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　 　 摘要:　 茶是世界流行的三大无酒精饮料之一ꎬ由茶树叶片加工而成ꎬ因其中含有三大茶树特征代谢产物(儿茶

素、茶氨酸和咖啡碱)而具有独特风味ꎮ 转录因子不仅在植物生长发育中起重要调控作用ꎬ也影响植物的次级代谢产

物合成ꎬ而茶树中关于转录因子调控儿茶素ꎬ茶氨酸和咖啡碱的报道较少ꎮ 本研究结合茶树全器官转录组数据与茶

树基因组数据重构转录本ꎬ获得大量新基因和新转录本ꎬ进而结合茶树不同器官中儿茶素、茶氨酸和咖啡碱的含量差

异ꎬ分别建立茶树中儿茶素、茶氨酸和咖啡碱与差异表达基因之间的相关性ꎬ筛选鉴定与茶树中儿茶素、茶氨酸和咖

啡碱相关的基因及转录因子ꎬ并分别对与茶树中儿茶素、茶氨酸和咖啡碱合成相关的 ３条转录因子 ＷＡＫＹ、ｂＺＩＰ、ＢＥＳ
基因进行克隆ꎬ结果表明ꎬ其 ＯＲＦ框大小分别为１ ０１１ ｂｐꎬ１ ６９２ ｂｐ和 ８６７ ｂｐꎬ与转录组分析结果一致ꎮ
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　 　 茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ.)作为中国重要的木本 经济作物之一ꎬ在中国拥有悠久的栽培历史ꎮ 而由

茶树叶片加工而成的茶是世界三大无酒精饮料之

一ꎬ富含大量生物活性成分ꎮ 茶作为一种重要的保

健饮品在全世界风靡ꎬ其保健功能与儿茶素、茶氨

酸、咖啡碱等茶树特征性代谢产物有关[１￣２]ꎬ这些次

生代谢成分在茶树生长发育过程中产生ꎬ不仅影响
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到茶树自身的生长发育和新陈代谢ꎬ也影响到成茶

品质和保健功能[３]ꎮ
儿茶素具有苦涩味ꎬ是茶树特征次生代谢物质

之一ꎬ对茶的色、香、味等品质具有重要作用ꎮ 同时

儿茶素也是茶保健功能的重要组成成分ꎬ具有降血

脂[４]、降血压[３]、增强免疫力、抗菌、抗氧化[５]、预防

心血管疾病[６]等多种药理作用ꎮ 茶树中主要有 ２种
类型的儿茶素(非酯型儿茶素和酯型儿茶素)ꎬ其中

非酯型儿茶素包括儿茶素(ＣａｔｅｃｈｉｎꎬＣ)、表儿茶素

(ＥｐｉｃａｔｅｃｈｉｎꎬＥＣ)、没食子儿茶素 ( Ｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎꎬ
ＧＣ)、表没食子儿茶素(ＥｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎꎬＥＧＣ)ꎮ 酯

型儿茶素有 ２种ꎬ分别为表儿茶素没食子酸酯(Ｅｐｉ￣
ｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅꎬＥＣＧ)和表没食子儿茶素没食子酸

