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摘　要:根据不同植物 FLO LFY 同源基因 3′端保守序列, 设计简并引物, 运用 RT_PCR技术在龙眼花芽总 RNA

中扩增得到长度为 408 bp 的 cDNA 片段, 命名为 lonFLO。 序列分析表明, 该片段与金鱼草 FLO 、 苹果 AFL2、

AFL1、 拟南芥 LFY 有较高的核苷酸同源性, 分别达 98.8%, 81.6%, 81.1%和 76.2%。
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　　FLO LFY 同源基因是花分生组织特异基因,

该基因突变会导致花分生组织不能形成正常的花,

而保持花序生长
[ 1-3]

。Weigel和 Nilsson 发现, LFY

基因的过量表达可以使拟南芥所有侧枝转变为单一

的花, 并使花期大大提前
[ 4]
。同时, 还发现, 将

LFY 基因转入欧洲山杨 ( hybridaspen) , 可以加速成

花进程, 使其开花期从 8 ～ 12 a 提早至 7个月
[ 5]
。

人们认为, LFY 基因可能控制花发育的启动程序,

而且它对维持花分生组织状态有重要的功能
[ 6]
。由

于该基因存在较高的保守性, 已经在多种植物上分

离到它们的同源基因
[ 7-11]

。

龙眼是我国南方地区重要的水果, 在生产上存

在成花不同步, 成花逆转等花发育调控问题, 严重

影响生产的稳定性
[ 12, 13]

。龙眼产期调控技术及机理

研究已成为目前研究的热点 。龙眼作为亚热带果

树, 大多数品种通常成花需要低温, 而且 1 a 开花

结果 1次, 对应用分子生物学技术开展成花机理及

调控研究是一个较大的限制。本研究采用的试验材

料四季蜜龙眼, 是广东肇庆科委龙眼研究所 1995

年从广西引进的新品系, 具有特殊的成花特性。该

龙眼在苗期及幼树容易成花座果;成年树 1 a 中可

以观察到多次开花的现象, 其中以 4-5月和 8-9

月成花较多, 座果率较高, 具有热带龙眼成花特

性, 即成花无需低温干旱条件。因此, 利用该品

系, 分离 FLO LFY 同源基因, 研究它在龙眼成花

过程中的功能与调控, 有着重要的理论和应用价

值。

1　材料与方法

1.1　材　料

四季蜜龙眼 Dimocarpus longan Lour.cv.Sijimi花

芽 、花序 、 花和叶片均采自广东肇庆市科委龙眼研

究所种植园 。样品在-70 ℃冰箱中保存。

1.2　龙眼 RNA提取

1.2.1　SDS 法　参照 Doehlert等
[ 14]
总 RNA 的提取

方法, 略加修改。

1.2.2　果实组织 RNA 提取法 　参照陈昆松等

( 1998)
[ 15]
方法。

1.2.3　改进的 RNA提取法　称取 0.5 ～ 1.0 g材料

液氮研磨粉, 转入离心管加 10 mL φ=70%预冷的

丙酮 ( -20 ℃) , 振荡混匀 。10 ℃ 8 000×g 离心

10min, 弃上清液 。重复抽提2 ～ 3次 。在沉淀中加

入 5.5 mL 60℃预热的提取液 ( Tris base 150 mmol L,

H3BO3 575 mmol L, EDTA 50 mmol L, NaCl 0.5 mol 

L, 4% SDS) 和 200 μL β_巯基乙醇, 后缓慢加入

1.375 mL的无水乙醇和 0.605 mL KAc 5 mol L ( pH

6.5) , 振荡, 再加入 5.5 mL的氯仿 异戊醇 (体积

比为 24∶1) , 混匀后, 4 ℃17 000×g 离心 15 min。

取上清液, 用等体积氯仿 异戊醇抽提 2 次, 取上

清液 。1 mL上清液加入 0.4 mL LiCl 9 mol L, -20

℃放置 3 h, 4 ℃15 000×g 离心 30 min, 得到粗沉

淀 。

沉淀用 0.3 mL LiCl 3 mol L 洗涤, 4 ℃15 000

×g 离心 10 min。待沉淀干燥后, 用 0.4 mL DEPC

灭菌水溶解沉淀, 加入 1 mL无水乙醇和 30 μL KAc
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5 mol L ( pH 6.5) , -20 ℃放置1 h, 4 ℃15 000×g

离心 30 min。沉淀用 φ=70%乙醇和无水乙醇分别

洗涤一次, 干燥后, 沉淀用 DEPC水溶解, 或以乙

醇沉淀的形式保存在-70 ℃中备用 。

1.3　龙眼 DNA提取

参照丁晓东等方法
[ 16]

