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摘要: 以菊花的扦插生根苗为试材, 在缺氮和适氮水培条件下, 分别使用甲基化抑制剂(5-azaC)和甲基供体

(SAM)处理菊花根系, 测定处理后基因组DNA甲基化水平变化、根系构型相关参数、根系硝态氮含量以及

NO3
-
转运蛋白基因CmNRT1.1、CmNRT2.1、CmNAR2.1的相对表达量。结果表明, 在适氮条件下, 5-azaC处理

的菊花根系DNA甲基化水平降低, 根系总直径、总表面积及总体积增大; 根系NO3
-
含量与对照相比显著增加, 

根系NO3
- 
转运蛋白基因CmNRT1.1、CmNRT2.1、CmNAR2.1相对表达量也有所升高。据此推测, 降低菊花根系

基因组DNA甲基化水平可以提高根系NO3
-
转运相关基因的表达, 进而促进根系对NO3

-
的吸收。
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菊花是我国传统名花和世界四大切花之一, 
栽培面积和产量均位于花卉前列。菊花品种繁多, 
广泛用于盆花、切花、地被和园林绿化, 而且作

为中药材和茶饮用途的菊花栽培面积也在不断扩

大。氮素是植物生长发育所不可或缺的重要营养

元素之一(王新超等2006), 植物对土壤中有效性养

分的利用能力对植株发育和完成其生命周期起着

至关重要的作用(Seccod等2017)。合理施用氮肥

对菊花的生长和品质提高有较大的促进作用(黄在

范等2009)。
DNA甲基化是有机体极为重要的调控方式

(Law和Jacobsen 2010; Gutzat和Scheid 2012)。在植

物的生长发育过程中, DNA甲基化通过调控基因

表达、转座子转座、染色质结构稳定等方面, 影响

植物生长的形态、稳定性、分化和发育(Gonzalez
和Li 2012; Bucher等2012)。DNA甲基化通过改变

DNA构象, 影响染色质的结构及DNA与蛋白质的

相互作用, 从而调节相关基因表达, 完成相关生命

活动(李照令等2014)。研究表明, 拟南芥与水稻中

DNA甲基化水平改变导致植株矮小, 叶面积变小, 
表现出类似植物氮素营养缺乏有关症状(Finnegan
等1996; Vanyushin 2006)。还有研究发现缺氮处理

后的玉米根系DNA甲基化率较正常供氮有所升高, 
推测植物DNA甲基化与硝态氮的吸收有一定关系

(武永军2012)。菊花的甲基化目前已有一定的研

究, 如王子成等(2009)和聂丽娟(2008)研究了菊花

开花及组织培养与甲基化水平的关系, 但目前关

于菊花基因组DNA甲基化水平与根系NO3
-吸收的

相关研究未见报道。因此, 开展DNA甲基化与菊

花根系NO3
-吸收之间的关系研究, 提高菊花氮素利

用效率, 从而进一步提高菊花产量和观赏品质具

有重要意义。

本实验用外源DNA甲基化抑制剂5-氮杂胞苷

(5-azacytidine, 5-azaC)和甲基化供体S-腺苷酰-L-
甲硫氨酸(S-adenosyl-L-methionine, SAM)处理, 
通过测定菊花根系的基因组DNA甲基化水平、根

系构型相关参数、NO3
-转运蛋白基因CmNRT1.1、

CmNRT2.1、CmNAR2.1的相对表达量以及NO3
-含

量的变化, 探讨菊花根系DNA甲基化水平与NO3
-

吸收之间的关系, 从表观遗传学的角度为进一步

提高菊花氮肥的利用效率提供新的理论依据。

1  材料与方法

1.1 实验材料

本研究以切花菊(Chrysanthemum morifolium 
Ramat.)品种‘神马’为实验材料, 于2016年3月~11月
进行。选取大小一致、生长健壮的菊花插穗(顶部

