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所设想的用于食物敏感度的测试试剂盒和

方法以基于合理地选择具有确立的判别p值的食

物制备物为基础。特别优选的试剂盒包括具有最

少数量的食物制备物的试剂盒，食物制备物具有

由它们的原始p值确定的平均判别p值≤0.07，或

由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤

0.10。在另外设想的方面，用于食物敏感度的组

合物和方法还根据性别来分层以进一步增强预

测值。
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1.一种用于测试被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者的食物不耐受的测试试剂

盒，包括：

多个不同的食物制备物，其耦合到可单独寻址的各固相载体；

其中所述多个不同的食物制备物具有由原始p值确定的平均判别p值≤0.07，或由FDR

多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.10。
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IBS敏感度测试的组合物、设备以及方法

[0001] 本申请是申请日为2015年11月13日，申请号为“201580066420 .2”，发明名称为

“IBS敏感度测试的组合物、设备以及方法”的申请的分案申请。

[0002] 本申请要求享有2014年11月14日提交的、属于本申请人的、序列号为62/079783的

美国临时专利申请的优先权，该临时专利申请在此通过引用全文并入。

技术领域

[0003] 本发明的领域是用于食物不耐受(f ood  i n t o l e ra n c e)的敏感度测试

(sensitivity  test)，且尤其涉及测试且可能地排除所选择的作为用于被诊断为或疑似罹

患肠易激综合征的患者的诱发食物(trigger  food)的食物项目(food  item)。

背景技术

[0004] 本背景描述包括可以用于理解本发明的信息。本背景并不是承认本文提供的任何

信息是现有技术或与目前要求保护的本发明相关，或不承认具体或隐含引用的出版物是现

有技术。

[0005] 食物敏感度，尤其当其与肠易激综合征(IBS)有关时，通常表现出慢性腹痛、不舒

服、胃气胀和/或排便习惯变化且在医学界还未得到充分了解。更通常地，IBS通过排除可能

具有类似症状或重叠症状的其他病理条件(如细菌或原生动物感染、乳糖不耐受症等)来进

行诊断。然而，就诱发症状的食谱项目而言，IBS是非常多样的，且还未获知帮助识别具有合

理的确定程度的诱发食物项目的标准测试，使这样的患者通常要进行反复试验。

[0006] 虽然有一些市售的测试和实验室来帮助识别诱发食物，但是这些实验室的测试结

果的质量通常较差，如消费者权益保护组织(如http://www.which.co.uk/news/2008/08/

food‑allergy‑tests‑could‑risk‑your‑health‑154711/)所报道的。更显著地，与这些测

试和实验室相关的问题是高的假阳性率、高的假阴性率、高的患者内变化性以及实验之间

的变化性，使得这样的测试几乎是无用的。类似地，另外不确定的且高度变化的测试结果也

在其他地方有所报道(Alternative  Medicine  Review，第9卷，第2期，2004:第198‑207页)，

且作者推断这可能是因为食物反应和食物敏感度经由许多不同的机理发生。例如，并不是

所有的IBS患者显示出对食物A的阳性响应，且并不是所有的IBS患者显示出对食物B的阴性

响应。因而即使IBS患者显示出对食物A的阳性响应，从患者的食谱中剔除食物A也可能不会

减轻患者的IBS症状。换句话说，还未充分确定目前可用的测试中所采用的食物样本是否基

于使对那些食物样本的敏感度与IBS相关的高的可能性被合适地选择。

[0007] 许多人努力来选择食物项目或变应原以包括在用于免疫测定测试的测试板(test 

panel)中。例如，Cousins的美国专利申请第2007/0122840号公开了选择了29种被包括在用

于ELISA测定的测试板中的食物变应原。这29种食物变应原是基于在具有更大组的食物变

应原的初步试验中IgG阳性的频率来选择。然而，Cousins未能教导选定抗原的任何量化和/

或统计分析且因此未能提供任何选择的基本原理。当然，Cousin选择了29种用于测试板的

食物变应原的方法已经受到了批评，因为其选择是相当随意的。例如，Croft在题目为“IgG 
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food  antibodies  and  irritating  the  bowel”(Gastroenterology出版，第128卷，第4期，

