
实验 2.3 变异检测 

一、实验背景 

变异检测是指通过高通量测序技术对某一物种个体或群体的基因组进行测
序及差异分析， 获得大量的遗传变异信息，如单核苷酸多态性（single nucleotide 
polymorphisms，简称 SNP）、插入缺失（Insertion–deletion mutations，简称 InDel）、
结构变异（structural variation，简称 SV）、拷贝数变异（copy number variation，
简称 CNV）等用于开发分子标记建立遗传多态性数据库，为后续揭示进化关系、
挖掘功能基因等奠定数据基础。本章节是在序列数据比对的基础上进行变异的识
别、过滤和注释。 

二、教学目标 

变异是什么？变异的类型有哪些？如何基于序列比对结果进行变异的识别？
常见的变异检测的方法和工具有哪些？ 

本节课程，我们将基于序列比对的结果进行变异检测分析，学习变异检测的
思路和操作方法。 

三、实验原理 

第一部分 中心法则  

中心法则是指遗传信息从 DNA传递给 RNA，再从 RNA传递给蛋白质的转
录和翻译的过程，以及遗传信息从 DNA 传递给 DNA 的复制过程，这个过程决
定了蛋白质的特异性。这是所有有细胞结构的生物所遵循的法则。 

 

遗传密码（Genetic code）又称遗传编码，是遗传信息的传递规则，将 DNA
或信使 RNA(mRNA)序列以三个核苷酸为一组的“密码子（codon）”翻译为氨基
酸序列，以用于指导蛋白质合成。 

遗传密码以 DNA密码子表的形式表示，这是因为在细胞核糖体制造蛋白质
时，指导合成蛋白质的是 mRNA。mRNA的序列则由基因组 DNA决定。随着计
算生物学和基因组学的兴起，现今可在 DNA水平上发现大多数基因，因此 DNA
密码子表变得愈加有用。标准密码子表如下： 
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第二部分 变异的概念和分类 

人类基因组上的变异主要分为三大类： 

1. 单核苷酸变异（SNV），是单个碱基的改变，当 SNV 在人群中的频率大
于 1%时被称为单核苷酸多态性，简称 SNP； 

2. Indels，是 Insertion和 Deletion的简称，表示在基因组上某个位置上所发
生的较短长度的线性片段的插入或缺失，长度通常在 50bp 以下，这个长度范围

的变异通常可以采用 Smith-Waterman 的比对算法来精准获得，可以在目前短读

长的测序数据中较好的检测出来； 

3. 基因组结构性变异（Structure Variations，简称 SVs），包含长度在 50bp
以上的长片段序列的插入或者缺失、串联重复、染色体倒位。 

 

 

 



人类遗传变异类型众多，但 SNP 变异可解释近 90%的个体表型差异，因此
成为众多疾病研究关注的热点，也是我们本次课程的学习重点。 

SNP在群体中的发生频率不小于 1 %，其种类包括单个碱基的替换、插入和

缺失等类型，其中替换又分为转换和颠换： 
转换：同型碱基之间的替换，即嘌呤与嘌呤( G/A) 、嘧啶与嘧啶(C/ T) 间的

替换； 
颠换：发生在嘌呤与嘧啶(A/T、A/C、C/G、G/T) 之间的替换。 
依据排列组合原理，SNP 一共有 6种替换情况，即 A/ G、A/ T、A/ C、C/ G、

C/ T 和 G/ T ，但事实上，由于不同碱基的化学结构和分子特性有差异，导致转

换的发生频率多于颠换；在转换当中，C/T 转换又多于 G/A 转换。人类基因组

上共有约 300 万个 SNP位点，每隔 100 至 300个碱基就会发生一处 SNP变异。
每 3个 SNP变异中有 2个会是 C/T转换。 

 

第三部分 SNP的功能分类 

根据 SNP变异的发生是否会影响个体表型，我们可将其分为 2类： 

同义突变：即 SNP 突变所致的编码序列的改变并不引发其所翻译的氨基酸序

列改变， 但近年来有研究表明，同义突变可以通过涉及自缠结的局部界面错误

折叠来改变蛋白质二聚化（参考文献：doi：10.1101/2021.10.26.465867） 

非同义突变：指碱基序列的改变可使其对应翻译的氨基酸序列发生改变，从

而影响蛋白质功能，这种改变常是导致生物性状改变的直接原因。非同义突变又

可以分为错义突变、无义突变两种类型。错义突变是指编码的某种氨基酸的密码

子变成另一种氨基酸密码子，使得多肽链的氨基酸种类和序列发生改变，错义突

变通常会使多肽链丧失原有功能。无义突变是指编码某一氨基酸的密码子变成终

止密码子 UAA、UGA 或 UAG，导致多肽链翻译中止，从而形成一条不完整的多肽

链，使蛋白质的生物活性和功能改变。 

通常我们还可按应用对 SNP进行分类，以下是常见的几类： 

（1）个体识别 SNP（IISNPs） 

SNP 作为第三代遗传标记，具有较高遗传稳定性，几乎为零的循环突变率、

所需扩增片段长度短、遍布全基因组，更加适用于高度降解 DNA 样本的鉴定。但

是由于 SNP为双等位基因，其多态性的信息含量低，需要联合多个位点才能达到

个体识别的要求。在个体识别 SNP位点的筛选研究中，耶鲁大学的 Kidd实验室

开展了系统深入的研究，并于 2006年界定了筛选个体识别 SNP位点的标准[2-5]：

1.等位基因的平均杂合度>=0.4；2.不同人群间等位基因频率的差别小，Fst<0.06；

3.筛选的 SNP位点之间互不连锁。 
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（2）祖先信息 SNP（AIMSNPs） 

