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摘   要：本研究以天然无咖啡碱南昆山毛叶茶为主要研究材料，以不同咖啡碱含量的英红 9号茶树品种和红山茶

等山茶属植物为对照，采用 RT-PCR 技术，克隆获得南昆山毛叶茶、英红 9号和福云 6号茶树品种的 NMT基因全

长，分别编码 365、369 和 369 个氨基酸。序列比较分析表明南昆山毛叶茶 NMT 基因与其它茶树 NMT 基因的核

苷酸序列同源性高于 86.5%，氨基酸序列同源性高于 86.3%，并包含了六个保守序列、三个 SAM 结合区 A、B’、

C 及一个保守域 V F F F。基于同源性比较，推测核苷酸序列的差异可能是导致南昆山毛叶茶 N M T 基因活性改变、

影响茶树体内咖啡碱代谢的原因之一。
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Abstract ：In this study, with complete coding sequences (CDS) of N-methyltransferase (NMT) genes, the tea varieties of

Camellia.sinensis var. assamica.cv. yinghong 9, Camellia sinensis cv. Fuyun 6 and Camellia ptilophylla chang  were cloned with

RT-PCR, and the deduced amino acid sequences were 365aa, 369aa and 369aa respectively. The cDNA sequences of NMT were

analysed and compared with other NMT. The NMT genes obtained from Camellia show above 86.5% homology in DNA sequence

and above 86.3% in amino acid sequence, while all the cDNA include six conserve sequences, three SAM combined region of A,

B’, C and one VFFF conserve domain. Based on sequence homology comparisons, the differences in DNA sequence of Camellia

ptilophylla chang  are presumed to have changed the NMT substrate specificity and led to different accumulation of purine alkaloids.
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茶树(Camellia sinensis (L). O. Kuntze)属于山茶科

