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摘要  Tiling Array 实验技术是从传统的微阵列(microarray)基因芯片技术发展而来, 在 Tiling 
Array新技术产生发展的 5年间, 它已经成为了全基因组生物信息挖掘的主要工具, 其高密度、
高通量的特性使人们可以从全基因组水平考察生命过程和探索生命奥秘. 对 Tiling Array 技术
和应用研究最新进展进行了较为详尽的描述, 其中包括 Tiling Array技术概述、Tiling Array应
用研究、Tiling Array重要的实验和发现以及对这些发现做出所有可能性的预测和解释. 除此之
外, 对 Tiling Array表达信号识别算法进行了简明的概述, 并对其中 3种具有典型意义的算法给
出了评价和比较. 
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随着越来越多物种基因组测序的完成 , 下一步

基因组研究的重点将是揭示物种基因组所隐藏的生

物信息. 这一步的实现需要全面识别 DNA 所编码的
基因、蛋白和其他功能元, 了解基因与蛋白的相互作
用与调控机理 , 以及如何配合而产生复杂的生物过
程 . 其中基础而重要的一步便是获得全基因组水平
的表达产物, 进而开展功能元的研究. 

对于人类基因组 , 曾经估计编码蛋白质的基因
数大约为 2×104~2.5×104 个, 除此之外, 还有许多不编
码蛋白质的RNA基因 , 如 rRNA, tRNA, microRNA, 
snoRNA等 . 全长cDNA测序(cDNA sequencing)方法
识别了目前已知、高质量的编码蛋白基因, 但几乎所
有类似的克隆方法都偏向于探测在生物组织中被充

分表达的基因 . 这类技术往往很难深入地探索基因
组水平所有的表达信息 , 也不适用于不同的组织和
不同条件下转录信息的提取. 在刚刚过去的 5 年间, 
从微阵列(microarray)基因芯片技术发展而来的新技
术Tiling Array[1]使高通量、全基因组水平的表达探测

在理论上得以开展; 随着芯片探针设计密度的不断
增加, Tiling Array在高等真核生物全基因组水平的应

用也得以逐渐实现. 

1  Tiling Array技术介绍 

Tiling Array技术从微阵列发展而来, Tiling(或称
tile path)指的是如瓦片一样覆盖基因组的探针序列. 
如果说传统的微阵列技术是有偏向性的设计理念 , 
Tiling Array可以说是无偏的芯片设计思路. 它把基
因组染色体的双链序列无任何偏倚 , 或按着一定的
间隔规律、或者以序列交叠的方法、或者以序列头尾

相接的方式制作成探针 , 相邻探针中心位置之间的
距离 , 即定义为探针的步长(step或resolution). 如图
1[1]是Tiling Array芯片设计工艺及其探针设计的几种
方案. 

一般来说, Tiling Array定义在基因组染色体水平, 
它与传统微阵列的不同在于[2]: (1) 传统微阵列技术只
检测染色体部分区域的生物特性, 如已知和预测基因
的外显子部分; Tiling Array具有高密度、高通量的特
点, 可以对全基因组水平的生物信息进行探测. (2) 
Tiling Array的探针筛选和芯片制备可以不依赖已有
基因组注释信息 ;  传统微阵列通量较小、密度较 
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图 1  芯片与探针制备工艺 
(a) Tiling Array 芯片设计工艺, 大部分芯片随机确定相邻序列在
芯片上的位置以减少系统错误; (b) tile path设计可以重叠, 首尾 

相接或者等距间隔 
 
低, 测试需要更大的针对性, 其探针的选取需要基因
组注释信息. 

1.1  芯片与探针制备 

芯片常用的制备方法主要有接触直接点样法[3]、照

相平板术[4]、喷墨法等[5]. 接触直接点样法操作简单, 
只要把事先准备好的探针点样到基板上 , 探针取样
通常依赖基因组注释 . 点样的基板可以是玻璃、硅
片、硝化纤维, 点样过程通过点样仪完成; 照相平板
术多用于制作高密度芯片 , 该技术不需要事先准备
探针, 而是在基板上进行一次一个碱基的单链DNA
原位合成; 喷墨法可用于原位合成, 也可以用作直接
点样 , 且都需要把用于合成的核苷酸或者合成好的
探针喷射至基板预定位置, 其制作速度快、耗费低. 
由于Tiling Array通量大、消耗高, 所以这类芯片多采
用照相平板术和喷墨法制备. 

