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人类细胞图谱

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



为什么要进行单细胞研究？

• 没有完全相同的两片树叶

Steinheuer et al., bioRxiv, 2021

https://mp.weixin.qq.com/s/5laEGHM2iWSLRu0iaBbr7Q

• 无法区分以下情况

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



• 综合比较结果

Mereu et al., Nature Biotechnology , 2020

Chen et al., Frontiers in Genetics. 2019 

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

单细胞转录组测序技术比较
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单细胞转录组测序

• 微流控 The Chromium Single Cel l  Gene Expression Solution

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• 微孔板 BD Rhapsody

https://www.bdbiosciences.com/

单细胞转录组测序
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单细胞转录组数据分析流程

• 前处理 Pre-processing

• 质控 Quali ty control

• 标准化 Normalization

• 特征基因选择 Feature selection

• 降维 Dimensional i ty reduction

• 聚类 Cluster analysis

• 细胞类型注释 Cell  type annotation

• 数据整合 Data integration

• 拟时分析 Trajectory analysis

• 差异基因分析

• 细胞通讯

• ……

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析
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单细胞转录组数据分析方法

• 不同种类，涉及到不同的分析步骤

https://www.scrna-tools.org/

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

12345 tools, 32 categories
(202310001)
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从FASTQ到表达矩阵

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析
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原始数据格式（FASTQ）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

@ST-E00126:128:HJFLHCCXX:2:1101:7405:1133 1:N:0:CTTGTA

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+

!''*((((***+))%%%++)(%%%%).1***-+*''))**55CCF>>>>>>CCCCCCC65

第1行主要储存序列测序时的坐标等信息；

第2行就是测序得到的序列信息，一般用ATCGN来表示，其中N用于荧光信号干扰无法判断到底是哪个碱基时的代表符号；

第3行以“+”开始，可以储存一些附加信息，但目前的测序fastq文件这一行一般是空的。

第4行储存的是质量信息，与第2行的碱基序列是一一对应的，其中的每一个符号对应的ASCII值是经过换算的phred值，可以

简单理解为对应位置碱基的测序质量值，越大说明测序的质量越好。不同的版本对应的phred值范围不同。



原始数据文件形式

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000 2:N:0:NCATTACT
NACAAAGTCCCCCCCATAATACAGGGGGAGCCACTTGGGCAGGAGGCAGGGAGGGGTCCATTCCCCCTGGTGGGGCTGGTGGGGAGCTGTA
+
#FFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000 2:N:0:NCATTACT
NTTGCAGCTGAACTGGTAAACTTGTCCCTAAAGAGACATAAGAATGGTCAACTGGAATGTGGATTCATCTGTAACATTACTCAGTGGGCCT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000 1:N:0:NCATTACT
NGTGATTAGCTGTACTCGTATGTAAGGT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000 1:N:0:NCATTACT
NTCATGAAGTTTGGCTAGTTATGTTCAT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000 1:N:0:NCATTACT
NCATTACT
+
#FFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000 1:N:0:NCATTACT
NCATTACT
+
#FFFFFFF
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原始数据处理——质控（FASTQC）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

fastqc -t 8 -o path/fastqc 

sample1_R1.fq sample1_R2.fq 

• 运行命令

• 参数

-o --outdir:输出路径

--extract：结果文件解压缩

--noextract：结果文件压缩

-f --format:输入文件格式

-t --threads:线程数

-c --contaminants：制定污染序列

-a --adapters：指定接头序列

-k --kmers：指定kmers长度（2-10bp,默认7bp）

-q --quiet： 安静模式

• 运行结果（html和zip）
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原始数据处理——FASTQC结果解读

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

原始数据处理——不同测序平台的BC和UMI

BD 

Rhapsody

10X V3

10X V2



原始数据处理——分细胞（UMI-tools）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Step 1: get data

