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摘要: DNA甲基化是一种重要的表观遗传修饰方式, 强烈地影响植物染色质结构和基因的表达, 因此植物DNA甲基化的研

究对植物生长发育及进化过程的研究发展起着重要作用。本文概述了植物DNA甲基化的特征, 并对植物DNA甲基化的发

生机制、生物学功能、检测分析方法等方面进行了综述, 旨在深入了解DNA甲基化对植物的影响。
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Abstract: DNA methylation is an important epigenetic modification, affecting chromatin structure and gene 
expression in plants. The research of DNA methylation is essential to plant development and evolution. This 
paper summarizes DNA methylation characteristics, related mechanism (RNA-dependent DNA methylation, 
RdDM), biological functions and detection methods in order to understand DNA methylation in plants. 
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DNA甲基化是基因组DNA的一种重要表观

遗传方式, 是在DNA甲基转移酶(DNA methyltrans-
ferase, DNMT)的催化下, 以S-腺苷甲硫氨酸(S-ade-
nosylmethionine, SAM)为甲基供体, 将甲基转移到

特定的碱基上的过程。DNA甲基化现象广泛存在

于细菌、植物和动物中, 参与生物体的多种生物

学过程。DNA甲基化在植物中具有物种、组织、

器官、年龄特异性, 参与遗传功能的调控, 包括转

录、复制、DNA修复、转基因和细胞分化, 在植

物生长发育及进化过程中起着重要的调节作用。

本文就植物DNA甲基化特征、发生机制、生物学

功能及检测方法进行综述。

1  植物DNA甲基化及甲基转移酶

在植物中, DNA甲基化主要发生在对称序列

CG中, 在CHG和CHH (H=A、C或T)序列中也有发

生, 异染色质区域的DNA甲基化程度较高, 如着丝

粒和中心体周围区域, 而大多数启动子区域甲基

化程度较低。和动物的D N A甲基化比例 (约
3 % ~ 8 % )相比 ,  植物具有较高的甲基化水平

(6%~30%)。植物DNA甲基化方式有2种: 一种是

维持甲基化(maintenance methylation), 即双链DNA

的其中一条链已存在甲基化, 另一条未甲基化的

链被甲基化, 维持甲基化通过半保留复制将亲代

的甲基化模式传递给子代; 另一种是从头甲基化

(de novo methylation), 即两条链均未甲基化的DNA
被甲基化, 这种方式不依赖于DNA复制, 是由不同

的DNA甲基转移酶催化完成的。Jullien等人(2012)
在对拟南芥(Arabidopsis thaliana)有性生殖过程中

的DNA甲基化动态变化进行研究时发现, 在雌配

子发生过程中, 维持甲基化方式几乎不发生, 而受精

后在胚胎中从头甲基化与维持甲基化明显发生, 并
且维持一定甲基化水平直到成株, 这种DNA甲基化

动态变化周期对于拟南芥的繁殖具有一定意义。

植物DNA甲基化的发生和维持主要依赖于4
种在结构和功能上不同的胞嘧啶甲基转移酶。第

一种是维持DNA甲基转移酶(methyltransferase 1, 
MET1)家族, 在甲基转移酶中占统治地位, 主要功

能是维持对称序列CG位点的甲基化, 最近研究发

综　述 Reviews
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现在某些位点MET1也具有从头甲基化活性, 可以

使丢失的甲基化重新被甲基化, 而且发生重新甲

基化的CG位点是随机的, 这有助于稳定植物体内

甲基化水平, 并提高甲基化模式的多样性(Zubko等
2012)。第二种是结构域重排甲基转移酶(domains 
rearranged methyltransferase, DRM)家族, 主要功能

