
 

小麦 TaCLC-e-3AL 基因功能分析及互作蛋白鉴定
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摘要: 【目的】分析小麦氯离子通道 TaCLC-e-3AL 基因功能并鉴定其互作蛋白，以解析 TaCLC-e-3AL 参与小麦

响应低氮胁迫的作用机制。【方法】以拟南芥 AtCLC-e 氨基酸序列为参考序列，通过 BlastP 对小麦基因组数据

库进行比对，获得 TaCLC-e-3AL (TraesCS3A02G253600)、TaCLC-e-3B (TraesCS3B02G285500) 和 TaCLC-e-3DL
(TraesCS3D02G254500) 3 个基因，分析其基因结构和系统进化关系。将 TaCLC-e-3AL-p1300-GFP 融合蛋白表达

载体转化至小麦原生质体中，分析 TaCLC-e-3AL 的亚细胞定位特征；采用转基因拟南芥进行异源功能验证，利

用酵母双杂交筛选与 TaCLC-e-3AL 相互作用的蛋白。【结果】生物信息学分析表明，TaCLC-e-3AL 编码的蛋白

含有 11 个跨膜结构域，与乌拉尔图小麦 TuCLC-e 同源性最高。组织表达量预测分析表明，TaCLC-e-3AL 基因

在小麦的叶片和茎部表达量较高。顺式作用元件分析表明，其可能响应光、激素以及逆境胁迫等信号。亚细胞

定位显示，TaCLC-e-3AL 蛋白经内质网分选后定位于叶绿体内。过表达 TaCLC-e-3AL 转基因拟南芥植株在低氮

胁迫条件下可以储存更多的 NO3
−，并能够维持植株体内 NO3

−/Cl−的稳态，不引起植株根长和鲜重的显著变化。

酵母双杂交文库筛选显示 TaCLC-e-3AL 与水通道、叶绿体 a/b 结合蛋白和电压依赖性阴离子通道 3 个蛋白互

作，表明 TaCLC-e-3AL 可能与它们协同参与干旱胁迫响应、光合作用、信号传导等生物过程。【结论】小麦氯

离子通道蛋白 TaCLC-e-3AL 位于叶绿体内。TaCLC-e-3AL 基因转化至拟南芥中过表达，在低氮胁迫条件下较野

生型可以在植株体内储存更多的 NO3
−，并维持 NO3

−/Cl−的值，表明 TaCLC-e-3AL 可能调控 Cl−和 NO3
−的协同运

输。TaCLC-e-3AL 通过与水通道蛋白、叶绿体 a/b 结合蛋白、电压依赖性阴离子通道蛋白互作，参与小麦的干

旱胁迫、光合作用和离子胁迫应答。
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Functional analysis of TaCLC-e-3AL and the identification of interacting
proteins in wheat (Triticum aestivum L.)
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Abstract: 【Objectives】This study aimed to elucidate the mechanism of TaCLC-e-3AL involvement in response
to low nitrogen stress by analyzing the function and identifying the interacted proteins of TaCLC-e-3AL.
【Methods】The amino acid sequence of Arabidopsis thaliana AtCLC-e was used as a reference sequence, and
three genes, TaCLC-e-3AL (TraesCS3A02G253600), TaCLC-e-3B (TraesCS3B02G285500) and TaCLC-e-3DL
(TraesCS3D02G254500), were obtained from wheat genome database by BlastP, and their structures and
phylogenetic relationships were then analyzed. The TaCLC-e-3AL-p1300-GFP fusion was transformed into wheat
protoplasts to analysis the subcellular localization characteristics of TaCLC-e-3AL. Transgenic Arabidopsis
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thaliana experiments were employed to determine the function of TaCLC-e-3AL. The interactors of TaCLC-e-3AL
were identified by yeast two-hybrid system screening. 【Results】The TaCLC-e-3AL gene was cloned from
wheat, and bioinformatics analysis indicated that the encoded protein of TaCLC-e-3AL gene contained 11
transmembrane domains, and showed the highest homology with TuCLC-e in Triticum urartu. TaCLC-e-3AL gene
was highly expressed in leaves and stems of wheat, and several light, hormone and stress response elements were
detected in its promoter region using the method of cis-acting elements analysis. Subcellular localization in
protoplasts showed that TaCLC-e-3AL was mainly expressed in chloroplasts. When TaCLC-e-3AL was
overexpressed in Arabidopsis thaliana under low nitrogen condition, the transgenic plants stored more NO3

− and
maintained stable NO3

−/Cl− homeostasis, the root length and fresh weight were not impacted significantly. The
screening results of the yeast two-hybrid system showed that TaCLC-e-3AL interacted with aquaporin, voltage-
dependent anion channel and other proteins, indicating the possible involvement of TaCLC-e-3AL in drought
stress response, photosynthesis, signal transduction and other biological processes. 【Conclusions】The wheat
chloride ion channel protein TaCLC-e-3AL is located in the chloroplasts. The overexpression of TaCLC-e-3AL in
Arabidopsis thaliana could raise NO3

−-N storage and thereby keep the normal NO3
−/Cl− homeostasis in plants

under low nitrogen stress, so the TaCLC-e-3AL is thought regulating the synergistic transport of Cl− and NO3
−.

