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大别山野生油茶中茶氨酸检测与茶氨酸合成酶基因克隆
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（安徽农业大学 农业部茶树生物学与茶叶加工重点实验室，合肥２３００３６）

摘　要：茶氨酸是茶树叶片中最丰富的游离氨基酸，具有重要的生理药理功能，但迄今仅在蘑菇、蕈和一些山

茶科（属）植物中检测到茶氨酸。茶氨酸因有一种独特的风味特色“ｕｍａｍｉ鲜爽味”而被人类营养学广泛研究，

并发现合成茶氨酸的植物不仅在植物分类上具有积极意义，而且对于植物资源的有效发掘有巨大经济价值；

同时还可以间接去研究茶树中茶氨酸的代谢机理以及茶氨酸合成酶的分离纯化和ＴＳ基因的克隆表达。该

文运用 ＨＰＬＣ、ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ对大别山地区野生幼年与成年油茶根、叶中茶氨酸进行检测，并结合分子生物学

手段对油茶中茶氨酸合成酶（ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＴＳ）基因进行克隆与生物信息学分析。结果表明：在幼年的

油茶根中检测到茶氨酸，含量为０．０８ｍｇ·ｇ－１（鲜重），而在幼年的油茶叶片和成年油茶根、叶中均未检测到茶

氨酸；在幼年油茶根中克隆出一条长为１　０７１ｂｐ油茶ＴＳ基因开放阅读框，其基因序列与茶树谷氨酰胺合成

酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ，ＡＢ１１７９３４）基因和ＴＳ（ＤＤ４１０８９６）序列的同源性达到９８％，氨基酸序列与茶树

中ＧＳ（ＡＢ１１７９３４）和ＴＳ（ＤＤ４１０８９６）的相似性高达９９％。经生物信息学分析，该序列编码的ＴＳ蛋白具有２０
个磷酸化位点，不存在信号肽序列与跨膜结构，含有卷曲螺旋结构的亲水性细胞质蛋白。该研究将为油茶新

经济价值的发掘，为茶氨酸在油茶中合成代谢途径的研究提供一定的理论基础，同时也为进一步研究茶氨酸

在茶树中代谢机理提供了新的研究思路。
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　　茶氨 酸（Ｎ－乙 基－γ－Ｌ－谷 氨 酰 胺）是 茶 树 中 最 丰

富的游离氨 基 酸（Ｙａｍａｇｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０００），迄 今 仅

在蕈和某些山茶科（属）植物中有见报道（Ｃａｓｉｍｉｒ　ｅｔ
ａｌ．，１９６０；Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｔｓｕｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４；

Ｄｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０）。目 前，对 于 茶 氨 酸 的 健 康 功 能

报道很多，主要基于茶氨酸的降压安神、缓解生理及

心理紧张、抗肿瘤以及拮抗咖啡碱引起的神经系统

兴 奋 等 重 要 生 理 功 能（Ｋａｋｕｄａ，２００２；Ｋｉｍｕｒａ　ｅｔ
ａｌ．，２００７；Ｓｍｉｔ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｈｉｎｄｍａｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，

２０００；Ｓｈｉｍｂｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。因此，发现可以合成茶

氨酸的新植物不仅在植物分类上具有积极意义，同

时对于植物资源的有效发掘也具有巨大经济价值。
油茶（Ｃａｍｅｌｌｉａ　ｏｌｅｉｆｅｒａ）是山茶科山茶属 多 年

生常绿乔木，是我国特有的木本油料树种，对我国生

态经济林的 发 展 有 着 不 可 取 代 的 作 用（袁 德 义 等，

２００７），同时 也 是 世 界 四 大 木 本 食 用 油 料 植 物 之 一

（庄 瑞 林，２００８；胡 芳 名 等，２００５）。Ｄｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．
（２０１０）在２１种山茶科（属）植物中检测到茶氨酸的

