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摘     要 
乙烯是一种重要的植物激素，参与植物整个生理过程。ACC 合成酶（1-aminocyclopropane-1- 

carboxylic acid synthase, ACS）和 ACC 氧化酶（1-aminocyclopropane- 1-carboxylicacid oxidase, ACO）

是植物乙烯合成过程中的重要酶，对乙烯的合成具有重要的调控作用，所以这两个基因的研究具

有理论与实际意义。 

在茶树新梢 cDNA 文库测序所获得的 EST 基础上，利用 RACE（Rapid Amplification cDNA 

Ends）、RT-PCR等技术，克隆得到编码这两个酶的全长基因序列，在NCBI上分别登录为EF205149、

DQ904328。其中 ACS 长 1579 bp，编码 478 个氨基酸，预测分子量约为 53.7 KD，等电点 8.039；

ACO 长 1237 bp，编码 320 个氨基酸残基，预测分子量为 36.2 KD，等电点 5.41。以 Neighbor-Joining

法构建进化树，发现 ACS 及 ACO 都与柿树中的同类基因同源性最高，亲缘关系最近。这两个基

因的获得为以后进一步研究其在茶树抗逆中的作用打下一定的基础。 

根据所得到的茶树 ACS 及 ACO 基因序列设计引物，利用β-actin 作为阳性对照，取安吉白茶、

6/8、杭州大叶、龙井长叶、薮北、龙井 43 和福鼎大白茶 7 个品种在经历高温和低温，以及龙井

43 在冬天不同时期样品逆转录的 cDNA 进行 RT-PCR 分析，结果发现 ACS 及 ACO 基因的表达量

与品种的抗逆性强弱有一定程度的相关性；在不同时期龙井 43 样品中，ACS 及 ACO 基因的表达

也有类似的结果。 

亲环素广泛存在于多种生物体内，在植物的发育和新陈代谢等生理过程中具有重要作用。通

过对茶树新梢 cDNA 文库大量随机测序，获得了一个编码亲环素的全长基因，在 GenBank 登录，

登录号为 DQ904327。茶树亲环素基因 cDNA 全长 949 bp，其中开放阅读框全长 495 bp，编码蛋

白质含有 164 个氨基酸，分子量约为 17.47 kD，等电点约为 8.54，它具备 5’端非编码区的

“CAAT”标志及 3’端非编码区的”AATAAA”poly-A 加尾信号。其推测的氨基酸序列经与 26

条其他生物亲环素蛋白氨基酸序列进行CLUSTAL W多序列联配并以Neighbor-Joining法进行进化

树构建后，发现与水稻和小麦的相似性较高，达到 85%以上。根据亲环素基因开放阅读框序列设

计引物，构建了原核表达载体 pET/Csin-Cyp，并在大肠杆菌 BL21(DE3)中成功诱导出了一个分子

量为 23 kD 的亲环素融合蛋白。这将便于后期在基因以及蛋白质水平上进一步研究亲环素蛋白在

茶树生理和调控机制中发挥的作用。 

关键词：  ACO ACS 茶树 基因克隆 亲环素 原核表达   
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Abstract 
Ethylene is one of the important plant hormones, it has significant physiological role in the life 

of plant. ACC synthase (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase, ACS) and ACC oxidase 

(1-aminocyclopropane-1-carboxylicacid oxidase, ACO) are very important enzymes in the ethylene 

biosynthesis of the plant. They play important roles in the regulation of ethylene biosynthesis.So the 

research on the two genes has both theory and practicality significance. 

Based on the ESTs from the cDNA library sequencing program of tea plant, ACO and ACS 

genes encoding the two enzymes were cloned using the RACE and RT-PCR methods. The GenBank 

Accessions are EF205149 and DQ904328, respectively. The ACS is 1579 bp in length, encoding 

478 amino acids, the putative molecular weight is 53.7 KD and the pI is 8.039. The ACO is 1237 bp 

in length, encoding 320 amino acids, the putative molecular weight is 36.2 KD and the pI is 5.41. 

The phylogenetic trees constructed by the software Mega showed that both ACS and ACO genes 

are closely related to those of Diospyros kaki. Cloned of the two genes will do some spadework for 

the research of its effect on the resist of adversity in tea plant later.  

Primers were designed based on the ACS and ACO sequences, the gene expressions of 7 

cultivars, Anji Baicha, 6/8, Hangzhou Daye, Longjing Changye, Yabukita, Longjing 43 and Fuding 

Dabaicha after stress of high temperature in the summer and low tempeture in the winter, as well as 

Longjing 43 during different periods in the winter were assayed using RT-PCR methods and the 

β-actin as a positive control. The results showed the expressions of ACS and ACO genes had some 

extent relationship with the resistance of the cultivars. Similarly results were also found in the 

different time of winter for Longjing 43. 

Cyclophilin exists widely in organisms. It has very important roles in plant growth and 

metabolism. A cDNA clone, encoding cyclophilin gene, was obtained from the expressed sequence 

tag sequencing of tea plant. The full-length cDNA of the cyclophilin gene was 953bp, encoding 164 

amino acids. The predicted MW and pI were 17.47 kD and 8.54, respectively. A “CAAT” signal 

in 5’ untranslated region and a polyadenylation signal of “AATAA”poly-A in 3′ untranslated 

regions of cyclophilin mRNAs were found. The presumed protein sequences of tea plant were 

aligned with those of other 26 organisms through software CLUSTAL W. The phylogenetic analysis 

based on the Neighbor-Joining method showed the similarity was greater than 85% between 

cyclophilin genes of tea plant and Oryza sativa (japonica cultivar-group), Triticum aestivum etc. 

Primers were designed on the open reading frame of the cyclephilin gene of tea plant to construct 

the expressive vector pET/Csin-Cyp. A recombinant protein about 23kD in the Escherichia coli 

BL21 (DE3) was induced. This will do beneficial to research its effects on the physiology and 

regulation in the tea plant from the level of gene and protein. 

Key word:  ACO, ACS, Cyclophilin, Gene cloning, Prokaryotic expression, Tea plant 

(Camellia sinensis) 
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ACC 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 1-氨基环丙烷-1-羧酸 

ACO 1-aminocyclopropane-1-carboxylicacid oxidase 1-氨基环丙烷-1-羧酸氧化酶 

ACS 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase 1-氨基环丙烷-1-羧酸合成酶 

Amp Ampicilin 氨卞青霉素 

ATP Adenosine-5’-triphosphate 腺苷三磷酸 

bp Base pair 碱基对 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 焦磷酸二乙酯 

EB Ethidium bromide 溴化乙锭 

EST Expressed Sequence Tags 表达序列标签 

IPTG Isopropyl thiogalactoside 异丙基硫代半乳糖苷 

LB Luria-Bertani Medium 一种培养基 

A Absorbency 吸光值 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside 5-溴-4-氢-3-吲哚-β-D-半乳糖苷 
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第一章  文献综述及研究思路 

茶树原产中国，是一种重要的经济作物，它在我国已经有四千多年的栽培历史。茶叶为

世界的三大无酒精饮料之一。茶叶中含有如儿茶素等多种次生代谢产物，对人体有重要的保

健作用，如抗菌抗病抗氧化、降血降压降胆固醇等(Maeda-Yamamoto et al., 1998)。随着茶叶

的需求越来越大，消费者对茶叶品质要求也越来越高，所以选育优良品种任重而道远。茶树

是一种多年生木本植物，传统的茶树育种周期比较长、效率也不高。随着分子生物学技术的

发展，分子辅助育种和基因工程育种也开始逐渐在茶树上得到应用，这不仅可以缩短茶树育

种的周期，也可以提高育种的效率。 

基因序列的克隆是进行基因工程育种研究的基础与前提。选取茶树一些与抗逆境相关重

要功能基因（如乙烯生物合成相关基因）克隆其全长序列，并有目的地研究其在不同品种与

逆境条件下的表达差异，为从分子水平认识其机理和利用基因工程手段培育抗逆茶树新品种

提供依据。 

1.1 植物 ACS 与 ACO 基因研究概况 

乙烯(ethylene)是一种植物气体激素，高等植物个体器官都能产生乙烯，但不同组织、器

官和发育时期乙烯的释放量都不相同。乙烯的生理作用非常广泛，其对植物种子萌发、生长

发育、衰老、果实成熟等有广泛的影响，同时与逆境胁迫如机械伤害、冷害、渍水、病原菌

入侵等方面有关；并参与植物细胞的程序性死亡，促进花凋谢和 DNA 降解；同时乙烯含量

与脱落有密切关系。 

乙烯的生物合成主要由蛋氨酸在腺苷蛋氨酸合成酶作用下转变为 S-腺苷蛋氨酸

（ S-adenosyl methionine ， SAM ）， SAM 在 1- 氨 基 环 丙 烷 -1- 羧 酸 合 成 酶

（1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase，ACS）作用下形成 1-氨基环丙烷-1-羧酸

（1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid，ACC），ACC 在有氧条件下经 1-氨基环丙烷-1-羧酸

氧化酶（1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase，ACO）催化形成乙烯。ACC 也可在

ACC 丙二酰基转移酶作用下形成 N-丙二酰 ACC 即 MACC，MACC 是失活的最终产物(如图

1-1 所示)。 

ACC 合成酶以及 ACC 氧化酶是乙烯合成过程中非常重要的关键酶，在植物体内乙烯的

生成量主要这两个酶的活性大小决定，所以这两个酶基因的研究非常广泛。 
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图 1-1 植物乙烯合成途径示意图 
Fig1-1 Synthesize path of  ethylene in Plant 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.1 ACS 和 ACO 基因克隆 

(1)ACS 基因的克隆 

研究表明 ACS 由多基因家族编码，有多种同工酶，受多种因素调控，其在植物组织中含

量很低，因而分离提纯很困难(黄琼珍，1997)。ACS 最早在番茄果皮组织中发现，但最早在

夏南瓜中分离到编码 ACS 的基因(Sato and Theologis, 1989)。自从 Straeten 等(1990)从番茄果

实的 cDNA 文库中分离得到 ACS 以来，目前已从笋瓜(Nakajima et al., 1990)、苹果(Yip et al., 

1991)、马铃薯(Schlagnhaufer et al., 1995)、番茄(张永清和邱并生，1992；刘传银和田颖川， 

1998；刘中大，1998)、香蕉(金志强和彭世清，1998；金志强等, 2001a, 2001b；Huang et al., 2006)、

柑橘(Wong et al., 1999)、哈密瓜、桃(金勇丰和张耀洲，2000；邹爱兰和陈崇顺，2005)、猕猴

桃(徐昌杰等，2001)、柿(饶景萍等，2001；唐霞等，2005)、玫瑰花瓣(Wang et al., 2004)、番

木瓜(Hidalgo et al., 2005)、菠萝(Trusov and Botella, 2006)、薄皮甜瓜(郭庆勋等，2006)等作物

中克隆得到 ACC 合成酶基因。 

比较已发表的 ACS 基因核苷酸和氨基酸序列，发现所有已知植物的 ACS 多基因家族的

编码区内 DNA 序列都有约 60%的同源性，氨基酸序列同源性一般为 48%～97%，蛋白质同

源性为 50%～95%，mRNA 的分子量为 1.8～2.1kb 左右。其中，最大的同源性部分在多肽的

中部，差异最大的是在 C 端。 

(2) ACO 基因的克隆 
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ACO 存在同工酶，其基因由多基因家族编码，ACC 氧化酶基因最早从番茄 cDNA 文库

中克隆出来(Holdsworth et al., 1988)，现已从桃(Callahan et al., 1992)、苹果(Dong et al., 1992)、

鄂梨(McGarvey and Christoffersen, 1992)、甜瓜(Lasserre et al., 1996)、哈密瓜(陆璐和王鸣，

2000)、柿果实(饶景萍等，2002)、康乃馨(张树珍等，2002a，2002b)、樱桃(王俊英等，2002)、

香石竹(余义勋等，2002；刘会超等，2005)、甘蔗(王自章等，2003；王爱勤等，2006)、番木

瓜(Lopez-Gomez et al., 2004)、芜箐叶(Del Carmen Rodriguez-Gacio et al., 2004)、欧洲山毛榉

(Calvo et al., 2004)、河套蜜瓜(邰丽华等，2004)、香蕉(Do et al., 2005；黄俊生等，2005)、白

兰瓜(杨甲定和钟海文，2005)、花椰菜(陈银华等，2005)、粉蕉(黄永红等，2006)、辣椒(陈银

华等，2006)、梨(胡钟东等，2006)、酸橙(吴波等，2006)、富有柿果(张丽等，2007)等植物中

克隆得到 ACC 氧化酶基因。 

比较已报道的 ACO 氨基酸序列，发现 ACO 基因编码 320 个左右的氨基酸，最大的同源

性部分也是在多肽的中部，差异最大的在 C 端。在多肽的中部其编码氨基酸同源性均比 ACS

基因高，达 80%以上。 

1.1.2 ACS 和 ACO 启动子研究 

启动子在基因表达调控中起重要的作用，目前对植物 ACS 基因启动子的研究主要集中在

果实相关基因启动子上。研究较深入的有番茄 E4 基因、E8 基因、多聚半乳糖酸酶 PG 基因

和 2All 基因的启动子，苹果的果实成熟相关 ACO 基因及 PG 基因启动子。这些启动子都与

果实成熟过程中的基因表达有关，但彼此同源性很小,仅在 29%以下。已有一些蛋白质因子结

合区及顺式作用元件序列被确定，这些序列表明果实特异性表达相关顺式元件和乙烯应答反

应元件处于启动子的不同区域。通过构建 E8 基因的 5’和 3’两侧的不同缺失类型及分析 E8 基

因的启动子在转基因番茄的表达，发现有三个以上的 5’区和一个 3’区与果实成熟过程中 E8

基因的表达有关，其中与乙烯反应有关的调节区位于-2181～-1088 区，序列分析发现该反应

区与 E4 基因启动子上的乙烯反应区(-l93～-86)存在多个短的同源序列(Deikman et al., 1992)。

从病原相关蛋白基因 PRB-1b 的启动子上游区鉴定出的部分序列与菜豆几丁质酶基因中应答

乙烯的元件有部分的同源性(Meller et al., 1993)。香蕉果实 ACS 基因启动子区与番茄 PG 基因、

E8 基因、果实特异性蛋白基因 M3763,苹果果实 ACO 基因、PG 基因；猕猴桃 PG 基因启动

子序列相比较，其相似性为 21.9%～25.0%。该启动子中虽未发现有与番茄 E4、E8 位点及乙

烯应答元件相一致的序列，但功能表达研究表明，该基因 5’旁侧区确有启动子的功能，即指

导基因在果实中特异性转录的活性(Wang et al., 2001)。 

1.1.3 ACS 和 ACO 基因表达研究 

植物 ACS 和 ACO 基因的表达受激素诱导。已报道的诱导 ACS 基因的激素主要有生长素

(IAA)、赤霉素（GA）、脱落酸(ABA)、乙烯、细胞分裂素等。诱导 ACO 基因的激素仅见乙

烯、ABA 和 IAA。同时机械伤害、渍水、臭氧、病原体侵染、光温、干旱等环境胁迫以及植

物在自然条件下开花、传粉、果实成熟、衰老等过程均可诱导植物 ACS 和 ACO 基因的表达。
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植物 ACS 和 ACO 基因在植物的营养器官的表达上，以根部和叶片表达效果好。而在生殖器

