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基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 及 ＭＳＡＰ 技术分析西瓜同源
二倍体和四倍体低温胁迫差异表达

杨炳艳ꎬ刘云婷ꎬ胡文靖ꎬ么大轩ꎬ段会军
(河北农业大学 / 华北作物种质资源研究与利用教育部重点实验室ꎬ保定 ０７１００１)

摘要:为了研究西瓜二倍体及同源四倍体在低温胁迫下的分子机制ꎬ以西瓜京欣 １ 号母本 ８３１６６(二倍体)及其同源四倍

体为材料ꎬ利用 ＭＳＡＰ 及 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 技术研究低温处理前后基因表达的差异ꎬ并对差异带进行克隆、测序和比对ꎮ ２２ 对

ＭＳＡＰ 引物扩增得到 １５６４ 个位点ꎬ其中二倍体经低温处理后总甲基化率下降 ２􀆰 ８％ ꎬ四倍体下降 ６􀆰 ４％ ꎮ 将 １２ 条差异带与西

瓜基因组数据库比对ꎬ有 ７ 条带确定是西瓜基因组序列ꎮ ２６ 对 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 引物组合扩增出 １２６７ 条带ꎬ其中二倍体上调表达

占 ４８􀆰 ２％ ꎬ下调表达占 ５１􀆰 ８％ ꎻ四倍体上调表达占 ５８􀆰 ６％ ꎬ下调表达占 ４１􀆰 ４％ ꎮ ２３ 条差异带在 ＮＣＢＩ 中找到了同源序列基因ꎬ
包括假定蛋白(３９􀆰 １３％ )、能量与代谢(４３􀆰 ４８％ )、物质运输(８􀆰 ７０％ )、转录相关(４􀆰 ３５％ )以及逆境相关(４􀆰 ３５％ )ꎬ另有 １０ 条

无同源序列ꎮ 低温胁迫后ꎬ四倍体去甲基化率与上调表达量均高于二倍体ꎬ而且四倍体诱导出的差异基因参与了物质的能量

代谢调控及逆境胁迫过程ꎬ说明四倍体较二倍体有更强的耐冷性ꎮ
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西瓜源产自热带非洲ꎬ具有喜温耐热的特性ꎬ多
数西瓜品种耐冷性弱ꎬ且缺乏耐冷性种质资源[１￣２]ꎮ
许勇等[３]研究发现野生西瓜在偏低温下表现出较

强的耐冷性ꎬ但是由于野生西瓜口感较差ꎬ在大田生

产应用中受到限制ꎮ 前人研究发现ꎬ植物多倍体的

抗逆性比相应二倍体高ꎮ 刘文革等[４] 以‘蜜枚’二



　 ６ 期 杨炳艳等:基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 及 ＭＳＡＰ 技术分析西瓜同源二倍体和四倍体低温胁迫差异表达

倍体西瓜与同源四倍体和三倍体为材料ꎬ研究耐冷

性差异ꎬ发现经过冷锻炼的四倍体耐低温能力得到

了提高ꎬ超过了二倍体ꎮ 陈圣栋[５] 研究番茄二倍体

与四倍体的抗冷性发现ꎬ经低温处理后四倍体各项

生理指标均优于二倍体ꎬ表现出更好的耐冷性ꎮ 因

此更好地应用四倍体的种质资源创造耐冷性西瓜品

种将是未来发展的一个方向ꎮ 分子标记技术

ＲＡＰＤ[６]、ＳＳＲ[７]、ＡＦＬＰ[８]已经应用于研究西瓜遗传

多样性ꎬ刘文革等[９] 以‘蜜枚’和 ＪＭ 西瓜品种二倍

体及同源四倍体、三倍体为材料ꎬ利用 ＡＦＬＰ 技术分

析不同倍性间的遗传差异ꎬ结果不同倍性西瓜在

ＤＮＡ 水平上的多态性低ꎮ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ( ｃＤＮＡ ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ) 技术是 Ｃ. Ｗ.
Ｂ. Ｂａｃｈｅｍ 等[１０]提出的一种差异表达鉴定技术ꎬ主
要用于研究 ｍＲＮＡ 差异表达图谱ꎬ其主要特点是多

态性丰富、稳定性高、重复性好且效率高[１１]ꎬ在研究

不同倍性西瓜的耐冷性上未见报道ꎮ 甲基化敏感扩

增多态性(ＭＳＡＰ)是一种改良的 ＡＦＬＰ 技术ꎬ主要用

于研究 ＤＮＡ 甲基化的水平及模式ꎬＤＮＡ 甲基化与植

物的逆境胁迫相关[１２]ꎮ 聂丽娟等[１３]对３ 个西瓜品种

的二倍体及同源四倍体进行 ＭＳＡＰ 分析发现品种内

二倍体和同源四倍体间的 ＤＮＡ 甲基敏感多态性差异

不大ꎮ 朱红菊[１４]研究发现 ＮａＣｌ 胁迫后ꎬ四倍体西瓜

去甲基化率及过甲基化率均高于二倍体ꎮ 前人研究

发现ꎬ不同倍性西瓜在 ＤＮＡ 一级结构的差异很小ꎬ但
是在低温胁迫下的生理生化变化差异很大ꎬ猜想不同

倍性西瓜在 ＤＮＡ 的甲基化及差异表达上存在差异ꎮ
本研究中以京欣 １ 号母本 ８３１６６(二倍体)及其同源

四倍体为材料ꎬ利用 ＭＳＡＰ 和 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 技术对两

者在低温胁迫前后基因表达的差异进行分析ꎬ将差异

片段进行测序比对并推测其可能的生物学功能ꎬ旨在

进一步揭示二倍体及同源四倍体西瓜耐冷性的分子

机制ꎬ为西瓜耐冷性分子育种奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

２０１０ 年本实验室采用浓度为 ２０ ｕｍｏｌ / Ｌ 的胺磺

灵(ｏｒｙｚａｌｉｎ)诱变京欣 １ 号母本 ８３１６６(二倍体)的

种子(河北保定大农种子公司提供)获得四倍体ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 幼苗培养及低温处理　 将西瓜种子用 ５５℃
温水浸种ꎬ不断搅拌 １５ ｍｉｎꎬ自然降温 ７ ｈꎬ播种于盛

