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一、 项目概述 

全表观基因组关联研究（epigenome-wide association studies，EWAS）与 GWAS

（Genome-wide association study）类似，都是在全基因组水平上寻找与疾病或某些性状相

关联的位点，两者的差别在于 GWAS 关注于 SNP 的差异而 EWAS 关注于表观修饰的差异。

EWAS 研究的基础在于复杂疾病或某些复杂性状可能受到表观遗传机制的调控，而这些表观遗

传修饰的差异，可通过关联分析筛选得到。EWAS 是一项热门的研究手段，越来越多的文章应

用此方法寻找到了很多与复杂疾病、衰老及肥胖等相关的位点。目前 EWAS 研究领域应用最

广泛的是基于甲基化修饰的关联分析，因为甲基化修饰在基因表达调控中的重要性、及甲基化

修饰化学的稳定性，以及目前的甲基化检测的技术的经济可靠，使得 Illumina450K，850K

甲基化芯片成为甲基化的表观基因组关联研究的最合适的技术。 

在本项目中拟采用 Illumina Infinium EPIC 芯片（850K 芯片）对复杂性疾病进行 EWAS

分析，在疾病组与正常对照间筛选与疾病所关联的表观遗传学标记。通过找到的标记进一步定

位与疾病相关的致病基因，为研究其分子机制提供线索。 

 

 

二、技术平台介绍 

全基因组甲基化检测方法（Illumina 850K） 

Illumina 在原 450K 芯片巨大成功的基础上，推出了新一代的 DNA 甲基化芯片 Illumina 

Infinium Methylation EPIC BeadChip 芯片（下文中以 850K 芯片代称），为研究者提供了一

个可靠且经济高效的甲基化分析平台。850K 芯片不但保持了对 CpG 岛，基因启动子区的全

面覆盖，还特别加强了增强子区（新增了 333,265 个探针覆盖来自 ENCODE 及 FANTOM5

计划的增强子）以及基因编码区的探针覆盖。广泛应用于干细胞研究、肿瘤和其他复杂疾病研

究，是目前最适合表观基因组全关联分析研究的全基因组 DNA 甲基化芯片。 

 

1)  850K 芯片的技术特点 

 覆盖全面：检测 853,307 个 CpG 位点；全面覆盖 CpG 岛、启动子、编码区及增强子。 

 无需“甲基化DNA免疫共沉淀”，亚硫酸氢盐处理基因组DNA即可进行芯片实验； Infinium

探针设计，直接识别甲基化位点。 

 技术重复重现率>98%。 

 操作简单，无须 PCR 扩增；模板量可低至 250ng。 

 适用于 FFPE 样品。 
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图 1 Infinium 850K 芯片与 450K 甲基化芯片的格式及探针数目的差异。 

850K 芯片对基因组的功能元件实现了空前全面覆盖,下图及表格统计展示了 850K 芯片对

于不同染色体、基因组功能元件的覆盖及分布。以上的设计不但可从泛-增强子及编码区域角

度分析甲基化组，还在全基因组表观遗传关联研究（EWAS）中发挥重要作用。850K 芯片中

包含的一系列有价值的位点： 

 CpG 岛以外的 CpG 位点 

 人类肝细胞中的非 CpG 甲基化位点（CHH 位点） 

 肿瘤（多种类型的癌症）VS 正常样本中的不同甲基化位点，可以检测多种样本类型 

 FANTOM5 增强子 

 ENCODE 开放染色质和增强子 

 脱氧核糖核酸酶超敏位点 

 miRNA 启动子区域 

 涵盖 Infinium  Methylation 450 BeadChip 芯片中的＞90%的内容 

DNA 甲基化的研究，最大的难点是数据的可靠性及可重复性，利用 Illumina Infinium 甲

基化芯片以全面独特位点组合、由领域专家选择的覆盖范围、样本通量高以及经济的成本价格

等优势，使它成为目前表观基因组学(EWAS)的理想解决方案。 

a) 如何解决 Illumina 甲基化芯片在实验过程产生的批间误差？ 

答：随着该芯片在疾病人群研究中的广泛应用，目前已经探索开出发针对 Illumina 450K 甲基

化芯片的片间归一化和校正策略(Liu, Aryee et al. 2013; Buhule, Minster et al. 2014; Fortin, 

Labbe et al. 2014)将批间误差降到最低。 

   由于本次项目包含的样本数量较多，不可能在同一批次将所有样本完成。因此在实验设计

方面，建议参照近期发表的类似实验成功案例设计(Byrne, Carrillo-Roa et al. 2013; 