官上，花和果实均有表达，花以子房组织表达最为强烈，而果实以中柱组织表达最为强烈。 

基因表达研究表明，大多数 ACS 基因主要在转录水平上受调节，而 ACO 基因不仅在转

录水平上存在差异，在翻译水平上也存在明显差异。ACS 基因的转录水平并不与 ACS 酶活

性水平同步递增。番茄 ACS 基因家族中，各成员虽是同工酶基因，但在转录水平上，不同的

条件或因素均可诱导不同的基因家族成员表达，且各成员在转录水平上也有差别，目前未发

现有能在伤害型、激素型、成熟型三种条件下高效表达的 ACS 基因。猕猴桃不同品种间乙烯

释放量差异较大，转录水平也不同，但 ACO 基因 mRNA 在转录水平上没有大的差异，说明

ACO 基因的表达水平和翻译水平的高低，可能是导致植物乙烯生成的组织差异性的主要原因

之一，ACO 基因的表达可能是在翻译水平上协同其他因子调控成熟与衰老的进程 。 

在乙烯生物合成过程中，尽管 ACS 酶和 ACO 酶的活性都在不断提高，与乙烯释放量的

增加趋势一致，但两种酶的基因在转录水平上的变化趋势不同。ACO 基因的转录水平与酶活

性及乙烯产量增加是一致的，但 ACS 基因的转录水平并不总是反映到酶的活性水平上去

(Lasserre et al., 1997)，且不同的 ACS 基因在转录水平上也有明显的差异(Yip et al., 1992)。有

研究表明，诱导乙烯合成达到高峰以后，乙烯产量会迅速下降，这可能是 ACS 酶或 ACO 酶

活性下降的结果。但 ACS 酶活性的下降可能是 ACS 蛋白质迅速降解造成的(Kim and Yang, 

1992)，而 ACO 酶活性的下降则可能是其他生理因素造成的，其蛋白质还可继续积累

(McGarvey and Christoffersen, 1992)。 

1.1.4 ACS 和 ACO 转基因研究 

乙烯是控制果实成熟的主要激素，而 ACC 合成酶和 ACC 氧化酶是控制乙烯合成的主要

酶类，所以通过构建 ACC 合成酶和 ACC 氧化酶的反义基因进行转基因来抑制 ACC 合成酶

和 ACC 氧化酶的表达，从而控制乙烯的合成已成为一个热点。 

在番茄中有关 ACC 合成酶的转基因研究最多。Oeller 等（1991）将 ACC 合成酶的反义

基因导入番茄中去获得转基因植株；1994 年汤福强等也获得了 ACC 合成酶反义基因转基因

番茄植株并对其部分生理特性进行了研究；刘传银等（1998）将 ACC 合成酶 cDNA 通过农

杆菌途径转化番茄外植体获得了表达 ACC 反义 RNA 的转基因番茄植株，进而获得了耐储藏

转基因番茄纯合体系；张晓海等（2001）将 ACC 合成酶反义 RNA 2 核酶嵌合 DNA 序列重组

于植物表达载体 pGA 643 中，用三亲融合法导入农杆菌 LBA 4404 中，叶盘法转化番茄子叶，

获得了再生小植株。 

在其他植物中，也有大量的转基因研究。利用从番茄果实中分离得到的 ACC 合成酶

cDNA，反向置于 CaMV35S 启动子的控制之下，转入烟草进行研究，发现其导致了反义基因

的导入导致了转基因烟草在组织培养过程中芽再生能力的增强，表明乙烯在芽形成过程中具

有重要的调控功能(马庆虎和宋艳茹， 1997)；王春霞等(1997)完成 ACC 合成酶反义基因对西

瓜的遗传转化；李天然等(1999)将番茄 ACC 合成酶反义基因转化河套蜜瓜；鲍国强等（2002）

人工合成番茄 U 3snRNA 基因上游启动区，构建到番茄 ACC 合成酶的反义 RNA 2 核酶嵌合

DNA 序列的上游，然后将嵌合序列插入到植物双元表达载体 pGA 643 导入农杆菌 LBA 4404
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中，构建了 ACC 合成酶反义 RNA 2 核酶嵌合基因的植物表达载体；宋喜贵等（2003）将番

茄 ACC 合成酶反义基因利用农杆菌介导载体法转入猕猴桃中，通过抑制其内源乙烯的合成，

从而延缓植株衰老及提高果实耐储藏性；郭庆勋等(2006)克隆了薄皮甜瓜果实 ACC 合成酶基

因，并构建成 E8 调控下 ACS 基因反义表达载体，通过冻融法将携带反义 cDNA 的植物表达

载体质粒转入根癌农杆菌 LBA4404，得到了完整的 Ti 质粒表达载体系统。 

在 ACC 氧化酶方面，哈达等（2001）合成和克隆了蜜瓜 ACC 氧化酶 mRNA 的成串锤头

型核酶和反义 RNA 基因；张树珍等（2002）把康乃馨 ACC 氧化酶基因的 cDNA 序列分别以

反向插入CaMV 35s启动子和花特异表达启动子PchsA的后面构建了两个反义植物表达载体；

徐晓峰等（2003）以青花菜的下胚轴和带 1~2mm 子叶柄的子叶为转化受体，建立了根癌农杆

菌介导的转化体系，获得了含番茄果实 ACC 氧化酶反义基因的转基因植株；陈银华等（2005）

用 BP 克隆的方法构建花椰菜 ACO 基因的 RNA 干涉(RNAi)载体 pHBACO，对花椰菜进行遗

传转化，获得卡那霉素抗性转化植株 5 棵，发现转基因植株内源 ACO 基因转录的 mRNA 被

降解，ACC 氧化酶活性分析进一步表明，外源基因的导入大大地降低了 ACC 氧化酶活性。 

1.2 亲环素基因研究概况 

亲环素蛋白（Cyclophilin）是发现于 1984 年的一胞浆蛋白，其广泛存在于动植细胞内，

因其能与免疫抑制剂环孢霉素A结合而得名(Handschumacher et al., 1984)。目前已发现和克隆

的亲环素有 130 多种异构体，它们构成了亲环素家族。亲环素蛋白的生理功能大致可以分为

细胞内生理功能和细胞外生理功能。其细胞内生理功能主要有，其一它是一类肽酰脯氨酸顺

反异构酶（Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, PPIase），(Gothel and Marahiel, 1999)，是蛋白质

折叠的限速酶，亦是蛋白质折叠、运输、装配以及细胞周期调节的关键点(Freskgard et al., 

1992)，能够催化体内蛋白质的折叠，并起着分子伴侣的作用(郭敏杰等，2004)；其二为它的

免疫抑制调节功能，它可与从真菌代谢产物中分离得到的CsA相结合，使后者具有高效的免

疫抑制性能，在用于自身免疫性疾病如红斑狼疮、皮肌炎等和器官移植治疗中发挥重要的作

用(Handschumacher et al., 1984)；其三为它参与介导细胞凋亡功能，亲环素蛋白与参与细胞凋

亡的主要内切酶——NUC18 在氨基酸序列上比较类似，且重组的亲环素蛋白有依赖Ca2+/Mg2+

核酸酶活性，并有降解单双链DNA、超螺旋DNA和RNA的作用。目前对亲环素功能的研究大

部分都集中在细胞内，从近年来的研究结果看亲环素在细胞外同样具有重要的功能，亲环素

具有诱导趋化作用，并能够促使T细胞对细胞外矩阵的调停作用(Allain et al., 2002)。同时亲还

素在内质网内与Ca2+结合蛋白-钙网蛋白共存，表明其在Ca2+信号传递过程中起重要作用(Sigal 

and Dumont, 1992)。另外，亲环素蛋白可能也具有分子伴侣（molecular chaperones）(Baker et 

al., 1994)、细胞趋化因子（chemotactic agent）(Xu et al., 1992)以及激蛋白（stress response 

protein）(Marivet et al., 1994, Lhoest et al., 1998)等生物学功能。由于亲环素分布的广泛性及其

结构的高度保守性，使其不仅在细胞的生命活动动起着重要的作用，而且也与一些免疫疾病

密切相关。在植物中亲环素蛋白的研究起始于蕃茄、玉米以及油菜的基因克隆(Gasser et al., 

1990)。而后以发现亲环素在高水平地表达于植物旺盛的分生组织(Saito et al., 1999)，并在植
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物抵御逆境(Kullertz et al., 1999)以及新陈代谢调控(Oh et al., 2006)中均起到重要的作用。 

亲环素在植物体中的表达和功能调控都具有典型的特点。Saito 等(1999)利用 Northern 和

组织化学技术研究了拟南芥两个亲环素基因的组织特异表达，其中之一高表达于维管组织和

花，另一个高表达于幼叶中。Kullertz 等(1999)利用毛花洋地黄 Digitalis lanata 的原胚状体

（proembryonic masses, PEMS），在寒冷、激素或渗透等胁迫条件下，植物体的亲环素表达水

平相应提高，这增加了植物体在低温冷藏时的冷冻耐受力，但并不能够完全抵御冻融的胁迫。

Oh 等(2006)在番茄中发现并鉴定了一个编码亲环素蛋白的 dgt (auxin-resistant diageotropica)基

因单核苷酸突变株，突变株典型的生理特征为对重力的响应(gravitropic responses)迟缓、缺乏

侧根、顶端优势减少等，表明亲环素蛋白在植物生长素信号转导途径中发挥了重要作用，并

且可能与植物抵御冷害等机制有关。 

1.3 茶树中这三个基因相关研究 

在茶树中乙烯合成过程中的相关酶类研究不是很多，主要以 S-腺苷甲硫氨酸合成酶

（S-adenosyl methionine synthase，SAMS）为主。S-腺苷蛋氨酸合成酶在催化形成 SAM 过程

中为 S-CH3 基供体，虽然不是乙烯产生的限速步骤(罗云波和申琳， 1995)，但是 S-腺苷甲硫

氨酸（SAM）是茶树咖啡碱生物合成过程中甲基化反应的唯一甲基供体，还是植物体内转甲

基反应的甲基供体及多胺和乙烯合成的前体(Woodson et al., 1992)，因而对 SAM 合成酶的研

究无论是在植物逆境生理、衰老生理还是茶树咖啡因生物代谢及其调控研究上均具有重要意

义。冯艳飞和梁月荣（2001）抽提茶叶中的总 RNA，反转录合成了 cDNA，并以此为模板分

别用三对 PCR 引物扩增 SAM 合成酶基因的中间主片段、3’端和 5’端片段。最后经 BLAST

比较及重叠区域拼接得到完整的 SAM 基因序列。所得序列长为 1303bp，编码 394 个氨基酸，

并通过比较证明与其他植物的此基因有较高的同源性。乙烯合成过程中另外两个重要的酶基

因 ACS 及 ACO 还没有在茶树上进行研究。 

亲环素的研究近几年主要集中在其蛋白质生物功能的研究，基因水平上的研究主要在动

物上进行，而茶树亲环素的相关报道还基本处于空白状态。 

1.4 植物基因克隆的常用方法 

分离和克隆基因是研究基因结构、功能以及表达的基础。随着分子生物学技术的发展，

先后出现了许多种基因克隆的方法，例如图位克隆技术（Map based cloning or positional 

cloning）、差异表达基因分离技术（Differentially expressed gene cloning method）、转座子标签

技术（Transposon tagging）以及表达序列标签（Expressed sequence tagging，EST）法、简并

PCR 技术（Degenerate PCR）、DNA 末端快速扩增技术（Rapid Amplification cDNA Ends，RACE）

和 RT-PCR 等。由于许多书刊均有详细的方法介绍，在这里不再赘述，只是简要介绍一下本

论文用到的几种方法。 
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1.4.1 简并 PCR 技术 

简并 PCR 可用于搜索一个基因家族的新成员、不同物种的同源基因或相关病毒。随着人

类基因组计划即将完成，以及一些模式生物如酵母、线虫、果蝇、小鼠、拟南芥、水稻和一

些原核生物的基因组的全序列已经被测定或即将被测定完成的情况下，在 GenBank 中积累了

大量未知功能的 DNA 序列，识别和鉴定其中的新基因，以及对其功能开展研究是进一步深

入研究的必然。PCR 技术已经成为分子生物学中的常规技术。PCR 最初是为扩增已知序列设

计的，简并 PCR 技术却能扩增未知序列。当待研究的基因序列不明，仅知其一部分蛋白质的

氨基酸序列时，可根据氨基酸序列合成一组简并引物，进行 PCR 扩增，对基因家族中的未知

成员（基因）进行分离。 

简并 PCR 技术的应用范围主要在两个方面：一是当分离出一种新蛋白并测定了其中的一

段氨基酸序列，要进一步寻找相应的基因时，可以使用简并 PCR 技术；二是用简并 PCR 易

于找到具有进化上保守结构域的蛋白质家族新成员的基因。由于几乎所有蛋白质都具有与其

他蛋白质的相似性，并经常具有共同的进化起源，通过比对许多相关蛋白质的氨基酸序列，

便能找到保守的蛋白质结构域，这些结构域可被用来设计简并引物，进行简并 PCR(王洪振和 

周晓馥，2003)。 

1.4.2 RACE 技术 

RACE 技术是由 PCR 技术发展而来，它是利用在 cDNA 末端加上接头（引物），和基因

特异性引物通过 PCR 反应快速获得目的基因的 5’端（5’End RACE）和 3′端（3’End RACE）。 

3’-RACE 利用 mRNA 3’末端天然存在的 Poly（A）尾作为 PCR 扩增的通用引发点，首

先用反转录酶和 Oligo-dT 接头引物对 mRNAs 进行反转录，使之转换为 cDNA。然后，用一

个能与已知外显子序列区退火的基因特异引物（GSP）和定位在 Poly（A）尾部的接头引物

直接进行 PCR，扩增特异 cDNA。这样，就能捕获位于外显子和 Poly（A）尾之间的未知

3′-mRNA 序列（如图 1-2 所示）。 

 

图 1-2 3’-RACE 的技术流程示意图 

Fig.1-2 Summary of 3’-RACE procedure 
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5’-RACE 是一种从低拷贝信息中分离和鉴定 5’-末端未知序列的方法。Frohman 和 Loh 都

综述过此法(Frohman et al., 1988, Loh et al., 1989)。尽管不同的使用者采用的具体的步骤略异，

但策略是一致的。第一链 cDNA 的合成使用基因特异的反义寡核苷酸（GSP1）引发，使特异

的 mRNA 及其相关家族转换为 cDNAs，使完全延伸到 5’-末端的潜力达到最大。第一链 cDNA

产物经纯化，去除未渗入的 dNTPs 和 GSP1，用末端脱氧核糖核酸转移酶（TdT）在 cDNA

的 3’-末端加同聚尾[poly（T）或 Poly（C）]。最初，加尾后的 cDNA 用 3 个引物的混合物（在

GSP1 的 3’-末端退火的基因特异性引物 GSP2、互补的含同聚尾的锚定引物和相应的接头引

物）进行 PCR 扩增，这使 mRNA 的 5’-末端和 GSP2 间的未知序列得以扩增（如图 1-3）。 

 

图 1-3 5’-RACE 的技术流程示意图 

Fig.1-3 Summary of 5’-RACE procedure 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3 表达序列标签法 

EST 是完整基因上能特异性标记基因的一部分序列，大规模 EST 克隆和资料库的建立，

为利用生物信息学克隆基因提供了条件。其基本原理是从组织特异性或细胞特异性的 cDNA

文库中随机挑选克隆，并进行 5’和 3’端部分测序，通过对基因库的检索，可以检测所测序以

及翻译的多肽氨基酸序列与基因库中已知的是否有同源性，最后对发现的新基因进行突变检

测和表达分析。这样不仅可检测到许多已知的基因，更可以发现许多未知的基因。 

该技术建立在大量已有的生物信息资源基础上的，同时结合了目前的新技术，为大规模

克隆基因提供了捷径。EST 具有广泛的用途：利用对独立 EST 的拼接可获得新基因的全长

cDNA 序列；利用 EST 标签克隆的斑点杂交可鉴定涉及组织或器官发育过程不同阶段各个基

因表达的不同，与其它差别杂交方法相比，它能进行初步筛选和鉴定，因而节省了时间；凭

借 EST 上分析获得的数据信息，对感兴趣的 EST 进行功能验证，并可依此设计引物，克隆基

因全长（陈亮等，2004）；通过构建 cDNA 文库，可得到有关植物的 EST，从而可了解生长

发育过程中不同的基因表达，为育种改良打下基础(王志成等，2005)。  
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1.5 基因表达的分析方法 

基因表达的分析即比较不同组织和不同发育阶段、正常状态与疾病状态，以及体外培养

的细胞中基因表达模式的差异，因而必需涉及在不同组织、器官和不同生理状态下表达基因

的分离。基因表达差异方面的研究是了解生物分化和发育机制的最有发展前景的方法之一。 

研究基因表达的方法很多，但多数是通过 mRNA 的丰度来反映，原因之一是基于蛋白质

的研究方法通常较复杂，敏感度和产率均较低；更重要的一点是 mRNA 的水平能够代表细胞

的状态及基因的活性；并且，对大多数的基因而言，mRNA 丰度的改变与蛋白质丰度的改变

相一致。目前，在研究转录水平方面的新技术的发展和改进加速了对基因表达的分析，这些

新的高通量表达分析方法主要有：cDNA 微阵列（cDNA microarrays）、代表性差异分析

（representational difference analysis，RDA）、基因表达系列分析（serial analysis of gene 

expression，SAGE）、EST 等，这些技术可以同时在 2 个或多个实验样品之间对几乎所有的差

异表达的基因进行分析。然而，在分析少数几个基因的表达情况时，一些常规的基因表达分

析方法，如半定量 RT-PCR 却更为实用。 
半定量 RT-PCR 法是目前探讨基因转录水平的有效手段，基于在一定的 RNA 模板量及循

环次数范围内，RT-PCR 的扩增产量与上述两因素呈线性正相关，通过 RT-PCR 反应，可用来

检测基因表达及其变化状况，并可进行半定量分析。 

β-actin 常用来作内参照，actin 是细胞中一种重要的蛋白，是细胞骨架的成分，所有的

器官组织具有细胞质来源肌动蛋白，通常用于构建细胞微丝，其表达量相对稳定，是国内外

广泛使用的内参照，在相似模板量的条件下，用基因特异性引物对样品进行扩增。电泳条带

经密度扫描仪扫描，得到待测基因与内参照条带各自的峰面积积分值，计算各个样品两者的

比值，为了使扩增条带密度扫描的峰面积积分值尽量的准确可靠，电泳条带一定要清晰，不

能有杂带出现。 

1.6 本论文的研究目的及意义 

ACS 和 ACO 基因是乙烯合成中的重要酶基因，对乙烯的合成有着重要的调控作用，而

乙烯又是一种重要的植物激素，参与植物的整个生理过程，尤其参与植物的逆境胁迫响应。

因此，克隆获得茶树这两个酶基因的全长序列，并结合不同品种、不同时期（逆境）条件下

这两个基因表达情况的分析，将对后期从分子生物学水平上调控乙烯生物合成，从而提高茶

树抗逆性具有重要的理论与实践意义。 

亲环素是一种具有多种生物功能的蛋白，研究表明在寒冷、激素或渗透等胁迫条件下，

植物体的亲环素表达水平相应提高。分离获得茶树亲环素的全长基因，在大肠杆菌中亲环素

融合蛋白的表达，对于从基因水平和蛋白水平上研究它在茶树生理和调控机制中发挥的作用

奠定基础。 

本实验的研究流程如下： 
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根据已发表的 ACS
基因设计兼并引物 

