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菲油果 ＬＥＡＦＹ 基因的表达模式及启动子克隆
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　 　 摘要：ＬＥＡＦＹ（简称 ＬＦＹ）是植物花分生组织特征基因，在植物由营养生长向生殖生长转变过程中起着重要作用，是启动开

花的枢纽。 菲油果是一种新兴的果树资源，为研究菲油果 ＬＦＹ 基因（ＦｓＬＦＹ）的表达调控规律，本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ
技术研究了 ＦｓＬＦＹ 基因的时空表达模式，并通过染色体步移技术克隆了该基因的启动子序列。 荧光定量 ＰＣＲ 结果表明，ＦｓＬ⁃
ＦＹ 基因在菲油果花蕾不同发育阶段以及其他组织器官中均有表达。 在花蕾中，小蕾期最高，中蕾期最低；组织器官中，营养枝

茎段最高，花瓣最低。 ＦｓＬＦＹ 基因启动子序列长度为 ２４３６ ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＫＦ７６６５３６），运用 ＰＬＡＣＥ、ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 等在线软

件对其序列进行顺式作用元件分析，结果显示该序列不仅含有 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ、ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ 等核心启动子元件，而且还具有响应水

分、光、赤霉素（ＧＡ）以及其他功能未知的顺式调控元件，表明 ＦｓＬＦＹ 基因的表达受多种外界环境条件的调控。 本研究为阐明

菲油果的开花机理，以及通过分子育种手段使菲油果早花早果奠定了理论基础。
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菲油果（Ｆｅｉｊｏａ ｓｅｌｌｏｗｉａｎａ Ｂｅｒｇ． ），又名凤榴，属
桃金娘科菲油果属植物，是近年来新引入我国的一

种新兴果树资源（图 １） ［１］。 菲油果用途广泛，集食

用、观赏、绿化于一体。 但和大多数果树一样，菲油

果童期较长，一般要经过 ３ ～ ４ 年才开花结果，从而

严重限制了其推广应用。

Ａ：树形；Ｂ、Ｃ：花；Ｄ：果实

Ａ：Ｔｒｅｅ，Ｂ ａｎｄ Ｃ：Ｆｌｏｗｅｒ，Ｄ：Ｆｒｕｉｔ

图 １　 菲油果‘Ｕｎｉｑｕｅ’树体和花果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｔｒｅｅ，ｆｌｏｗｅｒ，ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｏｆ Ｆ． ｓｅｌｌｏｗｉａｎａ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｕｎｉｑｕｅ’

　 　 研究表明，开花是高等植物重要的生命现象。
植物从营养生长向生殖生长转变的过程中涉及到许

多基因的表达调控和一系列的信号转导， ＬＥＡＦＹ
（ＬＦＹ）基因是启动植物开花的枢纽，控制着植物的

花发育过程［２］。 Ｅ． Ｓ． Ｃｏｅｎ 等［３］ 从金鱼草（Ａｎｔｉｒｒｈｉ⁃
ｎｕｍ ｍａｊｕｓ Ｌ． ）中最早克隆得到 ＬＦＹ 同源基因，并发

现 ＬＦＹ 基因的失活导致其花形态发生变异，而花序

持续生长。 随后 Ｄ． Ｗｅｉｇｅｌ 等［４］ 又在拟南芥（Ａｒａｂｉ⁃
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ． ）ＬＦＹ 缺失突变体中发现与金鱼草

ＬＦＹ 突变体相似的表型。 在拟南芥中，Ｍ． Ａ． Ｂｌａｚｑｕ⁃
ｅｚ 等［５］ 研究发现过量表达 ＬＦＹ 基因使其侧枝均转

化为单一的花器官，且使花期大大提前。 在木本植

物杨树（Ｐｏｐｕｌｕｓ Ｌ． ）中，Ｄ． Ｗｅｉｇｅｌ 等［６］ 通过过量表

达 ＬＦＹ 基因，使得山杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｄｏｄｅ． ）的
开花期提早为 ５ 个月，而野生型山杨（Ｐ． ｄａｖｉｄｉａｎａ）

