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摘要：【目的】分离百合的 LFY 类基因，检测百合中 LFY 类基因的拷贝数并分析其表达模式。【方法】利用  

RT-PCR结合 RACE的策略克隆百合的LFY类基因，通过Southern杂交检测百合中LFY类基因的拷贝数，通过RT-PCR

分析 LiLFY1 基因的表达模式。【结果】获得了包括全长开放阅读框（ORF）的 LiLFY1 基因的 cDNA 序列。与已克隆

的 LFY 类蛋白的同源性分析表明，LiLFY1 编码的蛋白与单子叶植物水稻和玉米的 LFY 类蛋白具有更高的同源性。

Southern 杂交结果表明，二倍体百合中有 2 个拷贝的 LFY 类基因。LiLFY1 基因在百合的幼嫩花芽和顶端分生组织

中表达，而在根、茎、成熟的叶片和成熟花的各轮器官中不表达。【结论】百合的 LiLFY1 基因与已克隆的其它作

物的 LFY 类基因高度同源，在百合的顶端分生组织和幼嫩花芽中表达，LiLFY1 基因的克隆将有助于调整百合开花

时间的基因工程研究。 
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Abstract:【Objective】The aim of this study is to isolate the LFY family genes in lily and analyze the copies number and the 
expression of the LFY family genes isolated. 【Method】 LiLFY1 was isolated with the strategy of RT-PCR combining RACE. The 
copies number of the LFY family genes was analyzed by Southern blotting and the expression of LiLFY1 was analyzed by RT-PCR. 
【Result】The cDNA of LiLFY1 containing the full-length open reading frame (ORF) was isolated from lily (Lilium longiflorum 
Thunb.) by the RT-PCR and RACE strategy. The alignment analysis of the deduced LiLFY1 protein with other known LFY family 
proteins indicated that LiLFY1 is highly homologous with rice RFL and maize FLL. The result of Southern hybridization showed 
that there are two copies of LFY family genes in lily. LiLFY1 is expressed in young flower buds and shoot apical meristem (SAM) 
but not in roots, shoots, mature leaves and mature floral organs. 【Conclusion】 The LiLFY1 isolated from lily are highly homologous 
with the other LFY family genes isolated from other species. LiLFY1 is expressed in SAM and young flower buds. The cloning of 
LiLFY1 gene may be applied to the genetic engineering aiming for regulating the flowering time in lily. 
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0  引言 

【研究意义】开花植物发育的一个显著阶段是成

花转型，即以叶片发育为主的营养生长停止，而以侧

芽和花的发育为主的生殖生长起始。对于拟南芥开花

调控的研究发现：拟南芥开花时间的调控是通过多个

不同遗传位点的作用来实现的[1~7]，根据对一些拟南芥

开花时间的突变体的研究，将调控拟南芥开花的因素

归为 4 条途径：长日照途径、自主途径、春化途径和

赤霉素途径[4,8]，其中拟南芥的 LEAFY（LFY）基因参
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与了各条开花途径的整合，在植物的开花调控中起着

