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高通量 ＤＮＡ 甲基化数据的处理和分析方法

王心宇，许颖出，刘洪波，王　 芳，张　 岩∗，苏建忠∗
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摘　 要：ＤＮＡ 甲基化作为一种表观遗传学修饰，在调控基因表达、Ｘ 染色体失活、印记基因等方面都发挥着重要的作用。 不同

的 ＤＮＡ 甲基化的预处理方法结合二代测序产生了大量的高通量甲基化数据，这些数据的存储、处理和分析是当前亟需解决的

问题。 在本文中，总结了目前存在的三种高通量 ＤＮＡ 甲基化检测技术（限制性内切酶法，亲和纯化法，重亚硫酸盐转换法），
以及针对这些技术产生的高通量数据开发的存储、处理和分析工具。 另外，还注重介绍了单碱基水平的 ＤＮＡ 甲基化检测技

术，ＢＳ－Ｓｅｑ 的测序原理、数据处理流程以及后续的分析工具。
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　 　 ＤＮＡ 甲基化是重要的表观遗传学修饰之一，以
往的研究表明，ＤＮＡ 甲基化在细胞发育和分化、调
控基因表达、Ｘ 染色体失活、基因沉默、疾病的发生

等方面扮演着重要的角色 ［１－３］。 在真核生物中，通
常是 ＣｐＧ 二核苷酸中胞嘧啶的第五个碳原子上发

生了甲基化（５ｍＣ），胞嘧啶甲基化也可能会发生在

ＣＨＧ 和 ＣＨＨ（Ｈ 是除 Ｇ 外的任意一种核苷酸）上。
全基因组的甲基化水平呈现双峰分布，而且低甲基

化的区域多数是在 ＣｐＧ 二核苷酸聚集区域（ＣｐＧ
岛） ［４］。 以往的研究发现，位于启动子区域的高甲

基化的 ＣｐＧ 岛与基因的沉默有关，可能是因为 ＤＮＡ
甲基化阻碍转录因子结合而直接抑制了基因转录。
在过去的几十年里，由于实验技术和费用的限制，
ＤＮＡ 甲基化的数据往往只检测了基因组的局部区

域，而且是低通量的数据。
二代测序技术的发展极大地推动了表观遗传调

控机制的研究，基于二代测序技术发展起来的 ＤＮＡ
甲基化的检测技术为 ＤＮＡ 甲基化的研究提供了大

量的高通量、全基因组的 ＤＮＡ 甲基化数据。 这些

高通量数据的产生使得 ＤＮＡ 甲基化研究的重点



由目标基因 ＤＮＡ 甲基化的检测转移到了全基因

组 ＤＮＡ 甲基化高通量数据的检测、存储、处理和

分析上。 近几年，研究者构建了多个 ＤＮＡ 甲基化

数据库，开发了大量的 ＤＮＡ 甲基化高通量数据的

处理和分析工具，使得深入的表观遗传调控机制

的研究成为可能。

１　 基于二代测序技术的 ＤＮＡ 甲基化
检测技术

１．１　 ＤＮＡ 甲基化预处理方法

甲基化后的胞嘧啶 （５ ｍＣ） 与普通的胞嘧啶

（Ｃ）在 ＤＮＡ 序列上并无差异，如果直接使用 ＤＮＡ
测序，将无法区分测得的胞嘧啶 Ｃ 是 Ｃ 还是 ５ ｍＣ。
所以检测 ＤＮＡ 甲基化需要首先对待检测的 ＤＮＡ 序

列中胞嘧啶进行预处理，将非甲基化的胞嘧啶 Ｃ 与

甲基化的胞嘧啶 ５ ｍＣ 区分开来，目前的 ＤＮＡ 甲基

化预处理方式主要分为三种：
（１） 限制性内切酶法（Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ）
限制性内切酶法是指利用甲基化限制性内切酶

