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摘  要：ELF3 是重要的生物钟基因，调节光信号的输入与昼夜节奏输出，参与调控植物的重要过程。为了了解其在文

心兰花瓣衰老启动中的调控作用，本研究对 OnELF3 基因进行克隆和表达分析。结果表明：利用转录组文库中的 ELF3

基因序列，从文心兰花瓣中扩增得到 OnELF3 基因（GenBank 登录号：OL613896）；OnELF3 基因全长 2208 bp，编码

735 个氨基酸。亚细胞定位表明其在细胞核中表达。同源序列比对与系统发育树分析显示 OnELF3 与铁皮石斛兰和蝴蝶

兰亲缘关系最近。原核表达分析表明，OnELF3 基因能原核表达出功能蛋白。该基因在长光照、全光照及全黑暗条件下

表达模式与其作为生物钟基因功能一致。实时荧光定量分析表明，OnELF3 基因在绽口期和盛开期表达量最高，表明

OnELF3 基因可能在开花和花衰老启动中均发挥作用。本研究为进一步鉴定 OnELF3 基因在开花和花衰老启动中的功能

奠定基础。 

关键词：文心兰；花衰老；ELF3 基因；基因克隆；表达分析 

中图分类号：S31      文献标志码：A 

Cloning and Expression Analysis of the Biological Clock Gene OnELF3 
in Oncidium 

TAN Yurong1,2,3, PEI Xiaohua1,2, ZHAI Ke1,2, WU Shuang1,2, LI Mengtao1,2, MENG Qingchang1,2, 
SONG Haoming1,2, YANG Yujing1,2, PAN Yingwen4, XIE Guangming1,2,5, LI Xiumei5, LIU Jinping1,2* 

1. School of Breeding and Multiplication (Sanya Institute of Breeding and Multiplication), Hainan University, Sanya, Hainan 572024, 
China; 2. School of Tropical Agriculture and Forestry, Hainan University, Danzhou, Hainan 571737, China; 3. Guangxi Academy of 
Argicultural Sciences, Nanning, Guangxi 530007, China; 4. Post-entry Quarantine Station for Tropical Plant, Hainan Entry-exit In-
spection and Quarantine Bureau, Haikou, Hainan 570311, China; 5. Wuzhishan Wanquan Horticulture Co., Ltd. / Hongshan Farm, 
Zhongshan Town, Wuzhishan, Hainan 572216, China 

Abstract: ELF3 is an important biological clock gene that regulates the input of light signal and the output of circadian 

rhythm, participating in modulation of many important processes of plants. In order to understand its regulation in the 
initiation of petal senescence of Oncidium, we conducted cloning and expression analysis of OnELF3 in Oncidium. 
OnELF3 (GenBank accession number: OL613896) was isolated from the Oncidium petals. OnELF3 had a length of 

2208 bp and encoded a protein of 735 amino acids. Subcellular localization showed its expression in the nucleus. Ho-
mologous sequence alignment and phylogenetic tree analysis showed that OnELF3 was closest to the counterparts of 

Dendrobium candidum and Phalaenopsis. Prokaryotic expression analysis showed that the cloned OnELF3 was capable 
of prokaryotic expression of functional proteins. Its expression patterns under long day, full light, and full darkness 

conditions were consistent with its function as a circadian clock gene. Real time fluorescence quantitative analysis 
showed that the expression of OnELF3 was the highest in cracked buds and full-open flowers, indicating that OnELF3 
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may play a role in both flowering and flower senescence initiation. This study would lay a foundation for further func-

tional identification of OnELF3 in the initiation of flower senescence. 

