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摘　 要: 茶树中富含茶氨酸、儿茶素和咖啡碱等重要功能成分ꎬ具有较高的价值功效ꎬ茶树在生命周期中经

常遭受逆境胁迫ꎬ维生素 Ｂ６(ＶＢ６)在植物体内参与逆境应答ꎬ吡哆醛激酶(ｐｙｒｉｄｏｘａｌ ｋｉｎａｓｅꎬＰＬＫ)是 ＶＢ６补救

途径中的关键酶ꎮ 为进一步了解 ＰＬＫ 在茶树生物合成中的功能和作用机理ꎬ该研究基于茶树基因组数据

库ꎬ以龙井 ４３ 为材料ꎬ采用逆转录 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)的方法从茶树中克隆出 ＣｓＰＬＫ 的基因ꎮ 结果表明:该基因

序列长为１ １７９ ｂｐꎬ编码 ３９３ 个氨基酸ꎻＣｓＰＬＫ 蛋白和已知物种中 ＰＬＫ 蛋白具有较高的同源性ꎬ都是核糖激

酶超家族成员ꎻ通过构建 ｐＥＴ￣ＣｓＰＬＫ 载体进行原核表达ꎬ并鉴定出重组蛋白有很强的催化活性ꎻ组织表达特

异性分析表明ꎬ叶中的表达量比茎、根的高ꎬ在根中最低ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 表示ꎬ低温诱导 ＣｓＰＬＫ 上调表达ꎬ干
旱诱导 ＣｓＰＬＫ 下调表达ꎬ发现该基因在茶树中有明显的逆境应答ꎬ推测 ＣｓＰＬＫ 在茶树的生长发育、逆境胁迫

发挥重要作用ꎮ
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　 　 维生素 Ｂ６(ＶＢ６)是一类可以相互转换的吡啶

类化合物的总称ꎬ包括吡哆醇( ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅꎬＰＮ)、吡
哆胺(ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅꎬＰＭ)、吡哆醛(ｐｙｒｉｄｏｘａｌꎬＰＬ)以
及 它 们 相 应 的 磷 酸 酯 形 式: 磷 酸 吡 哆 醇

(Ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ￣５’￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＰＮＰ)、磷酸吡哆胺(Ｐｙｒｉ￣
ｄｏｘａｍｉｎｅ￣５’￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＰＭＰ)和磷酸吡哆醛( Ｐｙｒｉ￣
ｄｏｘａｌ￣５’ ￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＰＬＰ)ꎮ 其中 ＰＬＰ 是 １４０ 多种

酶的辅酶ꎬ涉及广泛的代谢和调节过程(Ｓｃｈｕｌｍａｎ ＆
Ｒｉｃｈｅｒｔꎬ１９５７ꎻ Ｓｍｏｌｉｎ ＆ Ｂｅｎｅｖｅｎｇａꎬ １９８２ꎻ Ａｍａｄａｓｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 植物是 ＶＢ６自养型生物ꎬ拥有“ＤＸＰ
非依赖途径” (ＤＸＰ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ)ꎬ以谷氨

酰胺、５￣磷酸￣核糖(或 ５￣磷酸￣核酮糖)和 ３￣磷酸￣
甘油醛 (或磷酸二羟丙酮) 为底物ꎬ在 ＰＤＸ１ 和

ＰＤＸ２ 构成的 ＰＬＰ 合酶复合体的作用下ꎬ直接从头

合成 ( ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ) ＰＬＰ ( Ｊｕｌｌｉａｒｄ ＆ Ｄｏｕｃｅꎬ
１９９１ꎻＦｒａｎｃｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 除了 ＶＢ６的从头合成ꎬ
植物体内还存在 ＶＢ６ 补救途径( ｓａｌｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙ)
(Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ该途径通过一系列酶的作

用ꎬ实现不同 ＶＢ６的相互转化和 ＰＬＰ 的补救合成ꎬ
以及维持 ＶＢ６ 状态的稳定ꎮ ＰＬ 激酶( ＰＬ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＰＬＫ)是 ＰＬＰ 的补救合成途径重要的一种酶ꎬＰＬＫ
在金属阳离子和 ＡＴＰ 的存在下催化 ＰＬ 的磷酸化