Step 2: Identify correct cell barcodes

Step 3: Extract barcdoes and UMIs and add to read names

Step 4: Map reads

Step 5: Assign reads to genes

Step 6: Count UMIs per gene per cell

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000 2:N:0:NCATTACT
NACAAAGTCCCCCCCATAATACAGGGGGAGCCACTTGGGCAGGAGGCAGGGAGGGGTCCATTC
CCCCTGGTGGGGCTGGTGGGGAGCTGTA
+
#FFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFF
FFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000 2:N:0:NCATTACT
NTTGCAGCTGAACTGGTAAACTTGTCCCTAAAGAGACATAAGAATGGTCAACTGGAATGTGGA
TTCATCTGTAACATTACTCAGTGGGCCT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000 1:N:0:NCATTACT
NGTGATTAGCTGTACTCGTATGTAAGGT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000 1:N:0:NCATTACT
NTCATGAAGTTTGGCTAGTTATGTTCAT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

R1

R2



原始数据处理——分细胞（UMI-tools）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Step 1: get data

Step 2: Identify correct cell barcodes

Step 3: Extract barcdoes and UMIs and add to read names

Step 4: Map reads

Step 5: Assign reads to genes

Step 6: Count UMIs per gene per cell

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000 1:N:0:NCATTACT
NGTGATTAGCTGTACTCGTATGTAAGGT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000 1:N:0:NCATTACT
NTCATGAAGTTTGGCTAGTTATGTTCAT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

R1

AAACCCAAGGAGAGTA AAAACCAAGGAGAGTA,AAACACAAGGAGAGTA,…
50531 51,67,…

AAACGCTTCAGCCCAG AAAAGCTTCAGCCCAG,AAACACTTCAGCCCAG,…
46071 47,11,…

AAAGAACAGACGACTG AAACAACAGACGACTG,AAAGAAAAGACGACTG,…
33466 1,28,…

AAAGAACCAATGGCAG AAAAAACCAATGGCAG,AAAGAAACAATGGCAG,…
21680 1,28,…

AAAGAACGTCTGCAAT AAAAAACGTCTGCAAT,AAACAACGTCTGCAAT,…
46538 2,1,…

AAAGGATAGTAGACAT AAAAGATAGTAGACAT,AAACGATAGTAGACAT,…
56493 2,1…

whitelist.txt



原始数据处理——分细胞（UMI-tools）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Step 1: get data

Step 2: Identify correct cell barcodes

Step 3: Extract barcdoes and UMIs and add to read names

Step 4: Map reads

Step 5: Assign reads to genes

Step 6: Count UMIs per gene per cell

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000_NGTGATTAGCTGTACT_CGTATGT
AAGGT 2:N:0:NCATTACT
NACAAAGTCCCCCCCATAATACAGGGGGAGCCACTTGGGCAGGAGGCAGGGAGGGGTCCATTC
CCCCTGGTGGGGCTGGTGGGGAGCTGTA
+
#FFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF:FFFFFFFFFFF
FFFFF:FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000_NTCATGAAGTTTGGCT_AGTTAT
GTTCAT 2:N:0:NCATTACT
NTTGCAGCTGAACTGGTAAACTTGTCCCTAAAGAGACATAAGAATGGTCAACTGGAATGTGGA
TTCATCTGTAACATTACTCAGTGGGCCT
+
#FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:8486:1000_NGTGATTAGCTGTACT_CGTATGT
AAGGT 1:N:0:NCATTACT

+

@A00228:279:HFWFVDMXX:1:1101:10782:1000_NTCATGAAGTTTGGCT_AGTTAT
GTTCAT 1:N:0:NCATTACT

+

R1_extracted

R2_extracted



原始数据处理——比对（STAR）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Step 1: get data

Step 2: Identify correct cell barcodes

Step 3: Extract barcdoes and UMIs and add to read names

Step 4: Map reads

Step 5: Assign reads to genes

Step 6: Count UMIs per gene per cell

• STAR比对结果



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

原始数据处理——比对（STAR）
Started job on | Oct 12 10:07:39

Started mapping on | Oct 12 10:36:00
Finished on | Oct 12 12:21:40

Mapping speed, Million of reads per hour | 37.82

Number of input reads | 66601887
Average input read length | 91

UNIQUE READS:
Uniquely mapped reads number | 58334733

Uniquely mapped reads % | 87.59%
Average mapped length | 89.27

Number of splices: Total | 9210314
Number of splices: Annotated (sjdb) | 9023795

Number of splices: GT/AG | 9116393
Number of splices: GC/AG | 27095
Number of splices: AT/AC | 1644

