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摘要: 在植物的生长发育过程中, DNA甲基化修饰是影响基因表达的重要调控因子。CUP-SHAPED COTYLEDON 1 
(CUC1)是拟南芥离体器官再生的关键基因。本研究采用实时定量PCR (qRT-PCR)和亚硫酸氢盐测序PCR (BSP)技术检测

了拟南芥离体器官再生过程中CUC1的表达与其DNA甲基化修饰的动态调控关系, 发现CUC1的表达与其启动子区和3′端
的DNA甲基化修饰水平呈明显负相关性。本研究为深入了解CUC1参与拟南芥离体器官再生的可能调控机制提供参考。
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植物的离体器官发生是指离体组织或细胞在

组织培养的条件下形成不定芽、根和花芽等器官

的过程(谷瑞升等1999)。一般认为离体器官再生

存在直接和间接两种途径, 前者不经过愈伤组织

阶段, 而后者需要先形成愈伤组织, 然后产生离体

器官。植物在离体器官发生过程中主要经历以下

3个阶段: (1)细胞对外源激素作出识别, 脱分化, 获
得器官发育潜能; (2)脱分化的细胞在激素的作用

下向特定器官发育; (3)器官的形态发生阶段, 此过

程已不再需要激素诱导(佘茂云等2015; 叶兴国等

2012; 关春梅和张宪省2006; Sugiyama 1999)。拟

南芥(Arabidopsis thaliana)根外植体是研究离体器

官再生最为常用的材料。通常情况下, 根外植体

经富含生长素的愈伤组织诱导培养基(callus induc-
tion medium, CIM)预培养, 再转移至富含细胞分裂

素的芽诱导培养基(shoot induction medium, SIM)
后, 完成离体器官的再生。但是该过程非常复杂, 
需要多个基因的协同参与和精准调控(Duclercq等
2011; Motte等2014)。随着研究的不断深入, WUS-
CHEL (WUS)、SHOOT REDIFFERENTIATION 
DEFECTIVE (SRD)、SHOOT MERISTEMLESS 
(STM)、CUP-SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1)等
离体苗再生关键基因逐步被证实, 它们的功能缺

失或异常表达均会引起拟南芥离体器官再生能力

的改变(Cheng等2013; Chatfield等2013; Gordon等
2007; Gallois等2004)。CUC1编码一个NAC基因家

族的转录因子(Aida等1997), 该基因在植物茎顶端

分生组织的建立、器官的分化及花器官发育中均

起重要的作用(Vroemen等2003)。此外, CUC1可通

过调控STM的表达来决定分生组织中心的建立, 体
外条件下该基因的异常表达或缺失突变均会使苗

端分生组织不能正常形成(Daimon等2003)。

表观遗传是指DNA序列没有发生变化, 但基

因的表达却发生了可遗传的改变。植物中表观遗

传修饰相关的研究主要集中在两个方面: 一类是

对基因转录前的调控, 主要包括DNA甲基化和组

蛋白修饰, 这些修饰主要通过调控基因的转录活

性来影响其表达; 另一类为基因的转录后修饰, 主
要包含siRNA、lncRNA、miRNA等一些非编码

R N A的调控 ,  这些非编码R N A可以通过诱导

mRNA的降解调节基因的翻译表达(Liu等2010)。
DNA甲基化是最主要的一种表观遗传修饰形式, 
是调控基因表达的重要手段, 其对基因的表达调

控主要通过以下3种途径: 一是基因发生DNA甲基

化修饰以后, 会使一些转录因子无法正确地识别

相应的DNA结合元件进而影响其转录的正常进行; 
另一种是DNA甲基化修饰可将转录因子的DNA识

别序列转变为抑制因子识别序列, 从而抑制基因

的转录; 第三种是DNA甲基化可通过招募染色质

重塑因子发生染色质重塑, 从而导致基因失活(郑
小国等2013)。在植物的生长发育过程中, DNA甲

基化参与调控了植物的开花时间、基因组织特异

性表达、生物和非生物胁迫响应、细胞分化和重

编程等多个过程(Finnegan等2000), 例如: 低温处理

可通过影响拟南芥开花相关基因FLOWERING LO-
CUS C (FLC)的DNA甲基化修饰状态而促进其开花

(Finnegan等1998); 番茄(Solanum lycopersicum) 
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COLORLESS NON-RIPENING (CNR)基因的启动子发