龙井 43 cDNA 文

库的EST测序结果 

茶树亲还素基因全长

并设计引物进行扩增

茶树 ACO 基因片段并

设计引物进行扩增 

茶树 RNA 提取

双链 cDNA 合成 

ACS 基 因

部分序列 

RT-PCR 3’RACE 

3 段序列拼接得 ACS 基因全长

部分 ACO 基因片段

拼接得 ACO 基因全长

目的片段的酶切鉴定

与载体连接 

转化大肠杆菌 

重组质粒的诱导表达

不同茶树品种、龙井 43 冬季不同时期

ACS 及 ACO 的 RT-PCR 分析 
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第二章  茶树 ACS 基因的克隆及 RT-PCR 分析 

从 Met(蛋氨酸)→SAM(腺苷蛋氨酸)→ACC（1-氨基环丙烷-1-羧酸）→乙烯的合成过程中，

每一步都是在特定的酶催化下完成的。ACS 作为乙烯合成过程中的重要限速酶，催化 SAM

形成 ACC，对乙烯合成具有重要的调控作用。 

根据 GenBank 上其他植物的 ACS 基因氨基酸保守序列设计兼并引物得到茶树 ACS 基因

的部分序列，然后在此序列的基础上利用 3’RACE 及 RT-PCR 法分别获得了 3’及 5’序列，三

个片段经拼接获得茶树 ACS 全长基因，并对此序列进行了生物信息学分析，同时取不同品种

在经历夏季高温和冬季低温后，以及龙井 43 在冬天不同时期低温驯化后 RNA 样品，进行

RT-PCR 分析，以期阐述 ACS 基因在不同品种经历高温与低温后、以及龙井 43 在经历低温的

不同时期的相对表达含量，从而探讨这个限速酶基因的表达丰度与茶树抗逆之间可能的关系。 

2.1 材料 

2.1.1 实验材料 

表2-1 实验材料及其取样时期 
Table2-1 Tea cultivars and sampling time 

采样时期 品种 用途 

2006 年春季 龙井 43 基因克隆 

2006.8.20 安吉白茶 6/8 杭州大叶 龙井长叶 薮北 龙井 43 福鼎大白茶 

2007.1.17 安吉白茶 6/8 杭州大叶 龙井长叶 薮北 龙井 43 福鼎大白茶 

2006.11.5 龙井 43 

2006.12.6 龙井 43 

2007.1.4 龙井 43 

2007.2.5 龙井 43 

不同品种间、

龙井 43 冬季

不同时期基

因 表 达 的

RT-PCR 分析

2007.3.6 龙井 43 

 

以上材料均种植于中国农业科学院茶叶研究所内的国家种质杭州茶树圃，经液氮迅速冷却后

保存于-80℃冰箱中备用。 

2.1.2 常用溶液 

LB 固体培养基(1 L)：蛋白胨 10 g，酵母 5 g，NaCl 5 g,琼脂糖 15 g，高压灭菌 

LB 液体培养基（1 L）：蛋白胨 10 g，酵母 5 g，NaCl 5 g，高压灭菌 
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含氨卞青霉素的 LB 液体培养基：在灭菌后的 LB 液体培养基加入氨卞青霉素，使其终浓

度为 50 μg/ml 

5×TBE（1L）：54 g Tris 碱，27.5 g 硼酸，20 ml 0.5 M EDTA(pH8.0) 

2.2 方法 

2.2.1 总 RNA 的提取 

2.2.1.1. 试验用品的预处理 

抽提 RNA 过程中所用的研钵、枪头、1.5ml 离心管均需做如下处理（需在通风橱中进行

操作）： 

（1）在烧杯中注入去离子水，加入 DEPC 使其终浓度为 0.1%； 

（2）将待处理的物品放入 0.1% DEPC-H2O，并使所有部分都浸泡其中，在通风橱中处

理过夜； 

（3）将处理过的用品用报纸包好进行高温高压蒸汽灭菌； 

（4）将灭菌的制品在 80°C 下，烘烤干燥，备用； 

（5）另外将实验所用到的ddH2O中加入DEPC使其终浓度为 0.1%，过夜，同样进行高压

灭菌备用； 

2.2.1.2 RNA 提取步骤 

以龙井 43 春茶新梢为材料，采用 Trizol（Invitrogen）试剂盒进行总 RNA 的抽提，具体方案

如下： 

（1）取约 100 mg 春茶新梢放入研钵，迅速加入液氮冷冻研磨成粉末状，并用枪头将其

转移到预先盛有 100 mg PVP 的 1.5 ml 离心管中，迅速加入 1000 μlTrizol，颠倒混匀，在室温

下放置 10 min 溶解； 

（2）加入 200 μl 氯仿，剧烈振荡 15 s；放置 3 min 

（3）4°C 12000 r/min 离心 15 min，取上清； 

（4）加入 500 μl 异丙醇,室温放置 10 min，4°C 12000 r/min 离心 15 min，去上清； 

（5）加入 1ml DEPC 水配制的 75％乙醇，洗涤沉淀三次，于 4°C 7500 r/min 离心 5 min，

去上清； 

（6）放于通风橱吹干；  

（7）加入 20 μl DEPC 水溶解； 

（8）取 3 μl RNA 加入 2 μl 6×loading Buffer 于 100V 进行 1%琼脂糖电泳检测。 

2.2.2 ACS 基因中间序列的获得 

2.2.2.1 cDNA 一链合成 

的多聚T结合的特点，提取的RNA利利用mRNA的PolyA 尾可以与反转录引物Olig(dT)18
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用宝生物工程（大连）有限公司AMV Reverse Transcriptase进行反转录，具体方案如下： 
（1）在 200μl RNase-free 的离心管中混合下列成分： 

Total RNA                                  2 μl 

Oligo（dT）                                1 μl 18

加 DEPC 处理水至 15.5 μl；70°C，5 min 变性，立即放到冰上； 

（2）然后依次加入下列试剂： 

First Strand 10×Buffer        2 μl 

RNasin Ribonuclease Inhibitor（40 U /μl）     0.5 μl 

AMV Reverse Transcriptase      2 μl 

将上述混合液 30℃ 水浴 10 min, 42℃水浴 1 h,80℃ 2 min 变性后稀释 10 倍-20℃保存备

用。 

2.2.2.2 引物设计 

根据已发表的 ACS 基因保守序列，ClustW 分析，设计兼并引物： 

 
JB3：5’-GTT ATY CAR ATG GGW CTY GC’-3’ 

JB4：5’-ACW ARA CCR AAA CTY GAC AT-3’ 

Y：C/T， R：A/G，W：A/T。预期的 PCR 产物约 800bp 

2.2.2.3 PCR 片段的获得 

PCR 反应体系如下： 
上述反转录 cDNA       1 μl  

10×PCR Buffer (含Mg2+ )     5 μl 

dNTP（2.5 μM）       4 μl 

JB3（10 μM）         6 μl 

JB4（10 μM）       6 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）     0.25 μl 

O至          50 μl 补灭菌ddH2

PCR 反应条件： 

94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

50°C 退火 30 s      35 cycles 

72°C 延伸 45 s 

72°C 延伸 10 min 

O 10 倍稀释，取 1 μl做模板同条件进行二次PCR。 将PCR产物用灭菌ddH2

2.2.2.4 PCR 产物的回收纯化 

产物的纯化采用北京百泰克生物技术的凝胶回收试剂盒，操作如下： 
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（1）将 PCR 产物点 1.0 %琼脂糖凝胶电泳将目的 DNA 片段分开，在紫外灯下用干净的

手术刀割下要回收的 DNA 的琼脂块，所割的琼脂快要尽量小； 

（2）将切下的含有 DNA 条带的凝胶放入 1.5 ml 离心管，称重； 

（3）按每 100 mg Agarose 胶加入 300 ml Binding Buffer，置于 56°C 水浴 10 min，中途混

匀几次，至胶完全融化； 

（4）按 100 mg Agarose 胶加入 150 μl 异丙醇，震荡混匀； 

（5）将上一步所得溶液加入吸附柱 AC 中，室温 12000 r/min 离心 30-60 s，倒掉收集管

中的废液； 

（6）加入 700 μl 漂洗液 WB，室温 12000 r/min 离心 1 min,倒掉废液； 

（7）加入 500 μl 漂洗液 WB，室温 12000 r/min 离心 1 min,倒掉废液； 

（8）将吸附柱 AC 放入一个新的 1.5ml 离心管中，在柱子的中央加 30μl 洗脱缓冲液 EB，

室温放置 2 min，12000r/min 离心 1 min。 

2.2.2.5 感受态细胞的制备、连接和转化 

1）感受态细胞的制备（CaCl2法） 

（1）挑取 TG1 单菌落，转到 10 ml LB 液体培养基中 37°C 过夜培养； 

（2）取 100 μl 转接到 10 ml LB 液体培养基中 37°C 培养 2-3 h，将菌液分装到 1.5 ml 离

心管中，在冰中放置 10 min； 

（3）4000 r/min 4°C离心 1 min，倒去上清，用 150 μl预冷的 0.1 mol/L的CaCl2悬浮细胞，

冰上放置 3 min，4000 r/min 4°C离心 1 min，倒去上清； 

（4）重复一次，用 50 μl的 0.1 mol/L的CaCl2悬浮细胞，加入 20%甘油，迅速放于-80°C

冻存； 

2）PCR 纯化产物与载体的连接 

用一些高温DNA聚合酶，如Taq DNA聚合酶、T4DNA聚合酶等进行PCR扩增时，当产物

最终在 70°C放置 10 min时，Taq酶在扩增产物 3′-端加上一个突出碱基A，这样的PCR产物就

能和末端带有碱基T的T-的载体Toyabo pTA2 内（购于北京鼎国生物技术有限责任公司），这

样PCR产物就能很方便地克隆到载体中。 
在 200 μl 的 PCR 管中加入： 

Toyabo pTA2 Vector       0.5 μl 

PCR 纯化产物       6.5 μl 

2×ligation buffer          2 μl 

T4 连接酶          1 μl 

4°C 连接过夜。 

全量（10 μl）转化感受态细胞 100 μl。 

3) 转化 

（1）融化的 100 μl 感受态细胞中加 10 μl PCR 连接产物，混匀，冰上放置 30 min； 

（2）混合物置于 42°C 水浴准确热激 90 s，迅速移至冰上 5 min； 

（3）加入 800 μl 无氨苄的 LB 液体培养基，于 37°C，150 r/min，摇振 1h； 
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（4）5000 r/min，4°C 离心 2min，吸取上清，剩约 200-300 μl； 

（4）反复吸打将剩余菌液悬浮，与 4 μl IPTG,40 μl X-gal 混匀，涂于含 100 μg/ml 氨苄青

霉素的平板上，待菌液被平板吸收后，将平板放在 37°C 温箱中倒置培养过夜。 

2.2.2.6 单菌落 PCR 检测并测序 

用灭菌的牙签从白色菌落中挑取少量细菌，进行 PCR 检测。 

反应体系： 
10×PCR Buffer (不含Mg2+ )      2 μl 

Mg2+                 1.2 μl 

dNTP（10 μM）           0.4 μl 

M13 正向（10 μM）         0.4 μl 

M13 反向（10 μM）         0.4 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）       0.2 μl 

O至                             20 μl 补灭菌ddH2

依次挑取白色菌斑取少量放入 PCR 反应液 

PCR 程序： 
94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

50°C 退火 30 s      35 cycles 

72°C 延伸 1 min 

反应结束后取 6 μl PCR 产物与 2 μl 6×loading Buffer 混匀，100V 进行 1%琼脂糖凝胶电泳,

检测是否有相应大小的条带。 

挑取经 PCR 验证的菌落接种于 LB 液体培养基中，过夜培养至对数生长期，送至华大基

因研究中心杭州华大生物技术有限公司测序。 

2.2.3 ACS 基因 3’端序列的获得 

2.2.3.1 cDNA 第一链合成  

以上述所提总 RNA 为模板，依据 Invitrogen 3’RACE 原理，合成反转录引物： 

5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACTTTT TTT TTT TTT TTT T-3’ 

利用 SuperScript II RT 进行反转录合成一链 cDNA。 
反转录体系： 

模板总 RNA       4 μl 

反转录引物（50μM）           1 μl 

dNTP(10μM)                   1 μl 

O至         12 μl 补ddH2

将上述混合物 65℃水浴 5min 后放置冰上，瞬间离心后加入： 
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5×First-strand Buffer             4 μl 

0.1 M DTT        2 μl 

RNase Out        1 μl 

混匀 42℃水浴 2 min，后加入 1 μl SuperScript II RT,42℃水浴 50 min，70℃水浴 15 min

以终止反应。稀释 10 倍-20℃保存备用。 

2.2.3.2 引物设计及 PCR 扩增 

根据上述测序所得的 ACS 基因中间序列设计引物 

上游引物     GSP1：5’-AAT AAT CCC AAA GCC TCC AT-3’ 

GSP4：5’-TGC TGC CAC AGT TTT CAA TC-3’， 

下游锚定引物 AUAP：5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT-3’ 

以反转录 cDNA 为模板 GSP1 与下游锚定引物进行 PCR 扩增，反应体系： 
 

上述反转录 cDNA        0.4 μl  

10×PCR Buffer (Mg2+ (-))        2 μl 

Mg2+                                     1.2 μl 

dNTP（10 μM）                           0.4 μl 

GSP1（10 μM）                           0.4 μl 

锚定引物（10 μM）                        0.4 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）               0.2 μl 

O至                           20 μl 补灭菌ddH2

PCR 反应条件： 

94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

50°C 退火 30 s      35 cycles 

72°C 延伸 45 s 

72°C 延伸 10 min 

将 PCR 产物用灭菌 ddH2O 10 倍稀释，取 1μl 做模板 GSP4 与下游锚定引物同体系同条

件进行二次 PCR。 

2.2.3.3 扩增产物的纯化及克隆测序 

将 PCR 产物点 1.0%琼脂糖凝胶电泳，回收纯化约 1000bp 的片段后克隆于 Toyabo pTA2

载体内，挑取阳性克隆送至华大基因研究中心杭州华大生物技术测序。 

注：PCR 产物回收同 2.2.2.4，感受态细胞制备以及连接﹑转化同 2.2.2.5，单菌落检测同

2.2.2.6。 
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2.2.4 ACS 基因 5’端序列的获得 

2.2.4.1 cDNA 第一链合成 

以上述所提总 RNA 为模板，根据上述测序所得的 ACS 基因中间序列 

设计反转录引物：CTT TCT GAA CTC TGG CAA 

利用 SuperScript II RT 进行反转录合成一链 cDNA。体系方法同 2.2.3.1 

2.2.4.2  引物设计及 PCR 扩增 

根据 ACS 基因中间序列以及其它 ACS 基因保守区设计 PCR 引物:  

AR3：AGA ATG GGA TTT GAR AWT 

AR4：AAA TGG AGG CTT TGG GAT 

R：A/G，W：A/T。 

以反转录 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。 

PCR 扩增体系如下： 
上述反转录 cDNA                         0.4 μl  

10×PCR Buffer (Mg2+ (-))                     2 μl 

Mg2+                                     1.2 μl 

dNTP（10 μM）                           0.4 μl 

AR3（10 μM）                            1.6 μl 

AR4（10 μM）                            0.4 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）     0.2 μl 

O至         20 μl 补灭菌ddH2

PCR 反应条件： 

94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

42°C 退火 30 s      35 cycles 

72°C 延伸 45 s 

72°C 延伸 10 min 

2.2.4.3 扩增产物的纯化及克隆测序 

将 PCR 产物点 1.0%琼脂糖凝胶电泳，回收纯化后克隆于 Toyabo pTA2 载体内，挑取阳

性克隆送至华大基因研究中心杭州华大生物技术公司测序。 

PCR 产物回收纯化同 2.2.2.4，感受态细胞制备以及连接﹑转化同 2.2.2.5，

单菌落 PCR 检测同 2.2.2.6。  

2.2.5 不同茶树品种、龙井 43 冬季不同时间 ACS 基因的 RT-PCR 分析 

2.2.5.1 RNA 提取 
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将表 2-1 中所列的品种样本（2006 年春季采的龙井 43 除外），采用 Trisol 试剂盒进行总

