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摘要：采用 20%PEG-6000 对福鼎大白茶无性系扦插苗进行模拟干旱处理，应用 mRNA 差异显示技术研究干旱

与正常浇水对照的 mRNA 差异表达，发现 1 个在干旱条件下减量表达片段 N3-5。序列分析和同源性比对表明，

N3-5 与茶树无性系 Sajin 茶叶色突变基因组序列标签 S31.B15（Accession：DQ443473.1）有 75%的同源性。根

据序列相似同源基因的功能推测，该片段可能与茶树的抗旱机制有关。 
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mRNA Differential Expression 

of Camellia sinensis under Drought Conditions 

CHEN Sheng-xiang, QI Gui-nian*, XIA Jian-bing, ZOU Yao, SHAN Hong-li 
Department of tea Science, College of Horticulture, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China 

Abstract: 20% PEG-6000 was used for simulating drought treatment to Camellia sinensis cv. Fuding-dabaicha clone. 

mRNA differential display reverse transcriptase polymerase chain reaction (DDRT-PCR) was used to study the 

mRNA differential expression between drought stress and irrigated contro1. One down regulated gene was found 

under drought stress. Sequence analysis and homology alignment showed that N3-5 showed 75% homogenicity with 

the Camellia sinensis clone Sajin tea leaf mutant color tag S31.B15 genomic sequence (Accession：DQ443473.1). It 

was suggested that the fragments N3-5 was related to drought tolerance mechanism of tea plant according to the 

functions of their homologous sequences. 
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我国茶叶主产区在长江中下游一带，每年

夏秋期间，晴日多，气温高，空气湿度低，蒸

发量大，常有伏旱和秋旱发生，对茶树生长以

及茶叶产量和品质造成较大影响，严重时甚至

使茶树受害致死，旱害已经成为茶叶生产中一

个较为突出的问题[1]。目前对茶树抗旱性方面

的研究在生理方面较多 [2-5]，而在分子方面研

究较少[6-7]。为此，本研究采用 20% PEG-6000
对 2 年生福鼎大白茶无性系扦插苗（Camellia 

sinensis cv. Fuding-dabaicha）进行干旱胁迫，

通过观察了福鼎大白茶的叶片形态变化，同时

应用 mRNA 差异显示技术（DDRT-PCR）研

究干旱与正常浇水的 mRNA 差异表达，克隆

测序差异片段，并进行生物信息学分析，以期

获得与抗旱性相关的序列信息，为进一步深入

研究茶树抗旱的分子机制奠定基础。 

1 材料与方法 
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1.1 材料 

供试材料为 2 年生福鼎大白茶无性系扦插

苗。选择长势、大小基本一致的扦插苗移栽到

1/2 剂量的 Hoagland 营养液中进行修复培养，

置于温室自然光照，每天定时通气。3 d 后，

将茶苗随机分成 2 组，每组 5 瓶，其中一组采

用 20%聚乙二醇（PEG-6000）溶液进行水分胁

迫培养，另一组以等体积蒸馏水培养作为对照

（CK），分别在 1 d（P1）、2 d（P2）、3 d（P3）

取第二叶位的叶片，液氮速冻后-70℃保存。 
本试验所采用的DDRT-PCR引物借鉴相

关文献 [8-9]，由上海英俊生物技术公司合成。

引物具体序列见表1。 

1.2 总 RNA 提取 

用北京天恩泽基因科技有限公司的柱式

植物 RNAout 提取试剂盒，按照说明书的要求

提取总 RNA，然后以 1.5%琼脂糖凝胶电泳检

测 RNA 的质量。 

 
表 1 引物类型与组成 

Tab1e 1 Composition and nature of the primers 

引物类型  
Primer 

引物命名  
Name 

引物序列  
Sequence 

引物命名

Name 
引物序列  
Sequence 

引物命名  
Name 

引物序列  
Sequence 

锚定引物  
Anchored primer 

AP1 5′-Oligo d(T)11A-3′ AP2 5′-Oligo d(T)11G-3′ AP3 5′-Oligo d(T)11C-3′ 

RP1 5′-TACAACGAGG-3′ RP7 5′-GGAACCAATC-3′ RP13 5′-TGCTGGTGG-3′
RP2 5′- TTTTGGCTCC-3′ RP8 5′-CTGCTTGATG-3′ RP14 5′-TGCTGGTAG-3′
RP3 5′- TCGGTCATAG-3′ RP9 5′-CTTTCTACCA-3′ RP15 5′-TGCTGGGTG-3′
RP4 5′- GATCTGACAC-3′ RP10 5′-GATCGCATTG-3′ RP16 5′-TGCTGTATG-3′
RP5 5′- GATCAATCGC-3′ RP11 5′-GATCTGACTG-3′ RP17 5′-TGGAGCTGG-3′

