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　　摘要：以棉花纤维组织为材料，根据ＮＣＢＩ棉花ＥＳＴ进行同源搜索、比对和序列拼接，经 ＲＴ－ＰＣＲ从陆地棉纤维
组织中扩增得到Ｌ－半乳糖磷酸化酶基因（ＧｈＧＧＰａｓｅ２）的ｃＤＮＡ开放阅读框为１３３５ｂｐ，为包含４４５个氨基酸的蛋白
质，分子质量约为４９ｋｕ。利用软件进行蛋白质序列分析，ＧｈＧＧＰａｓｅ２蛋白具有组氨酸三聚体（ＨＩＴ）蛋白超家族的主
要特性的结构域。进化树分析的结果表明棉花ＧｈＧＧＰａｓｅ２与猕猴桃ＡｄＧＧＰａｓｅ在进化上亲缘关系上较近。构建原核
表达载体ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２并转化大肠杆菌，将重组载体 ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２导入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中通过
ＩＰＴＧ诱导表达后经过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，显示成功获得分子质量为 ４９ｋｕ左右的诱导表达蛋白 ＧｈＧＧＰａｓｅ２。将
ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因构建到植物真核表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００中，利用农杆菌通过叶盘法转化烟草，经ＰＣＲ分子鉴定，获得
了含ＧｈＧＧＰａｓｅ２转基因烟草植株。研究结果将为进一步阐明该基因的生物学功能奠定基础。
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　　棉花是全球重要的经济作物，也是我国重要的农产品及
纺织原料，是国民经济的支柱产业之一，具有极其重要的战略

地位［１］。棉花纤维品质中最重要的参考指标是纤维的强度

和长度，而细胞的伸长或膨大发育与纤维的最终品质密切相

关［２］。抗坏血酸是广泛存在于植物组织中的一种抗氧化小

分子物质，尤其是在细胞分裂旺盛的植物组织中含量较高，不

仅对植物生长发育、防卫、分化等许多生理过程起重要作用，

还与细胞伸长密切相关［３－５］。棉花纤维细胞的结构是长而不

分支的单细胞，是研究细胞生长发育与分化的理想材料。之

前的研究表明：抗坏血酸代谢可能参与纤维的发育过程［６］。

目前已知的植物体内抗坏血酸生物合成途径中，甘露糖／
Ｌ－半乳糖途径（又称为 Ｓｍｉｒｎｏｆｆ／Ｗｈｅｅｌｅｒ途径）是主要途
径［７］。Ｌ－半乳糖磷酸化酶（ＧＤＰ－Ｌ－ｇａｌａｃｔｏｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ
ａｓｅ，ＧＧＰａｓｅ）基因的表达产物是Ｌ－半乳糖磷酸化酶（ＧＧＰ），
该酶能够将ＧＤＰ－Ｌ－半乳糖转化成ＧＤＰ－Ｌ－半乳糖－１－
磷酸，是甘露糖／Ｌ－半乳糖途径中的重要基因，对植物抗坏
血酸的合成起着重要作用。目前已在拟南芥、猕猴桃、烟草、

大豆、蓖麻、柑橘、葡萄、番茄和马铃薯等多种植物中分离出

ＧＧＰａｓｅ基因。通过转基因研究表明在多个物种中过量表达
ＧＧＰａｓｅ基因可提高植物体内抗坏血酸的含量［７－１５］。

对棉花ＧＧＰａｓｅ２基因的克隆、功能分析、原核表达和转化

烟草，有助于解析抗坏血酸参与棉纤维发育的重要功能。从

处于快速伸长发育时期的棉花纤维组织中克隆得到了抗坏血

酸合成途径中的关键基因（ＧＤＰ－Ｌ－半乳糖磷酸化酶基因）
ＧＧＰａｓｅ２，并对其编码的蛋白进行序列功能结构域分析，构建
原核表达载体并转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）进行重组蛋白的
诱导表达，构建植物表达载体并转化烟草，为深入探究抗坏血

