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基因芯片表达数据的标准化策略研究
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　　提　要:目的　从统计学 、数学和生物信息学相结合的角度 , 探讨针对不同密度基因芯片(microarray , gene chip)如何

进行数据标准化处理与分析 ,寻找表达上有显著性差别的基因。方法　在 Excel和 Spss 软件中 ,采用总强度标准化法(total

intensity normalization , TIN)和局部加权线性回归标准化法(locally weighted linear regression normalization , LWLRN)对高低密度

芯片数据进行分析处理。结果　这些方法能有效地减少系统误差产生的影响 , 使处理后的数据更加具有可比性和可靠

性。结论　本研究提供的分析方法在减少系统误差基础上能较好地找出芯片上有显著性差异表达的基因 ,不过标准化方

法还处于起步和发展的阶段 ,需进一步完善;但随着非线性技术的不断完善 , 计算机软硬件的快速发展 , 芯片海量数据分

析处理方面的研究将得到新的突破。
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　　Abstract:Objective　To explore how to conduct normalization and analysis of different density of gene chips

based on statistics , maths , and bioinformatics for the purpose of finding significantly differentially expressed genes.

Methods　By the aid of Excel and SPSS softwares , data from high or low density chips were analyzed by total inten-
sity normalization(TIN)and locally weighted linear regression normalization (LWLRN)methods.Results　These

methods could effectively reduce the influence resulted from the system errors , so the processed data were more com-
parable and reliable.Conclusion　The methods mentioned in this paper can be helpful for the finding of significantly

differentially expressed genes on the basis of decrease of system errors.However , normalization methods , still at the
beginning and developing stages , need to be further improved.With the development of non-linear technology , soft-

ware , and hardware of the computer , great achievements will be made in the studies of the analysis of enormous

amount of microarray data.

　　Key words:gene chip(microarray);normalization factor;expression ratio;significant difference

　　基因芯片是近年来实验分子生物学的技术突破之

一。如何对该技术产生的海量实验数据进行准确合理
的分析 ,已成为有效应用这项技术的主要瓶颈问题 ,并

已成为生物信息学的重要研究内容 。

　　简单地说 ,基因芯片数据分析就是对芯片上高密
度杂交点阵图像经过软件处理 ,从中提取杂交点的荧

光强度信号进行定量分析 ,找出表达上有显著性差异

的基因来构建表达矩阵 ,通过数据挖掘(data mining),
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最终整合出杂交点的生物学信息 ,从而发现基因的表
达谱与功能可能存在的某种联系。但是由于芯片制备

和点样等过程中随机误差和系统误差的存在 ,在确定

阳性表达基因时 ,往往有较大的假阳性率
[ 1]
。为此 ,我

们必须对提取的原始实验数据进行标准化处理 ,其目

的是减少系统变化所带来的误差 ,以平衡各个基因表
达水平在量纲上的和各个信道之间的差异来达到平

衡 ,从而使处理后的数据具有可比性。本研究将结合
笔者在常用的 Excel和 Spss软件中处理过的实例 ,给

出两种标准化方法处理的过程 。

1　理论及方法

1.1　散点图(scatter plot)
　　经过图像分析软件(Gene Pix Pro4.0)处理后得到＊.gpr 文
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件 ,在 Excel软件中打开即可得到芯片荧光强度信号经过转化

后的原始数据 ,经过数据整理 , 提取出我们需要进行分析的相

关数据列。

　　在做数据分析之前 ,我们首先作两种红绿信号强度之间的

散点图 , 具体分析为:①作散点图(Y轴--F635median-B635 , X 轴

--F532median-B532)或取对数得到相应的散点图 , 如图 1;②在散

点图上 ,看散点的分布是否在 y=x这条直线上:若点几乎分布

在一条直线上 ,可以不必进行标准化处理;否则 , 需要进行标准

化处理。

图 1　cy5 cy3(红 绿)两种荧光信号强度之间的散点图

Fig 1　The scatter diagram of the fluorescent intensities of Cy5 Cy3

(red green)

