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标签的至少一种分类器生物标记物的表达水平

来确定个体的肺腺癌(AD)亚型的方法和组合物。
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体对诸如免疫疗法等疗法的反应的方法和组合
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1.一种用于确定从患者获得的肺组织样品的腺癌(AD)亚型的方法，该方法包括检测表

1的至少一种分类器生物标记物的表达水平，其中对该分类器生物标记物的表达水平的检

测特异性地鉴定末端呼吸单元(TRU)、近端增生(PP)或近端炎症(PI)AD亚型。

2.权利要求1的方法，其中该方法还包括将检测到的表1的该至少一种分类器生物标记

物的表达水平与至少一个样品训练集中的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达进行

比较，其中该至少一个样品训练集包括来自参考AD  TRU样品的表1的该至少一种分类器生

物标记物的表达数据、来自参考AD  PP样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数

据、来自参考AD  PI样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数据或其组合；并且

基于该比较步骤的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

3.权利要求2的方法，其中该比较步骤包括应用统计算法，该统计算法包括确定从该样

品获得的该表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并且基于该统计

算法的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

4.上述权利要求中任一项的方法，其中在核酸水平上检测该分类器生物标记物的该表

达水平。

5.权利要求4的方法，其中该核酸水平是RNA或cDNA。

6.权利要求4或5的方法，其中对表达水平的该检测包括进行定量实时逆转录酶聚合酶

链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表达系列分析

(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他等同的基因

表达检测技术。

7.权利要求6的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

8.权利要求7的方法，其中对该表达水平的该检测包括使用对表1的至少一种分类器生

物标记物有特异性的至少一对寡核苷酸引物。

9.上述权利要求中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

10.权利要求9的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。
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对肺腺癌亚型分型的方法

本申请是申请日为2017年5月17日、申请号为201780044229.7、发明名称为“对肺

腺癌亚型分型的方法”的发明专利申请的分案申请。

交叉引用

本申请要求2016年5月17日提交的美国临时申请号62/337,591、2016年5月17日提

交的美国临时申请号62/337,645、2016年9月19日提交的美国临时申请号62/396,587、2016

年11月11日提交的美国临时申请号62/420,836和2016年11月23日提交的美国临时申请号

62/425,717的优先权，出于所有目的将每个临时申请通过引用以其整体并入。

技术领域

本发明涉及用于确定肺样品的腺癌亚型和用于预测患有特定肺癌亚型的患者对

治疗的反应的方法。

关于序列表的声明

与本申请相关的序列表以文本格式提供以代替纸质拷贝，并且通过引用特此并入

本说明书中。包含该序列表的文本文件的名称是GNCN_009_01WO_SeqList_ST25.txt。文本

文件为194KB，并且创建于2017年5月16日，并通过EFS‑Web以电子方式提交。

发明背景

肺癌是美国以及全世界中癌症死亡的主要原因。2005年诊断出大约172,000例肺

部肿瘤，估计有163,000例死亡，超过结肠、乳腺和前列腺癌症的总和。至少75％的患者出现

局部晚期疾病。尽管已经作出很多努力来使用诸如高分辨率CT等技术改进筛查，但这些方

法通常会产生假阳性结果，并且通常不会改变结果。因此，即使是早期检测到的小肿瘤也对

于如下患者构成重大威胁，该患者的I期肺癌术后5年存活率估计在47％至63％之间。对于

晚期疾病患者，预后较差，中值存活期低于一年。一般而言，姑息治疗有效但不可持续，并且

对总体存活期的平均影响为大约3个月。

在群体水平上，肺癌的根本原因显然是烟草使用，其中全部肺癌中的90％直接归

因于吸烟。吸烟与肺癌如此紧密相关，以致于它击败与大多数其他危险因素的决定性联系；

虽然石棉、氡和一些肺部刺激物通常被认为是肺癌的危险因素。强烈怀疑遗传联系，然而，

确切的机制仍然被确定在罕见的孟德尔癌症综合征选定组之外。尽管有许多分类方案和正

在进行的临床试验，但在临床诊断和治疗领域总体上取得了令人失望的进展。

大多数肺癌被归类为非小细胞肺癌(NSCLC)(>85％)，其是一个多样化的组，在整

个呼吸道中都有亚型。腺癌(AD)和鳞状细胞癌(SCC或SQ)是NSCLC的两个主要亚型，其诊断

频率几乎相等，但常常在不同位置被发现，SCC出现在更中心的位置。由世界卫生组织(WHO)

开发的第6版肺癌共识分类(consensus  classification  of  lung  cancers)描述了不少于

90种恶性形态类别和变体。通常可能存在异质性，尤其是在>1.5cm的较大肿瘤中，使得形态

学分类更加困难并且导致诸如腺癌‑鳞状细胞癌等命名。此外，组织学诊断再现性的研究已

经表明病理学家内一致性和病理学家间一致性有限。形态学的变化性、有限的组织样品以

及对不断增加的治疗靶向标记物列表评估的需要对当前的诊断标准提出了挑战。如下观点
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进一步突出了这一点：肺癌的各种形态学亚型之间的区分在指导患者管理方面是必不可少

的并且可以使用另外的分子测试来鉴定特定的治疗靶标记物。

目前，基于基因表达的肺腺癌(AD)亚型分型主要限于如下研究方案，该研究方案

涉及：从新鲜冷冻肺肿瘤中提取RNA，随后使用超过500种基因的定量基因表达来应用最近

质心(nearest  centroid)预测因子。已显示基于基因表达的腺癌亚型分型将腺癌肿瘤分类

为3个生物学上不同的亚型(末端呼吸单元型(TRU；以前称为支气管型(Bronchioid))、近端

炎症型(PI；以前称为鳞状型(Squamoid))和近端增生型(PP；以前称为巨型(Magnoid)))，其

可以在基因组谱(包括基因表达、突变谱和拷贝数变化)方面不同。此外，这三种亚型可以在

其预后方面，在其吸烟者与非吸烟者的分布方面，在其EGFR改变、ALK重排、TP53突变的发生

率方面，在其血管生成特征方面以及在其免疫原性反应特征方面各不相同。尽管有AD亚型

分型的预后和预测益处的证据，但是需要>500种基因的基因表达结合复杂的生物信息学分

析，阻碍了AD亚型分型在药物开发和/或临床中的应用。

癌症免疫监视的原则是免疫系统可以鉴定癌前细胞和癌性细胞，并在这些细胞变

成临床相关性之前杀死它们，这已经在免疫缺陷小鼠模型中得到证明。先天性和适应性免

疫反应可以一起工作以促进或抑制癌症生长，并且逃避免疫破坏是癌症的新兴标志。在历

史上，免疫刺激的方法对于临床上的肺癌患者无效。肿瘤抗原表达的缺陷和抗原呈递细胞

(APC)的呈现，免疫抑制细胞和细胞因子的浸润以及无效的T细胞活化可以导致在肿瘤部位

的免疫抑制。对癌症和免疫系统的理解的进展已经导致有效的疗法，该疗法激活抗肿瘤反

应，甚至在已经高度发展免疫逃避方法的肿瘤(例如肺癌)中。然而，由于患者中免疫激活和

免疫抑制之间的微妙平衡，由肺部肿瘤引起的高免疫抑制作用限制了这些进展的有益效

果。例如，在NSCLC中，阻碍免疫激活的免疫抑制细胞的作用很高，这被认为与肿瘤的类型、

疾病的进展期和肿瘤负荷有关。

因此，开发一种有效区分固有的肺腺癌亚型的方法对临床诊断和疾病管理至关重

要。因此，需要新的方法来进一步确定可能对免疫疗法有反应的群体。本发明部分地基于患

者的腺癌亚型(末端呼吸单元型(TRU)、近端炎症型(PI)、近端增生型(PP))来解决该领域中

的这些和其他需求，以便确定腺癌患者群体的预后或疾病结果。与本领域已知的诊断方法

相比，本发明的方法提供了用于确定肺癌的细胞和分子起源(例如，对AD亚型分型)的手段，

并且可以提供更准确的诊断和可应用的治疗。

发明概述

在一个方面，本文提供了用于确定从患者获得的肺组织样品的腺癌(AD)亚型的方

法，该方法包括检测表1的至少一种分类器生物标记物的表达水平，其中该分类器生物标记

物的表达水平的检测特异性地鉴定末端呼吸单元(TRU)、近端增生(PP)或近端炎症(PI)AD

亚型。在一些情况下，该方法还包括将检测到的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达

水平与至少一个样品训练集中的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达进行比较，其

中该至少一个样品训练集包括来自参考AD  TRU样品的表1的该至少一种分类器生物标记物

的表达数据、来自参考AD  PP样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数据、来自

参考AD  PI样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数据或其组合；并且基于比较

步骤的结果将样品分类为TRU、PP或PI亚型。在一些情况下，比较步骤包括应用统计算法，该

统计算法包括确定从样品获得的表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相
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关性；并且基于统计算法的结果将样品分类为TRU、PP或PI亚型。在一些情况下，在核酸水平

检测分类器生物标记物的表达水平。在一些情况下，核酸水平是RNA或cDNA。在一些情况下，

对表达水平的检测包括进行定量实时逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、

基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表达系列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、

核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他等同的基因表达检测技术。在一些情况下，通过

进行qRT‑PCR检测表达水平。在一些情况下，表达水平的检测包括使用对表1的至少一种分

类器生物标记物有特异性的至少一对寡核苷酸引物。在一些情况下，样品是从患者获得的

福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液

体、细胞沉淀物或体液。在一些情况下，体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。在一些情

况下，该至少一种分类器生物标记物包含多种分类器生物标记物。在一些情况下，该多种分

类器生物标记物包含表1的至少两种分类器生物标记物、至少8种分类器生物标记物、至少

16种分类器生物标记物、至少24种分类器生物标记物、至少32种分类器生物标记物、至少40

种分类器生物标记物、或至少48种分类器生物标记物。在一些情况下，该至少一种分类器生

物标记物包含表1的所有分类器生物标记物。

在另一个方面，本文提供了用于确定从患者获得的肺组织样品的腺癌(AD)亚型的

方法，该方法包括检测编码在肺癌细胞中具有特定表达模式的分类器生物标记物的至少一

种核酸分子的表达水平，其中该分类器生物标记物选自下组，该组由以下组成：表1中列出

的分类器基因，该方法包括：(a)从来自患者的肺组织样品中分离核酸材料；(b)将该核酸材

料与基本上与该分类器生物标记物的核酸分子的部分互补的寡核苷酸混合；并且(c)检测

该分类器生物标记物的表达。在一些情况下，该方法还包括将表1的该至少一种分类器生物

标记物的检测到的表达水平与至少一个样品训练集中的表1的该至少一种分类器生物标记

物的表达进行比较，其中该至少一个样品训练集包括来自参考AD  TRU样品的表1的该至少

一种分类器生物标记物的表达数据、来自参考AD  PP样品的表1的该至少一种分类器生物标

记物的表达数据、来自参考AD  PI样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数据或

其组合；并且基于比较步骤的结果将样品分类为TRU、PP或PI亚型。在一些情况下，比较步骤

包括应用统计算法，该统计算法包括确定从样品获得的表达数据与来自该至少一个训练集

的表达数据之间的相关性；并且基于统计算法的结果将样品分类为TRU、PP或PI亚型。在一

些情况下，对表达水平的检测包括进行qRT‑PCR或任何基于杂交的基因测定。在一些情况

下，通过进行qRT‑PCR检测表达水平。在一些情况下，表达水平的检测包括使用对表1的至少

一种分类器生物标记物有特异性的至少一对寡核苷酸引物。在一些情况下，该方法还包括

基于检测到的分类器生物标记物的表达水平预测对用于治疗肺腺癌(AD)亚型的疗法的反

应。在一些情况下，该疗法是化学疗法、血管生成抑制剂和/或免疫疗法。在一些情况下，该

肺AD亚型是TRU，并且疗法是化学疗法或血管生成抑制剂。在一些情况下，该肺AD亚型是PP，

并且疗法是化学疗法。在一些情况下，该肺AD亚型是PI，并且疗法是免疫疗法。在一些情况

下，样品是从患者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组

织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。在一些情况下，体液是血液或其部分、尿液、

唾液或痰液。在一些情况下，编码分类器生物标记物的该至少一种核酸分子包含编码多种

分类器生物标记物的多种核酸分子。在一些情况下，该多种分类器生物标记物包含表1的至

少两种分类器生物标记物、至少5种分类器生物标记物、至少10种分类器生物标记物、至少
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20种分类器生物标记物、或至少30种分类器生物标记物。在一些情况下，该至少一种分类器

生物标记物包含表1的所有分类器生物标记物。

在又另一个方面，本文提供了检测从患者获得的肺组织样品中的生物标记物的方

法，该方法包括使用扩增、杂交和/或测序测定来测量选自表1的多种生物标记物核酸的表

达水平。在一些情况下，肺组织样品先前被诊断为腺癌。在一些情况下，先前的诊断是通过

组织学检查。在一些情况下，扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时逆转录酶聚合酶

链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表达系列分析

(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他等同的基因

表达检测技术。在一些情况下，通过进行qRT‑PCR检测表达水平。在一些情况下，对该表达水

平的该检测包括对于选自表1的该多种生物标记物核酸中的每一种使用至少一对寡核苷酸

引物。在一些情况下，样品是从患者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织样品、

新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。在一些情况下，体液是血液

或其部分、尿液、唾液或痰液。在一些情况下，该多种生物标记物核酸包含表1的至少两种生

物标记物核酸、至少10种生物标记物核酸、至少20种生物标记物核酸、至少30种生物标记物

核酸、至少40种生物标记物核酸、至少50种生物标记物核酸、至少60种生物标记物核酸、或

至少70种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。在一些情况下，该多种生物标记物

核酸包含表1的所有分类器生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

在一个方面，本文提供了检测从患者获得的肺组织样品中的生物标记物的方法，

该方法基本上由以下组成：使用扩增、杂交和/或测序测定来测量选自表1的多种生物标记

物核酸的表达水平。在一些情况下，肺组织样品先前被诊断为腺癌。在一些情况下，先前的

诊断是通过组织学检查。在一些情况下，扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时逆转

录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表

达系列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他

等同的基因表达检测技术。在一些情况下，通过进行qRT‑PCR检测表达水平。在一些情况下，

对该表达水平的该检测包括对于选自表1的该多种生物标记物核酸中的每一种使用至少一

对寡核苷酸引物。在一些情况下，样品是从患者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)

肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。在一些情况

下，体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。在一些情况下，该多种生物标记物核酸包含表

1的至少两种生物标记物核酸、至少10种生物标记物核酸、至少20种生物标记物核酸、至少

30种生物标记物核酸、至少40种生物标记物核酸、至少50种生物标记物核酸、至少60种生物

标记物核酸、或至少70种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。在一些情况下，该

多种生物标记物核酸包含表1的所有分类器生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

在另一个方面，本文提供了检测从患者获得的肺组织样品中的生物标记物的方

法，该方法由以下组成：使用扩增、杂交和/或测序测定来测量选自表1的多种生物标记物核

酸的表达水平。在一些情况下，肺组织样品先前被诊断为腺癌。在一些情况下，先前的诊断

是通过组织学检查。在一些情况下，扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时逆转录酶

聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表达系

列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他等同

的基因表达检测技术。在一些情况下，通过进行qRT‑PCR检测表达水平。在一些情况下，对该
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表达水平的该检测包括对于选自表1的该多种生物标记物核酸中的每一种使用至少一对寡

核苷酸引物。在一些情况下，样品是从患者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组

织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。在一些情况下，体

液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。在一些情况下，该多种生物标记物核酸包含表1的至

少两种生物标记物核酸、至少10种生物标记物核酸、至少20种生物标记物核酸、至少30种生

物标记物核酸、至少40种生物标记物核酸、至少50种生物标记物核酸、至少60种生物标记物

核酸、或至少70种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。在一些情况下，该多种生

物标记物核酸包含表1的所有分类器生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

在另一个方面，本文提供了确定腺癌患者是否可能对免疫疗法有反应的方法，该

方法包括确定来自患者的肺组织样品的腺癌亚型，其中该腺癌亚型选自下组，该组由以下

组成：鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)和巨型(近端增生型)；并且基于亚

型，评估患者是否可能对免疫疗法有反应。在一些情况下，免疫疗法包括检查点抑制剂疗

法。在一些情况下，检查点抑制剂靶向PD‑1或PD‑L1。在一些情况下，检查点抑制剂靶向

CTLA‑4。在一些情况下，检查点抑制剂是派姆单抗(Pembrolizumab)、纳武单抗(Nivolumab)

或其抗原片段结合片段。在一些情况下，检查点抑制剂是伊匹单抗(Ipilimumab)或其抗原

结合片段。在一些情况下，最初经由样品的组织学分析确定患者患有腺癌。在一些情况下，

患者的腺癌分子亚型选自鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端

增生型)，并且经由对从患者获得的样品的组织学分析来确定。在一些情况下，样品是从患

者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体

或体液。在一些情况下，体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。在一些情况下，对腺癌亚

型的确定包括确定多种分类器生物标记物的表达水平。在一些情况下，对该多种分类器生

物标记物的表达水平的确定是在核酸水平上通过进行RNA测序、逆转录酶聚合酶链反应

(RT‑PCR)或基于杂交的分析来进行。在一些情况下，用于确定腺癌亚型的该多种分类器生

物标记物选自可公开获得的肺腺癌数据集。在一些情况下，该可公开获得的肺腺癌数据集

是TCGA肺AD  RNAseq数据集。在一些情况下，用于确定腺癌亚型的该多种分类器生物标记物

选自表1。在一些情况下，RT‑PCR是定量实时逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)。在一些情况

下，使用对表1的该多种分类器生物标记物有特异性的引物进行RT‑PCR。在一些情况下，该

方法还包括将检测到的表1的该多种分类器生物标记物的表达水平与至少一个样品训练集

中的表1的该多种分类器生物标记物的表达进行比较，其中该至少一个样品训练集包括来

自参考腺癌TRU样品的表1的该多种分类器生物标记物的表达数据、来自参考腺癌PP样品的

表1的该多种分类器生物标记物的表达数据、来自参考腺癌PI样品的表1的该多种分类器生

物标记物的表达数据、或其组合；并且基于比较步骤的结果将第一个样品分类为TRU、PP或

PI。在一些情况下，比较步骤包括应用统计算法，该统计算法包括确定从样品获得的表达数

据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并且基于统计算法的结果将样品分

类为TRU、PP或PI亚型。在一些情况下，该多种分类器生物标记物包含表1中列出的分类器生

物标记物中的每一种。

在又另一个方面，本文提供了用于选择腺癌患者进行免疫疗法的方法，该方法包

括确定来自该患者的肺组织样品的腺癌亚型；并且基于该亚型选择患者进行免疫疗法。在

一些情况下，免疫疗法包括检查点抑制剂疗法。在一些情况下，检查点抑制剂靶向PD‑1或
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PD‑L1。在一些情况下，检查点抑制剂靶向CTLA‑4。在一些情况下，检查点抑制剂是派姆单抗

(Pembrolizumab)、纳武单抗(Nivolumab)或其抗原片段结合片段。在一些情况下，检查点抑

制剂是伊匹单抗(Ipilimumab)或其抗原结合片段。在一些情况下，最初经由样品的组织学

分析确定患者患有腺癌。在一些情况下，患者的腺癌分子亚型选自鳞状型(近端炎症型)、支

气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生型)，并且经由对从患者获得的样品的组织学分

析来确定。在一些情况下，样品是从患者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织

样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体或体液。在一些情况下，体液是血液或其部分、尿液、

唾液或痰液。在一些情况下，对腺癌亚型的确定包括确定多种分类器生物标记物的表达水

平。在一些情况下，对该多种分类器生物标记物的表达水平的确定是在核酸水平上通过进

行RNA测序、逆转录酶聚合酶链反应(RT‑PCR)或基于杂交的分析来进行。在一些情况下，用

于确定腺癌亚型的该多种分类器生物标记物选自可公开获得的肺腺癌数据集。在一些情况

下，可公开获得的肺腺癌数据集是TCGA肺AD  RNAseq数据集。在一些情况下，用于确定腺癌

亚型的该多种分类器生物标记物选自表1。在一些情况下，RT‑PCR是定量实时逆转录酶聚合

酶链反应(qRT‑PCR)。在一些情况下，使用对表1的该多种分类器生物标记物有特异性的引

物进行RT‑PCR。在一些情况下，该方法还包括将检测到的表1的该多种分类器生物标记物的

表达水平与至少一个样品训练集中的表1的该多种分类器生物标记物的表达进行比较，其

中该至少一个样品训练集包括来自参考腺癌TRU样品的表1的该多种分类器生物标记物的

表达数据、来自参考腺癌PP样品的表1的该多种分类器生物标记物的表达数据、来自参考腺

癌PI样品的表1的该多种分类器生物标记物的表达数据、或其组合；并且基于比较步骤的结

果将第一个样品分类为TRU、PP或PI。在一些情况下，比较步骤包括应用统计算法，该统计算

法包括确定从样品获得的表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并

且基于统计算法的结果将样品分类为TRU、PP或PI亚型。在一些情况下，该多种分类器生物

标记物包含表1中列出的分类器生物标记物中的每一种。

在一个方面，本文提供了治疗受试者的肺癌的方法，该方法包括：测量从受试者获

得的肺癌样品中至少一种生物标记物核酸的表达水平，其中该至少一种生物标记物核酸选

自表1中列出的一组生物标记物，其中该至少一种生物标记物的存在、不存在和/或水平指

示肺癌的亚型；并且基于肺癌的亚型给予免疫治疗剂。在一些情况下，肺癌样品是腺癌肺癌

样品，在一些情况下，选自该组生物标记物的该至少一种生物标记物核酸包含表1的至少两

种生物标记物核酸、至少8种生物标记物核酸、至少16种生物标记物核酸、至少32种生物标

记物核酸、或所有48种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。在一些情况下，肺组

织样品先前被诊断为腺癌。在一些情况下，先前的诊断是通过组织学检查。在一些情况下，

该方法还包括测量来自另外一组生物标记物的至少一种生物标记物的表达。在一些情况

下，另外一组生物标记物包括先天性免疫细胞(IIC)、适应性免疫细胞(AIC)的基因表达标

签(gene  expression  signature)，一种或多种个体免疫生物标记物，一种或多种干扰素

(IFN)基因，一种或多种主要组织相容性复合物II类(MHCII)基因或其组合。在一些情况下，

另外一组生物标记物包含选自表4A、表4B、表5、表6、表7或其组合的基因。在一些情况下，

AIC的基因表达标签选自表4A。在一些情况下，IIC的基因表达标签选自表4B。在一些情况

下，该一种或多种个体免疫生物标记物选自表5。在一些情况下，该一种或多种IFN基因选自

表6。在一些情况下，该一种或多种MHCII基因选自表7。在一些情况下，测量表达水平使用扩
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增、杂交和/或测序测定来进行。在一些情况下，扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实

时逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、

基因表达系列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任

何其他等同的基因表达检测技术。在一些情况下，通过进行qRT‑PCR检测表达水平。在一些

情况下，样品是从患者获得的福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻

的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。在一些情况下，体液是血液或其部分、

尿液、唾液或痰液。在一些情况下，受试者的腺癌亚型选自鳞状型(近端炎症型)、支气管型

(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生型)。在一些情况下，肺癌亚型是近端炎症型的，并且其

中该免疫治疗剂包含检查点抑制剂。在一些情况下，检查点抑制剂靶向PD‑1或PD‑L1。在一

些情况下，检查点抑制剂靶向CTLA‑4。在一些情况下，检查点抑制剂是派姆单抗

(Pembrolizumab)、纳武单抗(Nivolumab)或其抗原片段结合片段。在一些情况下，检查点抑

制剂是伊匹单抗(Ipilimumab)或其抗原结合片段。在一些情况下，该至少一种生物标记物

核酸是多种生物标记物核酸，其中该多种生物标记物核酸包含表1中所列出的至少一种生

物标记物核酸与来自可公开获得的肺腺癌数据集的一种或多种生物标记物核酸的组合，其

中该多种生物标记物核酸的存在、不存在和/或水平指示肺癌的亚型。在一些情况下，该至

少一种生物标记物核酸是多种生物标记物核酸，其中该多种生物标记物核酸包含表1中所

列出的所有生物标记物核酸与来自可公开获得的肺腺癌数据集的一种或多种生物标记物

核酸的组合，其中该多种生物标记物核酸的存在、不存在和/或水平指示肺癌的亚型。在一

些情况下，可公开获得的肺腺癌数据集是TCGA肺AD  RNAseq数据集。

附图简述

图1示出了肺癌亚型分型和鳞状细胞癌(SCC或SQ)和腺癌(AC或AD)的生物学亚型。

图2示出了在实施例1中描述的研究中使用的肺AD数据集。

图3示出了癌症基因组图集(Cancer  Genome  Atlas，TCGA)肺AD数据集中的免疫细

胞标签表达(即，来自实施例1的Bindea等人的参考文献)、其他免疫标记物和个体免疫标记

物的热图。TRU＝末端呼吸单元型，PP＝近端增生型，PI＝近端炎症型。

图4示出了TCGA  AD数据集中的免疫细胞标签的相关矩阵，其中通过分层聚类来排

列标签。深红色表示一对基因更呈正相关。白色表示没有相关。深蓝色表示负相关。

图5示出了如实施例1中所述的跨多个AD数据集的T细胞标签基因表达亚型模式的

再现性。TRU＝末端呼吸单元型，PP＝近端增生型，PI＝近端炎症型。RNAseq(Illumina ,San 

Diego,CA)以及来自Affymetrix(Santa  Clara ,CA)和Agilent(Santa  Clara ,CA)两者的微

阵列。

图6示出了在TCGA数据集的腺癌(AD)评估中在CD274(PD‑L1)表达与适应性免疫细

胞(AIC)标签之间的关联(经调整的R平方)。亚型的关联始终大于PD‑L1的关联。Tcm＝中枢

记忆T细胞，Tem＝效应记忆T细胞，Th1＝1型T辅助细胞，Th2＝2型T辅助细胞，TFH＝T滤泡辅

助细胞，Th17＝T辅助17细胞，Treg＝T调节细胞，Tgd＝γδT细胞。

图7A‑图7B示出了如实施例1中所述的整体和按照亚型的标签‑存活关联。从分层

的cox模型计算的风险比(HR)和置信区间(CI)对应于标准化免疫标记物的单位增加，并针

对病理阶段进行调整。针对阶段调整亚型特异性HR(整体通过阶段和亚型进行调整)，并且

仅显示了对于至少一种亚型具有显著关联(标称p<0.05)的免疫特征。AD＝腺癌，TRU＝末端
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呼吸单元型，PP＝近端增生型，PI＝近端炎症型，MHC  II＝主要组织相容性II类基因标签，

Th1＝1型T辅助细胞，Th2＝2型T辅助细胞，TFH＝T滤泡辅助细胞，Th17＝T辅助17细胞，Treg

＝T调节细胞，DC＝树突细胞，iDC＝未成熟树突细胞。图7A‑图7B显示了TCGA群组中(图7A)

或者TGCA、Shedden和Tomida群组中(图7B)免疫细胞标签和标记物按照AD亚型的存活关联。

对于图7A，亚型特异性免疫标记物风险比和95％置信区间是针对TCGA群组(n＝515AD)中的

5年总体存活期。

图8示出了在RNASeq肺腺癌(AD)数据集上从癌症基因组图集(TCGA)进行的五折交

叉验证研究。用于确定包括以用于对AD亚型分型的最佳基因数量。末端呼吸单元(TRU)以前

称为支气管型。近端增生型(PP)以前称为巨型。近端炎症型(PI)以前称为鳞状型。

图9示出了通过本文所述的AD预测因子的基因标签训练的轮廓(silhouette)得分

来选择原型样品。

图10示出了来自选择用于区分支气管型样品(末端呼吸单元型)的48个基因分类

器的16基因子集的中值基因表达。

图11示出了来自选择用于区分巨型样品(近端增生型)的48个基因分类器的16基

因子集的中值基因表达。

图12示出了来自选择用于区分鳞状型样品(近端炎症型)的48个基因分类器的16

基因子集的中值基因表达。

图13示出了本文提供的48个基因标签与定义多个验证数据集的金标准亚型的506

个基因分类器的AD亚型预测的一致性。与金标准(TCGA)的一致性为87％。与Shedden、

Tomida、UNC和FFPE的一致性分别为87％、79％、92％和84％。

图14示出了癌症基因组图集(TCGA)肺AD数据集中的免疫细胞标签(即，来自实施

例3的Bindea等人的参考文献)、和其他免疫标记物的热图。

图15示出了如实施例3中所述的跨多个AD数据集的T细胞标签基因表达亚型模式

的再现性。

图16示出了如实施例3中所述的在CD274(PD‑L1)表达与适应性免疫细胞(AIC)标

签之间相对于在亚型与AIC标签之间的关联(经调整的R平方)。Tcm＝中枢记忆T细胞，Tem＝

效应记忆T细胞，Th1＝1型T辅助细胞，Th2＝2型T辅助细胞，TFH＝T滤泡辅助细胞，Th17＝T

辅助17细胞，Treg＝T调节细胞，Tgd＝γδT细胞。

图17示出了如实施例3中所述的整体和按照亚型的AD标签‑存活关联。根据分层

cox模型计算风险比(HR)和置信区间。针对阶段调整亚型特异性HR(整体通过阶段和亚型进

行调整)，并且仅显示了具有显著关联(p<0.05)的免疫特征。

图18示出了所有免疫细胞和免疫标志物(即，IFN基因、MHCII基因和个体免疫标志

物PDL1、PDL2、PDCD1和CTLA4)相对于AD的箱形图。TRU＝末端呼吸单元型，PP＝近端增生型，

PI＝近端炎症型。AC＝腺癌。

图19示出了腺癌(AD)亚型非沉默突变负荷、AD中的STK11失活(突变和/或缺失)、

和MHC  II类标签，连同Kruskal‑Wallis关联检验p值。TRU＝末端呼吸单元型，PP＝近端增生

型，PI＝近端炎症型，MHC  II＝主要组织相容性II类基因标签。

图20示出了在增生、非沉默突变负荷、和关键药物靶标(CD274(PD‑L1)、PDCD1(PD‑

1)和CTLA4)方面的显著腺癌(AD)亚型差异。如实施例4中所述来测定AD。
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图21示出了针对临床实体瘤突变小组(表8中公开的322种基因)中的大多数基因，

AD亚型的显著药物靶基因表达差异。在AD亚型中，65％的小组基因显示出显著可变的表达

(KW  Bonferroni阈值p<0.000155)。如实施例4中所述，测定AD亚型分型。

图22示出了针对临床实体瘤突变小组(表8中公开的322种基因)中的大多数基因，

AD的显著药物靶基因表达差异。在AD亚型中，63％的小组基因显示出显著可变的表达(KW 

Bonferroni阈值p<0.000155)。如实施例5中所述，测定AD亚型分型。

图23示出了在增生方面的显著腺癌(AD)亚型差异。如实施例5中所述，测定AD亚型

分型。

发明详述

概述

本发明提供了用于鉴定或诊断肺癌的试剂盒、组合物和方法。也就是说，该方法可

以用于肺癌(特别是肺腺癌(AD))的在分子上定义的亚组。该方法提供了肺癌的分类，其可

以针对治疗反应进行预后和预测。虽然是用于流行病学目的的有用术语，但“肺癌”可能不

是指特定疾病，而是可以代表肺部、支气管和胸膜的肿瘤的异质集合。出于实际目的，肺癌

通常可以分为两种组织学亚型‑小细胞肺癌(SCLC)和非小细胞肺癌(NSCLC)。这些主要肿瘤

类型可以以不同的频率存在，可以具有不同的解剖学位置，可以具有不同的转移偏好，可以

对疗法有不同的反应，并且可能源自不同的细胞祖细胞。

“确定腺癌亚型”可以包括，例如，诊断或检测肺腺癌的存在和类型，监测疾病的进

展，以及鉴定或检测指示亚型的细胞或样品。

在一个实施方案中，通过评价一个或多个受试者样品中多种分类器基因或生物标

记物的表达模式或表达谱来评估肺癌状态。出于讨论的目的，术语受试者或受试者样品是

指个体而不论健康和/或疾病状态。受试者可以是受试者、研究参与者、对照受试者、筛查受

试者、或在本发明的上下文中从其获得和评估样品的任何其他类别的个体。因此，受试者可

以被诊断患有肺腺癌(包括亚型或其等级)，可以出现肺AD癌的一种或多种症状、或肺癌的

易感因素(例如家族(遗传)或病史(医学)因子)，可以正在经历肺癌治疗或疗法等。可替代

地，关于任何上述因子或标准，受试者可以是健康的。应当理解，如本文所用的术语“健康

的”与肺癌状态有关，因为术语“健康的”不能被定义为对应于任何绝对评价或状态。因此，

参考任何特定疾病或疾病标准定义为健康的个体实际上可以被诊断患有任何其他一种或

多种疾病，或者表现出任何其他一种或多种疾病标准(包括一种或多种其他癌症)。

如本文所用，“表达谱”或“生物标记物谱”或“基因标签”包含对应于鉴别性或分类

器基因或生物标记物的表达的相对丰度、水平、存在或不存在的测量值的一个或多个值。表

达谱可以来源于在肺癌诊断之前或之后的受试者，可以来源于在治疗或疗法之前或之后的

一个或多个时间点从受试者收集的生物样品，可以来源于在其间没有进行治疗或疗法(例

如，以监测疾病的进展或评估被诊断患有肺癌或有患肺癌风险的受试者的疾病的发展)的

一个或多个时间点从受试者收集的生物样品，或者可以从健康的受试者收集。术语受试者

可以与患者互换使用。患者可以是人类患者。本文提供的生物标记物谱的该一种或多种生

物标记物选自表1的一种或多种生物标记物。

如本文所用，术语“确定表达水平”或“确定表达谱”或“检测表达水平”或“检测表

达谱”如关于生物标记物或分类器所用，意指向样品(例如受试者或患者的样品和/或对照
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样品)应用生物标记物特异性试剂(例如探针、引物或抗体)和/或方法，用于定量、半定量或

定性地确定或测量一种或多种生物标记物的量(例如生物标记物多肽或mRNA(或由其衍生

的cDNA)的量)。例如，生物标记物的水平可以通过许多方法确定，包括例如免疫测定，包括

例如免疫组织化学、ELISA、Western印迹、免疫沉淀等，其中生物标记物检测试剂例如抗体

(例如标记的抗体)特异性结合生物标记物并允许例如相对或绝对确定多肽生物标记物的

量；杂交和PCR方案，其中使用探针或引物或引物组来确定核酸生物标记物的量，包括例如

基于探针和基于扩增的方法，包括例如微阵列分析、RT‑PCR(如定量RT‑PCR(qRT‑PCR))、基

因表达系列分析(SAGE)、Northern印迹、数字分子条形码技术(例如纳米串(Nanostring)计

数器分析)和TaqMan定量PCR试验。可以应用其他mRNA检测和定量方法，例如在福尔马林固

定的石蜡包埋(FFPE)组织样品或细胞中的mRNA原位杂交。该技术目前由QuantiGene 

ViewRNA(Affymetrix)提供，其使用每个mRNA的探针组，该探针组特异性结合扩增系统以扩

增杂交信号；可以使用标准荧光显微镜或成像系统使这些放大的信号可视化。例如，该系统

可以检测和测量异质样品中的转录物水平；例如，如果样品具有存在于相同的组织切片中

的正常和肿瘤细胞。如上所述，基于TaqMan探针的基因表达分析(基于PCR)也可以用于测量

组织样品中的基因表达水平，并且该技术已显示可用于测量FFPE样品中的mRNA水平。简言

之，基于TaqMan探针的测定利用与mRNA靶标特异性杂交的探针。该探针含有附着于各末端

的淬灭剂染料和报告染料(荧光分子)，并且仅在与mRNA靶标特异性杂交时才发出荧光。在

扩增步骤期间，聚合酶的核酸外切酶活性导致淬灭剂和报告染料从探针上分离，并且可以

发生荧光发射。记录该荧光发射并通过检测系统测量信号；将这些信号强度用于计算样品

中给定转录物(基因表达)的丰度。

在一个实施方案中，与本文(例如，表1和表2)所述的基因盒或分类器基因相关的

“表达谱”或“生物标记物谱”或“基因标签”可以用于在正常样品与肿瘤样品之间作出区分。

在另一个实施方案中，肿瘤样品是肺腺癌(AD)。在另一个实施方案中，基于使用本文提供的

方法确定的表达谱，AD可以进一步被分类为支气管型、鳞状型和巨型。使用肿瘤活组织检查

组织对支气管型、鳞状型和巨型腺癌的表征已经在Hayes等人(2006)J .Clin  Oncol .24

(31):5079‑90中进行了描述。使用本文(例如，表1)公开的分类器基因的表达谱可以为特异

性鉴定肺腺癌亚型以及为评价治疗肺腺癌的治疗功效提供有价值的分子工具。因此，本发

明提供了用于对受试者的分子AD亚型进行筛查和分类的方法和用于监测肺AD的某些治疗

性治疗的功效的方法。

在一些情况下，本文提供的单一分类器基因能够鉴定肺腺癌的亚型，其预测成功

率为至少约70％、至少约71％、至少约72％、约73％、约74％、约75％、约76％、约77％、约

78％、约79％、约80％、约81％、约82％、约83％、约84％、约85％、约86％、约87％、约88％、约

89％、约90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％、高

达100％。

在一些情况下，如本文提供的单一分类器基因能够确定肺腺癌亚型，其灵敏度或

特异性为至少约70％、至少约71％、至少约72％、约73％、约74％、约75％、约76％、约77％、

约78％、约79％、约80％、约81％、约82％、约83％、约84％、约85％、约86％、约87％、约88％、

约89％、约90％、约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％、

高达100％。
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本发明还涵盖能够区分使用现有方法无法检测的各种肺腺癌亚型的系统。该系统

能够处理大量受试者和受试者变量例如表达谱和其他诊断标准。本文所述的方法也可以用

于类似于药物基因组学(pharmacogenomics)的“药物代谢组学”(pharmacometabonomics)，

例如，预测对疗法的反应。在该实施方案中，可以使用表达谱作为“反应”的证据将受试者分

成“反应者”和“非反应者”，然后可以使用表达谱的特征来靶向将可能对特定治疗过程有反

应的未来受试者。

表达谱可以与其他诊断方法组合使用，包括组织化学、免疫组织化学、细胞学、免

疫细胞学、和视觉诊断方法，包括肺组织的组织学或形态学评价。

在本发明的各种实施方案中，将来源于受试者的表达谱与参考表达谱进行比较。

“参考表达谱”可以是从在治疗或疗法之前的受试者来源的谱；可以是在特定时间点(通常

在治疗或疗法之前或之后，但也可以包括在诊断肺癌之前或之后的特定时间点)从受试者

样品产生的谱；或者可以来源于健康个体或来自健康个体的合并参考。参考表达谱可以是

肺癌通用的，或者可以对肺腺癌的不同亚型有特异性。

可以将参考表达谱与测试表达谱进行比较。“测试表达谱”可以源自于与参考表达

谱相同的受试者(除了在随后的时间点(例如，在收集参考表达谱之后的一天或多天、一周

或几周、或者一个月或几个月)之外)，或者可以源自于不同的受试者。总之，可以将受试者

的任何测试表达谱与来自具有TRU、PP或PI亚型的受试者的先前收集的谱进行比较。

本发明的分类器生物标记物可以包括核酸(RNA、cDNA和DNA)和蛋白质、及其变体

和片段。此类生物标记物可以包括含有编码生物标记物的核酸序列的全部或部分序列的

DNA，或这样的序列的互补序列。本文所述的生物标记物可以包括含有任何感兴趣核酸序列

的全部或部分序列的RNA，或其在逆转录反应中体外合成获得的非天然cDNA产物。生物标记

物核酸还可以包括感兴趣核酸序列的任何表达产物或其部分。生物标记物蛋白质可以是由

本发明的DNA生物标记物编码或与其对应的蛋白质。生物标记物蛋白质可以包含任何生物

标记物蛋白质或多肽的全部或部分氨基酸序列。生物标记物核酸可以从细胞中提取，或者

可以是无细胞的或从细胞外囊泡实体(如外泌体)中提取。

“分类器生物标记物”或“生物标记物”或“分类器基因”可以是与正常或健康细胞

或组织相比其在组织或细胞中表达的水平改变的任何基因或蛋白质。例如，“分类器生物标

记物”或“生物标记物”或“分类器基因”可以是在特定肺腺癌亚型中其在组织或细胞中表达

的水平改变的任何基因或蛋白质。检测本发明的生物标记物可以允许对特定亚型的确定。

“分类器生物标记物”或“生物标记物”或“分类器基因”可以是相对于如本文提供的参考或

对照被上调(例如表达增加)或被下调(例如表达降低)的那种基因或蛋白质。参考或对照可

以是如本文提供的任何参考或对照。在一些实施方案中，可以将在肺腺癌的特定亚型中上

调或下调的基因的表达值合并到一个基因盒中。在每个基因盒中的总体表达水平在本文中

称为“表达谱”，并且用于根据肺腺癌的亚型对测试样品进行分类。然而，应理解，对本文公

开的每种基因的表达的独立评价可以用于对肿瘤亚型进行分类，而无需将被上调和下调的

基因分组成一个或多个基因盒。在一些情况下，如表2中所示，可以将总共48种生物标记物

用于AD亚型确定。对于每种AD亚型，16种生物标记物中的8种可以是负相关基因，而8种可以

是正相关基因，其可以被选择作为特定AD亚型的基因标签。

本发明的分类器生物标记物包括在肺腺癌中选择性表达的任何基因或蛋白质，如
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本文上面所定义。样品生物标记物基因列于下表1或表2中。在表2中，该表的第一列表示选

择用于区分末端呼吸单元型(TRU)的生物标记物列表。该表的中间列表示选择用于区分近

端增生型(PP)的生物标记物列表。该表的最后一列表示选择用于区分近端炎症型(PI)的生

物标记物列表。

表1中显示了用于肺AD亚型分型的分类器生物标记物的如本文所述的由tsat表示

的相对基因表达水平。在一个实施方案中，表1中显示了用于肺腺癌亚型分型的分类器生物

标记物的基因表达水平。在一个实施方案中，所有48种基因都可以用于分类AD的亚型。在一

个实施方案中，前16种基因是末端呼吸单元型的选定基因标签生物标记物，其中与非TRU样

品相比，基因编号1‑8被上调且基因编号9‑16被下调。在另一个实施方案中，基因编号17‑32

是对近端增生型(PP)有特异性的选定基因标签生物标记物，其中与非PP样品相比，基因编

号17‑24被上调且基因编号25‑32被下调。在又另一个实施方案中，基因编号33‑48是对近端

炎症型(PI)有特异性的选定基因标签生物标记物，其中与非PI样品相比，基因编号33‑40被

上调且基因编号41‑48被下调。

表1.肺腺癌(AD)亚型的48种分类器生物标记物的基因质心(Gene  Centroid)
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*每个GenBank登录号是所列基因的代表性或示例性GenBank登录号，并且出于所

有目的将其通过引用以其整体并入本文。此外，每个列出的代表性或示例性登录号不应解

释为将权利要求限制为特定登录号。

表2.针对末端呼吸单元型、近端增生型和近端炎症型选择的分类器生物标记物
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诊断用途

在一个实施方案中，本文提供的方法和组合物允许用比本领域已知的分子AD亚型

分型方法所需的基因更少的基因来区分腺癌的三种亚型：(1)末端呼吸单元型(TRU)，以前

称为支气管型；(2)近端增生型(PP)，以前称为巨型；以及(3)近端炎症型(PI)，以前称为鳞

状型。

通常，将本文提供的方法用于将肺癌样品分类为特定的肺癌亚型(例如腺癌的亚

型)。在一个实施方案中，该方法包括测量、检测或确定任何可公开获得的肺AD表达数据集

的至少一种分类器生物标记物的表达水平。在一个实施方案中，该方法包括检测或确定从

患者或受试者获得的肺癌样品中表1的至少一种分类器生物标记物的表达水平。用于本文

所述的检测或区分方法的肺癌样品可以是先前确定或诊断为腺癌样品的样品。先前的诊断

可以是基于组织学分析。组织学分析可以由一名或多名病理学家进行。

在一个实施方案中，测量或检测步骤是在核酸水平上，其通过在适合于RNA‑seq、

RT‑PCR或杂交的条件下，用与该至少一种分类器生物标记物(例如表1的分类器生物标记

物)的cDNA分子的部分基本上互补的寡核苷酸进行RNA‑seq、逆转录酶聚合酶链反应(RT‑

PCR)或杂交测定，并且基于检测步骤获得该至少一种分类器生物标记物的表达水平。然后

将该至少一种分类器生物标记物的表达水平与来自至少一个样品训练集的该至少一种分

类器生物标记物(例如表1的分类器生物标记物)的参考表达水平进行比较。该至少一个样

品训练集可以包含，(i)来自过表达该至少一种生物标记物的样品的至少一种生物标记物

的表达水平，(ii)来自参考鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端

增生型)样品的表达水平，或(iii)来自无腺癌的肺部样品的表达水平，并且将肺组织样品

分类为鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生型)亚型。然后

可以基于比较步骤的结果将肺癌样品分类为支气管型、鳞状型或巨型腺癌亚型。在一个实

施方案中，比较步骤可以包括应用统计算法，该统计算法包括确定从肺部组织或癌症样品

获得的表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并且基于该统计算法

的结果将肺部组织或癌症样品分类为鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或

巨型(近端增生型)亚型。

在一个实施方案中，该方法包括在从患者获得的肺癌样品中在核酸水平上探测本

文提供的至少一种分类器生物标记物(例如表1的分类器生物标记物)的水平。肺癌样品可
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以是先前确定或诊断为腺癌样品的样品。先前的诊断可以是基于组织学分析。组织学分析

