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样品质控（实验员）
• RNA量

• RNA完整性

• 污染

标
准
品

28S

18S

点样孔处有带：蛋白、多糖等污染
比28S还大的带：基因组DNA污染
拖尾或弥散：RNA降解



文库质控（测序工厂）

• Q-PCR检测文库有效浓度

• Nanodrop 4200检测插入片段大小



下机数据质控（数据分析员）

• 数据量够不够：一般6-8G

• Q30>80%：技术非常成熟，一般不会出问题（提前拦截）

• 接头比例：一般非常少

• 上机批次（不可控，强调下）：样品少尽量同一条lane上机

• 匹配率：一般90%+。若80以下，加污染检测，例如cell样品可能
会有支原体污染



打开程序，载入fastq文件
fastqc -f fastq -t 10 --noextract *.fastq.gz



依次运行 绿色：通过
黄色：警告
红色：失败

基本统计信息：
文件名，类型，编码，
reads数，碱基数，长度，
GC含量等



Read位置

Q30

平均质量得分
中位值

Tile质控





GC含量 N含量



read长度 重复



接头



fastp去接头

-i read1 fastq输入文件  -o read1输出文件（也是fastq格式）

-I read2 fastq输入文件  -O read2输出文件（也是fastq格式）

--detect_adapter_for_pe 检测双端的接头

-w cpu数

-h 输出的summary html文件名

fastp -i NC1_R1.fastq.gz -o NC1_R1.clean.gz -I NC1_R2.fastq.gz -O NC1_R2.clean.gz --detect_adapter_for_pe -w 2 -h NC1.fastp.html

注：多线程，所以输出文件中reads的顺序跟原来不一样



与fastqc类似

去之前/去之后



测序质量相关的其他问题

•取样：新鲜
•多送：组织、细胞、RNA等
•快送：快递、干冰、冰袋
•数据产出：均匀
•批次效应：人、时间、flowcell、lane
•靠谱的合作伙伴
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