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预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的

生物标志物、引物组及检测试剂盒

(57)摘要

本发明实施例公开了预测II期和III期结直

肠癌预后临床结果的生物标志物、引物组及检测

试剂盒；生物标志物为IRS2、TRIM25、MYBL2、

KRT6B、FMNL2、NAT1、FAP、MYC、INHBA。并通过检测

结直肠癌生物标志物水平可以得到结直肠癌RS

评分，能够有效区分结直肠癌复发风险的高低；

II期结直肠癌公式为（IRS2‑TRIM25）+（IRS2‑

MYBL2）+（KRT6B‑FMNL2）+（INHBA‑MYC）；III期结

直肠癌公式为（IRS2‑TRIM25）+（KRT6B‑NAT1）+

（FAP‑MYC）+（INHBA‑MYC），根据评分结果为患者

提供更加个性化和有效的治疗方案。
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1.预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志物，其特征在于，

用于II期结直肠癌患者复发风险评估的生物标志物为基因对IRS2‑TRIM25、IRS2‑

MYBL2、KRT6B‑FMNL2和INHBA‑MYC的组合；

用于III期结直肠癌患者复发风险评估的生物标志物为基因对IRS2‑TRIM25、KRT6B‑

NAT1、FAP‑MYC和INHBA‑MYC的组合。

2.用于PCR检测权利要求1所述的生物标志物表达水平的引物组在制备用于预测II期

和III期结直肠癌预后临床结果的检测试剂盒中的应用，其特征在于，所述引物组由IRS2引

物组、TRIM25引物组、KRT6B引物组、MYBL2引物组、FMNL2引物组、NAT1引物组、FAP引物组、

MYC引物组、INHBA引物组组成，上述引物组的序列分别如SEQ  ID  No.1~18所列。

3.根据权利要求2所述的应用，其特征在于：

用于II期结直肠癌患者复发风险评估的公式为：

（IRS2‑TRIM25）+（IRS2‑MYBL2）+（KRT6B‑FMNL2）+（INHBA‑MYC）；

若评分高于临界值2.589，表明II期结直肠癌患者在初始治疗后处于预后不良的高风

险；

用于III期结直肠癌患者复发风险评估的公式为：

（IRS2‑TRIM25）+（KRT6B‑NAT1）+（FAP‑MYC）+（INHBA‑MYC）；

若评分高于临界值‑0.1356，表明III期结直肠癌患者的结直肠癌复发风险较高；

其中，IRS2‑TRIM25、IRS2‑MYBL2、KRT6B‑FMNL2、INHBA‑MYC、KRT6B‑NAT1、FAP‑MYC表示

基因的循环阈值差值Δ Ct。
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预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志物、引物

组及检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于生物检测技术领域，具体涉及预测II期和III期结直肠癌预后临床结

