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摘   要：维生素 C 在植物抗氧化作用、光合作用、生长发育和代谢过程中发挥重要作用。本研究

从花生中克隆了维生素 C 合成相关基因 AhPMM，该基因对低温、氯化钠 (NaCl)、聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG)和脱落酸(abscisic acid, ABA)等处理均有明显的响应。构建了 AhPMM过表

达载体，并利用花粉管注射法转入花生品种莒南小红种，对 T3 代拟转基因花生植株进行 PCR 检

验，结果显示转基因阳性率为 42.3%。利用 HPLC 测定转基因植株叶片还原性维生素 C (reducing 
vitamin C, AsA)和总维生素 C 含量，结果表明部分株系还原性维生素 C 含量显著增加，最高可比对

照增加 1.90 倍；总维生素 C 含量最高可比对照增加 1.63 倍。对转基因种子进行了氯化钠和脱落酸

耐性试验，结果表明与未转基因对照相比，转基因种子对氯化钠耐性明显增强，对脱落酸敏感性减

弱；转基因植株比未转基因对照的耐盐性明显增强。上述结果表明 AhPMM 基因既可提高花生维生

素 C 含量，又可增加转基因花生种子和植株的耐盐性。本研究可为花生耐盐分子育种提供基因源。  
关键词：花生；PMM 基因；维生素 C (抗坏血酸)；耐盐 
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Abstract: Vitamin C plays an important role in plant antioxidation, photosynthesis, growth and 
development, and metabolism. In this study, a gene AhPMM, which is involved in vitamin C 
synthesis and responds significantly to low temperature, NaCl, polyethylene glycol (PEG) and 
abscisic acid (ABA) treatments, was cloned from peanut. An AhPMM overexpression vector 
was constructed, and transferred to a peanut variety Junanxiaohong using the pollen tube 
injection method. PCR test on the T3 generation transgenic peanut plants showed a transgenics 
positive rate of 42.3%. HPLC was used to determine the content of reducing vitamin C (AsA) 
and total vitamin C in the leaves of transgenic plants. The results showed that the content of 
AsA in some lines increased significantly, up to 1.90 times higher than that of the control, and 
the total vitamin content increased by up to 1.63 times compared to that of the control. NaCl 
and ABA tolerance tests were carried out on transgenic seeds. The results showed that the salt 
tolerance of transgenic seeds was significantly enhanced and the sensitivity to ABA was 
weakened compared to that of the non-transgenic control. Moreover, the salt tolerance of the 
transgenic plants was also significantly enhanced compared to that of the non-transgenic 
control. The above results showed that AhPMM gene not only increased the vitamin C content 
of peanut, but also increased the salt tolerance of transgenic peanut seeds and plants. This study 
may provide a genetic source for the molecular breeding of peanut for enhanced salt tolerance. 
Keywords: peanut; PMM gene; vitamin C (ascorbic acid, AsA); salt resistance 

 
花生(Arachis hypogaea L.)是重要的油料和

经济类作物。我国有盐碱地面积近 15 亿 hm2，

其中可开发利用达 5 亿 hm2，科学合理地开发利

用这些盐碱地，对拓展后备耕地资源意义重大[1]。

盐害是农业生产上重要的逆境危害，农作物长期

遭受盐害会引起植株生长缓慢甚至死亡，导致产

量和品质严重下降。同时，随着全球气温升高，

盐碱等自然灾害越来越严重，盐害可能将长期威

胁着我国农作物生产及安全。  

研究表明，现有农作物品种在长期遭受盐害

后会比正常情况下减产 30%以上，但由于植物

耐盐等性状是受多基因控制的复杂的数量性状，

易受环境影响，而常规育种技术效率低、周期长，

短期内难以选育耐盐高产品种。因此挖掘并克隆

耐盐相关基因，建立耐盐分子标记辅助育种技

术，培育耐盐新品种是有效利用盐渍化土壤的重

要途径[2]。 
花生是比较耐瘠薄、耐低度盐碱的作物，但
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是随着土壤盐分的增加会影响花生的产量和品

