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摘要  ChIP-Seq 是在全基因组水平上研究活体细胞中蛋白质和 DNA 相互作用谱的

有效手段. 近年来, 随着高通量短序列 DNA 测序技术的快速发展, 研究基于新一代

DNA 测序方法的 ChIP-Seq 分析算法已经成为热点之一. 然而, 目前报道的分析方法

主要是基于对免疫共沉淀获得的DNA片段进行片段大小选择后的ChIP-Seq数据, 也

就是主要针对 Solexa 系统获得的数据进行分析的算法. SOLiD 系统是目前测序通量

最高的新一代 DNA 测序系统. 在 SOLiD 系统的 DNA 测序文库制备过程中, 采用对

免疫共沉淀获得的 DNA 片段进行二次超声打断可以满足 ePCR 对序列长度的要求, 

因此 SOLiD 测序文库中的 DNA 测序片段较短. 到目前为止, 基于 SOLiD 系统测序

特点的 ChIP-Seq 研究很少报道. 本文旨在研究测序文库中 DNA 片段的长度对

ChIP-Seq 分析的影响. 通过真实的 ChIP-seq 数据和模拟产生的 ChIP-Seq 数据, 对目

前 3 种主要的 ChIP-Seq 分析方法(CisGenome, SISSRs 以及 MACS)的特点进行研究. 

有报道表明来自 Solexa 系统的 ChIP-Seq 数据局部有明显的正负链双峰特征, 而通过

对真实的来自 SOLiD 系统的 ChIP-Seq 数据特征的挖掘, 我们发现单个峰局部无明显

的正负链双峰特征, 并且峰的局部的序列分布大部分符合正态分布. 基于这些特征, 

我们模拟了两个不同测序平台的 ChIP-Seq 实验. 在控制了模拟实验的可比性后, 我

们发现当前基于 Solexa 文库制备方案的 ChIP-Seq 数据发展的算法, 并不能有效地捕

获来自 SOLiD 系统的 ChIP-Seq 数据特征. 我们的研究还表明, 误用 ChIP-seq 软件可

能是导致部分 SOLiD 的 ChIP-seq 实验失败的原因. 因此, 需要开发一种新的基于二

次打断 IPed DNA 片段的 ChIP-Seq 分析策略. 
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染色质免疫共沉淀(ChIP)是一种研究活体内蛋

白质和 DNA 直接相互作用的有效手段. 在过去几年

中, 人们建立了一些分析染色质免疫共沉淀后(IPed)

的 DNA 片段的测序技术平台 . 如 ChIP-SAGE[1], 

ChIP-SACO[2], 这些技术主要通过对串联 IPed DNA

片段进行测序来寻找转录结合位点. 然而, 这些技术

都依赖于传统测序技术 , 对于大多数实验室和研究

人员来说 , 通过上述技术去获得某个感兴趣的蛋白

质在全基因组范围的转录活性都过于昂贵和费力 . 

因此, 尽管 ChIP 技术和微阵列芯片技术(ChIP-chip)

的结合存在精度低和检测偏性等问题 , 但由于其高

通量和可接受的价格, 它仍然得到了较多的应用.  

近年来新一代高通量测序技术发展迅速 , ChIP

实验与这种高通量并行的测序技术的结合(ChIP-Seq)

正开始转变蛋白质 -DNA 相互作用的研究现状 . 

ChIP-Seq 可在全基因组范围定量分析蛋白质-DNA
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的结合以及染色质的修饰. 与 ChIP-chip 相比, ChIP- 

Seq 技术的主要优势如下: 单个碱基精度的直接测序, 

较少的背景噪声, 无需预先确定结合区域, 较少的起

始 DNA量的要求[3,4]. 已有报道使用 ChIP-Seq技术进

行组蛋白修饰在人类 T 细胞[5]和鼠的胚胎干细胞[6]的

定位, 研究转录因子 STAT1[7]和 NRSF[8]的结合位点.  

