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鹿茸草全长转录组测序与次生代谢产物
生物合成相关基因的挖掘
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( 江西师范大学生命科学学院，江西 南昌 330022)

摘要:为获得鹿茸草的全长转录组信息，挖掘鹿茸草次生代谢化合物生物合成途径相关酶的基因，该文基

于单分子测序技术，利用 Pacbio高通量测序平台，对鹿茸草进行全长转录组测序，共获得 48 005 条去冗
余的高质量转录本，与 NＲ、Swiss-Prot、GO、KEGG等 8 个数据库进行 BLAST比对，共有 45 362 个转录本被
成功注释，注释率为 94． 50% ．其中有 389 条转录本被注释到 KEGG的 10 条标准次生代谢生物合成通路
中．对转录组数据进一步分析发现: 参与鹿茸草苯丙素类生物合成的转录本有 194 条，参与生物碱类生物
合成的转录本有 115 条，参与类黄酮化合物生物合成的转录本有 23 条，参与其他次生代谢产物的转录本
有 57 条，参与次生代谢后氧化与糖基化修饰的转录本有 204 条．鹿茸草全长转录组的获得极大地丰富了
鹿茸草的遗传信息，初步揭示了参与鹿茸草次生代谢产物合成相关的基因通路，为深入研究鹿茸草次生

代谢产物合成途径关键酶的功能及其调控机制奠定了基础．
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0 引言

鹿茸草( Monochasma savatieri Franch． ex Max-
im) 为玄参科鹿茸草属多年生根半寄生植物，别称
有沙氏鹿茸草、白花鹿茸草、千重塔等，常生于阳光
充足的多沙山坡及灌丛中，主要分布在中国的东南

地区，如江苏省、安徽省、浙江省、福建省、江西省、湖
南省等，在日本九州也有分布［1-2］． 鹿茸草的根、茎、
叶皆可入药，其性质平和，味略微苦涩，主要功效是

凉血止血、泻火解毒和祛风除湿止痛，可用于治疗咳
嗽、发热、吐血便血和风湿关节疼痛等多种病症［3］．
鹿茸草的化学成分分析显示: 鹿茸草含有苯丙素类、
黄酮类、生物碱类、酚酸类以及多糖类等［4-5］多种成

分，这使得鹿茸草具有十分广泛的药理活性．现代药
理学研究发现鹿茸草具有抗氧化［6］、抑菌［7］、抗
炎［8］和抗病毒［9］等生物学活性，是生产国家中药保

护品种炎宁颗粒的主药材之一［10］． 目前，关于鹿茸
草的化学成分和药理活性的研究较多，但关于其基

因组水平的研究( 如基因功能的分析、次生代谢产
物生物合成相关基因的发掘和重要活性成分合成机

制的阐明等) 鲜见报道．
鹿茸草至今还没有公布的基因组序列．近年来，

高通量测序技术已十分成熟，可以在缺少基因组信

息的情况下对其进行转录组测序，获得转录组信

息［11］．第 2 代测序技术虽然为植物研究积累了丰富
的基因组数据，但是也存在一些技术缺陷，如读长较

短、容易产生 PCＲ扩增错误等，较难得到准确、全面
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的基因组测序信息，对深入挖掘和分析转录组数据

有一定影响［12-14］．因此，第 3 代测序技术应运而生，
其特点是超长读长，能读取包含单条完整转录本的

序列信息，不需要模板扩增，且后期分析不需要组装

就可得到高质量的全长转录本，可为许多无参考基

因组的物种提供更全面的基因序列信息［15-16］． 目
前，第 3 代测序技术在植物( 如薏苡［17］、艾蒿［18］、厚
朴［19］、蒺藜苜蓿［20］、毛白菜［21］和当归［22］等) 基因组
的研究中已得到广泛的应用．本文利用 PacBio 第 3
代转录组测序技术对鹿茸草进行全长转录组测序，

得到了大量的高质量转录本序列，分析了鹿茸草的

基因表达特征与功能信息，挖掘了鹿茸草次生代谢

合成的相关基因，为进一步阐明及调控鹿茸草次生

代谢合成途径奠定了基础．

1 材料与方法

1． 1 材料

鹿茸草于 2021 年 6 月采自江西省宜春市袁州
区渥江镇( 27°84' N，114°44' E) ，经宜春市原农科
所所长高海军研究员鉴定． 取新鲜鹿茸草的叶片和
茎，在清洗干净后，吸干水分，置于液氮中速冻后于

－ 80 ℃冰箱中保存备用．

1． 2 ＲNA提取、转录组文库构建及测序

委托北京百迈客生物科技有限公司( Biomarker
Technologies，Beijing) 进行鹿茸草总 ＲNA提取、全长
转录组文库构建及测序．在总 ＲNA 提取完成后，要
对 ＲNA样品的浓度和完整性等进行检测，取检验合
格的高质量 ＲNA样品用于全长转录组文库的构建．
以下为文库构建的简要流程: 首先合成 mＲNA 的全
长 cDNA［23］，将得到的全长 cDNA 进行 PCＲ 扩增使
其放大; 然后修复全长 cDNA 末端并连上 SMＲT 接
头，消化核酸外切酶; 最后得到测序文库． 取检验合
格的文库，利用 PacBio SMＲT 测序平台进行全长转
录组测序．