带2~3片幼叶, 高约8 cm)进行扦插, 约21 d后扦插

生根。

1.2  实验设计

实验在山东农业大学园艺实验室进行, 将根

系长势较为一致的菊花扦插生根苗置于盛有无N
元素的Hoagland营养液的培养容器(长48 cm、宽

29 cm、高12 cm的方形塑料盆)中培养, 用挖孔的
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泡沫板作为固定菊花植株, 容器外周用黑色卡纸

包裹。将培养容器置于光照培养箱内, 光照培养

箱温度为25°C, 湿度为75%, 光周期为14 h昼/10 h
夜, 以气泵对营养液连续通气并及时添加蒸馏水

以补充蒸发的水分。各组培养液初始pH调节为

6.8, 每容器定植25株, 共24盆。参考Guo等(2017)
方法, 本实验的KNO3处理浓度设为0 (缺氮条件)和
5 mmol·L-1 (适氮条件)。在含0和5 mmol·L-1硝态氮

的Hoagland营养液水培条件下, 分别设空白对照、

100 μmol·L-1甲基化抑制剂5-azaC和100 μmol·L-1甲

基供体SAM处理, 分别记为0-0、0-a、0-s、5-0、
5-a和5-s, 于处理0、5、10和15 d取菊花根系, 根
据实验需要进行后续观察和分析。每个处理3次
重复。

1.3  测定项目与方法

1.3.1  根系DNA提取

取处理0、5、10和15 d的0.3 g菊花根尖(长约

0.2 cm), 采用DNA提取试剂盒提取DNA, 提取过程

参照试剂盒说明书进行。在提取过程中用RNA酶

处理, 去除RNA, 纯化后的DNA质量用1%的琼脂

糖凝胶电泳检验提取结果, 使用超微量紫外分光

光度计测定提取的DNA浓度, 置于−20°C冰箱保存

备用。

1.3.2  甲基化敏感扩增多态性分析(MSAP) 
MSAP主要参考Xiong等(1999)方法, 采用双

酶切组合EcoRI/HpaII和EcoRI/MspI, 经酶切、连

接、预扩增和选择性扩增等4个步骤完成, 其中接

头、预扩增和选择性扩增引物见表1, 扩增后采用

6%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, 进行硝酸银染色并

统计条带数。

1.3.3  根系形态构型测定 
使用根系扫描仪EPSON (G780B, Seiko Epson 

Corp., Tokyo, Japan)扫描整个根系。用Win RHIZO 
(Pro 2007)根系图像分析系统软件对菊花根系生长

指标测定, 计算每个根样品的总根长、平均直径、

总表面积、总体积和根尖数等参数的平均值。

1.3.4  硝态氮含量测定

采用水杨酸比色法。取2 g根系, 加10 mL去
离子水研磨后移入15 mL离心管, 30 min沸水浴, 冷
却后1 370×g离心10 min。将提取液过滤到25 mL
容量瓶中并定容, 吸取0.1 mL样品液, 加入0.4 mL 
5%水杨酸试剂, 混匀后室温放置20 min, 再加入9.5 
mL 8% NaOH, 摇匀, 待冷却至室温后, 在410 nm处

比色测OD值。每个样品重复3次。

1.3.5  NO3
-转运蛋白相关基因表达的实时荧光定量

(qRT-PCR)分析

采用田素波等(2011)的方法。分别取甲基化

试剂处理0、5、10、15 d的根系, 在−80°C超低温

冰箱中保存。通过TRNzol法提取总RNA, 并使用

1%琼脂糖凝胶电泳检测进行检测。采用天根生化

科技(北京)有限公司的FastKing RT Kit (With gD-
Nase) (KR116)试剂盒进行反转录反应, 将RNA反

转录为cDNA。用qRT-PCR技术检测CmNRT1.1、
CmNRT2.1和CmNAR2.1 mRNA在菊花根系中的表

达水平。引物的设计是从NCBI数据库中引用AtN-
RT1.1、AtNRT2.1和AtNAR2.1的序列, 然后与菊花

表1  MSAP分析所用引物序列

Table 1  Primer sequences used in MSAP analysis

接头和引物
                                                                     序列(5'→3') 

                     EcoRI             MspI/HpaII (H/M)

