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摘  要 

本 研 究 探 討 高 通 量 染 色 體 捕 捉 技 術  (high-throughput chromosome 

conformation capture, Hi-C) 實驗所產生的關聯矩陣資料之正規化方法。已知該類

實驗主要用來測量染色體之間的空間距離，正規化的目的是移除資料中的系統性

偏差，本文主要針對基因特徵所造成之偏差。有別於 Hu 等人 (2012) 所提出的

「局部基因特徵正規化法」(local genome feature normalization, LGF 法)，我們所

提出的「二次函數正規化法」(quadratic function normalization, QF 法) 建立在更

為一般化的二次對數模型與負二項分配假設上。本研究透過模擬實驗以及人類淋

巴細胞資料 (GSE18199) 來評估 QF 法的表現，並且與其他方法比較。在模擬實

驗中，我們發現當模型正確時，QF 法能有效消除偏差。在實例中，當基因特徵

偏差被消除後，則染色體之間的相對距離在重複實驗資料之間有更為一致的結果。

另一方面，我們發現實驗所採用的限制酶影響關聯矩陣的結果，而且運用這些正

規化方法並不能有效消除限制酶造成的偏差。 

關鍵詞：染色體捕捉技術、Hi-C實驗資料、正規化、基因特徵偏差
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Abstract 
 Recently, the high-throughput chromosome conformation capture (Hi-C) 

experiment is developed to explore the three-dimensional structure of genomics. To 

assess the chromosomal interaction, a contact matrix is produced from a Hi-C 

experiment. Very often, systematic technical biases appear in the contact matrix and 

lead to inadequate conclusions. Consequently, data normalization to remove these 

biases is essential and necessary prior advanced inference. In this research, we 

propose the so-called quadratic function normalization method, which is a 

modification of the local genome feature normalization (Hu et al., 2012) by 

considering a more general model. Simulation studies are conducted to evaluate the 

proposed method. When the model assumption holds, the proposed method has 

adequate performance. Further, a Hi-C data set of a human lymphoblastoid cell 

GSE18199 is employed for a comparison of our method and two existing methods. 

It’s observed that normalization improves the reproducibility between experimental 

replicates. However, the effect of normalization is lean in eliminating the bias of 

restriction enzymes. 

Keywords: Chromosome conformation capture, genome feature, Hi-C data, 

normalization 
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第一章 緒論 

 隨著染色體測序技術發展，2003 年人類基因全長定序被完成，然而僅依靠

基因序列和序列位置的訊息，並不足以揭曉基因於人類內之調控機制。在生物中，

去氧核醣核酸 (DNA) 序列以特殊雙螺旋 (helix) 方式摺疊，稱為「核酸二級結

構」(nucleic acid secondary structure)。此雙螺旋結構會再加以旋轉摺疊形成超螺

旋結構 (supercoil) ，稱為「核酸三級結構」(nucleic acid tertiary structure)。DNA

會纏繞於組織蛋白 (histone)，然後堆疊成為染色體 (chromosome)。基因指的是

攜帶遺傳訊息的 DNA 序列片段，序列中其他不具備轉錄功能之 DNA 序列被認

為有調節基因之功能。Gerstein 等人 (2012) 指出在研究基因調控機制時，DNA

序列在空間之相對位置比基因序列位置還重要。 

 於是近幾年對於基因的相關研究，除了分析各個基因的功能以外，另一個重

要研究問題是建構整個染色體三維結構 (three-dimension, 3D)。研究人員發現染

色體空間結構 (topologically associating domain, TAD) 變化與基因活性 (gene 

activity) 狀態息息相關 (Sexton et al., 2015)，便證實染色體三維結構與基因調控

機制相關的猜想。染色體空間結構資料亦用於提升基因組裝技術  (genome 

assembly)，在組裝過程中加入空間結構資料可以縮短組裝時間以及減少耗費的資

源 (Dudchenko et al., 2017)。除了基因組裝外，染色體空間結構資料還可以用來

診斷胚胎細胞基因序列複製數量 (copy number variants, CNVs) 錯誤的異常

(Lupiáñez et al., 2015)。 

 過去在探索 DNA 序列之空間位置的問題上，研究人員分別發展了螢光原位

雜合技術 (FISH, Agard et al., 1989)、染色體捕捉技術 (3C, Dekker et al., 2002; 4C, 

Simonis et al., 2006; 5C, Dostie et al., 2006) 等。FISH 藉由影像分析技術直接量測

特定 DNA 序列之二維距離，然後蒐集空間中各方向的二維距離，建構特定 DNA

序列的空間距離；染色體捕捉技術則透過片段捕捉、定量、測序、比對步驟，統

計空間上靠近的特定 DNA 序列的數量。捕捉到的 DNA 序列稱為「連接片段」。
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但這些實驗都只能獲得特定 DNA 序列的空間資訊，無法得到整個染色體之空間

結構訊息。2009 年，Lieberman-Aiden 等人改進染色體捕捉技術以及結合高通量

技術 (High-throughput) 發展「Hi-C」實驗。Hi-C 實驗流程與 3C 相似，不同之

處在於 Hi-C 可以同時處理大量的連接片段。在定量時，不需要針對特定 DNA

序列設計引子  (Primer)，而同時定量所有連接片段，接著進行高通量測序 

(High-throughput sequencing) 及序列比對。解決 FISH 和 3C 只能顯示特定 DNA

序列空間接近程度的缺點，讓研究者得到全面的染色體空間結構訊息。 

 Hi-C 實驗產生的資料以矩陣形式陳列，此稱為「Hi-C 關聯矩陣」(Contact 

matrix)。此矩陣之行列對應染色體區間，矩陣內之元素為該對應染色體區塊捕捉

到連接片段的數量，當數量越多表示該行列區塊染色體之間距離較接近。但是關

聯矩陣中連接片段的數量，除了與空間接近程度相關之外，亦受到其他與空間接

近程度不相關的因素的影響。因此將關聯矩陣正規化，以消除這些因素的系統性

偏差，才能得到更確實的空間接近程度。 

 Hi-C 實驗中出現的與染色體空間接近程度不相關之系統性偏差可能來自實

驗方法或其他因素。Yaffe 等人 (2011) 考慮與基因特徵相關的偏差。基因特徵乃

描述連接片段構成之訊息，其中包含片段長度 (Fragment length)、GC 含量 

(GC-content)、對應率 (Mappability score, Li et al., 2008)。首先，我們知道連接片

段乃是兩個染色體片段所組成，在片段捕捉時，若兩個片段長度相差過大或長度

皆較長、較短，會不利於兩片段產生連接反應 (Ligation)，使得該連接片段被捕

捉數量減少。另一方面，當Hi-C實驗中運用聚合酶連鎖反應 (PCR) 定量片段時，

如果連接片段 GC 含量過高或過低 (切點視所使用的限制酶而定)，聚合酶連鎖反

應效率會下降，讓各染色體區塊之片段增生比例不相同。最後，在比對連接片段

階段，對應率描述片段比對位置之正確程度，此數值介於 0 與 1 之間，當數值越

高表示此片段比對結果越可信。 

 Yaffe 等人 (2011) 便以最大概似法 (maximum likelihood) 估計上述三種基
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因特徵產生的偏差。將消除偏差後的數值稱為「富含度」(enrichment)，其數值

