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(57)摘要

本发明涉及一种确定人类患者是否具有使

所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进

一步的相关医学检验的体外方法，其包括筛选血

液或血浆的生物样本，其中确定至少两种选自以

下的生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、

S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、

EGFR、STAT3和mtDNA，条件是所选的生物标志物

不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成。该方法可用

于评估人类患者患有非萎缩性胃炎(NAG)或萎缩

性胃炎/肿瘤前期(AG/P)或胃癌(GC)的风险，或

用于区分这些风险或这些病况的存在。在一个具

体方面，该方法可以包括检测幽门螺杆菌

(Helicobacter  pylori)感染的步骤作为不同

的、同时的或并行的步骤。本发明还涉及一种适

于实施这种方法的试剂盒或标志物集合，以及其

用于确定人类患者是否具有使所述患者处于胃

癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学

检验，或用于预测或诊断胃癌前期病况或胃癌病

况的用途。
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1.一种确定人类患者是否具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步

的相关医学检验的体外方法，其包括筛选先前从易患易发展成胃癌病况的病况或易患胃癌

前期病况或易患胃癌病况的人类患者中取出的血液或血浆的生物样本，所述方法包括以下

步骤：

a.确定选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、

CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、

LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、

TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平，条件是所选的生物标志物不由IL‑8和mtDNA水

平的关联组成，任选地，确定选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，条件是所选的生物标

志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成，

b.将步骤a中确定的水平与对照进行比较，和

c.如果步骤a和步骤b中确定和比较的至少两种生物标志物的水平偏离其对照的水平，

则得出结论：人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变，和/或需要进一步的相关

医学检验，特别是临床研究。

2.根据权利要求1所述的方法，其中步骤a由确定至少三种生物标志物的水平组成，所

述至少三种生物标志物包括IL‑8蛋白和mtDNA水平这两种生物标志物与选自以下的一种或

多种生物标志物的进一步组合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、

MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、

ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE和

MSLN，任选地包括IL‑8蛋白和mtDNA水平这两种生物标志物与选自以下的一种或多种生物

标志物的进一步组合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、

S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3

和MSLN。

3.根据权利要求1或2中任一项所述的方法，其中步骤a由确定至少三种生物标志物的

水平组成，所述至少三种生物标志物包括选自以下的两种生物标志物：PGK1、CFP、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平，以及至少一种选自EGFR和STAT3的

另外的生物标志物。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的方法，其中步骤a由确定选自以下的至少三种生

物标志物的水平组成：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、

S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、

EGFR、STAT3和mtDNA水平。

5.根据权利要求1或2中任一项所述的方法，其中步骤a由确定选自以下的至少两种、优
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选两种至六种生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CPA4、CA2、MAN2A1、KIF20B、JUP、

F13A1、LBP、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、

SELE、MSLN、EGFR和STAT3。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其用于评估人类患者具有非萎缩性胃炎

(NAG)或萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)或胃癌(GC)的风险。

7.根据权利要求1至6中中任一项所述的方法，其用于评估人类患者具有萎缩性胃炎/

肿瘤前期(AG/P)的风险，其特别是一种用于预测或诊断经检测的患者的萎缩性胃炎/肿瘤

前期(AG/P)病况的方法。

8.根据权利要求7所述的方法，其中步骤a由确定选自以下的至少两种、优选两种至六

种生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CA2、MAN2A1、KIF20B、JUP、LBP、S100A12、ATAD3B、

DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、USF1、USF2、SELE、MSLN和EGFR，特别是由确定IGFALS、KRT19、HP、

LEP、MSLN和EGFR的水平组成。

9.根据权利要求7或8中任一项所述的方法，其用于评估人类患者具有萎缩性胃炎/肿

瘤前期(AG/P)的风险，其中灵敏度至少为80％和/或特异性至少为80％，特别是灵敏度和特

异性各自至少为80％。

10.根据权利要求1至6中任一项所述的方法，其用于评估人类患者具有胃癌(GC)的风

险，其特别是一种用于预测或诊断经检测的患者的胃癌(GC)病况的方法。

11.根据权利要求10所述的方法，其中步骤a由确定选自以下的至少两种、优选两种至

六种生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CA2、MAN2A1、KIF20B、JUP、LBP、ARG1、S100A12、

ATAD3B、DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、MSLN、EGFR和STAT3，特别是由确定

ARG1、LEP、IL‑17、TNF‑α、SELE和MSLN的水平组成。

12.根据权利要求10或11中任一项所述的方法，其用于评估人类患者具有胃癌(GC)的

风险，其中灵敏度至少为75％和/或特异性至少为90％，特别是灵敏度和特异性各自至少为

90％。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的方法，其用于区分经检测的患者是否存在非萎

缩性胃炎(NAG)、萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)、胃癌(GC)或健康状况，其特别是一种用于预

测或诊断这些病况中的一种的方法。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的方法，其用于监测或诊断易患易发展成胃癌病

况的病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的患者的健康状况，或者具有使所述患者处

于胃癌病况风险的病变的人类患者的健康状况，其中如果权利要求1的步骤b中设置的比较

和/或权利要求1的步骤c中观察到的偏差显示出发展，则随时间推移重复所述方法至少一

次，以得出关于经检测的患者的健康状况的结论，所述方法特别是用于监测或诊断被诊断

患有胃癌并且任选地接受胃癌治疗的患者的健康状况。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的方法，其包括检测幽门螺杆菌(Helicobacter 

pylori)感染的步骤作为不同的、同时的或并行的步骤，其特别是通过检测对幽门螺杆菌

(H.pylori)感染具有特异性的抗原，或者通过涉及DNA扩增和随后检测所述DNA或检测先前

从经测试的患者中取出的生物样本中特异性幽门螺杆菌(H.pylori)IgA和IgG抗体的存在

的测定，或者通过对经检测的患者进行的13C尿素呼气试验。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的方法，其中所述血液样本来自被诊断患有胃癌
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癌变的患者，并且任选地，所述患者正在接受这种病况的治疗，和/或所述血液样本来自具

有正在发展的、接受治疗或未接受治疗的幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染的患者，

和/或具有根除或未根除的幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染病史的患者，和/或具

有胃痛和/或胃癌家族史的个体。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的方法，其中所述血浆生物标志物的水平通过酶

联免疫吸附测定(ELISA)检测、或质谱法、或定量聚合酶链式反应(q‑PCR)、或路明克斯

(Luminex)测定来确定，并且在进行时，通过定量聚合酶链式反应(q‑PCR)来确定mtDNA的水

平。

18.一种适于实施权利要求1至17中任一项所限定的方法的试剂盒，其包含：

‑至少两种具有不同抗原特异性的抗体，其中每种抗体对选自以下的蛋白质具有特异

性：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

质，或对PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

质具有不同抗原特异性的几种抗体的组合，以及任选地，至少一种对幽门螺杆菌

(H.pylori)抗原具有特异性的抗体，例如CagA抗原，以及任选地，一种或多种以下试剂，

‑二级抗体，例如生物素化的抗体，或揭示上述单个或复数个特异性抗体与其靶点之间

的复合物的试剂，

‑任选地，珠例如颜色编码的珠，和/或磁性或非磁性的珠，和/或羧化的珠，任选地，具

有一种用于将抗体附着至珠的胺偶联试剂盒，

‑任选地，藻红蛋白(PE)缀合的链霉亲和素以揭示生物素化的抗体，

‑任选地，缓冲溶液，

‑任选地，酶标板，和

‑任选地，提供使用说明和用于解释结果的预期值的通知。

19.一种适于实施权利要求1至17中任一项所限定的方法的试剂盒，其包含：

‑至少一对特异性寡核苷酸引物，其对与mtDNA杂交具有特异性，和/或

‑至少两对特异性寡核苷酸引物，其对与DNA区域杂交具有特异性，所述DNA区域分别编

码PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

质中的两种或更多种，以及任选地，对与幽门螺杆菌(H.pylori)核酸序列杂交具有特异性

的至少一对特异性寡核苷酸引物或核酸分子，以及任选地，一种或多种以下试剂，

‑核苷酸(例如dATP、dCTP、dGTP、dUTP)，

‑DNA聚合酶，特别是热稳定的DNA聚合酶，例如Taq  DNA聚合酶，

‑至少一种用于染色核酸的染料，特别是可在实时PCT设备中检测到的染料，

‑任选地，缓冲溶液，

‑任选地，引物与其靶点杂交所必需的试剂，
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‑任选地，参比染料，和

‑提供使用说明和用于解释结果的预期值的通知。

20.一种适于实施权利要求1至17中任一项所限定的方法的试剂盒，其包含：

‑至少两种具有不同抗原特异性的抗体，其中每种抗体对选自以下的蛋白质具有特异

性：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

质，或对PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3、MSLN蛋白

质具有不同抗原特异性的几种抗体的组合，以及任选地，至少一种对幽门螺杆菌

(H.pylori)抗原具有特异性的抗体，例如CagA抗原，以及任选地，一种或多种以下试剂，

‑二级抗体，例如生物素化的抗体，或揭示上述特异性抗体与其靶点之间的复合物的试

剂，

‑任选地，珠例如颜色编码的珠，和/或磁性或非磁性的珠，和/或羧化的珠，任选地，具

有一种用于将抗体附着至珠的胺偶联试剂盒，

‑任选地，藻红蛋白(PE)缀合的链霉亲和素以揭示生物素化的抗体，

‑任选地，缓冲溶液，

‑任选地，酶标板，和

‑任选地，提供使用说明和用于解释结果的预期值的通知，和

‑至少一对特异性寡核苷酸引物，其对与mtDNA杂交具有特异性，和/或

‑至少两对对与DNA区域杂交具有特异性的特异性寡核苷酸引物，所述DNA区域分别编

码PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

质中的两种或更多种，以及任选地，对与幽门螺杆菌(H.pylori)核酸序列杂交具有特异性

的至少一对特异性寡核苷酸引物或核酸分子，以及任选地，一种或多种以下试剂，

‑核苷酸(例如dATP、dCTP、dGTP、dUTP)，

‑DNA聚合酶，特别是热稳定的DNA聚合酶，例如Taq  DNA聚合酶，

‑至少一种用于染色核酸的染料，特别是可在实时PCT设备中检测到的染料，

‑任选地，至少一种缓冲溶液，

‑任选地，引物与其靶点杂交所必需的试剂，

‑任选地，参比染料。

21.一种包含至少两种对选自以下的蛋白质具有特异性的抗体或由至少两种对选自以

下的蛋白质具有特异性的抗体组成的标志物集合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、

CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、

KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、

USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白质，以及任选地，对与mtDNA杂交具有特异性的至

少一对特异性寡核苷酸引物或核酸分子，或者一种包含至少两对对与DNA区域杂交具有特
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异性的特异性寡核苷酸引物的标志物集合，所述DNA区域分别编码PGK1、CFP、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白质中的两种或更多种，以及任

选地，对与mtDNA杂交具有特异性的至少一对特异性寡核苷酸引物或核酸分子，其适于实施

权利要求1至17中任一项所限定的方法。

22.根据权利要求18至21中任一项所述的试剂盒或标志物集合用于确定人类患者是否

具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验，或者用于预

测或诊断胃癌前期病况或胃癌病况的用途，所述预测或诊断通过筛选先前从易患易发展成

胃癌病况的病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的人类患者中取出的血液或血浆的

生物样本，特别是通过测量从易患易发展成胃癌病况的病况或易患胃癌前期病况或易患胃

癌病况的人类患者中取出的生物血液或血浆样本中权利要求18至21中任一项所限定的至

少两种标志物的水平。

23.一种由计算机执行用于研究人类患者是否具有使所述患者处于胃癌病况风险的病

变和/或需要进一步的相关医学检验的方法，所述方法包括以下步骤：

a.接收至少两种选自以下的生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、

CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、

LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、

TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，条件是所选的生物标志物不由IL‑

8和mtDNA水平的关联组成，或者接收其确定在权利要求1至11中任一项中限定的至少两种

生物标志物的任何水平，特别是在所述至少两种生物标志物的水平通过用于测量该水平的

体外方法或适于测量该水平的装置测量的情况下，和

b.通过将步骤a中确定的水平与对照进行比较来处理所述水平，和

c.通过预定的决策规则、特别是与所确定的与研究的生物标志物相关联的灵敏度和/

或特异性相关联的决策规则来确定步骤a中接收的水平是否会使测量其的人类患者具有使

所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验、特别是临床研究，特

别是在步骤b中比较的至少两种生物标志物的水平偏离其对照的情况下，所述测量特别是

通过用于测量步骤a中限定的水平的体外方法。

24.一种数据处理设备，其包括用于执行根据权利要求23所述的方法的机构，特别是执

行根据权利要求23所述的方法的步骤b和/或步骤c的机构，或者包括适于/被配置成执行根

据权利要求23所述的方法的处理器，特别是适于/被配置成执行根据权利要求23所述的方

法的步骤b和/或步骤c的处理器。

25.根据权利要求24所述的数据处理设备，其包括：

‑输入接口，其用于接收在权利要求23的步骤a中限定的至少两种生物标志物的水平，

‑存储器，其用于至少存储计算机程序的指令，所述指令包括当程序由计算机或处理器

执行时，使所述计算机执行根据权利要求23所述的方法的指令，任选地，用于存储控制数据

和决策规则的存储器，

‑处理器，其访问所述存储器以读取前述指令并执行根据权利要求23所述的方法，

‑输出接口，其至少确定权利要求23的步骤a中限定的至少两种生物标志物的水平是否
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使测量其的人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医

学检验，特别是临床研究。

26.一种计算机程序，其包括指令，当所述程序由计算机或处理器执行时，所述指令使

得所述计算机执行根据权利要求23所述的方法。

27.一种计算机可读介质，特别是一种计算机可读的非瞬态记录介质，其上存储有根据

权利要求26所述的计算机程序，特别是当所述计算机程序由计算机或处理器执行时，其实

施根据权利要求23所述的方法。
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用于胃癌预防和早期发现的生物标志物特征

技术领域

[0001] 本发明涉及体外检测方法领域，该体外检测方法基于优选地从个体、特别是人类

采集的生物样本中获得的血浆生物标志物的研究，并且本发明特别涉及可应用于胃癌病况

或胃癌前期病况的预测或诊断过程，或可应用于易患胃癌患者的监测的方法。胃癌病况或

胃癌前期病况是指胃癌或可能逐渐发展成胃癌的病况，即，根据从无症状到有症状的不同

阶段，可能在正式胃癌结局之前出现的病况。本发明是在寻求胃癌早期发现的背景下进行

的。因此，本发明还涉及用于实施本发明方法的试剂盒、标志物集合及其用途。使用本文所

述的生物标志物可以允许确定是否应该进行进一步的临床研究，或评估风险，或最终诊断

风险或疾病，并且有利于治愈需要早期诊断以避免预后不良的疾病。

背景技术

[0002] 序言

[0003] 胃癌(GC)仍然是一个重要的公共卫生问题，全世界每年约有100万人死于胃癌。胃

癌仍然是第三大癌症相关死亡原因，也是第四大确诊癌症(1)。尽管在过去的30年中，观察

到了全球胃癌的发病率下降，但由于人口增长和老龄化，到2030年新发病例数将保持在最

佳常数或增加。最近报告，低收入和高收入国家中50岁以下人群(主要是男性)的新发和异

常胃癌病例均有所增加(2)。这些数据预示着胃癌的发病率将不断上升，突出了这种癌症仍

然是全球范围内公共卫生的一个重要挑战。胃癌主要与预后不良相关，总体的5年生存率为

15％，因此突出了早期发现的重要性。胃癌是一个多步骤过程的结果，从慢性炎症的发展开

始，经过肿瘤前期(肠化生和异型增生)逐渐发展成癌病变(3)。导致90％胃癌病例的主要风

险因素是幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染，其影响世界一半的人口。

[0004] 虽然胃癌在晚期诊断出来时预后较差，但如果在早期诊断出来，它可以是一种可

治愈的疾病。尽管如此，胃癌在早期通常是无症状的或仅引起非特异性症状。等到出现严重

症状时，癌症往往已经进入晚期，并且可能已经发生转移。因此，仍然需要对早期胃癌生物

标志物进行表征和验证，以降低与胃腺癌相关的发病率和死亡率。

[0005] 重要的是，如果在早期(最好在肿瘤前期发展之前)检测到癌前病况，则可以预防

胃癌(4)。已经提出了根除幽门螺杆菌(H.pylori)感染来预防胃癌。然而，由于风险降低的

程度取决于肿瘤前期过程中根除的时间(5)这是不够的。目前，胃癌只能通过通常在全身麻

醉下进行的胃内窥镜检查来诊断。重要的是，应该观察到，虽然这种涉及活检的技术在存在

胃癌时可以做出准确的诊断，但用这种侵入性技术并不总是能够检测到肿瘤性病变，因为

在肿瘤性病变的情况下，待化验的回收样本可能会从不存在病变的胃道区域提取。这种技

术的侵入性也很强，需要全身麻醉。

[0006] 此外，不幸的是，没有合适的筛查策略可用于大规模应用，以减轻胃癌诊断的全球

负担。作为基于血液的生物标志物的非侵入性方法的开发对于诊断工具的有力贡献至关重

要，不仅有助于处于胃癌风险的患者的早期发现和预防，还可以预测疾病复发/结局并监测

抗癌治疗，从而提高胃癌患者的生存率。
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[0007] 本发明人使用了三种互补的方法，在来自处于胃癌级联的不同阶段的患者的血浆

样本上鉴定了候选生物标志物：i)通过酶联免疫吸附测定(ELISA)对相关因素的血浆水平

进行定量，相关因素根据其在宿主对幽门螺杆菌(H.pylori)感染、炎症和肿瘤形成的应答

中的作用进行选择，ii)基于蛋白质组学分析仪ELISA的肿瘤途径相关因素(84种蛋白质)分

析，以及iii)通过基于质谱(MS)的蛋白质组学对血浆蛋白进行大规模筛选。他们的数据提

出了一个可以区分健康受试者和患者、特别是处于肿瘤前期和癌症阶段患者的候选生物标

志物和特征的列表。这些生物标志物特征的表征为诊断测试的开发铺平了道路，该诊断测

试通过简单的血液采样，不仅可以早期且容易地检测出出于胃癌风险的患者，还可以对其

进行个性化的临床随访。

[0008] 有趣的是，本发明人的发现可以确定生物标志物集合，当这些生物标志物一起使

用时(在所谓的“特征”内)，表现出强大而可靠的能力来预测不同阶段的胃癌前期病况或胃

癌病况，或同时预测不同阶段的胃癌前期病况和胃癌病况(即，表现出区分患者健康状况

和/或疾病阶段的能力)。胃癌前期病况或胃癌病况可以通过阶段、特别是本文所定义的AG/

P和/或GC阶段进行鉴定。这种工具对于监测患者、特别是无症状患者可能特别相关。

[0009] 值得注意的是，本说明书可将“胃癌病况”称为涵盖“胃癌前期病况”，因为在一些

情况下，本说明书定义的胃癌前期病况的存在可能先于胃癌病况(胃癌阶段)的出现，因为

胃癌前期状况可能是癌变过程的一部分，如本文详述的。

[0010] 因此，本发明依赖于本文所述的实验，并提出旨在解决上述问题中的任何一个或

所有问题的新方法和工具，即，提供简单、可靠且有效的生物标志物，从而能够确定人类患

者是否存在使所述患者处于胃癌病况风险(这是本文讨论的胃癌发生过程的最终阶段)的

病变，即，换言之，使所述患者处于发展成胃癌病况的风险或处于患有胃癌病况的风险的病

变，并且最终能够以相关的准确性早期发现胃癌病况，根据具体的实施方案，包括诊断患者

中是否存在胃癌前期病况或胃癌病况。本发明特别旨在允许医生确定对患者进行与所寻求

的病况相关的进一步医学或临床研究的相关性。本发明的一个突出优点是可以在取自患者

的样本的血液或血浆上进行。

具体实施方式

[0011] 本发明涉及一种确定人类患者是否具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/

或需要进一步的相关医学检验的体外方法，其包括筛选先前从易患易发展成胃癌病况的病

况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的人类患者中提取的血液或血浆的生物样本，所述

方法包括以下步骤：

[0012] a .确定选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、

SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1

(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、

IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平，条件是所选的生物标志物不由IL‑8和

mtDNA水平的关联组成，任选地，确定选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，条件是所选的生
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物标志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成，

