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本发明涉及一种预测急性肺栓塞患者不良

事件的生物标志物及其应用，具体的，脂质运载

蛋白-2(Lipocalin-2，LCN-2)在血流动力学稳定

的急性肺栓塞预测长期不良结局中的应用，长期

不良结局是指全因死亡和/或静脉血栓栓塞复发

事件构成。本应用涉及：LCN-2能够独立预测血流

动力学稳定的急性肺栓塞的长期不良预后，同时

基于目前的危险分层，结合LCN-2(临界值11ng/

ml)能够提升中危组急性肺栓塞患者长期不良结

局的风险重分层能力。
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1.脂质运载蛋白-2(LCN-2)的如下应用，

(1)制备预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局的检测试剂盒；

(2)制备预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局的检测试剂；

所述的不良事件结局，包括但不限于：死亡、血栓栓塞复发；

所述的脂质运载蛋白-2(Lipocalin-2，LCN-2)，是由198个氨基酸构成的、相对分子质

量为25kDa的分泌型糖蛋白。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，

所述的血流动力学稳定的急性肺栓塞患者为按照《2014欧洲心脏病协会指南》评价为

中危组的患者；

所述的LCN-2为患者血浆中的游离LCN-2。

3.预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局是否高危的检测试剂盒，

所述的试剂盒包含：

(1)针对LCN-2的定量检测试剂；

(2)必要的显色和样本预处理试剂；

所述的脂质运载蛋白-2(Lipocalin-2，LCN-2)，是由198个氨基酸构成的、相对分子质

量为25kDa的分泌型糖蛋白；

所述的不良事件结局，包括但不限于：死亡、血栓栓塞复发；

所述的预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局是否高危的方法为：

当患者血浆LCN-2浓度大于或等于11ng/ml时，为高危人群；当患者血浆LCN-2浓度小于

11ng/ml时，为非高危人群。

4.根据权利要求3所述的试剂盒，其特征在于，

所述的血流动力学稳定的急性肺栓塞患者为按照《2014欧洲心脏病协会指南》评价为

中危组的患者；

优选的，所述的LCN-2为患者血浆中的游离LCN-2。

5.根据权利要求3或4所述的试剂盒，其特征在于，所述的针对LCN-2的定量检测试剂包

括但不限于：

(1)特异性结合LCN-2的抗体，所述的抗体包括但不限于多克隆抗体、单克隆抗体、单链

抗体、功能性抗体片段、抗体Fab区，纳米抗体、嵌合抗体、多特异性抗体；

(2)特异性结合LCN-2的配体蛋白或多肽；

(3)特异性识别LCN-2的非蛋白类化合物。

6.根据权利要求所述3或4所述的试剂盒，其特征在于，所述的检测试剂盒的类型包括

但不限于：

(1)酶联免疫法检测试剂盒；

(2)胶体金试纸检测试剂盒；

(3)化学发光检测试剂盒；

(4)流式细胞仪检测试剂盒。
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一种预测急性肺栓塞患者不良事件的生物标志物及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药生物技术领域，具体而言，涉及一种预测急性肺栓塞患者不良事

