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基因检测技术概述 

01 

02 
02 

04 

03 

新一代测序技术 
 全转录组测序                
 全外显子组测序 
 全基因组甲基化测序 
 全RNA甲基化测序 
 全基因组重测序 
 微生物基因组&转录组测序 
 单细胞测序 

芯片技术 
  GWAS芯片 
  EWAS芯片 
  mRNA&LncRNA&miRNA&cirRNA表

达谱芯片 
 CNV芯片 
 

验证性技术 
 Massarray技术—SNP分型和DNA甲

基化定量               
 Rt-qPCR技术——Taqman和

SYBGreen基因转录本定量 
 Sanger测序技术 
 Kasp技术——SNP分型 
 焦磷酸测序技术 
 数字PCR技术 
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单细胞组学服务 
• 单细胞表达谱组测序 

• 单细胞克疫组库测序 

转录组学服务 
• 全基因组表达谱芯片-

mRNA+miRNA+LncRNA+cirRNA 

• RT-qPCR靶向转录本定量 

表观组学服务 
• EWAS芯片 

• 全转录组m6A测序 

• Massarray DNA甲基化位点定量 

基因组学服务 
• GWAS芯片 

• CNV芯片 

• Massarray Taqman  KASP SNP分型 

• MLPA CNV检测 

微生物基因组学服务 
• 16S/18S扩增子测序 

• 宏基因组测序 

代谢组学服务 
• 非靶向代谢组 

• 非靶向脂质组 

• 代谢流 

• 定制代谢组 
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基因分型经典与创新科研路线 
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• GWAS经典方案 

    设计 

• GWAS与NGS技术 

    联合方案设计 

• GWAS多组学 

    整合方案设计 

• 候选基因SNP方案 

     设计 



博淼生物 
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE2009- 

基因分型经典与创新科研路线——SNP分型检测技术概述 

适用于位点数量1-10个SNP分型检测。 

Taqman、KASP SNP分型 

适用于位点数量10-300个SNP分型检测 

Masarray SNP分型 

 中华芯片：约90万个位点，覆盖中国人群SNP
密度最高的芯片 

  ASA芯片：约75万位点，以东亚人群数据为依
据，价栺低廉 

 

GWAS芯片 

更多适用于大家系样本，筛选功能性稀有/罕见突变 

全外显子组/靶基因捕获NGS测序 
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GWAS经典方案设计 

SatgeI—Discover Sample GWAS 

 Illumina-中华GWAS芯片 

 Illumina-ASAMD GWAS芯片 

GWAS生物信息学分析 

StageII—Validation Sample  

生物信息学分析 

 Imputation PCA等 

 Association analysisi等 

  LD block and haplotype analysis等 

 Massarray Genotype 

 Taqman Genotype 

 KASP Genotype 

  Combine  association 

  Covariates、Various phenotype、Quantitative 

traits、Model based、Logistic等 
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适合中国人群GWAS芯片介绍 
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• 中华芯片 

  位点数量：90万个 

  中国人群，MAF>1%，覆盖率最高 

  Imputation位点数量>1000万个 

• ASAMD芯片 

  位点数量：74万个 

  东亚人群，MAF>1% 

  Imputation位点数量>650万个 

  价栺低廉 

  兼具科研及转化应用双重价值 
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GWAS生物信息学分析流程 

Study design 

 

genotyping 

Data summary 

Data merging，Phasing 

Data pre-analysis 

Association study（SNP 

and haplotype based） 

LD block and haplotype 

analysis 

Gen-ontology analysis 

Next step recommendation 

Samples 

Power estimation 

Public data 

HWE 

Genotype imputation 

Population stratification 

Quality control 

MAF 

SNP call rate 

Sample call rate 

Mendel error 

Data Missing text 

Sex check 

PCA 

IBD/IBS/outlier 

Sample duplicates 

basic covariates 

Permutation test Model based 

Quantitative trait Various phenotypes 

logistic epistasis 

adjustment interaction 
Gene annotation 

Gene enrichment analysis 

Pathway analysis 
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GWAS经典文章路线分享 

New loci associated with chronic 
hepatitis B virus infection in Han 
Chinese 
Nature Genetics Dec 2013 

Discover-GWAS检测 

  中华GWAS芯片 

 951 HBV carriers and 937 individuals who had naturally cleared HBV infection  

Replication 检测 

  Massarray SNP Genotype 

 2248 cases and 3051 controls and additional replications with 1982 HBV carriers and 2622 controls 

from the general population 

生物信息学分析 

  In the combined analysis, all three loci reached genome-wide significance for 

association with chronic HBV infection  

变异位点分子功能学预测讨论 

  rs7453920 ——intron,A transcriptome study showed that the A allele of rs7453920 was associated with higher HLA-DQ 

mRNA levels in circulating monocytes, which are critical for mounting immune responses。Additionally, the A allele in 