大小只能表示不同染色體區塊之「相對空間接近程度」。此正規化方法需要較長

的計算時間才能完成。 

 為了減少正規化之時間，Hu 等人 (2012) 所提出的局部基因特徵正規化方

法  (local genome feature normalization, LGF 法 ) 改以普瓦松迴歸  (Poisson 

regression) 來分析基因特徵偏差。此方法計算時間比原 Yaffe 等人 (2011) 的方

法快 7000 倍以上，且即便實驗中採用相異限制酶，經此方法所得的關聯矩陣之

富含度呈現高相關。當染色體區塊遺失基因特徵值時，則 LGF 正規化法將無法

估計該區塊的基因特徵偏差，使得該區塊不能被正規化。 

 Imakaev 等人 (2012) 提出迭代修正正規化法 (iterative correction Hi-C data, 

ICE 法) 配適關聯矩陣之系統性行偏差與列偏差。此作法無需其他基因特徵資料

便可以進行正規化。另外在配適過程中，片段數量較少的區塊容易使迭代結果不

收斂。因此這些區塊會被 ICE 正規化法移除，不納入正規化範圍。導致連接片

段分布較稀疏的關聯矩陣，無法透過 ICE 正規化法消除系統性偏差。 

 LGF 正規化法假設基因特徵與基因特徵偏差是對數線性關係 (log-linear)。

當模型假設錯誤時，則 LGF 正規化法對基因特徵偏差的估計結果將不正確。我

們由 Yaffe 等人 (2011) 所提供基因特徵與片段數量之熱度圖發現基因特徵與基

因特徵偏差的關係非呈現線性，較近似於二次函數。根據此發現，我們修正原先

LGF 模型。另一方面，除了普瓦松分配假設外，我們也將考慮負二項分配來配

適 Hi-C 實驗資料，負二項分配可以考慮 Hi-C 實驗資料中變異數高於期望值的情

形，使配適的迴歸模型更符合實驗資料。 

 第二章中我們將介紹修正 LGF 模型後的二次函數正規化法  (quadratic 

function normalization, QF 法)。第三章將透過模擬實驗來驗證此法的適當性，並

且與其他方法比較。我們也將在第四章提供實例分析，來說明 QF 法的可行性。

最後，第五章為總結。 
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第二章 方法 

 首先我們將介紹Hi-C實驗中所產生的關聯矩陣資料。在我們後續的實例中，

施測 Hi-C 實驗中將捕捉之連接片段與「人類全基因序列」比對。為了定義連接

片段之座標位置，此序列中把人類 23 對染色體依照編號 1, 2, …, 22, X, Y、以及

染色體內由 5’ 端至 3’ 端依序排列，見圖 1 (a)。根據此順序以全基因序列為橫

軸與縱軸形成一個二維座標平面。其中縱軸對應的是連接片段中較靠近第一對染

色體 5’ 端的上游片段，而橫軸則對應到另一端下游片段，如圖 1 (b)。則所有可

能捕捉到的連接片段有唯一座標位置，其橫軸座標必定大於或等於縱軸座標數值，

連接片段僅可能發生在全基因二維座標平面的上三角部分。 

 由於人類全基因序列約有三十億個鹼基對，故若採用一個鹼基對做為單位刻

度時，則資料將過於繁複與雜亂。所以一般考慮提高單位尺度，將三十億個鹼基

對合併成數百或數千個染色體小區間 (bin)，假設 M 為區間總數，則全基因二維

平面上產生橫軸區間與縱軸區間所交織成的 M2 個染色體區塊，見圖 1 (c)。定義 

𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗為出現在第 i 個橫軸區間、第 j 個縱軸區間的連接片段數量總和，1 ≤ j ≤ i ≤ M。

將所有 𝑍𝑍𝑖𝑖𝑖𝑖 值置入一矩陣呈現，此矩陣稱為關聯矩陣。 

 本文考慮兩種影響片段數量的基因特徵：片段長度、GC 含量。由於每一個

連接片段包含上游片段與下游片段，所以相對應的基因特徵也按照所屬片段，定

義為上游基因特徵與下游基因特徵。上游基因特徵包含上游片段長度 (𝑙𝑙𝑈𝑈)、上游

GC 含量 (𝑔𝑔𝑈𝑈)；下游基因特徵包含下游片段長度 (𝑙𝑙𝐷𝐷)、下游 GC 含量 (𝑔𝑔𝐷𝐷)。令

變數 𝑿𝑿𝒊𝒊,𝒋𝒋 = (𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ,𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ,𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗) 為出現在第 i 個橫軸區間、第 j 個縱軸區間的

連接片段的基因特徵。 
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(a) 

(b) (c) 

圖 1 人類全基因序列與全基因二維座標平面示意圖 (a) 人類全基因序列之排

序示意圖。(b) 一連接片段在全基因二維座標平面上的座標，縱軸座標相對應

到上游片段、橫軸座標則對應到下游片段。(c) 全基因二維座標平面上的染色

體區塊。

圖 1 人類全基因序列與全基因二維座標平面示意圖
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 Yaffe 等人 (2011) 在他們的文章中，以人類淋巴細胞 GM06990 (human 

lymphoblast cells) 樣本經由 Hi-C 實驗獲得連接片段數量資料，並且將片段數量

分別繪製與片段長度、GC 含量的熱度圖，見圖 2 (a)、(b)。其中圖 2 (a) 為採用

限制酶 (HindIII) 下連接片段與片段長度的熱度圖。由這張圖可以發現當上、下

游片段長度差距越大、或者兩者長度皆較長或較短，則片段數量偏低。圖 2 (b) 則

是連接片段與 GC 含量的熱度圖，圖形顯示出隨著上、下游片段 GC 含量越高或

越低，則片段數量會較少。而且參考這些熱度圖所呈現的趨勢，我們認為基因特

徵與連接片段數量之間非呈現線性函數關係。 

 我們嘗試以一圓錐曲線標準式 (二次函數) 模擬該熱度圖。令 𝑓𝑓𝐿𝐿 為片段長

度與片段數量的關係、𝑓𝑓𝐺𝐺  為 GC 含量與片段數量的關係，此二函數分別為： 

fL(lU, lD) = �
-[(log2(lU)-3)2-3(log2(lU)-3)�log2(lD)-3)+(log2(lD)-3)2�, if 5lU+lD<10000 or 

1
5

lU+lD<2000.

-10-6[(lU-1500)2-0.75(lU-1500)(lD-1500)+(lD-1500)2]+82, if 5lU+lD≥10000 and 
1
5

lU+lD≥2000.
 

及 

fG�gU, gD�=�
-10 ��gU-0.35�2

-1.25�gU-0.35��gD-0.35�+�gD-0.35�2�+3.1, if gU+gD<0.65.

