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摘要: 利用 Illumina HiSeqTM 2500 平台对光暗培养的杜仲愈伤组织进行了转录组高通量测序，利用
BLAST软件进行差异表达基因的功能注释和富集分析，就白光( 光强为 12 000 lux，16 h 光照，8 h 黑暗)

对杜仲愈伤组织中绿原酸含量的影响进行了研究．结果表明: 通过 Trinity软件合并组装后共获得 62 030

个 Unigenes，通过 BLASTX比对，共获得 25 417( 40． 98% ) 个有注释信息的 Unigenes．通过对 KEGG通路进
行深入分析表明，白光( 光强为 12 000 lux，16 h 光照，8 h 黑暗) 培养杜仲愈伤组织 18 d，与绿原酸合成相
关的 3 种酶基因上调表达，它们分别为苯丙氨酸解氨酶( EC 4． 3． 1． 24，phenylalanine ammonia-lyase，
PAL) 、肉桂酸-4-羟基化酶( EC 1． 14． 13． 11，trans-cinnamate 4-monooxygenase，C4H) 、奎宁酸羟基肉桂酰转
移酶( EC 2． 3． 1． 133，Shikimate o-hydroxyl-cinnamoyltransferase，HCT) ．由此推断，白光能促进杜仲愈伤组织
中绿原酸的积累．研究结果为获取高产绿原酸资源和杜仲遗传分析提供有价值的资料．
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0 引言

杜仲( Eucommia ulmoides oliv． ) 是我国特有的
经济树种，属于杜仲科杜仲属植物，是一种以药用为

主并具有多种用途的树种，具有很高的药用价值和

营养保健功效［1］．杜仲的重要次生代谢物苯丙酸类
的绿原酸具有明显抗菌作用，对消化系统、血液系统
和生殖系统均有药理作用．目前，由于新药开发以及
功效的确认，市场对杜仲的有效活性成分的需求量

极大，但生态环境却因过度开采遭到严重的破坏，野

生杜仲资源数量急剧减少［2］．为了更好地解决这一
矛盾，筛选杜仲愈伤组织的有效活性成分高产克隆

系并开展其活性成分积累调控机理研究势在必行．
本文利用转录组高通量测序技术就白光对杜仲愈伤

组织中绿原酸产量的影响进行分析，为获取高产量

绿原酸资源提供理论依据．

1 材料与方法

1． 1 实验材料

取杜仲幼苗嫩叶表面消毒后，接种在培养基

MS + 1. 0 mg·mL －1 2，4-D + 1. 0 mg·mL －1 NAA +
1. 0 mg·mL －1 6-BA 诱导愈伤组织，20 d 后长出愈
伤组织． 然后把杜仲愈伤组织接种在培养基 B5 +
0. 5 mg·mL －1 NAA + 1. 0 mg·mL －1 6-BA，设计 2
种培养条件: 1) 光照培养，光强 12 000 lux，16 h 光
照，8 h 黑暗; 2) 24 h 黑暗，作为对照． 2 种培养条件
的温度均为( 26 ± 1 ) ℃． 愈伤组织在这 2 种条件下
培养 18 d后，用液氮迅速冷冻，然后放到 － 80 ℃保
存备用．

