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摘要  以人工合成的萝卜2芥蓝异源四倍体的 F 4和 F10世代为材料,用MSAP 法检测 2 种材料 DNA 甲基化

变异情况,以期为远缘杂交后不同世代间基因组 DNA 甲基化遗传和变异规律提供实验依据。结果表明: F4代

和 F10代甲基化程度分别为 30. 61%和 33. 10% , 共检测 12 种甲基化变异模式, 可以分为 5 种类型, 甲基化变异

位点占所有甲基化位点的 41. 71%。用甲基化抑制剂 52氮胞苷处理 F4代, F 10代材料, 检测到甲基化程度分别为

20. 67%和 25. 75% , F10代比 F4代受到了更大冲击, 说明不稳定世代对环境的影响更加敏感。
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  远缘杂交是指不同种或亚种间以及种以上亲缘

关系更远的个体之间的杂交, 包括有性杂交和体细

胞杂交。远缘杂交可以导致植物异源多倍体的形

成, 从而诱发迅速且广泛的遗传[ 1] 和表观遗传变

异[ 2] , 前者主要包括染色体结构重排、DNA 序列消

除及基因突变等, 后者主要包括基因沉默、DNA 和

组蛋白甲基化、核仁显性、转座子激活和基因组印记

等。在自然界中,约 70%的显花植物在进化史上曾

经发生过至少 1次的多倍化, 形成了许多天然多倍

体,如香蕉、咖啡、棉花、小麦、油菜、烟草、甘蔗、燕麦

等[ 3]。生产实践中利用远缘杂交产生多倍体也是遗

传改良的主要手段之一, 说明异源多倍体在进化理

论研究和农业生产实践上占有很重要的地位[ 4]。

真核生物中, DNA甲基化是基因表达的一种常

见而又重要的修饰方式。DNA 甲基化以胞嘧啶甲

基化(
m
C)为主, 具有表观遗传效应, 导致基因表达、

细胞分化和染色质失活等 [ 5]。DNA 甲基化并不改

变基因的碱基排序, 但是改变了遗传信息的表达, 从

而引起表型变异,在植物的发育过程中具有重要的

调控作用。许多研究表明, 物种间的远缘杂交伴随

着大量的表观遗传变异现象发生,其中包含大量的

DNA 胞嘧啶甲基化变异, 它开启或关闭某些基因的

转录表达程序[ 627] , 通过对大米草[ 7]、水稻[ 8]、拟南

芥
[ 9]
等植物的研究发现, 杂交后代基因组中 DNA

甲基化比例相对于亲本发生了明显的变异, 并且不

同位点的甲基化模式表现出丰富的多态性, 杂交后

代一些位点与亲本相比表现为去甲基化, 而另一些

位点表现为甲基化水平增加, 还有一些位点表现为

组织特异性。研究者认为, 这种 DNA 甲基化水平

及模式的变异是一种普遍现象, 可能与杂交后代全

新基因调控系统的形成密切相关,对于物种适应不

同的生长环境更是必须的[ 729]。受材料限制,对远缘

杂交后代从不稳定世代到稳定世代间 DNA 甲基化

的遗传变异规律研究很少。

笔者利用人工合成的萝卜2芥蓝异源四倍体的

不稳定的 F 4代和稳定的 F 10代为材料,用 MSAP 法

检测其 DNA 甲基化变异程度和变异类型, 为研究

甲基化在远缘杂交后代不同世代间的遗传变异规律

提供试验依据。另外, 用 DNA 甲基化抑制剂 52氮

胞苷分别处理了F 4代和F 10代,检测其 DNA 甲基化

变异受到的冲击大小, 以期为远缘杂交稳定世代和

不稳定世代基因组 DNA 甲基化变异受到环境影响

的程度提供试验依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

人工合成的萝卜2芥蓝异源四倍体 ( RRCC) 由

萝卜( Rap hanus sa tivus L. , RR) 和芥蓝 ( Br assica
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a lboglabr a Bailey, CC)人工去雄杂交并经胚抢救和

后代基因组加倍得到
[ 10]

