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摘 要：抗坏血酸（ascorbic acid，AsA）对维持番茄正常生理功能、补充人类膳食营养具有重要意义，但其积累机制还

有待深入研究。本研究以番茄常规品系 Ailsa Craig（AC）为试验材料，采用基因克隆、生物信息学分析及遗传转化等

方法，探究 SlGPP1 的序列特征、表达模式及其对番茄 AsA 合成的作用。结果表明，SlGPP1 基因完整编码区全长

822 bp，编码 273 个氨基酸，蛋白分子质量为 67.484 63 kDa，无信号肽与跨膜结构域，二级结构以 α-螺旋和无规则卷

曲为主。进化分析结果表明，其与 AtGPP1、MdGPP1 等蛋白同源性相对较高。超量表达 SlGPP1 可使番茄叶片、果实

的 AsA 含量分别显著提升 51.85%、40.76%；沉默该基因可使叶片、果实 AsA 含量分别显著降低 91.33%、32.84%。进

一步分析发现，SlGPP1 通过影响 AsA 合成途径相关基因的表达，进而改变番茄 AsA 含量。本研究初步阐明了 Sl-

GPP1 在番茄 AsA 合成中的功能，为解析番茄 AsA 合成网络以及开展番茄品质改良工作提供了理论基础。
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Abstract: Ascorbic acid（ AsA）is of great significance for maintaining the normal physiological functions in tomato and

supplementing human dietary nutrition, but its accumulation mechanism requires further investigation. In this study, the

conventional tomato variety Ailsa Craig（AC）was used as the experimental material. Methods such as gene cloning,

bioinformatics analysis and genetic transformation were adopted to explore the sequence characteristics, expression pat-

tern, and role of SlGPP1 in AsA biosynthesis in tomato. The results showed that the complete coding region of the

SlGPP1 gene was 822 bp in length, encoding 273 amino acids, with a protein molecular mass of 67.484 63 kDa. It lacked

a signal peptide and transmembrane domains, and its secondary structure was mainly composed of α-helix and random

curl. Evolutionary analysis indicated that it has relatively high homology with proteins such as AtGPP1 and MdGPP1.

Overexpression of SlGPP1 significantly increased AsA content by 51.85% in tomato leaves and 40.76% in fruits, whereas

silencing the gene significantly reduced AsA content by 91.33% in leaves and 32.84% in fruits. Further analysis revealed

that SlGPP1 alters AsA content by influencing the expression of genes related to the AsA synthesis pathway. This study

preliminarily elucidated the function of SlGPP1 in AsA synthesis in tomato, providing a theoretical basis for dissecting

the AsA synthesis network and improving tomato quality.
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番茄是我国设施栽培面积最大的蔬菜作物，其

