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蓝莓 CLC 基因家族的全基因组鉴定及盐胁迫表达分析
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（北京林业大学林学院，林木资源高效生产全国重点实验室，森林培育与保护教育部重点实验室，北京 100083）

摘要:【目的】CLC蛋白在植物盐胁迫响应中发挥关键作用，然而蓝莓中 CLC 家族成员的盐胁迫表达模式及分子调控网络

尚不清楚。本研究在全基因组范围内鉴定蓝莓 CLC 基因家族，系统分析其盐胁迫响应模式，旨在为揭示其介导 Cl–稳态、

调控蓝莓耐盐性的分子机制奠定基础。【方法】利用生物信息学方法分析蓝莓 CLC 家族的蛋白理化性质、基因结构、保守

基序、支架定位、共线性关系、启动子区顺式作用元件及系统进化关系等，并利用转录组数据筛选差异表达基因，通过

RT-qPCR分析其在盐胁迫下的表达模式。【结果】（1）从基因组中共筛选到 19个编码 CLC 家族的基因，不均匀分布于

12个支架上。系统进化分析将其划分为 4个亚家族，不同亚家族成员在基因结构与保守基序组成上差异显著。（2）启动

子顺式作用元件和上游转录因子预测分析结果显示，VcCLCs 启动子中含有多个与生长发育、植物激素和胁迫相关的调

节元件，其表达可能受到 ERF、NAC、WRKY等转录因子的调控。（3）基于盐胁迫下耐盐品种‘Duke’和盐敏感品种

‘Sweetheart’的转录组数据，筛选到 3个在两品种根中均差异表达的基因，命名为 VcCLCc1、VcCLCc2和 VcCLCf2。RT-

qPCR结果显示，上述 3个基因在‘Duke’根中均受盐胁迫诱导显著上调，而在‘Sweetheart’根中显著下调，说明它们可能参

与了蓝莓盐胁迫应答。【结论】本研究明确了蓝莓 CLC家族的核心特征及盐胁迫响应关键基因，为解析盐胁迫下蓝莓 Cl–

稳态维持的分子机制提供了候选基因和理论基础。
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Abstract: [Objective] CLC proteins  play  pivotal  roles  in  plant  responses  to  salt  stress;  however,  the  salt
stress  expression  patterns  and  molecular  regulatory  networks  of  the CLC  family  in  blueberry  (Vaccinium
corymbosum) remain largely unknown. This study performed a genome-wide identification of the blueberry
CLC  gene  family  and  systematically  analyzed  their  expression  profiles  under  salt  stress,  aiming  to  lay  a
foundation for elucidating the molecular mechanisms by which CLCs mediate Cl– homeostasis and regulate
salt  tolerance  in  blueberry. [Method] Bioinformatics  methods  were  used  to  analyze  the  physicochemical
properties,  gene  structures,  conserved  motifs,  scaffold  locations,  collinearity  relationships,  cis-acting
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elements  in  promoter  regions,  and  phylogenetic  relationships  in VcCLCs  family.  Differentially  expressed
genes were screened based on transcriptome data, and RT-qPCR was used to analyze the expression patterns
under salt  stress. [Result]  (1)  19 genes encoding CLC family members were identified from the genomic
data  and  unevenly  distributed  across  12  scaffolds.  Phylogenetic  analysis  classified  them  into  four
subfamilies,  with  significant  variations  in  gene  structure  and  conserved  motif  composition  among  the
members of  different  subfamilies.  (2)  Analysis  of  promoter  cis-acting elements  and upstream transcription
factor prediction revealed that VcCLCs promoters contain multiple regulatory elements related to growth and
development,  phytohormones,  and  stress  responses.  Their  expression  is  likely  regulated  by  transcription
factors such as ERF, NAC, and WRKY. (3) Based on the salt-stress transcriptome analysis of roots from the
salt-tolerant  cultivar  ‘Duke’  and  the  salt-sensitive  cultivar  ‘Sweetheart’,  three  common  differentially
expressed  genes  were  identified  and  designated  as VcCLCc1, VcCLCc2,  and VcCLCf2.  RT-qPCR  results
demonstrated that these three genes were significantly upregulated in ‘Duke’ roots under salt stress but were
notably downregulated in ‘Sweetheart’ roots,  indicating their  potential  involvement in blueberry salt-stress
responses. [Conclusion] This study elucidates the core characteristics of the CLC gene family in blueberry
and identifies key genes responsive to salt stress, providing candidate genes and a theoretical foundation for
understanding the molecular mechanisms of Cl– homeostasis maintenance under salt stress.
Key words: Vaccinium corymbosum; CLC gene family; genome-wide identification; salt stress; expression
profiling; chloride channel

