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Catechins  ��:	����(.��'�(�;<	�(�� ������	����  (Camellia  sinensis)  => ���:	���
�� ����
'��	�$���.�)��  '���?��
���  Epigalocatechin  gallate  (EGCG),  Epicatechin  
(EC),  �(
  Gallocatechin  (GC)  +�����������
������������	�(.��  catechins  �	���
�(
����   4  ������H�(�  �����  17  �!�����	��  High  Performance  Liquid  
Chromatography  (HPLC)  ���������������
���������	�(.��  catechins  +
�H��	��� 
��0 �������������������  4 +�����">�U����������������	�� ��� ���!���������������
��  
catechins  �!�����	��  Revese  Transcriptase - Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)  
��������������������	  phenylalanine  ammonia-lyase1  (PAL1)  �(
  dihydroflavonol  
reductase  (F3H)  �	�����������	����   4   
 
 
�"��"���# : Camellia sinensis/ ��/ ���������������	/ Catechins  Reverse Transcriptase   

     Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)/ High  Performance  Liquid   
     Chromatography  (HPLC) 
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ABSTRACT 
 

Catechins  are  a  group  of  polyphenols  found  in  tea  (Camellia sinensis)  at  
high  levels.  They  are  benefitial  compounds  for  health,  especially,  Epigalocatechin  
gallate  (EGCG),  Epicatechin  (EC),  and  Gallocatechin  (GC).  From  the  study  on  
the  amounts  of  catechins  in  shoots  and  fourth  leaves  of  Oolong  No.  17  using  
High  Performance  Liquid  Chromatography  (HPLC)  it  was  found  that  catechins  
contents  in  shoots  were  higher  than  fourth  leaves.  From  gene  expression  study  
using  Revese  Transcriptase-Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)  showed  that  
genes  involved  in  catechins  synthesis  were  gene  expressed  of  phenylalanine  
ammonia-lyase1  (PAL1)  and  dihydroflavonol  reductase  (F3H)  in  shoots  were  
higher  than  in  the  fourth  leaves. 
 
 
Keyword : Camellia  sinensis/ Tea/ Gene  Expression/ Catechins/ Reverse  Transcriptase   

Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)/ High  Performance  Liquid    
Chromatography  (HPLC) 
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1.1  ��
��	����������

��  (Camellia  sinensis)  ���	�
��
����
����	����	���	�
���
��������	��	�	 !�"
#�$���!��%�	�&"'���(��)��	���	��(��) ��*��#!���
�������
���   !(�!�����	�+	��������
,��,'�
��*�$��&��",'����,�  ����-�.��������/$ ��'��$���!�$��(��)��
"#!�  #�$������!��
 !(*$�$��	0�1��,����
,'��2  ��"$����,� !(�!�
	��
���	���!��341  �-�.���
��
����
������	��
	�$�
�$'���"���5"  6�
��'"	.�7'��������
�	�&�
��
����
����(���
$"*�����&"�8	0���  "�9���"�,  )�!�
"�8	0���  �)�3%���   !(��*:��*��/��
	.	$�
	�+	2�	9���;���&�		�+  ���
���	"'����.��
��(#$�	1���.&��	�+	����	�	 !�",�+� ,'  5,000-6,000  �A�'�	  6�
�$�
	�+	�(.�������	���
���	���.	������3�#�
,'��2  ,'����5����������!�
$	 �!���� &&���.����(#$�	1���.�����	
$�  �����	�
��
����
�����-�.���������
������ ��'�!�$����������'
	��
"2��.	��(��)��	  ����(
�-�.���'����$����
	��(��'���(�"$  ��'�'"�  ��'6���6�   !(�����9�-���	����$'������(���0�:��
	�
	�5���$
"��"'������
��
�����
-������(�-�.���'����$ *5� ��   !(�B����	#�
���  ��(��&��&
��$�����	����)�3%�����
�-�
�7�$'���	�
�*������"�����$���$  6�
�����+	��
 �!'����(�!������
�-�
�7
��	��&�	�
�*����(��)��$  ��(��4  97,000  ��'  �-�.�������9/!�,������A!(  6,000  ,�	
�-���$���.����&��(��)�E!�
$�A!(  100  !��	&��,'��A  	����	��������$���$ !�"$����
���$�.��'  !-���� �'G'����	   ��'  ,��  ��
������!����  (��(��"���3,� !(����41����"��
���$���$,  2547)�-�.����������$�*�	��	"'����	����"���� �'���,�  ����-�.�������$���$�����&
��
�!���.�����	��	
��  OTOP  PRODUCT  CHAMPION  ��
�-���$���.�� �'��3,�����
�!��   !(
$�����	����
��
�4:��

���)��3�
�	
"��"���$���
$"��&����
�����	9���;���&�	  �-�.���
��
����
��������&��( �

"��	�$����/��
	���	��	��&�	�
�  ����,��������
1��(��&����
����
���$�'.	.&��  #�$�E��(
�$'��$�
������(��&�!�'�#�!�VA	�!  (polyphenols)  ��
���$�"'�
�����	  (catechins)  ��
�-�
�7  

�� Epigallocatechin  gallate  (EGCG)  ���	��� �	,�+���6� �	�1  (antioxidant)  6�
���h�0�i
,��	�	���!����(����"'�"�,���	��  9��  20  ��'�  (Peterson  and  Dwyer,  1998)  ���	�+	������
�
��	"'������
������	��(�-������9�B����	#�
 !(
"��&���'��,'��2��
���
$"*�����&�	���!����(



 

(free  radicals)  6�
��"�9��  #�
��".�  #�
�(��5�  #�
�*��	���,�	.	���	�!���  #�
��!�6����1
(Duthie  et  al.,  2000)  #�
:��� ��  (Katiyar  and  Mukhtar,  2001)  ����� ���6��	.	
#�
�&��"�	  (Yang  et  al.,  2001)   !($���&���"'���$����h�0�i���	����s���"	(  �����9
$�&$�+��������7�,�&#,*�� &
�����$�!�$�	��  ����-�.�������9&���������������& !(���,��
���+�.	�'��������  (Graham,  1992)  6�
���5	���"'����  catechins  ��
"���-�
�7�$'�����,'�

�4:����    �!'�*�����  polyphenols  ��!'�	�+  ������)��3�"���$�&"'������.	����	 !(��
7�
��u	  ��
/!�,���	 &&���*�$"

������)��3���(&"	�������
��(�1  catechins  �&"'�.	�������
��(�1  catechins  
	�+	�'"	.�7'���
$"*�����&��	�6�1  6�
��(���	,�"��'�.	��(&"	�������
��(�1  catechins  ��� �'
glucose-6-phosphate  dehydrogenase  (G6PDH)   !(  shikimate  dehydrogenase  (SDH)  
6�
�����$��	���
$"��&����(��*�����  catechins  �&"'�.	.&�'�	������"'�.& �'  (Moriguchi 
et  al.,  2002;  Yamamoto et al.,  2002)  ��������)��3����
$"��&$�	��
��/!,'���������  
catechins  #�$)��3�9��
"�� ,�,'��*����� ������*��$�	.	.&�'�	 !(.& �'  #�$����-�  
suppression  subtractive  hybridization  (SSH)  �&"'�$�	��
	'��(���
$"*�����&�������
��(�1  
catechins  ��� �'  phenylalanine  ammonia-lyase  1  (PAL),  chalcone  synthase  (CHS), 
flavanone 3-hydroxylase  (F3H),  dihydroflavonol 4-reductase  (DFR),  flavonoid 
synthase  (FLS)   !(  leucoanthocyanidin  reductase  (LCR)  (Park  et  al.,  2004)

�����$���$	�+	$�������)��3�"���$	��$�����+�.	���	��
1��(��&����
�� !(���	
��	0�)��,�1*����  .	��	"���$	�+9���������'����$��
�(�-����)��3�"���$.	���"��
��(�1�����4���  
catechins  .	.&��  ��"$��
	�
  High  Performance Liquid  Chromatography  (HPLC)   !(
)��3���� ������*��$�	��
���
$"*���.	�������
��(�1  catechins  #�$��
	�
  Reverse  
Transcriptase  Polymerase  Chain  Reaction  (RT-PCR)  ���
������9	-�*����!��+	%�	
��+�	�+
��.��.	�����8	� !(�	�&�	�	�'���������&���������$���$.����
�4:��$�
�*�+	
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1.2  �
��������������	�� !
"

1. ���
�)��3������4�����(��&�!�'�  catechins  .	�����$���$  #�$��
	�
  HPLC
2. ���
�)��3���� ������*��$�	��
���
$"*�����&�������
��(�1      catechins     .	��

���$���$#�$��
	�
  RT-PCR

1.3  ����������	�� !
"

.	���)��3�"���$
��+�	�+�(.��,�"�$'�������!�  �&��1  17  ����9�&�	��    
���"��$�!�$ �'VB��!"�  #�$���.��$��  (.&�'�	  3  .& ��)   !(.&��
  4  ��)��3�
"��
��(�1�����(��&�!�'�  catechins  ��� �'  Catechin  (C),  Epicatechin  (EC),  
Epigallocatechin  (EGC),  Epigallocatechin  gallate  (EGCG),  Catechin  gallate  (CG),  
Gallocatechin  (GC),  Gallocatechin  gallate  (GCG),  Epicatechin  gallate  (ECG),   !(  
Caffeine  (CF)  #�$��
	�
  HPLC   !(��� ������*��$�	��
���
$"*�����&�������
��(�1  
catechins  #�$��
	�
  RT-PCR

1.4  ���%"&������	'�(	!�)'*�
�

1. ���*����!�����4�����(��&�!�'�  catechins  .	�����$���$
2. ���*����!��+	%�	.	���)��3���� ������*��$�	��
���
$"*�����&�������
��(�1

catechins  .	�����$���$
3. ���
�	-�*����!��
�����.��.	���
���!���,�	�� !(���&����
�4:����,'���



 

�����  2

��	
��
��������������	��������

2.1   ���	������������

���������	
����	
����  ������������	
��	
������
�����������
���   	!	���"#
���
���$�%��&�'  (Scientific  name) : Camellia sinensis

���
����4  (Common  name) : Tea
��%'  (Genus) : Camellia

&�;��<  (Family) : Theaceae   

2.2   ��	� ����!"	�#�
$�%�����

         2.2.1  ��	  (roots)
         ��;�
A	!�$���B�!�  ���C
$�D�
��A
�
�
��  B<;�"����;��E��'FA G�	�&

H����B�I�  ���$�����  1.5-3.0  ��&�  �;��#�
$����A���	&!���B<;�P��	��
2.2.2  ,�  (leaves)
         HA���;����HA�	"�$�   �"�����	��"$�&���
�HABAA�<�A   1   HA&�
   1   �!
   HA

�
A
$��BAAQR��<��
$  �<�$HAB
<�  BS��HA
���
�"$�  
�!�HA����������  $����;��T  
7-30  ���&���&�  H&!HA�"��
�
���E<���  ���HA�A���A����TH&!HA  �<������"�HABEA���	
�<V�B<;�"E�
��!��E<#D�  ������
�����HA�;�"���	H
4�  	������"�  2.1
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�12���  2.1  <��XT;HA���"�

2.2.3  4�	  (flowers)
	
