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基于 Illumina HiSeq 2000 测序技术对当归根的转录组特性研究 
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摘  要：目的  识别当归 Angelica sinensis 根药用活性物质的基因序列，阐释当归次生代谢产物生物合成的遗传基础。方法  从
当归头、当归尾提取总 RNA，质量鉴定合格后构建测序文库。测序文库检测合格后在 Illumina HiSeq 2000 测序仪上完成双

端测序。采用相关生物信息学方法分析当归根的转录组特性。结果  采用 Illumina HiSeq 2000 高通量测序获得当归根转录组

的 66 431 540 个原始短读序。用生物信息学方法从头组装并注释了 30 432 个功能基因序列（unigene）。应用 Uniprot 蛋白数

据库进行序列相似性比对，当归功能基因序列主要分布于目前研究较深入的 7 种重要经济作物，如葡萄、蓖麻、毛果杨、大

豆、苜蓿、拟南芥和烟草。研究发现，当归根表达的 127、69、70、94 个 unigene 分别映射到类苯基丙烷生物合成、N-聚糖

生物合成、黄酮类化合物生物合成和叶酸生物合成等路径，可能参与药用活性物质阿魏酸、当归多糖、当归总黄酮和叶酸的

生物合成。结论  参与当归根重要药效物质（阿魏酸、当归多糖、当归总黄酮等）生物合成的功能基因序列可能是当归补血、

活血功效的分子生物学基础。 
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Abstract: Objective  To explore the hereditary basis of secondary metabolic biosynthesis in Angelica Sinensis Radix (the roots of Angelica 
Sinensis) and identify the gene sequence of active substance in Angelica Sinensis Radix. Methods  The samples of Angelica Sinensis Radix were 
collected in Min County of Gansu Province and were identified by relevant experts. Total RNA was extracted from the heads and tails of Angelica 
sinensis. Sequencing library was constructed and qualified. Then, Double-ended sequencing was accomplished in Illumina HiSeq 2000 device. 
Transcriptome characteristic of Angelica Sinensis Radix was analyzed by relevant bioinformatics. Results  We obtained 66 431 540 primitive 
sequences of Angelica Sinensis Radix by Illumina HiSeq 2000 high-flux sequencing and annotated 30 432 unigenes by bioinformatics. The 
important economic crop distributed in Angelica Sinensis Radix sequences are Vitis vinifera, Ricinus communis, Populus trichocarpa, Glycine max, 
Medicago truncatula, Arabidopsis thaliana, and Nicotiana tabacum through comparing with 939 species sequences in Uniprot protein library. It 
was suggested that 127, 69, 70, and 94 unigenes expressed in Angelica Sinensis Radix were respectively mapped to the pathway of phenylpropanoid 
biosynthesis, N-glycan biosynthesis, flavonoid biosynthesis, and folate biosynthesis. These unigenes are related to the biosynthesis of important 
active substances, for example ferulic acid, polysaccharide, flavonoid, and folic acid in Angelica Sinensis Radix. Conclusion  Unigenes explored in 
the present paper are involved in the biosynthesis of major pharmaceutical substances, suggesting the genetic basis of Angelica Sinensis Radix. 
Key words: Illumina HiSeq 2000 high-flux sequencing; harvest period; Angelica Sinensis Radix; transcriptome characteristic; 
secondary metabolism; Angelica sinensis polysaccharide; ferulic acid 
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当归 Angelica sinensis (Oliv.) Diels 属伞形科