蓝 莓 （Vaccinium  corymbosum）为 杜 鹃 花 科

（Ericaceae）越橘属（Vaccinium）植物，在世界范围内

广泛种植。蓝莓果实富含花青苷、类黄酮、花青素等

多种生理活性物质[1−2]，是世界粮农组织推荐的五大

健康水果之一。在我国，蓝莓产业已形成规模化发

展格局，建成了由南到北的云贵川、长江流域、胶东

半岛、辽东半岛和长白山等五大优势产区和产业化

生产基地[3]，实现了蓝莓产业化种植的全国覆盖。

土壤盐渍化会对植物造成渗透胁迫和离子毒害，

影响叶片光合效率，造成叶片黄化甚至坏死[4]。蓝莓

根系浅且对土壤环境敏感，而我国上述主栽区也同

样面临着盐渍化威胁：一方面，沿海地区因海水入侵

导致土壤中以 NaCl为主的盐分沉积，易形成盐渍

土[5]；另一方面，随着蓝莓产业向设施化、集约化发

展，长期的化肥灌溉也会导致严重的次生盐渍化现

象。近年来，国内外有关蓝莓低温胁迫、干旱胁迫开

展了许多研究[6]，但有关蓝莓盐胁迫的研究相对较少，

主要集中在不同蓝莓品种间的耐盐性比较以及盐胁

迫下的生理指标、形态变化等方面。例如，北高丛蓝

莓‘Duke’的耐盐性优于北高丛蓝莓‘Sweetheart’[7]，研
究人员以 200 mmol/L NaCl对两品种进行盐处理，

结果发现相比于‘Duke’，‘Sweetheart’叶片明显变黄

甚至脱落，同时其由根系向叶片的 Na+运输速率显

著高于‘Duke’。Wright等[8]比较了不同浓度的 NaCl
灌溉水对不同蓝莓品种的影响，结果表明当灌溉水

中 NaCl含量超过 100 mmol/L时，就会对南高丛蓝

莓品种‘Sharpblue’和兔眼蓝莓品种‘Tifblue’造成较大

影响，且对‘Tifblue’的影响更明显。乌凤章[9]的研究

表明较高浓度的 NaCl胁迫会使北高丛蓝莓品种

‘Bluecrop’的净光合速率下降，抑制其生长，同时低

浓度盐胁迫对‘Bluecrop’生长影响较小，而对南高丛

蓝莓品种‘O’ Neal’影响较大。近年来，多个参与蓝莓

盐胁迫应答的转录因子被鉴定，例如 VcWRKY13和
VcWRKY25是盐胁迫响应中的正调控因子[10]；bZIP
转录因子 VabZIP12的表达水平受盐胁迫及有益真

菌共生诱导，通过激活下游抗氧化基因表达正调控

蓝莓耐盐[11]；Zhang等[12]发现蓝莓 R2R3-MYB转录

因子 VcMYB4a 通过结构域 C2/EAR招募抑制复合

体以阻遏转录，是胁迫响应的重要负调控因子。除此

之外，许多功能基因也逐渐被挖掘，例如蓝莓钠离子

选择性转运蛋白 VcHKT1;1，其主要在根中柱表达，

通过将从木质部汁液中的 Na+转运到木质部薄壁细

胞，减少Na+由根往地上部的运输[7]，同时 VcbHLH104
和 VcDof2.1分别正向和负向调控 VcHA11.1表达，

VcSAUR72与 VcbZIP11可激活其转录，而 VcMYB2
与 VcIDD7则抑制 VcHA8启动子活性[13]。

植物抵抗盐胁迫的核心机制研究主要包括：以

SOS通路为代表的核心调控网络，SOS通路由钙感

受器蛋白 SOS3/SCaBP8、蛋白激酶 SOS2、Na+/H+逆

向转运蛋白 SOS1组成，通过磷酸化级联反应激活

SOS1，从而将胞质内的 Na+排出胞外，是植物维持

Na+稳态的核心机制；HKT转运蛋白是植物耐盐性

的关键决定因子，作为根–茎 Na+回收的主要参与者，

HKT家族分为两个亚组，I类 HKT基本上是 Na+选
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择性转运蛋白，负责在单子叶和双子叶植物中从木