重要的作用[9]。LFY 类基因编码植物特异的转录因子，

促进开花植物的成花转型和生殖生长。目前在很多作

物上已克隆了 LFY 类基因，但在百合上，相应基因还

没有研究。百合是重要的单子叶花卉植物。不同品种

百合的开花时间存在很大差异，从种子开始，大多数

品种需要 2～3 年才能开花。克隆百合的 LFY 类基因，

对于通过基因工程技术人工改变百合的花期具有重要

的意义。【前人研究进展】在拟南芥中，LFY 基因是

一个花序分生组织决定基因，在成花转型前被诱导，

当花序分生组织出现后，LFY 的表达逐渐增强[1,10]。LFY
基因的首要作用是协同其它成花相关基因抑制茎端分

生组织的营养性发育，同时参与促进花分生组织的形

成和花分生组织属性的控制，另外 LFY 基因还参与活

化花器官属性基因[11~13]。在拟南芥中 LFY 基因的突变

会造成晚花表型，同时使花部分转变为花序，而转 LFY
基因的拟南芥的侧芽全部转变为花。自 Weigel 首次鉴

定了 LFY 类基因在成花中起关键作用以来，目前已经

在多种作物上克隆得到了 LFY 类同源基因，包括种子

植物的水稻、烟草、苹果、葡萄等及裸子植物的辐射

松、银杏等。LFY 类基因的结构和功能在不同的物种

间存在着高度的保守性[14]。已克隆的 LFY 类基因的氨

基酸序列同源性最高可达 91%，最低为 44%。在功能

上，将杨树的 LFY 同源基因转化拟南芥会使转基因拟

南芥的花期提前，将辐射松的 LFY 类同源基因转化拟

南芥会使转基因拟南芥对光周期不敏感并使开花提

前，单子叶植物水稻的 RFL 基因（LFY 类同源基因）

转化拟南芥可以互补 lfy 突变体的表型，表明了 LFY
类基因在功能上的高度保守性。但是烟草的 NFL1 基

因（LFY 类同源基因）转化拟南芥并不能使拟南芥的

花期提前[15]；水稻的 RFL 基因在水稻中影响花序的发

育但不能促进水稻早花，这些研究表明 LFY 类基因的

功能在不同物种间既存在高度保守性又有一定程度的

分化[16]。同时 LFY 类基因的拷贝数和表达模式在不同

物种间也不尽相同[17]。【本研究切入点】LFY 类基因

的结构和功能在不同作物中存在很高的保守性，因此

可以应用同源基因克隆的策略克隆百合中的 LFY 类
基因，同时不同作物中 LFY 类基因的拷贝数和表达模

式存在差异，因此需要进一步明确百合中 LFY 类基因

的拷贝数和表达模式。【拟解决的关键问题】分离百

合中的成花转型关键基因：LFY 类基因，检测百合中

LFY 类基因的拷贝数并分析克隆得到的 LiLFY1 基因

的表达模式。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

供试麝香百合品种‘雪皇后’，种植于北京市延

庆区百合苗圃，由北京农学院赵祥云提供。试验中所

用内切酶、反转录酶、连接酶为 Promega 公司产品,
所用 Taq 酶为 TaKaRa 公司产品，Trizol 试剂为

Invitrogen 公司产品。 
1.2  LiLFY1 的同源克隆 

利用 Trizol 试剂提取百合幼嫩花芽（约 5 mm）总

RNA，去除 DNA 并进一步纯化后，利用反转录酶

M-MLV（Promega）合成 cDNA 用作以下 PCR 反应的

模板。根据 LFY 类蛋白 LFY，FLO 和 RFL 的保守结

构域设计兼并引物 LFY-F 和 LFY-R（表 1）。以百合

花芽 cDNA 为模板进行 RT-PCR 扩增，得到 2 条扩增

片段。将 2 个片段都回收，测序后进行 Blast 分析。 
利用 RACE 策略克隆 LiLFY1 基因 cDNA 的 3′和

5′片段。首先根据已克隆的 LiLFY1 序列设计 37 bp 的

基因特异引物 LiLFY1 3RE-F，利用引物对 LiLFY1 
3RE-F 和 CDS Ⅲ /3′（ SMARTTM cDNA Library 
Construction Kit，CLONTECH）进行 touchdown PCR
扩增。扩增得到一条约 500 bp 的片段，将该片段回收

连接 T-easy 转化大肠杆菌 E.coli，提取单克隆，用基

因特异引物 LiLFY1 3RE-TF 和 LiLFY1 3RE-TR 先进

行 PCR 检测，阳性克隆进行测序分析。 
设计 35 bp 的基因特异引物 LiLFY1 5RE-R。利用

引物对 LiLFY1 5RE-R 和 SMART 5′ oligo 引物

（ SMARTTM cDNA Library Construction Kit 
CLONTECH，提供）进行第一轮 touchdown PCR，结

果得到弥散的带。进一步设计 20 bp 的基因特异引物

LiLFY1 5RE-R2 和兼并引物 LiLFY1 1-21，以第一轮

PCR 产物为模板进行 touchdown PCR 扩增，结果得到

一条约 500 bp 的扩增片段。将该片段回收进行测序分

析。 
本文用于 LiLFY1 基因的分离和分析所用的引物

见表 1，所用 touchdown PCR 的基本程序是：95℃变

性 5 min，然后进行 20 个循环的 95℃变性 40 s，65
℃（每个循环退火温度下降 0.5℃）退火 40 s 和 72℃
延伸 90 s，然后进行 30 个循环的 95℃变性 40 s，60
℃退火 40 s 和 72℃延伸 90 s，最后延伸 5 min。 
1.3  Southern 杂交 

