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摘　 要: 该研究以富含儿茶素的金花茶愈伤组织为材料ꎬ对不同光源、激素、碳源及苯丙氨酸处理 ３０ ｄ 的愈伤

组织中 ＤＦＲ 表达量、ＬＡＲ 表达量、ＰＰＯ 表达量与总儿茶素含量的变化情况及四者两两之间的相关性进行了分

析ꎮ 结果表明:这 ４ 个检测项目均对以上处理有显著的响应ꎻ在以上各因素处理下ꎬＤＦＲ 与 ＬＡＲ 的表达模式十

分相似ꎬ其相关系数处在 ０.７１０~０.８８９ 之间ꎻ在不同碳源处理下ꎬＰＰＯ 表达量与总儿茶素含量的变化呈显著负

相关关系ꎬ其相关系数为－０.６９６ꎻ在不同苯丙氨酸添加量处理下ꎬＤＦＲ 与 ＬＡＲ 表达量变化均与总儿茶素含量变

化呈显著正相关关系ꎬ其相关系数分别为 ０.７８６ 和 ０.５６４ꎻ适宜儿茶素离体生产的金花茶愈伤组织增殖配方为

附加 ４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ、０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ、３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖与 ０.６６０ ８ ｇ􀅰Ｌ￣１苯丙氨酸的 ＭＳ 固体培养基ꎬ其总儿茶

素含量可达 ４０.１１ ｍｇ􀅰ｇ￣１ ＤＷꎮ 以上研究表明ꎬ与茶树相似ꎬ在金花茶中 ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 在儿茶素代谢过程中密

切相关ꎻＰＰＯ 表达量升高导致金花茶儿茶素损失ꎻ添加适宜浓度的苯丙氨酸作为前体物质是提高愈伤组织中

总儿茶素含量的有效措施ꎮ
关键词: 光ꎬ 激素ꎬ 碳源ꎬ 苯丙氨酸ꎬ 相关性分析
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条件可控、性状一致性好且增殖系数高的优势(王
蒂ꎬ２００４)ꎮ 因此ꎬ以植物组织培养为平台ꎬ开展金

花茶儿茶素代谢的分子机制的研究对于金花茶儿茶

素深度开发具有重要意义ꎮ
ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因对于儿茶素的累积具有

关键作用ꎮ 其作用如下:ＤＦＲ 蛋白可逆地作用于正

旋二氢槲皮素与二氢杨梅素且这个酶还参与了植物
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素、无色花青素和相关的黄烷￣３￣羟基阿福豆素与没

食子儿茶素这些植物聚合型原花青素或者浓缩单宁

合成起始物质的合成( Ｔａｎｎｅｒ ＆ Ｋｒｉｓｔｉａｎｓｅｎꎬ１９９３ꎻ
Ｔａｎｎｅｒ ｅｔ ａｌꎬ２００３)ꎻＰＰＯ 蛋白是一种含有 ３ 个铜的

蛋白ꎬ这个蛋白专一地催化儿茶酚形成相对应的氧

化醌且这个酶也对其他的取代型儿茶酚起作用

(Ｇｒｅｇｏｒｙ ＆ Ｂｅｎｄａｌｌꎬ１９６７ꎻＣａｒｓｔｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００２)ꎮ 目

前ꎬ国内外对于儿茶素代谢的分子机制研究主要集

中在茶树上(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２０１２ꎻＲａｎｉ ｅｔ ａｌꎬ２０１２ꎻＨｏｎｇ
ｅｔ ａｌꎬ２０１４ꎻＬｉｕ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)而在金花茶上仅有少量

报道(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌꎬ２０１２ꎬ２０１３)且未见金花茶 ＬＡＲ 定

量表达与相关性分析的研究报道ꎮ 因此ꎬ该文以富

含儿茶素的金花茶愈伤组织为材料对不同光源、激
素、碳源及苯丙氨酸处理下 ＤＦＲ 基因表达量、ＬＡＲ
基因表达量、ＰＰＯ 基因表达量与总儿茶素含量的变

化及相关性进行了研究ꎮ 希望通过以上试验为金花

茶儿茶素代谢的分子机制研究提供基础并为金花茶

儿茶素离体生产提供指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

试验所需金花茶体细胞胚由福建农林大学园艺

植物生物工程研究所提供ꎮ 采用 ＭＳ＋０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

ＫＴ＋８.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡ＋５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３从上述金花

