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的茶树鸟氨酸转氨酶基因Csδ-OAT 克隆与表达

分析 
王伟东，疏再发，杜昱林，黎星辉，王玉花* 
（南京农业大学茶叶科学研究所，南京 210095） 

摘  要：根据已知鸟氨酸转氨酶（δ-OAT）的保守序列设计简并引物，并利用 RT-PCR 和 RACE 技术

从‘迎霜’茶树中克隆获得鸟氨酸转氨酶基因，命名为 Csδ-OAT，其 GenBank 登录号为 KJ641844。该基

因 cDNA 全长为 1 865 bp，编码 473 个氨基酸，理论等电点为 7.19，推测分子量为 52.3 kD。序列比对分

析结果表明，Csδ-OAT 主要功能域保守性较高，存在典型的 PLP 结合位点；系统进化树分析显示，Csδ-OAT

的进化符合传统的生物学分类，与其他双子叶植物具有同一起源。qRT-PCR 分析结果表明，Csδ-OAT 基因

的表达存在明显的组织特异性，在花中表达最高，其次是叶片，而在其他组织器官中表达较低。此外，

Csδ-OAT 基因受高盐、低温、干旱、ABA 和氧化胁迫处理的诱导，表明其参与了茶树体内各种非生物胁

迫响应的过程。  
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Cloning and Expression Analysis of Ornithine-δ-aminotransferase Gene 
Csδ-OAT in Camellia sinensis  

WANG Wei-dong，SHU Zai-fa，DU Yu-lin，LI Xing-hui，and WANG Yu-hua* 

（Tea Research Institute，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China） 

Abstract：Degenerate primers were designed according to the known conserved regions of Ornithine- 

δ-aminotransferase gene（δ-OAT），and the complete cDNA sequence of δ-OAT was firstly cloned from 

Camellia sinensis using RT-PCR and RACE technologies. The cDNA was termed Csδ-OAT（GenBank 

accession KJ641844）and its full-length was 1 865 bp encoding a protein of 473 amino acids. The 

molecular weight of Csδ-OAT was 52.3 kD and theoretical isoelectric point was 7.19. The BLAST results 

showed that the functional domain of Csδ-OAT is highly conserved with a typical PLP binding site. 

Phylogenetic analysis of plant δ-OAT reveals that the evolution of Csδ-OAT corresponds with traditional 

biological classification. QRT-PCR analysis results showed that the expression of Csδ-OAT has obvious 

tissue specificity，and it was higher in flower，followed by leaves，but lower in other tissues. Moreover，

we found that the expression of Csδ-OAT is induced by different abiotic stresses，including low- 

temperature，high salinity，ABA，drought and oxidative stresses，implying that Csδ-OAT is involved in 
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responding to abiotic stress in plants. 

Key words：tea plant；ornithine-δ-aminotransferase；Csδ-OAT；cloning；expression analysis 

 