生DNA超甲基化时会延迟其果实的成熟并伴随多

种表型变异(Manning等2006); 玉米(Zea mays)根发

育关键基因GLYCINE-RICH PROTEIN 3 (ZmGRP3)
的组织特异性表达受其启动子区的DNA甲基化修

饰影响(Song和Dong 2015); 盐胁迫可使烟草(Nico-
tiana tabacum) GLYCEROPHOSPHODIESTER-
ASE-LIKE PROTEIN (NtGPDL)发生DNA去甲基化

并诱导其表达(Choi和Sano 2007); 玉米分化的细胞

中细胞周期相关基因CYCLIN D4  (CYCD4)和
ANAPHASE PROMOTING COMPLEX 10 (APC10)
的表达均受DNA甲基化修饰的调控(Candaele等
2014)。此外, 已有研究证实在拟南芥离体器官再

生过程中干细胞维持分化关键基因WUS的表达受

DNA甲基化修饰的调控(Li等2011), 而在此过程中

CUC1是否也受到了DNA甲基化修饰的调控并不

清楚。本文通过对拟南芥离体器官再生过程中

CUC1的表达及DNA甲基化修饰状态进行系统分

析, 以期探求两者的相关性, 为深入了解该基因在

离体器官再生过程中的表达调控机制提供参考。

材料与方法

1  植物材料和培养条件

选取饱满的野生型拟南芥[Arabidopsis thaliana 
(L.) Heynh.]种子(生态型为Col-0)经75%乙醇消毒

灭菌后, 点种在MS培养基上(Murashige和Skoog 
1962), 4°C春化3 d后放置于组织培养室中进行竖

直培养, 培养条件为: 光照培养16 h、暗培养8 h, 
光强为3 000 μmol·m -2·s -1的饱和光 , 昼/夜温度

(25/20)°C, 相对湿度55%。

2  实验方法

2.1  根外植体的诱导及离体苗的获得

将在第1节所述条件下生长7 d的拟南芥小苗

根外植体沿下胚轴剪下, 一部分作为对照, 另一部

分放置于CIM培养基{B5+0.5 g·L-1 2-(N-吗啉)乙磺

酸[2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, MES]+2.2 
μmol·L-1 2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid, 2,4-D)+0.2 μmol·L-1激动素(kinetin, 
KT)+0.8% (m/V)琼脂粉}上, 培养4 d后, 再转移到

SIM培养基[MS+5 μmol·L-1 2-异戊烯腺嘌呤(2-iso-
pentenyladenine, 2-IP)+0.9 μmol·L-1吲哚-3-乙酸(in-

dole-3-acetic acid, IAA)+0.8% (m/V)琼脂粉]上分别

继续诱导培养4、7和10 d。
2.2  基因表达分析

选取第2.1节所述在MS培养基上生长7 d的拟

南芥根外植体(命名为Mock)、CIM培养基诱导4 d
的培养物(命名为CIM4)以及CIM预诱导4 d后SIM
培养基继续诱导4、7和10 d的培养物(分别命名为

SIM4、SIM7和SIM10), 液氮冷冻后, 利用植物组

织RNA提取及反转录试剂盒(Invitrogen)提取RNA
并进行反转录cDNA的合成。以反转录后的cDNA
为模板, 拟南芥TUBLIN2作内参, 通过实时定量

PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR)检测

CUC1基因的表达情况(引物见表1)。PCR反应体

表1  分析CUC1表达及DNA甲基化状态对应引物

Table 1  Primers for analyzing the expression and DNA  
methylation status of CUC1

     引物名称            引物序列(5′→3′) 

TUBLIN2-F TTTGTGCTCATCTTGCCACGGAAC
TUBLIN2-R CTCAAGAGGTTCTCAGCAGTACC 
CUC1-qRT-F CCTTGACGGCAAATTCTCTT 
CUC1-qRT-R GCCGCTTTTCAGACAAACTT 
CUC1-BSP I-F GAAAATGCCAAAAGAAAAACT 
CUC1-BSP I-R TCAAGAGATTTTTACAC 
CUC1-BSP II-F CTAATAAGTTTTGGATTAAATG 
CUC1-BSP II-R AGCATGCAATGCGTGC  
CUC1-BSP III-F AACGGTTGGGGGAGGCCAAGATT
CUC1-BSP III-R GTTTTTGAGTGCATCCTGTGA 
CUC1-BSP IV-F CATACCGATGCGAGCTTTCATACA 
CUC1-BSP IV-R TGACGGAGGAGGAGGAA 

系(15 μL): 双蒸水(ddH2O) 5.5 μL、正向引物(10 
μmol·L-1) 0.5 μL、反向引物(10 μmol·L-1) 0.5 μL、
模板cDNA 1.0 μL、SYBR® Premix Ex Taq™ (2×) 
7.5 μL。反应条件: 95°C预变性1 min; 95°C变性10 
s, 60°C退火15 s, 72°C延伸15 s, 80°C收集荧光值, 
循环40次; 65~95°C, 每隔0.5°C做溶解曲线。利用