酸和ＧＧＰａｓｅ参与棉花纤维发育的重要功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　植物材料为陆地棉徐－１４２棉花纤维，由
笔者所在实验室培养。经液氮速冻后于－７０℃保存备用。
１．１．２　菌株与质粒　大肠杆菌菌株（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、Ｔｏｐ１０
由本实验室保存；克隆载体为大连宝生物ｐＧＥＭ－Ｔｖｅｃｔｏｒ；原
核表达载体为 ｐＥＴ２８ａ，真核表达载体为 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００由笔
者所在实验室保存。

１．１．３　酶及生化试剂　ＲＮＡ反转录试剂盒、ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４－ＤＮＡ连接酶、ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ、Ｋｐｎ
Ⅰ和ＸｂａⅠ等相关酶购自大连宝生物公司；ＤＮＡ凝胶回收试
剂盒、质粒提取微量试剂盒购自 ＴＩＡＮＧＥＮ公司；其他相关试
剂均为国产分析纯，购自上海生工生物工程公司。

１．１．４　主要仪器　高压蒸汽灭菌锅（ＨＶＥ－５０）、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
５４１７Ｒ型台式冷冻离心机、电泳仪（ＴａｎｎｏｎＥｐｓｏｎ１００型）、
ＰＣＲ仪（ＢｉｏｍｏｔｒａＴｐｅｒｓｏｎａｌ）、凝胶成像系统、超净工作台
（ＢＨＣ－１３００Ａ／Ｂ３）、恒温培养箱（ＨＩＱ－Ｘ１００）、恒温摇床
（ＨＷＹ－１００Ｂ）。
１．２　方法
１．２．１　棉花总 ＲＮＡ的提取　根据改良的 ＣＴＡＢ法［１６］提取
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棉花总ＲＮＡ。所使用的研钵经高温烘烤数小时，其他器皿均
用ＤＥＰＣ水处理［１７］。

１．２．２　ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因的克隆　根据从 ＧｅｎＢａｎｋＥＳＴ数据
库中所获得的完整ｃＤＮＡＯＲＦ基因片段进行保守性分析后，
利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０进行引物设计（正向引物：５′－ＣＧＣ
ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＴＧＣＴＴＡＧＧＡＴＴＡＡＧＡＧＧＧＴＴＣ－３′；反向引物：
５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＡＣＡＡＧＧＣＡＴＴＧＴＴＧ－３′）。设计
引物在上下游引物的两端添加 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ的酶切位点
（下划线）和保护性碱基。用Ｐｒｉｍｅ－ＳｃｒｉｐｔＴＭ反转录试剂盒以
总ＲＮＡ为模板合成 ｃＤＮＡ［１８］，通过 ＰＣＲ扩增获得全长的
ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因。

ＰＣＲ反应条件为 ９４℃预变性 ４ｍｉｎ；９４℃变性 ４５ｓ，
５７℃ 退火４５ｓ，７２℃延伸７０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，
４℃存放。
１．２．３　蛋白质序列比对和结构域分析　蛋白质序列比对通
过ＤＮＡＭＡＮ软件和ＮＣＢＩ网站在线完成，通过ＭＥＧＡ软件完
成进化树构建。

１．２．４　ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２原核表达载体的构建与鉴定　
将克隆得到 ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因的 ＰＣＲ产物经过回收后连接到
ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ载体上，将连接产物转入大肠杆菌Ｔｏｐ１０感受
态细胞中，菌落ＰＣＲ鉴定后挑取阳性单克隆，摇菌做穿刺管
后送至华大基因公司测序［１８－１９］。将经测序正确的重组质粒

ｐＧＥＭ－Ｔ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２和 ｐＥＴ２８ａ原核表达载体同时用
ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切，回收目的基因小片段和原核表
达载体大片段，并将回收好的大小片段按一定体系用 Ｔ４－
ＤＮＡ连接酶１６℃过夜连接，将连接产物转化大肠杆菌Ｔｏｐ１０
感受态细胞，涂布于５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素抗性固体 ＬＢ培养基
３７℃恒温箱中培养 １２ｈ，挑取单克隆进行 ＰＣＲ和双酶切
鉴定［１９－２０］。