(Theaceae)山茶属(Camellia)，茶树体内含有生物碱、多

酚类、氨基酸、芳香性物质、色素等理化成分，其

中生物碱包括咖啡碱、可可碱、茶碱和黄嘌呤等八种。

咖啡碱含量较高，约占茶叶干重的 3 %～5 %，其次是可

可碱，约占 0 . 0 5 %。咖啡碱具有刺激中枢神经、加快

血液循环等药理功能，但饮用过量会出现心悸、失眠、

焦虑等不良反应，并易引起心脏病、骨质疏松症、胚

胎畸形等症状。而可可碱不会引起上述不良反应，并

具有强心、保护缺氧心肌、提高机体动态耐力、助消

化、利尿等作用。因此，低咖啡碱高可可碱产品的市

场需求日益增加。南昆山毛叶茶(Camellia ptilophylla

chang)是 20世纪 80年代初在中国广东境内发现的一种天

然无咖啡碱、可供饮用的茶叶，其基本的植物学特征、

生物学特性与普通茶树相似，体内代谢产生的茶多酚、

儿茶素和氨基酸等主要理化成分的含量、组成与一般茶

叶无明显差异，加工而成的茶叶在成茶风味上与普通茶

叶没有明显的区别，但是其体内生物碱的组成却由

3 %～6 % 的可可碱替代了 3 %～5 % 的咖啡碱[ 1 ]。动物实

验及相关研究证实[2]，南昆山毛叶茶在药理和生理功能



     2006, Vol. 27, No. 07 食品科学 ※基础研究100

上，避免了咖啡碱引起的心悸、失眠、焦虑等不良反应。

茶叶中生物碱主要属嘌呤类化合物[3,4]，在茶树中具

有从嘌呤核苷酸到咖啡碱的特异代谢途径。近 10年来的

研究表明，咖啡碱的主要合成途径为：腺嘌呤→腺苷酸

→ 次黄嘌呤核苷酸→黄嘌呤核苷酸→黄嘌呤核苷→ 7-甲

基黄嘌呤核苷→ 7-甲基黄嘌呤→ 3，7-二甲基黄嘌呤(可

可碱)→ 1, 3, 7-三甲基黄嘌呤(咖啡碱)。N-甲基转移酶

(N-methyltransferase，NMT)是催化三步转甲基反应的关

键酶类。2000 年，Kato 等[5]人利用 RACE 方法从茶叶

中成功克隆得到 NMT 基因 TCS1，它能有效催化 7- 甲基

黄嘌呤生成可可碱，并催化可可碱生成咖啡碱。随后

Kouichi等[6]根据 TCS1基因序列从咖啡中获得多个 NMT

基因，其核苷酸和氨基酸序列高度同源但具有不同的催

化位点。余有本等[7]从龙井 43#克隆得到 NMT基因，并

在大肠杆菌中表达，得到的蛋白具有 N M T 的后两步催

化活性。

本文选用天然无咖啡碱南昆山毛叶茶为主要研究材

料，以高咖啡碱含量的福云 6 号、英红 9 号和天然低咖

啡碱、低可可碱的油茶和红山茶等山茶植物为对照，克

隆 N M T 基因全长，通过序列分析初步探明南昆山毛叶

茶不合成咖啡碱的分子机理，为从基因水平上深入开展

咖啡碱代谢调控研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试植物

天然无咖啡碱茶树品种    南昆山毛叶茶(Camellia

ptilophylla Chang)，采于广东南昆山；

天然高咖啡碱茶树品种    福云6号(Camellia.sinensis

cv. Fuyun 6)和英红9号(Camellia.sinensis var. assamica.

cv.yinghong 9)，采于广东增城；

天然低咖啡碱、低可可碱山茶植物    油茶(Camellia

oleifera Abel)和红山茶(Camellia japonica Linn)，采于

华南农业大学；

以上各品种均取 1 芽 2 叶新梢为研究材料。

1.1.2 供试菌种    菌种 DH10B，由本实验室保存。

1.1.3 主要试剂

MMLV逆转录酶    Invitrogen公司 ； Taq DNA聚

合酶    上海生工；EcoRⅠ限制性内切酶和 T4 DNA连接

酶    大连宝生物 TaKaRa公司；Wizard DNA Clean-up回

收试剂盒和 pGEM-T载体    Promega公司 ；  PCR引物

上海生物工程公司合成，D N A 测序交由上海英骏公司

完成。

1.2 方法

1.2.1 总 R N A 的提取

参照张智俊等[ 8 ]方法提取总 R N A。

1.2.2 c D N A 第一链的合成

按照 Invitrogen公司 MMLV逆转录试剂盒所附操作

方法进行。以提取的各山茶属植物 m R N A 为模板，以

C D S S f 4：5 ` - G T G T G A A C A C T G C A G A G T G G C C T A C A T

GGCC(T)5C(T)7C(T)13(A/G/C)和 Smartsap：5`-

T G T G A A C A C T G C A G A G T G G C C T A C T T G G C C G

G G 引物组合为反转录引物，在 M M L V 逆转录酶的作用

下合成 c D N A 第一链。反转录产物－ 2 0℃保存备用。

1.2.3 P C R 扩增 N M T 基因的 c D N A

参考文献设计一对引物，上游引物 P1：5` CAACT

T C T C A T T T C T C C C A A C 3 ` 和下游引物 P 2 ：5 `

CACTGCTGTGGCAGCTGGC 3`，以合成的 cDNA 第一链

为模板，PCR 反应体系如下：cDNA 模板 1μl， 10 ×

PCR Buffer 5μl，25mmol MgCl2 3μl，10μmol的 NMT

上下游引物各 1μl，10mmol dNTP 1μl，Taq酶 3.0 U，

用 ddH 2O 补充到总体积为 50μl。PCR 反应条件：94℃

预变性 4min后，分别于 94℃变性 50s，55℃退火 50s和

72℃延伸 2min，共 32个循环，最后在 72℃延伸 7min。

P C R 产物 4℃下保存。

1.2.4 扩增产物的克隆与测序

PCR产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳后，切下目的带，

用 Wizard DNA Clean-up试剂盒回收。连接、转化、

鉴定按常规方法[9 ]进行。

1.2.5 序列分析与同源性分析

根据测序得到的核苷酸序列，用 NCBI 的 ORFfind

程序推导目的基因的氨基酸序列，并利用 DNA star和

NCBI的 Blast分析软件对获得的核苷酸序列和推导氨基

酸序列进行序列比对和聚类分析。

2 结果与分析

2.1 NMT 基因的 RT-PCR 扩增

总 R N A 经反转录合成 c D N A 第一链，以此为模板，

设计引物进行 NMT 基因的 PCR 扩增。PCR 产物经 1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明，南昆山毛叶茶、英