[0013] b.将步骤a中确定的水平与对照进行比较，和

[0014] c.如果步骤a和步骤b中确定和比较的至少两种生物标志物的水平偏离其对照的

水平，则得出结论：人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变，和/或表明需要进

一步的医学检验，特别是临床研究。

[0015] 例如，在一个具体实施方式中，当测定两种生物标志物时，如果所述两种生物标志

物的水平分别偏离其对照的水平，则得出结论：人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风

险的病变。

[0016] 根据另一个具体实施方式，当测定三种生物标志物时，如果所述三种生物标志物

中的至少两种生物标志物的水平分别偏离其对照的水平，则得出结论：人类患者具有使所

述患者处于胃癌病况风险的病变。

[0017] 根据一个具体实施方式，本发明涉及一种确定人类患者是否具有使所述患者处于

胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验的体外方法，其包括筛选先前从易

患易发展成胃癌病况的病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的人类患者中提取的血

液或血浆的生物样本，所述方法包括以下步骤：

[0018] a .确定选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、

SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1

(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、

IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，条件是所选的生物标志物

不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成，

[0019] b.将步骤a中确定的水平与对照进行比较，和

[0020] c.如果步骤a和步骤b中确定和比较的至少两种生物标志物的水平偏离其对照的

水平，则得出结论：人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变，和/或表明需要进

一步的医学检验，特别是临床研究。

[0021] 例如，在一个具体实施方式中，当测定两种生物标志物时，如果所述两种生物标志

物的水平分别偏离其对照的水平，则得出结论：人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风

险的病变。

[0022] 根据另一个具体实施方式，当测定三种生物标志物时，如果所述三种生物标志物

中的至少两种生物标志物的水平分别偏离其对照的水平，则得出结论：人类患者具有使所

述患者处于胃癌病况风险的病变。

[0023] 在本文公开的方法中测定的生物标志物的数量可以是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或39。

[0024] 根据具体的实施方式，在本文公开的方法中测定的生物标志物的数量为2至6，特

别是2(条件是所选的生物标志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成)、3、4、5或6。

[0025] 根据一个具体实施方式，本说明书中提及的生物标志物的列表是：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，
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[0026] 条件是所选的生物标志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成。

[0027] 在表述“条件是所选的生物标志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成”中，其旨在

通过使用表述“不由...组成”说明当在本发明方法的背景下仅选择两种生物标志物用于水

平确定(步骤a)时，这些标志物不能是IL‑8和mtDNA水平的结合(即，不存在本文所述的至少

一种另外的生物标志物)。尽管在本说明书的上下文中，此类标志物IL‑8和mtDNA水平可以

与本文所述的一种或多种另外的生物标志物进一步组合一起使用，但本文所述的方法不包

括仅将IL‑8和mtDNA水平这两种生物标志物一起使用。可替代地，该表述可以写作“条件是

两种选定的生物标志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成”。

[0028] 因此，根据本申请适用的另一种替代写法，该条件可以写作“条件是所选的生物标

志物不由IL‑8和mtDNA水平的严格关联组成”，其中“IL‑8和mtDNA水平的严格关联”旨在表

示当在本文定义的方法中使用或存在于本文定义的试剂盒或标志物(或生物标志物)集合

中时，这些具体列举的生物标志物必然与选自以下列表中的至少一种另外的标志物(或生

物标志物)相关联：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、

SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、

ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN。

[0029] SAA1(SAA2)在本文中是指SAA1生物标志物或SAA2生物标志物或两者。这些蛋白质

属于同一家族，并且具有密切的序列同源性。因此，它们可以相互替代或同时存在。因此，除

非与上下文无关，否则本说明书中的表述SAA1(SAA2)在任何情况下都可以用“SAA1”或

“SAA2”或“SAA1或SAA2”或“SAA1和SAA2”代替。

[0030] 值得注意的是，术语“标志物”和“生物标志物”在本文中可互换使用(同义词)。

[0031] 根据一个具体实施方式，如果所使用的生物标志物可以得出这样的结论，如本文

在任何公开的方面(特别是关于所公开的决策阈值)中进一步描述的，本发明的体外方法反

过来能够确定人类患者是否处于健康状态，即，在本上下文中，人类患者是否不具有使所述

患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验。这种方法包括与上述相

同的步骤，其中在步骤c中，如果步骤a和步骤b中确定和比较的至少两种生物标志物的水平

偏离其对照的水平，则得出结论：人类患者不具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变，

和/或不需要进一步的医学检验，特别是临床研究。

[0032] 根据一个具体实施方式，本发明涉及一种确定人类患者是否具有使所述患者处于

胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验的体外方法，其包括筛选先前从易

患易发展成胃癌病况的病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的人类患者中提取的血

液或血浆的生物样本，所述方法包括以下步骤：

[0033] a .确定选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、

SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1

(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、

TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN，

[0034] b.将步骤a中确定的水平与对照进行比较，和

[0035] c.如果步骤a和步骤b中确定和比较的至少两种生物标志物的水平偏离其对照的

水平，则得出结论：人类患者具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变，和/或需要进一步

的相关医学检验，特别是临床研究。
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[0036] 在一个更具体的实施方式中，该方法包括在步骤a中确定PGK1、CFP、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN中至少两种生物标志物的水平，其中所

选的生物标志物中的一种被IL‑8或mtDNA水平替代。

[0037] “使所述患者处于胃癌病况风险的病变”是指上文和本文定义的任何病变，其严重

程度随作为本申请主题的胃癌癌变过程的阶段而逐渐增加。例如，病变可能早在胃癌前期

阶段(相当于本文的“胃癌前期病况”)就出现。例如，非萎缩性胃炎(本文缩写为NAG)阶段的

病变可以是与氧化物质的高产生相关的胃黏膜慢性炎症的那些病变。萎缩性胃炎(AG)阶段

的病变可以是胃腺的丧失。肿瘤前期(P)阶段的病变可以包括获得肠细胞表型的胃上皮细

胞的变化，或腺体的特定不规则结构。胃癌阶段的示例性病变将在本说明书的后面部分提

供。

[0038] 对于“使所述患者处于胃癌病况风险的病变”中的“处于胃癌病况风险”，其可替代

地表述为“使所述患者处于发展成胃癌病况的风险或处于患有胃癌病况的风险的病变”，并

且指满足步骤c中设定的条件的经化验的患者是：处于发展胃癌的风险或正处于胃癌癌变

过程中的风险，后者包括严重程度不断增加的几个阶段(可以被诊断为胃癌前期病况)，即

使在任何阶段都可以看到病况的逆转。

[0039] 根据具体实施方式，“至少两种生物标志物的水平与其各自对照的水平偏差”指相

对于对照具有统计学显著性的偏差(对照可以是健康状态或另一种明确定义的状态的标

准，只要按照用于确定变化的显著性、特别是统计学显著性的本领域的普遍做法，该变化被

认为是显著的)，如本文进一步详述的。事实上，如在本申请中所公开的，本发明人可以确定

本发明的生物标志物的变化与病变的存在相关，该病变使经受检测的患者处于胃癌病况的

风险和/或需要进一步的相关医学检验。因此，在一个具体方面，本发明寻求首先评估是否

应该针对经化验的患者寻求与存在正在进行的胃癌癌变过程的风险相关的后续研究。

[0040] 根据具体实施方式，可以指示的进一步的医学检验对应于进一步的临床研究，临

床研究被定义为研究人员直接与门诊或住院的患者互动的临床研究。该定义可能包括进行

进一步的体外检测，例如进行各种血液检测，例如用于检查贫血的全血细胞计数(CBC)，但

也超出了通过第三方获得人源材料以及研究人员与患者没有直接互动的研究。因此，“进一

步的临床研究”的非限制性实例包括旨在证实或排除胃癌癌变过程存在的其他研究方法，

例如光学胃镜检查、腹部计算机断层(或CT)扫描、组织学检查活检，后者可以精确诊断病变

类型、癌症(如有)和/或致变过程中达到的阶段。

[0041] 如果怀疑胃部病变，进一步的临床研究可能包括增加预定的光学胃镜检查的次数

和/或频率，否则进行这种检查的频率会降低。

[0042] “生物标志物水平相对于对照的水平的偏差”的确定可以通过任何适合这一目的

的手段进行。特别地，为了确定“偏差”，可以评估步骤a中为一种特定生物标志物确定的水

平是否相对于在对照个体中测量的或作为对照值(例如从对照个体的汇总值获得的参考

值)提供的参考值(即，临界值(cut‑off  value))有所增加或减少。这种确定的具体实例在

本文的表2中示出。根据另一个实施方式，根据变化的方向和/或变化的绝对值，例如，以比

率或倍数表示，并且如需要，通过与所考虑的分析病况(胃癌病况或胃癌前期病况)的已知
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变化方向进行比较，例如，如本文表7中所示，根据上文步骤c中设置的决策规则，可以得出

关于患者是否具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验

的结论。事实上，如本文所示，例如非靶向质谱实验的实验(其呈现是相对值的测量值)仍然

可以提供统计学显著的信息，该信息是生物标志物水平(可以表示为比率)在疾病阶段之间

相对的变化。相反，也可以使用定量(靶向)质谱测量进行测量，其提供可以相互比较的绝对

值，而不是比较相对值之间的变化，如使用非靶向质谱实验所必需的，其实例在本文的实验

部分中示出。只要本文定义的待测定的参数相对于绝对参考值的偏差被确定，或者使用不

同疾病阶段或健康状态之间的汇总值的变化间的比较来确定，就可以实施本发明。此类变

化可以表示为比率。本文的实验部分中提供了实例。

[0043] 根据一个具体实施方式，上文定义的步骤a由确定至少三种生物标志物的水平组

成，包括IL‑8蛋白和mtDNA水平这两种生物标志物与选自以下的一种或多种生物标志物进

一步组合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、

JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE和MSLN，任选地，确定至少三种

生物标志物的水平，包括IL‑8蛋白和mtDNA水平这两种生物标志物与选自以下的一种或多

种生物标志物进一步组合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、

S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3

和MSLN。

[0044] 根据具体的实施方式，步骤a可以包括确定：

[0045] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的PGK1的水平：CFP、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0046] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的CFP的水平：PGK1、IGFALS、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0047] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的IGFALS的水平：PGK1、CFP、

KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0048] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的KRT19的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0049] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的SPRR1A的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、
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IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0050] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的CPA4的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0051] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的CA2的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0052] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的SERPINA5的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0053] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的MAN2A1的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0054] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的KIF20B的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0055] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的SPEN的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0056] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的JUP的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0057] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的KRT6C的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、CDSN、KPRP、F13A1、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0058] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的CDSN的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0059] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的KPRP的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、
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F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0060] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的F13A1的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0061] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的SAA1(SAA2)的水平：PGK1、

CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、

KPRP、F13A1、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平。值得注意的是，在本段上下文中，

SAA1(SAA2)是指“SAA1”或“SAA2”——但在这种情况下，可以添加列表中缺失的另一种生物

标志物，即分别为SAA1或SAA2，或者在本段的上下文中，SAA1(SAA2)可以是指“SAA1和

SAA2”；

[0062] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的LBP的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0063] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的DSP的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0064] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的KRT2的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0065] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的KRT14的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0066] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的ARG1的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0067] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的S100A12的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑

8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0068] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的ATAD3B的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、
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F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑

8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0069] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的MAN1A1的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑

8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0070] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的HAL的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、DCD、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0071] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的DCD的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、C7、HP、LEP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0072] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的C7的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0073] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的HP的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0074] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的LEP的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0075] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的IL‑8的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE和MSLN；

[0076] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的IL‑17的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0077] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的TNF‑α的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0078] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的USF1的水平：PGK1、CFP、
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IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0079] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的USF2的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、SELE、MSLN和mtDNA水平；

[0080] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的SELE的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、MSLN和mtDNA水平；

[0081] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的MSLN的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE和mtDNA水平；

[0082] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的mtDNA的水平：PGK1、CFP、

IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、

LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE和MSLN；

[0083] ‑与选自以下的一种或多种生物标志物进一步组合的IL‑8的水平和mtDNA水平：

PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、

CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、

DCD、C7、HP、LEP、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、MSLN和SELE。

[0084] 根据具体的实施方式，将生物标志物EGFR和STAT3添加到以上列出的一种或多种

生物标志物中，条件是当一起确定IL‑8的水平和mtDNA水平时，至少一种另外的生物标志物

的水平也得到确定。

[0085] 根据一个具体实施方式，“一种或多种”是指总共3、4、5或6种生物标志物，即，“多

种”是指2、3、4、5或6种。

[0086] 在一个具体方面，本发明不包括其中所选的生物标志物由IL‑8和mtDNA水平的严

格关联组成的实施方式。

[0087] 根据具体的实施方式，所测定的生物标志物如表4、表5、表6、表7、表8、表9、表10、

表11或表12和/或图9、图11、图13或图15中任一个所示的组合中所示。

[0088] 根据具体的实施方式，所测定的生物标志物包括所选的生物标志物S100A12、

KIF20B、ARG1、DSP1或HAL中的至少一种。S100A12已显示出与胃癌风险评估相关，并且

KIF20B、ARG1、DSP1和HAL已显示出与AG/P期评估相关。当被选择时，这些标志物中的一种或

多种可以与本文所述的生物标志物的任何组合相关联。

[0089] 根据一个具体实施方式，本发明的方法的步骤a由确定至少两种选自以下的生物

标志物的水平组成：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、
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S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN

和mtDNA水平，任选地，具有选自以下的至少一种另外的生物标志物：EGFR和STAT3。在具体

的实施方式中，本发明的方法的步骤a由确定至少三种生物标志物的水平组成，其中至少两

种生物标志物选自：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、

S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN

和mtDNA水平，任选地，其中第三生物标志物选自：EGFR和STAT3。

[0090] 根据一个具体实施方式，本发明的方法的步骤a由确定至少三种生物标志物的水

平组成，包括选自以下的两种生物标志物：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、

SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、

KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、

USF1、USF2、SELE、MSLN和mtDNA水平，以及至少一种选自以下的另外的生物标志物：EGFR和

STAT3。

[0091] 根据一个具体实施方式，本发明的方法的步骤a由确定至少三种选自以下的生物

标志物的水平组成，PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、

S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、

EGFR、STAT3和mtDNA水平。

[0092] 根据一个具体实施方式，本发明的方法的步骤a由确定至少两种、优选两种至六种

选自以下的生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CPA4、CA2、MAN2A1、KIF20B、JUP、F13A1、

LBP、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、

MSLN、EGFR和STAT3。

[0093] 根据一个具体实施方式，本发明的方法的步骤a由确定至少两种、优选两种至六种

选自以下的生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CA2、MAN2A1、KIF20B、JUP、LBP、ARG1、

S100A12、ATAD3B、DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR和STAT3，例

如图13和表12所示的(通过ELISA实验确定的生物标志物)。

[0094] 根据一个具体实施方式，本发明的方法的步骤a由确定至少两种、优选两种至六种

选自以下的生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CA2、MAN2A1、JUP、ARG1、S100A12、HP、

LEP、IL‑17、TNF‑α、USF2、SELE、MSLN和EGFR。

[0095] 根据一个具体实施方式，使用不同疾病阶段/健康状态之间的汇总值的变化之间

的对比来确定至少两种生物标志物的水平与各自相应标准的水平的偏差：例如，表7示出了

不同疾病阶段/健康状况之间蛋白水平的变化，以比率表示(其可以转换为倍数变化，见本

说明书)。可以看出，对于DCD蛋白，已经观察到健康患者池和肿瘤前期患者池之间的平均

log2比率变化为0.76，已经发现这与2.54E‑02的p值相关。这意味着，这种比率变化(变化的

方向和大致量级(magnitude))被认为是显著的，以得出结论：相对于健康患者，存在DCD蛋

白水平的偏差。类似地，可以看出，对于LEP蛋白，已经观察到健康患者池和肿瘤前期患者池

之间的平均log2比率变化为‑0.64，已经发现这与5.91E‑02的p值相关。这意味着，这种比率

变化(变化的方向和大致量级)被认为是显著的，以得出结论：相对于健康患者，存在LEP蛋

白水平的偏差。在测定了DCD和LEP二者的蛋白水平，并且这两个参数相对于作为参考值的
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健康患者池的平均值在上述变化的方向和大致量级内均显示出偏差的情况下，可以说所述

两种生物标志物的水平分别偏离其对照的水平，因此可以得出结论：从所观察到的变化表

明存在胃癌前期的风险的意义上说，采样的患者处于胃癌病况的风险。提供该实例是为了

说明可以从表7中得出的教导：可以对所有所述的生物标志物和测定条件进行这样的推理。

表8还提供了在特征中鉴定的生物标志物的血浆水平的值，以预测肿瘤前期和胃癌，作为本

领域技术人员的示例性参考，其可以容易地与可以从针对检测的病况被确定为健康的个体

的样本中收集的标准值进行比较。

[0096] 根据适用于本说明书的任何部分的一个具体实施方式，并且根据医学统计学领域

中的常规实践，当P值低于0.05时(P值<0.05)，P值被认为定义了统计学显著的检测，在一些

情况下，如果P值低于或等于0.05，则本领域技术人员可以理解。

[0097] 根据具体的实施方式，每个测定的生物标志物可以包括在决策规则中，该决策规

则可以针对测定的病况或多种病况中的一种病况与AUC值相关联，如果AUC值高于0.5，则表

示显著的预测能力，并且如果AUC等于1，则表示达到完美预测。根据具体的实施方式，所测

定的生物标志物提供了一种检测，该检测可以被确定为针对所测定的病况与至少0.5、优选

至少0.6、或至少0.65、或至少0.7、或至少0.75、或至少0.8、或至少0.85、或至少0.9、或至少

0.95、特别是1的AUC值相关联。计算AUC值的方法是本领域技术人员已知的，并且在本说明

书中提供了全面的指导。对于几种标志物的组合，AUC值仍然可以首先使用多类别逻辑回归

模型的估计(参见实验部分的示例性、非限制性方案)，然后基于估计的多类别逻辑回归模

型确定决策规则(参见本说明书)进行计算。此外，剩余偏差标准(residual  deviation 

criterion)可以使用能够确定模型在多大程度上适合所有疾病阶段的统计数据。参考实验

部分的示例性指导。

[0098] 根据一个具体实施方式，特别但不一定，在本文所述的体外方法具有可根据一个

或多个临界值归因于检测的特异性和灵敏度参数的情况下，本文所述的体外方法可以说是

用于预测或诊断胃癌病况或胃癌前期病况。本文提供了与特异性和灵敏度参数相关的可能

决策结果的实例(例如，表2中总结的单一参数或双重测量的数据，或者表4或表5中所示的

双重或三重测量的ELISA结果。特异性和灵敏度可能会根据用于决策的临界值而变化，并且

可以使用ROC曲线以优化的方式定义)。

[0099] “易患胃癌病况或胃癌前期病况或者易患易发展成胃癌病况的病况的人类患者”

可以包括呈现出发展成胃癌的风险因素的患者，例如由于身体线索、家族病史或向医生表

明可能存在或可能将出现胃癌病因的主诉。其还包括患有胃食管反流、患有慢性胃痛的患

者以及幽门螺杆菌(H.pylori)血清反应阳性的受试者或幽门螺杆菌(H.pylori)血清反应

阴性的受试者，这些受试者已经被预先根除了幽门螺杆菌(H.pylori)感染。该定义还包括

具有易发展成胃癌病况或已宣布的胃癌病况的个体，无论他们是否正在接受治疗，都应对

其进行监测。适合实施本发明方法的具体患者组是患有与胃炎相关的慢性炎症的患者组，

或患有胃食管反流、患有慢性胃痛的患者组以及幽门螺杆菌(H.pylori)血清反应阳性的受

试者组。如上所述，“易患胃癌病况或易患易发展成胃癌病况的病况的患者”由于感染的成

功根除，在采样和/或检测时反过来也可能是幽门螺杆菌(H.pylori)阴性的。上述定义还包

括先前诊断为慢性萎缩性胃炎或其他需要临床随访的胃病变的患者。然而，该定义还包括

在通常与胃癌相关的任何临床线索方面完全无症状的患者，因为本发明旨在基于血液或血
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浆生物标志物水平的确定，容易且未警告任何临床体征地早期发现胃癌，如分子病阶段。

