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巴西橡胶树 LEAFY 基因的克隆及其对拟南芥的转化

应佳志1，2，毕政鸿1，2，陈 涛1，2，华玉伟2

( 1 海南大学 农学院，海南 海口 570228; 2 中国热带农业科学院 橡胶研究所，海南 儋州 571737)

摘 要: 研究巴西橡胶树开花调控机理是缩短橡胶树育种周期的重要研究内容。本研究通过同源克隆的方

法，克隆了 2 个橡胶树 LEAFY( 简写为 LFY) 基因，分别命名为 HbLFY1 和 HbLFY2。采用农杆菌介导法，将其

转化野生型拟南芥和拟南芥 LFY 突变体，发现克隆的橡胶树 LFY1 和 LYF2 基因并不能显著促进拟南芥提早

开花，也不能恢复拟南芥 LFY 突变体开花时间。据此推测，LFY 基因可能不是调控橡胶树开花的关键基因

或不能独自起作用。
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在植物的生长发育周期中，开花是被子植物最重要的发育过程［1］。目前认为存在 2 种主要的花发育统

一原理: 一种是经典的 ABC 模型［2 － 3］; 另一种是 LEAFY( 简写为 LFY) 基因在花发育中的关键作用［4 － 5］。自

从 Weigel 实验室第 1 次鉴定出 LFY 基因在成花中起关键调节作用后［5］，关于 LFY 基因在花发育调控中的作

用引起了国内外学者的关注，草莓［6］，核桃［7］，蝴蝶兰［8］，杏［9］，洋葱［10］，玉米［11］和锥栗［12］等多种植物中 LFY
的同源基因被成功分离，而且，在柑橘、大岩桐等植物中过表达 LFY 及其同源基因，能够显著促进植物开

花［13 － 14］。巴西橡胶树( Hevea brasiliensis) 是天然橡胶主要来源，属于多年生乔木，定植 5 ～ 6 年才能开花，开

花时间晚是限制橡胶树杂交进程的主要因素之一。利用基因工程技术，促进橡胶树提早开花，将会大大加快

橡胶树杂交进程，有助于提高橡胶树育种效率。目前 LFY 基因在橡胶树中已被克隆，并在拟南芥中过表达，

能够有效提早拟南芥开花时间［15］，然而笔者以其设计 PCＲ 特异扩增引物，始终未能克隆到此基因。故本研

究通过同源克隆方法，重新克隆橡胶树 LFY 并转化拟南芥，探索橡胶树 LFY 基因的功能。

1 材料与方法

1． 1 植物材料 巴西橡胶树热研 7 － 33 － 97 取自中国热带农业科学院橡胶研究所国家橡胶树种质资源

圃。拟南芥 LFY 突变体( 编号: CS6228 ) 从 http: / /www． arabidopsis． org /购买，野生型拟南芥( Arabidopsis
thaliana，Col-0) 由本实验室保存。
1． 2 菌种与质粒 植物表达载体 pXCS-HAStrep 和农杆菌 GV3101 为本实验室保存。大肠杆菌 DH-5α
工程菌株购自北京全式金生物技术有限公司。pMD19-T Vector 购自 Takara 公司。
1． 3 橡胶树 LFY 克隆

1． 3． 1 单链 cDNA 的合成 春季采集 10 龄橡胶树茎尖，提取 ＲNA 并反转录为 cDNA，以备橡胶树 LFY
基因的克隆。ＲNA 提取按照 ＲNAprep Pure Plant Kit 说明书( 天根生物科技有限公司，中国) 进行，ＲNA 反

