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上节回顾

• Seurat使用巩固

• 数据整合（批次效应矫正）

• 差异基因富集分析

• 拟时序分析

• 细胞通讯分析

• ……

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析



上节回顾：10X Visium

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析



问题与分析内容

• 标准化 Normalization

• 降维和聚类 Dimensional reduction and 

clustering

• 检测空间可变特征 Detecting spatially-

variable features

• 交互式可视化 Interactive visualization

• 与单细胞RNA-seq数据的整合 Integration 

with single-cell RNA-seq data

• 使用多个切片 Working with multiple 

slices

问题 分析内容

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

• 如何将空间数据与表达数据关联在一起？

• 有了空间转录组数据，如何与单细胞转录组

数据联用？

• 做了多层切片如何展示真实的三维空间的转

录本信息？

• 空间转录组数据分析存在的问题



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（1）数据来源：小鼠脑切片，有两个连续的前部切片和两个（匹配的）连续的后部切片

Seurat 中存储空间数据的格式：

• Gene-spot表达矩阵（spot可能包含多个细胞）

• 数据采集时通过HE染色获得的组织切片图像

• 将原始高分辨率图像与用于可视化的低分辨率图像关联的缩放因子

> brain

An object of class Seurat 

31053 features across 2696 samples within 1 assay 

Active assay: Spatial (31053 features, 0 variable features)

1 image present: anterior1

> brain@assays$Spatial[1:4,1:4]

4 x 4 sparse Matrix of class "dgCMatrix"

AAACAAGTATCTCCCA-1 AAACACCAATAACTGC-1 AAACAGAGCGACTCCT-1 AAACAGCTTTCAGAAG-1

Xkr4                     .                  .                  .                  .

Gm1992                   .                  .                  .                  .

Gm37381                  .                  .                  .                  .

Rp1                      .                  .                  .                  .



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（1）数据来源：小鼠脑切片，有两个连续的前部切片和两个（匹配的）连续的后部切片

31053 features
2696 samples

31053 features
2825 samples

31053 features
3353 samples

31053 features
3293 samples



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）预处理：标准化消除测序深度的影响（与处理scRNA-seq数据类似）

• 组织的细胞密度在空间上存在差异的话，会导致spot之间巨大的异质性（不同spot的分子计数的差异不仅是技术上的，还取决于组织解剖学）

• 标准化方法（LogNormalize函数）强制每个spot具有相同的文库大小，这可能会带来误差

• 建议使用sctransform 构建正则化的负二项基因表达模型

brain <- SCTransform(brain, assay = "Spatial", verbose = FALSE)

# 注意这里的默认参数：variable.features.n = 3000（默认选择的是3000个高变基因）



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）预处理：标准化消除测序深度的影响（与处理scRNA-seq数据类似）

• SCTransform 与 LogNormalize 两种标准化方法之间的差异：计算每个基因与 nCount_Spatial 数量的相关性，根据基因的平均表达水平将

其分组，发现LogNormalize（左）的前三组基因表达与 nCount_Spatial 相关性较强（即没有充分标准化基因表达值）



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）预处理：基因表达的可视化（对于小鼠大脑数据，Hpca是海马体的标记基因，Ttr是脉络丛的标记基因）

• pt.size.factor：缩放绘图斑点的大小

pt.size.factor = 1 pt.size.factor = 2 pt.size.factor = 2.5



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）预处理：基因表达的可视化（对于小鼠大脑数据，Hpca是海马体的标记基因，Ttr是脉络丛的标记基因）

• alpha：设置最小和最大的透明度，可以将表达较低的点设置为更透明

alpha = 0.9 alpha = c(0.1, 1)



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（3）降维、聚类、可视化：降维聚类与处理常规scRNA-seq数据类似

brain <- RunPCA(brain, assay = "SCT", verbose = FALSE)

brain <- FindNeighbors(brain, reduction = "pca", dims = 1:30)

brain <- FindClusters(brain, verbose = FALSE)

brain <- RunUMAP(brain, reduction = "pca", dims = 1:30)



