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紫花苜蓿 UFO 基因克隆及转化

石欣玥 1，贾丝俏 1，李思峰 2，孙嘉鑫 1，韩烈保 1，晁跃辉 1
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摘要：紫花苜蓿（Medicago sativa L.）是多年生豆科牧草。为研究 UFO（Unusual Floral Organs）基因相关功能，以紫花

苜蓿中苜 1 号为试验材料，利用 PCR 技术在紫花苜蓿中克隆出 UFO 基因。通过 DNA 重组技术成功构建 3302-3flag-UFO 植

物表达载体，利用农杆菌介导法对紫花苜蓿进行转基因操作，最终获得转基因紫花苜蓿。试验中激素浓度配比与植物表达载

体的改良，提高了紫花苜蓿转基因过程中的转化率，而激素种类与配比则影响抗性愈伤的形成与愈伤组织的玻璃化程度。本

试验共获得 67 个抗性愈伤，最终有 56 个分化成幼嫩紫花苜蓿转基因植株，炼苗入土获得 17 株转基因植株。遗传转化过程中

获得的转基因植株为进一步研究 UFO 基因功能提供材料。

关键词：紫花苜蓿；UFO 基因；转基因；PCR 检测 

Cloning and Transformation of UFO Gene in Medicago sativa L.
SHI Xin-yue1，JIA Si-qiao1，LI Si-feng2，SUN Jia-xin1，HAN Lie-bao1，CHAO Yue-hui1

（1College of Grassland Science of Beijing Forestry University，Beijing 100083；2Beijing Florascape Company，Beijing 100083）

Abstract：Medicago sativa L. is a perennial legume forage. In order to analyze the function of UFO gene 
from Medicago sativa L.，we isolated the full-length coding sequence by PCR amplification in alfalfa variety 

‘Zhongmu No.1’. The plant expression vector 3302-3flag-UFO was constructed by DNA recombination 
technology，and transgenic alfalfa was obtained with deployment of Agrobacterium tumefaciens（Smith & 
Towns.）Conn mediated transformation method. The transgenic efficiency of alfalfa was improved by changing 
the ratio of hormone concentrations and improving plant expression vector. The type and ratio of hormones have 
resulted in a difference on the formation of resistant calli and the degree of vitrification of calli. By taking use of 
optimal transformation strategy，a total of 67 resistant calli were generated，while 56 young alfalfa regenerated 
plants were obtained. Finally，17 mature regenerated plants were obtained for seed propagation. Taking together，
this study generated the transgenic plants with UFO over-expression vector，which might provide materials for 
further functional study of UFO gene.
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高等植物中，叶片是植物进行光合作用的主要

场所，叶片具有重要的生理功能，既能够影响植物生

物量，又能够将外界环境刺激进行转化传递到植物

其他组织。叶发育的调控机理十分复杂，决定植物

叶发育进程的主要有环境和植物自身两种因素。紫

花苜蓿是一种营养价值高、适口性好的多年生豆科

牧草，在中国分布广泛，对畜牧业发展具有重要作

用，素有“牧草之王”的美誉。紫花苜蓿根系发达，

能够固土培肥，在生态修复中同样具有应用价值［1］。

Unusual Floral Organs（UFO）基因编码一个

含有 F-box 的蛋白质，关于 UFO 基因的研究主要集

中在花器官的发育和控制上［2-5］。Ingram 等［4］研究
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发现，UFO 基因在拟南芥的花序和分生组织中表达

