
10X genomics 单细胞转录组分析上机文档 

一、 通过 putty 登录服务器 

1. SSH 客户端 putty 安装及登录 

SSH 客户端 putty： 

点击链接 http://the.earth.li/~sgtatham/putty/latest/x86/putty.exe 下载 putty.exe; 

 

双击打开 putty，在 Session 栏的主机地址输入服务器地址 192.168.121.201；输入端口号： 22；选择 ssh 链

接方式；点击 Load；然后点击 open 打开。如果出现安全警告框，点击 YES。（见下图） 

 

 

再输入用户名和密码登陆服务器。 
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远程登录服务器成功： 
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2. FileZilla 上传下载软件使用 

FileZilla 是一个常用的上传下载软件，它可以远程登陆服务器，通过拖拽方式从服务器上下载资源到 pc 机，

在有写入权限的情况下，也可以从本地上传文件到远程服务器。 

 

FileZilla 下载链接为 https://www.filezilla.cn/download/client，下载并安装。 

 

打开 FileZilla，进行如下操作链接我们的服务器： 

  1、打开 FileZilla，如下图： 
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2、点击新建站点，依次填入 “主机 ID：192.168.121.201”，“端口：22”， “用户名”，“密码”，点击

“快速连接”，即可以建立本地 pc 机与远程服务器的连接。 
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3、在左侧选择本地站点的路径(即 pc 文件要存放的路径)，用于存放将要下载的数据。在右侧输入服务器

路径，比如“/home/user1”, 注意 user1 换成自己的 ID。就可以看到 WGS 文件夹，双击文件夹进入，选

择自己需要下载的文件左右拖拽就可以开始上传下载。 
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3. R studio Server  

课程全程操作均可以在 R studio server 上完成，Mac 和 Windows 操作系统均可在浏览器访问： 

192.168.121.201:8787 

之后请输入您服务器登录时的用户名和密码 

例如：user01，password 

 

 

二、 软件和数据 

1. 分析用到的软件或工具包 

单细胞转录组数据的基因组比对用到的软件是： 

cellranger[官网：https://www.10xgenomics.com/support/software/cell-ranger/latest ] 

   Linux 服务器上已经安装 cellranger 在路径“/data/biosoft/big/cellranger-9.0.1/cellranger”。 

 

FastQC 官网：https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ 

Linux 服务器上已经安装 FastQC，整个文件夹（FastQC-0.12.1）也可以拖到 windows 本地，鼠标双击

run_fastqc.bat 打开使用，输出结果没有区别：/data/biosoft/big/FastQC-0.12.1/fastqc 

 

单细胞转录组数据的基因表达分析用到的软件是： 

  Seurat [官网：https://satijalab.org/seurat/install.html ] 

 

常用的学习新软件包的网址： 

  新 R 包：Bioconductor[官网：https://www.bioconductor.org/] 

  新 R 包/新软件：GitHub[官网：https://github.com/ ]  

国内平替版（可能不全）Gitee[官网：https://gitee.com/]  

  

分析软件均为开源软件，可以下载最新版本，进行安装。 

 

2. 参考基因组数据准备 

使用的参考基因组路径为“/data/ref/refdata-gex-GRCh38-2020-A”，大家可以直接使用。 

Hg38 参考基因组及基因注释文件：https://cf.10xgenomics.com/supp/cell-exp/refdata-

gex-GRCh38-2020-A.tar.gz 
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3. 准备分析数据及代码 

在自己的工作目录下建立 scRNA 文件夹并进入, 然后把“/data/biosoft/big/scRNA”路径下的文件拷贝

到当前目录。同时也可以拖到个人电脑本地。 

命令行： 

cd /home/user01 

cp -r /data/biosoft/big/scRNA ./ 

cd scRNA/ 

 ls -la 

  

 /data/biosoft/big/scRNA 目录中有一对 fastq 压缩文件，是 10X genomics 平台双端测序产生的原始数据。 
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三、 分析数据 

1. 对数据进行质控：FastQC 

注：Linux 服务器上已经安装 FastQC，整个文件夹（FastQC-0.12.1）也可以拖到 windows 本地，鼠标双击

run_fastqc.bat 打开使用，输出结果没有区别 

 

