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RNAseq测序原理介绍

随着后基因组学的到来，转录组学、蛋白质组学、代谢组学等各种组学技术相继出现，其中转录组学是

率先发展起来以及应用最广泛的技术。转录组，广义上指特定组织或细胞在某一发育阶段或功能状态下转录

出来的所有RNA的总和，包含mRNA、rRNA、tRNA与其他非编码RNA；狭义上指所有mRNA的集合。

转录组测序（RNA-Seq）是针对基因组上起到转录作用的区间进行测序。其技术原理主要是从总RNA

中通过ployA富集单链的mRNA，经反转录得到双链cDNA，然后对cDNA进行高通量测序过程。RNA-Seq具

有操作简单、不局限于已知的基因组序列信息，不需要克隆、可获得低丰度表达基因、通量高、灵敏度高、

成本低及应用领域广等优点。

转录组测序（RNA-Seq）对研究关键调控基因，发现新转录本，寻找不同处理条件下与差异性状或表

型相关联的主要功能基因，寻找时序性变化、空间特异性变化的主控因素，在转录水平上进行性状定位、进

化生物学研究等提供技术支持。

根据是否有参考基因组信息，可分为有参转录组和无参转录组测序。
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RNAseq测序原理介绍

RNA-Seq是一种集合实验方法和计算机手段为一体的技术。RNA-Seq中的实验方法涉及从细胞或组织

样本中分离RNA、构建不同RNA文库、对文库进行化学法测序以及随后的生物信息学数据分析。

RNA-Seq方法的产生源自于测序技术的世代革新。

第一代测序技术又称Sanger测序，指Sanger双脱氧链终止法测序，一次运行可产生10万条600-1000bp

的碱基序列。

特点：1.准确；2.灵敏度较低；3.通量小，成本高；4.只能检测到部分突变形式。
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RNAseq测序原理介绍

第二代测序技术也称下一代测序(NGS)或高通量测序技术。一次运行可产生60亿条100bp的碱基序列。

优势：1.通量高，成本低；2.灵敏度高；3.速度快；

缺点：读长短；

第三代测序技术是指单分子测序技术，也叫从头测序技术，同样是通过化学合成法进行大规模边合成边

测序，不同之处在于，可以实现对每一条DNA或RNA分子进行单独测序。每个反应所读取的序列长度

（reads）变得更长，甚至可达到10000个核苷酸。

优势： 1.通量高；2.灵敏度高；3.速度快；4.数据可实时读取；5.可直接测序RNA；

缺点：错误率目前相对较高，且是随机错误。
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RNAseq测序原理介绍

RNA样品检测

mRNA富集及反转录

末端修复、3‘加A

连接接头、片段选择

PCR富集

文库质控

上机测序

实验流程
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RNAseq测序原理介绍

生物信息分析流程
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数据质量控制

测序数据（reads）格式：fastq

FASTQ格式文件示意图

FASTQ文件中通常每4行对应一个序列单元：第一行以@开头，后面接着序列标识

（ID）以及其它可选的描述信息；第二行为碱基序列，即Reads；第三行以"+"开头，后面

接着可选的描述信息；第四行为Reads每个碱基对应的质量打分编码，长度必须和Reads的
序列长度相同。
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下机后的测序数据需要进行质控和预处理，以保证后续分析所用的reads序列是干净可靠的。质控相关的软件有很多，例

如cutadapt软件用于去除接头序列，trimmomatic软件可以根据碱基质量和reads长度过滤序列，fastqc软件可用于评估数据的质

量，包括每个碱基的质量、类别，序列长度、K-mer序列、模糊碱基、冗杂序列和重复序列等。但这些软件大多不支持多线程，

而且每个软件的功能有限，需要使用多个软件才能完成整个质控过程。目前使用最广泛的质控软件为fastp，其一次扫描分析就

就可完成以上几款软件的所有功能，并且该软件支持多线程，运行速度非常快。

fastp软件的部分功能：

（1）过滤（包括低质量的序列、太短的序列、太多N的序列）；

（2）全局裁剪（在头/尾部，不影响去重），对于illumina下机数据往往最后一到两个cycle需要这样处理；

（3）去除接头，无需输入接头序列，算法会自动识别接头序列并进行去除；

（4）对于双端（PE）的数据，会自动查找每一对reads的重叠区域，并对该重叠区域中不匹配的碱基进行碱基进行校正。

（5）去除尾部的polyG，对于illumina，NovaSeq的测序数据，因为是两色法发光，polyG是常有的，所以该特性对这两类

测序平台默认打开。

（6）对数据进行全方位质控，并生成人性化的质控报告。

数据质量控制
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数据质量控制

fastp命令示例：

fastp -i sampleA1_1.fastq.gz -I sampleA1_2.fastq.gz -o sampleA1.clean.R1.fq.gz -O sampleA1.clean.R2.fq.gz

