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培养基中添加相关外源物对茶氨酸生物合成的影响

史成颖 徐 乾 金 璐 杨 华 张正竹 宛晓春

安徽农业大学农业部茶叶生物化学与生物技术重点实验室,合肥230036

摘要 以龙井43的嫩叶等为材料,考察在培养基中添加茶氨酸合成前体物、代谢中间物及NO供体硝普钠

对愈伤组织中茶氨酸含量的影响,并研究水培苗中添加一定浓度的硫酸铵对茶氨酸含量的影响。结果表明:培
养基中添加25mmol/L的盐酸乙胺可促进茶氨酸的合成,特别是在培养的第6~12天,愈伤组织中茶氨酸的含

量增加明显,培养至第12天时,茶氨酸的含量最高,为108.96μmol/g(以干质量计),是对照的7.72倍;培养基

中分别添加低浓度的谷氨酰胺、丙氨酸及谷氨酸钠可在一定程度上提高愈伤组织中的茶氨酸含量,其中添加

5mmol/L的谷氨酰胺时增加最为明显,茶氨酸含量是对照的近7倍;培养基中添加0.05或0.075mmol/L的硝

普钠时,茶氨酸的含量有所增加,但总体水平较低。水培苗营养液中添加硫酸铵至100mg/L时,茶苗培养3d
时的茶氨酸含量是对照的2.25倍。

关键词 茶氨酸;愈伤组织;前体物;硝普钠;水培;硫酸铵

中图分类号 S571.1  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2011)02-0171-06

  茶氨酸(theanine,N-乙基-γ-L-谷氨酰胺),是日

本学者Sakato[1]首次从绿茶中分离并命名的茶树

特征性的非蛋白质氨基酸。迄今为止,除茶树外,只
在1种蕈(Xercomousbadins)内[2]及2种山茶属

(CamelliajaponicaandCamelliasasanqua)中发

现有 茶 氨 酸[3],其 中,茶 氨 酸 在 茶 树 (Camellia
sinensis)中含量最高。茶氨酸是茶叶中的主要氨基

酸,占茶树鲜叶干质量的1%~2%,具有焦糖香和

类似味精的鲜爽味,能缓解苦涩味,增加茶汤的香甜

味及改善滋味等作用。茶氨酸的含量与茶叶品质和

等级呈强正相关,高达0.787~0.876,在很大程度

上影响了绿茶的滋味品质,已成为评价茶叶品质的

一个重要因子[4]。同时,大量的研究表明,茶氨酸具

有保健功能和药理作用,如神经保护、放松镇静、兴
奋拮抗、抗癌、改善睡眠、增加免疫、降血压血脂及消

除疲劳等功效[5-8]。
茶氨酸不仅具有保健功能和药理作用,而且茶

氨酸的合成与分解还与茶树氮代谢的调节和控制有

关,茶氨酸以非毒性的形式储存和转运茶树中的氮,
可缓解茶树高氮压力,改善茶树叶品质[9-10]。尽管

如此,目前对茶氨酸的合成机理还缺乏深入的研究。

为此,安徽农业大学茶叶重点实验室通过Sanger测

序和Illumina测序方法获得了大量的unigenes,并
且KEGGpathway分析结果显示:所获得的uni-
genes涵盖氨基酸等氮代谢途径中绝大多数基因,
这将为今后建立数字化基因表达谱来研究茶氨酸代

谢及相关氮代谢机理提供基础[11]。
为了寻找茶氨酸含量较高的材料,为后续的差

异表达筛选茶氨酸合成相关的基因提供基础,笔者

在前人的研究基础上[12-15],对培养基质中添加外源

物对茶氨酸生物合成的影响进行了系统的研究,并
对信号分子NO对茶氨酸的生物合成的影响进行了

研究。一方面以茶树嫩叶为材料,诱导培养出茶愈

伤组织,加入前体物、代谢中间物及信号分子等来诱

导茶氨酸的合成;另一方面通过往茶籽苗水培液中

添加(NH4)2SO4来诱导茶氨酸的合成。应用高效

液相色谱来分析材料在诱导前后茶氨酸等成分含量

的差异。

1 材料与方法

1.1 试验材料

MS培养基和茶树水培营养液用国产分析纯试
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剂配制,龙井43的嫩叶(5月份摘取)及龙井43茶