1． 3 全长转录组数据获取

获取全长转录组序列的分析过程主要有 3 个阶
段，它们分别是 circular consensus sequencing ( CCS)
序列的生成并校正、全长序列的识别和 isoform 水平
聚类得到一致序列［24］． 首先，将全部的原始序列对
应其接头转换成 CCS序列，同时对 CCS序列进行校
正，获得序列的质量信息; 然后，通过检测在 CCS 序

列中是否包含正确的 5'引物、3'引物及 polyA 尾，将
序列分成全长序列( 包含 5'引物、3'引物及 polyA
尾) 和非全长序列; 最后，对在全长序列中相似的序

列( 即同一转录本的多个拷贝) 聚成一簇( cluster) ，
每簇得到 1 条一致序列( consensus isoform) ，去除冗
余的高质量序列用于后续分析．

1． 4 序列信息注释

为了分析转录本的不同功能，使用 BLAST［25］软
件将获得的高质量非冗余转录本序列与 NＲ( NCBI
非冗余蛋白质数据库) ［26］、Swiss-prot ( 蛋白质序列
数据库) ［27］、GO( 基因本体论) ［28］、COG ( 蛋白质直
系同源簇) ［29］、KOG ( 真核生物蛋白相邻类的聚
簇) ［30］、eggNOG( 直源同系蛋白分组比对) ［31］、Pfam
( 蛋白质家族) ［32］、KEGG ( 京都基因和基因组百科
全书) ［33］数据库比对，从而获得转录本的注释信息．
次生代谢产物生物合成通路按照在 KEGG 数据库
中标准的次生代谢通路进行筛选．

1． 5 CDS及转录因子预测

使用 TransDecoder［34］软件基于开放阅读框
( open reading frame，OＲF) 的长度、对数似然函数值
( log-likelihood score) 、氨基酸序列与在 Pfam数据库
中蛋白质结构域序列的比对等信息，从转录本序列

中识别可靠的潜在编码区序列( coding sequence，
CDS) ，从而得到鹿茸草的 CDS 序列．转录因子的预
测是使用植物转录因子预测软件 iTAK［35］对植物
TF、TＲ和 PKS进行识别和分类，获得转录因子的类
型和数量．

1． 6 LncＲNA预测及靶基因预测

LncＲNA不编码蛋白可通过 CPC( coding poten-
tial calculator) ［36］分析、CNCI ( coding-non-coding in-
dex) ［37］分析、pfam 蛋白结构域分析、CPAT ( coding
potential assessment tool) ［38］分析对转录本进行编码
潜能筛选，判断其是否具有编码潜能，过滤掉有编码

潜能的转录本，取以上 4 种分析软件鉴定得到的非
编码转录本的交集作为最终预测的 LncＲNA 结果．
LncＲNA可与 mＲNA 进行碱基互补配对，利用 Lnc-
Tar［39］工具对得到的 LncＲNA进行靶基因预测．

2 结果与分析

2． 1 全长转录组测序及序列分类校正

根据 full passes≥3 且序列准确性大于 0． 9 的条

001 江西师范大学学报( 自然科学版) 2023 年



件，从原始序列中共提取获得了 173 830 条 CCS 序
列，总碱基数为 386 701 738 bp，CCS 序列平均长度
为 2 224 bp，平均测序深度( passes) 为 57．较高的测
序深度为后续获取高质量转录本序列提供了保障．
去除在 CCS序列中的 cDNA引物序列及 polyA序列
共获得 141 331 条全长非嵌合( full-length non-chim-
eric，FLNC ) 序列，占 CCS 序列的 81． 30% ． 使用
SMＲTLink软件的 IsoSeq 模块将在 FLNC 序列中相
似的序列进行聚类分析，得到一致序列( consensus
isoform) 72 245 条，筛选准确度高于 99%的一致序
列，共得到 72 231 条( 99． 98% ) 高质量转录本．去除
在高质量转录本中的冗余部分，得到非冗余转录本

序列 48 005 条，将其用于后续的各项分析．

2． 2 转录本功能注释

2． 2． 1 序列比对及功能注释 将总共 48 005 条高
质量的非冗余转录本与 NＲ、Swiss-prot、GO、COG、
eggNOG、KOG、Pfam和 KEGG 等 8 个数据库进行序
列比对和功能注释，成功注释了 45 362条( 94． 50% ) 转
录本( 见表 1) ．

表 1 转录本功能注释数量统计

数据库 注释数量
占总转录本

比例 /%

NＲ 数据库 45 158 94． 07

Swiss-prot 数据库 29 643 61． 75

GO数据库 32 340 67． 37

COG数据库 20 790 43． 31

eggNOG数据库 44 065 91． 80

KOG数据库 29 653 61． 77

Pfam数据库 37 712 78． 56

KEGG数据库 20 952 43． 65

成功注释的转录本 45 362 94． 50

全部转录本 48 005 100． 00

在 NＲ 数据库中得到注释的转录本最多，有
45 158条( 占比 94． 07% ) ; 其次是 eggNOG、Pfam、
GO、KOG、Swiss-prot 和 KEGG 数据库分别注释了
44 065条( 91． 80% ) 、37 712 条( 78． 56% ) 、32 340条
( 67． 37% )、29 653 条( 61． 77% )、29 643 条( 61． 75% )
和 20 952 条( 43． 65% ) ; 而 COG数据库注释到的转
录本数量最少( 20 790 条，43． 31% ) ．因为 NＲ 数据
库成功注释的转录本数量最多，所以根据该数据库

