
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201780039163.2

(22)申请日 2017.04.25

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 109451744 A

(43)申请公布日 2019.03.08

(30)优先权数据

62/354,789 2016.06.26 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2018.12.24

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2017/029468 2017.04.25

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2018/004806 EN 2018.01.04

(73)专利权人 斯坦福大学托管董事会

地址 美国加利福尼亚州

(72)发明人 普尔威施·卡特里　

蒂莫西·E·斯威尼　

(74)专利代理机构 北京东方亿思知识产权代理

有限责任公司 11258

专利代理师 肖善强

(51)Int.Cl.

C40B 40/06(2006.01)

C12Q 1/68(2018.01)

C40B 40/08(2006.01)

G01N 33/50(2006.01)

G01N 33/68(2006.01)

C12Q 1/6883(2018.01)

A61P 31/04(2006.01)

A61P 37/02(2006.01)

G16B 25/00(2019.01)

G16B 25/20(2019.01)

G16B 25/10(2019.01)

(56)对比文件

CN 101208602 A,2008.06.25

CN 105518153 A,2016.04.20

CN 1738908 A,2006.02.22

CN 103492590 A,2014.01.01

WO 2015135071 A1,2015.09.17

US 2011312521 A1,2011.12.22

US 2012034214 A1,2012.02.09

US 2005196817 A1,2005.09.08

Ephraim L Tsalik et al..An integrated 

transcriptome and expressed variant 

analysis of sepsis survival and death.

《Genome Medicine》.2014,第6卷 (续)

审查员 孙昊

 

(54)发明名称

用于危重患者的死亡预后的生物标志物

(57)摘要

公开了生物标志物和使用其辅助危重患者

的诊断、预后和治疗的方法。具体来说，本发明涉

及生物标志物用于患有脓毒症、严重创伤或烧伤

的危重患者的死亡预后的用途。

[转续页]

权利要求书2页  说明书33页  附图23页

CN 109451744 B

2022.08.05

CN
 1
09
45
17
44
 B



(56)对比文件

Timothy E Sweeney et al..Mortality 

prediction in sepsis via gene expression 

analysis: a community approach.《bioRxiv 

preprint》.2016,

Andrew R. Moore et al..Prospective 

validation of an 11‑gene mRNA host 

response score for mortality risk 

stratifcation in the intensive care unit.

《Scientifc Reports》.2021,第11卷

许程 等.脓毒症早期预警生物标志物的研

究进展.《检验医学》.2015,第30卷(第5期),

2/2 页

2

[接上页]

CN 109451744 B



1.用于测量DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST和KCNJ2

的表达水平的试剂在制备确定死亡风险和治疗疑似患有危及生命的病况的患者的方法中

使用的试剂盒的用途，其中所述方法包含：

a）从所述患者中获得生物样品；

b）测量所述生物样品中DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、

TST和KCNJ2生物标志物的表达水平；以及

c）结合所述生物标志物的相应参考值范围分析每一种生物标志物的表达水平，其中与

对照受试者的所述生物标志物的参考值范围相比，所述DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、

SEPP1、C11orf74和CIT生物标志物的表达水平升高和所述LY86、TST和KCNJ2生物标志物的

表达水平降低，指示所述患者在30天内处于死亡的高风险下；以及

d）如果所述患者在30天内处于死亡的高风险下，那么向所述患者施用重症监护室治

疗；

所述危及生命的病况为脓毒症、创伤或烧伤；所述对照受试者为患所述病况且生存至

少超过30天的受试者。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述方法在进入重症监护室之前或一进入重症监

护室就进行。

3.根据权利要求1所述的用途，其中所述方法在入院后7天内进行。

4.根据权利要求3所述的用途，其中所述方法在入院后48小时内进行。

5.根据权利要求4所述的用途，其中所述方法在入院后24小时内进行。

6.根据权利要求1所述的用途，其中所述方法在诊断出所述患者的脓毒症后48小时内

进行。

7.根据权利要求1所述的用途，其中所述方法在诊断出所述患者的脓毒症后的3到7天

进行。

8.根据权利要求1所述的用途，其中所述方法在所述患者烧伤后的3到14天进行。

9.根据权利要求1所述的用途，其中所述方法在所述患者创伤后的3到14天进行。

10.根据权利要求1所述的用途，其中所述生物样品包含血液。

11.根据权利要求10所述的用途，其中所述生物样品包含血沉棕黄层、杆状核细胞或晚

幼粒细胞。

12.根据权利要求1所述的用途，其中所述患者是人类。

13.根据权利要求1所述的用途，其中测量所述生物标志物的表达水平包含进行微阵列

分析、聚合酶链式反应（PCR）、逆转录酶聚合酶链式反应（RT‑PCR）、Northern印迹、等温扩增

方法或基因表达系列分析（SAGE）。

14.根据权利要求1所述的用途，其中将所述生物标志物的水平与感染或未感染受试者

的时间匹配的参考值进行比较。

15.根据权利要求1所述的用途，其进一步包含基于所述生物标志物的水平计算所述患

者的死亡基因评分，其中与对照受试者相比所述患者较高的死亡基因评分指示所述患者在

30天内处于死亡的高风险下。

16.一种试剂盒，其包含用于测量DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、

CIT、LY86、TST和KCNJ2的表达水平的试剂。

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 109451744 B

3



17.根据权利要求16所述的试剂盒，其进一步包含微阵列。

18.根据权利要求17所述的试剂盒，其中所述微阵列包含与DEFA4多核苷酸杂交的寡核

苷酸、与CD163多核苷酸杂交的寡核苷酸、与PER1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与RGS1多核苷

酸杂交的寡核苷酸、与HIF1A多核苷酸杂交的寡核苷酸、与SEPP1多核苷酸杂交的寡核苷酸、

与C11orf74多核苷酸杂交的寡核苷酸、与CIT多核苷酸杂交的寡核苷酸、与LY86多核苷酸杂

交的寡核苷酸、与TST多核苷酸杂交的寡核苷酸和与KCNJ2多核苷酸杂交的寡核苷酸。

19.根据权利要求16所述的试剂盒，其进一步包含呈电子或纸质形式的信息，所述信息

包含使每一种生物标志物的检测水平与死亡风险相关的指令。

20.一种用于执行用于确定疑似患有危及生命的病况的患者的死亡风险的计算机实施

的方法的诊断系统，其包含：

a）用于存储数据的存储组件，其中所述存储组件具有存储于其中的用于确定所述患者

的死亡风险的指令；

b）用于处理数据的计算机处理器，其中所述计算机处理器被耦合到所述存储组件上并

且被配置成执行存储在所述存储组件中的所述指令以便接收患者数据并且根据一种或多

种算法分析患者数据；以及

c）用于显示关于所述患者的诊断的信息的显示器组件，

所述计算机执行包含以下的步骤：

a）接收输入的患者数据，所述数据包含来自所述患者的生物样品中DEFA4、CD163、

PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST和KCNJ2生物标志物的表达水平的数值；

b）分析每一种生物标志物的表达水平，并且与每一种生物标志物的相应参考值范围进

行比较；

c）基于所述生物标志物的水平计算所述患者的死亡基因评分，其中与对照受试者相比

所述患者较高的死亡基因评分指示所述患者在30天内处于死亡的高风险下；以及

d）显示关于所述患者的死亡风险的信息；

所述危及生命的病况为脓毒症、创伤或烧伤；所述对照受试者为患所述病况且生存至

少超过30天的受试者。

21.根据权利要求20所述的诊断系统，其中所述存储组件包含用于计算所述死亡基因

评分的指令。

22.一种包含多种体外复合物的组合物，其中所述多种体外复合物包含经标记探针，所

述经标记探针与包含生物标志物DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、

LY86、TST和KCNJ2基因序列的核酸杂交，所述经标记探针与所述生物标志物基因序列或其

互补序列杂交，其中所述核酸是从患有危及生命的病况的患者中提取的，或者是从患有所

述危及生命的病况的所述患者中提取的所述核酸的扩增产物；其中所述危及生命的病况是

脓毒症、创伤或烧伤。

23.根据权利要求22所述的组合物，其中所述体外复合物在检测装置中。

24.根据权利要求22所述的组合物，其中所述经标记探针包含荧光标记、比色标记或同

位素标记。

25.根据权利要求24所述的组合物，其中所述经标记探针包含生物发光标记或化学发

光标记。
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用于危重患者的死亡预后的生物标志物

[0001] 交叉引用

[0002] 本申请要求2016年6月26日提交的美国临时申请第62/354,789号的权益，所述申

请通过引用的方式并入本文中。

[0003] 关于联邦政府资助的研究或研发的声明

[0004] 本发明是在美国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的合约

AI057229、AI089859、AI109662和AI117925的政府支持下完成的。政府拥有发明的某些权

利。

技术领域

[0005] 本发明一般涉及危重患者死亡风险的预后的方法。具体来说，本发明涉及生物标

志物的用途，所述生物标志物可用于患有脓毒症、严重创伤或烧伤的危重患者的死亡风险

的预后。

背景技术

[0006] 脓毒症，新定义由对感染的全身性反应引起的器官衰竭1，在美国造成所有院内死

亡的一半，并且也是美国医疗系统的之一总成本。2，3尽管脓毒症的结果在过去十年中已经

随着标准化脓毒症护理的改善而改善，但死亡率仍然很高(10‑35％)4。脓毒症治疗仍由来

源控制、抗生素和支持性护理组成。尽管对于免疫调节干预有许多临床试验，但没有成功地

将对脓毒症有特异性的治疗引入市场5。两个共识的文件已经指出，临床试验的失败是由于

脓毒症综合征患者的巨大异质性，并且我们缺乏精确分子分析的工具5，6。目前的工具，主要

是临床严重程度评分，例如APACHE和SOFA，以及血乳酸含量，不是脓毒症中潜在炎症的读

数，而是对患者疾病的整体程度的粗略观察。

[0007] 几个小组已经假设，通过全血分析的免疫系统的转录(全基因组表达)分布可以是

使脓毒症患者分层的有效方式7。从这些研究中重要的见解包括中性粒细胞蛋白酶的过表

达、在适应性免疫中崩溃和脓毒症总体深入的免疫失调7‑12。一些免疫分析技术已前瞻性地

证实展示结果差异13，14，但是还没有临床工具被翻译成临床实践。尽管如此，大多数这些研

究已经存放在公共数据库中，以便进一步重新分析和重复使用。

[0008] 因此，需要新的分子分布分析工具，既可以改善患者护理和资源分层，但也可以作

为脓毒症更好的临床试验的研究工具。

发明内容

[0009] 本发明涉及生物标志物用于辅助危重患者的诊断、预后和治疗的用途。具体来说，

本发明涉及生物标志物用于患有脓毒症、严重创伤或烧伤的危重患者的死亡预后的用途。

[0010] 可以在本发明的实践中使用的生物标志物包括多核苷酸，其包含来自基因或基因

的RNA转录物的核苷酸序列，包括但不限于DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、

C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2。
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[0011] 在某些实施例中，将一组生物标志物用于死亡的预后。任何尺寸的生物标志物组

可用于本发明的实践中。用于死亡预后的生物标志物组通常包含至少3种生物标志物和至

多30种生物标志物，包括其间的任何数量的生物标志物，例如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或30种生物标志物。在某些实施

例中，本发明包括生物标志物组，其包含至少3种、至少4种、或至少5种、或至少6种、或至少7

种、或至少8种、或至少9种、或至少10种、或至少11种或更多种生物标志物。尽管较小的生物

标志物组通常更经济，但较大的生物标志物组(即，大于30种生物标志物)具有提供更详细

信息的优点，并且还可以用于本发明的实践中。

[0012] 在一个实施例中，生物标志物组包含多种用于死亡预后的生物标志物，其中多种

生物标志物包含一种或多种多核苷酸，其包含一种或多种来自基因或基因的RNA转录物的

核苷酸序列，所述生物标志物选自由以下组成的群组：DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、

SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2。在一个实施例中，生物标志物组包含

DEFA4多核苷酸、CD163多核苷酸、PER1多核苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多核苷酸、SEPP1多核

苷酸、C11orf74多核苷酸、CIT多核苷酸、LY86多核苷酸、TST多核苷酸、OR52R1多核苷酸和

KCNJ2多核苷酸。

[0013] 在一个方面，本发明包括一种确定死亡率风险和治疗疑似患有危及生命的病况的

患者的方法。所述方法包含a)从患者中获得生物样品；b)测量生物样品中DEFA4、CD163、

PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达水

平；和c)结合生物标志物的相应参考值范围分析每一种生物标志物的表达水平，其中与对

照受试者的生物标志物的参考值范围相比，DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、

C11orf74和CIT生物标志物的表达水平升高和LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达

水平降低指示患者在30天内处于死亡的高风险下；并且d)如果患者在30天内处于死亡的高

风险下，那么向患者施用重病监护室(ICU)治疗。在某些实施例中，危及生命的病况是脓毒

症、创伤或烧伤。

[0014] 参考值范围可以表示在没有重大疾病的一个或多个受试者(例如，健康受试者或

没有感染或损伤的受试者)的一个或多个样品中发现的一种或多种生物标志物的水平。或

者，参考值可以表示在患有重大疾病(例如，脓毒症/感染、严重创伤或烧伤)的一个或多个

受试者的一个或多个样品中发现的一种或多种生物标志物的水平。在某些实施例中，将生

物标志物的水平与未感染和感染/脓毒症受试者或受伤(例如，严重创伤或烧伤)和未受伤

受试者的时间匹配的参考值范围进行比较。

[0015] 在某些实施例中，所述方法在进入重症监护室之前或一进入重症监护室就进行。

所述方法可在入院后14天内，例如在24小时、48小时、3天、4天、5天、6天、7天、8天、9天、10

天、11天、12天、13天或14天内进行。在另一个实施例中，所述方法在诊断出患者的脓毒症后

的3到7天进行。在另一个实施例中，所述方法在患者烧伤后的3到14天进行。在又一实施例

中，所述方法在患者受伤后的3到14天进行。

[0016] 生物样品可包含例如血液、血沉棕黄层、杆状核细胞或晚幼粒细胞。

[0017] 生物标志物多核苷酸(例如编码转录物)可例如通过微阵列分析、聚合酶链式反应

(PCR)、逆转录酶聚合酶链式反应(RT‑PCR)、Northern印迹或基因表达系列分析(SAGE)检

测。

说　明　书 2/33 页

5

CN 109451744 B

6



[0018] 在另一方面，本发明包括一种确定疑似患有危及生命的病况的受试者的死亡基因

评分的方法，所述方法包含：a)从受试者中收集生物样品；b)测量生物样品中多种本文所描

述的生物标志物的水平；以及c)通过将与生物标志物的对照参考值相比过度表达的所有生

物标志物的表达水平的几何平均值减去与所述生物标志物的对照参考值相比表达不足的

所有生物标志物的表达水平的几何平均值，并且将差值乘以与所述生物标志物的对照参考

值相比过度表达的生物标志物的数目与表达不足的生物标志物的数目的比率，来确定所述

生物标志物的死亡基因评分。

[0019] 在另一个实施例中，所述方法进一步包含基于所述生物标志物的水平计算患者的

死亡基因评分，其中与对照受试者相比患者较高的死亡基因评分指示患者在30天内处于死

亡的高风险下。

[0020] 在某些实施例中，死亡基因评分由包含一种或多种包含来自基因或基因的RNA转

录物的核苷酸序列的多核苷酸的多种生物标志物的表达水平计算，所述生物标志物选自由

以下组成的群组：DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1

和KCNJ2。在一个实施例中，多种生物标志物包含DEFA4多核苷酸、CD163多核苷酸、PER1多核

苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多核苷酸、SEPP1多核苷酸、C11orf74多核苷酸、CIT多核苷酸、