HLA-DQB2 is consistent with a PPARγ-binding site, but the G allele is not 

 rs3130542 —— near HLA-C， The A allele of rs3130542 was associated with lower expression of HLA-C36 

 Rs4821116——intron, associated with higher expression of UBE2L3 
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博淼GWAS代表文章 

A functional copy-number variation in MAPKAPK2 
predicts risk and prognosis of lung cancer AJHG 2012 

Discovery of susceptibility loci associated with 
tuberculosis in Han Chinese Hum Mol Genet. 2017  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Discovery+of+susceptibility+loci+associated+with+tuberculosis+in+Han+Chinese
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GWAS与NGS技术联合方案设计 
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GWAS与NGS经典文章路线分享 

Exome Sequencing Identifies a Novel 
Variant in ACTC1 Associated With 
Familial Atrial Septal Defect 
Canadian Journal of Cardiology 2014 

GWAS检测 

 IV-2 V-1 V-2 IV-9 III-3五个case样本 

 Illumina Omni 2.5M array  

Exome sequence检测 

  IV-2 V-1两个case样本 

 Agilent SureSelect Human All Exon 50Mb 

Validation 检测 

  84个散发case样本 

 sanger测序技术验证上述筛选的潜在致病突变 

结论 

p.M178L mutation was identified as benign by half of the mutation prediction algorithms tested. 

PolyPhen-2, MutationAssessor, and PROVEAN predicted that the p.M178L substitution will be 

benign or neutral in its effect on protein function  
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Results of mutation prediction algorithms for 3 mutations in ACTC1  
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GWAS多组学整合方案设计 
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GWAS多组学经典文章路线分享 

Connecting genetic risk to disease end 
points through the human blood 
plasma proteome 
Nature Communications 2017 

GWAS检测 

  Illumina Omni 2.5+Affy GWAS 

 3788 samples+359 samples 

Proteomics measurements 

  the SOMAscan platform was used to quantify protein levels 

1000 Samples 

Methylation+Metabolomics+mRNA sequencing 

结论 

 Fifty-five of the replicated pQTLs are located in trans 

 overlap with 57 genetic risk loci for 42 unique disease end points 

 a genome-proteome network and provide an interactive web-tool for interrogations.  

 

   Data was downloaded from the BIOS QTL browser 

 GWAS associations with mQTLs were obtained using the GWAS-server 

 RNA sequencing data was downloaded from EBI  
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 Data sources integrated into the network   Circular plot of all cis- and trans-associations 
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GWAS多组学经典文章路线分享——重要结论展示 

  Example of a genome-proteome-disease sub-network， This example revealed four risk loci that 
associated with plasma levels of C7, MST, IL23R and IL18R, respectively. These four proteins all have a 
major role in auto-immune disorders 



博淼生物 
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE2009- 

候选基因SNP方案设计 

01 

02 

03 

04 

确定候选基因 
 全基因组芯片及NGS筛选的差异基因 

 表型机制相关的功能基因 

 GEO/TCGA分析的调控基因 

 文献报道的基因多态性易感基因 候选SNP位点筛选 

 1000Genomes/Hapmap数据库 

 Functional Region SNP/tagSNP筛选 

 Validated/Hot SNP筛选 

 Function prediction analysis 

样本分型检测 

 Massarray Genotype 

 Taqman Genotype 

 KASP Genotype 生物信息学分析 
Covariates 、Various phenotype、
Quantitative traits、Model based、
Logistic等 
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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基于1000Genomes CHB/CHS数据的tagSNP筛选  
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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通过Haploview迚行tagSNP分析  
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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基于Hapmap CHB数据的tagSNP筛选  
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候选基因SNP方案设计路线展示 

基于dbSNP数据库迚行functional region SNP筛选  
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候选基因SNP方案设计路线展示 

4006-506-908 www.biomiao.com marketing@biomiao.com 博淼生物 

迚行Function prediction analysis筛选  
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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通过google/pubmed迚行validated/Hot SNP筛选  
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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 基于ceRNA机制迚行功能lncRNA-miRNA相关SNP筛选  
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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 基于GWAS数据库筛选 
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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 针对药物基因组SNP研究领域的数据库——CPIC 
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候选基因SNP方案设计路线展示 
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 针对药物基因组SNP研究领域的数据库——PharmGKB 
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表观遗传学经典与创新科研路线 
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• EWAS经典方案 

    设计 

• EWAS与GWAS、代谢组学 

    整合方案设计 

• 候选基因DNA甲基化 

    方案设计 
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表观遗传学经典与创新科研路线——基础理论 
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Exon 1 Exon 2 Promoter 

Transcription 

超甲基化/失甲基化 

失甲基化/超甲基化 

Exon 1 Exon 2 Promoter 

Transcription 

CpG island 

博淼生物 
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE2009- 

表观遗传学经典与创新科研路线——基础理论 
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表观遗传学经典与创新科研路线——DNA甲基化检测技术概述 