1． 2 实验方法

把冻存的杜仲愈伤组织送至北京百迈客生物科

技有限公司进行测序和分析．



1． 2． 1 ＲNA样品提取和检测 采用艾德莱试剂盒
即“ＲN40-EASYspin 植物 microＲNA 快速提取试剂
盒”，提取杜仲愈伤组织的 ＲNA． ＲNA 样品的浓度、
纯度和总量利用 nanodrop 2000( Thermo 基因有限公
司) 进行检测，样品的完整性利用 Agilent 2100 进行
检测．
1． 2． 2 cDNA 文库构建和质控 文库制备采用
NEB试剂盒．用带有 Oligo ( dT) 的磁珠富集真核生
物 mＲNA; 加入 Fragmentation Buffer 将 mＲNA 进行
随机打断; 以 mＲNA 为模板，用 6 碱基随机引物合
成第 1 条 cDNA 链，然后加入缓冲液、dNTPs、ＲNase
H和 DNA Polymerase I 合成第 2 条 cDNA 链，利用
AMPure XP beads 纯化 cDNA; 纯化的双链 cDNA 再
进行末端修复、加 A 尾并连接测序接头，然后用
AMPure XP beads 进行片段大小选择; 最后通过
PCＲ富集得到 cDNA 文库． 分别使用 Qubit 2． 0 和
Agilent 2100 对文库的浓度和插入片段大小进行检
测，使用 Q-PCＲ方法对文库的有效浓度进行准确定
量，以保证文库质量．
1． 2． 3 上机测序 利用 Illumina HiSeqTM 2500 平台
进行高通量测序，测序读长为 PE100．
1． 2． 4 数据过滤 截除 Ｒeads 中的测序接头以及
引物序列; 过滤低质量值数据，确保数据质量．
1． 2． 5 数据组装 采用 Trinity［3］软件组装．

1． 2． 6 差异表达分析 使用 EBSeq［4］进行差异表
达分析，获得 2 个样品之间的差异表达基因集．在差
异表达分析过程中采用了公认有效的 Benjamini-
Hochberg方法对原有假设检验得到统计学意义上
的显著性 p值( p-value) 进行校正，并最终采用校正
后的 p值，即 FDＲ( False Discovery Ｒate) 作为差异表
达基因筛选的关键指标，以降低对大量基因的表达

值进行独立的统计假设检验带来的假阳性． 在筛选
过程中，将 FDＲ ＜ 0． 01 且差异倍数 FC ( Fold
Change) ≥2 作为筛选标准． 其中 FC 表示 2 样品
( 组) 间表达量的比值．

2 结果与分析

2． 1 组装结果统计

经过测序质量控制，共得到 13． 00 Gb Clean Da-
ta，各样品 Q30碱基百分比均不小于 88． 11% ．白光条
件( 编号: T01 ) 下，CG 含量为 47． 85% ; 黑暗条件
( 编号: T02) 下，CG 含量为 48． 11% ． 利用 Trinity 软
件进行合并组装共获得到 139 014 条 Transcripts 和
62 030 条 Unigenes，Transcript和 Unigene 的 N50分别

为 1 920 和 1 372，组装完整性较高． 具体组装信息
如表 1．

表 1 组装结果统计表

长度范围 /bp Contig Transcript Unigene

200 ～ 300 6 957 978( 99． 33% ) 31 307( 22． 52% ) 23 896( 38． 52% )
300 ～ 500 19 541( 0． 28% ) 24 708( 17． 77% ) 14 818( 23． 89% )
500 ～ 1000 12 933( 0． 18% ) 26 987( 19． 41% ) 9 983( 16． 09% )

1 000 ～ 2 000 9 237( 0． 13% ) 31 629( 22． 75% ) 8 186( 13． 20% )
＞ 2 000 5 085( 0． 07% ) 24 383( 17． 54% ) 5． 147( 8． 30% )
总数 7 004 774 139 014 62 030
总长度 311 669 071 157 794 421 45 678 674
N50长度 44 1 920 1 372
平均长度 44． 49 1 135． 10 736． 40

2． 2 Unigene功能注释

使用 BLAST［5］软件将组装获得的 62 030 条
Unigene 序列与 Nr ( Non-redundant protein data-
base) ［6］、Swiss-Prot( Annotated protein sequence data-
base) ［7］、GO( Gene ontology) ［8］、COG( Clusters of or-
thologous groups of protein ) ［9］、KOG ( euKaryotic or-
thologous groups of protein ) ［10］、KEGG ( Kyoto Ency-
clopedia of genes and genomes) ［11］数据库比对，预测
完 Unigene的氨基酸序列之后使用 HMMEＲ［12］软件