LY86多核苷酸、TST多核苷酸、OR52R1多核苷酸和KCNJ2多核苷酸。

[0021] 在另一个实施例中，本发明包括一种确定死亡风险和治疗患有脓毒症的患者的方

法，所述方法包含：a)从所述患者中获得生物样品；b)测量生物样品中DEFA4、CD163、PER1、

RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达水平；以及

c)基于所述生物标志物的水平计算患者的死亡基因评分，其中与对照受试者相比患者较高

的死亡基因评分指示患者在30天内处于死亡的高风险下；并且d)如果患者在30天内处于死

亡的高风险下，那么向患者施用重症监护室治疗。

[0022] 在其它实施例中，本发明包括一种诊断和治疗患有感染的患者的方法，所述方法

包含：a)从患者中获得生物样品；b)测量生物样品中DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、

SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达水平，其中与对照受试

者的生物标志物的参考值范围相比DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74和CIT

生物标志物的表达水平升高和LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达水平降低指示

患者患有脓毒症；并且c)如果患者被诊断患有脓毒症，那么施用包含抗微生物疗法、支持性

护理或免疫调节疗法的脓毒症治疗。在另一个实施例中，所述方法进一步包含基于所述生

物标志物的水平计算患者的死亡基因评分，其中与对照受试者相比患者较高的死亡基因评

分指示所述患者在30天内处于死亡的高风险下；并且如果患者在30天内处于死亡的高风险

下，那么向患者施用重症监护室治疗。

[0023] 在另一方面，本发明包括一种治疗疑似患有危及生命的病况的患者的方法，所述

方法包含：a)根据本文所描述的方法接收关于患者的预后信息；并且b)如果患者在30天内

处于死亡的高风险下，那么向患者施用重症监护室治疗。

[0024] 在某些实施例中，患者数据通过一种或多种方法分析，所述方法包括但不限于多

变量线性判别分析(LDA)、接受者工作特征(ROC)分析、主成分分析(PCA)、集合数据挖掘方

法、微阵列的细胞特异性显著性分析(csSAM)和多维蛋白质鉴定技术(MUDPIT)分析。

[0025] 另一方面，本发明包括用于受试者的死亡预后的试剂盒。所述试剂盒可包括用于
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盛放从疑似患有危及生命的病况的人类受试者中分离的生物样品的容器、至少一种特异性

检测生物标志物的药剂；以及用于使所述药剂与所述生物样品或一部分所述生物样品反应

以检测所述生物样品中至少一种生物标志物的存在或量的印刷说明书。所述药剂可以包装

在单独的容器中。试剂盒可以进一步包含一种或多种对照参考样品和用于进行PCR或微阵

列分析以检测如本文所描述的生物标志物的试剂。

[0026] 在某些实施例中，所述试剂盒包括用于检测包含多种用于死亡预后的生物标志物

的生物标志物组的多核苷酸的药剂，其中一种或多种生物标志物选自由以下组成的群组：

DEFA4多核苷酸、CD163多核苷酸、PER1多核苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多核苷酸、SEPP1多核

苷酸、C11orf74多核苷酸、CIT多核苷酸、LY86多核苷酸、TST多核苷酸、OR52R1多核苷酸和

KCNJ2多核苷酸。在一个实施例中，所述试剂盒包括用于检测包含以下的生物标志物组的生

物标志物的药剂：DEFA4多核苷酸、CD163多核苷酸、PER1多核苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多

核苷酸、SEPP1多核苷酸、C11orf74多核苷酸、CIT多核苷酸、LY86多核苷酸、TST多核苷酸、

OR52R1多核苷酸和KCNJ2多核苷酸。

[0027] 在某些实施例中，试剂盒包含用于分析多种生物标志物多核苷酸的微阵列。在一

个实施例中，所述试剂盒包含包括以下的微阵列：与DEFA4多核苷酸杂交的寡核苷酸、与

CD163多核苷酸杂交的寡核苷酸、与PER1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与RGS1多核苷酸杂交的

寡核苷酸、与HIF1A多核苷酸杂交的寡核苷酸、与SEPP1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与

C11orf74多核苷酸杂交的寡核苷酸、与CIT多核苷酸杂交的寡核苷酸、与LY86多核苷酸杂交

的寡核苷酸、与TST多核苷酸杂交的寡核苷酸、与OR52R1多核苷酸杂交的寡核苷酸和与

KCNJ2多核苷酸杂交的寡核苷酸。

[0028] 在另一个方面，本发明包括一种诊断系统，其包含用于存储数据的存储组件(即，

存储器)，其中所述存储组件具有存储在其中的用于确定受试者诊断的指令；用于处理数据

的计算机处理器，其中所述计算机处理器被耦合到所述存储组件上并且被配置成执行存储

在所述存储组件中的指令以便接收患者数据并且根据算法分析患者数据；以及用于显示关

于患者的诊断的信息的显示器组件。如本文所描述(参见实例1)，存储组件可包括用于确定

受试者的死亡风险的指令。另外，存储组件可进一步包括用于计算死亡基因评分的指令。

[0029] 在某些实施例中，本发明包括用于确定疑似患有危及生命的病况的患者的死亡风

险，所述计算机执行包含以下的步骤：a)接收输入的患者数据，所述数据包含来自所述患者

的生物样品中DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和

KCNJ2生物标志物的表达水平的数值；b)分析每一种生物标志物的水平，并且与每一种生物

标志物的相应参考值范围进行比较；c)基于所述生物标志物的水平计算所述患者的死亡基

因评分，其中与对照受试者相比所述患者较高的死亡基因评分指示所述患者在30天内处于

死亡的高风险下；并且d)显示关于所述患者的死亡风险的信息。

[0030] 在某些实施例中，输入的患者数据包含来自患者的生物样品中至少12种生物标志

物水平的值。举例来说，输入的患者数据可包含以下水平的值：DEFA4多核苷酸、CD163多核

苷酸、PER1多核苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多核苷酸、SEPP1多核苷酸、C11orf74多核苷酸、

CIT多核苷酸、LY86多核苷酸、TST多核苷酸、OR52R1多核苷酸和KCNJ2多核苷酸。

[0031] 在另一个实施例中，本发明包括一种包含多种体外复合物的组合物，其中多种体

外复合物包含与包含生物标志物DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、
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LY86、TST、OR52R1和KCNJ2基因序列的核酸杂交的经标记探针，所述经标记探针与所述生物

标志物基因序列或其互补序列杂交，其中所述核酸是从患有危及生命的病况(例如，脓毒

症、严重创伤或烧伤)的患者中提取的，或者是从患有所述危及生命的病况的患者中提取的

所述核酸的扩增产物。探针可以用任何类型的标记可检测地标记，包括但不限于荧光标记、

生物发光标记、化学发光标记、比色标记或同位素标记(例如，稳定的痕量同位素或放射性

同位素)。在某些实施例中，组合物在检测装置中(即，能够检测经标记探针的装置)。

[0032] 所属领域的技术人员鉴于本文的公开内容将易于想到本发明的这些和其它实施

例。

附图说明

[0033] 图1展示整体研究示意图。

[0034] 图2展示来自发现数据集的汇总ROC曲线。展示12个基因的集合预测脓毒症患者入

院时死亡的预后能力。

[0035] 图3展示来自图2的发现数据集中的汇总ROC曲线的α和β参数的森林图。

[0036] 图4‑6展示发现群组中个体患者的12个基因的评分的小提琴图，由幸存者状态分

开。内条展示平均值和四分位数范围。

[0037] 图7展示来自验证数据集的汇总ROC曲线。展示12个基因的集合预测脓毒症患者入

院时死亡的预后能力。

[0038] 图8展示来自图7的验证数据集中的汇总ROC曲线的α和β参数的森林图。

[0039] 图9展示验证群组中个体患者的12个基因的评分的小提琴图，由幸存者状态分开。

内条展示平均值和四分位数范围。

[0040] 图10A和10B展示来自验证数据集GSE21802的纵向数据。图10A展示自入院以来分

成时间段的死亡率预测的ROC曲线图。图10B展示由幸存者状态分开的个体患者轨迹。

[0041] 图11A和11B展示来自验证数据集GSE54514的纵向数据。图11A展示自入院以来分

成时间段的死亡率预测的ROC曲线图。图11B展示由幸存者状态分开的个体患者轨迹。

[0042] 图12A和12B展示来自Glue  Grant创伤‑血沉棕黄层群组的纵向数据。图12A展示由

幸存者状态分开的12个基因的评分的个体患者轨迹。图12B展示由幸存者状态分开的MODS

评分的个体患者轨迹。

[0043] 图13A和13B展示在Glue  Grant创伤‑血沉棕黄层群组中入院后分成时间段的死亡

率预测的ROC曲线图。图13A展示在诊断时第6天‑第10天时间窗口中的脓毒症患者(N＝12名

幸存者，1名非TBI死亡)。图13B展示所有患者基于自入院以来分成时间段；展示的是所有死

因预测。第0天N＝179名幸存者和8名非幸存者；后来的时间点展示相同的患者。

[0044] 图14A和14B展示来自Glue  Grant烧伤‑全血群组的纵向数据。图14A展示由幸存者

状态分开的12个基因的评分的个体患者轨迹。图14B展示由幸存者状态分开的丹佛评分

(Denver  score)的个体患者轨迹。

[0045] 图15A和15B展示在Glue  Grant烧伤‑全血群组中入院后分成时间段的死亡率预测

的ROC曲线图。图15A展示在诊断时第1天‑第3天(N＝63名幸存者，3名非幸存者)和第3天‑第

7天(N＝15名幸存者，5名非幸存者)时间窗口的脓毒症患者。图15B展示所有患者基于自入

院以来分成时间段；展示的是所有死因预测。第0天N＝212名幸存者和22名非幸存者；后来
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的时间点展示相同的患者。

[0046] 图16A和16B展示122个基因的集合(图16A)和12个基因的集合(图16B)的细胞类型

富集曲线图。所示为展示的所有体外分选细胞类型中每个基因集合富集的Z评分。

具体实施方式

[0047] 除非另外指示，否则本发明的实践将采用所属领域技能内的药理学、化学、生物化

学、重组DNA技术和免疫学的常规方法。这类技术充分解释于文献中。参见例如J.R.Brown

《脓毒症：症状、诊断和治疗(Sepsis：Symptoms，Diagnosis  and  Treatment)》(《21世纪系列

的公共卫生(Public  Health  in  the  21st  Century  Series)》，Nova  Science  Publishers

公司，2013)；《脓毒症和非感染性全身炎症：从生物学到危急监护(Sepsis  and  Non‑

infectious  Systemic  Inflammation：From  Biology  to  Critical  Care)》(J.Cavaillon，

C.Adrie编，Wiley‑Blackwell，2008)；《脓毒症：诊断、管理和健康结果(Sepsis：Diagnosis，

Management  and  Health  Outcomes)》(《过敏症和感染性疾病(Allergies  and  Infectious 

Diseases)》，N.Khardori编，Nova  Science  Pub公司，2014)；《实验免疫学手册(Handbook 

of  Experimental  Immunology)》，第I‑IV卷(D.M.Weir和C.C.Blackwell编，布莱克威尔出

版公司(Blackwell  Scientific  Publications))；A .L .Lehninger，《生物化学

(Biochemistry)》(Worth  Publishers公司，现行版)；Sambrook等人，《分子克隆：实验室手

册(Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual)》(第3版，2001)；《酶学方法(Methods  In 

Enzymology)》(S.Colowick和N.Kaplan编，学术出版公司(Academic  Press，Inc.))。

[0048] 本文中(不论上文或下文)所列举的所有出版物、专利和专利申请都以其全文引用

的方式并入本文。

[0049] I.定义

[0050] 在描述本发明时，以下术语将被采用并且打算如下文所指示定义。

[0051] 还应了解，除非上内容另外明确规定，否则如本说明书和所附权利要求书中所用，

单数形式“一(a/an)”和“所述(the)”包括单数和复数指示物。因此，举例来说，提及“生物标

志物”包括两种或更多种生物标志物的混合物以及其类似物。

[0052] 术语“约”，特别是关于给定数量，意欲涵盖加上或减去5％的偏差。

[0053] 术语“存活”意指使用如本文所描述的生物标志物确定受试者的死亡风险的时间

到死亡的时间。

[0054] 如本文所用的术语“幸存者”是指将生存至少超过30天的受试者。

[0055] 如本文所用的术语“非幸存者”是指将在30天内死亡的受试者。

[0056] 在本发明的上下文中“生物标志物”是指相比于从重大疾病或病况(例如，脓毒症、

严重创伤或烧伤)的幸存者获取的可比较样品，在从幸存者获取的样品中差异表达的生物

化合物，例如多核苷酸。生物标志物可为可检测到和/或定量的核酸、核酸片段、多核苷酸或

寡核苷酸。生物标志物包括多核苷酸，其包含来自基因或基因的RNA转录物的核苷酸序列，

包括但不限于DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和

KCNJ2。

[0057] 术语“多肽”和“蛋白质”是指氨基酸残基的聚合物，并且不限于最小长度。因此，

肽、寡肽、二聚体、多聚体以及其类似物都包括在所述定义内。所述定义涵盖全长蛋白质和
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其片段。所述术语还包括多肽的表达后修饰，例如糖基化、乙酰化、磷酸化、羟基化、氧化以

及其类似物。

[0058] 术语“多核苷酸、”“寡核苷酸、”“核酸”和“核酸分子”在本文中用于包括任何长度

的核苷酸的聚合形式、核糖核苷酸或脱氧核糖核苷酸。这一术语仅指分子的一级结构。因

此，所述术语包括三链、双链和单链DNA以及三链、双链和单链RNA。它还包括修饰，例如通过

甲基化和/或通过盖帽，和未修饰形式的多核苷酸。更具体地，术语“多核苷酸、”“寡核苷

酸、”“核酸”和“核酸分子”包括多脱氧核糖核苷酸(含有2‑脱氧‑D‑核糖)、多核糖核苷酸(D‑

核糖)和为嘌呤或嘧啶碱基的N‑或C‑糖苷的任何其它类型的多核苷酸在术语“多核苷酸、”