[0100] “胃癌病况”是指根据医疗实践常规诊断出的胃癌。其包括贲门癌(胃上部)和非贲

门癌(胃中部和远端)。“胃癌”可以包括：弥漫性胃腺癌、肠胃腺癌和MALT淋巴瘤。MALT淋巴

瘤(或MALToma)是一种涉及胃黏膜相关淋巴组织(MALT)的淋巴瘤。MALT淋巴瘤经常(但并非

在所有情况下)与幽门螺杆菌(H.pylori)存在而引起的慢性炎症有关，或与幽门螺杆菌

(H.pylori)的存在有关。胃腺癌是一种起源于胃黏膜的腺上皮的恶性上皮性肿瘤。其占胃

癌的很大比例，即90％以上的诊断出的胃癌是腺癌。胃腺癌有两种类型：肠型或弥漫型，其

基于组织学的区别。使用已知的分类系统将不同的阶段与胃癌相关联，例如描述患者的癌

症程度的恶性肿瘤分期系统的TNM分类。使用这种类型的分类，例如可以区分零、一、二、三

或四期。在零期，胃癌仅限于胃黏膜的内层，如果发现得很早，可以通过手术治疗，无需化疗

或放疗。在第一期和第二期，该疾病已经渗透到胃黏膜的更深层，可以通过手术治疗，有时

联合化疗和/或放疗。在第三阶段，该疾病可能已经渗透到其他附近的组织和远处的淋巴

结。在第四阶段，该疾病已经扩散到附近的组织和更远的淋巴结，或者已经转移到其他器

官。除非另有说明或上下文另有规定，胃癌在本说明书中通常缩写为“GC”。

[0101] 肠型GC，通常但不总是由幽门螺杆菌(H.pylori)感染引起，它通过一系列的前驱

病变发展起来。因此“胃癌前期病况”是指范围从对应于与氧化物质的高产生相关的胃黏膜

慢性炎症的非萎缩性胃炎(本文缩写为NAG)或萎缩性胃炎(AG)到肿瘤前期(P)的事件，如

Correa和Piazulo，《消化系统疾病杂志(J.Dig.Dis)》2012,13:2‑9中所述。萎缩性胃炎是癌

前级联的第一个可识别步骤，对应于胃腺的丧失。肿瘤前期包括进入胃癌阶段之前的肠化

生(IM)和异型增生。肠化生和异型增生被认为是肿瘤前期病变。肠化生对应于获得肠细胞

表型的胃上皮细胞的变化。这是一种易患恶性肿瘤的病况。异型增生也被称为具有特定不

规则腺体结构的非侵入性肿瘤(non‑invasive  neoplasia)。

[0102] 由于如上所述，幽门螺杆菌(H.pylori)感染是胃癌的主要风险因素，因此“易发展

成胃癌病况的病况”包括例如患者的幽门螺杆菌(H.pylori)感染。

[0103] 根据一个具体的方面，本发明更精确地寻求根据本说明书的风险的评估，特别是

人类患者不得不发展成胃癌病况的风险或人类患者不得不患有胃癌病况的风险，特别是寻

求影响经检测个体的胃癌前期病况的预测或诊断，就在胃癌之前，即萎缩性胃炎(AG)到肿

瘤前期(P)阶段或病况，本文也称为AG/P，通过参考研究该效果的患者队列。

[0104] 因此，本发明还用于评估人类患者具有萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)的风险，特别

涉及一种用于预测或诊断经检测的患者的萎缩性胃炎或肿瘤前期(AG/P)病况的方法。

[0105] 在一个具体的实施方式中，当结果允许时，本发明用于预测或诊断经检测的患者

的萎缩性胃炎/肿瘤前期期(AG/P)病况。

[0106] 在一个具体的实施方式中，当结果允许时，本发明用于评估人类患者具有非萎缩

性胃炎(non‑atrophic  gastritis，NAG)、或萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)、或胃癌(GC)的风

险，特别地，本发明涉及一种用于区分经检测的患者存在非萎缩性胃炎(NAG)、萎缩性胃炎/

肿瘤前期(AG/P)、胃癌(GC)或健康状态的方法，特别是一种用于预测或诊断这些病况中的

一种或另一种、特别是同时预测或诊断这些病况的一种或另一种的方法。

[0107] 本文所述的方法基于对患者的生物参数的检测或监测，和/或允许提供关于这种

患者的健康状况的信息。当灵敏度/敏感性值可以与所进行的检测相关联时，本发明的方法
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可以被定义为能够诊断所寻求的病况。

[0108] 因此，本文所述的研究方法能够至少根据非统计学定义确定风险，或者确定患者

中胃癌前期病况发作的可能性或存在胃癌前期病况的风险，该患者的样本根据本文所述的

方法进行分析。根据一个不同的实施方式，当收集的值与相关对照值的比较能够直接得出

存在或不存在胃癌前期病况的结论时，如果相关，而无需进行附加的检测或临床研究，则所

述确定相当于对患者的胃癌前期病况进行预测或诊断。根据本领域的普遍做法，与这样的

决策相关联的灵敏度/敏感性值与所保留的阈值的选择一致，该阈值可以根据本领域的常

识进行优化，特别是通过使用ROC曲线，这将在后文讨论。

[0109] 根据一个具体实施方式，本发明的方法在取自患有胃癌病况或胃癌前期病况或者

患有易发展成胃癌病况的病况的人类患者的血液样本上进行。

[0110] 在一个具体实施方式中，本发明基于血浆生物标志物的测量。因此，生物样本可以

是血液样本、血浆样本或血清样本。

[0111] 当寻找蛋白质生物标志物时，本发明有利地基于先前获自人类受试者的生物血浆

样本而进行。该样本可以从如上定义的易患胃癌病况或胃癌前期病况或者易患易发展成胃

癌病况的病况的个体中分离(采集、取出)。该个体之前可能已经或可能未被诊断出患有胃

癌或可能导致胃癌的病变(肿瘤前期病况或胃癌前期病况)，并且任选地，该个体可能已经

接受过治疗，例如手术和/或化疗和/或放疗。

[0112] 血浆样本是血液样本的液体部分，其携带血液中所含的细胞和蛋白质。值得注意

的是，血清是不含凝血因子的血浆。根据一个相关的具体实施方式，本发明还可以在作为血

清样本的样本上进行。

[0113] 虽然本发明侧重于在个体血浆中发现的蛋白水平的测量，但根据一个具体实施方

式，也可以测量线粒体DNA(本文缩写为“mtDNA”)水平。这可以通过检测血液中(尽管不是在

不含细胞的血浆样本中)发现的白细胞的mtDNA来方便地完成。然而，由于它是在循环血液

中发现的，因此所考虑的mtDNA水平也可以说是一种“血浆”生物标志物。根据一个优选的实

施方式，当测量mtDNA水平时，mtDNA的水平通过检测循环血液mtDNA来确定，特别是通过检

测白细胞的mtDNA来确定。

[0114] 根据一个具体实施方式，从经检测的个体取出的生物样本是血液样本。根据一个

更具体的实施方式，预先处理这样的血液样本以分离白细胞，从中制备和纯化总DNA。然后

可以对回收的白细胞总DNA的制备物进行mtDNA水平的测量，如果需要，同时测量在含有分

离的白细胞的同一样本的血浆中发现的其他血浆生物标志物。

[0115] 本发明更具体地至少基于如上文步骤a中限定的测量选自以下的至少两种生物标

志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、

JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

质水平，任选地，具有在本说明书中公开的任何实施方式中所述的条件。

[0116] 这些标志物是蛋白质，它们可以通过酶联免疫吸附测定(ELISA)测试方便地进行

测量，或者可替代地，基于从待检测个体获得的样本通过质谱法进行测量。根据另一个实施

方式，它们可以根据文献中技术人员可用的指导通过Luminex实验进行测量。

[0117] 这些蛋白质中的一些已经通过基于质谱(MS)的蛋白质组学对血浆蛋白质进行大
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规模筛选而被确定为用于本发明目的的相关靶点。在具体的实施方式中，本文表6或图11中

所示的蛋白质组合是至少两种感兴趣的血浆生物标志物、特别是三种感兴趣的血浆生物标

志物的组合，与使用实验部分所示的方案确定的良好预测的AUC值相关，其用于区分在经检

测的个体中存在NAG或AG/P或GC阶段或病况的风险。针对所谓的“ELISA”生物标志物(包括

mtDNA水平)也提供了相同的信息，如图9所示。一些生物标志物已经通过ELISA得到证实，本

文概述了有前景的生物标志物——参见表8至表12。

[0118] 血浆中蛋白质的水平可以使用本领域公知的方法进行测量，例如作为非限制性示

例，通过酶联免疫吸附测定(ELISA) (Engvall  E和Perlman  P ,1971 ,《免疫化学》

(Immunochemistry) ,8：871‑874)。本文的实验部分提供了测量血浆中蛋白质的水平的方法

实例(例如，可以通过来自Duo  Set  RD系统或MyBioSource公司的商业ELISA测定来评估不

同的所选的候选生物标志物的血浆水平。白细胞介素‑8(IL‑8)(参考号DY208)；白细胞介

素‑17 (IL‑17) (参考号DY317)；肿瘤坏死因子‑α(TNF‑α) (参考号DY210)；间皮素

(Haptoglobin) (MSLN) (参考号DY3265)；E‑选择素(SELE) (参考号DY724)；触珠蛋白

(haptoglobin)(HP)(参考号DY8465)；瘦素(Leptin)(LEP)(参考号DY398)和上游刺激因子

(Upstream  stimulating  factor)1和2(USF1(参考号MBS9342772)和USF2(参考号

MBS9321077)；MyBioSource))。技术人员可以容易地确定和检索用于测量样本中所需蛋白

质水平的适当ELISA试剂。

[0119] Luminex测定是一种微孔板形式的基于珠的单一或多重免疫测定系统。在多重形

式中，Luminex测定可以同时检测单个样本中的许多靶点，例如多达500个靶点，同时能够捕

获与珠偶联的靶点的试剂可以是不同类型的(在单个测定中)，即包括抗体、配体和对所需

靶点具有特异性的核酸的蛋白质。可以用于Luminex测定的珠可以具有不同的光谱地址(所

谓的“颜色编码”)，例如通过使用不同比例的两种荧光团内部标记珠。珠也可以是磁性的或

非磁性的。在Luminex测定中，将待分析的样本添加到颜色编码的、磁性或非磁性珠的混合

物中，该珠预涂覆或待涂覆分析物特异性捕获剂，例如抗体。例如，如果试剂是抗体，则在抗

体与感兴趣的分析物结合后，添加对感兴趣的分析物具有特异性的生物素化的检测抗体并

形成抗体‑抗原夹心结构。可以添加藻红蛋白(PE)偶联的链霉亲和素来结合生物素化的检

测抗体。然后在基于双激光流的检测仪器上读取珠，即，一种激光对珠进行分类并确定正在

检测的分析物。第二种激光确定PE衍生信号的量级，该信号与结合的分析物的量成正比。磁

珠也可以用于将磁珠保持在单层中，同时两种光谱上不同的光(例如由发光二极管(LED)发

射的光)照亮磁珠。一种光鉴定正在检测的分析物，第二种光确定PE衍生信号的量级。

Luminex允许进行高通量实验，并且在寻找多个靶点的浓度变化时功能强大，如上所述。用

于进行Luminex实验的试剂盒可以包括捕获珠，该珠与所用的捕获剂(例如捕获抗体)偶联

或可以偶联。珠可以是颜色编码的珠、和/或磁性或非磁性珠、和/或羧化的珠。试剂盒可以

包括胺偶联试剂盒，用于在珠被羧化的情况下将捕获剂(例如抗体)附着到珠。试剂盒可以

包括作为检测(二级)抗体的生物素化的抗体、和/或藻红蛋白(PE)缀合的链霉亲和素以揭

示生物素化的抗体。此类测定可以根据制造商(例如伯乐(BioRad)、赛默飞世尔科技

(ThermoFischer  Scientific)、Luminex或R&D  Systems等)提供的说明和指导以及本领域

的常识(如文献中所述)进行。

[0120] 对蛋白质生物标志物“测量水平”的方式可能取决于用于测量该蛋白质生物标志
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物的技术。当使用ELISA测试时，可以使用本领域的普遍做法以浓度(定量值)的形式方便地

给出蛋白质生物标志物的水平。当使用质谱法时，可以方便地将所测定的血浆样本中蛋白

质生物标志物的水平转换为任意值，无论是代表绝对值(靶向质谱实验)还是代表能够确定

相对于用于比较的组的变化的相对值(非靶向质谱实验)。具体地，为获得基于实际物理测

量的“任意值”，如本文实验部分所示，可以利用由存在于硝化纤维素膜上的捕获抗体组成

的阵列进行的蛋白质组学分析，所述捕获抗体与混合有生物素化的检测抗体的混合物的血

浆样本一起孵育，并通过链霉亲和素‑辣根过氧化物酶揭示。因此，所获得的测定样本中蛋

白质存在的值可以反映为强度值，该强度值可以进一步用于信息的统计处理。与包括健康

个体在内的不同个体组获得的强度值进行比较是容易实现的，并且完全在本领域技术人员

的范围内。根据另一个实施方式，对蛋白质生物标志物“测量水平”可以利用定量聚合酶链

式反应(q‑PCR)，例如通过TaqMan蛋白质测定，例如基于相同的技术，能够测量来自同时从

患者中回收的血浆和白细胞的蛋白水平和mtDNA水平。TaqMan蛋白质测定通常允许使用实

时PCR和抗体对样品蛋白质进行定量。

[0121] 根据本发明的方法，一旦根据步骤a测量了至少两种生物标志物的水平，并且为了

能够根据本说明书评估风险，特别是能够预测或诊断胃癌病况或胃癌前期病况，在步骤a中

确定的获得的水平，如前所述，与对照进行“比较”。“对照”的同义词可以是所谓的“标准”

值，通常是针对同一测定获得的，但针对已知在所研究病况下是健康的或具有特定测定的

病况的个体或个体池(参见表7)。然而，值得注意的是，如果需要，通过考虑相关研究病况的

本领域文献，技术人员可以容易地确定这种对照值，并且还可以根据精确研究的队列、患者

来调整这种“对照”值，并针对其目的对其进行优化，特别是使用众所周知的ROC曲线技术。

实验部分在这方面提供了进一步的指导。在本发明方法的一个具体实施方式中，对照可以

是内部对照，例如当通过在一段时间内的多个点测试生物样本来监测患者的健康时。

[0122] 根据一个具体实施方式，“对照”值还可以被定义为能够做出决策的“阈值”，即，被

视为“正常”的值。这种阈值通常是针对被确定为健康的受试者而确定的。表2提供了实例。

为健康受试者确定的正常阈值可以是在文献中找到的值，即已知代表健康状况的值，或者

通过测定来自健康受试者的一个生物样本或可替代地通过测定来自几个不同受试者的生

物样本而发现的值，然后将所得的正常阈值确定为所有测定的健康受试者生物样本或通过

测定来自几个不同的健康受试者的生物样本池而发现的水平值的数学平均值。“健康受试

者”是指没有胃部病况症状的受试者或被转诊进行胃镜检查且胃活检对应于正常表型的患

者。根据一个具体实施方式，“对照”值是在健康个体(或其组，见上文)中发现的值，该健康

个体已经通过本发明领域的技术人员为此目的普遍承认的标准被确定为是健康的。包含在

此类定义中，对照组为幽门螺杆菌(H.pylori)血清学阴性的健康志愿者和/或未怀疑患有

本发明所涉及的疾病或病况的无症状个体。相反地，并且根据另一个实施方式，用于定义值

的对照组由在医学领域中根据最高已知标准被认为是健康的个体组成。

[0123] 阈值的实例可以在本文的实验部分中找到，例如当IL‑8、IL‑17和TNF‑α因子具有

以ng/mL为单位的决策规则时，该决策规则具有对所做决策的灵敏度和特异性的特定值。还

提供了USF1和USF2因子的实例，其中通过ROC曲线分析确定AUC值的附加定义，后者的确定

是本领域技术人员已知的。图3和图4还提供了确定ROC曲线的实例。ROC曲线是真阳性率

(TPR)与假阳性率(FPR)的函数关系图，该图是基于决策规则通过对实验获得的数据进行处
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理而获得的，该决策规则例如是“如果生物标志物数量高于(或者，根据配置，低于，或者高

于或等于，或者低于或等于)x临界值，则患者将被分类为H或NAG或AG/P或GC类别中的一个

(酌情选择)”。这是由所进行的多种实验所允许的，并且容易地使得技术人员能够根据决策

的需要确定适当的“对照”值、“正常”值、“临界”值、“阈”值。此外，AUC参数，即“Roc曲线下面

积”参数是总结决策规则的总体诊断准确性的有效方法。它采用从0到1的值，其中值0表示

完全不准确的决策规则，而值1反映完全精确的决策规则。如果该值低于0.5，则意味着决策

规则并不比随机决策做得更好，因此是无用的。AUC可以使用技术人员已知的规则和文献中

的规则进行计算(Delacour ,H .等人 ,La  Courbe  ROC(接收者操作特征(receiver 

operating  characteristic))：临床生物学的原理和主要应用(principes  et 

principales  application  en  biologie  clinique)，《临床生物学年鉴》(Annales  de 

biologie  clinique) ,2005年；63(2)：145‑54)。

[0124] 由此，技术人员可以在所有情况下使用TPR和FPR之间的折衷，在相关的情况下容

易地确定“最佳临界值”，即在所要求保护的发明的上下文中的对照值。

[0125] 值得注意的是，技术人员还可以设想定义一个“对照”值，或者简单地分析个体中

测量的生物标志物水平的变化方向，如果需要，通过考虑测量值或实验值中相对于“正常”

情况(或参考组的另一个“已知”条件)变化的“倍数”数量来参考一组值(参见表7)，或者简

单地考虑变化方向相对于已知变化是相同还是不同。“倍数”是指变化的表达，特别是数字，

其描述一个给定量从正常值到测试值的变化程度，正常值特别是“正常阈值”和被测样本的

测试值。例如，正常值30和测试值60对应于2的倍数变化，或者通俗地说，增加两倍。相反，60

的正常值和30的测试值对应于0.5的倍数变化，或者通俗地说，减少0.5倍，也称为减少“负”

两倍(用负数表示，数字前面有一个“负”号)。因此，倍数变化对应于测试值与正常值的比

率。换言之，倍数变化由确定测试值与正常值的比率而产生。

[0126] 表7示出了根据几种比较方案的测定样本之间的变化概况。当与健康样本进行比

较时，该表中所示的关于分析参数的变化(以log2(变化比率)表示)可以用作与“对照值”参

考相同的规则，该比率/变化包含与特殊值(peculiar  value)与对照值的比较所提供的信

息相同的信息。可以使用公式2X将Log2值转换为相应的倍数变化值。定义几个参数的组合

可以允许在第一水平上(例如)区分健康患者和患病患者，并在其他水平上细化患病患者是

否属于癌变级联中特定类别的患者。表7中所示的所有点对点变化都是本发明的一部分，并

且可以参考它们表示的变化方向以及它们表达的倍数/比率的量级。它们可以提供参考图

表，以确定患者是否属于癌变级联中的特定群体。

[0127] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用测定的生物标志物进行，所述生物标志

物是：

[0128] ‑PGK1和CFP蛋白水平，或

[0129] ‑KIF20B和SPEN蛋白水平，或

[0130] ‑JUP和KRT6C蛋白水平，或

[0131] ‑JUP和CDSN蛋白水平，或

[0132] ‑JUP和KPRP蛋白水平，或

[0133] ‑F13A1和SAA1(SAA2)蛋白水平，或

[0134] ‑KRT19和LBP蛋白水平，或
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[0135] ‑DSP和KPRP蛋白水平，或

[0136] ‑DSP和CDSN蛋白水平，或

[0137] ‑KRT2和CDSN蛋白水平。

[0138] 这些生物标志物已经被证明具有优异的AUC值，彼此关联，用于根据本说明书评估

风险，或者预测和诊断经检测的个体中是否存在AG/P病况，如本文表6所示。

[0139] 根据另一个实施方式，根据图12的考虑，本发明的方法涉及测定的生物标志物，其

至少包括KIF20B和SPEN蛋白水平，单独或与至少另一种选自以下的生物标志物进一步组

合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、

F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD和C7蛋

白水平，特别地，其中所测定的生物标志物至少包括KIF20B和SPEN蛋白水平，其进一步与至

少另一种选自以下的蛋白质生物标志物组合：KRT19、ARG1、DSP1和HAL蛋白水平。

[0140] 事实上，在所附的实验结果中，KIF20B和SPEN的组合已经显示出对AG/P或GC良好

的预测。

[0141] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用测定的生物标志物进行，所述生物标志

物是：

[0142] ‑KIF20B、SPEN和KRT19蛋白水平，或

[0143] ‑KIF20B、SPEN和ARG1蛋白水平，或

[0144] ‑KIF20B、SPEN和DSP蛋白水平，或

[0145] ‑KIF20B、SPEN和HAL蛋白水平，或

[0146] ‑KIF20B、SPEN和C7蛋白水平，或

[0147] ‑KIF20B、SPEN和JUP蛋白水平，或

[0148] ‑KIF20B、SPEN和CPA4蛋白水平，或

[0149] ‑KIF20B、SPEN和SPRR1A蛋白水平，或

[0150] ‑KIF20B、SPEN和MAN2A1蛋白水平，或

[0151] ‑KIF20B、SPEN和KRT14蛋白水平。

[0152] 这些生物标志物已经被证明具有优异的AUC值，与至少3种生物标志物的关联相

关，用于根据本说明书评估风险，特别是预测和诊断经检测的个体中是否存在AG/P病况，如

本文表6中所示。此外，作为进一步的优势，它们具有最佳的剩余偏差，可同时预测分别为

NAG、AG/P和GC病况的所有病理，如图11B所示。

[0153] 根据另一个实施方式，根据图12的考虑，本发明涉及根据本文所述的任何实施方

式的方法，其还包括确定至少一种选自以下的另一种生物标志物的水平：mtDNA水平、MSLN、

HP、SELE和TNF‑α蛋白水平。

[0154] 这些标志物的确已经被证明与预测或诊断患者的AG/P病况相关。

[0155] 对于mtDNA水平，可以通过检测循环血液mtDNA、特别是通过检测先前从患者身上

获取的样本的白细胞的mtDNA来容易地确定。当mtDNA水平与另一种生物标志物蛋白水平一

起测量时，两者都有利地基于从经检测的个体身上获取的独特样本进行测量，如果需要，根

据是否进行DNA测量或蛋白水平测量进行不同的处理。

[0156] 更准确地，关于mtDNA的确定，可以观察到“mtDNA的水平”可以：

[0157] ‑表示相对于标准或“正常”mtDNA水平的mtDNA的“定量”值，特别是旨在表示、特别
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是量化测定样本中mtDNA的量(例如mtDNA的拷贝数、特别是mtDNA的绝对拷贝数)的值，或

