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蕙兰 Flowering locus T 基因的克隆及其对开花的影响 
孙崇波，向  林，李小白，秦德辉，李伯钧，郭方其，吴  超 

（浙江省农业科学院园艺研究所，杭州 310021） 

 

摘要：【目的】 探讨 CfFT 基因在蕙兰成花中的作用。【方法】采用 RT-PCR 结合 RACE 技术从蕙兰(Cymbidium 

faberi)中克隆 Flowering locus T（FT）同源基因 CfFT。采用实时定量 RT-PCR 对不同组织及不同花发育时期 CfFT

进行表达分析。将该基因克隆到PBI121 载体上导入烟草中，并对不同转基因烟草株系中的CfFT、NFL、NtFUL 和 NAP1

基因进行实时定量RT-PCR 分析。【结果】对蕙兰花芽分化不同时期的CfFT 的表达分析表明，CfFT 在花芽分化初期的

表达量最高，之后随着花芽的成熟表达量逐渐降低。将 CfFT 导入烟草进行异源表达，转基因株系表现出明显的早花

表型。对开花时间不一的转基因株系中的 CfFT 表达分析表明，其表达量与转基因烟草开花时间早晚成正比。进一步

对这些株系内源的 NFL、NAP1 和 NtFUL 表达分析表明，NFL、NAP1 和 NtFUL 基因的表达量与 CfFT 表达成正比，说明

NFL、NAP1和 NtFUL 的表达受FT基因的上游调控。【结论】在烟草中异源表达蕙兰中的CfFT基因能促进烟草提前开花。 

关键词：蕙兰；FT 基因；成花诱导；烟草；实时荧光定量表达 

 
Isolation of Flowering Locus T Ortholog and the Effects            

on Blooming of Cymbidium faberi 
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Abstract: 【Objective】The objective of this study was to analyze the function of Flowering locus T(FT) on blooming in 

Cymbidium faberi. 【Method】 The full-length cDNA sequence of CfFT was obtained by RT-PCR and RACE cloning technology. 

The expression patterns of CfFT in different tissues and flower buds of different developmental stages were analyzed by real-time 

quantitative RT-PCR. To investigate the function of CfFT, an expression vector was constructed for transformation into tobacco by 

using agrobacterium-mediated method.【Result】In flowers, CfFT was expressed more in young flower buds than in mature flowers 

and was predominantly expressed in young ovary. Ectopic expression of CfFT in transgenic tobacco plants showed novel phenotypes 

by flowering earlier than wild-type plants. Real-time quantitative RT-PCR analysis suggested that expression levels of CfFT closely 

related with the flowering time of different 35S::CfFT transgenic tobacco lines. Further analysis of the flower time related genes 

indicated that the expression of genes LEAFY (LFY), APETALLA1 (AP1), FRUITFULL (FUL) and SEPALLATA1 (SEP1) were 

closely related with the expression of FT in 35S::CfFT transgenic tobacco plants.【Conclusion】Ectopic expression of CfFT gene 

promote flowering in transgenic tobacco. 

Key words: Cymbidium faberi; FT gene; flower induction; tobacco; real time quantitative RT-PCR 

 

0  引言 

【研究意义】蕙兰（Cymbidium faberi）是兰科兰 

属中国兰地生种类的主要种之一，也是中国十大传统

名花之一。江、浙一带盛产蕙兰，其香气馥郁，花色淡

雅，深受东南亚人们的喜爱，许多优良的蕙兰品种栽培
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历史达数百年之久。但由于自身繁殖速度较慢，某些品

种几百年来仍只有数株。且现有多数栽培种均是由野生

自然变异种筛选而来，加上人类的滥采乱挖，目前，中

国野生兰花资源日趋紧缺，新品种更新速度较慢。在蕙

兰常规育种过程中，从杂交到开花需要 5—7年，大大

制约了国兰育种的进程。因此促进蕙兰开花、缩短开花

周期成为了蕙兰育种的主要目标。Flowering locus T

（FT）蛋白被认为是研究者多年来寻找的‘成花素’，

在植物成花诱导过程中扮演着重要作用[1-5]。【前人研

究进展】植物成花诱导过程受众多基因的调控，如

LEAFY(LFY)、APETALA 1(AP1)、AP2、CALIFLOEWER 

(CAL)、FT、TERMINAL FLOWER(TFL)、CONSTANS(CO)