“寡核苷酸、”“核酸”与“核酸分子”之间的长度没有预期的区分，并且这些术语互换地使用。

[0059] 短语“差异表达”是指与在30天内处于死亡的低风险下的对照受试者相比(即幸存

者)，从在30天内处于死亡的高风险下的患有危及生命的病况(例如脓毒症、严重创伤或烧

伤)的患者(即非幸存者)中获得的样品中存在的生物标志物的数量和/或频率的差异。举例

来说，生物标志物可为与对照受试者的样品相比以升高水平或降低水平存在于患有脓毒症

的患者的样品中的多核苷酸。或者，生物标志物可为与对照受试者的样品相比在30天内处

于死亡的高风险下的患者(即，非幸存者)的样品中以较高频率或以较低频率检测到的多核

苷酸。生物标志物可在数量、频率或这两方面存在差异。

[0060] 如果一个样品中多核苷酸的量在统计学上显著不同于另一个样品中多核苷酸的

量，那么多核苷酸在两个样品之间是差异表达的。举例来说，如果多核苷酸存在量比其在另

一个样品中的存在量大至少约120％、至少约130％、至少约150％、至少约180％、至少约

200％、至少约300％、至少约500％、至少约700％、至少约900％或至少约1000％，或如果其

在一个样品中可检测到并且在另一个样品中无法检测到，那么多核苷酸在两个样品中是差

异表达的。

[0061] 如果在30天内处于死亡的高风险下的患者(即，非幸存者)的样品中检测多核苷酸

的频率比对照样品中的统计上显著更高或更低，那么多核苷酸在两组样品中是差异表达

的。举例来说，如果检测到多核苷酸一组样品中比在另一组样品中至少约120％、至少约

130％、至少约150％、至少约180％、至少约200％、至少约300％、至少约500％、至少约

700％、至少约900％或至少约1000％较频繁或较不频繁地观察到，那么多核苷酸在两组样

品中是差异表达的。

[0062] “相似度值”是表示在所比较的两个事物之间的相似度的数值。举例来说，相似度

值可为指示在使用特异性表型相关生物标志物的患者的表达谱与一个或多个对照样品中

生物标志物的参考值范围或参考表达谱之间的整体相似度(例如与“幸存者”表达谱或“非

幸存者”表达谱的相似度)的数值。在患者样品和对照样品中的生物标志物的水平或参考表

达谱之间，相似度值可表示为相似性度量(如相关系数)，或可简单地表示为表达水平差异

或合计的表达水平差异。

[0063] 术语“受试者”、“个体”和“患者”在本文中可互换使用并且是指需要诊断、预后、治

疗或疗法的任何哺乳动物受试者，尤其人类。其它受试者可包括牛、犬、猫、天竺鼠、兔、大

鼠、小鼠、马等等。在一些情况下，本发明的方法应用于实验动物、兽医学应用和动物疾病模

型(包括但不限于啮齿动物，包括小鼠、大鼠和仓鼠；以及灵长类动物)的开发中。

[0064] 如本文所用，“生物样品”是指从受试者分离的组织、细胞或流体的样品，包括但不
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限于例如血液、血沉棕黄层、血浆、血清、血细胞(例如外周血单核细胞(PBMC)、杆状核细胞、

中性粒细胞、晚幼粒细胞、单核细胞或T细胞)、粪便物、尿液、骨髓、胆汁、脊髓液、淋巴液、皮

肤样品、皮肤、呼吸道、肠道和泌尿生殖道的外部分泌物、泪液、唾液、乳汁、器官、活检体以

及体外细胞培养物成分的样品，包括但不限于由细胞和组织在培养基中生长产生的条件培

养基，例如重组细胞和细胞组分。

[0065] 生物标志物的“测试量”是指所测试的样品中所存在的生物标志物的量。测试量可

以是绝对量(例如μg/ml)或相对量(例如，信号的相对强度)。

[0066] 生物标志物的“诊断量”是指受试者的样品中生物标志物的量，其与脓毒症的诊断

或死亡的预后一致。诊断量可以是绝对量(例如μg/ml)或相对量(例如，信号的相对强度)。

[0067] 生物标志物的“对照量”可以是与生物标志物的测试量进行比较的任何量或量的

范围。举例来说，生物标志物的对照量可为没有危及生命的病况的个人(例如，没有脓毒症、

严重创伤或烧伤的个人)、健康个人或幸存者的生物标志物的量。对照量可以是绝对量(例

如μg/ml)或相对量(例如，信号的相对强度)。

[0068] 术语“抗体”涵盖多克隆和单克隆抗体制剂，以及包括杂交抗体、改变的抗体、嵌合

抗体和人源化抗体的制剂，以及：杂交(嵌合)抗体分子(参见例如Winter等人(1991)《自然

(Nature)》349：293‑299；和美国专利第4,816,567号)；F(ab′)2和F(ab)片段；Fv分子(非共价

异二聚体，参见例如Inbar等人(1972)《美国国家科学院院刊》69：2659‑2662；和Ehrlich等

人(1980)《生物化学》19：4091‑4096)；单链Fv分子(sFv)(参见例如Huston等人(1988)《美国

国家科学院院刊》85：5879‑5883)；二聚和三聚抗体片段构建体；微型抗体(参见例如Pack等

人(1992)《生物化学》31：1579‑1584；Cumber等人(1992)《免疫学杂志(J  Immunology)》

149B：120‑126)；人源化抗体分子(参见例如Riechmann等人(1988)《自然》332：323‑327；

Verhoeyan等人(1988)《科学(Science)》239：1534‑1536；和1994年9月21日公开的英国专利

公开第GB  2,276,169号)；以及从这类分子获得的任何功能片段，其中这类片段保留亲本抗

体分子的特异性结合特性。

[0069] 预期用于本发明的“可检测部分”或“可检测标记”包括但不限于放射性同位素、荧

光染料，例如荧光素、藻红蛋白、Cy‑3、Cy‑5、别藻蓝蛋白、DAPI、德克萨斯红(Texas  Red)、罗

丹明(rhodamine)、俄勒冈绿(Oregon  green)、荧光黄(Lucifer  yellow)以及其类似物、绿

色荧光蛋白(GFP)、红色荧光蛋白(DsRed)、青色荧光蛋白(CFP)、黄色荧光蛋白(YFP)、角海

葵橙色荧光蛋白(cOFP)、碱性磷酸酶(AP)、β‑内酰胺酶、氯霉素乙酰转移酶(CAT)、腺苷脱氨

酶(ADA)、氨基糖苷磷酸转移酶(neor、G418r)二氢叶酸还原酶(DHFR)、潮霉素B磷酸转移酶

(HPH)、胸苷激酶(TK)、lacZ(编码 ‑半乳糖苷酶)和黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶

(XGPRT)、β‑葡糖醛酸酶(gus)、胎盘碱性磷酸酶(PLAP)、分泌型胚胎碱性磷酸酶(SEAP)、或

萤火虫或细菌荧光素酶(LUC)。酶标签与其同源底物一起使用。所述术语还包括具有已知荧

光强度的颜色编码微球体(参见例如由路明克斯(Luminex)(德克萨斯州奥斯汀(Austin，

TX))生产的具有xMAP技术的微球体；含有量子点纳米晶体的微球体，例如含有不同比率和

组合的量子点颜料(例如由生命技术(Life  Technologies)(加利福尼亚州卡尔斯巴德

(Carlsbad，CA))生产的Qdot纳米晶体；玻璃包覆的金属纳米粒子(参见例如由Nanoplex 

Technologies公司(Nanoplex  Technologies，Inc .)(加利福尼亚州山景城(Mountain 

View，CA))生产的SERS纳米标签；条形码材料(参见例如亚微米大小的条纹金属棒，例如由
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Nanoplex  Technologies公司生产的纳米条形码)、用有色条形码编码的微米粒子(参见例

如由Vitra  Bioscience生产的CellCard，vitrabio.com)和具有数字全息代码图像的玻璃

微米粒子(参见例如由启迪公司(Illumina)(加利福尼亚州圣地亚哥(San  Diego，CA))生产

的CyVera微珠。如同与本发明实践相关联的许多标准程序一样，所属领域的技术人员应了

解可使用的额外标记。

[0070] 如本文所用，“诊断”大体上包括关于受试者是否可能罹患给定疾病、病症或功能

障碍的判定。所属领域的技术人员通常基于一个或多个诊断指标(即，生物标志物)进行诊

断，诊断指标的存在、不存在或量指示疾病、病症或功能障碍存在或不存在。

[0071] 如本文所用，“预后”大体上是指临床病况或疾病的可能病程和结果的预测。患者

的预后通常是通过评估疾病的因素或症状而进行，疾病的因素或症状指示疾病的有利或不

利的病程或结果。应理解，术语“预后”未必是指以100％准确度预测病况的病程或结果的能

力。实际上，所属领域的技术人员应理解，术语“预后”是指特定病程或结果将发生的概率增

加；也就是说，当与未展现给定病况的那些个体相比较时，病程或结果更可能发生于展现所

述病况的患者中。

[0072] “基本上纯化的”是指核酸分子或蛋白质从其天然环境移出并且经分离，且至少约

60％、优选地约75％、并且最优选地约90％不含与其天然相关联的其它组分。

[0073] II.执行本发明的模式

[0074] 在详细描述本发明之前，应理解，本发明不限于特定配制品或程序参数，因此当然

可变化。还应理解，本文所用的术语仅出于描述本发明的具体实施例的目的，并且不打算是

限制性的。

[0075] 尽管在本发明的实践中可使用与本文所描述的方法和材料类似或等效的许多方

法和材料，但是本文描述了优选的材料和方法。

[0076] 本发明涉及单独或与临床参数组合的生物标志物用于辅助危重患者的诊断、预后

和治疗的用途。具体来说，本发明人已经发现生物标志物，其表达谱可用于患有脓毒症、严

重创伤或烧伤的危重患者的死亡的预后(参见实例1)。

[0077] 为了进一步理解本发明，下面提供了关于所鉴定的生物标志物和在危重患者的诊

断、预后和治疗中使用其的方法的更详细的讨论。

[0078] A.生物标志物

[0079] 可以在本发明的实践中使用的生物标志物包括多核苷酸，其包含来自基因或基因

的RNA转录物的核苷酸序列，包括但不限于DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、

C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2。这些生物标志物的差异表达与死亡的高风险(在

30天内)相关，并且因此，这些生物标志物的表达谱适用于在危重患者的死亡的预后。

[0080] 因此，在一个方面，本发明提供了一种确定受试者的死亡风险的方法，所述方法包

含测量衍生自疑似患有危及生命的病况的受试者的生物样品中的多种生物标志物的水平，

并且分析生物标志物的水平，并且与生物标志物的相应参考值范围进行比较，其中与一种

或多种对照样品的生物标志物相比一种或多种生物样品的生物标志物的差异表达指示受

试者在30天内处于死亡的高风险下。

[0081] 当分析生物样品中生物标志物的水平时，参考值范围可以代表在一个或多个没有

重大疾病的受试者(例如，幸存者、健康受试者或没有感染或损伤的受试者)的一个或多个
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样品中发现的一种或多种生物标志物的水平。或者，参考值可以代表在一个或多个患有重

大疾病的受试者(例如，非幸存者、患有脓毒症/感染、严重创伤或烧伤的受试者)的一个或

多个样品中发现的一种或多种生物标志物的水平。在某些实施例中，将生物标志物的水平

与未感染和感染/脓毒症受试者或受伤(例如，严重创伤或烧伤)和未受伤受试者的时间匹

配的参考值范围进行比较。

[0082] 从待诊断的受试者中获得的生物样品通常为全血、血沉棕黄层、血浆、血清、或血

细胞(例如、外周血单核细胞(PBMC)、杆状核细胞、晚幼粒细胞、中性粒细胞、单核细胞或T细

胞)，但可以是来自含有表达的生物标志物的体液、组织或细胞的任何样品。如本文所用，

“对照”样品是指未发生病变的生物样品，例如体液、组织或细胞。也就是说，对照样品从未

患脓毒症、严重创伤或烧伤的个人的正常受试者(例如，已知不患有危及生命的病况的个

体)或者幸存者中获得。可以通过常规技术从受试者中获得生物样品。举例来说，可通过静

脉穿刺获得血液，并且可根据所属领域中众所周知的方法通过手术技术获得实体组织样

品。

[0083] 在某些实施例中，一组生物标志物用于死亡风险的预后。任何尺寸的生物标志物

组可用于本发明的实践中。用于死亡预后的生物标志物组通常包含至少3种生物标志物和

至多30种生物标志物，包括其间的任何数量的生物标志物，例如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或30种生物标志物。在某些实施

例中，本发明包括一种生物标志物组，其包含至少3种、至少4种、或至少5种、或至少6种、或

至少7种、或至少8种、或至少9种、或至少10种、或至少11种或更多种生物标志物。尽管较小

的生物标志物组通常更经济，但较大的生物标志物组(即，大于30种生物标志物)具有提供

更详细信息的优点，并且还可以用于本发明的实践中。

[0084] 在某些实施例中，本发明包括包含一种或多种多核苷酸的用于死亡风险的预后的

一组生物标志物，其包含一种或多种来自基因或基因的RNA转录物的核苷酸序列，所述生物

标志物选自由以下组成的群组：DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74、CIT、

LY86、TST、OR52R1和KCNJ2。在一个实施例中，生物标志物组包含DEFA4多核苷酸、CD163多核

苷酸、PER1多核苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多核苷酸、SEPP1多核苷酸、C11orf74多核苷酸、

CIT多核苷酸、LY86多核苷酸、TST多核苷酸、OR52R1多核苷酸和KCNJ2多核苷酸。

[0085] 在某些实施例中，死亡基因评分用于的死亡风险的预后。死亡基因评分是通过将

与生物标志物的对照参考值相比过度表达的所有测量的生物标志物的表达水平的几何平

均值减去与生物标志物的对照参考值相比表达不足的所有测量的生物标志物的表达水平

的几何平均值，并且将差值乘以与生物标志物的对照参考值相比过度表达的生物标志物的

数目与表达不足的生物标志物的数目的比率而计算得到。与对照受试者的参考值范围相

比，受试者较高的死亡基因评分指示受试者在30天内处于死亡的高风险下(参见实例1)。

[0086] 本文所描述的方法可用于鉴定处于应立即接受重症监护的死亡的高风险下的患

者。举例来说，可将通过本文所描述的方法在30天内鉴定为具有死亡的高风险的患者立即

送到ICU进行治疗，而可进一步在常规医院病房监测和/或治疗在30天内鉴定为具有死亡的

低风险的患者。患者和临床医生都可以从更好的死亡风险估计中受益，这可以及时讨论患

者的偏好以及他们对挽救生命措施的选择。更好的患者分子表型也可能改善临床试验，在

1)药物和干预的患者选择和2)观察到预期的受试者死亡率的评估中。
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[0087] 在30天内鉴定为具有死亡的高风险的患者的ICU治疗可以包含持续监测身体机能