Through interaction with aquaporin, voltage-dependent anion channel and other proteins, TaCLC-e-3AL
participates in response to drought stress, photosynthesis, and ion stress in wheat.
Key words: wheat; low nitrogen stress; TaCLC-e-3AL; functional analysis; interaction proteins

氮素作为植物生长发育必需的大量元素之一，

参与了蛋白质、核酸、磷脂等重要有机分子的合成[1]。

植物可吸收利用的氮素主要为硝态氮和铵态氮，

硝态氮是植株吸收利用的主要氮素形态，铵态氮只

有在水淹地或还原性强的土壤中才可能成为主要氮

素营养来源 [2]。作为中国三大粮食作物之一的小麦

(Triticum aestivum L.)，其吸收利用氮源的形态主要

是硝态氮，硝态氮能够促进小麦根系生长、增强抗

逆性、提高产量和改善品质[3]。植物吸收硝态氮主要

依靠 4 类 NO 3
−转运蛋白：低亲和硝态氮转运蛋白

(low affinity nitrate transporter，NRT1)、高亲和硝态

氮转运蛋白 (high affinity nitrate transporter，NRT2)、
氯离子通道蛋白 (chloride channel protein，CLC)、慢

阴离子通道相关同系物 (slow anion channel related
homologue SLAC1/SLAH)[4]。

CLC 基因广泛存在于各种古菌、微生物真菌、

动物和植物中。1996 年，首次在烟草[5]和拟南芥[6]中

发现植物 CLC 基因，随后发现该家族基因也存在于

水稻[7]、玉米[8]、大豆[9]、小麦[10]和棉花[11]等物种中。

大部分 CLC 蛋白结构特征为含有一个高度保守的电

压门控氯离子通道 (voltage-gate CLC) 结构域和两

个保守的胱硫醚 β 合成酶 (CBS) 结构域 [ 1 2 ]。植物

CLC 家族基因除了行使氮素吸收转运功能外，其在

维持细胞内外渗透压、体内离子动态平衡、气孔运

动、增强植物抗旱性和耐盐性等方面也发挥着重要

作用。植物中 CLC 基因家族可以分为 2 个亚类 (Ⅰ、

Ⅱ)，7 个簇，其中亚类Ⅰ包含 5 个簇 (-a、-b、-c、
-d、-g)，亚类Ⅱ包含 2 个簇 (-e、-f)。亚类Ⅰ的研究

较为广泛，AtCLC-a、AtCLC-b 参与液泡中 NO3
−的

积累，AtCLC-c 能转运 Cl−并增强植株耐盐性[12−14]。玉

米 ZmCLC-a 定位于细胞膜上，能使转基因拟南芥积

累更多的硝酸盐[15]。大豆 GsCLC-c2 通过调节阴离子

稳态提高转基因拟南芥和大豆的耐盐性 [ 1 6 ]。棉花

GhCLC-g1 可以调节植株体内离子含量，增强植株

耐盐性 [17]。亚类Ⅱ中的 AtClC-e 能够维持拟南芥细

胞内膜的硝酸盐稳态，且与 AtClC-a 基因存在相关

性[18]；AtCLC-e 可以维持拟南芥体内 Cl−稳态，影响

叶绿体的超微结构和调节光合电子的传输 [19]；茶树

CsCLC-e 参与了阴离子 Cl−和 F−的反应过程[20]；过表

达苹果 MhCLC-e2 能够增强愈伤组织对缺氮胁迫的

耐受性[21]。

目前氯离子转运蛋白 CLC 仅在模式植物拟南芥

和水稻中进行了较为系统的研究，小麦 TaCLC 家族

的研究主要集中于基因家族的初步分析[10]，家族成员

的克隆和具体功能解析鲜有报道。本研究通过同源

比对获得 3 个 TaCLC-e 同源基因，利用小麦原生质

体转化、转基因拟南芥和酵母双杂交技术对 TaCLC-
e-3AL 的亚细胞定位、基因功能以及互作机制进行了

初步解析，以期为小麦氮素吸收利用提供基因资源

和理解氮素调控的分子生物学机制提供参考。 

 836 植 物 营 养 与 肥 料 学 报 30 卷



1    材料与方法
 

1.1    试验材料及培养条件
 

1.1.1  小麦 (Triticum aestivum L.) 种子处理及培养　

　以河南农业大学小麦育种研究室选育的小麦品种

‘豫农 804’为材料，挑选籽粒饱满均匀一致的种

子，用 10% H 2O 2 消毒种子 5 min，ddH 2O 冲洗

5～6 次，浸泡过夜。次日将小麦均匀撒播在营养土

中，培养环境光 /暗周期为 16 h/8 h；昼夜温度为

2 2℃ / 1 8℃；相对湿度 7 0%。在培养箱中培养

7～14天。 

1.1.2  拟南芥培养　　哥伦比亚生态型 (Columbia-
0) 拟南芥种子，用 70% (v/v) 酒精表面灭菌 7 min，
0.1% (v/v) NaClO 灭菌 5 min，用 ddH2O 洗涤后铺于

MS 固体培养基上，4℃ 黑暗条件下放置 3 天以使

种子同步萌发；竖直放置培养皿于 22℃、光周期为

16 h/8 h (光/暗)的培养箱中培养。 

1 . 1 . 3    试验所用载体　　亚细胞定位表达载体

p-super1300-GFP (p1300-GFP)、植物表达载体

pCAMBIA1300 (p1300)、酵母双杂交载体 pGBKT7
(BD)和 pGADT7 (AD)，试验中酵母菌株为 Y2Hgold，
大肠杆菌菌株为 DH5α。酵母文库委托上海欧易生物

医学科技有限公司构建。 

1.2    TaCLC-e 基因生物信息学分析

以拟南芥 AtCLC-e(AT4G35440)的氨基酸序列为

参考，通过 BlastP 检索小麦全基因组数据库 (http://
ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release-54/fasta/
triticum_aestivum/)，获得小麦 TaCLC-e 基因序列及

基本信息 (E-value<1E−5)。利用 NCBI (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) 在线工具 CDD search 检测完整结

构域，设置为默认参数。通过在线工具 Exon-Intron
Graphic Maker (http://www.wormweb.org/exonintron)
对 TaCLC-e 3 个同源基因的基因结构及保守结构域