是从头甲基化, 其在非对称CHH位点的甲基化作

用最为突出。第三种是染色质甲基化酶(chromo-
methylase, CMT)家族, 该类酶为植物所特有, 负责

维持CHG位点的甲基化, 对维持基因组异染色质

状态起一定作用。此外, 在植物中还存在第四种

甲基转移酶, 如玉米(Zea mays)中的DMT104、拟

南芥中的DMT11, 它们可能是DNMT2 (DNA meth-
yltransferase 2)家族的同系物, 虽然它们在不少植

物中是保守的, 但其功能目前还不清楚(Goodrich
和Tweedie 2002)。现今, 已经从拟南芥、水稻

(Oryza sativa)、胡萝卜(Daucus carota)、大麦

(Hordeum vulgare)、玉米、番茄(Lycopersicon es-
culentum)等多种植物中分离到各种DNA甲基转移

酶编码基因。

综上所述, 植物在发育过程中根据细胞内基

因表达的需要, 依赖于各种DNA甲基转移酶发生

从头甲基化, 而这种甲基化模式一旦建立, 就可以

通过复制过程, 在维持甲基转移酶的作用下将新

的DNA甲基化信息传递给子细胞, 完成维持甲基

化过程。

2  植物DNA甲基化的发生机制

在过去的数十年中, DNA甲基化的发生机制

已深入研究 ,  目前对在拟南芥中由RNA介导的

DNA甲基化(RNA-dependent DNA methylation, 
RdDM)这一发生机制研究最为透彻。RdDM现象

首次在受到类病毒感染的植物中发现(Wassenegge
等1994), 被认为是植物基因转录沉默的主要机制, 
参与多种表观遗传现象, 如基因沉默、转座子抑

制、基因组印记和副突变(Xie等2004; Herr等2005; 
Zaratiegui等2007)。在RdDM过程中, 所产生的

dsRNA (double-standed RNA)和siRNA (small inter-
fering RNA)给DNA甲基转移酶提供一种甲基化的

信号 ,  DNA甲基转移酶在接收到信号后作用于

DNA靶位点上, 建立起一种甲基化印记, 然后通过

DNA复制过程将这种甲基化状态传递下去。

RdDM的发生机制主要包括两个步骤: 24-nt 
siRNAs的生物合成及siRNAs信号定位到靶DNA
区域, 启动从头甲基化的发生。以上两个步骤都

需要RNA聚合酶IV (DNA-dependent RNA poly-
merase IV, PolIV)和RNA聚合酶V (DNA-dependent 
RNA polymerase V, PolV)的参与。作为植物所特

有的RNA聚合酶, PolIV和PolV均为多亚基复合体, 
含有12个亚基, 由RNA聚合酶II (DNA-dependent 
RNA polymerase II, PolII)演变而来, 12个亚基一一

对应。PolIV和PolV的一些亚基的结构和功能已经

被鉴定分析, 包括NRPD/E2、NRPD/E4、NRPE5
及最大亚基NRPD/E1。但PolIV和PolV的转录调

控机制并不清楚, 目前研究发现, PolIV和PolV活性

需要KTF1 (KOW domain-containing transcription 
factor 1)  (Huang等2009; He等2009a)、RDM4 
(RNA-directed DNA methylation 4)/DMS4 (defec-
tive in meristem silencing 4) (He等2009b; Kanno等
2010)转录因子的调控。

RdDM的发生首先是24-nt siRNAs的生物合

成。以基因组上反向重复的DNA序列为模板, 通
过PolII转录出dsRNA, dsRNA在DCL3 (dicer-like 
protein 3)蛋白的作用下加工出24-nt的初级siR-
NA。甲基化酶HEN1 (hua enhancer 1)在siRNA 3'
末端进行甲基化修饰, 形成成熟的siRNA, HEN1的
C末端有甲基转移酶活性区域, 对siRNA 3'末端进

行甲基化修饰后, 甲基化基团可保护成熟的siRNA 
3'末端不被其他酶所识别, 防止siRNA降解, 提高

siRNA的稳定性。而PolIV可以以甲基化了的DNA
为模板进行转录, 产生出异常的ssRNA (single-
stranded RNA), SNF2-like染色质重塑蛋白CLSY1 
(CLASSY 1)可能促进这一过程。RDR2 (RNA de-
pendent RNA polymerase 2)将ssRNA合成为dsR-
NA, 同样在DCL3和HEN1作用下, 产生出更多的

成熟siRNA, 从而放大了siRNA介导的甲基化修饰

效应。随后成熟的s iRNA与AGO4、AGO6或
AGO9 (argonaute 4/6/9)结合成siRNA-AGO沉默效

应复合物, 在从头甲基化酶DRM2的作用下进行从

头甲基化(He等2011; Zhang和Zhu 2011; Saze等
2012)。最新研究发现SHH1 (sawadee homeodo-
main homolog 1)是siRNAs生物合成过程中的新成

员, 具有一个可与DNA结合的sawadee结构域, 可
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能募集PolIV定位到靶DNA (Law等2011)。
研究发现多种蛋白参与RdDM发生途径, 2009

年Bies-Etheve等发现衔接蛋白KTF1既可以结合

PolV的转录本, 其C端富含的WG/GW重复序列又

可以结合AGO4蛋白。当siRNA与AGO4结合时, 
KTF1与AGO4的相互作用增强了siRNA与PolV转

录本之间的联系, siRNA与PolV转录本之间碱基互

补配对(Bies-Etheve等2009)。以上复合物结合在

一起形成一个功能复杂的RdDM复合效应器, 指导

甲基转移酶DRM2对RdDM靶位点进行甲基化。

PolV转录本的生成需要RDM4、DRD1 (defective 
in RNA-directed DNA methylation 1)、DMS3 (de-
fective in meristem silencing 3)/IDN1 (involved in 
de novo 1)和RDM1 (RNA-directed DNA methyla-
tion 1)。DRD1、DMS3/IDN1和RDM1形成一个稳

