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利用单核苷酸多态性芯片全基因组检测人大细胞
肺癌细胞株的杂合性缺失和拷贝数变异

胡彬  陈军  刘红雨  吴衡  吴志浩  王玉丽  白云  李颖  周清华

【摘要】 背景和目的 DNA序列的杂合性缺失 (LOH) 和拷贝数变异 (CNV) 普遍存在于肿瘤基因组，并认为与肿瘤发生发展相

关。高密度单核苷酸多态性 (SNP) 芯片能够检测全基因组的LOH和CNV适用于研究肿瘤遗传变异。本研究运用该技术寻找人大细胞

肺癌细胞株NL9980全基因组的LOH和CNV。方法  提取细胞株总DNA并应用500K SNP芯片进行检测。芯片获得的500 000位点的杂

交信号强度数据使用Affymetrix专利软件估算各SNP位点基因型和拷贝数。进一步分析获得NL9980全基因组LOH和CNV。结果  芯片

的SNP位点检测率超过了93%的主要质控标准。NL9980细胞中LOH散布在所有染色体，CNV主要分布在2, 3, 4, 5, 7, 10, 11和18号等

染色体。结论  研究表明NL9980基因组存在复杂的遗传变异。SNP芯片高分辨率和提供等位基因型信息等优势极大地提高了肺癌遗

传变异研究的能力。
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【Abstract】 Background and objective  Loss of heterozygosity (LOH) and Copy number copy number variation (CNV) of DNA 

sequences is a common feature of cancer genomes, which is thought to be linked to tumorigenesis and progression. High-density single-

nucleotide polymorphism (SNP) genotyping array are able to provided a genotype and copy number information with genome-wide 

coverage, which is suitable for the analysis of complex genetic alterations present in cancer. Thus a human lung large cell carcinoma cell 

line NL9980 was assayed for the global profile of LOH and CNV. Methods  Genomic DNA from the cell line was screened for LOH and 

CNV using Affymetrix GeneChip® Human Mapping array 500K Set. The hybridization intensity data of 500 000 SNP loci was analyzed 

using Affymetrix proprietary software for genotyping and copy number of each locus, and a genome-wide map of LOH and CNV of the 

cell line was constructed. Results  The SNP call rate of array Nsp I (-262K) was 95.14%, and the rate of Sty I (-238K) was 97.15%. 

The both call rates of the components of 500K array set were in excess of 93%, the cardinal quality control standard. LOH profiles of the 

sample were across all chromosomes, and most of CN gains and losses regions were found on chromosomes such as 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 

and 18. Conclusion  The results have shown that there were complex genetic alterations present in NL9980. And it is possible to achieve 

high performance outcomes using Affymetrix SNP array 500K to interrogate LOH and CNV in lung cancer genome. This advance of high-

resolution with allelic information should substantially improve the ability to further understanding of the genetic basis of lung cancers.
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抑癌基因所在的染色体区段的LOH是一些上皮和间