, 稍作修改。

1.4　FLO LEY 同源基因保守片段克隆

利用 Superscript
TM
Ⅱ RNase H_逆 转 录 酶

( Invitrogen公司)合成 cDNA 第 1链, 根据拟南芥 、金

鱼草 、烟草等植物 LFY FLO同源基因 3′端序列的高

度保守性,用GeneTool软件,设计合成简并引物。

上游引物 1:
5′-GAA GGTGGCGCGCGTGGG CAAA GAAGAA-3′

下游引物 2:
5′-CGGAGC TTTGGTGGGC AACA GTACCA-3′

　　PCR扩增条件:采用 “热启动” 法, 即温度升

至72 ℃时加入 ExTaq酶 ( Takara公司) 。94 ℃放置

2 min, 55 ℃退火 70 s, 72 ℃延伸90 s, 94 ℃变性30

s, 35次循环, 72 ℃放置 7 min。用胶回收试剂盒

(上海华舜生物工程有限公司) 将扩增片段回收并

将纯化的 PCR产物直接和 pMD18_T 载体连接, 转

化大肠杆菌, 大量克隆后, 回收目的片段进行后续

分析 。

1.5　基因组 FLO LEY 特异片段的扩增

引物和PCR扩增条件同 1.4。

2　结果与分析

2.1　不同提取方法对收获的总 RNA纯度和产量的

影响

　　龙眼组织富含多糖和多酚等次生代谢物, 常规

的 RNA提取方法, 无法获得可用于检测的 RNA。

采用 SDS 法从每克鲜质量的龙眼组织中提取的

RNA产量低, 不能用于电泳检测 。采用果实组织

RNA提取法, 得到的 RNA A260 A280比值为 2.012

(表 1) , 能用于电泳检测, 但 25S rRNA 和 18S

rRNA的带染色浅和分不开 。在此基础上, 进行了

提取方法的改进, 增加了冷丙酮的沉淀, 去除影响

RNA纯化的酚类物质及其他的次生物质, 联合使

用乙醇和醋酸钾去除蛋白和多糖, 结果有效缩短了

RNA提取时间, 提高了收获的 RNA 纯度和产量,

尤其是 RNA 收获的产量每克鲜质量达到了 49.5

μg, 是方法改进前产量的 5倍 。

方法改进后, 同样适合龙眼花芽 、 花序和花组

织的总 RNA 提取, 经紫外分光光度计测定发现,

A260 A280比值均在2.0左右 (表 2) 。电泳检测显示

为25S rRNA和 18S rRNA 2条清晰的亮带 (图 1) 。

表 1　不同提取方法对每克鲜质量

龙眼叶片所提取的总 RNA纯度与产量的影响

Tab.1　Total RNA isolation from leaf of longan with

different RNA extraction methods

提取方法 m( RNA) μg A260 A280

改进法 49.5 2.079

果实组织 RNA 提取法 9.90 2.012

SDS 法 3.75 1.870

表 2　每克鲜质量龙眼花芽 、花序和

花组织所提取的总 RNA纯度与产量

Tab.2　Total RNA isolated from longan flower bud,

inflorescence and flower

组织 m( RNA) μg A260 A280

花芽 181.5 2.058

花序 304.3 2.002

花 83.8 2.055

图 1　不同龙眼组织总 RNA电泳图

Fig.1　Agarose gel ( 1.2%) electrophoresis of total RNA from

different tissues of longan

1.花芽;2.花序;3.花

可见, RNA的纯度和完整性达到了分子生物学实

验的基本要求。不同组织材料, 每克鲜质量中所提

取的总 RNA产量不同。其中, 花序中的产量最高,

达到304.3μg, 花组织中的产量最低, 为 83.8μg 。

2.2　FLO LEY 同源基因保守片段克隆

根据设计的引物, 以花芽总 RNA 反转录合成

的 cDNA 第 1 链混合物为模板进行 RT_PCR 扩增,

扩增出 1条大小为 400 bp 左右亮带 (图 2) 。将该

片段回收, 与 pMD18_T 载体连接转化大肠杆菌,

获得大量克隆后, 挑取含目的片段的质粒进行序列

测定, 得到 1个 408 bp的 DNA序列 (图 3) 。
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图 2　龙眼花芽 RT_PCR扩增产物

Fig.2　RT_PCR product of longan flower bud

( electrophoresis on 1.2% agarosegel)

1.15μL RT_PCR产物;M.DNA 相对分子质量标准

　AGAGGTGGCG CGTGGGAAAA AGAATGGTCT TGATTATTTG

TTTTATTTGT ACGAGCAATG CCGCGACTTC TTGATCCAAG

TTCAAACTAT TGCTAAGGAG AGAGGTGAAA AATGTCCCAC

TAAGGTGACG AACCAAGTGT TCAGGTACGC AAAGAAGGCT

GGCGCTAACT ACATCAACAA ACCAAAAATG CGCCACTACG

TGCACTGCTA CGCCCTGCAC TGCCTTGATG AGGCCGCGTC

CAATGCACTT CGTCGGGCAT TCAAGGAGCG TGGTGAGAAC

GTCGGTGCAT GGCGTCAGGC ATGCTACAAG CCCTTGGTGG

CCATTGCAGC AAGACAAGGA TGGGATATCG ATACCATATT

CAACGCTCAT CCCCGTCTCT CGATCTGGTA CGTTCCCACC

AAGCTCCG

图 3　龙眼 LFY FLO 同源基因 ( lonFLO)