（Umbelliferae）多年生草本植物，主产于甘肃、云南

和四川等地。其中，甘肃岷县所产当归，产量大，

质量好，畅销国内，驰名海外，历来被认为是中医

用药的道地药材。岷县古称“秦州”，岷县所产当归，

又有“秦归”之名。当归被视为补血、活血要药，

临床应用十分讲究。当归根中含有大量具有药用活

性的次级代谢产物，如当归多糖、阿魏酸、当归总

黄酮和叶酸等[1]。当归多糖由鼠李糖、阿拉伯糖、甘

露糖、葡萄糖、半乳糖组成，具有保肝、调节免疫、

抗氧化、抗肿瘤、抗血小板聚集和促进骨髓造血等

药理作用，与当归补血、活血功效相关[2-3]。阿魏酸

可减少血栓素 A2（TXA2）的生成，抑制血小板聚集，

具有抗血栓等药理作用，为当归活血的物质基础，

常常作为当归质量评价的标志性化合物[1,4-7]。 
当归具有重要的药用价值和经济价值，但其基

因组研究十分缺乏。在当归早期的基因研究中，张

西玲等[8]用DNA测序技术建立岷归的 rRNA基因图

谱；Yu 等[9]用 cDNA-AFLP 分析技术阐释岷归抽薹

的分子调控机制，均有助于当归品种品质鉴定，却

难以阐明当归次生代谢产物生物合成的基因表达调

控机制。近年来，RNA 高通量测序技术的快速发展

促进了植物基因表达研究，并应用于西洋参、丹参、

虎杖和甘草等多种药用植物[10-11]。Illumina HiSeq 
2000 第 2 代高通量测序技术平台以高通量、高分辨

率、高精度和价格低廉等优势发挥着巨大作用，已

应用于人类基因组测序[10,12]。本研究首次用 Illumina 
HiSeq 2000 技术测序采收期当归根转录组，分析其

转录组特性。本研究还发现了已注释当归基因序列

主要分布于目前研究较深入的 7 种重要经济作物，

并识别了与当归重要药效物质（阿魏酸、当归多糖、

当归总黄酮等）生物合成相关的基因序列，阐释了

当归补血、活血功效的分子生物学基础。 
1  材料与方法 
1.1  转录组测序 
1.1.1  样本采集  在甘肃岷县清水乡当归主要生产

区采收期现场收集 5 个代表性新鲜当归样品，并经

平凉医学高等专科学校药用植物学程亚青教授鉴定

为当归 Angelica sinensis (Oliv.) Diels，分别取归头、

归尾各 0.5 g，共 10 个样本，立即投入液氮中保存，

干冰运输。 
1.1.2  RNA 提取与纯化  从当归头、当归尾分别提

取总 RNA[13]，所得总 RNA 经 ND-1000 分光光度计

和 Agilent2100 系统电泳质检合格后备用。每个样本

各取 3 μg RNA 混合得到 1 个混合样本，并采用

RNeasy Micro kit 按其操作流程纯化 20 μg 总 RNA，

所得产物用于测序文库构建。 
1.1.3  测序文库构建与质检  按照“TruSeq RNA 
Sample Preparation Guide”对纯化后的总 RNA 进行

mRNA 的分离、片段化、第一链 cDNA 合成、第二链

cDNA 合成、末端修复、3’末端加 A、连接接头、富

集等步骤，完成测序样本文库构建。所建测序文库经

Qubit®2.0 Fluorometer 和 Agilent 2100 系统检测合格

后，在 Illumina HiSeq 2000 测序仪上完成双端测序。

转录组测序实验委托上海伯豪生物有限公司完成。 
1.2  数据预处理 

将预处理后测序数据的质量信息进行统计，碱

基测序质量值范围为27～40。测序错误率用E表示，

碱基测序质量值用 sQ 表示，其中 sQ＝−10 lgE。 
去除总体质量偏低的读序，去除读序中含有的

模糊 N 碱基、去除长度小于 20 bp 的读序以及含有

的接头序列后所得读序为干净读序。 
1.3  短读序组装 
1.3.1  原始序列组装  将样本测序数据读序，应用

CLC Genomics Workbench（version: 5.5）[14-15]的

scaffolding contig 算法进行从头合成拼接，此阶段拼

接得出的序列称之为初始序列。 
1.3.2  最终序列组装  应用 CAP3 EST 拼接软件对

两个样本得到的初始短读序进行混合拼接，得到一

个最终序列集合。采用 CAP3 软件的策略为对初始

序列进行 2 次拼接，第 1 次使用宽松拼接参数进行

初始拼接，第 2 次使用严格拼接参数进行拼接。 
1.4  功能基因序列注释、功能分类和代谢路径分析 
1.4.1  功能基因序列注释  将最终序列与蛋白质

数据库（UniProt-date：2012.09）进行 Blastx 比对

（将核酸序列翻译为蛋白，再进行比对）[16]。以

trEMBL＋swissprot，E＜1e−5 为筛选条件。UniProt
数据库是目前对蛋白功能结构注释最为详细且准确

的蛋白数据库，大概包括 22 000 000 个蛋白。 
1.4.2  功能基因序列表达分析  以最终序列作为参

考，将样本的读序进行参考映射，从而得到样本在

每个功能基因序列中的一个读序的覆盖度，应用

RPKM 量化标准对读序覆盖度进行表达量计算，公

式为 RPKM＝覆盖整个功能基因序列的读序数目/
功能基因序列长度×该样本所有参与拼接的总读序

数目×109。 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 46 卷 第 8 期 2015 年 4 月 

   

