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摘要: 为了能够在胁迫条件下生存, 植物进化出复杂的机制来感知外部信号, 从而对环境变化做出最佳反

应。表观遗传机制调控植物应答外界胁迫是近年来发现的重要机制之一, 其中DNA甲基化在该过程中处

于核心地位。本文就近年来DNA甲基化在植物应答胁迫的生物学功能、作用机制以及未来的前景等进

行阐述, 从而为DNA甲基化在植物遗传学中的研究以及应用提供理论参考。
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Abstract: In order to survive all kinds of stress conditions, plants have evolved complex mechanisms to 
sense external signals and respond to environmental changes in the best way. Epigenetic mechanisms 
regulating plant responses to external stress are one of the important mechanisms discovered in recent 
years, among which DNA methylation is at the core of epigenetic modification. In this paper, the biological 
function, mechanism and future prospect of DNA methylation in response to plant stress were described 
in recent years, so as to provide theoretical reference for the research and application of DNA methylation 
in plant genetics.
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在自然状态下, 植物的整个生长周期均处于

固着状态, 不像动物能够主动自发地躲避不良环

境, 因此必然会受到来自外界生物与非生物胁迫

的影响(杜康兮等2018)。为了能够在胁迫条件下

生存, 植物进化出复杂的机制来感知外部信号, 从
而对环境变化做出最佳反应, 其中表观遗传机制

调控植物应答外界胁迫是近年来发现的重要机制

之一。目前, 人们一致认为表观遗传是研究没有
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DNA序列变化的、可遗传的改变基因表达的科学

(Wu和Morris 2001)。DNA甲基化、染色质重塑及小

RNA途径是表观遗传的重要途径之一, 其中DNA
甲基化在该过程中处于核心地位(Grativol等2012)。
有关DNA甲基化的研究结果多集中于动物学和医

学领域, 而对植物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, 已成为现代遗传学研究所关注的热点。

1  DNA甲基化

甲基化是DNA的一种天然修饰方式, 在真核

生物中, 甲基化只发生在胞嘧啶第5位碳原子上, 
由DNA甲基转移酶催化, 以S-腺苷甲硫氨酸(S-ade-
nosyl methionine, SAM)为供体, 将甲基转移到胞嘧

啶上而生成5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine, m5C)。
1925年, m5C首次在结核分枝杆菌的结核菌素水解

产物中发现(Johnson和Coghill 1925)。随后, 在植

物中也发现了较高水平的m5C甲基化修饰(Bewick
和Schmitz 2017)。

DNA胞嘧啶甲基化修饰主要包括不对称(mCp- 
HpH)甲基化和对称(mCpG和mCpHpG)甲基化。在

植物中, DNA甲基化发生在所有胞嘧啶序列上, 包
括3种类型, 即CG、CHG和CHH (其中H=A、C或T)。
与哺乳动物相比, 植物基因组中m5C比例相对较

高, 不同物种的范围在6%~25% (Steward等2000), 
具有物种、组织、器官和发育阶段的特异性(Vany-
ushin和Ashapkin 2011)。例如, 在拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)中, CG、CHG和CHH的甲基化水平分别为

24%、6.7%和1.7% (Dhar等2014)。野生型和栽培

稻幼穗24.3%的胞嘧啶甲基化, 比拟南芥高4倍, 其
CG、CHG和CHH的甲基化水平分别高达44.5%、

20.1%和4.0% (Li等2012)。植物基因组DNA甲基

化主要发生在对称序列CG富含区以及高度重复序

列, 集中在着丝粒重复区、核糖体RNA 编码重复

区以及转座子(transposable elements, TEs)等区域

(Zilberman等2007)。

2  DNA甲基化的主要检测方法

DNA甲基化的检测方法主要有4种(石鹏等2019), 
第一种为甲基化敏感扩增多态性(methylation sen-

sitive amplified polymorphism, MSAP) PCR法, 即分

别使用同裂酶MSPI、HpaII与内切酶EcoRI组合

对基因组DNA进行双酶切, 从而得到大小不同的

DNA片段, 然后连上相应的内切酶接头, 根据接头

序列设计相应的引物进行预扩增和选择性扩增, 这
种方法主要在早期DNA甲基化研究中使用(杨金

兰等2007; Aina等2004; Correia等2013)。第二种为

酶联免疫法(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA), 该方法主要是对样品中的m5C进行精确