比较Ct法(2−ΔΔCt法)分析表达量(Liva和Schmittgen 
2001)。做3次生物学重复, 采用SPSS单因素方差

分析程序分析实时荧光定量结果, 用Tukey法进行

多重比较(徐明飞等2015)。
2.3  甲基化水平检测

利用十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimeth-
ylammonium bromide, CTAB)法提取第2.1节所述
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各培养物的基因组DNA, 各取5 μg按照DNA重亚

硫酸盐转化试剂盒(天根)的方法步骤对其进行处

理。对于每个样品, 分别取重亚硫酸盐处理前、

后的DNA 1 μL作为模板, 利用相应的引物(表1)对
目的基因的检测区域进行PCR扩增后, 将产物连接

到pMD-18T载体(TaKaRa), 然后转化到大肠杆菌, 
选取阳性克隆, 送测序公司测序。每个样品测序

10个克隆, 利用DNAMAN软件对处理前后各检测

区域的测序结果进行比对。测序后未甲基化的胞

嘧啶(cytosine, C)将转变成胸腺嘧啶(thymine, T), 
而甲基化的C将保持不变。利用这一原理, 通过分

析检测区域中的CG、CHG和CHH位点的C变化情

况来对其甲基化修饰状态进行分析。

实验结果

1  离体器官再生过程中CUC1的表达水平分析

qRT-PCR结果表明, 在MS培养基生长7 d的拟

南芥根中, CUC1的表达水平较低, 在CIM培养基上

诱导培养4 d后其表达上调1.5倍, 当转移到SIM培

养基上分别培养4、7和10 d后, 与对照相比其表达

分别上调2.7、3.6和3.3倍(图1), 表明在根外植体诱

导的离体器官再生过程中, CUC1受到诱导明显上

调表达。

2  离体器官再生过程中CUC1的DNA甲基化修饰

状态分析

为了解拟南芥离体器官再生过程中CUC1的
DNA甲基化修饰状态, 首先通过甲基化修饰位点

分析软件MethPrimer (http://www.urogene.org/
methprimer/) (Li和Dahiva 2002)对CUC1的启动子

图2  CUC1的CG位点分布、基因结构和DNA甲基化检测区域分析

Fig.2  CG site location, gene structure and the DNA methylation–detected regions of CUC1
A: 红色短竖线为CG位点, 蓝色区域为CG富集区(200 bp序列内C+G含量>50%, CG观测值/预测值>40%); B: 黑色细线为启动子及内含

子序列, 黑色粗线为编码区, 白色粗线为5′或3′端非编码区, ATG为翻译起始位点。

区(ATG上游1 500 bp)以及基因序列区的CG位点的

含量和分布进行分析 , 发现了3个CG富集区(图
2-A); 又对上述序列所对应的基因结构进行分析, 
发现这些CG富集区分别位于其启动子区及3′末端

区域(图2-B)。
根据上述分析结果, 分别对其启动子区(检测

区I和II)、基因5′端(检测区III)和3′端(检测区IV) 4
个区域(图2-B) CG、CHG和CHH位点的DNA甲基

化修饰状态进行了亚硫酸氢盐测序PCR (bisulfite 
sequencing PCR, BSP)分析。结果(表2)表明, 位于

其启动子区的检测区I在对照中C甲基化水平为

23.90%, 而在CIM4、SIM4、SIM7和SIM10中其甲

基化水平则显著降至11.00%、10.70%、10.70%和

10.80%; 检测区II在所有的培养物中均只有极少数

的甲基化修饰; 基因5′端的检测区III在对照中有

4.17%的C发生了甲基化修饰, 而在CIM4、SIM4、
SIM7和SIM10中甲基化水平与对照相比并没有显

图1  拟南芥离体器官再生过程中CUC1的表达分析

Fig.1  The expression of CUC1 during A. thaliana in vitro 
organogenesis

各柱形上用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05)。
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著差异; 3′端的检测区IV在对照和CIM4中C的甲基