件的生物标志物及其应用。

背景技术

[0002] 急性静脉血栓栓塞症(VTE)，包括深静脉血栓栓塞(DVT)和急性肺栓塞(PE)，是造

成心血管疾病致死的重要疾病之一，具有高致死率与高致残率的临床特点。VTE临床表现最

严重的形式，急性肺栓塞的预后具有典型的异质性。绝大多数急性肺栓塞患者均为血流动

力学稳定的，约占95％，血流动力学稳定的患者的预后较好，早期死亡率为2％-15％，甚至

可视情况进行门诊治疗。急性肺栓塞患者长期死亡主要受合并疾病的影响，尤其是合并肿

瘤和心血管疾病的患者往往预后不佳，既往研究提示半数急性肺栓塞患者首次诊断后4年

内至少发生1次主要不良结局(全因死亡率及症状性VTE复发)。

[0003] 临床风险评价模型、生物标志物、心脏超声和影像学的评价有助于临床医生识别

高危风险的患者，然而无论是生物标志物或是临床预测模型，目前急性肺栓塞的预后研究

主要是基于短期(30天)预后进行评价，缺乏长期结局的预测指标或预测模型。针对血流动

力学稳定的急性肺栓塞患者的长期预后评价，不仅有助于患者的预后评估，而且长期危险

分层还对提升临床综合管理大有裨益。为寻找能够对血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长

期不良结局事件进行预测，前期通过既往已发表的急性肺栓塞动物模型的转录组学进行生

物信息学再分析，通过差异基因表达水平以及临床可应用价值选择潜在的急性肺栓塞生物

标志物(CN20171090953.6、CN201710910555.3、CN201710909523.1)，结果显示多种蛋白标

志物，尤其是脂质运载蛋白-2有可能具有作为血流动力学稳定的急性肺栓塞患者的预后评

价的候选生物标志物。

[0004] 本研究工作基于上述结果，进一步通过临床研究和随访，讨论血浆脂质运载蛋白-

2对血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件的预测价值。

发明内容

[0005] 本发明首先涉及脂质运载蛋白-2(LCN-2)的如下应用，

[0006] (1)预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局是否高危；

[0007] (2)改善血流动力学稳定的急性肺栓塞患者的长期不良事件结局的危险分层预测

模型；

[0008] (3)制备预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局的检测试剂

盒；

[0009] (4)制备预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局的检测试剂；

[0010] 所述的预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局是否高危的方

法为，

[0011] 优选的，所述的血流动力学稳定的急性肺栓塞患者为按照《2014欧洲心脏病协会
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指南》评价为中危组的患者；

[0012] 优选的，所述的LCN-2为患者血浆中的游离LCN-2；

[0013] 当LCN-2浓度大于或等于11ng/ml时，患者为高危人群；当LCN-2浓度小于11ng/ml

时，患者为非高危人群。

[0014] 所述的改善血流动力学稳定的急性肺栓塞患者的长期不良事件结局的危险分层

预测模型为；

[0015] 在《2014欧洲心脏病协会指南》危险分层模型的基础上，进一步以血浆LCN-2浓度

将中危组患者区分为高危和低危组，所述的血浆LCN-2浓度为11ng/ml，当患者血浆LCN-2浓

度大于或等于11ng/ml时，为高危人群；当患者血浆LCN-2浓度小于11ng/ml时，为低危人群；

[0016] 所述的不良事件结局，包括但不限于：死亡、血栓栓塞复发。

[0017] 所述的脂质运载蛋白-2(Lipocalin-2，LCN-2)，是由198个氨基酸构成的、相对分

子质量为25kDa的分泌型糖蛋白，又称为中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(Neutrophil 

Gelatinase-Associated  Lipocalin，NGAL)、原癌基因24p3或MMP-9的25kDaα-2微球蛋白相

关亚基。

[0018] 预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局是否高危的检测试剂

盒，所述的试剂盒包含：

[0019] (1)针对LCN-2的定量检测试剂；

[0020] (2)必要的显色和样本预处理试剂；

[0021] 所述的预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良事件结局是否高危的方

法为，

[0022] 当患者血浆LCN-2浓度大于或等于11ng/ml时，为高危人群；当患者血浆LCN-2浓度

小于11ng/ml时，为非高危人群。

[0023] 优选的，所述的血流动力学稳定的急性肺栓塞患者为按照《2014欧洲心脏病协会

指南》评价为中危组的患者；

[0024] 优选的，所述的LCN-2为患者血浆中的游离LCN-2。

[0025] 所述的不良事件结局，包括但不限于：死亡、血栓栓塞复发。

[0026] 所述的针对LCN-2的定量检测试剂包括但不限于：

[0027] (1)特异性结合LCN-2的抗体，所述的抗体包括但不限于多克隆抗体、单克隆抗体、

单链抗体、功能性抗体片段、抗体Fab区，纳米抗体、嵌合抗体、多特异性抗体等；

[0028] (2)特异性结合LCN-2的配体蛋白或多肽；

[0029] (3)特异性识别LCN-2的非蛋白类化合物；

[0030] 所述的检测试剂盒的类型包括但不限于：

[0031] (1)酶联免疫法检测试剂盒；

[0032] (2)胶体金试纸检测试剂盒；

[0033] (3)化学发光检测试剂盒；

[0034] (4)流式细胞仪检测试剂盒。

[0035] 本发明的有益效果在于：

[0036] 本发明研究了血浆中LCN-2的表达水平和血流动力学稳定的急性肺栓塞长期不良

事件结局之间的关系，本发明通过纳入170名血流动力学稳定的急性肺栓塞患者，利用
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ELISA技术对血流动力学稳定的急性肺栓塞患者血浆中的LCN-2表达水平进行了定量，评估