进行可视化分析。使用 Wolfpsort (https://wolfpsort.
hgc.jp/) 对 3 个同源基因编码蛋白表达的亚细胞定位

进行预测。

结合文献[10]和基因结构，挑选 TaCLC-e-3AL 进

一步分析。利用 NCBI 选取乌拉尔图小麦 (Triticum
urartu)、二粒小麦 (Triticum dicoccoides)、大麦

(Hordeum vulgare)、野生稻 (Oryza brachyantha)、水稻

(Oryza sativa)、玉米 (Zea mays)、小米 (Setaria italica)、
高粱 (Sorghum bicolor)、凤梨 (Ananas comosus)、拟

南芥 (Arabidopsis thaliana)、烟草 (Nicotiana tabacum)、

番茄 (Solanum lycopersicum)、马铃薯 (Solanum
tuberosum) 的 13 个与 TaCLC-e-3AL 同源性较高的氨

基酸序列，通过 Cluster W 进行氨基酸序列比对，使

用 MEGA 7.0 软件[22]采取 NJ 法 (neighbor-joining) 构
建系统发育进化树 (Bootstrap 参数为 1000)；使用

Protter 在线工具[23] (http://wlab.ethz.ch/protter/start/) 和
CDD search 对 TaCLC-e-3AL 同源蛋白序列进行跨

膜结构和保守结构域分析；通过 WheatOmics 1.0[24]

(http://202.194.139.32/expression/wheat.html) 对
TaCLC-e-3AL 在小麦不同组织和不同发育时期中的

表达量进行预测，利用 TBtools 软件进行可视化分

析；利用 PlantCare 在线工具[25] (http://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) 对 TaCLC-e-
3AL 的启动子 (起始密码子前 2000 bp) 顺式作用元件

进行统计分析。 

1.3    RNA 的提取、cDNA 的反转录和 qRT-PCR
分析

采用 Trizol (Invotrigen，美国) 试剂从小麦幼苗

和转基因拟南芥中分别提取总 RNA，使用核酸蛋白

测定仪 Nanodrop对提取的总 RNA浓度进行检测，用

1% 琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 质量。利用 Hifair®

Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis SuperMix for qPCR (翌
圣生物，中国) 试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA。使

用 AceQ qPCR SYBR Green Master Mix (Vazyme) 试
剂盒、TaCLC-e-3AL-RT F/R 和 AtCLC-e-RT F/R 引

物进行荧光定量 PCR。拟南芥转基因材料荧光定量

分析中以拟南芥组成型表达基因 Actin 作为转录本均

一化内参 (表 1)。 

1.4    TaCLC-e-3AL 基因的克隆

根据 Ensembl Plant 数据库 (http://plants.ensembl.
org/Triticum_aestivum/Info/Index) 中 TaCLC-e-3AL 基

因 CDS 序列，使用 Primer 5.0 软件设计引物 (表 1)。
以小麦幼苗的 cDNA 为模板，使用 Phanta® Super
Fidelity DNA Polymerase 扩增目的基因。反应体系

(20 μL) 为：6.8 μL ddH2O，2×Max buffer 10 μL，
dNTP Mix 0.4 μL，cDNA 0.8 μL，TaCLC-e-F/R 各

0.8 μL，polymerase 0.4 μL。PCR 反应程序为：95℃
预变性 3 min；95℃ 30 s，59℃ 30 s，72℃ 3 min，
34 个循环；72℃ 彻底延伸 10 min。使用琼脂糖凝胶

回收试剂盒 (翌圣生物，中国) 对目的条带进行胶回

收，将回收产物连接到 pESI-Blunt vector 载体上，转

入大肠杆菌 DH5a 感受态细胞，过夜培养后挑选单

菌落进行菌液 PCR，将检测为阳性克隆的菌液送至

5 期 宋腾钊，等：小麦 TaCLC-e-3AL 基因功能分析及互作蛋白鉴定 837  
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生工生物工程 (上海)股份有限公司测序。 

1.5    小麦原生质体的制备、转化及亚细胞定位

使用限制性内切酶 Hind  Ⅲ和 Kpn   I 线性化

p1300-GFP 载体，纯化回收酶切产物。设计带有

载体同源臂、酶切位点以及去掉终止密码子的引物

(表 1)，以测序正确的载体为模板亚克隆 TaCLC-e-
3AL，通过 ClonExpress® II One Step Cloning Kit 将
TaCLC-e-3AL 基因连接到 p1300-GFP 载体上，将连

