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基因表达谱芯片及核酸测序技术在癌症研究中的应用现状
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天津市恶性肿瘤临床医学研究中心，天津 ３０００６０）

摘　 要：基因表达谱芯片和核酸序列数据在癌症研究中占有很重要的地位。 基因表达谱芯片被广泛的应用在医学研究中，它
的主要优势在于灵敏快速成本低，缺点只能对现有基因进行研究，无法进行新基因发现以及变异等方面的研究；而核酸序列

数据在这方面则具有很大优势。 总体来说，二者在癌症研究中都发挥着巨大的作用。 随着精准医学的不断发展，对这些高通

量数据的深入研究可以有助于人们进一步了解癌症的分子机制，从而加速个体化治疗的进程。
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　 　 众所周知，癌症是当前世界上引发人类死亡的

主要疾病之一。 它是一种非常复杂的由多基因协同

作用而引发的疾病，可以发生在人体内一个系统的

多个器官，也可以发生在一个器官的多个系统，也有

可能是多个系统多个器官。 由于严重程度、持续时

间、发病位置、对药物的敏感性和耐受程度、细胞分

化和发生以及对发病机理了解的不同，该病的诊断、
预后和治疗效果都不尽如意。 根据传统的指标如肿

瘤大小、临床分期、病理分级、淋巴结转移数目等对

癌患者进行诊断，即便是处于同一分期的患者经过

正规治疗的预后也会有很大的不同。 因此，从基因

水平出发，寻找与癌症密切相关的差异表达基因或

者基因突变对于癌症的精准化治疗便显得尤为

重要。
基因芯片和测序技术是基因水平研究的两大主

要手段。 基因芯片基于已知序列信息进行探针设

计，通过碱基互补杂交来识别基因并鉴定其表达，检
测技术和分析方法都相对成熟。 高通量测序从

ｓａｎｇｅｒ 测序到现在新兴的纳米孔测序技术已经有三

十多年历史，目前已经被成功应用在约２ ５００多种疾

病的检测上。 其中靶向基因测序虽然成本较低，但
是可以覆盖几乎所有的癌基因而被许多实验室当作



常规检测手段来使用。 近年来，虽然高通量测序的

势头越来越高，但是基因芯片以其经济快速准确等

特点在临床应用上也同样备受欢迎。 由于基因芯片

不能发现新的序列突变以及转录本等缺陷，而高通

量测序则可以对其进行补充。 因此，二者在临床研

究中都有不可替代的研究作用。 比如，基因表达谱

芯片和 ＲＮＡｓｅｑ 都是对 ＲＮＡ 样本进行制备和分析，
他们二者的优缺点见表 １，需要根据研究目的和经

费预算而进行选择。 接下来，我们将分别介绍基因

表达谱芯片以及核酸测序技术在癌症基因组学中的

应用，加强我们对癌症发病机制的理解从而加速癌

症的个体化治疗进程。

表 １　 基因表达谱芯片与 ＲＮＡｓｅｑ 的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ａｎｄ ＲＮＡｓｅｑ

比较项目 Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ＲＮＡｓｅｑ

表达区域的异质性检测 不可以 可以

数据量大小 小 大

是否可以在电脑上分析 是 否

经济与否 是 否

可重复性 是 是

是否可以发现新的剪切位点和变异体 否 是

是否可以不需要参考基因组 否 是

需要 ＲＮＡ 量 ＞１００ ｎｇ ～１ ｕｇ

１　 芯片数据在癌症上的应用

　 　 基因芯片技术是将许多特定的寡核苷酸片段或

基因片段有规律地排列固定于支持物（如膜、硅片、
陶瓷片及玻片） 上， 然后通过类 似 于 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ，
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 的方法与待测的标记样品按碱基配对原理

进行杂交，再通过检测系统对其进行扫描，并用相应

软件对信号进行比较和检测，得到所需的大量信息，
进行基因的高通量、大规模、平行化、集约化的信息

处理和功能研究。 基因芯片技术已成为功能基因组

学研究中一项非常重要和关键的实用技术，可自动、
快速地检测出上万个基因的表达情况，从而对遗传

信息进行快速准确的分析，可用于遗传病相关基因

的定位、肿瘤诊断、耐药菌株和药敏检测等。
目前 的 芯 片 主 要 来 自 于 三 个 生 产 厂 家：

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐｓ， Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＢｅａｄＡｒｒａｙｓ， ａｎｄ
Ａｇｉｌｅｎｔ ２⁃ｃｈａｎｎｅｌ ａｒｒａｙｓ［１］。 这些芯片基本上可以满

