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甘蔗 CLC 基因家族鉴定与表达分析 
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摘  要: 氯离子通道(chloride channel, CLC)基因家族在植物液泡硝酸盐储存过程中发挥关键作用, 但其在复杂基因

组作物甘蔗中尚未被系统鉴定。本研究基于割手密(Saccharum spontaneum)基因组数据, 鉴定出 29 个 SsCLC 基因, 分

布于 21 条染色体上, 可分为 6 个亚族(Group a、Group c、Group d、Group e、Group f 和 Group g)。基因结构和 motif

分析表明该家族成员较为保守。共线性分析显示, SsCLC 基因家族主要通过全基因组/片段复制事件扩增, 并受到纯

化选择。启动子顺式作用元件分析表明, SsCLC 富含激素响应(50.00%)、生长发育(42.86%)及胁迫响应(7.14%)等相关

元件。以割手密 82-1 及其 3 个杂交后代为材料, 农艺性状调查显示杂交后代在茎径、叶长、锤度、鲜重和干重上均

显著优于亲本; 转录组与 qRT-PCR 分析发现, 75.86%的 SsCLC 基因(22/29)在杂交种根中表达上调。本研究首次系统

鉴定了 SsCLC 基因家族, 揭示了其在杂交种根中普遍上调的表达模式与优良农艺性状密切相关, 为解析甘蔗“高贵

化”过程中的氮素高效利用机制提供了重要基因资源。 
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Identification and expression analysis of the CLC gene family in sugarcane 
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Abstract: The chloride channel (CLC) gene family plays a crucial role in nitrate storage within plant vacuoles. However, its 
characteristics remain largely unexplored in the complex genome of sugarcane. In this study, we systematically identified 29 CLC 
genes (SsCLCs) from the Saccharum spontaneum genome. These SsCLCs were distributed across 21 chromosomes and phyloge-
netically classified into six subgroups (Groups a, c, d, e, f, and g). The gene family exhibited conserved structures and motif 
compositions. Genomic collinearity analysis indicated that the expansion of SsCLC was mainly driven by whole-genome or seg-
mental duplication events under strong purifying selection. Promoter analysis revealed a high abundance of cis-acting elements 
associated with hormone responses (50.00%), growth and development (42.86%), and stress responses (7.14%). Furthermore, in a 
comparison between S. spontaneum Yunnan 82-1 and its three hybrid progenies, the hybrids exhibited significant improvements in 
key agronomic traits, including stalk diameter, leaf length, brix, fresh weight, and dry weight. Consistently, transcriptome and 
qRT-PCR analyses showed that 75.86% (22 out of 29) of the SsCLC genes were upregulated in the roots of the hybrids. This study 
presents the first comprehensive genomic characterization of the SsCLC gene family and highlights its potential role in improving 
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nitrogen use efficiency during sugarcane nobilization through root-specific gene upregulation, thereby offering valuable genetic 
resources for breeding nitrogen-efficient sugarcane cultivars. 
Keywords: sugarcane; CLC gene family; transcriptomics; expression analysis; nitrogen 

氮素不仅是影响作物生长发育的关键矿质元素, 

也是调控代谢平衡的重要信号分子[1-4]。在甘蔗生产

中, 氮素对产量及品质具有重要影响[5]。植物对硝酸

盐的吸收与利用依赖于多种转运蛋白, 其中氯离子

通道蛋白(chloride channel protein, CLC)广泛参与

Cl–和 NO3
–跨膜运输, 维持细胞离子平衡以及各种

胁迫响应[6-10]。CLC 基因已在多种植物基因组中被

鉴定并进行功能解析[10-18], 迄今, CLC 基因家族的

功能已在拟南芥中得到深入解析。如 AtCLCa 作为

液泡膜的 NO3
–/H+反向转运体, 直接调控液泡中硝

酸盐的积累[19-21]; 而其他成员如 AtCLCg 与 AtCLCc

在盐胁迫下调节氯离子稳态[22-25]。同时, CLC 基因的

功能多样性在玉米、水稻、柑橘、大豆等作物中得

到证实[26-30]。 

甘蔗作为全球重要的糖料作物和经济作物, 其

基因组庞大且高度多倍化 , 遗传背景极为复杂 ; 