开花期为 ８ ～ １２ 年。 Ｌ． Ｐｅｈ′ａ 等［７］ 又研究发现转基

因可使枳橙（Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ Ｃｉｔｒａｎｇｅ． ）的童期由 ５
年提早到 １２ ～ ２０ 个月。 另外，近年来 Ｅ． Ｊ． Ｍｅｌｌｅｒ⁃
ｏｗｉｅｚ 等［８］、Ｗ． Ｈ． Ｒｏｔｔｍａｎ 等［９］、Ｍ． Ｊ． Ｃａｒｍｏｎａ 等［１０］

和胡柱兵等［１１］ 分别从辐射松 （ Ｐｉｎｕｓ ｒａｄｉａｔｅ Ｄ．
ＤＯＮ）、白杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ． ｎｉｇｒａ Ｌ． ） 、葡萄（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ
Ｌ． ）、杧果（Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ Ｌ． ）等木本植物中克隆

获得了 ＬＦＹ 同源基因，Ｍ． Ｗ． Ｆｒｏｈｌｉｃｈ 等［１２］ 发现这

些 ＬＦＹ 基因在氨基酸和核苷酸序列上非常保守，但
Ａ． Ｊ． Ｋｅｌｌｙ 等［１３］、Ｊ． Ｋｙｏｚｕｋａ 等［１４］、Ｍ． Ｗａｄａ 等［１５］、
Ａ． Ｍｏｕｒａｄｏｖ 等［１６］又研究发现其表达特征却相差较

大。 如 Ｍ． Ｊ． Ｃａｒｍｏｎａ 等［１０］ 研究发现葡萄的 ＬＦＹ 同

源基因在开花阶段和叶原基中均有表达，而 Ｅ． Ｓ．

Ｃｏｅｎ 等［３］ 发现金鱼草中的 ＦＬＯ 基因（ ＬＦＹ 的同源

基因）只在植物的开花期表达。 ＬＦＹ 同源基因间表

达模式的差异与其启动子功能密切相关。 启动子是

一段特殊的 ＤＮＡ 序列，能够通过与转录因子蛋白质

结合的方式来调控目标基因，从而控制基因在植物

中的表达时期、表达部位以及表达量。 迄今为止，已
在毛白杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｃａｒｒ． ） ［１７］、龙眼（Ｄｉｍｏ⁃
ｃａｒｐｕｓ ｌｏｎｇａｎ Ｌｏｕｒ． ） ［１８］、葡萄［１９］等多种植物中成功

克隆获得 ＬＦＹ 基因的启动子序列，通过比对分析，
发现 ＬＦＹ 基因启动子序列在不同植物中既具有保

守性，又有差异性，因而决定了不同 ＬＦＹ 基因表达

以及功能的差异。
为了缩短菲油果童期，使之早花早果，本文研究

了 ＬＦＹ 基因在菲油果不同组织器官、不同发育阶段

中的表达特征，克隆了 ＬＦＹ 基因启动子，并进行了

生物信息学分析，以期为通过分子水平对菲油果进

行遗传改良提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

试验材料为菲油果品种‘Ｕｎｉｑｕｅ’，采集于湖南

省株洲市攸县中南林业科技大学的菲油果种质资源

圃。 ２０１１ 年 ４ 月 ９ 日将刚形成的幼小花蕾进行标

记，然后分别于花蕾形成后的第 ７ 天、第 １４ 天、第
２１ 天、第 ２８ 天、第 ３５ 天采集花蕾样品（记作现蕾期

４􀆰 １６、小蕾期 ４􀆰 ２３、中蕾期 ４􀆰 ３０、大蕾期 ５􀆰 ７、大蕾期

５􀆰 １４），其中花器官各组织采集于开花始期（５􀆰 ２１）。
同时于 ４ 月中旬采集结果枝和营养枝的幼嫩叶片、

２３８
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顶芽、茎段，样品采集后液氮速冻， － ８０ ℃ 贮藏

备用。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＦｓＬＦＹ 基因的克隆　 参照植物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒提取菲油果幼嫩叶片 ＤＮＡ。 根据 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 中同科（桃金娘科）植物桉树（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｒｏｂｕｓ⁃
ｔａ Ｓｍｉｔｈ． ）ＬＦＹ 基因序列设计 ＰＣＲ 引物，ＦＹＧ⁃Ｆ１：５′⁃
ＡＴＧＧＡＴＣＣＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＴＧＴＧ⁃３′、ＦＹＧ⁃Ｒ１：
５′⁃ＣＴＡＧＴＡＡＧＧＧＡＧＴＴＣＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＧＣＧＧＴ⁃３′。
ＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性３０ ｓ，
６２ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃ 保存备用。 回收纯化后的

