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项目二
BED文件的操作与处理

孟浩巍
menghaowei1992@126.com
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¡ 由于腾讯课堂改版，所有课程讲义、测试数据、运
行代码均需要加入课程讨论群进行下载！

¡ 课程讨论QQ群号： 828030346
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1. 讲解相关背景；

2. 讨论程序编写的逻辑；

3. 使用jupyter编写程序，并调试程序；

4. 将程序编写为命令行形式；
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Part II
获取BED文件的交集与并集
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• 程序的输入

• 程序的输出

• 程序的用途

• 求解交集在a文件中的情况；

• 求解交集的部分；

• 求解交集部分的占比；

• 其它个性化需求……
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• 假设存在比较复杂的情况：

• 文件a与文件b中的区域存在一对多，或者多对多的情况
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• 假设存在比较复杂的情况：

• 文件a与文件b中的区域存在一对多，或者多对多的情况
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• 输出结果：
• a1 (b1, b2, b3)
• a2 (b1, b2, b3, b4)
• a3 (b4, b5)
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运行命令：

bedtools  intersect -a test_multi_region_a.sort.bed  -b 
test_multi_region_b.sort.bed -wa -wb

运行结果：
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• 用函数简化代码；

• 重新确定边界条件；

• 引入保留行信息的temp_list
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• 用函数简化代码；

• 重新确定边界条件；

• 引入保留行信息的temp_list
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• 程序的输入

• --input_a

• --input_b

• --reference_index
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Part I
SAM文件与BAM文件的介绍

与基本操作
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• 一个比对结果的例子
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18https://github.com/samtools/hts-specs



19https://www.samformat.info/sam-format-flag
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• CIGAR值 用来储存比对的简略情况

• 双端测序的配对Reads name

• Fragment length

• 比对坐标

• 其它Tag信息（不同比对软件可能含义不同）
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21Niko Popitsch and Arndt von Haeseler, NAR, 2013
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一个简单的类比

SAM文件是无序的文本文件 经过sort和index后的BAM文件
是有序的二进制文件

只能进行顺序读取 可以进行随机读取
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• 顺序读取

• 随机读取

EE¥
" " "
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• 选取任一区域，提取BAM文件

• samtools view

• 计算基因组每一个位置的覆盖度

• samtools depth

• 计算基因组每一个位置的详细覆盖情况（包括突变信息等）

• samtools mpileup

• 快速获取各条染色体的比对情况

• samtools idxstats
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Part II
使用Pysam读取BAM文件中

的比对信息



26https://pysam.readthedocs.io/en/latest/api.html

• 重点在解决问题，而不是去解决细枝末节的接口问题；

• 要造车，在有轮子的情况下，尽量不要造轮子！
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• 打开、关闭SAM/BAM文件；

• 对SAM/BAM文件进行顺序读取；

• 对BAM文件进行随机读取；

• 获得reads的比对信息

• FLAG值的解析

• CIGAR值的解析

• 突变信息的解析

• Tag信息的解析
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Part III
对BAM文件进行过滤
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• samtools等工具已经提供了很多过滤操作

• 筛选MAPQ > 20的比对结果

• 筛选比对到基因组正链的结果

• 筛选某一个区域的所有比对结果

• samtools不能够完成的

• R1和R2中有1条MAPQ < 30就过滤这一对reads；

• 通过fragment筛选
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30Sandy L. Klemm et al.,  Nat Rev Genetics, 2019

• 如何定量染色质可及性？



31Jason D. Buenrostro et al., Curr. Protoc. Mol. Biol., 2015



32Jason D. Buenrostro et al., Nat Methods, 2013
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33William K. M. Lai and B. Franklin Pugh, Nat Rev Genetics, 2017
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• 在衡量文库构建片段长度时，fragment length一般指包含

adapter序列的长度；

• 在进行mapping以后的片段长度计算时，fragment一般指不包含

adapter序列的长度，即上图的insert size

I l i I I l I I I l l l l I l l 1/111
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Part IV
计算给定区域的信号值

FPKM
KPKM Cpm
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¡ 不同区间的长度不同；
¡ 不同批次数据的测序量不同；
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¡ 不同批次数据的测序量不同；
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¡ 不同基因的长度不同；
¡ 不同批次数据的测序量不同；
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¡ 不同基因的长度不同；
¡ 不同批次数据的测序量不同；
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¡ 不同基因的长度不同；
¡ 不同批次数据的测序量不同；

FPKM = RPKM / 2
-
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• 程序的输入

• BAM文件，给定的区域（BED文件）

• 程序的输出

• BED文件包含信号值

• 程序关键步骤

• 获得BAM文件中的总reads数

• 读取区间，并获得区间中的reads数

• 计算对应信号值

Cpn , KPK n
,
TPkm , → BET II Izz

.

Reads / Fragment
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Part V
读取指定坐标位置的突变信息

并进行统计检验
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DddA：Double-stranded DNA deaminase toxin A DdCBE: DddA-derived cytosine base editor
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¡ 已知在Detect-seq测序中，全基因组平均突变率为0.03，某个位
点中测到带有C的reads 10条，带有C-to-T突变的reads 20条，那
么该位点是否为一个Detect-seq突变位点？
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¡ 已知在Detect-seq测序中，全基因组平均突变率为0.03，某个位
点中测到带有C的reads 10条，带有C-to-T突变的reads 20条，那
么该位点是否为一个Detect-seq突变位点？

¡ 可以使用二项分布计算pvalue

¡ 其中n=30，p=0.003
0.03
-
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• 程序的输入

• BAM文件，给定的区域（BED文件）

• 程序的输出

• 区域内每一个C的突变情况及pvalue

• 程序关键步骤

• 获得BAM文件中的总突变数，计算突变背景 (pileup)；

• 读取区间，获得区间内每一个位点的突变情况；

• 计算对应二项分布的pvalue

• 对得到的pvalue进行校正
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• 通过?bam_file.pileup获得说明文档

• 几个关键参数设置：

• contig, start, stop

• reference

• max_depth

• ignore_overlaps (目前版本pysam存在bug)

• min_base_quality

• min_mapping_quality
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• 二项分布检验 scipy

• FDR矫正 statsmodels
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