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封面图说: 藏酋猴(Macaca thibetana)属猴科(Cercopithecidae )猕猴属(Macaca)又名四川短尾猴、大青猴,为我国特有灵长类之

一,被列为国家二级保护野生动物;近年来,由于人类活动加剧,栖息环境恶化,导致藏酋猴种群数量和分布日趋缩

小;本照片摄于四川卧龙国家级自然保护区(拍摄时间:2010 年 3 月)。
彩图提供: 中国科学院生态环境研究中心张晋东博士摇 E鄄mail:zhangjd224@ 163. com
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土霉素胁迫下拟南芥基因组 DNA
甲基化的 MSAP 分析

杜亚琼,王子成*,李摇 霞
(河南大学生命科学学院 / 植物种植资源与遗传工程实验室,河南开封摇 475004)

摘要:以拟南芥 (Arabidopsis thaliana)为材料,研究不同土霉素浓度下拟南芥幼苗生长发育及基因组 DNA 的甲基化水平和变化

模式。 结果表明,3、5、7、9 滋mol / L 土霉素胁迫对拟南芥幼苗的根长和株高有显著抑制作用;但对拟南芥幼苗的侧根数量有显

著促进作用。 甲基化敏感扩增多态性 (methylation鄄sensitive amplification polymorphism, MSAP)分析表明,经 3、5、7、9 滋mol / L 土

霉素处理后基因组 DNA 甲基化比率分别为 17. 91% 、12. 50% 、11. 81%和 14. 62% ,均低于对照 (18. 18% )。 结果表明,拟南芥

经土霉素胁迫后存在基于 DNA 甲基化水平和模式改变的表观遗传变异,5鄄甲基胞嘧啶百分含量的变化无统一趋势或规律。 与

对照相比,3、5、7、9 滋mol / L 土霉素胁迫下拟南芥幼苗基因组 DNA 的甲基化和去甲基化分别为 13. 29% 、9. 22% 、8. 03% 、
12郾 59%和 2. 80% 、4. 26% 、5. 11% 、4. 90% 。 由此推测,DNA 甲基化可能是植物适应土霉素胁迫机制的机制之一。
关键词:拟南芥;DNA 甲基化;MSAP;土霉素胁迫

MSAP analysis of DNA methylation in Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) under
Oxytetracycline Stress
DU Yaqiong, WANG Zicheng*, LI Xia
College of Life Science, Henan University / Lab. of Plant Germplasm Resources & Genetic Engineering, Kaifeng Henan 475004, China

Abstract: The objectives of this research were to assess the effect of oxytetracycline stress on the development as well as
genomic DNA methylation levels and patterns of Arabidopsis thaliana seedlings. Oxytetracycline at concentrations of 3, 5,
7, and 9 mol / L visibly inhibited root and stem enlongation of A. thaliana seedlings, but significantly promoted lateral root
proliferation. Methylation sensitive amplified polymorphism (MSAP) analysis showed that genomic DNA methylation levels
of oxytetracycline stressed seedlings were lower than that of the untreated plants. The results indicated that oxytetracycline
stress induced epigenetic variations in A. thaliana seedlings; no clear trend or pattern of 5鄄methylcytosine percentage
change emerged. At oxytetracycline concentrations of 3, 5, 7, and 9 mol / L, methylation and demethylation of A. Thaliana
seedling genomic DNA were respectively 13. 29% , 9. 22% , 8. 03% , 12. 59% and 2. 80% , 4. 26% , 5. 11% , 4. 90% .
We suggest that DNA methylation might be one of the mechanisms used by plants to combat oxytetracycline stress.

