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1.一种检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非

UIP)阳性的方法，包括：

(a)测定受试者的测试样品中第一组转录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其

中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超表达并在表1和/或表15中列出的任一基因的一

个或多个序列，而所述第二组转录物包括对应于在UIP中低表达并在表1和/或表15中列出

的任一基因的一个或多个序列；以及

(b)将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参

考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第一组

的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类

为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第

二组的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织

分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

2.一种检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非

UIP)阳性的方法，包括：

(a)通过测序、阵列杂交或核酸扩增来测定来自受试者肺组织的测试样品中第一组转

录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超

表达并在表1和/或表15中列出的任一基因的一个或多个序列，而所述第二组转录物包括对

应于在UIP中低表达并在表1和/或表15任一者中列出的任一基因的一个或多个序列；以及

(b)将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参

考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第一组

的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类

为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第

二组的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织

分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

3.一种检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法，包括：

(a)测定在测试样品中表达的两种或更多种转录物的表达水平；以及

(b)使用计算机生成的分类器将所述样品分类为UIP或非UIP；

其中使用包括HP、NSIP、结节病、RB、细支气管炎和机化性肺炎(OP)在内的非UIP病理学

亚型的非均质谱训练所述分类器；并且

其中在所述测试样品中表达的所述两种或更多种转录物选自表1和/或表15中列出的

两个或更多个基因的转录物，或SEQ  ID  NO:1-320中的任两个或更多个。

4.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中所述测试样品是从所述受试者获得

的多个样品的池。

5.根据权利要求1-3中的任一项所述的方法，其中所述方法包括汇集从所述受试者获

得的多个单独样品的表达水平数据。

6.根据权利要求1-3中的任一项所述的方法，其包括在测定所述表达水平之前从cDNA

合成双链cDNA。

7.根据权利要求1-3中的任一项所述的方法，其包括在测定所述表达水平之前从所述

双链cDNA合成非天然RNA。
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8.根据权利要求1-2中的任一项所述的方法，其进一步包括使用吸烟状态作为(1)或

(2)的分类步骤的协变量。

9.根据权利要求8所述的方法，其中通过检测指示所述受试者的吸烟者状态的表达谱

来确定吸烟状态。

10.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中所述样品的分类包括检测对吸烟

者状态偏差敏感的一种或多种转录物的表达水平，并且其中与对吸烟者偏差不敏感的转录

物不同地，对所述对吸烟者状态偏差敏感的转录物进行加权。

11.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中所述样品的分类包括检测对吸烟

者状态偏差敏感的一种或多种转录物的表达水平，并且其中从所述分类步骤中排除所述对

吸烟者状态偏差敏感的转录物。

12.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中所述分类步骤进一步包括检测所

述测试样品中的序列变体，并将所述序列变体与参考样品中的相应序列进行比较，以将所

述样品分类为UIP或非UIP。

13.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中用于将所述样品分类为UIP或非

UIP的表达数据包括选自SEQ  ID  NO:1-320的基因的至少两种转录物的表达数据。

14.根据权利要求1-3中的任一项所述的方法，其进一步包括(i)从所述受试者获得样

品，(ii)使所述样品的第一部分经受细胞学分析，该细胞学分析指示所述样品的所述第一

部分是模糊的或不确定的，以及(iii)将所述样品的第二部分作为测试样品进行测定。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述第一部分和所述第二部分是不同的部分。

16.根据权利要求14所述的方法，其中所述第一部分和所述第二部分是相同的部分。

17.根据权利要求1或2中的任一项所述的方法，其中使用经多个样品训练的经训练算

法来执行(b)，其中所述测试样品独立于所述多个样品。

18.一种治疗特发性肺纤维化(IPF)未确诊的受试者的方法，包括，

(a)通过阵列、测序或qRT-PCR来测量从受试者的气道获得的一个或多个样品中至少两

个基因的表达水平，其中所述基因选自表1和/或表15中列出的基因，并且其中所述方法包

括：

(i)在所述测量步骤之前汇集至少两个样品；

(ii)汇集从两个单独的样品独立地测量的至少两个表达数据集；或

(iii)(i)与(ii)的组合；

(b)如果存在以下情况，则施用有效治疗IPF的化合物：

(i)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一个的表达水平升

高；和/或

(ii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一个的表达水平降

低；和/或

(iii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的至少一个的表达水

平升高，并且相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的至少一个的表达

水平降低。

19.一种检测汇集的肺组织测试样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法，包括：

(a)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以及
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(b)使用计算机生成的经训练的分类器将所述测试样品分类为UIP或非UIP；

其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录物的

表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有UIP或非UIP的确认

诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中在所述分类之前汇集所述

测试样品。

20.根据权利要求19所述的方法，其中所述分类器训练使用在表1和/或表15中列出的

一种或多种转录物的表达水平。

21.根据权利要求19所述的方法，其中所述分类器训练使用在表1和/或表15中列出的

全部基因的转录物的表达水平。

22.根据权利要求19-21中的任一项所述的方法，其中所述计算机生成的经训练的分类

器基于在表1和/或表15中列出的基因的一种或多种转录物的表达水平将所述测试样品分

类为UIP或非UIP。

23.一种检测汇集的肺组织测试样品是否对疾病或病况呈阳性的方法，包括：

(a)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以及

(b)使用计算机生成的经训练的分类器将所述测试样品分类为对所述疾病或病况呈阳

性或呈阴性；

其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录物的

表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有对所述疾病或病况

呈阳性或阴性的确认诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中在所

述分类之前汇集所述测试样品。

24.根据权利要求23所述的方法，其中所述疾病或病况选自：肺部病症、肺癌、间质性肺

病(ILD)、特发性肺纤维化(IPF)、非特异性间质性肺炎(NSIP)、Favor  NSIP、寻常型间质性

肺炎(UIP)或非寻常型间质性肺炎(非UIP)、急性肺损伤、细支气管炎、脱屑性间质性肺炎、

弥漫性肺泡损伤、肺气肿、嗜酸性粒细胞性肺炎、非特异性间质性肺炎(包括细胞亚型、混合

亚型或Favor亚型)、肉芽肿病、过敏性肺炎(HP)、Favor亚型过敏性肺炎(Favor  HP)、机化性

肺炎、肺孢子虫肺炎、肺动脉高压、呼吸性细支气管炎、肺结节病、吸烟相关的间质纤维化、

慢性阻塞性肺病(COPD)、烟雾暴露史、长期烟雾暴露、短期烟雾暴露以及慢性间质纤维化。

25.一种用有效治疗特发性肺纤维化(IPF)的治疗剂治疗有需要的受试者的方法，包

括，

向所述有需要的受试者施用有效剂量的有效治疗IPF的化合物；其中如通过计算机生

成的经训练的分类器所确定的，所述有需要的受试者的表1和/或表15中一个或多个基因的

表达水平表明所述受试者需要IPF治疗。

26.根据权利要求25所述的方法，其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样

品中表达的一种或多种转录物的表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个

训练样品具有UIP或非UIP的确认诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并

且其中在所述分类之前汇集所述测试样品。

27.根据权利要求25所述的方法，其中所述计算机生成的经训练的分类器将从所述受

试者获得的样品鉴定为UIP。

28.根据权利要求25所述的方法，其中所述计算机生成的经训练的分类器将从所述受
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试者获得的样品鉴定为IPF。

29.一种检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非

UIP)阳性的方法，包括：

(a)测定受试者的测试样品中第一组转录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其

中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超表达并在表5中列出的任一基因的一个或多个

序列，而所述第二组转录物包括对应于在UIP中低表达并在表5中列出的任一基因的一个或

多个序列；以及

(b)将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参

考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第一组

的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类

为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第

二组的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织

分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

30.一种检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非

UIP)阳性的方法，包括：

(a)通过测序、阵列杂交或核酸扩增来测定来自受试者肺组织的测试样品中第一组转

录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超

表达并在表5中列出的任一基因的一个或多个序列，而所述第二组转录物包括对应于在UIP

中低表达并在表5中列出的任一基因的一个或多个序列；以及

(b)将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参

考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第一组

的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类

为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(i)对应于所述第

二组的表达水平的升高和/或(ii)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织

分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

31.一种检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法，包括：

(a)测定在测试样品中表达的两个或更多个基因的表达水平；以及

(b)使用计算机生成的分类器将所述样品分类为UIP或非UIP；

其中使用包括HP、NSIP、结节病、RB、细支气管炎和机化性肺炎(OP)在内的非UIP病理学

亚型的非均质谱训练所述分类器；并且

其中在所述测试样品中表达的所述两个或更多个基因选自在表5中列出的任两个或更

多个基因。

32.根据权利要求29-31中的任一项所述的方法，其中所述测试样品是从所述受试者获

得的多个样品的池。

33.根据权利要求29-31中的任一项所述的方法，其中所述方法包括汇集从所述受试者

获得的多个单独样品的表达水平数据。

34.根据权利要求29-33中的任一项所述的方法，其中所述测试样品是活检样品或支气

管肺泡灌洗样品。

35.根据权利要求29-34中的任一项所述的方法，其中所述活检样品是经支气管活检样
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品。

36.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中使用qRT-PCR、DNA微阵列杂交、

RNAseq或其组合来完成测定所述表达水平。

37.根据权利要求29-36中的任一项所述的方法，其包括在测定所述表达水平之前从在

所述测试样品中表达的RNA合成cDNA。

38.根据权利要求37所述的方法，其包括在测定所述表达水平之前从所述cDNA合成双

链cDNA。

39.根据权利要求38所述的方法，其包括在测定所述表达水平之前从所述双链cDNA合

成非天然RNA。

40.根据权利要求29-36中的任一项所述的方法，其包括在测定所述表达水平之前扩增

所述核苷酸。

41.根据权利要求29-36中的任一项所述的方法，其中所述转录物中的一种或多种被标

记。

42.根据权利要求29-32中的任一项所述的方法，其进一步包括测量所述测试样品中的

至少一种对照核酸的表达水平。

43.根据权利要求29-32中的任一项所述的方法，其中所述肺组织被分类为间质性肺病

(ILD)、特定类型的ILD、非ILD或非诊断性中的任一者。

44.根据权利要求29-30中的任一项所述的方法，其进一步包括使用吸烟状态作为(1)

或(2)的分类步骤的协变量。

45.根据权利要求44所述的方法，其中通过检测指示所述受试者的吸烟者状态的表达

谱来确定吸烟状态。

46.根据权利要求3或31所述的方法，其进一步包括使用吸烟状态作为所述分类步骤的

协变量。

47.根据权利要求9、44或46中的任一项所述的方法，其中所述方法在所述分类步骤之

前使用吸烟状态作为协变量。

48.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其包括执行使用选自基因表达、变体、

突变、融合、杂合性丢失(LOH)和生物学途径效应的一个或多个特征训练的分类器。

49.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中所述分类具有至少约90％的特异

性和至少约70％的灵敏度。

50.根据前述权利要求中的任一项所述的方法，其中用于将所述样品分类为UIP或非

UIP的表达数据包括与选自表5所列基因的基因相对应的至少两种转录物的表达数据。

51.根据权利要求50所述的方法，其中所使用的表达数据包括表5中列出的每一个基

因。

52.一种治疗特发性肺纤维化(IPF)未确诊的受试者的方法，包括，

(a)通过阵列、测序或qRT-PCR来测量从受试者的气道获得的一个或多个样品中至少两

个基因的表达水平，其中所述基因选自表5中列出的基因，并且其中所述方法包括：

(i)在所述测量步骤之前物理汇集至少两个样品；

(ii)汇集从两个单独的样品独立地测量的至少两个表达数据集；或

(iii)(i)与(ii)的组合；
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(b)如果存在以下情况，则施用有效治疗IPF的化合物：

(i)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一个的表达水平升

高；和/或

(ii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一个的表达水平降

低；和/或

(iii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的至少一个的表达水

平升高，并且相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的至少一个的表达

水平降低。

53.根据权利要求52所述的方法，其中所述施用步骤仅在(i)中的所述升高和/或(ii)

中的所述降低显著时进行。

54.一种检测汇集的肺组织测试样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法，包括：

(a)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以及

(b)使用计算机生成的经训练的分类器将所述测试样品分类为UIP或非UIP；

其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录物的

表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有UIP或非UIP的确认

诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中在所述分类之前汇集所述

测试样品。

55.根据权利要求54所述的方法，其中所述分类器训练使用在表5中列出的一个或多个

基因的表达水平。

56.根据权利要求54-55中的任一项所述的方法，其中所述分类器训练使用在表5中列

出的所有基因的表达水平。

57.根据权利要求54-56中的任一项所述的方法，其中所述计算机生成的经训练的分类

器基于在表5中列出的一个或多个基因的表达水平将所述测试样品分类为UIP或非UIP。

58.根据权利要求57所述的方法，其中所述分类器基于在表5中列出的所有基因的转录

物的表达水平将所述测试样品分类为UIP或非UIP。

59.一种检测汇集的肺组织测试样品是否对疾病或病况呈阳性的方法，包括：

(a)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以及

(b)使用计算机生成的经训练的分类器将所述测试样品分类为对所述疾病或病况呈阳

性或呈阴性；

其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录物的

表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有对所述疾病或病况

呈阳性或阴性的确认诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中在所

述分类之前汇集所述测试样品。

60.一种用有效治疗特发性肺纤维化(IPF)的治疗剂治疗有需要的受试者的方法，包

括，

向所述有需要的受试者施用有效剂量的有效治疗IPF的化合物；其中如通过计算机生

成的经训练的分类器所确定的，所述有需要的受试者的表5中一个或多个基因的表达水平

表明所述受试者需要IPF治疗。

61.根据权利要求60所述的方法，其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样

权　利　要　求　书 6/7 页

7

CN 109689892 A

7



品中表达的一种或多种转录物的表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个

训练样品具有UIP或非UIP的确认诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并

且其中在所述分类之前汇集所述测试样品。

62.根据权利要求61所述的方法，其中所述计算机生成的经训练的分类器将从所述受

试者获得的样品鉴定为UIP。

63.根据权利要求61所述的方法，其中所述计算机生成的经训练的分类器将从所述受

试者获得的样品鉴定为IPF。

64.一种鉴定受试者是否对肺部病症呈阳性的方法，包括：

(a)获得所述受试者的组织样品；

(b)使所述组织样品的第一部分经受细胞学测试，该细胞学测试指示所述第一部分是

模糊的或可疑的；

(c)在鉴定所述第一部分是模糊的或可疑的之后，测定所述组织样品的第二部分中与

所述肺部病症相关的一种或多种标志物的表达水平；

(d)用经训练的算法处理所述表达水平，从而以至少约90％的准确性生成所述组织样

品对所述肺部病症呈阳性的分类，其中所述经训练的算法用包含多个训练样品的训练集来

训练，并且其中所述组织样品独立于所述多个训练样品；以及

(e)电子地输出所述分类，由此鉴定所述受试者是否对所述肺部病症呈阳性。

65.根据权利要求64所述的方法，其中所述组织样品是肺组织样品。

66.根据权利要求64所述的方法，其中所述组织样品是非肺组织样品。

67.根据权利要求66所述的方法，其中所述非肺组织样品是呼吸上皮样品。

68.根据权利要求67所述的方法，其中所述呼吸上皮样品来自所述受试者的鼻或口。

69.根据权利要求64所述的方法，其中所述表达水平是与UIP相关的多种标志物的表达

水平。

70.根据权利要求64所述的方法，其中所述准确性为至少约95％。

71.根据权利要求64所述的方法，其中所述分类以至少约90％的特异性生成。

72.根据权利要求64所述的方法，其中所述分类以至少约70％的灵敏度生成。

73.根据权利要求64所述的方法，其中所述经训练的算法被配置用于在至少100个独立

的测试样品中以至少约90％的准确性将组织样品分类。

74.根据权利要求64所述的方法，其中所述分类电子地输出在用户的电子显示器的图

形用户界面上。

75.根据权利要求64所述的方法，其中所述肺部病症是寻常型间质性肺炎(UIP)或非寻

常型间质性肺炎(非UIP)。

76.根据权利要求64所述的方法，其中所述第一部分不同于所述第二部分。
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用于检测寻常型间质性肺炎的方法和系统

交叉引用

[0001] 本申请要求于2016年9月7日提交的美国临时专利申请序列号62/384 ,609和于

2017年7月5日提交的美国临时专利申请序列号62/528,899的优先权，二者通过引用整体并

入本文。

发明背景

[0002] 间质性肺病(ILD)是一组非均一的急性和慢性双侧实质肺病，其具有类似的临床

表现，但严重性和后果较为宽泛，包括不同的疾病进展、治疗反应和存活期1。其中，特发性

肺纤维化(IPF)是一种最常见(每年北美发病率为万分之1.4至万分之6)且最严重的ILD，其

特征在于进行性纤维化、肺功能恶化和死亡3-6。在适当的临床环境中，根据在HRCT和/或SLB

上存在寻常型间质性肺炎(UIP)模式来确定IPF8。较长的诊断时间加上疾病的快速进程迫

使人们需要新的工具来尽量减少患者在未确诊期间的痛苦。大多数被诊断为患有IPF的患

者在其初次诊断后的五年内死亡7,8。然而，最近可用的已在稳定IPF疾病进展方面显示出前

景的两种新抗纤维化药物吡非尼酮(pirfenidone)和尼达尼布(nintedanib)，以及开发中

的其他治疗剂，可能会改变这种情况9-11，因此准确的诊断对于适当的治疗干预至关重

要5,12。

[0003] 鉴于这些用肺移植和/或抗纤维化口服化合物进行治疗的新可能性，区分IPF与其

他纤维化IIP的诊断具有重要意义2。此外，许多经常与IPF混淆的病症用免疫抑制剂进行治

疗。由于联合免疫抑制治疗IPF已被证明是有害的，因此选择正确的治疗方法至关重要2,33。

[0004] IPF可能难以诊断。国际公认的指南建议在ILD的诊断和管理中对临床、放射学和

病理疾病特征进行多学科评价。IPF的诊断方法需要排除其他间质性肺炎，以及结缔组织疾

病以及环境和职业暴露3-6。疑似患有IPF的患者通常接受胸部的高分辨率计算机断层扫描

(HRCT)，但这只有在寻常型间质性肺炎(UIP)模式非常明显时才能以高特异性确认该疾

病5,13。因此，对于大约三分之一的ILD患者，可以在不进行SLB的情况下实现对IPF的可靠诊

断34-36。对于那些在HRCT上没有可靠的UIP模式诊断的患者(例如，可能UIP，以及很可能UIP

的工作类别)，据估计存在组织学UIP的阳性预测值(PPV)约为60％35,36，这个水平被认为仍

需进行SLB的确认8。因此，由于HRCT结果常常是非决定性的，大量患者需要进行侵入性诊断

性外科肺活检(SLB)来阐明间质性肺炎和/或UIP模式的组织病理学特征5,14，而从症状发作

到诊断IPF的典型时长可能为1-2年15。由于针对冷冻活检报告的高手术并发症发生率37，以

及与SLB相关的院内和90天死亡率分别达到1.7％和3.9％38，本领域非常需要一种侵入性较

小的诊断IPF的方法。

[0005] 在经支气管活检(TBB)中可靠鉴定UIP病理学的难点在于对肺泡状肺实质的充分

采样和非均一的疾病分布。病理学家之间会出现不一致，并且正确的诊断可能取决于个体

的经验16。尽管进行了组织病理学评价，可能仍然难以得到明确的诊断。在具有高TBB采样充

分率的回顾性研究中，具有与UIP一致的临床和影像学特征的患者中有30％-43％被确认为

UIP11,12，而第三项研究报告确认率<10％13。这导致许多人去评价可能提供更大肺泡采样的

替代支气管镜研究14,15。目前这些研究受到可用性和缺乏大型多中心研究的限制16。当肺病
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学家、放射科医师和病理学家的多学科团队(MDT)合议时，诊断准确性有所提高17；但遗憾的

是，并非所有患者及其医师都能得到由经验丰富的MDT进行的这一级别的专家评审。这种评

审非常耗时，并且需要患者前往具有公认专业知识的地区中心。

[0006] 因此，需要更有效的诊断IPF的方法，例如，在支气管镜采样中检测UIP但不依赖于

肺泡的充分采样的更稳定的方法。此外，还需要区分UIP与非UIP的方法。

[0007] 虽然科技文献中的基因表达谱分析研究已经报道了IPF与其他ILD亚型之间的差

异表达18,19，但是除了我们的在先申请PCT/US2015/059309(通过引用整体并入本文)之外，

没有人尝试在包含常常作为临床医生区分诊断的一部分而存在的其他亚型的数据集中进

行UIP分类。此外，没有人利用过实际或计算机模拟的样品汇集来实现差异诊断的更高灵敏

度和/或特异性。此外，没有人报告过不受细胞异质性影响的分类器。

[0008] 本文描述的方法令人惊讶地能够通过利用患者样品的物理或计算机汇集来获得

区分诊断的更高特异性和/或灵敏度。此外，尽管现有技术表明需要细胞同质性，但本文所

述的方法令人惊讶地不受细胞异质性的影响。因此，本公开内容提供了对现有技术的显著

改进，用于使用差异基因表达来区分IPF与其他ILD亚型。

发明内容

[0009] 本公开内容提供了使用分类器来区分寻常型间质性肺炎(UIP)样品与非UIP样品

的方法和系统。已使用专家病理学诊断作为真值标签确认了本文所述的方法的准确性。因

此，本文所述的方法提供了病理学替代测试，其准确地区分样品例如经支气管活检物(TBB)

中的UIP模式与非UIP模式。

[0010] 在一些实施方案中，本公开内容提供了用于检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎

(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法和/或系统。在一些实施方案中，提

供了用于确定肺组织样品是否是寻常型间质性肺炎(UIP)阳性的方法，包括检测表1、表5、

表15或其组合中列出的一个或多个基因在生物样品中的mRNA表达水平。在特定实施方案

中，本公开内容提供了用于检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎(UIP)阳性还是非寻常型

间质性肺炎(非UIP)阳性的方法和/或系统，包括检测表5中列出的一个或多个基因在生物

样品中的mRNA表达水平。在一些实施方案中，所述方法包括检测表5中列出的所有基因。在

一些实施方案中，所述方法进一步包括将上文确定的表达水平(例如，表5中列出的一个或

多个基因的表达水平)转化成UIP评分，该UIP评分指示受试者患有IPF(例如，相对于另一

ILD)的可能性。在一些实施方案中，根据具有大于70％的阴性预测值(NPV)的模型来确定风

险评分，以排除UIP。在一些实施方案中，根据具有大于80％的阳性预测值(NPV)的模型来确

定风险评分，以诊断UIP。在一些实施方案中，提供了一种方法，其用于：测定受试者的测试

样品中第一组转录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括在

UIP中超表达并在表1和/或表15任一者中列出的任一个或多个基因，而所述第二组转录物

包括在UIP中低表达并在表1和/或表15任一者中列出的任一个或多个基因。在一些实施方

案中，提供了一种方法，其用于：测定受试者的测试样品中第一组转录物和第二组转录物中

每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括在UIP中超表达并在表5中列出的任一个或

多个基因，而所述第二组转录物包括在UIP中低表达并在表5中列出的任一个或多个基因。

在一些实施方案中，所述方法进一步提供将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一
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者的表达水平与相应转录物的参考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达

水平，存在(a)对应于所述第一组的表达水平的升高或(b)对应于所述第二组的表达水平的

降低，则将肺组织分类为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，

存在(c)对应于所述第二组的表达水平的升高或(d)对应于所述第一组的表达水平的降低，

则将肺组织分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。在一些实施方案中，所述方法进一步提供

对在表1和/或表15中列出的所述一个或多个基因中的任一者的序列变体进行确定和/或比

较。在一些实施方案中，所述方法提供对在表5中列出的所述一个或多个基因中的任一者的

序列变体进行确定和/或比较。

[0011] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎

(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法，包括：测定受试者的测试样品中

第一组转录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在

UIP中超表达并在表1和/或表15中列出的任一基因的一个或多个序列，而所述第二组转录

物包括对应于在UIP中低表达并在表1和/或表15中列出的任一基因的一个或多个序列；以

及将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参考表

达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(a)对应于所述第一组的表

达水平的升高和/或(b)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为寻常

型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(c)对应于所述第二组的

表达水平的升高和/或(d)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为非

寻常型间质性肺炎(非UIP)。

[0012] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎

(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法，包括：测定受试者的测试样品中

第一组转录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在

UIP中超表达并在表5中列出的任一基因的一个或多个序列，而所述第二组转录物包括对应

于在UIP中低表达并在表5中列出的任一基因的一个或多个序列；以及将所述第一组转录物

和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参考表达水平进行比较，以便

(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(a)对应于所述第一组的表达水平的升高和/或(b)

对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为寻常型间质性肺炎(UIP)，或

者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(c)对应于所述第二组的表达水平的升高和/或

(d)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为非寻常型间质性肺炎(非

UIP)。在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎(UIP)阳

性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法，包括：测定受试者的测试样品中第一组转

录物和第二组转录物中每一者的表达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超

表达并在表1、表5和/或表15中列出的任一基因的一个或多个序列，而所述第二组转录物包

括对应于在UIP中低表达并在表1、表5和/或表15中列出的任一基因的一个或多个序列；以

及将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参考表

达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(a)对应于所述第一组的表

达水平的升高和/或(b)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为寻常

型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(c)对应于所述第二组的

表达水平的不变或升高和/或(d)对应于所述第一组的表达水平的不变或降低，则将所述肺
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组织分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

[0013] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎

(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法，包括：通过测序、阵列杂交或核酸

扩增来测定来自受试者肺组织的测试样品中第一组转录物和第二组转录物中每一者的表

达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超表达并在表1和/或表15中列出的任

一基因的一个或多个序列，而所述第二组转录物包括对应于在UIP中低表达并在表1和/或

表15任一者中列出的任一基因的一个或多个序列；以及将所述第一组转录物和所述第二组

转录物中每一者的表达水平与相应转录物的参考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于

所述参考表达水平，存在(a)对应于所述第一组的表达水平的升高和/或(b)对应于所述第

二组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相

比于所述参考表达水平，存在(c)对应于所述第二组的表达水平的升高和/或(d)对应于所

述第一组的表达水平的降低，则将所述肺组织分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

[0014] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是寻常型间质性肺炎

(UIP)阳性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法，包括：通过测序、阵列杂交或核酸

扩增来测定来自受试者肺组织的测试样品中第一组转录物和第二组转录物中每一者的表

达水平，其中所述第一组转录物包括对应于在UIP中超表达并在表5中列出的任一基因的一

个或多个序列，而所述第二组转录物包括对应于在UIP中低表达并在表5中列出的任一基因

的一个或多个序列；以及将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表达水平与

相应转录物的参考表达水平进行比较，以便(1)如果相比于所述参考表达水平，存在(a)对

应于所述第一组的表达水平的升高和/或(b)对应于所述第二组的表达水平的降低，则将所

述肺组织分类为寻常型间质性肺炎(UIP)，或者(2)如果相比于所述参考表达水平，存在(c)

对应于所述第二组的表达水平的升高和/或(d)对应于所述第一组的表达水平的降低，则将

所述肺组织分类为非寻常型间质性肺炎(非UIP)。

[0015] 在一些实施方案中，所述第一组包括2种或更多种不同的转录物，或3种或更多种、

4种或更多种、5种或更多种、10种或更多种、15种或更多种、20种或更多种，或超过20种不同

的转录物。

[0016] 在一些实施方案中，所述第二组包括2种或更多种不同的转录物，或3种或更多种、

4种或更多种、5种或更多种、10种或更多种、15种或更多种、20种或更多种，或超过20种不同

的转录物。

[0017] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性

的方法，包括：测定在测试样品中表达的两种或更多种转录物的表达水平；以及使用计算机

生成的分类器将所述样品分类为UIP或非UIP；其中使用包括HP、NSIP、结节病、RB、细支气管

炎和机化性肺炎(OP)在内的非UIP病理学亚型的非均质谱训练所述分类器；并且其中在所

述测试样品中表达的所述两种或更多种转录物选自表1和/或表15中列出的任两个或更多

个序列，或SEQ  ID  NO:1-151中的任两个或更多个。

[0018] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性

的方法，包括：测定在测试样品中表达的两种或更多种转录物的表达水平；以及使用计算机

生成的分类器将所述样品分类为UIP或非UIP；其中使用包括HP、NSIP、结节病、RB、细支气管

炎和机化性肺炎(OP)在内的非UIP病理学亚型的非均质谱训练所述分类器；并且其中在所
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述测试样品中表达的所述两种或更多种转录物选自表5中列出的任两个或更多个序列。

[0019] 在一些实施方案中，所述测试样品是从所述受试者获得的多个样品的池。在一些

实施方案中，所述池包括2、3、4或5个从所述受试者获得的样品。

[0020] 在一些实施方案中，所述方法包括汇集从所述受试者获得的多个单独样品的表达

水平数据。在一些实施方案中，汇集来自2、3、4或5个从所述受试者获得的样品的表达水平

数据。

[0021] 在一些实施方案中，所述测试样品是活检样品或支气管肺泡灌洗样品。在一些实

施方案中，所述活检样品是经支气管活检样品。在一些实施方案中，所述测试样品是新鲜冷

冻或固定的。

[0022] 在一些实施方案中，使用RT-PCR、DNA微阵列杂交、RNASeq或其组合来完成测定所

述表达水平。在一些实施方案中，所述表达水平通过检测所述测试样品中表达的核苷酸来

测定，或从所述测试样品中表达的核苷酸合成。在一些实施方案中，所述方法包括在测定所

述表达水平之前从所述测试样品中表达的RNA合成cDNA。在一些实施方案中，所述方法包括

在测定所述表达水平之前从cDNA合成双链cDNA。在一些实施方案中，所述方法包括在测定

所述表达水平之前从所述双链cDNA合成非天然RNA。在一些实施方案中，所述非天然RNA是

cDNA。在一些实施方案中，所述非天然RNA被标记。在一些实施方案中，标签包括测序衔接子

或生物素分子。在一些实施方案中，所述方法包括在测定所述表达水平之前扩增所述核苷

酸。

[0023] 在一些实施方案中，所述方法包括标记所述转录物中的一种或多种。在一些实施

方案中，所述方法进一步包括测量所述测试样品中的至少一种对照核酸的表达水平。

[0024] 在一些实施方案中，所述方法包括将所述肺组织分类为间质性肺病(ILD)、特定类

型的ILD、非ILD或非诊断性中的任一者。在一些实施方案中，所述肺组织被分类为特发性肺

纤维化(IPF)或非特异性间质性肺炎(NSIP)。在一些实施方案中，所述方法包括使用吸烟状

态作为所述分类步骤的协变量。在一些实施方案中，通过检测指示所述受试者的吸烟者状

态的表达谱来确定吸烟状态。

[0025] 在一些实施方案中，所述样品的分类包括检测对吸烟者状态偏差敏感的一种或多

种转录物的表达水平，其中与对吸烟者偏差不敏感的转录物不同地，对所述对吸烟者状态

偏差敏感的转录物进行加权。

[0026] 在一些实施方案中，所述样品的分类包括检测对吸烟者状态偏差敏感的一种或多

种转录物的表达水平，其中从所述分类步骤中排除所述对吸烟者状态偏差敏感的转录物。

[0027] 在一些实施方案中，所述方法包括执行使用选自基因表达、变体、突变、融合、杂合

性丢失(LOH)和生物学途径效应的一个或多个特征训练的分类器。在一些实施方案中，使用

包括基因表达、序列变体、突变、融合、杂合性丢失(LOH)和生物学途径效应在内的特征来训

练所述分类器。

[0028] 在一些实施方案中，所述分类步骤进一步包括检测所述测试样品中的序列变体，

并将所述序列变体与参考样品中的相应序列进行比较，以将所述样品分类为UIP或非UIP。

[0029] 在一些实施方案中，本文公开的用于检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的

方法进一步包括如果所述样品被分类为UIP，则用能够治疗IPF的化合物治疗所述受试者。

在一些实施方案中，所述化合物是抗纤维化药。在一些实施方案中，所述化合物选自吡非尼
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酮、尼达尼布、其药学上可接受的盐，以及它们的组合。