生成 ＰＬＰꎮ 科研人员陆续从拟南芥( Ｌｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)、小麦 ( Ｈｕａｂｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４) 和油菜 ( Ｙｕ ＆
Ｌｕｏꎬ２０１０)克隆出 ＰＬ 激酶基因ꎬ开启了从植物中

研究 ＰＬＫ 基因的热潮ꎮ
茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)是我国重要的经济作

物ꎬ富含茶氨酸、儿茶素和咖啡碱等重要功能成

分ꎮ ＶＢ６不仅在茶树的初生代谢和功能成分的生

物合成过程中发挥重要作用ꎬ同时 ＶＢ６在植物体内

参与逆境应答ꎬ但目前关于茶树中 ＶＢ６生物合成鲜

有报道ꎮ 因此ꎬ研究茶树中 ＶＢ６补救途径中的 ＰＬ
激酶在茶树生长发育和逆境调控中的作用具有重

要意义ꎮ 本研究以茶树龙井 ４３ 的 ｃＤＮＡ 为模板克

隆出 ＰＬ 激酶基因ꎬ通过原核表达进行功能验证ꎬ
并分析不同组织中的基因表达差异ꎬ同时设置干

旱和低温胁迫分析 ＣｓＰＬＫ 的逆境应答ꎬ为利用

ＶＢ６代谢调控提高茶叶品质和增强茶树抗性的研

究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 茶树 ＣｓＰＬＫ 的克隆与分析

所用材料为龙井 ４３ 茶树幼苗ꎬ种植于安徽农

业大学茶与食品科技学院实验分析平台ꎮ
使用全能型植物 ＲＮＡ 提取试剂盒 (康维世

纪)ꎬ提取茶树叶片、根和茎的总 ＲＮＡꎬ用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
ＮＤ １ ０００检测 ＲＮＡ 的浓度与纯度ꎬ１.０％凝胶电泳检

测 ＲＮＡ 质量ꎮ 用 ＨｉｆｉＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 合成试剂盒(康维

世纪)对上述总 ＲＮＡ 样本进行反转录获得 ｃＤＮＡꎮ
以拟南芥 ＰＬＫ 序列为模板ꎬ从中国科学院昆明

植物研究所茶树基因组数据库中ꎬ通过比对获得候

选序列并设计特异性引物ꎬ由安徽通用生物公司合

成ꎮ 上游引物:ｇＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＣＧＡＧＡＡＡＴＴＧＡＣＡꎻ
下游引物:ｇｃＴＣＴＡＧＡＴＴＡＧＴＴＧＴＡＴＣＴＣＴＣＡＧＣＣꎮ 下

划线部分为 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点ꎮ
以上述 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ建立扩增体系:Ｐｒｉｍｅｒ

Ｓｔａｒ ＭＩＸ 酶 ( ＴａＫａＲａ 公司) １２. ５ μＬ、 ｄｄＨ２ Ｏ ９. ５
μＬ、ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ 、上下游引物各 １ μＬꎮ 扩增

条件:９８ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９８ ℃ １０ ｓꎬ５５ ℃ １５ ｓꎬ７２
℃ ９０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 反应结束后

用 １％琼脂糖凝胶电泳检验 ＰＣＲ 产物ꎬ分离回收正

４７８ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



确的 ＰＣＲ 产物连接载体 ｐＥａｓｙ￣ｂｌｕｎｔ(北京全式金

生物有限公司)ꎬ并转化到大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ命名为

ｐＰＬＫꎬ送至通用生物公司进行测序ꎮ
使用 ＥｘＰＡＳｙ 网站的在线分析工具 ( ｈｔｔｐ: / /

ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / ｐｉ ＿ ｔｏｏｌ)分析蛋

白质的分子量和等电点ꎻ使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行序列比

对分析ꎮ
１.２ ＣｓＰＬＫ 表达载体构建和功能鉴定

使用柱式质粒 ＤＮＡ 提取试剂盒( Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈ)提取转化了 ＣｓＰＬＫ 基因的 ｐＰＬＫ 菌株的质粒