ＰＣＲ 产物直接克隆至 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体，挑选阳性克隆

送至上海博尚生物技术公司测序。 将测序获得的序

列与本实验室克隆得到的 ＦｓＬＦＹ 基因 ｃＤＮＡ 序列

（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＪＮ５６２７３８ ） 进行比对， 并通过

Ｂｌａｓｔｎ 程序进行同源性搜索鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＦｓＬＦＹ 基因的荧光定量 ＰＣＲ 分析 　 采用

北京奥莱博生物技术有限责任公司的植物 ＲＮＡ 提

取试剂盒提取菲油果各组织器官的总 ＲＮＡ，采用

ＴａＫａＲａ 公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ® ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｉｔ Ｗｉｔｈ ｇＤ⁃
ＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 合成 ｃＤＮＡ，所用引物为该试剂盒中自带

引物 Ｒａｎｄｏｍ ｂ ｍｅｒｓ 和 Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒｏ． 根据 ＦｓＬＦＹ
基因的外显子序列设计引物：ＦＹＧ⁃Ｆ２：５′⁃ＣＡＴＣＴＣ⁃
ＴＡＣＧＡＣＣＡＧＴＧＣＣＧ⁃３′、 ＦＹＧ⁃Ｒ２： ５′⁃ＣＴＴＣＴＴＣＧＣＧ⁃
ＴＡＣＣＴＧＡＡＣＡＣ⁃３′，扩增长度 为 ２２３ ｂｐ。 以 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 作为内参基因［２０］ 分析 ＦｓＬＦＹ 基因在各组织器

官中的表达模式。 每个样品均配制 ７５ μＬ 的总反应

体系，平均分成 ３ 等份进行试验，反应程序为 ９５ ℃预

变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １０ ｓ，５８ ℃退火延伸 ３０ ｓ，４０ 个

循环，荧光值的读取均在延伸阶段完成。 按照 ２ － ΔΔＣｔ

法来确定目的基因的表达量，并利用软件 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ
１０􀆰 ０ 对 ＦｓＬＦＹ 基因的相对表达量进行作图分析。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＦｓＬＦＹ 基因启动子的克隆及序列分析　 根

据 ＦｓＬＦＹ 基因的 ５′端序列设计 ３ 个巢式的特异性引

物作为反向引物，其序列分别为 ＦＹＧ⁃ＳＰ１：５′⁃ ＧＧＴ⁃
ＧＧＧＧＣＡＴＴＴＴＴＣＧＣＣＴＣＴＣ⁃３′、 ＦＹＧ⁃ＳＰ２： ５′⁃ＧＧＧＣ
ＴＣＣＧＴＣＡＣＴＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴ⁃３′、 ＦＹＧ⁃ＳＰ３： ５′⁃ＡＣＧ⁃
ＧＴＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧＴＴＧＣＴＧ⁃３′，以 Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ
Ｋｉｔ 试剂盒中的 ＡＰ１ ～ ＡＰ４ 随机引物作为正向引物。
０􀆰 ５ μＬ ＤＮＡ 为模板、ＡＰ１ Ｐｒｉｍｅｒ （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和

ＦＹＧ⁃ＳＰ１（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５ μＬ 为上下游引物，按
试剂盒的说明书进行 ＰＣＲ 扩增，总反应体系为

２５ μＬ，退火温度是 ６２ ℃。 取稀释 ５ 倍的第 １ 次

ＰＣＲ 产物 ０􀆰 ５ μＬ 为模板进行第 ２ 次 ＰＣＲ 扩增，引
物为 ＦＹＧ⁃ＳＰ２ 和 ＡＰ１，退火温度为 ６４ ℃。 取稀释 ５
倍的第 ２ 次 ＰＣＲ 产物为模板进行第 ３ 次 ＰＣＲ 扩增，引
物为 ＦＹＧ⁃ＳＰ３ 和 ＡＰ１，退火温度同上。 电泳检测 ３ 次

