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1 背景介绍  
基因组DNA在细胞核中并不是呈线性的一字排列，而是以三维结构高度折叠并浓缩成染色体的方式储存

于核内，具有特定的高级空间结构和构象1。高通量染色体构象捕获(high-througnput chromosome 

conformation capture, Hi-C)技术于2009 年首次被提出2，目前已得到大规模运用，使得人们对于三维
基因组学有了更深刻的认识。Hi-C技术是以整个细胞核为研究对象，利用高通量测序技术，结合生物信

息学方法，研究全基因组范围内整个染色体DNA的互作关系3。染色体三维构象的维持对于细胞行使正常

的功能起着至关重要的作用，染色体构象的变化对基因转录、DNA复制等生物学过程具有调节作用4-7。

利用Hi-C 技术能够对染色体内部或所有染色体之间的相互作用进行精细分析，从而把基因表达调控引入

到空间的、全局性的研究层面，为全面解析与DNA 有关的生物学过程的机理开启新的契机8。Hi-C数据与
ChIP-Seq，转录组数据联合分析，可以从基因调控网络和表观遗传网络来阐述生物体性状形成的相关机
制。

1.1 实验流程  

样品交联完成后，进行细胞裂解，并取样抽提检测样本质量。

检测合格后进入“Hi-C片段”制备流程。使用限制性内切酶（HindIII/DpnII，报告中后续提到的‘酶切位
点’或者‘酶切片段’均指的是此酶，本报告使用的是DpnII）进行染色质消化，并取样检测酶切效果。之后
经生物素标记、平末端连接及DNA纯化提取，制备Hi-C样本，并取样进行DNA质量检测。检测合格后进
入标准文库构建流程。Hi-C片段经去除末端标记的生物素，超声打断，末端修复，加碱基A，钓取含有生
物素的片段，加测序接头形成加接头产物。最后进行PCR条件的筛选并扩增获得文库产物。

理想的文库是由来自两个不同酶切片段的DNA片段连接构成，片段连接位点会形成一种新的内切酶切割
位点（例如：HindIII酶切，平末端连接后形成的新酶切位点为Nhel所识别切割）。文库扩增产物取样进
行“Hi-C片段连接点质控检测”，检测合格后完成整个文库制备。构建好的文库经过文库质控合格后，用
Illumina HiSeq/MGI进行测序，测序策略PE150。
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图1 实验流程图

以下是实验流程示意图1:



图2 实验流程示意图

1.2 生信分析流程  

对原始下机数据过滤，获得高质量的Reads，比对到基因组，提取PE两端均比对到基因组唯一位置的
Reads Pair用于后续的分析。利用参考基因组酶切片段（实验所用内切酶）信息，过滤得到Valid reads 
pair（PE 落在不同的酶切片段），最后分析酶切片段相互作用并将草图组装到染色体级别。

图3 信息分析流程图
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Sample
id

Total reads Total bases
Clean
reads

Clean bases
Q20
rate(%)

Q30
rate(%)

GC(%)

XXX 792,533,734 118,880,060,100 696,691,224 104,217,305,752 99.49 98.16 39.80

2 数据过滤  

2.1 原始数据  

Illumina/MGI高通量测序结果最初以原始图像数据文件存在，经CASAVA软件进行碱基识别（Base 
Calling）后转化为原始测序序列（Sequenced Reads），其结果以FASTQ文件格式存储。FASTQ文件中
每条测序序列（Read）包含名称、碱基序列以及其对应的测序质量信息。FASTQ格式示例如下：

图4 FASTQ文件格式示例图

注：FASTQ文件中每4行对应一条Read的信息。其中第一行以“@”开头，随后为测序标识别符和描
述文字；第二行是碱基序列；第三行是以“+”开头的可选信息；第四行中每个字符对应的ASCII值减
去33或64 ，即为第二行对应碱基的测序质量值。

2.2 测序数据质量评估  

利用fastp9对原始数据（Rawdata）进行过滤，质控指标一般包括：

1. 去掉Reads的接头序列；

2. 去除序列中含有N的Reads；

3. 当一条Reads中超过20%的碱基质量分数小于20，则舍弃该Reads所对应的一对Reads。

然后对原始数据及过滤后的高质量数据（clean data）进行质量统计，具体结果见表1。

表1 数据产量统计

注：Sample id：测序样本编号；Total reads：总Reads数；Total bases：总碱基数；Clean 
reads：质控过滤后的Reads数；Clean bases：质控过滤后的碱基数；Q20 rate(%)：质控过滤后
测序质量值大于Q20的碱基百分比；Q30 rate(%)：质控过滤后测序质量值大于Q30的碱基百分
比；GC(%)：质控过滤后数据的GC含量百分比。