Dempster, Wong et al. 2014; Nilsson, Jansson et al. 2014; Tan, Frost et al. 2014; Lemire, 

Zaidi et al. 2015)： 

 建议同一张芯片均匀地分布散发 Case 与 control 的 DNA 样本； 
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 如果有双胞胎样本，则建议杂交在同一芯片的两个相邻点阵。（如下图中 Sample two） 

 

h) 焦磷酸测序(pyrosequencing)与 illumina 甲基化芯片结果的一致性评估。 

答：焦磷酸测序技术是 CpG 甲基化定量的金标准。焦磷酸测序可以针对连续多个 CpG 位点

生成每个位点的准确且具有高度可重复性的甲基化频率数据。内置的亚硫酸氢盐转化对照可在

无人工添加外置对照的情况下监测转化的情况，避免因不完全转化带来的假阳性甲基化结果，

确保实验结果的可靠性。使用 Illumine 450k methylation array 对全基因组范围内的甲基化

异常进行检测，用 Pyrosequencing 对单个甲基化区域进行定量和验证。交互验证的结果表

明两种方法间有很好的一致性(Roessler, Ammerpohl et al. 2012)。  

 

 

二、 850K 甲基化芯片样本要求 

1. 样品纯度：OD 260/280 值应在 1.7～2.0 之间；RNA 应该去除干净；不得有其它个

体或其它物种的 DNA 污染。 

2. 样品浓度：浓度不低于 50ng/μl； 

3. 样品总量：每个样品总量不少于 2μg 。 

4. 样品溶剂：溶解在 TE 中。 

5. 样品运输： DNA 低温运输（-20℃）；在运输过程中请用 parafilm 将管口密封好，

以防出现污染。 
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6. 样本类型的选择： 

对于样本类型的选择，一般建议选择与研究的疾病或性状最具有相关性的组织，如果

复杂疾病难以确定组织或难以取得材料，可以考虑用全血或淋巴细胞。 

（附：一些研究采用的材料，详见原文）(Castillo-Fernandez, Spector et al. 2014) 
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三、数据分析 

1. Illumina 850K 甲基化芯片 EWAS 分析技术路线 

 基础数据分析技术路线 

 

 

数据分析内容： 

基础分析  高级分析 

1．原始数据预处理 1. 特定基因在不同基因区段的甲基化水平

变化分析 2．样本的 beta 值密度曲线 2．甲基化与表达谱的关联分析，网络图的

构建 3．数据归一化（甲基化位点总表，含注释信息) 3．差异甲基化基因中邻近启动子区域

motif 的识别 4．差异甲基化位点（含注释信息） 4．特定样本的高甲基化和低甲基化位点的

筛选（高甲基化以 beta 值> 0.7,低甲基化

为 beta 值 < 0.3） 

5．差异甲基化位点的染色体分布 5．其它高级分析内容。（需要定制） 

6．按基因注释分类得到差异甲基化区域(6 类)  

7．按 CpG 注释分类得到差异甲基化区域(5 类)  

7．差异甲基化区域基因统计图表  
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 EWAS 关联分析的统计方法： 

 

 

 EWAS 关联分析技术路线： 

 

