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本发明涉及一种用于确定心血管疾病风险

的新方法，包含检测样本中的MMP-8和CRP，并将

检测的量与MMP-8和CRP的相应预定值进行比较，

其中检测MMP-8和CRP水平升高指示心血管事件

或疾病的存在或风险。本发明还涉及检测MMP-8

和CRP用于预测发生心血管事件的风险、监测治

疗对心血管事件或心血管疾病的影响，或用于检

测亚临床心血管疾病的存在的用途。此外，提出

了一种用于构建CVD疾病存在或CVD事件风险的

风险预测模型的方法。
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1.一种用于确定与心血管疾病相关的风险的方法，包括：检测样本中的基质金属蛋白

酶-8(MMP-8)和C反应蛋白(CRP)，并将检测到的MMP-8和CRP的量与MMP-8和CRP的相应预定

值进行比较，其中检测到MMP-8和CRP水平升高指示心血管疾病的存在或指示心血管事件或

心血管疾病的风险。

2.根据权利要求1的方法，其中当MMP-8的量高于MMP-8的预定值并且CRP的量高于CRP

的预定值时，所述检测到的MMP-8和CRP水平升高。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中检测升高的MMP-8和CRP水平预测在检测后一年

内发生心血管事件的风险。

4.根据权利要求1至3所述的方法，其中检测活化的MMP-8。

5.根据权利要求1至4所述的方法，其中所述心血管事件或心血管疾病选自由以下组成

的组：心血管疾病(CVD)、诸如心绞痛和急性心肌梗塞(AMI)的冠状动脉疾病(CAD)、中风、高

血压性心脏病、风湿性心脏病、心肌病、心房颤动、先天性心脏病、心内膜炎、主动脉瘤和外

周动脉疾病，优选所述心血管事件或心血管疾病是CVD事件或CAD，诸如AMI。

6.根据权利要求1至5所述的方法，其中所述方法用于监测治疗对心血管事件或心血管

疾病的影响。

7.根据权利要求1至6所述的方法，其中所述方法用于评估首次或随后的心血管事件的

风险。

8.根据权利要求1至7所述的方法，其中所述方法用于检测亚临床心血管疾病。

9.根据权利要求1至8所述的方法，其中所述样本是血清、血浆或全血。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述样本是血清。

11.根据权利要求1至10所述的方法，其中用免疫测定法进行MMP-8的检测。

12.根据权利要求1至10所述的方法，其中用免疫测定法进行CRP的检测。

13.根据权利要求11或12所述的方法，其中所述免疫测定法是选自由以下组成的组的

一种或多种：ELISA、IFMA、侧向流动和基于微流体的即时(PoC)测定、透射比浊法、散射比浊

法、颗粒增强透射比浊法、颗粒增强散射比浊法和乳胶凝集。

14.一种用于构建CVD疾病或CVD事件风险的风险预测模型的方法，其中所述方法基于

在样本中检测MMP-8和CRP。

15.一种检测MMP-8和CRP的用途，用于预测在检测后一年内发生心血管事件的风险，用

于评估首次或随后的心血管事件的风险、用于监测治疗或药物对心血管疾病的进展或患心

血管事件的风险的影响，或在明显临床症状之前检测亚临床心血管疾病的存在。
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确定与心血管疾病相关的风险的方法