参数说明：

-a, --adapter_sequence     # 指定接头序列。（对于双端数据，通过read1和read2之间的overlap可判断接头，因此通常可

以不指定接头序列）

--detect_adapter_for_pe    # 开启双端的接头检测(应该不同于overlap方法)；

-5, --cut_front       # 默认关闭，从5'开始滑动窗口，如果滑窗内的碱基质量值低于阈值，则切除，继续滑动，否则停止；

-3, --cut_tail        # 默认关闭，从3'端开始滑动，同上；

-n, --n_base_limit    # 限制N的数量；

--cut_window_size     # 设置滑窗大小；

--cut_mean_quality    # 平均质量值阈值；

-l, --length_required    # 最小长度值；

-q, --qualified_quality_phred    # 质量值低于此值认为是低质量碱基，默认15，表示质量为Q15；
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数据质量控制

参数说明：

--json         # json格式的输出文件；

--html         # html格式的输出文件；

--failed_out   # 存储过滤的reads，过滤的原因会加入到read name中；

--unpaired1    # 存储read2被过滤但read1满足要求的read1；

--unpaired2    # 存储read1被过滤但read2满足要求的read2；

               # 这两个参数可指定相同的文件，来同时保存read1和read2

fastp -a auto --detect_adapter_for_pe -w 4 -i sampleA1_1.fastq.gz -I sampleA1_2.fastq.gz --cut_front --cut_tail --

n_base_limit 5 --cut_window_size 4 --cut_mean_quality 20 --length_required 75 -o sampleA1.clean.R1.fq.gz -O 

sampleA1.clean.R2.fq.gz --json sampleA1.cleandata.fastp.json --html sampleA1.cleandata.fastp.html

分析命令参考：
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数据质量控制

fastp质控结果报告：
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RPKM、FPKM、TPM的区别

1. Read count

概念：比对到gene A 的reads数

用途：（1）换算RPKM，FPKM等后续其他指标

           （2）作为基因表达差异分析（DESeq，edgeR）的输入数据

2. RPKM

概念：Reads Per Kilobase of gene model per Million mapped reads

                                                                           目标基因的数值：                       参照的数值：

 公式：                                                                rg：每个基因的reads数；            R：样本测序得到的总reads数

                                                                            flg：每个基因的长度；                     

本质：

（1）以reads数为计数单位

（2）对基因长度（基因间的比较）和总数据量（样本间的比较）做矫正



云南省生物大数据重点实验室 生信帮

RPKM、FPKM、TPM的区别

RPKM的优化：FPKM，TPM
3. FPKM

F=Fragment，即测序片段的数量。比对上的一对reads为一个fragment。

本质：以文库中的片段数量为计算单位，是在PE测序上对RPKM的校正。

4. TPM

T = Transcripts

公式：
rg        

lg           

Sum(rg/lg+……+ rm/lm)
TPMg = 

1000000 rg：每个基因的reads数；

lg：每个基因的长度;
Sum(rg/lg+……+ rm/lm)：该样本所有校正后的
reads数之和

TPM在一定条件下定量更准，尤其在样本间表达基因总数差异很大的情况下。
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     定量分析（hisat2+stringtie）

一. Hisat2软件

1. 简介

hisat2是一款短序列比对的工具，主要用于转录组数据的比对，是hisat比对工具的升级版。

2. 用法

（1）对参考基因组建立索引（hisat2-build）：

命令示例：  hisat2-build genome.fa genome.fa

可选参数说明：

-p 线程数，根据计算机资源和参考基因组情况修改；

--large-index，4G以上的超大基因组建议加上这个参数；

索引建立完成后，会生成8个ht2结尾的文件，示例如右图：
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     定量分析（hisat2+stringtie）

2. 用法

（2）将质控后的reads序列比对至参考基因组上（hisat2）：

命令示例：hisat2  –p  8  --dta  –x  genome.fa  -1  sampleA1.R1.fastq.gz -2  sampleA1.R2.fastq.gz   –S  sampleA1.sam 