量较高，说明 UFO 基因在拟南芥花器官中起到重

要的调控作用。ufo 突变体中缺少正常的花瓣和雄 
蕊［3，6-7］。在以往试验中，对 UFO 基因的研究主要

集中在拟南芥等模式植物中，在紫花苜蓿中并未进

行过相关试验，而 UFO 基因对叶片的影响研究同

样较少。Lee 等［3］发现，拟南芥中过量表达 UFO 基

因还能够导致莲座叶出现叶裂的表型，表明 UFO
基因不仅能够影响花器官的发育，还能影响叶片的

发育［8］。复叶作为紫花苜蓿进行光合作用的主要

场所，了解控制其发育的相关基因具有重要意义，而

对紫花苜蓿复叶的研究较少。因此，本试验从紫花

苜蓿中克隆出 UFO 基因，构建植物表达载体后转

入紫花苜蓿中。经检测，在最终获得的 23 株紫花苜

蓿植株中，有 17 株成功转入 UFO 基因，为进一步

研究 UFO 基因对叶片发育的调控机制提供了材料

基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本试验选择的草种为紫花苜蓿中苜 1 号，种

子播种后选取长势较好的一株进行扦插，以排除

由于种子本身造成的性状差异。试验所用农杆菌

EHA105 存于北京林业大学草坪研究所，大肠杆菌

DH5α由中美泰和公司购入。从 TAKARA 公司分

别购入克隆载体 pMD19-T、RNA 提取与反转录试

剂盒。3302Y-3flag 植物表达载体由本实验室改良

后保存于超低温冰箱。

1.2　相关引物设计

使 用 Primer Premier 5.0 设 计 引 物 对 UFO 基

因的 CDS 区进行扩增，将该对引物命名为 UFO-F
和 UFO-R。PCR 程序为：95 ℃ 10 min；95 ℃ 30 s，
56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min 10 s，设定 35 个循环；72 ℃ 
5 min；4 ℃永久［9］。在构建 3302Y-3flag-UFO 基因

表达载体（图 1）的过程中选用 3302Y-UFO-F 和

3302Y-UFO-R 2 条引物，最终对大肠杆菌、农杆菌以

及获得的转基因植株检测则使用 UFO-Tf 和 UFO-Tr 
2 条引物（表 1）。

表 1　遗传转化相关引物
Table 1　Primers used for genetic transformation
引物名称

Name
序列（5'-3'）

Sequence （5'-3'）
UFO-F TTCTATTCTATGTGGAGCAACCTAC

UFO-R CCTCTCAAAAACACACCTAAATATC

3302Y-UFO-F GAACACGGGGGACTCTTGACCATGTGGAG
CAACCTACCC

3302Y-UFO-R TCCTTGTAATCCAGATCTACAAAGAAAATA
GATGAAGAAG

UFO-Tf CCCACTATCCTTCGCAAGACCCT

UFO-Tr CGTATTAAATGTATAATTGCGGGAC

1.3　3302Y-3flag-UFO 植物表达载体构建及农杆菌

转化

选取长势良好、无病害的紫花苜蓿植株，剪取

80~100 片颜色嫩绿、无缺损的叶片，液氮研磨后进

行总 RNA 的提取。将提取的 RNA 进行反转录后

用 UFO-F 和 UFO-R 进行 CDS 区扩增。扩增后的

片段与 pMD19-T 克隆载体连接，将连接产物转入感

受态大肠杆菌后涂布于 LB 固体培养基，挑取单菌

落后进行菌体 PCR，对结果进行测序，将测序结果正

确的命名为 pMD-UFO。而后使用 3302Y-UFO-F 和

3302Y-UFO-R 2 条引物对 pMD-UFO 进行扩增，将扩

增产物与 3302Y-3flag 载体分别酶切后进行纯化，利用

无缝连接酶连接后转入到感受态大肠杆菌 DH5α中，

加入 1 mL LB 培养液后摇菌 1h，将摇好的菌液涂布在 
50 mol/L 卡那霉素的 LB 固体培养基上，待长出单菌

落后进行挑取。使用 UFO-Tf 和 UFO-Tr 2 条引物对

挑取的单克隆菌液进行 PCR 检测，并将菌液和扩增

出相应条带的 PCR 产物送到公司进行测序，将测序

结果正确的个体命名为 3302Y-3flag-UFO 植物表达载

体（图１）。对阳性大肠杆菌进行质粒提取后，通过

CaCl2 冻融法［10］导入到 EHA105 农杆菌感受态中，加

入 1 mL YEB 培养液摇菌 4 h 后涂布到含有 50 mol/L 
卡那霉素的 YEB 固体培养基中，挑取单菌落后使

用引物 UFO-Tf 和 UFO-Tr 进行菌落 PCR 鉴定，取 
4 μL PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测后，送到北京

睿博兴科生物公司进行测序，将测序结果正确的菌液

加甘油保存于超低温冰箱中。

图 1　3302Y-3flag-UFO 植物表达载体
Fig.1　Diagram of 3302Y-3flag-UFO plant expression vector
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1.4　紫花苜蓿的遗传转化过程