有灭菌蛭石的塑料营养钵中ꎬ每钵 ３ 粒ꎬ置于 ＰＧＸ￣
３５００￣ＤＮ 型光照培养箱中(２５℃ / １５℃ꎬ１４ ｈ 光照 / １０ ｈ

黑暗ꎬ光照度 １５００ ｌｘ)ꎮ 培养至 ３ 叶 １ 心时进行 ４℃
低温处理 １２ ｈꎬ处理和对照各 １５ 株ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 叶片 ＤＮＡ 的提取及纯化 　 取西瓜新鲜叶

片 ５ ｇꎬ用 ＣＴＡＢ 法提取 ＤＮＡꎮ 将 ＤＮＡ 溶于 ｄｄＨ２Ｏ
后加入 ＲＮＡ 酶ꎬ于 ３７℃ 水浴锅中处理 ２ ｈꎬ除去

ＲＮＡꎮ 纯化后的 ＤＮＡ 用琼脂糖凝胶电泳和核酸测

定仪(ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ￣１０００ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏ￣ ｍｅｔｅｒ)检测ꎬ
于 － ２０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 叶片 ＲＮＡ 的提取与单链 ｃＤＮＡ 的合成　 取

液氮研磨后的西瓜叶片 ０􀆰 ５ ｇꎬ用天根 ＴＲＮｚｏｌ 总

ＲＮＡ 提取试剂提取总 ＲＮＡꎬ经过琼脂糖凝胶电泳和

核酸测定仪对总 ＲＮＡ 的质量和浓度进行检测后ꎬ于
－ ８０℃保存备用ꎮ 利用康为世纪的 ｃＤＮＡ 合成试剂

盒合成单链 ｃＤＮＡꎬ并利用琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ于
－ ２０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳　 ＭＳＡＰ 体系和主

要步骤包括:７５０ ｎｇ ＤＮＡ、３Ｕ ＥｃｏＲⅠ和 ３Ｕ ＭｓｐⅠ/ ３Ｕ
ＨｐａⅡ在 ３７℃酶切 ７ ｈꎬ取酶切片段用 ５ ｐｍｏｌ ＥｃｏＲⅠ接
头、５０ ｐｍｏｌ ＭｓｐⅠ~ ＨｐａⅡ接头在２Ｕ Ｔ４连接酶１６℃连

接过夜ꎬ并用稀释 ２０ 倍的连接产物作为预扩增底物ꎬ
再将所得的预扩增产物稀释 ２０ 倍用于选择性扩增ꎬ
选择性扩增的产物在 ６％变性的聚丙烯酰胺凝胶上

电泳ꎬ银染显色ꎬ扩增程序参照 ＡＦＬＰꎮ
ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 体系和程序参照 Ｃ. Ｗ. Ｂ. Ｂａｃｈｅｍ

等[１０]的方法ꎬ主要步骤包括:７５０ ｎｇ ｃＤＮＡ、３Ｕ ＥｃｏＲⅠ和
３Ｕ ＭｓｅⅠ在 ３７℃酶切 ４ ｈꎬ升温到 ６５℃酶切 １ ｈ 以上ꎬ取
酶切片段用 ５ ｐｍｏｌ ＥｃｏＲⅠ接头、５０ ｐｍｏｌ ＭｓｅⅠ接头和 ２Ｕ
Ｔ４连接酶 １６℃连接过夜ꎬ并用稀释 ２０ 倍的连接产物作

为预扩增底物ꎬ再将所得的预扩增产物稀释 １０ 倍用于

选择性扩增ꎬ选择性扩增的产物在 ６％变性的聚丙烯酰

胺凝胶上电泳ꎬ银染显色ꎬ扩增程序与 ＡＦＬＰ 相同ꎮ
ＭＳＡＰ 以及 ｃＤＮＡ － ＡＦＬＰ 反应体系的引物序列

见表 １ 和表 ２ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 差异片段的回收及测序　 用单刃刀片小心

切下甲基化及 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 差异条带的凝胶ꎬ置于盛

有 ３０ ｕＬ ｄｄＨ２Ｏ 的 ２００ ｕＬ 的离心管中ꎬ在 ＰＣＲ 仪上

加热 １５ ｍｉｎꎬ离心 １０ｍｉｎ(１００００ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ４℃静置过

夜ꎮ 取上清液进行第 ２ 次扩增ꎮ ＰＣＲ 产物经琼脂糖

凝胶电泳检测后利用北京天根公司的琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒回收ꎮ 回收产物连接到天根公司

提供的 ｐＧＭ￣Ｔ 载体上ꎬ载体与片段的摩尔比控制在

１∶ ３ ~ １ ∶ ８ꎮ 连接产物转入感受态大肠杆菌 Ｔｏｐ１０
内ꎬ蓝白斑筛选阳性克隆ꎮ 所得的阳性克隆由上海

生工生物工程技术服务有限公司测序ꎮ
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表 １　 ＭＳＡＰ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＭＳＡＰ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＥｃｏＲＩ ａｄａｐｔｅｒ１ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ ＨｐａⅡ/ＭｓｐＩ(Ｈ / Ｍ)ａｄａｐｔｅｒ１ ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡ

ＥｃｏＲＩ ａｄａｐｔｅｒ２ ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣ ＨｐａⅡ/ＭｓｐＩ(Ｈ / Ｍ)ａｄａｐｔｅｒ２ ＣＧＴＴＣＴＡＧＡＣＴＣＡＴＣ