质部汁液中回收 Na+，II类 HKT则主要调节单子叶

植物根中的 Na+和 K+同向转运；除此之外，液泡

Na+/H+逆向转运蛋白 NHXs，可以将 Na+从细胞质区

隔化到特定细胞器（如液泡中），是植物避免离子毒

性的另一种适应策略[5]。目前植物盐胁迫领域有关

Na+的转运与稳态调控的相关机制已较为清晰，相比

之下，有关 Cl–稳态的关键基因和分子机制还缺乏研

究。Cl–是植物生长的必需元素，但细胞中过量 Cl–积
累会诱导渗透胁迫并抑制光合作用[14]，同时还会诱

导质膜（plasma membrane，PM）脂质过氧化破坏电化

学平衡，进而降低其选择通透性，由此造成植株黄化、

矮小、叶片早落[15]。截至目前，已有众多研究表明，

Cl–通道蛋白（chloride channel，CLC）可在盐胁迫条

件下维持植物 Cl–稳态，从而提高植物耐盐性[16]。例

如，AtCLCc 的过表达增强了拟南芥 （Arabidopsis
thaliana）对盐胁迫的耐受性，而 atclcc 突变体表现出

对 Cl–更加敏感[17]，盐胁迫诱导 AtCLCf 从高尔基体

转移至细胞质膜，促进根部 Cl–外排，从而提高拟南

芥耐盐性[18]。棉花（Gossypium hirsutum）中 GhCLCg
可以通过调节 Cl–积累正向调控植物耐盐性[19]。大豆

（Glycine max）中，定位于液泡膜的 GsCLC-c2在野

生大豆和栽培大豆中基因表达和序列均存在差异，

研究发现该基因可以通过将 Cl–区隔化至根液泡中，

从而降低地上部 Cl–水平[20]，这可能是导致野生品种

较栽培种具有更强耐盐性的原因之一，除此之外，

GmCLC1也是以同样的方式提高了大豆的耐盐性[21]。

苹果（Malus hupehensis）中，盐胁迫诱导 MhCLC-c1
表达，进一步的盐胁迫实验发现，与野生型相比，过

表达 MhCLC-c1的苹果愈伤组织和拟南芥植株中

的 Cl–积累量显著降低，且细胞死亡现象得到明显

缓解 [22]。番茄（Solanum lycopersicum）中，盐处理后

SlCLC8沉默的番茄植株与对照组相比表现出较高

的萎蔫和氧化胁迫，耐盐性显著降低，说明 SlCLC8
是番茄耐盐性的正调控因子[23]。此外，也有研究表

明辣椒（Capsicum annuum）叶片中的 CaCLCs 基因

受 NaCl胁迫的诱导表达，这表明 CaCLCs 基因可能

在响应 NaCl胁迫中起关键作用[24]。

CLC蛋白在植物应对盐胁迫响应中发挥着重要

作用，但蓝莓 CLC家族成员在盐胁迫下的表达模式

和分子调控网络还尚不清楚。因此，本研究拟利用

生物信息学分析在全基因组范围内鉴定蓝莓 CLC
家族成员，并对其理化性质、系统进化、启动子顺式

作用元件等进行分析，同时基于盐胁迫转录组数据

筛选盐差异基因，并分析其在盐胁迫下的表达模式，

旨在挖掘蓝莓 CLC家族盐胁迫响应关键基因。研究

结果将为解析盐胁迫下蓝莓 Cl–稳态维持的分子机

制提供候选基因和理论基础。

 1   材料与方法

 1.1    材料及其盐胁迫处理

植物材料为两个北高丛蓝莓品种‘Sweetheart’
（盐敏感品种）和‘Duke’（耐盐品种），通过茎段继代

的方式获得组培苗，在温度 25 ℃，光周期为 16 h光
照和 8 h黑暗下的温室培养。选择继代 60 d左右长

势基本一致的蓝莓组培苗，移栽于育苗容器中，生长

约 50 d后使用 200 mmol/L NaCl溶液对蓝莓材料进

行浇灌，浇灌至土壤饱和，分别在处理 0、3、12 h时
采集根和叶片组织，蒸馏水洗净，于液氮中速冻，保

存于–80 ℃ 冰箱备用。

 1.2    研究方法

 1.2.1    蓝莓 CLC 基因家族的成员鉴定及理化性质

为系统鉴定蓝莓 CLC家族成员，从越橘基因

组 GDV数据库（https://www.vaccinium.org）下载蓝

莓基因组数据，以北高丛蓝莓品种‘Draper’作为参

考基因组 [25]（PRJNA494180），从 TAIR（https://www.
arabidopsis.org）网站下载所有拟南芥 CLC蛋白序列。

在 TBtools软件中 BLAST工具基于序列相似度进

行比对，初步筛选蓝莓 CLC序列，后下载 swissprot
数据库（https://ngdc.cncb.ac.cn/databasecommons），将
初步筛选的蓝莓 CLC序列进行二次筛选。后通过

PFAM（http://pfam-legacy.xfam.org）下载 CLC蛋白

保守结构域（PF00481）的隐马尔可夫模型，基于保守

结构域进行 CLC蛋白结构域验证。通过 NCBI-
CDD（h t t p s : / /www.ncb i . n lm .n ih .gov / cdd）和
InterPro（https://www.ebi.ac.uk/interpro）再一次进行

验证比对，去除结构域不完整的序列，之后通过

DNAMAN软件去除冗余序列，从而得到蓝莓 CLC
家族成员。

为明确鉴定出的蓝莓 CLC家族成员的基本理

化特征，使用 ExPASy  ProtParam网站（https://web.
expasy.org/protparam/）进行 VcCLCs蛋白理化性质

分析，使用 Plant-mPLoc在线工具（http://www.csbio.
sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/#）预测 VcCLCs蛋白的

亚细胞定位。

 1.2.2    进化树、基因结构、蛋白保守基序

为了研究蓝莓和模式植物拟南芥、大豆 CLC 基

因家族的进化关系，本研究基于邻接法，使用

MEGA11对拟南芥、蓝莓和大豆的 CLC蛋白序列构

建系统进化发育树，Bootstrap值重复 1 000次，其他

参数为默认值。使用 iTOL（https://itol.embl.de/）对进

化树进行美化。为从基因结构层面验证系统发育树
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的划分是否合理，并揭示不同亚族 VcCLC 的结构保

守性，使用蓝莓基因组注释文件 gff3数据及蓝莓

CLC进化树文件在 TBtools软件进行基因结构分析

及可视化。使用MEME（https://meme-suite.org/meme/
tools/meme）进行蓝莓 CLC 基因家族 motif预测和分

析，基序数量设置为 10，后续使用 TBtools软件进行

蛋白保守基序可视化。

 1.2.3    支架定位、种间共线性和保守结构域

为明确 VcCLC 在基因组中的分布位置，在

TBtools软件上，根据蓝莓基因组注释文件 gff3数据

对 VcCLCs 进行支架定位可视化，构建蓝莓 CLC 基

因物理位置图谱。为阐明 VcCLC 进化保守型，根据

拟南芥和蓝莓的基因组注释文件在 TBtools软件的

One Step MCScanX插件中提取信息，再进行共线性

分析可视化。为了进一步分析 VcCLC蛋白的结构

特征，对 19个 VcCLC成员进行了保守结构域分析。

使用 NCBI中的 Batch Web CD-Search以及 PFAM
的 SWEET工具确认结构域，随后通过 TBtools软件

进行可视化。

 1.2.4    启动子顺式元件以及转录因子预测

为研究 VcCLC 转录调控的潜在机制，根据蓝莓

基因组注释文件提取蓝莓 CLC 基因起始密码子上

游 2 000 bp序列作为启动子序列，输入到 PlantCARE
网站进行在线分析（https://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/plantcare/html/），对这些候选启动子序列