将测序结果符合预期的农杆菌在含有 50 mol/L 
卡那霉素的培养基中划线活化，将单菌落挑取至

100 mL YEB 培养液中进行培养，以备侵染。将紫

花苜蓿修剪至 5 cm 高度，待长出新的幼嫩叶片时开

始进行取样，将取得的幼嫩叶片在 50% 次氯酸钠中

进行灭菌，20 min 后在超净工作台中用无菌水冲洗

5~10 次。将菌液倒入 50 mL 离心管中，600 r/min
离心 20 min，离心后弃掉上清液，将 Ms-COLQ 培养

液加入离心管中并与管内农杆菌充分混匀，待菌液

OD 值处于 0.4~0.6 之间时对叶片进行侵染。将叶片

剪开后放入事先备好的无菌锥形瓶中，将菌液倒入，

抽真空 3 min 后，将锥形瓶置于低速摇床中 2 h。将

已侵染的叶片置于 Ms-CO 培养基中，24 ℃避光培养

3 d。共培养结束后用头孢水溶液（200 mg/L）将叶

片进行冲洗，而后移入 Ms-YD 培养基中培养（光照

16 h/ 黑暗 8 h，温度 24 ℃，光照强度 40 Lux）。6 周

后，将抗性愈伤组织转移至 Ms-SY 培养基中，并拆分

成直径为 1~2 cm 大小的愈伤组织进行光下生芽培养

（光照 16 h/ 黑暗 8 h，温度 24 ℃，光照强度 60 Lux）。
生芽培养 2 个月后，将抗性愈伤组织转移至 Ms-SG
培养基中进行生根培养。待外植体根长大于 2 cm
时，将紫花苜蓿幼嫩植株转移至灭菌土中进行培养。

遗传转化过程中所用的培养基成分见表 2。

表 2　遗传转化过程的培养基配方
Table 2　A variety of culture medium in genetic transformation experiment
培养基名称

Culture medium
培养基组成成分

Different medium formula
Ms-COLQ 4.43 g MS+30 g/L 蔗糖 +5 mg/L 2，4-D+1 mg/L KT，pH=5.8
Ms-CO 4.43 g MS+30 g/L 蔗糖 +5 mg/L 2，4-D+1 mg/L KT+4 g/L 植物凝胶，pH=5.8
Ms-YD 4.43 g MS+30 g/L 蔗糖 +5 mg/L 2，4-D+0.5 mg/L KT+3 mg/L 草铵膦 +700 mg/L 头孢 +4 g/L 植物凝胶，pH=5.8
Ms-SY 4.43 g MS+30 g/L 蔗糖 +7 g/L 琼脂 +2 mg/L 草铵膦 +500mg/L 头孢，pH=5.8
Ms-SG 2.22 g MS+15 g/L 蔗糖 +8 g/L 琼脂 +2 mg/L 草铵膦 +350mg/L 头孢，pH=5.8

