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0 引言

茶树[Camellia sinensis (L.) O. Kuntze]是中国重要

的经济作物之一，为多年生常绿木本植物，其作为栽培

作物在中国已有 3000多年的历史。不论野生型或栽

培型茶树，都属于山茶属(Camellia)茶组(Section Thea)

各个种。由于世代的异花授粉以及人类的变异选择，

使茶树种质资源的遗传多样性非常丰富，育成的品种

达数百个[1]。

‘安吉白茶’是在浙江省安吉县发现的自然突变体

茶树。该茶树在自然生长条件下，每年春季新生芽叶

先呈现浅绿色，随后逐渐变为乳白色，在春茶后期又恢

复成正常绿色。返白前后新梢氨基酸含量及组成发生

了显著变化，全白期氨基酸总量达到最高峰，比一般茶

树高 2~3倍 [2]。因为其特异的外观特征与内在品质，

‘安吉白茶’为制作高档名优茶的理想原料。已有研

究认为，‘安吉白茶’阶段性返白是其内部基因突变的

结果，突变的基因在一定的温度范围内得以表达或表达

加强[3]。但具体是什么基因起作用，及其进一步的基

因调控都未进行研究。若从‘安吉白茶’白化叶与正常

绿色叶的差异表达基因入手，研究差异表达基因的生

物学功能，有可能获得‘安吉白茶’品质性状的优异基

因，如高茶氨酸相关基因，并可能揭示氨基酸超常富集
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摘 要：应用抑制消减杂交技术（Suppression subtractive hybridization，SSH）分离‘安吉白茶’全白期与全

绿期叶片差异表达基因，成功构建了‘安吉白茶’白期叶与绿期叶的正、反向消减文库。随机挑选80个

阳性克隆测序，通过BLASTX比对分析，80个序列中有30个没有找到任何同源序列，8个序列太短，且

同源性不高，42个序列与已知蛋白有着或高或低的同源性。其中有3个基因片段可能与‘安吉白茶’高

氨基酸形成相关。
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Construction and Preliminary Analyses of SSH cDNA Libraries of Anji Baicha (Camellia sinensis)
Li Juan, Liu Shuoqian, Liu Zhonghua, Li Qin, Wu Yang, Deng Tingting, Huang Jian’an

(The Key Laboratory of Tea Science of Ministry of Education, Hunan Agricultural University, ChangSha 410128)
Abstract: To separate the differentially expressed genes between white and green period leaf of 'Anji Baicha',
a subtracted library was constructed by the suppression subtractive hybridization (SSH) method. By sequencing
the 80 recombinant clones and through BlastX analysis, 30 showed no homologous, 8 had short sequence and
also showed poor homologous, for the other 42 fragments in 80 recombinant clones. They showed more or less
homologous to all proteins in the database. 3 fragments might have correlation with high content of amino acid
in‘Anji Baicha’.
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的本质因素。

茶树重要功能基因的克隆及鉴定是茶树生物技术

研究的重点内容之一，也是茶树遗传改良工作的基

础。然而由于复杂的遗传背景，茶树基因组研究基础

还比较薄弱，到目前为止，茶树重要功能基因的分离和

克隆尚处于起步阶段[4-12]。本研究以茶树本身的差异

表达基因为突破口，从中筛选茶树重要功能基因，具有

效率高，目的性强，投入少等优点，为茶树基因组研究

开辟了一条新的途径。

抑制性消减杂交（suppression subtractive hybrid-

ization，SSH）是抑制PCR与消减杂交技术相结合的一

种简单而快速的分离差异基因的方法。本研究利用

SSH技术，以‘安吉白茶’全白期与全绿期叶片为研究

对象，筛选二者的差异表达基因，通过对其功能进行分

析，寻找优良基因，并从基因水平初步探讨‘安吉白茶’

春梢中氨基酸超常富集的机制，对充分开发和利用中

国珍贵茶树资源有重要意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料为‘安吉白茶’全白期（春茶早期）与全绿