质来源的肿瘤进展过程中的重要事件[1,2]; 染色体区段拷

贝数增加和减少直接造成位于该区段的基因拷贝数发生

变化，影响基因表达水平，导致表型差异[3], 但是LOH和

CNV作为肿瘤遗传变异的具体作用尚未完全明确。寻找

肺癌遗传变异过去的研究方法主要包括核型分析，荧光

原位杂交（FISH），比较基因组杂交（CGH）等。LOH

是通过检测基因多态性遗传标志位点获得等位基因信息

来确定的[4]。以限制性片段长度多态性和微卫星多态性

遗传标志为基础的两种检测方法都可以提供可靠的LOH

信息[5]，但要用于全基因组检测LOH就显得非常费力费

时。肿瘤全基因组的LOH和CNV检测最近在肿瘤遗传变

异研究中备受关注。虽然CGH芯片能够高通量检测全基

因组的CNV（分辨率约100 kb）但是它不能提供等位基

因的信息[6]。SNP是人类基因组里最普遍的多态性遗传

标志，大约每1200 bp就有一个SNP位点。SNP芯片选取

约500 000个位点分析各位点的基因型，它最初设计用于

SNP基因型人群分布的研究[7-9]，同时芯片又能提供各位

点两种等位基因型的拷贝数(CN)信息 [10-12]，得到位点所

在区段的CN和LOH情况[12-14]，对基因组分析达到极高的

分辨率（<10 kb）。人大细胞肺癌细胞株NL9980由四川

省重点肺癌分子生物学实验室建立并观测了该肺癌细胞

株的染色体众数，检测了细胞株的部分生物学行为[15]。

通过SNP芯片检测获得该细胞株全基因组遗传变异信

息，可以为进一步研究导致肺癌细胞生物学行为差异的

原因提供基础数据。

1  材料与方法

1.1  SNP芯片与主要实验仪器  500K SNP芯片（Affymetrix 

GeneChip® Mapping array 500K set）由两张芯片组成可检

测覆盖全基因组的约500 000个SNP位点的等位基因型，

一张使用限制性内切酶Nsp I，检测约262 000 个SNP位

点，另一张使用限制性内切酶Sty I，检测约238 000个SNP

位点（Affymetrix Inc, Santa Clara, CA, USA）。这些二等

位基因多态性位点是从除Y染色体外的基因组中选取的。

SNP位点之间的平均物理图距约5.8 kb, 位点之间物理图

距的中位数约2.5 kb。基因组85%的部分SNP位点之间的

物理图距<10 kb。这些SNP位点等位基因平均杂合度是

0.30。芯片的探针由25个碱基的寡核苷酸组成。对每个

SNP位点，正义链和反义链都设计了3组探针，一组探针

分成两对，每对针对一个等位基因型，其中两个寡核苷

酸探针与SNP的A等位基因型或SNP的B等位基因型完全匹

配（PM），而另外两个探针含有单碱基错配（MM）。

共24条，进行24次独立检测，并经统计运算PM-MM的

信号强度比值，得出一个SNP位点的基因型（图1）。

GeneChip® Hybridization Oven 640 用于芯片杂交，

GeneChip® Fluidics Station 450用于芯片洗涤，GeneChip® 

Scanner 3000 7G用于芯片扫描，均购自Affymetrix。

1.2   实验方法和步骤  细胞株NL9980培养采用培养

基RPMI1640，加入10%胎牛血清。保持温度37 ℃，

5%CO2，湿化孵箱。按照Affymetr ix提供的实验方案

（Affymetrix GeneChips Mapping Assay Protocol DNA）提取

NL9980基因组DNA用于芯片杂交。芯片实验主要步骤如

下：使用限制性内切酶Nsp I 或者Sty I 消化250 ng基因组

DNA，然后在4 bp的酶切末端接上统一的一小段双链DNA

作为接头。加入专一识别这个接头的引物，PCR扩增两

边连上了接头的DNA片段，并通过设置PCR条件优先扩

增长度在（200-1 100）bp范围的DNA片段。经扩增的

DNA用DNA酶片段化，并在片段末端加上标记物，芯片

上样杂交。芯片杂交数据原始文件由GeneChip® Operating 

System 1.4（GCOS）软件自动生成（Affymetrix）。

1.3  SNP基因型，LOH和CNV分析  样本SNP位点的基因

型分析使用软件GeneChip® Genotyping Analysis Software 

4.1 （GTYPE）(Affymetrix)。芯片所有SNP位点的等位

基因型，序列位置等信息来源于注解软件GeneChip® 

Mapping 500 K library files。GTYPE软件中采用Dynamic 

Modeling（DM）[8,16,17]算法分析芯片上各位点杂交信号

强度数据区分样本中每一个SNP位点为A或者B等位基因

型。SNP芯片分析DNA序列拷贝数变异使用软件GeneChip
® Chromosome Copy Number Analysis Tool（CNAT）。软

件使用Hidden Markov Model（HMM）算法确定全基因

组染色体区段的增加和减少[18]。HMM以选取的所有SNP

的物理图谱为基础，即SNP在DNA序列上的位置，分析

每个SNP位点时考虑该位点为中心的区段即两侧数个

SNP位点的CN状态来决定该位点各等位基因型的拷贝数

（AsCN）和该位点的总拷贝数（TCN）的变化，从而获

得SNP位点所在的等位基因和染色体区段的AsCN和LOH

信息。虽然NL9980没有病人本人的正常DNA作对照，但

CNAT软件提供的非配对分析方法“unpaired analysis”

通过从Affymetrix数据库中选取35个正常人的芯片数据

（http://www.affymetrix.com/support/technical/sample_data/

500k_data.affx），与NL9980 比较得出全基因组LOH和

CNV（Affymetrix manual）。
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2  结果

