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　 　 摘要:提高玉米的氮素吸收效率具有重要的意义ꎮ 鉴于 ＣＬＣ 蛋白家族具有运输 ＮＯ －
３ 的特性ꎬ本研究通过同源克隆的方

法ꎬ克隆了玉米 ＣＬＣ 家族基因 ＺｍＣＬＣａꎮ 该基因所编码的蛋白含有一个电压门控的氯离子通道(ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｈａｎｎｅｌ)结构域ꎬ亚
细胞定位结果显示该蛋白位于细胞膜上ꎮ 在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＮＯ３处理条件下ꎬ拟南芥转基因过表达株系中 ＮＯ －

３ 的含量明显

高于野生型对照ꎮ 因此ꎬＺｍＣＬＣａ 基因很可能在玉米的氮素吸收利用过程中具有重要作用ꎮ
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玉米是我国第一大作物ꎬ也是消耗氮肥最多的

作物ꎮ 氮素作为植物生长发育所必须的大量元素之

一ꎬ对作物的最终产量贡献在 ４０％ ~ ５０％ [１￣３]ꎮ 玉

米在整个生育期中对氮肥的利用率仅为 ４４％ ꎬ大部

分氮素均残留在了土壤中[４￣６]ꎮ 另外ꎬ过量施用氮

肥容易引起土壤板结与酸化、水体的富营养化等环

境问题[７]ꎮ 因此ꎬ提高氮素的吸收利用效率对于提

高玉米产量、减少环境污染具有重要意义ꎮ
目前关于植物对氮素吸收利用机制的研究已经

取得了一些进展ꎬ研究发现ꎬＮＲＴ１(Ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ

１)、ＮＲＴ２ ( Ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ２ )、 ＡＭＴ ( Ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ)等家族的基因在植物的氮素吸收利用方

面具有重要作用[８￣９]ꎮ 近年研究发现ꎬＣＬＣ(Ｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｃｈａｎｎｅｌ)家族基因也参与了植物对氮素的吸收[１０]ꎮ
世界上第一个 ＣＬＣ 基因是在电鳐(Ｔｏｒｐｅｄｉｎｉｆｏｒｍｅｓ)
的电器官中克隆获得的ꎬ目前的研究表明 ＣＬＣ 家族

基因存在于绝大部分动植物中[１１]ꎮ ＣＬＣ 家族蛋白

通常具有 １０ ~ １２ 个跨膜结构域ꎬ由 ２ 个相同的独立

亚单位构成[１２￣１３]ꎮ 在植物细胞中ꎬＣＬＣ 家族蛋白有

多种生理功能ꎬ比如维持细胞内的离子平衡和质子
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梯度、调节气孔的开闭、多种离子在根部的运输等ꎮ
正是具有这些功能ꎬＣＬＣ 家族蛋白对于调节植物新