利用 SDS 法提取百合叶片总 DNA。20 µg 百合基

因组 DNA 用 BamHⅠ、EcoRⅠ、EcoRⅤ、XbaⅠ、 
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表1  本文中用于LiLFY1基因克隆和分析所用的引物及序列 

Table 1  Primers and their sequences used in the isolation and 
analysis of LiLFY1 in this study 

引物 Primers 序列 Sequences (5′-3′) 

LFY-F TGGGAG/CCTT/G/ACTT/CG/CTT/CGGT/C/AGA 

LFY-R TGGCAG/A AGCTGA/GCGA/C/GAGC/TT/CTG/TG 

LiLFY1 3RE-F GGACTACTTGTTTCATCTCTACGAGCAGTGCAG 
GCAG 

CDS III/3'   ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N 

LiLFY1 3RE-TF CAGTTTCTGCTGCAGGTGCAAGC 

LiLFY1 3RE-TR CGTACCAGATGGCCAGTCGAGG 

LiLFY1 5RE-R ACGAGCCTGACTCGGGATCCCCATAACCCTCTCCC

LiLFY1 5RE-R2 GCTTCTCTCTCCTGCTGCACC 

SMART 5′ oligo GTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG

LiLFY11-21 ATGGATCCT/CG/AAT/C/AGA/C/GA/TGCCTTC 

LiLFY1 TF CAGACAACCAGGCGAATGCTC 

LiLFY1 TR GTGGAAGGCGTAGCAGTGTACG 

Liact-F ATCCCAGCAGCGTCGCACATCC  

Liact-R GCCAGATCTTCTCCATGTCATCC 

LiLFY1 PF GCTTCTTCTTGGCGAGCGG 

LiLFY1 PR ATGGCCAGTCGAGGGTGCG 

 

KpnⅠ和 HindⅢ酶切，用 0.8%琼脂糖进行电泳后将

DNA 转到尼龙膜上（Amersham）。利用 32P 和探针标

记试剂盒（TAKARA）进行杂交，程序参照植物分子

生物学实验手册[18]。LiLFY1 基因特异的探针通过 PCR
获得，所用引物为 LiLFY1 PF 和 LiLFY1 PR（表 1）。 
1.4  LiLFY1 基因的序列分析和系统树分析 

多序列比对利用 DNASTAR 软件和 Blast 进行，

利用 LiYAB1 基因编码的 396 个氨基酸的蛋白序列和

已克隆的其它 LFY 类蛋白的序列进行多个蛋白的序

列比对，采用 MEGA2 neighbor-joining 软件绘制系统

进化树。所用基因的登录号如下：矮牵牛 ALF
（AF030171），桉树 ELF1（AF034806），番茄 FAL
（AF197936），甘菊 DFL（AY559245），花菱草 EcFLO
（AY188789），花椰菜 BoFH（Z18362），黄瓜 CFL
（AF059320），金鱼草 FLO（M55525），拟南芥 LFY
（M91208），苹果 AFL2（AB056159），葡萄 VFL
（AF450278），水稻 RFL（AB005620），豌豆 UNI
（AF010190），烟草 NFL1（U15798），杨树 PTLF
（U93196），玉米 FLL（AY179883），银杏 GinNdly
（AF105111）。 
1.5  LiLFY1 基因的表达分析 

分别从根、茎、叶和茎顶端分生组织（处于由营 

养生长向生殖生长转化时期）、幼嫩花芽（5 mm）、

成熟花（50 mm）的不同花器官中提取 RNA 并反转录

得到 cDNA，程序同 1.2 所述，以基因特异引物 LiLFY1 
TF 和 LiLFY1 TR 进行 RT-PCR 反应。以百合 ACTIN
基因为参照，ACTIN 基因特异扩增的引物为 Liact-F
和 Liact-R（表 1）。 