存在，但油茶叶片中是否含有茶氨酸，其自身是否具

有茶氨酸的合成机制至今并不十分明确。本研究以

大别山地区野 生 油 茶 苗（５个 月）和 油 茶 植 株（３年

生）为研究材料，对其中的叶部和根中是否含有茶氨

酸进行了检测，并对油茶中的茶氨酸合成酶基因进

行了克隆与序列分析。这些结果将为明确油茶中的

茶氨酸 代 谢 机 制，提 高 油 茶 的 经 济 价 值 具 有 重 要

作用。

１　材料与方法

１．１材料

１．１．１植物材料　试验样品大别山野生幼年油茶苗

（５个月）根、叶和大别山野生油茶植株（３年生）根、
叶，属于油茶中普通油茶寒露籽型（庄瑞林，２００８；陈
永忠，２００８；金笑龙等，２０１１），采于安徽省舒 城 县 河

棚镇安徽德昌苗木有限公司试验田。

１．１．２试剂与仪器　试 剂：色 谱 级 乙 腈（ＴＥＤＩＡ公

司），Ｌ－茶氨酸（源叶生物科技有限公司），三氟乙酸

（Ｓｉｇｍａ　ａｌｄｒｉｃｈ公司），ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ１ｓｔ　ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（ＤＲＲ０１９Ａ）、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ　ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＤＲ０１０Ｓ）、Ｌａ　Ｔａｑ（ＤＲＲ００２Ａ＊）、ｐＭＤ１８－
Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ（Ｄ１０１Ａ）、ＤＬ　２　０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ（Ｄ５０１Ｓ）购
于 ＴａＫａＲａ 公 司。植 物 总 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒

（ＤＰ４３２）、胶回收试剂盒（ＤＰ２０９－０２）、质粒提取试剂

盒（ＤＰ１０３－０２）购于ＴＩＡＮＧＥＮ公司。蒸馏水（屈臣

氏）。其它试剂均为分析纯。仪器：飞行时间质谱仪

（ＴＯＦ－ＭＳ，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司），Ｗａｔｅｒｓ　６００高效液

相色谱，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ粒径５μｍ的ＯＤＳ　２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ　Ｃ１８反 相 柱。ＤＫ－８Ｄ型 电 热 恒 温 水 槽（上

海一恒科技有限公司），Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　５８０４Ｒ低温离心

机，Ｂｅｃｋｍａｎ　ＡｌｌｅｇｒａＴＭ　６４Ｒ Ｃｅｎｆｒｉｆｕｇｅ，ＤＨＧ－
９２４０Ａ型电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备

有限公司），电 子 天 平 ＡＲ１２４ＣＮ（奥 豪 斯 仪 器 上 海

有限 公 司），ＢＩＯ－ＲＡＤ的Ｓ１０１０ＴＭ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ
和 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＩｍａｇｅｒＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ　ＸＲＳ＋Ｉｍａｇｉｎｇ
Ｓｙｓｔｅｍ。

１．２方法

１．２．１样品中茶氨酸的检测　称取油茶根、叶组织鲜

重０．５ｇ（准确至０．０００　１ｇ），微波炉内适度杀青，加

５ｍＬ沸水，于 沸 水 浴 中 加 热 浸 提３０ｍｉｎ（每 隔５
ｍｉｎ摇动１次），浸 提 完 毕 后 进 行 研 磨 后，５　０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取 上 清，将 沉 淀 再 次 重 复 进 行 浸
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提，将２次所得上清混合定容至１０ｍＬ，摇匀。取一

部分试液，通过０．２２μｍ水相滤膜过滤待测，采用三

氟乙酸方法对样品中茶氨酸检测（施倩等，２００６）。
茶氨酸ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ检测色谱条件：美国Ａｇｉ－

ｌｅｎｔ公司飞 行 时 间 质 谱 仪（ＴＯＦ）；真 空 脱 气 机；自

动进 样 器；二 级 阵 列 检 测 器（ＤＡＤ）；流 速１ｍＬ／

ｍｉｎ；流动相：Ａ相０．２％乙 酸，Ｂ相５０％乙 腈；线 性

变化范围为０～２０ｍｉｎ：Ａ相９８％，Ｂ相２％；２０～３０
ｍｉｎ：Ａ相５０％，Ｂ相５０％；３０～３１ｍｉｎ：Ａ相１０％，

Ｂ相９０％；３１～４０ｍｉｎ：Ａ相９８％，Ｂ相２％；二级阵

列检测器实时监测强度的波长定 为２８０ｎｍ和３４０
ｎｍ。紫外光谱连续记录１００到６００ｎｍ的范围的波

峰。电喷雾离子源（ＥＳＩ）；雾化气压３０Ｐｓｉ；氮 气 流

速１２Ｌ／ｍｉｎ；离子化电压为４　５００Ｖ。

１．２．２茶氨酸合成酶基因的克隆与测序　按ＴＩＡＮ－
ＧＥＮ公司的总ＲＮＡ 提取试剂盒（ＤＰ４３２）说明书，
对幼年 油 茶 根 样 品 进 行 总 ＲＮＡ 提 取。用Ｐｒｉｍｅ－
Ｓｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ　ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ
（ＤＲＲ０１９Ａ）将提取的总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ。根