果的生物标志物、引物组及检测试剂盒。

背景技术

[0002] 在标准护理下预测癌症治疗结果能力可以帮助医生决定潜在的辅助治疗。例如，

如果患者的预后治疗结果较差，可能会给予更积极的辅助治疗。目前，在实践中使用的大多

数诊断试验或临床适应症都不是定量的，如免疫组化（ICH），它通常在不同的实验室产生不

同的结果，这可能是由于试剂不标准和对结果的主观解释所导致的。

[0003] 能够根据复发风险和初始治疗后的临床结果对II期和III期结肠直肠癌（CRC）患

者进行分层，临床医生就能够制定最适合特定患者的化疗方案。目前，辅助化疗是III期结

肠患者的标准护理，但缺乏识别可能不需要奥沙利铂基础化疗的低风险III期结直肠癌患

者的临床数据。对于II期结直肠癌患者，仅推荐高危患者进行辅助化疗。

[0004] 然而，目前定义高危患者特征的标准还不够充分。对于已知的II期结直肠癌，导致

预后差的预后因素包括肿瘤浸润深度（T分期）、淋巴结数、错配修复（MMR）状态、肿瘤分级、

淋巴和血管浸润（LVI）评分，可只有T分期、淋巴结数量和MMR状态有大量的临床证据支持其

有限的使用。

[0005] 公司（Exact  Sciences公司）开发了一种12个基因的复发评分检测，即：Oncotype 

DX结肠复发评分试验，该检测基于定量聚合酶链反应qPCR结果的评分系统，能够定量地显

示复发风险的可能性。但是，使用单协变量Cox回归时，每四分位数范围的复发率评分IQR的

风险比HR仅为1.38，而使用多协变量Cox回归时，风险比HR为1.43。Oncotype  Dx对结直肠癌

的复发评分比目前的临床预测指标T分期和MMR状态差，与检查的淋巴结数量接近。因此，12

基因复发评分检测在结直肠癌中的临床应用很低，不常用于临床。

发明内容

[0006] 有鉴于此，一方面，一些实施例公开了预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的

生物标志物，生物标志物为IRS2、TRIM25、MYBL2、KRT6B、FMNL2、NAT1、FAP、MYC、INHBA。

[0007] 进一步，一些实施例公开了预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志

物，用于II期结直肠癌患者复发风险评估的生物标志物为IRS2‑TRIM25、IRS2‑MYBL2、

KRT6B‑FMNL2和INHBA‑MYC的组合。

[0008] 一些实施例公开了预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志物，其特

征在于，用于III期结直肠癌患者复发风险评估的生物标志物为IRS2‑TRIM25、KRT6B‑NAT1、

FAP‑MYC和INHBA‑MYC的组合。

[0009] 另一方面，一些实施例公开了用于PCR检测预测II期和III期结直肠癌预后临床结

果的生物标志物的引物组，包括IRS2引物组、TRIM25引物组、KRT6B引物组、MYBL2引物组、

说　明　书 1/14 页

3

CN 118406766 B

3



FMNL2引物组、NAT1引物组、FAP引物组、MYC引物组、INHBA引物组，上述引物组的序列分别如

SEQ  ID  No.1~18所列。

[0010] 再一方面，一些实施例公开了用于预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的检

测试剂盒，包含用于PCR检测预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志物的引物

组。

[0011] 进一步，一些实施例公开的用于预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的检测

试剂盒，用于II期结直肠癌患者复发风险评估的生物标志物为IRS2‑TRIM25、IRS2‑MYBL2、

KRT6B‑FMNL2和INHBA‑MYC的组合。

[0012] 一些实施例公开的用于预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的检测试剂盒，

用于III期结直肠癌患者复发风险评估的生物标志物为IRS2‑TRIM25、KRT6B‑NAT1、FAP‑MYC

和INHBA‑MYC的组合。

[0013] 进一步，一些实施例公开的用于预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的检测

试剂盒，用于测量结直肠癌患者组织样本的生物标志物的循环阈值。

[0014] 一些实施例公开的用于预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的检测试剂盒，

生物标志物的循环阈值转换为结直肠癌RS评分。

[0015] 一些实施例公开的用于预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的检测试剂盒，

II期结直肠癌公式为（IRS2‑TRIM25）+（IRS2‑MYBL2）+（KRT6B‑FMNL2）+（INHBA‑MYC），若结直

肠癌RS评分高于临界值2.589，表明II期结直肠癌患者在初始治疗后处于预后不良的高风

险；III期结直肠癌公式为（IRS2‑TRIM25）+（KRT6B‑NAT1）+（FAP‑MYC）+（INHBA‑MYC），若结直

肠癌RS评分高于临界值‑0.1355，表明III期结直肠癌患者的结直肠癌复发风险较高。

[0016] 本发明实施例公开的预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志物组、

引物组及检测试剂盒，并通过检测结直肠癌生物标志物水平可以得到结直肠癌RS评分，能

够有效区分结直肠癌复发风险的高低；可以更好地评估结直肠癌患者的治疗风险和预后，

从而为患者提供更加个性化和有效的治疗方案。

附图说明

[0017] 图1、Kaplan‑Meier估计单独手术患者的三年复发率（全队列患者）；

[0018] 图2、Kaplan‑Meier估计单独手术患者的三年复发率（II期患者）；

[0019] 图3、Kaplan‑Meier估计单独手术患者的三年复发率（III期患者）；

[0020] 图4、mProbe复发评分（RS）组的无复发间隔（所有患者）；

[0021] 图5、mProbe复发评分（RS）组的无复发间隔（II期患者）；

[0022] 图6、mProbe复发评分（RS）组的无复发间隔（IIIA/B期患者）；

[0023] 图7、Kaplan‑Meier通过使用Oncotype  Dx和评分系统估计单独手术患者风险组的

三年复发率（全队列患者）；

[0024] 图8、Kaplan‑Meier通过使用Oncotype  Dx和评分系统估计单独手术患者风险组的

三年复发率（II期患者）；

[0025] 图9、Kaplan‑Meier通过使用Oncotype  Dx和评分系统估计单独手术患者风险组的

三年复发率（III期结肠癌患者）；

[0026] 图10、根据Oncotype  Dx复发评分(RS)组的无复发间隔（所有患者）；
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[0027] 图11、根据Oncotype  Dx复发评分(RS)组的无复发间隔（II期患者）；