����"��#�	
��	"�$�B<;	
���
   2-4   	
�   �!��	
���#�   	
��"�<���

�

����	
���A��T'��%  �"�<"A	
��"���
��
���
�����  �D����  5-7  �<"A  <��XT;FE!���!�
BAA  obovate  	������"�  2.2

�12���  2.2  <��XT;	
����"�
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2.2.4  8�  (fruits)
�"<��XT;����BE���<  (capsule)  ��<�
�
���"�#D�&�<
���"$�  BA������  3

��
�  ��<�
���<V	A���"�#D�&�<
�
�  	������"�  2.3  B<;  2.4

�12���  2.3  <��XT;S<���"�

�12���  2.4  <��XT;��<V	���"�
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2.3   	���;�
�	!����%��

  �<��������'��������BA���D�B�� 	!  3  �<����"��<���������F<�&��<��XT;���
�^�X%��&�'

2.3.1 !����%�����  (China  tea,  C.  sinensis  var.  sinensis)
����$�����'   sinensis  
��
��"$����  ���"�  	������"�  2.5  <��XT;<D�&!���������

�&"#$  �����;��T  2-3  ��&�  HA�"�"��"$���!����	�<V�  $��  3.8-6.4  ���&���&�  BEA  HA

$��BAAQR��<��
$  ��!�HA�
� ����	  �!
�"�  �<!
���#�  �����&�

�T
P���&�D�B<;�P��B�	<!
�
�"�S��B�� 	!	"  �������'�"#�<�����H���;��%�"�  �R���A�� 	!�"����	<
��D����"������'H
��`��!�
���<��  ����H
4��D�&!��<!��������;��% &!
���  ��$�����'�"���$��<���;B&�&������ �H�B&�
<;�!
��"�
$������
��	��"$���$�"��<������"   
�
<��!��
�
�   
�
<��A
�'   12  ������
�
<�   �"�^	�
�����
��  ���<����"#&!
�������	�B<H��T;�"��<��
$���	"B<;H�<!��	  �D�H
!����
�D���S<�&������
����
��	����"��E�E�
��!��B��

�12���  2.5  <��XT;�
����"�

2.3.2 !����%����

��  (Assam  tea,  C.  sinensis  var.  assamica)
����$�����'   assamica   
��
��"$������
�����   
��
   ����#����
�  
��
  ���a�

	������"�  2.6  �"�����D����	��������&
�<����
���"��
��"$B��`��;��%
���	"$  (Bokuchava  
and  Skobeleva,  1980)  ���"���#���;��	��;��$&��������&����&
�A��
���;��% �$  ��	
������
�����  (��Tg',  2535)  B<;<��XT;���� �!$��&!�<D�&!��	"�$�  ���&!�E�
��!��H
4�  ���
��;��T  6-8  ��&�  HAH
4�  	
�

�������
`<;  2-4  	
�  ����4�&�AF&��V�  ��B<!�
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                                       �12���  2.6  <��XT;�
���
�����

2.3.3 !����%������  (Indo-China,  Cambodia  tea,  C.  sinensis  var.  indo �
china)

������  �"<��XT;<D�&!��	"�$�  ���  5  ��&�  HA$��  7.6  ���&���&�   B�V�����
���  �
AHA
$������QR��<��
$  BS��HA�!���
�������&���"  (V-shape)  �!��HA

��"B	�  ^	�
B<!�HA�;�"�"B	�����
`  	������"�  2.7  $
	
�
����;C�	����
�����"B��������  B<;$����B<!�
 	!	"

�12���  2.7  <��XT;�
�������
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2.4  ���4�����
�I�$��	�����	��8��$
       

2.4.1  �������  (Green  tea)  K�L�  non-fermented  tea
�������"� ��S�����;A�����
������	��#��<$F	$�"���$�A$�#��i�����$��E�"&���`  �"�

���	��#� 	!��A���  polyphenols  H�HA��  F	$���
�%�$E����!
����` ��D�<�$�
� ��'H
!��"$
�P��  ����D�H
!�����T  catechins  �"
$���������
��"$A��A�����	
���  �"��
�
�  �#D����"� 	!�"�"��"$�
����
<�
�
�
�  ����&�	"���  �����'���"���$���S<�&   	!B��  �������'
�����  
�
<��A
�'  12
����&!�

2.4.2  ���1K��  (Oolong  tea)  K�L�  semi - fermentation  tea
�������"�S�����;A�����
���H��;$;��<�
����#�   �<���E�
   H���#�&
����S<�&

�;�"����<�
$H
!���	���
���H�A���������S<�&E�
��!��<;�
"$	B<;��"�$���4  �����#�&!
����
��EF�F<$"���S<�&�"�E�
��!����A�!
�  ����"E�T��A�&�
$���;
������	D�B<;����"$�  B&��<����
���
���	�"#�;�"�<���

�<;���  ����&�	"

2.4.3  ��O����K�L���4;�  (Black  tea)  K�L�  fully-fermentation  tea
 �������"��"����<�
$H
!���	���
���
$�����A��T'�&V��"�  ���  polyphenols  H�HA

���	�;��<"�$� �����S<�&S<   	!B��������  Theraflavins  B<;Thearubigins  E��"������"$�
��� ��B	�
��

�l��  ����;�"�
��#D����;

��"B	�E<!�$�"�
�B	�B<;�"�<���

�

2.5  ��T%2��	������T�����,���

�������D�HA����H�!��;F$��'���D������E���
�	���  �D�H
!�"���%��X�����$
�E'��;�
A
����E�"�
�HA����������$
<�$�����'��  ����������
�E'��;�
A����E�"�"��D�E�4�
�HA��
 	!	��&�����"�  2.1  ����H�HA���;��;�
A	!�$�����;�
A
����"$'B<;�����;�
A
�����"$'  �"�
������<;<�$�#D� 	!	"B<;<;<�$ 	!�<V��!
$  ���
�����"$'�"��A�;
$��H������<�

��
���B����&�
����F��B����"$��"��A����"���	  ���������;�
A
����"$'   	!B��  ����<���F�<"Qm�
<  E��Q
"�
���H
!�<���  ��	
;��F�B<;�����;�
A �F&����  E��Q
"��AH�HA����;��T  3-4%  �
�
�#D�
���B
!�  �������
����"$'�"����$��;&�!���;���B<;�D�H
!����&��
���	"��#� ������	
;��F�
B<;�����;�
A �F&����HA����;�
A	!�$  ��	
;��F�  �
 �	'  ��	���E<"
�E  B<;F��&"�
�����"��;��T�!
$<;  4.5-6.0  B<;�"��	
;��F�  E�
  theanine  B<;  glutamic  acid  
$������
E�����
������T �F&������#�
�	H���  ����F��&"�   	!B��  �
� ��'F�<"Qm�
<

����	�
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&�����"�  2.1  ��T%2��	������T�����
;�T�U���,���
4   

Components % Dry  weight
Soluble  in  water
              Flavonols
                             (-) - EGCG
                             (-) - EGC
                             (-) - ECG
                             (-) - EC
                             (+) - GC
                             (+) - C
              minor  catechin
              Flavonol  glucosides
              Proanthocyanidins
              Caffeine
              Amino  acids
              Carbohydrates
              Organic  acid
              Saponins
              Pigments
             Vitamins
             Suluble  minerals
Insoluble  or  Slightly  Soluble  in  water
             Cellulose
                Lignin

             Polysaccharides
             Lipids
             Insoluble  pigments
             Insoluble  minerals
Volatiles

9-14
4-7
2-4
1-3
1-2

0.5-1
0.4-1
3-4
2-3
3-4
2-4
3-5

0.5-2
0.04-0.07
0.5-0.8
0.6-1.0

2-4

6-8
4-6
4-10
2-4
0.5

1.5-3.0
0.01-0.02

�"��� : Chen  et al.,  2002
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(polyphenol  oxidase)  �;�����i�����$�

����	���  �D�H
!���  polyphenols   �<�$����������
Quinone  �����;���	�i�����$�<��F��&�
�<�$��������"��"�"��!�  (Baruah,  2003)  ��"$��i�����$��"�
�����;A��������	  browning  �
����  (Lee  et  al.,  2002)  B<;�
�����"#$���"�
� ��'�"�
�D�E�4  E�
  �
� ��'  Catechol  oxidase  �D�
�!��"�H����

��� 	�'  catechins  F	$�;	�AE���
��� &�D� �
��
� ��'������A
�H
!���A���E�TP���
����
���HA�� B<;���H
!�<���  (Volatile
compounds)  �<���

��"����	������;B&�&������  ��#�
$����A��;A�����S<�&�����'�
���
�P��
���%  B<;P�����;��%�"��<��

����"��D�E�4�"���	H���  E�
  �����;�
A  polyphenols  ��������H
4��!
$<;  90  
��������<���  flavonoids  ��"$����  flavonols  �����"��&�FE����!��  C6-C3-C6  (Lakenbrink  
et al.,  2000)  H�HA���	��#��;�"����E�"�<���  polyphenols  
$����;��T  20-35%  &�
�#D�

���HA�	B<;$����	
$��H��<��������;�
A  phenols  ����  secondary  phytochemicals  �"��A
 	!H�����&���`�
����  ����  ��<V	  HA  ��<�
�  B<;  	
�  �
����
<�$���	  ����<����"#�"
F��<��<���	�<V�B<;�"��  flavan  ����FE����!��
<���
�F��<��<  �<���  flavonoids  B<;  
tannins  �"S<&�
���P��H�B���"��"^���y�������  antioxidants  B<;�"E�T��A�&���A��A 


�F<
;
 	!  (Cheng  and  Breen,  2000;  Soczynska-Kordala  et  al.,  2001)  ����
����"$�������  
flavonols  H�HA���"#�������������  catechins  F	$�AH�����&���`
�� 	!B��  $
	  �!��  HA  
<D�&!�  ���  B<;��<V	  �����"������;�
A�
������T����"�B&�&������

Catechins  �������  secondary  metabolite  �"��A���H���  �������������;�
A�"�
���	�����B
���A��"�B<;
��� G�
���<  �"��&�FE����!���}�P�������  flavonols  B<;
���"
���
���
���  ����  galloyl  group  ��&�
&��
;&
�E��'A
�&D�B
����"�  1  
��
  3  �
���  flavan  
���H��<���  catechins  H�HA��������BA��  catechins  

� 	!����  catechin  B<;  catechin  
gallate  	��&�
 ��"#  (Forrest  and  Bendall,  1969;  Hilton  et  al.,  1973;  Hara  et  al.,  
1995)



 
12

1. Catechin  ��;�
A	!�$  EGC,  EC,  C,  GC  �����"FE����!������E�"
	������"�  2.8-2.11

O

OH

OH

OH

OH

HO
OH

(-) � Epigallocatechin  (EGC)
�12���  2.8  FE����!������E�"�
�  EGC

O

OH

OH

OH

OH

HO

(-) � Epicatechin   (EC)
�12���  2.9  FE����!������E�"�
�  EC
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O