可选参数说明：

-p 线程数，根据计算机资源和参考基因组情况修改；

-x 参考基因组索引文件的前缀；

-1 R1端的reads序列；

-2 R2端的reads序列；

-S 输出文件名（sam格式）
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     定量分析（hisat2+stringtie）

二. stringtie软件

1. 简介

StringTie是一种快速高效的RNA-Seq序列比对组装器。它的输入为短序列的比对结果。为了在实验之间鉴定差异表达的基因，

可以使用Ballgown，Cuffdiff或其他（DESeq，edgeR等）专用软件来处理StringTie的输出。

2. 用法

（1）转录本组装（stringtie）：

命令示例：stringtie  -p  8  -G  genome.gtf  -o  sampleA1.gtf  -l  sampleA1  sampleA1.bam 

可选参数说明：

-p   线程数，根据计算机资源和参考基因组情况修改，默认1；

-G  指定基因组的gtf注释文件，在-e未设置的条件下，输出中包括注释文件中的转录本和预测的新型转录本；

-o   指定输出文件名，默认输出为标准输出；

-l    输出文件的前缀名；

-e  加上该参数表示只统计可以匹配-G指定的参考gtf中的转录本，不再对新的转录本做预测，这可以加快程序的运行速度；
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     定量分析（hisat2+stringtie）

2. 用法

（2）转录本合并（stringtie --merge）：

命令示例：stringtie --merge –p 8 –G  genome.gtf -o stringtie_merge.gtf mergelist.txt 

可选参数说明：

-p   线程数，根据计算机资源和参考基因组情况修改，默认1；

-G  指定基因组的gtf注释文件，在-e未设置的条件下，输出中包括注释文件中的转录本和预测的新型转录本；

-o   指定输出文件名，默认输出为标准输出；

-l    输出文件的前缀名；
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     定量分析（hisat2+stringtie）

2. 用法

（3）转录本（基因）的定量（stringtie）：

命令示例：stringtie  -B  -p  8  -G   stringtie_merge.gtf  -o sampleA1.gtf  sampleA1.bam

可选参数说明：

-p   线程数，根据计算机资源和参考基因组情况修改，默认1；

-G  指定基因组的gtf注释文件，在-e未设置的条件下，输出中包括注释文件中的转录本和预测的新型转录本；

-o   指定输出文件名，默认输出为标准输出；

-b   指定 *.ctab 文件的输出路径, 而非-o选项指定的路径；

-B   使用该选项，则会输出Ballgown输入表文件（* .ctab）,在-b未设置的情况下，使用-o的路径输出；
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     定量分析（hisat2+stringtie）

三. samtools软件

1. 简介

Samtools是一个用来处理SAM/BAM格式的比对文件的工具，它能够输入和输出SAM/BAM格式的文件，对其进行排序、合并、建立

索引等处理。排序后的BAM文件通常用于后续转录本的组装与定量。

2. 用法

对sam文件进行排序，并转换成bam格式文件：

命令示例：samtools  sort  -@  8  -o  sampleA1.bam  sampleA1.sam

可选参数说明：

sort  排序命令

-@   线程数，默认是单线程；

-o   设置最终排序后的输出文件名；
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     定量分析（hisat2+stringtie）

# 基因组建索引

hisat2-build -p 4 ref/genome.fa ref/genome.fa
# hisat比对

h i s a t 2  - p  4  - - d t a  - x  r e f / g e n o m e . f a  - 1  r e s u l t / 1 . Q C / s a m p l e A 1 / s a m p l e A 1 . c l e a n . R 1 . f q . g z  - 2 
result/1.QC/sampleA1/sampleA1.clean.R2.fq.gz -S result/2.hisat/sampleA1/sampleA1.sam
# 对sam文件排序并转换成bam文件

samtools sort -@ 4 -o result/2.hisat/sampleA1/sampleA1.bam result/2.hisat/sampleA1/sampleA1.sam
# 转录本组装

stringtie -p 4 -G ref/genome.gtf -o result/3.stringtie/sampleA1/sampleA1.gtf -l sampleA1 result/2.hisat/sampleA1/sampleA1.bam
# 转录本合并

#（1）制作mergelist.txt文件

ls result/3.stringtie/*/* > result/3.stringtie/merge/mergelist.txt
#（2）转录本合并

stringtie --merge -p 4 -G ref/genome.gtf -o result/3.stringtie/merge/stringtie_merge.gtf result/3.stringtie/merge/mergelist.txt
# 转录本定量

s t r i n g t i e  - b  r e s u l t / 4 . b a l l g o w n / d a t a / s a m p l e A 1 /  - p  4  - G  r e s u l t / 3 . s t r i n g t i e / m e r g e / s t r i n g t i e _ m e r g e . g t f  - o 
result/3.stringtie/quantify/sampleA1.gtf result/2.hisat/sampleA1/sampleA1.bam