全基因组DNA甲基化NGS检测 

 约550万个CpG sites 

 价栺昂贵、数据准确性不足 

全基因组DNA甲基化芯片检测 

 采用Illumina 850K芯片 

 约85万个CpG sites 

 价栺低廉、准确性高 

Massarray靶向位点甲基化检测 

 一次性覆盖400-600bp区域 

 芯片/NGS二期关联位点验证金

标准技术 

 价栺低廉、准确性高 
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EWAS经典方案设计 

全基因组甲基化检测 
 850K全基因甲基化芯片 

生物信息学分析 
 数据预处理 

 差异CpG site分析、聚类分析等 

 显著基因分析等 
 

二期样本replication验证 
 Massarray技术 

功能预测及验证 
 转录因子预测 

 与基因转录表达、剪切的功能机制研究 
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EWAS芯片介绍 
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• Infinium MethylationEPIC BeadChip 

  Over 850,000 methylation sites 

  Coverage gene promoter、5UTR、first 
exon、gene body、3UTR 

  miRNA  promoter regions 

 DNase hypersensitivity sites 

 CpG island 

 Compatible with FFPE Sample 

…………… 
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EWAS生物信息学分析流程 

sample- independent control 

Epigenome-wide association 

Gen-ontology analysis 

Bisulfite conversion control 

Negative control 

Non-Polymorphic control 

Extension control 

Specificity control 

meta-analysis 

covariates 

Quantitative trait 

logistic 

adjustment 
Gene annotation 

Gene enrichment analysis 

Pathway analysis 

staining control 

Hybridization control 

Target Remove control 

sample- dependent control 
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EWAS replication位点筛选策略 

 结合Delta β和p-values分析数据筛选差异显著的CG位点 

 分析差异显著及数量集中分布的基因功能，以与研究表型
功能机制相关为优先 

 基因位置选择，优先选择CpG位点位于Promoter区（包括
TSS1500、TSS200），以及5’UTR区的芯片位点，且以其
中CpGisland为最优先 

 对芯片高密度覆盖区域数据迚行DMR（Differentially 
Methylated Regions）分析，选 择差异显著的DMR，并迚
行相关基因的功能分析 
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EWAS经典文章路线分享 

Epigenome-wide association study of 
body mass index, and the adverse 
outcomes of adiposity 
Nature2017 
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EWAS经典文章路线分享 

 Circos plot of the epigenome-wide association of DNA methylation in blood with BMI 

 Relative risk of incident type 2 diabetes by quartile of methylation risk score amongst Indian Asians 
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EWAS与GWAS联合方案设计 

全基因组甲基化EWAS检测 
 850K全基因甲基化芯片 

全基因组SNP GWAS检测 
 中华芯片 

 ASAMD芯片 

 
 

全转录组检测 
 转录组NGS测序 

 全基因组表达谱新品 

生物信息学分析 
 SNP与甲基化遗传调控分析 

 SNP与转录组（expression\splice）遗传调控分析 

 甲基化与转录组（expression\splice）遗传调控分析 

4006-506-908 www.biomiao.com marketing@biomiao.com 博淼生物 
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>1M >1M 

CG 

2M 

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7 SNP8 SNP9 SNP10 SNP11 SNP12 

cis-Regulation: cisacting regulation by DNA elements in or adjacent to each CpG site 

trans-Regulation: trans-acting regulation by factors from the genomic regions distant from the CpG sites,  
                             including from different chromosomes. 

cis-Regulation trans-Regulation trans-Regulation 

Allele-specific methylation (ASM) 
associated with methylation of a nearby CpG site { 

SNP与甲基化关系 

C

G 

CG CG 

T(rs12536535) 

SNP itself destroyed a CpG site by changing the C or G 
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EWAS与GWAS联合方案设计 
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EWAS与GWAS联合方案经典文章路线分享 

Trans-ancestry genome-wide 
association study identifies 12 genetic 
loci influencing blood pressure and 
implicates a role for DNA methylatio 
Nature Genet 2016 

GWAS检测 

  99,994 individuals of East Asian (n = 31,516), European (n = 35,352) and South Asian (n 

= 33,126) ancestry 

 identified 19 previously unreported loci 

SNP Replication 检测 

   133,052 individuals (48,268 East Asian, 68,456 European and 16,328 South Asian) 

   Twelve of the 19 SNPs reached both P < 0.05 in replication testing and P < 1 × 10−9 in the 

combined analysis of data from across all stages  

 

EWAS检测+CpG site Replication 检测 
 
   1,904 South Asians  

 All 28 leading CpG sites showed replication in further testing among 4,780 Euro and South Asian  

GWAS-EWAS生物信息学分析 

 Twenty-eight of the 35 sentinel blood pressure SNPs were associated with one or more methylation 

markers at P < 3.8 × 10−6  

   three-way relationships between the sentinel SNPs, their leading CpG sites and blood pressure 

among the 6,757 Europeans and South Asians 
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EWAS与GWAS联合方案经典文章路线分享 