籽苗等分别取于安徽农业大学农翠园及大杨店茶苗

实验基地。
1.2 主要仪器设备

超净工作台(SW-CJ-1FB,苏州净化设备有限公

司)、美菱冰箱(BCD-236,合肥美菱股份有限公司)、
高压湿热灭菌锅(MLS-3750,SANYOElectricCo.
Ltd)、智能人工气候培养柜(IRX-1000EC,杭州钱

江仪器设备有限公司)、烘箱(DHG-9420A型,上海

精密试验设备有限公司)、Waters600高效液相色

谱仪、Empower色谱工作站、Waters2489紫外检测

器、Waters2475荧光检测器(USA)、PL5243PU1
RELABClassic超纯水系统(美国Pall)、通气泵(购
于鱼鸟花市)等。
1.3 试 剂

L-茶氨酸(纯度99.27%,江苏省金坛市前药制

药原料厂)、乙腈(色谱纯,美国TEDIA公司)、Wa-
tersAccQ·Tag化学品组件包(含 WatersAccQ·

Fluor试剂盒、WatersAccQ·Tag氨基酸分析柱、

WatersAccQ·TagEluentA、Waters17种氨基酸

水解混合标样)、2,4-D、6-BA、KT、NAA、硝普钠及

其他试剂均为国产分析纯。
1.4 试验方法

1)茶树愈伤组织的培养及茶氨酸前体物和代谢

中间物的诱导。将从茶树(龙井43)上摘下的嫩叶

置于水中,加入洗涤剂后流动水冲洗1h左右,然后

在超净工作台上进行消毒处理。先用70%的乙醇

浸泡15~30s,取出并用无菌水冲洗1次,接着倒入

0.1% HgCl2,摇动10min,再用5%的次氯酸钠浸

泡2~3min,最后用无菌水冲洗5~6次。
将消毒后的嫩叶转入放有滤纸的培养皿中,将

叶片分成2~4mm2的小块(去脉),分别放置于具

有不同激素配比的 MS固体培养基中,激素配比分

别为2,4-D2.5+KT0.5、2,4-D2.0+KT0.5、NAA2.0+
6-BA0.5、NAA1.0+2,4-D1.0+6-BA0.5(下标表示添

加激素的质量浓度,mg/L),并用Parafilm 膜封口

后置于光照培养箱中培养。培养条件为(25±1)℃
培养,光暗周期为12h/12h,覆盖遮盖物以形成弱

散光照射。每3周继代培养1次,约继代培养16次

后开始用作试验材料。

①培养基中添加盐酸乙胺。在处理组培养基中

添 加 盐 酸 乙 胺,使 盐 酸 乙 胺 的 浓 度 为 25
mmol/L[12],然后分别在培养0、1、1.5、6、12、24d

时取对照组和处理组样品测定茶氨酸等含量。

②培养基中分别添加不同浓度的谷氨酸钠、丙
氨酸和谷氨酰胺。在培养基中分别添加不同浓度丙

氨酸、谷氨酰胺和谷氨酸钠,各个浓度分别为1、5、

10、20、25mmol/L,在愈伤组织培养12d时分别取

处理和对照材料测定茶氨酸等含量。

③培养基中添加硝普钠。在培养基中添加外源

NO供体硝普钠,浓度分别为0.05、0.075、0.15
mmol/L,于愈伤组织培养12d时分别取处理和对

照材料测定茶氨酸等含量。

2)茶籽苗水培及(NH4)2SO4诱导。在龙井43
茶籽苗萌发后生长4个月左右,去掉其子叶后先在

稀释的茶树水培营养液[16]中预培养1周,然后移至

全营养液中通气培养。将培养液中的初始硫酸铵浓

度降低至原来的一半,每2周更换1次培养基。待

4~5月份长出大量新生根时,添加(NH4)2SO4使营

养液中的N质量浓度为100mg/L,并分别在添加

(NH4)2SO4后的0、1、3、6、9d时取茶苗根部,同时

取未添加(NH4)2SO4的水培茶苗根部作为对照。

3)样品制备。分别称取诱导和对照材料放入已

称质量的铝盒中,微波(中火,450W)25s后,放入

烘箱内105℃烘干至恒质量。然后用研钵研碎,分
别称取适量的样品,加入超纯水进行100℃的水溶

浸提1h,冷却后定容。浸提后先用滤纸过滤,然后