茶树[Camellia sinensis（L.）O. Kuntze]容易遭受干旱、低温和土壤污染等引起的非生物胁迫，

导致茶叶产量和品质降低，最终影响茶叶生产的经济效益（王新超和杨亚军，2003）。因此，发掘

茶树的抗性基因，培育抗性品种具有重大意义。 

脯氨酸参与植物对多种逆境胁迫的响应，在提高植物抗逆性中发挥重要作用（焦蓉 等，

2011b；谢虹 等，2011）。高等植物中脯氨酸的合成代谢有谷氨酸（Glu）和鸟氨酸（Orn）两条

途径，Δ1–吡咯啉–5–羧酸合成酶（P5CS）是谷氨酸合成途径的关键酶，而鸟氨酸转氨酶（δ-OAT）

是鸟氨酸合成途径的关键酶（全先庆 等，2007；赵瑞雪 等，2008）。许多研究表明，δ-OAT 对逆

境胁迫下脯氨酸的积累起着重要作用，Roosens 等（2002）将拟南芥的 δ-OAT 过表达至烟草中，显

著增加了烟草脯氨酸的含量，其抗旱性得到显著提高；Wu 等（2003）将拟南芥的 δ-OAT 遗传转化

至水稻中，显著提高了水稻的耐盐能力；Roosens 等（1998）的研究表明，δ-OAT 的表达受到盐胁

迫的诱导。目前，δ-OAT 已从拟南芥（Roosens et al.，1998）、甘蔗（张积森 等，2009）、豌豆（Stránská 

et al.，2010）和烟草（焦蓉 等，2011a）等植物中克隆得到，但有关 δ-OAT 功能的研究相对滞后，

其参与植物逆境响应的作用机制尚不清楚。 

本研究中从茶树中克隆得到了 Csδ-OAT 基因的 cDNA 全长序列，利用生物信息学手段初步分析

了该基因的结构和功能，并通过实时荧光定量 PCR 技术分析了该基因在各种非生物胁迫中的表达模

式，以探究 Csδ-OAT 与茶树抗逆性的关系，为茶树抗逆基因工程提供候选基因资源，为茶树分子遗

传育种提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料与处理 

基因克隆以体外培养的‘迎霜’茶树花粉管为试验材料，花粉的收集和培养方法参考陈暄等

（2011）所述。胁迫处理试验于 2013 年 8 月在南京农业大学茶叶研究所进行，选取长势一致的 4

年生‘迎霜’茶树苗为材料进行水培培养，培养液的配制参考 Wan 等（2012）所述。将水培茶苗于

光照培养箱中（昼夜温度 25 ℃/22 ℃，光周期 12 h/12 h，光照强度 240 µmol · m-2 · s-1，相对湿度

75% ~ 80%）预培养两周后进行不同的胁迫处理，包括低温（4 ℃）、NaCl（600 mmol · L-1）、ABA

（50 µmol · L-1）、PEG 6000（20%）和 H2O2（100 mmol · L-1）。分别于 0、1、2、4、8、12 和 24 h

时取一芽两叶各 0.1 g，并将所取材料置于液氮中速冻，–70 ℃冰箱保存备用。 

分别取‘迎霜’茶苗的根、茎、叶、芽、花和果各 0.1 g，并将所取材料置于液氮中速冻，–70 

℃冰箱保存，用于基因的组织特异性表达分析。 

1.2  总RNA提取和cDNA合成 

用 RNAiso Plus（TaKaRa，日本）提取培养后的茶树花粉管和其他组织材料的总 RNA，并用

DNase 去除基因组 DNA 污染。用 ONE DropTM OD-1000 + Spectrophotometer（ONE Drop，USA）检

测 RNA 浓度和质量，琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性和稳定性。使用 PrimeScriptTM 1st Strand 

cDNA SyCshesis Kit（TaKaRa，大连）进行 cDNA 第 1 链的合成。参照 SMART RACE cDNA Synthesis 

Kit（Clontech，美国）的操作步骤合成 RACE 扩增所用的 cDNA。 
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1.3  茶树Csδ-OAT的克隆 

表 1  引物序列 

Table 1  Sequences of primers in this study 

引物名称  
Primer name 

序列（5′–3′） 
Sequence 

δ-OAT F GTYAATCAGGGACAYTGYCAYCCWA 
δ-OAT R AGCATNACDTYTTTRTCDGCRAG 
3′GSP1 ATGAATACTGGTGCCGAAGG 
3′GSP2 GTCTCGTGTTGTGGCTGCTT 
5′GSP1 CAACATCTGGGCGAACT 
5′GSP2 ATGGAAGCAGCCACAAC 
Csδ-OAT F AATCTACAACTTCATCGCTCAGCGCCCT 
Csδ-OAT R GGTACCCAACAAAATTTTATTCACAAT 
qCsδ-OAT F GCGGTTAATCAGGGACAT 
qCsδ-OAT R ACACCTTCGGCACCAGTA 
qβ-actin F GCCATCTTTGATTGGAATGG 
qβ-actin R GGTGCCACAACCTTGATCTT 