第1135–1136页)的文章中批评到Cousin的方法还不清楚被测量的食物抗体的数量和范围

是否类似于或完全不同于非IBS患者或非食物不耐受患者，因为其缺乏对照(正常的或非

IBS对照受治疗者)。因而，至少是不清楚Cousin在关于假阳性率和假阴性率结果方面是否

获得了任何改进。

[0008] 关于另一个例子，Stierstorfer的美国专利申请第2011/0306898号公开了选择41

种食物物质作为对皮肤贴剂的测试材料。这41种食物物质基于食物物质中包含的化合物

(如香草醛、肉桂醛、山梨酸等)被选择。对IBS患者或IBS疑似患者针对变应性接触性生皮炎

来测试食物物质。然而，Stierstorfer也未能公开假阳性或假阴性食物变应原如何被排除

和食物变应原是否基于IgG阳性结果中的性别分层被选择。

[0009] 本文中的所有出版物通过引用被并入到以下程度：好像每一个单独的出版物或专

利申请被具体地且单独地表示为通过引用被并入。如果并入的参考文献中的术语的定义或

应用与本文提供的该术语的定义不一致或相反，那么以本文提供的该术语的定义适用为

准，而参考文献中的该术语的定义并不适用。

[0010] 因而，即使本领域已知用于食物敏感度的各种测试，所有或几乎所有这些测试存

在一种或多种不足。因此，仍存在对用于食物敏感度测试的改进的组合物、设备以及方法的

需求，尤其是确认且可能地排除确认为或疑似罹患IBS的患者的诱发食物。

发明内容

[0011] 本发明的主题是提出了一种用于测试被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者

的食物不耐受的系统和方法。本发明的一个方面是一种用于测试被诊断为或疑似罹患肠易

激综合征的患者的食物不耐受的测试试剂盒。该测试试剂盒包括耦合到可单独寻址的各固

相载体(solid  carrier)的多个不同的食物制备物。多个不同的食物制备物具有由原始p值

确定的平均判别p值≤0.07，或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.10。

[0012] 本发明的另一个方面包括一种用于测试被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患

者的食物不耐受的方法。该方法包括使食物制备物与被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的

患者的体液接触的步骤。体液与性别确认相关联。特别优选地，接触步骤在允许来自体液的

IgG结合到食物制备物的至少一种组分的条件下进行。该方法继续测量结合到食物制备物

的至少一种组分的IgG的步骤以获得信号，且随后比较信号与使用性别确认得到的食物制

备物的性别分层的参考值以获得结果。接着，该方法还包括利用该结果更新或生成报告的

步骤。

[0013] 本发明的另一个方面包括一种生成被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者的

食物不耐受的测试的方法。该方法包括获得多个不同的食物制备物的测试结果的步骤。测

试结果是基于被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者的体液和未被诊断为或不是疑似

罹患肠易激综合征的对照组的体液。该方法还包括针对每一个不同的食物制备物，根据性

别对测试结果分层的方法的步骤。随后，该方法继续以下步骤：针对每一个不同的食物制备

物，将用于男性患者和女性患者的不同的分界值(cutoff  value)分配给预定的百分位数排

名。

[0014] 本发明其它方面包括耦合到可单独寻址的各固相载体的多个不同的食物制备物
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在诊断肠易激综合征中的用途。多个不同的食物制备物基于它们的由原始p值确定的平均

判别p值≤0.07，或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.10来选择。

[0015] 本发明主题的各种目的、特征、方面和优点将从以下对优选实施方案以及附图的

详细描述中变得更加明显，其中相同的附图标记表示相同的部件。

附图说明

[0016] 表1显示了食物项目的列表，食物制备物可以由这些食物项目制备。

[0017] 表2显示了根据双尾FDR多重校正的p值排名的食物的统计数据。

[0018] 表3显示了根据食物和性别的ELISA得分的统计数据。

[0019] 表4显示了用于预定的百分位数排名的食物的分界值。

[0020] 图1A图示了用白小麦测试的男性IBS患者和对照的ELISA信号得分。

[0021] 图1B图示了用白小麦测试的超过第90百分位数和第95百分位数的男性IBS受治疗

者的百分数分布。

[0022] 图1C图示了用白小麦测试的女性的信号分布以及由女性对照群体确定的第95百

分位数分界。

[0023] 图1D图示了用白小麦测试的超过第90百分位数和第95百分位数的女性IBS受治疗

者的百分数分布。

[0024] 图2A图示了用可可测试的男性IBS患者和对照的ELISA信号得分。

[0025] 图2B图示了用可可测试的超过第90百分位数和第95百分位数的男性IBS受治疗者

的百分数分布。

[0026] 图2C图示了用可可测试的女性的信号分布以及由女性对照群体确定的第95百分

位数分界。

[0027] 图2D图示了用可可测试的超过第90百分位数和第95百分位数的女性IBS受治疗者

的百分数分布。

[0028] 图3A图示了用黑麦测试的男性IBS患者和对照的ELISA信号得分。

[0029] 图3B图示了用黑麦测试的超过第90百分位数和第95百分位数的男性IBS受治疗者

的百分数分布。

[0030] 图3C图示了用黑麦测试的女性的信号分布以及由女性对照群体确定的第95百分

位数分界。

[0031] 图3D图示了用黑麦测试的超过第90百分位数和第95百分位数的女性IBS受治疗者

的百分数分布。

[0032] 图4A图示了用黑茶测试的男性IBS患者和对照的ELISA信号得分。

[0033] 图4B图示了用黑茶测试的超过第90百分位数和第95百分位数的男性IBS受治疗者

的百分数分布。

[0034] 图4C图示了用黑茶测试的女性的信号分布以及由女性对照群体确定的第95百分

位数分界。

[0035] 图4D图示了用黑茶测试的超过第90百分位数和第95百分位数的女性IBS受治疗者

的百分数分布。

[0036] 图5A‑5B图示了IBS受治疗者的根据第90百分位数和第95百分位数被确认为诱发
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食物的食物的数量的分布。

