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(54)发明名称

微泡在医学疾病和病况的诊断、预后以及治

疗中的用途

(57)摘要

本发明提供了微泡在医学疾病和病况的诊

断、预后以及治疗中的用途。本发明公开的主题

涉及通过检测分离自受试者生物样本的微泡中

的生物标志物来辅助诊断、预后、监测和评价该

受试者的疾病或其他医学病况的方法。此外，所

公开的主题涉及通过确定生物样本内的微泡浓

度来诊断、监测疾病的方法；涉及通过给予包含

核酸或蛋白质的微泡而将所述核酸或蛋白质都

递送到靶标的方法；涉及通过将不含微泡或富含

微泡的流体部分引入患者而实施体液输注的方

法。
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1.检测信使RNA中是否存在EGFRvIII的试剂在制备用于在受试者中诊断、预后或监测

脑肿瘤的药剂中的用途，其中所述试剂用于检测来自来源于所述受试者的血清样本的微泡

部分的核酸的提取物，其中预处理所述血清样本以排除蛋白质、脂质、死细胞碎片、以及其

他污染物。

2.根据权利要求1所述的用途，其中，通过超离心、尺寸排阻色谱、密度梯度离心、差速

离心、纳米膜超滤、免疫吸附捕获、亲和纯化、基于电荷的亲和纯化、微流体分离、或它们的

组合分离所述微泡部分。

3.根据权利要求1所述的用途，其中，预处理通过经由0.8μm过滤器过滤，或者通过经由

0.8μm过滤器过滤接着进行下述的组合来进行：尺寸排阻色谱、密度梯度离心、差速离心、纳

米膜超滤、免疫吸附捕获、亲和纯化、基于电荷的亲和纯化、微流体分离、或它们的组合。
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微泡在医学疾病和病况的诊断、预后以及治疗中的用途

[0001] 本申请是申请日为2009年02月02日，申请号为200980111107.0，发明名称为“微泡

在医学疾病和病况的诊断、预后以及治疗中的用途”的发明专利申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求于2008年2月1日提交的美国临时申请61/025,536和于2008年9月26日

提交的美国临时申请61/100 ,293的优先权，其中每篇专利申请以其整体通过引用并入本

文。

[0004] 政府支持

[0005] 本发明是在由国家癌症研究所(National  Cancer  Institute)颁发的资助金NCI 

CA86355和NCI  CA69246的政府支持下形成的。政府对本发明具有某些权利。

技术领域

[0006] 本发明涉及医学诊断、患者监控、治疗效力评价、核酸和蛋白质递送以及输血等领

域。

背景技术

[0007] 成胶质细胞瘤是高度恶性的脑肿瘤，尽管进行了大量的研究和临床工作，但是该

肿瘤的预后较差(Louis  et  al.，2007)。这种肿瘤的侵入本性使得不可能完全手术切除，并

且平均存活时间仅为约15个月(Stupp  et  al.，2005)。成胶质细胞瘤细胞以及许多其他肿

瘤细胞具有使间质环境转变为对其自身有利的显著能力。肿瘤细胞直接改变周围的正常细

胞以有利于肿瘤细胞的生长、侵入、化学抗性、免疫逃避和转移(Mazzocca  et  al.，2005；

Muerkoster  et  al.，2004；Singer  et  al.，2007)。肿瘤细胞还抢夺正常脉管系统并刺激迅

速形成新的血管从而向肿瘤提供营养(Carmeliet  and  Jain，2000)。尽管免疫系统初始可

以抑制肿瘤生长，但是经常通过免疫抑制途径的肿瘤激活而逐步钝化(Gabrilovich，

2007)。

[0008] 细胞脱落的小微泡称为外来体(Thery  et  al.，2002)。外来体据报道为具有约30‑

100nm的直径并且在正常和病理学状况下从许多不同细胞类型上脱落(Thery  et  al .，

2002)。这些微泡最开始被描述为从成熟网织红细胞的细胞表面上弃去转铁蛋白‑受体的机

制(Pan  and  Johnstone，1983)。通过(胞)内体膜向内出芽而形成外来体，从而产生了随后

与质膜融合的胞内多泡体(MVB)，并向外部释放外来体(Thery  et  al.，2002)。然而，现在有

证据表明外来体更直接的释放。据称，某些细胞如Jurkat  T细胞直接通过质膜向外出芽而

脱落外来体(Booth  et  al.，2006)。由细胞脱落的所有膜囊在本文中统称为微泡。

[0009] 据称，果蝇(Drosophila  melanogaster)中的微泡(所谓的阿尔戈体(argosome))

含有诸如无翅蛋白的形态发生素并且通过发育中的果蝇胚胎中的成虫盘上皮在较长的距

离上移动(Greco  et  al.，2001)。据称，在精液中发现的微泡(称作前列腺小体)具有广泛的

功能，包括促进精子运动、稳定顶体(acrosome)反应、辅助免疫抑制和抑制血管生成

(Delves  et  al.，2007)。另一方面，据称由恶性前列腺细胞释放的前列腺小体促进血管生
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成。据称，微泡转移蛋白质(Mack  et  al.，2000)并且近期研究表明从不同细胞系分离的微

泡也可以含有信使RNA(mRNA)和微小RNA(miRNA)，并且可以将mRNA转移到其他细胞类型

(Baj‑Krzyworzeka  et  al.，2006；Valadi  et  al.，2007)。

[0010] 据称来源于B细胞和树突细胞的微泡具有有效的体内免疫‑刺激和抗肿瘤作用并

且已经用作抗肿瘤疫苗(Chaput  et  al.，2005)。据称树突细胞来源的微泡含有对于T细胞

活化所必需的共刺激蛋白，而大多数肿瘤细胞来源的微泡不含有该蛋白(Wieckowski  and 

Whiteside，2006)。从肿瘤细胞分离的微泡可以起到抑制免疫反应和加速肿瘤生长的作用

(Clayton  et  al.，2007；Liu  et  al.，2006a)。乳腺癌微泡可以刺激血管生成，而血小板来

源的微泡可以促进肿瘤发展和肺癌细胞转移(Janowska‑Wieczorek  et  al .，2005；

Millimaggi  et  al.，2007)。

[0011] 通过积累促进无限制细胞生长的遗传改变而引发癌。已表明每个肿瘤平均具有约

50‑80个在非肿瘤细胞中不存在的突变(Jones  et  al.，2008；Parsons  et  al.，2008；Wood 

et  al.，2007)。目前检测这些突变谱(曲线，profile)的技术包括活检样本分析和对在体液

(如血液)中循环的突变肿瘤DNA片段的非侵入式分析(Diehl  et  al.，2008)。前一种方法是

侵入性的、复杂的并且可能对受试者造成伤害。而后一种方法由于体液中突变癌DNA拷贝数

极低，因而天生缺乏敏感性(Gormally  et  al.，2007)。因此，癌诊断所面临的一个挑战是开

发可以通过非侵入性方式检测不同阶段肿瘤细胞的诊断方法，并且该方法具有高灵敏度和

特异性。还已表明基因表达谱(编码mRNA或微小RNA)可以区别癌性和非癌性组织(Jones  et 

al.，2008；Parsons  et  al.，2008；Schetter  et  al.，2008)。然而，目前检测基因表达谱的

诊断技术需要组织的侵入性活检。一些活检程序导致高风险并且可能是有害的。此外，在活

检程序中，从有限区域获取组织样本并且该组织样品可能产生假阳性或假阴性，特别是在

异质肿瘤和/或分散在正常组织内的肿瘤中。因此，高度需要用于检测生物标志物的非侵入

性并且灵敏的诊断方法。

发明内容

[0012] 一般地，本发明是一种用于检测受试者中是否存在包含在微泡中的各种各样的生

物标志物的新型方法，借此辅助诊断、监测和评价与微泡生物标志物有关的疾病、其他医学

病况(病症，condition)和治疗效力。

[0013] 本发明的一个方面是用于辅助诊断或监测受试者的疾病或其他医学病况的方法，

其包括以下步骤：a)从来自受试者的生物样本中分离微泡部分；和b)检测该微泡部分内是

否存在生物标志物，其中生物标志物与疾病或其他医学病况有关。这些方法可以进一步包

括将检测步骤的结果与对照进行比较的步骤或多个步骤(例如，将样本中检测的一个或多

个生物标志物的量与一个或多个对照水平进行比较)，其中如果检测步骤的结果与对照相

比具有可测量的差异，则将该受试者诊断为患有所述疾病或其他医学病况(例如，癌)。

[0014] 本发明的另一个方面是一种辅助评价在受试者中的治疗效力的方法，其包括以下

步骤：a)从受试者的生物样本中分离微泡部分(组分，fraction)；和b)检测该微泡部分内是

否存在生物标志物，其中所述生物标志物与疾病或其他医学病况的治疗效力有关。该方法

可以进一步包括在一段时间内提供一系列来自受试者的生物样本的步骤。另外，该方法可

以进一步包括确定来自所述一系列生物样本每一个中的检测步骤结果的任何可测量变化
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的步骤或多个步骤(例如，一个或多个检测的生物标志物的量)，从而评价所述疾病或其他

医学病况的治疗效力。

[0015] 在本发明上述方面的某些优选实施方式中，来自受试者的生物样本为体液样本。

特别优选的体液为血液和尿液。

[0016] 在本发明上述方面的某些优选实施方式中，所述方法进一步包括分离来源于特定

类型细胞(例如，癌或肿瘤细胞)的选择性微泡部分。另外，选择性微泡部分可以基本由尿液

微泡(泌尿微泡，urinary  microvesicle)组成。

[0017] 在本发明上述方面的某些实施方式中，与疾病或其他医学病况有关的生物标志物

为i)核酸物质；ii)一种或多种核酸的表达水平；iii)核酸变体；或iv)任何前述标志物的组

合。这样的生物标志物的优选实施方式包括信使RNA、微小RNA、DNA、单链DNA、互补DNA和非

编码DNA。

[0018] 在本发明上述方面的某些实施方式中，疾病或其他医学病况为肿瘤性疾病或病况

(例如，成胶质细胞瘤、胰腺癌、乳腺癌、黑素瘤和结直肠癌)、代谢疾病或病况(例如，糖尿

病、炎症、围产期病况或与铁代谢有关的疾病或病况)、移植后病况或胎儿病况。

[0019] 本发明的另一个方面是一种辅助诊断或监测受试者的疾病或其他医学病况的方

法，其包括以下步骤：a)从受试者获得生物样本；和b)确定该生物样本内的微泡的浓度。

[0020] 本发明的另一个方面是一种用于将核酸或蛋白质递送到个体中的靶细胞的方法，

其包括以下步骤：将含有核酸或蛋白质的微泡或将产生这样的微泡的一个或多个细胞给予

该个体，以使这些微泡进入所述个体的靶细胞。在本发明这一方面的优选实施方式中，将微

泡被递送到脑细胞。

[0021] 本发明的另一个方面是一种用于实施体液(例如，血液、血清或血浆)输注的方法，

其包括以下步骤：获得完全不含或基本完全不含微泡的供体体液的部分，或从特定细胞类

型(例如，肿瘤细胞)获得完全不含或基本完全不含微泡的部分，并且将不含微泡的部分引

入患者。本发明的一个相关方面是是物质的组合物，所述物质包括完全不含或基本完全不

含微泡的供体体液样本(例如，血液、血清或血浆)，或来自特定细胞类型的完全不含或基本

完全不含微泡的样本。

[0022] 本发明的另一个方面是一种用于实施体液(例如，血液、血清或血浆)输注的方法，

其包括以下步骤：获得供体体液的富含微泡的部分，和将富含微泡的部分引入患者。在优选

的实施方式中，所述部分富含有来源于特定细胞类型的微泡。本发明的一个相关方面是物

质的组合物，所述物质包括富含微泡的体液样本(例如，血液、血清或血浆)。

[0023] 本发明的另一个方面是一种辅助鉴别与疾病或其他医学病况有关的新型生物标

志物的方法，其包括以下步骤：从受试者获得生物样本；从该样本分离微泡部分；和检测该

微泡部分内的核酸物质、它们各自的表达水平或浓度、核酸变体、或它们的组合。

[0024] 现在将详细说明本发明的各个方面和实施方式。应理解在不背离本发明范围的前

提下可以对细节进行改变。另外，除非本文另外要求，否则单数术语将包括复数而复数术语

将包括单数。

[0025] 出于描述和公开的目的，所有提到的专利、专利申请和出版物均明确地通过引用

并入本文，例如，在可以结合本发明使用的出版物中描述的方法。提供这些出版物仅用于它

们在本申请的申请日之前的公开内容。在这方面不应解释为承认本发明的发明人没有权利
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通过在先发明或出于任何其他原因使本发明提到这样的披露内容之前。所有有关日期的说

明或有关这些文献内容的表示均基于申请人可获得的信息并且不构成对这些文献的有关

日期或内容的正确性的任何承认。

附图说明

[0026] 图1a‑e和图1f：成胶质细胞瘤细胞产生含有RNA的微泡。(a)原代成胶质细胞瘤细

胞的扫描电子显微镜图像(图例＝10μm)。(b)高倍放大图显示了细胞表面上的微泡。囊泡的

大小不同，其直径在约50nm至约500nm之间(图例＝1μm)。(c)显示了从用RNA酶A处理或未处

理的微泡中提取的总RNA的量的曲线。该量用在260nm波长(x轴)的吸光度值(Abs，y轴)表

示。实验重复5次，并且示出了代表性曲线。(d)显示了从原代成胶质细胞瘤细胞提取的总

RNA的尺寸分布的生化分析仪数据和(e)显示了从分离自原代成胶质细胞瘤细胞的微泡提

取的总RNA的尺寸分布的生化分析仪数据。25nt峰代表内标。(d)中的两个主峰(箭头)代表

18S(左箭头)和28S(右箭头)核糖体RNA。从微泡提取的RNA中没有核糖体峰(e)。(f)由原代

成胶质细胞瘤细胞分泌的微泡的透射电子显微镜图(图例＝100nm)。

[0027] 图2：微泡RNA的分析。图2‑(a)和2‑(b)为在来自两个不同实验的微泡中的mRNA水

平和供体成胶质细胞瘤细胞中断mRNA水平的散布图。线性回归显示供体细胞中的mRNA水平

相对于微泡的相关性不好。图2‑(c)和2‑(d)为在两种不同供体细胞或两种不同微泡制备物

中的mRNA水平。与图2‑(a)和2‑(b)相比，线性回归显示供体细胞之间(图2‑(c))或微泡(图

2‑(d))之间的mRNA水平密切相关。

[0028] 图3a‑图3i：微泡DNA的分析。

[0029] a)采用来自在核酸提取前用DNA酶处理的外来体的DNA模板进行GAPDH基因扩增。

泳道鉴别如下：

[0030] 1.  100bp  MW梯型(ladder)

[0031] 2.阴性对照

[0032] 3.来自GBM  20/3细胞的基因组DNA对照

[0033] 4.来自正常血清外来体的DNA(不含肿瘤细胞的对照)

[0034] 5.来自正常人成纤维细胞(NHF19)的外来体DNA

[0035] 6.来自原代髓母细胞瘤细胞(D425)的外来体DNA

[0036] b)采用来自未用DNA酶预先处理的外来体的DNA模板进行GAPDH基因扩增。泳道鉴

别如下：

[0037] 1.  100bp  MW梯型

[0038] 2.来自原代黑素瘤细胞0105的DNA

[0039] 3.来自黑素瘤0105的外来体DNA

[0040] 4.阴性对照

[0041] 5.来自原代GBM  20/3的cDNA(阳性对照)

[0042] c)人内源性反转录病毒K基因的扩增。泳道鉴别如下：

[0043] 1.  100bp  MW梯型

[0044] 2.来自髓母细胞瘤(medulloblastoma)D425a的外来体DNA

[0045] 3.来自髓母细胞瘤D425b的外来体DNA
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[0046] 4.来自正常人成纤维细胞(NHF19)的外来体DNA

[0047] 5.来自正常人血清的外来体DNA

[0048] 6.来自GBM  20/3的基因组DNA

[0049] 7.阴性对照

[0050] d)腱糖蛋白(tenascin)C基因的扩增。所列泳道鉴别如下：

[0051] 1.  100bp  MW梯型

[0052] 2.来自正常人成纤维细胞(NHF19)的外来体

[0053] 3.来自血清(不含肿瘤细胞的个体A)的外来体

[0054] 4.来自血清(不含肿瘤细胞的个体B)的外来体

[0055] 5.来自原代髓母细胞瘤细胞D425的外来体

[0056] e)转座细胞系1(transposable  Line  1)元件的扩增。泳道鉴别如下：

[0057] 1.  100bp  MW梯型

[0058] 2.来自正常人血清的外来体DNA

[0059] 3.来自正常人成纤维细胞的外来体DNA

[0060] 4.来自髓母细胞瘤D425a的外来体DNA

[0061] 5.来自髓母细胞瘤D425b的外来体DNA

[0062] f)DNA在来自D425髓母细胞瘤细胞的外来体中存在。泳道鉴别如下：

[0063] 1.  100bp标志物

[0064] 2.未用DNA酶处理的D425

[0065] 3.采用DNA酶处理的D425

[0066] 4.1kb标志物

[0067] g)使用RNA皮可芯片(RNA  pico  chip)的单链核酸分析。上图：未用DNA酶处理的纯

化的DNA；下图：采用DNA酶处理的纯化的DNA。上图中的箭头指示检测到的核酸。25nt处的峰

为内标。

[0068] h)来自原代髓母细胞瘤D425的外来体中所包含的核酸的分析。上图：通过RNA皮级

芯片检测的单链核酸。下图：通过DNA1000芯片检测的双链核酸。上图中的箭头指示检测到

的核酸。两个峰(15和1500bp)为内标。

[0069] i)使用RNA皮可芯片对不同来源的外来体DNA的分析。上图：从来自成胶质细胞瘤

细胞的外来体提取的DNA。下图：从来自正常人成纤维细胞的外来体提取的DNA。

[0070] 图4：当包括血清外来体分离步骤时，来自血清的胞外RNA提取更有效。a)来自血清

的外来体RNA。b)直接全血清提取。c)空孔。箭头指示样本中检测到的RNA。

[0071] 图5：微泡和起源细胞之间的基因表达水平的比较。与微泡来源于的细胞相比，发

现微泡中有3426个基因，差异分布超过了5倍(p值＜0.01)。

[0072] 图6：微泡RNA的本体(ontological)分析。(a)饼形图显示了微泡中含量最丰富的

500种mRNA物质的生物学过程本体。(b)显示了属于与肿瘤生长相关的本体的微泡RNA的密

度的曲线图。x轴代表本体中存在的mRNA转录本的数目。阵列上的平均强度水平为182。

[0073] 图7：mRNA水平的聚簇图(簇状图，clustering  diagram)。分析了细胞系中以及从

这些细胞系培养基中分离的外来体中mRNA表达谱的微阵列数据并且生成了表达谱的聚簇。

RNA物质的标记如下：
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[0074] 20/3C‑1：成胶质细胞瘤20/3细胞RNA，阵列重复(array  replicate)1