除了上述芯片材质和制备方法比较关键之外 , 
加载在芯片上的探针则主导最终的芯片实验 . 探针
制备是个既老而又常新的研究方向 , 这方面的研究
之所以重要 , 在于探针制备直接影响探针与靶标
(target)杂交的结果 , 探针制备的欠缺将导致杂交噪
声的产生[6~10]. 随着对杂交现象的深入理解, 人们已
了解假设与实验的差距 , 探针制作需要从实验中提
取可靠的资料 [7,8], 而不是单纯停留于假设或想象 . 

目前的研究进展显示, Tiling Array探针制备一般需要
两个步骤: (ⅰ) 探针设计, 即确定探针的长度与步长; 
(ⅱ) 探针筛选, 在Tiling Array探针设计后会得到大
规模的探针集合 , 需要最终筛选出不会产生杂交噪
声的探针. 

多数Tiling Array实验探针长度为 25~1000 nt, 普
通的寡核苷酸 (oligonucleotide, 简称oligo)芯片探针
长度多为 25~70 nt, 也有更长的探针达到 100~150 nt. 
某些探针设计方案提出 , 寡核苷酸芯片采用较长的
探针通常好于较短探针 , 因为它能得到较好的杂交
信号[6]. Tiling Array探针步长的大小则多取决于芯片
的承载能力, 虽然探针步长越短其杂交结果越清晰, 
但实验成本也随之升高. 

杂交噪声就是指探针与非靶标序列发生交叉杂

交, 从而导致信号出现噪声. 目前已知能够导致杂交
噪声的原因有二: (ⅰ) 探针与非靶标序列相似; (ⅱ) 
探针序列具有特性, 如某种碱基含量较高等. 为了排
除这些可能引起杂交噪声的探针 , 要对探针集合做
大规模筛选, 这一步公认的考察因素[7~9]有: (ⅰ) 探
针与非靶标相似性程度; (ⅱ) 探针与非靶标是否出
现连续相同的序列片段; (ⅲ) 探针与非靶标杂交的
自由能大小. 

对于以上因素, 在实际筛选中, 需要根据不同长
度探针的芯片实验来决定不同的参考阀值 . 譬如
Kane等人[10]对于探针长度为 50 nt的芯片实验测得, 
当探针与非靶标序列全局相似性高于 75%, 或者探
针与非靶标出现至少 15 bp连续相同的序列片段时, 
探针会产生交叉杂交噪声; 而另一个相同长度探针
的芯片测试表明[7], 相似性不高于 90%, 连续相同的
序列片段不长于 20 bp, 杂交自由能高于−35 kcal/mol 
(1 cal=4.1868 J), 探针就不会产生显著的杂交噪声. 然
而, 研究至今, 探针筛选的标准仍然悬而未决. 一方
面, 相同长度的探针因为实验条件的不同而有不同的
参考标准; 另一方面, 不同长度的探针需要相应的芯
片实验, 测试各因素的参考阀值, 而当前研究较多的
仅仅是探针长度为 50和 70 nt两种情况. 所以, 各级
别长度的探针筛选标准还有待进一步地完善和统一. 

探针筛选标准决定了探针筛选算法 , 而Tiling 
Array探针筛选所涉及的超大规模计算也不容忽视.由
于芯片探针数量庞大, 通常以百万到千万计, 且每个
待选探针都要与基因组所有表达的转录本做相似性比

较 , 不论利用启发式算法BLAST[11]还是Needleman- 
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Wunsch[12]动态规划的全局比对算法, 这都是无比耗
时的工作. 所以Tiling Array的探针制备必然需要高
性能计算机以及计算方法的协助. 

1.2  芯片类型 

对应于微阵列芯片的不同类型, Tiling Array同样
有两种类型的芯片 [1]. 一种是高密度寡核苷酸Tiling 
Array芯片 , 这一类芯片探针的序列长度相对较短 , 
多为 25~70 nt, 探针可利用照相平板术或者喷墨法直
接合成在芯片上. 目前, 此种生产工艺可以制造出高
密度芯片 , 在小于 2 cm2 的芯片上可设计超过

6600000 个特征区域, 所说的特征区域就好比芯片阵
列的一个个方格子 , 每个方格子都有百万计数相同
的序列探针. 