可以由一名或多名病理学家进行。在一个实施方案中，探测步骤包括在适合于一种或多种

寡核苷酸与其互补序列或基本互补序列杂交的条件下将样品与该一种或多种寡核苷酸混

合，该寡核苷酸与本文提供的该至少一种分类器生物标记物(例如表1的分类器生物标记

物)的cDNA分子的部分基本上互补；检测该一种或多种寡核苷酸与其互补序列或基本互补

序列之间是否发生杂交；并且基于检测步骤获得该至少一种分类器生物标记物的杂交值。

然后将该至少一种分类器生物标记物的杂交值与来自至少一个样品训练集的一个或多个

参考杂交值进行比较。例如，该至少一个样品训练集包含来自参考TRU腺癌、PP腺癌和/或PI

腺癌样品的杂交值。基于比较步骤的结果，将肺癌样品分类为例如TRU、PP或PI。

肺组织样品可以是从人受试者或患者分离的任何样品。例如，在一个实施方案中，

对包埋在石蜡中的肺活组织检查上进行分析。在一个实施方案中，样品可以是新鲜冷冻的

肺组织样品。在另一个实施方案中，样品可以是从患者获得的体液。体液可以是血液或其部

分(即，血清、血浆)、尿液、唾液、痰液或脑脊髓液(CSF)。样品可以含有用于在本文提供的方

法中使用的核酸的细胞来源以及细胞外来源。细胞外来源可以是无细胞的DNA和/或外泌

体。在一个实施方案中，样品可以是细胞沉淀物或洗涤液。本发明的这个方面提供了一种通

过精确鉴定主要组织学类型(甚至从小的活组织检查中)来改善当前诊断的手段。本发明的

方法(包括RT‑PCR方法)是灵敏的、精确的并且具有多分析物能力以便用于石蜡包埋的样

品。参见例如，Cronin等人(2004)Am.J  Pathol.164(1):35‑42，通过引用并入本文。

在光学显微镜评价之前，福尔马林固定和石蜡中的组织包埋是组织处理的通用方

法。福尔马林固定的石蜡包埋的(FFPE)样本提供的主要优点是保留组织切片中的细胞和结

构学形态细节。(Fox等人(1985)J  Histochem  Cytochem  33:845‑853)。在其中处理活组织

检查样本的标准缓冲福尔马林固定剂典型地是含有37％甲醛和10％‑15％甲醇的水性溶

液。甲醛是一种高反应性偶极化合物，其导致在体外形成蛋白质‑核酸和蛋白质‑蛋白质交

联(Clark等人(1986)J  Histochem  Cytochem  34:1509‑1512；McGhee和von  Hippel(1975)

Biochemistry  14:1281‑1296，各自通过引用并入本文)。

在一个实施方案中，本文使用的样品获自个体，并且包含福尔马林固定的石蜡包

埋的(FFPE)组织。然而，其他组织和样品类型适合于在本文中使用。在一个实施方案中，其

他组织和样品类型可以是新鲜冷冻的组织、洗涤液体或细胞沉淀物等。在一个实施方案中，

样品可以是从个体获得的体液。体液可以是血液或其部分(例如，血清、血浆)、尿液、痰液、

唾液或脑脊髓液(CSF)。如本文提供的生物标记物核酸可以从细胞中提取，或者可以是无细

胞的或从细胞外囊泡实体(如外泌体)中提取。

用于从FFPE组织中分离RNA的方法在本领域中是已知的。在一个实施方案中，可以

从FFPE组织中分离总RNA，如由Bibikova等人(2004)American  Journal  of  Pathology 

165:1799‑1807所述，通过引用并入本文。同样，可以使用高纯的RNA石蜡试剂盒(High  Pure 

RNA  Paraffin  Kit)(罗氏公司(Roche))。通过二甲苯萃取去除石蜡，随后用乙醇洗涤。可以

使用MasterPure纯化试剂盒(Epicenter,Madison,Wis.)从切片组织块中分离RNA；包括DNA

酶I处理步骤。可以根据供应商的说明书(Invitrogen  Life  Technologies ,Carlsbad ,

Calif .)使用Trizol试剂从冷冻样品中提取RNA。可以将具有可测量的残留基因组DNA的样

品重新进行DNaseI处理并测定DNA污染。可以根据制造商的方案进行所有纯化、DNA酶处理
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和其他步骤。在总RNA分离之后，可以将样品储存在‑80℃下直至使用。

用于mRNA提取的一般方法是本领域熟知的，并且公开于分子生物学的标准教科书

中，包括Ausubel等人,编辑,Current  Protocols  in  Molecular  Biology ,John  Wiley&

Sons,New  York  1987‑1999。从石蜡包埋的组织中提取RNA的方法公开于例如Rupp和Locker

(Lab  Invest.56:A67,1987)以及De  Andres等人(Biotechniques  18:42‑44,1995)中。具体

地，可以使用来自商业制造商例如Qiagen(Valencia,Calif.)的纯化试剂盒、缓冲液组和蛋

白酶根据制造商的说明书进行RNA分离。例如，可以使用Qiagen  RNeasy微型柱分离来自培

养物中的细胞的总RNA。其他可商购的RNA分离试剂盒包括MasterPureTM。完整的DNA和RNA

纯化试剂盒(Complete  DNA  and  RNA  Purification  Kit)(Epicentre,Madison,Wis.)以及

石蜡块RNA分离试剂盒(Paraffin  Block  RNA  Isolation  Kit)(Ambion,Austin,Tex.)。可

以例如使用RNA  Stat‑60(Tel‑Test,Friendswood ,Tex.)分离来自组织样品的总RNA。可以

例如通过氯化铯密度梯度离心分离从肿瘤制备的RNA。另外，可以使用本领域技术人员熟知

的技术(例如Chomczynski的单步RNA分离方法(美国专利号4,843,155，出于所有目的将该

文献通过引用以其整体并入)容易地处理大量的组织样品。

在一个实施方案中，样品包含从肺组织样品(例如腺癌样品)收获的细胞。可以使

用本领域已知的标准技术从生物样品中收获细胞。例如，在一个实施方案中，通过离心细胞

样品并重悬浮沉淀的细胞来收获细胞。可以将细胞重悬浮于缓冲溶液如磷酸盐缓冲盐水

(PBS)中。在将细胞悬浮液离心获得细胞沉淀之后，可以将细胞裂解以提取核酸，例如信使

RNA。所有获得自受试者的样品，包括经受任何种类的进一步处理的那些，均应认为是获得

自该受试者。

在一个实施方案中，在检测本文所列出的生物标记物组合的生物标记物水平之

前，将样品进一步处理。例如，在细胞或组织样品中的mRNA可以与该样品的其他组分分开。

可以将样品浓缩和/或纯化以分离处于其非天然状态的mRNA，因为mRNA不是处于其天然环

境中。例如，研究已经表明体内mRNA的较高级结构不同于相同序列的体外结构(参见例如，

Rouskin等人(2014) .Nature  505,第701‑705页，出于所有目的以其整体并入本文)。

在一个实施方案中，来自样品的mRNA与合成DNA探针杂交，该探针在一些实施方案

中包括检测部分(例如，可检测标记、捕获序列、条形码报告序列)。因此，在这些实施方案

中，最终制得非天然mRNA‑cDNA复合物并将其用于检测生物标记物。在另一个实施方案中，

将来自样品的mRNA直接用可检测标记(例如荧光团)进行标记。在另外的实施方案中，非天

然标记的mRNA分子杂交至cDNA探针，并且检测复合物。

在一个实施方案中，一旦从样品获得mRNA，则将其在杂交反应中转化为互补DNA

(cDNA)，或者与一种或多种cDNA探针一起用于杂交反应中。cDNA在体内不存在，并因此是非

天然分子。另外，cDNA‑mRNA杂交体是合成的并且在体内不存在。除了cDNA在体内不存在之

外，cDNA必然不同于mRNA，因为它包括脱氧核糖核酸而非核糖核酸。然后例如通过聚合酶链

反应(PCR)或本领域普通技术人员已知的其他扩增方法将cDNA扩增。例如，可以采用的其他

扩增方法包括连接酶链反应(LCR)(Wu和Wallace,Genomics,4:560(1989) ,Landegren等人,

Science ,241:1077(1988)，出于所有目的将该文献通过引用以其整体并入)；转录扩增

(Kwoh等人,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,86:1173(1989)，出于所有目的将该文献通过引用以

其整体并入)；自持序列复制(self‑sustained  sequence  replication)(Guatelli等人,
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Proc .Nat .Acad .Sci .USA ,87:1874(1990)，出于所有目的将该文献通过引用以其整体并

入)，出于所有目的将该文献通过引用以其整体并入；以及基于核酸的序列扩增(NASBA)。用

于选择PCR扩增引物的指南对于本领域普通技术人员而言是已知的。参见例如，McPherson

等人,PCR  Basics:From  Background  to  Bench,Springer‑Verlag,2000，出于所有目的将

该文献通过引用以其整体并入。这种扩增反应的产物(即扩增的cDNA)必然也是非天然产

物。首先，如上所述，cDNA是非天然分子。其次，在PCR的情况下，扩增过程用于针对起始材料

的每个单独cDNA分子产生数以亿计的cDNA拷贝。生成的拷贝数目与体内存在的mRNA的拷贝

数目相差甚远。

在一个实施方案中，将cDNA用将另外的DNA序列(例如，衔接子、报告子、捕获序列

或部分、条形码)引入片段上的引物(例如，使用衔接子特异性引物)扩增，或者将mRNA或

cDNA生物标记物序列直接与包含该另外的序列(例如，衔接子、报告子、捕获序列或部分、条

形码)的cDNA探针杂交。因此扩增和/或mRNA与cDNA探针的杂交用于通过引入另外的序列并

形成非天然杂交体而从非天然单链cDNA或mRNA产生非天然双链分子。另外，如本领域普通

技术人员已知的，扩增程序具有与其相关的错误率。因此，扩增将另外的修饰引入cDNA分子

中。在一个实施方案中，在用衔接子特异性引物扩增期间，可检测标记(例如荧光团)被添加

到单链cDNA分子上。因此，扩增还用于产生天然不存在的DNA复合物，至少因为(i)cDNA在体

内不存在，(i)衔接子序列被添加到cDNA分子的末端以得到体内不存在的DNA序列，(ii)与

扩增相关的错误率进一步产生体内不存在的DNA序列，(iii)与天然存在的那些相比cDNA分

子的结构不同，以及(iv)将可检测标记化学添加到cDNA分子上。

在一些实施方案中，感兴趣的生物标记物的表达是经由检测非天然cDNA分子在核

酸水平上检测的。

在一些实施方案中，用于肺癌AD亚型分型的方法包括检测分类器生物标记物组的

表达水平。在一些实施方案中，检测包括在核酸水平或蛋白质水平上的表1的所有分类器生

物标记物。在另一个实施方案中，检测表1的分类器生物标记物的单个或子集(例如，从约8

种至约16种)。例如，在一个实施方案中，在确定肺癌AD亚型的方法中检测了表1中的从约5

种至约10种、从约5种至约15种、从约5种至约20种、从约5种至约25种、从约5种至约30种、从

约5种至约35种、从约5种至约40种、从约5种至约45种、从约5种至约48种生物标记物。在另

一个实施方案中，在确定肺癌亚型的方法中检测来自表1的每种生物标记物。在另一个实施

方案中，选择来自表1的16种生物标记物作为特定肺癌AD亚型的基因标签。

例如使用对分类器生物标记物有特异性的引物和/或探针、和/或类似物，可以通

过任何合适的技术(包括但不限于RNA‑seq、逆转录酶聚合酶链反应(RT‑PCR)、微阵列杂交

测定、或另一种杂交测定(例如纳米串测定))来进行检测。在一些情况下，用于扩增方法(例

如，RT‑PCR或qRT‑PCR)的引物是适用于结合本文提供的分类器基因(例如表1中列出的分类

器生物标记物)的任何正向和反向引物。

本文所述的生物标记物包括含有任何感兴趣核酸序列的全部或部分序列的RNA，

或其在逆转录反应中体外合成获得的非天然cDNA产物。术语“片段”旨在指代通常包含至少

10个、15个、20个、50个、75个、100个、150个、200个、250个、300个、350个、400个、450个、500

个、550个、600个、650个、700个、800个、900个、1,000个、1,200个、或1,500个连续核苷酸或

高达存在于本文公开的全长生物标记物多核苷酸中的核苷酸数目的多核苷酸的一部分。生
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物标记物多核苷酸的片段将通常编码至少15个、25个、30个、50个、100个、150个、200个、或

250个连续氨基酸，或高达存在于本发明的全长生物标记物蛋白中的氨基酸总数。

在一些实施方案中，过表达(例如RNA转录物或其表达产物的过表达)通过归一化

至参考RNA转录物或其表达产物的水平来确定，该参考RNA转录物或其表达产物可以是样品

中的所有测量的转录物(或其产物)或特定的RNA转录物(或其非天然cDNA产物)的参考集。

进行归一化以校正所测定的RNA或cDNA的量的差异以及所使用的RNA或cDNA的质量的变化

两者，或使这两者归一化。因此，测定典型地测量并结合某些归一化基因(包括众所周知的

管家基因，如例如GAPDH和/或β‑肌动蛋白)的表达。可替代地，归一化可以是基于所有所测

定的生物标记物或其大的子集的平均或中值信号(全局归一化方法)。

可以将分离的mRNA用于杂交或扩增测定，其包括但不限于Southern或Northern分

析、PCR分析和探针阵列、纳米串测定。检测mRNA水平的一种方法涉及使分离的mRNA或合成

的cDNA与核酸分子(探针)接触，该核酸分子可以与被检测基因编码的mRNA杂交。核酸探针

可以是例如cDNA或其部分，例如长度为至少7个、15个、30个、50个、100个、250个、或500个核

苷酸的寡核苷酸并且足以在严格条件下与本发明的非天然cDNA或mRNA生物标记物特异性

地杂交。

如上所解释，在一个实施方案中，一旦从样品中获得mRNA，就在杂交反应中将其转

化为互补DNA(cDNA)。可以用包含与特定mRNA的一部分互补的序列的寡核苷酸或引物进行

mRNA向cDNA的转化。可以用包含随机序列的寡核苷酸或引物进行mRNA向cDNA的转化。可以

用包含与mRNA的poly(A)尾互补的序列的寡核苷酸或引物进行mRNA向cDNA的转化。cDNA在

体内不存在，并因此是非天然分子。在另外的实施方案中，然后例如通过聚合酶链反应

(PCR)或本领域普通技术人员已知的其他扩增方法将cDNA扩增。可以用包含与本文提供的

分类器基因(例如表1中的分类器生物标记物)的至少一部分互补的序列的正向和/或反向

引物进行PCR。这种扩增反应的产物(即扩增的cDNA)必然是非天然产物。如上所述，cDNA是

非天然分子。其次，在PCR的情况下，扩增过程用于针对起始材料的每个单独cDNA分子产生

数以亿计的cDNA拷贝。生成的拷贝数目与体内存在的mRNA的拷贝数目相差甚远。

在一个实施方案中，用将另外的DNA序列(衔接子序列)引入片段上的引物(使用衔

接子特异性引物)扩增cDNA。衔接子序列可以是尾部，其中该尾部序列不与cDNA互补。例如，

包含与本文提供的分类器基因(例如来自表1的分类器生物标记物)的至少一部分互补的序

列的正向和/或反向引物可以包含尾部序列。因此，通过将条形码、衔接子和/或报告序列引

入已经非天然的cDNA上，扩增用于从非天然单链cDNA产生非天然双链分子。在一个实施方

案中，在用衔接子特异性引物扩增期间，可检测标记(例如荧光团)被添加到单链cDNA分子

上。因此，扩增还用于产生天然不存在的DNA复合物，至少因为(i)cDNA在体内不存在，(ii)

衔接子序列被添加到cDNA分子的末端以得到体内不存在的DNA序列，(iii)与扩增相关的错

误率进一步产生体内不存在的DNA序列，(iv)与天然存在的那些相比cDNA分子的结构不同，

以及(v)将可检测标记化学添加到cDNA分子上。

在一个实施方案中，经由与探针杂交，例如经由微阵列，将合成的cDNA(例如，扩增

的cDNA)固定在固体表面上。在另一个实施方案中，经由引入与cDNA产物杂交的荧光探针，

经由实时聚合酶链反应(PCR)检测cDNA产物。例如，在一个实施方案中，通过定量荧光RT‑

PCR(例如，使用 探针)评估生物标记物检测。对于PCR分析，本领域中可获得用于
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确定用于在分析中使用的引物序列的众所周知的方法。

在一个实施方案中，本文提供的生物标记物通过使用捕获探针和/或报告探针的

杂交反应来检测。例如，杂交探针是衍生到固体表面(例如珠粒、玻璃或硅基底)上的探针。

在另一个实施方案中，捕获探针存在于溶液中并与患者样品混合，随后例如通过生物素‑亲

和素相互作用将杂交产物附着于表面(例如，其中生物素是捕获探针的一部分，并且亲和素

在表面上)。在一个实施方案中，杂交测定使用捕获探针和报告探针两者。报告探针可以与

捕获探针或生物标记物核酸中的任一者杂交。然后对报告探针进行计数和检测，以确定样

品中一种或多种生物标记物的水平。在一个实施方案中，捕获探针和/或报告探针含有可检

测标记，和/或允许官能化到表面上的基团。

例如，nCounter基因分析系统(参见例如，Geiss等人(2008)Nat.Biotechnol.26,

第317‑325页，出于所有目的，通过引用以其整体并入)适用于与本文提供的方法一起使用。

在美国专利号7,473,767和8,492,094(出于所有目的将其公开内容通过引用以其

整体并入)中描述的杂交测定适用于与本文提供的方法一起使用，即，适用于检测本文所述

的生物标记物和生物标记物组合。

可以使用膜印迹(例如用于杂交分析，如Northern印迹、Southern印迹、斑点印迹

等)、或微孔、样品管、凝胶、珠粒或纤维(或包含结合核酸的任何固体支持物)来监测生物标

记物水平。参见例如，美国专利号5,770,722、5,874,219、5,744,305、5,677,195和5,445,

934，各自通过引用以其整体并入。

在一个实施方案中，将微阵列用于检测生物标记物水平。由于不同实验之间的再

现性，微阵列特别适合于此目的。DNA微阵列提供了一种同时测量大量基因的表达水平的方

法。每个阵列由附着于固体支持物上的可再现模式的捕获探针组成。标记的RNA或DNA与阵

列上的互补探针杂交，并然后通过激光扫描阵列上每个探针的杂交强度来检测，并将其转

化为代表相对基因表达水平的定量值。参见例如，美国专利号6,040,138、5,800,992和6,

020,135、6,033,860和6,344,316各自通过引用以其整体并入。高密度寡核苷酸阵列特别适

用于确定样品中大量RNA的基因表达谱。

使用机械合成方法合成这些阵列的技术描述于例如美国专利号5,384,261中。尽

管通常使用平面阵列表面，但是阵列可以制造在几乎任何形状的表面或甚至多个表面上。

阵列可以是在珠粒、凝胶、聚合物表面、纤维(例如光纤)、玻璃或任何其他适当的基底上的

核酸(或肽)。参见例如，美国专利号5,770,358、5,789,162、5,708,153、6,040,193和5,800,

992，各自通过引用以其整体并入。阵列可以以这样一种方式包装，以致于允许全包式设备

的诊断或其他操作。参见例如，美国专利号5,856,174和5,922,591，各自通过引用以其整体

并入。

在一个实施方案中，将基因表达系列分析(SAGE)用于本文所述的方法中。SAGE是

允许同时和定量分析大量基因转录物的方法，无需为每种转录物提供单独的杂交探针。首

先，生成短序列标签(约10‑14bp)，其中含有足够的信息来独特地鉴定转录物，条件是该标

签是从每个转录物内的独特位置获得的。然后，许多转录物连接在一起形成长系列分子，可

以对其进行测序，同时揭示多个标签的身份。通过确定单个标签的丰度并鉴定与每个标签

对应的基因，可以定量评价任何转录物群体的表达模式。参见Velculescu等人Science 

270:484‑87,1995；Cell  88:243‑51,1997，将该文献通过引用以其整体并入。
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在核酸水平上的另外的生物标记物水平分析方法是使用测序方法，例如RNAseq、

下一代测序和大规模平行标签测序(MPSS)，如Brenner等人(Nat .Biotech .18:630‑34 ,

2000，将该文献通过引用以其整体并入)所描述的。这是在单独的5μm直径微珠上将基于非

凝胶的标签测序与数百万个模板的体外克隆组合的一种测序方法。首先，通过体外克隆构

建DNA模板的微珠文库。随后是在流动池中以高密度(典型地大于3.0X  106个微珠/cm2)组装

含有模板的微珠的平面阵列。使用不需要DNA片段分离的基于荧光的标签测序方法，同时分

析每个微珠上的所克隆模板的自由端。已经显示该方法在一次操作中同时且准确地提供来

自酵母cDNA文库的数十万个基因标签序列。

在核酸水平上的另一种生物标记物水平分析方法是使用扩增方法，如例如RT‑PCR

或定量RT‑PCR(qRT‑PCR)。用于确定样品中生物标记物mRNA水平的方法可以包括：核酸扩增

的过程，例如通过RT‑PCR(Mullis,1987,美国专利号4,683,202中所述的实验性实施方案)、

连接酶链反应(Barany(1991)Proc .Natl .Acad .Sci .USA  88:189‑193)、自持序列复制

(Guatelli等人(1990)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  87:1874‑1878)、转录扩增系统(Kwoh等人

(1989)Proc .Natl .Acad .Sci .USA  86:1173‑1177)、Qβ复制酶(Lizardi等人(1988)Bio/

Technology  6:1197)、滚环复制(Lizardi等人,美国专利号5,854,033)或任何其他核酸扩

增方法；随后使用本领域技术人员熟知的技术检测所扩增的分子。许多不同的PCR或qRT‑

PCR方案是本领域已知的，并且可以使用目前描述的组合物直接应用于或适用于检测和/或

定量样品中区别基因的表达。参见例如，Fan等人(2004)Genome  Res.14:878‑885，通过引用

并入本文。通常，在PCR中，通过与至少一种寡核苷酸引物或一对寡核苷酸引物反应来扩增

靶多核苷酸序列。一种或多种引物与靶核酸的互补区杂交，并且DNA聚合酶延伸该一种或多

种引物以扩增靶序列。在足以提供基于聚合酶的核酸扩增产物的条件下，一种大小的核酸

片段为主反应产物(作为扩增产物的靶多核苷酸序列)。重复扩增循环以增加单个靶多核苷

酸序列的浓度。反应可以在通常用于PCR的任何热循环仪中进行。

在一些情况下定量RT‑PCR(qRT‑PCR)(也称为实时RT‑PCR)是优选的，因为它不仅

提供定量测量，还提供减少的时间和污染。如本文所用，“定量PCR”(或“实时qRT‑PCR”)是指

当PCR扩增发生时在不需要对反应产物重复取样的情况下直接监测PCR扩增的进程。在定量

PCR中，可以在产生反应产物时通过信号传导机制(例如荧光)监测反应产物，并在信号上升

到背景水平之后但在反应达到平稳之前跟踪反应产物。达到可检测或“阈值”荧光水平所需

的循环次数直接随着PCR过程开始时可扩增靶标的浓度而变化，从而能够测量信号强度以

实时提供样品中靶核酸的量的量度。可以将DNA结合染料(例如，SYBR  green)或标记探针用

于检测通过PCR扩增产生的延伸产物。可以使用利用包含本发明序列的标记探针的任何探

针形式。

免疫组织化学方法也适用于检测本发明的生物标记物的水平。可以将样品冷冻用

于后续制备或立即置于固定剂溶液中。可以组织样品通过用试剂如福尔马林、戊二醛、甲醇

等处理来固定，并包埋在石蜡中。从福尔马林固定的、石蜡包埋的组织样品制备用于免疫组

织化学分析的切片的方法是本领域熟知的。

在一个实施方案中，将本文提供的生物标记物(例如表1的分类器生物标记物(或

其子集，例如8种至16种、16种至32种、或32种至48种生物标记物))的水平针对所有RNA转录

物或其非天然cDNA表达产物、或样品中蛋白质产物的表达水平、或者RNA转录物的参考集或
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其非天然cDNA表达产物的参考集、或其样品中蛋白质产物的参考集的表达水平进行归一