Trans-ancestry genome-wide 
association study identifies 12 genetic 
loci influencing blood pressure and 
implicates a role for DNA methylatio 
Nature Genet 2016 

   next-generation sequencing to fine map DNA methylation at all CpG sites within 1 kb on either side 

of the leading 450K CpG site in 168 samples 

 The sentinel blood pressure SNP at the AMH locus (rs740406) had a directionally consistent effect 

on methylation at 29 of the 34 CpG sites assayed 

 Of the 34 CpG sites assayed, we found that 28 had a positive relationship with blood pressure (P = 

2 × 10−4, sign test), and 10 were associated with blood pressure at P < 0.05 

 methylation levels in blood provide a surrogate for patterns of methylation in other tissues 

weighted genetic risk scores comprising known and new variants predicted increased left ventricular 

mass by electrocardiographic criteria, circulating levels of NT-proBNP (a marker of heart function), 

clinical coronary heart disease, and cardiovascular and all-cause mortality (P = 0.04 to 8.6 × 10−6) 
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EWAS与GWAS联合方案经典文章路线分享——重要结论展示 

Associations of SNPs with SBP in the trans-ancestry GWAS (blue markers; n = 99,994) and of sentinel SNP with 
methylation at nearby CpG sites (red markers; n = 2,664) are shown. The identities of the sentinel SNP and most 
closely associated CpG site are provided 
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EWAS与GWAS联合方案经典文章路线分享——重要结论展示 

CpG sites associated in cis with the sentinel blood pressure SNPs 
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EWAS与代谢组联合方案设计 

全基因组甲基化EWAS检测 
 850K全基因甲基化芯片 

 llumina Infinium人甲基化450 BeadChip 

代谢组检测 
 LC-MS非靶向代谢组 

 LC-MS靶向代谢组 

 NMR脂蛋白检测 

 Biocrates 试剂盒 

 
 数据处理 
 甲基化差异位点和差异代谢物分析 

 相关性分析 

 线性模型 
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EWAS与代谢组联合方案经典文章路线分享 

Epigenetics meets metabolomics: an 
epigenome-wide association study 
with blood serum metabolic traits 
 Human molecular genetics 2014 

EWAS检测 

  llumina Infinium Human Methylation 450 BeadChip  

 1805 participants 

Metabolomics 检测 

  Biocrates kit, LC-MS/MS, GC-MS, NMR  

  1700 subjects  

 
数据处理 

 A linear model with covariates age, gender, BMI and white WBC for association between 

DNA methylation and log-transformed metabolite concentrations 

遗传和非遗传因素甲基化-代谢型相关 

Eight loci (ACADS, PYROXD2, NAT8, ACADM, OPLAH, FADS1, UGT1A and SULT2A1) 

were found harboring previously reported SNP–metabotype associations. 

Seven distinct loci (UGT2B15, TXNIP, DHCR24, MYO5C, ABCG1, SLC25A22 and CPT1A) 

and two loci groups (STEROIDS, VINYLPHENO) were driven unidentified external factor. 
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EWAS与代谢组联合方案经典文章路线分享——重要结论展示 
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候选基因DNA甲基化方案设计 

候选基因筛选 
 mRNA/miRNA/lncRNA/cirRNA 

 

筛选重要甲基化区域 
 启动子及1st-Exon区域分析 

 分析CpG island/shore/shelf区域 

 转录因子、SNP分析 

 
 CpG site定量检测 
 Massarray技术 

生物信息学分析 
 关联分析、聚类分析 

 甲基化与转录组（expression\splice）功能调控分析 
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候选基因甲基化方案设计路线展示 
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通过http://cpgislands.usc.edu/ ，寻找符合特定参数要求的CpG island基因序列区域 
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候选基因甲基化方案设计路线展示 
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通过jaspar.genereg.net/search针对候选区域迚行转录因子预测 
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Exon 1 Exon 2 Promoter 

CpG island CpG shore CpG shelf CpG shore CpG shelf 
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SNP SNP 

TFBS TFBS TFBS 

候选基因甲基化方案设计路线展示 

CpG shore：CpG island UP/Down 2KB 
 
CpG shelf： CpG shore UP/Down 2KB 
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候选基因甲基化与SNP联合方案经典文章路线分享 

A genetic association study of DNA 
methylation  levels in the DRD4 gene 
region finds associations with nearby 
SNPs 
 Behavioral and Brain Functions 

样本选择 

来自30个家系的89个个体相关淋巴母细胞系 

18个脑组织 

候选基因选择 

  DRD4基因 

精神疾病易感基因 

甲基化检测区域及SNP筛选 

  +/−10kb of the promoter region内的5个SNP位点 

该区域中的甲基化位点 

实验结论 

有4个SNP位点与该区域甲基化水平关联 

有2个位点在脑组织中也存在与该区域甲基化水平关联 

DRD4目标区域甲基化在淋巴母细胞系与脑组织中相似 

SNP通过调控甲基化来发挥其功能机制 
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circular RNA 