SsCLC 基因家族未被系统鉴定, 功能更是未知。甘

蔗产量的提升与其“高贵化”育种过程中氮素吸收利

用效率的改良密切相关[31-33]。但甘蔗基因组的高度

复杂性严重制约了相关基因的挖掘与功能研究, 使

得我们对调控氮高效利用的分子机制, 特别是 CLC

这类关键转运蛋白如何贡献于优良种质的形成, 知

之甚少。因此, 深入开展 CLC 基因功能的研究, 对

提升甘蔗氮素利用效率具有重要作用。 

本研究综合利用生物信息学与生物学方法, 首

次在甘蔗割手密 (Saccharum spontaneum)全基因组

水平系统鉴定了 CLC 基因家族, 解析其进化特征与

表达模式。研究进一步以割手密种云南 82-1 及其具

有优良农艺性状的杂交后代为材料, 通过关联分析

SsCLC 基因在根系中的表达与氮素利用相关的表型, 

旨在揭示该家族在“高贵化”育种过程中的潜在作

用, 为后续克隆与验证调控甘蔗氮高效利用的关键

基因奠定基础, 并为甘蔗高产高糖育种提供新的基

因资源。 

1  材料与方法 

1.1  SsCLC 基因家族鉴定与分析 

从 数 据 库 (https://www.life.illinois.edu/ming/ 

downloads/Spontaneum_genome/) 下 载 甘 蔗 割 手 密

(Saccharum spontaneum AP85-441)的基因组序列及

注释文件 [34]。从 Pfam 蛋白家族数据库 (https:// 

pfam.xfam.org/)中下载 CLC 功能结构域的隐马尔科

夫模型文件(PF00654)进行筛选分析。此外 , 利用

NCBI-CDD (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 
bwrpsb/bwrpsb.cgi)工具对 Pfam的结果再次验证, 筛

选包含完整 CLC 结构域的序列作为 SsCLC 基因家

族成员。使用 ExPASy 网站(https://web.expasy.org/ 

protparam/) [35]进行序列理化性质预测。使用 WoLF 

PSORT 程序(https://wolfpsort.hgc.jp/) [36]进行亚细胞

定位预测。 

1.2  SsCLC 基因家族的聚类分析 

从 TAIR (https://www.arabidopsis.org/)、Ensembl 

Plants (https://plants.ensembl.org/index.html)等数据

库下载拟南芥 (Arabidopsis thaliana)、水稻 (Oryza 

sativa)、小麦(Triticum aestivum)和大豆(Glycine max)

的 CLC 蛋白序列。使用 MEGA6.0 软件中的 ClustalW

进行多序列比对, 采用邻接法(neighbor-joining, NJ)

构建系统进化树。参数设置如下: Bootstrap 重复次数

为 1000 次, 其余参数为默认。 

1.3  基因结构与保守基序 

使用在线工具 Multiple-Em-for-Motif-Elicitation 

(MEME)版本 5.0.5 鉴定 SsCLC 蛋白的保守基序

(http://meme-suite.org/tools/meme), 采用默认参数[37], 

使用 Gene Structure Display Server (http://gsds.cbi. 

pku.edu.cn/)进行基因结构分析预测 [38]。然后使用

TBtools 软件整合可视化系统发育树、保守基序和基

因结构结果[39]。 

1.4  启动子顺式作用元件分析 

通过 Tbtools v2.326 软件的 Sequence Toolkit 提

取 SsCLC 基因上游 2000 bp 序列作为启动子, 在

PlantCARE 网 站 (http://bioinformatics.psb.ugent.be/ 

webtools/plantcare/html/) [40]进行启动子顺式作用元

件预测, 然后用 Tbtools v2.326 软件中的 HeatMap 进

行可视化。 

1.5  SsCLC 基因染色体定位及共线性分析 

从基因组注释文件中获取 SsCLC 基因的染色体

位置信息, 并用 TBtools 作图。使用 MCScanX 软件

分析 SsCLC 基因家族的复制事件[39]。利用 TBtools
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中的 Advanced Circos 功能绘制种内共线性图。为分

