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茶树咖啡碱合成酶基因 cD NA在烟草中的表达
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[摘　要 ]　为了在烟草中合成咖啡碱 ,将咖啡碱合成酶 ( Tea caffeine synthase , TCS)基因 cDNA全序列克隆到双

元载体 pBI121中 ,通过农杆菌叶盘转化法将 TCS基因成功转入烟草 ,结果得到 72株转基因烟草植株。对其中 3株

转基因植株进行 PCR检测和 PCR2Southern检测 ,证实 TCS基因已整合到基因组中 ;RT2PCR和 Northern分析显示 ,

TCS在这些植株中均能正常转录。用从转基因植株中提取的粗酶液进行体外酶促反应 ,能催化 72甲基黄嘌呤和可可
碱向咖啡碱的转变 ,由此表明 ,转基因烟草植株中能产生具有正常生物学活性的 TCS ,但从 3株转基因烟草中均未检

测到咖啡碱。
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Abstract : In order to synthesze caffeine ,t he f ull lengt h of the tea caffeine synt hase ( TCS) cDNA was

cloned into the binary vector pBI121. TCS cDNA was int roduced into tobacco by employing t he leaf disk

met hod of Agrobacterium mediated t ransformation ,and 72 t ransgenic tobacco plant s were obtained ,among

which ,t hree tobacce plant s were tested by PCR and PCR2Sout hern blot ,and t he result confirmed that t he

TCS cDNA had been integrated into tobacco genome. R T2PCR and Northern blot indicated t hat t he TCS

gene could be t ranscribed normally. The result s of i n v i t ro enzymatic reaction indicated that t he crude en2
zyme ext racted f rom t ransgenic tobacco leaves could catalyze t he met hylation of 72methylxant hine and theo2
bromine. Therefore ,t ransformed TCS gene could be t ranslated and formed normal secondary st ruct ure in

tobacco plant and t he expressed protein had normal TCS biological activities. However ,caffeine was not de2
tected in t hree t ransgenic genetic tobacco plant s.
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　　咖啡碱是茶叶中的主要嘌呤碱 ,其含量约占茶

叶干重的 2 %～5 % ,明显高于其在咖啡豆中的含

量[122 ]。咖啡碱既有兴奋神经、解除疲劳、止渴生津、

散热镇痛之作用[324 ] ,又是医药、食品和化工的重要

原料。目前 ,市场上的咖啡碱多为化学合成品 ,虽然

价格较低 ,但由于在合成过程中使用了毒性极强的
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氰化物和硫酸二甲酯 ,其毒副作用及对环境的污染

不容忽视。从茶叶或咖啡豆中提取天然咖啡碱 ,不

仅产量很低 ,而且生产成本很高。咖啡碱合成酶

( Tea caffeine synt hase , TCS)是茶树中咖啡碱生物

合成途径中的关键酶 ,能催化最后两步甲基化反应。

Kato 等[527 ]从茶叶中分离纯化了 TCS ,对其性质进

行了比较全面的研究 ,并克隆了 TCS cDNA 全序

列。

本研究将茶树咖啡碱合成酶基因 cDNA 通过

农杆菌叶盘转化法导入烟草植株中 ,以表达具有正

常生物学活性的酶蛋白 ,并能在烟草中合成咖啡碱 ,

以期为利用生物反应器生产天然咖啡碱提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

烟草植株由中国科学技术大学烟草研究中心胡

淑贞老师提供 ,各种限制性内切酶购自 Promega 公

司及大连宝生物工程有限公司 ( TakaRa) ,各种抗生

素及乙酰丁香酮均购自 SIGMA 公司 ,核酸凝胶纯

化试剂盒 S K1131 购自上海生物工程公司 , DNA

Marker购自 MBI公司 ,探针标记试剂盒购自 Roch

公司。PCR引物合成及 DNA序列测定由上海生物

工程公司完成。大肠杆菌菌株 J M109 为农业部茶

叶生物化学和生物技术重点开放实验室保存 ,克隆

载体 p GEM 7zf ( + )购自华美生物工程公司 ,根癌农

杆菌 LBA4404 (pAL4404) 、双元载体 pBI121 和大

肠杆菌 HB101 (p R K2013) ,均由中国科学院植物生

理研究所陈晓亚研究员惠赠。

1. 2　方　法

1. 2. 1　目的片断的克隆、酶切分析和 DNA 序列分

析　根据 GenBank 登录的 TCS cDNA 序列设计 1

对引物。上游引物 P1 的序列为 : 5′ctc gga tcc att

agt gct t t t ctg gt t a 3′;下游引物 P2 的序列为 : 5′

ggg agc tct t t t t t t aaa at t tca tgt 3′。为了将 R T2
PCR产物定向克隆到克隆载体 p GEM 7zf ( + )中 ,

