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本文提供了基于对来自一对象的一生物样

本的多个无细胞核酸分子的分析来对所述对象

发展出一病原体相关联的疾病的风险进行分层

的多种方法和多种系统。在各种示例中，筛选频

率是基于风险分析来确定。本文还提供了用于分

析多个无细胞核酸分子中一病原体基因组的多

个变异模式的多种方法和多种系统。
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1.一种筛选一对象中一病原体相关联的疾病的方法，其特征在于，所述方法包含：

接收来自在一第一时间点执行的一第一分析的数据，所述第一分析包含确定来自所述

对象的一生物样本中的一病原体的多个无细胞核酸分子的一特征，其中来自所述病原体的

所述多个无细胞核酸分子的所述特征包含与来自所述生物样本中的所述对象的所述多个

无细胞核酸分子相比的一数量、一甲基化状态、一变异模式、一片段大小、或一相对丰度，及

其中所述特征表明所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的一风险；以及

基于所述特征确定在一第二时间点处被执行的一第二分析，以筛选所述对象中的所述

病原体相关联的疾病，其中所述第一时间点和所述第二时间点之间的一间隔与所述风险为

负相关。

2.一种预测一对象中一病原体相关联的疾病的方法，其特征在于，所述方法包含：

接收来自一第一分析的数据，所述第一分析包含确定来自所述对象的一生物样本中的

一病原体的多个无细胞核酸分子的一特征，其中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分

子的所述特征包含与来自所述生物样本中的所述对象的所述多个无细胞核酸分子相比的

一数量、一甲基化状态、一变异模式、一片段大小、或一相对丰度；以及

基于来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征以及下述其中一个或多

个因素：所述对象的年龄、所述对象的吸烟习惯、所述对象的病原体相关联的疾病的家族

史、所述对象的多个基因型因素、所述对象的种族或所述对象的饮食史，来生成表明所述对

象发展出病原体相关联的疾病的一风险的一报道。

3.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述第一分析的结果不会导致针对所述病原

体相关联的疾病对所述对象进行一医学治疗。

4.如权利要求3所述的方法，其特征在于，所述医学治疗包含使用多个治疗剂治疗、放

射治疗或外科治疗。

5.如权利要求1、3或4所述的方法，其特征在于，在通过假阳性率低于1％的一临床诊断

检查来确定一第二时间点之前，将所述对象诊断为没有患有所述病原体相关联的疾病。

6.如权利要求5所述的方法，其特征在于，所述临床诊断检查包含物理检查、侵入性活

检、内窥镜检查、磁共振成像、正电子发射断层扫描、计算机断层扫描或x射线成像。

7.如权利要求5所述的方法，其特征在于，所述临床诊断检查包含一侵入性活检，所述

侵入性活检包含组织学分析、细胞学分析或细胞核酸分析。

8.如权利要求1或3至7任一项所述的方法，其特征在于，所述间隔为至少约为2个月、4

个月、6个月、8个月、10个月或12个月。

9.如权利要求8所述的方法，其特征在于，所述间隔为至少约为12个月。

10.如权利要求1至9任一项所述的方法，其特征在于，所述方法还包含执行所述第一分

析。

11.如权利要求10所述的方法，其特征在于，所述执行所述第一分析的步骤包含：

(i)从所述对象获得一第一生物样本；以及

(ii)在所述第一生物样本中测量来自所述病原体的多个无细胞核酸分子的一第一数

量。

12.如权利要求11所述的方法，其特征在于，所述测量所述第一数量的步骤包含：测量

所述第一生物样本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的一拷贝数。
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13.如权利要求11或12所述的方法，其特征在于，所述测量包含聚合酶链反应(PCR)。

14.如权利要求11或12所述的方法，其特征在于，所述测量包含定量聚合酶链反应

(qPCR)。

15.如权利要求11所述的方法，其特征在于，所述第一数量包含：测量所述第一生物样

本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的一第一百分比。

16.如权利要求11至15任一项所述的方法，其特征在于，所述第一分析还包含步骤：

(iii)如果所述第一数量高于一阈值，则从所述对象获得一第二生物样本，及在所述第

二生物样本中从所述病原体中测量多个无细胞核酸分子的一第二数量。

17.如权利要求16所述的方法，其特征在于，所述第二生物样本在所述第一生物样本之

后约4周获得。

18.如权利要求16或17所述的方法，其特征在于，与如果所述第二数量低于所述阈值的

一间隔相比，如果所述第一数量和第二拷贝数都高于所述阈值，则所述第一时间点和所述

第二时间点之间的所述间隔更短。

19.如权利要求16至18任一项所述的方法，其特征在于，与如果所述第一数量高于所述

阈值的一间隔相比，如果所述第一数量低于所述阈值，则所述第一时间点和所述第二时间

点之间的所述间隔更长。

20.如权利要求16至19任一项所述的方法，其特征在于，如果所述第一数量和所述第二

数量均高于所述阈值，则所述第一时间点和所述第二时间点之间的所述间隔为约1年。

21.如权利要求16至20任一项所述的方法，其特征在于，如果所述第二数量低于所述阈

值，则所述第一时间点和所述第二时间点之间的所述间隔为约2年。

22.如权利要求16至21任一项所述的方法，其特征在于，如果所述第一数量低于所述阈

值，则所述第一时间点和所述第二时间点之间的所述间隔为约4年。

23.如权利要求10所述的方法，其特征在于，所述第一分析包含步骤：

在所述生物样本中确定来自所述病原体的多个无细胞核酸分子的一甲基化状态。

24.如权利要求23所述的方法，其特征在于，所述确定所述甲基化状态的步骤包含：使

用一甲基化敏感限制酶或亚硫酸氢盐处理所述生物样本中的所述多个无细胞核酸分子。

25.如权利要求23所述的方法，其特征在于，所述确定所述甲基化状态的步骤包含：对

所述对象的所述生物样本中的所述多个无细胞核酸执行一可识别甲基化测序。

26.如权利要求25所述的方法，其特征在于，所述可识别甲基化测序包含未甲基化胞嘧

啶转化到尿嘧啶的亚硫酸氢盐转化。

27.如权利要求25所述的方法，其特征在于，所述可识别甲基化测序包含：使用一甲基

化敏感限制酶进行处理。

28.如权利要求10所述的方法，其特征在于，所述第一分析包含步骤：

在所述生物样本中确定来自所述病原体的多个无细胞核酸分子的一片段大小分布。

29.如权利要求28所述的方法，其特征在于，所述确定所述片段大小分布的步骤包含：

对所述生物样本中的多个无细胞核酸分子进行测序，以及基于映射到所述病原体的一参考

基因组的多个序列读数确定来自所述生物样本中所述病原体的所述多个无细胞核酸分子

的一片段大小。

30.如权利要求10所述的方法，其特征在于，所述第一分析包含步骤：
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在所述生物样本中确定来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的一变异模式。

31.如权利要求30所述的方法，其特征在于，所述确定所述变异模式的步骤包含：对所

述生物样本中的多个无细胞核酸分子进行测序，以及基于映射到所述病原体的一参考基因

组的多个序列读数以确定来自所述生物样本中所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的

所述变异模式。

32.如权利要求30或31所述的方法，其特征在于，来自所述病原体的所述多个无细胞核

酸分子的所述变异模式包含多个单核苷酸变异。

33.如权利要求32所述的方法，其特征在于，所述识别所述变异模式的步骤包含：

确定介于映射到所述病原体的所述参考基因组的多个序列读数与所述病原体的一疾

病相关的参考基因组之间的一相似性水平。

34.如权利要求33所述的方法，其特征在于，所述病原体的疾病相关参考基因组包含在

一患病组织中被识别的所述病原体的一基因组。

35.如权利要求33或34所述的方法，其特征在于，所述确定相似性水平的步骤包含：

将所述病原体的所述参考基因组分离到多个箱中；以及

确定对于所述多个箱中的每个箱相对于所述病原体的所述疾病相关的参考基因组的

一相似性指数，其中所述相似性指数与相应箱内的多个变异位点的一比例相关，所述相应

箱中映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数中的至少一个与所述病原

体的所述疾病相关的参考基因组具有一相同的核苷酸变异。

36.如权利要求35所述的方法，其特征在于，所述病原体的所述疾病相关的参考基因组

包含所述病原体的多个疾病相关的参考基因组，及其中所述确定相似性水平的步骤包含：

确定对于所述多个箱中的每一个箱相对于所述病原体的所述多个疾病相关的参考基

因组中的每一个的一相应相似性指数；及

基于所述多个疾病相关的参考基因组的一比例来确定所述多个箱中的每一个箱的一

箱分数，相对于所述箱分数，所述多个箱内的所述相应相似性指数是高于一截止值。

37.如权利要求35或36所述的方法，其特征在于，所述多个箱中的每一个具有一长度为

约100、200、300、400、500、600、700、800、900或1000个碱基对。

38.如权利要求10至37任一项所述的方法，所述第一分析包含步骤包含：确定所述生物

样本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述甲基化状态、所述片段大小分布

或所述变异模式。

39.如先前的权利要求任一项所述的方法，所述方法进一步包含：使用应用于一数据输

入的一分类器来计算对于所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的一风险分数，所述数

据输入包含所述生物样本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征，其中

所述分类器被配置为对所述数据输入应用一函数以生成一输出，所述数据输入包含来自所

述生物样本中所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征，所述输出包含所述风险

分数，所述风险分数评估所述对象发展出疾病的风险。

40.如权利要求39所述的方法，其特征在于，所述分类器使用一标记的数据集进行训

练。

41.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述方法进一步包含在所述第二时间点执

行所述第二分析。
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42.如权利要求41所述的方法，其特征在于，所述第二分析与所述第一分析相同。

43.如权利要求41所述的方法，其特征在于，所述第二分析包含来自所述对象的所述多

个无细胞核酸分子的一分析、所述对象的侵入性活检、所述对象的内窥镜检查，或所述对象

的一磁共振成像检查。

44.一种分析来自一对象的一生物样本的多个核酸分子的方法，其特征在于，所述方法

包含：

在一计算机系统中，从所述对象的所述生物样本获得多个无细胞核酸分子的多个序列

读数，其中所述生物样本包含来自所述对象和潜在地来自一病原体的多个无细胞核酸分

子；

在所述计算机系统中，将所述多个无细胞核酸分子的所述多个序列读数与所述病原体

的一参考基因组比对；及

在所述计算机系统中，识别来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的一变异模

式，其中所述变异模式表征在所述病原体的所述参考基因组上的多个变异位点中的每一个

处映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异，其中所述多

个变异位点包含横跨所述病原体的所述参考基因组的至少30个位点，及所述变异模式表明

所述对象中所述病原体相关联的疾病的一状态或一风险。

45.如权利要求44所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的至少40个、至少50个、至少60个、至少70个、至少80个、至少90个、至少100

个、至少200个、至少300个、至少400个、至少500个、至少600个、至少700个、至少800个、至少

900个、至少1000个、至少1100个，或至少1200个位点。

46.如权利要求44所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的至少600个位点。

47.如权利要求44所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的约660个位点。

48.如权利要求44所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的至少1000个位点。

49.如权利要求44所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的约1100个位点。

50.如权利要求44所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点由所有位点组成，在所

述所有位点处，映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数具有与所述病原

体的所述参考基因组的一不同的核苷酸变异。

51.如权利要求44至50任一项所述的方法，其特征在于，所述比对所述多个序列读数的

步骤被配置为允许映射到所述病原体的所述参考基因组的多个序列读数和所述病原体的

所述参考基因组之间存在10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个碱基的最大不匹配。

52.如权利要求44至50任一项所述的方法，其特征在于，所述比对所述多个序列读数的

步骤被配置为允许映射到所述病原体的所述参考基因组和所述病原体的所述参考基因组

之间存在2个碱基的最大不匹配。

53.如权利要求44至52任一项所述的方法，其特征在于，所述方法进一步包含：

基于映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数的所述变异模式来诊
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断、预测或监测所述对象的所述病原体相关联的疾病。

54.如权利要求44至53任一项所述的方法，其特征在于，来自所述病原体的所述多个无

细胞核酸分子的所述变异模式包含多个单核苷酸变异。

55.如权利要求44至54任一项所述的方法，其特征在于，所述识别所述变异模式的步骤

包含：

确定介于映射到所述病原体的所述参考基因组的多个序列读数与所述病原体的一疾

病相关的参考基因组之间的一相似性水平。

56.如权利要求55所述的方法，其特征在于，所述病原体的疾病相关参考基因组包含在

一患病组织中被识别的所述病原体的一基因组。

57.如权利要求55或56所述的方法，其特征在于，所述确定相似性水平的步骤包含：

将所述病原体的所述参考基因组分离到多个箱中；以及

确定对于所述多个箱中的每个箱相对于所述病原体的所述疾病相关的参考基因组的

一相似性指数，其中所述相似性指数与相应箱内的多个变异位点的一比例相关，所述相应

箱中映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数中的至少一个与所述病原

体的所述疾病相关的参考基因组具有一相同的核苷酸变异。

58.如权利要求57所述的方法，其特征在于，所述病原体的所述疾病相关的参考基因组

包含所述病原体的多个疾病相关的参考基因组，及其中所述确定相似性水平的步骤包含：

确定对于所述多个箱中的每一个箱相对于所述病原体的所述多个疾病相关的参考基

因组中的每一个的一相应相似性指数；及

基于所述多个疾病相关的参考基因组的一比例来确定所述多个箱中的每一个箱的一

箱分数，相对于所述箱分数，所述多个箱内的所述相应相似性指数是高于一截止值。

59.如权利要求58所述的方法，其特征在于，其中所述截止值为约0.9。

60.如权利要求57至59任一项所述的方法，其特征在于，所述多个箱中的每一个具有一

长度为约100、200、300、400、500、600、700、800、900或1000个碱基对。

61.如权利要求44至60任一项所述的方法，其特征在于，所述方法进一步包含：使用应

用于一数据输入的一分类器来计算对于所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的一风

险分数，所述数据输入包含来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式，

其中所述分类器被配置为对所述数据输入应用一函数以生成一输出，所述数据输入包含来

自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式，所述输出包含所述风险分数，

所述风险分数评估所述对象发展出疾病的风险。

62.如权利要求61所述的方法，其特征在于，所述分类器使用一标记的数据集进行训

练。

63.如权利要求61或62所述的方法，其特征在于，所述分类器包含一数学模型，所述数

学模型使用朴素贝叶斯模型、逻辑回归、随机森林、决策树、梯度提升树、神经网络、深度学

习、线性/核支持向量机(SVM)、线性/非线性回归，或线性判别分析。

64.如权利要求44至63任一项所述的方法，其特征在于，其中所述病原体是一病毒。

65.如权利要求64所述的方法，其特征在于，其中所述病毒为爱泼斯坦‑巴尔病毒

(EBV)。

66.如权利要求65所述的方法，其特征在于，所述病原体相关联的疾病包含鼻咽癌、NK
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细胞淋巴瘤、伯基特淋巴瘤、移植后淋巴增生性疾病、或霍奇金淋巴瘤。

67.如权利要求65或66所述的方法，其特征在于，来自所述病原体的所述多个无细胞核

酸分子的所述变异模式表征在所述多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原体的所

述参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点包含从表6所列的

多个基因组位点中相对于一EBV参考基因组(AJ507799.2)选择的至少30、40、50、100、150、

200、250、300、350、400、450、500、550或600个位点。

68.如权利要求67所述的方法，其特征在于，所述多个变异位点包含如表6所列相对于

一EBV参考基因组(AJ507799.2)的一基因组位点。

69.如权利要求65或66所述的方法，其特征在于，来自所述病原体的所述多个无细胞核

酸分子的所述变异模式表征在所述多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原体的所

述参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点是从表6所列的多

个基因组位点中相对于EBV参考基因组(AJ507799.2)随机选择的。

70.如权利要求65或66所述的方法，其特征在于，来自所述病原体的所述多个无细胞核

酸分子的所述变异模式表征在所述多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原体的所

述参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点包含从表6所列的

多个基因组位点中相对于EBV参考基因组(AJ507799 .2)随机选择的至少30、40、50、100、

150、200、250、300、350、400、450、500、550或600个位点。

71.如权利要求64所述的方法，其特征在于，其中所述病毒为一人类乳头瘤病毒(HPV)。

72.如权利要求71所述的方法，其特征在于，所述病原体相关联的疾病包含宫颈癌、口

咽癌或头颈癌。

73.如权利要求64所述的方法，其特征在于，其中所述病毒为一乙型肝炎病毒(HBV)。

74.如权利要求73所述的方法，其特征在于，所述病原体相关联的疾病包含一肝硬化或

一肝细胞癌(HCC)。

75.如权利要求44至74任一项所述的方法，其特征在于，所述变异模式表明所述对象中

所述病原体相关联的疾病的一状态，其中所述病原体相关联的疾病的所述状态包含所述对

象中所述病原体相关联的疾病的一存在、所述对象中一肿瘤组织的一数量、所述对象中一

肿瘤组织的一大小、所述对象中一肿瘤的一阶段、所述对象中的一肿瘤负荷、或所述对象中

肿瘤转移的一存在。

76.如权利要求44至74任一项所述的方法，其特征在于，所述生物样本选自由以下组成

的群组：全血、血浆、血清、尿液、脑脊液、血沉棕黄层、阴道液、阴道冲洗液、唾液、口腔冲洗

液、鼻腔冲洗液、一鼻腔刷样本及其组合。

77.一种非暂时性计算机可读介质，其特征在于，所述非暂时性计算机可读介质包含一

机器可执行代码，所述机器可执行代码通过一个或多个计算机处理器执行时，实行如权利

要求1至76任一项所述的方法。

78.一种计算机产品，其特征在于，所述计算机产品包含一计算机可读介质，所述计算

机可读介质存储多个指令，所述多个指令用于控制一计算机系统以执行如权利要求1至76

任一项所述的方法的操作。

79.一种系统，其特征在于，所述系统包含：

如权利要求78所述的计算机产品；及
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一个或多个处理器，用于执行存储在所述计算机可读介质上的多个指令。
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病毒相关联的癌症风险分层

[0001] 相关申请案

[0002] 本申请主张2020年1月15日提交的美国临时申请案第62/961,517号和2019年4月2

日提交的美国临时申请案第62/828,224号的权益，其中通过引用并入本文。

背景技术

[0003] 许多疾病和症状可能与多种病原体(例如，病毒)的感染有关联。鼻咽癌(NPC)是中

国南部和东南亚地区最常见的癌症之一，且鼻咽癌的发病机制与爱泼斯坦‑巴尔病毒

(Epstein‑Barr  virus，EBV)感染密切相关。在鼻咽癌高发区域，几乎所有鼻咽癌肿瘤都含

有EBV基因组。基于EBV与鼻咽癌之间的密切关系，血浆EBV‑DNA已发展成为鼻咽癌的生物标

志物。使用实时聚合酶链反应(polymerase  chain  reaction，PCR)分析，血浆EBV  DNA检测

对检测鼻咽癌的敏感性为95％，及特异性为93％(Lo等人，癌症研究期刊，1999；59:1188‑

91)。基于对生物样本中病原体的多个无细胞核酸分子的分析，开发非侵入性或微创诊断分

析方法对这些病原体相关联的疾病的风险进行分层可能具有重大的临床益处。

发明内容

[0004] 在一些方面中，本文提供了一种筛选一对象中一病原体相关联的疾病的方法，所

述方法包含：接收来自在第一时间点执行的一第一分析的数据，所述第一分析包含确定来

自所述对象的一生物样本中的一病原体的多个无细胞核酸分子的一特征，其中来自所述病

原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征包含与来自所述生物样本中的所述对象的所

述多个无细胞核酸分子相比的一数量、一甲基化状态、一变异模式、一片段大小、或一相对

丰度，其中所述特征表明所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的一风险；及基于所述

特征确定在一第二时间点处被执行的一第二分析，以筛选所述对象中的所述病原体相关联

的疾病，其中所述第一时间点和所述第二时间点之间的一间隔与所述风险为负相关。

[0005] 在一些方面，本文提供了一种预测一对象中一病原体相关联的疾病的方法，所述

方法包含：接收来自一第一分析的数据，所述第一分析包含确定来自所述对象的一生物样

本中的一病原体的多个无细胞核酸分子的一特征，其中来自所述病原体的所述多个无细胞

核酸分子的所述特征包含与来自所述生物样本中的所述对象的所述多个无细胞核酸分子

相比的一数量、一甲基化状态、一变异模式、一片段大小、或一相对丰度；以及基于来自所述

病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征以及下述其中一个或多个因素：所述对象的

年龄、所述对象的吸烟习惯、所述对象的病原体相关联的疾病的家族史、所述对象的多个基

因型因素、所述对象的种族或所述对象的饮食史，来生成表明所述对象发展出病原体相关

联的疾病的一风险的一报道。

[0006] 在某些情况下，所述第一分析的结果不会导致针对所述病原体相关联的疾病对所

述对象进行一医学治疗。在某些情况下，所述医学治疗包含使用多个治疗剂治疗、放射治疗

或外科治疗。在某些情况下，在通过假阳性率低于1％的一临床诊断检查来确定一第二时间

点之前，将所述对象诊断为没有患有所述病原体相关联的疾病。在某些情况下，所述临床诊
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断检查包含物理检查、侵入性活检、内窥镜检查、磁共振成像、正电子发射断层扫描、计算机

