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提供了肾功能的生物标记以及使用所述生

物标记评价肾功能、监测肾功能、诊断急性肾损

伤以及诊断慢性肾病的方法。还提供了作为慢性

肾病的生物标记的小分子实体的套件。
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1.测定N-乙酰基苏氨酸的水平的对照、标准和/或检测试剂在制备通过下列方法用于

评价或辅助评价受试者的肾功能的诊断剂中的用途，该方法包括：

分析获自该受试者的生物样品，以测定N-乙酰基苏氨酸的水平；并且

将该样品中的N-乙酰基苏氨酸的水平与N-乙酰基苏氨酸的肾功能参考水平进行比较，

以便评价肾功能。

2.测定N-乙酰基苏氨酸的水平的对照、标准和/或检测试剂在制备通过下列方法用于

监测受试者的肾功能的诊断剂中的用途，该方法包括：

分析来自受试者的第一生物样品，以测定N-乙酰基苏氨酸的水平，其中该第一样品在

第一时间点获得自该受试者；

分析来自受试者的第二生物样品，以确定N-乙酰基苏氨酸的水平，其中该第二样品在

第二时间点获得自该受试者；和

将该第二样品中的N-乙酰基苏氨酸的水平与(a)该第一样品中的N-乙酰基苏氨酸的水

平，(b)N-乙酰基苏氨酸的肾功能参考水平，(c)N-乙酰基苏氨酸的CKD-阳性参考水平和/或

(d)N-乙酰基苏氨酸的CKD-阴性参考水平进行比较，以便监测该受试者的肾功能。

3.测定N-乙酰基苏氨酸的水平的对照、标准和/或检测试剂在制备通过下列方法用于

评价或辅助评价受试者的肾功能的诊断剂中的用途，该方法包括：

分析获自该受试者的生物样品，以测定N-乙酰基苏氨酸的水平；

在数学模型中使用N-乙酰基苏氨酸的测定水平以计算估计的肾小球滤过率(GFR)；和

使用该估计的肾小球滤过率(GFR)评价肾功能。

4.权利要求1，2或3所述的用途，还包括测定所述生物样品中一种或多种附加的生物标

记的水平，其中该一种或多种附加的生物标记选自下组，该组由以下生物标记组成：赤酮酸

酯、N-乙酰基丙氨酸、阿拉伯糖醇、N-乙酰基丝氨酸、肌肉-肌醇、犬尿氨酸、反式-4-羟基脯

氨酸、色氨酸、3-甲基组氨酸、4-乙酰胺基丁酸酯、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、赤藓糖醇、3-

甲基戊二酰肉毒碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N1-甲基腺苷、N2,N2-二甲基鸟苷、N-

乙酰基肌肽、阿糖酸酯、p-甲酚硫酸酯、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、琥珀酰基肉碱、O-甲

基儿茶酚硫酸酯、N-乙酰基甲硫氨酸、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、核糖、2-甲基丁酰基肉毒碱

(C5)、N4-乙酰基胞苷、N1-甲基-2-吡啶酮-5-甲酰胺、1-甲基组氨酸、焦谷氨酰胺、甲基巴豆

酰基肉毒碱、5-甲基硫腺苷(MTA)、异丁酰基肉碱、吲哚乳酸酯、戊二酰基肉碱(C5)、胆碱、1-

甲基尿酸酯、羟基异戊酰基肉碱、pro-羟基-pro、N-乙酰基-3-甲基组氨酸、水杨尿酸葡糖苷

酸、鲨肌醇、奎尼酸酯、2,3-二羟基异戊酸酯、葫芦巴碱(N'-甲基烟酸酯)、脲、X-11564和X-

17299；并且

将所述一种或多种附加的生物标记的水平与所述一种或多种附加的生物标记的参考

水平进行比较，以便评价肾功能。

5.权利要求4的用途，其中比较步骤包括在数学模型中使用N-乙酰基苏氨酸和该一种

或多种附加的生物标记的测定水平来评价肾功能，

其中该数学模型计算估计的肾小球滤过率(GFR)并使用估计的肾小球滤过率(GFR)来

评价肾功能。

6.权利要求1的用途，其中使用选自下组的一种或多种技术分析该样品，该组由以下各

项组成：质谱、ELISA和抗体连接。
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7.权利要求1的用途，其中该样品获得自不具有受损肾功能症状的受试者。

8.权利要求1的用途，其中该受试者先前被诊断为患有高血压。

9.权利要求1的用途，其中该受试者先前被诊断为患有糖尿病。

10.权利要求1的用途，其中该受试者具有受损肾功能的症状。

11.权利要求1的用途，其中该受试者是使用常规方法难以评价其肾功能的受试者。

12.权利要求1的用途，其中该受试者选自下组，该组由以下各项组成：肥胖者、很瘦者、

素食主义者、慢性病患者以及老年人。

13.权利要求1的用途，其中该受试者是有待作为供肾者的候选者。

14.权利要求1的用途，其中已经使用对肾脏可能具有毒性作用的药剂对该受试者进行

治疗或正在考虑用该药剂对其进行治疗。

15.权利要求14的用途，其中该药剂是造影剂。

16.权利要求14的用途，其中该药剂是化疗剂。

17.权利要求14的用途，其中该药剂是抗生素。

18.权利要求1的用途，其中将测得的水平与一种或多种其他标记、方法和测量一起用

于评价肾功能，其中其他方法和测量包括BUN、血清肌酸酐(SCr)、尿白蛋白测量、慢性肾病

(CKD)家族史、β-2微球蛋白、β-TRACE、2-吡喃甘露基色氨酸(2-MPT)。

19.权利要求2的用途，还包括分析肾功能的选自下组的一种或多种临床测量或其他测

量，该组由以下各项组成：BUN、血清肌酸酐、尿白蛋白、β-2微球蛋白、β-TRACE、2-吡喃甘露

糖基色氨酸(2-MPT)和慢性肾病(CKD)的家族史。

20.权利要求3的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于诊断和监控或辅助诊断

和监控CKD。

21.权利要求3的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于辅助受试者的分类，根据

肾功能水平，将受试者分类为具有发展为降低的肾功能的低易感性、具有发展为降低的肾

功能的中易感性。

22.权利要求3的用途，其中通过将受试者分类为具有发展为降低的肾功能的高易感性

或对肾毒性具有高、中或低易感性，将估计的肾小球滤过率(GFR)用于确定发展为降低的肾

功能的倾向性。

23.权利要求3的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于辅助确定受试者的疗程。

24.测定N-乙酰基苏氨酸的水平的试剂在制备通过下列方法用于确定评价或辅助评价

受试者的肾功能的指示剂的药物中的用途，该方法包括：

体外分析获自该受试者的生物样品，以测定N-乙酰基苏氨酸的水平；和

将该样品中的N-乙酰基苏氨酸的水平与N-乙酰基苏氨酸的肾功能参考水平进行比较，

以便评价肾功能。

25.测定N-乙酰基苏氨酸的水平的试剂在制备通过下列方法用于确定监测受试者的肾

功能的指示剂的药物中的用途，该方法包括：

体外分析来自受试者的第一生物样品，以测定N-乙酰基苏氨酸的水平，其中该第一样

品在第一时间点获得自该受试者；

体外分析来自受试者的第二生物样品，以确定N-乙酰基苏氨酸的水平，其中该第二样

品在第二时间点获得自该受试者；和
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将该第二样品中的N-乙酰基苏氨酸的水平与(a)该第一样品中的N-乙酰基苏氨酸的水

平，(b)N-乙酰基苏氨酸的肾功能参考水平，(c)N-乙酰基苏氨酸的CKD-阳性参考水平和/或

(d)N-乙酰基苏氨酸的CKD-阴性参考水平进行比较，以便监测该受试者的肾功能。

26.测定N-乙酰基苏氨酸的水平的试剂在制备通过下列方法用于确定评价或辅助评价

受试者的肾功能的指示剂的药物中的用途，该方法包括：

体外分析获自该受试者的生物样品，以测定N-乙酰基苏氨酸的水平；

在数学模型中使用N-乙酰基苏氨酸的测定水平以计算估计的肾小球滤过率(GFR)；和

使用该估计的肾小球滤过率(GFR)评价肾功能。

27.如权利要求24，25或26所述的用途，还包括测定一种或多种附加的生物标记物的水

平，其中该一种或多种附加的生物标记选自下组，该组由以下生物标记组成：赤酮酸酯、N-

乙酰基丙氨酸、阿拉伯糖醇、N-乙酰基丝氨酸、肌肉-肌醇、犬尿氨酸、反式-4-羟基脯氨酸、

色氨酸、3-甲基组氨酸、4-乙酰胺基丁酸酯、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、赤藓糖醇、3-甲基

戊二酰肉毒碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N1-甲基腺苷、N2,N2-二甲基鸟苷、N-乙酰

基肌肽、阿糖酸酯、p-甲酚硫酸酯、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、琥珀酰基肉碱、O-甲基儿

茶酚硫酸酯、N-乙酰基甲硫氨酸、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、核糖、2-甲基丁酰基肉毒碱(C5)、

N4-乙酰基胞苷、N1-甲基-2-吡啶酮-5-甲酰胺、1-甲基组氨酸、焦谷氨酰胺、甲基巴豆酰基

肉毒碱、5-甲基硫腺苷(MTA)、异丁酰基肉碱、吲哚乳酸酯、戊二酰基肉碱(C5)、胆碱、1-甲基

尿酸酯、羟基异戊酰基肉碱、pro-羟基-pro、N-乙酰基-3-甲基组氨酸、水杨尿酸葡糖苷酸、

鲨肌醇、奎尼酸酯、2,3-二羟基异戊酸酯、葫芦巴碱(N '-甲基烟酸酯)、脲、X-11564和X-

17299；并且

将所述一种或多种附加的生物标记的水平与所述一种或多种附加的生物标记的参考

水平进行比较，以便评价肾功能。

28.权利要求27的用途，其中比较步骤包括在数学模型中使用N-乙酰基苏氨酸和该一

种或多种附加的生物标记的测定水平来评价肾功能，

其中该数学模型计算估计的肾小球滤过率(GFR)并使用估计的肾小球滤过率(GFR)来

评价肾功能。

29.权利要求24，25或26的用途，其中使用选自下组的一种或多种技术分析该样品，该

组由以下各项组成：质谱、ELISA和抗体连接。

30.权利要求24，25或26的用途，其中该样品获得自不具有受损肾功能症状的受试者。

31.权利要求24，25或26的用途，其中该受试者先前被诊断为患有高血压。

32.权利要求24，25或26的用途，其中该受试者先前被诊断为患有糖尿病。

33.权利要求24，25或26的用途，其中该受试者具有受损肾功能的症状。

34.权利要求24，25或26的用途，其中该受试者是使用常规方法难以评价其肾功能的受

试者。

35.权利要求34的用途，其中该受试者选自下组，该组由以下各项组成：肥胖者、很瘦

者、素食主义者、慢性病患者以及老年人。

36.权利要求24或26的用途，其中该受试者是有待作为供肾者的候选者。

37.权利要求24，25或26的用途，其中已经使用对肾脏可能具有毒性作用的药剂对该受

试者进行治疗或正在考虑用该药剂对其进行治疗。
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38.权利要求37的用途，其中该药剂是造影剂。