技术领域

[0001] 本发明描述了用于改善心血管疾病的预测和估计预后的方法。本方法基于生物标

志物的鉴定和随后组合，该生物标志物特别适合于区分具有心血管疾病事件风险的受试者

和健康受试者。本文鉴定的生物标志物还可用于检测亚临床心血管疾病以及监测治疗或药

物对心血管疾病的影响。本发明包含基质金属蛋白酶-8(MMP-8)和C反应蛋白(CRP)的用途，

其用于心血管疾病事件的预测和估计预后，以及用于监测治疗和药物对心血管疾病事件的

影响。此外，MMP-8和CRP浓度测量值可用于检测亚临床心血管疾病。

背景技术

[0002] 心血管疾病(CVD)是一类涉及心脏或血管的疾病。心血管疾病是全球死亡的主要

原因。心血管疾病包含以下疾病，如冠状动脉疾病(CAD) (诸如心绞痛和急性心肌梗塞

(AMI))、中风、高血压性心脏病、风湿性心脏病、心肌病、心房颤动、先天性心脏病、心内膜

炎、主动脉瘤和外周动脉疾病。

[0003] 几种不同的病理生理机制在CVD发病机制、发展和过程中起重要作用。这些包括但

不限于炎症、感染、促血栓形成和血栓形成活性、剪切应力和内皮反应性。CVD的主要原因是

动脉粥样硬化，这是一种表征为受影响的血管壁中积聚脂质和炎症的疾病。在动脉粥样硬

化过程和病理发展过程中，受影响的动脉壁由于积聚和形成脂肪病变或条纹而变厚，导致

斑块(动脉粥样硬化)的积聚。平滑肌和具有细胞外脂滴的泡沫细胞核以及富含I型胶原蛋

白的细胞外基质(ECM)形成(纤维)帽，随着时间的推移，特别是当受到增强的且连续和持续

的炎症影响时，将使该帽易于破裂(Herman等人，2001)。因此，这些过程导致闭塞和血栓，闭

塞和血栓通常导致不良心血管事件或结果。

[0004] I型胶原蛋白是动脉粥样硬化病变中主要的蛋白质细胞外基质(ECM)成分和纤维

帽的承重分子。在胶原水解基质金属蛋白酶(MMP)中，MMP-8在催化上是最有效的并且能够

引发I型胶原的降解(Sorsa等人，2006)。

[0005] 在不稳定性心绞痛中发现了病理性升高的MMP-8mRNA和蛋白质表达、产生以及血

清/血浆水平。此外，还发现了血清/血浆MMP-8与病程之间的关联，以及不良CVD结果的长期

发展。已经证实升高的血清MMP-8水平与CVD发病率增加有关并且反映了其增加。在细胞培

养研究中，MMP-8通过其使保护性纤维帽变薄的能力与动脉粥样硬化斑块不稳定有关，从而

使其更容易破裂(Herman等人，2001)。在人动脉粥样硬化斑块样本中，MMP-8蛋白和mRNA与

巨噬细胞共定位(Molloy等人，2004)。此外，腹主动脉瘤含有显著高于正常主动脉组织的

MMP-8浓度(Wilson等人，2005)。在患有斑块进展的无症状患者中观察到斑块MMP-8活性增

加(Turu等人，2005)。与具有更稳定形态的病变相比，易于破裂的斑块表达更多的免疫反应

性MMP-8(Herman等人，2001)。

[0006] 然而，迄今为止，只有少数研究调查了血清MMP-8浓度与CVD的关系。两项病例对照

研究结果显示，心力衰竭和脑缺血患者的血清MMP-8浓度降低(Wilson等人，2005；Lorenzl

等人，2003)。在最近的两项大型研究中，血浆MMP-8浓度与CAD的存在和严重程度(Kato等
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人，2005)和颈动脉斑块进展(Turu等人，2005)呈正相关。Tuomainen等人的结果(2007年和

