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摘要
人们日益意识到有益微生物与有害微生物之间的平衡对于人类健康的重要性。这一
平衡会影响人体代谢和免疫反应，而传染性致病因子（包括 HPV 和幽门螺旋杆菌）
是致癌风险最高的因素之一。基于这些发现，筛查人肿瘤组织中的数千种病毒、致
病菌/真菌和寄生虫有助于揭示它们在癌症进展及治疗反应中的作用。本文将介绍 
PathoChip 微阵列芯片的开发，它可以检测福尔马林固定石蜡包埋 (FFPE) 肿瘤组织
中来自数千种病毒和致病微生物的 DNA 和 RNA。该方法包括专门针对病原体检测的
多个上游样品前处理流程和下游数据分析流程。此外，我们将展示该方法可以成功
检测多种癌症组织（包括三阴性乳腺癌和口腔/口咽鳞状细胞癌）中不同的微生物特
征。这些癌症通过适合使用独立 PCR 或捕获测序方法验证的特征病毒和微生物病原
体进行鉴定。结果表明，使用 PathoChip 可以成功获得复杂 FFPE 样品中全面的病原
体信息。

开发和利用 PathoChip 微阵列芯片以
检测 FFPE 癌症组织中不同的致病微
生物特征
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前言
正常的人类微生物组包含数千种微生物。大量的研究集中于已
知具有常驻微生物组的组织系统，包括胃肠道、皮肤、气道和
免疫系统。病毒、细菌和寄生虫等传染性病原体可能是导致
肝、胃、宫颈和血液等各种组织癌变的主要因素。

有许多方法可以检测微生物，包括传统的培养法。但越来越需
要基于微生物遗传信息的宏基因组学工具来高效识别与特定疾
病相关的传染性病原体。PCR 扩增结合 16s rRNA 测序是鉴定
细菌的常用方法，但这种方法并不适用于病毒和真核微生物。
对样品总 DNA 进行鸟枪法测序可实现无偏差检测，但宿主人 
DNA 的高背景会严重影响检测效率。

与此同时，DNA 微阵列芯片因能够快速、经济地对大量样品
进行广泛的微生物筛选而崭露头角。市面上已有一些解决方
案，但它们涵盖微生物组的不同部分（在某些情况下有所重
叠），都无法提供全面的信息。

本应用简报将介绍基于 Agilent SurePrint 微阵列芯片技术的 
PathoChip 微阵列芯片（图 1）的开发。PathoChip 微阵列芯
片包含针对所有已知的公开病毒序列以及数百种致病菌、真菌
和寄生虫的探针，以更经济的方式实现对病原体的广泛覆盖。
在可能的情况下，使用多个靶向各基因组不同区域的探针来提
高检测性能。此外，虽然 PathoChip 探针内容是根据已知靶标
的序列进行开发的，但是由于还设计了针对病毒家族内部和家
族之间保守序列的探针，除了识别已知的病原体，仍能够识别
新的菌株、毒株或生物体。本文还介绍了用于分析 FFPE 肿瘤
样品的支持工作流程，包括同时检测 DNA 和 RNA 靶标。

本研究使用 PathoChip 微阵列芯片成功分析了来自三阴性乳腺
癌和口腔/口咽鳞状细胞癌的数百个 FFPE 样品，以检测适合
使用独立 PCR 或捕获测序方法验证的微生物特征。

材料与方法
微阵列芯片设计

通过美国国家生物技术信息中心 (NCBI) 基因组、基因和核
苷酸编号数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 
查询所有分类病毒注释，以及通过文献检索和网络资源 
（http://www.niaid.nih.gov：新发和再发传染病，A、B 和 C 类
优先病原体）汇编的来自原核和真核人类病原体列表获得目
标编号。将得到的编号序列组装为一个宏基因组，并分成 
58 条虚拟“染色体”，每条染色体包含大约 500–1000 万个
核苷酸 (nt)。如文献所述，识别并包含了该宏基因组中的独
特区域和保守区域[6]。

使用安捷伦微阵列芯片比较基因组杂交 (aCGH) 设计算法，设
计了针对宏基因组中独特区域和保守区域（最多 60 个 nt）的
探针序列。然后对这些序列进行过滤，以降低与人类基因组序
列交叉杂交的可能性，从而降低杂交背景噪音。

在微阵列芯片设计中，如果可用于源编号的探针少于 10 个，
则默认将映射到病原体基因组，或任何原核或真核病原体编号
的独特或保守区域的探针添加到设计中。当创建了超过 10 个
探针/编号时，使用以下标准对探针进行过滤：最多 20 个探针/ 
编号，最小探针间距 100 bp，均匀分布并覆盖整个序列。致
癌病毒不受探针数量的限制，创建一个饱和平铺探针组来覆盖
所有致癌病毒[6]。