• 1218 • 

1.4.3  基因本体（gene ontology，GO）分类  GO
是一个国际标准化的基因功能分类体系，提供了

一套动态更新的标准词汇表来全面描述生物体

中的基因和基因产物的属性。根据 UniProt 蛋白

质数据库的注释结果，应用 Blast2 GO 算法进行

GO 功能分类，得到分子功能、细胞成分、生物

学过程各个层次所占数目，从宏观上认识当归基

因功能分布特征。 
1.4.4  代谢路径注释   Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes（KEGG）是系统分析基因产物

在细胞中的代谢途径以及这些基因产物的功能数据

库。应用 KEGG KEGG Automatic Annotation Server
（KEGG KAAS）在线 pathway 比对分析工具对拼接

得到的功能基因序列进行 KEGG 映射分析，进一步

得到功能基因序列的代谢路径注释。 

2  结果与分析 
2.1  转录组测序产出及序列组装 

由 Illumina HiSeq 2000高通量测序获得66 432 540
个原始读序。经去除总体质量偏低和含有接头序列

的读序后所得到的干净读序为 62 539 584 个。由这

些短读序组装出 110 706 个重叠群（N），平均长度

556 bp，N50 930 bp。因后续注释分析基于功能基因

序列，因此应用 CLC Genomics Workbench（version：
5.5）的 scaffolding contig 算法进行从头合成拼接出

65 674 个功能基因序列（unigene），平均长度 1 004 
bp，N50 1 544 bp（表 1）。再应用 CAP3 EST 拼接

软件对 2 个样本得到的功能基因序列进行混合拼

接，得到 63 585 个功能基因序列，平均长度 1 035 
bp，N50 1 608 bp（表 1）。从图 1 可知，约 16 000
个功能基因序列长度为 400 nt。 

表 1  序列组装统计 
Table 1  Sequence assembe statistics 

统计数据 计数 总长度/bp N25/bp N50/bp N75/bp 平均长度/bp 最长长度/bp GC/%

重叠群 110 706 61 588 365 1 856  930 387 556 13 783 36.3

初始功能基因序列 65 674 65 924 288 2 542 1 544 786 1 004 13 783 36.3

最终功能基因序列 63 585 65 828 132 2 614 1 608 825 1 035 13 783 36.3
 

 
图 1  当归功能基因序列长度分析 

Fig. 1  Analysis on unigene sequence length in A. sinensis 

2.2  功能基因序列注释 
目前无药用植物当归全基因组测序，因此将最

终功能基因序列与 UniProt（date：2012.09）库进行

Blastx比对，注释上的功能基因序列数目为 30 432个，

注释比例为 47.9%。经 Blastx 比对，发现当归功能基

因序列主要分布于目前研究较深入的7种重要经济作

物，如葡萄、蓖麻、毛果杨、大豆、苜蓿、拟南芥和

烟草。在映射到 7 种重要经济作物的当归功能基因序

列中，完全匹配程度大于 40%的功能基因序列见表 2。
其中，RPKM 值最高为 25.84，最低为 0.79，说明

Illumina HiSeq 2000 高通量测序能检测低水平的同源

基因表达。序列分布的同源性以 E＜1e−5为筛选条件，

即 E 值越小，同源性越可靠。 
2.3  GO 分类 

GO 的功能是按照树形结构进行排布的，一般

层数越深，功能越详细，但相应的冗余也随之增加，

目前第二层功能用的比较广泛。从图 2 可知，以生

物学过程、细胞过程和细胞成分过程 3 方面对当归

功能基因序列进行阐释，发现参与代谢过程的功能

基因序列数目为 13 688 个（占已注释序列比例的

44.98%），参与催化活性的功能基因序列数目为

10 684 个（占已注释序列比例的 35.11%）。研究发

现，当归中微量元素量丰富，能激活体内酶的合成

与分泌，与酶催化的细胞代谢过程相关。 
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表 2  当归与重要经济作物功能基因序列的匹配程度 
Table 2  Unigene identity between A. sinensis and important economic crops 

