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Abstract: Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-Seq) has become a tool for study-
ing DNA-binding proteins profiles and histone modifications. At the same time, it also arouse requirements 
for effective computational methods to map short DNA reads and to compare mapping profiles, which are 
crucial for uncovering biological mechanisms. In this article, we introduced the principle of new generation 
sequencing and corresponding data format, then gave an overview of current method of reads mapping and 
peak identification. Finally, we demonstrated the application of this method in histone modifications analysis 
and transcription factor binding sites identification.  
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摘  要：免疫共沉淀–DNA 高通量测序二者的结合是研究蛋白质与基因组 DNA 相互作用及组蛋白修

饰的新实验工具，它同时也对短 DNA 读序在基因组上的映射、映射结果比较提出了新的算法需求。

本文介绍新一代测序原理及数据的特点、相关的读序映射算法的基本原理及对应软件，并说明了该方

法在组蛋白修饰、转录因子结合位点分析中的应用。  
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1. 引言 

生物体内基因调控的一个重要环节是细胞中的功

能分子如启动子、聚合酶、分子伴侣等，同遗传物质

DNA 之间进行相互作用，从而影响基因的转录调控。

基因组 DNA 的甲基化、组蛋白甲基化、乙酰化、磷

酸化，染色体结构变化都影响基因的调控，进而对生

命活动的各个环节产生影响。此时，DNA 的结构不再

是规则的双螺旋结构，而是由于蛋白–DNA 之间的作

用，染色体的局部结构发生空间变化。这些变化不仅

出现在基因的转录起始区域，而是会出现在和基因相

距较远的区域。多种不同的染色体结构变化以远程作 

用的方式，影响着不同基因、不同条件下的调控。分

子层次引起 DNA 结构变化的途径有很多，仅组蛋白 

修饰就有 100 多种。在这些结构变化中，蛋白质与

DNA 的相互作用占据绝对的优势。染色质免疫共沉淀

(Chromatin immunoprecipitaion, ChIP)技术是全基因组

范围内识别DNA 与蛋白质体内相互作用的标准方法，

可用于组蛋白修饰研究、转录因子研究等多方面，且

其应用领域还在不断扩展。 

高通量的 DNA 测序是一种并行测序技术，按照

边扩增、边检测的方式来完成。目前典型的、常被实

验采用的高通量测序方法有 Iilumina 公司的 Solexa 技
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术，Applied Biosystem 公司的 SOLiD 技术以及 Roche