红 9号、福云 6号均扩增出大小约 1.3kb的目的条带(见

图 1 A )，与预期大小一致，但油茶、红山茶扩增未得

到预期的目的片段。

2.2 重组质粒鉴定

把回收的目的片段同 T 载体连接并转化大肠杆菌。

各品种随机挑取 3 个白斑培养单菌落用于抽提质粒

D N A，抽提的质粒 D N A 分别采用 E c o R Ⅰ酶切和用特

异引物 P C R 扩增两种技术鉴定。电泳结果显示，每个

样品均能酶切、扩增出大小约 1.3kb的 DNA条带(见图 1

B、C )，确定所挑取的 9 个单菌落均为阳性克隆子，并
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图 1    NMT基因的 RT-PCR、重组质粒鉴定电泳图

Fig.1      PCR product of PPO cDNA and restriction endouncleases digested recombinant plasmid

A、NMT 基因的 RT-PCR 电泳图，箭头示扩出的目的片断，M － Marker、1 －英红 9 号、2 －福云 6 号、3 －油茶、4 －红山茶、5 －南昆山毛叶

茶 ；

B、重组质粒 /EcoR Ⅰ电泳图，M － Marker、1～3 英红 9 号、4～6 福云 6 号、7～9 南昆山毛叶茶；

C、重组质粒 P C R 电泳图，M － M a rk e r、1～3 英红 9 号、4～6 福云 6 号、7～9 南昆山毛叶茶。

交由测序公司测序。

2.3 茶叶 NMT cDNA 的序列分析

根据测序的结果，南昆山毛叶茶 NMT 的 cDNA 为

1098bp，编码 365个氨基酸，在 5`端和 3`端分别有 68bp

和 1 9 4 b p 非编码区。对于英红 9 号和福云 6 号，N M T

的 cDNA 均为 1357bp，各自编码 369 个氨基酸，在 5`

端和 3`端分别有 53bp和 194bp非编码区。

2.4 N M T 基因的核苷酸序列同源性比较

用 Clustal W方法对克隆获得的 3个 NMT基因(PCCS

－毛叶茶 NMT、 FYCS- 福云 NMT、YHCS- 英红 NMT)