血浆LCN-2水平与中位随访467天长期不良结局事件的关系，同时评价LCN-2对提升危险分

层的能力。研究结局由全因死亡率或静脉血栓栓塞(VTE)复发构成。

[0037] 统计结果显示，血浆LCN-2水平升高能够预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者

长期不良结局，LCN-2是中危组人群危险分层有临床价值的生物标志物。

[0038] 脂质运载蛋白 -2 (LCN-2) ，又称为中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白

(neutrophil  gelatinase-associatedlipocalin，NGAL)，是脂质运载蛋白超家族的成员之

一。中性粒细胞是血浆中LCN-2的主要来源，炎症、感染、急性损伤、中毒、氧化应激和缺血再

灌注时LCN-2表达分泌增多。作为急性肾损伤最有前景的早期诊断和预后生物标志物，越来

越多的基础和临床证据表明，LCN-2是心血管疾病重要的诊断和预测生物标志物。

[0039] 因此，从临床实践预测血流动力学稳定的急性肺栓塞长期不良结局的角度出发，

通过评价住院期间血流动力学稳定的急性肺栓塞患者LCN-2表达水平，能够独立预测长期

不良事件结局，同时改善危险分层的模型。

附图说明

[0040] 图1、血流动力学稳定的急性肺栓塞患者与中危组急性肺栓塞患者在长期不良事

件组与非事件组的LCN-2水平比较。

[0041] 图2、血流动力学稳定的急性肺栓塞患者与中危组急性肺栓塞患者中LCN-2与长期

不良事件的关系。

[0042] 图3、中危组急性肺栓塞患者的ROC曲线。

[0043] 图4、LCN-2对中危组急性肺栓塞患者长期不良事件的一致性曲线。

[0044] 图5、Kaplan-Meier生存曲线所示中危组急性肺栓塞患者LCN-2≥11ng/ml和LCN-2

<11ng/ml的长期不良事件。

[0045] 图6、基于2014欧洲心脏病协会指南和生物标志物LCN-2的长期不良风险重分层流

程图。

[0046] 图7、LCN-2对血流动力学稳定的急性肺栓塞患者的长期不良结局的风险重分层总

结图。

具体实施方式

[0047] 实施例1：LCN-2水平升高预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良结局

[0048] 选择血流动力学稳定的急性肺栓塞患者170例，经过中位随访时间为467天(四分

位间距：288-715天)，根据随访结果将患者分为长期不良结局的事件组与非事件组，进行血

浆蛋白标记物的ELISA实验，通过检测LCN-2的表达水平，验证LCN-2能否有效预测血流动力

学稳定的急性肺栓塞患者长期不良结局。所述的长期不良事件结局，包括但不限于：死亡、

血栓栓塞复发。

[0049] 一、实验步骤：

[0050] 试剂盒： Human  Lipocalin-2ELISA  Kit

[0051] 1、试剂准备

[0052] 1.1实验材料及试剂

说　明　书 3/7 页

5

CN 110824170 A

5



[0053]

[0054] 1.2检测样品：170个血流动力学稳定的急性肺栓塞患者枸橼酸钠抗凝血浆。

[0055] 2、实验准备

[0056] (1)使用前将试剂盒以及样品常温放置，平衡至室温(18-25℃)；

[0057] (2)标准品稀释：分别将5X  Item  E、600X  Item  F和20X  Wash  buffer稀释至1X备

用，血浆稀释200倍上样；

[0058] (3)Assay  Diluent(Item  E2)使用去离子水稀释5倍备用；

[0059] (4)标准品准备:离心Item  C小管，然后加入400μL  1X  Assay  Diluent(Item  E2)

到标准品小管中，混合均匀后即为50ng/ml的标准品，抽取20ul  50ng/ml的标准品加入到

980ul  1X  Assay  Diluent(Item  E2)即为STD1；准备7个1.5ml小离心管，往所有管分别加入

300μL  1X  Assay  Diluent(Item  E2)缓冲液，之后依次标记为STD2、STD3、STD4、STD5、STD6、

STD7；然后用STD1梯度稀释标准品，抽取200μL  STD1加入STD2小管中，混匀后抽取该管中

200μL溶液加入到STD3小管中后混匀，依次方法直到配制好STD7，STD  8只是300μL  1X 

Assay  Diluent(Item  E2)即标准品0pg/ml；

[0060] 如下表所示：

[0061]