-4.7 ��gU-1�2
-3.5�gU-1��gD-1�+�gD-1�2� , if gU+gD≥0.65.

 

圖 2 (c)、(d) 為此二函數相對應的熱度圖。圖 2 (c) 顯示出與圖 2 (a) 片段數量與

片段長度的熱度圖類似的趨勢。不同 GC 含量下，圖 2 (d) 也與熱度圖圖 2 (b) 有

類似的趨勢。從這兩種模擬函數熱度圖和參考熱度圖相似的程度，所以我們知道

圓錐曲線標準式於各個基因特徵之下能夠描述片段數量大致趨勢。而圓錐曲線標

準式可以化簡為二次函數，因此我們以下將選擇以對數二次函數描述基因特徵偏

差。 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

圖 2 (a) GM06990 細胞之 Hi-C 實驗連接片段與片段長度的熱度圖；與 (b) 

GM06990 細胞之 Hi-C 實驗連接片段與 GC 含量熱度圖。(Yaffe et al., 2011) (c) 模

擬函數 𝑓𝑓𝐿𝐿，將 100 到 10000 等分為 1000 等分各自代入 𝑙𝑙𝑈𝑈、𝑙𝑙𝐷𝐷，共計 610 個點之

熱度圖。(d) 模擬函數 𝑓𝑓𝐺𝐺，將 0.2 到 0.6 等分為 1000 等分各自代入 𝑔𝑔𝑈𝑈、𝑔𝑔𝐷𝐷，共

計 610 個點之熱度圖。 

圖 2 基因特徵熱度圖 
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 由於 𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗 為計數資料，我們考慮應用普瓦松迴歸或負二項迴歸配適片段長

度與 GC 含量產生的基因特徵偏差。假設關聯矩陣中的連接片段數量 𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗 之期

望值滿足下列模型： 

𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑓𝑓𝑏𝑏�𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗� ∙ 𝑠𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗,   𝑖𝑖 = 1, … ,𝑁𝑁, 𝑗𝑗 = 1, … ,𝑀𝑀 (E.1) 

其中 𝑿𝑿𝑖𝑖,𝑗𝑗 的函數 𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗) 為基因特徵偏差；𝑠𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗 為真實空間接近程度，為未知

的目標參數。承上段，我們考慮以一對數二次函數來描述基因特徵偏差： 

𝑙𝑙𝑙𝑙(𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗)) = 𝛽𝛽1 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽𝛽2 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽𝛽3 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽𝛽4 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽𝛽5 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 

𝛽𝛽6 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽𝛽7 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
2 + 𝛽𝛽8 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

2 + 𝛽𝛽9 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
2 + 𝛽𝛽10 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

2  (E.2) 

上述函數中並未包括截距項，則該截距項將與 𝑠𝑠𝑖𝑖𝑖𝑖 結合。由於我們最終欲獲得的

是各區塊之間空間接近程度的相對大小，所以常數截距項將不影響結果。在模型 

(E.1) 與 (E.2) 下，參數個數將超過觀測值個數。於是我們簡化模型 (E.1) ，將

𝑠𝑠𝑖𝑖𝑖𝑖 併入隨機誤差項，此時迴歸模型變為 

𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑓𝑓𝑏𝑏�𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗�. (E.3) 

 令 𝒛𝒛 = (𝑧𝑧1,1, … , 𝑧𝑧𝑁𝑁,𝑀𝑀) 為所有連接片段數量觀測值，𝒙𝒙 = (𝒙𝒙1,1, … ,𝒙𝒙𝑁𝑁,𝑀𝑀) 為基

因特徵，模型參數為 𝜷𝜷 = (𝛽𝛽1,𝛽𝛽2, … ,𝛽𝛽10)。假設連接片段數量之間相互獨立 

𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗 ⊥ 𝑍𝑍𝑖𝑖′,𝑗𝑗′ , for 𝑖𝑖 ≠ 𝑖𝑖′ 𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑗𝑗 ≠ 𝑗𝑗′。 

在普瓦松迴歸中，假設 𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗 來自普瓦松分配， 

𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗~𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃(𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗). 

則給定資料 (𝑧𝑧1,1,𝒙𝒙1,1), (𝑧𝑧1,2,𝒙𝒙1,2), …, (𝑧𝑧𝑁𝑁,𝑀𝑀,𝒙𝒙𝑁𝑁,𝑀𝑀)，𝜷𝜷 的概似函數為 

𝐿𝐿(𝜷𝜷|𝒛𝒛,𝒙𝒙) = ∏ ∏ [𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑓𝑓𝑏𝑏(𝑥𝑥𝑖𝑖,𝑗𝑗))]𝑧𝑧𝑖𝑖,𝑗𝑗

𝑧𝑧𝑖𝑖,𝑗𝑗!
𝑁𝑁
𝑖𝑖=1 𝑒𝑒(−𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑓𝑓𝑏𝑏(𝑥𝑥𝑖𝑖,𝑗𝑗)))𝑀𝑀

𝑗𝑗=1 . 

 另一方面，為了因應基因資料的過度離散 (over-dispersion) 的情況，我們也
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考慮負二項迴歸，即 

𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗~𝑁𝑁𝑁𝑁(𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗,
𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗

𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗
), 

其中 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗 > 0 為「散布參數」 (dispersion parameter)。此分配的期望值為 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗，

分配變異數 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗2 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗� 。當 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗 < ∞ 時，則此分配的變異數恆高於期望值，

可以反應資料中的過度離散特性。當 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗 → ∞，則此分配將近似普瓦松分配。

則給定資料 (𝑧𝑧1,1,𝒙𝒙1,1), (𝑧𝑧1,2,𝒙𝒙1,2), …, (𝑧𝑧𝑁𝑁,𝑀𝑀,𝒙𝒙𝑁𝑁,𝑀𝑀)，𝒅𝒅 = (𝑑𝑑1,1, … ,𝑑𝑑𝑁𝑁,𝑀𝑀)，𝜷𝜷 之概似

函數為 

𝐿𝐿(𝜷𝜷,𝒅𝒅|𝒛𝒛,𝒙𝒙) = ∏ ∏ [Γ(𝑧𝑧𝑖𝑖,𝑗𝑗+𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗)
𝑧𝑧𝑖𝑖,𝑗𝑗!Γ(𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗)

𝑁𝑁
𝑖𝑖=1 ( 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗))

𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗))+𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗
)𝑧𝑧𝑖𝑖𝑖𝑖( 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗

𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗))+𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗
)𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗]𝑀𝑀

𝑗𝑗=1 . 

 以下我們分別運用 R 套件 (stats) “glm” 以及 (MASS) “glm.nb” 以分別獲得

普瓦松迴歸及負二項迴歸之最大概似估計量 𝜷𝜷�。再將 𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗 帶入估計模型得到基

因特徵偏差估計值： 

𝑓𝑓𝑏𝑏�𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗� = 𝛽̂𝛽1 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽̂𝛽2 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽̂𝛽3 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽̂𝛽4 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽̂𝛽5 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 

𝛽̂𝛽6 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝛽̂𝛽7 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
2 + 𝛽̂𝛽8 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

2 + 𝛽̂𝛽9 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
2 + 𝛽̂𝛽10 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

2 . 

