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DNA甲基化在植物研究中的应用现状与前景

郭广平，袁金玲，吴晓丽，顾小平
(中国林业科学研究院亚热带林业研究所。浙江富阳311400)

摘要：DNA甲基化是主要发生在CpG双核苷酸序列中胞嘧啶上的一种表面遗传修饰。它以S．腺苷甲硫氨酸为甲基供

体，在DNA甲基酶的催化下，将甲基转移到胞嘧啶上，生成5一甲基胞嘧啶。DNA甲基化在植物的很多生命过程中具有重要

的作用。本文就其作用机制、主要研究应用以及未来的前景进行综述，从而为DNA甲基化在植物遗传学中的研究提供理

论参考。
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DNA Methylation and Its Application in Plant Research
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Abstract：DNA Methylation，most occurs in CpG dinucleotides is a kind of epigenetic modification．The most

striking feature of DNA methylation patterns is the addition of a methyl group at the 5-position of cytosine in CpG

dinucleotides by DNA methytransferase，which takes S-adenosylmethionine as methyl donor．DNA methylation has

essential roles in many plant life processes．The characteristics of plant methylation，its regulating mechanisms，the

effects on plants and the application of DNA methylation were reviewed in this paper，providing a theoretical refer—

ences to DNA methylation research on plant genetics．

Key words：DNA methylation；Plant development；Regulation；Environmental stress；Wide—hybridization

1942年著名生物学家Waddington⋯首次提出

表观遗传学的概念，并将其定义为“基因与环境的

互作导致表型的出现”。之后，wu等口。针对表观遗

传学提出了更新的系统性论断，即在不改变基因组

序列的前提下，通过DNA和组蛋白的修饰(通过修

饰DNA和组蛋白)来调控基因表达，其中以DNA甲

基化最为常见。

DNA甲基化是主要的表观遗传修饰形式，在植

物基因表达、细胞分化以及系统发育中起着重要的

调节作用。DNA甲基化具有两个重要的功能：一是

防卫功能，保护基因组免受外来插入序列的危害，维

护基因组的稳定；二是调节基因的表达，在发育过程

中发挥重要的调控作用一1。有关DNA甲基化的研

究多集中于动物学、医学领域。对植物DNA甲基化

的研究近年来才开始受到重视，由于其在调节植物

生命活动中的重要性，对植物DNA甲基化的研究成

为遗传学研究所关注的热点。本文就DNA甲基化

的作用机制、主要研究应用以及未来的前景进行阐

述，从而为DNA甲基化在植物遗传学中的研究提供

理论参考。

l DNA甲基化作用机制

在植物的DNA甲基化过程中，DNA甲基转移

酶起着非常重要的作用，即在5’一CpG一3’双核苷酸序

列的胞嘧啶上，由DNA甲基化转移酶(DNA mehtyl-

transferase，DNMT)催化S一腺苷甲硫氨酸(SAM)上

的甲基基团并将其转移到DNA分子的腺嘌呤或胞

嘧啶碱基上H1。虽然腺嘌呤上偶尔也有被甲基化
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的现象，但是在高等植物中，DNA甲基化主要发生