使用 Agilent SurePrint 8 × 60 K 微阵列芯片，每张芯片可处
理 8 个样品。最初创建了两个微阵列芯片（PathoChip v2a 和 
v2b）来评估探针性能，微阵列芯片包含 60000 个探针，分别
靶向独特区域和保守区域。然后将 PathoChip v2a 和 v2b 的
高性能探针组合成 PathoChip v3，其中包含针对独特靶标的 
37704 个探针，以及针对保守靶标的 23627 个探针。这样可
以覆盖所有致癌和致病病毒。使用 PathoChip v3 分析本应用
简报中所述的各种 FFPE 癌症组织。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://www.niaid.nih.gov
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检索 NCBI RefSeq 数据库编号
- 所有病毒基因组 - 致病细菌、真菌、原生动物、寄生虫的

基因组、核糖体、线粒体序列

将所有基因组组合为多联宏基因组

550 万个探针
安捷伦微阵列芯片 CGH 探针设计

屏蔽重复序列

选择针对已知致癌微生物的
饱和探针

> 300 万个针对超过 3200 种病毒、360 种真菌、
320 种细菌、250 种寄生虫、130 种原生动物的探针

针对独特靶标的 37704 个探针
针对保守靶标的 23627 个探针
针对人基因组靶标的 1262 个探针

PathoChip v3

执行探索性分析，确定
与人 DNA 高度交叉杂交的所有探针

对探针特异性与
人基因组进行过滤

70–300 bp，与至少一种其他病毒的
同源性 > 70%，但与人不同源

寻找保守病毒区域

包括人对照探针

选择针对保守靶标
的 60000 个探针

PathoChip v2b

10000 个保守靶标
区域

靶标：250–300 bp，< 50 连续 bp 与其他
任何编号的同源性 > 70%

寻找独特靶标区域

包括人对照

选择针对独特靶标
的 60000 个探针

PathoChip v2a

5206 个编号，至少有一个
独特靶标区域

图 1. PathoChip 设计方案和设计迭代
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样品

所有样品均来自艾布拉姆森癌症中心的肿瘤组织和生物样本
库。由一位病理学住院医师回顾病例病史，并确认了肿瘤类型
和癌细胞的划分。如果存在明显的相邻正常组织，将切片封固
在不带电的玻片上，使用包含苏木素和伊红 (H&E) 染色切片
的模板玻片对肿瘤组织进行研究，并明确划分癌症区域。

收到 100 份去标识的 FFPE 口腔和口咽鳞状细胞癌样品（统称
为 OCSCC），均以 10 µm 切片的形式置于不带电玻片上。收
到匹配和非匹配对照样品各 20 份[7]。将来自本研究中 20 名癌
症患者的癌旁临床正常样品称为“匹配对照”。而非匹配对照
为来自其他健康个体的口腔组织（悬雍垂）。

收到 100 份去标识的 FFPE 三阴性乳腺癌样品，均以 10 µm 
切片的形式置于不带电玻片上。17 份匹配对照样品和 20 份非
匹配对照样品以石蜡卷的形式提供[8]。匹配对照与癌症组织来
自相同的患者，并采集自相邻的非癌乳腺组织。非匹配对照为
来自健康个体的乳腺组织。

样品 DNA/RNA 提取、扩增、标记和杂交

标准安捷伦 CGH 检测方法使用基因组 DNA 作为起始材料，但
由于病毒可以以 DNA 或 RNA 作为遗传物质，因此我们试图对
流程进行修改。具体而言，我们使用 AllPrep DNA/RNA FFPE 
试剂盒 (QIAGEN) 对 FFPE 肿瘤依次进行 DNA 和 RNA 提取。
核酸质量控制评估包括 A260/280 比值、产率及通过琼脂糖凝
胶电泳获得的大小分布。虽然一些 FFPE RNA 样品显示部分降
解，但大部分样品的 RNA 片段大小和提取率足以使用总 RNA 
直接生成 cDNA。

将 50 ng 测试样品基因组 DNA 和 50 ng 测试样品总 RNA 一起
作为 TransPlex WTA-2 试剂盒 (Sigma-Aldrich) 的起始样品。
该试剂盒能够同时扩增基因组 DNA 和 cDNA。使用 QIAquick 
PCR 纯化试剂盒 (QIAGEN) 纯化扩增产物，然后取 2 µg 纯化

后的扩增产物，使用 SureTag 标记试剂盒（安捷伦）对测试
样品进行 Cy3 染料标记。对于参比对照样品，使用 TransPlex 
WTA-2 试剂盒对 50 ng 病毒阴性参比基因组 DNA（BJAB 细胞
系）进行扩增，然后取 2 µg 纯化后的扩增产物，使用 Agilent 
SureTag 标记试剂盒进行 Cy5 染料标记。将该参比样品作为对
照，以报告探针与人 DNA 的交叉杂交情况。

使用 SureTag 标记试剂盒中的离心柱纯化 Cy3 和 Cy5 标记
的 DNA。测量标记 DNA 的比活性，然后将其混合用于杂交。
在安捷伦杂交炉中，按照安捷伦建议的 65 °C 杂交温度和 
20 rpm 转速，将标记 DNA 与 PathoChip v3 8 × 60 K 微阵列芯
片杂交 40 小时。使用标准清洗程序处理微阵列芯片，然后在 
Agilent SureScan 微阵列芯片扫描仪 C 或 D（货号 G2565AA 
和 G4900DA）上进行扫描。