Keywords: Oncidium; flower senescence; ELF3 gene; gene cloning; expression analysis 
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文心兰（Oncidium）花型酷似婆娑起舞的女

郎，又名跳舞兰、舞女兰；又似飞翔的蝴蝶，因

此又名金蝶兰。文心兰因其别致优美的花型、亮黄

鲜艳的花色，为极具观赏价值的重要切花类型[1]。

花衰老不仅是重要的植物生理过程，也是影响文

心兰这类切花商品价值的一个十分重要的指标。

研究文心兰花衰老的分子机制，不仅有助于了解植

物器官的衰老与调控，也有助于从分子水平上控制

花衰老，从根本上解决切花保鲜问题[2-11]。 

EARLY FLOWERING3 （ ELF3 ） 是 生 物 钟

（circadian clock）基因，而生物钟是生物为适应

外界变化的内在昼夜节奏，参与调控几乎所有的

植物的重要过程[12-16]。ELF3 作为生物钟核心振荡

器中晚间复合体（evening complex, EC）即 ELF3- 

ELF4-LUX ARRHYTHMO（LUX）的重要组成部

分，调节光信号的输入与生物钟的输出，不仅控

制下胚轴伸长生长与植物开花时间[17-20]，还在植

物耐盐性[21]和叶片衰老[22]方面发挥重要作用。文

心兰花发育和衰老过程的转录组研究表明，ELF3

基因还可能参与文心兰花瓣衰老的启动调控[23]。 

本 研 究 从 文 心 兰 中 克 隆 到 生 物 钟 基 因

OnELF3 的全长序列，并对其进行蛋白质分析、亚

细胞定位分析，以及其在不同花发育时期和昼夜中

的表达分析，研究结果为研究 OnELF3 基因功能鉴

定及其在文心兰花瓣衰老启动的调控中的作用奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试材料为南茜黄金 3 代文心兰鲜切花，购

自海南省出入境检疫局热带植物隔离检疫中心。

亚细胞定位表达载体 pCAMBIA1300、原核表达

载体 pET-30a、农杆菌菌株 GV3101、大肠杆菌

DH5α、大肠杆菌 BL21（DE3）及本生烟草均由

本实验室保存。 

1.2  方法 

1.2.1  OnELF3 基因的克隆与生物信息学分析  参

照 CTAB 法提取文心兰花瓣总 RNA[24]。利用 1%

浓度凝胶电泳检测 RNA 条带的完整性，并利用微

量分光光度计测量 RNA 浓度。按照 TaKaRa 反转

录试剂盒（PrimeScript RT regent Kit with gDNA 

Eraser）合成 cDNA 第 1 条链。根据转录组测序获

得的序列设计引物 OnELF3-F/R（表 1），以获得的

文心兰 cDNA 为模板扩增 OnELF3 基因 CDS 区（去

掉终止密码子），将获得的目的片段纯化后连接 T

载体，菌落检测正确后测序，便于后续实验。 

以 扩 增 得 到 的 正 确 的 序 列 在 ORFfinder

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）在线软

件上预测氨基酸序列；通过 ExPASy 服务器的

ProtParam tool（https://web.expasy.org/protparam/）

在线软件对预测的氨基酸序列进行理化性质分析；

利用 SignalP 4.1 （ http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

SignalP/）在线软件对氨基酸序列的信号肽进行预

测；用 Plant-mPLoc（http://www.csbio.sjtu.edu.cn/ 

cgi-bin/PlantmPLoc.cgi）在线软件预测 OnELF3

蛋白亚细胞定位。以预测到的 OnELF3 蛋白序列

在 NCBI 数据库中作 Blast 检索，并使用 MEGA 6

软件构建系统进化树。 

1.2.2  OnELF3 的亚细胞定位分析  利用 Primer 

5.0 软件设计 OnELF3 基因带有 p1300 载体多克隆

酶切位点的引物 OnELF3-1300-F/R（表 1）。以含

有目的片段的 T 载体质粒为模板克隆目的条带，

采 用 酶 切 酶 连 法 构 建 亚 细 胞 定 位 载 体

35S::OnELF3:GFP，将构建好的载体质粒转化到

农杆菌 GV3101 中。采用瞬时表达的方法，将含

有亚细胞定位载体 35S::OnELF3:GFP 的农杆菌注

射到生长期为 1 个月的烟草叶片背部，28 ℃弱光

培养 3 d 后剪取叶片，利用激光共聚焦荧光显微

镜分析基因的定位情况。 

1.2.3  OnELF3 基因的原核表达分析   利用

Primer 5.0 软件设计 OnELF3 基因带有 pET30a 载

体多克隆酶切位点的引物 OnELF3-30a-F/R（表

1）。以含有目的片段的 T 载体质粒为模板克隆目

的条带，构建亚细胞定位载体 T7 promoter:: 