2. 分析步骤 
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1) 数据的标准化： 

 芯片数据的标准化 

DNA 甲基化修饰的个体差异很大，且 DNA 甲基化的修饰是 0-100%的比例数值，并不

像 SNP 一样只有三种分型，简单而稳定。所以在 EWAS 研究中，实验数据受到的影响因素较

多，数据的标准化尤其重要。对于甲基化芯片的数据分析，我们目前采用的是 SWAN 方法进

行 数 据 的 标 准 化 。 SWAN 也 是 目 前 比 较 常 用 的 一 种 甲 基 化 芯 片 数 据 标 准 化 的 方 法

(Maksimovic, Gordon et al. 2012)，同时也是去年“DNA methylation and body-mass 

index: a genome-wide analysis”一文中所用的标准化方法。如果有特别要求的话，我们也

可以更换数据的标准化方法(Dick, Nelson et al. 2014)。 

此外，样本的杂交排列方式也可以影响实验结果，我们建议采用平均分布 Case 与 control

组的杂交方法。（详见前文所述） 

 表型数据的标准化 

此外，样本的表型或病理信息的数据分布，一般不是呈正态分布的，所以在计算之前还要

把表型数据通过取对数等方法进行标准化，以使其正态化。 

2) 数据的过滤 

 去除低质量位点（探针）： 

与 GWAS 数据分析类似，EWAS 的数据分析过程中也要去除低质量的探针。芯片中以下

的探针应该过滤掉后再进行 EWAS 分析： 去除 detection p value>0.05 的探针； 去除在

5%样本中都出现相同的“detection p value>0.05”的探针；去除位点附近有 SNP 的探针； 

去除在“Infinium HD Methylation SNP List”存在着 MAF>1%位点的探针。去除受到不同

血细胞的甲基化修饰组成相影响的探针位点。 

 去除样本： 

去除 PCA 分析(MethylPCA)中偏离度较大的样本（此为 GWAS 方法中常用，在 EWAS

分析中也可以进行相应的分析，根据实验结果确定是否去除偏离过大的样本）； 去除 Call 

Rate<95%的样本。 

3) 数据的分析方法： 

 相关性分析：  

筛选与目的性状皮尔森相关系数（Pearson correlation coefficient）较高的位点

（e.g >0.8）  

 回归分析：  

经过对芯片探针以及样本的数据质控后，过滤掉质量不好的探针以及样本后，对探针的甲

基化水平与疾病进行相关性分析。根据 Illumina 甲基化芯片数据特点，并非 SNP 芯片的三种
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分型，而是连续的变量，以及复杂的病理因素对甲基化的影响，采用回归分析算出回归系数，

并对回归系数进行检验，筛选标准为 FDR q 值<0.05。另可将年龄，性别，芯片分析批次等

因素作为协变量加入分析中，此时选择混合模型（Mixed Models，例如 GLMM: generalized 

linear mixed models）。  

 对全血样本中不同细胞类型比例的估算： 

在整个 EWAS 项目中，数据的分析受到研究疾病的复杂性、样本异质性的影响，以及大

量样本数据的复杂性和生物个体差异带来的影响。特别是全血样本中含有不同类型的血细胞，

不同个体以及不同组之间血细胞成分的差异也会对数据分析带来很多假阳性。此时可以用

minfi 软件自带的算法估算样本中不同细胞的比例（如：granulocytes, monocytes, B cells, 

CD4+,CD8+和 NK cells）。这些细胞组分的数据也可以作为协变量加入分析中，用以校正数

据。(Houseman, Accomando et al. 2012; Liu, Aryee et al. 2013) 

 

 

 对筛选出来的探针（基因）进行相应图形绘制 

如 QQ-plot，Manhattan plot。 

 方差分析(不同分组)：  

如果存在着样本的不同分组，可利用方差分析对不同的实验分组的甲基化位点的数据进行

差异分析。  

 

 

3. 数据的验证 

Illumina 甲基化芯片的结果稳定、可靠且重复性高，但得到的数据还是要进行不同平台的

验证以及放大样本量的验证。由于 Illumina 甲基化芯片找到的甲基化修饰的差异可能会在 10%

以下，所以需要一个误差较小的平台进行验证，焦磷酸测序平台就是一个很理想的验证平台 。

焦磷酸测序平台的误差或重复性可在 5%以下，且价格便宜，是对单个或多个 CG 位点的甲基

化修饰的理想方法。 
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图 2 450K 芯片与焦磷酸测序数据的相关性图。 

