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茶树4CL 基因家族的全基因组鉴定及表达分析
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摘 要:4-香豆酸辅酶A连接酶(4CL)是茶树苯丙烷代谢途径的核心酶,是类黄酮和木质素生物合成的关键酶,对

茶树抗胁迫及茶叶品质形成有重要作用。研究通过生物信息学分析,从‘黄棪’和‘铁观音’茶树中分别鉴定出8个

和9个4CL 基因家族成员,命名为 HD-Cs4CL1~8 和TGY-Cs4CL1~9。系统发育分析将其分为A和B两组,A
组中第Ⅰ亚家族的 HD-Cs4CL3、HD-Cs4CL7、TGY-Cs4CL2 和第Ⅱ亚家族的 HD-Cs4CL2、TGY-Cs4CL5 可能

分别参与木质素和类黄酮合成。启动子顺式元件分析表明4CL 基因中存在大量与植物发育、激素和胁迫响应相

关的顺式作用元件。不同组织转录组数据分析表明,Cs4CL 基因在茶树特定发育时期具有重要作用。实时荧光定

量检测表明,HD-Cs4CL6 和 HD-Cs4CL8 在 GA、MeJA、ABA、低温和干旱处理下表达量均显著上调;HD-
Cs4CL7 在ABA处理和干旱处理下表达量上调,HD-Cs4CL2 和HD-Cs4CL3 在 ABA处理下表达量上调。研究

为进一步探究茶树4CL 基因家族参与响应多种环境的生物学机制提供参考。

关键词:茶树;黄棪;铁观音;4CL;胁迫;表达分析
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Abstract:
 

4-Coumaric
 

acid
 

coA
 

ligase
 

(4CL)
 

is
 

the
 

core
 

enzyme
 

in
 

the
 

phenylpropane
 

metabolic
 

pathway
 

of
 

tea
 

tree,
 

the
 

key
 

enzyme
 

in
 

the
 

biosynthesis
 

of
 

flavonoids
 

and
 

lignin,
 

and
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

re-
sistance

 

to
 

stress
 

and
 

the
 

formation
 

of
 

tea
 

quality.
 

In
 

this
 

study,
 

through
 

bioinformatics
 

analysis,
 

8
 

and
 

9
 

4CL
 

gene
 

family
 

members
 

were
 

identified
 

from
 

the
 

C.sinensis
 

‘Huangdan’
 

and
 

C.sinensis
 

‘Tie-guanyin’,
 

which
 

were
 

named
 

HD-Cs4CL1-8
 

and
 

TGY-Cs4CL1-9,
 

respectively.
 

Phylogenetic
 

analysis
 

classified
 

them
 

into
 

two
 

groups
 

A
 

and
 

B.
 

HD-Cs4CL3,
 

HD-Cs4CL7,
 

TGY-Cs4CL2
 

of
 

subfamily
 

Ⅰ
 

and
 

HD-
Cs4CL2,

 

TGY-Cs4CL5
 

of
 

subfamily
 

Ⅱ
 

in
 

group
 

A
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

lignin
 

and
 

flavonoid
 

synthesis,
 

re-
spectively.

 

A
 

large
 

number
 

of
 

cis-acting
 

elements
 

related
 

to
 

plant
 

development,
 

hormone,
 

and
 

stress
 

re-
sponse

 

were
 

found
 

in
 

4CL
 

genes.
 

Analysis
 

of
 

transcriptome
 

data
 

from
 

different
 

tissues
 

showed
 

that
 

Cs4CL
 

genes
 

played
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

specific
 

development
 

stage
 

of
 

tea
 

tree.
 

Real-time
 

fluorescence
 

quanti-
tative

 

detection
 

showed
 

that
 

the
 

expressions
 

of
 

HD-Cs4CL6
 

and
 

HD-Cs4CL8
 

were
 

significantly
 

up-regu-



lated
 

under
 

GA,
 

MeJA,
 

ABA,
 

4
 

℃,
 

and
 

drought
 

treatments.
 

The
 

expression
 

of
 

HD-Cs4CL7
 

was
 

up-reg-
ulated

 

under
 

ABA
 

and
 

drought
 

treatments.
 