Ｅ００ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ Ｈ / Ｍ００ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧ

Ｅ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡ Ｈ / Ｍ１ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＡ

Ｅ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣ Ｈ / Ｍ２ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＣ

Ｅ１３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧ Ｈ / Ｍ５ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＣＡ

Ｅ１６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＣ Ｈ / Ｍ６ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＧＴ

Ｅ１８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴ Ｈ / Ｍ７ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＴＴＣ

Ｅ１９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＧＡ Ｈ / Ｍ１８ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＣＴ

Ｅ２０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＧＣ Ｈ / Ｍ１９ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＧＡ

Ｈ / Ｍ８６ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＣＡＡ

Ｈ / Ｍ８９ ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡＣＧＧＣＴＡ

表 ２　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＥｃｏＲＩ ａｄａｐｔｅｒ１ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ ＭｓｅＩ ａｄａｐｔｅｒ１ ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ

ＥｃｏＲＩ ａｄａｐｔｅｒ２ ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣ ＭｓｅＩ ａｄａｐｔｅｒ２ ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ
Ｅ００ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ Ｍ００ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ
Ｅ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡ Ｍ１２ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＡＣ
Ｅ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣ Ｍ１５ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡ
Ｅ１３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧ Ｍ１６ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣ
Ｅ１６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＣ Ｍ１７ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧ
Ｅ１７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＧ Ｍ１８ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴ
Ｅ１８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴ Ｍ１９ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＡ
Ｅ２０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＧＣ Ｍ２０ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＣ

Ｍ２１ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧＧ

１􀆰 ２􀆰 ６　 生物信息学分析　 将测序得到的序列去除载

体后与西瓜基因组数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｉｃｕｇｉ. ｏｒｇ / )
及 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )数据库中

的 ＢＬＡＳＴＸ 进行同源比对ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 差异片段 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证　 选取 ｃＤＮＡ￣
ＡＦＬＰ 差异片段中的 １ 条ꎬ采用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ® １􀆰 ５ 实时

荧光定量 ＰＣＲ 系统进行 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证ꎮ 选取西

瓜内参基因 １８ｓ ｒＲＮＡꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ ６􀆰 ０ 设计引物包括

内参基因 １８ｓ ｒＲＮＡ 的引物(Ｆ:ＡＧＴＣＧＧＧＧＧＣＡＴＴＣＧ￣
ＴＡＴＴＴꎬＲ:ＣＣＣＴＧＧＴＣＧＧＣＡＴＣＧＴＴＴＡＴ)和锌指蛋白的

引物 ( Ｆ: ＡＧＧＧＣＴＧＧＧＴＡＴＡＧＴＧＧＣＴＣＡＴꎬ Ｒ: ＡＣＴ￣
ＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴＧＡＣＣＴ)ꎮ ＲＮＡ 反转录合成的第

１ 链 ｃＤＮＡ 作为内参基因 １８ｓ ｒＲＮＡ 和目的基因锌指

蛋白的标准品ꎮ

ＰＣＲ 体系:１０ μＬ ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ
(２ × )、０􀆰 ６ μＬ ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ (１０ μｍｏｌ / Ｌ)、
０􀆰 ６ μＬ ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)、１ μＬ Ｔｅｍ￣
ｐｌａｔｅ ｃＤＮＡ、７􀆰 ８ μＬ ｄｄＨ２ Ｏꎬ共 ２０ μＬꎮ 反应程序:
９５℃ １５ｓꎬ５８℃ １５ｓꎬ７２℃ １５ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 数据分析　 利用两个样本平均数比较的 ｕ 检

验方法对甲基化水平上的差异进行显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＭＳＡＰ 的结果及分析

２􀆰 １􀆰 １　 甲基化水平分析　 采用 ＣＴＡＢ 法提取的西瓜

叶片基因组 ＤＮＡ ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 值在 １􀆰 ８ ~ １􀆰 ９ 之间ꎮ
经 １％琼脂糖凝胶电泳检测主带清晰ꎬ不含 ＲＮＡꎬ满
足 ＭＳＡＰ 对模板的要求ꎮ

００３１



　 ６ 期 杨炳艳等:基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 及 ＭＳＡＰ 技术分析西瓜同源二倍体和四倍体低温胁迫差异表达

利用 ２２ 对 ＭＳＡＰ 通用引物对二倍体、四倍体及

低温处理后材料进行扩增ꎬ统计 １００ ~ ５００ ｂｐ 范围内

的条带共得到 １５９６ 个(图 １)ꎮ 根据 ＭｓｐⅠ与 ＨｐａⅡ
对甲基化位点 ＣＣＧＧ 的敏感程度不同ꎬ两种酶对应

的扩增结果呈现出 ４ 种不同的带型ꎬＩ(０ ０)带型表

示两种酶切在某位点处均没有带ꎬＩＩ(０ １)带型表示

ＨｐａⅡ酶切在某位点处没带而 ＭｓｐⅠ酶切在该位点

处有带ꎬⅢ(１ ０)带型表示 ＨｐａⅡ酶切在某位点处有

带而 ＭｓｐⅠ酶切在该位点处没带ꎬⅣ(１ １)带型表示

两种酶切在某位点处均有带(表 ３)ꎮ 由表 ３ 数据可

知二倍体、低温处理二倍体、四倍体及低温处理四

倍体未发生甲基化的比例分别为 ４９􀆰 １％ 、５１􀆰 ９％ 、
４６􀆰 ８％ 、５３􀆰 １％ ꎻＣＣＧＧ 位点的甲基化类型以双链

ＤＮＡ 内部甲基化为主ꎬ在二倍体、低温处理二倍体、
四倍体及低温处理四倍体中的比例分别为 ２４􀆰 ８％ 、
２３􀆰 ５％ 、２６􀆰 １％ 、２１􀆰 １％ ꎮ 统计甲基化带型(表 ４)ꎬ
二倍体经低温处理后总甲基化率下降 ２􀆰 ８％ ꎬ四倍