[0030] 在一些实施方案中，在本文公开的用于检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性

的方法中进行的分类具有至少约90％的特异性和至少约70％的灵敏度。

[0031] 在一些实施方案中，本文公开的用于检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的

方法包括测定选自SEQ  ID  NO:1-320的至少两种转录物的表达数据。在一些实施方案中，本

文公开的用于检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法包括测定SEQ  ID  NO:1-320

中每一者的表达数据。

[0032] 在一些实施方案中，本文公开的用于检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的

方法包括测定选自表5所列基因的至少两个基因的表达数据。在一些实施方案中，本文公开

的用于检测肺组织样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法包括测定表5中列出的基因中每一

者的表达数据。

[0033] 在一些实施方案中，本文公开的方法进一步包括(i)从受试者获得样品，(ii)使所

述样品的第一部分经受细胞学分析，该细胞学分析指示所述样品的所述第一部分是模糊的

或不确定的，以及(iii)将所述样品的第二部分作为测试样品进行测定。在一些实施方案

中，所述第一部分和第二部分是不同的部分。

[0034] 在一些实施方案中，所述将所述第一组转录物和所述第二组转录物中每一者的表

达水平与相应转录物的参考表达水平进行比较使用经训练的算法来进行，所述经训练的算

法用多个样品来训练，其中所述测试样品独立于所述多个样品。

[0035] 在一些实施方案中，本公开内容提出了治疗特发性肺纤维化(IPF)未确诊的患者

的方法，包括，(A)通过阵列、测序或qRT-PCR来测量从受试者的气道获得的一个或多个样品

中至少两个基因的表达水平，其中所述基因选自表1和/或表15中列出的基因，并且其中所

述方法包括(i)在所述测量步骤之前汇集至少两个样品；(ii)汇集从两个单独的样品独立

地测量的至少两个表达数据集；或(i)与(ii)的组合；以及(B)如果存在以下情况，则施用有

效治疗IPF的化合物：(i)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一

个的表达水平升高；和/或(ii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的

每一个的表达水平降低；和/或(iii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基

因中的至少一个的表达水平升高，并且相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个

基因中的至少一个的表达水平降低。

[0036] 在一些实施方案中，所述施用步骤仅在(i)中的所述升高和/或(ii)中的所述降低

显著时进行。

[0037] 在一些实施方案中，本公开内容提出了治疗特发性肺纤维化(IPF)未确诊的患者

的方法，包括，(A)通过阵列、测序或qRT-PCR来测量从受试者的气道获得的一个或多个样品

中至少两个基因的表达水平，其中所述基因选自表5中列出的基因，并且其中所述方法包括

(i)在所述测量步骤之前汇集至少两个样品；(ii)汇集从两个单独的样品独立地测量的至

少两个表达数据集；或(i)与(ii)的组合；以及(B)如果存在以下情况，则施用有效治疗IPF

的化合物：(i)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一个的表达水

平升高；和/或(ii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的每一个的表

达水平降低；和/或(iii)相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的至少

一个的表达水平升高，并且相比于相应转录物的参考表达水平，所述至少两个基因中的至
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少一个的表达水平降低。

[0038] 在一些实施方案中，所述施用步骤仅在(i)中的所述升高和/或(ii)中的所述降低

显著时进行。

[0039] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测汇集的肺组织测试样品是UIP阳性还

是非UIP阳性的方法，包括：(A)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以

及(B)使用计算机生成的经训练的分类器将所述测试样品分类为UIP或非UIP；其中使用在

从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录物的表达水平来训练

所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有UIP或非UIP的确认诊断，其中至少

两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中在所述分类之前汇集所述测试样品。

[0040] 在一些实施方案中，所述汇集包括物理汇集。在一些实施方案中，所述汇集包括计

算机汇集。

[0041] 在一些实施方案中，所述分类器训练使用在表1和/或表15中列出的一种或多种转

录物的表达水平。在一些实施方案中，所述分类器训练使用在表5中列出的一个或多个基因

的表达水平。在一些实施方案中，所述分类器训练使用在表1中列出的所有转录物的表达水

平。在一些实施方案中，所述分类器训练使用在表15中列出的所有转录物的表达水平。在一

些实施方案中，所述分类器训练使用在表5中列出的所有转录物的表达水平。在一些实施方

案中，所述分类器训练使用在表5中列出的所有转录物以及在表1或表15中列出的一个或多

个额外基因的表达水平。在一些实施方案中，所述分类器训练使用在表1和表15中列出的所

有转录物的表达水平。在一些实施方案中，所述计算机生成的经训练的分类器基于在表1

和/或表15中列出的一种或多种转录物的表达水平将所述测试样品分类为UIP或非UIP。在

一些实施方案中，所述分类器基于在表1中列出的所有转录物的表达水平将所述测试样品

分类为UIP或非UIP。在一些实施方案中，所述分类器基于在表15中列出的所有转录物的表

达水平将所述测试样品分类为UIP或非UIP。在一些实施方案中，所述分类器基于在表1和表

15中列出的所有转录物的表达水平将所述测试样品分类为UIP或非UIP。在一些实施方案

中，所述分类器训练使用在表5中列出的所有基因的表达水平。在一些实施方案中，所述计

算机生成的经训练的分类器基于在表5中列出的一种或多种转录物的表达水平将所述测试

样品分类为UIP或非UIP。在一些实施方案中，所述分类器基于在表5中列出的所有转录物的

表达水平将所述测试样品分类为UIP或非UIP。

[0042] 在一些实施方案中，本公开内容提供了检测汇集的肺组织测试样品是否对疾病或

病况呈阳性的方法，包括：(A)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以

及(B)使用计算机生成的经训练的分类器将所述测试样品分类为对所述疾病或病况呈阳性

或呈阴性；其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录

物的表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有对所述疾病或

病况呈阳性或阴性的确认诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中

在所述分类之前汇集所述测试样品。

[0043] 在一些实施方案中，所述汇集包括物理汇集。在一些实施方案中，所述汇集包括计

算机汇集。在一些实施方案中，所述分类器基于在表5中列出的一个或多个基因的表达水平

将所述样品分类。在特定实施方案中，所述分类器基于在表5中列出的所有基因的表达水平

将所述样品分类。
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[0044] 在一些实施方案中，所述疾病或病况选自：肺部病症、肺癌、间质性肺病(ILD)、特

发性肺纤维化(IPF)、寻常型间质性肺炎(UIP)或非寻常型间质性肺炎(非UIP)、急性肺损

伤、细支气管炎、脱屑性间质性肺炎、弥漫性肺泡损伤、肺气肿、嗜酸性粒细胞性肺炎、非特

异性间质性肺炎(NSIP)(包括细胞亚型、混合亚型或Favor亚型)、肉芽肿病、过敏性肺炎

(HP)、Favor亚型过敏性肺炎(Favor  HP)、机化性肺炎、肺孢子虫肺炎、肺动脉高压、呼吸性

细支气管炎、肺结节病、吸烟相关的间质纤维化、慢性阻塞性肺病(COPD)、烟雾暴露史、长期

烟雾暴露、短期烟雾暴露以及慢性间质纤维化。

[0045] 在一些实施方案中，本公开内容提供了用有效治疗特发性肺纤维化(IPF)的治疗

剂治疗有需要的受试者的方法，包括向有需要的受试者施用有效剂量的有效治疗IPF的化

合物，其中如通过计算机生成的经训练的分类器所确定的，所述有需要的受试者的表5中一

个或多个基因的表达水平表明所述受试者需要IPF治疗。

[0046] 在一些实施方案中，使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一

种或多种转录物的表达水平来训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有

UIP或非UIP的确认诊断，其中至少两个所述训练样品从单个受试者获得；并且其中在所述

分类之前汇集所述测试样品。在特定实施方案中，所述计算机生成的经训练的分类器将从

所述受试者获得的样品鉴定为UIP。在特定实施方案中，所述计算机生成的经训练的分类器

将从所述受试者获得的样品鉴定为IPF。

[0047] 在一些实施方案中，本公开内容提供了用于鉴定受试者是否对肺部病症呈阳性的

方法，包括：(a)获得所述受试者的组织样品；(b)使所述组织样品的第一部分经受细胞学测

试，该细胞学测试指示所述第一部分是模糊的或可疑的；(c)在鉴定所述第一部分是模糊的

或可疑的之后，测定所述组织样品的第二部分中与所述肺部病症相关的一种或多种标志物

的表达水平；(d)用经训练的算法处理所述表达水平，从而以至少约90％的准确性生成所述

组织样品对所述肺部病症呈阳性的分类，其中所述经训练的算法用包含多个训练样品的训

练集来训练，并且其中所述组织样品独立于所述多个样品；以及(e)电子地输出所述分类，

由此鉴定所述受试者是否对所述肺部病症呈阳性。

[0048] 在一些实施方案中，所述组织样品是肺组织样品。在一些实施方案中，所述组织样

品是非肺组织样品。在一些实施方案中，所述非肺组织样品是呼吸上皮样品。在一些实施方

案中，所述呼吸上皮样品来自所述受试者的鼻或口。

[0049] 在一些实施方案中，所述表达水平是与UIP相关的多种标志物的表达水平。

[0050] 在一些实施方案中，所述准确性为至少约95％。

[0051] 在一些实施方案中，所述分类以至少约90％的特异性生成。在一些实施方案中，所

述分类以至少约70％的灵敏度生成。

[0052] 在一些实施方案中，所述经训练的算法被配置用于在至少100个独立的测试样品

中以至少约90％的准确性将肺组织样品分类。

[0053] 在一些实施方案中，所述分类电子地输出在用户的电子显示器的图形用户界面

上。

[0054] 在一些实施方案中，所述肺部病症是寻常型间质性肺炎(UIP)或非寻常型间质性

肺炎(非UIP)。

[0055] 在一些实施方案中，所述第一部分不同于所述第二部分。
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[0056] 在一些实施方案中，本公开内容提供了鉴定受试者是寻常型间质性肺炎(UIP)阳

性还是非寻常型间质性肺炎(非UIP)阳性的方法，包括：(a)获得所述受试者的组织样品；

(b)使所述组织样品的第一部分经受细胞学测试，该细胞学测试指示所述第一部分是模糊

的或可疑的；(c)在鉴定所述第一部分是模糊的或可疑的之后，测定所述组织样品的第二部

分中与UIP相关的一种或多种标志物的表达水平；(d)用经训练的算法处理所述表达水平，

从而以至少约90％的准确性生成所述组织样品为UIP阳性或非UIP阳性的分类，其中所述经

训练的算法用包含多个训练样品的训练集来训练，并且其中所述组织样品独立于所述多个

样品；以及(e)电子地输出所述分类，由此鉴定所述受试者是UIP阳性还是非UIP阳性。

[0057] 本公开内容的另一个方面提供了一种包含机器可执行代码的非暂时性计算机可

读介质，所述机器可执行代码在由一个或多个计算机处理器执行时实现本文上面或其他地

方所述的任何方法。

[0058] 本公开内容的另一个方面提供了一种包含一个或多个计算机处理器和与所述一

个或多个计算机处理器耦合的非暂时性计算机可读介质的计算机系统。所述非暂时性计算

机可读介质包含机器可执行代码，所述机器可执行代码在由所述一个或多个计算机处理器

执行时实现本文上面或其他地方所述的任何方法。

[0059] 通过仅示出并描述本发明的说明性实施方案的以下具体实施方式，本公开内容的

其他方面和优点将变得对本领域技术人员而言显而易见。应当认识到，本公开内容能够具

有其他和不同的实施方案，并且其若干细节能够在各个明显的方面进行修改，所有这些都

不脱离本公开内容。因此，附图和详述将被视为在本质上是说明性的，而不是限制性的。

援引并入

[0060] 在本说明书中所提及的所有出版物、专利和专利申请都通过引用并入本文，其程

度犹如特别地和单独地指出每个单独的出版物、专利或专利申请通过引用而并入。在通过

引用并入的出版物和专利或专利申请与本说明书中包含的公开内容相矛盾时，本说明书旨

在替代和/或优先于任何这类矛盾的材料。

附图说明

[0061] 本公开内容的新特征在所附权利要求书中详细阐明。通过参考对利用本发明原理

的说明性实施方案加以阐述的以下具体实施方式和附图(本文中也称为“图”)，将会对本公

开内容的特征和优点获得更好的理解，附图中：

[0062] 图1。用两个样品(样品A和样品B)进行的假想患者的中心病理学诊断过程。三名专

业病理学家参与评审过程。对于样品水平上的诊断，每个样品的载玻片由每位病理学家评

审(病理学家缩写为Path.)。对于患者水平上的诊断，将来自所有样品的载玻片(本练习中

为两个)集中并由每个病理学家一起评审。样品水平和患者水平上的诊断都经历相同的评

审过程。使用多数票决作为最终诊断，除非专业病理学家甚至在商议后也未能达成一致，在

这种情况下，由于对诊断缺乏信心而略过该样品。在所有库存组织(n＝128)中仅观察到一

例这样的情况。

[0063] 图2。样品排除/纳入程序。图2示出了经筛选用于本研究的113名患者和相关TBB样

品的流程图。该图阐明了在每个连续处理步骤中患者和样品的队列(中央方形)、处理步骤

(不规则四边形)和排除(外侧方形)。
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[0064] 图3。分类器表现。图3A-3D示出了单样品分类表现。使用经53名患者训练的分类器

通过交叉验证对训练中使用的各个TBB样品进行评分(图3A，图3B)，并对来自31名患者的独

立测试队列的TBB样品进行前瞻性评分(图3C，图3D)。对于训练集(图3A)和验证集(图3C)中

的每个TBB样品，绘制按患者垂直排列的分类评分(y轴)。各个样品根据肺叶水平的病理学

诊断进行着色，其中符号表示来源肺叶(图例)。在下x轴上提供患者水平的病理学诊断，并

且在每个图的上x轴上提供放射学诊断。在训练集上的交叉验证中确定并且前瞻性地应用

于测试集的决策边界以水平虚线示出。在为所有样品给出评分时的总体表现总结，在训练

集上的交叉验证中提供(图3B)，并且前瞻性地在验证集上提供(图3D)。每个队列中的真阳

性、真阴性、假阳性和假阴性样品的总数被总结成2x  2表。列出了受试者工作特征曲线下面

积(ROC-AUC)、灵敏度和特异性，以及相关的90％置信区间。图3中使用的病理学和放射学首

字母缩略词：ACL，急性肺损伤；BR，细支气管炎；CIF，NOC，慢性间质纤维化，未另外分类；

DIP，脱屑性间质性肺炎；DAD，弥漫性肺泡损伤；EMP，肺气肿；EO-PN，嗜酸性粒细胞性肺炎；

NA，不可用/缺失；ND，非诊断性；NSIP，非特异性间质性肺炎；NSIP-C，细胞NSIP；NSIP-F，

Favor  NSIP；GR，肉芽肿病；HP，过敏性肺炎；HP-F，Favor  HP；OP，机化性肺炎；OTHR，其他；

PN-PN，肺孢子虫肺炎；PL-HY，肺动脉高压；RB，呼吸性细支气管炎；SRC，结节病；SRIF，吸烟

相关的间质纤维化；UIP，寻常型间质性肺炎；UIP-C，典型UIP；UIP-D，困难UIP；UIP-F，倾向

UIP(Favor  UIP)；UIP-DE，明确UIP；UIP-P，很可能UIP。

[0065] 图4：来自相同患者的TBB混合物中UIP的分类。图4A示出了来自8名患者(x轴)的

TBB样品，其在体外作为单独样品处理并由84-患者分类器(蓝色方形)评分(y轴)。示出了来

自每名患者的各个TBB样品的平均评分以用于比较(深蓝色三角形)。图4B示出了通过单样

品TBB数据的随机采样对整个84-患者队列的多个(每名患者2-5个)TBB样品的混合物进行

的计算机模拟。用84-患者UIP分类器对混合物进行评分，并且生成了100倍的针对跨整个队

列的分类表现的ROC-AUC点估值，并针对每种混合物条件绘图。箱形图表示每个采样条件下

的中值ROC-AUC。图4C示出了图4B中所示的表现，表示为在目标特异性为90％时在混合物中

的测试灵敏度。随着可变性的降低，测试灵敏度提高到约72％。水平红色虚线示出了单样品

分类器的ROC-AUC，作为参考点。图4D示出了一组33名受试者中的混合物模拟，其中每名受

试者有两个肺上叶TBB和三个肺下叶TBB可用。当采样限于肺上叶或肺下叶时，表现没有改

善。

[0066] 图5。图5A示出了使用24种标志物(44种标志物的子集)根据主成分的无监督聚类；

TBB样品为蓝色，SLB样品为橙色。图5B示出了TBB群体内9个基因的双峰表达：SFTPB、SFTPC、

SFTPD、ABCA3、CEBPA、AGER、GPRC5A、HOPX和SFTPA1；TBB表达以蓝色计数，SLB表达以橙色计

数。图5C示出了SFTPA1、SFTPB、SFTPC和SFTPD之间的相关的、方向一致的表达，但在PDPN与

AQP5之间或在这两个组的成员之间没有这样的表达；TBB表达以蓝色计数，SLB表达以橙色

计数。

[0067] 图6：经支气管活检物中肺泡基因表达的分布。图6A示出了多种组织、细胞系和肿

瘤类型(x轴)的I型肺泡细胞的两种标志物的表达总和(I型肺泡统计学)(y轴)。还示出了在

当前研究中正常肺组织、肺肿瘤、外科肺活检物(SLB，n＝22)和经支气管活检物中的表达以

用于比较(n＝283)。图6B示出了针对每个TBB样品绘制的I型肺泡统计学，其根据相对于病

理学真值标签的分类正确性(例如，真阴性、假阴性、真阳性和假阳性)进行分组。图6C示出
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了多种组织、细胞系和肿瘤类型(x轴)的四种肺泡细胞标志物的表达总和(II型肺泡统计

学)(y轴)。还示出了在当前研究中正常肺组织、肺肿瘤、外科肺活检物(SLB，n＝22)和经支

气管活检物中的表达以用于比较(n＝283)。图6D示出了针对每个TBB样品绘制的II型肺泡

统计学，其根据相对于病理学真值标签的分类正确性(例如，真阴性、假阴性、真阳性和假阳

性)进行分组。从3名被诊断为IPF的患者(患者P1、P2和P3)获得的外植体样品的成对相关

性。每个样品都标明了位置(上部或下部，中央或外围)。使用将IPF样品与正常肺样品分开

的前200个差异表达基因来计算成对Pearson相关系数，并绘制为热图，其中以品红色表示

较高相关性，以绿色表示较低相关性。正常肺样品之间的相关性以及与正常肺样品的相关

性在0.7的范围内(未示出)。

[0068] 图7。计算机系统；处理器；以及用于训练和利用本文公开的分类器的计算机可执

行过程。图7A示出了可用于实现本文公开的方面的计算机系统的图示。图7B示出了图7A的

计算机系统的处理器的详细图示。图7C示出了本公开内容的一种非限制性方法的详细图

示，其中使用已知的UIP和非UIP样品的基因产物表达数据来训练分类器(例如，使用分类器

训练模块)以区分UIP与非UIP，其中该分类器在一些情况下将吸烟者状态视为协变量，并且

其中将来自未知样品的基因产物表达数据输入到经训练的分类器中，以将未知样品鉴定为

UIP或非UIP，并且其中经由分类器的分类结果得到确定，并经由报告而输出。

[0069] 图8。阐明从88名BRAVE研究受试者衍生出Envisia最终验证组和二级分析组的流

程图(实施例10)。

[0070] 图9。在实施例10研究中用来确定研究受试者的参考标签的中心病理学评审过程

的流程图。

[0071] 图10。Envisia基因组分类器的验证表现。图10A示出了Envisia对49名受试者的最

终验证组的ROC-AUC曲线，其中预先指定的决策边界在ROC曲线上用星号标出。图10B示出了

最终验证组的Envisia分类结果的2x  2表。

[0072] 图11。Envisia验证组中49名受试者的分类评分。按照逐渐增加的分类评分(y轴)

从左到右对受试者进行划分，其中中心病理学诊断在下x轴上而中心放射学诊断(如果可获

得)在上x轴上。实心圆表示具有UIP参考标签的受试者，空心圆表示具有非UIP参考标签的

受试者。测试决策边界用虚线表示。

[0073] 图12。由放射学定义的受试者亚组中的Envisia表现。示出了46个可获得放射学的

最终验证受试者的中心和局部放射学诊断的2x2表，以病理学作为参考标准。对于放射学与

UIP(明确UIP、很可能UIP和可能UIP)一致以及与UIP不一致的受试者子集，示出了针对病理

学的Envisia测试表现。分别针对中心和局部放射学诊断来评价Envisia测试结果。

[0074] 图13。针对受试者临床因素的Envisia测试表现的亚组分析。UIP受试者用红色实

心圆圈标记，非UIP受试者用空心或蓝色圆圈标记。图13A：作为验证队列受试者年龄的函数

的Envisia分类评分。图13B：受试者年龄与分类评分之间没有显著相关性。图13C：作为受试

者性别的函数的Envisia评分。男性UIP患者更容易被Envisia测试遗漏(17名患有病理学

UIP的男性中有10名被Envisia判定为UIP；41％灵敏度，而UIP女性中是6/7)。图13D：作为受

试者吸烟史的函数的Envisia评分。相比于非吸烟者，具有吸烟史的男性UIP患者被Envisia

错误分类的比率更高。

[0075] 图14。针对样品技术因素的Envisia测试表现的亚组分析。UIP受试者用红色实心
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圆圈标记，非UIP受试者用空心或蓝色圆圈标记。图14A和14B：用于估计肺泡含量的总和基

因表达统计学。图14A示出了肺泡I型细胞含量(x轴)，而图14B示出了肺泡II型含量(x轴)E10，

各自相对于Envisia评分(y轴)作图。图14C：按照肺泡II型含量绘制Envisia测试真阳性

(TP)、假阴性(FN)、真阴性(TN)和假阳性(FP)。在被Envisia测试误判的受试者中没有低肺

泡II型含量的富集。图14D：Envisia分类评分与样品质量(RIN或DV200)的相关性，由UIP参

考标签分隔。在非UIP样品中，在更强(更负)的分类评分与更高的样品质量之间存在相关

性，这一点在UIP样品中不明显。

具体实施方式

[0076] 尽管本文中已经示出并描述了本公开内容的各个实施方案，但对于本领域技术人

员显而易见的是，这些实施方案仅以示例的方式提供。本领域技术人员在不脱离本公开内

容的情况下可想到多种变化、改变和替代。应当理解，可采用本文所述的本公开内容实施方

案的各种替代方案。

[0077] 如本文所用的“间质性肺病”或“ILD”(也称为弥漫性实质性肺病(DPLD))是指影响

间质组织(肺部气囊周围的组织和空间)的一组肺病。ILD可根据疑似或已知的病因进行分

类，或可能是特发性的。例如，ILD可分类为由吸入物质(无机或有机)引起、药物(例如，抗生

素、化疗药物、抗心律失常剂、他汀类药物)诱导的、与结缔组织疾病(例如，系统性硬化病、

多发性肌炎、皮肌炎、系统性红斑狼疮、类风湿性关节炎)相关、与肺部感染(例如，非典型性

肺炎、肺孢子虫肺炎(PCP)、结核病、沙眼衣原体、呼吸道合胞病毒)相关、与恶性肿瘤(例如，

淋巴管癌病)相关，或者可以是特发性的(例如，结节病、特发性肺纤维化、哈-里综合征

(Hamman-Rich  syndrome)、抗合成酶综合征)。

[0078] 如本文所用的“ILD炎症”是指特征在于潜在炎症的炎性ILD亚型的分析分组。这些

亚型可共同用作针对IPF和/或任何其他非炎症肺病亚型的比较物。“ILD炎症”可包括HP、

NSIP、结节病和/或机化性肺炎。

[0079] “特发性间质性肺炎”或“IIP”(也称为非感染性肺炎)是指一类ILD，其包括例如脱

屑性间质性肺炎、非特异性间质性肺炎、淋巴样间质性肺炎、隐原性机化性肺炎和特发性肺

纤维化。

[0080] 如本文所用的“特发性肺纤维化”或“IPF”是指特征在于肺的支撑框架(间质)纤维

化的慢性进行性肺病形式。根据定义，当肺纤维化的原因未知时使用该术语(“特发性”)。在

显微镜下，来自患有IPF的患者的肺组织显示出一组特征性的组织学/病理学特征，称为寻

常型间质性肺炎(UIP)，其为IPF的病理对应物。

[0081] “非特异性间质性肺炎”或“NSIP”是特发性间质性肺炎的一种形式，其特征在于细

胞模式由具有一致的或斑块状胶原蛋白沉积的慢性炎性细胞所定义，并且纤维化模式由弥

散性斑块状纤维化所定义。与UIP相反，没有蜂窝状外观和成纤维细胞病症等寻常型间质性

肺炎的特征。

[0082] “过敏性肺炎”或“HP”也称为外源性变应性肺泡炎(EAA)，是指由吸入抗原(例如，

有机粉尘)导致的过度免疫应答超敏反应所引起的肺内的肺泡炎症。

[0083] “肺结节病”或“PS”是指涉及可形成结节的慢性炎性细胞的异常聚集(肉芽肿)的

综合征。HP的炎性过程通常涉及肺泡、小支气管和小血管。在急性和亚急性HP病例中，体检
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通常会显示干性罗音。

[0084] 术语“微阵列”是指可杂交阵列元件，优选多核苷酸探针在基底上的有序排列。

[0085] 当以单数或复数形式使用时，术语“多核苷酸”通常是指任何多核糖核苷酸或多脱

氧核糖核苷酸，其可以是未修饰的RNA或DNA或者修饰的RNA或DNA。因此，例如，如本文所定

义的多核苷酸包括但不限于单链和双链DNA、包括单链和双链区域的DNA、单链和双链RNA、

以及包括单链和双链区域的RNA、包含可以是单链的或更通常是双链的或者包括单链和双

链区域的DNA和RNA的杂合分子。另外，如本文所用的术语“多核苷酸”是指包含RNA或DNA或

者RNA和DNA二者的三链区域。这样的区域中的链可来自相同分子或来自不同分子。该区域

可包括一个或多个分子中的全部，但更典型地仅包括一些分子的区域。三螺旋区域分子中

的一种通常是寡核苷酸。术语“多核苷酸”还可包括含有一个或多个修饰碱基(例如，以提供

可检测的信号，如荧光团)的DNA(例如，cDNA)和RNA。因此，具有为了稳定性或其他原因而修

饰的骨架的DNA或RNA是“多核苷酸”，如该术语在本文所意指的。此外，包含非常见碱基如肌

苷或修饰碱基如氚化碱基的DNA或RNA包括如在本文定义的术语“多核苷酸”内。通常，术语

“多核苷酸”包括未修饰的多核苷酸的所有化学、酶促和/或代谢修饰形式，以及病毒和细胞

(包括简单和复杂细胞)特有的DNA和RNA的化学形式。

[0086] 术语“寡核苷酸”是指相对较短的多核苷酸(例如，100个、50个、20个或更少的核苷

酸)，包括但不限于单链脱氧核糖核苷酸，单链或双链核糖核苷酸、RNA:DNA杂合体和双链

DNA。寡核苷酸，如单链DNA探针寡核苷酸，通常通过化学方法例如使用可商购的自动化寡核

苷酸合成仪合成。然而，寡核苷酸可通过各种其他方法制备，包括体外重组DNA介导的技术

以及通过在细胞和生物体中表达DNA。

[0087] 术语“基因产物”或“表达产物”在本文可互换使用，以指基因的RNA转录产物(RNA

转录物)，包括mRNA，以及这样的RNA转录物的多肽翻译产物。基因产物可以是例如多核苷酸

基因表达产物(例如，未剪接的RNA、mRNA、剪接变体mRNA、微小RNA、片段化RNA等)或蛋白质

表达产物(例如，成熟多肽、翻译后修饰的多肽、剪接变体多肽等)。在一些实施方案中，基因

表达产物可以是包含突变、融合、杂合性丢失(LOH)和/或生物学途径效应的序列变体。

[0088] 应用于基因表达产物的术语“归一化表达水平”是指基因产物相对于一种或多种

参考(或对照)基因表达产物归一化的水平。

[0089] 应用于基因表达产物的术语“参考表达水平”是指一种或多种参考(或“对照”)基

因表达产物的表达水平。应用于基因表达产物的术语“参考归一化表达水平”是指一种或多

种参考(或对照)基因表达产物的归一化表达水平值(即归一化参考表达水平)。在一些实施

方案中，参考表达水平是正常样品中的一种或多种基因产物的表达水平，如本文所述。在一

些实施方案中，参考表达水平通过实验确定。在一些实施方案中，参考表达水平是历史表达

水平，例如，正常样品中的参考表达水平的数据库值，该样品指示单个参考表达水平或多个

参考表达水平的总结(例如，(i)来自单个样品的参考表达水平的重复分析的两个或更多

个，优选三个或更多个参考表达水平的平均值；(ii)来自多个不同样品(例如，正常样品)的

参考表达水平分析的两个或更多个，优选三个或更多个参考表达水平的平均值；(iii)以及

上述步骤(i)和(ii)的组合(即，由多个样品分析的参考表达水平的平均值，其中至少一个

参考表达水平被重复分析))。在一些实施方案中，“参考表达水平”是序列变体的表达水平，

该序列变体例如在通过其他方法明确确定为UIP或非UIP(即确认的病理诊断)的样品中。
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[0090] 应用于基因表达产物的术语“参考表达水平值”是指一种或多种参考(或对照)基

