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转录组数据的产生

Griffith et al., 2015



转录组数据的存储格式——FASTQ

@ST-E00126:128:HJFLHCCXX:2:1101:7405:1133
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。



知识点1——什么是phred值

Phred值是评估这个bp测序质量的值，测序仪通过判断荧光信号的颜色来判断碱基的种类，ATCG分别对应红黄蓝绿，信号强弱不同，

在这种情况下对每个结果的判断的正确性都存在一个概率值，这个值被储存为ASCII码形式，转化方式如下：

• 将该碱基判断错误概率值P取log10

之后再乘以-10，得到的结果为Q。

若P=1%，那么对应的

Q=-10*log10（0.01）=20

（这个计算公式illumina平台使用，

Solexa系列测序仪使用不同的公示来计

算质量值：Q=-10log(P/1-P)）

• 把这个Q加上33或者64转成一个新

的数值，称为Phred，最后把Phred

对应的ASCII字符对应到这个碱基。



知识点2——序列存储格式FASTA

蛋白质fasta文件

>gi|13650073|gb|AF349571.1| Homo sapiens hemoglobin alpha-1 globin chain 
(HBA1) mRNA, complete cds 
CCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGACGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAG
GTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCT
ACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCCGACGCGCTGAC
CAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGG
GTGGACCCGGTCAACTTCAAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCA
CCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGC
TGGAGCCTCGGTGGCCATGCTTCTTGCCCCTTTG

>sp|P69905|HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens GN=HBA1 
MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDD
MPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKLASVSTVLTSKYR

核酸序列文件（mRNA序列中的U均用T来代替）



转录组数据的质量检测——FastQC

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）



转录组数据的质量检测——FastQC结果解读



转录组数据的质量控制——FASTX-Toolkit

fastx_clipper [-h] [-a ADAPTER] [-D] [-l 
N] [-n] [-d N] [-c] [-C] [-o] [-v] [-z] 
[-i INFILE] [-o OUTFILE]

（1） fastx_clipper去接头

运行命令

fastx_clipper参数
 [-a ADAPTER] = 接头序列（默认为CCTTAAGG）

 [-l N] = 忽略那些碱基数目少于N的reads，默认为5

 [-d N] = 保留接头序列后的N个碱基默认  -d 0

 [-c] = 只保留包含接头的序列

 [-C] = 只保留没有接头的序列

 [-k] = 报告只有接头的序列

 [-n] = 保留有N多序列，默认不保留

 [-v] = 详细-报告序列编号

 [-z] = 压缩输出

 [-D] = 输出调试结果

 [-M N] = 要求最小能匹配到接头的长度N

 [-i INFILE]  = 输入文件

 [-o OUTFILE] = 输出文件

去接头例子



转录组数据的质量控制——FASTX-Toolkit

（2） fastq_quality_filter过滤低质量序列

fastq_quality_filter [-h] [-v] [-q N] [-p N] [-z] [-i INFILE] [-o OUTFILE]运行命令

[-q N] = 最小的需要留下的质量值

[-p N] = 每个reads中最少有百分之多少的碱基需要有-q的质量值

[-z] = 压缩输出

[-v] = 详细-报告序列编号，如果使用了-o则报告会直接在STDOUT，如果没有则输入到STDERR

参数

例子



转录组数据分析——有参和无参

有参 无参



转录组数据常规流程用到的软件——Bowtie、Tophat、Cufflinks、CummeRbund



转录组数据分析流程——Tophat、Cufflinks、Cuffdiff、CummeRbund

1. Read alignment 
with TopHat

2. Transcript 
assembly with 
Cufflinks

3. Differential 
analysis with 
Cuffdiff

4. Visualization with 
CummeRbund

Trapnell et al., 2012



序列比对——Tophat

1| Map the reads for each sample to the reference genome:

$ tophat -p 8 –G genes.gtf -o C1_R1_thout genome C1_R1_1.fq C1_R1_2.fq

$ tophat -p 8 –G genes.gtf  -o C1_R2_thout genome C1_R2_1.fq C1_R2_2.fq

$ tophat -p 8 –G genes.gtf -o C1_R3_thout genome C1_R3_1.fq C1_R3_2.fq

$ tophat -p 8 –G genes.gtf  -o C2_R1_thout genome C2_R1_1.fq C2_R1_2.fq

$ tophat -p 8 –G genes.gtf  -o C2_R2_thout genome C2_R2_1.fq C2_R2_2.fq

$ tophat -p 8 –G genes.gtf  -o C2_R3_thout genome C2_R3_1.fq C2_R3_2.fq

输出文件

accepted_hits.bam
align_summary.txt
deletions.bed
insertions.bed
junctions.bed
logs
prep_reads.info
unmapped.bam

建bowtie index库
bowtie-build genome.fa 
genome

genes.gtf为基因组注释文件

.fq为测序文件



#gtf(General Transfer Format) format

1 Ensembl gene 11869 14409 . + . gene_id "ENSG00000223972"; 

知识点3——什么是gtf格式

#Details

1. seqname - name of the chromosome or scaffold.

2. source - name of the program that generated this feature, or the data source 

3. feature - feature type name, e.g. Gene, Variation, Similarity

4. start - Start position of the feature, with sequence numbering starting at 1.

5. end - End position of the feature, with sequence numbering starting at 1.

6. score - A floating point value.

7. strand - defined as + (forward) or - (reverse).

8. frame - One of '0', '1' or '2'. 

9. attribute - A semicolon-separated list of tag-value pairs, providing additional 

information about each feature.



知识点4——什么是bam格式

Col Field Brief Description Alignment

1 QNAME Query template NAME 1:497:R:-272+13M17D24M

2 FLAG bitwise FLAG 113

3 RNAME References sequence NAME 1

4 POS 1- based leftmost mapping Position 497

5 MAPQ Mapping Quality 37

6 CIGAR CIGAR String 37M

7 MRNM/RNEXT Ref. name of the mate/next read 15

8 MPOS/NEXT Position of the mate/next read 100338662

9 ISIZE/TLEN observed Template LENgth 0

10 SEQ segment SEQuence CGGGTCTGACCTGAGGAGAACTGTGCTCCGCCTTCAG

11 QUAL ASCII of Phred-scaled b 0;==-==9;>>>>>=>>>>>>>>>>>=>>>>>>>>>>

12 TAGs TAGs XT:A:U NM:i:0 SM:i:37 AM:i:0 X0:i:1 X1:i:0 XM:i:0 XO:i:0 
XG:i:0 MD:Z:37

#bam是sam（Sequence Alignment/Map format）文件的二进制格式

1:497:R:-272+13M17D24M 113 1 497 37 37M 15 100338662 0 CGGGTCTGACCTGAGGAGAACTGTGCTCCGCCTTCAG 0;==-

==9;>>>>>=>>>>>>>>>>>=>>>>>>>>>> XT:A:U NM:i:0 SM:i:37 AM:i:0 X0:i:1 X1:i:0 XM:i:0 XO:i:0 XG:i:0 MD:Z:37 



转录本组装——Cufflinks

2| Assemble transcripts for each sample:

$ cufflinks -p 8 -o C1_R1_clout C1_R1_thout/accepted_hits.bam

$ cufflinks -p 8 -o C1_R2_clout C1_R2_thout/accepted_hits.bam

$ cufflinks -p 8 -o C1_R3_clout C1_R3_thout/accepted_hits.bam

$ cufflinks -p 8 -o C2_R1_clout C2_R1_thout/accepted_hits.bam

$ cufflinks -p 8 -o C2_R2_clout C2_R2_thout/accepted_hits.bam

$ cufflinks -p 8 -o C2_R3_clout C2_R3_thout/accepted_hits.bam

输出文件

genes.fpkm_tracking

isoforms.fpkm_tracking

skipped.gtf

transcripts.gtf



转录本组装——Cuffmerge整合Cufflinks组装的转录本

3| Create a file called assemblies.txt that lists the assembly file for each sample.
4| Run Cuffmerge on all your assemblies to create a single merged transcriptome annotation:
cuffmerge -g genes.gtf -s genome.fa -p 8 assemblies.txt

