成都市第五人民医院科研项目基因测序分析服务项目
具体内容
一、16s扩增子测序服务内容
（一）技术参数
测序平台：Illumina Novaseq（PE250）；
更高的数据质量：Q20＞90%，Q30＞85%
数据量：最低50000 Raw tags
（二）信息分析内容
1、基本质控
1.1根据Barcode和引物序列将数据拆分为不同样品，去除低质量reads
1.2截去Barcode和引物序列后对每个样本的reads进行拼接，去除低质量Tags
1.3去除嵌合体
2、标准信息分析
2.1 物种注释
2.1.1 OTU聚类及物种注释概况
2.1.1.1 注释结果交互式展示
2.1.1.2 物种注释结果KRONA展示
2.1.1.3 基于OTU的Venn图和花瓣图（样本≤5个，用Venn图展示，样本5个以上，花瓣图展示，Venn图/花瓣图总共免费提供10张）
2.1.2 物种分布情况
2.1.2.1 物种相对丰度展示
2.1.2.2 物种丰度聚类热图(heatmap图)
2.1.2.3 特定物种分类树展示（默认选取丰度前10的属进行作图）
2.1.2.4 三元相图(Ternaryplot)分析
2.1.3 属水平物种进化树
2.2 样本复杂度分析(Alpha Diversity)
2.2.1 Alpha Diversity指数
2.2.2 物种多样性曲线
2.2.2.1 稀释曲线
2.2.2.2 Rank Abundance曲线
2.2.3 物种累积箱形图（若样本少于10个，无此分析）
2.3 多样本比较分析(Beta Diversity)（样品≤2个，无此分析；建议有分组且每组至少3个生物学重复）
2.3.1 距离矩阵热图
2.3.2 降维分析
2.3.2.1 主坐标分析(PCoA分析)
2.3.2.2 主成分分析(PCA分析)
2.3.2.3 非度量多维尺度分析(NMDS分析)
2.3.3 样品聚类分析(UPGMA聚类)
2.4 统计检验（至少两组处理，每组处理至少3个生物学重复（否则，无此分析））
2.4.1 组间差异分析
2.4.1.1 Alpha多样性指数组间差异分析
2.4.1.2 Beta多样性指数组间差异分析
2.4.2 组间群落结构差异显著性检验
2.4.2.1 Anosim
2.4.2.2 MRPP
2.4.2.3 Adonis
2.4.2.4 Amova
2.4.3 组间差异物种分析
2.4.3.1 T-test组间物种差异分析
2.4.3.2 组间物种差异显著性分析(Metastat分析)
2.4.3.3 Simper分析
2.5 关联分析与模型预测（需提供环境因子列表，环境因子不能有缺失，且个数不能大于样本个数）
2.5.1 环境因子关联分析
2.5.1.1 Spearman相关性分析
2.5.1.2 Mantel test分析
2.5.1.3 CCA/RDA/dbRDA分析
2.5.1.4 VPA 分析（VPA分析需要将环境因子分为两组）
2.5.2 Network分析
2.5.2.1 静态Network（组内生物学重复≥6，按组出图，否则，无此分析）
2.5.2.2 动态Network（所有样品一起出图，样[endnoteRef:0]品数≥6，否则，无此分析） [0: ] 

2.5.3 随机森林(RandomForest)分析（两组之间比较，分组内样本不少于15个，否则，无此分析）
2.6 功能预测
2.6.1 PICRUSt
2.6.1.1 功能注释相对丰度展示
2.6.1.2 功能相对丰度聚类分析
2.6.1.3 功能注释PCA分析
2.6.1.4 功能注释Venn图和花瓣图
2.6.1.5 代谢通路预测
二、宏基因组测序服务需求：
（一）技术参数
测序平台：Illumina Novaseq （PE150）；
更高的数据质量：Q20＞90%，Q30＞85%
数据量：6G Raw data
（二）信息分析内容
1、数据质控
采用 Illumina测序平台测序获得的原始数据(Raw Data)存在
一定比例低质量数据，为了保证后续分析的结果准确可靠，需要对原始的测序数据进行预处理，获取用于后续分析的有效数据(Clean Data)。具体处理步骤如下：
1.1 去除所含低质量碱基（质量值<=38）超过一定比例（默认设为 40bp）的 reads；
1.2 去除 N 碱基达到一定比例的 reads（默认设为10bp）；
1.3 去除与 Adapter 之间 overlap 超过一定阈值（默认设为 15bp）的 reads；
1.4 如果样品存在宿主污染，需与宿主序列进行比对，过滤掉可能来源于宿主（默认采用 Bowtie2 软件，参数设置: --end-to-end, --sensitive, -I 200, -X 400）的 reads。
2、宿主过滤
针对有宿主基因组污染的样本，在信息分析执行前提供宿主基因组序列进行污染过滤，否则不进行污染过滤或需额外收取分析费用。
3、Metagenome组装
4、基因预测及丰度分析
4.1 gene catalogue 基本信息统计
4.2 core-pan 基因分析（core-pan基因分析需达到8个样品以上，组间基因数目分析需至少两个分组，每个分组至少3个样品）
4.3 基因数目差异分析(组间基因数目差异箱图、Venn图/花瓣图)（样本≤5个，用Venn图展示，样本5个以上，花瓣图展示，可免费提供10张图）
5、基因数目的样品间相关性分析
6、物种注释及统计
6.1 物种相对丰度概况
6.2 注释基因数目及相对丰度聚类分析（3个样品及以上）
6.3 基于物种丰度的降维分析（至少两组处理，每组处理至少三个生物学重复）
6.4 基于物种丰度的Anosim分析（至少两组处理，每组处理至少三个生物学重复，对两个分组间进行比较）
6.5 基于物种丰度的样品聚类分析
6.6 组间差异物种的Metastat分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
6.7 组间差异物种的LEfSe分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
6.8 基于物种丰度的Random Forest分析（两组之间分析，每个分组至少15个样品）
7、常用功能数据库注释
7.1 KEGG、eggNOG、CAZy
7.2 注释基因数目分析（3个样品及以上）
7.3 功能相对丰度概况
7.4 功能相对丰度聚类分析（3个样品及以上）
7.5 基于功能丰度的降维分析（至少两组处理，每组处理至少三个生物学重复）
7.6 基于功能丰度的Anosim分析（至少两组处理，每组处理至少三个生物学重复，对两个分组间进行比较）
7.7 基于功能丰度的样品聚类分析
7.8 代谢通路比较分析
7.8.1 代谢通路比较分析（1个或2个样品/分组间进行分析）
7.8.2 代谢通路注释基因数目及差异EC分析（代谢通路注释基因数目及差异EC分析）
7.9组间差异功能的Metastat分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
7.10 组间差异功能的LEfSe分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
8、抗生素抗性基因注释
8.1 抗性基因丰度概况
8.2 抗性基因类型的分布及丰度聚类分析
8.3 基于抗性基因丰度的Anosim分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
8.4 组间抗性基因数目差异分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
8.5 组间差异抗性基因的Metastat分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
8.6 组间差异抗性基因的Lefse分析（至少两个分组，每个分组至少3个样品）
8.7 抗性基因与物种归属关系。