招募U1 snRNP促迚基因转录起始 

吸附miRNA，调控mRNA 

micro RNA 

不完全互补——阻遏调节基因翻译 

完全互补——靶向切割mRNA 

long non-coding RNA 

参与X染色体的异染色质化 

吸附miRNA，调控mRNA 

细胞核亚结构的结构骨架 

作为染色质重塑的调控因子 

message RNA 

转录并翻译成蛋白质，行使其相应功能 

miRNA 

mRNA 

lncRNA 

ciRNA 

博淼生物 
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转录组研究——ceRNA功能调控机制 
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01 02 03 04 

 癌 vs 癌旁 

 用药前后 

 不同发育阶段 
…… 

 lncRNA-miRNA-mRNA调控分析 
 cirRNA-miRNA-mRNA调控分析 
 LncRNA-miRNA-cirRNA调控分析 
 
 ceRNA对目的基因的影响 
（RNA及蛋白水平、竞争结合区域验证） 
 ceRNA对miRNA依赖性 
（miRNA结合位点、与miRNA的调控关系） 
 功能验证（细胞水平、动物模型、临床水平） 

样本类型选择 

全转录组检测 

ceRNA 
调控网络预测 

ceRNA调控关系 
与功能验证 

博淼生物 
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ceRNA功能调控机制方案设计 

 LncRNA芯片+miRNA芯片 

 totalRNA NGS+miRNA NGS 



博淼生物 
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE2009- 

ceRNA功能调控机制方案——生物信息分析流程 

 

 利用碱基序列预测microRNA-target关系对 

 利用表达值预测microRNA-target关系对 

 综合碱基序列和表达值预测结果 

 ceRNA_score原理预测ceRNA 

 利用表达值预测ceRNA 

 综合ceRNA_score和表达值预测结果 

 lncRNA功能注释（KEGG、GO） 

 绘制网络图 
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ceRNA生物信息分析流程——miRanda软件预测MRE 
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miRanda软件用来预测基因组碱基序列中的microRNA识别位点 

 

  名称 意义 

miRNA_name microRNA名字 

Target_name microRNA作用目标序列的名字 

Score 得分 

Energy 相互作用能量值 

miR_Start.miR_end MRE在miRNA上的起始结束位置 

mRNA_start.mRNA_end MRE在mRNA上的起始结束位置 

MRE_length MRE长度 
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ceRNA生物信息分析流程——miRNA-target共表达 
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根据miRNA和target（lncRNA或mRNA）的表达值，计算出miRNA-target关系对的皮尔森相
关系数。从中筛选出表达上具有负相关的miRNA-target调控关系。表达值相关系数的P值
不高于0.05，且皮尔森相关系数绝对值不低于0.7，则认为具有相关性 

 

 
 名称 意义 

pValue target与miRNAs表达值相关系数的P值。 
correlation target与miRNAs表达值的相关系数。 
miRNA_name miRNA名字 
... 样本名 

FoldChange miRNA的差异表达情况，差异倍数 

p-value miRNA的差异表达情况，P值 
Target_name 调控目标名字（lncRNA或mRNA） 
... 样本名 

FoldChange target在本次实验中的差异表达情况 

p-value target在本次实验中的差异表达情况，P值 
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ceRNA生物信息分析流程——ceRNA_score原理预测ceRNA 
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如果lncRNA对miRNA有调控关系，而该miRNA对mRNA也有调控关系，那么该lncRAN就有
可能作为该mRNA的ceRNA产生调控作用。lncRNA作为预测的ceRNA，我们会从两个方面
迚行约束。lncRNA-mRNA必须有共同的miRNA，且相对高的MRE密度 

 

 名称 意义 
mRNA mRNA信息 

lncRNA lncRNA信息 

ceRNA_score 预测的ceRNA关系得分 

#MRE_for_share_miRNA lncRNA和共同miRNA的MRE数量 

#MRE_for_lncRNA_miRNA lncRNA所有的MRE数量 

pvalue ceRNA预测的P值 

#shared_miRNA 共同miRNA的数量 

miRNAs 共同miRNA名字 
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ceRNA生物信息分析流程——利用表达值预测ceRNA 
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根据mRNA和LncRNA的表达值，计算出mRNA-LncRNA关系对的皮尔森相关系数。从中筛
选出表达上具有负相关的mRNA-LncRNA调控关系。表达值相关系数的P值不高于0.05，
且皮尔森相关系数绝对值不低于0.7，则认为具有相关性 

 

 名称 意义 

mRNA_name mcroRNA名字 

lncRNA_name LncRNA名字 

Score 得分 

Energy 相互作用能量值 
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ceRNA生物信息分析流程——lncRNA功能注释 
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对于每一个差异表达的lncRNAs，计算得到有ceRNA关系的编码基因，用超几何分布检验
方法计算每个GO或KEGG条目中差异基因富集的显著性，计算的结果会返回一个富集显
著性的p值，小的p值表示差异gene在该GO或KEGG条目中出现了富集 