酯(Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅꎬＥＧＣＧ) [７]ꎮ 酯型儿茶

素是茶汤苦涩味的主要来源ꎬ其中 ＥＧＣＧ含量最高ꎬ
抗氧化能力也最强 [８]ꎬ为茶中特色成分ꎮ

茶氨酸是植物中罕有的非蛋白氨基酸ꎬ也是茶树

特有的次级代谢产物ꎬ占茶树游离氨基酸含量的

４０％~７０％ꎬ占茶叶干质量的１％~２％[９]ꎮ 迄今茶氨酸

只在山茶科植物和蕈中[１０￣１１]被检测出ꎬ且含量少[１２]ꎮ
茶氨酸作为茶树特征性成分之一ꎬ具有独特的鲜爽

味ꎬ可以缓解茶汤的苦涩味ꎬ增加其甜味ꎬ极大地影响

茶汤品质ꎬ也是鉴定绿茶品质的一项重要标准ꎮ 此

外ꎬ茶氨酸具有抗肿瘤、抗疲劳、降血压、镇静安

神[１３￣１５]和提高记忆力[６]等多种保健功能ꎬ在食品和医

药领域被广泛应用[１６￣１７]ꎮ 研究结果表明ꎬ茶氨酸主要

在茶树根部合成ꎬ再从根部运输至芽、叶并积累[１８]ꎮ
茶树中主要含有 ３种嘌呤碱ꎬ分别为咖啡碱、可

可碱和茶叶碱ꎬ其中咖啡碱含量最高ꎬ约占茶叶干质

量的 ２％~５％[１９]ꎬ在茶树芽中的含量较高ꎮ 咖啡碱

是具有苦味的植物嘌呤碱ꎬ是茶树重要的次生代谢

产物之一ꎬ也是影响茶汤滋味品质的主要成分之一ꎬ
具有兴奋、利尿、解乏、增加心血管系统活动、抗菌和

提高思维效率等保健作用ꎮ
植物生长的自然环境复杂多变ꎬ因此植物会根据

自然环境变化调控体内特定基因的表达以提高对环

境的适应性ꎮ 植物中各种诱导型基因的表达主要受

特定转录因子在转录水平上的调控ꎬ转录因子在植物

生长发育及其对外界环境的反应中起重要作用ꎮ 转

录因子(反式作用因子)能与启动子中的顺式作用元

件发生特异性结合ꎬ从而激活或抑制转录[２０]ꎮ 茶树

三大代谢物相关的研究主要集中在活性成分提取鉴

定以及合成途径、基因克隆验证等ꎬ关于转录因子调

控其合成研究较少ꎬ近期有研究者在茶树中鉴定并研

究了 ｂＨＬＨ的功能ꎬ发现 ｂＨＬＨ转录因子主要和茶树

抗性相关[２１￣２２]ꎮ 而关于转录因子调控茶树次生代谢

成分合成相关基因的报道较少ꎬ李明卓等[２３]发现

ＭＹＢ 转录因子与茶树黄酮类及木质素合成相关ꎬ
Ｗｅｎ等[２４]对参与茶氨酸合成调控的 ＭＹＢ 进行了研

究ꎬ结果表明ꎬＭＹＢ 与茶氨酸的积累呈负调控关系ꎮ
本研究结合已发表的茶树基因组数据[２５]ꎬ利用茶树

全器官转录组数据[２６]重构转录本ꎬ并对这些重构的

转录本进行鉴定及分析ꎮ 同时鉴定与茶树三大特征

代谢物(儿茶素、茶氨酸、咖啡碱)合成相关的转录因

子ꎬ并对这些转录因子基因进行克隆验证ꎮ 本研究利

用重构转录本的新方法对茶树基因组及转录组数据

进行分析ꎬ为利用茶树基因组及转录组数据提供重要

的参考方法ꎬ同时鉴定出的转录因子为进一步研究茶

树三大特征代谢物合成调控奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 参考基因组比对

对测序获得的茶树全器官原始测序数据(Ｒａｗ
ｒｅａｄｓ)进行过滤ꎬ去除低质量ꎬ包含接头污染以及未

知碱基氮含量高于 ５％的 ｒｅａｄｓꎬ获得高质量的数据

(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎬ并保存为 ＦＡＳＴＱ 格式[２７]ꎬ以保证后

续数据分析结果的可靠性ꎮ 用 ＨＩＳＡＴ 软件[２８]将过

滤后的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ比对到茶树参考基因组(ｈｔｔｐ: / /
ｔｐｉａ.ｔｅａｐｌａｎｔ.ｏｒｇ / ｄｏｗｎｌｏａｄ.ｈｔｍｌ)ꎮ
１.２　 新转录本及其编码能力预测

利用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ软件[２９]对方法 １.１里获得的数据

进行转录本重构ꎬ之后用 Ｃｕｆｆｃｏｍｐａｒｅ 将重构后的转

录本与参考注释信息进行比较分析ꎬ挑选 Ｃｌａｓｓ ｃｏｄｅ
类型为 ｕ、ｉ、ｏ、ｊ 的转录本ꎬ定义为新转录本和新基因

(即 Ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅꎬ指原基因组未注释到的基因)ꎮ 将得

到的新转录本和新基因用 ＣＰＣ[３０]进行蛋白质编码能

力预测ꎬ进一步鉴定可能具有蛋白质编码能力的新转

录本和新基因ꎬ将预测具有蛋白质编码能力的新转录

本和新基因加入到参考基因序列中进而补充茶树基

因组的基因注释信息ꎬ获得完整的参考序列信息ꎮ
１.３　 基因表达量分析

将具有蛋白质编码能力的新转录本和新基因与

参考基因序列构建成为完整的参考基因数据库ꎮ 使

用 Ｂｏｗｔｉｅ ２[３１]将茶树全器官 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到参
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考序列ꎬ基于比对后的 ｂａｍ 文件ꎬ使用 ＲＳＥＭ 软