 根據片段數量、基因特徵偏差與空間接近程度三者關係之假設 (E.1)，則真

實空間接近程度 𝑠𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗 的估計值為 

𝑠̂𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑧𝑧𝑖𝑖,𝑗𝑗
𝑏𝑏�𝑖𝑖,𝑗𝑗

. 

𝑠̂𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗 稱為富含度，被用來衡量染色體區間相對的空間接近程度。由於考慮二次函

數來配適基因特徵偏差，因此稱此正規化法稱為二次函數正規化法 (簡稱為 QF) 

。我們在下一個章節，將透過電腦模擬來驗證 QF 法的適切性，並且與其他方法

比較。 
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第三章 模擬 

 此章節將透過模擬資料來驗證各正規化方法的適當性。我們將模擬滿足對數

二次、一次函數模型的基因特徵偏差的資料，運用不同的正規化法可獲得染色體

區間之間的富含度，我們將進一步比較這些富含度與真實空間距離的相關程度。

若相關程度高，則表示相對應的正規化法能去除特徵偏差，準確地保留空間接近

程度的重要資訊。 

 當矩陣的相對應上、下游片段序列分別位屬不同條染色體時，則稱為跨染色

體間 (inter-chromosomal) 的關聯矩陣。在此我們將模擬該類型資料。矩陣的大

小設定為 50 × 50，即假設上、下游染色體序列各被分成 50 個區間，共包括 100

個染色體序列片段，最終有 2,500 個成對染色體區間的區塊。由於為跨染色體間

的關聯矩陣，主對角線區塊的片段數量並不一定遠高於其他區塊。 

每一次模擬的 Hi-C 實驗資料包括： 

A. 50個上游、下游染色體序列片段的基因特徵，包括片段長度 (𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗, , 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)、

GC 含量 (𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ,𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗) 與對應率 (𝑚𝑚𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ,𝑚𝑚𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)。令其為𝒙𝒙𝑖𝑖𝑖𝑖 = (𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ,

𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗,𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗,𝑚𝑚𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗,𝑚𝑚𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)，𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50。 

B. 上游、下游染色體序列片段之間共 2,500 個成對組合的真實空間接近程

度 𝑠𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗，𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50。 

C. 這 2,500 個成對序列出現的連接片段數量 𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗，𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50。 

 首先，模擬的染色體序列片段基因特徵將抽自人類全基因序列 hg19 (Team 

TBD, 2014)，其為 HindIII 限制酶消化後的基因序列。我們依據 Yaffe 等人 (2011) 

研究之建議，僅篩選出片段長度小於一萬個鹼基對 (bp, base pair) 且 GC 含量介

於 0.2 到 0.6 之間的染色體片段作為母體。我們分別以簡單隨機抽樣從該片段母

體抽出各 50 個染色體片段，並且讀取這些被抽出片段的片段長度與 GC 含量，

作為模擬實驗中 50 個上游、下游染色體序列片段之基因特徵 (𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗)。 
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 給定每一成對序列片段基因特徵，我們考慮兩種基因特徵偏差模型:對數二

次函數模型與對數一次函數模型。首先我們根據下列步驟 (A.1) 到 (A.4) 計算

對數二次函數模型下之基因特徵偏差，𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗)： 

(A.1). 給定  ( 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 , 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 )，設  𝑎𝑎𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 0.0005 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 0.0001 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗，𝑏𝑏𝑖𝑖,𝑗𝑗 =

0.0001 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 0.0005 ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ， 且  𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ = log2(𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗) − 3 ， 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′ =

log2(𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗) − 3，𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′′ = 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 1500，𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′′ = 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 1500，則令 

𝑓𝑓𝐿𝐿,𝑖𝑖,𝑗𝑗 = �
−(𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′ 2 − 3 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′ + 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ 2), if 𝑎𝑎𝑖𝑖,𝑗𝑗<1 or  𝑏𝑏𝑖𝑖,𝑗𝑗<1.

−106(𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′′ 2 − 0.75 ∙ 𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′′ ∙ 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′′ + 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′′ 2) + 82, otherwise.
 

(A.2). 給定 (𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗,𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 )，令 𝑐𝑐𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗，𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ = 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 0.35，

𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ = 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 0.35，𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′′ = 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 1，𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′′ = 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 1，則 

𝑓𝑓𝐺𝐺,𝑖𝑖,𝑗𝑗= �
−10(𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′ 2 − 1.25 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′ + 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′ 2) + 3.1, if 𝑐𝑐𝑖𝑖,𝑗𝑗<0.65.

−4.7(𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′′ 2 − 3.5 ∙ 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′′ ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗
′′ + 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗

′′ 2), othersies.
 

(A.3). 將𝑓𝑓𝐿𝐿,𝑖𝑖,𝑗𝑗  與 𝑓𝑓𝐺𝐺,𝑖𝑖,𝑗𝑗各自標準化:計算兩組函數值的平均數與樣本標準差，

𝑓𝑓𝑘𝑘,σ�𝑓𝑓𝑘𝑘，令𝐹𝐹𝑘𝑘.𝑖𝑖,𝑗𝑗 = (𝑓𝑓𝑘𝑘,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − 𝑓𝑓𝑘𝑘)/𝜎𝜎�𝑓𝑓𝑘𝑘， 𝑘𝑘 = 𝐿𝐿,𝐺𝐺。 

(A.4). 最終，令基因特徵偏差值為𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗) = 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐹𝐹𝐿𝐿.𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝐹𝐹𝐺𝐺,𝑖𝑖,𝑗𝑗)。 

 另一方面，我們考慮 LGF 正規化法 (Hu et al., 2012) 假設之一次函數模型

模型。此模型考慮之變數，除了片段長度、GC 含量，還將對應率作為補償項 

(offset)。模擬時，以下列步驟 (B.1) 到 (B.3) 計算其基因特徵偏差，𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗)： 

(B.1). 給定 (𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑚𝑚𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗, 𝑚𝑚𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)。令 ℎ𝐿𝐿,𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑙𝑙𝑙𝑙(𝑙𝑙𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙

𝑙𝑙𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)，ℎ𝐺𝐺,𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑙𝑙𝑙𝑙(𝑔𝑔𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙ 𝑔𝑔𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)，ℎ𝑀𝑀,𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝑙𝑙𝑙𝑙(𝑚𝑚𝑈𝑈,𝑖𝑖,𝑗𝑗 ∙ 𝑚𝑚𝐷𝐷,𝑖𝑖,𝑗𝑗)。 

(B.2). 計算 ℎ𝐿𝐿,𝑖𝑖,𝑗𝑗 與 ℎ𝐺𝐺,𝑖𝑖,𝑗𝑗 的平均數與樣本標準差，ℎ𝑘𝑘, σ�ℎ𝑘𝑘，再將兩組函

數值各自標準化，令 𝐻𝐻𝑘𝑘.𝑖𝑖,𝑗𝑗 = (ℎ𝑘𝑘,𝑖𝑖,𝑗𝑗 − ℎ𝑘𝑘)/𝜎𝜎ℎ𝑘𝑘  ， 𝑘𝑘 = 𝐿𝐿,𝐺𝐺。 

(B.3). 最終，令基因特徵偏差值為 𝑓𝑓𝑏𝑏(𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗) = 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(𝐻𝐻𝐿𝐿,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝐻𝐻𝐺𝐺,𝑖𝑖,𝑗𝑗 + ℎ𝑀𝑀,𝑖𝑖,𝑗𝑗)。 