ＰＣＲ 产物后，回收、克隆、测序第 ３ 次 ＰＣＲ 产物。
测序结果确定为 ＦｓＬＦＹ 基因的启动子序列后，

综合运用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 及 ＰＬＡＣＥ 等在线软件比对分

析其转录调控元件［２１⁃２２］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计软件对 Ｆｓ⁃
ＬＦＹ 基因的相对表达量进行方差分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ
多重比较法进行显著性分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＦｓＬＦＹ 基因 ＤＮＡ 序列的克隆

采用引物 ＦＹＧ⁃Ｆ１ 和 ＦＹＧ⁃Ｒ１ 从菲油果中扩增

到长度约 １􀆰 ２ ｋｂ 的片段（图 ２），该片段经克隆、ＰＣＲ
检测后，挑选阳性克隆 ２ 和 ３ 进行测序（图 ３），结果

显示 ２ 和 ３ 的序列完全相同，将该序列与本实验室

之前克隆获得的 ＦｓＬＦＹ 基因 ｃＤＮＡ 序列（登录号为

ＪＮ５６２７３８）进行比对，发现除外显子序列完全相同

外，还包含 ２ 个内含子。 又通过 Ｂｌａｓｔｎ 进行同源性

搜索，结果表明该序列与几十种其他植物 ＬＦＹ 基因

序列高度同源， 其中与番石榴 （ Ｐｓｉｄｉｕｍ ｇｕａｊａｖａ
Ｌｉｎｎ． ） ＬＦＹ 基因的相似性最高，为 ９７％ ，与蓝桉

（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｌｏｂｕｌｕｓ Ｌａｂｉｌｌ． ）和莲雾（Ｅｕｇｅｎｉａ ｊａｖａｎｉ⁃
ｃａ Ｌａｍ． ）的相似性也分别高达 ９２％ 和 ９１％ ，因此

可确定该序列为 ＦｓＬＦＹ 基因的基因组 ＤＮＡ 序列。
其长度为 １２４３ ｂｐ，包含 ２ 个内含子，第 １ 个内含子

位于基因组 ３３２ ｂｐ 位置，长度为 ６３ ｂｐ；第 ２ 个内

含子在 ７４５ ｂｐ 的位置，长度为 １０９ ｂｐ。 这 ２ 个内

含子和外显子边界序列的 ５′端都是 ＧＴ，３′端都是

ＡＧ，即都遵循双子叶植物的内含子和外显子边界

序列特征。

Ｍ：１００ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ 产物电泳检测

Ｍ：１００ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ，１：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

图 ２　 ＦｓＬＦＹ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｐｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｓＬＦＹ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

３３８
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Ｍ：１００ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ３：ＰＣＲ 产物电泳检测

Ｍ：１００ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ，１⁃３：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

图 ３　 ＦｓＬＦＹ 基因重组子阳性克隆检测

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｆｏｒ ＦｓＬＦＹ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ

２􀆰 ２　 ＦｓＬＦＹ 基因的表达模式

为避免荧光定量 ＰＣＲ 扩增时基因组 ＤＮＡ 的影

响，引物位置要跨越或者包含内含子部分，本试验设

计的引物扩增长度为 ２２３ ｂｐ。 分别提取菲油果 １６
个组织器官的总 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ
质量是否满足后续试验要求后，再进行荧光定量

ＰＣＲ 扩增。 ＦｓＬＦＹ 基因的扩增曲线呈典型的 Ｓ 型，
基线平直、指数期明显且平行性好，ＦｓＬＦＹ 基因的

溶解曲线在 ８４ ℃ 时达到峰值，且是单一的特异

峰，表明无引物二聚体的污染和非特异性扩增，试
验结果准确。

以 １８Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参基因进行荧光定量 ＰＣＲ
扩增（图 ４）。 结果表明：（１）在菲油果花蕾发育的