茶体细胞胚上诱导愈伤组织(图 １:Ａ)ꎬ并采用 ＭＳ＋
４.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ＋０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ 以 ３０ ｄ 为培养

周期对获得愈伤组织进行继代增殖培养(图 １:Ｂ)ꎮ
１.２ 金花茶愈伤组织的处理

１.２.１ 不同光源处理　 将愈伤组织接种在含 ４ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１ ６￣ＢＡ、０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ 和 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖的 ＭＳ
固体培养基上ꎬ并分别置于 ＬＥＤ 红、ＬＥＤ 黄、ＬＥＤ
蓝、ＬＥＤ 绿、ＬＥＤ 白、ＬＥＤ 暖白、黑暗或日光灯 ８ 种

光下培养ꎮ 若无特殊说明ꎬ所用培养基均以 ＭＳ 为

基本培养基ꎬｐＨ 均为 ５.８ꎬ经 １２１ ℃、１０１ ｋＰａ 高压灭

菌 ２０ ｍｉｎ 保存备用ꎬ培养温度为(２５±２)℃ꎬ光源为

日光灯ꎬ光照周期为 １２ ｈ􀅰ｄ￣１ꎬ培养时间为 ３０ ｄꎬ每
个处理重复 ３ 次ꎬ下同ꎮ
１.２.２ 不同碳源种类与添加量处理　 采用两因素三水

平的完全随机试验设计研究碳源种类(白糖、蔗糖、葡
萄糖)与添加量(１５、３０、４５ ｇ􀅰Ｌ￣１)对 ＤＦＲ、ＬＡＲ 和

ＰＰＯ 的表达量及总儿茶素含量的影响ꎮ 其他培养基

成分为 ４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ 与 ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄꎮ
１.２.３ 不同 ６￣ＢＡ 与 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度处理　 采用两因素三

水平的完全随机试验设计研究６￣ＢＡ浓度( ３、４、５

１１４１１２ 期 钟春水等: 光源或培养基成分对金花茶愈伤组织中 ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因表达及总儿茶素含量的影响　



图 １　 富含儿茶素的金花茶愈伤组织诱导与培养　 Ａ. 从体胚诱导的愈伤组织ꎻ
Ｂ. 继代增殖的愈伤组织ꎻ Ｃ. ０.６６０ ８ ｇ􀅰Ｌ￣１苯丙氨酸处理下的愈伤组织ꎮ

Ｆｉｇ. １　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｃａｌｌｉ ｒｉｃｈ ｉｎ ｃａｔｅｃｈｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ　 Ａ. Ｃａｌｌｉ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏꎻ Ｂ. Ｃａｌｌｉ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎻ Ｃ. Ｃａｌｌｉ ｔｒｅａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ０.６６０ ８ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＰＨＥ.

ｍｇ􀅰Ｌ￣１)与 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度(０.３、０.６、０.９ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)对

ＤＦＲ、ＬＡＲ 和 ＰＰＯ 的表达量及总儿茶素含量的影

响ꎮ 其他培养基成分为 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖ꎮ
１.２.４ 不同苯丙氨酸添加量处理 　 将愈伤组织分别

接种在含有 ０、０. ０８２ ６、０. １６５ ２、０. ３３０ ４、０. ６６０ ８、
１.３２１ ５和 ２.６４３ ０ ｇ􀅰Ｌ￣１苯丙氨酸的 ７ 种 ＭＳ 固体培

养基中置于日光灯下培养ꎮ 其他培养基成分为 ４
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ、０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ 与 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖ꎮ
１.３ 金花茶 ＤＦＲꎬＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因定量表达分析