微阵列芯片数据分析

使用安捷伦特征提取软件对扫描的微阵列芯片图像进行分析，
计算平均像素强度并扣除每个特征的局部背景。作为 QC 流程
的一部分，手动检查图像，记录任何受高背景、划痕或其他超
出质量控制 (QC) 阈值的技术性干扰影响的阵列。

将 Cy3 和 Cy5 通道的特征强度导入 Partek Genomics Suite 
(Partek Inc)。计算共杂交测试和人参比 DNA 样品中人基因间
对照探针的平均强度。由此确定了一个比例因子，以根据 Cy3 
信号平均值对 Cy5 人参比 DNA 信号平均值进行归一化处理。
然后将所有 PathoChip 探针的 Cy5 强度乘以比例因子，对染
料性能的差异进行归一化处理。计算每个探针的 Cy3/Cy5 比
值和 Cy3–Cy5 差值，分别作为双通道或单通道分析流程的输
入。将编号平均值 (AccAvg) 定义为一个编号所有探针的平均 
Cy3 或 Cy5 强度，将编号信号 (AccSig) 定义为 AccAvg(Cy3)–
AccAvg(Cy5)。
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在 Partek 中实施的基于模型的平铺阵列分析 (MAT) 用于每个
肿瘤样品探针信号（Cy3 减 Cy5）的滑动窗口分析。MAT 参
数为 p 值截止限 0.99，窗口 5000 bp，最小阳性探针数 5，舍
弃值 0%。按照 MAT 得分 30–300、300–3000 以及 > 3000 对
候选区域进行分类。使用 Partek 方差分析 (ANOVA) 工具，将
所有肿瘤样品作为测试条件的平行样品，并将共杂交的人参比 
DNA 平行样品作为对照条件，进行具有多重检验校正的配对 
t 检验。在编号水平上使用 AccAvg(Cy3) 与 AccAvg(Cy5) 进行
比较，在单个探针水平上使用 Cy3 与 Cy5 强度值进行比较。
将显著性阈值设定为递增假阳性率 < 0.05，倍数差异 > 2。此
外，通过计算所有肿瘤 AccSig 或探针信号的标准偏差，并过
滤任何高于总体平均值 2 倍及以上标准偏差的值，还进行了
编号和探针水平的异常值分析[6]。

在一些数据分析中，R 程序也被用于归一化和数据分析[7]。使
用人探针的绿色和红色通道信号计算比例因子，比例因子为
人探针的绿色通道信号之和与红色通道信号之和的比值。然
后使用这些比例因子获得所有其他探针的归一化信号。对于
除人探针外的所有探针，归一化信号为绿色通道信号与比例
因子修正后红色通道信号的比值的 log2 转换值（log2 g–log2 
比例因子 * r）。对于归一化信号，通过比较癌症样品与对照
（非匹配和匹配对照），应用 t 检验选择癌症样品中显示阳性
信号的探针，并选择相对于癌症样品而言，非匹配或匹配对
照中明显存在的探针。显著性截止限为 log2 倍数变化 > 0.5，
调整后 p 值 < 0.05。使用 Benjamini-Hochberg 程序对这些调
整后 p 值进行多次校正，在此调整后 p 值截止限下，在对照
样品中检测到的任何探针都认为存在显著性。将对照中标称 
p 值 < 0.05 且未进行多次比较校正的高显著性探针与癌症样品
中存在的显著性探针进行比较。根据癌症与对照样品中特征的
检出率计算阳性率。

结果与讨论
微阵列芯片设计优化

整合后的宏基因组包含 5206 个编号，涵盖 4200 多种病毒、
细菌、真菌和寄生虫，分布在 58 条人工染色体中，总长度为 
4.489 亿 bp。通过为 CGH 应用构建的安捷伦定制探针设计算
法，从该宏基因组中识别到大约 550 万个探针。预测其中超
过 300 万个探针与人基因组序列的交叉杂交风险较低。

最初，在 PathoChip v2a 微阵列芯片上合成这些探针中映射到
所选病原体的独特靶标区域的探针，在 PathoChip v2b 微阵列
芯片上合成覆盖至少两种或更多种病毒之间保守区域的探针[6]。
PathoChip v2b 的一个增强功能是包含覆盖已知与人类癌症高
度相关的病原体的 22 个编号的 2085 个探针。使用安捷伦参
比人 DNA 进行的探索性分析表明，针对人序列的探针的强度
中值超过 750 个荧光单位 (RFU)，PathoChip v2a 上非人类特
异性探针的强度中值约为 17 RFU，PathoChip v2b 上非人类
保守探针的强度中值约为 120 RFU[1]。总体而言，这些分析识
别出了 6360 个荧光值 > 150 的探针，它们可能与人 DNA 杂
交。由于此类杂交会导致高背景，因此在考虑 PathoChip v3 
的设计时将这些探针剔除，该设计结合了独特和保守探针。