陈代谢有着不可替代的作用ꎬ而这些生理功能的基

础即为 ＣＬＣ 家族蛋白能够介导一价阴离子的跨膜

运输[１０]ꎮ 最初ꎬ人们认为该家族蛋白作为氯离子通

道只参与 Ｃｌ － 的运输ꎬ之后研究者们通过对拟南芥

ＣＬＣａ 突变体的研究发现其能够作为一个转运蛋白

在液泡膜上介导 ＮＯ －
３ 和 Ｈ ＋ 的运输[１０ꎬ１３￣１４]ꎮ 在该

实验中ꎬ拟南芥 ＣＬＣａ 突变体在液泡中积累的硝酸

盐比野生型减少了 ５０％ ꎬ因此该基因在拟南芥吸收

硝酸盐的过程中起到了主要作用[１５￣１６]ꎮ 另外ꎬＡ.
Ｎａｋａｍｕｒａ 等[１７] 研究人员通过对水稻 ＯｓＣＬＣ￣１ 和

ＯｓＣＬＣ￣２ 的研究ꎬ发现该家族基因在调节植物细胞

渗透压方面能够起到一定作用ꎮ
本实验室前期对玉米 ＣＬＣ 家族基因的研究发

现ꎬＺｍＣＬＣａ 能够积极响应硝酸盐浓度的变化ꎮ 本

实验通过同源克隆的方法在玉米自交系 Ｂ７３ 中克

隆了玉米 ＺｍＣＬＣａ 基因ꎬ通过亚细胞定位结果显示

ＺｍＣＬＣａ 基因主要在细胞膜上起作用ꎬ通过转基因

拟南芥研究结果显示该基因可能在氮素的吸收利用

上具有重要作用ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 植物材料

玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. )自交系 Ｂ７３ꎮ 拟南芥(Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)哥伦比亚生态型(Ｃｏｌ￣０)ꎮ
１ ２　 ＺｍＣＬＣａ 基因序列分析

利用在线工具 ＳＭＡＲＴ 进行结构域分析ꎮ 通过

Ｃｌｕｓｔａｌｘ 和 ＭＥＧＡ５ １ 软件构建 ＺｍＣＬＣａ 和拟南芥中

ＡｔＣＬＣ 家族系统发育树ꎮ
１ ３　 ＺｍＣＬＣａ 的亚细胞定位

根据 ＺｍＣＬＣａ 序列设计带有 ＸｂａⅠ和 ＥｃｏＲⅤ
酶切位点的引物(表 １)扩增 ＺｍＣＬＣａ 目的片段ꎬ并
用 ＸｂａⅠ和 ＥｃｏＲⅤ双酶切目的片段和 ｐＧｒｅｅｎ 载体ꎬ
用 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶得到 ＺｍＣＬＣａ￣ＧＦＰ 瞬时表达载体ꎬ
转入 ＴＯＰ１０ 感受态细胞中ꎬＰＣＲ 筛选阳性克隆并进

行测序验证ꎮ 将验证过的载体用 ＰＥＧ 渗透法转化

玉米原生质体[１８]ꎬ在 ２５ ℃下培养 １６ ｈꎮ 绿色荧光

蛋白的信号用激光共聚焦显微镜(Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ ７１０)
观察并记录ꎬ激发光设置为 ４８８ ｎｍ 和 ６３３ ｎｍꎮ
１ ４　 转 ＺｍＣＬＣａ 基因拟南芥的获得

设计带有 ＢｇｌⅡ和 ＢｓｔＥⅡ酶切位点的引物(表１)扩
增 ＺｍＣＬＣａ 目的片段ꎬ片段连接到克隆载体 ｐＺｅｒ￣
ｏＢａｃｋ / Ｂｌｕｎｔ Ｖｅｃｔｏｒ 后进行双酶切ꎮ 利用 Ｔ４连接酶连

接 ＺｍＣＬＣａ 与 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 双酶切片段并将重组

连接产物转化大肠杆菌细胞ꎬ提取重组质粒ꎮ 将构

建好的 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ 载体转化农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ利
用农杆菌蘸花侵染法侵染正常生长至花蕾期的拟南

芥[１９]ꎮ 转基因 Ｔ０种子经灭菌处理(７５％乙醇１ ｍｉｎꎬ
０ ５％次氯酸钠 １０ ｍｉｎ)并用蒸馏水冲洗 ３ ~ ４ 遍ꎬ播
种于含有草丁膦(ＰＰＴꎬｐｈｏｓｐｈｉｎｏｔｈｒｉｃｉｎ)的 ＭＳ 培养

基上ꎬ４ ℃春化 ２ ~ ３ ｄ 后转移至光周期 １６ ｈ 光照 /
２３ ℃ꎬ８ ｈ 黑暗 / １８ ℃ꎬ空气相对湿度 ５０％ ~ ６０％的

培养室中ꎮ １ 周后将培养基中长出 ２ 片绿叶的幼苗

移栽至含有蛭石和营养土 １∶ １(ｖ / ｖ)的混合基质中ꎮ
正常条件下培养并收获 Ｔ３种子ꎮ
１ ５　 转 ＺｍＣＬＣａ 基因拟南芥的功能鉴定

将拟南芥种植在营养土和蛭石(１∶ １)混合的红

色育苗盆里ꎬ置于培养室中培养(２２ ± ２ ℃)ꎬ每盆 ４
株ꎮ 正常生长 ３ 周的转基因和野生型拟南芥分别进

行 ＫＮＯ３(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ)溶液处理和水处理(对照)ꎬ
并分别在处理 ０ ｈ、１ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１６ ｈ、２４ ｈ 时取样ꎬ
每个处理取 ５ 株ꎬ分为地上和地下两个部分放入液