 在這兩個模型中，我們將來自各特徵的偏差標準化，因此總偏差將不會過度
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傾向其中一種基因特徵。另外，這兩個模型皆為加法模型(additive model)，即便

經過標準化再相加後，仍維持為基因特徵的二次或一次函數。 

接著，我們由均勻分配 𝑈𝑈(0,1) 隨機獨立生成 2,500 個染色體序列片段對的

真實空間接近程度，𝑠𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗𝑖𝑖. 𝑖𝑖.𝑑𝑑.
~  𝑈𝑈(0,1), 𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50。取得基因特徵偏差以及真實

空間接近程度後，假設染色體區塊之連接片段數量期望值 (𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗) 滿足下列模型： 

𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝐶𝐶 ∙ 𝑓𝑓𝑏𝑏�𝒙𝒙𝑖𝑖,𝑗𝑗� ∙ 𝑠𝑠𝑖𝑖,𝑗𝑗，𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50。 

其中常數 𝐶𝐶 使得 ∑ ∑ 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗50
𝑖𝑖=1

50
𝑗𝑗=1 = 106 成立，也就是使每一組模擬之連接片段總

和約為 106。 

 我們分別以普瓦松分配、負二項分配模擬各染色體區塊之連接片段數量，即 

𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗~𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃(𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗)，𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50； 

或 

𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗~𝑁𝑁𝑁𝑁(𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗 , 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗
𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗+𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗

)， 𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1, … ,50。 

在負二項分配下，我們考慮散布參數 𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗 與 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗 成等比，𝑑𝑑𝑖𝑖,𝑗𝑗 = 𝜇𝜇𝑖𝑖,𝑗𝑗
𝑤𝑤−1

，則常數 𝑤𝑤

實為該分配變異數與期望值的比值，即 𝑤𝑤 = 𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉(𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗)/𝐸𝐸(𝑍𝑍𝑖𝑖,𝑗𝑗)。當 𝑤𝑤 > 1，此分

布模擬存在過度離散 (over-dispersion) 的基因序列資料，且過度離散的程度與 

𝑤𝑤 呈正向關係。在模擬中，我們考慮 𝑤𝑤 = 5, 10, 50, 100。 

 圖 3 為一組模擬資料其連接片段數量與兩類基因特徵之熱度圖。將圖 3 與圖

2 (a) (b) 相比，可看出兩組圖形具有相似的趨勢。因此我們認為本模擬實驗之設

計可以反映真實資料中基因特徵和連接片段數量的部分關係。 
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(a) 

 

(b) 

 
圖 3 一組模擬資料連接片段數量之熱度圖 (a) 連接片段數量與片段長度之熱

度圖。 (b) 連接片段數量與 GC 含量之熱度圖。 

圖 3一組模擬資料連接片段數量之熱度圖 
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 我們評估的正規化方法包含下列五種： 

1. QF-P 法：該正規化法假設各染色體區塊之基因特徵偏差符合對數二次函數

模型，以普瓦松迴歸配適特徵模型之參數。 

2. QF-NB 法：該正規化法假設各染色體區塊之基因特徵偏差符合對數二次函

數模型，以負二項迴歸配適模型之參數。 

3. QF-S 法：該正規化法假設各染色體區塊之基因特徵偏差符合對數二次函數

模型，但在配適參數之前，先將片段長度、GC 含量各自標準化，再以普瓦

松迴歸配適模型之參數。 

4. LGF 法 (Hu et al., 2012)：該正規化法假設各染色體區塊之基因特徵偏差符

合對數一次函數模型，以普瓦松迴歸配適模型之參數。 

5. ICE 法 (Imakaev et al., 2012)：該正規化法考慮關聯矩陣之行、列邊際偏差，

參數配適過程以迭代演算法進行 (R package “HiTC_1.16.0”, Nicolas Servant, 

2012)。 

 固定 2,500 組基因，我們隨機產生一萬組模擬資料，藉此模擬不同個體上相

同的染色體區塊之關聯矩陣。我們將每組模擬資料正規化後可獲得富含度，為了

瞭解關聯矩陣內富含度與真實空間接近程度之間的一致性，我們計算兩者的斯皮

爾曼相關係數 𝜌𝜌1, … ,𝜌𝜌10000。若相關係數呈現高度正相關，則認為該正規化方法

能有效消除基因特徵偏差。模擬結果見表 1、圖 4 與圖 5。 

 首先我們考慮對數二次偏差模型，圖 4 為各方法下相關係數之分布圖。我們

發現連接片段無論來自普瓦松或負二項分配時，各正規化方法下之相關係數分布

由右到左（由大到小）依序為 ICE、QF-NB、QF-P（或 QF-P、QF-NB）、LGF、

QF-S。由這些結果可知，ICE 法有較佳的偏差消除能力，主要原因是 ICE 法配

適偏差之參數數量較多；LGF 法之表現較差，因為 LGF 法採用了錯誤的偏差模

型。在 QF 法中，QF-NB 與 QF-P 法表現最好；而將基因特徵先行標準化再配適

模型之 QF-S 反而讓正規化效果更差。若不計 QF-S 法，則 QF 正規化方法消除
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基因特徵偏差的能力介於 ICE、LGF 法之間。 