定量, 其使用与m5C特异结合的单克隆抗体和带有

发光基团的二抗对甲基化的胞嘧啶进行定量(骆
薇2011)。第三种为甲基化DNA免疫沉淀测序法

(methylated DNA immunoprecipitation-sequencing, 
MeDIP-seq), 该方法首先要针对m5C设计特异抗

体, 利用抗体对胞嘧啶甲基化的DNA、甲基结合

域(methyl binding domain, MBD)或其他蛋白质结

构域进行免疫共沉淀, 然后将这些序列进行高通

量测序(Stelpflug等2014; Xu等2017)。第二种和第

三种方法均需要制备抗体, 手段繁琐, 应用不多。

第四种为亚硫酸氢盐测序法(bisulfite sequencing), 
该方法是运用亚硫酸氢盐处理变性的基因组DNA 
片段, 将其中未甲基化的胞嘧啶转变为尿嘧啶, 而
已被甲基化的胞嘧啶将不会被转换。接着通过

PCR 反应扩增转变后的序列, 将尿嘧啶转换为胸

腺嘧啶, 再结合高通量测序技术, 未转化的甲基胞

嘧啶最后以胞嘧啶形式被检测到, 随着三代基因

测序技术的应用和普及, 这是目前常用的DNA检

测方法(Liu等2017; Bian等2006)。

3  DNA甲基化在响应逆境胁迫中的作用 

通常, 植物遭受不同的生物和非生物胁迫均

导致基因甲基化增加, 从而导致基因组活性的降

低。一旦胁迫减轻, 大多数这些应激诱导的修饰被

重置为基础水平, 而一些修饰也可以在有丝分裂

甚至减数分裂细胞中遗传, 这种“应激记忆”可以帮

助植物更有效地应对随后的胁迫, 甚至跨代遗传

(Dowen等2012; Chinnusarmy和Zhu 2009)。如拟南

芥以5-甲基胞嘧啶DNA糖基化酶基因为中心, 通
过甲基化传感基因调控回路, 响应胁迫, 并可以实

现跨代遗传(Williams和Gehring 2017)。
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3.1  响应生物逆境

植物被一系列病原体侵入, 但只有少数病原

体成功引起疾病, 大多数的攻击可以通过植物本

身的复杂免疫系统来抵消(Muthamilarasan和Prasad 
2013)。植物能通过DNA甲基化模式和水平的改变

介导对细菌以及病毒等生物胁迫的应答过程。如

拟南芥可通过转座子DNA去甲基化激活免疫应答

基因以及一些防御基因的转录, 从而限制了细菌

病原体假单胞菌——丁香假单胞菌在叶中的增殖和

维管束内繁殖, 表现抗菌特性(Yu等2013a)。这些

重复序列或转座子内DNA甲基化动态变化可以响

应水杨酸应激, 调节邻近基因(Dowen等2012); 拟
南芥中伸长复合体亚基2 (elongator complex subunit 
2, ELP2)还可与植物免疫关键转录激活因子(non-
expressor of pathogenesis-related genes 1, NPR1)互
作, 介导在病原菌诱导转录组重编程中的染色质调

控, 调控防御基因的动态表达(Wang等2013a)。小

麦(Triticum aestivum)二倍体祖先小黑麦(Aegilops 
tauschii)在受白粉病菌(Blumeria graminis f. sp. tritici, 
Bgt)感染后, 植株中ARGONAUTE4a (AGO4a)显著

下调 , 伴随着AGO4a分选的24nt-短链干扰RNA 
(24nt-short-interfering RNA, 24nt-siRNA)水平的显

著降低, 特别是对于转座子附近的基因, 且携带

CHH-低甲基化差异甲基化区域的转座子富含“应
激反应”功能元件, 包括受体激酶、过氧化物酶和

致病相关基因等, 可通过上调自身与Bgt防御有关

的致病相关基因如β-1,3-葡聚糖酶基因、DNA甲

基化酶(DOMAINS REARRANGED METHYLASE 2, 
DRM2)诱导基因沉默, 从而增强植物对Bgt的抗性

(Geng等2019)。不同类型的病原菌如Psc (Plectos-
phaerella cucumerina) 和 Hpa (Hyaloperonospora 
arabidopsidis)对拟南芥的侵染中 , 大多数DNA- 
directed RNA poly-merase V subunit 1 (NRPE1)和
REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1)依赖的防御

基因调节均受DNA甲基化调控(Sánchez等2016)。
TE-siR815是另一种微型反向重复转座元件(minia-
ture inverted repeat transposable element, MITE) 衍
生的siRNA, 由WRKY45-1的内含子产生, 这是粳稻