RNA 提取。提取方法同 2.2.2.1 

2.2.5.2 反转录 cDNA 一链的获得 

提取的RNA，以OligdT（18）为反转录引物，利用ReverTra Ace (Toyobo)进行反转录。 
反转录体系： 

模板总 RNA       2 μl  

OligdT（10 μg）     1 μl 

dNTP(10 μM)      1 μl  

5×First-strand Buffer     4 μl 

RNase Inhibiteor (40 U)      0.5 μl 

O至        19 μl 补ddH2

将上述混合物 70℃水浴 5 min 后放置冰上，瞬间离心，加入 

ReverTra Ace(100 U)    1 μl 

混匀 42℃水浴 1.5 h，稀释 10 倍-20℃保存备用。 

2.2.5.3  RT-PCR 检测 ACS 基因的表达 

利用 β-actin 作为内参，以校正 RT-PCR 的结果，使其结果更准确。 

β-actin 的引物序列设计如下： 

β-actin Upper：5’-GCA ACT GGG ATG ATA TGG AAA AGA-3’ 

β-actin Lower：5’-AAA CGA GGG CTG GAA CAA GAC T-3’ 

预期的 β-actin 产物分子量为 500 bp 左右。 

根据已获得的茶树 ACS 基因全长 cDNA 序列设计引物： 

sd1：5’-AAC CGC AAT CTC ATC CAC AT-3’  

sd2：5’-ATC TAA GTC CTA GCC CGA AC-3’  

预期扩增片段大小在 600 bp 左右。 

反应体系： 
上述反转录 cDNA          2 μl  

10×PCR Buffer (Mg2+ (-))        2 μl 

Mg2+            1.2 μl 

dNTP（10 μM）         0.4 μl 

正向引物（10 μM）        0.4 μl 

反向引物（10 μM）        0.4 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）      0.2 μl 

O至          20 μl 补灭菌ddH2

β-actin PCR 反应条件： 
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94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

50°C 退火 30 s     30cycles 

72°C 延伸 45 s 

ACS PCR 反应条件： 

94°C 变性 3 min 
94°C 变性 30 s 

48°C 退火 30 s    30 cycles 

72°C 延伸 45 s 

2.2.5.4 Bandscan 分析 

PCR 结束后，取 6 μl 反应产物加入 2 μl 6×loading Buffer，100 V 跑 1.0%琼脂糖电泳，电

泳结束后在紫外灯下呈相拍照，将相片用 Bandscan 软件进行灰度扫描分析。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 RNA 提取 

提取的龙井 43 春茶新梢总 RNA 用 1.0 %琼脂糖电泳对其进行检测，结果如图 2-1 所示，

电泳结果可见清晰的 28S 和 18S 和 5.8S 等三条清晰的电泳条带，用紫外分光光度计测其纯度，

涌道 2 A260/A280 为 1.9-2.0 左右，总 RNA 纯度较高，完全可以直接作为反转录的模板。 

 

5.8 

28 s  
18 s  

图2-1. 龙井43总RNA的琼脂糖电泳 

Fig.2-1 Total RNA of Longjing43 on 

agarose gel electrophoresis. 

图2-2.ACS cDNA中间片段扩增结果   

泳道1：PCR产物   泳道2：Mark分子量标准 DL3000；

Fig.2-2 Amplification of the partial cDNA sequence 

coding ACS by PCR 

Lane 1: PCR Product; Lane 2: DL3000 DNA Marker

800bp

600bp 

3000bp  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 ACS 基因中间序列的扩增 

以反转录的 cDNA 第一链为模板，根据其它物种的 ACS cDNA 的同源序列设计的兼并引
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物 JB3 和 JB4，从茶树 cDNA 中扩增得到 800bp 的 cDNA 片段（图 2），经 BLAST 分析为 ACS

基因（如图 2-2 所示）。 

2.3.3 ACS 基因 3’端序列的扩增 

以反转录的 cDNA 第一链为模板，根据 ACS 基因测序结果，利用 invitrogen 3’RACE 原

理设计引物，利用基因特异引物 GSP4 和下游锚定引物 AUAP 进行二次 PCR 扩增所得产物点

琼脂糖电泳，条带约 1000bp，如图 2-3 所示。 

 

图2-4.ACS cDNA 5’末端扩增结果   

泳道1：PCR产物   

泳道2：Marker分子量标准 DL3000； 

Fig.2-4 Amplification of the 5’partial cDNA 

sequence coding ACS by PCR 

Lane 1: PCR product  

Lane2: DL3000 DNA Marker  

600bp 

约 300bp 

图2-3.ACS cDNA 3’末端扩增结果   

泳道1：Marker分子量标准 DL3000  

泳道2：GSP4和AUAP做为引物的PCR产物； 

泳道3: 只用AUAP单引物进行扩增的PCR产物； 

Fig.2-3 Amplification of the 3’partial cDNA 

sequence coding ACS by PCR 

Lane 1: DL3000 DNA Marker   

Lane2: PCR product used GSP4 and AUAP as 

primer 

 600bp 600bp  

3000bp 

800bp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.4 ACS 基因 5’端序列的扩增 

以反转录的 cDNA 第一链为模板，根据 ACS 测序结果及保守区设计引物 AR3 与 AR4 进

行 PCR 扩增所得产物，点琼脂糖电泳，条带约 260bp。（如图 2-4 所示）。 

2.3.5 三段序列的拼接 

测序所得的三条序列片段经拼接所得 ACS 基因序列长 1579bp，ORF 长 1434bp，编码 478 个

氨基酸，经预测分子量约为 53.7 KD，其中编码酸性氨基酸 53 个，碱性氨基酸 56 个，等电点为

8.039。基因完整序列如下图 2-5 所示。  
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图2-5 茶树ACS基因全长序列 

注:推测的氨基酸序列位于核苷酸序列下方 

Fig.2-5. The full cDNA sequences of the ACS gene of tea plant 

Note: The putative amino acids are under the nuclear acids 
 

AGAATGGGATTTGAGAATGCGAAGACCAACTCAATCTTATCTAAGTTCGCTACTAATGAAGAACATGGCGAAAACTCGCCATATTTC 

M  G  F  E  N  A  K  T  N  S  I  L  S  K  F  A  T  N  E  E  H  G  E  N  S  P  Y  F  

GATGGATGGAAAGCATACGATAACGATCCTTTCCACCCTCTAAAGAACCCTAATGGGTTATCCAGATGGGTCTTGCAGAAAAAC 

D  G  W  K  A  Y  D  N  D  P  F  H  P  L  K  N  P  N  G  L  S  R  W  V  L  Q  K  N   

GAGCTTTGCTTTGATTTGATTAAAGAATGGGTTGTGAATAATCCCAAAGCCTCCATTTGCACTGCTGAAGGAGCAAATGAACTC 

E  L  C  F  D  L  I  K  E  W  V  V  N  N  P  K  A  S  I  C  T  A  E  G  A  N  E  L  

AAAAACATTGCTATTTATCAGGATTATCATGGCTTGCCAGAGTTCAGAAAGGGTGTGGCTAAGTTTATGGGAAAAGTGAGAGGC 

  K  N  I  A  I  Y  Q  D  Y  H  G  L  P  E  F  R  K  G  V  A  K  F  M  G  K  V  R  G   

GATAGAGTGACATTTGACCCAGATCGCATTGTTATGAGTGGTGGAGCTACTGGAGCTCATGAAATGTTGGCCTTCTGTTTAGCT 

D  R  V  T  F  D  P  D  R  I  V  M  S  G  G  A  T  G  A  H  E  M  L  A  F  C  L  A   

AATCCTGGTGAAGCATTCTTGGTGCCTACACCATATTATGCAGGATTTGATCGAGACTTGAAATGGCGAACAGGAGTAGAGCTT 

N  P  G  E  A  F  L  V  P  T  P  Y  Y  A  G  F  D  R  D  L  K  W  R  T  G  V  E  L   

GTTCCAGTAGTTTGTGAGAGCTCTAACAATTTTAAGGTCACCAAATCAGCCTTGGAAGCAGCATTCAAGGGAGCAAAAGAGGCT 

V  P  V  V  C  E  S  S  N  N  F  K  V  T  K  S  A  L  E  A  A  F  K  G  A  K  E  A   

AACATCAAAATTAAGGGCTTGCTCATAACCAATCCATCAAATCCATTGGGAACTGTCTTAGACAGGGAGACATTAAGAATTATA 

  N  I  K  I  K  G  L  L  I  T  N  P  S  N  P  L  G  T  V  L  D  R  E  T  L  R  I  I   

GTGAGCTTCATCAATGAAAAAAACATCCATCTAGTCGCTGATGAGATATATGCTGCCACAGTTTTCAATCAGCCCAGTTTCATT 

V  S  F  I  N  E  K  N  I  H  L  V  A  D  E  I  Y  A  A  T  V  F  N  Q  P  S  F  I   

AGCATTGCTGAGATAATAGAGGAAATAGATTGCAACCGCAATCTCATCCACATTGTTTATAGTCTCCCGAAGGACATGGGCTTC 

S  I  A  E  I  I  E  E  I  D  C  N  R  N  L  I  H  I  V  Y  S  L  P  K  D  M  G  F  

CCTGGCTTCAGGGTTGGCATAGTTTATTCATACAATGATGCAGTGACAAGTTGTGCTCGTAGGATGTCGAGTTTTGGTCTAGTT 

P  G  F  R  V  G  I  V  Y  S  Y  N  D  A  V  T  S  C  A  R  R  M  S  S  F  G  L  V   

TCTACCCAAACTCAACATATGATTGCATCAATGTTGTTGGATGATATCTTTGTTGAGAAATTTATTGCTAAAAGTGCAGAGAGG 

S  T  Q  T  Q  H  M  I  A  S  M  L  L  D  D  I  F  V  E  K  F  I  A  K  S  A  E  R   

CTAGCGAAAAGGCATGAGTTATTCACAAAGGGACTTGCTCAAGTAGGAATTGGTAGCTTGAAGAGCAATGCAGGGCTCTTTTTC 

  L  A  K  R  H  E  L  F  T  K  G  L  A  Q  V  G  I  G  S  L  K  S  N  A  G  L  F  F   

TGGATGGACTTGCGTAGGCTCCTCGAGGACTCAACTTTTGAATCCGAGATGGCACTTTGGCGTGTGATCGTCCACGATGTCAAG 

W  M  D  L  R  R  L  L  E  D  S  T  F  E  S  E  M  A  L  W  R  V  I  V  H  D  V  K   

CTTAATGTTTCTCCTGGCTCGTCTTTCCACTGCTCAGAGCCAGGTTGGTTCAGAGTTTGCTTTGCAAACATGGATGATGAAACC 

  L  N  V  S  P  G  S  S  F  H  C  S  E  P  G  W  F  R  V  C  F  A  N  M  D  D  E  T   

ATGAGAGTTGCTCTACGAAGGATACGAAGCTTTGTGACTGCCAAGAGGCAATGTTGGCAAAGCAATCTTAAGCTCAGTTTATCA 

  M  R  V  A  L  R  R  I  R  S  F  V  T  A  K  R  Q  C  W  Q  S  N  L  K  L  S  L  S   

TTTAGAAGGTTGGATGATATTGGGATGGCACCACACATGATGTCCCCTCACTCCCCTATTTCTTCACCCCTTGTTCGGGCTAGG 

F  R  R  L  D  D  I  G  M  A  P  H  M  M  S  P  H  S  P  I  S  S  P  L  V  R  A  R   

ACTTAGATCAGATGGAAAAGATCAATTTTTTTGCTATGGTTAATACATCCTCTAAATTCTTGGATTCATTCTAGGGATTTTTTC 

  T  *   

AAATGTATATGCAATTCAAAGGCATATAGAATTAACACATTCAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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2.3.6 茶树 ACO 基因所编码的氨基酸与同源序列的联配 

将克隆所得的茶树 ACS 基因所编码的氨基酸序列与 NCBI 上的已登陆的其他作物中的 ACS

基因编码的氨基酸利用 Clustal W 程序(Thompson et al.,1994)进行多序列联配。可以发现克隆所得

的茶树 ACS 与其它作物中的 ACS 非常类似，具有高度的保守区如图黑色方框所示（见图 2-6）。 

             
             
Camellia_s : 
BAB89350.1 : 
ABB40579.2 : 
CAA67118.1 : 
ABM66813.1 : 
AAB17279.1 : 
AAC83147.1 : 
CAA77688.1 : 
ABB70230.1 : 
AAR99392.1 : 
AAL35745.1 : 
             

                                                                                 
         *        20         *        40         *        60         *        80 
MGFENAKTN--SILSKFATNEEHGENSPYFDGWKAYDNDPFHPLKNPNGLSRWVLQKNELCFDLIKEWVVNNPKASICTAE
MGFVSSNNQQ-HLLSKIATDGGHGENSSYFDGWKAYDSDPYHPTGNPDGVIQMGLAENQLCFDLIEEWVVNNPKASICTAE
MDLKSMRQQT-QILSKIATNDGHGENSAYFDGWKAYDNNPFHPKHNPQGVIQMGLAENQLCFDLIKNWVLNNPKASICTPQ
MGFISSIDN--ELLSKVATNNGHGENSAYFDGWKAYEIDPFHPTQNSDGVIQMGLAENQLCFDLIQEWVVKNPKASICTAE
MEFTRKNRQ---LLSRIATNDRHGENSPYFDGWKAYDSSPFHPIHNPDGVIQMGLAENPLSFDLIEKWIRENPDASICTAE
MVSISKNNQKQQLLSKIATNDGHGENSPYFDGWKAYANNPFHPTDNPTGVIQMGLAENQLCFDLIQEWMVNNPKASICTVE
MVFISSNNQKQQLLSKIATNDGHGENSAYFDGWKAYENDPFHLINNPNGVIQMGLAENQLCFDLIQEWVVNNPKASICTIE
MGFKAMDQT--PLLSKMAIGDGHGESSPYFDGWKAYDQNPFHPTDNPNGVMQMGLAENQLTSDLVEDWILNNPEASICTPE
MGLMAANQT--QLLSKMAIGDGHGEASPYFDGWKAYDENPFHPKENPNGVIQMGLAENQLTSDLVEDWILNNPEASICTPE
MVFISGNVQKQQLLSKIATNDGHGENSAYFDGWKAYENDPFHLTNNPNGVIQMGLAENQLCFDLIQEWVVNNPKASICTTE
MGLVSMDQP--QLLSKIATGDGHGETSSYFDGWKAYDKNPFHPTKNPQGVIQMGLAENQLTADLVQNWIMSNPEASICTLE
M           6LS4 At  gHGE S YFDGWKAY   P5Hp  Np G6 qmgLaeN L  DL6  W6  NP ASICT 2

      
      
 :  79
 :  80
 :  80
 :  79
 :  78
 :  81
 :  81
 :  79
 :  79
 :  81
 :  79
      

             
             
Camellia_s : 
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AAB17279.1 : 
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ABB70230.1 : 
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        *       100         *       120         *       140         *       160  
GANELKNIAIYQDYHGLPEFRKGVAKFMGKVRGDRVTFDPDRIVMSGGATGAHEMLAFCLANPGEAFLVPTPYYAGFDRDL
GAGDFMDTAIFQDYHGLPEFREGVANFMAKVRGDRVRFDPDRIVMSGGATGAHEMLVFCLADPGDAFLVPTPYYPGFDRDL
GAEEFKDIAIYQDYHGLPEFRTAVARFMEKVRGDTVKFDPDRIVMSGGATGAHEILAFCLVDPGEAFLVPTPYYPGFDRDL
GSQDFKDIAIYQDYHGLPEFRSAVARFMGKVRGDRITFEPERIVMSGGATGAHELLAFCLADPGEAFLVPTPYYPGFDRDL
GLDKFKHIAIYQDYHGLREFREAVAKFMGRVGGSRVTFDPNRIVMSGGATGANETVIFCLADPGDAFLVPSPYYAGFARDL
GAENFQDIAIFQDYHGLPEFRQAVARFMEKVRGDRVTFDPNRIVMSGGATGAHEMLAFCLADPGDAFLVPTPYYPGFDRDL
GAENFKDIAIFQDYHGLPEFRQAVARFMENVRGDRVTFDPNRIVMSGGATGAHETLAFCLANPGDAFLVPTPYYPGFDRDL
GINDFRAIANFQDYHGLAEFRNAVAKFMARTRGNRITFDPDRIVMSGGATGAHEVTAFCLADPGEAFLVPIPYYPGFDRDL
GINDFRAIANFQDYHGLPEFRNAVAKFMGRTRGNRVTFDPDRIVMSGGATGAHEVTTFCLADPGDAFLVPIPYYPGFDRDL
GAEDFRDIAIFQDYHGLPEFRQAVARFMEKVRGDKVTFDPNRIVMSGGATGAHETLAFCLANPGDAFLVPTPYYPGFDRDL
GVHNFKEMANFQDYHGLPEFRNAVAKFMSRTRGNRVTFDPDRIVMSGGATGAHEATAFCLADPGDAFLVPTPYYPGFDRDL
G   f   A 5QDYHGLpEFR aVA FM   rG  6tFdP RIVMSGGATGAhE   FCLa1PG AFLVP PYYpGFdRDL

      
      