用0.45μm的滤膜过滤至洗净的Eppendorf管中待

用。

4)色谱条件。Tag氨基酸分析柱(3.9mm×
150mm),吸附剂颗粒直径4μm,柱温37℃;流动

相为醋酸盐-磷酸盐缓冲液(A相)、乙腈(B相)和水

(C相),梯度洗脱:0~18minA相100%~95%、B
相0%~5%,18~19minA 相95%~91%、B相

5%~9%,19~29.5minA 相91%~83%、B相

9%~17%,29.5~33minB相17%~60%、C相

0%~40%,33~36minA 相0%~100%、B 相

60%~0%,36~45minA 相100%~0%、B 相

0%~60%;流速1mL/min;紫外检测器波长为248
nm,荧光检测器激发光波长为250nm,发射光波长

为395nm;进样量为5μL。

5)茶氨酸标样的制备及试样衍生。①氨基酸标

样的制备及标准曲线的制作。取40μLWaters水

解氨基酸混合标样溶液(2.5mmol/L),置于清洁的

自动进样瓶中,加40μL茶氨酸储存液(0.0218g
茶氨 酸 标 样 至 10 mL 超 纯 水 中,浓 度 为 12.5
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mmol/L)+920μL超纯水,涡旋混匀后再用超纯水

稀释成一系列梯度溶液,衍生后制作标准曲线。

②试样衍生。取衍生管1支,加入10μL用0.45

μm滤头过滤的待测样或氨基酸混合标样,再加入

70μL的AccQ·Fluor硼酸盐缓冲液,涡旋混匀后

加20μL的AccQ·Fluor衍生试剂,涡旋10s后室

温下放置1min,用Parafilm膜封口,在55℃烘箱

中加热10min,上机检测。

6)数据统计分析。采用Excel和DPS进行数

据统计分析。

2 结果与分析

2.1 愈伤组织中添加前体物盐酸乙胺

茶树嫩叶培养14~15d后,有愈伤组织出现,
继代培养5次的愈伤组织生长情况如图1。不同的

激素组合都有愈伤组织出现,其中2,4-D2.0+ KT0.5
的激素组合生长状况最好。

图1 愈伤组织平板生长状况

Fig.1 Growthstateofteacallusinplates

  愈伤组织中的茶氨酸检测结果(图2)的差异显

著性分析(Duncan新复极差)显示,对照材料中的愈

伤组织随生长时间的延长,含量基本保持不变,只是

在第12天时稍有增加,对照组之间差异不显著;而
与对照相比,培养基中添加盐酸乙胺的愈伤组织中

的茶氨酸含量增加明显,特别是从愈伤转接培养的

第3~12天,基本呈线性增加。在愈伤转接培养的

第6天,盐酸乙胺诱导的愈伤组织中茶氨酸含量为

34.85μmol/g;在第12天时含量最高,为108.96

μmol/g(以干质量计),是对照的7.72倍,差异极显

著(P<0.01);12d以后,可能由于细胞衰老,茶氨

酸含量在对照和盐酸乙胺诱导的愈伤组织中都开始

减少。

图2 培养基中添加25mmol/L盐酸乙胺后

不同时间愈伤组织中茶氨酸含量的变化

Fig.2 Changesoftheanineafteradditionof25mmol/L
ZtNH2·HClintomediumwithdifferentcultivationtime

2.2 培养基中添加谷氨酰胺、丙氨酸、谷氨酸钠

从图3可以看出,与对照相比,添加低浓度的谷

 CK、Gln、Ala、Glu-Na分别代表对照、谷氨酰胺、丙氨酸及谷氨酸钠,其后数字1、5、20及25表示添加的浓度(mmol/L)。CK,Gln,
AlaandGlu-Narepresentcontrol,glutamine,alanineandsodiumglutamate,andthenumberfollowedwithmeantheconcentrations
(mmol/L)ofaddition.