[0158] ‑表示测试的生物样本中mtDNA的相对量，特别是当确定的量相对于核DNA(nDNA)

或同样存在于所述生物样本中的另一合适的参考的量进行标准化时，或者相对于与nDNA相

关的标准化基因或DNA序列进行标准化时。

[0159] 因此，在一个特定实施方式中，可以在不确定样本中mtDNA的“绝对”量的情况下确

定mtDNA的水平，而是通过参考另一个参数评估该量来确定mtDNA的水平。

[0160] 因此，为获得“mtDNA的水平”，可以使用能够从生物样本中进行核酸定量的技术。

此类技术能够确定样本中存在的核酸(即本发明上下文中的mtDNA)的平均浓度(或量)。可

以使用多种方法确定此类浓度(或量)，包括(1)核酸的分光光度分析及其进一步定量，以及

(2)使用与核酸结合并在结合时选择性发荧光的染料的荧光强度的测量进行定量，以及(3)

特异性核酸扩增后的定量，例如在实时PCR技术中，其也依赖于与待检测和定量的所述核酸

结合的荧光染料的检测。优选地，根据核酸分析领域的常识，可能需要预先分离待定量的

mtDNA。

[0161] 特别地，可以使用常规已知的方案，使用定量聚合酶链式反应(q‑PCR)来确定

mtDNA水平。可以使用对12sRNA线粒体基因具有特异性的引物，尽管本领域技术人员可以根

据本领域文献中关于该技术的可用指导，适当地选择线粒体基因组的其他基因或序列来实

施这种技术。PCR(聚合酶链式反应)是扩增DNA的常用方法。为扩增少量的DNA，需要DNA模

板、至少一对特异性寡核苷酸引物、核苷酸(dATP、dCTP、dGTP、dUTP)、合适的缓冲溶液和热

稳定的DNA聚合酶。通常将用荧光团标记的物质添加到热循环仪中该混合物的一种试剂中，

该热循环仪包含用于在荧光团以所需波长激发后测量荧光团的荧光的传感器，从而允许测

量一种或多种特定产物的生成率。实时PCR(q‑PCR)通常用于检测和定量样本中的DNA，以确

定这些样本中特定DNA序列的存在和/或丰度。在每个扩增循环后进行测量，从而能够实时

定量扩增产物。

[0162] 通过使用实时PCR仪器进行实时PCR，并且在每个循环之后，用检测器测量荧光水

平。使用的染料通常仅在与通过PCR扩增的DNA结合时发荧光，并且在每个扩增循环中检测

到荧光的增加，这对应于扩增产物的增加。

[0163] 实时PCR可用于通过相对定量或绝对定量来定量核酸。绝对定量通过使用校准曲

线与DNA标准品进行比较，给出目标DNA分子的确切数量。通过这种方法，可以确定怀疑存在

胃癌前期或肿瘤的患者的mtDNA拷贝数，并将该数字与健康受试者中定义的mtDNA拷贝数进

行比较。(参考文献：von  Wurmb‑Schwark等人,2002年，《法医学国际》(Forensic  Science 

International) ,126：34‑39；Fernandes等人,2014,《癌症流行病学、生物标志物与预防》

(Cancer  Epidemiol  Biomarkers  Re)，,23：2430‑38)。相对定量能够确定目标序列(其数量

待测定)与“管家序列”之间的倍数差异。

[0164] 为了定量代表mtDNA拷贝数的特异性DNA靶序列的存在，的确可以方便地表达其相

对于另一种称为“标准化序列”或“管家序列”的DNA序列的相对水平，该DNA序列因其几乎恒

定的表达率而被选择。管家序列通常存在于参与基本细胞存活相关功能的基因中，这通常

意味着组成型基因表达。这使得能够提供表示扩增的感兴趣序列的存在与扩增的所选标准

化物的存在的比率。该方法允许获得评估扩增的感兴趣序列的相对存在的值，该方法实际

上知道其在测试样本中的绝对数量。
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[0165] 常用的标准化序列是在编码以下蛋白质的基因中发现的序列。作为非限制性列

表，可以使用微管蛋白、甘油醛‑3‑磷酸脱氢酶、白蛋白、亲环蛋白、核糖体RNA序列。

[0166] 实时PCR允许通过测量荧光在扩增过程中的任何点对所需产物进行定量。使用循

环数阈值(CT)(CT；检测到感兴趣序列的荧光的PCR循环；CT值越低，靶序列越丰富)表示测

量结果。为在使用标准化序列时定量靶序列的存在，可以使用标准化程序例如ΔΔCT方法，

所述ΔΔCT方法用于分析相对基因表达。

[0167] 根据一个更具体的实施方式，“mtDNA的水平”可以通过参考所选的标准化物基因

或nDNA序列通过定量聚合酶链式反应(q‑PCR)进行确定，mtDNA的水平根据公式2ΔCt计算，

其中ΔCt＝CtnDNA‑CtmtDNA，如参考出版物Fan等人,2009年,《癌症研究与临床肿瘤学杂

志》(J  Cancer  Res  Clin  Oncol) ,135；983‑989和/或Chatre和Richetti,2013,《细胞科学

杂志(J  of  Cell  Science)》，126：914‑926中所述。通过该计算方法，可以使用mtDNA和nDNA

的平均CT的ΔCT(ΔCT＝CtnDNA‑CtmtDNA)作为2ΔCt来计算mtDNA的水平。用于扩增的引物

可以由本领域技术人员根据该技术领域的常识进行选择，如特别在上述参考出版物中指出

的。

[0168] 用于确定mtDNA水平的方案实例可以包括以下步骤：

[0169] ‑制备生物样本以提供获取核酸、特别是细胞的线粒体核酸的途径；

[0170] ‑将制备的样本与靶向mtDNA的寡核苷酸引物接触；

[0171] ‑执行扩增循环，

[0172] ‑同时运行标准化物nDNA的扩增，

[0173] ‑定量检测mtDNA和标准化物nDNA。

[0174] ‑通过参考所选的标准化物nDNA序列确定mtDNA的水平，mtDNA的水平根据公式2Δ

Ct计算，其中ΔCt＝CtnDNA‑CtmtDNA。

[0175] 关于mtDNA测量(特别是来自白细胞的mtDNA测量)的进一步细节可在本文的实验

部分中获得，并且综合要素也可以在WO  2015/049372中找到，其通过引用并入本文。

[0176] 如本文实验部分所示，在实验条件下，mtDNA水平增加至6.3以上，可以预测AG/P患

者，其灵敏度为66.6％，特异性为65％(AUC值为0.7089)。

[0177] 如本文实验部分所示，TNF‑α蛋白水平对于“不健康的”决策规则很有意义，升高的

TNF‑α的浓度对于评估测定样本是否来自不健康的患者非常重要，其具有非常高的灵敏度

和特异性(AUC值为0.7954)。

[0178] 如本文实验部分所示，MSLN蛋白水平对于两种决策规则很有意义，特别是MSLN的

最高浓度对于鉴定AG/P患者(AUC值为0.7433)非常重要。

[0179] 如本文实验部分所示，HP蛋白水平对于GC患者(AUC值为0.6622)的鉴定很有意义。

[0180] 如本文实验部分所示，SELE蛋白水平对于“不健康的”决策规则很有意义，升高的

SELE浓度对于评估所测定样本是否来自不健康患者非常重要，最佳AUC值为0.7565。

[0181] 如本文实验部分所示，HP血浆蛋白水平是令人感兴趣的，因为在胃癌样本中可以

发现HP血浆蛋白的浓度增加了1.7倍。

[0182] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测

或诊断经测试的患者的非萎缩性胃炎(NAG)病况。

[0183] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测
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或诊断经测试的患者的萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)病况。根据该实施方式，本发明的方法

用于评估人类患者患有萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)的风险，特别地，该方法用于预测或诊

断经测试的患者的萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)病况。

[0184] 根据一个更具体的实施方式，当寻求萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)的评估时，本发

明方法的步骤a由确定选自以下的至少两种、优选两种至六种生物标志物的水平组成：

IGFALS、KRT19、CA2、MAN2A1、KIF20B、JUP、LBP、S100A12、ATAD3B、DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、

USF1、USF2、SELE、MSLN和EGFR，特别地，步骤a由确定IGFALS、KRT19、HP、LEP、MSLN和EGFR的

水平组成。

[0185] 所选的生物标志物可以是2、3、4、5或6种。

[0186] 根据寻求评估萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)并且使用2至6种生物标志物的实施方

式，在这些具体实施方式中，包括表10中公开的任何一种组合中所述的生物标志物的选择，

该表列出了基于所获得的最佳AUC值选择的用于预测AG/P的2至6种生物标志物的最佳组

合。对于AG/P，一旦根据所述的相应特征使用4种生物标志物，AUC为0.82，灵敏度为92％。

[0187] 根据寻求评估萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)并且使用6种生物标志物的更具体的

实施方式，在这些具体实施方式中，包括表9公开的任何一种组合中所述的生物标志物的选

择，该表列出了用于预测AG/P的6种生物标志物的最佳组合：所有这些组合均对应于AUC≥

0.8，灵敏度为90％至96％，特异性为71％至79％。

[0188] 根据可以与本文所述的任何其他实施方式组合的具体实施方式，特别是寻求评估

萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)的上述实施方式，本发明的用于评估人类患者具有萎缩性胃

炎/肿瘤前期(AG/P)的风险的方法的灵敏度至少为80％、81％、82％、83％、84％、85％、

86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％，

和/或特异性至少为80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％，特别地，灵敏度和特异性各自至少

为80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％。

[0189] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明评估风险，特别是预测或

诊断经检测的患者的胃癌(GC)病况。

[0190] 根据一个寻求评估胃癌(GC)病况的更具体的实施方式，本发明方法的步骤a由确

定选自以下的至少两种、优选两种至六种生物标志物的水平组成：IGFALS、KRT19、CA2、

MAN2A1、KIF20B、JUP、LBP、ARG1、S100A12、ATAD3B、DCD、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、

USF2、MSLN、EGFR和STAT3，特别地，步骤a由确定ARG1、LEP、IL‑17、TNF‑α、SELE和MSLN的水平

组成。

[0191] 所选的生物标志物可以是2、3、4、5或6种。

[0192] 根据寻求评估胃癌(GC)病况并且使用2至6种生物标志物的实施方式，在这些具体

实施方式中，包括表10公开的任何一种组合中所述的生物标志物的选择，该表列出了基于

所获得的最佳AUC值选择的用于预测GC(癌症病变)的2至6种生物标志物的最佳组合。对于

GC，6种生物标志物可以提高灵敏度，而仅使用一种蛋白质(即IL‑17)的特异性就已经很好

(95％)。

[0193] 根据寻求评估胃癌(GC)病况并且使用6种生物标志物的更具体的实施方式，在这
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些具体实施方式中，包括表11公开的任何一种组合中所述的生物标志物的选择，该表列出

了用于预测GC的6种生物标志物的最佳组合：所有这些组合均对应于AUC≥0.9，灵敏度为

87％至94％，特异性为71％至79％。

[0194] 根据可以与本文所述的任何其他实施方式组合的具体实施方式，特别是寻求评估

胃癌(GC)病况的上述实施方式，本发明的用于评估人类患者具有萎缩性胃炎/肿瘤前期

(AG/P)的风险的方法的灵敏度至少为75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、

84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％，和/或特异性至少为90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％，特别地，灵敏度和特异性各自至少为90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％。

[0195] 当寻求评估萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)或胃癌(GC)病况时，或者一般而言，灵敏

度和特异性随生物标志物的选择而变化，并且可以通过本领域的常规实践容易地确定，本

文提供了进一步的指导。计算AUC值的方法是本领域技术人员已知的，并且在本文中如上所

述。类似地，特异性和灵敏度可能根据用于决策的临界值而变化，并且因此可以根据用于决

策的所述临界值来选择，可以使用ROC曲线以优化的方式来定义，如在本文中上文所述并在

本文的实验部分中进行的。因此，技术人员可以容易地调整所使用的生物标志物，以达到所

需的合适的灵敏度和特异性水平。

[0196] 根据其他实施方式，当寻求评估胃癌(GC)病况时，生物标志物是以下的生物标志

物或选自以下的至少一种生物标志物：CA2、KIF20B、ARG1、DCD、LEP、IL‑17、TNF‑α和MSLN已

被确定为有前景的(表3)，因此可以包含在用于此目的的特征中。

[0197] 根据其他实施方式，当寻求评估萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)时，生物标志物是以

下的生物标志物或选自以下的至少一种生物标志物：IGFALS、KRT19、CA2、MAN2A1、LBP、LEP、

SELE、MSLN和EGFR已被确定为有前景的(表3)，因此可以包含在用于此目的的特征中。

[0198] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于评估人类患者患有非萎缩性胃炎

(NAG)或萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)或胃癌(GC)的风险。

[0199] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测

或诊断经检测的患者的非萎缩性胃炎(NAG)病况或萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)病况。

[0200] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测

或诊断经检测的患者的非萎缩性胃炎(NAG)病况或胃癌(GC)病况。

[0201] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测

或诊断经检测的患者的萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)病况或胃癌(GC)病况。

[0202] 根据实施方式，当寻求评估萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)或胃癌(GC)病况时，生物

标志物是以下的生物标志物或选自以下的至少一种生物标志物：CA2、LEP和MSLN已被确定

对这两种病况都有前景(表3)，因此可以包含在用于此目的的特征中，包括在区分这些病况

的上下文中。

[0203] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测

或诊断经检测的患者的非萎缩性胃炎(NAG)病况或萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)病症或胃

癌(GC)病况，即允许区分这些病况。这些不同临床情况之间的差异可以根据观察到的值相

对于“正常”情况的变化，即变化的方向(增加或上升)和程度(倍数)来确定。
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[0204] 根据一个具体实施方式，并且根据图12的考虑，本发明的方法还包括确定至少一

种选自以下的另一种蛋白质生物标志物的水平：LEP和S100A12蛋白水平，和/或IL‑17蛋白

水平，和/或LEP、S100A12和IL‑17蛋白水平。

[0205] LEP和S100A12蛋白水平的确已显示出与预测或诊断患者的胃癌病况相关。因此，

根据本文公开的所有可能的组合，添加到特征中的此类生物标志物可以作为对其样本被测

定的个体是否可能具有胃癌的进一步检查。

[0206] 相反，IL‑17蛋白水平已显示出与检测健康的个体相关，因此排除胃癌病况或胃癌

前期病况(参见表4)。因此，根据本文公开的所有可能的组合，添加到特征中的此类生物标

志物可以作为对其样本被测定的个体是否健康的进一步检查。

[0207] 此类测量可以有助于证实或否定利用根据本发明的生物标志物的特征获得的结

果。

[0208] 根据一个方面，还公开了一种方法，其包括一系列步骤：

[0209] i)执行本文公开的方法，其中所测定的生物标志物包括单独地或与本文所述的至

少另一种生物标志物进一步组合的至少KIF20B和SPEN蛋白水平，特别地，其中所测定的生

物标志物包括与选自以下的至少另一种(或多种)蛋白质生物标志物进一步组合的KIF20B

和SPEN蛋白水平：KRT19、ARG1、DSP1和HAL蛋白水平和/或mtDNA、MSLN、HP、SEL和TNF‑α蛋白

水平；这些标志物与评估经检测的患者存在AG/P阶段(见图12)的风险相关，和

[0210] ii)执行本文公开的方法，其中所测定的生物标志物是IL‑17，以证实或复核经检

测的患者是否确实被认为是健康的(参见图12)，和

[0211] iii)执行本文公开的方法，其中所测定的生物标志物至少包括LEP或S100A12蛋白

水平；这些标志物与评估经检测的患者患胃癌的风险相关(见图12)。这种测量可用于证实

或复核经检测的患者是否确实被认为具有胃癌的风险，

[0212] 其中特别地，步骤ii)和iii)可以按顺序进行，或者其中仅进行那些步骤中的一

个，或者其中仅进行步骤i)或ii)或iii)中的一个。

[0213] 根据一个实施方式，本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测或诊

断经检测的患者的非萎缩性胃炎(NAG)，或萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)胃癌病况，或胃癌

(GC)，特别是用于区分经检测的患者的非萎缩性胃炎(NAG)、萎缩性胃炎/肿瘤前期(AG/P)

胃癌病况、胃癌(GC)或健康状况。

[0214] 根据一个具体实施方式，本发明的方法用于监测或诊断易患易发展成胃癌病况的

病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的患者的健康状况，或者具有使所述患者处于胃

癌病况风险的病变的人类患者的健康状况，其中，如果本文讨论的步骤b中的比较集合(与

“对照”的比较)和/或权利要求1的步骤c中观察到的偏差显示出演变，则随着时间推移至少

重复一次该方法，以得出关于经检测的患者的健康状态的结论，特别是用于监测或诊断被

诊断患有胃癌(任选地，接受胃癌治疗)的患者的健康状态。

[0215] 根据一个实施方式，根据需要重复该方法，即，只要需要监测可能正在接受或未接

受其病况治疗的患者的健康状况的演变，便重复该方法。

[0216] 本发明的方法用于根据本说明书评估风险，特别是预测或诊断胃癌病况或胃癌前

期病况，即，用于在可能时进行诊断(在特定的特异性和灵敏度值内，其可以由本文所述的

技术人员根据公知常识容易地确定)，或用于在需要时结合其他线索预测/预示风险。事实
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上，根据检测结果，可能建议对个体进行进一步检查，以更好地评估临床情况。

[0217] 因此，本发明的方法能够确定个体的生物学参数的状态，并且在可能的情况下，统

计地确定其生物样本被检测的个体可能存在患胃癌病况或胃癌前期病况的风险。特别地，

存在胃癌前期病况，尤其是AG/P病况，具有经检测的个体中存在胃癌发生的风险。因此，可

能需要进行进一步的临床研究。根据一个特定实施方式，预测或诊断需要进行进一步的临

床研究，如本文所述。

[0218] 根据一个特定实施方式，得出可能需要或要求进行进一步临床研究的结论的事

实，其对应于关于已从其身上取出经检测的生物样本的患者的健康状况的结论。

[0219] 因此，“关于健康状况的结论”和/或“进行进一步的临床研究”还包括将所述患者

纳入更密切的治疗监测程序中，即建议所述患者参与或直接被纳入包括随时间推移定期监

测他/她的病况或健康状态的治疗随访，以及任选地，有关其健康状况的进一步临床研究。

确切地说，任何关于经检测的个体易患胃部病变的确定也表明需要进行进一步的临床研

究。为早期检测胃部癌变风险的存在，即在例如与AG/P病况(或者可替代地，AG/P阶段)相对

应的阶段检测胃部病变的存在风险是相关的公共卫生目标，如本文详述。

[0220] “进一步临床研究”的非限制性实例包括旨在证实或排除胃部癌变过程存在的其

他研究方法，例如光学胃镜检查、腹部计算机断层(或CT)扫描、用于组织学检查的活检、各

种血液检测，例如检查贫血的全血细胞计数(CBC)。

[0221] 如果怀疑胃部病变，“关于健康状况的结论”和/或“进行进一步的临床研究”可以

包括增加预定的光学胃镜检查的次数和/或频率，否则进行这种检查的频率会降低。

[0222] 如果怀疑胃部病变，并且可能在进一步的临床研究后，也可能在可能的情况下通

过手术切除怀疑已进入胃部癌变过程的区域。在某些情况下，可以通过内窥镜检查进行切

除术(胃肠内镜黏膜切除术(EMR)是一种从消化道内壁切除早期癌症和癌前病变的手术)。

[0223] 图16描绘了基于分别通过SIG‑AGP和SIG‑GC特征(图15中所述)检测肿瘤前期和胃

癌病变的诊断测试的可能使用程序/方案——参见本文图16的图例。可以看出，本发明的诊

断测试可以在所提出程序的不同级别上使用，并且可以重复。因此，本发明的方法可以用于

初始诊断方案和/或随访方案中，如该图所述。

[0224] 在一个具体实施方式中，本发明的方法还包括检测幽门螺杆菌(Helicobacter 

pylori)感染的步骤，作为不同的、同时的或并行的步骤，特别是通过检测对幽门螺杆菌

(Helicobacter  pylori)感染特异性的抗原，或通过涉及DNA扩增和随后检测所述DNA的测

定，或者检测从经检测的患者身上取出的生物样本中特异性幽门螺杆菌(H.pylori)IgA和

IgG抗体的存在，或通过对经检测的患者进行的13C尿素呼气试验。

[0225] 在这种情况下，幽门螺杆菌(H.pylori)的检测可以在相关的情况下，通过进行对

幽门螺杆菌(H.pylori)感染特异性的抗原检测步骤，在从患者身上取出的生物样本的一部

分(等分试样)上进行，特别是在血浆样本或血液样本的血清部分(只要相关)上进行。幽门

螺杆菌(H.pylori)感染者具有易于检测到的特异性IgA和IgG抗体。此外，寻找CagA抗原的

存在也可以证实幽门螺杆菌(H.pylori)的存在。另一种检测幽门螺杆菌(H.pylori)的方法

是13C尿素呼气试验，一种广泛应用于人类医学的高灵敏度非侵入性试验(Graham等人,

1987年 ,《柳叶刀》(Lancet) ,1:1174‑1177)。该呼吸试验可以间接测量幽门螺杆菌

(H.pylori)相关的脲酶活性。也可以通过表明存在幽门螺杆菌(H.pylori)抗原的免疫测定
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法，或者通过扩增幽门螺杆菌(H.pylori)DNA、特别是通过使用幽门螺杆菌(H.pylori)基因