公司的 454-pyrosequencing 技术。每种测序方法在测

序通量和成本上都在迅速地发展[1]。 

ChIP-Seq 是免疫共沉淀实验和高通量 DNA 测序 

结合的实验技术。该实验的对象是分布在整个基因组

范围的、能够和特定蛋白质结合的 DNA 序列，实验

结果是大量短的 DNA 序列片段，该序列片段在基因

组上的位置、分布特征、分布变化情况等需要利用生

物信息学的技术进行分析，并在数据分析阶段排除实

验过程中的各种假阳性数据。最终结果将结合具体的

实验设计，达到对实验数据的解析和基因组功能分析

工作。  

ChIP-Seq 实验目前最主要的研究体现在两个方

面，分别是：1. 特定的转录因子研究，包括识别转录

因子的位置、长度、DNA 结合强度、结合特异性等方

面。2. 组蛋白修饰研究，包括特异性修饰的在基因组

的位置、核小体的位置等信息。此外，它可以用于对

RNA、SNP 基因多态性进行分析。  

2. 实验技术-高通量测序  

高通量测序技术使用并行的方法进行，但三种主

要方案还是有所区别。在 454 测序技术中，先使特异

性测序引物和单链 DNA 模板结合后，在多种酶及底

物的共同参与下，将每一个 dNTP 的聚合与荧光信号

的释放偶联起来。通过 CCD 光学系统即可获得一个

特异的检测峰，峰值的大小表示对应的碱基数。然后

在反应体系中，加入另一种 dNTP，使以上反应重复

进行，根据获得的峰值图即可读取准确的 DNA 序列

信息[2]。  

Solexa 测序技术在进行 DNA 聚合酶的链延伸反

应中，使用经过了特殊修饰的dNTP，四种不同的dNTP

分别被标记上了不同的荧光基团和 3’末端保护基团，

以使每一步反应只能延伸一个碱基。每步反应所收集

到的荧光信号对应了所要检测的碱基[2]。  

SOLiD测序技术在待测的短的DNA片段的两侧，

连上称为 P1 接头和 P2 接头的 SOLiD 接头，然后利用

能够和双碱基配对的分子，从接头处进行扩增和延伸，

不同的双碱基对应不同的荧光信号，从这些荧光信号

中最终分析出序列信息。  

更新的实验技术是基于单分子的测序技术，能够

以更高的速度、更低的成本、更少的样本完成 DNA、

RNA 的测序工作，它们在进行基因组功能研究方面也

将会有很大的作为。 

3. 实验数据的格式  

由于采用荧光信号的检测方式，每个检测获得的 

最原始的数据为荧光图像。根据图像中荧光点的位置、

颜色、强度等信息，这些原始数据会被转换为带有一

定数据质量的序列信息，用不同的文件格式来保存。

通常见到的是 FASTQ 格式。该格式是包含有序列和

序列中每个碱基数据 Phred 质量的文件，文件格式简

洁紧促，最早用于表示毛细管电泳 DNA 测序的结果。

新一代测序技术 Solexa/Illumina 的读序文件也是

FASTQ 格式，但其表示碱基质量的方法和传统的

FASTQ 格式有一些不同。该文件利用 ASCII 代码大于

90 的字符表示对应碱基的数据质量。例如序列的描

述：  

@SRR002004.12 Nanog: 1: 1: 681: 134 length = 

36  

GTTATGGGCGGTGGGTTTATTTGTAGTATATTTATT  

+ SRR002004.12 Nanog: 1: 1: 681: 134 length 

= 36  

III = IIII"I$' < + I = 8. /&.('%%("/&)%!!()  

第一行和第三行表示序列的名称，第二行表示序

列，第四行是用 ascII 码字符表示的一个正整数，代表

序列中每个碱基的数据质量。每个测序得到的读序被

映射到基因组之后，就能得到读序在基因组中的分布。

BED 格式和 WIG 格式为包含读序在染色体中起始位

置的文本文件，其中 WIG 格式是能够显示连续数值的

格式[3]。GFF (General Feature Format) 最早被开发出

来用于表示映射过的 SOLiD 数据，每行描述一个读序

的信息，包括在基因组中的位置，正链还是负链，颜

色代码表示的序列等（四个颜色代码表示 16 个双碱

基）[4]。  

4. 分析方法  

4.1. 读序映射  

高通量测序获得的是众多的短的DNA读序片段，

它们是在实验中分离得到、和实验相关的 DNA 序列，

需要找到它们在基因组中的位置，这就需要进行读序

映射工作。该工作实际上是一个序列比对，但由于基

Copyright © 2011 Hanspub                                                                               HJBM 
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因组往往很大，且高通量实验得到的读序数量非常多，