在本公司的平台中，对 450K 芯片的数据验证中，焦磷酸测序的验证结果展示了很好的一

致性，虽然平台间存在着系统的区别，但 450K 芯片中筛选到的差异，在焦磷酸平台中体现出

很好的一致性。 

 

图 3 真实的 450K 芯片数据的焦磷酸验证结果。 

 

4. 分析结果展示 

1) EWAS 分析结果： 

 火山图展示对血细胞的不同组成对相关性位点的过滤 

不同个体间的血细胞组成会有差异，不同的分组间的血细胞组成也可能会有差异，而不同

的细胞的甲基化谱也会有差异。通过对不同细胞类型的甲基化谱以及不同样本的细胞成分进行

校正后，能够有效地减少由于血细胞组成不同而出现的关联位点。(Houseman, Accomando 

et al. 2012; Liu, Aryee et al. 2013) 
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图 4  经过不同血细胞组成的甲基化修饰水平校正后，关联的探针数目显著地减少。， 

 

 对不同因素分析的 QQ-plot 

对于疾病因素或加上年龄、性别等协变量因素进行关联分析，得到对于不同因素的

QQ-plot。 

 

图 5 QQ-plot, 展示在不同因素下，研究的 CpG 位点的甲基化修饰与疾病的关联紧密度。通过对所有位

点的 P 值的观测值与期待值进行排序后的展示， 

 Manhattan plot 

对于所有位点的 P 值取对数后绘制 Manhattan plot，横坐标是每个探针的染色体的位置，

纵坐标是每个探针的 p 值取以 10 为底的对数后的相反数。与普通的 GWAS 类似，关联性很

强的位点可能会出现在 MHC 区域处，在后续的分析中，可以把 MHC 区域内的位点单独进行

分析。 
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图 6 Manhattan plot 图，可以用来观测各个染色体中显著差异甲基化探针探针的数据分布。基因组

坐标沿 X-轴显示，显示在 Y-轴为每个基因甲基化水平的关联 P-值的负对数。 

 散点图 

对于连续的表型变量，可以通过散点图展示筛选得到的位点的甲基化水平及其与病理表型

的关联程度。同时，如果有位点对应基因的表达水平的话，也可以将此位点的甲基化水平与表

达水平结合起来绘制散点图。 

 

图 7 利用散点图展示筛选得到的位点与表型的相关性，也可加入目的位点的甲基化修饰程度与基因的

表达的散点图。 

 箱线图 

如果病理表型不是连续变量，可以通过箱线图展示位点的甲基化水平与表型的关联程度。 
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图 8 通过箱线图展示位置的甲基化修饰水平与病理表型间的相关性。 

 

2) 基础分析结果： 

以上的结果为 EWAS 分析的主要结果。 

此外，对于一般的 Illumina 甲基化芯片的数据分析，还有以下的数据结果： 

 样本的 beta 值密度曲线图 

每一个样本的未甲基化的密度峰值小于 0.2，甲基化的密度峰值大于 0.8。每个样

本的只有两个密度峰值(未甲基化的密度峰值, 甲基化的密度峰值)。样本的 Beta 值密

度曲线趋于一致。 
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图 9 样本的 beta 值密度曲线图，展示每个样本 beta 值密度曲线，以判断样本间是否出现了整体的甲

基化修饰差异。 

 样本的聚类图 

聚类分析后相似的样本出现在同一个簇（cluster）中，聚在同一个簇的基因可能

具有类似的生物学功能。通过聚类分析可以证实样本分组是否符合实验设计需求。 

 

图 10 样本聚类图，对样本的甲基化修饰信号采取非监督聚类，根据样本与样本间的相似度，将甲基化

谱相近的样本聚在一起。 

 

 MDS 图 

MDS 图是采用多维尺度分析（MultiDimensional Scaling）统计方法计算样本



 
 

 

 

 16 / 28 

 