实操代码
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     差异分析（Ballgown）

Ballgown是一个专门用来进行差异分析的R包，它可以直接读入stringtie的转录组组装和定量数据。

分析代码:

1. 加载相关R包，读取数据

# 安装R包

BiocManager::install("ballgown")

# 加载R包

library(ballgown)

library(genefilter)

library(dplyr)

# 读入样本的分组信息

pheno_data = read.csv("group.csv",sep="\t",header=TRUE)

# 读入定量分析数据

bg_data = ballgown(dataDir="result/4.ballgown/data/",samplePattern="sample",pData=pheno_data)
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     差异分析（Ballgown）

2. 数据筛选

# 筛选FPKM在样本中方差大于1的转录本

bg_filt = subset(bg_data,"rowVars(texpr(bg_data))>1",genomesubset=TRUE)

3. 差异表达分析

# 对转录本进行差异分析

results_transcripts=stattest(bg_filt,feature="transcript",covariate="group",getFC=TRUE,meas="FPKM")

# 对基因进行差异分析

results_genes=stattest(bg_filt,feature="gene",covariate="group",getFC=TRUE,meas="FPKM")

# 给转录本添加基因名和基因ID

results_transcripts=data.frame(geneNames=ballgown::geneNames(bg_filt),geneIDs=ballgown::geneID

s(bg_filt),results_transcripts)
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     差异分析（Ballgown）

4. 差异分析结果处理

# 根据p-value值对分析结果进行排序(由小到大)

results_transcripts = arrange(results_transcripts,pval)

results_genes = arrange(results_genes,pval)

# 提取显著差异表达的基因和转录本（即q value值小于0.05）

results_transcripts_0.05 = subset(results_transcripts,results_transcripts$qval < 0.05)

results_genes_0.05 = subset(results_genes,results_genes$qval < 0.05)

# 将显著差异表达的基因和转录本写入输出文件

write.table(results_transcripts_0.05,file="result/4.ballgown/transcripts_0.05.xls",sep="\t",quote=FALSE)

write.table(results_genes_0.05,file="result/4.ballgown/genes_0.05.xls",sep="\t",quote=FALSE)
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     差异分析（Ballgown）

Ballgown分析结果展示

fc：差异倍数

pval：原始的p值

qval：校正后的p值
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     差异分析（DESeq2）

DESeq2是DESeq的更新版本。两者分析原理相同，但DESeq2使用更简单。

两者最大的区别在于：DSEeq使用estimateSizeFactors()函数和estimateDispersions()函数分别估计大小因子

和方差，而DESeq2使用DESeq()函数一步完成大小因子和方差的估计。

DESeq

DESeq2
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     差异分析（DESeq2）

DESeq2差异分析的三个主要数据：

u表达矩阵（原始的count数据）

u分组矩阵（实验设计的分组情况）

u差异比较矩阵（指定差异比较对象）
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     差异分析（DESeq2）

DESeq2差异分析的三个主要步骤：

1. DESeqDataSetFromMatrix()构造dds对象

2. DESeq()函数进行差异分析

3. results()函数提取差异分析结果
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     差异分析（DESeq2）

分析前数据准备

DESeq2分析的输入文件是reads的计数文件，该文件可从比对后的sam文件中产生。

软件：htseq-count

命令： samtools sort -n -@ 8 -o ERR188044_chrX.sam ERR188044_chrX.bam

htseq-count  ERR188044_chrX.sam  chrX.gtf  > ERR188044_chrX_counts.txt
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     差异分析（DESeq2）

输入数据格式
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     差异分析（DESeq2）

分析代码:

1. 加载相关R包，读取数据

# 安装R包

BiocManager::install("DESeq2")

# 加载R包

library(DESeq2)

# 读取count数据表

countsTable <- read.delim("result/5.DESeq2/counts.xls",header = T,row.names = 1)

# 读取样本分组信息

countsDesign <- read.csv("group.csv",sep="\t",header=TRUE)
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     差异分析（DESeq2）

2. 数据转换处理

# 先将读取数据由data.frame转换成matrix类型

countsMatrix <- as.matrix(countsTable)

# 再将countsMatrix转换成DESeq2的数据格式（构建dds）：

dds <- DESeqDataSetFromMatrix(countsMatrix,colData = countsDesign, design = ~ group) 