(Oryza sativa ssp. japonica)的天然变体, TE-siR815
可以通过RNA介导的DNA甲基化 (RNA directed 

DNA methylation, RdDM)抑制WRKY45, 从而在调

节细菌性疾病中起负面作用。WRKY45-1的过表

达可以增强对稻瘟病菌的抗性(Zhang等2016a)。
水稻组氨酸脱乙酰酶(histone H4 deacetylase, Os-
HDT701)是组氨酸乙酰转移酶和组氨酸脱乙酰酶

(histone acetyltransferases and histone deacetylases, 
HDACs)的基因, 它是植物特异的HD2家族的一个

成员, 通过降低水稻中模式识别受体(pattern recog-
nition receptor, PRR)和防御相关基因的组蛋白H4

乙酰化水平, 对水稻的免疫力进行负调控(Ding等
2012)。

植物使用由siRNA介导的RNA沉默作为对病

毒的防御机制。在双生病毒感染下, 病毒DNA靶

向转录水平, 而病毒衍生的转录物通过靶向转录

后水平而沉默。绿豆中双足双粒病毒(Mungbean 
yellow mosaic India virus, MYMIV)可在大豆(Gly-
cine max)中引起黄花叶病, 通过观察病毒基因组的

MYMIV伴生的siRNA的分布, 观察到在抗性大豆

品系PK416中, 病毒DNA的基因间区域发生了更高

水平的甲基化, 且大多数源自病毒的siRNA与病毒

基因间区域互补, 其特异性siRNA分子的大小多为

24 nt, 而在易感品系JS335中, 大多数siRNA对应于

病毒基因组的编码区域, 可见, 病毒siRNA与其基

因区域互补区域的差异与宿主植物对病毒的抗性

存在密切关系(Yadav和Chattopadhyay 2011)。进一

步用番茄卷叶病毒 (Tomato leaf curl virus, TLCV C2)
开放阅读框的发夹构建体转化番茄(Lycopersicon 
esculentum), 观察到TLCV可通过从头合成的未甲

基化DNA群体逃避宿主防御(Bian等2006)。通过

分析番茄花叶病毒(Tobacco mosaic virus, TMV)感
染的烟草(Nicotiana tabacum)中的转录物和基因组

甲基化, 观察到病原体响应基因NtAlix1的表达, 并
将其与DNA甲基化状态相关联, 提示了依赖于产

生双链转录物的病毒诱导基因沉默, 可以被开发

为在任何内源基因中引入DNA甲基化的有效工具, 
并应用于黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus, CMV)
的基因沉默系统(Kanazawa等2011)。啤酒花矮化

类病毒(Hop stunt viroid, HSVd)的RNA表达影响宿

主烟草的DNA甲基化(Castellano等2015)。同样地, 
大豆根表皮基因组的甲基化还对寄生的囊肿线虫
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的相容起着重要作用, 差异甲基化部分控制线虫

诱导的合胞体基因表达变化(Rambani等2015), 囊
肿线虫寄生也诱导宿主根表皮基因组的表观遗传

变化(Hewezi等2017)。
DNA甲基化不仅参与植物对病菌和病毒的免

疫反应, 而且还参与植物与有益微生物的共生, 如
摩西管柄囊霉(Funneliformis mosseae)系统地改变

宿主植物天竺葵(Geranium robertianum) DNA甲基

化(Varga和Soulsbury 2019)。DNA甲基化的重编程

对菠萝(Ananas comosus)菌根的发育以及菌根共生

细胞的分化是必需的(Satgé等2016; Nagymihály等
2017)。专性根寄生植物刺五加绒球(Phelipanche 
ramosa)的种子对独脚金内酯的反应受不依赖脱落

酸(abscisic acid, ABA)的DNA甲基化控制(Lechat
等2015), 均显示了DNA甲基化在植物与微生物共

生中的重要作用。

3.2  响应非生物逆境

DNA甲基化动态不仅在响应生物胁迫中发挥

作用, 而且在响应非生物胁迫中发挥中重要作用, 
这些非生物胁迫主要包括温度、盐、干旱以及重

金属等。

3.2.1  温度

温度是影响植物分布和生长发育的重要因素

之一。已有研究观察到高温和低温均引起DNA甲

基化水平的改变。高温影响拟南芥DNA甲基化状

态(Naydenov等2015)。对高温敏感性不同的棉花

(Gossypium hirsutum)的DNA甲基化水平也不同 , 
在高温下, 棉花敏感系(H05)花药中DNA甲基化的

全面破坏, 尤其是CHH甲基化(其中H=A、C或T), 
其中24个核苷酸的siRNA水平的变化与DNA甲基

化水平显著相关, 且其花药中的糖和活性氧(reac-
tive oxygen species, ROS)代谢途径中的基因表达

被显著调节, 但生长素的生物合成和信号传导途

径仅略有改变(Ma等2018)。栓皮栎(Quercus suber)
在55°C高温胁迫时, DNA甲基化增加, 该物种可通

过具有相反作用的组蛋白H3乙酰化, 共同调节对

高温胁迫的适应(Correia等2013)。紫花扁豆(Lablab 
purpureus)可通过DNA甲基化缓解由水杨酸和NO
介导高温导致的氧化胁迫伤害(Rai等2018)。