据 在 ＧｅｎＢａｎｋ 已 登 录 的 茶 氨 酸 合 成 酶 ＴＳ
（ＤＤ４１０８９６）基因的ＯＲＦ序列设计引物：ＴＳ－Ｆ１：５′－
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＴＧＣＴＡＴＣＡＧＡＴＣＴ－３′
ＴＳ－Ｒ１：５′－ＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＧＧＣＴＴＣＣＡＣＡＧ－
ＣＡＧＡ－３′。按ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ＤＲ０１０Ｓ）说 明 书 扩 增 目 的 片 段，用 ＴＩＡＮＧＥＮ公

司胶回收试剂盒对目的条带纯化，将目的片段末端

加Ａ然后 连 接 到ｐＭＤ１８－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ（Ｄ１０１Ａ）中，转

化到感受态 细 胞 ＤＨ５α中 进 行 阳 性 克 隆 筛 选 送 往

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 进 行 测 序。用 生 物 学 软 件（ＤＮＡ－
ＭＡＮ、ＤＮＡＳＴＡＲ）对测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ已登录

的相似序列进行比对分析。

１．２．３茶氨酸合成酶基因的生物信息学分析　用生

物学软件（ＤＮＡＭＡＮ、Ｍｅｇａ４．０）对油茶ＴＳ蛋白氨

基酸序列进行比对和进化树生成与分析，用ｈｔｔｐ：／／

ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／、ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／（张

哲敏 等，２０１３），ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｅｓ／

ｓｉｇｎａｌＰ／、ｈｔｔｐ：／／ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｔｍｐｒｅｄ＿

ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ（王 琦 等，２０１３），Ｎｅｔｐｈｏｓ　２．０Ｓｅｒｖｅ、ｈｔ－
ｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｎｉｂｂ．ａｃ．ｊｐ（李娟等，２０１１）在线分析软件

分别对油茶蛋白的亲／疏水性、信号肽、跨膜结构、磷
酸化位点、亚细胞定位进行预测与分析。

２　结果与分析

２．１油茶中茶氨酸ＨＰＬＣ和ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ分析

幼年油茶根与茶氨酸标样在５．５ｍｉｎ左右都有

茶氨酸的特征 峰 出 现（图１），笔 者 初 步 认 为 幼 年 油

茶根可能有茶氨酸的存在，但含量很低。为进一步

确定幼年油茶根中是否含有茶氨酸，将幼年油茶根

样品进 行ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ检 测 分 析，在 保 留 时 间３．８
ｍｉｎ左右幼年油茶根和茶氨酸标样都有特征峰出现

（图２），ＭＳ分析结果显示，样品的母离子峰的质荷

比（ｍ／ｚ）为１７５．１（图３：Ａ），母离子碎片峰的质荷比

（ｍ／ｚ）为１５８．１（图３：Ｂ），数据分别与标准品茶氨酸

数据一致（图３：Ｃ，图３：Ｄ），这证明幼年油茶根中有

茶氨酸的存在。用三氟乙酸方法对幼年油茶根、叶

和成年油茶根、叶样进行定量分析（图１），在幼年油

茶的根 中 检 测 到 茶 氨 酸 且 含 量 为０．０８ｍｇ·ｇ－１

ＦＷ，而在幼年油茶叶和成年油茶根、叶中均未检测

到茶氨酸存在。山茶科某些植物中也有类似报道，

Ｔｓｕｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）以山茶和茶梅为研究对象，指
出山茶和茶梅中的茶氨酸是种子萌发期间所特有并