3. 数据过滤及差异分析

# 将所有样本中count值均为0的基因去除

dds <- dds[rowSums(counts(dds))>0,] 

# DESeq差异分析：大小因子的估计，离差的估计，负二项分布的拟合以及计算相应的统计量

dds <- DESeq(dds,parallel = T) 

# 提取组间差异表达基因的分析结果：

group_res <- results(dds, contrast = c("group","A","B"), parallel=T)
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     差异分析（DESeq2）

4. 差异分析结果处理

# 提取组间显著差异表达的基因（padj<0.01）：

group_Sig_0.01 <- group_res[which(group_res$padj<0.01),]

# 将分析结果写入文件：

write.table(group_Sig_0.01,file = "result/5.DESeq2/group_Sig_0.01_DESeq2.xls",sep="\t",quote=FALSE)



云南省生物大数据重点实验室 生信帮

     差异分析（DESeq2）

DESeq2分析结果展示

baseMean：经过矫正的reads count均值；

log2FoldChange：对差异倍数取以2为底的对数；

lfcSE：差异倍数取对数后的标准差；

stat：Wald统计量，由logfoldchange除以标准差所得；

pvalue：原始的p值
padj：校正后的p值
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     差异分析（edgeR）

edgeR差异分析的三个主要数据：

u表达矩阵（原始的count数据）

u分组矩阵（实验设计的分组情况）

u差异比较矩阵（指定差异比较对象）
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     差异分析（edgeR）

edgeR差异分析的五个主要步骤：

1. DGEList()构造DGEList对象

2. model.matrix()函数构建设计矩阵
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     差异分析（edgeR）

edgeR差异分析的五个主要步骤：

3. estimateDisp()函数进行差异分析

4. glmQLFit()函数构建DGEGLM对象
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     差异分析（edgeR）

edgeR差异分析的五个主要步骤：

5. glmQLFTest()函数进行QL F-test

edgeR的输入数据格式同DESeq2
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     差异分析（edgeR）

分析代码:

1. 加载相关R包，读取数据

# 安装R包

BiocManager::install("edgeR")

# 加载R包

library(limma)

library(edgeR)

# 读取count数据表

countsTable <- read.delim("result/5.DESeq2/counts.xls",header = T,row.names = 1)

# 读取样本分组信息

countsDesign <- read.csv("group.csv",sep="\t",header=TRUE)
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     差异分析（edgeR）

2. 数据处理

# 建立DGEList对象(edgeR的数据分析格式)

dg_list <- DGEList(counts = countsTable, group = countsDesign$group)

# 过滤至少有3个样本的counts数大于1

keep <- rowSums(cpm(dg_list)>1) >= 3

dg_list <- dg_list[keep,,keep.lib.sizes=FALSE]

# 数据标准化

dg_list <- calcNormFactors(dg_list)

# 建立设计矩阵

design <- model.matrix(~0 + group,data = countsDesign) 

# 修改设计矩阵的列名

colnames(design) <- levels(factor(countsDesign$group))
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     差异分析（edgeR）

3. 差异分析

# 估计方差

dg_list <- estimateDisp(dg_list,design)

# 构建DGEGLM对象

fit <- glmQLFit(dg_list,design)

#建立对照：

my.contrasts <- makeContrasts(A.vs.B = A - B, levels = design)

# 差异分析（用 quasi-likelihood (QL) F-test ）

qlf_A.vs.B <- glmQLFTest(fit,contrast = my.contrasts[,"A.vs.B"])

qlf_A.vs.C <- glmQLFTest(fit,contrast = my.contrasts[,"A.vs.C"])
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     差异分析（edgeR）

4. 差异分析结果处理

# 对每组差异分析结果的pvalue进行校正

A.vs.B_padjust <- p.adjust(qlf_A.vs.B$table$PValue, method = "BH")

A.vs.C_padjust <- p.adjust(qlf_A.vs.C$table$PValue, method = "BH")

# 提取显著差异表达的基因

Sig_A.vs.B <- qlf_A.vs.B$table[which(A.vs.B_padjust < 0.05),]

# 将分析结果写入文件

write.table(Sig_A.vs.B,file = "result/6.edgeR/Sig_A.vs.B_0.05_edgeR.xls",sep="\t",quote= 

FALSE,row.names=T)
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     火山图绘制