等。FT 基因是植物成花诱导过程中控制植物开花时间

的关键基因，它可以整合来自光周期途径、春化途径和

自主途径等不同花发育途径的信号[5]，在植物花发育中

发挥着重要作用，光周期途径、春化途径和自主途径的

信号均汇集到 FT基因处，由光周期诱导的 CO直接转

录激活 FT的表达[6]，然后 FT基因在 FD的共同作用下

激活花特性基因 AP1和 LFY的表达，促进花的形成，

而春化途径和自主途径通过 FLC 基因抑制 FT 基因的

表达，或抑制 FT靶基因对 FT信号的响应，从而抑制

开花[7]。FT 基因编码一个类似哺乳动物磷脂酰乙醇胺

结合蛋白 PEBP（Phosphatidyl ethanolam ine binding 

protein）, 该蛋白是一类高度保守的小分子蛋白, 广泛

存在于各种生物中。对拟南芥的研究表明，FT蛋白可

能作为一种“成花素”类的物质, 在叶片中合成, 然

后从叶片转运到茎尖, 诱导植物开花[1-5]。最近，从拟

南芥[8]、水稻[9]、杨树[10-11]、文心兰[12]、苹果[13-14]、向

日葵[15]、紫花苜蓿[16]以及生菜[17]等植物中克隆了 FT 

类基因，对这些基因进行转基因分析表明 FT 基因可

以明显促进植物开花。【本研究切入点】目前对 FT

基因的研究主要集中在一些模式植物中，而对单子叶

植物国兰类 FT 基因如何行使功能的研究鲜有报道。

【拟解决的关键问题】本研究以蕙兰‘大一品’为材

料，克隆了 FT同源基因 CfFT，对其在蕙兰不同花期

以及不同花组织的表达进行分析，并将该基因转化烟

草，对其功能进行初步研究。通过本研究，期望为调

控蕙兰花芽分化，促进蕙兰开花，缩短育种周期，加

速蕙兰育种进程奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

以种植于浙江省农业科学院园艺研究所花卉中心 

大棚内蕙兰品种‘大一品’为试验材料，于 2010年将

材料采集后立即冻存于液氮中，带回浙江省农业科学

院园艺研究所花卉育种实验室，保存在-80℃的冰箱中备

用。 

遗传转化受体植物材料为野生型烟草‘云烟 87’