质。因此加强花生耐盐合成相关基因的研究，挖

掘相关基因，创制耐盐新材料，进而培育耐盐新

品种，有望充分利用我国广阔的盐渍地，而又不 
与粮食争地。维生素 C (vitamin C, VC)，分为 L

型和 D 型两种，对生物体的代谢活动发挥着重要

作用。植物体产生的维生素 C，不仅可以为人类

所用，对生物体抵御氧化作用，进行正常的光合

作用及生长代谢等生理功能也具有重要作用。

Conklin 等[3]通过向水稻外源添加抗坏血酸或谷

胱甘肽 (glutathione, GSH)来刺激还原性维生  
素 C (reducing vitamin C, AsA)-GSH 循环，缓解

H2O2 毒害。VC 水平与植株抵御逆境胁迫能力成

正比，在体内 VC 水平提高时，其代谢酶活力增

强，更好地清除胁迫产生的活性氧，使得维生素 C
在植株提高抵御盐碱等各种逆境能力的机制中

起到了显著影响。刘晓莹等[4]发现不同物种间的

维生素 C 含量的合成规律存在差异，植物的维

生素 C 合成代谢受多类基因调控。如：Conklin
等[5]在拟南芥 vtc1 突变体中转入 VTC1 基因，使

其维生素 C 含量水平得到恢复。Laing 等[6]将猕

猴桃的 GGP 基因导入烟草中，使其瞬时超表达，

结果 GGP 酶活性增加约 50 倍，维生素 C 水平

增加约 3 倍。Liu 等[7]发现在猕猴桃中过表达

GGP3 转基因株系的叶片 AsA 含量比野生型高

2.0−6.4 倍，并且研究发现过表达 MYBS1 有效地

增加了 AsA 的积累[8]。 
磷酸甘露糖变位酶(mannose mutase phosphate, 

PMM)是很多物种的 AsA 生物合成过程中一个

关键酶，其催化 6-P-甘露糖向 1-P-甘露糖的转

化。本研究利用花生基因组筛选出维生素 C 合

成相关候选基因 AhPMM，在花生中进行过量表

达，证实了 AhPMM 基因可提高转基因花生的维

生素 C 含量和抗逆性，可为花生抗逆育种提供

基因源。 

1  材料与方法 
1.1  试验材料 

本试验所用花生品种莒南小红种，由青岛农

业大学花生分子育种实验室保存。 

1.2  菌株、载体和试剂 
pROKⅡ载体由花生分子育种实验室提供。

克隆载体 pMD18-T Simple Vector、RNA 提取试

剂盒、反转录试剂盒、qRT-PCR 试剂盒、限制

性内切酶(Kpn I, Sac I)、DNA 连接酶、大肠杆菌

DH5α 和农杆菌 EHA105 等购自 TaKaRa 公司。

PCR 引物合成以及基因测序均由生工生物工程

(上海)股份有限公司完成。 

1.3  花生植株的胁迫处理及 RNA 提取 
选取成熟饱满的莒南小红种种子催芽，待花

生幼苗生长 6 周时，分别对幼苗进行以下 4 种胁

迫处理：将花生放到 4 ℃培养箱中，0、12、24
和 48 h 时取叶片液氮保存；用 20% PEG 处理花

生，0、3、6、9、24、48 和 72 h 时取叶片液氮

保存；用 300 mmol/L NaCl 处理花生，0、6、12、
24 和 48 h 时取叶片液氮保存；用 100 μmol/L ABA
处理花生，0、6、12、24、48 和 72 h 时取叶片

液氮保存，每个处理包括 3 个重复。叶片研磨成

粉末，用 TRIzol 试剂盒提取 RNA，抽提后的总

RNA 用 DNase Ⅰ处理，并进行纯化。用反转录试

剂盒按给定方法将各材料的 RNA 分别合成

cDNA。 

1.4  花生 AhPMM 基因的筛选和克隆  
在花生野生种基因组数据库 http://www. 

peanutbase.org/网站筛选出 AhPMM 基因，并获

得其全长编码序列。根据其序列设计特异引物

(AhPMM 上 游 引 物 ： 5′-AAATGGCTGCCCG 
GAAACCTGG-3′ ； AhPMM 下 游 引 物 ：

5′-TGGTGGTTCTCAA TGGAAACATTGCT-3′)。 
以莒南小红种的 cDNA 为模板进行 PCR 扩 
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增。PCR反应体系为：cDNA模板 2 µL、10 µmol/L