１.３.１ 金花茶 ＲＮＡ 提取与逆转录 　 采用天根 ＲＮＡ
提取试剂盒(天根ꎬ北京)对以上不同光源、激素、碳

源及苯丙氨酸添加量处理 ３０ ｄ 后的金花茶愈伤组

织进行总 ＲＮＡ 提取ꎮ 质量及浓度检测合格后ꎬ采用

ＴＡＫＡＲＡ ＰｒｉｍｅｒｓｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 试剂盒进行

ＲＮＡ 逆转录用于 ｑＰＣＲ 试验ꎮ
１.３.２ ｑＰＣＲ 引物、反应体系与反应程序　 以 １８Ｓ 为

内参基因ꎬ根据文献报道的 ＤＦＲ(周兴文ꎬ２０１２)与

ＰＰＯ(ＦＪ５９７７５７.１)及克隆获得的 ＬＡＲ(ＫＲ０４５７４０.１)
基因序列分别设计引物并送北京六合华大科技有限

公司进行合成ꎮ 反应体系与反应程序参照 Ｌｉｎ ＆
Ｌａｉ(２００２)报道的方法并根据相关引物 ＴＭ 值进行

改良ꎮ 各引物的序列及退火温度见表 １ꎮ

表 １　 １８Ｓ、ＤＦＲ、ＬＡＲ 和 ＰＰＯ 定量 ＰＣＲ 所用引物及退火温度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ １８Ｓꎬ ＤＦＲꎬ ＬＡＲ ａｎｄ ＰＰＯ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

上游序列
Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

下游序列
Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度
ＡＴ (℃)

１８Ｓ ＣＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴ ＣＡＣＣＡＧＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡ ５８

ＤＦＲ ＡＣＴＧＴＧＧＡＡＧＧＣＧＧＡＴＴＴＧＡ ＣＧＴＴＧＡＴＴＧＴＣＧＧＣＴＴＧＡＴＴＡＣ ５８

ＬＡＲ ＣＡＴＣＡＡＧＡＧＧＴＴＴＴＴＧＣＣＡＴＣＧ ＴＴＣＴＡＴＣＡＡＴＣＧＣＣＧＣＡＣＣＣ ５８

ＰＰＯ ＣＴＧＡＣＧＣＣＧＡＧＴＡＣＡＴＡＧＣ ＧＡＣＴＴＧＧＴＧＡＴＡＡＧＣＴＣＣＧＴ ５５

１.４ 金花茶儿茶素总量测定

采用香荚兰素法(魏毅等ꎬ １９９９)对烘干至恒重

且粉碎后过 ４０ 目筛子的愈伤组织粉末进行儿茶素

总量的测定ꎮ
１.５ 数据分析

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件对数据的方差、差异显著

性及相关性进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同光源处理下愈伤组织中 ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ
基因的表达量和总儿茶素含量变化及相关性分析

由表 ２ 可知ꎬＬＥＤ 绿与日光灯处理下 ＤＦＲ 表达

量较高ꎻＬＥＤ红、ＬＥＤ蓝、ＬＥＤ绿、ＬＥＤ白及日光灯

２１４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



表 ２　 不同光源处理下基因表达量及总儿茶素含量的测定
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ

ｃａｔｅｃｈｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅｓ

光源
Ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ＤＦＲ ＬＡＲ ＰＰＯ

儿茶素
Ｃａｔｅｃｈｉｎｓ
(ｍｇ􀅰ｇ￣１)