 查看 1_fastqc.sh 中的代码：cat 1_fastqc.sh 

 
运行脚本：sh 1_fastqc.sh 

将整个 fastqc_reports 目录拖到本地，双击打开 html 文件查看质控结果 

 

2. 生成细胞-基因表达矩阵 

Cell Ranger 将前面产生的 fastq 测序数据比对到参考基因组上，然后进行基因表达定量，生成细胞-基因 表

达矩阵  

查看 2_cellranger.sh 中的代码：cat 2_cellranger.sh 

 

 

说明：一般情况下，--chemistry 无须明文指定，cellranger 能自动检测数据来源于哪种建库方式，并将

chemistry 设置成对应类型。 
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运行：sh ./2_cellranger.sh 

运行完成之后，cellranger 会明确说明“successfully”，如果没有，那就是出 bug 了，需要检查问题后重跑。 

 
主体结果都在./test/outs 里，查看数据质量及基因组比对情况 ./test/outs/web_summary.html 
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以上是测试数据集的 web summary，以下是一个完整数据集的 web summary： 
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以下是整个 outs 目录结构和内容说明： 

 

 

 

查看输出文件：./test/outs/filtered_feature_bc_matrix 
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3. 推断 doublets，从该步骤开始，演示数据使用 Seurat 软件包提供的 PBMC 

3K 数据：/data/biosoft/big/scRNA/filtered_gene_bc_matrices 

查看 3_scrublet.py 中的代码：cat 3_scrublet.py 
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查看输出结果 

 
 

使用 linux 命令组合统计 DBL 这一列为 True 和 False 的细胞个数，True 即为 doublet： 

cat scrublet_result.txt | tail -n+2 | cut -f2 | sort | uniq -c 

代码解释：打印 scrublet_result.txt 中的全部内容到屏幕 | 从第二行开始打印 | 只打印第二列 | 排序 | 

去重复的同时输出重复个数 

 

4. Seurat 读取、分析、可视化单细胞转录组数据，详细教程参考官方网站 

安装：https://satijalab.org/seurat/articles/install_v5 

分析：https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k_tutorial 

 

打开 Rstudio，打开 4_Seurat.R，逐行执行代码： 

1) scRNA-seq 数据质控 

 

 

根据基因表达数、转录本的表达数以及线粒体基因的表达比例，过滤低质量的细胞 (不同组织/细胞类型
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不一样，阈值要根据情况调整/参考文献) 

分开考虑这三个 QC 变量中的任何一个都可能导致对细胞状态的错误解读。例如，线粒体计数相对较高的

细胞，可能死亡细胞比较多。同样，其他 QC 变量也具有相应的生物学意义。总分子数和/或基因数低的

细胞可能是处于静息状态的细胞群体；总分子数和/或基因数高的细胞也可能是细胞自身体积较大。实际

上，细胞之间的总分子数自身也可能有很大差异（具体见 Github 上的案例研究）。因此，在做出是否过滤

的单阈值决策时，应联合考虑 3 个 QC 变量，并且应将这些阈值设置的尽可能宽松，以避免无意间滤除有

效的细胞群。 

 

5. 单细胞表达数据的标准化、鉴定 highly variable gene、ScaleData 和 PCA 降

维、批次校正、无监督聚类、UMAP 降维、marker 基因鉴定、细胞类型注释 

    详见 4_Seurat.R 中对每步代码的注释 

 

 

6.  单细胞转录组数据可视化：violin plot、barplot 

此处假设 PBMC 3K 个细胞来源于 3 个 donor，展示不同 donor 各自的 gene counts per cell distribution 
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常用图：对比不同 donor（或不同 group）的 cell type ratio 变化情况 

 

7. 按细胞类型鉴定 case vs control 组间差异表达基因 

使用 FindAllMarkers 得到每个 cell type 的 marker gene，并使用 jjVolcano 进行可视化 
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灵活运用 FindMarkers 函数，得到每个 cell type 中的 case vs control 差异表达基因，并使用 jjVolcano 进行

可视化 
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