2  结果与分析 

2.1  LiLFY1 基因的克隆 
因为 LFY 类蛋白在 LFY 结构域是高度保守的，

笔者根据拟南芥的 LFY 蛋白、金鱼草的 FLO 蛋白和

水稻 RFL 蛋白的 LFY 同源结构域设计兼并引物

LFY-F 和 LFY-R。以百合幼嫩花芽（约 5 mm 的花芽）

的 cDNA 为模板进行 RT-PCR 扩增，得到 2 条清晰的

带（图 1-A），将 2 条带都回收，连接 T-easy，测序，

将所得序列进行 Blast 比对，发现 831 bp 的片段与 LFY
类基因高度同源，是百合的 LFY 类基因（LiLFY1）片

段。 
根据已经得到的 LiLFY1 片段的序列设计 3′RACE

的基因特异引物 LiLFY1 3RE-F，同时利用笔者所在实

验室构建 cDNA 基因文库所用的试剂盒提供的反转录

引物 CDS Ⅲ/3′，以百合幼嫩花芽的 cDNA 为模板进

行 touchdown PCR 扩增，结果得到一条约 500 bp 的带

（图 1-B）。再设计 1 对 3′端交叠部分的检测引物：

LiLFY1 3RE-TF 和 LiLFY1 3RE-TR。将扩增产物回收

并连接 T-easy，转化大肠杆菌 E.coli，挑取单克隆并

用检测引物进行检测，然后对阳性克隆进行测序。结

果表明所得 500 bp 的片段包括已克隆的 LiLFY1 片段

的 3′端 232 bp 的片段（不包括 PolyA）。 
根据已经得到的 LiLFY1 片段的序列设计 5′RACE

的基因特异引物 LiLFY1 5RE-R 和 LiLFY1 5RE-R2。
同时根据LFY类基因蛋白N端的保守性设计兼并引物

LiLFY1 1-21。以 LiLFY1 5RE-R 和 cDNA 基因文库构

建所用的试剂盒提供的 SMART 5′ oligo 为引物，以百

合幼嫩花芽的 cDNA 为模板进行第一轮 touchdown 
PCR 扩增。第一轮 PCR 得到弥散的带，以 LiLFY1 
5RE-R2 和 LiLFY1 1-21 为引物，以第一轮 PCR 产物

为模板做第二轮 touchdown PCR。结果得到一条约 500 
bp 的带（图 1-C）。将之回收并连接 T-easy，转化 E.coli
后取单克隆进行测序。结果表明，所得 500 bp 的片段

包括 LiLFY1 的 5′端 291 bp 的片段。由此得到 LiLFY1
基因的全长 cDNA 片段（在 GenBank 中的登录号为

EF458319）。
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A：RT-PCR；B：3′RACE；C：5′RACE。M：分子量标准；CK：以水为模板；1：RT-PCR 中以‘雪皇后’cDNA 为模板，箭头所示为长度 831 bp 的 LiLFY1
片段；2：3′RACE 中以‘雪皇后’cDNA 为模板；3：5′RACE 中以‘雪皇后’cDNA 为模板的第一轮 PCR；4：5′RACE 中以第一轮 PCR 产物为模板的第

二轮 PCR 
A: RT-PCR; B: 3′ RACE; C: 5′ RACE. M: Molecular weight ladder; CK: H2O as template; 1: ‘Xuehuanghou’ cDNA as template in RT-PCR; the arrow 
indicated the fragment of LiLFY1 that was 831 bp; 2: ‘xuehuanghou’ cDNA as template in 5′RACE; 3: The product of the first PCR in 5′ RACE, 
‘Xuehuanghou’ (a variety of Lily) as template; 4: The product of the second PCR in 5′RACE 
 

图 1  百合 LiLFY1 基因的克隆 
Fig. 1  Isolation of LiLFY1 

 
2.2  LiLFY1 的结构和同源性比较 

LiLFY1 基因编码含 396 个氨基酸的蛋白，含有 
LFY 结构域（图 2-A）。多序列比对分析表明，LiLFY1
蛋白与已克隆的 LFY 类蛋白都有比较高的同源性（图

 

 
 
A. LiLFY1 蛋白的氨基酸序列，图中 LFY 保守结构域用下划线表示；B. LiLFY1 蛋白与其它 LFY 类蛋白的序列比对分析 
A. The amino acid sequence of LiLFY1, the conserved LFY domain was underlined; B. Amino acid sequence alignment of LiLFY1 with other LFY proteins 
 