和 ｐＥＴ￣２２ｂ ( ＋) 载体质粒ꎬ使用限制性 内 切 酶

ＥｃｏＲ Ｉ和 Ｘｂａ Ｉ( ＴＡＫＡＲＡ)于 ３７ ℃ 分别进行双酶

切 ３ ｈꎬ使用胶回收试剂盒(Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ)回收双

酶切之后的目的片段和载体片段ꎬ利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连

接酶(ＴＡＫＡＲＡ)ꎬ于 １６ ℃ 连接 １６ ｈꎬ连接产物转

化到 Ｔｒａｎｓ Ｔ１ 大肠杆菌中ꎬ经菌液 ＰＣＲ 验证后送

至通用生物公司进行测序ꎮ
提取连接上 ＣｓＰＬＫ 基因的 ｐＥＴ￣２２ｂ( ＋)菌株

质粒ꎬ转化至 Ｒｏｓｅｔｔａ( ＤＥ３) ( ＴｒａｎｓＧｅｎ)表达菌株

中ꎬ涂板过夜培养ꎬ挑取单菌落进行菌液 ＰＣＲ 验

证ꎬ选择验证正确的菌落加入 ０.２ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧꎬ
在 １６ ℃诱导表达 ２４ ｈ→４ ℃、４ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心

１０ ｍｉｎ→弃去上清ꎬ加入 ＰＢＳ 重悬→超声波细胞

破碎仪ꎬ５ ｓ、３ ｓ、破碎 ９９ 次→４ ℃、１２ ０００ ×ｇ 离心

１０ ｍｉｎꎬ所得上清液即为粗酶液ꎮ 将含有重组质粒

ｐＥＴ￣ＰＬＫ 的粗酶液命名为 Ｐｒｏ￣ＣｓＰＬＫꎬ含有空质粒

ｐＥＴ￣２２ｂ 的粗酶液命名为 Ｐｒｏ￣２２ｂꎮ
采用 Ｌｕｍ ｅｔ ａｌ.(２００２)的方法ꎬ略做改动后测

定 ＣｓＰＬＫ 酶活性ꎬ反应体系 ３ ｍＬꎮ 向含有 ０. ２
ｍｍｏｌＬ￣１ ＰＬ、０.２ ｍｍｏｌＬ￣１ ＡＴＰ 和 ０.１ ｍｍｏｌＬ￣１

ＺｎＣｌ２的 ７０ ｍｍｏｌＬ￣１磷酸钾缓冲液( ｐＨ ６.５)中ꎬ
加入含 ０.５ ｍｇ Ｐｒｏ￣ＣｓＰＬＫ 蛋白ꎬ３７ ℃水浴反应 ３０
ｍｉｎꎮ 添加高氯酸终止反应后 １２ ０００ ×ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎬ在上清中加入苯肼溶液并定容到 ３ ｍＬꎮ ２.５
ｍｉｎ 时在 ４１０ ｎｍ 处测定其吸光值为 Ｘꎬ同时加入

