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　 　 摘要:为筛选调控茶树芽叶紫色性状相关候选基因ꎬ以紫芽茶树品种紫娟、绿芽茶树品种云抗 １０ 号和福鼎大白茶为材料ꎬ
利用液质联用法(ＨＰＬＣ￣ＭＳ)、转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)和实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ分析了紫芽和绿芽茶树品种芽叶

花青素、儿茶素含量及合成相关基因的表达水平ꎮ 结果表明ꎬ紫娟、云抗 １０ 号和福鼎大白茶芽叶花青素含量分别为 ５. ０５ ｍｇ / ｇ、
０. ０８ ｍｇ / ｇ 和 ０. １５ ｍｇ / ｇꎬ紫芽与绿芽茶树间花青素含量差异显著ꎮ ３ 个茶树品种儿茶素含量分别为 １５. １２ ｍｇ / ｇ、１９. ５２ ｍｇ / ｇ
和 １５. ０９ ｍｇ / ｇꎬ差异不显著ꎮ 转录组测序共获得 ２５５０７９ 条转录本序列(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ)ꎬ组装出 １６６１１８ 条单基因簇(Ｕｎｉｇｅｎｅｓ)ꎮ
所得单基因簇注释为 ＧＯ 分类中 ５４４４６ 条ꎬＫＯＧ 分类中 ３０６６６ 条ꎬＫＥＧＧ 分类中 ２０３３６ 条ꎮ ＤＥＧ￣Ｓｅｑ 分析得到紫芽与绿芽茶树

品种间共有 ４３４ 条差异表达基因ꎬ涉及到 ３８ 个代谢通路ꎮ 进一步筛选到类黄酮生物合成途径相关基因 １１２ 条ꎬ有 １５ 条基因

在紫芽与绿芽茶树品种间差异表达ꎬ其中 ＰＡＬ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７０３３７)、ＣＨＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２１９７１. ０)、ＡＮＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８０８４８)和ＵＦＧＴ
(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７７１６３)基因在紫芽茶树品种中上调表达ꎬ在绿芽茶树品种间表达差异不显著ꎬ表达趋势与花青素积累情况相

似ꎮ ＦＬＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８１０６８)基因在绿芽茶树品种中均为上调表达ꎬ可能与儿茶素合成相关ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 随机检测 ９ 个差异表

达基因ꎬ表明不同茶树品种间差异表达基因的相对表达水平与转录组测序结果基本一致ꎮ 因此ꎬ从基因表达模式推测ꎬＰＡＬ、
ＣＨＳ、ＡＮＳ 和 ＵＦＧＴ 基因可能在紫芽茶树芽叶花青素生物合成途径中起关键作用ꎮ 本研究探索了茶树芽叶紫色性状的转录组

信息ꎬ筛选到一些差异表达基因ꎬ为进一步研究茶树芽叶呈色机制提供参考ꎮ
关键词:茶树品种ꎻ紫芽ꎻ花青素ꎻ转录组ꎻ差异基因
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ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ). ＨＰＬＣ￣ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ ‘Ｚｉｊｕａｎ’ꎬ
‘Ｙｕｎｋａｎｇ Ｎｏ. １０’ａｎｄ ‘Ｆｕｄｉｎｇ Ｄａｂａｉｃｈａ’ｗｅｒｅ ５. ０５ ｍｇ / ｇꎬ０. ０８ ｍｇ / ｇ ａｎｄ ０. １５ ｍｇ / ｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １９ 卷

ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ ｂｕｄ ｖｓ. ｇｒｅｅｎ ｂｕｄ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ(Ｐ < ０. ０５). Ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｃａｔｅｃｈｉｎ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗｅｒｅ １５. １２ ｍｇ / ｇꎬ１９. ５２ ｍｇ / ｇ ａｎｄ １５. ０９ ｍｇ / ｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｂｙ ＲＮＡ￣Ｓｅｑꎬａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２５５０７９ ｒｅａｄｓ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｉｎｔｏ １６６１１８ ｕｎｉｇｅｎｅｓ. Ｏｆ ｔｈａｔꎬ
５４４４６ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ＧＯ ｔｅｒｍｓꎬ３０６６６ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ＫＯＧ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓꎬａｎｄ ２０３３６ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ＫＥＧＧ ｐａｔｈ￣
ｗａｙｓ. ＤＥＧ￣Ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ４３４ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｕｒｐｌｅ ｂｕｄ ｖｓ. ｇｒｅｅｎ ｂｕｄ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓꎬ
ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ３８ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ. １５ ｏｆ １１２ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｕｒｐｌｅ ｂｕｄ ｖｓ. ｇｒｅｅｎ ｂｕｄ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ. Ｏｕｔ ｏｆ ｔｈａｔꎬＰＡＬ( ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７０３３７)ꎬＣＨＳ( ｃｌｕｓｔｅｒ￣
２１９７１. ０)ꎬＡＮＳ(ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８０８４８)ａｎｄ ＵＦＧＴ(ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７７１６３)ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ ｂｕｄ ｔｅａ ｃｕｌｔｉ￣
ｖａｒꎬｗｈｉｌｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｅｅｎ ｂｕｄ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＦＬＳ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
１８５０ ８１０６８)ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇｒｅｅｎ ｂｕｄ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓꎬｐｏｓｓｉｂｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃａｔｅｃｈｉｎ ａｃｃｕｍｕｌａ￣
ｔｉｏｎ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ａ ｓｅｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｐｌｅ ｂｕｄ ｔｅａ ｐｌａｎꎬａｎｄ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙꎬＰＡＬꎬＣＨＳꎬＡＮＳ ａｎｄ ＵＦＧＴ ｇｅｎｅｓ ｍａｙ ｐｌａｙ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｏｌｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｔｅａ ｐｌａｎｔ(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ(Ｌ. )Ｋｕｎｔｚｅ)ꎻｐｕｒｐｌｅ ｓｈｏｏｔꎻａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎꎻｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