图 2  LiLFY1 蛋白的氨基酸序列（A）和与其它 LFY 类蛋白的序列比对（B） 
Fig. 2  The amino acid sequence of LiLFY1 (A) and the alignment of LiLFY1 and other LFY proteins(B) 
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2-B），其中与水稻的RFL和玉米的FLL同源性最高，

分别为52.38%和50.7%；与拟南芥的LFY蛋白同源性

较低（48.08%）。对已克隆LFY类蛋白进行系统树分析

表明，LiLFY1与单子叶植物的LFY类蛋白RFL和FLL
聚为同一分支，与裸子植物LFY类蛋白GinNdly和双子

叶植物LFY类蛋白LFY、PTLF等为并列的分支（图3）。 
 

 

 

图 3  LiLFY1 蛋白和 LFY 类蛋白的系统进化树分析 

Fig. 3  Phylogram of LiLFY1 and other LFY proteins 

 

2.3  百合中 LFY 类基因拷贝数分析 

用 SDS 法大量提取百合叶片 DNA，分别用 BamH
Ⅰ、EcoRⅠ、 EcoRⅤ、XbaⅠ、KpnⅠ和 HindⅢ对

20 µg DNA 进行酶切 24 h，转膜，以 500 bp 的 LiLFY1
片段为探针进行 Southern Blot 杂交。结果表明，LFY
类基因在百合中是双拷贝（图 4），所以笔者将本研

究克隆的基因称为 LiLFY1。 
2.4  LiLFY1 的表达 

为了检测 LiLFY1 在百合不同器官中的表达，取

百合的根、成熟叶片、茎、顶端分生组织、幼嫩花芽

（5 mm）和成熟花（约 50 mm）的花萼、花瓣、雄蕊、

雌蕊，提取其 RNA，经反转录后得 cDNA，利用 LiLFY1
基因的特异引物 LiLFY1 TF 和 LiLFY1 TR 进行

RT-PCR。同时用百合 ACTIN 基因为内参。结果发现，

LiLFY1 在顶端分生组织和幼嫩花芽中表达（图 5），

而在根、成熟叶片、茎和成熟花的 4 轮器官中都不表

达（图片未显示）。 

 
 
百合基因组 DNA 分别用 BamHⅠ、EcoRⅠ、EcoRⅤ、XbaⅠ、KpnⅠ和

HindⅢ酶切  
Genome DNA of lily was digested with BamHⅠ(B), EcoRⅠ(EI), EcoRⅤ
(EV), XbaⅠ(X), KpnⅠ(K) and HindⅢ(H), respectively 
 

图 4  百合 LFY 类基因的拷贝数分析 

Fig. 4  Analysis of LFY family genes in lily 

 

 
 

图 5  LiLFY1 基因在百合叶片（L）、茎（SH）、茎端分生

组织（SAM）和幼嫩花芽（YB）中的表达 

Fig. 5  Expression of LiLFY1 in lily leaves (L), shoots (SH), 

shoot apical meristem (SAM) and young buds (YB) 

 

3  讨论 

3.1  LiLFY1 基因编码百合的 LFY 类蛋白 

笔者应用 RT-PCR 和 RACE 的策略成功地克隆了

百合的 LFY 类基因。由于百合基因组较大，为拟南芥

基因组的 250 倍，水稻基因组的 9 倍[19]，同时在百合

中存在两个拷贝的 LFY 类基因，普通 PCR 扩增往往

会有非特异性扩增。因此笔者采用了设计长的基因特

异引物和 touchdown PCR 的方法，增强了 PCR 扩增的

特异性，得到了 LiLFY1 基因的全长 cDNA。 
对 LiLFY1 基因的分析发现，LiLFY1 编码的蛋白

具有 LFY 结构域，是 LFY 类转录因子。与已克隆的

LFY 类蛋白的同源性分析表明，LiLFY1 与单子叶植

物水稻和玉米的 LFY 类蛋白具有更高的同源性，三者

聚为一个分支，与双子叶植物的 LFY 类蛋白和裸子植

物银杏的 LFY 类蛋白为并列的分支，这与其单子叶植
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物的分类地位表现一致，表明随着单子叶植物和双子