与国际数据库已登陆的来自茶叶[5][10,11]和咖啡[12]的 NMT

基因进行核苷酸序列比对分析。结果表明(见表 1)，所

有来自茶叶包括毛叶茶的 NMT 基因核苷酸序列同源性均

在 86.5%以上。然而茶叶的 NMT基因与咖啡植物的 NMT

F Y C S Y H C S T C S 1 P C C S PCS1 ICS1 PCS2 ICS2 T C S 2 T C S 3

F Y C S *** 98.4 99.4 95.2 94.8 95.4 89.8 88.7 88.8 92.9

Y H C S *** 98.8 94.8 94.4 95.1 89.6 88.7 88.6 92.5

T C S 1 *** 95.0 94.8 91.6 92.6 86.5 87.1 92.9

P C C S *** 99.3 99.2 91.3 89.6 90.1 94.3

PCS1 *** 97.8 93.3 88.2 88.9 94.2

ICS1 *** 92.7 90.7 87.6 94.2

PCS2 *** 96.6 96.5 98.3

ICS2 *** 91.5 98.2

T C S 2 *** 99.2

T C S 3 ***

表 1   NMT的核苷酸序列比较

Table 1      Aligned score of nucleotides of N-methyltransferase

基因在核苷酸水平上无同源性。

2.5 N M T 基因的氨基酸序列比较和保守结构域分析

氨基酸序列比对结果显示(见表 2)，从不同类型茶

树中克隆的 NMT 基因之间的氨基酸序列同源性在 86.3%

以上，但茶叶 N M T 基因与咖啡等植物的 N M T 基因在氨

基酸水平同源性约为 45%。对 NMT 基因的氨基酸序列的

保守结构域分析(图 2)表明，克隆的三个基因包含六个保

守序列，其中三个为 SAM 结合域 A(AA/VDLGCAAGP)、

B’(VYLNDLF/PGNDFN)、C(PGSFHGRLFP)和一个保守

域 VFFF(AYLSQFHEDFTMFL)。在这些保守序列中，第

一个方框中的氨基酸为茶叶与咖啡中 NMT 基因第一保守

序列中的特殊氨基酸，它可能对催化嘌呤环上特定位置

的 N 原子起决定作用；第二个方框中的氨基酸为第四保

守序列中的特殊氨基酸，对 N M T 的物化性质具有一定

的影响。经过以上分析，可以确认克隆到的三个片段

F Y C S Y H C S T C S 1 P C C S PCS1 ICS1 PCS2 ICS2 T C S 2 T C S 3

F Y C S *** 96.5 98.9 92.3 91.5 92.9 87.7 88.8 88.8 88.3

Y H C S *** 97.0 90.4 89.6 91.0 86.3 87.9 87.4 86.9

T C S 1 *** 91.8 91.3 92.3 87.4 89.0 88.5 88.0

P C C S *** 98.6 99.5 87.2 88.3 88.0 87.5

PCS1 *** 98.6 86.4 87.4 87.2 87.2

ICS1 *** 87.5 88.5 88.3 87.7

PCS2 *** 97.5 97.0 96.5

ICS2 *** 97.8 97.3

T C S 2 *** 98.6

T C S 3 ***

表 2    NMT的氨基酸序列比较

Table 2     Aligned score of amino acid of N-methyltransferase

from tea

确为 N - 甲基转移酶基因。

2.6 系统发育进化分析

进化分析发现，从茶叶中克隆的各 N M T 基因，明

显划分为三类(图 3)，YHCS、FYCS 与 TCS1 聚为一大

类，PC CS 与 IC S1、PC S1 聚为第二类，PC S2、T CS 2
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F Y C S 1  M E L A T A G K V N E V L F M N R G E G E S S Y A Q N S S F T Q Q V A S M A Q P A L E N A V E T L F S R D F H - L Q A L N A A D L G C A A G P N T F A V I S T 78

Y H C S 1  M E L A T T G K V N E V L F M N R G E G E S S Y A Q N S S F T Q Q V A S M A Q P A L E N A V E T L F S K D F H - L Q A L N A A D L G C A A G P N T F A V I S T 78

P C C S 1  M —— G K V N E V L F M N R G E G E I S Y A Q N S A F T Q K V A S M A M P A L E N A V E T L F S K D F H L L Q A L T A A D L G C A A G P N T F A V I S T 74

tcs1 1  M E L A T A G K V N E V L F M N R G E G E S S Y A Q N S S F T Q Q V A S M A Q P A L E N A V E T L F S R D F H - L Q A L N A A D L G C A A G P N T F A V I S T 78

tcs2 1  M —— K E V K E A L F M N K G E G E S S Y A Q N S S F T Q T V T S M T M P V L E N A V E T L F S K D F H L L Q A L N A V D L G C A A G P T T F T V I S T 74

tcs3 1  M —— K E V K E A L F M N K G E G E S S Y A Q N S S F T Q T V T S M T M P V L E N A V E T L F S K D F H L L Q A L N A V D L G C A A G P T T F T V I S T 74

　　　　　　　　　　　　　              Ⅰ                                                                                                             Ⅱ

                                 B’                                  C

F Y C S 7 9  I K R M M E K K C R E L N C Q T L E L Q V Y L N D L F G N D F N T L F K G L S S E V I G N K C E E V S C Y V M G V P G S F H G R L F P R N S L H L V H S S Y S 157

Y H C S 7 9  I K R M M E K K C R E L N C Q T L E L Q V Y L N D L F G N D F N T L F K G L S S E V I G N K C E E V P C Y V M G V P G S F H G R L F P R N G L H L V Y S S Y S 157