定的蛋白复合体(DDR), DDR募集PolV到特定的染

色质区域(Law等2010)。RDM1可以结合甲基化的

单链DNA, 作为RdDM复合效应器与靶DNA之间

的桥梁, 募集PolV和PolII到特定的染色质区域

(Gao等2010)。RDM4/DMS4作为PolII和PolV的调

控因子, 与酵母IWR1 (interacts with RNA poly-
merase II)具有同源性(Kanno等2010), 类比IWR1的
功能我们推测RDM4/DMS4可以结合PolII/PolV并

携带其进入细胞核, 诱导聚合酶在RdDM靶位点的

活性。SGS3-like蛋白J家族的IDN2 (involved in de 
novo 2)/RDM12 (RNA-directed DNA methylation 
12)包含XS/XH结构域, 可与dsRNA的5'突出端结

合, 稳定24-nt siRNA与转录本之间的碱基配对, 在
idn2突变体中, siRNA的积累水平几乎不受影响, 
表明IDN2/RDM12在siRNA生物合成途径的下游

起作用(Finke等2012); 最近新发现的调控因子

FDM1 (factor of DNA methylation 1)与IDN2同源, 
可同时与siRNA、靶DNA结合, 在体内通过与自身

及IDN2形成同源二聚体来参与调控, 其中XH结构

域对FDM1的功能是必不可少的(Xie等2012)。甲

基转移酶DRM2对RdDM靶位点进行甲基化这一

过程需要SUVH2/9 [su(var)3-9 homolog 2/9]的帮

助, SUVH2/9具有SET和SRA结构域, 与靶DNA的

胞嘧啶结合后募集DRM2对RdDM靶位点进行从

头甲基化(Johnson等2008)。Lorković等(2012)最近

发现一个新的RdDM调控成员DMS11 (defective in 

meristem silencing 11), 具有GHKL (gyrase, Hsp90, 
histidine kinase, MutL) ATP酶结构域, DMS3可体外

诱导DMS11的活性, 在dms11突变体中siRNA积累, 
靶序列的甲基化修饰水平受抑制, 推测在RdDM途

径中DMS11为DMS3和其他调控蛋白提供ATP酶
活性, 揭示GHKL ATP酶在植物表观遗传调控中扮

演一个新的角色。

RdDM发生机制的研究在拟南芥中已取得重

大进展, 并逐渐被人们所认识, 但这些研究主要集

中于模式植物, 普通植物的甲基化发生机制仍缺

乏研究。目前对PolIV/PolV各个亚基功能和转录

调控研究并不十分透彻, 虽然已经确定了一些参

与RdDM途径的调控蛋白, 但在RdDM途径中是否

存在新的调控因子, 是否还存在其他植物DNA甲

基化的发生机制等诸多问题, 还有待在今后的研

究中加以解决。尽管我们对DNA甲基化的调控机

制了解越来越深入, 然而读取DNA甲基化编码信

息和调节下游调控机制的许多方面仍不明朗。目

前有几种关于DNA甲基化对下游调控机制模型: 
第一种是DNA甲基化的修饰改变染色质结构, 影
响核小体的定位进而影响靶DNA的转录调控; 第
二种是在转录方面提出了更加直接的影响, 认为

DNA的甲基化直接阻止了转录因子与靶序列的结

合; 研究最为广泛的是第三种模型, 甲基CpG结合

蛋白(methyl-CpG-binding proteins, MBPs)结合到

甲基化CpG位点, 与其他转录抑制因子相互作用或

募集组蛋白修饰酶形成异染色质结构, 进而调控

下游信号。MBPs被认为是在DNA甲基化影响基

因表达方面甲基化信号翻译的主要调控者, 但是

否还有其他DNA甲基化信号调控下游机制, 仍需

要人们不断研究探索。

3  植物DNA甲基化的生物学功能

植物DNA甲基化修饰作用在基因表达、细胞

分化以及生长发育过程中起着重要的调节作用, 
DNA甲基化模式的改变可以影响植物的花期、育

性、形态等, 并在植物印记、逆境胁迫、杂种优

势方面起到一定的作用。植物中DNA甲基化的生

物学作用主要体现在维持基因组稳定性和基因表

达调控两大方面。

3.1  维持基因组稳定性

转座元件在植物界普遍存在, 转座子不合适
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的插入和转录会破坏基因组的稳定。然而自发转