断层扫描或x射线成像。在某些情况下，所述临床诊断检查包含一侵入性活检，所述侵入性

活检包含组织学分析、细胞学分析或细胞核酸分析。在某些情况下，所述间隔为至少约为2

个月、4个月、6个月、8个月、10个月或12个月。在某些情况下，所述间隔为至少约为12个月。

[0007] 在某些情况下，所述方法还包含执行所述第一分析。在某些情况下，所述执行所述

第一分析的步骤包含：(i)从所述对象获得一第一生物样本；以及(ii)在所述第一生物样本

中测量来自所述病原体的多个无细胞核酸分子的一第一数量。在某些情况下，所述测量所

述第一数量的步骤包含：测量所述第一生物样本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸

分子的一拷贝数。在某些情况下，所述测量包含聚合酶链反应(PCR)。在某些情况下，所述测

量包含定量聚合酶链反应(qPCR)。在某些情况下，所述第一数量包含：测量所述第一生物样

本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的一第一百分比。在某些情况下，所述第

一分析还包含：(iii)如果所述第一数量高于一阈值，则从所述对象获得一第二生物样本，

及在所述第二生物样本中从所述病原体中测量多个无细胞核酸分子的一第二数量。在某些

情况下，所述第二生物样本在所述第一生物样本之后约4周获得。在某些情况下，与如果所

述第二数量低于所述阈值的一间隔相比，如果所述第一数量和第二拷贝数都高于所述阈

值，则所述第一时间点和所述第二时间点之间的所述间隔更短。在某些情况下，与如果所述

第一数量高于所述阈值的一间隔相比，如果所述第一数量低于所述阈值，则所述第一时间

点和所述第二时间点之间的所述间隔更长。在某些情况下，如果所述第一数量和所述第二

数量均高于所述阈值，则所述第一时间点和所述第二时间点之间的所述间隔为约1年。在某

些情况下，如果所述第二数量低于所述阈值，则所述第一时间点和所述第二时间点之间的

所述间隔为约2年。在某些情况下，如果所述第一数量低于所述阈值，则所述第一时间点和

所述第二时间点之间的所述间隔为约4年。在某些情况下，所述第一分析包含：在所述生物

样本中确定来自所述病原体的多个无细胞核酸分子的一甲基化状态。在某些情况下，所述

确定所述甲基化状态的步骤包含：使用一甲基化敏感限制酶或亚硫酸氢盐处理所述生物样

本中的所述多个无细胞核酸分子。在某些情况下，所述确定所述甲基化状态的步骤包含：对

所述对象的所述生物样本中的所述多个无细胞核酸执行一可识别甲基化测序。在某些情况

下，所述可识别甲基化测序包含未甲基化胞嘧啶转化到尿嘧啶的亚硫酸氢盐转化。在某些

情况下，所述可识别甲基化测序包含：使用一甲基化敏感限制酶进行处理。在某些情况下，

所述第一分析包含：在所述生物样本中确定来自所述病原体的多个无细胞核酸分子的一片

段大小分布。在某些情况下，所述确定所述片段大小分布的步骤包含：对所述生物样本中的

多个无细胞核酸分子进行测序，以及基于映射到所述病原体的一参考基因组的多个序列读

数确定来自所述生物样本中所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的一片段大小。

[0008] 在某些情况下，所述第一分析包含：在所述生物样本中确定来自所述病原体的所

述多个无细胞核酸分子的一变异模式。在某些情况下，所述确定所述变异模式的步骤包含：

对所述生物样本中的多个无细胞核酸分子进行测序，以及基于映射到所述病原体的一参考

基因组的多个序列读数以确定来自所述生物样本中所述病原体的所述多个无细胞核酸分

子的所述变异模式。在某些情况下，来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变

异模式包含多个单核苷酸变异。在某些情况下，所述识别所述变异模式的步骤包含：确定介

于映射到所述病原体的所述参考基因组的多个序列读数与所述病原体的一疾病相关的参
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考基因组之间的一相似性水平。在某些情况下，所述病原体的疾病相关参考基因组包含在

一患病组织中被识别的所述病原体的一基因组。在某些情况下，所述确定相似性水平的步

骤包含：将所述病原体的所述参考基因组分离到多个箱中；以及确定对于所述多个箱中的

每个箱相对于所述病原体的所述疾病相关的参考基因组的一相似性指数，其中所述相似性

指数与相应箱内的多个变异位点的一比例相关，所述相应箱中映射到所述病原体的所述参

考基因组的所述多个序列读数中的至少一个与所述病原体的所述疾病相关的参考基因组

具有一相同的核苷酸变异。在某些情况下，所述病原体的所述疾病相关的参考基因组包含

所述病原体的多个疾病相关的参考基因组，及所述确定相似性水平的步骤包含：确定对于

所述多个箱中的每一个箱相对于所述病原体的所述多个疾病相关的参考基因组中的每一

个的一相应相似性指数；及基于所述多个疾病相关的参考基因组的一比例来确定所述多个

箱中的每一个箱的一箱分数，相对于所述箱分数，所述多个箱内的所述相应相似性指数是

高于一截止值。在某些情况下，所述多个箱中的每一个具有一长度为约100、200、300、400、

500、600、700、800、900或1000个碱基对。在某些情况下，所述第一分析包含步骤包含：确定

所述生物样本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述甲基化状态、所述片段

大小分布或所述变异模式。

[0009] 在某些情况下，所述方法进一步包含：使用应用于一数据输入的一分类器来计算

对于所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的一风险分数，所述数据输入包含所述生物

样本中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征，其中所述分类器被配置为

对所述数据输入应用一函数以生成一输出，所述数据输入包含来自所述生物样本中所述病

原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征，所述输出包含所述风险分数，所述风险分数

评估所述对象发展出疾病的风险。在某些情况下，所述分类器使用一标记的数据集进行训

练。

[0010] 在某些情况下，所述方法进一步包含在所述第二时间点执行所述第二分析。在某

些情况下，所述第二分析与所述第一分析相同。在某些情况下，所述第二分析包含来自所述

对象的所述多个无细胞核酸分子的一分析、所述对象的侵入性活检、所述对象的内窥镜检

查，或所述对象的一磁共振成像检查。

[0011] 在一些方面，本文提供了一种分析来自一对象的一生物样本的多个核酸分子的方

法，所述方法包含：在一计算机系统中，从所述对象的所述生物样本获得多个无细胞核酸分

子的多个序列读数，其中所述生物样本包含来自所述对象和潜在地来自一病原体的多个无

细胞核酸分子；在所述计算机系统中，将所述多个无细胞核酸分子的所述多个序列读数与

所述病原体的一参考基因组比对；及在所述计算机系统中，识别来自所述病原体的所述多

个无细胞核酸分子的一变异模式，所述变异模式表征在所述病原体的所述参考基因组上的

多个变异位点中的每一个处映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数的

一核苷酸变异，其中所述多个变异位点包含横跨所述病原体的所述参考基因组的至少30个

位点，及所述变异模式表明所述对象中所述病原体相关联的疾病的一状态或一风险。

[0012] 在某些情况下，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的所述参考基因组的至少

40个、至少50个、至少60个、至少70个、至少80个、至少90个、至少100个、至少200个、至少300

个、至少400个、至少500个、至少600个、至少700个、至少800个、至少900个、至少1000个、至

少1100个，或至少1200个位点。在某些情况下，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的所
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述参考基因组的至少600个位点。在某些情况下，所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的至少660个位点。在某些情况下，所述多个变异位点包含横跨所述病原体

的所述参考基因组的至少1000个位点。在某些情况下，所述多个变异位点包含横跨所述病

原体的所述参考基因组的约1100个位点。在某些情况下，所述多个变异位点由所有位点组

成，在所述所有位点处，映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数具有与

所述病原体的所述参考基因组的一不同的核苷酸变异。在某些情况下，所述比对所述多个

序列读数的步骤被配置为允许映射到所述病原体的所述参考基因组的多个序列读数和所

述病原体的所述参考基因组之间存在10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个碱基的最大不匹配。在某

些情况下，所述比对所述多个序列读数的步骤被配置为允许映射到所述病原体的所述参考

基因组的多个序列读数和所述病原体的所述参考基因组之间存在2个碱基的最大不匹配。

在某些情况下，所述方法还包含：基于映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序

列读数的所述变异模式来诊断、预测或监测所述对象的所述病原体相关联的疾病。在某些

情况下，来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式包含多个单核苷酸变

异。在某些情况下，所述识别所述变异模式的步骤包含：确定介于映射到所述病原体的所述

参考基因组的多个序列读数与所述病原体的一疾病相关的参考基因组之间的一相似性水

平。在某些情况下，所述病原体的疾病相关参考基因组包含在一患病组织中被识别的所述

病原体的一基因组。在某些情况下，所述确定相似性水平的步骤包含：确定对于所述多个箱

中的每个箱相对于所述病原体的所述疾病相关的参考基因组的一相似性指数，其中所述相

似性指数与相应箱内的多个变异位点的一比例相关，所述相应箱中映射到所述病原体的所

述参考基因组的所述多个序列读数中的至少一个与所述病原体的所述疾病相关的参考基

因组具有一相同的核苷酸变异。在某些情况下，所述病原体的所述疾病相关的参考基因组

包含所述病原体的多个疾病相关的参考基因组，及所述确定相似性水平的步骤包含：确定

对于所述多个箱中的每一个箱相对于所述病原体的所述多个疾病相关的参考基因组中的

每一个的一相应相似性指数；及基于所述多个疾病相关的参考基因组的一比例来确定所述

多个箱中的每一个箱的一箱分数，相对于所述箱分数，所述多个箱内的所述相应相似性指

数是高于一截止值。在某些情况下，所述截止值为约0.9。在某些情况下，所述多个箱中的每

一个具有一长度为约100、200、300、400、500、600、700、800、900或1000个碱基对。在某些情

况下，所述方法还包含：使用应用于一数据输入的一分类器来计算对于所述对象发展出所

述病原体相关联的疾病的一风险分数，所述数据输入包含来自所述病原体的所述多个无细

胞核酸分子的所述变异模式，其中所述分类器被配置为对所述数据输入应用一函数以生成

一输出，所述数据输入包含来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式，

所述输出包含所述风险分数，所述风险分数评估所述对象发展出疾病的风险。在某些情况

下，所述分类器使用一标记的数据集进行训练。在某些情况下，所述分类器包含一数学模

型，所述数学模型使用朴素贝叶斯模型、逻辑回归、随机森林、决策树、梯度提升树、神经网

络、深度学习、线性/核支持向量机(SVM)、线性/非线性回归，或线性判别分析。

[0013] 在某些情况下，所述病原体是一病毒。在某些情况下，所述病毒为爱泼斯坦‑巴尔

病毒(EBV)。在某些情况下，所述病原体相关联的疾病包含鼻咽癌、NK细胞淋巴瘤、伯基特淋

巴瘤、移植后淋巴增生性疾病、或霍奇金淋巴瘤。在某些情况下，来自所述病原体的所述多

个无细胞核酸分子的所述变异模式表征在多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原
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体的所述参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点包含从表6

所列的多个基因组位点中相对于一EBV参考基因组(AJ507799 .2)选择的至少30、40、50、

100、150、200、250、300、350、400、450、500、550或600个位点。在某些情况下，所述多个变异

位点包含如表6所列相对于一EBV参考基因组(AJ507799.2)的一基因组位点。在某些情况

下，来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式表征在所述多个变异位点

中的每个位点处映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变

异，所述多个变异位点是从表6所列的多个基因组位点中相对于EBV参考基因组

(AJ507799.2)随机选择的。在某些情况下，来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的

所述变异模式表征在所述多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原体的所述参考基

因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点包含从表6所列的多个基因

组位点中相对于EBV参考基因组(AJ507799 .2)随机选择的至少30、40、50、100、150、200、

250、300、350、400、450、500、550或600个位点。

[0014] 在某些情况下，所述病毒为一人类乳头瘤病毒(HPV)。在某些情况下，所述病原体

相关联的疾病包含宫颈癌、口咽癌或头颈癌。在某些情况下，所述病毒为一乙型肝炎病毒

(HBV)。在某些情况下，所述病原体相关联的疾病包含一肝硬化或一肝细胞癌(HCC)。在某些

情况下，所述变异模式表明所述对象中所述病原体相关联的疾病的一状态，所述病原体相

关联的疾病的所述状态包含所述对象中所述病原体相关联的疾病的一存在、所述对象中一

肿瘤组织的一数量、所述对象中一肿瘤组织的一大小、所述对象中一肿瘤的一阶段、所述对

象中的一肿瘤负荷、或所述对象中肿瘤转移的一存在。在某些情况下，所述生物样本选自由

以下组成的群组：全血、血浆、血清、尿液、脑脊液、血沉棕黄层、阴道液、阴道冲洗液、唾液、

口腔冲洗液、鼻腔冲洗液、一鼻腔刷样本及其组合。

[0015] 在一些方面，本文提供了一种非暂时性计算机可读介质，所述非暂时性计算机可

读介质包含一机器可执行代码，所述机器可执行代码通过一个或多个计算机处理器执行

时，实行上述多种方法中的任一种方法。

[0016] 在一些方面，本文提供一种计算机产品，所述计算机产品包含一计算机可读介质，

所述计算机可读介质存储多个指令，所述多个指令用于控制一计算机系统以执行上述多种

方法中的任一种方法的操作。

[0017] 在一些方面，本文提供了一种系统，所述系统包含：如本文所述的计算机产品；以

及一个或多个处理器，用于执行存储在所述计算机可读介质上的多个指令。

[0018] 在一些方面，本文提供了一种系统，所述系统包含：用于执行上述多种方法的任一

种方法的装置。

[0019] 在一些方面，本文提供了一种系统，所述系统被配置为执行上述多种方法的任一

种方法。

[0020] 在一些方面，本文提供了一种系统，所述系统包含多个模块，所述多个模块分别执

行上述多种方法的任一种方法的多个步骤。

[0021] 援引参照：

[0022] 本说明书中提及的所有出版物、专利和专利申请均以引用的方式整体并入本文，

其程度与每个单独的出版物、专利或专利申请被具体地和单独地表示以引用方式并入的程

度相同。
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附图说明

[0023] 本文所述的新颖特征在所附的权利要求中得到了详细阐述。通过参考以下阐述说

明性实施例的详细描述，其中利用了本文所述的原理，以及附图，可以更好地理解本文所描

述的特征和优点，其中所述附图：

[0024] 图1是对超过20000名对象的一群组进行鼻咽癌(NPC)筛选研究的设计示意图。

[0025] 图2示出了根据本公开的鼻咽癌筛选方案的示例性示意图。

[0026] 图3总结了基于来自鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象样本的EBV变异基因谱的系统发

育树分析。

[0027] 图4总结了基于来自鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象样本(不包含29个报道的变异)的

EBV变异基因谱的系统发育树分析。

[0028] 图5总结了基于来自鼻咽癌患者、非鼻咽癌对象和鼻咽癌前对象样本的EBV变异基

因谱的系统发育树分析。

[0029] 图6总结了基于鼻咽癌患者、非鼻咽癌对象和鼻咽癌前对象(不包含29个报道的变

异)样本的EBV变异基因谱的系统发育树分析。

[0030] 图7示出了以区块为基础的(block‑based)变异模式分析的原理。

[0031] 图8总结了13例鼻咽癌、16例非鼻咽癌和4例鼻咽癌前样本的EBV  DNA变异模式的

以区块为基础的分析。

[0032] 图9总结了13个鼻咽癌、16个非鼻咽癌和4个鼻咽癌前(排除了29个报道的变异)样

本的EBV  DNA变异模式的以区块为基础的分析。

[0033] 图10A显示了基于使用以区块为基础的变异分析的所有EBV变异的分析，使用经训

练的分类器计算的鼻咽癌风险分数。图10B显示了基于对29个报道的EBV变异的分析使用经

训练的分类器计算的鼻咽癌风险分数。图10C显示了基于使用以区块为基础的变异分析(但

排除了29个报道的变异)的所有EBV变异的分析，使用经训练的分类器计算的鼻咽癌风险分

数。

[0034] 图11总结了具有EBV  DNA短暂阳性或持续阳性的鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象的甲

基化水平。

[0035] 图12是示出了通过甲基化敏感酶消化诱导的具有血浆EBV  DNA阳性的非癌症对象

的血浆DNA的大小变化的示意图。填充和未填充的棒棒糖图(lollipop)分别代表甲基化和

未甲基化的CpG位点。黄色水平长条表示血浆EBV  DNA分子。随着酶消化，大小分布向左侧移

动。

[0036] 图13是示出了通过甲基化敏感酶消化诱导的具有EBV  DNA阳性的鼻咽癌患者的血

浆DNA的大小变化的示意图。填充和未填充的棒棒糖图(lollipop)分别代表甲基化和未甲

基化的CpG位点。黄色水平长条表示血浆EBV  DNA分子。随着酶消化，大小分布向左侧移动。

[0037] 图14显示了使用甲基化敏感限制酶HpaII的以电脑模拟(in‑silico)或不以电脑

模拟消化的血浆EBV  DNA的尺寸基因谱。

[0038] 图15显示了鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象以甲基化敏感限制酶消化或不以甲基化

敏感限制酶消化的血浆EBV  DNA的累积大小分布。

[0039] 图16A是展示了EBV基因组中661个SNV位点的训练集中与鼻咽癌相关联的三个假

设位点a、B和C的示意图。测试样本的鼻咽癌风险分数由多个血浆EBV  DNA读数(例如，具有
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可用基因型信息)覆盖的661个SNV位点子集的多个基因型模式来确定。从测试样本的血浆

测序数据来看，基因型信息仅适用于位点A和C，而不适用于位点B，因为位点B未被任何测序

EBV  DNA读数覆盖。图16B是通过分析训练集中所有63个鼻咽癌样本和88个非鼻咽癌样本在

2个位点上的基因型来展示位点A和C的基因型权重的示意图。建立了逻辑回归模型，以提供

A和C位点高风险基因型的权重的信息。图16C是展示了基于A和C位点的基因型，通过从训练

模型推导出的相应系数进行加权，得出测试样本的NPC风险分数的过程的示意图。图16D显

示了训练集中鼻咽癌和非鼻咽癌样本中5678个SNV在EBV基因组中的分布(显示了在EBV基

因组中1000个核苷酸的滑动窗口中的变异总数)。

[0040] 图17A和17B是使用略去一项方法总结训练集中鼻咽癌风险分数的图表。图17A显

示训练集中鼻咽癌和非鼻咽癌血浆样本的鼻咽癌风险分数。图17B显示了通过鼻咽癌风险

分数分析鼻咽癌和非鼻咽癌样本差异的ROC曲线分析。

[0041] 图18A和18B是总结测试集中鼻咽癌风险分数的图表。图18A显示测试集中鼻咽癌

和非鼻咽癌血浆样本的鼻咽癌风险分数。图18B显示了通过鼻咽癌风险分数分析鼻咽癌和

非鼻咽癌样本差异的ROC曲线分析。

[0042] 图19A和19B是通过分析EBER区域的多个基因型模式总结鼻咽癌风险分析的图表。

图19A通过分析EBER区域的多个基因型模式，显示了测试集中鼻咽癌和非鼻咽癌血浆样本

的鼻咽癌风险分数。图19B显示了基于EBER区域鼻咽癌风险分数分析的鼻咽癌和非鼻咽癌

样本差异的ROC曲线分析。

[0043] 图20A和20B是通过分析BALF2区域的多个基因型模式总结鼻咽癌风险的图表。图

20A通过分析BALF2区域的多个基因型模式，显示了测试集中鼻咽癌和非鼻咽癌血浆样本的

鼻咽癌风险分数。图20B显示了基于BALF2区域鼻咽癌风险分数分析的鼻咽癌和非鼻咽癌样

本差异的ROC曲线分析。

[0044] 图21显示了一种计算机控制系统，所述计算机控制系统可被编程或以其他方式配

置以实行本文提供的多种方法。

[0045] 图22示出了本文公开的多种方法和多种系统的示意图。

具体实施方式

[0046] 概述

[0047] 在多个方面中，本文提供了筛选一对象中一病原体相关联的疾病的多种方法及多

种系统。所述多种方法和多种系统可基于来自所述对象的生物样本中来自所述病原体的多

个无细胞核酸分子的特征，提供对所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的风险的评

估。在其他多种方法和多种系统中，风险预测可以确定适当的筛选频率。适当和及时的跟进

筛选不仅可以节省所述对象的费用，而且可以早期发现疾病。例如，EBV‑鼻咽癌(EBV‑NPC)

的分期分布转移到较早期可以显着改善鼻咽癌患者的无进展(progression‑free)生存率。

[0048] 对象发展出病原体相关联的疾病的风险可指所述对象倾向于发展出病原体相关

联的疾病的可能性。在某些情况下，如本文所述的风险是指对象中病原体相关联的疾病发

展为可在未来时间点进行临床检测的状态(“临床可检测疾病”)的可能性。在某些情况下，

对象在第一时间点通过筛选分析进行筛选，所述筛选分析测试从所述对象的生物样本中的

病原体的多个无细胞核酸分子，并且当所述对象在第一时间点被诊断为不患有临床可检测
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的病原体相关联的疾病时，所述对象的所述生物样本中所述病原体的所述多个无细胞核酸

分子的特征可能表明所述对象在未来某个时间点存在临床可检测疾病的风险。

[0049] 临床可检测疾病是指表现出多个病症症状的疾病，可通过一项或多项成熟的临床

诊断检查进行检测。在某些情况下，成熟的临床诊断检查包含对病原体相关联的疾病的低

假阳性检出率的医学试验/分析，例如低于30％、20％、10％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、

2.5％、2％、1％、0.8％、0.5％、0.25％、0.15％、0.1％、0.08％、0.05％、0.02％、0.01％、

0.005％、0.002％、0.001％甚至更低。成熟的临床诊断检查包含多种医学测试/分析，也可

以具有检测病原体相关联的疾病的高敏感性，例如，至少30％、40％、50％、60％、70％、

80％、85％、90％、92％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.5％或100％。在某些情况下，

病原体相关联的疾病是病原体相关联的增殖性疾病，例如癌症，通过一种或多种侵入性活

检，然后通过对活检组织进行组织学或其他检查((如组织分析、细胞检查，如细胞DNA或蛋

白质分析)、成像检查，如X射线、磁共振成像(MRI)、正电子发射断层扫描(PET)或计算机断

层扫描(CT)或正电子发射计算机断层扫描(PET‑CT)、实验室检查(如血液或尿液检查)或体

检)，可以高置信度和低假阳性率对癌症进行临床诊断。病原体相关联的疾病的诊断可由认

证医生根据上述或其他成熟的临床检查结果进行。在某些情况下，第一次筛选分析的结果

不会导致对象对病原体相关联的疾病进行医学治疗，因为所述对象通过成熟的临床诊断检

查被诊断为不患有所述疾病。

[0050] 基于评估的风险，在某些情况下，这些方法包含确定对象中病原体相关联的多个

筛选分析频率。筛选分析的频率可与风险相关，并且两次筛选分析(例如，本文所述的筛选

分析和后续随后的筛选分析)之间的间隔可与风险反相关。在某些情况下，所述方法包含从

在第一时间点执行的第一筛选分析接收数据。第一筛选分析可包含确定来自对象的一生物

样本中的一病原体的多个无细胞核酸分子的一特征。例如，第一筛选分析包含从对象获得

的生物样本，并且所述生物样本包含来自所述对象(及可能来自所述病原体)的多个无细胞

核酸分子(例如，无细胞DNA)。第一筛选分析还可包含确定生物样本中病原体的多个无细胞

核酸分子的特征。本文提供的多种方法和多种系统中使用的来自病原体的多个无细胞核酸

分子的非限制性特征包含与生物样本中对象的多个无细胞核酸分子相比的数量(例如，拷

贝数或百分比)、甲基化状态、片段大小、变异模式、相对丰度。如本文所述，关于来自对象的

生物样本或在对象执行检查或分析的时间点可以是指对象接受检查的时间点或从对象获

得生物样本的时间点，而不是对生物样本执行实际分析的时间点。

[0051] 在某些情况下，本文提供的多种方法包含(a)接收来自在第一时间点执行的一第

一分析的数据，所述第一分析包含确定来自所述对象的一生物样本中的一病原体的多个无

细胞核酸分子的一特征，其中来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述特征包含

与来自所述生物样本中的所述对象的所述多个无细胞核酸分子相比的一数量(例如，拷贝

数或百分比)、一甲基化状态、一变异模式、一片段大小、或一相对丰度，其中所述特征表明

所述对象发展出所述病原体相关联的疾病的一风险；及(b)基于所述特征确定在一第二时

间点处被执行的一第二分析，以筛选所述对象中的所述病原体相关联的疾病，其中所述第

一时间点和所述第二时间点之间的一间隔与所述风险为负相关。

[0052] 在某些情况下，如本文所述的对象的生物样本中的多个无细胞核酸分子的一个或

多个特征使得能够采用非侵入性方法来评估在对象中病原体相关联的疾病(例如，癌症)的
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状态或所述对象在未来发展为病原体相关联的疾病的风险。在不希望受到某些理论约束的