在CG或CNG基元序列中，其中5．甲基胞嘧啶(5·

MeC)是植物DNA甲基化的主要形式。在植物中，

DNA甲基化主要发生在核基因组的对称序列CG和

CpG位点上。在非对称序列的位点上时常也会发

生胞嘧啶的甲基化现象，只是发牛频率较低，而且这

些位点的甲基化模式在不同分子间的变化较大，模

式的稳定性差。这种反应不会改变DNA的一级结

构一。，但可以引起DNA高级结构的变化从而引发

一系列的生物学功能变化。

植物DNA甲基化方式分为2种类型，一种是2

条链均未甲基化的DNA被甲基化，称为从头甲基化

(denovo methylation)。另一种是双链DNA的其中1

条链已存在甲基化，另l条未甲基化的链被甲基化，

这种类型称为保留甲基化(maintenance methyla．

tion)。甲基化转移酶在甲基化不同模式变化中起

着非常重要的作用。研究表明，在植物中广泛存在

4类甲基转移酶：处于统治地位的METI甲基转移

酶，主要功能是在重复和单拷贝的DNA序列中维持

甲基化，同样对许多形态特征、花期调控、移植变化

和胚胎发育等有影响作用。6|；第2类是结构域重排

甲基转移酶(DRM)，包括DRMl、DRM2、Zmet3，其

作用是在非对称位点从头甲基化DNA序列和维持

失活转座子及转基因沉默位点的胞嘧啶甲基化修

饰，并且对与外源SiRNA同源的DNA中所有胞嘧

啶进行从头甲基化一1；第3类是染色质甲基化酶

(CMT)，为植物所特有，主要维持CpNpG和CpNpN

(N非G)核苷酸序列中胞嘧啶的甲基化‘引；第4类

可能是DNMT2家族的同系物，如玉米中的DMTl04

和拟南芥中的DMTll，但其功能目前还不清楚‘引。

DNMT对DNA进行甲基化时展示两种功能，一

是保持甲基化，其可根据亲本链上特异的甲基化位

点，在DNA半保留复制出的新生链相应位置上进行

甲基化修饰；二是从头甲基化，催化去甲基化的CpG

位点重新甲基化。植物DNA在甲基化酶的作用下

产生新的甲基化并将其伴随细胞分裂传递下去。现

今，已经从拟南芥、水稻、玉米、胡萝卜等多种植物中

分离到各种DNA甲基转移酶编码基因。而对于

DNA甲基化途径研究最为透彻的是拟南芥，拟南芥

至少有10个基因编码DNA甲基转移酶‘”。。同时，

作为一种调控方式，甲基化的DNA也可以发生去甲

基化。与甲基化相对应来解除甲基化的抑制作用。

使沉默的基因激活。现有两种假说可以解释其分子

机制。第1种假说为被动去甲基化，与DNA半保留

复制有关。认为在不断的传代过程中，原有模板

DNA上的甲基化会逐渐减少，即在DNA甲基化活

性仍被抑制的情况下若DNA处于半甲基化状态．经

DNA半保留复制后可约有50％细胞处于半甲基化

状态。第2种假说为主动过程，与半保留复制无关。

甲基化在体内的DNA糖苷酶的作用下，脱掉甲基化

碱基的过程，等同于被损伤的DNA在糖苷酶及无碱

基核酸酶切偶联催化下的修复反应。也有报道说，

RNA参与DNA去甲基化反应。

2 DNA甲基化与植物的基因表达

调控

DNA甲基化主要通过参与植物基因表达的凋

控进而调节植物的牛长发育，尤其在植物开花、植物

花器官形成的调控以及植株转基因过程中都发挥作

用⋯。DNA甲基化作为一种可遗传的修饰方式为

非编码DNA(内含子、重复元件以及潜在的具有活

性的转座子)的长期沉默提供了一种有效的抑制机

制‘“1，DNA复制后胞嘧啶的甲基化会改变DNA的

构象，使DNA的大沟无法与DNA结合蛋白正常结

合，从而使这些非编码区长期保持无表达活性的状

态。而有转录活性的基因可利用非甲基化的启动子

来进行转录表达，即使在相邻的非转录区是高度甲

基化的，其启动子仍然可以起始转录并被调控”1。

同时基因组DNA也会发生去甲基化，激活正常情况

下被甲基化沉默的转座子和启动子，从而导致自身

及周围基因的异常表达¨“，或者导致沉默基因重新

表达。在植物的生长过程中，基因组DNA甲基化也

会随外界因素的影响而发生相应的改变。这样植物

就可以通过甲基化、去甲基化和从头甲基化来控制

基因的表达，使基因可在自身需要时表达，不需要时

关闭表达。那么植物就能在不同的环境条件、不同

的发育阶段调控基因的时空表达，从而参与到植物

许多重要的生命过程。

2．1 DNA甲基化植物的生长发育

DNA甲基化在不同时空、不同组织之间表达的

变化是植物正常生长发育所必需的”o。在拟南芥

的转基因中，DNA的去甲基化引起了表型表达的巨

大变异”1。但甲基化并不改变DNA的碱基排列顺

序，只是阻断了遗传信息传递，从而引起形态性状变

化。171。DNA的甲基化变化是一个十分复杂的过

程，植物可能通过甲基化和去甲基化的方式调控基

因的表达，并最终决定植株的生长发育和器官分化。

基因组DNA发生甲基化的比例因植物种类而
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异，在已研究的高等植物中，DNA甲基化水平为