序列的特异性引物(本领域技术人员可在文献中获得)的聚合酶链式反应(PCR)，以及检测

扩增的DNA，在粪便中检测幽门螺杆菌(H.pylori)的存在。

[0226] 当同时寻求mtDNA水平和幽门螺杆菌(H.pylori)检测时，从经检测的个体获得的

生物样本可以是血液样本，其一方面可以被制备以纯化血液样本的细胞部分，特别是含有

待测定mtDNA的单核细胞或白细胞，其另一方面可以被制备以采集能够检测幽门螺杆菌

(H.pylori)感染的血清。

[0227] 在一个具体实施方式中，经检测的生物样本，特别是血浆样本，获自被诊断患有胃

癌并正在接受或未接受该病况治疗的患者，和/或患有正在发展的、接受治疗或未接受治疗

的幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染的患者，和/或具有通过或未通过先前或正在进

行的治疗根除的幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染病史的患者，和/或患有胃痛和/

或具有胃癌家族史的个体。

[0228] 如本说明书中详述的，并且根据可用于本文所述的所有实施方式的具体实施方

式，血浆生物标志物的水平通过酶联免疫吸附测定(ELISA)检测、或质谱法、或定量聚合酶

链式反应(q‑PCR)、或Luminex测定进行确定，并且在进行时，通过定量聚合酶链式反应(q‑

PCR)确定mtDNA的水平。

[0229] 本发明的另一个目的是，当考虑蛋白水平或抗原检测时，提供适于实施本文定义

的方法的试剂盒，或用于实施本文定义的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：

[0230] ‑至少两种具有不同抗原特异性的抗体，其中每种抗体对选自以下的蛋白质具有

特异性：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

或几种具有不同抗原特异性的抗体的组合：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、

SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、

KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、

USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白，以及任选地，至少一种对幽门螺杆菌(H.pylori)

抗原特异性的抗体，例如CagA抗原，以及任选地，一种或多种以下试剂，

[0231] ‑二级抗体，例如生物素化的抗体，或揭示上述特异性抗体与其靶点之间的复合物

的试剂，

[0232] ‑任选地，缓冲溶液，

[0233] ‑任选地，珠例如颜色编码的珠，和/或磁性或非磁性的珠，和/或羧化的珠，任选

地，具有用于将抗体附着至珠的胺偶联试剂盒，

[0234] ‑任选地，藻红蛋白(PE)缀合的链霉亲和素以揭示生物素化的抗体，

[0235] ‑任选地，酶标板，和

[0236] ‑任选地，提供使用说明和用于解释结果的预期值的通知。

[0237] 本发明的另一个目的是，当考虑核酸检测时，提供适于实施本文定义的方法的试

剂盒，或用于实施本文定义的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：

[0238] ‑至少一对特异性寡核苷酸引物或核酸分子，其对与mtDNA杂交具有特异性和/或

[0239] ‑至少两对特异性寡核苷酸引物或核酸分子，其对与DNA区域杂交具有特异性，DNA
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区域分别编码PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、

SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、

ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和

MSLN蛋白中的两种或更多种，以及任选地，至少一对特异性寡核苷酸引物或对与幽门螺杆

菌(H.pylori)核酸序列杂交具有特异性的核酸分子，以及任选地，一种或多种以下试剂，

[0240] ‑核苷酸(例如dATP、dCTP、dGTP、dUTP)，

[0241] ‑DNA聚合酶，特别是热稳定的DNA聚合酶，例如Taq  DNA聚合酶，

[0242] ‑至少一种用于染色核酸的染料，特别是可在实时PCR仪器中检测到的染料，

[0243] ‑任选地，缓冲溶液，

[0244] ‑任选地，引物与其靶点杂交所必需的试剂，

[0245] ‑可选地，参比染料，和

[0246] ‑提供使用说明和用于解释结果的预期值的通知。

[0247] 本发明的另一个目的是，当考虑蛋白水平、抗原和核酸检测的组合时，根据其所有

可能的组合，适于实施本文定义的方法的试剂盒，或用于实施本文定义的方法的试剂盒，所

述试剂盒包含：

[0248] ‑至少两种具有不同抗原特异性的抗体，其中每种抗体对选自以下的蛋白质具有

特异性：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋

白，或对PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

具有不同抗原特异性的几种抗体的组合，以及任选地，至少一种对幽门螺杆菌(H.pylori)

抗原特异性的抗体，例如CagA抗原，以及任选地，一种或多种以下试剂，

[0249] ‑二级抗体，例如生物素化的抗体，或揭示上述特异性抗体与其靶点之间的复合物

的试剂，

[0250] ‑任选地，缓冲溶液，

[0251] ‑任选地，珠例如颜色编码的珠，和/或磁性或非磁性的珠，和/或羧化的珠，任选

地，具有用于将抗体附着至珠的胺偶联试剂盒，

[0252] ‑任选地，藻红蛋白(PE)缀合的链霉亲和素以揭示生物素化的抗体，

[0253] ‑任选地，酶标板，和

[0254] ‑任选地，提供使用说明和用于解释结果的预期值的通知，和

[0255] ‑至少一对特异性寡核苷酸引物，其对与mtDNA杂交具有特异性，和/或

[0256] ‑至少两对特异性寡核苷酸引物，其对与DNA区域杂交具有特异性，DNA区域分别编

码PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、

KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、

MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白

中的两种或更多种，以及任选地，至少一对对与幽门螺杆菌(H.pylori)核酸序列杂交具有

特异性的特异性寡核苷酸引物，以及任选地，一种或多种以下试剂，任选地，至少一对特异
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性寡核苷酸引物或对与幽门螺杆菌(H.pylori)核酸序列杂交具有特异性的核酸分子，以及

任选地，一种或多种以下试剂，

[0257] ‑核苷酸(例如dATP、dCTP、dGTP、dUTP)，

[0258] ‑DNA聚合酶，特别是热稳定的DNA聚合酶，例如Taq  DNA聚合酶，

[0259] ‑至少一种用于染色核酸的染料，特别是可在实时PCT仪器中检测到的染料，

[0260] ‑任选地，至少一种缓冲溶液，

[0261] ‑任选地，引物与其靶点杂交所必需的试剂，

[0262] ‑任选地，参比染料(reference  dye)。

[0263] 本发明的另一个目的实际上是提供一种适于实施本文定义的本发明方法的试剂

盒，其包含上述试剂盒中提及的一些试剂的组合或所有试剂，即试剂盒，其包括用于通过酶

免疫测定(ELISA)检测蛋白质或进行所谓的TaqMan蛋白质测定(基于qPCR)的全部或部分试

剂，和/或允许定量这些蛋白质的特异性抗体，还包括必要的阳性和阴性对照，以在相关的

情况下进行测定，并且任选地，至少一种对幽门螺杆菌(H.pylori)抗原特异性的标志物，以

及在必须测量核酸(用于mtDNA水平或幽门螺杆菌(H.pylori)DNA或RNA存在的确定)的情况

下，允许从血液样本中分离白细胞和血浆的管和/或手段，以及从白细胞中分离DNA以及进

行mtDNA检测和定量所需的试剂，包括对相关mtDNA和nDNA基因或相关幽门螺杆菌

(H.pylori)基因或RNA具有特异性的引物对，还包括qPCR反应所需的Taq  DNA聚合酶、脱氧

核苷酸混合物、缓冲液和染料，或者根据另一个实施方式，用于进行Luminex测定的所有作

用剂和/或试剂。

[0264] 本发明的另一个目的是标志物集合(set)，其包含至少两种对选自以下的蛋白质

具有特异性的抗体或由其组成：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、

MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、

ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、

EGFR、STAT3和MSLN蛋白，以及任选地，至少一对对与mtDNA杂交具有特异性的特异性寡核苷

酸引物或核酸分子，或标志物集合，其包含至少两对对与DNA区域杂交具有特异性的特异性

寡核苷酸引物或由其组成，所述DNA区域分别编码PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、SPRR1A、CPA4、

CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1(SAA2)、LBP、DSP、

KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、IL‑17、TNF‑α、

USF1、USF2、SELE、EGFR、STAT3和MSLN蛋白质中的两种或更多种，以及任选地，至少一对对与

mtDNA杂交具有特异性的特异性寡核苷酸引物，适合于实施本文任何实施方式中定义的方

法，或用于实施本文任何实施方式中定义的方法。

[0265] 本发明还涉及根据本发明的试剂盒或本文定义的标志物集合的用途，用于确定人

类患者是否具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步相关医学检验，或

用于评估人类患者不得不发展成胃癌病况的风险或人类患者不得不患有胃癌病况的风险，

特别是用于预测或诊断胃癌前期病况或胃癌病况，通过筛选先前从易患易发展成胃癌病况

的病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况的人类患者身上取出的血液或血浆的生物样

本，特别是通过测量从易患易发展成胃癌病况的病况或易患胃癌前期病况或易患胃癌病况

的人类患者身上取出的生物血液或血浆样本中至少两种本文任何实施方式中定义的标志

物的水平。
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[0266] 在一个具体的实施方式中，本发明涉及本文定义的试剂盒或标志物集合用于预测

或诊断胃癌病况或胃癌前期病况的用途，通过筛选先前从易患胃癌病况的病况或胃癌前期

病况或易患易发展成胃癌病况的病况的人类患者身上取出的血液或血浆的生物样本，特别

是通过测量从易患胃癌病况的病况或胃癌前期病况或易患易发展成胃癌病况的病况的人

类患者身上取出的生物血液或血浆样本中本文任何实施方式中定义的至少两种标志物的

水平。

[0267] 根据本公开，根据本发明的试剂盒或本文定义的标志物集合的用途是研究本文详

述的参数，和/或监测经检测的个体中的所述参数，作为任何进一步研究之前的中间生物学

参数。

[0268] 本发明还涉及本文公开的任何方面中所述的作用剂、成分或试剂的用途，特别是

在描述适于实施本发明的试剂盒的情况下，用于制造适于或旨在实施本文所述的本发明方

法的试剂盒。可以有利地提供用于实施本发明方法的使用说明或指导和/或为获得合适的

试剂盒的使用说明或指导。

[0269] 根据另一个方面，应当理解，本文任何实施方式中所述的本发明方法可以至少部

分地由计算机实施。特别地，本文任何实施方式中所述的本发明方法的步骤b和c可以由计

算机实施，与本文任何实施方式中所述的至少两种生物标志物的水平相对应的数据被提供

给计算机作为输出。根据另一个具体实施方式，计算机还可以驱动在步骤a中待采集数据的

体外收集，即，采集至少两种选自以下的生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、

SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1

(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、

IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，条件是根据本文所述的生

物标志物水平的任何实施方式，通过计算机和水平测量装置之间的适当接口手段，所选的

生物标志物不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成。

[0270] 符合计算机可以实现本文任何实施方式中所述的本发明方法的步骤b和步骤c的

可能性，本发明还涉及一种由计算机执行的用于研究人类患者是否具有使所述患者处于胃

癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验的方法，该方法包括以下步骤：

[0271] a .接收选自以下的至少两种生物标志物的水平：PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、

SPRR1A、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1、KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1

(SAA2)、LBP、DSP、KRT2、KRT14、ARG1、S100A12、ATAD3B、MAN1A1、HAL、DCD、C7、HP、LEP、IL‑8、

IL‑17、TNF‑α、USF1、USF2、SELE、MSLN、EGFR、STAT3和mtDNA水平，条件是所选的生物标志物

不由IL‑8和mtDNA水平的关联组成，或接收其测定在本文所述的任何实施方式中定义的至

少两种生物标志物的任何水平，特别是在通过用于测量此类水平的体外方法或适用于测量

此类水平的装置来测量至少两种生物标志物的水平的情况下，和

[0272] b.通过将步骤a中确定的水平与对照进行比较来处理所述水平，和

[0273] c.通过预定的决策规则、特别是与所确定的与所研究的生物标志物相关联的灵敏

度和/或特异性相关联的决策规则来确定(特别是如果在步骤b中比较的至少两种生物标志

物的水平偏离其对照)步骤a中接收的水平是否会使测量其的人类患者(特别是通过用于测

量步骤a中定义的水平的体外方法)具有使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进

一步的相关医学检验、特别是临床研究。
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[0274] 步骤c的确定可以根据本公开中公开的任何规则、根据已被选择用于实施的生物

标志物来进行。例如，本文的表2提供了感兴趣的决策规则的示例性列表。决策规则也可以

来自灵敏度和特异性值确定的临界值，该灵敏度和特异性值被确定对于待进行的检测是可

接受的。根据与灵敏度、特异性和AUC值相关联的生物标志物列表的所有示例，可以依赖本

说明书。技术人员可以基于本公开中所述的任何数据容易地实现由嵌入所讨论的步骤c的

计算机执行的方法。应当理解，本文讨论的由计算机执行的方法可以在体外方法的上下文

中本文所述的任何实施方式中实现，所述体外方法确定人类患者是否具有使所述患者处于

胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验，特别是如权利要求或本说明书的

任何实施方式中所定义的。

[0275] 本发明还涉及一种数据处理设备，其包括用于执行由上述计算机执行的方法的装

置，特别是所述方法的步骤b和/或步骤c，或者包括适于(或被配置成)执行所述方法的处理

器，特别是适于(或被配置成)执行所述方法的步骤b和/或步骤c的处理器。

[0276] 根据一个具体实施方式，这种数据处理装置包括：

[0277] ‑输入接口，用于接收由上述计算机执行的方法的步骤a中定义的至少两种生物标

志物(或本说明书中所述的生物标志物的任何组合)的水平。

[0278] ‑存储器，用于至少存储计算机程序的指令，所述指令包括当所述程序由计算机或

处理器执行时，使计算机执行由上述计算机执行的方法的指令，任选地，用于存储控制数据

和决策规则的存储器，

[0279] ‑处理器，其访问存储器以读取前述指令并执行由上述计算机执行的方法，

[0280] ‑输出接口，至少确定由上述计算机执行的方法的步骤a中定义的至少两种生物标

志物(或本说明书中所述的生物标志物的任何组合)的水平是否使测量其的人类患者具有

使所述患者处于胃癌病况风险的病变和/或需要进一步的相关医学检验，特别是临床研究。

[0281] 本发明还涉及一种包括指令的计算机程序(或计算机产品)，当该程序由计算机或

处理器执行时，所述指令使计算机执行由上述计算机执行的方法。

[0282] 本发明还涉及一种计算机可读介质，特别是一种计算机可读非瞬态记录介质，其

上存储有上述计算机程序(或计算机产品)，特别是用于在计算机程序(或计算机产品)由计

算机或处理器执行时实施由上述计算机执行的方法。

[0283] 本发明是一种非侵入性检测的基础，该检测特别地在先前从个体(可能是患者)获

得的生物样本上进行的。非侵入性检测意味着本发明的方法特别是体外方法。所述方法的

实施不需要医生在场。根据本发明，提出了几种生物标志物用于早期发现胃癌发生，特别是

早期发现涉及胃癌发生过程或在胃癌发生过程基础上(例如，在AG/P阶段或本文所述的病

况中)的胃病变的存在。本发明可能特别适用于预防目的，而且：1/用于检测正在接受或未

接受胃癌治疗的个体的胃癌发生过程的进展，和/或2/监测从肿瘤前期病况到肿瘤病况的

转变，和/或3/作为治愈后的随访，以筛查疾病的复发。为此，本发明的方法简单地依赖于对

患者的生理参数的检测和/或监测。

[0284] 本发明的方法可以用于接受治疗(例如化疗和/或放疗)的患者，作为治疗功效、疾

病阶段和疾病发展的指标。

[0285] 本文所用的术语“包含(comprising)”与“包括(includ ing)”或“含有

(containing)”同义，是开放式的，并且不排除附加的、未引用的元素、成分或方法步骤，而
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术语“由……组成(consisting  of)”是封闭术语，其排除未明确引用的任何附加元素、步骤

或成分。

[0286] 术语“基本上由......组成(essentially  consisting  of)”是部分开放式术语，

其不排除附加的、未引用的元素、步骤或成分，只要这些附加的元素、步骤或成分不会对申

请的基本和新颖特性产生实质性影响。

[0287] 因此，术语“包含(comprising)”(或“包含(comprise(s)”)包括术语“由...组成

(consisting  of)”(“由 ...组成(consist(s)of)”)，以及术语“基本上由 ...组成

(essentially  consisting  of)”(“基本上由...组成(essentially  consist(s)of)”)。因

此，在本申请中，术语“包含(comprising)”(或“包含(comprise(s)”)更具体地表示包括术

语“由...组成(consisting  of)”(“由...组成(consist(s)of)”)，以及术语“基本上由...