2.3 测序数据质量值分布  

测序错误率与碱基质量有关，受测序仪本身、测序试剂、样品等多个因素共同影响。每个碱基测序错误

率是通过测序Phred数值（Phred Score，Qphred）通过公式转化得到：

图5 Phred计算公式

其中e为碱基测序错误率，Phred数值是在碱基识别过程中，通过一种预测碱基判别发生错误概率模型计
算得到的，对应关系如下表所示：

表2 碱基识别与Phred分值之间的简明对应关系
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Phred分值 不正确的碱基识别 碱基正确识别率 Q-score

10 1/10 90% Q10

20 1/100 99% Q20

30 1/1000 99.90% Q30

40 1/10000 99.99% Q40

为了粗略反映测序过程中测序质量的稳定性，以过滤后序列的碱基位置作为横坐标，每个位置的平均质
量值作为纵坐标，得到下面的测序质量分布图：

图6 样品测序质量分布图

注：上图为碱基质量分布图，横坐标为Reads的位置，纵坐标为测序质量值，不同颜色的线条分别
代表4种碱基质量值的平均值。

2.4 测序数据碱基分布  

以过滤后Reads的碱基位置作为横坐标，以每个位置的ATGC碱基的比例作为纵坐标，得到Reads的碱基
分布图。在测序中Reads的每个位置上A碱基和T碱基比例相等，G碱基和C碱基比例相等，表明了测序没
有偏好性。样品碱基含量分布图如下所示：

图7 样品碱基含量分布图

注：上图为碱基含量分布图。其中，绿色、红色、橙色和蓝色线条分别是A、T、G和C四种碱基的
含量，由于二代测序的本身特性，前十几个bp碱基含量会有波动。从碱基含量分布图中可以看出，
在十几个bp以后，A与T、G与C含量基本一致，数据碱基含量合格。
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Type Count Percent(%)

Clean Paired-end Reads 348,345,612 100.00

Unmapped Paired-end Reads 3,413,984 0.98

Paired-end Reads with Singleton 41,585,742 11.94

Multi Mapped Paired-end Reads 0 0.00

3 比对及片段分析  

3.1 比对分析  

由于Hi-C建库的特殊性，使用HiC-Pro10的比对策略，调用bowtie2进行比对11。比对及过滤策略如下图
所示：

图8 PE Reads比对示意图

分别将Reads1和Reads2与参考基因组进行单端比对，得到比对结果。对于未比对到参考基因组
（unmap）的Reads，如果能找到酶切之后文库的连接位点（ligation-site），那就截掉连接位点之后的
部分再次进行比对，合并两次比对的结果，挑选PE两端都比对到基因组唯一位置的Reads Pair（Unique 
Mapped Paired-end Reads），进行后续的分析。

比对结果如下表所示：

表3 样品的比对结果统计
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Type Count Percent(%)

Low Quality Paired-end Reads 157,306,426 45.16

Unique Mapped Paired-end Reads 146,039,460 41.92

Type Count Percent(%)

Unique Mapped Paired-end Reads 146,039,460 100.00

Dangling End Paired-end Reads 41,098,229 28.14

Self Circle Paired-end Reads 66,808 0.05

注：Clean Paired-end Reads：过滤后得到的高质量的Reads对数；Unmapped Paired-end 
Reads：两端均未比对到基因组的Reads对数；Paired-end Reads with Singleton：有一端比对到
基因组的Reads对数；Multi Mapped Paired-end Reads：比对到基因组多个位置的Reads对数；
Low Quality Paired-end Reads：低质量比对的Reads对数；Unique Mapped Paired-end 
Reads：比对到基因组唯一位置上的Reads对数。

3.2 基于唯一比对Reads搜索片段  

Hi-C建库会产生两种情况的数据，分别为有效对（Valid Interaction Pairs）和无效对（Invalid 

Interaction Pairs）12。其中Valid Interaction Pairs指测序得到的双端Reads分别来源于空间上相邻但线
性上不相邻的两个酶切后的DNA片段，其能够提供有效的交互信息。而不能够提供片段间交互信息的称
为Invalid Interaction Pairs。其中Invalid Interaction Pairs主要包含自环（Self Circle）、边缘悬挂
（Dangling End）和其他丢弃的类型（Dumped Pairs）三种。如下图所示：

图9 建库会产生不同的分子类型

Invalid Interaction Pairs都是来自相同的酶切片段，根据试验原理，不同的Invalid PE Reads在比对方向
上有其不同的特点，具体表现为：若比对方向为 <-->识别为自环；若比对到基因组的方向为 -><-，则

