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摘　 要：如何从庞大的基因表达数据库里挖掘出有价值的信息，并做出科学的生物学诠释，是基因表达分析领域的重要挑战。
富集分析为解决这一问题提出了合理的方案。 用 Ｐｅｒｌ 语言写了一个脚本———Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ，可根据基因注释信息进行基

因富集分析，并利用 Ｆｉｓｈｅｒ＇ｓ Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ 做检验。 富集分析先根据生物学知识将基因归类，然后进行基因差异表达分析，提高数

据的可解释性。 并利用 ３ 篇 ＳＣＩ 文章的差异基因数据，对本 ｐｅｒｌ 脚本进行了对比测试，证明本 ｐｅｒｌ 脚本算法正确可靠。
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　 　 在基因组和转录组迅速发展的今天，如何从庞

大的基因表达数据库里挖掘出有价值的信息，并做

出科学的诠释，是基因分析领域的重要挑战和关键

问题。 生物统计学家们利用 ｔ 检验、比值法、固定效

应模型、混合效应模型等多种统计分析方法，对筛选

出的差异表达的单基因进行分析比较，推测和预测

其可能的功能［１］。 然而，单个基因分析在组间基因

表达量差别较小、差异基因数量过大且没有统一分

类信息时，容易出现假阴性和无法解释的现象。 之

后，生物学家们总结了单基因分析的缺陷，提出了以

基因集（Ｇｅｎｅ ｓｅｔ）为基础的基因富集分析法（Ｇｅｎｅ
ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＧＳＥＡ） ［１］。

从 Ｄｉｓｅａｓｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＤＯ）， Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ），
Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ），到



Ｒｅａｃｔｏｍｅ Ｐａｔｈｗａｙ 等多种基因富集性分析方法不断

被推出。 科学家们借助各种生物信息学的数据库和

分析工具进行统计分析， 对不同层次、不同来源的

数据进行归纳与整合，力图找到目标基因与库中有

相同或类似功能基因集之间的相关性［２－８］。 具体是

对一组基因（共表达或者差异表达）中某个功能类

别的显著性利用超几何分布分析进行检验，这个功

能类别可能就是导致样本性状差异的最重要的功能

差别，其功能特征会阐明样本变化的内在生物学意

义。 常用的统计学方法主要是基于 Ｆｉｓｈｅｒ ｔｅｓｔ［２，３，７］

和 ｃｈｉ⁃ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ［８］检验。
目前做富集分析已经开发了很多软件工具：有

ＧＦＩＮＤｅｒ， ＧＯＡＬＩＥ， ＧＯＴＭ， Ｌ２Ｌ， Ｏｎｔｏｌｏｇｙ
Ｔｒａｖｅｒｓｅｒ， ＰｒｏｆＣｏｍ， ＳｅｑＥｘｐｒｅｓｓ， ＳＴＥＭ 等。 但是绝

大多数都是通过 ｗｅｂ 和其对应的数据库中的数据

进行分析，对于个人的或者特殊的物种无法分析。
其中 ＧＳＥＡ 是最有名的软件，但是它基于芯片的分

析软件，老版本对现今的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据不适用，最
新的版本用起来并不是很方便。 ＤＡＶＩＤ 可用 Ｇｅｎｅ
ＩＤ 或 ｓｙｍｂｏｌ 做 ＧＯ 分析，但是无法对其数据库中没

有的基因 ＩＤ 进行分析。 本文中介绍的 Ｐｒａｃｔｉｃａｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅｐｏｒｔ Ｌａｎｇｕａｇｅ（ｐｅｒｌ）脚本可以利用

研究者现有的基因表达差异和注释数据，进行分析。

１　 数据库

　 　 基因集是先验的生物学知识的集合，即已被证

实了的生物通道、基因共表达信息等。 目前常用的

定义基因集的基因注释数据库有 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 等。
ＧＯ 是基因本体联合会建立的数据库，旨在构