组成(essentially  consisting  of)”(“基本上由...组成(essentially  consist(s)

of)”)。

[0288] 为了帮助本申请的读者,本说明书被分成不同的段落或部分。这些分隔不应被视

为将一个段落或部分的实质内容与另一个段落或部分的实质内容分开。相反，本说明书包

括了可以想到的各个部分、段落和句子的所有组合。

[0289] 本文引用的所有参考文献的每一个相关公开内容均通过引用具体并入。

[0290] 当阅读实施例和附图时，本发明的上述特征和其他特征将是显而易见的，这些实

施例和附图说明了本发明人进行的实验，以补充本说明书中给出的特征和定义。以下实施

例作为说明而提供。然而，这些实施例对于所述发明而言并非限制性的。

附图说明

[0291] 图1.在队列的所有样本上测量的候选生物标志物的血浆水平，A)通过qPCR对从循

环白细胞中分离的DNA测量的mtDNA；使用商业ELISA测定法测量的C)IL‑8，E)TNF‑α，G)IL‑

17，I)USF1和K)USF2，如方法部分所述。根据确定的临界值，不同患者组(H、NAG、AG/P、GC)中

候选生物标志物血浆水平的分布：B)mtDNA，D)IL‑8，F)TNF‑α，H)IL‑17，J)USF1，L)USF2。

[0292] 图2.在队列的所有样本上测量的候选生物标志物的血浆水平，使用商业ELISA测

定法测量的A)LEP，C)HP，E)SELE，G)MSLN，如方法部分所述。根据确定的临界值，不同患者组

(H、NAG、AG/P、GC)中候选生物标志物血浆水平的分布：B)LEP，D)HP，F)SELE，H)MSLN。

[0293] 图3.通过ROC曲线分析(真阳性率(TPR)与假阳性率(FPR)的函数关系)和AUC值确

定的候选生物标志物的诊断准确性。使用决策规则“如果生物标志物数量高于(或者，根据

配置，低于、或者高于或等于、或者低于或等于)x，则患者是H或NAG或AG/P或GC”获得ROC曲

线，其中x是临界值。最佳临界值和AUC标准显示在每个图表的左上角。使用TPR和FPR之间的

折衷确定最佳临界值(cut  off  value)。

[0294] 图3的对应表格如下所示：

[0295]     H NAG AG/P GC

MtDNA AUC 0.3618 0.4956 0.7089 0.5382

  最佳临界值 6.55 4.76 6.24 4.6

IL‑8 AUC 0.2308 0.4771 0.4237 0.7744

  最佳临界值 4 16.0493 35.3086 29.3827
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IL‑17 AUC 0 0.7513 0.7189 0.6675

  最佳临界值 Inf 78 89.1428 50.2

TNF‑α AUC 0.2045 0.6487 0.5776 0.6763

  最佳临界值 191.6 112.11 101.03 85.64

USF1 AUC 0.3706 0.4279 0.4338 0.6761

  最佳临界值 119.23 171.5384 173.0769 96.15

USF2 AUC 0.3704 0.5498 0.6089 0.5319

  最佳临界值 55 15.96 36.1538 40.19

SELE AUC 0.2434 0.5483 0.578 0.6341

  最佳临界值 11.44 9.05 9.705 10.206

MSLN AUC 0.287 0.5775 0.7433 0.5252

  最佳临界值 13.42 8.4 10.83 9.95

HP AUC 0.3771 0.4256 0.4687 0.6622

  最佳临界值 0.91 1.05 1.05 1.23

LEP AUC 0.566 0.6426 0.8865 0.1898

  最佳临界值 4.2699 5.94 7.08 1.8479

[0296] 图4.通过ROC曲线分析(真阳性率(TPR)与假阳性率(FPR)的函数关系)和AUC值确

定的候选生物标志物的诊断准确性。使用决策规则“如果生物标志物数量低于(或者，根据

配置，高于、或者高于或等于、或者低于或等于)x，则患者是H或NAG或AG/P或GC”获得ROC曲

线，其中x是临界值。最佳临界值和AUC标准显示在每个图表的左上角。使用TPR和FPR之间的

折衷确定最佳临界值。

[0297] 图4的对应表格如下所示：

[0298]     H NAG AG/P GC

MtDNA AUC 0.6381 0.5043 0.291 0.4617

  最佳临界值 4.57 6.05 10.23 6.67

IL‑8 AUC 0.7691 0.5228 0.5762 0.2255

  最佳临界值 17.7777 26 10.4 82.2222

IL‑17 AUC 1 0.2486 0.281 0.3324

  最佳临界值 41.18 89.1428 64 78

TNF‑α AUC 0.7954 0.3512 0.4223 0.3236

  最佳临界值 73.85 130.26 121.05 146.3

USF1 AUC 0.6293 0.572 0.5661 0.3228

  最佳临界值 96.15 82.3076 100 171.5384

USF2 AUC 0.6295 0.4501 0.391 0.468

  最佳临界值 14.42 38.0769 49.81 29.23

SELE AUC 0.7565 0.4516 0.4219 0.3658

  最佳临界值 7.1 10.51 10.323 9.64

MSLN AUC 0.7129 0.4224 0.2586 0.4747

  最佳临界值 8.33 11.01 20.21 8.7
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HP AUC 0.6228 0.5743 0.5312 0.3377

  最佳临界值 1.08 1.1299 1.1 0.89

LEP AUC 0.4339 0.3573 0.1134 0.801

  最佳临界值 5.94 2.3514 18.04 4.1

[0299] 图5.蛋白质组学分析仪阵列(字符串分析：https://string‑db.org/)鉴定的候选

生物标志物与其相关细胞功能之间的功能关联网络。已知交互：来自精选数据库

实验确定(‑‑‑‑‑‑‑)；预测交互：共表达(……)，其他：文本挖掘

[0300] 图6.相关矩阵、层次聚类以及PLS‑DA和稀疏PLS‑DA分析。A)成对相关矩阵表示使

用在这些样本中测量的所有完整的强度值对计算的每对样本之间的皮尔逊(Pearson)相关

系数。B)根据方法部分所示进行的层次聚类分析。C)偏最小二乘判别分析(PLS‑DA)用于研

究四个患者组(H、NAG、AG/P、GC)之间的蛋白质组学差异。PLS‑DA图显示了健康患者和其他

病理之间的良好区分。D)稀疏PLS‑DA方法选择一组85种潜在生物标志物，可以清楚地区分H

受试者和GC患者，但无法区分NAG和AG/P患者。

[0301] 图7.显示MS鉴定的最相关的候选生物标志物与其平均强度水平的偏差的热图。对

于大多数因素，主要观察到NAG和AG/P的共同特征，并且与其他组相比，GC具有独特的特征。

本图包含彩色信息：彩色数据已在申请时提交给当局，可以信赖。

[0302] 图8.通过ELISA测定法测量的候选生物标志物的分析和预测。A)健康(H)、非萎缩

性胃炎(NAG)、肿瘤前期(AG/P)和胃癌(GC)各组患者的两个变量的所有组合的AUC值的重新

划分。B)一种候选生物标志物出现在模型中的次数，给出2个变量的最佳AUC标准。

[0303] 图9.模型的剩余偏差以测量其同时预测所有病理的能力。2种生物标志物的10种

最佳组合，突出了IL‑17和LEP组合预测H和患者的能力(上半部分)。3种生物标志物的10种

最佳组合，示出了TNF‑α、IL‑17和LEP组合将H与患者(主要是GC)区分(上半部分)。

[0304] 图9中所示的2种生物标志物和3种生物标志物的相应的10种最佳组合如下：

[0305] 2种生物标志物的10种最佳组合(就剩余偏差而言)(上半部分)

[0306] 1)IL‑17和LEP：151.23

[0307] 2)TNF‑a和IL‑17：154.25

[0308] 3)IL‑17和USF2：162.58

[0309] 4)Sex和IL‑17：176.26

[0310] 5)IL‑17和MSLN：190.51

[0311] 6)MtDNA和IL‑17：191.22

[0312] 7)Hp状况和IL‑17：191.22

[0313] 8)IL‑17和USF1：196.64

[0314] 9)IL‑8和IL‑17：198.49

[0315] 10)IL‑17和HP：198.81

[0316] 3种生物标志物的10种最佳组合(就剩余偏差而言)(下半部分)

[0317] 1)TNF‑a、IL‑17和LEP：124.88

[0318] 2)IL‑17、USF2和LEP：135.12

[0319] 3)MtDNA、IL‑17和LEP：135.28

[0320] 4)IL‑17、HP和LEP：139.20
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[0321] 5)Sex、TNF‑a和IL‑17:140.53

[0322] 6)TNF‑a、IL‑17和USF2:141.95

[0323] 7)Sex、IL‑17和USF2:142.34

[0324] 8)IL‑17、MSLN和LEP:142.98

[0325] 9)TNF‑a、IL‑17和MSLN:143.40

[0326] 10)MtDNA、TNF‑a和IL‑17:143.54

[0327] 值得注意的是，本图和上图中提到的“性别(Sex)”和“Hp状况”是指在进行的实验

过程中，根据本文提供的定义，还测试了患者的性别或Hp状况(即已知患者对幽门螺杆菌

(Helicobacter  pylori)感染呈阳性)是否会对每个疾病阶段的每次检测产生影响。

[0328] 图10.模型估计的结果。A)非萎缩性胃炎(NAG)、肿瘤前期(AG/P)和胃癌(GC)组的2

和3个变量的AUC标准的分布。B)候选生物标志物出现在模型中的次数，给出最佳AUC标准。

[0329] 图11.模型的剩余偏差以测量其同时预测所有病理的能力。2种生物标志物的10种

最佳组合，突出了KIF20B与ARG1或CPA4组合预测GC的能力(上半部分)。3种生物标志物的10

种最佳组合，示出了对具有以下组合的所有组的完美分类：KRT19、KIF20B和SPEN(下半部

分)。

[0330] 图11中所示的2种生物标志物和3种生物标志物的相应的10种最佳组合如下：

[0331] 2种生物标志物的10种最佳组合(就剩余偏差而言)(上半部分)

[0332] 1)ARG1和KIF20B：21.86

[0333] 2)KIF20B和CPA4：21.95

[0334] 3)DSP和KIF20B：25.06

[0335] 4)SPRR1A和S100A12：25.17

[0336] 5)S100A12和CPA4：25.36

[0337] 6)MAN1A1和SPRR1A：25.55

[0338] 7)ARG1和S100A12：25.61

[0339] 8)S100A12和MAN2A1：25.87

[0340] 9)KRT19和S100A12：25.95

[0341] 10)CFP和CDSN：26.04

[0342] 3种生物标志物的10种最佳组合(就剩余偏差而言)(下半部分)

[0343] 1)KRT19、KIF20B和SPEN：0.47

[0344] 2)ARG1、KIF20B和SPEN：2.37

[0345] 3)DSP、KIF20B和SPEN：2.38

[0346] 4)HAL、KIF20B和SPEN：3.50

[0347] 5)C7、KIF20B和SPEN：5.09

[0348] 6)JUP、KIF20B和SPEN：5.79

[0349] 7)KIF20B、SPEN和CPA4：6.01

[0350] 8)SPRR1A、KIF20B和SPEN：6.24

[0351] 9)MAN2A1、KIF20B和SPEN：6.68

[0352] 10)KRT14、KIF20B和SPEN：8.49

[0353] 图12.提供最完美预测的生物标志物特征以鉴定胃癌过程的不同阶段。如图所示，
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IL‑17可以区分健康人类和患者。在患者中，KIF20B、SPEN与KRT19、ARG1、DSP1或Hal的组合

可以很好地预测肿瘤前期(AG/P)。根据肿瘤前期预测观察到的相应AUC值，斜体字也是待考

虑的候选。此外，LEP和S100A12与胃癌的良好预测相关。

[0354] 图13.通过ELISA证实的候选生物标志物的血浆水平。代表首先通过MS、蛋白质组

学分析仪鉴定并通过商业ELISA证实或通过ELISA直接测量的候选生物标志物的血浆水平

的小提琴图。对队列的所有样本进行定量。使用曼‑惠特尼(Mann‑Whitney)检验的统计分

析，显著性p<0.05。本图包括生物标志物EGFR和STAT3的ELISA结果。

[0355] 图14.候选生物标志物之间存在的功能网络的字符串(STRING)图示。在已证实的

22种蛋白质中，第14种和第2种在功能上联结。此外，一些蛋白质是物理复合物的一部分，例

如：STAT3‑EGFR‑LEP‑IL‑8；MSLN‑LBP和USF1‑USF2。https://string‑db.org。

[0356] 图15.预测A.胃癌前期(SIG‑AGP)和B.胃癌(IG‑GC)的最佳生物标志物特征。AUC随

着SIG‑AGP和SIG‑GC特征长度的增加而增加。其与SIG‑GC的Sens和SIG‑AGP的Spec的增加有

关。

[0357] 图16：使用基于分别通过SIG‑AGP和SIG‑GC特征检测肿瘤前期和胃癌病变的诊断

测试的方案。可以提出三种不同的使用级别：1)筛查处于胃癌风险的患者；2)随访肿瘤前期

的存在，以尽早检测胃癌的发展；3)胃癌患者手术后和化疗期间/之后的随访，以防止癌症

复发。该图的图例如下：1.针对例如本文所述的SIG‑AGP或SIG‑GC特征或本文所述的标志物

的任何其他组合测试从患者或患者组中提取的生物样本，例如血液或血浆样本，2.如果1的

测试结果为阴性，则无需采取进一步行动，3.如果1的测试对AG/P风险呈阳性(SIG‑AGP阳

性)，则进一步进行5，4.如果1的测试对GC风险呈阳性(SIG‑GC阳性)，则进一步进行5，5.进

一步的临床研究，例如，对患者进行内窥镜检查，并从中提取化验样本，6.如果步骤5通过5

的进一步临床研究得出结论，存在肿瘤前期或具有肿瘤前期风险，则进一步进行8作为患者

随访程序，7.如果步骤5通过5的进一步临床研究得出结论，存在胃癌或具有胃癌风险，则进

一步进行9，8.针对例如本文所述的SIG‑AGP或SIG‑GC特征或本文所述的标志物的任何其他

组合新/进一步测试从随访的患者中提取的生物样本，例如血液或血浆样本。该新/进一步

测试可以是从本图的步骤1开始的新一轮测试的开始，9.根据医生掌握的数据，对随访的患

者进行进一步的医疗行为，如治疗和/或手术，10.针对例如本文所述的SIG‑AGP或SIG‑GC特

征或本文所述的标志物的任何其他组合新/进一步测试从随访的患者中提取的生物样本，

例如血液或血浆样本。该新/进一步测试构成了患者随访程序，并且可以是从本图的步骤1

开始的新一轮测试的开始。

[0358] 实施例

[0359] 方法论

[0360] 研究群体

[0361] 所研究的队列如表1所示。该队列包括在巴斯德研究院(Institut  Pasteur)临床

研究和生物医学研究支持部门(ICAReB)招募的48名健康(H)无症状志愿者。使用商业酶联

免疫吸附测定法(ELISA) (Serion  ELISA  Classic)证实了每个H样本的幽门螺杆菌

(H.pylori)血清学阴性。该队列包括26名非萎缩性胃炎(NAG)患者、38名萎缩性胃炎/肿瘤

前期(AG/P)患者和68名胃癌(GC)患者。NAG和AG/P患者是在D.Lamarque教授领导的肝胃肠

病学服务机构(AP‑HP，A.Paré医院，布洛涅‑比扬古)中诊断出来的。GC患者是在J.Taieb教
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授领导的肝胃肠病学和消化肿瘤学服务机构(A‑HP，HEGP，巴黎)中诊断出来的。所有患者均

为成年人，未接受抗癌治疗，至少在前两周未接受抗生素、铋化合物、质子泵抑制剂和非甾

体抗炎药治疗。诊断基于内窥镜检查和胃活检的组织病理学分析。所有患者均被告知并要

求签署知情同意书。该研究得到了巴斯德研究院(Institut  Pasteur)转化研究中心的批准

(参考方案：2013‑29)。

[0362]

[0363] 表1：研究群体的特征

[0364] 临床样本采集和组织学分析

[0365] 每名患者采集10ml血液并分离胃组织标本。在胃内窥镜检查期间采集胃窦和胃体

的胃活检。将活检浸泡在福尔马林中，并进行苏木精‑伊红(H&E)染色，用于组织学分析和胃

部病变的诊断。通过吉姆萨(Giemsa)染色和血清学证实了幽门螺杆菌(H.pylori)的存在。

来自ICAReB平台的健康志愿者的血液样本的幽门螺杆菌(H.pylori)阴性状态在被纳入队

列之前通过血清学进行验证。

[0366] 循环线粒体DNA(mtDNA)和定量

[0367] 从每位患者身上采集外周血(10ml)，并通过pancoll梯度在 管上分

离白细胞。使用Qiamp  DNA试剂盒(Qiagen)从分离的白细胞中制备DNA，并在‑80℃下冷冻直

至进行mtDNA定量检测。同时，分离血浆部分并在‑20℃下冷冻直至使用。使用12S核糖体RNA

基因和核编码18S核糖体RNA基因作为内源参考，使用如前所述(6)的StepOneTM  Plus实时

PCR系统和FastStart  Universal  SYBR  Green  Master(Applied  Biosystems)，通过定量聚

合酶链式反应(q‑PCR)在从循环白细胞分离的DNA上测量MtDNA水平。使用nDNA和mtDNA的平

均Ct的delta  Ct(ΔCt)(ΔCt＝CtnDNA‑CtmtDNA)作为2ΔCt计算相对mtDNA水平，如已报告的

(7)。

[0368] 不同候选生物标志物的血浆水平的定量

[0369] 使用Duo  Set  RD系统的商业ELISA测定法评估不同的所选候选生物标志物的血浆

水平。白细胞介素‑8(IL‑8)(参考号DY208)；白细胞介素‑17(IL‑17)(参考号DY317)；肿瘤坏

死因子‑α(TNF‑α)(参考号DY210)；间皮素(MSLN)(参考号DY3265)；E‑选择素(SELE)(参考号

DY724)；触珠蛋白(HP)(参考号DY8465)；瘦素(LEP)(参考号DY398)和上游刺激因子1和2

(USF1(参考号MBS9342772)和USF2(参考号MBS9321077)；My  Bio  Source))。

[0370] 分别使用Human  XL肿瘤学阵列(参考号ARY029；R&D  systems)通过蛋白质组学分

析仪分析来筛选与肿瘤学途径相关的因子的血浆水平。该阵列包括捕获硝酸纤维膜上存在

的选定抗体，所述抗体与混合有生物素化的检测抗体的混合物的血浆样本一起孵育，并根

据供应商建议通过链霉亲和素‑辣根过氧化物酶揭示。对于每种途径，分析NAG、AG/P和GC以
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及健康(H)受试者的每组患者的2个样本代表。

[0371] 通过基于质谱的蛋白质组学(MS)大规模筛选候选血浆生物标志物

[0372] 血浆样本

[0373] 在这项初步研究中，考虑了四组n＝10的样本，包括H、NAG、AG/P和GC患者。每组的

代表性血浆样本均从AP‑HP医院的同一队列中选取，用于所有项目。

[0374] MARS  Hu‑14免疫耗竭(immunodepletion)

[0375] 按照制造商的方案，使用MARS  Hu‑14(5188‑6560–Agilent(安捷伦))耗竭血浆样

本。简言之，用缓冲液A稀释300μg总蛋白质，并在0.22μm下过滤。将每个样本装入旋转柱，并

以100g/1分钟/RT离心。孵育5分钟后，用2轮400μL缓冲液A以100g/2.5分钟/RT的离心洗脱

未耗竭的蛋白质。将3份滤液合并，并进一步用TCA  40％(体积:体积)沉淀过夜。用丙酮洗涤

样本2次，并在溶液酶解之前风干。

[0376] 溶液消化

[0377] 用100μL的8M尿素/100mM  NH4HCO3变性缓冲液重悬耗竭的样本，并用5mM  TCEP

(646547‑西格玛(Sigma)，美国密苏里州圣路易斯)还原15分钟，然后用20mM碘乙酰胺

(I114‑Sigma，美国密苏里州圣路易斯)在黑暗中烷基化30分钟。将蛋白质用0.5μg  rLys‑C

(V1671‑普洛麦格(Promega)，美国威斯康星州麦迪逊)消化3小时/37℃，然后稀释9次，随后

用0.5μg测序级修饰胰蛋白酶(V5111‑Promega，美国威斯康星州麦迪逊)过夜/37℃消化。用

4％甲酸(FA)终止消化，并使用反相C18  Stage‑Tips方法(8)对肽进行脱盐。将肽用80％乙

腈(ACN)/0.1％  FA洗脱。最后，将样本在真空离心机中干燥，并用2％  ACN/0.1％  FA重悬。

对于所有样本，按照Biognosys的建议掺入iRT肽。

[0378] 谱库的肽分级分离

[0379] 由40个血浆样本组成的“池(pool)”样本专用于获得用于数据独立采集(DIA)方法

的谱库。“池”样本已经用先前的方案耗竭和消化，并用聚苯乙烯二乙烯基苯反相磺酸盐

(SDB‑RPS)Stage‑Tips方法进行肽分级分离，如(8)(9)中所述。简言之，将3个SDB‑RPS 

Empore圆盘堆叠在P200尖端上，并按如下方式进行7次连续洗脱：洗脱1(60mM甲酸铵(AmF)/

20％  ACN/0.5％  FA)、洗脱2(80mM  AmF/30％  ACN/0.5％  FA)、洗脱3(95mM  AmF/40％  ACN/

0.5％  FA)、洗脱4(110mM  AmF/50％  ACN/0.5％  FA)、洗脱5(130mM  AmF/60％  ACN/0.5％ 

FA)、洗脱6(150mM  AmF/70％  ACN/0.5％Fa)和洗脱7(80％  ACN/5％氢氧化铵)。在注射之

前，将所有级分干燥并用2％ACN/0.1％  FA重悬。对于所有级分，按照Biognosys的建议掺入

iRT肽。

[0380] 质谱分析

[0381] ‑谱库的数据依赖采集(DDA)：使用集成柱烘箱(PRSO‑V1‑Sonation  GmbH，德国比

伯拉赫)将纳米色谱系统(Proxeon  EASY‑nLC  1200‑Thermo  Fisher  Scientific，美国马萨

诸塞州沃尔瑟姆)在线耦合到Q  ExactiveTM  HF质谱仪(Thermo  Fisher  Scientific)。对于

每个样本，在100％溶剂A(H2O，0.1％  FA)中进行平衡步骤后，将1μg的肽注射到44cm自制

C18柱(1.9μm颗粒， 孔径，ReproSil  Pur  Basic  C18‑Dr.Maisch  GmbH(迈可)，德国阿

默布赫市恩特林根)上。在132分钟内，以250nL/分钟的流速，用2％至7％溶剂B(80％  ACN、

0.1％  FA)5分钟，7％至23％溶剂B  70分钟，23％至45％溶剂B  30分钟，45％至90％溶剂B  5

分钟的多步梯度洗脱肽，柱温度设置为60℃。使用Xcalibur软件，使用依赖数据的前10方
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法，以60000的分辨率进行调查扫描(300‑1700m/z)，以15000的分辨率进行MS/MS扫描(固定