１．２．５　ＧｈＧＧＰａｓｅ２重组蛋白的诱导表达及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定
　将构建成功的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２和空质粒
ｐＥＴ２８ａ转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，经 ＰＣＲ鉴定
后挑取阳性单克隆菌落接种于１０ｍＬ含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的
ＬＢ液体培养基中３７℃培养过夜。各取上述过夜菌５００μＬ
转接入５０ｍＬ含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的 ＬＢ中，３７℃振荡培养
至Ｄ６００ｎｍ为０．４～０．６时，各取１０ｍＬ菌液记为０ｈ（作为对
照），加入ＩＰＴＧ至终浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ，继续振荡培养，分别取
加入ＩＰＴＧ后２、４、６ｈ菌液１０ｍＬ，４℃５０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ
收集菌体然后加入冰预冷 ＰＢＳ磷酸缓冲液悬浮菌体后再加
入ＳＤＳ，１００℃水浴５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上清
液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳（５％浓缩胶，１２％分离胶），凝胶用
考马斯亮蓝染色［１８－１９］。

１．２．６　ＧｈＧＧＰａｓｅ２植物表达载体的构建　将经过测序鉴定
正确的 ｐＧＥＭ－Ｔ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２重组质粒和植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ２３００同时用ＫｐｎⅠ和ＸｂａⅠ进行双酶切，琼脂糖凝
胶电泳回收纯化所需的目的片段，用Ｔ４－ＤＮＡＬｉｇａｓｅ将回收
的目的基因片段与ｐＣＡＭＢＩＡ２３００载体大片段相连接，４℃过
夜；将连接产物转入到大肠杆菌Ｔｏｐ１０感受态细胞，涂布于含
有卡那霉素（Ｋａｎ）的ＬＢ平板上３７℃培养过夜。筛选阳性克
隆并摇菌提取重组质粒，酶切鉴定，即构建ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２
植物表达载体。

１．２．７　烟草的遗传转化　将构建好的 ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２表
达载体用电击法转入根癌农杆菌 ＧＶ３１０１中，转化产物涂布
在含有１００ｍｇ／ＬＲｉｆ＋５ｍｇ／ＬＧｅｎ７＋７５ｍｇ／ＬＫａｎ的 ＬＢ培
养基上，２８℃培养２ｄ。从平板上挑取单菌落，接种到含Ｒｉｆ、
Ｇｅｎ和Ｋａｎ的ＬＢ液体培养基中，２８℃摇菌培养，ＰＣＲ鉴定阳
性克隆。采用叶盘法转化烟草［２０］：将烟草叶片切成１×１ｃｍ
大小的叶盘，放入鉴定出的农杆菌侵染液中，侵染 １０ｍｉｎ，吸
干菌液，放入共培养培养基（ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋５０ｍｇ／ＬＡＳ）上（铺滤纸），暗培养２ｄ后转移至筛选分
化培养基（ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋５０ｍｇ／Ｌ
Ｋａｎ＋４００ｍｇ／ＬＣｅｆ）上诱导再生芽，每 ２周换 １次培养基。
再生芽长至 １～２ｃｍ时，将不定芽切下，转到生根培养基
（１／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ＋５０ｍｇ／ＬＫａｎ＋４００ｍｇ／ＬＣｅｆ）中诱
导生根［２１］。

１．２．８　转基因烟草分子鉴定　用天根ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡ
Ｋｉｔ提取烟草总 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ第一链，以合成的
ｃＤＮＡ为模板，利用正向和反向引物进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反
应条件为９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５７℃退火４５ｓ，
７２℃延伸７０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃存放。

２　结果与分析

２．１　棉花ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因克隆
采用改良的ＣＴＡＢ法提取棉花纤维组织的总量 ＲＮＡ，结

果表明：所提取的总量 ＲＮＡ呈现２８Ｓ、１８Ｓ完整条带，２８Ｓ的
含量约为１８Ｓ的２倍，表明所提取的 ＲＮＡ较好，可以继续进
行后续反转录试验（图１－Ａ）。以反转录获得的棉花纤维
ｃＤＮＡ作为模板，经过ＰＣＲ扩增得到特异性条带，经测序正确
后获得ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因的全长开放阅读框（图１－Ｂ），包含
１３３５个碱基对的核苷酸，编码含有４４５个氨基酸的蛋白质。