转录过程详见 ＲNA 反转录试剂盒说明书( Fermentas 公司) ，转录后 cDNA 保存于 － 20 ℃下待用，长期保

存则放置于 － 80 ℃冰箱中。



1． 3． 2 橡胶树 LFY 基因特异扩增 参考蓖麻( gi: XM_002511037． 1 ) LFY 基因序列设计同源克隆引物

( 表 1) ，以橡胶树 cDNA 为模板进行 PCＲ 扩增。扩增后的产物，克隆到 pMD19-T 并转化 DH5α。随后，挑

取单菌落进行测序分析( 深圳华大基因科技股份有限公司) 。并将测序所得序列与本实验室已经获得的

橡胶树转录组数据进行比对，筛选橡胶树 LFY 基因，再以筛选到的基因序列为基础，设计特异扩增引物

HbLFY1-F( Cla I) /Ｒ( Xba I) 和 HbLFY2-F( Cla I) /Ｒ( Hind III) 进行特异扩增。特异扩增 PCＲ 条件为: 95
℃预变性 5 min; 95 ℃变性 40 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 40 s，35 个循环; 72 ℃延伸 10 min。扩增体系参

照 PrimerSTAＲ Max( Takara 公司) 。
表 1 实验所用引物

Tab． 1 The sequence of all primers used in this study

引物名称

Primers
用途

Function
引物序列 /5' － 3'

Sequences

BASTA 拟南芥转基因植株鉴定
F: CCACGTCATGCCAGTTCCC
Ｒ: CGGTCTGCACCATCGTCAA

pXCS 拟南芥转基因表达载体鉴定
F: ATGACGCACAATCCCACTATC
Ｒ: TGTAGAGAGAGACTGGTGATTTTTG

HbLFY 橡胶树 LFY 基因同源克隆引物

1F: GAGAGAGAGCATCAAGAGTGTTAGTAT
1Ｒ: GAAAAATGCCCTACTAAGGTGACAAAT
2F: CCCTACTAAGGTGACAAATCAGGTGTT
2Ｒ: GATGTGCATTGAAAATAGCGTCGAT
3F: ATGAAGAAAATGAGAACGATGAAAATGG
3Ｒ: GTAGAGATGGAAGAGATAATCAAGGCCG

HbLFY1 HbLFY1 OＲF 特异扩增引物
F( Cla I) : CCATCGATGGATGGATCCGGAGGCCT
Ｒ( Xba I) : GCTCTAGAGCTTAGAAAGGCAAGTC

HbLFY2 HbLFY2 OＲF 特异扩增引物
F( ClaI) : CCATCGATATGGATCCGGAGGCCTTCAC
Ｒ( HindIII) : CCCAAGCTTTTAGAAAGGAAAGTGATCA

1． 3． 3 同源性分析及进化树构建 利用 http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov / tools /vecscreen /网站对得到的基

因序列进行初步处理，得到去除载体序列的目的基因序列; 利用 DNAMAN 6． 0． 3． 99 软件分析序列间的百

分比，对序列进行比对; 利用 MEGA 6． 0 软件采用 ML 法构建分子进化树，系统树各分支的置信度由 1 000
次自举法( bootstrap ) 重复检测，并分析橡胶树 LFY 基因与其他物种 LFY 基因进化相关性。
1． 4 HbLFY 转化拟南芥表达载体的构建 将特异扩增 PCＲ 产物回收且克隆到 pMD19-T，并转化

DH5α。PCＲ 检测阳性的菌株再进行测序分析。将插入序列正确的 pMD19-T 质粒与表达载体 pXCS-HAS-
trep 质粒进行双酶切。酶切体系为: 10 μL 质粒 DNA，5 μL 10 × FD Green Buffer，酶( 10 U·μL －1 ) 各 2
μL，31 μL ddH2O。随后回收，并将 pMD19-T 质粒小片段酶切产物与 pXCS-HAStrep 质粒酶切片段进行连

接。连接体系为: 1 μL 10 × Buffer for T4 DNA ligase，2 μL pXCS-HAStrep，6 μL 引物为 pXCS-F /Ｒ 和 BAS-
TA-F /Ｒ( 表 1) 。阳性克隆扩大培养并测序分析，序列与目的片段相符的菌株扩大培养并提取质粒。
1． 5 HbLFY 转化拟南芥农杆菌准备 取 pXCS-HbLFY 质粒 1 μL 分别置于 25 μL 农杆菌 GV3101 感受