营养丰富、食用方式多样，市场认可度高，产业经济

价值突出。同时，番茄还具有基因组小、生育周期

短、遗传转化体系成熟、遗传研究基础扎实等特点，

是解析果实品质形成分子机制的经典模式植物[1]。

抗坏血酸（ascorbic acid，AsA）是番茄重要的功能性

营养成分，具有调控植物生理与供给人类营养的双

重价值，是评价番茄果实品质的核心指标[2]。对植

物自身而言，AsA 是维持光合作用效率、促进细胞

分裂与生长的关键物质，也是抵御逆境胁迫的重要

抗氧化剂，能有效清除代谢过程中产生的活性氧

（ROS），参与环境信号转导，对提高番茄抗逆性至关

重要。对于人类及灵长类动物而言，由于自身缺乏

合成 AsA 的关键酶而无法自主合成这一必需营养

元素，新鲜番茄等蔬果是其获取 AsA 的主要来源。

同时，AsA 可提高机体免疫能力、抗氧化损伤、延缓

衰老，具有良好的营养保健功能[3-6]。因此，阐明番

茄 AsA 合成机制对通过育种提高作物营养品质具

有重要意义。

现阶段植物 AsA 合成代谢的研究已取得诸多

进展，目前已明确植物体内存在甘露糖/半乳糖

（D-Man/L-Gal）途径、古洛糖途径、肌醇途径及 D-半

乳糖醛酸途径 4 条 AsA 生物合成通路，其中，

D-Man/L-Gal 途径被证实为植物 AsA 合成的主要

途径[7-9]。GGP 基因是 D-甘露糖/L-半乳糖途径中主

要的限速酶基因，编码催化 GDP-L-半乳糖转变为

L-半乳糖-1-磷酸的 GDP-L-半乳糖磷酸化酶。前期

对番茄 SlGGP 基因功能的研究证实，超量表达 SlG-

GP 基因可提升番茄果实 AsA 含量，沉默该基因会

造成番茄果实 AsA 含量明显下降[10]。乙烯反应因

子家族 SlERF.B2 和 SlERF.B5 可结合 SlGGP1 启动

子，以二聚体形式调控 AsA 合成，过表达这两类基

因可使番茄 AsA 含量显著提升[11]。转录因子 SlN-

FYA10 结合 D-甘露糖/L-半乳糖途径中 SlGME1 和

SlGGP1 启动子，下调合成基因的表达，负调控番茄

AsA 积累 [12]。同时，超量或沉默表达番茄 SlAMR1

基因，通过调控 D-甘露糖/L-半乳糖途径中相关酶

基因的表达来调控番茄叶片中的 AsA 含量[13-14]。

L-半乳糖-1-磷酸磷酸酶（L-galactose-1-phos-

phate phosphatase，GPP）作为该通路的关键限速酶，

特异性地催化 L-半乳糖-1-磷酸生成 AsA 合成前体

物质 L-半乳糖，直接调控植物体内 AsA 积累水

平[15]。已有研究表明，GPP 基因功能具有保守性，

在多种植物中发挥关键作用：拟南芥 GPP 缺失突变

体中，AsA 含量较野生型下降 50%以上，植株生长

受到严重抑制[16]；苹果中 GPP 在不同叶龄叶片的表

达差异可能与 AsA 合成调控相关，在苹果不同组织

中的相对表达模式与 AsA 含量呈明显相关性，揭示

其可能是苹果 AsA 合成代谢的关键基因[17-18]；在西

伯利亚白刺中，NsGPP1 既参与 AsA 生物合成，又

正向调控植株盐胁迫抗性[19]；在番茄果实发育成熟

过程中，SlGPP 基因是调控果实 AsA 积累的重要功

能基因[10，20]。

基于以上研究背景，本研究克隆了番茄 Sl-

GPP1 基因，通过生物信息学分析、蛋白进化分析及

组织表达分析，解析了该基因的基础生物学特征，

构建了 SlGPP1 超量表达及 RNAi 表达载体，利用

农杆菌介导的转基因方法进行遗传转化，获得超量

和沉默转基因番茄株系。通过对转基因番茄叶片

和果实进行相对表达量和抗坏血酸含量的测定，初

步探索了 SlGPP1 基因在番茄抗坏血酸合成代谢途

径中的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究中基因克隆与遗传转化使用的材料为

华中农业大学实验室保存的番茄常规品系 AC。播

种定植后按照常规的田间管理，待 AC 品系番茄坐

果并完全成熟后，采集成株植株的根、茎、叶、花组

织，同时采集处于未成熟绿果期、破色期、红熟期的

果实样品，所有样品均设置 3 次重复，完全随机采

样。取样操作完成后，立即将样品转移至-70 ℃超

低温冰箱中进行低温保存。试验于 2019 年 8 月至

2024 年 12 月在华中农业大学实验室及试验田进行。

试验所用克隆中间载体为 pEASY-B，该载体购

自北京全式金生物有限公司；植物超量表达载体为

PMV2，此载体由 pHellsgate 8 载体改造获得；RNAi

沉默表达载体为 pHellsgate2，由华中农业大学实验

室自行保存。

1.2 方法

1.2.1 SlGPP1基因克隆及生物信息学分析 通过

与拟南芥中已报道的 VTC4 基因序列比对，以番茄

中同源性较高的 Solyc04g014800.2 为信息探针，在

番茄基因组数据库 SGN（http://solgenomics.net/）查

看其序列信息，而后在 KafTom（www.pgb.kazusa.or.