[0075] 20/3C‑2：成胶质细胞瘤20/3细胞RNA，阵列重复2

[0076] 11/5C：成胶质细胞瘤11/5细胞RNA

[0077] 0105C：黑素瘤0105细胞RNA

[0078] 0664C：黑素瘤0664细胞RNA

[0079] 0664E‑1：黑素瘤0664外来体RNA，阵列重复1

[0080] 0664E‑2：黑素瘤0664外来体RNA，阵列重复2

[0081] 0105E：黑素瘤0105外来体RNA

[0082] 20/3E：成胶质细胞瘤20/3外来体RNA

[0083] 11/5E‑1：成胶质细胞瘤11/5外来体，阵列重复1

[0084] 11/5E‑2：成胶质细胞瘤11/5外来体，阵列重复2

[0085] GBM：成胶质细胞瘤。刻度表示聚簇之间的距离。

[0086] 图8：来自血清的微泡含有微小RNA。使用定量miRNA  RT‑PCR分析了从两位不同患

者的微泡和成胶质细胞瘤细胞(GBM1和GBM2)中提取的成熟miRNA的水平。循环阈值(Ct)用

平均值±SEM表示(n＝4)。

[0087] 图9：微小RNA水平的聚簇图。分析了细胞系中以及从这些细胞系培养基中分离的

外来体中微小RNA表达谱的微阵列数据并且生成了表达谱的聚簇。RNA种类的标记如下：

[0088] 0664C‑1：黑素瘤0664细胞RNA，阵列重复1

[0089] 0664C‑2：黑素瘤0664细胞RNA，阵列重复2

[0090] 0105C‑1：黑素瘤0105细胞RNA，阵列重复1

[0091] 0105C‑2：黑素瘤0105细胞RNA，阵列重复2

[0092] 20/3C‑1：成胶质细胞瘤20/3细胞RNA，阵列重复1

[0093] 20/3C‑2：成胶质细胞瘤20/3细胞RNA，阵列重复2

[0094] 11/5C‑1：成胶质细胞瘤11/5细胞RNA，阵列重复1

[0095] 11/5C‑2：成胶质细胞瘤11/5细胞RNA，阵列重复2

[0096] 11/5E‑1：成胶质细胞瘤11/5外来体，阵列重复1

[0097] 11/5E‑2：成胶质细胞瘤11/5外来体，阵列重复2

[0098] 20/3E‑1：成胶质细胞瘤20/3外来体RNA，阵列重复1

[0099] 20/3E‑2：成胶质细胞瘤20/3外来体RNA，阵列重复2

[0100] 0664E：黑素瘤0664外来体RNA

[0101] 0105E‑1：黑素瘤0105外来体RNA，阵列重复1

[0102] 0105E‑2：黑素瘤0105外来体RNA，阵列重复2

[0103] GBM：成胶质细胞瘤。刻度表示聚簇之间的距离。

[0104] 图10：血清微泡中微小RNA‑21的表达水平与神经胶质瘤有关。示出了柱状图，其中

左侧为正常对照血清，右侧为神经胶质瘤血清。使用定量RT‑PCR测量来自成胶质细胞瘤患

者血清和正常患者对照血清的外来体中的微小RNA‑21(miR‑21)的水平。成胶质细胞瘤血清

显示Ct值减小了5.4，相当于miR21增加了约40倍(2ΔCt)。将每个样本的miR21水平归一化为

GAPDH(n＝3)。

[0105] 图11：使用巢式RT‑PCR检测肿瘤样本和相应血清外来体中的EGFRvIII  mRNA。野生
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型EGFR  PCR产物在1153bp处显现为条带，而EGFRvIII  PCR产物在352bp处显现为条带。包括

GAPDH  mRNA的RT‑PCR作为阳性对照(226bp)。用星号表示认为是EGFRvIII阳性的样本。患者

11、12和14在肿瘤样本中仅显示出EGFRvIII的弱扩增，但当加载更多样本时其变得明显。

[0106] 图12：在来自52个正常对照血清的微泡上实施EGFRvIII的巢式RT‑PCR。在正常对

照血清中从未发现EGFRvIII(352bp)。包括GAPDH(226bp)的PCR作为对照。

[0107] 图13：可以在来自人血清的外来体内检测海帕西啶(肝抗菌肽，hepcidin)mRNA。A)

通过Agilent生化分析仪(Agilent  Bioanalyzer)产生的假凝胶。B)Agilent生化分析仪对

阳性对照(样本1)产生的原始图。C)Agilent生化分析仪对阴性对照(样本2)产生的原始图。

D)Agilent生化分析仪对外来体(样本3)产生的原始图。

[0108] 图14a‑d和图14e‑14h：尿液外来体的分离和尿液外来体内的核酸的鉴别。(a)肾小

管细胞中含有许多小“外来体”的多泡体(MVB)的电子显微镜图像。(b)分离的尿液外来体的

电子显微镜图像。(c)通过Agilent生化分析仪对尿液外来体中所含的RNA转录本的分析。鉴

别出大量的RNA物质，但是没有18S和28S核糖体RNA。(d)通过PCR对尿液外来体中各种RNA转

录本的鉴别。由此鉴别的转录本为：水通道蛋白1(Aquaporin  1)(AQP1)；水通道蛋白2

(AQP2)；Cubulin(CUBN)；兆蛋白(Megalin)(LRP2)；精氨酸血管加压素受体2(arginine 

vasopressin  receptor  2)(AVPR2)；钠/氢交换器3(SLC9A3)；V‑腺苷三磷酸酶B1亚基

(ATP6V1B1)；去氧肾上腺素(Nephrin)(NPHS1)；肾小球足细胞裂隙膜蛋白(Podocin)

(NPHS2)；和氯离子通道3(CLCN3)。自上而下，分子量(MW)泳道中的五个条带对应于1000、

850、650、500、400、300个碱基对片段。(e)来自尿液样本的外来体核酸的生化分析仪图。数

字表示人个体的编号。(f)显示使用(e)中的核酸提取物，用不同引物对产生的PCR产物的假

凝胶。House(框)表示肌动蛋白基因，而肌动蛋白引物来自Ambion(TX，USA)。+ve对照表示使

用来自Ambion(TX，USA)的人肾cDNA作为模板的PCR，而‑ve对照表示不使用核酸模板的PCR。

(g)假凝胶照片，其显示了在核酸提取前经由使用和不使用DNA酶处理的外来体的PCR对肌

动蛋白基因cDNA进行的阳性鉴别。(h)显示从人尿液外来体分离的核酸量的生化分析仪图。

[0109] 图15：尿液外来体中前列腺癌生物标志物的分析。(a)凝胶照片，其显示了

TMPRSS2‑ERG基因的PCR产物以及该PCR产物的消化片段。P1和P2分别表示来自患者1和患者

2的尿液样本。对于每个样品，未消化的产物在左侧泳道而消化的产物在右侧泳道。MWM表示

具有MW标志物的泳道。在图的右侧指出了条带的大小(未消化和消化的)。(b)凝胶照片，其

显示了PCA3基因的PCR产物和该PCR产物的消化片段。P1、P2、P3和P4分别表示来自患者1、患

者2、患者3和患者4的尿液样品。对于每个样品，未消化的产物在左侧泳道而消化的产物在

右侧泳道。MWM表示具有MW标志物的泳道。在图的右侧指出了条带的大小(未消化和消化

的)。(c)在(a)和(b)中出现的患者信息和数据的总结。TMERG表示TMPRSS2‑ERG融合基因。

[0110] 图16：BRAF  mRNA包含在由黑素瘤细胞脱落的微泡内。(a)电泳凝胶照片，其显示

BRAF基因扩增的RT‑PCR产物。(b)电泳凝胶照片，其显示GAPDH基因扩增的RT‑PCR产物。泳道

以及它们所对应的样本为如下：泳道#1‑100bp分子量标志物；泳道#2‑YUMEL‑01‑06exo；泳

道#3‑YUMEL‑01‑06细胞；泳道#4‑YUMEL‑06‑64exo；泳道#5 .YUMEL‑06‑64细胞；泳道#

6.M34exo；泳道#7‑M34细胞；泳道#8‑成纤维细胞；泳道#9‑阴性对照。参考术语“exo”意思是

RNA是从培养基中的外来体提取的。参考术语“细胞”意思是RNA是从培养的细胞提取的。

YUMEL后的数字表示特定批次YUMEL细胞系的鉴别。(c)来自YUMEL‑01‑06exo的PCR产物的测
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序结果。来自YUMEL‑01‑06细胞、YUMEL‑06‑64exo和YUMEL‑06‑64细胞的结果与来自YUMEL‑

01‑06exo的结果相同。(d)来自M34exo的PCR产物的测序结果。来自M34细胞的结果与来自

M34exo的结果相同。

[0111] 图17：成胶质细胞瘤微泡可以将功能性RNA递送到HBMVEC。(a)纯化的微泡用膜染

料PKH67(绿色)标记并将其加入HBMVEC。在1小时内，将微泡内化到内含体‑样结构中。(b)从

稳定表达Gluc的成胶质细胞瘤细胞分离微泡。RNA提取以及Gluc和GAPDH  mRNA的RT‑PCR表

明两者均整合到微泡中。(c)然后，将微泡加入HBMVEC并培育24小时。在微泡加入后，在0、15

和24小时测量培养基中的Gluc活力，并将其归一化为微泡中的Gluc活力。结果表示为平均

值±SEM(n＝4)。

[0112] 图18：成胶质细胞瘤微泡刺激体外血管生成并且含有血管生成蛋白。(a)在仅基础

培养基(EBM)和添加了GBM微泡(EBM+MV)或血管生产因子(EGM)的基础培养基中的

MatrigelTM上培养HBMVEC。16小时后测量小管生成，表示为以与EBM中生长的细胞相比较的

平均小管长度±SEM(n＝6)。(b)在人血管生成抗体阵列上分析了来自原代成胶质细胞瘤细

胞中的总蛋白以及来自这些细胞的微泡(MV)。(c)扫描该阵列并用图像J软件(Image  J 

software)分析强度(n＝4)。

[0113] 图19：从原代成胶质细胞瘤细胞中分离的微泡促进U87成胶质细胞瘤细胞系的增

殖。将100 ,000个U87细胞接种到24孔板的孔中，并允许在(a)正常生长培养基(DMEM‑5％

FBS)或(b)添加了125μg微泡的正常生长培养基中，生长三天。(c)3天后，未添加微泡的细胞

扩大到480,000个，而添加微泡的细胞扩大到810,000个。NC表示在正常对照培养基中生长

的细胞，而MV表示在添加了微泡的培养基上生长的细胞。结果表示为平均值±SEM(n＝6)。

具体实施方式

[0114] 微泡是由真核细胞脱落到或由质膜出芽到细胞外部的。这些膜囊的尺寸是不均匀

的，其直径范围在约10nm至约5000nm。在本领域中，将通过胞内多泡体的胞吐作用释放的小

微泡(直径为约10至1000nm，并且更经常为30至200nm)称为“外来体”。本文中所描述的方法

和组合物同等地可适用于所有大小的微泡；优选30至800nm；并且更优选30至200nm。

[0115] 在一些文献中，术语“外来体”还表示含有核糖核酸外切酶的蛋白质复合体，该核

糖核酸外切酶参与mRNA降解以及小核仁RNA(snoRNA)、小核RNA(snRNA)和核糖体RNA(rRNA)

的加工处理(Liu  et  al.，2006b；van  Dijk  et  al.，2007)。这样的蛋白质复合体不具有膜

并且不是如本文所使用那些术语的“微泡”或“外来体”。

[0116] 作为诊断和/或预后工具的外来体

[0117] 本发明的某些方面是基于以下惊人的发现，即可以从成胶质细胞瘤患者的血清中

分离成胶质细胞瘤来源的微泡。这来源于脑中细胞的微泡存在于受试者的体液中的首次发

现。在该发现之前，还不知道成胶质细胞瘤细胞是否产生微泡或这样的微泡是否可以穿过

血脑屏障而进入到身体的其他部分。发现这些微泡含有与肿瘤细胞有关的突变mRNA。这些

微泡还含有微小RNA(miRNA)，其被发现在成胶质细胞瘤中含量丰富。还发现成胶质细胞瘤

来源的微泡有效地促进了培养基中的原代人脑微血管内皮细胞(HBMVEC)的血管生成特征。

这种血管生成作用至少部分是通过存在于微泡中的血管生成蛋白介导的。这些微泡中发现

的核酸以及微泡的其他内含物如管生成蛋白，通过提供遗传谱而可以用作用于肿瘤诊断、
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表征和预后的有价值的生物标志物。通过分析在肿瘤发展期间是否获得其他突变以及某些

突变的水平是否随时间或随治疗过程而提高或降低，这些微泡内的内含物还可以用于监测

肿瘤随时间的发展。

[0118] 本发明的某些方面基于微泡是由肿瘤细胞分泌并在体液中循环的发现。微泡的数

目随肿瘤生长而增加。体液中微泡的浓度与相应肿瘤负荷成比例。肿瘤负荷越大，则体液中

微泡的浓度越高。

[0119] 本发明的某些方面基于另一惊人的发现，即受试者体液中的大多数胞外RNA包含

在微泡中并且因此被保护而不受核糖核酸酶的降解。如实施例3中所证实的，可以从微泡中

回收总血清中超过90％的胞外RNA。

[0120] 本发明的一个方面涉及通过确定生物样本中的微泡浓度而用于检测、诊断、监测、

治疗或评价受试者的疾病或其他医学病况的方法。可以使用未首先分离微泡的生物样本或

通过首先分离微泡的生物样本来实施该确定。

[0121] 本发明的另一个方面涉及用于检测、诊断、监测、治疗或评价受试者的疾病或其他

医学病况的方法，其包括以下步骤：从受试者体液中分离外来体，和分析在该外来体中包含

的一种或多种核酸。核酸定性和/或定量地进行分析，并将结果与从患有或未患有该疾病或

其他医学病况的一位或多位其他受试者预期或获得的结果相比较。如与一位或多位其他个

体相比，存在受试者的微泡核酸含量差异，可以指示该受试者中是否存在该疾病或其他医

学病况，指示该疾病或其他医学病况的发展(例如，肿瘤尺寸和肿瘤恶性程度的变化)或指

示对该疾病或其他医学病况的易患性。

[0122] 事实上，本文所描述的分离方法和技术提供了以下至今未实现的优势：1)选择性

分析疾病或肿瘤‑特异性核酸的机会，这可以通过将疾病或肿瘤‑特异性微泡与液体样本内

其他微泡分离开得以实现；2)与通过直接从液体样本中提取核酸所获得的得率/完整性相

比，核酸物质的得率显著较高，并且序列完整性也较高；3)可量测性，例如，检测表达水平低

的核酸，可以通过从大量血清中使更多微泡成颗粒而提高灵敏度；4)更纯的核酸，因为在核

酸提取步骤前从微泡颗粒中排除了蛋白质和脂质、死细胞碎片以及其他可能的污染物和

PCR抑制剂；和5)由于微泡颗粒的体积比初始血清要小得多，因此核酸提取方法的选择更

多，从而有可能使用小体积柱过滤器从这些微泡颗粒中提取核酸。

[0123] 优选从采自受试者体液的样本分离微泡。如本文所使用的，“体液”表示从受试者

身体的任何位置，优选地为外周位置分离的液体样本，其包括但不限于，例如，血液、血浆、

血清、尿液、痰液、脊髓液、胸膜液、乳头吸出物(nipple  aspirate)、淋巴液、呼吸液、肠道液

和泌尿生殖道液、泪液、唾液、乳汁、来自淋巴系统的液体、精液、脑脊髓液、器官内系统液、

腹水液、肿瘤囊肿液、羊水和它们的组合。

[0124] 术语“受试者”旨在包括表现或预计具有微泡的所有动物。在具体实施方式中，受

试者为哺乳动物、人类或非人类的灵长类动物、狗、猫、马、牛、其他家畜或啮齿动物(例如，

小鼠、大鼠、豚鼠等)。术语“受试者”和“个体”在本文中可以互换使用。

[0125] 在本领域中，从生物样本中分离微泡的方法是已知的。例如，在Raposo等人

(Raposo  et  al.，1996)的论文中说明了差速离心的方法，并且在本文的实施例部分中详细

说明了类似的方法。美国专利No.6899863和6812023中描述了阴离子交换色谱和/或凝胶渗

透色谱的方法。美国专利No.7198923中描述了蔗糖密度梯度电泳或细胞器电泳的方法。在
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(Taylor  and  Gercel‑Taylor，2008)中描述了磁力活化细胞分选(MACS)的方法。在