功能基因序列 ID 功能基因序列长度/bp 完全匹配长度/bp 完全匹配程度/% RPKM 同源物种

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_25301 422 200 47.39 0.90 葡萄 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_39406 225 92 40.89 0.95 葡萄 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_33668 293 119 40.61 0.79 葡萄 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_41597 524 222 42.37 0.88 蓖麻 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_51685 613 261 42.58 1.08 毛果杨 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_13342 542 227 41.88 1.77 毛果杨 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_56147 386 161 41.71 1.07 毛果杨 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_59872 250 103 41.20 0.79 毛果杨 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_19874 331 165 49.85 6.78 大豆 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_24492 290 119 41.03 25.84 大豆 

mix_no_rRNA.1_ (paired)_contig_26634 388 157 40.46 0.85 拟南芥 
 

 
图 2  当归功能基因序列的 GO 功能 

Fig. 2  GO functional distribution in A. sinensis unigene sequences 

2.4  代谢路径注释 
为了识别当归中活性高的代谢路径，将 63 585

个功能基因序列进行 KEGG 映射分析，共映射到

269 条代谢路径。包含功能基因序列最多的是代

谢路径（2 242 个）、次级代谢产物生物合成（1 159
个）、不同环境中的微生物代谢（550 个）。类苯

基丙烷生物合成、黄酮类化合物生物合成、叶酸

生物合成和 N-聚糖生物合成等路径参与当归根重

要药效物质生物合成，如阿魏酸、当归总黄酮、

叶酸和当归多糖（表 3）。阿魏酸源自类苯基丙烷

生物合成路径，当归多糖源自 N-聚糖生物合成路

径，当归总黄酮源自黄酮类化合物生物合成路径，

叶酸源自叶酸生物合成路径。从表 3 可知，分别

有 127、69、70、94 个功能基因序列映射到上述

4 种代谢路径。 
在类苯基丙烷生物合成路径中，以苯丙氨酸为

原料，经苯丙氨酸氨裂解酶、桂皮酸-4-羟化酶等酶

合成阿魏酸。阿魏酸可经阿魏酸-5-羟化酶代谢成 5-
羟阿魏酸。类苯基丙烷生物合成路径的中间代谢产

物，如桂皮酸、香豆酸、咖啡酸、阿魏酸可参与黄 
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表 3  与当归重要药效物质相关的次生代谢产物生物合成路径 
Table 3  Biosynthetic pathway of secondary metabolites involved in major active substances of A. sinensis 