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（3）降维、聚类、可视化：可视化感兴趣的簇（清晰地区分单个簇的空间位置）



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（3）降维、聚类、可视化：交互式绘图

• 鼠标移动会显示相应的spot ID和簇 • 选择基因、调节点的大小和透明度等• 根据UMAP图选择spot在空间图上展示



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（4）空间高变基因的鉴定：两种方法 FindMarkers 函数和 FindSpatiallyVariableFeatures 函数

• FindMarkers 函数根据定义好的cluster或者celltype进行计算（和scRNA-seq数据分析类似）

• 例如：cluster5和6之间的差异基因



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（4）空间高变基因的鉴定：两种方法 FindMarkers 函数和 FindSpatiallyVariableFeatures 函数

• FindSpatiallyVariableFeatures 函数：在没有cluster 或者 celltype等预先注释的情况下，返回在某些切片区域高表达的基因



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（5）空间转录组数据根据组织切片取子集：先选择cluster的子集，然后可以根据空间位置进行进一步细分

cortex <- subset(brain, idents = c(1, 2, 3, 4, 6, 7))

cortex <- subset(cortex, anterior1_imagerow > 400 | 
anterior1_imagecol < 150, invert = TRUE)

cortex <- subset(cortex, anterior1_imagerow > 275 & 
anterior1_imagecol > 370, invert = TRUE)

cortex <- subset(cortex, anterior1_imagerow > 250 & 
anterior1_imagecol > 440, invert = TRUE)

col1500

row400



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（6）多张芯片数据整合：小鼠大脑的多张切片

• 整合前后脑两张切片：分别SCT标准化之后merge整合，之后降维、聚类、可视化



Seurat 分析 10X Visium 数据

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（6）多张芯片数据整合：小鼠大脑的多张切片

• 整合4张切片小鼠脑切片：

• 连续切片的重复性较好



上节回顾：什么是scATAC-seq

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析



上节回顾：什么是scATAC-seq

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

单细胞染色质可及性测序：基于10X Genomics



Cell Ranger ATAC

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

Cell Ranger ATAC是处理Chromium平台产生的scATAC-seq数据的软件，包括以下四个部分：

cellranger-atac mkfastq

将Illumina测序仪生成的原始BCL文件转换为FASTQ文件，

对bcl2fastq函数进行包装整合，并且适用于10X Genomics 

平台文库

cellranger-atac count 

进行ATAC数据分析，具体包括：

• Read filtering and alignment

• Barcode counting

• Identification of transposase cut sites

• Detection of accessible chromatin peaks

• Cell calling

• Count matrix generation for peaks and transcription factors

• Dimensionality reduction

• Cell clustering

• Cluster differential accessibility

cellranger-atac aggr

整合一次实验的多个样本（重复），具体包括：

• Normalization of input runs to same median fragments per 

cell (sensitivity)

• Detection of accessible chromatin peaks

• Count matrix generation for peaks and transcription factors 

for the aggregate data

• Dimensionality reduction

• Cell clustering

• Cluster differential accessibility

• Chemistry batch correction

cellranger-atac mkfastq

对count或者aggr生成的文件修改参数进行二次分析，包括：

• Cell calling

• Dimensionality reduction, Cell clustering

• Cluster differential accessibility



从原始数据到矩阵（cellranger-atac）

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（1）软件下载和基因组建库

• cellranger-atac下载地址： https://support.10xgenomics.com/single-cell-atac/software/downloads/latest（解压后即可直接使用）

• 基因组索引文件：①官网直接下载；②根据基因组FASTA文件和GTF文件构建基因组索引（cellranger-atac mkref）

• cellranger-atac解压后文件 • cellranger-atac使用帮助 • cellranger-atac基因组索引文件

https://support.10xgenomics.com/single-cell-atac/software/downloads/latest


从原始数据到矩阵（cellranger-atac）

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）cellranger-atac mkfastq 转换 bcl 格式文件为 fastq 格式文件

