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什么是RNA seq
利用转录组数据来识别转录本和表达定量，从而对造成细胞/
组织/个体间不同状态的差异的内部原因进行诊断分析，挖掘
关键基因：
1. 同一物种，不同组织：研究基因在不同组织的表达情况，
找到细胞组织特异性的基因；

2. 同一物种，同一组织：研究基因在不同处理或条件下的表
达变化，挖掘特异的功能基因，指导后续物种改良、疾病
诊断等；

3. 同一组织，不同物种：研究基因的进化关系；
4. 时间序列实验：基因在不同时期的表达情况与其发育的关
系，找到发育阶段特异性的基因；

https://www.jianshu.com/p/dce7ed2cc2d0



实验流程



获取数据
■ 测序数据来自Arabidopsis Duodecuple Mutant of PYL ABA Receptors 

Reveals PYL Repression of ABA-Independent SnRK2 Activity。

■ 通过通过 NCBI 数据库及文章后列出的 GEO 收录号 GSE114379 查找
得到 SRA 序列号，在安装sra-tools后通过prefetch进行下载。



获取数据
■ 所得sra文件再通过 fastq-dump 或 fasterq-dump 软件解压得到双端
测序fastq文件。



获取数据
■ 参考基因组选自TAIR www.arabidopsis.org/Genes。

■ 下载的数据包括拟南芥基因组 gff3/gtf 注释文件与基因组序列 .fas。

http://www.arabidopsis.org/Genes


去接头——Trimmomatic
■ 在进行后续比对定量过程前，首先要去除测序过程中的接头与污染
序列：包括PCR引物、adapter、FlowCell序列等。Trimmomatic 安装
时自带 Illumina 测序可能的接头/污染序列文件。

注意事项：

1. 注意选择单端(SE)或双端(PE)测序模式

2. 根据测序种类选取对应的文件：GAII 选择 TruSeq2 文件；HiSeq 与
MiSeq 选择 TruSeq3 文件。或在Illumina网站上直接查询。

3. 使用时还需注意测序数据 .fastq文件所使用的质量值体系，分为
phred33 与 phred64。目前常见的测序结果均为 phred33 格式。



去接头——Trimmomatic

■ 输出1P、1U、2P、2U四个标准文件。1U与2U为保留单端的读段，
1P与2P分别为正向/反向均保留的读段。



质量控制检验——FastQC
■ 在去接头前/后，我们需要对测序数据质量进行检验，以评估是否能
达到后续处理的要求，进一步决定是否要更换预处理方法或参数等
等/重新提交材料测序。

■ FastQC是一个依赖Java环境的高通量序列数据的质量检测工具，用
于快速了解fastq数据是否存在问题。



质量控制检验——FastQC
■ 打开html报告可以看到直观的质检结果。左栏的Summary中结果分
为绿色的PASS，黄色的WARN和红色的FAIL。



质量控制检验——FastQC
■ 去接头后Per base sequence content与Sequence Duplication Levels仍
报告FAIL。这可能是建库过程存在偏差或文库遭到污染所造成的，
并非去接头能改变的。



质量控制检验——FastQC



比对——Hisat2
■ 去除接头后，需要将cDNA reads比对的参考基因组上，以
便确定不同基因的表达量。Hisat2比对拥有高敏感性和比
对速度快的优点，同时方便后续使用Stringtie继续处理。

■ 在使用Hisat2比对前，需要获得参考基因组的index文件。
先对注释文件进行处理以得到外显子和剪接位点信息。使
用Hisat2提供的python脚本文件完成这一操作：



索引构建——Hisat2
■ 使用Hisat2建立索引。这一步需要用到之前生成的两个分
别包含外显子和剪切位点信息的文件，以及在下载的数据
包中包括的.fas基因组序列文件。

■ 运行完成后生成8个.ht(genome.*.ht) 索引文件。



比对——Hisat2 & Samtools
■ 输入去除接头后的数据，输出比对到基因组的sam文件，由
于sam文件占用空间较大，此步骤可以与bam压缩一同完成。



转录本组装定量——Stringtie
■ 最后需要根据比对到基因组的reads进行统计，确定对应的基因/转
录本的表达量，这一过程被称作转录本组装与定量。Stringtie有较高
的灵敏度和准确度，且运行速度远快于cufflinks等，适合本次实验。

■ 注意：此步骤使用gff3格式注释，否则gtf会因为包含重复而报错。

■ 输出可用于Ballgown进行差异表达分析的五个.ctab文件，与包含转
录本信息的transcript.gtf文件。



转录本组装定量——Stringtie
■ 最后如需使用其他软件进行差异表达分析，可使用

Stringtie提供的prepDE.py3脚本将gtf输出转换为csv格式的
表达矩阵：

■ 注意：read平均长度作为计数的参数之一。实验中去接头
后read长度为126，如果使用默认值75会导致所有基因的
计数等比例缩小。





差异表达分析
■ 差异表达分析通过本地R中DESeq2包来完成。下图为部分
结果展示：
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