识别为生物素落在Reads的一端，即边缘悬挂；若比对方向为 ->->或者 <-<-识别为Dumped Pairs。我

们会对插入片段（Insert Size）进行预测（Reads1比对起始位置到Reads1比对方向下游的第一个酶切位
点的距离 + Reads2比对起始位置到Reads2比对方向下游的第一个酶切位点的距离），如果预测的插入
片段不符合试验测定的插入片段范围也会归为Dumped Pairs。

表4 统计唯一比对的Paired-end Reads
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Type Count Percent(%)

Dumped Paired-end Reads 23,646 0.02

Religation Paired-end Reads 2,864,522 1.96

Valid Paired-end Reads 101,986,255 69.83

注：Unique Mapped Paired-end Reads：唯一比对到基因组上的Reads对数；Dangling End 
Paired-end Reads：PE比对方向为Dangling End的Reads对数；Self Circle Paired-end Reads：
PE比对方向为Self Circle的Reads 对数；Dumped Paired-end Reads：PE两端的Reads落在同一
酶切片段内部且比对方向相同的Reads对数与预测插入片段不符合预期的Reads对数之和；
Religation Paired-end Reads：PE两端的Reads发生重新连接的Reads对数；Valid Paired-end 
Reads：去除PCR过程中产生的重复序列的Reads对后PE两端的Reads落在不同酶切片段的Reads
对数。



4 辅助组装  

4.1 Hi-C辅助组装原理  

基于顺势相互作用（同一染色体内的互作）远大于反式相互作用（不同染色体间的互作），且顺势相互

作用中线性距离越近则互作越强的原理，将Contigs或Scaffolds进行聚类、排序、定向，得到染色体水平
基因组。原理如下图：

图10 Hi-C辅助组装原理

注：红色虚线代表两条Contigs或Scaffolds间有互作；根据染色体具有‘chromosome territory’的
特性，将Contigs 或者Scaffolds进行聚类，理想情况每条染色体会单独聚为1类，黑色虚线代表1
类；Contigs或者Scaffolds间的相对顺序，根据一维距离越近其互作数越多的规律进行排序；排序
后的序列根据与排序一样的原理进行定向。
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4.2 Hi-C辅助组装及纠错  

使用ALLHiC13或者Juicer14和3D-DNA15等软件16对比对到草图基因组上的有效数据进行自动聚类、排序
和定向，并生成最初的组装挂载文件。

使用JuiceBox17软件对最初的组装挂载文件进行可视化纠错。通过3D-DNA等构建全基因组互作图谱，基
于互作热图来发现自动聚类中存在的Contigs顺序、方向或其内部的组装错误，并进行校正以及染色体疆
域划分。使校正后的全基因组互作图谱呈现染色体内部互作强于染色体间互作，并且线性距离越近互作

越强、局部互作平滑的特点。

图11 JuiceBox纠错原理

注：左图中的四个Contigs存在位置或方向错误，依据Contigs之间互作强度关系进行调整得到右
图。
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Type Length(bp) Number

Longest 128,515,687 1

N50 101,985,394 5

N60 101,985,394 5

N70 94,269,498 6

N80 69,937,382 8

N90 59,929,633 9

Length>=50kb 922,521,230 198

Length>=10kb 930,067,953 405

Length>=5kb 930,067,953 405

Length>=1kb 930,067,953 405

Total 930,067,953 405

Type Length(bp) Number

Longest 128,515,687 1

N50 104,599,850 5

N60 104,599,850 5

N70 101,985,394 6

N80 94,269,498 7

N90 87,629,897 8

Length>=50kb 922,521,530 195

5 结果统计  

5.1 组装结果统计  

对草图组装指标进行统计，结果见下表：

表5 草图的组装结果数据统计表

注：Longest: 组装得到的最长序列的长度，单位bp；N(5-9)0: 将组装好的序列按照从长到短进行
排列并进行累加，当累加长度达到总长的(5-9)0%的时候，那一条序列的长度，以bp为单位。比如
N50 表示将组装好的序列按照从长到短进行排列并进行累加，当累加长度达到总长的50%的时候，
那一条序列的长度；Length>=50kb: 组装得到的序列长度长于50Kb的条数；Total: 组装得到的序
列总长，以bp为单位。

通过Hi-C辅助组装后，将草图Contigs进行了染色体挂载，挂载后指标统计结果见下表。

表6 Hi-C辅助组装的组装结果数据统计表
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Type Length(bp) Number

Length>=10kb 930,068,253 402

Length>=5kb 930,068,253 402

Length>=1kb 930,068,253 402

Total 930,068,253 402

Pseudomolecule Contig Num Length(bp) Percent(%)