足当下人类组基因表达的所有需求，如果需要检测

特殊的基因表达，还可以通过定制基因芯片来实现。
１．１　 数据分析

　 　 目前，常用的基因表达谱芯片数据库有 ＧＥＯ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｅｏ ／ ）和 Ａｒｒａｙｅｘｐｒｅｓｓ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ ａｒｒａｙｅｘｐｒｅｓｓ ／ ）。 得到数据

以后，首先，需要对芯片的原始数据进行质控分析，
可以直接通过 ＡｒｒａｙＱｕａｌｉｔｙＭｅｔｒｉｃｘ 等软件包。 通常

芯片自身的质控合格需要达到以下几点：背景信号

在 １５０ 以下，Ｃｏｒｎｅｒ 角落信号和 Ｃｅｎｔｒａｌ－信号一般在

１５ ０００～２０ ０００ 以下，看家基因 ＧＡＰＤＨ 和 βａｃｔｉｎ 的

３ ／ ５ 值小于 ３。 杂交对照包括 ｂｉｏＢ、ｂｉｏＣ、ｂｉｏＤ 和

ｃｒｅ 应该被检测到。 ｐｌｏｙ－Ａ 对照包括 ｄａｐ，ｌｙｓ，ｐｈｅ 以

及 ｔｈｒ 应被检测到，同时信号逐级升高。 为了使得数

据之间可进行比较，还需采用 Ｒ 语言中的 ａｆｆｙ、
ａｆｆｙｃｏｒｅｔｏｏｌｓ 以及 ｓｉｍｐｌｅａｆｆｙ 等软件包，绘制芯片的箱

线图、直方图、ＲＮＡ 降解图和主成份图。 由于芯片的

类型和物种的不同，这些质控图都没有固定的形状，
一般来讲，与其他样本偏差较大的样本可能会存在

一些问题，需要排除掉。 剩下的芯片可以用 ｒｍａ 进

行标准化处理。 对于有多个探针的基因，计算平均

值作为该基因的表达值。 而对于 ｍｉＲＮＡ 一般使用

ｍｉＲＮＡ＿ＱＣ＿ｔｏｏｌ 来对其进行质控分析。 包括箱线

图、直方图、相关系数、质控探针的表达值以及杂交

对照 ｂｉｏＢ、ｂｉｏＣ、ｂｉｏＤ 和 ｃｒｅ 的信号图。 随后使用

ｒｍａ 方法获得芯片的标准化数据。 ｌｉｍｍａ 统计方法

通常用于获取差异表达基因，随后可以进一步将这

些基因进行富集分析或者建立模型等［２］。
１．２　 在癌症上的临床应用实例

１．２．１　 ＭａｍｍａＰｒｉｎｔ 的应用

ＭａｍｍａＰｒｉｎｔ 是由 ７０ 个基因组成的检测芯片，已
经被多个研究证实其对早期乳腺癌患者预后的预测

作用［３－４］。 该检测芯片是从 ５ ０００ 个基因中选取出

来用于预测淋巴结阴性乳腺癌患者的无疾病生存和

整体生存。 而且该芯片检测也被证实对于淋巴结阳

性的肿瘤也有显著的预测效果［５］。 因其成本不高而

且可以改善患者的生存质量，通过该方法预测出来

的低风险组，其 ５ 年生存率可以高达 ９０％，从而使患
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者避免不必要的化疗过程。
１．２．２　 在癌症药物的研究和模型开发上的应用