引物 P1 的 5′端引入 B am H Ⅰ酶切位点 ,引物 P2 的

5′端引入 S acⅠ酶切位点。

按江昌俊等[ 8 ]的方法提取茶叶总 RNA ,进行逆

转录 PCR (即 R T2PCR)反应。用 B am HⅠ和 S acⅠ

双酶切 R T2PCR 产物及克隆载体 p GEM 7zf ( + ) ,

然后用核酸凝胶纯化试剂盒回收酶切后的 R T2PCR

产物 ,转化和筛选鉴定。将测序正确的阳性克隆质

粒命名为 p GEM2TCS。

1. 2. 2　烟草表达载体 pBI2TCS的构建　载体构建

过程中涉及的质粒提取、限制性内切酶酶切、连接、

转化和鉴定等分子生物学操作均参照文献 [ 9 ]的方

法进行。

1. 2. 3 　叶盘转化法转化烟草叶片 　用三亲交配

法[10 ]将含目的基因的重组植物表达载体导入农杆

菌 LBA4404中 ,用叶盘法转化烟草。烟草转化后 ,

在含有卡那霉素 ( Kan ,100 mg/ L)的再生培养基上

筛选转基因植株。

1. 2. 4 　抗性植株的 PCR鉴定和 PCR2Sout hern 杂

交鉴定　根据双元载体 pBI121的序列设计 1 对引

物。上游引物 P35S对应于 35S启动子的序列 ,具体

序列为 :5′gat gac gca caa tcc cac tat cct tc 3′;下游

引物 PNOS对应于 NOS终止子的序列 ,具体序列为 :

5′atc tca taa ata acg tca tgc at t aca 3′。采用 CTAB

法[11 ]从抗性植株中提取转基因烟草植株及对照植

株的基因组 ,以其为模板 ,分别以 P1 和 P2、P35S和

PNOS 2对引物组合进行 PCR扩增 ,以未转化的烟草

为阴性对照 ,以质粒 pBI2TCS为阳性对照。PCR扩

增产物转移至硝酸纤维素膜 ,进行 PCR2Sout hern

杂交。探针的标记及 PCR2Sout hern杂交参照 Roch

公司试剂盒说明书进行。

1. 2. 5 　抗性植株的 R T2PCR 鉴定及 Nort hern 杂

交鉴定　分别从转基因烟草植株、未转化烟草植株

及茶树叶片中提取总 RNA ,以 Oligo d ( T) 12218 作

为引物进行逆转录反应 ,合成 cDNA 第一链。再以

cDNA第一链为模板 ,以引物 P1 和 P2 进行 PCR扩

增。转基因植株和对照的总 RNA ,经 1 %甲醛2
MO PS琼脂糖凝胶电泳后转至硝酸纤维素膜 ,以

DIG标记的探针进行杂交 ,Nort hern 杂交及检测按

Roche公司的试剂盒说明书进行。

1. 2. 6 　转基因烟草植株的酶学鉴定 　按 Suzuki

等[12 ]的方法 ,从转基因烟草和未转化烟草鲜叶中提

取咖啡碱合成酶粗酶液 ,以 72甲基黄嘌呤和可可碱
作为底物进行体外酶促反应 ,然后用 HPL C检测反

应产物。色谱柱为 Sp herisorbC 185 u ,Φ416 mm×

L 250 mm ,流动相体积分数为 12 %乙腈水溶液 ,流

速 1 mL/ min ,检测波长为 272 nm ,以加底物后立即

终止反应的样品为对照。

1. 2. 7　转基因烟草植株中咖啡碱的测定 　烟草叶

片中咖啡碱的提取参照 Ashihara 等[13 ]的方法进

行。剪取转基因烟草叶片和未转化的烟草叶片 ,置于

沸水浴中 15 min ,然后在研钵中匀浆 ,匀浆液经

12 000×g离心 10 min ,取上清直接进行 HPLC分析。
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2　结果与分析