茶树[Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ(Ｌ. )Ｋｕｎｔｚｅ]为山茶属植

物ꎬ是我国重要的木本经济作物ꎮ 茶叶中富含多酚类

物质ꎬ是形成茶叶品质的主要成分[１]ꎮ 紫娟、苔香紫

和红芽佛手等紫芽茶不仅含有丰富的儿茶素和黄酮

类化合物ꎬ而且花青素含量显著高于一般茶类ꎬ具有

更为明显的抗氧化、抗肿瘤等药理保健作用[２￣３]ꎬ越来

越受人们关注ꎮ 茶树芽叶紫色性状作为特色茶树品

种改良的重要经济性状之一ꎬ探明茶树芽叶花青素合

成机制在理论和应用中均具有重要意义ꎮ
茶树芽叶呈紫色与其叶片内花青素的合成与累

积密切相关ꎬ紫芽茶中主要含有飞燕草素、矢车菊素

和天竺葵素等ꎬ当含量较高时能使茶树嫩叶呈现紫

色、红色或紫红色[４]ꎮ 近年来ꎬ已对茶树类黄酮物

质合成途径中的主要结构基因苯丙氨酸解氨酶

(ＰＡＬꎬｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａｌｙａｓｅ)、查耳酮合成酶

(ＣＨＳꎬｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ)、查尔酮异构酶(ＣＨＩꎬｃｈａｌ￣
ｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ )、 二 氢 黄 酮 醇 ４￣还 原 酶 ( ＤＦＲꎬ
ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ ４￣ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)、花青素合成酶 ( ＡＮＳꎬ
ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ)、无色花色素还原酶( ＬＡＲꎬ
ｌｅｕｃｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)、黄烷酮 ３￣羟基化酶

(Ｆ３Ｈꎬｆｌａｖａｎｏｎｅ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)、类黄酮 ３′￣羟基化酶

(Ｆ３′Ｈꎬｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)、类黄酮￣３′ꎬ５′￣羟基

化酶(Ｆ３′５′Ｈꎬｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′ꎬ５′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)、花色素

还原酶(ＡＮＲꎬａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)等[５￣７]ꎬ以及

少数相关调节基因 ＭＹＢ (ｖｍｙｂ ａｖｉａｎ ｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓ
ｖｉｒａｌ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇ )、 ｂＨＬＨ ( ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣
ｈｅｌｉｘ)和 ＷＤＲ(ＷＤ￣ｒｅｐｅａｔ)等[８]进行了分离、克隆和

表达研究ꎬ为探索茶树芽叶呈色的遗传机制奠定了

基础ꎮ 然而花青素的合成与积累过程复杂ꎬ涉及众

多酶基因的共同作用ꎬ受到转录因子的调控ꎬ以及内

外因子的影响等[９]ꎮ 目前茶树基因组信息还比较

匮乏ꎬ与茶树芽叶紫色性状形成相关的花青素合成

调控机理还不完全明确ꎬ紫芽和绿芽茶树芽叶中花

青素合成相关酶基因的表达差异性是怎样的ꎬ哪些

是在紫芽茶树芽叶中促进花青素合成与积累的关键

酶基因还有待进一步研究证实ꎮ
随着转录组测序技术日益成熟ꎬ高通量测序得

以应用于茶树研究领域ꎬ成为茶树基因组学研究和

品种选育的重要工具[１０]ꎮ 本研究利用高通量测序

技术对紫芽和绿芽茶树品种进行了转录组测序和生

物信息学分析ꎬ得到一些与花青素合成相关酶基因ꎬ
并应用数字基因表达谱和实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

了紫芽与绿芽茶树品种间的差异表达基因ꎬ筛选出

影响茶树芽叶呈色的候选基因ꎬ为研究茶树芽叶呈

色的分子机理提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

选用云南省农业科学院茶叶研究所品种园内的

紫娟(紫芽)、云抗 １０ 号(绿芽)和福鼎大白茶(绿
芽)为材料构建单基因簇(Ｕｎｉｇｅｎｅｓ)数据库ꎮ ２０１７
年 １０ 月ꎬ分别采集各材料同一时期(１ 芽１ 叶)样

品ꎬ一部分微波固样ꎬ做花青素、儿茶素含量测定ꎻ一
部分液氮固样ꎬ － ８０ ℃冰箱保存ꎬ做转录组分析ꎮ
１. ２　 花青素和儿茶素含量测定

采用液质联用 ( ＨＰＬＣ￣ＭＳꎬ Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ)法[１１] 测定

样品花青素含量ꎮ 取 ０. ２ ｇ 样品ꎬ加入 １０ ｍＬꎬ２０％
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酸性乙醇(含 ０. １％ 盐酸)ꎬ超声波提取(４０ ｋＨｚꎬ
２０ ｍｉｎꎬ室温)ꎬ离心(８０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)取上清液ꎬ
沉淀物重复 ２ 次ꎬ合并上清液(３０ ｍＬ)ꎬ旋转蒸发

(４５ ℃)ꎬ３％甲醇定容至 ５ ｍＬꎬＳＰＥ 柱净化ꎬ复溶(２
ｍＬ ０. １％盐酸水溶液)ꎬ过滤膜(０. ４５ μｍ)ꎮ Ａｇｉｌｅｎｔ
１１００ 液相色谱仪串联离子阱质谱联用ꎬ流动相 Ａ 相

(０. １％甲酸￣水溶液)、Ｂ 相(１００％乙腈)ꎮ 进样量 ５
μＬꎬ流速 ０. ３ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ４０ ℃ꎮ 电喷雾离子源

(ＥＳＩ)ꎬ正离子模式扫描(ｍ / ｚ ２００￣６５０)ꎬ干燥气体

(Ｎ ２ꎬ１２ Ｌ / ｍｉｎꎬ３５０ ℃)ꎬ喷雾气压(３０ ｐｓｉ)ꎬ毛细管

电压(３５００ Ｖ)ꎮ
采用高效液相色谱法(ＨＰＬＣꎬＨｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ)法[１２] 测定样品儿茶素含量ꎮ
取 ０. ２ ｇ 样品ꎬ加入 ５ ｍＬ ７０％ 甲醇ꎬ水浴提取

(７０ ℃ꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ离心(８０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)取上清