氮中保存ꎬ用于 ＲＮＡ 提取和 ＮＯ －
３ 含量测定ꎮ

１ ６　 硝酸根含量的测定

取适量拟南芥的根或叶片组织ꎬ剪碎加入 １０ ｍＬ
去离子水ꎬ置入沸水中 ３０ ｍｉｎꎬ用滤纸过滤ꎬ反复冲

洗提取液至容量瓶中定容ꎬ重复 ３ 次ꎮ 取适量样品

液加入 ０ ４ ｍＬ 水杨酸 － 硫酸溶液(５％ )ꎬ充分混匀

室温放置 ２０ ｍｉｎꎬ再缓慢加入 ９ ５ ｍＬ ８％ 的 ＮａＯＨ
溶液ꎮ 以去离子水为空白对照ꎬ在 ４１０ ｎｍ 波长下测

其 ＯＤ 值ꎮ 每个样品重复 ３ 次ꎬ用得到的样品 ＯＤ 值

代入标准曲线得出样品的含氮量[２０]ꎮ
１ ７　 转 ＺｍＣＬＣａ 基因拟南芥在低氮条件下的表型

分析

将转基因和野生型拟南芥种子消毒后分别点在

含有 ０ １８ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＮＯ３的改良霍格兰营养液培养

基中ꎬ置于培养室培养 ２ 周后观察表型ꎮ

表 １　 实验中所用的引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

ＧＱ１Ｆ ＣＣＡＴＣＣＡＡＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴＣＡＧ

ＧＱ１Ｒ ＡＡＧＧＡＴＣＧＡＡＧＴＧＣＧＡＧＣＡＧ

ＳＬＧＱＦ ＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧＡＴＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧ

ＳＬＧＱＲ ＴＴＴＧＡＴＡＴＣＣＧＴＧＴＡＣＴＴＴＣＣＴＴＴＴＧＴ

３３０１￣ＧＱＦ ＴＡＧＡＴＣＴＡＴＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡ
３３０１￣ＧＱＲ ＴＧＧＴＧＡＣＣＴＴＡＧＴＧＴＡＣＴＴＴＣＣ
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２　 结果与分析

２ １　 ＺｍＣＬＣａ 基因的克隆

前期通过玉米 ＣＬＣ 基因家族对硝酸盐吸收的

研究ꎬ发现 ＺｍＣＬＣａ 能够积极响应硝酸盐浓度的变

化ꎬ在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 硝酸盐浓度下表达量显著升高ꎬ
因此本研究决定进一步克隆该基因ꎮ 以玉米自交系

Ｂ７３ 的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到一条约

２４００ ｂｐ 的片段(图 １)ꎮ 回收该目的片段并测序ꎬ经
过测序验证明确该片段为 ＺｍＣＬＣａ 基因的编码

区全长ꎮ
２ ２　 ＺｍＣＬＣａ 基因的序列分析

用在线工具 ＳＭＡＲＴ 软件对 ＺｍＣＬＣａ 进行蛋白

结构域的分析发现ꎬＺｍＣＬＣａ 基因所编码的蛋白含

有 １ 个电压门控氯离子通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ ｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｃｈａｎｎｅｌ)ꎮ 其次还有 １ 个 ＣＢＳ ( ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ ｂｅｔａ￣
ｓｙｎｔｈａｓｅ)结构域以及一些其他的结构单元(图 ２)ꎮ
这与其作为运输 ＮＯ －