化。

在一个实施方案中，可以使用本文提供的分类器基因(例如表1中列出的分类器生

物标记物)中的一种或多种的蛋白质表达水平来评价肺腺癌亚型。可以使用免疫学检测方

法来测量蛋白质表达水平。可以用于本文中的免疫学检测方法包括但不限于使用如下技术

的竞争性和非竞争性测定系统，例如Western印迹、放射免疫测定、ELISA(酶联免疫吸附测

定)、“三明治”免疫测定、免疫沉淀测定、沉淀素反应、凝胶扩散沉淀素反应、免疫扩散测定、

凝集测定、补体固定测定、免疫放射测定、荧光免疫测定、蛋白A免疫测定等。此类测定是常

规的并且是本领域熟知的(参见例如，Ausubel等人,编辑,1994 ,Current  Protocols  in 

Molecular  Biology,第I卷,John  Wiley&Sons,Inc.,New  York，将其通过引用以其整体并

入)。

在一个实施方案中，利用对生物标记物蛋白有特异性的抗体来检测身体样品中生

物标记物蛋白的表达。该方法包括从患者或受试者获得身体样品，使身体样品与针对在肺

癌细胞中选择性表达的生物标记物的至少一种抗体接触，并且检测抗体结合以确定生物标

记物是否在患者样品中表达。本发明的优选方面提供了用于诊断肺癌亚型的免疫细胞化学

技术。本领域技术人员将认识到，本文下面描述的免疫细胞化学方法可以手动进行或以自

动方式进行。

如贯穿全文所提供的，本文所述的方法提供了用于确定患者的肺癌AD亚型的方

法。一旦例如通过测量非天然cDNA生物标记物水平或非天然mRNA‑cDNA生物标记物复合物

确定了生物标记物水平，就例如通过使用统计学方法或直接比较检测水平将生物标记物水

平与参考值或参考样品进行比较，以确定肺癌分子AD亚型。基于该比较，将患者的肺癌样品

进行AD分类，例如分类为TRU、PP或PI。

在一个实施方案中，将本文提供的该至少一种分类器生物标记物(例如表1的分类

器生物标记物)的表达水平值与来自至少一个样品训练集的一个或多个参考表达水平值进

行比较，其中该至少一个样品训练集包含来自一个或多个参考样品的表达水平值。在另外

的实施方案中，该至少一个样品训练集包含来自近端炎症型(鳞状型)、近端增生型(巨型)、

末端呼吸单元型(支气管型)样品或其组合的本文提供的至少一种分类器生物标记物(例如

表1的分类器生物标记物)的表达水平值。

在单独的实施方案中，将本文提供的该至少一种分类器生物标记物(例如表1的分

类器生物标记物)的杂交值与来自至少一个样品训练集的一个或多个参考杂交值进行比

较，其中该至少一个样品训练集包含来自一个或多个参考样品的杂交值。在另外的实施方

案中，该至少一个样品训练集包含来自近端炎症型(鳞状型)、近端增生型(巨型)、末端呼吸

单元型(支气管型)样品或其组合的本文提供的至少一种分类器生物标记物(例如表1的分

类器生物标记物)的杂交值。本文提供了用于将检测到的生物标记物水平与参考值和/或参

考样品进行比较的方法。基于该比较，在一个实施方案中，获得从受试者样品获得的生物标

记物水平与参考值之间的相关性。然后进行肺癌AD亚型的评估。

可以使用各种统计方法来辅助从患者获得的生物标记物水平与例如来自至少一

个样品训练集的参考生物标记物水平的比较。

在一个实施方案中，采用监督模式识别方法。监督模式识别方法的例子可以包括
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但不限于最近质心方法(Dabney(2005)Bioinformatics21(22):4148‑4154以及Tibshirani

等人(2002)Proc .Natl .Acad .Sci .USA  99(10):6576‑6572)；类别分析的软独立建模

(SIMCA)(参见例如，Wold,1976)；偏最小二乘分析(PLS)(参见例如，Wold ,1966；Joreskog ,

1982；Frank,1984；Bro,R.,1997)；线性判别分析(LDA)(参见例如，Nillson,1965)；K‑最近

邻分析(KNN)(参见例如，Brown等人,1996)；人工神经网络(ANN)(参见例如，Wasserman ,

1989；Anker等人,1992；Hare,1994)；概率神经网络(PNN)(参见例如，Parzen,1962；Bishop,

1995；Speckt,1990；Broomhead等人,1988；Patterson,1996)；规则归纳法(RI)(参见例如，

Quinlan,1986)；以及贝叶斯方法(参见例如，Bretthorst,1990a,1990b,1988)。在一个实施

方案中，基于基因表达数据用于鉴定肿瘤亚型的分类器是基于质心的方法，其描述于

Mullins等人(2007)Clin  Chem.53(7):1273‑9(将其各自通过引用以其整体并入本文)中。

在其他实施方案中，采用无监督训练方法，并因此，不使用训练集。

再次参考用于监督学习方法的样品训练集，在一些实施方案中，一个或多个样品

训练集可以包括来自腺癌样品的多种或所有分类器生物标记物(例如，表1的所有分类器生

物标记物)的表达数据。该多种分类器生物标记物可以包含表1的至少两种分类器生物标记

物、至少8种分类器生物标记物、至少16种分类器生物标记物、至少24种分类器生物标记物、

至少32种分类器生物标记物、至少40种分类器生物标记物、或至少48种分类器生物标记物。

在一些实施方案中，对一个或多个样品训练集进行归一化以去除样品与样品之间的变化。

在一些实施方案中，比较可以包括应用统计算法(如例如，任何合适的多变量统计

分析模型)，该统计算法可以是参数的或非参数的。在一些实施方案中，应用统计算法可以

包括确定从人肺组织样品获得的表达数据与来自一个或多个腺癌训练集的表达数据之间

的相关性。在一些实施方案中，进行交叉验证，如(例如)留一交叉验证(leave‑one‑out 

cross‑validation，(LOOCV))。在一些实施方案中，进行整合关联(integrative 

correlation)。在一些实施方案中，进行斯皮尔曼关联(Spearman  correlation)。在一些实

施方案中，基于基因表达数据，将基于质心的方法用于统计算法，如Mullins等人(2007)

Clin  Chem.53(7):1273‑9(将该文献通过引用以其整体并入本文)所描述的。

可以将来自受试者的样品(测试样品)进行的基因表达的结果与一个或多个已知

或怀疑是正常的生物样品(“参考样品”或“正常样品”，例如，非腺癌样品)或来自其的数据

进行比较。在一些实施方案中，参考样品或参考基因表达数据获自或源自于已知具有腺癌

的特定分子亚型(即，鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生

型))的个体。

可以同时或在与测试样品不同的时间对参考样品进行测定。可替代地，来自参考

样品的生物标记物水平信息可以存储在数据库或其他装置中以供在以后的日期访问。

可以将对测试样品的测定的生物标记物水平结果与对参考样品的相同测定的结

果进行比较。在一些情况下，对参考样品的测定的结果来自数据库或是一个或多个参考值。

在一些情况下，对参考样品的测定的结果是本领域技术人员已知的或通常接受的值或值的

范围。在一些情况下，比较是定性的。在其他情况下，比较是定量的。在一些情况下，定性比

较或定量比较可能涉及但不限于以下项中的一项或多项：比较荧光值、光斑强度、吸光度

值、化学发光信号、直方图、临界阈值、统计显著性值、本文所述基因的表达水平、mRNA拷贝

数目。
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在一个实施方案中，针对每个生物标记物水平小组测量计算优势比(OR)。这里，OR

是患者的测量生物标记物值与结果(例如，肺腺癌亚型)之间的关联的量度。例如，参见，

J.Can.Acad.Child  Adolesc.Psychiatry  2010；19(3):227‑229，出于所有目的将该文献通

过引用以其整体并入。

在一个实施方案中，可以确定指定的统计置信水平，以便提供关于肺癌亚型的置

信水平。例如，可以确定大于90％的置信水平可以是肺癌亚型的有用预测因子。在其他实施

方案中，可以选择更严格或不太严格的置信水平。例如，可以选择约或至少约50％、60％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、97.5％、99％、99.5％、或99.9％的置信水平。在一些情

况下，所提供的置信水平可以与样品的质量、数据的质量、分析的质量、所使用的具体方法、

和/或所分析基因表达值的数目(即，基因的数目)相关。可以基于预期的假阳性或假阴性数

目来选择用于提供反应的可能性的指定置信水平。选择参数以便达到指定置信水平或以便

鉴定具有诊断能力的标记物的方法包括但不限于受试者工作特征(ROC)曲线分析、副法线

ROC、主成分分析、优势比分析、偏最小二乘分析、奇异值分解、最小绝对收缩与选择算子分

析、最小角回归、以及阈值梯度定向正则化方法。

在一些情况下，确定肺腺癌亚型可以通过应用被设计为使基因表达数据可靠性归

一化和/或改进的算法加以改进。在本发明的一些实施方案中，由于大量的待处理的单独数

据点，数据分析利用了计算机或其他设备、机器或装置来应用本文所述的各种算法。“机器

学习算法”是指基于计算的预测方法，本领域技术人员也将其称为“分类器”，用于表征一个

或多个基因表达谱，例如，以便确定肺腺癌亚型。在一个实施方案中，使通过例如基于微阵

列的杂交测定、测序测定、纳米串测定等确定的生物标记物水平经受算法以便对谱进行分

类。监督学习通常涉及“训练”分类器以识别亚型(例如鳞状型(近端炎症型)阳性、支气管型

(末端呼吸单元型)阳性或巨型(近端增生型)阳性)之间的区别，并然后在独立的测试集上

“测试”分类器的准确性。因此，对于新的未知样品，分类器可以用于预测例如样品所属的类

别(例如，鳞状型与支气管型与巨型)。

在一些情况下，稳健多阵列平均(RMA)方法可以用于使原始数据归一化。RMA方法

通过计算许多微阵列上各匹配细胞的背景校正强度开始。在一个实施方案中，背景校正值

被限制为正值，如Irizarry等人(2003) .Biostatistics  April  4(2):249‑64(出于所有目

的将该文献通过引用以其整体并入)所述。在背景校正之后，然后获得各背景校正的匹配细

胞强度的以2为底的对数。然后使用分位数归一化方法(其中对于各输入阵列和各探针值，

阵列百分位探针值被所有阵列百分位点的平均值替换，该方法在Bols ta d等人

Bioinformatics  2003(将该文献通过引用以其整体并入)中有更完整的描述)使各微阵列

上背景校正的对数转化的匹配强度归一化。在分位数归一化之后，然后可以将归一化的数

据拟合到线性模型中，以获得各微阵列上各探针的强度测量值。然后可以使用Tukey中值平

滑算法(Tukey,J.W.,Exploratory  Data  Analysis.1977(出于所有目的将该文献通过引用

以其整体并入))来确定归一化探针集数据的对数尺度强度水平。

可以执行各种其他软件程序。在某些方法中，可以使用glmnet通过lasso惩罚的逻

辑回归来进行特征选择和模型估计(Friedman等人(2010) .Journal  of  statistical 

software  33(1):1‑22，将该文献通过引用以其整体并入)。可以使用TopHat来比对原始读

数(Trapnell等人(2009) .Bioinformatics  25(9):1105‑11，将该文献通过引用以其整体并
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入)。在方法中，使用e1071库(Meyer  D .Support  vector  machines:the  interface  to 

libsvmin  package  e1071 .2014，将该文献通过引用以其整体并入)，将高维特征(top 

feature) (N的范围为从10至200)用于训练线性支持向量机(SVM) (Suykens  JAK ,

Vandewalle  J .Least  Squares  Support  Vector  Machine  Classifiers .Neural 

Processing  Letters  1999；9(3):293‑300，将该文献通过引用以其整体并入)。在一个实施

方案中，使用pROC包(Robin  X,Turck  N,Hainard  A,等人pROC:an  open‑source  package 

for  R  and  S+to  analyze  and  compare  ROC  curves.BMC  bioinformatics  2011；12:77

(将该文献通过引用以其整体并入))来计算置信区间。

此外，可以过滤数据以除去可能被认为可疑的数据。在一个实施方案中，从具有少

于约4个、5个、6个、7个或8个鸟苷+胞嘧啶核苷酸的微阵列探针衍生出的数据可以被认为是

不可靠的，因为它们有异常杂交倾向或二级结构问题。类似地，从具有多于约12个、13个、14

个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、21个或22个鸟苷+胞嘧啶核苷酸的微阵列探针衍生

出的数据可以被认为是不可靠的，因为它们有异常杂交倾向或二级结构问题。

在本发明的一些实施方案中，如果不以可检测的水平(高于背景)鉴定出来自探针

集的数据，则它们可以从分析中排除。

在本公开文本的一些实施方案中，没有表现出变异或表现出低变异的探针集可以

从进一步分析中排除。通过卡方检验从分析中排除低变异的探针集。在一个实施方案中，如

果转化的变异在具有(N‑1)自由度的卡方分布的99％置信区间的左侧，则探针集被认为是

低变异的。(N‑1)*探针集变异/(基因探针集变异)。Chi‑Sq(N‑1)，其中N是输入CEL文件的数

目，(N‑1)是卡方分布的自由度，且“基因的探针集变异”是整个基因的探针集变异的平均

值。在本发明的一些实施方案中，如果给定mRNA或mRNA集的探针集包含少于通过前述用于

GC含量、可靠性、变异等的过滤器步骤的最低数目的探针，则可以从进一步分析中排除它

们。例如，在一些实施方案中，如果给定基因或转录物簇的探针集包含少于约1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、11、12、13、14、15个或少于约20个探针，则从进一步分析中排除它们。

在一个实施方案中，生物标记物水平数据分析的方法还包括使用如本文提供的特

征选择算法。在本发明的一些实施方案中，特征选择通过使用LIMMA软件包(Smyth ,G .K .

(2005) .Limma:linear  models  for  microarray  data .In:Bioinformatics  and 

Computational  Biology  Solutions  using  R  and  Bioconductor,R.Gentleman,V.Carey,

S.Dudoit,R.Irizarry,W.Huber(编辑) ,Springer,New  York,第397‑420页(出于所有目的

将该文献通过引用以其整体并入))提供。

在一个实施方案中，生物标记物水平数据分析的方法包括使用预分类器算法。例

如，算法可以使用特异性分子指纹来根据它们的组成对样品进行预分类，然后再应用校正/

归一化因子。然后可以将该数据/信息输入到最终分类算法中，其将整合该信息来辅助最终

的诊断。

在一个实施方案中，生物标记物水平数据分析的方法还包括使用如本文提供的分

类器算法。在本发明的一个实施方案中，提供了对角线线性判别分析、k‑近邻算法、支持向

量机(SVM)算法、线性支持向量机、随机森林算法、或基于概率模型的方法、或它们的组合用

于微阵列数据的分类。在一些实施方案中，基于在感兴趣的类别之间生物标记物水平的差

异的统计学显著性，选择区分样品的鉴定标记物(例如，不同生物标记物水平谱、和/或腺癌
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的不同分子亚型(例如，鳞状型、支气管型、巨型)的鉴定标记物)。在一些情况下，通过针对

错误发现率(FDR)应用Benjamin  Hochberg校正或另一种校正来调节统计学显著性。

在一些情况下，分类器算法可以用荟萃分析方法补充，如Fishel和Kaufman等人

2007Bioinformatics  23(13):1599‑606(出于所有目的将该文献通过引用以其整体并入)

描述的方法。在一些情况下，分类器算法可以用荟萃分析方法补充，如可重复性分析。

用于导出后验概率并将后验概率应用于生物标记物水平数据分析的方法在本领

域中是已知的,并且已经描述于例如Smyth ,G .K .2004Stat .Appi .Genet .Mol .Biol .3:

Article  3(出于所有目的将该文献通过引用以其整体并入)中。在一些情况下，可以将后验

概率用于本发明的方法中，以对由分类器算法提供的标记物进行分级。

生物标记物水平谱分析结果的统计学评价可以提供指示以下中的一种或多种的

一个或多个定量值：腺癌的分子亚型(鳞状型、支气管型或巨型)；特定治疗干预(例如，血管

生成抑制剂治疗、化学疗法或免疫疗法)成功的可能性。在一个实施方案中，数据以其最有

用的形式直接呈现给医师以指导患者护理，或者用于在临床试验中定义患者群体或针对给

定药物定义患者群体。分子谱分析的结果可使用本领域已知的多种方法进行统计学评估，

该方法包括但不限于：学生T检验、双侧T检验、皮尔逊秩和分析、隐马尔可夫模型分析、q‑q

作图分析、主成分分析、单因素ANOVA、双因素ANOVA、LIMMA等。

在一些情况下，可通过随时间追踪受试者以确定原始诊断的准确性而确定准确

性。在其他情况下，准确性可以按确定性的方式或使用统计学方法确立。例如，受试者工作

特征(ROC)分析可用于确定最佳测定参数，以实现特定水平的准确性、特异性、阳性预测值、

阴性预测值和/或错误发现率。

在一些情况下，将生物标记物水平谱分析测定的结果输入数据库中以供分子谱分

析企业、个人、医疗供应商、或保险供应商的代表或代理访问。在一些情况下，测定结果包括

企业的代表、代理或咨询人员(如医疗专业人员)进行的样品分类、鉴定、或诊断。在其他情

况下，自动提供数据的计算机或算法分析。在一些情况下，分子谱分析企业可以向个人、保

险供应商、医疗供应商、研究人员或政府实体针对以下项中的一种或多种收费：进行的分子

谱分析测定、咨询服务、数据分析、报告结果或数据库访问。

在本发明的一些实施方案中，生物标记物水平谱分析测定的结果作为计算机屏幕

上的报告或纸件记录呈现。在一些实施方案中，报告可以包括但不限于如以下中的一种或

多种信息：与参考样品或一个或多个参考值相比生物标记物的水平(例如，如通过拷贝数目

或荧光强度等报告的)；基于生物标记物水平值和肺腺癌亚型和建议疗法，受试者将对特定

疗法有反应的可能性。

在一个实施方案中，基因表达谱分析的结果可以分为以下中的一种或多种：鳞状

型(近端炎症型)阳性、支气管型(末端呼吸单元型)阳性、巨型(近端增生型)阳性、鳞状型

(近端炎症型)阴性、支气管型(末端呼吸单元型)阴性、巨型(近端增生型)阴性；可能对血管

生成抑制剂、免疫疗法或化学疗法有反应；不太可能对血管生成抑制剂、免疫疗法或化学疗

法有反应；或其组合。

在本发明的一些实施方案中，使用经训练的算法对结果进行分类。本发明的经训

练的算法包括已使用已知基因表达值和/或正常样品(例如，来自诊断患有特定分子亚型的

腺癌的个体的样品)的参考集开发的算法。在一些情况下，已知基因表达值的参考集从已被
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诊断患有特定分子亚型的腺癌并且还已知对血管生成抑制剂疗法有反应(或不反应)的个

体获得。在一些情况下，已知基因表达值的参考集从已被诊断患有特定分子亚型的腺癌并

且还已知对免疫疗法有反应(或不反应)的个体获得。在一些情况下，已知基因表达值的参

考集从已被诊断患有特定分子亚型的腺癌并且还已知对化学疗法有反应(或不反应)的个

体获得。

适用于对样品分类的算法包括但不限于k‑近邻算法、支持向量机、线性判别分析、

对角线线性判别分析、updown、朴素贝叶斯算法、神经网络算法、隐马尔可夫模型算法、基因

算法、或其任何组合。

当将二元分类器与实际真值(例如，来自生物样品的值)进行比较时，通常存在四

种可能的结果。如果预测的结果是p(其中“p”是正分类器输出，例如存在删除或重复综合

症)并且实际值也是p，则将其称作真阳性(TP)；但是，如果实际值是n，则将其称为是假阳性

(FP)。相反，当预测结果和实际值两者均为n(其中“n”是负分类器输出，例如没有删除或重

复综合症)时，出现真阴性，而当预测结果为n同时实际值为p时，出现假阴性。在一个实施方

案中，考虑进行试图确定人是否可能或不太可能对血管生成抑制剂疗法有反应的测试。当

这个人测试为阳性但实际上确实有反应时，在这种情况下出现假阳性。另一方面，当这个人

测试为阴性时(表明他们不太可能有反应)，当他们实际上可能有反应时，出现假阴性。对于

对肺癌亚型的分类而言也是如此。

疾病的阳性预测值(PPV)或精确率或后验概率是具有阳性测试结果的被正确诊断

为可能反应或不太可能反应的、或者被诊断为具有正确的肺癌亚型、或者它们的组合的受

试者的比例。它反映了阳性测试反映出测试的基础病状的概率。但是，它的值确实依赖于疾

病的流行度，其可发生变化。在一个实施例中，提供以下特征：FP(假阳性)；TN(真阴性)；TP

(真阳性)；FN(假阴性)。假阳性率(α)＝FP/(FP+TN)‑特异性；假阴性率(β)＝FN/(TP+FN)‑灵

敏度；能力＝灵敏度＝1‑β；阳性似然比＝灵敏度/(1‑特异性)；阴性似然比＝(1‑灵敏度)/

特异性。阴性预测值(NPV)是被正确诊断的具有阴性测试结果的受试者的比例。

在一些实施方案中，主题方法的生物标记物水平分析的结果提供了给出的诊断正

确的统计学置信水平。在一些实施方案中，这种统计学置信水平是至少约或多于约85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.5％、或更多。

在一些实施方案中，该方法还包括基于样品中的生物标记物水平与(例如存在于

至少一个训练集中的)参考生物标记物水平的比较将肺组织样品分类为特定肺癌亚型。在

一些实施方案中，如果比较的结果满足一个或多个标准，如例如，最小百分比一致性，基于

百分比一致性计算的统计量的值，例如(例如，卡帕(kappa)统计量，最小相关性(例如，皮尔

逊相关性)和/或类似物，则肺组织样品被分类为特定亚型。

据预期，本文描述的方法可以通过软件(存储在存储器中和/或在硬件上执行)、硬

件或其组合来进行。硬件模块可以包括通用处理器、现场可编程门阵列(FPGA)、和/或专用

集成电路(ASIC)。软件模块(在硬件上执行)可以用各种软件语言(例如，计算机代码)表达，

包括Unix实用工具、C、C++、JavaTM、Ruby、SQL、 R编程语言/软件环境、Visual 

BasicTM、以及其他面向对象的程序性或其他编程语言和开发工具。计算机代码的例子包括

但不限于微代码或微指令、机器指令(如由编译器产生的)、用于产生网络服务的代码、以及

包含使用解释器由计算机执行的高水平指令的文件。计算机代码的另外的例子包括但不限
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于控制信号、加密代码、和压缩代码。