因表达产物的表达水平值。应用于基因表达产物的术语“归一化参考表达水平值”是指一种

或多种参考(或对照)基因表达产物的归一化表达水平值。

[0091] 杂交反应的“严格性”可由本领域普通技术人员容易地确定，并且通常是取决于探

针长度、洗涤温度和盐浓度的经验计算。通常，较长的探针需要较高的温度来进行适当的退

火，而较短的探针需要较低的温度。当互补链存在于低于其解链温度的环境中时，杂交通常

取决于变性DNA再退火的能力。探针与可杂交序列之间所需的同源性程度越高，可使用的相

对温度越高。因此，结果是较高的相对温度可能倾向于使反应条件更严格，而较低的温度则

不那么严格。关于杂交反应的严格性的其他细节和解释，参见Ausubel等人,Current 

Protocols  in  Molecular  Biology,(Wiley  Interscience,1995)。

[0092] 如本文所定义的“严格条件”或“高严格性条件”通常：(1)使用低离子强度溶液和

高温进行洗涤，例如0.015M氯化钠/0.0015M柠檬酸钠/0.1％十二烷基硫酸钠在50℃下；(2)

在杂交期间用变性剂如甲酰胺，例如50％(v/v)甲酰胺与0 .1％牛血清白蛋白/0 .1％

Ficoll/0.1％聚乙烯吡咯烷酮/pH  6.5的50mM磷酸钠缓冲液，伴有750mM氯化钠、75mM柠檬

酸钠，在42℃下；或者(3)使用50％甲酰胺、5x  SSC(0.75M  NaCl、0.075M柠檬酸钠)、50mM磷

酸钠(pH  6.8)、0.1％焦磷酸钠、5x  Denhardt溶液、超声处理的鲑精DNA(50μg/ml)、0.1％

SDS和10％硫酸葡聚糖在42℃下，并在55℃的0.2x  SSC(氯化钠/柠檬酸钠)和50％甲酰胺中

在42℃下洗涤，然后是由含有EDTA的0.1x  SSC组成的在55℃下的高严格性洗涤。

[0093] “中等严格条件”可如Sambrook等人,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual

(Cold  Spring  Harbor  Press,1989)所述进行鉴定，并包括使用不如上述严格的洗涤溶液

和杂交条件(例如，温度、离子强度和％SDS)。中等严格条件的实例是在37℃下在包含20％

甲酰胺、5x  SSC(150mM  NaCl、15mM柠檬酸三钠)、50mM磷酸钠(pH  7.6)，5x  Denhardt溶液、

10％硫酸葡聚糖和20mg/ml变性的剪切鲑精DNA的溶液中过夜温育，然后在1x  SSC中约37-

50℃下洗涤滤器。本领域技术人员将认识到如何根据需要调节温度、离子强度等以适应诸

如探针长度等因素。

[0094] 如本文所用，“敏感性”是指测试的总数中实际具有目标病症的真阳性的比例(即，

患有目标病症的具有阳性测试结果的患者的比例)。如本文所用，“特异性”是指测试的所有

患者中实际不具有目标病症的真阴性的比例(即，未患目标病症的具有阴性测试结果的患

者的比例)。

[0095] 在本公开内容的上下文中，对任何特定基因组中列出的基因的“至少一个”、“至少

两个”、“至少五个”等的提及意指所列基因中的任一个或者任何和所有组合。

[0096] 术语“剪接”和“RNA剪接”可互换使用，并且是指去除内含子并连接外显子以产生

移动到真核细胞的细胞质中的具有连续编码序列的成熟mRNA的RNA加工。

[0097] “治疗有效量”或“治疗有效剂量”是指当施用于受试者(例如，优选哺乳动物，更优

选人)时，足以实现动物的疾病或病况的如下所定义的治疗的本发明化合物的量。构成“治

疗有效量”的本发明化合物的量将根据化合物、病况及其严重程度、给药方式和待治疗的受

试者的年龄而变化，但可以由本领域普通技术人员考虑到其自身知识和本公开内容而常规

确定。因此，当以“有效剂量”施用化合物时，这意指该化合物能够以这样的剂量对受试者中

的疾病或病况(例如，IPF)实现如下所定义的治疗。
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[0098] 如本文所用的“治疗”或“处理”包括在患有感兴趣的疾病或病况的受试者(优选

人)中治疗感兴趣的疾病或病况(例如，IPF)，并且包括：(i)预防或抑制该疾病或病况在受

试者中发生，特别是当这样的受试者易患该病况但尚未被诊断患有该病况时；(ii)抑制该

疾病或病况，即阻止其发展；(iii)缓解该疾病或病况，即导致该疾病或病况消退；或(iv)缓

解由该疾病或病况引起的症状。如本文所用，术语“疾病”、“病症”和“病况”可互换使用，或

者可以是不同的，因为特定的疾病、损伤或病况可能不具有已知的病原体(因此病因学尚未

被解决)，因此，其不被认为是一种损伤或疾病，而仅仅是一种临床医生已鉴别出或多或少

的特定一组症状的不期望的状况或综合征。

[0099] 术语“外显子”是指在成熟RNA产物中表达的间断基因的任何区段(B.Lewin,Genes 

7V(Cell  Press,1990))。理论上，术语“内含子”是指被转录但通过将其两侧的外显子剪接

在一起而从转录物中去除的任何DNA区段。在操作上，外显子序列出现在由参考SEQ  ID号定

义的基因的mRNA序列中。在操作上，内含子序列是基因的基因组DNA内的间插序列，外显子

序列在其两侧，并且通常在其5'和3'边界处具有GT和AG剪接共有序列。

[0100] “基于计算机的系统”是指用于分析信息的硬件、软件和数据存储介质的系统。基

于患者计算机的系统的硬件可包括中央处理单元(CPU)，以及用于数据输入、数据输出(例

如，显示)和数据存储的硬件。数据存储介质可包括包含如上所述的现有信息的记录的任何

制造品，或者可访问这样的制造品的存储器访问设备。

[0101] 如本文所用，术语“模块”是指任何组装件和/或一组可操作地耦合的电子组件，其

可包括例如存储器、处理器、电气线路、光学连接器、软件(在硬件中执行)和/或诸如此类。

例如，在处理器中执行的模块可以是能够执行与该模块相关联的一个或多个特定功能的基

于硬件的模块(例如，现场可编程门阵列(FPGA)、专用集成电路(ASIC)、数字信号处理器

(DSP))和/或基于软件的模块(例如，存储在存储器中和/或在处理器处执行的计算机代码

的模块)的任何组合。

[0102] 在计算机可读介质上“记录”数据、编程或其他信息是指使用各种方法存储信息的

过程。可基于用于访问所存储的信息的方法来选择任何方便的数据存储结构。各种数据处

理器程序和格式均可用于存储，例如，文字处理文本文件、数据库格式等。

[0103] “处理器”(或“计算机处理器”)是指将会执行需要其的功能的任何硬件和/或软件

组合。例如，合适的处理器可以是可编程数字微处理器，诸如可以以电子控制器、主机、服务

器或个人计算机(台式或便携式)的形式提供。在处理器可编程的情况下，合适的编程可从

远程位置传送到处理器，或者先前保存在计算机程序产品(如便携式或固定式计算机可读

存储介质，无论是基于磁、光还是固态设备的)中。例如，磁介质或光盘可携带编程，并且可

由与其相应站点处的每个处理器通信的合适读取器读取。

[0104] “测试样品”是一个或多个细胞的样品，优选从受试者获得的组织样品(例如，肺组

织样品，如经支气管活检(TBB)样品)。在一些实施方案中，测试样品是活检样品，其可通过

各种方法(例如，手术)获得。在特定实施方案中，测试样品是通过电视辅助胸腔镜手术

(VATS)、支气管肺泡灌洗(BAL)、经支气管活检(TBB)或低温经支气管活检获得的样品。可通

过辅助性支气管镜程序如擦刷(诸如通过细胞刷、组织刷)、支气管活检、支气管灌洗或针吸

获得测试样品。可通过口腔清洗、触摸制备或痰收集来获得样品。可基于患者所呈现的临床

体征和症状(例如，呼吸短促(通常通过劳累而加重)、干咳)，并且在一些情况下基于成像检
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查(例如，胸部X光、计算机断层扫描(CT))、肺功能检查(例如，肺量测定法、血氧测定法、运

动压力测试)、肺组织分析(例如，通过支气管镜检查、支气管肺泡灌洗、手术活检获得的样

品的组织学和/或细胞学分析)中的一种或多种，从疑似患有肺病例如ILD的患者获得测试

样品。在一些实施方案中，从受试者的呼吸上皮获得测试样品。呼吸上皮可来自口、鼻、咽、

气管、支气管、细支气管或肺泡。然而，还可使用其他呼吸上皮来源。在一些实施方案中，测

试样品是汇集的样品。

[0105] 术语“汇集”在本文中用于描述(i)“物理汇集”，即样品实际混合在一起，或(ii)

“计算机汇集”，即汇集样品中所检测的一种或多种基因的表达值的方法。可以如何进行这

样的计算机汇集的非限制性实例概述于实施例6中。术语“计算机混合”和“计算机汇集”在

本文可互换使用。包含已经历物理汇集的多个样品的样品(例如，测试样品)在本文中可称

为“汇集样品”。

[0106] 如本文所用，术语“受试者”通常是指哺乳动物。通常，受试者是人。然而，该术语包

括其他物种，例如猪、小鼠、大鼠、狗、猫或其他灵长类动物。在某些实施方案中，受试者是实

验受试者，如小鼠或大鼠。受试者可以是雄性(男性)或雌性(女性)。受试者可以是婴儿、幼

儿、儿童、年轻人、成人或老年人。受试者可以是吸烟者、曾经吸烟者或非吸烟者。受试者可

具有ILD的个人史或家族史。受试者可具有无ILD的个人史或家族史。受试者可表现出ILD或

另一种肺部病症(例如，癌症、肺气肿、COPD)的一种或多种症状。例如，受试者可表现出呼吸

短促(通常由于劳累而加重)和/或干咳，并且在一些情况下可能已经获得成像检查(例如，

胸部X光、计算机断层扫描(CT))、肺功能检查(例如，肺量测定法、血氧测定法、运动压力测

试)、肺组织分析(例如，通过支气管镜检查、支气管肺泡灌洗、手术活检获得的样品的组织

学和/或细胞学分析)中的一种或多种的结果，其指示可能存在ILD或其他肺部病症。在一些

实施方案中，受试者患有或已被诊断患有慢性阻塞性肺病(COPD)。在一些实施方案中，受试

者未患有或未被诊断患有COPD。受医生或其他医疗保健提供者照顾的受试者可被称为“患

者”。

[0107] “基因特征”是一种基因表达模式(即，一个或多个基因或其片段的表达水平)，其

指示一些特性或表型。在一些实施方案中，基因特征是指一个基因、多个基因、基因片段或

者一个或多个基因的多个片段的表达(和/或缺乏表达)，该表达和/或缺乏表达指示UIP、非

UIP、吸烟者状态或非吸烟者状态。

[0108] 如本文所用，“是吸烟者”是指当前吸烟的受试者或过去曾经吸烟的人，或者具有

当前吸烟或过去曾经吸烟的人的基因特征的人。

[0109] 如本文所用，当用于描述在训练本公开内容的分类器期间使用的特征时，“变体”

是指可变剪接变体。

[0110] 如本文所用，当用于描述在训练本公开内容的分类器期间使用的特征时，“突变”

是指与已知的正常参考序列有偏差的序列。在一些实施方案中，该偏差是与公认的原始基

因序列的偏差，该原始基因序列是根据公众可访问的数据库，如UniGene数据库(Pontius 

JU,Wagner  L,Schuler  GD.UniGene:a  unified  view  of  the  transcriptome，见NCBI手

册，Bethesda(MD)：国家生物技术信息中心；2003，并入本文)、RefSeq(NCBI手册[因特网]，

Bethesda(MD)：国家医学图书馆(美国)，国家生物技术信息中心；2002年10月，第18章，The 

Reference  Sequence(RefSeq)Project，可在万维网地址ncbi.nlm .nih.gov/refseq/获
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得)、Ensembl(EMBL，可在万维网地址ensembl.org/index.html获得)等等。在一些实施方案

中，突变包括参考序列中存在的序列残基的添加、缺失或置换。

[0111] 缩写包括：HRCT，高分辨率计算机断层扫描；VATS，电视辅助胸腔镜手术；SLB，外科

肺活检；TBB，经支气管活检；RB，呼吸性细支气管炎；OP，机化性肺炎，DAD，弥漫性肺泡损伤，

CIF/NOC，未另外分类的慢性间质纤维化；MDT，多学科团队；CV，交叉验证；LOPO，留一患者

(leave-one-patient-out)；ROC，受试者工作特征；AUC，曲线下面积；RNASeq，通过下一代测

序进行RNA测序的技术；NGS，下一代测序技术；H&E，苏木精和伊红；FDR，错误发现率；IRB，机

构审查委员会；ATS，美国胸腔学会；COPD，慢性阻塞性肺病；KEGG，京都基因与基因组百科全

书；CI，置信区间。

[0112] 当提供数值范围时，应当理解，在此范围的上限与下限之间的每个中间值(精确到

下限单位的十分之一，除非上下文另有明确指出)以及在所述范围内的任何其他所指出的

值或中间值都包括在本公开内容内。这些较小范围的上限和下限可独立地包括在较小范围

中，而且也包括在本公开内容内，所述范围内任何具体排除的限值除外。当所述范围包括限

值中的一个或两个时，排除掉这些所含限值中的任一个或两个的范围也被包括在本公开内

容中。如本文所用，“约”意指指示值加或减10％。

检测寻常型间质性肺炎(UIP)的方法

[0113] 本文公开了使用分子特征来区分UIP与非UIP的方法和/或系统。在专业病理学不

可用的情况下，由样品(例如，从患者获得的样品)对UIP的准确诊断通过加速诊断而有益于

ILD患者，从而促进治疗决策并降低患者的手术风险和医疗保健系统的费用。

[0114] 本文还公开了使用受试者的吸烟者或非吸烟者状态来使用分子特征改善UIP与其

他ILD亚型的区分的方法和/或系统。

[0115] 因此，本文公开的方法和/或系统提供了分类器，其可在先前不了解临床或人口统

计信息的情况下基于转录数据(例如，高维转录数据)区分UIP与非UIP模式。

[0116] 在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法，该分

类器包含表1和/或表15中提供的一个或多个序列或其片段或者来自表1和/或表15的至少

一个序列或其片段，或者由其组成。在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分

UIP与非UIP的方法，该分类器包含表5中提供的一个或多个基因或者来自表5的至少一个序

列或其片段，或者由其组成。在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与

非UIP的方法，该分类器包含表1和/或表15中提供的一个或多个序列或者来自表1和/或表

15的至少一个序列，或者由其组成。在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器的方

法，该分类器包含表1和/或表15中提供的至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个序列或者

由其组成。在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器的方法，该分类器包含表5中

提供的至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个序列或者由其组成。例如，在一些实施方案

中，本公开内容提供了使用分类器的方法，该分类器包含表1中提供的至少11、12、13、14、

15、20、30、50、100、125、150或151个序列或者由其组成，包括之间的所有整数(例如，16、17、

18、19、21、22、23、24、25个序列等)和范围(例如，来自表1的约1-10个序列、约10-15个序列、

10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、50-151个序列等)。在一些实施方案

中，本公开内容提供了使用分类器的方法，该分类器包含表15中提供的至少11、12、13、14、

15、20、30、50、100、125、150或169个序列或者由其组成，包括之间的所有整数(例如，来自表
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15的16、17、18、19、21、22、23、24、25个序列等)和范围(例如，来自表15的约1-10个序列，来

自表15的约10-15个序列、10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、50-169个

序列等)。在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器的方法，该分类器包含表5中提

供的至少11、12、13、14、15、20、30、50、100、125、150、160、170、180、181、182、183、184、185、

186、187、188、189或190个基因或者由其组成，包括之间的所有整数(例如，来自表5的16、

17、18、19、21、22、23、24、25个序列等)和范围(例如，来自表1的约1-10个序列，来自表5的约

10-15个序列、10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、50-169个序列、60-

190个序列等)。在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器的方法，该分类器包含表

1和表15中的一者或两者中提供的至少11、12、13、14、15、20、30、50、100、125、150、200、250、

300或320个序列或者由其组成，包括之间的所有整数(例如，来自表1和/或表15的16、17、

18、19、21、22、23、24、25个序列等)和范围(例如，来自表1和/或表15的约1-10个序列，来自

表1和/或表15的约10-15个序列、10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、

50-200个序列、75-250个序列、100-300个序列等)。在一些实施方案中，本公开内容提供了

使用分类器的方法，该分类器包含表1、表5和表15中的一者、两者或三者中提供的至少11、

12、13、14、15、20、30、50、100、125、150、200、250、300、320、350个或更多个基因或者由其组

成，包括之间的所有整数(例如，来自表1、表5和/或表15的16、17、18、19、21、22、23、24、25个

序列等)和范围(例如，来自表1、表5和/或表15的约1-10个序列，来自表1、表5和/或表15的

约10-15个序列、10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、50-200个序列、75-

250个序列、100-300个序列等)。
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[0117] 本文列出的ENSG标识符(即，基因id)是指可在万维网地址ensembl .org获得的

Ensembl数据库的基因标识符，该数据库的内容通过引用整体并入本文。

[0118] 在一些特定实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法

和/或系统，该分类器包含表1和/或表15中列出的一个或多个序列或其片段，或者由其组

成。在特定方面，该分类器可包含1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该

分类器可略去这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。

[0119] 在一些特定实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法

和/或系统，该分类器包含表5中列出的一个或多个序列或其片段，或者由其组成。在特定方

面，该分类器可包含1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该分类器可略

去这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。在某些实施

方案中，本公开内容提供了使用Envisia分类器区分UIP与非UIP的方法和/或系统，该分类

器可包含表5中列出的所有基因。

[0120] 在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法和/或

系统，该分类器包含以下序列中的2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、

45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、

70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、

95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、

115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、

134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150或151个，或

者由其组成：单独的或任意组合的ENSG00000162408；ENSG00000116285；ENSG00000219481；

ENSG00000204219；ENSG00000117751；ENSG00000159023；ENSG00000116761；

ENSG00000117226；ENSG00000163386；ENSG00000186141；ENSG00000122497；

ENSG00000203832；ENSG00000143379；ENSG00000143367；ENSG00000163220；

ENSG00000007933；ENSG00000143322；ENSG00000174307；ENSG00000143466；

ENSG00000135766；ENSG00000163029；ENSG00000115828；ENSG00000135625；

ENSG00000115317；ENSG00000228325；ENSG00000074582；ENSG00000123983；
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ENSG00000144712；ENSG00000168036；ENSG00000187094；ENSG00000179152；

ENSG00000173402；ENSG00000163412；ENSG00000227124；ENSG00000184500；

ENSG00000181458；ENSG00000034533；ENSG00000198585；ENSG00000172667；

ENSG00000078070；ENSG00000033050；ENSG00000105983；ENSG00000164821；

ENSG00000012232；ENSG00000130958；ENSG00000041982；ENSG00000136861；

ENSG00000136933；ENSG00000160447；ENSG00000148357；ENSG00000170835；

ENSG00000130653；ENSG00000165997；ENSG00000120539；ENSG00000156113；

ENSG00000138166；ENSG00000148925；ENSG00000171714；ENSG00000149090；

ENSG00000254761；ENSG00000137474；ENSG00000149289；ENSG00000120647；

ENSG00000111679；ENSG00000139197；ENSG00000110900；ENSG00000123358；

ENSG00000172789；ENSG00000073910；ENSG00000083544；ENSG00000187630；

ENSG00000157379；ENSG00000100557；ENSG00000100592；ENSG00000100650；

ENSG00000119711；ENSG00000128891；ENSG00000140718；ENSG00000182810；

ENSG00000103044；ENSG00000163872；ENSG00000197701；ENSG00000168826；

ENSG00000178988；ENSG00000178177；ENSG00000109618；ENSG00000250317；

ENSG00000081041；ENSG00000145284；ENSG00000163644；ENSG00000163110；

ENSG00000138795；ENSG00000205403；ENSG00000153404；ENSG00000206077；

ENSG00000145736；ENSG00000145730；ENSG00000168938；ENSG00000113621；

ENSG00000120738；ENSG00000253953；ENSG00000261934；ENSG00000155846；

ENSG00000186470；ENSG00000026950；ENSG00000137331；ENSG00000244731；

ENSG00000240065；ENSG00000204252；ENSG00000137309；ENSG00000137166；

ENSG00000124702；ENSG00000112299；ENSG00000111962；ENSG00000112110；

ENSG00000048052；ENSG00000006625；ENSG00000075303；ENSG00000158457；

ENSG00000050327；ENSG00000072310；ENSG00000108448；ENSG00000141068；

ENSG00000196712；ENSG00000242384；ENSG00000073605；ENSG00000167941；

ENSG00000154263；ENSG00000161533；ENSG00000181045；ENSG00000211563；

ENSG00000132199；ENSG00000154655；ENSG00000075643；ENSG00000101000；

ENSG00000130005；ENSG00000130513；ENSG00000213965；ENSG00000006659；

ENSG00000086544；ENSG00000104812；ENSG00000167757；ENSG00000198464；

ENSG00000022556；ENSG00000083814；ENSG00000093072；ENSG00000185133；

ENSG00000198792；ENSG00000189306；ENSG00000100376；ENSG00000154642。在特定方面，这

样的分类器包含额外的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，

该分类器略去某些前述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情

况下包括其他基因。

[0121] 在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法和/或

系统，该分类器包含所有下列序列或者由其组成：ENSG00000162408；ENSG00000116285；

ENSG00000219481；ENSG00000204219；ENSG00000117751；ENSG00000159023；

ENSG00000116761；ENSG00000117226；ENSG00000163386；ENSG00000186141；

ENSG00000122497；ENSG00000203832；ENSG00000143379；ENSG00000143367；
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ENSG00000163220；ENSG00000007933；ENSG00000143322；ENSG00000174307；

ENSG00000143466；ENSG00000135766；ENSG00000163029；ENSG00000115828；

ENSG00000135625；ENSG00000115317；ENSG00000228325；ENSG00000074582；

ENSG00000123983；ENSG00000144712；ENSG00000168036；ENSG00000187094；

ENSG00000179152；ENSG00000173402；ENSG00000163412；ENSG00000227124；

ENSG00000184500；ENSG00000181458；ENSG00000034533；ENSG00000198585；

ENSG00000172667；ENSG00000078070；ENSG00000033050；ENSG00000105983；

ENSG00000164821；ENSG00000012232；ENSG00000130958；ENSG00000041982；

ENSG00000136861；ENSG00000136933；ENSG00000160447；ENSG00000148357；

ENSG00000170835；ENSG00000130653；ENSG00000165997；ENSG00000120539；

ENSG00000156113；ENSG00000138166；ENSG00000148925；ENSG00000171714；

ENSG00000149090；ENSG00000254761；ENSG00000137474；ENSG00000149289；

ENSG00000120647；ENSG00000111679；ENSG00000139197；ENSG00000110900；

ENSG00000123358；ENSG00000172789；ENSG00000073910；ENSG00000083544；

ENSG00000187630；ENSG00000157379；ENSG00000100557；ENSG00000100592；

ENSG00000100650；ENSG00000119711；ENSG00000128891；ENSG00000140718；

ENSG00000182810；ENSG00000103044；ENSG00000163872；ENSG00000197701；

ENSG00000168826；ENSG00000178988；ENSG00000178177；ENSG00000109618；

ENSG00000250317；ENSG00000081041；ENSG00000145284；ENSG00000163644；

ENSG00000163110；ENSG00000138795；ENSG00000205403；ENSG00000153404；

ENSG00000206077；ENSG00000145736；ENSG00000145730；ENSG00000168938；

ENSG00000113621；ENSG00000120738；ENSG00000253953；ENSG00000261934；

ENSG00000155846；ENSG00000186470；ENSG00000026950；ENSG00000137331；

ENSG00000244731；ENSG00000240065；ENSG00000204252；ENSG00000137309；

ENSG00000137166；ENSG00000124702；ENSG00000112299；ENSG00000111962；

ENSG00000112110；ENSG00000048052；ENSG00000006625；ENSG00000075303；

ENSG00000158457；ENSG00000050327；ENSG00000072310；ENSG00000108448；

ENSG00000141068；ENSG00000196712；ENSG00000242384；ENSG00000073605；

ENSG00000167941；ENSG00000154263；ENSG00000161533；ENSG00000181045；

ENSG00000211563；ENSG00000132199；ENSG00000154655；ENSG00000075643；

ENSG00000101000；ENSG00000130005；ENSG00000130513；ENSG00000213965；

ENSG00000006659；ENSG00000086544；ENSG00000104812；ENSG00000167757；

ENSG00000198464；ENSG00000022556；ENSG00000083814；ENSG00000093072；

ENSG00000185133；ENSG00000198792；ENSG00000189306；ENSG00000100376；

ENSG00000154642。在特定方面，该分类器包含1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。

[0122] 在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法和/或

系统，该分类器单独地或组合地包含2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、

45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、
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70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、

95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、

115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、

134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152、

153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、

172、173、174、175、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189或190

个以下基因，或者由其组成：ENSG00000005381；ENSG00000005955；ENSG00000007908；

ENSG00000007933；ENSG00000010379；ENSG00000012232；ENSG00000022556；

ENSG00000026950；ENSG00000033050；ENSG00000038295；ENSG00000048052；

ENSG00000054803；ENSG00000054938；ENSG00000060688；ENSG00000071909；

ENSG00000072310；ENSG00000073605；ENSG00000078070；ENSG00000079385；

ENSG00000081041；ENSG00000081985；ENSG00000082781；ENSG00000083814；

ENSG00000086544；ENSG00000089902；ENSG00000092295；ENSG00000099251；

ENSG00000099974；ENSG00000100376；ENSG00000100557；ENSG00000101544；

ENSG00000102837；ENSG00000103044；ENSG00000103257；ENSG00000104812；

ENSG00000105255；ENSG00000105559；ENSG00000105696；ENSG00000105784；

ENSG00000105983；ENSG00000106018；ENSG00000106178；ENSG00000107929；

ENSG00000108312；ENSG00000108551；ENSG00000109205；ENSG00000110092；

ENSG00000110900；ENSG00000110975；ENSG00000111218；ENSG00000111321；

ENSG00000111328；ENSG00000112164；ENSG00000112299；ENSG00000112852；

ENSG00000114248；ENSG00000114923；ENSG00000115415；ENSG00000115607；

ENSG00000116285；ENSG00000116761；ENSG00000119711；ENSG00000119725；

ENSG00000120217；ENSG00000120738；ENSG00000120903；ENSG00000121380；

ENSG00000121417；ENSG00000122497；ENSG00000124205；ENSG00000124702；

ENSG00000124935；ENSG00000125255；ENSG00000128016；ENSG00000128266；

ENSG00000128791；ENSG00000128891；ENSG00000130164；ENSG00000130487；

ENSG00000130598；ENSG00000131095；ENSG00000131142；ENSG00000132199；

ENSG00000132204；ENSG00000132915；ENSG00000132938；ENSG00000133636；

ENSG00000133794；ENSG00000134028；ENSG00000134245；ENSG00000135148；

ENSG00000135447；ENSG00000135625；ENSG00000136881；ENSG00000136883；

ENSG00000136928；ENSG00000136933；ENSG00000137285；ENSG00000137463；

ENSG00000137573；ENSG00000137709；ENSG00000137968；ENSG00000138166；

ENSG00000138308；ENSG00000140274；ENSG00000140279；ENSG00000140323；

ENSG00000140450；ENSG00000140465；ENSG00000140505；ENSG00000140718；

ENSG00000141279；ENSG00000142178；ENSG00000142661；ENSG00000143185；

ENSG00000143195；ENSG00000143320；ENSG00000143322；ENSG00000143367；

ENSG00000143379；ENSG00000143603；ENSG00000144655；ENSG00000145248；

ENSG00000145284；ENSG00000145358；ENSG00000145736；ENSG00000148541；

ENSG00000148700；ENSG00000148702；ENSG00000149043；ENSG00000149289；
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ENSG00000151012；ENSG00000151572；ENSG00000152672；ENSG00000153404；

ENSG00000154227；ENSG00000154451；ENSG00000156414；ENSG00000157103；

ENSG00000157680；ENSG00000158457；ENSG00000159231；ENSG00000159674；

ENSG00000161609；ENSG00000162594；ENSG00000163029；ENSG00000163110；

ENSG00000163285；ENSG00000163412；ENSG00000163635；ENSG00000163644；

ENSG00000163735；ENSG00000163817；ENSG00000163884；ENSG00000164604；

ENSG00000164821；ENSG00000165948；ENSG00000165973；ENSG00000165983；

ENSG00000166923；ENSG00000167748；ENSG00000168004；ENSG00000168036；

ENSG00000168062；ENSG00000168394；ENSG00000168661；ENSG00000168938；

ENSG00000169248；ENSG00000170113；ENSG00000170442；ENSG00000170509；

ENSG00000170837；ENSG00000171016；ENSG00000171408；ENSG00000171649；

ENSG00000171714；ENSG00000172137；ENSG00000172183；ENSG00000172215；

ENSG00000172667；ENSG00000173809；ENSG00000173812；ENSG00000173926；

ENSG00000175764；ENSG00000175806；ENSG00000176046；ENSG00000177182；

ENSG00000177294；ENSG00000178187；和ENSG00000178229。在特定方面，这样的分类器包含

额外的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该分类器略去某

些前述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基

因。

[0123] 在一些实施方案中，本公开内容提供了使用分类器区分UIP与非UIP的方法和/或

系统，该分类器单独地或组合地包含2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、

45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、

70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、

95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、

115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、

134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152、

153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、

172、173、174、175、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189或190

个以下基因，或者由其组成：MPO；GGNBP2；SELE；FMO3；SLC6A13；EXTL3；NLRP2；BTN3A1；

ABCF2；TLL1；HDAC9；CBLN4；CHRDL2；SNRNP40；MYO3B；SREBF1；GSDMB；MCCC1；CEACAM1；CXCL2；

IL12RB2；ITGB5；ZNF671；ITPKC；RCOR1；TGM1；HSD17B7P2；DDTL；FAM118A；C14orf105；ADNP2；

OLFM4；HAS3；SLC7A5；GYS1；FSD1；PLEKHA4；TMEM59L；RUNDC3B；LMBR1；VIPR2；CCL24；LARP4B；

UBTF；RASD1；ODAM；CCND1；TSPAN11；SYT10；PRMT8；LTBR；CDK2AP1；GLP1R；VNN1；PCDHB2；

LRRC31；SLC4A3；STAT1；IL18RAP；ERRFI1；CTH；ALDH6A1；ZNF410；CD274；EGR1；CHRNA2；

BCL2L14；ZNF211；NBPF14；EDN3；KLHDC3；SCGB1D2；SLC10A2；ZFP36；GNAZ；TWSG1；C15orf57；

LDLR；KLHDC7B；TNNI2；GFAP；CCL25；ENOSF1；LINC00470；PDE6A；MTUS2；NTS；ARNTL；

ADAMDEC1；WNT2B；TRAFD1；PPP1R1A；EGR4；BAAT；KIF12；GABBR2；RABEPK；TUBB2B；MGARP；

SULF1；POU2F3；SLC44A5；DUSP5；PLA2G12B；DUOXA2；DUOX2；DISP2；ARRDC4；CYP1A1；CYP1A2；

FTO；NPEPPS；SIK1；MYOM3；XCL2；ILDR2；CRABP2；ABL2；TUFT1；SETDB1；KCNN3；CSRNP1；
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SLC10A4；SCD5；DDIT4L；GTF2H2；FAM13C；ADD3；HABP2；SYT8；ZC3H12C；SLC7A11；ANO4；