(Cheruvanky  et  al.，2007)中描述了纳米膜超滤浓缩器的方法。优选地，可以通过新近开

发的使用独特微流体平台的微芯片技术从受试者体液中鉴别和分离微泡，从而有效并且选

择性地分离肿瘤来源的微泡。如在Nagrath等人(Nagrath  et  al.，2007)的论文中所描述

的，可以使用该论文中所教导的捕获和分离的类似原理调整该技术以适于鉴别和分离微

泡。以上每篇参考文献对其这些方法的教导通过引用并入本文。

[0126] 在一种实施方式中，针对来源于特定细胞类型例如：肺、胰腺、胃、肠、膀胱、肾、卵

巢、睾丸、皮肤、结直肠、乳腺、前列腺、脑、食管、肝、胎盘、胎儿细胞的微泡富集从体液分离

的微泡。由于微泡经常携带来自其供体细胞的表面分子，如抗原，因此可以使用表面分子来

鉴别、分离和/或富集来自特定供体细胞类型的微泡(Al‑Nedawi  et  al.，2008；Taylor  and 

Gercel‑Taylor，2008)。以这种方式，可以分析来源于不同细胞群体的微泡的核酸内含物。

例如，肿瘤(恶性和非恶性)微泡携带肿瘤相关表面抗原并且可以经由这些特异性肿瘤相关

表面抗原进行检测、分离和/或富集。在一个实施例中，所述表面抗原为上皮细胞粘附分子

(EpCAM)，它对来自肺癌、结直肠癌、乳腺癌、前列腺癌、头颈癌以及肝起源癌的微泡具有特

异性，但是对血液细胞起源的癌症不具有特异性。(Balzar  et  al .，1999；Went  et  al .，

2004)。在另一个实施例中，表面抗原为CD24，它是对尿液微泡特异的糖蛋白(Keller  et 

al.，2007)。在另一个实施例中，表面抗原选自CD70分子、癌胚抗原(CEA)、EGFR、EGFRvIII及

其他变体、Fas配基、TRAIL、转铁蛋白受体、p38.5、p97和HSP72的组。另外，肿瘤特异性微泡

可以以缺少表面标志物(如CD80和CD86)为特征。

[0127] 可以通过例如，使用对所期望表面抗原特异的抗体、适体、适体类似物或分子印迹

聚合物实现对来自特定细胞类型的微泡的分离。在一种实施方式中，所述表面抗原对癌类

型特异。在另一种实施方式中，所述表面抗原对不必需是癌性的细胞类型特异。在美国专利

No.7198923中提供了基于细胞表面抗原的微泡分离方法的一个实例。例如，如在美国专利

No.5840867和5582981、WO/2003/050290以及Johnson等人的出版物(Johnson  et  al .，

2008)中所描述的，适体以及它们的类似物特异地结合表面分子并且可以用作用于收集细

胞类型特异性微泡的分离工具。例如，如在美国专利No.6525154、7332553和7384589以及

Bossi等人的出版物(Bossi  et  al.，2007)中所描述的，分子印迹聚合物还特异地识别表面

分子并且是用于回收和分离细胞类型特异性微泡的工具。以上每篇参考文献以对这些方法

的教导通过引用并入本文。

[0128] 在分析前，从外来体提取核酸可能是有益的或是另外所希望的。可以使用本领域

中熟知的任何数量的程序从微泡中分离核酸分子，对特定生物样本选择适合的具体分离程

序。在本文的实施例部分中提供了提取方法的实例。在一些情况下，使用一些技术也可能在

不从微泡进行提取的情况下进行核酸分析。

[0129] 在一种实施方式中，在不进行扩增步骤下直接分析提取的核酸，包括DNA和/或

RNA。可以使用不同的方法进行直接分析，所述方法包括，但不限于，纳米弦技术

(nanostring  technology)。纳米弦技术通过将颜色编码的荧光报告子连接到各个靶分子

上从而使得能够鉴别和定量生物样本中的单个靶分子。该方法与通过扫描条型码测量库存

量的概念类似。可以用数百个或甚至数千个不同的代码制定报告子从而允许高度复杂的分

析。在Geiss等人的出版物(Geiss  et  al.，2008)中描述了该技术，并且该教导的内容通过
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引用并入本文。

[0130] 在另一种实施方式中，在分析前对微泡的核酸进行扩增可能是有益的或是另外所

希望的。核酸扩增的方法是本领域是常用的并且一般是已知的，在本文中描述了核酸扩增

方法的多个实例。如果期望，可以进行扩增从而使其为定量的。定量扩增将允许定量确定各

种核酸的相对量以生成如下所描述的谱图。

[0131] 在一种实施方式中，提取的核酸为RNA。然后，在进一步扩增前优选地将RNA反转录

到互补DNA中。这样的反转录可以单独进行或结合扩增步骤进行。结合反转录和扩增步骤的

方法的一个实例为反转录聚合酶链反应(RT‑PCR)，它可以进一步修改为定量的，例如，如美

国专利No.5639606中所描述的定量RT‑PCR，其所教导的内容通过引用并入本文。

[0132] 核酸扩增方法包括，但不限于，聚合酶链反应(PCR)(美国专利No.5219727)和它的

改变形式，如原位聚合酶链反应(美国专利No .5538871)、定量聚合酶链反应(美国专利

No.5219727)、巢式聚合酶链反应(美国专利No.5556773)、自主序列复制和它的改变形式

(Guatelli  et  al.，1990)、转录扩增系统和它的改变形式(Kwoh  et  al.，1989)、Qb复制酶

法和它的改变形式(Miele  et  al.，1983)、冷‑PCR(Li  et  al.，2008)或任何其他核酸扩增

方法，随后使用本领域技术人员熟知的技术检测扩增的分子。如果诸如核酸的分子以极低

的数目存在，则设计用于检测核酸分子的那些检测方案是特别有用的。以上参考文献以其

对这些方法的教导通过引用并入本文。

[0133] 微泡中存在的核酸的分析为定量的和/或定性的。对于定量分析，使用本领域已知

的方法(如下所述)测量微泡内所关心的特异性核酸的相对或绝对量(表达水平)。对于定性

分析，使用本领域已知的方法(如下所述)鉴别微泡内所关心的特异性核酸的种类(野生型

或变体)。

[0134] 在本文中，使用“遗传畸变”表示微泡内的核酸量以及核酸变体。具体地，遗传畸变

包括但不限于基因(例如，致癌基因)或一组基因的过表达、基因(例如，肿瘤抑制基因如p53

或RB)或一组基因的欠表达(under‑expression)、基因或一组基因拼接变体的替代生产、基

因拷贝数变体(CNV)(例如，DNA双微体(double  minutes))(Hahn，1993)、核酸修饰(例如，甲

基化、乙酰化和磷酸化)、单核苷酸多态性(SNP)、染色体重排(例如，倒转、缺失和重复)以及

基因或一组基因的突变(插入、缺失、重复、错义、无义、同义或任何其他核苷酸变化)，在许

多情况下，这些突变最终影响基因产物的活力和功能，导致产生替代性转录拼接变体和/或

基因表达水平变化。

[0135] 可以通过熟练技术人员已知的多种技术确定这些遗传畸变。例如，可以通过微阵

列分析(美国专利No.6913879、7364848、7378245、6893837和6004755)和定量PCR确定核酸

表达水平、替代性拼接变体、染色体重排和基因拷贝数。尤其是，可以使用Illumina 

Infinium  II全基因组基因分型测定或Agilent人类基因组CGH微阵列检测拷贝数变化

(Steemers  et  al .，2006)。可以通过，例如，美国专利No.7186512和专利公开WO/2003/

023065中所描述的方法测定核酸修饰。具体地，可以通过Illumina  DNA甲基化OMA003癌板

(Illumina  DNA  Methylation  OMA003Cancer  Panel)确定甲基化谱。可以通过使用等位基

因特异探针的杂交、酶促突变检测、错配异源双链体(heteroduplex)的化学切割(Cotton 

et  al .，1988)、错配碱基的核糖核酸酶切割(Myers  et  al .，1985)、质谱法(美国专利

No .6994960、7074563和7198893)、核酸测序、单链构型多态性(SSCP)(Orita  et  al .，
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1989)、变性梯度凝胶电泳(DGGE)(Fischer  and  Lerman，1979a；Fischer  and  Lerman，

1979b)、温度梯度凝胶电泳(TGGE)(Fischer  and  Lerman，1979a；Fischer  and  Lerman，

1979b)、限制性片段长度多态性(RFLP)(Kan  and  Dozy，1978a；Kan  and  Dozy，1978b)、寡核

苷酸连接测定(OLA)、等位基因特异性PCR(ASPCR)(美国专利No .5639611)、连接链反应

(LCR)及其改变形式(Abravaya  et  al.，1995；Landegren  et  al.，1988；Nakazawa  et  al.，

1994)、流式细胞异源双链分析(WO/2006/113590)以及它们的组合/改变形式来检测SNP和

突变。显著地，可以通过基因表达系列分析(SAGE)技术确定基因表达水平(Velculescu  et 

al.，1995)。一般地，在多个出版物中报道了分析遗传畸变的方法，它并不限于本文所引用

的那些方法，并且这些方法对熟练专业人员来说是可用的。适当的分析方法将取决于具体

的分析目标、患者的病况/病史以及要检测、监测或治疗的特定的癌、疾病或其他医学病况。

以上参考文献以其对这些方法的教导通过引用并入本文。

[0136] 已鉴别出导致和/或有助于癌初始产生或发展的各种各样的遗传畸变。在表4(不

同类型的癌)和表6(胰腺癌)中提供了通常在癌中上调(即过表达)的基因的实例。表8中提

供了在脑肿瘤中上调的微小RNA的实例。在本发明的一种实施方式中，表4和/或表6中所列

的基因以及表8中所列的微小RNA的核酸表达水平提高。表5(不同类型的癌)和表7(胰腺癌)

中提供了通常在癌中下调(例如，欠表达)的基因的实例。表9中提供了在脑肿瘤中下调的微

小RNA的实例。在本发明的一种实施方式中，表5和/或表7中所列的基因以及表9中所列的微

小RNA的核酸表达水平降低。在(Furnari  et  al.，2007)中综述了通常在脑肿瘤中欠表达或

过表达的基因的实例，并且该主题内容作为参考并入本文。对于脑肿瘤的发展，RB和p53通

常为下调以降低它们的肿瘤抑制活力。因此，在这些实施方式中，可以使用其失调表达水平

对癌类型特异的基因和/或微小RNA的核酸表达水平是否提高或降低，来指示受试者中是否

存在该类型的癌。

[0137] 同样地，还可以在来自受试者体液的微泡内分析核酸变体，例如，DNA或RNA修饰、

单核苷酸多态性(SNP)和突变(例如，错义、无义、插入、缺失、重复)，其中的受试者包括怀孕

的雌性动物，其中来源于胎儿的微泡可以存在于血清以及羊水中。表3提供了非限制性实

例。在另一实施方式中，核苷酸变体位于EGFR基因中。在另一实施方式中，核苷酸变体为

EGFRvIII突变/变体。在本领域中，术语“EGFR”、“表皮生长因子受体”和“ErbB1”可互换使

用，例如，如在Carpenter的论文(Carpenter，1987)中所描述的。对于脑肿瘤的发展，RB、

PTEN、p16、p21和p53经常突变以降低它们的肿瘤抑制活力。在Furnari等人的论文(Furnari 

et  al.，2007)中讨论了特定形式脑肿瘤中的特异性突变的实例，并且该主题内容作为参考

并入本文。

[0138] 另外，最近已在一些正在进行的研究项目中鉴别出与癌有关的更多的遗传畸变。

例如，癌症基因组谱(Cancer  Genome  Atlas，TCGA)计划正在探索与人癌症有关的基因组变

化的谱图。该项目以及其他类似研究工作的结果已经发表并且作为参考并入本文(Jones 

et  al.，2008；McLendon  et  al.，2008；Parsons  et  al.，2008；Wood  et  al.，2007)。具体

地，这些研究项目已鉴别了在人成胶质细胞瘤、胰腺癌、乳腺癌和/或结直肠癌中的遗传畸

变，如突变(例如，错义、无义、插入、缺失和重复)、基因表达水平变化(mRNA或微小RNA)、拷

贝数变化和核酸修饰(例如，甲基化)。表11和表12(成胶质细胞瘤)、表13(胰腺癌)、表14(乳

腺癌)和表15(结直肠癌)中列出了在这些癌中最经常突变的基因。这些基因中的遗传畸变，
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以及事实上在癌中含有任何遗传畸变的任何基因，均为可以选择用于通过本文所述方法诊

断和/或监测癌的靶标。

[0139] 通过对微泡内的核酸实施核苷酸变体筛选可以实现对一种或多种核苷酸变体的

检测。根据熟练专业人员所确定必需或期望的，该筛选可以是宽泛的或狭窄的。它可以是宽

泛的筛选(建立该筛选以检测已知与一种或多种癌或疾病状况有关的基因中的所有可能的

核苷酸变体)。在怀疑或已知存在一种特定癌或疾病的情况下，则可以将所述筛选特定于该

癌或疾病。一个实例为脑肿瘤/脑癌筛选(例如，建立该筛选以检测与脑癌各种临床特定亚

型或该癌的已知抗药性或药物敏感性突变有关的基因中的所有可能核苷酸变体)。

[0140] 在一种实施方式中，分析是微泡中存在的特定核酸的量(水平)的谱图，本文中称

为微泡的“定量核酸谱”。在另一实施方式中，该分析是微泡(野生型以及变体)中存在的特

定核酸种类的谱，本文中称为“核酸种类谱图”。本文中用于提及这些谱图类型的组合的术

语为“遗传谱”，其提及对核苷酸物质、变体是否存在以及核酸水平是否提高或降低的确定。

[0141] 一旦产生后，将微泡的这些遗传谱与健康正常个体中预期的或来源健康正常个体

其他方面的那些遗传谱进行比较。谱图可以是基因组范围的谱图(建立该谱图以检测所有

可能的表达基因或DNA序列)。它也可以是较狭窄的，如癌范围的谱图(建立该谱图以检测所

有可能的基因或来源于该基因的核酸，或已知与一种或多种癌有关的基因)。在怀疑或已知

存在一种特定癌的情况下，可以将谱图特定于该癌(例如，建立该谱图以检测所有可能的基

因或来源于该基因并且与该癌的各种临床特定亚型或该癌已知抗药性或敏感性突变有关

的核酸)。

[0142] 可以由熟练专业人员选择要扩增和/或分析的核酸。可以扩增和/或分析外来体的

全部核酸内含物或仅扩增和分析特定核酸的亚组，其中的核酸可能或怀疑受到所存在的疾

病或其他医学病况(如癌)的影响。对所分析微泡核酸中的核酸畸变的鉴别可以用于诊断受

试者是否患有疾病，如与该畸变有关的癌、遗传病或病毒感染。例如，对癌特异性基因的一

种或多种核酸变体(例如，EGFRvIII突变)是否存在的分析可以指示该个体中癌的存在性。

可替换地或另外地，对核酸针对癌特异性核酸水平的提高或降低的分析可以指示该个体中

癌的存在性(例如，EGFR核酸的相对提高，或肿瘤抑制基因如p53的相对降低)。

[0143] 在一种实施方式中，通过对微泡中核酸的分析检测了与疾病(如癌)有关的基因突

变(例如，经由核苷酸变体，过表达或欠表达)，其中的核酸来源于细胞起源中的基因组本身

或来源于通过病毒引入的外源基因。由于预期能够产生在疾病诊断和预后中有用的信息，

因此该核酸序列可以是完整的或部分的。该序列对实际基因或转录序列可以是正义的或反

义的。熟练专业人员将能够根据微泡中可能存在的正义或反义核酸来设计核苷酸差异的检

测方法。许多这样的方法包括对核苷酸序列特异性的探针的使用，其中的核苷酸序列为直

接侧连或含有核苷酸差异。具有基因序列和该基因内核酸变体位置的知识的熟练专业人员

可以设计这样的探针。如本领域和本文中所述的，这样的探针可以用于分离、扩增和/或实

际杂交以检测该核酸变体。

[0144] 可以采用各种各样的方式来确定来自受试者的微泡内的核酸中是否存在特定核

苷酸变体或多个变体。各种各样的方法可用于该分析，其包括，但不限于，PCR、用等位基因

特异性探针的杂交、酶促突变检测、错配的化学切割、质谱法或DNA测序(包括微测序)。在特

定的实施方式中，可以两种形式实施用等位基因特异性探针的杂交：1)结合到固相(玻璃、
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硅、尼龙膜)的等位基因特异性寡核苷酸和在溶液中的标记样本，如在许多DNA芯片应用中，

或2)在溶液中的结合样本(通常为克隆的DNA或PCR扩增的DNA)和标记的寡核苷酸(等位基

因特异性或短的以允许通过杂交测序)。诊断性测试可以包括通常在固体载体上的一组差

异，其使得能够同时确定多于一个的差异。在另一实施方式中，确定微泡核酸中存在至少一

种核酸差异需要单体型分析试验(haplotyping  test)。确定单体型的方法是本领域技术人

员已知的，例如在WO00/04194中。

[0145] 在一种实施方式中，确定是否存在核酸变体涉及通过一些方法确定变体位点或多

个位点(序列内的核酸与标准出现差异的确切位置)的序列，其中的方法例如为聚合酶链反

应(PCR)、链终止DNA测序(美国专利No.5547859)、微测序(Fiorentino  et  al.，2003)、寡核

苷酸杂交、焦磷酸测序(pyrosequencing)、Illumina基因组分析仪、深度测序、质谱法或其

他核酸序列检测方法。用于检测核酸变体的方法是本领域熟知的并且在WO  00/04194中公

开，该专利作为参考并入本文。在示例性方法中，诊断测试包括对所期望基因序列中跨过一

个或多个已知变体的DNA或RNA(通常在将RNA转换为互补DNA之后)的片段进行扩增。接着，

为了鉴别扩增片段中的核苷酸变体，对该扩增片段进行测序和/或进行电泳。

[0146] 在一种实施方式中，本发明提供了一种对在如本文所述的分离的微泡核酸筛选核

苷酸变体的方法。这可以通过例如PCR实现，或可替换地，可以在连接链式反应(LCR)中实现

(Abravaya  et  al.，1995；Landegren  et  al.，1988；Nakazawa  et  al.，1994)。对于所关心

基因中的点突变的检测，LCR可以是特别有用的(Abravaya  et  al.，1995)。LCR方法包括以

下步骤：设计用于扩增靶序列的简并引物，该引物对应于与所关心基因对应的核酸的一个

或多个保守区，使用从微泡获得的核酸作为模板用所述引物扩增PCR产物并分析该PCR产

物。微泡核酸的PCR产物与对照样本(具有或不具有核苷酸变体)的比较指示该微泡核酸中

的变体。根据对照，改变可以是微泡核酸中存在或不存在核苷酸变体。

[0147] 可以使用能够按照扩增产物尺寸对它们进行分离的任何方法实施扩增产物分析，

包括自动和手动凝胶电泳、质谱法等。

[0148] 可替换地，可以使用SSCP、DGGE、TGGE、化学切割、OLA、限制性片段长度多态性以及

杂交(例如，核酸微阵列)，基于序列差异性对扩增产物进行分析。

[0149] 核酸分离、扩增和分析的方法对本领域技术人员来说是常规的，并且可以在，例如

Molecular  Cloning：A  laboratory  Manual(3‑Volume  Set)Ed .Joseph  Sambrook、David 