2014年)显示血清MMP-8浓度在普遍或亚临床动脉粥样硬化中升高并且与致死结果相关。最

近发现血浆MMP-8是代谢综合征的重要预测因子，即使在调整促炎细胞因子hs-CRP和TNF-α

后，这种关系仍然存在(Hoseini等人，2015)。

[0007] 升高的系统性MMP-8也在其他疾病中发挥重要作用。已充分记录MMP-8在ECM处理

和炎症及免疫应答修饰中的主要作用以及作为药物靶标。

[0008] CRP是一种常见的炎症标志物，已发现其存在于心血管疾病风险患者中的水平升

高。最近的研究表明，基础CRP水平升高的患者患糖尿病、高血压和心血管疾病的风险增加。

CRP被认为是动脉粥样硬化和冠心病(CHD)的标志物。

[0009] 有了这种医学和生物学背景，鉴别和(PoC)诊断发展或进展为不良CVD结果的风险

较高的人的早期或初始发作和/或阶段/步骤/过程的能力是至关重要的，不仅对医疗领域

和医疗行业，对全球医疗保健系统也是非常重要的。

发明内容

[0010] 本发明的目的是提供一种用于确定心血管疾病风险的新方法，包含从血液样本中

检测基质金属蛋白酶-8(MMP-8)和C反应蛋白(CRP)，并将检测到的MMP-8和CRP的量与MMP-8

和CRP的相应预定值进行比较，其中检测到MMP-8和CRP水平升高指示心血管疾病的存在或

指示心血管事件或心血管疾病的风险。

[0011] 本发明的另一个目的是构建用于在明显临床症状或CVD事件风险之前存在亚临床

CVD疾病的风险预测模型的方法，其中所述方法基于检测样本中的MMP-8和CRP。

[0012] 本发明的另一个目的是使用检测MMP-8和CRP来预测心血管事件的风险，优选在测

试后一年内；用于评估首次或随后的心血管事件的风险；用于监测治疗对心血管事件或心

血管疾病的影响；或者用于在明显临床症状之前检测亚临床心血管疾病的存在。

[0013] 根据本发明的一个方面，基于检测到升高的MMP-8和CRP水平，可以向受试者显示

另外的测试或可以指示受试者进一步进行医学咨询。

[0014] 根据本发明的另一方面，它将有助于在首次或随后的心血管事件之前引导患者进

行心脏检查。

附图说明

[0015] 图1.在具有高血清CRP和高MMP-8浓度组合(实线)和没有高血清CRP和高MMP-8浓

度组合(虚线)的受试者中，在1年的随访中没有发生CVD事件(A)和AMI(B)的累计生存率。根

据年龄和性别调整Kaplan-Meier估计进行分析。

[0016] 图2.从AMI患者获得的MMP-8浓度的相关数据，并用时间分辨免疫荧光测定法

(IFMA)和固相酶联免疫吸附测定法(ELISA)测量。结果以散点图表示。

[0017] 图3.用IFMA(A)和ELISA(B)测量来自患有AMI或心绞痛的患者以及来自对照受试

者的平均MMP-8浓度。两种测定法均显示患者与对照组之间MMP-8浓度的差异非常显著(p<

0.001)，但是用IFMA测定的患者与对照组之间的差异大于用ELISA测定的。结果以盒型图表

示。中心线代表平均值，误差条代表95％Cl。

[0018] 图4.用IFMA(A)和ELISA(B)测量的心绞痛或AMI患者以及对照受试者的MMP-8浓度
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与CRP浓度的相关数据。(A)用IFMA获得的MMP-8浓度统计学显著相关，相关系数为r  0.311