OH

OH

OH

OH

HO

(+) � Catechin  (C)
�12���  2.10  FE����!������E�"�
�  C

O

OH

OH

OH

OH

HO
OH

(+) � Gallocatechin  (GC)
�12���  2.11  FE����!������E�"�
�  GC
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2.  Catechin  gallate  ��;�
A	!�$  EGCG,  ECG,  GCG,  CG   ������&�FE����!������E�"
	������"�  2.12-2.15

O

OH

OH

O

OH

HO

O

OH

OH

OH

OH

(-) � Epigallocatechin  gallate  (EGCG)
�12���  2.12  FE����!������E�"�
�  EGCG

O

OH

O

OH

HO

O

OH

OH

OH

OH

(-) � Epicatechin  gallate  (ECG)
�12���  2.13  FE����!������E�"�
�  ECG
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O

OH

OH

O

OH

HO

O

OH

OH

OH

OH

(-) � Gallocatechin  gallate  (GCG)
�12���  2.14  FE����!������E�"�
�  GCG

O

OH

O

OH

HO

O

OH

OH

OH

OH

(-) � Catechin  gallate  (CG)
�12���  2.15  FE����!������E�"�
�  CG
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�����;�
A�<���  catechins  �"���!������	"�"
$��  4  ���	  E�
  EGCG,  EGC,
ECG,  B<;  EC  �����"�����T���H�HA����;��T  30%  (w/w)  �
��#D�
���B
!�  (Baruah
et  al.,  1986; Harbowy  and  Balentine,  1997)  ����  catechins  �������A 	!H��������
�
���  B&��;�A���&������$
	��� ����HA�"��
�B<;HA�"������	���$
	  ��������H
4��;
�������'��A�����VA�l��;
����$
	�
�HA  �
�HA���	��S�����;A�����&���`����
H
! 	!���"��"
E�TP��B<;�����T  catechins  ���

H����%��X�
�E'��;�
A����E�"�
�HA��F	$�l��;���H��<���  catechins  
�������D���E��E����E�"�����E��;
'�����$  F	$����������E��E  Liquid  Chromatography  
(LC)  ��E��E	�#��	���"��"��������
$���&�
����
�B<;$��E������E���
���
�"�������$
$�����

�D�
��A������E��;
'B<;����&�"$�&��
$���  �R���A��E
<���'  LC  �"� 	!��AE�����$�$���������	
��&�}����������;A
�BAA  1  ��&�  B&����������A��<"�$�
��
�<�
�H�!&��&�����	  
��

�;AA  Interface  H
!�
��;����A&��
$��� 	!
$����"��;�����P��  B&�
�����EH����H�!���
�E���
�  LC  E�
  E���<���!�H�������A����
� �����	<
�H
!�
��;��B<;�"��#�&
�����&�"$�
&��
$����"�$���$��  ���� ��������
<"��<"�$� 	!  (B�!� B<; 
��,  2534)  	����#�H��R���A�� 	!�"
����������E��E���  LC  ��#�����"$����  High  Speed  Liquid  Chromatograpy  (HPLC)  
��H�!H�������E��;
'����<���  catechins  ����  HPLC  �����E���
���
H�!�D�
��AB$������;�
A�"�
��H��"�S��
$��H�&��
$���  F	$��;A�����B$������;�
A�"���H��;���	��#��;
�����Q�  2  
�Q�  E�
  �Q�
$����A�"� (stationary  phase)  �����VE�
  column  ��A�Q��E<��
��"�  (mobile  
phase)  �;���B$�

���H���<��"�&������  �������S���"�
$��H�&��
$������������B$�

����
��� 	!��#���#�
$����AE���������H������!���� 	!	"�
������#���A  mobile  phase  
��
  
stationary  phase  �����;�
A&�� 
��"���������!���� 	!	"��A  mobile  phase  �����#��V�;���
B$�

�����
���������"���!���� 	! ��	"��A  mobile  phase  
��
��!���� 	!	"��A  stationary  
phase  �V�;���B$�

����"
<��  F	$����"����B$�

��� 	!�"#�;���&�����	��44�T	!�$&��
&�����	��44�T�"�A����� 	!���&��&�����	�;�"<��XT;�����"E  �����;��"$����  FE���F&B���  
F	$  HPLC  �������	�
A 	!��#�����E�TP��B<;�	�
A���������T  F	$������"$A��"$A��A
�����&�}��  ��E��E  HPLC  �"#�"�!
	"  E�
������B$����S�� 	!
$�����	��V�  ��
� �  �"��;
�����P��	"  �;	��  B<;���$&�
����D������T���E��;
'  �
��;�D�
��AH�!���E��;
'����"��"
�����T�!
$` 	!  (B�!�  B<;  
��,  2534;  ������$�%��&�'A�����������A�P����A�����
P�i,  2544)  ����H
4�������%��X����F�<"Qm�
<H���F	$�l��;�<���  catechins

������%��X����"$A��"$A
�E'��;�
A�
�  polyphenols  H�HA���	�������
&���`  3  ����  E�
  HA��
�
�  HA��B��  B<;<D�&!�  �A��������T�
����  polyphenols  F	$
�l��;  EGCG  H�HA���	B&�<;�����;�A���H�HA��
�
��"�������HA��B��B<;<D�&!�&��
<D�	�A  H�
�&������  total  catechins  H�HA��
�
�  HA��B��B<;<D�&!�����  5.6 : 2.9 : 1.0
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B<;
�&�������
�E��Q
"�  7.9 : 4.6 : 1  �A���H�HA��
�
��;�"�����T�����	  (Lin  et  al.,
1999)  ���� 	!�"���%��X�����$H�$
	�������'
�����  	��&�����"�  2.2  �A���H�����  &�  HAB��
HA�"�  2  �;�"�����T���  catechins  ���&��<D�	�A

$�������  2.2  �����T���  catechins  H�����&���`�
�$
	�������'
�����

��4�� catechins  (%  �];�K��	
K��)
&�
HAB��
HA�"�  2
HA�"�  3
�!������A�
�!������<���

26.5
25.9
20.7
17.1
11.1
5.3

�"���  :  ��T
',  2535

������%��X������T���  catechins  H�����$�����'&���`  �A��������T 
catechins  H�HA��B&�<;��$�����'�;B&�&������  	��&�����"�  2.3

$�������  2.3  E���B&�&����
������T����E�"�"��D�E�4H�HA���	�"�&�����$�����'

polyphenols  (%  dry  weight)

��!����%

C EC ECG EGC EGCG Caffeine

Sinensis 0.07 1.13 1.35 2.38 8.58 2.78

Assamica 0.02 1.44 3.35 0.35 12.10 2.44

�"��� : Yamamoto  et  al.,  1997

�;�
V� 	!���  EGCG  B<;  ECG  �;�AH������T���H���  assamica  ����H���  
sinensis   �;�A����"  EGC  H������T�"��������  �
������$�����'�"�B&�&������B<!�  ^	���<
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�����TB����&�
�
��  �����VA��"�$�  ���	�B<  �����R���$�D�E�4&�
�����T�����;�
A�<���  
catechins  (��T
',  2535)

2.6 	��$���
��	��

4���	������

���B�	�

��
�$"�������&����
A���B�	�

��
�$"��D� 	!  2  ���BAA  E�
  
�"��;	�A  RNA  B<;�;	�AF��&"�  
������  RNA  ������H�!  DNA  
��
  RNA  �"��"<D�	�A
�A�E������A����
�����
�  RNA  ��I�
��$����&��A���"#B�	�  ���"�"#�;H�!&����
A���B�	�

�
�
�$"� 	!E��#�<;���`B<;�"��;�����P��  B&�&!
��"  probe  �"��
��;��	!�$  (�������',  2539)

H��R���A���"���"���  Molecular  Biology  
<�$���"�"�������H�!H����&����
A���
B�	�

��
�$"�  ������%��X��A����"���H�!��E��E  Northern  blot  analysis,  FISH,  B<;  
RT-PCR  ����  Northern  blot  analysis  �"
<������
��
���A  Southern  B&�����������	  
RNA  ������#
�$��
&���`B���"��;���	  DNA  S<A���
�  Northern  �;A
����H����#
�$��

��


��$�;&���`�"�����D����%��X���#��"�"���B�	�

��
�$"���#�`  
��
 ���!��"���	  mRNA  ��#�
�"E���$������ �  ������E��E  FISH  H�!
<������	"$����������%��X����B�	�

��
�
���#
�$��
�
�$"���#�`H��;	�A  histologic  section   	!F	$����D�  FISH  F	$H�!  probe  �"�&�	��A  
mRNA  B&�S<�"� 	!�"E��� � ��������  �D�H
! ��������&����
A&��
$����"��"�����T�"��!
$` 	!  
	����#�H��R���A�����&����
A�;	�A���B�	�

��
�$"������$��D���E��E  RT-PCR  ��H�!

$���B���
<�$F	$�l��;
$���$���H������B��$'  ����
�������"�"#�"E��� ����  B���$D�  B<;��;
�����P��	"   �
�����"#$��H�!��;F$��'
$���
��� 	!
"�	!�$  ����  H�!&����
A  GMO  B<;H�!H�
���%��X�  allelic  discrimination  ����&!�

��E��E  RT-PCR  ������E��E�"�H�!H����%��X����B�	�

��
�$"�  F	$���
�
	�
�����  DNA   �����F��&"�  	�����  2.16  &!
�S�����#�&
�  2  ��#�&
�  F	$��#�&
�
B��E�
  transcription  �������E�	<
��
�����  DNA   ������
��H�  RNA  ��
�  �����#�H�
��#�&
��"�  2  E�
  translation  �������B���
���"�
$��H�  RNA   �����<D�	�A��	
;��H�F��&"�  
H���;A�����  transcription  ���  DNA   �����F��&"���#������&!��������"��"F��&"��D����

���� ���A
$��A�&D�B
����
�  DNA  �"��"
�!��"�H����E�AE�����B�	�

��
�$"��"�&!
����  
F	$F��&"��
<���"#��;�
A �	!�$�
� ��'�"�H�!H��������E��;
'  RNA  E�
  RNA  polymerase  
B<;F��&"�
����"��"
�!��"�H����E�AE����;A���������E��;
'
"������D�������  RNA  �"����
��!����#����$"�A���!�  DNA  �"#��"$����  mRNA  �;�D�
�!��"�H��������!
��<���  DNA   �
����F��&"�
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H����%��X����B�	�

��
�$"�������H�!  Elongation  factor  (EF-1)  ����
$"�  housekeeping  H����  �;H�!����&��  control  ����
H�!	������T  RNA  �"�H�!H�  RT-PCR  
reaction  ����"�����T����������  reaction  
��
 ��  F	$	����B�ABA��"�����i��#�

�12���  2.16  Central  Dogma  of  Molecular  Biology

2.7 K��		�������T��T  RT-PCR

Reverse  Transcriptase  Polymerase  Chain  Reaction  
��
  RNA-PCR  ����
��E��E�������������T  RNA  �"���;�
A	!�$�
��i�����$�  reverse  transcription  �������
��!����$  DNA  E����  
��
��"$����  complementary  DNA  (cDNA)  ���B������'  RNA
F	$�
� ��'  reverse  transcriptase  (RT)  B<;�i�����$�  PCR  F	$H�!  cDNA  �"���!����#�����
B������'  F	$�"��#�&
�	���"#

Initial  denaturation  ��#�&
��"#������#�&
������&!���
���!�����<��F��  F	$H�!