的第一质量100m/z)来获取质谱。调查扫描和MS/MS扫描的AGC目标和最大注射时间分别设

置为3.0E+06，100ms和1.0E+05，45ms。对于HCD碎裂，隔离窗口设置为1.6m/z，归一化碰撞能

量固定为28。使用2.0E+03的最小AGC目标来实现4.4E+04的强度阈值。未分配的前体离子电

荷态以及1、7、8和>8电荷态被拒绝，并且肽匹配被禁用。启用排除同位素，并且动态排除所

选的离子45秒。

[0382] ‑血浆样本的数据独立采集(DIA):使用在线耦合到Q  ExactiveTM  HF质谱仪的相同

纳米色谱系统，使用XCalibur软件以数据独立采集模式获取质谱。对于每个样本，在100％

溶剂A(H2O，0.1％  FA)中进行平衡步骤后，将1μg的肽注射到50cm自制C18柱(1.9μm颗粒，

孔径，ReproSil  Pur  Basic  C18‑Dr.Maisch  GmbH，德国阿默布赫市恩特林根)上。使

用与谱库相同的多步梯度洗脱肽。每个循环构建如下：一次分辨率为60000的全MS扫描(扫

描范围为349m/z至1214m/z)，AGC设置为3.0E+06，最大注射时间设置为60ms。所有MS1之后

是36个25m/z的隔离窗口，覆盖MS1范围。AGC目标为2.0E+05，具有自动最大注射时间，NCE设

置为28。所有采集均以正模式和剖面模式完成。

[0383] 蛋白质鉴定和定量的数据处理

[0384] ‑谱库的构建：使用MaxQuant软件1.5.0.30版(10)使用Andromeda搜索引擎(11)分

析原始数据。根据人类SwissProt数据库(20203个条目，2018年12月4日)搜索MS/MS谱。设置

可变修饰(甲硫氨酸氧化和N末端乙酰化)和固定修饰(半胱氨酸脲甲基化)用于搜索，并选

择具有最多两个缺失裂解的胰蛋白酶进行搜索。最小肽长度设置为7个氨基酸，肽和蛋白质

鉴定的错误发现率(FDR)设置为0.01。对于MS/MS匹配容差，主要搜索肽容差设置为4.5ppm

和20ppm。第二种肽能够鉴定共裂解事件。

[0385] ‑DIA法的数据分析:使用Spectronaut  X(v.13.2.190705.43655Biognosys  AG)分

析DIA实验。采用MS1和MS2水平的动态质量容差。XIC  RT提取窗口设置为动态，校正系数为

1。校准模式设置为自动，并启用非线性iRT校准和精确iRT。诱饵是使用变异方法和动态限

制生成的。使用核密度估计器进行P值估计。在没有蛋白质型过滤器的情况下启用干扰校

正。主要分组根据蛋白质组ID，次要分组根据剥离序列。主要组数量是平均肽数量。启用前N

主要组，最少为1，最多为3。次要组数量是平均前体数量。启用前N次要组，最少为1，最多为

3。数量MSLevel为MS2，数量类型为面积。Q值用于数据过滤。使用Q值稀疏的行选择和局部归

一化策略启用了交叉运行归一化。默认标记类型为无标记，无分析策略，并且未启用统一肽

峰。蛋白质推断工作流程设置为自动。

[0386] 质谱蛋白质组学数据将经由PRIDE合作伙伴存储库(12)存入ProteomeXchange联

盟。

[0387] 统计分析

[0388] 对于每组患者，首先使用曼‑惠特尼(Mann‑Whitney)检验对每种候选生物标志物

的血浆水平进行统计分析。如果P<0.05，则认为结果具有显著性。

[0389] ‑假阳性率(FPR)、真阳性率(TPR)、ROC曲线和曲线下面积(AUC)的确定

[0390] 对于潜在的生物标志物或生物标志物的组合，可以推导出一个决策规则来预测疾

病的阶段(健康、胃炎、肿瘤前期或癌症)。因此，通过以下公式从该决策规则中推导出假阳

性率(FPR)和真阳性率(TPR)：
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[0391] FPR＝N/W

[0392] TPR＝M/C

[0393] 其中N＝做出错误预测决策的患者数量(例如：被预测患有癌症的非癌症患者数

量)；W＝实际未检查决策的患者数量(例如：非癌症患者数量)；M＝做出正确预测决策的患

者数量(例如：被预测患有癌症的癌症患者数量)；C＝实际检查决策的患者数量(例如：癌症

患者数量)。

[0394] 当使用单个潜在的生物标志物时，可以使用该潜在生物标志物浓度的阈值来预测

疾病的阶段。因此，针对阈值的每个值计算FPR和TPR(表2)。通过改变阈值的值，确定接收者

操作特征(ROC)曲线，其中x轴为FPR，y轴为TPR(图3和图4)。ROC曲线下面积是AUC标准。如果

AUC＝0.5，则生物标志物无法比随机选择患者(无论选择的阈值如何)表现得更好，因此决

策规则没有预测能力。因此，如果AUC>0.5，则决策规则优于随机选择(至少对于一个选择的

阈值)。AUC越接近1，决策规则越好(理想决策规则的AUC＝1)。同样，对于潜在生物标志物的

组合，估计诊断模型来预测疾病的每个阶段，从而估计FPR和TPR，进而也得出AUC值(表4)。

[0395] 有关ROC曲线的示例文献：Delacour ,H .等人，La  Courbe  ROC(接收者操作特征

(receiver  operating  characteristic))：临床生物学的原理和主要应用，《临床生物学年

鉴》(principes  et  principales  applications  en  biologie  clinique ,Annales  de 

biologie  clinique) ,2005年；63(2)：145‑54。

[0396] ‑多元数据分析和潜在生物标志物的选择

[0397] 相关矩阵和层次聚类。已进行成对相关分析和层次聚类，以突出血浆样本之间的

相似性。相关矩阵表示每对样本之间的皮尔逊(Pearson)相关系数，该系数是使用这些样本

中测量的所有完整的强度值对计算得出的。层次聚类分析是使用Ward方法通过多尺度自举

重采样(1000次自举重复)和得益于R  package  pvcluster的pvcluster函数的基于相关性

的距离测量进行的，在强度的log2变换后，使用R  package  imp4p的impul.slsa函数对缺失

值进行插补，并在条件内部使用样本中值居中法进行归一化。

[0398] 偏最小二乘法判别分析(PLS‑DA)和稀疏PLS‑DA。PLS‑DA用于研究四个患者组(H、

NAG、AG/P、GC)之间的蛋白质组学差异。使用mixOmics  R  package来使用PLS‑DA和稀疏PLS‑

DA。

[0399] ‑使用2种或3种潜在生物标志物组合的预测和诊断测试

[0400] 为鉴定两种或三种潜在生物标志物的组合，从而可以根据测量的强度(质谱分析)

或数量(ELISA数据)预测患者组，使用了以下用于k种生物标志物组合的多类别逻辑回归模

型：

[0401]

[0402]
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[0403]

[0404] 其中：

[0405] ·k是模型中使用的生物标志物的数量。

[0406] ·vi是对于生物标志物i测量的相对强度值。其对应于在胃炎、肿瘤前期或癌症样

本中测量的浓度或强度除以在健康患者中测量的该蛋白质的浓度或强度值的平均值。

[0407] 该模型的估计已使用剩余偏差标准进行了评估，该标准是一种拟合优度统计量，

用于评估模型与观察到的疾病阶段的拟合程度(表4)。一旦估计了模型的参数ai、bi和ci，可

以使用以下数学公式计算患者受到疾病每个阶段影响的概率：

[0408]

[0409]

[0410]

[0411]

[0412] 其 中

[0413] 这四种概率中最高的概率决定了患者最可能的状况。将该预测状态与患者的实际

状态进行比较，以确定疾病每个阶段的AUC标准(表4)。因此，所估计的模型可以用于诊断患

者的疾病状态。

[0414] 结果

[0415] ‑根据其在癌变过程中的已知作用选择的候选生物标志物

[0416] ·MtDNA

[0417] 在不同类型的肿瘤中都报告了mtDNA突变和mtDNA含量的变化。在先前对墨西哥患

者队列进行的一项研究中，报告了胃癌患者的循环白细胞中的mtDNA水平较高(mtDNA>20)，

其临界值为8.23(OR:3.93)，将GC样本与H样本区分开来(6)。这些数据与对摩洛哥患者队列

进行的mtDNA定量相似(ACIP  10‑2015‑Collaboration  F.Maachi，摩洛哥巴斯德研究院)。

在本研究中，与H受试者相比，NAG、AG/P和GC癌症患者中平均mtDNA水平分别高出1.25(P＝

0.04)倍；1.8(P＝0.0006)倍和1.3(P＝0.003)倍(图1A)。根据mtDNA值对样本分布的分析表

明，89％的AG/P样本中观察到mtDNA>5，而健康组中这一比例为32％。更准确地，mtDNA>6.3

可以预测肿瘤前期(AG/P)患者，灵敏度为66.6％，特异性为65％(表2)。mtDNA数据的接收者

操作特征(ROC)曲线报告AG/P样本的曲线下面积(AUC)值为0.7089(图3)。

[0418] ·炎症因子、IL‑8、IL‑17和TNF‑α

[0419] 胃癌是一种炎症驱动的疾病。尽管炎症介质如IL‑8、IL‑17和TNF‑α水平的变化对
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于胃癌前期/肿瘤(AG/P)存在不是特异的，但它们的变化可以帮助鉴定胃部恶性过程开始

或正在进行的患者。在先前对墨西哥队列的研究中，IL‑8的高血浆水平与mtDNA的测量相结

合可以改进胃癌患者的检测(6)。如方法论部分所示，通过商业ELISA测定法对当前AP‑HP队

列的所有样本评估IL‑8、IL‑17和TNF‑α的血浆水平。如图1C所报告，平均IL‑8值随着胃部病

变的阶段而增加，并且与H样本相比，NAG、AG/P和GC样本的平均IL‑8值分别高出2倍(P＝

0.0098)、1.6倍和3倍(P<0.0001)。重要的是，94％的H样本显示IL‑8≤40ng/ml，而GC患者中

的这一比例仅为39％。此外，在33％的AG/P样本和61％的GC样本中观察到IL‑8>40ng/ml(图

1D)。根据“不健康的”决策规则计算的临界值表明，IL‑8>17.7pg/ml对应于不健康的样本，

灵敏度为73.2％，特异性为72.3％(表2)。此外，IL‑8>29.4pg/ml可以预测胃癌(GC)患者，灵

敏度和特异性分别为74.6％和72.9％(表2)。

[0420] 有趣的是，IL‑17可以明确区分H受试者和患有NAG、AG/P或GC病变的患者。100％的

NAG、AG/P和GC样本显示IL‑17血浆水平>20pg/ml。相比之下，在100％的H样本中观察到IL‑

17≤20pg/ml(图1G和1H)。更准确地，根据“不健康的”决策规则计算临界值表明IL‑17>

41pg/ml对应于不健康的样本，灵敏度和特异性均为100％(表2)。ROC曲线分析也表明IL‑17

的良好生物标志物特性，NAG、AG/P和GC样本的AUC值分别为0.75、0.72和0.67，使用决策规

则“如果生物标志物数量高于(或，取决于配置，低于，或者高于或等于、或者低于或等于)x，

则患者是H或NAG或AG/P或GC”，其中x是临界值(图3)。使用决策规则“如果生物标志物数量

低于(或，取决于配置，高于，或者高于或等于、或者低于或等于)x，则患者是H或NAG或AG/P

或GC”，观察到健康(H)样本的AUC为1(图4)。

[0421] TNF‑α的遗传多态性先前被认为与胃癌风险增加有关(13)。与健康受试者相比，

NAG、AG/P和GC样本中TNF‑α血浆水平的测量显示出1.6倍、1.4倍和1.6倍的较高值。与IL‑17

类似，在100％的NAG样本、87％的AG/P样本和93％的GC样本中观察到TNF‑α>80pg/ml，而H受

试者中这一比例为26％(图1E和1F)。更准确地，根据“不健康的”决策规则计算的临界值表

明TNF‑α>74pg/ml对应于不健康(H)样本，灵敏度和特异性分别为98.8％和72.3％(表2)。因

此，使用决策规则“如果生物标志物数量低于(或，取决于配置，高于，或者高于或等于，或者

低于或等于)x，则患者是H或NAG或AG/P或GC”获得的AUC值为0.7954，其中x是临界值。(图

4)。

[0422] ·上游刺激因子USF1和USF2

[0423] USF1和USF2是多效性转录因子，其参与调节与重要细胞功能(如免疫应答、细胞增

殖和维持基因组稳定性)相关的几个基因(14)。这些因子先前已被提议作为肿瘤抑制因子

(15)。我们团队最近的一项团队研究报告称，GC患者胃活检中USF1的耗竭与不良预后相关

(16)。因此，USF1可能是鉴定处于胃癌风险患者的潜在候选生物标志物。

[0424] 在本研究中，GC患者的USF1血浆水平是H受试者的3.6倍(P＝0.0002)，其中分别有

36％和0％的GC和H样本USF1>300pg/ml(图1I和1J)。在这种情况下，根据决策规则“如果生

物标志物数量高于(或，根据配置，低于，或者高于或等于，或者低于或等于)x临界值，则患

者是H或NAG或AG/P或GC”，由ROC曲线分析确定的AUC值为0.774(图3)。通过测量USF2获得的

数据并未显示样本之间血浆水平的显著差异。然而，分别有89％、76％和77％的NAG、AG/P和

GC样本显示USF2>10pg/ml，而健康个体中这一比例仅为51％(图1K和1L)。

[0425] ·触珠蛋白
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[0426] 在血浆中，触珠蛋白(HP)与游离血红蛋白结合。据非小细胞肺癌报告，高血清HP水

平与肿瘤进展和预后不良相关(17)。血清HP也被提议作为预测结肠直肠癌(CRC)肝转移的

新型分子生物标志物(18)。最近，血清HP的异常糖基化与胃癌相关(19)。在本研究中，与H相

比，GC样本中的平均HP血浆水平较高(1.7倍；P＝0.0006)(图2C)，44％的GC患者的HP水平>

1.5g/l，而H受试者中的这一比例为7％(图2D)。

[0427] ‑通过蛋白质组学分析仪分析鉴定的候选生物标志物。

[0428] 还通过蛋白质组学分析仪分析搜索了候选生物标志物，包括基于膜的抗体阵列，

其允许平行确定所选的Human  XL肿瘤学途径蛋白(84种癌症相关蛋白)的相对水平，如方法

论部分所述。根据与H相比其在AG/P和GC样本中的血浆水平的显著变化，从肿瘤学途径阵列

中选出瘦素(LEP)、E‑选择素(SELE)和间皮素(MSLN)三种候选。然后，使用方法论部分中所

示的特定商业ELISA测定法对队列中的所有样本进行定量。

[0429] ·瘦素

[0430] LEP由于其作为消化肽激素的作用而成为特别感兴趣的候选。LEP是炎症细胞因子

的诱导剂。在多种恶性肿瘤(包括胃肠道恶性肿瘤)中报告了LEP的失调。在CRC中，其表达从

正常粘膜到伴有高度异型增生的腺癌逐渐增加(20)。高瘦素血清水平与胃肠化生和胃癌风

险的增加相关(21，22)。在本研究中，AG/P样本中的平均LEP血浆水平比H和GC样本高3倍(P<

0.0001)。此外，85％的AG/P样本显示LEP水平>6ng/ml，而H组中仅有7％(图2A和2B)。LEP是

鉴定肿瘤前期患者样本的良好候选，ROC曲线也证明了这一点，该曲线确定AG/P的AUC值为

0.705(图3)。临界值的计算表明，LEP>7.1ng/ml对应于肿瘤前期(AG/P)患者，其灵敏度为

75％，特异性为86.2％(表2)。此外，LEP<4.1ng/ml导致预测胃癌患者，灵敏度为82.3％，特

异性为72.3％。此外，LEP<2ng/ml的较低值(如果不是H)对应于GC样本，其灵敏度为100％，

特异性为94.9％(表2)。

[0431] ·E‑选择素/CD62E

[0432] 选择素是糖蛋白。E‑选择素(SELE)在NFκB介导的转录调控下在内皮细胞上表达。

它的表达对于控制炎症期间白细胞的聚集至关重要。一旦到达NAG阶段，SELE血浆水平便会

升高(与健康组相比，P＜0.0001)(图2E)，其中85％、78％和84％的NAG、AG/P和GC样本的

SELE水平＞8ng/ml，而24％的健康样本SELE水平＞8ng/ml(图2F)。临界值的计算表明，SELE

>7.1ng/ml对应于不健康的样本，其灵敏度为89.3％，特异性为76.3％(表2)。如图3所示，通

过ROC曲线分析，GC样本的最佳AUC值为0.7565，使用决策规则“如果生物标志物数量高于

(或者，根据配置，低于，或者高于或等于，或低于或等于)x，则患者是H或NAG或AG/P或GC”，

其中x是临界值。

[0433] ·间皮素

[0434] 间皮素(MSLN)可能参与细胞粘附。先前已报告MSLN在多种人类肿瘤中过表达

(23)。在我们的研究中，AG/P样本中的平均MSLN血浆水平高出2倍(与H组相比，P<0.0001)

(图2G)，90％的样本MSLN>10ng/ml，而H组中这一比例为28％。ROC曲线分析还表明，MSLN可

以被视为有价值的候选生物标志物，其AUC为0.7433，用于鉴定AG/P患者(图3)。如果MSNL>

8 .3ng/ml，则样本不属于健康组，并且MSLN>10 .8ng/ml导致预测AG/P患者，其灵敏度为

84.2％，特异性为63.1％(表2)。
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[0435]

[0436]

[0437] 表2：具有相应临界值的主要感兴趣的决策规则的列表，用于预测通过ELISA分析

的候选的“不健康”和肿瘤前期(AG/P)或胃癌(GC)患者。

[0438] 如图5所报告，对所有这些选定的候选生物标志物的相关功能的分析显示了与炎

症反应相关的SELE、HP、IL‑8(CXCL‑8)、IL‑17和TNF‑α之间的联系。作为LEP，它们先前已被

建议作为胰腺炎诊断和预后评估的生物标志物(24)。还与HP、SELE和TNF‑α相关的LEP与

USF1和USF2等信号转导有关。有趣的是，MSLN已被提及作为卵巢癌的蛋白质生物标志物，如

LEP、HP、IL‑8(CXCL‑8)、IL‑17和TNF‑α(25)。

[0439] ‑通过基于质谱的蛋白质组学(MS)大规模筛选血浆蛋白鉴定的候选生物标志物

[0440] 为获得更大的候选生物标志物组，并定义特征图谱，以尽可能改进对处于胃癌风

险患者的早期发现，在巴斯德研究所利用UTechS  MSBio平台开发了一项试点高通量蛋白质
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组学研究。本研究包括同样的四组H、NAG、AG/P和GC，每组10个代表性样本。血浆样本制备和

MS分析按照方法论部分所述进行。

[0441] 经过血浆耗竭、谱库数据分析和DIA获取后，不同组之间的比较导致总共鉴定出

224种差异丰富的蛋白质。当将NAG、AG/P和GC组的样本与H样本进行比较时，分别有114、88

和136种蛋白质显示出显著的变化，其中一些蛋白质在比较中普遍存在差异。根据相关矩阵

和层次聚类分析(参见方法论部分)，癌症(或健康)患者的定量血浆蛋白质组之间通常具有

良好的相关性，而与受其他病理影响的患者相关性较小(图6A和图6B)。肿瘤前期(AG/P)和

NAG患者的定量血浆蛋白质组在整体上具有良好的相关性，而与GC患者和H受试者的相关性

较小。使用偏最小二乘判别分析(PLS‑DA)研究四组样本(H、NAG、AG/P、GC)之间的蛋白质组

学差异。PLS‑DA图显示了H受试者和其他病理之间的良好区分(图6C)。然而，PLS‑DA图未能

清楚地区分NAG、AG/P和GC，表明这三种病理的血浆蛋白质组是封闭的，但与H个体不同。

[0442] 为选择负责区分各组的蛋白质子集，使用了稀疏PLS‑DA。该方法选择了一组49种

无缺失值的潜在生物标志物，其可以清楚地区分健康个体和癌症患者，但无法区分肿瘤前

期(AG/P)患者和胃炎患者(NAG)(图6D)，如图7中报告的热图所示，该热图显示其中一些候

选与其平均强度水平的偏差。在最相关的候选中，其中5种可以预测AG/P患者：IGFBP3、

IGFALS、KIF20B、DCD、MAN2A1，6种可以预测GC患者：ATAD3B、DCD、S100A12、TFRC、IGHG1、

CSTA，如表3所列。

[0443]
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[0444]
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[0445]

[0446] 表3：通过ELISA或蛋白质组学分析鉴定的候选蛋白质生物标志物列表。在潜在的

候选中，4种通过蛋白质组阵列(Prot‑array)鉴定并通过ELISA证实，29种通过质谱(prot‑

MS)鉴定，其中12种已通过ELISA证实，4种根据其已知的致癌作用先前选择并通过ELISA检

测。重要的是，LEP已通过3种方法证实，IL‑17、SELE、MSLN和HP已通过2种方法证实。粗体：根

据AUC和剩余偏差评估，具有检测NAG、AG/P和/或GC的最佳预测特性的候选生物标志物。用

“x”标记：用于表征不同候选生物标志物的方法。粗体：在ELISA中验证、并在通过质谱鉴定

的蛋白质的3种生物标志物的10种最佳组合中发现的候选生物标志物(IL‑17和LEP)(表6)

