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1.用于确定从对象获得的生物样本中至少组合[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG]的浓度水

平的试剂在制备用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶段的试剂盒中的用途，其中，所述生物

样本选自血液、血清或血浆。

2.根据权利要求1所述的用途，其中，所述试剂盒用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶

段的体外方法，所述方法包括：a)测量从所述对象获得的生物样本中至少组合[Flt3L和

CYFRA21‑1和AREG]的浓度水平；和，b)其中，如果与在健康对照对象中测得的参考浓度水平

相比，确定步骤a)中所述的至少组合[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG]的所述浓度水平存在偏差

或变化，则指示所述对象患有结肠直肠癌和/或癌前阶段。

3.根据权利要求1所述的用途，其中，所述试剂盒用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶

段的体外方法，所述方法包括：a)测量从所述对象获得的生物样本中组合[Flt3L和

CYFRA21‑1和AREG]、[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和ErbB4]、或[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和

CLEC2C]的浓度水平；和，b)其中，如果与在健康对照对象中测得的参考浓度水平相比，确定

步骤a)中所述的至少一个组合的所述浓度水平存在偏差或变化，则指示所述对象患有结肠

直肠癌和/或癌前阶段。

4.根据权利要求1所述的用途，其中，所述试剂盒用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶

段的体外方法，所述方法包括：a)测量从所述对象获得的生物样本中组合[Flt3L和

CYFRA21‑1和AREG和ErbB4]、或[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和CLEC2C]的浓度水平；和，b)其

中，如果与在健康对照对象中测得的参考浓度水平相比，确定步骤a)中所述的至少一个组

合的所述浓度水平存在偏差或变化，则指示所述对象患有结肠直肠癌和/或癌前阶段。

5.根据权利要求1所述的用途，其中，所述试剂盒包括用于确定从所述对象获得的生物

样本中组合[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG]、[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和ErbB4]、或[Flt3L和

CYFRA21‑1和AREG和CLEC2C]的浓度水平的试剂。

6.根据权利要求1所述的用途，其中，所述试剂盒包括用于确定组合[Flt3L和CYFRA21‑

1和AREG和ErbB4]、或[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和CLEC2C]的浓度水平的试剂。

7.根据权利要求1‑6中任一项所述的用途，其中，结肠直肠癌的所述癌前阶段是晚期结

肠直肠腺瘤。
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用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶段的蛋白质特征