情况下，可以存在至少两种可能的场景，所述两种可能场景是可用于多种方法和多种系统

中的多个无细胞核酸分子的一个或多个特征与对象发展出病原体相关联的疾病的风险之

间的关联的基础。在一种可能的情况下，遭受病原体相关联的疾病(例如，病原体相关肿瘤)

的病变组织可能在初始筛选(例如，第一筛选分析)时已经存在。然而，病变组织(例如肿瘤)

的大小可能太小，无法通过其他传统的医学检查方法(例如检测病原体相关联的疾病的假

阳性率低于10％、5％、2％、1％、0.5％、0.1％或0.05％的方法，如内窥镜检查和磁共振成像

(MRI))检测到。例如，随着疾病的发展，疾病组织(例如肿瘤，在大小上)的生长可以在后续

筛选(第二筛选分析)中检测到(更晚期的疾病组织，例如扩大的组织(例如扩大的肿瘤))。

另一种可能的情况是：病原体的多个核酸分子，例如EBV  DNA，可以由处于初始病变状态的

细胞释放，例如，癌前细胞，这些细胞随后可能发展为病变细胞，例如癌细胞。无论关联背后

的确切情况如何，本文描述的对象可用于对多个对象进行分层，对所述多个对象随后出现

临床可检测鼻咽癌的风险进行分层。

[0053] 在某些情况下，本文所述的多个具体筛选计划所用的多个实际时间间隔根据健康

经济考量(例如，筛选成本)、对象偏好(例如，更频繁的筛选间隔可能对某些对象的生活方

式更具破坏性)和其他临床参数调整(例如，个体的多个基因型(例如HLA状态)(Bei等人，

Nat  Genet.期刊，2010年；42:599‑603；Hildesheim等人，J  Natl  Cancer  Inst.期刊，2002

年；94:1780‑9。)、鼻咽癌家族史、饮食史、民族血统(如广东人)。

[0054] 在一些情况下，本文提供的多种方法包含：接收来自第一分析的数据，所述第一分

析包括确定对象的生物样本中病原体的多个无细胞核酸分子的特征，其中来自病原体的多

个无细胞核酸分子的特征包括与生物样品中来自对象的多个无细胞核酸分子相比的数量

(例如，拷贝数或百分比)、甲基化状态、变异模式、片段大小、多个片段端部的坐标、多个片

段端部的序列基序或相对丰度；以及基于来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所

述特征以及下述其中一个或多个因素：所述对象的年龄、所述对象的吸烟习惯、所述对象的

病原体相关联的疾病的家族史、所述对象的多个基因型因素或所述对象的饮食史来生成表

明所述对象发展出病原体相关联的疾病的一风险的一报道。

[0055] 在多个方面中，本文提供了用于分析来自对象的生物样本中的多个核酸分子的多

种方法和多种系统。所述多种方法和多种系统的示例可涉及分析生物样本中来自病原体的

多个核酸分子的变异模式。在某些情况下，生物样本中病原体的多个核酸分子包含多个无

细胞核酸分子。变异模式分析可以涉及生物样本中多个核酸分子的序列的比较，所述生物

样本中所述多个核酸分子的所述序列被识别为源自具有一个或多个参考基因组的病原体，

并随后在所述生物样本中确定来自所述病原体的所述多个核酸分子中的核苷酸变异模式。

[0056] 在一些情况下，本文提供的多种方法和多种系统包含基于生物样本中来自病原体

的多个核酸分子中的变异模式来确定对象中病原体相关联的疾病的状态或风险。例如，在

血浆中检测到的EBV基因组的遗传变异可用于预测未来鼻咽癌发展的风险。先前已被报道，

EBV相关肿瘤和对照样本中存在EBV品系(Palser等人，J  Virol期刊，2015年；89:5222‑37)

可能有所不同，本研究中的肿瘤和对照样本来自不同的地理位置。鉴于EBV变异的地理变

异，因此很难断定肿瘤样本中识别的多个变异是地理相关的还是疾病相关的。

[0057] 在某些情况下，本文所述的变异模式分析涉及生物样本中来自病原体的多个核酸
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分子与病原体的一个或多个参考基因组之间的全基因组(genomewide)的比较。全基因组的

比较可能涉及横跨病原体整个基因组的序列比对以及随后核苷酸变异模式的聚类分析。在

某些情况下，全基因组的比较涉及横跨病原体的参考基因组中大量位点处的核苷酸变异的

分析。这些位点可以包含横跨病原体的整个基因组中的所有位点。替代地，横跨病原体的参

考基因组的这些位点或变异位点可包含至少30、至少40、至少50、至少60、至少70、至少80、

至少90、至少100、至少200、至少300、至少400、至少500、至少600、至少700、至少800、至少

900、至少1000、至少1100、至少1200个、至少1300个、至少1400个、至少1500个、至少1600个、

至少1700个、至少1800个、至少1900个、至少2000个、至少3000个、至少4000个或至少5000个

通常可以被发现的核苷酸变异的位点。本文所述的核苷酸变异可包含多种单核苷酸变异

(SNVs)。本文提供的用于变异模式分析的多个变异位点可包含在病原体的基因组中识别的

典型单核苷酸变异(SNV)。在某些情况下，多个变异位点可能包含多种插入、多种删除和多

种融合。

[0058] 本文提供的全基因组变异模式分析可能优于个别的多个单核苷酸多态性(SNPs)

分析。在示例性情况下，虽然固定数量的位点上的SNPs可与可导致对象的病状的病原体的

特定(多种)品系或(多种)亚型相关联，但基于这些个别的SNPs的分析的风险评估可限于所

述病原体的所述特定(多种)品系或所述(多种)亚型，及如果存在病原体的其他致病的(多

种)品系或(多种)亚型，则无法提供准确的风险评估。在另一示例性情况下，当生物样本中

的病原体核酸分子稀少时，例如，当分析例如血浆等生物样本中的多个无细胞核酸分子时，

本文提供的全基因组变异模式分析是有益的。生物样本中可用的病原体核酸分子可能没有

病原体基因组覆盖的显着数量。因此，涉及横跨病原体的整个基因组中大量的变异位点的

全基因组变异模式分析可以相对更全面地读出生物样本中病原体的多个无细胞核酸分子

的基因型特征，然而，涉及固定数量的个别的多态性的分析仅限于基因组的相对小的区域

或一些小的区域，因此可以提供生物样本中病原体的多个无细胞核酸分子的基因型特征相

对有限的读出。

[0059] 在一些情况下，本文提供的变异模式分析包含以区块为基础的模式分析，其涉及

将病原体的参考基因组分进行分层到多个箱(bin)中，并分析相对于所述多个箱中的每个

箱的多个序列读数。在一些情况下，所述方法包含：确定对于所述多个箱中的每一个箱相对

于所述病原体的所述多个疾病相关的参考基因组中的每一个的一相应相似性指数。所述相

似性指数与相应箱内的多个变异位点的一比例相关，所述相应箱中映射到所述病原体的所

述参考基因组的所述多个序列读数中的至少一个与所述病原体的所述疾病相关的参考基

因组具有一相同的核苷酸变异。在某些情况下，所述病原体的所述疾病相关的参考基因组

包含所述病原体的多个疾病相关的参考基因组，所述方法包含确定对于所述多个箱中的每

一个箱相对于所述病原体的所述多个疾病相关的参考基因组中的每一个的一相应相似性

指数；及基于所述多个疾病相关的参考基因组的一比例来确定所述多个箱中的每一个箱的

一箱分数，相对于所述箱分数，所述多个箱内的所述相应相似性指数是高于一截止值。

[0060] 无细胞核酸分子的分析

[0061] 从对象的生物样本中筛选多个无细胞核酸分子的分析可以是任何适当的核酸分

析。例如，多种测序方法可用于分析多个无细胞核酸分子的数量(例如，拷贝数或百分比)、

甲基化状态、片段大小或相对丰度。替代地或另外地，也可以使用以扩增或杂交为基础的方
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法，例如各种聚合酶链反应(PCR)方法或以微阵列为基础的方法。在某些情况下，多种免疫

沉淀法被用来分析多个核酸分子的甲基化状态。

[0062] 在本公开的一些示例中，用于检测多个无细胞病原体核酸分子(例如，无细胞EBV 

DNA)的筛选分析包含在不同时间点进行的多于一次的测试，及在多次测试中，所述多个无

细胞病原体核酸分子的可检测性可表明对象发展出病原体相关联的疾病的风险。例如，所

述分析可包含两步骤分析，或包含3、4、5、6、7、8、9、10或甚至更多测试的分析方案。所述多

个测试中的一些可在同一时间点执行，而其他测试可在(多个)不同时间点执行，替代地，所

有测试可在不同时间点执行。

[0063] 不同筛选分析的时间或筛选频率可通过本文提供的多种方法和多种系统确定。第

一筛选分析和第二筛选分析之间的间隔可以为至少为约2个月、4个月、6个月、8个月、10个

月或12个月。在某些情况下，所述间隔至少为约12个月。第一筛选分析和第二次筛选分析之

间的间隔可为约1年、1.5年、2年、2.5年、3年、3.5年、4年、4.5年、5年、6年、7年、8年、9年、10

年或更长。只要对象通过成熟的临床诊断方法正常诊断为未患有病原体相关联的疾病(例

如，未患有临床可检测的病原体相关联的疾病)，间隔可以很长，即使第一筛选分析可以给

出阳性结果，表明存在病原体相关联的疾病。本文提供的多种方法和多种系统能够预测对

象在未来(例如，在6个月、12个月、2年、3年、5年或10年内)发展出病原体相关联的疾病的风

险。基于评估的风险，可以确定适当的跟进时间点。

[0064] 可优化获得样本和执行分析之间的时间，以提高分析或方法的敏感性和/或特异

性。在一些实施例中，可在执行分析之前立即获得样本(例如，在执行第一分析之前获得第

一样本，并且在执行第一分析之后但在执行第二分析之前获得第二样本)。在一些实施例

中，可在执行分析之前获得样本并存储一段时间(例如，几个小时、几天或几周)。在一些实

施例中，可在从对象获得样本后的1天、2天、3天、4天、5天、6天、1周、2周、3周、4周、5周、6周、

7周、8周、3个月、4个月、5个月、6个月、1年或1年以上对样本进行分析。

[0065] 执行分析(例如，第一分析或第二分析)与确定样本是否包含表明疾病(例如，肿

瘤)的标记物或标记物集之间的时间可以变化。在某些情况下，可以优化时间以提高分析或

方法的敏感性和/或特异性。在一些实施例中，确定样本是否包含表明肿瘤的标记物或标记

物集可在执行分析的至多0.1小时、0.5小时、1小时、2小时、4小时、8小时、12小时、24小时、2

天、3天、4天、5天、6天、1周、2周、3周或1个月内发生。

[0066] 如本文所述的生物样本的测序分析可用于分析来自病原体的多个无细胞核酸分

子的一个或多个特征。本文提供的多种方法可包含对来自生物样本的多个核酸分子(例如，

多个无细胞核酸分子、多个细胞核酸分子或两者)进行测序。在一些示例中，本文提供的多

种方法包含分析来自生物样本的多个核酸分子的多个测序结果，例如多个测序读数。本文

提供的多种方法和多种系统可涉及或不涉及测序的主动步骤。多种方法和多种系统可以包

含或提供用于从测序器接收和处理测序数据的方法。多种方法和多种系统还可以包含或提

供向测序器提供命令以调整测序程序的(多个)参数的方法，例如，基于多个测序结果分析

的多个命令。

[0067] 商用测序设备可用于本公开中提供的多种方法，如Illumina测序平台和454/

Roche平台。可使用本领域已知的任何方法对核酸进行测序。例如，测序可以包含下一代测

序(next  generation  sequencing)。在某些情况下，可使用链终止测序、杂交测序、
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Illumina测序(例如，使用多种可逆终止剂染料)、ion  torrent半导体测序、质量分光光度

法测序、大规模平行签名测序(MPSS)、马克萨姆‑吉尔伯特测序(Maxam‑Gilbert 

sequencing)、纳米孔测序、聚合酶克隆测序、焦磷酸测序、霰弹枪测序、单分子实时(SMRT)

测序、SOLiD测序(使用四个荧光标记的双碱基探针杂交)、通用测序或其任何组合。

[0068] 可在本文所提供的多种方法中使用的一种测序方法可涉及双端测序，例如，使用

Illumina“用对读测序模块”及其基因组分析仪。使用此模块，在基因组分析仪完成第一测

序读数后，用对读测序模块可以指导原始模板的重新合成和第二轮簇的生成。通过在本文

提供的多种方法中使用双端读数，可以从核酸分子的两端获得序列信息，并将两端映射到

参考基因组，例如，病原体的基因组或宿主生物体的基因组。在对两端进行映射之后，人们

可以根据如本文所提供的多种方法的一些实施例确定病原体整合轮廓。

[0069] 在双端测序期间，从核酸分子的第一端部序列读数可包含至少20、至少25、至少

30、至少35、至少40、至少45、至少50、至少55、至少60、至少65、至少70、至少75、至少80、至少

85、至少90、至少95、至少100、至少105，至少110、至少105、至少120、至少125、至少130、至少

135、至少140、至少145、至少150、至少155、至少160、至少165、至少170、至少175或至少180

个连续的核苷酸。从核酸分子的第一端序列读数可包含最多24、最多28、最多32、最多38、最

多42、最多48、最多52、最多58、最多62、最多68、最多72、最多78、最多82、最多88、最多92、最

多98、最多102、最多108、最多122、最多128、最多132、最多138、，最多142个、最多148个、最

多152个、最多158个、最多162个、最多168个、最多172个或最多180个连续的核苷酸。从核酸

分子的第一端序列读数可包含约20、约25、约30、约35、约40、约45、约50、约55、约60、约65、

约70、约75、约80、约85、约90、约95、约100、约105、约110、约105、约120、约125、约130、约

135、约140、约145，约150、约155、约160、约165、约170、约175或约180个连续的核苷酸。从核

酸分子的第二端序列读数可包含至少20、至少25、至少30、至少35、至少40、至少45、至少50、

至少55、至少60、至少65、至少70、至少75、至少80、至少85、至少90、至少95、至少100、至少

105、至少110、至少105，至少120、至少125、至少130、至少135、至少140、至少145、至少150、

至少155、至少160、至少165、至少170、至少175或至少180个连续的核苷酸。从核酸分子的第

二端序列读数可包含最多24、最多28、最多32、最多38、最多42、最多48、最多52、最多58、最

多62、最多68、最多72、最多78、最多82、最多88、最多92、最多98、最多102、最多108、最多

122、最多128、最多132、最多138、，最多142个、最多148个、最多152个、最多158个、最多162

个、最多168个、最多172个或最多180个连续的核苷酸。从核酸分子的第二端序列读数可包

含约20、约25、约30、约35、约40、约45、约50、约55、约60、约65、约70、约75、约80、约85、约90、

约95、约100、约105、约110、约105、约120、约125、约130、约135、约140、约145，约150、约155、

约160、约165、约170、约175或约180个连续的核苷酸。在某些情况下，从核酸分子的第一端

序列读数可包含至少75个连续的核苷酸。在某些情况下，从核酸分子的第二端序列读数可

包含至少75个连续的核苷酸。从核酸分子的第一端和第二端序列读数可以具有相同的长度

或不同的长度。从生物样本中读取的多个核酸分子的序列可以具有相同的长度或不同的长

度。

[0070] 本文提供的多种方法中的测序可在不同的测序深度下执行。测序深度是指基因座

被与所述基因座比对的序列读数覆盖的次数。基因座可以小到核苷酸，或大到染色体臂，或

大到整个基因组。本文提供的多种方法中的测序深度可以是50倍(50x)、100倍(100x)等，其
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中“倍(x)”之前的数字是指一个位点被序列读数覆盖的次数。测序深度也可应用于多个位

点或整个基因组，在这种情况下，倍(x)可分别指基因座或单倍体基因组或整个基因组被测

序的平均次数。在某些情况下，超深测序在本文所述的多种方法中执行，其可指执行至少

100倍测序深度。

[0071] 在测序过程中读取核酸内特定核苷酸的次数或平均次数(例如，测序深度)可比正

在测序的核酸长度大数倍。在某些情况下，当测序深度显着大(例如，至少5倍)于核酸长度

时，测序可称为深度测序。在一些示例中，测序深度平均可比正在测序的核酸长度大至少约

5倍、大至少约10倍、大至少约20倍、大至少约30倍、大至少约40倍、大至少约50倍、大至少约

60倍、大至少约70倍，大至少约80倍、大至少约90倍，大至少约100倍。在某些情况下，可针对

特定分析物(例如，核酸片段或癌症特异性核酸片段)富集样本。

[0072] 在本文提供的多种方法中生成的序列读数(或多个测序读数)可指从核酸分子的

任何部分或全部测序的核苷酸串。例如，序列读数可以是与核酸片段互补的核苷酸短串(例

如，20‑150)，与核酸片段端部互补的核苷酸串，或与生物样本中存在的整个核酸片段互补

的核苷酸串。序列读数可以通过多种方式获得，例如，使用多种测序技术

[0073] 数量/可检测性

[0074] 可用于多种方法和多种系统中的多个无细胞核酸分子的特征之一是来自病原体

的多个无细胞核酸分子的数量(例如，拷贝数或百分比)。本公开的一些方面涉及基于对来

自对象的生物样本中来自病原体的多个无细胞核酸分子的数量(例如，拷贝数或百分比)的

评估所述对象发展出病原体相关联的疾病的风险分层。

[0075] 生物样本中核酸分子的拷贝数与核酸分子的可检测性有关。给定特定的分析方

法，核酸模板的可检测性可与模板分子的拷贝数相关，例如，低于分析方法检测较低的拷贝

数可以是不可检测，而等于或高于分析方法检测下限的拷贝数可称为“可检测”例如，定量

聚合酶链反应(qPCR)方法通常有一个检测下限，在此下限下，模板分子的信号无法与背景

噪声区分。因此，在某些情况下，本文提供的多种方法和多种系统直接依赖于生物样本中多

个无细胞核酸分子的可检测性，其可与生物样本中的其拷贝数相关。在某些情况下，直接测

量生物样本中多个无细胞核酸分子的拷贝数。在其他情况下，通过检测多个无细胞核酸分

子本身，隐式测量或推断拷贝数。

[0076] 可以执行多种检测分析，例如聚合酶链反应(PCR)或定量聚合酶链反应(qPCR)，以

评估生物样本中病原体的多个无细胞核酸分子的存在或不存在或拷贝数。多种探针可设计

为针对病原体特异性基因组区域，例如，EBV特异性基因组DNA序列、人类乳头瘤病毒(HPV)

特异性基因组DNA序列或乙型肝炎病毒(HBV)特异性基因组DNA序列。

[0077] 虽然本文提供了多种示例和实施例，但与例如拷贝数和鼻咽癌相关的附加技术和

实施例可在2011年11月30日提交的PCT国际专利申请案第PCT  AU/2011/001562号中找到，

其全部通过引用并入本文。鼻咽癌可能与爱泼斯坦‑巴尔病毒(EBV)感染密切相关。在中国

南方，几乎所有鼻咽癌患者的肿瘤组织中都可以发现EBV基因组。来自鼻咽癌组织的血浆

EBV  DNA已被开发为鼻咽癌的肿瘤标记物(Lo等人，Cancer  Res期刊1999年；59：1188‑

1191) .特别是，实时qPCR分析可用于针对EBV基因组的BamHI‑W片段的血浆EBV  DNA分析。每

个EBV基因组5中可能有约6到12个BamHI‑W片段重复，每个鼻咽癌肿瘤细胞中可能有大约50

个EBV基因组(Longnecer等人，Fields  Virology，第5版，第61章爱泼斯坦‑巴尔病毒；
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Tierney等人，J  Virol.期刊2011年；85:12362‑12375) .换句话说，每个鼻咽癌肿瘤细胞中

可能有300‑600(例如，约500)个PCR标靶拷贝。这样每个肿瘤细胞的高标靶数量可以解释为

什么血浆EBV  DNA是检测早期鼻咽癌的高度敏感标记物。鼻咽癌细胞能够沉积EBV  DNA片段

到对象的血液中。此肿瘤标记物可用于监测(Lo等人，Cancer  Res期刊1999年；59：5452‑

5455)和预测(Lo等人，Cancer  Res期刊2000年；60：6878‑6881)。

[0078] qPCR分析也可以类似于本文所述的EBV的方式用于测量样本中HPV、HBV或任何其

他病毒DNA的量。这种分析对于筛选宫颈癌(CC)、头颈部鳞状细胞癌(HNSCC)、肝硬化或肝细

胞癌(HCC)尤其有用。在一个示例中，qPCR分析标靶HPV基因组的多态性L1区域内的区域(例

如，200个核苷酸)。更具体地说，本文所设想的是qPCR引物的使用，其选择性地杂交到编码

L1区域中的一个或多个高变表面环的多个序列。

[0079] 或者，可以使用多种测序技术检测和量化来自病原体的多个无细胞核酸分子。例

如，cfDNA片段可以被测序并与HPV参考基因组比对和量化。或者在其他示例中，多个cfDNA

片段的多个序列读数与EBV或HBV的参考基因组比对和量化。

[0080] 通过本文提供的分析测量的来自病原体的多个无细胞核酸分子的可检测性或拷

贝数可表明对象发展出病原体相关联的疾病的风险。在一些示例中，来自病原体的多个无

细胞核酸分子的拷贝数越高，对象发展出病原体相关联的疾病的风险越高。在某些情况下，

来自病原体的多个无细胞核酸分子在一个特定时间点或多个时间点的一个或多个分析中

的可检测性表明对象发展出病原体相关联的疾病的风险。当来自对象的生物样本中的来自

病原体的多个无细胞核酸分子可检测时，与通过本文提供的分析无法检测到所述多个分子

时相比，对象可被置于更高的病原体相关联的疾病的风险中。可在如上所述的时间执行多

步骤检测分析。

[0081] 在本公开的一些示例中，执行两步骤分析以检测生物样本中的多个无细胞病原体

核酸分子。在某些情况下，取决于第一时间点的分析结果，执行两步骤分析的第一试验，随

后执行或不执行两步骤分析的第二试验。例如，如果第一试验提供阳性结果，例如，在第一

生物样本中检测到无细胞病原体核酸分子，则可以执行两步骤检测分析的第二试验；如果

从第一试验获得阴性结果，则可以不执行第二试验。在其他情况下，无论第一次测试如何，

都会执行第二次测试。在一些示例中，两步骤检测分析的两个试验都有阳性结果的情况称

为永久阳性，而只有第一或第二试验有阳性结果的情况称为暂时阳性。在一个说明性示例

中，“阴性”分析结果相比，“阳性”分析结果表明对象发展出病原体相关联的疾病(如EBV相

关联的鼻咽癌)的风险更高，而与“短暂阳性”分析结果相比，“永久阳性”分析结果表明更高

的风险。在一些说明性示例中，与获得短暂阳性结果时相比，当从在第一时间点执行的两步

骤检测分析中获得永久阳性结果时，可以在第一时间点和第二时间点之间设置更长的间

隔。例如，在EBV相关联的鼻咽癌筛选中，如果从两步骤检测分析中的第一检测分析获得永

久阳性结果，则可建议在第一检测分析后约一年内进行后续第二筛选分析。相反，如果从两

步骤检测分析中的第一检测分析获得短暂阳性结果，则可在第一检测分析的大约两年内执

行后续第二筛选分析。如果获得阴性结果，后续筛选试验的间隔时间可以为四年甚至更长。

在某些情况下，表明较高风险的先前阳性结果可以推翻区间选择，区间选择将通过表明较

低风险的后续结果设置。例如，在第1年获得了永久阳性结果，则对象将在接下来的4年内每

年进行跟进，无论后续4年内进行的跟进分析结果如何。图2中给出了说明性示例，并在示例
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2中进行了更详细的描述。与检测分析类似，基于病原体的多个无细胞核酸分子的其他特征