并且提供生命支持设备和/或药物以恢复正常的身体机能。ICU治疗可包括例如使用机械呼

吸机来辅助呼吸、用于监测身体机能(例如，心脏和脉搏率、到肺部的气流、血压和血流、中

心静脉压、血液中的氧气量和体温)的设备、起搏器、除颤器、透析设备、静脉内管线、喂食

管、抽吸泵、排出设备和/或导管和/或为治疗危及生命的病况(例如，脓毒症、严重创伤或烧

伤)而施用各种药物。ICU治疗可进一步包含施用一种或多种镇痛药以减轻疼痛和/或镇静

剂以诱导睡眠或缓解焦虑和/或巴比妥酸盐(例如，戊巴比妥或硫喷妥)以在医学上诱导昏

迷。

[0088] 在某些实施例中，进一步向诊断患有病毒感染的危重患者施用治疗有效剂量的抗

病毒剂，例如广泛范围的抗病毒剂、抗病毒疫苗、神经氨酸酶抑制剂(例如，扎那米韦

(zanamivir)(瑞乐沙(Relenza)和奥司他韦(oseltamivir)(特敏福(Tamiflu))、核苷类似

物(例如，阿昔洛韦(acyclovir)、齐多夫定(zidovudine)(AZT)和拉米夫定(lamivudine))、

反义抗病毒剂(例如，硫代磷酸酯反义抗病毒剂(例如，用于巨细胞病毒视网膜炎的福米韦

生(Fomivirsen)(Vitravene))、吗啉基反义抗病毒药剂)、病毒脱壳抑制剂(例如，用于流感

的金刚胺(Ama n tad i n e)和金刚乙胺(rima n tad i n e)、用于鼻病毒的普可那利

(Pleconaril))、病毒进入抑制剂(例如，用于HIV的恩夫韦肽(Fuzeon))、病毒装配抑制剂

(例如，利福平(Rifampicin)或刺激免疫系统的抗病毒剂(例如，干扰素)。示例性抗病毒剂

包括阿巴卡韦(Abacavir)、阿昔洛韦、阿昔洛韦、阿德福韦(Adefovir)、三环癸胺

(Amantadine)、安普那韦(Amprenavir)、阿普林津(Ampligen)、阿比朵尔(Arbidol)、阿扎那

韦(Atazanavir)、阿托伐他汀钙(Atripla)(固定剂量药物)、巴拉弗(Balavir)、西多福韦

(Cidofovir)、卡贝滋(Combivir)(固定剂量药物)、度鲁特韦(Dolutegravir)、地瑞那韦

(Darunavir)、地拉韦啶(Delavirdine)、地达诺新(Didanosine)、多可沙诺(Docosanol)、依

度尿苷(Edoxudine)、依法韦仑(Efavirenz)、恩曲他滨(Emtricitabine)、恩夫韦地

(Enfuvirtide)、因提弗(Entecavir)、艾柯立韦(Ecoliever)、泛昔洛韦(Famciclovir)、固

定剂量组合(抗反转录病毒)、福米韦生、夫沙那韦(Fosamprenavir)、膦甲酸(Foscamet)、膦

乙醇(Fosfonet)、融合抑制剂、苷昔洛韦(Ganciclovir)、伊巴他滨(Ibacitabine)、异丙肌

苷(Imunovir)、碘苷(Idoxuridine)、咪喹莫特(Imiquimod)、茚地那韦(Indinavir)、肌核苷

(Inosine)、整合酶抑制剂、III型干扰素、II型干扰素、I型干扰素、干扰素、拉米夫定、洛匹

那韦(Lopinavir)、洛韦胺(Loviride)、马拉维若(Maraviroc)、吗啉胍(Moroxydine)、美替

沙腙(Methisazone)、奈非那韦(Nelfinavir)、奈韦拉平(Nevirapine)、多吉美(Nexavir)、

硝唑尼特(Nitazoxanide)、核苷类似物、Novir、奥司他韦(特敏福)、聚乙二醇化干扰素α‑2a

(Peginterferon  alfa‑2a)、喷昔洛韦(Penciclovir)、帕拉米韦(Peramivir)、普可那利

(Pleconaril)、鬼臼毒素(Podophyllotoxin)、蛋白酶抑制剂、雷特格韦(Raltegravir)、逆

转录酶抑制剂、利巴韦林(Ribavirin)、金刚乙胺、利托那韦(Ritonavir)、嘧啶、沙奎那韦

(Saquinavir)、索非布韦(Sofosbuvir)、司他夫定(Stavudine)、协同增强剂(抗反转录病

毒)、特拉普韦(Telaprevir)、替诺福韦(Tenofovir)、替诺福韦酯(Tenofovir 

disoproxil)、替拉那韦(Tipranavir)、曲氟尿苷(Trifluridine)、曲利志韦(Trizivir)、曲

金刚胺(Tromantadine)、特鲁瓦达(Truvada)、伐昔洛韦(Valaciclovir)(Valtrex)、缬更昔

洛韦(Valganciclovir)、维克维罗(Vicriviroc)、阿糖腺苷(Vidarabine)、伟拉咪定
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(Viramidine)、扎西他滨(Zalcitabine)、扎那米韦(瑞乐沙)和齐多夫定。

[0089] 在某些实施例中，进一步向诊断患有细菌感染的危重患者施用治疗有效剂量的抗

生素。抗生素可包括广泛范围的杀菌或抑菌抗生素。示例性抗生素包括氨基糖苷，例如阿米

卡星(Amikacin)、阿米金(Amikin)、庆大霉素(Gentamicin)、加拉霉素(Garamycin)、卡那霉

素(Kanamycin)、坎曲克斯(Kantrex)、新霉素(Neomycin)、新福拉丁(Neo‑Fradin)、奈替米

星(Netilmicin)、立克菌星(Netromycin)、托普霉素(Tobramycin)、耐布新(Nebcin)、巴龙

霉素、胡梅廷(Humatin)、链霉素(Streptomycin)、大观霉素(Spectinomycin；BS)和曲必星

(Trobicin)；袢霉素，例如格尔德霉素(Geldanamycin)、除莠霉素(Herbimycin)、利福昔明

(Rifaximin)和西法仙(Xifaxan)；碳头孢烯(carbacephem)，例如氯碳头孢(Loracarbef)和

罗拉比得(Lorabid)；碳青霉烯，例如厄他培南(Ertapenem)、因凡兹(Invanz)、多尼培南

(Doripenem)、多利巴克斯(Doribax)、亚胺培南/西司他汀(Imipenem/Cilastatin)、普利马

新(Primaxin)、美罗培南(Meropenem)和美莱姆(Merrem)；头孢菌素(cephalosporin)，例如

头孢羟氨苄(Cefadroxil)、杜西赛弗(Duricef)、头孢唑林(Cefazolin)、安赛弗(Ancef)、头

孢噻吩(Cefalotin)或头孢噻吩(Cefalothin)、可弗林(Keflin)、头孢氨苄(Cefalexin)、可

弗莱(Keflex)、头孢克洛(Cefaclor)、迪斯塔克(Distaclor)、头孢孟多(Cefamandole)、曼

多尔(Mandol)、头孢西丁(Cefoxitin)、美福仙(Mefoxin)、头孢丙烯(Cefprozil)、赛弗齐

(Cefzil)、头孢呋辛(Cefuroxime)、赛弗亭(Ceftin)、秦纳特(Zinnat)、头孢克肟

(Cefixime)、头孢地尼(Cefdinir)、头孢托仑(Cefditoren)、头孢哌酮(Cefoperazone)、头

孢噻肟(Cefotaxime)、头孢泊肟(Cefpodoxime)、头孢他啶(Ceftazidime)、赛弗布腾

(Ceftibuten)、头孢唑肟(Ceftizoxime)、头孢曲松(Ceftriaxone)、头孢吡肟(Cefepime)、

马西皮姆(Maxipime)、头孢洛林(Ceftaroline  fosamil)、特福拉罗(Teflaro)、头孢吡普

(Ceftobiprole)和泽福特拉(Zeftera)；糖肽，诸如替考拉宁(Teicoplanin)、塔格西德

(Targocid)、万古霉素(Vancomycin)、万古辛(Vancocin)、特拉万星(Telavancin)、维巴提

夫(Vibativ)、达马万星(Dalbavancin)、达尔文斯(Dalvance)、奥利万星(Oritavancin)和

奥巴提夫(Orbactiv)；林可酰胺(lincosamide)，诸如克林达霉素(Clindamycin)、克莱奥辛

(Cleocin)、林可霉素(Lincomycin)和林克辛(Lincocin)；脂肽(lipopeptide)，诸如达托霉

素(Daptomycin)和库比辛(Cubicin)；大环内酯，诸如阿奇霉素(Azithromycin)、希舒美

(Zithromax)、舒美特(Sumamed)、西施龙(Xithrone)、克拉霉素(Clarithromycin)、比阿辛

(Biaxin)、地红霉素(Dirithromycin)、戴那巴克(Dynabac)、红霉素(红霉素)、艾利罗辛

(Erythocin)、艾利培得(Erythroped)、罗红霉素(Roxithromycin)、醋竹桃霉素

(Troleandomycin)、Tao、泰利霉素(Telithromycin)、科泰克(Ketek)、螺旋霉素

(Spiramycin)和罗伐霉素(Rovamycine)；单环β‑内酰胺类，诸如氨曲南(Aztreonam)和氨曲

南(Azactam)；硝基呋喃(nitrofuran)，诸如呋喃唑酮(Furazolidone)、弗洛酮(Furoxone)、

呋喃妥因(Nitrofurantoin)、马克丹亭(Macrodantin)和马克比得(Macrobid)；恶唑烷酮类

(oxazolidinone)，诸如利奈唑胺(Linezolid)、齐沃克斯(Zyvox)、VRSA、泊斯唑胺(泊斯唑

胺)、雷德唑胺(Radezolid)和特地佐利；青霉素(penicillin)，诸如青霉素V、韦替得

(Veetid)(青霉素‑Vee‑K)、哌拉西林(Piperacillin)、哌拉西林钠(Pipracil)、青霉素G、辉

泽彭(Pfizerpen)、替莫西林(Temocillin)、耐加班(Negaban)、替卡西林(Ticarcillin)和

替卡(Ticar)；青霉素组合，诸如阿莫西林(Amoxicillin)/棒酸盐、安美汀(Augmentin)、氨
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苄青霉素(Ampicillin)/舒巴坦(sulbactam)、优立新(Unasyn)、哌拉西林(Piperacillin)/

三唑巴坦(tazobactam)、佐辛(Zosyn)、替卡西林(Ticarcillin)/棒酸盐和特美汀

(Timentin)；多肽，诸如杆菌肽(Bacitracin)、黏菌素(Colistin)、Coly‑Mycin‑S和多粘菌

素B；喹诺酮(quinolone)/氟喹诺酮，诸如环丙沙星、环丙沙星、速博新(Ciproxin)、西普乐

(Ciprobay)、依诺沙星(Enoxacin)、盘那曲可(Penetrex)、加替沙星(Gatifloxacin)、加替

沙星(Tequin)、吉米沙星(Gemif loxa cin)、法克替福(Factive)、左氧氟沙星

(Levofloxacin)、左氧氟沙星(Levaquin)、洛美沙星(Lomefloxacin)、美西肯(Maxaquin)、

莫西沙星(Moxifloxacin)、阿维洛克(Avelox)、萘啶酸酸、NegGram、诺氟沙星

(Norfloxacin)、诺氟沙星(Noroxin)、氧氟沙星(Ofloxacin)、氧氟沙星(Floxin)、奥库弗洛

(Ocuflox)、曲伐沙星(Trovafloxacin)、特罗凡(Trovan)、格帕沙星(Grepafloxacin)、拉克

撒(Raxar)、司帕沙星(Sparfloxacin)、扎咖姆(Zagam)、替马沙星(Temafloxacin)和奥米弗

洛(Omniflox)；磺酰胺，例如阿莫西林、诺瓦默克(Novamox)、阿莫西(Amoxil)、氨苄青霉素、

普林西彭(Principen)、阿洛西林(Azlocillin)、卡本西林(Carbenicillin)、吉奥西林

(Geocillin)、氯唑西林(Cloxacillin)、特格彭(Tegopen)、双氯西林、戴那彭(Dynapen)、氟

氯西林、弗洛撒彭(Floxapen)、美洛西林、美兹林(Mezlin)、二甲氧苯青霉素、斯塔西林

(Sta phcillin)、萘夫西林、尤尼彭(Unipen)、苯唑西林、苯甲异噁唑青霉素钠

(Prostaphlin)、青霉素G、青霉素钾(Pentids)、磺胺米隆(Mafenide)、磺胺米隆

(Sulfamylon)、磺胺醋酰胺、Sulamyd(磺乙酰胺)、Bleph‑10、磺胺嘧啶(Sulfadiazine)、迈

克萨冯(Micro‑Sulfon)、磺胺嘧啶银(Silver  sulfadiazine)、磺胺嘧啶银(Silvadene)、磺

胺地托辛二‑麦索克斯(Sulfad imethoxine  Di‑Methox)、Albon、磺胺甲二唑

(Sulf a m e t h i z o l e)、硫代萨非福特(Thi o s u lf i l  F o r t e)、磺胺甲基异恶唑

(Sulfamethoxazole)、新明磺(Gantanol)、磺胺、柳氮磺胺吡啶、水杨酰偶氮磺胺砒啶

(Azulfidine)、磺胺异恶唑、甘特里辛(Gantrisin)、甲氧苄啶‑磺胺甲基异恶唑

(Trimethoprim‑Sulfamethoxazole)(复方新诺明(Co‑trimoxazole))(TMP‑SMX)、巴克曲姆

(Bactrim)、赛普它(Septra)、磺酰胺克里索定(Sulfonamidochrysoidine)和百浪多息

(Prontosil)；四环素，诸如地美环素(Demeclocycline)、去甲基四环素(Declomycin)、强力

霉素(Doxycycline)、伟霸霉素(Vibramycin)、米诺环素(Minocycline)、米诺辛(Minocin)、

土霉素(Oxytetracycline)、地霉素(Terramycin)、四环素和萨米辛(Sumycin)、安可霉素V

(Achromycin  V)和斯特克林(Steclin)；针对分枝杆菌的药物，诸如氯苯吩嗪、兰普林

(Lamprene)、氨苯砜、阿福罗萨芬(Avlosulfon)、卷曲霉素(Capreomycin)、卡帕斯塔

(Capastat)、环丝氨酸(Cycloserine)、丝氨霉素(Seromycin)、乙胺丁醇、米阿布妥

(Myambutol)、乙硫异烟胺、曲卡托(Trecator)、异烟肼、I .N .H .、吡嗪酰胺、阿迪酰胺

(Aldinamide)、利福平、利福定(Rifadin)、利马克坦(Rimactane)、利福布汀(Rifabutin)、

利福布丁(Mycobutin)、利福喷丁(Rifapentine)、普利福汀(Priftin)和链霉素；其它抗生

素，诸如胂凡纳明(Arsphenamine)、洒尔佛散(Salvarsan)、氯霉素(Chloramphenicol)、氯

胺苯醇(Chloromycetin)、磷霉素(Fosfomycin)、美乐罗(Monurol)、美乐力(Monuril)、夫西

地酸(Fusidicacid)、夫西丁(Fucidin)、甲硝哒唑(Metronidazole)、甲硝哒唑(Flagyl)、莫

匹罗星(Mupirocin)、百多邦(Bactroban)、平板霉素(Platensimycin)、喹奴普丁

(Quinupristin)/达福普汀(Dalfopristin)、达福普丁(Synercid)、甲砜霉素、泰格环霉素
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(Tigecycline)、替加环素(Tigacyl)、替硝唑(Tinidazole)、替达马克(Tindamax)、服净

(Fasigyn)、甲氧苄啶(Trimethoprim)、普罗普利姆(Proloprim)和曲姆佩克(Trimpex)。

[0090] 在另一个实施例中，本发明包括一种诊断和治疗患有感染的患者的方法，所述方

法包含：a)从患者中获得生物样品；b)测量生物样品中DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、