的 cDNA 序列片段 ( 408 bp)

Fig.3　The cDNA fragment sequence of the longan

LFY FLO homologous gene ( lonFLO , 408 bp)

用 Blast工具搜索 GenBank 进行序列比较, 发

现它与已发表的 LFY FLO 同源基因具有很高的同

源性, 特别是与金鱼草的 FLO
[ 1]

, 苹果的 AFL2,

AFL1
[ 10]

, 拟南芥的 LFY
[ 2]
相比,其核苷酸同源性分

别高达 98.8%, 81.6%, 81.1%, 76.2%(图 4) 。

图 4　不同植物 LFY FLO 同源基因 cDNA序列比较 ( -表示相同核苷酸)

Fig.4　cDNA sequence comparison of LFY FLO homologous gene ( -represent identical nucleotide)
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现将该片段命名为 lonFLO 。用该克隆片段对龙眼

基因组DNA进行 Southern blot检测, 没有得到结果

(数据未发表) 。但有趣的是, 用同样的引物和 PCR

扩增条件, 可以在其基因组中扩增出同样大小的片

段 (图 5 ) , 而且用金鱼草的 FLO 作探针进行

Southern blot, 发现在相同位置上有相同强度的杂交

信号产生 (数据未列出) 。

3　讨　论

龙眼组织中含有大量的酚类和多糖物质, 是提

取高质量 RNA的主要障碍 。在完整的细胞内, 多

酚类化合物 、多糖 、 花色素苷和一些未知次级代谢

产物在空间上与核酸是分离的, 但当组织被研磨,

细胞破碎后, 这些物质就会与 RNA相互作用 。要

采用防止氧化的措施并通过分级沉淀的办法将

RNA同多糖和多酚类化合物分开
[ 17,18]

。研究表明,

用预冷的丙酮连续抽提, 可除掉大量的原花色素类

等物质
[ 19]

, 防止了它们在氧化后与 RNA 结合, 解

决了 RNA沉淀呈褐色的问题 。同时, 加入了 Tris_

硼酸 ( pH 7.5) , 与酚类化合物形成复合物, 抑制

了酚类化合物的氧化及其与 RNA的结合, 乙醇和

醋酸钾联合使用能有效去除蛋白和多糖
[ 20]
。这些

措施的采用, 有效的解决了龙眼 RNA 提取质量差

和产量低的问题 。

FLO LFY 基因作为成花调控一个关键基因,

由于结构和功能的保守性, 从一开始就成为人们研

究的焦点 。通过转基因, 人们发现它的过量表达,

不仅能促进草本植物开花
[ 4, 21]

, 而且能提早木本植

物欧洲山杨和柑橘的开花
[ 5, 22]

。目前, 在果树上分

离得到 FLO LFY 同源基因的有柑橘
[ 8, 9]

, 苹果
[ 10]

,

葡萄
[ 11]
和猕猴桃 。本实验室分离得到的龙眼 FLO 

LFY 同源基因片段 lonFLO 与苹果的AFL2同源性最

高。AFL2在苹果的茎端 、 花芽 、 花器官和根均有

表达, 转入拟南芥中能提早开花
[ 10]
。陈大明等

( 1997) 以 LFY 基因 3′端 414 bp的片段作探针, 与

苹果 、 梨 、 湖北海棠和柑橘基因组 Southern blot,

发现它们只含一个单拷贝的 LFY 同源基因
[ 23]
。

Wada ( 2002) 利用分离的 AFL 基因其中 400 bp 的

片段作探针, 检测苹果基因组发现, 它含有两个以

上同源基因
[ 10]
。以 lonFLO 为探针对龙眼基因组进

行Southern blot, 没有得到杂交信号, 推测可能是

基因组中该基因拷贝数低或序列含有内含子 。但有

趣的是, 用同样的引物对龙眼基因组进行 PCR, 能

得到相同大小的 DNA片段, 比较发现, 在该区域

通常存在并能与金鱼草 FLO 基因有强的杂交信号 。

该基因的第二内含子, 该内含子序列在不同植物中

长度变化大
[ 1, 2, 8,11]

, 实验结果暗示了 lonLFY 基因

可能缺乏第二内含子, 该特点是否是龙眼基因组特

有, 需进一步分析 。目前, 本实验室已建立四季蜜

龙眼成花初期的 cDNA 文库, 为该基因的全长

cDNA的获得及功能分析奠定了基础 。

图 5　龙眼基因组 PCR扩增产物

Fig.5　The PCR products of Longan genomic DNA

1.基因组 PCR产物;

M.DNA相对分子质量标准
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Cloning of LFY FLO Homologous Gene cDNA Fragment in

Longan ( Dimocarpus longan Lour.)
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Abstract:The longan LFY FLO homologous gene cDNA fragment ( lonFLO) of was cloned from total RNA of floral bud

by RT_PCR.The lonFLO, a 408 bp cDNA fragment, was high homology to FLO ( 98.8%) , AFL2 ( 81.6%) ,

AFL1( 81.1%) and LEY ( 76.2%) .
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