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摘   要：ACC 氧化酶(ACC oxidase, ACO)是催化乙烯合成的关键酶之一，乙烯参与植物的盐胁迫

反应过程，而盐胁迫严重影响花生产量。本研究通过对 AhACOs 基因的克隆及功能验证，探究

AhACOs 在花生盐胁迫响应中的生物学功能，为花生耐盐品种的选育提供基因资源。以花生耐盐突

变体 M29 的 cDNA为模板扩增得到基因 AhACO1和 AhACO2，与植物表达载体 pCAMBIA super1300

重组后，通过农杆菌介导的花粉管注射法将重组质粒转化到花育 22 号中。收获后切取籽仁远胚端

部分子叶，利用 PCR 检测筛选阳性籽仁。利用 qRT-PCR 分析 AhACOs 基因表达量，通过毛细管柱

气相色谱法检测植株的乙烯释放量。阳性籽仁和对照籽仁种植 21 d 后浇盐水，观察其表型变化。

结果发现，盐胁迫后，转基因植株生长状况好于对照组花育 22 号，并且其叶绿素相对含量 SPAD 

(soil and plant analyzer development)值和净光合速率(net photosynthesis rate, Pn)均高于对照组花生。

另外，AhACO1 和 AhACO2 转基因植株的乙烯释放量分别为对照组花生的 2.79 倍和 1.87 倍。这些

结果表明 AhACO1 和 AhACO2 可显著提高花生的耐盐能力。 
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Abstract: ACC oxidase (ACO) is one of the key enzymes that catalyze the synthesis of 
ethylene. Ethylene is involved in salt stress response in plants, and salt stress seriously affects 
the yield of peanut. In this study, AhACO genes were cloned and their functions were 
investigated with the aim to explore the biological function of AhACOs in salt stress response, 
and to provide genetic resources for the breeding of salt-tolerant varieties of peanut. AhACO1 
and AhACO2 were amplified from the cDNA of salt-tolerant peanut mutant M29, respectively, 
and cloned into the plant expression vector pCAMBIA super1300. The recombinant plasmid 
was transformed into Huayu22 by pollen tube injection mediated by Agrobacterium 
tumefaciens. After harvest, the small slice cotyledon was separated from the kernel, and the 
positive seeds were screened by PCR. The expression of AhACO genes was analyzed by 
qRT-PCR, and the ethylene release was detected by capillary column gas chromatography. 
Transgenic seeds were sowed and then irrigated with NaCl solution, and the phenotypic changes 
of 21-day-seedings were recorded. The results showed that the growth of transgenic plants were 
better than that of the control group Huayu 22 upon salt stress, and the relative content of 
chlorophyll SPAD value and net photosynthetic rate (Pn) of transgenic peanuts were higher than 
those of the control group. In addition, the ethylene production of AhACO1 and AhACO2 
transgenic plants were 2.79 and 1.87 times higher than that of control peanut, respectively. 
These results showed that AhACO1 and AhACO2 could significantly improve the salt stress 
tolerance of transgenic peanut. 
Keywords: peanut; ACC oxidase; ACO genes; salt stress; ethylene 

 
 

花生(Arachis hypogaea L.)是我国重要的油

料作物和经济作物，不仅是优质植物油脂和蛋

白质的重要来源，也是优质食品的生产原料，

其产业具有很大的发展潜力[1-3]。盐胁迫是限制

作物产量的重要因素之一，而我国盐碱地总面

积达 9 913 万 hm2，约占全国土地面积的 1/10，

严重影响了我国的作物产量[4]。花生属于中度

耐盐碱作物，土壤含盐量超过 0.3%就会影响花

生生长发育，造成生长障碍，严重影响花生产

量[5]。因此，解析花生对盐胁迫的应答机制，

培育耐盐碱花生对有效利用盐碱地扩展花生种

植面积具有重要意义。 

近年来，关于花生耐盐胁迫机制的研究时

有报道。例如，5-氨基乙酰丙酸能够有效清除

植物体内活性氧，缓解活性氧对植株的伤害，

提高花生耐盐性[6]；通过对土壤微生物的改良，

可提高花生种子萌发期耐盐性[7]；本实验室发

现 AhLea-D 基因能够改良花生的耐盐性[8]。大
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量研究表明，乙烯在植物生长和逆境胁迫反应