jp/kaftom/）数据库中获得全长 cDNA 序列。使用

Expasy- ProtParam （https://web.expasy.org/prot-

param/）在线网站对 SlGPP1 蛋白理化性质进行分

李 艳，等：番茄抗坏血酸合成基因SlGPP1的克隆及功能分析
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析。利用 SOPMA 在线软件（https://npsa-prabi.ibcp.

fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.

html）进行二级结构预测。利用 Phyre2.2 在线软件

（http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?

id=index）进行三级结构建模。利用TMHMM 2.0（https:

//services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM- 2.0/）

和 SignalP 5.0（https://services.healthtech.dtu.dk/ser-

vices/SignalP-5.0/）在线软件进行信号肽和跨膜结构

预测。从 NCBI 数据库下载猕猴桃和苹果等同源

GPP1 蛋白序列，采用 ClustalW 和 MEGA 11 软件分

别进行多序列比对和进化树构建。

1.2.2 实时荧光定量 PCR 分析 使用 Trizol 法提

取 RNA，具体操作参考李艳[21]的方法，将 RNA 逆转

录为 cDNA 并测定其质量浓度，稀释至约 65 ng·μL-1

备用。使用 Primer 5.0 设计 qPCR 特异性引物序列

（表 1）。以 EF1a 为内参基因[22]，在反应罗氏荧光定

量 PCR 仪 LC480（Roche LightCycler 480）中进行，

10 μL 反应体系：SYBR® Premix Ex Taq™（2×）5 μL，

正反向引物各 0.5 μL，模板 4 μL。PCR 反应程序：

95 ℃预变性 5 min；95 ℃ 10 s，58 ℃ 1 min，45 个循

环。利用公式 2-△△Ct计算基因相对表达量[23]。

1.2.3 高效液相色谱法测定AsA含量 将样品在

液氮中研磨成粉末，分装于离心管中，每个样品 3

个生物学重复。在每管中加入 5 mL 预冷的 0.1%

HPO3 溶液进行抽提，每隔 5 min 颠倒混匀，抽提

30 min 左右，4 ℃ 12 000 r · min-1 离心 10 min，用微

孔滤膜抽滤上清液至新离心管中，避光放置于冰

上。取 300 µL 上清液并向其中加入 300 µL

50 mmol · L- 1 DTT，常温黑暗条件下反应 15 min。

HPLC 测定 2~40 µg·mL-1 AsA 标准溶液，并绘制标

准曲线。使用 C18 色谱柱，以酸性流动相洗脱，在

245~265 nm 波长下进行检测，AsA 出峰约 2.1 min，

通过标准曲线定量。

1.2.4 酶标仪测定AsA含量 新鲜叶片经液氮速

冻后研磨成粉，分装于离心管中（每个样品 3 个生

物学重复）。每管中加 1 mL 预冷的 0.2 mol · L-1 盐

酸溶液，抽提 30 min 左右（每隔 5 min 颠倒混匀），

4 ℃、12 000 r·min-1离心 10 min，取上清液备用。取