期（春茶中、后期）1 芽 2 叶，采后迅速用液氮处理

1 min，然后置-70℃冰箱保存备用。

Tri-Reagent 试剂购自 invitrogen 公司。PolyA T

tract mRNA Isolation system Ⅲ、Wizard SV Gel and

PCR Clean-Up System、PGEM-T Easy 载 体 系 统 、

X-gal、IPTG 等 购 自 Promega 公 司 。 PCR-SelectTM

cDNA Substraction Kit购自Clontech公司。试验所需

引物由上海生工生物工程公司合成。其他试剂购自上

海生工生物工程公司。

1.2 试验方法和步骤

1.2.1 总 RNA 提取及 mRNA 的分离纯化 采用改良

Tri-Reagent法，即在试剂盒说明书提供的方法基础上，

在沉淀RNA时加入 1/2倍体积的高盐后再加入 1/2倍

体积的异丙醇，分别提取全白期和全绿期叶片总

RNA。测定 260 nm 和 280 nm 波长下的 OD 值，计算

RNA含量，A260/A280用于纯度分析；取 2 μL RNA样品，

加入2 μL溴酚蓝混匀，点样于1%琼脂糖凝胶上，70 V

电泳30 min，于凝胶成像系统中照像检测。

按 照 Promega 公 司 的 PolyA T tract mRNA

Isolation systemⅢ 使用手册分别分离纯化全白期和全

绿期mRNA。

1.2.2 抑制性消减杂交 按照 Clontech PCR-SelectTM

cDNA Substraction Kit使用手册进行。

1.2.3 消减 PCR 产物的纯化与载体连接、转化与鉴定

消减杂交的二次PCR产物经纯化后，重悬于 50 μL去

核酸酶水中，电泳估算DNA浓度及片段大小，取适量

纯化后的的PCR产物按 1:1.5的比例与 pGEM-T载体

连接，转化大肠杆菌 JM109，通过蓝白斑筛选阳性克

隆。随机挑选阳性克隆进行菌落 PCR鉴定。选取含

有插入片段的阳性克隆送北京华大基因公司进行序列

测定。测序结果进行BLASTX比对分析。

2 结果与分析

2.1 总RNA质量检测结果

紫外检测表明，其A260/A280介于1.8~2.0之间，说明

RNA 的纯度较高；琼脂糖凝胶电泳结果显示，其 28s

RNA和18s RNA条带清晰，且28s RNA条带的亮度明

显高于18s RNA，即提取的总RNA基本无降解。

2.2 消减cDNA文库的构建

以‘安吉白茶’全白叶为Tester，全绿叶为Driver，

进行正向消减反应；交换Tester和Driver，即为反向消

减反应。经过两次消减杂交和 2轮PCR扩增后，消减

得到的 cDNA群体用T/A克隆法来构建消减文库。图

2显示出 2轮PCR富集作用的结果。消减后的 cDNA

与未消减的cDNA比较，出现了一些明显的条带，表明

图1 总RNA检测结果

Marker，1道：正向消减PCR产物，2道：反向消减PCR产物，4道：正向

非消减PCR产物，5道：反向非消减PCR产物，3、4、7道：对照

图2 抑制性消减杂交后经2轮PCR扩增的结果
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抑制性消减杂交能够使差异表达的基因得到充分富

集。也可以看到消减后的 cDNA范围有所变化，这可

能是由于2次扣除杂交，扣除了Tester和Driver中共同

表达的基因。

2.3 菌落PCR鉴定正反向消减文库

根据蓝白斑筛选，共获得正向消减克隆216个，反

向消减克隆302个。分别从正反向消减文库中各随机

挑取80个白色菌落进行振荡培养，然后菌落PCR检测

有外源插入片段的阳性克隆，PCR结果显示正向消减

文库有75个菌落为阳性克隆，反向消减文库有77个菌

落为阳性克隆。图3为正向消减文库菌落PCR检测的

电泳结果，从图中可见，插入片段大小不等，范围在

200 bp~900 bp之间。

2.4 测序结果的比对与分析

从正反向文库中随机挑选共80个阳性克隆，送北

京华大基因公司测序，其中27个序列与已知的茶树基

因序列具有高度同源性，53个序列在已登录的茶树基

因序列中无相似性，故确定为在茶树中的新克隆基因

图3 正向消减文库克隆菌落PCR检测电泳图

序列编号

1-1

1-2

1-3

1-4

1-5

1-6

1-7

1-8

1-9

1-10

1-11

大小/bp

520

431

504

321

203

724

807

435

678

254

794

E值

—

6e-20

—

—

4e-26

7e-32

2e-26

—

2e-81

—

—

BLASTX结果

No significant similarity

Cinnamate-4-hydroxylase [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

No significant similarity

AGT (Serine/alanine:glyoxylate aminotransferase) [Arabidopsis thaliana]