Number of splices: Non-canonical | 65182
Mismatch rate per base, % | 0.54%

Deletion rate per base | 0.01%
Deletion average length | 1.55
Insertion rate per base | 0.02%
Insertion average length | 1.38

MULTI-MAPPING READS:
Number of reads mapped to multiple loci | 0

% of reads mapped to multiple loci | 0.00%
Number of reads mapped to too many loci | 5401311

% of reads mapped to too many loci | 8.11%
UNMAPPED READS:

Number of reads unmapped: too many mismatches | 0
% of reads unmapped: too many mismatches | 0.00%

Number of reads unmapped: too short | 2702824
% of reads unmapped: too short | 4.06%
Number of reads unmapped: other | 163019

% of reads unmapped: other | 0.24%
CHIMERIC READS:

Number of chimeric reads | 0
% of chimeric reads | 0.00%

Col Field Brief Description

1 QNAME Query template NAME

2 FLAG bitwise FLAG

3 RNAME References sequence NAME

4 POS 1- based leftmost mapping Position

5 MAPQ Mapping Quality

6 CIGAR CIGAR String

7 MRNM/RNEXT Ref. name of the mate/next read

8 MPOS/NEXT Position of the mate/next read

9 ISIZE/TLEN observed Template LENgth

10 SEQ segment SEQuence

11 QUAL ASCII of Phred-scaled b

12 TAGs TAGs

A00228:279:HFWFVDMXX:1:1102:1108:22388_CTCAAGAGTCAAAGAT_TTTTGTCAATAG
0 1 14473 255 85M583N6M *
0 0
GGCTGGGTGGAGCCGTCCCCCCATGGAGCACAGGCAGACAAAAGTCCCCGCCCCAGCTG

TGTGGCCTCAAGCCAGCCTGCGCCACTGTGTT
FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFF,F

FFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFFNH:i:1 HI:i:1 AS:i:79
nM:i:5

• STAR比对结果文件（bam/sam）



原始数据处理——定量（featurecounts）

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Step 1: get data

Step 2: Identify correct cell barcodes

Step 3: Extract barcdoes and UMIs and add to read names

Step 4: Map reads

Step 5: Assign reads to genes

Step 6: Count UMIs per gene per cell

输出文件格式 举例

Geneid ENSG00000269896

Chr 1;1

Start 2350414;2351644

End 2352820;2351857

Strand -;-

Length 2407

Aligned.sortedByCoord.out.bam 8
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原始数据处理——定量

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Step 1: get data

Step 2: Identify correct cell barcodes

Step 3: Extract barcdoes and UMIs and add to read names

Step 4: Map reads

Step 5: Assign reads to genes

Step 6: Count UMIs per gene per cell

输出文件格式：
• the gene_id, the cell barcode and the count of 

deduplicated UMIs
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原始数据处理——CellRanger获取表达矩阵

• mkfastq：可直接分析从测序之后扫描剪辑信号的BCL文件，生产每个样本的 FASTQ 文件用于后续分析

• count：获取 FASTQ 文件并执行比对、过滤、barcode和UMI计数，分群和表达差异分析。

• aggr：用于多样本的整合

• mult i：用于混合样本的分析

• 单个样本分析

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



• Cel lRanger多样本分析：aggr用于多样本的整合

• mult i  用于混合样本的分析

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

原始数据处理——CellRanger获取表达矩阵



原始数据处理——CellRanger具体使用（1）

（1）软件下载

Cell Ranger 7.2.0 (Sep 13, 2023) 直接解压即可使用

链接：https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-expression/software/downloads/latest