比对结果进行同源性分析．结果表明: 在序列匹配度
较高的 4 个物种中，芝麻( Sesamum indicum Linn． ) 所

占的比例最高，为 16 641 条( 36． 85% ) ; 其次是紫花风
铃木( Handroanthus impetiginosus ( Mart． ex DC． ) Mat-
tos) 为 7 432 条( 16． 46% ) 、斑点猴面花( Erythranthe
guttata ( DC． ) G． L． Nesom) 为 3 951 条( 8． 75% ) 、
木犀榄( Olea europaea Linn． ) 为 690 条( 1． 53% ) ; 其
余比例小于 1． 53%的匹配物种的序列为 16 444 条，
占比 36． 41% ．
2． 2． 2 转录本的 GO 分类 将测序获得的转录本
在 GO功能数据库中进行比对，发现有 32 340 条转
录本能比对到相似的基因，且大部分转录本能够对

应多个不同基因． 结果表明: 成功比对到的 32 340
条转录本被分到细胞组分、分子功能和生物过程 3
个不同类别的 49 个小组中( 见图 1) ．
对不同类别的转录本进行统计分析发现: 在与

细胞组成类别相关的转录本大部分被归类于细胞

( cell) 子集( 14 541 条( 44． 96% ) ) 和细胞部分( cell
part) 子集( 14 528 条( 44． 92% ) ) 中．在归类到分子
功能类别的转录本中，与催化活性( catalytic activi-
ty) 和结合( binding) 功能相关的转录本数量最多，分
别有 16 654 条( 51． 50% ) 和 15 590 条( 48． 21% ) ，
其他功能的转录本数量较少． 代谢过程( metabolic
process) 是在生物过程类别中转录本数量最多的，共
有 16 678 条 ( 51． 57% ) ． 此外，细胞过程 ( cell
process) 和单一生物过程( single-organism process) 也
比对到较多的转录本，分别为 15 306 条( 47． 33% )
和 10 913 条( 33． 74% ) ．
2． 2． 3 转录本的 KOG分类 为了更好地分析鹿茸
草转录组的功能，对在 KOG数据库中被成功注释的
29 653 条转录本进行了分类．结果表明: 这些转录本
一共可分为 25 个不同的功能类群，且涉及的范围较
广，涵盖了大部分的生命活动途径( 见图 2) ．其中，
一般功能预测类的注释结果最多，有 5 382 条
( 18． 15% ) ; 在其他类群中，在转录后修饰、蛋白质
转运与分子伴侣( 3 574 条，12． 05% ) 、信号转导机
制( 2 856 条，9． 63% ) 、糖类转运与代谢( 1 911 条，
6． 44% ) 及翻译、核糖体结构和生物发生( 1 899 条，
6． 40% ) 类群注释的转录本数量也较多，而细胞外
结构类群的转录本注释数量最少，仅有 14 条
( 0． 05% ) ．另外，在次生代谢产物生物合成、运输和
分解代谢类群中注释到的转录本数量有 1 080 条，
这对研究鹿茸草有效成分的生物合成和运输分解具