火山图(Volcano plot)常用于展示显著差异表达的基因，图中的x轴是特征值取log2

转换的倍数变化值，该值大于0表示上调基因，小于0表示下调基因，越偏离中心差异倍数

越大；y轴是取-log10变换的p值或者调整后的p值，值越大差异越显著。
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     火山图绘制

绘图R包 ggplot2

绘图数据示例
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     火山图绘制

分析代码:

1. 加载相关R包，读取数据

# 加载R包

library(ggplot2)

# 读取绘图数据

plotdata <- read.csv("result/7.plot_volcano/volcano_data.xls",sep="\t",header=TRUE)

# 数据分组处理

p l o t d a t a $ c h a n g e  < -  i f e l s e ( p l o t d a t a $ p _ v a l u e < 0 . 0 0 0 0 0 0 1  & 

abs(plotdata$log2FoldChange)>=1,ifelse(plotdata$log2FoldChange>1,"Up","Down"),"Unchange")
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     火山图绘制

2. 绘图

ggplot(plotdata, aes(x=log2FoldChange, y=-log10(p-value), colour = gene) 

+ geom_point()                        # 绘制散点图

+ xlab("log2foldchange")         # 指定X轴坐标名称

+ ylab("-log10pvalue")             # 指定Y轴坐标名称

+ scale_x_continuous(limits = c(-10,10), breaks = c(-5,-3,-1,0,1,3,5))     # 指定X坐标轴范围和刻度线

+ ylim(0,300)                                # 指定Y坐标轴范围

+ scale_colour_manual(values = c("green","black", "red"), labels = c("down", "unchanged", "up")) 

+ ggtitle("volcano plot")                     # 指定图片主题名

+ geom_hline(yintercept = 1.3)         # 指定Y轴阈值线（即-log10(0.05)的值）

+ geom_vline(xintercept = c(-1,1)))    # 指定X轴阈值线（即-log2(-2)和-log2(2)的值）
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     venn图绘制

韦恩图（Venn Diagram）主要用来展示多个集合之间的逻辑关系
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     venn图绘制

绘图包 VennDiagram

绘图数据示例
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     venn图绘制

几种绘图函数介绍

u 各个集合内的元素未知，只知道各个集合及相互之间交集的大小

draw.pairwise.venn()            #绘制两个集合的venn图

draw.triple.venn()              #绘制三个集合的venn图

draw.quad.venn()                #绘制四个集合的venn图

draw.quintuple.venn()           #绘制五个集合的venn图

u知道各个集合内的元素

venn.diagram()                  #可绘制2-5个集合的venn图
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     venn图绘制

venn.diagram函数及默认参数

venn.diagram(x, filename, height = 3000, width = 3000, resolution = 500, lwd = 2, lty = 2, col = 

"black", fill = NULL, alpha = 0.5, rotation.degree = 30, rotation.centre = c(20,40), rotation = 1, cat.pos = 

c(-40,40,180), cat.cex = 1, cat.col = "black", cat.dist = c(0.05,0.05,0.025), imagetype = "tiff", na = "stop", 

main = NULL, sub = NULL, main.pos = c(0.5, 1.05), main.fontface = "plain", main.fontfamily = "serif", 

main.col = "black", main.cex = 1, main.just = c(0.5, 1), sub.pos = c(0.5, 1.05), sub.fontface = "plain", 

sub.fontfamily = "serif", sub.col = "black", sub.cex = 1, sub.just = c(0.5, 1), category.names = names(x))
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     venn图绘制

分析代码:

1. 加载相关R包，读取数据

# 加载R包

library(VennDiagram)

# 读取绘图数据

plotdata <- read.csv("8.plot_venn/venn_data.xls",sep="\t",header=TRUE)
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     venn图绘制

2. 绘图（以绘制3个集合的venn图为例）

（1）已知每个集合的具体元素，venn.diagram()函数作图

venn.diagram(plotdata, height = 1000,width = 1000, col = c("green","red","blue"),fill = c("green","red","blue"),lwd = 

0.8, lty = 2, cat.dist = 0.05,cat.col = c("green","red","blue"),cat.cex = 0.5,category.names = c("Wild","Cul","Durum"), 

filename = "data.png", imagetype = "png")

cex：数字的字体大小；alpha：透明度；fontface：字体粗细（加粗bold）；col：圆圈线条颜色；fill：圆圈填充颜

色；lwd：圆圈线条粗细；lty：圆圈线条形状（1实线，2虚线，blank无线条）；cat.dist：标签距离圆圈的远近；cat.col：

标签的颜色；cat.cex：标签字体大小；category.names：各集合的标签名；filename：输出文件名； imagetype：输出

图片的格式类型。
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     venn图绘制

2. 绘图（以绘制3个集合的venn图为例）

（1）每个集合的具体元素未知，但各集合交集的大小已知，draw.triple.venn()函数作图

A <- length(venn_data$V1)