P C C S 7 5  I K R M M E K K C R E L Y C Q T L E L Q V Y L N D L F G N D F N T L F K G L S S Q V V G N K C E E V S C Y V M G V P G S F H G R L F P R N S L H L V H S S Y S 153

tcs1 7 9  I K R M M E K K C R E L N C Q T L E L Q V Y L N D L F G N D F N T L F K G L S S E V I G N K C E E V P C Y V M G V P G S F H G R L F P R N S L H L V H S S Y S 157

tcs2 7 5  I K R M M E K K C R E L N C Q T L E L Q V Y L N D L P G N D F N T L F K G L P S K V V G N K C E E V S C Y V V G V P G S F H G R L F P R N S L H L V H S C Y S 153

tcs3 7 5  I K R M V E K K C R E L N C Q T L E L Q V Y L N D L P G N D F N T L F K G L Q S K V V G N K C E E V S C Y V V G V P G S F H G R L F P R N S L H L V H S C Y S 153

                                                                                 Ⅲ                                                                                     Ⅳ

                                                 VFFF

F Y C S 158 VHWLTQAPKGLTSREGLALNKGKIYISKTSPPVVREAYLSQFHEDFTMFSNARSQEVVPNGCMVLILRG R Q C S D P S D M QS 237

Y H C S 158 VHWLTQAPKG LTSREGLALNKGKIYISKTSPPVVREAY LSQFHEDFTMFLNYRSQEMVPNGCMVLI LRGRQCFDPSDMQS 237

P C C S 154 VHWLTQAPKGLTSREGLALNKGKIYISKTSPPVVKEAYLSQFHEDFTMFLNARSQEVVPN G C M V L I L H G R Q S S D P S E M E S 233

tcs1 158 VHWLTQAPKGLTSREGLALNKGKIYISKTSPPVVREAYLSQFHEDFTMFLNARSQEVVPNGCMVL I L R G R Q C S D P S D M QS 237

tcs2 154 VHWLTQAPKGLTSKEGLALNKGKIYISKTSPPVVREAYLSQFHEDFTMFLNSRSQEVV P N G C M V L I L R G R L S S D P S D M G S 233

tcs3 154 VHWLTQAPKGLTSKEGLALNKGKIYISKTSPPVVREAYLSQFHEDFTMFLNSRSQEVVP N G C M V L I L R G R L S S D P S D M G S 233

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                             　Ⅴ

F Y C S 238 CFTWELLAMAIA E L VS Q G L I DE D K L D TF N I P S YF A S L E EV K D I V ER D G S F T ID H I E G FD L D S L EM Q E N D KW V R G E KF T K V 317

Y H C S 238 CFTWEL LA LA IA EL VS QG LI DE DK LD TF NI PS YF AS LE EV KD I VE RD GS FT ID HI EG FD LD SV EM QE ND KW VR GE KF TK V 317

P C C S 234 CFTWELLAIAIAELVSQGLIDEDKLDTFNVPSYWPSL KE VK DIV ER DG SF TID HL EG FEL DS LE MQ EN D K W V R G D K F A K M 313

tcs1 238 CFTWELLAMAIAELVSQGLIDEDKLDTFNIPSYFASL E E V K D I V E R D G S F T I D H I E G F D L D S V E M Q E N D K W V R G E K F T K V 317

tcs2 234 CFTWELLAVAIAELV SQGLIDE DKLDTFN VPSYFP SLEEVKD IVERNGS FTIDHME GFELDSP EMQEND KWVRGEK FATV 313

tcs3 234 CSTWELLAVAIAELVSQGLIDEDKLDTFNVPSYFPSL E E V K D I V E R N G S F T I D H M E G F E L D S P E M Q E D D K W V R G E K F A T V 313