件[３２]计算基因和转录本的表达水平ꎮ 根据表达信

息ꎬ使用 Ｒ语言绘制箱线图ꎬ展示茶树全器官样品

基因表达水平的分布情况ꎮ
１.４　 差异表达基因检测与样品间差异表达基因分析

　 　 根据各个样品基因表达水平检测不同样品间的

差异表达基因ꎮ 使用 ＤＥｓｅｑ２算法对样品进行差异表

达基因分析(差异倍数≥２􀆰 ００ꎬＱ≤０􀆰 ０５)ꎮ 由于儿茶

素、茶氨酸和咖啡碱主要集中在茶树芽和幼嫩的叶片

中ꎬ因此本研究以茶树芽(ＣＳ￣Ｂ)作为对照ꎬ分别与茶

树茎(ＣＳ￣Ｓ)、茶树根(ＣＳ￣Ｒ)、茶树花(ＣＳ￣ＦＬ)、茶树果

实(ＣＳ￣ＦＲ)进行比较ꎬ鉴定共有差异表达基因ꎮ 同

时ꎬ以茶树第一叶(ＣＳ￣Ｌ１)作为对照ꎬ分别与茶树茎、
茶树花、茶树根和茶树果实进行比较ꎬ鉴定共有差异

表达基因ꎮ 最后ꎬ以茶树根作为对照ꎬ分别与茶树茎、
茶树花、茶树芽、茶树第一叶和茶树果实进行比较ꎬ鉴
定共有差异表达基因ꎮ 采用 ＲＳＥＭ 软件中的 ｈｃｌｕｓｔ
函数对样品进行层次聚类分析ꎬ并绘制韦恩图用来展

示样品间基因表达分布ꎮ
１.５　 儿茶素、茶氨酸和咖啡碱相关基因分析

儿茶素、茶氨酸和咖啡碱是茶中三大特征性代

谢成分ꎬ因而本研究主要鉴定和筛选与三大特征代

谢成分相关的基因ꎮ 首先ꎬ根据鉴定到的差异表达

基因ꎬ使用 Ｒ语言的 ｃｏｒ.ｔｅｓｔ软件包计算差异表达基

因与儿茶素、茶氨酸和咖啡碱的皮尔逊相关系数ꎬ筛
选相关系数绝对值>７且Ｐ<０􀆰 ０５的基因作为候选基

因ꎮ 由于儿茶素在幼嫩芽、叶中含量较高ꎬ本研究进

一步筛选在茶树第一叶和茶树芽中显著差异表达的

基因ꎮ 同时ꎬ由于茶氨酸在茶树根中含量较高ꎬ本研

究进一步筛选在茶树根中显著差异表达的基因ꎬ绘
制韦恩图展示交集和并集的信息ꎮ
１.６　 儿茶素、茶氨酸和咖啡碱相关转录因子基因克

隆分析

　 　 为了鉴定得到与茶树三大特征代谢成分相关的转

录因子ꎬ在方法 １.５的基础上ꎬ结合 ＴＦＤＢ[３３]数据库和

ｉＴＡＫ[３４]软件ꎬ从三大特征代谢成分相关基因中鉴定得

到转录因子ꎮ 为了验证本研究获得的新基因的准确

性ꎬ我们筛选了 ３个与儿茶素、茶氨酸和咖啡碱具有较

高 相 关 性 的 转 录 因 子 进 行 验 证ꎬ分 别 为 ＴＥ￣
Ａｎｅｗ２４１９００００２、 ＴＥＡｎｅｗ３７９７００００１、 ＴＥＡｎｅｗ１８５７００００３ꎬ
并分别对 ３个候选转录因子基因进行克隆验证和分

析ꎮ
１.６.１　 总 ＲＮＡ 提取 　 取 ０􀆰 ２ ｇ 茶树样品ꎬ按照 Ｔａｉ
等[１２]的方法提取茶树总 ＲＮＡꎮ 提前将交联聚乙烯

吡咯烷酮(ＰＶＰＰ)加入预冷的研钵中ꎬ加入组织样

品后液氮磨成粉末ꎬ取适量粉末加入已加入 ６００ μｌ
Ｂｕｆｆｅｒ ＲＬＢ和 ３０ μｌ β￣巯基乙醇的离心管中ꎮ 加入

５０ μｌ Ｐｌａｎｔａｉｄ混匀ꎬ然后参考天根生化科技(北京)
有限公司的 ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ 试剂盒说明书

操作ꎬ用琼脂糖凝胶电泳对总 ＲＮＡ 完整性进行检

测ꎮ
１.６.２　 目的基因克隆及分析　 用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ反转录

试剂盒对获得的 ＲＮＡ 进行反转录ꎮ 根据筛选的候

选基因ꎬ结合 ＮＣＢＩ 确定候选基因的 ＯＲＦ 框ꎬ采用

Ｐｒｉｍｅｒ ５软件设计引物(表 １)ꎬ采用 ＰＣＲ 方法进行

扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ分别为１０× ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ２􀆰 ５ μｌꎬ上下游引物各

０􀆰 ８ μｌꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ １􀆰 ５ μｌꎬＫＯＤ 酶 ０􀆰 ５ μｌꎬ添
加 ｄｄ Ｈ２Ｏ 至 ２０􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 程序:９４ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９８
℃ １０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ６８ ℃ １ ｍｉｎꎬ６８ ℃ １０ ｍｉｎꎬ１６ ℃
保存ꎬ设置 ３０ 个循环ꎬ ＰＣＲ 后ꎬ用琼脂糖凝胶