技术服务热线：800-820-5086 / 400-880-5086 

Tel：021-51320288 / Web：http://www.shbio.cn 

上海市张江高科技园区李冰路 151 号（201203） 

之间的距离的多维空间图，图中的点（对象）的距离反应了它们的相似性或差异性（不

相似性）。 

 

图 11 MDS 图，类似于 PCA 图，在二维平面中将类似的样本放在相近的位置。帮助了解实验设计中的

分组情况 。 

 

 差异的甲基化位点在染色体分布图 

为了挖掘高甲基化或低甲基化的基因是否有染色体的偏向性或成簇分布的特点将样本分组间

差异甲基化位点定位在染色体上。其中红色代表实验组(g1)高甲基化位点，绿色代表实验组（g1）

低甲基化基因位点，灰色表示甲基化位点在组间没有变化。 
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图 12 显著性差异的甲基化位点在全基因组中的展示 

 

 差异的甲基化位点的圈图展示（Circos plot） 

用圈图展示高甲基化与低甲基化的位点（基因）在所有染色体上的分布。 

 

 
图 13 全基因组甲基化水平。以 1K 的窗口得出基因组的覆盖情况，标示基因组的甲基化水平。图中最

外圈为基因组，里面每一个圈标示样本基因组甲基化水平。 
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 差异的甲基化位点（基因）的热图展示 

类似于表达谱芯片的热图，将高甲基化的位点用红色表示，低甲基化的位点用绿色表示，在一

张图上展示所有差异甲基化修饰位点在不同样本间的分布。 

 

图 14 显著差异的 CpG 甲基化位点在样本间的热图展示。 

 

 

 

 

3) 不同层面间的整合分析 

当 DNA 甲基化数据同时还配有其他层面，如转录水平的研究数据时，可以把筛选

出差异表达基因、差异 miRNA、差异甲基化区域，对这些差异基因进行整合分析（染

色体定位，代谢通路，蛋白质互作网络）等。 

 整体展示——圈图展示（Circos plot) 

从整体以圈图，从整体上展示全基因组水平上的甲基化水平及基因表达差异。 
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图 15 全基因组水平上展示甲基化修饰、miRNA 以及基因表达水平（圈图展示）。 

 整体展示——散点图展示 

在二维的平面坐标系中，通过基因的表达以及基因启动子区的甲基化的关联对，

以每个点代表一个基因，X 轴与 Y 轴分别代表基因的表达以及基因的甲基化水平。展

示甲基化是否对基因的表达起到负调控作用。 

 
图 16 全基因组水平上展示甲基化修饰、miRNA 以及基因表达水平（散点图展示）。 

 

 整体展示——热图展示 
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在对甲基化修饰以及基因表达可分别以热图展示，或将不同水平的变化放在同一

张图中展示。 

 
图 17 热图展示全基因组水平上展示甲基化修饰、miRNA 或基因表达水平差异。 

 

 
图 18 同一个热图中展示甲基化修饰、miRNA 或基因表达水平差异。 

 

 网络图展示 

A. mRNA，miRNA 转录组与甲基化整合分析 

将基因的互作网络与甲基化修饰以及基因表达水平的改变综合绘制网络图。用三角形箭头的方向表

示甲基化水平的高低； 用红色表示基因的上调，绿色表示基因的下调； 连线表示基因的互作网络。 
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图 19 基因互作网络图展示差异的甲基化修饰、基因表达，以及基因的相互作用。 

 mRNA，miRNA 转录组与甲基化整合分析 

将 mRNA，lncRNA，circRNA 以及 miRNA 表达，与基因的启动子区 DNA 甲基化修饰多个层面

结合分析，并绘制网络图，如下所示：节点的形状代表上下调：三角形：上箭头：上调；下箭头：下调；

节点的颜色代表该基因同甲基化数据之间的相关程度：绿：负相关；红：正相关；黄：不相关。见 color_bar；

节点的面积代表在该网络中这个节点与其他节点之间的作用力度。可以根据客户要求调节。 

 