                                                                                      Ⅵ

F Y C S 318 VRAFTEPIISNQFGHEIMDKLYDKFTHIVVSDLEAKLPKTTSIILVLSKIDG.   370

Y H C S 318 VRAFSEPIISSQFGHEIMDKLYDKFTHIVVSDLEAKLPKTTSIILVLSKIDG.   370

P C C S 314 VRAFTEPIISNQFGHEIMDKLYDKFTHILVSDLEAELPKTTSIILVLSKIVG.   366

tcs1 318 VRAFTEPIISNQFGPEIMDKLYDKFTHIVVSDLEAKLPKTTSIILVLSKIDG.   370

tcs2 314 ARAFTEPIISNQFGHEIMDKLYEKFTHIVVSDFEAKIPKITSIILVLSKIVG.   366

tcs3 314 ARAFTEPIISNQFGHEIMDKLYEKFTHIVVSDLEAKIPKITSIILVLSKIVG.   366

　　　　　　　　　　       Ⅶ

图 2   NMT基因保守序列分析

Fig.2     Conserve domain analysis of amino acid of N-methyltransferase

等聚为另一大类。Yoneyama 等[10]根据 NMT 在 SAM 结

合域 A(AA/VDLGCAAGP)第二个氨基酸的差异和结合域

B’ (VYLNDLF/PGNDFN)第七个氨基酸的差异，将 NMT

分为两类：第一类体外表达酶具有酶活性，包括

TCS1、PCS1 和 ICS1，其中 TCS1 来源于高咖啡碱茶树

品种，具备 N - 1 位甲基化能力，能合成咖啡碱，而

PCS1，ICS1 分别来源于低咖啡碱茶树品种，缺乏 N-1

位甲基化能力；第二类体外表达酶无催化活性，包括

T C S 2、P C S 2 和 I C S 2。本研究克隆的三个基因中，

YHCS、FYCS 与具有咖啡碱合成能力的 TCS1 聚为一类，

PCCS与缺乏 N-1位甲基化能力的 ICS1、PCS1聚为一类，

客观地反应了相应茶树体内生物碱的不同特征，但表达

酶活性尤其是从无咖啡碱的南昆山毛叶茶克隆的 NMT 基
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图 3   茶树 NMT进化关系图

Fig.3    Evolutionary relationship of NMT from tea

因是否符合这一分类，还有待进一步研究证实。

3 结论与讨论
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   本文从无咖啡碱茶树——南昆山毛叶茶和高咖啡

碱茶树——英红 9号、福云 6号克隆获得 NMT基因全长。

但在相同实验条件下，未能从低咖啡碱、低可可碱山

茶植物——油茶、红山茶中扩增得到 N M T 基因。

目前得到的茶树 N M T 基因高度同源，但仍有部分

位点存在差异，例如，具有可可碱催化活性，无咖啡

碱催化活性的 NMT(PCS1，ICS1)的 192位氨基酸是 K赖

氨酸，其它 NMT在该位置是 R精氨酸。Kouichi等[6]认

为 1 9 2 位氨基酸对 N M T 的物化性质有一定影响。本研

究克隆的源于南昆山毛叶茶的 PCCS第 192位的氨基酸是

K 赖氨酸，这差异是否会导致 N M T 活性变化，进而影

响生物碱代谢，尚需作进一步的研究。
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甘薯叶柄藤类黄酮的体外抗氧化作用研究

高荫榆，洪雪娥，罗丽萍，夏冬华，陈才水

(南昌大学 食品科学教育部重点实验室，江西 南昌   　330047)

摘   要：研究薯蔓黄酮(FSPV)的体外抗氧化作用。测定了 FSPV对二苯代苦味酰自由基(DPPH)、超氧阴离子自由

基(O2·)和羟自由基(·OH)的清除率，同时用硫代巴比妥酸(TBA)法测定其对亚油酸的抗氧化性。实验结果表明：

FSPV对 DPPH的清除效果良好(IC50=8.60mg/L)；对 O2·清除能力强于芦丁但弱于 VC；对·OH的清除能力强于

芦丁和 V C；对亚油酸也有很好的抗氧化作用。体外实验证实，F S P V 具有较强的抗氧化能力。

关键词：甘薯叶柄藤；黄酮；抗氧化作用；硫代巴比妥酸

Study on in vitro Antioxidant Effects of  Polysaccharides from Sweet Potato Leaf, Stalk and Stem

GAO Yin-yu，HONG Xue-e，LUO Li-ping，XIA Dong-hua，CHEN Cai-shui

(Key Laboratory of Food Science, Ministry of Education, Nanchang University, Nanchang       330047, China)

Abstract ：The in vitro antioxidant effects of flavonoids of sweet potato vines (FSPV) were studied. The scavenging capacities

of FSPV on 1,1-diphenyl 2-picrylhydrazyl, superoxide and hydroxyl free radical were assayed. Meanwhile, the antioxidant activity

on linoleic acid was studied with thio barbituric acid(TBA) method. These results showed, on DPPH free radical, the scavenging

effect of FSPV is very good (IC50=8.60mg/L). The scavenging activity on superoxide free radical is stronger than lutin’s, but weaker
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