[0028] 图12、根据Oncotype  Dx复发评分(RS)组的无复发间隔（IIIA/B期患者）。

具体实施方式

[0029] 在这里专用的词“实施例”，作为“示例性”所说明的任何实施例不必解释为优于或

好于其它实施例。本发明实施例中性能指标测试，除非特别说明，采用本领域常规试验方

法。应理解，本发明实施例中所述的术语仅仅是为描述特别的实施方式，并非用于限制本发

明实施例公开的内容。

[0030] 本文所用的术语“基本”和“大约”用于描述小的波动。例如，它们可以是指小于或

等于±5%，如小于或等于±2%，如小于或等于±1%，如小于或等于±0.5%，如小于或等于±

0.2%，如小于或等于±0.1%，如小于或等于±0.05%。在本文中以范围格式表示或呈现的数

值数据，仅为方便和简要起见使用，因此应灵活解释为不仅包括作为该范围的界限明确列

举的数值，还包括该范围内包含的所有独立的数值或子范围。例如，“1～5%”的数值范围应

被解释为不仅包括1%至5%的明确列举的值，还包括在所示范围内的独立值和子范围。因此，

在这一数值范围中包括独立值，如2%、3.5%和4%，和子范围，如1%～3%、2%～4%和3%～5%等。

这一原理同样适用于仅列举一个数值的范围。此外，无论该范围的宽度或所述特征如何，这

样的解释都适用。在本文中，包括权利要求书中，连接词，如“包含”、“包括”、“带有”、“具

有”、“含有”、“涉及”、“容纳”等被理解为是开放性的，即是指“包括但不限于”。只有连接词

“由……构成”和“由……组成”是封闭连接词。

[0031] 为了更好的说明本发明内容，在下文的具体实施例中给出了众多的具体细节。本

领域技术人员应当理解，没有某些具体细节，本发明同样可以实施。在实施例中，对于本领

域技术人员熟知的一些方法、手段、仪器、设备等未作详细描述，以便凸显本发明的主旨。

[0032] 在不冲突的前提下，本发明实施例公开的技术特征可以任意组合，得到的技术方

案属于本发明实施例公开的内容。

[0033] 本发明公开了结直肠癌（CRC）生物标志物、CRC生物标志物组合，以及获取样本的

CRC风险评估生物标志物水平表示的方法。这些组合和方法在评估II期和III期治疗结果的

风险以及结直肠癌复发的可能性方面发挥作用。同时，还提供了用于实现上述方法的系统、

设备和试剂盒。下文中充分描述的组合和方法的细节，将对本领域技术人员理解本文公开

的技术方案变得显而易见。

[0034] 需要理解的是，本发明实施例的公开内容并不局限于所描述的特定方法或组合，

因为这些可能会有所变化。同时，需要明白的是，此处使用的术语仅仅是为了描述特定的实

施例，并不是为了限制。

[0035] 除非另有定义，本文中使用的所有技术和科学术语均应按照该发明所属技术领域

的普通技术人员通常理解的含义来解释。尽管在实践或测试本发明时可以使用与本文描述

的相似或等效的任何方法和材料，但现在将描述一些潜在的和首选的方法和材料。本文中

提到的所有出版物均通过引用纳入本文，以披露和描述与引用出版物相关的方法和/或材

料。如果存在矛盾，应当理解为本文披露的内容取代了纳入出版物的任何披露。

[0036] 本发明文件公开后，对那些在该技术领域具有专业技能的人是显而易见的，这里

描述和说明的每一个具体实施例都具有可以轻易地从其他几个实施例的特征中分离出来
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或者结合起来的独立组件和特征，而这并不会偏离本发明的范围或发明构思。任何提及的