上的激素和逆境相关的顺式作用元件进行预测分析。

CLC蛋白作为协助 Cl–转运的功能蛋白，其表达受上

游转录因子调控，因此本研究进一步使用 PlantTFDB
在线工具 （http://planttfdb.gao-lab.org/prediction.php）[26]

对调控 19个 VcCLCs 的上游转录因子进行了预测和

分析，预测结果使用 Hiplot（https://hiplot.  com.cn/
cloud-tool/drawing-tool/）进行可视化作图，绘制在结

合位点数量上大于 100的转录因子的网络图。

 1.2.5    盐胁迫下基因表达分析

为筛选响应盐胁迫的关键基因，基于课题组

前期报道的蓝莓盐胁迫转录组 （NCBI项目号

PRJNA907966）对蓝莓 CLC 基因在盐胁迫下的表达

模式进行分析。实验材料选取两个北高丛蓝莓品种

‘Sweetheart’（盐敏感）和‘Duke’（耐盐），经 200 mmol/L
NaCl处理后，分别于 0、3、12 h采集根系和叶片，具

体培养条件及胁迫处理流程详见 1.1。转录组数据分

析在Majorbio云平台（https://cloud.majorbio.com/）上
进行，将鉴定到的蓝莓 CLC 基因上传到 Majorbio
云平台的蓝莓盐胁迫有参转录组项目上，下载蓝

莓 CLC 基因表达量数据 ，表达水平使用 TPM
（Transcripts Per Million reads）法计算，在 Excel 2021
上对基因表达量数据进行 log10（TPM + 1）处理，再

上传到 TBtools软件上进行可视化。差异表达基因

的鉴定基于以下比较组设置：针对每个品种，分别

将盐胁迫处理组（3和 12 h）与相应的对照组（0 h）进
行比较（即 3 h vs 0 h和 12 h vs 0 h）。筛选标准为

Padjust < 0.05，差异倍数为 2。
 1.2.6    实时荧光定量 PCR 验证盐胁迫下基因表达量

使用诺唯赞生物科技公司的 FastPrue Universal
Plant Total RNA Isolation Kit提取蓝莓材料的 RNA。
使用 Applied  Biological  Materials（abm）公司的 5X
All-In-One RT MasterMix（with AccuRT Genomic DNA
Removal Kit）进行 RNA反转录 cDNA。使用赛默飞

世尔科技公司的 PowerUp SYBR Green Master Mix
进行 RT-qPCR。利用 RT-qPCR实验鉴定盐胁迫后

差异倍数在 2倍以上的 3个 VcCLCs 的表达水平。

体系为 10 μL的体系（0.5 μL模板、0.25 μL前引物、

0.25 μL后引物、5 μL酶、4 μL水）。使用 VcUBC28
作为内参基因，引物详情见表 1，每个样本设置 3次
重复。采用 2−∆∆Ct 法计算基因相对表达量，利用

Origin 2020等软件进行分析并作图。

 1.3    数据分析

实验均基于至少 3个技术重复的平行实验，

使用 SPSS软件进行单因素方差分析，并用不同的

小写字母表示，P < 0.05表明有显著性差异，使用

GraphPad Prism 8绘制图表。

 2   结果与分析

 2.1    蓝莓 CLC 基因家族鉴定及理化性质

从蓝莓基因组中共鉴定出 19个 VcCLCs 家族成

员，根据聚类分析依次命名为 VcCLCc1 ~ VcCLCc7、
 

表 1    RT-qPCR引物

Tab. 1    Primers used for RT-qPCR

基因 上游引物（5′—3′） 下游引物（5′—3′）

VcCLCc1 TGAGAGAGCCTCTGCTTCTGA TTTCCTAGATCTCCAGTCCTCCT

VcCLCc2 GCGAGGTGGGATTTGGGTATG AGCTATTGCTCATCCGACTCCTG

VcCLCf2 CAGCGATCGCGACATACTGTT TCCCGTAAACCCTCGATCTAA

VcUBC28 CCATCCACTTCCCTCCAGATTATCCAT ACAGATTGAGAGCAGCACCTTGGA
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VcCLCd1  ~  VcCLCd3、 VcCLCe1  ~  VcCLCe4、
VcCLCf1 ~ VcCLCf2和 VcCLCg1 ~ VcCLCg3（表 2）。
VcCLCs 的理化性质分析结果显示：VcCLCs的氨

基 酸 数 量 范 围 介 于 488（VcCLCc2）  ~  1  135  aa
（VcCLCd1/2/3），平均值为 794.79 aa；分子质量介于

53  158.55（VcCLCc2）  ~  126  446.36  Da（VcCLCd1），
平均值为 86  910.08  Da；理论等电点介于 5.20
（VcCLCe3）  ~  8.85（VcCLCg3），其中 7个 VcCLCs
理论等电点小于 7，属于酸性蛋白 ， 12个蓝莓

VcCLCs理论等电点大于 7，属于碱性蛋白；不稳定

系数介于 33.26（VcCLCc5）  ~  49.51（VcCLCe3），平
均值为 40.90，所有 VcCLCs蛋白的不稳定系数均小

于 50，表明这些蛋白在体外相对稳定；脂肪系数介

于 95（VcCLCd1/2/3）  ~  111.94（VcCLCc1），平均值

为 103.65，较高的脂肪系数表明这些蛋白具有较好

的热稳定性；总平均亲水性介于−0.054（VcCLCf2） ~
0.535（VcCLCc1）， 平 均 值 为 0.28， 其 中 17个
VcCLCs蛋白的 GRAVY值大于 0，属于疏水性蛋白，