500 µL 上清液，加入 50 µL 0.2 mol ·L-1 磷酸二氢钠

缓冲液，用 0.2 mol ·L-1 氢氧化钠调节 pH 值至 5.0~

6.0。取调节后上清液 100 µL，依次加入 140 µL

0.12 mol · L- 1 磷酸二氢钠缓冲液（pH 7.5）和 10 µL

25 mmol · L-1 二硫苏糖醇（DTT），室温避光反应

30 min。取 95 µL 衍生液，加 0.1 mL 0.2 mol ·L-1 磷

酸二氢钠缓冲液，酶标仪测定 265 nm 吸光度值；随

后加 5 µL 40 U·mL-1抗坏血酸氧化酶，反应后复测

同波长下的吸光度。配制系列抗坏血酸标准溶液，

用相同方法测定并绘制标准曲线。

1.2.5 SlGPP1超量表达载体构建 利用 Primer 5.0

设计基因扩增引物，以番茄 AC 的 cDNA 为模板扩

增获得目的片段，将其连接至 pEASY-B 载体并转

化大肠杆菌，测序验证后摇菌抽提质粒；Xho I 和

Kpn I 双酶切重组质粒，回收目的片段并连接至双

酶切后的 pMV2 载体，连接产物转化大肠杆菌，挑

选单克隆进行菌液 PCR 检测，将检测结果送测序，

进一步验证后转化农杆菌。载体构建成功后，将菌

液和甘油按照体积比 1∶1 混匀，保存至-70 ℃低温

冰箱，用于下一步番茄遗传转化[24-25]。所用引物序

列见表 1。

1.2.6 SlGPP1沉默表达载体构建 利用软件分析

避开目的基因保守结构域，选择 300~500 bp 的片段

进行 RNAi 抑制表达。利用 Primer 5.0 设计目的基

因扩增引物，并在设计好的正、反引物前分别加上

attb1 和 attb2 位点，以番茄 AC 的 cDNA 为模板扩

增沉默片段；通过 BP 反应将沉默片段连接至

pHellsgate2 载体，BP 反应体系：3 µL 沉默片段，

1 µL 载体质粒，0.5 µL BP 酶，25 ℃反应 4 h，产物经

热激转化大肠杆菌 DH5α，测序验证后转入农杆菌

感受态。载体构建成功后，将菌液和甘油按照体积

比 1∶1 混匀保存至-70 ℃低温冰箱，用于下一步的

番茄遗传转化[24-25]。所用引物序列见表 1。

1.2.7 SlGPP1转基因植株的阳性检测 转化植株

表 1 引物序列

Table 1 List of primer sequences

名称 Name

Q-actin

实时定量 Real-time quantification SlGPP1

超量 Excess SlGPP1

沉默 Intervene SlGPP1

ß-actin

35S

正向引物 Forward primer（5'-3'）

GTCCTCTTCCAGCCATCCAT

CCGCTACAAACCCTCATCTCA

ATGGCTAGAAATGGTTCACTAGAA

TCCAATCGAGACACAGACAGA

ATGGCAGACGGAGAGGATATTCA

ACGCACAATCCCACTATCCTTC

反向引物 Reverse primer（5'-3'）

ACCACTGAGCACAATGTTACCG

GTGTCCGCTTTCCATCTCCTAT

CTGGTTTTGAAGTGTCCGCT

TGGCACAAAATGGTTCAGTT

GCCTTTGCAATCCACATCTGCTG
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移栽成活后，采用 CTAB 法提取植株幼嫩叶片