随着山茶和茶梅的生长，茶氨酸含量减少，且在一年

生山茶和茶梅新梢和根中均未检测到茶氨酸。

图１　幼年油茶根及茶氨酸标样的 ＨＰＬＣ色谱图
１．茶氨酸标样；２．幼年油茶根样品。

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ａｎｄ
ｔｈｅ　ｒｏｏｔ　ｓａｍｐｌｅ　ｏｆ　ｙｏｕｎｇ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ
１．Ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ；２．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ

ｉｎ　ｒｏｏｔｓ　ｏｆ　ｙｏｕｎｇ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ．

表１　幼年和成年油茶中茶氨酸分析结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｉｎ　ｌｅａｖｅｓ　ａｎｄ
ｒｏｏｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｙｏｕｎｇ　ａｎｄ　ｍａｔｕｒｅ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ

样品名称
Ｓａｍｐｌｅｓ

幼年油茶 Ｙｏｕｎｇ　ｐｌａｎｔ

根 Ｒｏｏｔ 叶Ｌｅａｆ

成年油茶 Ｍａｔｕｒｅ　ｐｌａｎｔ

根 Ｒｏｏｔ 叶Ｌｅａｆ

茶氨酸含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ
ｔｈｅａｎｉｎｅ

（ｍｇ·ｇ－１ＦＷ）

０．０８±０．０２ 未发现
Ｎｏｔ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

未发现
Ｎｏｔ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

未发现
Ｎｏｔ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ

４９ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３５卷



图２　幼年油茶根（Ａ）及茶氨酸标样（Ｂ）ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇ．２　ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｏｏｔ　ｓａｍｐｌｅ　ｏｆ　ｙｏｕｎｇ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ（Ａ）ａｎｄ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ（Ｂ）

图３　幼年油茶根的ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ分析　Ａ．幼年油茶根的一级 ＭＳ；Ｂ．幼年油茶根的二级 ＭＳ；

Ｃ．茶氨酸标品一级 ＭＳ；Ｄ．茶氨酸标品二级 ＭＳ。

Ｆｉｇ．３　ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｉｎ　ｙｏｕｎｇ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａｒｏｏｔ　Ａ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｉｎ　ｒｏｏｔｓ　ｏｆ　ｙｏｕｎｇ
Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ　ｂｙ　ＭＳ；Ｂ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｉｎ　ｒｏｏｔｓ　ｏｆ　ｙｏｕｎｇ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ　ｂｙ　ＭＳ２；

Ｃ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｂｙ　ＭＳ；Ｄ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅａｎｉｎｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｂｙ　ＭＳ２．

２．２油茶ＴＳ基因克隆及序列分析

在幼年油茶 根 中 克 隆 了 一 条 约１　１００ｂｐ的 目

的片 段（图３），经 测 序 可 得 该 片 段 长 为１　０７１ｂｐ。
将该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ已 登 录 的ＴＳ 序 列 进 行 比 较

分析，所扩增的片段与ＧｅｎＢａｎｋ中登录的ＴＳ 开放

阅读 框（Ｏｐｅｎ　Ｒｅａｄｉｎｇ　Ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）全 长（１　０７１
ｂｐ）同源性很高。将测序结果在ＮＣＢＩ中比对发现，
其 基 因 序 列 与 茶 树 ＧＳ （ＡＢ１１７９３４）和 ＴＳ
（ＤＤ４１０８９６）序 列 的 同 源 性 达 到 了９８％，但 与 茶 树

另一条ＴＳ（ＤＤ４１０８９５）一致性只有８２％，氨基酸序

列与茶树ＧＳ（ＡＢ１１７９３４）和ＴＳ（ＤＤ４１０８９６）同源性

高达９９％。对油茶与茶树中ＴＳ、ＧＳ蛋白序列进化

树分析可知，油茶ＴＳ 序列与茶树ＴＳ（ＤＤ４１０８９６）
序列聚类，而 与 茶 树ＴＳ（ＤＤ４１０８９５）距 离 较 远（图

５），推论油茶ＴＳ基因和茶树ＴＳ基因一样为ＧＳ基

因家族成员，但是由于进化上的突变导致蛋白结构

的变化从而改变了其催化的活性中心，形成新的催

化功能。油茶与茶树的亲缘关系非常近，有着共同

的进化祖先，其氨基酸序列和保守元件结构较为相

似。而所克隆的油茶ＴＳ基因与茶树ＴＳ基因差异
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可能由于种间关系的存在，在进化过程中基因突变