W.Russel  and  Joe  Sambrook，Cold  Spring  Harbor  Laboratory，3rd  edition(January 

15，2001)，ISBN：0879695773中查找到方案的实例。PCR扩增中所使用方法的特别有用的方

案来源是PCR  Basics：From  Background  to  Bench  by  Springer  Verlag；1stedition

(October  15，200)，ISBN0387916008。

[0150] 由于已知肿瘤细胞以及一些正常细胞将微泡脱落到体液中并且如本文所证明的，

这些微泡内的遗传畸变反映了肿瘤细胞内的畸变，因此可以利用微泡来实施自肿瘤活检样

本上进行的多种诊断方法。此外，使用微泡的诊断方法具有直接在肿瘤活检样本上实施的

诊断方法所不具有的特征。例如，与肿瘤/癌核酸采样的其他形式不同，微泡核酸分析的一

个具体优势是对来源于个体中肿瘤或遗传学非均匀肿瘤所有病灶的肿瘤/癌核酸进行分析

的可利用性。活检样本是受限的，因为它们仅提供关于获得的活组织检查的肿瘤的特定病

灶的信息。体内或甚至单个肿瘤内发现的不同肿瘤/癌性病灶经常具有不同的遗传谱并且
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在标准活组织检查中得不到分析。然而，对来自个体的微泡核酸的分析估计可能提供个体

内所有病灶的采样。这提供了有关推荐治疗、治疗有效性、疾病预后和疾病复发分析的重要

信息，而简单的活组织检查不能提供这些信息。

[0151] 通过本文所描述的方法，对与特定疾病和/或医学病况有关的遗传畸变的鉴别也

可以用于诊断患有疾病或其他医学病况(如癌)的个体的预后和治疗决定。疾病和/或医学

病况的遗传基础的鉴别提供了指导治疗该疾病和/或医学病况的有用信息。例如，已证明化

学疗法的多种形式对具有特定遗传异常/畸形的癌更有效。一个实例为使用如激酶抑制剂

吉非替尼(gefitinib)和厄洛替尼(erlotinib)的药物靶向治疗EGFR的有效性。已表明这样

的治疗对EGFR基因在EGFR蛋白激酶结构域中具有特定核苷酸突变的癌细胞更有效(美国专

利公开20060147959)。换言之，在EGFR核酸信息的激酶结构域中存在至少一个鉴别的核苷

酸变体，表明患者可能受益于使用EGFR靶向化合物吉非替尼或厄洛替尼的治疗。由于已经

证明从体液中的微泡分离出了肿瘤来源的EGFR转录本，因此可以通过本文所述的方法在微

泡中存在的核酸中鉴别这样的核苷酸变体。

[0152] 还发现其他基因中的遗传畸变影响治疗有效性。如在Furnari等人的出版物

(Furnari  et  al.，2007)中所公开的，在各种各样的基因中的突变影响在治疗脑肿瘤的化

学疗法中使用的特定药物的有效性。对微泡内核酸中的这些遗传畸变的鉴别将指导适当治

疗计划的选择。

[0153] 同样地，本发明的多个方面涉及用于监测受试者的疾病(例如，癌)发展的方法，还

涉及用于监测个体的疾病复发的方法。这些方法包括以下步骤：如本文所讨论的从个体体

液中分离微泡，并且如本文所讨论的分析微泡内的核酸(例如，形成该微泡的遗传谱)。使用

某个遗传畸变/谱的存在性/不存在性来指示如本文所讨论的受试者中该疾病(例如，癌)的

存在性/不存在性。随时间周期性地实施该过程并检查结果以监测该疾病的发展或消退，或

确定该疾病的复发。换句话说，遗传谱的变化表明受试者的疾病状态的变化。从受试者中采

集微泡样本以进行微泡分离和分析之间花费的时间段将取决于受试者的情况并且由熟练

的专业人员决定。当分析来自与受试者所进行的疗法有关的基因的核酸时，这样的方法将

证明是极其有利的。例如，可以监测该疗法所靶向的基因的突变发展，其中的突变使其对疗

法产生耐受性，此时可以相应地改变疗法。所监测的基因还可以是指示对特定疗法产生特

定反应的基因。

[0154] 本发明的多个方面还涉及这样的事实，即各种各样的非癌性疾病和/或医学病况

也具有遗传联系和/或原因，并且这样的疾病和/或医学病况同样可以通过本文所述的方法

进行诊断和/或监测。许多这样的疾病在本质上为代谢性、传染性或退变性的。一种这样的

疾病为糖尿病(例如，尿崩症)，其中加压素2型受体(V2R)发生改变。另一种这样的疾病为肾

纤维化，其中胶原、纤连蛋白和TGF‑β的基因的遗传谱发生改变。通过本文所述的方法同样

可以检测由于药物滥用(例如，类固醇或药物使用)、病毒和/或细菌感染以及遗传病状态所

造成的遗传谱的变化。

[0155] 本文所描述的发明可应用的疾病或其他医学病况包括，但不限于，肾病、尿崩症、I

型糖尿病、II型糖尿病、肾病性肾小球肾炎、细菌或病毒性肾小球肾炎、IgA肾病、亨‑舍二氏

紫癜(Henoch‑Schonlein  Purpura)、膜性增生性肾小球肾炎、膜性肾病、干燥综合征

(Sjogren′s  syndrome)、肾病综合征微小病变性疾病、局灶性肾小球硬化症及相关病症、急
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性肾衰竭、急性小管间质性肾炎、肾盂肾炎(pyelonephritis)、泌尿生殖道炎性疾病(GU 

tract  inflammatory  disease)、初期子巅(Pre‑clampsia)、肾移植排斥、麻疯病、反流性肾

病(reflux  nephropathy)、肾石病、遗传性肾病、髓质囊性病(medullar  cystic)、髓状海绵

病(medullar  sponge)、多囊性肾病、常染色体显性多囊性肾病、常染色体隐性多囊性肾病、

结节性硬化、希林二氏病(von  Hippel‑Lindau  disease)、家族性肾小球薄基底膜病、III型

胶原肾小球病、纤连蛋白肾小球病、阿尔波特氏综合征(Alport′s  syndrome)、法布里病

(Fabry′s  disease)、指甲膝盖综合征(Nail‑Patella  Syndrome)、先天性泌尿异常、单克隆

丙种球蛋白病、多发性骨髓瘤、淀粉样变性病和相关病症、热性疾病、家族性地中海热、HIV

感染‑AIDS、炎性疾病、系统性血管炎、结节性多动脉炎、韦格纳肉芽肿病(Wegener′s 

granulomatosis)、多动脉炎、坏死性和新月体肾小球肾炎、多肌炎‑皮肤肌炎、胰腺炎、类风

湿性关节炎、系统性红斑狼疮、痛风、血液病症、镰刀细胞病、血栓性血小板减少性紫癜、范

科尼综合征(Fanconi′s  syndrome)、移植、急性肾损伤、过敏性肠道综合征、溶血尿毒症综

合征、急性肾皮质坏死、肾血栓、创伤和手术、大面积损伤、燃烧、腹部和血管手术、麻醉诱

发、药物使用或药物滥用的副作用、循环疾病性心肌梗塞、心力衰竭、周围性血管疾病、高血

压、冠心病、非动脉粥样硬化性心血管疾病、动脉粥样硬化性心血管疾病、皮肤病、牛皮癣、

系统性硬化病、呼吸道疾病、COPD(慢性阻塞性肺病)、阻塞性睡眠呼吸暂停、高海拔缺氧症

或内分泌病、肢端肥大症、糖尿病或尿崩症。

[0156] 根据对多种因素中的一个或多个的分析，由熟练的专业人员对分离微泡的个体进

行选择。所考虑的这些因素为受试者是否具有特定疾病(例如，癌)的家族史、是否对该疾病

具有遗传易患性、是否由于家族史、遗传易患性、指示易患性的其他疾病或体征或环境原因

而具有高患病风险。环境原因包括生活方式、对造成或有助于该疾病的试剂的暴露，如在空

气、土地、水或饮食中暴露。另外，之前已患有该疾病、在治疗前或治疗后诊断为该疾病、目

前正在治疗该疾病(正在进行疗法)以及正在从该疾病中缓解或恢复都是选择实施所述方

法的个体的原因。

[0157] 在分析步骤前，可选地利用选择基因或核酸以进行分析的其他额外步骤实施本文

所描述的方法。这种选择可以基于受试者的任何易患性(趋向，predisposition)、或任何之

前的暴露或诊断或受试者经历的或同时进行的治疗性治疗。

[0158] 诊断、监测或其他方式测定谱图的癌可以是任何种类的癌。这包括但不限于上皮

细胞癌，如肺、卵巢、子宫颈、子宫内膜、乳腺、脑、结肠和前列腺癌。还包括胃肠癌、头颈癌、

非小细胞肺癌、神经系统癌、肾癌、视网膜癌、皮肤癌、肝癌、胰癌、生殖泌尿癌和膀胱癌、黑

素瘤和白血病。另外，本发明的方法和组合物同样可应用于个体中非恶性肿瘤的检测、诊断

和预后(例如，神经纤维瘤、脑脊膜瘤和许旺氏细胞瘤)。

[0159] 在一种实施方式中，所述癌为脑癌。在本领域中，脑肿瘤和脑癌的类型是熟知的。

神经胶质瘤是由脑神经胶质(支持性的)组织引起的肿瘤的通称。神经胶质瘤是最常见的原

发性脑肿瘤。星形细胞瘤、室管膜瘤、少突神经胶质瘤以及两种或更多种细胞类型混合的肿

瘤(称作混合性胶质细胞瘤)是最常见的神经胶质瘤。以下是脑肿瘤的其他常见类型：听神

经瘤(神经鞘瘤、许旺氏细胞瘤、神经鞘瘤(Neurinoma))、腺瘤、星形细胞瘤、低级星形细胞

瘤、巨细胞星形细胞瘤、中级和高级星形细胞瘤、再发性肿瘤、脑干神经胶质瘤、脊索瘤、脉

络丛乳头状瘤、CNS淋巴瘤(原发性恶性淋巴瘤)、囊肿、皮样囊肿、表皮样囊肿、颅咽管瘤、室
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管膜瘤、间变性室管膜瘤、神经节细胞瘤(节细胞神经瘤)、神经节神经胶质瘤、多形性成胶

质细胞瘤(GBM)、恶性星形细胞瘤、神经胶质瘤、成血管细胞瘤、不宜手术的脑肿瘤、淋巴瘤、

髓母细胞瘤(MDL)、脑膜瘤、转移性脑肿瘤、混合性胶质细胞瘤、神经纤维瘤、少突神经胶质

瘤、视神经胶质瘤、松果体区肿瘤、垂体腺瘤、PNET(原始神经外胚层瘤)、脊髓肿瘤、亚室管

膜瘤和结节性硬化(布尔讷维氏病(Bourneville′s  Disease))。

[0160] 除鉴别先前已知的核酸畸变(由于与疾病有关)之外，本发明的方法可以用于鉴别

先前未鉴别的核酸序列/修饰(例如，转录后修饰)，所述核酸序列/修饰的畸变与某种疾病

和/或医学病况有关。这是通过以下步骤完成的，例如，分析来自患有指定疾病/医学病况

(例如，癌的临床类型和亚型)的一位或多位受试者体液的微泡内的核酸并且与未患有给定

疾病/医学病况的一位或多位受试者的微泡内的核酸进行比较以鉴别它们核酸内含物的差

异。该差异可以是任何遗传畸变，其包括但不限于，核酸的表达水平、可替换的拼接变体、基

因拷贝数变体(CNV)、核酸的修饰、单核苷酸多态性(SNP)和核酸突变(插入、缺失或单核苷

酸改变)。一旦对某种疾病鉴别出了特定核酸遗传参数的差异，则可以进行涉及临床和统计

显著数目的受试者的进一步研究以建立该特定核酸遗传畸变与该疾病之间的相关性。如熟

练专业人员所确定为适当的，可以通过本文所描述的一种或多种方法进行遗传畸变分析。

[0161] 作为递送载体的外来体

[0162] 本发明的多个方面还涉及本文所述的实际微泡。在一种实施方式中，本发明是一

种如本文所描述的分离的微泡，其分离自个体。在一种实施方式中，通过个体脑内的细胞

(例如，肿瘤或非肿瘤细胞)产生了微泡。在另一实施方式中，如本文所述的，从个体体液分

离了微泡。本文描述了分离方法。

[0163] 本发明的另一个方面涉及以下发现，即从人成胶质细胞瘤细胞中分离的微泡含有

mRNA、miRNA和血管生成蛋白。原代人脑内皮细胞经由内吞机制吸收这样的成胶质细胞瘤微

泡，并且在那些细胞中翻译掺入到该微泡中的报告蛋白mRNA。这表明微泡所传递的信息可

以改变靶细胞(吸收微泡的细胞)的遗传和/或翻译谱。所述微泡还含有已知在成胶质细胞

瘤中含量富含的miRNA(Krichevskyet  al，manuscript  in  preparation)。因此，来源于成

胶质细胞瘤肿瘤的微泡可以作为mRNA、miRNA和蛋白质的递送载体起作用，其可以经由递送

特定mRNA物质而改变其他细胞的翻译状态、促进内皮细胞的血管生成并且刺激肿瘤生长。

[0164] 在一种实施方式中，在将供体受试者体液递送到受体受试者前，将微泡从所述体

液中消除。供体受试者可以是具有不可检测的肿瘤的受试者，并且体液中的微泡来源于肿

瘤。由于微泡中的遗传材料和蛋白质可以促使受体受试者中细胞无限制的生长，因此如果

不除去供体体液中的肿瘤微泡，则它们将是有害的。

[0165] 同样，本发明的另一个方面为本文所鉴别的微泡将核酸递送到细胞的应用。在一

种实施方式中，细胞位于个体的体内。该方法包括将含有核酸的微泡或产生这样的微泡的

细胞给予个体以使微泡接触和/或进入该个体的细胞。将核酸递送至其的细胞称为靶细胞。

[0166] 可以遗传改造微泡以含有其天然不包含的核酸(即，对微泡正常内含物来说是外

源的)。这可以通过将核酸物理插入到微泡中来完成。可替换地，可以遗传改造细胞(例如，

在培养基中生长的细胞)以将一个或多个特定核酸靶向至外来体中，并且可以从该细胞分

离外来体。可替换地，可以将遗传改造的细胞本身给予所述个体。

[0167] 在一种实施方式中，产生用于给予的外来体的细胞与靶细胞在体内具有相同或类
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似的来源或位置。也就是说，对于将微泡递送到脑细胞来说，产生微泡的细胞将是脑细胞

(例如，在培养基中生长的原代细胞)。在另一实施方式中，产生外来体的细胞与靶细胞相比

为不同的细胞类型。在一种实施方式中，产生外来体的细胞为在体内位于靶细胞附近的类

型。

[0168] 可以经由外来体被递送至细胞的核酸序列可以是RNA或DNA，并且可以是单链或双

链的，并且可以选自包括以下的组：编码所关心蛋白质的核酸、寡核苷酸、核酸类似物，例

如，肽‑核酸(PNA)、假互补PNA(pc‑PNA)、锁核酸(LNA)等。这些核酸序列包括，例如，但是不

局限于，编码蛋白质的核酸序列(例如，作为翻译抑制物的蛋白)、反义分子、核糖酶、小抑制

性核酸序列、例如，但是不局限于RNAi、shRNA、siRNA、miRNA、反义寡核苷酸和它们的组合。

[0169] 将从细胞类型中分离的微泡递送到受体受试者。所述微泡可能使受体受试者医学

上受益。例如，肿瘤外来体的血管生成和前增殖(pro‑proliferation)作用可能有助于受体

受试者中受损组织的再生。在一种实施方式中，递送方式为通过体液输注，其中在将来自供

体受试者的体液递送到受体受试者前，将微泡加入到所述体液中。

[0170] 在另一实施方式中，微泡是适合给予给受试者(例如，本文所述方法中的受试者)

的成分(例如，药用制剂中的活性成分)。通常，这包括用于活性成分的药用载体。具体载体

将取决于多种因素(例如，给药途径)。

[0171] “药用载体”是指混合靶向递送组合物和/或将其递送至受试者的任何药学上可接

受的方式。这包括药用材料、组合物或载体，如液体或固体填料、稀释剂、赋形剂、溶剂或包

封材料，涉及将主题试剂从一个器官或身体部分携带或递送到另一个器官或身体部分。每

种载体必须是在与制剂其他成分相容的意义上是“可接受的”并且与对受试者(例如，人)给

药是兼容的。

[0172] 对受试者的给药可以是系统的或局部的。这包括但不限于，通过将活性化合物递

送至受试者中所期望位置的任何适合途径，将活性化合物(例如，药物制剂中的)分散、递送

或施加至受试者，包括通过肠胃外或口服途径、肌肉注射、皮下/皮内注射、静脉注射、含服

给药、透皮递送以及通过直肠、结肠、阴道、鼻内或者呼吸道途径施用等方式给药。

[0173] 应理解，本发明不局限于本文中所描述的特定方法、方案和试剂，并且同样可以改

变。本文中所使用的术语仅用于描述具体实施方式的目的，而不用于限制本发明的范围，该

范围仅由本发明的权利要求限定。

[0174] 在一个方面，本发明涉及本文中所描述的组合物、方法及其各自的成分，它们对本

发明是必要的，但是对未指明元件(组分，element)的包括是开放的，必要或不必要的(“包

括”)。在一些实施方式中，要包括在所述组合物、方法或它们各自成分的描述中的其他元件

限于不实质性地影响本发明的基本和新颖特征的那些元件(“基本由...组成”)。这同样适

用于所描述的方法的步骤以及其中的组合物和成分。在其他实施方式中，本文中所描述的

发明、组合物、方法和它们各自的成分用来排除认为不是该成分、组合物或方法的必要要素

的任何元件(“由...组成”)。

[0175] 实施例

[0176] 实施例1‑7：肿瘤细胞脱落的微泡，其含有RNA，包括mRNA和微小RNA，并且这些微泡

含有体液中超过90％的胞外RNA。

[0177] 实施例1：从原代人成胶质细胞瘤细胞脱落的微泡。
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[0178] 通过手术切除术获得成胶质细胞瘤组织，解离肿瘤细胞并进行单层培养。具体地，

