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摘要：单核苷酸多态性微阵列（SNP array）技术是近年来获得快速发展的一种高通量生物芯片技术，可以有效地对肿瘤细胞中的染色体变异进行检测。本文针对癌症药物治疗前后肿瘤的染色体变异的成对SNP array数据，提出了一种基于多元方差分析二维统计量的全新染色体异常区域分段算法。对模拟SNP array数据的测试表明，该算法可以精确地将成对肿瘤数据异常区域进行分段，其结果明显好于与现有的CBS算法。同时，ROC性能曲线分析显示本文算法具有较好的抗噪性能。对赫赛汀治疗前后的成对乳腺癌SNP array数据的分析结果显示，该算法可准确地检测出重要致癌基因ERBB2在治疗前后的拷贝数变化。上述结果表明这种基于多元方差分析的算法是一种有效的SNP array数据分析工具。
关键词：SNP array；多元方差分析；分段算法；肿瘤；生物信息学
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paired tumors SNP array data segmentation algorithm based on MANOVA
XI Jianing, LIU Yuanning, WANG Minghui, FENG Huanqing, LI Ao
(Department of Electronic Science and Technology of China, University of Science and Technology of China, Hefei 230027)
Abstract: As a high-throughput biochip, single nucleotide polymorphism microarray (SNP array) technique is rapidly developed in recent years, which makes it possible to effectively detect the tumor chromosome aberrations. In this article, based on multivariate analysis of variance (MANOVA), we proposed a novel chromosome aberration region segmentation algorithm focusing on the pre- and post- treatment paired tumor SNP array data. Evaluation on simulation SNP array data shows that the proposed algorithm segments the alteration regions in tumor sample with higher accuracy, when compared with current CBS algorithm. Besides, analysis of ROC curve illustrates that proposed algorithm possesses a high robustness against noise. Results on breast cancer samples, which are obtained from pre- and post- treatment using Herceptin, demonstrate new algorithm can precisely detect the difference of copy numbers in the oncogene ERBB2 before and after treatment. All above results indicate this MANOVA-based algorithm is an effective SNP array data analysis tool.
Key words: SNP array; MANOVA; segmentation algorithm; tumor; bioinformatics
0 引言
肿瘤细胞的产生常伴随其细胞中染色体的变异[1]。常见的肿瘤染色体变异包括拷贝数变异（Copy number Alteration，CNA）和杂合体缺失（loss of heterozygosity，LOH）等。随着单核苷酸多态性微阵列测序技术（SNP array）[2]的发展， 近年来出现了许多利用高通量SNP array检测癌症染色体变异的工作，极大地推动了对癌症的致病机理的分析和研究[3][4]。

目前肿瘤SNP array数据的分析工作的主要难点在于肿瘤染色体复杂的变异方式以及信号的信噪比较低等问题[5]，因此需要发展有效的方法对SNP array数据中的染色体变异区域进行准确检测[6][7][8][9]。目前的常用算法是对SNP array实验中获得的数据进行统计分析，在此基础上通过对连续信号分段处理将染色体上变异区域检测出来。循环二元分割算法 [6] [7] （Circular Binary Segmentation，简称CBS）是目前常用的SNP array数据分段算法，其优势在于利用相邻待测区间的数据均值差构建t统计量，进而精确检测不同变异区域间的分段点。在抗癌药物疗效的研究中，需要对治疗前后的成对SNP array数据进行分析，以精确定位与药物作用相关的肿瘤染色体变异区域；由于CBS算法对噪声较为敏感，且只能对成对肿瘤SNP array数据进行分别处理，因此效果并不理想。而现有的成对SNP array分段算法MPCBS[9]，其侧重点是利用加权卡方统计对同一肿瘤在不同平台下的数据进行联合分段，因此无法识别用药前后肿瘤染色体异常的变化。本文提出了一种针对治疗前后成对SNP array的有效分段算法，通过把多元方差分析（Multivariate analysis of variance，MANOVA）与CBS的分段策略相结合的方式，将成对数据中出现的染色体变异区域进行联合分段和准确检测。经过对已知变异区域的模拟数据分段，ROC曲线的评估，以及对实际数据ERBB2基因的精确定位，本文算法的对异常染色体区域的定位准确度和抗噪声性能都显著优于CBS算法。
1 数据与方法
1.1 数据

    使用两组数据集对算法进行评估：第一组数据为模拟数据，根据实际SNP array数据的特点，根据预设的分段位点使用不同标准差下的高斯白噪声产生三组成对数据，分别由4个不同变异区域构成。第二组数据为抗癌药物赫赛汀（Herceptin）治疗前后的成对乳腺癌SNP array数据，实验中采用了Illumina公司提供的Human 610K BeadChip芯片。
1.2 方法