利用DNAMAN软件对 GenBank中已公布

的葡萄、蓖麻、平邑甜茶、毛果杨、烟草、白

菜、甘蓝型油菜、拟南芥和杨树 δ-OAT 酶的氨

基酸序列进行同源分析，然后根据 δ-OAT 基因

的保守区段，利用 Primer premier 5.0 软件设计

一对简并引物 δ-OAT F 和 δ-OAT R（表 1），扩

增一段长度为 680 bp 左右的中间片段。根据已

获得茶树 Csδ-OAT 基因的中间片段序列设计

3′、5′-RACE 引物 3′GSP1、3′GSP2，5′GSP1 和

5′GSP2（表 1），并结合通用引物分别扩增出该

基因的 3′和 5′端序列。将所得的两端序列与中

间片段序列拼接得到基因全长，设计一对全长引物 Csδ-OAT F，Csδ-OAT R（表 1）高保真扩增出基

因的全长。所用引物均由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。 

扩增产物经 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测后，将目的条带按照 Gel Extraction Kit（OMEGA）使

用说明进行回收，连接到 pMDA18-T Vector（TaKaRa），由南京金斯瑞生物科技有限公司进行测序。 

1.4  Csδ-OAT生物信息学分析 

利用 NCBI 进行核苷酸和氨基酸序列比对和保守结构域分析；用 ProtParam 预测蛋白质分子量

和理论等电点；用 SMART（http：//smart. embl-heidelberg. de/）进行保守域分析；用 DNAMAN 6.0

进行多序列氨基酸同源性比较；用 MEGA 6.0 软件中的邻近相连法（NJ，Neighbor Joining）构建系

统进化树；用 WoLF PSORT（http：//wolfpsort. org/）进行亚细胞定位预测；用 TMPRED（http：//www. 

ch. embnet. org/software/TMPRED_form. html）预测蛋白跨膜结构域；用 NetPhos 2.0 Serve（http：//www. 

cbs. dtu. dk/services/NetPhos/）预测蛋白质磷酸化位点；用 SWISS-MODEL（http：//swissmodel. expasy. 

org/workspace/）预测蛋白质三级结构。 

1.5  Csδ-OAT荧光定量PCR分析 

以茶树 β-actin（孙美莲 等，2010）作为内参基因，参照 SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ（TaKaRa，

大连）的操作说明书对 Csδ-OAT 基因的表达量进行荧光定量 PCR 分析，PCR 体系为：SYBR® Premix 

Ex Taq 10 μL，上、下游引物各 1 μL，cDNA 5 μL，RNase Free ddH2O 加至 20 μL。在 Eppendorf 荧

光定量 PCR 仪上进行反应。反应程序为：95 ℃预变性 60 s；95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 45 s，

40个循环。反应结束后分析荧光值变化曲线和熔解曲线，采用 2-ΔΔCT法分析结果（Livak & Schmittgen，

2001），每个样品 3 次重复。使用 Primer Premier 5.0 设计 Csδ-OAT 荧光定量所需的引物 qCsδ-OAT F、

qCsδ-OAT R 和 qβ-actin F、qβ-actin R（表 1）。 

用 Excel 2010 和 SPSS 19 软件进行数据整理和统计学分析，用邓肯氏新复极差法进行多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  Csδ-OAT基因克隆与序列分析 

用简并引物进行 PCR 扩增，获得 1 条 680 bp 的中间片段（图 1，A1），该片段经 NCBI 比对与

其他已知植物的 δ-OAT 序列有较高同源性，由此判断为茶树 δ-OAT 基因 cDNA 的部分序列。根据获
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得的中间片段序列设计 RACE 特异性引物进行巢式 PCR 扩增，5′-RACE 扩增获得 1 条长度为 761 bp