座的现象在植物界是比较少见的, 原因是植物通

过DNA甲基化的方式阻止了转座子的表达, 防止

转座子在基因组内或基因组间“跳跃”, 减少转座子

移动可能带来的危害(Lisch 2009)。邓兴旺研究组

以玉米为研究对象, 系统分析了DNA甲基化对转

座子的影响, 发现转座元件区域被高度甲基化, 缺
少转录活性, 所以DNA甲基化现象对于玉米维持

基因组稳定性尤为重要(Wang等2009)。甲基化是

转基因沉默的直接原因, 转基因甲基化的程度与

基因沉默的程度呈正相关。当外源DNA转入植物

体时会成为甲基化的目标, 转入基因的启动子区

和编码区往往发生甲基化, 影响转基因的正常表

达。Boyko等(2007)研究发现, 烟草花叶病毒(to-
bacco mosaic virus, TMV)侵染烟草(Nicotiana ta-
bacum)后, 导致烟草及其后代基因组DNA甲基化

水平整体升高, 但编码抗病基因LRR (leucine rich 
repeats)结构域的区段甲基化水平降低, 同时抗病

基因的重组率升高。因此, 植物DNA甲基化可以

抑制转座子和外源DNA的转录, 降低因非等位基

因间的转座和重组导致的基因座破坏, 抵御外来

基因的干扰, 从而维持基因组稳定性。

3.2  调节基因表达

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。水稻的os-
drm2突变体在营养生长和生殖生长阶段都表现异

常, 如矮化、分蘖数减少、抽穗延迟、完全不育

(Moritoh等2012)。DNA甲基化主要通过参与植物

基因表达的调控, 进而调节植物的生长发育, 在植

物印记、生物与非生物胁迫及杂种优势方面发挥

着重要作用。基因的转录与否决定了基因表达的

开启和关闭, 而DNA甲基化在转录过程中起到了

至关重要的作用。当基因处于表达状态时甲基化

水平往往很低, 随着生长发育的进行需要将该基

因关闭, 就会在该基因的启动子或编码区发生甲

基化, 使基因转录受到抑制, 基因失活, 终止其表

达; 而一些处于关闭状态的基因应生长发育的需

求要进行活化, 开启表达, 这时该基因的启动子区

或编码区发生去甲基化, 转录表达。北大-耶鲁联

合研究中心利用高覆盖率的tiling-path芯片技术深

入分析了水稻第IV和第X号染色体的DNA甲基化

(Li等2008), 发现DNA甲基化通过引起染色质结

构、DNA构象、DNA稳定性及DNA与蛋白质相

互作用方式的改变, 从而抑制转录, 进而调控基因

表达。

3.2.1  植物基因组印迹  植物基因组印迹是某些开

花植物在子代中部分基因单亲表达的一种表观遗

传修饰现象, 具有组织和发育时间特异性, 印迹基

因的表达是通过DNA甲基化和组蛋白甲基化修

饰、ncRNA (noncoding RNA)及RNAi (RNA inter-
ference)的调控来实现的, 其中DNA甲基化是印迹

过程的基础, 许多印迹调控区域(imprinting control 
regions, ICRs)都包含差异甲基化区域(differentially 
methylated regions, DMRs)。胚乳是植物发生基因

组印迹的主要部位, 某些印迹基因具有调节胚乳

细胞分裂、生长及调节养分运输的功能(Berger和
Chaudhury 2009), 在种子发育和萌发过程中确保

胚的正常生长及种子正常萌发, 此外, 研究还发现

印迹基因作为激素信号传递基因参与茉莉酸(jas-
monic acid, JA)、乙烯(ethylene, ET)、油菜素甾醇

(brassinosteroid, BR)及生长素(auxin)信号途径

(Hsieh等2011; Gehring等2011)。胚乳中不同亲缘

等位基因的不对称性造成择亲表达现象, DNA糖

基化酶DME (DEMETER)是在中央细胞中负责

DNA去甲基化的主要作用因子, 去除印迹基因如

拟南芥的FIS2 (FERTILIZATION INDEPENDENT 
SEED 2)、FWA (FLOWERING WAGENINGEN)、
MPC (MATERNALLY EXPRESSED PAB C-TERMI-
NAL)中母源等位基因5-胞嘧啶, 而父源等位基因

的甲基化状态仍由甲基转移酶MET1所维持, 二者

的拮抗作用造成不同亲源等位基因甲基化水平的

差异, 导致受精后胚乳中母源等位基因表达而父

源等位基因沉默。最近, Rea等(2012)研究发现组

蛋白H1参与DME介导的DNA去甲基化作用, MEA 
(MEDEA)、FWA、FIS2的母源等位基因在H1功能

缺失突变体中DNA甲基化水平明显升高, 导致胚

乳中MEA、FWA、FIS2母源等位基因表达降低。

玉米印迹基因FIE2 (FERTILIZATION INDEPEN-
DENT ENDOSPERM 2)为母源等位基因表达, FIE2
父源等位基因在中央细胞或精细胞中未检测到超

甲基化, 但在胚乳中却发生了超甲基化(Gutiérrez-
Marcos等2006), 说明受精后胚乳FIE2父源等位基
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因是通过从头甲基化获得其基因印迹的, 而从头