DNA[26]。DNA 经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，以表达

载体上 35 S 启动子正向引物结合基因反向特异性

引物进行 PCR 检测，并设有阳性对照（质粒 DNA）

和阴性对照（未转化的植株），PCR 反应体系为

20 μL：10×Buffer 2 μL，dNTPs 0.4 mmol ·L-1，Taq 酶

0.1 μL，正反引物各 0.4 μmol·L-1，DNA 模板 20 ng。

PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，检测引物序

列见表 1。

1.3 数据处理

试验数据利用 Excel 2010 和 GraphPad Prism

10.1.2 软件进行分析。

2 结果与分析

2.1 SlGPP1基因克隆

通过对拟南芥中已报道的 VTC4 基因序列进行

BLAST 比对，在番茄基因组数据库 SGN 中筛选获

得同源性较高的 Solyc04g014800.2。经番茄全长

cDNA 数据库 KafTom 查询确认，该基因完整编码

区（CDS）全长为 822 bp，将其命名为 SlGPP1。为获

取 SlGPP1 目的片段，以番茄品系 AC 叶片的 cDNA

为模板；根据 SlGPP1 的 CDS 序列，使用 Primer 5.0

软件设计基因特异性引物，并进行 PCR 扩增。琼脂

糖凝胶电泳结果显示，扩增条带大小与预期目的片

段大小一致（图 1）。随后，采用胶回收试剂盒回收

PCR 产物，将回收产物送至测序公司进行 Sanger 测

序，进一步验证了扩增片段的准确性。

2.2 SlGPP1蛋白生物信息学分析

利用 Expasy 数据库的 ProtParam 在线工具分

析发现，SlGPP1 蛋白由 273 个氨基酸残基组成，其

分子式为 C2487H4155N822O1055S157，相对分子质量为

67.484 63 kDa，蛋白理论等电点（pI）为 5.14；平均疏

水性（GRAVY 值）为 0.663。氨基酸组成分析显示，

该蛋白中带正电荷残基（Arg+Lys）总数为 0，带负电

荷残基（Asp+Glu）总数也为 0。通过在线软件 SOP-

MA 预测 SlGPP1 蛋白二级结构，结果显示该蛋白

含有 119 个 α-螺旋（占比 43.59%）、53 个延伸链（占

比 19.41%）、23 个 β转角（8.42%）及 78 个无规则卷

曲（占比 28.57%）（图 2）。利用 Phyre2.2 在线工具

对该蛋白进行三级结构同源建模，预测结果置信度

达 100%，序列覆盖率为 97%（图 3）。此外，信号肽

和跨膜结构域分析表明，该蛋白无信号肽和跨膜结

构域（图 4~5）。

2.3 SlGPP1蛋白进化分析

为明确 SlGPP1 蛋白功能分化的情况，从 NCBI

数据库中下载了猕猴桃（Actinidia deliciosa）、茄子

图 2 SlGPP1 蛋白二级结构预测

Fig. 2 Prediction of the secondary structure of SlGPP1 protein

图 1 SlGPP1 全长基因 PCR 扩增

Fig. 1 PCR amplification of the full-length SlGPP1 gene
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（Solanum melongena）、日向夏蜜柑（Citrus reticula-

ta）等 8 个不同物种的 GPP1 氨基酸序列，与 Sl-

GPP1 的氨基酸序列进行了比对（图 6）。结果表明，

本研究获得的 SlGPP1 蛋白序列与其他 8 个物种的

GPP1 蛋白均具有较高的同源性。同时，利用番茄

和其他 8 个物种的 GPP1 蛋白序列，借助 MEGA 11

软件，采用最大似然法（maximum likelihood，ML）构

建系统进化树（图 7）。从进化树可以看出，SlGPP1

蛋白与苹果、拟南芥（GPP1）等亲缘关系相对较近，

与桃、温州蜜柑等亲缘关系相对较远。

2.4 SlGPP1组织表达及AsA含量分析

利用实时荧光定量 PCR（qPCR）分析 SlGPP1

在番茄不同组织中的表达情况，结果表明，SlGPP1

在番茄各组织中均有表达，但在各器官中表达水平

图 3 SlGPP1 蛋白三级结构预测

Fig. 3 Predicted tertiary structure of SlGPP1 protein

图 4 SlGPP1 蛋白信号肽预测

Fig. 4 Prediction of the signal peptide of SlGPP1 protein

图 5 SlGPP1 蛋白跨膜结构域预测

Fig. 5 Prediction of the transmembrane domain of SlGPP1 protein
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存在显著差异，SlGPP1 在幼叶中表达量最高，其次

是根和花中，在茎和红熟果实中表达量最低（图

8-A）。通过高效液相色谱（HPLC）测定番茄品系

AC 各组织中 AsA 含量，发现不同组织间 AsA 含

量同样存在显著差异，幼叶中含量最高，其次是

花中，而根中含量最低；在果实发育过程中，AsA

含量呈逐渐增加趋势，红熟期果实中的 AsA 含量

达到最高（图 8-B）。

2.5 SlGPP1转基因株系获得及分子鉴定

为探究 SlGPP1 基因功能，将构建完成的 Sl-

GPP1 超量与 RNAi 沉默表达载体通过农杆菌介导

的遗传转化方法导入番茄品系 AC，获得 SlGPP1 转

基因植株。转化共获得 T0 代 SlGPP1 超量表达植

株 28 株、RNAi 沉默植株 23 株。随后对上述 T0 代

转化植株进行 PCR 鉴定，以 SlGPP1 表达载体质粒

为阳性对照，未转化的番茄品系 AC 植株为阴性对

注：SmGPP. 茄子（Solanum melongena）GPP；AdGPP. 美味猕猴桃（Actinidia deliciosa）GPP；ZjGPP. 枣（Ziziphus jujuba）GPP；CtGPP. 日向夏蜜