技术领域

[0001] 本发明可以包括在医学领域内。特别地，本发明涉及用于诊断结肠直肠癌和/或其

癌前阶段的体外方法。

背景技术

[0002] 结肠直肠癌(Colorectal  cancer，CRC)(也称为结肠癌、直肠癌或肠癌)是结肠或

直肠(大肠的部分)中发生的癌症。绝大多数结肠直肠癌是腺癌。这是因为结肠的组织内有

许多腺体。当这些腺体在遗传水平上发生许多变化时，它们会以可预测的方式进展，即从良

性转变为侵袭性恶性结肠癌。结肠腺瘤，特别是晚期结肠直肠腺瘤(Advanced  colorectal 

adenoma，AA)，是恶性腺癌的良性形式，但如果不切除仍具有恶性潜能(它们通常被切除，因

为它们有恶变并导致结肠癌的倾向)。

[0003] 筛查是预防和减少结肠直肠癌死亡的有效方法，建议从50岁至75岁开始筛查。最

著名和最常用的结肠直肠癌筛查测试称为粪便免疫化学测试(Fecal  Immunochemical 

Test，FIT)。FIT检测粪便样本中的血液，其可能是癌前期或癌症的征兆。如果得到异常结

果，则通常建议进行结肠镜检查，让医生观察结肠和直肠的内部以做出诊断。在结肠镜检查

期间，如果发现小息肉，即可将其切除。如果发现大息肉或肿瘤，则可以进行活组织检查以

检查它是否是癌性的。胃肠病学家使用结肠镜检查以发现并切除这些腺瘤和息肉，以防止

它们继续获得将导致侵袭性腺癌的遗传变化。

[0004] 虽然，如上所述，当今使用FIT来筛查结肠直肠癌，但重要的是要注意FIT对AA的灵

敏度较低(根据文献约为20％至30％)，这意味着大多数所述类型的患者可能被错误的归类

为未患病。因此，FIT由于其低灵敏度而无法识别腺瘤。此外，由于FIT使用粪便样本，因此依

从性较低。另一方面，结肠镜检查是一种侵入性技术，其中最严重的并发症通常是胃肠道穿

孔。另一方面，现今结肠镜检查是一种涉及麻醉的过程，并且通常在结肠镜检查的肠道准备

期间施用的轻泻剂与多种消化问题有关。

[0005] 重要的是要注意，现今用于筛查有患CRC或AA风险的一般人群的方法与高假阳性

率有关。结果，如今进行大量不必要的随访结肠镜检查。

[0006] 本发明为上述问题提供了明确的解决方案，因为它专注于一种用于识别或筛查有

患结肠直肠癌或结肠直肠腺瘤(特别是晚期结肠直肠腺瘤)风险的人类对象的体外方法，该

体外方法从由微创样本(如血液、血清或血浆)中分离出的蛋白生物标志物的浓度水平出

发。由于本发明的方法基于血液、血清或血浆样本，因此有望提高对结肠直肠癌筛查的依从

性。此外，本发明的方法提供了高灵敏度和特异性，这意味着它是一种用于检测结肠直肠癌

和结肠直肠腺瘤的强大且具有成本效益的方法。

发明内容

[0007] 本发明涉及一种用于诊断、识别或筛查有患结肠直肠癌和/或晚期结肠直肠腺瘤

风险的人类对象的体外方法，该体外方法从由微创样本(如血液、血清或血浆)中分离出的
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蛋白生物标志物的浓度水平出发。本发明的方法提供了高灵敏度和特异性，这意味着它是

一种用于检测结肠直肠癌和结肠直肠腺瘤的强大且具有成本效益的方法。

[0008] 由于本发明的方法与现今用于筛查有患CRC或AA风险的一般人群的方法(FIT)相

比具有更高的灵敏度和特异性，因此它与较低百分比的假阳性相关。因此，本发明中描述的

方法明显有助于减少随访结肠镜检查的次数，从而改进如今对患者进行筛查或诊断的方

式。一旦执行本发明的方法，如果确定患者可能患有结肠直肠癌和/或癌前阶段，则通过结

肠镜检查确认结果。然而，如果没有确定患者可能患有结肠直肠癌和/或癌前阶段，则不需

要进行结肠镜检查并建议使用下文定义的本发明的方法进行常规测试。

[0009] 具体地，本发明的第一实施方式涉及一种用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶段

的体外方法(下文称为“本发明方法”)，该方法包括：a)测量从对象获得的生物样本中至少

Flt3L的浓度水平；和，b)其中，如果与在健康对照对象中测得的参考浓度水平相比，确定至

少Flt3L的浓度水平存在偏差或变化，则指示对象患有结肠直肠癌和/或癌前阶段。

[0010] 在一个特别优选的实施方式中，本发明方法包括测量从对象获得的生物样本中至

少组合[Flt3L和CYFRA21‑1]的浓度水平。

[0011] 在这点上，重要的是要考虑到本发明要求保护的所有最可靠的特征(signature)

都包含Flt3L、优选[Flt3L和CYFRA21‑1]，从而获得各种生物标志物特征，所述各种生物标

志物特征包含Flt3L、优选[Flt3L和CYFRA21‑1]，例如[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG]、[Flt3L

和CYFRA21‑1和AREG和ErbB4]或[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和CLEC2C]，其中对于检测CRC的