1.2.1 基于多元方差分析的分段模型
    SNP array数据中的LRR（Log R Ratio）信号描述了染色体上每个探测位点对应的拷贝数大小。其期望值和平均拷贝数（copy number，CN）的关系如下：
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通常假设LRR信号由高斯白噪声和实际拷贝数信息共同构成。对于第
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当维数为2且分组数k≥2时，相应的Wilks’ Lambda分布为：
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此时，
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对于给定的显著性，比较
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1.2.2 基于多元方差分析的分段模型
    使用本文提出的算法对成对LRR信号进行分段时，如果
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3.     选取待测段中的最后一段，对其进行分段检测
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    对于本文算法而言，每一次递归需要二重循环分别找出当前段的两个分段点
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分位数，则其对应窗口分段点即为本次分段点；反之则认为本次探测无分段点。对于窗口交叠部分所探测出的分段点，需要对其重新验证以判断是否保留。具体判断的方法如下：将两个疑似分段点的前一段和后一段进行MANOVA分析。若所得检验值大于上
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为了减小LRR信号中由于噪声产生异常值对分段结果的影响，首先需要对数据进行异常值的平滑预处理。对于每个信号位点
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由于受噪声影响，利用分段算法所得到的解中，很多分段点没有明确的生物学意义，故需要对其进行修剪。修剪过程使用CART[10]，将其中某些分段区间合并。假设现在通过分段算法共产生
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图1 不同算法对模拟LRR信号的分段结果比较。(a) 本文算法的分段结果 (b) CBS算法的分段结果
Fig. 1 Comparison of segmentation result of two algorithms by using simulation LRR signals. (a) Result of the proposed method. (b) Result of CBS algorithm.
2 结果和讨论
2.1 模拟数据


首先使用已知变异位点的模拟SNP array数据，比较两种算法对成对数据分段的结果。为了保证性能比较的客观性，在测试中本文算法使用了与CBS算法相同的参数，即置信系数
[image: image133.wmf]a

和修剪算法的阈值
[image: image134.wmf]g

。如图1所示，本文提出的算法可精确检测出3个分段点并将LRR数据正确地分为4个区域（图1a）。而CBS算法尽管可将每个LRR数据都分为4个区域，但是由于分段点位置不一致，合并两组数据的分段结果导致产生了6个区域，如图1b所示。在分段结果的基础上，进一步利用ROC（Receiver Operating Characteristic）曲线对算法的抗噪性能进行了评估，其中敏感性（Sensitivity）表示在已知变异区域中检测为变异的比例，特异性（Specificity）表示在已知正常区域中检测为正常的比例。两种算法在模拟噪声标准差为0.20，0.25和0.30时所对应的ROC曲线如图2所示。可以看出，随着模拟数据噪声的标准差增大，本文提出的算法的性能明显好于CBS算法。例如，对于标准差为0.20，0.25和0.30的三组数据，当特异性为0.900时，本文算法所对应的敏感性为0.957，0.921和0.869，而CBS算法的灵敏性仅为0.929，0.798和0.603。
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图2 本文算法和CBS算法对不同噪声标准差下的模拟LRR信号的ROC曲线比较
Fig. 2 Comparison of ROC curves of the proposed method and CBS algorithm on three simulation LRR signals with respect to different STDs
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图3 本文算法对乳腺癌样品的17号染色体的分段结果
Fig. 3 Segmentation result of chromosome 17 in breast cancer sample by using the proposed method
2.2 乳腺癌数据


最后，使用本文算法分析了实际药物治疗前后的乳腺癌样品数据。利用本文算法，在17号染色体上17q.21上检测出一段约35MB的异常区域，如图3所示。该染色体区域在治疗前后拷贝数发生了显著的改变：相对于治疗前较高的拷贝数，治疗后对应区域上的拷贝数发生了明显下降。根据人类基因组数据库，此区域包含与乳腺癌密切相关的致癌基因ERBB2。现有研究报道ERBB2基因在乳腺癌的产生中具有极其重要的调控作用[11]。上述结果表明，癌症药物赫赛汀有效地抑制了该乳腺癌中ERBB2基因的扩增。

3 结论

    本研究结合多元方差分析和CBS的递归分段修剪思想，提出了一种针对成对肿瘤SNP array数据染色体变异的分段算法。与已有的CBS算法相比，本文算法在变异位点检测、抗噪性能方面具有明显的优势。考虑到该算法在计算复杂度方面的问题，下一步的工作将对修剪算法的进行优化，以进一步提高算法对高通量染色体数据处理的分析效率。
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