（Nicotiana tabacum cv. Yunyan 87）的组织培养苗。

遗传转化所用菌种为根癌农杆菌（Agrobacterium 

tumefaciens）EHA105。 

1.2  蕙兰总 RNA 的提取及 CfFT 基因的克隆 

采用北京天恩泽基因公司 RNAout 2.0 试剂盒提

取总花芽 RNA，用美国 Clontech 公司 SMARTerTM 

RACE cDNA Amplification Kit合成 cDNA第一链，以

反转录模板直接进行 PCR反应。 

为了克隆蕙兰 FT 基因，根据此类基因的保守区

域设计简并引物进行 PCR扩增，扩增 FT基因上游引

物 FT1为：5′-GTSATGGTNGATCCWGATGC-3′，下

游引物 FT2为：5′-TGGCAGTTRAARTAGACGGC-3′。

PCR扩增条件为：94℃变性 4 min，94℃变性 30 s，

54—44℃复性 30 s（每 5个循环退火温度下降 2℃），

72℃延伸 1 min，共进行 35 个循环后再 72℃延伸   

8 min。 

PCR 产物以 1%琼脂糖凝胶电泳回收，连接到

pMD18-T载体上，热激转化大肠杆菌 DH5α感受态细

胞，Amp 抗性筛选和 X-gal/IPTG 蓝白斑筛选。选取

白色菌落进行液体培养，PCR检测阳性克隆，送上海

英骏生物技术公司测序。 

根据扩增产物的测序结果设计 RACE 引物，FT

基因 3′RACE 引物 FT3 5′-ATCCAGATGCTCCAA 

GTCCAAGTG-3′；巢式引物 FT4 5′-GTGCTATGAG 

AGCCCACGCCCAA-3′；5′RACE 引物 FT5 5′- GCTG 

ATGAAAGAGCACGAAGACGA-3′；巢式引物 FT6 5′- 

GAAGACGAAGCGGTGTATGCCTA-3′。  

以之前反转录的 cDNA为模板，采用 Clontech公

司的 SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit试剂

盒进行 3′端和 5′端的 RACE 扩增。将 3′端和 5′端的

RACE反应产物分别回收，连接 pMD18-T载体，转化

测序。拼接后获得基因全长。 

1.3  CfFT 序列分析 

对于获得基因的全长 cDNA 序列，先在

http://au.expasy.org/tools/dna.html 进行开放阅读框的

分析；用 ProtParam软件分析 FT蛋白的基本性质，再

使用 ClustalX 1.83软件进行氨基酸水平的序列比对，

用 Boxshade 3.21软件进行显示。运用 BLAST搜索基
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因的同源基因，使用 ClustalX 1.83软件对搜索得到基