OnELF3:His-Tag，将构建好的载体质粒转化到大

肠杆菌 BL21（DE3）中。0.8 mol/L IPTG，37 ℃

诱导 pET30a 和 OnELF3-pET30a 表达 0、1、2、3 h

后收集菌液进行 SDS-PAGE 电泳分析；0.8 mol/L 
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IPTG pET30a 和 OnELF3-pET30a 表达 3 h 进行

Western Blotting 分析。 

1.2.4  OnELF3 基因的表达模式分析  生物钟节

律表达分析取样：将 150 枝文心兰花枝平均分到

3 个量杯中，对文心兰切花进行 2~3 d 的暗处理、

全光照和长光照处理后，从早上 6：00 开始时每

隔 2 h 采 1 次样，采样时根据转录组数据选择采

集盛开期花瓣（盛开前期、盛开期及衰老初期 3

个时期中在盛开期表达量最高），连续采样 72 h，

液氮速冻后保存于‒80 ℃冰箱。文心兰切花不同

发育时期表达分析取样：根据文心兰南茜品种花

的形态变化特征，将其花发育分为花苞期（A）、

绽口期（B）、半开放期（C）、盛开前期（D）、盛

开期（E）、衰老初期（F）、衰老期（G）等 8 个

不同的时期[25]，在同一时间点采集不同时期的花

瓣，装于无 RNA 酶的离心管中，于‒80 ℃冰箱保

存备用。取样结束后提取花瓣 RNA，反转录为

cDNA。以文心兰肌动蛋白基因为内参基因，设计

OnELF3 基因荧光定量 PCR 的引物 OnELF3Q-F/R

（表 1）。 
 

表 1  本研究所用引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物名称 Primer name 引物序列（5-3）Primer sequence (5-3) 用途 Usage 

OnELF3-F GATTGCACGGTGAGATTTAG 

OnELF3-R CTGAGTGATACTGTGGGGATT 

扩增 CDS 区全长 

  

OnELF3-1300-F GGAATTCGATTGCACGGTGAGATTTAG 

OnELF3-1300-R CGGGATCCCTGAGTGATACTGTGGGGATT 

构建亚细胞定位载体 

  

OnELF3-30a-F GGGGTACCGATTGCACGGTGAGATTTAG 

OnELF3-30a-R CGGGATCCCTGAGTGATACTGTGGGGATT 

构建原核表达载体 

  

OnELF3Q-F CCTTATCATCGCCTGGGCTACTT 

OnELF3Q-R GACGGACGCTCCTTACAGTGCT 

荧光定量 PCR 

  

 

2  结果与分析 

2.1  OnELF3 基因 CDS 区序列克隆与生物信

息学分析 

据转录组测序结果得到 OnELF3 基因的

mRNA 序列，设计特异性引物扩增出 2432 bp 序

列，根据 NCBI 数据库 Blast 分析得到 OnELF3 基

因的开放阅读框全长为 2208 bp（GenBank 登录

号：OL613896）。根据该开放阅读框设计特异性

引物扩增得到 OnELF3 的 CDS，长度为 2240 bp

（图 1）。 
 

 
 