体下降了 ６􀆰 ２％ ꎮ 显著差异分析结果只有四倍体与

低温处理的四倍体在半甲基化水平上的差异有统

计学意义ꎮ

１:二倍体ꎻ２:低温处理的二倍体ꎻ３:四倍体ꎻ４:低温处理的四倍体ꎮ
Ｈ:ＥｃｏＲⅠ ＋ ＨｐａⅡ双酶切ꎻＭ:ＥｃｏＲⅠ ＋ ＭｓｐⅠ双酶切ꎮ Ａ:非甲基化ꎻ
Ｂ:去甲基化ꎻＣ:过甲基化

１:Ｔｈｅ ｄｉｐｌｏｉｄꎬ２:Ｔｈｅ ｄｉｐｌｏｉｄ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ３:Ｔｈｅ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄꎬ４:Ｔｈｅ ｔｅｔｒａ￣
ｐｌｏｉｄ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ. Ｈ:ＥｃｏＲⅠ ＋ ＨｐａⅡ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬＭ:ＥｃｏＲⅠ ＋
ＭｓｐⅠ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. Ａ:Ｎｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｓｉｔｅｓꎬＢ:ＤｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎꎬＣ:Ｈｙ￣
ｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

图 １　 西瓜基因组 ＤＮＡ 的 ＭＳＡＰ 扩增图谱

Ｆｉｇ. １　 ＭＳＡＰ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ
表 ３　 供试材料中各甲基化类型数目及比例

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

甲基化类型

Ｔｙｐｅ
甲基化状态

Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ

数目(比例％)Ｎｕｍｂｅｒ(Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ)

二倍体

Ｄｉｐｌｏｉｄ
低温处理二倍体

Ｄｉｐｌｏｉｄ ｉｎ ｃｏｌｄ
四倍体

Ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ
低温处理四倍体

Ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｉｎ ｃｏｌｄ

Ｉ(０ ０) 双链 ＤＮＡ 外部甲基化 ５３(１３􀆰 ３) ６１(１５􀆰 ３) ４９(１２􀆰 ３) ７０(１７􀆰 ５)

ＩＩ(０ １) 双链 ＤＮＡ 内部甲基化 ９９(２４􀆰 ８) ９４(２３􀆰 ５) １０４(２６􀆰 １) ８４(２１􀆰 １)

Ⅲ(１ ０) 单链 ＤＮＡ 外部甲基化 ５１(１２􀆰 ８) ３７(９􀆰 ３) ５９(１４􀆰 ８) ３３(８􀆰 ３)

Ⅳ(１ １) 无甲基化 １９６(４９􀆰 １) ２０７(５１􀆰 ９) １８７(４６􀆰 ８) ２１２(５３􀆰 １)

表 ４　 基因组 ＤＮＡ 经 ＭＳＡＰ 分析的甲基化水平

Ｔａｂｌｅ ４　 ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＳＡＰ ａｎａｌｙｓｉｓ

材料

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

全甲基化 Ｆｕｌｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ 半甲基化 Ｈｅｍｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ 总甲基化 Ｔｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

位点 Ｓｉｔｅｓ 比例(％ )Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ 位点 Ｓｉｔｅｓ 比例(％ )Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ 位点 Ｓｉｔｅｓ 比例(％ )Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

二倍体 １５２ ３８􀆰 １ ５１ １２􀆰 ８ ２０３ ５０􀆰 ９

低温处理的二倍体 １５５ ３８􀆰 ８ ３７ ９􀆰 ３ １９２ ４８􀆰 １

四倍体 １５３ ３８􀆰 ３ ５９ １４􀆰 ８∗∗ ２１２ ５３􀆰 １

低温处理的四倍体 １５４ ３８􀆰 ６ ３３ ８􀆰 ３ １８７ ４６􀆰 ９

全甲基化 ＝ Ⅰ ＋ Ⅱꎻ半甲基化 ＝ Ⅲꎻ总甲基化 ＝ Ⅰ ＋ Ⅱ ＋ Ⅲꎻ∗表示差异显著ꎻ∗∗表示差异极显著ꎻ不标表示差异不显著

Ｆｕｌｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＝ Ｉ ＋ ＩＩꎬＨｅｍｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＝ ⅢꎬＴｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＝ Ｉ ＋ ＩＩ ＋ Ⅲꎬ∗ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎬ∗∗ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬ
Ｎｏ ｍａｒｋｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

２􀆰 １􀆰 ２　 甲基化模式分析　 将聚丙烯凝胶电泳上检测

到的扩增位点计为“１”ꎬ未检测到的位点计为“０”ꎬ电
泳谱带可分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄꎬ其中 Ａ 包含 ３ 个亚类ꎻＢ、Ｃ

分别包含 ５ 个亚类ꎻＤ 包含 ２ 个亚类(表 ５)ꎮ 类型 Ａ
为单态性位点ꎬ处理和对照之间 ＤＮＡ 甲基化模式未发

生改变ꎬ其中二倍体这种未发生甲基化模式变化的位
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点数占所检测位点总数的６１􀆰 ９９％ꎬ四倍体为６４􀆰 ３４％ꎮ
类型 Ｂ 是指低温处理后较对照发生去甲基化的位点类