因的 cDNA 序列进行多重序列比对，再使用 MEGA4

软件中的邻位相连法进行系统发生树的构建，并进行

Bootstrap检测[18]。 

1.4  CfFT 基因的表达分析 

分别取 0.1 g  2010年 10月到 2011年 4月份的蕙

兰花芽（每月取 1次），成熟花的侧瓣、唇瓣、萼片、

蕊柱和幼嫩子房，以及不同转基因烟草株系花芽，按

照北京天恩泽基因公司 RNAout 2.0 试剂盒说明书提

取总 RNA。 分别以 200 ng RNA为模板，按照天根生

化科技（北京）有限公司的 Quantscript RT Kit说明书

进行反转录，反转录后的 cDNA贮存于-20℃备用。用

蕙兰18S rRNA基因和烟草Actin基因分别作为在蕙兰

和转基因烟草表达分析的内标。18S rRNA基因上游引

物：5′-TGCCGTTTCCCTGTTGATTC-3′，下游引物：

5′-TGCTGCCTTCCTTGGATGTG-3′；Actin 基因上游

引物：Actin1 5′-CCATTGGCTCAGAGAGGTTC-3′，

下游引物：Actin2 5′-GTTGGAAGGTGCTGAGAG-3′。

其它各基因引物序列如下：FT 基因上游引物：FT7 

5′-GCAGGTGTCCGGCATAAATC-3′，下游引物：FT8 

5′-TCTGCCTGATCTCCCTTCTCA-3′； NtFUL基因上

游引物：NtFUL1 5′-GCTTTGCAAGAAGGTGAAG 

G-3′，下游引物：NtFUL2 5′-TCTGATATGCTTCCCCA 

AGG-3′； NAP1基因上游引物：NAP1-1 5′-ATCTTG 

AGCACCAGCTCGAT-3′，下游引物：NAP1-2 5′-TGTT 

GCTCCCACTGAGTCTG-3′；NFL 基因上游引物：

NFL1 5′-GGAGCGAGGAGAGAATGTTG-3′，下游引

物 NFL2  5′-AGCGTTGCTTCGTTCAGAAT-3′，采用

荧光染料法对上述样品进行实时荧光定量表达分析。

20 μL 反应体系中包括 9 μL 2.5×Sybr Green mix，9 

μL ddH2O，1 μL cDNA，1 μL 引物混合物（正向引物

和反向引物，10 μmol·L-1）。反应程序为：95℃ 3 min，

然后 95℃ 15 s，60℃ 1 min下循环 40次，每个处理

3次重复，整个过程在 IQ5荧光定量 PCR仪（BioRad

公司）上进行。数据通过 Sequence Detector Version 

1.3.1输出，并转换为 Excel格式再分析，按相对定量

法计算基因的表达量。 

1.5  CfFT 的载体构建及烟草转化 

根据前面拼接结果，在基因两端设计特异性引物，

进行 PCR 扩增后获得基因全长用于构建表达载体。

引物为 FT9 5′-GCTCTAGAATGAATAGAGAGAG 

AGAC-3′（下划线部分为 XbaⅠ酶切位点）和 FT10 5′- 

CGGAATTCTCAATCCTGCATCCTTCT-3′（下划线部

分为 EcoRⅠ酶切位点）。将连在测序载体 pMD18-T

上的 CfFT 用 XbaⅠ和 EcoRⅠ双酶切后，与同样用

XbaⅠ和EcoRⅠ双酶切带有CaMV 35S启动子PBI121

质粒的大片段连接，得到终载体 PBI121-CfFT。使用

冻融法[19]将 PBI121-CfFT 表达载体导入根癌农杆菌

EHA105 中，用叶盘法转化烟草（品种为‘云烟 87’），

在含 100 μg·mL-1 卡那霉素和 400 μg·mL-1头孢霉素

的 MS 培养基上筛选幼苗，转基因阳性苗经过炼苗

后，移栽至花盆中，在温室培养。转基因烟草开花后

进行表型观察。  

2  结果 

2.1  蕙兰 FT 基因全长 cDNA 的克隆 

根据 FT 基因保守序列设计引物，以蕙兰花芽

cDNA 为模板，扩增得到 1 个 293 bp 的中间片段，

测序分析表明，获得了 FT 基因的部分序列。之后用

RACE法分别获得 FT基因的 3′和 5′cDNA末端，最后

通过序列拼接得到基因全长 cDNA序列。BLASTX的

结果显示，全长 cDNA与其它植物 FT类基因具有 80%

以上的同源性，因此将基因命名为 CfFT。CfFT 全长

768 bp，含有长度为 531 bp的开放阅读框，编码 176

个氨基酸，分子量 19.8 kD，预测等电点为 6.42，

GenBank登录号为 HQ164434。 

2.2  基因序列分析 

CfFT 氨基酸序列分析表明，CfFT 蛋白含有 FT

类基因共有的关键氨基酸位点（84位的酪氨酸和 139

位的谷氨酰胺，图 1 中用上划线表示）（图 1），其

氨基酸序列与苹果、梅花、无花果、黄瓜、番木瓜、

黑杨、毛果杨、棉花、文心兰和春兰的 FT 基因分别

有 83%、82%、82%、82%、83%、83%、84%、85%、

94%和 99%的同源性（图 1）。系统进化分析表明，

CfFT 归类于 FT 基因的单子叶类群一组，与其它 FT

类基因序列之间的高度相似性说明CfFT为 FT的同源

基因, 与同为兰科的OGRFT以及同属的CgFT最为相

近（图 2）。 

2.3  CfFT 基因的表达分析  

为了确定 CfFT基因在蕙兰不同时期花芽以及不

同组织的表达差异，提取了 10月到次年 4月份的蕙

兰花芽和成熟花的侧瓣、唇瓣、萼片、蕊柱、子房的

RNA，以 18S rRNA为对照，进行实时荧光定量表达

分析。结果表明（图 3），在蕙兰不同时期的花芽中，

CfFT在 10月份的幼嫩花芽中的表达量最高，之后逐

渐下降，4月份成熟花芽中的表达量约为 10月份的 
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各序列分别为苹果的 MdFT（ACR16053）、梅花的 PmFT（BAH82787）、无花果的 FcFT（BAI60052）、黄瓜的 CsFT（BAH28253）、番木瓜的
CpFT（ACX85427）、黑杨的 PnFT（BAD02371）、毛果杨的 PtFT（XP_002311264）、棉花的 GhFT（ADK95113）、文心兰的 OGRFT（ACC59806）
和春兰的 CgFT（ADI58462）。黑色线条表示 FT基因保守的关键氨基酸位点 
CfFT sequences was aligned with FT from Malus×domestica (MdFT, ACR16053); Prunus mume (PmFT, BAH82787); Ficus carica (FcFT, BAI60052); 
Cucumis sativus (CsFT, BAH28253); Carica papaya (CpFT, ACX85427); Populus nigra (PnFT, BAD02371); Populus trichocarpa (PtFT, XP_002311264); 
Gossypium hirsutum (GhFT, ADK95113); Oncidium Gower Ramsey (OGRFT, ACC59806); Cymbidium georingii (CgFT, ADI58462) using ClustalW. The 
black lines indicate amino acids that are critical to definition of proteins in the FT genes 

 