有趣的是，在安捷伦女性参比 DNA 中，针对 EB 病毒（EBV；
人疱疹病毒 4 型）的探针杂交强度较高。制造商证实，用于
制备男性和女性 SureTag 人参比 DNA 的细胞系使用这种病
毒进行了感染以产生细胞系。如果不通过女性参比 Cy5 通道
中的 EBV 探针信号对该信号进行归一化，则会生成 EBV 假
阳性结果。然后我们将参比 DNA 换为来自 B 细胞的无病毒
参比人 DNA。经过一系列严格的检测步骤，该参比未显示人
病毒信号。
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图 2. 用于检测对照 DNA 病原体的 PathoChip 工作流程。在每个样品 10000 到 10 个
基因组拷贝的一系列稀释中测量了三种病毒的检测响应。将每种病毒的基因组 DNA 

加入参考量的人 DNA 中。蓝色柱状图表示与测试样品杂交的指定病毒所有探针的平
均 Cy3 信号，白线表示对照样品探针的平均 Cy5 信号（仅人 DNA）

70000

腺病毒 5 型

基因组 DNA 拷贝数

平
均
信
号
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60000

50000

40000

30000

20000

10000

0
10000 1000 100 10

700

600

500

400

300

200

100

0
10000 1000 100 10

200
180
160
140

80
100
120

60
40
20

0
10000 1000 100 10
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B

连续提取同一标本的基因组 DNA 和总 RNA

病理病例分析及标本评估

切割 8 微米 FFPE 冷冻卷或封固切片
在每个批次前和肿瘤之间对研究生物样本库切片机进行消毒

参比基因组 DNA
人细胞系混合物

60 ng

聚-T + 随机引物
cDNA 合成

Transplex 全基因组扩增

根据人对照探针的杂交信号计算用于
归一化 Cy3 和 Cy5 染料通道的比例因子

清洗并扫描微阵列芯片，在扣除局部背景后采集探针特征内
所有像素的平均信号

与 PathoChip 微阵列芯片杂交

随机引物
延伸，Cy5

2 µg

随机引物
延伸，Cy3

2 µg

15 ng 50 ng

针对 PathoChip 检测开发改进的标记工作流程

与仅处理基因组 DNA (gDNA) 的标准 CGH 工作流程不同，
PathoChip 检测同时使用 gDNA 和总 RNA。许多市售 DNA 和 
RNA 纯化试剂盒可以处理 FFPE 样品；但我们发现，QIAGEN 
AllPrep DNA/RNA FFPE 试剂盒可以从同一 FFPE 样品中更高
效地提取 gDNA 和总 RNA。该试剂盒从真菌细胞以及革兰氏
阴性菌和革兰氏阳性菌中成功提取了核酸，而这些是样品中最
难提取的微生物。该试剂盒还从酿酒酵母、蜡样芽孢杆菌和大
肠杆菌培养物中高效回收了 gDNA 和 RNA（数据未显示）。

另一个需要考虑的问题是，由于各种微生物可能出现低拷贝数
的情况，因此必须对 DNA 和 RNA 进行扩增，使拷贝数增加到
检测阈值之上。PathoChip 筛选技术利用 TransPlex WTA-2 扩
增试剂盒执行扩增步骤，可以检测基因组拷贝数较低的微生物
和病毒。PathoChip 微阵列芯片的这些功能使得可以快速、灵
敏地筛选多个肿瘤样品中是否存在各种微生物。

在最初的测试中，将人腺病毒 5 型、JC 多瘤病毒或 BK 多
瘤病毒 DNA 添加到 15 ng 人 DNA 背景中，绝对拷贝数范围
为 10000 到 10 个病毒基因组。经 TransPlex 扩增后，使用 
PathoChip 探针在所有拷贝数下检测到腺病毒 5 型，使用多瘤
病毒探针在低至 100 个基因组拷贝中检测到高于背景的信号
（图 2A）。将包含腺病毒 5 型的细胞系 DNA 与包含呼吸道合
胞病毒的 RNA 混合，用 TransPlex WTA-2 进行同步扩增。针
对这两种病毒的探针产生了较强的特异性检测信号。这表明 
TransPlex WTA-2 在基因组 DNA 存在的情况下提供了稳定的
逆转录，并且 gDNA 和 cDNA 靶标实现了共扩增[6]。

总之，我们证明了可以使用 PathoChip 肿瘤提取程序（基于改
进的 CGH 工作流程 [图 2B]）提取和检测来自真核和原核病原
体的核酸。
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使用 OSCC 样品开发用于 PathoChip 微阵列芯片的数据分
析策略

致癌病毒在宿主肿瘤中可能发生明显的基因组重排或缺失。此
外，由于病毒株具有广泛的多态性，新病原体的检测可能依赖
于来自单个探针的信号。因此，需要通过多个级别的数据分析
来检测筛选项目中预期的 3 种主要“匹配”类别（图 3）。编
号信号 (AccSig) 是根据人 DNA 交叉杂交调整的编号的所有探
针的平均值。计算 AccSig，从而根据编号组中的大部分探针
进行一般病原体检测筛选。

通过计算探针滑动窗口的 MAT（基于模型的平铺阵列分析）
分数来检测局部的高信号区域，而不考虑编号边界。在单个探
针水平上采用具有多重检验校正的 t 检验来识别整个肿瘤群中
信号始终高于背景的探针。对高信号探针进行异常值分析，但
仅在筛选群体中的一种（或几种）肿瘤中进行。 