在人类基因组的 SNPs 中有一部分是与种族起源相关的，不同人群之间基因

频率差异非常大的多态性基因位点，被称为祖先信息标记-AIMs（Ancestry 

Informative Markers）. AIMs 包含有种群结构、种内和种间差异相关信息，可

以定量的估计某个体可能的地域种族来源。本科课程中涉及的 AIMs 的筛选标准

[6]：1.筛选出来的位点构建的体系符合 H-W 平衡和连锁平衡；2.人群特异性位

点的选择中次等位基因频率（MAF）>0.01；3.等位基因频率差异（AFD）>0.5;4.

群体遗传分化指数 Fst>0.3； 

（3）表型相关 SNPs 

SNP是影响基因表达和功能的最主要遗传标记类型，能够预测个体的外部可

视化特征，比如身高、肤色、瞳孔颜色、发色、脸部形态等。本课程中涉及到表

型相关的 SNP 共有 24个[7-10]，表征的相关表型有乳糖代谢能力、肌肉类型、

酒精代谢能力、耳垢类型、头发颜色、瞳孔颜色。 

（4）连锁信息性 SNP 

线粒体（mtDNA）及 Y 染色体上的遗传标记带有家族特征，又被称为“谱系

标记”。Y 染色体作为父系遗传，具有单倍型保持完整、突变率低、遗传稳定的

特点，所以适合用作法医遗传标记，也可以用于人类进化中的物种起源、物种迁

移以及遗传推断。由于集中在 mtDNA 和 Y 染色体上的 SNPs，对于个体识别能力

较低，所以限制了这一类 SNPs的应用范围。在本课程中的 SNPs数据集没有涉及

连锁信息性 SNP，但是随着人类单倍体型图计划(HapMap)的启动[11]，通过测定

序列变异特征、变异频率以及其关联性，绘制人类基因组的单倍型块以及不同单

倍型块的标记 SNPs，这将为寻找常染色体连锁信息的 SNPs提供新的途径。 

第四部分 SNP 与表型的关系 

表型（phenotype），又称性状，是指一个生物体（或细胞）可以观察到的性

状或特征，是特定的基因型与环境相互作用的结果。包括个体形态、功能等各方

面的表现，如身高、肤色、血型、酶活力、药物耐受力乃至性格等。经典遗传学

（genetics）是指由于基因序列改变（如基因突变等）所引起的基因功能的变化，

从而导致表型发生可遗传的改变，基因对形状的控制可以通过酶的表达或者蛋白

质的合成来实现，生物的表型主要通过蛋白质来表现。SNP 也决定了生物表型的



多样性。而表观遗传学（epigenetics）则是指在 DNA 序列没有发生改变的情况

下，基因功能发生了可遗传的变化，并最终导致了表型的变化。   

SNP是影响基因表达和功能的最主要遗传标记类型，不仅能够预测个体的外

部可视化特征，还可以对个体的营养代谢能力以及疾病风险进行预测。控制人类

乳糖代谢能力、运动能力以及耳垢类型的一些 SNP如下： 

基因 SNP 基因型 表型 

MCM6 rs4988235 GG 乳糖不耐受 

MCM6 rs4988235 AA 乳糖耐受 

MCM6 rs4988235 GA 乳糖耐受 

MCM6 rs182549 CC 乳糖不耐受 

MCM6 rs182549 TT 乳糖耐受 

MCM6 rs182549 CT 乳糖耐受 

ACTN3 rs1815739 TT 耐力型 

ACTN3 rs1815739 CC 爆发型 

ACTN3 rs1815739 CT 爆发型 

ALDH2 rs671 GG 喝酒不会有或有较轻的脸红反应 

ALDH2 rs671 AA 喝酒会有脸红反应 

ALDH2 rs671 AG 喝酒不会有或有较轻的脸红反应 

ABCC11  rs17822931 CC 很可能为湿型耳垢 

ABCC11  rs17822931 TT 很可能为干型耳垢 

ABCC11  rs17822931 TC 很可能为湿型耳垢 

 

第五部分 变异的识别方法 

 freebayes检测变异（freebayes v1.2.0） 

    单倍型，是单倍体基因型的简称，在遗传学上是指在同一染色体上进行共同
遗传的多个基因座上等位基因的组合；通俗的说法就是若干个决定同一性状的紧
密连锁的基因构成的基因型。 按照某一指定基因座上基因重组发生的数量，单
倍型可以指至少两个基因座甚至整个染色体。 