1.2　表达比(Ratio)
　　表达比是反映两种信号强度关系之间的最基本比较[ 2] 。

大部分微阵列实验研究的两个问题是:基于表达模式上与生物

学相关两个样本之间的关系;寻找有差异表达基因最为简单的

方法。

　　假如在一张芯片上有 N 个元素点(即点样点 , 每个点对应

于一个序列), 如果用 Ri 和Gi 分别表示红绿两种信号的荧光强

度值 , 且我们将两种红绿信号荧光强度的比(或 cy5 cy3 之比)

记为 Ratioi ,则有

　　　　Ratioi=
R i

Gi
⑴

　　(这里 i=1 , 2 , ..., N ,下面的 i表示相同意义),若取对数有

　　　　log2(Ratioi)=log2
R i

Gi

⑵

　　这里 Ri 和 Gi 可为信号的中位数(Median)和均值(Mean)等

强度值。

　　通常情况下 ,我们认为表达比 Ratioi 大于 2(或取对数后大

于 1)的基因表达是上调的 ,表达比 Ratioi 小于 0.5(或取对数后

小于-1)的基因表达是下调的。虽然表达比 Ratioi 为表达水平

改变提供了一个比较直观的衡量标准 , 但是这种认定标准是比

较粗糙的 , 并没有坚实的理论依据作为基础 , 因此会出现较高

的假阳性率;另一方面 , 有一些生物学意义上比较重要的基因 ,

其表达比变化不大 , 单用表达比分析就很难发现它们 。为此 ,

有时并不能直接根据原始表达比对芯片的表达数据进行有效

可靠的分析。

1.3　标准化方法
1.3.1　总强度标准化方法(total intensity normalization , TIN)　