(１􀆰 ５％)电泳检测目的片段ꎮ 利用胶回收试剂盒对

获得的 ＰＣＲ 产物进行纯化ꎬ用克隆载体 ｐＥＡＳＹ￣
Ｂｌｕｎｔ Ｚｅｒｏ进行连接ꎬ转至 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细

胞培养并筛选阳性克隆送至北京六合华大基因科技

有限公司进行基因测序ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ、Ｂｉｏｅｄｉｔ、ｓｅｑ￣
Ｍａｎ 等软件对测序结果进行分析ꎬ并与 ＮＣＢＩ 进行

Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ确认是否获得完整的 ＯＲＦ框ꎮ

表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
正向引物

序列(５′→３′) 长度 (ｂｐ)

反向引物

序列(５′→３′) 长度 (ｂｐ)

ＴＥＡｎｅｗ３７９７００００１ ＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＡＧＣＴＴＣＡＣＡＴＡＣＣＴＣ ２５ ＴＣＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＴＣＡＣＡＴＴＴＧＣ ２２

ＴＥＡｎｅｗ１８５７００００３ ＡＣＴＴＴＣＴＣＡＣＴＣＴＧＣＴＡＡＣＴＴＧＣＧ ２４ ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＴＣＧＡＧＴＣＴＴＧＣＴＴＴ ２３

ＴＥＡｎｅｗ２４１９００００２ ＣＴＴＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＡＣＣＡＣＴＴＣ ２４ ＣＣＡＡＧＣＡＧＡＡＴＡＣＣＴＣＧＡＡＣＴＣ ２２
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２　 结果与分析

２.１　 参考基因组比对

利用 ＨＩＳＡＴ 软件将 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到参考基

因组序列(表 ２)ꎮ 每个样品的平均比对率均大于

８４％ꎬ唯一比对率均大于 ６３％ꎬ说明测序结果较好ꎬ
符合进一步分析的要求ꎮ

表 ２　 测序数据与参考基因组比对结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｏｍｅ

样品　 　 　 总的有效数据
平均比对率
(％)

唯一比对率
(％)

茶树芽 １２９ ３６３ ９４６ ８８.５７ ６７.６２
茶树花 １５６ １１９ １６２ ８９.３９ ６７.６７
茶树果实 １５３ ５６８ ５２２ ８７.７４ ６７.１８
茶树第一叶 １１７ ８５８ ８２６ ８９.１８ ６７.１６
茶树第二叶 １１４ ０９２ ６３２ ８８.７９ ６７.１６
茶树成熟叶 １２９ ５７４ ３２８ ８８.６５ ６７.１８
茶树根 １４６ ８８６ ５０８ ８４.４９ ６３.４８
茶树茎 １４３ １５４ ８０２ ８８.５５ ６７.８４

２.２　 新转录本重构及编码能力预测

将与参考基因组比对后的样品进行转录本重构和

注释[３５]ꎬ共获得８１ ０４５个新转录本ꎮ 其中具有蛋白质

编码能力的新转录本有５０ １１１个ꎬ不具有蛋白质编码能

力的新转录本有 ３０ ９３４个ꎬ在茶树基因组中ꎬ已有基因

的新转录本有３４ １５５个ꎬ新基因转录本有１５ ９５６个ꎮ
２.３　 基因表达量分析

将茶树各器官样品的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 通过 Ｂｏｗｔｉｅ２
比对到参考序列ꎮ 采用箱线图(图 １)展示各样品基

因表达水平的分布情况ꎬｌｏｇ２(ＦＰＫＭ)值大小可表示

表达量的高低ꎮ 图 １ 表明ꎬ茶树各器官新鉴定的转

录本的表达量都低于已知转录本ꎬ表明基因组装的

时候对于表达量较高的转录本的组装效果较好ꎬ而
对于一些表达量低或者组织特异表达的基因鉴定效

果较差ꎬ利用转录本重构的方法可以鉴定出表达量

较低的转录本ꎮ
２.４　 差异表达基因检测

根据茶树各器官样品基因表达水平ꎬ可以检测样

品之间的差异表达基因ꎬ检测结果见图 ２ꎮ 以茶树花

作为对照ꎬ分别将茶树芽、茶树第一叶、茶树根与茶树

花做差异表达基因分析ꎮ 其中茶树花和茶树芽比较

组上调表达的差异基因个数最多(１３ ０４２个)ꎬ其次为
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Ａ:茶树芽中已有的基因ꎻＢ:茶树芽中新鉴定的基因ꎻＣ:茶树第