仅 VcCLCf2为亲水性蛋白。亚细胞定位预测结果表

明，所有 VcCLCs均定位于质膜，这与 CLC蛋白

作为跨膜离子通道的功能特征高度一致，表明

VcCLCs可能在细胞膜上发挥 Cl–转运和维持离子平

衡的重要作用。

 2.2    系统进化发育

参照 AtCLCs的亚家族分类，将 VcCLCs分为

4个亚家族。其中 A亚家族包含 3个 VcCLCs，B亚

家族包含 6个 VcCLCs，C亚家族未鉴定到蓝莓 CLC
成员，推测该亚家族成员在蓝莓进化过程中可能已

丢失或发生功能替代；D亚家族成员数目最多，包

含 10个 VcCLCs（图 1）。
 2.3    基因结构和保守基序

基因结构分析显示（图 2A），VcCLCs 非编码区

UTR数量为 0 ~ 2个，编码区 CDS的外显子数量存

在显著差异，其中 D亚家族成员外显子数量为 6 ~
8个，均包含 5′和 3′ UTR区域；A亚家族成员包含较

多的外显子（20 ~ 30个），外显子较小且分布密集，

UTR区域较短；B亚家族成员包含 5 ~ 7个外显子。

聚类在同一簇的基因呈现较为相似的外显子–内含

子分布模式，而不同簇间存在显著差异，这种结构差

异可能反映了不同亚家族在功能上的分化。

蛋白保守基序分析显示，VcCLCs蛋白中共鉴

定出 10个保守基序（Motif 1 ~ 10），不同亚家族成员

间的Motif数量和分布存在显著差异（图 2B）。其中，

Motif 2、Motif 10是所有 VcCLCs蛋白均包含的保

 

表 2    蓝莓 CLC 基因家族基本特征

Tab. 2    Characterization of the CLC gene family in blueberry

基因名 基因ID 氨基酸数/aa 分子质量/Da 等电点 不稳定系数 脂肪系数 总平均亲水性 亚细胞定位

VcCLCc1 VaccDscaff2-augustus-gene-355.25 535 58 630.87 7.36 37.19 111.94 0.535 质膜

VcCLCc2 VaccDscaff14-snap-gene-303.32 488 53 158.55 6.46 39.48 100.88 0.334 质膜

VcCLCc3 VaccDscaff25-snap-gene-353.36 543 59 313.95 8.26 36.23 111.68 0.534 质膜

VcCLCc4 VaccDscaff39-augustus-gene-127.26 825 90 849.18 8.20 34.08 105.33 0.367 质膜

VcCLCc5 VaccDscaff6-augustus-gene-300.24 825 90 886.26 8.30 33.26 104.86 0.362 质膜

VcCLCc6 VaccDscaff38-augustus-gene-118.47 825 90 724.09 8.08 33.77 106.04 0.385 质膜

VcCLCc7 VaccDscaff37-processed-gene-193.8 876 96 398.65 8.25 33.64 105.32 0.403 质膜

VcCLCd1 VaccDscaff35-snap-gene-42.35 1 135 126 446.36 7.77 43.21 95.00 0.020 质膜

VcCLCd2 VaccDscaff4-snap-gene-94.31 1 135 126 420.33 7.78 43.21 95.00 0.018 质膜

VcCLCd3 VaccDscaff36-snap-gene-267.24 1 135 126 420.33 7.78 43.21 95.00 0.018 质膜

VcCLCe1 VaccDscaff39-augustus-gene-110.26 799 85 847.18 5.67 45.92 102.97 0.249 质膜

VcCLCe2 VaccDscaff6-augustus-gene-310.30 775 82 866.56 5.35 48.05 103.90 0.257 质膜

VcCLCe3 VaccDscaff38-processed-gene-107.1 775 82 671.33 5.20 49.51 104.77 0.268 质膜

VcCLCe4 VaccDscaff37-snap-gene-207.31 799 85 719.08 5.63 47.58 104.69 0.253 质膜

VcCLCf1 VaccDscaff1-processed-gene-461.1 691 73 269.47 6.89 36.58 101.26 0.138 质膜

VcCLCf2 VaccDscaff78-processed-gene-6.19 569 61 206.27 6.87 41.11 96.87 –0.054 质膜

VcCLCg1 VaccDscaff6-augustus-gene-378.34 782 85 846.58 8.79 43.15 107.98 0.422 质膜

VcCLCg2 VaccDscaff39-augustus-gene-37.26 782 85 932.67 8.73 43.86 108.24 0.418 质膜

VcCLCg3 VaccDscaff38-augustus-gene-39.28 807 88 683.87 8.85 44.05 107.65 0.417 质膜
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守基序 ，推测二者为 VcCLC家族的必要基序 ，

VcCLCc4/5/6/7、VcCLCg1/2/3包含了全部的 10个保

守基序，而同为 D亚家族的 VcCLCc1缺少 Motif 3、
Motif 9、Motif 1，VcCLCc2缺少 Motif 5、Motif 7和
Motif  1，VcCLCc3缺少 Motif  5、Motif  8和 Motif
1。A亚家族成员具有独特的 Motif分布模式，其特

征是 Motif 1在 N端、C端均有出现，B亚家族成员

VcCLCe1/2/3/4具有高度一致的基序组成，VcCLCf1/
2基序数量相对较少。

 2.4    支架定位和种间共线性

基于蓝莓基因组数据进行 VcCLCs 的支架

（Scaffold）定位，结果显示，19个 VcCLCs 定位在

12个不同的支架上（图 3）。在支架 VaccDscaff38、
VaccDscaff6、VaccDscaff39上各有 3个 VcCLCs 分
布，在支架 VaccDscaff37上有 2个 VcCLCs 分布，其