的风险评估也可以遵循此示例性或类似的筛选方案。

[0082] 可在第一试验后的数小时、数天或数周内进行第二试验。在一个示例中，可在第一

分析之后立即执行第二分析。在其他情况下，可在第一分析后1天、2天、3天、4天、5天、6天、1

周、2周、3周、4周、5周、6周、7周、8周、3个月、4个月、5个月、6个月、1年或1年以上进行第二分

析。在特定示例中，可在第一样本的2周内执行第二分析。通常，第二试验可用于提高特异

性，从而在患者中检测到病原体相关联的疾病，例如肿瘤。执行第一试验和第二试验之间的

时间可通过实验来确定。在一些实施例中，所述方法可包含2个或多个试验，且两个试验使

用相同的样本(例如，在执行第一分析之前从对象(例如，患者处获得单个样本)，并保存一

段时间直到执行第二分析)。例如，可以同时从一对象身上获得两管血液。第一管可用于第

一试验。只有当对象的第一试验结果为阳性时，才可以使用第二管。可使用本领域技术人员

已知的任何方法(例如，低温法)保存样本。这种保存在某些情况下可能是有益的，例如，对

象可以收到阳性检测结果(例如，第一分析表明有癌症)，患者可以不等到进行第二次检测，

而是选择寻求第二意见。

[0083] 甲基化状态

[0084] 本公开的一些方面涉及基于对来自对象的生物样本中来自病原体的多个无细胞

核酸分子的甲基化状态的评估，对于对象发展出病原体相关联的疾病的风险的分层。

[0085] 多个无细胞病原体核酸分子的甲基化可以区分患有病原体相关联的疾病的患者

(如EBV相关联的鼻咽癌或HPV相关联的宫颈癌)和没有患有所述疾病的对象(如非鼻咽癌对

象)的样本的差异。例如，如美国专利申请案第16/046,795号所示，与鼻咽癌相关联的血浆

EBV  DNA的甲基化状态可以不同于在非鼻咽癌对象中检测到的血浆EBV  DNA的甲基化状态，

其通过引用全部并入本文。当通过亚硫酸氢盐测序分析时，鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象的

血浆DNA之间可能存在差异甲基化的多个区域，和可检测到EBV  DNA。因此，分析这些差异甲

基化区域的甲基化状态可以区分鼻咽癌和非鼻咽癌对象。如本文所述，鼻咽癌相关联的EBV 

DNA甲基化状态也可预测鼻咽癌发展的风险，并可用于调整鼻咽癌筛选间隔。例如，与没有

鼻咽癌相关联的EBV  DNA甲基化模式的对象相比，具有鼻咽癌相关联的EBV  DNA甲基化模式

的对象可以更频繁地进行筛选。在某些情况下，可以使用其他类型的可识别甲基化测序来

代替亚硫酸氢盐测序，例如，使用单分子测序系统，如Pacific  Biosciences公司的测序系

统(Kelleher等人，Methods  Mol  Biol .期刊2018年；1681:127‑137；Powers等人，BMC 

Genomics.期刊2013年；14:675)和牛津纳米孔(Simpson等人，Nat  Methods.期刊2017年；

14:407‑10)，以及测序前使用甲基化敏感限制酶处理。在另一种情况下，可以使用可识别甲

基化且不是以测序为基础的分子方法，例如甲基化特异性PCR(Herman等人，美国科学院院

报1996年；93:9821‑6)，基于甲基化敏感酶(如限制酶)的检测系统，和亚硫酸氢盐转化然后

进行质谱分析(van  den  Boom等人，Methods  Mol  Biol.期刊2009年；507:207‑27；Nygren等

人，Clin  Chem.期刊2010年；56:1627‑35)，以及基于DNA分子的甲基化状态的差异沉析的方

法(例如，使用抗甲基化胞嘧啶抗体(Shen等人，Nature.期刊2018年；563:579‑83；Zhou等

人，PLoS  One.期刊2018年；13:e0201586)或甲基化结合蛋白(Zhang等人，Nat  Commun.期刊

2013年；4:1517) .

[0086] 在某些情况下，多个无细胞病原体核酸分子(例如血浆EBV  DNA)的甲基化模式可
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用于检测多种病原体相关联的疾病(例如，病原体相关联的癌症，例如鼻咽癌)，或预测具有

临床可检测疾病的未来风险。如上所述，一种方法是使用亚硫酸氢盐处理多个核酸分子以

将未甲基化胞嘧啶转化为尿嘧啶。甲基化的胞嘧啶不会被亚硫酸氢盐改变，而是保持为胞

嘧啶。亚硫酸氢盐处理过的多个核酸分子的后续检查，如测序，可用于检测生物样本中多个

核酸分子的甲基化状态。

[0087] 在一个示例中，使用甲基化敏感限制酶分析确定血浆EBV  DNA甲基化水平的差异。

甲基化敏感限制酶的一个非限制性示例是HpaII，它可以切割携带未甲基化“CCGG”基序的

分子，但留下没有“CCGG”或甲基化“CCGG”的分子未改变。或者，也可以使用其他甲基化敏感

限制酶。在一个示例中，由于非癌症对象血浆EBV  DNA的甲基化水平较低，非癌症对象血浆

EBV  DNA可能更容易被甲基化敏感限制酶的切割。可以确定酶消化的敏感性，例如但不限于

大规模平行测序、凝胶电泳、毛细管电泳、聚合酶链反应(PCR)和实时PCR。

[0088] 在使用测序(例如大规模平行测序)分析甲基化敏感限制酶的消化程度的情况下，

可使用病原体的多个无细胞核酸分子(例如血浆EBV  DNA)的大小分布(以酶消化和不以酶

消化)来反映消化程度。如图12和13所示，大小分布曲线向左移动可表明血浆EBV  DNA的大

小分布变短。曲线越向左移动，反映酶消化程度越高，意味着DNA甲基化水平越低。

[0089] 如本文所述的多个无细胞病原体核酸分子的甲基化状态可包含个别的甲基化位

点的甲基化密度、在病原体基因组上相邻区域上甲基化/未甲基化位点的分布，病原体基因

组上一个或多个特定区域内或整个病原体基因组中每个个别的甲基化位点的甲基化模式

或水平，以及非CpG甲基化。在某些情况下，甲基化状态包含个别的差异甲基化位点的甲基

化水平(或甲基化密度)，这些甲基化位点可在例如具有病原体相关联的疾病(例如，EBV相

关联的鼻咽癌或HPV相关联的宫颈癌)的患者和无所述疾病的对象(例如，非鼻咽癌对象)的

样本之间被识别。对于给定的甲基化位点，甲基化密度可指在给定的甲基化位点上甲基化

的核酸分子的部分超过包含这样的甲基化位点的感兴趣的核酸分子的总数。例如，肝组织

中第一甲基化位点的甲基化密度可以是指在第一位点处甲基化的多个肝DNA分子在整个肝

DNA分子中的一部分。在某些情况下，甲基化状态包含个别的甲基化位点之间甲基化/未甲

基化状态的一致性(例如，模式或单倍型(haplotype))。

[0090] 在某些情况下，如本文所述的筛选分析(例如，第一分析或第二分析)可包含通过

任何可用技术确定多个无细胞核酸分子的甲基化状态，例如但不限于执行可识别甲基化测

序(methylation‑aware  sequencing)、甲基化敏感性扩增(methylation‑sensitive 

amplification)或甲基化敏感性淀析(methylation‑sensitive  precipitation)。虽然本

文提供了示例和实施例，但与例如确定甲基化状态有关的附加技术和实施例可在2013年9

月20日提交的PCT专利申请案第PCT  AU/2013/001088号中找到，其通过引用完全并入本文。

[0091] 片段大小

[0092] 本公开的一些方面涉及基于对来自对象的生物样本中来自病原体的多个无细胞

核酸分子的片段大小的评估，对于对象发展出病原体相关联的疾病的风险的分层。

[0093] 多个无细胞病原体核酸分子的片段大小分布和/或相对丰度可区分患有病原体相

关联的疾病的多个患者(例如，EBV相关联的鼻咽癌或HPV相关联的宫颈癌)和没有所述疾病

的对象(例如，非鼻咽癌对象)的样本。例如，血浆EBV  DNA分子的大小分布以及循环DNA分子

映射到EBV基因组和人类基因组的比率有助于区分鼻咽癌患者和可检测到血浆EBV  DNA的
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非鼻咽癌对象，如大规模平行测序所示(Lam等人，美国科学院院报2018年；115:E5115‑

E5124)，其全部通过引用并入本文。根据本公开的一些示例，与鼻咽癌相关联的大小分布和

映射到EBV和人类基因组的循环DNA的相对丰度也可用于预测未来临床可检测到鼻咽癌的

发展风险。在一个实施方案中，在血浆DNA测序中具有这些鼻咽癌相关联的特征但未检测到

鼻咽癌的对象可以比具有可检测到血浆EBV  DNA但没有这些鼻咽癌相关联的特征的对象更

频繁地跟进。对于使用上述的两步骤分析，使用这种基于测序的分析对鼻咽癌的风险进行

分层有一个潜在的实际优势，那就是可以省去从病人那里收集另一个血样。

[0094] 在某些情况下，分析(例如，第一分析或第二分析)可包含执行分析(例如，下一代

测序分析)以分析核酸片段大小(例如，血浆EBV  DNA的片段大小)。在某些情况下，测序用于

评估样本中无细胞病毒核酸的大小。例如，每个已测序的血浆DNA分子的大小可以从序列的

起始坐标和结束坐标得到，其中所述坐标可以通过将多个序列读数映射(比对)到病毒基因

组来确定。在各种示例中，DNA分子的起始和结束坐标可以通过两个双端读数或覆盖两端的

单个读数(这在单分子测序中可以实行)来确定。在某些情况下，基于扩增或杂交的方法也

可用于片段大小的分析。例如，探针可设计成标靶不同长度的基因组区域，扩增(例如，PCR

或qPCR)或杂交信号可表明标靶基因组区域(同时长度等于或大所述标靶区域)的无细胞核

酸片段的数量。由此可以推断片段大小的分布。用于片段大小分析(assay及analyses)的多

种方法可包含美国专利申请案公开第US20180208999A1号中所述的方法，其通过引用全部

并入本文。

[0095] 片段大小分布可以显示为水平轴上核酸片段大小的直方图。可以确定每种大小

(例如，在1碱基对(bp)分辨率内)的核酸片段的数量并绘制在垂直轴上(例如，作为原始数

量或频率百分比)。大小分辨率可以超过1bp(例如，2、3、4或5bp分辨率)。以下对大小分布的

分析(也称为大小分布图)示出来自鼻咽癌对象的无细胞混合物中的病毒DNA片段在统计学

上比无明显病症的对象更长。在一个说明性示例中，在从血浆EBV  DNA分析获得的片段大小

分布曲线中，鼻咽癌患者的血浆EBV  DNA大小曲线中可能存在表示166bp峰值的特征(核小

体模式)，而非癌症对象的血浆EBV  DNA不显示典型的核小体模式。

[0096] 在某些情况下，计算来自病原体的多个无细胞核酸分子相对于来自对象的多个无

细胞核酸分子的相对丰度，以评估风险。在某些情况下，相对丰度是根据大小比例进行分析

的。在各种示例中，病原体片段与来自对象的无细胞片段的大小比例是指来自病原体的无

细胞核酸片段与来自对象的无细胞核

[0097] 酸片段之间的数量比率。例如，80到110碱基对之间的EBV  DNA片段的大小比例

(size  ratio)可以是：

[0098] 在各种情况下，截止值或阈值为评估所设置。例如，可以存在尺寸阈值(size 

threshold)用于确定病原体片段和对象常染色体(autosomal)片段之间的大小比例。或者

在某些情况下，设置尺寸阈值，以便将大小低于或高于阈值的多个片段视为表明对象发展

出病原体相关联的疾病的风险。应该理解，尺寸阈值可以是任何值。尺寸阈值可至少为约

10bp、20bp、25bp、30bp、35bp、40bp、45bp、50bp、55bp、60bp、65bp、70bp、75bp、80bp、85bp、
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90bp、95bp、100bp、105bp、110bp、115bp、120bp、125bp、130bp、135bp、140bp、145bp、150bp、

155bp、160bp、165bp、170bp、175bp、180bp、185bp、190bp、195bp、200bp、210bp、230bp、

240bp、250bp，或大于250bp。例如，尺寸阈值可以是150bp。在另一个示例中，尺寸阈值可以

是180bp。在一些实施例中，可以使用较高和较低的尺寸阈值(例如，一范围的多个值)。在一

些实施例中，较高和较低的尺寸阈值可用于选择具有长度在较高和较低截止值之间的核酸

片段。在一些实施例中，较高和较低的截止值可用于选择具有长度大于较高截止值且小于

较低尺寸阈值的核酸片段。在某些情况下，大小比例的截止值用于确定对象是否有风险，或

对象发展出病原体相关联的疾病(如鼻咽癌)的风险有多大。例如，患有鼻咽癌的对象较血

浆EBV  DNA结果呈假阳性的对象具有较低的大小比例，在80‑110bp的大小范围内。在一些情

况下，大小比例的截止值可以是约0.1、约0.5、约1、约2、约3、约4、约5、约6、约7、约8、约9、约

10、约11、约12、约13、约14、约15、约16、约17、约18、约19、约20、约25、约50、约100，或大于约

100。在一些情况下，大小指标的截止值可以是约或至少10、约或至少2、约或至少1、约或至

少0.5、约或至少0.333、约或至少0.25、约或至少0.2、约或至少0.167、约或至少0.143、约或

至少0.125、约或至少0.111、约或至少0.1、约或至少0.091、约或至少0.083，约或至少

0.077，约或至少0.071，约或至少0.067，约或至少0.063，约或至少0.059，约或至少0.056，

约或至少0.053，约或至少0.05，约或至少0.04，约或至少0.02，约或至少0.001，或小于约

0.001。

[0099] 可以确定核酸片段的大小分布的各种统计值。例如，可以使用大小分布的平均值、

众数(mode)、中值或平均值。可以使用其他统计值，例如，给定大小的累积频率或不同大小

的核酸片段数量的各种比率。累积频率可对应于给定大小或小于或大于给定大小的DNA片

段的比例(例如百分比)。多种统计值提供有关核酸片段大小分布的信息，以便相对于一个

或多个截止值比较，用于确定病原体引起的病症水平。可使用健康对象、已知具有一种或多

种病症的对象、与病原体相关联的病症为假阳性的对象以及本文提及的其他对象的群组来

确定截止值。本领域技术人员将知道如何基于本文的描述来确定这样的截止值。

[0100] 在一些示例中，病原体片段大小的第一统计值可以与人类基因组大小的参考统计

值进行比较。例如，可以在第一统计值和参考统计值之间确定分离值(separation  value)

(例如，差值或比率)，参考统计值例如从病原体参考基因组中的其他区域确定或从人类核

酸确定。分离值也可以从其他值中确定。例如，可以根据多个区域的统计值来确定参考值。

可将分离值与尺寸阈值进行比较以获得尺寸分类(例如，DNA片段是否较短、较长或与正常

区域相同)。

[0101] 一些示例可计算一参数(分离值)，所述参数可定义为参考病原体基因组和参考人

类基因组之间短DNA片段比例的差异，使用以下等式：

[0102] ΔF＝P(≤150bp)测试‑P(≤150bp)参考
[0103] 其中P(≤150bp)测试表示来自测试区域具有大小为≤150bp的测序片段的比例，P

(≤150bp)参考表示来自参考区域具有大小为≤150bp的测序片段的比例。在其他实施例中，

可以使用其他尺寸阈值，例如但不限于100bp、110bp、120bp、130bp、140bp、160bp和166bp。

在其他实施例中，尺寸阈值可以用碱基、核苷酸或其他单位表示。

[0104] 可使用对照对象的平均值和SD值计算基于尺寸的z分数。
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[0105]

[0106] 在一些实施例中，基于尺寸的z分数>3表明病原体的短片段比例增加，而基于尺寸

的z分数<‑3表明病原体的短片段比例减少。可以使用其他尺寸阈值。有关基于尺寸的方法

的更多详细信息，请参见美国专利第8,620,593号和第8,741,811号以及美国专利申请案公

开第2013/0237431号，其中每一项均以引用方式全部并入。

[0107] 为了确定核酸片段的大小，本公开的至少一些示例可以与任何单分子分析平台一

起工作，在所述平台中可以分析染色体起源和分子长度，例如电泳、光学方法(例如，光学映

射及其变异，en.wikipedia.org/wiki/optical#umapping#cite#note‑Nanocoding‑3，及Jo

等人，美国科学院院报2007年；104:2673‑2678)，基于荧光的方法，基于探针的方法，数字

PCR(基于微流体或基于乳状液，例如，BEAMing技术(Dressman等人，美国科学院院报2003

年；100:8817‑8822)、RainDance(www .raindancetech .com/technology/pcrgenomics 

research.asp))、滚环扩增、质谱、熔解分析(或熔解曲线分析(meltingcurve  analysis))、

分子筛等。作为质谱的一个示例，较长的分子将具有较大的质量(尺寸值的一个示例)。

[0108] 在一个示例中，可以使用双端测序协议对核酸分子进行随机测序。两端的两个读

数可以映射(比对)到参考基因组，参考基因组可以被重复注释(例如，当与人类基因组比对

时)。DNA分子的大小可以通过两个读数所对应的基因组位置之间的距离来确定。

[0109] 变异模式分析

[0110] 本公开的一些方面涉及基于对来自对象的生物样本中来自病原体的多个无细胞

核酸分子的变异模式的评估，对于对象发展出病原体相关联的疾病的风险的分层。在生物

样本中检测到的病原体基因组的遗传变异可用于预测病原体相关联的疾病未来发展的风

险。

[0111] 与来自无病原体相关联的疾病的对象的样本相比，患有病原体相关联的疾病(例

如，病原体相关联的恶性肿瘤)的患者的病变组织中病原体核酸分子的变异模式可能不同。

已被报道EBV相关联的肿瘤和对照样本中存在EBV品系(Palser等人，J  Virol.期刊2015年；

89:5222‑37)可能会有所不同。然而，在此先前的研究中，肿瘤和对照样本来自不同的地理

位置。鉴于EBV变异的潜在地理变异，很难断定肿瘤样本中识别的变异是地理相关联的还是

疾病相关联的。以前曾尝试通过分析鼻咽癌肿瘤样本来确定鼻咽癌相关联的EBV变异。在一

项全基因组关联研究(GWAS)中(Hui等人，Int  J  Cancer期刊2019年，doi.org/10 .1002/

ijc .32049)分析了来自同一地理区域无EBV相关联的疾病的个体的鼻咽癌肿瘤和唾液样

本，有29个多态性(单核苷酸多态性(SNP)或插入或者缺失(indels))被识别为低于假发现

率，调整后的P为0.05。这29个鼻咽癌相关联的EBV变异在90％以上的鼻咽癌病例中存在，但

在对照病例中仅为40‑50％。

[0112] 与发展为鼻咽癌的个别的EBV多态性分析相反(Hui等人，Int  J  Cancer期刊2019

年，doi.org/10.1002/ijc.32049；Feng等人，Chin  J  Cancer期刊2015年；34:61)，本公开的

各个方面提供了以全基因组方式分析病原体核酸分子的变异模式的多种方法和多种系统。

此外，不是通过分析肿瘤和细胞系样本来识别与疾病相关联的EBV变异(Palser等人，J 

Virol.期刊2015年；89:5222‑37，Correia等人，J  Virol.期刊2018年；92:e01132‑18，Hui等
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人，Int  J  Cancer期刊2019年，doi.org/10.1002/ijc.32049)，与肿瘤的侵入性活检相比，

