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摘 要：综述 了近年来茶树细胞与基因工程的研究进展 ，包括组织培养、次生 

物质的生产、原生质体培养、分子标记及基因的克隆与转移等方面，并分析了在这 

方 面今后的研 究方向。 
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茶树细胞和基 因工程属于茶树生 物技术 的范畴 ，近年来 

在茶树细胞 工程和 基因工程 的研究 主要包 括 以下 几个方 面 ： 

茶树细胞与组织培养、茶叶次生物质的生产 、原生质体培养 

及其细胞融合、分子标记以及基因的克隆与转移。本文就以 

上几点进行了综述 ： 

1 茶树细胞工程的研究进展 

1。1 茶树 组织培养技术 

1．1．1 生殖器官的培养 

吴振铎 ⋯ 首次以茶树子叶为外植体成功获得再生植株。 

刘德华 [“ 对薮北 种 自然杂交种子的子叶柄进行培 养 ，用带 

有少量子叶的子叶柄，不经愈伤组织直接形成植株。1988至 

1989年又以茶籽下胚轴为外植体 ，不同处理诱导分化芽，并 

且 获得了植 株。认为子 叶柄 在微 繁殖 中是保持 种性 的较 好材 

料，下胚轴分化芽的能力比较强，容易形成 “丛生芽”，且易 

继代培养，繁殖系数大。肖海军对茶树子叶的分化进行了研 

究，认为芽对不定胚的发生具有抑制作用，畸形胚分化率从 

子叶柄到子叶片依次增高；畸形胚增殖能力强，能分化成正 

常胚并且分化成植株。胜尾清 ]、土井芳意 、9]最早对花 

药进行培养，但只分化出根。陈振光 _l”等首次从花药培养 

中获得了植株。其中25％为单倍体 ，具有15条染色体 ；75％ 

的为亚倍体，具有18—22条染色体 _】 。郭玉琼等试验了不同 

培养基与附加物对花药愈伤组织的影响，并且花药愈伤组织 

具备合成茶多酚的能力 。 

1．1．2 营养器官的培养 

茶树茎外植体的组织培养最早见于土井芳意 茶树茎 

切片愈伤组织的诱导。SudriptaDas_】 应用茶树茎段三种不 

同处理的外植体进行培养，结果表明：横切茎端的诱导频率 

最高．达90％。Akulaetal N4]用茶树茎节诱导体细胞胚状体的 

发生 ，从而建立 了茶树再生体系 。在MS+0．5mg-L BAP+ 

0．1mg·L～IBA+10．0mg·L- GA培养基上诱导了不定胚；然后在 

112浓度大量元素、完全浓度微量元素和维生素的MS培养基上 

诱导出了体细胞胚状体，诱导率达60％。刘德华 ” 研究 ： 

茎段产生分化后在不同组分的培养基上交叉培养，维持分化 

能力的时间比在单一培养基上的时间长。张娅婷 等应用 

薮北种带腋芽的茎段进行组培研究 ，并建立了无性繁殖系。 

周建 Il7 采用100mg-L IBA短时浸沾温室组培苗70天以后 ， 

小苗成活率66．7％，生根率60％。 

土井芳意 Ns]诱导出了茶树叶片愈伤组织并且分化出了 

根 ，但是其诱导率和分化率都非常低。Sarathchandraetal[19 3 

将叶片培养在MS+10mg·L～2，4一D+I．0mg·L-’KT+6％ (体积分数) 

