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二倍体和四倍体泥鳅全基因组 DNA 甲基化的比较
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摘要　以二倍体和四倍体泥鳅为研究对象,采用甲基化修饰依赖性内切酶测序技术(MethylRADＧSeq)在全

基因组水平上分析泥鳅的 DNA 甲基化特点及倍性间的 DNA 甲基化变异.测序结果共得到３０２１１１６８４条

MethylＧRAD序列标签.与参考基因组比对结果显示,泥鳅的甲基化位点主要分布在基因体区(genebody),其
次为内含子区(intron)和基因间区(intergenic),而在其他功能元件上的分布较少.四倍体泥鳅的整体甲基化水

平比二倍体高,尤其是在第一外显子区(１stExon)和转录起始位点上游１５００bp至２００bp区(TSS１５００),且倍性

间差异极显著(P＜０．０１).但在启动子区,四倍体泥鳅的甲基化水平略低于二倍体.在二倍体和四倍体泥鳅间

共筛选到１２６８个差异甲基化CmCGG位点和１４个差异甲基化CmCWGG位点,这些位点主要分布于内含子、基
因体和基因间区.比较各基因的甲基化水平,共得到６８４个倍性间差异甲基化基因.KEGG分析结果显示,倍
性间差异甲基化基因主要富集到与生长发育、免疫及错配修复等相关通路上.
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　　多倍体化是自然界中普遍存在的一种生物学现

象,也是推动生物进化和新物种形成的重要驱动力.
多倍化最直接的影响就是造成基因组中大量功能基

因的重复,这些重复基因的演化机制已经成为分子

进化领域的研究热点之一.DNA 甲基化是表观遗

传修饰的主要途径之一,在生物体的基因表达、细胞

分化以及系统发育过程中发挥重要的调控作用.研

究发现,多倍体的产生往往伴随着广泛的 DNA 甲

基化变异[１Ｇ２],这些变异在控制多倍体基因组中冗余

基因的表达和保持基因组稳定方面起着重要的调节

作用.然而,目前相关的研究主要集中在拟南芥[３]、

水稻[４]、小麦[５]以及火龙果[６]等植物中.鱼类是脊

椎动物的最大类群,其多倍体现象也非常普遍,鱼类

多倍化后DNA甲基化修饰变化及其对基因表达调

控的研究尚未见报道.
泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus)是我国常

见的小型经济鱼类.已有的研究发现,泥鳅的染色

体存在广泛的核型多态性[７].日本的野生泥鳅群体

中,除二倍体(２n＝５０)外,还存在部分三倍体(３n＝
７５)[７].我国的泥鳅不仅有二倍体,在长江流域,人

们还发现有大量的四倍体(４n＝１００)[８].通过诱导

雌核发育[９Ｇ１０]、雄核发育[１１]、六倍体[１２],以及对减数

分裂染色体行为的观察[１３],研究人员认为这些染色

体数为１００的泥鳅为同源四倍体,是由二倍体泥鳅

经过染色体加倍形成.泥鳅的这种天然四倍体与二

倍体共存的现象,使之成为研究多倍体鱼类表型变

异、基因表达变异以及表观遗传修饰变异的理想模

式生物.
随着对 DNA 甲基化研究的不断深入,各种

DNA甲基化检测方法被开发出来以满足不同类型

研究 的 需 求. 其 中,甲 基 化 敏 感 扩 增 多 态 性

(MSAP)是目前使用最多的一项技术,具有较高的

可靠性和有效性,但该方法无法做到对位点的定量

分析.在模式生物中,较多的采用全基因组亚硫酸

氢盐 测 序 (WGBS)、简 化 的 亚 硫 酸 氢 盐 测 序

(RRBS)、甲基免疫共沉淀测序(MeDIPＧseq)等方

法,但这些方法只适用于有参考基因组的物种,对于

遗传信息相对匮乏的非模式生物却无能为力.基于

此,Wang等[１４Ｇ１５]开发了一种甲基化修饰依赖性内

切酶测序技术(methylationＧdependentrestrictionＧ
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site associated DNA sequencing,MethylRADＧ
Seq),该方法利用一类类似于ⅡB型的甲基化修饰

依赖性内切酶(如FspEI、MspJI等)对基因组 DNA
进行酶切,酶切后产生以 CmCGG 和 CmCWGG 为

核心甲基化位点的等长标签,对标签文库进行高通

量测序就能获得全基因组范围内的甲基化位点序列

信息.根据等长标签扩增效率的一致性,甲基化标

签的测序深度可以反映位点(CmCGG/CmCWGG)
的甲基化水平.因此,在不需要基因组背景信息的

条件下可以大规模发掘全基因组范围内的甲基化位

点,直接获得甲基化胞嘧啶的序列信息.
本研究以二倍体和四倍体泥鳅为对象,采用

MethyRADＧSeq技术分析泥鳅的 DNA 甲基化特

点,以及不同倍性泥鳅间的甲基化水平差异及模式

变化特征,并对倍性间差异甲基化基因进行 GO 注

释和 KEGGPathway富集分析,探讨 DNA 甲基化

对多倍体泥鳅的基因表达调控作用,以及引起鱼类

倍性间表型差异的表观遗传机制.