中发挥重要作用 [9-13]，其中包括盐胁迫 [12]、缺

氧胁迫[14]、抗病等[15]。乙烯在植物体内合成，

最初底物是甲硫氨酸(methionine, Met)，进一步

合成为 S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine, 

SAM)，然后 SAM 在 ACC 合成酶(ACC synthase, 

ACS)的作用下转化为 ACC (1-aminocyclopropane- 

1-carboxylic acid)，ACC 继续在 ACC 氧化酶

(ACC oxidase, ACO)的作用下转化为乙烯。乙

烯作为气态的植物激素，其生物合成主要通过

2 种关键的特异酶 ACS 和 ACO[16]。对于这 2 种

酶的研究也已展开，例如 LcACO1 基因在百脉

根不同组织器官中差异表达，根中表达量最

高，推测其主要在根的生长发育调节方面发挥

作用 [17]，向日葵 HaACO1 在不同器官及不同

NaCl 浓度、不同时间诱导下存在特异性表达差

异[18]，ACO 对植物花的寿命[19]、种脐开裂[20]、

雌雄花发育 [21]等方面可能也有很大影响。

SgACS3 在调控罗汉果性别表达和花器官形态

建成中发挥作用[22]。唐宇其等[23]对 ACO 基因的

研究结果发现，高盐胁迫能诱导粉蕉 ACO 基因

上调表达，ACO 基因参与植物的盐胁迫响应过

程得到初步证实。以上研究证明，ACO 和 ACS

在植物生长发育过程中起到重要作用。 

目前，关于花生中的 ACO 和 ACS 基因的

研究较少。研究组在前期研究中以平阳霉素为

诱变剂，对花育 22 号胚小叶外植体进行离体诱

变，通过在培养基中添加 NaCl 进行定向筛选，

获得耐盐突变体 M29，在 0.7%盐溶液中其发芽

率超过 50%，而诱变亲本的发芽率只有 6.7%。

应用 RNA-Seq 技术，对 M29 及诱变亲本花育

22 号进行转录组测序分析，筛选到 ACC 氧化

酶基因 AhACO1 和 AhACO2 在 2 个样本间，以

及在盐胁迫处理前后差异表达均达到显著水

平。本研究在此基础上，克隆 AhACO1、AhACO2

基因并对其蛋白质序列进行生物信息学分析、

基因表达载体的构建。进而对 AhACOs 基因生

物学功能进行验证，为解析 AhACOs 在花生盐

胁迫应答机制中的作用提供理论依据，同时也

为花生耐盐品种的选育提供基因资源。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及菌液 
试验材料包括耐盐突变体 M29 及其诱

变亲本花育 22 号。用于质粒扩繁的菌株为大

肠杆菌(Escherichia coli) DH5α，用于花生遗

传转化的菌株为根癌农杆菌 (Agrobacterium 
tumefaciens) LBA4404 。 植 物 表 达 载 体 为

pCAMBIA super1300。以上所用材料均由青岛

农业大学花生分子育种研究室保存。 

1.2  总 RNA 提取及 cDNA 制备 
选取花生耐盐突变体 M29 的幼叶，采用生

工生物工程(上海)股份有限公司的植物总 RNA

提取试剂盒(No. B518631)提取幼叶的总 RNA，

采用 TaKaRa 公司 Prime Script TM Reagent Kit 

with gDNA Eraser (perfect real time) (No. 