• 输入两个文件：bcl 文件和 csv 文件

• BCL文件是由Illumina测序仪生成的测序文件，包含测序
的信息。包括簇数和碱基信息。

• CSV文件共包含三列，分别为Lane, Sample, Index

Lane,Sample,Index

1,test_sample,SI-P01-H10

列 说明

Lane
芯片流动槽上的通道。可以是单个通道或多个（如2-

4），星号 “*”表示所有通道。

Sample

样本的名称。该名称将是所有生成的FASTQ的前缀，

并将对应于所有下游分析过程中的--sample参数。

样本名称必须符合Illumina bcl2fastq的命名要求。只

允许使用字母、数字、下划线和连字符；不允许使用

其他符号，包括点（“.”）。

Index 用于10X平台文库构建的样本Index，如SI-NA-A12。



从原始数据到矩阵（cellranger-atac）

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）cellranger-atac mkfastq 转换 bcl 格式文件为 fastq 格式文件

• cellranger-atac mkfastq --id=tiny-bcl --run=/public/home/chuqj/bioinfor_test/scATAC/cellranger-atac-tiny-bcl-

1.0.0 --csv=cellranger-atac-tiny-bcl-simple-1.0.0.csv  运行结果：

@D000684:1170:HJN3KBCX2:1:1101:0:53 1:N:0:GACCGCCA
GACCGCCA
+
GGGGGIII

I1

@D000684:1170:HJN3KBCX2:1:1101:0:53 1:N:0:GACCGCCA
GAGTAGGGCTGAGACTGGGGTGGGGCCTTCTATGGCTGAGGGGAGTCAGG
+
GAGGGGGIIGIGGIGIIIIIIIIGIGIIIIIIIIIIIIGGGGIGIIIIII

R1

@D000684:1170:HJN3KBCX2:1:1101:0:53 2:N:0:GACCGCCA
NTGCTCAAGCAGAAAG
+
#<GGAGGGIGIGGIIG

R2

@D000684:1170:HJN3KBCX2:1:1101:0:53 3:N:0:GACCGCCA
GCCTCACCCCACTACTAGGCCTCCTCCTAGCAGCAGCAGGCAAATCAGC
+
GAGGGIIIIGGGIGIIIIIIGIIIIIIIGGGIIIIIIIIIGGIIIIIIA

R3

Sample index

Read 1

Read 2

Barcode



File Name Description

singlecell.csv Per-barcode fragment counts & metrics 细胞表型信息

possorted_bam.bam Position sorted BAM file

possorted_bam.bam.bai Position sorted BAM index

summary.json Summary of all data metrics

web_summary.html HTML file summarizing data & analysis 

peaks.bed Bed file of all called peak locations

raw_peak_bc_matrix.h5 Raw peak barcode matrix in hdf5 format

raw_peak_bc_matrix Raw peak barcode matrix in mex format  原始矩阵

analysis Directory of analysis files

filtered_peak_bc_matrix.h5 Filtered peak barcode matrix in hdf5 format 

filtered_peak_bc_matrix Filtered peak barcode matrix  筛选后矩阵

fragments.tsv.gz Barcoded and aligned fragment file  所有片段文件

fragments.tsv.gz.tbi Fragment file index

filtered_tf_bc_matrix.h5 Filtered tf barcode matrix in hdf5 format

filtered_tf_bc_matrix Filtered tf barcode matrix in mex format

cloupe.cloupe Loupe Browser input file

summary.csv summary metrics in CSV form

peak_annotation.tsv Peak-gene associations based on genome proximity

peak_motif_mapping.bed
Peak motif associations. Note that one peak could be associated with multiple 
transcription factor motifs.

