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［摘　要］　克隆猕猴桃果实Ｌ半乳糖内酯脱氢酶（犌犪犾犔犇犎）和脱氢抗坏血酸还原酶（犇犎犃犚）基因，可为揭示猕

猴桃高抗坏血酸（ＡｓＡ）含量的分子机制奠定基础。研究以猕猴桃果实为材料提取总ＲＮＡ，采用 ＲＴＰＣＲ法，克隆出

犔犌犪犾犔犇犎 基因的ｃＤＮＡ片段８５７ｂｐ和犇犎犃犚基因的ｃＤＮＡ片段５９４ｂｐ并测序，根据测序结果推测其氨基酸序

列，并与刺梨、拟南芥、花椰菜、甘薯和草莓等植物的犌犪犾犔犇犎 基因和犇犎犃犚 基因氨基酸序列进行亲缘分析。结果表

明，猕猴桃犌犪犾犔犇犎 基因氨基酸序列和核苷酸序列与刺梨的相似性高达８８％，其在同源基因进化关系树中单独聚为

一类；犇犎犃犚基因氨基酸序列和核苷酸序列与苹果的相似性高达９８％和９９％，两者在进化关系上聚为一类。可知克

隆到的２个核苷酸片段确为猕猴桃犔犌犪犾犔犇犎 和犇犎犃犚 基因ｃＤＮＡ片段，同源基因植物亲缘关系聚类与传统的形

态分类有一定的差异。
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（犇犎犃犚）；ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ（ＡｓＡ）；ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ

　　维生素Ｃ又叫抗坏血酸（ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ，ＡｓＡ），

是植物和大多数动物体内合成的一类高丰度己糖内

酯化合物［１］。由于人类缺乏其合成关键酶而只能从

食物中获取，因此ＡｓＡ含量已成为衡量农产品品质

的重要指标。研究表明，高等植物主要以Ｓｍｉｒｎｏｆｆ

Ｗｈｅｅｌｅｒ提出的Ｌ半乳糖途径合成ＡｓＡ
［２３］。该途

径中，Ｌ半乳糖内酯脱氢酶（犌犪犾犔犇犎）直接氧化半

乳糖内酯形成ＡｓＡ，起着关键酶的作用。植物中的

ＡｓＡ还在抗氧化和清除自由基、光合作用和光保

护、细胞生长和分裂、某些次生代谢物和乙烯的合成

等诸多方面具有非常重要的生理功能［４］。ＡｓＡ作

为一种重要的抗氧化剂，在植物细胞的酶促和非酶

促反应中发挥着重要作用。为了维持抗坏血酸的抗

氧化活力，其再生就显得尤为重要。在抵抗氧化胁

迫的反应中，抗坏血酸自身被氧化为单脱氢抗坏血

酸，一部分单脱氢抗坏血酸在单脱氢抗坏血酸还原

酶的催化作用下还原为抗坏血酸，另一部分单脱氢

抗坏血酸在歧化作用下被不成比例地还原为抗坏血

酸或氧化为脱氢抗坏血酸。脱氢抗坏血酸还原酶

（犇犎犃犚）以谷胱甘肽为底物，催化脱氢抗坏血酸还

原为抗坏血酸，在循环利用抗坏血酸、保护细胞组分

抵御氧化损伤中发挥重要作用［５６］。

猕猴桃（犃犮狋犻狀犻犱犻犪犔犻狀犱犪犾．）是２０世纪野生果

树人工驯化栽培最有成就的四大果树树种之一［７］。

由于其风味独特、营养丰富、Ｖｃ含量高、经济价值

高、医疗效果好而备受关注。猕猴桃较高的 Ｖｃ含

量预示其可能存在特殊的合成和再生机制。从已登

陆ＧｅｎＢａｎｋ的生物来看，到目前为止，犌犪犾犔犇犎 基

因和 犇犎犃犚 基 因 已 从 刺 梨 （犚狅狊犪狉狅狓犫狌狉犵犺犻犻

Ｔｒａｔｔ）、苹果（犕犪犾狌狊×犱狅犿犲狊狋犻犮犪）、拟南芥（犃狉犪犫犻

犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪）、烟草（犖犻犮狅狋犻犪狀犪狋犪犫犪犮狌犿）、甘薯

（犐狆狅犿狅犲犪犫犪狋犪狋犪狊）、番 茄 （犔狔犮狅狆犲狉狊犻犮狅狀犲狊犮狌犾犲狀

狋狌犿）、水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）和马铃薯（犛狅犾犪狀狌犿狋狌

犫犲狉狅狊狌犿）等植物中得到克隆和鉴定，但在猕猴桃上

还未见报道。有关犌犪犾犔犇犎 和犇犎犃犚 基因表达与

Ｖｃ积累量已有不少研究，安华明等
［８９］研究了

犌犪犾犔犇犎 基因在刺梨不同器官的表达量，并指出在

刺梨果实ＡｓＡ的积累过程中，ＤＨＡＲ不是一个关

键的酶。有关影响ＧａｌＬＤＨ 和ＤＨＡＲ酶活性的研

究，Ａｒｒｉｇｏｎｉ等
［１０］认为石蒜碱抑制 ＧａｌＬＤＨ 活性，

而Ｏｓｔｅｒｇａａｒｄ等
［１１］并未得出同样的结论。从已知

的研究来看，在猕猴桃上还没有克隆出这２个酶基

因的报道，而猕猴桃富含Ｖｃ，可能有不同的合成和

再生机制，只有从合成和再生２个酶基因共同着手

研究，才能更好地阐明 Ｖｃ积累的分子机制。本研

究从美味猕猴桃果实中克隆犌犪犾犔犇犎 和犇犎犃犚 基

因，以期探讨其与其他植物同源基因的相似性，为揭

示猕猴桃高ＡｓＡ含量的分子机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料为西北农林科技大学园艺场美味猕猴

桃（犃犮狋犻狀犻犱犻犪犱犲犾犻犮犻狅狊犪）品种秦美的果实。７月下旬

采取果实样品，并用液氮速冻后存于－７０℃冰箱，

用于 ＲＮＡ的分离与提取。

１．２　猕猴桃果实中ＲＮＡ的提取与质量检测

猕猴桃果实ＲＮＡ提取参照文献［１２］的方法，取

１．５ｇ果肉于液氮中研磨成粉末，加入６ｍＬ提取缓冲

液（５００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤ

ＴＡ，６０ｇ／ＬＳＤＳ）充分混匀后，于４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ

离心３０ｍｉｎ，取上清液，用犞（酚）∶犞（氯仿）∶犞（异戊

醇）＝２５∶２４∶１、犞（氯仿）∶犞（异戊醇）＝２４∶１的

混合液分别抽提２次，上清液用等体积４ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ

于４℃沉淀过夜，然后于４℃离心２０ｍｉｎ，沉淀溶于

ＤＥＰＣ中，再用２．５倍体积的无水乙醇和１／１０体积３

ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ５．２）于－２０℃沉淀３ｈ，４℃、

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，最后沉淀溶于ＤＥＰＣ中，贮

藏于－７０℃冰箱中备用。取２μＬ提取物经７ｇ／Ｌ琼

脂糖凝胶电泳检测其质量后，用于ＲＴＰＣＲ。

１．３　猕猴桃果实ＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ

１．３．１　犌犪犾犔犇犎 基因中间片段的获得　根据 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中登录的刺梨、拟南芥、花椰菜、甘薯和草莓等