[0037] 表5显示了IBS患者和对照的具有基于第90百分位数的阳性结果的数量的原始数

据。

[0038] 表6显示出汇总了表5所示的IBS患者群体的原始数据的统计数据。

[0039] 表7显示出汇总了表5所示的对照群体的原始数据的统计数据。

[0040] 表8显示出汇总了表5所示的IBS患者群体的原始数据经过对数变换所变换的统计

数据。

[0041] 表9显示出汇总了表5所示的对照群体的原始数据经过对数变换所变换的统计数

据。

[0042] 表10显示出比较了IBS样本与非IBS样本之间的阳性食物的几何平均数的独立T检

验的统计数据。

[0043] 表11显示出比较了IBS样本与非IBS样本之间的阳性食物的几何平均数的Mann‑

Whitney检验的统计数据。

[0044] 图6A图示了表5所示数据的箱形图和须形图。

[0045] 图6B图示了表5所示数据的缺口箱形(notched  box)图和须形图。

[0046] 图7图示了对应于表12中所示的统计数据的ROC曲线。

[0047] 表12显示了表5‑11中所示的数据的接受者工作特征(ROC)曲线分析的统计数据。

[0048] 表13显示出从阳性食物的数量预测女性患者中的IBS状态的性能指标的统计数

据。

[0049] 表14显示出从阳性食物的数量预测男性患者中的IBS状态的性能指标的统计数

据。

具体实施方式

[0050] 发明人已经发现食物测试中采用的用于确认被诊断为或疑似罹患IBS的患者的诱

发食物的食物制备物并不具有同样良好的预测性和/或不与IBS/IBS症状相关联。的确，多

种实验已经揭示出在非常广泛的食物项目中，某些食物项目是高度预测性的/与IBS高度相

关联，而另一些食物项目与IBS的统计学关联并不显著。

[0051] 甚至更意想不到的是，发明人发现除了食物项目的高度变化外，测试中对于响应

的性别差异性在测定食物项目与IBS的关联性方面也发挥着重要作用。因此，基于发明人的

发现和另外的设想，现在提供了在选择因IBS症候和症状的减轻而能够被排除的食物项目

方面具有明显更高的预测能力的测试试剂盒和方法。

[0052] 以下讨论提供了本发明主题的多个示例性实施方案。尽管每个实施方案都表示本

发明要素的单一组合，但本发明主题被认为包括所公开要素的所有可能的组合。因此，如果

一个实施方案包括要素A、B和C，并且第二实施方案包括要素B和D，则即使未明确地公开，本

发明的主题也被认为包括A、B、C或D的其他剩余组合。

[0053] 在一些实施方案中，用于描述并要求保护本发明的某些实施方案的表达量或范围

的数字被理解为在某些情形中由术语“约”修饰。因此，在一些实施方案中，书面描述和所附

权利要求中描述的数值参数是近似值，可以根据特定实施方案寻求获得的期望性质变化。

在一些实施方案中，数值参数应该根据所报告的有效数字的位数且通过应用常规的舍入技

说　明　书 4/32 页

6

CN 113671173 A

6



术来解释。尽管这样，描述本发明某些实施方案的宽范围的数值范围和参数是近似值，而具

体实施例中描述的数值被尽可行地精确报告。本发明的一些实施方案中提出的数值可以包

含从它们各自的测试测量中存在的标准偏差所无法避免的某些误差。除非上下文做出相反

表示，本文描述的所有范围应该被解释为包括它们的端点且开放式范围应该被解释为仅包

括商业上可实施的值。类似地，所有列出的值应该被认为包括中间值，除非上下文做出相反

表示。

[0054] 如在本文的说明书和贯穿下面的权利要求中所使用的，除非上下文另有明确规

定，否则“一个(a)”、“一个(an)”和“该(the)”的含义包括复数指代。此外，如本文的说明书

中所使用的那样，除非上下文另有明确规定，否则“在…内(in)”的含义包括“在…内(in)”

和“在…上(on)”。

[0055] 本文描述的所有方法可以以任何合适的顺序被执行，除非本文另外表示或另外与

上下文明显矛盾的。关于本文中某些实施方案提供的任何和所有示例或示例性语言(例如

“诸如”)的使用仅旨在更好地说明本发明，并且不对所要求保护的本发明的范围构成限制。

说明书中的任何语言不应被解释为表示对本发明的实践必不可少的、任何非要求保护的要

素。

[0056] 本文公开的本发明的可选要素或实施方案的分组不应被解释为限制性的。每个组

成员可以单独地或与组中的其他成员或本文中找到的其它要素的任何组合被引用和要求

保护。出于简洁和/或可专利性的原因，组中的一个或多个成员可被包括在组中或从组中删

除。当发生任何此类包括或删除时，本说明书被视为包括经修改的组，从而满足所附权利要

求中使用的所有马库什组合的书面描述。

[0057] 在一个特别优选的方面中，发明人因此设想了适用于测试患者的食物不耐受的测

试试剂盒或测试板，其中患者被诊断为或疑似罹患肠易激综合征。更优选地，这样的测试试

剂盒或板将包括多个不同的食物制备物(如，原始的或处理过的提取物，优选具有任选的共

溶剂的含水提取物，其可以被或可以不被过滤)，这些食物制备物被偶联至可单独寻址的各

固相载体(如，呈阵列或微孔板的形式)，其中不同的食物制备物具有由原始p值确定的平均

判别p值≤0.07，或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.10。正如本文中使用的，处

理过的提取物包括由经过机械或化学改性的(如切碎的、加热的、沸腾的、发酵的、烟熏的

等)的食物项目制成的食物提取物。

[0058] 在一些实施方案中，用于描述并要求保护本发明的某些实施方案的表达成分的

量、性质诸如浓度、反应条件等的数字被理解为在某些情形中由术语“约”修饰。因此，在一

些实施方案中，书面描述和所附权利要求中描述的数值参数是近似值，可以根据特定实施

方案寻求获得的期望性质变化。在一些实施方案中，数值参数应该根据所报告的有效数字

的位数且通过应用常规的舍入技术来解释。尽管这样，描述本发明某些实施方案的宽范围

的数值范围和参数是近似值，而具体实施例中描述的数值被尽可行地精确报告。本发明的

一些实施方案中提出的数值可以包含某些误差，从它们各自的测试测量中存在的标准偏差

所无法避免的。类似地，除非上下文做出相反表示，本文描述的所有范围应该被解释为包括

它们的端点且开放式范围应该被解释为仅包括商业上可实施的值。类似地，所有列出的值

应该被认为包括中间值，除非上下文做出相反表示。

[0059] 虽然并不限制本发明的主题，但是食物制备物将通常由通常已知或疑似为诱发
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IBS的症候或症状的食物得到。特别合适的食物制备物可以通过下面概括的实验过程来确