３ 的阴离子通道蛋白的功能是

图 １　 ＺｍＣＬＣａ 基因的克隆

Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＺｍＣＬＣａ ｇｅｎｅ

相一致的ꎮ 用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ 和 ＭＥＧＡ５ １ 软件构建系统

发育树ꎬ将 ＺｍＣＬＣａ 与拟南芥 ＣＬＣ 家族基因所编码

的蛋白序列进行比对ꎬ结果显示该基因与 ＡｔＣＬＣａ 同

源性最高(图 ３)ꎮ

图 ２　 ＺｍＣＬＣａ 的蛋白结构域分析

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＺｍＣＬＣａ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 ＺｍＣＬＣａ 与拟南芥 ＣＬＣ 家族基因的系统进化树

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＺｍＣＬＣａ ａｎｄ ＣＬＣ ｆａｍｉｌｙ

ｇｅｎｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

２ ３　 ＺｍＣＬＣａ 的亚细胞定位

构建一个由 ３５Ｓ￣Ｏｍｅｇａ 作为启动子的 Ｚｍ￣
ＣＬＣａ￣ＧＦＰ 表达载体ꎬ将其转入玉米芽尖原生质体

细胞中ꎬ观察其表达部位ꎮ 在激光共聚焦显微镜下ꎬ
可以清楚的看到 ＺｍＣＬＣａ￣ＧＦＰ 融合蛋白在细胞质膜

上表达ꎬ而作为对照的 ＣＫ(载体中只有 ＧＦＰ)ꎬ其发

出的绿色荧光充满整个原生质体(图 ４)ꎮ 实验结果

显示 ＺｍＣＬＣａ 基因所编码的蛋白位于细胞膜上ꎮ

２ ４　 ＺｍＣＬＣａ 基因过量表达对拟南芥中 ＮＯ３ － 含

量的影响

用 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＮＯ３溶液处理野生型和转基

因拟南芥后ꎬ检测拟南芥叶片和根中硝酸盐的含量

(图 ５ＡꎬＢ)ꎮ 从图中可以明显看出ꎬ正常生长 ３ 周后

不论在转基因拟南芥的叶片还是根中其硝酸盐的含量

均高于野生型ꎬ尤其在根中ꎬ转基因拟南芥的硝酸盐含

量几乎达到了野生型的 ３ 倍ꎮ 在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＫＮＯ３

溶液处理 ２４ ｈ 后ꎬ虽然野生型和转基因拟南芥根、叶
中的硝酸盐含量均升高ꎬ但是转基因拟南芥不论叶

片还是根中的硝酸盐含量均比野生型的高ꎬ说明

ＺｍＣＬＣａ 基因可以促进转基因植株对 ＮＯ －
３ 的吸收ꎮ

２ ５　 低氮条件下转 ＺｍＣＬＣａ基因拟南芥的表型鉴定

将在正常 ＭＳ 培养基条件下发芽 １ 周的幼苗移

栽至含有 ０ １８ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＭＳ 培养基上进行培养ꎬ
生长 ２ 周后ꎬ发现转 ＺｍＣＬＣａ 基因拟南芥和野生型

对照叶片逐渐黄化ꎬ但是转基因株系较野生型对照

生长迅速ꎬ叶片数目较对照明显增多ꎬ根系也较对照

发达ꎬ这可能是转基因株系在低氮条件下对氮素的

吸收和利用效率较高所致(图 ６)ꎮ
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　 １ 期 曾廷儒等:玉米 ＺｍＣＬＣａ 基因克隆及其对氮素吸收的功能验证

图 ４　 玉米芽尖原生质体中 ＺｍＣＬＣａ 的亚细胞定位

Ｆｉｇ. ４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＺｍＣＬＣａ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｉｚｅ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ｓｈｏｏｔ

ＣＷ:正常条件下的野生型拟南芥ꎻＣＴ:正常条件下的转基因拟南芥ꎻＫＷ:ＫＮＯ３处理下的野生型拟南芥ꎻ
ＫＴ:ＫＮＯ３处理下的转基因拟南芥

ＣＷ:Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬＣＴ:Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ
ＫＷ:Ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ＫＮＯ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬＫＴ:Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ＫＮＯ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ５　 ＫＮＯ３处理下拟南芥叶片(Ａ)和根(Ｂ)中硝酸盐的含量