The
 

expressions
 

of
 

HD-Cs4CL2
 

and
 

HD-Cs4CL3
 

were
 

up-
regulated

 

under
 

ABA
 

treatment.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

further
 

exploring
 

the
 

biological
 

mech-
anism

 

of
 

tea
 

4CL
 

gene
 

family
 

involved
 

in
 

responding
 

to
 

various
 

environments.
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  茶树[Camellia
 

sinensis
 

(L.)
 

O.
 

Kuntze]是中

国重要的叶用经济作物[1],4-香豆酸辅酶A连接酶

(4-coumarate
 

coenzyme
 

A
 

ligase,4CL)是植物苯丙

烷代谢途径中,类黄酮生物合成的第一步,同时也是

木质素生物合成特异途径的关键酶[2]。pfam数据

库显示,它有AMP结合酶(PF00501)和AMP结合

酶C端结构域(PF13193)2个保守域。此外,4CL
还存在2个高度保守的序列,分别是BOX

 

Ⅰ(SS-
GTTGLPKGV)和BOX

 

Ⅱ(GEICIRG),负责识别、
结合和催化反应底物形成相应的辅酶 A[3]。对

4CL 的研究从20世纪70年代初开始,近30年来

植物4CL 基因已经被从水稻[4]、拟南芥[5]、烟草[6]、
大豆[7]、杨树[8]、覆盆子[9]、桑树[10]、黑麦草[10]等40
多种植物中相继克隆出来[12]。有研究表明拟南芥中

At4CL1、At4CL2、At4CL4 参与了木质素的合成[5],

At4CL3 和水稻中的Os4CL2 参与了类黄酮的生物

合成。类黄酮化合物是茶树重要的次生代谢产物,
与茶叶品质形成密切相关[14]。朱晨[15]研究表明类

黄酮与乌龙茶滋味密切相关,是茶叶苦涩味形成的

主要原因;邵淑贤等[16]研究发现类黄酮含量较低是

黄观音滋味醇和的重要原因;此外,类黄酮对提高植

物胁迫的抗性具有重要作用;在茶树中,类黄酮具有

清除自由基[14]、逆境胁迫响应[17]等作用。
茶树品种‘黄棪’(C.sinensis

 

‘Huangdan’)和
‘铁观音’(C.sinensis

 

‘Tie-guanyin’)原产于福建省

安溪县,是乌龙茶类茶树育种的核心种质资源[18]。
目前,乌龙茶品种‘黄棪’[19]和‘铁观音’[20]的单体

型染色体级别基因组于2021年5月和7月相继发

布。前人已从福鼎大白茶[21]和舒茶早[22]茶树品种

中克隆出4CL 基因,Rain等研究发现Cs4CL 表达

与类黄酮含量呈正相关[23]。但目前对4CL 基因参

与茶树非生物胁迫响应的研究较少,因此本研究运

用生物信息学,在全基因组水平上鉴定‘黄棪’和‘铁
观音’茶树4CL 基因家族,系统分析茶树4CL 的基

本结构特点及系统发育,并利用qRT-PCR技术研

究茶树4CL 基因家族在GA、MeJA、ABA、低温和

干旱处理下的表达模式,以期对茶树4CL 基因家族

参与非生物胁迫响应的研究提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料处理

试验材料来源于福建农林大学教学茶场,选取

长势基本一致盆栽‘黄棪’茶树为试验材料。将环境

温度下的茶树放入4
 

℃恒温培养箱进行模拟低温处

理;将‘黄棪’茶树从盆栽中拔出,根部洗净后放入

10%
 

PEG-6000中模拟干旱处理。用配制好的100
 

μmol/L的GA、MeJA和 ABA溶液进行激素喷施

处理。收集5
 

种处理的0(对照组,CK),3,6,12,24
 

h后的茶树新稍顶芽下第二叶,每个处理设置3个

生物学重复,用锡箔纸包裹放入液氮中固样,放入

-80
 

℃冰箱中保存备用。
1.2 茶树4CL 基因家族鉴定

在pfam(http://pfam-legacy.xfam.org/)数据

库中下载PF00501和PF13193的隐马可夫模型,分
别从茶树‘黄棪’和‘铁观音’基因组数据库中下载蛋

白序列,利用 HMMER软件筛选出4CL 基因家族

的候选序列,去除结构域不完整的基因序列,再利用

SMARAT(http://smart.embl-heidelberg.de)和
NCBI

 