�T
P���  92-94  
�%���<��"$�  ��<�  2  ���"  ����
H
!��$B������'B$����
$�����A��T'
����S<H
!  primers   ��������!���A��AB������' 	!
$����"��;�����P������

�T
P���<	<�  H�
����<�A������H�!
�T
P���&�D� �  ���B$���$����'�;���	 ����A��T'  ��;�����P�������!� ���A
��AB������'����
��!����$	"�
V��
H
���
�  primers  �;<	<�

��#�&
�  Denaturation  ������#�&
����B$�E���
�  DNA  B������'H
!������$
�	"�$�F	$H�!
�T
P���  90-95  
�%���<��"$�

��#�&
�  Annealing  ������#�&
�<	
�T
P���<����"�  50-55  
�%���<��"$�  ����

H
!  primers  ����������A  DNA  B������'��$�	"�$�&��A����T<D�	�A���E<"F
 �	'E����
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��#�&
�  Extension  ������#�&
������!����$  DNA  H
��&�
���  primers  H���%

���  5′→ 3′ 
�T
P����"�H�!��#��"#�;
$��H�����  70-50  
�%���<��"$�
�������E��;
'�;	D�����&��<D�	�A  3  ��#�&
�  �#D���������D����  20-40  �
A  

�D�H
! 	!  PCR  product  
��
  amplified  product  ����  DNA  ��$H
���������#������D�������
Final  extension  F	$���� �H��
A��	�!�$�
�  PCR  ���H�!��<�  5-10  ���"  �"�

72  
�%���<��"$�  ����
���$H
!�����!����$  PCR  product  ���	��#���A��T'
RT  �"�H�!����H
4� 	!�����  retrovirus  �����"E�T��A�&�F	$���� �  	���"#  E�
  ����  

RNA  B<;  DNA-dependent  DNA  polymerase  F	$&!
�H�!  primers  ����H������!����$  

cDNA   ���"  Proofreading  
��
  3′→5′  exonuclease  activity  �"  RNaseH  activity
H��R���A���"�
� ��'  RT  
<�$���	�"��D���H�!H������!����$  cDNA   	!B��

Moloney  Murine  Leckemai  Virus  (MMLV)  RT,  Avian  Myeoblastosis  Virus  (AMV)  
RT,  SuperScriptTMRNaseH-,  SuperScriptTM  II  RNaseH-  RT  B<;  Expand  Reverse
Transcriptase  �
� ��'��#��������  MMLV  RT  �<�$�����'�"����%���  RNaseH  activity,  
Tth  DNA  Polymerase  ����  thermostable  DNA  polymerase  ���  Thermus  thermophilus  
�"��"  RT  activity  H��P��;�"��"  Mn2+   
$��  B&� ���"  RNaseH  activity

����
����  RT  B&�<;���	�"E�T��A�&��"�&������  	����#�����
H
!�����!��  cDNA  
���  RNA  �"��;�����P��B<;�
��;����A���H�!����"��D�<���D�
$��  ����"�!
E�������T�H����
�D�  RT-PCR  	���"#  (&�����"�  2.4)

1. 
�T
P���  ���H�!
�T
P������  (50-70  
�%���<��"$�)  H��i�����$�  reverse
transcription  �;���$���	�R4
�������	FE����!����&�$P����
�B������'  RNA  B<;���$�����
E����D����;�
�  primers  H������A��AB������'  
$��� ��V	"  ���H�!
�T
P�������;H�! 	!H���T"
gene  specific  primers  ������#�   ��������H�!��A  primers  ��;�P�  oligo  (dT)  
��

random  hexamers

2. RNaseH  activity : MMLV  B<;  AMV  RT  ����  RT  �"��"
RNaseH  activity  ����������$�
$�<�$  RNA  H���$  RNA : DNA  hybrid  H��T;�"��"���
��!����$  cDNA  	����#�H�����D�  RT-PCR  �D�����&!
�ED����������	�
�  cDNA  �"�&!
����
����"���	$������!
$��"$�H	  �!�&!
����  cDNA  �"��"E���$����A��T'E���<�
�H�!  RT  �"�
���%���  RNaseH  activity  ����  SuperScriptTM II  RNaseH-  RT  
��
  Expand  Reverse  
Transcriptase  ����&!� �
�����"#�
� ��'�"��<�����  $���
��;�D�
��AH�!��!����$  cDNA  ���
B������'  RNA  �"��"FE����!����&�$P���  ����
�����
� ��'�
<���"#�������D���� 	!H�
�T
P������

3. E���&!
����  Divalent  ion : �
� ��'����H
4�&!
����  divalent  ion
�D�
��A����D�����
� ��'�"�H�!  Mg2+  ��������!����$  cDNA   	!���&!
�  B���$D�����
�
� ��'�"�H�!  Mn2+����
����  Mn2+ �"S<&�
E������&!
�B���$D�H������!����$  cDNA
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2.8  	����L�	���4
��	����	
��  primers  
;�K������  RT-PCR

����<�
����	�
�  primers  �"S<&�
���	B<;E����D����;�
���$  cDNA  �"�
��!����#�H���#�&
�  reverse  transcription  primers  �"�H�!H������!����$  cDNA  �"  3  BAA   
E�


1. Random  hexamers  ����  primers  �"����H�!H���T"�"�B������'  RNA  �"
FE����!����&�$P��������D�H
!�����!����$  cDNA  �D� 	!<D�A��  ���H�!  primers  BAA�"#  RNA  
��#�
�	�������D�
�!��"�����B������'�D�
��A��!��  cDNA  ��;��T  90%  �
�  cDNA  ��#�

�	 	!�����  ribosomal  RNA  �������	�
�  cDNA  �"���!����#��;��#���A
�&�������;
����  
primers  ��AB������'  RNA  H��i�����$�  �����;&!
����A
�&�������"��
��;��  ����
H
! 	! 
cDNA  H����	�"�&!
����

2. Oligo  (dT)  primers  ����  primers  �"��D����;&�
��$  RNA  �"��"  poly  (A)
�����"�����T  1-4%  �
�  eukaryotic  RNA  ��#�
�	  �����T�
�  cDNA  �"� 	!������H�!  
primers  BAA�"#�;�!
$�������H�!  random  hexamers  B<;  cDNA  �"� 	!����H
4��"E���$���"�
��A��T'  (full  length  cDNA)

3. Gene  specific  primers  ���H�!  primers  ���	�"#  �D������"�&!
���!�!
��<<D�	�A
�A��
�B������'  RNA  �"���H�
$��  ����
H�!H����

�BAA  primers  H
!�"E����D����;&�
B��
����'  RNA  �"���H�������#�  cDNA  �"���!����#��������  cDNA  �"�&!
����������#�  �������$H
!
E����D����;H�����D�  PCR  �"�����#�   

H����%��X����B�	�

��
�$"�H����  eukaryotes  F	$H�!  RT-PCR  �"�!
���
�;���������	S<A����V��������&�"$�&��
$���  RNA  �"� ��A�������y�D�H
!�"  DNA ������
�
$��H�
&��
$���&���  ���"���H�����I
�����R4
��"#�"  2  BAA  E�
  ���H�!  DNase  ����
���	  DNA  
H�&��
$���  B<;���

�BAA  primers  ����������B$� 	!���  PCR  products  �"���!����#������
B������'  RNA  
��
  DNA  �������

�BAA  primers  �"  2  BAAE�


1.  

�BAA  primers  H
!�"&D�B
���
$��H�  exon  �"�&������  ����  primers  ��!�
B���"��"&D�B
���H�  exon  1  primers  
"���!��"&D�B
���
$��H�  exon  2  ���

�BAA  primers
H�<��XT;�"#�;�D�H
!������B$� 	!���  PCR  product  �����B������'  DNA  
��
  RNA  F	$
PCR  product  ���B������'  DNA  �;�"���	H
4�����  PCR  product  �"���!�����B������'
RNA

2. 

�BAA  primers  H
!�"&D�B
���E��
��
�  exons  primers  H�<��XT;�"#�; ��
������������$�$B������'�"�����  DNA   	!
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2.9  �12
��	���;�  RT-PCR

H�����D�  RT-PCR  �������D� 	!  2  BAA  E�

1. BAA�
���#�&
�  (Two-step  RT-PCR)

H���#�&
�B��  ������#�&
��D�  reverse  transcription  ����
��!����$  cDNA
F	$H�!BAAH	�V 	!  H���#�&
��"��
�  cDNA  �"� 	!���
<
	�i�����$�B��  �;����D���H�!H����
�D�  PCR  &�
H�
<
	�"��
�

2. BAA��#�&
��	"$�  (One-step  RT-PCR)
    RT-PCR  BAA�"#��#��i�����$�  Reverse  transcription  B<;  PCR  �;���	&�


����
�P�$H�
<
	�	"$����  primers  �"�H�!H��i�����$�  reverse  transcription  �;&!
�H�!  gene -
specific  primers  ������#�  �;H�!  primers  ���	
��� �� 	!   ���� 	!���"$A��"$A�
����BAA����D�  
RT-PCR  ��#��
�	��B�	�H�&�����"�  2.5
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$�������  2.5  ������"$A��"$A�!
 	!���"$A�
�  RT-PCR  BAA��#�&
��	"$�B<;�
���#�&
�

RT-PCR  
����]�$���4��� RT-PCR  
��
����]�$��

-  �;$;��<��"�H�!H�����D�  ����
�����i�����$�
���	H�
<
	�	"$�  ���	�	���$���<;<�$&���`
����!
$  B<;$�����$<	E���S�	�<�	H����	�	
���$	!�$

-  <	E�����"�$�������������
�  ����
���� ��
&!
��"���	�	���$���<;<�$���
<
	�i�����$�
B�� ��D��i�����$�&�
H�
<
	�"��
�

-  �����E��� �B<;E����D����;�
������!��
��$  cDNA  ����
������#�&
���!����$
cDNA  ������H�!
�T
P������  (����
����
�
� ��'�������D���� 	!�"�
�T
P������)  <	
�R4
�B������'���	FE����!����&�$P���   B<;
cDNA  �"����	��#���#�
�	H�
<
	�;���H�!����
B������'H�����D�  PCR

-  ���������A�P��;H
!�
��;���D�
��A
�i�����$� reverse  transcription  B<;
PCR  ����
H
!���	��;�����P�������	��#�
�
��i�����$�

-  �������D�  cDNA  �"� 	!H��i�����$�
reverse  transcription   �H�!��;$��&'H�
����D�  PCR  �"��;���;&�
$"�&���`  
��

H�!H�������E��;
'&���` 	!�����$

-  ����
H�!�
� ��'  RT   ������A
thermostable  DNA  polymerase  �"�
�
��;��  ������H�!������$�$  RNA  �"�
�"���	$�����  14  kb   	!