另一种是点样(spotted)平台, 主要利用PCR产物
或者细菌人造染色体(bacterial artificial chromosome)
在玻璃片上制作探针[1], PCR序列长度大约在 1 kb左
右, 这类芯片只能包含大约 1×104~4×104个探针特征

区域, 其探针密度远小于oligo芯片. PCR芯片或BAC
芯片的任何一处探针位置都包括目标序列以及目标

序列的互补序列 , 这样还会导致测试中如果没有大
量的额外实验 , 将很难确定表达序列是在双链的哪
个链上. 例如, Rinn等人[13]所做的Tiling Array实验利
用了PCR设计模式, 其所需要的PCR产物要通过 2 万
多次PCR反应获得, 那么人类全基因组的PCR Tiling 
Array就需要将近 2百万次的PCR反应. 

由于第一类芯片的探针设计密度和通量更高 , 
制作工艺简单, 所以全基因组 Tiling Array 分析一般
皆采用这一类 oligo芯片. 

1.3  芯片工作原理 

在芯片与探针制作完毕后, 接着便是RNA提取、
杂交、扫描等工作流程, 简单说明如下: (ⅰ) 表达产
物提取: 基因组 RNA 表达的提取以及反转录 cDNA
的合成; (ⅱ) 杂交过程: 标记的 cDNA 与芯片杂交, 
形成“双螺旋”结构, 其余的则被洗脱除去; (ⅲ) 扫描
芯片: 此步骤将得到一张基因表达快照, 芯片上的每
个方格子会有不同的颜色或亮度显示; (ⅳ) 数据分
析和处理: 对探针杂交信号, 即亮度信息进行读取, 
并转化成数字信息 . 对芯片探针后续的分析都是基
于探针亮度分值的处理. 

1.4  小结 

综上所述 , 为了探索高等真核生物更长的全基

因组(如人类基因组有 30 亿碱基)的生命信息, 未来
开发更高密度、低耗材成本的 Tiling芯片是技术本身
无法回避的问题; 同时, 建立探针筛选的统一标准, 
以及研发高效率的探针制备软件是发展和提高 Tiling 
Array技术的必经之路. 

若从 Tiling Array高通量的特点来看, 它将是通
往全局了解和把握基因组生物特性的高速公路 , 也
正由于此其芯片造价十分昂贵. 若从 Tiling Array 技
术和实验角度观察 , 芯片所产生的模拟信号总不如
数字信号精准, 其噪声的干扰也在所难免, 所以经过
Tiling Array 所得到的结果需要经过另外的实验进行
测准和验证. 不过没有任何技术是完美无缺的, Til-
ing Array带给生命科学的震撼和期待仍然有目共睹. 

2  Tiling Array应用研究 

目前的研究显示, 这种高密度、高通量的Tiling 
Array实验技术可用来破译隐藏在基因组中的许多信
息. 譬如, 它可以检测基因组的转录特性、识别新编
码或非编码基因、分析可变剪接、定位DNA模体
(motif)、也可用于比较基因组研究, 以及基因组重测
序等[14]. 

对于转录层面的研究, Tiling Array 可用于新基
因的发现、基因组的表达研究、可变剪接和 RBP 
(RNA-binding protein)目标识别. 对于基因组层面的
分析, Tiling Array可用于 ChIP-chip研究、Methylome
分析、基因组重测序、基因组多态性和 CGH研究等. 
从目前涉及 Tiling Array应用的各类研究看, 发表于
Science, Nature以及 Genome Research等影响因子较
高刊物上的 Tiling Array应用主要集中在基因组的表
达研究. 

我们知道 , 仅仅拥有完整的基因组序列并不足
以识别所有表达 , 因为一般所采用的编码基因计算
预测方法充满了不确定性和各种错误 , 非编码RNA
基因的计算预测目前尚无通用可行的方法 . 虽然识
别基因的分子生物学方法, 如全长cDNA测序已经成
功地识别了数以万计的基因 , 但此类方法由于无法
甄别那些表达量低和在少数细胞类型或组织中表达

的基因, 所以 20 世纪后期出现的芯片技术成为了发
现新基因的补充. 2001 年一个关于人类基因组的微
阵列实验[14,15]利用喷墨(ink-jet)技术制作了oligo芯片, 
它仅仅是把 22 号染色体已知和预测基因的外显子
(exons)制作成探针, 检测结果显示, 有大量的已知基

  273 



 

 
 
 

    2008 年 2 月  第 53 卷  第 3 期 

因和 57%左右的预测基因被表达, 但是这个微阵列
的实验并没有考察基因组的无注释区域. 