本文描述的一些实施方案涉及具有非暂时性计算机可读介质(还可以称作非暂时

性处理器可读介质或存储器)的设备，该介质上具有用于执行各种计算机实施的操作的指

令或计算机代码和/或本文公开的方法。计算机可读介质(或处理器可读介质)在它本身不

包括暂时性传播信号(例如，在传输介质如空间或缆线上传播携带信息的电磁波)的意义上

是非暂时性的。该介质和计算机代码(还可以称作代码)可以是被设计并构建为用于特定目

的或多个目的的那些。非暂时性计算机可读介质的例子包括但不限于：磁存储介质，如硬

盘、软盘和磁带；光存储介质，如光碟/数字视频光盘(CD/DVD)、光碟只读存储器(CD‑ROM)和

全息设备；磁光存储介质，如光碟；载波信号处理模块；以及专门配置成存储和执行程序代

码的硬件设备，例如专用集成电路(ASIC)、可编程逻辑设备(PLD)、只读存储器(ROM)和随机

存取存储器(RAM)设备。在此描述的其他实施方案涉及计算机程序产品，其可以包括例如在

此讨论的指令和/或计算机代码。

在一些实施方案中，单一生物标记物、或从约5种至约10种、从约8种至约16种、从

约5种至约15种、从约5种至约20种、从约5种至约25种、从约5种至约30种、从约5种至约35

种、从约5种至约40种、从约5种至约45种、从约5种至约48种生物标记物(例如，如表1中公开

的)能够对肺腺癌的亚型进行分类，其中预测成功率为至少约70％、至少约71％、至少约

72％、约73％、约74％、约75％、约76％、约77％、约78％、约79％、约80％、约81％、约82％、约

83％、约84％、约85％、约86％、约87％、约88％、约89％、约90％、约91％、约92％、约93％、约

94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％、高达100％、以及介于两者之间的所有值。在

一些实施方案中，本文(例如，在表1中)公开的生物标记物的任何组合可以用于获得至少约

70％、至少约71％、至少约72％、约73％、约74％、约75％、约76％、约77％、约78％、约79％、

约80％、约81％、约82％、约83％、约84％、约85％、约86％、约87％、约88％、约89％、约90％、

约91％、约92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％、高达100％、以及

介于两者之间的所有值的预测成功率。

在一些实施方案中，单一生物标记物、或从约5种至约10种、从约8种至约16种、从

约5种至约15种、从约5种至约20种、从约5种至约25种、从约5种至约30种、从约5种至约35

种、从约5种至约40种、从约5种至约45种、从约5种至约48种生物标记物(例如，如表1中所公

开的)能够对肺腺癌亚型进行分类，其中灵敏度或特异性为至少约70％、至少约71％、至少

约72％、约73％、约74％、约75％、约76％、约77％、约78％、约79％、约80％、约81％、约82％、

约83％、约84％、约85％、约86％、约87％、约88％、约89％、约90％、约91％、约92％、约93％、

约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％、高达100％、以及介于两者之间的所有值。

在一些实施方案中，本文公开的生物标记物的任何组合可以用于获得至少约70％、至少约

71％、至少约72％、约73％、约74％、约75％、约76％、约77％、约78％、约79％、约80％、约

81％、约82％、约83％、约84％、约85％、约86％、约87％、约88％、约89％、约90％、约91％、约

92％、约93％、约94％、约95％、约96％、约97％、约98％、约99％、高达100％、以及介于两者

之间的所有值的灵敏度或特异性。

分类器基因选择

在一个实施方案中，本文提供的方法和组合物可用于通过分析一组生物标记物的

表达来确定来自患者的样品(例如，肺组织样品)的AD亚型，其中与本领域已知的用于对肺
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AD亚型进行分子分类的方法中的生物标记物相比，该组生物标记物包含较少数量的生物标

记物。在一些情况下，该组生物标记物是少于250种、240种、230种、220种、210种、200种、150

种、100种、95种或90种生物标记物。在一些情况下，该组生物标记物是少于50种生物标记

物。在一些情况下，该组生物标记物是表1中列出的48种生物标记物的组。在一些情况下，该

组生物标记物是表1中列出的生物标记物的子集。可用于本文提供的方法和组合物中的生

物标记物或分类器基因可以选自来自一个或多个数据库的一个或多个肺腺癌数据集。该数

据库可以是公共数据库。在一个实施方案中，可用于本文提供的用于检测或诊断肺腺癌亚

型的方法和组合物中的分类器基因(例如，表1和表2中列出的一种或多种基因)选自来自癌

症基因组图集(TCGA)的肺腺癌RNAseq数据集。在一个实施方案中，通过对分类器基因的大

集合进行基于计算机模拟的过程以便确定其表达谱可以用于确定从受试者获得的样品的

AD亚型的最小基因数目来选择可用于本文提供的方法和组合物的分类器基因，例如表1中

的那些。在一些情况下，分类器基因的大集合可以是肺AD  RNAseq数据集，如例如来自TCGA。

在一些情况下，分类器基因的大集合可以是本文所述的506种基因分类器，其中该506种基

因分类器可以用于定义金标准亚型。用于选择如本文提供的用于确定来自患者的样品的肺

AD亚型的基因盒的计算机模拟过程可以包括对标准506种分类器基因应用或使用进行修改

的至最近质心阵列分类(CLaNC)算法，以针对每种亚型选择相同数量的负相关基因和正相

关基因。为了确定包括在标签中的基因的最佳数目(例如，如表1中所示的每种亚型16个)，

该过程可以还包括使用如本文提供的TCGA肺腺癌数据集进行5折交叉验证以产生交叉‑验

证曲线，如图8所示。为了获得基因分类器的最终列表，该方法可以进一步包括将至最近质

心阵列分类(CLaNC)应用至整个TCGA数据集减去20％的具有最低金标准亚型预测强度的样

品，并从每种亚型中去除相等数量，例如图9中所示。

在一个实施方案中，该方法还包括验证基因分类器。验证可以包括在几个新鲜冷

冻的可公开获得的阵列和RNAseq数据集中测试分类器的表达，并基于所述表达水平称呼亚

型，并随后将该表达与如由先前公布的506种基因标签定义的金标准亚型称谓进行比较。然

后可以在归档的福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)腺癌样品的新收集的RNAseq数据集中进

行基因标签(例如，表1)的最终验证，以确保FFPE样品中的可比性能。在一个实施方案中，基

于本文所述的计算机模拟CLaNC过程选择表1的分类器生物标记物。将基因符号和官方基因

名称分别列于第2列和第3列。

在一个实施方案中，本发明的方法需要检测在从患者获得的肺癌细胞样品中的其

表达被改变的至少1种、至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少6种、至少7种、至少8种、

至少9种、至少10种、至少11种、至少12种、至少13种、至少14种、至少15种、或多达16种分类

器生物标记物，以鉴定TRU、PP或PI肺腺癌亚型。这同样适用于如本文提供的其他分类器基

因表达数据集。

在另一个实施方案中，本发明的方法需要在从患者获得的肺癌细胞样品(例如，肺

AD样品)中检测出表1的48种基因生物标记物中的总共至少1种、至少2种、至少5种、至少8

种、至少10种、至少16种、至少20种、至少30种、至少32种、或多达48种分类器生物标记物，以

便鉴定TRU、PP或PI肺腺癌亚型。这同样适用于如本文提供的其他分类器基因表达数据集。

在一个实施方案中，表1中的至少1种、至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少6

种、至少7种、或多达8种生物标记物在肺腺癌的特定亚型中被“上调”。在另一个实施方案
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中，表1中的至少1种、至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少6种、至少7种、或多达8种生

物标记物在肺腺癌的特定亚型中被“下调”。这同样适用于如本文提供的其他分类器基因表

达数据集。

在一个实施方案中，如本文提供的“上调的”生物标记物的表达水平增加了约0.5

倍、约1倍、约1.5倍、约2倍、约2.5倍、约3倍、约3.5倍、约4倍、约4.5倍、约5倍、以及介于两者

之间的任何值。在另一个实施方案中，如本文提供的“下调的”生物标记物的表达水平降低

了约0.8倍、约1.4倍、约2倍、约2.6倍、约3.2倍、约3.6倍、约4倍、以及介于两者之间的任何

值。

认识到在本发明的实践中可以使用另外的基因或蛋白质。例如，波形蛋白(中间丝

状蛋白家族的成员)可以用于鉴定腺癌亚型近端增生型(巨型)亚型，并且SMA可以用于鉴定

近端炎症型(鳞状型)亚型。通常，可用于对肺腺癌亚型进行分类的基因包括能够独立地在

正常与肿瘤之间、或肺癌的不同类别或等级之间作出区分的那些基因。如果受试者工作特

征(receiver  operator  characteristic，ROC)曲线下面积约为1，则认为基因能够可靠地

区分亚型。

临床/治疗用途

在一个实施方案中，本文提供了一种用于确定患有癌症的患者的疾病结果或预后

的方法。在一些情况下，该癌症是肺癌。可以通过检查一段时间或间隔(例如，0至36个月或

者0至60个月)的总体存活期来测量疾病结果或预后。在一个实施方案中，根据亚型(例如，

对于肺癌，腺癌(TRU、PI和PP))对存活期进行分析。可以使用标准卡普兰‑迈耶(Kaplan‑

Meier)图以及Cox比例风险模型来评估无复发和总体存活期。

在一个实施方案中，在确定患者的肺癌亚型后，选择患者以接受合适的疗法，例如

化学疗法或用血管生成抑制剂的药物疗法或免疫疗法。在一个实施方案中，在确定患者的

肺癌亚型后，向患者给予合适的治疗剂，例如一种或多种化学治疗剂、或血管生成抑制剂、

或一种或多种免疫治疗剂。在一个实施方案中，该疗法是免疫疗法，并且该免疫治疗剂是检

查点抑制剂、单克隆抗体、生物反应调节剂、治疗性疫苗或细胞免疫疗法。

本发明的方法还可用于评价对疗法的临床反应，以及对于临床试验的终点用于评

价新疗法的功效。可以将顺序诊断表达谱向正常移动的程度用作候选疗法的功效的一种量

度。

在一个实施方案中，本发明的方法还可用于基于肺腺癌(AD)亚型预测对不同线的

疗法的反应。例如，可以通过更准确地分配肿瘤亚型来改进化学治疗反应。同样，可以基于

肿瘤亚型来配制治疗方案。例如，临床试验已显示令人信服的证据证明VEGF抑制剂(贝伐单

抗)可以有效治疗NSCLC。

在一个实施方案中，末端呼吸单元(TRU)亚型对EGFR抑制剂和培美曲塞可以具有

增强的反应。在另一个实施方案中，近端增生型(PP)对化学疗法可以具有增强的反应。在另

一个实施方案中，近端炎症型(PI)对免疫疗法可以具有增强的反应。在另一个实施方案中，

所有亚型对化学疗法、血管生成抑制剂治疗和免疫疗法可以具有增强的反应。

血管生成抑制剂

在一个实施方案中，在确定患者的肺腺癌亚型后，选择患者以接受用血管生成抑

制剂的药物疗法。
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在一个实施方案中，血管生成抑制剂是血管内皮生长因子(VEGF)抑制剂、VEGF受

体抑制剂、血小板衍生生长因子(PDGF)抑制剂或PDGF受体抑制剂。

每个生物标记物小组可以包括分类器可用的一种、两种、三种、四种、五种、六种、

七种、八种或更多种生物标记物(也称为“分类器生物标记物”)，以评估腺癌患者是否可能

对血管生成抑制剂疗法有反应；选择腺癌患者以接受血管生成抑制剂疗法；确定“缺氧得

分”和/或将腺癌样品亚型分型为鳞状型(也称为近端炎症型)、支气管型(也称为末端呼吸

单元型)或巨型(也称为近端增生型)分子亚型。如本文所用，术语“分类器”可以指用于统计

分类的任何算法，并且可以在硬件、软件或其组合中实施。分类器可以具有2级、3级、4级或

更高级的分类，并且可以依赖于被分类的实体的性质。可以采用一种或多种分类器来实现

本文公开的方面。

通常，本文提供了确定腺癌患者是否可能对血管生成抑制剂疗法有反应的方法、

或选择腺癌患者以接受血管生成抑制剂疗法的方法。在一个实施方案中，该方法包括使用

本文所述的方法评估患者的腺癌亚型是鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)

还是巨型(近端增生型)(例如，评估表1中的一种或多种分类器生物标记物的表达)，并且在

核酸水平上探测来自患者的腺癌样品中选自下组的至少五种生物标记物的水平，该组由以

下组成：RRAGD、FABP5、UCHL1、GAL、PLOD、DDIT4、VEGF、ADM、ANGPTL4、NDRG1、NP、SLC16A3、和

C14ORF58(参见表3)。在另外的实施方案中，探测步骤包括将样品与五种或更多种寡核苷酸

混合，该五种或更多种寡核苷酸在适合于该五种或更多种寡核苷酸与其互补序列或基本互

补序列杂交的条件下与该至少五种生物标记物的核酸分子的部分基本上互补，检测在该五

种或更多种寡核苷酸与其互补序列或基本互补序列之间是否发生杂交；并且基于该检测步

骤获得样品的杂交值。然后将样品的杂交值与来自该至少一个样品训练集的一个或多个参

考杂交值进行比较，其中该至少一个样品训练集包括(i)来自过表达该至少五种生物标记

物或过表达该至少五种生物标记物的子集的样品的该至少五种生物标记物的一个或多个

杂交值，(ii)来自参考鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生

型)样品的该至少五种生物标记物的杂交值，或(iii)来自无腺癌肺样品的该至少五种生物

标记物的杂交值。然后基于(i)患者的腺癌亚型和(ii)比较的结果来确定患者是否可能对

血管生成抑制剂疗法有反应、或选择患者以接受血管生成抑制剂。
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上述一组十三种生物标记物或其子集在本文中也称为“缺氧谱”。

在一个实施方案中，本文提供的方法包括在从受试者获得的腺癌样品中确定选自

RRAGD、FABP5、UCHL1、GAL、PLOD、DDIT4、VEGF、ADM、ANGPTL4、NDRG1、NP、SLC16A3、和C14ORF58

的至少五种生物标记物、至少六种生物标记物、至少七种生物标记物、至少八种生物标记

物、至少九种生物标记物、或至少十种生物标记物、或者五种至十三种、六种至十三种、七种

至十三种、八种至十三种、九种至十三种或十种至十三种生物标记物的水平。在一些情况

下，生物标记物表达可以针对样品中所有RNA转录物或其表达产物的表达水平或针对RNA转

录物或其表达产物的参考集进行归一化。如全文所解释的参考集可以是与腺癌样品平行测

试的实际样品，或者可以是来自数据库或存储的数据集的值的参考集。在一个实施方案中，

以拷贝数目、相对荧光值或检测的荧光值报告表达水平。如使用本文提供的方法确定的缺

氧谱连同腺癌亚型的生物标记物的表达水平可以用于本文所述的方法中，以确定患者是否

可能对血管生成抑制剂疗法有反应。

在一个实施方案中，针对样品中的所有RNA转录物或其非天然cDNA表达产物、或蛋

白质产物的表达水平，或者样品中的RNA转录物的参考集或其非天然cDNA表达产物的参考

集、或其蛋白质产物的参考集的表达水平，对十三种生物标记物(或其子集，如上所述，例

如，五种或更多种、从约五种至约13种)的表达水平进行归一化。

在一个实施方案中，血管生成抑制剂治疗包括但不限于整合素拮抗剂；选择素拮

抗剂；粘附分子拮抗剂(细胞间粘附分子(ICAM)‑1、ICAM‑2、ICAM‑3、血小板内皮粘附分子

(PCAM)、血管细胞粘附分子(VCAM)的拮抗剂)；淋巴细胞功能相关抗原1(LFA‑1)；碱性成纤

维细胞生长因子拮抗剂；血管内皮生长因子(VEGF)调节剂；血小板衍生生长因子(PDGF)调

节剂(例如，PDGF拮抗剂)。

在确定受试者是否可能对整合素拮抗剂有反应的一个实施方案中，该整合素拮抗

剂是小分子整合素拮抗剂，例如，由Paolillo等人(Mini  Rev  Med  Chem ,2009,第12卷，第

1439‑1446页，将该文献通过引用以其整体并入)描述的拮抗剂、或白细胞粘附诱导细胞因

子或生长因子拮抗剂(例如，肿瘤坏死因子‑α(TNF‑α)、白细胞介素‑1β(IL‑1β)、单核细胞趋
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化蛋白‑1(MCP‑1)和血管内皮生长因子(VEGF))，如美国专利号6,524,581(将该文献通过引

用以其整体并入本文)中所述。

本文提供的方法还可用于确定受试者是否可能对以下血管生成抑制剂中的一种

或多种有反应：干扰素γ1β、干扰素γ1β 与吡非尼酮、ACUHTR028、αVβ5、

氨基苯甲酸钾、淀粉样蛋白P、ANG1122、ANG1170、ANG3062、ANG3281、ANG3298、ANG4011、抗

CTGF  RNAi、Aplidin、黄芪提取物与丹参和五味子、动脉粥样硬化斑块阻断剂、Azol、

AZX100、BB3、结缔组织生长因子抗体、CT140、达那唑、艾思瑞(Esbriet)、EXC001、EXC002、

EXC003、EXC004、EXC005、F647、FG3019、Fibrocorin、卵泡抑素、FT011、半乳凝素‑3抑制剂、

GKT137831、GMCT01、GMCT02、GRMD01、GRMD02、GRN510、Heberon  Alfa  R、干扰素α‑2β、

ITMN520、JKB119、JKB121、JKB122、KRX168、LPA1受体拮抗剂、MGN4220、MIA2、微小RNA29a寡

核苷酸、MMI0100、诺斯卡品、PBI4050、PBI4419、PDGFR抑制剂、PF‑06473871、PGN0052、

Pirespa、Pirfenex、吡非尼酮、普利提环肽(plitidepsin)、PRM151、Px102、PYN17、PYN22与

PYN17、Relivergen、rhPTX2融合蛋白、RXI109、胰泌素、STX100、TGF‑β抑制剂、转化生长因

子、β‑受体2寡核苷酸、VA999260、XV615或其组合。

在另一个实施方案中，提供了一种用于确定受试者是否可能对一种或多种内源性

血管生成抑制剂有反应的方法。在另外的实施方案中，内源性血管生成抑制剂是内皮抑素、

源自XVIII型胶原的20kDa  C‑末端片段、血管抑素(胞浆素的38kDa片段)、血小板反应蛋白

(TSP)蛋白家族的成员。在另外的实施方案中，该血管生成抑制剂是TSP‑1、TSP‑2、TSP‑3、

TSP‑4和TSP‑5。还提供了用于确定对以下血管生成抑制剂中的一种或多种有反应的可能性

的方法：可溶性VEGF受体，例如可溶性VEGFR‑1和神经毡蛋白1(NPR1)、血管生成素‑1、血管

生成素‑2、血管形成抑制素、钙网蛋白、血小板因子‑4；金属蛋白酶组织抑制剂(TIMP)(例

如，TIMP1、TIMP2、TIMP3、TIMP4)；软骨衍生的血管生成抑制剂(例如，肌钙蛋白肽I和

chrondomodulin  I)；具有血小板反应蛋白基序1的解整合素和金属蛋白酶；干扰素(IFN)

(例如，IFN‑α、IFN‑β、IFN‑γ)；趋化因子，例如具有C‑X‑C基序的趋化因子(例如，CXCL10，也

称为干扰素γ诱导的蛋白质10或小的诱导型细胞因子B10)；白细胞介素细胞因子(例如，

IL‑4、IL‑12、IL‑18)；凝血素；抗凝血酶III片段；催乳素；由TNFSF15基因编码的蛋白质；骨

桥蛋白；乳腺丝抑蛋白；血管能抑素；增殖素相关蛋白。

在一个实施方案中，提供了用于确定对以下血管生成抑制剂中的一种或多种有反

应的可能性的方法：血管生成素‑1、血管生成素‑2、血管抑素、内皮抑素、血管形成抑制素、

血小板反应蛋白、钙网蛋白、血小板因子‑4、TIMP、CDAI、干扰素α、干扰素β、血管内皮生长因

子抑制剂(VEGI)meth‑1、meth‑2、催乳素、VEGI、SPARC、骨桥蛋白、乳腺丝抑蛋白、血管能抑

素、增殖素相关蛋白(PRP)、网状内皮系统刺激素(restin)、TSP‑1、TSP‑2、干扰素γ1β、

ACUHTR028、αVβ5、氨基苯甲酸钾、淀粉样蛋白P、ANG1122、ANG1170、ANG3062、ANG3281、

ANG3298、ANG4011、抗CTGF  RNAi、Aplidin、黄芪提取物与丹参和五味子、动脉粥样硬化斑块

阻断剂、Azol、AZX100、BB3、结缔组织生长因子抗体、CT140、达那唑、艾思瑞(Esbriet)、

EXC001、EXC002、EXC003、EXC004、EXC005、F647、FG3019、Fibrocorin、卵泡抑素、FT011、半乳

凝素‑3抑制剂、GKT137831、GMCT01、GMCT02、GRMD01、GRMD02、GRN510、Heberon  Alfa  R、干扰

素α‑2β、ITMN520、JKB119、JKB121、JKB122、KRX168、LPA1受体拮抗剂、MGN4220、MIA2、微小

RNA29a寡核苷酸、MMI0100、诺斯卡品、PBI4050、PBI4419、PDGFR抑制剂、PF‑06473871、
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PGN0052、Pirespa、Pirfenex、吡非尼酮、普利提环肽、PRM151、Px102、PYN17、PYN22与PYN17、

Relivergen、rhPTX2融合蛋白、RXI109、胰泌素、STX100、TGF‑β抑制剂、转化生长因子、β‑受

体2寡核苷酸、VA999260、XV615或其组合。

在又另一个实施方案中，血管生成抑制剂可以包括帕唑帕尼(Votrient)、舒尼替

尼(Sutent)、索拉非尼(Nexavar)、阿西替尼(Inlyta)、帕纳替尼(Iclusig)、凡德他尼

(vandetanib)(Caprelsa)、卡博替尼(Cometrig)、雷莫芦单抗(Cyramza)、瑞格拉非尼

(Stivarga)、阿柏西普(ziv‑aflibercept)(Zaltrap)、莫特塞尼(motesanib)或其组合。在

另一个实施方案中，血管生成抑制剂是VEGF抑制剂。在另外的实施方案中，该VEGF抑制剂是

阿西替尼、卡博替尼、阿柏西普(aflibercept)、布立尼布、tivozanib、雷莫芦单抗或莫特塞

尼。在又另外的实施方案中，血管生成抑制剂是莫特塞尼。

在一个实施方案中，本文提供的方法涉及确定受试者对血小板衍生生长因子

(PDGF)家族成员的拮抗剂(例如，抑制、减少或调节PDGF受体(PDGFR)的信号传导和/或活性

的药物)有反应的可能性。例如，在一个实施方案中，PDGF拮抗剂是抗PDGF适体、抗PDGF抗体

或其片段、抗PDGFR抗体或其片段、或小分子拮抗剂。在一个实施方案中，PDGF拮抗剂是

PDGFR‑α或PDGFR‑β的拮抗剂。在一个实施方案中，该PDGF拮抗剂是抗PDGF‑β适体E10030、舒

尼替尼、阿西替尼、索拉菲尼、伊马替尼、甲磺酸伊马替尼、尼达尼布、盐酸帕唑帕尼、帕纳替

尼、MK‑2461、多韦替尼、帕唑帕尼、crenolanib、PP‑121、替拉替尼、伊马替尼、KRN  633、CP 

673451、TSU‑68、Ki8751、amuvatinib、tivozanib、马赛替尼、二磷酸莫替沙尼、、多韦替尼二

乳酸、利尼伐尼(linifanib)(ABT‑869)。

在确定患者是否可能对血管生成抑制剂疗法有反应、或选择患者以接受血管生成

抑制剂疗法时，在一个实施方案中，向患者给予血管生成抑制剂。血管生成抑制剂可以是本

文所述的任何血管生成抑制剂。

免疫疗法

在一个实施方案中，本文提供了用于通过以下方式确定腺癌(AD)肺癌患者是否可

能对免疫疗法有反应的方法：确定从患者获得的样品的AD亚型、以及基于该AD肺癌亚型评

估患者是否可能对免疫疗法有反应。在另一个实施方案中，本文提供了通过以下方式选择

患有AD的患者进行免疫疗法的方法：确定来自患者的样品的AD亚型、以及基于该AD亚型选

择患者进行免疫疗法。可以使用本领域已知的对AD亚型分型的任何方法来进行从患者获得

的样品的AD亚型的确定。在一个实施方案中，从患者获得的样品先前已被诊断为AD，并且将

本文提供的方法用于确定该样品的AD亚型。先前的诊断可以是基于组织学分析。组织学分

析可以由一名或多名病理学家进行。在一个实施方案中，通过一组或一小组生物标记物或

其子集的基因表达分析以便产生表达谱来进行AD亚型分型。可以对从患者获得的肺癌样品

(例如，肺癌AD样品)进行基因表达分析，以便确定选自本文所述的可公开获得的肺癌数据

库和/或本文提供的表1的一种或多种生物标记物的存在、不存在或表达水平。AD亚型可以

选自下组，该组由以下组成：鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近

端增生型)。免疫疗法可以是本文提供的任何免疫疗法。在一个实施方案中，免疫疗法包括

给予一种或多种检查点抑制剂。该检查点抑制剂可以是本文提供的任何检查点抑制剂，如

例如靶向PD‑1、PD‑LI或CTLA4的检查点抑制剂。

如本文所公开，生物标记物小组或其子集可以是在任何一个或多个可公开获得的
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AD基因表达数据集中公开的那些。在一个实施方案中，该肺癌是AD，并且该生物标记物小组