建一个可以随着细胞中基因和蛋白质功能知识的累

积和变化，进行统一描述的语义词汇标准。 它是根

据不同实验目的，筛选出差异表达基因，分析差异表

达基因在 ＧＯ 数据库中的分布情况，从而诠释实验

中样本差异在基因功能层面上的差异体现。 ＧＯ 共

有 ３ 层结构的定义方式：分子功能，生物过程和细胞

组成［９］。 在 ＧｅｎＢａｎｋ 中，基因与其编码的蛋白都有

着特殊的 ＩＤ 编号一一对应，也有能通过序列注释的

方法找到与之对应的 ＧＯ 号［１０］，找到检索的全部分

子功能所处的位置和关系信息。
ＫＥＧＧ 是整合了生物化学、基因组学以及系统

功能组学的信息的基因功能系统分析知识库，这个

数据库有助于科研工作者从分子通路水平来解释生

物系统高层次功能的数据库。 ＫＥＧＧ 不仅可以提供

出色的整合代谢途径查询，还可以利用 Ｊａｖａ 的图形

工具访问基因组图谱，对基因组图谱、表达图谱和序

列进行图形比较和通路计算。 ＫＥＧＧ 是一个综合数

据库，它们大致分为系统信息、基因组信息和化学信

息三大类。 进一步可细分为 １６ 个主要的数据

库［１１］。 科学家们将属于同一 ＫＥＧＧ 基因通路（ＫＯ
分类）的基因定义为一个基因集。 在生物体内，不
同的生物学功能是通过不同基因间的相互协调互作

而实现的，ＫＥＧＧ 能够通过比较通路富集的情况，推
测差异表达基因可能参与的主要生化代谢和信号转

导路径，从而推测其可能的路径数目及功能［１２］，这
对寻找出不同样品的差异表达基因可能与哪些生物

学通路的改变有关具有提示作用。

２　 方　 法

２．１　 在 ｗｉｎｄｏｗｓ 操作系统下的安装 Ｐｅｒｌ
　 　 Ｐｅｒｌ 语言是拉里·沃尔（Ｌａｒｒｙ Ｗａｌｌ）于 １９８７ 年

１２月 １８ 日发表的。 它借鉴采用了 Ｃ、ａｗｋ、ｓｅｄ、ｓｈｅｌｌ 等
其他编程语言的特性以及优点。 Ｐｅｒｌ 语言可以在

ＵＮＩＸ、Ｌｉｎｕｘ、ＭＡＣ 和 Ｗｉｎｄｏｗｓ 等操作系统下跨系统平

台运行，并由第三方代码库 ＣＰＡＮ［１３］ （Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
Ｐｅｒｌ Ａｒｃｈｉｖｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ）不断更新和维护，它包含了极丰

富 ｐｅｒｌ 写成的软件包和其源文件［１４］。
在 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 脚本运行前，电脑上需事

先安装一个可执行 ｐｅｒｌ 语言编辑与运行的解释器。
一般的 ＵＮＩＸ（含 Ｌｉｎｕｘ 与 Ｍａｃ ＯＳ）系统都含有 ｐｅｒｌ
解释器，因此在终端输入“ｐｅｒｌ⁃ｖ”命令，就可以查看

ｐｅｒｌ 的版本。 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统一般可与“ＡｃｔｉｖｅＰｅｒｌ”
和 “ Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ Ｐｅｒｌ ” 兼 容。 ＡｃｔｉｖｅＰｅｒｌ［１５］ 是

ＡｃｔｉｖｅＳｔａｔｅ 公司开发的一个 Ｐｅｒｌ 语言运行环境，是
一套面向各个平台、集成度高、易于使用的 Ｐｅｒｌ 脚
本解释器。 ＡｃｔｉｖｅＰｅｒｌ 目前最新版本为 ５． ２６，可在

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｃｔｉｖｅｓｔａｔｅ． ｃｏｍ ／ ａｃｔｉｖｅｐｅｒｌ ／ ｄｏｗｎｌｏａｄｓ 页

面下下载，其中“ｍｓｉ”文件是安装程序。 安装完成

之后，打开 ｃｍｄ 窗口输入“ｐｅｒｌ⁃ｖ”如有返回 ｐｅｒｌ 版
本信息则表示安装成功［１６］。
２．２　 数据的格式

　 　 输入两个文件：第 １ 个文件是各个基因对应的

ＧＯ 分类或 ＫＥＧＧ 分类；第 ２ 个文件是差异表达基

因的名称。
Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 要求输入两个数据文件。 各

物种 ＧＯ 注释数据可以通过 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ 获得，或者从

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ ／ ｐａｇｅ ／ ｄｏｗｎｌｏａｄ－ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ 与

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ．ｃａｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ａｇｒｉＧＯ ／ ｄｏｗｎｌｏａｄ． ｐｈｐ 网页