接头1 CTCGTAGACTGCGTACC GCTCATGAGTCCTGCT
接头2 AATTGGTACGCAGTC TCATGATCCTGCTCG
预扩引物 GACTGCGTACCAATTCA ATCATGAGTCCTGCTCGG
选扩引物 GACTGCGTACCAATTCAAC ATCATGAGTCCTGCTCGGTCA
 GACTGCGTACCAATTCAAG ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA
 GACTGCGTACCAATTCACA ATCATGAGTCCTGCTCGGTAC
 GACTGCGTACCAATTCACT 
 GACTGCGTACCAATTCAGG 
 GACTGCGTACCAATTCACC 
 GACTGCGTACCAATTCACG 
 GACTGCGTACCAATTCAGC 
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转录组相关基因进行Blast同源性比对 ,  再使用

Primer 5.0软件进行设计。每个处理取3次重复, 
qRT-PCR引物设计见表2。
1.4  数据处理

采用Microsoft Excel软件处理数据和作图, 采
用SPSS 17.0软件的LSD法进行差异显著性检验和

相关分析。

2  实验结果

2.1  甲基化抑制剂5-azaC和甲基化供体SAM处理

对菊花根系基因组DNA甲基化水平的影响

样品DNA经2种酶切组合EcoRI/HpaII (H)和
EcoRI/MspI (M)酶切后, 在聚丙烯酰胺凝胶电泳分

析中检测出3种带型。I类: H和M组合都有带, 表明

无甲基化发生; II类: H有带, M无带, 表明CCGG位

点发生半甲基化; III类: H无带, M有带, 表明CCGG
位点发生全甲基化。本实验共采用24对引物对不

同处理的菊花根系DNA的甲基化水平进行MSAP
分析(图1)。在所有样品的扩增条带中甲基化数为

119~202条, 比例为31.27%~49.55%。

5-azaC和SAM处理后检测菊花根系基因组

DNA甲基化水平。结果(表3)表明, 适氮条件下

DNA甲基化率总体低于缺氮条件下的甲基化率。

而且无论缺氮还是适氮条件下, 5-azaC处理的根系

DNA甲基化水平随着时间的延长总体出现逐渐下

降趋势。在处理15 d, 适氮条件下5-azaC处理(5-a)
DNA甲基化水平与对照相比下降6.39%, 而SAM处

理的则与对照(0-0)相比上升6.89%。从甲基化类

型来看, 菊花根系CCGG位点的甲基化主要是双链

内部胞嘧啶甲基化, 即CG甲基化占绝对优势。

2.2  5-azaC和SAM处理对菊花根系外观形态构型

的影响

利用根系扫描仪扫描5-azaC和SAM处理15 d
的菊花根系。由图2可以看出, 适氮条件下菊花根

系的总根长与缺氮条件下相比处于较高水平。与

对照相比, 5-azaC处理的根系直径显著增大, 而
SAM处理的根系平均直径显著减小。对根系生长

指标进行统计的结果(表4)表明, 在缺氮和适氮条

件下, 根系总根长、总表面积、总体积、根尖数

和平均直径等生长指标随着处理时间的延长不同

程度地增加。适氮条件下, 5-azaC处理的菊花根系

总表面积、总体积和平均直径与对照相比始终处

于较高水平 ,  而SAM处理的根系则处于较低水

平。适氮条件下处理15 d, 5-azaC处理的总根长和

表2  基因的实时荧光定量所用PCR扩增引物序列

Table 2  Primer sequences used in real-time PCR amplification

   引物名称                   序列(5'→3')

CmNRT1.1-F AACAGGGACCGTCAAGAGAA
CmNRT1.1-R AGCAATCAAGAACAGCGAAA
CmNRT2.1-F GTAACACCTCCGAGCAACAC
CmNRT2.1-R TTTCACAATGCAATAGCATG
CmNAR2.1-F AATGGCTGAAAACTCAAGAA
CmNAR2.1-R AATCATGCAATGGCATAAAC
CmACTIN-F ACAACTGCTGAACGGGAAAT
CmACTIN-R TCATAGACGGCTGGAAAAGG