方法都可以按照所提及的事件顺序来执行，或者按照任何其他逻辑上可能的顺序来执行。

[0037] 本文中，“结直肠癌”或“CRC”指的是在结肠或直肠中生长的异常且失控的疾病。它

也被称为结肠癌，而结肠是大肠或大肠。直肠是连接结肠到肛门的通道。所谓的“对结直肠

癌进行风险评估”，或“将CRC风险确定作为临床体征之一”，通常意味着提供一个作为额外

临床体征的CRC风险，例如，确定患者在初始治疗后CRC复发的风险；对疾病进展过程和/或

疾病结果的风险评估，例如五年总体生存率或无进展生存率。

[0038] 以下示例提出是为了向本领域技术人员提供关于如何制作和使用本发明技术方

案的描述，并不打算限制发发明范围，也不打算表明下面的实验是全部或唯一的实验。文中

确保使用的数字（例如，数量、温度等）的准确性，但应该考虑到一些实验误差和偏差。

[0039] 在一些实施方式中，确定受试者的结直肠癌生物标志物表达水平的方法，包括：

[0040] a.评估样本中的一组结直肠癌生物标志物，以确定样本中每种结直肠癌生物标志

物的表达水平，其中，样本包括手术切除的肿瘤组织或结直肠癌患者的FFPE组织；结直肠癌

生物标志物为IRS2、TRIM25、MYBL2、KRT6B、FMNL2、NAT1、FAP、MYC、INHBA；通常可以通过检测

核酸序列，得到生物标志物的RNA或DNA的水平；通常生物标志物的表达水平还可以通过循

环阈值表示，即Ct值；通常循环阈值可以表达为绝对浓度或中位数倍数（即MoM）；

[0041] b.根据组合中每个结直肠癌生物标志物的表达水平获得结直肠癌生物标志物水

平。

[0042] 通常，样本组织/样本FFPE组织的生物标志物表达水平与肿瘤组织中结直肠癌复

发风险相关，可以利用qPCR检测系统，例如ABI  QuantStudio  4，准确测量生物标志物的表

达水平，得出结直肠癌风险评分，根据风险评分可以区分高风险患者和低风险患者。

[0043] 在某些实施实例中，用于qPCR检测生物标志物表达水平的引物包括IRS2引物组、

TRIM25引物组、KRT6B引物组、MYBL2引物组、FMNL2引物组、NAT1引物组、FAP引物组、MYC引物

组、INHBA引物组；对于在原发肿瘤组织中出现的与结直肠癌复发相关的基因，利用定量PCR

系统准确测量组织生物标志物基因表达，例如拷贝数，从而得出复发评分RS，将II期和III

期CRC的高风险和低风险患者进行区分。PCR系统例如包括Applied  Biosystem 

QuantStudio、7500  Real‑Time  PCR系统或Bio‑Rad  CFX系统。其中，IRS2引物组是指IRS2基

因的特异性引物对，该特异性引物对可以在qPCR分析中，将IRS2基因的mRNA转换为cDNA，然

后进行扩增，并进行qPCR检测、分析。

[0044] 基因名称与对应的引物组的序列分别如下：

[0045] 基因名称：IRS2；

[0046] SEQ  ID  No.1：CCTACGCCAGCATTGACTT；

[0047] SEQ  ID  No.2：TGACATCCTGGTGATAAAGCC；

[0048] 基因名称：TRIM25；

[0049] SEQ  ID  No.3：GGATGAGTTCGAGTTTCTGGAG；

[0050] SEQ  ID  No.4：GCCTTTTATCAGCTTGTGGTTC；

[0051] 基因名称：MYBL2；

[0052] SEQ  ID  No.5：GCCGAGATCGCCAAGATG；

[0053] SEQ  ID  No.6：CTTTTGATGGTAGAGTTCCAGTGATTC；
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[0054] 基因名称：KRT6B；