CLEC4F；PLEKHG4B；CERS3；GBP5；TDRD9；SLC6A1；DGKI；TSPAN33；CBR3；SPON2；CCDC155；

IL23R；SMC6；PDLIM5；GABRG1；EIF4E3；ATXN7；PPM1K；CXCL5；SLC6A20；KLF15；GPR85；DEFA4；

IFI27L1；NELL1；PTER；GREM1；KLK1；HRASLS5；CTNNB1；BATF2；TAP1；ZNF30；PPIC；CXCL11；

NIPA1；KRT86；HSD17B13；GPR27；PYGO1；PDE7B；ZIK1；ANO5；CALB2；ISG20；CXCR6；ZMAT3；

TDRD12；EIF1；MARCH3；TTLL11；MSRA；NUPR1；CLVS1；FBXO39；ZNF454；和ZNF543。在特定方面，

这样的分类器包含额外的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方

面，该分类器略去某些前述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一

些情况下包括其他基因。

[0124] 在一些实施方案中，本公开内容提供了使用本文所述的分类器区分UIP与非UIP的

方法和/或系统，其中该方法进一步包括运行将受试者分类为吸烟者或非吸烟者的分类器。

在一些情况下，这样的吸烟者状态分类可在运行UIP与非UIP分类器之前运行，或者吸烟者

状态分类步骤可作为在训练(例如，使用分类器训练模块)本公开内容的UIP与非UIP分类器

期间使用的协变量构建在其中。

[0125] 在特定实施方案中，本公开内容提供了使用Envisia分类器区分UIP与非UIP的方

法和/或系统，其中该方法进一步包括运行将受试者分类为吸烟者或非吸烟者的分类器。在

一些情况下，这样的吸烟者状态分类可在运行Envisia分类器之前运行，或者吸烟者状态分

类步骤可作为在重新训练(例如，使用分类器训练模块)根据本公开内容的包含表5中所列

基因的UIP与非UIP分类器期间使用的协变量构建到Envisia分类器中。

[0126] 在一些实施方案中，替代地或附加地，使用本文所述的分类器(例如，Envisia分类

器)区分UIP与非UIP的方法和/或系统进一步包括排除某些基因或其变体或者向某些基因

或其变体分配差异权重的步骤，该基因或其变体在训练(例如，使用分类器训练模块)或运

行UIP与非UIP分类器期间对吸烟者状态偏差敏感。如本文所用，“吸烟者状态偏差”是指在

非吸烟者患者中在UIP与非UIP患者中差异表达，但在吸烟者(或曾经吸烟者)中在UIP与非

UIP患者中检测不到差异表达的基因或其变体。

[0127] 在一些实施方案中，本公开内容的方法和/或系统包括分层分类器，其包括至少第

一分类器和第二分类器，其中对第一分类器进行训练(例如，使用分类器训练模块)以识别

区分吸烟者与非吸烟者的基因特征，并且对第二分类器进行训练(例如，使用分类器训练模

块)以分别区分吸烟者或非吸烟者中的UIP与非UIP。在一些这样的实施方案中，第二分类器

是Envisia分类器。

[0128] 在一些实施方案中，替代地或附加地，使用本文所述的分类器来区分UIP与非UIP

的方法和/或系统包括汇集从受试者获得的多个样品，然后测定汇集样品中存在的一组转

录物的表达水平的步骤。在一些实施方案中，所述多个样品等于2、3、4或5个样品。在一些实

施方案中，所述多个样品等于多于5个样品。在一些实施方案中，所述分类器包含SEQ  ID 

NO:1-151中的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、

50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、

75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、

100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、
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119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、

138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150或151个或其任何组合，或者由

其组成。在特定方面，这样的分类器包含额外的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额

外的基因。在其他方面，该分类器略去某些前述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8

个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。在一些实施方案中，该分类器包含表5中所列

基因中的2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、

27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、

52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、

77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、

102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、

121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、138、139、

140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152、153、154、155、156、157、158、

159、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、172、173、174、175、176、177、

178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189或190个，或者由其组成。在特定方

面，这样的分类器包含额外的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他

方面，该分类器略去某些前述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在

一些情况下包括其他基因。

[0129] 在一些实施方案中，替代地或附加地，使用本文所述的分类器来区分UIP与非UIP

的方法和/或系统包括计算机汇集从受试者获得的多个样品，然后测定多个样品中的每一

个中存在的一组转录物的表达水平的步骤。这样的计算机汇集的一个实例描述于实施例6

中。在一些实施方案中，计算机汇集的非限制性实例包括以下步骤：(i)测定从个体受试者

获得的多个样品的第一样品中存在的一组转录物的表达水平；(ii)测定从个体受试者获得

的多个样品的第二个样品中存在的相同或重叠的一组转录物的表达水平；(iii)在一些情

况下，测定从个体受试者获得的多个样品中的一个或多个额外样品中相同或重叠的一组转

录物(与第一和第二样品相比)的表达水平；(iv)缩放表达水平；(v)对表达水平取平均以产

生“计算机汇集的”表达水平；(vi)对平均缩放表达水平进行方差稳定化转化(VST)，(vii)

使用计算机汇集表达的VST进行评分；以及(viii)将评分与决策边界进行比较，并指定UIP/

非UIP预测标签。

[0130] 在一些实施方案中，通过计算机汇集而汇集的多个样品中包含的来自受试者的样

品数等于2、3、4或5个样品。在一些实施方案中，所述多个样品中的样品数等于多于5个样

品。在一些实施方案中，所述分类器包含SEQ  ID  NO:1-151中的2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、

62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、

87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、

109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、

128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、

147、148、149、150或151个或其任何组合，或者由其组成。在特定方面，这样的分类器包含额

外的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该分类器略去某些
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前述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基

因。

[0131] 在一些实施方案中，通过计算机汇集而汇集的多个样品中包含的来自受试者的样

品数等于2、3、4或5个样品。在一些实施方案中，所述多个样品中的样品数等于多于5个样

品。在一些实施方案中，所述分类器包含表5中所列基因中的2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、

38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、

63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、

88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、

110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、

129、130、131、132、133、134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、

148、149、150、151、152、153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、165、166、

167、168、169、170、171、172、173、174、175、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、

186、187、188、189或190个，或者由其组成。在特定方面，这样的分类器包含额外的基因，例

如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该分类器略去某些前述基因，例

如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。

[0132] 在一些特定实施方案中，使用从多个受试者获得的多个单独训练样品中表达的一

种或多种转录物的表达水平来训练用于区分UIP与非UIP的计算机生成的分类器，每个训练

样品具有UIP或非UIP的确认诊断(即，如本文所公开的“分类标签”或“真值标签”(参见例如

图1))，其中至少两个训练样品从单个受试者获得。在一些实施方案中，本公开内容提供了

使用这样的分类器(例如，Envisia分类器)检测汇集的肺组织测试样品是UIP呈阳性还是非

UIP阳性的方法，其中该方法包括(A)测定测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水

平；以及(B)使用计算机生成并训练的分类器将测试样品分类为UIP或非UIP，其中通过物理

汇集或通过计算机汇集来汇集测试样品。

[0133] 在一些实施方案中，通过分别训练所有样品实现最大表示和采样多样化，并且减

小可用样品的先验亚采样偏差。此外，在一些实施方案中，通过使用汇集的样品进行分类步

骤，减轻了采样影响。因此，在一些实施方案中，使用对单个(非汇集的)样品进行训练的分

类器与已经汇集(物理汇集或通过计算机汇集)的测试样品提供了区分UIP与非UIP的改善

的准确性。

[0134] 因此，在一个实施方案中，本公开内容提供了使用Envisia分类器检测来自受试者

的汇集的肺组织测试样品是UIP阳性还是非UIP阳性的方法，该方法包括(A)测定在来自受

试者的测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；以及(B)使用计算机生成的

Envisia分类器将测试样品分类为UIP或非UIP，其中测试样品包括已通过物理汇集或通过

计算机汇集而汇集的来自受试者的多个样品。在一些实施方案中，所述多个样品包括2、3、4

或5个样品。在一些实施方案中，所述多个样品包括多于5个样品。

[0135] 在一些实施方案中，使用本文描述的分类器(例如，Envisia分类器)区分UIP与非

UIP的方法和/或系统包括在具有可变细胞组成的样品(例如，单个样品或样品池)中区分

UIP与非UIP。在一些实施方案中，具有可变细胞组成的样品(例如，单个样品或样品池)包括

1型肺泡细胞、2型肺泡细胞、细支气管细胞、肺祖细胞或其组合。在一些实施方案中，用于区
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分UIP与非UIP的分类器的准确性不依赖于被分类的样品或者汇集样品的肺泡含量。如本文

所用，术语“不受细胞组成影响”用于指示这样的分类器，其中用于区分UIP与非UIP的分类

器的准确性不依赖于被分类的样品(例如，单个样品或样品池)的肺泡含量。

[0136] 在一些实施方案中，本公开内容提供了不受细胞组成影响的分类器，该分类器表

现出分类器精确性与样品或汇集样品的肺泡含量之间的Pearson相关性小于约0.1；0.09；

0.08；0.07；0.06；0.05；0.04；0.03；0.02；或小于约0.01。在一些实施方案中，本公开内容提

供了不受细胞组成影响的分类器，该分类器表现出分类器精确性与样品或汇集样品的肺泡

含量之间的Pearson相关性大于约-0.1；-0.09；-0.08；-0.07；-0.06；-0.05；-0.04；-0.03；-

0.02；或大于约-0.01。在一些实施方案中，不受细胞组成影响的分类器是Envisia分类器。

[0137] 可通过任何合适的方法检测样品中的可变细胞组成。在一些实施方案中，使用细

胞含量的半定量基因组测量来确定可变细胞组成。在一些实施方案中，细胞含量的半定量

基因组测量确定样品中肺泡细胞的相对丰度。

[0138] 在一些实施方案中，这样的肺泡含量的半定量基因组测量包括能够确定样品中的

肺泡1型细胞的相对丰度的度量(“肺泡1型细胞度量”)。在一些实施方案中，肺泡1型细胞度

量包括一种或多种肺泡特异性基因。在一些实施方案中，所述一种或多种肺泡特异性基因

是主要在肺泡1型细胞中表达的基因。在某些实施方案中，所述主要在肺泡1型细胞中表达

的一种或多种肺泡特异性基因选自AQP5、PDPN或其组合。在特定实施方案中，AQP5、PDPN或

其组合的表达与样品中肺泡1型细胞的丰度相关。在特定实施方案中，所述方法包括检测

AQP5和PDPN的表达水平，在一些情况下对该表达水平进行归一化，并对这些基因的表达水

平求和，其中高表达水平表明样品中的较高肺泡1型细胞含量；低表达水平表明样品中的较

低肺泡1型细胞含量；并且中等表达水平表明样品中的中等肺泡1型细胞含量。

[0139] 在特定实施方案中，本公开内容提供了确定存在于两个或更多个样品中的1型肺

泡细胞的相对丰度的方法，包括(i)测定从单个受试者获得的第一样品中主要在肺泡1型细

胞中表达的肺泡特异性基因的一种或多种转录物的表达水平；(ii)测定从单个受试者获得

的第二样品中主要在肺泡1型细胞中表达的肺泡特异性基因的相同的一种或多种转录物的

表达水平；(iii)以及比较两个样品之间的所述一种或多种转录物的表达水平，以确定样品

中存在的1型肺泡细胞的相对丰度。在一些实施方案中，所述主要在肺泡1型细胞中表达的

一种或多种肺泡特异性基因选自AQP5、PDPN或其组合。在一些实施方案中，所述主要在肺泡

1型细胞中表达的一种或多种肺泡特异性基因包括AQP5、PDPN或其组合。在一些实施方案

中，所述主要在肺泡1型细胞中表达的一种或多种肺泡特异性基因包括AQP5和PDPN两者。在

一些实施方案中，第一样品和第二样品从不同的受试者获得。在一些实施方案中，第一样品

和第二样品从相同的受试者获得。在一些实施方案中，所述方法进一步包括测定从单个受

试者获得的至少一个另外的样品中主要在肺泡1型细胞中表达的肺泡特异性基因的一种或

多种转录物的表达水平，然后比较所述至少一个另外的样品中的表达水平与第一和/或第

二样品中的表达水平，以确定样品中存在的1型肺泡细胞的相对丰度。在一些实施方案中，

至少两个样品从相同的受试者获得。在一些实施方案中，至少3、4、5个或更多个样品从相同

的受试者获得。在一些实施方案中，所有两个样品从不同的受试者获得。

[0140] 在一些实施方案中，本公开内容提供了肺泡含量的半定量基因组测量，其包括能

够确定样品中的肺泡2型细胞的相对丰度的度量(“肺泡2型细胞度量”)。在一些实施方案
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中，该度量包括一种或多种肺泡特异性基因。在一些实施方案中，所述一种或多种肺泡特异

性基因是主要在肺泡2型细胞中表达的基因。在某些实施方案中，所述主要在肺泡2型细胞

中表达的一种或多种肺泡特异性基因选自SFTPB、SFTPC、SFTPD或其组合。在某些实施方案

中，所述主要在肺泡2型细胞中表达的一种或多种肺泡特异性基因包括SFTPB、SFTPC、SFTPD

或其组合。在某些实施方案中，所述主要在肺泡2型细胞中表达的一种或多种肺泡特异性基

因包括SFTPB、SFTPC和SFTPD。在一些实施方案中，肺泡2型细胞度量还包括在肺泡1型细胞

和肺泡2型细胞中均表达的一种或多种肺泡特异性基因。在某些实施方案中，在肺泡1型细

胞和肺泡2型细胞中均表达的基因是SFTPA1。在特定实施方案中，所述度量包括主要在肺泡

2型细胞中表达的一种或多种肺泡特异性基因以及在肺泡1型细胞和肺泡2型细胞中均表达

的一种或多种基因。在特定实施方案中，所述度量包括SFTPB、SFTPC、SFTPD、SFTPA1或其组

合。

[0141] 在特定实施方案中，本公开内容提供了确定样品中的2型肺泡细胞的相对丰度的

方法，包括检测FTPB、SFTPC、SFTPD、SFTPA1或其组合的表达水平，在一些情况下对表达水平

进行归一化，并对这些基因的表达水平求和，其中高表达水平表明样品中的较高肺泡2型细

胞含量；低表达水平表明样品中的较低肺泡2型细胞含量；并且中等表达水平表明样品中的

中等肺泡2型细胞含量。

[0142] 在特定实施方案中，本公开内容提供了确定存在于两个或更多个样品中的2型肺

泡细胞的相对丰度的方法；该方法包括(i)测定从单个受试者获得的第一样品中主要在肺

泡2型细胞中表达的肺泡特异性基因的一种或多种转录物的表达水平；(ii)测定从单个受

试者获得的第二样品中主要在肺泡2型细胞中表达的肺泡特异性基因的相同的一种或多种

转录物的表达水平；(iii)以及比较两个样品之间的所述一种或多种转录物的表达水平，以

确定样品中存在的2型肺泡细胞的相对丰度。在一些这样的实施方案中，所述主要在肺泡2

型细胞中表达的一种或多种肺泡特异性基因选自SFTPB、SFTPC和SFTPD，及其组合。在特定

实施方案中，所述方法包括测定第一和第二样品中的SFTPB、SFTPC和SFTPD中每一种的表

达。替代地或附加地，在各个实施方案中，该方法进一步包括测定第一样品和第二样品中的

一种或多种额外的基因的表达水平。在一些实施方案中，所述一种或多种额外的基因包括

主要在肺泡细胞中表达的基因。在一些实施方案中，所述额外的基因在肺泡1型细胞和肺泡

2型细胞中均有表达。在特定实施方案中，所述额外的基因为SFTPA1。在一些实施方案中，第

一样品和第二样品从不同的受试者获得。在一些实施方案中，第一样品和第二样品从相同

的受试者获得。在一些实施方案中，所述方法进一步包括测定从单个受试者获得的至少一

个另外的样品中主要在肺泡1型细胞和/或肺泡1型细胞和肺泡2型细胞两者中表达的肺泡

特异性基因的一种或多种转录物的表达水平，然后比较至少一个另外的样品中的表达水平

与第一和/或第二样品中的表达水平，以确定样品中存在的2型肺泡细胞的相对丰度。在一

些实施方案中，至少两个样品从相同的受试者获得。在一些实施方案中，至少3、4、5个或更

多个样品从相同的受试者获得。在一些实施方案中，所有两个样品从不同的受试者获得。

[0143] 本文公开的方法可包括将信息基因的表达水平与一种或多种适当参考进行比较。

“适当参考”是指示已知的肺ILD状态(即，UIP与非UIP；IPF与非IPF)的特定信息基因的表达

水平(或表达水平范围)。适当参考可由所述方法的实施者通过实验确定，或者可以是预先

存在的值或值范围。适当参考表示指示UIP/非UIP状态的表达水平(或表达水平范围)。例
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如，适当参考可代表已知表达UIP的参考(对照)生物样品中的信息基因的表达水平。当适当

参考指示UIP时，从需要表征或诊断UIP的受试者确定的表达水平与适当参考之间缺乏可检

测的差异(例如，缺乏统计上显著的差异)可指示受试者中的UIP。当适当参考指示UIP时，从

需要表征或诊断UIP的受试者确定的表达水平与适当参考之间的差异可指示受试者无UIP

(即，非UIP)。

[0144] 或者，适当参考可以是指示受试者无UIP(即非UIP)的基因的表达水平(或表达水

平范围)。例如，适当参考可代表从已知无UIP的受试者获得的参考(对照)生物样品中的特

定信息基因的表达水平。当适当参考指示受试者无UIP时，从需要表征或诊断UIP的受试者

确定的表达水平与适当参考之间的差异可指示受试者中的UIP。或者，当适当参考指示受试

者无UIP时，从需要诊断UIP的受试者确定的表达水平与适当参考水平之间缺乏可检测的差

异(例如，缺乏统计上显著的差异)可指示受试者无UIP。

[0145] 在一些实施方案中，参考标准提供阈值变化水平，使得如果样品中基因的表达水

平在阈值变化水平内(根据特定标记增大或减小)，则将受试者鉴定为无UIP，但如果该水平

高于阈值，则将受试者鉴定为有患UIP的风险。

[0146] 在一些实施方案中，所述方法涉及将信息基因的表达水平与参考标准进行比较，

该参考标准代表被鉴定为不具有UIP的对照受试者中的信息基因的表达水平。该参考标准

可以是例如被鉴定为不具有UIP的对照受试者群体中的信息基因的平均表达水平。

[0147] 表达水平与适当参考之间的统计上显著的差异大小可有所变化。例如，当生物样

品中信息基因的表达水平比该基因的适当参考高或低至少1％、至少5％、至少10％、至少

25％、至少50％、至少100％、至少250％、至少500％或至少1000％时，可检测到指示UIP的显

著差异。类似地，当生物样品中信息基因的表达水平高达该基因的适当参考的以下倍数或

比其低以下倍数时，可检测到显著差异：至少1.1倍、1.2倍、1.5倍、2倍、至少3倍、至少4倍、

至少5倍、至少6倍、至少7倍、至少8倍、至少9倍、至少10倍、至少20倍、至少30倍、至少40倍、

至少50倍、至少100倍或者更高或更低时。在一些实施方案中，信息基因与适当参考之间的

表达的至少20％至50％的差异是显著的。通过使用适当的统计检验可鉴定显著差异。统计

显著性检验的实例提供于Applied  Statistics  for  Engineers  and  Scientists  by 

Petruccelli,Chen  and  Nandram1999重印版，其通过引用整体并入本文。

[0148] 应当理解，可将多种表达水平与多种适当参考水平进行比较，例如，基于逐个基

因，以评估受试者的UIP状态。可以以矢量差异进行比较。在这样的情况下，多变量检验例如

Hotelling  T2检验可用于评估观察到的差异的显著性。这样的多变量检验的实例提供于

Applied  Multivariate  Statistical  Analysis  by  Richard  Arnold  Johnson  and  Dean 

W.Wichern  Prentice  Hall；第6版(2007年4月2日)，其通过引用整体并入本文。

分类方法

[0149] 所述方法还可涉及将从受试者获得的生物样品中的信息基因的表达水平集(称为

表达模式或表达谱)与多个参考水平集(称为参考模式)进行比较，每个参考模式与已知的

UIP状态相关联，鉴定最接近类似于表达模式的参考模式，并将参考模式的已知UIP状态与

表达模式相关联，从而对受试者的UIP状态进行分类(表征)。

[0150] 所述方法还可涉及构建或构造预测模型，该模型也可被称为可用于对受试者的疾

病状态进行分类的分类器或预测器。如本文所用，“UIP分类器”是预测模型，其基于在从受
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试者获得的生物样品中确定的表达水平来表征受试者的UIP状态。通常，使用已经确定了分

类(UIP状态)的样品构建模型。一旦模型(分类器)得到构建，其随后可应用于从UIP状态未

知的受试者的生物样品获得的表达水平，以便预测受试者的UIP状态。在特定实施方案中，

该UIP分类器是Envisia分类器。因此，所述方法可以涉及将UIP分类器(例如，Envisia分类

器)应用于表达水平，使得UIP分类器基于表达水平表征受试者的UIP状态。可基于预测的

UIP状态由例如医疗保健提供者进一步治疗或评价受试者。在一些实施方案中，可基于预测

的UIP状态(例如，基于通过将分类器应用于来自从受试者获得的测试样品的基因表达数据

而确定的UIP的分类)，用选自吡非尼酮、尼达尼布或其药学上可接受的盐的化合物治疗受

试者。测试样品可包括来自受试者的多个物理或计算机汇集的样品(例如，至少1、2、3、4、5

个或更多个样品)。

[0151] 分类方法可涉及将表达水平转化为UIP风险评分，该评分指示受试者患有UIP的可

能性。在一些实施方案中，例如，当使用诸如GLMNET等弹性网络回归模型时，可获得UIP风险

评分作为加权表达水平的组合(例如，总和、乘积或其他组合)，其中表达水平按照它们对预

测患有UIP的可能性增加的相对贡献来加权。

[0152] 可使用各种预测模型作为UIP分类器。例如，UIP分类器可包括选自逻辑回归、偏最

小二乘、线性判别分析、二次判别分析、神经网络、朴素贝叶斯、C4.5决策树、k最近邻、随机

森林、支持向量机或其他适当方法的算法。

[0153] UIP分类器可用包括从被鉴定为患有UIP的多个受试者获得的生物样品中的多个

信息基因的表达水平的数据集进行训练。例如，UIP分类器可用包括从基于组织学发现被鉴

定为患有UIP的多个受试者获得的生物样品中的多个信息基因的表达水平的数据集进行训

练。训练集通常还将包括被鉴定为不具有UIP的对照受试者。如本领域技术人员将理解的，

训练数据集的受试者群体可通过设计而具有各种特性，例如，群体的特性可取决于使用分

类器的诊断方法可能有用的受试者的特性。例如，群体可由全部男性、全部女性组成，或可

由男性和女性组成。群体可由具有癌症史的受试者、没有癌症史的受试者或来自两个类别

的受试者组成。群体可包括吸烟者、曾经吸烟者和/或非吸烟者。

[0154] 还可测量类别预测强度以确定模型对生物样品进行分类的置信度。该置信度可用

作受试者属于由模型预测的特定类别的可能性的估计。

[0155] 因此，预测强度传达样品分类的置信度，并评估样品何时不能被分类。可存在样品

被测试但不属于或无法可靠地分配给特定类别的情况。这可通过例如利用阈值或范围来实

现，其中评分高于或低于确定的阈值或者在特定范围内的样品不是可被分类的样品(例如，

“无分类(no  call)”)。

[0156] 一旦建立了模型，就可使用各种方法测试模型的有效性。测试模型有效性的一种

方法是通过数据集的交叉验证。为了执行交叉验证，消除样品中的一个或子集，并且如上所

述在没有所消除的样品的情况下构建模型，形成“交叉验证模型”。然后如本文所述，根据该

模型对消除的样品进行分类。该过程用初始数据集的所有样品或子集完成，并确定错误率。

然后评估该模型的准确性。对于已知的类别或先前已确定的类别，该模型以高精确性对待

测试的样品进行分类。验证模型的另一种方法是将模型应用于独立的数据集，诸如具有未

知UIP状态的新生物样品。

[0157] 如本领域技术人员将会理解的，可以用各种参数来评估模型的强度，该参数包括
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但不限于准确性、灵敏度和特异性。本文描述了用于计算准确性、灵敏度和特异性的各种方

法(参见例如实施例)。UIP分类器可具有至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少

80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少99％或更高的准确性。UIP分类器可具有约60％

至70％、70％至80％、80％至90％或90％至100％的准确性。UIP分类器可具有至少60％、至

少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少99％或更高的

灵敏度。UIP分类器可具有约60％至70％、70％至80％、80％至90％或90％至100％的灵敏

度。UIP分类器可具有至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

90％、至少95％、至少99％或更高的特异性。UIP分类器可具有约60％至70％、70％至80％、

80％至90％或90％至100％的特异性。

[0158] 阴性预测值(NPV)可大于或等于40％、41％、42％、43％、44％、45％、46％、47％、

48％、49％、50％、51％、52％、53％、54％、55％、56％、57％、58％、59％、60％、61％、62％、

63％、64％、65％、66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、

78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％，以在意向使用群体(例如，受试者，诸如患者)中

排除UIP。当UIP被排除时，可划入非UIP。

[0159] UIP分类器可具有大于或等于40％、41％、42％、43％、44％、45％、46％、47％、

48％、49％、50％、51％、52％、53％、54％、55％、56％、57％、58％、59％、60％、61％、62％、

63％、64％、65％、66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、

78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的阳性预测值(PPV)，以划入UIP。当UIP被划入时，

可排除非UIP。

[0160] 意向使用群体可具有等于或约为40％、41％、42％、43％、44％、45％、46％、47％、

48％、49％、50％、51％、52％、53％、54％、55％、56％、57％、58％、59％、60％、61％、62％、

63％、64％、65％、66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、

78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％的癌症患病率。

[0161] 在一些实施方案中，本公开内容的方法和/或系统包括：从测试样品(例如，肺组

织)提取核酸(例如RNA，例如总RNA)；扩增核酸以产生经表达的核酸文库(例如，通过聚合酶

链反应介导的cDNA(在一些情况下为标记的cDNA)扩增，其中可通过逆转录(RT-PCR)从一个

或多个RNA样品产生cDNA)；通过阵列(例如，微阵列)或通过直接测序(例如，RNAseq)检测核

酸文库中存在的一种或多种核酸的表达(例如，通过测量由RT-PCR产生的cDNA种类来检测

RNA表达谱)；以及使用本文所述的经训练的分类器(例如，Envisia分类器)确定测试样品是

UIP还是非UIP。

[0162] 在一些实施方案中，本公开内容的方法和/或系统进一步包括将吸烟者状态并入

训练练习中。在某些实施方案中，吸烟者状态在一些情况下以以下方式之一并入：

(i)通过在训练(例如，使用分类器训练模块)期间使用吸烟状态作为UIP或非UIP分类

器中的协变量。

(ii)通过鉴定多个对吸烟者状态偏差敏感的基因，并且在UIP或非UIP分类器训练(例

如，使用分类器训练模块)期间排除此类基因，或在一些情况下对此类基因与对此类偏差不
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敏感的基因不同地进行加权。

(iii)通过构建分层分类，其中被训练(例如，使用分类器训练模块)以识别区分吸烟者

与非吸烟者的基因特征的初始分类器被用于基于测试样品的基因特征将测试样品预分类

为“吸烟者”或“非吸烟者”；然后，在预分类之后，运行被训练(例如，使用分类器训练模块)

以区分吸烟者或非吸烟者中的UIP与非UIP的不同分类器。例如，如果预分类器确定测试样

品来自吸烟者，则使用利用来自吸烟者的UIP和非UIP样品训练(例如，使用分类器训练模

块)的分类器执行UIP与非UIP分类。相反，如果预分类器确定测试样品来自非吸烟者，则使

用利用来自非吸烟者的UIP和非UIP样品训练(例如，使用分类器训练模块)的分类器执行

UIP与非UIP分类。在一些实施方案中。这样的吸烟者或非吸烟者特异性分类器至少部分地

由于降低了在分类器训练中包含对吸烟者状态偏差敏感的基因引起的背景噪声而提供改

善的诊断性能。

[0163] 因此，本公开内容还提供了在区分UIP与非UIP的方法中使用的合适的分类器，如

本文所公开的(例如，Envisia分类器)。在各个实施方案中，本公开内容提供了适用于区分

UIP与非UIP的分类器，其中使用来自对应于由病理学专家确定的一种或多种组织病理学标

签的样品(例如，单个样品或汇集样品)的微阵列、qRT-PCR或测序数据训练(例如，使用分类

器训练模块，例如Envisia分类器)分类器。在一些实施方案中，样品被标记为UIP或非UIP。

[0164] 在一些实施方案中，本公开内容提供了一种分类器，该分类器包含表1和/或表15

中提供的一个或多个序列或其片段或者来自表1和/或表15的至少一个序列或其片段，或者

由其组成。在一些实施方案中，本公开内容提供了一种分类器，该分类器包含表1和/或表15

中的任一个或多个或者全部中提供的至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个序列或者由

其组成。例如，在一些实施方案中，本公开内容提供了一种分类器，该分类器包含表1中提供

的至少11、12、13、14、15、20、30、50、100、150、151个序列或者由其组成，包括之间的所有整

数(例如，16、17、18、19、21、22、23、24、25个序列等)和范围(例如，来自表5、7、8、9、10、11或

12中的任一个或多个或者全部的约1-10个序列，来自表1和/或表15中的任一个或多个或者

全部的约10-15个序列、10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、50-151个序

列)。在一个实施方案中，本公开内容提供了一种分类器，其包含表1和/或表15中提供的所

有序列或者由其组成。

[0165] 在一些实施方案中，本公开内容提供了一种分类器，该分类器包含表5中提供的一

个或多个序列或其片段或者来自表5的至少一个序列或其片段，或者由其组成。在一些实施

方案中，本公开内容提供了一种分类器，该分类器包含表5中提供的至少1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10个或更多个序列或者由其组成。例如，在一些实施方案中，本公开内容提供了一种分类

