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1.一种用于确定至少一个CpG二核苷酸的甲基化状态和至少一个单核苷酸多态性

(SNP)的基因型的试剂盒，所述试剂盒包括：

长度为至少8个核苷酸的至少一个第一核酸引物，其与包含第一CpG二核苷酸或第二

CpG二核苷酸的亚硫酸氢盐转化核酸序列互补，所述第一CpG二核苷酸在选自cg19693031、

cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC基因座处，所述第二CpG二核苷酸

与在选自cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC基因座处的

第一CpG二核苷酸连锁不平衡，其中所述连锁不平衡具有R>0.3的值，其中所述至少一个第

一核酸引物检测甲基化或非甲基化CpG二核苷酸，以及

长度为至少8个核苷酸的至少一个第二核酸引物，其与选自rs1834967、rs41480347、

rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP或第二SNP的DNA序列或亚硫酸氢盐转化DNA

序列互补，所述第二SNP与选自rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261和rs1423855

的第一SNP连锁不平衡，其中所述连锁不平衡具有R>0.3的值。

2.根据权利要求1所述的试剂盒，其中所述至少一个第一核酸引物检测非甲基化CpG二

核苷酸。

3.根据权利要求1所述的试剂盒，其中所述至少一个第一核酸引物检测甲基化CpG二核

苷酸。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的试剂盒，其中所述至少一个第一核酸引物包含一

个或多个核苷酸类似物。

5.根据权利要求1‑4中任一项所述的试剂盒，其中所述至少一个第一核酸引物包含一

个或多个合成或非天然核苷酸。

6.根据权利要求1‑5中任一项所述的试剂盒，所述试剂盒进一步包括所述至少一个第

一核酸引物所结合的固体基质。

7.根据权利要求6所述的试剂盒，其中所述基质是聚合物、玻璃、半导体、纸、金属、凝胶

或水凝胶。

8.根据权利要求6所述的试剂盒，其中所述固体基质是微阵列或微流体卡。

9.根据权利要求1‑8中任一项所述的试剂盒，所述试剂盒进一步包括可检测标记。

10.根据权利要求1‑9中任一项所述的试剂盒，所述试剂盒进一步包括长度为至少8个

核苷酸的至少第三核酸引物，其与所述CpG二核苷酸上游的核酸序列互补。

11.根据权利要求1‑9中任一项所述的试剂盒，所述试剂盒进一步包括长度为至少8个

核苷酸的至少第三核酸引物，其与所述CpG二核苷酸下游的核酸序列互补。

12.一种确定来自受试者的生物样品中与糖尿病相关的生物标记物的存在的方法，所

述方法包括：

(a)提供所述生物样品的第一部分和所述生物样品的第二部分，其中来自至少所述第

一部分的核酸是亚硫酸氢盐转化的；

(b)使所述生物样品的第一部分与长度为至少8个核苷酸的第一寡核苷酸引物接触，所

述第一寡核苷酸引物与包含第一CpG二核苷酸或第二CpG二核苷酸的序列互补，所述第一

CpG二核苷酸在选自cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC

基因座处，所述第二CpG二核苷酸与在选自cg19693031、cg17901584、cg06500161、

cg13375427和cg21139312的GC基因座处的所述第一CpG二核苷酸连锁不平衡，其中所述连
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锁不平衡具有R>0.3的值，其中所述第一核酸引物检测甲基化或非甲基化CpG二核苷酸；以

及

(c)使所述生物样品的第二部分与长度为至少8个核苷酸的核酸引物接触，所述核酸引

物与选自rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP或第二SNP

的DNA序列或亚硫酸氢盐转化DNA序列互补，所述第二SNP与选自rs1834967、rs41480347、

rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP连锁不平衡，其中所述连锁不平衡具有R>0.3

的值，

其中在选自cg06500161、cg21139312、cg19693031、cg17901584和cg13375427的GC基因

座处所述CpG二核苷酸的甲基化百分比和在选自rs1834967、rs41480347、rs2141638、

rs6684261和rs1423855的第一SNP或与所述第一SNP连锁不平衡的第二SNP中的核苷酸的身

份是与所述受试者的糖尿病相关的生物标记物。

13.一种确定受试样品中与糖尿病相关的生物标记物的存在的方法，所述方法包括：

(a)从所述受试样品分离核酸样品，

(b)对所述核酸样品的第一部分进行基因型分型测定，以检测至少一个SNP的存在，其

中所述至少一个SNP是来自附录C的第一SNP和/或是与来自附录C的第一SNP连锁不平衡(R>

0.3)的第二SNP，以获得基因型数据；和/或

(c)亚硫酸氢盐转化所述核酸的第二部分中的核酸，并对所述核酸样品的第二部分进

行甲基化评估，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自附录A的CpG共线(R>0.3)

的CpG位点的甲基化状态，以获得甲基化数据；以及

(d)将来自步骤(b)的基因型数据和/或来自步骤(c)的甲基化数据输入到算法中，所述

算法考虑了至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用效应，其

中所述算法是能够考虑线性效应和非线性效应的机器学习算法。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述至少一个相互作用效应选自基因‑环境相互

作用(SNPxCpG)效应、基因‑基因相互作用(SNPxSNP)效应以及环境‑环境相互作用

(CpGxCpG)效应。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述至少一个相互作用效应是来自附录A的CpG

位点或与来自附录A的CpG位点共线(R>0.3)的CpG位点与来自附录C的SNP或与来自附录C的

SNP中等连锁不平衡(R>0.3)的SNP之间的基因‑环境相互作用效应(SNPxCpG)。

16.根据权利要求14所述的方法，其中所述至少一个相互作用效应是来自附录A的至少

两个CpG位点之间的环境‑环境相互作用效应(CpGxCpG)。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述至少两个CpG位点中的一个或两个与来自附

录A的至少两个CpG位点中的一个或两个共线(R>0.3)。

18.根据权利要求14所述的方法，其中所述至少一个相互作用效应是来自附录C的至少

两个SNP之间的基因‑基因相互作用效应(SNPxSNP)。

19.根据权利要求18所述的方法，其中所述至少两个SNP中的一个或两个与来自附录C

的至少两个SNP中的一个或两个共线(R>0.3)。

20.根据权利要求13‑19中任一项所述的方法，其中所述生物样品是唾液样品。

21.一种用于确定至少一个CpG二核苷酸的甲基化状态和至少一个单核苷酸多态性

(SNP)的基因型的系统，所述系统包括：
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核酸分离模块，其被配置为从受试样品分离核酸样品；

基因型分型测定模块，其被配置为对所述核酸样品的第一部分进行基因型分型测定，

以检测至少一个SNP的存在，其中所述至少一个SNP是来自附录C的第一SNP和/或是与来自

附录C的第一SNP连锁不平衡(R>0.3)的第二SNP，以获得基因型数据；

甲基化测定模块，其被配置为亚硫酸氢盐转化所述核酸的第二部分中的核酸并对所述

核酸样品的第二部分进行甲基化评估，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自

附录A的CpG共线(R>0.3)的CpG位点的甲基化状态，以获得甲基化数据；以及

鉴定系统，其被配置为基于来自步骤(b)的基因型数据和/或来自步骤(c)的甲基化数

据来考虑至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用效应。

22.根据权利要求21所述的系统，其中所述算法是能够考虑线性和非线性效应的机器

学习算法。

23.根据权利要求21或22所述的系统，所述系统进一步包括输出模块，其被配置为基于

所述鉴定系统的鉴定来提供输出，其中所述鉴定基于来自步骤(b)的基因型数据和/或来自

步骤(c)的甲基化数据来考虑至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个

相互作用效应。

24.一种非暂时性计算机可读介质，所述非暂时性计算机可读介质存储可由执行操作

的处理装置执行的指令，所述操作包括：

基于基因型数据和/或甲基化数据考虑至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应

和/或至少一个相互作用效应，其中：

所述基因型数据基于对从受试样品分离的核酸样品的第一部分的基因型分型测定，以

检测至少一个SNP的存在，其中所述至少一个SNP是来自附录C的第一SNP和/或是与来自附

录C的第一SNP连锁不平衡(R>0.3)的第二SNP，以获得所述基因型数据；并且

所述甲基化数据基于对所述核酸样品的第二部分中的亚硫酸氢盐转化核酸的甲基化

测定，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自附录A的CpG共线(R>0.3)的CpG位

点的甲基化状态，以获得甲基化数据。

25.根据权利要求24所述的非暂时性计算机可读介质，其中所述操作进一步包括基于

所述考虑提供输出。

26.根据权利要求25所述的非暂时性计算机可读介质，其中所述输出包括以下中的一

个或多个：基于所述考虑将报告存储到另一非暂时性计算机可读介质，基于所述考虑修改

显示，基于所述考虑触发可听警报，基于所述考虑触发触觉或振动警报，基于所述考虑触发

报告的打印，或基于所述考虑触发治疗剂的递送。
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用于预测和/或监测糖尿病及其治疗的方法和组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 根据35  U.S.C.§119(e)，本申请要求2020年9月4日提交的美国申请号63/074,836

的优先权权益。本文件通过引用以其整体并入本文。

[0003] 联邦资助的研究或开发

[0004] 本发明是在由美国国立卫生研究院授予的R01DA037648和R44DA041014下在政府

支持下完成的。美国政府享有本发明的某些权利。

技术领域

[0005] 本公开文本总体上涉及与预测和/或监测个体的糖尿病有关的方法和组合物。

背景技术

[0006] 糖尿病(例如1型，2型，成年发病型)的特征是胰岛素抵抗，以及在一些情况下特征

是胰岛素分泌减少。糖尿病的许多情况可归因于生活方式因素，如肥胖(定义为体重指数大

于30)、缺乏体力活动、饮食不良、压力和城市化；以及遗传因素。

[0007] 尽管已经鉴定了糖尿病的许多风险因素，但需要一种可靠的预测和/或监测糖尿

病的方法。

发明内容

[0008] 本文描述了用于预测糖尿病的发生率和/或监测糖尿病的存在或进展的方法和组

合物。具体地，描述了用于确定至少一个CpG基因座的甲基化状态和至少一个单核苷酸多态

性(SNP)的方法和组合物。

[0009] 在一方面，提供了用于确定至少一个CpG二核苷酸的甲基化状态和至少一个单核

苷酸多态性(SNP)的基因型的试剂盒。这种试剂盒通常包括：长度为至少8个核苷酸的至少

一个第一核酸引物，其与包含第一CpG二核苷酸或第二CpG二核苷酸的亚硫酸氢盐转化核酸

序列互补，所述第一CpG二核苷酸在选自cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427

和cg21139312的GC基因座处，所述第二CpG二核苷酸与所述第一CpG二核苷酸连锁不平衡，

其中所述连锁不平衡具有R＞0.3的值，其中所述至少一个第一核酸引物检测甲基化或非甲

基化CpG二核苷酸；和长度为至少8个核苷酸的至少一个第二核酸引物，其与选自

rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP或第二SNP的DNA序

列或亚硫酸氢盐转化DNA序列互补，所述第二SNP与选自rs1834967、rs41480347、

rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP连锁不平衡，其中所述连锁不平衡具有R＞

0.3的值。

[0010] 在一些实施方案中，所述至少一个第一核酸引物检测非甲基化CpG二核苷酸。在一

些实施方案中，所述至少一个第一核酸引物检测甲基化CpG二核苷酸。

[0011] 在一些实施方案中，所述至少一个第一核酸引物包含一个或多个核苷酸类似物。

在一些实施方案中，所述至少一个第一核酸引物包含一个或多个合成或非天然核苷酸。
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[0012] 在一些实施方案中，本文所述的方法进一步包括长度为至少8个核苷酸的至少第

三核酸引物，其与CpG二核苷酸上游的核酸序列互补。

[0013] 在一些实施方案中，本文所述的试剂盒可进一步包括与所述至少一个第一核酸引

物结合的固体基质。在一些实施方案中，所述基质是聚合物、玻璃、半导体、纸、金属、凝胶或

水凝胶。在一些实施方案中，所述固体基质是微阵列或微流体卡。

[0014] 在一些实施方案中，本文所述的试剂盒进一步包括可检测标记。在一些实施方案

中，本文所述的试剂盒进一步包括与CpG二核苷酸下游的核酸序列互补的长度为至少8个核

苷酸的至少第三核酸引物。

[0015] 在另一方面，提供了确定来自患者的生物样品中与糖尿病相关的生物标记物的存

在的方法。这样的方法通常包括(a)提供所述生物样品的第一部分和所述生物样品的第二

部分，其中来自至少所述第一部分的核酸是亚硫酸氢盐转化的；(b)使所述生物样品的第一

部分与长度为至少8个核苷酸的第一寡核苷酸引物接触，所述第一寡核苷酸引物与包含第

一CpG二核苷酸或第二CpG二核苷酸的序列互补，所述第一CpG二核苷酸在选自cg19693031、

cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC基因座处，所述第二CpG二核苷酸

与在选自cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC基因座处的

第一CpG二核苷酸连锁不平衡，其中所述连锁不平衡具有R＞0.3的值，其中所述第一核酸引

物检测甲基化或非甲基化CpG二核苷酸，其中所述连锁不平衡具有R＞0.3的值；并且(c)使

所述生物样品的第二部分与长度为至少8个核苷酸的核酸引物接触，所述核酸引物与选自

rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP或第二SNP的DNA序

列或亚硫酸氢盐转化DNA序列互补，所述第二SNP与选自rs1834967、rs41480347、

rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一SNP连锁不平衡，其中所述连锁不平衡具有R＞

0.3的值。通常，在选自cg06500161、cg21139312、cg19693031、cg17901584和cg13375427的

GC基因座处的CpG二核苷酸或与所述第一CpG二核苷酸连锁不平衡的第二CpG二核苷酸的甲

基化百分比和在选自rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261和rs1423855的第一

SNP或与第一SNP连锁不平衡的第二SNP中的核苷酸的身份是与所述患者的糖尿病相关的生

物标记物。

[0016] 在再另一方面，提供了确定患者样品中与糖尿病相关的生物标记物的存在的方

法。此类方法通常包括：(a)从所述患者样品分离核酸样品，(b)对所述核酸样品的第一部分

进行基因型分型测定，以检测至少一个SNP的存在，其中所述至少一个SNP是来自附录C的第

一SNP和/或与来自附录C的第一SNP连锁不平衡(R＞0.3)的第二SNP，以获得基因型数据；

和/或(c)亚硫酸氢盐转化所述核酸的第二部分中的核酸，并对所述核酸样品的第二部分进

行甲基化评估，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自附录A的CpG共线(R＞

0.3)的CpG位点的甲基化状态，以获得甲基化数据；以及(d)将来自步骤(b)的基因型数据

和/或来自步骤(c)的甲基化数据输入到算法中，所述算法考虑至少一个SNP主效应和/或至

少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用效应，其中所述算法是能够考虑线性效应和非线

性效应的机器学习算法。

[0017] 在一些实施方案中，所述至少一个相互作用效应选自基因‑环境相互作用

(SNPxCpG)效应、基因‑基因相互作用(SNPxSNP)效应以及环境‑环境相互作用(CpGxCpG)效

应。在一些实施方案中，所述至少一个相互作用效应是来自附录A的CpG位点或与来自附录A
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的CpG位点共线(R＞0.3)的CpG位点与来自附录C的SNP或与来自附录C的SNP中等连锁不平