本公开的各个方面提供了通过分析例如血液(例如血浆或血清)、鼻腔冲洗液、鼻腔刷子样

本或通过非侵入性或微创程序获得的其他体液中的无细胞病原体核酸分子来分析病原体

变异模式的多种方法和多种系统。在一个示例中，血液中EBV  DNA分子的低丰度和片段性质

可能对分析造成技术挑战。以非侵入性方式分析无细胞病毒DNA分子的变异模式可以改善

临床应用(包含筛选、预测医学、风险分层、监测和预测)。在一个示例中，分析可用于区分具

有不同病毒相关联的症状的对象，例如，在筛选背景下，具有可检测血浆EBV  DNA的鼻咽癌

患者和非鼻咽癌对象。在另一个示例中，它可以用于疾病或癌症的风险预测。

[0113] 可以使用不同的方法来获得不同的模式。非限制性的分析方法可包含大规模平行

测序(MPS)、Sanger测序(如Lorenzetti等人，J  Clin  Microbiol.期刊2012年；50:609‑18)，

以及基于微阵列的SNP分析(如Wang等人，美国科学院院报2002年；99:15687‑92)，杂交分析

和质谱分析。在一个说明性示例中，使用例如具有捕获富集的靶向测序、MPS或Sanger测序

的测序方法，并且基于每个核苷酸参考病原体的参考基因组(例如，EBV参考基因组)分析多

个序列读数。所述方法可包含从对象的生物样本获得多个无细胞核酸分子的多个序列读

数。所述方法还可包含将多个序列读数与病原体的参考基因组比对。所述方法还可包含通

过分析病原体的参考基因组和映射到病原体的参考基因组的多个序列读数之间的核苷酸

变异来分析横跨病原体的参考基因组的核苷酸变异模式。本文提供的所述变异模式表征在

所述病原体的所述参考基因组上的多个变异位点中的每一个处映射到所述病原体的所述

参考基因组的所述多个序列读数的一核苷酸变异。所述多个变异位点可以包含横跨所述病

原体的所述参考基因组的至少30个、至少40个、至少50个、至少60个、至少70个、至少80个、

至少90个、至少100个、至少200个、至少300个、至少400个、至少500个、至少600个、至少700

个、至少800个、至少900个、至少1000个、至少1100个，或至少1200个位点。所述多个变异位

点包含横跨所述病原体的所述参考基因组的至少1000个位点。所述多个变异位点包含横跨

所述病原体的所述参考基因组的约1100个位点。所述多个变异位点包含横跨所述病原体的

所述参考基因组的至少600个位点。所述多个变异位点包含横跨所述病原体的所述参考基

因组的约660个位点。在一些情况下，所述多个变异位点包含从表6所列的多个基因组位点

中相对于EBV参考基因组(AJ507799.2)选择的至少30、40、50、100、150、200、250、300、350、

400、450、500、550或600个位点。在一些情况下，所述多个变异位点包含如表6所列相对于一

EBV参考基因组(AJ507799.2)的一基因组位点。

[0114] 在一些情况下，来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式表征

在所述多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序

列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点是从表6所列的多个基因组位点中相对于EBV参

考基因组(AJ507799.2)随机选择的。在一些情况下，本文提供的多种方法包含从表6所列的

多个基因组位点中相对于一EBV参考基因组(AJ507799.2)随机选择的一步骤。所述方法还

可包含通过分析病原体的参考基因组和映射到病原体的参考基因组的序列读数之间的核

苷酸变异来分析横跨病原体的参考基因组的核苷酸变异模式。

[0115] 在一些情况下，来自所述病原体的所述多个无细胞核酸分子的所述变异模式表征

在所述多个变异位点中的每个位点处映射到所述病原体的所述参考基因组的所述多个序

列读数的一核苷酸变异，所述多个变异位点包含从表6所列的多个基因组位点中相对于EBV
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参考基因组(AJ507799.2)随机选择的至少30、40、50、100、150、200、250、300、350、400、450、

500、550或600个位点。

[0116] 在一些情况下，所述多个变异位点由所有位点组成，在所述所有位点处，映射到所

述病原体的所述参考基因组的所述多个序列读数具有与所述病原体的所述参考基因组的

一不同的核苷酸变异。

[0117] 在一些情况下，使用野生型病原体基因组作为参考基因组。例如，一野生型(wide 

type)EBV基因组(GenBank:AJ507799.2)可以用作参考EBV基因组。在其他情况下，使用其他

病原体基因组作为参考基因组。在另一个示例中，使用多个病原体基因组(例如EBV基因组)

作为参考。在另一个示例中，使用共有序列(consensus  sequence)作为参考。可通过组合不

同病原体基因组序列的变异来建立共有，例如，所述EBV基因组共有序列，例如，de  Jesus等

人，J  Gen  Virol期刊2003年；84:1443‑50中描述的EBV基因组的共有序列。

[0118] 本文所提供的多种方法和多种系统中使用的序列比对(例如，用于分析拷贝数、甲

基化状态、片段大小、相对丰度或变异模式)可通过任何适当的生物信息学算法、程序、工具

包或软件包(package)来执行。例如，可以使用短寡核苷酸分析包(short  oligonucleotide 

analysis  package，SOAP)作为本文所提供的多种方法和多种系统的多种应用的比对工具。

可在本文提供的多种方法和多种系统中使用的短序列读数分析工具的示例包含Arioc、

BarraCUDA、BBMap、BFAST、BigBWA、BLASTN、BLAT、Bowtie、Bowtie2、BWA、BWA‑PSSM、CASHX、

Cloudburst、CUDA‑EC、CUSHAW、CUSHAW2、CUSHAW2‑GPU、CUSHAW3、drFAST、ELAND、ERNE、

GASSST、GEM、Genalice  MAP、Geneious  Assembler、GensearchNGS、GMAP及GSNAP、GNUMAP、

HIVE‑hexagon、Isaac、LAST、MAQ、mrFAST、mrsFAST、MOM、MOSAIK、MPscan、Novoalign&

NovoalignCS、NextGENe、NextGenMap、Omixon  Variant  Toolkit、PALMapper、Partek  Flow、

PASS、PerM、PRIMEX、QPalma、RazerS、REAL、cREAL、RMAP、rNA、RTG  Investigator、Segemehl、

SeqMap、Shrec、SHRiMP、SLIDER、SOAP、SOAP2、SOAP3、SOAP3‑dp、SOCS、SparkBWA、SSAHA、

SSAHA2、Stampy、SToRM、Subread、Subjunc、Taipan、UGENE、VelociMapper、XpressAlign、及

ZOOM。

[0119] 序列读数中的一数量的连续的核苷酸(“序列段(sequence  stretch)”)可用于与

参考基因组比对，以发出关于比对的调用。例如，所述比对可包含比对参考基因组(例如病

原体的参考基因组或宿主生物的参考基因组)的序列读数的至少4、至少6、至少8、至少10、

至少12、至少14、至少16、至少18、至少20、至少22、至少24、至少25、至少26、至少28、至少30、

至少32、至少34、至少35、至少36、至少38、至少40、至少42、至少44、至少45、至少46、至少48、

至少50、至少52、至少54、至少55、至少56、至少58、至少60、至少62、至少64、至少65、至少66、

至少67、至少68、至少69、至少70、至少71、至少72、至少73、至少74、至少75、至少76、至少78、

至少80，至少82、至少84、至少85、至少86、至少88、至少90、至少92、至少94、至少95、至少96、

至少98、至少100、至少102、至少104、至少106、至少108、至少110、至少112、至少114、至少

116、至少118、至少120、至少122、至少124、至少126，至少128、至少130、至少132、至少134、

至少136、至少138、至少140、至少142、至少145、至少146、至少148或至少150个连续的核苷

酸。在一些情况下，如本文所述的比对可以包含比对参考基因组(例如病原体的参考基因组

或宿主生物的参考基因组)的序列读数的至多5、至多7、至多9、至多11、至多13、至多15、至

多17、至多19、至多21、至多23、至多25、至多27、至多29、至多31、至多33、至多35、至多37、至
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多39、至多41、至多43、至多45、至多47、至多49、至多51，最多53、最多55、最多57、最多59、最

多61、最多63、最多65、最多67、最多68、最多69、最多70、最多71、最多72、最多73、最多74、最

多75、最多76、最多78、最多80、最多81、最多83、最多85、最多87、最多89、最多91、最多93、最

多95、最多97、最多99、，最多101、最多103、最多105、最多107、最多109、最多111、最多113、

最多115、最多117、最多119、最多121、最多123、最多125、最多127、最多129、最多131、最多

133、最多135、最多137、最多139、最多141、最多143、最多145、最多147、最多149、，或最多

151个连续的核苷酸。在一些示例中，如本文所述的比对包含比对参考基因组(例如病原体

的参考基因组或宿主生物的参考基因组)的序列读数的约20、约22、约24、约25、约26、约28、

约30、约32、约34、约35、约36、约38、约40、约42、约44、约45、约46、约48、约50、约52、约54、约

55、约56、约58、约60、约62、约64、约65、，约66、约67、约68、约69、约70、约71、约72、约73、约

74、约75、约76、约78、约80、约82、约84、约85、约86、约88、约90、约92、约94、约95、约96、约

98、约100、约102、约104、约106、约108、约110、约112、约114、约116、约118，约120、约122、约

124、约126、约128、约130、约132、约134、约136、约138、约140、约142、约145、约146、约148、

约150、约152、约154、约155、约156、约158、约160、约162、约164、约165、约166、约168、约

170、约172、约174、约175，约176、约178、约180、约185、约190、约195或约200个连续的核苷

酸。

[0120] 在某些情况下，当序列段在整个序列读数上与参考基因组(例如，人类参考基因

组)的特定区域具有至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％

的序列同一性或互补性时，进行比对调用。在某些情况下，当序列段在整个序列读数中与参

考基因组(例如，人类参考基因组)的特定区域具有至少80％的序列同一性或互补性时，进

行比对调用。在某些情况下，当序列段与参考基因组(例如，人类参考基因组)的特定区域相

同或互补，具有不超过20、15、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1碱基的不匹配(mismatche)，或具有

零个不匹配时，进行比对调用。在某些情况下，当序列段与参考基因组(例如人类参考基因

组)的特定区域相同或互补，且不超过2个碱基的不匹配时，进行比对调用。最大的不匹配数

或百分比，或最小相似数或百分比可以随选择标准而变化，这取决于本文提供的多种方法

和多种系统的应用目的和背景。

[0121] 在某些情况下，序列读数与病原体的参考基因组的比对允许最大不匹配不超过

20、15、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个碱基。映射的序列读数与病原体的参考基因组之间的不

匹配可表明存在生物样本中病原体基因组序列中的核苷酸变异，在其他情况下，也可表明

测序错误。不希望受到某一理论的约束，在一个生物样本中，在给定的基因组位点处识别出

的一个以上的核苷酸变异可能是源自因为无细胞病原体核酸分子来源的病变细胞的测序

错误或异质性。在某些情况下，如果在给定的生物样本中识别出超过1、2或3个核苷酸变异，

则在一基因组位点处多个核苷酸变异被排除在分析之外。

[0122] 在一个说明性示例中，使用捕获富集的靶向测序来分析鼻咽癌对象和非鼻咽癌对

象循环中具有可检测的血浆EBV  DNA的无细胞病毒DNA分子。多种捕获探针可以设计成覆盖

整个EBV基因组。在其他情况下，可以只分析EBV基因组的一部分，多种捕获探针被设计成只

能覆盖EBV基因组的一部分。在相同的分析中，多种捕获探针也可以包含在人类基因组的标

靶基因组区域。例如，多种探针可以包含标靶人类常见的单核苷酸多态性(SNP)位点和多种

人类白细胞抗原(HLA)的SNP。在一个实施例中，更多探针可设计成与其他病毒基因组序列
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杂交，例如，HPV或HBV基因组。

[0123] 在某些情况下，通过直接比较映射到参考基因组的序列读数和参考基因组来分析

病原体基因组的变异模式。可以以任何适当的方式进一步处理比较结果，例如，用于聚类分

析或系统发育树分析。用于这些分析的可用生物信息学工具包含MEGA4、MEGA5、CLUSTALW、

Phylip、RAxML、BEAST、PhyML、TreeView、MAFFT、MrBayes、BIONJ、MLTreeMap、Newick实用程

序(Newick  Utilities)、Phylo.io、Phylogeny.fr、REALPHY、SuperTree和系统发育网络重

复器(The  PhylOgenetic  Web  Repeater，POWER)。聚类分析或系统发育树分析将映射到病

原体参考基因组的序列读数与一个或多个从患病组织或健康对象获得的，或表明为能够或

不能引起病原体相关联的疾病的，或表明为对引起病原体相关联的疾病有效或无效的病原

体基因组进行比较。

[0124] 在说明性示例中，本文提供的多种方法和多种系统包含以区块为基础的变异模式

分析。以区块为基础的变异模式分析可包含将病原体的参考基因组进行分层到多个箱(“区

块”)中。将映射到病原体参考基因组的多个序列读数与相对于多个箱中的每个箱内的疾病

相关联的病原体基因组进行比较。在某些情况下，存在多个(例如，至少2、3、4、5、6、7、8、9、

10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、40、50、60、70、80、90、100、120、140、160、180、200、

300、400、500、600、700、800、900或1000个)不同的病原体基因组与以区块为基础的分析进

行比较，所述以区块为基础的分析包含与疾病相关联的病原体基因组，以及可选地，已知或

表明为不能导致病原体相关联的疾病或对导致病原体相关联的疾病不起作用的病原体基

因组(与疾病无关的病原体基因组)。在以区块为基础的分析中，在多个箱中的每个箱中，基

于映射到病原体参考基因组的序列读数与多个疾病相关联的病原体基因组中的每个或与

疾病无关的多个病原体基因组之间的共享核苷酸变异来计算相似性指数。相似性指数可取

决于多个变异位点的比例，其中映射到多个病原体参考基因组的多个序列读数中的至少一

个处具有与疾病相关联的或疾病无关的病原体基因组相同的核苷酸变异。基于相对于多个

序列读数比较的多个病原体基因组中的每一个的相似性指数，可以基于例如通过相似性指

数所反映的相似性水平来计算箱分数。在一个示例中，箱分数可以取决于高于预定截止值

的多个相似性指数的比例。相似性指数可以有一个截止值集，例如，约0.6、0.7、0.75、0.8、

0.85、0.9或0.95。高于截止值的相似性指数可以表明序列读数与跟所述序列读数相比的病

原体基因组的“相似”。基于上述分析，然后可以使用计算出的多个相似性指数或多个箱分

数在横跨病原体基因组或部分病原体基因组的较大尺度上执行模式分析。类似于上述的聚

类分析或系统发育分析可以遵循以区块为基础的分析来预测病原体相关联的疾病(如EBV

相关联的鼻咽癌)的发展风险。

[0125] 风险分数

[0126] 本公开的一些方面涉及基于对来自对象的生物样本中来自病原体的多个无细胞

核酸分子的一个或多个特征的组合考量，对于对象发展出病原体相关联的疾病的风险的分

层。在某些情况下，会生成一风险分数，表明对象发展出病原体相关联的疾病(例如EBV相关

联的鼻咽癌)的风险。

[0127] 在某些情况下，本公开涉及基于对来自对象的生物样本中来自病原体的多个无细

胞核酸分子的一个或多个特征的组合考量，以及一个或多个因素：对象的年龄、对象的吸烟

习惯、对象的鼻咽癌家族史、对象的多个基因型因素、饮食史或对象的种族，对于对象发展
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出病原体相关联的疾病的风险的分层。在没有临床检测到鼻咽癌的对象中，血浆EBV  DNA检

测的阳性率与对象的年龄之间可能存在正相关。对象的吸烟习惯会增加对象患鼻咽癌的风

险。有鼻咽癌家族史的对象自身发生鼻咽癌的风险较高。基因型因素也可能与鼻咽癌的风

险相关，如HLA状态，如Bei等人，Nat  Genet.期刊，2010年；42:599‑603和Hildesheim等人，J 

Natl  Cancer  Inst.期刊，2002年；94:1780‑9，其中每一个都完整地并入在本文中。此外，饮

食史可能与患鼻咽癌的风险相关，例如，食用大量咸鱼的对象患鼻咽癌的风险相对较高。某

些种族，如广东人，也可能与发展为鼻咽癌的高风险相关。

[0128] 在一些情况下，所述多种方法和多种系统还包含生成表明对象发展出病原体相关

联的疾病的风险的报道。此类报道可以具有数字风险分数值或明确的风险评估。在某些情

况下，报道包含筛选频率或后续筛选分析的未来时间点的建议。报道可提供给对象、为对象

提供服务的医疗机构或医疗专业人员，或任何相关第三方，如医疗保险公司。在报道发布之

前或之后，可由认证医生对报道进行审查、评估或编辑。在某些情况下，认证医生会根据他/

她的医学意见或多种独立的检查，对风险评估提供额外的意见或参与最终风险评估。

[0129] 在一些情况下，本公开提供了通过使用一分类器对发展出一病原体相关联的疾病

的风险进行分层的多种方法，例如病原体相关联的增殖性疾病，例如EBV相关联的鼻咽癌。

此类分类器可将本文所述的一个或多个因素作为数据输入，并提供包含风险分数的输出，

其可表明对象发展出病原体相关联的疾病的风险。可输入分类器的一个或多个因素可包含

多个无细胞病原体核酸分子的一个或多个特征、来自对象的生物样本中来自病原体的多个

无细胞核酸分子的一个或多个特征，以及一个或多个因素：对象的年龄、对象的吸烟习惯、

对象的鼻咽癌家族史、对象的基因型因素、饮食史和对象的种族。作为分类器的输出的风险

分数可以表明对象当前患有或将来发展为病原体相关联的疾病的风险。在某些情况下，风

险分数表明对象目前可能患有病原体相关联的疾病。在某些情况下，风险分数表示对象在

未来一段时间内(例如但不限于1年、2年、3年、4年、5年、10年或15年)发展出病原体相关联

的疾病的可能性。在某些情况下，分类器提供的输出包含推荐的筛选频率或后续筛选分析

的未来时间点。这样的输出可以是临床建议的形式，也可以在如上所述的报道中提供给对

象、医疗机构或医疗专业人员，或任何第三方，如医疗保险公司。

[0130] 如本文所述，分类器可以指实行分类的任何算法。在本公开中，分类器可以是基于

用于预测病原体相关联的疾病未来发展风险的任何适当算法构建的分类模型。适当的算法

可以包含机器学习算法和其他数学/统计模型，例如但不限于支持向量机(SVM)、朴素贝叶

斯 逻辑回归、随机森林、决策树、梯度提升树、神经网络、深度学习、线性/

核支持向量机(SVM)、线性/非线性回归、线性判别分析等。在某些情况下，分类器是使用包

含多个输入‑输出对的标记的数据集进行训练。例如，从已经被诊断为无鼻咽癌或患有鼻咽

癌的一数量的对象的样本的分析结果生成的数据集。在这些情况下，数据集可包含具有来

自这些对象的血浆EBV  DNA特征(例如，变异模式、甲基化状态、可检测性/拷贝数或片段大

小)、年龄、家族史、吸烟习惯、种族或饮食史的一个或多个因素的输入，以及相应的输出，表

明相应的对象是否具有鼻咽癌。在说明性示例中，可以使用包含大量输入‑输出对(例如至

少10、20、50、100、200、500、1000、2000、5000、10000或20000对)的标记的数据集来训练分类

器。

[0131] 在一个示例中，提供了一个分类模型，以使用变异模式的分析来预测具有可检测
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血浆EBV  DNA的对象未来鼻咽癌发展的风险。分类模型可以是使用支持向量机(SVM)算法如

下构造的分类器：

[0132] 给定包含n个样本的训练数据集：

[0133] (M1，Y1)，…，(Mn，Yn)

[0134] 其中Yi表示样本i的鼻咽癌状态。Yi对于来自鼻咽癌患者的样本为1)或对于来自

无鼻咽癌的对象的样本为‑1；Mi是一p维向量，包含样本i的病毒变异模式。例如，Mi可以是

一系列的多个变异位点(例如，表6中所列的与鼻咽癌相关联的29个变异位点或与鼻咽癌相

关联的661个变异位点)。替代地，Mi可以是关于已知患有鼻咽癌的对象中存在的多个参考

EBV变异的一系列以区块为基础的变异相似性分数(例如，500bp的非重叠窗口)。

[0135] 可以识别一“超平面”，所述“超平面”在训练数据集中尽可能准确地将非鼻咽癌组

和鼻咽癌组分开，通过寻找一系数集(W和p维向量)满足以下条件：

[0136] 准则1：

[0137] W·Mi‑b≥1(对于鼻咽癌群组中的任何对象)

[0138] 及

[0139] 准则2

[0140] W·Mi‑b≤‑1(对于非鼻咽癌群组中的任何对象)

[0141] 其中W是确定超平面的多个系数的p维向量；M是一矩阵(p  x  n维)，具有p个变量

(或多个以区块为基础的相似性分数)和n个样本；b是截距。

[0142] 这两个准则(即准则1和2)也可以写成：

[0143] Yi(W*Mi‑b)1(≥准则3)

[0144] 其中Yi为‑1(非鼻咽癌)或1(鼻咽癌)。

[0145] 准则1和2之间的边界距离(D)为：

[0146] 其中||W||是使用点到平面方程的距离计算。

[0147] 根据准则3，通过最小化||W||使D最大化。

[0148] 基于这一原理，可以确定分类器的参数(W和b)。因此，使用经训练的参数(W和b)实

行的经训练的分类器可用于计算多个测试样本的鼻咽癌风险分数。

[0149] 在一个示例中，鼻咽癌风险分数被计算为横跨病毒基因组中SNV位点的固定集处

的多个EBV基因型的加权总和(作为二元逻辑回归模型中的解释变量)。在所述示例中，通过

分析训练集中来自鼻咽癌和非鼻咽癌样本的多个EBV  SNV基因谱(profile)中的差异来识

别鼻咽癌相关联的SNV集。可以分析EBV基因组中每个变异与鼻咽癌病例的关联，例如使用

Fisher精确检验(Fisher′s  exact  test)。然后可以获得的显着的SNV的固定集，例如，具有

假发现率(false  discovery  rate，FDR)控制在5％。测试样本的鼻咽癌风险分数可通过其

多个EBV基因型在从训练集识别的多个显着的SNV位点(significant  SNV  sites)的特定集

上来确定，所述训练集包含从已知鼻咽癌和非鼻咽癌对象的血浆DNA样本的测序数据。在某

些情况下，血浆中EBV  DNA分子的浓度可能较低，因此通过多个测序的EBV  DNA读数可以不

完全覆盖整个EBV基因组。所述分数可通过多个血浆EBV  DNA读数(例如，具有可用的基因型

信息)所覆盖的多个SNV位点的基因型模式来确定。为了得出鼻咽癌风险分数，可以首先识

别样本中多个血浆EBV  DNA读数所覆盖的显着的SNV位点子集，然后在所述显着的SNV位点
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子集内确定每个位点的多个基因型的权重(效应大小)。可构建如下的逻辑回归模型，以提

供鼻咽癌每个SNV位点处多个风险基因型的影响大小的信息：

[0150]

[0151] 其可以被重写为：

[0152]