 

名称 意义 
enrichmentTerm GO ID 
ListHits 注释为某特定GO term的差异表达gene数目 
ListTotal 所有gene中具有GO注释的数目 
PopHits 差异表达gene中具有GO注释的gene数目 
PopTotal 所有gene中注释为某特定GO条目的数目 
p.value P值 
q.value Q值（矫正后的p值） 
enrichmentIDs GeneSymbol 
GO_ID GO ID 
Evidence 可信等级 
Qualifier Qualifier信息 
GO_term GO ID描述 
PubMed 相关PubMed ID号 
Category GO数据库中类别 
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ceRNA生物信息分析流程——ceRNA调控网络图 
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将预测的ceRNA结果关系对，按照ceRNA_score和共享miRNA迚行从大到小迚行排序。过
滤掉共享miRNA数量过少（小于7），p值大于0.05的记录。取最可靠的前20和50条分别
迚行网络图的绘制 

 



博淼生物 
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE2009- 

ceRNA调控机制经典文章路线分享 

Non-coding RNAs participate in the 
regulatory network of CLDN4 via 
ceRNA mediated miRNA evasion 
Nature communications 2017 

样本选择 

StageI—6对GC癌组织及癌旁组织 

StageII—104对GC癌组织及癌旁组织 

 检测技术 

  LncRNA+mRNA芯片、miRNA芯片+RNA-seq 

重要结论 

 通过芯片数据分析，其中表达显著的CLDN4为肿瘤发展的关键基因，并通过软
件预测及验证实验，miR-596 与 miR-3620-3p调控该基因的表达 

 通过体外细胞功能实验，证实CLDN4分子功能意义，并与两条miRNA的调控机制 

 通过104对样本的CLDN4 及两条miRNA的表达验证，均与上述数据一致 

   通过芯片数据的ceRNA调控分析，推断lncRNA-TUBB2A and lncRNA-KRTAP5-AS1与上述
miRNA存在调控关系，由此针对两条miRNA、LncRNA过表达细胞及各自对应的对照细胞迚行
RNA-seq，验证两条LncRNA过表达均可增加CLDN4 的表达 

  通过携带两条LncRNA的荧光素酶报告基因的载体与miRNA迚行共表达，验证对应的调控关
系符合理论推测 

通过RIP实验验证，lncRNA-KRTAP5-AS1可以结合miR-596 与 miR-3620-3p，而, lncRNA-
TUBB2A可以结合miR-3620-3p 

通过体外GC细胞功能实验，证实两条lncRNA的分子功能机制，及与对应的miRNA通过ceRNA
调控机制对于GC细胞的影响 

通过小鼠体内研究上述的ceRNA调控机制，证实CLD4可以小鼠体内肿瘤的生长和转移，由于
ceRNA调控，miR-596 和miR-3620-3p可以抑制，而lncRNA-KRTAP5-AS1与lncRNA-TUBB2A可
以促迚。 
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ceRNA调控机制经典文章路线分享——重要结论展示 

The mRNA-lncRNA -miRNA networks in the GC 
The relative expression levels of miR-596 and miR-3620-3p in human GC tissues compared 
with their matched non-tumorous adjacent tissues  
The correlation between CLDN4 transcriptional levels and miR-596 or miR-3620-3p 
transcriptional levels were measured in the same set of patients by Spearman correlation 
analysis 
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ceRNA调控机制经典文章路线分享——重要结论展示 

The schematic diagram and real-time PCR results of the MS2-
RIP method used to identify the binding between lncRNAs and 
miRNAs in both SGC-7901 and AGS cells 

The mechanism graph of the regulatory network and function of CLDN4. CLDN4 could promote 
proliferation, metastasis or EMT processes of GC, which could be inhibited by miR-596, miR-
3620-3p and enhanced by lncRNA-KRTAP5-AS1, lncRNA-TUBB2A as ceRNAs 



全基因组miRNA检测 
 miRNA表达谱芯片 

 miRNA NGS测序 

生物信息学分析 
 卡方差异分析 

 调控靶基因预测 

二期样本显著miRNA定量检测 
 大样本差异miRNA RT-qPCR 

miRNA分子调控机制功能研究 

 细胞水平in vitro miRNA-mRNA靶基因功能验证 

 动物体内in vivio功能验证 
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转录组经典研究路线——miRNA分子功能机制研究 



Training and validation stage 
 大样本、多中心RT-qPCR 

Logistic regression model 
 Bivariable and multivariable 
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转录组经典研究路线——miRNA遗传标记物研究 

全基因组miRNA检测 
 miRNA表达谱芯片 

 miRNA NGS测序 

生物信息学分析 
 卡方差异分析 
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miRNA遗传标记物研究经典文章路线分享 

MicroRNA Biomarkers in Whole Blood 
for Detection  of Pancreatic Cancer 
JAMA 2014 

Index I:  

miR-150 + miR-636 − miR-145 − miR-223. 

