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荔枝 ＬＥＡＦＹ同源基因克隆及表达分析
李　宁，陈厚彬，张昭其，胡志群，周碧燕

（华南农业大学 园艺学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：采用ＲＴＰＣＲ与ＲＡＣＥＰＣＲ相结合的方法，从‘糯米糍’荔枝Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓ花芽中分离得到了‘糯米糍’荔枝
ＬＥＡＦＹ同源基因 （ＬｃＬＦＹ）的 ｃＤＮＡ全长序列．基因全长１３９７ｂｐ，其中编码区１１７１个碱基，推测编码３９０个氨基
酸．采用半定量ＰＣＲ技术研究了ＬＦＹ同源基因在荔枝花芽分化进程的表达情况．结果表明，在‘糯米糍’荔枝花芽
分化开始时检测到ＬＦＹ同源基因的表达，在花序原基出现前后表达增强，但在花分化的阶段表达水平明显减弱．
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　　 荔枝是我国热带亚热带地区广泛栽培的特产果
树，但荔枝存在“大小年”结果现象，严重影响了荔枝

产业的发展．研究荔枝的花芽分化机理，对于解决荔枝
“大小年”结果等生产中的实际问题具有重要的意义．
自２０世纪９０年代以来，利用分子生物学的研究手段
研究成花机理，在拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ和金鱼
草Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ等模式植物上取得了突破．研究
表明两类基因参与调控植物的成花过程，一类是“花

分生组织身份基因”，在早期的分生组织内表达，控制

花的发端，如ＬＥＡＦＹ（ＬＦＹ）基因［１２］；另一类是表达转

录因子的“同源异型基因”，在花内不同部位表达，决

定花的“器官身份”［３］，如ＡＰＥＴＡＬＡ１（ＡＰ１）基因．在一
些木本植物包括果树上的研究表明，模式植物上所揭

示的开花分子机理在木本植物中也广泛存在，在柑橘

Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ×Ｐｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａ［４］和苹果 Ｍａｌｕｓ×
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ［５］实生苗中组成型表达拟南芥的 ＬＦＹ和
ＡＰ１基因或其同源基因可以缩短童期，提早开花．

ＬＦＹ基因处于成花调控网络的关键位置，是开
花启动过程的主要调控基因［６７］，由于其在植物成花

中起重要作用，自ＬＦＹ基因发现以来，人们相继从枇
杷Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａｊａｐｏｎｉｃａ［８］、芥菜 Ｂｒａｓｓｉｃａｊｕｎｃｅａ．［９］、甘
蓝Ｂ．ｏｌｅｒａｃｅａ［１０］等多种植物中克隆到了ＬＦＹ同源基
因，但鲜见荔枝ＬＦＹ同源基因克隆的报道．本研究从
‘糯米糍’荔枝花芽中分离得到了‘糯米糍’荔枝

ＬＥＡＦＹ同源基因 （ＬｃＬＦＹ）的 ｃＤＮＡ全长序列，并采
用半定量 ＰＣＲ技术研究了 ＬＦＹ同源基因在荔枝花
芽分化进程中的表达情况，以期为荔枝成花调控提

供理论依据．



１　材料与方法
１．１　供试材料

‘糯米糍’荔枝 Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓ花芽采自华南农
业大学园艺学院果园；ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００、Ｔａｑ酶、
ｄＮＴＰｓ、３′ＲＡＣＥ试剂盒、５′ＲＡＣＥ试剂盒均购自
ＴａＫａＲａ公司；所有引物均由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成．
１．２　荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ全长克隆