[0055] SEQ  ID  No.7：GCCCTCACTTTTCTTCTCATCA；

[0056] SEQ  ID  No.8：CATGTCTGAGTGCTGATAACTGT；

[0057] 基因名称：FNML2；

[0058] SEQ  ID  No.9：AGAATGAAGCCATGTCCAAGA；

[0059] SEQ  ID  No.10：GTGTGAACTTGAGTATTTGCATCT；

[0060] 基因名称：NAT1；

[0061] SEQ  ID  No.11：AACTGAAGATCAACCTACTTTCAAC；

[0062] SEQ  ID  No.12：GTTTCCAAGTCCAATTTGTTCCTA；

[0063] 基因名称：FAP；

[0064] SEQ  ID  No.13：CTGACCAGAACCACGGCT；

[0065] SEQ  ID  No.14：GGAAGTGGGTCATGTGGG；

[0066] 基因名称：MYC；

[0067] SEQ  ID  No.15：TCCCTCCACTCGGAAGGACTA；

[0068] SEQ  ID  No.16：CGGTTGTTGCTGATCTGTCTCA；

[0069] 基因名称：INHBA；

[0070] SEQ  ID  No.17：GTGCCCGAGCCATATAGCA；

[0071] SEQ  ID  No.18：CGGTAGTGGTTGATGACTGTTGA。

[0072] 一些实施例中，利用生物标志物区分II期和III期结直肠癌患者的复发风险。在II

期结直肠癌风险评估中，生物标志物是IRS2‑TRIM25、IRS2‑MYBL2、KRT6B‑FMNL2和INHBA‑

MYC基因表达的循环阈值差值 Δ Ct。对于III期结直肠癌风险评估，生物标志物是IRS2‑

TRIM25、KRT6B‑NAT1、FAP‑MYC和INHBA‑MYC的循环阈值差值Δ Ct。

[0073] 一些实施实例中，生物标志物组合的一组用于区分结直肠癌患者复发的风险。用

于结直肠癌风险评估的生物标志物组合可以至少包括上生物标志物。通常，生物标志物组

合可以包括所有生物标志物的任何组合，一般地，较小的生物标志物组合足以区分表现较

差的高风险和低风险患者，但更经济；然而，更大的组合可能会提供更详细的信息，并且可

以应用于在不同区域的人口群体中。

[0074] 一些实施例公开了一种基于二分类评分系统计算复发评分的方法，通过对生物标

志物区进行RS评分，以区分高风险患者和低风险患者。RS评分低表明患者不太可能复发，RS

评分高表明患者有可能复发。

[0075] 在某些情况下，临床参数与本文描述的生物标志物联合用于结直肠癌复发风险评

估。本发明公开了用于确定患者RS评分的方法以及其他复发临床预测因子的方法。

[0076] 一些实施例中，通过检测结直肠癌生物标志物水平得到结直肠癌RS评分，其中RS

评分可以通过几何均值、多元线性判别分析或分布式梯度增强决策树机器学习，例如

XGBoost，由血液中生物标志物的测量值计算得到。在二元模型中，受试者工作特征ROC曲线

可以由生物标志物组合或配对得出。RS评分可以根据本文描述的方法分为低风险CRC复发

临床评分或高风险CRC复发临床评分。

[0077] 一些实施例中，在结直肠癌患者受试者初期缓解后，对结直肠癌患者进行风险评

估的方法，由受试者组织样本中结直肠癌生物标志物的表达水平表示；对于结直肠癌风险
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评估，结直肠癌RS评分在两个范围内评估为高或低以确定初始治疗后复发的风险；若结直

肠癌RS评分高于RS临界值2.589，表面为例，表明II期结直肠癌患者在初始治疗后处于结直

肠癌预后不良的高风险；该临界值可根据人群调整；若结直肠癌RS评分高于临界值‑

0.1355，表明III期结直肠癌患者的结直肠癌复发风险较高；该临界值可根据人群调整。

[0078] 一些实施例公开了对结直肠癌患者的预后结果/复发/再发进行评估的方法，包括

以下步骤：

[0079] 获取患者的肿瘤样本，包括甲醛固定石蜡包埋组织，即FFPE组织；

[0080] 测量肿瘤样本中每个生物标志物的水平，例如RNA/DNA拷贝数或浓度；

[0081] 将每个生物标志物的水平与生物标志物的相应基因对的值进行比较。通常，配对

值范围可以代表来自同一受试者的一个或多个肿瘤样本的生物标志物水平，或者是来自一

个或多个癌症患者的一个或多个肿瘤样本的生物标志物水平，与良好预后受试者的生物标

志物的参考值相比，生物样本中生物标志物组合的差异水平表明患者是否有高风险复发。

[0082] 一些实施例中，结直肠癌患者的预后结果/复发/再发进行评估的方法还包括计算

RS评分以区分高风险和低风险结直肠癌患者。

[0083] 通常，可以通过结直肠癌生物标志物水平得到结直肠癌RS评分，其中RS评分的获

得方法包括：

[0084] a .可以从两个不同基因之间的循环阈值C(t)的差异得到，例如，存在Ct差异值的

生物标志物组为IRS2‑TRIM25、IRS2‑MYBL2、KRT6B‑FMNL2、KRT6B‑NAT1、FAP‑MYC以及INHBA‑

MYC。

[0085] 可以通过几何平均值、多元线性判别分析或分布式梯度增强决策树机器学习，从

测量的血液生物标志物的值中得到；或，

[0086] c.可以是每对生物标志物的倍数差异，如 Δ C(t)、浓度差值或Ct值的 Δ MoM，归一

化以拟合具有适当临界值的范围量值，以区分高风险和低风险患者。例如，可以通过II期结

直肠癌公式（IRS2‑TRIM25）+（IRS2‑MYBL2）+（KRT6B‑FMNL2）+（INHBA‑MYC）和III期结直肠癌

公式（IRS2‑TRIM25）+（KRT6B‑NAT1）+（FAP‑MYC）+（INHBA‑MYC）推导得出。

[0087] 通常，生物标志物可以使用特定的引物和报告系统进行测量，以确定生物标志物

和生物标志物的基因表达，例如基因拷贝数。通常，确定生物标志物的拷贝数的方法包括但

不限于定量PCR检测、逆转录定量PCR、基因微阵列、RNA或DNA测序、夹心法分析、磁性捕获、

微球捕获、电泳印迹、表面增强拉曼光谱、流式细胞术或质谱法。

[0088] 一些实施例中，通过特定的DNA引物与生物标志物RNA的结合，然后通过逆转录和

聚合酶链反应，使用可检测的报告分子来确定生物标志物的拷贝数；报告分子例如SYBR绿

染料等。

[0089] 一些实施例公开了用于定量qPCR系统的试剂盒，该试剂盒用于测量肿瘤样本中的

RNA/DNA生物标志物。该试剂盒可能包括一个容器，用于存放从患有II期和III期结直肠癌

的人类患者收集和分离的生物样本。该试剂盒包含至少一个用于测量结直肠癌风险生物标

志物的试剂，用于将试剂与生物样本或生物样本的一部分反应以测量生物样本中至少一个

结直肠癌生物标志物。试剂可能包装在单独的容器中。

[0090] 一些实施例中，用于定量qPCR系统的试剂盒还包括一个或多个对照参考样本和试

剂，用于执行qPCR以检测如本文所述的生物标志物拷贝数。
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[0091] 一些实施例中，用利用试剂盒进行检测生物标志的定量qPCR系统，包括：