RRO47A)反转录试剂盒，将提取的总 RNA 反转

录为 cDNA。 

1.3  基因 AhACO1、AhACO2 生物信息学

分析 
通过 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

等在线网站查找，确定了 25 个 AhACOs 基因

序列，与花生野生种基因数据库 PeanutBase

进行序列比对后，再根据实验室前期的转录

组数据结果 [24-25]，初步选定与乙烯合成相关

的 2 个基因 AhACO1、AhACO2。利用 ExPASy 

(https://web.expasy.org/compute_pi/) 分析了花生

AhACO1 和 AhACO2 蛋白的理化性质。在 NCBI 

BLAST 这 2 个基因的同源基因，通过 MEGA 11

软件分析与其他物种的蛋白进化关系，并构建
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生物进化树。 

1.4  AhACO1、AhACO2克隆 
通过 Primer 5 软件设计基因 AhACO1、

AhACO2 的引物(表 1)，以花生耐盐突变体 M29

的 cDNA 为模板，通过 PCR 扩增获得 AhACO1、
AhACO2 的扩增产物，通过凝胶电泳分离，用

艾科瑞生物公司的 SteadyPure DNA凝胶回收试

剂盒(No. AG21005)回收和纯化 PCR 产物，纯化

后连接到 TaKaRa 公司的 pMD 18-T Vector，转

入 DH5α，挑菌培养后经 PCR 鉴定，用 Vazyme

公司的 FastPure Plasmid Mini Kit (DC201)提取

质粒，经过酶切进一步验证，并在南京金斯瑞

生物科技有限公司进行测序。 

1.5  表达载体的构建及双酶切鉴定 
以带有连接表达载体酶切位点的合成序

列为引物，以质粒为模板进行 PCR 扩增，克

隆目的片段，用艾科瑞生物公司的 SteadyPure 

DNA 凝胶回收试剂盒(No. AG21005)回收和纯

化 PCR 产物，与 pCAMBIA super1300 载体重

组，构建 pCAMBIA super1300-AhACO1 和

pCAMBIA super1300-AhACO2 表达载体。将重

组质粒导入大肠杆菌后，用 LB 培养基培养，

挑单克隆菌落进行菌液 PCR 扩增，Kpn I 和

Sac I 双酶切鉴定，鉴定片段大小正确后，在生

工生物工程(上海)股份有限公司测序，测序结果

进行序列比对，将序列比对正确的单克隆菌液

进行扩繁并提取质粒，另加甘油在–80 °C 冰箱 
 

表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in the study  

Primer name Primer sequences (5′→3′) 