接产物转化大肠杆菌，挑取阳性克隆，提取质粒。

取三叶一心期的小麦幼嫩叶片，用刀片将其切

成 0.5～1 mm 的细条，置于 0.6 mol/L 甘露醇中处

理 10 min，细胞筛过滤，向滤液中加入 50 mL 酶

解液，真空抽提 30 min 后置于 20℃～25℃ 摇床上

40 r/min 酶解 5 h。利用 PEG 转化法 [26]将 TaCLC-e-
3AL-p1300-GFP 重组质粒和 p1300-GFP 空载质粒分

别转化至小麦原生质体，避光培养 20 h，在激光共

聚焦显微镜下观察 GFP信号。 

1.6    拟南芥转化和离子含量及形态学性状测定

构建 p1300-TaCLC-e-3AL 重组载体，限制性内

切酶为 Xba I 和 Sac I，带有载体同源臂和酶切位点

的引物见表 1。将拟南芥于 MS 培养基上培养至四叶

期，将幼苗移栽至装有营养土的培养盒中继续培养

至盛花期，采用浸花法将 p1300-TaCLC-e-3AL 重组

载体转化到拟南芥野生型 (WT) 中，潮霉素筛选至获

得阳性 T3 代纯合拟南芥植株。将 WT 和 3 个随机挑

选的阳性转基因株系点播在MS培养基和低氮MS培

养基 (LN-MS，N 0.18 mmol/L)上，竖直放置 10 天后

观察表型，拍照。使用 ImageJ 软件手动锚点测量每

个处理株系 30 株主根长度；每个处理株系使用 10
株材料，分 3 组使用分析天平测定鲜重，每个处理

重复 3 次。杀青烘干后取 0.1 g 样品粉碎，采用分光

光度法[11]测定 WT 和转基因株系的 Cl−和 NO3
−含量，

每个处理重复 3次。 

1.7    酵母双杂交试验

构建 BD (pGBKT7)-TaCLC-e-3AL 重组质粒为

诱饵载体，限制性内切酶为 Nde I 和 Pst I，带有载体

同源臂和酶切位点的引物见表 1。采用 LiAC/PEG
法[27]将诱饵载体转化 Y2H 酵母菌株，经扩繁后分别

涂布于 SD/-Trp、SD/-Trp/X-α-Gal 和 SD/-Trp/-His/-
Ade 缺陷培养基上，30℃ 培养 3～4 天，观察菌落的

生长状况，判断诱饵载体是否具有自激活活性。

利用共转法 [28]将 cDNA 文库质粒转化到含有诱

饵载体的 Y2H 酵母中，涂布于 SD/-Trp/-His/-Ade
缺陷培养基上，30℃ 培养 3～5 天后挑取直径约为

1～2 mm 的单克隆菌落至 SD/-Trp/-His/-Ade/-Leu/X-
α-Gal 缺陷培养基上进行二次筛选，将变蓝色的菌落

扩繁，用 AD 载体 (pGADT7) 引物对候选阳性克隆菌

液进行 PCR 扩增，反应体系同 1.4。将 PCR 产物送

至生工生物工程 (上海) 股份有限公司测序。在 NCBI
网站上比对测序序列，对可能与诱饵蛋白互作的蛋

白 (以下称互作蛋白，Prey)分析整理。 

1.8    酵母双杂交回转验证

根据上述分析结果挑选与 TaCLC-e-3AL 存在互

作的蛋白进行回转验证，使用 Primer 5.0 软件设计引

物并扩增。构建猎物载体 Prey-AD 重组载体 (下称诱

饵载体)，构建方法同 1.5，限制性内切酶为 Xba I 和

 

表 1   试验所用的引物列表

Table 1   Primers used in the experiment
引物名称

Primer name
正向引物 (5'—3')
Forward primer

反向引物 (5'—3')
Reverse primer

TaCLC-e-3AL F/R ATGGCGCCAGCAGCG TCAACTCTCTTCCCTTCTGATCTC

TaCLC-e-3AL-p1300-GFP F/R CAAATCGACTCTAGAAAGCTTATGGCGCCA
GCAGCG

GCCCTTGCTCACCATGGTACCACTCTCTTCCCTTCTGA
TCTCCG

TaCLC-e-3AL-p1300 F/R ATACACCAAATCGACTCTAGAATGGCGCCA
GCAGCG

CGATCGGGGAAATTCGAGCTCTCAACTCTCTTCCCTT
CTGATCTC

BD-TaCLC-e-3AL F/R CTCAGAGGAGGACCTGCATATGATGGCGCC
AGCAGCG

TAGTTATGCGGCCGCTGCAGTCAACTCTCTTCCCTTCT
GATCTC

TaCLC-e-3AL-RT F/R TCTTCATCCCTTTCCAACTCAA AGCCATCGGCAATCCTGT

AtCLC-e-RT F/R GACGCTTGGGACTGGAAAT CAACTGCAAAGAAGCATCCA

Actin-F/R GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG AACGACCTTAATCTTCATGCTGC

注：下划线处表示限制性内切酶识别序列。

Note: At the underline indicates the recognition sequence of the restriction endonuclease.
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Sac I，带有载体同源臂、酶切位点的引物见表 1。
将 Prey-AD 质粒与 BD-TaCLC-e-3AL 质粒共转化

Y2H 酵母菌株，以 Prey-AD+BD-TaCLC-e-3AL 为试

验组，BD-p53+AD-T 为阳性对照组、BD-Lam+AD-
T 为阴性对照组，同时涂布于 SD/-Trp/-Leu (DDO)、
SD/-Trp/-Leu/-His (TDO) 和 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade
(QDO) 缺陷培养基上，30℃ 培养 3～5 天，观察菌落

生长状况并拍照。 

1.9    数据分析

采用 IBM SPSS Statistics 26软件对数据进行独立

样本 t 检验，结果表示为平均值±标准误 (SE)，采用

Prism 8软件进行图形绘制。 

2    结果与分析
 

2.1    TaCLC-e 基因的生物信息学分析

通过 Ensemble plant 的 BlastP 工具获得与拟南

芥 AtCLC-e 同源的小麦基因 TraesCS3A02G253600、
TraesCS3B02G285500 和 TraesCS3D02G254500 的

基因序列及编码氨基酸等基本信息，分别命名为

TaCLC-e-3AL、TaCLC-e-3B 和 TaCLC-e-3DL[10] (表 2)。
对基因结构及其编码蛋白保守结构域进行可视化分

析，这 3 个基因均含有 7 个外显子和 6 个内含子，

编码的蛋白长度相同，为 717 aa，且具有 Voltage_
CLC 结构域 (Pfam ID: PF00654，http://pfam.xfam.
org/) 和 CBS 结构域 (Pfam ID: PF00571) (图 1)。结构

