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主要内容



人类基因组研究战略和实验技术源源不断地产生了日益
庞大及复杂的基因组数据，这些数据已被载入公共数据
库，并改变了对几乎所有生命过程的研究。
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第一部分 概 述
“人类基因组计划”和“曼哈顿”原子弹计划,“阿波罗”登月计划，一起被
誉为自然科学史上的“三大计划。

图片来源：Charting a course for genomic 

medicine from base pairs to bedside Nature 

Volume: 470, Pages: 204–213 Date published: (10 

February 2011) 

http://www.nature.com/nature/journal/v470/n7333/full/nature09764.html


人类基因组计划(HGP)

the  human genome

NatureScience
在1990年左右项目启动。

2000年6月26日，国际基因组组织

宣布基因组草图完成。

2003年4月4日Collin Francs宣布人

类基因组项目完成。



一些重要模式生物的基因组测序



总的完成的基因组：13992
真核：2462（植物：218，动物：663，

真菌：1166，原生生物: 323，其他：13）
原核：50136
病毒：4940
质粒：6221
细胞器：7291

已经完成的基因组测序

Source: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/,2015.10.26

已经完成超过百万个人的全基因组重测序



转录组 功能基
因组学

生物芯片和测序技术是系统生物学研究的重要技术

➢ 一代测序技术

➢ 基因芯片

➢ SAGE

➢ 蛋白质芯片

➢ 差异显示、RDA（代表性差
异分析）

➢ Northern Blot  

基因组

蛋白质组

(DNA)

(RNA)

(Protein)

➢ 新一代测序技术



什么是生物芯片？

➢生物芯片的概念是Fodor等人于1991年提出(Fodor et al.,                                                    

1991, Science)。

➢生物芯片的概念：是借用电子芯片的概念，是指能够快速

并行处理多个样品并对其所包含的各种生物信息进行解剖的

微型器件，它的加工运用了微电子工业和微机电系统加工中

所采用的一些方法，只是由于其所处理和分析的对象是生物

样品，所以叫生物芯片(Biochip)。

➢高通量，平行化，微量化的分析手段。



生物芯片的分类

基因芯片

cDNA芯片

Oligo芯片信息生物芯片

蛋白芯片
生物芯片

微流体芯片

功能生物芯片

芯片实验室

组织芯片（微阵列芯片）

（微流控芯片）



生物芯片

药物机理研究

功能基因组研究

农林业

药靶发现

突变检测

军事、司法

疾病分子诊断

生物芯片技术的应用领域

…….

…….
药物筛选

药物开发



基因芯片(Gene chip)技术是指通过微阵列

(Microarray)技术将高密度DNA片段通过高速机器

人或原位合成方式以一定的顺序或排列方式使其附

着在如膜、玻璃片等固相表面，以同位素或荧光标

记的DNA探针，借助碱基互补杂交原理，进行大量

的基因表达及监测等方面研究的最新革命性技术。

第二部分 基因芯片



基因芯片发展过程

Southern & Northern 
Blot

Dot  Blot

Macroarray

Microarray



cDNA clones

(target)

PCR product amplification

purification

printing

microarray Hybridise target 

to microarray

mRNAprobe)