1　材料与方法

1.1　实验鱼来源

研究所用二倍体和四倍体泥鳅为笔者所在实验

室人工繁育个体.将二倍体和四倍体泥鳅鱼苗分池

饲养至２月龄后,分别在背鳍基部注射不同颜色的

荧光标记(codewiretag,USA),然后将２种倍性的

泥鳅进行混合饲养.养殖至１龄时,随机选取二倍

体和四倍体泥鳅各３尾,用于本研究.
1.2　DNA 的提取和质检

将实验鱼用 MSＧ２２２(１００mg/L)麻醉后,解剖

分离肝脏组织,用 QIAampDNA MiniKit(２５０)试
剂盒提取基因组DNA,用１％的琼脂糖凝胶电泳检

测DNA的完整性,用 NanoDrop２０００紫外分光光

度计测定DNA的浓度.
1.3　MethylRADＧSeq 测序文库的构建与测序

MethylRADＧSeq测序文库采用 Wang等[１５]的

五标签串联技术构建.具体为:用甲基化修饰依赖

性内切酶FspEⅠ对基因组DNA进行酶切;设计３′
端带有４个简并碱基 N 的接头,与酶切产物连接;

PCR扩增富集连接产物,并通过８％聚丙烯酰胺凝

胶电泳切取目的条带(１００bp);将同一串５个标签

样品的富集产物混合,用SapⅠ对混合产物进行酶

切;将酶切产物加入磁珠中,去除接头序列后与 T４
DNA连接酶连接;回收连接产物(约２４４bp),通过

PCR为成串的混合产物引入 Barcode序列,用１％
琼脂糖凝胶电泳检测目的条带(约２９９bp),用纯

化试剂盒进行纯化,Qubit２．０质检合格后,使用IlＧ
lumina HiSeq X Ten 平 台 进 行 双 末 端 测 序

(PE１５０).
1.4　数据处理与分析

将测序获得的原始数据进行质控过滤,去除含

有接头、N碱基以及低质量的序列,得到高质量的序

列.拼接成对的高质量序列,去除不含酶切识别位

点的序列,得到含甲基化位点的高质量测序数据

(MethylＧRAD标签).
由于目前在公共数据库中还没有泥鳅的参考基

因组序列,因此,本研究选用斑马鱼的基因组作为参

考,从中提取含有FspEⅠ酶切识别位点(CmCGG
和CmCWGG)的序列构建参考序列.然 后 使 用

SOAP软件将各样品的 MethylＧRAD标签序列与参

考序列进行比对,统计甲基化位点数目及位点的深

度信息.
根据等长标签扩增效率的一致性,甲基化标签

的测序深度可以反映位点(CmCGG/CmCWGG)的
甲基化水平,基于此,对各位点进行甲基化水平相对

定量,以实现样品间或倍性间各位点甲基化水平的

可比性,相对定量方法采用 RPM(readspermilＧ
lion)计算.

基于各位点在每个样品中的测序深度信息,统
计各基因的甲基化程度,用负二项分布精确检验,计
算各位点以及各基因在倍性间的差异P 值及差异

倍数(log２FC),P＜０．０５且log２FC＞２表明存在显

著性差异.对倍性间差异甲基化基因进行 GO功能

富集分析、KEGG注释及Pathway富集分析.
1.5　亚硫酸氢盐测序验证差异甲基化位点

随机选择７个CmCGG位点进行亚硫酸氢盐测

序(BSPＧSeq)验证,取同份泥鳅肝脏的 DNA５００ng
按照EZDNA MethylationＧGoldKitTM试剂盒的步

骤进行亚硫酸氢盐处理.以处理后的 DNA 为模板

进行 PCR 扩增,体系为５０μL,包括 DNA４μL,

TaKaRaTaqTMHS(５U/μL)０．５μL,１×PCRBuffＧ
er,dNTPs(２．５mmol/L)４μL,Forward/Reverse
Primer(１０μmol/L )１μL(表１).PCR 程序为