域分析显示 TaCLC-e-3AL 在 563～613 aa 和 637～
691 aa 区间各存在 1 个 GBS，共 2 个 CBS 结构域，

而 TaCLC-e-3B 和 TaCLC-e-3DL 各只有 1 个 CBS 结

构域。相较于 2 个同源基因，TaCLC-e-3AL 具有更

为完整的基础蛋白结构，因此我们选择 TaCLC-e-
3AL 进行下一步分析。

系统发育进化树结果表明，TaCLC-e-3AL 与乌

拉尔图小麦 TuCLC-e 同源性最高，亲缘关系最近；

保守结构域分析表明，TaCLC-e-3AL 与 TuCLC-e 的

N 端具有相似的跨膜结构，但 TuCLC-e 的 C 端只有

1个 CBS结构域 (图 2)。跨膜结构分析表明，TaCLC-
e-3AL 蛋白具有 11 个跨膜结构域，其 C 端位于胞

内，N 端位于胞外，具有两个 N-glyco motif (图 2 和

3)，Voltage_CLC 保守结构域和 CBS 结构域分别位

于跨膜区域和细胞外。

根据 Zadoks 等[29]对小麦不同组织不同发育阶段

Z10、Z13、Z23、Z30、Z32、Z39、Z65、Z71、
Z75和 Z85的表达量预测分析，TaCLC-e-3AL 在小麦

叶片和茎部的表达量较高，在穗部的表达量较低

(图 4A)；在小麦不同发育时期，TaCLC-e-3AL 在
 

表 2   TaCLC-e 基因信息

Table 2   Genomic information of the TaCLC-e genes
基因名称

Gene name
登录号

Ensemble ID
长度

Length
外显子

Exon
内含子

Intron
起始→终止位置

Star to end location
染色体

Chromosome

TaCLC-e-3AL TraesCS3A02G253600 2838 7 6 474962330 474970320 3A

TaCLC-e-3B TraesCS3B02G285500 2415 7 6 457013924 457026915 3B

TaCLC-e-3DL TraesCS3D02G254500 2489 7 6 355885478 355893581 3D

 

TaCLC-e-3AL

TaCLC-e-3B

TaCLC-e-3DL

CBS结构域 CBS domain 5′非翻译区 5′ UTR 3′非翻译区 3′ UTR

Voltage_CLC domain 

内含子 Intron 外显子 Exon CLC电压门控结构域

 
图 1   TaCLC-e 基因结构及保守结构域可视化图

Fig. 1   Visualization of gene structure and conserved domain of the three TaCLC-e genes
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图 2   TaCLC-e-3AL 蛋白家族系统进化树及结构域分析

Fig. 2   Phylogenetic tree of TaCLC-e-3AL protein family and functional domain analysis
注：红色三角为小麦 TaCLC-e-3AL 蛋白，括号内为 NCBI 登录号。Tu—乌拉尔图小麦；Td—二粒小麦；Hv—大麦；Ob—野生稻；

Os—水稻；Zm—玉米；Si—小米；Sb—高粱；Ac—凤梨；At—拟南芥；Nt—烟草；Sl—番茄；St—马铃薯。橙色方块为跨膜结构域，绿

色方块为 CBS结构域。

Note: The red triangle is the wheat TaCLC-e-3AL protein, and the NCBI accession number is in parentheses. Tu—Triticum urartu; Td—Triticum
dicoccoides; Hv—Hordeum vulgare; Ob—Oryza brachyantha; Os—Oryza sativa; Zm—Zea mays; Si—Setaria italica; Sb—Sorghum bicolor;
Ac—Ananas comosus; At—Arabidopsis thaliana; Nt—Nicotiana tabacu; Sl—Solanum lycopersicum; St—Solanum tuberosum. The orange box
represents the transmembrane structural domain, and the green box represents the CBS domain.

 

H2N−

−COOH

CBS结构域 CBS domain

N-糖基化基序 N-Glyco motif    

膜内
Inside of memberane

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

膜外
Outside of membrane

CLC电压门控结构域 Voltage_CLC domain 

 
图 3   TaCLC-e-3AL 蛋白的跨膜结构模型

Fig. 3   Model of the transmembrane structure of TaCLC-e-3AL protein
注：圆圈表示氨基酸，圆圈内字母表示不同种类氨基酸的缩写。

Note: The circle represents amino acids, and the letters inside the circle represent abbreviations of amino acids.
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leaf_Z71 (开花后 2 天) 的叶片中具有较高的表达量，

在 grain_Z75 (开花后 14 天) 和 grain_Z85 (开花后 30
天)的籽粒中表达量较低 (图 4B)。

分析 TaCLC-e-3AL 启动子的顺式作用元件，结

果表明该基因上游启动子存在多种顺式作用元件，

除最基本的顺式作用元件 CAAT-box、TATA-box
外，还具有光响应元件、激素 (赤霉素、脱落酸、茉

莉酸甲酯、生长素、水杨酸) 响应元件以及胁迫相关

(干旱、厌氧)的响应元件 (表 3)。 

2.2    TaCLC-e-3AL 的亚细胞定位

采用 PEG 转化法将 p1300-TaCLC-e-3AL-GFP 融

合蛋白表达载体和 p-super1300-GFP 空载体 (对照) 质
粒分别转化至小麦原生质体中，在激光共聚焦显微

镜下观察蛋白的表达情况。使用 GFP、叶绿体和白

光激发原生质体。p-super1300-GFP 空载体的绿色荧

光遍布整个细胞，在细胞膜、细胞核与细胞质中均

有表达，而 TaCLC-e-3AL 的绿色荧光和叶绿体的红

色荧光表现出一致的分布，两种荧光完全重叠，表

明 TaCLC-e-3AL亚细胞定位于叶绿体 (图 5)。 

2.3    TaCLC-e-3AL 在拟南芥中的功能验证

通过潮霉素筛选获得 T3 代过表达 TaCLC-e-3AL
的转基因拟南芥纯合株系，随机挑选 3 个株系 OE-
3、OE-6、OE-11，将这 3 个转基因株系与野生型拟

南芥 WT 的种子点播于低氮培养基 (LN，0.18 mol/L
N) 及正常培养基 (MS) 上进行培养，3 个转基因株

系 (OE-3、OE-6、OE-11) 与 WT 相比根长没有显著

差异 (图 6A、B)。qRT-PCR 分析显示，3 个株系中

TaCLC-e-3AL 的表达量较 AtCLC-e 高出 5～6 倍

(图 6C)。选取 WT 和 OE 株系 (OE-3、OE-6、OE-
11) 各 30 株测定鲜重 (下同)，结果显示 OE 株系与
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图 4   TaCLC-e-3AL 基因表达量的预测热图