4．16％一30％H8‘，而在一些高倍体植物如半夏、辐

射松中可能会因基因的超鼍表达现象使得甲基化水

平达50％以上。即使同一物种，在不同时期、不同

组织中其DNA甲基化的水平也存在着很大差

异¨⋯，如在西红柿中，种子的甲基化水平比成熟叶

片高，成熟叶片则高于幼苗旧引；在水稻中幼苗的甲

基化程度比剑叶高一“。陆光远等¨引采用MSAP和

HPLC两种方法同时跟踪油菜种子萌发中不同器官

组织的甲基化水平以及DNA甲基化的动态变化，证

明了不同器官组织的甲基化水平存在一定差异，在

种子萌发过程中同时发生甲基化和去甲基化事件，

且去甲基化作用先于甲基化作用发生并且出现

DNA甲基化多态性。这和水稻、辣椒种子的萌发过

程是一致的一。⋯。大量研究表明，在植物的生长发

育中，各组织器官需要活化各部位萌发所需的基因，

而随着时间的增加，各部位生长会逐渐发生组织特

异性，所要表达的基因也就各不相同，这就要活化一

些具有组织特异性的基因，同时也使一些不需要表

达的基因失活，即在植物中发生去甲基化可能与基

因活化有关，发生甲基化可能与组织特异性有关。

总之，甲基化是植物在发育和分化过程中控制基因

表达的一种调控机制，基因甲基化的程度与基因的

表达活性呈反比关系。

2．2 DNA甲基化与植物衰老

DNA甲基化与衰老的关系研究最早应用于哺

乳动物中口5|，基因组整体水平多出现降低趋势，但

在增龄过程中也伴有个别基因甲基化水平增高的现

象‘”1。近年来的研究表明，DNA的甲基化水平同

样与植物年龄密切相关一“。

在植物衰老增龄中的DNA甲基化研究多发生

在多年生植物中，董亚娟等旧副对不同年龄人参

DNA的甲基化水平进行检测发现，不同的生长条件

影响DNA甲基化的水平。Baurens等一引采用HPLC

分析了马占相思幼嫩和成熟外植体离体繁殖微芽的

基因组DNA甲基化，以及基因组DNA甲基化与阶

段改变指示器——微芽叶型的关系。结果显示幼嫩

叶形态的微芽的DNA甲基化程度(22．4％)高于成

熟叶状柄的形态型(20．7％)。与此相反的是，矮牵

牛在不定芽诱导生成植株的生长过程中，CCGG和

CGCG位点中胞嘧啶甲基化程度显著上升E30]：Fraga

等。”1发现辐射松幼年个体(无生殖能力)的DNA甲．

基化水平为30％一50％，而成年植株(有生殖能力)