引起的。

图４　油茶ＴＳ全长ｃＤＮＡ的扩增
Ｍ．ＤＮＡ分子量标准；１．幼年油茶根ＰＣＲ产物。

Ｆｉｇ．４　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃｌｏｎｅｄ
ｆｕｌｌ　ｌｅｎｇｔｈ　ＴＳｏｆ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｂｙ　ＰＣＲ

Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｒｏｏｔｓ　ｉｎ　ｙｏｕｎｇ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　ｐｌａｎｔｓ．

图５　油茶与茶树中ＴＳ、ＧＳ蛋白序列进化树分析比较图

Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｎ　ＴＳ　ａｎｄ　ＧＳ　ｉｎ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ
ａｎｄ　Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌ

扩增得到的１　０７１ｂｐ碱基序列通过ｄｎａｓｔａｒ分

析，共编码３５６个氨基酸，分子量３９　１９０．３２Ｄａ，理

论等电点（ＰＩ）５．７３，含 有 最 丰 富 的 氨 基 酸 有 甘 氨 酸

（Ｇｌｙ）１１．２％、异 亮 氨 酸（Ｉｌｅ）７．６％、丙 氨 酸（Ａｌａ）

７．６％、谷氨酸（Ｇｌｕ）６．７％，带 负 电 荷 的 氨 基 酸 数 为

４４，带正电荷的氨基酸数为３８。根据分值中正值越

大，疏水性越高，负值越小，亲水性越高来判断蛋白

的亲／疏水性，（图６：Ａ）中大多数的氨基酸是负值，

因而油茶ＴＳ蛋白为亲水性蛋白；按 照 几 率＞５０％
就可形成螺旋的规则，以ｗｉｎｄｏｗ＝１４、２１、２８为试

验参数，由（图６：Ｂ）可 知 油 茶 ＴＳ蛋 白 氨 基 酸 序 列

中存在卷曲螺旋 结 构；根 据 分 值 大 于０．５则 预 测 为

分泌蛋白，存 在 信 号 肽；小 于０．５预 测 为 非 分 泌 蛋

白，没有信号肽，由（图６：Ｃ）可知油茶ＴＳ蛋白是一

种非分泌蛋白，无信号肽存在；从（图６：Ｄ）可以看出

油 茶 ＴＳ蛋 白 磷 酸 化 位 点 数 为２０组 成，丝 氨 酸

（Ｓｅｒ）磷 酸 化 的 位 点 有１２个，苏 氨 酸（Ｔｈｒ）磷 酸 化

的位点有３个，酪 氨 酸（Ｔｙｒ）磷 酸 化 的 位 点 有５个

且非均匀分布于整个多肽链中；跨膜结构一般由２０
个疏水氨基酸残基形成α－螺旋，由（图６：Ｅ）可知，在
多肽链１７８～１９５、３３４～３５４位置有２个由内向外螺

旋结构，在１７８～１９６、３３９～３５６位置有２个由外向

内螺旋结构，但分值较低，没超过５００，故油茶ＴＳ蛋

白不存在跨膜结构域，属于非跨膜蛋白，不发生跨膜

运动，在细胞内起作用；从（图６：Ｆ）看出油茶ＴＳ蛋

白在细胞质的过氧化物酶体中的可能性最大，可知

油茶ＴＳ蛋白是一种细胞质蛋白。

３　讨论与结论

茶氨酸是茶树的特征性功能成分，迄今仅在蕈

和某些山茶科（属）植物中有见报道（Ｃａｓｉｍｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，

１９６０；Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｔｓｕｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４；Ｄｅｎｇ　ｅｔ
ａｌ．，２０１０）。但油茶目前主要从事其油料方面研究，
对茶氨酸研究尚无文献报道。本研究表明，在幼年