９５℃预变性５min;９５℃变性３０s,Tm 退火４０s,

７２℃延伸３０s,进行３５个循环;最后７２℃延伸

８min.用２％琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物,回
收 目的片段连接到T载体,转化至感受态细胞中,

６９



　第５期 张曼曼 等:二倍体和四倍体泥鳅全基因组 DNA甲基化的比较 　

表１　倍性间差异CmCGG甲基化位点BSPＧseq验证所用引物

Table１　PrimersforBSPＧseqvalidationofdifferentialmethylatedCmCGGsitesbetweenploidy

甲基化位点

Methylatedlocus
位点标签

Locustag
引物序列(５′－３′)

Primersequences(５′－３′)

Locus１ NC_００７１１４．６－１３７０５８２３
F:AAGTGGTTTTAGGTTAGGGTTAATG
R:CAAATCCAAAACACTCTAAAACTCTAC

Locus２ NC_００７１１４．６－１３４５３５１３
F:TTTGAGTTTTGTGAGAATTTGGATA
R:AACAACAATACCCCCTAATTAAACA

Locus３ NC_００７１２５．６－３１９１８３６８
F:AGGATGTTTTAAAGGTTTAGGATGA
R:ACTTCAATAAACAACAAAAAATTTC

Locus４ NC_００７１２６．６－４６３８９９６０
F:GTGGATTTTTTTTGAATAAAGAGTG
R:TAAAACCCAAACAAATAAACAAAAC

Locus５ NC_００７１３５．６－３６５２９４６９
F:ATGTTGGATGGATTGAATAATATAT
R:ACCTACAACCTTTAACCTCCATTAC

Locus６ NC_００７１２７．６－４１７８２３６０
F:TAATGGTATTAGGTTGGTAAGAGAT
R:ATAAAACCAACAAAAAAACCAAAC

Locus７ NC_００７１１２．６－３６１１２７０６
F:GATGGTATGAAAAAGTTTTTAGAGTTTT
R:AAAATAAAACTTCCAAATCACAACC

每个位点至少挑选３０个单克隆测序.测序获得的

目的序列用 QUMA软件进行甲基化水平分析.

2　结果与分析

2.1　测序数据统计

通过 MethylRADＧSeq 测 序,本 研 究 共 得 到

５３０１９２５３６条高质量序列,每条序列长２８bp.将

双末端测序的成对序列拼接后,去除不含预期酶切

位点的序列,共得到３０２１１１６８４个 MethylＧRAD
序列标签(表２).

将各样品的 MethylＧRAD 标签序列比对到参

考标签序列,由于基因组中存在重复序列,位于重复

序列的标签能够同时比对到基因组的多个位置,对
于这种甲基化标签的实际发生位置难以进行判断.
因此,在进行比对时,不考虑重复比对的标签.６个

文库的高质量甲基化标签能比对到基因组唯一位置

的比对率为２．１９％~２．５７％.比对序列数的多少反

映了基因组DNA甲基化的水平,可以看出,四倍体

泥鳅的总体甲基化水平比二倍体高,但这种差异不

具有显著性(P＞０．０５).

表２　各样品测序数据量与比对率

Table２　Sequenceddataofthesamplesandalignmentratetothereferencegenome

样本

Sample
高质量数据

Cleandata
MethylＧRAD标签

MethylＧRADtags
数据量/bp

Totalcleandata
唯一比对数

Uniquealignmenttags
比对率/％

Uniquealignmentratio

２NＧ１ ９０３９３０６９ ４９８５９１９８ １５９４５３４１８３ １１５７６９５ ２．３２

２NＧ２ ９０３９３０６９ ５０２８６６２８ １６０７６６７７４０ １２１６７６０ ２．４２

２NＧ３ ９０３９３０６９ ５３１６０４６１ １６９９２２８５４５ １１６２００６ ２．１９

４NＧ１ ９０３９３０６９ ５４３０３８８５ １７３５２４３３８８ １３５１７８０ ２．４９

４NＧ２ ８４３１０１３０ ４６３７８９８３ １４８３０２１２９６ １１９２６７９ ２．５７

４NＧ３ ８４３１０１３０ ４８１２２５２９ １５３７８６７６９５ １１６３１５８ ２．４２

2.2　甲基化位点在基因组不同功能元件上的分布

统计二倍体和四倍体泥鳅的甲基化位点在基因

组不同功能元件上的分布,包括第一外显子(１stExＧ
on)、基因体(genebody)、转录起始位点上游２００bp
内(TSS２００)、转录起始位点上游１５００bp至２００bp