衡(R＞0.3)的SNP之间的基因‑环境相互作用效应(SNPxCpG)。

[0018] 在一些实施方案中，所述至少一个相互作用效应是来自附录A的至少两个CpG位点

之间的环境‑环境相互作用效应(CpGxCpG)。在一些实施方案中，所述至少两个CpG位点中的

一个或两个与来自附录A的所述至少两个CpG位点中的一个或两个共线(R＞0.3)。在一些实

施方案中，所述至少一个相互作用效应是来自附录C的至少两个SNP之间的基因‑基因相互

作用效应(SNPxSNP)。在一些实施方案中，所述至少两个SNP中的一个或两个与来自附录C的

至少两个SNP中的一个或两个共线(R＞0.3)。

[0019] 在一些实施方案中，所述生物样品是唾液样品。

[0020] 在再另一方面，提供了用于确定至少一个CpG二核苷酸的甲基化状态和至少一个

单核苷酸多态性(SNP)的基因型的系统。此类系统通常包括：核酸分离模块，其被配置为从

受试样品分离核酸样品；基因型分型测定模块，其被配置为对所述核酸样品的第一部分进

行基因型分型测定，以检测至少一个SNP的存在，其中所述至少一个SNP是来自附录C的第一

SNP和/或是与来自附录C的第一SNP连锁不平衡(R＞0.3)的第二SNP，以获得基因型数据；甲

基化测定模块，其被配置为亚硫酸氢盐转化所述核酸的第二部分中的核酸，并对所述核酸

样品的第二部分进行甲基化评估，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自附录A

的CpG共线(R＞0.3)的CpG位点的甲基化状态，以获得甲基化数据；以及鉴定系统，其被配置

为基于来自步骤(b)的基因型数据和/或来自步骤(c)的甲基化数据来考虑至少一个SNP主

效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用效应。

[0021] 在一些实施方案中，所述系统进一步包括输出模块，其被配置为基于所述鉴定系

统的鉴定来提供输出，其中所述鉴定基于来自步骤(b)的基因型数据和/或来自步骤(c)的

甲基化数据来考虑至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用

效应。

[0022] 在一些实施方案中，所述算法是能够考虑线性和非线性效应的机器学习算法。

[0023] 在再另一方面，提供了非暂时性计算机可读介质，其存储可由执行操作的处理装

置执行的指令。此类操作通常包括基于基因型数据和/或甲基化数据考虑至少一个SNP主效

应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用效应，其中：(i)所述基因型数据基于

对从受试样品分离的核酸样品的第一部分的基因型分型测定，以检测至少一个SNP的存在，

其中所述至少一个SNP是来自附录C的第一SNP和/或是与来自附录C的第一SNP连锁不平衡

(R＞0.3)的第二SNP，以获得基因型数据；并且(ii)所述甲基化数据基于对所述核酸样品的

第二部分中的亚硫酸氢盐转化核酸的甲基化测定，以检测来自附录A的至少一个CpG位点

和/或与来自附录A的CpG共线(R＞0.3)的CpG位点的甲基化状态，以获得甲基化数据。

[0024] 在一些实施方案中，所述操作进一步包括基于所述考虑提供输出。代表性输出包

括而不限于以下中的一个或多个：基于所述考虑将报告存储到另一非暂时性计算机可读介

质，基于所述考虑修改显示，基于所述考虑触发可听警报，基于所述考虑触发触觉或振动警

报，基于所述考虑触发报告的打印，或基于所述考虑触发治疗剂的递送。

[0025] 除非另外定义，否则本文中使用的所有技术术语和科学术语具有与所述方法和物

质组合物所属领域的普通技术人员通常所理解的含义相同的含义。尽管与本文所述的方法

和材料类似或等同的方法和材料可以用于所述方法和物质组合物的实践或测试中，但下文
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描述了合适的方法和材料。此外，所述材料、方法和例子仅是说明性的，而并非意在是限制

性的。本文提及的所有出版物、专利申请、专利和其他参考文献都通过引用以其整体而并

入。

附图说明

[0026] 图1是主效应糖尿病分类模型的ROC曲线。

[0027] 图2是相互作用效应糖尿病分类模型的ROC曲线。

[0028] 图3是示例性糖尿病分类系统的框图。

[0029] 图4是用于糖尿病分类的示例性过程的流程图。

[0030] 图5是示例性计算装置的框图。

具体实施方式

[0031] 本公开文本提供了用于确定受试者是否易感或有可能患有或患上糖尿病的方法

和试剂盒。如本文所示，一个或多个CpG二核苷酸的甲基化状态单独或与基因型的组合和/

或基因型与甲基化状态之间的相互作用(例如，CH3xSNP)与糖尿病相关。

[0032] 如本文所述，本文所述的生物标记物可用于心血管疾病和事件的诊断和预后。术

语“标记物”和“生物标记物”可以互换使用。如本文所用，生物标记物通常是指可测量或可

检测的生物学部分(例如，蛋白质、遗传和/或组织学组分的存在或量)。如下面更详细描述

的，本文使用的生物标记物通常与糖尿病相关。

[0033] DNA甲基化

[0034] DNA在细胞中不作为裸分子存在。例如，DNA与称为组蛋白的蛋白质缔合，形成称为

染色质的复合物质。DNA或组蛋白的化学修饰改变染色质的结构，但不改变DNA的核苷酸序

列。此类修饰被描述为DNA的“表观遗传”修饰。染色质结构的改变对基因表达可能具有深远

影响。如果染色质凝聚，参与基因表达的因子可能无法接近DNA，且基因将关闭。相反，如果

染色质是“打开的”，基因可以打开。表观遗传修饰的一些重要形式是DNA甲基化和组蛋白脱

乙酰化。

[0035] DNA甲基化是DNA分子本身的化学修饰，且通过称为DNA甲基转移酶的酶进行。甲基

化可以通过防止转录因子结合启动子而直接关闭基因表达。更普遍的效果是吸引甲基结合

结构域(MBD)蛋白。这些与称为组蛋白脱乙酰酶(HDAC)的其他酶有关，其功能是化学修饰组

蛋白并改变染色质结构。含乙酰化组蛋白的染色质是打开的，且转录因子可接近，且基因具

有潜在活性。组蛋白脱乙酰化导致染色质凝聚，使得转录因子无法接近，并导致基因沉默。

[0036] CpG岛是DNA的短延伸部，其中CpG序列的频率高于其他区域。术语CpG中的“p”表示

半胱氨酸(“C”)和乌嘌呤(“G”)通过磷酸二酯键连接。CpG岛通常位于管家基因和许多调控

基因的启动子周围。在这些位置，CG序列未甲基化。相比之下，失活基因中的CG序列通常甲

基化，以抑制其表达。

[0037] 如本文所用，术语“甲基化状态”意指确定某一靶DNA(如CpG二核苷酸)甲基化或未

甲基化。如本文所用，术语“CpG二核苷酸重复基序”意指位于DNA序列中的一系列的两个或

更多个CpG二核苷酸。

[0038] 约56％的人类基因和47％的小鼠基因与CpG岛相关。通常，CpG岛与启动子重叠，并
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向下游延伸约1000个碱基对进入转录单位。序列分析期间鉴定潜在CpG岛有助于限定基因

的5′末端，这在基于cDNA的方法中是非常困难的。技术人员可以使用适合确定这种甲基化

的任何方法来确定CpG岛的甲基化。例如，技术人员可以使用基于亚硫酸氢盐反应的方法来

确定这种甲基化。

[0039] 应当理解，可以将连锁平衡定量为连锁不平衡(使用例如皮尔逊相关系数(R)或等

位基因的共遗传(D′))。例如，约0.1或更小的相关性(例如，R值)反映低水平连锁，约0.3的R

值反映中等水平连锁，而0.5或更大的R值反映高水平连锁。还应理解，当提及甲基化(即

CpG)时，共线性(具有R值)用于确定两个CpG之间的线性缔合强度(例如，低水平的共线性可

以通过约0.1或更小的R值反映；中等水平的共线性可以通过约0.3的R值反映；并且高水平

的共线性可以通过约0.5或更大的R值反映)。

[0040] 本公开文本提供了确定受试者中一个或多个基因座的核酸甲基化以预测疑似易

患或患有糖尿病的受试者的临床过程和最终结局的方法。

[0041] 遗传筛选(也称为基因型分型或分子筛选)可以广义地定义为用以确定受试者是

否具有导致疾病状态或与导致疾病状态的遗传组分“相关”的遗传标记物的测试。连锁是指

在基因组中紧靠在一起的DNA序列具有一起遗传的趋势的现象。两个序列可能由于共遗传

的一些选择优势而连锁。然而，更典型地，两个多态性序列因为减数分裂重组事件在两个多

态性之间的区域内发生相对不频繁而共遗传。据说，共遗传的多态性等位基因彼此“连锁不

平衡”，因为在给定群体中，它们在群体的任何特定成员中倾向于一起发生或根本不发生。

实际上，当发现给定染色体区域内的多个多态性彼此处于连锁不平衡时，它们定义了准稳

定的遗传“单倍型”。相反，在两个多态性基因座之间发生的重组事件使它们分离到不同的

同源染色体上。如果两个物理连锁的多态性之间的减数分裂重组足够频繁地发生，则这两

个多态性似乎独立地分离并且据说处于连锁平衡。

[0042] 应当理解，可以定量连锁不平衡(使用例如皮尔逊相关系数(R)或等位基因的共遗

传(D′))。例如，约0.1或更小的相关性(例如，R值)反映低水平连锁，约0.3的R值反映中等水

平连锁，而0.5或更大的R值反映高水平连锁。还应理解，当提及甲基化(即CpG)时，共线性

(具有R值)用于确定两个CpG之间的线性缔合强度(例如，低水平的共线性可以通过约0.1或

更小的R值反映；中等水平的共线性可以通过约0.3的R值反映；并且高水平的共线性可以通

过约0.5或更大的R值反映)。

[0043] 特别地，在本公开文本的某些实施方案中，所述方法可以如下实施。从受试者取出

样品(如血液样品)。在某些实施方案中，可以分离从血液分离的单细胞类型(例如，淋巴细

胞、嗜碱性粒细胞或单核细胞)，用于进一步测试。从所述样品中收获DNA并检查，以确定一

个或多个基因座的甲基化。例如，可以用亚硫酸氢盐处理目标DNA，以脱去非甲基化胞嘧啶

残基的氨基，得到尿嘧啶。由于尿嘧啶碱基与腺苷配对，胸苷在随后的PCR扩增期间被掺入

后续DNA链中代替非甲基化胞嘧啶残基。接下来，靶序列通过PCR扩增，并用基因座特异性探

针探测。根据所用探针的特定序列，只有甲基化或非甲基化DNA才与探针结合。

[0044] 确定受试者的核酸图谱的方法是技术人员熟知的，并且包括任何熟知的检测方

法。各种PCR方法描述于例如PCR  Primer：A  Laboratory  Manual，Dieffenbach  7  Dveksler

编辑，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，1995中。其他方法包括但不限于核酸定量、

限制酶消化、DNA测序、杂交技术(如DNA印迹)、扩增方法(如连接酶链式反应(LCR)、基于核

说　明　书 5/90 页

9

CN 116490622 A

9



酸序列的扩增(NASBA)、自持序列复制(SSR或3SR)、链置换扩增(SDA)和转录介导扩增

(TMA))、定量PCR(qPCR)或其他DNA分析，以及RT‑PCR、体外翻译、RNA印迹和其他RNA分析。在

另一个实施方案中，使用微阵列杂交。

[0045] 单核苷酸多态性(SNP)基因型分型

[0046] 用于筛选遗传疾病的传统方法依赖鉴定异常基因产物(例如，镰状细胞性贫血)或

异常表型(例如，精神发育迟缓)。随着简单且廉价的遗传筛选方法的发展，现在可以鉴定预

示患上疾病的倾向的多态性，即使当该疾病是多基因起源的。

[0047] 单核苷酸多态性(SNP)基因型分型测量物种成员之间SNP的基因变异。SNP是特定

基因座处的单碱基对变化，通常由两个等位基因(其中罕见等位基因频率＞1％)组成。SNP

非常常见。因为SNP在进化过程中是保守的，已提出将它们用作用于数量性状基因座(QTL)

分析和关联研究中代替微卫星的标记物。已知许多不同SNP基因型分型方法，包括基于杂交

的方法(如动态等位基因特异性杂交、分子信标和SNP微阵列)、基于酶的方法(包括限制性

片段长度多态性、基于PCR的方法、瓣状内切核酸酶、引物延伸、5’‑核酸酶和寡核苷酸连接

测定)、基于DNA物理特性的其他后扩增方法(如单链构象多态性、温度梯度凝胶电泳、变性

高效液相色谱法、整个扩增子的高分辨率熔化、使用DNA错配结合蛋白、SNPlex和测量员核

酸酶测定)和测序(如“下一代”测序)。参见例如美国专利号7,972,779。

[0048] 基因座处的多个等位基因可由编码多肽的基因区域中或影响所述多肽表达的调

节控制序列(如启动子或多腺苷酸化序列)中的一种或多种多态性产生。可替代地，等位基

因可以由在编码多肽的基因的远端的基因座处或调节控制序列中的一种或多种多态性产

生。多态性可以在转录或翻译水平上影响多肽(例如，多肽转录速率、翻译速率、降解速率

和/或活性)。可以使用技术人员已知的方法，在来自单个受试者或来自多个受试者的样品

中表征等位基因差异。此类方法可以包括但不限于测量多核苷酸序列表达的潜力和/或测

量编码多肽的量。可以直接或间接检测蛋白质或核酸的方法是可用的，并且特别考虑的测

定方法包括使用例如任何各种已知的微阵列技术筛选核酸或多肽的特定序列或结构的存

在。

[0049] 技术人员将充分理解，等位基因无需先前显示出与障碍表型有任何联系或关联。

相反，即使当等位基因和风险因子都与障碍表型没有任何直接关系时，等位基因和致病环

境风险因子也可以相互作用来预测障碍表型的易感性。

[0050] 遗传筛选(也称为基因型分型或分子筛选)可以广义地定义为用以确定受试者是

否具有导致疾病状态或与引起疾病状态的突变“相关联”的突变(或等位基因或多态性)的

测试。连锁是指在基因组中紧靠在一起的DNA序列具有一起遗传的趋势的现象。两个序列可

能由于共遗传的一些选择优势而连锁。然而，更典型地，两个多态性序列因为减数分裂重组

事件在两个多态性之间的区域内发生相对不频繁而共遗传。据说，共遗传的多态性等位基

因彼此“连锁不平衡”，因为在给定群体中，它们在群体的任何特定成员中倾向于一起发生

或根本不发生。实际上，当发现给定染色体区域内的多个多态性彼此处于连锁不平衡时，它

们定义了准稳定的遗传“单倍型”。相反，在两个多态性基因座之间发生的重组事件使它们

分离到不同的同源染色体上。如果两个物理连锁的多态性之间的减数分裂重组足够频繁地

发生，则这两个多态性似乎独立地分离并且据说处于连锁平衡。

[0051] 应当理解，可以定量连锁平衡/不平衡(使用例如皮尔逊相关系数(R)或等位基因
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的共遗传(D′))。例如，约0.1或更小的相关性(例如，R值)反映低水平连锁，约0.3的R值反映

中等水平连锁，而0.5或更大的R值反映高水平连锁。

[0052] 虽然两个标记物之间减数分裂重组的频率通常与它们在染色体上的物理距离成

比例，但“热点”以及受抑制的染色体重组区域的出现可能导致两个标记物之间的物理和重

组距离之间的差异。因此，在某些染色体区域中，跨越宽染色体结构域的多个多态性基因座

可以彼此连锁不平衡，从而定义宽跨度的遗传单倍型。此外，当此单倍型内发现或发现与此

单倍型连锁的引起疾病的突变时，单倍型的一个或多个多态性等位基因可以用作患上所述

疾病的可能性的诊断或预后指标。如果最近出现疾病突变，则在其他良性多态性和引起疾

病的多态性之间发生这种关联，因此通过重组事件实现平衡没有经过足够的时间。因此，鉴

定跨越引起疾病的突变变化或与之关联的单倍型充当个体可能遗传了该引起疾病的突变

的预测量度。在无需鉴定和分离实际引起疾病损伤的情况下，可以利用此类预后或诊断程

序。这是重要的，因为精确确定疾病过程中涉及的分子缺陷可能是困难且费力的，尤其是在

多因子疾病的情况下。

[0053] 障碍与多态性之间的统计相关性不一定表明该多态性直接导致该障碍。相反，相

关多态性可以是良性等位基因变体，其与在最近的进化过程中发生的引起障碍的突变相关

联(即，与之连锁不平衡)，因此通过介入染色体区段中的重组事件实现平衡没有经过足够

的时间。因此，出于对特定疾病的诊断和预后测定的目的，可以利用与该疾病相关的多态性

等位基因的检测，而不考虑该多态性是否直接参与该疾病的病因。此外，当给定的良性多态

性基因座与明显的引起疾病的多态性基因座连锁不平衡时，与良性多态性基因座连锁不平

衡的仍其他多态性基因座也可能与引起疾病的多态性基因座连锁不平衡。因此，这些其他

多态性基因座也将对遗传引起疾病的多态性基因座的可能性进行预后或诊断。一旦在特定

疾病或病症与相应的单倍型之间建立关联，就可以将宽跨度单倍型(描述一组串联多态性

标记物的等位基因的共遗传的典型模式)定向用于诊断目的。因此，可以通过表征一个或多

个疾病相关多态性等位基因(或甚至一种或多种疾病相关单倍型)来确定个体患上特定疾

病或病症的可能性，而不必确定或表征致病性遗传变异。

[0054] 许多方法可用于检测多态性基因座处的特定等位基因。用于检测特定多态性等位

基因的某些方法将部分取决于多态性的分子性质。例如，多态性基因座的各种等位基因形

式可能相差DNA的单个碱基对。此类单核苷酸多态性(或SNP)是遗传变异的主要贡献者，包

括所有已知多态性的约80％，并且估计它们在基因组中的密度平均为每1，000个碱基对1个

单核苷酸多态性。SNP最常见为双等位基因，或仅以两种不同形式存在(尽管理论上可能存

在多达四种不同形式的SNP，对应于DNA中存在的四种不同核苷酸碱基)。然而，SNP在突变上

比其他多态性更稳定，使得它们适用于关联研究，其中标记物和未知变体之间的连锁不平

衡用于绘制引起疾病的突变。此外，由于SNP通常只有两个等位基因，因此可以通过简单的

加/减测定而不是长度测量对它们进行基因型分型，使其更易于自动化。

[0055] 在一个实施方案中，可以使用核酸微阵列来完成等位基因分析。基因测试领域正

在快速发展，因此，技术人员将理解，存在并将开发广泛的分析测试，以根据本公开文本确

定个体的等位基因特征。

[0056] 核酸和多肽

[0057] 术语“核酸”是指脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸及其聚合物，呈单链或双链形式，
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由含糖、磷酸和为嘌呤或为嘧啶的碱基的单体(核苷酸)构成。除非特别限定，否则该术语涵