M: DL 2000 DNA marker; 1-4: OnELF3. 
图 1  文心兰 OnELF3 PCR 扩增产物 

Fig. 1  PCR amplified products of OnELF3 in Oncidium 
 
利用 PtptParam软件预测分析 OnELF3基因的

编码蛋白，表明 OnELF3 蛋白分子量大小为

80.70 kDa，等电点为 8.22，不稳定系数为 54.07，

属于不稳定蛋白，易降解。Signal P4.1 Server 软

件预测 OnELF3 蛋白无信号肽，不是分泌蛋白。

Plant-mPLoc 软件预测 OnELF3 蛋白定位在细胞

核上。利用 NCBI 分析 OnELF3 保守结构域，结

果显示，未找到与 OnELF3 基因编码的蛋白相对

应的已知结构域，但与其他物种的 ELF3 蛋白的

结构域分析结果一致，因此，认为克隆到的基因

的确是 ELF3 基因。利用 DNAMAN 软件对

OnELF3 氨基酸与其他 9 种植物的 ELF3 氨基酸序

列进行同源序列比对发现，这 10 个植物的 ELF3

存在保守的部分序列，OnELF3 蛋白与铁皮石斛、

蝴蝶兰等兰科植物的 ELF3 蛋白同源性在 63%~ 

81%之间，与其他物种的 ELF3 蛋白同源性在

40%~50%之间（图 2）。  

利用 MEGA 6 软件对 OnELF3 与 NCBI 数据

库 Blast 检索到的蛋白序列构建系统进化树。结果

显示，文心兰 OnELF3 蛋白与铁皮石斛兰和蝴蝶

兰 ELF3 亲缘关系最近（图 3）。  

2.2  OnELF3在烟草表皮细胞中的亚细胞定位 

将含有 OnELF3 基因的重组质粒农杆菌悬浮

液注射到烟草叶片中，使其在烟草表皮细胞中表 
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相似性水平≥100%为黑色；相似性水平≥75%为粉红色；相似性水平≥50%为绿色；相似性水平<50%则为白色。 

The similarity was indicated by different colors: blue-black=100%, pink≥75%; green≥50%, and white<50%. 

图 2  OnELF3 与其他物种 ELF3 氨基酸序列多重比对 
Fig. 2  Multiple alignment of amino acid sequences between OnELF3 and ELF3 of other species 

 

 
 

图 3  ELF3 蛋白的系统进化树分析 
Fig. 3  Phylogenetic tree analysis of ELF3 protein 

达，利用激光共聚焦显微镜观察 OnELF3 蛋白的

定位情况。当注射的是空载 pCAMBIA 1300 时，

在细胞膜、细胞质和细胞核均能看到 GFP 荧光，

而当 GFP 与 OnELF3 蛋白融合表达时，荧光信号

主要在细胞核上（图 4）。OnELF3 蛋白的核定位

使其具有作为转录因子的基本特征。 

2.3  OnELF3 基因的原核表达分析 

OnELF3 基因原核表达经 SDS-PAGE 电泳分

析，结果显示，OnELF3-pET30a 与空载 pET30a

相比，条带较深，大小与预测的蛋白大小一致（图

5A）。Western Blot 验证结果表明，重组蛋白

OnELF3-pET30a 诱导成功，重组蛋白 OnELF3- 

pET30a 可被特异性抗体识别，得到与预测时大小

一致的单一蛋白条带（图 5B）。上述结果说明本

研究成功克隆了 OnELF3 基因并能原核表达出功

能蛋白。 
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图 4  OnELF3 在烟草表皮细胞中的亚细胞定位 
Fig. 4  Subcellular localization of OnELF3 in tobacco epidermal cells 

 

 
 

M：预染蛋白 Marker SM0671 10-170 kDa；1~4：0.8 mmol/L IPTG 诱导 OnELF3-pET30a 

表达 0、1、2、3 h；红色箭头指向目的蛋白。 

M: PageRuler prestained protein ladder SM0671 10-170 kDa; 1-4: OnELF3-pET30a expressed after  
0 h, 1 h, 2 h, 3 h respectively with 0.8 mmol/L IPTG induction; The red arrow points to the target protein.  