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



原始数据处理——CellRanger具体使用（2）

（2）基因组建库

• 直接下载

（https://www.10xgenomics.com/support/software/cel

l-ranger/downloads）

• 自己创建：下载基因组序列文件（FASTA）和注释文件

（GTF）

• http://ftp.ensembl.org/pub/release-110/

• https://ftp.ensemblgenomes.ebi.ac.uk/pub/plants/

release-57/

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

http://ftp.ensembl.org/pub/release-110/fasta/
https://ftp.ensemblgenomes.ebi.ac.uk/pub/plants/release-57/


原始数据处理——CellRanger具体使用（3）

（3）count获得表达矩阵

• 文件名的格式：[Sample Name]_S1_L00[Lane Number]_[Read Type]_001.fastq.gz

Read Type:
I1: Dual index i7 read
(optional)
I2: Dual index i5 read
(optional)
R1: Read 1
R2: Read 2

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



原始数据处理——CellRanger具体使用（3）

（3）count获得表达矩阵

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

barcodes.tsv.gz features.tsv.gz matrix.tsv.gz

features

barcodes



UMI-tools

 1108 cells

CellRanger

 1223 cells

UMI-tools+STAR+featurecounts VS CellRanger

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



• UMI-barcode图判断测序质量和细胞数：典型案例

• 急 剧 下 降 表 明 细胞 相关 条 形码 和与 空 GEM 相 关 的 条 形 码 之间 的良 好分 离。

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

基因-细胞表达矩阵（案例1）



• UMI-barcode图判断测序质量和细胞数：异质样本案例

• 样 本 中 可 能 存 在异 质细 胞 群， 这可 能会 导致 双峰 图。

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

基因-细胞表达矩阵（案例2）



• UMI-barcode图判断测序质量和细胞数：受损样本案例1

• 圆 形 曲 线 和 没 有陡 峭的 悬 崖可 能表 明样 品质 量低 或单 细胞 行为 丧失 。

• 这 可 能 是 由 于 润湿 失败 、 细胞 过早 裂解 或细 胞活 力低

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

基因-细胞表达矩阵（案例3）



• UMI-barcode图判断测序质量和细胞数：受损样本案例2

• 检 测 到 的 条 码 总数 可能 低 于预 期。 这可 能是 由样 品堵 塞或 细胞 计数 不准 确引 起的 。

https://www.10xgenomics.com

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

基因-细胞表达矩阵（案例4）



表达矩阵

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• 质控 Quality control

• 基因数和UMI数、线粒体比例

• 双细胞判断、去除空液滴、去除环境RNA、细胞周期判断（optional）

• 标准化 Normalization

• 特征基因选择 Feature selection

• 中心化 Scaling

• 降维 Dimensionality reduction

• 聚类 Cluster analysis

• 细胞类型注释 Cell type annotation



https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html

• 低质量的细胞或空滴通常只有很少的基因

• 双细胞或多细胞可能表现出异常高的基因计数

• 一般情况下：删去基因数大于 2500 或少于 200 的细胞

• 基因数与UMI数成正比

• 可通过画直方图确定最小表达的基因数

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

表达矩阵质控——基因数和UMI数



• 低质量 /垂死细胞通常表现出较高的线粒体比例

• 一般情况下：

• 删去 线粒体基因计数 > 5% 的细胞

Osorio and Cai. Bioinformatics. 2021

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

表达矩阵质控——去除死细胞



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

表达矩阵质控——双细胞判断（optional）

• 单细胞或者多细胞的比例随细胞浓度的增加而增加，推荐上机浓度 700-1,200 cel ls/µl （10X）

• 不同预测结果之间有差异，自行判断是否去除（真正的双细胞单独成簇、有多种细胞 marker；不是重要研

究对象可以不去除）

https://www.10xgenomics.com

Xi and Li. Cell Systems. 2021



• EmptyDrops

• 将真实细胞与空液滴区分开来

• 根 据 观 察 到 的 每个 液滴 的 表达 谱与 周围 溶液 的表 达谱 来区