�"��� :  Laboratory  Manual  From  Cell  to  ATGC  in  7  Days,  2547
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�������E��;
'���  catechins  �AH����  �"�
� ��'�;����&������H���;A�����
����E��;
'  catechins  ����  glucose-6-phosphate  dehydrogenase  (G6PDH)  B<;  
shikimate  dehydrogenase  (SDH)  B<;&!
�S����< �H��������E��;
'�����$  ����  glucose  
metabolism  pathway,  pentose  pathway,  shikimate  pathway,  B<;  flavonoid  pathway 
����H��������E��;
'  catechins  ��#��;����������;A������
�  flavonoid  pathway  	������"�   
2.17

��;A���������E��;
'  catechins  �������������<"�$���	
;��F�  phenylalanine  
����  cinnamic  acid  F	$���	�i�����$�  elimination  �
�B
�F���"$  F	$�
� ��'  
phenylalanine  ammonia-lyase  1  (PAL1)  ����&�������i�����$�  
<�������#��
� ��'  
cinnamate-4-hydroxylase  �;���$��<"�$�  cinnamic  acid   �����  p - coumaric  acid  ����
$��
H�����"� ��B
E�"Q  ��;A���������E��;
'  p � coumaric  acid  ���  phenylalanine  	���<���
��"$����  general  phenylpropanoid  metabolism �����#��
� ��'  4 � coumalate - CoA  lyase  
�;��<"�$�  p - coumaric  acid  ����  p-coumaryl - CoA  (4 - coumaroyl - CoA)  ��������
����"�B
E�"Q  p - coumaryl - CoA  �;���&����A  3  malonyl - CoA   	!����  chalcone  F	$
�"�
� ��'  chalcone  synthase  (CHS)  ���$H���������i�����$�  ��
 	!�����#�  p - coumaryl  
CoA  B<;  malonyl - CoA  �������&�#�&!��
��������E��;
'  anthocyanin  �����#�  chalcone  
�;�����<"�$�����  flavanone  F	$
�%�$�
� ��'���$H���������i�����$�E�
  chalcone  isomerase  
(CHI)  &�
�����#�  flavonone  �;���	�i�����$�  glycosylation  B<;  acylation   	!���� 
anthocyanidin  F	$S������  dihydroflavanol  �"���������<"�$�B�<����������;�
AH��<���F�
<"Qm�
<&���`
<�$&��  F	$�
� ��'  leucoanthocyanidin  reductase  (DFR)  �;����&������
�i�����$�  �����;
$���
�  flavan  3,  4 - diols  H���;A���������E��;
'���  anthocyanin  B<;  
flavonols  F	$�
� ��'  flavonol  synthase  (FLS)  ����&������B<;�
� ��'  anthocyanidin   
synthase  (ANS)  �; 	!S<S<�&�
�  anthocyanidin  �����;A������"#����������E��;
'���  
catechins  F	$
�%�$�
� ��'  anthocyanidin  reductase  (ANR)  ����&������  B<;
"����
����
����������E��;
'���  leucoanthocyanidin  B<;H�!�
� ��'  leucoanthocyanidin  reductase  
(LCR)  ����&������H���;A���������E��;
'  catechins
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Phenylalanine 4-Coumaroyl-CoA + 3 Maloryl  CoA
PAL1

Chalcone

Flavanones

Dihydroflavonol

Leucoanthocyanidine

Anthocyanidin

Anthocyanins

CHS

CHI

F3H

DFR

ANS

3GT

Catechins

Flavan-3-ols

Condensed  tannins

LCR

ANR

CON

FLS
Flavonols

�12���   2.17  ��;A���������E��;
'  catechins
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��������������
�!��"��
��
� ��'B&�<;&���"���"�$��!
���A�������E��;
'  catechins   	!	���"#
PAL1  �D�
�!��"�����&�������������$�H���;A���������E��;
'  catechins  H
!���	

����S<S<�&  E�
  4-coumaroyl-CoA  ��A  3  malonyl-CoA
CHS  �D�
�!��"�����&�������������$�H���;A���������E��;
'  catechins  H
!���	����

S<S<�&  E�
  chalcone
F3H  �D�
�!��"�����&�������������$�H���;A���������E��;
'  catechins  H
!���	����

S<S<�&  E�
  dihydroflavonol
DFR  �D�
�!��"�����&�������������$�H���;A���������E��;
'  catechins  H
!���	����

S<S<�&  E�
  leucoanthocyanidin
LCR  �D�
�!��"�����&�������������$�H���;A���������E��;
'  catechins  H
!���	����

S<S<�&  catechins  B<;�����
� ��'&��B���
����	  condensed  tannin
������B�	�

��
�$"�  CHS   	!�����  1  F��<��<�
�  4-coumaroyl � CoA  

�����A  3  F��<��<�
�  malonyl � CoA  F	$ 	!S<S<�&  chalcone  ����
���"$A��"$A  
sequence  ��#�
�	H�  secondary  metabolism  H��<����;���  encoded  F	$  CHS  ��A���
B�	�

��
�  sequence  
<�$&���"���"�$��!
�����&��B��H�B&�<;$"�  �A���  CHS  �AH�$"�H�
���
<�$&�;��<B<;�;B�	�

�H����E�AE��E���B&�&����
��;	�A�
�  transcription  
�R���A��  CHS  �"  3  isoforms  �"��������;A� 	!���HA��
�
�  �����"��$���B<!����$"�  LCR  
�����
� ��'&��B���
�  condensed  tannin  �����;A���������E��;
'  flavonoid  B<;$"�	��
�<����������D�H
!A�������y�����<V	
�
��
�  Arabidopsis  B<;��<V	
�
��
�  Medicago  
truncatula  ��$������  Xie  B<;ET;  (2003)  E!��A���$"�  ANR  �������
	�
����<"�$�
B�<�  anthocyanidins   �����  2,3 � cis � flavan � 3 - ols  ����$"�  LCR  ���E!��A����&��
B���"��AH�HA  B&�
$��� ��V&��H��������E��;
'  catechins  B<;  consed  tannins  �V$����!���
�
� ��'  gallic  acid  trasferase  ����&�������  leucoanthocyanidin  B<;  catechins  H�
���#
�$��
  vacuolar  B&�$�� ����!
�!��"��"�B���
��
��
� ��'�"#  $���A
"�������B�	�

��
�$"�H�
HA
�
��"�������HAB��  ���H�!��E��E  RT-PCR  %��X����B�	�

��
�$"��"���"�$��!
���A���
��!��catechins  H�HA���������	$"��"���"�$��!
�H����S<�&F�<"Qm�
<B<;$"�
����
�  secondary  
metabolism  ����������'�������!
$H�HA
�
�  ����
����&��A��H
!��	�����"�$��!
���A$"����
����E��;
'  catechins  (Park  et  al.,   2004)

����������$�
�  Park  B<;ET;  (2004)  	��B�	�H�����"�  2.18  �A���  F3H,  
DFR,  LCR,  PAL1,  B<;  CHS  �"���B�	�

�H�HA��
�
��������HA��B��  F	$  PAL  
B<;  CHS  �"���B�	�

��<V��!
$H�HAB��  H��T;�"�  F3H   ���"���B�	�

��<$  ���
���������� 	!���  ���B�	�

��
�$"��;�"������"�$��!
�H���;A���������E��;
'  flavonoids  
H�$
	
�
�B<;HAB���
���
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�12���  2.18  �����T������E��;
'  RT-PCR  �
����B�	�

�$"�
                        H�$
	B<;HAB���
�  F	$  Park  B<;ET;  (2004)
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�����  3 
 

��	
�  ��
������������������� 
 
 

3.1  ��	
�  ��
����  ���  	������  	�� ���  HPLC 
 

3.1.1 ���%��&�%������
���� 
1. HPLC,  2695  Separation  module,  2996  Photodiode  Array   

Detector,  Water 
2. Ultrasonic  washer,  Transonic,  Elmal 
3. &'()*+,-.*,,  Mettler,  AB  204-S 
4. Micropipete,  Eppendorf   
5. pH  meter 
6. Syringes   
7. Membrane  filters  0.45  89'(+: 
8. Vials 
9. =(>?@A=(+,  &B+(C  4 
10. =(>?@A-.*,D@( 
11. &'()*+,E=FG 

3.1.2 	���������(�)�* 
1. (-) - Epicatechin,  AR  grade,  Sigma  
2. (-) - Epigallocatechin,  AR grade ,  Sigma   
3. (-) - Epicatechin  gallate,  AR grade , Sigma   
4. (-) - Epigallocatechin  gallate,  98%  HPLC,  Sigma 
5. (-) - Catechin,  AR  grade,  Sigma 
6. (-) - Catechin  gallate,  98%  HPLC,  Sigma  
7. (-) - Gallocatechin  gallate,  98%  HPLC,  Sigma  
8. (-) - Gallocatechin,  98%  HPLC,  Sigma 
9. Caffeine,  Sigma  
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3.1.3 	������ 
1. Trifluoroacetic  acid  (TFA),  AR  grade,  Fluka 
2. Acetonitrile  (ACN),  HPLC  grade,  J.T.  Baker 
3. Methanol  (MeOH),  HPLC  grade,  J.T  Baker 

 
 

3.2 ��	
�  ��
����  ���	������  	�� ���  RNA 
 

3.2.1 ��	
������
���� 
1. Centrifuge,  Hettich,  Mikro  22R 
2. Spectrophotometer   
3. Hot  air  oven,  Memmert   
4. pH  meter 
5. Autoclave  oven,  ALP,  CL-OOM 
6. &'()*+,-.*,,  Mettler,  AB  204-S 
7. Micropipette 
8. Microtubes,  Naptune 
9. Pipettetip,  Gilson 
10. Vortex 

3.2.2 	������	�� ������	��
  RNA 

1. TRIzol  Reagent,  Invitrogen   
2. Liqiud  nitrogen 
3. Chloroform,  AR  grade   
4. Isopropanol,  AR  grade 
5. Ethanol,  AR  grade 
6. Diethylpyrocarbonate  (DEPC),  97.5%  High  Purity  Reagent,  

 Amresco 
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3.3 ��	
�  ��
����  ���	������  	�� ���  RT-PCR 
 

3.31  ��	
������
���� 
1. PCR  tubes 
2. Thermocycler,  Biometra 

 3.3.2  	������ 

 1.  SuperScriptTM  III  One - Step  RT-PCR  with   Platinum  Taq,   
Invitrogen   

2. 2X  Reaction  Mix,  Invitrogen  Primer  CHS#2F,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  CAT  GGT  TGT  GGT  TGA  AGT  GC 

3. Primer  CHS#2R,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  CTA  GGC  CCA  CGG  AAG  GTG  AC 

4. Primer  DFR#2F ,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/   TTC  ACA  TCC  TCT  GCT  GGA  AC 

5. Primer  DFR#2R,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  GGT  AGC  ATC  ATG  GGA  GGA  GA 

6. Primer  LCR#2F,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  AAC  AGA  GCT  TTG  ATG  CCC  CC 

7. Primer  LCR#2R,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  CTT  TGA  TAC  AGG  ATG  CCC  CC 

8. Primer  PAL#2F,  Invitrogen   
Sequence  5/-3/  CAC  AAA  TTG  AAG  CAC  CAC  CC 

9. Primer  PAL#2R,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  TGG  CAA  CTC  CGG  CTC  CCT  TG 

10. Primer  F3H#2F,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  CTC  AAG  ATG  GCC  CGA  CAA  GC 

11. Primer  F3H#2R,  Invitrogen   
Sequence  5/ - 3/  GAT  CCG  CAT  TCT  TGA  ACC  TC 

12. Primer PAL1- R,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  ACT  TGG  CTA  ACA  CTG  TTC  TTG  AC 

13. Primer PAL1- F,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  ACA  ACA  ATG  GGT  TGC  CAT  CGA  AT 
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14. Primer CHS - R,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  GAT  GAG  CCC  AGG  AAC  ATC  CTT  GA 