荔枝ＲＮＡ提取采用 ＳＤＳ法，采用 ＴａＫａＲａ反转
录酶、ＯｌｉｇｏｄＴ（１８）对提取的ＲＮＡ进行反转录，获得
ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板，在对其他物种上已得到的
ＬＦＹ序列保守区进行比较后，设计１对长度为２０ｂｐ
的特异引物（Ｆ：５′ＴＧＡＴＴＡＣＣＴＣＴＴＣＴＡＴＣＴＣＴ３′，
Ｒ：５′ＧＡＧＡＡＴＴＧＡＡＡＡＴＧＧＣＡＴＣＧ３′）进行 ＰＣＲ
扩增，回收和纯化 ＰＣＲ产物，纯化后的 ＰＣＲ产物与
ｐＭＤ１９Ｔ载体连接，转化至大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ菌株ＤＨ５α感受态细胞，在对重组质粒进行ＤＮＡ
序列测定后，在美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）
进行ＢＬＡＳＴ，在确认所得序列和 ＧｅｎＢａｎｋ上其他物
种的ＬＦＹ同源基因序列的相似性较高后，根据所得
片段设计 ２条长度为 ２５ｂｐ的特异引物进行荔枝
ＬＦＹ同源基因 ３′末端的克隆（引物序列为 ３′ＲＡＣＥ
ＧＳＰ１：５′ＡＴＣＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＴＧＣＣＡＡＧＧ３′；３′
ＲＡＣＥＧＳＰ２：５′ＣＴＣＴＴＧＴＧＧＴＣＡＴＴＧＣＡＧＣＡＧＧＣＣＡ
３′），以及５′末端的克隆（引物序列为５′ＲＡＣＥＧＳＰ１：
５′ＴＣＣＴＴＧＡＡＣＧＣＴＣＴＣＣＴＣＡＧＣＡＣＡＴ３′； ５′ＲＡＣＥ
ＧＳＰ２：５′ＧＧＣＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＡＴＣＡＡＧ３′）．
１．３　荔枝ＬＦＹ同源基因在花芽分化过程中的表达

分析

　　从２００６年１１月至２００７年２月，在荔枝花芽分
化的不同时期采集花芽，提取ＲＮＡ，采用半定量ＲＴ
ＰＣＲ技术对荔枝 ＬＦＹ同源基因进行表达分析，引物
序列为 Ｆ：５′ＣＴＣＴＴＧＴＧＧＴＣＡＴＴＧＣＡＧＣＡＧＧＣＣＡ３′；
Ｒ：５′ＧＡＣＡＧＡＣＡＧＴＡＡＴＴＡＧＣＴＧＣＴＣ３′，以荔枝 Ａｃｔｉｎ
基因（基因登陆号为 ＤＱ３０９４６４）为内参基因，内参基
因的引物为Ｆ：５′ＣＡＴＧＧＴＴＡＴＣＣＡＧＧＧＴＧＡＧＣ３′；Ｒ：
５′ＣＣＴＧＡＴＣＧＡＣＧＡＧＧＴＡＡＴＣＣ３′．

２　结果与分析

２．１　荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ目的片段克隆
以荔枝基因组 ｃＤＮＡ为模板，在对其他物种上

已得到的ＬＦＹ序列保守区进行比较后设计１对长度
为２０ｂｐ引物，用所设计的１对特异引物进行 ＰＣＲ
反应，得到一长度为３００ｂｐ左右的目的带（图１ａ），

与预计条带大小基本一致．经回收、纯化，再与
ｐＭＤ１９Ｔ载体连接，连接产物转化大肠埃希菌菌株
ＤＨ５α感受态细胞，在含 Ａｍｐ、Ｘｇａｌ及 ＩＰＴＧ的 ＬＢ
平板上涂布获得白色菌落，挑取这些菌落培养，提取

质粒，用 ＨｉｎｄⅢ、ＥｃｏＲⅠ双酶切鉴定所获得的重组
质粒（图１ｂ）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：目的带；２：重组质粒ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ双酶

切产物；ａ：ＰＣＲ产物电泳图；ｂ：重组质粒ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ 双酶切产

物电泳图．

图１　‘糯米糍’荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ片段克隆
Ｆｉｇ．１　ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＬＦＹｈｏｍｏｌｏｇｕｅｇｅｎｅｉｎ

‘Ｎｕｏｍｉｃｉ’ｌｉｔｃｈｉ

　　把克隆到的片段序列（图２）通过 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔ
ｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上的ＢＬＡＳＴ工具进行
基因相似性比较分析，结果表明，其与同为无患子科

的龙眼Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ的ＬＦＹ同源基因相似性达
到９４％，命名为ＬｃＬＦＹ．

ＴＧＡＴＴＡＣＣＴＣＴＴＣＴＡＴＣＴＣＴＴＴＣＴＴＧＡＴＣＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＴＧＣＣＡＡＧＧＡＧＣＧ

ＣＧＧＴＧＡＡＡＡＡＴＧＴＣＣＡＡＣＣＡＡＧＧＴＧＡＣＡＡＡＣＣＡＧＧＴＧＴＴＴＡＧＧＴＡＴＧＣＣＡＡＡＡ

ＡＧＴＣＡＧＧＣＧＣＡＡＧＣＴＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧＣＣＧＡＡＧＡＴＧＣＧＧＣＡＣＴＡＴＧＴＧＣＡＣＴＧＣ

ＴＡＣＧＣＣＴＴＧＣＡＴＴＧＣＣＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＧＣＧＴＣＧＡＡＴＧＴＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＧＣＧＴＴＣ

ＡＡＧＧＡＧＡＧＧＧＧＧＧＡＡＡＡＴＧＴＴＧＧＧＧＣＡＴＧＧＣＧＧＣＡＧＧＣＧＴＧＴＴＡＣＡＡＧＣＣＴＣＴ

ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＴＧＣＡＧＣＡＧＧＣＣＡＡＧＧＣＴＧＧＧＡＣＡＴＣＧＡＴＧＣＣＡＴＴＴＴＣＡＡＴＴＣＴＣ

图２　‘糯米糍’荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ片段序列
Ｆｉｇ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＬＦＹｈｏｍｏｌｏｇｕｅｇｅｎｅｉｎ

‘Ｎｕｏｍｉｃｉ’ｌｉｔｃｈｉ

２．２　荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ３′末端克隆
以ｃＤＮＡ为模板，用所设计的２条特异引物参照

试剂盒进行ＰＣＲ反应，一次 ＰＣＲ为数条带（图３ａ），
二次ＰＣＲ得到长度为４００ｂｐ左右目的带（图３ｂ）．
经回收、纯化后，ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ１９Ｔ载体连接，连
接产物转化大肠埃希菌菌株 ＤＨ５α感受态细胞，在
含Ａｍｐ、Ｘｇａｌ及ＩＰＴＧ的ＬＢ平板上涂布获得白色菌
落，挑取这些白色菌落培养，提取质粒，经 ＥｃｏＲⅠ、
ＨｉｎｄⅢ双酶切后有目的条带的质粒为转入目的片段
的重组质粒（图 ３ｃ）．测定重组质粒的序列后，在
ＧｅｎＢａｎｋ上进行相似性搜索，结果表明获得了 ＬＦＹ
同源基因的３′末端，该片段长３４６ｂｐ，包含有终止密
码子，编码６１个氨基酸．
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：一次 ＰＣＲ扩增产物；２：目的带；３：重组质
粒ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切产物；ａ：一次 ＰＣＲ产物电泳图；ｂ：二次
ＰＣＲ产物电泳图；ｃ：重组质粒ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ 双酶切产物电泳图．

图３　荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ３′末端克隆
Ｆｉｇ．３　ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｃＤＮＡ３′ｅｎｄｏｆＬＦＹｈｏｍｏｌｏｇｕｅｇｅｎｅｉｎ

‘Ｎｕｏｍｉｃｉ’ｌｉｔｃｈｉ

２．３　荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ５′末端克隆
以ｃＤＮＡ为膜板，用所设计的荔枝 ＬＦＹ同源基

因５′ＲＡＣＥＧＳＰ１和荔枝 ＬＦＹ同源基因 ５′ＲＡＣＥ
ＧＳＰ２这２条特异引物参照试剂盒进行 ＲＴＰＣＲ反
应，一次ＰＣＲ得到数条带（图４ａ），二次 ＰＣＲ得到目
的带，长度为８００ｂｐ左右（图４ｂ）．经回收、纯化后，
ＰＣＲ产物与 ｐＭＤ１９Ｔ载体连接，连接产物转化大肠
埃希菌菌株 ＤＨ５α感受态细胞，在含 Ａｍｐ、Ｘｇａｌ及
ＩＰＴＧ的ＬＢ平板上涂布获得白色菌落，挑取这些菌
落培养，提取质粒，经质粒长度和ＨｉｎｄⅢ、ＥｃｏＲⅠ双酶
切鉴定获得重组质粒（图４ｃ）．测定重组质粒的序列
后，得到一长８３５ｂｐ的片段，包含有起始密码子．在
ＧｅｎＢａｎｋ上进行相似性比对，表明所获得片段是荔枝
ＬＦＹ同源基因的５′末端，该片段编码２５８个氨基酸．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：一次 ＰＣＲ扩增产物；２：目的带；３：重组质
粒ＨｉｎｄⅢ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切产物；ａ：一次 ＰＣＲ产物电泳图；ｂ：二次
ＰＣＲ产物电泳图；ｃ：重组质粒ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ 双酶切产物电泳图．

图４　荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤＮＡ５′末端克隆
Ｆｉｇ．４　ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｃＤＮＡ５′ｅｎｄｏｆＬＦＹｈｏｍｏｌｏｇｕｅｇｅｎｅｉｎ