Cysteine protease inhibitor [Arabidopsis thaliana]

DNA(RNA)binding protein [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

SHM7 (serine hydroxymethyltransferase 7); glycine hydroxymethyltransferase [Arabidopsis

thaliana]

No significant similarity

No significant similarity

样品

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

表1 阳性片断BLASTX比对结果
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续表1
序列编号

1-12

1-13

1-14

1-15

1-16

1-17

1-18

1-19

大小/bp

642

471

789

785

803

739

654

531

E值

—

—

2e-22

1e-43

2e-43

3e-21

—

—

BLASTX结果

No significant similarity

No significant similarity

60S ribosomal protein L30 (RPL30B) [Arabidopsis thaliana]

YLS8 (yellow-leaf-specific gene 8) [Arabidopsis thaliana]

calcium ion binding, calcineurin-like protein [Arabidopsis thaliana]

Cytochrome c oxidase subunit I [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

No significant similarity

样品

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

1-20

1-21

1-22

1-23

1-24

1-25

1-26

2-1

2-2

2-3

2-4

2-5

2-6

2-7

2-8

2-9

833

790

744

319

521

432

805

766

776

766

770

621

811

226

295

754

1e-19

—

2e-25

—

1e-32

—

9e-61

1e-31

—

—

2e-41

—

6e-36

—

—

—

ATC4H (CINNAMATE-4-HYDROXYLASE) [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

AGT (Serine/alanine:glyoxylate aminotransferase) [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

PSBQ/PSBQ-2 (photosystem II subunit Q-2); calcium ion binding [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

Cytochrome c oxidase subunit I [Homo sapiens]

PSBQ/PSBQ-2 (photosystem II subunit Q-2); calcium ion binding [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

No significant similarity

HhH-GPD base excision DNA repair family protein [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

PREDICTED: PDZ and LIM domain 5 isoform 7 [Pan troglodytes]

No significant similarity

No significant similarity

No significant similarity

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全白期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

2-10

2-11

2-12

2-13

2-14

2-15

2-16

2-17

2-18

2-19

2-20

2-21

2-22

2-23

2-24

2-25

2-26

750

642

734

776

676

776

811

666

737

765

738

785

767

772

833

567

743

—

—

6e-47

5e-32

—

—

—

—

2e-39

4e-18

4e-47

3e-20

—

4e-47

—

—

9e-51

No significant similarity

No significant similarity

ATARCA (Arabidopsis thaliana Homolog of the Tobacco ArcA);nucleotide binding

[Arabidopsis thaliana]
Calmodulin-binding heat-shock protein, calmodulin binding/triacylglycerol lipase

[Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

No significant similarity

No significant similarity

No significant similarity

HIS4 (Histone H4) [Arabidopsis thaliana]

ATATH7; ATPase, coupled to transmembrane movement of substances

[Arabidopsis thaliana]

ribosomal protein L21 [Arabidopsis thaliana]

NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit B17.2 [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 9 precursor

No significant similarity

No significant similarity

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 12 [Pan troglodytes]

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期
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片段，已经登录GenBank。