ＬＥＤ 红
ＬＥＤ ｒｅｄ

０.５７ ±
０.０８ｂ

０.９２ ±
０.０４ａ

１.６０ ±
０.１０ｂ

１７.０５ ±
０.８９ｄｅ

ＬＥＤ 黄
ＬＥＤ ｙｅｌｌｏｗ

０.３６ ±
０.０５ｂ

０.６３ ±
０.０２ｂ

０.４８ ±
０.０４ｇ

２９.４７ ±
１.３３ａ

ＬＥＤ 蓝
ＬＥＤ ｂｌｕｅ

０.４１ ±
０.１０ｂ

０.８０ ±
０.０３ａ

０.６３ ±
０.０６ｆ

２４.７３ ±
０.５５ｃ

ＬＥＤ 绿
ＬＥＤ ｇｒｅｅｎ

１.２８ ±
０.０５ａ

０.８６ ±
０.０４ａ

１.８５ ±
０.１６ａ

１５.４６ ±
０.５６ｆ

ＬＥＤ 白
ＬＥＤ ｗｈｉｔｅ

０.３７ ±
０.０５ｂ

０.６６ ±
０.１５ａｂｃ

１.４４ ±
０.０４ｃ

１３.４３ ±
０.５４ｇ

ＬＥＤ 暖白
ＬＥＤ ｗａｒｍ ｗｈｉｔｅ

０.３０ ±
０.０３ｂ

０.４６ ±
０.０３ｃ

０.８１ ±
０.０７ｅ

１８.２７ ±
０.７３ｄ

黑暗
Ｄａｒｋ

０.３５ ±
０.０４ｂ

０.４６ ±
０.０１ｃ

０.４７ ±
０.０７ｇ

１６.７５ ±
０.５３ｅｆ

日光灯
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｍｐ

１.０１ ±
０.１８ａｂ

１.０１ ±
０.１３ａｂｃ

１.０１ ±
０.０７ｄ

２７.８８ ±
０.７２ｂ

　 注: 不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上有显著差异ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｈａｖｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

处理下 ＬＡＲ 表达量较高ꎻＬＥＤ 绿处理下 ＰＰＯ 表达量

较高ꎻＬＥＤ 黄处理下总儿茶素含量较高ꎮ
方差分析结果表明ꎬ光对 ＤＦＲ、ＬＡＲ 和 ＰＰＯ 这 ３

个基因的表达及儿茶素总量均有极显著影响ꎮ 相关

性分析结果表明ꎬ在不同光处理下ꎬ四项指标两两之

间仅 ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 之间存在显著的相关关系且其相

关系数为 ０.７１ꎮ
２.２ 不同 ６￣ＢＡ 与 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度处理下愈伤组织中

ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因的表达量和总儿茶素含量

变化及相关性分析

由表 ３ 可知ꎬ６￣ＢＡ３ ＋２ꎬ４￣Ｄ０.３处理下 ＤＦＲ 表达

量较高ꎻ６￣ＢＡ３ ＋ ２ꎬ４￣Ｄ０.３ 处理下 ＬＡＲ 表达量较高ꎻ
６￣ＢＡ４ ＋２ꎬ４￣Ｄ０.３、６￣ＢＡ４ ＋２ꎬ４￣Ｄ０.９及 ６￣ＢＡ５ ＋２ꎬ４￣Ｄ０.９

处理下 ＰＰＯ 表达量较高ꎻ６￣ＢＡ３ ＋２ꎬ４￣Ｄ０.６处理下总

儿茶素含量最高且与其他八个处理存在显著差异ꎮ
方差分析结果表明ꎬ ６￣ＢＡ、 ２ꎬ ４￣Ｄ 及 ６￣ＢＡ ×

２ꎬ４￣Ｄ均对 ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因这 ３ 个基因的表

达及儿茶素总量存在极显著影响ꎮ 相关性分析结果

表明ꎬ在不同 ６￣ＢＡ 与 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度处理下ꎬ四项指标

两两之间仅 ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 之间存在显著相关关系且

其相关系数为 ０.８８９ꎮ

表 ３　 不同 ６￣ＢＡ 与 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度处理下基因

表达量及总儿茶素含量的测定
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
ｃａｔｅｃｈｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ６￣ＢＡ ａｎｄ ２ꎬ４￣Ｄ

６￣ＢＡ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

２ꎬ４￣Ｄ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１) ＤＦＲ ＬＡＲ ＰＰＯ

儿茶素
Ｃａｔｅｃｈｉｎｓ
(ｍｇ􀅰ｇ￣１)