 在對數二次模型中，QF-P 與 QF-NB 兩方法的表現與預期有所差異。一般而

言，我們預期使用正確分配與模型假設的正規化方法，其富含度與真實距離應當

有較強的相關性，但是模擬結果卻不如預期。當連接片段服從普瓦松分配時，圖

4 中 QF-NB 法之相關係數分布坐落於 QF-P 法分布的右邊，也就是 QF-NB 優於

QF-P 法。已知 QF-NB 採用 QF-P 更一般化的假設，故此現象仍可接受。但隨著 

𝑤𝑤 增加，真實分布更為遠離普瓦松分配，但從圖 4 發現 QF-P 法之相關係數分布

移到 QF-NB 法右邊，表示使用錯誤分配假設的 QF-P 方法反而有較好的偏差消

除能力。 

 另一方面，圖 5 為一次偏差模型下各方法下相關係數之分布圖。我們看到不

論連接片段來自普瓦松還是負二項分配，各方法相關係數分布由右到左 (由大到

小) 依序為 LGF、ICE、QP-NB、QF-P、QF-S。由此結果可知，在消除基因特徵

偏差方面，使用正確模型的 LGF 法有最佳的消除效果；ICE 法較 LGF 法遜色一

些，但是兩者消除能力之差距不大。在 QF 法中，由於使用錯誤模型，QF-P、

QF-NB 表現較差，但其相關係數還是能維持在中、高正相關的範圍 (0.5~0.7)。

若不計 QF-S 法，則 QF 正規化方法消除基因特徵偏差的能力，雖然比不上 LGF、

ICE 法，但是仍然可以有效的消除基因特徵對連接片段數量造成的偏差。 

 由圖 4 與圖 5 看來，除了 QF-S 法外，其他正規化方法所得之相關係數數值

的分布皆隨著散布參數 𝑤𝑤 增加而左移以及變的較不集中。也就是資料中的過度

離散將削弱後續富含度的有效性。至於 QF-S 法，隨著 𝑤𝑤 增加，相關係數的變

異變大，但相關係數分布右移，表示富含度與真實距離的一致性反而提升。由表

1 可得知，這些方法間的相關係數之標準差皆相近，分析結果的變異程度相差不

大。 

 經過模擬資料評估各方法消除偏差之能力，我們看到各情況下，ICE 法都能

有效的消除偏差；QF、LGF 法則仰賴假設的偏差模型是否正確。在 QF 正規化
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方法的應用上，建議以原始基因特徵進行正規化，能較有效的消除基因特徵偏差；

以負二項迴歸估計基因特徵偏差，亦可提升消除偏差之能力。由此可知，當假設

為真的狀況下，QF 法是一個可行的正規化方法。在下一章節，我們以各方法估

計實際 Hi-C 資料的相對空間接近程度，比較各方法的差異。 
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表 1 各方法下，富含度與真實距離之相關係數的敘述統計量 

正規化方法  QF-P  QF-S  QF-NB  LGF  ICE 
偏差模型 模擬分配  平均值  標準差  平均值  標準差  平均值  標準差  平均值  標準差  平均值  標準差 

對
數
二
次
函
數 

普瓦松  0.756  0.003  0.189  0.004  0.778  0.002  0.602  0.002  0.847  0.002 
負二項 (𝑤𝑤 = 5)  0.747  0.004  0.215  0.006  0.759  0.004  0.594  0.004  0.820  0.005 
負二項 (𝑤𝑤 = 10)  0.734  0.005  0.236  0.007  0.739  0.005  0.585  0.005  0.793  0.006 
負二項 (𝑤𝑤 = 50)  0.651  0.009  0.301  0.010  0.643  0.009  0.542  0.009  0.673  0.010 
負二項 (𝑤𝑤 = 100)  0.592  0.011  0.328  0.011  0.582  0.011  0.511  0.011  0.602  0.011 

對
數
一
次
函
數 

普瓦松  0.749  0.002  0.233  0.004  0.779  0.002  0.972  0.002  0.948  0.002 
負二項 (𝑤𝑤 = 5)  0.727  0.004  0.257  0.006  0.750  0.005  0.908  0.005  0.887  0.005 
負二項 (𝑤𝑤 = 10)  0.705  0.005  0.272  0.007  0.724  0.006  0.858  0.006  0.839  0.007 
負二項 (𝑤𝑤 = 50)  0.610  0.009  0.323  0.010  0.618  0.009  0.689  0.009  0.674  0.010 
負二項 (𝑤𝑤 = 100)  0.554  0.010  0.347  0.011  0.560  0.011  0.605  0.011  0.593  0.012 

表 1各方法下，富含度與真實距離之相關係數的敘述統計量 
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圖 4 基因特徵偏差符合對數二次函數模型下，各正規化方法相關係數之機率密度函

數圖。 
圖 4 對數二次函數模型，相關係數機率密度函數圖 
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圖 5 基因特徵偏差符合一次函數模型下，各正規化方法相關係數之機率密度函數

圖。 

圖 5 一次函數模型，相關係數機率密度函數圖 
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第四章 實例分析 

  此章節的實例資料來自 Lieberman-Aiden 等人  (2009) 的 Hi-C 實驗

GSE18199，實驗樣本為正常人類個體之淋巴細胞 GM06990 (Karyotypically 

normal human lymphoblastoid cell)。資料中包含三筆限制酶 HindIII 之重複資料

(technical replicates)，以及兩筆限制酶 NcoI 之重複資料，見表 2。我們將透過這

組實際資料探討下列三個議題： 

一、將 Hi-C 資料正規化結果與 FISH 實驗資料相比，評估各正規化方法是否

能得出與 FISH 實驗一致的結果。 

二、以 Hi-C 實驗重複資料之正規化結果，討論真實資料中，各正規化方法是

否能將空間接近程度作為模型之誤差項。 

三、比較使用限制酶 HindIII、NcoI 的 Hi-C 實驗資料之正規化結果，討論各正

規化方法消除限制酶偏差的可行性。 

 本文僅分析 Hi-C 資料的常染色體 (Autosome) 區塊。分析時，將原始資料

依照染色體編號分成 253 個關聯矩陣，其中 22 個矩陣對應同染色體內，231 個

位於跨染色體間。關聯矩陣中之行列對應染色體區間之長度為 1-Mbp。 

 

 

 

 

表 2 樣本編號表 
限制酶種類 HindIII NcoI 

樣本編號 
GEM455133 GEM455137 
GEM455135 GEM455138 
GEM455136 

 
表 2 樣本編號表  
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 我們同時考慮來自 Lieberman-Aiden 等人 (2009) 提供的第 14 號染色體上四

個序列的 FISH 實驗資料。這四段序列依照染色體排序被標記為「L1」、「L2」、「L3」、

「L4」，見表 3。在第 14 號染色體的關聯矩陣而言，這些序列分別位於第 23、

46、68、87 個染色體區間。Lieberman-Aiden 等人 (2009) 的研究中提供這些序

列間透過 FISH 實驗量測而得之距離。 

 根據 Lieberman-Aiden 等人 (2009) 的研究中，這四段染色體序列被分成「L1、

L2、L3」和「L2、L3、L4」兩群。在第一群中，雖然依染色體序列，L2 介於

L1 與 L3 之間。但根據 FISH 實驗結果得知，L1 到 L3 的距離小於 L1 到 L2。圖

6(a) 中之紅線為 L3 到 L1 在不同角度下量測到之所有二維距離之累計分布圖；

綠線則為 L2 到 L1 之距離之累計分布圖。圖形上顯示綠線多半落於紅線之下，

或固定縱軸高度，綠線對應到橫軸之分位數皆高於紅線。故結論為 L2 到 L1 之

距離大於 L3 到 L1 之距離。同樣地，在第二群中，L2 到 L4 的距離遠小於 L2 到

L3，見圖 6 (b)。 

 我們接著將 FISH 實驗結果與 Hi-C 實驗資料經正規化後的結果相比。若染

色體區塊在兩種資料皆具有相同的趨勢，表示該正規化方法可以用於估計相對空

間接近程度。在此分析中，採用相同限制酶的 Hi-C 資料將先被相加合併，然後

分析第 14 號同染色體內關聯矩陣。為了更易於比較各正規化方法，我們將調整

正規化後富含度的尺度，使其總和等於原始片段數量之總和。正規化前後，連接

片段數量與富含度於關聯矩陣的散布情形如圖 7-1、7-2。我們取表 3 中，標記對

應之第 23、46、68、87 區間交叉區塊之富含度與 FISH 資料進行比較。 

 由表 4 可得知，在正規化前 Hi-C 連接片段數量與 FISH 實驗結果彼此相關，

互呈反比，當距離越近則連接片段數量越高，故 Hi-C 實驗確實能測量染色體間

之空間相對距離。經過各方法正規化後所獲得的富含度都與 FISH 實驗結果有一

致的相對空間接近程度。依此結果，富含度可以估計相對空間接近程度。 

 針對使用限制酶 HindIII 的資料，QF 法會讓兩群標記的富含度差距減少；
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LGF、ICE法會讓第一群標記的富含度差距增加，第二群標記的富含度差距減少，