有重要指导意义．

101第 1 期 杨晚铃，等: 鹿茸草全长转录组测序与次生代谢产物生物合成相关基因的挖掘



注: 图中立柱从左至右分别以 1 ～ 49 表示． 1 为胞外区; 2 为细胞; 3 为拟核; 4 为细胞膜; 5 为病毒粒子; 6 为细胞连接; 7 为

膜封闭腔; 8 为大分子复合物; 9 为细胞器; 10 为胞外区组分; 11 为细胞器组分; 12 为病毒粒子组分; 13 为细胞膜组分; 14 为细

胞组分; 15 为超分子复合物; 16 为转录因子活性，蛋白质结合; 17 为核酸结合转录因子活性; 18 为催化活性; 19 为信号转导活

性; 20 为结构分子活性; 21 为转运活性; 22 为结合; 23 为电子载体活性; 24 为抗氧化活性; 25 为金属伴侣活性; 26 为蛋白质标

记物; 27 为翻译调节活性; 28 为营养库活性; 29 为分子转导活性; 30 为分子功能调节器; 31 为复制; 32 为免疫系统过程; 33 为

代谢过程; 34 为细胞过程; 35 为生殖过程; 36 为生物附着; 37 为信号; 38 为多细胞生物过程; 39 为发育过程; 40 为发育; 41 为

移动; 42 为单一生物体过程; 43 为节律过程; 44 为刺激响应; 45 为定位; 46 为多生物体过程; 47 为生物学调控; 48 为细胞组织

的组成或合成; 49 为解毒．

图 1 转录本的 GO分类

注: 图中立柱从左至右分别以 1 ～ 25 表示． 1 为 ＲNA加工和修饰; 2 为染色质结构和动力学; 3 为能源生产和转换; 4 为细

胞周期控制、细胞分裂、染色体分区; 5 为氨基酸转运和代谢; 6 为核苷酸转运和代谢; 7 为糖类转运与代谢; 8 为辅酶转运和代

谢; 9 为脂质运输和新陈代谢; 10 为翻译、核糖体结构和生物发生; 11 为转录; 12 为复制、重组和修复; 13 为细胞壁 /膜 /包膜生

物发生; 14 为细胞运动; 15 为转录后修饰、蛋白转运与分子伴侣; 16 为无机离子转运和代谢; 17 为次生代谢物合成、运输和代

谢; 18 为一般功能预测; 19 为未知功能; 20 为信号转导机制; 21 为细胞内运输、分泌和囊泡运输; 22 为防御机制; 23 为细胞外

结构; 24 为核结构; 25 为碳骨架．

图 2 转录本的 KOG分类

2． 2． 4 转录本 KEGG注释 总共有 20 952 条转录
本被成功注释到 KEGG 数据库中，可归类到 128 个
KEGG标准代谢通路． 其中，转录本注释数量大于
300 的通路共有 19 个，碳代谢通路注释到的转录本

数量最多，有 1 049 条( 5． 00% ) ; 其他注释到较多转
录本的通路还有氨基酸的生物合成 ( 799 条，
3． 81% ) 、核糖体( 758 条，3． 62% ) 、剪接体( 692 条，
3． 30% ) 和内质网蛋白质加工( 624 条，2． 98% ) 等通
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路( 见表 2) ．
另外，进一步分析 KEGG 注释到的代谢通路，

发现有 389 条转录本参与苯丙素类生物合成、异喹
啉生物碱生物合成、莨菪烷、哌啶和吡啶类生物碱生
物合成及类黄酮生物合成等 10 个次生代谢生物合
成标准通路( 见表 3) ．在这些通路中，转录本注释数
量最多的是苯丙素类生物合成代谢通路，有 194 条

( 0． 93% ) ; 生物碱类的异喹啉生物碱生物合成与莨
菪烷、哌啶和吡啶类生物碱生物合成通路的转录本
注释数量次之，分别为 66 条 ( 0． 32% ) 和 49 条
( 0． 24% ) ; 类黄酮生物合成的转录本注释数量为
23 条( 0． 11% ) ，而芥子油苷生物合成代谢通路的转
录本注释数量最少，仅有 1 条．

表 2 转录本的 KEGG通路统计分析

编号 通路 通路 ID 转录本数 占比 /%

1 碳代谢 ko01200 1 049 5． 00

2 氨基酸的生物合成 ko01230 799 3． 81

3 核糖体 ko03010 758 3． 62

4 剪接体 ko03040 692 3． 30

5 内质网蛋白质加工 ko04141 624 2． 98

6 ＲNA转运 ko03013 571 2． 73

7 糖酵解 /糖异生 ko00010 476 2． 27

8 淀粉和蔗糖代谢 ko00500 441 2． 10

9 内吞作用 ko04144 439 2． 10

10 丙酮酸代谢 ko00620 432 2． 06

11 植物激素信号转导 ko04075 414 1． 98

12 mＲNA监测通路 ko03015 400 1． 91

13 嘌呤代谢 ko00230 391 1． 87

14 氧化磷酸化 ko00190 377 1． 80

15 泛素介导的蛋白水解 ko04120 342 1． 63

16 过氧化物酶体 ko04146 338 1． 61

17 氨基糖和核苷酸糖代谢 ko00520 321 1． 53

18 半胱氨酸和蛋氨酸代谢 ko00270 310 1． 48

19 乙醛酸和二羧酸代谢 ko00630 306 1． 46

表 3 转录本次生代谢的 KEGG通路注释统计

编号 通路 通路 ID 转录本数 占比 /%

1 苯丙素类生物合成 ko00940 194 0． 93

2 异喹啉生物碱生物合成 ko00950 66 0． 32

3 莨菪烷、哌啶和吡啶类生物碱生物合成 ko00960 49 0． 24

4 黄酮类生物合成 ko00941 23 0． 11

5 单胺菌素生物合成 ko00261 19 0． 09

6 芪类、二芳基庚烷类和姜酚的生物合成 ko00945 12 0． 06

7 咖啡因代谢 ko00232 10 0． 05

8 甜菜碱生物合成 ko00965 8 0． 04

9 黄酮和黄酮醇的生物合成 ko00944 7 0． 03

10 芥子油苷生物合成 ko00966 1 0． 00

2． 3 鹿茸草次生代谢生物合成途径相关酶的鉴定

2． 3． 1 苯丙素类生物合成相关基因挖掘 在植物
次级产物代谢途径中，苯丙素类代谢是其中一条非

常重要的途径，可产生多种重要的次生代谢产

物［40］．在鹿茸草中与苯丙素类生物合成通路相关的

转录本有 194 个，注释到此合成途径中的 15 个酶
( 见图 3) ．在鹿茸草的苯丙素类生物合成通路中有
69 个转录本注释到 β-葡萄糖苷酶( beta-glucosidase，
BglB) 、肉桂醇脱氢酶( cinnamyl-alcohol dehydrogen-
ase，CAD) 的转录本有 47 个、4-香豆酸辅酶 A 连接
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酶( 4-coumarate-CoA ligase，4CL) 有 25 个、过氧化物
酶( peroxidase，POD) 有 12 个、苯丙氨酸解氨酶( he-
nylalanine ammonia-lyase，PAL) 有 9 个．此外，还有松
柏 醛 脱 氢 酶 ( coniferyl-aldehyde dehydrogenase，
ＲEF1) 、莽草酸 O-羟基肉桂酰基转移酶( shikimate