３ ０.３ ５.０２ ±
０.１０ａ

５.５２ ±
０.１７ａ

０.９３ ±
０.１０ｃ

１７.７１ ±
０.２２ｇ

０.６ １.８２ ±
０.１０ｄ

１.３３ ±
０.１２ｄｅ

０.７６ ±
０.０６ｃ

３１.６６ ±
０.４１ａ

０.９ ２.６７ ±
０.０７ｃ

４.７０ ±
０.３０ｂ

１.５６ ±
０.１６ｂｃ

２３.８１ ±
０.３９ｃ

４ ０.３ ３.９１ ±
０.３８ｂ

４.７１ ±
０.０７ｂ

３.４８ ±
０.１６ａ

１９.８６ ±
０.３５ｅ

０.６ １.００ ±
０.０４ｅ

１.０１ ±
０２０ｅ

１.０１ ±
０.１６ｃ

２２.８１ ±
０.３７ｄ

０.９ １.８２ ±
０.０５ｄ

１.５８ ±
０.２３ｄｅ

４.１７ ±
０.１４ａ

２３.７２ ±
０.２２ｃ

５ ０.３ １.０４ ±
０.０１ｅ

１.８０ ±
０.３３ｄ

２.００ ±
０.１７ｂ

１９.１６ ±
０.０８ｆ

０.６ １.７６ ±
０.０９ｄ

２.５８ ±
０.１８ｃ

１.２４ ±
０.１３ｂｃ

２０.０８ ±
０.３５ｅ

０.９ ２.８５ ±
０.０３ｃ

４.６０ ±
０.７９ｂ

２.２９ ±
０.５７ａｂ

２９.５８ ±
０.５９ｂ

２.３ 不同碳源种类与添加量处理下愈伤组织中

ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因的表达量和总儿茶素含量

变化及相关性分析

由表 ４ 可知ꎬ４５ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖处理下 ＤＦＲ 基因表

达量相对较高ꎻ ４５ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖处理下 ＬＡＲ 基因表达

量相对较高ꎻ１５ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖或 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１葡萄糖处理

下 ＰＰＯ 基因表达量相对较高ꎻ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１白糖处理下

总儿茶素含量最高ꎬ均值为 ２５.１ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ且与其他

８ 个处理均存在显著差异ꎮ
方差分析结果表明ꎬ种类、添加量及种类×添加

量均对 ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ ３ 个基因的表达及儿茶素

总量存在极显著影响ꎮ 相关性分析结果表明ꎬ在不

同碳源种类与添加量处理下ꎬ４ 项指标两两之间

ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 之间存在极显著正相关ꎬ其相关系数为

０.８６７ꎬ且 ＰＰＯ 与总儿茶素含量存在显著负相关ꎬ其
相关系数为－０.６９６ꎮ
２.４ 不同苯丙氨酸添加量处理下 ＤＦＲ、ＬＡＲ 和 ＰＰＯ
的表达量及总儿茶素含量变化及相关性分析

由表 ５ 可知ꎬ１.３２１ ５ 或 ２.６４３ ０ ｇ􀅰Ｌ￣１苯丙氨酸

处理下 ＤＦＲ 基因表达量相对较高ꎻ １. ３２１ ５ 或

２.６４３ ０ ｇ􀅰Ｌ￣１苯丙氨酸处理下ＬＡＲ基因表达量相

３１４１１２ 期 钟春水等: 光源或培养基成分对金花茶愈伤组织中 ＤＦＲ、ＬＡＲ 与 ＰＰＯ 基因表达及总儿茶素含量的影响　



表 ４　 不同碳源种类与添加量处理下基因

表达量及总儿茶素含量的测定
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｏｆ ｃａｔｅｃｈｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ
ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ａｄｄｉｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔｓ

添加量
种类

Ａｄｄｉｔｉｖｅ ｔｙｐｅ
(ｇ􀅰Ｌ￣１)

ＤＦＲ ＬＡＲ ＰＰＯ
儿茶素
Ｃａｔｅｃｈｉｎｓ
(ｍｇ􀅰ｇ￣１)