认。因而，应理解，食物项目不需要被限制到本文描述的项目，而是所有项目可以被设想，且

它们可以通过本文提供的方法被确认。因此，示例性的食物制备物包括由可可、茶(如绿茶、

黑茶等)、麦片、卷心菜、牛奶、洋葱(如黄洋葱、白洋葱、maui洋葱等)、蜂蜜、黑麦、玉米、酵

母、小麦(如红小麦、白小麦等)、大豆、鸡蛋、金枪鱼、柠檬、菠萝、黄瓜、柑橘、大比目鱼、胡

桃、葡萄柚、蔗糖、鸡肉、蓝莓或虾(如美国海湾白虾、泰国虾、虎虾等)制备的至少两个、至少

四个、至少八个或至少十二个食物制备物。另外设想的食物制备物由蟹(如珍宝蟹、蓝蟹、阿

拉斯加帝王蟹等)、大麦、草莓、猪肉、稻米(如棕色、白色等)、牛肉、腰果、鳕鱼、马铃薯、白芝

麻、花椰菜、杏仁、火鸡、扇贝和/或鲑鱼制备。仍另外特别设想的食物项目和食物添加剂列

在表1中，食物制备物可以由这些食物项目和食物添加剂制备。

[0060] 使用来自被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者的体液和来自健康的对照组

个体(即未被诊断为或不是疑似罹患肠易激综合征的那些人)的体液，可以确认许多额外的

食物项目。优选地，这样确认的食物项目将具有高的判别能力且因此具有由原始p值确定的

p值≤0.15，更优选≤0.10以及最优选≤0.05，和/或由错误发现率(FDR)多重校正的p值确

定的p值≤0.10，更优选≤0.08以及最优选≤0.07。

[0061] 因此，如果板具有多种食物制备物，设想多个不同的食物制备物具有由原始p值确

定的平均判别p值≤0.05，或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.08，或甚至更优

选具有由原始p值确定的平均判别p值≤0.025，或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值

≤0.07。在另外优选的方面中，应理解，FDR多重校正的p值可以根据年龄和性别中的至少一

个来校正，且最优选根据年龄和性别两者来校正。另一方面，如果测试试剂盒或板被分层以

与单个性别一起使用，还设想在测试试剂盒或板中，当针对单个性别被校正时，多个不同的

食物制备物中的至少50％(且更通常70％或全部)具有由原始p值确定的平均判别p值≤

0.07，或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.10。此外，应理解，其他分层(如饮食

偏好、种族、居住地、遗传倾向性或家族史等)也被设想，且PHOSITA将被易于评价为合适的

分层选择。

[0062] 本文中对值的范围的叙述仅仅意在作为落在该范围内的每个单独值的简略说法。

除非另有说明，否则将在一定范围内每个单独的值并入本说明书中，如同在本文中单独列

举一样。本文所述的所有方法可以以任何合适的顺序进行，除非本文另有说明或者与上下

文明显矛盾。关于本文中某些实施方案提供的任何和所有示例或示例性语言(例如“诸如”)

的使用仅旨在更好地说明本发明，并且不对所要求保护的本发明的范围构成限制。说明书

中的任何语言不应被解释为表示对本发明的实践必不可少的、任何非要求保护的要素。

[0063] 当然，应注意，特定格式的测试试剂盒或板可以显著变化且设想的格式包括微孔

板、微流体设备、浸量尺、膜结合阵列等。因此，耦合食物制备物的固相载体可以包括多壁板

的孔、微流体设备、(如颜色编码的或磁性的)珠，或吸附膜(如硝化纤维素或微孔/纳米孔聚

合物膜)、化学传感器或电传感器(如印刷的铜传感器或微芯片)。在一些实施方案中，还设

想用于分子吸收和通过光检测器(如表面等离子体共振等)的信号检测的合适的固相载体

可以被使用。

[0064] 因此，发明人还设想一种测试被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者的食物不

耐受的方法。更通常地，这样的方法将包括使食物制备物与被诊断为或疑似罹患肠易激综
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合征的患者的体液(如全血、血浆、血清、唾液或粪便悬液)接触的步骤，且其中体液与性别