植物的犌犪犾犔犇犎 基因保守序列设计引物Ｓ：５′ＡＴＴ

ＴＡＧＣＴＣＧＣＴＧＴＧＧＣＣＴＣＧ３′和 引 物 Ａ：５′ＣＴ

ＣＡＡＴＣＴＴＧＧＣＣＣＡＧＴＧＴＴＣ３′，用引物ｏｌｉｇＴ１８按

ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．２．１（ＭＢＩ）说明进行反转

录反应，其中４２℃下的反应延长至４０ｍｉｎ。然后以

反转录液为模板用引物Ｓ和引物Ａ进行ＰＣＲ反应，

反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０

ｓ，７２℃９０ｓ，循环３８次；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

１．３．２　犇犎犃犚 基因中间片段的获得　根据 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中登录的苹果、番茄、土豆、烟草等植物的

犇犎犃犚基因保守序列设计２对巢式引物：ＭＩ１和

ＭＩ４为外侧引物对，ＭＩ２和 ＭＩ３为内侧引物对。
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ＭＩ１：５′ＴＴＣ ＡＴＣ ＴＴＣ ＣＡＣ ＡＣＴ ＣＴＣ ＴＡＣ

ＣＣＣ３′；ＭＩ２：５′ＣＴＡＡＴＧＧＣＴＣＴＣＧＡＧＧＴＣ

ＧＣＴ ＧＣＴ Ｇ３′；ＭＩ３：５′ＡＧＧ ＡＧＣ ＧＧＴ ＣＴＴ

ＣＡＣＧＡＡ ＧＧ３′；ＭＩ４：５′ＧＣＴＴＣＣＡＣＡ ＡＣＴ

ＧＡＣＡＴＧＣＡ３′。

１．３．３　ｃＤＮＡ第一链的合成　将ＲＮＡ于７０℃水

浴５ｍｉｎ打开其二级结构，立即插入冰中依次加入

１００μｇＲＮＡ，４μＬ５×ＭＭＬＶ Ｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬ

ＲＮａｓｉｎ（４０Ｕ／μＬ），２μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），４μＬ

Ｍｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬ六碱基随机引物（０．２

μｇ／μＬ），１μＬＭＭＬＶ（２００Ｕ／μＬ），用ＤＥＰＣ水补

齐至２０μＬ体系。轻轻搅拌混匀后，轻甩至管底。

３０℃孵育１０ｍｉｎ，４２℃孵育１５ｍｉｎ，９５℃孵育５

ｍｉｎ后于４℃或－２０℃存放。

１．３．４　ＰＣＲ扩增　（１）一次ＰＣＲ。冰上依次加入

２μＬ 反转录产物，１０μＬ１０×犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ，２μＬ

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１０μＬＭｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），２．５