39.权利要求37的用途，其中该药剂是化疗剂。

40.权利要求37的用途，其中该药剂是抗生素。

41.权利要求24的用途，其中将测得的水平与一种或多种其他标记、方法和测量一起用

于评价肾功能，其中其他方法和测量包括BUN、血清肌酸酐(SCr)、尿白蛋白测量、慢性肾病

(CKD)家族史、β-2微球蛋白、β-TRACE、2-吡喃甘露基色氨酸(2-MPT)。

42.权利要求25的用途，还包括分析肾功能的选自下组的一种或多种临床测量或其他

测量，该组由以下各项组成：BUN、血清肌酸酐、尿白蛋白、β-2微球蛋白、β-TRACE、2-吡喃甘

露糖基色氨酸(2-MPT)和慢性肾病(CKD)的家族史。

43.权利要求26的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于监测肾功能。

44.权利要求26的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于诊断和监测或辅助诊断

和监测CKD。

45.权利要求26的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于辅助受试者的分类，根

据肾功能水平，将受试者分类为具有发展为降低的肾功能的低易感性、具有发展为降低的

肾功能的中易感性。

46.权利要求26的用途，其中通过将受试者分类为具有发展为降低的肾功能的高易感

性或对肾毒性具有高、中或低易感性，将估计的肾小球滤过率(GFR)用于确定发展为降低的

肾功能的倾向性。

47.权利要求26的用途，其中将估计的肾小球滤过率(GFR)用于辅助确定受试者的疗

程。

48.权利要求1的用途，还包括测定选自假尿苷、C-糖基色氨酸、犬尿氨酸、肌醇和肌酸

酐的一种或多种附加的生物标记的水平。

49.权利要求24的用途，还包括测定选自假尿苷、C-糖基色氨酸、犬尿氨酸、肌醇和肌酸

酐的一种或多种附加的生物标记的水平。
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与肾功能相关的生物标记及其使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2013年5月14日提交的美国临时专利申请号61/822,965的权益，将其

全部内容通过引用而特此结合。

[0003] 领域

[0004] 本发明总体上涉及用于肾功能的生物标记以及基于所述生物标记的方法。

[0005] 背景

[0006] 对于用于评价肾脏的排泄功能(肾小球滤过率，GFR)的灵敏、准确且方便的测试存

在显著尚未满足的临床需求。肾功能的最准确测量是测量的肾小球滤过率(mGFR)，它需要

使用理想的滤过标记(例如，菊粉、碘酞酸酯、碘海醇)。由于其复杂性，这种测量是昂贵的，

在常规临床实践中难以进行，并且仅仅典型地用于研究性学习或用于潜在的供肾者。因此，

基于如血清肌酸酐等标记的肾功能的替代性测量被用于复杂的方程中以得到估计的GFR

(eGFR)。这种方法的优点是它便于在常规临床实践中用于评价肾功能。然而，这些测定GFR

的方法在真实地评价肾功能方面具有局限；一些方程低估GFR并且一些方程高估GFR，尤其

是当它处于“正常”范围内时。这些局限中的一些可能是由于血清肌酸酐水平的可变性，血

清肌酸酐水平可以受肌肉质量、饮食和一些药物(包括抗生素)的影响，这导致水平在个体

之间并且随时间变化。这种不准确性的临床结果导致对患者的误诊。在一些情况下，患有慢

性肾病(CKD)的个体未通过现有方法进行诊断并且因此他们没有接受适当的治疗(假阴

性)。在其他情况下，个体可能被诊断为患有CKD，当事实上他们不患有CKD时(假阳性)；然后

这些个体被针对他们不患有的疾病进行治疗。最近，胱抑素C的血清水平已经被用于评价肾

功能，但是这种肾功能测量的实用性受限于个体之间的胱抑素C血清水平的可变性。因此，

对于方便且比目前可用的肾功能评价测试更准确的测试存在需求，以便减少假阴性和假阳

性诊断的数量。

[0007] 此外，肾功能的当前评价(例如，血清肌酸酐、胱抑素C和eGFR测量，BUN，尿白蛋白)

不足够灵敏和/或准确以检测早期肾病或以监测其进展，尤其是当处于个体无症状的CKD的

最早阶段时。早期检测衰退的肾功能可以预防肾功能的显著恶化，这种恶化可以在用目前

可用的方法检测到该问题之前发生。用于评价并监测个体的肾功能的、具有灵敏示值读数

的新颖测试将允许在用当前方法可以检测到CKD之间更早地检测CKD。其结果是，治疗并管

理CKD和相关并发症的总体成本将减少。因为早期检测到CKD，可以更有效地治疗或甚至可

能预防并发症，包括心血管疾病、贫血、营养不良以及骨病。早期检测CKD将使得可以改变生

活方式(如健康饮食、戒烟、减肥)和治疗高血压，这可以预防或减少进一步的肾脏损伤，从

而减少对透析和肾脏移植的需求，透析和肾脏移植是与降低的肾功能和CKD相关的常见后

果。

[0008] 通过测量具有CKD风险因素(例如，年龄超过60、高血压、糖尿病、心血管疾病、CKD

家族史)的患者体内的一种或多种生物标记代谢物的水平而评价和/或监测患者的肾功能

的基于血液或基于尿液的测试将是临床上有用的。例如，这些生物标记可以包括定量地测

量一组生物标记代谢物的测试，由此该组中的每种生物标记的水平相对于标准参考水平的
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升高或降低指示肾功能。此类生物标记测试组可以替代或补充当前肾功能测试结果并且使

得内科医生最开始就能更好地评价患者的肾功能和/或可以随时间监测患者的肾功能。这

样的一种测试还可以用于评价治疗性干预的作用以减缓肾功能衰退。

[0009] 概述

[0010] 在一个方面中，本发明提供了一种评价或辅助评价肾功能的方法，该方法包括分

析来自受试者的生物样品，以确定该样品中的肾功能的一种或多种生物标记的水平，其中

该一种或多种生物标记选自所列出的生物标记：假尿苷、N-乙酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、

N-乙酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖

醇、肌醇、苏糖酸酯(erythronate)、尿素、阿糖醇、N2,N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺苷、3-甲基

戊二酰基肉碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基赖氨酸、犬

尿氨酸、阿糖酸酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿茶酚硫酸

酯、2-甲基丁酰基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、肌酸酐，并且将

该样品中的该一种或多种生物标记的水平与该一种或多种生物标记的肾功能参考水平进

行比较，以便评价受试者的肾功能。

[0011] 在另一个实施例中，本发明提供了一种评价响应于组合物的肾功能的方法，该方

法包括分析来自用组合物治疗的受试者的生物样品，以确定该样品中的肾功能的一种或多

种生物标记的水平，其中该一种或多种生物标记选自所列出的生物标记：假尿苷、N-乙酰基

苏氨酸、C-糖基色氨酸、N-乙酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-

乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖醇、肌醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2,N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺

苷、3-甲基戊二酰基肉碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基

赖氨酸、犬尿氨酸、阿糖酸酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿

茶酚硫酸酯、2-甲基丁酰基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、肌酸

酐，并且将该样品中的该一种或多种生物标记的水平与该一种或多种生物标记的肾功能参

考水平进行比较，以便评价肾功能。

[0012] 在另一个方面中，本发明提供了一种根据肾功能的水平(例如，正常、轻度降低、中

度降低、严重降低、终末期肾衰竭)对受试者分类或辅助分类的方法，该方法包括分析来自

受试者的生物样品，以确定该样品中的肾功能的一种或多种生物标记的水平，其中该一种

或多种生物标记选自所列出的生物标记：假尿苷、N-乙酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、N-乙酰

基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖醇、肌

醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2,N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺苷、3-甲基戊二酰基肉碱(C6)、

S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基赖氨酸、犬尿氨酸、阿糖酸酯、琥

珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿茶酚硫酸酯、2-甲基丁酰基肉碱

(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、肌酸酐，并且将该样品中的该一种或

多种生物标记的水平与该一种或多种生物标记的肾功能参考水平进行比较，以便确定受试

者的肾功能的水平。

[0013] 在另一个实施例中，本发明提供了一种监测受试者的肾功能的方法，该方法包括：

分析来自受试者的第一生物样品，以确定肾功能的一种或多种生物标记的水平，其中该一

种或多种生物标记选自所列出的生物标记：假尿苷、N-乙酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、N-乙

酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖醇、
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肌醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2 ,N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺苷、3-甲基戊二酰基肉碱

(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基赖氨酸、犬尿氨酸、阿糖酸

酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿茶酚硫酸酯、2-甲基丁酰

基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、肌酸酐，并且该第一样品在第

一时间点获得自该受试者；分析来自受试者的第二生物样品，以确定该一种或多种生物标

记的水平，其中该第二样品在第二时间点获得自该受试者；并且将该第二样品中的一种或

多种生物标记的水平与(a)该第一样品中的该一种或多种生物标记的水平，(b)该一种或多

种生物标记的肾功能参考水平，(c)该一种或多种生物标记的CKD-阳性参考水平，和/或(d)

