判断正

确。采用模型的拟合值和与之正交的第一主成

分 t1 等做分类图的方法 ,能较好的表达分类模

型的分类效果。

本研究建立的肝癌分类模型 ,选取的 30个

变量可作为判别肝癌的可靠基础 。按它们拟合

系数的正负可以分为正影响和负影响。这 30个

质荷比区间内的蛋白量的增加或减少 ,与肝癌的

形成有密切的关系。对这些蛋白进一步分析与

研究 ,找出最重要的生物标志物 ,有助于找到早

期预防和临床治疗肝癌更有效地方法。

本研究所采用的 PLS 变量筛选分类建模方

法 ,适合处理变量数很大的建模问题 ,能适用于

从 S ELDI 获取的变量数多 、峰强个数不统一的

质谱数据 , 可以得到很好的分析效果 。因此 ,

SELDI-TOF-MS 方法结合 PLS 变量筛选法 ,将

有可能在肝癌早期诊断和日常检测中得到应用。
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