蔗糖培养基上培养，产生黄绿色、松软易碎的愈伤组织以及类 

胚状体；继代培养于MS+2．0mg·L～2，4一D+10．0mg·L BAP培养 

基上的愈伤组织 ，可诱导生根。刘德华 研究 ：添加1m 

kgNAA，5mg，kgAde，3mg／kgGA3的1／2MS是促进叶胚状体形 

成较好的预培养基 ；添~I4mg／kgBA，2mg／kglBA，5mg／kgAde， 

lmg／kgGA 的MS培养基能促进胚性愈伤组织的形成 。添加 

4mg／kgBA，2mg／kglBA，1mg，kgGA3的MS培养基，能诱导不定 

芽和胚状体的形成和生长；试管苗不完全叶形成愈伤组织比 

完全 叶 要快 ；添 加 1mg／kgNAA，5mg／kgAde的 1／2MS培 养基 、 

112ER培养基能促进根的形成。Kato 以幼叶为外植体 ，将 

其置于不同2，4一D浓度的培养基中培养，在叶的基部能直接 

或通过胚性愈伤组织诱导出体细胞胚状体 [21]0暨淑仪等对叶 

片诱导的愈伤组织的形成作了细胞组织学观察，结果表明： 

愈伤组织形成于叶外植体叶肉中的小叶脉周围以及主脉中的 

薄壁细胞 。 

1。2 茶树次生物质的生产 

茶树次生物质生产的研究是茶树生物工程的重要方面。 

近几年来．研究 比较多的为茶多酚和氨基酸的合成。小林利 

彰 E23 3、Matsuura 、矧 等早期研究了各种条件对茶氨酸细胞 

合成的影响。钟俊辉 等对愈伤组织培养中茶氨酸的积累 

进行了研究，合成茶氨酸的含量最高达170mg·g- 。成浩 研究 

表明：在一个培养周期中，培养细胞的茶氨酸累积高峰出现 

在第l1d左右。在以每10d更新一次培养基的条件下，培养细 

胞茶氨酸的合成能力可维持至第30d左右，达到细胞千中的近 

20％。吕虎 E孤 对于发酵罐放大培养合成氨基酸进行了研 

究．并取得了与摇床悬浮培养类似的效果。袁弟顺 则研 

究了不同品种对茶氨酸积累量的影响。成浩 删 进行了一 

系列的细胞培养生产儿茶素的研究：通过对材料的选择和培 

养基组成的调节，使愈伤组织儿茶素的含量从不足lmg·g-i 

提高至16 20mg·g- 。大量元素中全硝态氮对合成儿茶素最 

为有利，Ca“，5042一对儿茶素的合成影响也较大，细胞儿茶素 

的形成能力与对环境的适应性也有关。成浩通过添加前体物 

质研究对合成儿茶素产生的影响，结果表明：当外源饲喂 

lO00p~mol-L 苯丙氨酸时，L_表儿茶素与D，L_儿茶素的含量 

比对照增加了40％，儿茶素总量增长了66％，’4C标记研究发 

现，儿茶素在细胞内形成后，又进一步聚合为其他物质。 

1．3 茶 树原 生质体培养 技术 

原生质体是指通过质壁分离可以和细胞壁分开的细胞部 
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分。原生质体不仅具有活细胞的性质，而且可以融合形成杂 