excitation

laser 1laser 2

emission

scanning

analysis

overlay images and normalise

0.1nl/spot

基因芯片的实验流程



基因芯片检测依赖核酸杂交原理



基因芯片的制作方法

•原位合成

•点样

• 光蚀保护 Affymetrix  

• Ink-jet Agilent

• Digital Micromirror Device
Nimbergene 

• 分子印章 东南大学

• cDNA PCR 产物

• Oligo

• 其它形式的基因产物



技术 探针类型 每个阵列的点数 实验室制备

接触点制 任意 ~30,000 是

喷墨点制 任意 ~20,000 是

无掩膜光刻技术 寡核苷酸 15,000 是

喷墨合成 寡核苷酸 240,000 否

基于掩膜的光刻技术 寡核苷酸 6,200,000 否

无掩膜光刻技术 寡核苷酸 2,100,000 否

微珠阵列 寡核苷酸 ~50,000 否

电化学阵列 寡核苷酸 ~15,000 否

已有的微阵列制备技术



公司 网站 定制芯片

Affymetrix http://www.affymetrix.com/ 是﹡

Agilent Technologies http://www.home.agilent.com/ 是﹡

Applied Biosystems http://www.appliedbiosystems.com/ 否

Applied Microarrays http://www.appliedmicroarrays.com/ 是﹡

CombiMatrix Corporation http://www.combimatrix.com/ 是

Illumina http://www.illumina.com/ 是

NimbleGen Systems* http://www.nimblegen.com/ 是﹡

Oxford Gene Technologies http://www.ogt.co.uk/ 是﹡

Phalanx Biotech http://www.phalanxbiotech.com/ 是

SuperArray Bioscience http://www.superarray.com/ 是

主要微阵列供应商，以及他们是否提供定制芯片服务

* 已于2012年6月年关闭这个系统



❖接触式点样
❖非接触式点样

点样制备芯片



基因芯片使用样品的种类、处理和纯化

DNA 用常规的抽提方法的可以，要保证DNA的纯度，

要求：A260/A280在1.6-1.8之间。

总RNA ：完整性和纯度 ，忠实性最好。

RNA mRNA：完整性和纯度，操作比较繁琐，容易降解。

cRNA：需要通过线性放大，适用于样品量较少，如血液中分离的细胞，

激光显微切割获得的细胞等。

新鲜的组织样本，细胞，FFPE组织，显微切割组织等



样本的质量控制

28S

18S

28S:18S>2.0

在0.5-2.0

Kb之间

Total RNA mRNA



基因芯片的杂交

▪ 样品的标记
标记方法

DNA：PCR，随机引物，缺

口翻译。

RNA：逆转录，线性放大。

标记物

同位素

荧光染料(Cy3, Cy5)

化学发光

▪ 芯片杂交
杂交体积(使核酸浓度增加

10万倍）

玻片: 2-200l

滤膜：5-50ml

杂交液和杂交液的组份(

杂交温度、时间

▪ 芯片的洗涤
洗涤液的组成

洗涤的温度、时间



基因芯片的扫描

▪激光共聚焦扫描
光源：特定波长的光

激发面积：<100平方微米

如：Agilent Scanner

▪CCD（电荷耦合器件）成像

光源：连续波长的光（如弧光灯）

激发面积：同时激发多个1平方厘米的面积



基因芯片的数据的处理和分析



基因芯片的数据解读和分析

1. 芯片图像的处理。

2. 芯片杂交后获得的数据与芯片的基因信息的连接。

3. 芯片数据的预处理及数据的可视化。

4. 数据处理和分析的算法。

5. 数据分析方法对新功能、疾病诊断和治疗等进行

预测。

6. 芯片的数据与多种资源和信息建立有效连结。



芯片图像的处理

➢ 芯片的图像信息存储在16位的Tiff图像里，每个点的强度

都是根据在这个点位置的相应像素的强度值得到的。

➢ 图像处理的基本目的是得到芯片上样点的具体信息。

➢ 常用的芯片图像处理软件：

Biodiscovery Inc. 的 ImaGene

Imaging Research Inc. 的 ArrayVision

Axon Instruments Inc. 的 GenePix Pro

Packard Bioscience 的 QuantArray

Stanford University 的 Scanalyse

Media Cybernetic 的 ArrayPro Analyzer





下表是整理后数据的一部分



芯片的基因信息

• 样点信息，包括Array ID, Clone ID, Probe ID 等。

• 对应的基因的序列信息或Probe序列。

• 基因的相关信息，包括GenBank ID, Unigene ID, 

Gene name, GO ontology,  Pathway 等。

• 芯片制备的目的、条件、方法；样品的制备、杂交

条件、环境条件和检测方法。



数据读取后的初步分析和可靠性评估

1、阳性信号检出率：取阴性质控点如DMSO的信号值，分
别计算其Cy3、Cy5信号平均值与2倍平均方差的和
（mean+2*STDEV），Cy3、Cy5信号值分别大于这一值
的基因点为检出点。