 : 160
 : 161
 : 161
 : 160
 : 159
 : 162
 : 162
 : 160
 : 160
 : 162
 : 160
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       *       180         *       200         *       220         *       240   
KWRTGVELVPVVCESSNNFKVTKSALEAAFKGAKEANIKIKGLLITNPSNPLGTVLDRETLRIIVSFINEKNIHLVADEIY
RWRTGVQLVPVPCESSNHFKITGEALEAAFRRAKDANIRVKGLLITNPSNPLGTILGKSTMRDILSFITRNNIHLVLDEIY
RWRTGVQLYPVVCESSNDFKVTRTALESAYKKAQEDNIRVKGLLINNPSNPLGTVLDRDTLHDIVRFVNDKNIHLVCDEIY
RWRTGVQLFPVVCESSNNFKVTKEALEAAYQKAQESNITVKGLLLNNPSNPLGTILDRETLKDTVRFINEKNIHLVCDEIY
RWRTGVEIVPVHCKSSNNFRITRAALEEAYEKAQRSNINIKGVIITNPSNPLGTVLDKETLRSIVSFVTDKNIHLVSDEXY
RWRTGVQLFPVVCESCNDFKVTTKALEEAYEKAQQSNIKIKGLLINNPSNPLGTLLDKDTLRDIVTFINSKNIHLVCDEIY
RWRTGVQLFPVVCDSSNDFKVTKKALETAYEKAQESNINIKGLLINNPSNPLGTLLDSDTLRDIVKFINSKNIHLICDEIY
RWRTGVKLVPVMCDSSNNFVLTKEALEDAYEKAREDNIRVKGLLITNPSNPLGTIMDRKTLRTVVSFINEKRIHLVCDEIY
RWRTGIKLVPVMCDSSNNFKLTKQALEDAYVKAKEDNIRVKGMLITNPSNPLGTVMDRNTLRTVVSFINEKRIHLVSHEIY
RWRTGVQLFPVVCDSSNDFKVTKKALESAYEKAQESNINIKGLLINNPSNPLGTILDSDTLKDIVTFINSKNIHLICDEIY
RWRTGVKLVPVICESANNFKLTKQALEEAYEKATEDNIRIKGLLITNPSNPLGTVMDRNTLRTVVNFINEKRIHLISDEIY
4WRTG6 6 PV C SsN F 6T  ALE A5  A   NI 6KG666 NPSNPLGT66d  T6   6 F6n k IHL6 dEiY

      
      
 : 241
 : 242
 : 242
 : 241
 : 240
 : 243
 : 243
 : 241
 : 241
 : 243
 : 241
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Camellia_s : 
BAB89350.1 : 
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      *       260         *       280         *       300         *       320    
AATVFNQPSFISIAEIIEEID----CNRNLIHIVYSLPKDMGFPGFRVGIVYSYNDAVTSCARRMSSFGLVSTQTQHMIAS
AATVFSQPRFTSIAEIVEKERGSNSINTDLIHIVYSLSKDLGFPGFRVGIVYSYNDAVTSCARKMSSFGLVSTQTQHLLAA
AATVFSQPEFISIAQII--QEVQ--CNPDRIHIVYSLSKDLGFPGFRVGIIYSYNDAVVSCARKMSSFGLVSTQTQHLIAA
AATIFNKPDFISISEVIMEEDVE--CDRDLIHIVYSLSKDLGFPGFRVGIIYSYNDVVTNCARKMSSFGLVSTQTQFLISN
AATVFSSPRFISVAEVMQDMD----CNRDLIHIVYSLSKDMGFPGFRVGIVYSFNDDVTNCARKMSSFGLVSSQTQFLLAS
AATVFDQPRFISVSEMV-EEMIE--CNTDLIHIVYSLSKDLGFPGFRVGIVYSYNDTVVNISRKMSSFGLVSTQTQHMLAS
AATVFDQPKFISVSEIV-EEHVG--CNKDLIHIVYSLSKDMGFPGFRVGIVYSYNDTVVNIARKMSSFGLVSTQTQHLIAS
AATVFSQPGFISIAEIL-EDETDIECDRNLVHIVYSLSKDMGFPGFRVGIIYSYNDAVVNCARKMSSFGLVSTQTQYLLAS
SATVFSRPSFISIAEIL-EEDTDIECDRNLVHIVYSLSKDMGFPGFRVGIIYSYNDAVVNCARKMSSFGLVSTQTQHLLAS
AATVFDQPKFISVSEIV-EEHVG--CNKDLIHIVYSLSKDLGFPGFRVGIVYSYNDTVVNIARKMSSFGLVSTQTQHLIAS
AATVFSHPSFISIAEIL-EHDTDIECDRNLVHIVYSLSKDMGFPGFRVGIIYSYNDTVVNCARKMSSFGLVSTQTQYLMAK
aAT6F  P FiS6 266        c1 1l6HIVYSLsKD6GFPGFRVGI6YS5ND V   aR4MSSFGLVS3QTQ 66a 

      
      
 : 318
 : 323
 : 319
 : 320
 : 317
 : 321
 : 321
 : 321
 : 321
 : 321
 : 321
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     *       340         *       360         *       380         *       400     
MLLDDIFVEKFIAKSAERLAKRHELFTKGLAQVGIGSLKSNAGLFFWMDLRRLLEDSTFESEMALWRVIVHDVKLNVSPGS
MLSDNDFVGKFIAESGKRLAKRHEDFTKGLAQVGIGSLESNAGLFFWMDLRRLLKEPTPEAELALWKVIVHEVKLNVSPGV
MLSDKEFVENFILESSERLRKRHESFTRGLAQVGIETLKSNGGLFVWMNLRNLLKEPTFAAELELWKMIINEMKLNVSPGC
MLSDENFVTKFIGESSERLQKRHGMFTRGLAQVGINTLKSNAGLFIWMDLRRLLKELTFEAELELWRIIINEVKLNVSPGC
MLSDDEFVGNFLRESSKRLAKRHHVFTKGLEEVGISTIKSNAGLFFWMDMRQLLKEQTTKAEIELWRVIINKVKLNVSPGS
MLSDEIFVEKFIAESSERLGKRQGMFTKGLAQVGISTLKSNAGLFFWMDLRRLLKEATFDGELELWRIIINEVKLNVSPGC
MLSDEIFVEKFIAESSERLGKRHGMFTKGLAQVGISTLKSNAGLFFWMDLRRLLKEPTFDSELELWRIIINEVKLNVSPGC
MLNDDEFVERFLAESAKRLAQRFRVFTGGLAKVGIKCLQSNAGLFVWMDLRQLLKKPTFDSETELWKVIIHEVKINVSPGY
MLNDDEFVERFLEESAKRLAQRHRVFTSGLAKVGIKCLQSNAGLFVWMDLRQLLKKPTLDSEMELWRVIIHEVKINVSPGS
MLSDETFIEKFIAESSERLGKRHEMFTKGLAQVGISTLKSNAGLFFWMDLRRLLKELTFESELELWRIIINEVKLNVSPGC
MLSDDEFVKKFLTESAKRLAQRYRIFTSGLTKVGINCLQSNGGLFVWMDLRGLLKEATLESELELWRVIIHEVKINVSPGV
ML D  F6  F6 eS  RL  R   FT GLa VGI  6 SNaGLF WM16R LLk  T   E eLW46I6 e6K6NVSPG 

      
      
 : 399
 : 404
 : 400
 : 401
 : 398
 : 402
 : 402
 : 402
 : 402
 : 402
 : 402
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    *       420         *       440         *       460         *       480      
SFHCSEPGWFRVCFANMDDETMRVALRRIRSFVT---------------AKRQCWQSNLKLSLSFRR-LDDIGMAPHMMSP
SFHCSEPGWFRVCFANMDDDTMRVALRRIRSFVAKR-KAMEG------PAKRQCWRSNLRINLSFRR-KDDI----AMMSP
SFHCQEAGWFRVCFANMDDETMRVALMRIRTSVLQW-KGMEAAAAASAKKQKQCRRN-LKVSLSFRRGLEDC-----MISS
SFHCSEPGWFRVCFANMDDETMRIALRRINNFVIQR-KGIEG-----GVKKLQCRRSKLEISLSFRK-LDDF-----MNSP
SFQCSEPGWFRVCFANMDDKTVEVALDRIREFVLQGKEETKLEADKSQAQAQRWRKQNLRLSFSSSRLYDESLMSPHMISP
SFHCSEPGWFRVCFANMDDETMRIALRRIRNFVLQT-KGLNNI----AAIKKQCSRSKLQISLSFRR-LDDF-----N-SP
SFHCSEPGWFRVCFANMDDETMRIALRRIRNFVLQT-KGLNNK----AAVKKQCSRSKLQISLSFRR-MDDF-----MNSP
SFHCTEPGWFRVCYANMDDMAVQIALQRIRNFVLQN-KEVVVS------NKKHCWHSNLRLSLKTRR-FDDI-----TMSP
SFHCTEPGWFRVCYANMDDMAVQIALQRIRTFVLQN-KEVMVP------NKKHCWHSNLRLSLKTXR-FDDI-----MMSP
SFHCSEPGWFRVCFANMDDETMRIALRRIRNFVLQT-KGLNSK----SAVKKQCSRSKLQISLSFRR-MDDF-----MNSP
SFHCSEPGWFRVCYANMDDRDVQIALQRIRSFVVQNNKEVMVSE----KNTKPCWHSNLRLSLKTRR-FDDI-----VMSP
SFhC EpGWFRVC5ANMDD  6 6AL RIr fV q  k               c  s L 6sl  r4  dd        Sp

      
      
 : 464
 : 473
 : 474
 : 470
 : 479
 : 471
 : 472
 : 470
 : 470
 : 472
 : 473
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   *       500 
-HSPIS-SPLVRART
-HSPLT-SPLVRART
PHSPMN-SPLVQATN
-HSPMS-SPLVQART
-HSPIPHSPLVRART
AHSPMN-SPLVRT--
VHSPMN-SPLVRT--
-HSPLPQSPMVKATN
-HSPIPQSPLVKATI
VHSPMN-SPLVRT--
-HSPFPQSPLVKATT
 HSP   SP6V    

      
      
 : 477
 : 486
 : 488
 : 483
 : 493
 : 483
 : 484
 : 484
 : 484
 : 484
 : 487
      

图2-6 茶树ACS蛋白序列与同源蛋白序列的多序列联配 

Fig. 2-6 The protein sequences of ACS gene of tea plant aligned with other 10 organisms 
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2.3.7 进化树构建 

采用 Mega 软件（Kumar et al.,1994)（3.1 版）的邻位连接法（Neighbor-Joining, NJ）（Saitou and 

Nei,1987)进行进化树构建，将茶树 ACS 基因与梨 Purus communis 等 25 种生物的同源蛋白序列构

建基因进化树（如图 2-7 所示）。茶树 ACS 基因与柿 Diospyros kaki、莴苣 Lactuca sativa、牵牛

Ipomoea nil 等的同源性较高，其中与柿的亲缘关系最近。而与梨、苹果 Malus domestica、番木瓜 

Carica papaya 等的亲缘关系较远。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EF205149 Camellia sinensis 

图2-7 基于NJ法的茶树ACS基因进化树 

注:其中茶树ACS基因以黑色方框表示，其它序列均为25条ACS同源蛋白序列。系统树各分枝上数字为

“Bootstrap”为500时循环检验的置信度 

Fig. 2-7 Neighbor-Joining phylogenetic tree based on ACS sequences of tea plant and other 25 organisms 

Note: ACS of tea plant is showed in the black box, the others are ACS homologous protein sequences of 

other organisms. The numbers on the tree branches represent bootstrap confidence values as “Bootstrap” 

is 500. 
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2.3.8 ACS 基因不同品种间的相对表达含量分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ACS 

βactin 

a 

b 

ACS 

βactin 

c 
图2-8. RT-PCR检测茶树不同品种的ACS基因表达，β-actin为内参。 

a .夏季不同茶树品种的ACS基因表达电泳 

b.冬季不同茶树品种的ACS基因表达电泳 

c.不同品种ACS相对表达含量光密度分析示意图 

从泳道1到泳道7依次为6/8、杭州大叶、安吉白茶、薮北、龙井长叶、福鼎大白茶、龙井43。 

Fig. 2-8 RT-PCR analysis of ACS gene expression in differentbreeds, β-actin was used as positive control. 

a. Electrophoretic analysis of the mRNA expression of ACS in different cultivars in summer.  

b. Electrophoretic analysis of the mRNA expression of ACS in different cultivars in winter. 

c. Densitometric analyses of the mRNA expression of ACS in different cultivars 

From lane1 to lane7 is 6/8, Hangzhou Daye, Anji Baicha, Yabukita, Longjing Changye, Fuding Dabaicha 

and Longjing 43, respectively. 
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夏季 

冬季 

采用 RT-PCR 方法，分别以夏季 2006 年 8 月 20 日和冬季 2007 年 1 月 20 日 6/8、杭州大叶、

安吉白茶、薮北、龙井长叶、福鼎大白茶、龙井 43 反转录的 cDNA 为模板，根据茶树 ACS 基因

序列设计特异引物，经 PCR 扩增，检测 ACS 基因在不同品种中的表达情况，电泳结果如图 2-8a、
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b 所示。 

将电泳结果导入 Bandscan 分析软件进行光密度扫描分析，并将光密度相对表达数值进行分析

如图 2-8c 所示，结果显示在夏季所取的不同品种中，ACS 基因在 6/8 中表达最高，其次是龙井长

叶，在福鼎大白茶最低。在冬季所取的不同品种中，龙井长叶表达最高，6/8 中最低。 

2.3.9 不同时期龙井 43 中 ACS 基因的表达 

 ACS 

βactin 

a  

图2-9. RT-PCR检测龙井43不同时期的ACS基因表达，β-actin为内参 

a.不同时期龙井43中ACS基因表达电泳 

b.不同时期龙井43中ACS基因表达光密度分析示意图 

从泳道1到泳道5依次为2006年11月5日、2006年12月6日、2007年1月4日、2007年2月5日、2007

年3月6日所采的龙井43样本RT-PCR 

Fig. 2-9 Reverse transcription-PCR analysis of ACS gene expression in Longjing43 in different 

periods, β-actin was used as control. 

a. Electrophoretic analysis of the mRNA expression of ACS in different periods in Longjing 43

b. Densitometric analyses of the mRNA expression of ACS in different periods in Longjing 43 
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取 2006 年 11 月 5 日、2006 年 12 月 6 日、2007 年 1 月 4 日、2007 年 2 月 5 日、2007 年 3 月

6 日所采的不同时期的龙井 43 样本的反转录 cDNA，进行 PCR 扩增，以检测 ACS 基因在不同时

期的气温条件下的表达情况，电泳结果如图 2-9 a 所示。将电泳结果经光密度分析，结果表明 ACS

基因在 2007 年 2 月 5 日的龙井 43 中表达量最高，在 2006 年 12 月 6 日的龙井 43 中表达量最低，
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如图 2-9 b 所示。 

2.4 讨论 

本研究根据其它在 NCBI 上已登陆的 ACS 基因，设计兼并引物，克隆得到茶树 ACS 基因部

分序列，在此基础上设计引物分别得到 ACS 基因的 5’及 3’端序列。经拼接得到 ACS 全长序列，

其长 1579bp，具有完整的 ORF(开放阅读框)，编码 478 个氨基酸，具有 ACS 基因的保守序列，将

其所编码的蛋白质与 NCBI 上其它物种中已登陆的 ACS 蛋白质序列进行 BlastX 分析，并选取来自

梨等其它 25 种植物的 ACS 蛋白质序列进行 Clustal W 分析，利用 MEGA 软件构建进化树，结果

发现茶树 ACS 蛋白质序列与柿中 ACS 蛋白质序列的同源性最高，亲缘关系最近。 

本研究的兼并引物是根据其它作物中的 ACS 基因所编码的氨基酸进行设计的，为了提高扩增

的特异性，不仅要考虑在氨基酸保守区进行设计，也要考虑在此位点的密码子的偏好性，以降低

兼并引物的兼并度，一般认为兼并引物的兼并度最好低于 64。考虑到兼并引物其实是多种核苷酸

引物的混合物，而其中可能只有一条是目的引物，所以相对特异引物的 PCR 来说，应根据引物的

兼并度适当增加其在 PCR 体系中的浓度。比如对于本文所设计的兼并引物，其兼并度为 16，在

进行 PCR 的时候，在 50μl 的体系里，将上下游的引物都成倍增加到 6μl(10mM)。同时如果上下游

的引物的兼并度不相同，也应该根据兼并值调整其在 PCR 体系中的浓度。同时对于兼并引物来说

应尽量使其 3’端是特异的。 

在进行 3’RACE，利用一条基因特异引物和一条锚定引物进行扩增，而往往发生锚定引物单

引物扩增的现象，为了进一步确认目的条带，在 PCR 扩增时同时增加一个只有锚定引物的体系进

行对照，电泳后将基因特异引物和锚定引物扩增产物泳道里区别于单锚定引物扩增的产物进行回

收，同时利用在已知的基因序列里所设计的一对基因特异引物进行进一步验证。 

ACS 基因序列的获得将对后期研究 ACC 合成酶在茶树生长生理中的作用及有目的的运用分

子手段进行辅助育种打下一定的基础。 

乙烯参与植物整个生长过程，尤其参与冷冻伤害、干旱等逆境胁迫，为了进一步研究乙烯在

茶树逆境生理中的作用，根据茶树中克隆所得的 ACS 全长基因设计引物，分别在 2006 年 8 月 20

日经过夏季高温及 2007 年 1 月 20 日经过冬季低温后取 6/8、杭州大叶、安吉白茶、薮北、龙井长

叶、福鼎大白茶、龙井 43 不同品种样本，进行 RT-PCR 扩增，这些样本中 6/8 和杭州大叶的耐寒

性较弱、安吉白茶的耐寒旱性都相对较弱，而龙井长叶、福鼎大白茶、龙井 43 的抗性相对较强，

同时以基因内本底表达的 β-actin 扩增作为参照，以矫正半定量的准确性。结果发现在夏季，ACS

基因在 6/8 中表达量相对最高，在福鼎大白茶中最低；但是在冬季，相对来说抗性弱的品种除了

安吉白茶中的 ACS 基因相对表达含量偏高，6/8 和杭州大叶中 ACS 基因表达含量都较低，而且薮

北、龙井长叶、福鼎大白茶、龙井 43 这些抗性强的品种中 ACS 基因表达含量都较高。初步认为，

一个品种的抗逆性强弱是由多种基因相互协调表达的结果，而不是仅仅完全由一、二个基因决定

的，ACS 基因的表达丰度协调的是乙烯的合成，乙烯不仅参与逆境胁迫，同时参与叶子成熟、开

花等多种过程，所以总的来说 ACS 基因的表达含量与品种的抗逆性强弱有一定关系但又不完全相

同。 
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为了进一步研究 ACS 基因的表达对植物耐寒性的影响，取冬季不同时期的龙井 43 样品，结