柑（Citrus tamurana）GPP；MdGPP. 苹果（Malus domestica）GPP；AtGPP1. 拟南芥（Arabidopsis thaliana）GPP1；CuGPP. 温州蜜柑（Citrus

unshiu）GPP；PpGPP. 桃（Prunus persica）GPP。

Note: SmGPP. Eggplant（Solanum melongena）GPP; AdGPP. Delicious Kiwi fruit（Actinidia deliciosa）GPP; ZjGPP. Jujube（Ziziphus jujuba）

GPP; CtGPP. Dayan Summer Mandarin（Citrus tamurana）GPP; MdGPP. Apple（Malus domestica）GPP; AtGPP1. Arabidopsis thaliana GPP1;

CuGPP. Wenzhou Mandarin（Citrus unshiu）GPP; PpGPP. Peach（Prunus persica）GPP.

图 6 番茄与其他植物 GPP1 蛋白保守结构序列比对

Fig. 6 Multiple sequence alignment of GPP1 proteins in tomato and other plants

图 7 番茄与其他植物 GPP1 蛋白进化树分析

Fig. 7 Phylogenetic analysis of GPP1 protein in tomato and other plants
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照，采用特异性引物进行扩增。结果表明，共筛选

出 SlGPP1 超量表达阳性植株 19 株及 RNAi 沉默

阳性植株 20 株（图 9）。

2.6 SlGPP1转基因株系叶片相对表达量及AsA含

量分析

为明确 SlGPP1 在转基因材料中的表达水平，以

未转化番茄品系 AC 为对照，利用 qPCR 检测 Sl-

GPP1 的相对表达水平。结果表明，SlGPP1 超量表达

株系 O4-6、O10-9 和 O12-4 中，SlGPP1 表达水平显

著升高，分别为对照材料的 157.75 倍、338.95 倍和

156.44 倍；而 SlGPP1 RNAi 沉默株系 R2-7、R7-11 和

R14-9 中，SlGPP1 相对表达量显著下降，较对照分别

下降 83.03%、84.65%和 91.18%（图 10-A 和 10-B）。

综上所述，最终选择以上 6 个株系用于后续试验。

注：不同小写字母代表在 0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different lowercase letters indicate significant difference at 0.05 level. The same below.

图 8 番茄不同组织中 SlGPP1 表达模式分析（A）和 AsA 含量（B）

Fig. 8 Analysis of SlGPP1 expression patterns（A）and AsA content（B）in different tomato tissues

A B

注：M. 分子质量标记；N. 阴性对照；P. 阳性对照（重组质粒）；泳道 1~12 为 T0 代 SlGPP1 超量表达转基因植株；泳道 13~27 为 T0 代 Sl-

GPP1 沉默转基因植株。

Note: M. molecular weight marker; N. negative control; P. positive control（recombinant plasmid）; Lanes 1-12 were the overexpression trans-

genic plants of the T0 generation SlGPP1; Lanes 13-27 were the T0 generation SlGPP1 silent transgenic plants.