B <- length(venn_data$V2)

C <- length(venn_data$V3)

AB <- length(intersect(venn_data$V1,venn_data$V2))

AC <- length(intersect(venn_data$V1,venn_data$V3))

BC <- length(intersect(venn_data$V2,venn_data$V3))

ABC <- length(intersect(intersect(venn_data$V1,venn_data$V2),venn_data$V3))

draw.triple.venn(area1 = A,area2 = B,area3 = C,n12 = AB,n13 = AC,n23 = BC,n123 = ABC,category = 

c("Wild","Cul","Durum"),col = c("red","yellow","blue"),fill = c("red","yellow","blue"),lwd = 0.8,cat.cex = 1.5,cat.col = 

c("red","yellow","blue"),cat.dist = 0.08,lty = 2)
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     热图绘制

热图通常用来展示两组或多组处理中特定基

因（或外显子）的表达情况。热图使用不同颜色

尺度来呈现基因（或外显子等）的表达量。图中

的特征值按列（样本）和行（基因）排列。每个

图形单元的颜色是由表达值的大小决定的。同时

会对列（样本）或行（基因）进行分层聚类，聚

类结果会在图的上部或左部以树的形式展现。
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     热图绘制

绘图包 pheatmap

绘图数据示例（每个样本
基因表达量的fpkm值）
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     热图绘制

pheatmap函数及默认参数

p h e a t m a p ( d a t a ,  c l u s t e r _ r o w s  =  T R U E ,  c l u s t e r _ c o l s  =  T R U E ,  c o l o r  = 

colorRampPalette(rev(brewer.pal(n=7,name= "RdYlBu")))(100), border_color = "grey60", scale = "none", 

cellwidth = NA, cellheight = NA, treeheight_row=50, treeheight_col=50, cutree_rows = NA, cutree_cols 

= NA, display_numbers = F, fontsize = 10 ,fontsize_number = 0.8 * fontsize，number_color = "grey30" ，

show_rownames = T, show_colnames = T, main = NA， legend = TRUE, legend_labels = NA, 

annotation = NA, annotation_names_row = TRUE, annotation_names_col = TRUE)
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     热图绘制

分析代码:

1. 加载相关R包，读取数据

# 加载R包

library(pheatmap)

# 读取绘图数据

plotdata <- read.delim("result/9.plot_heatmap/heatmap_data.xls",header = T, row.name = 1)
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     热图绘制

2. 绘图

pheatmap(plotdata, color = colorRampPalette(c("blue","green","red"),bias = 1.2)(100), cellheight = 8, cellwidth = 

35, cluster_cols = FALSE, scale = "column", cutree_cols = 4, cutree_rows = 2, display_numbers = T, number_color = 

"grey10", main = "DE in group", show_rownames = F)

cellheight：单元格高度；cellwidth：单元格宽度；cluster_cols：是否对列进行聚类；scale：表示进行均一化的方

向（值为  " row",  "column" 或者"none"）；cutree_cols：若进行了列聚类，根据列聚类数量分隔热图列；

display_numbers：是否显示数字；number_color：数字颜色；main：热图的标题名；show_rownames：是否显示行

名；
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     WGCNA分析

WGCNA：Weighted Gene Co-Expression Network Analysis

中文名：加权基因共表达网络分析

该分析旨在寻找协同表达的基因模块(module)，探索基因网络与关注的表型之间的关系，以及网络中的核心基因（hub基

因）的鉴定。其中网络中点代表基因，边代表基因表达相关性。基于网络的基因筛选法，可用于识别候选生物标志物或治

疗靶标。

WGCNA适用于复杂的数据模式，推荐15个样本以上的数据。

常见的应用方向：

u 不同器官/组织类型发育调控；

u 同一组织不同时期发育调控；

u 不同处理方式的作用机制；

u 病原体感染宿主的响应机制；
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     WGCNA分析