器，该分类器包含表5中提供的至少11、12、13、14、15、20、30、50、100、150、160、170、180或

190个序列或者由其组成，包括之间的所有整数(例如，16、17、18、19、21、22、23、24、25个序

列等)和范围(例如，来自表5、7、8、9、10、11或12中的任一个或多个或者全部的约1-10个序

列，来自表5的约10-15个序列、10-20个序列、5-30个序列、5-50个序列、10-100个序列、50-

150个序列、60-190个序列)。在一个实施方案中，本公开内容提供了一种分类器，其包含表5

中提供的所有序列或者由其组成。

[0166] 在一些特定实施方案中，本公开内容提供了用于区分UIP与非UIP的分类器，其中

该分类器包含SEQ  ID  NO:1-151中的一个或多个或其片段或其任何组合，或者由其组成。在
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一个实施方案中，该分类器包含上述序列中的全部151个或者由其组成。在一些实施方案

中，本公开内容提供了用于区分UIP与非UIP的分类器，其中该分类器包含上述151个序列中

的2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、

29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、

54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、

79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、

103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119、120、121、

122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、138、139、140、

141、142、143、144、145、146、147、148、149、150或151个，或者由其组成。在特定方面，该分类

器包含1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因或其片段。在其他方面，该分类器略去上述

151个序列中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。在其他方面，

所述151个基因中的每一个可与其他基因中的任一个或多个或至多20个组合使用。

[0167] 在一些特定实施方案中，本公开内容提供了用于区分UIP与非UIP的分类器，其中

该分类器包含表5中所列基因中的一个或多个或其片段或其任何组合，或者由其组成。在一

个实施方案中，该分类器包含表5中所列基因中的全部190个或者由其组成。在一些实施方

案中，本公开内容提供了用于区分UIP与非UIP的分类器，其中该分类器包含表5中所列的上

述190个基因中的2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、

50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、

75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、

100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、

119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、136、137、

138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152、153、154、155、156、

157、158、159、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、172、173、174、175、

176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189或190个，或者由其组成：

在特定方面，该分类器包含表5中所列的190个基因以及1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外

的基因或其片段。在其他方面，该分类器略去表5中所列的上述190个基因中的1、2、3、4、5、

6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。在其他方面，所述190个基因中的每一个

可与其他基因中的任一个或多个或至多20个组合使用，以根据本文公开的方法将样品分类

为UIP或非UIP。

[0168] 在某些实施方案中，本公开内容提供了改善肺组织样品中疾病或病况的检测的方

法，该方法包括(A)测定在测试样品中表达的一种或多种转录物的表达水平；(B)使用计算

机生成的经训练的分类器(例如，Envisia分类器)将测试样品分类为对疾病或病况呈阳性

或阴性；其中使用在从多个受试者获得的多个单独的训练样品中表达的一种或多种转录物

的表达水平训练所述计算机生成的经训练的分类器，每个训练样品具有对疾病或病况呈阳

性或阴性的确认诊断，其中至少两个训练样品从单个受试者获得；并且其中在分类之前汇

集测试样品。

组织样品

[0169] 在主题分析或诊断方法中使用的肺组织样品可以是活检样品(例如，通过电视辅
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助胸腔镜手术VATS获得的活检样品)；支气管肺泡灌洗(BAL)样品；经支气管活检物；低温经

支气管活检物；等等。用于分析的肺组织样品可在合适的保存溶液中提供。在一些实施方案

中，通过辅助性支气管镜程序如擦刷(诸如通过细胞刷、组织刷)、支气管活检、支气管灌洗

或针吸获得组织样品。在一些实施方案中，可通过口腔清洗、触摸制备或痰收集来获得组织

样品。在一些实施方案中，从受试者的呼吸上皮获得组织样品。呼吸上皮可来自口、鼻、咽、

气管、支气管、细支气管或肺泡。然而，还可使用其他呼吸上皮来源。

[0170] 可基于患者所呈现的临床体征和症状(例如，呼吸短促(通常通过劳累而加重)、干

咳)，并且在一些情况下基于成像检查(例如，胸部X光、计算机断层扫描(CT))、肺功能检查

(例如，肺量测定法、血氧测定法、运动压力测试)和/或肺组织分析(例如，通过支气管镜检

查、支气管肺泡灌洗、手术活检获得的样品的组织学和/或细胞学分析)中的一种或多种，从

疑似患有肺病例如ILD的患者获得组织样品。在一些情况下，对于肺病的存在或不存在，组

织样品的细胞学或组织学分析可能是模糊的或可疑的(或不确定的)。

[0171] 肺组织样品可以以多种方式中的任一种进行处理。例如，肺组织样品可进行细胞

裂解。肺组织样品可保存在RNA保护溶液(抑制RNA降解的溶液，例如，抑制RNA的核酸酶消化

的溶液)中，并随后进行细胞裂解。可从肺组织样品富集或分离诸如核酸和/或蛋白质等组

分，并且可以在主题方法中使用富集或分离的组分。可使用富集和分离诸如核酸等组分的

各种方法。可使用分离RNA以供表达分析的各种方法。

测定表达产物水平的体外方法

[0172] 用于测定基因表达产物水平的方法可包括但不限于以下一种或多种：其他细胞学

分析、对特定蛋白质或酶活性的分析、对包括蛋白质或RNA或特定RNA剪接变体在内的特定

表达产物的分析、原位杂交、全基因组或部分基因组表达分析、微阵列杂交分析、基因表达

的系列分析(SAGE)、酶联免疫吸附测定、质谱法、免疫组织化学、印迹法、测序、RNA测序(例

如，外显子组富集RNA测序)、DNA测序(例如，从RNA获得的cDNA的测序)；下一代测序、纳米孔

测序、焦磷酸测序或Nanostring测序。例如，可根据Kim等人(Lancet  Respir  Med.2015Jun；

3(6):473-82，整体并入本文，包括所有补充)描述的方法测定基因表达产物水平。如本文所

用，术语“测定”或“检测”或“确定”在指代测定基因表达产物水平时可互换使用。在实施方

案中，上述测定基因表达产物水平的方法适用于检测或测定基因表达产物水平。基因表达

产物水平可相对于内标如总mRNA或特定基因的表达水平进行归一化，该内标包括但不限于

甘油醛-3-磷酸脱氢酶或微管蛋白。

[0173] 在各个实施方案中，样品包括从组织样品(例如，肺组织样品，如TBB样品)收获的

细胞。可使用各种技术从样品收获细胞。例如，可通过离心细胞样品并重悬浮沉淀的细胞来

收获细胞。可将细胞重悬浮于缓冲溶液如磷酸盐缓冲盐水(PBS)中。在离心细胞悬浮液以获

得细胞沉淀物后，可裂解细胞以提取核酸，例如信使RNA(mRNA)。从受试者获得的所有样品，

包括经受任何程度的进一步处理的那些样品，被认为是从受试者获得的。

[0174] 在一个实施方案中，在如本文所述进行基因表达产物的检测之前，进一步处理样

品。例如，细胞或组织样品中的mRNA可与样品的其他组分分离。当mRNA不在其天然环境中

时，可浓缩和/或纯化样品从而以非天然状态分离mRNA。例如，研究已经表明，体内mRNA的高

级结构不同于相同序列的体外结构(参见例如，Rouskin等人(2014) .Nature505,第701-705

页，出于所有目的整体并入本文)。
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[0175] 在一个实施方案中，来自样品的mRNA与合成DNA探针杂交，该合成DNA探针在一些

实施方案中包含检测部分(例如，可检测标签、捕获序列、条形码报告序列)。因此，在这些实

施方案中，最终制备非天然mRNA-cDNA复合物并用于检测基因表达产物。在另一个实施方案

中，来自样品的mRNA直接用可检测标签例如荧光团进行标记。在进一步的实施方案中，非天

然的标记mRNA分子与cDNA探针杂交，并检测复合物。

[0176] 在一个实施方案中，一旦从样品中获得mRNA，就在杂交反应中将其转化为互补DNA

(cDNA)，或与一种或多种cDNA探针一起用于杂交反应。cDNA不存在于体内，因此是非天然分

子。此外，cDNA-mRNA杂合体是合成的并且不存在于体内。除了cDNA不存在于体内之外，cDNA

必然不同于mRNA，因为其包含脱氧核糖核酸而不是核糖核酸。然后例如通过聚合酶链反应

(PCR)或其他扩增来扩增cDNA。例如，可采用的其他扩增方法包括连接酶链反应(LCR)(Wu和

Wallace,Genomics,4:560(1989)，Landegren等人,Science,241:1077(1988)，出于所有目

的通过引用整体并入)、转录扩增(Kwoh等人,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,86:1173(1989)，出

于 所 有 目 的 通 过 引 用 整 体 并 入 ) 、自 动 维 持 序 列 复 制 ( G u a t e l l i 等 人 ,

Proc.Nat.Acad .Sci.USA,87:1874(1990)，出于所有目的通过引用整体并入)，以及基于核

酸的序列扩增(NASBA)。用于选择PCR扩增引物的指南的实例提供于McPherson等人,PCR 

Basics:From  Background  to  Bench,Springer-Verlag,2000，出于所有目的通过引用整体

并入。该扩增反应的产物，即扩增的cDNA，也必然是非天然产物。首先，如上所述，cDNA是非

天然分子。其次，在PCR的情况下，扩增过程用于为起始材料的每个单个cDNA分子产生数亿

个cDNA拷贝。产生的拷贝数与体内存在的mRNA拷贝数相差甚远。

[0177] 在一个实施方案中，用引物扩增cDNA，该引物将额外的DNA序列(例如，衔接子、报

道基因、捕获序列或部分、条形码)引入片段上(例如，通过使用衔接子特异性引物)，或者

mRNA或cDNA基因表达产物序列与包含额外序列(例如，衔接子、报道基因、捕获序列或部分、

条形码)的cDNA探针直接杂交。因此，mRNA的扩增和/或与cDNA探针的杂交用于通过引入额

外序列并形成非天然杂合体从非天然单链cDNA或mRNA产生非天然双链分子。此外，扩增程

序具有与它们相关的错误率。因此，扩增引入了对cDNA分子的进一步修饰。在一个实施方案

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

中。因此，扩增也可用于产生自然界中不存在的DNA复合物，至少是因为(i)cDNA不存在于体

内，(i)将衔接子序列添加到cDNA分子的末端以产生不存在于体内的DNA序列，(ii)与扩增

相关的错误率进一步产生不存在于体内的DNA序列，(iii)与天然存在的结构相比，cDNA分

子的结构不同，以及(iv)将可检测标签化学添加至cDNA分子。

[0178] 在一些实施方案中，通过检测非天然cDNA分子而在核酸水平上检测感兴趣的基因

表达产物的表达。

[0179] 本文所述的基因表达产物包括包含任何感兴趣的核酸序列的全部或部分序列的

RNA，或在逆转录反应中体外经合成获得的其非天然cDNA产物。术语“片段”意指多核苷酸的

一部分，其通常包含至少10、15、20、50、75、100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、

600、650、700、800、900、1,000、1,200或1,500个连续核苷酸，或至多本文公开的全长基因表

达产物多核苷酸中存在的核苷酸数。基因表达产物多核苷酸的片段通常会编码至少15、25、

30、50、100、150、200或250个连续氨基酸，或至多本公开内容的全长基因表达产物蛋白质中

存在的氨基酸总数。
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[0180] 在某些实施方案中，基因表达谱可通过全转录组鸟枪法测序(“WTSS”或“RNAseq”；

参见例如，Ryan等人，BioTechniques  45:81-94)获得，其利用高通量测序技术对cDNA进行

测序以获得关于样品的RNA含量的信息。一般而言，由RNA产生cDNA，对cDNA进行扩增，并对

扩增产物进行测序。

[0181] 扩增后，可使用任何方便的方法对cDNA或其衍生物进行测序。例如，可使用

Illumina的可逆终止子法、Roche的焦磷酸测序法(454)、Life  Technologies的连接测序

(SOLiD平台)或Life  Technologies的Ion  Torrent平台对片段进行测序。此类方法的实例

描述于以下参考文献中：Margulies等人(Nature  2005  437:376-80)；Ronaghi等人

(Analytical  Biochemistry  1996  242:84-9)；Shendure(Science  2005  309:1728)；

Imelfort等人(Brief  Bioinform.2009  10:609-18)；Fox等人(Methods  Mol  Biol.2009；

553:79-108)；Appleby等人(Methods  Mol  Biol .2009；513:19-39)和Morozova

(Genomics .2008  92:255-64)，其通过引用并入，关于对方法的一般描述和方法的具体步

骤，包括每个步骤的所有起始产物、试剂和最终产物。显而易见的是，可在扩增步骤期间将

与选择的下一代测序平台相容的正向和反向测序引物位点添加到片段的末端。

[0182] 在其他实施方案中，可用纳米孔测序对产物进行测序(例如，如Soni等人，Clin 

Chem  53:1996-2001  2007所述，或如Oxford  Nanopore  Technologies所述)。纳米孔测序是

一种单分子测序技术，其中单个DNA分子在穿过纳米孔时被直接测序。纳米孔是直径为1纳

米的小孔。将纳米孔浸入导电流体中并在其上施加电势(电压)导致由于离子通过纳米孔的

传导而产生的轻微电流。流动的电流的量对纳米孔的大小和形状敏感。当DNA分子穿过纳米

孔时，DNA分子上的每个核苷酸以不同程度阻塞纳米孔，从而以不同程度改变通过纳米孔的

电流的大小。因此，当DNA分子穿过纳米孔时，这种电流变化代表DNA序列的读取。纳米孔测

序技术公开于美国专利号5,795,782、6,015,714、6,627,067、7,238,485和7,258,838，以及

美国专利申请公开US2006003171和US20090029477中。

[0183] 在一些实施方案中，主题方法的基因表达产物是蛋白质，并且使用来源于从样品

队列获得的蛋白质数据的分类器来分析特定生物样品中的蛋白质的量。可通过以下一种或

多种方法测定蛋白质的量：酶联免疫吸附测定(ELISA)、质谱法、印迹法或免疫组织化学。

[0184] 在一些实施方案中，可通过使用例如Affymetrix阵列、cDNA微阵列、寡核苷酸微阵

列、点样微阵列或来自Biorad、Agilent或Eppendorf的其他微阵列产品的微阵列分析来确

定基因表达产物标志物和可变剪接标志物。微阵列提供特别的优点，因为它们可以包含可

以在单个实验中测定的大量基因或可变剪接变体。在一些情况下，微阵列装置可以包含允

许综合评价基因表达模式、基因组序列或可变剪接的整个人类基因组或转录物组或其大部

分。可使用如Sambrook,Molecular  Cloning  a  Laboratory  Manual  2001以及Baldi,P.和

Hatfield ,W.G.,DNA  Microarrays  and  Gene  Expression  2002描述的标准分子生物学和

微阵列分析技术发现标志物。

[0185] 微阵列分析通常开始于使用各种方法从生物样品(例如活检物或细针抽吸物)中

提取和纯化核酸。对于表达和可变剪接分析，可以有利地从DNA提取和/或纯化RNA。此外可

能有利的是从其他形式的RNA例如tRNA和rRNA中提取和/或纯化niRNA。

[0186] 例如，可以通过逆转录、聚合酶链反应(PCR)、连接、化学反应或其他技术，用荧光

标记、放射性核素或化学标记如生物素、地高辛配基或地高辛来进一步标记纯化的核酸。标
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记可以是直接或间接的，其可能进一步需要偶联阶段。偶联阶段可以发生在杂交之前，例

如，使用氨基烯丙基-UTP和NHS氨基反应性染料(如花青染料)，或在杂交之后，例如，使用生

物素和标记的链霉抗生物素蛋白。在一个实例中，以低于正常核苷酸的速率酶促添加修饰

的核苷酸(例如以1aaUTP：4TTP的比例)，从而通常导致每60个碱基中有1个修饰的核苷酸

(用分光光度计测量)。然后，可用例如柱或渗滤装置纯化aaDNA。氨基烯丙基是附接到与反

应性标签(例如荧光染料)反应的核碱基上的长接头上的胺基团。

[0187] 标记的样品然后可与杂交溶液混合，该杂交溶液可包含十二烷基硫酸钠(SDS)、

SSC、硫酸葡聚糖、封闭剂(如COT1DNA、鲑精DNA、小牛胸腺DNA、聚A或聚T)、Denhardt溶液、甲

酰胺(formamine)或其组合。

[0188] DNA杂交探针是可变长度的DNA或RNA片段，其用于检测DNA或RNA样品中与探针中

的序列互补的核苷酸序列(DNA靶标)的存在。因此所述探针与单链核酸(DNA或RNA)杂交，该

单链核酸的碱基序列由于探针与靶标之间的互补性而允许探针-靶碱基配对。标记的探针

首先(通过加热或在碱性条件下)变性成单链DNA，然后与靶DNA杂交。

[0189] 为了检测探针与其靶序列的杂交，用分子标记物标示(或标记)所述探针；常用的

标记物是32P或地高辛配基，后者是非放射性的基于抗体的标记物。然后通过经由放射自显

影或其他成像技术使杂交的探针可视化来检测与探针具有中等至高度序列互补性(例如，

至少70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的互补性)的DNA序列或RNA转录

物。具有中等或高度互补性的序列的检测取决于应用多严格的杂交条件—高严格性，例如

高杂交温度和杂交缓冲液中的低盐，仅允许高度相似的核酸序列之间的杂交，而低严格性，

例如较低温度和高盐，允许序列相似度较低时的杂交。DNA微阵列中使用的杂交探针是指与

惰性表面如包被的载玻片或基因芯片共价连接且移动的cDNA靶标与之杂交的DNA。

[0190] 然后可通过热或化学方法使包含将与阵列上的探针杂交的靶核酸的混合物变性，

并将其添加到微阵列中的口中。然后可以密封孔口，并且微阵列例如在杂交烘箱中杂交，其

中通过旋转或在混合器中混合微阵列。杂交过夜后，可洗去非特异性结合(例如用SDS和

SSC)。然后可以干燥微阵列，并在包含激发染料的激光器和测量染料发射的检测器的机器

中进行扫描。可用模板栅格覆盖图像，并可对特征(例如，包含几个像素的特征)的强度进行

定量。

[0191] 各种试剂盒可用于主题方法的核酸扩增和探针产生。可在本公开内容中使用的试

剂盒的例子包括但不限于Nugen  WT-OvationTMFFPE试剂盒，带有Nugen外显子模块和Frag/

Label模块的cDNA扩增试剂盒。NuGEN  WT-OvationTMFFPE  System  V2是全转录物组扩增系

统，使得能够对来源于FFPE样品的降解的小RNA的大量存档物进行全面基因表达分析。该系

统由扩增少至50ng总FFPE  RNA所需的试剂和方案组成。该方案可用于qPCR、样品存档、片段

化和标记。可以将扩增的cDNA在不到两小时内片段化并标记，以供使用NuGEN的FL-

OvationTMcDNA生物素模块V2进行GeneChipTM3’表达阵列分析。对于使用Affymetrix 

GeneChipTMExon和Gene  ST阵列的分析，扩增的cDNA可以与WT-Ovation外显子模块一起使

用，然后使用FL-OvationTMcDNA生物素模块V2进行片段化并标记。对于Agilent阵列上的分

析，可使用NuGEN的FL-OvationTMcDNA荧光模块对扩增的cDNA进行片段化并标记。

[0192] 在一些实施方案中，可使用AmbionTMWT-表达试剂盒。Ambion  WT-表达试剂盒允许

直接扩增总RNA，而无需单独的核糖体RNA(rRNA)消耗步骤。采用AmbionTMWT-表达试剂盒，可
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在AffymetrixTMGeneChipTM人、小鼠和大鼠外显子和基因1.0ST阵列上分析少至50ng总RNA

的样品。除较低的输入RNA要求以及AffymetrixTM方法与TaqmanTM实时PCR数据之间的高度

一致性之外，AmbionTMWT表达试剂盒还提供灵敏度的明显提高。例如，由于信噪比增加，用

AmbionTMWT表达试剂盒可以在外显子水平上获得检测到的高于背景的更大量的探针集。

AmbionTMWT-表达试剂盒可以与其他AffymetrixTM标记试剂盒组合使用。在一些实施方案

中，AmpTecTMTrinucleotide  Nano  mRNA扩增试剂盒(6299-A15)可以在主题方法中使用。

ExpressArtTMTRinucleotideTMmRNA扩增Nano试剂盒适用于大范围的、从1ng到700ng的输入

总RNA。根据输入总RNA的量和所需的aRNA的产量，其可以用于1轮(输入量>300ng总RNA)或2

轮 (最小输入量为1ng总RN A) ，其中RNA产量在>10μg的范围内。Am pTe c的专有

TRinucleotideTM引发技术导致与针对rRNA的选择相组合的mRNA的优先扩增(与通用的真核

3'-聚(A)-序列无关)。该试剂盒可以与cDNA转化试剂盒和AffymetrixTM标记试剂盒结合使

用。

[0193] 然后可以例如通过减去背景强度，随后再除使得各通道上的特征总强度相等的强

度或参考基因的强度，对原始数据进行归一化，之后可以计算所有强度的t值。更复杂的方

法包括z比、局部加权最小二乘(loess)和局部加权(lowess)回归以及例如用于Affymetrix

芯片的RMA(强化多芯片分析)。

[0194] 在一些实施方案中，上述方法可用于测定用于训练(例如，使用分类器训练模块)

分类器以区分受试者是患有UIP还是非UIP的转录物表达水平。在一些实施方案中，上述方

法可用于确定用于输入到能够区分样品是UIP还是非UIP的分类器模块中的转录物表达水

平。

数据分析

(i)样品与正常的比较

[0195] 在一些实施方案中，对来自受试者的样品(“测试样品”)进行的分子谱分析的结果

可以与已知或怀疑为正常的生物样品(“正常样品”)进行比较。在一些实施方案中，正常样

品是不包含或期望不包含ILD或所评价的病况的样品，或者在分子谱分析中对于一种或多

种所评价的ILD测试呈阴性的样品。在一些实施方案中，正常样品是没有或期望没有任何

ILD的样品，或在分子谱分析中对于任何ILD均可测试呈阴性的样品。正常样品可以来自与

正测试的受试者不同的受试者，或来自同一受试者。在一些情况下，正常样品例如是从受试

者如正测试的受试者获得的肺组织样品。正常样品可以与测试样品同时测定或在不同的时

间测定。在一些实施方案中，正常样品是已知或疑似来自非吸烟者的样品。在特定实施方案

中，正常样品是已经由至少两名病理学专家确认为非UIP样品的样品。在特定实施方案中，

正常样品是已经由至少两名病理学专家确认为非IPF样品的样品。

[0196] 测试样品的测定结果可与具有已知疾病状态(例如，正常、受选定ILD(例如，IPF、

NSIP等)影响、吸烟者、非吸烟者、非UIP、UIP)的样品的相同测定的结果进行比较。在一些情

况下，正常样品的测定结果来自于数据库或参考文献。在一些情况下，正常样品的测定结果

是本领域技术人员普遍接受的值或值的范围。在一些情况下，这种比较是定性的。在另一些

情况下，这种比较是定量的。在一些情况下，定性或定量比较可以涉及但不限于以下一种或

多种：比较荧光值、斑点强度、吸光度值、化学发光信号、柱状图、临界阈值、统计显著性值、

基因产物表达水平、基因产物表达水平变化、替代外显子使用(alternative  exon  usage)、
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替代外显子使用的变化、蛋白质水平、DNA多态性、拷贝数变异、一种或多种DNA标志物或区

域的存在或不存在的指示，或者核酸序列。

(ii)结果评价

[0197] 在一些实施方案中，使用用于将基因产物表达水平或替代外显子使用与特定表型

相关联的各种方法评价分子谱分析结果，所述表型例如是特定ILD或正常(例如无疾病或病

况)。在一些情况下，可以确定规定的统计学置信水平以提供诊断置信水平。例如，可以确定

大于90％的置信水平是存在ILD或者吸烟者或非吸烟者状态的有用预测器。在其他实施方

案中，可以选择更严格或更不严格的置信水平。例如，可以选择大约或至少约50％、60％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、97.5％、99％、99.5％或99.9％的置信水平作为有用的

表型预测器。在一些情况下，所提供的置信水平可与样品质量、数据质量、分析质量、所用的

具体方法和/或所分析的基因表达产物的数目有关。用于提供诊断的规定置信水平可基于

假阳性或假阴性的期望数目和/或成本来选择。为了达到规定的置信水平而选择参数或鉴

定具有诊断能力的标志物的方法包括但不限于受试者工作特征(ROC)曲线分析、双正态

ROC、主成分分析、部分最小二乘法分析、奇异值分解、最小绝对收缩和选择算子分析、最小

角回归和阈值梯度定向正则化方法。

(iii)数据分析

[0198] 在一些情况下，可通过应用为归一化和/或提高数据可靠性而设计的方法和/或过

程来改进原始基因表达水平和可变剪接数据。在本公开内容的一些实施方案中，由于需处

理大量个别的数据点，数据分析需要计算机或其他装置、机器或设备以应用本文所述的多

种方法和/或过程。“机器学习分类器”是指用于表征基因表达谱的基于计算的预测数据结

构或方法。例如通过外显子组富集的RNA测序或基于微阵列的杂交分析获得的对应于某些

表达水平的信号通常运行所述分类器，从而对表达谱进行分类。监督的学习通常包括“训

练”分类器以识别各类别之间的区别，然后“测试”分类器对独立测试集的准确性。对于新的

未知样品，分类器可用于预测样品所属的类别。在各个实施方案中，这样的训练使用例如分

类器训练模块来实现。

[0199] 在一些情况下，强化多阵列平均(RMA)法可用于对原始数据进行归一化。RMA法开

始于计算多个微阵列上各匹配细胞的背景校正强度。背景校正的值被限制为正值，如

Irizarry等人,Biostatistics  2003年4月4(2)：249-64所述。背景校正后，获得各背景校正

的匹配细胞强度的以2为底的对数。然后使用分位数归一化方法将各微阵列上的背景校正

的、对数转化的匹配强度归一化，在该方法中，对于每个输入阵列和每个探针表达值，用所

有阵列百分点的平均值替换阵列百分位探针值，该方法由Bolstad等人,Bioinformatics 

2003更充分地描述。分位数归一化后，归一化的数据可以拟合线性模型以获得每个微阵列

上的每个探针的表达量度。然后可利用Tukey中位数平滑算法(Tukey ,J .W.,Exploratory 

Data  Analysis.1977)确定归一化的探针集数据的对数级表达水平。

[0200] 可实现各种其他软件和/或硬件模块或过程。在某些方法中，特征选择和模型估计

可使用glmnet(Friedman  J ,Hastie  T ,Tibshirani  R .Regularization  Paths  for 

Generalized  Linear  Models  via  Coordinate  Descent .Journal  of  statistical 

software  2010；33(1):1-22)通过具有套索罚分(lasso  penalty)的逻辑回归来进行。可使

用TopHat(Trapnell  C,Pachter  L,Salzberg  SL.TopHat:discovering  splice  junctions 
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with  RNA-Seq .Bioinformatics  2009；25(9):1105-11)比对原始读取。可使用HTSeq

(Anders  S ,Pyl  PT ,Huber  W .HTSeq-a  Python  framework  to  work  with  high-

throughput  sequencing  data.Bioinformatics  2014)获得基因计数，并使用DESeq(Love 

MI ,Huber  W ,Anders  S.Moderated  estimation  of  fold  change  and  dispersion  for 

RNA-Seq  data  with  DESeq2；2014)进行归一化。在方法中，使用排名靠前的特征(N范围从

10到200)利用e1071文库(Meyer  D.Support  vector  machines:the  interface  to  libsvm 

in  package  e1071 .2014)来训练线性支持向量机(SVM)(Suykens  JAK ,Vandewalle 

J.Least  Squares  Support  Vector  Machine  Classifiers.Neural  Processing  Letters 

1999；9(3):293-300)。可使用pROC包计算置信区间(Robin  X ,Turck  N ,Hainard  A等人

pROC:an  open-source  package  for  R  and  S+to  analyze  and  compare  ROC  curves.BMC 

bioinformatics  2011；12:77)。

[0201] 另外，可以进一步过滤数据以去除可能认为是可疑的数据。在一些实施方案中，得

自具有少于约4、5、6、7或8个鸟苷和胞嘧啶核苷酸的微阵列探针的数据由于其异常杂交倾

向或二级结构问题而可能被认为是不可靠的。类似地，得自具有超过约12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21或22个鸟苷和胞嘧啶核苷酸的微阵列探针的数据由于其异常杂交倾向或

二级结构问题而可能被认为是不可靠的。

[0202] 在一些情况下，可以通过相对于一系列参考数据集对探针集可靠性进行排序而选

择不可靠的探针集以从数据分析中排除。例如，RefSeq或Ensembl(EMBL)被认为是质量非常

高的参考数据集。在一些情况下，来自与RefSeq或Ensembl序列匹配的探针集的数据由于其

预期的高可靠性而可以特别地包括在微阵列分析实验中。类似地，来自匹配可靠性较低的

参考数据集的探针集的数据可从进一步的分析中排除，或视情况而定包括在进一步的分析

中。在一些情况下，可单独地或共同地使用Ensembl高通量cDNA(HTC)和/或mRNA参考数据集

来确定探针集可靠性。在其他情况下，可以对探针集的可靠性进行排序。例如，可将与所有

参考数据集如RefSeq、HTC、HTSeq和mRNA完全匹配的探针和/或探针集排序为最可靠的(1)。

此外，可将与三分之二参考数据集匹配的探针和/或探针集排序为次最可靠的(2)，可将与

三分之一参考数据集匹配的探针和/或探针集排序为下一级(3)，并且可将不与参考数据集

匹配的探针和/或探针集排序为最后(4)。然后可以根据其排序从分析中包括或排除探针

和/或探针集。例如，可以选择包括来自1、2、3和4类探针集，1、2和3类探针集，1和2类探针

集，或1类探针集的数据用于进一步分析。在另一个实例中，可根据与参考数据集项错配的

碱基对数目对探针集进行排序。应当理解，存在许多本领域已知的、用于评估给定探针和/

或探针集在分子谱分析中的可靠性的方法，并且本公开内容的方法包括这些方法中的任一

种及其组合。

[0203] 在本公开内容的一些实施方案中，如果来自探针集的数据不表达或以检测不到的

水平(不高于背景)表达，则可从分析中将其排除。如果任何组满足以下情况，则探针集被判

断为高于背景表达：

标准正态分布的T0到无穷大的积分<显著性(0.01)

其中：T0＝Sqr(GroupSize)(T-P)/Sqr(Pvar)；GroupSize＝组中的CEL文件数；T＝探针

集中探针评分的平均值；P＝GC含量的背景探针平均值的平均值，并且Pvar＝背景探针变异

之和/(探针集中的探针数)2。
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[0204] 这允许这样的探针集：其中组中探针集的平均值高于作为探针集背景中心的与该

探针集具有类似GC含量的背景探针的平均表达，并且使得能够从背景探针集变异导出探针

集离差。

[0205] 在本公开内容的一些实施方案中，不显示变异或显示低变异的探针集可从进一步

的分析中排除。低变异探针集经由卡方(Chi-Square)检验从分析中排除。如果探针集的转

化变异在具有(N-1)自由度的卡方分布的99％置信区间的左侧，则认为它是低变异的。(N-

1)*探针集变异/(基因探针集变异)约为卡方(N-1)，其中N是输入CEL文件数，(N-1)是卡方

分布的自由度，“基因探针集变异”是基因间的探针集变异的平均值。在本公开内容的一些

实施方案中，如果给定基因或转录物簇的探针集包含少于最小数目的通过了之前描述的针

对GC含量、可靠性、变异等的过滤器步骤的探针，则它们可从进一步的分析中排除。例如在

一些实施方案中，如果给定基因或转录物簇的探针集包含少于约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15个或少于约20个探针，则它们可从进一步的分析中排除。

[0206] 基因表达水平或可变剪接的数据分析方法还可以包括使用本文提供的特征选择

方法和/或过程。在本公开内容的一些实施方案中，通过利用LIMMA软件包(Smyth ,G .K .