下载（ＫＥＧＧ 数据目前收费），之后用 Ｅｘｃｅｌ 打开，删
除掉多余信息，只留下两行，第一行为基因编号或基

因名，第二列是对应的注释数据。 数据结构见表 １。

９７１第 ３ 期 李旭凯，等：Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ，差异表达基因富集分析的 ｐｅｒｌ 脚本



表 １　 基因分类数据格式

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｔａ ｆｏｒｍａｔ ｏｆ ｇｅｎｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因编号 注释信息

Ｇｅｎｅ＿ｎａｍｅ＿１ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ＿１
Ｇｅｎｅ＿ｎａｍｅ＿２ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ＿２
Ｇｅｎｅ＿ｎａｍｅ＿３ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ＿３

．．． ．．．
Ｇｅｎｅ＿ｎａｍｅ＿ｎ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ＿ｍ

　 　 差异基因数据文件只有一列：差异基因的基因

编号或基因名。
　 　 将 Ｅｘｃｅｌ 表另存为“文本文件（用制表符“Ｔａｂ”
分割）（∗．ｔｘｔ）”类型的文本文件，例如 ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ．ｔｘｔ
和 ＤＥＧｌｉｓｔ． ｔｘｔ。 将 这 两 个 数 据 文 件 与 Ｅｎｒｉｃｈ ＿
ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 存放在同一个目录下，如 Ｃ 盘根目录下。
２．３　 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 的运行

　 　 通过点击任务栏上的“开始－运行”，可以运行

存放在数据目录下的 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 文件。 在运

行框中输入“ｃｍｄ”，打开“ｃｍｄ 命令提示符”，继而在

窗口中键入“ｃｄ Ｃ： ＼”后回车，转到含 ｐｅｒｌ 命令执行

程序的目录下。 在 “ Ｃ： ＞” 提示符下输入 “ ｐｅｒｌ
Ｅｎｒｉｃｈ＿ ａｎａｌｙｓｉｓ． ｐｌ⁃ｈ” 回车后输出帮助信息。 在

“Ｃ： ＞” 提 示 符 下 输 入 “ ｐｅｒｌ Ｅｎｒｉｃｈ ＿ ａｎａｌｙｓｉｓ． ｐｌ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ．ｔｘｔ ＤＥＧｌｉｓｔ． ｔｘｔ ＞ Ｒｅｓｕｌｔ． ｔｘｔ”，回车开始运

行。 输出的结果 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 会在“Ｃ： ＼ ”目录

下自动生成文件 “ Ｒｅｓｕｌｔ． ｔｘｔ ”， 并存放 入 其 中。
“Ｒｅｓｕｌｔ． ｔｘｔ ” 分 ８ 列， 依 次 表 示： Ｅｎｒｉｃｈ ｔｅｒｍ、
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ、 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ、 Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｉｎｐｕｔ、 Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ＢＧ ／ Ｒｅｆ、ｐ⁃ｖａｌｕｅ、Ｇｅｎｅｓ、ＦＤＲ。

３　 结果与分析

３．１　 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ． ｐｌ 的结果与已发表 ｓｃｉ 文章

比较

　 　 为了证明程序的可靠性，我们利用 Ｐｒｉｅｓｔ ｅｔ ａｌ．，
２０１５ （ Ｐｌｏｓ Ｏｎｅ） ［１７］， Ｈｕ， ｅｔ ａｌ．， ２０１６ （ Ｂｍｃ Ｐｌａｎｔ
Ｂｉｏｌｏｇｙ） ［１８］，Ｗｕ， ｅｔ ａｌ．， ２０１６ （ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ） ［１９］三篇 ｓｃｉ 文章的数据进行了比较分

析（见表 ２、表 ３、表 ４）。 可以发现结果基本是相同

的，但是 ｐ⁃ｖａｌｕｅ 略有差异。 这是由于我们使用的

ＧＯ 注释数据与作者使用的不完全相同。 更多的比

较可通过在线工具 ａｇｒｉＧＯ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ． ｃａｕ． ｅｄｕ．
ｃｎ ／ ａｇｒｉＧＯ） ［２０］进行特定物种的分析。

表 ２　 Ｍｏｄｕｌｅ １ 数据 ＧＯ 富集分析结果比较［１７］

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｏｄｕｌｅ １ ｄａｔａ［１７］

Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 结果 文章结果［１７］

Ｅｎｒｉｃｈ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ

ｉｎｐｕｔ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ＢＧ ／ Ｒｅｆ

ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＦＤＲ ｑｕｅｒｙ ｒｅｆｉｔｅｍ ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＧＯ：０００６４１８
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｔＲＮＡ
ａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ

１２ ２８ １．３４×１０－７ ８．９１×１０－６ １６ ５６ ５．６０×１０－８

ＧＯ：０００９５７９
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｔｈｙｌａｋｏｉｄ ２１ １４７ ２．８６×１０－５ １．０４×１０－３ ２９ ２６２ ２．８０×１０－５

ＧＯ：００３１９６９
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｍｅｍｂｒａｎｅ

３ ３０ ７．２０×１０－４ ３．２８×１０－２ ９ ４９ ８．００×１０－４

ＧＯ：０００６４５７
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｐｒｏｔｅｉｎ
ｆｏｌｄｉｎｇ

１８ ２２２ ４．１０×１０－２ ３．２４１０－１ １５ ２０３ ５．２０×１０－２

表 ３　 ＧＯ 富集分析结果比较［１８］

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ［１８］

Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 结果 文章结果［１８］

Ｅｎｒｉｃｈ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ

ｉｎｐｕｔ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ＢＧ ／ Ｒｅｆ

ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＦＤＲ ｑｕｅｒｙ ｒｅｆｉｔｅｍ ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＧＯ：００５０８９６
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ

１６６ ５ ０９９ ７．７０×１０－８ ４．２７×１０－６ １６６ ６ ９２８ ８．３０×１０－９

ＧＯ：０００５６１８
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ４７ ８９６ １．１３×１０－７ ４．１９×１０－６ ４７ １ １７９ １．７０×１０－８

ＧＯ：００３０３１２
Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｅｘｔｅｒｎａｌ
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
４７ ９０６ １．４４×１０－７ ３．１９×１０－６ ４７ １ １８９ ２．２０×１０－８
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续（表 ３）　
Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 结果 文章结果［１８］

Ｅｎｒｉｃｈ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ

ｉｎｐｕｔ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ＢＧ ／ Ｒｅｆ

ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＦＤＲ ｑｕｅｒｙ ｒｅｆｉｔｅｍ ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＧＯ：０００６６２９
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ

５１ ９４０ ９．５０×１０－９ １．０５×１０－６ ５１ １ ３７６ ３．９０×１０－８

ＧＯ：０００９６２８
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌｕｓ

８５ ２ １０９ １．１４×１０－７ ３．１６×１０－６ ８５ ３ ０２２ ２．３０×１０－７

ＧＯ：０００３８２４
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｃａｔａｌｙｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

２７０ ９ ６５０ ７．２８×１０－７ １．３５×１０－５ ２７０ １３ ５０８ ６．８０×１０－７

ＧＯ：００１６７８７
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

１０７ ３ ００５ ８．５３×１０－７ １．３５×１０－５ １０７ ４ ２９３ １．６０×１０－６

ＧＯ：０００５６２３
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｅｌｌ ３９３ １５ ９１５ １．０６×１０－４ １．１７×１０－５ ３９３ ２２ ０４８ ３．２０×１０－５

ＧＯ：０００６９５０
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓｔｒｅｓｓ

１０５ ３ ５１３ １．２４×１０－３ ８．５９×１０－３ １０５ ４ ６６０ １．３０×１０－４

ＧＯ：０００５５７６
Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｒｅｇｉｏｎ
２６ ５３３ ２．８３×１０－４ ２．６１×１０－３ ２６ ７３０ １．７０×１０－４

ＧＯ：０００９７１９
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ

５３ １ ４３８ ３．１１×１０－４ ２．６５×１０－３ ５３ ２ ０１５ ２．７０×１０－４

ＧＯ：０００５９７５
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ

４１ ９３１ ６．０１×１０－５ ７．４１×１０－４ ４１ １ ４３９ ３．００×１０－４

ＧＯ：０００８１５２
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ

３４３ １３ ８４０ ８．５７×１０－４ ６．７９×１０－３ ３４３ １９ ３２８ ６．７０×１０－４

表 ４　 ＧＯ 富集分析结果比较［１９］

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ［１９］

Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 结果 文章结果［１９］

Ｅｎｒｉｃｈ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ

ｉｎｐｕｔ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ＢＧ ／ Ｒｅｆ

ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＦＤＲ ｑｕｅｒｙ ｒｅｆｉｔｅｍ ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＧＯ：０００６９５０
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓｔｒｅｓｓ

３４ ３ ５８４ １．６５×１０－１５ ７．０８×１０－４ ３３ ４ ６６０ １．６０×１０－１５

ＧＯ：００４２５９２
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｈｏｍｅｏｓｔａｔｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ

１５ ２２６ ３．８９×１０－１８ ３．３５×１０－１６ １４ ３４２ ３．８０×１０－１６

ＧＯ：００６５００８
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｑｕａｌｉｔｙ

１８ ６４７ ２．６４×１０－１５ ７．５７×１０－１４ １７ ８６３ ２．１０×１０－１４

ＧＯ：００５０８９６
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ

３８ ５ ２２７ ５．０３×１０－１４ １．０８×１０－１２ ３７ ６ ９２８ ６．００×１０－１４

ＧＯ：００６５００７
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

１９ ２ １４６ １．０１×１０－７ １．０９×１０－６ １８ ２ ８７１ ２．９０×１０－７

ＧＯ：００４４４４４
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

ｐａｒｔ
４０ ７ ６６９ ３．９１×１０－１０ ４．８０×１０－９ ３８ １０ ９３０ １．７０×１０－８

ＧＯ：０００５６２３
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｅｌｌ ４９ １６ ２５９ ２．０５×１０－４ １．２６×１０－３ ４７ ２２ ０４８ ４．４０×１０－４

ＧＯ：００４３２２６
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｏｒｇａｎｅｌｌｅ １８ ３ ９１４ ２．４１×１０－３ １．３８×１０－２ ３６ １２ ２５１ ７．２０×１０－６
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续（表 ４）　
Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 结果 文章结果［１９］

Ｅｎｒｉｃｈ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ

ｉｎｐｕｔ
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ＢＧ ／ Ｒｅｆ

ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＦＤＲ ｑｕｅｒｙ ｒｅｆｉｔｅｍ ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＧＯ：００４４４６４
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｅｌｌ ｐａｒｔ ４７ １４ ０９４ １．７６×１０－５ １．３８×１０－４ ４５ １９ ５３２ ８．９０×１０－５

ＧＯ：０００５７３７
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ４２ ８ ３４４ ３．４０×１０－１０ ４．８８×１０－９ ４０ １１ ８６６ ９．５０×１０－９

ＧＯ：０００８１５２
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ

４７ １４ １３６ １．７９×１０－５ １．２８×１０－４ ４６ １９ ３２８ １．７０×１０－５

ＧＯ：０００３８２４
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｃａｔａｌｙｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

４２ ９ ８７８ １．１４×１０－７ １．０９×１０－６ ４２ １３ ５０８ ２．８０×１０－８

ＧＯ：０００５７３９
ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ２０ １ １１２ １．６５×１０－１３ ２．８４×１０－１２ １９ １ ６１１ ３．５０×１０－１２

ＧＯ：０００９６２８
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌｕｓ

１６ ２ １７８ １．５１×１０－５ １．３０×１０－４ １６ ３ ０２２ １．４０×１０－５

ＧＯ：０００９８５６ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ ６ ２７１ ３．４６×１０－５ ２．２９×１０－４ ６ ３３７ １．８０×１０－５

３．２　 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 的原理和特点

　 　 做富集分析需要两个条件：１）针对差异表达的

基因（比如说基因芯片或者转录组的数据）；２）需要

该物种的基因组的所有基因组注释结果作为背景。
各种软件做 ＧＯ 富集性分析时一般都是使用超

几何分布［２１］ （ Ｈｙｐｅｒｇｅｏｍｅｔｒｉｃ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ） 进行计

算。 而 Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ［２２］是依据超几何概率分布

得到。
在富集分析中把基因类比成非黑即白的抽球问

题，用来判断和某个注释 ／分类是否有相关性。 也可

以列一个 ２×２ 的表（见表 ５），进行独立性分析。 之

后有很多方法可以做检验，经典的有卡方检验和

ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ。 但是卡方检验通常也只能做为近

似估计值，特别是当样本量比较小时，计算并不准

确。 而 ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ 和超几何模式计算的 ｐ⁃值
是一样的。 通过 ＦＤＲ（ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，错误发现

率）校正之计算得到 ＦＤＲ 值后，以 ０． ０５ 为阈值，
≤０．０５的注释 ／分类为显著富集。

表 ５　 Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ ２×２ 表
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ ２×２

Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｇｅｎｅｓ ｎｏｔ ｉｎ ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｔｏｔａｌ

ＤＥ ｇｅｎｅｓ ｎ１１ ｎ１２ ｎ１ｐ

Ｎｏｔ ＤＥ ｇｅｎｅｓ ｎ２１ ｎ２２ ｎ２ｐ

Ｔｏｔａｌ ｎｐ１ ｎｐ２ ｎｐｐ

备注：ｎｐｐ：物种基因总数；ｎ１ｐ：该物种有 ｎ１ｐ 个基因属于某个注释；

ｎ２ｐ：该物种有 ｎ２ｐ 个基因不属于这个注释；ｎｐ１ 表示差异表达的基

因数目；

　 　 那么 ｎｐ１ 个差异表达基因中正好有 ｎ１１ 个基因

属于这个注释的概率为：

Ｐ（Ｘ ＝ ｎ１１ ｜ ｎｐｐ，ｎ１ｐ，ｎｐ１） ＝
（ ｎ１ｐ

ｎ１１）（ ｎ２ｐ
ｎ２１）

（ ｎｐｐ
ｎｐ１）

（１）

Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ 得分表示 ｎｐ１ 个差异表达基

因中至少有 ｎ１１ 个属于这个注释的概率：

ｐ ＝ １ － ∑
ｎ１１－１

ｉ ＝ ０

（ ｎ１ｐ
ｉ ）（ ｎ２ｐ

ｎｐ１－ｉ）
（ ｎｐｐ

ｎｐ１）
（２）

“Ｒｅｓｕｌｔ．ｔｘｔ”为结果输出文档，Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ
脚本运行操作简单、快捷，所需设置的参数少。
３．２　 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 的源代码

　 　 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ．ｐｌ 源代码见附件。
也可在 ｇｉｔＨｕｂ 平台 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｓｔ． ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／

ｘｕｋａｉｌｉ ／ １５ｂｆ４１１４７２０９２ｅｂｃｆ０３ｂ６７６３５２ｅｃ６ａ００ 网址下

载获得。

４　 结　 论

　 　 １）基因富集分析的主要任务是筛选出功能富

集基因，有效地将基因表达信息与基因注释等信息

相结合，从统计上把转录组数据与生物学意义很好

地衔接起来，使得研究者们能够更加轻松、合理地解

读转录组结果，还能达到降维的目的，使转录组的海

量基因信息得到充分利用，但目前对生物基因注释

信息的准确度和精确度还有待进一步完善。
２）本文用 Ｐｅｒｌ 语言写了 Ｅｎｒｉｃｈ＿ａｎａｌｙｓｉｓ． ｐｌ，根

据基因注释信息进行基因富集分析，并利用 Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ
Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ 做检验，提高数据的可解释性。

２８１ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １６ 卷



３）利用 ３ 篇 ＳＣＩ 文章的差异基因数据，对本 ｐｅｒｌ
脚本进行了对比测试，证明本 ｐｅｒｌ 脚本算法正确可靠。

４）目前各物种的注释信息并不完善，仍有很多

基因尚没有注释信息，随着研究的不断深入，这些未

知的基因也在不断得到注释，使得基因数据库在不

断更新。 但是目前现有的富集分析数据库中的数据

并没有及时更新，或者有些国外富集分析网站不能

访问。 利用本 ｐｅｒｌ 脚本对最新的基因注释数据进行

富集分析，相对于使用多年不更新的网络版工具更

具有优势。
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Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ： ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｂｉａｓ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， １１（２）： Ｒ１４－Ｒ１４．
ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｇｂ－２０１０－１１－２－ｒ１４．

［１１］ＫＡＮＥＨＩＳＡ Ｍ， ＧＯＴＯ Ｓ， ＦＵＲＵＭＩＣＨＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＫＥＧＧ
ｆｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｉｎｖｏｌ⁃
ｖｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｄｒｕｇｓ ［ Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２０１０， ３８（Ｄａｔａｂａｓｅ ｉｓｓｕｅ）： ３５５－３６０． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｎａｒ ／
ｇｋｐ８９６．

［１２］ＫＡＮＥＨＩＳＡ Ｍ， ＡＲＡＫＩ Ｍ， ＧＯＴＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＫＥＧＧ ｆｏｒ
ｌｉｎｋｉｎｇ ｇｅｎｏｍｅｓ ｔｏ ｌｉｆｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［ Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００８， ３６（Ｄａｔａｂａｓｅ ｉｓｓｕｅ）： ４８０ － ４８４．
ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｍ８８２．