低温同样导致植株DNA甲基化状态改变, 在

玉米(Zea mays)、马铃薯(Solanum tuberosum)、金

鱼草(Antirrhinum majus)、十字花科芜菁(Brassica 
rapa)以及番茄(Solanum lycopersicum)中均有报道

(Steward等2000, 2002; 王芳等2013; Liu等2017; 
Zhang等2016b)。如玉米ZmMI1片段含有一个蛋白

编码序列和类似反转录转座子的部分序列, 后者

在冷胁迫条件下维持去甲基化状态, 同时冷诱导

的玉米根特异性Ac/Ds转座子区域的低甲基化是

由MET1表达的下调引起的(Steward等2000)。进

一步研究发现冷胁迫诱导的ZmMI1基因表达与核

小体核心区DNA甲基化水平降低有关(Steward等
2002)。低温处理下, 金鱼草的一个转座子Tam3在
CpNpN基序上的甲基化状态发生了改变, 从而诱

导了Tam3的转座(Hashida等2006)。冷诱导番茄风

味的损失与挥发物质的合成以及DNA甲基化动态

的改变密切相关(Zhang等2016b)。
3.2.2  盐胁迫

盐胁迫信号的感知和转导对植物的存活、生

长和繁殖至关重要。已在多种植物的盐逆境中观

察到DNA甲基化动态, 如棉花(李雪林等2009; Lu
等2017)、蒺藜苜蓿(Medicago truncatula) (Yaish等
2018)、烟草 (Kovařik等1997)和水稻等 (Wang等
2015; Ferreira等2015)。但不同物种在盐胁迫下的

DNA甲基化动态表现不同。如盐处理诱导马铃薯

品种‘Russet Burbank’总的DNA甲基化水平降低, 但
并没有影响其干重(Sabbah等1995)。苜蓿在高盐胁

迫下DNA甲基化增加尤为明显(Al-Lawati等2016)。
进一步观察到过表达AtROS1的转基因烟草的类黄

酮生物合成和抗氧化酶基因启动子区域甲基化状

态改变, 导致了相关基因表达水平升高, 增加了对

盐胁迫的耐受性(Bharti等2015)。拟南芥在高渗条

件下通过RdDM途经调节盐诱导的转录因子MYB74 
(Xu等2015)。拟南芥DNA甲基化酶的突变体met1-3
对盐的超敏反应, 并导致其后小RNA靶位点上胞

嘧啶甲基化的大量较少, 并致靶基因钠转运蛋白

基因(AtHKT1)的低表达(Baek等2010)。拟南芥的

高渗应激记忆是由基因组中DNA甲基化不稳定位

点介导的, 并受DNA糖化酶活性的限制(Wibowo等
2016)。盐胁迫及其恢复过程中, 水稻的DNA甲基

化水平呈基因型和组织特异性差异(Karan等2012; 
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Wang等2015; Ferreira等2015)。在盐胁迫下, 水稻

R2R3类型的MYB转录因子基因(OsMYB91)启动

子的DNA甲基化动态调节了相关基因的表达(Zhu
等2015)。一个水稻转录因子(INDETERMINATE 
SPIKELET1, IDS1)通过其启动子上含有GCC盒的

基序的DNA甲基化动态与transcriptional corepressor 
topless-related 1 (TCTR1)以及组蛋白去乙酰化酶

(Histone deacetylase, HDA1)物理相互作用, 作为负

调节剂, 参与了非生物胁迫应答基因的区域, 包括 
LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT PROTEIN1 
(LEA1)和SALT OVERLY SENSITIVE1 (SOS1)的
调节(Cheng等2018)。OsHDT701的过表达可增加

