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摘  要：本研究以弄岛野茶（MHLC）和云抗 10 号（YK10）茶树品种为实验材料，通过 HPLC 测定不同样品不同季

节以及 MHLC 不同发育阶段叶和茎的生物碱含量；利用 RT-PCR 法克隆不同样品中的咖啡碱合成酶基因 1（TCS1）的

编码区，并对其表达量进行分析。结果显示：MHLC 是一份天然低咖啡碱、高可可碱茶树种质资源，不同季节其可可

碱含量均大于 23.00 mg/g，而咖啡碱的含量不足 4.00 mg/g；另外，MHLC 芽中积累的咖啡碱和可可碱最高，在同一发

育阶段下，叶片比茎具有更高的咖啡碱和可可碱，并且随着成熟度的提高，叶片和茎中的咖啡碱和可可碱均逐渐减少。

通过基因克隆和定量分析发现：MHLC 具有 2 种 TCS1 等位变异：TCS1b（仅具有可可碱合成酶活性）和 TCS1d（同时

具有可可碱和咖啡碱合成酶活性），其中 TCS1b 的高表达、TCS1d 的极低表达很可能是导致 MHLC 高可可碱、低咖啡

碱的关键原因。本研究为低咖啡碱茶树育种提供材料，也为 MHLC 的有效利用提供分子基础。 
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Differential Expression of TCS1 Allele Involved in the Formation of 
Low Caffeine in Nongdao Yecha 
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Abstract: The alkaloid content of different samples in different seasons and different developmental stages of MHLC of 
two tea varieties, Nongdao Yecha (MHLC) and Yunkang 10 (YK10) was determined by HPLC. Caffeine synthase 1 gene 

(TCS1) was cloned from the cDNA of tea plant by RT-PCR in different samples, and its expression level was analyzed. 
The results showed that MHLC was a natural tea germplasm resource with low caffeine and high theobromine. Theo-

bromine content of MHLC in different seasons was greater than 23.00 mg/g, while the caffeine content was less than 
4.00 mg/g. In addition, the accumulation of caffeine and theobromine in MHLC shoots was the highest, and the leaves at 

the same stage had higher caffeine and theobromine than stems, and the caffeine and theobromine in leaves and stems 
gradually decreased with the increase of maturity. Through gene cloning and quantitative analysis, it was found that 

MHLC had two TCS1 allelic variants: TCS1b (with only theobromine synthase activity) and TCS1d (with both theobro-
mine and caffeine synthase activities). Among them, the high expression of TCS1b and the extremely low expression of 

TCS1d are likely to be the key reasons for MHLC high theobromine and low caffeine. This research would provide ma-
terial for low-caffeine tea breeding and molecular basis for the efficient utilization of MHLC. 
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茶树富含咖啡碱、可可碱、茶叶碱等多种嘌

