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The development of scRNA-seq

The Technology and Biology of Single-Cell RNA Sequencing



sc-RNA technology acquired the 2018 break through of the year

science



Common scRNA-seq platform

Smart-seq2 Drop-seq

10X



Common applications of scRNA-seq

Single-cell transcriptome sequencing: recent advances and remaining challenges



Schematic of a typical single-cell RNA-seq analysis workflow.

Current best practices in single-cell RNA-seq analysis: a tutorial



Outline

➢cellranger: 上游分析

➢Seurat ： 下游分析

➢资源分享+答疑



以cellranger-6.1.2版本为例：

安装cellranger: 从10X官网安装 （https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-expression/software/downloads/latest）

首先进入下载存放的路径，然后解压

将可执行文件，加入环境变量



10X原始数据组成

R1: cellbarcode + UMI

R2: 测序片段

I1：sample index序列

参考基因组：

原始数据：

备注：请根据自己课题，使用恰当的参考基因组！



cellranger count基础命令

请大家先将1-RunCellrangerCount.pbs，拷贝至自己目录下

参数详解：
--id : output name
--fastqs : fastq files path
--transcriptome : reference path
--sample : the prefix of fastq
--localcores : max cores
cellranger count –help ： 查看更多参数使用



cellranger count结果输出

结果输出：
barcodes : cell barcodes
features : gene name
matrix : UMI 



Q & A



Seurat下游分析

请将1-run-seurat.R和0-run-seurat.pbs拷贝至自己目录

Seurat的安装情



Seurat安装

此处以conda包的管理安装Seurat

创建环境

安装

激活环境



1-run-seurat.R

Part I Part II 

可变步骤：
➢ Remove low quality cells (根据自己课题，去除低质量细胞）
➢ embeding in two dimension （请根据elbow图，去先择合适的PC数目，可选在拐点处）
➢ cluster Cells ： 可根据调节resolution的大小，决定cluster的数目。Resolution越大，cluster越多。



0-run-seurat.pbs



结果输出

保存的绘图 ： 1-seurat-output.pdf
作业error信息 ： PBS_pbmc.e3058867
作业output信息 ：PBS_pbmc.o305886



Q & A



资源分享

➢ Broad研究所workshop:https://broadinstitute.github.io/2019_scWorkshop/

➢ Seurat教程： https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html

➢ 在线单细胞数据：https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell

➢ 单细胞类型marker: http://biocc.hrbmu.edu.cn/CellMarker/

https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial.html
https://singlecell.broadinstitute.org/single_cell


Thanks!