将测序结果进行BLASTX比对，以E值<1×10-10为

显著同源性标准。80个序列中有 30个没有找到任何

同源序列，8个序列太短，且同源性不高，42个序列与

已知蛋白有着或高或低的同源性(表 1)。其中，1~5基

因推测编码的氨基酸序列与拟南芥丝氨酸-乙醛酸转

氨酶基因相似性较高(E-value=4e-26)，1~9基因推测编

码的氨基酸序列与拟南芥丝氨酸羟甲基转移酶基因相

似性较高(E-value=2e-81)，2~13基因推测编码的氨基

酸序列与钙调热激蛋白基因相似性较高 (E-value=

5e-32)。

3 结论与讨论

本研究结果初步表明，‘安吉白茶’全白期与全绿

期叶片在基因表达水平上存在着差异，这些差异可能

是导致‘安吉白茶’在返白前后氨基酸水平呈现显著变

化的原因。1~5基因推测编码丝氨酸-乙醛酸转氨酶

(SGAT)氨基酸序列。SGAT位于过氧化物酶体内，是

植物光呼吸途径中一个关键性酶，其主要功能是催化

丝氨酸与乙醛酸发生转氨反应，生成甘氨酸和羟基丙

酮酸，SGAT对于保证植物光呼吸作用的正常进行是

十分重要的，其表达调控与植物的生长发育及其衰老

有着密切的关系[13-15]。而且丝氨酸-乙醛酸转氨酶和谷

氨酸-乙醛酸转氨酶所催化的反应都是植物体内调节

氨基酸含量的重要过程，SGAT对氨基酸的合成具有

重要的调控作用[16]。1~9基因推测编码丝氨酸羟甲基

转移酶氨基酸序列。丝氨酸羟甲基转移酶也是植物光

序列编号

2-27

2-28

2-29

2-30

2-31

2-32

2-33

2-34

2-35

2-36

2-37

2-38

2-39

2-40

2-41

2-42

大小/bp

729

547

787

803

829

800

509

718

746

734

774

771

811

704

727

311

E值

3e-34

2e-15

5e-65

3e-29

9e-54

5e-45

—

—

—

—

2e-82

1e-49

2e-68

3e-46

1e-49

—

BLASTX结果

mRNA for transmembrane protein [Arabidopsis thaliana]

hypothetical protein 3 [Microplitis demolitor bracovirus]

XTH9; hydrolase, acting on glycosyl bonds [Arabidopsis thaliana]

Photosystem I light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis thaliana]

E1 alpha subunit of pyruvate dehydrogenase precursor, [Arabidopsis thaliana]

Endopeptidase/ peptidase/ threonine endopeptidase [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]

No significant similarity

No significant similarity

No significant similarity

No significant similarity

WW domain binding protein 2 [Homo sapiens]

MEE14 (maternal effect embryo arrest 14) [Arabidopsis thaliana]

Ibosomal protein L10 [Homo sapiens]

gpA [Enterobacteria phage NC41]

MEE14 (maternal effect embryo arrest 14) [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

样品

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

续表1

2-43

2-44

2-45

2-46

2-47

2-48

2-49

2-50

2-51

2-52

2-53

2-54

644

801

698

826

746

245

731

779

740

779

629

796

2e-18

5e-42

1e-35

2e-87

—

—

—

1e-47

—

9e-60

—

1e-49

LHCA1; chlorophyll binding [Arabidopsis thaliana]

IAR4 (IAA-conjugate-resistant 4);pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring) [Arabidopsis thaliana]

gpA [Enterobacteria phage NC41]

PAB1 (20S proteasome alpha subunit B1); peptidase [Arabidopsis thaliana]

No significant similarity

No significant similarity

No significant similarity

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 12 [Pan troglodytes]

No significant similarity

Os08g0509100 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]

No significant similarity

MEE14 (maternal effect embryo arrest 14) [Arabidopsis thaliana]

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期

全绿期
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呼吸途径中一个重要的酶，在乙醇酸途径中，乙醛酸形

成后，经转氨酶的作用生成甘氨酸。甘氨酸在丝氨酸

羟甲基转移酶作用下生成丝氨酸，并放出氨和二氧化

碳。甘氨酸和丝氨酸虽有多种方式合成，但是在植物

体中，光呼吸作用是合成这两种氨基酸的重要途径，因

而说明丝氨酸羟甲基转移酶对氨基酸的生物合成有重

要调控作用。2~13基因推测编码的是钙调热激蛋白

氨基酸序列。生物细胞在受热或其他理化因素(如乙

醇、病毒感染、氨基酸类似物、DNA损伤、缺氧、重金属

离子等)作用后，可以抑制一些蛋白质的合成，同时启

动一类新的蛋白合成基因(热激蛋白基因)产生热激反

应(heat shock response)，合成热激蛋白(heat shock pro-

tein, HSP)[17]，植物热激蛋白与植物的生长、发育密切相

关，它参与了植物细胞的减数分裂过程，它还与植物耐

热性，抗逆境及抗病虫害密切相关。

本研究利用 SSH技术，首次成功构建了‘安吉白

茶’全白期与全绿期叶片的正反向消减文库，通过菌落

PCR，对正反向消减文库进行差异筛选，共筛选到 80

个差异表达序列，其大小在200~900 bp之间。对差异

片段进行测序分析，测序结果与GenBank数据库比对

后，推测有 3个基因片段可能与‘安吉白茶’高氨基酸

形成相关。对这些基因的克隆和功能分析，将有可能

抓住‘安吉白茶’全白期氨基酸超常富集的本质因素，

将有利于更好地利用这一宝贵的茶树资源。
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