白糖
Ｗｈｉｔｅ ｓｕｇａｒ

１５ １.５３ ±
０.０３ｃ

１.２２ ±
０.１４ｄｅ

０.８３ ±
０.０５ｃｄ

２３.１０ ±
０.３７ｂ

３０ １.４１ ±
０.０５ｃｄ

１.５１ ±
０.２５ｄ

１.１１ ±
０.０２ｂ

２５.１ ±
０.５６ａ

４５ １.４０ ±
０.０９ｄ

１.５１ ±
０.１５ｄ

０.６６ ±
０.０２ｄ

２０.６２ ±
０.３４ｄ

蔗糖
Ｓｕｃｒｏｓｅ

１５ ２.７８ ±
０.０５ｂ

２.２９ ±
０.２１ｂ

２.０５ ±
０.１１ａ

１５.４７ ±
０.５７ｇ

３０ １.００ ±
０.０３ｅ

１.００ ±
０.０７ｅ

１.００ ±
０.０６ｂｃ

１７.４５ ±
０.０９ｆ

４５ ３.２１ ±
０.０８ａ

３.６９ ±
０.２３ａ

０.９３ ±
０.０６ｃ

２３.０６ ±
０.３４ｂ

葡萄糖
Ｇｌｕｃｏｓｅ

１５ ２.７７ ±
０.０５ｂ

１.８１ ±
０.２３ｃ

１.９９ ±
０.２３ａ

１３.８８ ±
０.３４ｈ

３０ ０.５８ ±
０.０５ｆ

０.９１ ±
０.０１ｅ

０.８７ ±
０.０２ｃ

１８.５１ ±
０.２３ｅ

４５ １.９１ ±
０.０５ｃ

１.５２ ±
０.２６ｃｄ

０.５０ ±
０.０３ｅ

２１.２９ ±
０.１８ｃ

表 ５　 不同苯丙氨酸添加量处理下基因

表达量及总儿茶素含量的测定
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｏｆ ｃａｔｅｃｈｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＨＥ ａｄｄｉｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔｓ

苯丙氨酸
ＰＨＥ

(ｇ􀅰Ｌ￣１)
ＤＦＲ ＬＡＲ ＰＰＯ

儿茶素
Ｃａｔｅｃｈｉｎｓ
(ｍｇ􀅰ｇ￣１)