2.1  芯片杂交质量  250K Nsp I 芯片上所有SNP位点的检

测率达到95.14%, 250K Sty I 芯片检测率达到97.15%。

两张芯片的检测率都超过了SNP芯片主要的质控标准

93%，芯片实验质量良好。 

2.2  SNP位点的等位基因型  芯片上每一个SNP位点的

等位基因型被定义为“AA”,“BB”即样本SNP位点等

位基因为纯合型;“AB”为等位基因杂合型。同时生产

商提供了各位点每个等位基因型的碱基类型。（表1）

（图1）

2.3  全基因组CNV  全基因分析CNV时，SNP位点上每

个等位基因型的AsCN，等位基因杂合型和纯合型情况

一致以及CN值一致并且序列上位置相邻的SNP归纳在一

起反映SNP所在的染色体区段的CNV。HMM算法的结果

从0-4分别代表了DNA序列的五种CN状态：纯合性缺失 

“CN state”=0;半合型缺失 “CN state”= 1; 拷贝数正常

（二倍体）“CN stste”=2; 单拷贝增加“CN state”=3; 

多拷贝增加“CN state”≥4。NL9980 全基因组CNV整体

是在一个近似三倍体的基础上（图2），与前期细胞遗

传学方法观测到的NL9980细胞株染色体众数为58-66条

的结果基本相符[15]。结果显示在NL9980细胞株中存在复

杂的遗传变异包括DNA序列拷贝数增加，拷贝数减少和

LOH，涉及所有染色体。大部分CN增加的遗传变异被发

现分布在染色体1p, 2q, 3p, 3q, 5, 7, 8q, 11q, 12p, 13q, 17q, 

18和20q；大部分CN减少的遗传变异被发现分布在染色

体2p, 4, 10, 11, 12q, 19q, 20q, 和22q；纯合性缺失被发现

位于染色体16q23.1。在我们的数据中出现的1p, 3q, 7, 8q, 

12p 和18等染色体和染色体臂的CN增加的遗传变异，是

人大细胞肺癌细胞株中已经用CGH等方法发现容易出现

的染色体遗传变异的位置（http://www.progenetix.net/）。

2.4  LOH分析结果  使用非配对的正常对照与肿瘤样本进

行比较，肿瘤样本中的SNP位点发现等位基因为纯合型，

而根据对照数据推算该位点肿瘤样本等位基因应该为杂

合型，这种情况就被软件认定为LOH即“Loh state”=1。

SNP位点等位基因AsCN分析，以正常对照在该位点针对

两个等位基因型的探针的杂交信号强度为基础，分别比

较样本SNP位点上两基因型的杂交信号强度，获得各基

因型的AsCN信息[18]。LOH即Loh state=1的区段长度散布

在NL9980细胞株所有染色体上。部分LOH的区段同时伴

有CN减少（即CN state=1）（图3a）。例如4号和10 号染

色体上的SNP位点Loh state值基本都为1，就意味着肿瘤

细胞株进行体细胞有丝分裂重组发生遗传变异时，丢失

了整条染色体臂（图2 ）。

另一部分LOH区段不伴有CN减少。NL9980细胞株基

因组中就存在这样的LOH区段，它们的CN值≥2，分别被

称为拷贝数正常的LOH和拷贝数增加的LOH。这样的LOH

可能源于肿瘤细胞有丝分裂重组过程中分别发生的两个

事件：一个亲本来源的等位基因区段丢失，另一个亲本

来源的等位基因区段得到复制或扩增[11,19]。两个等位基因

区段都来源于同一个单一的亲本也被称为单亲二倍体，

是肿瘤遗传变异中一种较为复杂的情况[20-22]。比如染色

体区段13q22.2上就存在不伴有CN减少的LOH区段（图

3b）。染色体臂11q, 13q, 和14q的Loh值为1，CN值为2或

者3，这就表明肿瘤细胞在有丝分裂重组时这些染色体

丢失了一个亲本来源的染色体臂，然后又复制或者扩增

了另一个亲本来源的染色体臂（图2）。

3  讨论

500K SNP 芯片高效地检测了NL9980细胞株包括纯

合性缺失，半合性缺失，拷贝数正常的LOH，单一亲本

拷贝复制和扩增等染色体畸变，展示了肺癌细胞基因组

里的多种复杂遗传变异。在细胞株中发现的许多变异区

段相对较短。芯片选取的SNP位点在物理图谱上的距离

中位数为2.5 kb, 其全基因组检测的分辨率极高，因此能

够检测到比较短的CN增加和减少的区段。因为其它肿

瘤遗传变异的研究方法如细胞分裂中期CGH，CGH芯片

和FISH等分辨率较SNP芯片低，所以SNP芯片在NL9980

细胞株中检测到的微小区段的变异以前在肺癌中可能

还未发现过。与以前的研究方法相比SNP芯片同时检测

表 1  SNP_A-1785236和SNP_A-1781819两位点的等位基因型

Tab 1  Genotype information of SNP_A-1785236 and SNP_A-1781819

SNP ID                   Chromosome         Physical                dbSNP          Call         Confidence        Allele    Allele   