使用来自包含 100 例 OSCC 肿瘤的筛选项目的数据评估这些
分析方法。HPV16 的 AccSig 与 p16 病理报告[6] 一致（图 4），
80% 的 p16(+) 肿瘤产生的 AccSig 值超过 100。在 8 例低或无 
HPV16 AccSig 的 p16(+) 肿瘤中，有 4 例对部分 HPV16 探针
显示出较高的信号，或产生明显的 HPV26 或 HPV92 AccSig 
值。滑动窗口分析概述了 AccSig 结果，并强调了 HPV16 全
基因组或部分基因组检测事件之间的差异[6]。

在单个探针水平的分析也证明了在识别候选对象方面的实用
性。大多数 HPV16 探针通过了 t 检验，在肿瘤群体中的检测
显著性阈值大于背景（表 1）。对于 OSCC 中常见的基因组
而言，这是符合预期的。许多 HPV16 探针也通过了异常值
测试，这表明，尽管信号始终与背景不同，但群体的强度范
围较宽（因此也包含异常值）。相比之下，t 检验结果显著的 
HPV18 和 HPV26 探针较少，反映了这些基因组在该肿瘤群体
中的表观发生率要低得多。

图 3. 模型数据说明了 PathoChip 的三种分析策略。在与 3 个假设的肿瘤样品杂交
后，绘制 4 个基因组编号 (Acc) 的单个探针（x 轴）的信号。Acc2 的所有探针在肿
瘤 1 中均显示出高信号（左），因此通过比较测试样品与对照样品的编号的所有探
针的平均值，应该可以检测该候选对象。Acc3 探针的一部分在肿瘤 2 中显示出高信
号（中），可能是由于菌株序列差异或基因组部分缺失，降低了所有探针的编号平均
值，并增大了检测难度。在这种情况下，局部探针信号的滑动窗口分析不受编号注
释的影响，并且可以实现更灵敏的候选对象鉴定。Acc1 的一个探针在肿瘤 3 中具有
高信号（右），因此需要进行仅基于单个探针性能的第三级分析，以检测 PathoChip 

非特异性靶向但与一个或少数几个探针具有序列同源性的生物体

10000

0

Acc1 Acc2 Acc3 Acc4 Acc1 Acc2 Acc3 Acc4 Acc1 Acc2 Acc3 Acc4

信
号

图 4. 肿瘤中 HPV 的编号平均值分析。(A) 通过单独分析 (2021–2068) 或混合分析 

(2069p–2117p) 100 个口腔鳞状细胞癌 (OSCC) 样品的 PathoChip 结果计算 HPV16

（蓝色）、HPV18（橙色）和 HPV26（黑色）的编号信号 (AccSig)
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探针 探针数量

HPV16 HPV18 HPV26

探针总数 68 85 13

特异性探针 67 84 11

通过 t 检验 64 11 4

通过异常值测试 65 66 9

保守探针 1 1 2

通过 t 检验 1 1 0

通过异常值测试 1 0 2

表 1. 人乳头瘤病毒检测的单个探针分析
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图 5. 在口腔癌和对照样品中检测到的病毒特征。(A) 显示了通过 PathoChip 筛选 

100 份口腔癌样品，通过杂交信号 (g–r > 30) 检测到的病毒特征，并按杂交信号（每
个编号所有探针的加权得分总和）和阳性率进行递减排序。(B) 病毒家族的不同分子
特征与癌症和对照的相关性，以文氏图和彩色条表示
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然而，异常值分析很容易识别出相对较多的探针，这些探针
在少数阳性样品中通过 AccSig 或 MAT 评分检测出 HPV18 或 
HPV26。对于这些罕见的候选对象，一些探针的 t 检验结果显
著，因为它们在整个群体中产生了较低但一致且超过背景的信
号。这可能是存在的基因组拷贝数导致的，不足为奇。这也说
明了在考虑后续验证的候选对象时，无论其初始识别使用的是
何种方法，都需要检查探针水平的杂交强度，而不仅仅是分析
算法输出分数。

使用 PathoChip 微阵列芯片检测与口咽和口腔鳞状细胞癌
相关的不同微生物特征

在早期的数据分析中 [6]，为每个样品汇总了 MAT 得分大于 
3000 的宏基因组区域。然后按探针信号图中的位置对每个区
域内的各个探针进行排序。该分析检测到许多其他生物体，包
括口腔致病菌，表明除 HPV 外，OSCC 中还可能涉及广泛的
微生物。

我们利用 PathoChip 技术筛选了 100 份 FFPE 病理确诊的口
腔鳞状细胞癌 (OCSCC) 患者样品，以及 20 份癌旁正常对照
（匹配）和 20 份来自健康个体的口腔组织（悬雍垂）（非匹配
对照）。该筛选用于分析与肿瘤组织相关的不同病毒和微生物
特征[7]。本研究分析的癌症样品取自舌头、舌根、扁桃体、口
底和面颊，但以口咽为主。按照我们改进的工作流程，从样
品中提取 DNA 和 RNA，进行全基因组和转录组扩增（称为 
WGTA）、标记，并与 PathoChip 上的探针杂交。