态细胞中，用电击转化仪 BＲL Life Technologies Cell-Porator 电击 2 次。转化条件为: 电容 330 μF( 低电阻

快速充电模式) ，电压 330 V，电阻 2 000 Ω。电击后立即加入预冷的 SOC 培养基 700 μL，28 ℃，200 r·
min －1培养 4 h 后，取 100 μL 涂布在含有 4 种抗生素的 LB 平板( 50 mg·L-1 Amp，40 mg·L －1 1 Ｒif，50 mg·
L －1 Kana，20 mg·L －1 Gent) 上，72 h 后挑取单菌落振荡培养，并对菌液进行 PCＲ 检测。阳性菌落扩大培养，

以备后续侵染用。
1． 6 HbLFY 转化拟南芥及开花时间观测

1． 6． 1 转化植株的获得 采用喷雾法分别转化野生型和突变体拟南芥，转化过程参考翟琪麟［16］等人的

侵染方法。待收获到 T1 种子后，用自来水浸泡，4 ℃春化 2 d 后，种植于装有蛭石的培养皿中，并用保鲜膜

覆盖。待长出 2 片真叶时，用 10 mg·L －1的 BASTA 溶液进行喷雾筛选，每隔 2 d 喷 1 次，连续 3 次后，移
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栽抗 BASTA 的转化植株。
1． 6． 2 表型观测 将 BASTA 筛选获得的抗性植株与同一时期播种的野生型拟南芥和突变体一起移栽，

同等条件下培养( 温度 23 ± 1 ℃，3 800 Lx 照射 16 h，暗处理 8 h，湿度保持在 65% ～ 75% 之间) 。待第 1
株开花后，统计转基因、野生型植株以及突变体的开花时间，并进行显著性分析。

2 结果与分析

2． 1 橡胶树 LFY 基因克隆 参考蓖麻 LFY 基因的克隆方法，共成功设计 3 对特异扩增引物，同时，通过

PCＲ 特异扩增获得了约 200 bp 基因序列。测序分析后与本实验室的橡胶树转录组和全基因组序列( 未公

布) 进行比对分析，获得 2 条高度同源的表达序列，长度分别为 1 188 bp 和 1 605 bp。经序列分析，这 2 条

序列具有完整的 OＲF。同时，在 NCBI 数据库进行比对分析，发现这 2 条序列与已报道的 LFY 基因同源性

较好( 表 2) ，因此，获得的 2 个序列为橡胶树 LFY 基因，分别命名为 HbLFY1 和 HbLFY2。
表 2 橡胶树 LFY 基因与不同物种 LFY 基因相似度比对结果

Tab． 2 The identity of different species LFY gene

序号 物 种
相似度

HbLFY1 HbLFY2
序号 物 种

相似度

HbLFY1 HbLFY2

1 蓖麻( Ｒicinus communis) 86． 43% 62． 15% 7 钝齿水青冈( Fagus crenata) 79． 03% 47． 61%

2 胡桃( Juglans regia) 76． 17% 54． 86% 8 杨树( Populus trichocarpa) 80． 03% 57． 84%

3 山核桃( Carya cathayensis) 76． 34% 54． 79% 9 野茶树( Camellia sinensis) LFL 76． 15% 56． 19%

4 荔枝( Litchi chinensis) 78． 83% 57． 99% 10 野茶树( Camellia sinensis) LFL2 75． 61% 56． 32%

5 锥栗( Castanea henryi) 78． 55% 56． 23% 11 盐肤木( Ｒhus chinensis) 80． 05% 58． 46%

6 板栗( Castanea mollissima) 78． 29% 56． 10% 12 HbLFY 72． 05% 52． 01%

通过 MEGA6 软件对以上 LFY 基因构建进化树，结果( 图 1) 表明 HbLFY1 ( 编号 10 ) ，HbLFY2 ( 编号

11) 与蓖麻( Ｒicinus communis) ( 编号 2) 亲缘最近，而与已报道的橡胶树 LFY( 编号 1) 不属于同一分支。

图 1 不同植物 LFY 全长序列的系统进化树

Fig． 1 Molecular phylogenetic tree based on LFY sequences
1: HbLFY ( gi: AY639379． 1 ) ; 2: 蓖 麻 ( Ｒicinus communis ) ( NCBI: XM_002511037． 1 ) ; 3: 胡 桃 ( Juglans regia ) ( gi:

GU194836． 4) ; 4: 山核桃( Carya cathayensis) ( gi: DQ989225． 1) ; 5: 荔枝( Litchi chinensis) ( gi: KF008435． 1) ; 6: 锥栗( Castanea
henryi) ( gi: JQ825167． 1) ; 7: 板栗( Castanea mollissima) ( gi: DQ270548． 1) ; 8: 钝齿水青冈( Fagus crenata) ( gi: AB674454． 1) ;

9: 杨树( Populus trichocarpa) ( NCBI: XM_002322271． 2 ) ; 10: HbLFY1; 11: HbLFY2; 12: 野茶树( Camellia sinensis) LFL1 ( gi:
KM518621． 1) ; 13: 野茶树( Camellia sinensis) LFL2( gi: KM518622． 1) ; 14: 盐肤木( Ｒhus chinensis) ( gi: KF214681． 1)
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2． 2 橡胶树 LFY 转基因表达载体构建 将从转录组获得的 HbLFY1 和 HbLFY2 序列分别设计带有酶切

位点的引物，并进行特异扩增，获得了预期大小片段( 图 2 A，B) ，回收、克隆、测序发现与转录组获得的基

因序列一致。然后提取测序结果正确的单克隆质粒，并与植物表达载体 pXCS-HAStrep 分别酶切连接，电

击转化农杆菌，最后，用引物 pXCS 和 BASTA 进行 PCＲ 检测双阳性检测( 图 2 C，D) ，发现扩增片段与预期

相符，说明 HbLFY1 和 HbLFY2 转化拟南芥表达载体构建成功。
2． 3 橡胶树 LFY 转化拟南芥和开花时间观测 橡

胶树 HbLFY1 和 HbLFY2 两个基因分别转化拟南芥

野生型和 LFY 基因突变体，结果分别获得 T1 代转

化 HbLFY1 野生型拟南芥 30 株和转 HbLFY2 野生型

拟南芥 58 株; 转 HbLFY1 基因突变体拟南芥 11 株

和转 HbLFY2 基因突变体拟南芥 9 株。对 T1 代转

化植株开花时间统计分析发现，转化 HbLFY1 野生

型拟南 芥 植 株，平 均 ( 27． 63 ± 3． 84 ) d 开 花，转

HbLFY2 基因的植株( 27． 78 ± 6． 26) d 开花，均与野

生型开花时间相似( 26． 67 ± 4． 81) d; 转 HbLFY2 基

因的突变体植株( 27 ± 2． 62) d 开花，与 LFY 拟南芥

突变体 开 花 时 间 相 似 ( 27． 77 ± 3． 7 ) d，但 是 转

HbLFY1 基因的突变体植株开花时间较突变体开花

时间有大幅延迟，播种 37 d 后开花。方差分析结果

显示转 HbLFY1 和 HbLFY2 基因的拟南芥与 WT 比

较差异不显著; 转 HbLFY2 基因的突变体拟南芥与

突变体比较差异不显著，而转 HbLFY1 基因的突变体拟南芥与突变体比较差异显著。推测其可能不具有

提早开花的功能。

3 讨论

3．1 基因克隆 笔者曾参考 Dornelas 等［15］公布的 HbLFY 基因序列设计特异 PCＲ 扩增引物，进行 PCＲ 特异

扩增，但是并未成功实现 HbLFY 基因的克隆。后参考蓖麻( NCBI: XM_002511037． 1) 序列设计3 对引物，扩增

出 LFY 基因的 1 个片段，并与橡胶树转录组比对获得 2 个 HbLFY 的 OＲF，命名为 HbLFY1 和 HbLFY2，同时，

在 NCBI 数据库进行比对分析，发现这 2 条序列与已报道其他物种 LFY 基因同源性较好，其中与蓖麻的同源

性最高，分别为 86． 43%和 62． 15%，而与 Dornelas 等公布序列［15］的同源性分别为 72． 05%和 52． 01%，同时，

被划分到 2 个不同的进化树的分支( 图 1) 。因此，笔者推测本研究克隆到的 2 个橡胶树 LFY 基因与 Dornelas
等公布的基因不同。
3． 2 功能分析 成花转变是有花植物由营养生长向生殖生长转变的必经环节。目前对于高等植物成花

机理的研究主要集中在拟南芥( Arabidopsis thaliana) 和水稻( Oryza sativa) 等少数几个模式物种上，对林木