余 8个支架上各有 1个 VcCLCs 分布。

基于蓝莓和拟南芥的基因组数据进行物种间共

线性分析，结果表明，在蓝莓和拟南芥种间进化关系

中，CLC 基因共有 22对同源片段重复基因对。在拟

南芥每个染色体上均存在片段重复事件，但蓝莓并

不是每个支架上都存在片段重复事件（图 4）。
 2.5    保守结构域

VcCLC成员保守结构域如图 5所示，所有VcCLC
蛋白均含有 Voltage_CLC/Voltage_CLC superfamily
结构域，该结构域是介导 Cl–跨膜转运的核心功能单

元，在植物中该结构域通常与 H+/Cl–反向转运活性

相关，通过将细胞质中的 Cl–区隔化至液泡或排出细

胞外，从而维持细胞离子稳态 [15]。除 VcCLCc1/2/3
以外，其他 VcCLC蛋白均含有 CBS结构域，该结构

域多以串联重复形式存在，可通过感知细胞内配体

变化参与蛋白的变构调节，进而调控 CLC蛋白的离

子转运活性[27]。此外，VcCLCd1/2/3具有独特的结构

域组成，在 N端约 150 ~ 350氨基酸单位含有一个

Cyclin_N superfamily结构域，该结构域主要参与蛋
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图 1    蓝莓 CLC 基因家族系统发育进化树

Fig. 1    Phylogenetic evolutionary tree of VcCLC gene family
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白互作与信号整合。

 2.6    启动子顺式作用元件及转录因子预测

本研究选择 VcCLCs 基因上游 2 000 bp的区

域作为启动子进行分析，结果如图 6所示。根据顺

式作用元件的功能将其分为 4类：第一类是胁迫

响应相关元件，例如低温响应元件 LTR，干旱响应元

件 MBS，厌氧响应元件 ARE，其中 ARE在所有

VcCLCs 中均有存在，提示 VcCLCs 可能在淹水或缺

氧条件下被诱导，以维持根部离子平衡；第二类是激

素响应相关元件，所有成员都具有多种激素响应元

件，其中 D亚家族成员及 VcCLCd1/2/3分布有较多

的茉莉酸甲酯 （MeJA）响应元件 CGTCA-motif和
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图 2    蓝莓 CLC 基因家族基因结构（A）和保守基序（B）组合图

Fig. 2    Gene structure (A) and conserved motifs (B) of VcCLC gene family
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图 3    蓝莓 CLC 基因家族支架定位

Fig. 3    Scaffold localization of VcCLC gene family
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TGACG-motif。除此之外还有水杨酸（SA）响应元件

TCA-element，赤霉素（GA）响应元件 P-box、TATC-
box以及生长素 （IAA）响应元件 TGA-element和
AuxRR-core，其中脱落酸（ABA）响应元件 ABRE是

出现频率最高的元件，在每个成员的启动子区域均

有存在，ABRE主要参与 ABA信号通路，并参与干

旱、盐胁迫等非生物逆境的响应[28]；第三类是生长发

育相关元件，例如参与昼夜节律调控的 circadian元
件，在 VcCLCf1/2、VcCLCg1/2/3被发现，与分生组织

形成相关的 CAT-box，在 VcCLCc4/e2的启动子中被

发现；第四类是光响应相关元件，热图结果显示

VcCLCs 均含有大量的光响应元件，其中 VcCLCc1/
e2/g1等成员携带高达 7 ~ 8种不同类型的光响应

元件，暗示这些基因的转录活性可能受到光信号的

影响。

转录因子预测结果显示，VcCLCs 启动子区域可

能结合的转录因子家族包括 ERF、NAC、WRKY、
TCP、bHLH、bZIP、C2H2、MYB、LBD等多个家族，

其中，ERF、NAC、WRKY是出现频率最高的转录

因子家族，表明更有可能受到这些转录因子的调控

（图 7）。
 2.7    盐胁迫下基因表达分析及差异基因筛选

蓝莓盐胁迫转录组分析结果显示，19个 VcCLCs
在盐胁迫下呈现不同的表达模式。VcCLCc1在
‘Duke’根中盐处理后表达量显著升高，VcCLCc2/3

在 ‘Sweetheart’根处理前高表达，盐处理后显著下

调 ， VcCLCe1/2/3/4和 VcCLCg1/2/3在 ‘Duke’和
‘Sweetheart’两个品种的叶中表达量都较高，但其

表达量并没有受到盐诱导，VcCLCf2的表达量在

‘Duke’根中随着时间变化而显著升高（图 8A）。在

‘Sweetheart’和‘Duke’根中共鉴定出 3个差异表达的

VcCLCs 基因，在叶中没有鉴定出差异基因（差异倍

数为 2，Padjust < 0.05）（图 8B）。
 2.8    盐胁迫下蓝莓 CLC 基因表达的 RT-qPCR 验证

为了验证转录组数据的可靠性，采用 RT-qPCR
对筛选到的 3个差异表达基因进行验证。结果显示，

盐处理 3 h后，‘Sweetheart’根中 VcCLCc1、VcCLCc2
和 VcCLCf2的表达水平显著下调，在‘Duke’根中则

显著上调，在盐胁迫敏感性不同的两个品种中呈现

相反的表达趋势（图 9A）。同样在盐处理 3 h后，
‘Sweetheart’叶中 VcCLCc1的表达水平呈现先升高

后降低的趋势，在‘Duke’叶中则下调后趋于稳定；

VcCLCc2在两个品种叶中的表达水平变化均不显著；

VcCLCf2在‘Sweetheart’、‘Duke’叶中随着处理时间

变化其表达量逐渐降低（图 9B），以上结果与转录组

数据趋势基本一致。

 3   讨　　论

 3.1    蓝莓 CLC 基因家族的进化特征与结构保守性

植物生长发育中面临许多环境胁迫，如低温、高
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拟南芥

图 4    蓝莓和拟南芥 CLC 基因种间共线性

Fig. 4    Colinearity analysis of CLC genes between Vaccinium corymbosum and Arabidopsis thaliana
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图 5    蓝莓 CLC 基因家族保守结构域分析