盖含有天然核苷酸的已知类似物且具有与参考核酸相似的结合特性并且以类似于天然存

在的核苷酸的方式代谢的核酸。除非另外指明，否则特定核酸序列还涵盖其保守修饰的变

体(例如，简并密码子取代)和互补序列以及明确指出的序列。具体地，简并密码子取代可以

通过产生如下序列来实现，在该序列中一个或多个选定(或所有)密码子的第三位置被混合

碱基和/或脱氧肌苷残基取代。术语“核酸”、“核酸分子”或“多核苷酸”可互换使用，并且也

可与基因、cDNA、DNA和/或基因编码的RNA互换使用。

[0058] 术语“核苷酸序列”是指DNA或RNA的聚合物，其可以是单链或双链的，任选地含有

能够掺入DNA或RNA聚合物的合成、非天然或改变的核苷酸碱基。DNA分子或多核苷酸是脱氧

核糖核苷酸(A、G、C和T)的聚合物，且RNA分子或多核苷酸是核糖核苷酸(A、G、C和U)的聚合

物。

[0059] 出于本公开文本的目的，“基因”包括编码基因产物的DNA区域以及调控基因产物

产生的所有DNA区域，无论此类调控序列是否与编码序列相邻和/或与转录序列相邻。术语

“基因”广泛用于指与生物学功能相关的核酸的任何区段。基因包括编码序列和/或其表达

所需的调控序列。因此，基因包括但不必限于启动子序列、终止子、翻译调控序列(如核糖体

结合位点和内部核糖体进入位点)、增强子、沉默子、绝缘子、边界元件、复制起点、基质附着

位点和基因座控制区域。例如，“基因”是指表达mRNA、功能性RNA或特定蛋白质的核酸片段，

包括调控序列。“功能性RNA”是指有义RNA、反义RNA、核糖酶RNA、siRNA或可能没有翻译但对

至少一个细胞过程有影响的其他RNA。“基因”还包括例如形成其他蛋白质的识别序列的非

表达的DNA区段。“基因”可以从多种来源获得，包括从目标来源克隆或从已知或预测的序列

信息合成，并且可以包括设计为具有所需参数的序列。

[0060] “基因表达”是指将基因中包含的信息转化为基因产物。它是指细胞中内源基因、

异源基因或核酸区段、或转基因的转录和/或翻译。另外，表达是指有义(mRNA)或功能性RNA

的转录和稳定积累。表达也可以指蛋白质的产生。术语“改变的表达水平”是指不同于正常

或未转化的细胞或生物体的表达水平的转基因细胞或生物体中的表达水平。

[0061] 基因产物可以是基因的转录产物(例如，mRNA、tRNA、rRNA、反义RNA、核酶、结构RNA

或任何其他类型的RNA)或通过mRNA翻译产生的蛋白质。基因产物还包括通过如加帽、多腺

苷酸化、甲基化和编辑等方法修饰的RNA，以及通过例如甲基化、乙酰化、磷酸化、泛素化、

ADP核糖基化、肉豆蔻酸化(myristilation)和糖基化修饰的蛋白质。术语“RNA转录物”是指

RNA聚合酶催化DNA序列转录产生的产物。当RNA转录物是DNA序列的互补拷贝时，它被称为

初级转录物；源自初级转录物的转录后加工的RNA序列被称为成熟RNA。“信使RNA”(mRNA)是

指缺乏内含子并且可以被细胞翻译成蛋白质的RNA。“cDNA”是指与mRNA互补并源自mRNA的

单链或双链DNA。“功能性RNA”是指有义RNA、反义RNA、核糖酶RNA、siRNA或可能没有翻译但

对至少一个细胞过程有影响的其他RNA。

[0062] “编码序列”或“编码”多肽的序列是当置于适当调控序列的控制下时在体内被转

录(在DNA的情况下)和/或翻译(在mRNA的情况下)成多肽的核酸分子。编码序列的边界由5′

(氨基)末端处的起始密码子和35(羧基)末端处的翻译终止密码子决定。编码序列可以包括

但不限于来自病毒、原核或真核mRNA的cDNA、来自病毒(例如，DNA病毒和逆转录病毒)或原

核DNA的基因组DNA序列，以及合成的DNA序列。转录终止序列可以位于编码序列的3′。

说　明　书 8/90 页

12

CN 116490622 A

12



[0063] “调控序列”和“合适的调控序列”各自是指位于编码序列上游(5′非编码序列)、内

部或下游(3′非编码序列)，且影响相关编码序列的转录、RNA加工或稳定性或翻译的核苷酸

序列。调控序列包括增强子、启动子、翻译前导序列、内含子和多腺苷酸化信号序列。它们包

括天然和合成序列以及可为合成序列与天然序列的组合的序列。

[0064] 本公开文本的某些实施方案涵盖分离的或基本上纯化的核酸组合物。在本公开文

本的上下文中，“分离的”或“纯化的”DNA分子或RNA分子是与其天然环境分开存在并且因此

不是自然产物的DNA分子或RNA分子。分离的DNA分子或RNA分子能以纯化形式存在或可以存

在于非天然环境(例如像转基因宿主细胞)中。例如，“分离的”或“纯化的”核酸分子在通过

重组技术产生时基本上不含其他细胞材料或培养基，或在化学合成时基本上不含化学前体

或其他化学品。在一个实施方案中，“分离的”核酸不含衍生出该核酸的生物体的基因组DNA

中天然侧接该核酸的序列(即，位于该核酸的5′和3′末端的序列)。

[0065] 所谓“片段”是指仅由完整全长多肽序列和结构的一部分组成的多肽。片段可以包

括天然多肽的C末端缺失、N末端缺失和/或内部缺失。蛋白质片段通常将包括全长分子的至

少约5‑100个连续氨基酸残基(例如，全长分子的至少约15‑25个连续氨基酸残基，全长分子

的至少约20‑50个或更多个连续氨基酸残基，或5个氨基酸与全长序列之间的任何整数)。

[0066] “天然存在的”用于描述可以在自然界中发现的与人工产生不同的组合物。例如，

存在于生物体中的可以从自然界来源分离且尚未经实验室的人员有意修饰的核苷酸序列

是天然存在的。

[0067] “5′非编码序列”是指位于编码序列5′(上游)的核苷酸序列。5′非编码序列存在于

起始密码子上游经完全加工的mRNA中并且可以影响初级转录物至mRNA的加工、mRNA稳定性

或翻译效率。“3′非编码序列”是指位于编码序列3′(下游)的核苷酸序列并且可以包括多腺

苷酸化信号序列和编码能够影响mRNA加工或基因表达的调控信号的其他序列。

[0068] “启动子”是指如下核苷酸序列，通常在其编码序列的上游(5′)，其通过为RNA聚合

酶和适当转录所需的其他因子提供识别来引导和/或控制编码序列的表达。“启动子”可以

包括最小启动子，其为由TATA盒和用于指定转录起始位点的其他序列组成的短DNA序列，调

控元件添加到其中以控制表达。“启动子”还可以指包括最小启动子加上能够控制编码序列

或功能性RNA表达的一个或多个调控元件(例如，增强子)的核苷酸序列。启动子可以整体衍

生自天然序列，或由衍生自自然界中发现的不同启动子的不同元件构成，或甚至由合成DNA

序列构成。启动子还可以含有参与蛋白质因子结合的DNA序列，所述蛋白质因子响应于生理

或发育条件控制转录起始的有效性。“组成型表达”是指使用组成型启动子的表达。“条件

型”和“调控型表达”是指受调控型启动子控制的表达。

[0069] “增强子”是可以刺激启动子活性的DNA序列。增强子可以是启动子的先天元件或

插入以提高启动子的水平或组织特异性的异源元件。增强子通常能够在两个方向上操作，

并且即使在从启动子上游或下游移动时也能够发挥作用。增强子和启动子内的其他调控元

件都结合介导其效应的序列特异性DNA结合蛋白。

[0070] “可操作地连接的”是指核酸序列在单一核酸片段上的缔合使得一个序列的功能

受另一个序列影响。例如，如果两个序列的定位使得调控DNA序列影响编码DNA序列的表达

(即，使得编码序列或功能性RNA在启动子的转录控制下)，那么称调控DNA序列与编码RNA或

多肽的DNA序列“可操作地连接”或“缔合”。编码序列可以与调控序列以有义定向或反义定
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向可操作地连接。

[0071] “表达”是指细胞中内源基因、异源基因或核酸区段或转基因的转录和/或翻译。另

外，表达是指有义(mRNA)或功能性RNA的转录和稳定积累。表达也可以指蛋白质的产生。术

语“改变的表达水平”是指不同于正常细胞或生物体的表达水平的细胞或生物体中的表达

水平。

[0072] 对于序列比较，通常一个序列用作参考序列，将测试序列与其相比较。在使用序列

比较算法时，将测试序列和参考序列输入计算机，并且指定序列算法程序参数。然后序列比

较算法基于所指定的算法参数来计算一个或多个测试序列相对于参考序列的序列同一性

百分比。

[0073] 使用以下术语来描述两个或更多个核酸或多核苷酸之间的序列关系：(a)“参考序

列”，(b)“比较窗口”，(c)“序列同一性”，(d)“序列同一性百分比”，和(e)“基本同一性”。如

本文所用，“参考序列”是用作序列比较的基础的确定序列。参考序列可以为指定序列的子

集或整体；例如，作为全长cDNA或基因序列的区段、或完整cDNA或基因序列。如本文所用，

“比较窗口”涉及多核苷酸序列的连续指定区段，其中为了两个序列的最佳比对，与参考序

列(其不包含添加或缺失)相比，比较窗口中的多核苷酸序列可以包含添加或缺失(即，空

位)。通常，比较窗口的长度为至少20个连续核苷酸，并且任选地可以为30、40、50、100个或

更长。本领域技术人员理解，为了避免因在多核苷酸序列中包括空位所致的与参考序列的

高相似性，通常引入空位罚分并从匹配数中减去空位罚分。

[0074] 用于比较的序列比对方法是本领域中熟知的。因此，任何两个序列之间的同一性

百分比的确定可以使用数学算法来完成。此类数学算法的非限制性例子是Myers和Miller

的算法(Myers和Miller，CABIOS，4，11(1988))；Smith等人的局部同源性算法(Smith等人，

Adv.Appl .Math .，2，482(1981))；Needleman和Wunsch的同源性比对算法(Needleman和

Wunsch，JMB，48，443(1970))；Pearson和Lipman的相似性搜索方法(Pearson和Lipman，

Proc .Natl .Acad .Sci .USA，85，2444(1988))；Karlin和Altschul的算法(Karlin和

Altschul，Proc .Natl .Acad .Sci .USA，87，2264(1990))，如Karlin和Altschul所修改的

(Karlin和Altschul，Proc.Natl.Acad.Sci.USA  90，5873(1993))。

[0075] 可以利用这些数学算法的计算机实施来比较序列以确定序列同一性。此类实施包

括但不限于：PC/Gene程序(可从加利福尼亚州山景城的Intelligenetics获得)中的

CLUSTAL；ALIGN程序(2.0版)以及Wisconsin  Genetics软件包第8版(可从美国威斯康辛州

麦迪逊科学道575号的Genetics  Computer  Group(GCG)获得)中的GAP、BESTFIT、BLAST、

FASTA和TFASTA。使用这些程序的比对可以使用默认参数来进行。以下很好地描述了

CLUSTAL程序：Higgins等人(Higgins等人，CABIOS，5，151(1989))；Corpet等人(Corpet等

人，Nucl.Acids  Res.，16，10881(1988))；Huang等人(Huang等人，CABIOS，8，155(1992))；和

Pearson等人(Pearson等人，Meth.Mol.Biol.，24，307(1994))。ALIGN程序是基于Myers和

Miller(同上)的算法。Altschul等人的BLAST程序(Altschul等人，J.Mol.Biol.，215，403

(1990))是基于Karlin和Altschul(同上)的算法。

[0076] 用于进行BLAST分析的软件可通过国家生物技术信息中心公开获得。这种算法涉

及首先通过鉴定询问序列中长度“W”的短字码来鉴定高评分序列对(HSP)，该短字码在与数

据库序列中相同长度的字码比对时，匹配或符合一定的正值阈值得分T。“T”被称为相邻字
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码得分阈值。这些初始相邻字码命中用作开始搜索的种子，以发现含有该种子的较长HSP。

随后沿每个序列在两个方向上延长字码命中，只要可以增加累积比对得分即可。对于核苷

酸序列，使用参数“M”(对于一对匹配残基的奖赏得分；总是＞0)和“N”(对于错配残基的罚

分；总是＜0)来计算累积的得分，并且对于氨基酸序列，使用评分矩阵计算累积的得分。在

累积比对得分从其最大达成值下降数量“x”时，在累积得分由于一个或多个负评分残基比

对的积累而变为零或更低时，或在到达任一序列的末端时，停止每一方向上的字码命中延

伸。

[0077] 除了计算序列同一性百分比以外，BLAST算法还进行两个序列之间的相似性的统

计学分析。BLAST算法提供的一个相似性量度是最小总和概率(P(N))，其提供两个核苷酸或

氨基酸序列之间偶然发生匹配的概率的指示。例如，如果测试核酸序列与参考核酸序列的

比较中的最小总和概率小于约0.1、小于约0.01、或甚至小于约0.001，那么认为测试核酸序

列与参考序列相似。

[0078] 为了获得用于比较目的的空位化比对，可利用Gapped  BLAST(在BLAST  2.0中)。可

替代地，可以使用PSI‑BLAST(在BLAST  2.0中)来进行迭代搜索，其检测分子之间的远距离

关系。在利用BLAST、Gapped  BLAST、PSI‑BLAST时，可以使用各自程序(例如，用于核苷酸序

列的BLASTN、用于蛋白质的BLASTX)的默认参数。BLASTN程序(用于核苷酸序列)使用以下各

项作为默认参数：11的字长(W)，10的期望(E)，100的截止值，M＝5，N＝‑4，和两条链的比较。

对于氨基酸序列，BLASTP程序使用以下各项作为默认参数：3的字长(W)，10的期望(E)，以及

BLOSUM62评分矩阵。还可以通过检查人工进行比对。

[0079] 出于本公开文本的目的，可以使用BlastN程序(1.4.7版或更新版)及其默认参数

或任何等效程序来进行核苷酸序列比较，用于确定与本文所公开启动子序列的序列同一性

百分比。所谓“等效程序”是指任何序列比较程序，其与上述程序所生成的相应比对相比，对

于所讨论的任何两个序列，生成具有一致核苷酸或氨基酸残基匹配和一致序列同一性百分

比的比对。

[0080] 如本文所用，在两个核酸或多肽序列背景下的“序列同一性”或“同一性”涉及两个

序列中，当在指定比较窗口中针对最大对应性进行比对时，相同残基的指定百分比，如通过

序列比较算法或通过目测检查所测量的。在参考蛋白质使用序列同一性百分比时，应认识

到，不相同的残基位置通常因保守氨基酸取代而不同，其中氨基酸残基取代为其他具有相

似化学特性(例如，电荷或疏水性)的氨基酸残基并因此不改变分子的功能特性。当序列因

保守取代而不同时，可以上调序列同一性百分比以针对取代的保守性加以校正。称因此类

保守取代而不同的序列具有“序列相似性”或“相似性”。进行此调整的方式为本领域技术人

员所熟知。通常，这涉及将保守取代评为部分错配而不是完全错配，由此增加序列同一性百

分比。因此，例如，在给予一致氨基酸1分，且给予非保守取代0分时，给予保守取代介于0与1

之间的得分。计算保守取代的评分，例如如程序PC/GENE (加利福尼亚州山景城的

Intelligenetics)中所实施。

[0081] 如本文所用，“序列同一性百分比”意指通过在比较窗口中比较两个最佳比对的序

列来确定的值，其中如与参考序列(其不包含添加或缺失)相比，多核苷酸序列在比较窗口

中的部分可以包含添加或缺失(即，空位)用于两个序列的最佳比对。百分比是通过以下方

式来计算的：确定两个序列中出现相同核酸碱基或氨基酸残基的位置数，以得到匹配位置
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数；用匹配位置数除以比较窗口中的位置总数，并将结果乘以100，得到序列同一性百分比。