的特异性片段（图 1，B3、B4），3′-RACE 扩增获得 1 条长度为 1 201 bp 的特异性片段（图 1，B1、

B2）。序列拼接后设计全长引物，经高保真 PCR 扩增获得长度为 1 865 bp 的全长 cDNA 序列（图 1，

C1），包含 1 422 bp 的完整 ORF，编码 473 个氨基酸，理论等电点为 7.19，推测分子量为 52.3 kD。

经Blastp比对结果显示，所得基因编码的氨基酸与其他植物 δ-OAT的氨基酸序列具有很高的同源性，

与猕猴桃 Acδ-OAT（Actinidia chinensis，ABR45720.1）同源性为 89%，与可可 Tcδ-OAT（Theobroma 

cacao，XP_007025036.1）为 85%，与湖北海棠 Mhδ-OAT（Malus hupehensis，AEO51063.1）为 82%，

与烟草 Ntδ-OAT（Nicotiana tabacum，ADM47437.1）为 82%，与菊芋 Htδ-OAT（Heliacshus tuberosus，

AHJ08571.1）为 75%。表明新克隆的 cDNA 序列为茶树鸟氨酸转氨酶基因，将该基因命名为 Csδ-OAT

（Camellia sinensis ornithine δ-aminotransferase），并将其登录到 GenBank，登录号为 KJ641844。 

图 1  Csδ-OAT 的 PCR 扩增产物电泳结果 
M：2 000 bp DNA marker；A1：中间片段扩增结果；B1、B2：3′-RACE 扩增结果；B3、B4：5′-RACE 扩增结果；C1：全长扩增结果。 

Fig. 1  Electrophoresis results of PCR amplification of Csδ-OAT 

M：2 000 bp DNA marker；A1：Product of segment；B1，B2：Product of 3′-RACE； 

B3，B4：Product of 5′-RACE；C1：Product of full cDNA. 

2.2  Csδ-OAT编码蛋白的生物信息学分析 

2.2.1  Csδ-OAT 的结构域预测 

利用 NCBI 对 Csδ-OAT 的结构域和结合位点分析（图 2）表明，Csδ-OAT 属于乙酰鸟氨酸氨基

转移酶家族，该家族是依赖磷酸吡哆醛（PLP）的天冬氨酸氨基转移酶超家族。催化转氨作用的关

键部位 PLP 结合位点由 8 个氨基酸残基（G138A139F173H174E228D261Q264K290）构成，其中 290 位的赖

氨酸（K）是催化中心，PLP 的结合引起蛋白构象变化而激活转氨酶活性。抑制因子结合位点由 11

个氨基酸残基（T137G138A139F173H174R176E228D261I263Q264K290）构成。 

图 2  Csδ-OAT 编码氨基酸的保守区域分析结构图 
Fig. 2  Conserved domains analysis of Csδ-OAT deduced amino acid 

 

2.2.2  Csδ-OAT 的跨膜结构预测 

通过 TMPRED 对 Csδ-OAT 编码的氨基酸序列进行跨膜区预测显示，在 164 ~ 185 和 285 ~ 305

形成两个可能的跨膜螺旋，加权总分达 1 119 分，远远大于 500（模型认为大于 500 分即存在有意义

的跨膜螺旋），表明跨膜预测真实有效，因此推测该基因编码的酶为跨膜蛋白。 
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2.2.3  Csδ-OAT 的磷酸化位点预测 

用 NetPhos 2.0 Serve 预测 Csδ-OAT 蛋白的磷酸化位点（图 3），结果表明含有丝氨酸、苏氨酸和

酪氨酸共 21 个磷酸化位点，其中以丝氨酸位点最多，有 11 个，苏氨酸和酪氨酸位点分别有 4 个和

6 个。由此推测 Csδ-OAT 蛋白的活性可能受到磷酸化作用的调控。 

图 3  Csδ-OAT 蛋白磷酸化位点预测 
Fig. 3  Phosphorylation site prediction of Csδ-OAT protein 

 