不同时期 ＦｓＬＦＹ 基因的表达量也不同，在小蕾期中

表达量最高，其次是大蕾期（５􀆰 １４）、大蕾期（５􀆰 ７）、
现蕾期，表达量最低的是中蕾期，表达量最高值是其

最低值的 １２６ 倍。 在 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 的水平

下，ＦｓＬＦＹ 基因在小蕾期中的相对表达量均显著高

于其他 ４ 个时期，在大蕾期（５􀆰 １４）中的相对表达量

又显著高于现蕾期、中蕾期和大蕾期（５􀆰 ７）３ 个时

期，而现蕾期、中蕾期和大蕾期（５􀆰 ７）之间相对表达

量差异不显著。 （２）ＦｓＬＦＹ 基因在菲油果的不同组

织器官中均有表达，其表达量的大小依次为：营养枝

的幼嫩茎段 ＞萼片 ＞营养枝的顶芽 ＞雌蕊 ＞子房 ＞
营养枝的幼嫩叶片 ＞结果枝的幼嫩茎段 ＞结果枝的

顶芽 ＞雄蕊 ＞结果枝的幼嫩叶片 ＞ 花瓣，表达量最

高值是其最低值的 ５６ 倍。 在 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 的水平下，
ＦｓＬＦＹ 基因在营养枝的幼嫩茎段中的相对表达量

显著高于其他各个时期，营养枝的顶芽、雌蕊、萼
片、子房之间差异不显著，其他样本间差异不显

著；在 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 水平下的差异显著性与 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
水平相同。 以上结果表明菲油果中 ＦｓＬＦＹ 基因的

表达具有组织特异性。

１：现蕾期；２：小蕾期；３：中蕾期；４：大蕾期（５􀆰 ７）；５：大蕾期（５􀆰 １４）；
６：营养枝的幼嫩叶片；７：营养枝的顶芽；８：营养枝的幼嫩茎段；

９：结果枝的幼嫩叶片；１０：结果枝的顶芽；１１：结果枝的幼嫩茎段；
１２：雌蕊；１３：雄蕊；１４：萼片；１５：花瓣；１６：子房；Ａ：ＦｓＬＦＹ 基因在花蕾

不同发育时期中的表达；Ｂ：ＦｓＬＦＹ 基因在不同组织器官中的表达；小
写字母表示 Ｐ ＜ ０． ０５；大写字母表示 Ｐ ＜ ０． ０１
１：Ｓｑｕａｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ，２： Ｓｍａｌｌ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ，３：Ｍｉｄｄｌｅ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ，４：Ｂｉｇ ｂｕｄ
ｓｔａｇｅ（５􀆰 ７），５：Ｂｉｇ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ（５􀆰 １４），６：Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｂｒａｎ⁃
ｃｈｅｓ，７：Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｂｕｄｓ ｏｆ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ，８：Ｙｏｕｎｇ ｓｔｅｍｓ ｏｆ ｖｅｇｅｔａ⁃
ｔｉｖｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ，９：Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｒａｎｃｈｅｓ，１０：Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｂｕｄｓ ｏｆ
ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｒａｎｃｈｅｓ，１１：Ｙｏｕｎｇ ｓｔｅｍｓ ｏｆ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｒａｎｃｈｅｓ，１２：Ｐｉｓｔｉｌｓ，１３：
Ｓｔａｍｅｎｓ，１４：Ｓｅｐａｌｓ，１５：Ｐｅｔａｌｓ，１６：Ｏｖａｒｙ，Ａ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｓＬＦＹ ｇｅｎｅ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｂｕｄｓ，Ｂ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｓＬＦＹ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ，Ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ ＜
０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ， Ｕｐｐｅｒｃａｓｅｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ ＜
０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 ＦｓＬＦＹ 基因的时空表达模式

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＦｓＬＦＹ ｇｅｎｅ

２􀆰 ３　 ＦｓＬＦＹ 基因启动子克隆

以菲油果基因组 ＤＮＡ 为模板，通过染色体步移

法扩增 ＦｓＬＦＹ 基因的启动子序列，图 ５ 中 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
分别代表 ４ 次扩增，Ａ 中第 ３ 次巢式 ＰＣＲ 扩增中点

样孔非常明亮，但是泳道中无任何条带，原因可能是

模板浓度过高或者是模板有杂质；Ｂ 中的 ３ 次扩增

均是空白，可能是引物的特异性不高而致；Ｃ 中第 ３
次扩增有 ２ 条带，但是经过回收、测序后，确定该序

列并非 ＦｓＬＦＹ 基因启动子的序列；前 ３ 次扩增试验

均没有获得目的条带。 只有 Ｄ 才成功扩增出 ＦｓＬＦＹ
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基因的启动子序列，长度约 ３ ｋｂ，产物连接至 Ｔ 载体