直接从手术中取得来自由神经病理学家诊断为多形性成胶质细胞瘤的患者的脑肿瘤试样

并将其置于冷的无菌神经基础培养基(Invitrogen，Carlsbad，CA，USA)。在手术后1小时内

使用神经组织解离试剂盒(Miltenyi  Biotech，Berisch  Gladbach，Germany)将该试样解离

成单细胞并在添加了青霉素‑链霉素(分别为10IU  mL‑1和10μg  mL‑1，Sigma‑Aldrich，St 

Louis，MO，USA)的DMEM  5％dFBS上铺板。由于在通常用于培养细胞的胎儿牛血清(FBS)中可

以找到微泡并且这些微泡含有相当大量的mRNA和miRNA，因此使肿瘤细胞在含有除去了微

泡的FBS(dFBS)的培养基中生长是重要的。发现培养的获自三种成胶质细胞瘤肿瘤的原代

细胞在早期传代和晚期传代产生微泡(传代是根据细胞分裂所定义的细胞代，它是常见的

细胞培养技术并且是保持细胞存活所必需的)。通过扫描电子显微镜(图1a和1b)以及透射

电子显微镜(图1f)能够检测微泡。简要地说，将人成胶质细胞瘤细胞置于鸟氨酸涂敷的盖

片上，并用0.5×Karnovskys固定剂固定，然后用PBS清洗2×5分钟(清洗两次，每次5分钟)。

细胞在35％EtOH  2x10min、50％EtOH  2x10min、70％EtOH  2x10min、95％EtOH  2x10min、以

及100％EtOH  4x10min中脱水。然后将这些细胞转移到Tousimis  SAMDR1‑795半自动临界点

干燥器中进行临界点干燥(critical  point  drying)，接着在GATAN  618型高分辨离子束涂

布器中用铬涂覆。如图1a和1b所示，用尺寸在约50‑500nm变化的微泡覆盖肿瘤细胞。

[0179] 实施例2：成胶质细胞瘤微泡含有RNA。

[0180] 为了分离微泡，将第1‑15代的成胶质细胞瘤细胞在不含微泡的培养基(含有5％

dFBS的DMEM，其中dFBS是通过在110,000×g超离心16小时以除去牛微泡制备的)中培养。48

小时后，收获了来自4000万细胞的条件培养基。通过差速离心纯化微泡。具体地，将成胶质

细胞瘤条件培养基在300×g离心10分钟以消除任何细胞污染物。将上清液在16500×g进一

步离心20分钟，并通过0.22μm过滤器(或滤膜)过滤。接着，以110,000×g超离心70分钟使微

泡成颗粒(或沉淀)。将微泡颗粒在13ml的PBS中清洗，再次成粒并重新悬浮于PBS中。

[0181] 使用DC蛋白质测定(Bio‑Rad，Hercules，CA，USA)测量分离的微泡的总蛋白质含

量。

[0182] 对于RNA从微泡中的提取来说，将最终浓度为100μg/ml的RNA酶A(Fermentas，Glen 

Burnie，MD，USA)加入微泡悬液并在37℃培育15分钟以除去微泡外部的RNA，从而确保所提

取的RNA来自微泡的内部。接着，根据生产商的规程使用MirVana  RNA分离试剂盒(Ambion，

Austin  TX，USA)从微泡提取总RNA。根据生产商的规程用DNA酶处理后，使用纳滴

(nanodrop)ND‑1000仪(Thermo  Fischer  Scientific，Wilmington，DE，USA)对总RNA进行定

量。

[0183] 发现成胶质细胞瘤微泡含有RNA和蛋白质，其比值为约1∶80(μgRNA∶μg蛋白质)。在

培养的48小时时间后，从微泡中分离的蛋白质和RNA的平均得率为约4μg蛋白质和50ngRNA/

百万细胞。

[0184] 为了证实RNA包含在微泡内部，将微泡暴露于RNA酶A或在RNA提取前进行模拟处理

(图1c)。用RNA酶处理后，RNA含量的减少从未超过7％。因此，看起来几乎所有来自培养基的

胞外RNA都包含在微泡内，并因而通过周围的液胞膜而保护所述RNA不受外部RNA酶的作用。

[0185] 使用生化分析仪(Bioanalyzer)分析来自微泡及其供体细胞的总RNA，表明微泡包

含与各种各样的mRNA和miRNA相一致的宽范围的RNA尺寸，但是缺乏18S和28S(细胞RNA的核
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糖体RNA特征峰)(图1d和1e)。

[0186] 实施例3：微泡含有DNA。

[0187] 为了测试微泡是否还含有DNA，如实施例2所提到的，分离外来体，然后在细胞溶解

以释放内含物前用DNA酶进行处理。DNA酶处理步骤是为了除去外来体外部的DNA以使只提

取存在于该外来体内部的DNA。具体地，使用购自Ambion的不含DNA的试剂盒按照生产商的

建议(产品号#AM1906)进行DNA酶处理。对于DNA纯化步骤，将分离外来体的等分试样在作为

MirVana  RNA分离试剂盒(Ambion)一部分的300μl溶胞缓冲液中溶解，并且按照生产商的建

议使用DNA纯化试剂盒(Qiagen)从细胞溶解混合物中纯化DNA。

[0188] 为了检查所提取的DNA中是否含有常见的基因，使用对GAPDH、人内源性反转录病

毒K、腱糖蛋白‑c和系‑1(Line‑1)特异的引物对进行PCR。对于GAPDH基因，使用下列引物：正

向3GAPDH新(Forw3GAPDHnew)(SEQ  ID  NO：1)和反向3GAPDH新(Rev3GAPDHnew)(SEQ  ID  NO：

2)。如果模板为拼接GAPDH  cDNA，则该引物对扩增112bp的扩增子，如果模板为未拼接基因

组GAPDH  DNA，则该引物对扩增216bp的扩增子。在一个实验中，在细胞溶解以进行DNA提取

前，用DNA酶处理分离的外来体(图3a)。如所预期的，从来自肿瘤血清(参见图3a中的泳道4)

和原代肿瘤细胞(参见图3a中的泳道6)的外来体扩增了所述112bp片段，但是未从来自正常

人成纤维细胞的外来体(参见图3a中的泳道5)扩增。不能从所有三种来源的外来体扩增所

述216bp片段。但是，当使用从成胶质细胞瘤细胞分离的基因组DNA作为模板时，112bp和

216bp片段均得到扩增(参见图3a中的泳道3)。因此，拼接的GAPDH  DNA存在于分离自肿瘤细

胞的外来体内，但是不存在于分离自正常成纤维细胞的外来体内。

[0189] 相反，在另一实验中，在细胞溶解以进行DNA提取前，分离的外来体没有用DNA酶处

理(图3b)。从分离自原代黑素瘤细胞的外来体不但扩增了所述112bp片段，而且也扩增了所

述216bp片段(参见图3b中的泳道3)，表明外来体外部存在已经被反转录的非拼接GAPDH 

DNA或部分拼接的cDNA。

[0190] 对于人内源性反转录病毒K(HERV‑K)基因，使用下列引物：HERVK_6正向(HERVK_

6Forw)(SEQ  ID  NO：3)和HERVK_6反向(HERVK_6Rev)(SEQ  ID  NO：4)。引物对扩增172bp扩增

子。从被分离并用DNA酶处理的外来体提取DNA，并将其用作用于PCR扩增的模板。如图3c所

示，在所有肿瘤和正常人血清外来体中扩增了172bp片段，但是未在正常人成纤维细胞的外

来体中扩增。这些数据表明与来自正常人成纤维细胞的外来体不同，肿瘤和正常人血清外

来体含有内源性反转录病毒DNA序列。为了检查肿瘤外来体是否还含有转座元件，使用下列

细胞系‑1特异性引物进行PCR扩增：细胞系1_正向(Line1_Forw)(SEQ  ID  NO：5)和细胞系1_

反向(Line1_Rev)(SEQ  ID  NO：6)。由于每种引物含有等量的两种不同的寡核苷酸，因此这

两种引物被设计用于检测所有物质中的细胞系‑1。对于细胞系1_正向引物，在用“s”表示的

位置处，一个寡核苷酸包含C而另一个寡核苷酸包含G。对于细胞系1_反向引物，在用“r”表

示的位置处，一个寡核苷酸包含A而另一个寡核苷酸包含G。该引物对扩增290bp扩增子。模

板为从用DNA酶(如上所述)处理的外来体中提取的DNA。如图3e所示，可以从来自肿瘤细胞

和正常人血清的外来体扩增290bp的细胞系‑1片段，但是不能从来自正常人成纤维细胞的

外来体中扩增。

[0191] 为了测试外来体是否还含有腱糖蛋白‑C  DNA，使用下列引物对进行PCR：腱糖蛋白

C正向(Forw)(SEQ  ID  NO：7)和腱糖蛋白C反向(Rev)(SEQ  ID  NO：8)。该引物对扩增197bp扩
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增子。模板为从被分离并接着在细胞溶解前用DNA酶处理的外来体中提取的DNA。如图3d所

示，在来自肿瘤细胞或正常人血清的外来体中扩增了197bp的腱糖蛋白C片段，但是没有在

正常人成纤维细胞的外来体中扩增。因此，腱糖蛋白C  DNA存在于肿瘤和正常人血清外来体

中，而不存在于正常人成纤维细胞外来体中。

[0192] 为了进一步证实外来体中DNA的存在，使用如上所述的方法从D425髓母细胞瘤细

胞提取外来体DNA。具体地，分离外来体，并在细胞溶解前用DNA酶处理。在通过1％琼脂糖凝

胶中用溴化乙锭染色进行可视化前，用DNA酶处理或不用DNA酶处理等体积的最终DNA提取

物。溴化乙锭是对核酸特异性染色的染料并且可以在紫外光下可视化。如图3f所示，DNA酶

处理后溴化乙锭染色消失(参见图3f中的泳道3)，而在未处理等分试样中可以可视化强染

色(参见图3f中的泳道2)。还在RNA皮可芯片(Agilent  Technologies)上分析用和未用DNA

酶处理的提取物。如图3g所示，可以容易地在未用DNA酶处理的提取物中检测到单链DNA(参

见图3g的上图)，但是在使用DNA酶处理的提取物中几乎不能检测到(参见图3g的下图)。

[0193] 为了测试所提取的DNA是否为单链，如上一段所述的，从处理的外来体提取核酸并

进一步用RNA酶处理以去除任何RNA污染物。接着，在RNA皮可生化分析仪芯片(RNA  pico 

Bioanalyzer  cihp)和DNA  1000芯片上分析处理的核酸。RNA皮可芯片仅检测单链核酸。DNA 

1000芯片检测双链核酸。如图3h所示，检测到单链核酸(参见上图)，但是未检测到双链核酸

(参见下图)。因此，包含在肿瘤外来体内的DNA主要为单链DNA。

[0194] 为了证明单链DNA存在于肿瘤细胞中但不存在于正常人成纤维细胞中，从来自成

胶质细胞瘤患者血清或正常人成纤维细胞的外来体中提取核酸。细胞溶解前用DNA酶处理

外来体，并在分析前用RNA酶处理纯化的核酸。如图3i所示，通过RNA皮可芯片可以检测从成

胶质细胞瘤患者血清提取的外来体核酸。相反，从正常人成纤维细胞中仅提取了极少量的

单链DNA。

[0195] 因此，发现来自肿瘤细胞和正常人血清的外来体含有单链DNA。由于扩增产物不含

有内含子，因此所述单链DNA是反转录产物(图3a和图3b)。已经知晓，肿瘤细胞以及正常祖

细胞/干细胞具有活性反转录酶(RT)活力，尽管正常祖细胞/干细胞中反转录酶活力相对地

低得多。这种RT活力使得以下结论似乎是合理的，即可以反转录细胞中的RNA转录本并将其

作为cDNA包装到外来体中。令人感兴趣地，由于肿瘤细胞通常具有上调的反转录酶活力，因

此来自肿瘤细胞的外来体含有更多的对应于肿瘤特异性基因转录本的cDNA。因此，外来体

中的肿瘤特异cDNA可以用作不同肿瘤类型的诊断或预后的生物标志物。与使用mRNA作为肿

瘤生物标志物相比，使用cDNA作为生物标志物将省去反转录步骤。另外，由于血清/血浆含

有从要死亡的细胞释放的基因组DNA，因此相对于全血清/血浆DNA的使用，外来体cDNA的使

用是有利的。当测试扩增的全血清/血浆DNA时，将有更多背景。

[0196] 实施例4：人血清中的大多数胞外RNA包含在外来体内。

[0197] 为了确定在血清中作为“游离RNA”/RNA蛋白复合体循环的RNA量相对于包含在外

来体内的RNA量，我们从健康人受试者中分离了血清，并将该血清均匀分成体积相等的两个

样本。对于样本1，对该血清超离心以除去大部分微泡。然后，收集血清上清液并使用Trizol 

LS提取该上清液中留下的RNA。对于样本2，不对该血清进行超速离心，而是使用Trizol  LS

从血清中提取总RNA。测量样本1上清液中和样本2血清中的RNA的量。作为结果，发现样本1

上清液中游离RNA的量小于从血清样本2中分离的总RNA量的10％。因此，血清中大部分RNA
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与外来体有关。

[0198] 实施例5：通过增加血清外来体分离步骤实现高效的血清胞外核酸提取。

[0199] 全血清和血浆含有大量循环的DNA并且可能还含有在蛋白质复合体中受到保护的

RNA，而血清中游离RNA的半衰期为几分钟。正常和患病哺乳动物血清中的胞外核酸谱不同，

因此它们可以作为某些疾病的生物标志物。为了检查该谱，需要提取核酸。然而，从血清和

血浆中直接提取核酸是不实际的，特别是对于从大体积的血清/血浆中提取。这种情况下，

在提取外来体核酸前，使用大量的Trizol  LS(一种RNA提取试剂)使所有血清核酸酶立即失

活。随后，污染物沉淀到样本中并影响随后的分析。如实施例4所示，血清中大部分胞外RNA

包含在血清外来体中。因此，我们测试了通过在核酸提取前分离血清外来体是否更有效地

分离胞外核酸。

[0200] 将来自患者的4毫升(mL)血清分成2个2ml的等分试样。在RNA提取前分离来自一个

等分试样的血清外来体。外来体分离和RNA提取的方法与实施例2中所提到的相同。对于另

一等分试样，根据生产商的建议直接使用Trizol  LS提取RNA。在生化分析仪RNA芯片

(Agilent  Technologies)上分析了来自这两种提取的核酸。如图4所示，使用前一种方法提

取的RNA的量显著高于后一种方法所获得的量。另外，后一种方法提取的RNA的质量比前一

种方法的质量相对较差。因此，外来体分离步骤有助于有效地从血清提取胞外RNA。

[0201] 实施例6：mRNA的微阵列分析。

[0202] 使用Agilent全人类基因组微阵列(4×44k，双色阵列)，通过Miltenyi  Biotech

(Auburn，CA，USA)对成胶质细胞瘤细胞和来源于成胶质细胞瘤细胞的微泡中的mRNA群体进

行微阵列分析。对如实施例1和2中所述制备的来自原代成胶质细胞瘤细胞的两种不同RNA

制备物以及它们相应的微泡RNA制备物进行微阵列分析。使用GeneSifter软件(Vizxlabs，

Seattle，WA，USA)分析数据。使用Intersector软件(Vizxlabs)提取两种阵列上易于检测的

基因。已将微阵列数据存放在NCBI基因表达汇编(Gene  Expression  Omnibus)中，并且通过

GEO系列登记号GSE13470可访问。

[0203] 我们发现在两种阵列上在细胞中有约22,000个基因转录本的检测水平大大高于

背景水平，而在微泡中有约27,000个基因转录本的检测水平大大高于背景水平(99％置信

区间)。在两种阵列上，有约4700个不同的mRNA是仅在微泡中检测到的，这表明了微泡内的

选择性富集过程。与此一致的是，相比于来自两种肿瘤细胞制备物的起源细胞，微泡中的

mRNA水平存在较差的整体相关性(图2‑a和2‑b)。相反，来自一个细胞培养物(A)的mRNA水平

对第二细胞培养物(B)具有较好的相关性(图2‑c)，并且在来自相应微泡(A)和(B)的mRNA水

平中也存在类似的相关性(图2‑d)。因此，肿瘤细胞和微泡内的mRNA分布具有一致性。通过

比较微泡中转录本与它们的起源细胞的转录本的比值，我们发现有3426个转录本分布的差

异超过了5倍(p值＜0.01)。这些之中，与细胞中的相比，有2238个转录本为富集的(高达380

倍)而有1188个转录本的丰度较小(高达90倍)(图5)。记录了所有基因转录本的强度和比

值。记录并检查了提高或降低超过10倍的mRNA转录本的本体。

[0204] 在微泡中高度富集的mRNA转录本并非总是在微泡中最丰富的那些。一旦递送，含

量最丰富的转录本更可能会在受体细胞中产生作用，因此，基于它们的本体描述，将微泡中

存在的含量最丰富的500个mRNA转录本分成不同的生物学过程(图6‑a)。在各种本体中，由

于代表了可以参与重建肿瘤间质和提高肿瘤生长的特定功能，因此选择血管生成、细胞增
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殖、免疫反应、细胞迁移和组蛋白修饰进行进一步研究。对属于这五种本体(存在论，