SEPP1、C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达水平，其中与对照受试

者的生物标志物的参考值范围相比DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74和CIT

生物标志物的表达水平升高和LY86、TST、OR52R1和KCNJ2生物标志物的表达水平降低指示

患者患有脓毒症；并且c)如果患者被诊断患有脓毒症，那么施用脓毒症治疗。在一些实施例

中，所述方法进一步包含基于所述生物标志物的水平计算患者的死亡基因评分，其中与对

照受试者相比患者较高的死亡基因评分指示所述患者在30天内处于死亡的高风险下；并且

如果患者在30天内处于死亡的高风险下，那么向患者施用重症监护室治疗。

[0091] 脓毒症治疗可包含例如施用抗微生物疗法、支持性护理或免疫调节疗法或其组

合。抗微生物疗法可包括施用一种或多种针对患者可能感染的所有病原体(例如，细菌和/

或真菌和/或病毒)的药物，优选使用抗微生物剂的组合进行广泛范围的覆盖。组合抗微生

物疗法可包括至少两种不同类别的抗生素(例如，具有大环内酯、氟喹诺酮或氨基糖苷的β‑

内酰胺剂)。广泛范围的抗生素可以与抗真菌剂和/或抗病毒剂组合施用。脓毒症的支持疗

法可包括施用氧气、输血、机械通气、液体疗法(例如，持续使用晶体和/或白蛋白的流体施

用直到患者显示血液动力学改善)、营养(例如，口服或肠内进料)、血糖管理、血管加压剂疗

法(例如，施用去甲肾上腺素、肾上腺素和/或血管加压素以维持足够的血压)、收缩性疗法

(例如，多巴酚丁胺)、肾脏替代治疗(例如透析)、碳酸氢盐疗法、针对静脉血栓栓塞的药物

预防(例如，用肝素或间歇性气动加压装置治疗)、应激性溃疡预防、镇静、镇痛、神经肌肉阻

滞、胰岛素(例如，维持稳定的血糖水平)或皮质类固醇(例如氢皮质酮)或其任何组合。免疫

调节疗法可包括施用活化蛋白C、免疫球蛋白疗法、抗血小板疗法、细胞因子阻断疗法、病原

性蛋白或用抗生素筒的透析或其任何组合。

[0092] B.检测和测量生物标志物

[0093] 应理解，样品中的生物标志物可通过所述领域中已知的任何合适方法测量。生物

标志物的表达水平的测量可以是直接的或间接的。举例来说，可以直接定量RNA或蛋白质的

丰度水平。或者，可通过测量cDNA、经扩增的RNA或DNA的丰度水平或通过测量RNA、蛋白质或

指示生物标志物的表达水平的其它分子(例如代谢物)的数量或活性间接测定生物标志物

的量。用于测量样品中的生物标志物的方法具有许多应用。举例来说，可测量一种或多种生

物标志物以辅助死亡风险的预后、确定适于受试者的治疗、监测受试者对治疗的反应或鉴

定调节生物标志物在体内或体外的表达的治疗性化合物。

[0094] 检测生物标志物多核苷酸

[0095] 在一个实施例中，生物标志物的表达水平是通过测量生物标志物的多核苷酸水平

来测定。特异性生物标志物基因的转录物水平可由生物样品中所存在的mRNA或来源于其的

多核苷酸的量来测定。多核苷酸可通过多种方法检测和定量，所述方法包括但不限于微阵

列分析、聚合酶链式反应(PCR)、逆转录酶聚合酶链式反应(RT‑PCR)、Northern印迹和基因

表达系列分析(SAGE)。参见例如Draghici《DNA微阵列的数据分析工具(Data  Analysis 

Tools  for  DNA  Microarrays)》，Chapman和Hall/CRC，2003；Simon等人《DNA微阵列研究的
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设计和分析(Design  and  Analysis  of  DNA  Microarray  Investigations)》，斯普林格出

版社(Springer)，2004；《实时PCR：当前技术和应用(Real‑Time  PCR：Current  Technology 

and  Applications)》，Logan，Edwards和Saunders编，凯斯特学术出版社(Caister 

Academic  Press)，2009；Bustin《定量PCR的A‑Z(A‑Z  of  Quantitative  PCR)》(IUL生物技

术(IUL  Biotechnology)，第5期)，International  University  Line，2004；Velculescu等

人(1995)《科学(Science)》270：484‑487；Matsumura等人(2005)《细胞微生物学

(Cell.Microbiol.)》7：11‑18；《基因表达系列分析(SAGE)：方法和方案(分子生物学方法)

(Serial  Analysis  of  Gene  Expression  (SAGE)：Methods  and  Protocols(Methods  in 

Molecular  Biology))》，胡马纳出版社(Humana  Press)，2008；其以全文引用的方式并入本

文中。

[0096] 在一个实施例中，将微阵列用于测量生物标志物的水平。微阵列分析的优点在于

可同时测量每一个生物标志物的表达，并且微阵列可特异性设计成提供特定疾病或病况

(例如脓毒症)的诊断表达谱。

[0097] 微阵列是通过选择包含多核苷酸序列的探针并随后将这类探针固定于固体支撑

物或表面而制备。举例来说，探针可包含DNA序列、RNA序列或DNA和RNA的共聚物序列。探针

的多核苷酸序列还可包含DNA和/或RNA类似物或其组合。举例来说，探针的多核苷酸序列可

以是基因组DNA的完全或部分片段。探针的多核苷酸序列还可为合成的核苷酸序列，如合成

寡核苷酸序列。探针序列可以酶促方式在体内、以酶促方式在体外(例如通过PCR)或以未酶

促方式在体外合成。

[0098] 本发明方法中所用的探针优选固定在固体支撑物上，所述固体支撑物可以是多孔

的或无孔的。举例来说，探针可为多核苷酸序列，其在多核苷酸的3′或5′端共价连接到硝化

纤维素或尼龙膜或过滤器。实这类杂交探针在所属领域中是众所周知的(参见例如

Sambrook等人，《分子克隆：实验室手册(Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual)》(第3

版，2001)。或者，固体支撑物或表面可以是玻璃或塑料表面。在一个实施例中，测量由固定

一群多核苷酸(例如一群DNA或DNA模拟物或替代地，一群RNA或RNA模拟物)的表面上的固相

组成的探针微阵列的杂交水平。固相可为无孔的或任选地可为多孔材料，例如凝胶。

[0099] 在一个实施例中，微阵列包含具有有序阵列的结合(例如杂交)位点或各自表示本

文所描述的一种生物标志物的“探针”的支撑物或表面。优选地，微阵列是可寻址的阵列，并

且更优选地是可定位寻址的阵列。更具体地，阵列的每一个探针优选地位于固体支撑物上

的已知预定位置处，使得每一个探针的同一性(即，序列)可以从其在阵列中的位置(即，在

支持物或表面上)测定。每一个探针优选在单个位点处共价连接到固体支撑物上。

[0100] 微阵列可以多种方式制造，下文描述其中数种。无论它们是如何生产的，微阵列享

有某些特征。阵列是可再现的，从而允许生产具有给定阵列的多个拷贝并且彼此易于进行

比较。优选地，微阵列由在结合(例如，核酸杂交)条件下稳定的材料制成。微阵列一般较小，

例如在1cm2与25cm2之间；然而，还可使用较大阵列，例如在筛选阵列中。优选地，微阵列中的

给定结合位点或特有的一组结合位点将特异性结合(例如杂交)到细胞中单个基因的产物

(例如特异性mRNA或来源于其的特异性cDNA)。然而，一般来说，其它相关或类似序列将与给

定结合位点交叉杂交。

[0101] 如上文所指出，与特定多核苷酸分子特异性杂交的“探针”含有互补多核苷酸序
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列。微阵列的探针通常由不超过1,000个核苷酸的核苷酸序列组成。在一些实施例中，阵列

的探针由具有10至1,000个核苷酸的核苷酸序列组成。在一个实施例中，探针的核苷酸序列

在10‑200个核苷酸的长度范围内并且是一种生物体的基因组序列，因此存在多种不同探

针，其序列与这种生物体的基因组互补并因此能够杂交，循序平铺覆盖所有或一部分基因

组。在其它实施例中，探针在10‑30个核苷酸的长度范围内、在10‑40个核苷酸的长度范围

内、在20‑50个核苷酸的长度范围内、在40‑80个核苷酸的长度范围内、在50‑150个核苷酸的

长度范围内、在80‑120个核苷酸的长度范围内或是60个核苷酸的长度。

[0102] 探针可包含与一部分生物体基因组对应的DNA或DNA“模拟物”(例如衍生物和类似

物)。在另一个实施例中，微阵列的探针是互补RNA或RNA模拟物。DNA模拟物是由能够与DNA

特异性沃森‑克里克样杂交(Watson‑Crick‑like  hybridization)或能与RNA特异性杂交的

亚单位构成的聚合物。核酸可在碱基部分、糖部分或磷酸酯主链(例如硫代磷酸酯)处被修

饰。

[0103] DNA可例如通过基因组DNA或克隆序列的聚合酶链式反应(PCR)扩增而获得。PCR引

物优选地基于基因组的已知序列而选择，将使得基因组DNA的特异性片段扩增。在所属领域

中众所周知的计算机程序可用于设计具有所需特异性和最优扩增特性的引物，如Oligo 

5.0版(National  Biosciences)。微阵列上每一个探针的长度将通常在10个碱基与50,000

个碱基之间，通常在300个碱基与1,000个碱基之间。PCR方法在所属领域中是众所周知的，

并且例如描述在Innis等人编，《PCR方案：方法和应用指南(PCR  Protocols：A  Guide  To 

Methods  And  Applications)》，学术出版社，圣地亚哥(San  Diego)，加利福尼亚州

(Calif.)(1990)；其以全文引用的方式并入本文中。所属领域的技术人员应清楚，受控的机

器人系统可用于分离和扩增核酸。

[0104] 一种用于生成多核苷酸探针的优选的替代方式是通过合成多核苷酸或寡核苷酸

的合成，例如使用N‑膦酸酯或亚磷酰胺化学物质(Froehler等人，《核酸研究(Nucleic  Acid 

Res.)》14：5399‑5407(1986)；McBride等人，《四面体通讯(Tetrahedron  Lett.)》24：246‑

248(1983))。合成序列的长度通常在约10与约500个碱基之间，更通常在约20与约100个碱

基之间并且最优选地在约40与约70个碱基长度之间。在一些实施例中，合成核酸包括非天

然碱基，例如但不限于肌苷。如上文所指出，核酸类似物可作为结合位点用于杂交。合适的

核酸类似物的实例是肽核酸(参见例如Egholm等人，《自然(Nature)》363：566‑568(1993)；

美国专利第5,539,083号)。

[0105] 探针优选地使用考虑结合能、碱基组成、序列复杂性、交叉杂交结合能和二级结构

的算法来选择。参见Friend等人，国际专利公开WO  01/05935，2001年1月25日公开；Hughes

等人，《自然·生物技术(Nat.Biotech.)》19：342‑7(2001)。

[0106] 所属领域的技术人员还应了解，阳性对照探针(例如已知与目标多核苷酸分子中

的序列互补且可杂交的探针)和阴性对照探针(例如已知不与目标多核苷酸分子中的序列

互补且不可杂交的探针)应包括在阵列上。在一个实施例中，沿着阵列的周边合成阳性对

照。在另一个实施例中，在跨越阵列的对角条纹中合成阳性对照。在再一个实施例中，紧邻

充当阴性对照的探针的位置合成每一个探针的反向互补序列。在又一个实施例中，将来自

其它物种生物体的序列用作阴性对照或用作“加标”对照。

[0107] 探针连接到固体支撑物或表面，所述固体支撑物或表面可例如由玻璃、塑料(例如
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聚丙烯、尼龙)、聚丙烯酰胺、硝化纤维素、凝胶或其它多孔或无孔材料制造。一种用于将核

酸连接到表面的方法是通过印刷在玻璃板上，如由Schena等人，《科学》270：467‑470(1995)

大体上所述。这一方法尤其可用于制备cDNA的微阵列(另外参见DeRisi等人，《自然·遗传

学(Nature  Genetics)》14：457‑460(1996)；Shalon等人，《基因组研究(Genome  Res.)》6：

639‑645(1996)；和Schena等人，《美国国家科学院院刊(Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.)》93：

10539‑11286(1995)；其以全文引用的方式并入本文中)。

[0108] 第二种用于制造微阵列的方法产生高密度寡核苷酸阵列。已知在表面上使用用于

原位合成的光刻技术所界定的位置产生含有数千个与定义序列互补的寡核苷酸的阵列的

技术(参见Fodor等人，1991，《科学》251：767‑773；Pease等人，1994，《美国国家科学院院刊》

91：5022‑5026；Lockhart等人，1996，《自然·生物技术》14：1675；美国专利第5,578,832号；

第5,556,752号；和第5,510,270号；其以全文引用的方式并入本文中)或其它用于快速合成

和沉积所定义的寡核苷酸的方法(Bla n cha rd等人，《生物传感器与生物电子学

(Biosensors&Bioelectronics)》11：687‑690；其以全文引用的方式并入本文中)。当使用这

些方法时，在表面(例如衍生化玻璃载片)上直接合成具有已知序列的寡核苷酸(例如60聚

体)。通常，所产生的阵列是冗余的，每个RNA具有数个寡核苷酸分子。

[0109] 还可使用其它用于制造微阵列的方法，例如通过掩蔽(Maskos和Southern，1992，

《核酸研究(Nuc.Acids.Res.)》20：1679‑1684；其以全文引用的方式并入本文中)。原则上，

可使用任何类型的阵列，例如尼龙杂交膜上的斑点印迹(参见Sambrook等人，《分子克隆：实

验室手册》，第3版，2001)。然而，所属领域的技术人员应认识到，极小阵列将常常是优选的，

因为杂交体积将较小。

[0110] 微阵列也可借助于用于寡核苷酸合成的喷墨印刷装置制造，例如使用由

Blanchard在美国专利第6,028,189号中；Blanchard等人，1996，《生物传感器与生物电子学

(Biosensors  and  Bioelectronics)》11：687‑690；Blanchard，1998，在《基因工程中的合成

DNA阵列(Synthetic  DNA  Arrays  in  Genetic  Engineering)》中，第20卷，J.K.Setlow编，

Plenum  Press，纽约在第111‑123页(其以全文引用的方式并入本文中)所述的方法和系统。

确切地说，这类微阵列中的寡核苷酸探针是通过在高表面张力溶剂(例如碳酸丙二酯)的

“微液滴”中连续沉积个别核苷酸碱基而例如在玻璃载片上以阵列形式合成。微滴具有小体

积(例如，100pL或更小，更优选50pL或更小)并且在微阵列上彼此分离(例如，通过疏水域)

以形成圆形表面张力井，其限定阵列元件(即不同的探针)的位置。通过此喷墨方法制造的

微阵列通常具有高密度，优选地具有每1cm2至少约2,500个不同探针的密度。多核苷酸探针

是在多核苷酸的3′端或5′端共价连接到支撑物。

[0111] 可通过微阵列分析测量的生物标志物多核苷酸可为表达RNA或来源于其的核酸

(例如cDNA或来源于并入RNA聚合酶启动子的cDNA的扩增RNA)，包括天然存在的核酸分子以

及合成核酸分子。在一个实施例中，目标多核苷酸分子包含RNA，包括但决不限于总细胞

RNA、聚(A)+信使RNA(mRNA)或其片段、细胞质mRNA或由cDNA转录的RNA(即，cRNA；参见例如

Linsley和Schelter，1999年10月4日提交的美国专利申请序号09/411,074或美国专利第5,

545,522号、第5,891,636号或第5,716,785号)。制备总的和聚(A)+RNA的方法在所属领域中

是众所周知的，并且通常描述于例如Sambrook等人，《分子克隆：实验室手册》(第3版，2001)

中。可使用硫氰酸胍溶解随后CsCl离心(Chirgwin等人，1979，《生物化学(Biochemistry)》
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18：5294‑5299)、基于硅胶的柱(例如RNeasy(加利福尼亚州巴伦西亚市的凯杰公司