区(TSS１５００)、内含子(intron)和基因间区(interＧ
genic).结果显示,泥鳅的甲基化CmCGG位点主要

分布在基因体区,其次为内含子区和基因间区,而在

其他功能元件上(１stExon、TSS１５００和 TSS２００)的
分布较少(图１).甲基化 CmCGG 和 CmCWGG 位

７９
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点的分布情况基本一致(图１).
比较甲基化位点在二倍体和四倍体泥鳅间的差

异发现,在各功能元件上,四倍体泥鳅的甲基化

CmCGG位点均比二倍体高(P＜０．０５),且在１stExon
和 TSS１５００区,倍性间的甲基化水平存在极显著性

差异(P＜０．０１).四倍体泥鳅的基因体、内含子和

基因间区的甲基化 CmCWGG 位点比二倍体略高,
但１stExon、TSS１５００和 TSS２００区比二倍体略低,

且在倍性间的差异均不显著(P＞０．０５).
2.3　甲基化位点在不同基因区域的分布

分析甲基化位点在转录起始位点(TSS)上下

游各２kb区域、转录终止位点(TTS)上下游各

２kb区域、以 及 基 因 体 的 分 布,结 果 显 示,二 倍

体、四倍体泥鳅基因体的甲基化位点数(CmCGG/

CmCWGG)明显高于 TSS和 TTS上下游２kb区

域(图２).

∗:P＜０．０５;∗∗:P＜０．０１．

图１　甲基化位点在基因组各功能元件上的分布

Fig．１　Distributionhistogramofmethylatedsitesineachfunctionelementofgenome

图２　甲基化位点在基因体(genebody)、转录起始位点(TSS)和转录终止位点(TTS)上下游各２kb区域的分布

Fig．２　Distributionofmethylatedsitesinthegenebody,２kbofupstreamanddownstreamregionoftheTSSandTTS

　　比较二倍体和四倍体泥鳅间甲基化CmCGG位

点在上述３个区域的分布情况,结果显示,在 TSS
上游２kb区域内,四倍体泥鳅的平均甲基化水平比

二倍体低１０．１９％,而在启动子区(TSS上游１．５kb
至下游０．５kb),四倍体泥鳅的平均甲基化水平只比

二倍体低１．６１％.在基因体和 TTS下游２kb区,
四倍体泥鳅的甲基化水平分别比二倍体高０．８８％和

１．７４％(表３).与甲基化CmCGG位点相比,甲基化

CmCWGG 在二倍体、四倍体泥鳅间的变异幅度较

大,四倍体泥鳅启动子区的甲基化 CmCWGG 位点

数比二倍体少２５．４５％,而在启动子、基因体和 TTS
下游２kb区 分 别 比 二 倍 体 高 ９．０９％、１６．４２％ 和

１０．３８％(表３).
2.4　泥鳅倍性间差异甲基化位点的分布

根据甲基化CmCGG 和 CmCWGG 位点在各样

品中的测序深度信息,筛选泥鳅倍性间差异甲基化

８９
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表３　不同基因区域上DNA甲基化在二倍体、

四倍体泥鳅间的差异比较

Table３　ThedifferencecomparesofDNA

methylatedsitesbetweendiploidandtetraploid

M．anguillicaudatusindifferentgeneregions

区间

Region
４n/２n

(CmCGG)/％
４n/２n

(CmCWGG)/％
启动子区 Promoter －１．６１ －２５．４５

TSS上游２kb
２kbofupstream

oftheTSS
－１０．１９ ＋９．０９

基因体区

Genebody
＋０．８８ ＋１６．４２

TTS下游２kb
２kbofdownstream

oftheTTS
＋１．７４ ＋１０．３８

　注:负号(－)表示与二倍体泥鳅相比,四倍体的甲基化水平降

低,而正号(＋)表示四倍体的甲基化水平升高.Note:MiＧ

nus(－)meansmethylationlevelsintetraploidswerelower

thandiploids,whileplus(＋)meanshigherthandiploids．

位点,结果共得到１２６８个差异甲基化CmCGG位点

和１４个差异甲基化 CmCWGG 位点.分析差异甲

基化位点在基因组各功能元件上的分布,结果显示,
差异甲基化CmCGG位点主要分布在内含子(３５．７４％)、
基因体(２８．４８％)和基因间区(２４．７４％),而在１stExＧ
on、TSS１５００和 TSS２００区的分布较少.差异甲基