从原始数据到矩阵（cellranger-atac）

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（3）cellranger-atac count

• 输出文件格式描述



Signac 进行 scATAC-seq 数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

Signac是Seurat的一个扩展功能R包，可以用来分析、解释和探索单细胞染色质数据集。

主要包括以下功能：

• 单细胞数据质控指标的计算

• 数据降维、可视化和细胞聚类

• 细胞类型特异性peak的鉴定

• 多样本scATAC-seq数据集的整合

• 与scRNA-seq数据集的整合

• Motif富集分析



Paul Signac 点彩派画家
Paul Signac（1863-1935）出生于巴黎，早年曾学习建筑学。1880年代初在莫奈影响下绘制的第一批印象派作品，在1884年
与Georges Seurat会面后，他的作品发生了巨大的变化，向点彩画派（Pointillism）发展。

《莱桑德利的日落》（Les Andelys. Soleil couchant），Paul Signac，1886年



Georges Seurat
1859-1891

受过完整的美术学院教育，曾师从

安格尔的学生亨利·莱曼（Henri 

Lehmann）学习古典主义绘画，

后来又研究过卢浮宫中的大师作品，

对光学和色彩理论特别关注并为之

做了大量的实验。他的画作风格相

当与众不同，Seurat的画充满了细

腻缤纷的小点，当你靠近看，每一

个点都充满著理性的笔触.



Signac 进行 scATAC-seq 数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（1）数据加载

Peak-cell 矩阵

• 横坐标为每个peak区域，纵坐标为每个细胞。类似于单细胞的

gene-cell表达矩阵

• 每个peak区域代表预测的每一个染色质开放区域

• 矩阵内的数值代表该细胞在这个peak位置的Tn5酶结合的个数

Fragment文件

• 文件为一个列表，其中包含了所有单细胞中的所有的唯一片段

• 文件很大，其作用就是展示一个细胞中所有的片段，而不是仅

包含在peak里面的片段



Signac 进行 scATAC-seq 数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（1）数据加载

细胞表型信息

Peak-cell 矩阵

pbmc <- CreateSeuratObject(
counts = chrom_assay,
assay = "peaks",
meta.data = metadata

)



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）质量控制：5个质量控制指标

名称 描述

Nucleosome banding pattern

核小体绑定模式

绘制片段大小的直方图（由PE读序确定）来展示核小体在染色体上的绑定模式。

量化每个单细胞中核小体绑定与无核小体片段的近似比率（越低越好）。

NucleosomeSignal函数计算该指标，结果存储在metadata中，列名称为nucleosome_signal。

Transcriptional start site (TSS) 

enrichment score

转录起始位置富集分值

根据覆盖TSS的片段与TSS两边片段的比值来定义。

通常将具有较低的TSS富集分值的数据质量较差（越高越好）。

TSSEnrichment函数计算该指标，结果存储在metadata中，列名称为TSS.enrichment

Total number of fragments in peaks

比对到峰上的片段总数
度量细胞测序深度/复杂性。排除读序少的细胞（测序深度低），读序高的细胞可能是双细胞或多细胞。

Fraction of fragments in peaks

比对到峰上的片段比例
该比例较低的细胞（即<15-20％）通常代表低质量细胞或技术误差。

Ratio reads in genomic blacklist 

regions

比对到基因组blacklist区域的读序比例

ENCODE项目提供了一个blacklist区域列表，这些区域通常与人为信号相关。读序比对到这些区域的

比例较高的细胞（与比对到peaks区域比例相比）通常为技术误差，应将其删除。Signac包中包含了

人类（hg19和GRCh38），小鼠（mm10），果蝇（dm3）和秀丽隐杆线虫（ce10）的 blacklis区域。



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）质量控制：TSS.enrichment（越高越好）和nucleosome_signal （越低越好）



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）质量控制：TSS.enrichment（越高越好）和nucleosome_signal （越低越好）