图 5  重组蛋白 OnELF3-pET30a 的 SDS-PAGE 电泳分析（A）与 Western Blot 验证（B） 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis (A) and Western Blot analysis (B) of OnELF3-pET30a  

 
2.4  OnELF3 基因的生物钟节律表达分析 

为确定 OnELF3 基因的表达是否受生物钟的

影响，利用实时荧光定量表达分析对 OnELF3 基

因在长光照（LD）、全光照（LL）及全黑暗（DD）

条件下的表达进行定量分析。结果表明，OnELF3

基因只在长光照条件下呈节律性振荡表达，在 22：

00 和 6：00 分别有 1 个高峰值，在全光照与全黑

暗条件下表现出节律不齐（图 6）。  

2.5  OnELF3 基因在文心兰不同花期花瓣中的

表达分析 

对 OnELF3 在文心兰切花发育各个时期的花

瓣实时荧光定量分析表明，OnELF3 基因在绽口

期表达量达到最高值，之后表达量下降，在盛开

期上升到第二高峰值，之后表达量下降，在衰老

期达到最低值（图 7）。 

3  讨论 

本 研 究 克 隆 到 1 个 文 心 兰 生 物 钟 基 因

OnELF3，保守结构域分析发现其无已知功能的结

构域；亚细胞定位分析发现，OnELF3 定位于细

胞核。与拟南芥[26]的研究结果一致，ELF3 编码

无已知功能结构域的植物特异性核蛋白。在拟南

芥中，ELF3 是生物钟晚间阶段转录翻译反馈环的

重要成员，呈现 24 h 节律性振荡，并在傍晚出现

表达峰。本研究结果显示，在长日照条件下，

OnELF3 呈 24 h 节律性振荡表达，出现 2 个表达

峰，这与拟南芥中 ELF3 在傍晚出现 1 个表达峰

有所不同，说明不同植物间生物钟基因的节律表 
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坐标轴下方的黑色矩形代表正常条件下的黑暗时间， 

白色代表光照时间。 
The black rectangle below the axis represents dark time under 

normal conditions, and white represents light time. 

图 6  OnELF3 基因在不同光照条件下的表达分析 
Fig. 6  Expression analysis of OnELF3 gene in different 

conditions 
 

达存在一致性与差异性[27]。 

ELF3 在植物中不仅维持生物钟节律性振荡，

还在开花调控过程中扮演重要角色[27]。通过分析

OnELF3 基因在花不同发育时期的表达量，发现

该基因在花的各个发育时期中均有表达，其中在

绽口期的表达量最高，在盛开期出现第二个高峰，

这一结果与之前的转录组分析相吻合 [23]，表明 

 
 

图 7  OnELF3 基因在花发育和衰老过程中的表达分析 
Fig. 7  Expression analysis of OnELF3 during the Oncid-

ium flower development and senescence 
 

OnELF3 基因可能参与开花过程及花衰老的启动。

小麦属的 ELF3 突变后，突变系比野生型更早开

花[28]；水稻 ELF3 抑制 Ghd7 的表达，促进水稻开

花[29]；大豆 ELF3 与 LUX1、LUX2 形成复合物，

抑制开花抑制因子E1表达，促使大豆提前开花[30]。

尽管 ELF3 在花瓣衰老中的作用尚未见报道，但

已有研究表明，ELF3 在叶片衰老的调控中起着重

要作用[22, 31-34]。拟南芥 ELF3 通过与 ELF4 和 LUX

组成的晚间复合体（EC）直接与 MYC2 的启动子

结合，对茉莉酸盐（JA）诱导的叶片衰老起着负

调控作用[32]；在自然条件下和黑暗诱导条件下的

叶片衰老中，ELF3 可在转录水平上调控 PIF4 和

PIF5，不依赖于 EC 而对叶片衰老发挥负调控作

用[33]；在高温条件下，ELF3 对 PIF4 抑制作用减

弱，从而加速叶片衰老[34]。据此可推测 OnELF3

基因在文心兰开花和花衰老启动中发挥作用，但

由于开花和花衰老过程中的调控机制十分复杂，

OnELF3 基因功能仍需进一步研究。 
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