型ꎬ其中二倍体这种甲基化程度降低的位点占

１８􀆰 ３７％ꎬ四倍体占 １７􀆰 ８３％ꎮ 类型 Ｃ 是指低温处理后

较对照发生过甲基化的类型位点ꎬ二倍体和四倍体这

种甲基化程度升高的位点分别占 １８􀆰 ３７％和 １６􀆰 ０２％ꎮ
类型 Ｄ 所占比率极低ꎬ该类型位点甲基化程度和模式

都发生改变ꎬ无法辨认 ＤＮＡ 甲基化变动模式ꎬ因此不

在分析之列ꎮ 受到低温胁迫后二倍体和四倍体均以未

发生甲基化模式为主ꎬ两者发生去甲基化和过甲基化

的比例略有差异ꎬ四倍体在去甲基化和过甲基化模式

上的比例均低于二倍体ꎬ说明四倍体较二倍体激活基

因的数目少且沉默的基因数目也少ꎬ二倍体和四倍体

之间存在不同的甲基化模式机制抵御低温胁迫ꎮ

表 ５　 低温处理前后 ＤＮＡ 甲基化模式变化比较分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

类型

Ｔｙｐｅ
亚类型

Ｓｕｂ ｔｙｐｅ

对照 ＣＫ 低温处理 Ｉｎ ｃｏｌｄ
位点数及比率

Ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｐａｔｔｅｒｎｓ

Ｈ Ｍ Ｈ Ｍ 二倍体 Ｄｉｐｌｏｉｄ 四倍体 Ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ

Ａ Ａ － １ １ １ １ １ １６５ １７２

Ａ － ２ １ ０ １ ０ ２４ ２５

Ａ － ３ ０ １ ０ １ ５４ ５２

合计 Ｔｏｔａｌ ２４３(６１􀆰 ９９％ ) ２４９(６４􀆰 ３４％ )

Ｂ Ｂ － １ １ ０ １ １ ２０ ２３

Ｂ － ２ ０ １ １ １ ６ ９

Ｂ － ３ ０ ０ １ １ １６ ８

Ｂ － ４ ０ ０ １ ０ ３ ２

Ｂ － ５ ０ ０ ０ １ ２７ ２７

合计 Ｔｏｔａｌ ７２(１８􀆰 ３７％ ) ６９(１７􀆰 ８３％ )

Ｃ Ｃ － １ １ １ １ ０ ７ １

Ｃ － ２ １ １ ０ １ １１ ３

Ｃ － ３ １ １ ０ ０ １３ １１

Ｃ － ４ １ ０ ０ ０ ５ ９

Ｃ － ５ ０ １ ０ ０ ３６ ３８

合计 Ｔｏｔａｌ ７２(１８􀆰 ３７％ ) ６２(１６􀆰 ０２％ )

Ｄ Ｄ －１ ０ １ １ ０ ３ ５

Ｄ － ２ １ ０ ０ １ ２ ２

合计 Ｔｏｔａｌ ５(１􀆰 ２８％ ) ７(１􀆰 ８１％ )

２􀆰 １􀆰 ３　 甲基化多态性片段分析及功能预测

ＭＳＡＰ 分析共回收了 １２ 条差异片段ꎬ其甲基化

模式均是二倍体与四倍体共同发生去甲基化和过甲

基化ꎮ 将差异片段进行二次扩增、回收、克隆、测序ꎬ
其中 ６ 条序列与西瓜数据库比对后相似度达到

９９％ ~１００％ ꎮ 再利用 ＮＣＢＩ 网站的 ＢＬＡＳＴＸ 程序对

７ 条差异片段进行同源序列比对(表 ６)ꎬ可以看出

Ｍ５、Ｍ６ 与 Ｍ７ 均为假定蛋白ꎬＭ１ 序列的相似蛋白与

植物生长发育有关ꎬＭ２ 参与蛋白质磷酸化过程间接

参与低温胁迫ꎬＭ３ 是一种能与真核启动子区域中顺

式作用元件发生特异性相互作用的转录因子ꎮ Ｍ４

序列识别调控序列的结合位点ꎬ催化 ＤＮＡ 的转录

过程ꎮ

２􀆰 ２　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 的结果及分析

２􀆰 ２􀆰 １　 差异表达分析 　 提取的总 ＲＮＡ 经 １％ 的琼

脂糖凝胶电泳检测ꎬ可清晰看出 ＲＮＡ 的 ２８Ｓ、１８Ｓ 和

５􀆰 ８Ｓ ３ 条谱带ꎬＲＮＡ 样品的 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值在 ２􀆰 ０ 左

右ꎬ说明 ＲＮＡ 的提取质量较高ꎬ可以满足反转录试验

的要求ꎮ ＲＮＡ 反转录后的单链 ｃＤＮＡꎬ主要弥散在

１００ ~ １０００ ｂｐ 之间ꎬ质量较好ꎬ可以进行下一步

ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 标记分析ꎮ
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表 ６　 ＭＳＡＰ 分离低温胁迫差异表达基因的同源性分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ＭＳＡＰ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

ＴＤＦｓ
大小(ｂｐ)

Ｓｉｚｅ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
模式

Ｐａｔｔｅｒｎ
编码相似蛋白

Ｓｉｍｉｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｍ１ ２９２ ＥＯＸ９６３３１􀆰 １ 去甲基化 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白家族 参与植物的生长发育和对环境胁迫的应答等过程

Ｍ２ ２５８ ＥＯＹ２８１５３􀆰 １ 去甲基化 丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 主要参与蛋白质的磷酸化过程ꎬ既可以调节蛋白质