甲基化是哺乳动物基因印迹的主要特点, 这拓宽

了对植物基因印迹机制的理解。全基因组测序技

术极大地推进了人们对于植物印迹基因的寻找, 
如受DNA甲基化调控的新印迹基因拟南芥HDG8 
(HD-ZIP gene 8)、HDG9 (HD-ZIP gene 9)、HDG3 
(HD-ZIP gene 3) (Gehring等2009)编码HD-ZIP (ho-
meodomain-leucine zipper)转录因子, 前两者为母

源表达基因, 后者为父源表达基因。尽管全基因

组测序技术在基因组整体水平上揭露了许多印迹

基因, 但基因印迹是一个复杂的调控网络, 目前对

基因印迹发生机制及印迹基因又是如何调节胚乳

发育仍不清楚, 如印迹基因AtBMI1C的表达就是在

CG DNA甲基化、RNA指导的非CG DNA甲基化

及PcG (polycomb group)复合体活性三者间相互作

用下进行调控的(Bratzel等2012)。Wöhrmann等
(2012)对一个200 bp长的MEA印迹调控区域(ICRs)
进行研究, 该调控区域对于MEA的活性和表达是

必需的且在调控过程中不依赖于DME和MET1, 这
暗示着在MEA位点还有其他调控因子参与基因印

迹。因此, 基因印迹机制及印迹基因功能有待于

进一步研究。

3.2.2  生物与非生物胁迫  植物DNA甲基化水平和

状态在盐碱、重金属、干旱、低温、病原物侵染

等非生物和生物胁迫条件下会发生变化, 许多受

甲基化变化诱导的基因与胁迫反应有关 ,  因此

DNA甲基化被认为是植物响应逆境胁迫的分子机

制, 更为重要的是, 由胁迫引起的大部分DNA甲基

化变异在世代间可稳定遗传。研究表明, 对水稻

进行干旱胁迫发现水稻DNA甲基化水平升高且呈

现出组织特异性, 其中根部甲基化水平升高幅度

尤为明显(潘雅姣等2009)。大豆(Glycine max)在盐

胁迫条件下有4个转录因子包括1个MYB (v-myb 
avian myeloblastosis viral oncogene homolog)、1个
B-Zip (basic region-leucine zipper)和2个AP2/DREB
家族成员的甲基化状态发生动态变化, 从而调控

其在逆境下的生长代谢途径 (Song等2012)。
Bilichak等(2012)对盐胁迫处理拟南芥进行甲基化

分析, 发现拟南芥在盐处理条件下DNA甲基化水

平升高, 且这种超甲基化现象主要发生在外显子

而不是内含子上, 基因组5'末端与3'末端的甲基化

状态比中央部位变化更加明显。小麦(Triticum 
aestivum)种子在响应低温胁迫时发生甲基化与去

甲基化位点的变化, 且去甲基化过程占主导(陈芳

等2009)。重金属胁迫对植物DNA甲基化的影响

比较复杂, 有些植物表现为DNA甲基化水平升高, 
有些则表现为甲基化水平降低, 如镉、铬胁迫导

致油菜(Brassica napus)、萝卜(Raphanus sativus) 
DNA甲基化水平升高(Labm等2004; 杨金兰等

2007), 而镍、镉、铬胁迫导致白三叶(Trifolium 
repens)、大麻(Cannabis sativa) DNA甲基化水平

降低(Aina等2004), 表明不同物种中可能存在不同

的基因组DNA甲基化机制来抵御重金属胁迫。在

对拟南芥nrpd2突变体的研究中发现, nrpd2突变体

对灰霉菌(Botrytis cinerea)和黄瓜萎蔫病菌(Plec-
tosphaerella cucumerina)这两种病原物易感性增强, 
nrpd2编码PolIV/PolV的第二大亚基, PolIV/PolV在

RdDM途径中起重要作用, 表明RdDM参与植物免

疫遗传, 为DNA甲基化调控植物抗病免疫力提供

证据(López等2011)。DNA甲基化变异对胁迫响应

机制目前还不十分清楚, 可能是DNA通过甲基化

或去甲基化的修饰, 改变染色体的结构, 调节某些

基因表达, 使植物体产生或启动对逆境胁迫的应

答机制, 将毒害降低, 从而提高植物对不良环境的

适应。

3.2.3  杂种优势  杂种优势是杂交子代在生长、成

活、繁殖能力或生产性能等方面均优于双亲均值

的生物界普遍存在的现象, McClintock在1975年就

提出DNA甲基化可能在杂合体形成过程中发挥作

用。杂种优势现象实际上就是基因表达调控的外

在表现, 杂交种与亲本间不同的DNA甲基化模式

可能是杂种优势表达的一个原因。Hepburn等
(1991)认为自交能导致甲基化程度的逐渐积累, 而
杂交能使甲基化程度得以解除或重新编排。Tsaf-
taris和Kafka (1998)在对玉米杂交种及其亲本基因

