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Next-Generation Sequencing

< >4 

Bentley, D., Balasubramanian, S., Swerdlow, H. et al. Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry. Nature 456, 53–59 (2008).

Preparation of samples.

Shendure, J., Balasubramanian, S., Church, G. et al. DNA sequencing at 40: past, present and future. Nature 550, 345–353 (2017). https://doi.org/10.1038/nature24286



Next-Generation Sequencing
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Template amplification strategies

Goodwin, S., McPherson, J. & McCombie, W. Coming of age: ten years of next-generation 
sequencing technologies. Nat Rev Genet 17, 333–351 (2016).



Next-Generation Sequencing
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Goodwin, S., McPherson, J. & McCombie, W. Coming of age: ten years of next-generation sequencing technologies. Nat Rev Genet 17, 333–351 (2016).

Sequencing by ligation methodsSequencing by synthesis: 
cyclic reversible termination approaches

Sequencing by synthesis: 
single-nucleotide addition approaches



Single Nucleotide Polymorphism
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样本测序
样本 DNA → 建库 → 测序

获得 FASTQ 格式原始序列数据

比对到参考基因组
工具：BWA、Bowtie2；

输出文件格式：SAM/BAM；
后处理：使用 SAMtools 或
Picard 去除重复、排序等

变异检测
工具：GATK HaplotypeCaller；
FreeBayes, Bcftools, VarScan；
输出：VCF文件，记录 SNP 和

InDel 等变异

变异过滤与注释
过滤标准：测序深度（DP）、碱基质
量（QUAL）、支持比例（AF）等；
工 具 ： GATK VariantFiltration ；
Bcftools filter；
注释工具：ANNOVAR, VEP, SnpEff质量控制

利用FastQC, Trimmomatic, 
cutadapt等工具去除低质量

reads、接头污染等
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COVID-19 and Cytokine Storm

< >9 
Feng Lin, etc. Life Sciences. (2023)



COVID-19 and Cytokine Storm

< >10 
Fahimeh Zamani Rarani, etc. Molecular Therapy Nucleic Acids. (2022)



Research Objectives
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 To reveale the mechanism by which macrophages acquire susceptibility to SARS-CoV-2 infection.

 To investigated the gene expression pattern differences between healthy hamster lungs and 

SARS-CoV-2-infected hamster lungs collected 5 days post-infection (dpi) using RNA-seq and its 

roles in severe COVID-19 patients.

 To elucidate how these genes promote alveolar macrophage mediated infection of SARS-CoV-2.

 To look for a genetic basis (SNP) for the differences in gene expression related to COVID-19 

severity in humans.



Research Overview
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 SARS-CoV-2 infects IL-10-induced alveolar 

macrophages to promote a cytokine storm.

 Blockade of IL-10R signaling on alveolar 

macrophages suppresses COVID-19 

pneumonia.

 A readthrough transcript, CiDRE, in COVID-19 

was identified by GWAS and QTL analysis.

 CiDRE possesses a dual function in alveolar 

macrophages, promoting severe COVID-19
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Data Download

< >14 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJDB14430a



Quality Control
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wget http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic-0.39.zip
unzip Trimmomatic-0.39.zip

java -jar /lustre/home/2100012177/group/software/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar SE -phred33 DRR424117.fastq.gz
output_DRR424117.fastq.gz LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36 > trim.log 2>&1

LEADING：从 reads 的开头切除质量值低于阈值的碱基
TRAILING：从 reads 的末尾切除质量值低于阈值的碱基
SLIDINGWINDOW：滑窗过滤，去除碱基质量均值低于阈值的窗口
MINLEN：修剪完成后，丢弃长度小于阈值的reads
threads：线程数

http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomatic-0.39.zip


Align
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wget https://jaist.dl.sourceforge.net/project/bowtie-bio/bowtie2/2.5.4/bowtie2-2.5.4-source.zip
unzip bowtie2-2.5.4-source.zip
make
vim ~/.bashrc
export PATH=/lustre/home/2100012177/group/software/bowtie2-2.5.4/:$PATH
source ~/.bashrc
bowtie2 -h
wget
https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/017/639/785/GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0/GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0_g
enomic.fna.gz
gunzip GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0_genomic.fna.gz

bowtie2-build GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0_genomic.fna ref_genome
bowtie2 -x ref/ref_genome -p 4 -U output_DRR424117.fastq | samtools view -Sb > sample.bam
-x 参考基因组索引
-U -1 -2 输入fastq文件路径
-S 输出sam文件路径
-p 线程数 更多参数可参考官方文档 http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml



Bam
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Bam
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M（匹配）：alignment match (can be a sequence match or mismatch)
表示read可mapping到第三列的序列上，则read的碱基序列与第三列的序列碱基相同，表示正常的mapping结
果，M表示完全匹配，但是无论reads与序列的正确匹配或是错误匹配该位置都显示为M
I（插入）：insertion to the reference
表示read的碱基序列相对于第三列的RNAME序列，有碱基的插入
D（删除）：deletion from the reference
表示read的碱基序列相对于第三列的RNAME序列，有碱基的删除
N：skipped region from the reference 表示可变剪接位置
P：padding (silent deletion from padded reference)
S：soft clipping (clipped sequences present in SEQ) 这部分没比对上但保留了
H：hard clipping (clipped sequences NOT present in SEQ) 这部分没比对上且未保留



Sort
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samtools sort sample.bam -o sample.sort.bam
samtools index sample.sort.bam
samtools faidx ref/GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0_genomic.fna
samtools depth sample.sort.bam > sample.sort.depth.txt



Sequencing depth
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library("ggplot2")
data<-read.table("D:/Downloads/PKU/Linux基础/Final/sample.sort.depth.txt", header = FALSE)
colnames(data)[3] <- 'depth'
data_no1<-data[data$depth>100,]
ggplot(data = data_no1,aes(x=depth))+geom_histogram(binwidth = 100)
library(dplyr)
all_max_dplyr <- data %>% filter(depth == max(depth))



Variant
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bcftools mpileup -Ou -f ref/GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0_genomic.fna sample.sort.bam | bcftools call -mv > var.vcf
less -SN var.vcf
grep -v "^##" var.vcf|less -SN

以#开头的部分为注释部分，主体部分每一行代表一个variant的信息。
主体部分10列分别代表的意义：
CHROM ： 参考序列名称
POS ： variant所在的left-most位置(1-base position)（发生变异的位置的第一个碱基所在的位置）
ID ： variant的ID。同时对应着dbSNP数据库中的ID，若没有，则默认使用‘.’
REF ： 参考序列的Allele，（等位碱基，即参考序列该位置的碱基类型及碱基数量）
ALT ： variant的Allele，若有多个，则使用逗号分隔，（变异所支持的碱基类型及碱基数量）这里的碱基类型和碱
基数量，对于SNP来说是单个碱基类型的编号，而对于Indel来说是指碱基个数的添加或缺失，以及碱基类型的变化
QUAL ： variants的质量。Phred格式的数值，代表着此位点是纯合的概率，此值越大，则概率越低，代表着次位点
是variants的可能性越大。（表示变异碱基的可能性）
FILTER ： 次位点是否要被过滤掉。如果是PASS，则表示此位点可以考虑为variant。
INFO ： variant的相关信息
FORMAT ： variants的格式，例如GT:AD:DP:GQ:PL
SAMPLES ： 各个Sample的值，由BAM文件中的@RG下的SM标签所决定，这些值对应着第9列的各个格式，不同
格式的值用冒号分开，每一个sample对应着1列；多个samples则对应着多列，这种情况下列的数多余10列。



Visualization
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samtools tview --reference /lustre/home/2100012177/group/Linux_final/ref/GCF_017639785.1_BCM_Maur_2.0_genomic.fna
sample.sort.bam

点表示正链比对，逗号表示负链比对。
AGTCN代表正链上与参考序列不同的碱基，agtcn代表负链上与参考序列不同的碱基。
不同的颜色代表不同的比对质量值：白色>=30，黄色20-29，绿色 10-19，蓝色0-9
在tview模式里按下?问号，获得帮助。
NW_024429180.1:675915 5M3I93M



Visualization
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Thank you for attending!
SNP Identification Using Next-Generation Sequencing (NGS)
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