[0153] 其中n是显着的SNV位点的数量β0；及βk是可以通过最大似然性估计器确定的多个

系数；P为EBV阳性患者发生鼻咽癌的概率；此变量Xk代表基因组位置k处的SNV位点。如果样

本中存在与EBV参考基因组相同的变异，则Xk可编码为‑1。如果样本中存在替代变量，则Xk可

编码为1。如果样本中未包含分析的变异位点，则Xk可将其编码为0。因此，系数β0和βk可以被

估计，例如，使用python中的‘逻辑回归(Logistic  Regression)’函数。这可以通过分析训

练数据集中鼻咽癌和非鼻咽癌样本中每个位点的基因型模式来实行。因此，测试样本的鼻

咽癌风险分数可以根据多个SNV位点处的其拥有的基因型得出，并通过从训练模型中推导

得出相应的系数β0和βk进行加权。

[0154] 生物样本

[0155] 在本文所提供的多种方法中使用的生物样本可包含从活的或死的对象获得的任

何组织或材料。生物样本可以是无细胞样本。生物样本可包含核酸(例如，DNA或RNA)或其片

段。样本中的核酸可以是无细胞核酸。样本可以是液体样本或固体样本(例如，细胞或组织

样本)。生物样本可以是体液，例如血液、血浆、血清、尿液、口腔冲洗液、鼻腔冲洗液、鼻刷样

本、阴道液、鞘膜积液(例如睾丸鞘膜积液)、阴道冲洗液、胸膜液、腹水、脑脊液、唾液、汗液、

泪液、痰、支气管肺泡灌洗液、乳头排出液，从身体不同部位(如甲状腺、乳房)的吸取液等。

也可以使用粪便样本。在各种示例中，已被富集的无细胞DNA的生物样本中的大部分DNA(例

如，通过离心方案获得的血浆样本)可以是无细胞的(例如，大于50％、60％、70％、80％、

90％、95％或99％的DNA可以是无细胞的)。生物样本可经处理以物理破坏组织或细胞结构

(例如，离心和/或细胞裂解)，从而将细胞内组分释放到溶液中，所述溶液可进一步包含用

于制备样本以供分析的酶、缓冲液、盐、洗涤剂等。

[0156] 本文提供的多种方法和多种系统可用于分析生物样本中的核酸分子。所述核酸分

子可以是多个细胞核酸分子、多个无细胞核酸分子或两者。通过本文所提供的多种方法使

用的无细胞核酸可以是生物样本中细胞外的核酸分子。无细胞核酸分子可以存在于各种体

液中，例如血液、唾液、精液和尿液。无细胞DNA分子可以由于健康状况和/或疾病(如病毒感

染和肿瘤生长)引起的各种组织中的细胞死亡来产生。多个无细胞核酸分子可以包含由病

原体整合事件产生的序列。

[0157] 本文所述方法中使用的多个无细胞核酸分子，例如无细胞DNA，可存在于血浆、尿

液、唾液或血清中。无细胞DNA可以以短片段的形式自然产生。无细胞DNA片段化是指当产生

或释放无细胞DNA分子时，高分子量DNA(如细胞核中的DNA)被切割、断裂或消化成短片段的

过程。本文提供的多种方法和多种系统可用于在某些情况下分析细胞核酸分子，例如，来自

肿瘤组织的细胞DNA，或者当病人患有白血病、淋巴瘤或骨髓瘤时来自白细胞的细胞DNA。根
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据本公开的一些示例，可以对取自肿瘤组织的样本进行多种分析(assays及analyses)。

[0158] 对象

[0159] 本文提供的多种方法和多种系统可用于分析来自对象(例如生物体，例如宿主生

物体)的样本。对象可以是任何人类患者，例如癌症患者、有癌症风险的患者或有癌症家族

或个人疾病史的患者。在某些情况下，对象处于癌症治疗的特定阶段。在某些情况下，对象

可能患有或怀疑患有癌症。在某些情况下，对象是否患有癌症未知。

[0160] 在某些情况下，根据本文提供的筛选分析结果，对象接受或不接受病原体相关联

的疾病的治疗。在一个示例中，虽然第一筛选分析显示阳性结果，表明对象发展为病原体相

关联的疾病的高风险，但通过后续诊断检查，对象被诊断为没有病原体相关联的疾病(例

如，EBV相关联的鼻咽癌)。在这种情况下，对象没有接受医疗治疗，例如但不限于使用治疗

剂(例如，化疗)、放疗、手术或其任何组合进行治疗。在另一个示例中，对象被筛选为具有发

展出病原体相关联的疾病(例如，HPV相关联的宫颈癌)的高风险，并进一步被诊断为患有所

述疾病。结果，对象可接受所述疾病的医疗治疗，例如但不限于手术、化疗、放疗、靶向治疗、

免疫治疗或其任何组合。

[0161] 本文提供的多种方法和多种系统可适用的病原体相关联的疾病可包含增殖性疾

病，例如癌症。这些疾病可能与病毒、细菌或真菌等病原体有关联或由其引起。可与本文所

述疾病相关联的病毒可包含EBV、卡波西肉瘤相关联的疱疹病毒(KSHV)、HPV(例如但不限于

HPV  16、18、31、33、34、35、39、45、51、52、56、58、59、66、68和70)(Burd等人，Clin  Microbiol 

Rev期刊2003年:16:1‑17)、默克尔细胞多瘤病毒(MCPV)、HBV、HCV和人类T淋巴细胞营养病

毒‑1(HTLV1)。适用的病原体相关联的癌症包含Burkitts淋巴瘤、Hodgkins淋巴瘤、免疫抑

制相关淋巴瘤、T细胞和NK细胞淋巴瘤；鼻咽癌或胃癌，可能与EB病毒有关联。适用的病原体

相关联的癌症可包含原发性渗出性淋巴瘤或卡波西肉瘤，其可与KSHV相关联。适用的病原

体相关联的癌症可包含宫颈癌、头颈癌或肛门生殖道癌，其可与HPV相关联。适用的病原体

相关联的癌症可包含与MCPV相关联的默克尔细胞癌。适用的病原体相关联的癌症可包含与

HBV或丙型肝炎病毒(HCV)相关联的HCC。适用的病原体相关联的癌症可包含与HTLV1相关联

的成人T细胞白血病/淋巴瘤。

[0162] 对象可能患有任何类型的癌症或肿瘤，或有患任何类型癌症或肿瘤的风险。例如，

对象可能患有鼻咽癌或鼻腔的癌症。在另一个示例中，对象可能患有口咽癌或口腔的癌症。

癌症的非限制性示例可包含但不限于肾上腺癌、肛门癌、基底细胞癌、胆管癌、膀胱癌、血

癌、骨癌、脑瘤、乳腺癌、支气管癌、心血管系统癌、宫颈癌、结肠癌、结直肠癌、消化系统癌

症、内分泌系统癌症、子宫内膜癌、食管癌、眼癌、胆囊癌、胃肠道肿瘤、肝细胞癌、肾癌、造血

系统恶性肿瘤、喉癌、白血病、肝癌、肺癌、淋巴瘤、黑色素瘤、间皮瘤、肌肉系统癌症、骨髓增

生异常综合征(MDS)、骨髓瘤、鼻腔癌、鼻咽癌、神经系统癌、淋巴系统癌、口腔癌、口咽癌、骨

肉瘤、卵巢癌、胰腺癌、阴茎癌、垂体瘤、前列腺癌、直肠癌、肾盂癌、生殖系统癌、呼吸系统

癌、肉瘤、涎腺癌、骨骼系统癌、皮肤癌、小肠癌、胃癌、睾丸癌、喉癌、胸腺癌、甲状腺癌、甲状

腺癌、泌尿系统癌、子宫癌、阴道癌或外阴癌。淋巴瘤可以是任何类型的淋巴瘤，包含B细胞

淋巴瘤(例如，弥漫性大B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、小淋巴细胞淋巴瘤、套细胞淋巴瘤、边

缘区B细胞淋巴瘤、伯基特淋巴瘤、淋巴浆细胞淋巴瘤、毛细胞白血病或原发性中枢神经系

统淋巴瘤)或T细胞淋巴瘤(例如，前体T淋巴细胞淋巴瘤或外周T细胞淋巴瘤)。白血病可以
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是任何类型的白血病，包含急性白血病或慢性白血病。白血病的类型包含急性髓系白血病、

慢性髓系白血病、急性淋巴细胞白血病、急性未分化白血病或慢性淋巴细胞白血病。在某些

情况下，癌症患者没有患有特定类型的癌症。例如，在某些情况下，患者可能患有不是乳腺

癌的癌症。

[0163] 癌症的示例包含引起实体肿瘤的癌症和不引起实体肿瘤的癌症。此外，本文提及

的任何癌症可以是原发性癌症(例如，以其最初开始生长的身体部分命名的癌症)或继发性

或转移性癌症(例如，起源于身体另一部分的癌症)。

[0164] 通过本文所述的任何方法诊断的对象可以是任何年龄的，并且可以是成年人、婴

儿或儿童。在某些情况下，对象是0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、

44、45、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、68、

69、70、71、78、78、78、78、78、80、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98

或99岁，或在一年龄范围内(例如，2岁至20岁、20岁至40岁或40岁至90岁)。可以受益的一特

定类别的病人可以是40岁以上的病人。可以受益的另一特定类别的病人可以是儿科患者。

此外，通过本文所述的任何方法或组合诊断的对象可以是男性或女性。

[0165] 在一些实施例中，本公开的方法可检测对象中的肿瘤或癌症，其中所述肿瘤或癌

症具有疾病的地理模式。在一个示例中，对象可以有EBV相关联的癌症(例如鼻咽癌)，这在

中国南方地区(例如香港特区)是普遍存在的。在另一个示例中，对象可能患有HPV相关的癌

症(例如口咽癌)，这种癌症可能在美国和西欧流行。在另一个示例中，对象可能患有HTLV‑1

相关癌症(例如，成人T细胞白血病/淋巴瘤)，这种癌症可能在日本南部、加勒比、中非、南美

洲部分地区以及美国东南部的一些移民群组中流行。

[0166] 本文公开的任何方法也可对非人类对象(例如实验室或农场动物)或源自本文公

开的生物体的细胞样本执行。所述非人类对象的非限制性示例包含狗、山羊、豚鼠、仓鼠、老

鼠、猪、非人类灵长类动物(例如大猩猩、猿、猩猩、狐猴或狒狒)、老鼠、绵羊、奶牛或斑马鱼。

[0167] 计算机系统

[0168] 本文公开的任何方法可由一个或多个计算机系统执行和/或控制。在一些示例中，

本文公开的多种方法的任何步骤都可以由一个或多个计算机系统完全、单独或顺序地执行

和/或控制。本文提到的任何计算机系统都可以利用任何适当数量的子系统。在一些实施例

中，计算机系统包含单个计算机设备，其中子系统可以是计算机设备的多个组件。在其他实

施例中，计算机系统可以包含多个计算机设备，每个计算机设备都是具有多个内部组件的

子系统。计算机系统可以包含台式机和笔记本电脑、平板电脑、移动电话和其他移动设备。

[0169] 子系统可通过系统总线互连。其他子系统包含打印机、键盘、存储设备和耦合到显

示适配器的显示器。耦合到I/O控制器的外围装置和输入/输出(I/O)设备可以通过本领域

已知的任意数量的连接连接到计算机系统，例如输入/输出(I/O)端口(例如USB、

)。例如，I/O端口或外部接口(如以太网、Wi‑Fi等)可用于将计算机系统连接到

广域网，如互联网、鼠标输入设备或扫描仪。经由系统总线的互连允许中央处理器与每个子

系统通信，并控制来自系统存储器或存储设备(例如，固定磁盘(例如硬盘驱动器或光盘))

的多条指令的执行，以及多个子系统之间的信息交换。系统存储器和/或存储设备可以实施

为计算机可读介质。另一子系统是数据收集设备，例如摄像机、麦克风、加速度计等。本文提
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到的任何数据都可以从一个组件输出到另一个组件，并且可以输出到用户。

[0170] 计算机系统可以包含多个相同的组件或子系统，例如，通过外部接口或内部接口

连接在一起。在一些实施例中，计算机系统、子系统或设备可以通过网络进行通信。在这种

情况下，一台计算机可以被视为客户端，另一台计算机可以被视为服务器，其中每台计算机

都可以是同一计算机系统的一部分。客户机和服务器可以分别包含多个系统、子系统或组

件。

[0171] 本公开提供了计算机控制系统，其被编程以实行本公开的用于对病原体相关联的

疾病的风险进行分层的方法。图21示出了计算机系统1101，其被编程或以其他方式配置为

分析多个无细胞核酸分子或其序列读数，分析与疾病风险相关联的其他因素，评估风险，或

生成表明本文所述风险的报道。计算机系统1101可以实行和/或调节本公开中提供的方法

的各个方面，例如，控制来自生物样本的核酸分子的测序，执行如本文所述的测序数据的生

物信息学分析的各个步骤，集成数据收集，分析和结果报道，以及数据管理。计算机系统

1101可以是用户的电子装置或相对于所述电子装置远程定位的计算机系统。电子装置可以

是移动电子装置。

[0172] 计算机系统1101包含中央处理单元(CPU，本文也称为“处理器”和“计算机处理

器”)1105，其可以是单核或多核处理器，或者用于并行处理的多个处理器。计算机系统1101

还包含存储器或存储器位置1110(例如，随机存取存储器、只读存储器、闪存)、电子存储单

元1115(例如，硬盘)、用于与一个或多个其他系统通信的通信接口1120(例如，网络适配器)

以及外围装置1125，例如高速缓存、其他存储器、数据存储器和/或电子显示适配器。存储器

1110、存储单元1115、接口1120和外围装置1125通过例如主板的通信总线(实体线路)与CPU 

1105相通信。存储单元1115可以是用于存储数据的数据存储单元(或数据存储库)。计算机

系统1101可以借助通信接口1120操作地耦合到计算机网络(“网络”)1130。网络1130可以是

因特网、互联网和/或外联网，或者与因特网通信的内联网和/或外联网。在某些情况下，网

络1130是电信和/或数据网络。网络1130可以包含一个或多个计算机服务器，其可以实行分

布式计算，例如云计算。在某些情况下，借助计算机系统1101、网络1130可以实行对等网络，

其可以使耦合到计算机系统1101的多个装置充当客户端或服务器。

[0173] CPU  1105可执行机器可读指令序列，其可实施在程序或软件中。指令可以存储在

存储器位置中，例如存储器1110。这些指令可引导到CPU  1105，其随后可编程或以其他方式

配置CPU  1105以实行本公开的方法。CPU  1105执行的操作的示例可以包含获取、解码、执行

和写回。

[0174] CPU  1105可以是电路的一部分，例如集成电路。系统1101的一个或多个其他组件

可以包含在电路中。在某些情况下，所述电路是专用集成电路(ASIC)。

[0175] 存储单元1115可以存储文件，例如驱动程序、文库和保存的程序。存储单元1115可

以存储用户数据，例如，用户偏好和用户程序。在一些情况下，计算机系统1101可以包含计

算机系统1101外部的一个或多个附加数据存储单元，例如位于通过内部网或因特网与计算

机系统1101通信的远程服务器上。

[0176] 计算机系统1101可以通过网络1130与一个或多个远程计算机系统通信。例如，计

算机系统1101可以与用户的远程计算机系统(例如，安装有接收和显示从计算机系统1101

发送的样本分析结果的应用程序的智能电话)通信。远程计算机系统的示例包含多种个人
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计算机 (如便携式PC) 、平板电脑 (s l a t e  P C) 或平板电脑 (t a b l e t  P C) (如

Tab)、电话、智能手机(如 安卓装

置、 )或个人数字助理。用户可以经由网络1130访问计算机系统1101。

[0177] 本文所述的多种方法可以通过存储在计算机系统1101的电子存储位置(例如，存

储器1110或电子存储单元1115)上的机器(例如，计算机处理器)可执行代码来实行。机器可

执行或机器可读代码可以以软件的形式提供。在使用期间，所述代码可由处理器1105执行。

在一些情况下，可以从存储单元1115检索代码并将其存储在存储器1110上，以供处理器

1105随时访问。在一些情况下，可以排除电子存储单元1115，并且机器可执行指令存储在存

储器1110上。

[0178] 代码可以预编译并配置为与具有适于执行代码的处理器的机器一起使用，或者可

以在运行时编译。代码可以用编程语言提供，可以选择编程语言使代码以预编译或编译方

式执行。

[0179] 本文提供的系统和方法的多个方面，例如计算机系统1101，可以在编程中实行。技

术的各个方面可以被认为是典型地以机器(或处理器)可执行代码和/或在一种机器可读介

质中承载或实施的相关数据的形式的“产品”或“制品”。机器可执行代码可存储在电子存储

单元上，例如存储器(例如，只读存储器、随机存取存储器、闪存)或硬盘。“存储器”类型的介

质可包含计算机、处理器等的任何或所有有形的存储器，或其相关联的模块，例如各种半导

体存储器、磁带机、磁盘机等，其可随时为软件编程提供非暂时性存储。软件的全部或部分

有时可通过因特网或各种其他电信网络进行通信。例如，这种通信可以使得能够将软件从

一台计算机或处理器加载到另一台计算机或处理器，例如从管理服务器或主机加载到应用

服务器的计算机平台。因此，可承载软件元件的另一种类型的介质包含光波、电波和电磁

波，例如通过有线和光纤固网网络以及各种空中链结多多个本地装置之间的物理接口使

用。携带这种波的物理元件，例如有线或无线链结、光链结等，也可以被视为承载软件的介

质。如本文所使用的，除非限于非暂时性、有形的“存储”介质，否则例如计算机或机器的“可

读介质”的术语是指参与向处理器提供指令以供执行的任何介质。

[0180] 因此，例如计算机可执行代码的机器可读介质可以采取多种形式，包含但不限于

有形存储介质、载波介质或物理传输介质。非易失性存储介质包含例如光盘或磁盘，例如任

何计算机中的任何存储装置等，例如可用于实行附图中所示的数据库等。易失性存储介质

包含动态存储器，例如计算机平台的主存储器。有形传输介质包含同轴电缆；铜线和光纤，

包含计算机系统中的总线的导线。载波传输介质的形式可以是电信号或电磁信号，或声波

或光波，例如在射频(RF)和红外(IR)数据通信期间产生的那些。因此，计算机可读介质的常

见形式包含例如：软盘(floppy  disk、flexible  disk)、硬盘、磁带、任何其他磁性介质、CD‑

ROM、DVD或DVD‑ROM、任何其他光学介质、穿孔卡纸带、任何其他具有孔图案的物理存储介

质、RAM、ROM、PROM和EPROM、闪存‑EPROM、，任何其他存储芯片或盒带、传输数据或指令的载

波、传输此类载波的电缆或链结，或计算机可从中读取编程代码和/或数据的任何其他介

质。许多这些形式的计算机可读介质中可能涉及将一个或多个指令的一个或多个序列携带

到处理器以执行。

[0181] 计算机系统1101可包含电子显示器1135，或与电子显示器1135通信，电子显示器
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1135包含用户界面(UI)1140，用于提供例如样本分析结果，例如但不限于病原体整合简档

的图形显示、病原体整合断点的基因组位置、病症分类(例如，疾病或癌症类型和癌症级

别)，以及基于病症分类的治疗建议或预防措施建议。UI的示例包含但不限于图形用户界面

(GUI)和基于web的用户界面。

[0182] 本公开的多种方法和多种系统可以通过一个或多个算法来实行。算法可在由中央

处理单元1105执行时通过软件实行。例如，所述算法可以控制来自样本的核酸分子的测序、

直接收集测序数据、分析测序数据、执行以区块为基础的变异模式分析、评估风险或生成指

示风险的报道。

[0183] 在一些情况下，如图22所示，可以从对象1201(例如人类对象)获得样本1202。样本

1202可经受如本文所述的一种或多种方法，例如执行分析。在某些情况下，分析可能包含杂

交、扩增、测序、标记、表观遗传学修饰碱基或其任何组合。来自方法的一个或多个结果可以

输入到处理器1204中。可以将一个或多个输入参数(例如样本标识、对象标识、样本类型、参

考或其他信息)输入到处理器1204中。来自分析的一个或多个度量可以输入处理器1204，使

得处理器可以产生结果，例如病症分类(例如，诊断)或治疗建议。处理器可以将结果、输入

参数、度量、参考或其任何组合发送到显示器1205，例如视觉显示器或图形用户界面。处理

器1204可以：(i)向服务器1207发送结果、输入参数、度量或其任何组合，(ii)从服务器1207

接收结果、输入参数、度量或其任何组合，(iii)或其组合。

[0184] 可以使用硬件(例如，专用集成电路或现场可编程门阵列)和/或以模块化或集成

方式使用具有一般可编程处理器的计算机软件，以控制逻辑的形式实行本公开的各个方

面。如本文所使用的，处理器包含单核处理器、同一集成芯片上的多核处理器、或单个电路

板或网络上的多个处理单元。基于本文提供的公开和教导，本领域普通技术人员将知道并

理解使用硬件以及硬件和软件的组合来实行本文描述的多个实施例的其他方式和/或方

法。

[0185] 应用程序中描述的任何软件组件或功能可以被实行为软件处理器，使用诸如

java、C++、C++、C语言、ObjaveC、Swift,或脚本语言(如Perl或Python)使用的任何适当的计

算机语言，例如，使用常规或对象导向的技术。软件代码可以作为一系列指令或命令存储在

计算机可读介质上，用于存储和/或传输。合适的非暂时性计算机可读介质可以包含随机存

取存储器(RAM)、只读存储器(ROM)、诸如硬盘驱动器或软盘的磁性介质，或者诸如光盘(CD)

或DVD(数字多功能盘)等光学介质、闪存等。计算机可读介质可以是这样的存储器或传输装

置的任意组合。

[0186] 还可以使用适于经由符合各种协议(包含因特网)的有线、光和/或无线网络传输

的载波信号来编码和传输此类程序。因此，可以使用以这样的程序编码的数据信号来创建

计算机可读介质。用程序代码编码的计算机可读介质可与兼容装置打包或与其他装置分开

提供(例如，通过互联网下载)。任何这样的计算机可读介质可以驻留在单个计算机产品(例

如，硬盘机、CD或整个计算机系统)上或在单个计算机产品内，并且可以存在于系统或网络

内的不同计算机产品上或在不同计算机产品内。计算机系统可以包含显示器、打印机或其

他合适的显示器，用于向用户提供本文所述的任何结果。

[0187] 本文描述的任何方法都可以使用包含一个或多个处理器的计算机系统全部或部

分地执行，所述计算机系统可以被配置为执行所述多个步骤。因此，可以将实施例定向到配
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置为执行本文所述的任何方法的步骤的计算机系统，其中不同的组件执行相应的步骤或相

