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比对和定量
定量：统计比对到基因上的reads数比对/回贴：找到reads在基因组上的来源位置



基因组文件

基因组序列文件

基因注释文件



下载

原则：名字匹配
wget分染色体下载fa.gz，然后合并
或者直接下载总的（包含一堆非chr的染色体）
染色体名字：1 vs chr1
建议：chr*



Fa文件
DNA：A腺嘌呤、C胞嘧啶、G鸟嘌呤、T胸腺嘧啶
RNA：A腺嘌呤、C胞嘧啶、G鸟嘌呤、T尿嘧啶

Tips
N表示不确定/未知的碱基（信号太弱，测序错误等）
小写字母：信号强度不够，测序仪不能100%确定

Protein序列：20种氨基酸

第1部分：定界符大于号+名字描述信息
第2部分：序列

可以一行
可以多行（一般60-80个碱基一行）

一个文件多条序列

一个文件一条序列



基因组/转录组版本

• 人类基因组的GRCh37（hg19）和GRCh38（hg38）是两个常用的参考基因组版本。GRCh38是
在GRCh37之后发布的更新版本，包含了更多的改进，例如填补了序列间隙（gaps）、修正
了一些错误组装的区域、增加了着丝粒序列，并在某些区域增加了alternate loci来代表序列
的多样性。这些改进使得GRCh38在基因组分析中，尤其是在检测结构变异方面，比GRCh37
具有更高的准确性和可靠性。GRCh38相比于GRCh37，减少了一些N（表示序列间隙或未注
释区域）的数量，增加了GC含量，并且扩大了外显子组的大小。

• 不同的基因组版本可能会影响基因组数据分析的结果，包括序列比对、变异检测、基因表
达分析等。因此，当使用公共数据库中的基因组数据或者进行跨研究比较时，需要注意基
因组版本的一致性。

实操：找到XX文章里边的基因组版本、转录组注释版本

3-6个月更新一次



GTF – 基因注释

实操：下载并打开查看

一行表示一个exon/CDS等子区域，多行联合表示一个gene



建索引 nohup hisat2-build genome.fa genome -p 4 &
约30分钟



比对
hisat2 -x /home/vboxuser/share/database/human/genome/genome -1 NC1_R1.clean.gz -2  NC1_R2.clean.gz -p 1 --rna-strandness RF -S 
NC1.sam>NC1.mapping.txt 2>&1

若比对率低，加污染检测

链方向



fastq_screen质控（污染检测）

支原体



sam → bam → sorted bam
• samtools view -bS NC1.sam >NC1.bam

• samtools sort -@ 2 NC1.bam -o NC1.sort.bam

• samtools index NC1.sort.bam

文件头：参考基因组染色体信息

比对参数

read id flag 比对到ref的位置
比对质量MAPQ CIGAR

mate信息

【
】

【read序列】

【

【read质量分数】

】【 】metadata



featureCounts -a  /home/vboxuser/share/database/human/genome/Homo_sapiens.GRCh38.112.chr.gtf -p -s 2 -
B -C -T  2 -g gene_id -o featurecount.mRNA.txt NC1.sort.bam               *.sort.bam 全部样品一起跑

-a GTF注释文件，通过这个文件才能区分出哪些区域为外显子
-p 计算fragment（双端），而非reads（单端）
-s  链特异性测序
-B  两端都比对上的reads才计算
-T  线程数
-g 指定注释文件中属性信息，默认为gene_id
-o 输出结果文件，同样会输出一个以该名字结尾的.summary统计文件；

featureCounts定量

fastq

clean

sam
bam

sort.bam

fastqc



定量的复杂性

运行的命令

gene_id

Raw count



1++,1--,2+-,2-+ ：read1比对上的链和基因所在的链一样，read2比对上的链和基因所在的链是相反的。SOLiD测序方法
1+-,1-+,2++,2-- ：read1比对上的链和基因所在的链是相反的，read2比对上的链和基因所在的链一样。Illumina Truseq 方法

pip install RSeQC

conda install -c bioconda ucsc-gtftogenepred
gtfToGenePred -genePredExt -geneNameAsName2 /home/vboxuser/share/database/human/genome/Homo_sapiens.GRCh38.112.chr.gtf gene.tmp
awk '{print $2"\t"$4"\t"$5"\t"$1"\t0\t"$3"\t"$6"\t"$7"\t0\t"$8"\t"$9"\t"$10}' gene.tmp >  genes_refseq.bed12
infer_experiment.py -r genes_refseq.bed12 -i NC1.bam

Read1测的是sense

Read1测的是antisense

非链特异性

1

2

0

链特异性建库 （-s参数）

https://www.jianshu.com/p/670cd485d673
https://www.jianshu.com/p/109997345a67

https://www.jianshu.com/p/670cd485d673
https://www.jianshu.com/p/109997345a67


Count，FPKM，TPM

5M

15M2kb 4kb

20

40 20

24

fpkm = 20/(2*5)=2 fpkm = 24/(4*5)=1.2

fpkm = 40/(2*15)=1.3 fpkm = 20/(4*15)=0.33

gene1/(gene1+gene2+…+geneN)*1000000

tpm是fpkm的占比

TPM相当于重新标准化的文库，保证每个样本中所有TPM的
总和相同，即1000000

statquest视频



Count转FPKM、TPM

• 安装：pip install rnanorm

• 行为样品（需要转置）

• rnanorm tpm count.txt --gtf ensembl.gtf > tpm.txt

• rnanorm fpkm count.txt --gtf ensembl.gtf > fpkm.txt

答疑：两家公司的fpkm为何有差异？
注释版本，基因长度等可能不完全相同



Ensembl ID转symbol，加各种注释





DESeq2标准化和差异分析
每个基因在每个样品中的原始counts

唯一id

3个mock 3个cov2

比较方式：
实验组在前，对照组在后

Normalized AnnotationsRaw唯一id 差异

唯一id



其他问题

• 倍数变化
• 上调为正，下调为负
• 上下调都是正，上调>1，0<下调<1。不直观：例如0.154倍，需要取倒
数才能知道大概多少倍

• log2FC
• 上调为正，下调为负

• P值还是padj
• 建议用padj，但是若padj筛选后差异太少，只能用p了

• NA
• P的NA转成1画图



实操作业

• 1，从GEO下载3 vs 3的数据
• 2，SRA转成fastq
• 3，fastqc质控
• 4，fastp去接头
• 5，hisat2比对
• 6，featurecounts定量
• 7，DESeq2差异分析，并与GEO2R结果比较
• 8，PCA，heatmap，火山图
• 9，GO，Pathway分析
• 10，GSEA分析
• 11，PPI
• 12，微生信云平台绘图，AI编辑和拼图
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