曲线下面积(Area  Under  the  Curve，AUC)约为0.9，并且对于检测AA也具有良好的性能(参

见表12)。尽管根据本发明可以有效地使用包含Flt3L、优选[Flt3L和CYFRA21‑1]的任何特

征，但是特别优选的是包含Flt3L、优选[Flt3L和CYFRA21‑1]的以下特征，因为它们对于检

测CRC的AUC值大于0 .9，并且对于检测AA有良好的性能：[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和

ErbB4](对于CRC的AUC＝0.931)或[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和CLEC2C](对于CRC的AUC＝

0.915)(参见表12)。

[0012] 本发明的第二实施方式涉及多组件试剂盒，该多组件试剂盒包含用于确定任何上

述特征的浓度水平的试剂。在一个优选的实施方式中，本发明涉及试剂盒用于诊断结肠直

肠癌和/或其癌前阶段的体外用途，该试剂盒包含用于确定Flt3L、或组合[Flt3L和

CYFRA21‑1]、优选[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG]、[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和ErbB4]或

[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG和CLEC2C]的浓度水平的试剂。

[0013] 根据本发明方法，在测量生物标志物的任何上述组合的浓度水平之后，获得特征

的评分值并且将该评分值与定义诊断规则的阈值进行比较。如果该评分值高于阈值，则相

应样本被归类为阳性样本，这表明患者可能患有结肠直肠癌和/或其癌前阶段。已定义阈值

以优化灵敏度值和特异性值。因此，在一个优选的实施方式中，本发明方法包括：a)测量从

对象获得的生物样本中生物标志物的任何上述组合的浓度水平；b)处理浓度值以获得风险

评分；以及c)其中，如果与参考值相比，确定从生物标志物的任何上述组合获得的风险评分

值存在偏差或变化，则这指示对象患有结肠直肠癌和/或癌前阶段。

[0014] 本发明的第三实施方式涉及任何上述生物标志物或特征用于诊断结肠直肠癌和/

或其癌前阶段的体外用途。

[0015] 在一个优选的实施方式中，结肠直肠癌的癌前阶段是晚期结肠直肠腺瘤。
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[0016] 在一个优选的实施方式中，结肠直肠癌和/或其癌前阶段的诊断通过图像技术、优

选结肠镜检查来确认。

[0017] 本发明的一个优选的实施方式涉及一种用于检测结肠直肠癌和/或其癌前阶段的

体外方法，所述方法包括：a)从人类患者获得血浆样本；b)通过使血浆样本与针对所述蛋白

生物标志物或特征的抗体接触并检测蛋白质与抗体之间的结合来检测血浆样本中是否存

在任何上述蛋白生物标志物或特征。

[0018] 本发明的第四实施方式涉及一种用于诊断和治疗结肠直肠癌或其癌前阶段的方

法，该方法包括：a)从人类患者获取血浆样本；b)检测血浆样本中是否存在任何上述蛋白生

物标志物或特征；c)当检测到血浆样本中存在所述蛋白生物标志物或特征时，诊断患有结

肠直肠癌或其癌前阶段的患者；并对患者进行结肠镜检查，然后切除结肠直肠癌或息肉。

[0019] 可选择地，本发明的第五实施方式涉及一种用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶

段的体外方法(下文称为“本发明方法”)，该方法包括：a)测量从对象获得的生物样本中至

少AREG的浓度水平；和，b)其中，如果与在健康对照对象中测得的参考浓度水平相比，确定

至少AREG的浓度水平存在偏差或变化，则指示对象患有结肠直肠癌和/或癌前阶段。

[0020] 在一个特别优选的实施方式中，本发明方法包括测量从对象获得的生物样本中至

少组合[AREG和CYFRA21‑1]的浓度水平。

[0021] 在这点上，重要的是要考虑到本发明要求保护的所有最可靠的特征都包含AREG、

优选[AREG和CYFRA21‑1]，从而获得各种生物标志物特，所述各种生物标志物特包含AREG、

优选[AREG和CYFRA21‑1]，其中对于检测CRC的曲线下面积(AUC)约为0.9，并且对于检测AA

也具有良好的性能(参见表12(续))。因此，尽管根据本发明可以有效地使用包含AREG、优选

包含[AREG和CYFRA21‑1]的任何特征，但是特别优选包含AREG、优选包含[AREG和CYFRA21‑

1]的以下特征，因为它们对于检测CRC的AUC值大于0 .9，并且对于检测AA有良好的性能：

[AREG和CYFRA21‑1和Flt3L和ErbB4](对于CRC的AUC＝0.931)或[AREG和CYFRA21‑1和Flt3L

和CLEC2C](对于CRC的AUC＝0.915)(参见表12(续))。

[0022] 因此，在一个特别优选的实施方式中，本发明的方法包括测量从对象获得的生物

样本中至少组合[AREG和CYFRA21‑1和Flt3L]、或[AREG和CYFRA21‑1和CLEC2C]的组合、或

[AREG和CYFRA21‑1和ErbB4]的组合、或[AREG和CYFRA21‑1和FasL]的组合、或[AREG和

CYFRA21‑1和CD147]的组合、或[AREG和CYFRA21‑1和HGFR]的组合、或[AREG和CYFRA21‑1和

Flt3L和ErbB4]的组合、或[AREG和CYFRA21‑1和Flt3L和CLEC2C]的组合、或[AREG和

CYFRA21‑1和HGFR和CD147]的组合的浓度水平。

[0023] 在一个特别优选的实施方式中，本发明方法包括测量从对象获得的生物样本中至

少组合[AREG和CD147]、或[AREG和CLEC2C]的组合、或[AREG和HGFR]的组合、或组合[AREG和

CD147和HGFR]的浓度水平。

[0024] 本发明的第六实施方式涉及任何上述特征用于诊断结肠直肠癌和/或其癌前阶段

的体外用途。

[0025] 根据本发明方法，在测量生物标志物的任何上述组合的浓度水平之后，获得特征

的评分值并且将该评分值与定义诊断规则的阈值进行比较。如果该评分值高于阈值，则相

应样本被归类为阳性样本，这表明患者可能患有结肠直肠癌和/或其癌前阶段。已定义阈值

以优化灵敏度值和特异性值。因此，在一个优选的实施方式中，本发明方法包括：a)测量从
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对象获得的生物样本中生物标志物的任何上述组合的浓度水平；b)处理浓度值以获得风险