应的步骤组。尽管呈现为编号的步骤，但本文中的方法步骤可以同时或以不同顺序执行。此

外，这些步骤的一部分可以与来自其他方法的其他步骤的一部分一起使用。此外，步骤的全

部或部分可以是可选的。另外地，可以使用模块、单元、电路或用于执行这些步骤的其他方

法来执行任何方法的任何步骤。

[0188] 其他实施例

[0189] 本文使用的章节标题仅用于组织的目的，不得解释为限制主要内容。

[0190] 应当理解，本文所描述的方法不限于本文所描述的特定方法、方案、对象和测序技

术，因此可以变化。还应理解，本文使用的术语仅用于描述特定实施例的目的，并不旨在限

制本文所述的多种方法和组合的范围，其将仅受所附权利要求书的限制。虽然本公开的一

些实施例已在本文中示出和描述，但对于本领域技术人员来说，这些实施例仅通过示例的

方式提供是显而易见的。在不脱离本公开的情况下，本领域技术人员现在将想到许多变异、

改变和替换。应当理解，在实施本公开时可以采用在此所述的本公开的实施例的各种替代

方案。以下权利要求旨在定义本公开的范围，并涵盖在这些权利要求范围内的方法和结构

及其等价物。

[0191] 为了说明，参考示例的应用来描述几个方面。除非另有表明，否则任何实施例都可

以与任何其他实施例组合。应当理解，阐述了许多具体细节、关系和方法，以提供对本文所

述的特征的全面理解。然而，本领域技术人员将容易认识到，本文所描述的特征可以在没有

一个或多个具体细节或与其他方法一起的情况下实施。本文描述的特征不受所示的动作或

事件的顺序的限制，因为一些动作可以以不同的顺序发生和/或与其他动作或事件同时发

生。此外，并非所有示出的动作或事件都需要实行为根据本文描述的特征的一个方法。

[0192] 示例

[0193] 提供以下示例是为了进一步说明本公开的一些实施例，但并不旨在限制本公开的

范围；将通过其示例性可以理解，本领域技术人员已知的其他程序、方法或技术可以替代地

被使用。

[0194] 示例1  4年内对20000多名对象进行鼻咽癌筛选

[0195] 本示例描述了一项大规模筛选研究，所述研究在大约4年的时间里对20000多名对

象进行了群组(cohort)研究。图1示出了本研究的设计图。在首轮筛选中，使用血浆EBV  DNA

分析对20000多名年龄在40至62岁之间的男性进行了鼻咽癌筛选。可检测到血浆EBV  DNA的

对象在中值为4周后用第二组血样重新测试。这种安排的目的是将鼻咽癌患者与那些无鼻

咽癌但可检测到血浆EBV  DNA的患者区分开来。在先前的一项研究中，研究表明，在无鼻咽

癌的对象中，血浆EBV  DNA的存在通常是短暂现象。在这些个体的三分之二的人中，血浆EBV 

DNA在两周后变成检测不到。使用鼻内窥镜和鼻咽磁共振成像(MRI)对血浆EBV  DNA结果持

续阳性的对象进行进一步研究，以确认或排除鼻咽癌的存在。根据这一安排，确定了34例鼻

咽癌。

[0196] 随后，在群组进行了另一轮(第二轮)的鼻咽癌筛选，中值为首轮筛选后4年。在第

二轮鼻咽癌筛选中，与第一轮筛选一样，检测结果呈阳性的对象将在大约4周后再次接受检

测。4周连续两次检测结果呈阳性的对象将接受鼻内窥镜和MRI进一步检查。第二轮筛选于

2017年开始。截至2018年9月15日，共有8335名对象完成了第二轮筛选。784名(9.4％)对象
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血浆EBV  DNA呈阳性。在4周的重新测试中，230名(2 .7％)对象仍然可以检测到血浆EBV 

DNA。表1总结了两轮鼻咽癌筛选的检测结果。

[0197] 表1第一轮和第二轮鼻咽癌筛选中血浆EBV  DNA的状况

[0198]

[0199] 如表1所示，在第二轮鼻咽癌筛选中可检测到血浆EBV  DNA的概率与第一轮筛选中

血浆EBV  DNA的状态相关。在第一轮筛选中，血浆EBV  DNA呈阴性、短暂阳性和持续阳性的对

象在第二轮筛选的初始分析中有8％、21％和57％的概率可检测到血浆EBV  DNA。此外，在4

周后，具有血浆EBV  DNA持续阳性的几率在三组中从2％逐渐增加到25％。

[0200] 通过本文所述的筛选确定的鼻咽癌患者的分期分布比未接受鼻咽癌筛选的历史

群组中的患者早得多。早期疾病(I期和II期)的百分比分别为70％和20％。分期分布的这种

变化使患者的无进展生存期得到显着改善，危险比为0.1。表2总结了第一轮和第二轮筛选

中鼻咽癌病例的分期分布。在第二轮筛选8335名对象后，发现了13例新的鼻咽癌病例。在第

一轮和第二轮筛选中，早期疾病患者的百分比分别为71％和69％。早期疾病患者的百分比

没有显着差异(P＝0.93，卡方检验)。

[0201] 表2两轮的筛选中鼻咽癌患者的分期分布

[0202] 分期 第一轮筛选 第二轮筛选

I 16(47％) 4(31％)

II 8(24％) 5(38％)

III 8(24％) 4(31％)

IV 2(6％) 0(0％)

[0203] 如表3所总结，与在第一轮筛选中未检测到血浆EBV  DNA的对象相比，在第一轮筛

选后4年进行的第二轮筛选中，在第一轮筛选中短暂和持续可检测到血浆EBV  DNA的对象在

第二轮筛选中检测到患有鼻咽癌的风险更高。这两组的相对风险值分别为7.2和19.7。

[0204] 表3第二轮筛选中被识别的鼻咽癌病例的数量(按第一轮血浆EBV  DNA状态分类)
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[0205]

[0206] 这些结果表明，血浆EBV  DNA分析不仅有助于筛选鼻咽癌的当前状态，而且有助于

预测未来具有临床可观察到的鼻咽癌的风险。此发现的一个实际应用是根据早期筛选对象

的血浆EBV  DNA状态定制重复筛选的时间间隔。例如，与检测不到血浆EBV  DNA的对象相比，

在基线具有可检测的血浆EBV  DNA但没有可识别鼻咽癌的对象可以在更短的时间间隔后重

新筛选。同样作为说明，对于检测不到血浆EBV  DNA、短暂可检测到和持续可检测到的对象，

重复筛选的间隔分别为4年、2年和1年。

[0207] 示例2基于血浆EBV‑DNA可检测性的鼻咽癌筛选

[0208] 本示例描述了基于对象血浆中EBV  DNA的可检测性为所述对象设计的鼻咽癌筛选

方案。图2示出了如本文所述的方案的示意图。

[0209] 根据此方案，早期筛选示例中检测不到血浆EBV  DNA的对象在4年后重新筛选，因

为未来4年内检测不到EBV  DNA的对象患鼻咽癌的风险相对较低。如果后续筛选对血浆EBV 

DNA呈阴性，则后续筛选的间隔为4年。然而，当对象在一次筛选中检测到EBV  DNA，但未检测

到鼻咽癌时，下一次筛选安排在一年后。当血浆EBV  DNA持续阴性4年时，筛选间隔恢复到4

年。具体筛选计划使用的实际时间间隔也根据健康经济因素(例如筛选成本)、对象偏好(例

如，更频繁的筛选间隔可能对某些对象的生活方式更具破坏性)和其他临床参数进行调整

(例如个人基因型、鼻咽癌家族史、饮食史、种族血统(例如广东人))。

[0210] 示例3无细胞EBV  DNA分子的变异模式分析

[0211] 在本示例中，使用捕获富集的靶向测序来分析鼻咽癌对象、非鼻咽癌对象具有可

检测的血浆EBV  DNA和鼻咽癌前对象的循环中的无细胞病毒DNA分子(详见下一节)。多种捕

获探针可以设计成覆盖整个EBV基因组。在同一分析中，还包含标靶约3000个人类常见单核

苷酸多态性(SNP)位点和人类白细胞抗原(HLA)SNP的多种探针。

[0212] 在本示例中，分析了13例鼻咽癌患者和16例可检测到血浆EBV  DNA的非鼻咽癌对

象的血浆EBV  DNA。所述13例鼻咽癌患者出现症状，及是从威尔斯亲王医院的临床肿瘤科或

耳鼻咽喉科招募。如示例1所述，16名非鼻咽癌对象来自20000多名对象鼻咽癌筛选群组。

[0213] 在此分析中，使用了通过专门设计的捕获探针进行捕获富集的靶向测序。对于分

析的每个血浆样本，使用QIAamp循环核酸试剂盒从4毫升的血浆中提取DNA。对于每个病例，

使用TruSeq纳米DNA文库制备试剂盒(Illumina公司)将所有提取的DNA用于测序文库的制

备。条形码是使用结合唯一分子标识符(unique  molecular  identifier，UMI)序列的双标

签(dual‑indexing)系统(xGen双标签UMI适配器，集成DNA技术)进行的。使用TruSeq纳米试

剂盒(Illumina公司)对适配器连接的样本进行八次循环的PCR扩增。然后使用myBait定制
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捕获板系统(myBait  custom  capture  panel  system)(Arbor  Biosciences公司)，使用覆

盖上述病毒和人类基因组区域的定制设计探针捕获扩增产物。目标捕获后，通过14次循环

的PCR对捕获的产物进行富集以生成DNA文库。DNA文库在NextSeq平台(Illumina公司)上测

序。对于每次测序运行，使用双端模式对具有唯一样本条形码的十个样本进行测序。每个

DNA片段将从两端中的每一端测序71个核苷酸。测序后，序列读取将被映射到一人工组合的

参考序列，所述序列由整个人类基因组(hg19)、整个EBV基因组(GenBank:AJ507799.2)、整

个HBV基因组和整个HPV基因组组成。使用SOAP2(生物信息学2009年；25:1966‑7)进行比对，

允许在插入大小不超过600bp的情况下，在正确方向上每个读数最多2个不匹配。映射到组

合的基因组序列中的多个独特位置的多个测序读数将用于下游分析。所有具有相同唯一分

子标识符的重复片段都将被过滤。

[0214] 基于比对结果，识别序列读数和EBV参考基因组(GenBank:AJ507799.2)之间的核

苷酸差异，包含但不限于单核苷酸变异(SNV)。在来自13名鼻咽癌对象的44份样本中，16名

可检测到血浆EBV  DNA的非鼻咽癌对象和4名鼻咽癌前对象识别的中位数为1116个SNV(四

分位距(IQR)：902‑1216)。在这些血浆样本中，在EBV基因组的某些核苷酸位置观察到两种

不同的等位基因。这一观察结果可能是由于测序错误或肿瘤异质性的存在。只有26个位置

(IQR:20‑35)的中值在血浆EBV  DNA中有一个以上的等位基因。

[0215] 在图3所示的系统发育树分析中，鼻咽癌对象聚类在一起，并与非鼻咽癌对象分

离。这些结果表明鼻咽癌和非鼻咽癌对象之间存在不同的EBV变异基因谱。因此，血浆EBV 

DNA的EBV变异基因谱分析可用于在筛选中区分鼻咽癌和非鼻咽癌对象。三名非鼻咽癌对象

(AC106、AP080和FF159)有两个连续采集的样本，分别在4周时采集。来自同一个体的两个样

本聚类在一起，表明它们具有非常相似的变异。

[0216] 系统发育树分析也基于EBV变异进行，但不包含Hui等人(Hui等人，Int  J  Cancer

期刊2019年，doi.org/10.1002/ijc.32049)对同一群组13例鼻咽癌患者和16例可检测到血

浆EBV  DNA的非鼻咽癌对象的研究中报道的29个变异。如图4所示，鼻咽癌对象也被聚类在

一起，并与非鼻咽癌对象分开。

[0217] 在第一轮筛选中(如示例1所述)血浆EBV  DNA持续阳性但在内窥镜检查和MRI上未

检测到鼻咽癌的4名对象随后被诊断患有鼻咽癌。所有4名对象(BB096、DN054、FK015和

HB121)在第一轮筛选后3年被诊断为鼻咽癌。所有4名对象在耳鼻喉科门诊跟进期间，在第

一轮筛选后1年采集了一份额外的血浆样本。对于这四名对象中的每一位，在第一轮筛选和

1年后收集的两个样本进行了EBV变异分析。如图5所示，来自鼻咽癌前对象的样本与鼻咽癌

样本聚类在一起，表明与鼻咽癌相关联的EBV变异在癌症实际发生之前就存在。这表明，具

有鼻咽癌相关联的EBV变异的个体将来患鼻咽癌的风险更高。系统发育树分析也基于EBV变

异进行，但不包含Hui等人(Hui等人，Int  J  Cancer期刊2019年，doi .org/10 .1002/

ijc.32049)对同一群组鼻咽癌、非鼻咽癌及鼻咽癌前的对象的研究中报道的29个变异。如

图6所示，鼻咽癌前对象的样本仍然与鼻咽癌样本聚类在一起，进一步表明EBV变异分析能

够预测未来鼻咽癌的风险。

[0218] 示例4以区块为基础的变异模式分析

[0219] 本示例描述了示例性以区块为基础的变异模式分析方法的工作原理及其在示例3

中所述样本的EBV变异模式分析中的应用。
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[0220] 图7示出了以区块为基础的(block‑based)变异模式分析的原理。以区块为基础的

分析用于评估不同样本的血浆EBV  DNA测序得出的EBV  DNA变异模式与参考基因组的相似

性，本文使用公共数据库中可用的NPC测序数据(Kwok等人，J  Virol期刊2014年；88:10662‑

72，Li等人，Nat  Comm期刊2017年；8:14121)用作为参考。在以区块为基础的分析中，EBV基

因组被划分为大小为500bp的箱(共344个箱)，并将每个箱的变异模式与参考集中的24个鼻

咽癌样本的相似性进行比较。作为一示例，如果一个特定箱内有8个变异位点，则分析测试

样本的所述箱内的这些位点上的等位基因，并与24个参考样本的相同位点上的等位基因进

行比较。基于与参考样本具有完全相同的等位基因的比例推导出相似性指数。例如，如果测

试样本与一个参考样本在8个变异位点中的7个位点上具有完全相同的等位基因，则所述箱

与所述参考样本的相似性指数为7/8。与24个参考样本相比，测试样本的所述箱将有24个相

似性指数。基于所述箱的24个相似性指数计算箱分数，所述箱分数表示变异模式与参考样

本的总体相似性。例如，如果相似性指数的截止值设置为0.9，则箱分数统计所述多个指数

高于截止值的箱的比例。因此，如果24个相似性指数中只有两个高于0.9，则箱分数为2/24。

箱分数越高，测试样本的变异模式与参考样本集越相似。

[0221] 图8示出了对13例鼻咽癌、16例非鼻咽癌和4例鼻咽癌前样本的EBV  DNA变异模式

的以区块为基础的分析。对于4名鼻咽癌前对象中的每一名，分析了两个时间点的样本，因

此总共有8名对象。EBV基因组的344个箱的箱分数是根据这些样本得出的。基于这些样本的

箱分数，进行无监督聚类分析。鼻咽癌样本(黑色)聚类在一起，非鼻咽癌样本(用点标记)聚

类在一起。鼻咽癌前对象的EBV变异基因谱与鼻咽癌对象的EBV变异基因谱聚类在一起。值

得注意的是，这4名鼻咽癌前对象的变异特征是通过分析其基线样本获得的，这些基线样本

是在发展出鼻咽癌前几年收集的。

[0222] 图9示出了基于EBV变异的EBV  DNA变异的以区块为基础的分析，不包含Hui等人

(Hui等人，Int  J  Cancer期刊2019年，doi.org/10.1002/ijc.32049)在同一组13名鼻咽癌

的对象、16名非鼻咽癌的对象和4名鼻咽癌前的对象的研究中报道的29种变异。同样，观察

到鼻咽癌样本(黑色)的聚类。此外，鼻咽癌前对象的EBV变异基因谱与鼻咽癌对象的EBV变

异基因谱聚类在一起。鼻咽癌前和鼻咽癌样本的聚类分析表明，变异分析可以预测鼻咽癌

的未来发展。总而言之，示例3和示例4中的数据显示，招募时未患鼻咽癌但后来发展出癌症

的对象在基线血液样本中具有与其他鼻咽癌患者相似的EBV变异模式。

[0223] 示例5使用数学模型的鼻咽癌风险预测

[0224] 本示例描述了一个分类模型的构建，所述模型使用变异模式的分析以及使用分类

模型的测试结果来预测具有可检测到的血浆EBV  DNA的对象未来发展出鼻咽癌的风险。

[0225] 使用支持向量机(SVM)算法，使用训练数据集构建分类器，所述训练数据集包含18

名无鼻咽癌的对象和8名鼻咽癌患者，如示例4所述。测试数据集包含5名鼻咽癌患者、5名无

鼻咽癌的对象以及从4名在样本采集时通过内窥镜检查和MRI没有检测到鼻咽癌，但随后被

诊断为患有鼻咽癌(标记为鼻咽癌前)对象中采集的8份样，如示例4所述。

[0226] SVM分析的方法描述如下：

[0227] 给定包含n个样本的训练数据集：

[0228] (M1，Y1)，…，(Mn，Yn)

[0229] 其中，Yi表明样本i的鼻咽癌状态。Yi为1(鼻咽癌患者样本)或‑1(非鼻咽癌对象样
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本)；Mi是一p维向量，包含样本i的病毒变异模式。例如，Mi可以是一系列的变异位点，例如

与鼻咽癌相关联的29个变异。替代地，Mi可以是关于已知患有鼻咽癌的对象中存在的多个

参考EBV变异的一系列以区块为基础的变异相似性分数(例如，500bp的非重叠窗口)。

[0230] 识别一“超平面”，所述“超平面”在训练数据集中尽可能准确地将非鼻咽癌组和鼻

咽癌组分开，通过寻找一系数集(W和p维向量)满足以下条件：

[0231] 准则1：

[0232] W·Mi‑b≥1(对于鼻咽癌群组中的任何对象)

[0233] 及

[0234] 准则2

[0235] W·Mi‑b≤‑1(对于非鼻咽群组中的任何对象)

[0236] 其中W是确定超平面的多个系数的p维向量；M是一矩阵(p  x  n维)，具有p个变量

(或多个以区块为基础的相似性分数)和n个样本；b是截距。

[0237] 这两个准则(即准则1和2)也可以写成：

[0238] Yi(W*Mi‑b)1(≥准则3)

[0239] 其中Yi为‑1(非鼻咽癌)或1(鼻咽癌)。

[0240] 准则1和2之间的边界距离(D)为：

[0241] 其中||W||是使用点到平面方程的距离计算。

[0242] 根据准则3，通过最小化||W||使D最大化。

[0243] 基于这一原理，确定分类器的参数(W和b)。然后通过使用训练参数(W和b)计算每

个测试样本的鼻咽癌风险分数。

[0244] 图10A显示了基于使用以区块为基础的变异分析的所有EBV变异的分析，使用经训

练的分类器计算的鼻咽癌风险分数。对于此分析，如示例4所述，将EBV基因组划分为344个

500bp的片段，用于计算箱分数。箱分数被认为是机器学习的一个特征。鼻咽癌样本的鼻咽

癌风险分数显着高于从非鼻咽癌对象中采集的样本(平均鼻咽癌风险分数：0.15对0.53，p

值＜0.01，学生t检验)。类似地，与无鼻咽癌的对象相比，从鼻咽癌前对象身上采集的样本

的鼻咽癌风险分数显着较高(平均风险分数：0.58对0.15，p值＜0.01，学生t检验)。使用

0.32的截止值，来自鼻咽癌患者和鼻咽癌前对象的样本可以与无鼻咽癌的样本进行区分，

具有100％的敏感性和100％的特异性。

[0245] 图10B示出了基于Hui等人在研究中报道的29个EBV变异的分析，使用经过训练的

分类器计算出的鼻咽癌风险分数(Hui等人，Int  J  Cancer期刊2019年，doi.org/10.1002/

ijc.32049)。鼻咽癌样本的鼻咽癌风险分数显着高于从非鼻咽癌对象中采集的样本(平均

鼻咽癌风险分数：0.89对0.18，p值＜0.01，学生t检验)。类似地，与无鼻咽癌的对象相比，从

鼻咽癌前对象身上采集的样本的鼻咽癌风险分数显着较高(平均风险分数：0.57对0.18，p

值＝0.02，学生t检验)。使用0.6的截止值，鼻咽癌患者和鼻咽癌前对象的样本可以与无鼻

咽癌的样本进行区分，具有74％的敏感性和100％的特异性。

[0246] 图10C示出了使用经训练分类器计算的鼻咽癌风险分数，所述分类器基于使用以

区块为基础的变异分析对所有EBV变异的分析，但不包含Hui等人先前报道的与鼻咽癌相关

联的29个变异(Hui等人，国际癌症期刊2019年，doi:10.1002/ijc.32049) .鼻咽癌样本的鼻
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咽癌风险分数显着高于从非鼻咽癌对象中采集的样本(平均鼻咽癌风险分数：0.58对0.15，

p值<0.01，学生t检验)。类似地，与无鼻咽癌的对象相比，从鼻咽癌前对象身上采集的样本

的鼻咽癌风险分数显着较高(平均风险分数：0.53对0.15，p值<0.01，学生t检验)。使用0.31

的截止值，从鼻咽癌患者和随后发生鼻咽癌的患者身上采集的样本可以与没有鼻咽癌的样

本进行区分，具有100％敏感性和100％特异性。这些结果表明，从分析中排除先前报道的29

种EBV变异不会对所述分析的准确性产生不利影响。

[0247] 示例6通过亚硫酸氢盐测序分析血浆EBV‑DNA甲基化状态

[0248] 本示例说明了使用亚硫酸氢盐测序基于血浆EBV  DNA的甲基化状态来区分鼻咽癌

患者和非鼻咽癌但具有可检测到的血浆EBV  DNA的对象。

[0249] 采用亚硫酸氢盐测序法确定鼻咽癌患者和无鼻咽癌对象血浆中EBV  DNA的甲基化

水平。亚硫酸氢盐转化可将未甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶。甲基化胞嘧啶不能被亚硫酸

氢盐改变，可以保持为胞嘧啶。在测序过程中，尿嘧啶可以被确定为胸腺嘧啶。测序后，任何

CpG二核苷酸背景下的胞嘧啶甲基化状态都可以通过检查胞嘧啶是否已改变为胸腺嘧啶来

确定。

[0250] 确定了10名鼻咽癌患者和40名未患癌症但血浆中可检测到EBV  DNA的对象(非鼻

咽癌对象)的血浆EBV  DNA甲基化水平。对于40名非鼻咽癌对象，在4周后分别采集另一份血

样。当中的20例血浆EBV  DNA呈阴性，并被标记为具有短暂阳性的血浆EBV  DNA。当中的20人

的血浆EBV  DNA仍然呈阳性，并被标记为具有持续阳性的血浆EBV  DNA。

[0251] 如图11所示，鼻咽癌患者的EBV  DNA甲基化水平显着高于具有血浆EBV  DNA短暂阳

性的无癌症对象(P值<0.01，学生t检验)和具有血浆EBV  DNA持续阳性的无癌症对象(P值<

0.01，学生t检验)。这些结果表明，对血浆EBV  DNA甲基化的分析有助于区分鼻咽癌患者和

无鼻咽癌但可检测到血浆EBV  DNA的对象。

[0252] 示例7使用甲基化敏感限制酶分析血浆EBV‑DNA甲基化状态

[0253] 本示例描述了一个以电脑模拟的模拟实验，演示了使用血浆EBV  DNA的甲基化敏

感限制酶分析来区分鼻咽癌患者和无鼻咽癌但可检测到血浆EBV  DNA的对象。

[0254] 将来自一非鼻咽癌对象和一鼻咽癌患者的样本进行血浆DNA亚硫酸氢盐测序。两

名对象的血浆DNA中分别获得347,516和627,1012个EBV  DNA片段。血浆EBV  DNA甲基化水平

分别为48.9％和86.3％。确定大约一半的血浆EBV  DNA分子含有至少一个“CCGG”基序。

[0255] 为了模拟限制酶对血浆EBV  DNA的消化，以电脑模拟的血浆EBV  DNA分子的消化取

决于从亚硫酸盐测序结果推断出的在"CCGG"序列背景下的甲基化状态来执行。因此，获得

了使用甲基化敏感限制酶HpaII以电脑模拟和不以电脑模拟消化的血浆EBV  DNA的模拟尺

寸基因谱，如图14所示。未经酶消化，非鼻咽癌对象血浆EBV  DNA的大小分布位于鼻咽癌对

象的左侧，表明非鼻咽癌对象的大小分布较短。这种片段大小的差异也在酶消化后的大小

分布基因谱中观察到，在非鼻咽癌对象中，酶消化后50bp以下的短DNA的丰度比未经酶消化

的显着增加。对于鼻咽癌患者，有酶消化和无酶消化的样本中<50bp的DNA分子比例分别为

5.87％和0.84％。然而，对于非鼻咽癌对象，有酶消化和无酶消化的样本中<50bp的DNA分子

比例分别为22.24％和4.99％。对于鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象，酶消化后<50bp的DNA比例