O-hydroxycinnamoyl transferase，HCT) 、肉桂酸 4-羟基
化酶( cinnamate 4-hydroxylase，C4H) 、肉桂酰辅酶 A
还原酶( cinnamoyl-CoA reductase，CCＲ) 和咖啡酸氧
甲基转移酶( caffeic acid O-methyltransferase，COMT)
等多个酶( 见表 4) ．

表 4 编码苯丙素类、生物碱类和类黄酮生物合成相关酶的转录本

合成途径 酶 转录本数 转录本编号

苯丙素类

BglB 69

LＲC-yc _ transcript _ 35785 /37249 /58661 /61622 /8833 /16647 /34206 /36387 /37608 /
41972 /53772 /5606 /58002 /6014 /61678 /6339 /6611 /66134 /6880 /7441 /18650 /19897 /
20720 /22972 /23650 /24406 /26651 /28806 /2977 /30549 /33339 /33776 /34213 /35098 /
35217 /35262 /37853 /40519 /40867 /41077 /4162 /42154 /42892 /43501 /43975 /45068 /
49789 /51075 /51705 /52408 /61076 /62108 /62689 /64339 /64434 /64664 /6523 /65838 /
65865 /66365 /6884 /69168 /69864 /70080 /7116 /72067 /9201 /9207 /9399

CAD 47

LＲC-yc _ transcript _ 11245 /11527 /11650 /11862 /11868 /11882 /12097 /12170 /12189 /
12554 /16323 /17633 /17850 /23601 /23702 /23827 /25797 /27323 /27340 /28075 /32363 /
33320 /41302 /46740 /49192 /50155 /52414 /53263 /55803 /57837 /58842 /62065 /63807 /
64453 /64477 /64945 /65389 /65522 /67967 /69329 /69714 /70293 /71698 /72016 /8397 /
9305 /9759

4CL 25
LＲC-yc _ transcript _ 21713 /26724 /32991 /36203 /38794 /39400 /41583 /43709 /50240 /
50773 /51593 /54764 /56608 /61115 /62613 /63233 /63277 /64316 /64398 /65025 /65274 /
65382 /67040 /67463 /7718

POD 12
LＲC-yc _ transcript _ 11192 /11915 /12074 /34290 /47743 /59763 /60274 /65237 /66044 /
15128 /24756 /49633

PAL 9 LＲC-yc_transcript_26055 /4371 /4564 /48540 /57805 /5882 /59436 /62349 /63793
ＲEF1 7 LＲC-yc_transcript_21309 /28365 /35468 /35534 /48329 /53101 /63956
HCT 5 LＲC-yc_transcript_10343 /28451 /34759 /36226 /9615
C4H 4 LＲC-yc_transcript_27595 /36266 /59231 /8738
CCＲ 4 LＲC-yc_transcript_10325 /5622 /572 /64950
COMT 4 LＲC-yc_transcript_11559 /20227 /60103 /71792
F5H 3 LＲC-yc_transcript_16824 /68008 /8006
C3H 2 LＲC-yc_transcript_52849 /7810

UGT72E 1 LＲC-yc_transcript_8408
CCoAOMT 1 LＲC-yc_transcript_38451

CSE 1 LＲC-yc_transcript_12962

生物碱类

GOT2 21
LＲC-yc_transcript_70530 /9998 /17539 /18647 /25280 /30784 /39996 /51797 /53404 /5453 /
54972 /66338 /68223 /30126 /9042 /9967 /10366 /47306 /60096 /60503 /63976

TAT 13
LＲC-yc _ transcript _ 10448 /18787 /23392 /24538 /24987 /3710 /39783 /46780 /49002 /
53455 /56653 /66264 /69586

AOC 12
LＲC-yc _ transcript _ 1279 /3033 /3207 /34713 /34795 /37873 /4266 /4678 /55421 /65450 /
66112 /67396

TYＲ 8 LＲC-yc_transcript_32369 /34252 /40120 /4952 /57332 /60093 /61984 /62839
TYDC 6 LＲC-yc_transcript_30789 /52129 /55114 /60559 /71600 /8585
PPO 5 LＲC-yc_transcript_25904 /27453 /31671 /60165 /7595
TＲ1 2 LＲC-yc_transcript_21126 /43517
MAO 1 LＲC-yc_transcript_65706
HisC 1 LＲC-yc_transcript_9257

类黄酮

F3'H 7 LＲC-yc_transcript_21008 /24139 /34411 /34446 /47746 /70719 /7612
CHS 3 LＲC-yc_transcript_43638 /51082 /70287
CHI 1 LＲC-yc_transcript_51887
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2． 3． 2 生物碱类生物合成相关基因挖掘 生物碱
类是一类含氮碱性的天然有机化合物，广泛存在于