2、将一些质量很低，数据可能不准确的点予以滤出。

3、对芯片数据进行标准化处理。

4、数据的分布：一般用散点图来表示。

5、重复性一般用R2来表示。

片内 片间



数据的预处理 － 芯片数据的质量（1）

芯片数据的质量包括两个方面：整个芯片的质

量和芯片上点的质量。

评价整张芯片质量的最简单也是最常用的方法

是计算整个芯片的信噪比。信噪比低表示整张

芯片背景高，芯片的质量差。



数据的预处理 － 芯片数据的质量（2）

信号点的质量影响体现在5个方面

➢信号点的大小和规则度

➢信噪比

➢信号点周围的背景强度

➢信号点背景的均一程度

➢信号的饱和程度

一般在分析时，会先确定质量低的点，并滤除这

些点，这是数据处理的重要步骤。



数据的预处理 – 数据的标准化（1）

影响芯片原始数据的因素很多，在对芯片数据分析之前，必

须进行数据的标准化（normalization)。数据的标准化是要

减少芯片在处理过程中技术（系统）因素的影响，使检测的

结果能真实地反映生物功能地差别，芯片的数据只有经过标

准化处理后才具有可比性。

Normalization方法有按参与校正的基因分：

➢ 全部基因参与

➢ Housekeeping 基因参与

➢ Reference 基因参与



数据的预处理 –数据的校正（2）

按值的估计方法分有3种：

➢ 全局法（global method）

➢ 线性回归（linear regression）

➢ 局部加权最小二乘法（LOWESS)

无论那种方法, 目的使调整芯片技术导
致的误差, 但不能纠正由于mRNA样本
和芯片上探针基因本身所带来的误差。



数据的预处理 – 标准化前后的散点图

• 左图是未标准化处理的散点图

• 右图是经LOWESS处理的散点图

任何芯片数据进行分析前，都必须进行数据的标准化。



数据的初步分析 －差异基因的选择

➢ 一般来说，ratio>2或ratio<0.5认为是在两种样本表达有差

异。这方法没有考虑到差异表达的统计显著性。

➢ Z-score ( (X- μ)/ó), Z>2表示比率在平均比率加两倍方差之外，

差异基因有了统计意义。

➢ T-检验（ t-test ），从重复芯片中识别差异的表达基因。

➢ SAM。

➢ ANOVA。

现在识别差异基因方法已经有很多方法，它仍是数据处理中

的一个热点。



数据的可视化(1)－ 聚类分析

基因聚类分析的主要任务是确定相似表达模式的基因，

相似的基因可能具有共同的特征。

探索完全未知的数据特征

的方法

➢ 层次聚类(hierarchical 

cluster)

➢ K-means 基于向量的

➢ SOM

➢ 主成分分析(PCA)



一个实例

Nature Feb, 2000

Paper by 

Allzadeh. A et al

Distinct types of 

diffuse large 

B-cell lymphoma 

identified by 
gene 

expression 

profiling



SOM PCA



数据的深入分析(2)－Pathway 分析

它是聚类分析的延伸，若有一些基因在聚类分析中被认为
是同一群，我们可以判断 他们可能是同一个代谢途径

KEGG：

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Software : 

Pathway Assist；Pathway Editor；Pathway Finder 

Network/pathway：建议文献

Pilpel Y，etc. Identifying regulatory networks by 
combinatorial analysis of promoter elements.  Nat 
Genet 2001 Oct;29(2):153-9.



Pathway 分析



数据的深入分析(3)-基因的分类（GO）

分子功能
the tasks performed by individual gene products; examples 
are carbohydrate binding and ATPase activity

生物过程
broad biological goals, such as mitosis or purine 
metabolism, that are accomplished by ordered assemblies 
of molecular functions

亚细胞定位
subcellular structures, locations, and macromolecular 
complexes; examples include nucleus, telomere, and origin 
recognition complex