15. Primer CHS - F,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  ACC  AAG  GTT  GCT  TTG  CCG  GTG  GC 

16. Primer F3H - R,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  CGG  CTT  CTC  TCC  CTC  CCT  AAT  CT 

17. Primer F3H - F,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/-3/  CAG  GTT  GGT  GGG  CTC  CAG  GCC  AC 

18. Primer DFR - R,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  ATT  TAA  ACC  TTG  TTG  CCA  TTG  AC 

19. Primer DFR - F,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  ATC  ATG  AAA  GAC  TCT  GTT  GCT  TC 

20. Primer LCR - R,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  AAG  GAC  CAG  CTG  TAA  GAG  TAG  GG 

21. Primer LCR - F,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/-3/  TAA  CTG  ATG  AAC  AGA  GCT  TTG  AT 

22. Primer EF1 - R,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/-3/  CAG  GTA  CCA  GTG  ATC  ATG  TTC  TT 

23. Primer EF1 - F,  BIOSERVICE  UNIT 
Sequence  5/ - 3/  GTT  CAC  ATT  AAC  ATT  GTG  GTC  AT 
 

 
3.4 ��	
�  ��
����  ���	������  	�� ���  agarose  gel  electrophoresis 
 

3.4.1  ��	
������
���� 
  1.  Gel  chamber 

      2.  Power  supply 
  3.  Gel  Documentation  System,  Bio-Rad 

     4.  Microwave,  Sharp 
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3.4.2 	������ 
1.  Ultra  PureTM  Agarose,  Bio - Rad 
2.  Boric  acid,  gread  electrophoresis  Purity  Reagent,  Bio-Rad 
3.  Ethylenediaminetetraacetic  acid, (EDTA),  disodium  salt  dihydrate     

  Bio-Rad 
  4.  Tris-base  (Tris),  Bio-Rad 
  5.  Ethidium  bromide,  Invitrogen   

 
 

3.5  �������?@�A� 
 
3.5.1  �����B�(����C�& 

&=ZB[+?-@\(,D]G:[+?E^>_B à*  4  ?.,(bc à*  3.1  _D]de,8 ]̂+@=@f++=_gFg9? 
hi,cj?c@=de,  :k@8c&=ZBE-]_:d.,:lk@EmZ,Dk@g(.B_-F_:=@(D=.?  RNA  

D]G: à*_-F_:=@(Gn&'(@>gCc(n9@oD@(= ê]9  catechins  _gF:k@_B-@8c+B?FG[&'()*+, 
89p'(&Gqp?[_-F=k@ .̂,8qm:@?  800  G.\\C  'G@9(F+:Db,De?  (+eogrb9n  100  +,f@&s^&sa[D)  
&ct:&G^@  3  :@ à  (Gulati  et  al.,  2003)  :k@9@Gn&'(@>gC .̀: àg()+&=ZBB((he_:de,u^@D\n=
&=ZB8GF_:\bF&[Z: 
 

 
 

�D
���  3.1  =@(&=ZB[+?E^>D]G:_B à*  4  m+,\.G+[]@, 

��
 

E����  4 
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3.5.2  ����(����	���������(�)�*F�&  catechins  ���  caffeine  
&\(a[9D@(^>^@[9@\(v@: à*'G@9&mF9mF:  100  ppm  (Stock  solution)  p?[ 

-.*,D@(  C,  EC,  ECG,  CG,  EGC,  EGCG,  GC,  GCG,  E^>  CF  9@+[]@,^>  1  
9n^ n̂=(.9  wD9(G9=.:  ^>^@[?FG[:lk@= .̂*:_gF^>^@[&ct:&:)l+&?a[G=.:  E F̂Gc(.Bc(n9@\(?FG[:lk@
= .̂*:_gF8?F  10  9n^ n̂ n̂\(  h@=:.l:&\(a[9D@(^>^@[ à*'G@9&mF9mF: à*  1,  5,  20,  40,  60,  80  
E^>  100  ppm  p?[&\(a[9  Stock  solution  _:c(n9@\(\]@,x?.,\@(@, à*  3.1  E F̂Gc(.B
c(n9@\(?FG[:lk@= .̂*:_gF8?F  3000  89p'( n̂\(  =(+,D@(^>^@[9@\(v@: à*8?F?FG[  syringe  
filter  membrane  0.45  89'(+:  _D]  vial  c(n9@\(  1  9n^ n̂ n̂\(  E F̂Gya?&mF@&'()*+,  HPLC   
 
(���&���  3.1  =@(&h)+h@,D@(^>^@[  Stock  solution  à*'G@9&mF9mF:\]@,x 

 
 

3.5.3 ����(����	��	��
�����
I� 
-.*,\.G+[]@,-@B?   1   =(.9   D=.??FG[:lk@&?)+?  100   9n^ n̂ n̂\(   =G:wD9B: 

stirrer  10  :@ à  E F̂G=(+,?FG[=(>?@A=(+,  &B+(C  4  h@=:.l: k̀@=@(&h)+h@,?FG[:lk@= .̂*:
+.\(@D]G:?.,:al  ')+  :lk@-@ : :lk@= .̂*:  (20:80)  E^>  :lk@-@ : :lk@= .̂*:  (10:90)  E F̂G=(+,
D@(^>^@[\.G+[]@, à*D=.?8?F?FG[  syringe  filter membrane  m:@?  0.45  89'(+:  _D]  vial  
c(n9@\(  1  9n^ n̂ n̂\(  :k@8cya?&mF@&'()*+,  HPLC 
 
 
 
 
 
 

Conc.  (ppm) Stock   solution   (µµµµl) 
1 30 
5 150 
20 600 
40 1200 
60 1800 
80 2400 
100 3000 
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3.5.4 	P���F�&���%��&F�&  HPLC  
Column   : Platinum  EPS  C18  100A 
  3U  m:@?  53x7  mm  Rocket 
Mobile  phase  : Water : Acetonitrile  in  0.05%  TFA    

(87:13)   
Column  temperature : 30  +,f@&s^&sa[D 

  Flow  rate  : 2  9n^ n̂ n̂\(\]+:@ à 
  Detector  : 210  :@p:&9\( 
  Runtime  : 13  :@ à 

Injection  volume : 10  89p'( n̂\( 
 

3.5.5 ����(����	��
  RNA  �����
���E����  4  F�&I� 
B?[+?E^>_B à*   4   m+,-@D?c(>9@o   50-100   9n^ n̂=(.9   _gF&ct:w, 

^>&+a[?_:  liquid  nitrogen  &u)*+_gF\.G+[]@,&[Z:EmZ,+[b]\^+?&G^@E^>_gF,]@[\]+=@(B?E^>
c|+,=.:=@(D^@[\.Gm+,  RNA  _D]\.G+[]@, à*B?E F̂G^,_:  eppendorf  tube  m:@?  1.5  

9n^ n̂ n̂\(  à*9a  TRIzol  reagent  1  9n^ n̂ n̂\(  wD9_gF&mF@=.:  ǹl,8GF à*+eogrb9ngF+,  5  :@ à  
&\n9  chloroform  0.2  9n^ n̂ n̂\(  u(F+9 .̀l,&m[]@  15  Gn:@ à  E F̂G ǹl,8GF à*+eogrb9ngF+,  3  :@ à  
:k@8cc}~: à*  10,000  x g  à*+eogrb9n  4  +,f@&s^&sa[D  :@:  15  :@ à  h@=:.l:?b?D@(^>^@[
-.l:B:_D]g^+?_g9]  &\n9  Isopropry  alcohol  0.5  9n^ n̂ n̂\(  wD9_gF&mF@=.:&B@x ǹl,8GF à*
+eogrb9ngF+,  10  :@ à  :k@8cc}~: à*  10,000  x g  à*+eogrb9n  4  +,f@&s^&sa[D  :@:  15  
:@ à  &u)*+ k̀@=@(\=\>=+:  RNA  E F̂G&+@D]G: à*&ct:  supernatant  ++=u(F+9 .̀l, F̂@,\>=+:  
RNA   ?FG[  75%  Ethanol  1  9n^ n̂ n̂\(  wD9_gF&mF@=.:  :k@8cc}~: à*  7000  x g  à*+eogrb9n  
4  +,f@&s^&sa[D  :@: 5  :@ à  h@=:.l:&`  supernatant  ǹl,  E F̂G k̀@_gF\>=+:  RNA _gFEgF,  
E^>:k@\>=+:  RNA  à*8?F^>^@[?FG[  DEPC  water  20  89p'( n̂\(  _gF&mF@=.:?aE^>&=ZB  
RNA  à*8?F à*  -70  +,f@&s^&sa[D 
 

3.5.6  �����

�����  RNA 
cj&c\\.G+[]@,   RNA   9@   4   89p'( n̂\(   E F̂G&\n9   DEPC   water   996   

89p'( n̂\(  wD9_gF&mF@=.:E F̂G:k@G.?'G@9&mF9mF:E^>'G@9B(nDe`�n�m+,  RNA  à*  260  E^>  
280  :@p:&9\(  ?FG[&'()*+,D&c=p\(pqp\9n&\+(C  E F̂G'k@:Gog@c(n9@o  RNA  &:)*+,h@=
RNA  9aD]G:c(>=+B à*Dk@'.�  ')+ &BDunG(a:E^>8u(n9n?a:si*,D@9@(d?b?= )̂:ED,+.^\(@8Gp+&^\
8?F à*'G@9[@G' )̂*:  260  :@p:&9\(  hi,D@9@(d:k@']@=@(?b?= )̂:ED, à*'G@9[@G' )̂*:  260  
:@p:&9\(  (OD260)  :al:k@9@_-Fg@'G@9&mF9mF:m+,  RNA  p?[']@9@\(v@:  1  OD260  m+,  
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RNA  9a']@& ]̀@=.B  40  89p'(=(.9\]+9n^ n̂ n̂\(  =@(`?^+,:alG.?c(n9@o  RNA  à*&\(a[98?Fp?[
=@(:k@  RNA  9@ k̀@=@(&h)+h@,?FG[  DEPC  water  E F̂G:k@9@G.?']@=@(?b?= )̂: à*'G@9[@G' )̂*:  
260  :@p:&9\(  ?FG[&'()*+,D&c=p\(pqp\9n&\+(C  E F̂G'k@:Gog@'G@9&mF9mF:m+,  RNA  h@=
D9=@(?.,\]+8c:al 
 

'G@9&mF9mF:m+,  RNA  =  OD260m+,RNA x hk@:G:& ]̀@m+,  RNA à*db=&h)+h@, x 40 µl /ml  
 

3.5.7 ���������� ����P�R  RNA 
=@(Gn&'(@>gC'G@9B(nDe`�n�m+,    RNA    p?[=@(g@+.\(@D]G:(>gG]@,']@=@(?b? 