２．２　序列比对与进化树分析
将ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因的ｃＤＮＡ序列翻译为氨基酸序列，将

该序列与以下几种ＧＧＰａｓｅ基因的氨基酸序列进行对比：拟南
芥（ＡｔＧＧＰａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 Ａｔ４ｇ２６８５０）、番茄（ＳｌＧＧ
Ｐａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＡＦＤ５４９８８）、马铃薯（ＳｔＧＧＰａｓｅ；Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登录号为 ＡＥＱ６４２７１）、猕猴桃（ＡｄＧＧＰａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ登
录号为 ＡＢＰ６５６６５）、烟草（ＮｔＧＧＰａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＡＣＤ９２９８１）、蓖麻 （ＲｃＧＧＰａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 为 ＸＰ＿
００２５２９４６３）、柑 橘 （ＣｕＧＧＰａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为
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ＡＤＶ５９９２５）、葡萄 （ＶｖＧＧＰａｓｅ；ＧｅｎＢａｎｋ登录 号 为 ＸＰ＿
００２２７８３３９）。结果显示：植物中的 ＧｈＧＧＰａｓｅ２蛋白质在序列
相似性较高，具有保守的结构域，黑色部分为保守的氨基酸序

列，灰色部分为保守性一般的序列。ＧｈＧＧＰａｓｅ２蛋白和其他

植物一样含有 １个 ＨＩＴ（ＨｘＨｘＱ）基序，是组氨酸三联体
（ＨＩＴ）超家族的一员。它也是一种核定位蛋白，核定位基序
为ＮＬＳ（图２）。进化树分析的结果表明棉花ＧｈＧＧＰａｓｅ２与柑
橘ＡｄＧＧＰａｓｅ在进化上亲缘关系上较近（图３）。

２．３　原核表达载体ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧＰａｓｅ的构建与鉴定
将经测序正确的重组质粒 ｐＧＥＭ－Ｔ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２和

ｐＥＴ２８ａ原核表达载体同时用 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ进行双酶切，
回收目的基因小片段和原核表达载体大片段，连接并转化大

肠杆菌Ｔｏｐ１０感受态细胞，转化成功的菌株挑取单克隆做菌
落ＰＣＲ鉴定（图４－Ａ），ＰＣＲ鉴定为阳性的菌落摇菌提取质
粒进一步做双酶切鉴定（图４－Ｂ），成功构建 ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧ
ＧＰａｓｅ２原核表达载体。
２．４　重组ＧｈＧＧＰａｓｅ２蛋白的诱导表达

将构建成功的ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２重组子转入表达菌
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株ＢＬ２１（ＤＥ３）中，经ＰＣＲ筛选鉴定后（图５），进行扩大培养，
利用ＩＰＴＧ诱导菌体表达，提取蛋白质后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳分析，获得了４９ｋｕ左右的重组ＧｈＧＧＰａｓｅ２蛋白（图６）。

２．５　ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２植物表达载体构建
将经测序正确的重组质粒 ｐＭＤ－Ｔ－ＧｈＧＧＰａｓｅ２和

ｐＣＡＭＢＩＡ２３００真核表达载体同时用 ＢａｍＨⅠ和 ＸｂａⅠ进行
双酶切，回收目的基因小片段和真核表达载体大片段。连接

后转化大肠杆菌 Ｔｏｐ１０感受态细胞培养。经 ＰＣＲ和双酶切
鉴定均含有目的片段，表明成功植物表达载体 ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧ
Ｐａｓｅ２（图７）。
２．６　烟草的遗传转化与鉴定