, F4代和 F 10代种子均保存

于华中农业大学国家油菜工程中心。

1. 2 试验方法

1)材料培养。在培养皿中用 0. 1 mg/ mL 的 52

氮胞苷溶液和水分别培养异源四倍体 F 4代、F 10代

种子,每天换液,待种子萌发根长 1~ 2 cm时转移至

装有蛭石的盆中, 用加入和未加入 52氮胞苷的

Haugland营养液浇灌, 于 20 e 培养箱中培养。

2)CTAB法提取植物基因组 DNA。分别取培

养 30 d的 F4代和 F10代(末用 52氮胞苷处理与用 52

氮胞苷处理)萌发后培养植株的叶片, 以 CTAB法

提取基因组 DNA,紫外分光光度计检测其浓度。

3)MSAP 法检测基因组的甲基化变异。DNA

样品分别用 EcoRÑ/H p aÒ和 EcoRÑ/Msp Ñ2 组

限制性内切酶进行酶切, 为减少实验误差,酶切和连

接同时进行。酶切和连接体系( 20 LL)为: 300 ng

模板 DNA, 4 U EcoRÑ, 4 U Hp a Ò(或Msp Ñ) ,

1 U T 4 DNA 连接酶, 2 pmol EcoRÑ接头, 2 pmol

H p aÒ/Msp Ñ接头, 1 @反应缓冲液 ( 10 mmol/ L

Tris2HCl, pH 7. 5, 10 mmol/ L Mg ( Ac ) 2 , 50

mmol/ L KAc, 10 mmol/ L DTT , 0. 2 mmol/ L

ATP)。反应混合液在 37 e 保温过夜, 然后 65 e

灭活 10 min,并用 ddH 2O稀释 10 倍作为预扩增的

底物。取 5 LL 酶切2连接产物进行预扩增反应。所

得的PCR产物稀释50~ 100倍后再次用于选择性
表 1 MSAP筛选的选择性扩增引物1)

Table 1  Primer s of select ive amplificat ion used in MSAP

预扩增引物

Pre2s elect ive primers

选择性扩增引物

Select ive primers

EcoRÑ+ A /

H paÒ/ MspÑ+ 0

EcoRÑ+ AAC/

H paÒ/ MspÑ+ AGT
EcoRÑ+ ACT /

H paÒ/ MspÑ+ TGA
EcoRÑ+ ACT /

H paÒ/ MspÑ+ TAG

E coRÑ+ ATT/
H paÒ/ MspÑ+ ACC

E coRÑ+ ATG/
H paÒ/ MspÑ+ ACG

EcoRÑ+ ACC/

H paÒ/ MspÑ+ TAA

EcoRÑ+ ACC/

H paÒ/ MspÑ+ TAG
E coRÑ+ AGC/

H paÒ/ MspÑ+ AGC
EcoRÑ+ ATT /

H paÒ/ MspÑ+ GCA

EcoRÑ+ AGG/
H paÒ/ MspÑ+ GAT

EcoRÑ+ AGG/
H paÒ/ MspÑ+ TCG

EcoRÑ+ ACA/

H paÒ/ MspÑ+ GCA

 1 ) 引物的核心序列 H paÒ/ MspÑ为 5c2ATCATGAGTCCT2

GCTCGG 23c , E coRÑ为 5c2GACTGCGTACCAATTC23c Core se2

quences of H paÒ/ MspÑand E coRÑ are 5c2ATCATGAGTCCT2

GCTCGG 23c and 5c2GACTGCGTACCAATTC23c, respectively;

后面附加的 3个碱基为选择性碱基 T hree bases added in H paÒ/

MspÑand EcoRÑare select ive.