一叶中已有的基因ꎻＤ:茶树第一叶中新鉴定的基因ꎻＥ:茶树第

二叶中已有的基因ꎻＦ:茶树第二叶中新鉴定的基因ꎻＧ:茶树第

三叶中已有的基因ꎻＨ:茶树第三叶中新鉴定的基因ꎻＩ:茶树茎中

已有的基因ꎻＪ:茶树茎中新鉴定的基因ꎻＫ:茶树根中已有的基

因ꎻＬ:茶树根中新鉴定的基因ꎻＭ:茶树花中已有的基因ꎻＮ:茶树

花中新鉴定的基因ꎻＯ:茶树果实中已有的基因ꎻＰ:茶树果实中

新鉴定的基因ꎮ
图 １　 茶树各器官中基因表达量箱型图

Ｆｉｇ.１ 　 Ｂｏｘ￣ｐｌｏｔ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｅａ
ｐｌａｎｔ

茶树花和茶树第一叶比较组(１２ １４０个)和茶树第三

叶和茶树根比较组(１１ ８３６个)ꎮ 下调表达的差异基

因个数最多的为茶树茎和茶树根比较组(１０ ５８９个)ꎬ
其次为茶树第二叶和茶树根比较组(９ ４１８个)、茶树

第一叶和茶树根比较组(９ ０６４个)ꎮ
　 　 由于儿茶素和咖啡碱在茶树芽中含量最高ꎬ在
茶树的其他器官中含量较低ꎮ 因此将茶树芽中与茶

树根、茶树花、茶树茎、茶树果实中的差异表达基因

分别进行比较ꎬ鉴定出的共有差异表达基因命名为

ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｂꎮ 采用 Ｒ语言软件包进行统计分析ꎬ对样

品组的差异表达基因进行层次聚类分布ꎬ用韦恩图

来表示样品间差异表达基因的分布(图 ３Ａ)ꎬ获得

３ ８５９个共同差异表达基因ꎬ茶树第一叶中儿茶素和

咖啡碱的含量仅次于芽ꎬ以茶树第一叶与其他器官

中差异表达基因进行比较ꎬ 鉴定共有差异表达基因

命名为 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１ꎬ以韦恩图展示样品间差异表达

基因的分布(图 ３Ｂ)ꎮ 茶氨酸在茶树根中的含量最

高ꎬ以根作为对照ꎬ分别用茶树根与其他器官进行比

较ꎬ采用 Ｒ语言软件分析统计ꎬ绘制韦恩图来表示

样品间的差异表达基因分布(图 ３Ｃ)ꎬ 鉴定出的共

有差异表达基因命名为 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｒꎮ 获得５ ５４０个共

同差异表达基因ꎮ
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ａ:茶树花和茶树芽比较组ꎻｂ:茶树花和茶树第一叶比较组ꎻｃ:茶树花和茶树根比较组ꎻｄ:茶树果实和茶树芽比较组ꎻｅ:茶树果实和茶树第一

叶比较组ꎻｆ:茶树果实和茶树根比较组ꎻｇ:茶树第一叶和茶树根比较组ꎻｈ:茶树第二叶和茶树芽比较组ꎻｉ:茶树第二叶和茶树第一叶比较组ꎻ
ｊ:茶树第二叶和茶树根比较组ꎻｋ:茶树第三叶和茶树芽比较组ꎻｌ:茶树第三叶和茶树第一叶比较组ꎻｍ:茶树第三叶和茶树根比较组ꎻｎ:茶树

根和茶树芽比较组ꎻｏ:茶树根和茶树第一叶比较组ꎻｐ:茶树茎和茶树芽比较组ꎻｑ:茶树茎和茶树第一叶比较组ꎻｒ:茶树茎和茶树根比较组ꎮ
图 ２　 差异表达基因统计图

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ)

Ａ:茶树芽与茶树根、茶树花、茶树茎、茶树果实差异表达基因比较分析ꎻＢ:茶树第一叶与茶树根、茶树花、茶树果实、茶树茎差异表达基因比较分

析ꎻＣ:茶树根与茶树第一叶、茶树花、茶树果实、茶树茎差异表达基因比较分析ꎮ ＣＳ￣ＦＬ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｂ:茶树花和茶树芽比较组ꎻＣＳ￣Ｓ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｂ:茶树

茎和茶树芽比较组ꎻＣＳ￣Ｒ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｂ:茶树根和茶树芽比较组ꎻＣＳ￣ＦＲ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｂ:茶树果实和茶树芽比较组ꎻＣＳ￣ＦＬ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｌ１:茶树花和茶树第一叶

比较组ꎻＣＳ￣Ｓ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｌ１:茶树茎和茶树第一叶比较组ꎻＣＳ￣Ｒ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｌ１:茶树根和茶树第一叶比较组ꎻＣＳ￣ＦＲ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｌ１:茶树果实和茶树第一叶比