图3 培养基中添加不同浓度的谷氨酰胺、丙氨酸或谷氨酸钠后愈伤组织中茶氨酸含量的变化

Fig.3 Changesoftheanineincallusafteradditionwithdifferentconcentrationsofglutamine,
glutamatesodiumoralanineintomedium
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氨酰胺(5mmol/L)、丙氨酸(10mmol/L)或谷氨酸

钠(5mmol/L)至培养基中时,愈伤组织中的茶氨酸

含量有所增加,其中添加5mmol/L谷氨酰胺时,茶
氨酸含量增加最为明显,是对照的近7倍,差异极显

著(P<0.01)。添加高浓度的谷氨酰胺、丙氨酸及

谷氨酸钠反而抑制茶氨酸的合成。
2.3 培养基中添加硝普钠

添加0.05和0.075mmol/L的硝普钠至愈伤

组织培养基中,可增加茶氨酸的含量,但添加0.15
mmol/L的硝普钠后茶氨酸的增加量开始下降,显

著性分析结果显示,对照与添加硝普钠至培养基中

的茶氨酸含量差异显著(P<0.05),但添加不同浓

度之间差异不显著。硝普钠添加后丙氨酸的含量有

一定的增加,差异在5%的水平上显著;对谷氨酸含

量则影响不大。与添加前体物盐酸乙胺相比,添加

硝普钠后茶氨酸的增加倍数相对于添加茶氨酸合成

的前体物而言,茶氨酸含量增加较小,整体水平

较低。
另外添加0.05mmol/L的硝普钠后丝氨酸和

脯氨酸的含量明显减少(图4)。

图4 培养基中添加不同浓度的硝普钠后愈伤组织中茶氨酸(a)及一些氨基酸(b)含量的变化

Fig.4 Changesoftheanine(a)andsomekindsofaminoacids(b)incallusafteraddition
ofdifferentconcentrationsofSNPintomedium

2.4 茶树水培营养液中添加硫酸铵

从图5可以看出,茶苗生长在对照水培营养液

中时其根部的茶氨酸含量从第0~6天一直保持缓

慢的增长,6d后基本保持不变;而在水培营养液中

添加(NH4)2SO4后,从第0~3天时根部茶氨酸含

量增加明显,第3天时处理组中的茶氨酸含量是对照

的2.25倍,差异显著(P<0.05);随后处理组茶苗根

中的茶氨酸含量开始下降,第9天时反而低于对照。

图5 水培营养液中添加硫酸铵后不同时间

茶苗根部茶氨酸含量的变化

Fig.5 Changesoftheanineinrootsofteaplants

withdifferentcultivationtimeafteradditionof
(NH4)2SO4intocultivationliquid

3 讨 论

20世纪60至80年代,日本学者Sasaoka等[17]

和 Takeo等[18]通过同位素标记推定茶氨酸合成的

直接前体物是谷氨酸和乙胺,其中乙胺被认为是丙

氨酸脱羧酶将丙氨酸脱羧而得,而谷氨酰胺是茶氨

酸代谢途径中重要的中间体。因此,笔者在培养基

中添加前体物和代谢中间产物来提高茶氨酸的含量

以筛选茶氨酸差异材料。
试验结果显示,培养基中添加25mmol/L盐酸

乙胺后,在愈伤组织生长6d和12d时,相对于对

照,茶氨酸含量增加量明显,因此选取生长6~12d
的对照和盐酸乙胺诱导的愈伤组织作为差异表达材

料是较好的选择。培养基中添加谷氨酰胺、丙氨酸

或谷氨酸钠,低浓度时对茶氨酸的合成有一定的促

进作用,特别是添加5mmol/L的谷氨酰胺,增加效

果较为明显,但相对于添加前体物盐酸乙胺,茶氨酸

总量偏低;而高浓度时反而抑制愈伤组织中的茶氨

酸合成。就添加前体物至愈伤组织培养基中而言,
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添加盐酸乙胺是增加愈伤中茶氨酸含量的最有效手