(p＝0.008)，而(B)用ELISA获得的MMP-8浓度统计学显著相关，相关系数为r  0 .301(p＝

0.011)。

具体实施方式

[0019] 本发明人已经发现，在人体中呈现不同免疫级联的两种通常已知的炎症性标志物

的组合，即MMP-8和CRP，可用于预测心血管疾病的风险、估计心血管疾病的预后以及监测正

在进行的治疗和药物对心血管疾病和心血管事件风险的有效性。此外，MMP-8和CRP可用于

在明显的临床症状(诸如心绞痛、呼吸短促、疲劳、心悸和头晕)之前检测亚临床心血管疾

病。

[0020] 由此，检测受试者的全血、血浆或血清中的MMP-8和CRP浓度可用于例如：1)确定心

血管疾病事件的风险；2)在出现明显临床症状之前确定亚临床心血管疾病或病症的存在；

3)估计心血管疾病或病症的预后；以及4)监测治疗或药物对心血管疾病进展或心血管事件

风险的有效性。

[0021] 确定CRP和MMP-8的组合似乎是有用的。在CVD中，动脉粥样硬化破裂过程、内皮功

能障碍和胰岛素受体功能障碍的进展涉及病理性过量的CRP、促炎细胞因子、活性氧物质和

蛋白水解的独立或协同作用。这些机制诱导连续且持续的全身性低度炎症，也称为“无声杀

手(silent  killer)”。蛋白水解过程是低度系统性炎症的一部分，涉及MMP-8的作用，MMP-8

除了是最有效的I型胶原酶外，还可以降解非基质生物活性底物，诸如细胞因子、趋化因子、

转化生长因子-1、丝氨酸蛋白酶抑制剂、载脂蛋白AI、胰岛素受体、免疫和细胞信号因子，从

而改变对各种疾病中病理过程/方向的系统免疫和代谢反应。

[0022] MMP-8可以由各种细胞表达和产生，包括但不限于——嗜中性粒细胞、单核细胞/

巨噬细胞、内皮细胞、纤维细胞、皮细胞和浆细胞。这些细胞中的许多种存在于或被增加到

动脉粥样硬化或CVD病变中。这些细胞影响CRP和促炎介质的表达，并且还产生病理性升高

的全身性MMP-8，该MMP-8通常被检测并且被认为是全身性低度炎症的重要参与者。

[0023] 根据本发明的心血管疾病包含以下疾病，如冠状动脉疾病(CAD)(诸如心绞痛和急

性心肌梗塞(AMI))、中风、高血压性心脏病、风湿性心脏病、心肌病、心房颤动、先天性心脏

病、心内膜炎、主动脉瘤和外周动脉疾病。在本发明的优选实施方案中，疾病是CVD或疾病事

件，例如CAD事件，诸如AMI。

[0024] 本发明的一个实施方案涉及一种用于确定与心血管疾病相关的风险的方法，包含

检测样本中的MMP-8和CRP，以及将MMP-8和CRP的量与MMP-8和CRP的相应预定值进行比较，

其中检测到MMP-8和CRP水平升高指示心血管疾病的存在或指示受试者心血管事件或心血

管疾病的风险。基于检测到升高的MMP-8和CRP水平，可以指示受试者寻求进一步的医疗咨

询或另外的检查。

[0025] 本发明的另一个优选实施方案涉及一种方法，该方法检测心血管疾病、评估首次

或随后的心血管事件的风险、在明显的临床症状之前检测亚临床心血管疾病，或监测治疗

或药物对心血管疾病进展或具有心血管事件的风险的影响，所述方法包含检测样本中的

MMP-8和CRP，并将检测到的MMP-8和CRP的量与MMP-8和CRP的相应预定值进行比较，其中检

测到MMP-8和CRP水平升高指示心血管疾病的存在或指示心血管事件或心血管疾病的风险。
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根据本发明，当MMP-8的量高于MMP-8的预定值并且CRP的量高于CRP的预定值时，检测到

MMP-8和CRP水平升高。

[0026] 根据本发明，在确定与心血管疾病相关的风险的方法中，心血管事件或心血管疾

病可以选自心血管疾病(CVD)、冠状动脉疾病(CAD)(诸如心绞痛和急性心肌梗塞(AMI))、中

风、高血压性心脏病、风湿性心脏病、心肌病、心房颤动、先天性心脏病、心内膜炎、主动脉瘤

和外周动脉疾病，优选所述心血管事件或心血管疾病是CVD事件或CAD，诸如AMI。

[0027] 风险预测模型可用于估计具有(诊断模型)或发展特定疾病或结果(预后模型)的

概率。在临床实践中，这些模型用于告知患者并指导治疗管理。根据Hendriksen等人

(2013)，在预测模型可用于日常实践之前，建议三个阶段。在开发阶段，重点是模型开发，通

常使用多变量逻辑(诊断)或生存(预测)回归分析。所开发模型的性能通过辨别、校准和(重

新)分类来表示。在验证阶段，使用这些相同的性能测量在一组新患者中测试开发的模型。

最后，在影响阶段，评估预测模型实际指导患者管理的能力。用本文所述方法检测的MMP-8

和CRP值可用于构建CVD事件风险的预测模型。

[0028] 心血管疾病的治疗可包括生活方式改变、药物、侵入性手术(诸如血运重建心脏康

复)，或其组合。

[0029] 用于治疗心血管疾病的药物包括：抗血小板(其可以稀释血液并防止血液凝固)、

他汀类药物(诸如阿托伐他汀、辛伐他汀、罗苏伐他汀和普伐他汀，其可降低胆固醇)、β-受

体阻滞剂(包括阿替洛尔、比索洛尔、美托洛尔和奈必洛尔)、硝酸盐、ACE(血管紧张素转换

酶)抑制剂(诸如雷米普利和赖诺普利、血管紧张素II受体拮抗剂和钙通道阻滞剂)、利尿剂

(其通过尿液冲走身体多余的水和盐)、以及多西环素药物(降低血浆或血清中升高的CRP和

MMP-8和MMP-9的水平)(Payne等人，2011，Kormi等人，2014，Alfakry等人，2016)。本发明的

方法还可用于监测这些或其他治疗对心血管疾病的有效性以及用于预测治疗期间的首次

或随后的心血管事件。根据结果，患者的疾病得到控制，患者处于低风险，当患者由于治疗

和药物程序而具有低的MMP-8和CRP值，并且由于治疗和药物程序，MMP-8和CRP值的组合是

低的。

[0030] 用于检测或确定MMP-8和/或CRP浓度、量或水平的样本通常是全血、血浆或血清。

在某些情况下，本发明的方法还包含在检测或确定样本中标志物的存在、量或水平之前从

个体获得样本。优选地，样本是血清或血浆。

[0031] 可以使用本领域已知的任何方法测量样本中的MMP-8浓度。该测定可以是定性的、

半定量的或定量的免疫测定。根据本发明的合适检测方法的非限制性实例包括Western印

迹、IFMA、EIA、ELISA、IEMA、侧流测定、浸渍测定、微流体床边即时(PoC)测定、表面等离子体

共振测定、电化学测定或任何其他已知的配体结合或直接检测测定系统。直接检测测定系

统或技术是指不基于配体结合用于分析的任何方法，即以下技术，如：尺寸排阻色谱[SEC]