CCD(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)网站进行结构域验

证,满足2个网站验证的为‘铁观音’茶树和‘黄棪’
茶树4CL 基因家族成员。将得到的‘黄棪’和‘铁观

音’4CL 基因家族成员序列,分别用 WOLF
 

PSORT
(https://wolfpsort.hgc.jp)网站和 ExPASy(ht-
tp://www.expasy.org)网站进行亚细胞定位预测

和蛋白理化性质进行分析。
1.3 茶树4CL 家族成员染色体定位与系统进化树

构建

  利用TBtools软件将基因文件中在染色体上的

分布情况进行可视化处理。从NCBI蛋白数据库下

载杨树、拟南芥、大豆、水稻、川桑、覆盆子及黑麦草的

蛋白序列,利用MEGA
 

7.0软件,选择邻接法,校验值

Bootstrap设置设为1
 

000重复,构建进化树,利用

chiopt(https://www.chiplot.online)进行美化。
1.4 茶树4CL 基因家族成员基因结构、保守基序

分析及蛋白保守结构域分析

  用
 

GSDS(http://gsds.cbi.pku.edu.cn/)网站
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分析茶树4CL 基因结构,将得到的茶树4CL蛋白

序 列 上 传 到 MEME
 

(http://meme-suite.org/

tools/meme)预测其保守基序,利用DNAMAN软

件和 WebLogo(http://weblogo.berkeley.edu/lo-
go.cgi)网站进行多序列比对分析。

1.5 茶树4CL 基因家族成员启动子顺式元件分析

及组织特异性表达

  用TBtools提取茶树HD-Cs4CL 和TGY-Cs4CL
基因转录起始位点上游2

 

000
 

bp序列,将得到的序列

文件上传至PlantCARE(http://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html)网站预测启动子

顺式元件。下载‘黄棪’和‘铁观音’的转录组数据,参
照前人方法[24],使用TopHat2软件将转录组所有可

用读数映射到茶树基因组,然后通过 HTseq软件计

算HD-Cs4CL 和TGY-Cs4CL 基因在芽、嫩叶、老叶、
根和茎上的FPKM值,利用TBtools软件绘制基因在

茶树不同组织上的特异表达热图。

1.6 实时荧光定量PCR分析

根据基因组织特异性表达分析结果,选取在芽

和嫩叶中高表达的基因,利用primer3plus网站上

进行引物设计(表1),内参基因CsGAPDH 登录号

为GE651107[25]。qRT-PCR反应在CFX96
 

Touch
荧光定量PCR仪上进行,反应体系参照Transstart􀳏

 

Tip
 

green
 

qPCR
 

superMix试剂盒方法,反应程序为

94
 

℃
 

30
 

s;94
 

℃
 

5
 

s;60
 

℃
 

30
 

s;40个循环。使用

2
-ΔΔCT 方法计算基因相对表达量[26],用prism软件

统计基因表达水平,用SPSS软件进行显著性分析

(P<0.05)。

2 结果与分析

2.1 茶树4CL 家族成员鉴定与蛋白理化性质分析

通过‘黄棪’和‘铁观音’基因组数据库的比较鉴

定,分别得到8条和9条4CL 基因家族成员,绘制

其在15条染色体上的分布图(图1)。结果显示,

HD-Cs4CL 在5条染色体上有分布,分别是Chr02、

Chr04、Chr07、Chr13和 Chr15,其 中 在 Chr07和

Chr15上分布有2条基因,其余均仅有1条基因分

布。TGY-Cs4CL
 

则分布在 Chr02、Chr06、Chr07、

Chr011、Chr12、Chr13、Chr15这7条染色体上,其
中在Chr02和Chr07上分布有2条基因,其余均仅

有1条基因分布。根据结果将上述基因命名为

HD-Cs4CL1~8 和TGY-Cs4CL1~9(表2)。

表1 引物序列

Table
 

1 Primer
 

sequences

基因名称Genes
 

name 上游引物Forward
 

primer(5'→3') 下游引物Reverse
 

primer(5'→3')