目前, 有 3 种商业化的下一代高通量并行测序平

台 , 它 们 分 别 是 454(Roche), Solexa(Illumina) 和

SOLiD(ABI Life technologies). 在这 3 个测序平台中, 

454 的测序读长为 200~400 bp, 而 Solexa 和 SOLiD

的测序读长只有 30~50 bp. SOLiD 测序通量最大而

454 的测序通量相对较低. 通过基因组的可比对性分

析 , 30~50 bp 长的序列足以唯一的匹配到~79.6%~ 

86.7% 的 人 类 基 因 组 [9,10](NCBI build 36.1/UCSC 

hg18). 到目前为止, 唯有 Solexa 在 ChIP-Seq 领域被

广泛报道. 尽管 SOLiD 系统可产生与 Solexa 系统的

相同读长并拥有更高的通量, 它在 ChIP-Seq 领域的

应用潜力却没有被完全挖掘. 最近, ABI 公司自己发

表了一篇在 SOLiD 系统上进行 ChIP-Seq 研究的应用

小短文[11]. 在该文中, IPed DNA 的起始量高达 0.5 μg, 

而这个数量在很多 ChIP-Seq 实验中较难达到. 除此

之外, 该实验选择了 3 个不同范围的 DNA 片段长度

(150~200 bp, 200~250 bp, 250~300 bp), 这个步骤同

Solexa 的片段大小选择一致, 但这种处理显然并不适

用于 SOLiD v2 系统的文库制备指南. 因此, 在 SOLiD

系统上进行 ChIP-Seq 实验的优势并没有展现出来.  

2008 年, Valouev 等人报道了基于对 ChIP-Seq 数

据的序列方向性的处理算法 , 对早期的算法进行了

较大的改进 . 这些改进包括算法中参数的自估计以

及结合位点在基因组上定位的精度 [12~15]. 方向性来

自 IPed DNA 片段长度(150~300 bp)和测序读长

(26~35 bp)的差异. 150~300 bpDNA 片段的两端可以

等概率地测出, 但是测序读长无法跨越整个 DNA 片

段长度 , 因此一个真实的结合位点附近的序列密度

理想状况下可呈现两个对称的峰 . 正链的序列富集

峰在上游, 而负链峰在下游. 因此, 基于对上述方向

性处理的不同, 算法可大致分为两类：搜峰前估计类

和搜峰后优化类. 如 QuEST[12], SISSRs[13]和 MACS[14]

是典型的搜峰前估计类算法 , 使用序列的方向性信

息来平移序列的位置或估计片段长度从而精确定位

转录结合位点. 与此不同的是, CisGenome[15]提出了

二个优化的功能 , 即在搜峰后过滤只有单链富集的

峰和将峰平移片段长度的一半 , 以搜峰后优化的方

式来处理方向性的信息 , 实现了结合位点的精确定

位. 然而, 序列的方向性信息仅来自用桥式 PCR 进

行较长 DNA 片段文库制备的 Solexa 系统 . 根据 

SOLiD 的操作手册 , 进行乳液 PCR 的最优扩增的

DNA 片段长度范围为 60~110 bp, 因此当前基于序列

方向性的分析 ChIP-Seq 的算法可能不再适用于分析

来自 SOLiD 系统的数据.  

本文考察了 Solexa 和 SOLiD 系统在文库制备方

面的 DNA 片段长度差异. 我们挖掘了来自 SOLiD 

v2.0 系统的 ChIP-Seq 数据的局部序列分布特征. 基

于这两种系统的不同的文库制备方案所带来的真实

结合位点的链特异性的序列分布情况 , 模拟产生了

两批 ChIP-Seq 数据. 用 3 个算法 SISSRs, MACS 和

CisGenome 对模拟数据进行了分析并比较了其结果. 

我们讨论在 SOLiD 系统上进行 ChIP-Seq 实验的可能

性及其潜力.  

1  材料和方法 

虽然测序成本已大大下降 , 但是进行一次

ChIP-Seq 实验的成本仍然不低. Zhang 等人[16]在计算

机上模拟的 ChIP-Seq 实验信号与真实的 ChIP-Seq 的

信号的对比证明了 ChIP-Seq 在全基因组范围的信号

分布非均匀分布, 这对处理 ChIP-Seq 的算法设计提

供了一个重要的信息 , 同时也提供了模拟实验的方

法依据. 本文主要考察的是算法的通用性问题, 通过

在计算机模拟实验数据的方法较为经济可行. Solexa

的 ChIP-Seq 富集区域的序列分布的局部特征已由前

人研究, 本文挖掘了 SOLiD 的 ChIP-Seq 富集区域的

序列分布的局部特征, 作为模拟实验的依据. 在模拟

实验的过程中, 严格控制了一些参数, 预期能够准备

地判断适用于 Solexa ChIP-Seq 数据的分析策略是否

能用到 SOLiD 的 ChIP-Seq 数据中.  