种细胞。原生质体由于没有细胞壁，所以易摄取外来遗传物 

质、细胞器以及病毒、细菌等微生物。离体的原生质体和其 

起源细胞一样 ，具有全能性，即在适宜的无菌条件下可以生 

长、分化 、再生成完整植株。原生质体作为基因转化的受体 

在于它是一个细胞，减少了嵌合体的发生 ，再者就是可以获 

得许多来 自一个细胞 的克隆转化细胞。Kuboietal 采用 

“二步法”从叶片上分离到原生质体，以温室水培植株的幼叶 

为材料 ，在培养液中添加A13 ，混合酶液 (pH为5．8-6．0的 

0．6mol·L 甘露醇溶液)中附加1．O％ (体积分数)的果胶酶、 

1％ (体积分数)崩溃酶及0．5％ (体积分数)硫酸糖苷，原生 

质体得率最高。赖钟雄 [371从铁观音花粉中分离到亚原生质 

体。但是目前还没有茶树原生质体培养成植株的报道。 

2 茶树基 因工程的研究进晨 

2．1 茶树的分子标记 

DNA分子标记技术对揭示茶树遗传变异规律、茶树种质 

资源的亲缘关系、起源、进化和分类等都具有重要的意义。 

自从RFLP作为遗传图谱以来，相继发展了1O多种DNA分子标 

记 ：限 制性 片 段 长 度 多 太 性 (RFLP)、随 机 扩 增 多 态 性 

(RAPD)、扩增片段长度多态性 (AFLP)、简单重复序列 

(SSR)、表达序列标签 (EST)、简单序列重复区间扩增多态 

性分子标记 (ISSR)等。 

Matsumotoetal[381运用RFLP技术对 日本绿茶栽培种和463 

个本地茶树的遗传分化进行分析，表明绿茶栽培种和本地茶 

树具有相同的起源。由于RFLP技术要求大量的具有纯度较 高 

的基因组DNA，技术要求高且费时。Williamesetal 创建了 

RAPD技术，只要用少量的基因组DNA作模板就可以扩增出大 

量的多态性DNA片段。黎星辉 啪 等利用RAPD标记技术对云 

南大叶茶与汝城白毛茶人工杂交获得的F，代植株进行了亲子 

鉴定，结果表明3个供试杂交后代确实来源于供试亲本云南大 

叶茶和汝城白毛茶。AFLP是RFLP与PCR结合发展而来的，它 

提供了更多的共显性标记 。Pauletal I41 利用AFI 分子标 记技 

术将所研究的材料分为中国型、阿萨姆型和禅叶型三个群体， 

所得结果与现有分类系统、一些基因型的家谱及它们的地理 

起源相一致 。近几年 ，SSR、EST等也得到了应用 ，Modal I42 

从Biotech公司的45个引物中，选 出了12个对25份茶树资源 

DNA进行SSR—PCR，所扩增出的130个条带中有108个条带具 

有多态性。用UPGMA构建进化树，所有资源分为禅叶型、阿 

萨姆型和中国型。金基强 等根据现有的茶树EST资源， 

首次明确了茶树EST中的SSR信息并建立了EST--SSR标记，同 

时对基因组DNA进行PCR扩增并检测多态性。在设计的19对 

引物中，有84．2％的引物能扩增 出产物 ，且有效扩增率达 

100％；对1O个 茶树品种 扩增 ，有62．5％的引物显示 出多态性 。 

姚明哲 E441等利用筛选出的8个ISSR~l物对六个茶树品种的基 

因组DNA进行扩增 ，共扩增出99条带 ，多态性平均为79．6％。 

根据Nei—Li系数将六个品种聚为两类 ，从而显示ISSR应用于 

茶树品种鉴别和亲缘关系分析是非常有效的。 

2．2 茶树基因的分离克隆与转移 

基因的分离与克隆是植物转基因技术的第一步 ，目前已 

经克隆的基因有儿茶素有关代谢关键酶的基因，咖啡碱合成 

有关酶的基因，氨基酸合成有关酶的基因以及香气相关基因 

等 1。例如已经克隆的咖啡碱合成有关酶的基因有两种，即 

S一腺苷甲硫氨酸合成酶 (SAM)、咖啡碱合成酶 (CS)。冯艳 

飞 等从茶树总RNA反转录合成cDNA，并以此为膜板分别 

用3X~PCR引物扩增SAM合成酶基因的中间主片断 、3’端和 
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5’端片断 ，最后经BLAST比较及重叠 区域拼 接得到完整SAM 

序列。Kato 等首次对咖啡碱合成酶 (CS)进行了纯化 ， 

随后他们以茶树嫩叶为材料 ，提取总RNA，并获得了cDNA， 

利用RACE技术以咖啡碱合成酶的N端氨基酸序列设计简并特 

异引物，PCR扩增获得了CS的cDNA，测得序列为1438bp，编 

码369个氨基 酸。 

基因的转化方法很多，在茶树中的应用有报道的有：农 

杆菌介导的遗传转化 、基因枪转化、花粉管通道法等。Mon— 

daletal 利用根癌农杆菌 (EHA105和LBA4404)感染茶树 

体细胞胚 ，将双元质粒上携带的nptH和具有内含子的gus基因 

导入茶树体细胞胚的核基因组中，筛选出既有Kan抗性又有 

GUS活性的体细胞胚转入分化培养基中长出嫩梢 ，再将转基 

因嫩梢嫁接到 同种 茶树 的茎上 ，获得 了转基 因植 株。这是第 
一 个有关转基因茶树的成功报道。骆颖颖 E491等以茶树叶片、 

愈伤组织为转化的受体材料，用农杆菌介导法将Bt基因转入 

茶树中，获得了GUS瞬间表达。吴珊 1等研究 ：农杆菌与 

基因枪结合使用比两种发法单独使用更有助于提高茶树转化 

效率。张广辉 等以两种野生型发根农杆菌菌株、三种共 

培养培养基和六种外植体为试材，建立了茶树发根高频诱导 

体系，最高发根诱导频率达30％以上。确定最佳发根诱导体 

系为：OD 为0．5-0．8的发根农杆菌菌液侵染已培养60~70d苗 

龄无菌苗茎段10~15min，添加100mmol·L 乙酰丁香酮的YMB 

固体培养基。李玲玲 [521等以花粉管通道法对茶树进行dsTCS 

基因转化的初步研究，对随机选取得15株处理后的茶苗HPLC 

检测，其平均咖啡碱含量均低于对照茶苗，初步表明花粉管 

通道法导入的dsTCS部分抑制了茶树体内的咖啡碱的合成。虽 

然茶树的组织培养研究已经取得了很大的进展，但是要真正 

建立芽的分化率高、易于离体培养 、细胞无性系变异小的高 

频受体系统还需要继续研究。 

3 展 望 

综上所述，笔者认为在茶树细胞工程与基因工程今后发 

展的方向重点应在以下几点：(1)由于现在组织培养技术重现 

性差，不同地域、不同品种差异很大，应重视组织培养在这方 

面的研究。 (2)茶树次生物质的生产的研究应注重载规模 

化、高纯化方面的研究。 (3)继续寻找与茶叶品质密切相关 

的基因。 (4)茶树属于木本植物，其遗传转化技术和组织培 

养技术还不完善，应积极寻找适合茶树的遗传转化和组织培 

养方 法。 
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