盐和渗透胁迫的耐受性(Zhao等2014)。可见, 在盐

胁迫下, 不同物种通过DNA甲基化参与调节耐盐

基因机制是不同的。

3.2.3  干旱 
干旱是植物生长发育过程中一个重要的非生

物胁迫因素, 为了适应环境, 植物体内形成了一套

响应干旱的机制(Zhang等2018a)。水稻干旱响应

基因的甲基化显著增加(Yan等2010), 并以DK151
和IR64为研究材料建立了水稻干旱的表观遗传图

谱(Shaik和Ramakrishna 2012), 发现由干旱胁迫诱

导DNA甲基化位点的改变占全基因组DNA甲基化

位点的12.1%, 而且29%的甲基化在胁迫解除时仍

然被保留(Wang等2011)。在水分胁迫和灌溉条件

下, 盆栽的2个高产水稻品种‘IR20’和‘CO43’, 以及

2个具有耐干旱特性的水稻品种‘pmk3’和‘Paiyur 
local’, 发现在所有栽培水稻叶内部甲基化(5'-Cm-
CGG-3')占优势, 表明在水稻DNA的5'-CCGG-3'序
列中, 与mCpC二核苷酸相比, mCpG二核苷酸的频

率较高。在胁迫下, 与灌溉对照相比, 干旱敏感品

种(IR20)发生了DNA去甲基化, 而耐旱品种‘pmk3’
和‘Paiyur local’则发生了DNA 的甲基化, 均导致了

基因表达的改变(Suji和Joel 2010)。在桉树(Euca-
lyptus camaldulensis)和尾叶桉(Eucalyptus urophylla)
的杂交种(干旱敏感株VM05和耐旱株VM01)也观

察到DNA甲基化基因型差异的表现, 耐旱株系的

ABA生物合成和随后由PYR1-ABA受体复合物介

导的ABA依赖性级联的诱导增强。而在水胁迫

条件下, 耐旱株系还表现出水分响应的转录因子

EgrDREB2.5基因(代表ABA非依赖性级联)和钙依

赖蛋白激酶基因EgrCPK26 (与气孔开放和闭合有

关)的表达增加。另一方面, 在所有条件下, 干旱敏

感株系中 DNA methyltransferase 1 (EgrMET1)和 
DECRESED DNA METHYLATION 1 (EgrDDM1)
基因的表达水平高于耐受性的, 表明ABA和钙离

子信号相关的表观遗传修饰也参与桉树水分缺乏

对耐受性的影响(Martins等2018), 可见植物遭遇干

旱时, 其内DNA甲基化的表现存在品种间差异。

与此同时, 在干旱胁迫处理下, 降低水稻叶和根的

甲基化程度有利于激活基因的表达, 从而提高水

稻耐旱性(潘雅姣等2009)。大麦(Hordeum vulgare)
根的表现也类似(Chwialkowska等2016); 水分胁迫

诱导豌豆(Pisum sativum)根尖基因组中的胞嘧啶高

甲基化, 而且与CCGG靶序列有关, 尤其是第二胞

嘧啶中特异性甲基化显著增加(Labra等2002), 可
见DNA甲基化的器官和组织特异性差异也是植物

应对干旱胁迫的重要机制。Asr1是来自番茄的非

转座子蛋白质编码基因, 其在拟南芥中缺乏直系

同源物, 干旱条件导致其叶片Asr1 DNA中胞嘧啶

的110个不对称(CNN)位点中大约75个位点的甲基

标记被去除, 伴随着抑制性H3K27me3表观遗传标

记的减少和RNA水平的大量表达诱导, 这些去甲

基化主要发生在内含子区域, 可见, 在干旱胁迫下, 
导致了体细胞中新表观等位基因的产生(González
等2011)。干旱胁迫显著诱导了4种水稻HAT基因

(OsHAC703、OsHAG703、OsHAF701和OsHAM701)
的表达(Fang等2014)。利用土壤根癌农杆菌菌株

的T-DNA可整合到植物基因组的特征, 产生了跨

物种的植物转基因技术, 冠瘿瘤中的高ABA水平

也可介导DNA甲基化, 并调节参与干旱胁迫保护

基因的表达(Gohlke等2013), 提示了未来通过DNA
甲基化位点的改造改良作物干旱性状的前景。

3.2.4  重金属胁迫

较早的研究已经观察到重金属胁迫诱导植物

DNA甲基化水平改变, 但变化趋势不同。其中Al3+、

Cd2+和Cr6+等胁迫引起油菜(Brassica campestris)和
萝卜(Raphanus sativus) DNA甲基化水平升高(Labra
等2004; 杨金兰等2007)。而三叶草(Trifolium rep-
ens)和大麻(Cannabis sativa)受Ni2+、Cd2+和Cr6+等
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重金属胁迫后, 基因组DNA甲基化水平反而降低