传统的关于基因的定义是基因组上那些编码蛋

白质的区域, 这些区域的上游是调控序列, 而剩余的
大部分区域被看作基因组的垃圾(junk). 直到不久以
前, 利用无偏的全基因组Tiling Array实验探测整个
基因组的表达, 使得这一传统观点受到了挑战. 这一
类的全基因组芯片实验显示 , 大量的表达在人类以
及其他生物基因组中被发现, 原来通过EST, cDNA或
基因预测得到基因组表达仅为其中的十分之一[14].尽
管如此 , 问题仍停留在探索这些发现是否是所谓的
“转录噪声”. 目前, 更多的研究正在继续确认这些新
发现和试图揭示新发现表达之间的功能关联. 

反义(antisense)表达也属于转录本的一种, 它们
能同时控制基因组双链的基因表达. Kampa等人[16]在

2002年Affymetrix人类 21和 22号染色体研究基础上
又精炼了实验和分析过程 , 他们的结果显示 , 大约
11%的表达是在已知外显子、mRNAs和ESTs的反义
链上. 另一个点样平台实验显示有大约 50%内含子
(introns)区域的表达也是反义表达 [1]. 总体看来 , 这
一类研究表明, 人类 21和 22号染色体至少 20%的区
域是反义表达 [14], 其他真核生物的实验也同样证明
了这一点 [17], 但是反义表达的具体功能和它们在生
物过程中扮演的角色还不为所知. 

未来, Tiling Array技术应用于机体不同细胞类
型、表型和组织的表达探测具有很广阔的前景[14], 这
也是加速传统基因组注释的有力途径 . 但同时这也
对分析Tiling Array信号数据的算法与软件提出了更
大的挑战, 即如何有效、准确地识别表达量很低或极
低的转录本. 另外, 因为Tiling Array实验针对全基因
组测试, 其实验发现的产物量较大, 所以发展更加快
速精确的实验验证手段也非常关键. 

3  Tiling Array实验与发现 
当前, 吸引众多目光的 Tiling Array实验多集中

于基因组的表达研究, 从 2002 年至今, 已经有几个
物种、不同芯片设计模式的 Tiling Array数据公布. 

从芯片实验开展的次序来看 , 传统的微阵列技
术多用来检验一些已知和预测基因的外显子在某些

细胞株或组织中是否被表达 , 而后逐渐发展到用
Tiling Array 技术对物种全基因组水平编码和非编码
基因进行挖掘和分析. 几年来, Tiling Array实验的种

种发现已让人类开始重新思考和审视物种基因组. 

3.1  人类基因组 Tiling Array实验和发现 

2002年 5月发表于Science的一篇文章是关于人类
基因组Tiling Array的实验[18], 它对人类 21和 22号染色
体 11 个细胞株(cell lines)的表达进行了分析. 探针设计
为染色体DNA非重复部分的序列(利用ReapeatMasker得
到非重复基因组序列), 探针长度 25 nt, 每间隔 35 mer
设计一组探针, 即规格为 25nt-oligomers/35bp-step, 并
采用Affymetrix芯片PM (perfect match)、MM (mis-
match)设计模式, 其中MM探针与PM探针仅有中心的
一个碱基不同且为互补, 利用细胞质poly(A+) RNA的
cDNA序列与芯片杂交. 由于探针之间有间隔, 实验
很难解释基因组的结构关系 , 如外显子与内含子之
间的分界, 而且由于实验样本无法区分正负链, 所以
不能具体识别单链的表达和分析双链DNA转录的相
互关系. 但从实验结果看来, 大约 90%表达产物在已
知基因外显子以外. 