1.5　转基因植株检测

待转基因植株生长 2 个月后，取长势较好的紫

花苜蓿叶片，通过 CTAB 法［11］提取基因组 DNA，

选用 UFO-Tf 和 UFO-Tr 引物对转基因植株进行

PCR 鉴定。选取 PCR 产物 4 μL 进行琼脂糖凝胶

电泳检测，确认扩增出的条带正确后将 PCR 产物

送到北京睿博兴科生物公司测序，将测序结果再

次进行比对后，将结果正确的植株标记为转基因 
植株。

2　结果与分析

2.1　植物表达载体构建

UFO 基因长度约为 1800 bp，凝胶电泳检测结

果显示，扩增出的条带单一且清晰，片段长度正确

（图 2）。对大肠杆菌菌液经 PCR 扩增检测，所挑取

的 10 个大肠杆菌单菌落中有 6 个菌落能扩增出与

目的基因长度相同的片段（图 3）。
将已进行转化试验的农杆菌进行琼脂糖凝胶

电泳检测，成功转入 UFO 基因的菌液能够扩增

出预期 DNA 条带。结果显示最终有 6 个菌液已

成功转入 UFO 基因（图 4）。将含有目的基因的

农杆菌菌液与 PCR 产物进行测序，条带比对表明

3302Y-3flag-UFO 植物表达载体已经成功转入到

农杆菌中。

M：DNA marker DL2000 Plus Ⅱ，the same as below

图 2　PCR 扩增 UFO 基因的全长
Fig.2　PCR amplification of full-length UFO gene

1~10：3302y-3flag-UFO

图 3　UFO 基因转大肠杆菌的菌落 PCR 检测
Fig.3　Colony PCR detection of UFO gene in E. coli

1~9：3302y-3flag-UFO

图 4　UFO 基因转农杆菌 PCR 检测
Fig.4　Colony PCR detection of UFO gene in Agrobacterium
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2.2　遗传转化过程

将农杆菌侵染后的叶片转移至 Ms-YD 培养基

中进行愈伤组织的筛选（图 5）。6 周后将具有草

铵膦抗性的 67 个愈伤移入 Ms-SY 诱芽培养基中

培养 2 个月，在培养过程中及时将愈伤组织拆分成

1~2 cm，将幼芽及时与原愈伤组织分离，直接移入培

养基中使幼嫩部分直接接触培养基，以此来减弱愈

伤组织玻璃化情况（图 6），最终培养瓶中诱导出芽

56 株紫花苜蓿。将产生绿色芽的愈伤组织转移至

Ms-SG 培养基中进行诱根培养。待根长大于 2 cm
时，将幼苗移栽至无菌土中进行培养，2 个月后获得

23 株紫花苜蓿再生植株（图 5）。

A：在 Ms-CO 培养基中共培养 3 d 的外植体；B：在 Ms-YD 培养基中培养 5 周后的外植体；

C：在 Ms-SY 培养基中培养 1 个月后的抗性愈伤组织；D：在 Ms-SY 培养基中生芽培养 2 个月的愈伤组织；

E：在 Ms-SG 培养基中生根培养 1 个月的幼苗；F：在土中生长 2 个月的转基因植株

A：The transformed explants were co-cultured on Ms-CO for 3 days，B：The explants were cultured in Ms-YD for 5 weeks，
C：The resistant callus after 1 month growth in Ms-SY medium，D：The resistant callus in Ms-SY sprout culture for 2 months，

E：The callus were rooted in Ms-SG for a months，F：Transgenic plants growing in soil for 2 months

图 5　UFO 遗传转化过程图解
Fig.5　Graphical representation of UFO genetic transformation

A：直径大于 2 cm 的愈伤组织生芽情况，B：直径为 1 cm 左右的愈伤组织生芽情况

A：Callus sprouting with diameter larger than 2 cm，B：Callus sprouting with diameter about 1 cm

图 6　转基因植株玻璃化情况
Fig.6　Vitrification of transgenic plants 

2.3　转基因鉴定与植株对比

将生长 1 个月的再生紫花苜蓿植株进行 DNA
提取，经 PCR 扩增显示（图 7），23 株紫花苜蓿中有

17 株检测结果呈阳性，测序结果与 UFO 基因序列

相符。检测后将样品送到公司进行测序，经过比对

后，最终确定获得 17 株转基因植株。

在相同条件下，生长 2 个月的转基因植株与野

生型植株进行对比发现，转基因植株基部分枝较野

生型植株更为繁密，且叶片较大（图 8）。

3　讨论

试验过程中发现，UFO 基因的过量表达能够促

进紫花苜蓿的分枝增加，与野生型相比，茎更倾向于

匍匐生长而非正常的直立生长。野生型植株中复叶
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为正常的 3 片小叶，而转基因植株的叶形与基部