合气温的变化分析 ACS 基因表达的相对高低与耐寒性的关系。根据气象资料所绘制的在采样期间

的天气变化图，以及测试其电导率所得的伤害率(伤害率越低表明其对冷冻的抗性越强)如下图

2-10 所示。 
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Fig. 2-10 The temperature from 2006.11.5 to 2007.3.6 and the injure rate during the period 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

发现从 2006 年 12 月 6 日到 2007 年 1 月 4 日，再到 2007 年 2 月 5 日，随着气温的降低以及

耐寒性的增加，ACS 基因的相对表达含量也逐渐增加，从 2007 年 2 月 5 日到 2007 年 3 月 6 日随

着天气的转暖气温的升高，ACS 基因的相对表达含量逐渐降低，所以从 2006 年 12 月 6 日到 2007

年 3 月 6 日这段时间，ACS 基因的表达相对含量就与气温变化及龙井 43 伤害率一致。但是从 2006

年 11 月 5 日到 2006 年 12 月 6 日这段时间随着气温的下降 ACS 基因的表达量反而下降，初步认

为从 2006 年 11 月 5 日到 2006 年 12 月 6 日这段时间，虽然气温在降低，但是降低的幅度并不大，

而且此时的气温也不算太低，可能茶树还未对此气温变化产生应答，诱导 ACS 基因的表达；另一

方面，在乙烯生物合成过程中，ACS 基因的转录水平并不总是反映到酶的活性水平上去(Lasserre et 

al., 1997)，且不同的 ACS 基因在转录水平上也有明显的差异(Yip et al., 1992)。虽然本文做了 ACS

基因的表达分析，但是其在茶树抗逆中的作用还有待进一步研究。 
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第三章  茶树 ACO 基因的克隆与 RT-PCR 分析 

虽然 ACC 氧化酶不是其合成的限速酶，但是其催化乙烯合成的最后一步反应，直接催化乙烯

形成，对乙烯的合成也有重要的调控作用。所以在植物中利用 ACO 反义基因抑制 ACO 基因的表

达进而抑制乙烯的合成研究非常广泛，而这些研究都基于 ACO 基因序列的克隆。 

EST 是完整基因上能特异性标记基因的一部分序列，通常包含了基因足够的结构信息区，其

基本原理是从组织特异性或细胞特异性的 cDNA 文库中随机挑选克隆，并进行 5’和 3’端部分测序，

我们通过对基因库的检索，发现有两个 EST 片段序列与 ACC 氧化酶序列具有很高的同源性。在

这两个 EST 片段的基础上设计引物进行 RT-PCR 扩增，所得的序列经拼接得到茶树中 ACO 全长

基因，并对其进行生物信息学分析。 

同时取安吉白茶、6/8、杭州大叶、龙井长叶、薮北、龙井 43、福鼎大白茶等 7 个品种在经历

高温和低温后，以及龙井 43 在冬天不同时期低温驯化后 RNA 样品进行 RT-PCR 分析，以研究 ACO

基因在这 7 个品种在经历高温与低温后、以及龙井 43 在经历低温的不同时期的相对表达含量，从

而探讨 ACO 基因的表达丰度与茶树抗逆之间可能的关系。 

3.1 材料 

用龙井 43 春季新稍构建的 cDNA 文库（陈亮等，2004）和编号为 TL021G01 等 EST 克隆。

RT-PCR 分析材料同第二章。 

3.2 方法 

3.2.1 ACO 基因克隆 

3.2.1.1 茶树新稍 EST 测序 

茶树新稍 cDNA 文库(陈亮等，2004)及 EST 库均为本实验室保存，对 TL021G01 等克隆按照

陈亮等（2005）的方法进行双向测序。 

3.2.1.2 总 RNA 的提取 

以龙井 43 春茶一芽二叶新梢为材料，按照 Trizol 法进行总 RNA 提取，方法同 2.2.2.1。 

3.2.1.3 cDNA 一链合成 

以上述所提总RNA为模板，利用宝生物工程（大连）有限公司AMV Reverse Transcriptase，

oligdT（18）作为反转录引物 30  10℃  min，42  1℃  h，80  2℃  min进行反转录合成cDNA第一链。方法

体系同 2.2.2.1 

3.2.1.4 引物设计及 PCR 扩增 
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根据 TL021G01 克隆双向测序所得的两段序列片段设计引物如下： 

ACO1 ：5’-TAC CTA AAG AAG GCC TTC TAT GG-3’ 

ACO2 ：5’-GGA CCT AGA TTG ACA TTA GCT TC-3’ 

以反转录 cDNA 为模板进行 PCR 扩增， 

反应体系如下： 

上述反转录 cDNA       1 μl  

10×PCR Buffer (含Mg2+ )        5 μl 

dNTP（2.5 μM）       4 μl 

ACO1（10 μM）       1 μl 

ACO2（10 μM）       1 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）     0.25 μl 

O至         50 μl 补灭菌ddH2

PCR 反应条件： 

94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

50°C 退火 30 s      35 cycles 

72°C 延伸 45 s 

3.2.1.5 测序 

将扩增所得 PCR 产物，点 1.0%琼脂糖电泳，将含有目的片段的琼脂糖回收纯化，回收方法

同 2.2.2.4，将回收纯化产物送至杭州华大基因公司测序。 

3.2.2 不同茶树品种、龙井 43 冬季不同时间 ACO 基因的 RT-PCR 分析 

3.2.2.1 RNA 提取 

表 2-1 中的材料，采用 Trisol 试剂盒进行总 RNA 提取。提取方法同 2.2.2.1 

3.2.2.2 反转录 cDNA 一链的获得 

以上述所提的各样本RNA分别做模板，以OligdT（18）为反转录引物，利用ReverTra Ace 

(Toyobo)进行反转录。反应体系及方法同 2.2.5.2，将反转录产物灭菌ddH2O稀释 10 倍-20℃保

存备用。 

3.2.2.3  RT-PCR 检测 ACS 基因的表达 

同样利用 β-actin 作为内参，以校正 RT-PCR 的结果。 

根据已获得的茶树 ACO 基因全长 cDNA 序列设计引物： 

ACO1：5’-TAC CTA AAG AAG GCC TTC TAT GG-3’ 

ACO2：5’-GGA CCT AGA TTG ACA TTA GCT TC-3’  
预期扩增片段大小在 500 bp 左右 

反应体系： 

上述反转录 cDNA          2 μl  

10×PCR Buffer (Mg2+ (-))         2 μl 
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Mg2+             1.2 μl 

dNTP（10 μM）         0.4 μl 

正向引物（10 μM）        0.4 μl 

反向引物（10 μM）        0.4 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）      0.2 μl 

O至         20 μl 补灭菌ddH2

ACO 与β-actin PCR 反应条件： 

94°C 变性 3 min 

94°C 变性 30 s 

50°C 退火 30 s      30cycles 

72°C 延伸 45 s 

3.2.2.4 Bandscan 分析 

PCR 结束后，取 6 μl 反应产物加入 2 μl 6×loading buffer， 1.0%琼脂糖 100 V 电泳 20 min，

电泳结束后在紫外灯下呈相拍照，将相片用 Bandscan 软件进行灰度扫描分析。 

3.3 结果与分析 

3.3.1 ACO 基因部分 EST 片段序列的获得 

我们对编号为 TL021G01 的克隆进行 T7 双向测序，并将测序所得的两个序列片段采用 BlastN

程序对 GenBank 进行搜索比对，发现两个片段均与植物中的 ACO 基因具有高度的相似性。 

3.3.2 ACO 基因中间序列的获得 

以反转录的 cDNA 第一链为模板，以 ACO1 与 ACO2 为引物进行 PCR 扩增，将 PCR 产物点

1.0%琼脂糖电泳，所得的片段约 500bp。电泳结果如下图 3-1 所示。 
 

1000bp 

500bp 

图 3-1.ACO cDNA 中间片段扩增结果   

泳道 1：Mark 分子量标准 DL2000   泳道 2：PCR 产物； 

Fig.3-1 PCR amplification of the partial cDNA sequence coding ACO 

Lane 1: DL2000 DNA Marker Lane, 2: PCR product 
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3.3.3 ACO 基因全长序列的获得 

将 TL021G01 克隆的 EST 序列双向测的序列片段以及以此设计引物所扩增所得片段测序片段

经拼接所得 ACO 全长序列如下图 3-2 所示。其长 1237bp，其中编码框长 963bp，编码 320 个氨基

酸残基，其中碱性氨基酸 37 个，酸性氨基酸 47 个，疏水性氨基酸 104 个，73 个极性氨基酸。DNAstar

预测其分子量为 36.2KD，等电点为 5.41。 

图3-2 茶树ACO基因全长序列 

注:推测的氨基酸序列位于核苷酸序列下方 

Fig. 3-2 The full cDNA sequences of the ACO gene of tea plant 

Note: The putative amino acids are under the nuclear acids 

GGGGATAGTACAAACACACAACTTCATGAGAGAGAGAGAGAGAGATAAAGAGAGGAGAGAGAGAGAGAGCA 

ATGGAGACATCCCAGGTGATTAACATGGAGAAGCTAAATGGTGAAGAAAGAGGAGCCACCATGGAGCTCATCAAA 

  M  E  T  S  Q  V  I  N  M  E  K  L  N  G  E  E  R  G  A  T  M  E  L  I  K   

GATGCTTGCGAGAACTGGGGCTTTTTTGAGTTGATGAACCATGGAATTTCTCATGAGATGATGGACACAGTGGAG 

D  A  C  E  N  W  G  F  F  E  L  M  N  H  G  I  S  H  E  M  M  D  T  V  E   

AGAATGACAAAGGAGCACTACAAGAAATGTATGGAACAGAGGTTCAAGGAGGTGGTAGCAAGCAAGGCTCTTGAG 

R  M  T  K  E  H  Y  K  K  C  M  E  Q  R  F  K  E  V  V  A  S  K  A  L  E   

GGTGTCCAAGCAGAGGTCACCAACATGGACTGGGAGAGCACCTTCCACCTGCGCCATCTTCCTCAATCCAACATT 

G  V  Q  A  E  V  T  N  M  D  W  E  S  T  F  H  L  R  H  L  P  Q  S  N  I   

TCAGAAGTACCCGATCTCAATGACGAATATAGGAAGGTTATGAAGGAATTTGCTGCAAAATTAGAGAAACTAGCA 

S  E  V  P  D  L  N  D  E  Y  R  K  V  M  K  E  F  A  A  K  L  E  K  L  A   

GAGGAGCTACTGGACCTGCTATGTGAGAATCTTGGGCTAGAGAAAGGGTACCTAAAGAAGGCCTTCTATGGAACA 

E  E  L  L  D  L  L  C  E  N  L  G  L  E  K  G  Y  L  K  K  A  F  Y  G  T   

AAGGGTCCAACTTTTGGGACCAAGGTTAGCAACTACCCACCATGTCCCAAGCCAGACTTGATCAAGGGCCTCCGA 

K  G  P  T  F  G  T  K  V  S  N  Y  P  P  C  P  K  P  D  L  I  K  G  L  R   

GCCCACACCGATGCCGGCGGCATCATCTTGCTCTTCCAAGATGACAAGGTCAGCGGCCTCCAACTCCTCAAGGAT 

A  H  T  D  A  G  G  I  I  L  L  F  Q  D  D  K  V  S  G  L  Q  L  L  K  D  

GGACAGTGGATTGATGTTCCTCCCATGCGCCATTCCATTGTCATCAACCTTGGTGACCAACTTGAGGTAATCACC 

G  Q  W  I  D  V  P  P  M  R  H  S  I  V  I  N  L  G  D  Q  L  E  V  I  T   

AATGGCAAATACAAGAGTGTGCTTCACAGAGTCATAGCACAAACAGATGGAAACAGGATGTCCATAGCTTCCTTC 

  N  G  K  Y  K  S  V  L  H  R  V  I  A  Q  T  D  G  N  R  M  S  I  A  S  F   

TACAATCCAGGCAATGATGCAGTGATCTATCCAGCACCGGCACTGGTGAATGAAGGATCAGACGATCAAACAAAT 

Y  N  P  G  N  D  A  V  I  Y  P  A  P  A  L  V  N  E  G  S  D  D  Q  T  N   

CTAGTGTACCCAAAATTCATGTTCGATGACTACATGAAGCTCTATGCTACCGTGAAGTTCCAGGCCAAAGAGCCC 

  L  V  Y  P  K  F  M  F  D  D  Y  M  K  L  Y  A  T  V  K  F  Q  A  K  E  P   

AGATTTGAAGCCATGAAAGCCACAGAAGCTAATGTCAATCTAGGTCCAATTGCAACAGCTTAAGAGTGGGTCAAA 

R  F  E  A  M  K  A  T  E  A  N  V  N  L  G  P  I  A  T  A  * 

ATGCATGTAAAGAGAAGTGGAACTTTTATGTCTTGTTTTGTTTTGCTTTGTTGGTGTGGCAAATCTAAGAGG 

ATATAGGACAAATTATTGGGATTTTTAGAAGTCTTTGTGTTACTTAGTATTATGGACTTTGCTTACCATTTG 

TAGTAAGCGGATCAAAAGTTAATTATTATGTATGATAAAAAAAAAA 

3.3.4 茶树 ACO 基因所编码的氨基酸与同源序列的联配  

我们将克隆所得的茶树 ACO 基因所编码的氨基酸序列与 NCBI 上的已登陆的其他作物中的

ACO 基因编码的氨基酸利用 Clustal W 程序进行多序列联配（见图 3-3）。可以发现茶树 ACO 与其
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它作物中的 ACO 非常类似，极为保守。 
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 : 161
 : 161
      

             
             
camellia_s : 
AAA99792.1 : 
AAP41850.1 : 
BAA94601.1 : 
AAC48977.1 : 
AAK68075.1 : 
BAA21541.1 : 
AAZ83344.1 : 
CAA71738.1 : 
CAD21844.1 : 
AAL35971.1 : 
BAC53656.1 : 
BAD61000.1 : 
             

                                                                                 
       *       180         *       200         *       220         *       240   
YPPCPKADLIKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDDQWIDVPPMKHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVLHRVVAQTDG
YPPCPKPNLNKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDGQWIDVPPMRHSIVVNLGDQLEVITNGKYKSVMHRVIAQTDG
YPPCPKPDLIKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDGQWIDVPPMRHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVEHRVVAQTDG
YPPCPKPDLVKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDGQWIDVPPMRHSIVVNLGDQLEVITNGKYKSVEHRVIAQTDG
YPPCPKPDLIKGLRAHTDAGGLILLFQDDKVSGLQLLKDGKWVDVPPMHHSIVINLGDQLEVITNGKYKSIEHRVIAQSDG
YPPCPKPDLIKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDEQWIDVPPMRHSIVVNLGDQLEVITNGKYKSVMHRVIAQTDG
YPPCPLPELIKGLRAHTDAGGIILLFQDNKVSGLQLLKEGEWIDVPPMKHSIVINIGDQLEVITNGKYKSVMHRVIAQTDG
YPPCPTPDKIKGLRAHTDAGGIILLFQDPVVGGLQLLKDGEWVDVPPLRHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVEHRVIAQTDG
YPPCPKPELIQGLRAHTDAGGLILLFQDDKVSGLQLLKDGKWVDVPPMRHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVLHRVLAQPDG
YPPCPKPDLIKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDGQWIDVPPMRHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVLHRVIAQTNG
YPPCPKPDLVKGLRAHTDAGGIILLFQDDKVSGLQLLKDGNWVDVPPMHHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVEHRVVAQTDG
YPPCPNPDLIKGLRAHTDAGGLILLFQDDKVSGLQLLKDGEWVDVPPMRHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVEHRVIAQTDG
YPPCPNPDLIKGLRAHTDAGGLILLFQDDKVSGLQLLKDGEWVDVPPMRHSIVINLGDQLEVITNGKYKSVEHRVIAQTDG
YPPCP p l kGLRAHTDAGG6ILLFQD kVsGLQLLKdg W6DVPP6 HSIV6N6GDQLEVITNGKYKS6 HRV6AQ 1G