析物种间同源关系, 从 Ensembl Plants 数据库下载

水稻、玉米和高粱的基因组数据, 并使用 TBtools 中

的 One Step MCScanX 功能进行共线性分析, 参数设

置为默认参数[41]。 

1.6  基于转录组的基因表达谱分析 

基于课题组构建的割手密种云南 82-1 及与其具

有血缘关系的杂交种 N1、N2、N3 的根样本的转录

组数据, 分析 SsCLC 基因在不同甘蔗品种中的表达

模式。转录组数据参照割手密基因组[34]进行注释。

利用 Tbtools v2.326 软件的 HeatMap 实现基因表达

谱数据的可视化。 

1.7  总 RNA 提取和实时荧光定量 PCR (qRT- 

PCR)分析 

使用 TRIzol (Invitrogen)试剂分别提取割手密种

云南 82-1 及与其具有血缘关系的杂交种 N1、N2、

N3 材料的根部总 RNA, 使用 Evo-MLV 反转录试剂

盒(湖南艾科瑞生物工程有限公司 , 中国), 参照其

说明书, 将 RNA 反转录成 cDNA。根据甘蔗 SsCLC

基因序列, 设计特异性实时荧光定量 PCR 引物(附

表 1), 以供试材料的 cDNA 为模板, 以 25S rRNA (附

表 1)为内参基因[42], 使用 SYBR Green PCR Master 

Mix Kit (南京诺唯赞生物科技股份有限公司, 中国)

试剂盒, 参照其说明书配制反应体系。使用 7500 型

实时荧光定量 PCR 仪(Applied Biosystems 公司, 美

国)进行 PCR 扩增, 反应程序为 50  2 min℃ ; 95  ℃

10 min; 95  15 s℃ , 60  1 min℃ , 40 个循环。每个样品

设置 3 次重复。采用 2–ΔΔCT 算法进行基因表达水平

分析 [43], 使用 R 软件对基因表达差异进行显著性

分析。 

1.8  农艺性状调查 

在相同田间管理条件下 , 测定割手密种云南

82-1 及其杂交种 N1、N2、N3 的株高、茎径、叶长、

叶片数、锤度以及根、叶、全株的鲜重和干重等农

艺性状。每个品种测量 8 株, 数据以平均值表示, 并

用 R 软件进行差异显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  SsCLC 基因家族的聚类分析 

基于割手密基因组数据, 共鉴定到 29 个非冗余的

SsCLC成员。通过构建 SsCLC与水稻(Oryza sativa) [17]、

小麦(Triticum aestivum L.) [15]、拟南芥(Arabidopsis  

thaliana) [24]、大豆(Glycine max) [15]中 CLC 成员的

系统进化树(图 1), 将 29 个 SsCLC 蛋白划分为 6 个

亚族, 分别为 Group a (3 个, 10.34%)、Group c (8 个, 

27.59%)、Group d (4 个, 13.79%)、Group e (2 个, 

6.90%)、Group f (7 个, 24.14%)和 Group g (5 个, 

17.24%)。值得注意的是, Group c 和 Group f 的成员

数量在割手密中出现了显著扩张, 而 Group b 未在

割手密中鉴定出成员(图 1)。 

2.2  SsCLC 基因家族的基本特征 

从割手密基因组中共鉴定到 29 个非冗余的

SsCLC 家族成员(图 1)。对其编码蛋白的理化性质分

析表明(附表 2), 其氨基酸长度在 352~1240 aa 之间, 

分子量在 36.98~132.22 kD 之间, 理论等电点(isoelectric 

point, pI)在 5.91~9.65 之间。不稳定指数分析显示, 

大多数蛋白为稳定蛋白(不稳定指数< 40), 而 Group 

e 和 Group f 的部分成员(如 SsCLC-e1, e2, f1, f6, f7)

为不稳定蛋白(不稳定指数> 40)。除 SsCLC-f7 为亲

水性蛋白外, 其余 28 个成员均为疏水性蛋白。亚细

胞定位预测显示, 绝大多数 SsCLC 蛋白定位于质膜, 

其中 SsCLC-e2、SsCLC-f1、SsCLC-f6 和 SsCLC-f7 还

被预测可能同时定位于叶绿体或线粒体中。 

2.3  SsCLC 基因的染色体定位 

从割手密 AP85-441 基因组数据库检索鉴定出

SsCLC基因的染色体分布信息, 并用 TBtools软件对

结果进行可视化处理。SsCLC 基因分布于 21 条染色

体上。定位于 Chr. 4A 染色体上的 SsCLCs 基因最多, 

共有 3 个; 定位于 Chr. 1A、Chr. 3B、Chr. 4B、Chr. 