（ＨｐａＩＩ， ＭｓｐＩ 和 ＨｈａＩ 等）在各自的识别位点对甲基

化的胞嘧啶有不同的敏感性来检测 ＣｐＧ 的甲基

化［５］。 限制性内切酶法结合二代测序的技术有 ＭＲＥ
－ｓｅｑ，ＭＣＡ－ｓｅｑ，ＭＳＣＣ 和 ＨＥＬＰ－ｓｅｑ。 尽管限制性内

切酶测序法成本低、高效，然而由于检测的 ＣｐＧ 位点

局限于酶切位点附近，基因组覆盖率低，另外还存在

ＣｐＧ 偏好性、酶切不完全导致的假阳性等问题，使用

这种方法检测 ＤＮＡ 甲基化的研究越来越少。
（２） 亲和纯化法（Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）
亲和纯化是利用甲基化 ＣｐＧ 结合蛋白（ＭＢＤ）

或者对 ５ｍＣ 特异的抗体来亲和提纯甲基化区域。
ＭｅＤＩＰ－ｓｅｑ 和 ＭＢＤ－ｓｅｑ 是最常用的两种结合亲和

纯化和二代测序技术的 ＤＮＡ 甲基化检测方法。 基

于测序的亲和纯化法能够快速、低成本地检测全基

因组范围内的甲基化水平，然而它只能获得区域的

甲基化水平，特别是 ＭｅＤＩＰ－ｓｅｑ 偏向于 ＣｐＧ 富集的

区域，分散的低密度的甲基化位点可能被识别成非

甲基化区域，目前还没有能够去除掉这种偏性的生

物信息学方法。
（３） 重亚硫酸盐转换法（Ｂｉｓｕｌｐｈｉｔｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ）
重亚硫酸盐转换结合二代测序技术是目前最精

准的 ＤＮＡ 甲基化检测方法，能够检测单碱基水平的

甲基化状态，被称为 ＤＮＡ 甲基化检测的“金标准”。
对基因组中未发生甲基化的胞嘧啶进行重亚硫酸盐

处理，将其转换成 Ｕ，经 ＰＣＲ 扩增后变成 Ｔ，重亚硫

酸盐转换对甲基化的胞嘧啶不起作用。 通过结合二

代测序，即可绘制出单碱基分辨率的全基因组 ＤＮＡ
甲基化图谱。 目前常用的重亚硫酸盐转换结合二代

测序技术的 ＤＮＡ 甲基化检测技术有 ＢＳ － ｓｅｑ 和

ＲＲＢＳ 等。
１．２　 二代测序技术

在使用 ＤＮＡ 甲基化预处理区分出未甲基化的

胞嘧啶和甲基化的胞嘧啶后，再使用二代测序技术

检测 ＤＮＡ 序列，来获取胞嘧啶上的甲基化状态。
目前二代测序技术主要分为三个平台：Ｒｏｃｈｅ、

Ｉｌｌｕｍｉｎａ、ＳＯＬｉＤ。 其中每种测序平台又拥有多种系

统，比如 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 就有 ＨｉＳｅｑ、ＧＡＩＩｘ 等系统。 不同的