后，进行菌液 ＰＣＲ 检测（图 ６），随机挑选阳性克隆

１、３、５ 测序。 将获得的序列 （２９４６ ｂｐ） 与菲油果

ＬＦＹ 基因的 ＤＮＡ 序列比对，两者间有 ５１０ ｂｐ 的重

复序列，对长度为 ２４３６ ｂｐ 的序列进一步分析，表明

该序列即为 ＦｓＬＦＹ 基因的启动子序列。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别表示启动子的 ４ 次巢式 ＰＣＲ 扩增，
Ｍ：１００ ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ；１：第 １ 次 ＰＣＲ 产物电泳检测；

２：第 ２ 次 ＰＣＲ 产物电泳检测；３：第 ３ 次 ＰＣＲ 产物电泳检测

Ａ，Ｂ，Ｃ，ａｎｄ Ｄ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：１００ ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ，１：Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ⁃ｒｏｕｎｄ

ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ，２：Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ⁃ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ，
３：Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ⁃ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ５　 ＦｓＬＦＹ 基因启动子克隆

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＦｓＬＦＹ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

Ｍ：１００ ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ７：启动子重组子的电泳结果

Ｍ：１００ ｂｐ ｐｌｕｓ Ｍａｒｋｅｒ，１⁃７：Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

图 ６　 ＦｓＬＦＹ 启动子重组子阳性克隆检测

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｆｏｒ
ＦｓＬＦＹ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ

２􀆰 ４　 ＦｓＬＦＹ 基因启动子的序列分析

分别应用 ＰＬＡＣＥ 和 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线分析软

件对 ＦｓＬＦＹ 基因 ２４３６ｂｐ 的启动子序列进行调控

元件的分析，两个软件的预测结果基本一致。 图

７ 为标注了主要转录因子结合位点（ ＴＦＢ）的 ＦｓＬ⁃

ＦＹ 基因启动子序列。 ＦｓＬＦＹ 基因启动子中的典

型作用元件有：调控基因转录起始频率并可增强

转录的 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ、ＲＮＡ 聚合酶的结合位点 ＴＡ⁃
ＴＡ⁃ｂｏｘ，还含有一些与水分胁迫相关的顺式作用

元 件， 如 ＡＣＧＴＧ、 ＡＣＧＴ、 ＷＡＡＣＣＡ、 ＴＡＡＣＴＧ 等。
ＧＲＷＡＡＷ、ＧＧＴＴＡＡ、ＧＡＴＡＡ 等元件表明了 ＦｓＬＦＹ
基因启动子在光调节中的作用；ＴＡＡＣＡＡＲ、ＴＧＡＣ
等元件暗示了在 ＧＡ 应答中的作用。 此外还存在

多个 顺 式 作 用 元 件， 如 ＡＢＡ 响 应 元 件、 ＭＹＣ
（ＭＹＢ）结合位点、磷酸盐饥饿响应元件以及一些

至今功能未知的顺式作用元件等。 因此推测 ＦｓＬ⁃
ＦＹ 基因启动子的表达受到了多种外界环境信号的

调控，例如水分、激素和光等，通过参与一系列的生

物学过程来调控其特定的生长发育过程。 ＦｓＬＦＹ 基

因的启动子序列（２４３６ ｂｐ）已提交至 ＧｅｎＢａｎｋ，登录

号为 ＫＦ７６６５３６。
通过对葡萄、山核桃（Ｃａｒｙａ ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ． ）

以及拟南芥等植物 ＬＦＹ 基因启动子区域的序列分

析发现，调控元件均存在保守性，并表现出不同程

度的差异，这与不同物种中 ＬＦＹ 同源基因除了花

分生组织保守性外，也存在功能性差异的现象

一致。

３　 讨论

在植物个体发育过程中开花是其中心环节，如
何提早开花和缩短童期对于经济林木的育种和栽培

具有十分重要的现实意义［２０］，因此开花关键基因逐

渐成为近年来的研究热点。 ＬＦＹ 基因是植物典型的

花分生组织特征基因，是启动开花的枢纽。 ＬＦＹ 同

源基因的表达特性也因植物物种而异。 Ｍ． Ｗａｄａ
等［１５］研究发现苹果（Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ． ） ＬＦＹ 的同