(诸如高压液相色谱[HPLC])或凝胶渗透色谱(GPC)(诸如SDS-PAGE)；或分子光谱学方法(诸

如核磁共振光谱(NMR))、紫外/可见光谱、电喷雾-电离(ESI)等。

[0032] 根据本发明的一个方面，MMP-8和CRP的检测可以用免疫测定进行。更优选地，一种

或多种免疫测定可选自由以下组成的组：ELISA、IFMA、透射比浊法(turbidimetry)、散射比

浊法(nephelometry)、粒子增强透射比浊法、粒子增强散射比浊法、胶乳凝集法、侧向流动

测定法和微流体PoC测定法。

说　明　书 4/14 页

6

CN 109791143 A

6



[0033] 本发明的优选实施方案是以下方法，该方法用于预测心血管事件或估计心血管疾

病的预后、监测治疗或药物对心血管疾病进展和患心血管事件的风险的影响、以及在明显

临床症状之前检测亚临床心血管疾病，其中例如通过应用约2.5mg/l的截止值进行乳胶免

疫测定法CRP16测试CRP，并且通过应用约55ng/ml的截止值的时间分辨免疫荧光测定法测

试MMP-8。

[0034] 除非另有说明，否则在说明书和权利要求中使用的术语具有诊断领域中常用的含

义。具体而言，以下术语具有如下所示的含义。

[0035] 术语“检测亚临床疾病或检测亚临床病症”应理解为意指在明显的临床症状(即疾

病或病症的诊断)之前鉴定或确定亚临床疾病的存在。术语“亚临床疾病”应理解为意指低

于临床检测表面的疾病。亚临床疾病没有可识别的临床发现。它不同于临床疾病，其具有可

以识别的体征和症状。许多疾病(包括CVD、糖尿病、甲状腺功能减退症和类风湿性关节炎)

在它们作为临床疾病表现之前通常是亚临床的。

[0036] 术语“阳性”和“阴性”是指样本中测试分析物(即MMP-8或CRP)浓度的值分别高于

(高的或阳性的)和低于(低的或阴性的)预定值(基线、阈值或参考浓度)。

[0037] 样本中分析物的预定值是指正常个体中样本中分析物的基线或阈值浓度；如果所

述样本中分析物的值高于此预定值，则测试结果为阳性。样本中分析物的预定值可以根据

测定的形式和测定中使用的特定试剂(例如，使用的特定抗体)而变化，但是可以通过相对

于含有已知量分析物的对照样本评估正常个体中的样本中分析物的浓度，由本领域技术人

员来确定和设定。

[0038] 连续变量是指可以在其最小值和最大值之间取任何值的变量。

[0039] 活性MMP-8是指与其前体或前驱体形式不同的不同形式的活化蛋白酶。

[0040] MMP-8活化是指将MMP-8的前体形式转变和/或转化为活性/活化的(即催化活性

的)MMP-8的生物学或生物化学过程。根据本发明的一个优选实施方案，检测到活化的MMP-

8。

[0041] 本发明人早先发现(WO  2015/128549)，通过检测较小的MMP-8片段而不是高分子

量的活性MMP-8，可以增强活性MMP-8的检测。

[0042] 本发明的实施方案还提供了系统和计算机可读介质，其用于使计算机系统基于确

定的MMP-8和CRP来执行用于确定个体是否具有与形成心血管疾病或事件相关的风险的方

法。

[0043] 特别地，本发明还涉及一种用于分析生物样本的系统，包含：

[0044] a)确定模块，其被配置为接收生物样本并确定

[0045] MMP-8和CRP；和/或

[0046] b)测试结果信息，其中测试结果信息包含MMP-8和CRP值

[0047] c)存储设备，其被配置为存储来自确定模块的信息；

[0048] d)比较模块，适于将存储在存储设备上的测试结果信息与参考数据进行比较，并

提供比较结果，其中比较结果由参考样本/预定水平导出，该参考样本/预定水平由以下导

出；

[0049] 目前已知具有正常MMP-8水平的受试者或患者组，其中生物样本和参照样本的类

似结果指示受试者目前不具有或者不倾向于具有该疾病或疾病事件，或者不具有或不倾向
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于具有发生疾病或疾病事件或疾病进展的风险；和/或