上下游引物各 1 µL、2.5 mmol/L dNTP Mixture  

2 µL、5 U/μL Taq DNA聚合酶 0.25 μL和 10×PCR 

buffer 2.5 µL，加灭菌双蒸水至总体积为 25 µL。

PCR 扩增程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，59 ℃ 

40 s，72 ℃ 42 s，39 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃

保存。反应产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。

将扩增产物胶回收，连接 pMD18-T Simple 

Vector 转化到大肠杆菌并测序。 

1.5  不同处理下 AhPMM 基因的表达分析 
根据 AhPMM 基因序列设计一对特异性引

物(表 1)，以花生 AhActin 为内参基因。qRT-PCR

反应体系为：cDNA 模板 2 µL，上下游引物   

(10 µmol/L)各 0.5 µL， SYBR Green qPCR 

Master Mix 10 µL，加灭菌双蒸水至总体积  

20 µL。扩增程序为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 

30 s，40 个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 

1 s。 

1.6  AhPMM 基因的过表达载体构建及花

生的遗传转化 
在 AhPMM 基因上游引物的 5′端引入 Kpn I

酶切位点，下游引物的 5′端引入 Sac I 酶切位点，

用于植物表达载体的构建。将约 1 μg 重组质粒

转到农杆菌感受态细胞 EHA105，28 ℃培养。菌

液接种到含卡那霉素和利福平的 YEB 中扩大培

养至 OD600=0.6−0.8，菌液离心后，加入新鲜 

 
表 1  PCR 扩增引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Prime sequence (5′→3′) 

AhPMM-F AAATGGCTGCCCGGAAACCTGG 

AhPMM-R TGGTGGTTCTCAATGGAAACATTGCT 

AhActin-F GTGGCCGTACAACTGGTATYGT 

AhActin-R ATGGATGGCTGGAAGAGAACT 

 

的 YEB 培养基重新悬浮。在花生盛花期进行花

粉管注射，具体参考范乾程等[9]的方法。 

1.7  转基因植株的分子鉴定 
培养 3 周后取拟转基因植株的叶片，提取

DNA 及 RNA 用反转录试剂盒按说明书方法将

各材料的 RNA 分别合成 cDNA，根据过表达载

体上 CaMV 35S 启动子，设计 PCR 检测用引物

(P1：5′-GCTCCTACAAATGCCATCA-3′；P2：
5′-GATAGTGGGATTGTGCGTCA-3′)。 

PCR 反应体系为：DNA 模板 100 ng、10 µmol/L
上下游引物各 1 µL、2.5 mmol/L dNTP Mixture  
2 µL、5 U/μL Taq DNA聚合酶 0.25 μL和 10×PCR 
buffer 2.5 µL，加灭菌双蒸水至总体积为 25 µL。

PCR 扩增程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，59 ℃ 
40 s，72 ℃ 42 s，39 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃
保存。反应产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。 

同时利用特异性引物(表 1)，以花生 AhActin
为内参基因进行转基因花生中 AhPMM 基因表达

量分析，qRT-PCR 反应体系为：cDNA 模板 2 µL，
上下游引物(10 µmol/L)各 0.5 µL，SYBR Green 
qPCR Master Mix 10 µL，加灭菌双蒸水至总体积

20 µL。扩增程序为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 
30 s，40 个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 
1 s。 

1.8  转基因花生维生素 C 含量的测定 
1.8.1  样品处理 

AsA 分析：取未转基因对照和转基因植株

成熟叶片 0.5 g，在液氮下研磨，加 0.1%草酸适

量，转移至棕色容量瓶中，避光浸泡 1 h，间或

混匀，超声处理 25 min，冷却后定容至 10 mL。

12 000 r/min 离心 10 min，过 0.22 μm 滤膜，进

样分析。 
AsA+DHA (总维生素 C)分析：取上述离心

后上清液 1 mL，分别加入 25 μL DTT (25 mmol/L)
和 25 μL K2HPO4 (160 mmol/L)，避光 15 min 将
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DHA完全还原成AsA，12 000 r/min离心 15 min，
过 0.22 μm 滤膜，进样分析。 
1.8.2  HPLC 条件 