(Aina等2004); 而玉米在Pb2+下, 相关基因的甲基化

则有高有低(Ding等2014)。葛才林等(2002)用不同

浓度的Cu2+、Cd2+和Hg2+重金属离子处理水稻和小

麦, 发现基因组DNA甲基化水平的改变还存在剂

量效应。大麦在缺铁的条件下DNA甲基化也是重

要的调节机制之一(Bocchini等2015)。李利红等

(2012)发现SO2胁迫导致拟南芥NIT2基因启动子区

甲基化水平降低, NIT2基因转录上调。综上, DNA
甲基化动态对植物重金属的响应随物种和金属离

子而异。

3.2.5  其他非生物胁迫

已知ROS1是一种DNA修复蛋白, 通过启动子

DNA去甲基化、抑制同源依赖的转录基因沉默, 
并发现拟南芥ROS1突变体对基因毒性药物甲基甲

磺酸盐和过氧化氢的敏感性增强(Gong等2003)。
已发现植物缺氮可改变DNA甲基化水平, 如水稻

(Kou等2011)和羊草(Leymus chinensis) (Yu等2013b)。
玉米中一个低能氮离子(N+)植入引起转座子Mutator
元件(MuDR)的甲基化水平降低, 从而增加mudrA
和mudrB的表达量(Qian等2010)。同样地, 拟南芥

遭遇磷饥饿, DNA甲基化也是其重要的调节方式之

一(Yong-Villalobos等2015)。水稻遭遇除草剂处理

后观察到全基因组水平的DNA甲基化动态(Lu等
2016)。拟南芥EFFECTOR OF TRANSCRIPTION 
(ET)功能的丧失不仅能导致多效性发育缺陷, 而且

et突变体花和幼苗的DNA甲基化特异性差异表达

基因和其特异性差异甲基化区域具有各自的特点, 
而且通过DNA修复影响了紫外线应激反应(Tedes-
chi等2019)。在缺氧和再氧化恢复条件下, 水稻种

子萌发和胚芽鞘发育过程也观察到DNA甲基化动

态(Narsai等2017)。

4  DNA甲基化在响应逆境中的动态调节机制

植物细胞核内, 在RNA依赖的RNA聚合酶的

作用下, 可使单链RNA形成双链RNA或插入重复

序列的转录产物, 形成双链RNA, 随后在Dicer-like 
3 (DCL3)的作用下, 这些较长的双链RNA (double- 
stranded RNA, dsRNA)被加工成24nt-siRNA, 再
通过作用于不同基因序列的甲基转移酶, 导致基

因发生DNA甲基化。植物DNA的甲基化和与之

拮抗的去甲基化, 共同决定了基因组总的甲基化

水平及其分布模式, 对维持正常的基因转录和基

因组稳定性至关重要。一个特定的DNA甲基化状

态是由从头甲基化、甲基化维持以及去甲基化的

动态调控所实现的, 这些过程受到多个酶的催化, 
并且受到不同调控通路的调控 (Zhang等2018a) 
(图1)。 
4.1  RNA介导的DNA甲基化(RNA directed DNA 
methylation, RdDM)的建立

从头甲基化即在DNA复制后的新生链中, DNA
甲基化酶在没有甲基化修饰的位点上重新催化DNA
甲基化。RdDM途经是DNA甲基化动态的第一个

关键通路(Matzke等2015)。典型的RdDM通路主要

包括24nt siRNAs的生物发生(需要Pol IV、RDR2
和DCL3组分参与)以及从头甲基化(需要依赖Pol V
的支架RNA、ago4结合的24nt-siRNAs和从头开始

的DNA甲基转移酶的参与)等2个关键步骤。除此

之外, 植物还存在涉及Pol II-RDR6-DCL2/4的非典

型通路, 它依赖21~22 nt-siRNAs连接转录后和转

录基因沉默通路。RdDM是通过Pol IV依赖的小干

扰作用, 靶向于基因组的特定区域, 即与靶区Pol V转
录的支架RNA相互作用的RNA位点。通过分析了

苔藓植物、石松植物、单核植物、裸子植物和被

子植物的蛋白质组、小RNA以及核糖体DNA中的

胞嘧啶甲基化, 发现被子植物是陆生植物中唯一

存在于RdDM途径关键基因的物种(Ma等2015)。
ALY1编码RNA结合核输出蛋白, 拟南芥ALY蛋白

通过特异性RdDM途经中ARGO6和Pol V活性的

调节, 参与输出mRNA (Choudury等2019)。Pol IV
通过SAWADEE同源域被招募到目标基因座蛋白

(SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1, SHH1), 
一种锯齿状结构域蛋白, 通过其Tudor结构域识