HD-Cs4CL2 GCCATTCCAAAGTCTCCTTCTG CTGCGGACATGGCTAGTTTG

HD-Cs4CL3 GCGGCATAACTATTACCACAGC ATGAGTTTCGCCTTGGATGC

HD-Cs4CL4 ACCAAAGCCGCATCGAAATC ACCAGAGTTTCTCCCATTGCC

HD-Cs4CL5 GCGATCAAAACCCTCCCAATTC TTTGCTTGCTCCGGTTGTTC

HD-Cs4CL6 GCTCTAATGGTGTCTGCGAATC GTCCAAACACATGAAACATCGC

HD-Cs4CL7 TTCGCTCAACTCGGTTTTGC ACAAATGGCCCAATCGTCAC

HD-Cs4CL8 AAAACCACGTCGCCTTCATC TCATGTGAGTGATCTCGGACTG

CsGAPDH TTGGCATCGTTGAGGGTCT CAGTGGGAACACGGAAAGC

A.HD-Cs4CL 染色体定位;B.TGY-Cs4CL 染色体定位。
 

图1 Cs4CL 基因在茶树上的定位

A.
 

HD-Cs4CL
 

chromosome
 

localization
 

online;
 

B.
 

TGY-Cs4CL
 

chromosome
 

localization
 

online.
Fig.1 Localization

 

of
 

HD-Cs4CL
 

and
 

TGY-Cs4CL
 

genes
 

in
 

Camellia
 

sinensis

16419期         
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  茶树 4CL 家族的分子量在24.00~143.45
 

kD,等电点4.91~5.36,茶树4CL 蛋白的等电点小

于7,表明该家族基因为酸性蛋白。茶树4CL 除

HD-Cs4CL2外均为亲水性蛋白。茶树4CL
 

编码

序列288~1
 

713
 

bp,编码氨基酸数目为542~578。

亚细胞定位预测,有12个茶树4CL 家族成员定位

在质膜上,3个成员定位在内质网上,细胞核和线粒

体上分别定位有1个成员。可以看出,HD-Cs4CL
基因 定 位 于 线 粒 体、质 膜 和 细 胞 核 上,而 TGY-
Cs4CL 基因仅定位质膜和内质网上。

表2 茶树4CL 基因家族的序列特征

Table
 

2 Sequence
 

characteristics
 

of
 

the
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

gene
 

family

基因
Gene

基因序列号
Genome

 

ID

编码序列
长度
CDS/bp

开放阅读
框长度
ORF/aa

分子量
MW/kD

等电点
pI

平均亲水
GRAVY

细胞定位
Subcellular

 