扩增反应,并进行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离和

硝酸银染色检测。经过引物筛选, 确定了 12对扩增

效果较好的 EcoRÑ/H paÒ2MspÑ引物(表 1)。

2 结果与分析

目前,用于 DNA甲基化分析的方法较多, 如高

效液相色谱(HPLC)法、重亚硫酸盐法、甲基化特异

性 PCR( Methylat ion2specific PCR, MSP)、基因测

序法
[ 1 1]
以及MSAP( Methylation2sensitive amplifi2

cation polymor phism, 甲基化敏感性扩增多态性)

等。MSAP 分析是基于选择性 PCR 的一种技术,

结合了 AFLP 的优点,能够检测样品 DNA 中大量

的甲基化位点, 多态性高
[ 9]
。MSAP 技术对模板

DNA 的质量有严格的要求, DNA 的提取质量对实

验结果有较大影响。为此,笔者采用改进的 CTAB

法提取 4种材料的 DNA 做预备实验,以获得信号

强、稳定性好的 MSAP 谱带。采用标准的 MSAP

程序, 经过必要的调整和优化, 以各种材料 DNA 为

模板的扩增反应都获得了清晰可读、条带丰富的

MSAP 谱带。笔者对扩增反应进行了多次重复, 发

现MSAP 带型具有很好的稳定性, 说明MSAP 技

术可以有效地应用于萝卜2芥蓝杂交物种基因组的

甲基化检测。

2. 1 CCGG位点的甲基化水平分析

同裂酶 H pa Ò和 Msp Ñ的酶切位点均为

/ CCGG/ GGCC0,但二者对酶切位点 DNA 序列的

甲基化敏感程度却不同: Hp a Ò能识别并切割非甲

基化和半甲基化位点(双链 DNA 中只有 1 条链的

外侧胞嘧啶发生甲基化, 即m CCGG/ GGCC) , 而不

能切割全甲基化位点(双链 DNA 中 2条链的内侧

胞嘧啶均发生甲基化,即 C
m
CGG/ GG

m
CC) ; Msp Ñ

能识别并切割非甲基化和全甲基化位点而不能切割

半甲基化位点。因而当以此同裂酶分别与 EcoRÑ

组合进行 AFLP 反应时,每个扩增位点均代表 1个

(CCGG/ GGCC)位点,而对比 H p aÒ与MspÑ不同

的扩增模式就可反映出该位点的甲基化状态及程

度,可分为: A 型, 都有条带(H pa Ò+ /Msp Ñ+ ) ,

代表非甲基化位点(或单链内侧甲基化) ; B型, Hp a

Ò无带、MspÑ有带( H pa Ò- /Msp Ñ+ ) , 代表全

甲基化位点; C 型, HpaÒ有带、MspÑ无带(HpaÒ+ /

MspÑ- ) , 代表半甲基化位点。经过多次重复实验共

筛选出 12对扩增条带稳定的选择性引物组合,对其

MSAP图谱(图1)进行统计。4种材料MSAP 图谱中
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分别扩增出 441、421、423、369条谱带, 4种材料的甲

基化位点分别为 135、187、140、195条,整体甲基化水

平分别为 F4代材料30. 61%, 52氮胞苷处理的 F4代材

料为 20. 67% , F10代材料为33. 10%, 52氮胞苷处理的

F10代材料为25. 75% (表 2)。可见, 杂种材料 F4代、

F10代用 52氮胞苷处理前后甲基化水平都有明显的降

低,而且 52氮胞苷对F4代的影响要明显强于对 F10代

的影响,而未用 52氮胞苷处理的 F4代与 F10代的甲基

化水平虽存在差异但并不十分明显。进一步分析发

现 4 种材料的半甲基化水平分别为20. 86%、

19. 62%、13. 54%、14. 91%, 全甲基化比例依次为

9. 75%、13. 48%、7. 13%、10. 84%(表 2)。

 引物组合为 EcoRÑ+ AAC/ H paÒ/ MspÑ+ GAT和 E coRÑ+ ACT/ H paÒ/ MspÑ+ TGA Primers are EcoRÑ+ AAC/ H paÒ/

MspÑ+ GAT and EcoRÑ+ ACT / H paÒ/ MspÑ+ TGA; F4、F10为水培材料 The material s of F4 an d F10 are not t reated with 52aza2

cyt idine; F4 .、F10
.为 52氮胞苷处理的材料; T he materials of F4

. and F10. are t reated wi th 52azacyt idin e; 箭头示甲基化变异位点 Ar2

rows indicate th e sites of methylat ion variat ion s.