别未甲基化的H3K4和甲基化的H3K9。SUVH2和
SUVH9通过结合已甲基化的CG二核苷酸的SRA 
(SET and RING finger-associated)结构域 , 增强了

Pol V对含有已存在DNA甲基化位点的再募集。一

些RdDM的靶标还与部分沉默的抑制因子ROS1重
叠, ROS1具有DNA糖基化水解酶活性, 它作用于

DNA沉默激活子复合物AGOs的主动去甲基化。这
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图1  植物DNA甲基化响应逆境的动态调节图

Fig. 1  Dynamics and regulation of DNA methylation in plants under different stress

部分参考自Zhang等(2018a)一文。BER: 碱基切除修复(base excision repair)途径。

些专一的组分包括Snf2染色质重塑相关基因亚家

族(DEFECTIVE INRNA-DIRECTED DNA METHYL-
ATION 1, DRD1)的成员, 这些元件对Pol IV和Pol V
的转录是必要的。此外, Pol V功能需要一些特异

DNA修复蛋白 , 如 RNADIRECTED  DNA METH-
YLATION 1 (RDM1)、DEFECTIVEIN MERI-
STEMSILENCING 3 (DMS3)、SUPPRESSOR OF 
TYINSERTION 5-LIKE (SPT5L)和microR-CHIDIA 
C (MORC), 这些蛋白在开花植物中高度发达, 可能

在开花植物发挥特殊的作用。虽然已经对RdDM
途经及其主要元件有了基本的认识, 但是其精细途

经十分复杂, 这些认识也多来自模式植物拟南芥的

证据, 该途径是否在植物中普遍存在, 还缺乏更多的

证据。未来还需要对启动RNA及其核酸配对元件

的性质持开放态度, 尤其在RdDM不同位点中的

Pol II和Pol V以及在siRNA介导的基因沉默或其他

途径的Pol IV和Pol V, 均会有更多替代元件出现, 来
丰富对该过程的认识(Castellano等2015 )。

4.2  DNA甲基化的维持

    植物DNA甲基化维持决定于胞嘧啶的序列以及

其对应的DNA甲基化酶。RdDM途径可改变 RNA- 
DNA中几乎所有的胞嘧啶(CG、CHG和CHH, 其
中H可为A、T或者C)序列。植物中鉴定到3类结

构不同的胞嘧啶甲基转移酶, 分别是甲基转移酶

(methyltransferase 1, MET1)、染色质甲基化酶(chr- 
omomethylase 3, CMT3)及结构域重排甲基转移酶

(domains rearranged methylase, DRM) (李青芝等2014), 
其中MET1主要参与对称CpG胞嘧啶甲基化的维

持(Lindroth等2001); 植物特有的CMT3主要对着丝

粒附近重复区和转座子序列的非对称CpNpG进行

甲基化(Lindroth等2001; Tompa等2002); 不对称甲

基化的维持也可能受到MET1和CMT3的影响, 因
为SUVH2和SUVH9可以识别MET1依赖的甲基化, 
从而在一些RdDM位点上招募POL V, 并且由于

CMT3依赖的CHG甲基化增加了H3K9me2水平, 从
而促进了CMT2催化的非CG甲基化。DRM甲基化酶
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主要催化非对称位点CpNpN的从头甲基化(Cao和
Jacobsen 2002), 包括DRM1和DRM2 (Zhu 2008)。
CMT3与组蛋白甲基转移酶[SU(VAR)3-9HOMO-
LOG4, SUVH4]家族成员协同工作, 在H3K9上维持

组蛋白H3的甲基化, 这是受抑制染色质的标志(Du
等2014)。CMT2在含有组蛋白H1的异染色质上催

化CHH甲基化, 抑制RdDM, 并受染色质重组蛋白

DDM1影响, DDM1在对称胞嘧啶序列中维持DNA
甲基化也是必需的。

4.3  DNA去甲基化

缺乏DNA甲基化酶以及甲基化供体则导致

DNA去甲基化, DNA去甲基化即已经发生甲基化

的胞嘧啶脱去甲基恢复到初始状态的过程。去甲

基化分主动和被动两种形式, 被动去甲基化抑制

了DNA复制后从头甲基化和对称位点的甲基化维

持; 而植物中主动去甲基化是通过一个双功能糖基

化酶和裂解酶直接将甲基化胞嘧啶从DNA上碱基

切除修复(base excision repair, BER)途径来实现

的(Morales-Ruiz等2006)。在拟南芥中已发现了4
种双功能的DNA糖基化酶, 分别为ROS1、DME1 
(TRANSCRIPTION ALACTIVATOR DEMETER)
以及DML2 (DEM-ETER-LIKE PROTEIN)和DML3
等去甲基酶(Gong等2003; Ortega-Galisteo等2008)。
拟南芥ROS1/DEMETER家族的m5C DNA糖基化