      
      
 : 242
 : 242
 : 241
 : 242
 : 242
 : 242
 : 240
 : 242
 : 242
 : 242
 : 242
 : 242
 : 242
      

             
             
camellia_s : 
AAA99792.1 : 
AAP41850.1 : 
BAA94601.1 : 
AAC48977.1 : 
AAK68075.1 : 
BAA21541.1 : 
AAZ83344.1 : 
CAA71738.1 : 
CAD21844.1 : 
AAL35971.1 : 
BAC53656.1 : 
BAD61000.1 : 
             

                                                                                 
      *       260         *       280         *       300         *       320    
TRMSIASFYNPGNDAVIYPAPALVEKEVEE-K-EVYPKFVFDDYMKLYAALKFQAKEPRFEAM-KAVEANVNL---GPIAT
TRMSLASFYNPGSDAVIFPAPALVEKEAEESK-AIYPKFVFDDYMKLYALLKFQAKEPRFEAMIKAMETDVKC---DPVAT
TRMSIASFYNPGNDAVIYPAPALVEKEAEEKK-QVYPKFVFEDYMKLYAGLKFQPKEPRFEAM-KAVESNVNL---GPIAT
TRMSVASFYNPGSEAVIYPAPALVEKEAEEKK-KVYPKFVFDDYMKLYAGLKFQAKEPRFEAM-KAVETTVNL---GPIAT
TRMSIASFYNPGSDAVIYPAPALLEKETEEK--QVYPKFVFEDYMKLYSGLKFQAKEPRFEAM-KAVEANVTL---DPIRT
TRMSLASFYNPGSDAVIYPAKTLVEKEAEEST-QVYPKFVFDDYMKLYAGLKFQAKEPRFEAM-KAMES-------DPIAS
NRMSIASFYNPGSDAVIYPAPALVDKEEDQQK-QVYPKFVFEDYMKLYAGLKFQAKEPRFEAM-KAMESAVKL---GPIST
TRMSLASFYNPGSDAVIYPAPALVEKEAEEKNKQVYPKFVFEEYMKLYAGLKFQAKEPRFEAM-KAMEATAP------IAT
NRMSLASFYNPGSDALIYPAPVLVEKEAEKG--QVYPKFVFEDYMKLYAGLKFQAKEPRFEAM-KAMESTVKL---GPIAT
NRMSIASFYNPGGDAVIYPATALVEKEAEEKN-NVYPKFVFEDYMKLYAGLKFQAKEPRFEAM-KAVESNVTVG---PIAT
TRMSIASFYNPGSDAVIYPAPTLIE----ENN-EIYPKFVFEDYMNLYARLKFQAKEPRFEAF-KESNVNLG-----PIAT
TRMSIASFYNPGSDAVIYPAPTLVEKEAEEKN-QVYPKSVFEDYMKLYAGVKFEAKEPRFEAM-KAVEIKASFGLGPVIST
TRMSIASFYNPGSDAVIYPAPTLVEKEAEEKN-QVYPKFVFEDYMKLYAGVKFEPKEPRFEAM-KAVEIKASFGLGPVIST
tRMS6ASFYNPGsdA6I5PAp L6eke e     6YPKfVF dYMkLYag6KF2aKEPRFEAm Ka e         p6 3

      
      
 : 317
 : 319
 : 317
 : 318
 : 317
 : 314
 : 316
 : 316
 : 317
 : 318
 : 312
 : 321
 : 321
      

图3-3 茶树ACO蛋白序列与同源蛋白序列的多序列联配 

Fig. 3-3 The protein sequences of ACO gene of tea plant aligned with other 12 organisms 
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3.3.5 进化树构建 

将茶树 ACO 基因与梨 Purus communis 等 25 种生物的同源蛋白序列采用 Mega 软件（Kumar et 

al.,1994)（3.1 版）的邻位连接法（Neighbor-Joining, NJ）（Saitou and Nei,1987)进行进化树构建（如

图 3-4 所示）。茶树 ACO 基因与柿 Diospyros kaki、烟草 Nicotiana glutinosa、番茄 Solanum 

lycopersicum 等的同源性较高，其中与柿的亲缘关系最近。而与榉木 Fagus sylvatica、苹果 Malus 

x domestica 等的亲缘关系较远。 
 

DQ904328   Camellia sinensis 

图3-4.基于NJ法的茶树ACO基因进化树 

注:其中茶树ACO基因以黑色方框表示，其它序列均为25条ACS同源蛋白序列。系统树各分枝上数字为

“Bootstrap”为500时循环检验的置信度 

Fig. 3-4 Neighbor-Joining phylogenetic tree based on ACO sequences of tea plant and other 25 organisms 

Note:ACO gene of tea plant is showed in the black box, the others areACO homologous protein sequences of 

other organisms. The numbers on the tree branches represent bootstrap confidence values as “Bootstrap” is 

500. 
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3.3.6 ACO 基因不同品种间的相对表达含量分析 
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图3-4. RT-PCR检测茶树不同品种的ACO基因表达，β-actin为内参。 

a .夏季不同茶树品种的ACO基因表达电泳 

b.冬季不同茶树品种的ACO基因表达电泳 

c.不同品种ACO相对表达含量光密度分析示意图 

从泳道1到泳道7依次为6/8、杭州大叶、安吉白茶、薮北、龙井长叶、福鼎大白茶、龙井43。 

Fig. 3-4 RT-PCR analysis of ACO gene expression in differentbreeds, β-actin was used as control. 

a. Electrophoretic analysis of the mRNA expression of ACO in different cultivars in summer.  

b. Electrophoretic analysis of the mRNA expression of ACO in different cultivars in winter. 

c. Densitometric analyses of the mRNA expression of ACO in different cultivars 

From Lane 1 to Lane 7 is 6/8, Hangzhou Daye, Anji Baicha,Yabukita, Longjing Changye, Fuding 

Dabaicha and Longjing 43, respectively. 

c   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

用 RT-PCR 方法，分别以夏季和冬季 6/8、杭州大叶、安吉白茶、薮北、龙井长叶、福鼎大白

茶、龙井 43 反转录 cDNA 为模板，根据茶树 ACO 基因序列设计特异引物，检测 ACO 基因在不

同品种中的表达情况，电泳结果如图 3-4a、b 所示。 

将电泳结果导入 Bandscan 分析软件进行光密度扫描分析，并将光密度相对表达数值进行分析
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如 3-4 示，结果显示无论夏季还是冬季 ACO 基因的表达均在安吉白茶中表达最高，但是夏季 ACO

在龙井 43 中表达含量最低，冬季在 6/8 中表达量最低。 

3.3.7 不同时期龙井 43 中 ACO 基因的表达 

取 2006 年 11 月 5 日、2006 年 12 月 6 日、2007 年 1 月 4 日、2007 年 2 月 5 日、2007 年 3 月

6 日所采的不同时期的龙井 43 样本，进行 PCR 扩增，以检测 ACO 基因在不同时期的冷冻条件下

的表达情况，电泳结果如图 3-5。将电泳结果经光密度分析，结果表明 ACO 基因在 2007 年 1 月 4

日的龙井 43 中表达量最高，在 2006 年 11 月 5 日的龙井 43 中表达量最低，如图 3-5。 
 
 
 
 ACO 

βactin 

a 

图3-5T-PCR检测龙井43不同时期的ACO基因表达，β-actin为内参。 

a.不同时期龙井43中ACO基因表达电泳 

b.不同时期龙井43中ACO基因表达光密度分析示意图 

从泳道1到泳道5依次为2006年11月5日、2006年12月6日、2007年1月4日、2007年2月5日、2007

年3月6日所采的龙井43样本RT-PCR 

Fig.3-5verse transcription-PCR analysis of ACO gene expression in longjing43 in different 

periods, β-actin was used as control. 

a. Electrophoretic analysis of the mRNA expression of ACO in different periods in longjing43 

b. Densitometric analyses of the mRNA expression of ACO in different periods in longjing43 
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3.4 讨论 

茶树 cDNA 文库 EST 测序，将所测得的 EST 序列与 NCBI 上的基因进行 BlastN 比对，发现

有两个克隆分别与 ACO 基因的 5’及 3’端高度相似，在此基础上设计引物进行 RT-PCR 扩增，得

到一约 500bp 的片段，此片段经克隆测序，与两条 EST 片段拼接获得了茶树中 ACO 基因，其长

1237bp，具有完整的编码框，编码 320 个氨基酸，将其与 NCBI 上已登陆的 12 种其它作物 ACO

编码序列进行 ClustW 联配分析，发现克隆所得的 ACO 序列具有 ACC 氧化酶的保守区。同时采

用 Mega 软件将其与来自梨等 25 种生物的同源蛋白序列进行进化树构建，发现茶树中 ACO 基因

同 ACS 基因一样均与柿中的基因序列同源性最高。茶树 ACO 全长序列的获得为后期研究 ACO

基因的表达对茶树生长中的作用打下一定基础。 

本研究根据茶树中克隆所得的 ACO 全长基因设计引物，利用表 2-1 中的材料同时以基因内本

底表达的 β actin 扩增作为参照进行 RT-PCR 扩增，同 2.4 中的讨论一样，在品种间，本研究发现

无论夏季还是冬季 ACO 基因的表达均在安吉白茶中表达最高，而安吉白茶的抗性是相对较弱的，

而在夏季 ACO 在龙井 43 中表达含量最低，冬季在 6/8 中表达量最低，可见 ACO 基因同 ACS 基

因一样其基因表达丰度与品种的抗性强弱并不正相关。 

同时也与 ACS 基因的表达研究一样进一步取不同时期冻害下的龙井 43 样品，结合气温的变

化和 ACS 基因表达的相对高低来分析其在低温下的作用。结果发现与 ACS 基因不同的是 ACO 基

因在 2006 年 11 月 5 日到 2006 年 12 月 6 日这段时间随着气温的下降其表达量也相对升高，而从

2007 年 2 月 5 日到 2007 年 3 月 6 日随着天气的转暖气温的升高，ACO 基因的相对表达含量也在

增加，而且在整个采样期间，ACO 基因的相对表达含量在 2007 年 1 月 4 日的时候最高。初步认

为一方面不仅逆境胁迫会诱导 ACO 基因的表达，渍水、病原体侵染、以及植物在自然条件下开花、

传粉、果实成熟、衰老等过程均可诱导 ACO 基因的表达，而在不同的采样时期伴随的不仅是冷冻

伤害，还有茶树在不同时期的生长发育，尤其从 2007 年 2 月 5 日到 2007 年 3 月 6 日这段时间，

茶树可能要进行新芽萌发等，所以这段时间虽然气温升高，伤害率降低，而 ACO 基因的表达依然

升高；另一方面由于 ACO 基因是一个多基因家族，可能在不同时期主要表达的基因不同；其三，

虽然 ACO 基因与 ACS 基因都是调控依稀合成过程的重要酶，但是可能在不同时期主要调控的基

因不同。ACO 基因在茶树逆境中的作用还有待进一步研究。 
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第四章  茶树亲环素基因 cDNA 全长的分析鉴定与原核表达 

cDNA 文库构建及 EST 测序技术是发现并鉴定新基因的一种有效手段。根据陈亮等(2005)构

建的龙井 43 春茶一芽二叶的 cDNA 文库及对 EST 测序结果进行统计分析，发现并鉴定了多种与

茶树生理生化相关的关键基因 

亲环素蛋白（Cyclophilin）家族，广泛存在于动植细胞内，具有多种生物学活性，可能参与

植物抗御冻害机制。编号为 TL008C02 的茶树 EST 克隆，其被鉴定为亲环素基因，我们对其进行

了生物信息学分析，同时并构建了表达载体进行了诱导表达，为以后进行亲环素分子结构研究，

阐明其在茶树生长、发育调控机制中所发挥的作用提供了分子生物学基础。 

4.1 材料与试剂 

4.1.1 材料 

种植在中国农业科学院茶叶研究所内的国家种质杭州茶树圃的龙井 43 春季新稍，以此构建的

cDNA 文库(陈亮等, 2004)，以及编号为 TL008C02 等的 EST 克隆。 

4.1.2 实验试剂 

质粒提取缓冲液: Solution I：50 mM 葡萄糖、25 mM Tris•Cl、10 mM EDTA 调 PH 至 8.0 

Solution II：0.2 M NaOH（10 M NaOH 母液稀释）1%SDS（10%SDS 母液稀释） 

Solution III：5 M 醋酸钾 60 ml、冰醋酸 11.5 ml、ddH2O 28.5 ml 

TE 溶液（pH8.0）：10 mM Tris•HCl（pH8.0）、1 mM EDTA（pH8.0） 

4.2 方法 

4.2.1 茶树新稍 EST 测序及 Cyclophilin 基因的鉴定 

茶树新稍 cDNA 文库及 EST 库均为本实验室保存，对 TL008C02 等克隆按照陈亮等（2005）

方法进行双向测序、拼接和比对，鉴定其功能。 

4.2.2 亲环素基因的序列分析、多序列联配及进化树构建 

采取 BLAST（Altschul et al.,1997)程序对亲环素基因序列进行 GenBank 数据库同源序列搜索比对和
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相似性分析，氨基酸序列推测和理化性质预测采用 ExPASy Proteomics tools（Gasteiger et al . ,2003)进

行。   

多序列联配采用 CLUSTAL W（Thompson et al.,1994)程序进行分析，进化树构建采用 Mega

软件（Kumar et al.,1994）（3.1 版）的邻位连接法（Neighbor-Joining, NJ）（Saitou and Nei,1987）进

行，系统树各分支的置信度由“Bootstrap”500 循环检验。 

4.2.3 亲环素基因的原核表达 

4.2.3.1 总 RNA 提取 

以龙井 43 春茶一芽一叶新梢为材料，按照 Trizol 法进行总 RNA 提取，提取方法同 2.2.1。 

4.2.3.2 cDNA 一链合成 

以上述所提总 RNA 为模板，利用宝生物工程（大连）有限公司 AMV Reverse Transcriptase 30  ℃

10min，42  1h℃ ，80  2min℃ 进行反转录合成 cDNA 第一链，方法同 2.2.2.1 

4.2.3.3 亲环素 cDNA 的扩增 

根据所鉴定的茶树亲环素基因以及表达载体的酶切位点设计引物： 

G GAT CC上游引物Cyp-F ：5’-AT A TGT TGA GAT TGC CGG-3’（下划线为BamH I位点） 

下游引物Cyp-R ：5’-GCG AAG CTT TTA CAA AGG AAG TTC-3’（下划线为Hind III位点） 

以反转录 cDNA 为模板进行 PCR 扩增 
PCR 扩增体系： 

上述反转录 cDNA                         0.4 μl  

10×PCR Buffer (Mg2+ (-))                    2 μl 

Mg2+                                                       1.2 μl 

dNTP（10μM）                           0.4 μl 

Cyp-F（10μM）                           1.6 μl 

Cyp-R（10μM）                           0.4 μl 

Taq DNA Polymerase（5 U/μl）               0.2 μl 

O至                           20 μl 补灭菌ddH2

PCR 反应条件： 

94°C 变性 3min 

94°C 变性 30s 

42°C 退火 30s     35 cycles 

72°C 延伸 45s 

72°C 延伸 10min 

4.2.3.4 原核表达载体的构建与鉴定 

将 PCR 产物点 1.0%琼脂糖凝胶电泳，回收纯化（方法同 2.2.2.4）后克隆于 Toyabo pTA2 载

体内（方法同 2.2.2.5），挑取阳性克隆送至杭州华大基因公司测序（方法同 2.2.2.6）。 
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挑取阳性克隆进行培养并提取质粒，质粒提取方法如下： 

1) 3000 r/min 离心 5 min，弃去上清，加 200 µl 溶液 I，胶带封口，振荡混匀; 

2) 加入 200 µl 溶液 II，新胶带封口，缓慢翻转混合 10 次。此时裂解液应该透明、粘稠; 

3) 加入 200 µl 溶液 III，新胶带封口，缓慢翻转混合 10 次; 

4) 冰浴 30 min，4000 r/min 离心 20 min，取 400 µl 上清液转入干净的浅孔板中; 

5) 取下浅孔板，加入 300 µl 异丙醇，新胶带封口，立即翻转混合 3 次。4000r/min 离心 25 min; 

6) 去上清，加入 300 µl70%乙醇，4000 r/min 离心 5min; 