液ꎬ沉淀物重复 ２ 次ꎬ合并上清液定容至 １０ ｍＬꎬ过
滤膜(０. ４５ μｍ)ꎮ 色谱柱 ( ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ ＯＤＳ
４. ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相 Ａ 相(２％冰乙酸)、
Ｂ 相(１００％乙腈)ꎮ 进样量 １０ μＬꎬ流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱
温 ３０ ℃ꎬ波长 ２８０ ｎｍꎮ 每个样品 ３ 次重复ꎮ 儿茶

素总量为各单体儿茶素含量之和ꎮ
１. ３　 ＲＮＡ 提取与文库构建

用 ＣＴＡＢ￣ＬｉＣ１ 法[１３]提取各样品的总 ＲＮＡꎬ２％
琼脂糖凝胶电泳分析 ＲＮＡ 降解程度及有无污染ꎬ
Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检测 ＲＮＡ 纯度ꎬ Ｑｕｂｉｔ 定量 ＲＮＡ 浓度ꎬ
Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 检测 ＲＮＡ 完整性ꎮ ｃＤＮＡ 文库构建与

测序由北京诺禾致源科技股份有限公司完成ꎬ通过

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２５００ 测序平台ꎬ得到原始读序(Ｒａｗ
ｒｅａｄｓ)ꎬ经过滤得到干净读序 ( Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎬ利用

Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件通过序列之间的重叠信息组装得到重叠

群(Ｃｏｎｔｉｇｓ)ꎬ局部组装得到转录本(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ)ꎬ用
Ｔｇｉｃｌ 和 Ｐｈｒａｐ 软件对转录本(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ)进行同源

聚类和拼接得到单基因簇(Ｕｎｉｇｅｎｅｓ)ꎮ
１. ４　 基因注释、分类和代谢通路分析

通过 Ｂｌａｓｔ 比对工具ꎬ单基因簇(Ｕｎｉｇｅｎｅｓ)与蛋

白数据库 ( ＮＲ、 ＮＴ、 ＫＯ、 Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ、 ＰＦＡＭ、 ＧＯ 和

ＫＯＧ)进行比对ꎬ在相似度 > ３０％ 、Ｅ￣ｖａｌｕｅ < １ｅ￣５ 条

件下得到预测蛋白的 ＧＯ 信息ꎮ 合并归纳 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
注释信息ꎬ进行 ＫＯＧ 功能分类预测ꎬ根据 ＧＯ 信息和

ＫＯＧ 注释信息ꎬ对 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行分类ꎮ 在 Ｅ￣ｖａｌｕｅ <
１ｅ￣３ 条件下与 ＫＥＧＧ 数据库进行比对ꎬ获得 ＫＥＧＧ
注释的代谢通路信息ꎮ 采用 ＴＭＭ 对 Ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 数
据进行标准化处理ꎬ 利用 ＤＥＧ￣Ｓｅｑ 在 Ｑｖａｌｕｅ <
０ ００５ 且 ｜ ｌｏｇ２(ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ > １ 条件下对差异基因

进行差异表达分析ꎮ
１. ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

从测序获得的差异表达基因中ꎬ随机挑选 ９ 个

进行实时荧光定量 ＰＣＲ ( Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅꎬ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ)测定ꎮ 采用 ＣＴＡＢ￣ＬｉＣ１ 法提取总 ＲＮＡꎬ
按照 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司的 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书合成 ｃＤＮＡꎮ 依据测序所得序列

库对应的代表序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ５. ０ 软件设计实时

荧光定量 ＰＣＲ 引物ꎬ以 ＧＡＰＤＨ(ＧＥ６５１１０７. １)基因

作为内参基因(表 １)ꎬ采用比较阈值法ꎬ用 ２ － ΔΔＣＴ法

计算基因相对表达量ꎬ对照(云抗 １０ 号)中各目标

基因的相对表达量为 １ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 的反应

体系及程序参见 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓ￣
ｔｅｒ ｍｉｘ 说明书ꎮ 实验设 ３ 个重复ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因

Ｇｅｎｅ
基因 ＩＤ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
产物长度(ｂｐ)
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

ＰＡＬ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７０３３７ ＡＧＡＡＡＡＡＣＣＧＣＴＧＡＡＧＣＴＡＴＴＧ ＴＴＴＧＧＣＧＡＣＴＴＧＧＣＴＡＡＣＡ １４１

Ｃ４Ｈ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ６３３０３ ＧＴＴＣＡＴＴＴＣＣＧＡＣＣＡＴＣＣＴＧ ＣＧＴＣＣＡＡＴＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＣＡ ７４

４ＣＬ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. １１８６９０ ＴＴＣＴＣＣＴＣＣＡＧＡＴＧＧＧＴＧＴＴＴ ＴＧＧＴＡＧＡＣＣＣＧＴＴＧＴＴＣＣＴＧ １３０

ＣＨＳ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２１９７１. ０ ＧＴＧＣＣＡＴＣＡＣＡＴＴＡＣＡＡＣＴＴＣＧ ＴＧＡＡＡＴＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＴ １０９

ＦＬＳ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８１０６８ ＡＧＴＧＧＴＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＴＴＧＧ ＧＧＴＣＴＡＧＧＡＣＡＴＧＧＴＧＧＧＴＡＡＴ １１２

ＤＦＲ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. １８９３６ ＧＧＡＣＣＧＡＴＧＴＴＧＡＣＴＴＣＴＧＣ ＧＧＡＴＧＡＡＴＧＧＣＧＡＣＧＡＧＡＴ １３０

ＡＮＲ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８２７５６ ＣＧＣＴＧＴＣＡＡＴＡＣＣＡＧＴＧＴＴＣＣ ＣＣＣＡＴＡＣＴＴＧＡＡＡＣＴＧＡＡＴＣＣＣ １５７

ＡＮＳ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８０８４８ ＣＧＴＣＣＣＣＡＡＣＴＣＣＡＴＴＡＴＣＡ ＧＣＣＣＡＣＧＡＡＡＴＣＣＴＣＡＣＴＴ １２０

ＵＦＧＴ Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７７１６３ ＡＴＴＴＧＧＧＡＡＣＴＴＡＧＡＡＴＣＡＧＣＣ ＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＧＴＧＡＧＧＴＴ １８３