[0050] 已知具有该疾病或倾向于具有该疾病的受试者或患者组，其中生物样本和参照样

本的类似结果指示受试者具有或者倾向于具有该疾病或该疾病事件，或者具有或倾向于具

有发生疾病或疾病事件或疾病进展的风险，以及

[0051] e)显示模块，用于部分地基于用户的比较结果显示内容，其中该内容是指示受试

者当前具有疾病，或者倾向于具有心血管疾病，或者倾向于具有发生疾病或疾病事件或疾

病进展的风险增加的信号。

[0052] 实施例

[0053] 给出以下实施例仅用于说明本发明的各种实施方案，并且它们不意味着以任何方

式限制本发明。本领域技术人员将容易理解，由所附权利要求限定的本发明非常适合于实

现目的并获得上述目的和优点。

[0054] 基于人口的样本

[0055] FINRISK97参与了该调查的8446名25-74岁参与者的人口样本，该调查在芬兰的五

个地理区域进行(Borodulin等人，2015年)。该调查包括自我调查问卷和临床检查体重、身

高和血压测量以及抽血。该研究得到了国家公共卫生研究所伦理委员会的批准，并根据赫

尔辛基宣言进行。

[0056] 实验室分析

[0057] 在采血之前，要求参与者禁食4小时并避免在白天早些时候进餐。中位禁食时间为

5(IQR  2)小时。2005年在赫尔辛基国立卫生与福利研究所的疾病风险部门处Architect 

c8000分析仪(美国伊利诺伊州雅培(Abbott)公园雅培实验室)上使用乳胶免疫测定(意大

利米兰Sentinel诊断公司)由冷冻血清样本(-70℃)进行超灵敏CRP的测量。根据制造商的

说明，由IFMA(芬兰艾斯堡Medix  Biochemica公司)测定MMP-8的浓度。

[0058] 用IFMA进行MMP-8分析

[0059] MMP-8IFMA是用于测定人MMP-8的定量酶免疫测定法。该夹心测定法使用两种针对

人MMP-8的单克隆抗体。抗体1491-E6-F7和1492-B3-C11(芬兰艾斯堡Medix  Biochemica公

司)分别用作捕获抗体和示踪抗体。微孔板涂有一种针对MMP-8的单克隆抗体。另一种抗体

与HRP缀合，形成用于检测MMP-8存在的酶缀合物。为了进行测定，将80μl测定缓冲液和20μl

标准品、对照和样本加入到板的适当孔中。将板在室温下在水平振荡器上孵育1小时。标准

品、对照中以及如果存在于样本中的MMP-8与微孔结合。将孔洗涤五次以除去未结合的物

质。在该洗涤步骤后，将100μl酶缀合物加入所有孔中。将板在水平振荡器上再次孵育1小时

并如上洗涤。此后，将100μl  ABTS酶底物加入孔中。将板如上所述摇动15分钟。加入50μl酸

性终止溶液终止反应。为了混合溶液，轻轻摇动板。使用酶标仪(芬兰万塔赛默飞世尔

(Thermo  Fisher)科学公司Multiskan)在414nm处测量孔中溶液的吸光度。由产生的标准曲

线获得对照和样本的浓度。

[0060] 用ELISA(Amersham)进行MMP-8分析

[0061] ELISA是基于夹心原理的即用型固相酶联免疫吸附测定法。将100μl样本(稀释度

1：4)和标准品在室温下在涂有识别人MMP-8的抗体的微量滴定孔中孵育1小时。孵育后，将

孔洗涤四次。加入100μl生物素化的示踪抗体，其将结合捕获的人MMP-8。孵育1小时后，将孔

洗涤四次。然后加入100μl链霉亲和素-过氧化物酶缀合物以结合生物素化的示踪抗体。孵
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育1小时后，再次洗涤孔。加入100μl  TMB溶液，链霉亲和素-过氧化物酶缀合物将与该底物