较组ꎻＣＳ￣ＦＬ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｒ:茶树花和茶树根比较组ꎻＣＳ￣ＦＲ￣ＶＳ￣ＣＳ￣Ｒ:茶树果实和茶树根比较组ꎻＣＳ￣Ｓ￣ＣＳ￣Ｒ:茶树茎和茶树根比较组ꎮ
图 ３　 茶器官共有差异表达基因鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｅａ ｐｌａｎｔ
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２.５　 与儿茶素、茶氨酸和咖啡碱合成相关的差异表

达基因分析

　 　 首先ꎬ通过相关性分析ꎬ获得与儿茶素、茶氨酸、
咖啡碱具有相关性的差异表达基因ꎮ

由于茶树芽与第一叶中儿茶素含量较高ꎬ本研

究进一步筛选 ＣａｔｅｃｈｉｎＣｏｒ(与儿茶素合成相关的基

因)且属于 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１ 和 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｂ 的基因ꎬ获得与

儿茶素具有相关性且在芽和第一叶中显著差异表达

的基因ꎬ这些基因可能在茶树的儿茶素积累中起到

作用(图 ４Ａ)ꎮ 与儿茶素合成相关的共有差异表达

基因１ ７８１个ꎬ芽中与儿茶素合成相关基因２ ７３４个ꎬ

第一叶中与儿茶素合成相关基因２ ６７２个ꎮ 芽中与

儿茶素合成相关基因略高于第一叶ꎬ而芽中的儿茶

素含量也略高于第一叶ꎬ推测这些差异表达基因可

能与儿茶素合成代谢相关ꎬ且与儿茶素合成代谢相

关的差异表达基因越多ꎬ儿茶素的含量也越高ꎮ
茶树中ꎬ根中的茶氨酸含量最高ꎬ筛选 Ｔｈｅａｎ￣

ｉｎｅＣｏｒ(与茶氨酸合成相关的基因)且属于 ＤＥＧ￣ＣＳ￣
Ｒ 的基因ꎬ获得跟茶氨酸合成相关的基因且在根中

显著差异表达的基因(图 ４Ｂ)ꎮ 与茶氨酸合成相关

的共有的差异表达基因有３ ２７５个ꎮ

Ａ:儿茶素与 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１ 相关性分析ꎻＢ:茶氨酸与 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｒ 相关性分析ꎻＣ:咖啡碱与 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｂ 和 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１ 相关性分析ꎮ ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１:茶
树第一叶差异基因ꎻＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｂ:茶树芽差异基因ꎻＣａｔｅｃｈｉｎＣｏｒ:与儿茶素相关的基因ꎻＤＥＧ￣Ｒ:茶树根差异基因ꎻＴｈｅａｎｉｎｅＣｏｒ:与茶氨酸相关基

因ꎻＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｂ:茶树芽差异基因ꎻＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１:茶树第一叶差异基因ꎻＣａｆｆｅｉｎｅＣｏｒ:与咖啡碱相关基因ꎮ
图 ４　 茶器官差异表达基因与儿茶素ꎬ茶氨酸ꎬ咖啡碱相关性分析

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｗｉｔｈ ｃａｔｅｃｈｉｎꎬ ｔｈｅａｎｉｎｅ ａｎｄ ｃａｆｆｅｉｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｔｅａ ｐｌａｎｔ