该一种或多种生物标记的CKD-阴性参考水平进行比较，以便监测该受试者的肾功能。

[0014] 在一个另外的实施例中，本发明提供了一种用于评价肾功能和/或用于监测肾功

能的肾功能评分。

[0015] 在另一个方面中，本发明提供了一种诊断或辅助诊断CKD的方法，该方法包括分析

来自受试者的生物样品，以确定该样品中的肾功能的一种或多种生物标记的水平，其中该

一种或多种生物标记选自表1、2、3和/或4，并且将该样品中的该一种或多种生物标记的水

平与该一种或多种生物标记的CKD-阳性和/或CKD-阴性参考水平进行比较，以便确定该受

试者是否患有CKD。

[0016] 在另一个实施例中，在本文描述的方法可以与有用于评价受试者的肾功能的其他

方法(或其结果)组合使用。例如，临床参数，如BUN、SCr和/或尿白蛋白测量；肾功能标记，如

β-2微球蛋白、β-TRACE、2-吡喃甘露糖基色氨酸(2-MPT)；以及患者信息，如例如CKD家族史

或其他风险因素可以与这些生物标记一起使用。

[0017] 在另一个实施例中，在本文描述的方法可以用于评价具有40-80ml/min/1.73m2的

GFR估计值的患者的肾功能和/或诊断其CKD。

[0018] 在一个实施例中，由假尿苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸及肌酸酐构成的生物

标记组可以用于评价受试者的肾功能和/或诊断受试者的CKD。

[0019] 附图简述

[0020] 图1是一个用于患者管理的算法实例，说明了在什么情况下将代谢物生物标记测

试(新颖的一种或多种生物标记测试)整合进临床实践是有用的。eGFR和/或尿白蛋白评分

在不确定性诊断范围内(如在虚线框中所指示)的患者应接受代谢物生物标记测试。新颖的

生物标记测试是指一种代谢物生物标记肾功能测试。G1：阶段1CKD，GFR>90；G2：阶段2CKD，

GFR  60-89；G3a：阶段3CKD，GFR45-59；G3b：阶段3CKD，GFR  30-44；G4：阶段4CKD，GFR15-29；

G5：阶段5CKD，GFR<15或接受透析。A1：白蛋白与肌酸酐比率<30mg/g；A2：白蛋白与肌酸酐比

率30-300mg/g；A3：白蛋白与肌酸酐比率>300mg/g。CKD，慢性肾病；eGFR，估计的肾小球滤过

率；SCr，血清肌酸酐。

[0021] 图2是一个当经历药物治疗时用于患者管理的算法实例，示出了代谢物生物标记

测试的使用。可以使用该代谢物生物标记测试来评价肾功能的水平，并且可以基于这些结

果对药物治疗方案提出建议。生物标记测试是指代谢物生物标记肾功能测试。

[0022] 图3A是基于如实例2中所描述的样品中测量的C-糖基色氨酸水平的患者血清样品

分布的图解说明。

[0023] 图3B是使用如实例2中所描述的用于将CKD与正常情况区分开的示例性生物标记
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C-糖基色氨酸而生成的ROC曲线的图解说明。

[0024] 图4A是基于如实例2中所描述的样品中测量的N-乙酰基苏氨酸水平的患者血清样

品分布的图解说明。

[0025] 图4B是使用如实例2中所描述的用于将CKD与正常情况区分开的示例性生物标记

N-乙酰基苏氨酸而生成的ROC曲线的图解说明。

[0026] 图5A是基于如实例2中所描述的样品中测量的假尿苷水平的患者血清样品分布的

图解说明。

[0027] 图5B是使用如实例2中所描述的用于将CKD与正常情况区分开的示例性生物标记

假尿苷而生成的ROC曲线的图解说明。

[0028] 图6A是使用描述于实例3中的模型1计算的估计的GFR与使用CKD-EPI方程计算的

eGFR之间的相关性分析的图解说明。

[0029] 图6B是使用描述于实例3中的模型2计算的估计的GFR与使用CKD-EPI方程计算的

eGFR之间的相关性分析的图解说明。

[0030] 图6C是使用描述于实例3中的模型3计算的估计的GFR与使用CKD-EPI方程计算的

eGFR之间的相关性分析的图解说明。

[0031] 图6D是使用描述于实例3中的模型4计算的估计的GFR与使用CKD-EPI方程计算的

eGFR之间的相关性分析的图解说明。

[0032] 图6E是使用描述于实例3中的模型5计算的估计的GFR与使用CKD-EPI方程计算的

eGFR之间的相关性分析的图解说明。

[0033] 详细说明

[0034] 在本文描述了肾功能的生物标记、评价或辅助评价肾功能的方法、用于诊断或辅

助诊断慢性肾病(CKD)的方法；用于根据肾功能的水平对受试者分类的方法；监测肾功能的

方法；测定对CKD的易感性的方法；评价响应于组合物的肾功能的方法；以及基于肾功能的

生物标记的其他方法。

[0035] 在一个实施例中，鉴定了可以用于评价或辅助评价肾功能的生物标记代谢物组

(group)(亦称“组(panel)”)。

[0036] 在更详细描述本发明之前，将定义以下术语。

[0037] 定义：

[0038] “生物标记”意指化合物，优选代谢物，与在来自具有第二表型(例如，未患疾病)的

一个受试者或一组受试者的生物样品中相比，其在来自具有第一表型(例如，患有疾病)的

一个受试者或一组受试者的生物样品中差异性存在(即，升高或降低)。生物标记可以按任

何水平差异性存在，但是通常以升高至少5％、至少10％、至少15％、至少20％、至少25％、至

少30％、至少35％、至少40％、至少45％、至少50％、至少55％、至少60％、至少65％、至少

70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少100％、至少110％、至少

120％、至少130％、至少140％、至少150％或更高的水平存在；或通常以降低至少5％、至少

10％、至少15％、至少20％、至少25％、至少30％、至少35％、至少40％、至少45％、至少50％、

至少55％、至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少

95％或100％(即，不存在)的水平存在。生物标记优选以统计上显著水平差异性存在(即，p

值小于0.05和/或q值小于0.10，如使用韦尔奇T检验(Welch’s  T-test)或威尔科克逊秩和
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检验(Wilcoxon’s  rank-sum  Test)测定的)。

[0039] 一种或多种生物标记的“水平”意指样品中测量的生物标记的绝对量或浓度或者

相对量或浓度。

[0040] “样品”或“生物样品”意指分离自受试者的生物材料。生物样品可以含有适于检测

所希望的生物标记的任何生物材料，并且可以包括来自受试者的细胞材料和/或非细胞材

料。样品可以分离自任何适合的生物组织或流体，如例如肾组织、血液、血浆(blood 

plasma/plasma)、血清(blood  serum/serum)、尿液或脑脊液(CSF)。

[0041] “受试者”意指任何动物，但是优选哺乳动物，如例如人、猴、小鼠、兔或大鼠。

[0042] 生物标记的“参考水平”意指指示特定疾病状态、表型或缺乏其、以及疾病状态、表

型或缺乏其的组合的生物标记水平。生物标记的“参考水平”可以是该生物标记的绝对量或

浓度或者相对量或浓度，该生物标记的存在或不存在，该生物标记的量或浓度的范围，该生

物标记的最小和/或最大量或浓度，该生物标记的平均量或浓度和/或该生物标记的中值量

或浓度；并且，另外，生物标记组合的“参考水平”也可以是两种或更多种生物标记相对于彼

此的绝对量或浓度或者相对量或浓度的比率。可以通过在一个或多个适当的受试者体内测

量所希望的生物标记水平来测定特定疾病状态、表型或缺乏其的生物标记的适当参考水

平，并且可以将此类参考水平针对特定受试者群体进行改适(例如，参考水平可以是年龄匹

配的，这样使得可以在来自某年龄受试者的样品中的生物标记水平与某年龄组中的特定疾

病状态、表型或缺乏其的参考水平之间进行比较)。生物标记的“阳性”参考水平意指指示特

定疾病状态或表型的水平。生物标记的“阴性”参考水平意指指示缺乏特定疾病状态或表型

的水平。例如，生物标记的“CKD-阳性参考水平”意指在受试者体内指示CKD阳性诊断的生物

标记水平，并且生物标记的“CKD-阴性参考水平”意指在受试者体内指示CKD阴性诊断的生

物标记水平(即，正常的肾功能，缺乏CKD)。同样地，“肾功能参考水平”可以指示存在于受试

者体内的肾功能水平。例如，生物标记的“正常肾功能参考水平”意指在受试者体内指示正

常肾功能的生物标记水平，生物标记的“中度降低的肾功能参考水平”意指指示中度降低的

肾功能的生物标记水平，并且生物标记的“严重降低的肾功能参考水平”意指在受试者体内

指示严重降低的肾功能的生物标记水平。

[0043] “非生物标记化合物”意指这样的化合物，与在来自具有第二表型(例如，未患第一

疾病)的一个受试者或一组受试者的生物样品中相比，其在来自具有第一表型(例如，患有

该第一疾病)的一个受试者或一组受试者的生物样品中非差异性存在。然而，与该第一表型

(例如，患有该第一疾病)或该第二表型(例如，未患该第一疾病)相比，此类非生物标记化合

物可以是来自具有第三表型(例如，患有第二疾病)的一个受试者或一组受试者的生物样品

中的生物标记。

[0044] “代谢物”或“小分子”意指细胞中存在的有机分子和无机分子。该术语不包括大的

高分子，例如大的蛋白质(例如，分子量超过2,000、3,000、4,000、5,000、6,000、7,000、8,

000、9,000或10,000的蛋白质)、大的核酸(例如，分子量超过2,000、3,000、4,000、5,000、6,

000、7,000、8,000、9,000或10,000的核酸)或大的多糖(例如，分子量超过2,000、3,000、4,

000、5,000、6,000、7,000、8,000、9,000或10,000的多糖)。细胞的小分子通常游离存在于胞

浆溶液或其它细胞器(如线粒体)中，在其中它们形成中间物库(pool)，这些中间物可以被

进一步代谢或用于产生大的分子，称为高分子。术语“小分子”包括信号转导分子和将得自
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食物的能量转化为可利用形式的化学反应的中间物。小分子的实例包括糖、脂肪酸、氨基