确认相关联。如前所述，接触步骤优选地在允许来自体液的IgG(或IgE或IgA或IgM)结合到

食物制备物的至少一种组分的条件下进行，且结合到食物制备物的组分的IgG随后被量化/

测量以获得信号。最优选地，该信号随后与使用性别确认得到的食物制备物的性别分层的

参考值(如至少第90百分位数的值)比较以获得结果，该结果随后用于更新或生成报告。优

选地，报告可以作为单个测定结果的集合结果来生成。

[0065] 更通常地，这样的方法将不会被限制到单个食物制备物，而是将采用多个不同的

食物制备物。如前所述，合适的食物制备物可以使用下面描述的各种方法被确认，然而，尤

其优选的食物制备物包括可可、茶(如绿茶、黑茶等)、麦片、卷心菜、牛奶、洋葱(如黄洋葱、

白洋葱、maui洋葱等)、蜂蜜、黑麦、玉米、酵母、小麦(如红小麦、白小麦等)、大豆、鸡蛋、金枪

鱼、柠檬、菠萝、黄瓜、柑橘、大比目鱼、胡桃、葡萄柚、蔗糖、鸡肉、蓝莓或虾(如美国海湾白

虾、泰国虾、虎虾等)。另外设想的食物制备物由蟹(如珍宝蟹、蓝蟹、阿拉斯加帝王蟹等)、大

麦、草莓、猪肉、稻米(如棕色、白色等)、牛肉、腰果、鳕鱼、马铃薯、白芝麻、花椰菜、杏仁、火

鸡、扇贝和/或鲑鱼，和/或表1的项目制备。正如上面还注意到的，通常优选至少一些或所有

的不同的食物制备物具有由原始p值确定的平均判别p值≤0.07(或≤0.05，或≤0.025)，

和/或由FDR多重校正的p值确定的平均判别p值≤0.10(或≤0.08，或≤0.07)。

[0066] 虽然优选食物制备物由作为粗提取物，或粗过滤的提取物的单个食物项目来制

备，但是设想食物制备物可以由多个食物项目的混合物(如包括柠檬、柑橘和酸橙的柑橘属

的混合物、包括蓝蟹、帝王蟹以及珍宝蟹的蟹类的混合物、包括白小麦和红小麦的小麦的混

合物、包括美国海湾白虾、泰国虾以及虎虾的虾的混合物等)来制备。在一些实施方案中，还

设想食物制备物可以由纯化的食物抗原或重组体食物抗原来制备。

[0067] 正如通常优选地，食物制备物被固定到固体表面上(通常以可寻址的方式)，设想

测量结合到食物制备物的组分的IgG或其他类型的抗体的步骤经由免疫测定测试(如ELISA

测试、抗体捕捉酶免疫测定、其他类型的抗体捕捉测定等)来进行。

[0068] 从不同的角度看，发明人还设想一种生成用于被诊断为或疑似罹患肠易激综合征

的患者的食物不耐受的测试的方法。由于测试被应用于已经被诊断为或疑似罹患肠易激综

合征的患者，因而作者并不设想该方法具有对IBS的初步诊断目的。相反，该方法用于确认

已经被确诊的或疑似的IBS患者中的诱发食物项目。这样的测试通常将包括获得不同食物

制备物的一个或多个测试结果(如ELISA、抗体捕捉酶免疫测定)的步骤，其中测试结果基于

被诊断为或疑似罹患肠易激综合征的患者的体液(如血液、唾液、粪便悬液)和未被诊断为

或不是疑似罹患肠易激综合征的对照组的体液。更优选地，针对每一种不同的食物制备物，

测试结果被根据性别分层，针对每一种不同的食物制备物，用于男性患者和女性患者的不

同的分界值(如用于男性患者和女性患者的分界值具有至少10％(绝对值)的差)被分配给

预定的百分位数排名(如第90百分位数或第95百分位数)。

[0069] 正如前面注意到的，且虽然不限于本发明的主题，但是设想不同的食物制备物包

括由选自由可可、茶(如绿茶、黑茶等)、麦片、卷心菜、牛奶、洋葱(黄洋葱、白洋葱、maui洋葱

等)、蜂蜜、黑麦、玉米、酵母、小麦(如红小麦、白小麦等)、大豆、鸡蛋、金枪鱼、柠檬、菠萝、黄

瓜、柑橘、大比目鱼、胡桃、葡萄柚、蔗糖、鸡肉、蓝莓或虾(如美国海湾白虾、泰国虾、虎虾等)

组成的组的食物项目制备的至少两个(或六个、或十个、或十五个)食物制备物。另外设想的
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食物制备物由蟹(如珍宝蟹、蓝蟹阿拉斯加帝王蟹等)、大麦、草莓、猪肉、稻米(如棕色、白色