Fig. 5    Conserved domain analysis of VcCLC gene family
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温、干旱、积水和盐分胁迫[29]。在盐胁迫下，细胞内

离子浓度增加，细胞渗透压升高，抑制植物的正常生

长和发育，严重时会导致植物萎蔫甚至死亡[30]。维持

细胞内离子稳态是植物应对盐胁迫的重要途径之一，

离子通道和转运蛋白在此过程中起着重要作用[15]。

CLC蛋白可以参与 Cl–、 以及其他阴离子的跨膜

运输，提高植物耐盐性[31−33]。因此，对蓝莓 CLC 基因

家族进行全基因组鉴定分析对于深入了解植物耐盐

调控网络具有重要意义。到目前为止，植物 CLC

基因家族已经在多个物种中被鉴定，如拟南芥、毛果

杨 （Populus  trichocarpa）[34]、水稻 （Oryza  sativa）[35]、
小麦（Triticum  aestivum）[36]、玉米（Zea  mays）[37]、大
豆 [38]、棉花 [39]、甘蔗（Saccharum officinarum）[40]、辣
椒 [24]、番茄 [23]、毛竹（Phyllostachys  edulis）[41]、土豆

（Solanum tuberosum）[42]等，但蓝莓 CLC 基因家族还

未被鉴定。本研究从蓝莓基因组中共鉴定出 19个蓝

莓 CLC 基因家族成员，其数量介于甘蔗（29个）、小
麦（23个）、棉花（22个）、毛竹（18个）、辣椒（12个）、
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Fig. 6    Cis-acting elements analysis in the promotors of VcCLC gene family
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番茄（8个）之间。

系统进化分析将 VcCLCs分为 4个亚家族，值

得注意的是，蓝莓中未鉴定出 C亚家族成员，可能

反映了物种特异性的进化适应，而 D亚家族的扩张

可能与基因复制事件有关（图 1）。同一亚家族成员

的基因结构通常相似，这一点在该研究以及其他物

种中都已被证实，但蓝莓 CLC 基因结构与其他物种

相比也有所区别，例如本研究中 VcCLCs 基因结构

更为保守紧凑，内含子数量分化较小（图 2），未出现

甘蔗中 0 ~ 22个的极端结构差异，也不存在无内含

子的基因[40]，此外 VcCLCs 基因在蓝莓 12条支架中

呈非均匀分布，且多数集中在支架两端（图 3），这一

分布特征在多数基因家族研究中普遍存在[43−45]，暗

示这些区域的 VcCLC 基因可能具有较高的表达活

性。共线性分析显示，尽管拟南芥是草本模式植物，

但仍能与蓝莓形成 22对直系同源关系（图 4），这表

明 CLC 具有高度进化保守型。亚细胞定位预测结果

显示所有的 VcCLC蛋白均定位于细胞膜（表 2），但
根据以往研究，该家族成员定位也会在液泡膜[17]、叶

绿体膜[46]、高尔基体囊泡[18]等多种膜室中，因此具体

的定位还需通过实验手段进行论证。

 3.2    蓝莓 CLC 基因家族顺式作用元件及上游转录

因子预测

为了探究 VcCLCs 的潜在功能和调控机制，我

们在 19个 VcCLCs 的启动子区域鉴定出 4种类型的

顺式作用元件，这表明 VcCLCs 基因功能多样，响应

不同的生物过程，同时多数 VcCLCs 富含 ABA响应

元件、逆境响应元件及激素调控相关元件（图 6），
ABA作为植物响应盐胁迫的核心激素，通过调控气

孔运动、离子平衡与渗透调节等多个途径增强植物

耐盐性。据报道，盐胁迫可迅速诱导 ABA合成并激

活 SnRK2-AREB/ABF信号通路，促进气孔关闭以减

少水分散失，同时通过 CBL-CIPK模块协同激活

SOS通路，加速 Na+外排并维持 K+稳态，降低细胞

内 Na+/K+比值。此外，在平邑甜茶（Malus hupehensis）
中，研究发现外源施加 ABA可促进根系 Cl–外排，其

核心机制是 ABA可诱导 MhABI5转录，MhABI5可
与 MhZAT10L 启动子结合并抑制其转录，从而解除

了MhZAT10L对 MhSLAH3的抑制，MhSLAH3编码

一个 Cl–外排通道蛋白，由此加速了根部的 Cl–外流，

提高了植物对氯盐胁迫的耐受性[47]。ABA还可促进

脯氨酸、可溶性糖等渗透物质积累，提升细胞渗透调

节能力，并通过增强抗氧化系统清除活性氧，维持细

胞膜稳定性[48]。

近年来，虽然越来越多的物种都开展了有关

CLC 基因的深入研究，但相应转录调控机制的研究

 