[0082] 术语多核苷酸序列的“基本同一性”意指，使用本文所述的比对程序中的一种，使

用标准参数，与参考序列相比，多核苷酸包含具有至少70％、71％、72％、73％、74％、75％、

76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、

91％、92％、93％或94％，或甚至至少95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的序

列。本领域技术人员将认识到，通过考虑密码子简并性、氨基酸相似性、阅读框定位等，这些

值可以经适当调整以确定两个核苷酸序列编码的蛋白质的相应同一性。用于这些目的的氨

基酸序列的基本同一性正常情况下意指至少70％(例如，71％、72％、73％、74％、75％、

76％、77％、78％、79％)、至少80％(例如，81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、

89％)、至少90％(例如，91％、92％、93％或94％)、或甚至至少95％(例如，96％、97％、98％、

99％或100％)的序列同一性。

[0083] 在肽背景下的术语“基本同一性”指示，肽包含在指定比较窗口中与参考序列具有

至少70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、

84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％或94％，或甚至95％、96％、97％、

98％或99％序列同一性的序列。在某些实施方案中，最佳比对是使用Needleman和Wunsch的

同源性比对算法(Needleman和Wunsch，J.Mol.Biol.，48，443(1970))来实施的。两个肽序列

基本上一致的指示是，一个肽与针对另一个肽产生的抗体具有免疫学反应性。因此，例如，

在两个肽只因保守取代而不同时，一个肽与另一个肽基本上一致。因此，本公开文本还提供

了与本文所呈现的核酸分子和肽基本上一致的核酸分子和肽。

[0084] 核苷酸序列基本上一致的另一指示是，如果两个分子在严格条件下彼此杂交。下

文更详细地讨论核酸的杂交。

[0085] 寡核苷酸引物和探针

[0086] 如本文所用，“引物”、“探针”和“寡核苷酸”可互换使用。术语“核酸探针”或对核酸

“具有特异性的探针”是指，与编码目标靶向序列的核酸序列具有至少约80％(例如至少约

90％、例如至少约95％)连续序列同一性或同源性的核酸序列。本公开文本的探针(或寡核

苷酸或引物)的长度为至少约8个核苷酸(例如，长度为至少约8‑50个核苷酸，例如至少约

10‑40个，例如长度为至少约15‑35个核苷酸)。本公开文本的寡核苷酸探针或引物可以在寡

核苷酸的3′包含与目标靶向序列具有至少约80％(例如至少约85％、例如至少约90％、例如

至少约95％)连续同一性的至少约八个核苷酸。

[0087] 引物对可用于使用PCR确定特定SNP的核苷酸序列。单链DNA引物对可以与SNP内或

SNP周围的序列退火，以引发SNP本身的扩增DNA合成。所述过程的第一步涉及使从受试者获

得的生物样品(所述样品含有核酸)与至少一种引物接触，以形成杂交DNA。可用于本公开文

本的方法中的寡核苷酸引物可以是由约8个碱基至最多约80或100个或更多个碱基构成的

任何引物。在本公开文本的一个实施方案中，引物具有约10个与约20个之间的碱基。

[0088] 引物本身可以使用本领域熟知的技术来合成。通常，引物可以使用市售寡核苷酸

合成机来制备。

[0089] 本公开文本的引物或探针可以使用本领域技术人员已知的技术来标记。例如，用

于本公开文本的测定中的标记可以为一级标记(其中所述标记包含直接检测到的元素)或

二级标记(其中检测到的标记结合至一级标记，例如，如免疫学标记中所常见)。对标记(也
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称为“标签”)、加标签或标记程序以及标记检测的介绍可以在以下文献中找到：Polak和Van 

Noorden  (1997)Introduction  to  Immunocytochemistry，第二版，Springer  Verlag，纽

约：以及Haugland(1996)Handbook  of  Fluorescent  Probes  and  Research  Chemicals，由

俄勒冈州尤金市的Molecular  Probes，Inc.出版的综合手册和目录。一级和二级标记可以

包括未检测到的元素以及检测到的元素。本公开文本中的可用一级和二级标记可以包括光

谱标记，如荧光染料(例如，荧光素和衍生物，如异硫氰酸荧光素(FITC)和Oregon  GreenTM、

罗丹明和衍生物(例如，德克萨斯红、四甲基罗丹明异硫氰酸酯(TRITC)等)、地高辛配基、生

物素、藻红蛋白、AMCA、CyDyesTM等)、放射性标记(例如，3H、125I、35S、14C、32P、33P)、酶(例如，辣

根过氧化物酶、碱性磷酸酶)光谱比色标记，如胶体金或有色玻璃或塑料(例如，聚苯乙烯、

聚丙烯、胶乳)珠粒。标记可以根据本领域熟知的方法直接或间接偶联至检测测定的组分

(例如，经标记的核酸)。如上文所指示，可以使用众多标记，其中标记的选择取决于所需灵

敏度、与化合物缀合的容易性、稳定性要求、可用仪器以及处置规定。

[0090] 一般而言，针对所用特定标记调整监控探针‑底物核酸杂交的检测器。典型检测器

包括分光光度计、光电管和光电二极管、显微镜、闪烁计数器、照相机、胶片等以及其组合。

合适的检测器的例子可从技术人员已知的多个商业来源广泛获得。一般来说，包含所结合

的经标记核酸的底物的光学图像经数字化用于后续计算机分析。

[0091] 标记包括使用以下各项的标记：(1)化学发光(使用辣根过氧化物酶和/或碱性磷

酸酶和产生光子作为分解产物的底物)和试剂盒，所述试剂盒可从例如Molecular  Probes、

Amersham、Boehringer‑Mannheim和Life  Technologies/Gibco  BRL获得；(2)颜色产生(使

用辣根过氧化物酶和/或碱性磷酸酶二者和产生有色沉淀物的底物) (可从Life 

Technologies/Gibco  BRL和Boehringer‑Mannheim获得的试剂盒)；(3)半荧光，使用例如碱

性磷酸酶和底物AttoPhos(Amersham)或产生荧光产物的其他底物；(4)荧光(例如，使用Cy‑

5(Amersham)、荧光素和其他荧光标记)；(5)放射性，使用激酶或其他末端标记方法、切口平

移、随机引发或PCR将放射性分子掺入经标记的核酸中。其他标记和检测方法对于本领域技

术人员而言是易于清楚的。

[0092] 可以使用荧光标记并且其优点在于在处理中所需防护措施较少，并且适用于高通

量可视化技术(包括图像数字化的光学分析，用于包含计算机的集成系统中的分析)。优选

标记的特征通常在于以下各项中的一项或多项：标记中的高灵敏度、高稳定性、低背景、低

环境敏感性和高特异性。可以掺入标记中的荧光部分通常是已知的，包括德克萨斯红、地高

辛配基、生物素、1‑和2‑氨基萘、p，p′‑二氨基二苯乙烯、芘、四级菲啶盐、9‑氨基吖啶、p，p′‑

二氨基二苯甲酮亚胺、蒽、氧杂羰花青、部花青、3‑氨基马萘雌酮、花、双‑苯并噁唑、双‑对‑

噁唑基苯、1，2‑苯并吩嗪、视黄醇、双‑3‑氨基呲啶鎓盐、嚏根配基(hellebrigenin)、四环

素、甾酚(sterophenol)、苯并咪唑基苯基胺、2‑氧代‑3‑色烯、吲哚、呫吨、7‑羟基香豆素、吩

噁嗪、水杨酸盐、毒毛旋花苷配基、卟啉、三芳基甲烷、黄素等。许多荧光标记可从以下来源

购得：SIGMA  Chemical  Company(密苏里州圣路易斯)、Molecular  Probes、R&D  systems(明

尼苏达州明尼阿波里斯)、Pharmacia  LKB  Biotechnology(新泽西州皮斯卡塔韦)、

CLONTECH  Laboratories，Inc.(加利福尼亚州帕洛阿尔托)、Chem  Genes  Corp.、Aldrich 

Chemical  Company(威斯康辛州密尔沃基)、Glen  Research，Inc .、GIBCO  BRL  Life 

Technologies，Inc.(马里兰州盖瑟斯堡)、Fluka  ChemicaBiochemika  Analytika(Fluka 
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Chemie  AG，瑞士布克斯)和Applied  BiosystemsTM(加利福尼亚州福斯特城)、以及技术人员

已知的多个其他商业来源。

[0093] 对标记进行检测和定量的方式为本领域技术人员所熟知。因此，例如，当标记是放

射性标记时，用于检测的方式包括如放射自显影中的闪烁计数器或摄影胶片；并且当标记

为光学可检测时，典型的检测器包括显微镜、照相机、光电管、光电二极管和许多广泛可用

的其他检测系统。

[0094] 可以根据本领域熟知的技术制备具有众多种碱基序列中的任一个的寡核苷酸引

物或探针。用于制备寡核苷酸引物或探针的合适的碱基可以选自天然存在的核苷酸碱基，

如腺嘌呤、胞嘧啶、乌嘌呤、尿嘧啶和胸腺嘧啶；和非天然存在的或“合成的”核苷酸碱基，如

7‑去氮杂‑乌嘌呤、8‑氧代‑乌嘌呤、6‑巯基乌嘌呤、4‑乙酰胞苷、5‑(羧基羟乙基)尿苷、2′‑

O‑甲基胞苷、5‑羧甲基氨基‑甲基‑2‑硫尿苷、5‑羧甲基氨基甲基尿苷、二氢尿苷、2′‑O‑甲基

假尿苷、β，D‑半乳糖基辫苷、2′‑O‑甲基乌苷、肌苷、N6‑异戊烯基腺苷、1‑甲基腺苷、1‑甲基

假尿苷、1‑甲基乌苷、1‑甲基肌苷、2,2‑二甲基乌苷、2‑甲基腺苷、2‑甲基乌苷、3‑甲基胞苷、

5‑甲基胞苷、N6‑甲基腺苷、7‑甲基乌苷、5‑甲基氨基甲基尿苷、5‑甲氧基氨基甲基‑2‑硫尿

苷、β，D‑甘露糖基辫苷、5‑甲氧基羰基甲基尿苷、5‑甲氧基尿苷、2‑甲硫基‑N6‑异戊烯基腺

苷、N‑((9‑β‑D‑呋喃核糖基‑2‑甲基硫嘌呤‑6‑基)氨基甲酰基)苏氨酸、N‑((9‑β‑D‑呋喃核

糖基嘌呤‑6‑基)N‑甲基‑氨基甲酰基)苏氨酸、尿苷‑5‑氧乙酸甲酯、尿苷‑5‑氧乙酸、怀丁

苷、假尿苷、辫苷、2‑硫胞苷、5‑甲基‑2‑硫尿苷、2‑硫尿苷、2‑硫尿苷、5‑甲基尿苷、N‑((9‑β‑

D‑呋喃核糖基嘌呤‑6‑基)氨基甲酰基)苏氨酸、2′‑O‑甲基‑5‑甲基尿苷、2′‑O‑甲基尿苷、怀

丁苷和3‑(3‑氨基‑3‑羧丙基)尿苷。可以采用任何寡核苷酸主链，包括DNA、RNA(但RNA不如

DNA)、经修饰的糖(如碳环)和含有2′取代(如氟和甲氧基)的糖。寡核苷酸可以为如下寡核

苷酸，其中至少一个或所有核苷酸间桥接磷酸酯残基是经修饰的磷酸酯，如甲基磷酸酯、甲

基硫代磷酸酯、phosphoroinorpholidate、磷酸哌嗪化物(phosphoropiperazidate)和磷酸

酰胺化物(phosplioramidate)(例如，每隔一个核苷酸间桥接磷酸酯残基可以如所述进行

修饰)。寡核苷酸可以为“肽核酸”，如Nielsen等人，Science，254：1497‑1500(1991)中所述。

[0095] 如本文所用，“单碱基对延伸探针”是选择性识别单核苷酸多态性(即，A/G多态性

的A或G)的核酸。通常，这些探针采用DNA引物的形式(例如，如在PCR引物中)，其经修饰使得

引物的掺入释放荧光团。这种形式的一个例子是 探针，其使用酶Taq聚合酶的5′外

切核酸酶活性用于测量样品中靶序列的量。 探针由18‑22bp寡核苷酸探针组成，其

经5′端的报告荧光团和3′端的猝灭剂荧光团标记。将探针分子掺入PCR链中(这是由于探针

组含于PCR引物混合物中而发生)将报告荧光团从猝灭剂的影响中解除。引物必须能够识别

靶结合位点。一些引物延伸探针可以不经完整PCR延伸循环即由DNA聚合酶直接“激活”。

[0096] 唯一要求是，寡核苷酸探针应该具有如下序列，该序列的至少一部分能够与DNA样

品的序列的已知部分结合。本公开文本提供的核酸探针可用于多种目的。

[0097] 检测核酸的方法

[0098] A.扩增

[0099] 根据本公开文本的方法，存在于生物样品中的DNA的扩增可以通过本领域已知的

任何方式来进行。合适的扩增技术的例子包括但不限于聚合酶链式反应(包括用于RNA扩增

的逆转录酶聚合酶链式反应)、连接酶链式反应、链置换扩增、基于转录的扩增、自持序列复
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制(或“3SR”)、Qβ复制酶系统、基于核酸序列的扩增(或“NASBA”)、修复链式反应(或“RCR”)

和自返式(boomerang)DNA扩增(或“BDA”)。

[0100] 掺入扩增产物中的碱基可以是天然或经修饰的碱基(在扩增前或扩增后进行修

饰)，并且可以选择该碱基以优化后续电化学检测步骤。

[0101] 聚合酶链式反应(PCR)可以根据已知技术来进行。参见例如美国专利号4,683 ,

195；4,683,202；4,800,159；和4,965,188。一般而言，PCR涉及，首先在杂交条件下用一个用

于待检测特定序列的每条链的寡核苷酸引物处理核酸样品(例如，在热稳定DNA聚合酶存在

下)，使得合成与每条核酸链互补的每种引物的延伸产物，且引物与特定序列的每条链充分

互补以与其杂交，使得从每种引物合成的延伸产物在与其互补体分离时可以用作模板用于

合成另一引物的延伸产物；以及如果存在待检测的一个或多个序列，随后在变性条件下处

理样品以分离引物延伸产物与其模板。周期性重复这些步骤直至获得所需扩增程度为止。

经扩增的序列的检测可以通过以下方式进行：向反应产物中添加能够与反应产物杂交的寡

核苷酸探针(例如，本公开文本的寡核苷酸引物或探针)，所述探针携带可检测标记；以及之

后根据已知技术检测标记。可以掺入核酸中或与核酸可操作地连接的各种标记在本领域是

熟知的，如放射性标记、酶标记和荧光标记。在待扩增的核酸是RNA时，扩增可以通过首先根

据已知技术用逆转录酶转化为DNA来进行。

[0102] 链置换扩增(SDA)可以根据已知技术来进行。例如，SDA可以用单个扩增引物或扩

增引物对来进行，且指数型扩增是用扩增引物对来实现的。一般而言，SDA扩增引物在5′至

3′方向上包含侧翼序列(其DNA序列无关紧要)、用于反应中所用限制性酶的限制性位点和

与待扩增和/或检测的靶序列杂交的寡核苷酸序列(例如，如本文所述的寡核苷酸引物或探

针)。用于促进限制性酶与识别位点结合并在限制性位点被切出切口后提供DNA聚合酶引发

位点的侧翼序列的长度可以是约15至20个核苷酸。限制性位点在SDA反应中起作用。例如，

寡核苷酸引物或探针部分的长度可以是约13至15个核苷酸。

[0103] 连接酶链式反应(LCR)也可以根据已知技术来进行。一般而言，该反应是用两对寡

核苷酸探针来进行：一对结合至待检测序列的一条链；另一对结合至待检测序列的另一条

链。每对一起与其所对应的链完全重叠。该反应是通过以下方式来进行的：首先，使待检测

序列的链变性(例如，分离)，然后使该链与两对寡核苷酸探针在热稳定连接酶存在下反应，

使得每对寡核苷酸探针连接在一起，然后分离反应产物，且之后周期性重复该过程，直至序

列扩增至所需程度为止。随后可以与上文所述的关于PCR的类似方式进行检测。

[0104] 根据本文所述的方法，可以检测特定基因座处的特定SNP。可用于本文所述方法中

的技术包括但不限于直接DNA测序、PFGE分析、等位基因特异性寡核苷酸(ASO)、斑点印迹分

析和变性梯度凝胶电泳，并且为技术人员所熟知。

[0105] 有若干种方法可以用于检测DNA序列变异。直接DNA测序(即人工测序或自动化荧

光测序)可以检测序列变异。另一种方法是单链构象多态性测定(SSCA)。这种方法不检测所

有序列变化，尤其是如果DNA片段大小大于200bp的话，但可以经优化以检测大多数DNA序列

变异。检测灵敏度降低是一个缺点，但使用SSCA时可能的通量增加使其成为直接测序的有

吸引力的、可行的备选项，用于在研究基础上进行突变检测。随后可以对在SSCA凝胶上具有

变动迁移率的片段进行测序，以确定DNA序列变异的确切性质。基于两条互补DNA链之间的

错配的检测的其他方法包括钳位变性凝胶电泳(CDGE)、异源双链体分析(HA)和化学错配切
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割(CMC)。一旦鉴定出序列变化，就可以利用等位基因特异性检测方法(如等位基因特异性