等)、牛肉、腰果、鳕鱼、马铃薯、白芝麻、花椰菜、杏仁、火鸡、扇贝和/或鲑鱼，和/或表1中的

项目制备。在另一方面，如果新的食物项目被测试，则应理解，不同的食物制备物包括由不

是可可、茶(如绿茶、黑茶等)、麦片、卷心菜、牛奶、洋葱(如黄洋葱、白洋葱、maui洋葱等)、蜂

蜜、黑麦、玉米、酵母、小麦(如红色、白色等)、大豆、鸡蛋、金枪鱼、柠檬、菠萝、黄瓜、柑橘、大

比目鱼、胡桃、葡萄柚、蔗糖、鸡肉、蓝莓或虾(如美国海湾白虾、泰国虾、虎虾等)的食物项目

制备的食物制备物。不考虑食物项目的具体选择，然而通常优选，不同的食物制备物具有由

原始p值确定的平均判别p值≤0.07(或≤0.05，或≤0.025)，或由FDR多重校正的p值确定的

平均判别p值≤0.10(或≤0.08，或≤0.07)。示例性的方面和方案以及考虑被提供给在下面

的实验描述中。

[0070] 因而，应理解，通过具有本文描述的高置信度检验系统，可以显著降低假阳性率和

假阴性率，且尤其是如果检验系统和方法是针对性别差异被性别分层的或校正的(如下显

示)。因此，这样的优势还未被认识到且期望本文提供的系统和方法将会显著增强用于被诊

断为或疑似罹患IBS的患者的食物敏感度测试的预测能力。

[0071] 实验

[0072] 用于产生食物制备物的一般方案：市售的由各种生鲜食物的可食用部分制备的食

物提取物(可从Biomerica  Inc.,17571Von  Karman  Ave,Irvine,CA92614获得)用于按照制

造商的说明书来制备ELISA板。

[0073] 对于一些食物提取物，发明人发现由产生食物提取物的特定过程制备的食物提取

物比市售的食物提取物在检测IBS患者的升高的IgG反应性方面提供了更优异的结果。例

如，对于谷物和坚果，优选产生食物提取物的三步过程。第一步是脱脂步骤。在此步骤中，通

过使谷物和坚果的粉末与非极性溶剂接触并收集残余物来提取谷物和坚果中的脂质。然

后，通过使脱脂的谷物或坚果粉末与升高的pH接触以获得混合物并从该混合物除去固体以

获得液体提取物来提取该粉末。一旦产生液体提取物，则添加水性制剂来稳定该液体提取

物。在优选的实施方案中，水性制剂包括糖醇、金属螯合剂、蛋白酶抑制剂、矿物盐以及20‑

50mM的4‑9pH的缓冲液的缓冲液组分。此制剂允许‑70℃下长期存储和多次冻融而不会损失

活性。

[0074] 对于另一个实施例，对于肉类和鱼，优选产生食物提取物的两步过程。第一步是提

取步骤。在此步骤中，通过在高冲击压力处理器中，在水性缓冲制剂中乳化生的、未蒸煮的

肉类或鱼来产生源自生的未蒸煮的肉类或鱼的提取物。接着，除去固体材料以获得液体提

取物。一旦产生液体提取物，则添加水性制剂来稳定该液体提取物。在优选的实施方案中，

水性制剂包括糖醇、金属螯合剂、蛋白酶抑制剂、矿物盐以及20‑50mM的4‑9pH的缓冲液的缓

冲液组分。此制剂允许‑70℃下长期存储和多次冻融而不会损失活性。

[0075] 对于另外的实施例，对于水果和蔬菜，优选产生食物提取物的两步过程。第一步是

提取步骤。在此步骤中，使用提取器(如原汁榨汁机等)以粉碎食物和提取汁液来产生源自

水果或蔬菜的液体提取物。接着，除去固体材料以获得液体提取物。一旦产生液体提取物，

则添加水性制剂来稳定该液体提取物。在优选的实施方案中，水性制剂包括糖醇、金属螯合

剂、蛋白酶抑制剂、矿物盐以及20‑50mM的4‑9pH的缓冲液的缓冲液组分。此制剂允许‑70℃

下长期存储和多次冻融而不会损失活性。
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[0076] ELISA板的封闭：为了优化信噪，用专卖的封闭缓冲液来封闭板。在优选的实施方