油茶 根 中 检 测 到 茶 氨 酸，含 量 为０．０８ ｍｇ·ｇ－１

（ＦＷ），在幼年油茶叶和成年油茶根、叶中均未检测

到茶氨酸；或许是由于油茶中的茶氨酸含量极低，茶
氨酸可能是油茶种子萌发期间所特有的并随着生长

逐渐减少。这与山茶和茶梅中的茶氨酸是种子萌发

期间所特有并随着山茶和茶梅的生长，茶氨酸含量

减少，且在一年生山茶和茶梅新梢和根中均未检测

到茶氨酸报道较为相似（Ｔｓｕｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４），但

对其机理至今尚未明确。
目前除从茶 树 中 克 隆 几 条ＴＳ基 因 序 列 外（李

娟等，２０１１），其 它 关 于 ＴＳ基 因 的 克 隆 鲜 有 报 道。
研究发现：在幼年油茶根中扩增一条长为１　０７１ｂｐ
基因片段与 ＧｅｎＢａｎｋ中 登 录 的 ＴＳ基 因 开 放 阅 读

框（Ｏｐｅｎ　Ｒｅａｄｉｎｇ　Ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）全长（１　０７１ｂｐ）相

当，在 ＮＣＢＩ中 比 对 发 现，该 基 因 序 列 与 茶 树ＧＳ
（ＡＢ１１７９３４）和ＴＳ（ＤＤ４１０８９６）序 列 的 同 源 性 达 到

了９８％，但与茶树另一条ＴＳ（ＤＤ４１０８９５）一致性只

有８２％，氨基酸序列与茶树ＧＳ（ＡＢ１１７９３４）和ＴＳ
（ＤＤ４１０８９６）同 源 性 高 达９９％，其 蛋 白 质 特 征 分 析

结果与安吉白茶ＴＳ蛋白质特征（李娟等，２０１１）高

度相 似。并 对 油 茶 与 茶 树 中 ＴＳ、ＧＳ蛋 白 序 列 进

化树分析发现，油茶ＴＳ基因和茶 树ＴＳ基 因 一 样 为

６９ 广　西　植　物　　　 　　　　　　　　　　　　　　３５卷



图６　油茶ＴＳ蛋白质特征分析　Ａ．疏水性／亲水性预测；Ｂ．氨基酸序列卷曲螺旋预测；Ｃ．信号肽预测；

Ｄ．氨基酸序列翻译后的磷酸化修饰预测；Ｅ．跨膜区预测；Ｆ．亚细胞定位预测。

Ｆｉｇ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ａｂｏｕｔ　ＴＳ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｃ．ｏｌｅｉｆｅｒａ　Ａ．Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ／ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ；Ｂ．Ｗｉｎｄｅｄ　ｈｅｌｉｘ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ；Ｃ．Ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ；Ｄ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ；

Ｅ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　ｔｒａｎｓｍｅｎｂｒａｎｅ　ｄｏｍａｉｎ；Ｆ．Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．

ＧＳ基因家族 成 员，但 是 由 于 进 化 上 的 突 变 导 致 蛋

白结构的变化从而改变了其催化的活性中心，形成

新的蛋白功能。油茶与茶树的亲缘关系很近，它们

有共同的进化祖先，其氨基酸序列和保守元件结构

较为相似。所克隆的油茶ＴＳ基因与茶树ＴＳ基因

差异可能由于种间关系的存在，在进化过程中基因

突变引起的。
本研究用 ＨＰＬＣ法在油茶中检测到了茶氨酸，

并用ＬＣ－ＴＯＦ／ＭＳ进行了质谱验证，首次在山茶科

（属）植 物 中 克 隆 了 一 条 ＯＲＦ长 度 为１　０７１ｂｐ的

ＴＳ基因序 列。本 研 究 为 油 茶 新 经 济 价 值 的 发 掘，
为茶氨酸在油茶中合成代谢途径的研究提供一定理

论基础。但对于茶氨酸为何仅存在于幼年的油茶根

中需要进行深层次的研究，本文从油茶中克隆出的

ＴＳ基因序列的表达和功能验证也需要继续深入。
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Ｂｅｔａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ（ＲＡＣＥ法 克 隆 甜 菜 ＮＲ基 因 及 生 物 信 息 学 分

析）［Ｊ］．Ｇｕｉｈａｉａ（广西植物），３３（１）：８９－９５
Ｙａｍａｇｕｃｈｉ　Ｓ，Ｎｉｎｏｍｉｙａ　Ｋ．２０００．Ｕｍａｍｉ　ａｎｄ　ｆｏｏｄ　ｐａｌａｔａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．
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Ａｃｔａ　Ｐｒａｔａｃ　Ｓｉｎ（草业学报），６（４）：３９－４３
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