　 　 Ｃｈｅｎ 等人［２］在近年开发的 ＥＲ 阴性单药物模型

就是基于 ＤＮＡ 芯片数据。 作者从 ＤＮＡ 芯片数据中

分别针对紫杉醇，５⁃氟尿嘧啶，阿霉素以及环磷酰胺

开发了单药物模型。 作者从细胞系芯片数据出发，
采用 ｐｅａｒｓｏｎ、ｓｐｅａｒｍａｎ、ｔ⁃ｔｅｓｔ、ａｎｃｏｖａ 以及 ｒａｎｋ ｂａｓｅｄ
ａｎｃｏｖａ 多种统计学方法提取与四种药物的 ＧＩ５０ 有

关的基因，随后使用 ＣＯＸＥＮ 的方法［６］从细胞系中筛

选出可以用到人类组织中的基因标志物。 最后用独

立样本集来验证模型对 ＥＲ 阴性乳腺癌患者在各种

化疗组合方案的反应和生存，取得了不错的预测精

度。 Ｈｅ 等人［７］通过对大肠癌细胞系的基因芯片进

行分析，发现 Ｗｎｔ 通路与 ５⁃ＦＵ 的抗性有关，同时他

们还发现在 ５⁃ＦＵ 抗性细胞系中，ＣＨＫ１ 通路被 Ｗｎｔ
通路抑制，揭示了这两条通路之间的相互作用。 此

外，还可以将非编码 ＲＮＡ 制作成芯片进行研究，比
如 Ｔｉａｎ 等人［８］ 在肺癌对紫杉醇抗药性的研究中就

使用了这一技术。
１．２．３　 在癌症的免疫治疗研究中的应用

比如，评估 ＺＡＰ⁃７０ 在慢性淋巴白血病中白血病

细胞中的表达［５］。 研究表明，ＺＡＰ⁃７０ 如果在 Ｔ 细胞

中的表达水平高，那么就可以将患者分配到正确的

ＩｇＶＨ 突变亚型，从而决定患者接受何种治疗方

案［９］。 除此之外，还可以通过基因芯片研究不同时

间段的 Ｔ 细胞基因表达，以及 Ｔ 辅助细胞亚群在免

疫应答过程中的分化机制。
１．２．４　 在癌症分型上的应用

由于癌症是一个多基因主导的复杂性疾病，所
以如果能够将其精确划分成不同的亚型，那么将有

助于对癌症的诊断和治疗。 基因芯片在这一方面有

着突 出 的 贡 献， ｍｉＲＮＡ 芯 片、 ｍＲＮＡ 芯 片 以 及

ＩｎｃＲＮＡ 都曾用于此研究［１０－１２］。

２　 高通量测序在癌症基因突变检测上

的应用

２．１　 文库制备

　 　 目前常用的高通量测序技术主要是第二代测

序，文库构建根据所测序列分为 ＤＮＡ 类文库以及

ＲＮＡ 类文库。 整体来讲，构建文库主要分为以下四

步［１３］：（１）将目标序列打断，如果是 ＲＮＡ 序列则需

要现反转录为 ＤＮＡ 在进行打碎，一般常用的是物理

的方法（超声波）和酶反应的方法，此外还有化学的

方法，从而获得实验所需长度的片段；（２）将末端补

平，并在 ３’端连接碱基 Ａ，随后将可以与测序平台或

者磁珠相结合的接头加上； （ ３） 文库扩增，对于

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 是通过生成 ＤＮＡ 簇，而半导体测序则是通

过 ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ＰＣＲ；（４）转到测序芯片或者磁珠

上，根据长度进行片段的选择和纯化，从而完成文库

构建（见图 １）。

图 １　 文库构建基本流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｌｉｂｒａｒｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 对于文库的构建来讲，从 ＤＮＡ 样本出发，针对

全基因组、外显子基因组以及 ｃｈｉｐ－ｓｅｑ 和 ＰＣＲ 扩增

子的测序文库构建基本都遵循一样的流程，最终的

目的都是尽可能的提高文库的复杂度。 目前，也有

很多成熟的商业化的试剂盒，用户可以根据需要来

进行选择。

２．２　 数据分析

　 　 二代测序常用的数据库有 ＴＣＧＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）以及 ＮＣＢＩ 中的 ＳＲＡ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｓｒａ ／ ）。 二代测序数