图 1  CfFT 与其它植物 FT 类基因氨基酸序列同源比较 

Fig. 1  Alignment of the deduced amino acid sequences of CfFT from Cymbidium faberi with those of FT orthologs from other plant 

species 

 

 
 

除了图1中用于多序列比对的基因序列外，其它序列来源为：黑麦草的LpFT3（ABC33722）；水稻的OsHd3a（BAB61027）；粗山羊草的AtFT（ABI34864），
小麦的 TaFT（AAW23034），大麦的 HvFT（AAZ38709）。各节点处数字表示 Bootstrap值（重复 1 000次） 
The FT-like genes listed in the tree are as follows: Lolium perenne (LpFT3, ABC33722); Oryza sativa (OsHd3a, BAB61027); Aegilops tauschii (AtFT, ABI34864); 
Triticum aestivum (TaFT, AAW23034); Hordeum vulgare (HvFT, AAZ38709). The numbers at node represent the Bootstrap values (with 1 000 replicates) 

 

图 2  不同物种 FT 类基因系统进化树分析 

Fig. 2  Phylogenetic analysis of FT-like genes in plant species 
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图 3  CfFT 在蕙兰花芽发育不同时期以及各花器官中的表达分析 

Fig. 3  Expression patterns of CfFT at different developmental stage flower buds and different flower organs 

 

20%。在蕙兰不同组织中，CfFT在幼嫩子房中的表达

量较高，在侧瓣中的表达量次之，在唇瓣、萼片和蕊

柱中的表达量则很少。 

2.4  烟草转化植株的表型观察及 CfFT 在转基因烟草

中的表达分析 

为了验证 CfFT基因的功能，将 CfFT基因进行烟

草转基因分析，共获得 25 个 T0代转化植株，其中 4

个转基因株系在转化（74.5±3.3） d后可形成花苞，但

只有花萼，没有花筒和雌雄蕊，且植株不产生根系（图

4-A）；另外 16个转基因株系在移栽（54.5±4.1）d后 

 

 

 
A. 转化 69 d后开花的转基因烟草株系 35S::CfFT-2。B. 移栽后 48 d开
花的 35S::CfFT-13。C. 移栽后 36 d开花的 35S::CfFT-22 
A. Transgenic tobacco 35S::CfFT-2 initiated flower 69 days after transformation. 
The transgenic line with rooting and flowering abnormalities were only  
able to survive under culture conditions. B. A 48-day-old 35S::CfFT-13 
transgenic tobacco plant (left) grown on soil flowered earlier than the 
wild-type plant (right). C. A 36-day-old 35S::CfFT-22 transgenic tobacco 
plant (left) grown on soil flowered earlier than the wild-type plant (right). 
Plant form changed greatly and no visible main stem was observed in this 
line 

 

图 4  转 35S::CfFT 基因烟草的表型分析 

Fig. 4  Phenotypic analyses of transgenic tobacco plants 

ectopically expressing CfFT  

可开花，花形态正常，但植株明显高于野生型烟草，

茎秆变细，节间变长，叶片变小（图 4-B）；还有 5

个转化株系平均在移栽后（41.6±3.8） d 开花，植株

产生多个分枝（图 4-C）。 

对不同转基因株系中CfFT基因的表达分析表明，

CfFT的表达量与转基因烟草开花时间的早晚成正比。

CfFT 在野生型烟草中不表达，在开花较迟的

35S::CfFT-13中的表达量最低，在瓶内开花的 35S::CfFT-2

中的表达量最高，为最低表达量的 8倍多（图 5）。 

 

相
对
转
录
水
平

 R
el

at
iv

e 
tr

an
sc

ri
pt

 le
ve

ls

 

 

图 5  CfFT 在转基因烟草中的实时定量表达分析 

Fig. 5  Real-time quantative RT-PCR analysis for CfFT in the 

flower buds of 35S::CfFT transgenic tobacco plants 

 