ＧＡＰＤＨ ＧＥ６５１１０７. １ ＧＡＴＡＧＴＧＴＴＣＡＣＧＧＴＣＡＡＴＧＧＡ ＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＴＡＴＣＣＴＴＡＴＣＡＧ １８８
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２　 结果与分析

２. １　 花青素和儿茶素含量比较

从紫娟、云抗 １０ 号和福鼎大白茶中共检测到 ８
种花青素组分ꎬ分别为飞燕草色素(Ｄｅｌｐꎬｄｅｌｐｈｉｎｉ￣
ｄｉｎ)、飞燕草￣３￣Ｏ￣半乳糖苷(Ｄ３Ｇａꎬｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣
Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ)、飞燕草￣３￣Ｏ￣(６￣香豆酰)￣半乳糖苷(ＤＣ￣
ＺＧａꎬ ｄｅｌｐｈｉｎｉｕｍ￣３￣Ｏ￣( ６￣ｐ￣ｃｏｕｍａｒｉｃａｃｙｌ )￣ｇａｌａｃｔｏｓｉ￣
ｄａｓｅ)、矢车菊素￣３￣Ｏ￣半乳糖苷(Ｃ３Ｇａꎬｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣
ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)、矢车菊素￣３￣Ｏ￣(６￣香豆酰)￣半乳糖苷

(ＣＣＺＤＧａꎬｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣(６￣ｐ￣ｃｏｕｍａｒｉｃ ａｃｙｌ)￣ｇａｌａｃｔｏ￣
ｓｉｄａｓｅ)、天竺葵色素(Ｐｅｌａｒꎬｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ)、天竺葵￣３￣
Ｏ￣葡萄糖苷(Ｐ３Ｇꎬｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ￣３ꎬ５￣ｄｉｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)和芍

药素(Ｐｅｏｎꎬｐｅｏｎｉｎ)ꎮ 紫娟茶树品种中含有除 Ｄｅｌｐ 外

的 ７ 种成分ꎬ其中 ＤＣＺＧａ 含量最高ꎬ占花青素总含量

的 ４３. ５６％ꎮ 其次是 ＣＣＺＤＧａꎬ占花青素总含量的

２９ ７０％ꎮ 云抗 １０ 号和福鼎大白茶中含有 Ｄｅｌｐ、Ｐｅｌａｒ、
ＤＣＺＧａ 和 ＣＣＺＤＧａ 等 ４ 种花青素组分ꎬ各组分含量

均较低ꎮ 紫娟的花青素总含量(５. ０５ ｍｇ / ｇ)分别是

云抗 １０ 号 (０. ０８ ｍｇ / ｇ) 的 ６３ 倍和福鼎大白茶

(０. １５ ｍｇ / ｇ)的 ３４ 倍ꎬ差异显著(表 ２)ꎮ 儿茶素组

分检测表明ꎬ３ 个茶树品种均以表没食子儿茶素没

食子酸酯(ＥＧＣＧꎬｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅ)和表儿茶

素没食子酸酯(ＥＣＧꎬｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅ)含量较高ꎬ
儿茶素(Ｃꎬｃａｔｅｃｈｉｎ)、表儿茶素(ＥＣꎬｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ)和
表没食子儿茶素( ＥＧＣꎬｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ) 含量均较

低ꎬ总儿茶素含量分别为 １５. １２ ｍｇ / ｇ、１９. ５２ ｍｇ / ｇ
和１５. ０９ ｍｇ / ｇꎬ差异不显著(表 ３)ꎮ 各品种内总儿

茶素含量分别是花青素含量的 ３ 倍、２４４ 倍和 １０１
倍ꎮ 表明在紫芽茶树芽叶类黄酮合成途径中积累了

大量花青素和儿茶素ꎬ在绿芽茶树芽叶中有大量儿

茶素合成ꎬ几乎无花青素积累ꎮ

表 ２　 不同茶树品种花青素组分及含量

Ｔａｂｅｌ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

序号

Ｎｏ.
化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

含量(ｍｇ / ｇ)Ｃｏｎｔｅｎｔｓ

紫娟

Ｚｉｊｕａｎ
云抗 １０ 号

Ｙｕｎｋａｎｇ Ｎｏ. １０
福鼎大白茶

Ｆｕｄｉｎｇ Ｄａｂａｉｃｈａ

１ 飞燕草色素 Ｄｅｌｐ — ０. ０２ ０. ０３

２ 飞燕草￣３￣Ｏ￣(６￣香豆酰)￣半乳糖苷 ＤＣＺＧａ ２. ２０ ０. ０３ ０. ０６

３ 矢车菊素￣３￣Ｏ￣(６￣香豆酰)￣半乳糖苷 ＣＣＺＤＧａ １. ５０ ０. ０２ ０. ０４

４ 天竺葵色素 Ｐｅｌａｒ ０. ０２ ０. ０１ ０. ０２

５ 飞燕草￣３￣Ｏ￣半乳糖苷 Ｄ３Ｇａ ０. ５２ — —

６ 矢车菊素￣３￣Ｏ￣半乳糖苷 Ｃ３Ｇａ ０. ７３ — —

７ 天竺葵￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷 Ｐ３Ｇ ０. ０６ — —

８ 芍药素 Ｐｅｏｎ ０. ０２ — —

总计 Ｔｏｔａｌ 花青素含量 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｔｏｔａｌ ５. ０５ａ ０. ０８ｂ ０. １５ｂ

“—”表示未检测到ꎻ不同字母表示在 ０. ０５ 水平上差异显著ꎮ 下同

“—”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｂｙ ａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔ ５％ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

表 ３　 不同茶树品种儿茶素组分及含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃａｔｅｃｈｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