見表 4 (a)。另一方面，在限制酶 NcoI 下，各正規化方法都讓第一群標記的富含

度差距減少，第二群標記的富含度差距增加。其中 ICE 法增減倍數與其他正規

化方法相差較多，見表 4 (b)。 
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(a) 

 
(b) 

 
圖 6 標記間二維距離累計分布圖 (a) L3 至 L1 (紅線)、L3 到 L2 (綠線) 的累計

距離分布圖。(b) L2 至 L3 (紅線)、L2 至 L4 (綠線) 的累計距離分布圖。 

圖 6 標記間二維距離累計分布圖 
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(a) 

 

(b) 

 
(c) 

 

(d) 

 
(e) 

 

(f) 

 
圖 7-1 資料合併後，第 14 號染色體關聯矩陣熱點圖 (a) 原始資料 (HindIII)；
(b) 原始資料 (NcoI)；(c) QF-P 法富含度 (HindIII)；(d) QF-P 法富含度 (NcoI)；
(e) QF-NB 法富含度 (HindIII)；(f) QF-NB 法富含度 (NcoI)。 
圖 7-1 第 14 號染色體關聯矩陣熱點圖 
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(g) 

 

(h) 

 
(i) 

 

(j) 

 
圖 7-2 資料合併後，第 14 號染色體關聯矩陣熱點圖 (g) LGF 法富含度 
(HindIII)；(h) LGF 法富含度 (NcoI)；(i) ICE 法富含度 (HindIII)；(j) ICE 法富

含度 (NcoI)。 
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  表 3 染色體標記區間對照表 
標記 標記起始點位 標記結束點位 關聯矩陣對應區間 
L1 22546692 22722266 23 
L2 45258185 45462464 46 
L3 67744258 67904880 68 
L4 86622674 86772926 87 

資料來源：Table S1 BAC clones used in 3D-FISH, Lieberman-Aiden et al., 2009 
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表 4 Hi-C 實驗正規化前、後四個特定染色體區塊之相對空間接近程度 (富含度) 

限制酶 HindIII 正規化法 
相對空間接近程度 相對空間接近程度比率 
L1-L3 L2-L3 L1-L3 / L2-L3 

第一群 
(L1、L2、L3) 

原始資料 10 7 1.43 
QF-P 5.63 4.43 1.27 

QF-NB 6.57 5.31 1.24 
LGF 9.43 5.99 1.57 
ICE 11.22 6.19 1.81 

第二群 
(L2、L3、L4) 

 L2-L3 L2-L4 L2-L4 / L2-L3 
原始資料 7 28 4.00 

QF-P 4.43 16.19 3.66 
NB-QF 5.31 18.79 3.54 

LGF 5.99 22.40 3.74 
ICE 6.19 22.83 3.69 

 

限制酶 NcoI 正規化法 
相對空間接近程度 相對空間接近程度比率 
L1-L3 L2-L3 L1-L3 / L2-L3 

第一群 
(L1、L2、L3) 

原始資料 15 4 3.75 
QF-P 11.86 3.83 3.10 

QF-NB 15.28 4.91 3.11 
LGF 17.38 5.26 3.30 
ICE 13.24 5.12 2.59 

第二群 
(L2、L3、L4) 

 L2-L3 L2-L4 L2-L4 / L2-L3 
原始資料 4 16 4.00 

QF-P 3.83 19.38 5.07 
NB-QF 4.91 20.07 4.08 

LGF 5.26 24.79 4.71 
ICE 5.12 30.19 5.89 

表 4正規化前、後特定染色體區塊之相對空間接近程度 (富含度) 
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 第二個實例研究考慮採用限制酶 HindIII 的三筆重複實驗資料。我們預期除

了來自實驗過程的變異外，這三筆 Hi-C 資料應呈現出一致的空間接近程度。即

當資料經過正規化後，重複實驗資料之間應呈現高度正相關性。故我們針對同染

色體內、跨染色體間的三個關聯矩陣計算兩兩之間 (共三對) 的斯皮爾曼相關係

數，最後再取平均數。圖 8 為正規化前 (圖 8 (a))、後 (圖 8 (b)-(e)) 之關聯矩陣

之間的平均相關係數熱度圖。我們看到，實例資料經過各方法正規化後，大部分

關聯矩陣之平均相關係數上升，而相關係數下降之區塊則集中於第 13、14、15、

20、21、22 號染色體。將圖 8 中，22 個同染色體內與 231 個跨染色體間之平均

相關係數，各自計算平均值與標準差，見表 5。 

 表 5 中的最後一欄遺失數量為正規化過程中模型估計不收斂的關聯矩陣數

量，其中 QF-NB 法於第 5 號同染色體內、第 1、19 跨染色體間出現偏差估計不

收斂；ICE 法則於第 17、18 號跨染色體間發生估計不收斂的情況。整體而言，

關聯矩陣經過各正規化後，同染色體內之相關係數下降，其變異降低；跨染色體

間關聯矩陣之相關係數上升，其變異增加。 

我們將正規化後的相關係數減去正規化前的相關係數，並將結果繪製成圖 9，

圖中藍色表示相關係數降低的區塊；紅色區塊表示相關係數提升的區域；灰色區

塊表示遺失值。表 6 則列出正規化後相關係數下降的區塊數量，其數量除以各類

關聯矩陣總數為表 6 之百分比，我們發現 QF 法表現介於 LGF 法和 ICE 法之間。 

 整體而言，ICE 法使得較多染色體的關聯矩陣在重複實驗資料間的相關性降

低，表現較差。LGF 法則在估計跨染色體間的關聯矩陣上表現較佳。QF 法相關

係數下降的關聯矩陣數數量較少。因此我們認為這組 Hi-C 資料中，QF 法表現較

好。 
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(a) 

 

 

(b) 

 

(c) 

 
(d) 

 

(e) 

 
圖 8 相關係數熱度圖 (a) 原始資料之相關係數；(b) QF-P 法之相關係數；(c) 

QF-NB 法之相關係數；(d) LGF 法之相關係數；(e) ICE 法之相關係數。灰色區 

塊為無法估計富含度之區塊。 
圖 8 相關係數熱度圖 (HindIII) 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

 

