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一种基因芯片数据的标准化处理策略及软件实现
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　　提　要:目的　建立基因芯片数据处理的标准化方法 , 研制一套实用 、可操作性强的软件Gene_Norm。方法　采用 cri-

teria将杂交点分为 good和 bad 两类。同时 ,在 bad 杂交点中寻找 turn-on-off点。最后 , 用平均 ratio 进行标准化处理。结果

　将软件Gene_Norm 应用于高密度芯片数据的处理 ,该芯片有 10 080 个杂交点 , 每个杂交点有 42个记录进行处理 , 得到了

较好的处理结果。讨论　本软件适用于大型数据文件的处理 , 且提供了许多参数以供选择 ,因此适用性和可操作性强。
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　　Abstract:Objective　To design a set of software Gene_Norm for the data processing of genechips by normaliza-

tion methods.Methods　Hybridization spots were divided into two groups:“good” and “bad”.Turn-on-off spots were
extracted from the “bad” spots.Normalization processing of data was performed by using average ratio.Results　Ap-

plication of Gene_Norm in the processing of high-density microarray data(10 080 spots , 42 records of each spot)result-
ed in satisfactory processing results.Conclusion　The software of genechip can be used to process large amount of da-

ta.Some parameters can be chosen manually , so the software is of simple operation and wide application.
　　Key words:microarray;normalization;software

　　基因芯片的数据分析简单来说就是对微阵列(mi-

croarray)高密度杂交点阵图像处理 ,并从中提取杂交点

的荧光强度信号进行定量分析 ,通过有效数据的筛选

和相关基因表达谱的聚类 ,最终整合杂交点的生物学

信息 ,发现基因的表达谱与功能可能存在的联系
[ 1～ 4]

。

因此 ,如何才能准确地提取出芯片数据(即 ratio 值),

减少噪声的干扰 ,是基因芯片数据分析的关键所在 ,该

处理过程被称为芯片数据标准化(normalization)。本研

究深入研究了噪声的产生过程 ,建立了 normalization处

理的基本策略 ,设置了许多可供选择的质量控制参数 ,

并介绍了作者研制完成的标准化(Gene_Norm)处理软

件的研制 。

1　芯片数据获取的基本原理

1.1　基因芯片上各克隆荧光信号的意义
　　当芯片经过杂交反应并由 Cy3 Cy5 染色后 , 就采用激光共

聚焦扫描原理 , 对杂交点(spots)进行荧光信号采集。这时 , 严

格配对的杂交分子 ,其热力学稳定性较高 , 荧光强;不完全杂交
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的双键分子热力学稳定性低 ,荧光信号弱(不到前者的 1 35 ～ 1 

5),不杂交的无荧光。当不同位点信号被激光共焦显微镜 , 或

落射荧光显微镜等扫描后 , 输入计算机转化为数字信号后 , 就

可得到 Cy3和 Cy5 两个扫描图像文件 ,见图 1。

图 1　基因扫描(杂交点)图

Fig 1　The scanned image of gene spots

1.2　图像获取
　　当扫描完成后 ,就同时导入同一区域两个通道(channel)扫

描的图像文件;将两个 channel扫描的图像用不同的颜色显示

并重叠。图 1 中 Cy3 用绿色表示 , Cy5用红色表示 , 黄色表示两

者的表达强度相同 ,黑色代表没有信号。在图像的获取过程中

会产生许多噪声 ,主要原因包括:芯片制作的质量和实验过程。
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其中实验过程是噪声的重要来源 , 如杂交的不均衡性 、染色的

不均 、冲洗过程的污染等等。因此 ,标准化方法应围绕这几个

方面进行。

1.3　图像的网格标定(griding)及数据的获取
　　将图像的点样克隆信号圈定杂交点 , 并将其内部区域作为

待分析的信号(图 2), 同时在圈定的各克隆周围再按照预设的

值圈定一定范围的区域 , 将该区域内的信号作为背景噪音;计

算机分析每个克隆扣除背景噪音后的信号强度 , 并按照不同的

要求给出两个 channel信号强度的相对比例。最后以文本形式

输出表达强度数据。

　　在这个过程中才能如何准确地圈定杂交点 s 是信号提取

的关键(图 2B), 解决该问题要用到计算机图像的自动识别技

术。但由于受到噪声的影响 ,所以目前仍然是研究的难点。

A:Griding image of gene spots;B:Refinement of gene spots by ci rcling

图 2　扫描图的 griding和 circling spots示意图

Fig 2　Diagram of griding and circling spots on scanned image

2　芯片数据标准化的基本策略

　　这里 ,我们主要围绕自行研制的软件 Genechip_Norm ,用图 3

的形式简单阐述。

图 3　标准化基本策略

Fig 3　Basic strategies for normalization

3　标准化方法的软件实现

　　本软件 Gene_Norm 是用 PowerBuilder6.0 编制完成的 , 适用

于对大型数据库的分析。该软件的主界面如图 4 所示。

图 4　Gene_Norm软件的主界面

Fig 4　The main interface of Gene_Norm

3.1　数据的输入格式
　　本软件适用于处理文本格式的数据文件 ,因为许多激光共

聚焦扫描的最后输出结果均为.txt的文本文件。该文档包括:

基因描述 、杂交点的定位参数 、杂交点的荧光强度参数 、杂交点

的背景强度参数 、杂交点与杂交点之间 、杂交点与背景之间各

种相关参数描述。图 5界面右下角的 Total number为读入的基

因总数目。

图 5　数据文件格式

Fig 5　Format of data file

3.2　标准化处理各个参数的意义
　　此步处理是整个标准化处理的关键。 在进行标准化之前 ,

必须确定以下几个参数(图 6)。这里 , 我们给出这些参数(crite-

ria)的具体意义:①M-STEPS:它决定了扫描图像区域划分的大

小 ,此值越大划分的区域越大 , 默认值为 300 , 表示 300 个点为

一个区域进行划分;②CORR:表示 Cy3 和 Cy5 两幅图像中同一

位置杂交点强度分布的相关一致性 , 0<CORR<1越接近与 1 ,

表明一致性越好;③CH1GB1、CH2GB2:Cy3和 Cy5图像中杂交点

内强度大于背景的像素占该杂交点所有像素的百分比 ,该值越

接近于 100%, 质量越好;④FLAG:人为观察图像后表定的点 ,

FLAG=1 表示删除该点 , FLAG=0 表示该点参与标准化;⑤

CH1KSP , CH2KSP:Komogorov-Smirnov似然统计量 ,描述杂交点的

强度分布与背景强度分布的相似的显著性;⑥Up_threshold ,

Down_threshold:分别表示上调和下调的界值;⑦GTB:在 bad杂交

点中杂交点强度大于背景强度中位数的倍数。当然 , 这些参数

也可以采用默认值(default)。
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图 6　标准化处理中几个重要的参数

Fig 6　Some important parameters in normalization processing

3.3　标准化处理结果的表达
　　在标准化处理后结果表达中 ,我们保留了原始数据文件的

所有数据。同时 ,给出了标准化后的 ratio , 如图 7中的 Nrat。图

图 7　结果表达

Fig 7　Results of normal ization processing

中的Mark 标定了哪些点是 good 杂交点(Mark=1), 哪些点是

turn-on-off 杂交点(Mark=2)。同时 , 我们可以使用 Find 命令在

结果中查找感兴趣的基因。

4　讨论

　　本研究简单介绍了Gene_Norm软件的处理策略 ,介

绍了各个参数的意义 。该软件使用了 Powerbuolder6.0 ,

因此 ,可以应用于对大型数据文件的处理 ,如我们曾将

该软件应用于高密度芯片的处理 ,该芯片有 10 080个

杂交点 ,每个杂交点有 42个记录进行处理 ,得到了较

好的处理结果。本软件设置了许多参数可供选择 ,这

些参数的确定主要依据芯片制作的质量和实验的质量

控制标准 ,当然如果对标准化处理的原理和过程不熟

悉 ,也可以使用默认参数 。本软件目前仍有许多地方

可以开发完善 ,如可以嵌入多种标准化计算方法 ,可以

将结果文件与图像文件联接 ,在查询基因时直接将该

杂交点显示出来 。
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关于计量单位的使用

　　在医学领域中几乎时时处处都离不开计量单位 。国务院于 1984-02-27公布了《关于在我国统一实行法定计

量单位的命令》和《中华人民共和国法定计量单位》 。1993-12-27国家技术监督局发布了《量和单位》国家强制标

准 ,全国必须统一采用的计量单位 。

　　我国的法定计量单位包括:①国际单位制的基本单位 ,如长度(m)、质量(kg)、时间(s)等;②国际单位制的辅

助单位;③国际单位制中具有专门名称的导出单位 ,如频率(Hz)、压力(Pa)、能量(J);④国家选定的非国际单位制

单位 ,如时间(min 、 h 、d)、转速(r min);⑤由以上单位构成的组合形式单位 ,如速度(m s)、浓度(mol L);⑥由词头

和以上单位所构成的倍数和分数单位 ,如μm 、kPa 、ml等。在医学写作时必须严格执行国务院的命令和有关的国

家标准。

　　各种单位除在无数值的叙述性文字中和科普读物中可使用中文名称或中文符号外 ,均应使用符号 。单位符

号都是正体拉丁和希腊字母 ,无复数形式 ,符号后不附加圆点(正常语法名字尾标点符号除外)。来源于人名的单

位 ,例如:Pa、Gy 、W等和 10
6
以上的词头 ,例如:M 、G 、T 等的首字母大写以外均为小写 , “升”的符号可用大写(L)

也可用小写(l),一般在单独使用不加词头时用大写。数值与单位符号之间 、单位符号与相邻的其他符号(例如:

化学元素符号)之间应留半个阿伯数字空隙 ,词头与其所组合的单位符号之间不需空隙。词头不能单独使用 ,也

不能重叠使用(例如:“mμm”应为“nm”)。
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