或其子集是例如癌症基因组图集(TCGA)肺AD  RNAseq基因表达数据集(n＝515)。在一个实

施方案中，该肺癌是AD，并且该生物标记物小组或其子集是例如Shedden等人(Nat  Med 

2008；14(8):822‑827，将其内容通过引用以其整体并入本文)中公开的AD基因表达数据集

(n＝442)。在一个实施方案中，该肺癌是AD，并且该生物标记物小组或其子集是例如Tomida

等人(J  Clin  Oncol  2009；27(17):2793‑2799，将其内容通过引用以其整体并入本文)中公

开的AD基因表达数据集(n＝117)。在一个实施方案中，该肺癌是AD，并且该生物标记物小组

或其子集是例如Wilkerson等人(PLoS  One  2012；7(5):e36530，将其内容通过引用以其整

体并入本文)中公开的AD基因表达数据集(n＝116)。在一个实施方案中，该肺癌是AD，并且

该生物标记物小组或其子集是例如表1中公开的AD基因表达数据集。在一个实施方案中，该

肺癌是AD，并且该生物标记物小组或其子集是例如表1中公开的AD基因表达数据集与来自

可公开获得的AD表达数据集的一种或多种生物标记物的组合。在表2中，该表的第一列代表

用于区分末端呼吸单元(TRU)的生物标记物列表。该表的中间列代表用于区分近端增生型

(PP)的生物标记物列表。该表的最后一列代表用于区分近端炎症型(PI)的生物标记物列

表。在一些情况下，如表2中所示，可以将总共48种生物标记物用于AD亚型确定。对于每种AD

亚型，16种生物标记物中的8种可以是负相关基因，而8种可以是可以被选择作为特定AD亚

型的基因标签的正相关基因。

[0164] 在一些实施方案中，用于肺癌亚型分型(例如，AD亚型分型)的方法包括检测分类

器生物标记物组的表达水平。分类器生物标记物组可以是来自可公开获得的数据库的一组

生物标记物，如例如一个或多个TCGA肺AD  RNASeq基因表达数据集或本文提供的任何其他

数据集。在一些实施方案中，检测包括在核酸水平或蛋白质水平上的表1的所有分类器生物

标记物或本文提供的任何其他数据集。在另一个实施方案中，检测表1的单个分类器生物标

记物或表1的分类器生物标记物的子集或本文提供的任何其他数据集，例如，从约五种至约

二十种。在另一个实施方案中，检测表1的单个分类器生物标记物或表1的分类器生物标记

物的子集和/或本文提供的任何其他数据集，例如，从约16种至约48种。在另一个实施方案

中，检测表1的所有分类器生物标记物或本文提供的任何其他数据集。在另一个实施方案

中，检测表1的至少一种或所有分类器生物标记物与本文提供的任何其他AD数据集的一种

或多种分类器生物标记物的组合。例如使用对分类器生物标记物有特异性的引物和/或探

针、和/或类似物，可以通过任何合适的技术(包括但不限于RNA‑seq、逆转录酶聚合酶链反

应(RT‑PCR)、微阵列杂交测定、或另一种杂交测定(例如纳米串测定))来进行检测。在一些

情况下，可用于扩增方法(例如，RT‑PCR或qRT‑PCR)的引物是适合用于单独地或组合地与来

自本文提供的数据集的分类器基因结合的任何正向和反向引物。

在一个实施方案中，在如本文提供的确定肺癌亚型的方法中检测了在本文提供的

任何AD基因表达数据集(包括例如，针对AD肺样品的表1)中的从约1种至约5种、约5种至约

10种、从约5种至约15种、从约5种至约20种、从约5种至约25种、从约5种至约30种、从约5种

至约35种、从约5种至约40种、从约5种至约45种、从约5种至约50种、从约5种至约55种、从约

5种至约60种、从约5种至约65种、从约5种至约70种、从约5种至约75种、或从约5种至约80种

生物标记物。在另一个实施方案中，在如本文提供的确定肺癌亚型的方法中检测了来自本

文提供的AD基因表达数据集中的任何一个(包括例如针对AD肺样品的表1)的每种生物标记
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物。

在一个实施方案中，本文提供的方法还包括确定AD亚型中免疫激活的存在、不存

在或水平。可以通过创建表达谱或检测与从患者获得的样品(例如，肺癌样品)中的每种AD

亚型相关的先天性免疫细胞和/或适应性免疫细胞相关的一种或多种生物标记物的表达来

确定免疫细胞活化的存在或水平。在一个实施方案中，通过监测Bindea等人(Immunity 

2013；39(4)；782‑795，将其内容通过引用以其整体并入本文)的免疫细胞标签来确定与AD

亚型相关的免疫细胞活化。在一个实施方案中，该方法还包括测量单基因免疫生物标记物，

如例如CTLA4、PDCD1和CD274(PD‑LI)、PDCDLG2(PD‑L2)和/或IFN基因标签。与AD亚型相关的

免疫激活(先天性和/或适应性)的存在或可检测水平可以指示或预测具有所述AD亚型的患

者可以修改为免疫疗法。免疫疗法可以是用如本文提供的检查点抑制剂进行的治疗。在一

个实施方案中，AD的PI亚型具有免疫表达。在一个实施方案中，本文提供了一种用于检测从

患者获得的样品(例如，肺癌AD样品)中的本文提供的至少一种分类器生物标记物的表达的

方法，该方法还包括在所述样品中检测到如本文提供的免疫激活后给予免疫治疗剂。

在一个实施方案中，该方法包括确定肺癌AD样品的亚型并随后确定所述亚型的免

疫细胞活化的水平。在一个实施方案中，通过使用如本文所述的测序(例如，RNASeq)、扩增

(例如，qRT‑PCR)或杂交测定(例如，微阵列分析)确定一种或多种分类器生物标记物的表达

水平来确定亚型。该一种或多种生物标记物可以选自可公开获得的数据库(例如，TCGA肺AD 

RNASeq基因表达数据集或本文提供的任何其他可公开获得的AD基因表达数据集)。在一些

实施方案中，可以将表1的生物标记物用于特异性确定从患者获得的AD肺样品的亚型。在一

个实施方案中，通过测量免疫标记物的基因表达标签来确定免疫细胞活化的水平。可以在

用于对如本文所述的肺癌样品进行亚型分型的相同和/或不同样品中测量免疫标记物。可

以测量的免疫标记物可以包含先天性免疫细胞(IIC)和/或适应性免疫细胞(AIC)基因标

签、干扰素(IFN)基因标签、个体免疫标记物、主要组织相容性复合物II类(MHC  II类)基因

或其组合，由其组成或基本上由其组成。IIC和AIC两者的基因表达标签可以是本领域已知

的所述细胞类型的任何已知基因标签。例如，免疫基因标签可以是来自Bindea等人

(Immunity  2013；39(4)；782‑795)的那些。在一个实施方案中，用于在本文提供的方法中使

用的免疫标记物选自表4A和/或表4B。个体免疫标记物可以是CTLA4、PDCD1和CD274(PD‑

L1)。在一个实施方案中，用于在本文提供的方法中使用的个体免疫标记物选自表5。免疫标

记物可以是一种或多种干扰素(INF)基因。在一个实施方案中，用于在本文提供的方法中使

用的免疫标记物选自表6。免疫标记物可以是一种或多种MHCII基因。在一个实施方案中，用

于在本文提供的方法中使用的免疫标记物选自表7。在又另一个实施方案中，用于在本文提

供的方法中使用的免疫标记物选自表4A、表4B、表5、表6、表7、或其组合。
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表5.用于在本文提供的方法中使用的个体免疫标记物。

说　明　书 62/87 页

64

CN 116987790 A

64



*每个GenBank登录号是所列基因的代表性或示例性GenBank登录号，并且出于所

有目的将其通过引用以其整体并入本文。此外，每个列出的代表性或示例性登录号不应解

释为将权利要求限制为特定登录号。

表6.用于在本文提供的方法中使用的干扰素(IFN)基因。

*每个GenBank登录号是所列基因的代表性或示例性GenBank登录号，并且出于所

有目的将其通过引用以其整体并入本文。此外，每个列出的代表性或示例性登录号不应解

释为将权利要求限制为特定登录号。

表7用于在本文提供的方法中使用的MHC  II类基因。
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*每个GenBank登录号是所列基因的代表性或示例性GenBank登录号，并且出于所

有目的将其通过引用以其整体并入本文。此外，每个列出的代表性或示例性登录号不应解

释为将权利要求限制为特定登录号。

在一个实施方案中，在使用如本文提供的任何方法和分类器生物标记物小组或其

子集确定患者的AD肺癌亚型(单独或者组合确定如本文提供的一种或多种免疫细胞标记物

的表达)时，选择患者以用免疫治疗剂进行治疗或给予免疫治疗剂。该免疫治疗剂可以是检

查点抑制剂、单克隆抗体、生物反应调节剂、治疗性疫苗或细胞免疫疗法。

在另一个实施方案中，免疫治疗剂是检查点抑制剂。在一些情况下，提供了一种用

于确定对一种或多种检查点抑制剂有反应的可能性的方法。在一个实施方案中，该检查点

说　明　书 64/87 页

66

CN 116987790 A

66



抑制剂是PD‑1/PD‑LI检查点抑制剂。该PD‑1/PD‑LI检查点抑制剂可以是纳武单抗、派姆单

抗、阿特珠单抗(atezolizumab)、度伐单抗、拉立珠单抗(lambrolizumab)或阿维鲁单抗

(avelumab)。在一个实施方案中，该检查点抑制剂是CTLA‑4检查点抑制剂。该CTLA‑4检查点

抑制剂可以是伊匹单抗(ipilimumab)或tremelimumab。在一个实施方案中，该检查点抑制

剂是检查点抑制剂的组合，如例如，与一种或多种CTLA‑4检查点抑制剂组合使用的一种或

多种PD‑1/PD‑LI检查点抑制剂的组合。

在一个实施方案中，免疫治疗剂是单克隆抗体。在一些情况下，提供了一种用于确

定对一种或多种单克隆抗体有反应的可能性的方法。单克隆抗体可以针对肿瘤细胞或针对

肿瘤产物。单克隆抗体可以是帕尼单抗、马妥珠单抗、necitumunab、曲妥珠单抗、阿麦妥昔

单抗(amatuximab)、贝伐单抗、雷莫芦单抗、巴维昔单抗、patritumab、rilotumumab、西妥昔

单抗、immu‑132或登西珠单抗(demcizumab)。

在又另一个实施方案中，免疫治疗剂是治疗性疫苗。在一些情况下，提供了一种用

于确定对一种或多种治疗性疫苗有反应的可能性的方法。该治疗性疫苗可以是肽或肿瘤细

胞疫苗。该疫苗可以靶向MAGE‑3抗原、NY‑ESO‑1抗原、p53抗原、存活素抗原或MUC1抗原。治

疗性癌症疫苗可以是GVAX(GM‑CSF基因转染的肿瘤细胞疫苗)、belagenpumatucel‑L(用

TGF‑β2反义质粒修饰的四个经辐射的NSCLC细胞系制备的同种异体肿瘤细胞疫苗)、MAGE‑

A3疫苗(由MAGE‑A3蛋白和佐剂AS15构成)、(l)‑BLP‑25抗MUC‑1(靶向肿瘤细胞上表达的

MUC‑1)、CimaVax  EGF(由与载体蛋白质偶联的人重组表皮生长因子(EGF)构成的疫苗)、WT1

肽疫苗(由四个维尔姆斯(Wilms)肿瘤抑制基因类似物肽构成)、CRS‑207(编码人间皮素的

活减毒单核细胞增多性李斯特菌载体)、Bec2/BCG(诱导抗GD3抗体)、GV1001(靶向人端粒酶

逆转录酶)、tergenpumatucel‑L(由经遗传修饰以包括免疫系统对其强烈反应的小鼠基因

的人肺癌细胞构成)、TG4010(靶向MUC1抗原)、racotumomab(模仿在多种人类癌症上表达的

NGcGM3神经节苷脂的抗独特型抗体)、tecemotide(脂质体BLP25；由MUC1的串联重复区域制

成的基于脂质体的疫苗)或DRibbles(由九种癌症抗原加TLR佐剂制成的疫苗)。

在一个实施方案中，免疫治疗剂是生物反应调节剂。在一些情况下，提供了一种用

于确定对一种或多种生物反应调节剂有反应的可能性的方法。该生物反应调节剂可能引发

炎症，如例如PF‑3512676(CpG  7909)(toll样受体9激动剂)、CpG‑ODN  2006(下调Treg)、卡

介苗(Bacillus  Calmette‑Guerin，BCG)、母牛分枝杆菌(SRL172)(现在经常作为佐剂进行

测试的非特异性免疫刺激剂)。该生物反应调节剂可以是细胞因子疗法，如例如IL‑2+肿瘤

坏死因子α(TNF‑α)或干扰素α(诱导T细胞增殖)、干扰素γ(诱导肿瘤细胞凋亡)或Mda‑7

(IL‑24)(Mda‑7/IL‑24诱导肿瘤细胞凋亡并抑制肿瘤血管生成)。该生物反应调节剂可以是

集落刺激因子，如例如粒细胞集落刺激因子。该生物反应调节剂可以是多模式效应物，如例

如多靶VEGFR：沙利度胺及类似物如来那度胺和泊马度胺、环磷酰胺、环孢菌素、地尼白介素

(denileukin  diftitox)、talactoferrin、trabecetedin或全反式视黄酸。

在一个实施方案中，免疫疗法是细胞免疫疗法。在一些情况下，一种用于确定对一

种或多种细胞治疗剂有反应的可能性的方法。细胞免疫治疗剂可以是树突细胞(DC)(离体

产生的负载肿瘤抗原的DC疫苗)、T细胞(离体产生的淋巴因子激活的杀伤细胞；细胞因子诱

导的杀伤细胞；活化的T细胞；γδT细胞)或自然杀伤细胞。

在一些情况下，AD的特定亚型具有不同水平的免疫激活(例如，先天性免疫力和/
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或适应性免疫力)，使得具有升高的或可检测的免疫激活(例如，先天性免疫力和/或适应性

免疫力)的亚型被选择以接受用本文所述的一种或多种免疫治疗剂进行的治疗。在一个实

施方案中，与其他AD亚型或肺癌亚型相比，AD的PP亚型具有低的免疫激活(例如，先天性免

疫力和/或适应性免疫力)。在一些情况下，AD的特定亚型具有高水平或升高水平的免疫激

活。在一些情况下，与其他AD亚型或肺癌亚型相比，AD的PI亚型具有升高水平的免疫激活

(例如，先天性免疫力和/或适应性免疫力)。在一个实施方案中，不选择具有低水平免疫激

活或无免疫激活(例如，先天性免疫力和/或适应性免疫力)的AD亚型用于接受用本文所述

的一种或多种免疫治疗剂进行的治疗。

检测方法

在一个实施方案中，本文提供的方法和组合物允许检测从受试者获得的肺癌样品

(例如，腺癌肺癌样品)中的至少一种核酸。该至少一种核酸可以是本文提供的分类器生物

标记物。在一个实施方案中，使用本文提供的方法和组合物检测的该至少一种核酸选自表

1。在一个实施方案中，检测从受试者获得的肺癌样品中的一种或多种核酸(例如，分类器生

物标记物)的方法包括使用本文提供的任何方法测量至少一种或多种生物标记物的表达水

平，基本上由其组成或由其组成。该生物标记物可以选自表1。在一些情况下，该多种生物标

记物核酸包含表1中的至少两种生物标记物核酸、至少8种生物标记物核酸、至少16种生物

标记物核酸、至少24种生物标记物核酸、至少32种生物标记物核酸或所有48种生物标记物

核酸，基本上由其组成或由其组成。该检测可以是在核酸水平。该检测可以通过使用本文公

开的任何扩增、杂交和/或测序测定。

在另一个实施方案中，本文提供的方法和组合物允许检测从受试者获得的肺癌样

品(例如，腺癌肺癌样品)中的至少一种核酸或多种核酸，使得该至少一种核酸或该多种核

酸选自表1中列出的生物标记物；并且允许从一组生物标记物中检测至少一种生物标记物，

该生物标记物的存在、不存在和/或表达水平指示免疫激活。用于指示免疫激活的一组生物

标记物可以是适应性免疫细胞(AIC)(例如，表4A)和/或先天性免疫细胞(IIC)(例如，表4B)

的基因表达标签、个体免疫生物标记物(例如，表5)、干扰素基因(例如，表6)、主要组织相容

性复合物II类(MHC  II)基因(例如，表7)或其组合。IIC和AIC两者的基因表达标签可以是本

领域已知的任何基因标签，如例如Bindea等人(Immunity  2013；39(4)；782‑795)中列出的

基因标签。该检测可以是在核酸水平。该检测可以通过使用本文公开的任何扩增、杂交和/

或测序测定。

试剂盒

可以进一步提供用于实践本发明的方法的试剂盒。“试剂盒”可以涵盖包含用于特

异性检测本发明的生物标记物的表达的至少一种试剂(例如，抗体、核酸探针或引物等)的

任何制品(例如，包装或容器)。该试剂盒可以作为用于执行本发明方法的单元进行促销、分

发或销售。另外，该试剂盒可以包含描述该试剂盒及其使用方法的包装说明书。

在一个实施方案中，提供了用于实践本发明方法的试剂盒。此类试剂盒与手动和

自动免疫细胞化学技术(例如，细胞染色)兼容。这些试剂盒包含针对感兴趣的生物标记物

的至少一种抗体、用于检测与生物标记物结合的抗体的化学品、复染剂和任选地上蓝剂(以

促进阳性染色细胞的鉴定)。检测抗原‑抗体结合的任何化学品都可以用于本发明的实践

中。该试剂盒可以包含至少2种、至少3种、至少4种、至少5种、至少6种、至少7种、至少8种、至
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少9种、至少10种、或更多种抗体，用于在本发明的方法中使用。

实施例

通过参考以下实施例来进一步展示本发明。但是，应注意的是这些实施例，像以上

所述的实施方案一样，是说明性的并且不以任何方式构成对本发明范围的限制。

实施例1‑肺腺癌内在亚型之间的免疫细胞活化差异和与CD274(PD‑L1)表达的可

变相关性。

介绍

基于基因表达的肺腺癌(AD)亚型分型将AD肿瘤分类为具有不同生物学和临床特

征的不同亚型。基于基因表达的亚型分型一致地鉴定了3种不同的肺AD生物学类型：末端呼

吸单元型(TRU)(以前为支气管型)、近端增生型(PP)(以前为巨型)和近端炎症型(PI)(以前

为鳞状型)(1,2)(参见图1)。AD亚型展示了基因组改变、肿瘤驱动因素、预后以及可能对各

种疗法的反应的关键差异(1‑2)。

方法

使用以前公布的Bindea等人(3)免疫细胞基因标签(总共24种)和AD亚型分型基因

表达标签(1‑2)，针对与AD亚型相关的免疫细胞特征检测了几个可公开获得的肺AD数据集

(2,4和5)和1个最近收集的基因表达数据集(参见图2)。对按照亚型的免疫差异的这种研究

使用了来自Bindea等人[3]的24种免疫细胞基因标签，该24种免疫细胞基因标签的每种标

签都有不同数量的基因并被分类为适应性或先天性免疫细胞标签(参见表4A‑表4B)。适应

性免疫细胞(AIC)标签(表4A)包括T细胞、中枢记忆T细胞(Tcm)、效应记忆T细胞(Tem)、T辅

助细胞(Th)、1型T辅助细胞(Th1)、2型T辅助细胞(Th2)、T滤泡辅助细胞(Tfh)、T辅助17细胞

(Th17)、T调节细胞(Treg)、γδT细胞(Tgd)、CD8  T细胞、细胞毒性T细胞、B细胞，并且先天性

免疫细胞(IIC)标签(表4B)包括自然杀伤(NK)、NK  CD56暗细胞、NK  CD56亮细胞、树突细胞

(DC)、未成熟树突细胞(iDC)、树突细胞(pDC)、活化树突细胞(aDC)、肥大细胞、嗜酸性粒细

胞、巨噬细胞和嗜中性粒细胞。除了先天性免疫细胞(IIC)和适应性免疫细胞(AIC)两者的

基因表达标签以外，在3种AD亚型(TRU、PP和PI)中还检测了13种基因IFN标签(IFN；表6)、13

种基因MHC  II类标签得分(Forero[6]；表7)以及表5中的单基因免疫生物标记物(CTLA4、

PDCD1、CD274(PD‑L1)、和PDCDLG2(PD‑L2))。

AD数据集包括如上所述的几种可公开获得的肺癌基因表达数据集和新收集的福

尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)肺肿瘤样品(n＝88)的腺癌数据集。新收集的AD数据集的88

个福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)样品是在北卡罗来纳大学教堂山分校(University  of 

North  Carolina  at  Chapel  Hill，UNC‑CH)根据批准的IRB方案收集的存档残留肺肿瘤样

品。在RNA提取之前，宏观切开FFPE样品切片(3个10um切片)。使用Illumina’s的RNA‑Access

试剂盒(San  Diego,CA)以100ng/样品的输入进行转录组富集的RNAseq。使用hg19作为参考

比对序列数据，并使用cufflinks构建转录组(Trapnell2010)。使用cuff  compare来注释转

录组并计算基因表达计数。

对于AD，使用4个已公布的和1个最近收集的肺腺癌样品的基因表达数据集(即

GeneCentric表达数据集)，总共1278个患者样品。已公布的数据集包括TCGA[2]、Shedden等

人[4]、Tomida等人[5]、和Wilkerson等人[1]，源自新鲜冷冻样本。GeneCentric表达数据集
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源自于福尔马林固定的石蜡包埋(FFPE)样本。对于TCGA，从Firehose下载上四分位数归一

化RSEM数据并进行log2变换。来自Shedden等人[4]的Affymetrix  Cel文件从caIntegrator

网站下载，并使用R中的Affy包生成强大的多阵列平均表达量度。对于Tomida等人[5]

(GSE13213)和Wilkerson等人[1](GSE26939)，从Gene  Expression  Omnibus(GEO)网站下载

归一化的Agilent阵列数据。

为了确定腺癌亚型(TRU、PP和PI)，使用如先前在Wilkerson等人[1]中所述的公布

的506种基因最近质心分类器。在标签中的基因中值中心之后，为每个样品分配对应于与其

最大相关的质心的亚型。(皮尔逊)