寡核苷酸(ASO)杂交)针对该相同序列变化(例如，突变、多态性)快速筛选大量其他样品。这

种技术可以利用经金纳米颗粒标记的探针来产生视觉颜色结果。

[0106] 对SNP的检测可以通过使用本领域熟知的技术对所需靶区域进行测序来完成。可

替代地，可以使用已知技术从来自受试者的组织的基因组DNA制剂直接扩增序列。随后可以

确定经扩增的序列的DNA序列。

[0107] 有几种熟知方法用于更完整但仍间接地测试以确认突变型等位基因的存在：1)单

链构象分析(SSCA)；2)变性梯度凝胶电泳(DGGE)；3)核糖核酸酶保护测定；4)等位基因特异

性寡核苷酸(ASO)；5)使用识别核苷酸错配的蛋白质，如大肠杆菌(E.coli)mutS蛋白；和/或

6)等位基因特异性PCR。对于等位基因特异性PCR，使用在其3′端与特定等位基因杂交的引

物。如果不存在特定突变，那么观察不到扩增产物。还可以使用扩增受阻突变系统(ARMS)。

也可以通过克隆、测序和扩增来检测基因的插入和缺失。另外，可以使用用于基因或周围标

记物基因的限制性片段长度多态性(RFLP)探针对等位基因的改变或多态性片段中的插入

进行评分。可以使用如本领域已知的其他检测插入和缺失的技术。

[0108] 在前三种方法(SSCA、DGGE和核糖核酸酶保护测定)中，出现新电泳条带。SSCA检测

差异性迁移的条带，因为序列变化引起单链分子内碱基配对的差异。核糖核酸酶保护涉及

将突变型多核苷酸切割为两个或更多个较小片段。DGGE使用变性梯度凝胶检测突变型序列

与野生型序列相比的迁移率差异。在等位基因特异性寡核苷酸测定中，设计检测特定序列

的寡核苷酸，并且该测定是通过检测杂交信号的存在或不存在来进行的。在mutS测定中，蛋

白质仅与突变型与野生型序列之间异源双链体中含有核苷酸错配的序列结合。

[0109] 根据本公开文本，错配是如下杂交的核酸双链体，其中两条链并非100％互补。完

全同源性的缺乏可能是由于缺失、插入、倒转或取代所致。可以使用错配检测来检测基因或

其mRNA产物中的点突变。尽管这些技术不如测序灵敏，但其更易于对大量样品实施。错配切

割技术的例子是核糖核酸酶保护方法。使核糖核酸探针与从肿瘤组织分离的mRNA或DNA退

火(杂交)在一起，并且随后用核糖核酸酶A消化，该酶能够检测双链体RNA结构中的一些错

配。如果通过核糖核酸酶A检测到错配，其在错配位点切割。因此，在电泳凝胶基质上分离退

火的RNA制剂时，如果已检测到错配并且通过核糖核酸酶A切割，那么将观察到小于核糖核

酸探针与mRNA或DNA的全长双链体RNA的RNA产物。核糖核酸探针无需具有mRNA或基因的全

长，但可以为任一者的区段。如果核糖核酸探针仅包括mRNA或基因的区段，那么使用多个这

些探针针对错配筛选全部mRNA序列将是合意的。

[0110] 以类似方式，可以使用DNA探针通过酶切割或化学切割来检测错配。可替代地，可

以通过错配双链体的电泳迁移率相对于匹配双链体的变动来检测错配。使用核糖核酸探针

或DNA探针，可以在杂交之前使用PCR扩增可能含有突变的细胞mRNA或DNA。

[0111] B.杂交

[0112] 短语“与......特异性杂交”是指当复杂混合物(例如，总细胞的)DNA或RNA中存在

特定核苷酸序列时，在严格条件下分子仅与该序列结合、双链化或杂交。“实质上结合”是指

引物或探针核酸与靶核酸之间的互补杂交，并且包括可以通过降低杂交介质的严格性来适

应的少量错配，以实现靶核酸序列的所需检测。

[0113] 通常，严格条件被选择为在限定的离子强度和pH下比特定序列的热力学熔点(Tm)
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低约5℃。然而，严格条件涵盖在约1℃至约20℃范围内的温度，取决于所需严格性程度，如

本文另外所限定。如果在严格条件下不彼此杂交的核酸所编码的多肽基本上一致，那么该

核酸仍基本上一致。例如，这可能在使用遗传密码子允许的最大密码子简并性来产生核酸

拷贝时发生。两个核酸序列基本上一致的一个指示是，第一核酸编码的多肽与第二核酸编

码的多肽具有免疫学交叉反应性。

[0114] “严格条件”是如下条件：(1)采用低离子强度和高温用于洗涤，例如，0 .015M 

NaCl/0.0015M柠檬酸钠(SSC)；0.1％十二烷基硫酸钠(SDS)，在50下；或(2)在杂交期间采用

变性剂，如甲酰胺，例如，50％甲酰胺和0.1％牛血清白蛋白/0.1％Ficoll/0.1％聚乙烯呲

咯烷酮/50mM磷酸钠缓冲液(pH  6.5)，和750mM  NaCl、75mM柠檬酸钠，在42℃下。另一个例子

是在42℃下使用50％甲酰胺、5  x  SSC(0 .75M  NaCl、0.075M柠檬酸钠)、50mM磷酸钠(pH 

6.8)、0.1％焦磷酸钠、5  x  Denhardt氏溶液、超声处理的鲑鱼精子DNA(50μg/ml)、0.1％SDS

和10％硫酸葡聚糖，且在42℃下在0.2  x  SSC和0.1％SDS中洗涤。严格条件的其他例子在本

领域是熟知的。

[0115] 在核酸杂交实验(如Southern杂交和Northern杂交)的背景下，“严格杂交条件”和

“严格杂交洗涤条件”是序列依赖性的，并且在不同环境参数下有所不同。较长序列在较高

温度下特异性杂交。热力学熔点(Tm)是50％的靶序列与完全匹配的引物或探针序列杂交的

温度(在限定的离子强度和pH下)。特异性通常随杂交后洗涤而变，关键因子是最后一次洗

涤溶液的离子强度和温度。对于DNA‑DNA杂合体，Tm可以从Meinkoth和Wahl(1984)的方程约

计；Tm  81.5℃+16.6(log  M)+0.41(％GC)‑0.61(％甲酰胺)‑500/L；其中M是单价阳离子的

克分子浓度，％GC是DNA中乌苷和胞嘧啶核苷酸的百分比，％甲酰胺是杂交溶液中甲酰胺的

百分比，并且L是碱基对中杂合体的长度。对于每1％错配，Tm下降约1℃；因此，Tm、杂交和/

或洗涤条件可以经调整以与具有所需同一性的序列杂交。例如，如果寻找具有＞90％同一

性的序列，Tm可以降低10℃。通常，严格条件被选择为在限定的离子强度和pH下比特定序列

与其互补体的Tm低约5℃。然而，极端严格条件可以利用在比Tm低1℃、2℃、3℃或4℃的温度

下杂交和/或洗涤；中等严格条件可以利用在比Tm低6℃、7℃、8℃、9℃或10℃的温度下杂交

和/或洗涤；低严格条件可以利用在比Tm低11℃、12℃、13℃、14℃、15℃或20℃下的温度下

杂交和/或洗涤。使用该方程、杂交和洗涤组合物以及所需温度，本领域普通技术人员将理

解，固有地描述了杂交和/或洗涤溶液的严格性的变化。如果所需错配程度导致低于45℃

(水溶液)或32℃(甲酰胺溶液)的温度，那么可以增加SSC浓度，使得可以使用较高温度。通

常，高严格杂交和洗涤条件被选择为在限定的离子强度和pH下比特定序列的Tm低约5℃。

[0116] 高严格洗涤条件的例子是0.15M  NaCl，在72℃下，约15分钟。严格洗涤条件的例子

是0.2  x  SSC洗涤，在65℃下，15分钟。通常，在高严格性洗涤前，进行低严格性洗涤以去除

背景信号。用于例如多于100个核苷酸的双链体的中等严格性洗涤的例子是1  x  SSC，在45

℃下，15分钟。对于短核苷酸序列(例如，约10至50个核苷酸)，严格条件通常涉及小于约

1.5M的盐浓度、小于约0.01至1.0M的Na离子浓度(或其他盐)，在pH  7.0至8.3下，并且温度

通常为至少约30℃，并且对于长寡核苷酸(例如，＞50个核苷酸)为至少约60℃。严格条件也

可以通过添加如甲酰胺等去稳定剂来实现。一般而言，在特定杂交测定中，与针对无关寡核

苷酸观察到的相比，2x(或更高)的信噪比指示检测到特异性杂交。如果在严格条件下不彼

此杂交的核酸所编码的蛋白质基本上一致，那么该核酸仍基本上一致。例如，这可以在使用
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遗传密码子允许的最大密码子简并性来产生核酸拷贝时发生。

[0117] 非常严格条件可以与特定寡核苷酸的Tm相等。用于DNA印迹或RNA印迹中的过滤器

上具有多于100个互补残基的互补核酸杂交的严格条件的例子是50％甲酰胺，例如，在50％

甲酰胺、1M  NaCl、1％SDS中在37℃下杂交，和在0.1  x  SSC中在60℃至65℃下洗涤。示例性

低严格性条件包括用30％至35％甲酰胺、1M  NaCl、1％SDS(十二烷基硫酸钠)的缓冲溶液在

37℃下杂交，和在1x至2x  SSC(20x  SSC＝3.0M  NaCI/0.3M柠檬酸三钠)中在50℃至55℃下

洗涤。示例性中等严格性条件包括在40％至45％甲酰胺、1.0MNaCl、1％SDS中在37℃下杂

交，和在0.5x至1x  SSC中在55℃至60℃下洗涤。

[0118] “Northern分析”或“RNA印迹”是用于鉴定与已知探针杂交的RNA序列的方法，所述

探针为例如寡核苷酸、DNA片段、cDNA或其片段，或RNA片段。探针可以用诸如32P等放射性同

位素、通过生物素化或用酶标记。使用本领域熟知的标准技术，通常可以将待分析的RNA在

琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶上以电泳方式分离，转移至硝酸纤维素、尼龙或其他合适的膜上，

并与探针杂交。

[0119] 能以本领域技术人员已知的任何合适的方式使核酸样品与寡核苷酸接触。例如，

可以将DNA样品溶解于溶液中，并在允许杂交的条件下通过将寡核苷酸溶解于含有DNA样品

的溶液中而与寡核苷酸接触。合适的条件为本领域技术人员所熟知。可替代地，可以将DNA

样品溶解于含有固定在固体支持物上的寡核苷酸的溶液中，借此可以通过将其上固定有寡

核苷酸的固体支持物浸没于含有DNA样品的溶液中来使DNA样品与寡核苷酸接触。

[0120] 术语“基质”是指寡核苷酸可以附着的任何固体支持物。基质材料可以共价或其他

方式经涂层或官能团修饰，以促进寡核苷酸的结合。合适的基质材料尤其包括聚合物、玻

璃、半导体、纸、金属、凝胶和水凝胶。基质可以具有任何物理形状或尺寸，例如盘状、条状或

微粒状。术语“斑点”是指已知序列的寡核苷酸附着在基质上的独特位置。斑点可以为平面

基质上的一个区域，或其可以为例如可与其他微粒相区别的微粒。术语“结合”意指贴附至

固体基质。出于筛选测定的目的，在斑点贴附于基质上的特定位置时，斑点“结合”至固体基

质。

[0121] 在本公开文本的某些实施方案中，基质为聚合物、玻璃、半导体、纸、金属、凝胶或

水凝胶。在本公开文本的某些实施方案中，试剂盒还可以包括固体基质和至少一个对照寡

核苷酸，其中所述至少一个对照寡核苷酸结合至基质上的独特斑点中。

[0122] 在本公开文本的某些实施方案中，所述固体基质是微阵列。“阵列”或“微阵列”在

本文中同义使用，是指多个附着至在基质上的一个或多个可区别斑点的引物或探针。微阵

列可以包括单个基质或多个基质，例如多个珠粒或微球。微阵列的“拷贝”含有相同类型和

排列的引物或探针。

[0123] 检测糖尿病的方法

[0124] 本公开文本提供了通过确定CpG二核苷酸重复序列或CpG二核苷酸重复基序区域

的甲基化状态来确定受试者是否有可能患有糖尿病的方法，其中CpG二核苷酸的甲基化状

态与糖尿病相关。在某些实施方案中，所述方法确定多个(例如，1与10,000之间的任何整

数，如至少100个)CpG二核苷酸重复基序区域的甲基化状态。

[0125] 如本文所用，“生物样品”本质上涵盖从受试者获得的可用于本文所述的诊断或预

后方法的任何样品类型。所述生物样品可以是可确定临床相关生物标记物的任何体液、组
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织或任何其他样品。“生物样品”还可以涵盖培养物中的细胞、细胞上清液、细胞裂解物、血

液、血清、血浆、尿液、脑脊液、生物液和组织样品。在一些实施方案中，测定血液样品或源自

血液的样品(例如血浆、循环、外周、淋巴细胞等)中一个或多个SNP的存在和/或一个或多个

CpG二核苷酸的甲基化状态。生物样品也可以是唾液。通常，提供并测试含有核酸的生物样

品。可以使用熟知的技术从受试者获得生物样品，所述技术如静脉穿刺、腰椎穿刺、液体样

品(如唾液或尿液)等。

[0126] 如本文所用，术语“健康的”意指，受试者不表现出特定病症，并且不会比随机地对

特定病症敏感的可能性大。

[0127] 如本文所用，术语“易感性(predisposition)”定义为受试者表现出病症的倾向或

易感性。例如，易感受试者比对照受试者或健康受试者更有可能表现出病症。

[0128] 美国心理学会(APA)将患病率定义为“群体中存在的病例(例如疾病或障碍的病

例)的总数或百分比”(APA心理学词典，(美国心理学会，华盛顿特区，2007))。在一些情形

下，时点患病率用于描述在离散时间点的病例的患病率，而期间患病率用于描述在一段时

间内(例如，一个月、一年)存在的病例数。患病率通常表示为每群体单位的比率(例如，每

100,000人的病例数)，而不是绝对数或百分比。

[0129] 类似地，APA将发病率定义为“给定时间段内特定人群中给定事件或病症(例如障

碍、疾病、症状或损伤)的新病例的发生率”(APA心理学词典，(美国心理学会，华盛顿特区，

2007))。在一些情形下，时间段可以是一年或少于一年；在一些情形下，时间段可以是长于

一年(例如，两年、五年、十年)。

[0130] APA将诊断定义为“通过使用评估技术(例如测试和检查)和其他可用证据，通过其

体征和症状来鉴定和确定疾病或障碍性质的过程”(APA心理学词典，(美国心理学会，华盛

顿特区，2007))。诊断可以是指现在的时间段，或过去或将来的时间段。

[0131] 同样，APA将预后定义为“对病症、疾病或障碍的病程、持续时间、严重程度和结局

的预测”(APA心理学词典，(美国心理学会，华盛顿特区，2007))。例如，可以在一个月、六个

月、一年、五年、十年或更长的时间段内做出预后。

[0132] 风险评估被定义为“对受试者进行的研究，目的是试图确定该人患上特定疾病的

可能性，或者，如果该疾病已经存在，则此人将遭受其恶化或死亡的可能性”(Youngson，

2005，柯林斯医学词典)。在一些情形下，风险评估基于病症或事件，而不是直接基于疾病。

在一些情形下，在一段时间内(例如，月、年)确定风险评估。

[0133] 本文描述了可在检测受试者是否易患糖尿病的方法中使用的生物标记物。本文所

述的方法可用于预测个体患上糖尿病的可能性和/或预测个体的疾病的严重程度或结局。

此类方法通常包括：提供来自所述受试者的生物样品；在碱性条件下使来自生物样品的DNA

与亚硫酸氢盐接触；使亚硫酸氢盐处理的DNA与长度为至少8个核苷酸的至少一个第一寡核

苷酸引物接触，所述至少一个第一寡核苷酸引物与包含CpG二核苷酸(例如，在称为

cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC基因座处)的序列互

补；并确定所述CpG二核苷酸的甲基化状态。应当理解，所述至少一个第一寡核苷酸探针可

以检测非甲基化CpG二核苷酸或甲基化CpG二核苷酸。这种使用基因组或亚硫酸氢盐处理的

DNA的方法可以进一步包括确定单核苷酸多态性(SNP)(例如，rs1834967、rs41480347、

rs2141638、rs6684261和rs1423855)或与第一SNP连锁不平衡的第二SNP的基因型。如本文
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所述，一个或多个特定CpG二核苷酸的甲基化和一个或多个特定SNP的存在可用于预测所述