化 Cm CWGG 位 点 的 分 布 趋 势 与 差 异 甲 基 化

CmCGG位点类似(图３).
2.5　二倍体和四倍体泥鳅间基因差异甲基化分析

根据各甲基化位点的测序深度信息,统计各基

因的甲基化水平,比较二倍体、四倍体泥鳅间的差异

甲基化基因,结果共得到６７１个 CmCGG 位点所在

的差异甲基化基因和１２个 CmCWGG 位点所在的

差异甲基化基因.与二倍体相比,四倍体泥鳅中有

４０４个CmCGG 位点所在的基因甲基化水平升高,

２６７个基因的甲基化水平降低;８个CmCWGG位点所

在的基因的甲基化水平升高,４个甲基化水平降低.
2.6　倍性间差异甲基化基因的 GO 功能富集

倍性间差异甲基化基因 GO 注释显示,有４１９
个CmCGG位点所在的基因与 GO 数据库中的基因

具有相似性,占总数的６２．４４％,且较多的单个倍性

间差异甲基化基因与多种基因相对应,共建立了

１９６２条对应关系.根据富集的显著性(P 值),分别

筛选分子功能、生物学过程和细胞组件中位于前１０
位的通路如图４所示.CmCGG 差异甲基化基因分

析结果显示,在生物学过程中,与精氨酸ＧtRNA 连

接酶活性(arginineＧtRNAligaseactivity)相关的基

因富集最为显著;在生物学过程中,归入精氨酰ＧtRＧ
NA氨酰化(arginylＧtRNAaminoacylation)和动作

电位中膜去极化(membranedepolarizationduring
actionpotential)的基因富集最为显著;而在细胞组

件中,位于tＧRNA(m１A)甲基转移酶复合体(tRNA
(m１A)methyltransferasecomplex)上的基因富集

最为显著.CmCWGG 的差异甲基化基因中,在神

经连接蛋白家族(neuroliginfamilyproteinbindＧ
ing)、突触后密度组装中的桥尾蛋白聚类(gephyrin
clusteringinvolvedinpostsynapticdensityassemＧ
bly)等 GOTerm 中显著富集.

图３　差异甲基化位点在基因组各功能元件上的分布

Fig．３　Distributionofdifferentialmethylatedsitesineachfunctionelementofthegenome

2.7　倍性间差异甲基化基因的 KEGG Pathway 富

集分析

　　为了解差异甲基化基因的生物学功能及作用,
本研究对筛选得到的差异甲基化基因进行了PathＧ

way分析.结果显示,P＜０．０５的基因显著富集通

路有２９个,较多的基因富集在轴突导向(axonguidＧ
ance)、MAPK(MAPKsignalingpathway)、肌动蛋

白细胞骨架调节(regulationofactincytoskeleton)
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和rap１(rap１signalingpathway)等信号通路上.其

中,MAPK、肌动蛋白细胞骨架调控(regulationof
actincytoskeleton)、细 胞 粘 连 (focaladhesion)、

ECM 受体互作(ECMＧreceptorinteraction)等７个

通路与个体的生长发育相关,而 Toll和Imd信号通

路(TollandImdsignalingpathway)、血小板活化

(plateletactivation)等８个通路与免疫相关,此外,
与遗传信息过程相关的错配修复通路(mismatch

repair)也有显著富集(图５).
2.8　BSPＧseq 法验证 MethylRADＧSeq 测序数据

为验证 MethylRADＧSeq测序结果,本研究随

机 选择了７个CmCGG位点进行BSPＧSeq实验,结
果显示,所有 ７ 个位点的甲基化水平与 MethylＧ
RADＧSeq测序结果一致(图６),２种方法对位点甲

基化水平定量的相关系数为０．９９４５,表明本研究利

用 MethylRADＧSeq测序获得的数据较为准确.

图４　二倍体、四倍体泥鳅间差异甲基化基因的GO富集分析

Fig．４　GoenrichmentanalysesofdifferentialmethylatedgenesbetweendiploidandtetraplodM．anguillicaudatus

图５　二、四倍体泥鳅间差异甲基化基因KEGGPathway富集气泡图

Fig．５　EnrichedbubblechartofKEGGgatheringfortheKEGGfunctionalclassificationforthegeneswith
differentialmethylationgenesbetweenＧploidy