[0092] 测量结直肠癌生物标志物的平台系统，如QuantStudio  4系统；

[0093] 计算结直肠癌风险评分的计算表；

[0094] 确定患者复发和不良预后的风险的指示标准。

[0095] 一些实施例中，用于定量qPCR系统的试剂盒，生物标志物表达水平的拷贝数以循

环阈值C(t)表示。

[0096] 一些实施例中，检测肿瘤组织中生物标志物的评估结直肠癌患者复发风险的方法

包括：

[0097] 收集结直肠癌患者的原发肿瘤或FFPE肿瘤组织样本，测量肿瘤组织中的每个生物

标记物的拷贝数；

[0098] 比较结直肠癌患者原发肿瘤或FFPE肿瘤组织中的一组生物标记物的测量值与相

应的配对基因的参考值，可以评估这些生物标记物在组织中的表达差异；

[0099] 基于这些差异表达的数据，可以计算出患者的结直肠癌复发风险评分，即RS评分，

进一步根据RS评分评估患者的复发风险。

[0100] 通常，为了测量至少一个生物标志物，需要使用特异性引物结合到该生物标志物

或其片段上，并通过PCR技术来确定生物标志物的拷贝数。这些引物是根据生物标志物的编

码区域（外显子）序列设计的。

[0101] 在一些实施例中，选择特定的引物对，这些引物对能够特异性地结合一系列特定

的生物标志物，如IRS2、TRIM25、MYBL2、KRT6B、FMNL2、INHBA、MYC、NAT1和FAP等，以便进行精

确的测量和分析。

[0102] 一些实施例中，测量至少一对CRC生物标记物，通过寡核苷酸引物针对生物标记物

进行检测，从而计算RS评分，其中引物特异性地结合到生物标志物或包含生物标记物的

RNA/DNA序列的生物标志物片段；

[0103] 引物从生物标志物目标的部分互补DNA序列中选择；

[0104] 染料或染料/猝灭剂报告标签可以准确地解释目标生物标志物的循环阈值，如样

本中的RNA或DNA数量；

[0105] qPCR仪器，如qustudio4，基于生物标志物模板的扩增结果，得到各生物标志物的

Ct值，从而确定各生物标志物的表达水平。

[0106] 实施例1

[0107] 1实验方法

[0108] 1.1样本信息

[0109] 本实施例1的患者队列、人口统计信息和临床标准

[0110] 结直肠癌（CRC）患者验证队列、人口统计信息和临床标准的所有研究方案均已获

得复旦大学癌症医院机构审查委员会（IRB）的批准。从具有结果信息的结直肠癌患者获得

了甲醛固定石蜡包埋（FFPE）组织样本，这些样本被分类为高风险和低风险人群。此外，还招

募了错配修复（MMR）功能正常的结直肠癌患者进行研究。在复旦大学癌症医院中选择并表

征了FFPE原发癌组织以进行分析。对于每位患者，都取得了5个未染色的5微米切片。患者队

列、人口统计和临床信息显示在表1中。

[0111] 表1患者队列、人口统计和临床信息列表
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[0112]

[0113] 1.2候选标志物选择

[0114] 本实施例1采用微阵列数据集（GEO）的元分析，使用训练和验证机器学习算法分析
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了与结直肠癌结果和风险相关的差异表达基因。总共使用了六个数据集，如下表2所列。

[0115] 表2数据集列表

[0116]