据比 芯 片 数 据 分 析 起 来 稍 微 复 杂 一 些， 基 于

ＲＮＡ［１４］和 ＤＮＡ 序列，其分析流程也有所不同。 但
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是第一步都需要对数据进行质控，一般使用 ｆａｓｔｑｃ
对数据的质量进行基本的评估，然后使用 ｃｕｔａｄｐｔｏｒ
等软件将接头以及低质量数据去除。 ＲＮＡ 序列分

析根据是否拼接选取相应的软件进行比对，随后根

据是否需要参考基因组，选用不同的软件进行序列

的组装，在根据基因水平还是 ｉｓｏｆｏｒｍ 水平，选取对

应的软件进行定量标准化分析和差异表法分析（见
图 ２）。 其中每一步骤都列出很多种不同的软件，这
些软件基于不同的算法和语言开发，精度略有不同，
比如 ＢｉｔＳｅｑ 在差异表法分析上要优于 Ｃｕｆｆｄｉｆｆ［１５］。
但是大多数算法的精度都差不多，用户可以根据所

使用的平台和语言对其进行选择。 而对于 ＤＮＡ 序

列，其序列比对软件主要有 Ｂｏｗｔｉｅ 和 ＢＷＡ，其中

Ｂｏｗｔｉｅ 速度很快，主要用于局部序列比对；ＢＷＡ 经

常用于全基因组和外显子组的重序列比对。 值得注

意的是，ＳＴＡＲ 是专门针对 ＲＮＡ 序列比对所涉及的

比对软件，不被用在 ＤＮＡ 序列比对上，其速度是目

前比对软件中最快的，但是需要至少 ３０Ｇ 的内存来

运行。 ＤＮＡ 比对完以后用 ＧＡＴＫ ｔｏｏｌｂｏｘ 来对数据

进行处理，进而检测突变。 可以使用 ＧＡＴＫ 中自带

的突变检测程序，也可以使用 Ｍｕｔｅｃｔ２ 以及 Ｓｔｒｅｌｋａ２
等软件（见图 ３）。

图 ２　 ＲＮＡ 序列分析流程及所用工具

Ｆｉｇ．２　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＲＮＡｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏｏｌｓ

图 ３　 ＤＮＡ 序列分析流程及所用工具

Ｆｉｇ．３　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＤＮＡｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏｏｌｓ
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２．３　 高通量测序在癌症上的临床应用实例

　 　 测序包括 ｍＲＮＡ、小 ＲＮＡ 以及长链非编码

ＲＮＡ。 一般 ｍＲＮＡ 经常用于比较不同组织之间的

差异表达，从而发现与癌症相关的变异，比如基因融

合［１６］ 以及可变剪切等［１７］。 小 ＲＮＡ 测序则通过分

析表达差异，预测其靶基因，筛选用于疾病诊断的分

子标记。 长链非编码 ＲＮＡ 一般与样品中的 ｍＲＮＡ
共表达分析，挖掘其功能和作用机制，从而发现与癌

症之间的关系。 比如 Ｇｒａｄｉａ 等人从长链非编码

ＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的数据出发，分析 ＴＵＧ１ 的表达与乳

腺癌不同亚型之间的关系［１８］。
ＤＮＡ 测序一般用于研究癌症基因组的单核苷

酸变异、插入以及缺失与癌症的相关性。 比如，
ＴＰ５３， ＰＴＥＮ， ＲＵＮＸ１， ＣＣＮＤ３，ＢＲＣＡ１、ＥＧＦＲ 以及

ＰＴＰＮ２２ 等已知的癌基因的变异在肺癌［１９］、卵巢

癌［２０］以及乳腺癌［２１］ 中的作用。 此外，还可以通过

ＤＮＡ 测序对免疫组学进行研究，比如检测 Ｔ 细胞受

体库的多样性，从而了解机体免疫应答状态。

３　 总　 结

　 　 综上可见，芯片技术和高通量测序技术都已经

被广泛的应用在癌症的研究当中，每种方法都有自

己的优点和不足。 总体来讲，基因芯片技术无论是

在制备还是分析上都很成熟，而测序技术仍处于飞

速发展阶段。 比如最近的纳米孔测序，虽然读长很

长，但是准确度还不尽人意。 希望不久的将来，可以

出现高通量、高精度、低成本的测序技术，那么将极

大的加快对癌症的研究。
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