图1  5-azaC和SAM处理的菊花根系MSAP扩增图谱

Fig.1  MSAP patterns of chrysanthemum roots treated with 5-azaC and SAM 
A: 该位点没有发生甲基化; B: 该位点发生了半甲基化; C: 该位点发生了全甲基化。
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表3  5-azaC和SAM处理对菊花根系基因组DNA甲基化水平的影响

Table 3  Effect of 5-azaC and SAM on the levels of genomic DNA methylation in the roots of chrysanthemum

处理时间/d         处理         
                   MSAP扩增带谱                     扩增条带       甲基条带        甲基化带            半甲基条       全甲基化条 

                                                         I                    II                  III                总数               总数              比率/%             带比率/%         带比率/% 

  0 0-0 240 73 97 401 170 42.29 18.20 24.19
 0-a 226 72 107 405 179 44.20 17.78 26.42
 0-s 238 58 98 394 156 39.59 14.72 24.87
 5-0 214 64 104 382 168 43.98 16.75 27.23
 5-a 238 52 101 391 153 39.13 13.30 25.83
 5-s 234 61 108 403 169 41.94 15.14 26.80
  5 0-0 237 59 103 399 162 40.60 14.79 25.81
 0-a 279 41 92 412 133 32.28 9.95 22.33
 0-s 206 84 118 408 202 49.51 20.59 28.92
 5-0 234 55 96 385 151 39.23 14.29 24.94
 5-a 269 34 89 392 123 31.38 8.67 22.71
 5-s 196 74 104 374 178 47.59 19.79 27.80
10 0-0 238 49 109 396 158 39.90 12.37 27.53
 0-a 262 34 85 381 119 31.23 8.92 22.31
 0-s 223 79 113 415 192 46.27 19.04 27.23
 5-0 249 56 100 405 156 38.52 13.83 24.69
 5-a 254 49 99 402 148 36.82 12.19 24.63
 5-s 225 77 109 411 186 45.25 18.73 26.52
15 0-0 245 55 106 406 161 39.66 13.55 26.11
 0-a 280 37 92 409 129 31.54 9.05 22.49
 0-s 214 85 115 414 200 48.31 20.53 27.78
 5-0 251 50 102 403 152 37.72 12.41 25.31
 5-a 279 38 90 407 128 31.45 9.34 22.11
 5-s 228 74 110 412 184 44.66 17.96 26.70

　　扩增条带总数=I+II+III; 甲基化条带总数=II+III; 全甲基条带数=III。

根尖数与对照相比分别降低了14.73%和10.13%, 
但总表面积、总体积和平均直径与对照相比分别

增加了12.60%、27.12%和39.31%; 而SAM处理的

总根长、总表面积、总体积、根尖数和平均直径与

对照相比分别降低了13.00%、24.44%、32.20%、

31.12%和17.93%。

2.3  5-azaC和SAM处理对菊花根系NO3
-含量的影响

适氮条件下生长的菊花根系NO3
-含量比缺氮

条件下的明显增加(图3)。缺氮条件下, 5-azaC和

SAM处理的菊花根系中NO3
-含量与对照相比均没

有明显差异, 而且随着处理时间的延长, 也未发现

明显增加的趋势。适氮条件下, 随着处理时间延

长, 根系NO3
-含量均有所增加, 但5-azaC处理的比

对照增加, 而SAM处理的比对照减少。在处理15 
d, 5-azaC处理的NO3

-含量比对照增加19.44%, 而
SAM处理的比对照减少13.89%。

图2  5-azaC和SAM处理对菊花根系外观形态的影响

Fig.2  Effects of 5-azaC and SAM on the root appearance of chrysanthemum
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表4  5-azaC和SAM处理对菊花总根长、总表面积、总体积、根尖数和平均直径的影响

Table 4  Effects of 5-azaC and SAM on the overall lengths, total surface areas, total volumes,  
tips of roots and average diameters in chrysanthemum 

处理时间/d
                                                                                    总根长/cm      