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｎｉｔｒａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｅａｖｅｓ(Ａ)ａｎｄ ｒｏｏｔｓ(Ｂ)ｕｎｄｅｒ ＫＮＯ３ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

图 ６　 ＺｍＣＬＣａ 转基因拟南芥(Ａ)和野生型拟南芥(Ｂ)在低氮条件下的表型鉴定

Ｆｉｇ ６　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｔｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｏｆ ＺｍＣＬＣａ(Ａ)
ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ (Ｂ) ｉｎ ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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３　 讨论

拟南芥中的 ７ 个 ＣＬＣ 家族基因(ＡｔＣＬＣａ￣ＡｔＣＬＣｇ)
已经被发现并进行了相应的研究ꎬ发现通过过表达

ＡｔＣＬＣａ 能够使得拟南芥根和芽中的硝酸盐含量增

加[１０]ꎮ 通过电生理分析证实:ＡｔＣＬＣａ 转运阴离子

的顺序为 ＮＯ －
３ > Ｉ － > Ｂ － > Ｃｌ － > ＳＯ４

２ － > ｇｌｕｔａ￣
ｍａｔｅ － ꎬ为典型的 ＮＯ －

３ / Ｈ ＋ 转运体蛋白[１０ꎬ１５￣１６]ꎮ 本

研究发现 ＺｍＣＬＣａ 与 ＡｔＣＬＣａ 同源性最高ꎬ并且

ＺｍＣＬＣａ 基因的过量表达可以显著提高转基因拟南

芥对硝酸盐的吸收ꎮ
氮素对于植物生长发育具有重要作用ꎬ其作为

主要元素参与了蛋白质、核酸等重要物质的合成过

程ꎮ 土壤中的氮素以硝态氮和铵态氮两种形式存

在ꎬ在正常通气的土壤中ꎬ硝态氮的浓度大于铵态

氮ꎬ因此提高植物对硝态氮的吸收效率对于植物生

长具有重要作用[２￣３]ꎮ 前人对于拟南芥中 ＡｔＣＬＣａ
的研究结果表明ꎬ该基因在液泡膜上介导 ＮＯ －

３ 和

Ｈ ＋ 的运输ꎬ能够提高拟南芥对硝酸盐的吸收ꎮ 在本

实验中ꎬ过表达 ＺｍＣＬＣａ 基因能够提高拟南芥根和

叶中的硝酸盐含量ꎬ这与前人研究结果相一致[１０]ꎮ
但是ꎬ本研究结果显示 ＺｍＣＬＣａ 基因所编码的蛋白

很可能在细胞膜上起作用ꎬ而拟南芥中 ＡｔＣＬＣａ 基因

所编码蛋白在液泡膜上起作用ꎬ这可能与 ＡｔＣＬＣ 基

因家族在不同物种中进化过程有关[２１￣２２]ꎮ
在低氮的培养基上ꎬ过表达 ＺｍＣＬＣａ 转基因拟南

芥明显比野生型长势好ꎬ推测可能是由于 ＺｍＣＬＣａ 基

因可以促进拟南芥对硝酸盐的吸收ꎬ这对于农业生产

具有重要的价值ꎮ 对于 ＺｍＣＬＣａ 基因在积累硝酸盐

过程中的机制以及玉米 ＣＬＣ 家族其他基因在氮素吸

收利用过程中的具体作用还需进一步研究ꎮ ＣＬＣ 家

族成员广泛存在于各种作物中ꎬ除了具有吸收硝酸盐

的功能之外ꎬ还能够起到耐盐、抗旱等作用[１７ꎬ２３]ꎮ
综上所述ꎬＣＬＣ 家族基因 ＺｍＣＬＣａ 很可能在玉米

细胞膜上发挥作用ꎬ使植物体内积累较高浓度的硝酸

盐ꎬ为植物生长发育提供了大量的氮素ꎮ 因此ꎬ该基

因可能对于提高玉米氮素利用效率具有重要作用ꎮ
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