的结构也可以作为信号因子

Ｍ３ １００ ＮＰ＿１７３５２３􀆰 １ 过甲基化 富含组氨酸的 Ｃ１
结构域家族蛋白

是真核启动子区域中顺式作用元件

发生特异性相互作用的转录因子

Ｍ４ １４５ ＣＡＣ５１３８０􀆰 １ 过甲基化 ＲＮＡ 聚合酶 β 亚基 ＲＮＡ 聚合酶的重要组成部分ꎬ参与转录过程

Ｍ５ ３８５ ＸＰ＿６４３１６０􀆰 １ 过甲基化 假定蛋白 无

Ｍ６ ２１４ ＸＰ＿００４１６７７０９􀆰 １ 去甲基化 假定蛋白 无

Ｍ７ １５０ ＥＯＹ０２４１３􀆰 １ 过甲基化 假定蛋白 无

利用 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 技术检测了西瓜二倍体以及

四倍体表达图谱(图 ２)的差异ꎬ图 ２ 中显示 １ 对通

用引物扩增结果ꎮ 用 ２６ 对引物进行选择性扩增ꎬ共
得到 １２６７ 条带ꎬ片段多集中于 １００ ~ ５００ ｂｐ 之间ꎬ
平均每对引物组合扩增出约 ４９ 条带ꎮ 统计差异带

结果:二倍体共 ３５３ 条差异带ꎬ其中上调表达 １７０ 条

(４８􀆰 ２％ )ꎬ下调表达 １８３(５１􀆰 ８％ )ꎻ四倍体共 ３９４ 条

差异带ꎬ其中上调表达 ２３１ 条(５８􀆰 ６％ )ꎬ下调表达

１６３ 条(４１􀆰 ４％ )ꎮ

１:二倍体ꎻ２:低温处理的二倍体ꎻ３:四倍体ꎻ４:低温处理的四倍体ꎮ
Ａ:相似表达ꎻＢ:上调表达ꎻＣ:下调表达

１:Ｔｈｅ ｄｉｐｌｏｉｄꎬ２:Ｔｈｅ ｄｉｐｌｏｉｄ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ３:Ｔｈｅ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄꎬ
４:Ｔｈｅ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ. Ａ:Ｓｉｍｉｌａｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ

Ｂ:Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬＣ:Ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图 ２　 部分 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 扩增图谱

Ｆｉｇ. ２　 Ｐａｒｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐｓ ｏｎ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ

２􀆰 ２􀆰 ２　 差异片段分析及功能预测

ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 共回收了 ３３ 条差异片段ꎬ对差异

片段进行 ２ 次扩增、回收、克隆、测序ꎬ利用 ＮＣＢＩ 网
站的 ＢＬＡＳＴＸ 程序对 ３３ 条差异片段进行比对ꎮ 结

果显示:与已知基因有同源性的片段有 ２３ 条ꎬ约占

测序数的 ６９􀆰 ７％ ꎬ包括假定蛋白 ９ 条(３９􀆰 １３％ )ꎬ能
量与代谢相关 １０ 条(４３􀆰 ４８％ )ꎬ物质运输相关 ２ 条

(８􀆰 ７０％ )ꎬ转录因子相关 １ 条(４􀆰 ３５％ )ꎬ逆境相关 １
条(４􀆰 ３５％ )ꎬ另外的 １０ 条片段与已知基因或序列

无同源性ꎬ可能是尚未发现的新基因ꎮ 表 ７ 中列出

了测序所得到的 １４ 条 ｃＤＮＡ 片段信息ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 差异片段 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证　 选取任意

一个上调的 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 差异片段进行 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测(图 ３)ꎮ 从图中可以看到低温处理后回收

的锌指蛋白基因在低温处理后表达量较对照的表达

量上升了ꎮ

图 ３　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 差异片段 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｂｙ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ

３　 讨论

３􀆰 １　 低温胁迫下西瓜幼苗甲基化分析

ＭＳＡＰ 技术利用两对酶 ＥｃｏＲⅠ ＋ ＨｐａⅡ/ ＥｃｏＲ
Ⅰ ＋ＭｓｐⅠ对相同位点(ＣＣＧＧ / ＧＧＣＣ)中胞嘧啶甲

基化修饰敏感性的不同对基因组分别进行酶切ꎬ且
ＭＳＡＰ 技术已被广泛应用于各种植物表观遗传学研

究中[１５￣１６]ꎮ 本试验统计 ＣＣＧＧ 位点甲基化类型发
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表 ７　 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分离低温胁迫差异表达基因的同源性分析

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｈｏｍｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ＴＤＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

类型

Ｔｙｐｅ
名称

Ｎａｍｅ
大小(ｂｐ)