化水平约为16%, 而在SIM4、SIM7和SIM10中则

约为9%。以上结果说明, 在拟南芥离体器官再生

过程中, CUC1的启动子区(检测区I)及3′端区域发

生明显的去甲基化。

3  离体器官再生过程中CUC1的DNA甲基化模式

分析

分别对CUC1基因上述4个检测区域的DNA甲

基化模式分析发现, 在对照中检测区域I的CG、

CHG和CHH位点的甲基化水平分别为17.70%、

2.40%和3.80%, 在CIM4中分别为5.10%、2.30%和

3.60%, SIM4中为4.86%、2.30%和3.54%, SIM7中
为4.96%、2.16 %和3.58%, SIM10中则为4.90%、

表2  拟南芥离体器官再生过程中CUC1的DNA甲基化水平

Table 2  The DNA methylation level of CUC1 during in vitro organogenesis in A. thaliana

样品名称
                                                                           C甲基化水平/%   

    检测区I   检测区II 检测区III 检测区IV

Mock 23.90±2.36a 2.77±0.23a 4.17±0.35a 16.25±2.03a

CIM4 11.00±1.28b 2.96±0.11a 4.05±0.49a 15.60±0.34a

SIM4 10.70±1.06b 2.90±0.11a 3.90±1.34a   9.26±0.85b

SIM7 10.70±1.13b 2.74±0.14a 4.01±0.66a   9.20±1.36b

SIM10 10.80±1.21b 2.74±0.28a 4.14±1.04a   8.10±0.91c

　　C甲基化水平指各检测区中甲基化的C占所有C的百分比。同列数据用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05), 下表同。

表3  拟南芥离体器官再生过程中CUC1启动子区DNA甲基化模式分析

Table 3  The DNA methylation pattern of CUC1 promoter during in vitro organogenesis in A. thaliana

样品名称
                       检测区I各C位点甲基化水平/%                                                 检测区II各C位点甲基化水平/%   

          CG      CHG     CHH       CG     CHG     CHH

Mock 17.70±2.40a 2.40±0.21a 3.80±0.23a 0.85±0.35a 0.65±0.25a 1.27±0.60c

CIM4   5.10±1.10b 2.30±0.21a 3.60±0.24a 0.66±0.15a 0.70±0.00a 1.60±0.10b

SIM4   4.86±0.60b 2.30±0.14a 3.54±0.23a 0.60±0.18a 0.60±0.12a 1.70±0.22b

SIM7   4.96±0.35b 2.16±0.16a 3.58±0.30a 0.34±0.30b      0±0b 2.40±0.52a

SIM10   4.90±0.66b 2.30±0.27a 3.60±0.41a 0.34±0.30b      0±0b 2.40±0.46a

2.30%和3.60% (表3), 表明在离体器官再生过程中, 
CUC1检测区I的DNA甲基化修饰水平的降低主要

是由于CG位点甲基化水平降低造成的, 而与CHG
和CHH位点无关。检测区II和III在CIM4、SIM4、
SIM7和SIM10中的甲基化模式均与对照相似(表3
和4)。检测区IV在对照和CIM4中的CG、CHG和

CHH位点修饰水平相似, 分别约为2.40%、13.00%
和0.85%, 而在SIM4、SIM7和SIM10中CG和CHH
位点甲基化水平变化并不明显, CHG位点的甲基

化修饰水平在C I M 4中略有下降而在S I M 4、
SIM7和SIM10中则明显降低至约6%, 表明检测

区IV的甲基化修饰水平的变化主要发生在CHG位

点(表4)。

表4  拟南芥离体器官再生过程中CUC1基因5′和3′端DNA甲基化模式分析

Table 4  DNA methylation pattern in the 5′ and 3′ regions of CUC1 during in vitro organogenesis in A. thaliana

样品名称
                  检测区III各C位点甲基化水平/%                                                 检测区IV各C位点甲基化水平/%     

       CG     CHG     CHH      CG      CHG     CHH

Mock 0.62±0.21c 1.35±0.41a 2.20±0.55a 2.40±0.12a 13.00±0.7a 0.85±0.10a

CIM4 0.88±0.22b 1.20±0.19a 1.97±0.31a 2.30±0.15a 12.40±1.32a 0.90±0.14a

SIM4 0.47±0.16d 1.23±0.26a 2.20±0.43a 2.37±0.20a   6.10±1.04b 0.79±0.23a

SIM7 0.65±0.25c 1.30±0.44a 2.06±0.25a 2.26±0.35a   6.04±0.80b 0.90±0.24a

SIM10 1.14±0.20a 0.80±0.17b 2.20±0.62a 1.55±0.14b   5.65±0.72b 0.90±0.18a
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4  CUC1的表达与DNA甲基化修饰的关系

在对照中, CUC1的表达水平低, 其启动子区

(检测区I)及基因3′端(检测区IV)均发生明显的

DNA甲基化修饰 ,  而伴随其在CIM4、SIM4、
SIM7和SIM10中上调表达, 上述两个区域的DNA
甲基化修饰水平明显降低(图1和表2), 表明在离体