０ １.００ ±
０.０７ｄ

１.００ ±
０.０８ｃｄ

１.００ ±
０.０１ａ

２０.３９ ±
０.４８ｆ

０.０８２ ６ １.４６ ±
０.１８ｄ

０.８２ ±
０.０９ｄ

０.８４ ±
０.０５ａ

１９.８５ ±
０.７１ｆ

０.１６５ ２ ５.６２ ±
０.５３ｃ

６.６８ ±
０.４７ｂｃ

０.５５ ±
０.０９ａｂｃ

３０.８９ ±
１.３０ｄ

０.３３０ ４ ９.００ ±
０.１０ｂ

２０.１６ ±
２.８４ａｂ

０.６７ ±
０.１５ａｂｃ

２８.３９ ±
０.４０ｅ

０.６６０ ８ ７.６４ ±
０.５６ｂｃ

５.４２ ±
０.８０ｃ

０.３５ ±
０.０２ｃ

４０.１１ ±
１.０３ｂ

１.３２１ ５ １７.６０ ±
１.６５ａ

２１.１５ ±
１.５４ａ

０.５２ ±
０.０２ｂ

３４.８０ ±
０.５０ｃ

２.６４３ ０ ２１.６２ ±
１.０９ａ

２０.１９ ±
２.２１ａｂ

１.６８ ±
０.３１ａｂｃ

４１.５６ ±
０.５７ａ

对较高 ０、０.０８２ ６、０.１６５ ２、０.３３０ ４ 或 ２.６４３ ０ ｇ􀅰Ｌ￣１

苯丙氨酸处理下的愈伤组织中 ＰＰＯ 基因表达量相

对较高ꎻ ２.６４３ ０４ ｇ􀅰Ｌ￣１苯丙氨酸处理下的金花茶

愈伤组织中总儿茶素含量最高ꎬ其均值为 ４１.５６ ｍｇ􀅰
ｇ￣１ꎬ且与其他 ７ 个处理存在显著差异ꎮ

方差分析结果表明ꎬ苯丙氨酸添加量对 ＤＦＲ、
ＬＡＲ 和 ＰＰＯ 这 ３ 个基因的表达及儿茶素总量均有

极显著影响ꎮ 相关性分析结果表明ꎬ在不同苯丙氨

酸添加量处理下ꎬ四项指标两两之间 ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 之

间存在显著正相关关系ꎬ其相关系数为 ０.８６１ꎻＤＦＲ
与总儿茶素含量存在极显著正相关关系ꎬ其相关系

数为 ０.７８６ꎻＬＡＲ 与总儿茶素含量存在极显著正相关

关系ꎬ其相关系数为 ０.５６４ꎮ

３　 讨论

３.１ 在金花茶愈伤组织中 ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 在儿茶素代

谢过程中密切相关

在不同光照或培养基成分处理下 ＤＦＲ 基因与

ＬＡＲ 基因之间均存在显著甚至极显著正相关关系ꎮ
换而言之ꎬ这两个基因在这些情况下具有十分相似的

表达调控模式ꎮ 在茶树中ꎬＤＦＲ 蛋白与 ＬＡＲ 蛋白在

进行催化反应时ꎬ前者的产物正是后者的底物(Ｈｏｎｇ
ｅｔ ａｌꎬ２０１４)ꎬ而且在叶片的酶学试验中也发现了两者

之间有着不可分割的相关性((Ｐｕｎｙａｓｉｒｉ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ
故由此推测:在金花茶中 ＤＦＲ 蛋白与 ＬＡＲ 蛋

白在进行催化反应时前者的产物也是后者的底物且

两者在儿茶素物质转化过程中密切相关ꎮ
３.２ ＰＰＯ 表达量升高导致金花茶愈伤组织中儿茶素

损失

在不同碳源种类与添加量的处理下的愈伤组织

中ꎬＰＰＯ 基因表达量与总儿茶素含量存在显著负相

关关系ꎮ 当碳源为蔗糖 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１或葡萄糖 １５ ｇ􀅰
Ｌ￣１时ꎬＰＰＯ 基因的表达量尤其高而总儿茶素的含量

尤其低ꎮ 前人研究表明ꎬＰＰＯ 蛋白具有催化儿茶酚

形成相对应的氧化醌的功能 (Ｇｒｅｇｏｒｙ ＆ Ｂｅｎｄａｌｌꎬ
１９６７ꎻＣａｒｓｔｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００２)ꎮ

故由此推测ꎬ在不同碳源处理情况下个别处理

总儿茶素含量显著降低的现象可能是由 ＰＰＯ 基因

表达量显著上升造成的ꎮ 也就是说 ＰＰＯ 表达量升

高导致金花茶愈伤组织中儿茶素损失ꎮ
３.３ 外源添加的苯丙氨酸通过提高金花茶愈伤组织中

ＤＦＲ与 ＬＡＲ等关键基因的表达从而促进儿茶素的

积累

苯丙氨酸是类黄酮途径物质合成的前体物质ꎮ

４１４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



在不同苯丙氨酸添加量处理下ꎬＤＦＲ 基因与 ＬＡＲ 基

因的相对表达量分别与总儿茶素总量存在极显著正

相关关系而在不同光、不同碳源种类与添加量或不

同 ６￣ＢＡ 与 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度处理下ꎬＤＦＲ 基因与 ＬＡＲ 基

因的相对表达量与含总量不存在显著的相关关系ꎮ
故此推测ꎬ在金花茶愈伤组织培养基中添加苯丙氨

酸能够起到作为儿茶素合成前体的作用且通过提高

ＤＦＲ 与 ＬＡＲ 等关键基因的表达从而提高愈伤组织

中总儿茶素的含量ꎮ
综合比较不同光源、激素、碳源及苯丙氨酸处理

下愈伤组织中儿茶素含量ꎬ添加适宜浓度的苯丙氨

酸是促进金花茶愈伤组织中总儿茶素累积更为有效

的方式ꎮ
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