ontology)的成胶质细胞瘤微泡mRNA作图以比较它们的水平以及对mRNA谱的贡献(图6‑b)。

与阵列的中间信号强度水平相比，所有五种本体均包含具有极高表达水平的mRNA。

[0205] 对与供体细胞相比在微泡中富含的mRNA的全面分析，表明可能存在将这些信息定

位到微泡中的细胞机制，该机制可能是经由如对在特定细胞位置中翻译的mRNA(如对β肌动

蛋白)所描述的3′UTR中的“区位编码(zip  code)”进行的(Kislauskis  et  al.，1994)。微泡

中mRNA的构象是未知的，但是它们可以作为核糖核酸颗粒(RNP)存在(Mallardo  et  al.，

2003)，该颗粒然后在供体细胞中会防止降解和过早翻译。

[0206] 使用全基因组cDNA介导的退火、选择、延伸和连接(DASL)测定，通过Illumina 

Inc.公司(San  Diego，CA，USA)对成胶质细胞瘤细胞和来源于成胶质细胞瘤细胞的微泡、黑

素瘤细胞和来源于黑素瘤细胞的微泡进行了mRNA群体微阵列分析。全基因组DASL测定将

Illumina  DASL测定的PCR和标记步骤与基于基因的杂交和Illumina的HumanRef‑8珠芯片

(BeadChip)的全基因组探针组相结合。这种珠芯片覆盖了来源于RefSeq(工作版本36.2

(Build  36.2，发行号22(Release  22))的超过24,000种注释基因。对从原代成胶质细胞瘤

细胞、来自成胶质细胞瘤细胞的微泡(用实施例1和2中所述的方法获得)、黑素瘤细胞和来

自黑素瘤细胞的微泡(用实施例1和2中所述的方法获得)获得的两种不同RNA制备物进行微

阵列分析。

[0207] 将每种RNA制备物的表达数据收集在一起并用于产生聚簇图(cluster  diagram)。

如图7所示，分别将成胶质细胞瘤细胞、来源于成胶质细胞瘤细胞的微泡、黑素瘤细胞和来

源于黑素瘤细胞的微泡的mRNA表达谱聚集。以约0.06的距离将两种原代成胶质细胞瘤细胞

系20/3C和11/5C的表达谱聚簇。以约0.09的距离将两种原代黑素瘤细胞系0105C和0664C的

表达谱聚簇。以约0.15的距离将来自两种原代黑素瘤细胞系0105C和0664C的外来体的表达

谱一起聚簇。以约0.098的距离将来自两种原代成胶质细胞瘤细胞系20/3C和11/5C的外来

体的表达谱一起聚簇。因此，来自成胶质细胞瘤和黑素瘤的外来体具有独特的mRNA表达标

记图(expression  signature)，并且外来体的基因表达标记图与它们的来源细胞的标记图

不同。这些数据证明来自微泡的mRNA表达谱可以在本文所述的癌诊断和预后方法中使用。

[0208] 实施例7：成胶质细胞瘤微泡含有miRNA

[0209] 使用定量miRNA反转录PCR检测来自微泡和来自供体细胞的成熟miRNA。具体地，使

用mirVana  RNA分离试剂盒(Applied  Biosystems，Foster  City，CA，USA)从微泡和供体细

胞分离总RNA。使用 微小RNA测定试剂盒(Applied  Biosystems，Foster  City，

CA，USA)，使用特异性miR‑引物将30ng总RNA转化为eDNA并根据生产商的规程进一步扩增。

[0210] 在已知被上调并且在神经胶质瘤中含量丰富的那些miRNA中，在从两种不同原代

成胶质细胞瘤(GBM  1和GBM  2)纯化的微泡中分析了11种miRNA的子集。该子集含有let‑7a、

miR‑15b、miR‑16、miR‑19b、miR‑21、miR‑26a、miR‑27a、miR‑92、miR‑93、miR‑320和miR‑20。

所有这些miRNA在供体细胞和微泡中易于检测(图8)。微泡中每μg总RNA的水平通常比亲本

细胞中的低(10％，相当于约3Ct‑值)，但是这些水平具有良好的相关性，表明这11种miRNA

在微泡中的含量不高。

[0211] 使用由DASL测定激励的微小RNA表达谱板(MicroRNA  Expression  Profiling 

Panel)，通过Illumina  Inc.公司(San  Diego，CA，USA)对成胶质细胞瘤细胞和来源于成胶
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质细胞瘤细胞的微泡、黑素瘤细胞和来源于黑素瘤细胞的微泡中的微小RNA群组进行了微

阵列分析。人微小RNA组包括1146种微小RNA。对来自原代成胶质细胞瘤细胞、来自成胶质细

胞瘤细胞的微泡(使用实施例1和2中所述的方法获得)、黑素瘤细胞和来自黑素瘤细胞的微

泡(使用实施例1和2中所述的方法获得)的两种不同RNA制备物进行微阵列分析。

[0212] 将每种RNA制备物的表达数据收集在一起并用于产生聚簇图。如图9所示，分别将

成胶质细胞瘤细胞、来源于成胶质细胞瘤细胞的微泡、黑素瘤细胞和来源于黑素瘤细胞的

微泡的微小RNA表达谱一起聚簇。以约0.13的距离将两种原代黑素瘤细胞系0105C和0664C

的表达谱聚簇。以约0.12的距离将两种原代成胶质细胞瘤细胞系20/3C和11/5C的表达谱聚

簇。以约0.12的距离将来自两种原代成胶质细胞瘤细胞系20/3C和11/5C的外来体的表达谱

一起聚簇。以约0.17的距离将来自两种原代黑素瘤细胞系0105C和0664C的外来体的表达谱

一起聚簇。因此，来自成胶质细胞瘤和黑素瘤的外来体具有独特的微小RNA表达标记图，并

且外来体的基因表达标记图与它们来源细胞的标记图不同。此外，如本文所证明的，来自微

泡的微小RNA表达谱可以在本文所述的癌诊断和预后方法中使用。

[0213] 微泡中微小RNA的发现表明来源于肿瘤的微泡可以通过改变它们的转录/翻译谱

来更改周围的正常细胞。此外，如本文所证明的，来自微泡的miRNA表达谱可以在本文所描

述的癌(包括，但不限于，成胶质细胞瘤)诊断和预后方法中使用。

[0214] 实施例8‑15：这些实施例表明来自体液的外来体内的核酸可以用作疾病或其他医

学病况的生物标志物。

[0215] 实施例8：微泡中miRNA的表达谱可以用作成胶质细胞瘤的敏感生物标志物。

[0216] 为了确定外来体内的微小RNA是否可以用作疾病和/或医学病况的生物标志物，我

们检查了微小RNA表达水平与疾病状态之间存在的相关性。由于在成胶质细胞瘤细胞中微

小RNA‑21以高水平表达并且在从成胶质细胞瘤患者血清中分离的外来体中易于检测，因此

我们通过定量RT‑PCR定量地测量了来自成胶质细胞瘤患者血清的外来体内微小RNA‑21的

拷贝数。具体地，从来自9位正常人受试者和9位成胶质细胞瘤患者的4ml血清样本中分离了

外来体。RNA提取程序与实施例2中所描述的RNA提取程序类似。使用单重qPCR(Applied 

Biosystems)分析miR‑21的水平并将其归一化为GAPDH表达水平。

[0217] 如图10所示，成胶质细胞瘤血清样本中的平均Ct值低了5.98，表明成胶质细胞瘤

患者中外来体miRNA‑21的表达水平比正常人受试者中的高约63倍。该差异为统计学显著性

的，其p值为0.01。因此，微小RNA‑21表达水平和成胶质细胞瘤疾病状态之间具有相关性，这

证明了本文公开的无创性诊断方法的有效性和适用性。例如，在一个方面，所述方法包括以

下步骤：从受试者体液分离外来体，通过测量微小RNA‑21的拷贝数分析外来体内的微小

RNA‑21表达水平，将所述拷贝数与来自正常受试者的外来体内的拷贝数或与通过分析来自

一组正常受试者的外来体内的微小RNA‑21的含量所产生的标准拷贝数相比较。拷贝数增加

表明受试者中存在成胶质细胞瘤；而拷贝数未增加则表明受试者中不存在成胶质细胞瘤。

可以将该基本方法推广到与其他种类的微小RNA有关的其他疾病和/或医学病况的诊断/监

测。

[0218] 实施例9：微泡中的mRNA可以用作诊断的敏感生物标志物

[0219] 由于通过PCR方法能够高灵敏度地检测核酸，因此它们作为生物标志物具有较高

的价值。因此，设计并实施了下列测试以确定微泡中的mRNA是否可以用作医学疾病或病况
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(在这种情况下是成胶质细胞瘤肿瘤)的生物标志物。由于EGFRvIII突变的表达对某些肿瘤

是特异的并且限定了神经胶质瘤的不同临床亚型，因此选择了表皮生长因子受体(EGFR)

mRNA(Pelloski  et  al.，2007)。另外，由于EGFRvIII突变为体细胞突变而不是种系突变，因

此通常不能使用不同于病变组织以外的组织检测这些突变。因此，检测EGFRvIII突变通常

需要对如神经胶质瘤肿瘤的损害组织进行活组织检查。如以下详细说明的，使用巢式RT‑

PCR鉴别神经胶质瘤肿瘤活检样本中的EGFRvIII  mRNA，并将结果与从相同患者血清样本中

纯化的微泡中所发现的mRNA种类进行比较。

[0220] 从原代人成胶质细胞瘤细胞中纯化了微泡，然后从所述微泡和供体细胞(活组织

检查)中提取RNA。对样本编码并以蒙眼方式(blind  fashion)进行PCR。包括Gli‑

36EGFRvIII(急定表达EGFRvIII的人神经胶质瘤细胞)作为阳性对照。如实施例2中所述，使

来自0.5‑2ml冷冻血清样本的微泡成颗粒，并使用MirVana微泡RNA分离试剂盒提取RNA。然

后使用相同的引物组，通过巢式RT‑PCR扩增来自微泡和供体细胞的野生型EGFR(1153bp)和

EGFRvIII(352bp)转录本。具体地，按照生产商推荐的规程使用Omniscript  RT试剂盒

(Qiagen  Inc，Valencia，CA，USA)将RNA转化为cDNA。GAPDH引物为GAPDH正向引物(SEQ  ID 

NO：9)和GAPDH反向引物(SEQ  ID  NO：10)。EGFR/EGFRvIII  PCR1引物为SEQ  ID  NO：11和SEQ 

ID  NO：12。EGFR/EGFRvIII  PCR2引物为SEQ  ID  NO：13和SEQ  ID  NO：14。PCR循环方案为在94

℃保持3分钟；在94℃保持45秒，60℃保持45秒，72℃保持2分钟，进行35个循环；以及最后一

步为在72℃保持7分钟。

[0221] 我们分析了活检样本以确定是否存在EGFRvIII  mRNA并将结果与从相同患者冷冻

血清样本中纯化的外来体中提取的RNA进行比较。30个肿瘤样本中有14个(47％)含有

EGFRvIII转录本，这与在其他研究中所发现的包含该突变的成胶质细胞瘤的百分比一致

(Nishikawa  et  al.，2004)。可以从大约在手术时间抽取血清的25位患者中的7位(28％)的

外来体扩增EGFRvII(图11和表1)。当使用新引物对EGFR/EGFRvIII  PCR3：SEQ  ID  NO：15和

SEQ  ID  NO：16作为以上巢式PCR扩增的第二引物对时，发现了具有EGFRvIII突变的更多个

体(表1)。可以从用旧引物对EGFRvIII  PCR2：SEQ  ID  NO：13和SEQ  ID  NO：14鉴别为阴性的6

位患者的外来体中扩增EGFRvIII。值得注意地，活组织检查未显示EGFRvIII突变的个体13

的外来体证实含有EGFRvIII突变，这表明使用外来体技术提高了EGFRvIII突变检测的灵敏

度。不能从分离自52个正常对照血清样本的外来体扩增EGFRvIII(图12)。令人感兴趣地，具

有EGFRvIII阴性肿瘤样本的两位患者在血清外来体中原来为EGFRvIII阳性，这支持神经胶

质瘤肿瘤中的EGFRvIII表达是不均匀(不同种类，heterogeneous)的病灶。此外，我们的数

据还显示，出乎意料地能够从成胶质细胞瘤患者的冷冻体血清中分离微泡中的完整RNA。来

自证实为成胶质细胞瘤患者的这些蒙眼血清样本是从癌症研究中心(VU  medical  center，

Amsterdam，the  Netherlands)获得的，并且将它们保存在‑80℃直至使用。血清微泡中的肿

瘤特异性RNA的鉴别使得能够检测存在于肿瘤细胞中的体细胞突变。这样的技术应导致诊

断和治疗决定的改善。

[0222] 微泡中发现的RNA含有在给定时间的细胞基因表达谱的基本阵列的“快照

(snapshot)”。在来源于成胶质细胞瘤的微泡中发现的mRNA中，由于EGFRvIII拼接变体特异

地与成胶质细胞瘤相关，因此EGFR  mRNA受到了特别的关注(Nishikawa  et  al.，2004)。这

里证实了脑肿瘤将微泡释放到穿过血脑屏障(BBB)的血流中，这在之前是未被证实的。进一
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步证实了通过以下方法能够检测mRNA变体如脑肿瘤中EGFRvIII，所述方法包括从少量患者

血清中分离外来体并分析所述微泡中的RNA。

[0223] 在选择最佳治疗方案时，对肿瘤中EGFRvIII突变的认识是重要的。EGFRvIII‑阳性

神经胶质瘤对使用EGFR‑抑制剂如厄洛替尼或吉非替尼进行治疗的响应可能性高了超过50

倍(Mellinghoffet  al.，2005)。

[0224] 实施例10：铁代谢紊乱的诊断

[0225] 如下列实施例所证实的，可以修整外来体诊断方法以适用于其他目的。

[0226] 海帕西啶(一种抗菌肽)，是铁代谢的主要激素调节剂。这种肽主要在哺乳动物的

肝脏中产生，并受骨髓促红细胞生成活性、循环和储存的体内铁含量以及炎症的控制。一旦

受到刺激，海帕西啶将会被分泌到循环或尿中，在那里它可以作用于靶膜铁转运蛋白

(ferropotin)表达细胞。膜铁转运蛋白是迄今为止鉴定出的唯一铁输出子(iron 

exporter)，并且当与海帕西啶结合时，它被内化并降解。所得到的膜铁转运蛋白的破坏导

致铁保留在如巨噬细胞和肠上皮细胞的膜铁转运蛋白表达细胞中。这种病理生理机制在于

慢性疾病的贫血。更具体地，贫血的特征在于海帕西啶不适当的高水平以及网状内皮组织

系统内铁含量的升高。的确，贫血可能与多种疾病和/或医学病况有关，如感染(急性和慢性

的)、癌、自体免疫、实体器官移植后的慢性排斥以及慢性肾病和炎症(Weiss  and 

Goodnough，2005)。另一方面，在如遗传性血色素沉着病的遗传性铁过载疾病中，海帕西啶

不适当的低表达水平促使铁从网状内皮组织系统内潜在致命的过量流出。因此，海帕西啶

在与慢性病有关的贫血中被上调，而在血色素沉着病中被下调。

[0227] 目前，除飞行时间质谱法(TOF  MS)外，没有定量测量循环或尿中海帕西啶水平的

适合测试(Kemna  et  al.，2008)，而飞行时间质谱法需要高度专业化的设备，并因此不易使

用。最近，已提出使用酶联免疫吸附测定(ELISA)方法定量测量海帕西啶激素水平，但由于

与海帕西啶(Kemna  et  al.，2005；Kemna  et  al.，2007)以及其他铁相关参数(Brookes  et 

al.，2005；Roe  et  al.，2007)缺乏明确的相关性，因此该方法缺乏一致性。

[0228] 如下所示，在来自人血清的外来体中检测了海帕西啶mRNA。首先从人血清中分离

了外来体，并且在转化为cDNA并进行PCR扩增前提取它们的mRNA内含物。设计PCR引物以扩

增人海帕西啶的129个核苷酸片段。引物序列为SEQ  ID  NO：57和SEQ  ID  NO：58。通过生化分

析仪容易地检测了129个核苷酸的海帕西啶转录本(图13‑D的中间峰)。作为阳性对照(图

13‑B)，提取了来自人肝细胞瘤细胞系Huh‑7的RNA并将其转化为cDNA。阴性对照(图13‑C)没

有mRNA。在图13‑A中的假凝胶中还显示了这些生化分析仪数据。

[0229] 循环的微泡内的海帕西啶mRNA与肝细胞中的海帕西啶mRNA相关联。因此，测量体

液样本中微泡内的海帕西啶mRNA将允许人们诊断或监测受试者中的贫血或血色素沉着病。

[0230] 因此，可以通过从体液分离微泡并将所述微泡中的海帕西啶mRNA与来自正常受试

者的mRNA相比较以诊断和/或监测受试者中贫血和血色素沉着病。对于贫血受试者，mRNA的

拷贝数比正常的非贫血水平高。在患有血色素沉着病的受试者中，相对于正常受试者中的

mRNA，所述拷贝数减少。

[0231] 实施例11：用于糖尿病肾病诊断的外来体非侵入式转录谱

[0232] 糖尿病肾病(DN)是目前缺乏特效疗法的危及生命的并发症。因此，需要开发灵敏

的诊断方法以鉴别发展DN或具有发展DN风险的患者，从而能够进行早期干预和监测。
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[0233] 尿液分析提供了不必通过活组织检查而进行肾功能检查的方法。迄今为止，该分