粗酶液和高氯酸的反应管中测定吸光值为 Ｙꎬ(Ｘ－
Ｙ)为每一组样品的最终吸光值ꎮ 以 Ｐｒｏ￣２２ｂ 代替

Ｐｒｏ￣ＣｓＰＬＫꎬ其余条件相同ꎬ作为空白对照ꎮ
１.３ 茶树 ＣｓＰＬＫ 表达模式分析

以生长健壮、长势一致的 １ 年生龙井 ４３ 为材

料ꎬ取生长在(２５±１) ℃、含水率为(５５±３)％的茶树

幼苗的的嫩根、嫩茎、顶端第 ２ 至第 ３ 片成熟叶进行

组织表达差异性分析ꎮ 参照 Ｌｉｕ ( ２０１５) 和 Ｌｉｎ ｅｔ
ａｌ.(２０１６)的方法进行低温(４ ℃)和干旱处理ꎮ 调

节人工气候室的温度使之维持在(４±１) ℃ꎬ实验组

与对照组均为生长在温室(２５±１) ℃ 中的茶树幼

苗ꎮ 对照组保持温室(２５±１) ℃生长不变ꎬ实验组

中的茶苗迅速移入低温气候室(４ ℃)中ꎬ其他环境

条件保持不变ꎬ进行低温处理ꎬ分别在 ２、８、１２、２４、
４８ ｈ 时取茶苗上枝条顶端第 ２ 至第 ３ 片成熟叶为材

料ꎻ将茶树幼苗放置在(２５±１) ℃的人工气候室中ꎬ
实验组与对照组土壤含水率为(５５±３)％ꎬ对照组浇

水使土壤含水率维持在(５５±３)％ꎬ实验组停止浇

水ꎬ其他环境条件保持一致ꎬ进行干旱处理ꎬ分别在

６、１２ ｄ 时取样(顶端第 ２ 至第 ３ 片成熟叶)后ꎬ给实

验组浇水使其土壤含水率恢复至(５５±３)％ꎬ在恢复

６ ｄ 时取样(顶端第 ２ 至第 ３ 片成熟叶)ꎬ用于检测

ＣｓＰＬＫ 在干旱胁迫后复水过程的表达模式ꎮ 每个处

理进行 ３ 次生物学重复ꎮ 所有样品液氮速冻后保存

于－８０ ℃ꎬ提取 ＲＮＡꎬ检测 ＣｓＰＬＫ 的表达模式ꎮ
采用 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ

ＰＣＲꎬＱＲＴ￣ＰＣＲ)测定 ＣｓＰＬＫ 的表达ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为

内参基因ꎮ ＣｓＰＬＫ 的上游引物为 ＡＡＧＧＴＴＧＴＣＣＣＴ￣
ＧＴＴＧꎬ下游引物为 ＴＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣＧＡＡＴＡꎮ ＧＡＰＤＨ
的上游引物为 ＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＴＣＴꎬ下游引物

为 ＣＡＧＴＧＧＧＡＡＣＡＣＧＧＡＡＡＧＣꎮ
使用 ＵｌｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ 荧光定量试剂盒(康维

世纪)进行荧光定量 ＰＣＲꎬ３０ μＬ 反应体系由 ２×ＵＬ￣
ｔｒａＳＹＢＲ １５ μＬ、正向引物 １.５ μＬ、反向引物 １.５ μＬ、
ｃＤＮＡ 模板 １.５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １０.５ μＬ 构成ꎬ反应程序

为 ９５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ５８ ℃ １ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ
６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １５ ｓꎬ３０ 个循环ꎮ ３ 次

技术重复ꎬ用 ２－ΔΔＣＴ法计算结果ꎮ 对照组和处理组

之间的差异显著性采用 ｔ 检验进行分析:∗表示

０.０１≤Ｐ<０.０５ ꎬ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 茶树 ＣｓＰＬＫ 基因的克隆

以拟南芥 ＰＬＫ 的基因序列(ＮＭ＿００１３４４２２２)
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为模板ꎬ在茶树基因组数据库搜索比对得到一条

相似性最高(５７.８６％)ꎬ且含有完整编码框的基因

序列ꎮ 在 ＮＣＢＩ 分析该段序列发现第 ３７ 至第 ３４３
位氨基酸是吡哆醛激酶功能域ꎬ属于核糖激酶超

家族ꎮ 随后设计克隆引物ꎬ以茶树总 ＲＮＡ 反转录

得到的 ｃＤＮＡ 为模版ꎬＰＣＲ 扩增得到一条清晰明

亮的单一条带ꎬ大小约为 １ ２００ ｂｐ(图 １)ꎬ测序正

确后ꎬ将此序列命名为 ＣｓＰＬＫꎬ其编码框长１ １７９
ｂｐꎬ编码含有 ３９３ 个氨基酸残基的蛋白质ꎬ蛋白质

的分子量为 ４３.９ ｋＤａꎬ理论等电点 ６.５１(图 ２)ꎮ
２.２ 茶树 ＣｓＰＬＫ 的序列分析

使用 ＤＮＡＭＡＮ 构建 ＣｓＰＬＫ 在原核表达中的图

谱(图 ３)ꎮ 将 ＣｓＰＬＫ 与其他植物中的 ＰＬＫ 进行序

列比对(图 ４)ꎮ 发现 ＣｓＰＬＫ 与植物的 ＰＬＫ 序列具

有高度的一致性ꎬ与拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、

Ｍ. ＤＮＡ 标记ꎻ １. ＣｓＰＬＫꎮ
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＣｓＰＬＫ.