5B/C/D 染色体上的 SsCLC 基因各有 2 个; 而定位于

Chr. 1B/C、Chr. 3A、Chr. 3D、Chr. 4C/D、Chr. 5A、

Chr. 6A/B/C/D、Chr. 8B/C/D 染色体上 SsCLC 基因仅

有 1 个(图 2)。 

2.4  基因结构与蛋白保守基序 

基因结构与保守结构域分析显示, SsCLC 蛋白

均包含 1 个高度保守的 Motif 3 (图 3)。Group a、

Group c、Group d、Group e、Group g 的成员均包含

4~5 个 Motif, 而 Group f 的成员 Motif 组成差异较大, 

其中 SsCLC-f1、f6、f7 仅包含 Motif 3。基因结构分

析显示, SsCLC 基因的内含子数量变异较大, 介于

0~22 个之间。同一亚族内的基因结构通常相似, 而

不同亚族间差异明显, 例如, Group d 的 SsCLC-d3 含

有 22 个内含子, 而 Group f 的 SsCLC-f1 则无内含子

(图 3)。 
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图 1  水稻、小麦、拟南芥、大豆与 SsCLC 蛋白的系统进化分析 
Fig. 1  Phylogenetic analysis of CLC proteins in Oryza sativa, Triticum aestivum L., Arabidopsis thaliana, Glycine max, and Saccha-
rum spontaneum 
不同分组的颜色标识如下: 分组 a (青色), 分组 b (黑色), 分组 c (红色), 分组 d (蓝色), 分组 e (紫色), 分组 f (绿色), 分组 g (棕色)。 
Groups are represented by the following colors: Group a (cyan), Group b (black), Group c (red), Group d (blue), Group e (purple), Group f 
(green), and Group g (brown). 

 
2.5  启动子顺式作用元件分析 

对 SsCLC 基因启动子区 2000 bp 序列的分析发

现, 共鉴定到 14 类与非生物胁迫、激素响应及生长

发育相关的顺式作用元件(图 4)。其中, 激素响应元

件占比最高 (50.00%), 尤其以茉莉酸甲酯 (methyl 

jasmonate, MeJA)响应元件(CGTCA-motif, TGACG- 

motif, 96.55%)和脱落酸(abscisic acid, ABA)响应元

件(abscisic acid-responsive element, ABRE, 86.21%)

最为普遍。其次为生长发育及组织特异性表达元件

(42.86%), 如光响应元件(G-box, 93.10%)和分生组

织表达相关元件(CAT-box, 68.97%)。胁迫响应元件

占比最少(7.14%), 包括厌氧诱导、防御与应激响应

等元件(图 4)。 

2.6  SsCLC 基因的复制类型与共线性分析 

基因家族通过全基因组复制事件、片段复制、

串联重复而进化, 同时也伴随基因家族的扩增[44]。
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复制类型分析表明, 58.63%的 SsCLC 基因复制类型

为全基因组复制/片段复制(whole-genome duplica-

tion/segmental, WGD/Segmental), 30.03%的 SsCLC

基因的复制类型为分散重复(dispersed); 10.34%的

SsCLC 基因的复制类型为非重复基因(singleton), 而

串联重复(tandem)和近端重复(proximal)复制类型没 

 

 