采用 Agilent 生产的 1100 型色谱仪，流动相为

甲醇:0.1%草酸=5:95 (体积比)；波长：245 nm；样

品进样量：20 μL；柱温：25 ℃；速度：1.0 mL/min。 

0.1%草酸作溶剂，分别配制 10、30、50、70

和 90 μg/mL 的 VC 标准溶液，进样前用 0.22 μm

滤膜过滤，取 1 mL 上机分析，根据仪器输出数

据在 Excel 中绘制标准曲线。 

1.9  转基因花生种子的 NaCl 和 ABA 耐性

检测 
1.9.1  转基因花生种子的 NaCl 耐性检测 

选取莒南小红种(对照)和经 PCR 检测的 T3

代转基因花生种子，加 1% NaCl 浸泡 4 h，倒掉

多余 NaCl 溶液至适量，黑暗条件下进行培养，

每天重新更换一次 1% NaCl 溶液，5 d 后拍照并

记录。统计标准参照胡晓辉等[10]的方法。 

1.9.2  转基因花生种子的 ABA 敏感性检测 
选取莒南小红种(对照)和 T3 代转基因花生

种子，加入 100 μmol/L ABA 溶液，每天重新更

换 ABA 溶液，处理 1 周后统计发芽率。 

1.10  转基因花生植株的抗逆分析 
培养 4 周的 T3 代转基因花生植株及莒南小

红种对照植株，浇灌 300 mmol/L 的 NaCl 溶液，

连续处理 2 周后进行耐盐性分析。 

2  结果与分析 

2.1  花生 AhPMM 基因的扩增 
提取叶片 DNA 和 cDNA，经 PCR 扩增和

qRT-PCR 扩增，分别得到约 3 000 bp (图 1A)和

约 750 bp 的清晰条带(图 1B)。目的片段经过胶

回收和酶切连接到 pMD18-T Simple Vector，构

建重组载体 pMD18-T-AhPMM。 

经测序分析后发现，AhPMM 基因 DNA 序

列为 3 280 bp，有 10 个内含子；cDNA 长 744 bp，

编码 247 个氨基酸残基(图 2A)。将花生与苜蓿、

番茄、烟草、毛果杨和水稻等 PMM 基因的氨基

酸序列进行比对分析(图 2B)，发现花生与其他

物种的同源性为 81.7%−92.3%，其中与大豆的同

源性最高，达 92.3%。由此可见 PMM 保守性较

高，亲缘关系与豆科作物大豆较近，在系统进化

树上属同一分支(图 2C)。 

2.2  不同处理下 AhPMM 基因的表达分析 
由图 3 可以看出，AhPMM 基因表达量在盐

胁迫处理 6 h 略有下降，为对照的 82%，之后逐

渐上升，24 h 时达到最高，随后迅速降低。

AhPMM 相对表达量在模拟干旱(20% PEG 处理)

条件下，处理 9 h 达到最高，为处理前 1.85 倍，

然后先降低再升高，处理 48 h 达到最低。在施

加 ABA 后，AhPMM 基因的表达逐渐升高，到

24 h 达到最高，为处理前 2.33 倍，72 h 最低，

为对照的 24%。4 ℃低温下，AhPMM 基因表达

先降低再迅速提高，48 h 时达到最高，为处理前

7.06 倍。 
 

 
 

图 1  AhPMM 基因的 PCR 和 qRT-PCR 扩增结果   
A: PCR 扩增结果. B: qRT-PCR 扩增结果 
Figure 1  PCR and qRT-PCR amplification of 
AhPMM gene. A: PCR amplification. M: DL2000 
DNA Marker; 1−4: PCR amplification of AhPMM 
gene. B: qRT-PCR amplification. M: DL2000 DNA 
Marker; 1−3: qRT-PCR amplification of AhPMM gene. 
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图 2  花生 AhPMM 基因 cDNA 及氨基酸序列、同源比对和进化树分析   A: cDNA 及氨基酸序列. B: 同
源比对. C：进化树分析 
Figure 2  cDNA and amino acid sequences of AhPMM, homologous alignment, and phylogenetic tree analysis. 
A: cDNA and amino acid sequences. B: Homologous alignment. C: Phylogenetic tree analysis. 
 