长度却很短，因此需要快速、有效、能容纳一些错误

匹配的算法来实现。 

基于动态规划算法的比对是最为准确的，但同时

也是最耗费计算机时间的算法。基于索引的算法能够

对序列进行快速的定位，但当序列较长时，所需要的

索引文件就非常大。例如，当索引所有长度为 10 的 

DNA 序列时，需要的索引的个数为 410个，即 2 百万

个。此时当前的计算机还能够应付，但读序的长度往

往超过 30bp，此时需要的索引的数量为 430，这是一

个非常大的数字，远远超过当前计算机的存贮和检索

的能力。较为有效的方法是把读序切分成多个更小的

片段，然后在利用索引的方法进行序列位置的确定。

基于此思路的读序映射方法包括有 SeqMap[5]、

ELAND、SOAP、RMAP、MAQ[6]、Bowtie[7]、SSAHA、

SSHRiMP[8]、SOCS[9]等这几个算法虽然功能相似，但

具体实现方案有所差异。例如，SeqMap 获得的序列

比对能够包含多达 5 个的字符替换、插入或剔除，使

用非常灵活。能够处理包括 FASTA 格式的序列输入

形式和多种序列输出格式(如 ELAND 格式)。同时它

提供了命令行的执行方式，在进行读序映射时更加灵

活。其思路是对读序建立索引，利用索引的哈希值进

行匹配和比较，因而对计算机的内存容量要求较低，

典型的映射工作可在普通的计算机、数小时的计算时

间完成，同时，也非常容易在计算机集群上并行运行。

而 BLAT 和 SOAP 程序是对基因组构建索引和哈希

表。需要更多的内存来容纳索引[5]。  

ELAND 是和 Illumina 的测序仪器配套的分析软

件，能够完成读序映射工作，并输出所有的读序在基

因组中的位置信息。这些信息可被转换成为 BED 格式

或 WIG 格式，它们均可以在基因组浏览工具中以图形

化的形式显示读序的位置和数量。  

在映射时需要考虑的参数还包括：最大允许错配

碱基数目、读序在基因组的映射位置数目等。最终的

目的是获得读序基因组分布模式，并通过构建模型获

得分布模式有显著性差异的基因组区域。  

4.2. 结果显示  

由于基因组是一维的序列，在显示时候，既要能

够显示局部区域的细节，又需要显示整个基因组范围 

 
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks) 

Figure 1. UCSC Genomic feature visualization tool   
图 1. USCS 基因组特征显示工具 

 

的宏观分布，因此，需要能够在不同尺度采用不同的

显示手段。常见的基因组显示工具，利用缩放技术能

够很好的完成显示。UCSC 提供的基因组浏览器就能

够很好的实现映射结果的显示，但它需要把映射好的

数据上传的服务器来实现。图 1 为采用 UCSC 基因组

浏览器进行 7 号染色体上基因分布显示结果。网页为

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks，选择其中的

Genes and Gene Prediction Tracks，参数中 Display 

mode 设定为 squish，track by codons 设定为 OFF。 

CisGenome 是一个可以在本地计算机运行的软

件，并实现各种注释数据的显示，用它可以进行读序

分布的显示，并能够完成不同读序分布谱的比较，找

出差异的读序分布位点[10]。它同时也是一个峰识别工

具，利用滑动窗口识别基因组上读序富集的区域。在

识别时使用了负二项分布来描述背景读序的出现，该

方法优于泊松分布的分析结果。当有对照样本时，利

用二项模型判断实验中获得的读序富集的区域和对照

数据中相比是否有统计学的差异。  

4.3. 峰值确定和比较  

读序的位置被确定后，就可根据不同基因组区域

读序的数量确定那些被读序高度覆盖的区域。在基因

组中，数量较多的序列片段都映射到的共同区域最有

可能是蛋白质–DNA 结合的区域，当按照读序对应的

位置和读序的数量进行可视化，这些区域会形成峰。

这个工作称为读序峰识别，峰所在的位置可以看作是

蛋白质的特异结合位置。多种软件和算法被开发出来

完成这个工作，这些算法包括：Peak Finder[11]、

Copyright © 2011 Hanspub                                                                               HJBM 
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MACS[12] 、 Hpeak[13] 、 FindPeaks[14] 、 SISSRs[15] 、