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

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

S.Dudoit,R.Irizarry,W.Huber(eds.) ,Springer,New  York,397-420页)提供特征选择。

[0207] 基因表达水平和/或可变剪接的数据分析方法还可以包括使用预分类器方法和/

或过程(例如，通过预分类器分析模块实现)。例如，方法和/或过程可利用细胞特异性分子

指纹根据其组成对样品进行预分类，然后应用校正/归一化因子。然后可将该数据/信息输

入最终分类方法和/或过程中，该方法和/或过程可整合该信息以帮助最终诊断。

[0208] 在某些实施方案中，本公开内容的方法包括使用预分类器方法和/或过程(例如，

通过预分类器分析模块实现)，其在应用本公开内容的UIP/非UIP分类器之前使用分子指纹

将样品预分类为吸烟者或非吸烟者。

[0209] 基因表达水平和或可变剪接的数据分析方法还可以包括使用本文提供的分类器

方法和/或过程(例如，通过预分类器分析模块实现)。在本公开内容的一些实施方案中，提

供对角线线性判别分析、k-最近邻分类器、支持向量机(SVM)分类器、线性支持向量机、随机

森林分类器或基于概率模型的方法或其组合以用于微阵列数据的分类。在一些实施方案

中，基于目标类别之间表达水平差异的统计显著性来选择能区分样品(例如，UIP与非UIP、

第一ILD与第二ILD、正常与ILD)或区分亚型(例如，IPF与NSIP)的鉴定标志物。在一些情况

下，通过将Benjamini  Hochberg程序或另一种校正应用于错误发现率(FDR)来调整统计显

著性。

[0210] 在一些情况下，分类器可以补充有荟萃分析法，例如由Fishel和Kaufman等人，

2007Bioinformatics  23(13)：1599-606描述的方法。在一些情况下，分类器可以补充有荟

萃分析法，例如再现性分析。在一些情况下，所述再现性分析选择出现在至少一种预测性表

达产物标志物集中的标志物。

[0211] 用于导出后验概率并将后验概率应用于微阵列数据分析的方法的实例提供于

Smyth,G.K.2004Stat.Appl.Genet.Mol.Biol.3：Article  3中，其通过引用整体并入本文。

在一些情况下，后验概率可用于对由分类器提供的标志物进行排序。在一些情况下，可以根
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据其后验概率对标志物进行排序，并且可以选择通过了所选阈值的那些标志物作为其差异

表达指示或诊断例如UIP或非UIP的样品的标志物。示例性的阈值包括0.7、0.75、0.8、0.85、

0.9、0.925、0.95、0.975、0.98、0.985、0.99、0.995或更高的先验概率。

[0212] 分子谱分析结果的统计学评价可以提供但不限于提供指示以下一种或多种可能

性的一个或多个定量值：诊断准确性的可能性；样品是UIP的可能性；样品是非UIP的可能

性；ILD的可能性；特定ILD的可能性；特定治疗性干预成功的可能性；受试者是吸烟者的可

能性；以及受试者是非吸烟者的可能性。因此，可能没有经过遗传学或分子生物学培训的医

师不需要了解原始数据。相反，所述数据以指导患者医护的最有用的形式直接提供给医师。

分子谱分析的结果可使用许多方法进行统计学评价，包括但不限于：students  T检验、双侧

T检验、皮尔森秩和分析、隐马尔可夫模型分析、q-q图分析、主成分分析、单向ANOVA、双向

ANOVA、LIMMA等。

[0213] 在本公开内容的一些实施方案中，单独使用分子谱分析或者与细胞学分析结合使

用分子谱分析可以提供约85％的准确性到约99％或约100％的准确性的分类、鉴定或诊断。

在一些情况下，分子谱分析方法和/或细胞学分析提供准确性为大约或至少约85％、86％、

87％、88％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、97.5％、98％、98.5％、99％、

99.5％、99.75％、99.8％、99.85％或99.9％的ILD的分类、鉴定、诊断。在一些实施方案中，

分子谱分析方法和/或细胞学分析提供准确性为大约或至少约85％、86％、87％、88％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、97 .5％、98％、98 .5％、99％、99 .5％、

99.75％、99.8％、99.85％或99.9％的特定ILD类型(例如，IPF；NSIP；HP)的存在的分类、鉴

定或诊断。

[0214] 在一些情况下，可通过随着时间的推移追踪受试者来确定初始诊断的准确性，从

而确定其准确性。在其他情况下，可通过确定性的方式或者使用统计学方法确定准确性。例

如，可利用受试者工作特征(ROC)分析确定最优分析参数，从而实现特定水平的准确性、特

异性、阳性预测值、阴性预测值和/或错误发现率。

[0215] 在本公开内容的一些实施方案中，可以选择如下所述的基因表达产物和编码此类

产物的核苷酸组合物用作本公开内容的分子谱分析试剂，所述基因表达产物和编码此类产

物的核苷酸组合物经测定在UIP与非UIP、UIP与正常之间和/或吸烟者与非吸烟者之间表现

出表达水平的最大差异或可变剪接的最大差异。这样的基因表达产物由于提供比其他方法

更宽的动态范围、更大的信噪比、改善的诊断能力、更低的假阳性或假阴性可能性或更高的

统计学置信水平而可能特别地有用。

[0216] 在本公开内容的其他实施方案中，与使用本领域所用的标准细胞学技术相比，单

独使用分子谱分析或者与细胞学分析结合使用分子谱分析可以使评定为非诊断性的样品

的数目减少约或至少约100％、99％、95％、90％、80％、75％、70％、65％或约60％。在一些情

况下，与本领域使用的标准细胞学方法相比，本公开内容的方法可以使评定为不确定或疑

似的样品的数目减少约或至少约100％、99％、98％、97％、95％、90％、85％、80％、75％、

70％、65％或约60％。

[0217] 在一些情况下，将分子谱分析的结果输入数据库中以供分子谱分析企业、个体、医

疗提供者或保险提供者的代表或代理人访问。在一些情况下，测定结果包括企业的代表、代

理人或顾问如医学专业人员的样品分类、鉴定或诊断。在其他情况下，自动提供数据的计算
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机分析。在一些情况下，分子谱分析企业可以就以下一项或多项服务向个体、保险提供者、

医疗提供者、研究人员或政府机构收费：所进行的分子谱分析、咨询服务、数据分析、结果报

告或数据库访问。

[0218] 在本公开内容的一些实施方案中，分子谱分析结果作为计算机屏幕上的报告或作

为纸件报告提供。在一些情况下，所述报告可以包括但不限于以下一种或多种信息：差异表

达的基因数、原始样品的适合性、显示差异可变剪接的基因数、诊断、诊断的统计学置信度、

受试者是吸烟者的可能性、ILD的可能性和指定的疗法。

(iv)基于分子谱分析结果的样品分类

[0219] 分子谱分析的结果可被分类为例如以下之一：吸烟者、非吸烟者、ILD、特定类型的

ILD、非ILD或非诊断性的(提供关于ILD是否存在的不充分信息)。在一些情况下，分子谱分

析的结果可分为IPF与NSIP类别。在特定情况下，结果分类为UIP或非UIP。

[0220] 在本公开内容的一些实施方案中，使用经训练的分类器对结果进行分类。经训练

的分类器可以是经训练的算法。本公开内容的经训练的分类器实现已使用已知UIP和非UIP

样品的参考组开发的方法和/或过程。在一些实施方案中，训练(例如，使用分类器训练模

块)包括将来自UIP样品的第一组生物标志物中的基因表达产物水平与来自非UIP样品的第

二组生物标志物中的基因表达产物水平进行比较，其中第一组生物标志物包含至少一种不

在第二组中的生物标志物。在一些实施方案中，训练(例如，使用分类器训练模块)包括将来

自是非UIP的第一ILD的第一组生物标志物中的基因表达产物水平与来自是UIP的第二ILD

的第二组生物标志物中的基因表达产物水平进行比较，其中第一组生物标志物包含至少一

种不在第二组中的生物标志物。在一些实施方案中，训练(例如，使用分类器训练模块)进一

步包括将来自是吸烟者的第一受试者的第一组生物标志物中的基因表达产物水平与来自

是非吸烟者的第二受试者的第二组生物标志物中的基因表达产物水平进行比较，其中第一

组生物标志物包含至少一种不在第二组中的生物标志物。在一些实施方案中，可使用分类

组内的生物标志物组与分类器中所使用的所有其他生物标志物组(或所有其他生物标志物

特征)的表达水平的比较来训练(例如，使用分类器训练模块)整个分类器或分类器的部分。

在一些实施方案中，可使用在包含从单个受试者获得的至少2、3、4、5个或更多个单独的样

品的汇集样品中测量的表达水平的比较来训练(例如，使用分类器训练模块)整个分类器或

分类器的部分。在一些实施方案中，可使用计算机汇集的表达水平的比较来训练(例如，使

用分类器训练模块)整个分类器或分类器的部分，如本文所述，其中计算机汇集的表达水平

包括来自从单个受试者获得的至少2、3、4、5个或更多个单独的样品的汇集表达水平。在一

些实施方案中，如本段所述的经训练的分类器比较测试样品与参考样品或参考样品组之间

的SEQ  ID  NO:1-151中的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、

47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、

72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、

97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、

117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、134、135、

136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150或151个或其任何组

合，以确定测试样品是UIP还是非UIP。在特定方面，这样的分类器比较额外的基因，例如1、
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2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该分类器略去某些前述基因，例如这

些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。

[0221] 在一些实施方案中，如本文所述的训练的分类器比较测试样品与参考样品或参考

样品组之间的表5中所列基因中的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、

20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、

45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、

70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、

95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、

115、116、117、118、119、120、121、122、123、124、125、126、127、128、129、130、131、132、133、

134、135、136、137、138、139、140、141、142、143、144、145、146、147、148、149、150、151、152、

153、154、155、156、157、158、159、160、161、162、163、164、165、166、167、168、169、170、171、

172、173、174、175、176、177、178、179、180、181、182、183、184、185、186、187、188、189或190

个的基因表达水平，以确定测试样品是UIP还是非UIP。在特定方面，这样的分类器比较额外

的基因，例如1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个额外的基因。在其他方面，该分类器略去某些前

述基因，例如这些基因中的1、2、3、4、5、6、7、8个或更多个，而在一些情况下包括其他基因。

[0222] 适用于样品分类的分类器包括但不限于k最近邻分类器、支持向量机、线性判别分

析、对角线性判别分析、updown、朴素贝叶斯分类器、神经网络分类器、隐马尔可夫模型分类

器、遗传分类器或其任何组合。

[0223] 在一些情况下，本公开内容的经训练的分类器可以整合除了基因表达数据或可变

剪接数据以外的数据，例如但不限于DNA多态性数据、测序数据、本公开内容的细胞学家或

病理学家的评分或诊断、由本公开内容的预分类器方法和/或过程提供的信息或本公开内

容受试者的医疗史信息。

[0224] 当为了ILD(例如，用UIP)诊断而对生物样品进行分类时，二元分类器通常出现两

种可能的结果。类似地，当为了吸烟者诊断而对生物样品进行分类时，二元分类器通常出现

两种可能的结果。当二元分类器与实际真值(例如，来自生物样品的值)相比时，通常存在四

种可能的结果。如果预测结果为p(其中“p”是阳性分类器输出，诸如特定ILD)，并且实际值

也为p，那么它被称为真阳性(TP)；然而如果实际值为n，那么它被称为假阳性(FP)。相反，当

预测结果和实际值二者都为n时(其中“n”是阴性分类器输出，诸如非ILD，或不存在本文所

述的特定病变组织)出现真阴性(例如，TN)，而当预测结果为n而实际值为p时则出现假阴性

(FN)。在一个实施方案中，考虑试图确定人是否患有某种疾病的诊断性测试。当该人测试为

阳性，但实际上未患该疾病的情况时，出现假阳性(FP)。另一方面，当该人测试为阴性(提示

他们是健康的)，但他们实际上确实患有该疾病时，出现FN。在一些实施方案中，可通过以相

应比例对可用样品上获得的误差进行重采样而产生假设亚型的真实世界流行度的受试者

工作特征(ROC)曲线。

[0225] 疾病的阳性预测值(PPV)，或准确率，或验后概率，是正确诊断的具有阳性测试结

果的患者的比例。它是诊断方法的最重要的判断标准，因为它反映了阳性测试反映出所测

试的基础病状的可能性。然而，它的值取决于疾病的患病率，这可能有所不同。假阳性率(α)

＝FP/(FP+TN)-特异性；假阴性率(β)＝FN/(TP+FN)-灵敏度；能力＝灵敏度＝1-β；似然比阳

性＝灵敏度/(l-特异性)；似然比阴性＝(1-灵敏度)/特异性。
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[0226] 阴性预测值是正确诊断的具有阴性测试结果的患者的比例。PPV和NPV量度可使用

适当的疾病亚型流行度估计值获得。合并的疾病流行度的估计值可由通过外科手术大致分

类为B与M的不确定结果的合并库来计算。在一些实施方案中，对于亚型特异性估计值，疾病

流行度有时可能是无法计算的，因为没有任何可用的样品。在这些情况下，亚型疾病流行度

可以用合并的疾病流行度估计值来代替。

[0227] 在一些实施方案中，表达产物或替代外显子使用的水平指示以下一种或多种：

IPF、NSIP、HP、UIP、非UIP。

[0228] 在一些实施方案中，表达产物或替代外显子使用的水平指示受试者是吸烟者或非

吸烟者。

[0229] 在一些实施方案中，主题方法的表达分析结果提供了给定诊断为正确的统计置信

水平。在一些实施方案中，此统计置信水平为至少约或大于约85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.5％或更高。

报告

[0230] 主题方法和/或系统可包括生成报告，该报告提供样品(肺组织样品)是UIP样品的

指示(例如，使用报告模块)。主题方法和/或系统可包括生成报告，该报告提供样品(肺组织

样品)是非UIP样品的指示(例如，使用报告模块)。主题方法和/或系统可包括生成报告，该

报告提供样品(肺组织样品)是ILD样品的指示(例如，使用报告模块)。主题诊断方法可包括

生成报告，该报告提供关于被测试的个体是否患有ILD的指示。主题诊断方法可包括生成报

告，该报告提供关于被测试的个体是否是吸烟者的指示。主题方法(或报告模块)可包括生

成报告，该报告提供关于被测试的个体是否具有IPF的指示(例如，是ILD而不是IPF；例如，

该报告可指示该个体患有IPF而不是NSIP)。

[0231] 在一些实施方案中，诊断UIP与非UIP的主题方法涉及生成报告(例如，使用报告模

块)。这样的报告可包含诸如以下信息：患者患有UIP的可能性；患者患有非UIP的可能性；患

者患有IPF的可能性；患者是吸烟者的可能性；关于进一步评价的建议；关于治疗药物和/或

设备干预的建议；等等。

[0232] 例如，本文公开的方法可进一步包括生成或输出提供主题诊断方法的结果的报告

的步骤，该报告可以以电子介质(例如，计算机监视器上的电子显示器)的形式提供，或以有

形介质(例如，印在纸上或其他有形介质上的报告)的形式提供。关于主题诊断方法的结果

的评估(例如，患者患有UIP的可能性；患者患有非UIP的可能性；患者患有IPF的可能性；个

体患有ILD的可能性；个体患有IPF的可能性；个体是吸烟者的可能性)可被称为“报告”或简

称为“评分”。制备报告的人或实体(“报告生成者”)也可执行诸如样品收集、样品处理等步

骤。或者，除报告生成者之外的实体可执行诸如样品收集、样品处理等步骤。可向用户提供

诊断评估报告。“用户”可以是健康专业人员(例如，临床医生、实验室技术人员、医师(例如，

心脏病学家)等)。

[0233] 主题报告可进一步包含以下中的一种或多种：1)服务提供者信息；2)患者数据；3)

关于给定基因产物或基因产物组的表达水平、评分或分类器决定的数据；4)后续评价建议；

5)治疗干预或建议；以及6)其他特征。

进一步评价

[0234] 基于给定基因产物或基因产物组的表达水平和/或基于报告(如上所述)，医师或
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其他合格医疗人员可确定是否需要对测试受试者(患者)进行进一步评价。进一步评价可包

括例如肺量测定法。

治疗干预

[0235] 基于给定基因产物或基因产物组的表达水平和/或基于报告(如上所述)，医师或

其他合格医疗人员可确定是否建议进行适当的治疗干预。治疗干预包括基于药物的治疗干

预、基于装置的治疗干预和手术干预。当报告表明个体患有UIP和/或IPF的可能性时，基于

药物的治疗干预包括例如向个体施用有效量的吡非尼酮、泼尼松、硫唑嘌呤和/或N-乙酰半

胱氨酸。手术干预包括例如动脉旁路手术。

计算机实现的方法、系统和装置

[0236] 本公开内容的方法可以是计算机实现的，使得方法步骤(例如，测定、比较、计算

等)全部或部分自动化。

[0237] 因此，本公开内容提供了与促进间质性肺病的诊断(例如，UIP、非UIP、IPF、NSIP、

HP等的诊断)的计算机实现的方法相关的方法、计算机系统、装置等，该诊断包括区分诊断。

[0238] 本公开内容进一步提供了与促进确定吸烟者状态(例如，吸烟者与非吸烟者)的计

算机实现的方法相关的方法、计算机系统、装置等。

[0239] 本公开内容进一步提供了与促进间质性肺病的诊断(例如，UIP、非UIP、IPF、NSIP、

HP等的诊断)的计算机实现的方法相关的方法、计算机系统、装置等，该诊断包括区分诊断，

其中该方法进一步包括确定受试者的吸烟者状态(吸烟者与非吸烟者)并将吸烟者状态并

入受试者间质性肺病诊断的确定中。在一些实施方案中，(i)将吸烟者状态作为训练(例如，

使用分类器训练模块)期间使用的模型中的协变量并入间质性肺病诊断中。该方法提高了

信噪比，特别是在吸烟者的数据中(其中噪声较高)，并允许来自吸烟者和非吸烟者的数据

进行结合并同时使用。在一些实施方案中，(ii)通过在间质性肺病诊断分类器训练期间鉴

定对吸烟者状态偏差敏感的一个或多个基因并排除此类基因或者对此类基因与对吸烟者

状态不敏感的基因不同地进行加权，将吸烟者状态并入间质性肺病诊断中。在一些实施方

案中，(iii)通过构建分层分类将吸烟者状态并入间质性肺病诊断中，其中对初始分类器进

行训练以识别区分吸烟者与非吸烟者的基因特征(例如，使用分类器训练模块)。一旦患者

样品被预分类为“吸烟者”或“非吸烟者”(例如，使用预分类器分析模块)，可运行被各自训

练以分别区分吸烟者或非吸烟者中的UIP与非UIP的不同分类器以诊断间质性肺病。在更进

一步的实施方案中，包括将吸烟者状态并入受试者间质性肺病诊断的确定中的步骤的此类

方法包括上述此类并入方法中的一种或多种的组合(即，本段中实施方案(i)至(iii)中的

两种或更多种的组合)。

[0240] 例如，包括获得生物标志物水平的值、将归一化的生物标志物(基因)表达水平与

对照水平进行比较、计算UIP或非UIP的可能性(并且在一些情况下，计算受试者是吸烟者的

可能性)、生成报告等在内的方法步骤可由计算机程序产品完全或部分地执行。获得的值可

以以电子方式存储在例如数据库中，并且可经受由编程计算机执行的分类器(例如，使用分

类器分析模块)。

[0241] 例如，本公开内容的方法和/或系统可涉及将生物标志物水平(例如，归一化的基

因产物表达水平)输入到分类器分析模块中以执行方法和/或过程以进行本文所述的比较

和计算步骤，并且通过例如在计算机本地或远程的位置处向输出设备显示或打印报告来生
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成如本文所述的报告(例如，使用报告模块)。报告的输出可以是代表数值或数值范围的评

分(例如，数值评分(代表数值)或非数值评分(例如，非数值输出(例如，“IPF”、“无IPF证

据”)))。在其他方面，输出可指示“UIP”与“非UIP”。在其他方面，输出可指示“吸烟者”与“非

吸烟者”。

[0242] 因此，本公开内容提供了计算机程序产品，其包括其上存储有软件和/或硬件模块

的计算机可读存储介质。当由处理器执行时，软件和/或硬件模块可基于从来自个体的一个

或多个生物样品(例如，肺组织样品)的分析获得的值来执行相关计算。计算机程序产品在

其中存储有用于执行计算的计算机程序。

[0243] 本公开内容提供了用于执行上述程序的系统，该系统通常包括：a)执行软件和/或

硬件模块的中央计算环境或处理器；b)可操作地连接到计算环境以接收患者数据的输入设

备，其中该患者数据可包括例如从使用来自患者的生物样品的测定所获得的生物标志物水

平或其他值，如上所述；c)连接到计算环境以向用户(例如，医疗人员)提供信息的输出设

备；以及d)由中央计算环境(例如，处理器)执行的方法和/或过程，其中该方法和/或过程基

于由输入设备接收的数据来执行，并且其中该方法和/或过程计算值，其中该值指示受试者

具有UIP、非UIP、ILD或IPF的可能性，如本文所述。

[0244] 本公开内容还提供了用于执行上述程序的系统，该系统通常包括：a)执行软件和/

或硬件模块的中央计算环境或处理器；b)可操作地连接到计算环境以接收患者数据的输入

设备，其中该患者数据可包括例如从使用来自患者的生物样品的测定所获得的生物标志物

水平或其他值，如上所述；c)连接到计算环境以向用户(例如，医疗人员)提供信息的输出设

备；以及d)由中央计算环境(例如，处理器)执行的方法和/或过程，其中该方法和/或过程基

于由输入设备接收的数据来执行，其中该方法和/或过程计算值，其中该值指示受试者具有

UIP、非UIP、ILD或IPF的可能性，如本文所述，并且其中该方法和/或过程使用吸烟状态(吸

烟者与非吸烟者)作为训练期间使用的模型中的协变量。在一些实施方案中，该方法和/或

过程在分类器训练期间排除对吸烟者状态偏差敏感的一个或多个基因或对其不同地进行

加权，以用不受吸烟状态混淆或影响的基因来丰富用于训练的特征空间。

[0245] 在更进一步的实施方案中，本公开内容提供了用于执行上述程序的系统，该系统

通常包括：a)执行软件和/或硬件模块的中央计算环境或处理器；b)可操作地连接到计算环

境以接收患者数据的输入设备，其中患者数据可包括例如从使用来自患者的生物样品的测

定获得的生物标志物水平或其他值，如上所述；c)连接到计算环境以向用户(例如，医疗人

员)提供信息的输出设备；以及d)由中央计算环境(例如，处理器)执行的第一方法和/或过

程，其中第一方法和/或过程基于由输入设备接收的数据执行，其中第一方法和/或过程计

算值，该值指示受试者是吸烟者或非吸烟者的可能性，如本文所述，其中受试者作为吸烟者

或非吸烟者的状态导致第一方法和/或过程应用被特别训练(例如，使用分类器训练模块)

以分别区分吸烟者或非吸烟者中的UIP与非UIP的第二方法和/或过程；以及e)其中第二方

法和/或过程由中央计算环境(例如，处理器)执行，其中第二方法和/或过程基于由输入设

备接收的数据执行，并且其中第二方法和/或过程计算值，该值指示受试者具有ILD的可能

性，如本文所述。

计算机系统

[0246] 图7A图示了处理系统100，其包括经由总线或总线组110耦合在一起的至少一个处
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理器102或者处理单元或多个处理器、存储器104、至少一个输入设备106和至少一个输出设

备108。处理系统可在任何合适的设备上实现，例如，主机设备、个人计算机、手持式或膝上

型设备、个人数字助理、多处理器系统、基于微处理器的系统、可编程的消费电子设备、小型

计算机、服务器计算机、网络服务器计算机、主计算机和/或包括任何上述系统或设备的分

布式计算环境。

[0247] 在某些实施方案中，输入设备106和输出设备108可以是相同的设备。还可提供接

口112以供将处理系统100耦合到一个或多个外围设备，例如，接口112可以是PCI卡或PC卡。

还可提供容纳至少一个数据库116的至少一个存储设备114。

[0248] 存储器104可以是任何形式的存储器设备，例如，易失性或非易失性存储器、固态

存储设备、磁性设备等。例如，在一些实施方案中，存储器104可以是随机存取存储器(RAM)、

存储缓冲器、硬盘驱动器、只读存储器(ROM)、可擦除可编程只读存储器(EPROM)、数据库和/

或诸如此类。

[0249] 处理器102可包含多于一个不同的处理设备，例如以在处理系统100内处理不同功

能。处理器100可以是被配置用于运行或执行一组指令或代码(例如，存储在存储器中)的任

何合适的处理设备，诸如通用处理器(GPP)、中央处理单元(CPU)、加速处理单元(APU)、图形

处理单元(GPU)、专用集成电路(ASIC)和/或诸如此类。这样的处理器100可运行或执行存储

在存储器中的一组指令或代码，该指令或代码与使用个人计算机应用、移动应用、因特网浏

览器、蜂窝和/或无线通信(例如，经由网络)和/或诸如此类相关联。更具体地，如本文所述，

处理器可执行存储在存储器104中的一组指令或代码，该指令或代码与分析和分类数据相

关联。

[0250] 输入设备106接收输入数据118并且可包括例如键盘、指针设备如笔类设备或鼠

标、用于语音控制激活的音频接收设备如麦克风、数据接收器或天线如调制解调器或无线

数据适配器、数据采集卡等。输入数据118可来自不同来源，例如键盘指令结合经由网络接

收的数据。

[0251] 输出设备108产生或生成输出数据120，并且可包括例如显示设备或监视器(在这

种情况下输出数据120是可视的)、打印机(在这种情况下输出数据120是打印的)、端口例如

USB端口、外围组件适配器、数据发送器或天线如调制解调器或无线网络适配器等。输出数

据120可以是不同的并且来自不同的输出设备，例如监视器上的视觉显示结合发送到网络

的数据。用户可在例如监视器上或使用打印机来查看数据输出或数据输出的解释。

[0252] 在一些实施方案中，输入设备106和/或输出设备108可以是被配置用于经由网络

发送和/或接收数据的通信接口。更具体地，在这样的实施方案中，处理系统100可充当一个

或多个客户端设备(图7A中未示出)的主机设备。如此，处理系统100可将数据发送到客户端

设备(例如，输出数据120)并从客户端设备接收数据(例如，输入数据118)。这样的通信接口

可以是任何合适的模块和/或设备，其可使处理系统100与客户端设备如一个或多个网络接

口卡等进行通信。这样的网络接口卡可包括例如可经由网络等使客户端设备150与主机设

备110等进行通信的以太网端口、 无线电、 无线电、近场通信(NFC)无线电

和/或蜂窝无线电。

[0253] 存储设备114可以是任何形式的数据或信息存储系统或方法，例如，易失性或非易

失性存储器、固态存储设备、磁性设备等。例如，在一些实施方案中，存储设备114可以是随
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机存取存储器(RAM)、存储缓冲器、硬盘驱动器、只读存储器(ROM)、可擦除可编程只读存储