呤生物碱，其中咖啡碱（2.5%~4.5%）是其含量

较高并且较常见的嘌呤生物碱[1]。咖啡碱具有兴

奋、提高大脑记忆力和识别能力等多种对人体有

利的生理功能[2]，但过量的摄入会使敏感人群出

现失眠[3]，并且有可能引起骨质疏松和流产等不

利反应[4-5]。因此，低（无）咖啡碱茶以及相关的

茶制品（咖啡碱含量低于 1%）受到了有特殊需求

消费群体的喜爱[6]。目前常用的脱咖啡碱技术主

要有溶剂萃取、物理吸附法、生物降解法以及培

育低咖啡因茶树品种等[7-8]，其中低咖啡碱茶树育

种是实现茶叶低（无）咖啡碱最经济、安全和有

效的方法[8]。咖啡碱代谢途径的解析以及低咖啡

碱特异茶树资源的鉴定有利于茶树低咖啡碱育种

工作的开展。 

咖啡碱的生物合成途径已经明确，其可以通

过从头合成嘌呤环，然后再合成咖啡碱，也可以

利用已有的嘌呤类化合物为基础进行合成。

NEGISHI 等[9]根据同位素示踪研究，提出了茶树

咖啡碱生物合成的核心途径，即以黄嘌呤核苷

（xanthosine, XR）为底物，经 7-甲基黄嘌呤核苷、

7-甲基黄嘌呤和可可碱等中间产物而合成，合成

途径涉及 N-甲基转移酶类（N-methyltransferases, 

NMTs）、N-甲基核苷酶和 S-腺苷-L-甲硫氨酸合成

酶（S-adenosyl-L-methionine synthetase, SAMS）。

咖啡碱的合成涉及到多种酶类基因，如 SAMS

（AB041534）[10]、TIDH（inosine-5'-monophosphate 

dehydrogenase, EU106658） [11]和咖啡碱合成酶

TCS（caffeine synthase, AB031280）[12]等。 

TCS 是茶树咖啡碱代谢最为关键的基因，属

于 NMT 家族，KATO 等[12]通过克隆获得了茶树

第一个 NMT，茶树咖啡碱合成酶基因 TCS1，接

着 YONEYAMA 等[13]在茶树中克隆与 TCS1 序列

相似大于 89%的 TCS2（AB031281），随后金基强

等[14]根据 TCS1 序列从茶树基因组中克隆得到 4

种 TCS 基因（TCS3~TCS6）。前期的功能鉴定与

进化分析结果表明，TCS1 是咖啡碱合成途径中的

关键基因，对茶树合成咖啡碱最为重要[12-14]。多

项研究表明 TCS1 具有多种等位变异，现已报道 8

种 TCS1 的等位基因，分别命名为 TCS1a~TCS1g

和 TCS1i，其中 TCS1a、TCS1b、TCS1c 与之前克

隆的 TCS1、ICS1、PCS1 序列相同[15-17]。前期的

进化分析以及酶学实验表明 TCS1 的不同等位变

异可以分为 2 类，一类仅具有可可碱合成酶活性

（TCS1b、TCS1c、TCS1g 和 TCS1i）；另一类同

时具有可可碱和咖啡碱合成酶活性（TCS1a、

TCS1d、TCS1e 和 TCS1f）[15, 17]。 

本课题组前期从国家大叶茶树资源圃（勐海）

筛选获得 1 份低咖啡碱、高可可碱茶树种质——

弄岛野茶（MHLC），然而，MHLC 低咖啡碱、高

可可碱的形成原因尚不清楚。因此，本研究通过

对 MHLC 和云抗 10 号（YK10，对照品种）不同

季节以及 MHLC不同部位嘌呤生物碱的含量进行

分析，明确 MHLC 中的化学成分，并通过基因型

鉴定和基因表达量分析初步解析 MHLC低咖啡碱

的形成机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

采摘弄岛野茶（MHLC）、云抗 10 号（YK10）

（图 1）春、夏、秋的一芽二叶（春季：3 月 27

日；夏季：7 月 10 日；秋季：10 月 27 日），并收

集 MHLC 新梢不同成熟度叶片和茎的样品（采于

10 月 27 日），微波固样 2 min，然后 80 ℃烘至足

干，一部分用于生化成分的测定，另一部分液氮

固样，并置于–80 ℃冰箱用于后期 RNA 的提取。 
 

 

图 1  MHLC（左侧）与 YK10（右侧）的表型照片 
Fig. 1  Phenotypic photos of MHLC (left) and YK10 (right) 

 
1.2  方法 

1.2.1  化学组分提取与测定  准确称取 0.1 g（精

确到 0.001）样品，加入 10 mL 70%的甲醇溶液，

摇匀，然后 70 ℃水浴 10 min，期间摇匀 2 次，提

取结束后 7000 r/min 离心 1 min，取上清液过

0.45 μm 有机滤膜，用 HPLC 测定样品中的生物

碱，具体方法参见 JIN 等[15]的研究。 

1.2.2  实时荧光定量 PCR  以茶树 GAPDH 基因

作为内参基因测定 MHLC 和 YK10 中嘌呤生物碱
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关键基因 SAMS、TIDH 和 TCS 的表达量，其中