2003 年Rinn等人 [13 ,14]采用了点样平台 , 利用 
PCR产物做成的探针覆盖了人类 22 号染色体几乎全
部的无重复区域. 实验发现有至少注释基因 2 倍的转
录本被表达. Rinn等人还把他们的实验结果同 2002年
Kapranov等人[18]所做的人类芯片实验结果做了对比, 
并预测在这些实验中, 有至少 50%的表达在已知基因
组注释之外. 他们通过比较人类与大鼠基因组, 发现
相对保守的序列区域 , 并对新发现的表达不纯粹是
“转录噪声”而具有生物功能的假设提出了支持证据. 

2004 年Merck实验室利用喷墨技术 [19], 设计了
探针规格为 60nt-oligomers/30bp-step的芯片, 并对人
类 20号染色体的 6个组织和 22号染色体的 8个组织
的表达情况进行了研究. 结果显示, 47%的阳性探针
在目前注释的基因之外, 其中 22%的表达出现在内
含子, 25%出现在基因间(intergene)部分. 

同年, Bertone等人[20]设计了人类全基因组Tiling 
Array实验, 探针规格是 36nt-oligomers/46bp-step, 共
制作了 134 张芯片, 仅对肝脏组织(liver)的表达做了
研究, 分析出大约有 10595个新表达为其他方法所没
有发现, 大部分这样的表达落在基因间部分, 并一定
程度远离原有的注释基因. 

2005 年 5 月又一篇发表于Science的文章对于人
类基因组 10条染色体(6, 7, 13, 14, 19, 20, 21, 22, X和
Y)8 个细胞株的表达进行了探索 [21]. 虽然芯片仍是
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Affymetrix的设计方案, 但其探针步长缩小为 5 bp, 
探针间出现了 20 bp的重叠. 这种设计密度所提供的
基因组查询范围是 2002 年的 7 倍[18]. 信号识别结果
显示, 10条染色体平均看来, 有 31.8%的表达分布在
基因间区域, 42%~49%落在内含子部分; 并且实验初
步表明, 转录系统是一个双链相互重叠关联的网络. 

3.2  其他生物基因组 Tiling Array实验和发现 

2003 年发表于 Science的拟南芥基因组Tiling 
Array实验[22]是第一个真核生物全部基因组的芯片实

验, 芯片的探针长度 25 nt, 以首尾相接的方式覆盖
了全基因组. 实验发现了很多新表达区域, 其中包括
2000个基因间位置. 另外, 有大于 30%的注释基因在
反链位置发现表达, 5817 个计算预测的基因被证实
在某些生物过程中表达. 

2004 年果蝇Tiling Array实验发现[23], 大约 41%
的表达发生在内含子和基因间区域. 

4  Tiling Array表达预测 
上述Tiling Array实验采用了不同的表达信号识

别算法对表达样本进行采集 , 几乎每个实验所得到
的大部分表达是在已知和预测外显子之外. 目前, 对
这些表达(简称dark matter)有很多可能性的预测和解
释[2], 具体分析列举如下.  

4.1  新的编码蛋白基因 

全长cDNA测序技术对于新基因的发现提供了强
有力的方法 , 一个全长cDNA测序的实验 [24]发现了

2000 个新cDNAs与Ensembl注释基因没有重叠 , 其
ORF > 300 bp. LongSAGE实验[25]也发现了新的编码

蛋白基因. 尽管cDNA测序等实验和预测方法表明仍
有很多人类的编码蛋白基因等待发现 , 尤其是在某
些组织或细胞株中表达量很低的转录本 , 但是编码
基因发现的比率已经大为下降. 研究趋势表明, 新编
码蛋白基因不能解释大规模的dark matter[2]. 

表达的假基因 (pseudogenes)也可能包括在dark 
matter中. 研究显示, 人类基因组至少有 20000 个假
基因 , 已知的一些假基因不但表达而且具有生物功
能 [26]. 由于这些假基因具有编码蛋白基因的序列特
征, 所以它们可直接被计算方法识别, 且它们不会在
Tiling Array实验发现的转录本中占很大比重[2]. 

4.2  新的非编码蛋白基因 

很多功能已知的非编码蛋白基因(ncRNAs), 它

们在高等生物组织中担任基因表达调控等重要职责.
目前 , 几乎所有关于 Tiling Array的文章都认为
ncRNAs最有可能解释部分被识别的dark matter[27].虽
然已知的ncRNAs多在核子中, 并且没有poly(A), 但
有证据表明 , 发现的具有poly(A) 的ncRNAs在增加
[27]. RT-PCR实验研究显示, 大约 74%新发现的表达
是ncRNAs[2], 虽然实验可以证明ncRNAs被表达, 但
是却不能肯定它们具有生物功能. 