图 9 部分转基因植株 T0代阳性检测

Fig. 9 T0 generation positive detection of partial transgenic plants

为明确 SlGPP1 基因对番茄幼嫩叶片中抗坏血

酸（AsA）含量的调控作用，以先前筛选获得的 6 个

SlGPP1 转基因株系为材料，采用盐酸抽提法处理

幼嫩叶片样品，结合酶标仪检测 AsA 含量。检测结

果显示，超量表达株系 O4-6、O10-9 及 O12-4 的

AsA 含量较对照植株均显著升高，增幅分别为

32.69%、50.31%和 51.85%（图 10-C）；而 RNAi 沉默

株系 R2-7、R7-11 及 R14-9 的 AsA 含量则显著低于

对照，降幅依次为 91.33%、66.63%和 84.12%（图

10-D）。上述结果表明，超量表达 SlGPP1 可显著提

高番茄幼嫩叶片的 AsA 含量，反之，抑制 SlGPP1

表达则会显著降低叶片中的 AsA 含量。

2.7 SlGPP1转基因株系果实相对表达量及AsA含

量分析

采用 qPCR 检测番茄破色期果实中 SlGPP1 表

达情况。结果显示，超量转基因株系 O4-6、O10-9

和 O12-4 破色期果实中该基因相对表达量分别达

对照植株的 63.00 倍、37.75 倍和 29.96 倍（图

11-A）；RNAi 沉默转基因株系 R2-7、R7-11 和 R14-9

破色期果实中，该基因表达量仅为对照的 19.94%、

26.99%和 5.52%（图 11-B）。通过 HPLC 测定上述

株系破色期果实中 AsA 含量，结果表明，株系
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注：WT. 野生型；O4-6、O10-9 和 O12-4. SlGPP1 超量表达株系；R2-7、R7-11 和 R14-9. SlGPP1 沉默植株。下同。

Note: WT. wild type; O4-6、O10-9 and O12-4. SlGPP1 overexpression lines; R2-7、R7-11 and R14-9. SlGPP1 silent plants. The same below.

图 10 SlGPP1 转基因株系叶片表达量（A 和 B）及 AsA 含量（C 和 D）

Fig. 10 Expression level（A and B）and AsA content（C and D）in leaves of SlGPP1 transgenic lines
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图 11 转基因株系果实表达量（A 和 B）及 AsA 含量（C 和 D）

Fig. 11 Expression level（A and B）and AsA content（C and D）in fruit of transgenic lines
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O4-6、O10-9 和 O12-4 AsA 含量较对照分别增加

40.76%、17.90%和 17.23%（图 11-C）；株系 R2-7、

R7-11 和 R14-9 AsA 含量较对照分别降低 26.02%、

20.15%和 32.84%（图 11-D）。综上所述，番茄破色

期果实中 SlGPP1 对 AsA 含量的调控模式与其在

叶片中一致：超量表达 SlGPP1 显著提升果实 AsA

含量，抑制其表达则显著降低了 AsA 含量。

2.8 SlGPP1转基因株系中AsA合成途径相关基因

的表达分析

利用 qPCR 分析番茄叶片和果实中 AsA 合成

途径中相关基因的表达情况，探究 SlGPP1 对甘露

糖/半乳糖途径其他基因表达的影响。结果显示，在

叶片中，SlGPP1 表达水平上升时，SlGLDH、SlGMP、

SlGME1、SlGME2、SlDHAR、SlGGP、SlAPX6、Sl-

GPP2、SlGR、SlGalUR、SlGalDH 和 SlMIOX 表达水

平均无明显变化，仅 SlMDHAR 和 SlAPX1 表达水平

明显上升；SlGPP1 表达水平下降时，SlGLDH、SlG-

ME2、SlDHAR、SlAPX1、SlAPX6、SlGPP2、SlGR、SlG-

alUR、SlGalDH 和 SlMIOX 表 达 无 明 显 变 化 ，

SlGMP、SlMDHAR、SlGME1 和 SlGGP 表达均明显

上升（图 12-A）。在果实中，SlGPP1 表达水平上升

时，除 SlDHAR、SlGGP 和 SlMIOX 表达明显升高

外，其他基因的表达水平均无明显变化；SlGPP1 表

达水平下降时，SlGLDH、SlGME2、SlDHAR、SlAPX6、

SlGalUR、SlGalDH 表达均明显上升，SlMIOX 表达明

显下降，其他基因表达无明显变化（图 12-B）。

图 12 SlGPP1 转基因株系叶片（A）和果实（B）中 AsA 生物合成相关基因表达分析

Fig. 12 Expression analysis of AsA biosynthesis related genes in leaves（A）and fruits（B）of SlGPP1 transgenic lines
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要指标[27]。大量研究表明，AsA 生物合成是多途径、