FreeBayes 是一个贝叶斯遗传变异检测器，旨在基于单倍型寻找小的多态性
事件，如 SNP、indels，MNP（多核苷酸多态性）和复杂事件（复合插入和替换
事件。 Freebayes使用 reads比对结果（带有 Phred+33编码的质量分数的 BAM



文件，现在是标准的），对一个群体的任何数量的个体和参考基因组（FASTA格
式）进行比对，以确定该群体在参考基因组的每个位置最可能的基因型组合。 

调用命令：freebayes -f ref.fa aln.bam >var.vcf 

（1）相关参数说明： 

–min-alternate-count 默认值 2 

要求在单个个体中至少有这个支持替代等位基因的观察数，以评估该位置，
双倍体默认值为 2 

–genotype-qualities 

计算基因型的边际概率 

–min-mapping-quality 默认值 1 

基于匹配质量值进行筛选，低于 Q值的筛掉 

如果前期 reads已做质控，且仅作 call变异，那么使用默认参数即可（对于
2倍体生物），后续有其他需求可再加入其他参数。 

（2）提取 SNP以及 INDEL 

freebayes产生的 VCF 文件中 INFO一列中的 tag 来专门来注释 snp、ins（插入）、
del（缺失）、mnp（连续两个 snp位点，如 ref为 AT， alt为 CG）以及 complex
（composite insertion and substitution events），我们可以基于文件进行 SNP和
INDEL的提取的命令行： 

grep ‘TYPE=snp’  freebayes.vcf > freebayes_snp.vcf 

变异检测结果文件格式解读 

VCF 格式是用于描述 SNP、INDEL 和 SV 结果的文本文件。我们以本课程
的结果文件做如下说明： 

 



第一列 ID：variant的 rsID号，对应 dbSNP里的 rs编号 

第二列 POS：变异位点相对于参考基因组所在的位置 

第四列和第五列 REF和 ALT：参考基因组中所对应的碱基和研究对象基因组
（Variant）中所对应的碱基 

第七列 INFO：variant的详细信息，其中一下两种信息比较重要 

GT： 表示这个样本的基因型，对于一个二倍体生物，GT 值表示的是这个样
本在这个位点所携带的两个等位基因。0表示跟 REF一样；1表示表示跟 ALT一
样；2表示第二个 ALT。当只有一个 ALT 等位基因的时候，0/0表示纯和且跟 REF
一致；0/1表示杂合，两个 allele一个是 ALT一个是 REF；1/1表示纯和且都为
ALT 

DP： 覆盖到这个位点的 reads数量，相当于这个位点的深度（并不是所有
的 reads数量，而是达到一定质量值要求的 reads数）。 

 

基因型结果文件解读 

 

这一步是基于 VCF 文件的 GT和 DP 两列信息进行的提取，找出每个变异的
基因型以列表的形式表示。 

四、实验步骤 

1. 输入文件：序列比对结果的 bam 文件 



 

2. 为 bam 文件建立索引 

samtool index基于坐标排序后 bam或者 cram的文件创建索引，生成以.bai
或者.crai为后缀的索引文件，这样可以快速的访问 bam 文件 

samtools index ./02_align/test.clean.sort.uniq.bam 

3. 选用 freebayes进行变异检测 

/Pipeline/FIS.Traits/tools/freebayes -m 30 -q 20 -f ./00_ref/MGI358.SNP.fa 
-@ ./00_ref/alleles_all.vcf.gz -t ./00_ref/target.358.SE50.subSNP.bed  
--report-all-haplotype-alleles ./02_align/test.clean.sort.uniq.bam > ./03_SNPCalli
ng/test.clean.SNP.vcf 

4．查看变异检测结果文件 

less -S ./03_SNPCalling/test.clean.SNP.vcf 

 

5．转换为基因型格式 

#准备vcf列表文件 

echo -e "test\t /home/LY/03_SNPCalling/test.clean.SNP.vcf 

\t1" > ./03_SNPCalling/vcf.list (注意：将LY换成自己的用户名)（注意：

是一行命令,准备vcf列表文件,其中-e参数支持echo命令输出转义

字符，“\t”表示制表符Tab） 



#输出基因型结果文件 

#将SNP映射至基因型 

#使用脚本将SNP转换为基因，并查看 

/Pipeline/FIS.Traits/bin/SNP/vcf2geno_free -in ./03_SNPCalling/vcf.list 

-dir ./03_SNPCalling/ -std ./00_ref/alleles_all.vcf.gz -summary （注意：

是一行命令） 

#使用less命令查看生成的输出文件 

less ./03_SNPCalling/test/test.genotype 

 

五、预期实验结果 

以上vcf文件即为本次实验结果，记录个体相比于参考序列的变异位

点信息，可直接用于后续复杂数据分析。 

 