1.1  SOLiD 和 Solexa 平台下 ChIP-Seq 示意图 

两个测序平台下的 ChIP 步骤是相同的. 首先, 

用甲醛将活体细胞交联 , 随后将细胞核内的染色质

用超声打断成目标长度(通常 0.2~1 kb)的短片段形式

(图 1). 用所研究的蛋白特异性抗体将蛋白质结合的

DNA 片段免疫共沉淀, 接下来将蛋白质-DNA 复合

物解交联. 如果是在 SOLiD 系统上进行 ChIP-Seq 实

验中测序部分的实验, 分离纯化后的 DNA 片段需进
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图 1  SOLiD(左)和 Solexa(右)平台下 ChIP-Seq 示意图 
将交联的染色质用超声随机打断至所需的短片段长度(通常为 0.2~1 kb), 蛋白质的结合位点因蛋白质的保护作用而得以保留在短片段中. 将蛋白

质-DNA 复合物解交联并纯化 DNA 片段后, 对于 SOLiD 测序系统, 为满足其文库制备要求需将 DNA 进一步用超声打断到 60~110 bp 左右的小片

段, 而对于SOlexa系统, 一般则是对DNAs 进行 150~300 bp 范围左右的片段大小选择, 超出此范围的DNA 片段则被舍弃(虚线). 所测序列首先进

行基因组比对然后用不同的算法进行结合位点的统计. 对 SOLiD 系统来说, 正链序列和负链序列应随机分布在富集的区域的每一个位置, 在蛋白 

质结合的位点的密度最高. 而对 Solexa 系统来说, 富集区域将呈现出典型的双峰模式, 正链序列集中在上游而负链序列集中在下游

行再次超声打断到约 60~110 bp, 以满足文库制备中

乳液 PCR 的要求, 这一步区别于 Solexa 系统下的直

接片段大小选择步骤 (图 1). 在文库制备后 , 在

SOLiD 测序仪的流动池中进行测序, 所测序列然后

在参考基因组上进行比对. 如图所示, 相比于 Solexa

系统上的 ChIP-Seq, SOLiD 系统在文库制备过程中增

加的短片段可产生更多测序序列 , 原因是那些较长

片段在再次超声过程中被打断而不至于被舍弃 . 此

外, SOLiD 系统上的一个真实结合位点的局部序列分

布可表现出正链峰的模式与负链峰的模式相同 . 不

同的高级分析算法用来富集结合区域 , 这些区域即

可被认为是所研究蛋白在基因组上的候选结合区域.  

1.2  数据集 

来自 Solexa 系统的转录因子 NRSF 的 ChIP-Seq 

数据从 NCBI, GEO(Gene Expression Omnibus)数据库

(GSE13047)下载[8]. 考虑到大多数的 ChIP-Seq 实验

无法达到 70 次染色质免疫共沉淀的起始 DNA 量, 因

此本研究仅使用了实验二(4 次染色质免疫共沉淀加

PCR 扩增)的 ChIP-Seq 数据.  

来自 SOLiD 系统的转录因子 PU.1 的 ChIP-Seq

数据由本实验产生. 从 K562 细胞系大约获得 50 ng 

IPed DNA 进行文库制备. 文库制备的过程如同 1.1

节所描述的那样再加上一个 PCR 预扩增的过程. 并

且, 对 DNA 片段做了二次超声的处理, 将其打断到

60~110 bp 的长度, 接下来这些更短片段的 DNA 的 

两端被接上连接子(adaptors)在 SOLiD v2 系统上进

行测序. 经过图像处理过程总共获得 21253931 条序 

列(35 nt). 将序列与 hg18 人类染色体组进行比对, 最

多允许颜色编码空间的 3 个错配 .  获得 7189990 
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(33.83%)条可比对到多个位置的序列, 经过滤, 留下

5071807 条唯一匹配的序列进行后续分析.   

虽然转录因子 NRSF 的 ChIP-Seq 数据来自
Solexa 系统, 转录因子 PU.1 的 ChIP-Seq 数据来自
SOLiD 系统, 但因为二者分别来自不同的细胞系和
不同的转录因子 , 通常不同的转录因子在某个特定
细胞形态的全基因组范围的靶点数并不一致 , 因此
所产生的数据无直接的可比性 , 所以本文考虑利用
不同系统的 ChIP-Seq 数据的特征来进行模拟实验, 

从而考察针对 Solexa 系统的 ChIP-Seq 实验的分析方
法 CisGenome, SISSRs和 MACS是否适用来自 SOLiD

的 ChIP-Seq 数据.  

1.3  真实的 SOLiD ChIP-Seq 数据特征提取 

真实的 SOLiD ChIP-Seq 数据主要用来查看富集

区域的正链的峰和负链的峰之间是否有明显的位移

差, 局部的单链序列分布是否服从正态分布.  