Ｓｉｚｅ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
相似蛋白

Ｓｉｍｉｌａｒ　 ｐｒｏｔｅｉｎ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

能量与代谢相关 ＴＤＦ１ ３０４ ＷＰ＿０１６９９０９９７􀆰 １ １ꎬ４￣二羟基￣
２￣萘甲酸异戊烯转移酶

将异戊烯单元融入含有芳环的

化合物ꎬ形成各类活性分子

ＴＤＦ２ ３２７ ＡＢＮ０８９７３􀆰 １ 天门冬氨酸肽酶 在酸性 ＰＨ 下有活性的蛋白水解酶

ＴＤＦ３ １３４ ＷＰ＿０２２８４７４８３􀆰 １ 脯氨酰￣ｔＲＮＡ 合成酶 催化脯氨酸与同源 ｔＲＮＡ 氨酰化

ＴＤＦ４ １９５ ＡＨＢ６１２０１􀆰 １ Ｎｅｆ 蛋白 存在于细胞质和细胞膜上的负调控因子

ＴＤＦ５ ２１３ ＡＡＯ６１９９５􀆰 １ Ｎｅｆ 链接蛋白 与 Ｎｅｆ 有关的链接蛋白质

ＴＤＦ６ １７９ ＹＰ＿００６８０９４６９􀆰 １ 非核糖体肽合成酶 作为调节生长、繁殖和分化的信号分子

ＴＤＦ７ １５０ ＹＰ＿００７６４３２７４􀆰 １ 天门冬氨酸氨甲酰基 是天门冬氨酸氨甲酰酶的组成亚基ꎬ
是生物合成途径中的一种调节酶

ＴＤＦ８ ３１３ ＸＰ＿００７０１６０１７􀆰 １ 丝氨酸羧肽酶 Ｓ２８ 家族蛋白 与植物抗逆境相关

ＴＤＦ９ ２２７ ＹＰ＿００３３３１５６５􀆰 １ ＤＮＡ 的包装被膜蛋白 ＵＬ１７ 保护 ＤＮＡ 结构的功能

ＴＤＦ１０ １７９ ＡＣＮ８８２１３􀆰 １ ＮＡＤＨ 脱氢酶亚基 ４(线粒体) 是 ＮＡＤＨ 脱氢酶的重要组成部分

物质运输相关
ＴＤＦ１１ １５９ ＹＰ＿００７５４２０２３􀆰 １ 主要协助转运蛋白超家族

在细胞物质交换和能量代谢过程中起重要

作用
ＴＤＦ１２ ２９７ ＧＡＥ２６７５７􀆰 １ Ｌ￣阿拉伯糖转运 ＡＴＰ 结合蛋 ＡＲＡＧ 特异性识别 ＡＴＰꎬ与能量供应有关

逆境相关 ＴＤＦ１３ １９２ ＮＰ＿００１００１４１５􀆰 ２ 锌指蛋白 参与植物的生长发育和对环境胁迫的应答等过程

转录相关 ＴＤＦ１４ １７１ ＡＣＨ４７３３７􀆰 １ ＲＮＡ 聚合酶 β 亚基 ＲＮＡ 聚合酶的重要组成部分ꎬ参与转录过程

现ꎬ各个材料发生甲基化的类型均以双链 ＤＮＡ 内部

甲基化为主ꎮ 就甲基化水平而言ꎬ研究发现二倍体

和四倍体的全甲基化率、半甲基化率及总甲基化率

差异均不显著ꎬ与聂丽娟等[１３] 的研究结果一致ꎬ即
品种内的二倍体和同源四倍体间的 ＤＮＡ 甲基化敏

感多态性差异不大ꎮ 经低温处理后只有四倍体材料

与低温处理的四倍体材料之间的半甲基化率下降的

最为明显ꎬ说明了四倍体西瓜幼苗的甲基化水平受

到低温影响显著ꎮ 甲基化模式分析ꎬ二倍体和四倍

体遇到低温后均发生了不同程度的去甲基化和过甲

基化变化ꎬ说明了二倍体和四倍体存在不同甲基化

机制抵御低温迫害ꎬ从而使得更多的耐逆基因得到

表达ꎮ ＭＳＡＰ 具有多态性高ꎬ无需预先知道所分析

ＤＮＡ 的序列的特点即可对全基因组范围内胞嘧啶

甲基化程度进行分析ꎬ又能检测 ＤＮＡ 片段特异性位

点甲基化状态[１７]ꎬ但是植物 ＤＮＡ 甲基化不仅发生

在核基因组中ꎬ也出现在线粒体、叶绿体等细胞器

中[１８]ꎬ不仅有 ５￣甲基胞嘧啶(５￣ｍＣ)甲基化ꎬ也有少

量 Ｎ６ ￣甲基腺嘌呤(Ｎ６ ￣ｍＡ)及 ７￣甲基鸟嘌呤(７￣ｍＧ)
甲基化ꎬ而本试验仅分析了核基因组中 ＣＣＧＧ 的胞

嘧啶甲基化程度ꎬ不能准确反映植物实际的甲基化

水平ꎮ

差异带的测序结果显示 ７ 条带与西瓜基因组数

据库比对后相似度很高ꎬ可以确定为西瓜基因ꎬ此 ７
条带与 ＮＣＢＩ 数据库比对结果:３ 条是假定蛋白ꎬ４
条是有意义序列ꎬ分别是去甲基化模式的 Ｍ１、Ｍ２ꎬ
过甲基化模式的 Ｍ３、Ｍ４ꎮ Ｍ１ 序列与 Ｃ２Ｈ２ 型锌指

蛋白家族同源性最高ꎬ此蛋白家族主要涉及植物的

生长发育和对环境胁迫的应答[１９]ꎮ Ｍ２ 序列编码丝

氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎬ主要参与蛋白质的磷酸化过

程ꎬ一方面可以调节蛋白质的活性ꎬ另一方面还可将

细胞外刺激信号ꎬ如生长因子、植物激素、环境刺激

等ꎬ转导至细胞及其核内ꎬ磷酸化为特异的转录因

子[２０￣２２]ꎬ此序列发生去甲基化使得该基因重新获得

表达ꎬ从而使二倍体和四倍体响应低温胁迫ꎮ Ｍ３
编码富含组氨酸的 Ｃ１ 结构域家族蛋白ꎬ是一种转

录因子ꎬ与真核启动子区域中顺式作用元件发生特

异性相互作用ꎬＭ３ 发生过甲基化抑制转录调控低

温反应ꎮ Ｍ４ 序列与 ＲＮＡ 聚合酶 β 亚基同源性最

高ꎬ是 ＲＮＡ 聚合酶的重要组成部分ꎬ主要作用是催

化 ＤＮＡ 的转录过程ꎬ从而起到抵御低温的作用ꎮ
３􀆰 ２　 低温胁迫下西瓜幼苗 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析

ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析结果显示四倍体的上调表达

量高于二倍体的上调表达量ꎬ说明低温条件可能诱
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　 ６ 期 杨炳艳等:基于 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 及 ＭＳＡＰ 技术分析西瓜同源二倍体和四倍体低温胁迫差异表达

导了西瓜二倍体和四倍体中抗冷基因表达ꎬ尤其是

四倍体ꎬ从而使得四倍体较二倍体有更好的耐冷性ꎮ
本次试验得到的 ３３ 条基因片段中有 ２３ 条在 ＮＣＢＩ
中找到了同源序列ꎬ１４ 条 ＴＤＦ 片段参与了能量与代