００１
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图６　亚硫酸氢盐测序验证甲基化组测序数据

Fig．６　ValidationoftheMethylRADＧSeqdatabyBSPＧSeq
forselectedmethylatedsites

3　讨　论

本研究采用 MethylRADＧSeq技术分析了二、
四倍体泥鳅全基因组范围内CmCGG和CmCWGG
位点的甲基化水平和模式信息.结果显示,在泥鳅

中,基因体尤其是外显子区的 DNA 甲基化远比其

他区域高,这与在其他物种包括植物[１６]、脊椎动

物[１７]和无脊椎动物[１８]中的研究结果一致,比如,在
海鞘基因组中,约有６０％的基因存在外显子区甲基

化,占其全基因组甲基化的大部分[１８].蜜蜂基因组

的整体甲基化水平远低于脊椎动物,已检测到的甲

基化均发生于外显子区,而基因启动子、重复元件和

转座子并不发生甲基化[１９].Bonasio等[２０]认为,外
显子DNA甲基化,尤其是外显子Ｇ内含子边界甲基

化程度的急剧转变可能与 RNA 的选择性剪切有

关.这 种 推 测 在 对 蜜 蜂 的 研 究 中 得 到 证 实,

GB１８６０２基因在蜂后和工蜂中由于甲基化模式的

不同而产生一长一短２种不同的转录物,其较长的

转录物中缺失了１个包含终止密码子的外显子[２１].
本研究中,四倍体泥鳅基因体的甲基化水平比二倍

体高,推测多倍体泥鳅在形成的过程中,可能是通过

DNA甲基化增加转录变异体(transcriptvariants)
的数量来提高表型的灵活性,从而增加四倍体泥鳅

对环境的适应能力.
与基因体甲基化调控基因的选择性剪切不同,

启动子区的甲基化往往会抑制基因的表达.比如在

海兔中,CREB２基因启动区 CpG 岛的甲基化水平

与基因表达呈负相关,并且会影响到记忆相关突触

的可塑性调控[２２];拟南芥FW４基因的启动子区经

甲 基 化 修 饰 后,基 因 的 表 达 被 抑 制[２３].

Schübeler[２４]指出,许多转录因子,如APＧ２、cＧMyc/

Myn、CREB 等,对其结合位点的 DNA甲基化非常

敏感,即使是在 GC含量相对较少的启动子、增强子

等基因调控区,甲基化也会影响转录因子与之结合,
从而抑制基因的表达,因此,在拟南芥中,９５％表达

基因的启动子区呈低或无甲基化状态[２３,２５].我们

的研 究 发 现,与 其 他 区 域 相 比,泥 鳅 启 动 子 区

(TSS１５００、TSS２００和１stExon)也呈现较低的甲基

化状态.此外,与二倍体相比,四倍体泥鳅启动子区

的甲基化水平略有降低,我们推测,在泥鳅基因组多

倍化的过程中,启动子区的甲基化模式发生了部分

的解除或重新编排,从而诱发某些基因的激活与沉

默,使新形成的四倍体泥鳅能够更好地适应环境的

需要.
在二倍体、四倍体泥鳅间共筛选到６８３个差异

甲基化基因,与二倍体相比,四倍体泥鳅中有４１２个

基因的甲基化水平升高,２７１个基因的甲基化水平

降低.Pathway富集分析显示,差异甲基化基因主

要富集到生长发育、免疫和错配修复等信号通路上.

Cui等[２６]采用全基因表达芯片法比较不同生长速度

鸡的胸脯肉,发现与细胞连接相关通路(包括紧密连

接、肌动蛋白细胞骨架调控、细胞粘连和 ECM 受体

互作)在肌内脂肪沉积中起着重要作用.本研究中,
二倍体、四倍体泥鳅间差异甲基化基因在这些通路

中也有显著富集,Feng等[２７]研究发现,四倍体泥鳅

的肥满度显著高于二倍体,由于 DNA 甲基化与基

因表达之间存在密切的相关性,倍性间差异甲基化

基因在这些通路上的富集表明,DNA甲基化的变异

可能是影响该通路上基因表达,进而影响倍性间肥

满度差异的原因之一.与遗传信息相关的错配修复

通路是真核生物维持遗传信息稳定的重要调控机

制,已有的研究表明,该通路中的基因与 DNA 的重

新甲基化[２８]、G/T错配的切除[２９]等有偶联关系,泥
鳅基因组多倍化过程中甲基化模式的变异必然经历

去甲基化、从头甲基化等一系列过程,错配修复通路

中的差异甲基化基因可能参与了多倍体泥鳅 DNA
甲基化模式的调整过程,进而在维持多倍体泥鳅基

因组稳定方面起到了重要的作用.本研究结果不仅

可为进一步开展泥鳅多倍化中基因组稳定的内在机

制研究奠定基础,同时也为探索鱼类倍性间表型差

异的分子机制提供可靠的参考依据.

