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甲基化芯片实验过程质量控制方法(数据统计分析要点及实验结果的验证和数据的可视化处理&

方法
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利用文献(
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甲基化实验数据探讨
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甲基化研究中的方法学&结果
!
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甲基化芯片初筛异常过程应多在步骤质

量控制工作中!包括
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片段化(免疫共沉淀阳性对照的选择(去除原始扫描噪音信号和数据均一化处理&
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甲基化芯片的

结果可采用常用的甲基化特异性
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"
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%和甲基化测序
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甲基化芯片分析数据的可视软件为
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结果的可视化可采用
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系统下的执行软件
ia7*
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&结论
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甲基化研究!应从多角度控制实验的设计和数据的产生及结果的分析&
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甲基化作为一种重要的表观修饰方式#它可在不改

变基因序列的情况#调控基因的转录#近年来已成为生命研究

的热点之一(

!

)

'

b̂*

甲基化一旦发生紊乱#可导致包括肿瘤*

胚胎发育*老年化进程以及自身免疫性在内的多种疾病状

态(

#
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'由于
(
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M

岛甲基化所致的抑癌基因转录失活是一个可

逆转的基因修饰过程#且该逆转过程$
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M

岛去甲基化&可直

接恢复抑癌基因功能#因此#
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去甲基化调控抑癌基因功能

的研究已成为肿瘤基因治疗的新型手段之一(
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甲基化

的研究手段多样#其中#
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甲基化芯片属高通量*高效率的

研究手段之一(

$
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#在
b̂*

甲基化研究中应用非常广泛#对研

究者的要求亦较高'从
b̂*

甲基化基因芯片设计*芯片数据

的质量控制*后期的数据分析*数据的
b̂*

甲基化特异性

V(P

*

(U6P*

*

6RV

测序等验证方法到数据的可视化显示#需

要研究者熟悉诸多软件的使用'本研究将
b̂*

甲基化研究

中的质量控制*数据分析过程以及常用的软件使用予以介绍#

并探讨这些数据分析过程中应注意的地方'

>

!

材料与方法

>%>

!

材料
!

b̂*

甲基化原始芯片数据#甲基化测序
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&数据#分析所需各种在线*本地安装

软件#如
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*
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方法
!

采用文献学习及软件学习法#分析实验过程中质

量控制的必要方法#统计分析各种实验数据#进行引物设计以

及研究数据的可视化处理等'
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结
!!

果
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芯片的设计与质量控制
!

目前常用的商业
b̂*

甲基化

芯片主要由
P:FC@>2;4,B@

3

@2

和
*

3

;B@2A

两个公司生产'芯片

包括
(C;

K

>:2>(C;

K

和
7@̂8V>(C;

K

芯片#根据实验设计的需

要#可选择不同的类型'这两种较常用的甲基化芯片类型包括

多种不同分辨率的芯片#芯片杂交的探针既可囊括基因组

(

K

M

区和启动子区#亦可专门针对启动子区的
b̂*

甲基化'

以
7@̂8V>(C;

K

芯片为例#整个
b̂*

甲基化芯片实验应包括

如下质控步骤!$
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&超声打断基因组产生的片段应在
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!''',

K

范围内%$

#

&甲基免疫共沉淀过程质控应选择明确的

甲基化区域#如印记基因
c;-A

做阳性对照#同时选择如
*FA,

#

*

K

DA

等基因作为非甲基化区域的对照%$

"

&通过对基因芯片扫

描的原始数据进行分析#校正异常杂交信号#去除噪音信号#并

通过对信号点$

7*>

K

B:A

&的分布明确信号值的均一性#进一步

采用相关分析判断重复实验的再现性和配对样本间的相关性%

$

$

&数据分析过程质量控制#首先要进行数据的均一化处理以

0!=!

重庆医学
#'!#

年
.

月第
$!

卷第
!=

期

"

基金项目"重庆市生殖健康与出生缺陷重点实验室开放课题$

'/'!

&%重庆市科委项目$

(R(?#''066&#=!

&'

!

#

!

通讯作者&

?@B

!

!"##'#0"="0

%

)>4+;B

!

9;2

3I

,

"3

4+;B%F:4

'



表
!

!!