析限于尿液中蛋白质的研究。本实施例说明了从来自细胞的尿液转录谱获得通常只能通过

肾活组织检查获得的结果的方法。具体地，该方法包含以下步骤：分离尿液外来体并分析所

述外来体内的RNA以获得转录谱，其可以用于检验糖尿病个体中肾细胞所造成的分子变化

并提供肾所产生的任何新蛋白质的“快照”。目前获得外来体转录谱的技术包括，但不限于，

同时杂交阵列(contemporary  hybridization  arrays)、基于PCR的技术和下一代测序方

法。由于直接测序不需要预设计的引物或点DNA寡核苷酸(spotted  DNA  oligos)，因此它将

为外来体RNA谱提供客观的说明。通过Illumina基因组分析仪提供了下一代测序技术的实

例，它利用了大规模平行测序技术，其允许每次运行对相当于1/3人类基因组的量进行测

序。从该分析可得到的数据将使得人们能够快速并广泛地检验尿液外来体转录谱并允许与

全肾进行比较。使用该方法，人们可以获得与尿液外来体转录谱有关的许多需要的信息。对

照中的转录本与糖尿病来源的尿液外来体中转录本的比较还可以向人们提供糖尿病肾病

的预测和新型生物标志物的综合列表。

[0234] 为了证明上述诊断方法的可行性，设计并实施了实验以分离尿液外来体以及确认

这些外来体内是否存在肾特异性生物标志物。在该实验中，从28岁健康男性受试者中采集

了220mL新鲜的晨尿样本并经由差速离心处理以分离尿液外来体。具体地，先将尿液以300

×g旋转离心10分钟以从该样本中除去任何细胞。收集上清液，然后以16,500×g旋转离心

20分钟以沉淀任何细胞碎片或蛋白聚集体。然后将该上清液通过0.22μM膜过滤器以除去直

径大于0.22μm的碎片。最后，将该样本在100 ,000×g下超离心1小时以使外来体成颗粒

(Thery  et  al.，2006)。在磷酸盐缓冲盐水(PBS)中轻轻冲洗所述颗粒，并按照生产商的说

明书使用Qiagen  RNeasy试剂盒提取RNA。使用Omniscript  RT试剂盒(Qiagen)将分离的RNA

转化为eDNA，然后对肾特异性基因进行PCR扩增。

[0235] 所考察的肾特异性基因以及表达这些基因的相应肾区域为如下：AQP1‑近端小管；

AQP2‑远端小管(主细胞)；CUBN‑近端小管；LRP2‑近端小管；AVPR2‑近端和远端小管；SLC9A3

(NHE‑3)‑近端小管；ATP6V1B1‑远端小管(闰细胞(intercalated  cell))；NPHS1‑肾小球(足

细胞(podocyte  cell))；NPHS2‑肾小球(足细胞)和CLCN3‑集合管(collecting  duct)的B型

闰细胞。设计用于扩增各个基因的引物序列为AQP1‑F(SEQ  ID  NO：17)和AQP1‑R(SEQ  ID 

NO：18)；AQP2‑F(SEQ  ID  NO：19)和AQP2‑R(SEQ  ID  NO：20)；CUBN‑F(SEQ  ID  NO：21)和CUBN‑

R(SEQ  ID  NO：22)；LRP2‑F(SEQ  ID  NO：23)和LRP2‑R(SEQ  ID  NO：24)；AVPR2‑F(SEQ  ID  NO：

25)和AVPR2‑R(SEQ  ID  NO：26)；SLC9A3‑F(SEQ  ID  NO：27)和SLC9A3‑R(SEQ  ID  NO：28)；

ATP6V1B1‑F(SEQ  ID  NO：29)和ATP6V1B1‑R(SEQ  ID  NO：30)；NPHS1‑F(SEQ  ID  NO：31)和

NPHS1‑R(SEQ  ID  NO：32)；NPHS2‑F(SEQ  ID  NO：33)和NPHS2‑R(SEQ  ID  NO：34)；CLCN5‑F

(SEQ  ID  NO：35)和CLCN5‑R(SEQ  ID  NO：36)。

[0236] 对于每个基因的PCR产物的预计尺寸为AQP1‑226bp、AQP2‑208bp、CUBN‑285bp、

LRP2‑220bp、AVPR2‑290bp、SLC9A3‑200bp、ATP6V1B1‑226bp、NPHS1‑201bp、NPHS2‑266bp和

CLCN5‑204bp。PCR循环方案为在95℃保持8分钟；在95℃保持30秒；在60℃保持30秒；在72℃

保持45秒，循环30次；最后一步为在72℃保持10分钟。

[0237] 如图14a所示，肾小管细胞含有多泡体，它是外来体产生过程中的中间步骤。可以

通过电子显微镜鉴别从这些细胞分离的外来体(图14b)。对从尿液外来体中提取的总RNA的
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分析表明存在具有大范围尺寸的RNA种类(图14c)。未发现18S和28S核糖体RNA。PCR分析确

认了尿液外来体内存在肾特异性转录本(图14d)。这些数据表明，肾细胞将外来体脱落到尿

液中并且这些尿液外来体含有肾起源的转录本，以及所述外来体方法可以检测与某些肾病

和/或其他医学病况有关的肾生物标志物。

[0238] 为了进一步确认尿液外来体中存在肾特异性mRNA转录本，使用来自六位个体的尿

液样本进行了一组独立实验。按照如上所提到的程序，从每位个体的200ml晨尿样本中提取

了外来体核酸。具体地，以1000×g的离心作用起始对尿液样本进行差速离心以使全细胞和

细胞碎片旋转沉降。小心除去上清液，并将其在16,500×g离心20分钟。然后，移出离心后的

上清液并通过0.8μm过滤器过滤从而从含有外来体的上清液中除去残留碎片。然后，将最终

上清液以100,000×g超离心1小时10分钟。在不含核酸酶的PBS中清洗颗粒，并以100,000×

g再次离心1小时10分钟以获得准备用于核酸提取的外来体颗粒。使用Arcturus  PicoPure 

RNA分离试剂盒从成粒的外来体提取核酸，并使用生化分析仪(Agilent)皮可芯片分析核酸

浓度和完整性。如图14e所示，不同个体之间从尿液外来体分离的核酸也不相同。为了测试

不同个体之间肾生物标志物的存在性是否也不相同，使用一组新引物对对水通道蛋白1

(Aquaporin  1)、水通道蛋白2和Cubilin基因(或吞饮受体基因)进行PCR扩增，其中所述引

物对为：AQP1新引物对：SEQ  ID  NO：37和SEQ  ID  NO：38；AQP2新引物对：SEQ  ID  NO：39和SEQ 

ID  NO：40；CUBN新引物对：SEQ  ID  NO：41和SEQ  ID  NO：42。特别地设计了这些引物对以扩增

拼接和反转录的cDNA片段。使用Qiagen  Sensiscript试剂盒进行反转录。如图14f所示，在

个体1中未发现扩增，这可能是由于核酸提取失败所造成的。仅在个体2中扩增了AQP1。在个

体2和3中扩增了CUBN。而在个体2、3、4和5中扩增了AQP2。相比之下，在个体2、3、4、5和6中扩

增了肌动蛋白基因(图14f中用“House(方框)”表示)。这些数据提供了更多证据，即尽管在

不同个体之间表达水平不同，但是尿液外来体含有肾特异性mRNA转录本。

[0239] 为了测试尿液外来体中是否存在cDNA，将200ml人尿液样本分成两个100ml的尿液

样本。从每个样本中分离尿液外来体。用DNA酶处理来自一个样本的外来体，而对来自另一

个样本的外来体进行模拟处理。然后，使用PicoPure  RNA分离试剂盒(Acturus)使每个样本

中的外来体细胞溶解以进行核酸提取。在事先不进行反转录的情况下，将核酸用作巢式PCR

扩增(实施例9中所述的PCR规程)的模板。扩增肌动蛋白基因的引物对为肌动蛋白‑正向

(Actin‑FOR)(SEQ  ID  NO：43)和肌动蛋白‑反向(Actin‑REV)(SEQ  ID  NO：44)；肌动蛋白‑巢

式‑正向(Actin‑nest‑FOR)(SEQ  ID  NO：45)和肌动蛋白‑巢式‑反向(Actin‑nest‑REV)(SEQ 

ID  NO：46)，其中基于肌动蛋白基因cDNA序列预计的最终扩增子为100bp。如图14g所示，该

100bp片段存在于阳性对照(以人肾cDNA作为模板)、DNA酶处理的和未处理的外来体中，但

在阴性对照泳道中不存在(无模板)。因此，肌动蛋白cDNA存在于DNA酶处理的和未处理的尿

液外来体中。

[0240] 为了测试使用该方法提取的大部分核酸是否存在于外来体内，将从DNA酶处理的

和未处理的外来体中提取的核酸以等体积溶解并使用RN A皮可芯片(Ag i l e n t 

Technologies)分析。如图14h所示，从DNA酶处理的样本中分离的核酸的浓度为1.131pg/

ul，而从未处理样本中提取的浓度为1.378pg/ul。因此，使用上述方法从尿液外来体提取的

核酸中有超过80％的核酸来自外来体内部。

[0241] 为了系统地鉴别尿液外来体的内含物，从尿液外来体提取核酸并将其送至博德研
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究所(Broad  Institute)进行测序。产生了约1400万个序列阅读，每个长度为76个核苷酸。

这些序列阅读对应于尿液外来体内存在的DNA/RNA转录本片段。使用极其严格的比对参数

(全长序列上100％的同一性)，将约15％的阅读与人基因组进行比对。如果使用不太严格的

比对标准，则该百分比可能会提高。这15％的阅读中的大多数未与蛋白质编码基因比对而

是与非编码基因组元件比对，如转座子和各种LINE&SINE重复元件。值得注意地，对于未与

人基因组比对的那些阅读，许多与病毒序列比对。在包含于尿液外来体中的核酸组合物和

水平相对于疾病状态而变化的程度上，根据本发明方法，可以将核酸谱用作疾病诊断的生

物标志物。

[0242] 这个实施例证明分析尿液外来体的外来体方法可以用于确定糖尿病相关肾病中

肾的细胞变化而不必采用高风险、侵入式的肾活组织检查。该方法提供了使用外来体进行

肾病(如糖尿病肾病)早期检测的新的并且灵敏的诊断工具。这将使得能够立即进行干预和

治疗。总而言之，本文所述的外来体诊断方法和技术为糖尿病肾病以及与包含于尿液外来

体内核酸的某些谱图有关的其他疾病提供了急需的诊断方法。

[0243] 实施例12：前列腺癌诊断和尿液外来体

[0244] 目前，前列腺癌是男性中最常见的癌症。前列腺癌的风险为约16％。2008年，美国

诊断出了超过218,000位男性患者。越早期检测出前列腺癌，则成功治疗的机会越大。根据

美国癌症学会(American  Cancer  Society)，如果在前列腺癌处于前列腺本身或附近区域

时发现，则五年相对存活率超过98％。

[0245] 通过测量血液中前列腺特异性抗原(PSA)水平，结合数字直肠检查进行一种已建

立的诊断方法。然而，PSA测试的灵敏度和特异性均需要明显改善。该低特异性导致产生了

较高数量的假阳性，其造成了很多不必要并且昂贵的活组织检查。通过检测新近鉴别的生

物标志物的遗传谱而实施其他诊断方法，其中的生物标志物包括，但不限于，前列腺癌基因

3(PCA3)(Groskopf  et  al.，2006；Nakanishi  et  al.，2008)、跨膜蛋白酶丝氨酸2和ETS相

关基因之间的融合基因(TMPRSS2‑ERG)(Tomlins  et  al .，2005)、谷胱甘肽S‑转移酶π

(Goessl  et  al.，2000；Gonzalgo  et  al.，2004)和在体液如血清和尿液中发现的前列腺癌

细胞中的α‑甲基酰基辅酶A消旋酶(AMACR)(Groskopf  et  al.，2006；Wright  and  Lange，

2007)(Zehentner  et  al.，2006；Zielie  et  al.，2004)。尽管由于这些生物标志物在前列

腺癌细胞中过表达(例如，前列腺癌细胞中PCA3表达提高了60至100倍)而可能提高特异性，

但是需要数字直肠检查从而在样本采集前将前列腺细胞抽取到尿液中(Nakanishi  et 

al.，2008)。这样的直肠检查固有的缺陷如收集易于抽取到尿液中的那些癌细胞的偏差和

昂贵并且耗时的医学医生的参与。

[0246] 本文中，提出了检测这些生物标志物的遗传谱的新方法以克服如上所提到的限

制。该方法包括从体液分离外来体并分析来自该外来体的核酸的步骤。所述方法的程序与

实施例9中详细说明的类似。在本实施例中，尿液样本来自4位诊断为前列腺癌的患者。如图

15‑c所示，以等级、格里森级(Gleason  stage)和PSA水平表征癌症阶段。另外，通过实施例7

中详细说明的巢式RT‑PCR分析的核酸为TMPRSS2‑ERG和PCA3，它们是两种新近鉴别的前列

腺癌生物标志物。对于TMPRSS2‑ERG的扩增，第一扩增步骤的引物对为TMPRSS2‑ERG  F1(SEQ 

ID  NO：47)和TMPRSS2‑ERG  R1(SEQ  ID  NO：48)；而第二扩增步骤的引物对为TMPRSS2‑ERG 

F2(SEQ  ID  NO：49)和TMPRSS2‑ERG  R2(SEQ  ID  NO：50)。预计的扩增子为122个碱基对(bp)
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并且在用限制性内切酶HaeII消化后得到两个片段(一个为68bp，另一个为54bp)。对于PCA3

的扩增，第一扩增步骤的引物对为PCA3F1(SEQ  ID  NO：51)和PCA3R1(SEQ  ID  NO：52)；而第

二扩增步骤的引物对为PCA3F2(SEQ  ID  NO：53)和PCA3  R2(SEQ  ID  NO：54)。预计的扩增子

长度为152bp并且用限制性内切酶Sca1消化后得到两个片段(一个为90bp，另一个为62bp)。

[0247] 如图15‑a所示，在患者1和2中可以检测TMPRSS2‑ERG的预计扩增子并且其可以消

化成预计尺寸的两个片段，但是在患者3和4中不可以。如图15‑b所示，在所有4位患者中，可

以检测PCA3的预计扩增子并且其可以消化成预计尺寸的两个片段。因此，可以在来自所有4

位患者的尿液样本中检测PCA3表达，但是只可以在患者1和2的尿液样本中检测TMPRSS2‑

ERG表达(图15‑c)。尽管由于样本量较小而不能得出结论，但是这些数据证明了所述新方法

在检测前列腺癌生物标志物中的可应用性。而且，该外来体方法不局限于诊断，而且可以用

于前列腺癌相关其他医学病况的预后和/或监测。

[0248] 实施例13：非侵入式产前诊断中的微泡

[0249] 目前，产前诊断是全世界已建立的产科实践的一部分。获得用于遗传分析的胎儿

组织的常规方法包括羊膜穿刺术和绒膜绒毛采样，这两种方法都是侵入式的并且会对未出

生的胎儿造成风险。在临床遗传学中，对开发非侵入式诊断方法有长期的需要。已广泛研究

的一种方法是基于母体血浆中循环胎儿细胞的发现。然而，有多种障碍妨碍其在临床环境

中应用。这些障碍包括胎儿细胞不足(每毫升母体血液中仅有1.2个细胞)，这需要相对大量

的血液样本；以及上次怀孕时残留的胎儿细胞较长的半衰期，这可能导致假阳性。另一种方

法是基于母体血浆中胎儿DNA的发现。充足的胎儿DNA量以及较短的清除时间克服了与胎儿

细胞方法有关的阻碍。然而，DNA仅提供可遗传的遗传信息和一些后生信息(epigenetic 

information)，两者均不能代表与胎儿医学病况有关的动态基因表达谱。母体血浆中循环

胎儿RNA的发现(Ng  et  al.，2003b；Wong  et  al.，2005)可能是非侵入式产前诊断的所选方

法。

[0250] 几种研究表明胎儿RNA具有较高的诊断价值。例如，胎儿促肾上腺皮质激素‑释放

激素(CRH)转录本表达的提高与怀孕期间的先兆子痫(表现为高血压、浮肿和蛋白尿的临床

病况)有关(Ng  et  al.，2003a)。另外，母体血浆中的胎盘特异性4(PLAC4)mRNA已成功用于

非整倍体妊娠(如21‑三体(trisomy  21)、唐氏综合征)的非侵入式测试(Lo  et  al.，2007)。

此外，母体血浆中的胎儿人绒毛膜促性腺激素(hCG)转录本可以是妊娠滋养层疾病(GTD)的

标志物，该疾病为母体宿主中胎儿组织的肿瘤性生长。循环胎儿RNA主要来源于胎盘(Ng  et 

al.，2003b)。可以早在妊娠第4周检测这些胎儿RNA，并且该RNA在产后快速清除。

[0251] 尽管如此，使用母体血浆中的循环胎儿RNA的产前诊断具有多种限制。第一种限制

是循环的胎儿RNA与循环的母体RNA混合并且未被有效地分离。目前，根据以下假设鉴别了

胎儿转录本，即在分娩前的孕妇中以及在她们的婴儿的脐带血中检测到的胎儿转录本在产

后24或36小时内在母体血液中显著降低或消失(Maron  et  al.，2007)。第二种限制是由于

仍不了解胎儿RNA的包装和释放，因此未建立富集循环胎儿RNA以提高诊断灵敏度的方法。

克服这些限制的方法可能在于微泡的分离以及对其中胎儿RNA的分析。

[0252] 若干事实表明，真核细胞脱落的微泡是母体血浆中循环胎儿RNA的载体。第一，微

泡内的循环RNA受到保护而不受RNA酶的降解作用。第二，已证实循环胎儿RNA保留在母体血

浆的非细胞部分中，这与包含这些胎儿RNA的微泡能够通过0.22μm膜过滤的主张一致。第
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三，与已知脱落微泡的肿瘤组织类似，作为假恶性胎儿组织的胎盘细胞最可能能够脱落微

泡。因此，非侵入式产前诊断的新方法由以下步骤组成：从母体血浆中分离胎儿微泡，然后

分析所述微泡内核酸的与某些疾病和/或其他医学病况有关的任何遗传性变体。

[0253] 非侵入式产前诊断的假设情况如下：从孕妇中采集周围血液样本并进行磁力活化

细胞分选(MACS)或其他亲和纯化以分离和富集胎儿特异性微泡。将微泡颗粒在PBS中重新

悬浮并立即使用或保存在‑20℃以备随后处理使用。按照生产商的说明使用Qiagen  RNA提

取试剂盒从分离的微泡中提取RNA。对胎儿人绒毛膜促性腺激素(hCG)转录本的表达水平分

析RNA内含物。与标准范围相比hCG表达水平的提高指示了妊娠滋养层疾病(GTD)的发展并

且还需要对胎儿中该异常生长进行临床治疗。微泡技术的灵敏度使得有可能在表现出任何

症状之前或在通过超声检查可检测结构变化之前的极早阶段检测出GTD。可以通过检查统

计学显著个数的正常孕妇中的循环胎儿RNA样本确定hCG转录本水平的标准范围。

[0254] 通过检查与这些疾病或医学病况有关的那些转录本，可以将产前诊断方法推广到

其他疾病或医学病况的产前诊断和/或监测。例如，从来自母体血液的胎儿起源微泡中提取

间变性淋巴瘤激酶(anaplastic  lymphoma  kinase，ALK)核酸并进行分析是成神经细胞瘤

的非侵入式产前诊断，它与激酶结构域内的突变或与ALK表达的提高密切相关(Mosse  et 

al.，2008)。因此，本文所述的微泡方法和技术可以导致开创急需的非侵入式产前遗传诊断

的新纪元。

[0255] 实施例14：黑素瘤诊断

[0256] 黑素瘤为黑素细胞(色素细胞)的恶性肿瘤，并且主要在皮肤中发现。它是皮肤癌

的严重形式，并且占与皮肤癌相关所有死亡的75％。BRAF的体细胞激活突变(例如，V600E)