序号

Ｎｏ.
化合物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

含量(ｍｇ / ｇ)Ｃｏｎｔｅｎｔｓ

紫娟

Ｚｉｊｕａｎ
云抗 １０ 号

Ｙｕｎｋａｎｇ Ｎｏ. １０
福鼎大白茶

Ｆｕｄｉｎｇ Ｄａｂａｉｃｈａ

１ 儿茶素 Ｃ １. ５１ ３. ７４ ２. ４８

２ 表儿茶素 ＥＣ １. ２２ ０. ５６ ０. ５３

３ 表没食子儿茶素 ＥＧＣ ０. ６９ ０. ５２ ０. ３４

４ 表儿茶素没食子酸酯 ＥＣＧ ４. ３１ ４. ０３ ３. １３

５ 表没食子儿茶素没食子酸酯 ＥＧＣＧ ７. ３９ １０. ６７ ８. ６１

总计 Ｔｏｔａｌ 总儿茶素含量 Ｃａｔｅｃｈｉｎ ｔｏｔａｌ １５. １２ａ １９. ５２ａ １５. ０９ａ

相同字母表示在 ０. ０５ 水平上差异不显著

Ｂｙ ａ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ａｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔ ５％ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｌｅｖｅｌ

０７９
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２. ２　 转录组测序与序列拼接

对紫娟、云抗 １０ 号和福鼎大白茶 １ 芽 １ 叶进行

转录 组 测 序ꎮ 经 去 除 接 头、 Ｎ 和 低 质 量 读 序

(Ｒｅａｄｓ)ꎬ分别获得 ７２００９２２０ 条、 ７５０６８８５０ 条和

５３５９４１５２ 条干净读序(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎬ各样品的转录

组碱基数分别为 １０. ８０ Ｇｂ、１１. ２６ Ｇｂ 和 ８. ０４ Ｇｂꎮ
获得序列的 Ｑ２０ 值均大于 ９７％ ꎬ Ｑ３０ 值均大于

９３％ ꎬＧＣ 含量均大于 ４４％ ꎮ 利用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 对干净读

序(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)进行 ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接ꎬ去重复后在 ３ 个

样品中共获得 ２５５０７９ 条转录本(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ)序列ꎮ
取每条基因中最长的转录本作为单基因簇ꎬ共筛选

出 １６６１１８ 条单基因簇ꎬ其最大长度为 ２９３００ ｂｐꎬ最
小长度为 ２０１ ｂｐꎬ 平均长度为 ９１４ ｂｐꎬ Ｎ５０ 为

１３４４ ｂｐꎮ 对转录本及单基因簇的长度分别统计ꎬ其
中单基因簇小于 ３０１ ｂｐ 的有 ２３８９５ 条ꎬ占总数的

１４. ３８％ ꎮ ３０１ ~ ５００ ｂｐ 间的有 ４３４１２ 条ꎬ占总数的

２６. １３％ ꎮ ５０１ ~ １０００ ｂｐ 间的有 ５０６１７ 条ꎬ占总数的

３０. ４７％ ꎮ １００１ ~ ２０００ ｂｐ 间的有 ３１６７３ 条ꎬ占总数

的 １９. ０７％ ꎮ 大于 ２０００ ｂｐ 的有 １６５２１ 条ꎬ占总数的

９. ９５％ (图 １)ꎮ

图 １　 拼接转录本与 Ｕｎｉｇｅｎｅ 基因序列长度分布图

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ａｎｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

２. ３　 转录物功能注释与分类

为明确单基因簇序列信息ꎬ使用 Ｂｌａｓｔ 程序将组

装得到的单基因簇与 ＮＲ、ＮＴ、ＫＯ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ、ＰＦＡＭ、
ＧＯ 和 ＫＯＧ 等 ７ 种数据库进行比对ꎬ所有单基因簇

均获得注释ꎮ 其中在 ＧＯ 功能分类体系中ꎬ有 ５４４４６
条 ( ３２ ７７％ ) 单基因簇得到了注释ꎬ 被分配到

２８３４７６ 条 ＧＯ 条目下ꎬ可分为生物过程(１３５８２９)、
细胞组分(８３７４２)和分子功能(６３９０５)３ 个大类和

５６ 个功能类别ꎮ 在生物过程类别下ꎬ细胞过程

( ３０６７２ 条ꎬ ２２ ５８％ )、 代 谢 过 程 ( ２８５４０ 条ꎬ
２１ ０１％ )和单有机体过程(２２３５５ 条ꎬ１６. ４６％ )３ 个

组分涉及的单基因簇较多ꎮ 在细胞组分类别下ꎬ细
胞 ( １６４６７ 条ꎬ １９ ６６％)、 细 胞 部 分 ( １６４６２ 条ꎬ
１９ ６６％)和细胞器(１１０５９ 条ꎬ１３. ２１％)３ 个组分涉及

的单基因簇较多ꎮ 在分子功能类别下ꎬ结合(３００４９
条ꎬ４７. ０２％)和催化活性(２３９８３ 条ꎬ３７ ５３％)两个分

组包含了 ８０％以上的单基因簇(图 ２)ꎮ
在 ＫＯＧ 数据库中ꎬ有 ３０６６６ 条单基因簇得到注

释ꎬ被分配到 ２６ 个 ＫＯＧ 功能类别ꎮ 其中ꎬ一般功能

基因(５１３５ 条ꎬ１６. ７４％ )包含的单基因簇最多ꎬ其次

是翻译后修饰、蛋白质折叠和分子伴侣(３５５６ 条ꎬ
１１. ６０％ )ꎮ 其他类别的基因表达丰度都各不相同ꎬ
其单基因簇数量都在 ３０００ 条以下ꎮ 最少的为细胞