图 20 基因互作网络图展示差异的甲基化修饰、miRNA 及基因表达及互作。 

 对于关键少数基因的表达水平、甲基化修饰或基因组水平变异的展示 
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图 21 对于最近筛选出来的关键基因，可以在基因的表达结果、甲基化差异基础上，结果序列变异及拷

贝数变异以热图、聚类图进行多层面展示。 
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四、上海伯豪生物介绍 

 

上海伯豪生物技术有限公司（以下简称“伯豪生物”）2008 年 12 月成立，是一家

以科技服务、疾病与健康检测服务、分子检测产品的开发和生产为主营业务的高新技术企业。

伯豪生物成立之初依托于上海生物芯片有限公司/生物芯片上海国家工程研究中心，建立

了生物芯片、基因测序、生物标志物筛选和验证、分子检测、生物样本分析和生物信

息技术平台。公司于 2011 年 12 月 6 日获得高薪技术企业认定（2014 年通过复审）；2012

年 3 月获批浦东新区企业研发机构。2015 年 9 月，公司完成 B 轮融资，携手东富龙（证券代

码:300171）直击精准医疗领域，共同开启“精准医疗、精准检测、精准服务”新格局。 

 

   

图 1. 国家工程研究中心 / 高新技术企业 / 浦东新区企业研发机构 证书 

 

多年来，伯豪生物凭借高标准的技术平台和多样化的服务等竞争优势，向国内外

企业和科研单位提供系统的生物学研究全面解决方案。目前正在向 20 余家跨国制药企

业（包括排名前 10 位的跨国制药企业）和超过 5000 家的国内科研机构、医院等，提

供基因表达谱、基因分型、比较基因组学、DNA 甲基化、miRNA、生物标志物筛选、

生物信息等技术服务。 

 

 

图 2：国际客户分布图                                  图 3：国内客户分布图 

公司拥有一支以上海为基础，辐射全国的强大市场营销队伍和销售网络，已设立

华北、华南、华东三个大区十五个办事处，推广公司的主导技术服务、科研产品，快

速提升公司品牌的知名度，扩大影响力。多年来，完成各类研发服务项目超过万项，
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协助用户发表 SCI 论文 800 余篇，影响因子总计超过 3500 分，全面推动了中国基因

组学服务产业的发展。  

 

 

图 4：部分利用公司服务发表 SCI 论文封面展示 

 

公司的系统化技术平台和高质量的服务体系得到了广大客户青睐和合作伙伴的度

评价和认可。公司通过了 ISO 9001:2008 质量体系认证，采用 SOP 规范操作文件来

控制样本品质、检测品质和数据结果品质，目前已建立了 SOP 管理文件 128 个。公

司于 2012 年获得诺华优秀服务供应商奖，公司是 Affymetrix 公司在中国第一家认证的

服务提供商，Agilent 公司在中国的第一家认证的技术服务供应商， 是 Illumina NGS

认证服务供应商，，并先后被授予“Agilent公司亚太区最佳服务供应商”、“Affymetrix公

司优秀服务商”称号。2014 年，公司高通量技术服务品牌“eBioService®"获“上海名

牌明日之星”荣誉称号。 

 

 

图 5：公司各类认证展示 

 

伯豪生物目前还在着力加大在临床检测、产品研发、医疗器械经营销售等方面的

投入力度。控参股公司—上海伯豪医学检验所有限公司，上海伯豪医药生物技术有限

公司分别拥有医疗机构执业许可证和医疗器械经营许可证，专业从事分子医学临床检
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测服务和医疗器械销售经营业务。 

 

     

图 6：伯豪医学检验所医疗机构执业许可证              图 7：伯豪医药医疗器械经营许可证 

 

伯豪生物将持之以恒地利用高端的现代化仪器设备、多项成熟完善的技术平台、

高素质的技术团队、国际水平的商业化服务流程、积极进取的经营理念，为广大客户

提供持续稳定、高效和高质量的技术支持和服务。  

 

 

 

 

 

技术服务热线：800-820-5086 

 

地址：上海市张江园区李冰路 151

号 

电话：021-51320288 

网址：www.shanghaibiotech.com 

邮箱：market@shbiochip.com 
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