圖 9 HindIII 關聯矩陣經過 (a) QF-P 法；(b) QF-NB 法；(c) LGF 法；(d) ICE

法正規化後，平均相關係數變動之熱度圖。藍色代表相關係數下降，紅色代 

表相關係數上升。 
圖 9 相關係數差值熱度圖 (HimdIII) 
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表 5 HindIII 關聯矩陣之間相關係數之敘述統計 

關聯矩陣 正規化法 
平均相關係數 

平均值 標準差 遺失數量 

同染色體內 
(n=22) 

原始資料 0.713 0.109 0 
QF-P 0.663 0.036 0 

QF-NB 0.647 0.034 1 
LGF 0.635 0.048 0 
ICE 0.619 0.046 0 

跨染色體間 
(n=231) 

原始資料 0.154 0.062 0 
QF-P 0.282 0.078 0 

QF-NB 0.277 0.071 1 
LGF 0.291 0.054 0 
ICE 0.247 0.089 1 

表 5 HindIII關聯矩陣之間相關係數之敘述統計 

 

表 6 HindIII 關聯矩陣正規化後，相關係數下降之關聯矩陣數量表 

正規化法 
關聯矩陣 

同染色體內 (%) 跨染色體間 (%) 總和 (%) 
QF-P 13 (59.09) 19 (8.23) 32 (12.65) 

QF-NB 16 (72.73) 20 (8.66) 36 (14.23) 
LGF 21 (95.45) 10 (4.33) 31 (12.25) 
ICE 21 (95.45) 41 (17.75) 62 (24.51) 
總數 22 231 253 

表 6 HindIII關聯矩陣正規化後，相關係數下降之關聯矩陣數量表 
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 最後在第三個實例研究中，我們將運用限制酶 HindIII 所產生的三組關聯矩

陣相加，結果被命名為「H3」；限制酶 NcoI 產生的兩組關聯矩陣相加的結果為

「N2」。由於這些實驗結果皆來自同一種細胞，無論採用何種限制酶，皆應獲得

相似的空間接近程度。若經過正規化後，兩關聯矩陣的相關性上升，表示該正規

化方法能夠消除限制酶之偏差。 

 我們同樣以斯皮爾曼相關係數來評估 H3、N2 之間的相關性。圖 10 為正規

化前後，H3、N2 的相關係數熱度圖。圖 11 則是各正規化後所得相關係數減去

正規化前之相關係數的結果。我們發現各方法，相關係數上升之關聯矩陣集中於

第 2、3、4、5、7、8、10、11、12 號之染色體，除此之外 LGF 法於第 17、18、

20 號之染色體也有相關係數上升之染色體區塊。 

 相關係數下降之關聯矩陣數量則列於表 7。整體而言，各正規化方法消除限

制酶偏差的能力都不理想，其中 LGF 法是表現較佳的正規化方法，但仍然有近

四分之三(75.1%)之關聯矩陣因為正規化導致相關係數下降。而 QF 法優於 ICE

法。在同染色體內的關聯矩陣，相關係數下降的關聯矩陣比例較低，其中 ICE

法表現最佳，而 QF 法變為最差的正規化方法。 

 就此結果而言，實例資料經過正規化，將使得不同限制酶之結果的一致性下

降，表示各正規化方法都無法有效消除限制酶的影響。 
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表 7 H3、N2 正規化後相關係數下降之關聯矩陣數量表 

正規化法
關聯矩陣

同染色體內 (%) 跨染色體間 (%) 總和 (%) 
QF-P 12 (54.55) 207 (89.61) 219 (86.56) 

QF-NB 13 (59.09) 207 (89.61) 220 (86.96) 
LGF 10 (45.45) 180 (77.92) 190 (75.10) 
ICE 9 (40.91) 215 (93.07) 224 (88.45) 
總數 22 231 253 

表 7 H3、N2 正規化後相關係數下降之關聯矩陣數量表 
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(a) 

 

 

(b) 

 

(c) 

 
(d) 

 

(e) 

 
圖 10 相關係數熱度圖 (a) 原始資料之相關係數；(b) QF-P 法之相關係數；(c) 

QF-NB 法之相關係數；(d) LGF 法之相關係數；(e) ICE 法之相關係數。灰色區 

塊為無法估計富含度之區塊。 
圖 10 相關係數熱度圖 (H3、N2) 
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(a) (b) 

(c) (d) 

圖 11 H3、N2 關聯矩陣經過 (a) QF-P 法；(b) QF-NB 法；(c) LGF 法；(d) ICE

法正規化後，平均相關係數變動之熱度圖。藍色代表相關係數下降，紅色代表

相關係數上升。

圖 11 相關係數差值熱度圖 (H3、N2) 
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第五章 結論 

 Hi-C 實驗目的為得到各染色體序列於空間之距離，但是 Lieberman-Aiden 等

人 (2009) 發現 Hi-C 資料包含與空間接近程度不相干的系統性偏差，這些偏差

使 Hi-C 資料表現出錯誤的空間接近程度，因此該資料需要修正，才能得出與正

確的空間接近程度。

 本文提出 QF 法建立於 LGF 法 (Hu et al., 2012) 之上。QF 法改變 LGF 法估

計基因特徵偏差之對數一次函數模型，改以對數二次函數模型估計基因特徵偏差

。其衍生之三個正規化方法，QF-P 法假設普瓦松分配；QF-NB 法假設負二項分

配；QF-S 法則同樣假設普瓦松分配，但將基因特徵先行標準化後再估計模型與

偏差。

我們在模擬實驗中發現，當基因特徵偏差模型符合一次或二次函數模型下，

QF-P、QF-NB 法就算以錯誤模型估計偏差，仍可以有效的消除基因特徵偏差對

空間接近程度的影響；LGF 法於錯誤模型之表現卻不能有效消除偏差；ICE 法於

各模擬資料都能有效消除偏差。

 在實例資料 (GSE18199) 中，我們看到在第 14 號染色體上，將 Hi-C 實驗資

料正規化後其富含度與 FISH 實驗資料的相對空間距離有一致的趨勢。另一方面，

在相同限制酶下，正規化使得重複實驗資料之間大部分染色體區塊其富含度的趨

勢更相似，表示正規化將富含度反映的相對空間接近程度較為穩定。另外，由原

始實驗資料可觀察到不同限制酶得到差異大的關聯矩陣，故 Hi-C 實驗結果受限

制酶偏差影響。但是經過正規化後，我們發現各方法皆無法有效消除不同限制酶

造成的偏差。因此建議在分析 Hi-C 實驗資料時，應考慮不同限制酶之間的差異。 

 我們提出的 QF 法僅考慮連接片段的長度與 CG 含量，並未考慮對應率的影

響。因為在人類全基因序列採用限制酶 HindIII 產生的連接片段中，有將近八成 

(78%) 之對應率等於 1，絕大部分對應率也超過 0.9。對應率變異不大，故我們

認為其影響有限。未來研究人員可考慮將對應率或其他因素作為變數，或是以其
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他函數作為偏差估計之模型，以改進正規化模型估計系統性偏差的能力，讓正規

化後的 Hi-C 資料能更有效的反映真實相對空間接近程度。 
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