        0-0         0-a        0-s         5-0        5-a         5-s

  0   8.18±0.52a   9.74±0.76a   8.25±0.56a   8.43±0.26a   8.37±0.50a   8.79±0.22a

  5 25.62±0.91c 24.95±0.20c 25.17±0.72c 41.85±0.72a 34.27±0.54b 31.54±0.81b

10 39.58±1.57c 35.76±0.35d 34.08±1.24d 52.73±1.24a 46.56±0.93b 40.55±1.40c

15 41.04±1.77c 40.67±0.63e 37.51±1.32b 66.39±0.69a 56.61±0.75d 57.76±0.40b

处理时间/d
                                                                                    总表面积/cm2    

        0-0         0-a        0-s         5-0        5-a         5-s

  0   5.45±0.38a   5.68±0.39a   5.89±0.54a   6.32±0.30a   6.25±0.20a   5.91±0.40a

  5   8.48±0.24d   9.14±0.16cd 10.27±0.22c 13.29±0.59b 14.63±0.57a   8.77±0.31d

10 16.08±0.54c 16.91±0.17c 11.69±0.38d 21.61±0.69b 23.64±0.44a 20.28±0.64b

15 20.92±0.16e 23.91±0.16d 20.71±0.63e 36.74±0.17b 41.37±0.60a 27.76±0.29c

处理时间/d
                                                                                    总体积/cm3     

        0-0       0-a        0-s       5-0       5-a       5-s

  0 0.15±0.05bc 0.18±0.05a 0.15±0.04c 0.16±0.02b 0.18±0.03a 0.14±0.05c

  5 0.23±0.10d 0.27±0.07c 0.34±0.04b 0.27±0.15c 0.56±0.17a 0.22±0.05d

10 0.59±0.06c 0.64±0.06b 0.42±0.06e 0.62±0.12b 0.81±0.11a 0.52±0.09d

15 0.77±0.01c 0.82±0.10c 0.67±0.06d 1.18±0.04b 1.50±0.05a 0.80±0.18c

处理时间/d
                                                                                    根尖数/条     

        0-0       0-a        0-s       5-0       5-a       5-s

  0   20±1.53ab   22±0.58a 24±1.53a   21±1.52ab   18±1.15b   23±1.00a

  5   36±0.58c   42±1.15ab 41±1.00b   46±2.08a   41±1.53b   35±1.53c

10   87±1.53c   79±2.52cd 69±2.00d 121±5.13a 102±4.36b 113±4.58ab

15 115±2.08d 105±2.65e 95±2.52f 187±4.73a 174±3.51b 155±2.65c

处理时间/d
                                                                                    平均直径/mm    