参 考 文 献

[１]　ZENGZX,ZHANGT,LIGR,etal．PhenotypicandepigenetＧ

１０１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

icchangesoccurredduringtheautopolyploidization ofAeＧ

gilopstauschii [J]．CerealResCommun,２０１２,４０(４):４７６Ｇ

４８５．
[２]　XIAOJ,SONGC,LIUSJ,etal．DNAmethylationanalysisof

allotetraploidhybridsofredcruciancarp (CarassiusauraＧ

tusredvar．)andcommoncarp (Cyprinuscarpio L．)[J]．

PLoSONE,２０１３,８(２):e５６４０９．
[３]　MADLUNGA,MASUELLIR W,WATSONB,etal．RemodＧ

elingofDNA methylationandphenotypicandtranscriptional

changesinsyntheticArabidopsisallotetraploids [J]．Plant

Physiol,２００２,１２９(２):７３３Ｇ７４６．
[４]　吴绍华,薛晶晶,张红宇,等．双胚苗水稻单倍体及其杂交后代

基因组 DNA甲基化特异位点的分析及功能探讨[J]．中国水

稻科学,２０１１,２５(３):２４９Ｇ２５５．
[５]　彭海,张静,吴先军．植物基因表达中的倍性效应:研究进展、

问题与展望[J]．中国科学(C辑),２００８,３８(１):１Ｇ７．
[６]　刘鹏飞,乔光,文晓鹏．火龙果组培苗 DNA甲基化变化及应答

赤霉素效应[J]．华中农业大学学报,２０１６,３５(５):１８Ｇ２６．
[７]　ARAIK．Geneticsoftheloach,Misgurnusanguillicaudatus,

recentprogressandperspective [J]．FoliaBiol(Kraków),

２００３,５１(suppl):１０７Ｇ１１７．
[８]　印杰,赵振山,陈小奇,等．二倍体和四倍体泥鳅染色体组型比

较[J]．水生生物学报,２００５,２９(４):４６９Ｇ４７２．
[９]　ARAIK,MATSUBARA K,SUZUKIR．Chromosomesand

developmentalpotentialofprogenyofspontaneoustetraploid

loachMisgurnusanguillicaudatus [J]．NipponSuisanGakk,

１９９１,５７(１２):２１７３Ｇ２１７８．
[１０]ARAIK,MATSUBARA K,SUZUKIR．ProductionofpolyＧ

ploids and viable gynogens using spontaneously occurring

tetraploidloach,Misgurnusanguillicaudatus [J]．AquaculＧ

ture,１９９３,１１７(３/４):２２７Ｇ２３５．
[１１]ARAIK,IKENO M,SUZUKIR．Productionofandrogenetic

diploidloachMisgurnusanguillicaudatususingspermatozoa

ofnaturaltetraploids[J]．Aquaculture,１９９５,１３７:１３１Ｇ１３８．
[１２]ARAIK,TANIURAK,ZHANGQ．ProductionofsecondgenＧ

erationprogenyofhexaploidloach[J]．FisheriesSci,１９９９,６５
(２):１８６Ｇ１９２．

[１３]LIYJ,YUZ,ZHANG MZ,etal．TheoriginofnaturaltetraＧ

ploidloachMisgurnusanguillicaudatus(Teleostei:Cobitidae)

inferredfrom meioticchromosomeconfigurations[J]．GenetiＧ

ca,２０１１,１３９(６):８０５Ｇ８１１．
[１４]WANGS,LVJ,ZHANGL,etal．MethylRAD:asimpleand

scalablemethodforgenomeＧwideDNA methylationprofiling

usingmethylationＧdependentrestrictionenzymes[J]．OpenBiＧ

ol,２０１５,５(１１):１５０１３０．http://dx．doi．org/１０．１０９８/rsob．

１５０１３０．
[１５]WANGS,LIU P,LVJ,etal．Serialsequencingofisolength

RADtagsforcostＧefficientgenomeＧwideprofilingofgenetic

andepigeneticvariations[J]．NatProtoc,２０１６,１１:２１８９Ｇ２２００．
[１６]TAKUNOS,GAUTBS．Genebodymethylationisconserved