源基因 ＡＦＬ２ 不仅在花分生组织中强表达，而且在

叶片和根中也有较强的表达；柑橘（Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ
Ｂａｎｃｏ． ）ＬＦＹ 同源基因在花芽中的表达强度显著高

于营养芽［２３］；龙眼 ＬＦＹ 基因在嫁接苗的幼树期叶芽

中无表达，而在成年树叶芽中有微弱表达［２４］；甘菊

（Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａ ｌａｖａｎｄｕｌｉｆｏｌｉｕｍ Ｌｉｎｇ． ） ＬＦＹ 的同源基

因 ＤＦＬ 强烈表达于花芽，但是在幼茎和幼叶中表达

量较少［２５］；芥菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｊｕｎｃｅａ Ｃｚｅｒｎａｊｅｗ． ） ＬＦＹ 同

源基因在根中无表达，在花芽、幼茎、幼叶中的表达

模式与甘菊相同［２６］；核桃（Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ． ） ＬＦＹ
同源基因在叶片中表达量最低，嫩茎次之，花芽中

最高［２７］。
基因的表达模式和水平取决于启动子的顺式作
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起始密码子 ＡＴＧ 以方框和 ＋ １ 标出。 与已鉴定的顺式作用元件同源的基序用阴影标识，
其对应的名称在阴影下标出。 箭头表示的顺式作用元件方向与启动子相反

Ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ＡＴＧ ｉｎ ｂｏｘ ｉｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ＋ １． Ｔｈｅ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｃｉｓ⁃ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｄｏｗｓ ｕｎｄｅｒ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ
ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｔｉｆ ｉｓ ｐｒｅｓｅｎｔ． Ｔｈｅ ｃｉｓ⁃ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｒｒｏｗｈｅａｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ

图 ７　 ＦｓＬＦＹ 基因上游调控序列及预测的顺式作用元件

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦｓＬＦＹ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｉｓ⁃ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

用元件，为获得菲油果 ＦｓＬＦＹ 基因启动子，连续设

计了 ４ 次特异引物进行扩增，其中前 ３ 次均没有扩

增出来，只有第 ４ 次才成功克隆获得启动子序列。
通过对扩增出的启动子序列分析发现引物附近模板

ＧＣ 百分含量较高（接近 ６４％ ），故扩增难度大，对引

物的特异性要求也较高，由此可见引物是成功克隆

启动子的关键因素。 目前已在多种植物中克隆得到

ＬＦＹ 同源基因的启动子序列，经比对分析发现许多

转录因子的结合位点存在一定的保守性，比如均含

有 ＡＢＡ 应答元件、光响应元件、ＭＹＢ（Ｃ）结合位点

等顺式作用元件，表明这些元件在 ＬＦＹ 基因的表达

调控过程中可能起着非常重要的作用。 另外位于基
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因和启动子之间 ５′⁃ＵＴＲ 区域序列具有的作用，对启

动子活性的发挥是具有增强、弱化还是冗余的功能

尚不得而知，而且 ＦｓＬＦＹ 基因启动子还存在一些功

能未知的作用元件，要探究这些作用元件在 ＬＦＹ 基

因表达调控中的具体作用，还需要通过进一步的实

验来验证。
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（９）：６８⁃７７

［１１］ 　 胡柱兵，林顺权，叶白行． 芒果 ＬＥＡＦＹ 同源基因的分离及序列

分析［Ｊ］ ． 亚热带植物科学，２００４，３３（２）：１⁃４
［１２］ 　 Ｆｒｏｈｌｉｃｈ Ｍ Ｗ，Ｐａｒｋｅｒ Ｄ Ｓ． Ｔｈｅ ｍｏｓｔｌｙ ｍａｌｅ ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｅｖｏ⁃

ｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｏｒｉｇｉｎｓ：ｆｒｏｍ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｆｏｓｓｉｌｓ ［ Ｊ］ ． Ａｕｓｔ Ｓｙｓｔ Ｂｏｔ，２０００，
２５：１５５⁃１７０