2.2.4  Csδ-OAT 的三级结构预测 

用 SWISS-MODEL 对 Csδ-OAT 蛋白的三级结构进行预测，得到 Csδ-OAT 蛋白的三维结构。结

果与 Stránská 等（2008）获得的豌豆 δ-OAT 蛋白三级结构模型图相似，均含有 δ-OAT 典型的 PLP

辅助因子结构，进一步证实获得的 Csδ-OAT 基因编码蛋白属于依赖 PLP 的鸟氨酸氨基转移酶。 

2.3  系统进化树分析 

选择 17 个与茶树 Csδ-OAT 编码蛋白同源性较高的 δ-OAT 蛋白序列，利用 MEGA 6.0 软件构建

NJ 系统进化树。如图 4 所示，以 0.02 为结点可以将植物 δ-OAT 分为两个类群：第Ⅰ类为双子叶植 

图 4  Csδ-OAT 与其他植物 δ-OAT 蛋白的系统进化关系 
Fig. 4  Phylogenetic relatedness among Csδ-OAT and other plants δ-OAT proteins  
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物的 δ-OAT 进化关系，其中茶树 Csδ-OAT 与猕猴桃 Acδ-OAT 亲缘关系最近，可能为直系同源蛋白，

其次为湖北海棠和葡萄，而与烟草和菊芋亲缘关系较远，表明茶树 Csδ-OAT 与双子叶植物中的木本

植物亲缘关系较近，而与草本植物的亲缘关系较远；第Ⅱ类主要为单子叶植物和裸子植物的 δ-OAT

进化关系，其中单子叶植物聚为一簇，表明其由同一祖先进化而来。总之，由系统进化树分析可以

看出 δ-OAT 的进化关系与植物形态学上分类的进化关系较一致，反映了 Csδ-OAT 蛋白的进化规律

和物种的亲缘关系规律。 

2.4  Csδ-OAT的荧光定量表达分析 

2.4.1  Csδ-OAT 的胁迫处理表达分析 

在 NaCl 胁迫处理期间，茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达量从 1 h 开始逐渐增加，在 12 h 时达

到最高，为对照的 2.64 倍，之后开始降低，呈现出先上升后降低的变化趋势（图 5），表明高盐胁

迫可以显著诱导茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达。 

在 ABA 诱导处理期间，茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达量在 1 ~ 8 h 表现出缓慢地增加，在 12 

h 时迅速增加至对照的 3.1 倍，之后迅速降低到 1.5 倍水平（图 5），表明 ABA 可以显著诱导茶树叶

片中 Csδ-OAT 基因的表达，并表现出爆发性增加的特点。 

 

 

图 5  Csδ-OAT 基因在不同胁迫处理下的表达量 

Fig. 5  Relative expression of Csδ-OAT under different stress treatments 
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在 4 ℃低温胁迫处理期间，茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达量出现两次高峰，其中 2 h 的表达

量为对照的 2.2 倍，12 h 的表达量为对照的 1.9 倍，呈现出先上升后降低再上升再降低的变化趋势

（图 5）。 

在干旱胁迫处理期间，茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达量从 1 h 开始迅速增加，并在 2 ~ 12 h

维持在较高水平，其表达量约为对照的 2.2 倍左右，之后其表达量开始降低，总体呈现出先上升后

降低的变化趋势（图 5）。 

在 H2O2 胁迫处理期间，茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达量出现两次高峰，分别为 4 h 和 24 h，

其表达量分别为对照的 2.3 倍和 2.0 倍，整体呈现出先升高后降低再升高的变化趋势（图 5），表明

H2O2 可以显著诱导茶树叶片中 Csδ-OAT 基因的表达。 

总之，荧光定量 PCR 的分析结果表明茶树 Csδ-OAT 基因是一个受高盐、ABA、低温、干旱和

氧化胁迫诱导表达的基因，该基因可能参与了多种逆境胁迫下茶树叶片的渗透调节过程。 

2.4.2  Csδ-OAT 的组织特异性表达分析 

以茶树根、茎、叶、芽、花和果实的 cDNA 为模板进行荧光定量 PCR 分析，结果表明 Csδ-OAT

在花中的表达量最高，其次为叶片，而在其它组织中的表达量相当，且相对较低（图 6）。 

 