案中，封闭缓冲液包括20‑50mM的4‑9pH的缓冲液、动物源的蛋白以及短链醇。包括几种商用

制备物的其他封闭缓冲液也被尝试使用，但未能提供足够的信噪和所要求的低的测定变化

性。

[0077] ELISA制备和样本测试：将食物抗原制备物按照制造商的说明书固定到各微量测

试孔上。为了测定，使食物抗原与患者的血清中存在的抗体反应，且通过洗涤步骤除去过量

的血清蛋白。为了检测IgG抗体结合，使酶标记的抗IgG抗体共轭物与抗原‑抗体复合物反

应。通过添加与偶联酶反应的底物来显现颜色。测量颜色强度且与对特定食物抗原是特异

性的IgG抗体的浓度成正比。

[0078] 确定按照区分IBS与对照受治疗者的ELISA信号的能力的顺序排名的食物列表的

方法：从初始选择中(如，100种食物项目或150种食物项目，或甚至更多)，可以因预期群体

的低消耗而在分析之前排除一些样本。此外，特定的食物项目可以被用作更大范围的同属

的食物组的代表，如果现有测试已经确立了同属组内的不同物质之间的相关性(最优选两

个性别，但也适合于单个性别的相关性)尤其如此。例如，泰国虾可以被去掉，而支持美国海

湾白虾作为“虾”食物组的代表，或帝王蟹可以被去掉而支持珍宝蟹作为“蟹”食物组的代

表。在另外优选的方面中，最终的列表食物不到50种食物项目，且更优选等于或少于40种食

物项目。

[0079] 由于最终选择的用于食物不耐受小组的食物将不会对特定的性别是特异性的，因

而需要性别‑中立的食物列表。由于所观察的样本是性别失衡的(如，对照：22％的女性，

IBS：64％的女性)，则通过使用双样本t检验来对针对性别的信号得分建模型并存储残余物

供进一步的分析来消除完全因性别引起的ELISA信号幅度的差。对于每一种受测试的食物，

采用具有50,000重抽样的对双样本t检验的排列检验(permutation  test)来比较IBS与对

照之间的残余信号得分。萨特思韦特(Satterthwaite)近似被用于分母自由度以解释方差

齐性的缺乏，且双尾排列的(2‑tailed  permuted)p值代表每一种食物的原始p值。比较中的

错误发现率(FDR)由任何可接受的统计程序(如Benjamini‑Hochberg、族系错误率(FWER)、

每次比较错误率(PCER)等)来校正。

[0080] 根据食物的双尾FDR多重校正的p值来对食物排名。具有等于或小于期望的FDR阈

值的校正p值的食物被认为在IBS中比在对照受治疗者中具有明显更高的信号得分，且因此

被认为是包括在食物不耐受小组中的候选者。表2提供了代表统计程序的结果的典型结果。

此处，食物的排名是根据经FDR校正的双尾排列T检验的p值。

[0081] 值得注意地，发明人发现甚至对于受测试的同一个食物制备物，至少好几种食物

项目的ELISA得分显著变化，且示例性的原始数据提供在表3中。因此，正如将容易理解的，

如果同样的分界值被应用于男性数据和女性数据的原始数据，则没有根据性别分层的数据

将丧失重要的解释能力。为了克服此缺陷，发明人按照下面的描述根据性别来对数据分层。

[0082] 每一种食物的分界点(cutpoint)选择的统计方法：通过使对照受治疗者中的信号

得分的分布汇总来确定何种ELISA信号得分将构成“阳性”响应。对于每一种食物，具有所观

察的得分大于或等于对照受治疗者分布的选定分位数的IBS受治疗者被认为是“阳性的”。

为了减少任一个受治疗者对分界点确定的影响，每一种食物‑特异性的和性别‑特异性的数

据集被自助(bootstrap)重抽样1000次。在每一次自助重复中(bootstrap  replicate)，确

说　明　书 9/32 页

11

CN 113671173 A

11



定对照信号得分的第90百分位数和第95百分位数。自助样本中的每一位IBS受治疗者与第

90百分位数和第95百分位数比较以确定他/她是否具有“阳性”响应。每一种食物和性别的

最终的基于第90百分位数和第95百分位数的分界点被计算为整个1000份样本中的平均第

90百分位数和第95百分位数。通过池化(pooling)整个食物的数据来计算每一位IBS受治疗

者被认为对食物是“阳性的”食物的数量。采用这样的方法，发明人现在能够确认预定的百

分位数排名的分界值，该值在大多数情形中是显著不同的，正如可以从表4看到的。

[0083] 图1A‑1D显示了相对于小麦的、血液中的IgG响应的性别差异的典型示例，其中图

1A显示了男性的信号分布以及由男性对照群体确定的第95百分位数分界。图1B显示了超过

第90百分位数和第95百分位数的男性IBS受治疗者的百分数分布，而图1C显示了女性的信

号分布以及由女性对照群体确定的第95百分位数分界。图1D显示了超过第90百分位数和第

95百分位数的女性IBS受治疗者的百分数分布。以同样的方式，图2A‑2D示例性地描绘了对

可可的不同响应，图3A‑3D示例性地描绘了对黑麦的不同响应以及图4A‑4D示例性地描绘了

对黑茶的不同响应。图5A‑5B显示了IBS受治疗者的根据在第90百分位数(5A)和第95百分位

数(5B)下被确认为诱发食物的食物的数量的分布。发明人设想不考虑特定的食物项目，男

性和女性响应是显著不同的。

[0084] 应注意，本领域未提供与IBS有关的被性别分层的任何可预测的食物组。因而，发

现对性别显示出不同响应的食物项目是出人意料的结果，显然，基于所有先前可获得的技

术也无法预期到这样的结果。换句话说，基于性别分层选择食物项目提供了出人意料的技

术效果，使得作为男性或女性IBS患者的诱发食物的特定食物项目的统计学显著性得以显

著改进。

[0085] IgG响应数据的归一化：虽然患者的IgG响应结果的原始数据可以用于比较给定食

物间的响应强度，但是还设想患者的IgG响应结果被归一化并被指数化(indexed)以产生无

量纲的数值以便比较对给定食物的相对响应强度。例如，患者的食物特异性的IgG结果(如

对珍宝蟹特异性的IgG和对鸡蛋特异性的IgG)中的一个或多个可以被归一化为患者的总

IgG。患者的对珍宝蟹特异性的IgG的归一化值可以是0.1且患者的对鸡蛋特异性的IgG的归

一化值可以是0.3。在此情形中，患者对鸡蛋的响应的相对强度是珍宝蟹的3倍。于是，患者

对鸡蛋和珍宝蟹的敏感度可以这样被指数化。

[0086] 在其他实施例中，患者的食物特异性IgG结果(如对虾特异性的IgG和对猪肉特异

性的IgG)中的一个或多个可以被归一化为患者的食物特异性IgG结果的全局均值。患者的

食物特异性IgG的全局均值可以通过患者的食物特异性IgG的总量来测量。在此情形中，患

者对虾的特异性IgG可以被归一化为患者的总食物特异性IgG(如对虾、猪肉、珍宝蟹、鸡肉、

豌豆等的IgG水平的平均值)的平均值。然而，还设想患者的食物特异性IgG的全局均值可以

通过患者的对特定种类的食物的IgG水平经由多次测试来测量。如果之前已经针对患者测

试了5次对虾的敏感度且测试了7次对猪肉的敏感度，那么患者的对虾或对猪肉的新的IgG

值被归一化为对虾的5次测试结果的平均值或对猪肉的7次测试结果的平均值。患者的对虾

特异性的IgG的归一化值可以是6.0且患者的对猪肉特异性的IgG的归一化值可以是1.0。在

此情形中，患者此时对虾的敏感度是对虾的平均敏感度的6倍，但具有基本上类似的对猪肉

的敏感度。然后，患者对虾和猪肉的敏感度可以基于这样的比较被指数化。

[0087] 确定具有构成IBS基础的食物敏感度的IBS患者的子集的方法：虽然怀疑食物敏感
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度在IBS的症候和症状方面起着重要作用，但是一些IBS患者可能不具有构成IBS基础的食