[0062] (5)洗液稀释：用去离子水将浓缩洗液稀释20倍备用；

[0063] (6)离心检测抗体小管(Item  F)，加入100μL稀释液1X  Assay  Diluent(Item  E2)

充分溶解，用移液器上下轻轻吹打，然后用稀释液1X  Assay  Diluent(Item  E2)稀释80倍后

使用；

[0064] (7)离心HRP-链霉亲和素(Item  G)，然后用稀释液1X  Assay  Diluent稀释600倍后

使用；
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[0065] 3、操作步骤

[0066] (1)将试剂盒以及样品平衡至室温(18-25℃)；

[0067] (2)已经包被抗体的ELISA板平衡至室温后，在对应的孔加入100μL配制好的标准

品及样品，用封板膜封住整块板条，4℃孵育过夜；

[0068] (3)吸去孔中的液体至废液缸中，将配制好的1X的Wash  Buffer洗液添加到洗板机

上，用洗板机清洗板条4次，每孔加入300μL洗液；

[0069] (4)每孔加入100μL配制好的LCN-2抗体(生物素标记抗体)，室温孵育1h，在摇床上

缓慢晃动；

[0070] (5)清洗步骤同3；

[0071] (6)每孔加入100μL配制好的HRP-链霉亲和素室温孵育45min；

[0072] (7)清洗步骤同3；

[0073] (8)加入100μL  TMB显色液至每孔中，室温避光孵育30min，在摇床上缓慢晃动；

[0074] (9)加入50μL终止液至每孔中，并立即将板放入酶标仪读数，检测波长设置为

450nm。

[0075] (10)采用sigmaplot  12 .0软件使用四参数逻辑回归模型(Standard  Curve  by 

Four-Parameter  Logistic  Regression  Model)方法绘制标准曲线，根据样品的吸光值计

算样品浓度值。

[0076] 4、实验结果：

[0077] (1)在血流动力学稳定的急性肺栓塞患者中，在发生长期不良事件组的患者血浆

LCN-2表达水平高于非事件组：

[0078] 对于血流动力学稳定的急性肺栓塞研究人群，待测血浆中的LCN-2蛋白表达水平

差异见图1，LCN-2在长期不良结局事件组的表达水平显著高于非事件组(13.23[IQR,7.39-

19.97]vs.8.55[IQR,5.99-13.81]ng/ml,P＝0.022,结果如图1A所示；自然对数转换后的结

果如图1C所示，P＝0.011)；

[0079] 在中危组(图A和C是全部研究人群(中危和低危)，B和D仅为中危组研究人群)研究

人群，LCN-2在长期不良结局事件组表达水平同样统计学显著高于非事件组(13.52[IQR ,

7.96-20.22]vs.8.41[IQR,6.31-11.93]ng/ml,P＝0.005,结果如图1B；自然对数转换后的

LCN-2结果如图1D所示，P＝0.003)。

[0080] 所述的中危组血流动力学稳定的急性肺栓塞患者按照《2014欧洲心脏病协会指

南》定义，包括中-低危组和中-高危组患者，详述如下。中-低危组：血流动力稳定，sPESI评

分≥1分，伴有右心室功能不全或心脏生物标志物水平升高，或二者皆不伴有；以及sPESI评

分＝0分，血流动力学稳定，伴有右心室功能不全或者心脏生物标志物水平升高的急性肺栓

塞患者。中-高危组：血流动力稳定，sPESI评分≥1分，同时伴有右心室功能不全以及心脏生

物标志物水平升高。

[0081] (2)LCN-2是血流动力学稳定的急性肺栓塞长期不良结局的独立预测生物标志物：

[0082] 图2A所示的研究人群为全部血流动力学稳定的急性肺栓塞患者(N＝170)，图2B的

研究人群为中危组急性肺栓塞(N＝126)。单因素Cox回归模型结果显示LCN-2对血流动力学

稳定的急性肺栓塞(HR＝4.15,95％CI:1.84-8.35；P＝0.001)以及中危组的急性肺栓塞患

者(HR＝4.56,95％CI:2.01-10.32；P＝0.002)长期不良结局有预测价值。
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[0083] 同样，经过模型1和模型2的校正后(校正模型1包括年龄和性别共两项指标，校正