运动和未命名蛋白ꎬ单基因簇数量分别为 １５ 条和 １
条(图 ３)ꎮ

在 ＫＥＧＧ 数据库中ꎬ有 ２０３３６ 条单基因簇获得

注释ꎬ可归为 ５ 个层次、１９ 个亚层次及 １３０ 个代谢

通路ꎮ ５ 大层次包括了细胞过程(１２６５ 条)、环境信

息处理(９５２ 条)、遗传信息处理(５５７９ 条)、新陈代

谢(１１５０５ 条)和有机系统(１０３５ 条)ꎬ其中最大的分

类是新陈代谢ꎮ 在 １９ 个亚层次代谢通路中ꎬ翻译

(２３４６ 条)、碳水化合物代谢(２２５３ 条)、分选与降解

(１８１１ 条)、整理(１６９２ 条)及折叠氨基酸代谢(１４０１
条)占据该分类系统的前 ５ 位ꎮ 在 １３０ 个代谢通路

中ꎬ排前 １０ 位的有核糖体 ( ｋｏ０３０１０ )、 碳代 谢

(ｋｏ０１２００)、植物 － 病原互作( ｋｏ０４６２６)、氨基酸合

成(ｋｏ０１２３０)、内质网蛋白处理( ｋｏ０４１４１)、嘌呤代

谢 ( ｋｏ００２３０ )、 剪 接 体 ( ｋｏ０３０４０ )、 ＲＮＡ 运 输

(ｋｏ０３０１３)、植物激素信号转导( ｋｏ０４０７５)、淀粉和

蔗糖代谢(ｋｏ００５００)及内吞作用(ｋｏ０４１４４)ꎬ其单基

因簇数分别为 １０４１ 条、１０３３ 条、９０２ 条、８６９ 条、６８１
条、６１３ 条、５９６ 条、５８７ 条、５８３ 条和 ５４３ 条(图 ４)ꎮ
２. ４　 不同茶树品种基因差异表达分析

将 ３ 个不同茶树品种两两比对ꎬ即紫娟 /云抗

１０ 号、紫娟 /福鼎大白茶、云抗 １０ 号 /福鼎大白茶筛

选差异表达基因ꎬ对 ３ 个组合筛选的差异表达基因

绘制维恩图(图 ５)ꎮ 结果表明ꎬ在紫娟 /云抗 １０ 号

中获得 １２４８ 条差异表达基因ꎬ上调基因数 ６３０ 条ꎬ
下调基因数 ６１８ 条ꎮ 在紫娟 /福鼎大白茶中获得

１９８５ 条差异表达基因ꎬ上调基因数 １２０８ 条ꎬ下调基

因数 ７７７ 条ꎮ 在云抗 １０ 号 /福鼎大白茶中获得

２１８２ 条差异表达基因ꎬ上调基因数 １２７６ 条ꎬ下调基

１７９
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图 ２　 功能基因的 ＧＯ 注释情况

Ｆｉｇ ２　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

因数 ９０６ 条ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析显示ꎬ在处理组(紫
芽品种)与两个对照组(绿芽品种)间共有 ４３４ 条

差异表达基因ꎬ这些差异基因主要涉及到氨基糖

和核苷酸糖代谢ꎬ淀粉和蔗糖代谢ꎬ植物激素信号

转导ꎬ核糖体ꎬ缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解ꎬ内
质网中蛋白处理ꎬ苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物

合成ꎬ剪接体ꎬ半胱氨酸和蛋氨酸代谢ꎬ植物￣病
原互作ꎬ糖酵解和糖质新生ꎬ丙酮酸代谢ꎬＲＮＡ 降

解ꎬ甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢ꎬ过氧物酶体ꎬ
黄酮和黄酮醇生物合成ꎬ内吞作用等 ３８ 个代谢

通路ꎮ

２. ５　 花青素合成途径关键基因筛选和验证

通过 ＮＣＢＩ 数据库进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ共筛选到与

类黄酮生物合成途径相关表达基因 １１２ 条ꎬ包括苯

丙氨酸解氨酶(ＰＡＬꎬｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅ)３０
条、肉桂酸羟化酶( Ｃ４Ｈꎬｃｉｎｎａｍａｔｅ ａｃｉｄ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣
ｌａｓｅ)１３ 条、４￣香豆酰 ＣｏＡ 连接酶(４ＣＬꎬ４￣ｃｏｕｍａｒａｔｅ:
ＣｏＡ ｌｉｇａｓ)１５ 条、查耳酮合成酶(ＣＨＳꎬｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎ￣
ｔｈａｓｅ)１５ 条、查尔酮异构酶 ( ＣＨＩꎬ ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒ￣
ａｓｅ) ２ 条、 黄 烷 酮 ３￣羟 基 化 酶 ( Ｆ３Ｈꎬ ｆｌａｖａｎｏｎｅ
３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ) ２ 条、 类 黄 酮 ３′￣羟 基 化 酶 ( Ｆ３′ Ｈꎬ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)１ 条、类黄酮 ３′ꎬ５′￣羟基化酶

２７９
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图 ３　 功能基因的 ＫＯＧ 注释情况

Ｆｉｇ ３　 ＫＯＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

图 ４　 功能基因的 ＫＥＧＧ 代谢通路分析

Ｆｉｇ ４　 ＫＥＧＧ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ

３７９
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ＺＪＣ ｖｓ ＹＫＣ:Ｚｉｊｕａｎ ｖｓ Ｙｕｎｋａｎｇ Ｎｏ. １０ꎻ ＺＪＣ ｖｓ ＦＤＣ:Ｚｉｊｕａｎ ｖｓ Ｆｕｄｉｎｇ

ＤａｂａｉｃｈａꎻＹＫＣ ｖｓ ＦＤＣ:Ｙｕｎｋａｎｇ Ｎｏ. １０ ｖｓ Ｆｕｄｉｎｇ Ｄａｂａｉｃｈａ

图 ５　 差异基因维恩图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ Ｖｅｎｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

(Ｆ３′５′Ｈꎬｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′ꎬ５′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)６ 条、二氢黄酮

醇 ４￣还 原 酶 ( ＤＦＲꎬ ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ ４￣ｒｅｄｕｃｔａｓｅ )
１１ 条、花色素合成酶(ＡＮＳꎬａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ)
４ 条、黄酮醇合成酶(ＦＬＳꎬｆｌａｖｏｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ)４ 条、无色

花色素还原酶 ( ＬＡＲꎬ ｌｅｕｃｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)
６ 条、花色素还原酶(ＡＮＲꎬａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)
２ 条和类 黄 酮 糖 基 转 移 酶 ( ＵＦＧＴꎬ ＵＤＰ￣ｇｌｙｃｏｓｅ:
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ)１ 条ꎮ 使用 ＲＰＫＭ 法计