器(EPROM)、数据库和/或诸如此类。

[0254] 在使用中，处理系统100适于允许数据或信息经由有线或无线通信系统或方法存

储在至少一个数据库116中和/或从其中检索。接口112可允许处理单元102和可用于专用目

的的外围组件之间的有线和/或无线通信。通常，处理器102可经由输入设备106接收指令作

为输入数据118，并且可通过利用输出设备108向用户显示处理的结果或其他输出。可提供

多于一个输入设备106和/或输出设备108。处理系统100可以是任何合适形式的终端、服务

器、专用硬件等。处理系统100可以是网络化通信系统的一部分。

[0255] 处理系统100可连接到网络，例如，局域网(LAN)、虚拟网络如虚拟局域网(VLAN)、

广域网(WAN)、城域网(MAN)、全球微波互联接入(WiMAX)、蜂窝网络、因特网以及/或者实现

为有线和/或无线网络的任何其他合适的网络。例如，当在LAN网络环境中使用时，计算系统

环境100通过网络接口或适配器连接到LAN。当在WAN网络环境中使用时，计算系统环境通常

包括用于在WAN上建立通信的调制解调器或者其他系统或方法，诸如因特网。调制解调器可

以是内部的或外部的，可经由用户输入接口或经由另外的适当机制连接到系统总线。在网

络化环境中，相对于计算系统环境100描述的程序模块或其部分可存储在远程存储器存储

设备中。应当理解，图7所示的网络连接是实例，并且可使用在多个计算机之间建立通信链

路的其他系统和方法。

[0256] 输入数据118和输出数据120可经由网络传送至其他设备。可使用有线或无线的通

信系统和方法来实现通过网络的信息和/或数据传输。服务器可促进网络与一个或多个数

据库之间的数据传输。服务器与一个或多个数据库提供信息源的实例。

[0257] 因此，图7A中所示的处理计算系统环境100可通过使用与一个或多个远程计算机

的逻辑连接而在网络化环境中运行。远程计算机可以是个人计算机、服务器、路由器、网络

PC、对等设备或其他公共网络节点，并且通常包括上述元件中的许多或全部。

[0258] 图7B更详细地图示了图7A的处理器102。处理器102可被配置用于执行特定模块。

模块可以是例如存储在存储器104中和/或在处理器102中执行的硬件模块、软件模块，和/

或其任何组合。例如，如图7B所示，处理器102包括和/或执行预分类器分析模块130、分类器

训练模块132、分类器分析模块134和报告模块136。如图7B所示，预分类器分析模块130、分

类器训练模块132、分类器分析模块134和报告模块136可连接和/或电耦合。如此，可在预分

类器分析模块130、分类器训练模块132、分类器分析模块134和报告模块136之间发送信号。

[0259] 分类器训练模块132可被配置用于接收数据语料库(例如，基因表达数据、测序数

据)并训练分类器。例如，来自先前被鉴定为UIP和非UIP(例如，由专家鉴定)的样品的临床

注释数据可由输入设备106接收并且由分类器训练模块132使用以鉴定先前被鉴定为UIP和

非UIP的样品之间的相关性。例如，可获得专家TBB组织病理学标签(即，UIP或非UIP)、专家

HRCT标签和/或专家患者水平临床结果标签，并单独地或组合地使用以使用微阵列和/或测

序来训练分类器数据。使用的特征空间可包括基因表达、变体、突变、融合、杂合性丢失

(LOH)、生物学途径效应和/或可作为用于训练机器学习算法的特征而提取的数据的任何其

他维度。在一些实施方案中，用于训练UIP与非UIP分类器、吸烟者与非吸烟者分类器、或UIP

与非UIP和吸烟者与非吸烟者分类器的训练的特征空间包括基因表达、变体、突变、融合、杂

合性丢失(LOH)和生物学途径效应。在一些实施方案中，用于训练UIP与非UIP分类器、吸烟

说　明　书 51/99 页

59

CN 109689892 A

59



者与非吸烟者分类器、或UIP与非UIP和吸烟者与非吸烟者分类器的训练的特征空间包括基

因表达和变体维度。

[0260] 在一些实施方案中，分类器训练模块132可基于与所接收的样品是否与吸烟者或

非吸烟者相关联的指示来训练吸烟者分类器和非吸烟者分类器。在其他实施方案中，吸烟

者/非吸烟者可用作训练单个分类器的属性(模型协变量)。在训练该分类器后，其可用于鉴

定和/或分类如本文所述的新接收的和未知的样品。

[0261] 预分类器分析模块130可鉴定样品是否与吸烟者或非吸烟者相关联。具体地，预分

类器分析模块130可使用任何合适的方法来将样品鉴定和/或分类为来自吸烟(或具有过去

的重度吸烟史)的个体与不吸烟(或没有吸烟史)的个体。分类可以以任何合适的方式进行，

诸如，接收来自用户的指示、鉴定对吸烟者状态偏差敏感的基因、使用机器学习分类器和/

或本文所述的任何其他合适的方法。

[0262] 分类器分析模块134可将样品输入到分类器中以将所接收的样品鉴定和/或分类

为与UIP和非UIP相关联。具体地，分类器分析模块134可使用训练的分类器来鉴定样品指示

UIP还是非UIP。在一些实施方案中，分类器分析模块134可指示与UIP或非UIP相关联的样品

的百分比或置信度评分。在一些实施方案中，分类器分析模块134可执行两个单独的分类

器：一个针对吸烟者样品，另一个针对非吸烟者样品(通过预分类器分析模块130确定)。在

其他实施方案中，针对伴随有吸烟者状态输入的吸烟者和非吸烟者样品执行单个分类器。

[0263] 报告模块136可被配置用于基于分类器分析模块134的结果生成任何合适的报告，

如本文进一步详细描述的。在一些情况下，该报告可包括但不限于诸如以下的一种或多种

信息：差异表达的基因数、原始样品的适合性、显示差异可变剪接的基因数、诊断、诊断的统

计学置信度、受试者是吸烟者的可能性、ILD的可能性和指定的疗法。

[0264] 图7C图示了本公开内容的一个非限制性实施方案的流程图，其中使用已知的UIP

和非UIP样品的基因产物表达数据来训练(例如，使用分类器训练模块)分类器以区分UIP与

非UIP，其中分类器在一些情况下将吸烟者状态视为协变量，并且其中来自未知样品的基因

产物表达数据被输入训练的分类器中以将未知样品鉴定为UIP或非UIP，并且其中通过分类

器分类的结果被确定并通过报告输出。

[0265] 可参考由一个或多个计算设备如图7A的计算系统环境100执行的动作和操作的符

号表示来描述某些实施方案。如此，将会理解，这样的有时被称为计算机执行的动作和操作

包括通过计算机的处理器对表示结构化形式的数据的电信号的操纵。该操纵变换数据或将

它们保持在计算机的存储器系统中的位置处，其以本领域技术人员理解的方式重新配置或

以其他方式改变计算机的操作。将数据保持在其中的数据结构是存储器的物理位置，其具

有由数据格式定义的特定属性。然而，虽然在前述上下文中描述了实施方案，但是并非意在

限制，因为本领域技术人员将理解，下文描述的动作和操作也可在硬件中实现。

[0266] 实施方案可用许多其他通用或专用的计算设备以及计算系统环境或配置来实现。

可适用于实施方案的其他计算系统、环境和配置的示例包括但不限于个人计算机、手持式

或膝上型设备、个人数字助理、多处理器系统、基于微处理器的系统、可编程的消费电子产

品、网络、小型计算机、服务器计算机、网络服务器计算机、主计算机和包括任何上述系统或

设备的分布式计算环境。

[0267] 可在计算机可执行指令如硬件和/或软件模块的一般上下文中描述实施方案。还
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可在分布式计算环境中实践实施方案，其中任务由通过通信网络链接的远程处理设备执

行。在分布式计算环境中，程序模块可位于包括存储器存储设备的本地和远程计算机存储

介质中。

计算机程序产品

[0268] 本公开内容提供了计算机程序产品，该计算机程序产品当在诸如以上参考图7描

述的可编程计算机上执行时可执行本公开内容的方法。如上所述，取决于期望的配置，本文

所述的主题可体现在系统、装置、方法和/或物品中。这些各种实现可包括在可编程系统上

可执行和/或可解释的一个或多个计算机程序中的实现，该可编程系统包括至少一个可编

程处理器，其可以是专用的或通用的，被耦合以从存储系统、至少一个输入设备(例如，摄像

机、麦克风、操纵杆、键盘和/或鼠标)以及至少一个输出设备(例如，显示监视器、打印机等)

接收数据和指令，并向其发送数据和指令。

[0269] 计算机程序(也称为程序、软件、软件应用、应用、组件或代码)包括用于可编程处

理器的指令，并且可用高级程序性和/或面向对象的编程语言以及/或者用汇编/机器语言

来实现。如本文所用，术语“机器可读介质”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、装置和/或设备(例如，磁盘、光盘、存储器等)，包括接收机器指

令作为机器可读信号的机器可读介质。

[0270] 从该描述中将会显而易见的是，本公开内容的方面可至少部分地以软件、硬件、固

件或其任何组合来体现。因此，本文所述的技术不限于硬件电路和/或软件的任何特定组

合，或者不限于由计算机或其他数据处理系统执行的指令的任何特定来源。相反，这些技术

可在计算机系统或其他数据处理系统中响应于一个或多个处理器如微处理器来执行，从而

执行存储在存储器或其他计算机可读介质中的指令序列，该计算机可读介质包括任何类型

的ROM、RAM、高速缓冲存储器、网络存储器、软磁盘、硬盘驱动器(HDD)、固态设备(SSD)、光

盘、CD-ROM和磁光盘、EPROM、EEPROM、闪速存储器或适用于以电子格式存储指令的任何其他

类型的介质。

[0271] 此外，处理器可以是或可以包括一个或多个可编程的通用或专用微处理器、数字

信号处理器(DSP)、可编程控制器、专用集成电路(ASIC)、可编程逻辑器件(PLD)、可信平台

模块(TPM)等，或此类器件的组合。在替代实施方案中，专用硬件如逻辑电路或其他硬连线

电路可与软件指令组合使用以实现本文所述的技术。

阵列和试剂盒

[0272] 本公开内容提供了用于执行受试者评价方法或受试者诊断方法的阵列和试剂盒。

阵列

[0273] 主题阵列可包含多个核酸，每个核酸与在组织样品中存在的细胞中差异表达的基

因杂交，该组织样品从测试UIP、非UIP、IPF或ILD的个体获得。

[0274] 主题阵列可包含多个核酸，每个核酸与在组织样品中存在的细胞中差异表达的基

因杂交，该组织样品从测试吸烟者状态的个体获得。

[0275] 主题阵列可包含多个核酸，每个核酸与在组织样品中存在的细胞中差异表达的基

因杂交，该组织样品从测试吸烟者状态以及UIP、非UIP、IPF或ILD的个体获得。

[0276] 主题阵列可包含多个成员核酸，其中每个成员核酸与不同的基因产物杂交。在一

些情况下，两个或更多个成员核酸与相同的基因产物杂交；例如，在一些情况下，2、3、4、5、

说　明　书 53/99 页

61

CN 109689892 A

61



6、7、8、9、10个或更多个成员核酸与相同的基因产物杂交。成员核酸可具有约5个核苷酸

(nt)至约100nt的长度，例如，5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、20-25、25-

30、30-40、40-50、50-60、60-70、70-80、80-90或90-100nt。核酸可具有一种或多种磷酸骨架

修饰。

[0277] 主题阵列可包含约10至约105个独特成员核酸，或者多于105个独特成员核酸。例

如，主题阵列可包含约10至约102个、约102至约103个、约103至约104个、约104至约105个或者

多于105个独特成员核酸。试剂盒

[0278] 本公开内容的试剂盒可包含阵列，如上所述；以及用于分析基因产物的表达水平

的试剂。

[0279] 用于分析核酸基因产物的表达水平的试剂包括，例如，适用于对核酸进行测序的

试剂；适用于扩增核酸的试剂；以及适用于核酸杂交的试剂。

[0280] 该试剂盒可包含：缓冲液；可检测标签；用于产生可检测标签的组分(例如，其中核

酸探针包含可检测标签)；等等。试剂盒的各种组分可存在于单独的容器中，或者某些相容

的组分可根据需要预先在单个容器中组合。

[0281] 除了上述组分之外，主题试剂盒可包含用于使用试剂盒的组分来实践主题方法的

说明。用于实践主题方法的说明通常记录在合适的记录介质上。例如，说明可印刷在基板

上，如纸或塑料等。因此，说明可作为包装插入物存在于试剂盒中、存在于试剂盒的容器或

其组件的标签中(即，与包装或分装相关联)等。在其他实施方案中，说明作为存在于合适的

计算机可读存储介质上的电子存储数据文件而存在，该计算机可读存储介质例如光碟只读

存储器(CD-ROM)、数字通用光盘(DVD)、软盘等。在其他实施方案中，实际说明不存在于试剂

盒中，而是提供例如通过互联网从远程来源获得说明的方法。该实施方案的实例是包含网

址的试剂盒，在该网址中可查看说明和/或可从其下载说明。与说明相同，用于获得说明的

该方法被记录在合适的基板上。

缩写
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[0282] “ENSEMBL  ID”是指来自Ensembl  Genome  Browser数据库的基因标识符号码(参见

万维网地址：ensembl .org/index .html，其通过引用整体并入本文)。每个标识符以字母

ENSG开头，表示“Ensembl  Gene”。每个ENSEMBL  ID号(即Ensembl数据库中的每个“基因”)是

指由特定人染色体上的特定起始和终止位置定义的基因，因此定义了人类基因组的特定基

因座。本领域技术人员可充分理解，本文公开的所有基因符号均指基因序列，其可在可公开

获得的数据库中容易地获得，例如UniGene数据库(Pontius  JU ,Wagner  L ,Schuler 
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GD.UniGene:a  unified  view  of  the  transcriptome，见NCBI手册，Bethesda(MD)：国家生

物技术信息中心；2003，可在万维网地址：ncbi.nlm.nih.gov/unigene中获得，并入本文)、

RefSeq(NCBI手册[互联网]，Bethesda(MD)：国家医学图书馆(美国)，国家生物技术信息中

心；2002年10月，第18章，The  Reference  Sequence(RefSeq)Project，可在万维网地址

ncbi .nlm .nih .gov/refseq/获得，并入本文)、Ensembl (EMBL，可在万维网地址

ensembl .org/index .html获得，并入本文)等等。本文公开的基因序列通过其基因符号、

Ensemb1  ID和Entrez  ID以其整体并入本文。

[0283] 本文引用的所有参考文献、专利和专利申请均出于所有目的以其整体并入。

实施例

[0284] 鉴于弥漫性实质病症的复杂性，ILD的诊断方法仍然颇具挑战。诊断方法强调临

床、放射学和病理学数据的多学科评价。后者传统上强调SLB以最大化肺组织采样时的产

量。可以作为诊断替代物的分子标志物的开发是令人感兴趣的。为了在临床上可用于诊断

ILD，病理学的替代测试需要区分UIP与类似但病理上不同的疾病过程。

[0285] 我们假设，基因组分类器可以在多样化的患者群体中以高准确性检测TBB中的UIP

基因表达特征。在以下实施例中，我们在外显子组富集的转录数据上使用机器学习来训练

分类器以区分UIP与临床实践中遇到的各种ILD。然后，我们证明了此分类器在独立的多中

心验证队列中准确地预测了UIP的存在。此外，出人意料地，我们证明了样品汇集能够改善

诊断的灵敏度和特异性，并且分类器表现不受细胞异质性的影响。这是令人惊讶的，因为先

前的研究表明，IPF中感兴趣的细胞是肺泡细胞；所以可以预期所有生物学都包含在肺泡细

胞内。然而，我们的结果表明，肺泡细胞外的信号足以告知IPF分类，而这在之前尚未被描

述。

[0286] 因此，本文公开的基因组分类器可以减少ILD诊断中对外科肺活检的需要，并且最

终可以用于告知患有IPF的患者的诊断和治疗。

实施例1

样品收集、病理学诊断和标记

[0287] 前瞻性收集视频辅助胸腔镜手术(VATS)样本，以作为由Veracyte ,Inc .(South 

San  Francisco,CA)赞助的机构评审委员会(IRB)所批准的正在进行的多中心临床方案—

新型基因组测试的支气管样品收集(BRAVE)—的一部分。从库存来源获得额外的VATS和外

科肺活检样本。当可行时，在常规临床护理期间收集的高分辨率计算机断层扫描(HRCT)的

扫描结果由专业放射科医师评审。根据ATS指南(Raghu  G ,等人,Am  J  Respir  Crit  Care 

Med  2011,183:788-824，其通过引用整体并入本文)总结放射学诊断。病理学诊断由专业病

理学家(A-LK、TC、JM和SG)根据集中评审过程来确定。

[0288] 手术后，由研究所从外科肺活检物(SLB)、支气管镜肺冷冻活检物(BLC)或经支气

管活检物(TBB)制备组织学载玻片，去掉身份信息，并提交给两位病理学家进行盲法的独立

专家病理学评审。扫描选定的载玻片以构建显微图像的永久数字文件(Aperio,Vista,CA)。

根据Kim  SY等人,The  Lancet  Respiratory  Medicine2015；3:473-482中描述的集中评审

过程来评价载玻片，该文献其通过引用整体并入本文。

[0289] 每个病理学家整体地确定对患者的诊断(患者水平)并确定针对病理学采样的特

定肺叶的诊断(样品或肺叶水平)。对诊断进行评价，其中一致的情况被定义为亚型一致性
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(concordance)。在一致的情况下，对分类的UIP或非UIP“真值”标签进行定义，而在其他情

况下，采用由第三位病理学家进行的盲法评审来达到2/3(“决胜局”)共识。在不一致的情况

下，使用非盲法的合议过程。该过程也在图1中描述，从而产生样品水平和患者水平的病理

学诊断。

[0290] 使用对来自相同肺叶的外科肺活检物(SLB)进行的病理学诊断将用于算法训练和

发展的真值标签分配给TBB。将病理学亚型翻译成UIP或非UIP的样品和患者标签，以供用于

如上的Kim  SY等人所述的算法训练和验证，除非在肺下叶中检测到三个UIP模式但是在肺

上叶中分配了非UIP或非诊断性标签的三个患者被分配患者水平的UIP标签(表14)。

[0291] 从每名患者收集多达5个TBB样品(两个肺上叶，三个肺下叶)用于分子测试。采样

根据主治医师的判断进行，遵循从病理学采样附近的区域获得可见组织的指导。将UIP或非

UIPD标签以肺叶级别分辨率分配给TBB样品，以供用于算法训练和样品评分。患者可以具有

多个样品水平的诊断(即，每名患者每个VATS样品一个，最常见的是来自右肺下叶和上叶各

一个)，但只能具有一个患者水平诊断。对于混合物(参见实施例6)，从样品标签推断出真值

标签，以便对训练中的所有患者进行评分。

[0292] 在17个临床场所从84名患者总共收集了283个TBB样品，并将其用于本文报道的研

究中。出于算法训练和评分的目的，以下病理学诊断被定义为非UIP：急性肺损伤、细支气管

炎、脱屑性间质性肺炎、弥漫性肺泡损伤、肺气肿、嗜酸性粒细胞性肺炎、非特异性间质性肺

炎(NSIP)(包括细胞亚型、混合亚型或Favor亚型)、肉芽肿病、过敏性肺炎(包括Favor亚

型)、机化性肺炎、肺孢子虫肺炎、肺动脉高压、呼吸性细支气管炎、结节病以及吸烟相关的

间质纤维化。

[0293] 出于算法训练和评分的目的，UIP被定义为任何UIP亚型(典型UIP、困难UIP、Favor 

UIP或UIP)。

[0294] 诊断一致性被定义为非UIP病理学或UIP的任何UIP亚型的亚型一致性。在亚型不

一致的情况下(例如，Favor  HP与HP，Favor  NSIP与NISP)，在会诊后接受共识诊断(例如，分

别为HP和NSIP)。慢性间质纤维化的诊断——未另外分类、非诊断性或“其他”——未被分配

训练标签并被排除在训练之外。

[0295] 如上所述，来自具有一致的UIP或非UIP诊断的患者的跨肺叶混合物被分配UIP或

非UIP标签以用于混合物评分。3名具有肺下叶UIP模式但肺上叶为非UIP或非诊断性标签的

患者被分配UIP标签以用于混合评分目的。

[0296] 大多数诊断术语遵循美国胸科学会(American  Thoracic  Society，ATS)的2011或

2013指南5,6，但专业病理学家小组作出了一些改变以更好地表现肺叶水平的特征。特别是，

其中包括“典型UIP”和“困难UIP”，而不包括ATS  2011指南中描述的“明确UIP”和“很可能

UIP”。未另外分类的慢性间质纤维化(CIF/NOC)对应于无法分类的纤维化ILD。CIF/NOC的三

个子类别—“Favor  UIP”、“Favor  NSIP”和“Favor  HP”—被定义为指定无法分类的纤维化

病例，其在专业病理学小组的判断中，表现出暗示UIP、非特异性间质性肺炎(NSIP)或过敏

性肺炎(HP)的特征。还包括吸烟相关的间质纤维化(SRIF)的诊断20。

[0297] 为了分类，将样品水平病理学诊断转换为二元分类标签(UIP和非UIP)。在病理学

诊断类别中，该“UIP”类别包括(1)UIP、(2)典型UIP、(3)困难UIP，以及(4)Favor  UIP。除非

诊断性(ND)之外的所有其他病理学诊断被分配至“非UIP“类别。
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实施例2

样品处理

[0298] 从患者收集术前或术中经支气管活检样本用于分子测试，在4℃下在核酸防腐剂

中包装和运输，并在-80℃下的Veracyte设施中长期储存直至处理。简而言之，使用Tissue-

Tek  O.C.T.介质(Sakura  Finetek  U.S.A.)来固定冷冻组织样品用于切片，并使用CM1800

低温恒温器(Leica  Biosystems,Buffalo  Grove,Illinois)来产生2×20μm切片。将组织卷

立即浸入RNAprotect(QIAGEN,Valencia,California)中，在4℃下温育过夜并在-80℃下储

存直至提取。只要有可能，就将相邻的5μm组织卷固定于载玻片上，并遵循标准程序进行苏

木精和伊红(H&E)染色。

[0299] 使用改良的AllPrepTM  Micro  Kit(QIAGEN,Valencia,CA)程序从保存的TBB样品中

提取核酸。简言之，根据制造商的说明书(QIAGEN)，在将DNA级分与RNA级分的基于柱进行分

离之前使用TissueLyzerTM和QIAshredderTM将TBB组织彻底破坏并均质化。分别使用

QuantiFluorTM  RNA系统(Promega,Madison,WI)和Agilent  RNA  6000Pico测定法(Agilent 

Technologies ,Santa  Clara ,CA)来确定总RNA样品量和质量。我们还获得了源自人脑、心

脏、肺、胎盘和睾丸(Life  Technologies ,Carlsbad ,CA)、甲状腺和肺肿瘤(Takara  Bio 

USA,Mountain  View,CA)的总RNA(Asterand  USA；Cooperative  Human  Tissue  Network)，

以及肺上皮细胞系(HBEC,NL-20,Beas2b；由Avrum  Spira博士惠赠)。此外，还使用从22名

BRAVE  I患者的外科肺活检物中提取的总RNA(Kim  SY等人，同上)。

[0300] 使用TruSeqTM  RNA  Access文库制备试剂盒(Illumina,San  Diego,CA)根据制造商

的说明书来制备富集外显子序列的RNA文库。简言之，在升高的温度下使用二价阳离子将

RNA样品片段化成小段，并使用随机六聚体引物经由逆转录酶将片段化的RNA转化成cDNA。

随后将cDNA文库用作第二链合成的模板；由此产生双链cDNA文库，根据制造商的方案将其

与测序衔接子连接。最后，根据制造商的方案，通过两轮PCR扩增、验证和捕获探针杂交来产

生富集的高特异性的衔接子连接的cDNA文库。

实施例3

下一代RNA测序

[0301] 在该实施例中，根据制造商的说明书，使用NextSeqTM  500仪器(Illumina)对满足

过程中PCR产量标准的选定样品进行外显子组富集的下一代RNA测序，目标读取深度为每个

样品至多2500万个配对末端读数，并且在过滤数据质量后，将17,601个Ensembl基因的表达

计数进行归一化并输入机器学习算法。使用机器学习来训练弹性网络逻辑回归模型。通过

交叉验证并针对31名患者的独立组来评价表现。测序和算法开发如下进行。

[0302] 简言之，使用OvationTM  RNASeq  System  v2(NuGEN,San  Carlos,California)来扩

增10ng总RNA，并制备TruSeqTM(Illumina,San  Diego,California)测序文库，并根据制造商

的说明书将其在Illumina  HiSeq上测序(如实施例2所述)。使用STAR  RNAseq比对器软件

(Dobin  A,等人,Bioinformatics  2013Jan  1；29(1):15-21，其通过引用整体并入本文)将

原始测序(FASTQ)文件与人参考组装物37(Genome  Reference  Consortium)比对。使用

HTSeq(Anders  S,等人，Bioinformatics  2015；31:166-169，其通过引用整体并入本文)来

确定高达26,268个Ensembl注释的基因水平特征的读取计数。

[0303] 使用RNA-SeQC(DeLuca  DS,等人，Bioinformatics2012；28:1530-153222，其通过
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引用整体并入本文)生成测序数据质量度量。针对总读取、映射的独特读取、平均每碱基覆

盖率、碱基重复率、与编码区对齐的碱基百分比、碱基错配率和基因内覆盖均匀性的接受度

量来评价每次复制中的质量度量。将测序数据过滤以排除未被靶向用于通过文库测定来富

集的特征，以及排除在Ensembl中注释为假基因的基因、T细胞受体或免疫球蛋白基因中的

非表达外显子或rRNA，从而产生具有高特异性富集可信度的17,601个Ensembl基因。

[0304] 对于84名患者分类器(参见图2)，还排除了在多个测定中具有可变表达的基因(总

测定间SD>0.3)，这导致在运行之间有14,811个基因具有可再现的表达。在下游分析之前，

通过基因分散功能对表达计数数据进行评分并将其VST转化。使用“使用分并将其现的表函

数(https://www.r-project.org)在R中进行主成分分析。模型特征选择和参数估计通过具

有弹性净罚分的逻辑回归来进行，如Friedman  J等人,Journal  of  statistical  software 

2010；33:1-22中所述，其通过引用整体并入本文。通过留一患者的交叉验证(LOPO  CV)来确

定参数调整和表现评价。

实施例4

患者队列特征

[0305] 作为BRAVE研究的一部分(参见实施例9)的来自在18个临床场所登记的113名ILD

患者的样品被筛选用于开发针对ILD的分子测试。图2示出了筛选用于本研究的113名患者

和相关TBB样品的流程图，并且其在处理的每个连续步骤中示出了患者和样品的队列(中心

方块)、处理步骤(不规则四边形)和排除(外侧方块)。在病理学诊断可用之前，将患者前瞻

性地分配至训练集和测试集。在算法锁定和评分之后，实验室和分析人员仍然不知晓病理

学诊断和测试集的标签。

[0306] 我们使用实施例1中所述的中心病理学评审过程，对这些患者中的95名获得了对

肺的各个肺叶特异的病理学诊断。

[0307] 我们排除了需要非盲法评审(即，合议)的诊断和一名被诊断患有肺癌的患者，得

到89名在至少一个肺叶中具有高置信度ILD病理的患者。

[0308] 我们从收集自113名患者的496个TBB样品中提取总RNA，并最终为来自108名患者

的407个样品生成了高质量的RNAseq数据。

[0309] 诊断患者和高质量样品数据的结合代表来自84名患者(52名UIP和32名非UIP)的

283个样品(图2，表2)。

[0310] 我们前瞻性地将53名患者分配至算法训练，并将31名患者分配至验证队列，目标

是训练队列与测试队列之间的等效UIP患病率(表2)。
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[0311] 由于我们的预期集合中有几种罕见的非UIP  ILD，一些亚型由患者队列中的单个

病例表示(表14，图3)。将单个病例的细胞NSIP、Favor  HP、肺气肿和肺孢子虫肺炎分配至训

练集，而将单个病例的弥漫性肺泡损伤、肺动脉高压和嗜酸性粒细胞性肺炎分配至测试集。

在这些患者中普遍存在的ILD亚型的多样性和缺乏性说明了在临床实践中遇到的在平衡

ILD谱上训练基因组分类器的挑战。

[0312] 作为常规临床护理的一部分而对我们的患者队列进行的放射学提供了UIP患病率

的独立估计。我们对可用的HRCT扫描进行了专家评审，并根据UIP模式的ATS标准对放射学

结果进行了总结(Raghu  G.,2011，同上)。我们队列中HRCT  UIP模式的患病率为16％，而所

有病理活检类型的该患病率为62％(表2)。相比于支气管镜活检，SLB中UIP的患病率更高

(72％比47％[冷冻活检]比14％[经支气管活检])，通常在SLB中鉴定出所确定的UIP(表2)。

实施例5

使用各个TBB样品进行的分类器开发和表现

[0313] 我们使用多个基因组和临床特征，在我们来自53名患者的170个TBB样品的训练集

上评价了多种归一化方案、特征选择和机器学习算法。在交叉验证中，我们从具有在表达计

数数据上训练的弹性净罚分的逻辑回归模型中观察到最高和最稳定的分类表现，其使用
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169个基因作为特征(表15)。该模型基于样品水平数据在训练集上的交叉验证中获得了

0.85的受试者工作特征曲线下面积(ROC-AUC)(图3A，图3B)。

[0314] 我们定义了靶向高(92％)特异性的决策边界，并观察到相应的65％的灵敏度(图

3A，图3B)。

[0315] 使用该分类器，对来自31名患者的113个样品的独立测试集的TBB样品进行了前瞻

性评分，并且分类器显示基于样品水平数据的ROC-AUC为0.86，灵敏度为63％[95％CI：43-

87]，特异性为86％[95％CI：73-97](图3C，图3D)。推广到验证队列的交叉验证表现表明，尽

管队列大小相对不太大，但仍然实现了稳健的训练。

[0316] 在来自84名患者的283个TBB样品的组合队列上再训练的算法在来自每名患者的

所有TBB样品均被单独评分时得到交叉验证的ROC-AUC为0.87[CI：0.82-0.91](灵敏度为

63％[CI：54-72]，特异性为91％[CI：80-98])。在更大的样品集上，类似的交叉验证结果(如

本案例中所观察到的)是有希望的，并且将需要在另外的独立测试集上进行评价，目前计划

在BRAVE研究中积累预期患者。

[0317] 因此，我们已经证明使用基因表达特征的UIP基因组分类器可有效地将UIP特有的

空间和时间异质性纤维化疾病模式与同免疫应答(RB-ILD/DIP、嗜酸性粒细胞性肺炎、肉芽

肿性疾病)、炎症(NSIP，HP)相关或作为对损伤的急性反应的均一且典型的活性纤维化区分

开10。

[0318] 使用R版本3.0.121进行所有统计学分析。对于微阵列分类器，通过limma  26对UIP

与非UIP类别之间差异表达的基因进行排序，然后将具有最低错误发现率(FDR)(<0.0003)