◆ 通过差异筛选、聚类分析，从数据中选出感兴趣的

基因，就面临深入了解这些基因的功能信息问题。

◆基因序列分析通常是通过公共数据库查询和序列生物

信息分析，如：NCBI中的GenBank、LocusLink、

UniGene库，欧洲的EMBL核酸库；日本的DDBJ库，

蛋白质序列数据库SWISS-PROT、PSD。

◆该部分包括：序列比对和数据库搜索，核酸序列和蛋

白质序列功能预测。

数据的深入分析(4)-基因的序列
和结构域的分析



◆序列比对和数据库搜索：两两比对，找出相似区域和

保守性位点，寻找可能的分子进化关系。常见的工具

有FASTA和BLAST。

◆核酸序列功能预测：在序列中寻找功能位点，以及标

记已知序列模式等过程。

◆蛋白质序列功能预测：通过分析识别蛋白的分子量、

等电点、二级结构、三级结构、四级结构、膜蛋白跨

膜区域、酶的活性点、蛋白间作用等。

数据的深入分析(4)-基因的序列
和结构域的分析



数据的深入分析(5)-文献的挖掘
（Text Mining or Literature mining)

对筛选出来的差异表达基因，通过前面的

一系列分析，已经有了很好的提示。利用

NCBI的文献库，可以用基因的GenBank ID或

者Unigene ID查询相关的文献，也可以用基因

名的主题词进行查询，查阅相关的主要文献，

尤其是综述，总结基因的功能。用芯片的数据

和基因的已知功能去解释观察到的现象的分子

机制。



一些常用的网址

✓ NCBI   www. ncbi.nlm.nih.gov

✓ Affymetrix    www.affymetrix.com

✓ Michael Eisen Lab at LBL (hierarchical clustering software “Cluster” 

and “Tree View” (Windows)) 

rana.lbl.gov/

✓ Stanford MicroArray Database (“Xcluster” (Linux))

genome-www4.stanford.edu/MicroArray/SMD/

✓ Review of Currently Available Microarray Software

www.the-scientist.com/yr2001/apr/profile1_010430.html

✓ Microarray DB 

www.biologie.ens.fr/en/genetiqu/puces/bddeng.html



基因芯片在生命科学和医学

研究中的应用



在基因组水平的应用
aCGH ：Array Based Comparative Genomic Hybridization

Mechanisms of disease onset 

and progression,

Identification of novel 

therapeutic targets, 

Drug resistance mechanisms 

and patient stratification

Biomarkers for diagnostics and 

prognosis 

from T. Ried, NEJM, 2004

• High-resolution

• High-throughput

• Quantitative

• Highly-flexibile

O
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（1）HCC（n＝41） and HCC cell lines （n＝12）
occur significant DNA copy number alterations as 

compared with normal livers （n＝2）, and 

adjacent non-cancerous livers （n＝5）

C=Cancer

N=non-cancerous liver

NL=normal liver

Red=amplification(gain)

Green=deletion(loss)

0           0.5            1          2.5 5

1、HBV-induced HCC have unique pattern of DNA 

copy number alterations 

Figure 1

Correlation between genomic DNA copy number alterations and 

transcriptional expression in hepatitis B virus-associated 

hepatocellular carcinoma 

Huang J et al., FEBS Letters. 2006



High-resolution Survey of Human Lung Cancer

Application: Copy Number (aCGH)

• Integrating high-resolution gene 

amplification and deletion data with gene 

expression profiling

• 93 focal copy-number alterations

• 74 amplifications

• 19 deletions

• median size = 1.53 MB

• 21 within highly focal subset with 

median size < 0.5 MB 

(spanning ~ 5 genes)

• 7 cross-tumor-type candidates

• Rational starting point for productive 

gene-discovery efforts



Autism Association 

Utilized ROMA and Agilent 244k arrays 

for CGH analysis.  

Key conclusions:

• Each de novo CNV was rare in 

patient population

• Lesions at different loci can 

contribute to autism

• Clear evidence that the two classes 

of autism, familial and sporadic, are 

genetically distinct

• Methods for detecting CNVs 

genome wide are a powerful 

alternative to traditional gene 

mapping approaches



CNV variation in copy number in the 

human genome



GWAS应用案例：银屑病易感基因LCE研究

研究结果：

该研究发现了一个新的位于染色体1q21

的LCE易感基因变异体，同时验证了已

知的两个易感位点：MHC和IL12B。

LCE基因编码表皮终末分化角质外膜蛋

白，该研究发现LEC基因变异与皮肤表

皮细胞更新速度异常有关，其基因变异

可以增加患病风险。

研究背景：
银屑病的发病率占世界人口的0.1％～3％，黄种人发病率为0.1％～0.3％。截至

2007年，我国银屑病患者已经达到458万人，但发病的基因背景尚不清楚。SBC

与安徽医科大学合作，采用全基因组关联分析手段，在大量样本中进行了中国

汉族人银屑病易感基因的搜寻和鉴定工作，探讨这类疾病的发病机理和遗传易

感性。
Nat Genet. 2009 Feb;41(2):205-10. 