μＬＭＩ１（２０μｍｏｌ／Ｌ），２．５μＬＭＩ４（２０μｍｏｌ／Ｌ），

０．２μＬ犜犪狇（５Ｕ／μＬ），用灭菌双蒸水补齐至１００

μＬ体系。轻轻搅拌混匀后，轻甩至管底。扩增程序

为：９４℃４ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２

ｍｉｎ，循环３５次；７２ ℃ ７ｍｉｎ；４ ℃存放。将 ＲＴ

ＰＣＲ产物在３～５Ｖ／ｃｍ电压下，经１０～２０ｇ／Ｌ的

琼脂糖凝胶电泳（含０．５μｇ／ｍＬ的溴化乙锭）３０

ｍｉｎ左右，通过凝胶成像系统观察和记录结果。（２）

二次ＰＣＲ。冰上依次加入１．５μＬ一次ＰＣＲ产物，

２．５μＬ１０×犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），

２μＬＭｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＭＩ２（２０μｍｏｌ／Ｌ），１

μＬＭＩ３（２０μｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬ犜犪狇（５Ｕ／μＬ），用灭

菌双蒸水补齐至２５μＬ体系。轻轻搅拌混匀后，轻

甩至管底。扩增程序为：９４℃４ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，

５６．５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，循环３５次；７２ ℃ ７

ｍｉｎ；４℃存放。琼脂糖凝胶电泳观察和记录ＰＣＲ

结果。将得到的８５７和５９４ｂｐ两个ｃＤＮＡ 片段用

ＰＣＲＦｒａｇｍｅｎｔＲｅｃｏｖｅｒｙＫｉｔＶｅｒ．２．０（ＴａＫａＲａ）回

收，克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体（上海生工）上，然后转化

大肠杆菌 ＤＨ５α菌株，并涂布在含有 ５０ｍｇ／ｍＬ

Ａｍｐ（氨苄）、ＩＰＴＧ和 Ｘｇａｌ的 ＬＢ平板上，挑选白

色菌落，用ＰＣＲ和酶切检测确定带有目的片断的菌

落。序列测定由上海捷瑞生物工程有限公司完成，

用 ＢＬＡＳＴＮ、ＤＮＡＳＴＡＲ 及 ＤＮＡＴＯＯＬＳ等软件

进行序列分析。

２　结果与分析

２．１　猕猴桃犌犪犾犔犇犎 和犇犎犃犚 基因的 ＲＴＰＣＲ

扩增

ＲＮＡ质量对反转录反应的影响很大。从图１

可以看出，用文献［８］的方法提取的ＲＮＡ，其２８Ｓ

和１８Ｓ两条带较亮，且２８Ｓ亮度约为１８Ｓ的２倍，

这表明ＲＮＡ质量较好。

图１　猕猴桃果实的总ＲＮＡ

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＲＮＡｆｒｏｍｆｒｕｉｔｏｆ犃犮狋犻狀犻犱犻犪犱犲犾犻犮犻狅狊犪

取约１００μｇＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ反应，扩增产

物于１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测，在约８００和６００

ｂｐ处获得特异条带，其大小与预期的一致（见图２

和图３）。

图２　猕猴桃果实犌犪犾犔犇犎 基因的ＲＴＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．２　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犌犪犾犔犇犎ｆｒｏｍｆｒｕｉｔｏｆ

犃．犱犲犾犻犮犻狅狊犪ｃｖ．Ｑｉｎｍｅｉ

图３　猕猴桃果实犇犎犃犚基因的ＲＴＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．３　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犇犎犃犚ｆｒｏｍｆｒｕｉｔｏｆ

犃．犱犲犾犻犮犻狅狊犪ｃｖ．Ｑｉｎｍｅｉ
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２．２　ＰＣＲ产物的克隆、酶切鉴定和ＰＣＲ分析