图 7    蓝莓 CLC 基因家族上游转录因子预测

Fig. 7    Prediction about the upstream transcription factors
of the VcCLC gene family
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图 8    蓝莓 CLC 基因家族在 NaCl胁迫下的基因表达分析（A）和差异基因 Venn图（B）

Fig. 8    Expression analysis of VcCLC gene family under NaCl treatment (A) and Venn diagram of differentially expressed genes (B)
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不多，本研究首次针对全基因组水平上 VcCLC 基因

家族进行了上游转录因子的预测，筛选到了 ERF、
NAC、WRKY、bHLH等转录因子（图 7）。在拟南芥

中，盐胁迫下，AtWRKY9能直接结合到 AtCLCf 的
启动子区域，从而增强其表达，提高植物耐盐性[18]。

在玉米中 ， ZmbHLH118能够直接结合 ZmCLCa
基因的启动子特定区域，并抑制其表达，从而限制过

量的硝酸盐进入液泡，实现硝酸盐储备的精准调

控[49]。在草莓（Fragaria × ananassa）中，天然小分子

物质 ALA（5-氨基乙酰丙酸）可以削弱 FaMYB44对
FaCLC-c4的转录抑制作用，帮助植物将 Cl–截留并

贮存于根部液泡中，同时优先 向地上部运输，提

高了草莓耐盐性[50]。这些结果佐证了我们的预测结

果，后续将会使用实验手段确定具体的转录因子，并

对其表达量及调控功能进行确认。

 3.3    盐胁迫下蓝莓 CLC 基因的组织特异性表达

先前研究表明，植物维持 Cl–稳态的两种方式分

别是将 Cl–从根部排出或区隔化至根液泡中[51−52]。根

作为直接感知土壤盐分并介导离子吸收与排出的关

键器官，基因的快速上调可能有助于 Cl–的外排或液

泡区隔化，从而减轻 Cl–过量的积累。本文通过蓝莓

CLC 基因盐胁迫表达热图结合 RT-qPCR实验对盐

差异基因的组织特异性表达模式进行分析。结果表

明，在根组织中，VcCLCc1、VcCLCc2与 VcCLCf2在
耐盐品种‘Duke’受盐诱导显著上调，而在盐敏感品

种‘Sweetheart’中则呈下调（图 9A）。这一发现，与此

前在水稻中的发现相吻合，该研究发现经盐处理后，

OsCLC1在盐敏感品种‘IR29’和耐盐品种‘Pokkali’根
中，其表达分别下调和上调[35]。与此同时，他们在拟

南芥里的同源基因 AtCLCc 被证明能够运输 Cl−进入

液泡并调节气孔运动，从而调控 Cl–在液泡中的积累

提高植物耐盐性[17]；突变体 atclcf 幼苗分生区长和伸

长区长显著降低、根长变短，而回补株系在盐胁迫下

恢复了表型，此外研究还发现 NaCl诱导了 AtCLCf
从高尔基体转移到质膜，促进了根部 Cl–外排[18]。因

此我们推测本研究的 3个基因可能在根中发挥了类

似的功能，且其表达调控具有品种特异性，这或许是

‘Duke’耐盐性优于‘Sweetheart’的分子基础之一。与

基因在根组织表现出的显著差异不同，在叶片中，

VcCLCe1/2/3/4与 VcCLCg1/2/3处理前表达量均较

高，但经盐处理后其表达量变化不明显（图 9B）。
据报道，VcCLCe1/2/3/4在拟南芥中的同源基因

AtCLCe 定位于叶绿体类囊体膜，主要在光转暗的过

程中发挥作用，通过维持 Cl–平衡保障叶绿体结构与

光合电子传递稳定。atclce 突变体在暗适应条件下

表现出显著的光合异常，具体表现为叶绿素荧光

OJIP曲线改变、光合电子传递速率加快、叶绿体超

微结构异常等[53]，由此我们推测这类基因主要负责

维持叶片基础生理代谢过程中的 Cl–稳态，为光合作

用等核心生理活动提供离子平衡保障。上述基因在
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图 9    蓝莓 CLC 基因 NaCl处理后的 RT-qPCR

Fig. 9    RT-qPCR of the VcCLC gene after NaCl treatment
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叶片中盐胁迫下表达变化不显著，也可能与处理时

间较短有关，其调控机制有待进一步探究。此外，

VcCLCc1盐处理后在叶中的表达呈现先升后降的趋

势，暗示其可能在盐胁迫早期参与叶片离子的调节，

缓解初期离子失衡带来的胁迫影响（图 9B）。

 4   结　　论

本研究在蓝莓全基因组范围内共鉴定到 19个
CLC 基因家族成员，并对其进行理化性质、基因结

构、进化关系和表达模式进行了分析。同时，利用生

信分析预测 ERF、NAC、MYB等转录因子可能调

控 VcCLCs 的表达。基于盐胁迫条件下，耐盐品种

‘Duke’和盐敏感品种‘Sweetheart’的转录组数据，筛

选到 3个在两品种根中均差异表达的基因，RT-
qPCR结果显示 3个基因在‘Duke’根中均受盐胁迫

诱导显著上调，而在‘Sweetheart’根中显著下调，提示

它们可能在蓝莓盐胁迫应答与品种耐盐性差异中发

挥作用。

本研究首次系统鉴定了蓝莓 CLC 基因家族，并

筛选出响应盐胁迫的候选基因，为解析盐胁迫下蓝

莓 Cl−稳态维持的分子机制提供了理论基础，但上述

结论主要基于表达分析和生物信息学预测，所筛选

基因的 Cl−转运功能及上游转录调控关系未来仍需

通过遗传转化、酵母单杂交等实验进一步验证。
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