Key Words: Arabidopsis; DNA methylation; MSAP; oxytetracycline stress

抗生素是某些微生物在代谢过程中产生的能抑制或杀灭其他病原微生物的化学物质。 如果大量使用或

滥用,那么其代谢产物可能过量的蓄积、储存于动物的细胞、组织器官中,人们通过食取可能会引起体内的病

变[1]。 土壤 (或沉积物)是抗生素等污染物质的最终归宿之地,进入环境中的抗生素将在土壤 /沉积物中积

累,对土壤生态系统产生一定的影响[2]。 抗生素的环境污染和生态毒性近年来已经引起极大的关注[3]。 土

霉素 (oxytetracycline)是目前使用量最大的四环素类抗生素,具有广谱抗菌性,化学结构稳定,在环境中存在
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时间较长[4],其环境行为和生态效应引起环境领域的广泛关注。 在德国,Winckler 等人发现四环类抗生素在

农田土壤中的浓度范围是 450—900 滋g / kg[5], Jacobsen 等人发现土霉素在水产养殖的底泥中的浓度介于

0郾 1—4. 9 mg / kg(干重)之间[6]。 如此高浓度的土霉素,必将成为环境污染的潜在隐患。 Kumar[7] 和 Boxall[8]

等人发现蔬菜可以选择性的从土壤中吸收部分抗生素。 Bradel 等[9] 发现四环素可以通过抑制植原体的活性

而影响幼芽分枝。 因此,研究土霉素对环境和生态的影响具有重要的科学价值和现实意义。 目前对土霉素在

土壤及植物中的积累研究较多,而土霉素对植物本身,尤其是遗传的影响较为缺乏。 近来有人发现,土霉素可

以通过提高 DNA 甲基化水平对泡桐丛枝病产生一定的防治效果[10],表明土毒素对植物的遗传也有一定的

影响。
DNA 甲基化(DNA methylation)是真核生物基因组最常见的一种 DNA 共价修饰形式,广泛存在于各种有

机体中。 DNA 甲基化主要发生在 5忆鄄CpG鄄3忆二核苷酸序列 (偶尔为 5忆鄄CpNpG鄄3忆)上,产生 5鄄甲基脱氧胞嘧啶

核苷酸 (m5C) [11]。 DNA 甲基化特别是胞嘧啶的甲基化具有表观遗传效应和突变效应。 作为一种表观遗传

修饰,DNA 甲基化并不改变碱基的排列顺序,但是阻断了遗传信息的传递,从而引起形态性状的变化,是现代

表观遗传学研究的主要内容和热点之一[12]。
为了研究土霉素对植物表观遗传信息的影响,本文以模式植物拟南芥(Arabidopsis thaliana) 为材料,对其

种子进行不同浓度土霉素处理,观察其生长发育的变化,并采用 MSAP 检测处理后材料的基因组 DNA 甲基化

水平变异情况,为从分子水平上探讨土霉素对植物生长发育的影响提供参考。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

拟南芥 (Arabidopsis thaliana)以 Col鄄0 生态型为实验材料。 土霉素为分析纯,购于 Solarbio 公司。

1. 2摇 实验材料的培养与土霉素胁迫处理

拟南芥干燥的种子经 75%乙醇表面消毒 30 秒,移去乙醇,加入 0. 1%升汞表面消毒 5—8min,无菌水冲洗

6—8 次后,点种于 MS 固体培养基(MS 盐+3%蔗糖+1. 2%琼脂,pH 5. 8)上,于 4益条件下春化 3d,放于培养

间(光 /暗为 16h / 8h,温度 18—22益,光照强度 150 滋mol·m-2·s-1,相对湿度 80% )中培养 6d 后供实验用。 将

MS 固体培养基 (MS 盐+3%蔗糖+1. 2%琼脂,pH 5. 8)灭菌后,在超净台中凉至 50—60益,分别加入 3、5、7、9
滋mol / L 的土霉素,挑选长势一致的幼苗移于含土霉素的培养基中进行处理,对照为无土霉素的普通 MS 培养

基。 土霉素处理 10d,每个处理 100 株拟南芥,重复 3 次。 生长 16d 的幼苗从培养皿转移到蛭石 颐营养土= 1 颐1
的土壤中继续于培养间培养,用透明塑料罩遮盖好,保持幼苗处于湿度较高的环境,大约两周后即可把罩子取