[0117] 首先使用三个数据集GSE18105、GSE26906和GSE4526，将基因特征的数量从19320

减少到4548；

[0118] 使用Cox回归和LASSO正则化方法，结合数据集GSE17536和GSE17537对4548个基因

进行分层；使用bagging（B=100）改进LASSO回归；

[0119] 然后使用GSE17536、GSE17537和GSE17538对分层后的基因进行重新训练，鉴定出

二十九个与结直肠癌复发风险和结果密切相关的基因，对二十二个基因进行了验证，以确

定它们在甲醛固定石蜡包埋组织（CRC FFPE）中通过q‑PCR进行分析扩增的能力，还包括与

复发风险相关的六个肠干细胞基因；然后，将十二个Oncotype Dx基因也纳入发现小组作为

对照，总共有四十个基因被纳入qPCR验证小组。四十个基因为IRS2、TRIM25、MET、GSTM3、

KRT6B、PKIB、VLDLR、ADAMTS5、ANAPC5、DPT、FAM111A、NADKD1、NAT1、WNT5A、FOXN3、CCL20、

KLK6、DCBLD2、PKIG、DCTN5、SAMHD1、C5orf4、BGN、FAP、INHBA、Mki67、MYC、MYBL2、GADD45B、

ATP5E、GPX1、PGK1、VDAC2、UBB、BCL2、FNML2、IGFBP4、SLCO3A1、CXCR4和VEGFA。

[0120] 样本RNA提取及qPCR检测

[0121] 提取甲醛固定石蜡包埋组织中的mRNA，并进行实时荧光定量PCR检测，对具有错配

修复功能的结直肠癌FFPE组织切片用脱蜡溶液处理。使用Deparaffinization Solution

（Qiagen，19093）以及RNeasy_FFPE Kit（Qiagen，73504）对甲醛固定石蜡包埋组织进行处

理，以保持对后续qPCR分析有用的mRNA。使用40个基因的特异性引物将mRNA转换为cDNA。然

后，将cDNA进行15个循环的预扩增，并将产物稀释至1:5用于qPCR检测、分析。

[0122] 一些实施例中，qPCR体系如下表3。

[0123] 表3 qPCR体系组成列表
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[0124]

[0125] qPCR扩增反应程序如下表4。

[0126] 表4 qPCR扩增反应程序

[0127]

[0128] 1.4统计分析

[0129] 所有统计分析均使用R软件（版本4.1.2）进行，包括Bioconductor包（版本3.5）和

R‑Studio包（版本2022.02.0）。所有测试均为双侧对数秩检验；P值<0.05且单变量风险比>2

被认为具有统计学意义。

[0130] 四十个基因与参照基因配对，并使用每个上调基因与下调基因之间的Ct值差异进

行标准化。对所有基因对的总和组合进行详尽搜索，以通过测试假设来确定最佳基因对面

板：对于II期和III期患者队列，无复发患者比例在低表达差异组中将显著高于高表达差异

组。ROC曲线上的最佳截断点通过使用Youden指数，比较II期和III期患者队列中复发患者

和非复发患者的面板RS得分确定。根据最佳截断面板得分定义的高风险组和低风险组，通

过Kaplan‑Meier估计法评估仅手术患者的三年复发情况。

[0131] 结果

[0132] 2.1患者人口统计学特征和特点：

[0133] 本实施例1关注95名具有错配修复功能的II期和III期结直肠癌患者。其中，有45

名复发和50名未复发的结直肠癌患者。对于II期结直肠癌，有20名复发和25名未复发的患

者。对于III期结直肠癌，有25名复发和25名未复发的患者。患者的人口统计信息和临床特

征在表1中描述，没有显著差异。

[0134] 与CRC风险评估相关的差异表达基因

[0135] 从微阵列数据集分析和甲醛固定石蜡包埋验证小组中鉴定与CRC风险评估相关的

差异表达基因，总共从微阵列数据集元分析中确定了29个基因，它们是ADAMTS5、ANAPC5、
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C5orf4、CCL20、CRNDE、DCBLD2、DNER、DPT、FAM111A、GSTM3、IRS2、KLK6、KRT6B、MET、NADKD1、

NAT1、NMU、NOB1、PKIB、PKIG、PTPLA、TPBG、TRIM25、VLDLR、WNT5A、ZFYVE27、DCTN5、FOXN3和

SAMHD1。

[0136] 测试这29种基因在结直肠癌甲醛固定石蜡包埋组织中能否被检测到的能力，发现

其中22个基因具有可检测的水平，并被纳入小组。另外与结直肠癌复发相关的6个肠干细胞

基因，以及作为对照纳入小组的Oncotype  Dx基因，最终选定的基因小组包括IRS2、TRIM25、

MET、GSTM3、KRT6B、PKIB、VLDLR、ADAMTS5、ANAPC5、DPT、FAM111A、NADKD1、NAT1、WNT5A、

FOXN3、CCL20、KLK6、DCBLD2、PKIG、DCTN5、SAMHD1、C5orf4、BGN、FAP、INHBA、Mki67、MYC、

MYBL2、GADD45B、ATP5E、GPX1、PGK1、VDAC2、UBB、BCL2、FNML2、IGFBP4、SLCO3A1、CXCR4和

VEGFA。对这些基因在每个FFPE样本中的表达进行了单独评估，所有表达数据都以FFPE组织

中表达的C(t)值表示。

[0137] 进一步，选定能够预测结直肠癌预后临床结果的生物标志物，例如IRS2、TRIM25、

MYBL2、KRT6B、FMNL2、INHBA、MYC、NAT1和FAP等，以便进行精确的测量和分析。

[0138] 采用2个内参基因与基因之间的关系进行单变量分析，并计算配对基因的 Δ Ct值

的p值、AUC（曲线下面积）和风险比（HR），筛选出能够区分复发与非复发情况的基因对。选择

标准如下表5。

[0139] 表5  单变量分析选择标准

[0140]