根据文库制备过程以及短序列测序仪的特点我

们假设来自 SOLiD 的 ChIP-Seq 数据其富集区域的正

链峰和负链峰应重叠. 由于 CisGenome 有支持单样

本分析的优势和无事先处理序列方向性的步骤 , 为

检验这一假设, 我们选择 CisGenome 分析来自二级

比对产生的 5071807 条唯一匹配的序列, 参数设置如

下: 滑动窗口大小设为 100 bp, 步长 25 bp, 富集一

个峰的序列数的阈值首先采用默认值 10, 在这些参

数设置下总共获得 1371 个富集区域. 我们统计了所

有富集区域的正链峰和负链峰的位移差的频数 . 随

后, 考虑到 CisGenome 提出的用负二项分布模型计

算的 10%的 FDR 水平[15], 我们采用了一个更加严格

的阈值, 即每个窗口范围内至少满足 24 条序列, 这

样有 281 个区域富集出来.  

根据实验过程我们假设来自 SOLiD 的 ChIP-Seq

数据其富集区域的局部序列分布服从正态分布 . 为
检验这一假设 , 我们依照链的方向将富集区域的测
序序列分开, 然后用 100 bp 的窗宽和 25 bp 的步长统
计富集区域的单链序列分布情况 . 将所统计的序列
分布进行正态分布验证. 此验证使用 Matlab 7.0.4 平
台上的 lillietest 算法, lillietest 可检验在无定均值和定
方差的情形下随机变量 X 是否服从正态分布, 支持
小样本分析.  

1.4  模拟 

本次实验进行的模拟实验的序列数量关系参考

的是转录因子 NRSF 的 ChIP-Seq 数据, 在所有的

1697893 条序列中, 有 343234 条序列富集了 2171 个

可能的结合位点. 为了具有可比性, 模拟两个不同平

台的 ChIP-Seq 过程中将上述数量设为相同.  

ChIP-Seq 数据的全局特征曾被仔细分析过 [16], 

并且提出了一个在计算机上进行 ChIP-Seq 实验的方

案. 除了结合位点内部的序列分布模拟, 我们采用了

其中的一些步骤, 如去除基因组的盲区和重复区, 随

机选择结合位点, 添加服从 gamma 分布的背景噪声

和服从幂函数分布的真实信号.  

基于我们的假设, 这两个系统的 ChIP-Seq 数据

的最主要的差别在于局部序列的方向性分布上 . 

Solexa 系统的 ChIP-Seq 数据的该特征已有前人研

究 [12~14], 而 SOLiD 系统的该特征则通过本次实验

真实的 ChIP-Seq 数据来挖掘. 为模拟 Solexa 测序仪

在某个结合位点局部双峰现象 , 我们选择用对称的

两个 gamma 分布来分别模拟正链序列和负链序列

的分布情况(图 2). 不同长度的结合位点的单链序

列的密度最高处不同 , 从而可模拟不同片段长度的

正链峰与负链峰之间的不同的位移差 . 由于进一步

超声, 我们假设 SOLiD 系统正负链序列的密度最高

处应出现在同一个碱基位置上 , 且真正的结合位点

为正负链序列重叠的最高点 , 因此我们用相同的均

值在结合区域正中间的正态分布来模拟正负链的

序列分布.  

1.5  转录因子NRSF和模拟的ChIP-Seq数据分析 

因为 CisGenome, SISSRs和 MACS在其发表时都

有测试 NRSF 数据集, 因此, 在分析 NRSF 数据时, 

参数都设置为默认值. 然而, 对于模拟 Solexa 系统的

ChIP-Seq 数据, 当用 MACS 分析时, mfold 这一参数

必须设为 20 以满足其足够的配对峰的数量的要求, 

而其他所有的参数也取的是默认值 . 序列簇集计数

用的是一个 perl 脚本[16], 其中片段长度参数设置为
100 bp. 

2  结果和讨论 

2.1  ChIP-Seq 进一步超声的优势 

ChIP-Seq 实验所适用的片段文库制备的方案是

低输入量 DNA 方案. Solexa 和 SOLiD 系统在片段文

库制备方面最主要的差异是扩增步骤. Solexa 采用的

是桥式 PCR 而 SOLiD 选择用乳液 PCR 增加 DNA 克

隆群的拷贝数. 尽管桥式 PCR和乳液 PCR都不能扩增 
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图 2  模拟正链序列分布函数 
不同的片段长度可在不同点达到序列密度最大 

太长的片段, 但一个值得注意的差别是, 乳液 PCR 相

较于桥式 PCR 对片段长度的要求更为严格. 乳液 PCR

的扩增效率与扩增子长度的数量关系已有研究[17]. 那

些较短片段的产物的荧光强度明显比那些长扩增子的

强度要高. 不同的是, 桥式扩增的有效片段长度范围相

对较广. 由于 IPed DNA 的长度在 200~2 kb 不等, 因此

Solexa 可能更适于 ChIP-Seq 的研究. 