SAMS、TIDH 分别是 N-甲基核苷酶和 S-腺苷-L-

甲硫氨酸合成酶基因、肌苷-5′-单磷酸脱氢酶基

因；TCS1-CS、TCS1-TS、TCS1-Total 分别是表

达蛋白同时具有可可碱、咖啡碱合成酶（caffeine 

synthase, CS）活性的等位变异、表达蛋白仅具有

可可碱合成酶（theobromine synthase, TS）活性的

等位变异以及 TCS1 整体表达水平的引物。引物

序列来源于 JIN 等[15]的研究（表 1），RT-qPCR 具

体方法参照 PANG 等[18]的研究。 
 

表 1  本研究所用引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物名称 
Primer 
name 

正向引物（5′–3′） 
Forward  

primer (5′–3′) 

反向引物（5′–3′） 
Reverse  

primer (5′–3′) 

注释 
Note 

TCS1 
CACTGCTGTGGC 
AGCTGGC 

GCAATACATTG 
GCACAACCCT 

基因克隆 
 

GAPDH 
TTGGCATCGTTG 
AGGGTCT 

CAGTGGGAACA
CGGAAAGC 

RT-qPCR 

TIDH 
TGCTGAAAGAAG 
TGGTGTGC 

TCCCTTTTGTCA
TTGCTTCC 

RT-qPCR 

SAMS 
ACCCAACACGAT 
GAGACCG 

GCCAATGACAA
AGCGACCA 

RT-qPCR 

TCS1-CS 
TTACTTTTCTGAC 
GAGGCA 

TGCGTTAAGAG 
CTTGAAGG 

RT-qPCR 

TCS1-TS 
ATTACTTTTCT/CC
GACGAGGCG 

TGCAGTAAGAG
CTTGAAGAA 

RT-qPCR 

TCS1-Total 
AGCTGGCCTCTTT
GCYATAA 

ACTAYTTTCTCC
TTCTCCTC 

RT-qPCR 

 

1.2.3  TCS1 等位变异 cDNA 全长的克隆  利用

TCS1（TCS1a, AB031280）的序列设计引物克隆

不同样品中的 TCS1 基因，具体的基因克隆方法

见 PANG等[18]的研究。利用 ClustalW（https://www. 

genome.jp/tools-bin/clustalw）在线软件进行序列

比对，并利用 EXPASY 中的 BoxShade（https:// 

embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html）输出

同源比对的结果。 

2  结果与分析 

2.1  不同季节化学组分含量 

MHLC 和对照品种 YK10 三个季节（春、夏、

秋）的可可碱与咖啡碱测定结果显示，MHLC 与

YK10 的嘌呤生物碱的总量和各组分含量均存在

显著差异（表 2）。MHLC 生物碱总量和咖啡碱含

量均显著低于 YK10，其中咖啡碱含量不足 YK10

的九分之一，但是其可可碱含量要高于 YK10；

MHLC 中含量最高嘌呤生物碱是可可碱（大于

23.00 mg/g），其次是咖啡碱（小于 4.00 mg/g），

而 YK10 与之相反。另外，春季到秋季 MHLC 中

的可可碱和咖啡碱含量均有增加的趋势，但是除

春季 MHLC 的咖啡碱极显著低外，其他差异均未

达到极显著水平；而 YK10 中的可可碱则一直降

低，咖啡碱先升高后降低。 
 

表 2  不同季节 MHLC 和 YK10 的嘌呤生物碱含量 
Tab. 2  Content of purine alkaloids of MHLC and YK10 in 

different seasons

样品名称
Sample 
name 

采样时间
Sampling 

time 

可可碱 
Theobromine/ 

(mg·g–1) 

咖啡碱 
Caffeine/ 
(mg·g–1) 

总嘌呤生物碱
Total purine 

alkaloids/ 
(mg·g–1) 

YK10-3 2021-03-27  9.95±0.12B 41.87±0.65B 51.81±0.76A

YK10-7 2021-07-10  7.81±0.15C 44.34±0.42A 52.15±0.56A

YK10-10 2021-10-27  4.73±0.10D 36.27±0.70C 41.00±0.70B

MHLC-3 2021-03-27 23.13±1.11A  0.45±0.02E 23.58±1.12D

MHLC-7 2021-07-10 23.65±1.17A  2.77±0.17D 26.42±1.33C

MHLC-10 2021-10-27 24.66±0.19A  3.64±0.06D 28.31±0.14C

注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著（P<0.01）。 
Note: Different capital letters after the same column of data 

indicate extremely significant difference (P<0.01). 
 