的为60％；试验中还发现，植株DNA甲基化水平的

改变随着植株成幼年状态的改变而变化。之后Fra—

ga一23又对辐射松的幼年和成年植株的分生区域的

DNA甲基化进行了研究，结果表明两者之间有很大

差异，而幼年和成熟植株分化组织的DNA甲基化程

度差异却很小，在分生组织的区域中，DNA甲基化

程度随着复壮程度的增加而递减。在老化和复壮中

观察到的DNA甲基化程度的改变表明复壮或许是

对抗老化的表观遗传修饰的结果。这表明在植物发

育过程中DNA甲基化确实随着年龄的改变而发生

相应的变化。因而，对不同生理年龄的植物基因组

进行甲基化水平研究，有助于更深入地认识不同年

龄植物基因的活动状况，并为研究基因组DNA甲基

化程度与衰老之间的关系奠定基础。

2．3 DNA甲基化与植物开花

在对春化作用机理的研究中发现，春化促进植

物开花可能是由于低温降低了体内DNA甲基化水

平¨⋯，使得相关开花基因表达从而导致开花。许多

内源基因在经甲基化抑制剂5一氮胞营处理后能够

被激活一“，使基因重新表达。应用去甲基化试剂5一

氮杂胞苷处理植株引起甲基化水平降低也可引起提

早开花一孓”1。在冬小麦中，冬性近等基因系的甲基

化程度大大高于春性近等基因系，在进行春化处理

后降低DNA的甲基化程度，能够诱导或促进

开花‘371。

DNA甲基化与植物由营养生长向生殖生长转

变过程中的基因表达有着密切关系p“。在已有的

研究中表明：大花蕙兰授粉后子房甲基化水平以及

全甲基化率均略降低，在所检测位点中74．4％的

DNA甲基化模式在授粉前后存在显著差异口⋯，这

一变化反映了植物开花机制的一个重要方面；柳李

旺等Ⅲ1对萝卜抽薹开花过程中DNA甲基化水平进

行研究，表明在示出现蕾一现蕾一抽薹过程中基因

组DNA甲基化水平先降低，随着花莘的伸长又逐渐

上升。Bum等一副和Sheldon等一川阐明DNA甲基化

与抽薹相关基因(如FLC、FRI)存在着密切联系，

DNA去甲基化能显著增强FLC的表达能力，表现为

植株提早开花，进一步论证了DNA甲基化水平的降

低有利于开花相关基冈的表达。

2．4 DNA甲基化与植物的逆境胁迫

DNA甲基化在稳定基因组功能以及生物防御

中发挥着重要作用，在盐、重金属、干旱、低温胁迫、

病原物侵染等逆境条件下植物基因组DNA甲基化

的程度和状态都会发生改变。Sha等H2o对处于苗

期和成年的抗病水稻进行DNA甲基化分析，并对产
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生的差异片段测序，发现其与已知功能基因有高度