O重新溶解质粒DNA，取 2µl 1%琼脂糖电泳检测，其余-20℃保存备用。 7) 分别用 20µl ddH2

提取的质粒经 Hind III 和 BamH I37℃过夜双酶切鉴定， 
酶切体系： 

pTA2/Csin-Cyp      5 μl 

10×K Buffer       1 μl 

ddH O       3 μl 2

Hind III (10 U/μl)       0.5 μl 

BamH I (10 U/μl)                 0.5 μl 

Total                            10 μl 

将酶切产物点 1.0%琼脂糖凝胶电泳，回收纯化相应大小的片段（方法同 2.2.2.4）；将回收的

DNA 片段与经同样酶切的原核表达载体 pET-30a(+)（购于美国 Novagen 公司）在 T4 DNA 连接酶

的作用下 4℃过夜连接 
连接体系： 

2×Rapid Ligase Buffer                5 μl 

pET-30a(+ )(50ng/μl)                 1 μl 

割胶回收产物                      3 μl 

T4 DNA Ligase                     1 μl 

Total                             10 μl 

将连接产物转化大肠杆菌 TG1（方法同 2.2.2.5），提取质粒经 PCR 检测和 BamH I 和 Hind III

双酶切鉴定后（方法体系同 4.2.3.4），将得到的阳性克隆命名为 pET/Csin-Cyp。 

将阳性克隆过夜培养，提取质粒 DNA（方法同 4.2.3.4）转化大肠杆菌 BL21（DE3）感受态

细胞，随机挑取克隆进行菌落 PCR 鉴定。 

4.2.3.5 重组质粒的诱导表达： 

挑取经鉴定的阳性克隆单菌落于 3 ml LB 培养基(含 Kan 30 μg/ml) 中，37  220 r/min℃ 振荡培

养过夜。后按 1 %(V/V)接种量转接 10 ml LB 培养基(Kan 30 μg/ml)，振荡培养至 OD600 达 0.4 左

右，加 IPTG 至终浓度为 1.5 mM，30 200 r/min℃ 继续诱导 5 h。收集菌液，5000 r/min 离心 10 min，

去除上清。用 MilliQ 水将沉淀重新悬浮，5000 r/min 离心 10 min，收集菌体，剩余 150 μl MilliQ

水加入 150 μl SDS 凝胶加样缓冲液(40 mM Tris.HCl，pH 6.8，10 %甘油，2 % SDS，5 %巯基乙醇，

0.1 %溴酚蓝) 后剧烈振荡悬浮，煮沸 10 min 后离心，即获得表达菌的上清和沉淀。将表达菌的上

清和沉淀进行 SDS-PAGE 电泳。 
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4.3 结果与分析 

4.3.1 亲环素基因克隆的鉴定 

对编号为 TL008C02 的 EST 克隆进行双向重复测序、拼接后（如图 5-1），采用 BLAST 程序

对 GenBank 进行搜索比对，发现 TL002C02 克隆与植物中的亲环素基因具有高度的相似性（与拟

南芥等植物，最高 SCORE 值为 279, E-value 为 3.7e-74，同源性达到 89.4%），该克隆被鉴定为茶

树亲环素基因，并在 GenBank 登录，登录号为 DQ904327。 

茶树亲环素基因 cDNA 全长 949bp，其中开放阅读框全长 495 bp，其编码蛋白质含有 164 个

氨基酸，分子量约为 17.47 kD，等电点约为 8.54。其中含 50 个疏水性氨基酸（占 30.5%），39 个

极性偏中性氨基酸（占 23.8%），18 个碱性氨基酸（占 10.98%）和 16 个酸性氨基酸（9.8%）。在

5’ 端非编码区有明显的“CAAT” 标志，在3’端非编码区亦有明显的”AATAAA”poly-A加尾信号（见

图 4-1）。 

acgaagttctct t t tcct tcatcctctgtggtactaccactt tgatctct tcaat tcctct tct tcgtatcaaaggctgcgaggc 

gaaaccaaaagggtgtgtcgaaaaccagagacaaggccagaagaactcgatcgt tctcactcgcactggtgtggacgct  

agtcctct tcgcaaccctagctctcactcaggcgaagaaatcgaaggaggat t taaaggaagtgactcacaaagtt tact tg  

ATGTTGAGATTGCCGGAAAACCTGCTGGTCGTATGTCATGGGTCTCTTGGGAAGGCAGTTCCTAAAACAGCAGAGAATTTCCGAGCACTG 

M  L  R  L  P  E  N  L  L  V  V  C  H  G  S  L  G  K  A  V  P  K  T  A  E  N  F  R  A  L 

TGCACAGGGGAGAAAGGTGTTGGAAAGAGTGGGAAACCTCTTCACTACAAGGGGAGCAAATTCCATAGAATTATTCCCAGCTCTATGCTC 

 C  T  G  E  K  G  V  G  K  S  G  K  P  L  H  Y  K  G  S  K  F  H  R  I  I  P  S  S  M  L 

CAGGGCGGTGATTTTACACTTGGTGATGGACGAGGTGGAGAATCAATTTATGGAGAGAAGTTTGCTGATGAGAATTTCAAGCTGAAGCAC 

Q  G  G  D  F  T  L  G  D  G  R  G  G  E  S  I  Y  G  E  K  F  A  D  E  N  F  K  L  K  H 

ACTGGCCCAGGGTTTCTTTCAATGGCAAATGCTGGCCCAGACACAAATGGCTCACAGTTCTTCATTACAACTGTCACAACTAGCTGGTTG 

T  G  P  G  F  L  S  M  A  N  A  G  P  D  T  N  G  S  Q  F  F  I  T  T  V  T  T  S  W  L 

GATGGCCGACATGTGGTGTTTGGAAAGGTGCTATCGGGCATGGATGTGGTTTACAAGATTGAAGCTGAAGGCAATCAGAGTGGCACTCCC 

F  G  K  V  L  S  G  M  D  V  V  Y  K  I  E  A  E  G  D  G  R  H  V  V  N  Q  S  G  T  P 

AAGAGCAATGTTCAAATTGCTGACAGCGGCGAACTTCCTTTGTAAtgttcttgtttgatttattctcgaccaatggcagctgttttgctt 

K  S  N  V  Q  I  A  D  S  G  E  L  P  L  * 

tccttcgttccaacaacgatctcattaagctagcgtggtttgtgtaatcaataaaccccatagattaaggtggtatttttctgcatcaaccttgatcattaggatattc 

ctctatttcagactttttcaagtgaaaacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

图4-1 茶树亲环素基因全长序列 

Fig. 4-1 The full cDNA sequences of the Cyclophilin gene of tea plant 

注:编码区的开放阅读框序列以大写字母表示，且其起始密码子和终止密码子均以双下划线及黑体字表示；非编码

区以小写字母表示，且其5’端非编码区的“CAAT ”标志及3’端非编码区的“AATAAA”poly-A加尾信号均以单下划

线及黑体字表示；推测的氨基酸序列位于核苷酸序列下方，方框标注为亲环素基因的结构域） 

Note: The ORF is showed in upper cases; the original codon and the terminable cordon are all showed by the 

double underlines and boldface. The other region is showed in lower cases; the “CAAT”of the 5’region and the 

“AATAA”box of the 3’region are all showed by the single underlines and boldface. The prognosticate amino acids 

are under the nuclear acids, the pane is the cyclophlin’s domain. 
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4.3.2 亲环素蛋白的多序列联配 
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4-2 茶树亲环素蛋白序列与水稻等26条亲环素同源蛋白序列的多序列联配 

The protein sequences of cyclophilin gene of tea plant aligned with the protein sequences of other 26 organisms 

:其中茶树亲环素基因以蓝色方框表示，其它序列为26条来自其它生物的亲环素同源蛋白序列 

Note:Cyclophilin of tea plant is showed in the blue box, the others are cyclophilin sequences of other 26 organisms. 

Fig.4-2 

注
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利用 Clastal W 程序对亲环素基因克隆推测蛋白与经 BlastP 搜索的来自于水稻等生物的 26 条

同源序列进行多序列联配（见图 4-2）。可以发现茶树亲环素与其它亲环素蛋白类似，具有高度的

保守区（黑色方块表示），而保守区则可能是蛋白保持结构稳定并发挥生物活性的关键性的区域。 

4.3.3 亲环素基因进化分析 

依据 Neighbor-Joining 法，将茶树亲环素基因与水稻等 26 种生物的同源蛋白序列构建基因进

化树（如图 4-3所示）。茶树亲环素基因与水稻Oryza sativa、马铃薯 Solanum tuberosum、小麦 Triticum 

aestivum、番茄 Lycopersicon esculentum、拟南芥 Arabidopsis thaliana 等亲环素基因相似程度达到

80%以上，而与挪威云杉 Picea abies，隐孢子虫 Cryptosporidium hominis，球形马拉色菌 Malassezia 

globosa 等的亲环素基因相似性仅有 60%左右。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图4-3 基于NJ法的茶树亲环素基因进化树 

Fig.4-3 Neighbor-Joining phylogenetic tree based on cyclophilin sequences of tea plant and other 26 organisms 

注:其中茶树亲环素基因以蓝色方框表示，其它序列均为26条亲环素同源蛋白序列。系统树各分枝上数字为

“Bootstrap”为500时循环检验的置信度 

Note: Cyclophilin of tea plant is showed in the blue box, the others are cyclophilin homologous protein sequences of other 

organisms. The numbers on the tree branches represent bootstrap confidence values as “Bootstrap” is 500. 
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4.3.4 亲环素基因的克隆与酶切鉴定 

以反转录的 cDNA 第一链为模板，以 Cyp-F、Cyp-R 为引物对其进行扩增，长度约 500bp (图

4-4A)，与预期大小一致。将扩增产物克隆至 pTA2-T 载体后，对重组质粒进行 BamH I 与 Hind III

的双酶切鉴定(图 4-4B)，切出片段与预期片段大小一致。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图4-4 茶树亲环素基因的PCR产物（A）及重组质粒的酶切鉴定（B） 

Fig.4-4 PCR products of Cyclophilin gene from Camellia sinensis and restriction analysis of recombinant plasmids. 

M: DNA标准分子量 DNA maker 

1: 亲环素基因扩增产物 PCR product of Cyclophilin gene 

2: pTA2/Csin-Cyp重组质粒双酶切产物 Products of pTA2/Csin-Cyp recombinant plasmids digested by BamH I and 

Hind III 

A 

2000bp 

512bp500bp 

B 

512bp 

3000bp 

4.3.5 亲环素基因表达载体的构建 

克隆载体 pTA2/Csin-Cyp 经 BamH I 和 Hind III 双酶切后，回收约 500 bp 大小的片段，与经同

样双酶切的原核表达载体 pET-30a(+)连接，转化大肠杆菌 BL21(DE3)，挑取阳性克隆进行过夜培

养，碱法提取质粒，再分别以 PCR 扩增和 BamH I、Hind III 双酶切进行鉴定，均得到 500bp 左右

大小的目的片段，因而成功地构建了 pET/ Csin-Cyp 原核表达载体（过程如图 4-5 所示）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图4-5 pET30a(+)/Csin-Cyp融合表达载体构建示意图 

Fig.4-5 Sketch Map of recombinant expression vecotor pET30a(+)/Csin-Cyp 

1

pET30a(+)/Csin-Cyp

5.9kb

Kan

f1 origin

lacI

Csin-Cyp

Hind III

BamH I1  

pTA2/Csin-Cyp 
3.5k

Amp

Bam H I

f1 origin 

β--lactamase coding region 

Csin-Cyp
Hind III

酶切，连接

Csin-Cyp 
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4.3.6 亲环素基因诱导表达 

含有 pET/ Csin-Cyp 的 BL21(DE3)工程菌经 IPTG 诱导后，可产生 23kD 左右的特异蛋白

质条带，而以 pET-30a(+)空载体作为对照的克隆，在相应位置没有产生特异的条带，如图 4-6

所示，说明已成功诱导了亲环素融合蛋白的表达。 

9.5 

66

45

35

27

20

Csin-Cyp 
重组蛋白 

图 4-6. 重组质粒 pET/Csin-Cyp 在大肠杆菌中的表达 

Fig.4-6 Expression of pET/Csin-Cyp in Escherichia coli 

M: 蛋白质分子量标准 Protein molecular marker 

1: 诱导的pET-30a(+)菌体总蛋白; The total protein of E. coli pET-30a(+)induced by 1 mM IPTG 

2: 诱导的pET/ Csin-Cyp菌体总蛋白; The total protein of E. coli pET/ Csin-Cyp induced by 1 mM IPTG 

kD  M   1     2  

14.4
4

4.4 讨论  

亲环素广泛存在于多种生物体内，在植物的发育和新陈代谢等生理过程中具有重要作用。目

前亲环素在拟南芥、大豆等作物中均已得到全长基因并进行了深入的研究，而其在茶树上的研究

还处于空白状态。利用 EST 技术，我们对其中一条 cDNA 序列进行了分析，将其推测的蛋白质与

27 种生物亲环素蛋白进行 Clustal W 多序列联配，结果表明其与水稻、小麦、番茄、马铃薯、拟

南芥等亲环素基因相似程度达到 80%以上，且该 cDNA 序列具有完整的开放阅读框以及 5’和 3’

非编码区，证明该 cDNA 是编码茶树亲环素的全长基因序列。 

我们得到了亲环素的全长基因这对于我们在基因水平研究亲环素基因在茶树生长代谢中的作

用具有重要的意义。另外我们利用 pET-30a(+)/BL21(DE3)原核表达系统，构建了亲环素基因的表

达载体 pET/Csin-Cyp，并在大肠杆菌中成功实现了亲环素融合蛋白表达。pET-30a(+)在插入片段

上游带有 6×His 标签，作为融合蛋白一小部分，基本不影响表达目的蛋白的免疫原性，并可利用

 45



中国农业科学院硕士学位论文                        第四章 茶树亲环素 cDNA 全长的分析鉴定与原核表达 

该标签检测、纯化该融合蛋白，这就为下游分离纯化整合的亲环素蛋白并进行结构功能分析提供

了良好的条件。而且这也便于我们对纯化的亲环素蛋白进行抗体制备，这将对我们以后在蛋白水

平上研究亲环素蛋白在茶树生理代谢途径和生长调控机制中发挥的作用奠定重要的基础。 
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第五章 全文结论与展望 

5.1 全文结论  

在龙井 43 春茶新梢 EST 基础上，利用 RACE 及 RT-PCR 技术克隆了 ACS、ACO 基因，并在

不同品种在高温低温条件下，以及龙井 43 冬季不同时期低温条件下进行 ACS 及 ACO 基因的

RT-PCR 分析。同时分析鉴定了茶树中的亲环素基因，并在大肠杆菌中进行表达，得出结论如下： 

1．茶树中的 ACS 全长序列长 1579bp，具有完整的 ORF(开放阅读框)，编码 478 个氨基酸，

具有 ACS 基因的保守序列，选取来自梨等其它 25 种植物的 ACS 蛋白质序列进行 Clustal W 分析，

利用 MEGA 软件构建进化树，结果发现茶树 ACS 蛋白质序列与柿中 ACS 蛋白质序列的同源性最

高，亲缘关系最近。 

2．茶树中的 ACO 全长序列长 1237bp，其中编码框长 963bp，编码 320 个氨基酸残基， DNAstar

预测其分子量为 36.2KD，等电点为 5.41。用 MEGA 软件构建进化树，结果发现茶树 ACO 蛋白质

序列与柿中 ACO 蛋白质序列的同源性最高，亲缘关系最近。 

3．经过安吉白茶、6/8、杭州大叶、龙井长叶、薮北、龙井 43、福鼎大白茶 7 个品种在经历

高温和低温的 RT-PCR 分析，结果发现 ACS 及 ACO 基因的表达含量与品种的抗逆性强弱似乎不

完全相关，同时将龙井 43 在冬季不同时期低温下的样品进行 RT-PCR，结合采样期间的气温变化

及冷冻伤害率来进行分析，结果发现 ACS 及 ACO 基因的表达也并不与气温的变化及冷冻伤害的

变化完全相同。 

4．茶树亲环素基因 cDNA 全长 949bp，其中开放阅读框全长 495 bp，其编码 164 个氨基酸，

分子量约为 17.47 kD，等电点约为 8.54，其编码的亲环素蛋白与来自其它作物的亲环素蛋白相似，

具有高度的保守区，与水稻、小麦、番茄、马铃薯、拟南芥等亲环素基因相似程度达到 80%以上。

利用 pET-30a(+)/BL21(DE3)原核表达系统，构建了亲环素基因的表达载体 pET/Csin-Cyp，并在大

肠杆菌中成功诱导出一个分子量约为 23KD 的亲环素融合蛋白，pET-30a(+)在插入片段上游的

6×His 标签作为融合蛋白一小部分，基本不影响表达目的蛋白的免疫原性，这就为下游分离纯化

整合的亲环素蛋白并进行结构功能分析提供了良好的条件。 

5.2 展望  

目前已经得到茶树上 ACS 及 ACO 基因全长，虽然进行了品种间以及龙井 43 不同时期的表达

含量分析，但是这两个基因在茶树抗逆中的作用还有待进一步实验的验证，以充分阐述这两个基

因在茶树抗逆中的功能。 

虽然亲环素蛋白参与细胞免疫应答，在多种作物上均有研究，但是在茶树上还没有相关报道，

研究得到了茶树中的亲环素全长基因，并进行了原核表达，后期可以在基因水平以及蛋白质水平

上进一步研究其在茶树生理代谢途径和生长调控机制中所发挥的作用。
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