Hybridize to microarray 
for detection

Crosslink protein-DNA complexes 
IP chromatin to enrich and capture bound DNA

Purify and amplify DNA fragments ChIP Analytics output

Regulatory proteins bound in vivo
to promoter DNA regions

Enriched pool
of protein-bound DNA

研究DNA和蛋白的相互作用



DNA 甲基化芯片

ReferenceTest

免疫沉淀，元件
富集

DNA纯化和标记

芯片杂交

DNA与蛋白结
合

……

……

基因

CpG Island，promoter 

Gene 1

Gene 2

Gene n

…
…

34-54 bp probes



Normal rats Rats 14 days peripheral nerve injury

Rat DRG cDNA libraries

7,523 genes and expressed sequence tags (ESTs)

cDNA array 

RT-PCR In situ hybridization Northern blotting

Gene expression profile

Physiological and pharmacological 

analysis of important molecules

NCBI rat DRG unigene library 

Xiao et al., (2002) PNAS. 99: 8360-8365

Identification of genes expression profile of  dorsal root ganglion 

in the rat peripheral axotomy model of neuropathic pain 

基因芯片在基因表达水平的应用



Markedly regulated 122 genes and 51 novel ESTs

Neuropeptides

Receptors,  

membrane proteins

Channels

Signal transduction 

modulators and effectors

Synaptic transmission

Growth-associated  

proteins

Cytoskeleton 

and cell motility

Metabolism

Protein modulation 

and protein synthesis

Others



Unexpectedly several antidepressant, antianxiety and anticonvolsant 

drug target moleculars  were up regulated in sensory neuron after 

axotomy. These provided the candidate genes for developing new 

drugs and therapeutic methods to treat neuropathic pain with 

minimal side effects.



Xu XR et al., PNAS, 98(26):15089-15094

Identified 2,253 genes or ESTs as candidates with 
differential expression by EST sequencing and 
cDNA microarray. Many genes involved in cell 
cycle regulation such as cyclins, cyclin-dependent 
kinases, andcell cycle negative regulators were 
deregulated in most patients with HCC. Aberrant 
expression of the Wnt--catenin pathway and 
enzymes for DNA replication also could contribute 
to the pathogenesis of HCC. 



Science, 1999, 286:531-537

不同类型疾病的
基因表达特征研究

acute myeloid leukemia acute lymphoblastic 

leukemia 



Gene Expression Signatures 

for Breast Cancer

Laura J. Van’t Veer, PhD

COO and Co-founder, Agendia

Head, Family Cancer Center 

Netherlands Cancer Institute

Application:  Gene Expression

• Identifying gene expression signature 

that reflects biological behavior of a 

tumor

• 70-gene prognostic profile tested

• 295 breast cancer samples

• outperformed all clinical variables for 

predicting patient survival

• Microarray classifiers to direct 

customized therapy

• Starting point for targeted and rational 

drug development

http://jncicancerspectrum.oxfordjournals.org/sub-journals/jnci/html/content/vol97/issue5/images/large/jncidji004f02_ht.jpeg
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走向临床诊断的基因芯片

2004年12月：罗氏公司 AmpliChip 

CYP450 Test 芯片诊断产品通过FDA

审核。

2007年2月：荷兰Agendia公司乳

腺癌预后诊断芯片MammaPrint

通过FDA审核。

2010年：美国Pathwork公司的TOO芯

片（Tissue of Origin Test）通过FDA

审核。

2004年，Affymetrix专门用于体外诊断

芯片的仪器系统——GeneChip System 

3000Dx（GCS 3000Dx）先后通过CE

和FDA的审核。

通过FDA或CE审核的诊断型芯片