(Qiagen，Valencia，Calif .))或StrataPrep(加利福尼亚州拉荷亚的Stratagene公司

(Stratagene，La  Jolla，Calif.)))或使用苯酚和氯仿从所关注的细胞提取RNA，如Ausubel

等人编，1989，《分子生物学现代方法(Current  Protocols  In  Molecular  Biology)》，第

III卷，Green  Publishing  Associates公司，约翰·威利父子公司(John  Wiley&Sons，

Inc.)，纽约，第13.12.1‑13.12.5页)中所述。聚(A)+RNA可例如通过用寡聚dT纤维素选择或

替代地，通过寡聚dT引导的总细胞RNA的逆转录而选择。RNA可通过所属领域中已知的方法，

例如通过与ZnCl2一起培育而片段化，生成RNA片段。

[0112] 在一个实施例中，总RNA、mRNA或来源于其的核酸从疑似患有危及生命的病况(例

如，脓毒症、严重创伤或烧伤)的患者获得的样品分离。在特定细胞中弱表达的生物标志物

多核苷酸可使用正规化技术富集(Bonaldo等人，1996，《基因组研究》6：791‑806)。

[0113] 如上所述，生物标志物多核苷酸可在一个或多个核苷酸处被可检测地标记。所属

领域中已知的任何方法可用于标记目标多核苷酸。优选地，此标记沿着RNA的长度均一地并

入标记，并且更优选地，标记是以高度的效率进行。举例来说，可通过寡聚dT引导的逆转录

标记多核苷酸。随机引物(例如9聚体)可用于逆转录以便在多核苷酸的全长上均一地并入

经标记的核苷酸。或者，随机引物可与PCR方法或基于T7启动子的体外转录方法结合使用以

扩增多核苷酸。

[0114] 可检测标记可为发光标记。举例来说，荧光标记、生物发光标记、化学发光标记和

比色标记可用于本发明的实践中。可使用的荧光标记包括但不限于荧光素、磷光体、罗丹明

或聚甲炔染料衍生物。此外，可使用可商购的荧光标记，包括但不限于荧光亚磷酰胺，如

FluorePrime(Amersham  Pharmacia，皮斯卡塔威，新泽西州(Piscataway，N .J .))、

Fluoredite(Miilipore，贝德福，马萨诸塞州(Bedford，Mass.))、FAM(ABI，福斯特市，加利

福尼亚州(Foster  City，Calif.))和Cy3或Cy5(Amersham  Pharmacia，皮斯卡塔威，新泽西

州)。或者，可检测标记可为放射性标记的核苷酸。

[0115] 在一个实施例中，来自患者样品的生物标志物多核苷酸分子以与参考样品的相应

多核苷酸分子有差异的方式进行标记。参考可包含来自正常生物样品(即，对照样品，例如

来自未患有脓毒症/感染、烧伤或创伤的幸存者或受试者的血液)或来自参考生物样品(例

如，来自患有脓毒症/感染、烧伤或创伤的非幸存者或受试者的血液)的多核苷酸分子。

[0116] 选择核酸杂交和洗涤条件，使得目标多核苷酸分子特异性结合或特异性杂交于阵

列的互补多核苷酸序列、优选地其互补DNA所位于的特异性阵列位点。含有双链探针DNA定

位于上面的阵列优选地经历变性条件以致使DNA在与目标多核苷酸分子接触之前单链化。

含有单链探针DNA(例如合成的寡脱氧核酸)的阵列在与目标多核苷酸分子接触之前可能需

要变性，例如以去除由于自身互补序列形成的发夹或二聚体。

[0117] 最优杂交条件将视探针和靶核酸的长度(例如，相对于多核苷酸多200个碱基的低

聚物)和类型(例如，RNA或DNA)而定。所属领域的技术人员应了解，由于寡核苷酸较短，所以

可能必需调节其长度以达到相对均一的解链温度，从而获得令人满意的杂交结果。核酸的

特异性(即，严格的)杂交条件的通用参数描述在Sambrook等人，《分子克隆：实验室手册》

(第3版，2001)和Ausubel等人，《分子生物学现代方法》，第2卷，实验室指南出版(Current 

Protocols  Publishing)，纽约(1994)。Schena等人的用于cDNA微阵列的典型杂交条件是在
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5×SSC+0.2％SDS中在65℃下杂交四小时，随后在25℃下在低严格性洗涤缓冲液(1×SSC+

0.2％SDS)中洗涤，随后在25℃下在较高严格性洗涤缓冲液(0.1×SSC+0.2％SDS)中洗涤10

分钟(Schena等人，《美国国家科学院院刊》93：10614(1993))。有用的杂交条件还提供在例

如Tijessen，1993，《用核酸探针杂交(Hybridization  With  Nucleic  Acid  Probes)》，

Elsevier  Science  Publishers公司；和Kricka，1992，《非同位素DNA探针技术

(Nonisotopic  Dna  Probe  Techniques)》，学术出版社，圣地亚哥，加利福尼亚州(San 

Diego，Calif)中。尤其优选的杂交条件包括在1M  NaCl、50mM  MES缓冲液(pH  6.5)、0.5％肌

氨酸钠和30％甲酰胺中在处于或接近于探针的平均熔融温度的温度(例如，在51℃内，更优

选在21℃内)下杂交。

[0118] 当使用荧光标记的基因产物时，在微阵列的每一个位点处的荧光发射可优选地通

过扫描共聚焦激光显微术检测到。在一个实施例中，针对所用两个荧光团中的每一个使用

适当激发光线进行单独扫描。或者，可使用允许在特异性针对两个荧光团的波长下同时进

行试样照射的激光器，并且可同时分析来自两个荧光团的发射(参见Shalon等人，1996，“使

用双色荧光探针杂交分析复杂DNA样品的DNA微阵列系统(A  DNA  microarray  system  for 

analyzing  complex  DNA  samples  using  two‑color  fluorescent  probe 

hybridization)，”《基因组研究》6：639‑645，其出于所有目的以全文引用的方式并入)。可

使用具有计算机控制的X‑Y工作台和显微镜物镜的激光荧光扫描仪扫描阵列。使用多线路

混合气体激光器实现两个荧光团的依次激发，并且发射光由波长分开并用两个光电倍增管

检测到。荧光激光扫描装置描述在Schena等人，《基因组研究》6：639‑645(1996)本文中所列

举的其它参考文献中。或者，由Ferguson等人，《自然·生物技术》14：1681‑1684(1996)所描

述的光纤束可用于同时监测大量位点的mRNA丰度水平。

[0119] 在一个实施例中，本发明包括包含以下的微阵列：与DEFA4多核苷酸杂交的寡核苷

酸、与CD163多核苷酸杂交的寡核苷酸、与PER1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与RGS1多核苷酸

杂交的寡核苷酸、与HIF1A多核苷酸杂交的寡核苷酸、与SEPP1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与

C11orf74多核苷酸杂交的寡核苷酸、与CIT多核苷酸杂交的寡核苷酸、与LY86多核苷酸杂交

的寡核苷酸、与TST多核苷酸杂交的寡核苷酸、与OR52R1多核苷酸杂交的寡核苷酸和与

KCNJ2多核苷酸杂交的寡核苷酸。

[0120] 多核苷酸也可通过其它方法分析，包括但不限于northern印迹、核酸酶保护分析、

RNA指纹分析、聚合酶链式反应、连接酶链式反应、Qβ复制酶、等温扩增方法、链置换扩增、基

于转录的扩增系统、核酸酶保护(S1核酸酶或RNA酶保护分析)、SAGE以及国际公开第WO  88/

10315号和第WO  89/06700号和国际申请第PCT/US87/00880号和第PCT/US89/01025号中所

公开的方法；其以全文引用的方式并入本文中。

[0121] 根据所属领域的一般技术人员已知的常规Northern杂交技术，标准Northern印迹

分析可用于确定RNA转录物大小、鉴定交替剪接的RNA转录物和样品中mRNA的相对量。在

Northern印迹中，RNA样品首先在变性条件下通过琼脂糖凝胶电泳按大小分离。随后将RNA

转移到膜，交联并且与标记探针杂交。可使用非同位素或高放射性比度放射性标记的探针，

包括随机引导、切口翻译或PCR生成的DNA探针、体外转录的RNA探针和寡核苷酸。此外，可使

用仅具有部分同源性的序列(例如来自不同物种的cDNA或可能含有外显子的基因组DNA片

段)作为探针。含有全长单链DNA或DNA序列片段的标记探针(例如放射性标记的cDNA)可为
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至少20个、至少30个、至少50个或至少100个连续核苷酸的长度。探针可通过所属领域的技

术人员已知的许多不同方法中的任一种而被标记。最常用于这些研究的标记是放射性元

素、酶、当曝露于紫外线时发荧光的化学物质等。多种荧光材料是已知的并且可用作标记。

这些荧光材料包括但不限于荧光素、罗丹明、金胺、德克萨斯红、AMCA蓝和荧光黄。特定检测

材料是在山羊体内制备并且经由异硫氰酸酯与荧光素结合的抗兔抗体。蛋白质也可用放射

性元素或酶标记。放射性标记可通过目前可用的计数程序中的任一个检测到。可以使用的

同位素包括但不限于3H、14C、32P、35S、36Cl、35Cr、57Co、58Co、59Fe、90Y、125I、131I和186Re。酶标记

同样有用，并且可通过目前采用的比色、分光光度、荧光分光光度、电流测定或气体测定技

术中的任一个检测到。酶是通过与如碳化二亚胺、二异氰酸酯、戊二醛等桥连分子反应结合

到所选粒子。可采用所属领域的技术人员已知的任何酶。这类酶的实例包括但不限于过氧

化物酶、β‑D‑半乳糖苷酶、尿素酶、葡萄糖氧化酶加过氧化物酶和碱性磷酸酶。举例来说，参

考美国专利第3,654,090号、第3,850,752号和第4,016,043号的关于替代性标记材料和方

法的公开内容。

[0122] 核酸酶保护分析(包括核糖核酸酶保护分析和S1核酸酶分析)可用于检测和定量

特异性mRNA。在核酸酶保护分析中，反义探针(经例如放射性标记或非同位素标记)在溶液

中与RNA样品杂交。在杂交后，利用核酸酶降解未杂交的单链探针和RNA。使用丙烯酰胺凝胶

分离其余受保护的片段。通常，溶液杂交比基于膜的杂交更有效，并且其与最大20‑30μg的

印迹交杂相比可容纳至多100μg样品RNA。

[0123] 核糖核酸酶保护分析，是最常见类型的核酸酶保护分析，需要使用RNA探针。寡核

苷酸和其它单链DNA探针仅可用于含有S1核酸酶的分析。单链反义探针必须通常与靶RNA完

全同源以防止核酸酶裂解探针：目标杂交。

[0124] 基因表达系列分析(SAGE)也可用于测定细胞样品中的RNA丰度。参见例如

Velculescu等人，1995，《科学》270：484‑7；Carulli等人，1998，《细胞生物化学杂志

(Journal  of  Cellular  Biochemistry)》增刊30/31：286‑96；其以全文引用的方式并入本

文中。SAGE分析不需要特殊检测装置，并且是用于同时检测大量转录产物表达的优选分析

方法之一。首先，从细胞提取聚A+
  RNA。接着，使用生物素化寡聚(dT)引物将RNA转化成

cDNA，并且用四碱基识别限制酶(锚定酶：AE)处理，产生在3′端含有生物素基团的经AE处理

的片段。接下来，为结合将经AE处理的片段与抗生蛋白链菌素一起培育。将结合的cDNA分成

两份，并且每一份随后连接到不同双链寡核苷酸接头(连接子)A或B。这些连接子是由以下

构成：(1)具有与通过锚定酶作用形成的突出部分的序列互补的序列的突出单链部分，(2)

充当标签酶(TE)的IIS型限制酶(在远离识别位点不超过20bp的预定位置处裂解)的5′核苷

酸识别序列，和(3)用于构建PCR特异性引物的具有足够长度的额外序列。使用标签酶裂解

连接子连接的cDNA，并且仅保留以短链序列标签形式存在的连接子连接的cDNA序列部分。

接着，将来自两种不同类型连接子的短链序列标签池彼此连接，随后使用特异性针对连接

子A和B的引物进行PCR扩增。因此，扩增产物是以包含结合到连接子A和B的两种邻近序列标

签(双标签)的多种序列的混合物形式获得。用锚定酶处理扩增产物，并且在标准键联反应

中将游离双标签部分连接成链。随后克隆扩增产物。测定克隆的核苷酸序列可用于获得恒

定长度的连续双标签的读出序列。可随后从克隆的核苷酸序列和关于序列标签的信息鉴别

与每一个标签对应的mRNA的存在。
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[0125] 定量逆转录酶PCR(qRT‑PCR)也可用于测定生物标志物的表达谱(参见例如美国专

利申请公开案第2005/0048542A1号；其以全文引用的方式并入本文中)。通过RT‑PCR的基因

表达谱分析的第一步是使RNA模板逆转录成cDNA，随后使其在PCR反应中进行指数扩增。两

种最常用的逆转录酶是禽类成髓细胞瘤病毒逆转录酶(avilo  myeloblastosis  virus 

reverse  transcriptase，AMV‑RT)和莫洛尼鼠白血病病毒逆转录酶(Moloney  murine 

leukemia  virus  reverse  transcriptase，MLV‑RT)。逆转录步骤通常使用特异性引物、随

机六聚体或寡聚dT引物引导，根据表达谱分析的环境和目标而定。举例来说，提取的RNA可

按照制造商说明书使用GeneAmp  RNA  PCR试剂盒(珀金埃尔默公司(Perkin  Elmer)，加利福

尼亚州，美国)逆转录。所得到的cDNA可随后作为模板用于后续PCR反应。

[0126] 虽然PCR步骤可使用多种热稳定的DNA依赖性DNA聚合酶，但是其通常采用Taq  DNA

聚合酶，其具有5′‑3′核酸酶活性但不具有3′‑5′校正核酸内切酶活性。因此，TAQMAN  PCR通

常利用Taq或Tth聚合酶的5′‑核酸酶活性水解与其目标扩增子结合的杂交探针，但是仍可

使用任何具有等效5′核酸酶活性的酶。使用两种寡核苷酸引物生成PCR反应典型的扩增子。

将第三寡核苷酸或探针设计成检测定位于两个PCR引物之间的核苷酸序列。探针无法通过

Taq  DNA聚合酶延伸，并且用报道荧光染料和淬灭荧光染料标记。当两种染料如它们在探针

上一样紧密定位在一起时，任何激光诱导的来自报道染料的发射是由淬灭染料淬灭。在扩

增反应期间，Taq  DNA聚合酶以模板依赖性方式裂解探针。所得探针片段在溶液中解离，并

且来自所释放的报道染料的信号没有第二荧光团的淬灭效应。新合成的每一分子释放一分

子的报道染料，并且检测未淬灭的报道染料提供用于定量解释数据的基础。

[0127] TAQMAN  RT‑PCR可使用可商购的设备进行，如ABI  PRISM  7700序列检测系统(珀金

埃尔默应用生物系统公司，福斯特市，加利福尼亚州，美国)或Lightcycler(Roche 

Molecular  Biochemicals，曼海姆，德国(Mannheim，Germany))。在一优选实施例中，5′核酸

酶程序是在如ABI  PRISM  7700序列检测系统的实时定量PCR装置上运行。所述系统由热循

环仪、激光器、电荷耦合装置(CCD)、照相机和计算机组成。所述系统包括用于运行仪器和用

于分析数据的软件。5′‑核酸酶分析数据首先表示为Ct或阈值循环。在每一循环期间记录荧

光值并且其表示在扩增反应中扩增到那一点的产物量。当荧光信号最先记录为统计学上显

著时的点是阈值循环(Ct)。

[0128] 为了使错误和样品间变化的效应最小，通常使用内标进行RT‑PCR。理想内标在不

同组织当中以恒定水平表达并且不受实验治疗影响。最经常用于将基因表达图谱正规化的

RNA是管家基因甘油醛‑3‑磷酸脱氢酶(GAPDH)和β‑肌动蛋白的mRNA。

[0129] 更新的RT‑PCR技术变化形式是实时定量PCR，其经由双重标记的荧光生成探针

(即，TAQMAN探针)测量PCR产物的累积。实时PCR与使用每一目标序列的内部竞争者进行正

规化的定量竞争性PCR和使用样品内含有的正规化基因或用于RT‑PCR的管家基因的定量比

较PCR都相容。关于更多细节，参见例如Held等人，《基因组研究》6：986‑994(1996)。

[0130] 生物标志物数据的分析

[0131] 可以通过多种方法分析生物标志物数据以鉴定生物标志物并且确定测试与参考

表达谱之间观察到的生物标志物水平的差异的统计学显著性，以评估患者是否在30天内处

于死亡风险下。在某些实施例中，患者数据是通过一种或多种方法分析，所述方法包括但不

限于多变量线性判别分析(LDA)、接受者工作特征(ROC)分析、主成分分析(PCA)、集合数据
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挖掘方法、微阵列的显著性分析(SAM)、微阵列的细胞特异性显著性分析(csSAM)、密度归一