四甲基联苯胺(TMB)反应。通过加入100μl草酸终止30分钟的孵育。用分光光度计(芬兰万塔

赛默飞世尔科学公司Multiskan)测量450nm处的吸光度。可以由标准曲线确定与标准同时

进行的样本的人MMP-8浓度。

[0062] hsCRP分析

[0063] 如Salomaa等人(2010)所述，使用Latex免疫测定CRP16(雅培(Abbott)，Architect 

c8000)进行hsCRP分析。

[0064] 统计

[0065] 通过全国死因登记和国家医院出院登记的记录联系确定了一年内的以下终点：心

血管疾病(CVD)、急性心肌梗塞(AMI)、炎症性肠病(IBD)(由于发病率低随访5年)和癌症(非

黑色素瘤皮肤癌除外)。分别在基线处对免于CVD、IBD或癌症的7448、7893或8276名受试者

进行分析。

[0066] 用t-检验分析有和没有发生疾病或事件的受试者之间血清CRP和MMP-8浓度差异

的统计学显著性。在分析之前，通过对数变换对具有偏斜分布的值进行归一化。通过使用针

对年龄和性别调整的Cox比例风险模型分析考虑MMP-8和CRP浓度的发生疾病的生存率数

据。估计MMP-8和CRP浓度的百分位数的危险，并选择第50百分位作为临界值，即参考类别是

MMP-8或CRP值或两个值低于第50百分位的人。从而计算受试者的结果，其中MMP-8和CRP浓

度均超过与参考类别相比的阈值。使用SPSS  22.0(IBM公司.2013发布.用于Windows的IBM 

SPSS  Statistics，版本22.0.纽约州阿蒙克市：IBM公司)进行统计分析。

[0067] 实施例1.受试者中与CVD和AMI相关的血清MMP-8和CRP浓度。

[0068] 如上所述，测量在基线处没有CVD的受试者中血清MMP-8和CRP浓度的浓度水平，并

且用1年的随访确定这些浓度与具有CVD或AMI的可能性的关联。结果显示，与未经历AMI或

任何CVD事件的人相比，经历AMI或任何CVD事件的人血清CRP和MMP-8浓度的总和更高——

均高于相应阈值/平均值。这些组之间的这种组合差异是显著的(表1和表2)。如表1中所示，

CVD患者的平均浓度总和为1.97，而没有CVD的患者为1.55(p<0.001)。MMP-8的平均浓度单

独不显著，而单独考虑CVD时CRP浓度也显著(p<0.001)。在表2中，显示AMI受试者的平均浓

度总和为2.07，而没有AMI的受试者为1.55(p＝0.001)。在AMI中，MMP-8和CRP的平均浓度均

不显著。

[0069] 表1.在基线处没有CVD但在1年的随访中有和没有发生CVD事件的受试者中的平均

血清MMP-8和CRP浓度。

[0070]
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[0071] 1对数转换后的t检验。

[0072] 表2.在基线处没有CVD但在1年的随访中有和没有AMI事件的受试者中的平均血清

MMP-8和CRP浓度。

[0073]

[0074] 1对数转换后的t检验。

[0075] 表3公开了发生CVD事件的风险比(HR)，其由高的(高于平均值的或阳性的)MMP-8

和CRP浓度值与低的(低于平均值的或阴性的)值进行比较计算得到，其中参考组的HR(低于

平均值的或阴性的)设置为1。所有MMP-8、CRP或其组合值高于均值时，HR值看起来高于1。与

单独使用CRP和MMP-8(值)相比，使用CRP和MMP-8(值)的组合更高。高的(高于第50百分位)

CRP和高MMP-8浓度的组合倾向于表明HR高于单独这些生物标志物的高浓度。累计生存率组

合结果显示风险预测的统计学显著性，CVD的p值分别为0.011和AMI的0.043。在图1A和图1B

中，呈现了对于CRP和MMP-8均高于第50百分位(标记为1.0)的患者相比于MMP-8或CRP或

MMP-8和CRP二者低于第50百分位(标记为0)的患者，没有CVD事件或AMI的累计生存率。这些

数字指示CRP和MMP-8均高于第50百分位的受试者的风险较高。

[0076] 表3.高血清CRP和MMP-8浓度的关联以及它们与1年随访中的CVD事件和AMI的组

合。CRP的平均值为2.50mg/l，MMP-8的平均值为55.0ng/ml。

[0077]
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[0078] 1根据年龄和性别调整Cox回归，p值用于估算高于平均值的浓度。