测序技术在测得的 ｒｅａｄ 长度、精确性、通量都有差

异，适用于不同的研究目的需要。
１．３　 高通量 ＤＮＡ 甲基化检测技术进展

结合二代测序技术和 ＤＮＡ 甲基化预处理的

ＤＮＡ 甲基化检测方法，在近几年获得了大量的全基

因组的 ＤＮＡ 甲基化测序数据。
国外很多实验室产生了大量、精准的高通量

ＤＮＡ 甲基化数据，例如，Ｌｉｓｔｅｒ 等人于 ２００８ 年检测

的拟南芥全基因组甲基化谱和 ２００９ 年测得的人类

全基因组甲基化谱［６－７］，Ｓｔａｄｌｅｒ 等人于 ２０１１ 年测定

了小鼠胚胎干细胞和神经前体细胞的全基因组甲基

化谱等［８］。 国内近年来也产生了大量的高通量

ＤＮＡ 甲基化数据，例如，２０１０ 年，中科院昆明研究

所，华大基因和上海交通大学癌症表观遗传中心等

九家科研机构联合测定了桑蚕的单碱基水平的

ＤＮＡ 甲基化谱，王俊教授课题组测定的人类完全分

化的血细胞的全基因组 ＤＮＡ 甲基化谱等。 这些全

基因组水平的 ＤＮＡ 甲基化数据为表观遗传调控机

制的研究提供了数据资源。

２　 ＤＮＡ 甲基化数据储存和可视化

目前研究者构建了各种各样的数据库来存储世

界范围的各大实验室和科研机构产生的高通量

ＤＮＡ 甲基化数据，便于数据的查询、下载、可视化分

析及全球化的资源共享。 从第一个 ＤＮＡ 甲基化的

公共数据库 ＭｅｔｈＤＢ 由 Ｇｒｕｎａｕ 等人于 ２００１ 年构建

以来，已有多个和 ＤＮＡ 甲基化相关的数据库被开

发，例 如， ＮＣＢＩ 的 存 储 表 观 遗 传 修 饰 数 据 的

Ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ，主要包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰和

非编码 ＲＮＡ 等数据。 ＰｕｂＭｅｔｈ 是结合文本的基因

注释信息的 ＤＮＡ 甲基化数据库。 ＤｉｓｅａｓｅＭｅｔｈ 储存

７２ 种人类疾病相关的 ＤＮＡ 甲基化的数据库，并实

现了统计学分析及可视化［９］。
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３　 高通量 ＤＮＡ 甲基化数据的处理和
分析

　 　 结合二代测序技术和 ＤＮＡ 甲基化预处理的方

法，在近几年产生了大量的全基因组的 ＤＮＡ 甲基化

测序数据。 然而，因为存在多种测序技术以及多种

ＤＮＡ 甲基化预处理的技术，这些高通量的数据的存

储、处理和分析是目前 ＤＮＡ 甲基化研究的一个难点

和热点。 目前常见的高通量 ＤＮＡ 甲基化数据检测，
处理和分析的流程如图 １ 所示。
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图 １　 高通量 ＤＮＡ 甲基化测序数据的检测，处理和分析的方法及软件

Ｆｉｇ．１　 Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅｓ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

３．１　 ＤＮＡ 甲基化序列数据处理的挑战

３．１．１　 甲基化预处理方法的差异和测序技术的差异

ＭｅＤＩＰ－ｓｅｑ 和 ＭＢＤ－ｓｅｑ 只能检测某个区域的

甲基化状态，而 ＢＳ－Ｓｅｑ、ＲＲＢＳ 方法能够测得单碱

基水平的甲基化状态。 不同的 ＤＮＡ 甲基化检测方

法测得的数据也存在差异，需要不同的处理和分析

方法。
３．１．２　 ＭＢＤ－Ｓｅｑ、ＭｅＤＩＰ－Ｓｅｑ 数据处理的挑战

ＭＢＤ－Ｓｅｑ 和 ＭｅＤＩＰ－Ｓｅｑ 测得的序列数据可以

使用 Ｂｏｗｔｉｅ、ＳＯＡＰ 等短序列比对软件直接比对到参

考基因组上，用映射到某个区域的 ｒｅａｄｓ 数目来反

应这个区域的甲基化程度［１０－１１］。 然而，这两种测序

方法检测的区域偏向 ＣｐＧ 密集的甲基化区域。 当

某个甲基化区域的 ＣｐＧ 分散时，很有可能被视为非

甲基化区域。 基因组的不同区域上 ＣｐＧ 密度分布

是不均匀的，因而需要开发新的生物信息学方法来

校正，以获取基因组范围内准确的甲基化水平。
３．１．３　 ＢＳ－Ｓｅｑ、ＲＲＢＳ 数据处理的挑战

ＢＳ－Ｓｅｑ 和 ＲＲＢＳ 可以直接测得单个胞嘧啶的

甲基化状态，准确性很高。 然而，因为经过重亚硫酸

盐转换之后，ＤＮＡ 的序列发生了改变（Ｃ 变成了 Ｔ，
ｍＣ 和其他碱基保持不变），不能够直接比对到参考

基因组上。 另外，与 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 直观的碱基序列不同，
ＳＯＬｉＤ 测序将 ｒｅａｄｓ 利用颜色空间进行编码，将每一