评分；以及c)其中，如果与参考值相比，确定从生物标志物的任何上述组合获得的风险评分

值存在偏差或变化，则这表明对象患有结肠直肠癌和/或癌前阶段。

[0026] 本发明的第七实施方式涉及多组件试剂盒，该多组件试剂盒包含用于确定任何上

述特征的浓度水平的试剂。在一个优选的实施方式中，本发明涉及试剂盒用于诊断结肠直

肠癌和/或其癌前阶段的体外用途，该试剂盒包含用于确定生物标志物的任何上述组合的

浓度水平的试剂。

[0027] 在一个优选的实施方式中，结肠直肠癌的癌前阶段是晚期结肠直肠腺瘤。

[0028] 在一个优选的实施方式中，结肠直肠癌和/或其癌前阶段的诊断通过图像技术、优

选结肠镜检查来确认。

[0029] 本发明的一个优选的实施方式涉及一种用于检测结肠直肠癌和/或其癌前阶段的

体外方法，所述方法包括：a)从人类患者获得血浆样本；b)通过将血浆样本与针对所述蛋白

生物标志物或特征的抗体接触并检测蛋白质与抗体之间的结合来检测血浆样本中是否存

在任何上述蛋白生物标志物或特征。

[0030] 本发明的最后的实施方式涉及一种用于诊断和治疗结肠直肠癌或其癌前阶段的

方法，该方法包括：a)从人类患者获取血浆样本；b)检测血浆样本中是否存在任何上述蛋白

生物标志物或特征；c)当检测到血浆样本中存在所述蛋白生物标志物或特征时，诊断患有

结肠直肠癌或其癌前阶段的患者；并对患者进行结肠镜检查，然后切除结肠直肠癌或息肉。

[0031] 为了本发明的目的，以下术语定义为：

[0032] ·术语“结肠直肠癌”是一种医学病症，特征是小肠下方的肠道(即大肠(结肠)，包

括盲肠、升结肠、横结肠、降结肠、乙状结肠和直肠)的细胞癌变。

[0033] ·表述“结肠直肠腺瘤”是指结肠腺瘤，也称为腺瘤性息肉，是结肠直肠癌的良性

癌前阶段，但仍具有发展为结肠直肠癌的高风险。

[0034] ·表述“晚期结肠直肠腺瘤”是指大小至少为10mm或组织学上具有高度不典型增

生或绒毛成分高于20％的腺瘤。

[0035] ·表述“微创性生物样本”是指从患者体内采集的任何样本，除了用于从患者身上

采集血液的细针外，无需使用伤害性器械，因此不会对患者造成伤害。具体地，本发明中的

微创性生物样本是指：血液、血清或血浆样本。

[0036] ·表述“在健康对照对象中测得的参考浓度水平”是指蛋白质浓度水平的“参考

值”。如果相对于所述“在健康对照对象中测得的参考浓度水平”，确定蛋白质浓度水平存在

偏差，则这指示了结肠直肠癌或其癌前阶段。特别地，如果本发明的生物标志物或特征的浓

度水平相对于所述“参考值”显著更高或更低，则这指示了结肠直肠癌或其癌前阶段。

[0037] ·表述“风险评分”是指将一个或多个浓度值处理成单个值(或风险值)后得到的

风险值，它代表个体患病的概率。该风险值将与参考值进行比较以评估患者是否可能患有

结肠直肠癌和/或其癌前阶段。

[0038] ·“参考值”可以是阈值或截止值。通常，“阈值”或“截止值”可以通过实验、经验或

理论来确定。如本领域普通技术人员将知道的，阈值也可以根据现有的实验和/或临床条件

任意选择。必须根据测试的功能和收益/风险平衡(假阳性和假阴性的临床结果)来确定阈

值以获得最佳灵敏度和特异性。优选地，本领域技术人员可以将根据本发明的方法获得的
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生物标志物水平(或评分)与定义的阈值进行比较。通常，可以使用基于实验数据的接受者