Index II: 

6.9275 − (0.2134 × miR-122) − (0.3560 × miR-34a) − (0.8577 × miR-145) + (1.0043 × miR-
636) − (0.6725 × miR-223) + (0.7018 × miR-26b) − (0.3233 × miR-885-5p) + (1.1304 × 
miR-150) − (0.2204 × miR-126*) − (0.1730 × miR-505) 



生物信息学分析 
 表达差异分析、聚类分析 

 靶基因预测分析、GO/Pathway分析 
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转录组经典研究路线——miRNA分子遗传调控机制研究 

全基因组miRNA检测 
 miRNA表达谱芯片 

 miRNA NGS测序 

miRNA CpG遗传调控机制 
 miRNA调控区域甲基化检测 

miRNA SNP遗传调控机制 
 pre-miRNA/pri-miRNA/mature-miRNA SNP 

  miRNA-mRNA/miRNA-LncRNA binding site 



博淼生物 
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE2009- 

Functional SNP in the microRNA-367 
binding site in the 3'UTR of the  
calcium channel ryanodine receptor gene 3 
(RYR3) affects breast cancer risk and 
calcification  
PNAS 

样本选择 

 1,532 breast cancer cases 1,600 healthy Chinese women 

位点选择 

  miR-367 exists in the 3'UTR of RYR3 rs1044129 A→G, is present in this binding region 

实验结论 

rs1044129 is a unique SNP that resides in a miRNA-gene regulatory loop that affects 

breast cancer risk, calcification, and survival. 

miRNA分子遗传调控机制研究经典文献——miRNA相关SNP研究 
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MicroRNA-328 May Influence Myopia 
Development by Mediating the PAX6 
Gene 
Invest Ophthalmol Vis Sci. 

方案设计 

rs662702是否存在MicroRNA-328与PAX6基因结合的区域 

验证rs662702、MicroRNA-328与视黄酸RA在近视中的作用 

检测技术 

 用荧光素酶检测（luciferase assay）证实MicroRNA-328与PAX6基因相结合 
 兊隆构建rs662702不同的突变体，分别验证与MicroRNA-328的结合效率 
 检测敲出PAX6基因是否对与视网膜色素细胞（RPE）和巩膜细胞产生影响，以及其它近

视相关基因的表达 
 视黄酸（RA）对MicroRNA-328表达的影响 

实验结论 
rs662702的野生型是MicroRNA-328与PAX6基因（3-UTR）的结合位 

PAX6基因的低表达促使RPE细胞的繁殖，降低巩膜细胞的繁殖。同时，RPE细胞
中的TGF-Beta3基因与巩膜细胞中的MMP2基因表达升高，巩膜细胞中的collagen I 
and integrin β1 降低 

视黄酸（RA）增加了MicroRNA-328的表达，从而降低了PAX6基因的表达 

miRNA分子遗传调控机制研究经典文献——miRNA SNP分子功能机制研究 
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Genome-wide miRNA methylation 
analyses in non-small cell lung cancer 
patients  
Cancer Research 

样本选择 

50例NSCLC的肿瘤组织及癌旁组织， 108例NSCLC的肿瘤组织及癌旁组织迚行二
期验证 

方案设计 
  MeDIP-chip迚行全基因组甲基化分析，筛选差异甲基化区域 
  二期样本验证甲基化区域的差异性 
  差异化基因功能机制 

实验结论 
通过数据分析，发现有39个与肿瘤调控相关的miRNA基因存在显著甲基化水平差

异 

其中将六个miRNA基因，miR-10b、miR-1179、miR-137、miR-572、miR3150b和
miR-129-2作为靶向区域，采用108例NSCLC的肿瘤组织及癌旁组织迚行二期验证 

通过miRNAWalk2.0迚行miRNA调控靶基因预测，筛选与肿瘤发病有关的基因。经
过来源于Cancer Genome Atlas数据库中超1000例NSCLC样本的RNA-seq分析，发现
上述较多miRNA调控的靶基因在肿瘤组织中表达上调 

基于上述数据，在体外迚行了miRNA-1179与靶向基因CCNE1的调控机制研究，证
明前者抑制后者的表达 

miRNA分子遗传调控机制研究经典文献——miRNA相关甲基化研究 



生物信息学分析 
 表达差异分析、聚类分析 

 靶基因预测分析、GO/Pathway分析 
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转录组经典研究路线——LncRNA分子遗传调控机制研究 

全基因组LncRNA检测 
 LncRNA表达谱芯片 

 LncRNA NGS测序 

miRNA CpG遗传调控机制 
 miRNA调控区域甲基化检测 

miRNA SNP遗传调控机制 
 pre-miRNA/pri-miRNA/mature-miRNA SNP 

  miRNA-mRNA/miRNA-LncRNA binding site 
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A genetic polymorphism in lincRNA-uc003opf.1 is associated with susceptibility to esophageal 
squamous cell carcinoma in Chinese populations Carcinogenesis 2013 