localization

HD-Cs4CL1 HD.02G0021110 1
 

710 578 140.87
 

4.95 0.809 质膜
 

Plasma
 

membrane

HD-Cs4CL2 HD.02G0027390 348 570 31.76
 

5.34 -0.457 线粒体
 

Mitochondrion

HD-Cs4CL3 HD.04G0003270 1
 

632 543 134.96
 

4.96 0.824 质膜
 

Plasma
 

membrane

HD-Cs4CL4 HD.04G0016430 1
 

686 561 142.75
 

4.91 0.863 质膜
 

Plasma
 

membrane

HD-Cs4CL5 HD.06G0038090 1
 

653 550 137.50
 

4.93 0.853 质膜
 

Plasma
 

membrane

HD-Cs4CL6 HD.13G0010220 288 544 24.00
 

5.36 0.458 细胞核
 

Nucleus

HD-Cs4CL7 HD.15G0008250 1
 

629 542 134.56
 

4.98 0.796 质膜
 

Plasma
 

membrane

HD-Cs4CL8 HD.15G0010720 1
 

683 560 142.52
 

4.92 0.851 质膜
 

Plasma
 

membrane

TGY-Cs4CL1 CsTGY02G0001719 1
 

677 558 142.05
 

4.92 0.856 质膜
 

Plasma
 

membrane

TGY-Cs4CL2 CsTGY02G0003058 1
 

632 543 134.93
 

4.96 0.821 质膜
 

Plasma
 

membrane

TGY-Cs4CL3 CsTGY06G0000167 1
 

698 565 143.45
 

4.93 0.816 内质网
 

Endoplasmic
 

reticulum

TGY-Cs4CL4 CsTGY07G0001858 1
 

710 569 140.90
 

4.95 0.809 质膜
 

Plasma
 

membrane

TGY-Cs4CL5 CsTGY07G0002365 1
 

713 570 143.34
 

4.92 0.835 内质网
 

Endoplasmic
 

reticulum

TGY-Cs4CL6 CsTGY11G0000579 1
 

653 550 137.47
 

4.93 0.850 质膜
 

Plasma
 

membrane

TGY-Cs4CL7 CsTGY12G0001417 1
 

710 569 142.88
 

4.98 0.688 质膜
 

Plasma
 

membrane

TGY-Cs4CL8 CsTGY13G0000970 1
 

635 544 136.35
 

4.99 0.671 内质网
 

Endoplasmic
 

reticulum

TGY-Cs4CL9 CsTGY15G0001047 1
 

683 560 142.49
 

4.92 0.852 质膜
 

Plasma
 

membrane

At.拟南芥;Pto.杨树;Os.水稻;Gm.大豆;Nt.烟草;Mn.桑树;

Ri.覆盆子;Lp.黑麦草。

图2 4CL 家族的系统进化树

At.
 

Arabidopsis
 

thaliana;
 

Pto.
 

Populus
 

tomentosa
 

Carrière;
 

Os.
 

Oryza
 

sativa
 

L.;
 

Gm.
 

Glycine
 

max;
 

Nt.
 

Nicotiana;
 

Mn.
 

M.notabilis
 

Schn;
 

Ri.
 

Rubus
 

idaeus
 

L.;
 

Lp.
 

Lolium
 

perenne
 

L..

Fig.2 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

the
 

4CL
 

family

2.2 茶树4CL 家族成员系统发育与分类分析

为确定茶树4CL 与其他物种4CL 基因之间的

关系,选取拟南芥、水稻等植物构建系统进化树(图
2)。结果显示,9种植物4CL 基因被分为A和B两

组,A组中‘黄棪’茶树有2个成员 HD-Cs4CL3 和

HD-Cs4CL7、‘铁观音’茶树仅有1个成员 TGY-
Cs4CL2 和拟南芥At4CL1、At4CL2、At4CL4 聚类,
属于第Ⅰ亚家族;2个家族成员 HD-Cs4CL2 和

TGY-Cs4CL5 与拟南芥At4CL3 以及水稻Os4CL2
聚类,属于第Ⅱ亚家族;第Ⅲ亚家族只有单子叶植物

水稻和黑麦草4CL 聚类,无茶树4CL 家族成员聚

类。B组中其余茶树4CL 家族成员聚类在一起。
 

2.3 茶树4CL 家族基因结构、保守基序与蛋白保

守结构域比较

  茶树4CL 基因结构图(图3)显示,除HD-Cs4CL2
和HD-Cs4CL6 外均含有内含子,其中 HD-Cs4CL1
基因组序列最长,超过22

 

kb,HD-Cs4CL2 和HD-
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Cs4CL6 基 因 组 序 列 较 短,不 足 1
 

kb。除 HD-
Cs4CL2(2个)、HD-Cs4CL6(1个)、HD-Cs4CL1
和TGY-Cs4CL4(4个)、HD-Cs4CL5、HD-Cs4CL7
和TGY-Cs4CL6(5个)外,其余基因均有6个外

显子。
茶树 4CL 保 守 基 序 图 (图 4)显 示,HD-

Cs4CL1~8 和TGY-Cs4CL1~9 均含有 motif(1~
13),BOX

 

