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Develop of DNA sequencing technologies 



What & why RNA-seq

(1) What is RNA-seq

Whole transcriptome sequencing（全转录组测序）

Uses next-generation sequencing (NGS) to reveal the presence and 

quantity of RNA in a biological sample at a given moment in time

（使用高通量测序技术快速的定量展示生物样品中所有的RNA表达量）

(2) Why RNA-seq



Core technology of NGS sequencing

Optical amplification system（光学放大系统）



Next generation sequencing



Next generation sequencing

The principle of illumina sequencing
测序原理：边合成边测序



Basic file format

(1) FASTA



Basic file format

(2) FASTQ

第1行储存序列测序的坐标等信息

第2行测序得到的序列信息，用ATCGN来表示

第3行以“+”开始，储存附加信息

第4行储存质量信息，与第2行的碱基序列是一一对应，其中的每一个符号对应的ASCII值
成为phred值，可以简单理解为对应位置碱基的质量值，越大说明测序的质量越好



Basic file format

(1) SAM

SAM是序列比对格式标准，以TAB为分割符。应用于展示测序序列mapping到基因组的结果

第一列：read name
第二列：sum of flags，每个flag用数字来表示
第三列：RNAM比对到参考序列上的染色体号。若是无法比对，则是*
第四列：position，read比对到参考序列上，第一个碱基所在的位置
第五列：Mapping quality，比对的质量分数
第六列：CIGAR值，read比对的具体情况
第七列：MRNM(chr)
第八列：mate position，mate比对到参考序列上的第一个碱基位置
第九列：ISIZE，Inferred fragment size.
第十列：Sequence，就是read的碱基序列
第十一列：ASCII，read质量的ASCII编码
第十二列之后：Optional fields，可选的区域



Story one

感兴趣的Micro RNA X

在果蝇胚胎发育的不同阶段，miR-X 对果蝇胚胎发
育的影响？



NGS sequencing applications 

RNA-seq analysis of 0-2h development in D. melanogaster embryos

0-2h 4-8h

W1118（Wild Type） No Replicate No Replicate

miR-X Knock out
（Heterozygous mutants）

Replicate1 Replicate1

Replicate2 Replicate2

(1)Differential expression gene（寻找差异表达基因）

(2)Gene Ontology analysis 

(3)Target Scan analysis



Quality control

(1) Trim the raw data（原始数据预处理）

fastqc

trim_galore --length 30 -o ./ $seqData.fastq ## use trim_galore

Remove: low quality; short reads; adapter

fastx_trimmer -f 6 -l 90 -i seqData.fastq -o seqData.trim.fastq

Remove: low quality base

trim_galore

fastx_toolkit



Mapping

(2) Mapping reads to refGenome（序列比对上基因组）

tophat2 -p 10 $refGenome.fasta $seqData.fastq –S $mapSeq.sam

Bowtie2, Tophat2

Bwa, STAR

igv



Differential expressin gene

(3) Gene expression (FPKM，计算基因表达量)

Cufflinks : assemble transcripts, estimate the abundance of these transcripts

cufflinks

cuffdiff

(4) Differential expression gene（寻找差异表达基因）

Cuffdiff: Calculate gene expression differences

Fdr ≤ 0.05 & fold change ≥ 2 

tophat

bowtie

cufflinks



DNA sequencing applications 



Gene Ontology analysis  

DAVID



DNA sequencing applications 

RNA-seq analysis of 0-2h development in D. melanogaster embryos

FLYBASE ID GENE
FBgn0036600 CG13043 gene product from transcript CG13043-

RA(CG13043)
FBgn0037416 Osiris 9(Osi9)
FBgn0037414 Osiris 7(Osi7)
FBgn0000299 Collagen type IV(Cg25C)
FBgn0031629 C-type lectin 27kD(Clect27)
FBgn0032166 CG4619 gene product from transcript CG4619-

RA(CG4619)
FBgn0015766 CG10596 gene product from transcript CG10596-

RD(Msr-110)
FBgn0035077 CG9083 gene product from transcript CG9083-

RB(CG9083)
FBgn0032538 CG16885 gene product from transcript CG16885-

RA(CG16885)
FBgn0038294 Myofilin(Mf)



Story two

一甲基腺嘌呤（m1A）是一种RNA上常见的表观遗传修饰

影响基因的转录

寨卡病毒中的m1A分布

对宿主中m1A分布以及基因表达的影响



m1A-map

Base-resolution mapping reveals distinct m(1)A methylome in Zika & host
单碱基分辨率下转录组水平鉴定m1A位点

(1)ChIP-seq call peak

(2) call SNP

Li X, Xiong X, Zhang M, et al. Molecular cell, 2017, 68(5): 993-1005. e9.



Finding m1A peak

(1)Quality assessment

(2)Reads mapping



Call peak

(3) Call peaks（寻找peak）

macs2 -t $IP.bam -c $input.bam -f BAM -g hs -n homo_peaks_2 ##use masc2 call peaks

study genome-wide protein-DNA interactions; identifying transcript factor binding sites

Peak: the Regina with high reads coverage; statistical test (poisson's distribution)



Annotate

(3) Annotate peaks（注释）

annotatePeaks.pl $peaks.bed hg19 > $peak_anno.txt ## use homer annotate peaks

Annotate peaks base the annotation file (gtf/gff)



Predict motif

(3) Motif predict（预测motif）

meme $peak.fasta -dna -o ${output_file} ## use meme predict motif

Motif: protein banding short reads

statistical test; kmer



Call SNP

(1) Sort bam_file（将比对结果排序）

samtools sort -@ 10 IP.sam $IP.sam.sort ## use samtools sort

(2) Strand separate（分正负链）

samtools view -@ 10 -F 20 -hb -o $IP.sort.fwd.bam $IP.sam.sort

samtools view -@ 10 -f 16 -F 4 -hb -o $IP.sort.rvs.bam $IP.sam.sort

(3) Mpileup（查看基因组每个碱基的比对情况）

samtools mpileup -BQ0 -d 10000000 -o $IP.sam.sort.pileup.xls -f Zika_FSS.fa $IP.sort.fwd.bam



m1A-map

(3) Find mismatch in zika genome（寻找错配位点）

perl mismatch_derRNA_new.pl $IP.sam.sort.pileup.xls ${file}.bwa.mismatch.xls
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