4.3  反义表达 

一些dark matter在已知基因或者ESTs反链的相
同位置表达. 在原核生物中, 反义RNA在细菌中可能
具有调控作用, E. coli大部分的基因都有反链表达, 
真核基因组也发现了反链表达 [17]. 在用来确定dark 
matter属于哪个链表达的Tiling Array实验中, 发现有
大约 11%的表达, 其反链的相同位置是外显子区域
[2]. 

4.4  可变剪接新的转录本(isoforms) 

研究显示, 大约一半的人类 20, 21, 22号染色体
的Tiling Array表达在已知基因注释区域, 这意味着
这些dark matter有可能是已知基因的延伸或者是更复
杂的表达 [18,19], 可能是由于可变剪接而得到的新转
录本. Kapranov等人[18]的人类染色体Tiling Array实验
显示, 仅有 5%发生在已知基因内含子的表达, 与已
知的可变剪接相对应. 这也暗示, 人类基因组可能有
很多可变剪接等待发现. 

4.5  已知基因的延伸 

因为 cDNA克隆未必能获得全长的表达序列, 基
因发现软件也很难预测识别 UTRs (不翻译区)区域, 
所以很多已知的表达自然可能要长于目前的注释长

度 . 这可能可以解释一部分靠近注释基因并且在基
因间的 dark matter, 它们可能是 UTRs 区域, 当然基
因间部分的 dark matter 也可能是已知或未知基因的
外显子或者内含子. 

4.6  实验噪声 

Tiling Array实验无法免于噪声干扰, RT-PCR和
Northern blot对 Tiling Array新发现表达验证的结果
显示, 部分新表达实际的表达水平很低, 这也暗示是
某些实验噪声导致了 dark matter的出现. 

影响之一是 RNAs样本的污染. 因为 RNAs样本
至少包括一些残留的 DNA, 这会导致一些 dark mat-
ter 的出现. 这种基因组水平上的污染取决于不同的
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细胞组织和提纯手段. 
影响之二是没有剪接的 mRNAs. 它们在 RNAs

提取过程中也被分离 , 这样会导致某些已知基因内
含子区域信号被判断为表达. 从细胞质 RNA 中提纯
mRNAs, 可以使这个问题的影响最小化. 

影响之三是双链标记(double-stranded labeling).
由于杂交样本在标记过程中 , 有可能出现假造的
cDNA的互补链. 这种噪音主要表现为假的反链表达
[28]. 但实验表明, 这个影响并不是dark matter的主要
原因. 

影响之四是交叉杂交 (cross-hybridization)[29,30]. 
前面芯片探针制备中已提到了杂交噪声 , 此处所说
交叉杂交与前述并无不同 , 但由于探针筛选过程不
完备, 会造成探针的交叉杂交噪声. Affymetrix公司
为了控制和跟踪杂交噪声, 所以在Tiling Array设计
中采用了PM和MM的设计模式 , 其中MM探针即用
来跟踪交叉杂交 , 但这种设计是否有效仍说法不一
[1,31]. 可见在芯片制备阶段, 尽可能排除可能产生噪
声干扰的探针尤为重要, 如果筛选标准不完善, 在后
续的表达信号识别或之后的数据分析过程中就不得

不考虑交叉杂交的影响. 

4.7  假阳性 

所谓探针假阳性, 即此探针序列并非真实表达, 
其主要是由实验噪声干扰和表达及信号识别算法的

误判造成. 
Tiling Array 技术缺少判断表达的真实参照, 也

就是缺少基因组在哪些区域是不被表达的纪录 . 这
个局限性使得客观衡量信号识别算法的假阳性率具

有较大困难 . 尽管内含子和启动子有可能作为判断
表达的依据, 但是因为基因组注释仍不确定, 它们也
很难被准确定义. 

5  Tiling Array表达信号识别算法 
在芯片制备、RNA 提取和杂交、芯片扫描一系

列过程之后 , 芯片的每个探针亮度都被计算机记录
下来 . 下一步的工作就是根据探针亮度来提取有效
信息. 以 Tiling Array 应用于基因组表达挖掘而言, 
就是通过探针的亮度信息判断探针序列是否表达. 