化事件的生成树级数分析(SPADE)和多维蛋白质鉴定技术(MUDPIT)分析。(参见例如Hilbe

(2009)《逻辑回归模型(Logistic  Regression  Models)》，Chapman&Hall/CRC  Press；

McLachlan(2004)《判别分析和统计模式识别(Discriminant  Analysis  and  Statistical 

Pattern  Recognition)》.Wiley  Interscience；Zweig等人(1993)《临床化学

(Clin .Chem .)》39：561‑577；Pepe(2003)《用于分类和预测的医学检验的统计评估(The 

statistical  evaluation  of  medical  tests  for  classification  and  prediction)》，

纽约，NY：Oxford；Sing等人(2005)《生物信息学(Bioinformatics)》21：3940‑3941；Tusher

等人(2001)《美国国家科学院院刊》98：5116‑5121；Oza(2006)《集合数据挖掘(Ensemble 

data  mining)》，NASA  Ames研究中心，莫菲特菲尔德(Moffett  Field)，加利福尼亚州，美

国；English等人(2009)《生物医学信息学杂志(J.Biomed.Inform.)》42(2)：287‑295；Zhang

(2007)《生物信息学》8：230；Shen‑Orr等人(2010)《免疫学杂志》184：144‑130；Qiu等人

(2011)《自然·生物技术》29(10)：886‑891；Ru等人(2006)《色谱杂志A(J.Chromatogr.A.)》

1111(2)：166‑174，Jolliffe主成分分析(《Springer系列丛书‑‑统计(Springer  Series  in 

Statistics)》，第2版，Springer，纽约州，2002)，Koren等人(2004)《IEEE可视化与计算机图

形学学报(IEEE  Trans  Vis  Comput  Graph)》10：459‑470；其以全文引用的方式并入本文

中。)

[0132] C.试剂盒

[0133] 在又一方面中，本发明提供用于受试者的死亡预后的试剂盒，其中试剂盒可用于

检测本发明的生物标志物。举例来说，试剂盒可用于检测本文所描述的生物标志物中的任

何一个或多个，其在来自危重患者中的幸存者和非幸存者的样品中差异表达。试剂盒可包

括一种或多种用于检测生物标志物的药剂、用于盛放从疑似患有危及生命的病况的人类受

试者分离的生物样品的容器；以及用于使药剂与生物样品或一部分生物样品反应以检测生

物样品中至少一种生物标志物的存在或量的印刷说明书。所述药剂可以包装在单独的容器

中。试剂盒可另外包含一种或多种对照参考样品和用于进行免疫分析或微阵列分析的试

剂。

[0134] 在某些实施例中，试剂盒包含用于测量所关注的至少十二种生物标志物的水平的

药剂。举例来说，试剂盒可包括检测包含以下的一组生物标志物的药剂：DEFA4多核苷酸、

CD163多核苷酸、PER1多核苷酸、RGS1多核苷酸、HIF1A多核苷酸、SEPP1多核苷酸、C11orf74

多核苷酸、CIT多核苷酸、LY86多核苷酸、TST多核苷酸、OR52R1多核苷酸和KCNJ2多核苷酸。

[0135] 在某些实施例中，试剂盒包含用于分析多种生物标志物多核苷酸的微阵列。包括

于试剂盒中的示例性微阵列包含与DEFA4多核苷酸杂交的寡核苷酸、与CD163多核苷酸杂交

的寡核苷酸、与PER1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与RGS1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与HIF1A

多核苷酸杂交的寡核苷酸、与SEPP1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与C11orf74多核苷酸杂交的

寡核苷酸、与CIT多核苷酸杂交的寡核苷酸、与LY86多核苷酸杂交的寡核苷酸、与TST多核苷

酸杂交的寡核苷酸、与OR52R1多核苷酸杂交的寡核苷酸、与KCNJ2多核苷酸杂交的寡核苷

酸。

[0136] 试剂盒可包含一个或多个试剂盒中所含组合物的容器。组合物可呈液体形式或可

冻干。用于组合物的合适容器包括例如瓶子、小瓶、注射器和试管。容器可由多种材料(包括
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玻璃或塑料)形成。试剂盒还可包含药品说明书，其含有诊断脓毒症方法的书面说明。

[0137] 本发明的试剂盒具有多种应用。举例来说，试剂盒可用于测定疑似患有危及生命

的病况的受试者的死亡风险。可将通过本文所描述的方法鉴定为在30天内具有死亡的高风

险的受试者送到ICU以治疗，而可在常规医院病房中进一步监测和/或治疗鉴定为在30天内

具有死亡的低风险的患者。患者和临床医生都可以从更好的死亡风险估计中受益，这可以

及时讨论患者的偏好以及他们对挽救生命措施的选择。更好的患者分子表型也可能改善临

床试验，在1)药物和干预的患者选择和2)观察到预期的受试者死亡率的评估中。

[0138] D.确定死亡风险的诊断系统和计算机化方法

[0139] 在另一方面，本发明包括一种用于确定疑似患有危及生命的病况的患者的死亡风

险的计算机实施的方法。计算机执行包含以下的步骤：接收输入的患者数据，所述数据包含

来自所述患者的生物样品中一种或多种生物标志物的水平的数值；分析一种或多种生物标

志物的水平，并且与所述生物标志物的相应参考值范围进行比较；基于所述生物标志物的

水平计算所述患者的死亡基因评分，其中与对照受试者相比所述患者较高的死亡基因评分

指示所述患者在30天内处于死亡的高风险下；并且显示关于所述患者的死亡风险的信息。

在某些实施例中，输入的患者数据包含来自患者的生物样品中多种生物标志物的水平的

值。在一个实施例中，输入的患者数据包含DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、

C11orf74、CIT、LY86、TST、OR52R1和KCNJ2多核苷酸的水平的值。

[0140] 在另一个方面，本发明包括一种用于执行计算机实施的方法的诊断系统，如所描

述。诊断系统可包括含有处理器、存储组件(即，存储器)、显示器组件和通常存在于一般目

的计算机中的其它组件的计算机。存储组件存储可由处理器访问的信息，包括可由处理器

执行的指令和可由处理器检索、操纵或存储的数据。

[0141] 存储组件包括用于确定受试者的死亡风险的指令。举例来说，存储组件包括用于

如本文所述(参见实例1)基于生物标志物表达水平计算受试者的死亡基因评分的指令。此

外，存储组件可进一步包含用于进行多变量线性判别分析(LDA)、接受者工作特征(ROC)分

析、主成分分析(PCA)、集合数据挖掘方法、微阵列的细胞特异性显著性分析(csSAM)和多维

蛋白质鉴定技术(MUDPIT)分析的指令。将计算机处理器被耦合到存储组件上并且被配置成

执行存储在存储组件中的指令以便接收患者数据并且根据一种或多种算法分析患者数据。

显示器组件显示关于所述患者的诊断和/或预后(例如，死亡风险)信息。

[0142] 存储组件可属于任何能够存储可由处理器访问的信息的类型，例如硬盘驱动器、

存储卡、ROM、RAM、DVD、CD‑ROM、USB快闪驱动器、写入存储器和只读存储器。处理器可为任何

熟知的处理器，例如来自因特尔公司(Intel  Corporation)的处理器。或者，处理器可为专

用控制器，例如ASIC。

[0143] 指令可为有待由处理器直接(例如机器代码)或间接(例如脚本)执行的任何指令

集合。为此，术语“指令”、“步骤”和“程序”在本文中可互换使用。指令可以由处理器直接处

理的目标代码形式或以任何其它计算机语言形式存储，所述其它计算机语言包括按需求解

译或提前编译的脚本或无关的源代码模块的集合。

[0144] 数据可根据指令由处理器检索、存储或修改。举例来说，虽然诊断系统不受任何特

定数据结构限制，但是数据可存储在计算机寄存器中、以具有多种不同字段或记录的表格、

XML文档或平面文件形式存储在关系型数据库中。数据还可以任何计算机可读格式来格式
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化，计算机可读格式例如但不限于二进制值、ASCII或统一码。此外，数据可包含足以鉴定相

关信息的任何信息，例如编号、描述性文本、专有代码、指针、对存储在其它存储器(包括其

它网络位置)中的数据的引用或由计算相关数据的函数所使用的信息。

[0145] 在某些实施例中，处理器和存储组件可包含能够或不能存储在同一物理外壳内的

多个处理器和存储组件。举例来说，一些指令和数据可存储在可移动CD‑ROM上并且其它指

令和数据存储在只读计算机芯片内。一些或全部指令和数据可存储在物理上远离处理器但

仍可由处理器访问的位置中。类似地，处理器可实际包含能够或不能并行操作的处理器集

合。

[0146] 在一个方面，计算机为与一种或多种客户端计算机通信的服务器。每一个客户端

计算机可与服务器类似地配置，具有处理器、存储组件和指令。每一个客户端计算机可为专

供个人使用的个人计算机，具有个人计算机中通常所见的所有内部组件，例如中央处理单

元(CPU)、显示器(例如显示由处理器处理的信息的监测器)、CD‑ROM、硬盘驱动器、用户输入

装置(例如鼠标、键盘、触摸屏或麦克风)、扬声器、调制解调器和/或网络接口装置(电话、电

缆或其它)以及用于将这些要素彼此连接并且允许其彼此(直接或间接)通信的所有组件。

此外，根据本文所述的系统和方法的计算机可包含任何能够处理指令并且传输去往和来自

人类和其它计算机(包括不具有本地存储能力的网络计算机)的数据的装置。

[0147] 虽然客户端计算机和可包含全尺寸个人计算机，但是所述系统和方法的许多方面

在与能够经网络(例如互联网)与服务器无线交换数据的移动装置结合使用时特别有利。举

例来说，客户端计算机可为启用无线的PDA，例如黑莓手机、苹果iPhone或其它具有互联网

功能的蜂窝电话。在这些方面中，用户可使用小键盘、键区、触摸屏或任何其它用户输入方

式输入信息。计算机可具有天线用于接收无线信号。

[0148] 服务器和客户端计算机能够直接和间接连通，例如在网络上。尽管可使用很少的

计算机，但应了解，典型系统可包括许多在不同网络节点下与每种不同计算机连接的计算

机。网络和介入节点可包含装置和通信协议的各种组合，包括互联网、万维网、内联网、虚拟

专用网络、广域网、局域网、蜂窝电话网络、使用一个或多个公司专用的通信协议的专用网

络、以太网、WiFi和HTTP。这类通信可通过能够将资料传输到其它计算机并且从其它计算机

传输资料的任何装置，诸如调制解调器(例如，拨号或电缆)、网络和无线接口促进。服务器

可为web服务器。

[0149] 虽然当如上文所指出传输或接受信息时获得某些优势，但是所述系统和方法的其

它方面不限于任何特定的信息传输方式。举例来说，在一些方面，信息可经由如磁盘、磁带、

闪存驱动器、DVD或CD‑ROM等媒体传送。在其它方面，信息可以非电子格式传输并且手动输

入到系统中。再有，虽然一些功能被指示为在服务器上进行并且其它功能在客户端上进行，

但是所述系统和方法的各个方面可由具有单个处理器的单个计算机实施。

[0150] III.实验

[0151] 以下为执行本发明的特定实施例的实例。实例仅出于说明性目的提供，并且不打

算以任何方式限制本发明的范围。

[0152] 已经努力确保关于所用数字(例如数量、温度等)的准确度，但当然应该允许一些

实验误差和偏差。

[0153] 实例1
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[0154] 危重患者的死亡预后的方法

[0155] 引言

[0156] 我们以前已经展示，多群组分析是一种在脓毒症15和其它疾病(包括器官移植排

斥、病毒感染和肺结核)中发现保守基因表达信号的有效方法16‑18。因此，我们假设在患有脓

毒症的患者中检查结果的多群组分析将产生保守基因集合，所述基因集合能够稳健地预测

脓毒症结果，并且潜在地用作疾病预后的临床工具。

[0157] 材料和方法

[0158] 研究设计

[0159] 这项研究的目的是使用综合多群组元分析框架分析多个基因表达数据集，以鉴定

可在入院时预测患有脓毒症的患者的死亡的基因集合。先前已描述这种框架15，16，18。

[0160] 搜索

[0161] 搜索两个公开的基因表达微阵列存储库(NIH  GEO、ArrayExpress)有关匹配任何

以下搜索术语的所有人类数据集：脓毒症、SIRS、创伤、休克、手术、感染、肺炎、危重、ICU、发

炎、医院内。保留比较健康对照或具有非感染性炎症(SIRS、创伤、手术、自身免疫性)的患者

与具有急性感染和/或脓毒症的患者的数据集用于进一步研究。不包括采用内毒素注射作

为SIRS或脓毒症模型的数据集。排除在分选的细胞(PBMC、中性粒细胞等)中完成的数据集。

[0162] 在许多情况下，公共数据中没有死亡和严重程度表型；联系这些作者以获取进一

步数据。这包括数据集E‑MTAB‑154812、GSE1047419、GSE2180220、GSE3270721、GSE3334122、

GSE6304211、GSE6399023、GSE6609910，15，24，25和GSE6689026。在所有情况下，基因表达数据是公

开可获得的。提供这些数据的研究人员未参与下文所描述的数据分析。

[0163] 两个群组E‑MTAB‑4421和E‑MTAB‑4451由相同的研究(GaINs)14得出，具有相同的纳

入/排除标准，并且在相同的微阵列上处理。因此，在从原始数据重新正规化之后，我们使用

ComBat正规化将这两个群组共同正规化为单个群组，我们将其称为E‑MTAB‑4421.51。

[0164] Glue  Grant数据

[0165] 除了公开可获得的数据集之外，我们还使用对损伤程序(Glue  Grant)创伤数据集

的炎症和宿主反应27‑29。Glue  Grant数据集含有两个群组：严重创伤患者和严重烧伤患者。

创伤群组进一步包括两个亚群组，一个取样血沉棕黄层，并且另一个取样分选细胞；分选细

胞群组从进一步研究中排除。纳入标准在别处描述30。入院后在以下天数对创伤患者进行取

样：0.5、1、4、7、14、21、28天；烧伤患者在入院时进行取样，并且然后在其烧伤手术时进行取

样。Glue  Grant患者如果具有医院内感染(肺炎、泌尿道感染、导管相关血流感染等)、手术

感染(排除浅表伤口感染)或经历内脏穿孔手术，那么他们被归类为‘感染’；感染定义可见

于gluegrant.org/commonlyreferencedpubs.htm。在诊断感染当天+/‑24小时内抽取的样

品被认为是感染时间。Glue  Grant的使用是由Glue  Grant联盟和斯坦福大学(Stanford 

University)IRB共同批准(协议29798)。

[0166] 基因表达正规化

[0167] 所有Affymetrix数据集以CEL文件形式下载并使用gcRMA(R  affy包)再归一化。从

其它阵列的输出进行正常指数背景校正，并且然后对阵列之间的量化进行归一化(R包装

limma)。对于所有基因分析，将针对常见基因的探针平均值设置为基因表达水平。所有针对

基因的探针的映射都是从来自最新SOFT文件的GEO下载的。
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[0168] 多群组分析