= )̂:ED, à*'G@9[@G' )̂*:  260  \]+  280  :@p:&9\(  RNA à*9a'G@9B(nDe`�n�h>\F+,9a+.\(@D]G:
(>gG]@,']@=@(?b?= )̂:ED, à*'G@9[@G' )̂*:  260  \]+  280  :@p:&9\(  +[b]_:-]G,  1.8-2  
(Center  for  Functional  Genomics,  2003)  si*,']@ à*8?F_:-]G,:al[.,+@hh>9aD]G:m+,?a&+Z:&+
E^>pc(\a:c:&c��+:  E\]dF@']@ à*8?F\*k@=G]@  1.8  ED?,G]@9a=@(c:&c��+:m+,pc(\a:+[b]9@=  si*,_:
=@(Gn&'(@>gC'G@9B(nDe`�n�m+,  RNA  h>_-F&`':n'  gel  electrophoresis  (]G9?FG[  
 

3.5.8 ���������� �  RT-PCR 
&\(a[9D]G:c(>=+Bm+,    RT-PCR    reaction    p?[c(n9@\((G9    25 

89p'( n̂\(  si*,c(>=+B?FG[  2X  Reaction  Mix  (0.4  mM  dNTP,  3.2  mM  MgSO4),  1  

89p'(=(.9m+,   RNA   template,   Forward   Primer   (10  µM),  Reverse  Primer   (10  

µM)  E^>  SuperScriptTM  III  RT/  Platinum  Taq  Mix  2  Unit  h@=:.l:c(.Bc(n9@\(
?FG[  DEPC  water  _gF9ac(n9@\(  25  89p'( n̂\(  wD9_gF&mF@=.:  h@=:.l::k@g^+? .̀l,g9?&mF@
&'()*+,  Auto  PCR  p?[_-Fpc(E=(9_gF?k@&:n:=@(\@9 k̂@?.B?.,:al  p?[&(n*9  cDNA  synthesis  
1  (+B  :  55  +,f@&s^&sa[D  :@:  30  :@ à  Denaturation  1  (+B  :  94  +,f@&s^&sa[D  
:@:  2  :@ àh@=:.l:  PCR  amplification  44  (+B  :  94  +,f@&s^&sa[D  :@:  15  Gn:@ à  
(denature)  60  +,f@&s^&sa[D  :@:  30  Gn:@ à  (anneal)  68  +,f@&s^&sa[D  :@:  1  :@ à  
30  Gn:@ à  (extend)  De? F̀@[  Final  extension    1  (+B  68  +,f@&s^&sa[D  :@:  7  :@ à  
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3.5.9 ���������� �T�T��(���U
V���������  RT-PCR 
&\(a[9&h^  1.5%   _:   1x  TBE   à*c^+?&-)l+E^>&+:8s9C  RNase  c(n9@\( 

50  9n^ n̂ n̂\(  :k@8cg^+9_:\bF89p'(&Gqh:^>^@[&ct:&:)l+&?a[G=.:  G@, ǹl,8GFh:=(> .̀l,+eogrb9n
^?^,c(>9@o  55-60  +,f@&s^&sa[D  h@=:.l:=Z&`^,_:&BF@Dk@g(.B&\(a[9&h^  ǹl,8GFh:  
agarose  EmZ,\.G  :k@8c_D]_:-e?  electrophoresis  &\n9  1x  TBE  B.u&q+(Ch: ]̀G9wnG&h^  :k@
\.G+[]@,h@=  RT-PCR  5  89p'( n̂\(  &\n9  6x  loading  dye  1  89p'( n̂\(  E^>  DEPC  
water  3  89p'( n̂\(  wD9=.:  E F̂G:k@8cg[+?_:&h^  h@=:.l: k̀@=@(E[=p?[_-F=(>ED8qq|@  
80  pG^\C  w]@:&h^c(>9@o  2  -.*Gp9,  h@=:.l::k@&h^ à*8?F8cE-]_:D@(^>^@[  ethidium  
bromide  5  :@ à  E F̂G F̂@,?FG[  sterile  distilled  water  15  :@ à  E F̂G?bEdB à*c(@=�r@[_\F
ED,  UV 
 
 
 



 

�����  4

��	�
��
�����������
��

4.1 �����������
����������������  catechins

������������	
�
����
�����������
  catechins  �� !��  GC,  EGC,  C,  EC,
EGCG,  GCG,  CG,  ECG  !�	  CF  '()*�+ �,-�� .���/����0.�!�	�123)  4  5.*+�.6
�*
�1.��  17  9�0�2����  HPLC  !�	�+   mobile  phase  �B.  Water : Acetronitrile  in  0.05
%  Trifluoroacetic  acid  (87:13)  .��
S6
�  30  .*T��'��'30�  flow  rate  2  ��23W�.

������W�  !�	23)���
0����B)�  210  ��9��
W�  23)�+ �����!0������/����+���/,*�3,  X1���
3
���
�����������
  catechins  !�	  caffeine  !W��	W/���0.�!�	�123)  4  9�0�Y�3)0!��*�/*
W���*23)  4.1  �/*�3,  GC  0.709%,  EGC  4.860%,  C  0.338%,  EGCG  5.740%,  EC
0.914%,  GCG  0.210%,  ECG  0.823%,  !�	  CF  2.617%  �������
��  CG  �
�
��
��\�/���   �������123)  4  X1���
3���
�����������
  catechins  !�	  caffeine  !W��	W/�
9�0�Y�3)0�/*�3,  GC  0.682%,  EGC  3.198%,  C  0.198%,  EC  0.535%,  EGCG
1.559%,  GCG  0.104%,  ECG  0.225%,  !�	  CF  0.783%  �������
��  CG  �
�
��
��\�/���   '()*]���
����Y�3)05.*�������
  catechins  ��
��\�-�
��+ ��^�������
��  total
catechins  ��   X1���
3����Y�3)0��0.��2���/1  13.594%  !�	���123)  4  6.501%  �
B).���301
�2301���
�������	�.1������
  catechins  !�	  caffeine  ��0.�!�	�123)  4  �	�
_��� ���
���
�����!W��	W/���0.��	
3���
���6*�������123)  4  .0��*�
_��� +/����  (�6�23)  4.1)  ���
���������	
�2�*�\�W�  t-test  X1������
��  EGCG,  ECG  !�	  total  catechins  ��0.�!�	

�123)  4  
3���
!W�W��*�/�.0��*
3�/0�-��/a23)  α = 0.05  '()*������T(�b�������	
�]����
��
���������
  catechins  !�	  caffeine  23)�� �	�.��� .*�/1*�����/05.*  Lin  !�	��	
(1996)  '()*X1�����0.��	
3���
�����������
  catechins  !�	  caffeine  .06�
���
B).���301
�2301�/1�1!��!�	�-�W �
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'���(���  4.1  ���
�����������
  catechins  !�	  caffeine   ��0.�!�	�123)  4  5.*+�

0
2
4
6
8
10
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14
16
18
20

GC EG
C C EC

EG
CG CF

GC
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EC
G

To
tal
  c
ate

ch
ins CG

���

�
�
��
��
�
��
 (
%
) 
  ���

�����  4

�)����  4.1  ���301�2301���
�������0.�!�	�123)  4  5.*+�

��������� (%)
Name

total
catechins

GC EGC C EC EGCG CG GCG ECG CF
0.� 13.594 0.709 4.860 0.338 0.914 5.740 trace 0.210 0.823 2.617
�123) 4 6.501 0.682 3.198 0.198 0.535 1.559 trace 0.104 0.225 0.783
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4.2 �����23(���	�4(33�23(��546�����5��  RT-PCR

���]�������	
����
��  catechins  X1���
3���
!W�W��*�/���0.�!�	�123)  4  ����/,�
�(*2-����T(�b��6���!��*..�5.*03�23)��3)0�5 .*�/1����/*����	
�  catechins  � �0�2����  RT-
PCR  9�0���)
������������	
����
1����2d�e5.*  RNA  9�0���
�./W�������	
���*�������6�
��B�!�*23)���
0����B)�  260  W�.  280  nm  RNA  23)
3���
1����2d�e�	W .*
3./W�������	
���*
�������6���B�!�*23)  ���
0����B)�  260  W�.  280  nm  �2���/1  2.0  \ �W)-�����  2.0  !W�
��
����  1.8  !��*���.���	
3����5.*  DNA  !�	9��W3�����hi.�  !W�\ �
�����23)�� W)-�����  1.8  
!��*���
3�������hi.�5.*9��W3�.06�
��  (Center  for  Functional  Genomics,  2003)  ���
���2��.*�����/�  RNA  ���0.�!�	�123)  4  5.*+�.6
�*  �1.��  17  9�0�+   Trizol  
Reagent  X1������
��  RNA  ��0.�
3  1.850  �
9����/
W�.�
9����W�  !�	���123)  4  
3
���
��  2.060  �
9����/
W�.�
9����W�  �
B).�-���������	
����
1����2d�e5.*  RNA  ���./W��
�����������6���B�!�*23)���
0����B)�  260  W�.  280 ��9��
W�  X1�����0.�+�
3����2���/1 
1.360  !�	���123)  4  
3����2���/1  1.420  '()*W)-�����  1.8  !��*���W/�.0��*  RNA  ���2/,*�.*
!
��*.��
3�������hi.�5.*9��W3�

]����������	
�5.*���!��*5.*03�  CHS,  DFR,  LCR,  PAL1,  !�	  F3H  ��0.�
!�	�123)  4  5.*+�.6
�*  �1.��  17  � �0�2����  RT-PCR  9�0�+   primers  23)..�!115(,�
�
�

�  X1���]�5.*���!��*..�5.*!W��	03�  �
B).�6���!\1!1�23)����m�	����5(,�
��0!1�
�/*�6�23)  4.1  '()*.������������..�!11  primers  23)�+ �
��-��X�	�/103��/,�n  !�	����  dimer
primers  5(,��(*2-��
 
3
��0!\1  DNA  ����5(,�  �.�����/,�.����^��� 23)03�W��*n�
����3,
3
��
����  1  copy  ��W/�.0��*+�.6
�*  �1.��  17  5.*������/0�3,  2-��
 ����  RT-PCR  products
5(,�
��0!\1  .0��*���_�35���5.*  RT-PCR  product  5.*!W��	03�23)���

�0�� �B.  EF-1
305  bp,  CHS  348  bp,  DFR  405  bp,  LCR  448  bp,  PAL1  326  bp,  !�	  F3H
246  bp  '()*�	�+   EF-1  '()*��^�03�  housekeeping  ��XB+  \6��+ ��^�W/�  control  �XB).�
 
���
��  RNA  23)�+ ��!W��	  RT-PCR  reaction  
3���
�
)-���
.�2���/�2��  reaction  ]����
2��.*X1������!��*..�5.*03�  CHS,  DFR,  LCR  ��0.�
3
���������123)  4  !W��-�
�/1
���!��*..�5.*03�  PAL1  �
���
��\�	1����
!W�W��*��   ����03�  F3H  X1���
3���!��*
..���0.�!W����123)  4  �
�����m