AhACO1-F GACTCAGCGAAAACATGGAGA 

AhACO1-R GGTTTAGACAGTTGCAATGGGA

AhACO2-F ACCATGGCAATCCACTCTTCT 

AhACO2-R TTCACAATCGGCTTCTCTTTTG 

H1-F ACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGA 

H1-R TGCCTCCGCTCGAAGTAGC 

保存以备后期使用。将序列比对正确的重组质

粒导入农杆菌后，用 YEB 培养基培养，挑取单

克隆菌落进行菌液 PCR 鉴定，选择鉴定片段大

小正确的单克隆菌落进行扩繁并保菌。 

1.6  花生遗传转化 
将上述得到的农杆菌菌液接种到含 Kan 和

Rif 的 45 mL YEB 液体培养基中，培养至

OD600=0.8，分出 2 mL 进行 4 °C 保菌(用于下

一次菌液扩繁)，剩余菌液 5 000 r/min离心 5 min

后，去除上清液，加入侵染液将菌体悬浮。于

当日 8:00 之前，使用注射器将侵染液注射到‘花

育 22 号’开放花朵的龙骨瓣内，开放的花朵于

当天枯萎，第 2 天注射到新开放花朵的龙骨瓣

内，整个转化过程为 14 d 左右，随后对伸长的

果针进行绑绳标记[26]。 

1.7  转基因阳性籽仁的筛选 
收获注射后绑绳标记的荚果籽仁，用刀片

切取籽仁远胚端一侧子叶约 20 mg，用 CTAB

法提取籽仁 DNA，利用 pCAMBIA super1300

上的潮霉素基因序列设计特异性引物 H1 (表 1)，

扩增目的片段为 734 bp。用重组 pCAMBIA 

super1300 质粒作阳性对照，未进行遗传转化

的花育 22 号籽仁作阴性对照，进行特异性

PCR 扩增鉴定，转基因籽仁的切口用石蜡封

闭后保存。 

1.8  气相色谱法测定花生內源乙烯释放量 
将鉴定为转基因阳性的籽仁以及作为对照

的花育 22 号籽仁在人工气候室培育约 21 d，每

株花生取等鲜重的叶片，置于 1.5 mL EP 管中，

封口膜密封并避光保存，用气相色谱法进行花

生乙烯释放量的测定，花育 22 号、AhACO1 和

AhACO2 转基因花生各进行 3 次重复。 

气 相 色 谱 环 境 ： GC-2010 (GAS 

CHROMATOGRAPH)型气相色谱仪；氢离

子 火焰 (FID)检测器，柱温 45 °C；HP-55% 
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Phenylmethylsiloxane 色 谱 柱 ， 检 测 器 温 度

200 °C；燃气 H2 流速 30 mL/min，助燃空气流

速 400 mL/min，载气 N2 流速 15 mL/min，不分流

进样，进样量保留时间 2 min。进样量为 1 mL，

重复进样 2 次。 

在实际测定时，环境因素所造成的误差对

测定结果的影响可以忽略不计。采用相同的气

相色谱条件对乙烯样品进行测定，以及测定花

生叶圆片的干重和顶空瓶的重量。通过计算得

出样品中乙烯总浓度、释放量、每干重圆片的

乙烯释放量(各 3 个重复)。 

乙烯浓度测定公式： 

单位鲜重样品的乙烯浓度=标准乙烯气体

浓度(mg/L)×气样中峰面积/标准乙烯气体峰面

积/花生叶片鲜重(g)。 

1.9  花生盐胁迫处理及表型鉴定 
在青岛农业大学温室培养花生，培养基质

为品氏泥炭土：砂土：普通土壤(1:1:1)，培养

条件均为(25±1) °C，光照时间为 13 h，光照强

度为 2 000 lx。生长约 21 d 的花生植株，浇灌

250 mmol/L 的 NaCl 溶液至花盆，待花盆中有

盐水流出时，停止浇灌。每 3 天浇灌一次，出现

表型差异时，使用叶绿素快速测定仪(SPD502)

测定对照和转基因植株的叶绿素相对含量和净

光合速率，在上午 9:00 和中午 12:00 之间进行

测量。 

2  结果与分析 

2.1  AhACO1 和 AhACO2 蛋白的生物信

息学分析 
AhACO1蛋白的氨基酸序列长度为 320 aa，

分子量为 36.14 kDa，等电点为 5.51，是酸性

蛋白质。亲水性–0.311，为亲水性蛋白，蛋白

的不稳定指数是 36.06，即该蛋白是稳定的。

AhACO2 蛋白的氨基酸序列长度为 439 aa，分

子量为 48.21 kDa，等电点为 8.86，是碱性蛋

白质。亲水性–0.027，为亲水性蛋白，蛋白的

不稳定指数是 35.51 。通过 MEGA 11 对

AhACO1 蛋白家族进行序列比对，结果可见，

2 个蛋白分别与野生及栽培花生中的相应蛋白

在进化关系上最近，与其他物种的蛋白进化关

系较远(图 1)。 

 

 
 

图 1  AhACO1、AhACO2 氨基酸序列比对和进化树分析 
Figure 1  Amino acid sequence alignment and phylogenetic tree analysis of AhACO1 and AhACO2. 
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2.2  基因 AhACO1、AhACO2的克隆 
以反转录后得到的 cDNA 为模板进行 PCR

扩增，扩增产物鉴定结果表明，AhACO1 和

AhACO2 的 PCR 扩增结果与目的片段 963 bp 和

1 320 bp 大小一致(图 2)。 

2.3  重组表达载体的构建及双酶切验证 
对转入重组质粒的大肠杆菌及农杆菌进行

PCR 扩增鉴定，结果显示，扩增获得片段的长度

分别为 963 bp 和 1 320 bp，表明重组质粒成功转

入大肠杆菌和农杆菌(图 3)。用 Kpn I 和 Sac I 双

酶切鉴定重组质粒，鉴定结果与预期相符(图 4)。 

2.4  转基因阳性籽仁的鉴定 
切取转化后收获的籽仁远胚端部分子叶， 

 

 
 

图 2  AhACO1 基因和 AhACO2 基因的 PCR 扩

增结果 
Figure 2  PCR amplification of AhACO1 and 
AhACO2 gene. M: DL2000 Marker; 1–3: AhACO1; 
4–6: AhACO2. 