图 １　 ＣｓＰＬＫ 的 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣｓＰＬＫ

图 ２　 ＰＬＫ 核酸序列及氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 ＰＬＫ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图 ３　 ＣｓＰＬＫ 在原核表达中的图谱
Ｆｉｇ. ３　 Ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｓＰＬＫ

油菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)、大豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)和玉

米( Ｚｅａ ｍａｙｓ) ＰＬＫ 的 一 致 性 分 别 为 ７７. ３９％、
７９.７１％、７６.２３％、８２.９５％、７１.３０％和 ７１.５９％ꎬ有很

高的亲缘性ꎮ
２.３ ＣｓＰＬＫ 基因原核表达载体构建

使用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 限制性内切酶对含有目

的基因的 ｐＰＬＫ 载体和 ｐＥＴ￣２２ｂ( ＋)载体进行双酶

切(图 ５)ꎮ 使用 Ｔ４ 连接酶 １６ ℃连接目的基因与

载体片段ꎬ转化至 Ｔｒａｎｓ Ｔ１ 大肠杆菌中ꎬ涂板过夜

培养ꎬ进行菌落 ＰＣＲ 验证ꎬ可以看出目的基因成功

连接至 ｐＥＴ￣２２ｂ( ＋)载体上(图 ６)ꎮ
２.４ ＣｓＰＬＫ 蛋白的诱导表达

采 用 Ｔ７ 启动子 / Ｔ ７ ＲＮＡ聚合酶表达 系 统

茶树 ＰＬＫ、拟南芥 ＰＬＫ(２６３９７６９４)、 油菜 ＰＬＫ(９２１１１３５１)、大豆 ＰＬＫ(６８１３１８１７)、烟草 ＰＬＫ(８５０６８６０９)、小麦 ＰＬＫ(３０４５６１３１０)、
玉米 ＰＬＫ(２２６５０２９３４)ꎮ 图中☆、◇表示两种不同的活性位点ꎻ红色划线部分为 ｌｏｏｐＩ、ｌｏｏｐⅡꎻ黄色方框是 ＧＴＧＤ 基序ꎮ
Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ＰＬＫꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＰＬＫ(２６３９７６９４)ꎬ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ＰＬＫ(９２１１１３５１)ꎬ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ＰＬＫ(６８１３１８１７)ꎬ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ ＰＬＫ(８５０６８６０９)ꎬ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ ＰＬＫ(３０４５６１３１０)ꎬ Ｚｅａ ｍａｙｓ ＰＬＫ(２２６５０２９３４). ☆ ａｎｄ ◇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓꎻ
Ｒｅｄ ｌｉｎｅ ｐａｒｔ ａｒｅ ｌｏｏｐＩꎬ ｌｏｏｐⅡꎻ Ｙｅｌｌｏｗ ｂｏｘ ｉｓ ｔｈｅ ＧＴＧＤ ｍｏｔｉｆ.

图 ４　 茶树与其他物种中 ＰＬＫ 多序列比对
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＬＫ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｅａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｐＥＴ￣２２ｂ( ＋) ￣Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)对 ＣｓＰＬＫ 在大肠杆菌

中进行蛋白表达ꎮ 在 ＩＰＴＧ 的诱导下ꎬ插入 Ｔ７ 启

动子后的编码区能够在表达菌株 Ｒｏｓｅｔｔａ( ＤＥ３)
中被高效转录ꎮ 原核表达产物经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝

胶电泳显示ꎬ在 ４５ ｋＤａ 附近成功诱导出了目的

蛋白ꎬ且在上清中大量表达ꎬ与预测蛋白大小一

致(图 ７) ꎮ

２.５ ＣｓＰＬＫ 的酶活测定及部分酶学性质分析

以 ＰＬ 为底物ꎬ在 ｐＨ ６.５ 和 ３７ ℃条件下ꎬ对原

核表达的重组茶树 ＰＬ 激酶进行功能鉴定ꎮ 图 ８
结果显示ꎬｐｒｏ￣ＣｓＰＬＫ 的酶活力约为 ４. ８５３ μｍｏｌ
ＰＬＰ ｍｇ￣１  ｍｉｎ￣１ꎬ 对 照 组 ｐｒｏ￣２２ｂ 约 为 ０. ５２９
μｍｏｌ ＰＬＰｍｇ￣１ｍｉｎ￣１ꎬｐｒｏ￣ＣｓＰＬＫ 酶活力是对照

的 ９.１７ 倍ꎮ 这表明 ＣｓＰＬＫ 具有较强的 ＰＬ 激酶活
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Ｍ. ＤＮＡ 标记ꎻ １. ＣｓＰＬＫꎻ ２. ｐＥＴ￣２２ｂ(＋)载体ꎮ
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＣｓＰＬＫꎻ ２. ｐＥＴ￣２２ｂ(＋) ｖｅｃｔｏｒ.

图 ５　 ＣｓＰＬＫ 片段与载体双酶切
Ｆｉｇ. ５　 ＣｓＰＬＫ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ

Ｍ. ＤＮＡ 标记ꎻ １－４. 不同的单菌落ꎮ
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １－４. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ.

图 ６　 ＣｓＰＬＫ 菌落 ＰＣＲ 验证
Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ＣｓＰＬＫ

性ꎬ原核表达的蛋白确为茶树 ＰＬＫ 蛋白ꎮ
ＰＬ 激酶在金属阳离子存在下才能催化反应ꎬ

ｐＨ 值是影响酶活性的一个非常重要的因素ꎬ所以

对 ＰＬ 激酶的最适的金属离子及 ｐＨ 值进行测定ꎮ
显示该酶的最适 ｐＨ 大约在 ６.４ 左右(图 ９)ꎬＺｎ２＋

的催化活性最强(图 １０)ꎮ
２.６ ＣｓＰＬＫ 的组织表达差异性分析

采取荧光定量 ＰＣＲ 对茶树根、嫩茎、嫩叶进行

分析ꎬ结果显示ꎬ在茶树叶片组织中 ＣｓＰＬＫ 的表达

量最高ꎬ茎和根中的表达量相似ꎬ约为叶片组织的

１ / ４(图 １１)ꎮ
２.７ 逆境条件下 ＣｓＰＬＫ 基因的表达情况

低温胁迫处理 ４８ ｈ 过程中ꎬＣｓＰＬＫ 表达先上

Ｍ. ＤＮＡ 标记ꎻ １. ＣｓＰＬＫ 上清ꎻ ２. ＣｓＰＬＫ 沉淀ꎮ
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＣｓＰＬＫ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ２. ＣｓＰＬＫ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ.

图 ７　 ＣｓＰＬＫ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果
Ｆｉｇ. ７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣｓＰＬＫ

１. ｐｒｏ￣２２ｂꎻ ２. ｐｒｏ￣ＣｓＰＬＫꎮ

图 ８　 酶促反应活性的测定
Ｆｉｇ. ８　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 ９　 ｐＨ 值对 ＣｓＰＬＫ 活性的影响
Ｆｉｇ. ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ＣｓＰＬＫ ａｃｔｉｖｉｔｙ

升ꎬ在处理 ８ ｈ 时到达顶点后逐渐下调ꎬ但仍高于

未处理前的水平(图 １２:ａ)ꎮ 干旱胁迫处理后ꎬＣｓ￣
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图 １０　 金属离子对 ＣｓＰＬＫ 活性的影响
Ｆｉｇ. １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ｏｎ ＣｓＰＬＫ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 １１　 茶树各组织中 ＣｓＰＬＫ 基因的表达
Ｆｉｇ. １１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｓＰＬＫ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｅａ ｔｉｓｓｕｅｓ