掉,9 周后可以收获种子。
1. 3摇 土霉素处理拟南芥后的生长测定

将消毒后的拟南芥种子,点种于分别添加 3、5、7、9 滋mol / L 土霉素的 MS 固体培养基(MS 盐+3% 蔗糖+
0郾 6%琼脂,pH 5. 8)上,对照为无土霉素的普通 MS 培养基,统计对照和处理材料 1—6d 内的萌发率。 土霉素

处理 10d 后,测定幼苗每株主根长(cm) 和侧根数量。 根长和侧根数测定采用直接法[13]。 移苗后记录抽薹和

开花时间以及种子成熟时株高等表型特征。 每个处理 100 株,重复 3 次。
1. 4摇 拟南芥 DNA 的提取

对照和处理的拟南芥幼苗培养 16d 后用于提取 DNA。 每个处理的材料,分别取 30—40 株幼苗上的嫩叶

混合。 采用 CTAB 法[14]提取 DNA。 去除 RNA 纯化后的 DNA 质量和浓度检测采用 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳

和紫外分光光度计 (北京普析,TU鄄1800)进行检测,于 4益或-20益冰箱中保存备用。
1. 5摇 MSAP 分析

MSAP 分析操作过程均参照何艳霞等[15]所述方法。 分子标记检测所用的接头及引物均由上海生工公司

合成。
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2摇 结果与分析

2. 1摇 土霉素胁迫对拟南芥的生长发育影响

摇 摇 土霉素处理影响植物的生长发育 (图 1)。 统计不同浓度土霉素处理后拟南芥种子的萌发率。 与对照相

比,3 滋mol / L 处理组对种子萌发影响最小,而 7—9 滋mol / L 土霉素处理显著抑制种子萌发,10 滋mol / L 以上土

霉素处理时种子完全不能萌发 (图 2)。

图 1摇 土霉素处理影响植物的生长发育

Fig. 1摇 Oxytetracycline treatment affects plant growth and development

土霉素处理 10d 的拟南芥幼苗, 土霉素浓度分别为(a)0 滋mol / L,(b)3 滋mol / L,(c)5滋mol / L,(d)7 滋mol / L,(e)9 滋mol / L

不同浓度土霉素处理均可促进拟南芥幼苗侧根的生长。 与对照相比,处理 10d 时,5 滋mol / L 土霉素对侧

根的促进作用最显著;土霉素对拟南芥幼苗根生长有明显的抑制作用,土霉素处理浓度越高,幼苗的根长越

短。 移苗于营养土后,待种子成熟时测量株高,与对照相比,经土霉素处理的拟南芥在解除胁迫生长 60d 后,
株高均低于对照 (图 3)。

图 2摇 不同浓度土霉素处理的拟南芥种子萌发率

摇 Fig. 2 摇 The germination rate of Arabidopsis seeds in different

treatment concentrations of oxytetracycline

图 3摇 土霉素对拟南芥生长的影响

摇 Fig. 3 摇 Effect of oxytetracycline on the growth of Arabidopsis

seedlings摇

每个处理 100 株,重复 3 次

土霉素影响拟南芥抽薹和开花时间。 当土霉素浓度为 3 滋mol / L 时,抽薹和开花时间均早于对照 1d;5
滋mol / L 时抽薹时间与对照一致,开花时间晚于对照 1d;而当浓度在 7 滋mol / L 以上时,抽薹和开花时间均晚于

对照 (图 4)。
在不同土霉素浓度胁迫下,拟南芥种子萌发率,根伸长和侧根数量对土霉素的生态毒理性敏感顺序依次

为:根伸长﹥萌发率﹥侧根数量。 根伸长抑制率是此种抗生素最好的生态毒理性指标。 这可能与拟南芥的根

是土霉素的主要积累位置有关,这与前人的研究结果一致。 Migliore 等[16]发现生菜的根是恩诺沙星积累的主

要位置。 崔馨等[17]发现土霉素抑制生菜根的生长,土霉素浓度越高抑制作用越显著。 土霉素对拟南芥抽薹
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图 4摇 不同浓度土霉素处理对拟南芥抽薹和开花时期的影响