个碱基与它邻近的碱基用一种颜色表示。 碱基序列

比对的工具不适用于 ＳＯＬｉＤ 测序产生的序列。
３．２　 ＤＮＡ 甲基化序列数据处理分析的研究现状

研究者已经开发的峰度探测软件包括 ＭＡＣＳ，
ＵＳｅｑ， ＰｅａｋＳｅｑ， ＦｉｎｄＰｅａｋｓ， ＢａｙｅｓＰｅａｋ 等， 其 中

ＭＡＣＳ 是目前最常用的峰值探测工具。 然而，目前

仍没有专门处理 ＭＢＤ－ｓｅｑ 数据的工具或软件来降

低或去除 ＣｐＧ 密度对 ＭＢＤ－ｓｅｑ 产生数据的影响。
研究者基于短序列匹配算法（Ｂｏｗｔｉｅ，ＳＯＡＰ 等）

开发了 １０ 多种专门处理重亚硫酸盐转换后的 ｒｅａｄｓ
的比对工具和算法，比如 Ｂｉｓｍａｒｋ， ＭｅｔｈｙｌＣｏｄｅｒ，
ＢＲＡＴ，ＢＳＭＡＰ，ＢＳ Ｓｅｅｋｅｒ， Ｂ － ＳＯＬＡＤＡ，ＳＯＣＳ －Ｂ，
ＢａｔＭｅｔｈ，ＲＭＡＰ －ＢＳ，ＦａｄＥ 等［１２－１４］。 其中，Ｂｉｓｍａｒｋ
是最常用的碱基序列比对工具，ＦａｄＥ， Ｂ－ＳＯＬＡＤＡ，
ＳＯＣＳ－ Ｂ， ＢａｔＭｅｔｈ 是可以处理颜色空间编码的

ｒｅａｄｓ。 如表 １ 所示。
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表 １　 ２０１１～ ２０１２ 年 ＢＳ－Ｓｅｑ 分析软件包比较

Ｔａｂｌｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅｓ ｆｏｒ ＢＳ－Ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｒｏｍ ２０１１ ｔｏ ２０１２

ＭｅｔｈｙｌＣｏｄｅｒ Ｂ－ＳＯＬＡＤＡ Ｂｉｓｍａｒｋ ＦａｄＥ ＢａｔＭｅｔｈ

比对工具 Ｂｏｗｔｉｅ ／ ＧＳＮＡＰ Ｂｏｗｔｉｅ Ｂｏｗｔｉｅ － －

语　 言 Ｐｙｔｈｏｎ Ｐｙｔｈｏｎ Ｐｅｒｌ － －

支持序列类型 单 ／ 双末端 单末端 单 ／ 双末端 － －

输　 出 比对结果，甲基化水平 比对结果，甲基化水平 比对结果，甲基化水平 － －

特　 点 无偏比对，高效率 高效率 无偏比对，高效率 信息熵 适用于 ＳＯＬｉＤ 和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ

时　 间 ２０１１ ２０１１ ２０１１ ２０１２ ２０１２

形成软件 是 是 是 否 否

被引用次数 １５ ８ ８６ － ２

４　 ＢＳ－Ｓｅｑ 的数据处理及分析

４．１　 ＢＳ－Ｓｅｑ 的原理

ＢＳ－Ｓｅｑ 先利用重亚硫酸盐转换将普通的胞嘧

啶变为 Ｕ，而甲基化的胞嘧啶保持不变，然后使用

ＰＣＲ 扩增使得 Ｕ 变成 Ｔ。 对转换和扩增后的 ＤＮＡ
序列进行测序，将得到的 ＤＮＡ 序列与参考基因组进

行比较。 认为 Ｃ－Ｃ 配对（参考基因组上在某个位置

上是 Ｃ，测得的 ｒｅａｄｓ 在该位置上也是 Ｃ）的就是甲

基化的胞嘧啶，Ｃ－Ｔ 配对的是非甲基化的胞嘧啶。
如图 ２ 所示。

重亚硫酸盐转换

NGS

PCR扩增

原始的正链

正链的互补链

负链的互补链

原始的负链

正链

负链

图 ２　 ＢＳ－Ｓｅｑ 原理

Ｆｉｇ．２　 ＢＳ－Ｓｅｑ ｐｒｏｔｏｃｏｌ

４．２　 ＢＳ－Ｓｅｑ 数据处理流程

使用 ＢＳ－Ｓｅｑ 测得的序列数据通常为 ｆａｓｔｑ 或

ｆａｓｔａ 格式。 从序列数据中获得单个胞嘧啶的甲基

化水平一般包括以下几个步骤，如图 ３ 所示：

①质量控制

③获取甲基化水平

②序列比对

BS
-S

eq
比
对

和
分
析
工
具

图 ３　 ＢＳ－Ｓｅｑ 数据处理流程

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ＢＳ－Ｓｅｑ ｄａｔａ

　 　 （ １） 序列的质量控制。 对于真实的数据，当
ｒｅａｄｓ 的长度增加时，测序的错误率倾向于升高。 另

外，ｒｅａｄｓ 上包含的引物会降低匹配到基因组上的准

确率。 因此，有时候会对序列数据进行碱基质量分

数控制、修剪引物等处理。
（２）序列比对。 ＢＳ－Ｓｅｑ 产生的序列与基因组

上的原始序列存在差异（普通 Ｃ 变为 Ｔ，互补链上的

Ｇ 变成了 Ａ），需要使用 ＢＳ－Ｓｅｑ 特有的序列比对软

件（Ｂｉｓｍａｒｋ 等），将 ＢＳ－Ｓｅｑ 产生的序列数据比对到

参考基因组上。
（３）产生甲基化水平。 从 ｒｅａｄｓ 的基因组位置

中获得每个胞嘧啶的甲基化 ｒｅａｄｓ 数和非甲基化

ｒｅａｄｓ 数。 然后使用公式 Ｍ ／ （Ｕ＋Ｍ）计算某个胞嘧

啶的甲基化水平，Ｕ 和 Ｍ 分别是在这个胞嘧啶上的

非甲基化 ｒｅａｄｓ 数和甲基化 ｒｅａｄｓ 数。
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４．３　 甲基化水平的后续分析

将单个胞嘧啶上的测序信息转换成了［０，１］的
ＤＮＡ 甲基化水平后，研究者开发了一系列的 ＤＮＡ
甲基化数据分析工具，实现从 ＤＮＡ 甲基化水平中寻

找甲基化模式和统计学分析等功能，以方便实验生

物学家进行进一步的 ＤＮＡ 甲基化调控机制的研究。
张岩教授课题组于 ２０１２ 年开发了一个可视化

工具 ＣｐＧ＿ＭＰｓ，可以从标准化后的 ＤＮＡ 甲基化水

平中筛选甲基化区域和非甲基化区域［１５］。 Ａｌｔｕｎａ
等人也于 ２０１２ 年开发了一个 Ｒ 包，实现了对 ＤＮＡ
甲基化水平的样本质量可视化、差异甲基化分析、功
能注释等功能［１６］。

５　 总　 结

基于二代测序技术的 ＤＮＡ 甲基化检测方法极

大地推动了 ＤＮＡ 甲基化的研究。 研究者基于这些

技术产生的高通量数据开发了一系列的生物信息学

工具，然而，仍然有许多问题需要解决。 目前已经开

发了许多种工具可以处理和分析 ＢＳ－Ｓｅｑ 数据，然
而对于 ＭＢＤ－Ｓｅｑ 和 ＭｅＤＩＰ －Ｓｅｑ，虽然也有一些工

具，但却还无法解决 ＣｐＧ 密度偏性的问题。 对于

ＢＳ－Ｓｅｑ 的数据，颜色空间编码的碱基序列比对的精

度和效率依然是一项挑战。
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［１６］ ＡＫＡＬＩＮ Ａ， ＫＯＲＭＡＫＳＳＯＮ Ｍ， ＬＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ｍｅｔｈｙｌＫｉｔ：
ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ｒ ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ⁃
ｗｉｄｅ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ［ Ｊ ］， Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０１２， １３：Ｒ８７．
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