2.3  AhPMM 过表达载体的构建和转基因

花生植株的 PCR 鉴定及相对表达量分析 
将 pMD18-T-AhPMM 进行双酶切(Kpn I 和

Sac I)，将目标片段 AhPMM 连接到植物表达载体

pROKII 中，并进行 PCR、酶切(图 4)及测序鉴定，

构建成功的该重组载体命名为 pROKII-AhPMM。 

用携带重组质粒 pROKII-AhPMM 的农杆菌菌

液注射花生龙骨瓣，直到雄蕊被浸透，农杆菌菌液

可随着花粉管通道直接进入胚囊。对 T3 代拟转基

因花生植株进行 PCR 检验，结果显示 26 株中有

11 株检测出预期条带，PCR 阳性率为 42.3% (图 5)。 
对 PCR 检验出的 T3 代阳性植株进行

AhPMM 基因相对表达量分析，以未转基因花生

为对照，结果显示，大多数花生中导入 AhPMM
基因后，AhPMM 表达水平增加，也有少数

AhPMM 表达水平很低。发现 1、3、6、7 和 11 号

株系较高，其中 11 号株系最高，为对照的 3.6 倍 
(图 6)。 
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图 3  AhPMM 基因在各种胁迫下的相对表达量 
Figure 3  Relative expression of AhPMM gene under different stress conditions. A: PEG. B: NaCl. C: ABA.  
D: 4 ℃. **: P<0.01. 
 

 
 

图 4  pROKII-AhPMM 植物表达载体的鉴定   
A：PCR 扩增. B：酶切鉴定 
Figure 4  Identification of plant expression vector 
pROKII-AhPMM. A: PCR amplification. M: DL2000 
DNA Marker; 1: Control; 2: PCR amplification of 
pROKII-AhPMM. B: Enzyme digestion. M: DL15000 
DNA Marker; 1: Enzyme digestion of ProkII-AhPMM. 

2.4  转基因花生维生素 C 含量的测定 
利用高效液相色谱测定 T3代转基因和莒南

小红种对照植株叶片的还原态维生素 C 和总维

生素 C 含量(图 7)。对照的还原态维生素 C 为

2.83 μmol/g 鲜重，过表达 AhPMM 基因后，转基

因植株叶片的还原态维生素 C 水平发生了不同

程度变化，其中 1 号和 11 号株系的还原态维生

素 C 含量分别为 5.38 μmol/g 鲜重和 5.35 μmol/g

鲜重，是对照的 1.90 倍和 1.89 倍。1、5、7 和

11 号株系的总维生素 C 含量均极显著提高，最

高为对照的 1.63 倍。与对照相比，1、5、11 号

株系的 AsA:(AsA+DHA)值显著提高(图 8)。结

果表明，AhPMM 基因相对表达量高的花生植株

叶片，无论是总维生素 C 含量还是还原态维生

素 C 水平都较对照植株都得到显著提高。 
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图 5  过表达 AhPMM 基因的转基因植株的 PCR 鉴定 
Figure 5  PCR identification of positive plants. M: DL2000 DNA Marker; 1, 17: Negative controls; 2−16, 
18-28: Transformed plants. 
 

 
 

图 6  T3 代转基因植株中 AhPMM 基因的相对表

达量 
Figure 6  Relative expression of AhPMM gene of 
T3-generation transgenic plants. **: P<0.01. 
 