与 OCSCC 相关的病毒特征

我们确定了与癌症和对照样品相关的 RNA 和 DNA 病毒（图 5）。
在筛选的 OCSCC 样品中，乳头瘤病毒科的病毒序列显示出最
高的杂交信号，然后依次为疱疹病毒科、痘病毒科、逆转录
病毒科和多瘤病毒科的病毒序列（图 5A）。在筛选的 100 份 
OCSCC 样品中，上述所有病毒科的病毒特征阳性率 > 75%。
有趣的是，在 98% 的病例中检测到乳头瘤病毒（图 5A）。 
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与匹配和非匹配对照相比，OCSCC 样品中所有乳头瘤病毒的杂交信号要高得多[9]。重要的是，仅在 OCSCC 样品中检测到 HPV16 
的高杂交信号和高阳性率 (98%)（图 5A、5B）。在 OCSCC 样品中检测到呼肠孤病毒科、疱疹病毒科、痘病毒科、正粘病毒科、逆
转录病毒科和多瘤病毒科的特征，阳性率高，杂交信号比对照高 2–3 个 log（图 5A）。值得注意的是，在对照中特异性地检测到显
著的冠状病毒科、小核糖核酸病毒科、腺病毒科、指环病毒科、肝脱氧核糖核酸病毒科和黄病毒科的病毒特征以及非 HPV16 型乳
头瘤病毒科的特征[7]。这些数据表明，与 OCSCC 组织相比，病毒特征发生了显著变化。

与 OCSCC 相关的细菌特征

图 6A 显示了在 OCSCC、匹配对照和非匹配对照样品中发现的各种细菌特征。文氏图对我们的发现进行了汇总，显示代表 13 个属
的细菌特征与 OCSCC 样品相关，但与匹配或非匹配对照无关。其中包括变形菌门 11 个属，放线菌门和厚壁菌门各 1 个属[7]。变
形菌门短波单胞菌属和放线菌门动弯杆菌属的阳性率最高 (98%)：癌症病例中变形菌门埃希氏菌属和短波单胞菌属的探针阳性率分
别为 88% 和 98%，具有高杂交信号。在 OCSCC 样品中检测到的放线菌门探针也具有高杂交信号，其中最高的是隐秘杆菌属。与
病毒的情况一样，与正常的特征相比，细菌微生物特征在 OCSCC 中显示出显著的差异，并且更加稳定。在匹配或非匹配对照样品
中，检测到放线菌属、动弯杆菌属和分枝杆菌属的细菌特征。需要重点注意的是，在对照样品中检测到的大多数细菌特征都属于
正常的口腔菌群。 
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图 6. 在口腔癌样品中检测到的细菌、真菌和寄生虫特征。图 A、B 和 C 显示了不同细菌、真菌和寄生虫属的分子特征与口腔癌和/或对照的相关性，以文氏图和彩色条表示
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与 OCSCC 相关的真菌和寄生虫特征

文氏图显示了 OCSCC、匹配和非匹配对照之间共有和特有的
真菌特征。值得注意的是与 OCSCC 特异性相关的 3 种真菌
特征：红酵母菌属、地丝菌属和肺孢子菌（图 6B）。在筛选
的所有 OCSCC 样品中均检测到着色真菌属、马拉色菌属、匹
里虫属、红酵母菌属、枝孢瓶霉属和枝孢属的分子特征。在 
93% 的癌症样品中检测到肺孢子虫，在 > 75% 的筛选癌症病
例中检测到地丝菌属、瓶霉属、犁头霉属和普雷沃氏菌属的特
征[7]。我们注意到，与口腔对照样品相比，OCSCC 的真菌生
物群落发生了显著变化。同时，图 6C 中的文氏图汇总了与癌
症和对照样品相关的寄生虫特征结果。结果表明，膜壳属、棘
带属和旋毛虫属的分子特征仅与 OCSCC 相关。棘球属的特征
仅与匹配对照样品相关，异尖线虫属和棘口属的特征仅与非匹
配对照样品相关。因此，通过不同的特征可以区分癌症、匹配
对照和非匹配对照。

使用 PathoChip 检测与三阴性乳腺癌 (TNBC) 相关的不同
微生物特征

乳腺癌是最常见的癌症之一，根据是否存在某些激素和生长受
体进行分类。最具侵袭性的乳腺癌是三阴性乳腺癌（缺乏雌
激素、孕激素和 HER2 受体），因为不能通过内分泌治疗。遗
传、环境和生活方式与乳腺癌的进展有关，但一些关于乳腺癌
的研究表明，乳腺癌与疱疹病毒、多瘤病毒、乳头瘤病毒和逆
转录病毒相关[9]。 

使用 PathoChip 对 100 份 TNBC 样品，以及 17 份匹配对照和 
20 份非匹配对照进行了筛选。所有样品均来自 FFPE 档案样品
（见方法部分）。在筛选的 100 份 TNBC 样品中，40 份进行单
独筛选，60 份以每次反应 5 个样品（每种 RNA/DNA 10 ng）
的形式进行混合筛选。筛选 100 份 TNBC 样品总共使用了 
52 个微阵列芯片。将 17 个匹配对照和 20 个非匹配对照进行
样品混合，每组使用 4 个微阵列芯片 