2. 1　茶树咖啡碱合成酶基因 cDNA全长的克隆

以茶树叶片总 RNA 为模板 ,以 P1 和 P2 为引

物进行 R T2PCR ,可得到长度约为 1 400 bp 的扩增

产物。R T2PCR产物定向克隆到克隆载体 p GEM 7zf

( + )中 ,得到重组质粒 p GEM2TCS。测序结果表明 ,

克隆片段的碱基序列与 GenBank登录的 TCS cDNA

序列基本一致 ,仅在第 319位有一个碱基不同 ,由 A

变成 G,相应的氨基酸由天冬酰胺 (N)变成天冬氨酸

(D) ,这可能是由于不同品种间基因发生了变异。

2. 2　烟草表达载体 pBI2TCS的构建

烟草表达载体 pBI2TCS的构建过程如图 1 所

示。用 B am HⅠ和 S acⅠ双酶切重组质粒 p GEM2
TCS ,回收纯化小片段 ,定向克隆到用同样酶双酶切

的双元载体 pBI121中 ,得重组质粒 pBI2TCS ,经酶切

鉴定和质粒 PCR鉴定 ,均可获得长度约为 1 400 bp

的片段 ,说明该片断已插入到双元载体 pBI121中 ,表

达载体构建成功。在所构建的表达载体中 , TCS基因

替代了载体中的 GUS基因 ,正向插入到 35S启动子

下游 ,因而可以在其指导下进行正常的转录。

图 1　烟草表达载体 pBI2TCS的构建流程图

Fig. 1　Const ruction of expression vector pBI2TCS

2. 3　转基因烟草植株的鉴定

通过叶盘法转化烟草叶片 ,得到了 72株转基因

烟草植株 (图 2) 。

图 2　转 TCS基因的烟草植株

Fig. 2　Transgenic tobacco plant expressing TCS gene

2. 3. 1 　转基因烟草的 PCR鉴定和 PCR2Sout hern

杂交鉴定　从获得的 72株抗性转基因烟草植株中 ,

随机挑选 3 株 ,提取基因组 DNA ,进行 PCR扩增 ,

结果见图 3。从图 3 可以看出 ,以 2 对引物进行

PCR扩增 ,3株转基因烟草植株中均可以扩增出与

阳性对照扩增片段长度相同的 DNA 片段 ,而以未

转化烟草基因组 DNA 为模板均不能扩增出任何条

带 ,这说明茶树中的咖啡碱合成酶基因已整合到烟

草基因组 DNA中。Sout hern blot 结果 (图 4)显示 ,

3 株转基因烟草植株均呈阳性信号 ,进一步说明

TCS已整合到烟草基因组 DNA中。
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图 3　转 TCS基因烟草植株的 PCR鉴定结果

1.标准分子量 ;2～6.依次为质粒 pBI2TCS、未转化烟草植株、

株系 1、株系 2、株系 3用引物 P1 和 P2 扩增的结果 ;7～11.依次为

质粒 pBI2TCS、未转化烟草植株、株系 1、株系 2、株系 3用

引物 P35S和 PNOS扩增的结果

Fig. 3　Identification of tobacco plant by PCR

1. Marker ;2. pBI2TCS( P1 ,P2) ;3. Non2t ransgenic tobacco ( P1 ,P2) ;

4. Line_1 ( P1 ,P2) ;5. Line22 ( P1 ,P2) ;6. Line23 ( P1 ,P2) ) ;7. pBI2TCS

( P35S ,PNOS) ;8. Non2t ransgenic tobacco ( P35S ,PNOS) ;9. Line21

( P35S ,PNOS) ;10. Line22 ( P35S ,PNOS) ;11. Line23 ( P35S ,PNOS)

图 4　转 TCS基因烟草植株的 PCR2Southern杂交检测

1.质粒 pBI2TCS ;2.未转化烟草植株 ;

3.株系 1 ;4.株系 2 ;5.株系 3

Fig. 4　PCR2Southern blot of t ransgenic tobacco plant s

1. pBI2TCS ;2. Non2t ransgenic tobacco ;

3. Line21 ;4. Line22 ;5. Line23

2. 3. 2　转基因烟草植株的 R T2PCR鉴定和 Nort h2
ern blot 鉴定　从上述 3株转基因烟草植株、未转化

烟草植株及茶树叶片中提取总 RNA ,进行 R T2PCR

扩增 ,电泳结果如图 5 所示。从图 5 可以看出 ,以

P1 和 P2 为引物进行扩增 ,3株转基因烟草植株中均

可以扩增出与茶树中扩增片段长度相同的 DNA 片

段 ,而未转化烟草植株中未扩增出任何条带 ,这说明

茶树中的咖啡碱合成酶基因已整合到烟草基因组

DNA中 ,并能正常转录。Northern blot 结果 (图 6)

也表明 ,3株转基因烟草和茶树均产生阳性杂交信

号 ,而未转化烟草植株呈阴性 ,这进一步说明 ,通过

农杆菌叶盘转化法已将茶树咖啡碱合成酶基因

cDNA导入到烟草中 ,并能在 35S启动子的指导下

进行正常转录。

图 5　转 TCS基因烟草植株的 RT2PCR鉴定结果

1.标准分子量 ;2.质粒 pBI2TCS ;3.未转化烟草植株 ;

4.株系 1 ;5.株系 2 ;6.株系 3

Fig. 5　Identification of t ransgenic tobacco

plant by RT2PCR

1. Marker ;2. pBI2TCS ;3. Non2t ransgenic tobacco ;

4. Line21 ;5. Line22 ;6. Line23

图 6　转 TCS基因烟草植株的 Northern blot 检测

1.质粒 pBI2TCS ;2.未转化烟草植株 ;3.株系 1 ;