与 Pfam ( Protein family ) ［13］数据库比对，获得 Uni-
gene的注释信息．通过 BLASTX比对，共获得 25 417
( 40． 98% ) 个有注释信息的 Unigenes．其中，7 620 条
Unigene注释到 COG，占 12． 28% ; 14 857 条 Unigene
注释到 GO，占 23. 95% ; 4 794 条 Unigene 注释到
KEGG，占 7. 73% ; 14 140 条 Unigene 注释到 KOG，
占 22. 80% ; 16 174 条 Unigene 注释到 Pfam，占
26. 07% ; 16 297 条 Unigene 注释到 Swiss-prot，占
26. 24% ; 25 167 条 Unigene 注释到 Nr，占 40. 57% ．
具体注释信息见表 2．
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表 2 Unigene 注释信息

注释数据库 被注释的基因个数
长度≥300 bp
的基因个数

长度≥1 000 bp
的基因个数

COG注释 7 620 7 127 5 339
GO注释 14 857 12 586 7 489

KEGG注释 4 794 4 361 2 979
KOG注释 14 140 12 069 7 715
Pfam注释 16 174 14 988 10 557

Swiss-Prot注释 16 297 14 351 9 081
nr注释 25 167 21 180 12 349
All注释 25 417 21 320 12 368

2． 3 差异表达分析

采用 EBSeq［14］软件进行差异表达分析，获得 2
个样品之间的差异表达基因集．结果表明，共获得差
异表达基因 1 986 个，其中在白光条件下上调表达
的基因有 1 139 个，下调表达的基因 847 个．图 1 直
观地呈现了杜仲愈伤组织 2 个样品的基因表达量总
体分布．

2． 4 与绿原酸合成相关的代谢途径

从图 2 可以看出，与绿原酸合成相关的酶有 3
种，分别为苯丙氨酸解氨酶( EC 4． 3． 1． 24，phenylal-
anine ammonia-lyase，PAL) 、肉桂酸-4-羟基化酶( EC
1． 14． 13． 11，trans-cinnamate 4-monooxygenase，
C4H) 、奎宁酸羟基肉桂酰转移酶( EC 2． 3． 1． 133，
Shikimate o-hydroxyl-cinnamoyltransferase，HCT) ．这 3

种酶基因均上调表达． PAL 是杜仲绿原酸合成途径
中上游的关键酶，PAL 在白光条件下比黑暗条件下

图 1 杜仲愈伤组织 2 个样品基因表达量
的 FPKM箱线图

上调表达 3． 94 倍，C4H 在白光条件下比黑暗条件
下上调表达 2． 10 倍，HCT 在白光条件下比黑暗条
件下上调表达 2． 20 倍( 见图 3) ．结果表明，白光培
养杜仲愈伤组织 18 d，其绿原酸积累能力增强．由此
可见，白光( 光强为 12 000 lux，16 h 光照，8 h 黑暗)
可以明显增强杜仲愈伤组织中绿原酸的含量．

图 2 绿原酸合成相关的代谢途径
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T1 代表黑暗条件; T2 代表白光条件( 12 000 lux，
16 h黑暗，8 h光照) ．
图 3 光暗培养的杜仲愈伤组织中与绿原酸
合成相关的 3 种酶基因表达量比较

3 讨论

高通量测序技术具有分析结果快、准确、信息
全、灵敏度高和自动化的特点．自 2009 年以来，我国
研究人员陆续对不同的中药材进行了高通量转录组

测序和分析． 先后对青蒿［14］、西洋参［15］、甘草［16］、
丹参［17］、人参［18］、虎杖［19］、红花［20］、金银花［21］、杜
仲的果实和叶片［22］等中药材进行了转录组分析，这