ChIP-Peak 等。这些搜峰软件的目的是从基因组中得

到这些区域，并最终识别出具有重要生物意义的峰值

信号。  

Peak Finder 是最早的峰识别软件，峰被定义为 k

个读序位于 n 个碱基之间(默认长度 n 为 75 bp)，并且

至少有 5 个读序重叠。当有对照样本时，读序的数量

为对照样本的 5 倍以上[11]。Hpeak 是一个基于隐马尔

科夫模型的读序峰值搜索软件，用于识别基因组中的

蛋白质结合区域[13]。它的识别过程分为 4 步：(1) 导

入读序在基因组中的位置信息，这些信息可以是

ELAND 等软件的输出，或者 BED 格式；(2) 把基因

组分割成为默认长度为 25 bp 的小区间，并统计每个

区间读序的数目，形成图谱；(3) 应用两状态的隐马

尔科夫模型，从图谱中识别连续的读序富集区域和背

景区域，识别出峰。免疫沉淀产生序列多的区域识别

为峰值，其余部分被识别为背景。(4) 输出 WIG 格式

的分析结果以及序列信息，供可视化软件显示和序列

软件分析和进行基因组注释。  

FindPeaks：将读序进行延伸到实验中 DNA 片段

的平均长度，重叠的部分叠加形成峰，从这些峰中识

别结合位点，HDFs 的数量超过阈值时，被识别为峰。

利用 Monte Carlo 模拟的方法计算每个结合位点的错

误识别率，该模拟基于随机序列。  

MACS：分离不同链上的读序，利用泊松模型描

述背景分布时候读序的分布，并且该模型是一个动态

模型，模型中的参数可以在一定范围内改变，以便识

别局部的序列变化。当有对照样本时，错误识别率

FDR 的计算方法是对照样本中识别到的峰的数目除

以在免疫沉淀实验得到的峰值数目。  

5. 实际应用  

5.1. 组蛋白修饰  

甲基化是一个典型的组蛋白修饰，人们通过实验

研究了位于启动子区、增强子区、转录区域等区域组

蛋白甲基化的特征，发现 H3K27，H3K9，H4K20，

H3K79，H2BK5 的单甲基化通常和基因活化相关，而

H3K27，H3K9，H3K79 的三甲基化同基因的抑制相

关。H3K4 的甲基化也同染色体的断裂相关[16]。从鼠

胚胎肝细胞等细胞中，研究者发现 lysine 4、lysine 27

三甲基化状态能够用于区分和表达、抑制的基因，而

Lysine 36 的三甲基化和转录体是否编码有关，该结果

可用于基因组的标注[17]。  

5.2. 转录因子结合位点识别  

2007 年 Johnson 等人用 ChIP-Seq 对转录因子

NRSF 在 DNA 上的结合位点进行了全基因组的筛查，

获得了 1946 个结合位点，为研究 DNA-蛋白相互作用

提供了新的方法和数据，并可以用于识别非典型的结

合位点形式[11]。Robertson 等人也用该方法检测干扰素

(IFN-gamma)刺激和非刺激的 HeLa S3 细胞中 STAT1

结合位点分布的情况，分别识别到了 41,582 和 11,004

个潜在的结合位点，并验证了已知结合位点[18]。  

6. 结论  

新一代的测序方法能够高通量、低成本地对由分

子生物学实验获得的大量 DNA 序列片段进行测序。

通过读序映射的方法，这些序列片段在基因组中的位

置得以确定；进而，基因组不同位置读序的覆盖度也

可以获得。结合免疫沉淀等方法，可以有目的的检测

不同实验条件下分离得到的 DNA 序列，然后利用读

序映射的方法，确定这些序列片段在染色体中的位置

信息，这些位置信息对应了蛋白质在基因组上的结合

分布。在基因组功能分析方面、转录因子结合位点研

究方面已经取得巨大的成功。该技术将会有力的推动

在基因的调控、染色体的结构变异等方面的研究。值

得注意的一点是，该技术所涉及的测序工作，较第一

代的测序而言，成本已经大大降低。但当它用于进行

基因组范围的分析时候，由于涉及到的测序的 DNA

片段的数量巨大，实验所需费用仍旧较高。第三代的

基于单分子的测序技术采用序列边复制边检测的原理
[19]，能够高通量、高速度地进行序列测序，会在不远

的将来展现其强有力的价格优势和高的测序质量。   
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