组甲基化程度分析中得出DNA甲基化有基因型、

组织和发育时期特异性, 并且杂交种甲基化水平

(27.4%)低于两亲本(31.4%和28.3%), 认为杂交种

DNA甲基化降低使基因表达增强 ,  表现杂种优

势。而对水稻杂交种和双亲DNA甲基化程度分析

却得出相反的结果(Xiong等1999), 杂交种甲基化

水平(18%)高于两亲本(均为16.3%)。对于水稻杂
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交种而言, 虽然总体上甲基化程度与杂种优势不

相关, 但某些特异位点上甲基化程度的改变却对

杂种优势有显著效应, 有的位点上甲基化降低对

杂种优势有利, 而有的位点甲基化增强对杂种优

势有利, 这说明杂种优势产生过程可能与一部分

基因的表达和另一部分基因的沉默有关。Shen等
(2012)发现拟南芥杂交种的大部分DNA甲基化发

生位点与亲本的甲基化位点不同, 并且杂交种的

DNA甲基化发生区域有siRNA的存在, 这暗示着

RdDM可能指导杂交种的DNA甲基化发生。目前, 
杂种优势已经被广泛应用于作物生产中, 是培育

高产、优质、抗病虫、耐逆优良作物品种的有效

途径, 并且促进了植物的进化。

总之, DNA甲基化参与植物基因表达调控, 在
植物生长发育过程中起着重要的作用。目前对

DNA甲基化与春化作用、花器官形成、逆境胁

迫、杂种优势、基因印记、体细胞无性系变异等

方面的相关性都有了一定程度的了解, 但DNA甲

基化调节基因表达的详细机制还有待于更深入的

研究, 相信随着DNA甲基化检测方法的快速发展, 
人们能够更好地利用DNA甲基化的生物学功能, 
调节植物的生长发育, 同时对植物表观遗传学的

发展也将具有深远意义。

4  植物DNA甲基化检测方法

表观遗传学的研究现已成为热点, 用于检测

植物DNA甲基化的方法也随之不断涌现。DNA甲

基化的检测流程大体分为两个步骤: 待检测样品

的前期处理及目标序列的定位和甲基化状态的检

测。下面对DNA甲基化检测流程及3种常用的植

物DNA甲基化检测方法加以介绍。

4.1  待测样品的前期处理方法

由于DNA聚合酶无法区分甲基化及非甲基化

的胞嘧啶, 所以在普通PCR过程中, 甲基胞嘧啶被

胞嘧啶取代, 失去了甲基化的标志, 并且甲基基团

是定位在DNA大沟上, 杂交技术也不能揭露DNA
甲基化信息, 因此, 对待测的DNA样品需要进行前

期的处理, 主要有以下3种预处理方法。

(1 )限制性内切酶消化法。此法是经典的

DNA甲基化研究方法, 利用不同限制性内切酶对

甲基化位点的敏感性差异特点, 对DNA进行酶切: 
对于不存在甲基化的DNA, 甲基化敏感的限制性

内切酶在识别位点处切断DNA; 对于甲基化的

DNA, 则不能切断。所使用的经典酶对是HpaII/
MspI, 常用于植物mCCGG位点甲基化的检测。甲

基化敏感扩增多态性法(methylation-sensitive am-
plified polymorphism, MSAP)就是利用同裂酶

HpaII/MspI对识别序列CCGG的甲基化敏感性的

不同, 产生不同的DNA切割片段, 从而揭示甲基化

位点。由于该方法成本较低, 操作简便, 已被广泛

应用于水稻(张勇等2009)、麻疯树(Jatropha cur-
cas) (Kanchanaketu等2012)、马铃薯(Solanum tu-
berosum) (李媛媛等2012)、石莼(Ulva reticulata) 

(Gupta等2012)、野生大麦(Hordeum brevisubula-
tum) (Shan等2012)等基因组的胞嘧啶甲基化水平

的研究。对4种烟草叶片的MSAP分析结果表明, 
同胞系烟草之间的基因组DNA甲基化程度呈现明

显差异(‘Yunyan No.2’为50.62%, ‘K326’为40.74%, 
‘Yunyan 85’为44.44%, ‘Yunyan 87’为30.86%) (Fu等
2012)。Cao等(2012)采用MSAP技术对耐碱盐生植