ＰＬＫ 表达量下降ꎬ第 １２ 天时表达量降到最低ꎬ复
水后第 ６ 天表达量上升ꎬ且高于干旱处理前水平

(图 １２:ｂ)ꎮ 这表明 ＣｓＰＬＫ 参与茶树对低温和干

旱胁迫的响应ꎬ但其在两种胁迫下表达模式不同ꎮ

３　 讨论与结论

本研究利用已知的拟南芥 ＰＬＫ 的基因序列为

模板ꎬ在茶树基因组数据库中比对得到一条相似

性最高(５７.８６％)的为候选茶树 ＰＬＫ 序列ꎬ其编码

的氨基酸序列含有一个典型的吡哆醛激酶功能

域ꎬ属于核糖激酶超家族的成员ꎮ 利用 ＰＣＲ 技术

从茶 树 龙 井 ４３ 中 克 隆 出 ＰＬＫ 基 因ꎬ 命 名 为

ＣｓＰＬＫꎮ 多序列的同源比对结果表明ꎬＣｓＰＬＫ 与拟

南芥、烟草、大豆等植物中的 ＰＬＫ 氨基酸序列相似

性达到 ７０％ 以上ꎬ有很强的亲缘性ꎮ ＣｓＰＬＫ 的

Ａｓｐ１５１、 Ｔｙｒ１６１、 Ｇｌｙ３１３ 和阴离子孔基序 ＧＴＧＤ
(Ｇｌｙ３１３￣Ａｓｐ３１７１)与已经证实的 ＰＬＫ 的 ＡＴＰ 结合

位点完全一致ꎬ这几个氨基酸残基高度保守ꎬ三个

ＡＴＰ 磷酸基团通过由高度保守的序列基序 ＧＴＧＤ
和附近螺旋 Ｎ 末端形成的阴离子孔以及结合需要

的金属阳离子ꎬ促进氢键与蛋白质残基互相作用ꎬ
使 ＰＬＫ 活性位点的空间结构更稳定ꎬ从而提高

ＰＬＫ 活性(Ｋｉｍ ＆ Ｈｏｎｇꎬ２０１６)ꎮ 科研人员分别对

牛(Ｎｅａｒｙ ＆ Ｄｉｖｅｎꎬ１９７０)、猪( Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)、
羊 ( Ｍａｒａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９ ) 和 拟 南 芥 ( Ｌｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)的 ＰＬＫ 进行酶动力学研究时ꎬ得出 Ｚｎ２＋ 是

ＰＬＫ 发挥活性作用的最适金属离子ꎬ本研究通过

对不同的二价金属离子测定酶活性ꎬ发现活化效

率依次是 Ｚｎ２＋ > Ｃｏ２＋ >Ｍｎ２＋ > Ｍｇ２＋ > Ｃａ２＋ꎬ得出 ＰＬ
激酶在 Ｚｎ２＋ 存在下的催化活性最强ꎬ与前人结论

一致ꎮ ＣｓＰＬＫ 的 Ｓｅｒ ６８、Ｔｈｒ １０３、Ｔｙｒ１４３ 和 Ａｓｐ３１７
与已经验证的与 ＰＬ 形成氢键相互作用的氨基酸

残基一致ꎬ这些氨基酸残基也高度保守ꎬ决定底物

特异性( Ｓｃｈｏｌｚ ＆ Ｋｗｏｋꎬ １９８９)ꎮ 茶树中的 ＣｓＰＬＫ
和其他物种 ＰＬＫ 一样具有高度保守的与功能密切

相关的 ｌｏｏｐＩ 和 ｌｏｏｐⅡ结构ꎬＣｓＰＬＫ 的 ｌｏｏｐＩ 结构为

Ｇｌｙ１５５￣Ｖａｌ１６２ꎬ与大多数植物和微生物长度一致ꎬ
为 ８ 个氨基酸ꎬ而高等动物为 １２ 个氨基酸ꎬｌｏｏｐＩ
对防止 ＡＴＰ 无效的水解ꎬ以及在保护和促进底物

