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ZhangLab-小课堂 第一期（试运行）

RNA-Seq 分析流程



小课堂因何而来？

时常感到自己一个人的力量太有限了？

时常感到思考会片面，打不开思路？

想了解学习某个板块，却奈没有经验停滞不前？

亦或许，拥有一颗期待发光的心，缺乏舞台展示？



小课堂因何而来？

让知识在幸福的海洋中徜徉

（今天是值得纪念的一天）



小课堂Team

？



小课堂运行模式

活动安排：

1）前期以ZhangLab为主（年级由高往低顺延），轮流打怪；

2）后期按比例邀请主讲人（比如1/4青椒、 1/4博后、1/4博士、1/4硕士等）；

3）暂定每月的第一个周五下午3：00-3：40；

活动主题：

1）走专刊形式，例1月份基因组专题，2月份转录组专题，3月份python教学专题等；

2）附兴趣板块，不断收集听众感兴趣、想了解的模块，收纳总结，做成专场；

3）随走随做，灵感来了怎能让默默其流失？

活动宣传：

1）海报设计？ 2）Logo设计？ 3）公众号/网站定期推送？

以Zhang Lab为点，连接二综/华农为线，最终铺成华农/华中/全国农林生信/的面。



您将收获什么？
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0) RNA Classification.
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真核生物中，最初转录生成hnRNA, 其多属mRNA前体，25%左右可最终加工成mRNA。

转运RNA。 负责把氨基酸搬运到核糖体上

核糖体RNA（ribosomalRNA），是组成核糖体的主要成分

在真核生物中发现的一类具有调控功能的非编码RNA, 其大小长约20~25个核苷酸。

存在于真核生物细胞核和细胞质中，长度为100到300个碱基

TERC是端粒酶的一部分，作为端粒继续延伸的模板，由端粒酶催化实现端粒的延长 。

可与mRNA互补配对的单链RNA分子。可与mRNA发生互补配对，抑制mRNA的翻译

长链非编码RNA(Long non-coding RNA, lncRNA)，长度大于 200 个核苷酸的非编码 RNA。



1) RNA Sequence.

9short-read cDNA测序用于差异基因分析



2) RNA FQ fastp、fastx-Toolkit、trimmomatic
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150bp每个碱基位置的
质量值统计

整体质量
从第一个到最后一个碱基位置
上ATGC含量，需要切除前端

不稳定的序列

GC含量分布图，GC曲线
平滑说明数据干净



3) RNA Correlation
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>=3



3) RNA Correlation
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生物学重复间的R2建议在0.7以上；
技术重复之间的R2建议在0.85以上；
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比对之前，需要了解比对的目的是什么？RNA-Seq数据比对和DNA-Seq数据比对有什么差异？

1）如果是找差异表达基因，只需要确定不同的read计数就行的话，可以用bowtie, bwa这类比对工

具，或者是salmon这类align-free工具，并且后者的速度更快;

2）如果是找新的isoform，或RNA的可变剪切，就需要TopHat, HISAT2或者是STAR这类工具用于

找到剪切位点。

3）比对到基因组：使用间隔比对算法，如 TopHat、STAR等，然后根据是否提供了注释文件

（GFF格式文件，包含转录本位置信息），又可以分为转录本识别和转录本发现并进行定量分析。

4）比对到转录组：使用非间隔比对算法，如Bowtie等，然后使用RSEM或Kallisto方法识别转录本

并计算定量信息。

4) RNA Map
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4) RNA Map
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5) Reads quantification 
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6) Diff expression

识别在两个条件下有显著性表达差异的基因，简称差异表达基因；那么怎样才能称得上显著性表达差异？

倍数分析：计算每一个基因在两个条件下的比值，若大于给定阈值，则为差异表达基因；

经典统计模型（如t检验）方法：计算表达差异的置信度，选取一定P值以下的作为差异表达基因；

机器学习：进行特征（基因）选择，包括贝叶斯模型、支持向量机或者随机森林等；

有2点注意：

1）FPKM 和 TPM 标准化方法消除了测序深度和基因或转录本的长度因素的影响，但依赖于总的或有效的 reads 数，

当样本的具有异质性转录本分布或当高表达或差异表达的特征扭曲了 count 分布时，表现欠佳；

2）除了这些样本内特异的标准化方法，还需要解决数据集之间的批次效应（不同实验条件下产生的数据之间存在的差

异（保证样本测序的一致性）；

计算差异表达的方法：

1）edgeR将原始的 read counts 作为输入，并在统计模型中加入了标准化

2）DESeq2使用的是负二项分布作为参考分布，并提供了自己的标准化方法；

dds <- DESeq(dds)
vsd <- vst(dds, blind=FALSE)
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7) GO_KEGG

GO: agriGO2
KEGG: clusterProfiler



Thanks
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