使用腺癌的TCGA数据，通过绘制成对Spearman秩相关系数的矩阵来评估30种标记

物之间的相关性，其中标记物通过分级聚类排序(参见图4)。为了按照亚型研究总体免疫标

记物趋势，绘制表达热图，其中样品按亚型排列并且标记物根据Bindea等人[3]中的排序进

行分组(参见图3)。为了评价亚型之间免疫标记物差异的再现性，针对每个数据集按照亚型

绘制归一化T细胞标签(参见图5)。

使用线性回归评价免疫细胞标签与肿瘤亚型和与CD274表达的关联。更具体地，为

了评估亚型作为免疫标记物预测因子相对于PD‑L1的预测因子的预测强度，在TCGA数据集

中拟合每个标签用亚型作为唯一预测因子和再用PD‑L1作为唯一预测因子的线性回归模

型。PD‑L1表达被视为低/中/高分类变量，其在每组中具有相等比例。检查当亚型是预测因

子时调整的R平方相对于当PD‑L1是预测因子时调整的R平方的散点图的总体趋势(参见图

6)。

使用来自TCGA腺癌的补充信息(Lawrence  2013)中可获得的每Mb数据的非沉默突

变负荷，分别使用Kruskal  Wallis检验和Spearman相关系数研究突变负荷‑T细胞表达的关

联。对于TCGA腺癌，从Firehose下载STK11  CNV和突变状态，并使用Fisher精确检验评价

STK11失活‑亚型的关联。这里，当一个样品被报告为已缺失和/或已突变时，它被称作失活

的。为了测试AD中的STK11在针对亚型调整后是否显示关联的证据，将T细胞表达的线性模

型与AD中的失活的STK11作为唯一预测因子拟合，并且在针对亚型调整后再次拟合。

使用Kruskal‑Wallis检验研究亚型和免疫标签与13种基因MHC  II类标签的关联

[Forero[6]；表7](计算为列表(表7)中的所有基因的平均值)。对于免疫标签‑MHC  II类关

联，计算Spearman相关系数。

还分析了免疫标签的分级聚类和成对标签相关性。使用分层cox比例风险模型评

价第I‑III阶段样品的存活标签关联，从而允许每个数据集中的不同基线风险。更具体地，

使用Cox比例风险模型，在每种亚型内对TCGA数据集中的免疫标记物‑存活关联进行总体和

单独测试。将免疫标记物集中并按比例缩放以具有平均值0和方差1，并且排除第IV阶段患

者。针对阶段调整的特定亚型内的评价，并针对阶段和亚型调整总体评价。制作显示每种标

签的风险比和置信区间的森林图(参见图7A和图7B)。使用R  3 .2 .0软件(http://www .R‑

project.org)进行所有统计分析。

结果

免疫细胞基因标签的热图分析和无监督分级聚类提供了AD的内在亚型的分离(参

见图3和图4)。对免疫细胞基因标签(AIC和IIC两者)以及个体免疫基因标记物的检测揭示

了AD亚型之间的明显差异(参见图3)。在AD中，对于所检测的大多数细胞类型，PP亚型中的
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免疫表达始终较低。大多数T细胞的表达在TRU和PI中相似，但是可以通过在TRU亚型中一些

先天性免疫细胞(树突细胞、NK  CD56亮细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞)和几种适应性免疫

细胞(B细胞、TFH、Tcm、Th17、CD8  T细胞)的更高表达在TRU与PI之间作出区分，然而PI亚型

显示出Th1和Th2、Treg、细胞毒性T细胞和NKCD56暗细胞的更高表达(可以在图18中找到按

照AD亚型的所有免疫细胞和标记物的箱形图)。免疫疗法靶向CTLA4和CD274(PD‑L1)，证明

在多个数据集中在PI亚型中的表达始终较高(箱形图补充图18)。在PP肿瘤中，相对于其他

AD，适应性免疫细胞和先天性免疫细胞表达以及免疫疗法靶标表达都被抑制。(图18)。

总体而言，免疫激活在AD的PI亚型中最为突出，证明了先天性免疫细胞和适应性

免疫细胞的激活。相反，AD的PP亚型表现出较低的免疫激活。

使用分级聚类，相关性矩阵揭示了适应性免疫细胞和先天性免疫细胞的聚类(参

见图4)。在AD中，适应性免疫特征例如T细胞、细胞毒性细胞、CD8细胞、Th1细胞、PDCD1、

CTLA4和Treg具有高的成对相关性，并且类似地，对于先天性免疫细胞(包括iDC、DC、巨噬细

胞、嗜中性粒细胞、肥大细胞和嗜酸性粒细胞)是相关的(图4)。

与AD亚型相比，进行了CD274(PD‑L1)表达与适应性免疫细胞标签的关联强度分

析。如图6中所示，对于AD亚型，关联强度(调整的R平方)是混合的，表明对于一些细胞(B细

胞、T细胞、Th1、Treg、细胞毒性细胞、T辅助细胞、Tem、Tgd)CD274关联更大，而对于其他细胞

(TFH、Th2、CD8、Th17和Tcm)AD亚型关联更大。

免疫细胞标签主要在TCGA数据集中评价，然而发现如通过免疫细胞标签测量的，

AD亚型免疫差异在多个数据集中是非常可再现的(参见图5)。AD亚型中的T细胞免疫细胞标

签表达亚型差异在多个基因表达数据集中具有显著的可再现性，该基因表达数据集源自冷

冻样品和FFPE样品两者并且涉及多个基因表达平台包括RNAseq(Illumina,San  Diego,CA)

和来自Affymetrix(Santa  Clara ,CA)和Agilent(Santa  Clara ,CA)两者的微阵列。总体而

言，免疫细胞标签基因表达模式在多个AD(参见图5)数据集中是一致的。

TCGA  AD数据中的非沉默突变负荷按照亚型而不同，PI显示负荷最高，而TRU负荷

最低(图19)。富含TP53突变的PI亚型与免疫细胞表达升高相关联，然而，尽管具有相对高的

免疫表达，TRU具有最低的突变负荷。在AD数据集中，突变负荷与T细胞免疫细胞表达不强烈

相关(在AD中Spearman相关性＝‑0.07)。

几个其他基因组特征例如AD中STK11的缺失(Cao[7],Shabath[8],Koyama[9])已

被认为是NSCLC中免疫应答降低的可能原因。在低免疫应答腺癌PP亚型中富含STK11失活。

AD中的STK11失活与较低的免疫细胞表达相关，然而在使用线性回归针对亚型调整之后，

STK11不是显著的预测因子(在针对亚型调整后AD中的STK11  p＝0.0007至p＝0.43)。

使用公布的13种基因MHC  II类标签(Forero[6])研究AD肺癌中的免疫细胞表达与

MHC  II类基因的关联。MHC  II类基因表达与AD中的几种免疫细胞强烈相关，包括T细胞表达

(AD中的Spearman相关性＝0.66)、B细胞表达(AD中的Spearman相关性＝0.5)和DC表达(AD

中的Spearman相关性＝0.69)。在肿瘤邻近正常肺组织中的MHC  II类基因表达与肿瘤相比

显著更高，并且在肿瘤亚型中差异表达(图19)。在作为T细胞免疫细胞表达预测因子的MHC 

II类标签的线性模型中，在针对AD亚型调整后MHC  II类仍然显著(对于MHC  II，p<1E‑50)。

使用cox比例风险模型，计算增加一个表达单位的亚型特异性风险比(HR)。针对病

理阶段调整亚型特异性HR，并计算置信区间(CI)。在图7A‑图7B中显示了对于至少一种亚型
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显著(标称p值<0.05)的标记物的风险比和置信区间。在图7A‑图7B中显示了针对一种或多

种亚型显示显著存活关联的细胞标签或基因的HR和CI。对于AD亚型，许多先天性性和适应

性免疫细胞、CD274(PD‑L1)MHC  II类标签和CTLA4的表达的单位增加与AD的PI亚型中的存

活改善显著相关，但在其他亚型中没有显著相关(图7A‑图7B)。总体而言，免疫细胞标签的

存活分析表明T辅助17和T滤泡辅助免疫细胞预测AD中的存活改善(p<0.001)(参见图7A‑图

7B)。

结论

肺AD基因表达亚型在其免疫景观方面不同。AD的内在生物学亚型揭示了免疫细胞

活化的关键差异，其不总是与CD274表达相关并且展现出与存活的可变关联。AD  PP亚型显

示出最小的免疫浸润(抑制的免疫细胞表达)，表明对immunoRX的应答降低。AD  PI亚型显示

出与改善的存活相关的免疫特征表达。此外，非沉默突变负荷与亚型之间的免疫细胞表达

不相关；然而，MHC  II类基因表达高度相关。增加的免疫和MHC  II基因表达与AD的TRU和PI

亚型的存活改善相关。

通过引用并入

出于所有目的，以下参考文献通过引用以其整体并入。

1.)Wilkerson  MD,et  al.PLoS  One  2012；7(5):e36530.PMID  22590557

2.)TCGA  Lung  AdenoC.Nature  2014；511(7511):543‑550.PMID  25079552

3.)Bindea  et  al.,Immunity  2013；39(4):782‑95.PMID  24138885

4.)Shedden  K.et  al.Nat  Med  2008；14(8):822‑827.PMID  18641660

5.)Tomida  S,et  al.J  Clin  Oncol  2009；27(17):2793‑99.PMID  19414676

6 .)Forero  A ,Li  Y ,Dongquan  C ,et  al .Expression  of  the  MHC  class  II 

pathway  in  triple  negative  breast  cancer  tumor  cells  is  associated  with  a 

good  prognosis  and  infiltrating  lymphocytes.Cancer  Immunol  Res  2016；4(5):390‑

399.

7.)Cao  C,Gao  R,Zhang  M,er  al.Role  of  LKB1‑CRTC1  on  glycosylated  COX‑

2and  response  yto  COX‑2inhibition  in  lung  cancer.J  Natl  Cancer  Inst.2015；107

(1):1‑11.

8 .)Shabath  MB ,Welsh  EA ,Fultp  WJ ,et  al .Differential  association  of 

STK11  and  TP53  with  KRAS  mutation‑associated  gene  expression,proliferation,

and  immune  surveillance  in  lung  adenocarcinoma.Oncogene.2015:1‑8.

9 .)Koyama  S ,Akbey  EA ,Li  Y ,et  al .STK11/LKB1  deficiency  promotes 

neutrophil  recruitment  and  proinflammatory  cytokine  production  to  suppress  T‑

cell  activity  in  the  lung  tumor  microenvironment.Cancer  Res  2016；76(5):999‑

1008.

实施例2‑肺腺癌亚型分型标签的开发和验证

背景

几项基因组研究已经证明了在其基因组谱(包括基因表达、突变谱和拷贝数目变

化)方面可能有差异的三种不同的内在肺腺癌亚型[1‑3]。三种生物学AD亚型TRU、PP和PI不

仅在其基因组特征上不同，而且在临床特征方面也显示出潜在的重要差异[1‑4]。AD的基因
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表达亚型可以显示出在肿瘤分化、远端复发的可能性、阶段特异性存活、潜在的肿瘤驱动因

子和炎症反应方面的显著差异[1‑4]，并且可能不容易通过基于标准形态学的技术(显微镜

和免疫组织化学)区分。还提出了对化学疗法[2]、培美曲塞[5]和/或EGFR抑制剂疗法的潜

在反应差异[2]。在末端呼吸单元(TRU)亚型中证实了EGFR过表达的富集[2,3]。与LKB1/

STK11缺失结合的更高的KRAS突变频率，更可能发生在近端增生(PP)亚型中[2,3]。TP53突

变和免疫基因激活是近端炎症(PI)亚型的标志[2‑4]。初步数据可能证明TRU亚型中对EGFR

抑制剂的反应增强、PP亚型中对化学疗法的反应增强、TRU亚型中的培美曲塞反应增强、以

及PI亚型中对免疫疗法的潜在反应的可能性[2‑6]。新兴数据表明，按照基因表达亚型的AD

分类可以提供有价值的信息，从而补充药物靶标突变检测并为肺癌患者管理提供信息。

目的

肺腺癌(AD)亚型分型主要限于如下研究方案，该研究方案涉及：从新鲜冷冻肺肿

瘤中提取RNA，随后使用超过500种基因的定量基因表达来应用最近质心(nearest 

centroid)预测因子。尽管有腺癌亚型分型的预后和预测益处的证据，但是对新鲜冷冻组织

的需求，需要>500种基因的基因表达结合复杂的生物信息学分析，阻碍了AD亚型分型在药

物开发和/或临床中的应用。这项研究的目的是开发用于区分腺癌的三种亚型(末端呼吸单

元型(TRU)，以前称为支气管型；近端增生型(PP)，以前称为巨型；和近端炎症型(PI)，以前

称为鳞状型)的稳健而有效的基因标签(需要较少的基因)。新的有效基因标签可以用于从

新鲜冷冻或FFPE肿瘤样品中可靠地对AD亚型分型，使其适用于使用任何可获得的定量RNA

平台(qRT‑PCR、RNAseq、Affymetrix或Agilent阵列)进行诊断应用和/或药物开发。用于区

分腺癌亚型的48种基因标签的开发如本文的方法部分中所述进行。

方法

使用515个肺腺癌癌症基因组图集(TCGA)RNAseq数据集用于训练和506种基因分

类器用于定义金标准亚型，开发了48种基因标签，其在应用于几个独立测试集时保持低错

误分类率。从标准的506种分类器基因开始，使用至最近质心阵列分类(CLaNC)[7]算法加以

修改用于对每种亚型选择相等数量的负相关基因和正相关基因。使用TCGA肺腺癌数据集进

行基于5折交叉验证曲线选择包括在标签中的基因的最佳数目(每种亚型16个)(参见图8)。

图9中显示了用于训练预测因子的原型样品的选择，其中为了获得48种基因的最终列表，将

CLaNC应用于整个TCGA数据集减去20％的具有最低金标准亚型预测强度的样品，从每种亚

型中去除相等数量(图9)。然后在几个新鲜冷冻公开可获得的阵列和RNAseq数据集[2,8,9]

中测试48种基因标签，并将结果与如由先前公布的506种基因标签[2]定义的金标准亚型称

谓进行比较。然后在存档的FFPE腺癌样品的新收集的RNAseq数据集中进行48种基因标签

(表1)的最终验证，以确保在FFPE样品中具有可比的性能。

为了验证所选的48种基因标签的一致性能，新收集的FFPE样品是肺腺癌(AD)残留

存档样品(主要是手术样品)，这些样品是在北卡罗来纳大学教堂山分校(NC)的IRB批准方

案下收集的。由病理学家审查样品的肿瘤细胞，并且在提取之前宏观切开三个10μm组织切

片以富集肿瘤细胞。将RNA定量并且每个样品输入100ng。使用Illumina  RNA‑Access试剂盒

构建富集转录组的测序文库。通过使用BA分析仪对测序文库进行质量控制，并使用qPCR进

行定量。在Illumina  RNA‑Access平台(50bp  PE，20‑30百万读数)上生成序列数据，并且通

过使用fastQC进行质量控制。使用STAR比对器将序列结果与hg19参考序列比对，并使用
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Cufflinks构建转录组[10]。使用cuff  compare来注释转录组并计算各种表达基因的计数。

根据癌症基因组图集肺腺癌分析中使用的方法，将RSEM表达计数估计值进行上四分位数归

一化和log2转化[3,11]。

结果

表2中显示了该研究中开发的48种基因标签基因列表，而每个AD亚型的48种基因

标签基因列表的T统计量可以在表1中找到。分别在图10、图11和图12中显示了为每种AD亚

型(支气管型、巨型、鳞状型)选择的16种基因的中值基因表达。在图13中显示了使用48种基

因标签的亚型称谓与在几个不同的测试数据集中公布的506种基因标签亚型称谓的一致

性。新开发的48种基因标签表明在新收集的FFPE数据集中的一致性为0.84，并且在其他3个

新鲜冷冻的测试数据集中为0.79‑0.92的范围。以下是测试数据集、RNA平台类型和所使用

的腺癌样品数目的汇总。

参考文献 RNA平台 腺癌样品

TCGA腺癌 RNAseq 515

Shedden等人 Affymetrix阵列 442

Tomida等人 Agilent阵列 117

新收集的UNC  FFPE样品 RNAseq 88

结论

描述了用于AD亚型分型的有效的48种基因标签的开发和验证。当应用于几个独立

的测试集时，所得的48种基因标签保持低错误分类率。因此，新标签从新鲜冷冻或FFPE肿瘤

样品中可靠地对AD进行亚型分型，并且可以使用从包括RNAseq和阵列在内的各种平台生成

的基因表达数据可靠地执行。

通过引用并入

出于所有目的，以下参考文献通过引用以其整体并入。

1.)Hayes  DN ,Monti  S ,Parmigiani  G ,et  al .Gene  expression  profiling 

reveals  reproducible  human  lung  adenocarcinoma  subtypes  in  multiple 

independent  patient  cohorts.J  Clin  Oncol  2006.24(31):5079‑5090.

2.)Wilkerson  M,Yin  X,Walter  V,et  al.Differential  pathogenesis  of  lung 

adenocarcinoma  subtypes  involving  sequence  mutations,copy  number,chromosomal 

instability ,and  methylation .PLoS  ONE .2012；7(5)e36530 .Doi:10 .1371/

journal.pone.0036530.

3 .)Cancer  Genome  Atlas  Research  Network .Comprehensive  molecular 

profiling  of  lung  adenocarcinoma.Nature  511.7511(2014):543‑550.

4.)Ringner  M,Jonsson  G,Staaf  J.Prognostic  and  Chemotherapy  Predictive 

Value  of  Gene‑Expression  Phenotypes  in  Primary  Lung  Adenocarcinoma .Clin 

Cancer  Research  2016；22(1):218‑29.

5.)Fennell  DA,Myrand  SP,Nguyen  TS,Ferry  D,Kerr  KM,et  al.Association 

between  Gene  Expression  Profile  and  Clinical  Outcome  of  Pemetrexed‑Based 

Treatment  in  Patients  with  Advanced  Non‑Small  Cell  Lung  Cancer:Exploratory 

Results  from  a  Phase  II  study.PLOS  one  2014；September14  9(9):e107455.
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6 .)Skoulidis  F ,Byers  LA ,Diao  L ,Papadimitrakopoulou  VA ,Tong  P ,et 

al.Co‑occuring  genomic  alterations  define  major  subsets  of  KRAS‑mutant  lung 

adenocarcinoma  with  distinct  biology ,immune  profiles ,and  therapeutic 

vulnerabilities.Cancer  Discov  2015；Aug  5(8):860‑77.

7 .)Dabney  AR .ClaNC:Point‑and‑click  software  for  classifying 

microarrays  to  nearest  centroids.Bioinformatics.2006；22:122–123.doi:10.1093/

bioinformatics/bti756

8 .)Shedden  K ,Taylor  JMG ,Enkemann  SA ,et  al .Gene  expression‑based 

survival  prediction  in  lung  adenocarcinoma:a  multi‑site ,blinded  validation 

study:director’s  challenge  consortium  for  the  molecular  classification  of 

lung  adenocarcinoma.Nat  Med  2008.14(8):822‑827.doi:10.1038/nm.1790.

9 .)Tomida  S ,Takeuchi  T ,Shimada  Y ,Arima  C ,Maatsuo  K ,et  al .Relapse‑

Related  Molecular  Signature  Identifies  Patients  With  Dismal  Prognosis.J  Clin 

Oncol  2009；27(17):2793‑99.

10.)Trapnell  C,Williams  BA,Pertea  G,Mortazavi  A,Kwan  G,van  Baren  MJ,

et  al.Transcript  assembly  and  quantification  by  RNA‑Seq  reveals  unannotated 

transcripts  and  isoform  switching  during  cell  differentiation .Nature 

biotechnology  2010；28(5):511‑5.

11 .)Li  B,and  Dewey  CN .RSEM:accurate  transcript  quantification  from 

RNA‑Seq  data  with  or  without  a  reference  genome.BMC  Bioinformatics  2011,12:

323doi:10.1186/1471‑2105‑12‑323

实施例3‑如使用来自实施例2的肺腺癌亚型分型48种基因标签所确定的肺腺癌内

在亚型之间的免疫细胞活化差异。

方法

使用以前公布的Bindea等人(3)免疫细胞基因标签(总共24种)和和实施例2中描

述的用于对AD亚型分型的肺AD亚型分型基因标签，针对与如使用实施例2中描述的肺AD基

因标签所确定的AD亚型相关的免疫细胞特征检测了几个可公开获得的肺AD数据集(1‑2,4‑

5；参见图2)。在3种AD亚型(TRU、PP和PI)中检测了先天性免疫细胞(IIC)和适应性免疫细胞

(AIC)两者的基因表达标签、13种基因IFN标签(IFN)、以及单基因免疫生物标记物(CTLA4、

PDCD1、以及CD274(PD‑L1)、PDCDLG2(PD‑L2))。使用线性回归评价免疫细胞标签与肿瘤亚型

和与CD274表达的关联。还分析了免疫标签的分级聚类和成对标签相关性。使用分层cox比

例风险模型评价第I‑III阶段样品的存活标签关联，从而允许每个数据集中的不同基线风

险。

结果

使用实施例2的TCGA  AD数据集和48种基因AD亚型分型标签，免疫细胞基因标签的

热图分析和无监督分级聚类以与实施例1中观察到的相似的方式提供AD的内在亚型的分离

(参见图3和图14)。此外，与在实施例1中观察到的相似，免疫细胞标签基因表达模式在多个

AD(参见图15)数据集中是一致的(参见图5)。与AD亚型相比，进行了CD274(PD‑L1)表达与适

应性免疫细胞标签的关联强度分析。如图16中所示(像实施例1的图6中一样)，对于AD亚型，
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关联强度(调整的R平方)是混合的，表明对于一些细胞(B细胞、T细胞、Th1、Treg、细胞毒性

细胞、T辅助细胞、Tem、Tgd)CD274关联更大，而对于其他细胞(TFH、Th2、CD8、Th17和Tcm)AD

亚型关联更大。如在实施例1中，免疫激活在AD的PI亚型中最突出，而AD的PP亚型表现出较

低的免疫激活，并且AD亚型和CD274表达类似地预测AIC表达(参见图6和图16)。

使用cox比例风险模型，计算增加一个表达单位的亚型特异性风险比。针对病理阶

段调整亚型特异性HR，并计算置信区间。在图17中显示了针对一种或多种亚型显示显著存

活关联的细胞标签或基因的HR和CI。对于AD亚型，像在实施例1中一样，许多先天性性和适

应性免疫细胞、CD274(PD‑L1)和CTLA4的表达的单位增加与AD的PI亚型中的存活改善显著

相关，但在其他亚型中没有显著相关(参见图7A‑图7B和图17)。总体而言，像实施例1中一

样，免疫细胞标签的存活分析表明T辅助17和T滤泡辅助免疫细胞预测AD中的存活改善(p<

0.001)(参见图7A‑图7B和图17)。

结论

在显示肺AD亚型在其免疫景观中如何有差异方面，实施例2中描述的AD亚型分型

的48种基因标签显示出与实施例1中使用的一种或多种AD亚型分型基因标签相似的结果。

与实施例1的AD亚型分型基因标签一致，该实施例中使用的AD亚型分型基因标签显示肺AD

基因表达亚型在其免疫景观中有差异。AD的内在生物学亚型揭示了免疫细胞活化的关键差

异，其不总是与CD274表达相关并且展示与存活的可变关联。AD  PP亚型显示出最小的免疫

浸润，表明对immunoRX的应答降低。AD  PI亚型显示出与改善的存活相关的免疫特征表达。

通过引用并入

出于所有目的，以下参考文献通过引用以其整体并入。

1.)Wilkerson  MD,et  al.PLoS  One  2012；7(5):e36530.PMID  22590557

2.)TCGA  Lung  AdenoC.Nature  2014；511(7511):543‑550.PMID  25079552

3.)Bindea  et  al.,Immunity  2013；39(4):782‑95.PMID  24138885

4.)Shedden  K.et  al.Nat  Med  2008；14(8):822‑827.PMID  18641660

5.)Tomida  S,et  al.J  Clin  Oncol  2009；27(17):2793‑99.PMID  19414676

6.)Lee  ES,et  al.Cancer  Res  2008；14(22):7397‑7404.PMID  19010856

7.)Raponi  M,et  al.Cancer  Res  2006；66(7):466‑72.PMID  16885343

实施例4‑肺腺癌的表达亚型揭示了不同的免疫景观和独特的体细胞遗传特征，表

明对多种药物靶标的差异性反应

介绍：基于基因表达的肺腺癌(AD)亚型分型将AD肿瘤分类为具有可变结果和对疗

法有潜在反应的不同亚型。基于基因表达的亚型分型一致地鉴定了3种不同的肺AD生物学

类型：末端呼吸单元型(TRU)(以前为支气管型)、近端增生型(PP)(以前为巨型)和近端炎症

型(PI)(以前为鳞状型)(1,2)(参见图1)。AD亚型展示了基因组改变、肿瘤驱动因素、预后以

及可能对各种疗法的反应的关键差异(1‑2)。

方法：作为实施例1中进行的实验的后续，在使用图2中所示的TCGA肺癌基因表达

数据集(AD  n＝515)2确定的来自实施例1的肺AD亚型中评价差异性药物靶基因表达。使用

基因表达模式在实施例1中定义了先前公布的AD亚型(TRU、PP和PI)。在该实施例中，作为对

免疫细胞基因标签(Bindea等人24种免疫细胞类型)4、单一免疫基因生物标记物(CTLA4、

PDCD1(PD‑1)和CD274(PD‑L1))的表达、增殖(11种基因标签；参见表9)5、和在实施例1中完
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成的非沉默突变负荷的检测的补充，根据来自实施例1的AD亚型检测出来自临床肿瘤学实