和花卉成花机理的研究基础还很薄弱。LFY 基因是控制拟南芥由营养生长向生殖生长转变的关键基

因［17］。利用 LFY 及其同源基因缩短木本植物的幼龄期或者改良花卉的花期不乏成功的案例。例如，将

LFY 转入柑橘( Citrus reticulate) 中，转基因植物当年就开花［13］; 过表达 CFL ( LFY 在黄瓜( Cucumis sativus)
中的同源基因) 使大岩桐［14］( Sinningia speciosa) 的花期提前。因此，从植物中分离 LFY 的同源基因，对其

功能进行研究，并将其应用于林木和花卉的分子育种中己经成为可能。
鉴于 LFY 及其同源基因在植物成花中的重要作用，研究该基因及其同源基因的功能对于改良林木和

花卉的开花期具有实际意义，然而，并不是所有植物的 LFY 基因都能决定成花转变。例如，LFY 在烟草

( Nicotiana tabacum) 、玉米( Zea mays ) 、葡萄( Vitis vinifera ) 、红叶藜( Chenopodium rubrum) 、红粉雪轮花

( Silene coeli-rosa) 中的同源基因分别为 NFL1，ZFL，VFL，CrFL，ScLFY，过表达这些基因并不能成功互补拟

南芥 LFY突̀变体［18 － 22］。本实验也发现相似的现象，HbLFY1 和 HbLFY2 在拟南芥中过表达并不能促进野
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生型拟南芥开花和恢复突变体拟南芥开花时间，这与已报道的 HbLFY［15］具有调控开花功能相矛盾。Mai-
zel 等［23］认为，LFY /FLO 基因家族在长期进化过程中，其氨基酸序列，尤其是一些重要的氨基的位点变异

可能会导致其功能上发生变化。另外，笔者克隆并将橡胶树 AP1 基因转化拟南芥发现，AP1 中 2 个成员

能够有效促进橡胶树提早开花和有效恢复拟南芥 AP1 突变体的表型，因此，笔者克隆 HbLFY1 和 HbLFY2
对橡胶树开花调控可能不起主要作用或不能单独起作用。
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Cloning of the LEAFY Homologous Genes from Hevea brasiliensis
and its Transformation into Arabidopsis thaliana

YING Jiazhi1，2，BI Zhenghong1，2，CHEN Tao1，2，HUA Yuwei2

( 1． College of Agriculture，Hainan University，Haikou 570228，China;

2． Ｒubber Ｒesearch Institute，Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences，Danzhou 571737，China)

Abstract: Study on flowering mechanism is important for shortening the breeding cycle of rubber tree． Here，two
LFY homologous genes，HbLFY1 and HbLFY2，were cloned from Hevea brasiliensis，and then over-expressed in
the Wild-type and LFY mutant Arabidopsis thaliana． Statistical results showed that the HbLFY genes did not sig-
nificantly promote early flowering in Arabidopsis，indicating that HbLFYs are not the key genes regulating flower-
ing time of rubber tree．
Key words: HbLFY; Hevea brasiliensis; flowering time; genetic transformation
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