由于分离和纯化后的 IPed DNAs 的片段长度不

一, 文库制备前的额外的 150~300 bp 的片段大小选

择可增加空间位置的精度, 也可为 Solexa 测序平台

提供最优的测序底物 . 窄一些的片段大小选择可增

加分子克隆群的大小均一性, 从而增加 Solexa 平台

的测序序列的得率. 另外, Johnson 等人[8]发现 DNA

片段长度可影响最终序列的输出结果 , 其中短序列

的测序效率更高 . 这种现象也有其他报道 [14]. 一个

模型被用来计算 DNA 片段的平均长度, 发现所估计

出来的长度都小于 150 bp. 也就是说, 在一个给定的

DNA 输入样本中, 较短的 DNA 片段在测序结果的出

现概率更高, 由此看来短序列测序仪如 Solexa 可能

更倾向测 IPed DNA 池中的短片段. 这对于在 SOLiD

系统上进行 ChIP-Seq 来说是一个有希望的预测.  

已有的 ChIP-Seq 实验都跳过文库制备中的 DNA

片段化的步骤, 直接进行 DNA 末端修复. 然而, 如

果在 SOLiD 系统上进行 ChIP-Seq 实验, 根据 SOLiD 

v2 的片段文库制备指南, 将 DNA 进一步进行打断将

有助于后续实验. 在这个二次打断过程中, 原来 200~ 

2000 bp 长的 DNA 的可被打断到更短 , 其中 60~  

110 bp 的长度对乳液 PCR 来说最为合适. 由于乳液

PCR 的限制所驱使的二次超声似乎给整个 ChIP-Seq

实验及接下来的数据分析带来了麻烦. 但是, 事实上, 

这可能有助于研究抑制性转录因子和增加序列的最

终得率, 而这两个问题是在 ChIP-Seq 研究领域中亟
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需解决的难题 . 一方面 , 如上所言 , 短序列测序仪 , 

SOLiD 也归为这一类, 倾向于对短的 DNA 片段测序. 

如果原始 DNA 样本进一步被打断成小片段, 那么小

片段可在乳液 PCR 扩增中易被扩增也易被测序, 可

增加序列的得率. 另一方面, 抑制性转录因子结合结

构相对较紧密的染色质, 这一部分 DNA 不容易被超

声打断到易溶解的提取物. 因此, 来自抑制性因子的

IPed DNA 比来自开放染色质区域的 DNA 要长, 在片

段大小选择和测序中被淘汰的概率更高 . 例如 , 

H3K27me3 和 H3K9me3, 这两个抑制性的组蛋白修

饰 , 原应在细胞分化时同激活性修饰拥有一样的

ChIP-Seq 效率 , 反常地表现出调控较少的位点 [14]. 

如果在解交联后(图 1)它们被进一步超声打断, DNA

的长度可能不再是一个障碍.  

至于为何 ABI 公司可成功地在 SOLiD 系统上进

行起始 DNA 片段长度超过建议的 60~90 bp 范围甚至

到达 300 bp 的 ChIP-Seq 实验, 其中的一个原因是

SOLiD v3 系统支持更大的长度范围, 但是 ABI 如何

升级其 SOLiD 系统并非本文的议题. 如果一个转录

因子结合启动子区域的连续两个区域 , 较宽的长度

(200~300 bp)可囊括这些复杂的结合现象 . 同样的 , 

如果算法设置得当的话二次超声也不会使这类信息

丢失. 

尽管在 SOLiD 系统上进行二次超声打断 IPed 

DNA 的 测 序 有 如 此 潜 力 , 但 本 实 验 所 提 到 的

ChIP-Seq 实验并没有对照实验, 即将 IPed DNA 只进

行一次超声打断, 如同那些在 Solexa 上进行的实验

一样. 然而, 这可由模拟实现. 由于 SOLiD 和 Solexa

的富集区域的局部序列分布特征已被挖掘 , 基于此

我们仔细模拟了两个数据集, 一个模拟来自 Solexa

的, 另一个模拟来自 SOLiD 的, 用来测试基于 Solexa 

ChIP-Seq 数据的分析方法是否同样适用于来自

SOLiD 的 ChIP-Seq 数据.  

2.2  SOLiD ChIP-Seq 数据的局部正链和负链的

峰的特点 

用 CisGenome 对 5071807 条唯一匹配的序列在

较松的阈值条件下进行搜峰后得到 1371 个富集区域, 

该软件同样计算了 1371 个负链峰和正链峰的位移差. 

如图 3 所示, 位移差大多集中在±10 bp 左右, 位移差

为 1 bp 的占 39%, 证实了在二次随机超声后双模式

峰之间的明显位移差的消失. 

使用 CisGenome 的浏览器的功能, 可观察富集

区域内的单链峰上的序列分布情况 . 我们假设其服

从正态分布 , 这个假设由正态分布检验证实(表 1). 