　　首先给出一些假设条件:对于需要比较的两个样本 , 分别

以红绿两种染料标记染色(用 cy5 cy3 表示), 在生物特性相似

情况下 , 假设参与杂交的起始 RNA 数量是相等的 ,并且假定在

每个点样点里 ,有成千上万的单个 RNA 分子 , 每个分子的分子

量大约是相同的 ,在每个点样点里分子的数量也是相同的;另

外 ,我们假设芯片上的元素点表示对基因的一个任意取样

(sampling)。在这些假设基础上 ,我们认为:来自于每个样本大

约相等的被标记分子的数量应该杂交这些阵列元素点 ,从而对

于每个样本 ,所有元素点的杂交强度总和也应该是相等的。

　　根据这一思想 , 可以得到一个标准化因子(或归一化因

子), 用NF表示 , 即

　　　　NF=
∑
N

i=1
R i

∑
N

i=1
Gi

⑶

　　这里 Ri 和Gi 分别表示红(cy5)和绿(cy3)的信号强度值 , 可

为基因点信号的中位数(Median)或均值(Mean)等强度值。这时

对于红绿单个信号强度值 ,利用上述标准化因子, 可以表示为

　　　　Gi
′=NF＊Gi

　　　　R i
′=R i ⑷

　　那么经过标准化处理后的表达比这里记为

　　　　Ratioi
′=

R i
′

Gi
′=

1
NF
×

R i

Gi

⑸

　　校正后的所有 Ratioi
′的平均值为 1 , 上述方程等同于从原

始表达比 Ratioi 取以 2 为底对数的值中减去一个常量(即标准

化因子取以 2为底对数后的值),即为

　　　　log2(Ratioi
′)=log2(

R i
′

Gi
′)=log2(

R i
′

Gi
′)-log2(NF)　⑹

1.3.2　局部加权线性回归标准化方法(locally weighted linear re-

gression normalization , LWLRN)　　上述的总强度标准化方法 ,

在数据中可能会出现的某些系统性误差时 , 得到的结果会产生

一定的偏差。如发现 log2(Ratioi)值[即 log2(Ri Gi)] 对于强度有

一定系统依赖性(systematic dependence)[3 ,4] ,特别是对于低强度

[ log2(Ri Gi)为 0 或小于 0] 的信号点 , 这里的信号值接近背景

值 ,相对误差增加。对此 , 我们给出局部加权线性回归标准化

方法 LWLRN[1 ,5] ,该方法可以较好地改善 log2(Ratioi)值对信号

强度依赖所产生的影响。

　　LWLRN基于以下 3 个假设:①大部分基因并不是有差异变

化的;②上调与下调基因的数目相差不是特别大;③前两个假

设在信号范围内成立。为此这里我们最简单的设想方法是:对

于芯片上元素点的表达测量值 log2(Ratioi)是 log10(Ri＊Gi)信号

强度的一个函数 ,它们之间的散点图关系应该呈现一定的线性

关系。这里我们给出了一张高密度芯片标准化前的散点图 , 如

图 2。

　　局部线性回归标准化方法发现 R-I 图中存在有某些系统

偏差 , 其线性关系也不是特别好 , 通过建立一个局部线性回归

方程可校正这些偏差。对于每个点来说 , 该线性回归作为 log10

(Ri＊G i)的一个函数 、并从经验观测值 log2(Ratioi)中减去计算

好的最适合的所有 log2(Ratioi
′)的平均值。
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图 2　标准化处理前 log2(Ratioi)与 log10(Ri＊Gi)之间的散点关系

图(R-I图)

Fig 2　The scatter diagram of log2(Ratioi) vs log10(Ri＊Gi)before

normalization(R-I)

　　我们先作如下的假设

　　　　X i=log10(Ri＊Gi)

　　　　Yi=log2(Ri Gi) ⑺

　　根据所有的点(Xi , Yi)我们可以得到一条回归直线所对应

的方程 Y(Xi)=a Xi+b ,从而根据这个函数方程逐点校正 log2

(Ratioi
′)值 , 即为

log2(ratio i
′)=log2(ratio i)-y(xi)=log2(ratio i)-log2(2

y(x
i
))　⑻

　　或等同于下面的方程

　　log2(Ratioi
′)=log2(Ratio i＊

1

2y(xi)
)=log2(

R i

Gi

＊
1

2y(xi)
)　⑼

　　这里的 2y(xi)即相当于标准化因子 NF。同其他标准化方法

一样 ,我们对两种信号强度方程作如下转换

　　　　Gi
′=2y(xi)＊Gi

　　　　R i
′=R i ⑽

　　应用该方法后得到的 log2(Ratioi
′)与 log10(Ri＊Gi)之间的

散点关系图如图3。比较图2 和图 3 ,我们发现经过用回归校正

后的散点图形有更好的线性关系。

图 3　经标准化处理后 log2(ratioi)与 log10(Ri ＊Gi)之间的散点关

系图(R-I图)

Fig 3　The scatter diagram of log2(ratioi)vs log10(Ri＊Gi)after

normal ization(R-I)

2　实例分析

2.1　实例 1:1 152点密度基因芯片的分析
　　我们采用图像分析软件 Gene Pix Pro4.0 和数据处理软件

Excel与 Spss 对来自 NIA(National Institute of Aging)中的小鼠

Clone set里得到的 1 152 个元素点密度基因芯片 , 采用TIN进行

标准化处理。这里对两种荧光信号(635 代表红 , 532 代表绿)的

强度采用中位数(median)进行处理 , F 和 B 分别表示前景和背

景的荧光强度 ,标准化因子计算如下式:

　　　　NF=
∑
N

i=1
(F635 iMedian-B635 i)

∑
N

i=1
(F532 iMedian-B532 i)

　　经过标准化后我们发现 , 某些基因表达比 Ratio 在前后发

生了较明显的变化:1 152 点中 , Ratio>2 的基因从标准化前的

58 个变为标准化后的 51 个 , 而 Ratio<0.5 的基因从标准化前

的 276 个变为标准化后的 292;而且经过与原图像比较发现标

准化后的数据有更好的一致性 ,能更好的反映基因的表达比。

2.2　实例 2:7 680点密度基因芯片的分析
　　我们对 mouse7500Ⅱ型芯片(7 680 个元素点)采用 LWLRN

进行标准化处理。对两种信号真实强度的计算同 TIN。

　　经过标准化后我们发现 , R-I 散点图在标准化前后有了较

明显的改善 ,标准化后其线形趋势更好些 , 如图 4A、4B;发现表

达比 Ratio在标准化前后也发生了较明显的变化:7 680 点中 ,

Ratio>2的基因从标准化前的 327 个变为标准化后的 235 个 ,

而 Ratio <0.5 的基因从标准化前的 159个变为标准化后的240

个 ,而且经过与原图像比较发现标准化后的数据有更好的一致

性 ,能更好的反映表达比。

A:Before normalization;B:After normalization

图 4　R-I散点图分布情况

Fig 4　The R-I scatter plot

3　结果

　　本研究提出的两种数据标准化方法 TIN 和 LWLRN 可以有
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效地减少系统变化产生的误差 ,能比较满意的找出基因芯片中