2.5  转基因种子的 NaCl 耐性检测 

将经 PCR 检测的 T3 代转基因种子和未转基

因对照种子放于 1% NaCl 溶液中，5 d 后统计发

芽率。结果表明：1、5、7 和 11 号株系的种子

在 1%盐溶液中都有较高的发芽率，分别为

40.0%、50.0%、40.0%和 45.0%，而对照仅为

10.0% (图 9、图 10)，这表明 AhPMM 基因可以

增强转基因花生种子的耐盐性，在 1%盐溶液处

理后有较高的发芽率。 

2.6  转基因花生种子对 ABA 的敏感性检测 
选取部分 T3 代转基因株系的种子和未转基

因对照种子放于 100 μmol/L ABA 溶液中进行发

芽试验，每天测定种子的胚根长度。由图 11 可

以看出，在各时间段，转基因株系种子的胚根长

度都长于对照。1 周后，对照胚根长度仅为 2.7 mm，

而1、5、7和11号株系种子的胚根长度为5.0−7.4 mm，

最长为对照的 2.67 倍，说明过量表达 AhPMM

基因后，相比于对照植株转基因花生种子对

ABA 敏感性减弱。 

2.7  转基因花生植株的耐盐性分析 
为进一步分析过表达 AhPMM 基因后转基

因花生植株的耐盐能力，选取培养 4 周后的 T3

代转基因花生 1、11 号株系和非转基因对照 
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图 7  T3 代转基因植株和对照维生素 C 含量的 HPLC 分析   A：AsA 标准品的 HPLC 分析. B：对照叶

片 AsA 的 HPLC 分析. C：转基因植株叶片 AsA 的 HPLC 分析 
Figure 7  HPLC analysis for AsA of T3-generation transgenic plant and control. A: HPLC analysis of AsA 
standard sample. B: HPLC analysis of non-transgenic leaf. C: HPLC analysis of leaf from transgenic plant.  
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图 8  T3 代转基因植株和对照的维生素 C 各成分的含量及比值    A：AsA. B：AsA+DHA. C：

AsA:(AsA+DHA) 
Figure 8  The contents and ratio of Vc with different ingredients of T3-generation transgenic plants and control. 
A: AsA. B: AsA+DHA. C: AsA:(AsA+DHA). **: P<0.01. 
 
 

 
 

图 9  T3 代转基因花生种子在 1%盐溶液中的发芽情况   A：对照. B：11 号株系种子. C：1 号株系种子 
Figure 9  Germination of T3-generation transgenic seeds in 1% NaCl solution. A: Control. B: T3-generation 
transgenic seeds of line 11. C: T3-generation transgenic seeds of line 1. 
 
 

 
 

图 10  T3 代转基因花生种子在 1%盐溶液中的发

芽率 
Figure 10  Germination rates of T3-generation 
transgenic seeds in 1% NaCl solution. **: P<0.01. 

 
 

图 11  T3 代转基因种子和未转基因对照种子在

100 μmol/L ABA 溶液中的胚根长度 
Figure 11  The average radical lengths of 
T3-generation transgenic seeds in 100 μmol/L ABA 
solution. 
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植株，每 2 天浇灌同样体积的 300 mmol/L NaCl
溶液，2 周后观察植株生长状况。结果表明：在

正常条件下，转基因植株与非转基因植株均能正

常生长；而经 300 mmol/L NaCl 处理 2 周之后，

非转基因花生植株出现严重萎蔫无法正常生长，

过表达 AhPMM 基因的株系生长虽然受到一定

胁迫，但仍能生长，并且生长情况优于非转基因

植株，这表明 AhPMM 基因能在一定程度上提高

花生植株的耐盐性(图 12)。 

3  讨论 
本研究在花生中克隆得到了 AhPMM 基因

(GenBank登录号：KM077277.1)的 cDNA及DNA
序列，该基因的 cDNA 和 DNA 序列大小分别为

744 bp 和 3 280 bp。通过系统进化树分析发现花生

与大豆 PMM 氨基酸序列同源性最高，达 92.3%，

由此可见 PMM 保守性较高，其亲缘性和同为油

料作物大豆较近。通过软件对 PMM 氨基酸功能进

行预测，发现其是一个稳定的亲水性蛋白，并且

有多个丝氨酸等磷酸化结合的位点，因为这一特 
 

 
 

图 12  NaCl 处理前后对照和 T3 代转基因植株的

生长状况   A：胁迫处理前. B：胁迫处理后. WT：

对照苗；Line1、Line11：AhPMMT3 代转基因株系

1、11 
Figure 12  Growth of non-transgenic control and 
T3-generation transgenic peanut plants before and 
after salt stress treatments. A: Without salt stress. B: 
Under salt stress. WT: Control; Line1, Line11: 
T3-generation transgenic peanut plants. 