酸、核苷酸、细胞过程中形成的中间物以及细胞内存在的其他小分子。

[0045] “肾小球滤过率”或“GFR”是每单位时间从肾小球毛细血管过滤进包曼氏囊

(Bowman’s  capsule)的流体的体积。GFR是肾功能的度量，由此处于或高于某一阈值的GFR

指示正常的肾功能并且低于该阈值的GFR指示肾功能削弱或受损。通常，高的GFR值指示较

好的肾功能，而低的GFR指示肾功能受损(例如，慢性肾病、急性肾损伤)。

[0046] “估计的肾小球滤过率”或“eGFR”意指基于血清肌酸酐浓度的真实肾小球滤过率

的计算估计值。通常，低的eGFR值与降低的肾功能相关。

[0047] “CKD-EPI  eGFR”或“慢性肾脏病流行合作研究公式(Chronic  Kidney  Disease 

Epidemiology  Collaboration)”是用于计算eGFR的方程。该方程是：GFR＝141X  min(SCr/

κ,1)αX  max(SCr/κ,1)-1.209X0.993年龄X  1.018[如果是女性]X  1.159[如果是黑人]，其中SCr

是血清肌酸酐(mg/dL)，κ对于女性是0.7并且对于男性是0.9，α对于女性是-0.329并且对于

男性是-0.411，min指示SCr/κ的最小值或1，并且指示SCr/κ的最大值或1。

[0048] “MDRD”或“肾病饮食改良eGFR公式(Modification  of  Diet  in  Renal  Disease 

eGFR)”是用于计算eGFR的另一个方程。该方程是：eGFR＝186×(Scr)-1 .154×(年龄)-0.203×

(0.742，如果是女性)×(1.212，如果是黑人)，其中Scr是血清肌酸酐(mg/dL)。

[0049] “尿白蛋白”是一种测量尿液中的白蛋白的量并且也用于检测肾脏疾病的测试。

[0050] “血清肌酸酐”或“SCr”是指血清中的肌酸酐的测量并且通常用于估计GFR。

[0051] “血尿氮”或“BUN”是指血液中呈尿素形式的氮量的测量。BUN是一种用于测量肾功

能的测试。

[0052] “慢性肾病”或“CKD”包括损害肾脏的以下病症：导致肾脏清除来自身体的废物的

能力下降，导致体内高水平的废物以及导致患病和患上并发症(如高血压、贫血、营养健康

不良及神经损害)的风险增加。具有至少三个月肾功能异常的患者可以被诊断患有CKD。由

CKD造成的肾脏损害是永久的。

[0053] “急性肾损伤”或“AKI”是指一种迅速丧失肾功能的病症。由AKI造成的肾脏损害可

以是可逆的。

[0054] “慢性肾病阶段”或“CKD阶段”意指如使用测量的或估计的肾小球滤过率(mGFR，

eGFR)当前评价的肾脏损害程度。在临床上，通常公认CKD的5个阶段，肾功能在阶段1中认为

正常(GFR>90)，在阶段2中最低限度降低(GFR  60-89)，在阶段3A和3B中中度降低(GFR  30-

59)，在阶段4中严重降低(GFR  15-29)并且在阶段5中非常严重或终末期肾衰竭(亦称已确

定的肾衰竭)(GFR<15，或接受透析)。肾功能阶段可以用于指持续存在任何时间量的肾脏损

害(即，由AKI或CKD造成的肾脏损害)。

[0055] I.生物标记

[0056] 通常，代谢谱(metabolic  profile)产生自从具有如通过eGFR所测定的一系列肾

功能的人类受试者收集的生物样品，eGFR是如使用CKD-EPI  eGFR方程和/或MDRD  eGFR方程

所计算的。通过分析来自这些受试者的血清和尿液样品中测量的代谢物水平并且将这些水

平与eGFR相关联而鉴定肾功能的生物标记；将那些与eGFR显著关联的分子选择为肾功能的

生物标记。通过针对从一组患有CKD的受试者(即，eGFR<60的个体)收集的生物样品产生代

谢谱并且将所述谱与来自未患CKD的受试者(即，eGFR>或＝60的个体)的生物样品的代谢谱
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进行比较而鉴定CKD的生物标记。将那些与对照组(例如，未被诊断为患有CKD的受试者)相

比在来自患有CKD的受试者的血清样品的代谢谱中差异性存在的分子(包括那些以统计上

显著水平(p<0.1)差异性存在的分子)鉴定为用于诊断CKD的生物标记。

[0057] 这些生物标记在本文中有更详细讨论。这些鉴定的生物标记可以用于评价受试者

的肾功能，监测受试者以检测肾功能的变化(例如，肾功能下降，它可以指示急性肾损伤或

初期CKD)，根据肾功能水平(例如，正常、轻度降低、中度降低、严重降低、终末期肾衰竭)对

受试者分类以及区分患有CKD的受试者与未被诊断为患有CKD的对照受试者(参见表1、2、3

和/或4)。另外，这些生物标记可以用于监测肾功能随时间或响应于药物治疗、疾病(例如，

II型糖尿病)或生活方式干预(例如，饮食、锻炼)的变化和用于将受试者鉴定为或排除出药

物治疗和/或肾脏移植的适合的候选者。

[0058] II.方法

[0059] A.使用生物标记评价肾功能

[0060] 这些肾功能生物标记可以用于评价(或辅助评价)受试者的肾功能。应当理解的

是，这些鉴定的生物标记可以用于评价任何受试者的肾功能并且包括评价无症状受试者

的、由于存在症状或风险因素(例如，高血压、糖尿病、CKD家族史、暴露于某些化学条件/环

境条件等)而处于CKD或AKI风险的受试者的以及响应于组合物或治疗性干预(例如，肾脏移

植、生活方式改变)的受试者的肾功能。应当进一步理解的是，受试者可以经历一种或多种

肾功能评价。

[0061] 在一种示例性方法中，评价受试者的肾功能包括(1)分析获得自受试者的生物样

品，以确定该样品中的肾功能的一种或多种生物标记的水平并且(2)将该样品中的该一种

或多种生物标记的水平与该一种或多种生物标记的参考水平进行比较以评价受试者的肾

功能并且确定肾功能是正常的还是受损的以及以确定肾功能受损水平。该一种或多种生物

标记可以选自表1、2、3和/或4和/或选自由以下生物标记组成的组：假尿苷、N-乙酰基苏氨

酸、C-糖基色氨酸、N-乙酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-乙酰

胺基丁酸酯、赤藓糖醇、肌醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2,N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺苷、3-

甲基戊二酰基肉碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基赖氨

酸、犬尿氨酸、阿糖酸酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿茶酚

硫酸酯、2-甲基丁酰基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸、肌酸酐及

其组合。当使用这样一种方法辅助评价肾功能时，可以将该方法的结果与在临床确定受试

者具有正常的肾功能还是受损的肾功能(这可以来自急性肾损伤(AKI)或CKD)中以及肾功

能的水平(例如，正常、轻度受损、中度受损、严重受损、终末期肾衰竭)中有用的其他方法

(或其结果)和/或患者元数据一起使用。

[0062] 任何合适的方法都可以用于分析生物样品，以测定样品中的一种或多种生物标记

的水平。合适的方法包括色谱(例如，HPLC、气相色谱、液相色谱)、质谱(例如，MS、MS-MS)、酶

联免疫吸附测定(ELISA)、抗体连接(antibody  linkage)、其他免疫化学技术及其组合。另

外，可以间接测量一种或多种生物标记的水平，例如通过使用测量与希望测量的一种或多

种生物标记水平相关的一种或多种化合物水平的测定法。

[0063] 可以在描述的方法中测定选自所列出的生物标记的这些生物标记中的一种或多

种的水平：假尿苷、N-乙酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、N-乙酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-
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氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖醇、肌醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2,

N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺苷、3-甲基戊二酰基肉碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙

酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基赖氨酸、犬尿氨酸、阿糖酸酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-

甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿茶酚硫酸酯、2-甲基丁酰基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,

N5-二乙酰基鸟氨酸、肌酸酐。例如，一种生物标记、两种或更多种生物标记、三种或更多种

生物标记、四种或更多种生物标记、五种或更多种生物标记、六种或更多种生物标记、七种

或更多种生物标记、八种或更多种生物标记、九种或更多种生物标记、十种或更多种生物标

记等(包括所有所列出的生物标记的组合)的水平。

[0064] 测定这些生物标记的组合的水平在描述的方法中可以允许更大的灵敏性和特异

性。例如，成对分析两个生物标记或生物样品中的某些生物标记(和非生物标记化合物)的

水平比率在评价肾功能和辅助评价肾功能中可以允许更大的灵敏性和特异性。例如，肌醇

与甘油磷酰胆碱(GPC)、色氨酸与犬尿氨酸、色氨酸与3-吲哚酚硫酸酯和/或色氨酸与吲哚

乙酸酯的比率可以用于评价受试者的肾功能。在另外的实例中，测定两种或更多种、三种或

更多种、四种或更多种和/或五种或更多种生物标记的组合的水平在本文描述的方法中可

以允许更大的灵敏性和特异性。在一个实例中，假尿苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸及

肌酸酐的水平可以用于评价受试者的肾功能。在另一个实例中，假尿苷、N-乙酰基苏氨酸、

肌醇及肌酸酐的水平可以用于评价受试者的肾功能。在另一个实例中，N-乙酰基苏氨酸、肌

醇、C-糖基色氨酸及肌酸酐的水平可以用于评价受试者的肾功能。在另一个实例中，N-乙酰

基苏氨酸、肌醇、犬尿氨酸及肌酸酐的水平可以用于评价受试者的肾功能。在另一个实例

中，假尿苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸及肌醇的水平可以用于评价受试者的肾功能。

[0065] 可以使用多种技术(包括简单比较(例如，手动比较)将该一种或多种生物标记的

水平与肾功能参考水平进行比较。还可以使用一种或多种统计分析(例如，t-检验、韦尔奇T

检验、威尔科克逊秩和检验、相关性分析、随机森林(Random  Forest)、T-评分、Z-评分)或使

用数学模型(例如，算法、统计模型)将生物样品中的该一种或多种生物标记的水平与参考

水平进行比较。例如，包含单个算法或多个算法的数学模型可以用于评价受试者的肾功能。

[0066] 该方法的结果可以与在评价受试者的肾功能中有用的其他方法和测量(或其结

果)一起使用。例如，临床参数，如BUN、SCr和/或尿白蛋白测量；肾功能标记，如β-2微球蛋

白、β-TRACE、2-吡喃甘露糖基色氨酸(2-MPT)；以及患者信息，如例如CKD家族史或其他风险

因素可以与这些生物标记一起使用。

[0067] 在一个实例中，鉴定肾功能的生物标记允许评价(或辅助评价)正在经历使用造影

剂进行成像测试的患者的肾功能，其中这些造影剂可能是有毒的并且因此可能引起肾脏损

伤。例如，在肾功能降低(例如，阶段2CKD或阶段3或阶段3A  CKD)的患者中，准确测量肾功能

将帮助患者和临床医生评价成像测试的风险收益比并且将允许做出更明智的决策。

[0068] 在另一个实例中，鉴定肾功能的生物标记允许在使用用于测定肾功能的当前标准

(例如，SCr、eGFR、胱抑素C、尿白蛋白和/或BUN测量)可以诊断CKD之前评价(或辅助评价)肾

功能以检测初期CKD。临床测量对于检测肾功能的早期变化而言可能不够灵敏或在某些受

试者中可能不准确，这是由于例如慢性疾患、肥胖、高龄、素食和/或普遍减少的肌肉质量。

例如，在患有2型糖尿病的受试者中，在本文描述的生物标记可以用于诊断或辅助诊断CKD。

准确且早期诊断CKD可以允许更早的治疗性干预，这可以延迟或阻止进一步肾脏损害和更
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严重的CKD的发展。