受试者是否患有糖尿病或具有增加的患上糖尿病的可能性。

[0134] 在一些实施方案中，所述方法进一步包括使经亚硫酸氢盐处理的DNA与长度为至

少8个核苷酸的至少一个第二寡核苷酸探针接触，所述至少一个第二寡核苷酸探针与包含

CpG二核苷酸的序列互补，其中所述至少一个第二寡核苷酸探针检测所述至少一个第一寡

核苷酸探针未检测到的非甲基化CpG二核苷酸或甲基化CpG二核苷酸。

[0135] 在一些实施方案中，可以确定所述生物样品中甲基化CpG二核苷酸与非甲基化CpG

二核苷酸的比率，作为本文所述方法的一部分。确定特定基因座或全基因组处的甲基化CpG

二核苷酸与非甲基化CpG二核苷酸的比率可用于例如局部或全局评估转录活性和/或基因

表达的水平。

[0136] 应理解，确定所述一个或多个CpG二核苷酸的甲基化状态和确定SNP的存在(或不

存在)可以利用任何数量的技术，例如扩增和/或测序步骤。扩增和测序是本领域熟知的技

术，并且通常用于确定特定序列的甲基化状态和SNP的存在/不存在。

[0137] 提供了确定来自受试者的生物样品中与糖尿病相关的生物标记物的存在的方法。

此类方法通常包括提供所述生物样品的第一部分和使来自所述第一部分的DNA与亚硫酸氢

盐在碱性条件下接触。可以使经亚硫酸氢盐处理的第一部分与长度为至少8个核苷酸并且

与包含CpG二核苷酸(例如在称为cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427和

cg21139312的CG基因座处检测到)的序列互补的第一寡核苷酸探针接触，并且可以使所述

生物样品的第二部分与长度为至少8个核苷酸且与SNP(例如，rs1834967、rs41480347、

rs2141638、rs6684261和rs1423855)互补的核酸探针接触。

[0138] 如本文所述，CpG二核苷酸在被命名为cg06500161、cg21139312、cg19693031、

cg17901584或cg13375427的一个或多个GC基因座处(或在与一个或多个此类CpG处于连锁

不平衡的CpG处)的甲基化百分比以及在被命名为rs41480347、rs2141638、rs6684261和

rs1423855的一个或多个SNP处(或在与一个或多个此类SNP连锁不平衡的SNP处)的核苷酸

的身份是与糖尿病相关的生物标记物并且可用于预测个体将患上糖尿病的可能性和/或预

测疾病的严重程度或个体的结局。

[0139] 虽然指示的基因座对个体是否患有或将患上糖尿病的影响是复杂的关系，但以下

趋势可能与糖尿病相关：基因座cg06500161和cg21139312处所述CpG二核苷酸的甲基化渐

增；基因座cg19693031，cg17901584和cg13375427处所述CpG二核苷酸的甲基化渐减；SNP 

rs1834967处存在G核苷酸，SNP  rs41480347处存在A核苷酸，SNP  rs2141638处存在G核苷

酸，SNP  rs6684261处存在C核苷酸，并且SNP  rs1423855处存在C核苷酸。

[0140] 用于检测糖尿病的试剂盒

[0141] 在本公开文本的另外的实施方案中，提供了含有探针、寡核苷酸或抗体的制品和

试剂盒。此类制品可用于本文所述的方法中。制品可包括具有例如标记的一个或多个容器。

合适的容器包括例如瓶子、小瓶和试管。容器可以由各种材料如玻璃或塑料形成。容器可以

容纳如下组合物，所述组合物包括一种或多种有效实践本文所述方法的试剂。容器上的标

记指示，组合物可以用于特定应用。本公开文本的试剂盒通常将包含上述容器和一个或多

个其他容器，该一个或多个其他容器包含从商业角度和用户角度来看合意的材料，包括缓

冲液、稀释剂、过滤器和具有使用说明书的包装插页。
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[0142] 在某些实施方案中，本公开文本提供了用于确定至少一个CpG二核苷酸的甲基化

状态以及至少一个单核苷酸多态性(SNP)的存在的试剂盒。在某些实施方案中，如本文所述

的试剂盒可以含有多个引物，该引物数为介于1与10,000之间的任何整数，如1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、...9997、9998、9999、10,000。如本文所用，术语“核酸引物”或“核酸探针”或“寡

核苷酸”涵盖DNA和RNA序列二者。在某些实施方案中，引物或探针可以在物理上位于单个固

体基质上或多个基质上。

[0143] 如本文所述的试剂盒可以包括与包含CpG二核苷酸(例如，在称为cg19693031、

cg17901584、cg06500161、cg13375427和cg21139312的GC基因座处检测到)的亚硫酸氢盐转

化核酸序列互补的至少一个第一核酸引物(例如，长度为至少8个核苷酸)以及与SNP(例如，

rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261和rs1423855)互补的至少一个第二核酸引

物(例如，长度为至少8个核苷酸)。所述至少一个第一核酸引物可以检测甲基化或非甲基化

CpG二核苷酸。

[0144] 应理解，本文所述的核酸引物、探针或寡核苷酸中的任一者可以包括一个或多个

核苷酸类似物和/或一个或多个合成或非天然核苷酸。

[0145] 还应理解，本文所述的试剂盒可包括固体基质。在一些实施方案中，一个或多个核

酸引物可以结合至固体支持物。固体支持物的例子包括而不限于聚合物、玻璃、半导体、纸、

金属、凝胶或水凝胶。固体支持物的其他例子包括而不限于微阵列或微流体卡。

[0146] 还应理解，本文所述的任何试剂盒可以包括一个或多个可检测标记。在一些实施

方案中，一个或多个核酸引物可以经所述一个或多个可检测标记来标记。代表性的可检测

标记包括而不限于酶标记、荧光标记和比色标记。

[0147] 用于预测糖尿病的算法

[0148] 本文所述的方法中可以使用任何数目的算法，该算法可以捕获线性效应(例如，线

性回归)或线性效应和非线性效应二者(例如，Random  Forest、梯度增强、神经网络(例如，

深度神经网络、极限学习机(ELM))、支持向量机、隐马尔可夫(Hidden  Markov)模型)。参见

例如，McKinney等人，2011，Appl .Bioinform .，5(2)：77‑88；Gunther等人，2012，BMC 

Genet.，13：37；和Ogutu等人，2011，BMC  Proceedings，5(增刊3)：S11。可以使用能够捕获用

于预测的性状的线性和/或非线性贡献的任何类型的机器学习算法或深度学习神经网络算

法(经调谐或未经调谐)。在一些情形下，使用算法的组合(例如，捕获性状的线性和/或非线

性贡献的多种算法的组合或系综)。

[0149] 仅举例来说，Random  ForestTM是流行的机器学习算法，由Breiman和Cutler创建，

用于生成“分类树”(参见例如，万维网上的“stat .berkeley .ed u/～breiman/

RandomForests/cc_home .htm”)。使用标准机器学习和预测性建模技术，根据Breiman和

Cutler充分说明的准则，书写诊断分类器算法以用R和Python编程语言来执行(但其能以多

种其他编程语言来执行)。诊断分类器算法是使用来自至少两个性状(T)和来自该群体的目

标诊断的数据生成的。为了确定新个体的输出(例如，诊断)，仅确定该至少两个性状(T)的

值并将该信息输入能够捕获性状的线性和非线性贡献的算法(例如，本文所述的诊断分类

器算法或上文讨论的另一算法)中。

[0150] 如本文所述，输入是至少一个基因型(例如，SNP)和至少一个CpG二核苷酸的甲基

化状态，并且结局可以代表糖尿病的阳性概率或阴性概率(例如，预测或诊断)。用于确定结
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局的性状(T)可以代表至少一个CpG二核苷酸的甲基化状态或至少一个基因型(例如，SNP的

基因型)，但性状(T)也可以对应于至少一种相互作用(例如，甲基化状态与基因型之间

(CpGxSNP)、两个不同位点的甲基化状态之间(CpGxCpG)或两个不同基因型之间

(SNPxSNP))。应理解，任何此类相互作用都可以使用部分依赖曲线图来可视化。

[0151] 图3是示例糖尿病分类系统300的框图。在一些实施方案中，系统300可以执行糖尿

病的监测和/或预测。例如，系统300可用于执行本文所述的示例方法中的一个或多个。

[0152] 在所展示的例子中，受试者301提供受试样品302。在一些实施方案中，受试样品

302可以是例如来自受试者301的血液样品、唾液样品或任何其他适当的生物样品。在一些

实施方案中，医务人员303(例如，医生、护士、实验室技术员、照护者)可以协助受试者301获

得受试样品302。在一些实施方案中，受试者301可以从自己处获得受试样品302(例如，通过

使用便携式血液采样装置或家用收集试剂盒)。

[0153] 核酸分离模块310从受试样品302分离核酸样品312。在一些实施方案中，核酸分离

模块310可以是手动、半自动或自动过程，其执行细胞裂解、去除污染蛋白、去活化DNA酶和/

或RNA酶以及回收DNA和/或RNA中的一个或多个。例如，核酸分离模块310可以是被配置为从

受试样品302分离核酸样品312的自动过程或分析装置的一部分。在另一个例子中，核酸分

离模块310可以是本文件中描述的一个或多个示例试剂盒的一部分，以供如医务人员303的

人用户使用。

[0154] 基因型分型测定模块320接收核酸样品312的部分314a。基因型分型测定模块320

被配置为对核酸样品312的部分314a执行基因型分型测定，以检测至少一个SNP的存在，其

中所述至少一个SNP是来自附录C的第一SNP和/或是与来自附录C的第一SNP连锁不平衡(R

＞0.3)的第二SNP，以确定、鉴定或以其他方式获得基因型数据322的集合。在一些实施方案

中，基因型分型测定模块320可以是手动、半自动或自动过程。例如，基因型分型测定模块

320可以是被配置为对部分314a执行基因型分型测定的自动化过程或分析装置的一部分。

在另一个例子中，基因型分型测定模块320可以是本文件中所述的一个或多个示例试剂盒

的一部分，以供如医务人员303或实验室技术员等人用户使用。

[0155] 甲基化测定模块330接收核酸样品312的部分314b。甲基化测定模块330被配置为

亚硫酸氢盐转化核酸样品312的部分314b中的核酸，并对核酸样品312的部分314b执行甲基

化评估，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自附录A的CpG共线的CpG位点的甲

基化状态(R＞0.3)，以确定、鉴定或以其他方式获得甲基化数据332的集合。

[0156] 鉴定系统340被配置为接收基因型数据322的集合和甲基化数据332的集合，并且

基于诊断分类器算法模块342鉴定受试者301的一个或多个预定性状或特征。诊断分类器算

法模块342被配置为考虑至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互

作用效应。在一些实施方案中，诊断分类器算法模块342可以执行本文描述的可以指示疾病

的存在(例如，诊断指标)或患上疾病的倾向(例如，预测)的算法中的一个或多个。例如，所

述鉴定系统可以被配置为鉴定确定了受试者疾病(例如，糖尿病)的存在或患上所述疾病的

可能性的遗传和/或环境特征，即使当所述疾病是多基因起源的。在一些实现方式中，诊断

分类器算法模块342可以是能够考虑线性和非线性效应的机器学习算法。

[0157] 鉴定系统340基于由所述诊断分类器算法模块342提供的诊断和/或预后指标来提

供输出350。在一些实施方案中，鉴定系统340可以包括被配置为提供输出350的输出模块。
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在一些实现方式中，输出350可以是对受试者301可能已经患有的一种或多种疾病的鉴定。

例如，输出350可以指示，在受试者301中发现了指示糖尿病存在的性状。在一些实现方式

中，输出350可以是受试者301可能在预定时间范围内患上疾病的可能性的指示(例如，受试

者301可能在3年内患上糖尿病的几率为43％，受试者301可能在2年内心脏病发作的几率为

77％)。在一些实现方式中，输出350可以包括基于由诊断分类器算法模块342提供的诊断

和/或预后指标的治疗和/或预防建议。例如，响应于对受试者301中的糖尿病病症的鉴定或

预测，输出350可以包括以下建议：向医务人员303咨询，鉴定受试者301可能的饮食或生活

方式改变以解决或避免所述病症，鉴定受试者301在与医务人员303咨询时要考虑的潜在治

疗和/或补救，或这些的组合和/或基于诊断分类器算法模块342的一个或多个算法的输出

的任何其他适当信息。

[0158] 在展示的例子中，以各种格式提供输出350。由输出350提供的信息的格式可以为

提供给受试者301和/或医务人员303的消息360。在一些实现方式中，消息360的格式可以为

至少临时存储在非暂时性存储介质(例如，硬盘驱动器、闪存)上的报告(例如，字处理文件、

便携式文档格式文件)，在所述介质中可以由受试者301和/或医务人员303检索以供审查。

在一些实现方式中，消息360的格式可以为被传送到受试者301和/或医务人员303以供审查

的电子消息(例如，电子邮件、文字消息、即时消息)。在一些实现方式中，消息360可以是打

印的报告。例如，输出350可以提供给被配置为基于输出350生成硬拷贝报告的打印系统。随

后的自动或手动处理系统可以将报告包装为信件或其他包裹，所述信件或其他包裹可以被

物理递送给受试者301和/或医务人员303(例如，系统300可以创建纸质打印输出结果并通

过邮政邮件将其邮寄)。

[0159] 治疗装置370可以被配置为接收由输出350提供的诊断和/或预后指标，并且基于

诊断和/或预后指标提供疗法和/或治疗。例如，输出350可以指示受试者301患有糖尿病，并

且治疗装置370可以是例如直接(例如，片剂或胶囊)或经由注射器或可穿戴胰岛素泵递送

的胰岛素或另一种药物，其通过以下方式作出反应：鉴定或接收适当剂量的用以治疗病症

的胰岛素的配置设置和/或激活泵或柱塞或其他机构以将剂量施用于受试者301。在另一例

子中，输出350可指示受试者301在未来两年、三年或五年内具有糖尿病发作的高可能性，并

且治疗装置370可以是连续葡萄糖监测系统，其通过以下方式作出反应：鉴定或接收适当剂

量的胰岛素或任何其他适当的治疗物质和/或预防物质的配置设置。在一些实施方案中，治

疗装置370可以被配置为还包括核酸分离模块310、基因型分型测定模块320、甲基化测定模

块330和/或鉴定系统340中的一个或多个。

[0160] 存储系统380被配置为存储输出350。例如，包括在输出350中的信息可以被临时

地、持续预定时间段或者基本上永久地存储在数据库中、文件中或存储为任何其他适当的

数据集合。在一些实施方案中，存储系统380可以将输出350存储在非暂时性存储介质(例

如，硬盘驱动器、闪存)中。例如，输出350可以包括受试者301可以存储或随身携带的基因型

数据322的集合、甲基化数据332的集合和/或个人健康记录中的输出350中的一些或全部。

在一些实施方案中，存储系统380可以将输出350存储为物理介质，例如，存储系统380可以

包括可以基于输出350生成纸质报告的打印机，和/或将报告存储为可以物理归档以供以后

检索的硬拷贝。

[0161] 输入/输出装置382是被配置为显示或以其他方式呈现人(例如，受试者301、医务
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人员303)可感知的输出的物理装置。例如，输入/输出装置382可以是医生办公室中的电子