Chr01 1 128,515,687 13.82

Chr02 1 114,998,005 12.36

Chr03 2 110,551,454 11.89

Chr04 1 104,929,016 11.28

Chr05 3 104,599,850 11.25

Chr06 1 101,985,394 10.97

Chr07 1 94,269,498 10.14

Chr08 1 87,629,897 9.42

Chr09 1 59,929,633 6.44

Total anchored 12 907,408,434 97.56

Unanchored 393 22,659,819 2.44

Total 405 930,068,253 100.00

注：Longest: 染色体挂载得到的最长序列的长度，单位bp；N(5-9)0: 将挂载后的序列按照从长到
短进行排列并进行累加，当累加长度达到总长的(5-9)0%的时候，那一条序列的长度，以bp为单
位。比如N50 表示将挂载得到的序列按照从长到短进行排列并进行累加，当累加长度达到总长的
50%的时候，那一条序列的长度；Length>=50kb: 挂载得到的序列长度长于50Kb的条数；Total: 
挂载得到的序列总长，以bp为单位。

草图Contigs挂载得到Pseudomolecule，对所得Pseudomolecule进行统计，结果见下表（由于在使用
JuiceBox对基因组进行进行可视化纠错时可能会根据Hi-C互作信号对Contigs进行切分，因此此处统计的
Contigs数量可能会与组装草图的Contigs数量有所差异）。

表7 Hi-C辅助组装的组装结果Pseudomolecule长度统计表

注：Pseudomolecule：组装得到的Contigs经过聚类、排序和定向得到最终的序列；Contig Num: 
每个Pseudomolecule 挂载的Contigs个数；Length(bp): Pseudomolecule长度，单位bp，
Contigs之间以100 bp的‘N’连接；Percent(%): 每条Pseudomolecule占基因组总长度的百分比；
Total anchored: 全部染色体挂载的Contigs情况；Unanchored: 基因组草图中未挂载Contigs情
况；Total: 基因组总体情况。



5.2 组装结果的热图验证  

对组装的染色体，进行热图验证，是辅助组装准确性的最优标准。

热图构建的方法：对于辅助组装的染色体，切割成等长Bin（常见的1Mb、500Kb、150Kb等），以两两

Bin之间支持的有效比对Read对，作为两两Bin之间交互的强度信号，构建热图18。热图坐标表示各染色
体的所有Bins，每个点的颜色代表了相应基因组Bin pair交互强度的log值，交互强度从黄到红依次增
强。

基于Hi-C辅助组装的两个基本原理：（1）染色体内部的互作强度强于染色体之间的互作关系；（2）同
一个染色体上，线性距离近的互作强度强于线性距离远的互作关系。对应的，染色体热图验证中，存在

两个基本规律：（1）对角线附近的互作关系，明显强于远离对角线的互作关系；（2）在距离近的两两
Bin之间的互作关系，强于距离远的Bin之间的互作关系。如果出现了远距离的两两Bin强于近距离的两两
Bin的互作关系，就可能是组装或挂载错误导致。

下图展示了全基因组Hi-C交互热图，从全局的热图来看，组装效果比较理想。

图12 全基因组Hi-C交互热图

染色体内部互作热图见目录：src/summary/4_Heatmap/Heatmap_Chr/。
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分析内容 软件 版本

Hi-C数据质控 fastp v0.21.0

Hi-C序列比对 Bowtie2 v2.4.4

Hi-C文库质控 HiC-Pro v3.0.0

Hi-C数据过滤 juicer v1.6

Hi-C辅助组装 3D-DNA v180922

Hi-C辅助组装 ALLHiC v0.9.13

Hi-C辅助组装 YaHS v1.1

可视化纠错 JuiceBox v2.13.07

Hi-C互作热图 HicExplorer v3.7.2

6 使用软件列表  
该项目中使用的软件，如下表所示：

表8 软件列表
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8 联系我们  
西安浩瑞基因成立于2019年，公司引入了三代测序平台--3台PacBio Revio和7台Sequell设备，致力于深
耕动植物基因组学、转录组和微生物组学研究的科研技术服务。2024年，与华大智造携手共建西北首家
DCSLab组学前沿实验室，引入DNBSEO-T7测序平台，开展基于二代测序的单细胞转录组、时空转录组
等前沿技术服务。凭借专业的一站式多组学技术，为广大科研客户提供专业、高效、可靠的组学科研技
术服务。

联系方式  

热线电话：+86 029-89303503

官方网站：www.xahorizon.cn

邮    箱：project@xahorizon.cn

地    址：陕西省西安市沣东新城中兴深蓝科技产业园A区2号楼3层
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