性与生物体信号机制密切相关，推测 PMM 蛋白

通过这些磷酸化位点磷酸化后，其蛋白质活性会

激活或抑制，可能参与植物体的应答反应。 
维生素 C 能够清除体内的活性氧，使细胞

免受活性氧的损伤，它还能够对细胞的分裂及生

长进行调控[11]。一般来说，植物抵御非生物胁迫

的能力会随着其维生素 C 水平提高而增强，维

生素Ｃ积累的遗传调控非常复杂[12]，而 AhPMM
基因是维生素 C 合成途径中的一个重要酶类，

推测它是一个与逆境相关的基因。本研究分别用

NaCl、ABA、低温和 PEG 模拟不同的干旱条件

处理花生植株，比较不同时间段 AhPMM 基因的

表达水平，发现逆境时 AhPMM 基因都会上调表

达，只是过程略有不同。在 PEG 和 ABA 处理后，

AhPMM 基因表达量上升，表现为先上升后下降，

最高分别达到处理前的 1.85 倍和 2.33 倍，这可

能与 AhPMM 参与 PEG 和 ABA 的逆境调控有

关。而在 NaCl 和 4 ℃处理后，AhPMM 基因表

达模式有所不同，其表达量是先下降后上升，最

高分别达到处理前的 4.96 倍和 7.06 倍，这些不

同响应模式可能和不同信号通路有关。 
植物体内 AsA 水平有限，因此采用分子生

物学手段增加花生的 AsA，对于增强其抵抗逆

境能力和改良其品质具有重要意义。现今随着维

生素 C 研究逐步深入，AsA 生成过程中相关基

因相继得到克隆和分离，并且在部分生物中实现

过量表达，结果 AsA 水平及植物抗胁迫能力都

得到了不同程度增强。Chen 等 [13]发现过表达

SlNFYA10 的转基因番茄株系的叶片和果实中

AsA 浓度降低，同时对氧化应激的敏感性增强。

Qian 等[14]在拟南芥中克隆得到 PMM 基因并使

其在体内超表达，结果显示使该酶活性提高超过

10 倍，AsA 总含量提高 25%−33%。本试验分析

了转基因花生 AhPMM 基因的相对表达情况及

其维生素 C 水平，发现大多数转基因花生中导
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入的 AhPMM 基因能够表达，且不同花生植株内

AhPMM相对表达量也有很大差异，挑选 AhPMM
基因相对表达量高的 1、3、4、5、6、7、10 和

11 号的转基因植株进行总维生素 C 含量测定，

结果表明总维生素 C 含量有不同程度增加，最

高为对照的 1.63 倍，其中 AhPMM 基因相对表

达量高的 1、11 号转基因株系不论是总维生素 C
还是 AsA 含量都显著高于其他株系。AhPMM 基

因表达水平和 AsA 含量高低基本一致，说明在

花生内过表达 AhPMM 基因能够有效地增加花

生维生素 C 水平。 
为分析 AhPMM 基因对花生抗逆性的影响，

本研究分别对转基因花生种子及植株进行抗逆

分析。用 NaCl 处理后，过表达 AhPMM 的转基

因花生种子的发芽率与未转基因对照相比有显

著提高，最高为 50%，而转基因对照仅为 10%。

过量表达 AhPMM 基因后，转基因种子对 ABA
敏感性减弱。经 NaCl 胁迫处理后，过表达株系

幼苗的生长情况也明显好于未转基因对照。

Conklin 等[3]研究也发现水稻的 AsA 含量和抗逆

性密切相关。 
综上所述，AhPMM 基因既与花生维生素 C

合成相关，又与植株抗逆相关，过表达 AhPMM
基因后不仅能够提高花生植株叶片中维生素 C
的含量，并且能提高花生种子以及花生植株的耐

盐性。综上，本研究表明 AhPMM 基因过表达花

生株系的各存在状态维生素 C 水平显著提高，

且抵御盐胁迫能力显著增强，本研究能为

AhPMM 基因提高维生素 C 水平提供证据，为花

生耐盐分子育种提供基因源，对于花生耐盐品种

培育具有重要意义。 
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