[0069] 在另一个实例中，准确评价作为潜在的供肾者的受试者的肾功能将在确定该潜在

的供体是否适于捐献肾脏中辅助内科医生。

[0070] 在另一个实例中，提供的生物标记允许一种评价正在被组合物治疗的受试者的肾

功能的方法。该组合物可以是向受试者给予以治疗任何疾病或病症的任何组合物、药物或

治疗剂。该组合物另外可以是向患有疾病或病症的患者给予的任何组合物，例如造影剂。例

如，鉴定肾功能的生物标记还允许评价受试者对改变肾功能的组合物的响应以及评价患者

对两种或更多种改变肾功能的组合物的相对响应。可以使用此类评价例如为某些受试者选

择用于治疗癌症的组合物，或为疗程或纳入临床试验选择受试者。此类评价还可以用于在

药物开发过程之前、过程中和/或之后(即，上市后)监测响应于组合物的肾功能。

[0071] 在另一个实施例中，本发明允许一种代谢物生物标记测试，以提供具有临界正常

eGFR值的患者的肾功能的准确测定，因此使得临床医生可以选择某种治疗或修改患者的治

疗以降低进一步肾脏损害的风险。这样一种生物标记测试克服了当前肾功能测试的局限，

当前肾功能测试不可以准确评价所有患者群体(经常导致假阳性或假阴性诊断)并且不可

以检测早期肾功能损伤(早期肾功能损伤可以指示AKI或初期CKD)。例如，图1中图解的是为

筛选、诊断评估、治疗及管理临床症状描绘了最佳实践以诊断CKD的示例性临床实践算法

(流程图)。在这个流程图中整合的是一种肾功能生物标记测试，其基于分析选自所列出的

生物标记中的一组肾功能生物标记的水平：假尿苷、N-乙酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、N-乙

酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺苷、4-乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖醇、

肌醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2 ,N2-二甲基鸟苷、N1-甲基腺苷、3-甲基戊二酰基肉碱

(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙酰基赖氨酸、犬尿氨酸、阿糖酸

酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲基儿茶酚硫酸酯、2-甲基丁酰

基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸以及肌酸酐。在这个实例中，没

有CKD症状的患者最初可能已经通过测量SCr和eGFR和/或尿白蛋白而评价了肾功能，如由

当前临床实践指南所建议的。如通过eGFR所测量的CKD阶段G2-G3a和/或如通过尿白蛋白所

测量的CKD阶段A1通常导致假阳性或假阴性诊断；建议进行确认性测试。具有这些评分的患

者应接受新颖的代谢物生物标记测试以辅助诊断CKD(虚线框)。正常的肾功能生物标记水

平指示患者具有正常的肾功能。应对使用代谢物生物标记测试被诊断为正常的患者进行周

期性监测，以评价肾功能。基线处的代谢物生物标记水平显著高于或低于正常范围的结果

指示患者患有CKD。通过使用代谢物生物标记测试被诊断为患有CKD的患者应接受适当的治

疗。

[0072] 在一个方面中，在本文提供的生物标记可以用于数学或统计模型或公式中，以为

内科医生提供数字评分(“肾功能评分”)，该评分指示肾功能的水平和/或受试者具有削弱

的肾功能的可能性，该削弱的肾功能指示AKI或CKD。该评分是基于生物标记和/或生物标记

的组合的临床上显著变化的一个或多个参考水平。该参考水平可以衍生自算法或由受损

GFR指数计算而来。用于确定受试者的肾功能评分的方法可以包括将该样品中的该一种或

多种肾功能生物标记的水平与该一种或多种生物标记的肾功能参考水平进行比较，以便确

定该受试者的肾功能评分。该方法可以利用任何数量的选自以下列表的标记：假尿苷、N-乙

酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、N-乙酰基丝氨酸、N-乙酰基丙氨酸、N6-氨甲酰基苏氨酰基腺

说　明　书 9/39 页

14

CN 105209909 B

14



苷、4-乙酰胺基丁酸酯、赤藓糖醇、肌醇、苏糖酸酯、尿素、阿糖醇、N2,N2-二甲基鸟苷、N1-甲

基腺苷、3-甲基戊二酰基肉碱(C6)、S-腺苷基高半胱氨酸(SAH)、N-乙酰基甲硫氨酸、N6-乙

酰基赖氨酸、犬尿氨酸、阿糖酸酯、琥珀酰基肉碱、核糖、木糖酸酯、N-甲酰基甲硫氨酸、O-甲

基儿茶酚硫酸酯、2-甲基丁酰基肉碱(C5)、苯基乙酰基谷氨酰胺、N2,N5-二乙酰基鸟氨酸以

及肌酸酐。可以通过任何方法(包括统计方法，如回归分析)将多种生物标记与肾功能相关

联。

[0073] 肾功能评分可以用于将受试者放置于从正常(即没有肾功能损伤)到轻度降低、中

度降低、严重降低或终末期肾衰竭的肾功能范围内。肾功能评分的非限制性示例性用途包

括：评价肾功能；肾功能分类；患上CKD的易感性；患上AKI的易感性；诊断并为CKD分阶段；通

过定期测定和监测肾功能评分而监测CKD进展；监测肾脏移植受体的肾功能状态；确定对治

疗性干预的响应；评估药物效力；以及确定治疗剂和/或造影剂的耐受性。

[0074] 在一些实施例中，该方法可以用于随时间评价肾功能，从而使得可以监测肾功能。

该一种或多种生物标记的水平随时间(即，与在第二时间点获得自受试者的第二样品相比，

在第一时间点来自该受试者的第一样品中)的变化(如果有的话)可以指示患者的肾功能随

时间变化。为了随时间表征受试者的肾功能，可以将该第一样品中的该一种或多种生物标

记的水平、该第二样品中的该一种或多种生物标记的水平和/或该第一和第二样品中的这

些生物标记的水平的比较结果与该一种或多种生物标记的参考水平进行比较。如果这些比

较指示该一种或多种生物标记的水平正在随时间(例如，当与该第一样品相比时，在该第二

样品中)升高或降低变得更类似于低肾功能参考水平(或更不类似于高肾功能参考水平)，

则结果指示衰退的肾功能。如果这些比较指示该一种或多种生物标记的水平正在随时间升

高或降低变得更类似于高肾功能参考水平(或更不类似于低肾功能参考水平)，则这些结果

指示正常的肾功能。例如，受试者在第一时间点可以具有正常的肾功能(例如，一种或多种

生物标记类似于高肾功能参考水平或不类似于低肾功能参考水平)并且在第二时间点保持

在正常范围内(例如，保持类似于一个或多个高肾功能参考水平或不类似于一个或多个肾

功能参考水平)，指示肾功能没有变化。在另一种情况下，肾功能在第一时间点可以是正常

的(例如，一种或多种生物标记类似于一个或多个高肾功能参考水平或不类似于一个或多

个低肾功能参考水平)，然后在第二时间点下降仍保持在肾功能的正常范围内，指示尽管仍

处于正常范围内，但是肾功能下降。在另一个图解中，基于该一种或多种生物标记在第二时

间点的、指示该受试者的肾功能在恶化的水平可以将在第一时间点具有临界正常肾功能的

受试者诊断为患有CKD。

[0075] 生物标记与参考水平的相对量之间的差异也可以用于随时间评价肾功能。例如，

如果这些比较指示在该一种或多种生物标记的水平与高肾功能参考水平之间随时间存在

较大差异(或在该一种或多种生物标记的水平与低肾功能参考水平之间存在较小差异)，则

这些结果指示患者发展为衰退的肾功能。

[0076] 在获得该第一样品之后，可以在稍后的时间点从该受试者获得一个或多个另外的

样品。在一个方面中，该一个或多个另外的样品是在该第一样品之后1、2、3、4、5、6或更多天

获得的。在另一个方面中，该一个或多个样品是在该第一样品之后或在开始用该组合物治

疗之后1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多个周获得的。在另一个方面中，该一个或多个另外的

样品可以是在该第一样品之后或在开始用该组合物治疗之后1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
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12或更多个月获得的。