 

 
 

图 3  AhACO1、AhACO2转化大肠杆菌、农杆菌

的菌液 PCR 鉴定 
Figure 3  PCR identification of AhACO1 and 
AhACO2 transformed Escherichia coli and 
Agrobacterium tumefaciens. M: DL2000 Marker; 
PCR identification of AhACO1 transformed E. coli 
(1–3) and A. tumefaciens (4–6); PCR identification 
of AhACO2 transformed E. coli (7–9) and A. 
tumefaciens (10–12). 

提取 DNA 进行 PCR 扩增，鉴定筛选转基因阳

性籽仁(图 5)。结果表明，AhACO1 转基因花生

籽仁阳性率为 55.1% (54/98)，AhACO2 转基因

花生籽仁阳性率为 58.3% (42/72)。 

2.5  AhACO1、AhACO2基因的表达量分析 
通过 qRT-PCR 技术对转基因花生中的

AhACO1、AhACO2 基因进行相对表达量的测

定。利用 2ΔΔCt 计算方法对 qRT-PCR 的结果进

行统计分析，结果表明，AhACO1、AhACO2

基因在 3 株转基因花生中的相对表达量约为对

照组花育 22 号的 2–3 倍，基因表达量增加极

显著(图 6)。 

 

 
 

图 4  AhACO1、AhACO2 表达载体的 Kpn I 和

Sac I 双酶切验证 
Figure 4  Verification of AhACO1 and AhACO2 
expression vectors by Kpn I and Sac I digestion. M: 
DL2000 Marker; 1: ACO1-1; 2: ACO1-2; 3: 
ACO2-1; 4: ACO2-2. 

 

 
 

图 5  AhACO1和 AhACO2转基因籽仁鉴定 
Figure 5  Identification of AhACO1 and AhACO2 
transgenic seeds. M: DL2000 Marker; 1: 
Recombinant pCAMBIA super1300 plasmid 
positive control; 2: Huayu22 leaf DNA negative 
control; 3–5: AhACO1 transgenic seeds; 6–8: 
AhACO2 transgenic seeds. 
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图 6  转基因植株中 AhACO1和 AhACO2基因的表达量检测 

Figure 6  The expression of AhACO1 and AhACO2 in transgenic plants. **: Compared with CK group, the 
difference was extremely significant (P<0.01). 
 

2.6  气相色谱法测定转基因花生的乙烯释

放量 
通过气相色谱法对 AhACO1、AhACO2 转

基因花生进行乙烯浓度的测定，结果表明，

AhACO1、AhACO2 转基因花生叶片单位鲜重的

乙烯释放量浓度分别为对照组花育 22 号浓度

的 2.79 倍和 1.87 倍。转基因花生内源乙烯的释

放量浓度与对照组相比增加极显著(图 7)，表明

AhACO1、AhACO2 的表达可以促进花生內源

乙烯的合成和释放。 

2.7  转基因花生耐盐性分析 
使用 250 mmol/L 的 NaCl 溶液对花育 22 号 

 

 
 

图 7  花生叶片单位鲜重的乙烯浓度 
Figure 7  Ethylene concentration per unit fresh 
weight of peanut leaves. **: Compared with CK group, 
the difference was extremely significant (P<0.01). 