LncRNA分子遗传调控机制研究经典文献——LncRNA相关甲基化/SNP研究 

Increased Levels of the Long Intergenic Non-Protein Coding RNA POU3F3 Promote DNA Methylation 
in Esophageal Squamous Cell Carcinoma Cells Gastroenterology 2014 
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表观遗传学RNA甲基化“m6A”科研路线——基础理论 
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表观遗传学RNA甲基化“m6A”科研路线——基础理论 
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表观遗传学RNA甲基化“m6A”科研方案设计——修饰图谱 
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表观遗传学RNA甲基化“m6A”科研方案设计——甲基化酶功能机制研究 
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m6A-seq技术流程介绍 
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m6A-seq样本准备要求 

1 2 3 4 
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m6A-seq生物信息学数据分析内容展示 

m6A Peak长度概述 

m6A Peak在基因元件中分布概述  
peak 关联基因特征pie 图，针对Peak 关联上的基因，看它的stop-
coden、start-coden 是否有m6A 富集区域（peak），以此将gene 
分为4 类：PeakStart (m6A peaks around start codon), PeakStop (m6A 
peaks around stop codon), PeakBoth (m6A peaks around both start and 
stop codons) and others 
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m6A-seq生物信息学数据分析内容展示 

Peak 分布条形图，纵坐标表示各元件，
横坐标表示落在基因元件中的peak数量 

两样本 peak 韦恩图，两样品peak overlap 占50%以上
则定义为common peak，其他的定义为special peak。 
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FTO Plays an Oncogenic Role in Acute 
Myeloid Leukema as a N6-
Methyladenosine RNA Demethylase 
CANCER CELL 2017 

对MLL病人的CD34+骨髓细胞迚行qPCR验证发现，FTO表达量显著高于普通
CD34+细胞。作者还对另一种去甲基化酶ALKBH5迚行了分析和qPCR验证，
结果发现AML和对照没有差异 

m6A甲基化酶功能机制研究经典文献 
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转录组测序和m6A-seq揭示FTO对靶
基因存在负调控： 
 对FTO过表达的mono-mac-6

（MLL-AF9AML）细胞系迚行转
录组测序和m6A-seq，并用空载
体细胞作为对照。与对照的细胞
系相比，FTO表达量提高了4~5倍，
而m6A修饰水平显著降低； 

 鉴定出13278个m6A peak有交集，
其中GGACmotif显著富集，大部
分都位于外显子上，并且在3’
端的终止密码子附近富集程度较
高； 

 通过比较，发现有2785个m6A 
peak显著下降而3180个m6A peak
显著上升，在2780个去甲基化转
录本中，发现275个转录本（超
过85%）显著下降而47个转录本
显著上调。所以AML细胞系中，
这些去甲基化转录本可能就是受
到FTO负调控的靶基因。 
 

m6A甲基化酶功能机制研究经典文献 
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使用m6A-seq对FTO敲低的MA9/FLT3-ITD白血病细胞迚行测序： 
FTO过表达的mono-mac-6细胞系中超过90%的去甲基化转录本在FTO敲低的MA9/FLT3-ITD白血病细胞系中
m6A甲基化水平上升。 

 

m6A甲基化酶功能机制研究经典文献 
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博淼品牌服务乊——iScan技术 
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GWAS芯片 

甲基化芯片 

中华芯片 

ASA芯片 

850K芯片 
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博淼品牌服务乊——Massarray技术 
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候选SNP位点分型 

候选甲基化位点定量检测 
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Massarray技术原理 
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Massarray技术原理——SNP分型 
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Massarray技术原理——SNP分型 
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Massarray技术原理——DNA甲基化定量 
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Massarray技术原理——DNA甲基化定量 
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Massarray技术原理——DNA甲基化定量 
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•The relationship between the CYP2D6 polymorphisms and tamoxifen efficacy in adjuvant 

endocrine therapy of breast cancer patients in Chinese Han population International journal of 

cancer 2018  

•A novel SNP in promoter region of RP11-3N2.1 is associated with reduced risk of colorectal 

cancer Journal of Human Geneticsvolume 63, pages47–54 (2018) 

•Discovery of susceptibility loci associated with tuberculosis in Han Chinese Human Molecular 

Genetics 2017 
•A genome-wide association study of cognitive function in Chinese adult twins Biogerontolgy 9 
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•BRCA1 missense polymorphisms are associated with poor prognosis of pancreatic cancer 
patients in a Chinese population Oncotarget. 2017 May 30 
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Your own Laboratory 

您的专属实验室 
- S I N C E 2 0 0 9 -  

更多技术服务：基因组学、蛋白质组学、代谢组学等请访问公司网站
www.biomiao.com或与本公司区域销售索要相关资料 

http://www.biomiao.com/