7@AC

I

VD;4@D

设计的
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V(P
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判断出不同芯片间的
b̂*

甲基化差异#其次是对明确的区域

和整个基因组的差异甲基化区域进行判别#这一过程在

P:FC@>b;4,B@

3

@2

中主要由
b;4,B@RF+2G#%&

软件完成(

&

)

'
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甲基化数据分析
!

b̂*

甲基化芯片数据结果#除了可进

一步进行统计学分析外#差异甲基化基因启动子或
(
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岛的

可视化#如
P:FC@>b;4,B@

3

@2

公司的数据可采用
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2+B7+

K

进

行阅读#即导入注释数据和
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格式的
V@+Q

数据和
B:

3

#8V
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K
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数据后#可根据
b;4,B@RF+2

输出的统计结果#查找差异

b̂*

甲基化基因的位置*大小*转录起始与终止区域*
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点
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值$图
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图
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甲基化数据分析图
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区域'
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预测出
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基因的两个
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引物设计
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基因的外显子区查找
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'除了搜索启动子

区#研究者还可以根据目的基因甲基化所在位置#选择
&g>

a?P

和外显子区'具体搜索的方法及限制#可使用搜索引擎

搜索如下关键词+

a(R(

启动子查找,'应注意的是#
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M@2:4@6D:O-@D

注释数据库有
C
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!.
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*

!/

和
!0

版#在搜索

时#应注意选择搜索的数据库版本与
b̂*

甲基化芯片数据的

注释数据库版本相对应'除了
a(R(

数据库外#

b(68

的
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4B

&亦可以搜索启动子区'搜索引擎的选择#通常是根据芯片

结果注释时所采用的数据库来决定的'更多的情况下#芯片注

释使用的数据库是
a(R(M@2:4@6D:O-@D

'
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引物设计软件
!

甲基化芯片结果验证最常用的方法是

甲基化
V(P
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@F;E;FV(P

#
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&和硫化测序
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Y
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V(P

#
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&'甲基化引物设计是
7RV

和

6RV

中的关键'研究者最常用的甲基化引物设计软件是在线
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'研究者可将已知的启动子区拷贝到该软件的窗口

后#选择
(

K

M

岛的大小*限制
M(

含量等限制条件后#即可自

行设计
7RV

或
6RV

引物'通常情况下
7@AC

IK

D;4@D

会在

(

K

M

岛区域设计引物#但有些基因的引物设计结果却并不在

软件预测的
(

K

M

岛区$图
#
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&基因'将该基因启动子区*

&ga?P

区和
(̂ -

区序

列后拷贝到
7@AC

IK

D;4@D

后#软件预测出了两个
(

K

M

岛#分别

位于
.=#

!

00.

区域和
!''!

!

!!"!

区域#设计出的
&

对
7RV

引物均全部位于
"#&

!

&$#

区域内#而非
(

K

M

岛区域'因此#

这类基因引物的设计就需要研究者先根据自己的知识经验来

限定
(

K

M

岛区#再依据甲基化引物设计的要求自行设计'

b̂*

甲基化引物设计的原则主要有!$

!

&引物扩增区域最好位

于转录起始位点$

AD+2-FD;

K
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#
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&
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以内%

$

#

&引物至少应包括
"

个以上$多数情况下
$

个或更多&
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%

$

"

&预测的退火温度大于
&& T

(

0

)

'根据上述要求#设计的
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基因引物见表
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#可本地安装后使

用'该软件进行
(

K

M

岛预测后#能够准确地设计出位于
(

K

M

岛区域内的引物及其扩增区$图
"

&'引物设计时#软件还会提
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醒使用者选择哪个
(

K

M

岛来设计引物#设计出的引物与

7@AC

K

D;4@D

人工设定的区域很接近'这个软件比较简单易

用#推荐初学者使用这一软件'熟练者#可将二者结合使用'

利用
7@AC

I

BVD;4@D)N

K

D@--

设计
*5Z6W"7RV

引物$表
!

*

#

&'设计好的甲基化引物可通过
6B+-A

$

CAA

K

!""

4@9

3

@2%

H

3

@2A%,@
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"&进一步验证#确保其目标扩增序列的

特异性'此外#
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@2A

网站
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"
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4

K

D;4@D-%

K

C

K

为研究者提供了部分基因甲基化启动

子序列#这些序列均是被研究者实验过程所验证的引物'

图
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岛和设计的

甲基化引物起始位点图
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!

6RV

结果的可视化
!

目前#多款软件被用于
6RV

结果的

可视化和
(
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M

甲基化位点的统计分析#包括
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