算基因表达量(图 ６)ꎬ结果显示ꎬ有 １５ 条基因在紫

芽与绿芽茶树品种间差异表达ꎬ其中 ＰＡＬ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
１８５０ ７０３３７ꎬＣｌｕｓｔｅｒ￣１８３４１ ０)、ＣＨＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２１９７１ ０ꎬ
Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２０２１９. ０)、ＡＮＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０ ８０８４８)和 ＵＦＧＴ
(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７７１６３)等 ６ 条差异基因在紫芽茶树

品种紫娟中上调表达ꎬ在绿芽茶树品种云抗 １０ 号和

福鼎大白茶中表达差异不显著ꎮ Ｃ４Ｈ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
２４９５. ０ꎬＣｌｕｓｔｅｒ￣５４５７. ０)、４ＣＬ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８５０７８ꎬ
Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８４７４０) 和 ＤＦＲ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. １８９３６ꎬ
Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. １６９９６)等 ６ 条差异基因在紫娟和云抗

１０ 号中表达差异不显著ꎬ在福鼎大白茶中下调表

达ꎮ ＦＬＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８１１５１ꎬＣｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８１０６８)
基因在绿芽茶树品种云抗 １０ 号和福鼎大白茶中均

为上调表达ꎬ在 ２ 个绿芽品种间差异不显著ꎮ ＡＮＲ
(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８２７５６)基因在云抗 １０ 号中上调表

达ꎬ但在紫娟和福鼎大白茶间表达差异不显著

(图 ６)ꎮ 说明紫芽与绿芽茶树品种间花青素含量差

异与合成相关基因的表达水平有关ꎮ
以 ＧＡＰＤＨ ( ＧＥ６５１１０７. １ ) 为内参基因ꎬ利用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法对 ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ、ＣＨＳ、ＦＬＳ、ＤＦＲ、

ＡＮＲ、ＡＮＳ 和 ＵＦＧＴ 等 ９ 个差异表达基因进行了标

准化验证ꎮ 比较 ３ 个茶树品种发现ꎬＰＡＬ 基因在紫

娟中的表达量最高ꎬ分别是云抗 １０ 号和福鼎大白茶

的 ２. ３８ 倍和 ２. ４２ 倍ꎮ Ｃ４Ｈ、４ＣＬ 和 ＤＦＲ 在紫娟和

云抗 １０ 号中的表达量较高ꎬ在福鼎大白茶中表达量

较低ꎮ ＣＨＳ 在紫娟中的表达量最高ꎬ分别是云抗 １０
号和福鼎大白茶的 ２. ７７ 倍和 ２８. ０６ 倍ꎮ ＦＬＳ 在紫

娟中的表达量较低ꎬ分别是云抗 １０ 号的 ０. ５０ 倍和

福鼎大白茶的 ０. ３３ 倍ꎮ ＡＮＲ 在云抗 １０ 号中的表达

量较高ꎬ在紫娟和福鼎大白茶中的表达量相当ꎮ
ＡＮＳ 在紫娟中的表达量最高ꎬ分别是云抗 １０ 号和福

鼎大白茶的 ５. ７３ 倍和 ８. ２３ 倍ꎮ ＵＦＧＴ 在紫娟中的

表达量最高ꎬ分别是云抗 １０ 号和福鼎大白茶的

１ ６８ 倍和 ２. ２５ 倍ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬＰＡＬ、
Ｃ４Ｈ、４ＣＬ、ＣＨＳ、ＡＮＳ 和 ＵＦＧＴ 等基因在紫芽茶树品

种紫娟中的表达量均高于绿芽茶树品种云抗 １０ 号

和福鼎大白茶ꎬ而 ＦＬＳ 基因在紫芽茶树品种中的表

达量低于 ２ 个绿芽茶树品种ꎮ 总体而言ꎬ所检测的

９ 个差异表达基因在不同茶树品种中的表达水平与

转录组测序结果基本一致(图 ６)ꎬ说明表达谱测序

结果可靠ꎮ

３　 讨论

本研究从紫娟、云抗 １０ 号和福鼎大白茶芽叶中

共检测到 ８ 种花青素组分ꎬ其中 ＤＣＺＧａ 和 ＣＣＺＤＧａ
两种组分含量较高ꎬ与花青素积累量密切相关ꎮ 紫

芽茶树品种紫娟花青素含量分别是绿芽茶树品种云

抗 １０ 号的 ６３ 倍和福鼎大白茶的 ３４ 倍ꎬ差异极显

著ꎮ ３ 个品种间总儿茶素含量差异不显著ꎬ各品种

内总儿茶素含量均明显大于花青素含量ꎬ差异极显

著ꎮ 表明在紫芽茶树芽叶类黄酮合成过程中积累了

大量花青素和儿茶素ꎬ而绿芽茶树芽叶几乎无花青

素的合成ꎬ这同以往的研究结果一致[４ꎬ１１]ꎮ
通过高通量测序ꎬ从 ３ 个茶树品种样本中共获

得了 ２５５０７９ 条转录本序列ꎬ筛选出 １６６１１８ 条单基

因族ꎮ 其中有 ５４４４６ 条单基因族注释到 ＧＯ 分类的

５６ 个功能类别中ꎬ有 ３０６６６ 条单基因族注释到 ＫＯＧ
分类的 ２６ 个功能类别中ꎬ有 ２０３３６ 条单基因族注释

到 ＫＥＧＧ 分类的 １３０ 个代谢通路中ꎮ 数字基因表达

谱分析显示ꎬ紫芽与绿芽茶树品种间共有 ４３４ 条差

异表达基因ꎬＫＥＧＧ 富集分析涉及到 ３８ 个代谢通

路ꎮ 这些结果增加了紫娟叶片花青素形成过程的转

录组数据信息ꎮ 本研究筛选到与花青素、儿茶素代谢

途径相关基因 １１２ 条ꎬ其中 １５ 条基因在紫芽与绿芽

４７９
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图 ６　 ＤＥＧ 测序结果与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 表达量比对

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ＤＥＧ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

５７９
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茶树品种间差异表达ꎬ包含了 ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ、ＣＨＳ、
ＦＬＳ、ＤＦＲ、ＡＮＳ、ＡＮＲ 和 ＵＦＧＴ 等 ９ 个酶基因ꎮ 除

