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千人基因组计划
人类基因组计划(HGP)的完成获得的人类参考基因组序列，

为人类遗传学研究提供了基础，但深入了解人类遗传多样性

需要全面了解全部等位基因频率和DNA序列变异。

为了构建全面、详细的人类遗传变异图谱，千人基因组计

划(1000 Genomes Project, 1KGP)于2008年1月启动，该

计划的目标是在多个不同的人群中找到频率至少为1%的常见

遗传变异。

1KGP项目成果

l 多个人群数千个体的基因组测序

l 人类基因型和遗传变异的鉴定

l 全球人类遗传多样性的研究

l 人类疾病关联基因的发现

l 数据库的建立与分析工具的开发



SAM文件格式

序列比对/映射(Sequence Alignment/Map, SAM)格式是一种通用比对格式，也是千人基因组计

划发布比对的格式，用于存储针对参考序列的读段比对，支持不同测序平台产生的短读段和长读段。

SAM格式风格灵活、尺寸紧凑、随机访问高效，配合比对后处理工具，如SAMtools等可以高效处理序

列比对结果。



SAM文件格式
在SAM(v1.4)中，每条对齐线都有11个必填字段和数量可变的可选字段。

No. 名称 描述

1 QNAME 查询(Query)序列名称

2 FLAG 比对信息位

3 RNAME 参考(REF)序列名称

4 POS 比对位置

5 MAPQ 比对质量值

6 CIGAR CIGAR 字符串

7 RNEXT 配对序列参考名称

8 PNEXT 配对序列比对位置

9 TLEN 模板序列长度

10 SEQ 匹配部分序列

11 QUAL 序列碱基质量



SAM文件格式
Paired-end测序



整数 描述

1 存在配对序列

2 该序列与配对序列均正确匹配

4 该序列未匹配

8 配对序列未匹配

16 该序列的反向互补序列匹配

32 配对序列的反向互补序列匹配

64 配对测序的第一条序列

128 配对测序的第二条序列

256 次级匹配结果

512 序列质量控制不合格

1024 PCR重复或光学重复

2048 嵌合匹配的部分序列

SAM文件格式
FLAG(C2, 比对信息位)

=64+32+2+1
=0
=0
=0
=2048+16
=128+16+2+1

存在配对序列；序列均正确匹配；
配对序列的反向互补匹配；Read1

正链匹配

嵌合匹配；反向互补匹配
存在配对序列；序列均正确匹配；
反向互补匹配；Read2



字符 描述

M 匹配（包含错配）

I 插入

D 缺失

N 跳过

S 软跳过(不改变序列长度)

H 硬跳过(改变序列长度)

P 填补

= 匹配

X 错配

SAM文件格式
CIGAR(C6, 比对信息字符串)



SAMtools是一个库和软件包，用于解析和操作SAM格式的序列比对文件。

功能 命令 描述

查看
view SAM <=> BAM <=> CRAM

tview 交互式的查看reads比对信息

索引
index 对BAM文件建索引

faidx 对fasta参考基因组建索引

文件

操作

sort 排序

merge 合并多个文件

fasta BAM => FASTA

mpileup 堆积格式

统计
flagstat 比对信息统计

depth 每个碱基测序深度统计

SAM文件操作



Pysam是一个 Python 模块，可以轻松读取和操作SAM/BAM 文件

SAM文件操作

工具 SAMtools Pysam

运行环境 Linux/Shell Python

处理速度 快 稍慢

编程要求 低 略高（需要对Python有一定了解）

代码量 少 较多

社区支持 良好 较差

灵活性 功能丰富但有限 高

自定义 限制较多 友好



SAM文件操作
Pysam 安装

l Conda安装

l Pypi安装

conda config --add channels r
conda config --add channels bioconda
conda install pysam

pip install pysam



SAM文件操作
文件读取

import pysam
samfile = pysam.AlignmentFile("test.sam", "r")
samfile = pysam.AlignmentFile("test.bam", "rb")

for read in samfile.fetch()
    print(read)

class AlignmentFile(filepath_or_object, mode=None，...)

    Parameters:
        filepath_or_object: file path string or python File object
        mode: r – reading; w – writing; b – bam; c - cram



SAM文件操作
选择指定区域

import pysam

samfile = pysam.AlignmentFile("test.bam", "rb")

reads=samfile.fetch(contig='ref', start=0, end=15)
for read in reads:
    print(read)

function AlignmentFile.fetch(self, contig=None, start=None, stop=None，...)

    Returns: An iterator over a collection of reads.
    Return type: IteratorRow



SAM文件操作
文件输出
import pysam

samfile=pysam.AlignmentFile("test.bam", "rb")
paired_samfile=pysam.AlignmentFile("test_paired.bam", "wb", template=samfile)

for read in samfile.fetch():
    if read.is_paired:
        paired_samfile.write(read)

paired_samfile.close()
samfile.close()



SAM文件操作
堆积(pileup)格式



SAM文件操作
堆积(pileup)格式

for pileupcolumn in samfile.pileup():
    print(pileupcolumn.reference_name,
        pileupcolumn.reference_pos,
        pileupcolumn.nsegments)

function AlignmentFile.pileup(self,
    contig=None, start=None, stop=None，...)

    Returns: an iterator over genomic positions.
    Return type: IteratorColumn (PileupColumn)

parameters: pysam.PileupColumn.pileups
    list of reads (pysam.PileupRead) aligned to this column

class pysam.PileupRead()
    Representation of a read aligned to a particular position in the reference sequence.



SAM文件操作
堆积(pileup)格式
import pysam

samfile=pysam.AlignmentFile("test.bam", "rb" )

for pileupcolumn in samfile.pileup("ref"):
    ref_name=pileupcolumn.reference_name
    ref_pos=pileupcolumn.reference_pos+1
    coverage=pileupcolumn.nsegments
    print("\ncoverage at %s:%s = %s" % 
        (ref_name, ref_pos, coverage))
 
    for pileupread in pileupcolumn.pileups:
        if not pileupread.is_del and not pileupread.is_refskip:
            read=pileupread.alignment
            read_name=read.query_name
            base=read.query_sequence[pileupread.query_position]
            print('\tbase in %s = %s' % (read_name,base))



SAM文件操作
计算序列比对覆盖度

import pysam
import pandas as pd
cigar_type_dict = {0:'M',1:'I',2:'D',3:'N',4:'S',5:'H',6:'P',7:'=',8:'X',9:'B'}

samfile = pysam.AlignmentFile('test.bam', 'rb')
qlens = pd.read_table('qlens.txt', names = ['qname', 'qlen']).set_index('qname')
for record in samfile:
    qry_name = record.query_name
    qry_len = qlens['qlen'][qry_name]

    if record.is_mapped:
        qry_start = 0
        qry_aln_len = 0
        cigar = pd.DataFrame(record.cigartuples, columns=['cigar_typeid','cigar_count'])
        cigar['cigar_type'] = cigar['cigar_typeid'].map(lambda x:cigar_type_dict[x])
        if cigar['cigar_type'][0] in ['S','H']:
      qry_start += cigar['cigar_count'][0]
        qry_aln = cigar[cigar['cigar_type'].isin(['M','I','=','X'])]
        if not qry_aln.empty:
            qry_aln_len += sum(qry_aln['cigar_count'])
        qry_end = qry_start + qry_aln_len
        qry_cover = (qry_end - qry_start) / qry_len



SAM文件操作
SNP鉴定及获取序列基因型
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