Fig. 4   Predicted heat map of TaCLC-e-3AL gene expression
注：图 (A) 为成熟期不同组织中 TaCLC-e-3AL 的表达水平；图 (B) 为不同生育期组织中 TaCLC-e-3AL 的表达量，扇形外围为不同组织，

扇形内数值为表达量。grain_Z85—开花后 30天籽粒；grain_Z75—开花后 14天籽粒；grain_Z71—开花后 2天籽粒；spike_Z65—开花期的

穗；spike_Z39—孕穗期的穗；spike_Z32—拔节期的穗；leaf_Z71—开花后 2 天叶片；leaf_Z23—分蘖期叶片；leaf_Z10—幼苗期叶片；

stem_Z65—开花期的茎；stem_Z32—拔节期的茎；stem_Z30—直立假茎；root_Z39—孕穗期的根；root_Z13—三叶期的根；root_Z10—幼

苗期的根。数据来源于 RNA-seq数据库。

Note: Figure (A) is the TaCLC-e-3AL expression levels in tissues at maturity stage, and figure (B) is the TaCLC-e-3AL expression level in tissues at
different stages. The periphery of the sector is composed of different tissues, and the values inside the sector represent the expression level.
grain_Z85—Grain 30 days after flowering; grain_Z75—Grain 14 days after flowering; grain_Z71—Grain 2 days after flowering; spike_Z65—
Flowering spike; spike_Z39—Spike at booting stage; spike_Z32—Spike at jointing stage; leaf_Z71—Leaf 2 days after flowering; leaf_Z23—Leaf at
tillering stage; leaf_Z10—Leaf at seedling stage; stem_Z65—Stem at flowering stage; stem_Z32—Stem at jointing stage; stem_Z30—Upright
pseudostem; root_Z39—Root at booting stage; root_Z13—Root at trifoliate stage; root_Z10—Root during seedling stage. The data were obtained
from the RNA-seq database.
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表 3   TaCLC-e-3AL 启动子区顺式作用元件分析

Table 3   Analysis of cis-acting elements in TaCLC-e-3AL promoter
顺式作用元件

Cis-acting elements
功能注释

Function annotation
数量

Number

CAAT-box 增强子区顺式作用元件 Common cis-acting element in enhancer regions 34

TATA-box 转录起始位点−30的核心元件 Core element at -30 of transcription start site 22

MYB MYB转录因子结合区域，干旱诱导相关元件

Relating to drought-inducibility in MYB binding site
8

STRE 调控脱落酸、干旱响应 Involved in abscisic acid and drought response 6

MYC 顺式调控逆境胁迫 Stress related cis-regulation 6

TCA-element 参与水杨酸响应 Involved in salicylic acid responsiveness 3

ABRE 参与脱落酸响应 Involved in abscisic acid responsiveness 3

P-box 参与赤霉素响应 Involved in gibberellin-responsiveness 2

G-box 参与光响应的顺式调节 Involved in cis-acting regulation of light responsiveness 2

ARE 参与厌氧诱导的顺式调节 Involved in cis-acting regulatory of the anaerobic induction 2

W-box 赤霉素响应 Involved in gibberellin responsiveness 1

TGA-element 参与生长素响应 Involved in auxin- responsiveness 1

TGACG-motif 参与茉莉酸甲酯响应 Involved in MeJA responsiveness 1

TC-rich repeats 参与防御和胁迫反应 Involved in defense and stress responsiveness 1

TCCC-motif 参与光响应 Involved in light responsiveness 1

Box 4 参与光反应的保守DNA模块部分

Part of a conserved DNA module involved in light responsiveness
1

AuxRR-core 参与生长素响应 Involved in auxin responsiveness 1

as-1 参与赤霉素响应 Involved in gibberellin responsiveness 1

DRE core 参与干旱胁迫响应 Involved in drought stress responsiveness 1

GATA-motif 参与光响应 Involved in light responsiveness 1

CGTCA-motif 参与茉莉酸甲酯响应 Involved in MeJA responsiveness 1

GT1-motif 参与光响应 Involved in light responsiveness 1
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图 5   TaCLC-e-3AL 在小麦原生质中的亚细胞定位分析

Fig. 5   Subcellular localization analyses of TaCLC-e-3AL in wheat protoplasts
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WT之间鲜重无显著差异 (图 6D)。
体内离子含量分析表明，在 MS 和 LN 培养基

上，OE 株系体内的 Cl−含量与 WT 相比差异均不显

著 (图 6E)；MS 培养基上生长的 OE 株系体内的

NO3
−离子含量与 WT 无显著差异，LN 培养基上生

长的 OE 株系 NO3
−离子含量显著、极显著高于 WT

(图 6F)。MS 和 LN 培养基上生长的 OE 株系的

NO3
−/Cl−值与WT均无显著差异 (图 6G)。说明在低氮

条件下，拟南芥体内过表达 TaCLC-e-3AL 可以使植

株体内储存更多的 NO3
−，并维持植株体内的 NO3

−/
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图 6   正常和低氮培养基上生长的野生型和过表达 TaCLC-e-3AL 基因的拟南芥植株表型及离子含量

Fig. 6   Phenotypes and ion contents of wild and TaCLC-e-3AL overexpression Arabidopsis (OE) plants cultured
on normal and low N mediums

注：WT 为野生型拟南芥，OE-3、OE-6 和 OE-11 为 TaCLC-e-3AL 的 3 个过表达株系，MS 和 LN 分别表示正常和低氮条件培养。图

(A)为生长表型，图 (B)～(G)分别为根长、植株中 TaCLC-e-3AL 表达量、鲜重、Cl−含量、NO3
−含量以及 NO3

−/Cl−值。**—P<0.01。
Note: WT is wild type Arabidopsis thaliana. OE-3, OE-6 and OE-11 represent three TaCLC-e-3AL overexpressing lines, respectively. MS and LN
indicate the normal and low nitrogen mediums for growth. Figure (A) is the phenotypes of the WT and three TaCLC-e-3AL overexpression lines, and
figure (B)～(G) are the results of root length, qRT-PCR detection of TaCLC-e-3AL expression, fresh weight, Cl− content, NO3