ＦＬＳ 和 ＡＮＲ 在紫娟中下调表达外ꎬ其余差异基因在

紫娟中均为上调表达ꎮ 进一步利用实时荧光定量

ＰＣＲ 方法对测序结果中差异表达基因进行了验证ꎬ
结果显示ꎬ９ 个差异表达基因在不同茶树品种间的

相对表达水平与高通量测序结果基本一致ꎬ说明测

序结果准确反映了紫娟与云抗 １０ 号和福鼎大白茶

基因表达的差异性ꎮ
茶树中花青素和儿茶素均是由类黄酮代谢途径

合成ꎬ 共享了早期一部分的生 物 合 成 途 径[１４]

(图 ７)ꎮ 研究表明ꎬ茶树中 ＰＡＬ、ＣＨＳ 和 ＤＦＲ 等基

因的表达与儿茶素类化合物的累积呈正相关[１５]ꎮ
本研究中 ＰＡＬ、ＣＨＳ 基因在紫芽茶树品种紫娟中上

调表达ꎬ在两个绿芽茶树品种云抗 １０ 号和福鼎大白

茶间表达差异不显著ꎬ与花青素积累情况相吻合ꎬ说
明 ＰＡＬ、ＣＨＳ 基因的表达还与花青素的累积密切相

关ꎮ 这与周天山等[１６] 和周琼琼等[１７] 对茶树芽叶紫

化关键酶基因的表达分析结果(ＰＡＬ、ＣＨＳ 基因在紫

芽茶树资源中上调表达)一致ꎬ而与马春雷等[５] 研

究结果(ＰＡＬ 在紫芽茶树资源中下调表达)不同ꎮ
也验证了蓝花喜盐鸢尾中 ＣＨＳ 上调表达对花青素

合成起关键作用[１８]ꎮ 夏涛等[１４] 认为 ＤＦＲ 基因在

不同儿茶素含量的细胞系之间表达水平差异较大ꎮ
本研究检测到 Ｃ４Ｈ、４ＣＬ 和 ＤＦＲ 在紫娟和云抗 １０
号中的表达量较高ꎬ在福鼎大白茶中下调表达ꎬ这些

基因在紫芽和绿芽茶树品种中均有表达ꎬ可能是由

于不同茶树品种间遗传因素的影响ꎬ使得儿茶素和

多酚类物质的积累不同[１９]ꎬ其作用机制有待进一步

研究ꎮ

图 ７　 花青素生物合成途径[３０]

Ｆｉｇ ７　 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ[３０]
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　 　 ＡＮＳ 基因的高表达使紫麦果皮、种皮、糊粉层皆

呈紫色[２０]ꎬＵＦＧＴ 是苹果果皮[２１]、桃果肉[２２￣２３] 呈红

色的关键基因ꎮ 本研究中 ＡＮＳ 和 ＵＦＧＴ 基因在紫

芽茶树品种紫娟中上调表达ꎬ在两个绿芽茶树品种

云抗 １０ 号和福鼎大白茶间表达差异不显著ꎬ与花青

素积累情况一致ꎬ可能是导致紫娟花青素含量高而

叶片呈紫色的关键酶基因ꎮ 其原因可能与 ＡＮＳ 能

催化无色花青素形成有色花青素[２４]ꎬＵＦＧＴ 催化不

稳定的花青素经糖基化修饰转化为稳定的花青素等

有关[２５]ꎮ ＦＬＳ 基因在烟草中过量表达ꎬ可增加黄酮

醇类化合物积累ꎬ而减少花青素合成[２６]ꎮ 本研究检

测到 ＦＬＳ 基因在紫芽茶树品种紫娟中下调表达ꎬ在
绿芽茶树品种云抗 １０ 号和福鼎大白茶中上调表达ꎬ
与花青素积累情况相反ꎬ推测在绿芽茶树芽叶类黄

酮合成途径中ꎬ可能存在 ＦＬＳ 和 ＤＦＲ 相互竞争底

物[２７]ꎬ使黄烷醇含量增加ꎬ无色花色素减少ꎬ从而影

响花青素合成ꎬ导致绿芽茶树叶片花青素含量极低ꎮ
Ｐａｎｇ 等[２８]研究表明ꎬ茶树中的 ＡＮＲ１ 和 ＡＮＲ２ 基因

能将花青素和飞燕草色素转化成表儿茶素类(ＥＣ
和 ＥＧＣ)ꎮ 周天山等[１６]研究表明ꎬＡＮＲ１ 和 ＡＮＲ２ 在

紫芽茶中上调表达ꎬ与其总儿茶素含量情况不一致ꎬ
认为紫芽茶总儿茶素含量偏低与花青素还原酶

(ＡＮＲ)无关ꎮ 本研究中ꎬＡＮＲ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ８２７５６)
基因在云抗 １０ 号中上调表达ꎬ在紫娟和福鼎大白茶

间表达差异不显著ꎬ表达趋势与总儿茶素含量情况

相吻合ꎬ说明 ＡＮＲ 基因在紫芽和绿芽茶树品种中均

有表达ꎬ其作用机制可能与茶树芽叶儿茶素合成

有关[２９]ꎮ
本研究分析了紫芽和绿芽茶树品种芽叶花青

素、儿茶素的含量和组分ꎬ以转录组测序为基础ꎬ探
讨了茶树芽叶花青素合成相关基因的差异表达情

况ꎮ 表明紫芽茶树品种芽叶花青素含量与其生物合

成途径相关基因的表达水平有关ꎬ紫芽与绿芽茶树

品种间芽叶花青素合成相关基因表达存在较大的差

异 性ꎮ 从 基 因 表 达 模 式 推 测ꎬ ＰＡＬ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
１８５０ ７０３３７)、ＣＨＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２１９７１. ０)、ＡＮＳ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
１８５０. ８０８４８)和 ＵＦＧＴ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１８５０. ７７１６３)基因可

能在紫芽茶树品种芽叶花青素生物合成途径中起关

键作用ꎬ但茶树花青素代谢调控机制复杂ꎬ受遗传因

素及多种环境因子影响ꎬ相关转录调控机理有待进

一步研究证实ꎮ
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