工作特征(Receiver  Operating  Characteristic，ROC)曲线来确定最佳灵敏度和特异性

(以及阈值)。例如，在确定一组参照中生物标志物的水平后，可以使用算法分析对待测生物

样本中生物标志物的测定浓度进行统计处理，从而得到对样本分类具有意义的分类标准。

ROC曲线的全称是接受者工作特征曲线(Receiver  operator  characteristic  curve)，也

称为接受者操作特性曲线(Receiver  operation  characteristic  curve)。其主要用于临

床生化诊断试验。ROC曲线是反映连续变量真阳性率(灵敏度)和假阳性率(1‑特异性)的综

合指标。它通过图像合成方法揭示了灵敏度和特异性之间的关系。将一系列不同的截止值

(阈值或临界值，即诊断试验的正常与异常结果的边界值)设置为连续变量，以计算出一系

列的灵敏度值和特异性值。然后以灵敏度为纵坐标，以特异性为横坐标绘制曲线。曲线下面

积(AUC)越大，诊断的准确度越高。在ROC曲线上，最靠近坐标图最左上角的点是同时具有高

灵敏度值和高特异性值的临界点。ROC曲线的AUC值在1 .0到0.5之间。当AUC＞0.5时，随着

AUC接近1，诊断结果越来越好。当AUC在0.5到0.7之间时，准确度低。当AUC在0.7到0.9之间

时，准确度良好。当AUC高于0.9时，准确度很高。这种计算方法最好用计算机来完成。可以使

用本领域现有的软件或系统来绘制ROC曲线，例如：MedCalc  9 .2 .0 .1医学统计软件SPSS 

9.0。

[0039] ·“包括”的意思是包括但不限于“包括”一词之后的任何内容。因此，使用术语“包

括”，表示所列出的元素是必要的或强制性的，但是其它元素是可选的，且可以存在或者可

以不存在。

[0040] ·“由……组成”意指包括且限于跟随在短语“由……组成”之后的任何内容。因

此，短语“由……组成”表示所列出的元素是必须的或强制性的，并且不可以存在其它元素。

[0041] 出于本发明的目的，根据Uniprot数据库识别了以下蛋白质：

[0042] 缩写 蛋白名称 Uniprot  ID.

AREG 双调蛋白 P15514

CD147 基础免疫球蛋白 P35613

CLEC2C 早期活化抗原CD69 Q07108

CYFRA21‑1 细胞角蛋白片段抗原21‑1 N/A

ErbB4 受体酪氨酸蛋白激酶erbB‑4 Q15303

FasL 肿瘤坏死因子配体超家族成员6 P48023

Flt3L Fms相关酪氨酸激酶3配体 P49771

HGFR 肝细胞生长因子受体 P08581

IFN γ 干扰素 γ P01579

附图说明

[0043] 图1.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[Flt3L和CYFRA21‑1]，

曲线下面积(AUC)＝0 .865；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[Flt3L和CYFRA21‑1]，曲线下面积

(AUC)＝0.606。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0044] 图2.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[Flt3L和CYFRA21‑1和

AREG]，曲线下面积(AUC)＝0.899；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[Flt3L和CYFRA21‑1和AREG]，
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曲线下面积(AUC)＝0.720。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0045] 图3.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[Flt3L和CYFRA21‑1和

AREG和ErbB4]，曲线下面积(AUC)＝0.931；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[Flt3L和CYFRA21‑1和

AREG和ErbB4]，曲线下面积(AUC)＝0.707。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0046] 图4.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[Flt3L和CYFRA21‑1和

AREG和CLEC2C]，曲线下面积(AUC)＝0.915；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[Flt3L和CYFRA21‑1

和AREG和CLEC2C]，曲线下面积(AUC)＝0.727。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0047] 图5.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[AREG和CYFRA21‑1]，

曲线下面积(AUC)＝0 .878；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[AREG和CYFRA21‑1]，曲线下面积

(AUC)＝0.722。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0048] 图6.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[AREG和CYFRA21‑1和

Flt3L和ErbB4]，曲线下面积(AUC)＝0.931；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[AREG和CYFRA21‑1和

Flt3L和ErbB4]，曲线下面积(AUC)＝0.707。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0049] 图7.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[AREG和CYFRA21‑1和

Flt3L和CLEC2C]，曲线下面积(AUC)＝0.915；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[AREG和CYFRA21‑1

和Flt3L和CLEC2C]，曲线下面积(AUC)＝0.727。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度；