图 6  Csδ-OAT 基因在茶树不同组织中的表达量 
Fig. 6  Relative expression of Csδ-OAT in different tissues of tea plant 

3  讨论 

植物为应对逆境胁迫而积累可溶性渗透物质，如脯氨酸、甜菜碱和糖醇等，作为小分子的渗透

保护物质，其中脯氨酸是分布最为广泛的渗透调节剂（McCue & Hanson，1990）。δ-OAT 作为脯氨

酸鸟氨酸合成途径中的关键酶，与植物逆境胁迫响应密切相关（Slama et al.，2006），但在茶树上

还没有关于 δ-OAT 的研究报道。本研究中通过 RACE 技术克隆获得了茶树的 δ-OAT 基因，与其它

植物的 δ-OAT 具有较高的同源性，其编码的氨基酸序列含有 δ-OAT 典型的 PLP 结合位点和抑制因

子结合位点，属于乙酰鸟氨酸氨基转移酶家族，命名为 Csδ-OAT。对 Csδ-OAT 蛋白跨膜区预测显示

该蛋白可能为跨膜蛋白，磷酸化位点预测结果显示 Csδ-OAT 蛋白含有多个磷酸化位点，可能与

Csδ-OAT 蛋白的活性调控有关。相关研究表明，磷酸化和去磷酸化是 ABA 信号通路中关键性的过

程，低温、干旱和高盐等逆境胁迫能够促进植物体内 ABA 含量的增加，进而促进下游功能蛋白的

磷酸化，从而使蛋白活化并参与植物逆境胁迫的响应（Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki，2006），

因此推测 Csδ-OAT 蛋白的磷酸化位点可能与其逆境胁迫下蛋白活性有关。 

已有的研究表明，δ-OAT 基因参与了植物对干旱、高盐和低温等非生物胁迫的响应（Armengaud 

et al.，2004）。焦蓉等（2011b）的研究表明烟草 δ-OAT 基因受干旱、高盐、低温和 ABA 胁迫诱导
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表达；吴杨等（2009）的研究表明斑茅 δ-OAT 基因受干旱胁迫诱导表达。本研究的 qRT-PCR 结果亦

表明茶树 δ-OAT 基因参与了茶树叶片对各种非生物胁迫（如高盐、干旱、低温、ABA 和氧化胁迫）

的响应。其中，低温和氧化胁迫均出现了两次高峰，中间有略微降低，这可能与胁迫下脯氨酸积累

的途径有关。目前关于植物响应胁迫时脯氨酸积累过程中两条合成途径谁占主导地位的争议还比较

大。Delauney 等（1993）和 Sanchez 等（2001）的研究表明，胁迫下脯氨酸的合成途径与植物体内

的氮素水平密切相关。此外，赵福庚和刘友良（1999）的研究发现，盐胁迫前 8 h 脯氨酸的积累主

要受谷氨酸途径的调控，随后鸟氨酸途径占主导地位。因此，对于低温胁迫下 Csδ-OAT 在茶树叶片

脯氨酸积累过程中的地位尚需做进一步的研究。 

本研究中，通过 qRT-PCR 对 Csδ-OAT 基因在茶树不同组织中表达差异分析表明，茶树 Csδ-OAT

基因在不同组织中的表达量存在明显差异，在花中表达量最高，其次是叶片，而在其他组织中的表

达量较低，这与张积森等（2009）报道的甘蔗 δ-OAT 基因在幼苗各组织中表达量相似，以及 Armengaud

等（2004）报道的苜蓿 δ-OAT 基因在根和顶芽中表达量最大，而在叶片和生殖器官中表达量较低的

结果有所不同，表明不同植物相同组织中 δ-OAT 基因的表达存在差异。此外，鉴于茶树 Csδ-OAT 基

因在花器官中相对较高的表达，以及前期研究所表明的脯氨酸参与了低温抑制茶树花粉萌发和花粉

管生长的生理过程（Wang et al.，2012），推测 Csδ-OAT 基因在茶树花粉管低温胁迫响应中扮演重

要角色，这有待进一步研究。 
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