物虎尾草(Chloris virgata)进行盐碱胁迫, 检测根部

及叶片的甲基化状态, 发现盐胁迫下根部甲基化

水平升高幅度(5.29%)比叶片(0.75%)大, 碱胁迫下

根部甲基化水平升高幅度(14.17%)比叶片(1.26%)
更加剧烈, 这暗示碱胁迫较盐胁迫更具有破坏性

和复杂性, 根部DNA甲基化调控在植物耐盐碱性

方面起到了重要的作用。MSAP技术的优点是无

需知道被测DNA的序列信息, 可在全基因组范围

检测CCGG位点的胞嘧啶甲基化水平, 且操作相对

简便、易分析; 但其局限性在于不能测定非CCGG
位点的甲基化, 在一定程度上低估了基因组DNA
胞嘧啶甲基化水平。

(2)亲和层析和免疫沉淀法。此法是目前最

新、最简便的富集甲基化DNA的方法, 利用甲基

结合域蛋白(methyl-CpG-binding domain, MBD)结
合甲基化的CpG位点, 或者通过单克隆抗体特异性

识别m5C来分离、富集得到甲基化DNA。其中, 
免疫共沉淀结合基因芯片法(methylated DNA im-
munoprecipitation chip, MeDIP-chip)是免疫共沉淀

法预处理DNA与基因芯片技术相结合的可快速、

高通量检测整个基因组和特定位点甲基化状态的

一种方法, 即利用5-甲基胞嘧啶的单克隆抗体通过

免疫沉淀富集甲基化片段, 荧光标记探针后, 与
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CpG岛芯片进行杂交, 检测杂交信号, 对杂交结果

进行分析, 每个点的信号强度即可代表对应位点

的甲基化状态。该方法已广泛应用于植物DNA甲

基化检测上, 如拟南芥(Zilberman等2007)和水稻

(Li等2008)的全基因组DNA甲基化分析。

(3)亚硫酸氢盐转化法。此法是目前映射甲基

胞嘧啶最精确的方法, 用亚硫酸氢盐处理DNA样

品, 未甲基化的胞嘧啶(C)处理后转化为尿嘧啶

(U), 而甲基化的胞嘧啶保持不变, 随后的PCR扩增

使尿嘧啶(U)转化为胸腺嘧啶(T), 对PCR产物进行

测序并与未用亚硫酸氢盐处理的序列作比较, 就
可判断CpG位点是否发生甲基化。这种方法非常

适用于在单核苷酸水平上检测DNA甲基化。如亚

硫酸氢盐测序法(bisulfite sequencing)就是将亚硫

酸氢盐转化法与测序技术相结合, 检测基因组中

胞嘧啶单核苷酸甲基化状态的一种相对高效的方

法, 是检测甲基化的“金标准”, 由Frommer等(1992)
最先报道。该方法的优点在于可靠性和精确度都

很高, 可获得样品DNA中CpG位点的全部甲基化

信息, 缺点在于需要大量PCR和测序操作, 过程较

为繁琐、昂贵, 因此适用于重复序列少的小基因

组样品的甲基化分析。目前, 随着测序技术的发

展, 亚硫酸氢盐测序法能够更加快速、有效地用

于DNA甲基化检测中, 现已有报道亚硫酸氢盐结

合新一代测序技术, 对拟南芥全基因组进行测序, 
完成了约120 Mb基因组DNA甲基化图谱分析

(Cokus等2008)。在2007年开发出来的专门针对植

物、用于分析亚硫酸氢盐测序得到的序列的甲基

化状态的软件CyMATE也极大地发展了该技术。

4.2  甲基化状态的检测和目标序列的定位

前期处理实现了甲基化和非甲基化的胞嘧啶

分离以后, 就可以对分离出的甲基化DNA片段进

行检测和定位。目前对DNA甲基化的检测基于以

下3种技术。

(1)基于凝胶分析。利用二维凝胶电泳技术

(two-dimensional electrophoresis, 2-DE)或聚丙烯酰

胺凝胶电泳技术(polyacrylamide gel electrophore-
sis, PAGE), 通过DNA片段在凝胶电泳上的位置改

变来检测甲基化水平的变化。由于其操作繁琐、

工作量大、分辨率低, 目前已逐渐被基因芯片和

高通量测序技术所取代。

(2)基于基因芯片技术分析。基因芯片的出现

为检测DNA甲基化的高通量提供了技术平台, 各
种基于基因芯片分析DNA甲基化的方法是以不同

的DNA预处理方法为基础, 结合甲基化检测芯片

技术, 高通量获得甲基化信息, 在基因组中寻找新

甲基化位点。DNA样品经预处理后, 与基因芯片

杂交, 对杂交结果进行分析, 得到DNA甲基化信

息。基于基因芯片技术检测DNA甲基化的方法由

于其快速、高通量、精确度高等优点已成为DNA
甲基化检测的有力手段, 但目前基于芯片分析技

术所面临的问题是设计足够多的探针已覆盖更广

的基因组范围。商业化的Infinium甲基化芯片可分

析约450 000个CpG位点, 但这依然只占了人类基

因组甲基化位点数的1.6%。

(3)基于高通量测序技术。高通量测序是目前

最新、最有发展前景的大规模基因组DNA甲基化

分析技术, 测序的目的是产生大量的序列信息, 通
过高通量测序对比检测基因组DNA甲基化水平并

定位, 高通量测序使得对一个物种的转录组和基

因组进行细致全貌的DNA甲基化分析成为可能, 
目前已广泛用于拟南芥、水稻等植物基因组DNA
甲基化的研究, 并取得丰厚的成果, Hsieh等(2011)
利用高通量测序技术在拟南芥胚乳中发现了43个
可能的印迹基因。该技术的优点在于快速、有效