采用电击法将重组质粒 ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２转化农杆菌
ＧＶ３１０１，经筛选和ＰＣＲ鉴定，结果ＰＣＲ扩增条带与预期大小
一致，表明ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２植物表达载体已经成功导入到
农杆菌ＧＶ３１０１中，可用于下一步的遗传转化 （图８－Ａ）。
　　将已经成功导入 ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２重组质粒的农杆菌
ＧＶ３１０１采用叶盘法转化野生型烟草，诱导芽再生和生根，获
取再生的转基因烟草。提取转基因烟草叶片总量 ＲＮＡ并反
转录合成ｃＤＮＡ，以ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２质粒作阳性对照，非转
基因烟草作阴性对照，通过ＲＴ－ＰＣＲ利用特异性引物鉴定转
基因植株，结果显示成功获得了转基因烟草植株（图８－Ｂ）。

３　讨论

本研究从棉花纤维组织中克隆得到 ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因，该
基因ｃＤＮＡ的开放阅读框为１３３５ｂｐ。ＧｈＧＧＰａｓｅ２拥有保守
的ＨｘＨｘＱ功能结构域，是Ｄ－半乳糖 －１－磷酸鸟苷酰基转
移酶（ＧａｌＴ）家族和组氨酸三联体（ＨＩＴ）超家族的一员，这些
功能结构可能与棉花抵御非生物胁迫的能力相关。进化树分

析的结果表明棉花ＧｈＧＧＰａｓｅ２与柑橘ＡｄＧＧＰａｓｅ在进化上亲
缘关系上较近。构建了原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ－ＧｈＧＧｐａｓｅ２，
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转化大肠杆菌，通过诱导表达和 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析获得了大
小约为４９ｋｕ的ＧｈＧＧＰａｓｅ２重组蛋白质。构建了真核表达载
体ｐ３５Ｓ：：ＧｈＧＧＰａｓｅ２，导入农杆菌 ＧＶ３１０１，通过叶盘法转化
野生型烟草，诱导芽再生和生根，获得了再生的转基因烟草。

抗坏血酸参与一系列植物的生长发育过程，并且可以影

响氧化还原反应相关的进程，包括病原反应［２２－２３］。植物体内

抗坏血酸合成途径中从ＧＤＰ－甘露糖转化为Ｌ－半乳糖／Ｌ－
古洛糖的过程中以糖醛酸作为前体，编码 ＧＤＰ－甘露糖途径
中相关酶的基因已经被证实和鉴定。在拟南芥中 ＡｔＧＧＰａｓｅ
基因编码ＧＤＰ－Ｌ－半乳糖磷酸化酶，该酶催化抗坏血酸合
成过程中ＧＤＰ－Ｌ－半乳糖转化为Ｌ－半乳糖－１－磷酸的这
一步反应。ＧＤＰ－甘露糖途径是拟南芥幼苗抗坏血酸来源的
主要且显著的途径，并且抗坏血酸是幼苗生长所必需

的［２４－２５］。光合作用的电子传递链与拟南芥中 Ｌ－半乳糖途
径中的酶相互关联，持续光照可以使拟南芥体内的抗坏血酸

含量增加，与此同时该途径中的的 ＧＭＰａｓｅ、ＧＧＰａｓｅ、ＧＰＰａｓｅ
的表达量也上升；强光处理后拟南芥体内的抗坏血酸含量增

加，同时ＧＧＰａｓｅ表达和ＧＧＰａｓｅ的酶活快速升高，该途径中的
其他酶的酶活变化不是很大；拟南芥中光周期的开始阶段是

ＧＧＰａｓｅ和ＶＴＣ５的表达高峰期，并且其表达受到生物钟的调
控［１４］。拟南芥中ＧＧＰａｓｅ蛋白具有底物特异性，底物 ＧＤＰ－
Ｌ－半乳糖比ＧＤＰ－Ｄ－甘露糖更容易被 ＧＧＰａｓｅ蛋白利用，
而不宜以ＧＤＰ－Ｌ－葡萄糖为底物［１５］。