‘Ｎｕｏｍｉｃｉ’ｌｉｔｃｈｉ

２．４　荔枝ＬＦＹ同源基因 ｃＤＮＡ全长及同源基因系
统进化分析

　　经过对荔枝ＬＦＹ同源基因片段与得到的３′末端
和５′末端序列拼接，最后得到荔枝ＬＦＹ同源基因ｃＤ
ＮＡ全长序列（图５）．本试验共扩增了１３９７ｂｐ，其中
编码区１１７１ｂｐ，５′端不翻译区包含６１ｂｐ，３′端不翻
译区包含１６５ｂｐ，共编码３９０个氨基酸．在 ＮＣＢＩ中
对荔枝ＬＦＹ同源基因进行相似性比对，找到多个同
源基因，利用ＭＥＧＡ５．０５对这些基因推导的氨基酸
序列进行系统进化树构建，结果如图６所示，本文所
克隆的荔枝ＬＦＹ同源基因（ＬｃＬＦＹ）所编码的蛋白质
与龙眼 ＤｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎＬＦＹ同源基因所编码的蛋
白质聚成一类，亲缘关系最近．荔枝和龙眼同属于无
患子科植物，而且两者亲缘关系相近．

图５　ＬｃＬＦＹｃＤＮＡ全长序列及氨基酸序列
Ｆｉｇ．５　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈＬｃＬＦＹｃＤＮＡａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄ
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图６　ＬｃＬＦＹ和其他ＬＦＹ蛋白系统进化树
Ｆｉｇ．６　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＬｃＬＦＹａｎｄｏｔｈｅｒＬＦＹｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．５　荔枝花芽分化过程中的ＬＦＹ同源基因表达分析
‘糯米糍’荔枝花芽分化的情况如图 ７所示，

２００６年１１月１４日为荔枝末次秋梢刚转绿、气温开
始下降的时期，属于花芽分化的诱导初期；１１月２７
日、１２月７和２１日为诱导期的中后阶段；２００７年１
月５—１１日为荔枝花序原基开始显现的时期；１月

２４日和２月８日为小花分化的时期．对 ＬＦＹ同源基
因表达分析结果表明，ＬＦＹ同源基因在‘糯米糍’荔
枝花芽分化的诱导初期，即 １１月中下旬开始有表
达；１２月上中旬至１月中旬，表达加强，此时正是荔
枝花芽分化的诱导期和花序原基形成的时期；至小

花分化期，表达水平下降（图７）．

图７　‘糯米糍’荔枝花芽分化过程中ＬｃＬＦＹ基因的表达
Ｆｉｇ．７　ＬｃＬＦＹｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｆｌｏｒａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ‘Ｎｕｏｍｉｃｉ’ｌｉｔｃｈｉ

３　讨论
在本研究中，我们已获得‘糯米糍’荔枝 ＬｃＬＦＹ

ｃＤＮＡ全长序列，系统进化树分析结果表明，该基因
所编码的蛋白质与龙眼ＬＦＹ同源基因所编码的蛋白
质聚成一类，亲缘关系最近，与其他多种植物也有较

高的相似性．ＬＦＹ属于花分生组织特征基因，ＬＦＹ基

因控制拟南芥花序梢分生组织向花分生组织转变，

是成花诱导的开关基因［６７］．ＬＦＹ基因编码转录因子
的激活蛋白，并且正调节 ＡＰ１基因等的表达，ＬＦＹ基
因在早期的花原基中表达，在 ＬＦＹ基因开始表达后，
其他２个花分生组织基因 ＡＰ１和 ＣＡＬ才开始表达；
而当花器官特异基因开始表达时，大部分 ＬＦＹ基因
的活性已经减弱［１１］．本研究的结果表明，从‘糯米
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糍’荔枝花芽分化诱导期开始，ＬｃＬＦＹ基因有一定的
表达，之后表达加强，在诱导的中后期以及花序原基

出现的时期维持相对较高的水平，然而在小花分化

期ＬｃＬＦＹ基因表达减弱，此时也是小花中各花器官
分化的时期，与前人研究结果［１１］相似．我们对荔枝
ＡＰ１同源基因（ＬｃＡＰ１）的表达分析结果表明，ＬｃＡＰ１
基因的表达要比 ＬｃＬＦＹ基因迟［１２］，与前人的研究结

果［１３］吻合．本文认为，ＬｃＬＦＹ基因可能与拟南芥等植
物一样，在成花的早期起作用，也可能是荔枝成花的开

关基因之一．但要明确ＬｃＬＦＹ基因在荔枝成花中的作
用，仍需要通过转基因技术进行功能鉴定．目前，由于
荔枝离体再生技术还不成熟，有必要借助拟南芥或烟

草等植物进行异源表达来分析鉴定其功能．
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