2.5  35S::CfFT 对烟草 NFL、NAP1 和 NtFUL 基因表达

量的影响 

LFY、AP1、FRUITFULL（FUL）等基因在植物

成花诱导过程中扮演重要作用，为了检测 35S::CfFT

对烟草 LFY同源基因 NFL以及 NAP1和 NtFUL表达

的影响情况，对几个转基因株系花芽中 NFL、NAP1

和 NtFUL基因的表达进行了实时荧光定量分析。结果

如图 6所示，NFL、NAP1和 NtFUL基因的表达量与
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转基因烟草开花早晚成正比，3 个基因都在瓶中开花

的 35S::CfFT-2株系中表达量最高。 
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图 6  转 35S::CfFT 烟草 NFL 、NAP1 和 NtFUL 基因表达量

分析 

Fig. 6  Expression analysis of NFL, NAP1 and NtFUL genes 

in the flower buds of 35S::CfFT transgenic tobacco 

 

3  讨论 

为了研究 FT 基因对蕙兰花期的调控作用，从蕙

兰中克隆了 1 个 CfFT 基因。序列同源分析以及系统

进化分析表明，CfFT蛋白具有 FT类蛋白的两个保守

基序，属于 FT 亚家族成员（图 1，图 2）。 

CfFT 在蕙兰花芽中的表达量较高（图 3），与

文心兰[12]、苹果[14]、葡萄[20]和钻天杨[21]中的 FT基

因的表达类似，并且在不同时期的花芽中，CfFT与

文心兰、苹果以及笔者克隆的春兰（论文未发表）

中的 FT 基因一样都是在幼嫩花芽表达量最高，然

后在成熟花芽中表达逐渐降低。但这种表达模式却

与拟南芥的 FT 和番茄的 TSF 基因的表达相反，它

们在花芽成熟过程中表达量逐渐增加[9]，这可能与

植物的生活型有关，蕙兰是多年生的，而拟南芥和

番茄都是一年生的。 

研究表明，将水稻、文心兰、苹果、向日葵、紫

花苜蓿以及生菜等植物中的 FT 类基因导入拟南芥，

转基因拟南芥均表现出明显的早花表型，说明 FT 基

因可以明显促进植物开花[9-17]。笔者将 CfFT导入烟草

植株中，转基因株系表现出明显的早花表型。另外部

分转基因株系高度明显高于野生型烟草，茎秆变细，

节间变长，这与番茄[22]和悬铃木[23]中的 FT 类基因功

能类似。还有部分株系产生多个分枝，与柑橘[24]以及

悬铃木的 FT基因功能也相似，这些结果都表明 CfFT

与其它植物 FT类基因功能类似。 

在拟南芥中超量表达自身的 FT基因后，不同开 

花时间的转基因拟南芥株系中的 AP1、FUL、SEP3的

表达量与 FT 的表达量成正比[25]；将文心兰的 OnFT

转入拟南芥超量表达后，不同转基因拟南芥株系中的

AP1 的表达量与 OnFT 的表达量成正比[12]；将苹果

MdFT1转入苹果超量表达后，不同转基因苹果株系中

的 LFY、AP1、FUL、SOC1 的表达量也与 MdFT1 的

表达成正比[14]，这些结果说明在转基因植株中 FT 基

因上游调控这些基因的表达进而促进转基因植株开

花。笔者对转基因烟草 35S::CfFT-3等株系的 CfFT基

因的表达分析表明，CfFT的表达量与转基因烟草开花

时间的早晚成正比（图 5）。进一步对烟草内源开花

相关基因 NFL、NAP1和 NtFUL的表达分析发现其表

达水平与 CfFT 的表达一致，都与转基因烟草开花时

间的早晚成正比（图 6），说明 CfFT与文心兰、苹果

中的 FT类基因一样，都能激活开花相关的 LFY、AP1、

FUL等下游基因从而促进植株开花。 

4  结论 

利用同源克隆并结合 RACE 技术克隆了蕙兰成

花基因 CfFT的全长 cDNA，序列分析表明克隆到的基

因为拟南芥 FT 基因的同源基因。实时定量表达分析

表明 CfFT在幼嫩花芽中的表达量最高。将 CfFT导入

烟草进行过表达，可以显著促进烟草开花，并且可以

激活烟草开花相关的 LFY、AP1、FUL 等下游基因从

而促进植株开花。该研究结果为深入探讨 CfFT 基因

在蕙兰中的成花诱导作用奠定了理论基础。 
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