结合方面有重要作用ꎬ至于不同物种中 ｌｏｏｐＩ 的氨

基酸不同ꎬ是否与生物进化有关目前尚不清楚ꎬ需
要进一步的实验研究ꎻＣｓＰＬＫ 的 ｌｏｏｐⅡ区域在植物

中高度保守ꎬ与酶的底物特异性和底物亲和力有

关(Ｃａｍｐｏｂａｓｓｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻＣｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ
本研究通过构建原核表达载体以及体外酶活

测定ꎬ得出茶树中的 ＣｓＰＬＫ 在 ｐＨ 为 ６.４ 和金属阳

离子为 Ｚｎ２＋时有很强的催化活性ꎬ催化 ＰＬ 的磷酸

化生成 ＰＬＰꎬ表明原核表达产物为 ＣｓＰＬＫ 蛋白ꎮ
通过对茶树体内 ＣｓＰＬＫ 的组织差异性分析ꎬ发现

在茶树的叶、茎、根中均有表达ꎬ并且在叶片中表

达量最高ꎬ推测可能与叶片中含有丰富的叶绿体

有关ꎮ 植物有 ＶＢ６的从头合成途径ꎬ 利用 ＤＸＰ 非

依赖途径直接合成 ＰＬＰ 从而被细胞利用ꎬ合成的

场所是细胞质ꎬ 叶绿体中可能是通过 ＰＬＰ 的补救
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ａ. 低温胁迫ꎻ ｂ.干旱胁迫ꎮ
ａ. Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｂ. Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ.

图 １２　 逆境胁迫下茶树 ＣｓＰＬＫ 基因的表达
Ｆｉｇ. １２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｓＰＬＫ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ａｄｖｅｒｓｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｅａ ｌｅａｖｅｓ

途径来合成 ＰＬＰꎬ而 ＰＬ 激酶是 ＰＬＰ 补救途径中的

关建酶ꎬ所以 ＰＬ 激酶基因在茶树叶片中的表达量

比较高ꎮ
越来越多的研究说明植物 ＰＬＫ 基因的表达受

各种生物或非生物胁迫的影响ꎬ从而参与植物的

逆境应答ꎬ其中拟南芥中的 ＰＬ 激酶基因的表达在

冷胁迫下显著增加( Ｌｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎬ甘蓝型油

菜中的 ＰＬ 激酶的表达受低温诱导 ( Ｙｕ ＆ Ｌｕｏꎬ
２０１０)ꎬ小麦中的 ＰＬ 激酶基因表达不受渗透胁迫

的调节(Ｈｕａｂｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 在本研究中ꎬ茶树

ＣｓＰＬＫ 基因受低温胁迫后能够快速诱导表达ꎬ即
使在低温处理的 ４８ ｈ 后依然高于未处理前表达

量ꎻ在干旱胁迫下主要表现为抑制ꎬ但复水后能够

快速诱导植物进行响应ꎬ且此期间的 ＣｓＰＬＫ 具有

较高的转录水平ꎬ干旱后复水响应也是植物抗旱

机理研究中重要的内容之一ꎮ 以上结果表明ꎬ茶
树中 ＣｓＰＬＫ 与低温、干旱逆境胁迫响应密切相关ꎬ
同时可以得出 ＣｓＰＬＫ 在不同物种间的逆境应答有

明显的差异性ꎮ
本研 究 对 茶 树 中 ＶＢ６ 补 救 合 成 途 径 中 的

ＣｓＰＬＫ 基因进行了初步的鉴定与表达分析ꎬ得出

ＣｓＰＬＫ 参与低温和干旱逆境应答ꎬ此研究结果为

利用 ＶＢ６代谢调控来提高茶树抗性从而提高茶树

品质的应用研究奠定了基础ꎬ也充实了植物抗性

生理的研究ꎮ 后续可通过克隆茶树上 ＶＢ６补救途

径的其他基因来全面研究 ＶＢ６在茶树逆境应答中

的作用ꎮ
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