段,这可能与乙胺是茶氨酸合成的最直接前体有

关[18];同时,添加谷氨酸及丙氨酸对愈伤组织中茶

氨酸含量的增加不显著,推测乙胺是愈伤组织中合

成茶氨酸的限制因子。对于同时添加谷氨酰胺和盐

酸乙胺是否会更显著地提高材料中的茶氨酸含量,
有待进一步研究。

植物体内次生代谢物质的合成是受细胞内部相

关基因调控的一系列复杂的生化反应过程,而环境

因素等作为外界信号并不直接参与细胞内的次生代

谢过程,因此,在植物细胞体内必然存在着相关胞内

信号分子和相应的信号转导机制来感受并传导外界

因子的刺激信号。NO作为一种重要的信号分子,
近年来被广泛应用于调节一系列植物次生代谢产物

的合成[19],因此,笔者在培养基中试着添加作为

NO供体的硝普钠(SNP)来增加材料中的茶氨酸含

量。结果显示,当硝普钠浓度为0.05和0.075
mmol/L时,一定程度上可促进茶氨酸含量的增加,
但相对于添加前体物及代谢中间物而言,茶氨酸总

量偏低。究其原因,可能与愈伤组织培养转接次数

过多、分化较为严重而引起茶氨酸起始含量偏低有

关,也可能与 NO作用效果有关。NO在促进茶氨

酸含量增加的同时,丝氨酸和脯氨酸含量则明显减

少。NO是否通过抑制丝氨酸和脯氨酸的合成途径

而促进茶氨酸合成;另外,若将NO供体与诱导子水

杨酸等共同加入,是否能更有效地促进茶氨酸的合

成,这也有待进一步地研究。
有研究[20]显示,茶树高度适应重氨氮的饲喂,

且氨氮主要通过谷氨酰胺合成酶-谷氨酸合成酶途

径及谷氨酸脱氢酶途径合成茶氨酸、谷氨酰胺和精

氨酸,保存在茶树的各个器官。因此,设计在水培茶

苗中添加(NH4)2SO4,结果显示,添加后3d内可明

显地促进茶苗合成茶氨酸,3d时最高,是对照茶苗

中的2.25倍。但相对于愈伤组织,茶苗中茶氨酸的

增 加 倍 数 要 低,这 可 能 是 因 为 茶 苗 吸 收 的

(NH4)2SO4不仅用于茶氨酸的合成,也应用于增加

精氨酸、谷氨酰胺等其他一些氨基酸的含量(数据未

显示)。诱导后茶苗中的茶氨酸含量从第3天后开

始下降并在第9天后反而低于对照组中的茶氨酸,
则可能由于添加(NH4)2SO4后,水培营养液在后期

积累离子浓度过高而引起。

参 考 文 献

[1] SAKATOY.ThechemicalconstituentsofteaⅢ.Anewamide

theanine[J].JAgricChemSocJpn,1949,23:262-267.
[2] CASIMIRJ,JADOTJ,RENARDM.Separationandcharacter-

izationofN-ethyl-gamma-glutamineinXerocomusbadius(Bo-

letusladius)[J].BiochimBiophysActa,1960,39:462-468.
[3] TSUSHIDAT,TAKEOT.OccurrenceoftheanineinCamel-

liajaponicaandCamelliasasanquaseedlings[J].AgricBiol

Chem,1984,48(11):2861-2862.
[4] 宛晓春.茶叶生物化学[M].3版.北京:中国农业出版社,

2003:9-52.
[5] YOKOGOSHIH,KOBAYASHIM,MOCHIZUKIM,etal.

Effectoftheanine,gamma-glutamylethylamide,onbrainmono-
aminesandstriataldopaminereleaseinconsciousrats[J].Neu-
rochemRes,1998,23(5):667-673.

[6] JUNEJALR,CHUDC,OKUBOT,etal.L-theanine,au-
niqueaminoacidofgreenteaanditsrelaxationeffectsinhu-
mans[J].TrendsFoodSciTech,1999,10:199-204.

[7] GOMEZ-RAMIEZM,HIGGINSBA,RYCROFTJA,etal.

Thedeploymentofintersensoryselectiveattention:ahigh-den-
sityelectricalmappingstudyoftheeffectsoftheanine[J].Clin

Neuropharmacol,2007,30(1):25-38.
[8] 陈玉琼,唐海燕,余志,等.梯田秀峰茶加工过程中主要生化成

分的变化[J].华中农业大学学报,2010,29(5):644-647.
[9] OHK,KATOT,XUHL.Transportofnitrogenassimilation

inxylemvesselsofgreenteaplantsfedwithNH4-NandNO3-

N[J].Pedosphere,2008,18(2):222-226.
[10]RUANJY,HAERDTERR,GERENDASJ.Impactofnitro-

gensupplyoncarbon/nitrogenallocation:acasestudyonami-
noacidsandcatechinsingreentea[Camelliasinensis(L.)O.