2.2  MHLC 不同组织化学组分含量 

为了明确 MHLC 嘌呤生物碱不同发育阶段的

变化规律，本研究测定了 MHLC 芽（MHLC-B）、

不 同 发 育 阶 段 的 叶 片 （ 芽 下 第 一 片 叶 子 用

MHLC-1L 表示，其它依次类推）和茎（芽至第一

片叶子之间的茎用 MHLC-1S 表示，第一片叶子

至第二片叶子之间的茎用 MHLC-2S 表示，其它

依次类推）的嘌呤生物碱。结果显示，MHLC 芽

中具有最高的可可碱（32.16 mg/g）和咖啡碱

（6.14 mg/g）含量，同一发育阶段叶片中可可碱

和咖啡碱含量高于茎，另外，随着叶片和茎成熟

度的增加，可可碱、咖啡碱以及嘌呤生物碱总量

均逐渐下降（图 2）。 

2.3  咖啡碱合成酶基因的克隆 

根据 TCS1（TCS1a, AB031280）的基因序列

设计引物，成功从 MHLC 和 YK10 中克隆得到

TCS1 基因的编码区全长。在 YK10 中克隆到 1 个

TCS1 的等位变异，命名为 YK10_TCS1，其与

TCS1a（具有可可碱和咖啡碱合成酶活性）有 3

个核苷酸的差异，虽然它们引起了编码氨基酸残

基的变化，但是均不影响 TCS 的保守基序和关键

活性位点。在 MHLC 中克隆得到 2 种 TCS1 的等

位变异，分别命名为 MHLC_TCS1b 和 MHLC_ 
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TCS1d。其中 MHLC_TCS1b 与已经报道的仅具有

可可碱合成酶活性的 TCS1b（AB056108）虽然

有 3 个核苷酸的差异，但是编码蛋白序列完全相

同；MHLC_TCS1d 与已经报道的具有可可碱和咖

啡碱合成酶活性的 TCS1d（KT215399），有 1 个

核苷酸的差异，并且引起编码氨基酸残基的变

化，但并不影响 TCS 的保守基序和关键活性位

点（图 3）。 
 

 

不同大写字母表示差异极显著（P<0.01）。 
Different capital letters indicate extremely significant difference (P<0.01). 

图 2  不同发育阶段 MHLC 嘌呤生物碱含量 
Fig. 2  Contents of purine alkaloids in MHLC at different developmental stages 

 

 
SAM 的结合域 A、B'和 C 以及一个保守域 YFFF 用灰色线条标出；与底物特异性结合的关键位点用五角星标出； 

相同 TCS1 等位基因的变异位点用三角或菱形标出。 
The binding domains of SAM (A, B' and C) and a conserved domain (YFFF) are marked with grey lines; Key sites for substrate-specific 

binding are marked with five-pointed stars; Variation sites for the same TCS1 allele are marked with triangles or diamonds. 
图 3  TCS1 等位变异的氨基酸序列比对 

Fig. 3  Comparison of amino acid sequences of allelic variants of TCS1 
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2.4  咖啡碱合成途径关键基因的表达分析 