[0169] 比较在30天内死亡的患者与在30天内未死亡的患者，我们在入院48小时内进行脓

毒症患者的基因表达的多群组分析15，16，18。在极少数情况下，我们获得了30天后患者死亡的

信息，这些患者被排除在外。在选择输入数据集之后，我们组合在使用Hedges′g的群组内的

效果大小，然后利用DeSimonian‑Laird元分析来评价汇总效果。显著性阈值被设置为0.05

的错误发现率(FDR)，其汇总效果大小大于1.3倍(在非对数空间中)。

[0170] 我们接下来在供应临床严重程度和年龄的表型数据的群组中进行元回归分析。对

于每个群组，对于每个基因，模型是作为临床严重程度加上年龄加上基因表达水平的函数

的死亡(相关)的回归。为了保持数据集之间的比例相似，(1)基于其描述文章中的模型，将

所有临床严重程度评分转换为对数‑几率死亡，和(2)在元分析之前，将所有数据集一起

ComBat标准化(这一方法重置每个基因的位置和比例，但保留群组内的差异)。使用Becker

和Wu(2007)32描述的斜率合成回归方法的矩随机效果模型变化31的闭合形式方法进行元回

归。因此，在这种情况下，如果基因在所有群组中具有统计学上保守的回归系数(β)以预测

与临床严重程度和年龄无关的死亡，那么认为所述基因是显著的。未校正的p值＜0.01被认

为是显著的。

[0171] 在分析的最后步骤中，我们通过标准的多群组分析和通过元回归将被认为是显著

的基因集合的联合视为显著的。然后在贪婪迭代搜索模型中使用这些基因，其中允许贪婪

前向搜索完成，接着是贪婪反向搜索，并且然后是另一个贪婪前向搜索。这种方法迭代进

行，直到达到稳定的基因集合。在搜索中只使用发现数据集，并且函数最大化加权AUC，所述

加权AUC是每个发现数据集的AUC乘以其样品大小的总和。

[0172] 基因评分

[0173] 在贪婪搜索和最终基因集合中，基因评分定义为所有阳性基因的基因表达水平的

几何平均值减去所有阴性基因的基因表达水平的几何平均值乘以阳性与阴性基因的计数

比。这分别针对数据集中的每个样品计算。排除完整数据集中不存在的基因；将个别样品的

基因缺失设定成一。

[0174] ROC曲线

[0175] 检查类别区分能力，比较每一个所检查的数据集中所关注类别的基因评分。在数

据集中构建基因评分的ROC曲线，并且使用梯形方法计算曲线下面积(AUC)。汇总ROC曲线通

过Kester和Buntinx的方法计算，如先前所描述18，33。概述曲线仅用于总结来自相似比较

(即，入院时的脓毒患者)的数据。

[0176] 与严重性评分的比较

[0177] 我们将基因评分的预后能力与含有这一信息的所有群组中的临床严重程度评分

的预后能力进行比较。为了进行这些计算，我们首先对临床严重程度评分或基因评分进行

逻辑回归以预测死亡。然后我们测试组合模型(作为临床严重程度和基因评分的函数的死

亡，没有相互作用项)并且测量组合模型的AUC。

[0178] 验证

[0179] 如每个研究的原始研究人员所确定的，将幸存者与最终的非幸存者进行比较，主

要的验证检查入院的患有脓毒症的患者。在具有纵向数据的数据集的情况下，仅将在自入

院后24‑48小时内的患者用于总ROC分析。ROC曲线图是在稍后的时间点分别为患者构建的，
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从入院开始每天分为几部分，这取决于每个研究的取样方案。

[0180] 使用定制分析来研究Glue  Grant数据集中基因集合的性能。首先，从受伤开始针

对基因评分和每天严重程度评分对每个数据集(创伤和烧伤)中的所有患者每天作图(对于

创伤患者，这是MODS评分；对于烧伤患者，这是丹佛评分)。按照最初的定义，用Glue  Grant

作者列举死亡类型：(1)脓毒病死亡，(2)创伤性脑损伤(TBI)/脑死亡，或(3)其它死亡。我们

分离出TBI/脑死亡，因为这些死亡通常主要是最初损伤的直接后遗症，而不是由宿主反应

引起的。在烧伤组中，注意到几个患者在研究期间但在30天后死亡；排除这些患者。然后我

们进行两种类型的ROC分析。首先，我们检查最终死亡的感染脓毒症的患者，并且将其与感

染脓毒症但未死亡的患者进行比较，仅包括那些在相同时间窗口内感染脓毒症的患者。这

类似于仅检查社区获得的脓毒症群组中的入院日。在第二次ROC分析中，我们检查所有患

者，比较因任何原因死亡的患者和未死亡的患者。在此，我们从入院起按时间将组划分为几

段；然而，一些患者在这些组之间重复，并且因此对于所有原因的死亡分析，不同的时间段

不是独立的。

[0181] 细胞类型富集测试

[0182] 如先前所描述，在先前检查的体外免疫细胞谱中评估基因集合的富集15。简单来

说，搜索GEO有关相关免疫细胞类型的临床样品的基因表达谱。对于全部对应于相同细胞类

型的多个样品，将所述样品的平均值视为最终值，由此形成每一个细胞类型的单个向量。如

上文所描述，在所得细胞类型载体中计算每个基因集合的基因评分。随后将所有细胞类型

的这些评分标准化，以使得评分表示远离组平均值的标准差的数目。这因此表示给定基因

集合在给定细胞类型中相对于其它测试细胞类型的富集程度。

[0183] 两个基因集合是以这种方式测试：在多群组/元回归分析之后发现两个完整基因

集合都是显著的，并且在迭代贪婪搜索之后发现基因子集最具诊断性。所得曲线图显示每

个细胞亚型(黑点)中的Z评分(给定基因集合的富集)，以及Z评分的总体分布的方框图(以

红色显示)。

[0184] 统计和R

[0185] 以用于统计学计算的R语言(版本3.2.0)进行所有计算和运算。除非另外规定，否

则将p值的显著性水平设置在0.05并且进行双尾分析。

[0186] 结果

[0187] 分析概述

[0188] 我们的系统搜索发现匹配纳入/排除标准的19个群组9，11，12，14，15，19‑23，26，34‑38。其

中，我们前瞻性地鉴定两个数据集作为验证群组：GSE54514和E‑MTAB‑4421.51。其它验证数

据集(GSE21802、GSE33341、GSE63990)仅在分析完成后才能使得表型数据可用。因此，在剩

余的数据集中，我们取所有那些在入院或进入ICU时对脓毒病患者进行专门检查的数据集，

其产生12个群组，总共490个幸存者和160个非幸存者(表1)。我们应用两种分析方法来发现

与死亡显著相关的基因(图1)。首先，我们在入院时对幸存者与非幸存者之间的差异基因表

达进行了多群组元分析，产生96个在FDR＜0.05和效应大小＞1.3倍时显著的基因。在第二

次分析中，我们进行了随临床严重程度、年龄和基因表达的逻辑函数的死亡的斜率合成随

机效应元回归。这产生35个在p＜0.01时显著的基因。值得注意的是，元回归中最重要的三

个基因都来自同一途径，即中性粒细胞嗜天青颗粒：DEFA4、CTSG和MPO。元分析和元回归基
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因集合的联合是122个基因，我们将其作为我们的“重要”基因列表。

[0189] 12个基因的集合的发现

[0190] 我们接下来使用122个基因列表对12个发现数据集执行迭代贪婪搜索，试图找到

如加权AUC测量的最大化诊断性能的基因列表。简单来说，所述算法在前向与后向贪婪搜索

之间迭代，直到其收敛于基因列表。这种算法经设计以寻找比简单的前向搜索更接近整体

最大值的最大值。算法运行完成，产生12个基因的集合。在死亡患者中上调的基因是：

DEFA4、CD163、PER1、RGS1、HIF1A、SEPP1、C11orf74和CIT，并且下调的基因是：LY86、TST、

OR52R1和KCNJ2。这12个基因的集合的平均发现AUC为0.847+/‑0.081，总AUC为0.85(图2‑

6)。另外，在将发现群组中的死亡基因评分与临床严重程度评分进行比较时，我们显示在所

有情况下，基因评分在单独使用临床严重程度预测死亡时都得到改善(除了在临床严重程

度完全分离死亡的两种情况下；表2)。最后，只有一个群组(GSE63042)含有血乳酸水平；在

这组中，血乳酸AUC为0.72，而12个基因的评分AUC为0.78。

[0191] 入院时脓毒症患者的直接验证

[0192] 我们接下来检查了在入院时检查脓毒症患者的5个验证数据集中12个基因的评分

的预后能力(表3)。对于具有纵向样品的两组(GSE21802和GSE54514)，我们分别仅在入院后

的最初48或24小时进行检查，而在分析中不重复任何患者。因此，这共产生415名幸存者和

136名非幸存者。在这五个群组中，12个基因的评分显示总AUC为0.84(95％CI  0.58‑0.96；

图7‑9)。值得注意的是，AUC在E‑MTAB‑4421.51中最低；这个群组允许患者在入院后第5天在

窗口中登记，可能偏离结果。在具有纵向取样的两个验证群组(GSE21802，GSE54514)的分析

中，我们发现了相似的趋势，即，随时间粗略保存的AUC，直到在晚期时间点的幸存者偏差引

起AUC的下降(图10‑11)。另外，在两个群组中，12个基因的评分显示随时间下降的总体趋

势，这意味着在脓毒症诊断后5天抽取的样品将具有比在第1天抽取的样品更低的预期评

分。由于E‑MTAB‑4421 .51中的取样技术，这类发现可能支持向下偏差。另外，GSE21802和

GSE54514均包括入院严重程度评分；我们再次比较了单独和与12个基因的评分的组合的预

后能力，显示在两种情况下的小升力(0.02‑0.05)。

[0193] Glue  Grant的验证

[0194] 我们接下来检查Glue  Grant创伤(血沉棕黄层)和烧伤(全血)患者(表3)。对于创

伤群组，我们首先绘制了所有患者的12个基因的评分和临床严重程度评分的轨迹(图12)，

显示死亡病例中更高基因评分的明显趋势。在这一群组中的一个所定义的脓毒症死亡中，

患者的12个基因的评分高于四个时间点的三个的所有其它评分。我们还使用ROC曲线检查

诊断时脓毒病患者和入院后随时间变化的所有患者的预后能力。与诊断时间相匹配的脓毒

症患者仅表现出一次死亡，但是与其他12名患者相比，这被完全预测到(图13A)。在所有患

者中，随时间的变化，12个基因的评分对所有病因死亡也显示中等预后能力(AUC  0 .75‑

0.86，图13B)。在Glue  Grant烧伤群组中，我们进行相同类型的分析，结果相似。死亡患者的

基因评分轨迹通常可与存活的患者分开，尽管临床严重程度轨迹同样是鉴定这些患者的良

好工作(图14)。检查与时间匹配的患有脓毒症的患者，预测诊断，12个基因的评分在入院后

第1‑3天(AUC  0.63)能力差，但在第3‑7天(AUC  0.85)能力高得多；这两个时间段不含重叠

的患者(图15A)。纵向检查所有死因的预测，烧伤数据显示AUC的范围(0.63‑0.82)，显示自

入院以来随时间增加，在自烧伤开始的最初24小时中性能尤其差(图15B)。
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[0195] 细胞类型特异性表达

[0196] 最后，为了增加一些对这些基因的生物学的深刻理解，我们对所有122个重要基因

以及预后12个基因的集合进行了计算机细胞类型表达分析，如先前描述(图16)。这里的假

设是在特异性免疫细胞类型中信号的增加可以表明这些基因在全血中表达的变化实际上

可以指示检测到细胞类型的变化，而不是(或除了)细胞内转录水平的变化。令人感兴趣的

是，122个基因的集合表现出杆状核细胞和晚幼粒细胞的显著富集，这指示未成熟的中性粒

细胞可能与脓毒病死亡有特异性关联，这与其它组的一些先前建议相一致。然而，在任何细

胞类型中，12个基因的集合没有显示出任何显著的过度富集。对于中心细胞发现的负相信

号不可能是生物学相关的，因为这些细胞类型在血液中不存在有意义的数量。

[0197] 讨论

[0198] 脓毒病是一种难以置信的异种综合征，包括广泛可能的患者病况、并存病、急性严

重程度、感染后的时间和潜在的免疫状态。许多人先前曾假设免疫系统的分子谱可能能够

预测脓毒症的结果。然而，预测结果的最佳临床工具仍然是血乳酸和临床严重程度评分，这

两者都有一些局限性。在这里，我们结合了大量数据(12个群组，650名患者)来界定一组仅

能够预测脓毒症患者死亡的12个基因。我们直接在5个群组中对551名患者进行了这一评分

验证，总ROC  AUC为0.84。此外，我们在另外421名具有严重创伤或烧伤的患者中表明，12个

基因的评分保留了患有脓毒症的患者死亡的预测能力，以及一些预测非常广泛群组中所有

死因的能力。

[0199] 由于几个原因，脓毒症中宿主反应严重程度的这种分子定义很重要。首先，通过正

确地将患者与资源进行匹配，更好的脓毒症预后可以改善临床护理：通过最大干预，可以将

更虚弱的患者转移到ICU，而不可能死亡的患者可以在医院病房中安全地观察。其次，患者

和临床医生都可以从更准确的预后估计中受益，从而可以更好地讨论患者的偏好和干预的

选择。最后，脓毒症患者更好的分子分型可以允许在临床试验中很大的改善，通过两个(1)

患者的选择和对药物和干预的预后富集，和(2)对观察到预期的死亡率的更好的评估5，6。

[0200] 我们已经鉴定为与脓毒症死亡相关的基因也可能表示重要的潜在生物学。举例来

说，与临床严重程度无关的死亡相关的前三个基因是嗜天青颗粒蛋白酶，指示血液中存在

非常不成熟的中性粒细胞(晚幼粒细胞)。这些蛋白酶本身是否有害，或是否有害细胞类型

转变的标志，还有待确认。几个小组已经表明晚期脓毒症死亡主要是由于影响适应性免疫

系统的“免疫瘫痪”。因此，本文中所示的转录组学变化可以是通过诱导适应性免疫破坏间

接与死亡相关的一系列事件的一部分。因此，这些基因可以是直接治疗性靶标，而不仅仅是

脓毒症严重程度的标志物。需要更多的研究。

[0201] 我们的分析存在一些缺点；最值得注意的是，最大的验证数据集E‑MTAB‑4421.51

显示所有数据集的最差性能。对此至少有三种可能的解释：首先，如上所述，这个群组允许

包括自入院后第5天，但不包括哪天与公共表型文件中的哪个患者相关。由于在患有脓毒症

的患者中评分似乎随时间下降，并且由于可能对以后登记的更虚弱的患者有偏差(因为在

入院时常常难以登记病得很重的患者)，这可能导致下降的偏差。其次，这个群组可能比其

它群组“病情更严重”，尽管18‑23的平均APACHE评分几乎与我们的诊断能力得到证实的

GSE54514一致。最后，当然，由于其大小或一些未知的其它临床因素，基因集合可能在这个

群组中表现不佳。这似乎不太可能，因为在其它16个发现和验证群组中，最低AUC为0.72
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(GSE10474，N＝33)。在任何情况下，在临床应用之前需要进一步的前瞻性确认。

[0202] 总之，通过对脓毒症中可获得的转录组数据的综合分析，我们获得了一组12个基

因，其水平可用于预测脓毒症患者的短期(30天)死亡，证实来自5个群组的551个独立患者。

这些发现表明全血转录组确实携带了最终死亡的早期信号。其也说明在严重脓毒症中用于

进一步机制或治疗性研究的一组目标。最后，12个基因的集合可以潜在地直接用作预后测

试，尽管需要进一步的前瞻性确认。
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