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拿到数据第一步：FASTQ文件校验

• seqkit stats -j 2 *.fastq.gz
https://bioinf.shenwei.me/seqkit/
下载，直接放在/usr/local/bin里边，赋予权限
chmod 777 seqkit

校验成功
文件OK

校验失败
文件损坏

第一时间问
测序公司要
数据！！！

实操：文件校验

https://bioinf.shenwei.me/seqkit/


Fastq文件大小

• M reads（M表示百万条）

• G 数据量（碱基数：1G=1,000,000,000碱基）

• Gb，Mb：（文件大小：1Gb=1024Mb)

提问：不同测序类型的测序量

byte

gz压缩包大小：fastq大小约1比4+



Fastq格式

Illumina平台，双端：read1，read2。fastq文件每4行代表一条read

• 第1行： @开头，测序所用的仪器， run号，flow cell编号，lane编号，cluster编号，cluster上的X，Y坐标，index区分样品（拆样）

         @LH00348:184:22CLJHLT4:3:1101:2400:1042 1:N:0:GCGGTATT+CCAATCAC

        华大平台，SRA等信息更少

• 第2行：测序的序列信息，以ATCGN表示，由于荧光信号干扰无法判断是什么碱基时就用N表示

• 第3行：+（古老的文件会携带第一行的信息，现在就是一个+）

• 第4行：与第二行碱基信息一一对应，存储测序碱基的质量值（ASCII码表示。为Q20，Q30来源）

不同测序仪用的字符集不同，所以可以用来大概判断使用的测序仪

Read 1 Read 2

实操：解压fastq.gz，截取10行 避坑：判断你的一批数据是怎么测的？



质量分数Q计算方法

• Q=−10 log10(P)

• P是碱基识别的错误概率，来自碱基识别算法（base calling 
algorithm）并依赖于多少信号被捕获



ASCII码表

提问：为什么不直接用数字表示碱基质量实操：编程语言将字母转成ASCII码



GEO下载原始数据

• sratoolkit下载（ https://github.com/ncbi/sra-tools/wiki/01.-
Downloading-SRA-Toolkit）

• prefetch -X 200G SRR1234656 -o SRR1234656

• fastq-dump --split-files -F SRR1234656

实操：SRA文件下载与格式转换



Illumina vs 华大

项目 Illumina 华大

期刊接受度 *****  ****

测序价格 ***** ***

避坑：用华大平台测序，收Illumina平台价格
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