随机引物  
Random primer 

RP6 5′-GGTACATTGG-3′ RP12 5′-TGCTGGGGA-3′ RP18 5′-TGTGGCAGG-3′

 
1.3 逆转录及 DDRT-PCR 

根 据 Revert AidTM First Strand cDNA 
Synthesis Kit （Fermentas Company，CA）说

明书的要求，以 AP1-3 引物分别对不同的试验

材料的总 RNA 进行逆转录，获得 cDNA。再以

稀释 4 倍的 cDNA 为模板，用表 1 中随机引物

RP1-18和 3 个锚定引物 AP1-3按照以下反应体系

和程序在 MyCyclerTM Thermal Cycler 580BR 
PCR仪上（BIO-RAD Company，USA）进行 3×18
组合的 DDRT-PCR 反应：ddH2O 14 μL，cDNA 
2 μL，AP 1 μL，RP 1 μL，Mix 12.5 μL；95℃ 
5 min，95℃ 45 s，45℃ 45 s，72℃ 90 s，35
个循环，72℃ 10 min。PCR 结束后，将 PCR
产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，电泳结束后置

于 Gel Doc TY4133（BIO-RAD，USA）凝胶

成像系统中显示，拍照。 

1.4 差异条带回收、二次扩增 

用灭菌的手术刀从凝胶上切取差异条带，

放入 1.5 mL 离心管中，按照 E.Z.N.A.TM Gel 
Extraction Kit（OMEGA, USA）说明书进行回

收并按照 1.3 的体系和程序进行二次扩增。二

次扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，拍照，

并回收纯化。 

1.5 差异条带的克隆、测序、鉴定和同源性分析 

将 回 收 的 差 异 条 带 连 接 到 pMD19-T 
Simple Vector（TAKARA BIO INC.，JAP），并

转化到感受态细胞 E. coli DH5α 中，用蓝白斑

鉴定的方法，初步选择出白斑阳性克隆，进一

步用 M13 引物进行菌落 PCR 鉴定，将阳性克

隆穿刺培养后送至上海英俊公司测序。登陆

GenBank（http： //www.ncbi.nlm.nih.gov）查

询其同源序列，再用 Blast 分析差异片段与其

同源序列的相似性。 

2 结果与分析 

2.1 茶树叶片的形态变化 
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干旱胁迫 3 d 后，福鼎大白茶在正常浇水

条件下叶片没有出现明显的变化（图 1-A），

但是它在干旱胁迫下却出现了显著的形态变

化（图 1-B），如顶部幼叶首先萎蔫，叶片泛

红并出现焦斑，继而整叶枯焦，同时老叶叶色

变为黄绿、淡红，茎轻折易断等旱害症状。 

2.2 茶树叶片总 RNA 的质量检测 

4 个样品的 28 S 和 18 S rRNA 带型分明，

RNA 降解不明显，可以用于逆转录反应（图 2）。 

2.3 茶树叶片中基因表达的差异 

由 3 个 3′端锚定引物与 18 个 5′端随机引

物组成的 54 个引物组合，对干旱处理 1、2、
3 d 及对照的逆转录 cDNA 模板，均能扩增出

特异条带。为减小实验误差，经过筛选，选择 
 

条带差异好的组合按照上述反应条件和反应

参数重新进行 1 次 PCR，图 3 显示了部分差

异表达片段的琼脂糖凝胶电泳结果。通过琼脂

糖凝胶电泳，可以看出茶树在干旱胁迫前后，

其 cDNA 条带存在着明显的差异，这说明茶树

叶片在干旱胁迫处理后的基因表达出现了改

变。其中，在引物组合 AP3/RP5 扩增的条带中，

有 1 个约 500 bp 的特异条带，在干旱处理 1、
2、3 d 及对照均有表达，但干旱条件下的表达

量始终低于正常浇水的对照。将这个干旱条件

下减量表达的片段，命名为 N3-5。 

2.4 菌落 PCR 鉴定结果 

对挑选的白斑进行菌落 PCR，进一步鉴定是

否为阳性（图 4）。根据菌落 PCR 结果，选取阳

性克隆，穿刺培养后送至生物公司测序。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

28 S 

18 S 

对照CK             干旱 Drought      
1d        2d         3d

图 2 总 RNA 样品的琼脂糖凝胶电泳检测 

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis detection of total RNA samples 

 

 
A 

B 

图 1 福鼎大白茶在正常浇水(A)和干旱胁迫下(B)的叶片形态 

Fig. 1 Morphological changes of Camellia sinensis cv.Fuding-dabaicha under irrigation and drought 
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2.5 差异片段的序列比对分析结果 