        0-0       0-a        0-s       5-0       5-a       5-s

  0 1.14±0.04b 1.12±0.02b 1.12±0.02b 1.01±0.02c 1.21±0.03a 1.03±0.02c

  5 1.22±0.03b 1.32±0.04a 1.25±0.03b 1.08±0.05c 1.33±0.04a 1.13±0.04c

10 1.38±0.03b 1.49±0.02a 1.26±0.03c 1.10±0.02d 1.42±0.02ab 1.18±0.05cd

15 1.45±0.03c 1.71±0.04b 1.39±0.05c 1.45±0.04c 2.02±0.03a 1.19±0.01d

　　同行中不同小写字母表示达到5%显著性差异水平。

2.4  5-azaC和SAM处理对菊花根系硝态氮转运蛋

白基因CmNRT1.1、CmNRT2.1和CmNAR2.1表达

的影响

随时间延长 ,  缺氮条件下 ,  菊花根系CmN-
RT1.1、CmNRT2.1和CmNAR2.1的相对表达量均有

所上升, 但与适氮条件相比上升幅度较小(图4)。
适氮条件下, 5-azaC处理15 d的菊花根系3个基因

相对表达量达到高峰, 与对照相比, CmNRT1.1相对

表达量上调14.29%, 而SAM处理的下调17.86% (图
4-A); CmNRT2.1相对表达量升高15.58%, 而SAM处

理的降低12.99% (图4-B); CmNAR2.1相对表达量

升高23.48%, 而SAM处理的降低5.17% (图4-C)。

3  讨论

DNA甲基化是一种重要的表观遗传修饰, 与真

核细胞的生长、分化和转化机制密切相关(Zhang等
2017)。植物基因组DNA的甲基化是调节基因功

能的重要手段 ,  许多内源基因被甲基化抑制剂

5-azaC处理后处于去甲基化状态而激活(李雪林等

2009)。已有研究表明, 番茄悬浮细胞培养液中加
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入5-azaC后, 基因组范围5-甲基胞嘧啶减少25%, 
CCGG序列的5-甲基胞嘧啶也减少16%~30% (Law
和Suttle 2005)。本研究结果表明, 甲基化抑制剂

5-azaC处理后菊花根系基因组整体的DNA甲基化

水平均较对照显著下降, 这与前人研究相符(李梅

兰等2003)。无论缺氮还是适氮条件下, 5-azaC处

理的根系DNA甲基化水平随着时间的延长总体出

现逐渐下降趋势, 说明5-azaC的抑制作用具有时间

累加效应。徐宝华(2005)以甲基供体SAM为外源

诱导物处理小麦种子的研究结果表明, 小麦初生

根的基因组DNA甲基化水平升高, 初生根的生长

受到抑制。本实验中甲基供体SAM处理后菊花根

系整个基因组的DNA甲基化水平与对照相比显著

上升, 这也与前人研究结果相一致。说明5-azaC处
理导致菊花根系基因组DNA甲基化水平下降, 而
SAM则导致其DNA甲基化水平上升。

根系是植物水分和养分吸收的主要器官, 也
是植株地下部分和地上部分进行营养交换的代谢

器官。植物需要的氮素主要是由根系吸收的, 研
究认为根系的形态和大小与氮素的吸收密切相关

(Wang和Chen 2004)。已有研究表明, 水稻氮高效

基因型根系总吸收面积和活跃吸收面积大, 氧化

力和还原力强, 氮吸收效率不同基因型的水稻拔

节期的总根长、根密度、根干重和根表面积有显

著差异, 根系吸收面积大、根系活力强, 根系吸收

养分能力就较强(程建峰等2007)。DNA甲基化抑

制剂的处理可以使甲基化程度降低, 使植株产生

表型差异, 最后导致植物生长发育过程中出现异

常, 其中包括根系生长的异常等。5-azaC处理的甘

蓝幼苗(King 1995)、拟南芥种子(Finnegan等1996)
和亚麻种子(Fieldes等2005)在植株生长发育过程

中DNA甲基化水平均有所降低, 导致植株矮化、

图3  5-azaC和SAM处理对菊花根系NO3
-含量的影响

Fig.3  Effects of 5-azaC and SAM on the nitrate contents 
in chrysanthemum roots

不同小写字母表示同一时间不同处理间达到5%显著性差异

水平。下图同此。

图4  5-azaC和SAM处理对菊花根系CmNRT1.1、CmNRT2.1
和CmNAR2.1相对表达量的影响

Fig.4  Effects of 5-azaC and SAM on the relative expression 
of CmNRT1.1, CmNRT2.1 and CmNAR2.1  

in chrysanthemum roots
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株型丛状、叶片变小等异常性状, 并且这些变异

性状遗传给了后代。本研究结果表明, 菊花根系

经甲基化抑制剂5-azaC处理后, DNA甲基化水平降

低, 菊花根系的总根长和根尖数相比于对照变小, 
这与陈芳(2009)使用5-azaC对小麦进行处理后的

结果相似。但总表面积、总体积和平均直径比对

照增大, 推测5-azaC处理抑制了根系的伸长, 但是

增加了根系直径, 导致根系总面积、体积较对照

有所增加。而SAM处理的菊花根系生长各指标与

对照相比均出现下降趋势, 对根系生长有抑制作

用, 这与徐宝华(2005)用SAM处理抑制小麦初生根

生长的结果相一致。说明菊花根系DNA甲基化水

平的变化影响了菊花的根系构型的改变, 但其机

理还需进一步深入研究。

硝态氮是植物吸收利用的主要氮源。NO3
-的

吸收首先需要NO3
-转运蛋白的转运(Orsel等2006; 