自然界中，是许多药用植物的重要活性成分［41］． 在
鹿茸草转录本的 KEGG 注释通路中，共有 115 个转
录本注释到了 2 条关于生物碱类生物合成的通路，
它们分别为异喹啉生物碱生物合成通路( 66 个) 与
莨菪烷、哌啶和吡啶类生物碱生物合成通路( 49 个) ．
涉及生物碱生物合成通路的酶共有 9 种( 见表 4 ) ，
天冬氨酸转氨酶( aspartate aminotransferase，GOT2) 、
酪氨酸转氨酶( tyrosine aminotransferase，TAT) 和伯

胺氧化酶( primary-amine oxidase，AOC) 是异喹啉生
物碱生物合成通路与莨菪烷、哌啶和吡啶类生物碱
生物合成通路共同注释到的酶．另外，异喹啉生物碱
生物合成通路还注释到酪氨酸酶( tyrosinase，TYＲ) 、
酪氨酸脱羧酶( tyrosine decarboxylase，TYDC) 、多酚
氧化酶 ( polyphenol oxidase，PPO ) 和单胺氧化酶
( monoamine oxidase，MAO) ．在异喹啉生物碱生物合
成通路中注释到的 7 种酶大多为通路上游的关键
酶，而通路下游的酶未被注释到( 见图 3) ．

图 3 鹿茸草苯丙素类、黄酮类和异喹啉生物碱生物合成途径

2． 3． 3 类黄酮生物合成相关基因挖掘 在植物体
内，类黄酮化合物是一类极为常见且重要的次生代

谢产物，其结构与功能都十分多样［42］． 类黄酮化合
物在植物体内的生物合成是通过苯丙素生物合成途

径来进行的，主要是从苯丙素生物合成途径中的对

香豆酰 CoA进入类黄酮的生物合成途径( 见图 3 ) ．
本文 KEGG共注释到鹿茸草 23 条转录本参与类黄
酮生物合成通路，该通路的专用酶有查耳酮合酶

( chalcone synthase，CHS) 、查耳酮异构酶( chalcone

isomerase，CHI ) 和类黄酮-3'-羟化酶 ( flavonoid-3'-
hydroxylase，F3'H) ，它们分别注释到 3 条、1 条和
7 条转录本( 见表 4) ．
2． 3． 4 次生代谢后修饰酶相关基因挖掘 在植物
次生代谢产物的后修饰中，氧化是最常见且极其重

要的一种修饰反应，主要由细胞色素 P450 ( cyto-
chrome P450，CYP450) 进行催化［43］． 根据鹿茸草在
Swiss-Prot数据库的比对结果中发现，共有 153 条转
录本被注释到 23 个不同的 CYP450 家族中． CYP72、
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CYP71 和 CYP83 家族的转录本较多，分别为 25 条、
20 条和 13 条，而 CYP85、CYP89 和 CYP716 家族均
只有 1 条转录本．糖基化也是存在于植物次生代谢
过程中非常重要的一种修饰反应，主要由尿苷二磷

酸-糖基转移酶 ( UDP-glycosyltransferases，UGT ) 催
化［44］．在鹿茸草的 Swiss-Prot数据库比对结果中，共
搜寻到与 UGT相关的转录本 51 条，分布在 12 个不
同的 UGT 亚家族中．其中 UGT73 和 UGT86 亚家族
的转录本最多，均为 10 条; 其次是 UGT74 亚家族
9 条; 最少的是 UGT91 和 UGT92 亚家族，各仅注释
到 1 条转录本．

2． 4 CDS与转录因子分析

使用 TransDecoder软件对转录本序列的编码区
序列及其对应氨基酸序列进行预测，总共获得

46 061条 OＲF ( open reading frame ) ，其中完整的
OＲF有 32 529 条． 完整 CDS 序列长度大致分布在
1 ～ 3 000 bp之间，其中 99． 21%的 CDS 序列主要集
中在 1 ～ 1 400 bp 之间． 用植物转录因子预测软件
iTAK预测在鹿茸草全长转录组序列中的转录因子，
共预测到 54 个不同转录因子家族的 4 226 个转录
因子 ( 见图 4 ) ． 其中 C2H2、zn-clus、bZIP、C3H、
bHLH、MYB-related、SNF2 和 CAMK_CDPK 等家族
的转录因子数目较多，分别为 189 个( 4． 47% )、141 个
( 3． 34% )、123 个( 2． 91% )、121 个( 2． 86% )、119 个
( 2． 82% ) 、108 个( 2． 56% ) 、108 个( 2． 56% ) 、97 个
( 2． 30% ) 和 95 个( 2． 25% ) ． 这说明在鹿茸草的各
种生理代谢过程中，各种类型的转录因子发挥了重

要的作用．

注: 图中立柱从左至右分别以 1 ～ 30 表示不同的转录因子． 1 为 C2H2; 2 为 zn-clus; 3 为 bZIP; 4 为 C3H; 5 为 bHLH; 6 为
MYB-related; 7 为 SNF2; 8 为 CAMK_CDPK; 9 为 ＲLK-Pelle_DLSV; 10 为 SET; 11 为 TＲAF; 12 为 PHD; 13 为 WＲKY; 14 为 TKL-
Pl-4; 15 为 B3-AＲF; 16 为 NAC; 17 为 CMGC_MAPK; 18 为 GＲAS; 19 为 AUX/IAA; 20 为 Jumonji; 21 为 MYB; 22 为 CAMK_
CAMKL-CHK1; 23 为 GNAT; 24 为 FAＲ1; 25 为 GAＲP-G2-like; 26 为 HB-HD-ZIP; 27 为 AP2 /EＲF-EＲF; 28 为 WNK_NＲBP; 29 为
ＲLK-Pelle_ＲLCK-VIIa-2; 30 为其他类型．