Ⅰ存在于 motif3中,BOX
 

Ⅱ存在于 mo-
tif5中,所有基因均含有这2个基序,motif16和

motif20 仅 存 在 于 HD-Cs4CL2/3/7 和 TGY-
Cs4CL2/5;HD-Cs4CL2/6 和TGY-Cs4CL5/8 含

有motif14;motif16仅存在 TGY-Cs4CL1/3/9 和

HD-Cs4CL4 中;motif17仅存在于HD-Cs4CL3/7
和TGY-Cs4CL2。结合系统发育分析结果,同一分

支成员具有相似基序组成及排列顺序,这和系统发

育分析结果一致。
茶树4CL 结构域的多序列比对(图5)显示,

HD-C4CL2、TGY-Cs4CL2、HD-Cs4CL3、TGYCs4CL5
和HD-Cs4CL7 这5条基因的蛋白包含保守结构

域BOX
 

Ⅰ(SSGTTGLPKGV)和 BOX
 

Ⅱ
 

(GEI-
CIRG),其他基因在BOX

 

Ⅰ和BOX
 

Ⅱ上均存在2
个氨基酸突变。

A.茶树4CL 家族系统进化树;B.茶树4CL 家族基因结构。

图3 茶树基因家族结构

A.
 

Phylogenetic
 

tree
 

of
 

the
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

family;
 

B.
 

Gene
 

structure
 

of
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

family.

Fig.3 Camellia
 

sinensis
 

t
 

gene
 

family
 

structure

A.茶树4CL 家族系统进化树;B.茶树4CL 蛋白保守基序。

图4 茶树4CL 保守基序

A.
 

Phylogenetic
 

tree
 

of
 

the
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

family;
 

B.
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

protein
 

conserves
 

motif
 

order.

Fig.4 Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

conservative
 

motif

A.利用DNAMAN软件对保守结构域进行对齐;B.序列保守性。

图5 茶树4CL 结构域的多序列比对

A.
 

Align
 

conserved
 

domains
 

using
 

DNAMAN
 

software;
 

B.
 

Sequence
 

conservatism.

Fig.5 Multisequence
 

alignment
 

of
 

the
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

domain
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2.4 茶树4CL 家族基因启动子顺式元件分析

对茶树4CL 基因家族启动子顺式元件进行分

析,结果(图6)显示,参与光响应的有Box4(89个)、

G-box(45个)、GT1-motif(27个)、GATA-motif(9
个)和 MRE(6个)等元件。脱落酸(ABRE,43个)、
生长素(AuxRR-core,1个;TGA-element,6个)、茉
莉酸甲酯(CGTCA-motif/TGACG-motif,16个)、
赤霉素(GARE-motif,4个;as-1,16个;TATC-box,

7个)和水杨酸(TCA-element,11个)等激素响应元

件。此外,还发现厌氧诱导(ARE,37个)、低温应答

(LIR,5个)、干旱诱导(MBS,5个)、防御与应激

(TC-rich
 

repeats,10个)和机械损伤(WUN-motif,

19个)胁迫响应元件,与植物生长相关的元件有分

生组织表达调控(CAT-box,5个)、玉米醇溶蛋白代

谢调节(O2-site,5个)和胚乳表达调控(GCN4-mo-

tif,5个)等。此外,4CL 基因中还存在大量的 MYB
响应元件。

2.5 茶树4CL 家族基因组织特异性表达

为探究茶树4CL 基因各成员在茶树不同组织

中的作用,绘制出组织表达谱(图7)。如图7所示,

HD-Cs4CL1、TGY-Cs4CL4 和TGYCs4CL9 在 根

中的表达量明显高于其他组织;HD-Cs4CL3、HD-
Cs4CL7、TGY-Cs4CL2 和TGY-Cs4CL8 主要在茎

中 表 达;HD-Cs4CL8、TGY-Cs4CL3 和 TGY-
Cs4CL6 主要在老叶 中 表 达;HD-Cs4CL2、HD-
Cs4CL5 和TGY-Cs4CL1 主要在嫩叶中表达;HD-
Cs4CL7 主要在芽中表达;HD-Cs4CL6 主要在老

叶和嫩叶中表达;HD-Cs4CL4 和TGY-Cs4CL5 主

要在芽和嫩叶中表达。综上,‘黄棪’和‘铁观音’茶
树4CL 基因在不同组织中表达量存在差异。

图6 茶树4CL 基因家族启动子顺式元件分析

Fig.6 Analysis
 

of
 

homeopathic
 

elements
 

of
 

promoters
 

of
 

the
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

gene
 

family

图7 HD-Cs4CL 和TGY-Cs4CL 基因在5个组织中的表达谱

Fig.7 Expression
 

profiles
 

of
 

HD-Cs4CL
 

and
 

TGY-Cs4CL
 

genes
 

in
 

five
 

tissues
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2.6 茶树4CL基因在不同激素和逆境下的表达模式