在过去的几年中, 有一些用于Tiling Array表达
信号识别的算法相继问世 [32~34], 其中包括Kapranov
等人[18]、Rinn等人[13]、Bertone等人[20]、Schadt等人[19]

和Cheng等人 [21]在其相应Tiling Array实验中使用的

算法[32]. 可以说, 已知的信号识别算法多数面向各自
的Tiling Array实验, 即算法与不同的芯片设计模式
或具体实验相关. 譬如, Affymetrix芯片嵌入了细菌
基因组的序列探针, 那么它相应的SW算法就可以借
用细菌基因组提供的表达信息; Merck公司Schadt等
人 [35]所做的实验是多个组织的表达研究, 他们应用
的信号识别算法也直接对多组织信号亮度同时分析, 
不过这种方法不适合识别单个组织的表达 . 另外 , 
Bertone等人[20]采用的方法简单延续了微阵列技术的

亮度分布来识别表达信号. 
总体看来, 表达信号识别算法虽然不少, 但是具

有普遍适用性的方法不多. 而且, 在目前探针筛选标
准仍不清晰的情况下 , 筛选出的探针仍具有制造杂
交噪声的很大可能 , 但已有的算法都不具备过滤杂
交噪声和识别低表达量探针的能力 , 这将造成识别
假阳性率的升高 , 也必然给信号识别之后的数据分
析造成较大压力. 即使 Affymetrix芯片设计考虑了除
噪问题, 但效果并不确切. 

下面对 3个典型的 Tiling Array表达信号识别算
法进行介绍. 

5.1  算法介绍 

(ⅰ) 滑窗(sliding window, SW)算法[16].  SW算
法是针对Affymetrix芯片的表达信号识别方法, 其优
势在于利用查询探针和相邻探针的亮度值来确定这

个查询探针的序列是否被表达(positive). SW算法可
分为两个部分来描述. 

第一部分, 探针的表达评估. 这一步主要通过一
个探针和其相邻探针亮度确定此探针的表达分值 . 
首先, 设定一个固定的窗口长度, 其半径为BW, 则
窗口长度为BW×2+1, 对于任意探针Pj, 设Zj = PMj− 
MMj.对于某个观察探针P i, 设其中心在染色体上的
位置为PTi, 则包含在窗口区间[PTi−BW, PTi+BW]中
的所有探针两两之间做平均值计算Am,n = (Zm+Zn)/2, 
m和n分别为窗口内包含的探针编号. 其次 , 探针的
表达评估值Ei = pseudo-median(Pi) = median (Am,n: m< 
= n)为窗口内两两探针亮度平均值的中值.其中确定
合适的滑窗长度很重要, 它有两个决定因素: (1) 探
针间距离, 即探针序列中心间距离; (2) 探针所在染
色体外显子的平均长度(一般约为 137 bp). 以 2002年
Kapranov等人 [18]的实验为例 , 芯片探针长度为 25  
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图 2  Kampa等人[18]的SW信号处理算法第一部分的计算过程 

 
 
nt, 步长为 35 bp, 若设计窗口长度为 100 bp, 窗口内
大约可包含 3个连续探针. 其考察探针表达评估的计
算过程如图 2所示[1]. 

第二部分, 表达与非表达区域的划分. 通过第一
部分的计算 , 每个探针基于其亮度都得到了相应的
表达评估分值 , 我们需要一个表达评估的阀值来确
定探针是否表达. Affymetrix芯片设计的另一个特色
是在每张芯片上嵌入细菌基因组的序列探针 , 这些
探针与芯片上的人类基因组探针不具有相似性 , 这
样通过相同环境下提取的细菌RNA表达与芯片杂交, 
并根据细菌的基因组注释可以计算出芯片的最高假

阳性率, 从而给出探针表达的阈值. 如果探针的表达
评估分值大于阀值, 则定义此探针是阳性的, 也就是
表达的. 接下来, 根据表达的探针, 可以继续判断表
达序列片段(transfrags). 这个连续表达的序列片段只
有满足长度 (minirun)至少 90 bp, 连接探针之间隔
(maxgap)不大于 40 bp, 方可被称为transfrag[16]. 