物敏感度。那些患者将不会获益于饮食干预来治疗IBS的症候和症状。为了确定这样的患者

的子集，IBS患者和非IBS患者的体液样本可以采用使用具有24份食物样本的测试设备进行

的ELISA测试来测试。

[0088] 表5提供了示例性的原始数据。正如应该被容易理解的，数据表示了基于第90百分

位数值的24份样本食物中的阳性结果的数量。从表5显示的原始数据看，计算了IBS患者和

非IBS患者的阳性食物数量的平均偏差和标准偏差。另外，计算了IBS患者和非IBS患者的具

有零阳性食物的患者的数量和百分数。IBS群体中的具有零阳性食物的患者的数量和百分

数不到非IBS群体中的约五分之一(分别为6％对比38％)。因而，可以容易理解，对零阳性食

物具有敏感度的IBS患者不可能具有构成他们的IBS症候和症状的基础的食物敏感度。

[0089] 表6和表7显示出汇总了表5所示的两类患者群体的原始数据的示例性的统计数

据。统计数据包括正态性(normality)、算术平均值、中值、百分位数以及代表IBS群体和非

IBS群体中的阳性食物的数量的平均值和中值的95％置信区间(CI)。

[0090] 表8和表9显示出汇总了表5所示的两类患者群体的原始数据的另一个示例性统计

数据。在表8和9中，原始数据通过对数变换进行变换以改善数据解释。

[0091] 表10和表11显示了独立的T检验(表10，经过对数变换的数据)和Mann‑Whitney检

验(表11)的示例性统计数据以比较IBS样本与非IBS样本之间的阳性食物的数量的几何平

均值。表10和表11中显示的数据表明IBS群体与非IBS群体之间的食物的阳性数量的几何平

均值的显著统计学差异。在两种统计检验中，显示了关于24份食物样本的阳性响应的数量

在IBS群体中比在非IBS群体中明显更高且平均判别p值≤0.001。这些统计数据还图示为图

6A中的箱形图和须形图，和图6B中的缺口箱形图和须形图。

[0092] 表12显示了表5‑11所显示的数据的接受者工作特征(ROC)曲线分析的示例性统计

数据以确定表5中采用的测试在区分IBS受治疗者与非IBS受治疗者方面的诊断能力。当采

用超过2种阳性食物的分界标准时，测试得到72.4％敏感度和72.2％特异度的数据，且具有

0.771的曲线下面积(AUROC)。ROC的p值在<0.0001的p值时是显著的。图7图示了对应于表12

所示的统计数据的ROC曲线。由于IBS群体与非IBS群体之间的统计学差异是显著的，当测试

结果被以2个阳性数量分界时，患者测试阳性的食物的数量可以被用作初步临床诊断IBS的

证实，和食物敏感度是否可以构成患者的IBS的症候和症状的基础的证实。因此，上述测试

可以被用作另一种“划入”测试以添加到目前可用的诊断IBS的临床标准中。

[0093] 用于确定每人的称为“阳性”食物的数量的分布的方法：为了确定每人的“阳性”食

物的数量分布并测量诊断性能，用表1中的24种食物项目进行分析，这显示了对IBS患者的

最阳性的响应。24种食物项目包括可可、黑茶、麦片、卷心菜、牛奶、黄洋葱、蜂蜜、黑麦、玉

米、酵母、白小麦、大豆、鸡蛋、金枪鱼、柠檬、菠萝、黄瓜、柑橘、大比目鱼、胡桃、葡萄柚、蔗

糖、鸡肉、美国海湾白虾。为了减少任一个受治疗者对此分析的影响，每一种食物特异性的

和性别特异性的数据集被自助重抽样1000次。接着，对于此自助样本中的每一种食物项目，

使用对照群体的第90百分位数和第95百分位数来确定性别特异性的分界点。一旦确定了性

别特异性的分界点，则性别特异性的分界点与所观察到的对照和IBS受治疗者的ELISA信号

得分比较。在此比较中，如果观察到的信号等于或大于分界点值，则认为是“阳性”食物，且

如果观察到的信号小于分界点值，则认为是“阴性”食物。
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[0094] 一旦所有的食物项目被认为是阳性的或阴性的，则每位受治疗者的48次(24种食

物×2个分界点)呼叫(call)的结果被保存在每一个自助重复中。然后，对于每一位受治疗

者，24次呼叫被采用作为分界点的第90百分位数来求和以得到“阳性食物(第90)的数量”，

且剩余24次呼叫被采用第95百分位数来求和以得到“阳性食物(第95)的数量”。接着，在每

一个重复中，汇总整个受治疗者的“阳性食物(第90)的数量”和“阳性食物(第95)的数量”以

得到如下所述的每个重复的描述性统计量：1)总体平均值等于平均值的平均值；2)总体标

准偏差等于标准偏差的平均值；3)总体中值等于中值的平均值；4)总体最小值等于最小值

的最小值；以及5)总体最大值等于最大值的最大值。在此分析中，当计算频率分布和直方图

时，为了避免非整数的“阳性食物的数量”，作者假设相同的原始数据集的1000次重复实际

上是添加到原始样本中的具有相同尺度的999个集的新的受治疗者。一旦完成数据的汇总，

就采用程序“a_pos_foods.sas、a_pos_foods_by_dx.sas”生成有关两种性别和有关IBS受

治疗者和对照受治疗者两者的“阳性食物(第90)的数量”和“阳性食物(第95)的数量”的频

率分布和直方图。

[0095] 测量诊断性能的方法：为了测量每一位受治疗者的针对每一种食物项目的诊断性

能，我们使用上述每一个自助重复中的每一位受治疗者的“阳性食物(第90)的数量”和“阳

性食物(第95)的数量”的数据。在此分析中，分界点被设定为1。因而，如果受治疗者具有一

个或多个“阳性食物(第90)的数量”，则受治疗者被呼叫为“罹患IBS”。如果受治疗者具有小

于1个“阳性食物(第90)的数量”，则受治疗者被呼叫为“未罹患IBS”。当建立了所有呼叫时，

呼叫与实际的诊断进行比较以确定呼叫是否是真阳性(TP)、真阴性(TN)、假阳性(FP)或假

阴性(FN)。当分界点被设定为1用于每一种方法时，汇总整个受治疗者的比较以得到“阳性

食物(第90)的数量”和“阳性食物(第95)的数量”的敏感度、特异度、阳性预测值以及阴性预

测值的性能指标。每一(敏感度、1‑特异度)对成为在ROC曲线上用于此重复的点。

[0096] 为了提高准确度，上述分析通过将分界点从2个增加到高达24个，且重复用于1000

个自助重复中的每一个来被重复。于是，1000个自助重复中的性能指标通过采用程序“t_

pos_foods_by_dx.sas”计算平均值被汇总。女性和男性的诊断性能的结果显示在表13(女

性)和表14(男性)中。

[0097] 当然，应理解，可以对食物制备物做出某些变化而不会改变本文提供的本发明的

主题。例如，如果食物项目是黄洋葱，则该项目应该被理解为还包括被证明在测试中具有等

同活性的其他洋葱种类。的确，发明人注意到，对于每一个所测试的食物制备物，某些其他

相关的食物制备物也以相同或等同的方式(数据未显示)被测试。因而，应理解，每一个受测

试的且要求保护的食物制备物将存在与具有经验证的测试中的相同或等同反应的的制备

物相关联的等同物。

[0098] 对于本领域技术人员应该明显的是除了已经描述的那些之外，还可以在不脱离本

文的发明构思的前提下进行更多的修改。因此，除了所附权利要求的精神外，本发明的主题

不受限制。此外，在解释说明书和权利要求书时，所有术语应以符合上下文的最广泛的方式

进行解释。特别地，术语“包括(comprises)”和“包括(comprising)”应被解释为以非排他性

方式指代要素、部件或步骤，指示参考要素、部件或步骤可以与未明确引用的其他要素、部

件或步骤存在或使用或组合。如果说明书声明指代选自由A、B、C...和N组成的组中的至少

一种，则文本应该被解释为仅需要组中的一个要素，而不是A加N或B加N等。
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[0099]

[0100]
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[0101] 表1

[0102] 根据经FDR校正的双尾排列T检验的p值的食物的排名

[0103]
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[0104]

[0105] 表2

[0106] 根据食物和性别的ELISA得分的基本描述性统计量比较IBS与对照

[0107]
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[0108]
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[0109]
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[0110]
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[0111]
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[0112]

[0113] 表3

[0114] 作为候选者的对照受治疗者的ELISA信号得分的上侧分位数用于确定“阳性”或

“阴性”的检验分界点使用排列检验的按区分能力的降序排名的前24种食物

[0115]
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[0116]

[0117] 表4
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[0118]
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[0119]

[0120]                                              

[0121] 表5
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[0122]

[0123] 表6
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[0124]

[0125] 表7
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[0126]

[0127] 表8
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