图 4 转录因子分析结果

2． 5 LncＲNA分析

利用 cnci分析、cpc分析、pfam蛋白结构域分析
和 cpat分析方法对转录本进行 LncＲNA 的预测; 然
后统计不同软件预测到的 LncＲNAs 序列并绘制韦
恩图进行分析，最终得到了 1 820 条 LncＲNA 序列
( 见图 5 ) ． 其中，序列长度小于 300 nt 的 LncＲNAs

的数量最多，有 804 条( 44． 18% ) ; 长度介于 300 ～
600 nt 的 LncＲNAs 有 455 条( 25． 00% ) ; 长度介于
600 ～ 900 nt 的 LncＲNAs 有 140 条( 7． 69% ) ; 最长
的 LncＲNA序列长度达 6 000 nt．将预测到的 1 820 条
LncＲNAs进行靶基因预测，其中 1 804条( 99． 12% ) Ln-
cＲNA成功预测到 36 140 条靶转录本，每个 LncＲNA

预测的靶转录本数量范围是 1 ～ 30 条．

图 5 LncＲNAs韦恩图分析结果

3 讨论

鹿茸草全草可入药，具有抑菌、抗炎和抗病毒等
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多种生物活性，是国家中药保护品种炎宁颗粒的主

药材之一［45］．目前，有关鹿茸草化学成分、药理活性
等方面的研究较为深入，但关于其分子生物学方面

的研究很少，特别是次生代谢生物合成相关基因的

发掘、克隆及功能鉴定等研究鲜见报道，严重阻碍了
鹿茸草次生代谢产物的开发与利用．近年来，第 3 代
高通量测序技术发展十分迅速，为鹿茸草等非模式

植物功能基因的挖掘提供了极大便利［46］．本文采用
PacBio第 3 代转录组测序技术对鹿茸草进行全长转
录组测序，其平均测序深度为 57X，在对 FLNC 序列
聚类后，得到 72 231 条准确度大于 99%的高质量转
录本序列，去冗余后共获得了 48 005 条全长转录
本． 在无参考基因组的情况下，共有 45 362 条
( 94． 50% ) 转录本被成功注释; 在 KEGG 通路注释
结果中，发现 389 条转录本参与了鹿茸草苯丙素类、
生物碱类和类黄酮等 10 个次生代谢生物合成标准
通路，这为鹿茸草次生代谢相关基因挖掘、克隆及功
能鉴定等基因组学研究提供了丰富的数据基础．
苯丙素类化合物是在玄参科植物中十分常见且

发挥重要功效的成分，研究发现苯丙素类化合物特

殊的结构使其在抗氧化、抗肿瘤、阵痛降压和护心保
肝等方面具有良好的生物活性［47-48］． 其代谢途径以
莽草酸途径的部分中间体为核心单位，形成苯丙氨

酸进入代谢途径，从而产生苯丙烯、木质素、黄酮、香
豆素和木脂素类等重要的次生代谢物［49］．该途径涉
及 PAL、C4H、4CL、HCT、CCＲ、POD、CAD 和 COMT
等多个酶．其中，PAL、C4H 和 4CL 催化该途径的前
3 步为该途径后续所有分支和所产生的代谢物提供
基础，是在苯丙素类代谢途径中的 3 个关键酶． PAL
处于苯丙素代谢途径的上游位置，能催化 L-苯丙氨
酸脱氨从而生成反式肉桂酸，可以调控初级与次级

代谢之间的连接，是苯丙素代谢途径的限速酶［50］．
C4H是苯丙素代谢途径的第 2 个关键酶，可以催化
肉桂酸生成对香豆酸，作为该途径的第 1 个氧化反
应，C4H在植物体内活性的大小会直接影响植物木
质素和黄酮类化合物等生物合成代谢支路［51-52］．
4CL作为苯丙素代谢途径的第 3 个关键酶，可以对
不同的羟基肉桂酸进行催化生成对应的辅酶 A 酯，
使苯丙素代谢途径进入不同的苯丙素类衍生物支

路，对类黄酮、木质素和香豆素等化合物的合成具有
重要调控作用［53］．本文鹿茸草全长转录组 KEGG注
释结果显示: 发现与 PAL、C4H 和 4CL 这 3 个关键
酶合成相关的转录本分别有 9 条、4 条和 25 条． 此