　 　 茶树芽中咖啡碱含量最高ꎬ其次为第一叶ꎬ因此ꎬ
筛选 ＣａｆｆｅｉｎｅＣｏｒ(与咖啡碱合成相关的基因)且属于

的 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｌ１ 和 ＤＥＧ￣ＣＳ￣Ｂ 的基因ꎬ获得与咖啡碱合

成相关的基因且在芽和第一叶中显著差异表达的基

因(图 ４Ｃ)ꎮ 分析获得与咖啡碱合成相关的共有差异

表达基因１ ２２０个ꎮ 芽中与咖啡碱合成相关基因有

１ ８２７个ꎬ第一叶中与咖啡碱合成相关基因有１ ４１２个ꎮ
芽中与咖啡碱代谢有关的基因高于第一叶ꎬ而芽中咖

啡碱含量高于第一叶ꎬ推测这些差异表达基因可能与

咖啡碱合成代谢相关ꎬ且与咖啡碱合成代谢相关的差

异表达基因越多ꎬ咖啡碱含量也越高ꎮ
２.６　 与茶树中儿茶素、茶氨酸和咖啡碱合成相关的

转录因子的鉴定

　 　 对筛选得到的与儿茶素、茶氨酸和咖啡碱合成

相关的转录因子进行分析和鉴定ꎬ结果(图 ５)表明ꎬ
与儿茶素合成相关的转录因子数量最多ꎬ其次为茶

氨酸ꎬ与咖啡碱合成相关的转录因子数量最少ꎮ 其

中 ＡＰ２ / ＥＲＦ￣ＥＲＦ、ＭＹＢ、Ｃ２Ｈ２、ＷＲＫＹ 和 ｂＨＬＨ 等

转录因子在三大代谢成分相关的转录因子中占的比

例较高ꎮ
　 　 与儿茶素合成相关的转录因子主要有 ＡＰ２ /
ＥＲＦ￣ＥＲＦ、ＭＹＢ、Ｃ２Ｈ２、ＷＲＫＹ 和 ｂＨＬＨꎬ与茶氨酸

合成 相 关 的 转 录 因 子 有 ＡＰ２ / ＥＲＦ￣ＥＲＦ、 ＭＹＢ、
ＷＲＫＹ、ＧＲＡＳ和 Ｃ２Ｈ２ꎬ与咖啡碱合成相关的转录

因子有 ｂＨＬＨ、ＭＹＢ、ＷＲＫＹ、ＴＣＰ 和 Ｃ２Ｈ２ꎮ 在与儿

茶素 合 成 相 关 的 转 录 因 子 中ꎬ鉴 定 了 注 释 为

ＷＲＫＹ、ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 的新转录因子ꎬ在与茶氨酸

合成相关的转录因子中ꎬ鉴定了注释为 ＷＲＫＹ、
ＮＡＣ、 ＭＹＢ、 ＭＡＤＳ￣Ｍ￣ｔｙｐｅ、 ＭＡＤＳ￣ＭＩＫＣ、 ＬＯＢ、
ＧＲＡＳ、ＦＡＲ１、Ｃ２Ｈ２、Ｃ２Ｃ２￣Ｄｏｆ、ｂＺＩＰ、ｂＨＬＨ 和 ＡＰ２ /
ＥＲＦ￣ＥＲＦ的新转录因子ꎬ这些转录因子与茶树三大

代谢物密切相关ꎮ 本研究进一步分析了这些新转录
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因子并注释其功能ꎬ并筛选新转录因子进行功能验 证(表 ３)ꎮ

图 ５　 与儿茶素、咖啡碱和茶氨酸合成相关的转录因子鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃａｔｅｃｈｉｎꎬ ｃａｆｆｅｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅａｎｉｎｅ
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表 ３　 与茶氨酸和儿茶素同时相关的新转录因子筛选鉴定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅａｎｉｎｅ ａｎｄ ｃａｔｅｃｈｉｎ

基因编号
长度
(ｂｐ) 转录因子名称

基因表达量

茶树芽 茶树花
茶树
果实

茶树
第一叶

茶树
第二叶

茶树
成熟叶

茶
树根

茶树茎

ＴＥＡｎｅｗ７６９４００００１ ８４４ ｂＨＬＨ ０.０３ ５.７７ ０.２８ ０.１０ ０ ０.３１ １１.４４ ０.０８
ＴＥＡｎｅｗ５７２００００２ １ ７３１ ＡＰ２ / ＥＲＦ￣ＥＲＦ ０.７３ ３.００ ２.６４ ０.４０ ０.３６ ２.７８ １７.９３ ０.４１
ＴＥＡｎｅｗ４３１９００００１ １ ２９８ ＭＹＢ ０ ０.１０ １.４９ ０.０５ ０.１９ ０.０６ １２.７３ ２.６６
ＴＥＡｎｅｗ３７９７００００１ １ ３３６ ＷＲＫＹ ７０.４１ ３.６８ １８.９７ １９.７２ １８.４１ １５.１ ３１９.９５ １１.５９
ＴＥＡｎｅｗ３６２６００００２ ２ ７０１ ＦＡＲ１ ４.７６ ４.０２ ５.０６ ４.４７ ４.９３ ４.２１ ３.３３ ５.００
ＴＥＡｎｅｗ３４９００００１ １ ０８７ ＭＡＤＳ￣ＭＩＫＣ ２.９７ ５.９８ ２.２５ ３.２１ ２.５２ ７.２６ １１.３６ ２.３４
ＴＥＡｎｅｗ３４３６００００１ ７５４ ＷＲＫＹ ４.３９ ０.１１ １２.１ ５.８３ ２.０１ ０.５６ １８.３７ ０.４
ＴＥＡｎｅｗ２７５３００００５ ３ ３６４ ＧＲＡＳ １２.６２ ２.４２ １８.２３ ６.３０ ３.２７ １７.４３ ２９.９３ ５.３６
ＴＥＡｎｅｗ２４１９００００２ １ ４８４ ＢＥＳ ３２.２６ ５８.５７ ２６.５８ ２４.７８ １９.０６ １３.５ ８０.１８ ２２.６１
ＴＥＡｎｅｗ１８５７００００３ ２ ２１７ ｂＺＩＰ ４２.６３ ３８.３８ ３９.８１ ３８.０７ ２６.５６ ２６.３３ ２１３.８７ ３４.２８
ＴＥＡｎｅｗ１８５６００００７ ８５４ Ｃ２Ｃ２￣Ｄｏｆ ３.７７ １.０８ ０.８３ １.２５ ０.７４ ０ ５.４ １.１３
ＴＥＡｎｅｗ０９６００００５ １ ５３１ Ｃ２Ｈ２ １１.０１ ４０.０１ ９２.０６ ４.３９ １.９１ ３９.９６ １６５.３７ １.６４
ＴＥＡｎｅｗ０６５００００１ ２ ０３０ ＦＡＲ１ ２.０６ ２.６２ ３.２７ １.９４ ３.１２ ２.７５ １.３２ ２.９７