MHLC 和 YK10 中嘌呤生物碱关键基因

SAMS、TIDH 和 TCS 的表达分析结果显示，SAMS

和 TIDH 在 MHLC 中的表达量均低于 YK10，但

是差异未达到极显著水平。另外，MHLC 中

TCS1-Total（检测仅具有可可碱以及具有可可碱

和 咖 啡 碱 合 成 酶 活 性 的 TCS1 等 位 变 异 ，

MHLC-TCS1b、MHLC-TCS1d）和 TCS1-CS（检

测具有可可碱和咖啡碱合成酶活性的 TCS1 等位

变异，MHLC-TCS1d）检测的基因表达量极显著

低于 YK10，而 TCS1-TS（检测仅具有可可碱合

成酶活性的 TCS1 等位变异，MHLC-TCS1b）检测

的基因表达量极显著高于 YK10，其中 YK10 中

TCS1-CS 检测的基因表达量是 MHLC 的 4800 倍

左右，而 MHLC 中 TCS1-TS 检测的基因的表达

量是 YK10 的 560 倍左右（图 4）。 
 

 

**表示差异极显著（P<0.01）。 
** indicates extremely significant difference (P<0.01). 
图 4  咖啡碱合成途径关键基因的表达分析 

Fig. 4  Expression analysis of key genes in caffeine  
synthesis pathway 

 

3  讨论 

我国具有丰富的茶树资源，低咖啡碱茶树资

源已在广东[19]、福建[16, 20]、四川[6]、云南[21-22]等

多个省份发现。已报道的云南省低咖啡碱茶树来

源于文山壮族苗族自治州[21]、西双版纳傣族自治

州 [22-23]以及昭通市 [24]，本研究报道的低咖啡碱

（不足 4.00 mg/g）和高可可碱（大于 23.00 mg/g）

的弄岛野茶（MHLC）来源于云南省德宏傣族景

颇族自治州瑞丽市，是该地区首次报道的低咖啡

碱茶树资源。瑞丽市 MHLC 为低（无）咖啡碱茶

树育种提供了可利用的亲本材料，并扩大了筛选

低咖啡碱茶树资源的区域。 

MHLC 中可可碱和咖啡碱由春季到秋季均有

增加的趋势，但除春季咖啡碱显著低外，可可碱

或咖啡碱不同季节间的差异均未达到极显著水

平；而 YK10 中可可碱从春季到秋季则一直降低，

咖啡碱先升高后降低。这说明不同茶树种质资源，

咖啡碱和可可碱不同季节间的变化趋势有所差

异，李金[25]对 25 个茶树品种的研究结果也指出，

不同品种在不同季节咖啡碱和可可碱的变化趋势

具有一定的差异，这可能与茶树品种自身的调控

和代谢机制相关。茶树中咖啡碱和可可碱主要分

布在幼嫩部位，其中在新梢部分的分布最为集中，

越老化的叶片含量越少[16, 26-27]。MHLC 中咖啡碱

和可可碱在不同成熟度叶片和茎中的分布规律与

之前的结果一致，也是在幼嫩的部位含量较高。 

本研究发现，MHLC 中含有 2 种 TCS1 等位

变异基因：MHLC_TCS1b 和 MHLC_TCS1d。其中

MHLC_TCS1b与已经报道的 TCS1b[15]（AB056108，

仅具有可可碱合成酶活性）编码蛋白序列基本完

全 相 同 ； 虽 然 MHLC_TCS1d 与 TCS1d[15-16]

（KT215399，同时具有可可碱和咖啡碱合成酶活

性）的编码蛋白序列有 1 个氨基酸残基的差异，

但是并不影响 NMT 保守基序和 TCS 的关键活性

位点，推测 MHLC_TCS1d 与 TCS1d 具有相似的

功能。以上分析可知，MHLC 同时具有 TS 活性

和 CS 活性的 TCS1 等位变异。基因表达量分析发

现，MHLC_TCS1b 在 MHLC 中的表达量很高，这

与 MHLC 相比 YK10 在芽叶中积累较多的可可碱

相符；而 MHLC_TCS1d 在 MHLC 中表达量极低

（不足 YK10 中 TCS1d 基因表达量的 1/4800），

很可能是 MHLC 低咖啡碱含量的一个主要原因。

JIN 等[15]和刘玉飞等[28]的研究均表明 TCS1 不同

等位变异的启动子序列存在显著差异，但 MHLC_ 

TCS1d 的低表达是否由启动子序列变异引起还需

进一步研究。 
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