• 不同 nucleosome_signal 值有不同的片段长度分布模式• 不同转录起始位置富集分值在TSS附近的分布不一样



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（2）质量控制：筛选低质量细胞前后比较
筛选标准：nCount_peaks > 3000 & nCount_peaks < 50000 & pct_reads_in_peaks > 15 & blacklist_ratio < 0.05 & nucleosome_signal < 4 & TSS.enrichment > 1

筛选前：10246 Samples

筛选前：9271 Samples



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（3）数据标准化、特征选择与线性降维

• 标准化（Normalization）：包括两方面，一是校正细胞测序深度的差异；而是在峰间进行归一化，为更罕见的峰提供更高的值。

pbmc <- RunTFIDF(pbmc)



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（3）数据标准化、特征选择与线性降维

• 特征选择（Feature selection）：与scRNA-seq数据分析类似，n个特征峰用于后续的数据降维

• 降维（Dimensional reduction）：与scRNA-seq数据分析中的PCA类似，这里使用奇异值分解（SVD）返回对象的低维数据

选用所有峰为特征的降维结果

第一个LSI成分与细胞中counts的总数之间有非常强
的相关性，认为是捕获测序深度（即技术差异）而
不是生物学差异引起的，在下游分析中删除该成分

选用25%峰为特征的降维结果



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（4）非线性降维与细胞聚类

选用25%峰为特征的聚类结果

• 与scRNA-seq数据分析类似，使用 RunUMAP，FindNeighbors 和 FindClusters 函数

选用所有峰为特征的降维结果



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（5）创建基因活性表达矩阵（gene activity matrix）

• 通过评估与每个基因相关的染色质可及性来量化基因组中每个基因的表达活

性（将基因的区域扩展到TSS上游2kb区域）

• 基因活性矩阵比scRNA-seq数据的噪音大，因为假定了启动子区域的可及性

与基因表达的相关性

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



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（6）与scRNA-seq数据整合辅助scATAC-seq数据的注释

• FindTransferAnchors 函数寻找RNA和ATAC数据之间的锚点，TransferData 函数进行标签转移



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（7）不同细胞簇之间染色质可及性差异峰的鉴定

• 使用逻辑回归模型（LR）进行差异可及性（DA）分析



Signac 进行 scATAC-seq数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

（7）不同细胞簇之间染色质可及性差异峰的鉴定

• 使用ClosestFeature函数提供的基因注释信息，可找到与每个峰最接近的基因



上节回顾：什么是单细胞DNA甲基化

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析



上节回顾：什么是单细胞DNA甲基化

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析



单细胞DNA甲基化数据分析

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

单细胞甲基化数据上游分析流程介绍 具体流程：

• 获得测序原始读序

• 质控去除低质量或接头污染的读序

• 利用bismark等软件将读序比对到参考基因组上，获得比对BAM文件，

并且生成pileup文件

• 根据检测到的 C（甲基化读序）除以相同基因组位置上检测到的 C 和 T

的总数（总读序数）来计算每个胞嘧啶的 DNA 甲基化水平



单细胞DNA甲基化数据库scMethBank

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

• scMethBank：人类和小鼠单细胞甲基化图谱数据库（来自两个物种的 15 个公共单细胞数据集的 8328 个样本，涉及29种
细胞类型和两种疾病），提供浏览、搜索、可视化、下载功能和用户友好的在线工具



scMethBank

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

• 查看每个基因在不同样本中的甲基化水平



scMethBank

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

• 查看DMR区域相关情况



scMethBank

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

• 基于甲基化水平的细胞聚类情况（不同的数据集分别聚类，没有整合；聚类图上无法查看每个细胞的甲基化水平）



scMethBank

上节回顾 空间转录组数据分析 单细胞甲基化数据分析单细胞ATAC数据分析

• 选择不同的样本/细胞，查看特定基因在这些样本中的甲基化水平



小结

单细胞水平
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