分 空 液 滴 和 含 细胞 的液 滴 。

Lun et al., Genome Biology 2019

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

表达矩阵质控——EmptyDrops识别空液滴（optional）



表达矩阵质控——DropletQC识别空液滴和受损的细胞（optional）

Muskovic and Powell. Genome Biology 2021

• DropletQC

• 量化了每个液滴中源自未剪接的核内前体 mRNA 的占比

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



表达矩阵质控——SoupX去除环境RNA（optional）

• 由于实验原因导致某些基因的转录本扩散到大多数细胞，使得部分基因在大多数细胞中均出现高表达的现象

• 外 周 血 中 （ PBMC） 常见 的是 血细 胞的 污染 ，一 般是 HBB之 类 的 基 因

• 在 大 脑 中 因 为 神经 元比 较 多， 可能 会有 兴奋 性神 经元 或抑 制性 神经 元的 污染 ，可 能是 SLC17A7 或GAD1等 基因 的污 染

• SoupX： 对环 境基 因表 达做 估量 并从 表达 基因 表达 矩阵 中去 除其 影响

SoupX: Young and Behjati. GigaScience 2020

PBMC数据集，IGKC作为B细胞的特异表达基因，不仅在B细
胞中表达，还在其他细胞中表达

除了B细胞，其他表达IGKC的细胞数量大幅度减少了

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



表达矩阵质控——细胞周期判断（optional）

• 根据细胞周期相关基因进行打分

https://satijalab.org/seurat/articles/cell_cycle_vignette.html

• 在数据中心化处理时回归细胞周期分数

• 同一类型的细胞来自不同的细胞周期阶段，可能会对下游的聚类、细胞类型注释产生影响。

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



质控前后的表达矩阵比较

> pbmc

An object of class Seurat 

13714 features across 2700 samples within 1 assay 

Active assay: RNA (13714 features, 0 variable features)

> pbmc

An object of class Seurat 

13714 features across 2638 samples within 1 assay 

Active assay: RNA (13714 features, 0 variable features)

pbmc <- CreateSeuratObject(counts = pbmc.data, project = "pbmc3k", 

min.cells = 3, min.features = 200)

pbmc <- subset(pbmc, subset = nFeature_RNA > 200 & nFeature_RNA < 2500 

& percent.mt < 5)



表达矩阵标准化（Normalizing）

• 消除文库大小的差异，从而使不同细胞之间的表达谱的能够比较

• 确保了在不同细胞群体中观察到的异质性或差异表达都是由生物学而不是技术差异引起的

https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

pbmc <- NormalizeData(pbmc, normalization.method = "LogNormalize")



• 高变特征基因有助于突出单细胞数据集中的生物信号

• 特征基因将用于下游分析，如PCA

https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

特征基因选择



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

表达矩阵中心化（Scaling）

• 对基因表达量进行处理，目的是消除不同样本中基因表达的平均水平和偏离度的影响，为了后续的分析不受基因

表达的极值影响（改变每个基因的表达，使细胞中的平均表达为0；缩放每个基因的表达，使细胞间的差异为1）

• 默认基于选择的高变基因进行中心化，这样得到的 scale.data 矩阵只有2000个基因



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• 对 scale.data 矩阵进行线性降维，PCA（Principle Component Analysis）

• 前几个主成分能够解释绝大部分数据的方差，体现最多的差异

https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html
• 该PC的变异最大的基因

表达矩阵降维（PCA）



选择合适的主成分数量

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• JackStrawPlot() 函数 将每个 PC 的 p 值分布与均
匀分布（虚线）进行比较。

• 在前 10-12 个 PC 之后，重要性急剧下降。

• ElbowPlot() 函数 根据每个主成分解释的方差百分
比对主成分进行排名。

• 大部分真实信号是在前 10 个 PC 中捕获。

如何选择合适的主成分数量：

• 显著性P值

• 碎石图判断

• 推荐使用不同的PC数进行下游分析

• 考虑PC里面变异的主要来源，如对相应基因进

行GSEA分析等

• PC数不建议太少



• FindNeighbors()：construct a KNN graph based on the eucl idean distance in PCA space, and ref ine 

the edge weights between any two cel ls based on the shared overlap in their local neighborhoods 