图 1  F4 和 F10世代的MSAP图谱示例

Fig. 1 Example s of MSAP in F4 and F10

表 2 F4和 F10世代 MSAP 扩增统计结果

Table 2  Stat ist ical result s of MSAP in F4 and F10

样本

Sample

总带数

Numbers

of bands

未甲基化的 CCGG及比例/ %
Non2methylated sites

and percentage

完全甲基化位点(内侧C)及比例/ %
Full2methylation

sites and percentage

半甲基化位点(外侧 C)及比例/ %
Half2methylated sites

and percentage

总甲基化位点及比例

Tot l methylat ion sites

and percentage

F4 441 306 69. 39 43 9. 75 92 20. 86 135 30. 61

F10 423 283 66. 90 57 13. 48 83 19. 62 140 33. 10
F4 52AC 421 334 79. 33 30 7. 13 57 13. 54 87 20. 67
F1052AC 369 274 74. 25 40 10. 84 55 14. 91 95 25. 75

2. 2 CCGG位点甲基化模式的变异分析

通过对 MSAP 图谱分析, 可将 F4 , F10 材料

CCGG位点的甲基化变异模式分为( �)单态性甲基

化位点,即同一 CCGG位点在 F 4代和 F10代中甲基

化模式相同; ( �)多态性位点,即同一 CCGG 位点

在 F4代和 F10代表现不一致。F4代和 F10代水培材

料的数据显示, 它们的单态性位点共有 102条(其中

全甲基化位点有 74个, 半甲基化位点有 28个) , 占

所有甲基化位点的 58. 29% ,说明 F4代和 F10代材料

大部分 CCGG甲基化位点可稳定遗传, 多态性位点

共有 73个,可分为 5种变异类型(表 3) , F 4代与 F 10

代的变异类型主要以 A、B 2种类型为主,分别占所

有甲基化位点的 15. 42%和 10. 29% , 而 C、D、E 类

型分别占6. 29% , 5. 71%和4. 00% (表3)。此外,

表 3 F4和 F10世代 DNA甲基化状态变异模式分析1)

Table 3  Analysi s of models of methylat ion var iations in F4 and F10

F4

H M

F10

H M

带型

T ypes of
b ands

位点数目

Numbers
of ban ds

合计

Tot le

比例/ %

percentage

- - + + A1 10
- + + + A2 6 27 15. 42
+ - + + A3 11
+ + - - B1 3
+ - - - B2 7 18 10. 29
- + - - B3 8
- - - + C1 3
- - + - C2 8 11 6. 29
+ + - + D1 2
+ + + - D2 8 10 5. 71
+ - - + E 1 2
- + + - E 2 5 7 4. 00

 1) H . EcoRÑ/ H pa Ò的酶切、扩增产物 Products of dig est ion
and amplified of EcoRÑ/ H paÒ; M. EcoRÑ/ MspÑ的酶切、扩

增产物 Produ cts digest ion an d amplified of EcoRÑ/ MspÑ; + .有
扩增产物 H aving bands; - .无扩增产物 No bands.
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经过 52氮胞苷处理的 F 4代和 F10代材料检测到的甲

基化变异位点分别占所有甲基化位点的 64. 16%和

71. 25% (统计表未显示) , 52氮胞苷处理后 F10代

DNA 甲基化变异高于 F 4代, 由于 52氮胞苷对基因

组甲基化位点的抑制是随机的, 所以其甲基化变异

模式更具多样性,并无明显规律。

3 讨  论

大量研究表明, DNA 甲基化模式可以随细胞的

有丝分裂和(或)减数分裂传递给后代
[ 12]