是在人黑素瘤发生中所检测到的最早期和最常见的遗传畸形。激活的BRAF促进黑素瘤的细

胞周期发展和/或存活。

[0257] 目前，黑素瘤的诊断是基于身体检查和切除的活组织检查进行的。然而，活组织检

查仅可以采集病变内有限数目的病灶并且可能得到假阳性或假阴性结果。外来体方法提供

了诊断黑素瘤的更准确的方法。如上所讨论的，所述方法包括从受试者体液分离外来体并

分析来自所述外来体的核酸的步骤。

[0258] 为了确定黑素瘤脱落的外来体是否含有BRAF  mRNA，我们在添加了除去外来体的

FBS的DMEM培养基上培养原代黑素瘤细胞并使用实施例2中详细说明的类似程序收获培养

基中的外来体。原代细胞系为Yumel和M34。Yumel细胞在BRAF不具有V600E突变，而M34细胞

在BRAF具有V600E突变。从外来体提取RNA，然后通过RT‑PCR分析是否存在BRAF  mRNA。用于

PCR扩增的引物为：BRAF正向(SEQ  ID  NO：55)和BRAF反向(SEQ  ID  NO：56)。扩增子的长度为

118个碱基对(bp)并且覆盖了V600E突变所在的BRAF  cDNA序列部分。如图16‑a所示，在来自

原代黑素瘤细胞(Yumel和M34细胞)的外来体中检测到了118bp的条带，但是在来自人成纤

维细胞或阴性对照的外来体中未检测到。由于可以在来自黑素瘤细胞和人成纤维细胞的外

来体中检测GAPDH转录本，因此118bp  PCR产物条带的阴性检测不是由于错误的RNA提取所

造成的(图16‑b)。还对118bp  PCR产物进行测序以检测V600E突变。如图16‑c和16‑d所示，如

所预计的，来自Yumel细胞的PCR产物含有野生型BRAF  mRNA。相反，如所预计的，来自M34细

胞的PCR产物含有具有T‑A点突变的突变体BRAF  mRNA，其使得BRAF蛋白的氨基酸位置600处

的氨基酸缬氨酸(V)被谷氨酸(E)代替。此外，在来自正常人成纤维细胞的外来体中不能检
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测到BRAF  mRNA，表明并非所有组织来源的外来体中都含有BRAF  mRNA。

[0259] 这些数据表明，黑素瘤细胞将外来体脱落到血液循环中，因此通过从血清分离这

些外来体并分析从其中所获得的核酸在BRAF中是否存在突变(例如，V600E)而可以诊断黑

素瘤。还可以使用上述方法诊断与其他BRAF突变以及其他基因中的突变有关的黑素瘤。可

以使用该方法诊断与BRAF以及其他核酸表达谱有关的黑素瘤。

[0260] 实施例15：检测来自外来体的MMP水平以监测移植后病况。

[0261] 器官移植是器官损坏的常用有效治疗。肾衰竭、心脏病、晚期肺病和肝硬化都是可

以通过移植有效治疗的病况。然而，移植后并发症所引起的器官排异是异源移植受体长期

存活的主要障碍。例如，在肺移值中，闭塞性细支气管炎综合征是影响存活率的严重并发

症。在肾移植中，慢性异源移植肾病仍是肾异源移植失败的主要原因之一。局部缺血‑再灌

注损伤使心脏移植后的供体心脏受损，还使正位肝移植后的供体肝脏受损。一旦在早期检

测到这些移植后并发症，则它们可以得到改善。因此，为了减轻有害并发症，监测移植后病

况是至关重要的。

[0262] 胞外基质中的改变有助于移植后并发症中的间质重塑。基质金属蛋白酶(MMP)参

与胞外基质(ECM)蛋白的周转和降解。MMP是蛋白水解、锌依赖性酶的家族，目前已描述的成

员有27个，它们表现出多结构域结构和底物特异性，并且在多种可溶性因子的加工、活化和

失活中起作用。血清MMP水平可以指示移植后病况的状态。的确，循环MMP‑2与血清半胱氨酸

蛋白酶抑制剂C(cystatin  C)、移植后持续时间和肾移植受体中的糖尿病有关(Chang  et 

al.，2008)。MMP‑9的不均衡表达与肺移植后闭塞性细支气管炎综合征的发展有关(Hubner 

et  al.，2005)。

[0263] 如实施例4和表10所表明的，在成胶质细胞瘤细胞脱落的外来体中可以检测MMP 

mRNA(MMP1、8、12、15、20、21、24、26和27)。可以使用本发明的外来体方法监测移植状况，所

述方法为从体液分离外来体并分析来自所述外来体的核酸。外来体分离程序与实施例2中

详细说明的类似。实施例9中详细说明了分析外来体内所包含的核酸的本发明程序。肾移植

后MMP‑2表达水平的显著提高将表明移植后并发症的发病和/或恶化。类似地，肺移植后

MMP‑9水平的显著提高表明闭塞性细支气管炎综合征的发病和/或恶化。

[0264] 因此，通过确定与移植后并发症有关的MMP蛋白的表达水平，所述外来体方法可以

用于监测移植后状况。还预计可以推广该方法从而通过确定其他标志物基因的表达以监测

移植后状况以及通过确定与这些医学病况有关的核酸遗传谱而监测其他医学病况。

[0265] 实施例16‑18：微泡可以是治疗剂或治疗剂的递送载体。

[0266] 实施例16：微泡蛋白质诱导体外血管生成。

[0267] 设计并实施了研究以证明成胶质细胞瘤微泡有助于血管生成。将脑内皮细胞系

HBMVEC(30,000个细胞)(Cell  Systems，产品号#ACBRI‑376，Kirkland，WA，USA)在24孔板的

涂覆了Matrigel的孔上在以下培养基中进行培养：仅基础培养基(EBM)(Lonza  Biologics 

Inc.，Portsmouth，NH，USA)、添加了成胶质细胞瘤微泡的基础培养基(EBM+MV)(7μg/孔)或

添加了血管生成因子混合物的基础培养基(EGM；氢化可的松、EGF、FGF、VEGF、IGF、抗坏血

酸、FBS和肝素；Singlequots(EBM阳性对照)。16小时后测量小管形成并用图像J软件分析。

在存在成胶质细胞瘤微泡的情况下培养的HBMVEC表明小管长度在16小时内加倍。该结果相

当于在存在血管生成因子的情况下培养的HBMCEC所得到的结果(图18‑a)。这些结果表明成
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胶质细胞瘤源微泡在引起脑内皮细胞中血管生成中起作用。

[0268] 还分析了微泡中血管生成蛋白的水平并与成胶质细胞瘤供体细胞中的水平进行

比较。使用人血管生成抗体阵列，我们能够检测参与血管生成的19种蛋白质。具体地，在细

胞溶解缓冲液(Promega，Madison，WI，USA)中使来自原代成胶质细胞瘤细胞的或来自从所

述细胞分离的纯化微泡的总蛋白溶解并按照生产商的推荐加入至人血管生成抗体阵列中

(Panomics，Fremont  CA，USA)。扫描阵列并用图像J软件分析。如图18‑b所示，在微泡中容易

地检测到了19种血管生成蛋白中的7种，其中与成胶质细胞瘤细胞相比，基于总蛋白，有6种

(血管生成素、IL‑6、IL‑8、TIMP‑I、VEGF和TIMP‑2)以较高水平存在(图18‑c)。与肿瘤细胞相

比，微泡中含量最高的三种血管生成蛋白为血管生成素、IL‑6和IL‑8，其全部与神经胶质瘤

血管生成有关，并且肿瘤恶性程度提高，则它们的水平也越高(25‑27)。

[0269] 还发现从原代成胶质细胞瘤细胞分离的微泡促进了人U87神经胶质瘤细胞系的增

殖。在这些研究中，将100,000个U87细胞接种到24孔板的孔中，并允许在(DMEM‑5％FBS)上

或在添加了从原代成胶质细胞瘤细胞分离的125μg微泡的DMEM‑5％FBS上生长三天。三天

后，发现使用比尔克尔室(Burker  chamber)所确定的未处理U87细胞(图19‑a)的数目比添

加微泡的那些细胞少(图19‑b)。在这段时间，未添加和添加的U87细胞分别提高了5倍和8倍

(图19‑c)。因此，成胶质细胞瘤微泡看起来刺激了其他神经胶质瘤细胞的增殖。

[0270] 实施例17：成胶质细胞瘤微泡被HBMVEC吸收。

[0271] 为了证明成胶质细胞瘤微泡能够被人脑微泡内皮细胞(HBMVEC)吸收，用PKH67绿

色荧光标记试剂盒(Sigma‑Aldrich，St  Louis，MO，USA)标记纯化的成胶质细胞瘤微泡。将

标记的微泡与HBMVEC在培养基(5μg/50000个细胞)中在4℃培育20分钟。清洗细胞并在37℃

培育1小时。30分钟内，PKH67标记的微泡内化到HBMVEC内的内含体样结构中(图17‑a)。这些

结果表明成胶质细胞瘤微泡可以通过脑内皮细胞内化。

[0272] 当将荧光标记的微泡加入到原代成胶质细胞瘤细胞中时，获得了类似的结果。

[0273] 实施例18：由成胶质细胞瘤微泡递送的mRNA可以在受体细胞中翻译。

[0274] 为了确定成胶质细胞瘤来源的微泡mRNA是否可以递送到受体细胞并在其中表达，

使用CMV启动子以＞95％的感染效率用表达分泌型长腹水蚤荧光素酶(Gaussia 

luciferase，Gluc)的自失活慢病毒载体感染原代人成胶质细胞瘤细胞。在此后的传代中，

这些细胞稳定转导并产生微泡(分析了2‑10个传代)。如上所述，从所述细胞中分离微泡并

进行纯化。RT‑PCR分析显示Gluc(555bp)和GAPDH(226bp)的mRNA存在于微泡中(图17‑b)。如

使用定量RT‑PCR所评价的，Gluc  mRNA的水平比GAPDH的更高。

[0275] 将50微克纯化的微泡加入至50,000个HBMVE细胞并培育24个小时。在加入微泡后

(0小时)、加入后15小时以及24小时，直接测量上清液中Gluc的活力。将上清液中的Gluc活

力归一化为与微泡有关的Gluc蛋白活力。将结果表示为平均值±SEM(n＝4)。具体地，受体

HBMVE细胞中的活力表明了微泡Gluc  mRNA的连续翻译。因此，可以将掺入到肿瘤微泡中的

mRNA递送到受体细胞中并产生功能性蛋白。

[0276] 所有实施例中的统计学分析是使用学生t‑检验进行的。
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[0368] 使用巢式RT‑PCR监测神经胶质瘤活检组织中以及从相同患者的冷冻血清样本纯

化的外来体中的EGFRvIII  mRNA。以蒙眼方式分析了来自30位患者的样本并且PCR反应对每

个样本至少重复3次。在来自30位正常对照的血清微泡中未发现EGFRvIII  mRNA。  PP1表示

由SEQ  ID  No：13和14组成的引物对。PP2表示由SEQ  ID  No：15和16组成的引物对。“‑”表示
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[0369]

[0370] *肿瘤移除手术后的天数

[0371] 表2：表3中使用的缩写

[0372] 缩写                术语
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[0373] A                    扩增

[0374] AEL                 急性嗜酸细胞白血病

[0375] AL                  急性白血病

[0376] ALCL                间变性大细胞淋巴瘤

[0377] ALL                 急性淋巴细胞性白血病

[0378] AML                 急性髓性白血病

[0379] AML*                急性髓性白血病(主要为治疗相关的)

[0380] APL                 急性早幼粒细胞白血病

[0381] B‑ALL                B‑细胞急性淋巴细胞性白血病

[0382] B‑CLL                B‑细胞淋巴细胞性白血病

[0383] B‑NHL                B‑细胞非霍奇金淋巴瘤

[0384] CLL                  慢性淋巴细胞性白血病

[0385] CML                  慢性粒细胞性白血病

[0386] CMML                 慢性骨髓单核细胞性白血病

[0387] CNS                 中枢神经系统

[0388] D                   大片段缺失

[0389] DFSP                隆凸性皮肤纤维肉瘤

[0390] DLBL                弥漫性大B细胞淋巴瘤

[0391] DLCL                弥漫性大细胞淋巴瘤

[0392] Dom                  显性

[0393] E                   上皮的

[0394] F                    框架

[0395] GIST                胃肠道间质瘤

[0396] JMML                 幼年型粒单核细胞白血病

[0397] L                   白血病/淋巴瘤

[0398] M                   间充质的

[0399] MALT                 粘膜相关性淋巴组织淋巴瘤

[0400] MDS                  骨髓发育异常综合征

[0401] Mis                 错义

[0402] MLCLS               伴硬化的纵隔大细胞淋巴瘤

[0403] MM                   多发性骨髓瘤

[0404] MPD                  骨髓增生殖性疾病

[0405] N                   无义

[0406] NHL                 非霍奇金淋巴瘤

[0407] NK/T                自然杀伤T细胞

[0408] NSCLC               非小细胞肺癌

[0409] O                   其他

[0410] PMBL                 原发性纵隔B细胞淋巴瘤

[0411] pre‑BAll            前B细胞急性淋巴细胞白血病
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[0412] Rec                 隐性

[0413] S                   拼接位点

[0414] T                   易位

[0415] T‑ALL                T‑细胞急性淋巴母细胞性白血病

[0416] T‑CLL                T‑细胞慢性淋巴细胞性白血病

[0417] TGCT                 睾丸生殖细胞瘤

[0418] T‑PLL                T细胞前淋巴细胞性白血病

说　明　书 44/118 页

46

CN 105734128 B

46



[0419]

说　明　书 45/118 页

47

CN 105734128 B

47



[0420]

说　明　书 46/118 页

48

CN 105734128 B

48



[0421]

说　明　书 47/118 页

49

CN 105734128 B

49



[0422]

说　明　书 48/118 页

50

CN 105734128 B

50



[0423]

说　明　书 49/118 页

51

CN 105734128 B

51



[0424]

说　明　书 50/118 页

52

CN 105734128 B

52



[0425]

说　明　书 51/118 页

53

CN 105734128 B

53



[0426]

说　明　书 52/118 页

54

CN 105734128 B

54



[0427]

说　明　书 53/118 页

55

CN 105734128 B

55



[0428]

说　明　书 54/118 页

56

CN 105734128 B

56



[0429]

说　明　书 55/118 页

57

CN 105734128 B

57



[0430]

说　明　书 56/118 页

58

CN 105734128 B

58



[0431]

说　明　书 57/118 页

59

CN 105734128 B

59



[0432]

说　明　书 58/118 页

60

CN 105734128 B

60



[0433]

说　明　书 59/118 页

61

CN 105734128 B

61



[0434]

说　明　书 60/118 页

62

CN 105734128 B

62



[0435]

[0436] 没有研究(癌症类型)对测试基因具有可用的表达数据。

[0437] 其测试基因的表达被上调或下调的癌症类型的上调#或下调#数。

[0438] 在大多数癌症类型中，所有这些基因被显著性一致地上调(P＜10)。

[0439] doi：10.137/journal  pone.0001149.001
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[0440]

[0441] 在大多数癌类型中，所有这些基因被显著性一致地下调(P＜10‑5)。

[0442] doi：10.1371/journal.pone.0001149.t002
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[0449]

[0450] 注意：登录号“NM_XXXX”是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地分配给每个

基因的(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝nuccore)。
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[0454]

[0455] 注意：登录号“NM_XXXX”是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地分配给每个

基因的(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝nuccore)。

[0456] 表8：成胶质细胞瘤细胞中上调的微小RNA。
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[0457]

[0458] 表9：成胶质细胞瘤细胞中下调的微小RNA。

[0459]

[0460] 表10.从成胶质细胞瘤细胞系中分离的微泡内包含的MMP基因。

[0461]

[0462] 注：基因符号是Entrz  Gene(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝

gene)分配的标准符号。

[0463] 登录号是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地分配给每个基因的

[0464] (http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝nuccore)。
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[0469]     

[0470] 注：Hugo基因符号是HUGO基因命名委员会分配给各个基因的(http：//

www.genenames.org/)。

[0471] Entrez_Gene_Ids是Entrz  Gene分配给各个基因的(http：//www.ncbi.nlm.nih.g 

ov/sites/entrez？db＝gene)。
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[0487] 注：基因符号是Entrz  Gene分配的标准符号(http：//www .ncbi .nlm .nih .gov/

sites/entrez？db＝gene)。

[0488] 登录号“NM_XXXX”是美国国家

说　明　书 94/118 页

96

CN 105734128 B

96



[0489]

说　明　书 95/118 页

97

CN 105734128 B

97



[0490]

说　明　书 96/118 页

98

CN 105734128 B

98



[0491]

说　明　书 97/118 页

99

CN 105734128 B

99



[0492]

说　明　书 98/118 页

100

CN 105734128 B

100



[0493]

说　明　书 99/118 页

101

CN 105734128 B

101



[0494]

说　明　书 100/118 页

102

CN 105734128 B

102



[0495]

说　明　书 101/118 页

103

CN 105734128 B

103



[0496]

说　明　书 102/118 页

104

CN 105734128 B

104



[0497]

说　明　书 103/118 页

105

CN 105734128 B

105



[0498]

[0499] 注：基因符号是Entrz  Gene分配的标准符号(http：//www .ncbi .nlm .nih .gov/

sites/entrez？db＝gene)。登录号“NM_XXXX”是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地

分配给每个基因的(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝nuccore)。登录号

“CCDSXXXX”是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地分配给每个基因的(http：//

www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/)。登录号“ENSTXXXXXXXXXXX”是Ensembl唯一地分配给每个

基因的(http：//www.ensembl.org/index.html)。
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[0508] 注：基因符号是Entrz  Gene分配的标准符号(http：//www .ncbi .nlm .nih .gov/

sites/entrez？db＝gene)。

[0509] 登录号“NM_XXXX”是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地分配给每个基因的

(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝nuccore)。
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[0516] 注：基因符号是Entrz  Gene分配的标准符号(http：//www .ncbi .nlm .nih .gov/

sites/entrez？db＝gene)。登录号“NM_XXXX”是美国国家生物技术信息中心(NCBI)唯一地

分配给每个基因的(http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez？db＝nuccore)。
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