摇 Fig. 4 摇 The Bolting and Flowering time of Arabidopsis in

different treatment concentrations of oxytetracycline

和开花时间及株高均有的抑制作用,浓度越高抑制作用

越显著。 这可能是由于土霉素被植物吸收后在体内长

期残留,随土霉素浓度的增加,拟南芥幼苗基因组 DNA
的去甲基化急剧降低,而甲基化显著升高,生长也受到

抑制。
2. 2摇 土霉素胁迫引起的甲基化水平变化

Hap域和 Msp玉是一组同裂酶,二者均识别并切割

5忆鄄CCGG鄄3忆序列,但是,Hap域对胞嘧啶的甲基化极其敏

感,它不能切割任何一个或两个胞嘧啶均甲基化的序

列,也即 Hap域对 5忆鄄CmCGG鄄 3忆、5忆鄄mCCGG鄄 3忆 和 5忆鄄
mCmCGG鄄3忆 都不能表现活性,但是若只在单链发生甲

基化,它是能够识别并切割的。 而 Msp玉只对外部胞嘧

啶的甲基化敏感,即 Msp玉可以切割 5忆鄄CmCGG鄄 3忆,但
不能切割 5忆鄄mCCGG鄄 3忆。 样品 DNA 经 Hap域/ EcoR玉
(H) 和 Msp玉/ EcoR玉(M) 酶切后的产物通常有 4 种

甲基化类型,但在聚丙烯酰胺凝胶电泳分析胶上只能检

摇 图 5摇 土霉素处理与对照之间拟南芥幼苗基因组的甲基化敏感性

扩增结果

Fig. 5 摇 Profiles of MSAP in Arabidopsis between control and

oxytetracycline treatments

H1,H2,H3,H4,H5 为 Hpa域/ EcoR玉酶切, M1,M2,M3,M4,M5 为

Mspl / EcoR玉酶切. H1 和 M1 泳道为对照组的 MSAP 带型. 而

H2,H3, H4,H5 和 M2,M3,M4,M5 泳道为处理组的 MSAP 带型

测出 3 种甲基化类型。 玉型带是在 EcoR玉 / Hpa域和

EcoR玉/Msp玉两种酶切组合中均出现的带,表明 CCGG
位点未发生甲基化(图 5a);域型带是在 EcoR玉/ Hpa域
酶切中不出现但在 EcoR玉/Msp玉中出现,表明 CCGG
位点发生全甲基化(图 5b);芋型带是在 EcoR玉/ Hpa域
酶切中出现但在 EcoR玉/Msp玉中不出现的带,表明

CCGG 位点发生半甲基化(图 5c)。 用 EcoR玉和 Hpa域鄄
Msp玉的 10 对引物组合共扩增出 1138 条带型分布见

表 1。
为了检测拟南芥在响应土霉素胁迫过程中的 DNA

甲基化模式,利用不同的引物组合对来自对照和土霉素

处理的拟南芥基因组 DNA 进行 MSAP 分析。 表 1 表

明,不同浓度的土霉素胁迫能导致拟南芥幼苗全基因组

DNA 胞嘧啶甲基化水平的降低,而且 7 滋mol / L 以下土

霉素胁迫时半甲基化率高于全甲基化率,9 滋mol / L 时

半甲基化率低于全甲基化率。 由此推测,拟南芥经土霉

素胁迫后存在基于 DNA 甲基化水平和模式改变的表观

遗传变异,对照和土霉素处理样品在所检测到的内侧 C
完全甲基化水平上有升有降,均表现出不同程度的变

异,但无统一规律。 而外侧 C 半甲基化水平随胁迫浓

度的增加呈下降的趋势。 在 7 滋mol / L 以下土霉素胁迫

时拟南芥基因组 CCGG 位点发生甲基化的方式主要是以双链半甲基化(mCCGG)为主;9 滋mol / L 时拟南芥基

因组 CCGG 位点发生甲基化的方式以双链全甲基化(CmCGG)为主,10 滋mol / L 以上土霉素处理的幼苗全部

死亡。
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表 1摇 不同浓度土霉素处理对拟南芥幼苗基因组 DNA 甲基化水平的影响