多基因协同调控的复杂过程，其中 D-Man/L-Gal 途

径是高等植物 AsA 合成的主要途径，该途径涉及磷

酸甘露糖异构酶（PMI）、磷酸甘露糖变位酶

（PMM）、GDP-甘露糖-3’, 5’-异构酶（GMP）、L-半乳

糖-1-磷酸酶（GPP）等一系列关键酶基因的参与，将

D-果糖 -6-磷酸转化为 AsA[8，15]。前人研究表明，

GPP 为该途径的核心限速酶，催化 L-半乳糖-1-磷酸

转化为 L-半乳糖。早在 2000 年，Conklin 等[16]发现，

拟南芥突变体 vtc4 中 GPP 基因发生突变，导致该

基因的功能缺失，进一步研究表明突变体 vtc4 的生

长受到抑制，且叶片中 AsA 含量显著降低。Li 等[17]

研究发现，MdGPP 的表达水平与苹果果实中 AsA

含量呈正相关，超量表达 MdGPP 可显著提高苹果

中 AsA 含量。在本研究中，超量表达 SlGPP1 可显

著提高番茄叶片和果实中 AsA 含量；沉默 SlGPP1

可显著降低番茄叶片和果实中 AsA 含量。Koukou-

naras 等[28]研究发现，在番茄果实中超量表达 SlGPP

能显著提高成熟果实中 AsA 含量，与本研究结果一

致，同时提高番茄红素、类胡萝卜素及总多酚等的

含量，改善番茄果实品质。

自 1998 年，Wheeler 等 [7]提出了 D-Man/L-Gal

途径后，越来越多的证据表明该途径在高等植物

AsA 生物合成中占据重要地位，同时 AsA 循环再生

途径在 AsA 积累中也发挥着重要作用。AsA 循环

再生途径主要涉及单脱氢抗坏血酸还原酶（MD-

HAR）和脱氢抗坏血酸还原酶（DHAR）。氧化型

AsA 在 MDHAR 或 DHAR 催化下重新生成还原态

AsA，影响植物 AsA 的积累。在拟南芥和芹菜中表

达 AgDHAR2 可显著提高拟南芥和芹菜叶片中的

AsA 含量 [29]。在拟南芥中表达苜蓿 MsMDHAR 显

著提高了拟南芥叶片中的 AsA 含量[30]。这些研究

结果表明，AsA 循环再生途径在影响 AsA 积累中发

挥着补充作用。在本研究中发现，改变番茄中 Sl-

GPP1 的表达后，SlMDHAR 和 SlDHAR 表达水平也

发生了相应变化，说明 SlGPP1 可能影响 AsA 还原

再生途径，共同调控番茄 AsA 的积累。

本研究利用生物信息学手段解析 SlGPP1 蛋白

的结构及亲缘关系；利用遗传学、遗传转化等手段

解析 SlGPP1 基因在番茄 AsA 合成途径中的作用，

明确其表达与 AsA 含量呈正相关。且在 SlGPP1

超量表达株系中，叶片中 SlMDHAR 和 SlAPX1 相对

表达量明显升高，果实中 SlDHAR、SlGGP 和 Sl-

MIOX 相对表达量明显升高；在 SlGPP1 沉默株系

中，叶片中 SlMDHAR 和 SlGGP 等相对表达量明显

升高，果实中 SlGME2、SlDHAR 和 SlGalUR 等相对

表达量明显升高，从而调控叶片和果实中 AsA 含

量，这种影响存在组织特异性分化。本研究初步鉴

定了 SlGPP1 在番茄 AsA 合成通路中的功能，也为

通过基因工程定向调节番茄 AsA 含量提供了理论

依据和关键靶点。
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