[0077] 在另一个实施例中，这些方法可以用于监测患有CKD的受试者或被怀疑倾向患上

CKD的受试者(例如，由于CKD家族史、药物治疗、慢性疾患等处于风险的受试者)的肾功能。

在一个实例中，在本文披露的生物标记可以用于监测未患CKD的受试者的肾功能。例如，在

被怀疑倾向患上CKD的受试者中，在本文描述的生物标记可以用于监测CKD的发展。

[0078] 在另一个实例中，在本文披露的生物标记可以用于监测肾脏移植受体的肾功能。

[0079] 在另一个实施例中，生物标记算法可以用于监测患者的肾功能。与当前肾功能测

试结果(例如，SCr、eGFR、BUN、尿白蛋白、胱抑素C)组合使用生物标记算法的结果，临床医生

可以评价患者的药物治疗的风险收益比。另外，临床医生可以使用生物标记算法治疗处于

发展为丧失肾功能风险的任何患者(例如，糖尿病患者、高血压患者、老年人、家族史、吸烟

者、慢性病患者、肾脏移植受体等)。该药物治疗可以是用于治疗任何疾病或病症的任何药

剂。

[0080] 图2中图解的是生物标记算法的实例(流程图)。在基线处正常并且在治疗过程中

仍在正常范围内的肾功能生物标记水平指示患者具有正常的肾功能。

[0081] 在基线处的代谢物生物标记的水平或在治疗过程中这些水平的变化在正常范围

之外但是并不过度的结果应指示患者具有轻度至中度肾功能丧失。这些患者代表其结果通

过当前肾功能测试处于临界的那些患者。基于代谢物生物标记测试的结果，治疗临床医生

可以选择重新评价患者的当前治疗方案(例如，治疗剂、剂量)的风险收益并改变对患者的

管理。

[0082] 在基线处的代谢物生物标记的水平或在治疗过程中这些水平的变化明显且过度

地在正常范围之外的结果应指示患者具有严重的肾功能丧失。强烈建议改变对患者的管理

(例如，停止用特定药物进行治疗，转为另一种药剂)。

[0083] B.使用生物标记诊断慢性肾病

[0084] 鉴定肾功能生物标记还允许诊断(或辅助诊断)受试者的CKD。应当理解的是，这些

鉴定的生物标记可以用于诊断或辅助诊断任何受试者的CKD，包括无症状受试者、那些表现

出一种或多种与CKD的存在符合的症状的受试者和/或那些CKD是可能的(例如，慢性疾患、

药物治疗、使用造影剂等)受试者。在一种示例性方法中，诊断(或辅助诊断)受试者是否患

有CKD包括(1)分析来自受试者的生物样品，以确定该样品中的肾功能的一种或多种生物标

记的水平并且(2)将该样品中的该一种或多种生物标记的水平与该一种或多种生物标记的

CKD-阳性和/或CKD-阴性参考水平进行比较，以便诊断(或辅助诊断)该受试者是否患有

CKD。该一种或多种生物标记可以选自表1。当使用这样一种方法辅助诊断CKD时，可以将该

方法的结果与在临床确定受试者是否患有CKD中有用的其他方法和测量(或其结果)和/或

患者元数据一起使用。在临床确定受试者是否患有CKD中有用的方法在本领域是已知的。例

如，在临床确定受试者是否患有CKD中有用的方法包括例如SCr、BUN、eGFR、mGFR、尿白蛋白

以及胱抑素C。在确定受试者是否患有CKD中有用的其他测量包括例如β-2微球蛋白、β-

TRACE和/或2-吡喃甘露糖基色氨酸(2-MPT)。在临床确定受试者是否患有CKD中有用的患者

元数据包括例如年龄、体重、性别以及种族。

[0085] 任何合适的方法都可以用于分析生物样品，以测定样品中的一种或多种生物标记

的水平。合适的方法包括色谱(例如，HPLC、气相色谱、液相色谱)、质谱(例如，MS、MS-MS)、酶
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联免疫吸附测定(ELISA)、抗体连接、其他免疫化学技术及其组合。另外，可以间接测量一种

或多种生物标记的水平，例如通过使用测量与希望测量的一种或多种生物标记水平相关的

一种或多种化合物水平的测定法。

[0086] 可以在评价受试者的肾功能的方法中和辅助评价受试者的肾功能的方法中测定

表1的这些生物标记中的一种或多种的水平。例如，可以在此类方法中测定和使用一种生物

标记、两种或更多种生物标记、三种或更多种生物标记、四种或更多种生物标记、五种或更

多种生物标记、六种或更多种生物标记、七种或更多种生物标记、八种或更多种生物标记、

九种或更多种生物标记、十种或更多种生物标记等(包括表1中的生物标记的任意组合或所

有的组合或其任何部分)的水平。

[0087] 测定这些生物标记的组合的水平在诊断CKD和辅助诊断CKD中可以允许更大的灵

敏性和特异性。例如，成对分析两个生物标记或生物样品中的某些生物标记(和非生物标记

化合物)的水平比率在诊断CKD和辅助诊断CKD中可以允许更大的灵敏性和特异性。例如，肌

醇与甘油磷酰胆碱(GPC)、色氨酸与犬尿氨酸、色氨酸与3-吲哚酚硫酸酯和/或色氨酸与吲

哚乙酸酯的比率可以用于诊断或辅助诊断受试者的CKD。在另一个实例中，测定两种或更多

种、三种或更多种、四种或更多种和/或五种或更多种生物标记的组合的水平在于本文描述

的方法中可以允许更大的灵敏性和特异性。在一个实例中，假尿苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰

基苏氨酸及肌酸酐的水平可以用于诊断或辅助诊断受试者的CKD。在另一个实例中，假尿

苷、N-乙酰基苏氨酸、肌醇及肌酸酐的水平可以用于诊断或辅助诊断受试者的CKD。在另一

个实例中，N-乙酰基苏氨酸、肌醇、C-糖基色氨酸及肌酸酐的水平可以用于诊断或辅助诊断

受试者的CKD。在另一个实例中，N-乙酰基苏氨酸、肌醇、犬尿氨酸及肌酸酐的水平可以用于

诊断或辅助诊断受试者的CKD。在另一个实例中，假尿苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸及

肌醇的水平可以用于诊断或辅助诊断受试者的CKD。

[0088] 在测定该样品中的该一种或多种生物标记的水平之后，将该一个或多个水平与

CKD-阳性和/或CKD-阴性参考水平进行比较，以诊断或辅助诊断该受试者是否患有CKD。样

品中与CKD-阳性参考水平相匹配的该一种或多种生物标记的水平(例如，与参考水平相同、

与参考水平基本相同、稍微高于和/或低于参考水平的最小值和/或最大值和/或在参考水

平范围内的水平)指示该受试者被诊断为患有CKD。样品中与CKD-阴性参考水平相匹配的该

一种或多种生物标记的水平(例如，与参考水平相同、与参考水平基本相同、稍微高于和/或

低于参考水平的最小值和/或最大值和/或在参考水平范围内的水平)指示该受试者未被诊

断为患有CKD。另外，与CKD-阴性参考水平相比，在该样品中差异性存在(尤其以统计上显著

的水平)的该一种或多种生物标记的水平指示该受试者被诊断为患有CKD。与CKD-阳性参考

水平相比，在该样品中差异性存在(尤其以统计上显著的水平)的该一种或多种生物标记的

水平指示该受试者未被诊断为患有CKD。

[0089] 可以使用多种技术将该一种或多种生物标记的水平与CKD-阳性和/或CKD-阴性参

考水平进行比较，包括将该生物样品中的该一种或多种生物标记的水平与CKD-阳性和/或

CKD-阴性参考水平进行简单比较(例如，手动比较)。还可以使用一种或多种统计分析(例

如，t-检验、韦尔奇T检验、威尔科克逊秩和检验、相关性分析、随机森林、T-评分、Z-评分)或

使用数学模型(例如，算法、统计模型)将生物样品中的该一种或多种生物标记的水平与

CKD-阳性和/或CKD-阴性参考水平进行比较。
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[0090] 例如，包含单个算法或多个算法的数学模型可以用于评价受试者的肾功能。数学

模型也可以用于确定受试者是否患有CKD。数学模型也可以用于区分CKD阶段。一种示例性

数学模型可以使用来自受试者的任何数量的生物标记(例如，2、3、5、7、9种等)的测量水平，

使用一种基于测量的生物标记的水平之间的数学关系的算法或一系列算法，确定受试者是

否具有正常的肾功能或是否患有CKD，受试者是否倾向患CKD，受试者的CKD是否在发展，受

试者是具有高阶段(严重或非常严重的肾功能降低)、中阶段(中度降低的肾功能)还是低阶

段(轻度降低的肾功能)CKD等。一种不同的示例性数学模型可以使用来自受试者的任何数

量的生物标记(例如，2、3、5、7、9种等)的测量水平而基于肾功能的水平或阶段(例如，高、

中、低)对受试者分类。

[0091] 在一个实例中，鉴定CKD的生物标记允许诊断先前未被诊断为患有CKD的受试者的

CKD。例如，在具有CKD风险因素(例如，年龄超过60岁、高血压、糖尿病、心血管疾病和/或CKD

家族史等)的受试者中，在本文描述的生物标记可以用于诊断或辅助诊断CKD。

[0092] 在另一个实例中，鉴定CKD的生物标记允许在使用用于测定肾功能的当前标准(例

如，SCr、eGFR、尿白蛋白、胱抑素C和/或BUN测量)可以诊断CKD之前进行早期检测和诊断。早

期诊断CKD可以允许更早的治疗性干预，这可以延迟或阻止进一步肾脏损害和更严重的CKD

的发展。

[0093] 在另一个实例中，在本文披露的生物标记可以用于诊断或辅助诊断患者的CKD，其

中用于测定受试者体内的CKD的当前标准(例如，SCr、尿白蛋白、胱抑素C和/或BUN测量)是

不准确的，这是由于例如该受试者的慢性疾患、肥胖、高龄、素食和/或普遍减少的肌肉质

量。例如，在患有2型糖尿病的受试者中，在本文描述的生物标记可以用于诊断或辅助诊断

CKD。

[0094] C.组合物&试剂盒

[0095] 可以使用以试剂盒形式提供的工具单独地或组合地进行所描述的方法中的任何

方法。试剂盒可以进一步包括适当的对照物、标准品和/或检测试剂。在一个实施例中，该试

剂盒可以包括用于分析基于血液的样品的工具和试剂。该试剂盒可以包括样品收集元件和

用于存储样品的器皿。例如，该试剂盒可以包括样品收集元件、回收血清收集容器、样品标

签、样品条形码以及说明书。该说明书可以作为印刷形式或小册子提供或在电子媒介上提

供，如例如计算机磁盘或其他计算机可读介质。

[0096] 可以根据以下示例性方法使用该试剂盒。可以使用针和注射器从受试者中收集血

清样品。然后可以将血清挤入收集容器(例如，小瓶、锥形管等)中。然后对收集容器中的该

样品进行生化分析。条形码和标签使得可以通过生化分析追踪样品身份和分析结果。

[0097] 将通过以下实例进一步解释本发明，这些实例通过说明而非作为限制被提供。

[0098] 实例

[0099] I.通用方法

[0100] A.代谢谱的鉴定

[0101] 通常，分析每个样品以测定数百种代谢物的浓度。使用分析技术(如GC-MS(气相色

谱-质谱)和LC-MS(液相色谱-质谱))分析代谢物。同时和平行地分析多个等分试样，并且在

适当的质量控制(QC)之后，将得自各分析的信息重新组合。按照数千个特征来表征每个样

品，其最终共计为数百种化学物质。所用的技术能够鉴定新颖的和在化学上未命名的化合
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物。