４　结论

本试验从棉花纤维组织中克隆获得 ＧｈＧＧＰａｓｅ２基因是
抗坏血酸生物合成中的关键基因，调控着植物体内抗坏血酸

的生物合成，预示着其可能通过影响抗坏血酸含量从而参与

纤维细胞的发育过程。结果将为深入研究 ＧｈＧＧＰａｓｅ基因的
生物学功能以及为解析棉花纤维细胞发育的分子机制提供参

考，同时也为利用基因工程进行优质转基因新品种的培育奠

定了一定的基础。

参考文献：

［１］刘进元，赵广荣，李　骥．棉花纤维品质改良的分子工程［Ｊ］．植
物学报，２０００，４２（１０）：９９１－９９５．

［２］钱雯婕，王　斐，石　峰，等．棉花单脱氢抗坏血酸还原酶基因的
克隆及原核表达［Ｊ］．西北农业学报，２０１２，２１（５）：１１８－１２２．

［３］ＳｍｉｒｎｏｆｆＮ．Ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｉｎｐｌａｎｔｓ
［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆＢｏｔａｎｙ，１９９６，７８（６）：６６１－６６９．

［４］ＳｈａｏＨＢ，ＣｈｕＬＹ，ＬｕＺＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇａｎｄｒｅｄｏｘｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００８，４（１）：８－１４．

［５］安华明，陈力耕，樊卫国，等．高等植物中维生素 Ｃ的功能、合成
及代谢研究进展［Ｊ］．植物学通报，２００４，２１（５）：６０８－６１７．

［６］ＬｉＨＢ，ＱｉｎＹＭ，ＰａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｔｔｏｎａｓｃｏｒｂａｔｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｓｉｎ
ｖｏｌｖｅｄｉｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｄｕｒｉｎｇｆｉｂｒｅｃｅｌｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
［Ｊ］．ＮｅｗＰｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，２００７，１７５（３）：４６２－４７１．

［７］王丽燕，王　玉，孟　夏，等．过表达番茄 ＧＤＰ－Ｌ－半乳糖磷酸
酶基因提高烟草抗 ＭＶ诱导的氧化胁迫能力［Ｊ］．植物生理学
报，２０１２，４８（７）：６８９－６９８．

［８］ＭａｓｓｏｔＣ，ＳｔｅｖｅｎｓＲ，ＧéｎａｒｄＭ，ｅｔａｌ．Ｌｉｇｈｔａｆｆｅｃｔｓａｓｃｏｒｂａｔｅｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄａｓｃｏｒｂａｔｅ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｏｍａｔｏｌｅａｖｅｓｍｏｒｅｔｈａｎｉｎ
ｆｒｕｉｔｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，２０１２，２３５（１）：１５３－１６３．

［９］ＢｕｌｌｅｙＳＭ，ＲａｓｓａｍＭ，ＨｏｓｅｒＤ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓｉｎ
ｋｉｗｉｆｒｕｉｔａｎｄｇｅｎｅｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔ
ＧＤＰ－Ｌ－ｇａｌａｃｔｏｓｅｇｕａｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｉｓａｍａｊｏｒｃｏｎｔｒｏｌｐｏｉｎｔｏｆｖｉｔａ
ｍｉｎＣｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００９，６０
（３）：７６５－７７８．　

［１０］ＵｒｚｉｃａＥＩ，ＡｄｌｅｒＬＮ，ＰａｇｅＭＤ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｏｎ
ａｓｃｏｒｂａｔｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＣｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＶＴＣ２
ｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇａＧＤＰ－Ｌ－ｇａｌａｃｔｏｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌ
ｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，２８７（１７）：１４２３４－１４２４５．

［１１］ＭｅｌｌｉｄｏｕＩ，ＣｈａｇｎéＤ，ＬａｉｎｇＷＡ，ｅｔａｌ．Ａｌｌｅｌｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｐａｒａｌｏｇｓ
ｏｆＧＤＰ－Ｌ－ｇａｌａｃｔｏｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅｉｓａｍａｊｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｏｆｖｉｔａ
ｍｉｎＣｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎａｐｐｌｅｆｒｕｉｔ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１６０
（３）：１６１３－１６２９．

［１２］ＬｉｎｓｔｅｒＣＬ，ＣｌａｒｋｅＳＧ．Ｌ－Ａｓｃｏｒｂａｔｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｈｉｇｈｅｒ
ｐｌａｎｔｓ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆＶＴＣ２［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００８，１３
（１１）：５６７－５７３．