FindClusters()：apply modulari ty optimization techniques to i teratively group cel ls together, with the 

goal of optimizing the standard modulari ty function

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

聚类



聚类可视化

 t分布随机邻居嵌入（t-SNE）和均匀流形逼近与投影（UMAP）：将高维空间中具有相似局部邻域的细胞放置在低维空间中

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



任意基因的可视化

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• 可能的细胞类型注释方法

细胞类型注释

（人工判断）

基因

（标记基因、差异表达基因）

基因集

（基因集富集打分）

单细胞数据集

（标准图谱、自动注释、映射等）



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

Markers Cell Type

IL7R, CCR7 Naive CD4+ T

CD14, LYZ CD14+ Mono

IL7R, S100A4 Memory CD4+

MS4A1 B

CD8A CD8+ T

FCGR3A, MS4A7 FCGR3A+ Mono

GNLY, NKG7 NK

FCER1A, CST3 DC

PPBP Platelet

• （1）基于基因：利用标记基因（文献、数据库、差异表达基因）



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• （1）基于基因：利用标记基因（文献、数据库、差异表达基因）

http://xteam.xbio.top/CellMarker/

http://bis.zju.edu.cn/MCA/

https://data.humancellatlas.org/

http://ibi.zju.edu.cn/plantscrnadb/

通过梳理100,000+发表的文献，梳理出人的158个组

织的467个细胞类型的13605个Marker基因，和鼠的

81个组织的389个细胞类型的9148个Marker基因

第一版收录了小鼠近50种组织、40,0000

细胞的基因表达数据；目前已经更新到第

三版，>1,130,000个细胞

植物单细胞标记基因数据库，包括8个物种、近7万个标记

基因



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• （1）基于基因：利用类群差异基因注释

pbmc.markers <- FindAllMarkers(pbmc, only.pos = TRUE, min.pct = 0.25, logfc.threshold = 0.25)



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• （2）基于基因集：利用基因集富集分析打分

• pbmc特征基因来源：ht tps : / /zenodo.org/record/3369934#.X2PWty2z1QI



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• （3）基于单细胞数据集：利用已知高质量数据集注释

• 利用Seurat中将查询数据集（query ）映射到参考数据集（ references ）。

参考数据集为包含228个抗体的162,000个PBMC的CITE-seq数据集

Reference

基于标记基因

L1 注释 L2 注释



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

SingleR在线版本：https://comphealth.ucsf.edu/app/singler

# human

hpca.se <- HumanPrimaryCellAtlasData()

bpe.se <- BlueprintEncodeData()

DICE <- DatabaseImmuneCellExpressionData() 

NHD <- NovershternHematopoieticData() 

MID <- MonacoImmuneData()

# mouse

MRD <- MouseRNAseqData() 

IGD <- ImmGenData()

基于标记基因

基于Novershtern
Hematopoietic Data

基于所有内置人类数据

• （3）基于单细胞数据集：借助SingleR、 CellTypist等自动注释软件



细胞类型注释

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

• （3）基于单细胞数据集：借助SingleR、 CellTypist等自动注释软件



细胞类型注释

• 不同注释方法得到的结果之间的差异比较

简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

singleR predicted.celltype.l1 predicted.celltype.l2 Marker 



简介 原始数据处理 细胞类型注释表达矩阵处理和可视化 实例分析

实例分析

• pbmc1k，尝试用不同的参数看结果的差异



小结

• 质控 Quality control

• 基因数和UMI数、线粒体比例

• 双细胞判断、去除空液滴、去除环境RNA、细胞周期判断（optional）

• 标准化 Normalization

• 特征基因选择 Feature selection

• 中心化 Scaling

• 降维 Dimensionality reduction

• 聚类 Cluster analysis

• 细胞类型注释 Cell type annotation

基于标记基因



——从原始数据到细胞类型注释

单细胞转录组数据分析
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