且成本低, 与甲基化检测芯片相对比, 无需对样品

组和对照组进行标记和杂交, 直接测序得到DNA
甲基化信息。高通量测序可以和上述3种DNA样

品处理方法相结合, 如亚硫酸氢盐直接测序法能

够准确分析出每个碱基的甲基化状态, 酶切消化

亚硫酸氢盐测序(reduced representation bisulfite se-
quencing, RRBS)是基于甲基化不敏感限制性内切

酶(MspI)将基因组甲基化DNA消化成小片段DNA, 
经亚硫酸氢盐处理后, 结合基因组高通量测序技

术 ,  绘制出单碱基分辨率的全基因组甲基化图

谱。最近又将MeDIP与高通量测序技术相结合

(MeDIP-seq), 灵活度和精确度更高, 检测范围更

广, 取代了传统的芯片杂交, 不存在由芯片杂交的

荧光模拟信号带来的交叉反应和背景噪音问题, 
Vining等(2012)对毛果杨(Populus trichocarpa) 7个
不同组织部位DNA的动态变化及基因表达的研究

就是采用MeDIP-seq。但该方法倾向于富集高
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CpG密度区域, 低CpG密度区域的甲基化分析存在

问题, 并且无法精确到每个碱基的甲基化状态(Li
等2010), 因此这种方法更适合应用于基于大样本

量、群体水平的研究。虽然高通量测序有诸多优

点, 但仍存在局限性, 如后续大量测序数据的分析

及不适用于小规模基因组的测序, 如何分析并应

用所获得的基因组信息, 这些都是需考虑的。

DNA甲基化检测技术的不断改进使得人们对

植物DNA甲基化的研究更加简单方便, 除了以上

几种常用的方法外, 还有一些方法也比较常见, 如
高效液相色谱柱(high performance liquid chroma-
tography, HPLC)、甲基化敏感性限制性内切酶

(MS-RE)-PCR/Southern法、结合亚硫酸氢盐的限

制性内切酶法(combined bisulfite restriction analy-
sis, COBRA)、甲基化荧光检测(methylight)、限制

性标记基因组扫描(restriction landmark genomic 
scanning, RLGS)、MBD柱层析与MS-RE联用技术

(combination of methylated-DNA precipitation and 
methylation-sensitive restriction enzymes, COM-
PARE-MS)等。尽管DNA甲基化的研究进展迅速, 
发展了一系列的研究方法和技术, 但目前这些方

法都还存在着一定的局限性, 因此面对具体问题, 
根据不同的样品和试验目的来选择最适合的解决

方法就显得尤为重要。

5  展望

作为表观遗传修饰主要方式之一, DNA甲基

化已成为研究热点。DNA甲基化现象广泛存在于

植物细胞中, 参与植物基因表达的调控, 在植物的

生长发育过程中起着非常重要的作用。虽然人们

对DNA甲基化的研究开展了大量的工作, 但研究

还不够深入。RdDM是植物基因沉默的关键机制, 
具体调控途径还不十分清楚, 有待于进一步研究

其中的重要调控因子。基因启动子区和编码区的

甲基化是如何调控基因表达的？两者在基因表达

调控方面有何区别？目前有研究发现非启动子

DNA甲基化可能对染色质活化状态的维持起到重

要作用。植物DNA甲基化的建立与维持、基因转

录是如何受甲基化调控的以及甲基化与去甲基化

的动态调节, 这些都需要深入了解。以上几方面

的研究将有助于解释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。DNA甲

基化的研究进展迅速, 需要研究方法和技术的支

持, 随着研究的不断深入, 甲基化分析技术有待于

更加完善, 高通量的检测方法将发挥越来越重要

的作用。

目前, 我们采用MSAP方法, 研究羽衣甘蓝自

交亲和系与自交不亲和系种子在萌发过程中甲基

化水平的差异, 进一步验证自交退化现象与甲基

化的相关性, 旨在表观遗传学领域解释自交退化

机理。并且通过高压静电场处理自交不亲和系羽

衣甘蓝种子, 对处理后种子DNA甲基化水平的差

异及苗期生长势的变化进行研究, 进一步探讨高

压静电场对生物体的作用机理和物理因素, 以及

其对生物体的表观遗传学效应。同时, 寻求自交不

亲和系种子生长势恢复的有效手段, 这对自交不亲

和系亲本的繁殖及杂交育种都具有重要的意义。
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