显示装置。系统300可以处理受试样品302，并且然后基于输出350改变屏幕上像素的配置以

修改由输入/输出装置382显示的信息(例如，可以更新屏幕以向医务人员显示受试者301的

已鉴定的诊断和/或预后)。在另一例子中，输入/输出装置382可以被配置为提供可听(例

如，口头输出)和/或可触(例如，盲文、触觉、振动的)输出，其将输出350修改或以其他方式

转换为物理和/或有形输出(例如，以对视力障碍的用户可感知的方式传达诊断和/或预后

指标)。在另一例子中，输入/输出装置382可以被配置为基于输出350来改变、转换或修改物

理结构或介质的物理特征。

[0162] 用户装置384(例如，电脑、智能电话、平板电脑、计算机化终端)被配置为显示、发

出或以其他方式呈现人用户(如受试者301和/或医务人员303)可感知的一个或多个输出。

例如，用户装置384可以接收输出350(例如，作为数据，作为消息360)并且基于输出350向用

户提供警报和/或提供输出(例如，显示报告，大声读取报告)。在一些实施方案中，用户装置

384可以包括存储装置380或输入/输出装置382中的一个或多个。在一些实施方案中，用户

装置382可以是治疗装置370的一部分。在一些实施方案中，用户装置384可以被配置为包括

核酸分离模块310、基因型分型测定模块320、甲基化测定模块330或鉴定系统340中的一个

或多个。

[0163] 在一些实现方式中，系统300中的一些或全部可以被重复使用，以提供另外的信

息。例如，系统300可以用于收集受试者301的初始健康信息集合和/或鉴定可以协助医务人

员303初始诊断/预后的信息。随后，可以使用所述系统300重新检查受试者301，例如，以确

定开出的医疗和/或生活方式策略随时间的有效性。由于个人的基因型数据322的集合不会

随时间变化，因此系统300可以避免再次执行基因型分型测定模块320的功能。在此类例子

中，甲基化测定模块330可以用于生成甲基化数据332的集合的更新版本，并且甲基化数据

332的更新的集合可以与先前生成的基因型数据322的集合一起被提供给鉴定系统340以用

于处理。在一些实现方式中，可以周期性地收集受试样品302，并且基于基因型数据322的现

有集合和甲基化数据332的更新集合来处理，以产生更新的输出350，所述更新的输出可以

用于提供对为受试者301鉴定的一种或多种病症的持续监测。

[0164] 图4是用于糖尿病分类的示例方法400的流程图。在一些实现方式中，方法400可以

是上述示例方法中的一些或全部。在一些实现方式中，方法400可以是由图3中的示例系统

300中的一些或全部执行的方法。

[0165] 在410，从受试样品分离核酸样品。例如，示例核酸分离模块310可以被配置为从示

例受试样品302分离和/或基本上纯化核酸组合物，以产生示例核酸样品312。

[0166] 在420，对核酸样品的第一部分进行基因型分型测定，以检测至少一个SNP的存在，

其中所述至少一个SNP是来自附录C的第一SNP和/或是与来自附录C的第一SNP连锁不平衡

(R＞0.3)的第二SNP，以获得基因型数据。例如，示例基因型分型测定模块320可用于分析核

酸样品312的示例部分314a，以产生基因型数据322的示例集合。

[0167] 在430，核酸样品的第二部分经亚硫酸氢盐转化，并且对核酸样品的第二部分进行

甲基化评估，以检测来自附录A的至少一个CpG位点和/或与来自附录A的CpG共线(R＞0.3)

的CpG位点的甲基化状态，以获得甲基化数据。例如，示例甲基化测定模块330可用于处理核

酸样品312的部分314b，以产生甲基化数据332的示例集合。
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[0168] 在440，将来自步骤420的基因型数据和/或来自步骤430的甲基化数据输入到算法

中。例如，将基因型数据322的示例集合和甲基化数据332的示例集合输入到示例鉴定系统

340中，并且使用示例诊断分类器算法模块342进行处理。

[0169] 在450，考虑至少一个SNP主效应和/或至少一个CpG主效应和/或至少一个相互作

用效应。例如，示例诊断分类器算法模块342可以被配置为考虑至少一个SNP主效应和/或至

少一个CpG主效应和/或至少一个相互作用效应。在一些实现方式中，诊断分类器算法模块

342可以是能够考虑线性和非线性效应的机器学习算法。

[0170] 在460，提供输出。例如，示例鉴定系统340可以提供示例输出350。

[0171] 在470，从来自受试者的另一样品分离另一核酸样品。例如，示例核酸分离模块310

可以被配置为从另一样品分离和/或基本上纯化核酸组合物，以产生另一示例核酸样品。由

于来自受试者的基因型数据322的集合不会随时间变化，因此新产生的核酸样品可用于获

得甲基化数据332，将所述甲基化数据与基因型数据322的现有集合一起使用，以提供更新

的输出(例如，在稍后的时间点对受试者301执行检查)。在‑些实现方式中，此简化方法可以

周期性或半周期性地执行，以提供对为受试者301鉴定的一种或多种医疗病症的持续监测。

[0172] 图5是示例计算装置500、550的框图，所述示例计算装置可以作为客户端或作为一

个服务器或多个服务器用于实施本文件所述的系统和方法。计算装置500旨在表示各种形

式的数字计算机，如笔记本电脑、台式机、工作站、个人数字助理、服务器、刀片服务器、大型

机和其他适当的计算机。计算装置500还可以表示各种形式的计算机化装置的全部或部分，

如嵌入式数字控制器、媒体桥、调制解调器、网络路由器、网络接入点、网络中继器和包括网

状网络通信接口的网络接口装置。计算装置550旨在表示各种形式的移动装置，如个人数字

助理、蜂窝电话、智能手机和其他类似的计算装置。本文所示的部件、它们的连接和关系以

及它们的功能仅意在是示例性的，而不意在限制在本文件中描述和/或要求保护的本发明

的实现方式。

[0173] 计算装置500包括处理器502、存储器504、存储装置506、连接到存储器504和高速

扩展端口510的高速接口508以及连接到低速总线514和存储装置506的低速接口512。部件

502、504、506、508、510和512中的每一个都使用各种总线互连，并且可以安装在共用主板上

或视情况以其他方式安装。处理器502可以处理用于在计算装置500内执行的指令，包括存

储在存储器504内或存储装置506上的指令，以在外部输入/输出装置(如耦合到高速接口

508的显示器516)上显示用于GUI的图形信息。在其他实现方式中，可以视情况使用多个处

理器和/或多个总线，以及多个存储器和多个存储器类型。此外，可以连接多个计算装置

500，每个装置提供必需操作的部分(例如，作为服务器库(bank)、刀片服务器组或多处理器

系统)。

[0174] 存储器504将信息存储在计算装置500内。在一种实现方式中，存储器504是计算机

可读介质。在一种实现方式中，存储器504是一个或多个易失性存储器单元。在另一实现方

式中，存储器504是一个或多个非易失性存储器单元。

[0175] 存储装置506能够为计算装置500提供大容量存储。在一种实现方式中，存储装置

506是计算机可读介质。在各种不同的实现方式中，存储装置506可以是软盘装置、硬盘装

置、光盘装置或磁带装置、闪存或其他类似的固态存储器装置或装置阵列，包括存储区域网

络或其他配置中的装置。在一种实现方式中，计算机程序产品以信息载体有形地体现。计算

说　明　书 25/90 页

29

CN 116490622 A

29



机程序产品包含指令，当被执行时，所述指令执行一个或多个方法，如上面描述的那些方

法。信息载体是计算机可读介质或机器可读介质，如存储器504、存储装置506或处理器502

上的存储器。

[0176] 高速控制器508管理计算装置500的带宽密集型操作，而低速控制器512管理更低

的带宽密集型操作。此类职责分配只是示例性的。在一种实现方式中，高速控制器508耦合

到存储器504、显示器516(例如，通过图形处理器或加速器)和高速扩展端口510，所述高速

扩展端口可以接受各种扩展卡(未示出)。在该实现方式中，低速控制器512通过低速总线

514耦合到存储装置506和低速扩展端口517。低速扩展端口，其可以包括各种通信端口(例

如，通用串行总线(USB)、蓝牙、低功耗蓝牙(BLE)、以太网、无线以太网(WiFi)、高清多媒体

接口(HDMI)、ZIGBEE、可见或红外收发器、红外线数据协会(IrDA)、光纤、激光、声波、超声

波)，可以例如通过网络适配器513耦合到一个或多个输入/输出装置，如键盘、点击装置、扫

描仪、联网装置(如网关、调制解调器、交换机或路由器)。

[0177] 外围装置可以通过低速控制器512的一个或多个外围接口与高速控制器508通信，

所述外围接口包括但不限于适用于特定传感器配置的USB堆栈、以太网堆栈、WiFi无线电、

低能耗蓝牙(BLE)无线电、ZIGBEE无线电、HDMI堆栈以及蓝牙无线电。例如，通过USB线输出

读数的传感器可以通过USB堆栈进行通信。

[0178] 网络适配器513可以与网络515通信。计算机网络通常具有一个或多个允许网络上

的装置和其他网络(例如互联网)上的装置之间的通信的网关、调制解调器、路由器、媒体接

口、媒体桥、中继器、交换机、集线器、域名服务器(DNS)和动态主机配置协议(DHCP)服务器。

一种这样的网关可以是在网络内的装置和网络外的装置之间路由网络通信流量的网络网

关。通过网络网关路由的网络通信流量的一种常见类型是域名服务器(DNS)请求，该请求是

对DNS的请求，以将统一资源定位符(URL)或指示的统一资源(URI)解析到关联的互联网协

议(IP)地址。

[0179] 网络515可以包括一个或多个网络。一个或多个网络可以在诸如以下的各种模式

或协议下提供通信：全球移动通信系统(GSM)语音呼叫、短信服务(SMS)、增强消息服务

(EMS)或多媒体消息服务(MMS)消息、码分多址(CDMA)、时分多址(TDMA)、个人数字蜂窝

(PDC)、宽带码分多址(WCDMA)、CDMA2000、通用分组无线系统(GPRS)或一个或多个电视或电

缆网络等。例如，可以通过射频收发器进行通信。此外，可以如使用蓝牙、BLE、ZIGBEE、WiFi、

IrDA或其他这样的收发器进行短程通信。

[0180] 在一些实施方案中，网络515可以具有轴辐式网络配置。轴辐式网络配置可以允许

可扩展的网络，所述可扩展的网络可以容纳被添加、去除、故障和替代的部件。例如，这可以

允许网络515上的更多、更少或不同的装置。例如，如果装置出现故障或被所述装置的较新

版本所替代，则网络515可以被配置为使得网络适配器513可以更新替代装置。

[0181] 在一些实施方案中，网络515可以具有网状网络配置(例如，ZIGBEE)。网状配置可

以与常规的星形/树网络配置形成对比，在常规的星形/树网络配置中，联网的装置仅直接

链接到一小部分其他网络装置(例如，网桥/交换机)，并且这些装置之间的链路是分层的。

网状网络配置可以允许基础设施节点(例如，网桥、交换机和其他基础设施装置)直接且非

分层地连接到其他节点。可以动态地自组织和自配置连接以路由数据。通过不依赖中央协

调器，多个节点可以参与信息的中继。在一个或多个节点或节点之间的通信链路发生故障
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的情况下，网状网络可以自我配置，以动态地重新分配工作负载并提供容错和网络鲁棒性。

[0182] 计算装置500可以以多个不同的形式来实现，如图中所示。例如，它可以作为标准

服务器520来实现，或者以一组这样的服务器被多次实现。它还可以作为机架式服务器系统

524的部分来实现。它还可以作为网络装置的一部分，例如调制解调器、网关、路由器、接入

点、中继器、网状节点、交换机、集线器或安全装置(例如，相机服务器)来实现。此外，它可以

在如笔记本电脑522的个人电脑中实现。可替代地，来自计算装置500的部件可以与移动装

置(未示出)(如装置550)中的其他部件组合。在一些实施方案中，装置550可以是移动电话

(例如，智能电话)、手持计算机、平板电脑、网络器具、相机、增强型通用无线分组服务

(EGPRS)移动电话、媒体播放器、导航装置、电子邮件装置、游戏控制台、交互式或所谓的“智

能”电视、媒体流装置或这些数据处理装置中的任何两个或更多个的组合或其他数据处理

装置。在一些实现方式中，装置550可以被包括为机动车辆(例如，汽车、应急车辆(例如，消

防车、救护车)、公共汽车)的一部分。此类装置中的每一个可以含有计算装置500、550中的

一个或多个，并且整个系统可以由多个通过低速总线或有线或无线网络彼此通信的计算装

置500、550组成。

[0183] 计算装置550包括处理器552、存储器564、输入/输出装置(如显示器554)、通信接

口566和收发器568以及其他部件。装置550还可以设有存储装置，如微驱动器或其他装置，

以提供另外的存储。部件550、552、564、554、566和568中的每一个都使用各种总线互连，并

且所述部件中的一些可以安装在共用主板上或视情况以其他方式安装。

[0184] 处理器552可以处理用于在计算装置550内执行的指令，包括存储在存储器564中

的指令。处理器还可以包括单独的模拟和数字处理器。处理器可以例如提供装置550的其他

部件的协调，如对用户界面、由装置550运行的应用以及由装置550进行的无线通信的控制。

[0185] 处理器552可以通过耦合到显示器554的控制接口558和显示器接口556与用户通

信。显示器554可以是例如TFT  LCD显示器或OLED显示器，或其他适当的显示技术。显示器接

口556可以包含用于驱动显示器554以向用户呈现图形和其他信息的适当电路。控制接口

558可以从用户接收命令并将其转换以提交给处理器552。另外，可以提供与处理器552通信

的外部接口562，以便实现装置550与其他装置的近区域通信。外部接口562可以提供例如有

线通信(例如，经由对接程序)或无线通信(例如，经由蓝牙或其他此类技术)。

[0186] 存储器564将信息存储在计算装置550内。在一种实现方式中，存储器564是计算机

可读介质。在一种实现方式中，存储器564是一个或多个易失性存储器单元。在另一实现方

式中，存储器564是一个或多个非易失性存储器单元。还可以提供扩展存储器574，并通过扩

展接口572连接到装置550，所述扩展接口可以包括例如SIMM卡接口。这种扩展存储器574可

以为装置550提供另外的存储空间，或者还可以存储用于装置550的应用或其他信息。具体

地，扩展存储器574可以包括用于执行或补充上述过程的指令，并且还可以包括安全信息。

因此，例如，扩展存储器574可以被提供作为用于装置550的安全模块，并且可以用允许安全

使用装置550的指令编程。此外，可以经由SIMM卡提供安全应用以及另外的信息，如以不可

破解的方式将识别信息放置在SIMM卡上。

[0187] 存储器可以包括例如闪存和/或MRAM存储器，如下所述。在一种实现方式中，计算

机程序产品以信息载体有形地体现。计算机程序产品包含指令，当被执行时，所述指令执行

一个或多个方法，如上面描述的那些方法。信息载体是计算机可读介质或机器可读介质，如
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存储器564、扩展存储器574或处理器552上的存储器。

[0188] 装置550可以通过通信接口566进行无线通信，在必要时，所述通信接口可以包括

数字信号处理电路。通信接口566可以提供各种模式或协议下的通信，所述模式或协议如

GSM语音呼叫、LTE语音(VOLTE)呼叫、SMS、EMS或MMS消息、CDMA、TDMA、PDC、WCDMA、CDMA2000、

GPRS、WiMAX、LTE、5G等。这种通信可以例如通过射频收发器568实现。此外，可以例如使用蓝

牙、WiFi或被配置为提供数据通信的上行链路和/或下行链路部分的其他这样的收发器(未

示出)进行短程通信。此外，GPS接收器模块570可以向装置550提供另外的无线数据，所述另

外的无线数据可以由在装置550上运行的应用视情况使用。

[0189] 装置550还可以使用音频编解码器560进行可听地通信，所述音频编解码器可以从

用户接收口头信息并将其转换为可用的数字信息。音频编解码器560同样可以如通过扬声

器(例如在装置550的手持部中)为用户生成可听声音。这种声音可以包括来自语音电话呼

叫的声音，可以包括记录的声音(例如，语音消息、音乐文件等)，并且还可以包括由在装置

550上操作的应用生成的声音。

[0190] 计算装置550可以以多个不同的形式来实现，如图中所示。例如，它可以被实现为

蜂窝电话580。它还可以被实现为智能电话582、个人数字助理或其他类似移动装置的部分。

[0191] 本文所述的系统和技术的各种实现方式可以在以下中实现：数字电子电路、集成

电路、特殊设计的ASIC(专用集成电路)、计算机硬件、固件、软件和/或其组合。这些不同的

实现方式可以包括在一个或多个计算机程序中的实现方式，所述计算机程序在包括至少一

个可编程处理器的可编程系统上是可执行的和/或可解释的，所述可编程处理器可以出于

特殊或一般目的耦合以从存储系统、至少一个输入装置和至少一个输出装置接收数据和指

令，以及将数据和指令发送至存储系统、至少一个输入装置和至少一个输出装置。

[0192] 这些计算机程序(也称为程序、软件、软件应用或代码)包括可编程处理器的机器

指令，并且可以以高级过程语言和/或面向对象程序设计语言来实现，和/或以汇编/机器语

言来实现。如本文所用，术语“机器可读介质”、“计算机可读介质”是指用于向可编程处理器

提供机器指令和/或数据的任何计算机程序产品、设备和/或装置(例如，磁盘、光盘、存储

器、可编程逻辑器件(PLD))，包括接收作为机器可读信号的机器指令的机器可读介质。术语

“机器可读信号”是指用于向可编程处理器提供机器指令和/或数据的任何信号。

[0193] 为了提供与用户的交互，本文所述的系统和技术可以在如下计算机上实现，所述

计算机具有用于向用户显示信息的显示装置(例如，CRT(阴极射线管)或LCD(液晶显示器)