                                                             Position                 RS ID                                                        A          B 

SNP_A-1785236	        1	            21825891           rs1531829         AB           0.007813             A          G

SNP_A-1781819            6	            88960762          rs12660255       AA          0.007813             A          G
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图 2 NL9980细胞株全基因组 CNV 和LOH 

Fig 2  The global profile of CNV and LOH from NL9980

The the CN or Loh State is displayed along the Y axis. The chromosomes are displayed long the X axis.

The blue dots and lines represent total CN value at each locus, and the red dots and lines represent Loh state. 

图 1  SNP_A-1785236、SNP_A-1781819两位点的基因型

Fig 1  The genotypes of SNP_A-1785236 and SNP_A-1781819   The probe intensity is displayed along the Y axis. The probe quartets used for the SNP are 

          displayed long the X axis

PA: Perfect match for the A allele;  MA: Mismatch for the A allele; PB: Perfect match for the B allele; MB: Mismatch for the B allele.

图 3 LOH伴有CN减少（a）和LOH不伴CN减少（b）

Fig 3  LOH with CN reduction (a) and LOH without CN loss (b) 

The blue lines represents CN state at each locus and the red lines represents Loh State.

LOH with CN state=1 from 13q12.11 to 13q12.13 shows loss of one parental allele and the other remained.

LOH with CN state=2 or 3 from 13q21.33 to 13q22.4 shows loss of one parental allele and the other duplicated or amplified.

Forward strand                                Reverse strand
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500 000个遗传标记位点，极大地减少了检测全基因组遗

传变异的工作量；并且每张芯片只需要250 ng甚至10 ng

的总DNA，大量节省了样本用量，特别是一些珍贵病理

标本[23]。最近有研究证明人类基因组里还存在拷贝数多

态性[24,25]，有可能在NL9980里发现的一部分序列的CNV

就是这种本来其个体正常基因组里就存在的拷贝数多态

性，但是这种机会非常小，因为这种多态性是通过大样

本的研究发现的，而每一个人的基因组里分布极少[3,26]。

具有检测肿瘤细胞基因组里每个SNP位点各等位基

因型CN的能力是SNP芯片非常重要的优点[18]。因此它能

从位点等位基因型的构成比例检测和分析不伴CN减少的

LOH。这样的LOH在肿瘤细胞基因组里所有LOH的所占

比例较高，在其它肿瘤SNP芯片研究结果中发现CN正常

和CN增加的LOH高达所有发现的LOH的2/3[19,27]，而其他

全基因组研究技术如CGH 芯片因为检测不到等位基因型

的信息就无法检测和分析这种LOH[19]。以往研究LOH必

须依赖与肿瘤病人本人的正常基因组DNA作对照，在该

个体正常基因组里二等位位点的基因型为杂合型而在该

个体的肿瘤细胞基因组里相同的位点变成了纯合型，就

认定为该位点LOH。但是肿瘤标本和细胞系通常找不过

其本人的正常样本做对照。肿瘤样本与一个无亲缘关系

的正常人基因组之间SNP位点的基因型估计只有37％相

同，但是CNAT的算法中“unpaired analysis”采用多个正

常人的SNP芯片数据作对照，克服了这个问题，使等位

基因杂合型的SNP位点基因型估计准确率达到86％，对

所有SNP位点基因型估计准确率达到92％[28]。

高密度的SNP芯片高通量分析染色体区段等位基因

组成获得肿瘤全基因组遗传变异的信息的方法给肿瘤

遗传变异研究提供一个有力的工具。在基因图谱NCBI 

Build 35.1的基础上，芯片结果提供的500 000个SNP位点

的信息，可以定位到具体的染色体位置和基因。进一步

的研究，可以结合人大细胞肺癌细胞株NL9980 SNP芯

片的结果联系表达谱芯片的结果来确定哪些遗传变异

影响RNA表达，从而全基因组筛选于参与肺癌发生发

展，与肺癌生物学行为和恶性表型相关的基因[19,29,30]。
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