体瘤突变小组(322种基因，参见表8) 3的基因的可变表达。使用具有Bonferroni校正

Kruskal‑Wallis(KW)检验评估差异性基因表达，而将线性回归和Spearman相关性用于评价

非沉默突变负荷、肿瘤亚型和CD274(PD‑L1)表达与免疫细胞表达的关联。

结果：如图21中所示，观察到AD亚型中208个/322个肿瘤小组基因(65％)的可变表

达(KW  Bonferroni阈值p<0 .000155)。大多数药物靶基因(包括但不限于AD中的AURKA、

CHEK1、ROS1、CD274(PD‑L1)、CSF1R和ERBB4)在各亚型中表现出强烈的差异性表达(p<1E‑

28)。此外，从表10可以看出，来自临床肿瘤学实体瘤突变小组的322种基因中的前25种基因

在AD亚型之间显示出差异性基因表达。免疫细胞表达在亚型之间也是高度可变的(参见图

3)。AD的PI亚型表现出最大的免疫细胞表达，而AD的PP亚型表现出低的免疫细胞表达(参见

图3)。非沉默突变负荷与免疫细胞表达没有强烈的相关性(在AD中，Spearman相关性＝‑

0.07)，然而，AD的PI亚型(其富含TP53突变)与升高的免疫细胞表达和高的突变负荷相关

(参见图20)。总体而言，如图20中所示，在增殖、非沉默突变负荷和关键药物靶标CD274(PD‑

L1)、PDCD1(PD‑1)、和CTLA4方面存在显著的AD亚型差异。

结论：肺AD的分子亚型在临床实体瘤测序小组中包括的大多数关键药物靶基因的

表达方面有差异。肺AD的分子亚型揭示了宿主免疫应答和免疫靶标的差异性表达。应该单

独地并且与免疫细胞特征和关键突变靶标组合地研究亚型作为潜在生物标记物的药物敏

感性的评价。

通过引用并入

出于所有目的，以下参考文献通过引用以其整体并入。

1.)Wilkerson  MD,et  al.PLoS  One  2012；7(5):e36530.PMID  22590557

2.)TCGA  Lung  AdenoC.Nature  2014；511(7511):543‑550.PMID  25079552

3 .)Foundation  Medicine  Solid  Tumor  Mutation  Panel  accessed 

October2014.

4.)Bindea  et  al.,Immunity  2013；39(4):782‑95.PMID  24138885

5 .)Neilson  TO ,et  al .Clin  Cancer  Res  2010；16(21):522‑5232 .PMID 

20837693.

实施例5：肺腺癌的表达亚型揭示了不同的免疫景观和独特的体细胞遗传特征，表

明对多种药物靶标的差异性反应

介绍：就像实施例4中一样，该实施例的目的是评估临床上重要基因在先前定义的

腺癌(AD)基因表达亚型中的差异性表达。与使用如实施例1中描述的TCGA肺癌基因表达数

据集(AD  n＝515)2进行基于基因表达的AD亚型分型的实施例4相反，使用实施例2中描述的

48个基因集进行本实施例中基于基因表达的AD亚型分型。此外，临床上重要的基因是322种

基因(参见表8)，其构成用于管理肿瘤学患者的临床实体瘤突变测序小组以鉴定影响治疗

管理的基因组改变和/或确定靶向药物临床试验的合格性。就像实施例4中一样，还使用11

种基因增殖标签(参见表9)评估在AD亚型之间的肿瘤增殖的差异。

方法：使用TCGA肺癌基因表达数据集(腺癌(AD)n＝515)1，在肺AD亚型中评价差异

性药物靶基因表达。如前所述的(最近质心预测)2使用Clanc48  AD  subtyper(参见实施例2

和本文所述)来定义在AD中的亚型。检测了AD亚型末端呼吸单元型(TRU)、近端增生型(PP)
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和近端炎症型(PI)。根据AD，检测来自临床肿瘤学实体瘤突变小组(322种基因)3的基因的

可变表达。使用具有Bonferroni校正的Kruskal‑Wallis(KW)检验评估差异性基因表达。此

外，增殖得分计算为11种基因PAM50增殖标签4中可获得基因的平均表达(log2(RSEM+1))。

使用Kruskal‑Wallis检验来测试亚型‑增殖的关联。

结果：与图21相似，图22显示了观察到的AD亚型之间的203个/322个肿瘤小组基因

(63％)的可变表达(KW  Bonferroni阈值p<0.000155)。此外，就像实施例4中的图20中一样，

存在显著的AD亚型增殖差异(参见图23)。此外，从表11中所见的来自临床肿瘤学实体瘤突

变小组的322种基因中的前25种基因在AD亚型之间显示出差异性基因表达与表10中发现的

非常相似。

结论：就像实施例4中一样，肺AD的分子亚型在临床实体瘤测序小组中包括的大多

数关键药物靶基因的表达方面有差异。肺AD的分子亚型揭示了宿主免疫应答和免疫靶标的

差异性表达。

通过引用并入

出于所有目的，以下参考文献通过引用以其整体并入。

1.)TCGA  Lung  AD.Nature  2014；511(7511):543‑550.PMID  25079552

2.)Wilkerson  MD,et  al.PLoS  One  2012；7(5):e36530.PMID  22590557

3.)Foundation  Medicine  Solid  Tumor  Mutation  Panel  accessed  October  6,

2014.

4 .)Neilson  TO ,Parker  JS,Leung  S,et  al .Clin  Cancer  Res  2010；16(21):

5222‑5232.PMID  20837693

说　明　书 76/87 页

78

CN 116987790 A

78



说　明　书 77/87 页

79

CN 116987790 A

79



说　明　书 78/87 页

80

CN 116987790 A

80



表10.如实施例4中所确定的AD表达亚型的322肿瘤小组3的前25种分化基因。
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表11.如实施例5中所确定的AD表达亚型的322肿瘤小组3的前25种分化基因。
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*******

上述不同的实施方案可以组合以提供另外的实施方案。将在本说明书中引用的

和/或在申请数据表中列举的所有美国专利申请公开案、美国专利申请、外国专利、外国专
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利申请和非专利公开案通过引用以其整体结合在此。如果必要的话，可以修改实施方案的

方面，以采用不同专利、申请和公开案的概念以提供另外的实施方案。

根据上文详细说明，可以对实施方案作出这些和其他改变。总体上，在以下权利要

求书中，所使用的术语不应解读为将权利要求书限制为说明书和权利要求书中公开的具体

实施方案，而应解读为包括所有可能的实施方案连同这些权利要求所享有的等效权利的全

部范围。因此，权利要求书不受本公开文本的限制。

更具体地，本申请提供下列各项：

1.一种用于确定从患者获得的肺组织样品的腺癌(AD)亚型的方法，该方法包括检

测表1的至少一种分类器生物标记物的表达水平，其中对该分类器生物标记物的表达水平

的检测特异性地鉴定末端呼吸单元(TRU)、近端增生(PP)或近端炎症(PI)AD亚型。

2.项1的方法，其中该方法还包括将检测到的表1的该至少一种分类器生物标记物

的表达水平与至少一个样品训练集中的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达进行比

较，其中该至少一个样品训练集包括来自参考AD  TRU样品的表1的该至少一种分类器生物

标记物的表达数据、来自参考AD  PP样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数

据、来自参考AD  PI样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数据或其

组合；并且基于该比较步骤的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

3.项2的方法，其中该比较步骤包括应用统计算法，该统计算法包括确定从该样品

获得的该表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并且基于该统计算

法的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

4.上述项中任一项的方法，其中在核酸水平上检测该分类器生物标记物的该表达

水平。

5.项4的方法，其中该核酸水平是RNA或cDNA。

6.项4或5的方法，其中对表达水平的该检测包括进行定量实时逆转录酶聚合酶链

反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表达系列分析

(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他等同的基因

表达检测技术。

7.项6的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

8.项7的方法，其中对该表达水平的该检测包括使用对表1的至少一种分类器生物

标记物有特异性的至少一对寡核苷酸引物。

9.上述项中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡包

埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

10.项9的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

11.上述项中任一项的方法，其中该至少一种分类器生物标记物包含多种分类器

生物标记物。

12.项11的方法，其中该多种分类器生物标记物包含表1的至少两种分类器生物标

记物、至少8种分类器生物标记物、至少16种分类器生物标记物、至少24种分类器生物标记

物、至少32种分类器生物标记物、至少40种分类器生物标记物、或至少48种分类器生物标记

物。

13.项1‑10中任一项的方法，其中该至少一种分类器生物标记物包含表1的所有分
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类器生物标记物。

14.一种用于确定从患者获得的肺组织样品的腺癌(AD)亚型的方法，该方法包括

检测编码在肺癌细胞中具有特定表达模式的分类器生物标记物的至少一种核酸分子的表

达水平，其中该分类器生物标记物选自下组，该组由表1中列出的分类器基因组成，该方法

包括：(a)从来自患者的肺组织样品中分离核酸材料；(b)将该核酸材料与基本上与该分类

器生物标记物的核酸分子的部分互补的寡核苷酸混合；并且(c)检测该分类器生物标记物

的表达。

15.项14的方法，其中该方法还包括将表1的该至少一种分类器生物标记物的检测

到的表达水平与至少一个样品训练集中的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达进行

比较，其中该至少一个样品训练集包括来自参考AD  TRU样品的表1的该至少一种分类器生

物标记物的表达数据、来自参考AD  PP样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数

据、来自参考AD  PI样品的表1的该至少一种分类器生物标记物的表达数据或

其组合；并且基于该比较步骤的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

16.项15的方法，其中该比较步骤包括应用统计算法，该统计算法包括确定从该样

品获得的该表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并且基于该统计

算法的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

17.项14‑16中任一项的方法，其中对该表达水平的该检测包括进行qRT‑PCR或任

何基于杂交的基因测定。

18.项17的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

19.项18的方法，其中对该表达水平的该检测包括使用对表1的至少一种分类器生

物标记物有特异性的至少一对寡核苷酸引物。

20.项14‑19中任一项的方法，还包括基于检测到的该分类器生物标记物的表达水

平预测对用于治疗肺腺癌(AD)亚型的疗法的反应。

21.项20的方法，其中该疗法是化学疗法、血管生成抑制剂和/或免疫疗法。

22.项21的方法，其中该肺AD亚型是TRU，并且该疗法是化学疗法或血管生成抑制

剂。

23.项21的方法，其中该肺AD亚型是PP，并且该疗法是化学疗法。

24.项21的方法，其中该肺AD亚型是PI，并且该疗法是免疫疗法。

25.项14‑24中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

26.项25的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

27.项14‑26中任一项的方法，其中编码分类器生物标记物的该至少一种核酸分子

包含编码多种分类器生物标记物的多种核酸分子。

28.项27的方法，其中该多种分类器生物标记物包含表1的至少两种分类器生物标

记物、至少5种分类器生物标记物、至少10种分类器生物标记物、至少20种分类器生物标记

物、或至少30种分类器生物标记物。

29.项14‑26中任一项的方法，其中该至少一种分类器生物标记物包含表1的所有

分类器生物标记物。

30.一种检测从患者获得的肺组织样品中的生物标记物的方法，该方法包括使用
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扩增、杂交和/或测序测定来测量选自表1的多种生物标记物核酸的表达水平。

31.项30的方法，其中该肺组织样品先前被诊断为是腺癌。

32.项31的方法，其中该先前的诊断是通过组织学检查。

33.项30‑32中任一项的方法，其中该扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时

逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基

因表达系列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何

其他等同的基因表达检测技术。

34.项33的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

35.项34的方法，其中对该表达水平的该检测包括对于选自表1的该多种生物标记

物核酸中的每一种使用至少一对寡核苷酸引物。

36.项30‑35中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

37.项36的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

38.项30‑37中任一项的方法，其中该多种生物标记物核酸包含表1的至少两种生

物标记物核酸、至少10种生物标记物核酸、至少20种生物标记物核酸、至少30种生物标记物

核酸、至少40种生物标记物核酸、至少50种生物标记物核酸、至少60种生物标记物核酸、或

至少70种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

39.项30‑37中任一项的方法，其中该多种生物标记物核酸包含表1的所有分类器

生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

40.一种检测从患者获得的肺组织样品中的生物标记物的方法，该方法基本上由

以下组成：使用扩增、杂交和/或测序测定来测量选自表1的多种生物标记物核酸的表达水

平。

41.项40的方法，其中该肺组织样品先前被诊断为是腺癌。

42.项41的方法，其中该先前的诊断是通过组织学检查。

43.项40‑42中任一项的方法，其中该扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时

逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基

因表达系列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何

其他等同的基因表达检测技术。

44.项43的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

45.项44的方法，其中对该表达水平的该检测包括对于选自表1的该多种生物标记

物核酸中的每一种使用至少一对寡核苷酸引物。

46.项40‑45中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

47.项46的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

48.项40‑47中任一项的方法，其中该多种生物标记物核酸包含表1的至少两种生

物标记物核酸、至少10种生物标记物核酸、至少20种生物标记物核酸、至少30种生物标记物

核酸、至少40种生物标记物核酸、至少50种生物标记物核酸、至少60种生物标记物核酸、或

至少70种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

49.项40‑47中任一项的方法，其中该多种生物标记物核酸包含表1的所有分类器
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生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

50.一种检测从患者获得的肺组织样品中的生物标记物的方法，该方法由以下组

成：使用扩增、杂交和/或测序测定来测量选自表1的多种生物标记物核酸的表达水平。

51.项50的方法，其中该肺组织样品先前被诊断为是腺癌。

52.项51的方法，其中该先前的诊断是通过组织学检查。

53.项50‑52中任一项的方法，其中该扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时

逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基

因表达系列分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何

其他等同的基因表达检测技术。

54.项53的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

55.项54的方法，其中对该表达水平的该检测包括对于选自表1的该多种生物标记

物核酸中的每一种使用至少一对寡核苷酸引物。

56.项50‑55中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

57.项56的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

58.项50‑57中任一项的方法，其中该多种生物标记物核酸包含表1的至少两种生

物标记物核酸、至少10种生物标记物核酸、至少20种生物标记物核酸、至少30种生物标记物

核酸、至少40种生物标记物核酸、至少50种生物标记物核酸、至少60种生物标记物核酸、或

至少70种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

59.项50‑57中任一项的方法，其中该多种生物标记物核酸包含表1的所有分类器

生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

60.一种确定腺癌患者是否可能对免疫疗法有反应的方法，该方法包括，

确定来自该患者的肺组织样品的腺癌亚型，其中该腺癌亚型选自下组，该组由以

下组成：鳞状型(近端炎症型)、支气管型(末端呼吸单元型)

和巨型(近端增生型)；并且

基于该亚型，评估该患者是否可能对免疫疗法有反应。

61.一种用于选择腺癌患者进行免疫疗法的方法，该方法包括确定来自该患

者的肺组织样品的腺癌亚型；并且基于该亚型选择患者进行免疫疗法。

62.项60或61的方法，其中，该免疫疗法包括检查点抑制剂疗法。

63.项62的方法，其中该检查点抑制剂靶向PD‑1或PD‑L1。

64.项62的方法，其中该检查点抑制剂靶向CTLA‑4。

65.项63的方法，其中该检查点抑制剂是派姆单抗、纳武单抗或其抗原片段结合片

段。

66.项64的方法，其中该检查点抑制剂是伊匹单抗或其抗原结合片段。

67.项60‑66中任一项的方法，其中最初该患者经由样品的组织学分析被确定患有

腺癌。

68.项60‑67中任一项的方法，其中该患者的腺癌分子亚型选自鳞状型(近端炎症

型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生型)，并且

经由对从该患者获得的样品的组织学分析来确定。
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69.项67‑68中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体或体液。

70.项69的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

71.项60‑70中任一项的方法，其中对该腺癌亚型的该确定包括确定多种分类器生

物标记物的表达水平。

72.项71的方法，其中对该多种分类器生物标记物的表达水平的该确定是在核酸

水平上通过进行RNA测序、逆转录酶聚合酶链反应(RT‑PCR)或基于杂交的分析来进行。

73.项71或72的方法，其中，用于确定该腺癌亚型的该多种分类器生物标记物选自

可公开获得的肺腺癌数据集。

74.项73的方法，其中该可公开获得的肺腺癌数据集是TCGA肺AD  RNAseq数据集。

75.项72的方法，其中用于确定该腺癌亚型的该多种分类器生物标记物选自表1。

76.项75的方法，其中该RT‑PCR是定量实时逆转录酶聚合酶链反应(qRT‑PCR)。

77.项76的方法，其中使用对表1的该多种分类器生物标记物有特异性的引物进行

该RT‑PCR。

78.项71‑77中任一项的方法，还包括：将检测到的表1的该多种分类器生物标记物

的表达水平与至少一个样品训练集中的表1的该多种分类器生物标记物的表达进行比较，

其中该至少一个样品训练集包括来自参考腺癌TRU样品的表1的该多种分类器生物标记物

的表达数据、来自参考腺癌PP样品的表1的该多种分类器生物标记物的表达数据、来自参考

腺癌PI样品的表1的该多种分类器生物标记物的表达数据、或其组合；并且基于该比较步骤

的结果将该第一样品分类为TRU、PP或PI。

79.项78的方法，其中该比较步骤包括应用统计算法，该统计算法包括确定从该样

品获得的该表达数据与来自该至少一个训练集的表达数据之间的相关性；并且基于该统计

算法的结果将该样品分类为TRU、PP或PI亚型。

80.项71‑79中任一项的方法，其中该多种分类器生物标记物包含表1中列出的分

类器生物标记物中的每一种。

81.一种治疗受试者中的肺癌的方法，该方法包括：

测量从该受试者获得的肺癌样品中至少一种生物标记物核酸的表达水平，其中该

至少一种生物标记物核酸选自表1中列出的一组生物标记物，其中该至少一种生物标记物

的存在、不存在和/或水平指示肺癌的亚型；并且

基于肺癌的该亚型给予免疫治疗剂。

82.项81的方法，其中该肺癌样品是腺癌肺癌样品。

83.项82的方法，其中选自该组生物标记物的该至少一种生物标记物核酸包含表1

的至少两种生物标记物核酸、至少8种生物标记物核酸、至少16种生物标记物核酸、至少32

种生物标记物核酸、或所有48种生物标记物核酸，基本上由其组成或由其组成。

84.项81‑83中任一项的方法，其中该肺组织样品先前被诊断为是腺癌。

85.项84的方法，其中该先前的诊断是通过组织学检查。

86.项81‑85中任一项的方法，还包括：测量来自另外一组生物标记物的至少一种

生物标记物的表达。

87.项86的方法，其中该另外一组生物标记物包括先天性免疫细胞(IIC)、适应性
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免疫细胞(AIC)的基因表达标签，一种或多种个体免疫生物标记物，一种或多种干扰素

(IFN)基因，一种或多种主要组织相容性复合物II类(MHCII)基因或其组合。

88.项87的方法，其中该另外一组生物标记物包含选自表4A、表4B、表5、

表6、表7或其组合的基因。

89.项87的方法，其中该AIC的基因表达标签选自表4A。

90.项87的方法，其中该IIC的基因表达标签选自表4B。

91.项87的方法，其中该一种或多种个体免疫生物标记物选自表5。

92.项87的方法，其中该一种或多种IFN基因选自表6。

93.项87的方法，其中该一种或多种MHCII基因选自表7。

94.项81‑93中任一项的方法，其中对该表达水平的该测量是使用扩增、杂交和/或

测序测定来进行。

95.项94的方法，其中该扩增、杂交和/或测序测定包括进行定量实时逆转录酶聚

合酶链反应(qRT‑PCR)、RNAseq、微阵列、基因芯片、nCounter基因表达测定、基因表达系列

分析(SAGE)、基因表达快速分析(RAGE)、核酸酶保护测定、Northern印迹或任何其他等同的

基因表达检测技术。

96.项95的方法，其中通过进行qRT‑PCR检测该表达水平。

97.项81‑96中任一项的方法，其中该样品是从该患者获得的福尔马林固定的石蜡

包埋的(FFPE)肺组织样品、新鲜或冷冻的组织样品、外泌体、洗涤液体、细胞沉淀物或体液。

98.项97的方法，其中该体液是血液或其部分、尿液、唾液或痰液。

99.项81‑98中任一项的方法，其中该受试者的腺癌亚型选自鳞状型(近端炎症

型)、支气管型(末端呼吸单元型)或巨型(近端增生型)。

100.项99的方法，其中该肺癌亚型是近端炎症型的，并且其中该免疫治疗剂

包含检查点抑制剂。

101.项100的方法，其中该检查点抑制剂靶向PD‑1或PD‑L1。

102.项100的方法，其中该检查点抑制剂靶向CTLA‑4。

103.项101的方法，其中该检查点抑制剂是派姆单抗、纳武单抗或其抗原片

段结合片段。

104.项102的方法，其中该检查点抑制剂是伊匹单抗或其抗原结合片段。

105.项81的方法，其中该至少一种生物标记物核酸是多种生物标记物核酸，其中

该多种生物标记物核酸包含表1中所列出的至少一种生物标记物核酸与来自可公开获得的

肺腺癌数据集的一种或多种生物标记物核酸的组合，其中该多种生物标记物核酸的存在、

不存在和/或水平指示肺癌的亚型。

106.项81的方法，其中该至少一种生物标记物核酸是多种生物标记物核酸，其中

该多种生物标记物核酸包含表1中所列出的所有生物标记物核酸与来自可公开获得的肺腺

癌数据集的一种或多种生物标记物核酸的组合，

其中该多种生物标记物核酸的存在、不存在和/或水平指示肺癌的亚型。107 .项

105或106的方法，其中，该可公开获得的肺腺癌数据集是TCGA肺AD  RNAseq数据集。
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