Kuntze]plants[J].PlantBiol,2010(12):724-734.
[11]史成颖,宛晓春,江昌俊,等.茶苗嫩根cDNA文库的构建及

EST分析[J].南京农业大学学报,2009,32(1):126-130.
[12]MATSUURAT,KAKUDAT.Effectsofprecursor,tempera-

ture,andilluminationontheanineaccumulationoncallus[J].

AgricBiolChem,1990,54(9):2283-2286.
[13]ORIHARAY,FURUYAT.Productionoftheanineandother

γ-glutamylderivativesbyCamelliasinensisculturedcells[J].

PlantCellRep,1990,9:65-68.
[14]成浩,高秀清.茶树悬浮细胞茶氨酸生物合成动态研究[J].茶

叶科学,2004,24(2):115-118.
[15]吕虎,华萍,余继红,等.ZtNH2·HCl和剪切力对茶叶细胞悬

浮培养中茶氨酸合成的影响[J].西北植物学报,2005,25(7):

1472-1476.
[16]潘根生,小西茂毅.供铝条件下氮对茶苗生长发育的影响[J].

浙江农业大学学报,1995(5):461-464.
[17]SASAOKAK,KITO M,INAGAKIH.Biosynthesisofthean-

ineinteaseedlings.Synthesisoftheaninebyhomogenateoftea

571



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

seedlings[J].AgricBiolChem,1963,27:467-468.
[18]TAKEOT.L-AlanineasaprecursorofethylamineinCamel-

liasinensis[J].Phytochemistry,1974,13(8):1401-1406.
[19]徐茂军.一氧化氮:植物细胞次生代谢信号转导网络可能的关

键节点[J].自然科学进展,2007,17(12):1622-1630.

[20]OKANOK,CHUTANIJ,MATSUOK.Suitablelevelofni-
trogenfertilizerfortea(CamelliasinensisL.)plantsinrela-
tiontogrowth,photosynthesis,nitrogenuptakenandaccumu-
lationoffreeaminoacids[J].JpnJCropSci,1997,66(2):279-

287.

Effectsofexogenouscompoundsonthesynthesisof
theanineafteraddedintoculturemedia

SHICheng-ying XUQian JINLu YANGHua ZHANGZheng-zhu WANXiao-chun

KeyLaboratoryofTeaBiochemistryandBiotechnology,MinistryofAgriculture﹠

MinistryofEducation,AnhuiAgriculturalUniversity,Hefei230036,China

Abstract Theeffectsofprecursors,metabolicintermediateoftheaninesynthesisandtheNOdonor
SNP(sodiumnitroprusside)onthesynthesisoftheanineinteacalluswereinvestigatedbyusingHPLC
(highperformanceliquidchromatography)todetecttheaninecontents,andanaccumulationoftheanine
intherootsofteaplantswithdifferentcultivationtimeafteradditionof(NH4)2SO4intocultivationliq-
uidwasalsodiscussed.Asaresult,25mmol/LZtNH2·HCl(ethylaminehydrochloride)couldincrease
thecontentoftheanineincallussignificantly,especiallyinthecallusgrownfromthe6thdaytothe12th
day.Thetheanineconcentrationincalluswhichgrownfor12dayswithadditionof25mmol/LZtNH2·

HClreached108.96μmol/gindryweightbasis,7.72timesofthatinthecontrol;additionofgluta-
mine,alanineorsodiumglutamateintomediumwithlowconcentrationscouldalsoincreasetheaninein
callus,buttheincreasingamountwasnotveryobviouscomparedtothatwithadditionof25mmol/LZt-
NH2·HClwiththeexceptionof5mmol/Lglutamine,whichcouldboostthetheanineto7timesofthat
inthecontrol.AdditionofSNPwithconcentrationof0.05or0.075mmol/Lcouldincreasethecontent
oftheanineincallus,buttheincreaseamountwaslowingeneral.Withadditionof(NH4)2SO4to100
mg/Lintocultivationliquid,thetheaninecontentinteaplantswas2.25timesofthatinthecontrolon
the3rddayofthecultivation.Thematerialsobtainedwithdifferenttheaninecontentsinthisstudycould
beusedasmaterialsfordiscoveryofthegenescorrelatedwiththeaninemetabolismusingdigitalgeneex-
pressionprofileinthefuture.

Keywords theanine;callus;precursor;sodiumnitroprusside(SNP);hydroponicculture;ammo-
niumsulfate
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