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摘  要：为了获得百合花发育相关的 B 功能基因 LLGLO1 在调控百合花发育过程中的重要信息，以

麝香百合（Lilium longiflorum）未开放的花蕾为试材，以 LLGLO1 基因的特异片段为探针，应用 RNA 原

位杂交技术,对 LLGLO1 基因在花发育各个阶段的时空表达动态进行了研究。结果表明，LLGLO1 基因在

外轮花被、内轮花被、雄蕊和心皮等 4 轮花器官中均有表达，但表达强度随不同的发育阶段而变化。长

度 2.0 和 3.0 cm 的花蕾中 LLGLO1 基因的表达量明显高于 0.5 和 1.0 cm 的花蕾，说明随着花器官的发育

成熟，该基因在各轮花器官中的表达量逐渐增加。 
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The Temporal and Spatial Changes of Flower Development Gene LLGLO1 
in the Floral Buds of Lilium longiflorum  
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Abstract：In order to obtain the important expression information of LLGLO1 gene during the 

process of flower development， the temporal and spatial changes of LLGLO1 gene at different 

development stages of floral buds by in situ hybridization，using the floral buds of Lilium longiflorum as 

materials and the special sequence of LLGLO1 gene as the probe. Result indicated that LLGLO1 gene 

was expressed in the four whorls of floral-organ，including outer tepal，inner tepal，stamen，and carpel. 

It also indicated that the expression level of LLGLO1 gene varies with different development stages of 

floral buds. The expression level was higher in the 2.0 cm and 3.0 cm floral buds than that in the 0.5 cm 

and 1.0 cm ones，showing that the expression level of LLGLO1 gene increases with the development of 

floral-organ. 
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花器官的发育受 A、B、C 类基因控制，这 3 类基因分别在相邻的两轮花器官中发挥作用。A 类

基因在第 1、2 轮花器官中表达，B 类基因在第 2、3 轮花器官中表达，而 C 类基因则在第 3、4 轮

花器官中表达。而且 A 类与 C 类基因功能相互拮抗（Coen & Meyerowitz，1991）。Colombo 等（1995）

在矮牵牛（Petunia hybrida）中发现了决定胚珠特征的 D 类基因，将 ABC 模型延伸为 ABCD 模型

（Angenent et al.，1995；Colombo et al.，1995）。随着研究的不断深入，花器官发育模型后来又被

延伸为 ABCDE 模型和四聚体模型（Pelaz et al.，2000；Theissen，2001；Theissen & Saedler，2001)。

花器官发育模型的不断发展和延伸，极大地推进了花器官发育遗传学的发展，使花发育的研究成为

发育生物学研究中最引人瞩目的热点（刘晓玲，2008）。 

    百合花的结构与模式植物拟南芥和金鱼草花的结构明显不同，因此，以拟南芥和金鱼草等双子

叶植物为依据提出的花器官发育模型并不完全适用于百合等单子叶植物。van Tunen 等（1993）通过

对郁金香花发育的研究，认为 B 类基因不仅在第 2、3 轮花器官中表达，同时也在第 1 轮花器官中

表达，从而使第 1 轮和第 2 轮花器官有着类似的结构（van Tunen et al.，1993)。 

百合花与郁金香花结构相似，其发育研究已深入到分子水平，克隆并对表达进行初步研究的花

发育相关基因主要有 LMADS1、LMADS2、LMADS3、LMADS4、LfMADS1、LfMADS2、LfMADS3、

LRSQA、LRSQB、LRGLOA、LRGLOB、LRAG、LRAGL2A、LRAGL2B、LLGLO1、LLTCP1（Tzeng & 

Yang，2001；Tzeng et al.，2002，2003；Winter et al.，2002；张云 等，2004；吴小萍 等，2006；

吴小萍，2007；Wu et al.，2010）。对已经克隆的基因的表达分析主要是通过实时定量 PCR 技术或转

化模式植物拟南芥，但这两项技术不能在显微或亚显微水平对百合花发育相关基因的时空表达进行

定位。 

为了揭示百合花发育过程中 B 类基因的表达模式，吴小萍等克隆了百合花发育相关基因

LLGLO1，BLAST 分析结果表明，LLGLO1 的 cDNA 与多种单子叶植物的 GLO 类基因同源性较高

（吴小萍 等，2006；吴小萍，2007；Wu et al.，2010）。本研究中以麝香百合品种‘雷山’不同发

育阶段的花蕾为研究材料，以 LLGLO1 的特异片段为探针，应用麝香百合花蕾 RNA 组织原位杂交

技术体系（席梦利 等，2010，2011），在百合上应用 RNA-RNA 组织原位杂交技术对 LLGLO1 基因

在百合花发育各个阶段的时空表达进行定位，获得了该基因在调控百合花发育过程中的重要表达信

息，为进一步揭示麝香百合花发育的分子机制奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及其石蜡切片制作 

