
测序数据预处理



@B819B9ABXX:7:1101:1175:2095#ACAACCCGA/2

NCTTCTGAAACTATTCCAAACAACAGAAAAAGAGGGACTCCTCCCTAACTCATTTTAT

+

BXUUUXVUVXccccccccc_cZXXccaccXUUUY_c_cccccccXX_c_C_cC__ccX

文件格式.fastq，简称fq

每个点包含的信息 下机文件对应结果

Coordinate 坐标 序列ID(Line 1)

Color 颜色 碱基序列(Line 2)

Intensity profiles 光强 碱基质量值(Line 4)

Signal to noise  ratio信噪比 碱基质量值(Line 4)

Reading photosignal sequences

@CL100030398L1C001R001_0/1

GTACACTATGAGTACATCGTATGTGTAAATATGCATAATAAATGGAATAC

+

FFFFDDFFFF:@DF<DFACEFFFFFFFCECEE7BFFFFEFEFF>CDFBFF

VS

术语
Read(s)          sequence(s)

下机数据质量评价



DNBSEQ  PE测序数据

二代测序下机数据fastq, 存储了核酸序列和
相应质量值信息, 每条测序结果包含四行:

第一行：序列ID信息，此ID唯一

第二行：read 序列，由ATCGN组成

第三行：“+”

第四行：第二行每个碱基对应的质量值

下机数据质量评价：二代测序数据格式介绍



质量值 错误率 准确度

10 0.1 90%

20 0.01 99%

30 0.001 99.9%

40 0.0001 99.99%

50 0.00001 99.999%

Q=-10logP ，其中P代表该碱基被测错的概率。

若P=0.001，则Q=30，那么质量值编码字符为：

30+33=63对应的ASCII码，即“？”

下机数据质量评价：第四行质量值详解



下机数据质量评价



测序技术 错误率 读长 linkage 通量

Sanger 极低，0.01% 不定，~600bp SE 极低

Roche/454 低，~2% 不定，~400bp SE，PE 高

Illumina/solex
a

低，~1% 定长，25 -300bp SE，PE 高→极高

ABI/SOLiD 很低，~0.1% 定长，25 -35bp SE 高

Ion torrent 低，~1% 定长，100 -200bp SE 高

MGI/CG 低，~0.5% 定长，25 –150bp SE，PE 高→极高

Helicos 高，未知 不定，20-100bp SE 低

PacBio 高，~15% 不定，可达40kb SE 中→高

Nanopore 极高→高，
40%→4%

不定，可达10Mb SE 中→高

下机数据质量评价



测序数据质量评估实践

1. 进入自己工作目录：
$ cd

2. 查看当前文件夹：
$ ls

3. 创建分析流程需要的全部文件夹
$ mkdir 00_ref 01_clean 02_align 03_SNPCalling 04_annotation raw_data

4. 拷贝你的测序原始文件到raw_data文件夹下
$ mv ~/*.fq.gz ~/raw_data



测序数据质量评估实践

5. 将以下路径目录中所有文件（/home/00_ref）拷贝至自己个人的新建目录00_ref下
$ cd
$ cd 00_ref
$ cp /home/00_ref/*.* ./



测序数据质量评估实践

6. 在集群分析路径下使用ls命令检查数据文件拷贝是否齐全：
$ cd
$ ls raw_data
$ ls 00_ref/

7. 使用以下命令查看下机数据基本格式，查看完毕，单击q即可退出：
$ less ~/raw_data/test.fq.gz



测序数据质量评估实践

8. 使用SOAPnuke生成数据质量评估表，并按指定标准对低质量数据进行过滤，向01_clean中生成
clean数据：
$ /Pipeline/FIS.Traits/tools/SOAPnuke filter -1 ~/raw_data/test.fq.gz -l 10 -q 0.5 -n 0.01 -T 1 -o 
~/01_clean/ -C test_clean.fq.gz
$ ls 00_ref/

9. 可在01_clean路径下使用less命令逐一查看测序数据质量评估表，我们简单展示过滤前后数据总体情
况如下：
$ less ~/01_clean/Basic_Statistics_of_Sequencing_Quality.txt

(查看完毕，单击q即可退出)



测序数据质量评估实践

10. 使用FASTQC工具对数据质量情况进行绘图，通过图形化展示了解数据质量：
$ /Pipeline/FIS.Traits/tools/anaconda/bin/fastqc ~/01_clean/test_clean.fq.gz

A quality control tool for high throughput sequence data.

FastQC 简单快速对下机数据进行质控，提供11种质控指标。
可输入BAM/SAM/FASTQ文件格式，直接给出质控结果，
HTML格式报告，一键式操作。



测序数据质量评估实践

11. FASTQC结果展示
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