些研究可以从基因层面上阐述中药有效成分的代谢

通路，发掘得到新的功能基因; 通过转录水平的调

节，提高药用成分的产量与活性，为高通量发掘新型

活性药物成分奠定了坚实的基础．
李铁柱等［23-24］通过对杜仲果实和叶片转录组

分析表明，其绿原酸的合成途径共涉及 4 种酶基因，
分别为苯丙氨酸脱氢酶( PAL ) 、肉桂酸-4-羟化酶
( C4H) 、香豆酰-CoA连接酶( 4CL) 和莽草酸羟基肉
桂酸酰转移酶( HCT) ，它们在幼果和叶片中表达量
各有差异．本文利用 Illumina HiSeqTM 2500 平台对光
暗培养的杜仲愈伤组织进行了转录组高通量测序，

通过对 KEGG 通路进行深入分析，结果表明，白光
( 光强为 12 000 lux，16 h 光照，8 h 黑暗) 培养杜仲
愈伤组织 18 d，与绿原酸合成相关的 3 种酶基因上
调表达，它们分别为苯丙氨酸解氨酶( EC 4． 3． 1．
24，PAL ) 、肉桂酸-4-羟基化酶 ( EC 1． 14． 13． 11，
C4H) 、奎宁酸羟基肉桂酰转移酶( EC 2． 3． 1． 133，
HCT) ．该结果表明: 白光( 光强为 12 000 lux，16 h
光照，8 h 黑暗) 培养杜仲愈伤组织 18 d，其绿原酸
生产能力提高．本研究为获取高产绿原酸资源和杜
仲遗传分析提供有价值的资料．
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The Effects of White Light on Chlorogenic Acid Contents in Eucommia
Ulmoides Calli Based on Transcriptome High-Throughput Sequencing

ZHANG June1，DENG Huafeng2，ZHENG Wenqiang1，JIANG Jing1，JIN Cong1，ZHAO Fukai1

( 1． College of Life Science，Key Laboratory of Protection and Utilization of Subtropical Plant Ｒesources of Jiangxi Province，
Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China;

2． School of Computer and Information Engineering，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: In this study，Eucommia ulmoides calli for 18d under white light ( light intensity was 12 000 lux，16 h
light and 8 h darkness) were cultured and 24 h darkness culture was as control． Then transcriptome high-throughput
sequencing for the Eucommia ulmoides calli were performed using the Illumina HiSeqTM 2500 sequencing platform．
Functional annotation and enrichment analysis of differentially expressed genes were also carried out． Effect of white
light on the content of chlorogenic acid of Eucommia ulmoides calli was studied． The results showed de novo assem-
bly generated 62 030 unigenes． 25 417 ( 40． 98% ) annotated unigenes were obtained by selecting BLAST parameter
( E-value ≤10 －5 ) and HMMEＲ parameter ( E-value ≤10 －10 ) ． Metabolic pathway analysis revealed that 3 uni-
genes were predicted to be responsible for the chlorogenic acid，the 3 unigenes were up-regulated and in the calli
under light culture，which was meaning that the production capacity of chlorogenic acid increased． The three en-
zymes dominated chlorogenic acid production in Eucommia ulmoides calli． The three enzymes were phenylalanine
ammonia-lyase ( EC 4． 3． 1． 24，PAL) ，trans-cinnamate 4-monooxygenase ( EC 1． 14． 13． 11，C4H) and Shikimate
o-hydroxyl-cinnamoyltransferase ( EC 2． 3． 1． 133，HCT) ． The study showed that the white light could improve the
production capacity of chlorogenic acid components of Eucommia ulmoides calli and represents a valuable resource
for future genomic studies on Eucommia ulmoides．
Key words: Eucommia ulmoides oliv． ; callus; white light; chlorogenic acid; transcriptome high-throughput sequen-
cing

(责任编辑:刘显亮)

475 江西师范大学学报( 自然科学版) 2015 年