betweenplantorthologsandisofevolutionaryconsequence

[J]．ProcNatlAcadSciUSA,２０１３,１１０(５):１７９７Ｇ１８０２．

[１７]JJINGOD,CONLEYAB,YISV,etal．Onthepresenceand

roleofhumangeneＧbodyDNA methylation[J]．Oncotarget,

２０１２,３(４):４６２Ｇ４７４．

[１８]SUZUKIM M,KERRARW,SOUSADD,etal．CpGmethylＧ

ationistargetedtotranscriptionunitsinaninvertebrategeＧ

nome[J]．GenomeRes,２００７,１７(５):６２５Ｇ６３１．

[１９]WANG Y,JORDA M,JONESP L,etal．FunctionalCpG

methylationsysteminasocialinsect[J]．Science,２００６,３１４

(５７９９):６４５Ｇ６４７．

[２０]BONASIOR,LIQ,LIANJ,etal．GenomeＧwideandcasteＧspeＧ

cificDNAmethylomesoftheantsCamponotusfloridanusand

Harpegnathossaltator[J]．CurrBiol,２０１２,２２(１９):１７５５Ｇ

１７６４．

[２１]LYKO F,FORETS,KUCHARSKIR,etal．Thehoneybee

epigenomes:differentialmethylationofbrainDNAinqueens

andworkers[J]．PloSBiol,２０１０,８(１１):e１０００５０６．

[２２]RAJASETHUPATHYP,ANTONOVI,SHERIDANR,etal．

AroleforneuronalpiRNAsintheepigeneticcontrolofmemoＧ

ryＧrelatedsynapticplasticity[J]．Cell,２０１２,１４９(３):６９３Ｇ７０７．

[２３]ZHANGX,YAZAKIJ,SUNDARESANA,etal．GenomeＧwide

highＧresolutionmappingandfunctionalanalysisofDNAmethＧ

ylationinArabidopsis[J]．Cell,２００６,１２６(６):１１８９Ｇ１２０１．

[２４]SCHÜBELERD．Epigeneticislandsinageneticocean[J]．SciＧ

ence,２０１２,３３８(６１０８):７５６Ｇ７５７．

[２５]ZILBERMAN D,GEHRING M,TRAN R K,etal．GenomeＧ

wideanalysisofArabidopsisthaliana DNA methylationunＧ

coversaninterdependencebetweenmethylationandtranscripＧ

tion[J]．NatGenet,２００７,３９(１):６１Ｇ６６．

[２６]CUIHX,LIURR,ZHAOGP,etal．IdentificationofdifferenＧ

tiallyexpressedgenesandpathwaysforintramuscularfatdepＧ

ositioninpectoralis majortissuesoffastＧandslowＧgrowing

chickens[J]．BMCGenomics,２０１２,１３(１):２１３．

[２７]FENGB,YISV,LIR,etal．Comparisonofageandgrowth

performanceofdiploidandtetraploidloachMisgurnusanguilＧ

licaudatusintheYangtzeRiverBasin,China[J]．EnvironBiol

Fish,２０１７,１００(Suppl１):１Ｇ１４．

[２８]MORTUSEWICZO,SCHERMELLEH L,WALTERJ,etal．

RecruitmentofDNA methyltransferaseItoDNArepairsites

[J]．ProcNatlAcadSciUSA,２００５,１０２(２５):８９０５Ｇ８９０９．

[２９]DIBRAHK．DeterminationofaninteractionbetweentheDNA

repairproteins MLH１andsMBD４andaspirinregulationof

DNArepairgeneandproteinexpressionincolorectalcancer

[D]．Wolverhampton:UniversityofWolverhampton,２０１０．

２０１



　第５期 张曼曼 等:二倍体和四倍体泥鳅全基因组 DNA甲基化的比较 　

ComparativestudiesonDNAmethylationvariationbetween
diploidandtetraploidMisgurnusanguillicaudatus

ZHANG Manman　FENGBing　LUOShuangshuang　WANG Weimin　ZHOUXiaoyun

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratory
ofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction,MinistryofEducation,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Using MethylRADＧSeqmethod,weanalyzedDNA methylationdistributioninthegeＧ
nomeofMisgurnusanguillicaudatusandcomparedDNAmethylationvariationbetweenthediploidsand
tetraploids．Intotal,３０２１１１６８４MethyRADsequencetagswereobtainedandmappedtothereference
genome．Theresultsshowedthat,theDNA methylatedsitesdistributedmainlyingenebody,followed
byintronandintergenic,butfewermethylatedsiteswerefoundinotherfunctionalelements．TotalDNA
methylationlevelinthetetraploidswashigherthanthatinthediploids,especiallysignificantdifferences
(P＜０．０１)ofDNA methylationlevelexistedin１stExonandupstream２００Ｇ１５００bpregionofthetranＧ
scriptionstartsite(TSS１５００)．However,inthepromoterregion,DNA methylationlevelinthetetraＧ
ploidswaslowerthanthatinthediploids．ForDNA methylationlevelofeachsites,１２６８CmCGGand
１４CmCWGGsitesshowedsignificantdifferencebetweenthediploidsandtetraploids,whichmainlydisＧ
tributedinintron,genebodyandintergenic．Atotalof６８４genesexhibitedsignificantmethylationvariaＧ
tionsbetweenploidy．KEGGPathwayenrichmentanalysisshowedthat,thegeneswithDNA methylaＧ
tionvariationbetweenploidyenrichedmainlyinthegrowthdevelopment,immunityandmismatchreＧ
pairrelatedsignalingpathways．
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