除去那些特别窄的富集区域以至无法形成足够的样

本量(Null)进行正态检验, 830 个富集区域中的~70%

的单链序列分布都被正态分布假设检验接受 . 当富

集标准设置得更为严格时, 该比率达到了 80%. 因此, 

在模拟 SOLiD 系统的 ChIP-Seq 实验时我们采用局部

序列服从正态分布的假设.  

2.3  模拟的序列的全局和局部分布图谱 

ChIP-Seq 实验的全局序列分布可由幂函数成功

模拟真实的结合信号, gamma 分布模拟复杂的背景噪

声. 由于在处理来自实验的 NRSF 数据时, 其基因组

范围和单个染色体范围的序列频数图谱(图 4)与转录

因子 STAT1 的 ChIP-Seq 数据十分类似, 因此本文也

采用了这一模拟策略. 该图谱的特征是, 中小序列频

数簇集占较大比例而大和极大序列频数的簇集仅占

很小一部分 [16]. 此外 , 除了由总的富集区域数引起

的小差异外, 模拟的 NRSF ChIP-Seq 数据与真实的

数据的序列簇集规律类似.  
来自 Solexa 系统的局部的正链和负链的序列频 

 
图 3  富集区域负链峰和正链峰距离的频率图谱 

两个小竖条分别表示 0 和 1 

表 1  富集区域单链和双链的序列正态分布检验结果 
W100/S25 阈值 Alpha 接受(比例) 拒绝 Null 

正链 10 0.01 560(67.5%) 270 541 

正链 24 0.01 208(82.5%) 44 29 

负链 10 0.01 578(70.1%) 247 546 

负链 24 0.01 204(81.3%) 47 30 

正负链 10 0.01 637(71.7%) 251 483 
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图 4  真实和模拟的NRSF ChIP-Seq数据的簇集序列计数图谱 
(a) 真实 NRSF ChIP-Seq 数据全基因组和单个染色体上的簇集序列

计数及其百分比; (b) 模拟的 NRSF ChIP-Seq 数据全基因组和单个染 

色体上的簇集序列计数及其百分比 

 
数的带位移差的分布由 gamma 分布施加的方向性权重

实现(图 2). 值得一提的是, 由于各种偏差和噪声局部

的真实的 ChIP-Seq 信号可更为复杂(图 5(a), (c),(e)黑

色柱状图). 因此 , 它们通常不会显示出一个平滑的

数学意义上的正态分布信号图谱(图 5(b),(d),(f)黑色柱

状图). 然而 , 我们真正关注的是其正义链和反义链

上的序列图谱及其相对位置 . 没有一个算法特别地

要求一个完美的正态分布信号图谱来富集一个区域.  

2.4  比较 CisGenome, SISSRs 和 MACS 对真实的

NRSF 数据的分析结果 

使用 3 种不同的算法处理同一数据集, 我们可以

发现 3 个算法所计算出的片段长度估计和总峰数完

全不一致. 对真实的 NRSF 数据来说, CisGenome 估

计出来的平均片段长度是 60 bp, 短于 MACS 估计的

68 bp, 远短于 SISSRs 估计的 124 bp. 这些差异可由

这三个算法的原理来解释. 对 CisGenome 来说, 长度

估计并非其直接的和有意义的结果 . 事实上 , 在某 

种程度来说 , 片段长度估计由扫描全基因组的滑动

窗口大小决定[15]. 这个参数在 CisGenome 里设置得

偏小, 如 CisGenome 的用户指南上所言, 起始的测试

窗口大小可设为 100 bp, 这是因为在设这个参数时

没有嵌入任何的实验方面信息 . 与之不同的是 , 

MACS 在设置这一参数时将超声打断的平均长度融

入其模型构建当中[14]. 这个参数大小的默认值是 300 

bp, 可随不同的 ChIP 的结果而由用户自行设定, 比

100 bp 大几倍. 我们在分析中使用的全是默认参数, 

由于 MACS 假设的结合位点在建模 ChIP-Seq 序列的

平移距离时要宽 , 因此 MACS 所得的长度估计比

CisGenome 的要长是合理的. 而 SISSRs 所估计的片

段长度, 不是由窗口扫描而来的. 取而代之的是, 它

选择了一种点到点的方式 , 避免了由窗口扫描引入

的位置偏差 [13]. 简单来说 , 当考虑到大多数交联的

染色质不能被超声打断到小于一个核小体的长度时, 

124 bp 的片段长度是更容易让人接受的, 核小体的

典型结构是由 146 bp DNA 缠绕 4 组核心蛋白而构成

的一个八聚体[18]. 