［１３］ＭｅｌｉｎｏＶＪ，ＳｏｏｌｅＫＬ，ＦｏｒｄＣＭ．Ａｓｃｏｒｂａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｔｈｅｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｄｅｍａｎｄｆｏｒｔａｒｔａｒｉｃａｎｄｏｘａｌｉｃａｃｉｄｓｉｎｒｉｐｅｎｉｎｇｇｒａｐｅ
ｂｅｒｒｉｅｓ［Ｊ］．ＢＭＣＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００９，９（９）：１４５．

［１４］ＤｏｗｄｌｅＪ，ＩｓｈｉｋａｗａＴ，ＧａｔｚｅｋＳ，ｅｔａｌ．ＴｗｏｇｅｎｅｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａｅｎｃｏｄｉｎｇＧＤＰ－Ｌ－ｇａｌａｃｔｏｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅａｒｅｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒ
ａｓｃｏｒｂａｔｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｓｅｅｄｌｉｎｇｖｉａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ：
ｆｏｒＣｅｌｌａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，５２（４）：６７３－６８９．

［１５］ＬｉｎｓｔｅｒＣＬ，ＧｏｍｅｚＴＡ，ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎＫＣ，ｅｔａｌ．ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＶＴＣ２
ｅｎｃｏｄｅｓａＧＤＰ－Ｌ－ｇａｌａｃｔｏｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ，ｔｈｅｌａｓｔｕｎｋｎｏｗｎｅｎ
ｚｙｍｅｉｎｔｈｅＳｍｉｒｎｏｆｆ－Ｗｈｅｅｌｅｒｐａｔｈｗａｙｔｏａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｉｎｐｌａｎｔｓ
［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，２８２（２６）：１８８７９－
１８８８５．　

［１６］蒋建雄，张天真．利用ＣＴＡＢ／酸酚法提取棉花组织总ＲＮＡ［Ｊ］．
棉花学报，２００３，１５（３）：１６６－１６７．

［１７］夏兰芹，郭三堆．棉花 ＲＮＡ的快速提取方法［Ｊ］．棉花学报，
２０００，１２（４）：２０５－２０７．

［１８］田大鹏，葛　娟，石　峰，等．棉花 ＧｈＤＨＡＲ２基因克隆、功能序
列分析及原核表达［Ｊ］．生物技术通报，２０１２（７）：６５－６９．

［１９］李学宁，杜军伟，李鸿彬．棉花脱氢抗坏血酸还原酶基因的克
隆、原核表达与纯化［Ｊ］．石河子大学学报：自然科学版，２０１０，
２８（５）：５４２－５４５．

［２０］魏春红，李　毅．现代分子生物学实验技术［Ｍ］．北京：高等教
育出版社，２００６：１６７－１６８．

［２１］王　芳，王　斐，孙　辉，等．棉花 ＧｈＤＨＡＲ３基因克隆、功能序
列分析及烟草的遗传转化［Ｊ］．西北农业学报，２０１１，２０（５）：
８８－９３．　

［２２］陈坤明，宫海军，王锁民．植物抗坏血酸的生物合成、转运及其
生物学功能［Ｊ］．西北植物学报，２００４，２４（２）：３２９－３３６．

［２３］ＣｏｎｋｌｉｎＰＬ，ＳａｒａｃｃｏＳＡ，ＮｏｒｒｉｓＳＲ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｓｃｏｒｂｉｃ
ａｃｉｄ－ｄｅｆｉｃｉｅｎｔＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａｍｕｔａｎｔｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０００，
１５４（２）：８４７－８５６．

［２４］戚智尧，王铁良．膜下滴灌水肥耦合对青椒维生素 Ｃ含量的影
响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（３）：１４４－１４６．

［２５］冯　营，胡新燕，冯清伟，等．不同熟期辣椒果实农艺性状和维
生素 Ｃ含量动态变化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（２）：
１５６－１５７．　
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