[0141] 最终确定15个基因对符合以上标准，见下表6。

[0142] 表6单变量分析选择结果列表

说　明　书 11/14 页

13

CN 118406766 B

13



[0143]

[0144] 基于以上15个基因对，计算所有可能的组合，在II期和III期患者队列中最终挑选

出风险比最高的生物标志物组合，见表7。

[0145] 表7  II期和III期队列中风险比最高的生物标志物组合

[0146]

[0147] 2.3构建和验证II期和III期结直肠癌风险评估/复发组合

[0148] 根据基因表达差异对标志物进行配对，作为预测结直肠癌风险的生物标志物，并

进行详尽搜索以对风险预测值最大化。

[0149] 对于II期结直肠癌，基于Youden指数的2.589作为参考值，基因表达差异组合：

[0150] （IRS2‑TRIM25）+（IRS2‑MYBL2）+（KRT6B‑FNML2）+（INHBA‑MYC）
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[0151] 上述CRC风险评估公式可以对II期结直肠癌复发风险做出最有效预测，如表8所

列，对II期结直肠癌的预测风险比（HR）为2.5。

[0152] 对于III期结直肠癌，基于Youden指数的‑0.1356为参考值，基因表达差异组合：

[0153] （IRS2‑TRIM25）+（KRT6B‑NAT1）+（FAP‑MYC）+（INHBA‑MYC）

[0154] 上述CRC风险评估公式可以对结直肠癌复发风险做出最有效预测，如表8所列，对

III期结直肠癌复发的预测风险比为4.2。

[0155] 若采用现有技术中的Oncotype Dx组合，从本发明实施例1的qPCR数据中得出的II

期和III期结直肠癌两个阶段的风险比（HR）为1.6。

[0156] 表8 mProbe和Oncotype Dx的复发组合性能

[0157]

[0158] 表8中，mProbe II期基因组合为 IRS2‑TRIM25、IRS2‑MYBL2、KRT6B‑FMNL2、INHBA‑

MYC；mProbeIII期基因组合为 IRS2‑TRIM25、KRT6B‑NAT1、FAP‑MYC、INHBA‑MYC；Oncotype 

Dx基因组合为FAP、GADD45B、MKi67、MYBL2、MYC、BGN、INHBA；内参基因为GPX1、PGK1、UBB、

ATP5E、VDAC2。

[0159] 图1～图3为Kaplan‑Meier估计单独手术患者的三年复发率，根据mProbe RS评分

分类风险组观察结肠癌患者的复发情况，其中，图1为全队列患者，图2为II期患者，图3为

III期患者；

[0160] 图4～图6为mProbe复发评分（RS）组的无复发间隔，其中，图4为所有患者，图5为II

期患者，图6为IIIA/B期患者；

[0161] 图7～图9为Kaplan‑Meier通过使用Oncotype Dx和评分系统估计单独手术患者风

险组的三年复发率，其中，图7为全队列患者，图8为II期患者，图9为III期结肠癌患者。

[0162] 图10～图12为根据Oncotype Dx复发评分(RS)组的无复发间隔，其中，图10为所有

患者，图11为 II期患者，图12为 IIIA/B期患者。

[0163] 根据II期和III期结直肠癌基因组合和RS评分系统对结直肠癌患者进行分类，对

应的结直肠癌患者所处阶段的参考值设定为2.589和‑0.1356。如图1和图2所示，基于配对

基因的基因表达差异的qPCR分析，随后基于RS评分系统，能够准确预测并区分仅手术患者

的三年复发高风险和低风险人群。

[0164] 以Oncotype Dx组合和公式作为对照进行平行分析，如图3和图4所示。结果显示与

Oncotype Dx的结果相似，风险比（HR）约为1.38，本实施例1中观察到的风险比为1.6。数据

表明，本实施例1的结直肠癌风险评估和复发的小组和RS模型的性能远远优于现有技术中

的Oncotype Dx组合和模型。

[0165] 本发明实施例公开的预测II期和III期结直肠癌预后临床结果的生物标志物组、

说　明　书 13/14 页

15

CN 118406766 B

15



引物组及检测试剂盒，并通过检测结直肠癌生物标志物水平可以得到结直肠癌RS评分，能

够有效区分结直肠癌复发风险的高低；可以更好地评估结直肠癌患者的治疗风险和预后，

从而为患者提供更加个性化和有效的治疗方案。

[0166] 本发明实施例公开的技术方案和实施例中公开的技术细节，仅是示例性说明本发

明的发明构思，并不构成对本发明实施例技术方案的限定，凡是对本发明实施例公开的技

术细节所做的常规改变、替换或组合等，都与本发明具有相同的发明构思，都在本发明权利

要求的保护范围之内。
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图 1

图 2
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图 3

图 4
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图 5

图 6
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图 7

图 8
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图 9

图 10
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图 11

图 12
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