[0102] 如实例1中所描述的，从患者同类组中收集样品。提取代谢物并且通过添加450μl

的甲醇而将蛋白质从样品(100μl)中沉淀。利用两种单独的UPLC方法，一种在酸性条件下并

且另一种在碱性条件下。将沉淀出的提取物分为四个等分试样并且在氮下干燥并且然后在

真空中干燥。在50μl的0.1％甲酸水溶液中重构一个等分试样(用于在酸性方法中使用)，并

且在50μl的6.5mM碳酸氢铵水溶液(pH  8)中重构另一个等分试样(用于在碱性方法中使

用)。

[0103] 两种方法均使用色谱，使用Acquity  UPLC系统在2.1mm  x  100mm  Acquity  1.7um 

C18BEH柱(沃特斯公司(Waters  Corp.)，米尔福德，马萨诸塞州，美国)上进行色谱。流速为

350μL/min的流动相使用溶剂A(0.1％甲酸水溶液)和溶剂B(0.1％甲酸甲醇溶液)(梯度谱：

在4min内0％B至70％B，在0.5min内70％至98％B，98％B持续0.9min)，用于酸性方法。将针

对碱性方法加工的样品等分试样使用溶剂A(6.5mM碳酸氢铵水溶液(pH  8))和溶剂B(6.5mM

碳酸氢铵的95/5甲醇/水溶液)(梯度谱：在4min内0％B至70％B，在0.5min内70％至98％B，

98％B持续0.9min)以350μL/min的流速进行梯度洗脱。

[0104] 使用电喷射离子化(ESI)，使用LTQ质谱仪(MS)(赛默飞世尔公司(ThermoFisher 

Corporation))分析样品洗脱物。使用加热至40℃的单独的酸性/碱性专用柱，在独立的注

射中，酸性方法监测阳离子并且碱性方法监测阴离子。将MS接口毛细管维持在350℃下，其

中对于阳性和阴性注射两者而言，鞘气流为40(任意单位)并且辅气流为5(任意单位)。阳离

子注入的喷射电压为4.5kV并且阴离子注入的喷射电压为3.75kV。该仪器扫描99-1000m/z

并且在MS与MS/MS扫描之间交替。扫描速率是大约6次扫描/sec(3个MS和3个MS/MS扫描)。将

MS/MS标准化的碰撞能设定为40，将激活能Q设定为0.25，并且将激活时间设定为30ms，其中

隔离窗(isolation  window)为3m/z。使用动态排除以3.5sec的排除时间收集MS/MS扫描。将

同位素标记的化合物掺入每个样品中并且用于评价仪器性能和适合性，包括保留时间、质

量和在运行过程中(通常是20小时)的灵敏性稳定性。另外，每8次注入分析一个质量控制样

品(它由来自所有样品的合并的等分试样组成)，以确保技术可重复性。

[0105] 将使用MS峰值检测的标准工业方法的软件用于检测和整合MS峰。简言之，通过在

给定范围内的质量划分提取的离子色谱图，测定基线噪声，计算峰面积，并且将各种用户定

义的峰阈值(包括最小高度、信噪比、宽度、对称性及面积)应用于检测到的MS峰。将超过阈

值标准的MS峰组装成列表，然后将这些列表插入关系数据库中用于存储和进一步分析。最

终，基于峰顶保留时间将单独的MS峰分组，以便于观察被类似保留的离子特征。使用保留指

数(RI)，基于在整个色谱图中存在的保留时间(RT)标记对所有样品进行比对。样品组分的

保留指数是一个数字，通过插值法(通常是对数式的)将该样品组分的调整保留体积(时间)

或保留系数与在该样品组分的峰之前和之后洗脱的两个标准品的调整保留体积(时间)相

关联而获得的。

[0106] 在特异性针对每种方法而生成的化学品文库中搜索所得数据(例如在特异性针对

UPLC阳离子模式的文库中搜索UPLC阳离子数据)。生化鉴定是基于三个标准：保留指数在提

议的鉴定的75RI单位内(或大约为5s)，与文库的实验前体质量匹配在0.4m/z内，以及MS/MS

正向和反向评分。MS/MS评分是基于存在于实验谱中的离子与存在于文库谱中的离子的比

较。通过软件程序进行生化鉴定，并且由分析员验证计算机生成的鉴定。
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[0107] 跨一组注入并且在指定的色谱时间窗内的所有未被分配任何文库条目的离子由

计算机软件检查。通过跨多个注入将离子相关，将生化品的天然生物可变性用于鉴定可能

的新的真实的生化品，这样的生化品尚未作为该文库的一部分作为条目而被包括。将不具

有文库匹配但是基于针对该生化品的谱型的经常发生的性质被确定为真实的生化品的任

何生化品添加到该文库中，这样使得可以在当前和未来的研究中追踪到这些生化品(尽管

未命名)。因此，尽管未鉴定该生化品(因为无法在该文库中获得真实的化学标准品)，但是

在未指明该生化品(称为未命名的生化品)的具体化学组成或结构的情况下指明了由该分

析方法获得的该生化品的特性或行为。

[0108] 未命名的生化品表示已经确立其“离子碎片化标签”但是在该化学品文库中无法

获得已知的标准品的条目实体。通过用于独特鉴定的分析技术(上文所述)已经充分地表征

了这些未命名的生化品。在本文将这些未命名的生化品指定为命名“X-”，之后是特定的五

位数。描述了表1中的所列出的这些未命名的生化小分子的鉴定分析信息。例如，对于未命

名的代谢物X-17299，保留时间是1.2，保留指数是1265.9，定量质量是229.2，并且使用上述

分析方法该定量离子的极性是阳性的，如在针对酸性物类进行优化的LC-MS/MS上所测量

的。在一个另外的实例中，对于未命名的代谢物X-11564，保留时间是1.2，保留指数是1188，

定量质量是177.1，并且使用上述分析方法该定量离子的极性是阴性的，如在针对碱性物类

进行优化的LC-MS/MS上所测量的。这些分析特征允许监测所述生物标记(X-17299和X-

11564)，即使未知确切的化学特性(即，化合物名称)。

[0109] B.统计分析：

[0110] 使用t-检验分析数据，以鉴定在可定义群体或亚群体中以差异性存在的(例如，与

没有肾功能损伤的受试者相比，具有肾功能损伤的受试者的生物标记)、有用于区分可限定

群体(例如，肾功能损伤和无肾功能损伤)的分子(已知的、已命名的代谢物或未命名的代谢

物)。也可以鉴定可限定群体或亚群体中的其他分子(已知的、已命名的代谢物或未命名的

代谢物)。

[0111] 还使用相关性分析来分析数据，以鉴定与eGFR计算(例如，CKD-EPI  eGFR、MDRD 

eGFR)相关的分子(已知的、已命名的代谢物或未命名的代谢物)。

[0112] 使用多重回归分析来评估示例性生物标记组的预测价值。

[0113] 基于代谢物生物标记水平，计算这些样品对于分类的灵敏性和特异性。灵敏性是

在所有真实阳性的那些中鉴定阳性者或被分类为阳性者的受试者的比例的能力。特异性是

在所有真实阴性的那些中鉴定阴性者或被分类为阴性者的受试者的比例的能力。使用这些

数据，生成接受者工作特征(ROC)曲线。该ROC曲线是一种数学模型并且是敏感性对假阳性

率的绘图(1-特异性)。来自这个曲线的曲线下面积(AUC)是分类者将随机选择的阳性实例

排名比随机选择的阴性实例更高的可能性。

[0114] 实例1：用于评价肾功能的生物标记

[0115] 用于分析的这些样品是从281名患糖尿病个体收集的血清样品。使用两个用于估

计GFR的方程1)MDRD  eGFR和2)CKD-EPI  eGFR来评估患者肾功能。使用MDRD  eGFR估计值，将

eGFR小于60ml/min/1.73m2的患者分类为患有CKD，并且将eGFR＝60ml/min/1.73m2或更大的

患者分类为正常。在收集样品时，将总共46个患者分类为患有CKD，并且将235个患者分类为

正常。
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[0116] 在测定代谢物的水平之后，使用t-检验分析数据。通过将CKD样品与正常样品进行

比较而鉴定肾功能的生物标记。如下表1中所列出的，该分析鉴定了在CKD与正常患者血清

样品之间差异性存在的生物标记。表1中的所有生物标记都是统计上显著的(p<0.1)。作为

用于鉴定肾功能损伤的生物标记的另一种方式，在生物标记水平与eGFR计算(即，MDRD 

eGFR和CKD-EPI  eGFR)之间进行相关性分析。每种生物标记的相关性值示于表1中。

[0117] 针对每种生物标记，表1包括该生物标记的生化名称、该生物标记与MDRD的相关性

值、该生物标记与CKD-EPI的相关性值、与正常受试者相比患有CKD的受试者体内该生物标

记的倍数变化(CKD/正常)(它是当与正常平均水平相比时，该生物标记在CKD样品中的平均

水平的比率)以及在关于该生物标记的数据统计分析中确定的p值。表1还列出了以下内容：

该生物标记化合物在基因和基因组京都百科全书(Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and 

Genomes，KEGG)中的标识符，如果可以获得的话；以及该生物标记化合物在人类代谢组数据

库(Human  Metabolome  Database，HMDB)中的标识符，如果可以获得的话。

[0118] 表1.用于评价肾功能的生物标记
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[0119]
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[0120]
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[0121]
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[0122]

[0123] 实例2：用于肾功能评价的单独生物标记的诊断性能

[0124] 在另一个实例中，三种用于评价肾功能并且鉴定患有CKD的个体的示例性生物标

记选自表1并且评估其诊断性能。这些模型旨在是非限制性的并且被呈现为示例本发明。这

些鉴定的生物标记以在来自具有正常肾功能的个体的患者样品与来自患有CKD的个体的样

品之间差异的水平存在。例如，C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸和假尿苷是将患有CKD的受