图 2  SsCLC 基因的染色体定位 
Fig. 2  Chromosomal distribution of SsCLC genes 
不同分组的颜色标识如下: 分组 a (青色), 分组 c (红色), 分组 d (蓝色), 分组 e (紫色), 分组 f (绿色), 分组 g (棕色)。 
Groups are represented by the following colors: Group a (cyan), Group c (red), Group d (blue), Group e (purple), Group f (green), and Group 
g (brown). 
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图 3  SsCLC 基因的保守基序与基因结构 
Fig. 3  Conserved motifs and gene structures of SsCLC genes 
左侧为 SsCLC 基因家族成员进化树 , 各分组由不同颜色的线条表示 , 分别为分组 a (青色), 分组 c (红色), 分组 d (蓝色), 分组 e (紫
色), 分组 f (绿色), 分组 g (棕色); CDS: 编码序列; UTR: 非编码区。  
The phylogenetic tree of SsCLC gene family members is depicted on the left, where colored lines represent different groups: Group a (cyan), 
Group c (red), Group d (blue), Group e (purple), Group f (green), and Group g (brown); CDS: coding sequence; UTR: non coding region. 

 
有出现在 SsCLC 基因中(图 5-A)。所有基因对的

Ka/Ks 均小于 1 (图 5-B)。共线性分析在割手密种内

鉴定出 10 对 SsCLC 基因对。其中 Group a、Group c、

Group d、Group f 和 Group g 分别有 1 对、2 对、1

对、5 对和 1 对同源 SsCLC 基因对(图 5-C)。在割手

密与水稻、玉米、高粱之间分别鉴定出 21、26 和

32 对共线性基因对(图 6)。 

2.7  杂交后代农艺性状分析 

对割手密亲本云南 82-1 及其杂交后代 N1、N2、

N3 的农艺性状调查发现, 杂交种在茎径、叶长、锤

度、单株总鲜重、根鲜重及其干重等性状上均显著

高于亲本(图 7)。然而, 云南 82-1、N1、N2、N3 的

株高和叶片数性状无显著差异(图 7-B, E)。 

2.8  SsCLC 基因在根中的表达分析 

基于根转录组数据的表达热图显示, 75.86%的

SsCLC 基因(22/29)在杂交种根中的表达水平高于亲

本。其中 ,  SsCLC-c3、SsCLC-c5、SsCLC-c6、

SsCLC-d4、SsCLC-g4、SsCLC-g5、SsCLC-f6 和 
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图 4  SsCLC 基因启动子顺式作用元件分析 
Fig. 4  Analysis of cis-acting elements in the promoters of SsCLC genes 
左侧为 SsCLC 基因家族成员进化树 , 各分组由不同颜色的线条表示 , 分别为分组 a (青色), 分组 c (红色), 分组 d (蓝色), 分组 e (紫
色), 分组 f (绿色), 分组 g (棕色)。 
The phylogenetic tree of SsCLC gene family members is depicted on the left, where colored lines represent different groups: Group a (cyan), 
Group c (red), Group d (blue), Group e (purple), Group f (green), and Group g (brown). 

 

(图 5) 
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图 5  SsCLC 基因的复制类型、Ka/Ks 及共线性分析 
Fig. 5  Duplication types, Ka/Ks, and collinearity analysis of SsCLC genes 
图 A 中, n 表示各复制类型的基因数目, 百分比为其在 SsCLC 基因家族中的占比。图 C 中的红色线条指示共线性基因对, 而不同颜色
的字体则代表不同的进化分组: 分组 a (青色), 分组 c (红色), 分组 d (蓝色), 分组 e (紫色), 分组 f (绿色), 分组 g (棕色)。 
In Figure A, n indicates the number of genes for each duplication type, and the percentage represents its proportion within the SsCLC gene 
family. In Figure C, the red lines connect collinear gene pairs, while the differently colored fonts represent distinct evolutionary groups: 
Group a (cyan), Group c (red), Group d (blue), Group e (purple), Group f (green), and Group g (brown). 

 

(图 6) 
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图 6  甘蔗与水稻、玉米、高粱 CLC 基因的共线性分析 
Fig. 6  Synteny analysis of CLC genes between sugarcane and Oryza sativa, Zea mays, and Sorghum bicolor 
图中染色体命名如下: Ss1A、Os1、Zm1 和 Sb1 分别指代割手密 1A 染色体、水稻 1 号染色体、玉米 1 号染色体和高粱 1 号染色体。
其他染色体缩写均依此规则生成。 
Chromosome labels are as follows: Ss1A represents chromosome 1A of Saccharum spontaneum, Os1 represents chromosome 1 of Oryza 
sativa, Zm1 represents chromosome 1 of Zea mays, and Sb1 represents chromosome 1 of Sorghum bicolor. All other chromosome abbrevia-
tions follow the same naming principle. 