4.株系 2 ;5.株系 3

Fig. 6　Identification of t ransgenic tobacco

by Northern blotting

1. pBI2TCS ;2. Non2t ransgenic tobacco ;

3. Line21 ;4. Line22 ;5. Line23

2. 3. 3　转基因烟草植株的 TCS酶活性　从转基因

烟草植株叶片和未转化烟草植株叶片中提取 TCS ,

以 72甲基黄嘌呤和可可碱作为底物进行体外酶促反
应 ,反应产物经 HPL C分析 ,结果见图 7 ,8。当以 72
甲基黄嘌呤为底物时 ,从转基因烟草植株中提取的

TCS可以催化生成可可碱和咖啡碱 (图 7) ,而对照

未生成。当以可可碱为底物时 ,从转基因烟草中提

取的 TCS也可催化生成咖啡碱 (图 8) 。由此说明 ,

未转化烟草自身不含有内源的 TCS ,导入的 TCS

cDNA可以翻译成相应的蛋白质 ,并且具有正常的

生物学活性。
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图 7　以 72甲基黄嘌呤为底物酶促反应
产物的 HPLC检测

Fig. 7　Analysis of in vit ro enzymatic reaction by

HPLC (72Methylxanthine as subst rate)

图 8　以可可碱为底物酶促反应

产物的 HPLC检测

Fig. 8　Analysis of in vit ro enzymatic reaction by

HPLC (theobromine as subst rate)

2. 3. 4　转基因烟草中咖啡碱的测定　经 HPL C分

析 (图 9) ,转基因烟草和未转化烟草中均未检测到

咖啡碱 ,也没有可可碱和 72甲基黄嘌呤。这说明虽
然转基因烟草植株中能表达产生咖啡碱合成酶 ,且

具有正常的生物学活性 ,但并不能合成咖啡碱 ,这可

能是因为烟草体内缺少合成咖啡碱的前体物质 ,如

72甲基黄嘌呤和可可碱等。

图 9　转 TCS基因烟草和未转化烟草植株中咖啡碱的 HPLC检测

Fig. 9　Analysis of caffeine in t ransgenic and non2t ransgenic tobacco plant by HPLC

3　讨　论

植物是一种多样化、低成本和可再生的生物资

源。植物通过自身光合作用积累的各类生物大分

子 ,如碳水化合物、纤维素、蛋白质和脂肪酸等 ,不仅

为人类和动物提供了赖以生存所需要的各种食物 ,

同时还提供了大量非食用性的化工产品。而生物技

术 ,特别是其在基因工程研究领域内的快速发展使

人类进一步拓宽了植物的应用范围。利用转基因植

物作为生物反应器生产药用蛋白的研究逐渐受到各

国的重视 ,国外一些发达国家 ,特别是美国采用植物

生物反应器这种“分子农业”的方法 ,已经成功地生

产出多种高新生物技术产品 ,其中包括特殊的饱和

或不饱和脂肪酸、改性淀粉、环糊精或糖醇、次生代

谢产物、工农业用酶以及一些高经济附加值的药用

蛋白多肽。

咖啡碱是一种紧俏的生物碱类医药原料 ,也是

重要的食品和化工原料 ,在国内外市场上经常有价

无货。本研究通过农杆菌叶盘转化法 ,将 TCS cD2
NA首次成功导入烟草植株中 ,旨在以烟草为生物
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反应器 ,大量合成纯天然的咖啡碱 ,满足市场上的需

求。试验结果证明 ,茶叶中的咖啡碱合成酶基因能

在转基因烟草植株中表达 ,并具有正常的生物学活

性 ,能催化 72甲基黄嘌呤和可可碱向咖啡碱的转变。
但在转基因烟草植株中不能检测到咖啡碱 ,其主要

原因可能是 ,一方面 ,在烟草体内本身不含有合成咖

啡碱所必需的前体物质 ,如可可碱和 72甲基黄嘌呤
等 ;另一方面 ,植物体内次生代谢产物的生物合成途

径非常复杂 ,需要有很多酶的参与才能完成 ,本研究

虽然将咖啡碱合成酶转入到烟草植株中 ,但由于烟

草中不含有咖啡碱生物合成途径中的其他酶类 ,因

而不能合成咖啡碱的前体物质 ,如 72甲基黄嘌呤和
可可碱等。如果将咖啡碱合成酶基因及参与咖啡碱

生物合成的其他酶类一同导入到烟草植株中 ,或者

将这些酶导入到大肠杆菌及酵母中 ,能否生产咖啡

碱 ,有待进一步深入研究。
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