监视器)以及用户可以通过其向计算机提供输入的键盘和点击装置(例如，鼠标或跟踪球)。

也可以使用其他种类的装置提供与用户的交互；例如，提供给用户的反馈可以是任何形式

的感觉反馈(例如，视觉反馈、听觉反馈或触觉反馈)的形式；并且来自用户的输入可以以任

何形式来接收，所述形式包括听觉、言语或触觉输入。

[0194] 本文所述的系统和技术可以在如下计算系统中实现，所述计算系统包括后端部件

(例如，作为数据服务器)，或者包括中间件部件(例如，应用服务器)，或者包括前端部件(例

如，具有图形用户界面或网络浏览器的客户端计算机，用户可以通过其与本文所述的系统

和技术的实现方式进行交互)，或者这样的后端、中间件或前端部件的任何组合。系统的部

件可以通过任何数字数据通信形式或介质(例如，通信网络)进行互连。通信网络的例子包

括局域网(“LAN”)、广域网(“WAN”)和互联网。
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[0195] 一些通信网络可以配置为在同一物理介质上承载电力以及信息。这允许单根电缆

向装置同时提供数据连接和电力。此类共享介质的例子包括网络供电配置，其中通过主要

或先前用于通信的介质提供电力。网络供电的一个具体实施方案是以太网供电(POE)，其将

电力和数据在双绞线以太网布线上一起传递。此类共享介质的例子还包括电力网络配置，

其中在主要或先前用于提供电力的介质上进行通信。电力网络的一个具体实施方案是电力

线通信(PLC)(也称为电力线载波、电力线数字用户线(PDSL)、干线通信、电力线电信或电力

线网络(PLN)、以太网供电(EOP))，其中数据承载在同时用于交流电力传输的导体上。

[0196] 计算系统可以包括客户端和服务器。客户端和服务器通常彼此远离，并且通常经

由通信网络进行交互。客户端与服务器的关系是由于在相应计算机上运行并且彼此具有客

户端‑服务器关系的计算机程序而产生的。

[0197] 计算系统可以包括路由器、网关、调制解调器、交换机、集线器、网桥和中继器。路

由器是在计算机网络之间转发数据包并执行流量引导功能的网络装置。网络交换机是通过

执行分组交换来将联网的装置连接在一起以接收、处理和转发数据到目的装置的网络装

置。网关是允许数据从一个离散网络流向另一个离散网络的网络装置。一些网关可以与路

由器或交换机不同，因为它们可以使用多于一种的协议通信，并且可以在开放式系统互连

模型(OSI)的七层中的一个或多个层上运行。媒体桥是在传输介质之间转换数据从而可以

将其在计算机之间传输的网络装置。调制解调器是通常用于将局域网连接到广域网(如电

信网络)的一类型媒体桥。网络中继器是接收信号并重新发送信号以扩展传输并允许信号

可以覆盖更长的距离或克服通信障碍的网络装置。

[0198] 清楚的是，本公开文本使技术人员能构建(通常使用计算机来构建)矩阵，其中可

以如本文所述评价一个或多个CpG二核苷酸的甲基化状态和一个或多个基因型(例如，SNP；

例如，在一个或多个等位基因处)，以鉴定相互作用并且允许预测糖尿病。尽管这种分析较

复杂，但不需要过度实验，因为所有所需信息都是技术人员可容易获得的，或者可以通过如

本文所述的实验来采集。

[0199] 治疗糖尿病的方法

[0200] 如本文所述，提供了用于检测受试者是否易患糖尿病的组合物和方法，以预测个

体患上糖尿病的可能性，和/或预测疾病的严重程度或对个体的结局。从本文提供的组合物

和方法获得的信息可以提供适当的治疗策略。

[0201] 糖尿病的治疗是本领域已知的，并且通常取决于糖尿病的类型(例如，I型、II型、

成年发病型)。关于I型糖尿病，治疗包括例如胰岛素递送和/或细胞疗法(例如，干细胞疗

法、β细胞移植)。应理解，胰岛素可以通过注射到软组织中或植入胰岛素泵来递送，并且所

述胰岛素可以是短效、速效或长效胰岛素。关于II型糖尿病，治疗包括，例如，生活方式的改

变(例如，饮食(例如，低碳水化合物饮食)、减肥、运动、减少吸烟和/或饮酒或戒烟和/或戒

酒)，药物(例如，胰岛素、α‑葡糖苷酶抑制剂、双胍类、多巴胺激动剂、二肽基肽酶‑4(DPP‑4)

抑制剂、胰高血糖素样肽(GLP)‑1受体激动剂、钠‑葡萄糖转运蛋白(SGLT)‑2抑制剂、磺酰脲

类、噻唑烷二酮类)和/或机械装置(例如胰岛素泵、连续血糖监测仪(CGM)系统)。

[0202] 根据本公开文本，本领域技术人员可以采用常规的分子生物学、微生物学、生物化

学和重组DNA技术。此类技术在文献中有充分的解释。将在以下实施例中进一步描述本发

明，这些实施例不限制权利要求中所述的方法和物质组合物的范围。

说　明　书 29/90 页

33

CN 116490622 A

33



[0203] 实施例

[0204] 实施例1‑弗雷明汉(Framingham)心脏研究

[0205] 本研究中使用的数据来自弗雷明汉(Framingham)心脏研究(FHS)的参与者

(Dawber等人，1963，Ann.N.Y.Acad.Sci.，107：539‑56)。FHS是旨在理解心血管疾病(CVD)的

风险的纵向研究并且由若干个群组构成，包括初代群组、后代群组、多种族群组、第三代群

组、新后代配偶群组和第二代多种族群组。具体而言，此研究中使用的后代群组始于1971

年，由初代群组的后代和其配偶组成。此群组由2,483名男性和2,641名女性组成，总共5,

124名个体(Mahmood等人，2014，The  Lancet，383：999‑1008)。本文所述的具体分析已获得

爱荷华大学机构审查委员会的批准。

[0206] 实施例2‑全基因组DNA甲基化

[0207] 在后代群组中的5,124名个体中，仅考虑2,567名个体(去重)的DNA甲基化数据。这

些个体包括于DNA甲基化研究中是因为其参与了弗雷明汉后代第8次检查，提供了遗传研究

许可，具有血沉棕黄层样品，并且具有足够的DNA数量和质量用于甲基化图谱分析。检查8发

生在2005年与2008年之间。对从其白细胞提取的基因组DNA进行亚硫酸氢盐转化，之后在明

尼苏达大学或约翰霍普金斯大学使用Illumina  HumanMethylation450  BeadChip(加利福

尼亚州圣地亚哥)对全基因组DNA甲基化进行图谱分析。使用MethyLumi、WateRmelon和

IlluminaHumanMethylation450k.db  R包，使用样品的强度数据(IDAT)文档及其载玻片和

阵列信息进行DASEN归一化(Pidsley等人，2013，BMC  Genomics，14：1‑10)。DASEN归一化对

探针类型进行探针过滤、背景校正和调整。如果样品含有＞1％的CpG位点且检测p值＞

0.05，则移除该样品。如果CpG位点的微珠计数＜3和/或＞1％的样品的检测p值＞0.05，则

移除该CpG位点。在DASEN归一化之后，保留2,560个样品和484,241个位点(484,125个CpG位

点)。将CpG位点根据染色体分组。在那些CpG位点中，472,822个映射至常染色体。在Lumi包

中使用beta2mR函数将甲基化β值转化为M值，并且随后使用R脚本转化为z得分(Du等人，

2008，Bioinform.，24：1547‑8)。

[0208] 实施例3‑全基因组基因型

[0209] 在其余2,560名个体中，在DNA甲基化质量控制后，2,406名(1,100名男性和1,306

名女性)具有来自Affymetrix  GeneChip  HumanMapping  500K  Array  Set(加利福尼亚州圣

克拉拉)的全基因组基因型数据。此阵列能够对基因组中的500,568个SNP进行图谱分析。在

PLINK中在样品和SNP探针两个水平上进行质量控制。初始质量控制步骤涉及鉴定具有不一

致性别信息的个体。没有鉴定出这样的个体。之后，排除杂合性比率大于或小于均值±2SD

且缺失SNP比例＞0.03的个体。如果血缘一致性值＞0.185(二级亲属与三级亲属之间的中

点)，那么亲缘个体也要排除。在进行这些样品水平的质量控制步骤后，保留1,599名个体

(722名男性和877名女性)。在探针水平上，保留次要等位基因频率＞1％、哈迪‑温伯格平衡

p值＞10‑5且SNP缺失率＜5％的SNP。在这些质量控制步骤后，保留总计403,192个SNP。在

PLINK中使用重新编码选项(Purcell等人，2007，Am.J.Hum.Gen.，81：559‑75)，基因型被编

码为每次要等位基因频率0、1或2。

[0210] 实施例4‑表型

[0211] 对于本研究中的个体，在第八个检查周期提取了他们的血红蛋白A1c(HbA1c)百分

比。如果个体的HbA1c百分比＜5.7％，则被分类为非糖尿病；如果个体的HbA1c百分比＞
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6.4％，则被分类为糖尿病。根据此标准，896人被分类为非糖尿病，130人被分类为糖尿病。

这些个体的人口统计学归纳于表1中。

[0212] 表1.糖尿病数据集中的1,026名个体的人口统计学

[0213]

[0214] 实施例5‑变量减少

[0215] 在质量控制措施后保留的遗传(SNP)和表观遗传(DNA甲基化)探针总数分别为

403，192个和472,822个。由于存在大量变量(总计876,014个，不包括SNP与DNA甲基化位点

之间可能的相互作用)，并且为了避免共线性，进行变量减少。

[0216] 在PLINK中进行基于连锁不平衡的SNP修剪(Purcell等人，2007，Am.J.Hum.Gen.，

81：559‑75)，其中窗口大小为50个SNP，窗口位移为5个SNP且成对SNP‑SNP  LD阈值为0.5。这

将SNP数从403,192个减少到161,474个。为了进一步减少SNP数，计算所保留161,474个SNP

与CHF和中风状态之间的卡方p值。保留卡方p值＜0.1的SNP用于分类分析，针对糖尿病得到

15,687个SNP。

[0217] 为了减少DNA甲基化基因座数，首先，计算472,822个CpG位点与CHF和中风状态之

间的点双列相关系数。如果点双列相关系数为至少0.1，那么保留该CpG位点。针对糖尿病保

留总计24,014个CpG位点。随后，针对每种疾病独立计算位点之间的皮尔逊相关系数。如果

两个基因座之间的皮尔逊相关系数为至少0.8，那么弃去具有较小点双列相关系数的基因

座。最后，保留了12,161个DNA甲基化基因座用于糖尿病的分类分析。

[0218] 实施例6‑接受者操作特征曲线

[0219] 接受者操作特征(ROC)曲线提供具有变化的辨别阈值的二元分类表现的图形表

示。因此，为了评估DNA甲基化和SNP在糖尿病分类中的能力，编写了R脚本以对下面所示的

模型进行逻辑回归，并随后使用R中的pROC包计算ROC曲线的曲线下面积(AUC)(Beck等人，

1086，Arch.Pathol.Lab.Med .，110：13‑20)。这是系统地使用DNA甲基化位点和SNP进行的，

所述DNA甲基化位点按与糖尿病相关的点双列的降序排列，所述SNP按与糖尿病相关的卡方

p值的升序排列。在下文所列的模型中，SNP*meth项表示基因‑环境相互作用。

[0220] 糖尿病～SNPj+methi+SNPj*methi
[0221] 实施例7‑糖尿病分类的ROC

[0222] 使用前五个DNA甲基化位点(cg19693031、cg17901584、cg06500161、cg13375427、

cg21139312)和SNP(rs1834967、rs41480347、rs2141638、rs6684261、rs1423855)，针对糖尿

病拟合仅包含主效应的模型。ROC  AUC是0.86，并在图1中示出。模型参数归纳于表2中。

[0223] 表2.主效应糖尿病模型的参数

[0224] 变量 估计值 标准误差 z值 Pr(＞|z|)

cg19693031 ‑0.5655 0.1126 ‑5.022 5.11E‑07
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cg17901584 ‑0.5634 0.1409 ‑3.999 6.36E‑05

cg06500161 0.8421 0.1364 6.175 6.64E‑10

cg13375427 ‑0.4272 0.1385 ‑3.085 0.00203

cg21139312 0.2458 0.1295 1.898 0.05766

rs1  834967 ‑1.6477 0.4327 ‑3.808 0.00014

rs41480347 2.268 0.4624 4.905 9.33E‑07

rs2141638 0.4721 0.2411 1.958 0.0502

rs6684261 0.5726 0.1821 3.144 0.00166

rs1423855 0.8748 0.3492 2.505 0.01225

[0225] 为了进一步证实纳入DNA甲基化和SNP二者在更好地预测糖尿病状态中的重要性，

在糖尿病模型中包括如方法部分中所述的相互作用项。此模型的ROC  AUC从先前的模型增

加到0.87并示于图2中。模型参数归纳于表3中。

[0226] 表3.相互作用效应糖尿病模型的参数

[0227]
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[0228]

[0229] 糖尿病的两种模型显示出高度显著的CpG位点和SNP，其在与糖尿病状态相关的

0.05显著性水平上是高度显著的。表格和AUC值清楚地展示了考虑遗传和表观遗传效应二

者的重要性。

[0230] 实施例8‑另外的数据

[0231] 附录A示出了甲基化与糖尿病相关的CpG列表。附录B示出了甲基化与糖尿病相关

的基因列表。附录C示出了与糖尿病相关的SNP列表。附录A、B和C中提供的数值是5折交叉验

证得分、AUC  ROC(接受者操作特征曲线下的面积)、灵敏度和特异性的均值，其通过本文所

述的糖尿病评估/预测算法计算。灵敏度是真阳性率，而特异性是真阴性率。

[0232] 应当理解的是，虽然在本文中已经结合多个不同方面描述了所述方法和物质组合

物，但是各个方面的前述描述旨在说明而不是限制所述方法和物质组合物的范围。其他方

面、优点和修改在以下权利要求的范围内。

[0233] 公开了如下方法和组合物，所述方法和组合物可以用于所公开的方法和组合物的

产物、可以与所公开的方法和组合物的产物结合使用、可以用于制备所公开的方法和组合

物的产物；或者公开了所公开的方法和组合物的产物。本文公开了这些和其他材料，并且应

理解的是，公开了这些方法和组合物的组合、子集、相互作用、组等。也就是说，虽然可能未

明确地公开对这些组合物和方法的每一种不同的单独和集体组合和排列的特别提及，但是

在本文中特别地考虑并描述了每一种。例如，如果公开并讨论了特定的物质组合物或特定

方法，并且讨论了多个组合物或方法，则除非另有明确指示，否则所述组合物和所述方法的

每个和每种组合和排列都是特别考虑的。同样地，这些的任何子集或组合也是特别考虑并

公开的。

[0234] 已经描述了多个实施方案。然而，应理解的是，在不脱离本发明的精神和范围的情

况下，可以进行各种修改。例如，可以使用上文所示的各种形式的流，其中步骤重新排序、添

加或移除。此外，尽管已经描述了支付系统和方法的若干应用，但是应认识到，许多其他应

用被考虑在内。因此，其他实施方案在以下权利要求的范围内。
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