使用默认参数并且没有经过对照 ChIP 的假阳性

过滤, CisGenome, SISSRs 和 MACS 分别找到 2534, 

4937, 7195 个峰(表 2). 没有经过进一步验证, 如富集

区域的 motif 分析, 将 ChIP-Seq 的结果与前人的

ChIP-chip 的结果比较从而查看重叠率, 或者是 qPCR

检验, 这些峰的绝对数量是毫无意义的, 因为更多的

峰可能表示更多的区域可能是假阳性结合位点 . 将

这些数据列于此是为了给处理模拟数据提供一个 

参考, 以期经过这 3 个算法搜峰处理后得到同样的一

个趋势. 

2.5  比较 CisGenome, SISSRs 和 MACS 分析模拟

的 Solexa ChIP-Seq 数据和 SOLiD ChIP-Seq

数据 

模拟序列的方向性的方法已在前文中有所阐述, 

局部序列的方向性的差异见图 6. 一个富集区域的配

对峰由对称的两个 gamma 分布模拟序列方向实现 



 
 
 

    2010 年 5 月  第 55 卷  第 14 期 

1354   

 

图 5  真实和模拟的 Solexa ChIP-Seq 序列方向性分布的比较 
(a), (c), (e)是真实的 ChIP-Seq 富集区域在不同的总序列数下的局部序列方向性分布. (b), (d), (f)是模拟的 ChIP-Seq 富集区域在不同的总序列数

下的局部序列方向性分布. 黑色柱状图是原始的序列频数信号, 绿色柱状图是富集区域内以滑动窗口为单位的序列频数信号；红色和蓝色分别

为正链和负链的窗口序列频数信号
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表 2  真实的 NRSF ChIP-Seq 数据的分析结果总结 

 CisGenome SISSRs MACS 

片段长度/bp 60 124 68 

总峰数 2534 4973 7195 

 
(图 6(a)). 相反, 我们控制 SOLiD 系统上的正链峰与

负链峰重叠(图 6(b)).  

在前文中的模拟部分我们提到, 为便于比较, 我

们控制两批模拟数据的总峰数一致都为 2171, 由

343234 条序列富集. 如果全局结合信号服从均匀分

布, 那么平均每个峰可富集到 158 条序列. 但是前人

研究表明 ChIP-Seq 实验中由于实验固有的随机噪声, 

结合位点不可能包含同等数量的序列 , 事实上所获

得的结合信号序列的全局分布是幂函数分布和

gamma 分布的叠加, 即中小序列频数的簇集占较大

比例而大和极大序列频数的簇集占较小比例 . 在这

种情况下 , 我们可能从分析中无法再复原真实的

2171 个峰, 但是由于服从 gamma 分布的噪声信号的贡

献, 我们仍可能得到这个数量级的峰数, 只是对于真

实的 ChIP-Seq 实验来说, 其中包含了许多假阳性. 在

实验成本允许的情况下, 这种假阳性需要由 input DNA

或以 IgG 蛋白为抗体作为对照的样本来尽量剔除.  

CisGenome, SISSRs 和 MACS 3 个算法对两批模拟

数据的分析结果中, 在所搜到的富集峰的数量方面, 

CisGenome 在两批模拟数据中所搜到的峰数(1320 和

1279)差别不大, 说明 CisGenome 在其常规处理中对富

集峰局部序列分布的处理不敏感. 而 MACS 在两批数 

据中所得到的配对峰的数量上的显著差异(1489 和

699), 证实了 MACS 对链特异性的序列分布的要求. 

MACS 能在局部双链序列分布重叠的情况下(即模拟

SOLiD ChIP-Seq 数据)仍能找到 699 个配对峰, 这可能

是来自噪声信号的随机贡献或是由于模拟真实信号样

本量过小, 不能满足精准的正负链序列分布重叠, 从而

出现了正负链峰之间的位移差. 虽然 SISSRs 在两批模

拟数据中所找到的总峰数有差异, 但与 MACS 相比, 

其差异并不大, 这与 SISSRs 的算法对正负链峰的对称

性的非严格要求有关. 

尽管分析那些模拟在 SOLiD 系统上进行 ChIP- 

Seq 实验所产生的局部没有典型的双峰现象的数据

集, SISSRs 和 MACS 仍然会有结果出现. 但不妙的是, 

这些结果具有迷惑性. 对于模拟 SOLiD 系统上采用

进一步超声的 ChIP-Seq 数据来说, 它的 SISSRs 的片

段长度估计达到 116 bp(表 3), 这个数值是误导性的

但又是可以理解的. SISSRs 对两个分离的峰的对称

性要求较少 , 它重点关注的是正链富集区与负链富 

表 3  模拟 Solexa和 SOLiD ChIP-Seq数据的分析结果总结 

  Solexa sim SOLiD sim 

片段长度/bp 48 −28 CisGenome 

总峰数 1320 1279 

片段长度/bp 190 116 SISSRs 

总峰数 1389 1716 

配对峰 1489 699 

片段长度/bp 73 31 

MACS 

总峰数 5299 2416 
 

 