当 PathoChip 筛选检测到特定探针的 Cy3 (g) 信号高于 Cy5 (r) 
信号时，认为该探针为阳性。当癌症样品中特定生物体的可检
测杂交信号 (g–r > 30) 明显高于匹配或非匹配对照样品时，则
认为该特定生物体的探针与癌症样品相关。此外，采用多种检
测方法对阳性探针进行了仔细评估。这些方法（表 2）包括编
号异常值、编号 t 检验、特异性探针异常值、特异性探针 t 检
验、保守探针异常值、保守探针 t 检验和基于模型的平铺阵列
分析。

出于报告的目的，我们列出了通过 PathoChip 上的特异性探针
检测到的特异性病毒和微生物的名称。但我们注意到，通过特
异性探针检测确定的可能是密切相关的家族成员，而不是特异
性生物体。这在 TNBC 样品显示一系列杂交信号，或者在针对
特定病毒或微生物的探针组中某些探针没有杂交信号的情况下
尤为相关。这也可能意味着，在特定的肿瘤中，这些微生物的
基因组区域缺失，或者某个菌株出现了变异。
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(a) 相关病毒 检测方法 检出率 (%) 探针总和/编号

人疱疹病毒 5 型/HCMV AO、SO、ST、CO、MAT 92 14332000

人疱疹病毒 8 型/KSHV AO、SO、MAT 96 12119800

猴病毒 40 AO、SO、MAT 75 8113970

丙型肝炎病毒基因 1 型 SO、CO、MAT 90 7199330

人嗜 T 淋巴细胞病毒 2 型 AO、SO、CO、MAT 88 7040500

羊口疮病毒 CO、MAT 75 6422460

伪牛痘病毒 AO、SO、CO、MAT 90 5037880

人疱疹病毒 4 型/EBV AO、SO、CO、MAT 79 5024970

牛丘疹性口炎病毒 AO、SO、CO、MAT 85 4214040

秋葵花叶病毒 AO、SO、CO、MAT 75 3435060

人乳头瘤病毒 2 型 SO、MAT 85 3361460

人嗜 T 淋巴细胞病毒 1 型 AO、SO、CO、MAT 83 2745990

乙型肝炎病毒 AO、SO、CO、MAT 87 2621640

人疱疹病毒 1 型 AO、SO、CO、MAT 65 2319570

人乳头瘤病毒 16 型 SO、MAT 79 1651350

莫洛尼鼠类白血病病毒 SO、CO、MAT 58 1587600

默克尔细胞多瘤病毒 AO、SO、MAT 90 1551830

小鼠乳腺瘤病毒 AO、SO、MAT 79 1464980

人乳头瘤病毒 6b 型 AO、SO、MAT 79 1271950

人乳头瘤病毒 18 型 SO、CT、MAT 75 1184610

JC 多瘤病毒 AO、CO、SO、MAT 77 755288

肝炎 GB 病毒 A SO、MAT 83 749098

藤浪肉瘤病毒 SO、CO、MAT 90 691071

表 2. 在 100 份三阴性乳腺癌样品中检测到的杂交信号（以每个编号所有探针的杂交
信号之和计算）和病毒探针的阳性率。还给出了检测到候选对象的方法；AO：编号
异常值，AT：编号 t 检验，SO：特异性探针异常值，ST：特异性探针 t 检验，CO：
保守探针异常值，CT：保守探针 t 检验，MAT：基于模型的平铺阵列分析

在保守探针中，检测到疱疹病毒科、逆转录病毒科、副痘病毒
科、多瘤病毒科和乳头瘤病毒科的病毒特征[8]。例如，对于疱
疹病毒科，人巨细胞病毒 (HCMV)、人疱疹病毒 1 型（HHV1；
单纯疱疹病毒 1 型）、卡波西肉瘤疱疹病毒 (KSHV)、EB 病毒
或人疱疹病毒 4 型 (EBV/HHV4) 的探针分别在 92%、65%、
96% 和 78% 的乳腺癌样品中检出。对于乳头瘤病毒科，特异
性探针分别在 78.8%、75%、84.6% 和 78.8% 的乳腺癌样品中
检测到人乳头瘤病毒 (HPV) 6b、HPV18、HPV2 和 HPV16。
特异性探针还分别在 82.7%、90.4% 和 86.5% 的癌症样品中检
测到肝炎 GB、丙型肝炎和乙型肝炎的信号。有趣的是，并不
是上述病毒的所有特异性探针都被检测到[8]。有几种可能的原
因，包括存在探针区域具有相同序列的相似生物体、生物体的
片段或生物体 DNA 的整合片段。 