为什么要使用WGCNA分析？

u 差异分析标准的主观性太强；

u 大样本量情况下，差异分析无法对基因进行有效聚类；

u 强调基因集（module）而非单个基因；

WGCNA分析的主要内容
从方法上来讲，WGCNA分析分为表达量聚类分析和表型关联分析两部分。具体包含以下5个内容：

1. 共表达基因网络构建；

2. 基因模块鉴定；

3. 模块与性状的相关性；

4. 模块间的关系；

5. 模块内hub基因鉴定；
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     WGCNA分析

WGCNA分析数据准备

数据对象

u表达量矩阵：转录组的表达量矩阵，RPKM、FPKM、TPM均可，要求基因在行，样本在列；

u性状矩阵：用于关联分析的表型数据，必须是数值型特征，质量性状可以转换为0-1的矩阵形式；

样本数

u 至少15个样本

过滤

utop表达基因（如top 5000）

u高变异系数基因（如最高的50%的基因）

u差异表达基因
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     WGCNA分析

通过基因之间的相关系数转换成邻接矩阵

（Adjacency Matrix），依据邻接矩阵构建TOM矩阵

(topological overlap Matrix)，基于TOM矩阵构建

分层聚类树，聚类树的不同分支代表不同的基因模

块。

结果解读

TOM值表示基因间的相似度，将具有相似表达趋

势的基因聚到一类。这些具有相似表达趋势的基因

可以认为这些基因在功能上是相似的。

WGCNA主要步骤——计算基因间的相关系数
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     WGCNA分析

基于基因的加权相关系数计算出来的TOM值，将基因

按照表达模式进行聚类，表达模式相似的基因归为一个模

块（Module）。通常将模块树的分支采用dynamic branch 

cut methods，该方法的优点是可以自动化的将module区

分开，不再需要手动指定高度。

结果解读

dynamic branch cut ，不同模块用不同颜色表示，

同一模块的基因通常具有相似的功能。

Merged dynamic，要将相关性大于等于0.8的模块进

行合并。

WGCNA主要步骤——鉴定基因模块
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     WGCNA分析

将上一步鉴定到的基因模块与外部性状进行关联分析，来看每个模块分别与哪个性状高度相关，从而找

到我们感兴趣的性状对应的基因模块。

通过以下两个参数将每个模块与性状关联起来：

Ø模块特征值与性状的相关系数；

Ø模块与性状关联的显著性；

WGCNA主要步骤——基因模块与性状间的相关性
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     WGCNA分析

结果解读

WGCNA中使用PCA的方法计算模块矩阵的主成分，得到module eigenvalue（ME）。当ME越接近于0，则认为

该性状与模块基因越不相关，而越接近于1或-1，则认为该性状与模块基因高度相关，正负表示其是正相关还

是负相关。

选择与某性状相关性最高的模块作为该性状的特征模块。

WGCNA主要步骤——基因模块与性状间的相关性



云南省生物大数据重点实验室 生信帮

     WGCNA分析

模块之间不是孤立存在的，相互之间是有联系的，通过网络

热图可以直观的看到性状关联模块与其它模块之间的联系强弱,从

而鉴定各模块间的相关性。

结果解读

相关性越强的模块之间可能功能也相似；

在实际分析过程中，可以适当合并相关性强的模块做下一步

分析。

WGCNA主要步骤——模块间的相关性
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     WGCNA分析

用于鉴定模块中与性状最相关的基因。

module membership（MM）表示模块中的每个基因表达与模块间

的相关性，MM值越接近于1或-1，则认为该基因与所在模块基因高度

相关，正负表示其是正相关还是负相关

gene significance（GS）表示模块内基因与对应性状的显著性。

WGCNA主要步骤——计算MM值和GS值
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     WGCNA分析

结果解读

右图横坐标表示基因与模块的相关性（MM），纵坐标表

示基因与性状的显著性（GS）；

二者的相关性越强越好（斜对角分布）；

二者的相关性P值越低越显著；

如果MM和GS相关性较强，表明与性状高度相关的基因，

通常也是该性状对应模块内比较重要的基因。因此后续在筛

选核心基因做验证时应该考虑这两个值，优先推荐选取右上

角部分的基因。

WGCNA主要步骤——计算MM值和GS值
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通过模块内部基因的关联网络，找到该模块的关键基因（hub gene），利用关系预测基因功能，并进行网络分析。

一般使用3个标准来筛选核心基因：

（1）基因与指定模块的显著性>0.2；

（2）基因与指定模块的相关性（MM）>0.8；

（3）q.weighted < 0.01

WGCNA主要步骤——基因网络构建
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     WGCNA分析

WGCNA主要步骤——基因网络构建

结果解读

越核心的基因与其他基因的连接度越多；

重点研究的基因以高亮的形式展现，突出体现；

不同类型基因可以用不同的形状展示；