的前200个基因作为模型构建的候选基因来继续推进。使用不同方法构建了几个模型，并选

择具有最低误差的模型。使用glmnet  27通过具有lasso罚分的逻辑回归进行特征选择和模

型估计。对于RNAseq分类器，通过FDR对基因进行排序，该FDR是根据原始计数数据而在

DESeq2  22包中实施的Wald样式检验所得出的。将排名靠前的特征(N从10到200)用于在归一

化表达数据上使用e1071文库24来训练线性支持向量机(SVM)23。

[0319] 通过CV和独立测试集(若可用)来评价分类器表现。为了最大限度地减少过度拟

合，在定义训练/测试集和CV分区时，将单个患者保持为最小单位；即，属于同一患者的所有

样品在训练/测试集或CV分区中作为一组保持在一起。所使用的CV方法包括留一患者

(LOPO)和10倍患者水平的CV。

[0320] 图3示出了单样品分类表现的结果。

[0321] 在给定的评分阈值下，将表现报告为曲线下面积(AUC)和特异性(1.0-假阳性率)

和灵敏度(1.0-假阴性率)。我们将评分阈值设置为要求至少>90％的特异性。对于每次表现

测量，使用2000个分层的自举重复和pROC包22来计算95％置信区间，并报告为[CI下限-上

限]。

实施例6

使用汇集的样品进行的分类器开发和表现

[0322] 尽管实施例5中实现的总体单一样品表现是优异的，但是分类器在来自一些UIP患

者的一些样品中未检测到UIP(FN)。由于在来自同一患者的其他样品中经常检测到UIP，因

此采样效应(组织采样不足或疾病异质性)疑似为FN的来源。

[0323] 我们没有观察到假阴性样品中肺泡含量的系统性降低，从而排除了肺泡组织的不
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充分采样的原因(参见实施例7)。因此，疾病异质性或技术样品质量影响仍然是假阴性的可

能解释。重要的是，我们选择专家病理学评论作为UIP存在的参考标准。尽管已知操作者之

间的不一致性4 ,29 ,30，但我们在83％的患者中实现了在亚型水平下的两位专业病理学家之

间的盲法一致性。

[0324] 通过设计，我们的临床研究收集每名患者的多个TBB样品，通常每个肺叶2至3个样

品，以减轻可能的疾病和采样异质性影响，该影响可能导致训练错误或错误的测试判定。对

于大多数患者，我们的样品水平分类器在每名患者的超过一个可用TBB样品中正确检测疾

病，与整体的高样品水平的测试准确性一致(图3)。这提高了通过汇集每名患者的多个样品

而使基于多个TBB样品的混合物的UIP的患者水平报告可行的可能性，并且我们假设这样的

混合物可以在患者水平下总体提高检测准确性。因此，我们评价了涉及多个TBB样品的组合

的测试设计。

[0325] 我们首先使用计算机模拟方法来推导出模拟将来自同一患者的多个TBB样品进行

混合以产生单个测试结果的模型。该方法在此被称为“计算机混合”或可互换地称为“计算

机汇集”。通过在方差稳定化转化(VST)之前对缩放的基因计数数据进行平均，从多个样品

来模拟计算机患者自身(within-patient)混合物。在每种条件下进行100次模拟，在VST水

平上加入基因水平的技术变异性。

[0326] 然后将来自计算机模拟混合物的评分与8名患者在体外产生的实际混合物以及相

应的各个(例如未混合的)TBB样品的评分进行比较(图4A)。结果表明，我们的计算机模拟合

理地近似于从实际混合物和各个TBB样品中观察到的评分。

[0327] 然后，我们使用该分析方法模拟每名患者2至5个TBB的混合物，该TBB在每名患者

中随机选择(图4B)。通过模拟，每名患者两个或三个样品的混合物显示出相对于随机选择

的每名患者的单个样品的分类准确性增加(图4B)。此外，4或5个TBB的混合物在表现估计中

表现出降低的可变性(即，更高的置信度)，且具有相似的最大准确性(图4B)。在约90％的目

标特异性下，混合物中的测试灵敏度提高至约72％，变异性降低(AUC＝0 .90[CI  0 .88-

0.93]，在90％特异性[CI  60-81]下灵敏度＝72％)(图4C)。在每名受试者可获得两个肺上

叶和三个肺下叶TBB的一组33名受试者中，当采样限于肺上叶或肺下叶时，混合物模拟显示

表现没有改善(图4D)。该分析表明，使用单一分子测试，每名患者多达5个TBB样品的混合物

可最大化UIP模式的准确检测。这样的结果可能是令人惊讶的，因为预期汇集会由于细胞异

质性而引入更多的可变性。

[0328] 因此，物理或计算机混合研究表明，对每名患者的多次采样进行组合促使准确性

提高。

[0329] 通过分别训练所有样品(即，如实施例5中所述)，我们使表示和采样多样性最大

化，并减轻了可用样品的先验子采样偏差。正如测试准确性提高所证明的，通过对样品混合

物进行测试，我们似乎可以减轻采样影响。

实施例7

采样异质性和表现

[0330] 鉴于ILD患者的肺中存在确定的疾病异质性4,21-23，可通过肺的可变采样来获得较

强分类器表现的这一发现引起了在TBB程序期间是否需要充分的肺泡采样的问题。我们假

设如果UIP与非UIP的准确分类需要来自肺泡细胞的基因信号，则那些缺乏肺泡细胞的样品
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应该比具有更高肺泡含量的样品产生更多的分类器错误(特别是FN)。为了解分类器准确性

是否取决于充分的肺泡采样，我们测试了分类器准确性与肺泡特异性基因之间的相关性。

[0331] 具体地，我们首先开发了TBB中肺泡含量的半定量基因组测量，然后使用该度量来

确定它是否与分类器准确性相关。评价了TBB样品中44种肺特异性基因的表达，这些基因在

文献中被报道为是细支气管、肺泡和肺祖细胞的标志物E5-E9(表16)。使用44种标志物通过主

要成分的无监督聚类表明，该TBB队列代表所采样的肺组织的连续谱，其中一部分与外科肺

活检重叠(图5A；TBB样品为蓝色，SLB样品为橙色)。

[0332] 我们开发了两种肺泡量度，一种用于I型肺泡细胞，另一种用于II型肺泡细胞。

[0333] 对于I型肺泡统计，我们总结了两个基因—PDPN和AQP5—的表达。这些基因在样品

集中显示出连续的基因表达模式。

[0334] 我们用于II型肺泡量度的第二种方法是检查在TBB群体内显示出双峰表达的证据

的标志物。这种模式见于9个基因，其中5个(SFTPB、SFTPC、SFTPD、ABCA3、CEBPA)是肺泡II型

(ATII)特异性的，3个(AGER、GPRC5A、HOPX)是肺泡I型(ATI)特异性的，且1个(SFTPA1)同时

见于I型和II型细胞(图5B；TBB表达计数为蓝色，SLB表达计数为橙色)。在SFTPA1、SFTPB、

SFTPC和SFTPD之间观察到相关的、方向一致的表达，但在PDPN与AQP5之间，或在这两组的成

员之间没有观察到该现象(图5C；TBB表达计数为蓝色，SLB表达计数为橙色)。因此，我们选

择四种表面活性蛋白SFTPA1、SFTPB、SFTPC和SFTPD作为II型肺泡含量的标志物，并将它们

在样品中的表达相加来作为每个样品中肺泡含量的代表性量度。

[0335] 虽然这些量度显示了各种样品类型中的宽范围的I型和II型肺泡特异性基因表

达，其中在SLB和许多TBB中具有高表达，而在多种非肺组织类型和三种支气管上皮细胞系

(Beas2b、HBEC和NL-20)中具有低表达(图6A)，但这些转录物的表达与分类器准确性无关

(Pearson相关性，0.03，p-值＝0.61)。因此，这些结果表明，假阴性和假阳性误差都与较低

的I型或II型肺泡I含量无关，这暗示可以在具有可变细胞组成的TBB样品中实现准确的分

类结果(图6B)。

[0336] 我们还发现单个样品的分类器准确性与TBB肺泡基因表达、RNA质量或RNA产量之

间没有显著相关性(表3)。

表3：TBB样品性质与分类准确性的Pearson相关性

[0337] 这些结果表明，在具有可变肺泡含量的TBB样品中可以实现准确的分类结果。

实施例8

与分类器所使用的基因相关的生物学途径

PANTHERTM途径分析

[0338] 我们使用DESeq219来鉴定来自84名具有病理学真实性的患者的UIP与非UIP  TBB之

间的差异表达。在经错误发现率(FDR)调整的p值≤0.05下在UIP(n＝926)和非UIP(n＝
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1330)中显著上调的Ensembl基因被用作PANTHERTM分类系统的输入，用于途径超表现分析

(网络版本11.0，2016-07-15发布)(Mi  H,Lazareva-Ulitsky  B.等人,Nucleic  Acids  Res 

2005；33:D284-D288，其通过引用整体并入本文)。PANTHERTM途径被筛选(curated)以去除一

般或冗余的途径分类，并按重要性排序(表4)。我们发现具有UIP的TBB显著富集了细胞代

谢、粘附和发育过程的标志物的表达，而非UIP  TBB则显示出免疫激活、脂质代谢、应激反应

和细胞死亡的证据(表4)。发育途径和细胞增殖的异常重新激活是IPF的标志24-27。

实施例9

BRAVE研究设计
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[0339] BRAVE(用于新型基因组测试的支气管样品收集)研究的目的在于收集支气管镜样

本、临床数据和相关病理学载玻片以供外部检查，从而优化分子谱分析测试，该分子谱分析

测试将提供许多关于间质性肺病(ILD)的诊断和预后信息。

[0340] 将BRAVE分为三组：BRAVE-1旨在登记将诊断性外科肺活检(SLB)计划作为其常规

护理临床诊断的一部分的患者。BRAVE-2仅旨在用于计划进行诊断性支气管镜检查的患者。

BRAVE-3旨在用于计划进行诊断性冷冻活检的患者。

[0341] 还收集了支气管肺泡灌洗液、血液、血清和口腔拭子。持续登记受试者，直到收集

到足够数目的样品以满足ILD分子测试的开发和前瞻性验证的功效和样品大小要求。

[0342] 在样品采集后跟踪受试者长达一年以评估疾病的进展。年龄小于18岁且SLB未经

医学指明的患者，或因非ILD医学状况而接受过SLB的患者不符合研究登记的资格。具有是

进行支气管镜活检的禁忌症的医学状况的患者或者不建议或难以进行支气管镜采样的患

者也被排除在BRAVE研究之外。

实施例10

Envisia分类器的生成

[0343] 在已证明机器学习可以检测通过SLB和TBB获得的肺组织中的UIP组织病理学模式

的情况下(参见实施例1-9)，我们试图在更大和更多样化的患者组中扩展分类器训练，并在

一组独立的/前瞻性收集的受试者上验证锁定算法。

方法

[0344] 共有201名受试者在18个美国和欧洲的场所的前瞻性多中心研究中登记。我们收

集了每名受试者多达5个TBB，在肺叶水平下与标准护理肺组织活检样品配对。获得了针对

139名受试者由三位专业病理学家的小组得到的组织学模式诊断。在汇集的TBB上进行外显

子组富集的RNA测序，比对所得到的序列，并提取xyx基因的转录物计数。我们使用大约90名

患者来训练并锁定机器学习算法——Envisia基因组分类器，然后在具有组织学参考标签

的49名受试者的独立组上验证该测试。我们优化了测试决策边界以提供高特异性，即减少

假阳性，因为这可能通过过度判定出UIP模式而造成损害，可能导致IPF治疗的不必要的风

险和费用。我们锁定了所有分类器参数，并定义了在测试指示范围内的患者和样品特征。我

们在此报告了Envisia基因组分类器在来自49名受试者的独立队列的TBB中的前瞻性临床

验证，并将其分类表现与HRCT进行比较。

研究设计和监督

[0345] 对于该独立验证研究，在三个独立的BRAVE研究中登记总计88名受试者(图1)。在

BRAVE-1中，受试者接受临床指示的SLB(n＝43)；BRAVE-2受试者接受临床指示的TBB(n＝

9)；而BRAVE-3受试者接受临床指示的冷冻活检(n＝36)。BRAVE-2受试者仅有TBB用于组织

病理学评价，BRAVE-1受试者和BRAVE-3受试者分别通过SLB或冷冻活检来接受诊断。

[0346] 收集多达五个专门的经支气管活检物(TBB)(通常为两个肺上叶和三个肺下叶)，

用于从由参与医师鉴定的用于组织病理学诊断的临床指示活检物的相同肺叶进行分子测

试。向Veracyte提供了研究指示的TBB样本；研究场所制备的组织病理学载玻片和去除患者

身份信息的临床数据；胸部HRCT；局部临床诊断；以及一年和两年的随访(若可行)。未向参

与的医师提供分子测试的结果，也未将其用于告知患者诊断或治疗。

[0347] HRCT扫描由专业胸部放射科医师(D.Lynch)进行评审并分类为明确UIP、很可能
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UIP或可能UIP9、脱屑性间质性肺炎(DIP)、过敏性肺炎(HP)、Langerhans细胞组织细胞增生

症(LCH)、非特异性间质性肺炎(NSIP)、机化性肺炎(OP)、呼吸性细支气管炎(RB)、结节病或

“其他”(无法分类)。Veracyte临床人员使用相同的标准来评审和解释研究场所的放射学描

述，但用“与UIP不一致”来代替特定的非UIP诊断35。

[0348] 来自临床指示的SLB、冷冻活检或TBB的组织病理学载玻片由对患者临床信息不知

情的两位或三位专业肺病理学家独立评审，如先前描述的E1 ,E10。每位病理学家独立地确定

每个采样的肺叶的组织病理学模式诊断。我们将共识定义为三位评审病理学家中的两位或

者两位评审病理学家中的两位达成组织学模式水平下的盲法一致，或者如果未达成盲法一

致，在三位病理学家(合议)之间进行非盲会诊之后达成一致。

[0349] 根据以下类别，Veracyte人员基于肺叶水平诊断的共识将UIP或非UIP的参考标签

分配至每个研究受试者(图9)。如果任何肺叶通过病理学诊断为UIP，则该受试者被分配UIP

标签4。如果所有其他肺叶也是非UIP或非诊断性的，则在任何肺叶中诊断为非UIP病理学的

受试者被分配非UIP参考标签(图9)。在测试和算法开发过程中，所有Veracyte实验室和分

析人员都对参考标签不知情。

实验室测试程序

[0350] 将来自88名BRAVE患者的研究指示的TBB收集到专用核酸防腐剂(RNAprotect ,

QIAGEN,Valencia,CA)中，在现场冷藏至多14天并运送到Veracyte进行处理。我们使用改良

的AllPrep  Micro程序(QIAGEN)提取总RNA，然后使用RNA结合染料荧光(QuantiFluor ,

Promega ,Madison,WI)进行定量。我们预先指定，每名受试者至少3个、最多5个TBB，其中各

自产生至少31ng总RNA，是研究纳入所必需的。由于样品数目或RNA产量不足，排除了9名受

试者(图8)。此外，还前瞻性地排除了含有异物(牙签，一名受试者)的样本，递送至Veracyte

但缺少防腐剂的样本(一名受试者)，以及超过48小时的集装箱冷却限制的装运样本(5名受

试者)(图8)。因此，72名受试者的各个TBB满足了我们预先指定的研究纳入标准。

[0351] 将每名受试者的汇集的RNA输入至部分自动化的TruSeq  RNA  Access文库制备程

序(Illumina,San  Diego,CA)以富集表达的外显子序列，并在NextSeq  500仪器(Illumina)

上测序至≥25M的成对末端读取的目标深度。针对经测序和独特映射的读取的总数、经映射

读取和外显子读取的总比例、平均单碱基覆盖率、碱基覆盖度的均匀性，以及碱基重复和错

配率的标准来评价计数数据。来自一名受试者的数据不符合这些标准并且被排除，留下71

名受试者(图8)。表达计数数据相对于测序深度(比例因子)归一化，并在分类之前使用

DESeq216通过方差稳定化转化进行转换。

算法开发

[0352] 将来自先前在2012年12月至2015年7月的BRAVE研究E10中登记的90名受试者的354

个个体TBB样品专门用于训练机器学习算法(分类模型)。通过使用弹性网络逻辑回归的算

法进行特征选择和超参数优化。使用受试者工作特征曲线下面积(ROC-AUC)在训练集中评

价模型的表现，该面积由留一患者的交叉验证(CV)确定。选择优化训练集中的特异性(最小

化UIP假阳性判定)的测试决策边界。因此定义了使用190个基因作为特征且具有锁定的决

策边界的罚分逻辑分类器(Envisia基因组分类器)(表5)。Envisia报告了每个TBB池的UIP

或非UIP的分子诊断。分类评分高于决策边界的受试者被Envisia判定为UIP，而评分等于或

低于决策边界的受试者判定为非UIP。在揭示参考标签之前，由不参与测试开发的第三方内

说　明　书 66/99 页

74

CN 109689892 A

74



部地且独立地对评分进行验证。

表5：Envisia基因组分类器所使用的190个

基因

说　明　书 67/99 页

75

CN 109689892 A

75



说　明　书 68/99 页

76

CN 109689892 A

76



说　明　书 69/99 页

77

CN 109689892 A

77



说　明　书 70/99 页

78

CN 109689892 A

78



统计学分析

[0353] 使用3.2.3版的R软件(https://www.r-project.org)进行统计学分析。通过学生t

检验比较连续变量，并通过卡方检验比较分类变量。除非另有说明，否则所有置信区间均为

双侧95％。我们使用预测准确性的标准量度来评估测试表现。我们使用先前开发的肺泡I型

和II型基因表达评分14来评估测试准确性是否与肺泡细胞基因表达相关。我们使用在

http://genetrail.bioinf .uni-sb.de/上可得的GeneTrail软件对在训练队列TBB(UIP与

非UIP)中差异表达的前1000个基因与190个分类基因的组合进行了生物学途径分析。

结果

研究受试者的人口统计学和病理学特征

[0354] 于2014年8月至2016年5月之间在18个美国和欧洲临床场所处进行的3个BRAVE研

究之一中登记了总计88名受试者(图8)。由于样本处理不当或材料不足，我们在分析测试之
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前排除了16名受试者，并且排除了一名在测试期间未能通过分析QC的受试者。总计71名受

试者满足研究纳入标准。其中，两名组织病理学载玻片缺失的受试者和一名患有肺腺癌的

受试者随后被排除，留下总计68名受试者进行病理学检查。我们无法将UIP/非UIP病理学参

考标签分配给具有非诊断性病理学的12名受试者和7名具有无法分类的纤维化的受试者，

因此未将他们包括在最终验证中(图8)。确定最终的组织病理学模式诊断，并为剩余的49名

受试者提供UIP/非UIP参考标签。这49名受试者成为最终验证组(图8)。

[0355] 与88名登记的受试者和39名排除的受试者相比，最终验证组中的49名受试者在受

试者年龄、性别或吸烟状态方面没有显示出显著差异(表6)。最终验证集包括多种UIP亚型

以及临床实践中可能遇到的非UIP  ILD(表7)。

表6：研究受试者的临床特征。

表7：验证中呈现的ILD病理学模式
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*在肺叶上有不同诊断的受试者被记为“伴有”。

Envisia基因组分类器表现

[0356] 用于UIP分子诊断的Envisia基因组分类器在验证组中实现88％的高特异性[CI：

68％-97％]和67％的中等灵敏度[CI：45％-84％]。ROC-AUC为0.85(图10)。当分析仅限于具

有完全来自外科肺活检的病理学的26名受试者或具有来自冷冻活检的病理学的21名受试

者时，测试表现保持在置信区间内(数据未显示)。在21名冷冻活检受试者中，5名来自单一

欧洲研究场所，1名、7名和8名受试者分别来自3个美国研究场所。

[0357] 在检查由分类器产生的错误时，25名具有非UIP病理学的受试者中的三名被分类

为分子UIP(FP)(图11)。一例FP患有晚期小气道疾病和滤泡性细支气管炎的病理模式诊断，

但研究场所得到的临床诊断为很可能是IPF。第二例FP最初通过中心放射学诊断为HP并通

过中心病理学诊断为细胞NSIP，但是在长期随访中通过HRCT显示出致密的纤维化。通过放

射学诊断并且在组织病理学上记录到表现出淀粉样或轻链沉积的具有严重肺气肿的NSIP

病例也称为分子UIP(表8)。

表8：与三名Envisia基因组分类器假阳性受试者相关的临床因素
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[0358] 通过Envisia测试，将8名患有病理性UIP的受试者分类为分子非UIP(FN)(图11)。

虽然这些受试者的最终参考标签是UIP，但这些病例中有一半通过研究场所的病理学、放射
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学或临床诊断的非UIP诊断。研究场所诊断包括HP、RB、NSIP/DIP(后来更新为SRIF)和无法

分类的ILD(表9)。其余4例的研究场所诊断为IPF，其中2例的HRCT模式诊断为UIP，1例为

NSIP，并且1例为与可能的潜在自身免疫性疾病相关的HP(表9)。

表9：与八名Envisia基因组分类器FN受试者相关的临床细节
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[0359] 与指南一致，使用HRCT评价可疑ILD患者，目标是评估UIP模式的存在或不存在(例

如“HRCT-UIP”)。在没有HRCT确定的UIP诊断的情况下，应考虑对患者进行SLB以获得UIP或
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非UIP的组织病理学模式诊断5。为了建立Envisia分子UIP判定的表现基线，我们使用组织

病理学UIP作为参考标准评价了HRCT-UIP的预测值。我们检查了来自专家评审(D.Lynch)的

HRCT模式诊断以及研究场所的模式诊断。在最终验证集中，中心放射学显示出完美的特异

性和阳性预测值(PPV)，以及边际灵敏度(图12)。这与先前针对专家HRCT-UIP的高特异性低

灵敏度的报告一致17。该组患者的局部放射学特异性和PPV(分别为70％和67％)显著低于专

家中心评审(图12)。

[0360] 具有中心HRCT-UIP的受试者中的分子UIP的PPV是100％，类似于专家放射学的整

体PPV(相对于病理学)，但远远优于研究场所HRCT-UIP的总体PPV(图12)。在研究部位HRCT-

UIP的受试者中，分子UIP的PPV降低至73％，但在中心HRCT-UIP病例中分子UIP仍为100％

(图12)。有趣的是，分子UIP判定在研究场所放射学诊断为与UIP不一致的受试者中高度准

确，显示PPV为100％，NPV为89％，类似于中心放射学观察到的100％PPV(图12)。此外，分子

UIP显示出比专家放射学更高的灵敏度——67％比41％。在特定中心放射学诊断为HP的15

名受试者中，9名具有UIP组织病理学模式(表10)。分子UIP在具有UIP组织病理学模式的9名

HP患者中的6名中正确鉴定了组织病理学UIP(表10)，表明通过Envisia测试的分子诊断可

以帮助鉴定HP患者中组织病理学UIP的存在。

表10：对于15名经中心放射学诊断为过敏性肺炎的受试者，Envisia相对于病理学的表

现

[0361] 实现诊断病理学的公认挑战意味着可能无法确定19名受试者的UIP或非UIP标签

(表11)。可能在临床中遇到与这些受试者相似的患者，因此可能由Envisia进行测试。因此，

我们将Envisia测试结果与关于这些受试者的可用临床信息进行了比较。在由Envisia进行

分子UIP的6名受试者中，有两名具有HRCT-UIP模式，两名具有IPF临床诊断(表11)。在通过

Envisia确定为分子非UIP的13名受试者中，7名具有HRCT非UIP模式；其中三人的临床诊断

为非UIP病况(表11)。

表11：具有非诊断性病理学或无法分类纤维化的受试者的Envisia分类(二级分析组)。
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[0362] 在Envisia基因组分类器所使用的190个基因中，124个在UIP  TBB与非UIP  TBB之

间差异表达的前1000个基因中。在UIP中上调的分类器特征和基因富集有四种生物学途径

的成员，其中三种先前已使用微阵列基因表达平台在SLB中鉴定13(表12)。

表12：389个在TBB中的UIP中上调的基因和92个Envisia基因组分类器基因的途径富集

分析(55个基因是两个集所共有的)。字体加粗的途径在外科肺活检物中是显著富集的(Kim 

SY等人,2015)。

[0363] KEGG扩张和肥大性心肌病网络包括参与细胞外基质相互作用、生长因子应答和细

胞骨架重塑的基因，据报道所有这些都在IPF中被上调18,19。

[0364] 类似地，在非UIP  TBB中上调的特征和基因富集有在非UIP  SLB中也上调的多种途

径，包括免疫应答、细胞-细胞信号传导和发育途径(表13)。与IPF相比，HP显示出细胞增殖、

免疫应答基因的差异上调20，尽管一些基因在这些疾病中是共同调节的21。

表13：611个在TBB中的非UIP中上调的基因和98个Envisia基因组分类器基因的途径富

集分析(69个基因是两个集所共有的)。字体加粗的途径在外科肺活检物中是显著富集的

(Kim  SY等人,2015)。
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讨论

[0365] 临床背景和在胸部的HRCT扫描中看到的放射学模式的组合未能对接受ILD评估的

患者提供确信的诊断是常见的。虽然来自SLB的组织病理学模式诊断可以对这些患者提供

确定的诊断，但是许多患者不愿意或因病得太重而不能进行外科诊断程序。即使在这样做

的情况下，与活检结果的病理解释相关的挑战也可能留下重大的临床不确定性。与最小风

险相关并且不依赖于有经验的肺病理学家的视觉和主观技能来确认组织学UIP的存在的准

确且可用的测试可能是非常有用的。

[0366] 在积累有意义数目的患者和样品以支持开发Envisia所需的机器学习努力中的重

大挑战反映了临床医生在调查新诊断的ILD患者时所面临的挑战。在通过我们的BRAVE样品

采集研究所累计的201名受试者中，尽管使用了一组专家肺病理学家，我们仅确定了140名

具有诊断性组织病理学结果的受试者。这种低产率突出了社区临床医生所面临的实现诊断

病理学的挑战。我们使用前90名受试者训练并锁定了Envisia基因组分类器，并使用随后累

积的受试者验证了该测试。这种针对传统TBB中的UIP的基因组分类器在两个队列中均显示

出高表现。

[0367] 具有未被研究场所放射科医师预测的组织学UIP模式的25名受试者中的分子UIP

判定的准确性较高，其中成功鉴定了78％的具有UIP组织病理学模式的受试者，没有假阳

性。在这组受试者中，Envisia作为一项真正的划入(rule-in)测试，其可以在5个无法通过

HRCT鉴定的UIP组织病理学模式病例中还原近4个。此外，该亚组富集有HP患者，其中60％

(9/15)在本研究中存在晚期纤维化疾病的证据。Envisia在HP患者中以67％的灵敏度检测

到UIP，该灵敏度与总体上在49名受试者的验证队列中检测到UIP的灵敏度相同。在放射学

模式诊断为与UIP不一致的受试者中，Envisia分子UIP判定的NPV>80％，这表明对于阳性和

阴性的Envisia测试结果都具有实质性效用。

实施例11

样品临床和技术因素以及Envisia表现

[0368] Envisia测试表现显示出与受试者临床和样品技术因素的一些相关性。在男性受
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试者和有吸烟史的受试者中，UIP疾病被漏判的概率较高(图13)。与肺泡II型细胞一致的基

因表达与Envisia测试准确性不大相关(图14)，表明肺泡采样对于测试表现并不重要，这与

先前在90个ILD受试者队列中观察到的一致E10。在非UIP样品中，更强(更负)的分类评分与

由样品大小和RNA质量定义的更高样品质量之间存在轻微的相关性(图14)，而这在UIP样品

中不明显。

[0369] 可以组合上述各个实施方案以提供进一步的实施方案。本说明书中提及和/或在

申请数据表中列出的所有美国专利、美国专利申请公开、美国专利申请、外国专利、外国专

利申请和非专利出版物均通过引用整体并入本文。如果需要，可以修改实施方案的各方面

以采用各个专利、申请和出版物的概念来提供进一步的实施方案。

[0370] 根据以上详细描述，可以对实施方案进行这些和其他改变。通常，在以下权利要求

中，所使用的术语不应被解释为将权利要求限制于说明书和权利要求中公开的特定实施方

案，而是应该被解释为包括所有可能的实施方案，以及这些权利要求享有的实施方案的等

同方案的全部范围。因此，权利要求不受本公开内容的限制。

[0371] 本文描述的一些实施方案涉及具有非暂时性计算机可读介质(也可以称为非暂时

性处理器可读介质)的计算机存储产品，其上具有用于执行各种计算机实现的操作的指令

或计算机代码。计算机可读介质(或处理器可读介质)是非暂时性的，这意味着其不包括暂

时传播信号本身(例如，在诸如空间或电缆等传输介质上携带信息的传播电磁波)。介质和

计算机代码(也可以称为代码)可以是为特定目的而设计和构造的代码。非暂时性计算机可

读介质的实例包括但不限于：磁存储介质，如硬盘、软盘和磁带等；光盘存储介质，如光碟/

数字影碟(CD/DVD)、光盘只读存储器(CD-ROM)和全息设备；磁光存储介质，如光盘；载波信

号处理模块；专门配置用于存储和执行程序代码的硬件设备，如专用集成电路(ASIC)、可编

程逻辑器件(PLD)、只读存储器(ROM)和随机存取存储器(RAM)器件。本文描述的其他实施方

案涉及计算机程序产品，其可以包括例如本文所讨论的指令和/或计算机代码。

[0372] 本文描述的一些实施方式和/或方法可以由软件(在硬件上执行)、硬件或其组合

来执行。硬件模块可以包括例如通用处理器、现场可编程门阵列(FPGA)和/或专用集成电路

(ASIC)。软件模块(在硬件上执行)可以以多种软件语言(例如，计算机代码)表示，包括C、C+

+、JavaTM、Ruby、Visual  BasicTM、R和/或其他面向对象的、程序性的、统计的或其他编程语

言和开发工具。计算机代码的实例包括但不限于微代码或微指令、如由编译器产生的机器

指令、用于产生web服务的代码，以及包含由采用解释程序的计算机所执行的更高级指令的

文件。例如，可以使用命令式编程语言(例如，C、FORTRAN等)、函数编程语言(例如，Haskell、

Erlang等)、逻辑编程语言(例如，Prolog)、面向对象的编程语言(例如，Java、C++等)、统计

编程语言和/或环境(例如，R等)或其他合适的编程语言和/或开发工具来实现实施方案。计

算机代码的附加实例包括但不限于控制信号、加密代码和压缩代码。
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表14.本研究中评价的113名患者及其相关的样品
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表15：分类中所用的169个Ensembl基因ID(53-患者分类器)。
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表16：本研究中所用的44种细支气管和肺泡细胞文献标志物
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1Wuenschell  1996；2  Zemke  2009；3  Kim  2005；4  Treutlein  2014；5  Nielsen  1997。
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