Plett等2010; Møller等2011)。植物可以通过基因组

DNA甲基化的表观遗传修饰, 来调控内源基因表

达从而实现相关生命活动的正常进行(刘宝2008)。
常染色质中高度甲基化的基因往往是沉默的, 而
DNA去甲基化有助于解除转录沉默激活基因表达

(Li等2008; 罗俊鹏等2017)。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(李忠爱等2016)。在

拟南芥中, 当外界温度升高, 其中编码基因At3g-
50770甲基化水平降低, 同时基因表达水平增高(Nay- 
denov等2015)。在转基因烟草中, 当外源基因NptII
基因被甲基化后, NptII酶活性表达水平大幅度下

降; 然而经过5-azaC处理后NptII酶活性表达水平

得到恢复, 转化组织抗性增强(李梅兰等2003)。在

植物外界环境改变的过程中, DNA甲基化状态的

改变涉及多条片段和多个基因, 通过多种途径的

协同作用来共同适应环境的改变(陆许可等2014; 
Liang等2014)。本研究结果表明, 无论缺氮还是适

氮条件下, 5-azaC处理的根系全基因组DNA甲基化

水平显著降低, 同时qRT-PCR检测发现NO3
-转运蛋

白基因CmNRT1.1、CmNRT2.1、CmNAR2.1的相

对表达量也显著上调, 而且根系中NO3
-含量也随之

显著升高。SAM处理则相反, 菊花根系全基因组

DNA甲基化水平显著升高, NO3
-转运相关基因的

表达量下调, 根系中NO3
-的含量显著降低。说明菊

花基因组DNA甲基化水平可能是通过影响NO3
-转

运蛋白基因CmNRT1.1、CmNRT2.1、CmNAR2.1
的相对表达量, 进而影响根系对NO3

-的吸收。植物

DNA甲基化影响基因表达的研究说明两者之间可

能存在相应的关系, 但是植物如何通过DNA甲基

化的改变影响基因表达的研究, 还需进一步的实

验证据以阐明该问题。

本实验探究了菊花根系DNA甲基化水平与根

系NO3
-吸收之间的关系, 初步发现, 降低菊花根系

基因组DNA甲基化水平, 促进根系NO3
-转运相关

基因的表达, 从而促进根系对NO3
-的吸收。从表观

遗传学的角度为进一步提高菊花氮肥的利用效率

提供新的理论依据。
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Effects of DNA methylation level on the nitrate uptake of roots in 
Chrysanthemum morifolium
YU Yuan-Yuan, GUO Yun-Hui, WEN Li-Zhu, SUN Cui-Hui, FAN Hong-Mei, SUN Xian-Zhi,  
WANG Wen-Li, SUN Xia, ZHENG Cheng-Shu*

College of Horticulture Science and Engineering, Shandong Agricultural University, Chrysanthemum Research Center of 
China, Japan and Korea in Shandong Province, Taian, Shandong 271018, China

Abstract: Using the rooted cuttings of chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium) as test materials, the 
chrysanthemum roots system was treated with methylation inhibitor (5-azaC) and methyl donor (SAM) under 
the condition of nitorgen deficiency and suitable nitrogen hydroponics. The changes of DNA methylation level, 
root system configuration parameters, the contents of NO3

- and the relative expression levels of NO3
- transporter 

gene CmNRT1.1, CmNRT2.1 and CmNAR2.1 were measured. The results showed that the DNA methylation 
level with 5-azaC treatment was reduced; the total root diameter, total surface area and total volume of root sys-
tem increased. In addition, the contents of NO3

- was significantly increased and the relative expression levels of 
CmNRT1.1, CmNR2.1 and CmNAR2.1 in root system were also increased. It is conjectured that the reduction of 
DNA methylation level in the genome of chrysanthemum could increase the expression of NO3

- transport related 
genes, and then promote the absorption of NO3

- in the root system.
Key words: Chrysanthemum morifolium; root; DNA methylation; nitrate nitrogen; 5-azaC; SAM; MSAP
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