试验于 2009—2010 年在南京林业大学林木遗传与生物技术省部共建教育部重点实验室进行。

试验材料为麝香百合（Lilium longiflorum）品种‘雷山’0.5 ~ 3.0 cm 长的花蕾，基因探针为 LLGLO1

的特异片段。 

将装有 70% FAA 的小瓶置于冰上，将花蕾和茎段用手术刀片切下，立即浸泡于 FAA 固定液中，

用抽气泵抽至花蕾沉于固定瓶底，无气泡。换新鲜固定液，4 ℃过夜。 

材料经脱水、透明、浸蜡及包埋后进行石蜡切片，切片厚度 10 µm。 

1.2  RNA 探针的制备 

通过 NCBI 网站搜索多个百合 MADS-box 基因的蛋白序列，应用 DNAMAN 软件比对蛋白序列

的同源性。根据比对结果选取同源性较低的区域作为探针转录的模板。 
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根据 LLGLO1 基因序列设计特异性引物（PROBE-LG1U：5′-AGGATACCGGAAGAGGATAACA 

AAC-3′，PROBE-LG1D：5′-GCGGC ATCCAATATTACGATTATAC-3′），进行 PCR 扩增，获得长 340 

bp 的片段。 

切胶回收目的片段，将目的片段与 pGEM-T Easy Vector 连接并转化大肠杆菌 DH5α，对菌液进

行 PCR 验证。将验证后的菌液送金思特公司测序，测序结果与克隆的 LLGLO1 基因序列比对，比对

正确的作为制备探针的转录模板。 

使用 Roche 公司的 DIG-labeling Kit 标记 RNA 正义和反义探针。反义探针是原位杂交过程中的

实验探针，正义探针是原位杂交过程中的对照探针。 

1.3  原位杂交 

石蜡切片经过脱蜡和复水后，进行蛋白酶处理，用甘氨酸溶液终止蛋白酶反应，并进行组织再

固定；乙酸酐处理切片，然后洗涤和脱水。 

脱水后将玻片平铺于密封的盒中，盒内底层放无水乙醇，严格保持切片脱水状态，置于 4 ℃ 3 ~ 

4 h；然后再将玻片平铺于湿盒中，盒底加入适量 2 × SSC、50%甲酰胺，湿盒用 parafilm 密封后，

恒温箱中 52 ℃杂交过夜。 

杂交后洗去多余探针，经封闭、洗涤、显色、封片后显微镜下观察拍照，细胞组织中有蓝紫色

沉淀物为阳性反应。 

2  结果与分析 

正义探针原位杂交结果显示，各个发育时期的花蕾切片上，4 轮花器官除适量背景外均无明显

阳性反应。 

反义探针原位杂交结果显示，在花蕾长度 0.5、1.0、2.0 和 3.0 cm 等 4 个不同发育阶段，外轮花

被、内轮花被、雄蕊和心皮等 4 轮花器官均有 B 功能基因 LLGLO1 转录的 mRNA 分布，但表达水

平有差异（图 1）。 

在长度约 0.5 cm 的花蕾（图 1，A）中，外轮花被、内轮花被、雄蕊和心皮等 4 轮花器官的细

胞处于分生状态，细胞体积小，核质比较大，只能观察到组织细胞整体表现为浅红色，没有典型的

蓝紫色沉淀物出现，说明 B 功能基因 LLGLO1 在该阶段表达量非常低。 

花蕾长度发育到 1.0 cm 时，多数花蕾处于减数分裂的第 1 次分裂期，部分花粉囊中能明显观察

到花粉母细胞分裂 1 次后形成的二分体。花器官中 B 功能基因 LLGLO1 的表达量明显高于 0.5 cm 的

花蕾，可以清晰观察到外轮和内轮花被片、花粉囊中部和雌蕊中发育为胚珠的部分有 B 功能基因

LLGLO1 转录的 mRNA 分布（图 1，B、C）。 

长度约 2.0 cm 的花蕾，减数分裂已经结束，花粉囊内部花粉粒已经形成。内外轮花被主要由体

积较大的薄壁细胞组成，可以观察到内外轮花被中有典型的蓝紫色沉淀物，药隔部位蓝紫色沉淀物

较多，胚珠部位也可观察到蓝紫色沉淀物，花粉囊颜色明显较花蕾长 0.5 和 1.0 cm 时的颜色深（图

1，D、E）。 

花蕾长度发育到 3.0 cm 时，可以观察到 LLGLO1 在雄蕊中表达的杂交信号非常强烈，整个花粉

囊壁细胞、药隔、绒毡层细胞均可以观察到 B 功能基因 LLGLO1 转录的 mRNA 分布，且杂交信号

强度高于 2.0 cm 时期，胚珠部分仍可观察到少量 B 功能基因 LLGLO1 转录的 mRNA 分布，瓣状被

片部分细胞多为薄壁细胞，体积较大，也能观察到有杂交信号的细胞（图 1，F ~ H）。 
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图 1  LLGLO1 在百合花蕾不同发育时期的表达 