［１３］ＴＨＥ ＣＯＭＰＲＥＨＥＮＳＩＶＥ ＰＥＲＬ ＡＲＣＨＩＶＥ ＮＥＴＷＯＲＫ
（ＣＰＡＮ） ［ＥＢ ／ ＯＬ］． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｐａｎ．ｏｒｇ， ２０１２－１０－０９．

［１４］ＲＡＮＤＡＬ Ｌ． ＳＣＨＷＡＲＴＺ， ＰＨＯＥＮＩＸ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｌｅａｒｎｉｎｇ
Ｐｅｒｌ． ５ｔｈ Ｅｄｉｔｉｏｎ ［Ｍ］． Ｓｅｂａｓｔｏｐｏｌ： Ｏ􀆳Ｒｅｉｌｌｙ Ｍｅｄｉａ， ２００８．

［１５］ＡＣＴＩＶＥＳＴＡＴＥ ＳＯＦＴＷＡＲＥ ＩＮＣ． ＡｃｔｉｖｅＰｅｒｌ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ
［ＥＢ ／ ＯＬ］． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ａｃｔｉｖｅｓｔａｔｅ．ｃｏｍ ／ ａｃｔｉｖｅｐｅｒｌ， ２０１７－
０８－０１．

［１６］李旭凯，彭良才，王令强． ｐｅｐ＿ｐａｔｔｅｒｎ．ｐｌ，搜索蛋白质序

列模体的 Ｐｅｒｌ 脚本［Ｊ］． 华中农业大学学报， ２０１４， ３３
（０４）： １－６．

　 　 ＬＩ Ｘｕｋａｉ， ＰＥＮＧ Ｌｉａｎｇｃａｉ， ＷＡＮＧ Ｌｉｎｇｑｉａｎｇ． ｐｅｐ ＿ ｐａｔ⁃
ｔｅｒｎ．ｐｌ， ａ ｐｅｒｌ ｓｃｒｉｐｔ ｆｏｒ ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ａ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒｅ⁃
ｌａｔｅｄ ＤＮＡ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｕａｚｈｏｎｇ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１４， ３３（０４）： １－６．

［１７］ＰＲＩＥＳＴ Ｈ Ｄ， ＦＯＸ Ｓ Ｅ， ＲＯＷＬＥＹ Ｅ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｇｌｏｂａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ ｒｅｖｅａｌｓ
ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ
［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１４， ９（１）： ｅ８７４９９． ＤＯＩ： １０． １３７１ ／
ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００８７４９９．

［１８］ＨＵ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｇ， ＺＨＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ａｌｌｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｌｅ⁃ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａｌｔｅｒｅｄ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｏｌｌｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｒｉｃｅ （Ｏｒｙ⁃
ｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ．）［Ｊ］． ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６， １６（１）：１７５．
ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｓ１２８７０－０１６－０８６４－７．

［１９］ＷＵ Ｔ， ＹＡＮＧ Ｃ， ＤＩＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ－ｂａｓｅｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇ ｓｅｅｄ ｄｏｒｍａｎｃｙ ｉｎ ｒｉｃｅ ｃｖ． Ｎ２２
ａｎｄ ｌｅｓｓ ｄｏｒｍａｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ［ Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１６， ９９：２７－３８． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｐｌａ⁃
ｐｈｙ．２０１５．１２．００１．

［２０］ＴＩＡＮ Ｔ， ＬＩＵ Ｙ， ＹＡＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ａｇｒｉＧＯ ｖ２．０： ａ ＧＯ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｔｏｏｌｋｉｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１７ ｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１７， ４５（Ｗ１）：Ｗ１２２－Ｗ１２９．
ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｘ３８２．

［２１］ ＷＩＫＩＰＥＤＩＡ． Ｈｙｐｅｒｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｅｎ． ｗｉｋｉｐｅｄｉａ． ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｈｙｐｅｒｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ＿ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，
２０１５－０２－２３．

［２２］ ＷＩＫＩＰＥＤＩＡ． Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ ［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｎ．
ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｆｉｓｈｅｒ％２７ｓ＿ｅｘａｃｔ＿ｔｅｓｔ， ２０１４－１１－２２．
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