Table 1摇 Effects of different oxytetracycline concentrations on the levels of genomic DNA methylation in Arabidopsis seedlings

土霉素浓度
/ (滋mol / L)
Oxytetra鄄
cycline
concentration

甲基化扩增类型 Types of amplified bands
未甲基化的 CCGG 位点
The CCGG loci of
non鄄methylated

甲基化的 CCGG 位点
The CCGG loci of methylated

完全甲基化位点
Fully methylated loci

半甲基化位点
Half methylated loci

类型玉
Type 玉

比例
Ratio
/ %

类型域
Type 域

比例
Ratio
/ %

类型芋
Type 芋

比例
Ratio
/ %

总扩增带数a

Total
amplified
bandsa

总甲基化

带数b

Total
methylated
bandsb

甲基化带比
Methylated

Bands
ratio / %

CK 234 81. 82 32 11. 19 20 6. 99 286 52 18. 18

3 220 82. 09 22 8. 21 26 9. 70 268 48 17. 91

5 238 87. 50 14 5. 15 20 7. 35 272 34 12. 50

7 224 88. 19 14 5. 51 16 6. 30 254 30 11. 81

9 222 85. 38 30 11. 54 8 3. 08 260 38 14. 62

摇 摇 a:总扩增带数= 玉+域+芋;b:总甲基化带数 = 域+芋;完全甲基化比率 =类型域/ 总扩增带数;半甲基化比率 =类型芋/ 总扩增带数;甲基化

带比=总甲基化带数 / 总扩增带数

2. 3摇 土霉素胁迫引起的甲基化状态变化

利用不同的引物组合在 4 个土霉素处理和对照样品 DNA 的 Hpa域/ EcoR玉(H) 和 Msp玉/ EcoR玉(M)酶
切产物中进行选择性扩增。 各引物组合检测到条带数目为 15—40,平均约 25 条。

土霉素处理与对照的甲基化敏感性扩增共出现 12 种带型 (表 2)。 甲基化带型主要有多态性和单态性 2
种。 多态性即对照与处理在甲基化模式上不同,表明 CCGG 位点甲基化状态在土霉素处理后发生改变。 该多

态性又有 3 种状态即甲基化 (A 型)、去甲基化 (B 型)和不定类型 (C 型)。 其中,A 型中的 A1 和 A2 为重新

甲基化 (对照 H 和 M 泳道都有带,而处理仅 H 或 M 泳道有带),A3 和 A4 为超甲基化 (对照仅 H 或 M 有一

条带,而处理 H 和 M 泳道都没带)。 A 型表明土霉素胁迫诱导拟南芥幼苗基因组 DNA 发生了甲基化水平增

加的变化;B 型含 B1、B2、B3 和 B4,为去甲基化类型,甲基化状态与 A 型相反,表明土霉素胁迫后基因组 DNA
发生了甲基化水平下降的变化;C 型为不定类型,对照组与处理组中 DNA 甲基化程度的差异无法确定。 单态

性即对照与处理之间有相同的带型 (D 型),表明土霉素处理后 CCGG 位点的甲基化状态没发生变化。 其中,
D1 型为未甲基化,D2 和 D3 为半甲基化。 处理与对照的甲基化模式带型 A、B、C 和 D 及相应的位点数见