筛选出7个在芽和幼叶中表达量较高的茶树

4CL 基因,并对其进行GA、MeJA、ABA、低温和干

旱处理下的表达量进行分析(图8、图9),进而探究

茶树4CL 基因家族在逆境下的作用。

2.6.1 茶树4CL 基因在GA、MeJA和ABA激素作

用下的表达模式

在GA激素处理下,HD-Cs4CL6 表达量显著上

升,在6
 

h表达量达到峰值,达到120.9倍;HD-
Cs4CL8在12

 

h达到峰值,为140.8倍;HD-Cs4CL2、

HD-Cs4CL4 和 HD-Cs4CL5 表 达 量 下 降;HD-
Cs4CL3表达量先下降后略有上调;HD-Cs4CL7 仅

在3
 

h表达量降低。
在 MeJA激素处理下,HD-Cs4CL6 表达量在

12
 

h达到最高峰,为91.9倍;HD-Cs4CL8 表达量

在6
 

h达到峰值,达到69.3倍;HD-Cs4CL2、HD-
Cs4CL3、HD-Cs4CL4 和HD-Cs4CL7 表达量均表

现为下调趋势;HD-Cs4CL5 在0~6
 

h为下调趋

势,6~12
 

h表达量为上调。在 ABA激素处理下,

HD-Cs4CL6 和HD-Cs4CL8 表达量在6
 

h时达到

峰值,它 们 分 别 达 到 225.9,208.4 倍;HD-
Cs4CL2、HD-Cs4CL3 和HD-Cs4CL7 表达量均于

6
 

h达到峰值,分别是1.9,3,1.7倍;HD-Cs4CL4
和HD-Cs4CL5 表达量呈现下调的趋势。

柱状图上不同小写字母表示处理时间之间差异显著(P<0.05)。下同。

图8 茶树4CL 基因在GA、MeJA和ABA处理下的表达量

Different
 

normal
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

among
 

treatment
 

times
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.8 Expression
 

of
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

gene
 

under
 

GA,
 

MeJA,
 

and
 

ABA
 

treatments
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2.6.2 茶树4CL 基因在低温和干旱胁迫作用下的

表达模式

在低温处理下,HD-Cs4CL6 表达量呈现先上

调后下降的趋势,在3
 

h达到峰值,达到19.9倍;

HD-Cs4CL7 总体上呈现先下降后上调再下降的趋

势,在6
 

h达到峰值达1.03倍;HD-Cs4CL8 表达量

持续上调在24
 

h达到峰值,达到61.9倍;HD-
Cs4CL2、HD-Cs4CL3、HD-Cs4CL4 和 HD-Cs4CL5

表达量呈现下降趋势。
在干旱处理下,HD-Cs4CL6 和 HD-Cs4CL8

在3
 

h表达量显著上调,3~6
 

h显著下降,6~24
 

h
表达量持续上升,均在24

 

h达到峰值,分别达50倍

和142.8 倍;HD-Cs4CL2、HD-Cs4CL3 和 HD-
Cs4CL4的表达量呈现先下降后上升趋势,表达量总

体上变化不明显;HD-Cs4CL5 和 HD-Cs4CL7 表达

量均在24
 

h达到峰值,分别为1.7倍和1.6倍。

图9 茶树4CL 基因在低温和干旱处理下的表达量

Fig.9 Expression
 

of
 

Camellia
 

sinensis
 

4CL
 

gene
 

under
 

4
 

℃
 

and
 

drought
 

treatments

3 讨 论

4CL 基因家族已在40多种植物中被鉴定[12],
其中番茄6个[27]、龙眼43个[28]、烟草20个[6]、辣椒

8个[29]和桑树4个成员[10],这表明不同物种间4CL
家族成员数目有较大的差异。前人从福鼎大白茶和

舒茶 早 中 分 别 鉴 定 出1个 和2个 4CL 家 族 成

员[21-22],本研究从‘黄棪’和‘铁观音’基因组中分别
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筛选出8个和9个茶树4CL 基因。前人研究表明,
在4CL蛋白序列中BOX