苗再生过程中, CUC1的表达可能受到了启动子区

及基因3′端区域的DNA甲基化修饰的影响。

讨　　论

在拟南芥顶端分生组织中, CUC1对于分生组

织中心的建立和器官原基的形成起着关键的调控

作用, 在体外培养条件下它也是离体器官发生的

重要调控因子。前期的研究表明, 来源于拟南芥

根外植体的离体器官再生过程中, 一系列基因如

WUS、CUC1/2、CLV3、STM等被激活表达从而

调控建立新的组织中心, 进而分化出离体器官或

离体苗(Heisler等2005; Mayer等1998)。在本实验

中, MS培养基生长7 d的拟南芥根中, CUC1的表达

水平较低, 而在SIM培养基诱导培养的根外植体中

其表达明显上调, 这与其在体外离体器官再生中

的调控作用是一致的。Zhang等(2006)通过对拟南

芥全基因组的DNA甲基化修饰状态分析发现, 在
基因不同部位其DNA甲基化修饰存在很大差异, 
这可能与基因的表达调控及正常结构的维持相

关。本研究对CUC1的DNA甲基化修饰状态进行

检测的4个区中, 其启动子区(检测区I)及基因3′端
区域存在DNA甲基化修饰, 而在检测区II和III中该

修饰水平非常低, 表明DNA甲基化对CUC1的修饰

也同样存在区域特异性。

在整个离体器官再生过程中, 随着CUC1在
SIM培养物中的上调表达(图1), 其启动子区(检测

区I)和3′端区域的DNA甲基化水平均明显降低(表
2), 且与其表达变化呈现明显的负相关特征, 表明

上述两个区域的DNA甲基化修饰可能对其表达起

着关键性的调控作用。虽然在CUC1启动子区的

另一个区域(检测区II)和基因5′端也发现存在DNA
甲基化修饰, 但其修饰水平非常低(表2), 且在离体

器官再生过程中并没有明显变化, 因此推测这两

个区域的DNA甲基化修饰可能并不参与其表达的

调控。Li等(2011)研究发现, 在拟南芥离体器官再

生过程中, 随着WUS的上调表达, 其启动子区发生

明显的DNA去甲基化, 这与CUC1基因相似, 表明

在离体器官再生过程中两者的表达可能均受到了

启动子DNA甲基化修饰的调控。另外, 在离体器

官再生过程中CUC1的3′端区域也发生了明显的

DNA去甲基化 ,  但在WUS的3′端并没有检测到

DNA甲基化修饰状态的改变, 因此推测DNA甲基

化对两者的修饰调控亦具有差异性。

CG位点的甲基化通常与基因的表达调控相

关, 而有时CHG或CHH位点的甲基化也同样至关

重要(郑小国等2013)。通过对CUC1不同检测区域

的DNA甲基化模式分析发现, 在离体器官再生过

程中, 其启动子区(检测区I) CG位点的DNA甲基化

水平在对照中为17.70%, 在CIM4、SIM4、SIM7
和SIM10中则明显下降 ,  而CHG和CHH位点的

DNA甲基化水平并没有明显变化(表3); 其3′端区

CHG的DNA甲基化水平在对照中为13.00%, 在
CIM4、SIM4、SIM7和SIM10中则依次降低, 而
CG和CHH位点的DNA甲基化水平并没有明显变

化(表4), 因此推测, 在离体器官再生过程中CUC1
的表达变化可能是通过其启动子区CG位点和3′端
区CHG的甲基化修饰状态的改变来调控的。
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DNA methylation modification status of CUC1 during in vitro organogenesis in 
Arabidopsis thaliana
SONG Yu-Guang, MA Zong-Qi, QIU Nian-Wei, DONG Wei*

College of Life Sciences, Qufu Normal University, Qufu, Shandong 273165, China

Abstract: DNA methylation is an important regulator of gene expression during plant development. CUP-
SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1) is a key marker gene during in vitro organogenesis in Arabidopsis thaliana. 
In this study, the dynamic relation between CUC1 expression and DNA methylation was analyzed by quantita-
tive real-time PCR (qRT-PCR) and bisulfite sequencing PCR (BSP), respectively, during in vitro organogenesis. 
The expression of CUC1 was negatively correlated with its DNA methylation level in the promoter and 3′ re-
gion. This result provides references for further understanding of the possible regulation mechanism of CUC1 
in A. thaliana in vitro.
Key words: Arabidopsis thaliana; DNA methylation; CUC1; in vitro organogenesis
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