将回收的目的片段克隆到ＴａＫａＲａｐＭＤ１８Ｔ

Ｖｅｃｔｏｒ上，从筛选到的阳性克隆中提取质粒ＤＮＡ，

对其进行犛犪犾Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ双酶切鉴定和ＰＣＲ鉴定。

电泳检测表明，ＰＣＲ扩增所对应的阳性克隆产生了

６００ｂｐ和８００ｂｐ左右的明亮条带（如图４），这进一

步说明ＰＣＲ扩增产物是正确的。

图４　重组质粒ＰＣＲ的鉴定

Ｆｉｇ．４　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙＰＣＲ

２．３　猕猴桃犌犪犾犔犇犎 和犇犎犃犚ｃＤＮＡ及其氨基

酸的序列分析

将２个酶基因目的片段回收后克隆于ｐＭＤ

Ｔ１８载体并测序，获得８５７和５９４ｂｐ序列，分别命

名为 ＭＨＴＧａｌＬＤＨ 和 ＭＨＴＤＨＡＲ，其碱基序列

如图５和图６所示。通过与 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的同

源基因进行相似性比较表明，猕猴桃犌犪犾犔犇犎 基因

的碱基序列与刺梨的相似性最高，达８８％，与拟南

芥、甜瓜、番茄、花椰菜、甘薯等的相似性也均在

８０％以上；猕猴桃犌犪犾犔犇犎 基因氨基酸序列与刺梨

的相似性高达８８％，其次是草莓（８３％）、拟南芥和

厚皮甜瓜（均为８１％）、花椰菜和甘薯（均为８０％），

而与番茄和烟草（７５％）相距较远。从图７可以看

出，甘薯、番茄、烟草聚为一类，猕猴桃单独聚为一

类。猕猴桃犇犎犃犚基因的碱基序列与苹果的相似

性最高，达９９％，与烟草、番茄、土豆的相似性均在

７８％以上；猕猴桃犇犎犃犚 基因的氨基酸序列与苹

果相似性高达９８％，与烟草、土豆、番茄的相似性均

为７５％，相距较远。从植物犇犎犃犚 基因氨基酸序

列系统树（图８）可以看出，猕猴桃和苹果在进化上

亲缘关系较近且聚为一类，这与传统的形态分类有

巨大差异。

图５　猕猴桃犌犪犾犔犇犎ｃＤＮＡ的核苷酸序列

Ｆｉｇ．５　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＭＨＴＧａｌＬＤＨｃＤＮＡ

图６　猕猴桃犇犎犃犚ｃＤＮＡ的核苷酸序列

Ｆｉｇ．６　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＭＨＴＤＨＡＲｃＤＮＡ
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图７　植物犌犪犾犔犇犎 基因氨基酸序列系统树分析

Ｆｉｇ．７　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｌａｎｔ犌犪犾犔犇犎ｂｙＤｎａｓｔａｒ

图８　植物犇犎犃犚基因氨基酸序列系统树分析

Ｆｉｇ．８　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｌａｎｔ犇犎犃犚ｂｙＤｎａｓｔａｒ

３　讨　论

Ｔａｂａｔａ等
［１３］研究表明，犌犪犾犔犇犎 基因在烟草

细胞中的反义表达明显抑制了 ＡｓＡ的合成；Ｃｈｅｎ

等［１４］将从小麦中克隆的犇犎犃犚基因ｃＤＮＡ导入烟

草和玉米植株，结果ＡＳＡ水平提高了２～４倍，这说

明犌犪犾犔犇犎 和犇犎犃犚 两个基因在 ＡｓＡ的积累过

程中起着重要作用。

不同植物种类及不同组织具有不同的 ＡｓＡ含

量，甚至相差达数十倍，可以说ＡＳＡ库的大小由遗

传决定并具有组织特异性。本试验从猕猴桃果实中

克隆到Ｌ半乳糖途径中的关键酶犌犪犾犔犇犎 基因和

ＡｓＡ再生酶犇犎犃犚 基因片段，经分析其与已知的

刺梨、苹果、草莓、烟草、土豆等植物的同源基因具有

较高的保守性。这说明这两个基因在高等植物中是

普遍存在的，可为揭示高等植物合成和再生维生素

Ｃ的普遍机理提供更多佐证。同时，作为一种大量

合成和积累 ＡｓＡ的植物，猕猴桃犌犪犾犔犇犎 基因与

高维生素Ｃ含量的刺梨同源基因具有很高的相似

性，二者在核苷酸和氨基酸水平上的相似性均达到

８８％。安华明等
［８］研究指出，刺梨不同器官犌犪犾犔

犇犎 基因的表达量不同，在ＡｓＡ积累量越高的器官

中，犌犪犾犔犇犎 基因的表达也越高；同时认为犇犎犃犚

并不是刺梨果实积累高含量ＡＳＡ的关键因素。这

两个基因在猕猴桃各个器官中的表达量及犇犎犃犚

基因在猕猴桃果实中的作用如何，还需进一步研究。

Ｚｏｕ等
［１５］研究表明，植物犇犎犃犚 可能是一个基因

家族，猕猴桃犇犎犃犚与苹果犇犎犃犚 基因的同源性

高达９９％，而与烟草，土豆等只有７８％，其主要原因

可能是猕猴桃采用了与苹果相同的特异引物，且引

物保守性很强，从而克隆得到的猕猴桃犇犎犃犚 和

苹果的犇犎犃犚 基因很可能是同一个亚型。同时也

反映了不同植物材料适应逆境的能力存在差异，这

还有待今后深入研究。
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