［１３］ 　 Ｋｅｌｌｙ Ａ Ｊ，Ｂｏｎｎｌａｎｄｅｒ Ｍ Ｂ，Ｍｅｅｋｓ⁃Ｗａｇｎｅｒ Ｄ Ｒ． ＮＦＬ，ｔｈｅ ｔｏｂａｃ⁃
ｃｏ ｈｏｍｏｌｏｇ ｏｆ ＦＬＯＲＩＣＡＵＬＡ ａｎｄ ＬＥＡＦＹ，ｉｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｆｌｏｒａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ，
１９９５，７：２２５⁃２３４

［１４］ 　 Ｋｙｏｚｕｋａ Ｊ，Ｋｏｎｉｓｈｉ Ｓ，Ｎｅｍｏｔｏ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＦＬ，
ｔｈｅ ＦＬＯ ／ ＬＦＹ ｈｏｍｏｌｏｇ ｏｆ ｒｉｃｅ，ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｎｉｃｌｅ ｂｒａｎｃｈ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ，１９９８，９５：１９７９⁃１９８２

［１５］ 　 Ｗａｄａ Ｍ，Ｃａｏ Ｑ Ｆ，Ｋｏｔｏｄａ Ｎ，ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｅ ｈａｓ ｔｗｏ ｏｒｔｈｏｌｏｇｕｅｓ ｏｆ
ＦＬＯＲＩＣＡＵＬＡ ／ ＬＥＡＦＹ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
２００２，４９：５６７⁃５７７

［１６］ 　 Ｍｏｕｒａｄｏｖ Ａ，Ｇｌａｓｓｉｃｋ Ｔ，Ｈａｍｄｏｒｆ Ｂ，ｅｔ ａｌ． ＮＥＥＤＬＹ，ａ Ｐｉｎｕｓ ｒａ⁃
ｄｉａｔｅ ｏｒｔｈｏｌｏｇ ｏｆ ＦＬＯＲＩＣＡＵＬＡ ／ ＬＥＡＦＹ ｇｅｎｅｓ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ
ＵＳＡ，１９９８，９５：６５３７⁃６５４２

［１７］ 　 李昊，陈仲，李英，等． 毛白杨 ＰｔＬＦＹ 基因启动子的克隆及其
瞬时表达分析［Ｊ］ ． 中国生物工程杂志，２０１２，３２（４）：４１⁃ ４６

［１８］ 　 朱娜． 龙眼 ＬＦＹ 同源基因表达及启动子克隆［Ｄ］． 福州：福建
农林大学，２０１０

［１９］ 　 宗成文，章镇，房经贵，等． 葡萄 ＬＥＡＦＹ 基因启动子的克隆与
序列分析［Ｊ］ ． 南京农业大学学报，２００７，３０（４）：２０⁃２５

［２０］ 　 冯延芝． 枣和菲油果 ＬＦＹ 基因的基因组 ＤＮＡ 序列克隆及表
达模式比较研究［Ｄ］． 长沙：中南林业科技大学，２０１３

［２１］ 　 郭余龙，闫明旭，陈君． 矮牵牛 ＰＭＡＤＳ９ 基因启动子的克隆及
分析［Ｊ］ ． 植物遗传资源学报，２０１１，１２（２）：２７５⁃２８０

［２２］ 　 马婧，刘群，王晓斌，等． ２ 个腊梅 ｎｓＬＴＰ 基因启动子的克隆及
其在烟草中的瞬时表达分析［ Ｊ］ ． 植物遗传资源学报，２０１２，
１３（４）：６０１⁃６０８

［２３］ 　 陈大明，金勇丰，张上隆． 柑橘 ＬＥＡＦＹ 同源基因片段分离及特
性研究［Ｊ］ ． 园艺学报，２００１，２８（４）：２９５⁃３００

［２４］ 　 管磊． 龙眼 ＬＥＡＦＹ 基因克隆与功能研究［Ｄ］． 福州：福建农林
大学，２００８

［２５］ 　 马月萍． 甘菊 ＬＥＦＡＹ 同源基因的克隆与表达分析［Ｄ］． 北京：
北京林业大学，２００５

［２６］ 　 张敏． 芥菜生殖发育转变的生化机理及 ＬＦＹ 基因的克隆与分
析［Ｄ］． 重庆：西南大学，２００９

［２７］ 　 何富强． 核桃 ＬＦＹ 同源基因的克隆和表达［Ｄ］． 保定：河北农
业大学，２０１１

７３８
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