在表达上有显著性差别的基因 ,处理后数据也更加具有可比性

和可靠性 , 主要表现在:①对于芯片图像上信号本来表达比较

强的点 , 经过 TIN 和 LWLRN 处理的数据更能反映每个点的真

实表达水平 , Ratio>2.0 的点呈现红色 , Ratio<0.5 的点呈现绿

色。②如有些强度本来比较弱的点 , 图像上显示的亮度不特别

明显 ,如图 5 ,但其表达比的改变比较大 ,经过 LWLRN标准化后

我们会选择出来 ,以避免漏选。 ③对于那些表达比变化并不是

特别大 ,但其信号强度又比较强的点(图像上显示黄色), 经过处

理后其表达水平也发生了明显变化 ,对这样的点可以避免错选。

图 5　芯片图像上的信号不强点分布情况

Fig 5　The distribution of poor spots on chip image

4　讨论

　　目前标准化方法并没有一个完全统一的标准
[ 6, 7]
。

大多数标准化算法(包括 TIN 和 LWLRN),既可以应用

于全局(全部的数据),也可以应用于局部(部分的数

据)的标准化。总强度标准化(TIN)方法在低密度(如

几十到几百个 ,一般 1 000个元素点左右附近)且信号

强度值较强芯片的数据分析中 ,应用得比较多 ,处理起

来比较方便 , 而且效果也不错。局部标准化也有其优

点:它能很好的校正阵列上系统的偏差 ,包括阵列上不

一致的元素点 ,表面的变化和与阵列点杂交上差别等。

然而 ,基因表达数据分析方法仍处于起步和探索阶段 ,

很多方法其应用还不是很完善 ,如 TIN 方法在低密度

芯片方面应用较好 ,但对于高密度的芯片 ,尤其对于那

些信号强度低的点来说 ,此法找出的差异基因存在些

许不足(如漏找或错找);不过 LWLRN方法比较好的

解决了这个问题 ,经过处理后的表达比可以更好的反

映基因的表达水平 ,也获得了令人比较满意的结果。

当然 ,由于背景信号太强 、点样等方面引起的系统误

差 ,本文提出的方法对其处理还不能完全消除 ,为此有

些方法还在进一步的完善发展中。
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　　(上接 593页)
病 ,多见于育龄妇女 , 极少数发生在绝经后。绒癌恶性程度高 ,

早期就可发生血行转移至全身 ,引起组织和器官出血坏死。 育

龄妇女的绒癌多数继发于葡萄胎及正常分娩后 , 肿瘤常位于子

宫肌层 ,也可突向宫腔或穿破浆膜 , 大小在 0.5 ～ 5 cm;中晚期

肿瘤可广泛侵入子宫肌层并破坏血管 , 造成恶性大出血。绝经

后的绒癌罕见 ,一般发生在绝经后 2 ～ 4 年 , 有多次分娩史[ 2] ,

临床以异常阴道流血为主要症状 , 容易误诊为子宫内膜癌 、子

宫肉瘤等。本例患者发病距末次妊娠 21 年 , 病灶巨大 , 且无子

宫外转移征象均增加了诊断的难度;及时纠正诊断的关键在于

诊刮和血HCG 的测定。由于绒癌的组织病理特点决定了诊刮

就可能导致急性大量出血 , 甚至危及生命 , 故术前必需做好针

对大出血的急救准备;从临床治疗看 , EMA-CO方案治疗绝经后

绒癌效果欠佳的主要原因是肿瘤体积过大;故对于这种肿瘤巨

大的绝经后绒癌应当在化疗 1 ～ 2 个疗程后及时采取手术 , 以

缩短治疗时间。此外 ,介入治疗也是一种良好的选择[ 3] 。

　　关键词:绒毛膜癌;绝经

　　中图法分类号:R737.3　　　文献标识码:B
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