[0050] 图8.以下的接受者工作特征(ROC)曲线：A)结肠直肠癌中的[AREG和CYFRA21‑1和

CD147和HGFR]，曲线下面积(AUC)＝0.888；B)晚期结肠直肠腺瘤中的[AREG和CYFRA21‑1和

CD147和HGFR]，曲线下面积(AUC)＝0.769。X轴代表特异性。Y轴代表灵敏度。

具体实施方式

[0051] 实施例1.材料和方法。

[0052] 实施例1.1.研究人群。

[0053] 来自8所西班牙医院(Hospital  de  Burgos、Hospital  de  Vigo、Hospital  de 

Donosti、Hospital  de  Ourense、Hospital  del  Bierzo、Hospital  de  Beltvigte和

Hospital  de  Zaragoza)的总计96名对象被预先纳入本研究：64名新近被诊断出患有散发

性结肠直肠肿瘤(32例CRC和32例AA)以及32名没有任何癌症个人史并且最近的结肠镜检查

证实没有结肠直肠肿瘤病变的健康个体。Aa患者是那些具有大小至少为10mm或组织学上具

有高度不典型增生或绒毛成分＞20％的腺瘤的患者。参与者的特征如表1所示。在所有个体

内窥镜检查或手术之前收集血液样本。

[0054] 表1
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[0055]

[0056] 研究队列的临床病理学特征

[0057] 该研究得到了各医院机构伦理委员会(Institutional  Ethics  Committee)的批

准，并根据赫尔辛基宣言(Declaration  of  Helsinki)获得了所有参与者的书面知情同意

书。

[0058] 实施例1.2.样本制备。

[0059] 将每个参与者的10mL全血收集在含有EDTA  K2的管中。将血液样本置于4℃直至血

浆分离。将样本在4℃下以1600xg离心10分钟以沉降血细胞，并将血浆转移到新管中，然后

在4℃下以16000xg进一步离心10分钟以完全去除细胞成分。

[0060] 实施例1.3.分子分析。

[0061] 血浆样本中生物标志物的浓度是使用商业的酶联免疫吸附测定(Enzyme‑linked 

immunosorbent  assay，ELISA)和化学发光免疫测定(Chemiluminescence  immunoassay，

CLIA)测试并遵循其相应的说明手册而确定的。HGFR和ErbB4用来自Cloud  clone  Corp的

ELISA试剂盒进行分析。CD147、CLEC2C、Flt3L和FasL的水平使用来自Elabscience的ELISA

试剂盒测量。在IFN γ 的情况下，使用了来自Abcam的ELISA试剂盒。关于CLIA测试，CYFRA21‑

1和AREG使用来自Cloud  Clone  Corp的CLIA测试进行分析。

[0062] 实施例1.4.数据量化。

[0063] 对于蛋白质定量步骤，将样本用相应的试剂盒(ELISA/CLIA)处理并分布在实验板

中。每个板还包含用于构建标准曲线的对照数据。已针对每个样本对从每次运行中获得的
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荧光数据(表示为整数)进行背景校正，并采用使用2度多项式回归模型生成的标准曲线对

荧光数据进行量化。

[0064] 实施例1.5.统计分析。

[0065] 在分析中考虑了三组个体。CRC(诊断为结肠直肠癌的个体)、AA(诊断为晚期腺瘤

的个体)和CTL(无疾病的个体)。

[0066] 原始定量数据已通过应用平方根函数，然后中心化和比例化，进行了转换，从而在

转换后，每个蛋白质测量值的平均值为0，且标准偏差为1。量化值总结在表2和表3中，其中

每种蛋白质被以所考虑的不同组中的中位数和四分位距描述。

[0067] Shapiro‑Wilk检验证实了数据的非正态性，因此，使用Wilcoxon秩和检验来比较

CRC病例或AA病例与CTL个体。

[0068] 单个蛋白质及其某些组合的诊断性能已通过其接受者工作特征(ROC)曲线和ROC

曲线下面积(AUC)进行评估。此外，在最佳尤登指数(Youden’s  Index)定义的最佳截止点

(或等效地，ROC的使灵敏度和特异性最大化的点)处计算不同测试的灵敏度、特异性、阳性

预测值(Positive  predictive  value，PPV)和阴性预测值(Negative  predictive  value，

NPV)。

[0069] 对于单个蛋白，用于推导ROC‑AUC和其余性能值的评分是使用单变量逻辑回归模

型获得的，而对于所考虑的蛋白质的不同组合，则是使用多变量逻辑回归模型获得的。AUC

的95％CI是使用DeLong方法在单个标志物和它们的组合中获得的。

[0070] 实施例2.结果.