.0��*���_�3]����2��.*23)�� ���  primers  23)..�!115(,�
��

�  �
���
��\�-�
�����
��^�!11!]����!��*..�5.*03�W��*n23)��3)0�5 .*�/1����/*����	
�  catechins  23)����+B).\B.�� 
��B).*���!\1  DNA  23)����5(,�
��0!\1�/*23)�����
�!� �1 �*W �  �/*�/,��XB).]�  RT-PCR  23)�3
5(,��(*�� �-�  primers  23)..�!119�0  Park  !�	��	  (2004)  
��+ �����T(�b�W/�.0��*+�



 41

.6
�*  �1.��  17  '()*5���23)���

�05.*  RT-PCR  products  5.*!W��	03�  �B.  PAL1  
326  bp,  CHS  348  bp,  LCR  448  bp,  F3H  246  bp,  !�	  EF-1  305  bp  ]����
2��.*�/*!��*���6�23)  4.3  X1���!W��	�6�  primers  �
   RT-PCR  products  �X30*!\1��30�  
�-�
�/103�  DFR  �
�X1�������  RT-PCR  product  5(,�  '()*.������������
!W�W��*5.*X/�d��
���
5.*+�.6
�*  �1.��  17  23)����+   �/1W/�.0��*+�23)  Park  !�	��	�+ ���q  2004

�-�
�/1���!��*..�5.*03�  F3H  PAL1  23)�
_��� +/�������
3���!��*..���0.�

���������123)  4  ����  CHS  !�	  LCR  X1���
3���!��*..��
�!W�W��*�/�
���/���0.�
!�	���123)  4  '()*���������/05.*  Park  !�	��	  (2004)  23)�6���!��*..�5.*03��
����3,��
0.�.�.�!�	�1!��  X1���
3���
!W�W��*��^�.0��*
��  �/*�6�23)  2.18  2/,*�3,W/�.0��*23)����+ �/,�  
�B.  RNA  ���0.�'()*��
�123)  2  !�	�123)  3  ���301�2301�/1  RNA  ����123)  4  '()*.�0�
5.*2/,*�.*W/�.0��*�
�W��*�/��/�  �(*.��2-��
 ���!��*..�5.*03��
�W��*�/�
��.0��*23)X1��
������/05.*  Park  !�	��	  (2004)  ���
3�-����  copy  5.*03�
������  1  copy  ��W/�
.0��*+�.6
�*  �1.��  17  .����^����
W�
�()*23)2-��
 ]����!��*..�5.*03��
�!W�W��*�/�
��
�/�
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�)����  4.2  ]����!��*..�5.*03�!W��	03���0.�!�	�123)  4
              9�0�+   primers  23)..�!115(,�
��

�  !\1  DNA
              ���*�3  �B. !\123)
35���W�*�/123)���

�05.*03�
               !W��	W/�

M
ark

er
EF

-1
�1
 4

EF
-1

 0
.�

CH
S 
�1
 4

CH
S 
0.

�
DF

R 
�1
 4

DF
R 
0.

�

LC
R 
�1
 4

LC
R 
0.

�

PA
L1

�1
 4

PA
L1

0.
�

F3
H 
�1
 4

F3
H 
0.

�

Primer

dimers
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 �)����  4.3  ]����!��*..�5.*03�!W��	03���0.�!�	�123) 4
      9�0�+    primers   23)..�!119�0   Park  !�	��	

(2004) !\1 DNA ���*�3  �B. !\123)
35���W�*
�/123)���

�05.*03�!W��	W/�

M
ak
er

EF
-1

�1
 4

E
F
-1
 0
.�

C
H
S
 �1

4 CH
S 
0.

�
DF

R 
�1
 4

D
F
R
 0
.�

L
C
R
 �1

4 L
C
R
 0
.�

P
A
L
1
 �1

4 P
A
L
1

0.
�
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5.1  ��	
�� 
  

��������	�
	��
�������������������  ca techins  !"#$%����  HPLC  �	*���
+�"�������#,�%,-$�,-#��.���	*����	�$���/0
  catechins  !"#$%����  RT-PCR  ��#�"+�/�*
%,-  4  ���5��60��  $*��
  17  
*����,������  total  catechins,  EGCG,  +�/  ECG  ��#�"
�,����������6��������*%,-  4  �#���$0>�?".5	"$��  �������+�"�������#,�%,-$�,-#��.���	*���
�	�$���/0
  catechins  
*���  PAL1  +�/  F3H  �,���+�"������#�"����������*%,-  4  CD-�
��"��.���	*E����%"������  Park  +�/��/  (2004)  �������+�"�������  CHS  +�/  
LCR  ?�������M�/*�����+N�N���?".  %	O��,O���$�P�$
��/�,#,�"	��������5��60��  $*��
  17  
�������  1  copy  CD-������M%S����
��6��
!"#�5.���,  Southern  analysis  ����$�P�?�?".�,�
��/���  �U�  ���+�"�������#,���#�"5�+�/�*5�%,-  4  ?��+N�N����	����  $�U-�������#�
���N	��#���%,-?��N����	����  %	O��,O�	�$�N?".������+�"�������  PAL1  +�/  F3H  ���*%,-  
4  #	������.���6�  $�U-�$��,#*$%,#*�	*���+�"�������#,�"	���������*+��  (?��?".�/*����$�P�
�*%,-$%��?�)  Park  +�/��/  (2004)  ����#,�  DFR  ?��
*���+�"����$�#  $�U-��5.  
primers  %,-��.�����  Park  +�/��/  (2004)  %	O��,O����/$�P�$
��/5�%,-�5.�����%"����,O�,
����+N�N���%��
	���
�����	*5����  Park  +�/��/  (2004)  CD-�?��?".�/*����$�P�5�5��"�" 
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5.2 ���������� 
 

 1.  �������	"  RNA  �0.?".���������+�/��*6��
�	O�N.����[	#����5S���\���/"	*
0�D-�  $�U-��������  RNA  �/���#N	�?".���#+�/$�>�  �]\0�%,-
*��������	"  RNA  �U�  
������  RNA  %,-?".�.�#+�/�,�����$�^_�����  DNA  �����MN�����*!"#$%����  
electrophoresis  �/$0>�+M*���  DNA  ����`��$��".�#  �������	O�������
%,-�5.�������	"  
RNA  N.��E�����/*�����%S��0.���"���  RNase  !"#���  clave  b��$5UO�  2  ��	O�  ���%	O�
������M���U�%����	O�%,-�,����	*������
%,-�5.�S�0�	*�����	"  RNA  $�U-��������$��"�����$�^_��  
RNase  ���E��0�	�?".".�# 

2.  �����%"�����$���/0
".�#$%����  HPLC  ��	O��,O
*������  retention  time  ���
����/��#��N�c��*��N	��/�,�����"$��U-��*��$�>��.�# �	�$�U-���������/��%��d�
���  
column  +�/  guard  column  %,-�,����5.������  �D��,E�N�����+#����  peak  +�/  ���  
retention  time  �������,O#	�$��"�����$0N����$N�,#�N	��#���  +�/  mobile  phase  %S��0.�,
E�N�����+#�  �D��S�$�P�N.��$��,-#�  column  �0��  "	�%,-��������,O�����%"���%����	O��D�N.��
��[	#�����/$�,#"�#�����������5	-�+�/N�����$��,%����	O�N.���	-���������$��,�/��#E���	�
$�P�$�UO�$",#��	�  +�/%,-�S��	\�	�"�������
���  HPLC  �/+
�  �D�N.���,������+E�����%��
��	O�  �����/�*����
���E6.���	#��*����	O�N.���,�����	*$��,-#��d��/���  HPLC  $
U-��0.
$0��/���	*���%"�����+N��/��	O�$�U-�$��"�]\0��DO� 
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1.  �����������������  RNA 
������  OD260  ��
������������������  RNA  ���
������������  1  

OD260  ���  RNA  � ����!��"#$  40  &����"�#�����'(('('�� 
 

$! )  4 
��������������RNA  =  40  &����"�#�����'(('('��  x  OD260 x ���"���,-�,�� 
          =  40  x  0.206  x  250 
          =  2060  &����"�#�����'(('('�� 
          =  2.060  &����"�#����&����('�� 
��� 
��������������RNA  =  40  &����"�#�����'(('('��  x  OD260 x ���"���,-�,�� 
          =  40  x  0.185  x  250 
          =  1850  &����"�#�����'(('('�� 
          =  1.850  &����"�#����&����('�� 
 

2.  ���������������� 	������� 	��  RNA  
 
 ��&��,�""��������  OD260  �������  OD280  �������1 
 

$! )  4 

0.206   =  1.420 
0.145 
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0.185   =  1.360 
0.136 
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2.  ���������  Total  catechims  

D����d�������e( )����D��  !#W�  7  �#�  �������1&���(� 

total  catechins  V�Q�! 

total  catechins  =  0.709+4.860+0.338+0.914+5.740+0.210+0.823 
   =  13.594 
 

total  catechins  V�V"&'(  4 
total  catechins  =  0.682+3.198+0.198+0.535+1.559+0.104+0.225 

  =  6.501 
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1.  ���R%�'Q�  0.1%  DEPC  water 
 
 _k�_�  DEPC  1  �'(('('��  5(#�_�#$_�'���������W��"(#)�  ,�&��  1  ('��  �����
������
"#�  !'W������-�  1  �-�  5(�����&_�a)�m����-W�  2  ��#W� 
 
2.  ���R%�'Q�  75%  Ethanol 
 

_k�_�  ethanol  375  �'(('('��  5(��_�#$_�'��������  DEPC  water  
��� _�'����  
500  �'(('('�� 
 
3.  ���R%�'Q�  5X  TBE 
 
 �#)�D���#����&_� W 
 Tris-base   108    "�#� 
 EDTA  9.3  "�#� 
 Boric  acid 55    "�#� 
 DEPC  water 1500    �'(('('�� 
 _�#$  pH  8-8.2  5(��_�#$_�'����
��&��  2  ('�� 
 ,�"  5X  TBE  �,-�,��
��� �����������  1X  TBE   ������  5X  TBE  ��  200  
�'(('('��  5(��_�#$_�'��������  DEPC  water  
��� _�'����  1  ('�� 
 
4.  ���R%�'Q�  Marker  DNA 
 

 λ  DNA      20 &����('�� 
 10X  buffer  Pst I (H)   5 &����('�� 
 Pst I     4 &����('�� 

Autoclaved  distilled  water  21 &����('��  
���&_  incubate ! )�Q1�rb�'  37  ��s��f(�f �D  ���  6  �#)����,�"�#W�  spin  down   

5(�����  5  ��!   5(����'� 
 Autoclaved  distilled  water  116 &����('�� 
 6X  dry    34 &����('�� 
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5.  ���R%�'Q�  Water : Acetonitrile  in  0.05%  TFA  (87 : 13) 
��� ��  Water : Acetonitrile  (87 : 13)  �������W��  1740  �'(('('��  5(6  

Acetonitrile  260  �'(('('��  4D�
������"#�  ,�"�#W�_k�_�  TFA  ��  1  �'(('('��  
D�  
volumetric  flask  
�������  2  ('��  ,�"�#W�_�#$_�'��������Water : Acetonitrile    
��&��  
2  ('��  �����D��(6(��
������"#�  "�������  filter  membrane  ����   0.45   &�����   
���&_  degas  15  ��!    5(6�#�  pH  ���  mobile  phase  !Q"��#W� 
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