模型2包括年龄、性别、恶性肿瘤、肺动脉高压和氧分压<60mmHg共五项这里的校正参数得大

致说一下)，多因素Cox回归分析结果显示经过模型1的校正后，LCN-2水平升高能够独立预

测急性肺栓塞患者的长期不良结局(血流动力学稳定的HR＝4.23,95％CI:1.84-9.72；P＝

0.001；中危组HR＝4.68,95％CI:2.06-10.65；P＝0.000)；经过模型2的校正后，LCN-2水平

升高同样能够独立预测急性肺栓塞患者的长期不良结局(血流动力学稳定的HR＝3.40 ,

95％CI:1.46-7.91；P＝0.004；中危组HR＝3.88,95％CI:1.63-9.23；P＝0.000)。结果可得，

LCN-2是全部血流动力学稳定的急性肺栓塞和中危组急性肺栓塞长期不良结局的独立预测

生物标志物。

[0084] (3)LCN-2水平升高预测血流动力学稳定的急性肺栓塞患者长期不良结局：

[0085] 图3的ROC曲线展示了临床变量模型、生物标志物LCN-2和临床变量模型+LCN-2全

模型，这三个预后模型对长期不良事件的区分能力；临床变量模型的曲线下面积AUC＝

0.686，LCN-2的曲线下面积AUC＝0.734，临床变量模型+LCN-2的全模型AUC＝0.802，显著高

于单纯临床变量模型的AUC水平(P＝0.017)。其中，临床变量模型根据单因素Cox回归分析P 

value<0.10的恶性肿瘤、肺动脉高压和PaO2<60mmHg构建。

[0086] 图4的一致性曲线图结果所示，LCN-2预测值趋势线的方程Y＝0.8937*X+0，斜率

Slope＝0.89，截距Intercept＝0.00。Hosmer-Lemeshow拟合优度检验的χ2值＝5.582(P＝

0.509)，说明LCN-2生物标志物对中危组急性肺栓塞患者的长期不良事件(MAEs)结局预测

能力的准确度较好。

[0087] 实施例2：在中危组急性肺栓塞患者中，血浆LCN-2水平能够改善不良事件危险分

层的预测模型

[0088] (1)中危组急性肺栓塞患者LCN-2水平≥11ng/ml的长期不良事件差于LCN-2<

11ng/ml的中危组患者：

[0089] 根据图3的ROC曲线计算Youden指数可确定截断值(cut-off  value)为11ng/ml，中

危组126名患者中，LCN-2≥11ng/ml有43人，LCN-2<11ng/ml有83人。

[0090] 中危组急性肺栓塞患者LCN-2≥11ng/ml和LCN-2<11ng/ml的长期MAEs结局如图5

的Kaplan-Meier生存曲线所示，LCN-2≥11ng/ml的中危组急性肺栓塞患者生存曲线显著差

于LCN-2<11ng/ml的中危组患者(Log-rank检验，P<0.0001)。

[0091] (2)LCN-2能够改善中危组长期不良事件的危险分层模型：

[0092] 图6所示为基于2014欧洲心脏病协会指南和生物标志物LCN-2的长期不良风险重

分层流程图。本研究纳入血流动力学稳定的急性肺栓塞患者170人，长期不良结局事件发生

17人(10％)；经过2014欧洲心脏病协会指南评价，中危组急性肺栓塞患者126人有16人

(12.7％)发生长期不良结局事件，低危组急性肺栓塞患者44人有1人(2.3％)发生长期不良

结局事件。

[0093] LCN-2能够进一步将中危组急性肺栓塞患者分成长期不良结局的中-高危组(共有

43人，事件发生率25.6％)和长期不良结局的中-低危组(共有83人，事件发生率6.0％)。

[0094] 由此可见，LCN-2有助于中危组急性肺栓塞的长期不良风险重分层，其总结图如图

7所示。

[0095] 最后需要说明的是，以上实施例仅帮助本领域技术人员理解本发明的实质，不用
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对保护范围进行限定。
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图3
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图4

图5
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图6
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