酶是真核生物中第一个遗传特征的DNA去甲基化

酶(Gong等2003), ROS1优先靶向转座子和基因间

区域。水稻中也鉴定了ROS1同系物 DNA GLYCO-
SYLASE/LYASE 701影响反转座子Tos17的换位

(Tang等2016)。在拟南芥中APURINIC/APYRIMI-
DINIC ENDONU- CLEASE2 (APE2)与ZINC FIN-
GER DNA (ZDP)在主动DNA去甲基化和DNA损伤

修复中发挥重叠作用(Li等2018)。在m5C切除期间, 
DME分别通过连续的β-和δ-消除产生3-磷酸-α,β-
不饱和醛和3-磷酸末端, 不同功能的拟南芥APU-
RINICOR APYRIMIDINIC SITE LYASE (APE1L)、
APE2和ARP参与这些核苷酸延伸(Lee等2014)。研

究进一步发现ZDP和ROS1在体外相互作用, 并在

体内共定位于核质位点中, 在主动DNA去甲基化

途径的一个分支中 , ZDP在ROS1的下游起作用

(Martínez-Macías等2012)。拟南芥中DNA去甲基

化的调节因子IDM1在缺乏组蛋白H3K4二甲基化

或三甲基化的染色质位点处, 结合甲基化DNA并

乙酰化H3, 以产生允许5-甲基胞嘧啶DNA糖基化

酶起作用的染色质环境 , 免于基因沉默(Qian等
2012)。ROS1也作用基因附近转座子, 从而建立转

座子和基因之间的边界, 以阻止转座子附近的DNA
甲基化和基因沉默扩展(Tang等2016)。ROS1在基

因组区域的定位是被一些抗转录蛋白复合介导, 
如IDM (Lang等2015; Duan等2017)。在拟南芥中

鉴定的一个细胞因子(ANTI- SILENCING 1, ASI1)
蛋白具有溴相邻的同源结构域和RNA识别基序, 
它通过与IBM1的内含子异染色重复元件结合, 并结

合基因转录物, 以促进其3'末端多聚腺苷酸化, 确
保IBM1全长转录本的正确表达(Wang等2013b)。

5  展望

在植物中, DNA甲基化功能主要有参与基因

组印记、转座子和其他重复DNA序列的沉默以及

内源基因表达的调节; 而且与动物不同, 在植物中, 
DNA甲基化状态和甲基化的变换往往能忠实地

被后代继承(Akimoto等2007; Boyko和Kovalchuk 
2011)。但是植物DNA甲基化机制又是非常复杂的, 
因物种、基因型、组织以及作用元件而异。虽然

目前已经对植物DNA甲基化有了大量系统地研究, 
已经了解DNA甲基化的发生以及产生的生物学效

应, 但是很多研究都来自拟南芥的研究成果。值得

欣慰的是, 由于水稻基因组的复杂性质, 其不连续

的异染色质和广泛分布的DNA甲基化(Li等2008), 
最近又绘制了水稻籼粳亚种在基因表达、生长发

育以及胁迫响应中的DNA甲基化图谱(Zhang等
2018b), 与其他植物物种相比, 水稻已显示了具有

不同的表观遗传调控机制和表观遗传多样性, 因
此, 未来以作物为研究材料的DNA甲基化机制, 将
丰富人们对植物表观遗传机制的认识; 实际上,植
物DNA甲基化动态变化并不是孤立的, 是DNA水

平修改的第一步, 它与后续的基因转录、RNA以

及组蛋白修饰均观察到很多密切的联系, 这些表

观遗传机制是否有“cross talk”, 即内在的交互机制, 
还知之甚少; 第三, 加快了解甲基化动态对发育细

胞的获得性培养, 可以帮助植物加快发育, 尤其是
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增强顽拗型植物物种和基因型的胚胎发生能力和

全能性, 可加速濒危植物的保护以及提高植物基

因工程的效率; 第四, 植物DNA甲基化动态水平影

响着植物的生长发育、响应生物和非生物逆境以

及跨代遗传, 加强研究控制其水平的机制, 可以丰

富植物应对各种外界不良环境的新策略。相信未

来, 通过更多科学家的关注和深入研究, 通过改变

植物甲基化动态水平以及其他表观遗传信息, 改
变基因表达, 从而为创造出更多农艺性状改善作

物的远大前景将不远了。
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