,同时也有

报道 DNA甲基化的动态变化和模式重塑现象, 这

种现象在种间杂交以及异源多倍体化现象中尤其普

遍
[ 729]
。本研究结果表明, F 4代和 F10代甲基化变异

占所有甲基化位点 41. 71%, 说明不稳定世代与稳

定世代间的甲基化位点大部分可以稳定遗传, 在所

有的变异位点中类型 A 与 B分别占所有甲基化位

点的 15. 42%和 10. 29% ,表明其变异类型主要以这

2种为主, 其余 3 种类型较少, 分别占 6. 29% ,

5. 71%, 4. 00%; 52氮胞苷处理的 F 4代和未处理的

F4代的相比,甲基化变异位点占所有甲基化位点的

64. 16%, 而 52氮胞苷处理的 F 10代和未处理的 F 10

代相比,甲基化变异位点所占比例为 71. 25%, 而且

其甲基化变异位点无明显的倾向性, 说明 52氮胞苷

对各种甲基化位点的影响是随机的,而且其对 F10代

的影响也大于对 F4代的影响。

本研究探讨了远缘杂交不同世代( F4 , F10 )间的

DNA 甲基化变化规律,试验结果显示, F 4代和 F10代

的甲基化位点分别占所有位点的 30. 61% 和

33. 10%, 差别不大, 说明稳定世代和不稳定世代的

总体甲基化水平无明显差异, 这一结果与水稻剑叶

组织 16. 3%的甲基化水平差别很大
[ 8]
, 但与拟南芥

幼苗组织 35%~ 43%的甲基化水平相近[ 9] , 这种不

同物种间 DNA 甲基化水平的差异, 一方面可能与

检测方法(如引物数目、扩增条件、电泳时间和显带

方法等)和供试材料(如种子、幼苗和成熟叶片等)有

关,另一方面可能是遗传控制的结果; F 4和 F10世代

的半甲基化(外侧胞嘧啶)水平分别为 20. 86% 和

19. 62%, 全甲基化水平分别为 9. 75%和 13. 48% ,

可以看出无论是不稳定世代 F4代还是稳定世代 F 10

代,它们都是以半甲基化为主要的甲基化方式,而全

甲基化水平 F10代则明显高于 F 4代, 说明从不稳定

世代( F4)到稳定世代( F 10)其 DNA 甲基化变异主要

在 CCGG全甲基化位点。52氮胞苷是一种广泛用

于动植物研究的甲基化抑制剂, 其对植物基因组的

影响是随机的,能够引起广泛的基因组甲基化变异

和染色体改构[ 13] , 52氮胞苷处理后的 F4与 F 10世代

总的甲基化位点分别占总位点的 20. 67% 和

25. 75%, 相对于没有处理的 F 4代的 30. 61%和 F10

代的 33. 10% ,说明 52氮胞苷处理后基因组的甲基

化程度明显降低。

MSAP 技术有许多优点, 如技术简单, 无需大

型仪器,成本低,效率高, 而且分析结果直接与基因

序列联系起来, 为研究基因表达与 DNA 甲基化的

相互关系提供了十分有效的方法。然而, MSAP 在

应用中也有一些局限性,由于使用了4% ~ 6%的测

序胶,该方法只能有效检测分子质量在 50~ 1 500

bp范围内的片段[ 14] , 分子质量过大或过小都无法

显示;由于使用了同裂酶 H p aÒ和MspÑ, 该方法

只能检测基因组中 CCGG 序列的甲基化情况
[ 8]
, 且

由于所使用的同裂酶的分辨能力限制, 只能检测

CCGG 位点中的部分甲基化情况,对于某些甲基化

情况是无法识别和检测的,造成检测结果偏低[ 8]。
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Abstr act  Methylation variat ions of art ificial F 4 and F 10 generat ions of Rap hanus sa tivus @Br assica

albog labr a allopolyploid were examined with MSAP. The results showed that the methylat ion levels of

F4 , F10were 30. 61% and 33. 10% , r espect ively. Twelve differ ent models of methylation variat ions wer e

detected, and these models could be divided into 5 types, with 41. 71% variable methylat ion sites. T he

methylat ion levels of F 4 and F 10 after 52azacyt idine t reatment were 20. 67% and 25. 75% , respect ively.

The results showed that after 52azacyt idine t reatment , methylat ion variations of F 10 were st ronger than

those of F4.

Key words  MSAP; allopolyploids; DNA methylat ion; 52azacyt idine

(责任编辑:陆文昌)

100