 

图 7  割手密种云南 82-1 及其杂交种农艺性状比较 
Fig. 7  Comparison of agronomic traits between S. spontaneum Yunnan 82-1 and its hybrids 
YN82-1 表示割手密种云南 82-1。N1、N2、N3 分别指以 YN82-1 为亲本, 通过多代杂交培育出的 3 个独立后代品系。误差线为每组
处理的标准误差(n = 3)。柱上不同小写字母表示在 P < 0.05 水平显著性差异。 
YN82-1 represents the Saccharum spontaneum clone Yunnan 82-1. N1, N2, and N3 refer to three independent descendant lines developed 
through multiple generations of hybridization using YN82-1 as the parental line. Error bars represent the standard error of each treatment 
group (n = 3). Bars with different lowercase letters indicate significant differences at P < 0.05. 

 
SsCLC-f7 在 3 个杂交种中均一致上调表达(图 8)。

qRT-PCR 验证结果与转录组趋势一致, 并进一步揭

示在杂交种 N3 中 79.31% (23/29)的基因表达量显著

上调(图 9)。例如, Group a 中的 SsCLC-a3 在杂交种

N3 中的表达量是亲本的 30 倍以上(图 9-A); Group c

和 Group d 中的大部分成员在杂交种中表达上调

(图 9-B, C); Group e 的 2 个成员仅在杂交种 N3 中显

著上调(图 9-E)。 
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图 8  基于转录组的 SsCLC 基因在根中的表达热图 
Fig. 8  Heatmap of SsCLC genes expression in roots based on 
transcriptome data 
左侧为 SsCLC 基因家族成员进化树 , 不同颜色代表不同分组 , 
青色、红色、蓝色、紫色、绿色和棕色线条分别代表分组 a、分
组 c、分组 d、分组 e、分组 f 和分组 g; FPKM 表示 0、0.20、0.40、
0.60、0.80、1.00, 由蓝变红, 数值越大, 颜色越红, 表明表达量
越高。 
The left panel depicts the phylogenetic tree of the SsCLC gene 
family. The clades are differentiated by colored lines: cyan, red, 
blue, purple, green, and brown correspond to Group a, Group c, 
Group d, Group e, Group f, and Group g, respectively. FPKM 
(fragments per kilobase of transcript per million mapped reads) 
values of 0, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80, and 1.00 are represented by a 
color gradient from blue to red, with deeper red indicating higher 
expression levels. 

 

3  讨论 

合理施用氮肥是提高甘蔗产量的关键农艺措

施, 而氮肥利用效率低下是制约甘蔗产业可持续发

展的核心问题 [1-3]。挖掘甘蔗氮素高效利用的关键

基因并解析其功能 , 对甘蔗遗传改良具有重要意

义。目前, 甘蔗氮素转运蛋白研究主要集中于 NRT

和 AMT家族[3,45-47], 而负责液泡硝酸盐储存的 CLC

基因在甘蔗中的研究仍较少。本研究在甘蔗割手密

种中鉴定到 29 个 CLC 家族成员, 其数量远多于二

倍体模式植物拟南芥[23] (7 个)和水稻[15] (8 个)。这

与甘蔗复杂的多倍体基因组背景相吻合[34]。系统进

化分析将其分为 6 个亚族, 其中, Group c 和 Group f

的成员数量表现出显著扩张(图 1), 推测其可能在

甘蔗中演化出更复杂的硝酸盐转运与调控功能。共

线性和基因复制事件分析进一步表明, SsCLC 基因

家族扩增主要源于全基因组 /片段复制 (WGD / 

Segmental)事件 , 所有复制基因对均受到纯化选择

(Ka/Ks < 1) (图 5-B)。说明 SsCLC 基因家族在进化

过程中受到强烈的纯化选择, 从而保留了重要的生

物学功能。启动子顺式作用元件分析发现 , SsCLC

启动子区域富含茉莉酸甲酯、脱落酸等激素响应元

件以及光响应元件, 暗示其表达可能受到激素与光

周期的双重调控 , 进而协同调控甘蔗的氮素吸收 , 

生长发育及逆境适应。 

作物杂交育种常常通过整合亲本优良等位基因, 

实现产量与养分效率的协同提升。在甘蔗“高贵化”