路径 ID 路径名称 
覆盖到该通路的

基因数目 

该通路中基因的

总数 

该通路中覆盖到的 

功能基因序列数目 
重要药效物质 

ko01110 次生代谢产物生物合成 350 720 1 159 — 

ko00940 类苯基丙烷生物合成 15 25 127 阿魏酸 

ko00790 叶酸生物合成 12 24 94 叶酸 

ko00941 黄酮化合物生物合成 11 20 70 当归总黄酮 

ko00510 N-聚糖生物合成 32 45 69 当归多糖 
 
酮类化合物生物合成路径的代谢调控；如咖啡酰辅

酶A经咖啡酰辅酶A邻甲基转移酶转化为阿魏酰辅

酶 A，然后再经查耳酮合酶合成四羟基-3-甲氧基查

耳酮，成为当归总黄酮中的一类药效成分。在叶酸

生物合成路径中，叶酰聚谷氨酸合酶和二氢叶酸还

原酶/胸苷酸合酶是叶酸合成的 2 个关键调控酶。 
糖基转移酶催化单糖从糖供体转移到糖受体分

子，参与天然产物黄酮类、类苯基丙烷生物合成路

径。经研究证实，当归多糖在补血与止血方面起双

向调节作用，是当归的主要药效活性成分，由鼠李

糖、阿拉伯糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖组成。在

当归转录组数据中，发现糖基转移酶、糖苷酶参与

调控 N-聚糖生物合成路径，如 β-1,4-甘露糖基糖蛋

白 β-1,4-N-乙酰葡糖胺基转移酶、甘露糖基-寡聚糖

α-1,2-甘露糖苷酶、α-1,6-甘露糖基糖蛋白 β-1,2-N-
乙酰葡糖胺基转移酶、α-1,3-葡糖苷酶、α-1,3-葡糖

基转移酶等。其中，RPKM 值最高为 91.99，RPKM
值最低为 0.54。经这些注释提供了有价值的资源，

有助于研究特定过程、功能和路径，也有助于识别

次级代谢产物生物合成路径的新基因。 
3  讨论 
3.1  Illumina HiSeq 2000 二代高通量测序技术可

识别非模式物种功能注释基因 
近年来，随着新一代高通量测序技术的广泛应

用，植物基因组研究得到快速发展[17]，但是识别当

归根转录组特性的基因序列研究还比较少。该类研

究有助于开发天然药物，使当归生药研究与生命科

学前沿技术深度融合。本研究首次采用 Illumina 
HiSeq 2000 高通量测序平台对当归根转录组进行测

序，获取了 63 585 个当归功能基因序列，并与

UniProt 蛋白数据库进行 blastx 比对，发现已注释当

归基因序列主要分布于目前研究较深入的 7 种重要

经济作物，如葡萄、蓖麻、毛果杨、大豆、苜蓿、

拟南芥和烟草。当归与不同物种序列相似性的比较，

可绘制系统进化树图谱，为阐明栽培当归的起源物

种提供理论依据。本研究提示，Illumina HiSeq 2000
第 2 代高通量测序技术可检测非模式物种大量功能

注释基因，可进一步探测基因组研究缺乏物种功能

基因变化的网络模式[18]。 
3.2  次级代谢基因 

通过 Uniprot 蛋白质数据库注释并比对了 30 432
个 unigenes，获取基因描述和保守的蛋白质结构

域[19]。应用Blast GO算法对注释序列进行GO分类，

发现当归根的转录组特性主要与酶催化的代谢过程

相关。进一步对当归功能基因序列进行代谢路径注

释，发现参与次生代谢产物生物合成路径的功能基

因序列为 1 159 个，可能参与当归药用活性物质代

谢调控。当归视为补血、活血要药，被称为“血中

之圣药”，对其补血、活血微观物质基础研究，有助

于阐释当归补血、活血的科学内涵。 
当归多糖能增加外周血细胞、白细胞、血红蛋

白及骨髓有核细胞数，这种作用特别是在外周血细

胞减少和骨髓受到抑制时尤为明显，可用于治疗各

种原因引起的贫血疾病[20]，提示了当归补血的主要

活性成分为当归多糖。当归多糖由鼠李糖、阿拉伯

糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖组成，其形成需糖基

转移酶和糖苷酶的调控。 
糖基转移酶在生物体内催化活化的糖连接到不

同的受体分子，如蛋白、核酸、寡糖、脂质和小分

子上[21]。当归多糖可以甘露糖、葡萄糖和乙酰葡糖

胺为原料参与 N-聚糖生物合成路径（69 个功能基因

序列参与）的调控。在 RPKM 值中，以 β-1,4-甘露

糖基糖蛋白 β-1,4-N-乙酰葡糖胺基转移酶为最高。

识别糖基转移酶和糖苷酶相关基因序列，对研究当

归多糖参与的特定代谢路径有重要意义。 
叶酸经人体吸收后，将转化为四氢叶酸，并作
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为一碳单位的辅酶参与红细胞、血红蛋白 DNA 的

合成，有助于提高机体红细胞、血红蛋白的数量，

可用于治疗贫血疾病。生物体内叶酸含量的高低取

决于叶酸生物合成路径，受叶酰聚谷氨酸合酶[22]和

二氢叶酸还原酶/胸苷酸合酶[23]的调控，其中以叶酰

聚谷氨酸合酶的 RPKM 值为最高。识别叶酸生物合

成路径相关基因，可佐证当归根中叶酸的量，反映

当归补血功效的高低。经上述分析，N-聚糖生物合

成路径及叶酸生物合成路径与当归补血功效相关，

有助于阐释当归补血的分子科学内涵。 
阿魏酸次级代谢基因是当归活血化瘀的物质基

础[24]，参与类苯基丙烷生物合成路径。在此代谢路

径中，以苯丙氨酸为原料，先后生成桂皮酸和香豆

酸，最后合成阿魏酸，阿魏酸又可代谢成 5-羟阿魏

酸。在当归根中，苯丙氨酸氨裂解酶[25]和桂皮酸-4-
羟化酶[26]可促进阿魏酸合成，阿魏酸-5-羟化酶[27]

可降低阿魏酸的量。识别上述 3 个酶的功能基因序

列，可佐证当归根中阿魏酸量的高低，反映当归活

血化瘀的功效，为当归质量鉴定、分子育种及栽培

提供理论依据。 
类苯基丙烷合成路径的中间代谢产物，如咖啡

酸、阿魏酸，可经黄酮化合物生物合成路径生成四羟

基-3-甲氧基查耳酮，属于当归总黄酮的一类药效成

分。桂皮酸-4-羟化酶可共同调控类苯基丙烷生物合成

路径和黄酮类化合物生物合成路径，影响阿魏酸和当

归总黄酮的量。查耳酮合酶[28]是合成四羟基-3-甲氧基

查尔酮的一种关键酶，其活性高低可反映当归总黄酮

的量。因此，类苯基丙烷生物合成路径及黄酮类化合

物生物合成路径与当归活血功效相关。 
本研究首次发现了与 5 种重要经济作物序列完

全匹配程度大于 40%的当归功能基因序列。识别了

与当归补血、活血物质基础相关的基因序列及代谢

路径，阐明了当归视为补血、活血要药的分子生物

学基础，为中药生药学研究提供示范。 
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