A：0.5 cm 长的花蕾横切面；B、C：1.0 cm 长的花蕾横切面；D、E：2.0 cm 长的花蕾横切面；F ~ H：3.0 cm 长的花蕾横切面。 

te、st、ca 分别代表瓣状被片、雄蕊和心皮。箭头所示为原位杂交信号。 

Fig. 1  The expression of LLGLO1 in floral buds of different developmental periods 

A：Transverse section of 0.5 cm floral bud；B，C：Transverse section of 1.0 cm floral bud；D，E：Transverse section of 2.0 cm floral bud； 

F–H：Transverse section of 3.0 cm floral bud.  

te，st，ca represented tepal，stamen and carpel，respectively. The arrow demonstrated in situ hybridization signal. 
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3  讨论 

GLO 类基因在不同种植物花器官中表达的时空有明显差异。拟南芥花发育到第 3 阶段时，PI

基因主要在花瓣、雄蕊原基中表达，心皮原基中有少量表达，进入花发育的第 6 阶段时，PI 基因只

在花瓣、雄蕊原基中表达。金鱼草的 GLO 基因与拟南芥的 PI 基因表达模式相似。单子叶植物玉米、

水稻的 GLO 同源基因的表达模式与拟南芥、金鱼草也极为相似（Yong-Yoon et al.，1995；Krizek & 

Fletcher，2005）。郁金香的 GLO 同源基因 TGGLO 的表达模式则不同，它不仅在内轮花被、雄蕊中

表达，还在外轮花被中也有较高水平的表达，同时在心皮、苞片、叶和茎中有低量表达（Kanno et al.，

2003）。此种表达模式解释了郁金香花被形成的原因，并支持了 van Tunen（1993）修正的 ABC 模

型。 

本研究中观察到 LLGLO1 基因在百合外轮花被、内轮花被、雄蕊和心皮四轮花器官中均有表达，

且表达强度随不同的发育阶段而变化。在长 2.0 和 3.0 cm 的花蕾中，LLGLO1 基因的表达量明显高

于 0.5 和 1.0 cm 的花蕾，说明随着花器官的发育成熟，该基因在各轮花器官中的表达量逐渐增加。

该研究结果与已报道的荧光定量及半定量 PCR 结果（吴小萍 等，2006；吴小萍，2007；Wu et al.，

2010）基本一致。Wu 等（2010）将 35S::LLGLO1 转入拟南芥中，发现转基因拟南芥的萼片同源转

化为花瓣化的同源器官，形成 6 个花被、6 个雄蕊和 1 个雌蕊。荧光定量 PCR、转基因及组织原位

杂交研究结果均证明 LLGLO1 基因表达符合 van Tunen（1993）修正的 ABC 模型。 
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2012 年园艺植物染色体倍性操作与遗传改良学术研讨会 

预备通知 

自 2008 年 11 月在中国农业科学院郑州果树研究所成功召开园艺植物染色体倍性操作与遗传改良研讨会以来，

我国科研人员在该领域的研究取得了可喜的成绩。为进一步总结近几年来在该领域的研究进展，促进园艺植物倍性

育种研究，同时为该领域的专家、学者和同仁们提供良好的交流平台。中国园艺学会定于 2012 年 4 月中旬在重庆召

开园艺植物染色体倍性操作与遗传改良学术研讨会。欢迎从事该研究领域及相关研究工作的人员参加。 

大会主题为染色体倍性操作与遗传改良基础、应用研究，分子生物学研究技术在染色体倍性与遗传改良上的应

用等。会议将邀请国内生物学研究领域的院士和知名专家作特邀报告。 

会议拟定于 2012 年 4 月中旬召开，会期 3 天，参会代表 200 人左右。本次研讨会就会议主题广泛征集会议论文

（全文或摘要），会议将编印论文集（非正式出版物），论文格式请按照《园艺学报》的要求撰写，文责自负。论

文通过电子邮件形式提交，邮件主题请用“第一作者姓名 + 单位名称”格式，会务组 E-mail：fruitlab@126.com。 

会议论文征集截止时间：2012 年 3 月 16 日，请将参会回执于 2012 年 3 月 30 日发会务组 E-mail：fruitlab@126.com 

联系人：何桥（13594231482），汪卫星（13883716907）。其它相关事项将在会议正式通知及中国园艺学会网

站中更新。如您有任何问题，请随时与会务组联系：fruitlab@126.com。 

中国园艺学会  西南大学园艺园林学院 

2011 年 12 月 1 日  