。￥根据人类蛋白质图谱(https://www.proteinatlas.org/humanproteome/pathology)与

癌症相关的血浆蛋白。

[0447] ‑使用2种和3种潜在生物标志物组合的预测和诊断测试。
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[0448] ·通过ELISA和蛋白质组学分析仪鉴定的候选

[0449] 对通过ELISA和蛋白质组学分析仪阵列鉴定的候选进行了相同的分析。两种候选

生物标志物组合的推导出的ROC曲线和每种病理特异性的AUC如图8A所报告。如上所述，对

于每种病理，可以评估蛋白质在模型中出现的次数，给出最佳AUC标准(图8B)以及模型的剩

余偏差(图9A和9B)。对于这些候选，似乎很难完美预测胃炎、肿瘤前期或癌症，因为没有2种

或3种标志物的组合使得AUC＝1。然而，LEP和mtDNA的组合可预测肿瘤前期(AUC＝0.761)以

及与IL‑17相关的LEP可预测癌症(AUC＝0.8705)。此外，如表4中报告，与HP、USF2、SELE、IL‑

8或USF1相关的LEP可以预测肿瘤前期(0.61≤AUC≤0.70)，与mtDNA、SELE、IL‑8或USF1相关

的LEP可以预测胃癌(0.74≤AUC≤0.78)，以及IL‑17与mtDNA组合(AUC＝0.76)或与TNF‑α组

合(AUC＝0.75)可以预测胃癌。考虑到三种候选生物标志物的组合，LEP总是出现在预测肿

瘤前期的5种组合中，其中5种组合中有4种组合与mtDNA相关(0.69≤AUC≤0.73)。预测胃癌

的三种生物标志物的八种最佳组合的AUC值更好，为0.84至0.87。所有这些都存在IL‑17和

LEP。它们与mtDNA、HP、SELE、MSLN、IL‑8、USF1或USF2相关(表5)。
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[0450]
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[0451]
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[0452]

[0453] 3种生物标志物的组合 NAG AG/P GC

IL‑17、USF2、SELE 0.72    
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IL‑17、USF2、HP 0.67    

LEP、MSLN、HP   0.73  

LEP、IL‑17、mtDNA   0.72 0.87

LEP、SELE、mtDNA   0.71  

LEP、IL‑8、mtDNA   0.71  

LEP、MSLN、mtDNA   0.69  

IL‑17、LEP、HP     0.87

IL‑17、LEP、SELE     0.87

IL‑17、LEP、MSLN     0.86

IL‑17、LEP、IL‑8     0.86

IL‑17、LEP、USF1     0.86

IL‑17、LEP、TNF‑α     0.86

IL‑17、LEP、USF2     0.84

[0454] 表5：通过ELISA鉴定的3种生物标志物的组合列表，以及预测NAG、AG/P和GC患者的

最佳相应AUC值。

[0455] ·通过质谱分析鉴定的候选。

[0456] 已经使用表3中列出的MS分析鉴定的候选中的2或3种生物标志物的组合来估计多

类别逻辑回归模型。使用两种方法评估模型估计的结果。第一种方法是使用估计的模型根

据生物标志物的组合来预测病理，并减少对每种病理具有特异性的ROC曲线和AUC标准(图

10A)。接着，对于每种病理，可以评估蛋白质在模型中出现的次数，从而给出最佳AUC标准

(图10B)。第二种方法是计算模型的剩余偏差，其对应于估计的建模误差，并且可以测量模

型同时预测所有病理的能力(图11A和11B)。

[0457] 根据我们的结果，仅使用两种生物标志物似乎很难完美预测肿瘤前期和胃炎(对

于这些病理学，没有生物标志物的组合达到AUC＝1)，而使用两种生物标志物的30种组合可

以完美预测患有癌症的患者(图10B)，包括KRT14、CFP、ARG1、SA10012、ATAD3B、KIF20B、

SPEN、SERPINA5、DSP、CPA4、KRT19、JUP、KRT2、CDSN、MAN1A1、MAN2A1、SPRR1A、HAL、DCD，如表6

中所报告。重要的是，在用两个变量检测到的30种组合中，S100A12是最常被选择来预测胃

癌的候选。此外，可以使用包括PGK1、CFP、IGFALS、KRT19、CPA4、CA2、SERPINA5、MAN2A1(0.8

≤AUC≤0 .85)在内的两种生物标志物的十种组合预测胃炎(NAG)患者，并且PGK1、CFP、

KIF20B、SPEN、JUP、KRT6C、CDSN、KPRP、F13A1、SAA1、LBP、DSP中的两种生物标志物的十种组

合(表6)可以预测肿瘤前期患者(AG/P)。当使用三种生物标志物时，可以完美预测所有病

理。非常有趣的是，三种生物标志物的组合给出了最低的剩余偏差：KRT19、KIF20B和SPEN；

ARG1、KIF20B和SPEN；DSP、KIF20B和SPEN，其可以完美预测NAG、AG/P和GC的所有病理(AUC＝

1)。KRT19、KIF20B和SPEN作为癌症生物标志物具有特殊的相关性。角蛋白19(KRT19)在不同

类型的癌症中发挥重要作用，并作为预测标志物(26)(27)。驱动蛋白家族成员20B(KIF20B)

由于其对细胞增殖和凋亡的影响，可能会促进癌症的发展。它的高表达与晚期肿瘤阶段和

不良预后相关，例如在肝细胞癌中(28)。此外，Msx2相互作用蛋白(SPEN)被认为是一种新型

肿瘤抑制因子并调节Notch通路(29)。如表3所示，KIF20B和SPEN属于癌症相关血浆蛋白(如

JUP、SERPINA5和F13A1)。
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[0458]
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[0459]
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[0460]
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[0461]

[0462] 表6：用于预测NAG、AG/P和GC患者的2种和3种生物标志物的组合以及相应的AUC值

的列表。

说　明　书 54/72 页

61

CN 116867911 A

61



[0463]
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[0464]

[0465] 表7：通过基于质谱的蛋白质组学鉴定的生物标志物的变化概况，以log2比率表

示，比较它们在健康和NAG、AG/P和GC之间或胃癌癌变级联的两个不同阶段之间的差异表
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达。底部的斜体数字对应于P值。如果相关的p值>0.05，则两组之间的差异(例如给定候选生

物标志物的癌症组与健康组之间的差异)将被视为统计学显著的。

[0466] ‑通过ELISA证实MS数据

[0467] 已经进行进一步的研究，以证实通过MS分析鉴定的候选生物标志物预测肿瘤前期

(AG/P)或GC的能力。本文列出的蛋白质中至少11种蛋白质的血浆水平通过ELISA在队列的

所有样本上进行定量，如表3所示，其中还提到了蛋白质名称。

[0468] 如图13所报告，观察到与H组相比，AG/P组和GC组的ARG1、JUP、MAN2A1、LBP和

IGFALS(也包括先前测量的LEP)的血浆水平存在显著差异。与H和GC相比，AG/P中的DCD血浆

水平显著较低。此外，ATAD3B、HP和CA2水平在GC和H样本之间显示出显著差异(图13)。ROC分

析得出用于预测肿瘤前期(AG/P)的AUC>0.6：LEP(AUC＝0.685)、ARG1(AUC＝0.63)和HP(AUC

＝0.629)，以及用于预测胃癌的AUC>0.7：ARG1(AUC＝0.712)(表3)。

[0469] 在这些候选中，ARG1是尿素循环的关键元素，其催化精氨酸转化为鸟氨酸和尿素，

进一步代谢为脯氨酸和聚酰胺，驱动胶原蛋白合成和生物能途径。它还参与对癌症的免疫

应答的调节，并且在胃癌的肿瘤微环境中报告了更高的水平(30)。在我们的研究中，ARG1能

够预测AG/P，灵敏度(Sens)为72％，特异性(Spec)为54％，而在预测GC的情况下，Sens为

49％，Spec为93％。

[0470] 根据字符串分析(图14)，功能连接用JUP表示，其也称为γ‑连环蛋白。JUP作为桥

粒和紧密连接参与细胞间连接。其与细胞骨架重排有关。它的损失与GC恶性肿瘤和不良预

后密切相关(31)。此处，观察到NAG、AG/P和GC样本中JUP血浆水平的总体增加，但预测GC的

AUC仅为0.5，具有低Sens(27％)和Spec(73％)。

[0471] 功能上连接到JUP(图14)的HP结合游离血红蛋白。最近，血清HP的异常糖基化与胃

癌相关(9)。在本研究中，44％的GC患者观察到HP>1.5g/l，而H受试者的这一比例为7％。然

而，预测GC的AUC仅为0.567，Spec为69％，Sens为44％。

[0472] LBP在功能上与LEP连接(图14)。LBP是一种与多种细菌LPS结合的糖蛋白，其在先

天免疫应答中发挥作用。我们观察到从NAG到GC阶段，LBP血浆水平显著增加(图13)。LBP显

示用于预测AG/P和GC的AUC分别为0.5和0.562。值得注意的是，在100％的H样本中，LBP≤

250ng/ml，而在73％的AG/P和79％的GC样本中，LBP>250ng/ml。

[0473] DCD可被裂解成具有不同功能的几种肽。其最著名的作用是作为抗菌宿主防御蛋

白。在多种癌症(包括胃癌)中报告了DCD表达失调(32)。对于DCD预测AG/P和GC确定的AUC值

分别为0.597和0.581，Sens：88％；对于AG/P的Spec为31％，Sens为22％；对于GC的Spec为

94％。

[0474] ATAD3B在干细胞的线粒体网络组织中发挥作用，并已显示出在癌细胞中重新表达

(33)。与健康样本相比，GC样本中的ATAD3B血浆水平较高(图13)，GC的AUC为0.583。

[0475] CA2在质子耦联肽吸收过程中有助于十二指肠上绒毛上皮的pH调节。在胃肠道间

质瘤中已经报告了CA2的过表达(34)。观察到与H受试者相比，GC患者血浆中CA2的水平较高

(图13)，但AUC仅为0.583。

[0476] 另外两种被定量的候选生物标志物是MAN2A1和IGFALS。MAN2A1参与聚糖的生物合

成，GC患者血清中已报告了不同类型的聚糖(35)。MAN2A1与AG/P和GC的AUC≤0.5相关。最后

一种，IGFALS是一种结合胰岛素生长因子(IGF)的血清蛋白。IGFALS先前已被建议作为肝癌
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恶性进展的标志物(36)。与MAN2A1一样，IGFALS与预测AG/P和GC的0.5的AUC相关。

[0477] 除这些候选之外，还将易与有效生物标志物相对应的因子纳入组，因为它们在炎

症和癌症中的已知作用，如上文提到的IL‑8、TNF‑α、USF1和USF2。表3中还列出了STAT3和

EGFR，它们是通过ELISA对队列的所有样本进行测量的这些其他候选中的两种。

[0478] SATA3是一种关键的转录因子，与细胞对白细胞介素、LEP和其他生长因子的应答

相关(图14)。重要的是，STAT3先前已被报告在GC中上调(37)。STAT3磷酸化参与LEP信号通

路，并导致LEP抗性，这是肥胖的主要风险因素(38)。此处，观察到GC患者的STAT3血浆水平

较高(图13)。所有H样本和89％的NAG样本显示STAT3水平≤250ng/ml，而在大多数(59％)GC

样本中，STAT3＞5ng/ml，AUC值为0.672。(Sens  62.8％；Spec  71.6％)。

[0479] 第二种是EGFR，其在细胞增殖和肿瘤发展中起着至关重要的作用。它在27％至

64％的胃部肿瘤中过表达，并被认为是GC患者较差结果的指标(39)。与AG/P相比，GC样本中

观察到更高的EGFR水平(图13)，AG/P和GC的AUC分别仅为0.5和0.472。

[0480] ‑使用2至6种候选生物标志物的组合的预测和诊断测试

[0481] 目前的数据以及有关生物标志物发现的文献都认为，生物标志物组的组合而非单

一候选对于改进癌症患者的早期发现的重要性。事实上，根据我们的结果，使用单一生物标

志物似乎很难完美预测肿瘤前期和/或癌症，因为对于预测GC的单一候选：IL‑17和IL‑18的

最佳AUC值分别为0.731(Sens  50.5％，Spec  95.6％)和0.725(Sens  63％，Spec  82％)。对

于肿瘤前期，LEP给出最佳AUC值：0.685(Sens  94.2％，Spec  42.8％)。为改进对肿瘤前期或

癌症病变存在的检测，已使用多达6种候选生物标志物的组合对多类别逻辑回归模型进行

了估计，这些候选生物标志物的血浆水平已通过ELISA对队列的所有样本进行了测量。

[0482] 基于这些数据，使用两种方法评估了模型估计的结果。第一种方法是使用估计的

模型根据生物标志物的组合预测病理，并推导出对每种病理具有特异性的ROC曲线和AUC

值。接着，对于每种病理，可以评估蛋白质在模型中出现的次数，给出最佳AUC标准。第二种

方法是计算模型的剩余偏差，其对应于估计的建模误差，并且可以测量模型同时预测所有

病理的能力。

[0483] 使用这些模型，能够根据AUC、Sens和Spec值鉴定两个最佳特征，以预测胃癌前期

的存在(SIG‑AGP)和癌症病变(SIG‑GC)，包括多达6种生物标志物。

[0484] 所谓的“SIG‑AGP”特征对应于MSLN、HP、LEP、KRT19、IGFALS、EGFR的组合，AUC值为

0.852，Sens为91.4％，Spec为79％，以预测肿瘤前期(图15A)。

[0485] 所谓的“SIG‑GC”特征包括IL‑17、ARG1、LEP、MSLN、TNF‑α、SELE，AUC值为0.928、

Sens为92.9％，Spec为92.7％，以预测胃癌(图15B)。

[0486] LEP和MSLN均存在于两者中。表8报告了每种生物标志物血浆水平的中值、最小值

和最大值。

[0487] 重要的是，这两个特征的预测特性随着生物标志物数量的增加而增加。对于两者，

AUC从1种蛋白质增加到6种蛋白质，SIG‑AG/P的Spec和SIG‑GC的Sens也增加。关于SIG‑AGP，

使用LEP作为单一生物标志物已观察到Sens为94％，但Spec仅为42.8％。同样，在SIG‑GC的

情况下，使用单一生物标志物IL‑17获得最高Spec(95.6％)。

[0488] 为完整起见，表9报告了预测AG/P的6种生物标志物的最佳组合列表。这些组合对

应于AUC≥0.8，灵敏度为90％至96％，特异性为71％至79％。
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[0489] 此外，如表10所报告，5种生物标志物的组合：MSNL、LEP、KRT19、MAN2A1、IGFALS可

以预测肿瘤前期，其Sens高于SIG‑AGP(94.1％)，Spec为73.7％。

[0490] 此外，为预测GC，还观察到TNF‑α、IL‑17、MSLN、LEP、KIF20B、ARG1的组合的优异得

分(AUC：0.928；Sens  93％，Spec  92.7％)，与SIG‑GC相比，SELE被KIF20B替代。值得注意的

是，仅使用单一生物标志物IL‑17就已经获得了GC的最佳Spec(95.6％)，但AUC和Sens较低

(0.731和50.6％)。

[0491] 为完整起见，表11报告了预测GC的6种生物标志物的最佳组合列表。这些组合对应

于AUC≥0.9，灵敏度为87％至94％，特异性为88％至94％。
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[0492]
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[0493]
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[0494]
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[0495]
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[0496]
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[0497]

[0498] 除了组成SIG‑AGP或SIG‑GC的10种生物标志物之外，9种附加的候选标志物，即

CA2、MAN2A1、ATAD3B、S100A12、USF2、JUP、CPA4、KRT14和F13A1也很有前景，因为它们也存在
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于4至6种生物标志物的组合中，给出预测肿瘤前期或GC的10个最佳AUC，无论是考虑CA2、

MAN2A1、ATAD3B、S100A12、USF2、JUP的ELISA数据，还是CPA4、KRT14和F13A1的质谱数据。下

表12对此进行了汇总。

[0499]

[0500] 表12：有前景纳入特征的候选汇总。

[0501] 结论

[0502] 总之，分析使得选出表3中所示的一组40种候选生物标志物，可以预测患者是否患

有胃炎、胃癌前期或癌症病变。有些候选比其他候选给出更好的预测结果。重要的是，ELISA

分析的数据表明，在第一水平IL‑17可以很好地区分健康受试者和患者。在患者组中，最引

人注目的结果表明，结合到IL‑17的LEP可以以高置信水平预测GC，并且与HP或MSLN相关联

的LEP可以检测肿瘤前期(AG/P)。重要的是，LEP已通过本研究中开发的三种方法进行了验

证，IL‑17、SELE、MSLN和HP已通过其中两种方法进行了验证。

[0503] 此外，根据所进行的基于MS的分析，KIF20B和SPEN的组合可以很好地预测AG/P或
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GC。他们与KRT19和S100A12的组合似乎可以完美预测GC，如图12中汇总的。这些有前景的分

析使得能够提出基于生物标志物组合的数学模型，以预测胃部病变的存在，从而非限制性

地且在具体实施方式中导致第一生物标志物特征检测胃癌前期和癌症病变的存在，包括

IL‑17、LEP、HP、MSLN、KIF20B、SPEN、KRT19和S100A12。KIF20B、SPEN、KRT19和S100A12已通过

MS蛋白质组学研究进行鉴定，该研究包括每组10个样本，通过ELISA测定法对该队列的所有

血浆样本进行进一步的研究将有助于证实其作为生物标志物的准确性，如表6中列出的与

KIF20B和SPEN组合的其他潜在候选。

[0504] 根据另一个方面，在最初通过MS鉴定的蛋白质中，通过ELISA测量的其中12种蛋白

质的血浆水平证实了MS数据，从而将它们视为检测胃癌级联的不同阶段的胃部病变的潜在

生物标志物。除了10种先前选择的候选蛋白质之外，这12种蛋白质也通过ELISA进行了定

量，导致定义了6种生物标志物的最佳组合，在具体的实施方式中，其对应于两个特征SIG‑

AGP和SIG‑GC，以分别预测肿瘤前期和胃癌病变的存在。需要强调的是，SIG‑AGP和SIG‑GC中

包含的10种候选中的大多数(包括MSLN、HP、KRT19、TNF‑α、IL‑17、LEP、ARG1、KIF20B)均证实

了最初采集的数据。SIG‑GC的预测得分非常好。在SIG‑AGP的情况下，AUC、Sens和Spec比

SIG‑GC获得的结果稍低，但仍然非常好。观察到的SIG‑AGP的最低Spec(79％)可能是由于这

组样本的异质性，这组样本包括萎缩性胃炎(AG)、肠化生(IM)和异型增生(D)。在这组患者

中，可以发现所有不同的病变关联，AG、AG+IM、AG+IM+D。由于IM转变为D的时间很短，正好在

癌症病变发生之前，因此对这些病变的良好预测非常重要。这些肿瘤前病变也是最难通过

内窥镜检查鉴定的。

[0505] 总之，根据这个方面，使用三种不同的方法鉴定并证实了两个生物标志物特征

SIG‑AGP和SIG‑GC。这些特征构成了基于简单的血液采样预测胃癌前期和癌症病变存在的

重要工具，并为未来开发诊断性非侵入性检测以改进胃癌患者的检测/预防铺平了道路。如

图16所示，该检测不仅可以用于首次筛查，如果结果呈阳性，还可用于推动患者进行进一步

的临床研究，如内窥镜检查，而且还可以用于随访先前检测患有肿瘤前期的患者，以及跟踪

接受抗癌治疗的患者的复发/缓解。

[0506] 观点

[0507] 生物标志物特征的表征允许预测NAG、AG/P和GC病变的存在，为未来开发用于早期

发现和预防处于胃癌发展风险的个体的非侵入性预测/诊断工具铺平了道路。根据一个具

体实施方式，该诊断测试可以基于根据一个具体实施方式对血浆样本进行的ELISA测定，结

合构成生物标志物特征的不同因素的测量，从而预测胃癌前期和癌症病变的存在。根据另

一个实施方式，可以使用例如Luminex测定的技术来进行这种诊断测试。构成该特征的每个

因子的血浆水平的伴随测量及其与相应的预定临界值的比较将表明是否存在肿瘤前期或

癌症病变。这种基于简单血液采样的重要工具将能够对处于胃癌风险的患者进行首次筛

查，从而推动他们进行进一步的临床研究。此外，该诊断工具对于预测疾病复发/结局以及

监测患者的个性化治疗和随访也非常有帮助。
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