 

Ⅰ绝对保守,BOX
 

Ⅱ绝对

保守[3],前人在福鼎大白茶和舒茶早中鉴定出的

4CL蛋白序列也是绝对保守。茶树4CL 家族蛋白

序列 多 序 列 比 对 分 析 发 现,HD-Cs4CL2、HD-
Cs4CL3、HD-Cs4CL7、TGY-Cs4CL2

 

和 TGY-
Cs4CL5 具有共同的保守结构域BOX

 

Ⅰ和BOX
 

Ⅱ。结合系统发育分析,保守结构域中氨基酸突变

的基因均属于B组,而B组基因与现已知Ⅰ、Ⅱ和

Ⅲ类亚家族均有较远的亲缘关系,进而推测它们可

能属于4CL 类似蛋白,这和桑树的研究[10]一致。
本研究中B组4CL 基因在BOX

 

Ⅰ和BOX
 

Ⅱ保守

结构域中均有2个氨基酸突变,推测它们可能在进

化进程中功能发生了分化,会识别与结合其他不同

的产物[30]。
茶树在种植过程中可能会受到各种生物与干

旱、低温等非生物胁迫,会影响茶树的生长发育,进
而影响茶叶的品质与产量[31]。PEG模拟干旱、Me-
JA处理和ABA处理都会导致植物细胞中ROS大

量积累[32-33],ROS大量积累是导致植物非生物胁迫

的重要原因[34],类黄酮类物质对ROS有很强的清

除能力[35],木质素是次生壁的主要成分之一,对植

物的生物与非生物胁迫抵抗具有重要影响[29]。已

有研究证实拟南芥At4CL3、桑树 Mn4CL3 参与类

黄酮 的 生 物 合 成。本 研 究 中,HD-Cs4CL2 和

TGY-Cs4CL5 与拟南芥At4CL3 聚类在一起,推测

其可 能 参 与 茶 树 类 黄 酮 的 生 物 合 成。拟 南 芥

At4CL1/2/4、桑树Mn4CL1/2/4 参与木质素生物

合成[5,10]。HD-Cs4CL3、HD-Cs4CL7、TGY-Cs4CL2

和拟南芥At4CL1、At4CL2 及At4CL4
 

聚类,推测

其可能参与茶树木质素的生物合成。
研究发现在基因启动子顺式元件分析中,存在

许多抗逆、防御及应激相关的顺式作用元件,与植物

抵抗非生物胁迫具有直接或间接的关系[34]。结合

实时荧光定量PCR分析发现,证实茶树4CL 基因

参与了对多种非生物胁迫的响应。Nie等[36]研究发

现土豆St4CL6 和St4CL8 在 MeJA、ABA和PEG
胁迫中表达量上调,Rain等[23]研究发现ABA处理

Cs4CL 表 达 量 上 调,本 研 究 中 HD-Cs4CL6 和

HD-Cs4CL8 表现与其一致,HD-Cs4CL3 和HD-
Cs4CL7 在ABA处理和干旱处理下表达量上调,而

HD-Cs4CL2 仅在ABA处理下表达量上调。焦健

青[37]研究发现猕猴桃Ac4CL3/4/5/7 在低温处理

下基因表达量上调,李小兰等[38]研究发现桃中4CL
基 因 也 在 低 温 处 理 下 表 达 量 上 调,本 研 究 中

Cs4CL6 和HD-Cs4CL8 在低温处理下基因表达量

上调。由此可见,4CL 基因可能在茶树响应非生物

胁迫中发挥重要作用。

4 结 论

本研究对茶树4CL 基因家族进行茶树全基因

组范围内的鉴定,系统进化树将茶树4CL
 

分为2个

组别,并将A组分为3个亚家族,分析其结构和功

能发现茶树4CL
 

基因与木质素及类黄酮物质合成

相关;通过顺式作用元件分析及实时荧光PCR分析

发现茶树
 

4CL 基因家族与茶树非生物胁迫响应紧

密相关。本研究结果为进一步探究4CL 基因家族

参与茶树非生物胁迫的响应提供参考依据。
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