试者与正常受试者区分开的显著生物标记。

[0125] 用于分析的这些样品是从281名患糖尿病个体收集的血清样品。使用用于估计GFR

的MDRD方程评估患者肾功能。将MDRD  eGFR值小于60ml/min/1.73m2的患者分类为患有CKD，

并且将eGFR值为60ml/min/1.73m2或更大的患者分类为正常。在收集样品时，将总共46个患

者分类为患有CKD，并且将235个患者分类为正常。使用接受者工作特征(ROC)曲线建模，评

估在实例1，表1中鉴定的用于诊断或辅助诊断CKD的生物标记的诊断性能。

[0126] 评估示例性生物标记C-糖基色氨酸的诊断性能。图3A示出了基于在样品中测量的

C-糖基色氨酸的水平的患者样品分布。x轴示出了诊断组(正常或CKD)，并且y轴示出了C-糖

基色氨酸的水平。接下来，将C-糖基色氨酸的水平用于数学模型中，以确定该生物标记的诊

断性能。图3B示出了C-糖基色氨酸的ROC曲线。该ROC曲线的曲线下面积(AUC)为0.8721。基

于这个ROC曲线，通过测量C-糖基色氨酸的水平确定以85％敏感性和80％特异性将CKD受试

者与正常受试者区分开。

[0127] 还评估了示例性生物标记N-乙酰基苏氨酸的诊断性能。图4A示出了基于在样品中

测量的N-乙酰基苏氨酸的水平的患者样品分布。x轴示出了诊断组(正常或CKD)，并且y轴示

出了N-乙酰基苏氨酸的水平。接下来，将N-乙酰基苏氨酸的水平用于数学模型中，以确定该

生物标记的诊断性能。图4B示出了N-乙酰基苏氨酸的ROC曲线。该ROC曲线的AUC为0.8801。

基于这个ROC曲线，通过测量N-乙酰基苏氨酸的水平确定以83％敏感性和87％特异性将CKD

受试者与正常受试者区分开。

[0128] 还评估了示例性生物标记假尿苷的诊断性能。图5A示出了基于在样品中测量的假

尿苷的水平的患者样品分布。x轴示出了诊断组(正常或CKD)，并且y轴示出了假尿苷的水

平。接下来，将假尿苷的水平用于数学模型中，以确定该生物标记的诊断性能。图5B示出了

假尿苷的ROC曲线。该ROC曲线的AUC为0.9041。基于这个ROC曲线，通过测量假尿苷的水平确

定以80％敏感性和93％特异性将CKD受试者与正常受试者区分开。

[0129] 实例3：用于肾功能评价的生物标记组的诊断性能

[0130] 在另一个实例中，开发了提供GFR的估计值的数学模型。这些模型GFR估计值用于

评估肾功能，并且将使用这些模型获得的估计值的表现与使用CKD-EPI方程计算的eGFR

(“CKD-EPI  eGFR”)进行比较。使用以下生物标记的组合开发了五种示例性模型：假尿苷、N-
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乙酰基苏氨酸、C-糖基色氨酸、犬尿氨酸、肌醇、肌酸酐。这些示例性生物标记还在实例1中

描述为明显地用于将具有正常肾功能的个体与患有CKD的那些区分开。这些模型旨在是非

限制性的并且被呈现为示例本发明。

[0131] 在从258名患糖尿病个体收集的禁食血清样品中测量了生物标记假尿苷、N-乙酰

基苏氨酸、C-糖基色氨酸、犬尿氨酸、肌醇及肌酸酐，对于这些个体而言将用于估计GFR的

CKD-EPI方程用于评估肾功能。将CKD-EPI  eGFR值为60ml/min/1.73m2或更小的患者分类为

具有“阳性”诊断(即，削弱的害肾功能，CKD)，并且将eGFR值大于60ml/min/1.73m2的患者分

类为具有“阴性”诊断(即，正常的肾功能)。基于CKD-EPI  eGFR结果，将总共40个患者分类为

CKD和/或削弱的肾功能的阳性诊断，并且将218个患者分类为阴性诊断和/或具有正常的肾

功能。

[0132] 在本实例中，使用多重回归分析产生五种模型：示例性模型1包括生物标记假尿

苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸及肌酸酐；示例性模型2包括生物标记假尿苷、N-乙酰基

苏氨酸、肌醇及肌酸酐；示例性模型3包括生物标记N-乙酰基苏氨酸、肌醇、C-糖基色氨酸及

肌酸酐；示例性模型4包括生物标记N-乙酰基苏氨酸、肌醇、犬尿氨酸及肌酸酐；并且示例性

模型5包括生物标记假尿苷、C-糖基色氨酸、N-乙酰基苏氨酸及肌醇。使用接受者工作特征

(ROC)并且通过计算曲线下面积(AUC)评估每种模型的诊断性能。

[0133] 对于示例性模型1，使用模型1计算的GFR值与使用CKD-EPI  eGFR计算的值显著相

关；调整R2为0.614，其中整体p值小于0.001。基于计算的AUC，模型1的诊断性能为0.932。模

型1的相关性分析的结果以图表形式显示于图6A中。将使用模型1计算的GFR标绘在x轴上，

并且将CKD-EPI  eGFR标绘在y轴上。

[0134] 对于示例性模型2，使用模型2计算的GFR值与使用CKD-EPI  eGFR计算的值相关；调

整R2为0.614，其中整体p值小于0.0001。基于计算的AUC，模型2的诊断性能为0.932。模型2

的相关性分析的结果以图表形式显示于图6B中。将使用模型2计算的GFR标绘在x轴上，并且

将CKD-EPI  eGFR标绘在y轴上。

[0135] 对于示例性模型3，使用模型3计算的GFR值与使用CKD-EPI  eGFR计算的值相关；调

整R2为0.594，其中整体p值小于0.0001。基于计算的AUC，模型3的诊断性能为0.931。模型3

的相关性分析的结果以图表形式显示于图6C中。将使用模型3计算的GFR标绘在x轴上，并且

将CKD-EPI  eGFR标绘在y轴上。

[0136] 对于示例性模型4，使用模型4计算的GFR值与使用CKD-EPI  eGFR计算的值显著相

关；调整R2为0.613，其中整体p值小于0.0001。基于计算的AUC，模型4的诊断性能为0.935。

模型4的相关性分析的结果以图表形式显示于图6D中。将使用模型4计算的GFR标绘在x轴

上，并且将CKD-EPI  eGFR标绘在y轴上。

[0137] 对于示例性模型5，使用模型5计算的GFR值与使用CKD-EPI  eGFR计算的值显著相

关；调整R2为0.563，其中整体p值小于0.0001。基于计算的AUC，模型5的诊断性能为0.933。

模型5的相关性分析的结果以图表形式显示于图6E中。将使用模型5计算的GFR标绘在x轴

上，并且将CKD-EPI  eGFR标绘在y轴上。

[0138] 实例4：用于评价具有中等eGFR的患者的肾功能的生物标记

[0139] 对于eGFR处于中等(G2-G3a)范围内(其中eGFR在45与74mL/min/1.63m2之间)和/

或具有中等尿白蛋白评分的患者，肾功能的评价和CKD的诊断是不确定的；此类患者将受益
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于更精确估计的GFR，如代谢物生物标记测试。将这样的一种新颖的生物标记测试整合进肾

功能评价和治疗算法中图解于图1中。

[0140] 通过测量来自eGFR值为40-80的患糖尿病个体的血清样品和尿液样品中的生物标

记的水平而鉴定有用于评估肾功能和估计GFR的生物标记。

[0141] 分析了来自MDRD  eGFR落入此范围内的78名个体和CKD-EPI  eGFR值落入此范围内

的69名个体的血清样品。将这些生物标记的水平与MDRD  eGFR和CKD-EPI  eGFR值相关联。将

关联结果呈现于表2中。对于表2中所列出的每种生物标记，显示了该生物标记的生化名称、

该生物标记与CKD-EPI  eGFR的相关性值、该生物标记与CKD-EPI  eGFR的相关性的p值、该生

物标记与MDRD  eGFR的相关性值以及该生物标记与MDRD  eGFR的相关性的p值。

[0142] 表2.用于评价eGFR为40-80的患者的肾功能的血清生物标记

[0143]
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[0144]
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[0145]
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[0146]
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[0147]
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[0148]

[0149] 类似地，分析了来自MDRD  eGFR在此范围内的76名个体和CKD-EPI  eGFR值在此范

围内的64名个体的尿液样品。将这些生物标记的测量水平与MDRD  eGFR和CKD-EPI  eGFR值

相关联。将关联结果呈现于表3中。对于每种生物标记，呈现了该生物标记的生化名称、该生

物标记与CKD-EPI  eGFR的相关性值、该生物标记与CKD-EPI  eGFR的相关性的p值、该生物标

记与MDRD  eGFR的相关性值以及该生物标记与MDRD  eGFR的相关性的p值。

[0150] 表3.用于评价eGFR为40-80的患者的肾功能的尿液生物标记
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[0151]
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[0152]
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[0153]
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[0154]
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[0155]
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[0156]

[0157] 在另一个实例中，使用描述于实例1中的患者血清样品，将eGFR  CKD-EPI值为40-

80的样品进一步分类为具有高或低eGFR值。将eGFR值为40-60的患者样品分类为具有低

eGFR；将eGFR值为61-80的患者样品分类为具有高eGFR。在收集样品时，将总共41个患者分

类为具有低eGFR，并且将42个患者分类为具有高eGFR。

[0158] 测量代谢物的水平并且使用t-检验分析结果。通过比较高(eGFR计算结果为61-

80)与低(eGFR计算结果为40-60)样品来分析具有中等eGFR测量值(例如，CKD-EPI  eGFR计

算结果为40-80)的患者的肾功能的生物标记。如表4中所列出的，该分析鉴定了在具有高

eGFR的患者血清样品与具有低eGFR的那些之间差异性存在的生物标记。

[0159] 针对每种生物标记，表4包括该生物标记的生化名称、与具有低eGFR的受试者相比

具有高eGFR的受试者体内该生物标记的倍数变化(高/低，是与来自CKD-EPI  eGFR为40-60

的患者的样品中的平均水平相比，该生物标记在来自CKD-EPI  eGFR为61-80的患者的样品

中的平均水平的比率)以及在关于这些生物标记的数据统计分析中确定的p值和q值。表4还

列出了以下内容：该生物标记化合物内部标识符(CompID)；该生物标记化合物在基因和基

因组京都百科全书(KEGG)中的标识符，如果可以获得的话；以及该生物标记化合物在人类

代谢组数据库(HMDB)中的标识符，如果可以获得的话。

[0160] 表4.用于评价eGFR为40-80的患者的肾功能的血清生物标记

说　明　书 33/39 页

38

CN 105209909 B

38



[0161]
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[0162]
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[0163]
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[0164]
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[0165]
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[0166]

[0167] 尽管已经详细地并且参考其具体实施例描述了本发明，但是对于本领域技术人员

显而易见的是，可以在不偏离本发明精神和范围的情况下进行各种改变和修改。
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图1
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图2
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图3A

图3B
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图4A
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图4B
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图5A
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图5B

图6A
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图6B

图6C

图6D
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图6E
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