[0079] 实施例2.与炎症性肠病(IBD)及癌症相关的血清MMP-8和CRP浓度

[0080] 炎症性肠病(IBD)是结肠和小肠的一组炎症性病症。克罗恩病和溃疡性结肠炎是

炎症性肠病的主要类型。早期表明IBD与CRP升高显著相关，因为该蛋白在受影响的患者中

可以具有不同的作用(Henriksen等人，2008)。作为炎症标志物，CRP有助于预测、监测和评

估IBD的存在、严重程度和治疗方法。

[0081] 例如，丹麦研究人员已经表明，与CRP水平低的人相比，血液CRP水平高的人在生命

后期罹患任何癌症的风险增加30％，并且与罹患肺癌和可能结直肠癌的风险相关

(Cancer.Net，ASCO的患者网站)。研究人员还发现，在患有癌症的人群中，诊断前CRP水平高

的人比不具有升高CRP的癌症患者更早死亡的可能性为80％。

[0082] 因此，先前的研究表明CRP与IBD和CRP以及癌症之间存在联系。本发明人想要研究

MMP-8浓度和/或MMP-8和CRP浓度的总和是否可以用作关于这些疾病的指示或预测标志物。

在本研究(表4)中，患有和未患IBD事件的受试者之间的平均CRP或MMP-8浓度没有显著差

异，但这些标记的总和具有显著差异。罹患发生癌症的受试者中的总和也高于未罹患癌症

的受试者，这种差异是由于较高的CRP水平。对于癌症，平均CRP浓度单独是显著的。

[0083] 表4.在5年随访期间患有IBD或癌症以及未患IBD或癌症的受试者中的血清MMP-8

和CRP浓度及其总和。

[0084]

[0085] 1对数转换后的t检验。

[0086] 还在一年的随访中研究了这些生物标志物与发生癌症的关联。在这种情况下，CRP

和MMP-8浓度在患有癌症的受试者中(分别和组合)显著高于未患癌症的受试者(表5)。

[0087] 表5.在1年的随访中；患有和未患癌症的受试者中的血清MMP-8和CRP浓度及其总

和。
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[0088]

[0089] 1对数转换后的t检验

[0090] 单独高MMP-8浓度与发生癌症的风险显著相关。然而，与单独使用MMP-8获得的预

测相比，组合高的(高于第50百分位)CRP和高的(高于第50百分位)MMP-8浓度并未改善发生

IBD或癌症(表6)的预测。这些标志物和它们的总和都不与IBD的风险相关。

[0091] 表6.高血清CRP和MMP-8浓度及其组合与5年随访中发生IBD以及1年随访中发生癌

症的关联。

[0092]

[0093] 1根据年龄和性别调整Cox回归，p值用于估算高于平均值的浓度。

[0094] 实施例3.通过IFMA或ELISA测定的关于MMP-8浓度的相关数据。

[0095] 已知在用于检测MMP-8和MMP-8的活化部分的领域中已知的不同抗体和方法之间

的差异，发明人想要研究获得的相关数据是否依赖于用于确定MMP-8浓度的测定法。如前所

述，使用不同的MMP-8抗体通过IFMA和ELISA测量MMP-8浓度。对患者和对照受试者进行测量

(343名患者，他们是急性冠状动脉综合征(ACS)(Pussinen等人，2013)。对照组年龄±2岁、

性别和教区相匹配。纳入标准为：没有明确或疑似冠心病或卒中的病史，也没有前4周内的

手术或化疗史。他们没有心绞痛的阳性病史，即与运动相关的任何位置的胸痛以及通过休

息缓解。他们都没有服用任何药物用于治疗糖尿病、高血压或血脂异常。
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[0096] 结果显示在表7和散点图(图2)中。当用IFMA和ELISA测量平均MMP-8浓度水平时，

两种测定的患者和对照受试者之间MMP-8水平的差异是非常显著的(p<0.001)。用IFMA测定

的心绞痛或AMI患者与对照组之间的差异大于用ELISA测定的(图3和表8)。

[0097] 表7.从AMI患者获得的MMP-8浓度的相关数据，并用IFMA和ELISA测量。对数变换浓

度的Pearson相关性。r＝相关系数。

[0098]

[0099] 表8.用IFMA和ELISA测量的平均MMP-8浓度。

[0100]

[0101] 结果表明，(A)用IFMA测量的MMP-8浓度与CRP浓度统计学显著相关，相关系数为r 

0.311(p＝0.008)，而(B)用ELISA测量的MMP-8与CRP浓度浓度统计学显著相关，相关系数为

r  0.301(p＝0.011)(图4)。因此，相关性似乎与测试类型无关。用IFMA或ELISA测量的平均

MMP-8浓度(具有标准偏差)示于表9中。

[0102] 表9.用IFMA或ELISA获得的平均MMP-8浓度(具有SD)。浓度以对数方式转化。
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