分别增加17.2％和5.0％。图15示出了鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象在甲基化敏感限制酶消

化前后血浆EBV  DNA的累积大小分布。酶消化程度的差异可以通过累积频率曲线相对于大
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小的关系更容易理解。有酶消化和无酶消化的两条曲线之间的间隙反映了消化程度。间隙

越大，酶对血浆EBV  DNA的消化程度越大，因此表明血浆EBV  DNA中的甲基化水平较低。如图

所示，与鼻咽癌患者相比，非鼻咽癌对象的间隙更大。鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象无酶消化

和有酶消化曲线之间的最大距离分别为8.1和18.3；鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象的两条曲

线之间的面积分别为2395和942.9。

[0256] 示例8无细胞EBV‑DNA分子的SNV基因谱分析

[0257] 在包含63名鼻咽癌对象和88名非鼻咽癌对象的血浆DNA测序数据的训练数据集

中，分析了两组之间的EBV  SNV基因谱的差异。横跨EBV基因组中的多个差异SNV被识别出。

建议从这些SNV位点的基因型模式得出鼻咽癌风险分数，随后在31个鼻咽癌样本和40个非

鼻咽癌样本的测试集中进行分析。在本示例中，从训练集中总共识别了661个EBV基因组中

的显着的SNV(图16D)。在测试集中，鼻咽癌血浆样本显示有较高的鼻咽癌风险分数；可以有

鼻咽癌相关联的EBV  SNV基因谱。在非鼻咽癌样本中，鼻咽癌风险分数范围广泛。非鼻咽癌

对象可能具有不同的EBV  SNV特征。

[0258] 材料和方法。

[0259] 研究参与者和设计。

[0260] 本研究涉及对先前在Lam等人，美国科学院院报2018年；115:E5115‑E5124中报道

的鼻咽癌和非鼻咽癌血浆样本测序数据集的子集(作为训练集)，以及来自鼻咽癌和非鼻咽

癌对象的新测序的血浆DNA样本(作为测试集)进行分析。

[0261] 训练数据集包含在Lam等人，美国科学院院报2018年；115:E5115‑E5124中描述的

先前前瞻性鼻咽癌筛选研究中筛选出的鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象的血浆样本。这些非鼻

咽癌对象通过实时PCR检测血浆EBV  DNA水平。数据集还包含来自独立群组的有症状的鼻咽

癌患者的样本。研究来自所有样本的EBV分离的EBV基因型信息，以建立鼻咽癌风险分数预

测的训练模型。在这项研究中，对另外31名有症状的鼻咽癌患者和40名非鼻咽癌对象的血

浆样本进行靶向捕获测序，以作为测试集。这31个有症状的鼻咽癌患者来自香港威尔斯亲

王医院的临床肿瘤科。非鼻咽癌对象也来自前面提到的鼻咽癌筛选群组(包含20000多名的

对象)，并从中随机选择。对这些鼻咽癌和非鼻咽癌样本的EBV基因型变异进行分析，并基于

训练模型得出其鼻咽癌风险分数。训练和测试集中的所有鼻咽癌和非鼻咽癌样本没有重

叠。

[0262] 靶向捕获测序。

[0263] 通过捕获探针系统(myBaits  Custom  capture  Panel，Arbor  Biosciences公司)

富集血浆DNA文库中的EBV  DNA分子，对血浆样本进行靶向捕获测序。EBV捕获探针被设计用

于覆盖整个病毒基因组。还包含标靶3000个人类单核苷酸多态性(SNP)位点的探针，以供参

考。在每次捕获反应中使用含有EBV探针与常染色体DNA探针的摩尔比为100:1的探针混合

物。来自10个血浆样本的DNA文库在一次捕获反应中被多路复用，使用来自每个样本的等量

DNA文库。表4A和4B中列出了所有病例(包含以前报道用作当前训练集的病例)的序列统计

数据。

[0264] 表4A训练集中所有鼻咽癌和非鼻咽癌病例的测序统计
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[0265]
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[0266]
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[0267]

说　明　书 42/55 页

50

CN 113710818 A

50



[0268]
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[0269]

[0270] **:第0组＝非鼻咽癌对象，第1组＝鼻咽癌对象(筛选群组)，第2组＝鼻咽癌(外部

群组)。

[0271] 表4B测试集中所有鼻咽癌和非鼻咽癌病例的测序统计

[0272]

说　明　书 44/55 页

52

CN 113710818 A

52



[0273]
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[0274]

[0275] 第0组＝非鼻咽癌对象，第1组＝鼻咽癌对象

[0276] EBV变异调用

[0277] 使用BWA比对器，将测序读数与人类(hg19)和EBV参考基因组(AJ507799.2)比对，

其在Li  H等人所述，生物信息学2010年；26:589‑95，其全部通过引用并入本文。当检测到

EBV基因组位点上与参考病毒基因组不同的替代等位基因时，使用Samtools识别了EBV单核

苷酸变异(SNV)，如Li  H等人所述，生物信息学2009年；25:2078‑9，其全部通过引用并入本

文。在随后的鼻咽癌风险分数分析中，滤除检测到1种类型以上的等位基因的SNV位点(次要

等位基因频率截止值设置为5％)。

[0278] 鼻咽癌风险分数

[0279] 在此示例中，鼻咽癌风险分数是横跨病毒基因组中SNV位点的固定集处的多个EBV

基因型的加权总和(作为二元逻辑回归模型中的解释变量)。通过分析训练集中来自鼻咽癌

和非鼻咽癌样本的多个EBV  SNV基因谱(profile)中的差异来首先识别鼻咽癌相关联的SNV

集。使用Fisher精确检验分析EBV基因组中每个变异与鼻咽癌病例的关联。然后，获得的显

着的SNV的固定集具有假发现率(FDR)控制在5％。

[0280] 测试样本的鼻咽癌风险分数可通过其多个EBV基因型在从训练集识别的多个显着

的SNV位点的特定集上来确定。如前所述，由于血浆EBV  DNA分子浓度较低，EBV  DNA测序可

能无法完全覆盖整个EBV基因组。因此，所述分数由血浆EBV  DNA读数(例如，具有可用的基

因型信息)所覆盖的SNV位点的基因型模式来确定(图16A、16B和16C)。为了得出鼻咽癌风险

分数，首先识别显着的SNV位点的子集，这些位点被测试样本中的血浆EBV  DNA读数所覆盖。

然后，在显着的SNV位点子集内确定每个位点的基因型权重(效应大小)。这是通过分析训练

数据集中鼻咽癌和非鼻咽癌样本中每个位点的基因型模式来完成的(图16B)。在此基础上，

构建了一个逻辑回归模型，以提供每个SNV位点的风险基因型对鼻咽癌的影响大小。逻辑模

型编写如下：
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[0281]

[0282] 可以改写为：

[0283]

[0284] 其中n是显着的SNV位点的数量；β0和βk是可以通过最大似然性估计器确定的多个

系数；P为EBV阳性患者发生鼻咽癌的概率；此变量Xk代表基因组位置k处的SNV位点。如果样

本中存在与EBV参考基因组相同的变异，则Xk编码为‑1。如果样本中存在替代变异，则Xk编码

为1。如果样本中未包含分析的变异位点，则Xk编码为0。Python中使用了‘逻辑回归函数’

(惩罚(penalty)＝‘l2’，C＝1，解算器(solver)＝saga，最大迭代次数(max_iter)＝5000，

及随机状态(random_state)＝0)来估计系数β0和βk。这是通过分析训练数据集中鼻咽癌和

非鼻咽癌样本中每个位点的基因型模式来完成的。将矩阵(c+d)×n输入到python，其中c是

鼻咽癌样本数，d是训练集中非鼻咽癌样本数，n是基因型变异数。每行代表一个样本(无鼻

咽癌的患者为0；有鼻咽癌的患者为1)，每列代表一个变量。然后可以推导出系数(β0和βk)。

然后，测试样本的鼻咽癌风险分数根据多个SNV位点处的其拥有的基因型得出，并通过从训

练模型中推导得出相应的系数β0和βk进行加权。(图16C)。

[0285] 结果

[0286] 构建鼻咽癌风险分数训练模型。

[0287] 如上所述，先前报道的鼻咽癌和非鼻咽癌样本的血浆EBV  DNA测序数据用于鼻咽

癌风险分数训练模型的开发。靶向捕获测序已经被进行以富集血浆样本中的EBV  DNA。本文

研究了鼻咽癌和非鼻咽癌样本中EBV分离的病毒SNV基因谱。从此数据集中，选择了通过测

序的EBV  DNA读数在EBV基因组上至少覆盖30％的鼻咽癌和非鼻咽癌病例。此截止值被选择

是因为训练数据集中95％以上的鼻咽癌样本具有病毒基因组覆盖率大于截止值(表4A和

4B)。表5中详细列出了这些选定的鼻咽癌和非鼻咽癌对象的人口统计数据，包含年龄和性

别，以及鼻咽癌患者的癌症分期信息(第8版AJCC)。这些选定鼻咽癌和非鼻咽癌样本的测序

统计数据陈述在(表4A和4B)中。

[0288] 表5训练集中所有鼻咽癌和非鼻咽癌案例的对象特征

[0289]
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[0290]

[0291] 对63例鼻咽癌和88例非鼻咽癌样本的EBV‑SNV基因谱进行了分析。所有样本的EBV

基因组的中值测序深度为2倍(2x)(四分位距(IQR)，1.0倍‑9.2倍)。从鼻咽癌样本中识别出

的EBV  SNV的平均数量为800(IQR，662‑958)，而非鼻咽癌样本中的SNV的平均数量为539(范

围为363‑656)。总的来说，所有样本共识别出5678种不同的SNV。这些SNV在EBV基因组中的

分布如图16D所示。

[0292] 在训练集中，每种病毒的SNV与鼻咽癌样本的相关性也通过Fisher精确试验进行

了研究。通过将假发现率(FDR)控制在0.05，总共识别出661个与鼻咽癌相关联的显着的

SNV，使用调整的p值。表6列出了这些661个SNV的基因组位置。随后，基于这些661个SNV位点

的基因型模式，得出鼻咽癌和非鼻咽癌对象血浆样本测试集的鼻咽癌风险分数。

[0293] 表6  661个示例的SNV的EBV基因组位置(相对于AJ507799.2)

[0294]
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[0295]
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[0296]

[0297] 鼻咽癌风险分数训练模型的评估

[0298] 对训练模型进行评估，以使用遗漏法(leave  one‑out  approach)分析训练集中样

本的鼻咽癌风险分数。在遗漏法中，建立训练模型和推导鼻咽癌风险分数的原则与上述方

法中描述的相同。除训练集中的一个样本外，所有样本均用于构建训练模型，遗漏的一个样

本可用于分析其鼻咽癌风险分数。在遗漏分析中，鼻咽癌群组的鼻咽癌风险分数中值为

0.99(IQR，0.98‑1 .0)，非鼻咽癌群组为0.01(IQR，0.00‑0 .89)(图17A) .接收者操作特征

(ROC)曲线分析用于通过鼻咽癌风险分数评估鼻咽癌和非鼻咽癌样本的差异。曲线下的面

积值为0.91(图17B) .

[0299] 测试集中的鼻咽癌风险分数分析

[0300] 对另外31名鼻咽癌患者和45名非鼻咽癌对象的血浆样本进行靶向捕获测序。其中

所有31例鼻咽癌样本和40例非鼻咽癌样本通过测序的EBV  DNA读数具有至少30％或以上的

EBV基因组覆盖率。表7总结了这些鼻咽癌和非鼻咽癌对象的临床特征。表4A和4B中也说明

了样本的此测试集的测序统计。

[0301] 表7测试集中所有鼻咽癌和非鼻咽癌病例的对象特征
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[0302]

[0303] 基于所开发的训练模型，对31个鼻咽癌样本和40个非鼻咽癌样本的测试集的鼻咽

癌风险分数进行分析。样本的鼻咽癌风险分数可以通过其在训练集中确定的661个显着的

SNV位置上的变异模式来确定。由于EBV基因组可能不完全覆盖，只有测序的EBV  DNA读数覆

盖的SNV位点和具有相应等位基因信息的SNV位点可以包含在鼻咽癌风险分数分析中(图

16A、16B和16C)。

[0304] 鼻咽癌组的鼻咽癌风险分数中值为0.999(IQR，0.996‑0.999)，非鼻咽癌组的鼻咽

癌风险分数中值为0.557(IQR，0.000‑0.996)(图18A)。同样，在这些31个鼻咽癌样本中也发

现了高鼻咽癌风险分数。测试集中的鼻咽癌样本可以与训练集中的鼻咽癌样本共享相似的

EBV  SNV基因谱。通过ROC曲线分析评估鼻咽癌风险分数对鼻咽癌和非鼻咽癌样本的区分。

曲线下的面积值为0.83(图18B)。

[0305] 测试集中高风险变异位点的基因型模式分析。

[0306] 在EBER(EBV编码的小RNA(EBV‑encoded  small  RNA))区域存在高风险的鼻咽癌相

关联的EBV变异。在EBER区域，Hui等人报道了23个重要的SNV。在31个鼻咽癌和40个非鼻咽

癌样本的测试集中采用了类似的鼻咽癌风险预测方法，但仅基于EBER区域中23个已报道的

SNV的基因型模式进行分析。

[0307] 在测试集中，71个鼻咽癌和非鼻咽癌样本中的31个(44％)具有EBV  DNA读数覆盖

了所有23个SNV位点。如表8所示，对于这些23个SNV位点中的每一个，只有一部分样本具有

可用的基因型信息，具有多个读数覆盖多个SNV位点(即，并非所有23个SNV位点都被样本中

的血浆EBV  DNA读数覆盖)。鼻咽癌样本中23个SNV位点中每个位点处的高风险基因型百分

比在86％到97％之间。非鼻咽癌样本中高风险基因型的百分比在35％到52％之间。分析的

鼻咽癌和非鼻咽癌样本数量是指具有可用的基因型信息的样本(例如，具有多个EBV  DNA读

数覆盖多个SNV位点)。在测试集(31个鼻咽癌样本和40个非鼻咽癌样本)中，只有一比例的

样本具有覆盖SNV位点的读数和相应位点的可用基因型信息。通过ROC曲线分析，通过仅分
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析EBER区域的23个SNV的基因型模式，来评估鼻咽癌和非鼻咽癌样本的差异。曲线值下的面

积为0.72(图19A和19B)。此值低于从整个EBV基因组的基因型模式分析得出的值(0.83)。与

固定的病毒基因组区域相比，分析全EBV基因组的基因型模式可以更好地区分鼻咽癌和非

鼻咽癌样本。

[0308] 表8测试集中在EBER基因的23个SNV位点处鼻咽癌和非鼻咽癌病例的基因型模式

[0309]
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[0310] 同样，BALF2(BamHI  A左阅读框‑2(BamHI  A  left  frame‑2))基因上的3个高风险

SNV也已被报道(Xu等人，Nat  Genet期刊，2019年；51:1131–6)。在测试集中，71个样本中有

55个(78％)的EBV  DNA读数覆盖了所有3个SNV。对于这3个SNV位点中的每一个，测试集中只

有一部分样本的读数覆盖了SNV位点和具有可用的基因型信息(表9)。鼻咽癌样本中3个SNV

位点中每个位点处的高风险基因型百分比在86％到93％之间。非鼻咽癌样本中高风险基因

型的百分比在47％到65％之间。有4例没有EBV  DNA读数覆盖BALF2基因上3个已报道的SNV

中的任何一个(1个鼻咽癌和3个非鼻咽癌样本)，这些病例无法分析。在测试集中剩余的30

个鼻咽癌和37个非鼻咽癌样本中采用了类似的鼻咽癌风险预测方法，仅分析了BALF2区域

报道的3个SNV的基因型模式。通过ROC曲线分析评估鼻咽癌和非鼻咽癌样本的差异。曲线值

下的面积为0.77(图20A和20B)。此值低于从整个EBV基因组的基因型模式分析得出的值

(0.83)。与固定的病毒基因组区域相比，分析全EBV基因组的基因型模式可以更好地区分鼻

咽癌和非鼻咽癌样本。

[0311] 表9测试集中在BALF2基因的3个SNV位点处鼻咽癌和非鼻咽癌病例的基因型模式

[0312]

[0313] 本示例中描述的鼻咽癌风险分数分析允许基于EBV基因组661个显着的SNV集中随

机选择SNV的浮动数量的基因型模式进行鼻咽癌风险预测(表6)。用于鼻咽癌风险分数分析

的SNV位点的浮动数量可以通过测序的EBV  DNA读数是否覆盖SNV位点以及是否具有相应的

等位基因信息来确定。对661个显着的SNV集进行了下采样，并在已被分析的测试集中使用

与下采样的SNV集内的SNV的浮动数量相同的方法分析样本的鼻咽癌预测性能。对于下采样

分析，从661个显着的SNV中随机选择一定数量的SNV(例如、23、25、100、200或500个)。然后，

对于测试样本，识别EBV  DNA序列读数所覆盖的下采样SNV集中的SNV位点。然后，通过在覆

盖的、向下采样的SNV位点在训练集中使用鼻咽癌和非鼻咽癌样本的基因型模式训练模型，

来获得鼻咽癌风险分数训练模型。通过训练，为训练模型确定每个位点的基因型权重。然

后，通过在这些覆盖的、向下采样的SNV位点上应用其自身的基因型模式于鼻咽癌风险分数

训练模型，所述鼻咽癌风险分数训练模型在相同向下采样的SNV位点上加权，从而得出测试

样本的鼻咽癌风险分数。表10总结了不同数量的SNV位点的鼻咽癌风险分数训练模型的预

测性能。对于给定数量的SNV位点，随机选择SNV进行10次下采样，表10中曲线下的面积值是

10次随机下采样的平均结果。全EBV基因组中的SNV集被下采样至23个，这与EBER区域中报

道的SNV数量相同。通过ROC曲线分析评估鼻咽癌和非鼻咽癌样本的差异。曲线下的面积值

为0.78。此值高于以EBER区域的23个已报道的SNV基因型模式的分析(0.72)。
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[0314] 表10基于不同数量的SNV的鼻咽癌预测性能

[0315] 下采样的SNV数量 曲线下面积(AUC)值

23 0.78

25 0.78

100 0.77

200 0.83

500 0.79

661(所有SNV) 0.83

[0316] 本研究报道通过血浆DNA测序分析EBV基因型信息。通过双端测序，在鼻咽癌对象

和携带血浆EBV  DNA的非鼻咽癌对象之间识别(包含数量和大小)血浆EBV  DNA分子的区别

分子特征。将这种基于计数和大小的血浆EBV  DNA分析纳入其中，几乎可以将目前基于PCR

的方案的阳性预测值提高一倍，这可以构成第二代基于测序的筛选试验的基础。对鼻咽癌

和非鼻咽癌对象的血浆样本进行测序可以另外产生EBV基因型信息，并可以增进其潜在的

临床应用价值。

[0317] 鼻咽癌风险分数可由病毒全基因组标记而不是单个基因标记确定。本文的风险分

数是根据EBV基因组中SNV位点的变异模式得出的。用于EBV基因型信息的血浆测序可能涉

及对低浓度EBV  DNA分子的血浆样本进行测序，因此导致EBV基因组的不完全覆盖。在某些

情况下，提供有用信息的SNV位点可能不会被任何EBV  DNA读数所覆盖，并且在某些情况下，

无法判断个体是否携带高风险EBV品系类型。这得到了以下结果的支持：对于EBER基因上23

个已报道的SNV位点中的每一个，在测试集的71个分析样本中，只有一些样本的读数覆盖了

这些位点。测试集中的鼻咽癌样本显示有较高的鼻咽癌风险分数，这可以表明存在鼻咽癌

相关联的EBV  SNV基因谱。本文采用捕获探针法富集血浆样本中的EBV  DNA分子。扩增子测

序方法也可用于富集EBV  DNA片段，所述片段可针对高风险变异区域获得基因型信息。

[0318] 本文分析了最近报道的EBER基因和BALF2基因高风险变异位点在测试集中鼻咽癌

和非鼻咽癌样本的基因型模式。鼻咽癌和非鼻咽癌样本中高风险基因型的分布与分析的细

胞样本(即鼻咽癌肿瘤组织和正常对照对象的唾液样本)的两项研究结果一致。由于包含本

研究在内的三项研究都是在中国南部地区的相同或邻近地区进行的，因此正常对照组中

EBV基因型的分布可能是相似的。这为通过对血浆样本测序进行EBV基因型分析的可行性提

供了证据。

[0319] 在筛选的背景下，从血浆样本中分析EBV  SNV可以具有临床实用性。如前所述，大

约5％的筛选人群血浆中含有EBV  DNA，但没有鼻咽癌(假阳性组)。本文的数据显示，这些非

鼻咽癌对象的鼻咽癌风险分数不同，可能涉及不同的EBV  SNV基因谱。可能存在异质性个体

群组，他们在未来患有鼻咽癌的风险不同。其中一些携带高风险EBV品系的人将来患鼻咽癌

的风险更高。鼻咽癌风险分数可用于根据病毒全基因组的SNV基因谱将非鼻咽癌对象分为

不同的风险组。在一个示例中，对于鼻咽癌风险分数高的对象，可以保证进行更频繁的筛

选。

[0320] 通过对鼻咽癌患者和非鼻咽癌对象的血浆样本进行测序分析，分析其EBV基因型

信息。虽然先前的研究侧重于在人群水平上识别与鼻咽癌相关联的高风险变异，但本研究

提供了病毒基因型分析的临床应用见解。这样的分析可以通过对EBV基因型的表征，在个体
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基础上告知癌症风险。

[0321] 虽然本公开的较佳实施例已在本文中示出和描述，但对于本领域技术人员来说，

这些实施例仅通过示例的方式提供是显而易见的。在不脱离本公开的情况下，本领域技术

人员现在将想到许多变异、改变和替换。应当理解，在实施本公开时可以采用在此所述的本

公开的实施例的各种替代方案。以下权利要求旨在定义本公开的范围，并涵盖在这些权利

要求范围内的方法和结构及其等价物。
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