(ⅱ ) 亮度分布 (signal distribution, SD)方法 [20].  
SD法是Bertone等人[20]用于识别人类基因组非注释区

域表达序列片段TARs (transcriptional active regions)
的方法. TARs和transfrags虽然称呼不同, 但是意义相
同 . 在Bertone等人的实验中 , 探针的原始亮度达到
整张芯片亮度的 90%以上才被认为是表达探针. 以
当时Bertone等人的实验芯片为例, 探针长度为 36 nt, 
步长 46 bp, 则要求至少 5 个连续表达的探针可被称
为TARs. 任何不表达探针的出现都将中止TARs的延

展 . 在SD方法的实际应用中 , 亮度百分数阀值可以
根据实验定义. 

(ⅲ) 基于HMM的信号识别算法.  基于隐马尔
可夫模型(hidden Markov model), 针对Tiling Array信号
识别问题, HMM[36]的观察序列可看作大规模的信号亮

度值, 状态简单地说可分为两类: 一类是表达, 另一类
是非表达. 那么, Tiling Array信号识别变成了对应每个
探针的亮度值, 需要确定其相应的状态. 此问题可先
从大规模的信号数据中训练和建立样本模型 , 然后
根据模型确定所有探针信号所对应的状态序列 . 基
于HMM的Tiling Array信号识别方法在文献中多有记
载 [37~40], 下面以Du等人 [37]的HMM方法为例简单说
明HMM如何应用于Tiling Array表达信号识别.  

以图 3[37]标示的算法流程来看, 第一步当从大规
模的探针亮度数据中, 根据一定的规则选取样本, 文
中以最大熵法选取了从亮度显示上表达活跃和不活

跃的探针作为训练样本 ; 第二步可以根据RefSeq或
Ensembl基因注释, 为样本标注相应的状态, 表达或
不表达; 第三步依据所选样本, 训练隐马尔可夫模型, 
主要计算状态转移概率矩阵和给定状态下的观察值

分布; 第四步利用Vitebi[41]经典算法, 根据HMM标记
所有探针的状态. 

基于 HMM 的信号识别算法是一个典型的机器

学习(machine learning)方法, 它所涉及的问题一方面
是学习样本的大小, 一方面是学习样本的纯度. 一般
来说, 在没有样本噪声的情况下, 训练样本越大, 则 
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图 3  基于 HMM的信号识别流程 

 
 

结果越准确稳定. 

5.2  算法比较 

SW 算法适用于 Affymetrix 公司设计的芯片, 其
芯片中嵌入了可作为表达参照的其他物种序列探针, 
而 SD 方法并不拘于芯片设计. 另外, 二者在信号识
别效果上也各有优劣. SD 方法在判断探针表达上有
些粗糙 , 容易受到交叉杂交的影响而增加识别假阳
性率, 并且遗失表达量不高的探针. 而 SW 算法由于
其相应的芯片探针 PM和MM的设计模式, 本身对交
叉杂交有一定制约作用. 此两种方法中, SW 的设计

思路和精度更优. 
以上两种算法都需要人为设定参数才能完成分

析. SW和 SD方法必须通过基因组信息的帮助、有效
的参数筛选, 来设定诸如窗口大小、表达阀值等一系
列重要参数 , 可以说参数的设定是两种方法的命脉
所在, 它们直接决定着 Tiling Array 芯片表达识别的 

敏感度和假阳性率的高低. 而HMM机器学习方法完
全不依赖人为设计参数来衡量探针是否表达 , 它依
靠数学建模直接分析和判断探针表达与否的状态 . 
几种方法比较而言, HMM算法的适用性更广, 准确
性更高[32]. 

6  结论与展望 
Tiling Array 技术产生发展的 5 年间, 已经成为

了基因组生物信息挖掘的主要工具. Tiling Array高密
度、高通量的特性使人们可以从全基因组的水平考察

生命过程和探索生命的奥秘 . 也正是由于从整个基
因组的角度出发, Tiling Array仍然存在价格较贵、芯
片技术需要不断发展的问题; 同时从微阵列基因芯
片时代开始 , 芯片技术就面临一个探针筛选和信号
去噪的问题. 目前, 这类问题在 Tiling Array 研究中
也并未得到很好的解决, 而且标准通用的 Tiling Ar-
ray信号识别方法也有待进一步的研究和发展. 
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