叶植物的进化，LFY 类基因的结构也在分化。 
3.2  LFY 类基因在百合中有两个拷贝 

迄今为止，在很多作物上已经克隆了 LFY 类同源

基因，但在不同作物中LFY类基因的拷贝数存在差异。

LFY 类基因的拷贝数呈现越高等的作物中 LFY 基因的

拷贝数越少的基本规律。其中裸子植物中一般有 2 个

拷贝，二倍体被子植物一般有 1 个拷贝。在模式植物

拟南芥和水稻中，LFY 基因都只有 1 个拷贝。但是随

着对更多作物的 LFY 类基因的分析发现，这个规律并

不是普遍适用的。其中高等被子植物苹果中有 2 个拷

贝的 LFY 类基因[20]。LFY 基因的拷贝数与作物的染色

体的倍性也有关系，在二倍体烟草中 LFY 基因有 1 个

拷贝，但在四倍体烟草中 LFY 基因有 2 个拷贝[21]。根

据本文 Southern 杂交的结果，二倍体百合中有 2 个拷

贝的 LFY 类基因。 
3.3  LiLFY1在百合的茎端分生组织和幼嫩花芽中表达 

LFY 类基因的表达模式在不同植物中也有差异。

金鱼草的 FLO 基因只在花原基和花中表达，而在营养

生长的叶片中不表达[22]；拟南芥的 LFY 基因在营养

生长的叶片和生殖生长的花序和花芽中都表达，并且

在开花前呈现表达量逐渐提高的趋势。在花序分生组

织产生后表达量最高；在苹果中，AFL1 基因只在花芽

中表达，但是 AFL2 在营养生长的根、茎、叶片及生

殖生长的花芽中都表达；单子叶植物水稻的 LFY 类基

因 RFL，只在水稻的花序中表达，而在营养生长的叶

片和生殖生长的小花中都不表达；在裸子植物辐射松

中，NLY 基因在营养生长器官中表达，包括茎、松针

等，而 PRFLL 在营养生长器官和生殖生长器官中都

表达，且在生殖生长的雄果球原基中表达最高[23,24]；

银杏的双拷贝 LFY 同源基因 Ginlfy 和 GinNdly 呈现不

同的表达模式，前者在银杏幼树，成年雌株和雄株的

根茎叶及花芽幼果中都表达，而后者除在花芽中表达

外，还在幼树和成年的雌株和雄株的叶片中表达，而

在其它器官中不表达[25]。 
虽然在各种作物中，LFY 类基因的拷贝数和表达

模式存在差异，但是在所有作物中，至少有 1 个拷贝

的 LFY 类基因在花序或花芽中表达，这与 LFY 类基因

促进开花和生殖生长的功能是对应的。百合的 LiLFY1
基因在幼嫩花芽和顶端分生组织中表达而在成熟的叶

片和茎中不表达，可能与 LiLFY 基因的促进开花和维

持花分生组织活性的功能有关。 
3.4  LiLFY1 基因应用于百合基因工程的潜力 

LFY 类基因有着广泛的功能，首要的功能是促  
进营养生长向生殖生长的转变，即影响作物的成花转

变[26,27]，笔者克隆了百合的 LiLFY1 基因，根据 LiLFY1
的表达模式和LFY类基因在调控开花时间上的功能保

守性，笔者推测 LiLFY1 基因对调控百合开花起着重

要的作用。目前基于基因改造和遗传转化的基因工程

技术已经应用于作物的品种改良和生产，通过基因工

程技术将 LiLFY1 基因在百合中过表达，将有可能使

百合的开花提前，从而促进百合的分子育种和繁殖生

产。 

4  结论 

本研究从百合中克隆得到了调控开花时间的 LFY
类基因的同源基因 LiLFY1，蛋白序列同源性分析表明

LiLFY1 蛋白与已克隆的 LFY 类蛋白有很高的同源

性，其中与单子叶植物水稻和玉米的 LFY 类蛋白具有

更高的同源性，这与其作为单子叶植物的分类地位是

一致的。在二倍体百合中有 2 个拷贝的 LFY 类基因。

LiLFY1 基因在百合的幼嫩花芽和顶端分生组织中表

达，而在根、茎、成熟的叶片和成熟花的各轮器官中

不表达，这与其可能的调控开花时间的功能是相对应

的。 
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