分枝数量则发生改变，由实验结果对比可发现，转

基因植株的叶片较大且基部分枝明显增多。Wang 
等［12］在试验中发现，苜蓿中的 SGL 基因能够调节

复叶的发育。在蒺藜苜蓿中，抑制 SGL 基因的表达

能够有效地促进复叶的发育［13］。本试验中转基因

紫花苜蓿幼嫩时期出现复叶为 1 片小叶或 2 片小

叶的情况，而野生型紫花苜蓿在同时期均表现为正

常的 3 片小叶，转基因紫花苜蓿的叶片复杂性在一

定程度上有所下降，因此推测 UFO 基因在复叶的

发育过程中可能与 SGL 基因起到同样重要的作用。

转基因紫花苜蓿的根系生长受到抑制，而细胞分裂

素的过量表达会抑制主根与侧根的生长［14］，因此

UFO 基因可能在细胞分裂素的合成或运输中起到

促进作用，导致转基因植株内源细胞分裂素的含量

升高，从而抑制了根系的生长，同时对复叶的发育产

生重要影响。在拟南芥的研究中发现，促进根系的

生长能够增强植物的抗逆性，并且能够促进植物对

营养物质的吸收［15］。而叶片又是植物进行光合作

用、合成有机物的重要场所，UFO 基因能够同时影

响根系与叶片的发育，因此对 UFO 基因功能的相

关研究具有重要意义。

在培养过程中，诱导胚性愈伤组织形成再生苗

时，出现了不同程度的玻璃化。在诱导初期适量降

低 KT 的浓度能够有效减少组培苗的玻璃化，在对

香石竹［16］的研究中发现，适当降低细胞分裂素的浓

度能够有效地缓解玻璃化程度。在对紫花苜蓿诱导

的过程中，适当增加琼脂与蔗糖的浓度同样能够有

效减缓玻璃化程度。王庭辉等［17］对和田苜蓿的玻璃

化现象进行研究时发现，蔗糖浓度处于 20~25 g/L、琼
脂浓度为 7 g/L 时能够有效降低组培苗的玻璃化现

象。而本试验中，在最初的 4 g/L 植物凝胶的培养

基中，玻璃化现象较为严重，而将组培苗转移至 7 g/L 
的培养瓶中后，玻璃化现象能够有所缓解。王艳 
等［18］对五莲杨进行玻璃化防治时，琼脂和蔗糖浓

度均对植株玻璃化具有重要影响。在诱导过程中，

及时将玻璃化的植株重新分割，分成 1 cm 大小再

接种到培养瓶中，同样能够减弱再生苗的玻璃化 
程度。

选用的本实验室改良载体 3302Y-3flag 作为植

物表达载体，整合目的基因后通过农杆菌介导法，

将其转入中苜 1 号中。除材料选择、激素配比等

试验条件外，植物表达载体同样能够影响转基因

植株的获得。苏志芳等［19］在利用 pBI121 植物表

达载体进行转基因试验时，获得 4 株转基因拟南

芥。刘晓静等［20］同样使用 pBI121 植物表达载体，

在卡那霉素浓度为 60 mg/L 的情况下抗性愈伤获

得率为 27%。新疆大叶紫花苜蓿转化过程中使用

WT：野生型；1~23：转基因植株

WT：Wild type，1-23：Transgenic plants

图 7　UFO 基因转基因植株 PCR 检测
Fig.7　PCR detection of UFO transgenic plants

图 8　UFO 转基因植株与野生型植株的表型
Fig.8　Graphical representation of UFO transgenic plants in relative to wild type
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pCambia2300 植物表达载体进行转基因试验，转化

率为 16%［21］。紫花苜蓿 MsLEA4-4 的转基因试验

中选择 pCAMBIA3301 与目的基因进行重组，最终

获得 7 株转基因植株［22］。虽然不同种类植物中遗

传转化过程可能存在一定差异，但植物表达载体的

选择能够影响转基因过程［23-25］。本试验中构建的

3302y-3flag-UFO 表达载体转入紫花苜蓿后，获得

67 个抗性愈伤组织，其中 56 株分化形成幼嫩紫花

苜蓿，暂时炼苗入土获得 17 株转基因植株，提高了

转基因过程中的转化率。转化试验中获得较多的转

基因植株既能够节约成本，又能够较快地获得大量

转基因植株，加快进程，这为进一步试验提供了材料

基础。

在紫花苜蓿的转化试验中，成功转入 UFO 基

因的紫花苜蓿与野生型相比，根系生长受到抑制，复

叶的形态发生变化，并且近地处的分枝增加。通过

改变激素种类与比例，选择不同于以往试验的植物

表达载体，提高了遗传转化效率，获得较多转基因植

株，为今后进行紫花苜蓿转基因试验以及 UFO 基

因功能的研究提供了材料基础。
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