谢、物质运输、转录等过程ꎬ表明这些基因可能参与

了低温的响应过程ꎬ对二倍体及同源四倍体西瓜抵

御低温胁迫起到了关键性作用ꎬ具体的调控过程有

待进一步探讨ꎮ
ＴＤＦ２ 与 ＴＤＦ４ 属于二倍体的上调基因ꎬ 而

ＴＤＦ１、ＴＤＦ３、ＴＤＦ１１ 以及 ＴＤＦ１２ 属于二倍体的下调

基因ꎮ ＴＤＦ１ 为编码 １ꎬ４￣二羟基￣２￣萘甲酸异戊烯转

移酶的基因ꎬ根据异戊烯基转移酶的分类可归为芳

香族异戊烯转移酶ꎬ主要功能是将异戊烯单元融入

含有芳环的化合物ꎬ从而形成具有重要生物学功能

的各类活性分子ꎬ包括初生代谢中的泛醌、质体醌和

维生素 Ｅ 以及植物次生代谢中的异戊烯类黄酮和

真菌代谢物[２３]ꎮ ＴＤＦ３ 序列编码表达脯氨酰￣ｔＲＮＡ
合成酶ꎬ主要作用是催化脯氨酸与同源 ｔＲＮＡ 氨酰

化[２４]ꎮ 低温处理后此基因不表达ꎬ从而使二倍体西

瓜积累较多的脯氨酸ꎬ提高其自身抗冷性ꎮ ＴＤＦ８ 与

ＴＤＦ９ 在四倍体的低温胁迫中下调ꎮ ＴＤＦ８ 与丝氨酸

羧肽酶 Ｓ２８ 家族蛋白的同源性较高ꎬ王育华等[２５] 研

究发现丝氨酸羧肽酶类蛋白与抗逆境相关ꎬ说明四

倍体可以通过调控此基因抵御低温的迫害ꎮ ＴＤＦ５、
ＴＤＦ６、ＴＤＦ７、ＴＤＦ１３ 及 ＴＤＦ１４ 在四倍体的低温胁迫

中上调ꎮ ＴＤＦ１３ 序列编码锌指蛋白ꎬ田路明等[２６] 发

现低温能够诱导植物体内一些锌指蛋白基因发挥作

用ꎬ使植物耐受低温胁迫ꎮ 陈林波等[２７] 在研究茶树

的冷诱导基因时也分离到了锌指结构 Ｂ￣ｂｏｘ 蛋白ꎬ
说明了锌指蛋白在不同植物中均有提高其耐冷性的

作用ꎮ ＴＤＦ１４ 是 ＲＮＡ 聚合酶 β 亚基ꎬ催化 ＤＮＡ 转

录过程ꎬ表达更多的抗冷性基因ꎮ ＴＤＦ１０ 是二倍体

与四倍体共有的上调基因ꎬ编码线粒体中 ＮＡＤＨ 脱

氢酶亚基 ４ꎬＮＡＤＨ 脱氢酶的作用催化电子从 ＮＡＤＨ
传递给辅酶 Ｑꎬ完成氧化磷酸化过程ꎬ从而生成

ＡＴＰꎬ为各种生理过程提供能量ꎮ 贾晋等[２８] 研究盐

爪爪的耐盐基因时同样分离出了 ＮＡＤＨ 脱氢酶亚

基和 ＲＮＡ 聚合酶 β 亚基 ２ 个基因片段ꎬ说明此 ２ 个

基因在植物的抗逆过程中均发挥作用ꎮ 本试验在

ＤＮＡ 甲基化水平上分离出了 Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白家族

基因ꎬ在差异表达中分离出的 ＴＤＦ１３ 序列同样编码

锌指蛋白ꎬＭＳＡＰ 技术是在基因组 ＤＮＡ 的水平上ꎬ
而 ｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 技术是在 ｍＲＮＡ 反转录后得到的

ｃＤＮＡ 的基础上ꎬ两种技术分析利用的模板不同ꎬ不

能相互替代但是可以相互补充ꎮ
试验利用 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 １ 条上调表达基

因锌指蛋白ꎬ结果在低温处理后此基因的表达量确

实上升了ꎬ说明低温可促使某些基因的上调表达抵

御低温迫害ꎮ
试验分离得到的差异片段大小为 １００ ~ ５００ ｂｐꎬ

片段偏短ꎬ原因是 ＥｃｏＲⅠ与 ＭｓｅⅠ双酶切获得的

ｃＤＮＡ 片段较短ꎬ可以通过 ＲＡＣＥ 方法获得全长 ｃＤ￣
ＮＡ 序列进而获得更准确的差异片段信息ꎮ 而且本

次试验中只考虑了条带的有无ꎬ忽略了条带明暗及

粗细差异ꎬ可以通过利用不同酶切组合引物的筛选

来弥补此试验的缺陷ꎮ

４　 结论

西瓜四倍体的全甲基化率、半甲基化率与总甲

基化率和二倍体相比较均有不同ꎬ且四倍体的半甲

基化率在受到低温迫害后较二倍体下降最为明显ꎬ
差异片段经过测序后发现与环境胁迫有关ꎮ 对二倍

体及四倍体的 ｃＤＮＡ 差异表达分析发现ꎬ低温处理

的四倍体较二倍体上调表达量上升了ꎬ说明四倍体

诱导了更多抗冷基因的表达响应低温迫害ꎬ从而使

四倍体耐冷性高于二倍体ꎻｃＤＮＡ￣ＡＦＬＰ 分析中 １４
条带分别参与了能量与代谢、物质运输、逆境相关以

及转录相关过程ꎬ为下一步研究西瓜二倍体和四倍

体耐冷性的调控机制奠定基础ꎮ
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