输出结果 merged_asm/merged.gtf

./C1_R1_clout/transcripts.gtf

./C2_R2_clout/transcripts.gtf

./C1_R2_clout/transcripts.gtf

./C2_R1_clout/transcripts.gtf

./C1_R3_clout/transcripts.gtf

./C2_R3_clout/transcripts.gtf



差异分析——Cuffdiff

5| Run Cuffdiff by using the merged transcriptome assembly along with the BAM files from TopHat 

for each replicate:

$ cuffdiff -o diff_out -b genome.fa -p 8 –L C1,C2 -u merged_asm/merged.gtf

./C1_R1_thout/accepted_hits.bam,./C1_R2_thout/accepted_hits.bam,./C1_R3_thout/accepted_hits.bam 

./C2_R1_thout/accepted_hits.bam,./C2_R3_thout/accepted_hits.bam,./C2_R2_thout/accepted_hits.bam

输出文件

diff_out/bias_params.info

diff_out/cds.count_tracking

diff_out/cds.diff

diff_out/cds.fpkm_tracking

diff_out/cds.read_group_tracking

diff_out/cds_exp.diff

diff_out/gene_exp.diff

diff_out/genes.count_tracking

diff_out/genes.fpkm_tracking

diff_out/genes.read_group_tracking

diff_out/isoform_exp.diff

diff_out/isoforms.count_tracking

diff_out/isoforms.fpkm_tracking

diff_out/isoforms.read_group_tracking

diff_out/promoters.diff

diff_out/read_groups.info

diff_out/run.info

diff_out/splicing.diff

diff_out/tss_group_exp.diff

diff_out/tss_groups.count_tracking

diff_out/tss_groups.fpkm_tracking

diff_out/tss_groups.read_group_tracking

diff_out/var_model.info



可视化——CummeRbund

library(cummeRbund)

cuff_data < - readCufflinks('diff_out')

csDensity(genes(cuff_data))

mygene < - getGene(cuff_data,'regucalcin') 

expressionBarplot(mygene)

expressionPlot(isoforms(tpn1),logMode=T)

sig_genes <- getGenes(cd, geneIdList)

csHeatmap(sig_genes, clustering="row", labRow=F)



其他转录组数据分析流程

HISAT（Hierarchical Indexing for Spliced Alignment of Transcripts）

该软件和 tophat 开发于同一个单位，它相当于 tophat 的升级版，

比对速度比 tophat2 快50倍。

StringTie相对于其他拼接软件（Cufflinks, IsoLasso, Scripture，

Traph等），能够拼接出更完整、更准确的基因，并且StringTie采

用拼接和定量同步进行，相对于其他方法，其定量结果更加准确。

Ballgown是一个R脚本，用来分析差异结果的，差异分布的结果是

基于F-test来检测的；就测试内存而言，cuffdiff用148G6 9个小时，

而ballgown用18秒8G，就差异结果而言，cuffdiff更保守一些。



GO功能分类

GO ( Gene Ontology，基因本体论) 数据

库将基因功能分为三大类：

分子功能(Molecular Function)

生物学过程 (Biological Process)

细胞组分 (Cellular Component)。

在数据分析中，研究者可以找出哪些变化基

因属于一个共同的GO功能分支，并用统计

学方法检定结果是否具有统计学意义，从而

得出一组基因主要参与了哪些生物功能。



GO功能分类——AGRIGO结果



KEGG数据库

全称京都基因与基因组百科全书。它是关于基因、

蛋白质、生化反应以及通路的综合生物信息数据

库。由多个子库构成。

这些子库中，KEGG PATHWAY 数据库包含了大

量物种的代谢与生物信号传导通路信息。

Pathway 数据库下又分为7 个部分：1）

Metabolism，2）Genetic Information 

Processing，3）Environmental Information 

Processing，4）Cellular Processes，5）

Organismal Systems，6）Human Diseases，7）

Drug Development。



KEGG分析——KOBAS界面



KEGG分析——KOBAS结果
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