的同源性。这就表明甲基化在植物抵御逆境中有重

要作用。刘炜。4引对受干旱胁迫的水稻进行DNA甲

基化分析，并将所得的特异性片段作为探针进行

Southern杂交验证，得到清晰的甲基化变异条带，从

而证实了干早胁迫确实可以影响正常的DNA甲基

化修饰状态。同样，在受到低温胁迫时，其甲基化程

度和状态均发生很大变化，华扬等一41对冷胁迫下甲

基化差异片段CIDMT进行分离和定位，结合North．

ern杂交证明CIDMT在冷胁迫后增量表达，初步确

定为一个具有编码具F—box蛋白的功能基因，为进

一步研究低温胁迫下的基因功能奠定了基础。

植物在经逆境胁迫前后DNA甲基化水平也发

生了改变：萝b植株经重金属胁迫处理后，甲基化水

平的增加与处理浓度呈显著正相关H“。这与生长

在高电离辐射区的松树基因组发生甲基化程度升高

的变异，构建基因组防御体系以维持基因组稳定的

机制相类似一引。在盐胁迫下的棉花幼苗根基因组

DNA甲基化水平发生降低‘4“，推测是由于胁迫引

起低甲基化与基因表达有关。植物经逆境条件胁迫

后，基因组某些位点基因表达发生了改变，植物体产

生或启动对逆境胁迫的能动应激机制，将毒害降低

最小，从而有利于植株的生长发育。

3 DNA甲基化与植物遗传育种

3．1 DNA甲基化与品种鉴定

对不同品种精确的系统学区分是种质资源保护

和品种改良的基础。应用DNA分子标记技术很难

对表型差异极大而基因组遗传相似性极高的品种进

行鉴定，DNA甲基化在表观遗传学中的作用为我们

提供了一种新的手段。

在进行甲基化检测时，Noyer等H驯应用MSAP

技术检测出不同个体间极高的多态性片段，然后根

据品种间DNA甲基化模式不同有效区分品种间差

异。柳洪等一9J同样采用MSAP技术对24个脐橙品

种胞嘧啶甲基化模式和程度检测，发现DNA甲基化

在脐橙中发生频繁，且品种之间的甲基化模式存在

较大差异，并认为脐橙品种之间成熟期的早晚、果实

色泽、形状等性状的变化与甲基化水平在一定程度

上可能存在着相关性。甲基化的变化与性状之间的

具体关系，可以通过对差异片段的分析来确定。这

就为从表观遗传学角度分析植物种群遗传结构提供

了依据。此外，Keyte等一o 3对20个不同地理分布的

陆地棉品种和2个海岛棉品种进行分析，聚类结果

表明与RFLP提示的品种之间的遗传存在一致性，

与地理分布有明显的相关性，而MSAP产生的甲基

化条带多态性却可以反映出其遗传结构。这也说明

了对DNA甲基化的检测也是区分地区分布种下分

类群关系的一种有效方法。

3．2 DNA甲基化与植物品种改良

杂交和基因渐渗在植物物种形成与进化中起着

非常重要的作用，许多研究表明杂交和多倍化过程

中的基因调控与DNA甲基化密切相关。

3．2．1 DNA甲基化与倍性材料 植物同源多倍化

过程中基因组结构甚至是基因表达特征都未发生显

著改变，最新研究发现，其可能与植物体内的另外一

种调控方式(即表观遗传调控)密切相关。聂丽娟

等∞¨对西瓜的纯合二倍体和同源四倍体进行甲基

敏感扩增多态性(MSAP)分析，表明品种内二倍体

和同源四倍体间的DNA甲基敏感多态性差异不大，

仅0．02％左右，但同源四倍体较二倍体有DNA甲

基化减少和单链甲基化增加现象。王春国等"引对

不同倍性(2x、3x、4x)西瓜进行甲基化分析，不同倍

性西瓜中DNA甲基化事件均有发生。与二倍体及

四倍体西瓜相比，三倍体西瓜DNA甲基化模式的调

整主要以去甲基化为主，显示出三倍体西瓜基冈组

独特的DNA甲基化特征。为进一步从表观遗传学

的角度探讨西瓜的三倍体优势及西瓜同源多倍化的

机制奠定了基础。因此，DNA甲基化为解明倍性育

种机制提供了一条重要的途径。

3．2．2 DNA甲基化在杂交优势中的应用 在对基

因组DNA甲基化检测中，MSAP技术的应用弥补了

在预测、利用杂种优势时的不足，对揭示杂交优势的

形成机理有重要意义。1999年Xiong等‘2¨首次用

MSAP研究亲本与杂交代甲基化，表明总程度与杂

交优势无关。但不同位点处甲基化减弱时，有的对

杂种优势表示正效应，有的为负效应，特异位点上的

甲基化改变对杂种优势有显著效应。之后这一技术

广泛用于其他植物杂交种的研究中：仪治本等”列在

对高粱的研究中，发现杂交种与相应的亲本相比某

些位点发生了去甲基化，基因组甲基化率和全甲基

化率均降低。在玉米一4。杂交种中，大部分亲本的表

观遗传性状遗传到杂种后代，仅有小部分的杂交后

代的DNA甲基化模式与其相应亲本比较发生了不

同程度的改变与调整，经序列分析表明杂种基因组

杂合性与基因组DNA甲基化模式与某些基因和

EST序列有关，DNA甲基化在调节后代杂种优势中

可能发挥极其重要的作用。Salmon等∞副对自然环
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境下杂交产生的异源多倍体入侵大米草及其亲本的

基因组DNA甲基化进行研究，发现30％的亲本基

因组甲基化在杂种及形成的异源多倍体中发生变

化，说明DNA甲基化的改变主要与杂交有关，其极

强的表型可塑性可能是表观遗传调控的结果，这也

初步提示了DNA甲基化在植物物种形成和进化中

的作用。

4 展望

DNA甲基化的研究成为植物遗传学研究的一

项重要内容。DNA甲基化作为高等植物中普遍存

在的一种常见DNA共价修饰方式，参与了植物的许

多重要生命过程，控制调节着植物基因表达、生长发

育、抵御逆境胁迫等生命活动，尤其是在植株的开花

过程中起一定的发育调控作用，特别是开花时间、胚

乳发育等特殊组织的发育过程或发育状态进行调

控‘圳。而在开花过程中DNA甲基化水平与其特定

相关基因表达之间的关系有待进一步研究。

现阶段表观遗传学研究多发生于拟南芥、水稻

等革本模式植物，木本植物由于自身基因组庞大，许

多物种的全基因序列未知等原因此方面研究相对滞

后。木本植物与草本模式植物显著区别之一，即生

命周期的长短。1990年Poething”刊首次提出了

DNA甲基化调节树木阶段化的假说，Baurens等o
8J

比较了模式植物拟南芥和模式树木杨树基因组研究

之后，提出表观遗传学在树木生理年龄效应的研究

中应该受到重视。已有研究表明，植物在幼年和成

年时DNA甲基化存在差异，而对于植物在生理年龄

连续动态变化过程与DNA甲基化之间的关系仍需

要进一步的研究。

DNA甲基化是有机体极为重要的调控方式，广

泛存在于生命界。但是目前对DNA甲基化的研究

还不够深入。作为造成转基因沉默的原因之一，在

基因抑制表达的时候DNA甲基化是如何在启动子

区域影响基因的构型，进而造成植物基因的沉默；

DNA甲基化作为参与调控植物内源基因表达的主

要机制，但调控机制具体过程如何；以及DNA甲基

化与DNA修复和基因组稳定之间的关系等问题都

仍未揭示旧1。这些问题的解决更有助于解释DNA

甲基化的作用机理，阐明DNA甲基化在植物发育各

阶段的作用。此外，随着分子生物技术的飞速发展，

将现阶段MSAP标记技术与其他分子生物学方法结

合起来进行综合研究，在基因水平上揭示DNA甲基

化调控基因表达机理。从而使其在杂种优势消除转

基因沉默，研究功能基因，改良植物表型性状，提高

植物适应性等方面发挥重要作用。
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