[0071] 实施例2.1.单个标志物结果。

[0072] 确定了评估单个蛋白质的不同指标，还进行了以下比较：CRC/AA对比CTL。可以看

出，AREG、CYFRA21‑1和Flt3L在CRC组和CTL组之间有显著差异，并且它们的AUC显著不同于

0.5(因为它们的95％置信区间不包括0.5)。在AA组的情况下，AREG也示出了与CTL组相比的

统计学差异。

[0073] 表2和表3示出了单个蛋白质的指标，包括来自Wilcoxon检验(p.Wilc)的p值、ROC

曲线下面积(AUC)以及在最佳尤登指数的ROC曲线的最佳截止点处计算的灵敏度(Sens.)、

特异性(Spec.)和阳性预测值(VPP)与阴性预测值(VPN)。符号列表示，对于p值＜0.25的生

物标志物，高水平的标志物是否会增加或降低疾病风险(分别为+和‑)。

[0074] 表2

[0075]
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[0076] 表3

[0077]

[0078] 实施例2.2.生物标志物的最佳组合。

[0079] 为了提高个体诊断能力，已经通过以下进程探索了蛋白质的组合：基于CRC对比

CTL(表3)或AA对比CTL(表4)的比较中p＜0.25的标志物，我们使用多变量逻辑回归来探索

同时采用这些蛋白质中的两种、三种和四种的所有可能组合。

[0080] 表4、表5、表5(续)、表6和表6(续)分别示出了两种、三种和四种生物标志物的组合

所达到的AUC，其中区分了CRC与CTL。

[0081] 表4

[0082]
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[0083]

[0084] 表5

[0085]
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[0086]

[0087] 表5(续)

[0088]
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[0089]

[0090]
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[0091] 表6

[0092]
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[0093]

[0094] 表6(续)

[0095]
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[0096]
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[0097]

[0098] 表7、表8和表9分别示出了两种、三种和四种生物标志物的组合实现的AUC，其中区

分了AA与CTL。

[0099] 表7

[0100] 生物标志物组合(AA对比CTL) AUC

AREG,CD147 0.7548828

AREG,HGFR 0.7460938

AREG,CYFRA21‑1 0.7221680

CYFRA21‑1,HGFR 0.6250000

CD147,HGFR 0.6191406

CD147,CYFRA21‑1 0.6152344

[0101] 表8

[0102] 生物标志物组合(AA对比CTL) AUC

AREG,CD147,CYFRA21‑1 0.7617188
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AREG,CYFRA21‑1,HGFR 0.7607422

AREG,CD147,HGFR 0.7539062

CD147,CYFRA21‑1,HGFR 0.6337891

[0103] 表9

[0104] 生物标志物组合(AA对比CTL) AUC

AREG,CYFRA21‑1,HGFR,CD147 0.7685547

[0105] 根据各自的AUC，选择了最佳模型。表10和表10(续)示出了CRC的最佳结果。表11和

表11(续)示出了AA的最佳结果。包括了蛋白质的最佳组合的指标，包括ROC曲线下面积

(AUC)以及在最佳尤登指数的ROC曲线的最佳截止点处计算的灵敏度(Sens .)、特异性

(Spec.)和阳性预测值(PPV)与阴性预测值(NPV)。

[0106] 表10

[0107]

[0108] 表10(续)

[0109]
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[0110]

[0111] 表11

[0112]

[0113] 表11(续)

[0114]

[0115]
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[0116] 最后，表12和表12(续)被设计来示出本发明要求保护的最重要特征的重叠。其清

楚地表明，所有最好的特征都包含[Flt3L和CYFRA21‑1]和[AREG和CYFRA21‑1]。

[0117] 表12

[0118]

[0119] 表12(续)

[0120]
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图4
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图8
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