将病毒探针按阳性率进行排序（不考虑杂交强度）时，显示为
肝脱氧核糖核酸病毒和虫媒病毒的特征 (86.5%)，然后依次为
副痘病毒 (83.3%)、疱疹病毒 (83.2%)、逆转录病毒 (79.6%) 和
乳头瘤病毒 (79.3%) 的特征。然而，当按杂交信号进行递减排
序时，疱疹病毒探针在肿瘤中的杂交信号最高，然后依次为
具有高杂交信号的副痘病毒、虫媒病毒、多瘤病毒、逆转录
病毒、肝脱氧核糖核酸病毒和乳头瘤病毒的探针（表 2）。细
菌、真菌和寄生虫也获得了相似的数据[8]。
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逆转录病毒科 多瘤病毒科 疱疹病毒科

MMTV MMLV HTLV1 HTLV2 FSV SV40 JC MCPV HCMV EBV KSHV HHV1

探针总数 31 24 41 86 8 41 42 62 299 235 259 22

特异性 31 15 37 84 5 41 40 62 275 149 256 15

异常值 1 4 24 43 4 25 12 27 139 67 132 7

t 检验 30 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

保守 0 9 4 2 3 0 2 0 24 86 3 7

异常值 0 2 3 2 2 0 1 0 15 2 3 3

t 检验 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

乳头瘤病毒科 肝脱氧核糖核酸
病毒科 黄病毒科 痘病毒科

HPV16 HPV18 HPV6b HPV2 HBV HCV-1 HepGB 病毒 A BPSV PCP ORF

探针总数 68 85 91 92 49 121 14 109 105 111

特异性 67 84 90 92 47 119 14 12 12 13

异常值 19 28 37 49 25 72 7 1 3 1

t 检验 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

保守 1 1 1 0 2 2 0 97 93 98

异常值 0 0 0 0 2 0 0 74 80 76

t 检验 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0

表 3. 使用 PathoChip 筛选三阴性乳腺癌样品检测到的病毒探针特征的数量

微生物特征
Chip 中的 
探针总数

检测到的 
探针总数

三阴性乳腺肿瘤
中的检测 微生物类型

成员 特异性 特异性 阳性百分比 生物体

隐秘杆菌属 4 4 75 细菌

短波单胞菌属 3 3 73 细菌

鞘脂杆菌 5 5 67 细菌

普罗威登斯菌属 1 1 67 细菌

普雷沃氏菌属 2 2 67 细菌

布鲁氏菌属 10 10 65 细菌

埃希氏菌属 13 10 64 细菌

放线菌属 4 4 52 细菌

动弯杆菌属 4 4 50 细菌

丙酸杆菌属 2 2 50 细菌

芽孢杆菌属 2 1 44 细菌

罗斯氏菌属 3 3 40 细菌

嗜胨菌属 2 2 39 细菌

二氧化碳嗜纤维菌 1 1 37 细菌

表 4. 使用 PathoChip 筛选三阴性乳腺癌样品检测到的细菌、真菌和寄生虫探针特征的数量

微生物特征
Chip 中的 
探针总数

检测到的 
探针总数

三阴性乳腺肿瘤
中的检测 微生物类型

成员 特异性 特异性 阳性百分比 生物体

匹里虫属 8 8 98 真菌

毛孢子菌属 6 6 90 真菌

产色芽生菌属 3 3 89 真菌

瓶霉属 4 4 87 真菌

拟青霉属 4 4 69 真菌

鞭虫属 7 7 96 寄生虫

弓首属 1 1 62 寄生虫

利什曼原虫属 6 5 60 寄生虫

巴倍虫属 2 2 56 寄生虫

吸吮线虫属 1 1 40 寄生虫

并殖吸虫属 3 2 15 寄生虫

表 3 和表 4 汇总了在癌症样品中检测到的病毒保守和特异性探针以及细菌、真菌和寄生虫探针[8]。与分析的非匹配和匹配对照样品
相比，在三阴性乳腺癌样品中检测到的病毒、细菌、真菌和寄生虫特征与癌症样品显著相关 (p < 0.05)[8]。
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结论
在存在较高的人类基因组序列背景下，高度多重宏基因组分
析方法检测小型非人类基因组的能力取决于几个因素，包括
核酸提取与回收、靶标大小与拷贝数、扩增效率（如果使用 
WTA）及特异性探针性能。在 PathoChip 开发过程中进行了
一些修改，以提高检测灵敏度。这些修改包括每个编号包含多
个探针，并整合来自不同级别数据分析的候选对象，从而优化
筛选项目中的病原体检测。PathoChip 结合了饱和探针组以及 
RNA 和 DNA 检测，改善了对已知致癌病原体或其他微生物的
筛选。因此，可以使用 PathoChip 检测来全面评估多种生物体
共感染的频率，及其与致癌或其他致病事件的相关性。 

PathoChip 筛选项目可以根据检测量级、以及基于层次聚类分
析和整个样品群体中检出率的多种分析策略进行检测，并进行
优先级排序，从而生成候选列表。将这些结果与病毒或致病微
生物的注释（例如宿主范围、组织特异性或普通群体中的阳
性率）相结合，有助于确定值得进一步关注的微生物。通过 
PCR 或捕获探针杂交与二代测序可以进一步跟踪这些结果。
这种方法很可能为特定癌症或疾病提供有价值的微生物特征，
不同的微生物在其中发挥了不同程度的作用。
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