表 2。
3、5、7、9 滋mol / L 土霉素处理的拟南芥幼苗基因组 DNA 甲基化 (A 型)位点数分别占总甲基化多态性扩

增位点数的 13. 29% 、9. 22% 、8. 03% 和 12. 59% ;去甲基化 (B 型)位点数分别占总甲基化多态性扩增位点数

的 2. 80% 、 4. 26% 、 5. 11% 和 4. 90% 。 与对照相比,3、5、7、9 滋mol / L 土霉素处理后的总甲基化多态性分别

为 16. 08% 、13. 48% 、13. 87% 和 17. 48% (表 3)。 由此推测,土霉素处理后拟南芥幼苗基因组 DNA 的甲基

化程度增加;在扩增的甲基化位点中,不同浓度土霉素胁迫均诱导甲基化的位点数高于发生去甲基化的位点

数 (图 6),同时基因组 DNA 甲基化多态性也随之有升有降。 表明拟南芥幼苗基因组 DNA 的甲基化和去甲基

化之比会随着土霉素胁迫的增强而发生不同程度的变异。
3摇 讨论

植物在生长发育过程中,DNA 甲基化水平的改变在调控重要功能基因表达、基因组防御以及细胞发育与

分化等方面具有重要作用[18鄄19]。 植物基因中的启动子和编码区的过度甲基化能阻碍转录因子复合体与 DNA
的结合,抑制基因的表达,引起基因沉默;而去甲基化则有利于基因表达。 因此,掌握基因组甲基化水平的变

化有助于研究功能基因的表达调控以及植物适应逆境胁迫的分子机理。
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表 2摇 土霉素处理与对照的甲基化状态

Table 2摇 Patterns of DNA methylation in oxytetracycline treatments and control

酶切a Digestiona

H M H M

甲基化状态变化
Changes of methylation status

处理前
Before treatment

处理后
After treatment

对照与土霉素处理的比较
Comparison between the controls
and oxytetracycline treatment

CK鄄3 CK鄄5 CK鄄7 CK鄄9

带型
Band
Pattern

0 0 0 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 2 0 2 4 B3

0 0 1 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 1 2 2 0 B4

0 1 1 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 1 3 2 2 B1

1 0 1 1 CCGG
GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC 0 1 1 1 B2

1 1 1 0 CCGG
GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC 6 0 0 0 A2

1 1 0 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 1 0 0 5 A1

0 1 0 0 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 8 6 8 8 A3

1 0 0 0 CCGG CCGG
GGCC GGCC

CCGG
GGCC 4 7 3 5 A4

0 1 1 0 CCGG
GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC 0 0 1 0 C

1 1 1 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 108 113 107 108 D1

1 0 1 0 CCGG CCGG
GGCC CCGG

CCGG CCGG
GGCC GGCC 5 2 6 4 D2

0 1 0 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC 7 7 5 6 D3

摇 摇 a:H 和 M 分别代表 Hpa域/ EcoR玉和 Mspl / EcoR玉酶切; C 和 CC 表示甲基化的胞嘧啶;1:有带,0:无带;;CK鄄3,CK鄄5,CK鄄7,CK鄄9 分别表示

拟南芥在 3,5,7 和 9 滋mol·L-1土霉素处理后与对照之间的甲基化带型差异数量比较

表 3摇 土霉素处理对拟南芥幼苗基因组 DNA 甲基化状态的影响

Table 3摇 Effects of different oxytetracycline concentrations on the Patterns of genomic DNA methylation in Arabidopsis seedlings

对照与土霉素
处理的比较
Comparison between
the controls and
oxytetracycline
treatment

甲基

化带a

Methylated
bandsa

总甲基化多态性带型 Polymorphism Bands

A 型
Type
A

比率
Ratio
/ %

B 型
Type B

比率
Ratio
/ %

C 型
Type C

比率
Ratio
/ %

多态

性带b

Polymorphism
bands

比率
Ratio
/ %

单态性带型
Monomorphism

Bands

D 型
Type D

比率
Ratio
/ %

CK鄄3 143 19 13. 29 4 2. 80 0 0 23 16. 08 120 83. 92

CK鄄5 141 13 9. 22 6 4. 26 0 0 19 13. 48 122 86. 52

CK鄄7 137 11 8. 03 7 5. 11 1 0. 73 19 13. 87 118 86. 13

CK鄄9 143 18 12. 59 7 4. 90 0 0 25 17. 48 118 82. 52

摇 摇 a:甲基化带数= A+B+C+D;b:多态性带数= A+B+C;总甲基化多态性比率=类型 A+B+C / 总甲基化带数;单态性比率=类型 D / 总甲基化带