２.７　 与儿茶素ꎬ茶氨酸和咖啡碱合成相关的转录因

子基因的克隆验证

　 　 通过 ＰＣＲ方法克隆获得与茶树中儿茶素ꎬ茶氨

酸和 咖 啡 碱 合 成 相 关 的 ３ 条 转 录 因 子 [ ＴＥ￣
Ａｎｅｗ３７９７００００１ ( ＷＡＫＹ)、 ＴＥＡｎｅｗ１８５７００００３ ( ｂＺ￣
ＩＰ)、ＴＥＡｎｅｗ２４１９００００２(ＢＥＳ)]基因ꎬ其 ＯＲＦ 框大

小分别为１ ０１１ ｂｐꎬ１ ６９２ ｂｐ 和 ８６７ ｂｐꎬ分别编码

３３６个ꎬ５６３个和 ２８８个氨基酸(图 ６)ꎮ 分别将克隆

获得的 ３个转录因子基因编码的氨基酸序列与通过

转录本重构方法获得的序列进行比较ꎬ发现其相似

度均大于 ９９％ (图 ７)ꎬ其中 ＢＥＳ的相似度为 １００％ꎬ
表明ꎬ转录本重构获得新转录本的方法准确度较高ꎮ

３　 讨 论

茶具有特殊的滋味和香气ꎬ同时具有多种保

健功能ꎬ其保健功能主要和茶树活性次级代谢物

相关ꎬ如儿茶素、茶氨酸和咖啡碱等[３６￣３７] ꎬ这 ３ 种

成分作为茶叶的特征性代谢产物而受到广泛关

注ꎮ 本研究主要利用已有的茶树转录组和基因组

数据ꎬ对茶树转录本进行重构ꎬ鉴定新转录本ꎬ同
时结合儿茶素ꎬ茶氨酸和咖啡碱在茶树根、茎、叶
等器官中的含量差异ꎬ分别建立儿茶素、茶氨酸和

咖啡碱与茶树转录本的相关性ꎬ鉴定与茶树三大

特征代谢成分相关的关键酶基因及转录因子ꎮ
对于茶树中儿茶素、茶氨酸和咖啡碱的研究

主要集中在成分含量检测ꎬ关键酶基因的克隆及

不同器官、不同品种的茶树转录组测序ꎮ 儿茶素

合成途径中一些关键酶已基本被克隆[３８] ꎬ与儿茶

素合成途径有关的其他基因也相继被报道[３９] ꎮ 茶

氨酸合成途径中相关酶的研究不多ꎬ且参与茶氨

酸合成的酶大多较不稳定ꎬ分离纯化和酶活性检

测技术的欠缺ꎬ使得与茶氨酸合成途径相关的酶

的研究仍在初级阶段ꎮ 现今对茶树中儿茶素相关

的转录因子 ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 已有研究ꎬ但茶氨酸和

咖啡碱相关的转录因子研究较少ꎮ 本研究结果表

明ꎬ与儿茶素和咖啡碱合成相关的基因在茶树芽

和第一叶中数量较高ꎬ而与茶氨酸合成相关的基

因在茶树根中数量最高ꎬ这些结果与以往的研究

结果[１２ꎬ３９]一致ꎮ
利用茶树全器官转录组数据重构转录本ꎬ将得

到的新转录本通过已发表的茶树基因组数据进行鉴

定及分析ꎬ鉴定出与茶树儿茶素、茶氨酸和咖啡碱合

成相关的新转录本及转录因子ꎬ同时对鉴定重构转

录因子基因进行克隆验证ꎮ 转录本重构的方法ꎬ能
够鉴定出基因组组装过程中没有鉴定到的基因ꎬ或
者组织器官特异表达的转录本ꎬ对与茶树中儿茶素、
茶氨酸和咖啡碱合成相关的基因进行了补充ꎬ也为

进一步研究茶树次生代谢及基因功能提供了大量的

数据支撑ꎮ 通过对筛选的转录因子基因进行克隆ꎬ
再次对重构转录本方法进行验证ꎮ
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∗表示终止密码子ꎮ Ａ:ＷＡＫＹ转录因子基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列ꎻＢ: ｂｚｉｐ转录因子基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸

序列ꎻＣ: ＢＥＳ转录因子基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列ꎮ
图 ６　 ＷＡＫＹ、ｂＺＩＰ 和 ＢＥＳ 转录因子基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
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