育种过程中, 杂交后代往往表现出显著的生物量与

糖分优势, 但其背后氮素高效利用的分子机制尚不

明确[31-33]。本研究通过比较割手密亲本云南 82-1 及

其 3 个杂交后代(N1、N2、N3)的农艺性状, 发现杂

交种在茎径、叶长、锤度、单株鲜重与干重等指标

上均显著优于亲本, 表明杂交种在生长势与物质积

累方面具有明显优势。为进一步解析其氮高效利用

的分子基础, 本研究聚焦于根系中 SsCLC 基因的表

达模式。转录组与 qRT-PCR 分析结果显示, 绝大多

数 SsCLC (75.86%~79.31%)基因在根系中的表达上

调(图 8 和图 9)。其中, Group c 和 Group f 中多个扩

张 基 因 ( 如 SsCLC-c3 、 SsCLC-c5 、 SsCLC-c6 、

SsCLC-f6、SsCLC-f7 等)在 3 个杂交种中均一致上调

表达。这一表达模式与杂交种优良农艺性状密切相

关, 暗示 SsCLC 基因可能作为关键调控模块, 协同

促进了杂交种根系中硝酸盐的储存与转运。已有研

究表明, 液泡膜定位的 CLC蛋白(如 AtCLCa)通过介

导 NO3
–/H+交换, 调控液泡硝酸盐积累, 从而维持细

胞质氮稳态并为植物生长提供持续氮源[19-21]。本研

究中, 杂交种根系中多个 SsCLC 基因的上调表达, 

可能增强了硝酸盐向液泡的转运与储存能力, 既避

免了细胞质中氮信号过载引发的反馈抑制, 又为甘

蔗快速生长提供了稳定的氮素供应, 最终实现生物

量与糖分积累的同步提升。 
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图 9  qRT-PCR 验证 SsCLC 基因在根中的相对表达量 
Fig. 9  Relative expression levels of SsCLC genes in roots validated by qRT-PCR 
缩写同图 7。误差线为每组处理的标准误差(n = 3)。柱上不同小写字母表示在 P < 0.05 水平显著性差异。 
Abbreviations are the same as those given in Fig. 7. Error bars represent the standard error of each treatment group (n = 3). Bars with differ-
ent lowercase letters indicate significant differences at P < 0.05. 
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4  结论 

从甘蔗割手密基因组中鉴定到 29 个 CLC 基因

家族成员, 该家族可分为 6 个亚族, 其在进化上保

守, 主要通过 WGD/片段复制扩增并受纯化选择。本

研究发现, Group c 和 Group f 亚族在割手密中发生

了显著扩张 , 且该家族成员尤其是这些扩张基因 , 

在具有优良农艺性状的杂交种根系中普遍上调表

达。SsCLC 基因启动子区富含激素、光和胁迫响应

元件, 暗示其功能多样。杂交种甘蔗在生物量和锤

度上均显著优于割手密亲本。转录组和 qRT-PCR 分

析表明, 绝大多数 SsCLC 基因在杂交种根中显著上

调表达。综合结果表明, SsCLC 基因可能在杂交种根

系氮素吸收、储存与利用中发挥重要作用, 其高效

表达是甘蔗“高贵化”过程中氮效率提升的重要分子

基础之一。后续研究可进一步利用基因编辑技术(如

CRISPR/Cas9)创制割手密中扩张显著的 Group c 或

Group f 关键基因的突变体, 或在水稻、拟南芥等模

式植物中异源超量表达这些候选基因, 直接验证其

在调控氮素吸收、分配及耐低氮胁迫中的生物学功

能。本研究为深入解析甘蔗氮代谢机制及育种改良

提供了重要的候选基因。 

 
附表   请 见 网 络 版 : 1) 本 刊 网 站 http://zwxb.   

chinacrops.org/; 2) 中国知网 http://www.cnki.net/;  

3) 万方数据 http://c.wanfangdata.com.cn/Periodical-

zuowxb.aspx。 
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