数;CK鄄3,CK鄄5,CK鄄7,CK鄄9 分别表示拟南芥在 3,5,7 和 9 滋mol·L-1土霉素处理后与对照之间的甲基化带型差异数量比较

通常高等植物 DNA 被甲基化的碱基是胞嘧啶,不同植物及不同组织 DNA 甲基化不完全一致[18]。 另外,
在植物基因组中,CAG、CTG 和 CCG 位点也经常发生甲基化,但 MSAP 方法只能检测 CG 和部分 CCG 的甲基

化情况且对于双链内外胞嘧啶甲基化无法检测,因此整个基因组中胞嘧啶的实际甲基化率可能高于本实验的

结果。 逆境胁迫能够提高 DNA 甲基化水平,如重金属 (Cd、Pb)可以引起水稻、小麦、油菜等幼苗基因组中的

总甲基化水平升高[20鄄21]。 但在本研究中,拟南芥在土霉素处理下存在基于 DNA 甲基化水平和模式改变的表
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摇 图 6摇 土霉素胁迫引起的拟南芥幼苗基因组 DNA 甲基化和去甲

基化的变化趋势

Fig. 6摇 Trends of DNA methylation and demethylation changes in

Arabidopsis under oxytetracycline stress

观遗传变异。 土霉素胁迫浓度与拟南芥基因组 DNA 甲

基化水平变化无线性相关性,但土霉素胁迫下的拟南芥

幼苗基因组 DNA 甲基化水平均低于对照。 不同土霉素

浓度胁迫下,DNA 甲基化模式的变异有明显差异;甲基

化变异模式以甲基化为主 (8. 03%—13. 29% ),去甲基

化变异较少 (2. 80%—5. 11% )。 这与在萘污染胁迫浓

度与水稻叶片基因组 DNA 甲基化水平变化无线性相关

性结果相一致[22]。 土霉素胁迫下的拟南芥幼苗基因组

DNA 甲基化水平均低于对照,推测是由于胁迫引起低

甲基化与基因表达有关。 研究表明,低甲基化被认为是

一种简单且间接影响逆境胁迫的方式或者是一种准确

调控基因表达的防御机制,因此特异序列的甲基化变异

经常与基因表达改变有关[23]。
对不同浓度土霉素胁迫下拟南芥基因组 DNA 甲基

化模式的分析表明,随着土霉素浓度的增加,拟南芥幼

苗基因组 DNA 甲基化的比率均高于去甲基化比率 (图
6)。 这与其它逆境胁迫下 DNA 甲基化模式变化趋势一致。 另外,土霉素胁迫下拟南芥基因组 DNA 的甲基化

模式变化趋势也与其生长趋势相似。 土霉素浓度在 3—9 滋mol / L 时拟南芥基因组 DNA 的去甲基化比率均低

于甲基化比率,生长受到抑制;浓度越高,抑制作用越显著。 由此推测,拟南芥经土霉素处理后基因组 DNA 某

些位点的甲基化状态发生变化而使基因表达发生了改变,产生或启动对土霉素胁迫的能动应激机制,当胁迫

持续增强时利用甲基化关闭相关基因而终止其表达,以减少消耗来维持最低的生长发育。 这与生长在高电离

辐射区的松树基因组 DNA 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

似[20]。 表观遗传的改变如降低 DNA 甲基化水平可能对植物生态上重要性状的基因型,可变性和重塑性有极

为重要的影响。 在植物群体的进化生态上,表观遗传变异可能是一个被忽视的因素[24]。 植物在应对环境刺

激时甲基化水平的改变是动态的,环境刺激比如铝[25],重金属[26]和水胁迫[27] 也造成了全基因组和特定位点

胞嘧啶甲基化水平的增加和降低[28]。
通过 MSAP 检测到在不同浓度土霉素胁迫下拟南芥基因组中的胞嘧啶甲基化存在差异,这些差异的片段

与拟南芥响应土霉素胁迫是否有关,具体涉及哪些基因,尚需进一步研究证实。 需要许多含甲基化修饰的 5忆鄄
CCGG鄄3忆序列的分离和基因功能的研究才能更深入地理解土霉素胁迫下基因组 DNA 的甲基化和逆境适应的

机制。
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