将阳性片段的序列信息提交 NCBI 进行

BLAST 比对分析，结果发现，目的片段 N3-5

（图 5）和已知序列茶树无性系 Sajin 茶叶色

突变基因组序列标签 S31.B15（Accession：
DQ443473.1）有较高相似性，为 75%，和利

用鸟枪法得到的多个葡萄基因组片段有较高

的相似性，最高为 72%。 

3 讨论 

DDRT-PCR 自 1992 年美国哈佛医学院的

两名科学家 P. Liang 和 A.D Pardee 提出后，因

其操作简便、快速，且能同时进行两组或两组

以上样品的分析、比较，已成功应用于多种植

物抗性方面的研究，如对玉米耐旱性自交系在

干旱条件下的 mRNA 差异表达分析，发现了玉

米中与参与内含子剪切有关的基因、丝氨酸/
苏氨酸 2C 型蛋白磷酸酶基因、与程序性死亡

有关的基因有较大相似性的基因片段[10]；通过

对花生干旱胁迫下表达差异的研究得到了和

抗旱相关的多条差异条带，为进一步研究打下

基础[11]；对茶树被茶尺蠖取食后基因表达谱差

异的研究，发现了多条与抗虫性相关的基因
[12]；通过对小麦苗期水分胁迫诱导差异表达

cDNA 的研究，用基因差异表达现象解释了植

物的交叉适应（Cross adaptation）现象，即植

物受到一种逆境胁迫时产生的应答与对受到

其他逆境胁迫的应答有内在的相关性[13]。 
本研究发现茶树在受到干旱胁迫后基因

表达谱有明显的差异，而在这些差异表达基因

中，发现 1 个在干旱条件下减量表达片段 N3-5，

是与色素较接近的基因片段。一般认为，色素

在维持叶色、花色方面起重要作用，但是随着 

600 bp
400 bp

图 4 菌落 PCR 

Fig. 4 PCR amplified result of colony 

注：阳性克隆：1、4、9、20、25；阴性克隆：15。  
Note: Positive cloning: 1, 4, 9, 20, 25. Negative cloning: 15.

 

N3-5 

600 bp 

400 bp 

图 3 不同引物 DDRT-PCR 扩增结果 

Fig. 3 DDRT-PCR amplified result with different primer combination 

注：Nx-z，N 表示对照样，x 表示锚定引物序号，z 表示随机引物序号；PaYx-z，PY 表示处理样，a 表示处理时间，x、z 表示

含义同上。M: 200 bp DNA Ladder Mark，1：N3-2，2：P1Y3-2，3：P2Y3-2，4：P3Y3-2，5：N3-4, 6：P1Y3-4，7：P2Y3-4，8：
P3Y3-4, 9：N3-5，10：P1Y3-5，11：P2Y3-5，12：P3Y3-5，13：N3-8，14：P1Y3-8，15：P2Y3-8，16：P3Y3-8，17：N3-10，18：
P1Y3-10，19：P2Y3-10，20：P3Y3-10。  

Note: In Nx-z, N means contol, x means anchored sequence, z means random sequence. In PaYx-z, a means treatmented time, x and z
mean that of the former. M: 200 bp DNA Ladder Mark, 1: N3-2, 2: P1Y3-2, 3: P2Y3-2, 4: P3Y3-2, 5: N3-4, 6: P1Y3-4, 7: P2Y3-4, 8:
P3Y3-4, 9: N3-5, 10: P1Y3-5, 11: P2Y3-5, 12: P3Y3-5, 13: N3-8, 14: P1Y3-8, 15: P2Y3-8, 16:P3Y3-8, 17: N3-10, 18: P1Y3-10, 19: P2Y3-10, 
20: P3Y3-10. 
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研究的深入，发现作为一种次生代谢产物，有

些色素还有其他的生理功能。花青素是研究得

较为广泛的一种色素，属于酚类化合物中的类

黄酮类，是植物的次生代谢产物，也是植物中

的水溶性色素，决定着花、果实、种子的颜色
[14]，广泛存在于 27 个科和 72 个属的被子植

物中 [15]，如花青素含量较高的植物有茶叶、

葡萄、银杏等。它是经苯基丙酸路径和类黄酮

合成途径生成，受多个调节基因的调节，其中

MYB 蛋白是植物花青素合成涉及最为广泛的

调节因子，而 MYB 是植物主要的与逆境抗性

相关的 4 类转录因子之一，在植物胁迫应答过

程中起着重要的调控作用[16-17]。在植物组织器

官中，类黄酮化合物的积累是植物应答逆境胁

迫的一个重要特性，在生物因子胁迫和非生物

因子胁迫中 MYB 因子在植物应答过程中都有

重要的调控作用[18]，近年来克隆的多个 MYB
类转录因子新基因均有抗旱、耐高温和低温等

作用，如拟南芥的 AtMYB2[19]和 AtMYB60[20]

被证实参与植物耐旱胁迫过程，水稻中的

osmyb4 基因高量表达能显著提高转基因作

物对干旱、高盐、UV 辐射的耐受性 [21]。有

研究认为，随着水分胁迫程度的加重，花青

素含量呈逐渐增加的趋势，并且与之合成相

关的苯丙氨酸裂解酶（PAL）活性也呈上升

趋势 [22]，但 Kashmir Singh 认为，茶叶中的花

青素还原酶（CsANR）表达在干旱胁迫下呈下

调表达[23]。在本实验中，目的片段 N3-5 随着

干旱胁迫时间的延长表达量逐渐降低，推测该

片段不仅和叶色变化相关，也和抗旱性有一定

的联系。但是，关于花青素和茶树抗旱性的直

接关系还需要进一步研究。 
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