外，还有 156 条转录本可能参与在编码苯丙素类生
物合成途径中的 12 种酶．这说明苯丙素生物合成途
径在鹿茸草中较为活跃，相关酶基因的挖掘有利于

后续对该途径的调控．
除苯丙素类化合物外，生物碱类和类黄酮化合

物也是鹿茸草重要的次生代谢产物． 生物碱类广泛
存在于植物体内，具有抗病毒、抗肿瘤和消炎镇痛等
多种功效［54-55］，其结构也复杂多样，可根据不同结

构将其分为有机胺类、异喹啉类、莨菪烷类、吡啶类
和吲哚类等多种类别［56］． 本文 KEGG 注释结果显
示: 分别有 66 条和 49 条转录本注释到异喹啉生物
碱生物合成通路与莨菪烷、哌啶和吡啶类生物碱生
物合成通路中，涉及参与 9 种相关酶的合成．异喹啉
生物碱的生物合成主要由酪氨酸经过天冬氨酸转氨

( GOT2) 、酶酪氨酸转氨酶( TAT) 、4-羟基苯丙酮酸
脱羧酶( 4HPPDC) 和酪氨酸脱羧酶( TYDC) 等多种
酶催化后生成 4-羟基苯乙醛和多巴胺这 2 种重要的
前体［57］．鹿茸草异喹啉生物碱的生物合成通路主要
注释到上游前体合成中的相关酶，如 GOT2、TAT 和
TYDC分别注释到了 21 条、13 条和 6 条，但是催化
生成 4-羟基苯乙醛的 4HPPDC 却没有注释到相关
的转录本．类黄酮化合物结构多样，可将其分为查尔
酮、黄酮、黄酮醇、黄烷醇、花青素和原花青素或缩合
单宁 6 个亚类［58］．不同的类黄酮化合物具有不同的
生物学活性，目前发现其具有抑菌、抗氧化、抗衰老、
调节血脂血糖和提高免疫力等多种功效［59-60］． 通过
对鹿茸草 KEGG通路注释结果进行搜索，注释到了
CHS、CHI和 F3'H，这 3 个酶是类黄酮生物合成专用
的关键酶．特别是 CHS，它是类黄酮生物合成途径
的第 1 个专用酶，用于合成查尔酮支架，然后全部的
类黄酮化合物都是从查尔酮支架中衍生出来的．
次生代谢产物在合成后大多要对其骨架进行修

饰，如氧化、糖基化、甲基化和乙酰化等修饰，在经过
修饰后其结构、种类、稳定性和药用活性等都会发生
变化，更有利于其在植物体内发挥作用［61-62］．
CYP450 在次生代谢产物氧化修饰中发挥了极大作
用，它能将氧原子插入底物中，从而对苯丙素类、生
物碱类和甾醇类等多种次生代谢产物进行修饰，提

高其生物活性［63］． UGT负责次生代谢产物的糖基化
修饰，将在糖基供体上的糖基转移至被修饰的次生

代谢化合物上，从而使其亲水性、稳定性和生物活性
等发生改变［64-65］．本文共有 153 条转录本被注释为
CYP450 基因，51 条转录本被注释为 UGT 基因． 在
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鹿茸草转录组中多种 CYP450 和 UGT 的发现不仅
有利于更具体地分析 CYP450 和 UGT 的催化功能，
而且也有利于进一步阐明鹿茸草在次生代谢后在修

饰中的氧化反应和糖基化反应机制．

4 结论

本文基于 Pacbio 第 3 代测序技术对鹿茸草进
行全长转录组测序，获得了大量转录本数据信息，丰

富了鹿茸草现有遗传信息，为后期进行鹿茸草遗传

多样性分析、遗传图谱构建等分子生物学方面的研
究提供了参考数据．同时，鹿茸草次生代谢产物生物
合成相关基因的获得为进一步阐明次生代谢产物生

物合成的分子机制奠定了基础．
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The Full － Length Transcriptome Sequencing and Identification of Ｒelated Genes
Involved in Secondary Metabolism Biosynthesis for Monochasma savatieri

YANG Wanling，BAI Zhiyi，ZOU Mingzhu，WANG Xinru，XIE Jiankun，ZHANG Fantao*

( College of Life Sciences，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: To obtain the full-length transcriptome sequence database and mine the genes of enzymes related to the
secondary metabolic compounds' biosynthetic pathway in Monochasma savatieri，based on Single Molecule Ｒeal
Time ( SMＲT) technology，the full-length transcriptome is sequenced using Pacbio high-throughput sequencing plat-
form． A total of 48 005 high-quality transcripts are obtained． 45 362 transcripts are successfully annotated by BLAST
search against NＲ，Swiss-Prot，GO，KEGG and other four public sequence databases，with an annotation rate of
94． 50% ． Among them，389 transcripts are annotated to the 10 standard secondary metabolic biosynthetic pathways
of KEGG． Further analysis reveals that a total of 194 transcripts are involved in phenylpropanoid biosynthesis，115
transcripts are related to alkaloid biosynthesis，23 transcripts might participate in flavonoid biosynthesis，and 57 tran-
scripts are involved in other secondary metabolites． Additionally，204 transcripts relate to secondary metabolic oxida-
tion and glycosylation post-modifications． The obtained data of this study greatly enriches the genetic information of
Monochasma savatieri and preliminarily reveals the genes involved in the synthesis of secondary metabolites，which
lays a foundation for further studies on function and regulatory mechanisms of key genes involved in thesynthesis of
secondary metabolites in Monochasma savatieri．
Key words: Monochasma savatieri Franch． ex Maxim; full-length transcriptome; secondary metabolism; biosynthesis;
genetic resource
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