图 6  模拟 Solexa 和 SOLiD ChIP-Seq 数据局部序列方向性分布的比较 
(a) Solexa 系统上的 ChIP-Seq 呈典型的分离双峰模式; (b) SOLiD 系统上的 ChIP-Seq 表现出正负链峰重叠
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集区的转折点, 这种转折点也可出现在模拟 SOLiD

局部正链序列和负链序列服从同一分布和在同一点

达到最高密度的 ChIP-Seq 中. 然而, 尽管 SISSRs 可

通过其网络计分方程找到一定数量的零点(1716), 这

些点可能不再是准确的结合位点.  

MACS 对两批模拟数据的分析结果截然不同 . 

模拟的 SOLiD 系统 ChIP-Seq 产生的配对峰的数量, 

估计的片段长度和总峰数都是 Solexa 系统的一半. 

由于 MACS 处理数据的方式类似于链式反应, 这种

结果的出现是正常的 . 如果片段长度估计得较短 , 

那么由于扫描窗宽是片段长度估计的两倍 , 那么扫

描窗宽就会较小 . 进一步 , 在在较小的扫描窗宽条

件下, 其窗口的序列数就越难超过给定 P 值下算出

的序列阈值. 因此, 如果用 MACS 来分析 SOLiD 系

统的 ChIP-Seq 数据, 所估计出来的短片段可能与来

自二次超声的片段长度一致 , 但是配对峰的数量可

能不足以进行该参数的估计 , 并且可获得的配对峰

可能是一种随机现象 . 此外 , 较少的总峰数可能意

味着 MACS 在处理这类 ChIP-Seq 时可能会丢失一些

结合信息.  

 CisGenome 分析这两批模拟的 ChIP-Seq 数据, 

一个来自 Solexa, 另一个来自 SOLiD, 得到的峰的数

量无明显差异(表 3). 这是由于 CisGenome 在其进行

搜峰时没有依赖任何的序列方向性方面的先验知识. 

它的优化由后处理方式实现 . 如果仅由一条链上的

序列富集成一个结合区域, 那么这些区域可被过滤, 

这个功能对 Solexa 和 SOLiD 来说都可行 . 尽管

CisGenome运用候选结合区域的 5′端和 3′端的序列计

数去精确定位该区域的结合位点, 对 SOLiD 来说是

不合适的, 因此从 CisGenome 富集的峰可能缺乏空

间分辨率. 

2.6  处理真实的 SOLiD ChIP-Seq 数据的建议 

在处理丢失了序列方向性的 SOLiD ChIP-Seq 情况

下, 如何达到一个可接受的空间分辨率成为一个重要

的议题. 相较于滑动窗口和序列延伸方法(XSET)[7,9,19]

的统计序列的方法, 核密度估计(KDE), 又名 Parzen 窗

口[20], 可有助于精确定位所研究蛋白的结合位点. 这

个方法对一个区域内的每个碱基处都打分, 其原则是

离所测序列位点较近的区域计分权重高, 离所测序列

位点较远的区域计分权重低 , 这个方法已被应用于

QuEST[12]和 F-Seq[21], 并取得了不错的结果. 如果将来

有十分可靠的 SOLiD ChIP-Seq 数据的发表, 可首先尝

试用这种方法来处理. 

3  结论 

通过真实和模拟的 ChIP-Seq 数据, 我们研究了

分析 ChIP-Seq 数据 DNA 片段长度的影响, 并比较了

三个主要的 ChIP-Seq 算法(CisGenome, SISSRs 和

MACS). 当前通过 Solexa 文库制备方案所产生的

ChIP-Seq 数据的处理办法 , 不能有效地捕获来自

SOLiD 系统的 ChIP-Seq 数据的特征. 因此有必要开

发一些新算法去处理这些即将出现的新数据集.  

目前处理 ChIP-Seq 的算法仍处于其成长期. 本

文仅讨论了 ChIP-Seq 数据处理中的部分话题. 当处

理真实的来自 SOLiD 系统的 ChIP-Seq 数据时, 还有

许多其他要考虑的问题 , 如当没有 IgG 或基因组

DNA 对照 ChIP-Seq 的前提下如何控制单样本的偏向

性, 基因组的重复区域的比率的问题, PCR 扩增的偏

向性和测序误差以及测序深度的问题 . 实验生物学

家和计算生物学家应意识到每一个 ChIP-Seq 数据集

可有其独特的特征 , 最好的算法就是能捕获这种特

征的算法.
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