− content, and NO3
−/Cl−

ratio. **—P<0.01.
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Cl−值，维持植物正常的生长发育。
 

2.4    TaCLC-e-3AL 互作蛋白的筛选

构建诱饵载体 BD-TaCLC-e-3AL 重组质粒，转

化 Y2H 酵母菌株，将菌液涂布于 SD/-Trp、SD/
-Trp/X-α-Gal 和 SD/-Trp/-His/-Ade 缺陷型培养基上，

验证目的基因酵母双杂交体系中的自激活水平。酵

母菌落在 SD/-Trp/-His/-Ade 三缺培养基上不能生

长，在其它培养基上正常生长，且在含有 X-α-Gal 的
培养基上未变蓝 (图 7)，说明 TaCLC-e-3AL 在酵母

双杂交系统中不具有自激活活性，可以进行互作蛋

白筛选。

将诱饵蛋白与酵母文库杂交后，通过 SD/-Trp/
-Leu/-His、SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade、SD/-Trp/-Leu/
-His/-Ade/X-α-gal 缺陷型培养基筛选并挑选蓝色单菌

落进行鉴定，对 500 bp 以上扩增条带的 PCR 产物测

序提交 NCBI 数据库比对，发现 6 个可能与 TaCLC-
e-3AL互作的蛋白 (表 4)。
 

2.5    酵母双杂交回转验证

设计特异性引物扩增互作蛋白基因，结合表 3
注释序列，从小麦 cDNA 中克隆到了 TaVDAC、

TaCYT、TaTIP1;03_3D 分别作为 Prey 蛋白，构建

Prey-AD 载体并与 BD-TaCLC-e-3AL 载体共同转化

Y2H 酵母验证互作。结果表明，相较于 AD 空载

体，含有 Prey-AD 和 BD-TaCLC-e-3AL 质粒的 Y2H
酵母均可以在 TDO (SD/-Trp/-Leu/-His) 和 QDO (SD/
-Trp/-Leu/-His/-Ade) 缺陷培养基上生长 (图 8)，说明

TaCLC-e-3AL 与筛选出的蛋白 TaVDAC (电压依赖性

阴离子通道蛋白)、TaCYT (叶绿体 a/b 结合蛋白)、
TaTIP1;03_3D (水通道蛋白)存在互作关系。 

3    讨论

氮素是限制作物产量的重要营养元素。植物利

用的氮素主要来源于硝态氮和铵态氮[30]。目前关于小

麦氮素转运吸收的研究主要集中于 NRT 和 AMT 基

因，而 CLC 基因研究较少。在拟南芥、玉米等植物

中，CLC 基因的功能主要集中于植株体内 Cl−或 NO3
−

吸收转运、储存和耐氯 (盐)性的调控机理方面[31]。

本研究通过 BlastP 比对获得了与拟南芥 AtCLC-e
同源的 3 个小麦 TaCLC-e 基因。对 TaCLC-e 基因的

保守结构域分析表明，3 个 TaCLC-e 基因编码蛋白

均具有保守的 Voltage_CLC 结构域和 CBS 结构域。

这与先前研究中 T aCLC - e - 3DL 不具有完整的

Voltage_CLC 结构域结果不一致，可能是由于目前
 

SD/-Trp SD/-Trp/X-α-Gal SD/-Trp/-His/-Ade
 

图 7   诱饵载体的自激活检测

Fig. 7   The detection of auto-activation for bait vector
 

表 4   基于酵母双杂交文库筛选的互作蛋白

Table 4   Interaction proteins based on the two-hybrid yeast library screening

序号

No.
互作蛋白

Interacting protein
NCBI基因登录号

⑤Gene registration number in NCBI
对应的编码基因名称

Name of coding gene

1 电压依赖型阴离子通道 Voltage-dependent anion channel NM_001405971.1 TaVDAC

2 细胞色素b6-f复合铁硫亚基 Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit XM_044467339.1 TaCYT

3 水通道蛋白 TIP1-2 Aquaporin TIP1-2 XM_044496561.1 TaTIP1;03_3D

4 水通道蛋白PIP1-5-类似蛋白 Aquaporin PIP1-5-like XP_044415650.1 TaPIP1;15_6A

5 水通道蛋白 PIP2-5 Aquaporin PIP2-5 XP_044325316.1 TaPIP2;27_2A

6 液泡膜镶嵌蛋白 Tonoplast intrinsic protein ABI96817.1 TaTIP1;02b_2A
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CDD search 数据库更新所致 [10]。此外 TaCLC-e-3B
和 TaCLC-e-3DL 蛋白只有 1 个 CBS 结构域，而