和 AhACO1、AhACO2 转基因花生植株进行

盐胁迫处理后，对照组花育 22 号叶片表现出

显著的萎蔫现象，而转基因花生生长状况较

好，仅表现为局部失水；测定结果显示，转

基因花生的 SPAD 和 Pn 均大于对照组花育

22 号(图 8)。表明，AhACO1 和 AhACO2 转基

因花生的耐盐性强于对照组花育 22 号。 

3  结论与讨论 

植物在漫长的自然选择中，逐步筛选出了

抗逆的许多优良基因。当植物遭受盐胁迫时，

会发生多种胁迫应答反应，其中抗盐胁迫的基

因表达量必然会上升。前人对粉蕉的研究中，

高盐处理下同样能诱导 MbACO2 上调表达[23]。

Kolarič等[27]的研究发现 ACO1 基因的高表达加

速了果实脱落进程，ACO 基因通过促进乙烯合

成调控着植物器官的形成发育[28]，是催化植物

乙烯生物合成的最后一步[29]，影响着植物的乙

烯含量，进而影响植物的抗逆能力。本研究通

过在花生中过表达 AhACO1、AhACO2 基因，提

高了花生的抗盐胁迫能力，这表明 ACO 基因可

能通过增加内源乙烯含量而参与了转基因植株

盐胁迫响应。目前，普遍认为乙烯合成及乙烯 
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图 8  AhACOs转基因花生的耐盐性和生理指标检测 
Figure 8  Detection of salt tolerance and physiological indexes of AhACOs transgenic peanut. Phenotypes of 
HY22 (A), AhACO1 transgenic plant (B), and AhACO2 transgenic plant (C) treated by salt stress; relative 
chlorophyll content (SPAD) (D) and net photosynthetic rate (Pn) (E) of plants treated with salt stress for 48 h. 
**: Compared with CK group, the difference was extremely significant (P<0.01). 
 

信号转导途径参与了植物的盐胁迫过程，并在

盐响应过程中起着正调控的作用[30]，施加外源

乙烯，也能显著提高植物的抗盐性[31]。这与本

研究结果相一致，即花生内源乙烯含量增加，

植株的耐盐能力增强。但在番茄的研究中有不

同的结论，符秀梅等[32]对番茄施加外源乙烯处

理，抑制了其幼苗的生长，并加重番茄幼苗受

盐胁迫的伤害程度，这说明乙烯调控途径多样、

机理复杂，可能存在多种调控结果途径。 

目前，已经鉴定到许多乙烯应答因子参与

盐胁迫应答，乙烯从受体到 CTR1、EIN2、EIN3

等这一系列成员均参与植物的盐胁迫应答[33]。

CTR1 是受体下游的一个负调控因子，它激活

了乙烯信号通路，并表现出较强的耐盐胁迫能

力，尤其是对高盐的耐性更加明显 [34]。在拟

南芥种子萌发以及后期的生长发育过程中，功

能缺失型的 CTR1 突变体都表现出较强的耐

盐性 [30]。EIN2 在 CTR1 下游，其功能缺失突

变体的乙烯信号通路中断，在种子萌发、幼苗

期以及后期营养生长阶段都表现出对盐胁迫

超敏感的表型，说明 EIN2 是乙烯信号途径的

正调控因子[32]。EIN3 位于 EIN2 下游，是乙烯

信号途径另一个重要因子[35]，研究表明，功能

缺失型突变体 ein3-1 与野生型相比，表现出对
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盐胁迫特别是高盐胁迫的敏感性增加[36-37]。虽

然现在已经鉴定到许多乙烯应答因子参与盐

胁迫应答，但对于具有复杂调控网络的高等植

物来说，还有更多的调节因子及调控途径有待

挖掘[31]。本研究检测到 AhACO1、AhACO2 转

基因植株相较于对照组的乙烯含量增加，并且

耐盐能力提高显著，这将对探索乙烯应答因子参

与盐胁迫应答通路的研究提供一定的借鉴意义。 

本研究从耐盐突变体 M29 中克隆 AhACO1、

AhACO2 基因，并将其转入花育 22 号中，通过

qRT-PCR 检测植株基因表达量，通过气相色谱

法检测其乙烯含量，盐胁迫处理后观察其表

型。发现转基因花生中 AhACO1、AhACO2 基

因表达量和乙烯含量较对照组增加显著，盐胁

迫处理后，对照组花育 22 号萎蔫，而转基因花

生生长状况较好。本研究结果初步证明了过量

表达 AhACO1 和 AhACO2 可显著提高花生的耐

盐能力。 
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