TaCLC-e-3AL 具有 2 个 CBS 结构域。由于乌拉尔

图小麦和二粒小麦分别为普通小麦的 AA 基因组和

AABB 基因组的供体，乌拉尔图小麦 TuCLC-e 蛋白

只有 1 个 CBS 结构域，而二粒小麦 TdCLC-e 蛋白存

在 2个 CBS结构域，分别位于 563～613、637～691 aa
处，与普通小麦 TaCLC-e-3AL 的 CBS 结构域位置相

同，推测可能是由于进化过程中，基因突变导致二

粒小麦 TdCLC-e 的 CBS 结构域增多，使得其作为普

通小麦 AABB 供体导致 TaCLC-e -3AL 的 CBS
保守结构域比 TaCLC-e-3B、TaCLC-e-3DL 增加一

个。系统发育进化树结果表明，TaCLC-e-3AL 与

TuCLC-e、TdCLC-e的同源性高于其他物种，这也与

上述研究结果相符，基于此我们选择 TaCLC-e -
3AL 进行功能分析。

亚细胞定位预测与膜结构预测表明，TaCLC-e-
3AL 编码的蛋白定位于质膜上，包含 11 个跨膜结构

域，而小麦原生质体的亚细胞定位显示 TaCLC-e-
3AL 主要位于叶绿体中，拟南芥 AtCLC-e 定位于类

囊体膜上[32]，这与 TaCLC-e-3AL 发挥功能的细胞器

类似，但具体位置不同。TaCLC-e-3AL 基因在不同

组织的表达量预测分析表明，该基因在叶片和茎部

表达量较高，这可能是由于叶片和茎部的叶绿体数

量比其他组织多。该基因在茎叶表现较高的转录丰

度，暗示 TaCLC-e-3AL 可能主要参与离子转运和利

用，具有低亲和特性。

拟南芥 AtCLC-e 主要调节植物体内硝酸盐的动

态平衡，与 AtCLC-a 共同参与硝酸盐同化过程 [18]。

本研究中，低氮培养基上的 TaCLC-e-3AL 过表达株

系植株体内 NO3
−含量显著高于 WT，而植株体内 Cl−

含量以及 NO3
−/Cl−值与 WT 相比无显著差异，并且

TaCLC-e-3AL 在茎叶的表达量高于根部，TaCLC-e-
3AL 亚细胞定位于叶绿体，具有与 AtCLC-e 类似的

亚细胞定位，表明 TaCLC-e-3AL 在小麦体内具有与

AtCLC-e 类似的功能，主要参与植株对 NO3
−含量的

调节，维持植株体内 NO3
−和 Cl−稳态。AtCLC-e 主要

参与 Cl−稳态的调节和调控光合电子传输，通过将

NO3
−转运至类囊体腔，引起细胞质中亚硝酸盐浓度

的改变，并且 AtCLC-e 和 AtCLC-a 可能在硝酸盐同

化中具有串联作用[19]。TaCLC-e-3AL 过表达并未改善

低氮条件下植株生物量，相较于野生型根长和鲜重

无显著差异，推测 TaCLC-e-3AL 与 AtCLC-e 具有类

似的生物学功能，尽管 TaCLC-e-3AL 的过表达引起

了植株体内 NO3
−含量的积累，但由于缺乏氮的转运

及同化过程中相应的酶或 NO3
−转运蛋白家族 (CLC-a、

NRT2 等)，导致 TaCLC-e-3AL 的过表达并未显著提

升植株整体的氮素利用效率。在正常和低氮条件

下，转基因 OE 株系的 Cl−含量和 NO3
−含量略高于

WT，推测 TaCLC-e-3AL 维持植株体内 NO3
−和 Cl−稳

态的主要途径可能是调控 Cl−和 NO3
−协同运输，调控

植株体内 Cl−含量和 NO3
−含量增加，具有同时改善低

氮处理下 Cl−和 NO3
−含量的功能，维持 NO3

−和 Cl−稳
态。由于目前研究认为 CLC 家族蛋白包括通道蛋白

和交换蛋白 (质子偶联)[33−36]，实验室前期的研究发现

TaCLC-e-3AL 在酵母突变体中表达可以使外界的

 

(DDO) (TDO) (QDO)

BD-TaCLC-e-3AL+TaVDAC-AD

BD-TaCLC-e-3AL+TaCYT-AD

BD-TaCLC-e-3AL+TaTIP-AD

二缺培养基 三缺培养基 四缺培养基

BD-p53+AD-SV40-T

BD-Lam+AD-SV40-T

BD-TaCLC-e-3AL+AD

 
图 8   酵母双杂交点对点互作验证

Fig. 8   Verification of point-to-point protein interactions in yeast two-hybrid
注：BD—pGBKT7 载体；AD—pGADT7 载体；DDO—SD/-Trp/-Leu 培养基；TDO—SD/-Trp/-Leu/-His 培养基；QDO—SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade培养基。p53和 Lam分别代表小鼠 p53和层粘连蛋白，SV40-T为猿猴空泡病毒 SV40 (Simian Virus 40) 较大的 T抗原。

Note: BD—pGBKT7 vector; AD—pGADT7 vector; DDO—SD/-Trp/-Leu culture medium; TDO—SD/-Trp/-Leu/-His culture medium; QDO—SD/-
Trp/-Leu/-His/-Ade culture medium. p53 and Lam represent mouse p53 and laminin protein, respectively. SV40-T is the large T antigen of simian
virus SV40.
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Cl−和 NO3
−进入细胞内，维持酵母正常生长[10]，结合

本研究转基因拟南芥中的功能鉴定，推测 TaCLC-e-
3AL 主要是以阴离子通道 (Cl−和 NO3

−) 在小麦中发挥

作用。

酵母双杂交文库筛选获得 6 个互作蛋白，这些

蛋白涉及植物的光合作用、信号转导、抵御逆境胁

迫和离子吸收储存等多个途径。水通道蛋白在调节

植物生长发育、促进根系吸水、控制气孔闭合、提

高植物抗逆性等方面发挥重要作用，同时还参与植

株体内水分运输、营养元素的吸收储存等过程[37−40]。

TaCLC-e-3AL 可能参与光合作用响应机制、植物体

内离子吸收储存、信号传递等一系列的非生物胁迫

生理生化反应，进而维持植物体内 NO3
−/Cl−离子稳态

平衡。 

4    结论

本研究从小麦中克隆的氯离子转运蛋白 TaCLC-
e-3AL 基因 (编码 717 aa)，含有 7 个外显子和 6 个内

含子，蛋白亚细胞位于叶绿体内。将 TaCLC-e-3AL
转入拟南芥建立的 3 个过表达转基因植株，在低氮

胁迫条件下相较野生型均可以在植株内储存更多的

NO3
−，并维持植株体内 NO3

−/Cl−的值。TaCLC-e-3AL
与水通道蛋白 (TaTIP1;03_3D)、叶绿体 a/b 结合蛋白

(TaCYT) 和电压依赖性阴离子通道蛋白 (TaVDAC)
3个蛋白互作。
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