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摘要  DNA甲基化对于植物的生长发育和组织分化具有十分重要的调控作用. 用MSAP (methylation- 
sensitive amplified polymorphism)和HPLC两种方法分析了油菜种子萌发过程中DNA甲基化的动态变化
过程, 并且比较了不同器官组织的甲基化水平差异. MSAP的分析结果表明, 油菜种子基因组中大约有
15.7%的CCGG位点发生了胞嘧啶甲基化, 发生甲基化的方式以C5mCGG双链甲基化为主; 种子萌发过
程中同时发生甲基化和去甲基化事件, 其中去甲基化占据主导地位; 不同器官组织的甲基化水平存在
一定差异, 胚根的甲基化水平最低, 下胚轴次之, 子叶最高, HPLC分析结果与此一致. 最后, 对 11个甲
基化多态性片段进行了序列分析, 发现基因编码区和非编码区发生DNA甲基化的频率基本相等. 由此
可见, 种子萌发过程中DNA的甲基化变化是一个十分复杂的过程, 油菜可能通过甲基化和去甲基化的
方式调控基因的表达, 并最终决定植株的生长发育和器官分化.  
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在真核生物中 , DNA甲基化是一种常见而又十
分重要的DNA修饰方式. DNA甲基化特别是胞嘧啶
的甲基化(5mC)具有表观遗传效应(epigenetic effect)和
突变效应(mutagenic effect), 导致基因特异表达、细
胞分化和染色质失活(chromatin inactivation)[1]等. 甲
基化并不改变DNA的碱基排列顺序, 但是阻断了遗
传信息的传递, 从而引起形态性状的变化[2]. DNA甲
基化对于植物的发育具有十分重要的调控作用 . 在
植物基因的启动子区和特定的编码区 , 具有表达活
性基因的甲基化程度通常要低于沉默的基因[3]. 在拟
南芥的转基因植株中, DNA的去甲基化引起了表型性
状的巨大变异 [4], 而且同源异型基因SUPERMAN和
AGAMOUS的甲基化将使其不能正常转录, 从而引起
花器官的同源异型转换[5]. DNA甲基化与植物的春化
作用也有关系. 在小麦中, 冬性近等基因系的甲基化
程度大大高于春性近等基因系 , 而且春化处理可以
降低DNA的甲基化程度, 从而诱导或促进开花[6]. 在
拟南芥中, 春化作用与FLC基因的表达密切相关, 组
蛋白的甲基化可抑制FLC基因的表达 [7]. 另外, 在番
茄[8]、玉米[9]、水稻[10]等植物中, 不同组织间的甲基
化水平存在显著差异 , 暗示甲基化在细胞分化和器
官发育过程中可能起到重要作用.  

油菜是世界上最主要的油料作物之一 , 已经在
遗传多样性、分子标记、物理图谱构建和基因分离等

方面做了大量的研究工作 . 另外 , 在DNA的甲基化
方面也有少量报道 , 如检测油菜在重铬酸钾毒害下

DNA的甲基化变化情况 [11], 研究植物逆转录转座子
S1Bn SINE的甲基化特点及其与转座活性的关系 [12]

等. 但有关油菜生长发育与DNA甲基化相互关系方
面的研究至今未见报道. 本研究利用MSAP和HPLC
方法分析油菜种子萌发过程中DNA甲基化状态的动
态变化过程, 以期为了解DNA甲基化在油菜生长发
育和器官分化中的作用提供理论依据.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 油菜材料.  甘蓝型油菜品种为 Westar, 由

国家油料作物种质中期库(中国农业科学院油料作物
研究所, 武汉)提供. 供试材料为当年收获的新种子.  

(ⅱ) 发芽实验.  在直径为 15 cm 的培养皿中, 
加 2 层滤纸, 用蒸馏水充分湿透, 每皿均匀播种 100
粒油菜种子, 设 4个重复, 在 20℃的恒温箱中进行发
芽. 每天检查发芽情况, 种子幼根的长度大于种子直
径时为正常发芽种子. 发芽后 7 d 统计发芽率. 供  
试油菜种子的平均发芽率为 98.6%, 在萌发过程中 
幼苗整齐一致, 长势良好, 说明新种子具有很强的生
活力.  

(ⅲ) DNA提取.  DNA提取按改进的SDS法[13]进

行. 在油菜种子萌发过程的 0, 1, 2, 4和 8 d, 分别选
取整齐一致的幼苗(或种子)提取其总DNA. 另外, 提
取发芽 8 d幼苗的子叶、下胚轴和胚根 3个不同组织
的总DNA.  

(ⅳ) DNA甲基化的HPLC分析.  HPLC分析按照
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Chakrabarty等人[14]报道的方法进行. 在 200 μL的酶
切反应体系中, 包含 20 μg 总DNA, 5 U核酸酶P1 
(Sigma), 10 U 碱性磷酸酶(TaKaRa), 10 μL 10×碱性
磷酸酶缓冲液 , 最后用酶切缓冲液 (30 mmol/L 
NaCH3, 0.1 mmol/L ZnCl2, pH 5.3)补足 200 μL. 水解
反应在 37℃进行 3 h, 完毕后加入 500 μL无水乙醇终
止反应, 在 10000 × g条件下离心 15 min. 上清液转移
到新的离心管, 真空干燥, 所得的核苷(nucleosides)样
品用 1 mL ddH2O溶解, 并用 0.2 μm微孔滤膜过滤. 
HPLC分析在C18 色谱柱(Waters, MA, USA)上进行; 
缓冲液为 50 mmol/L KH2PO4, 8%甲醇, pH 3.5; 流速
为 0.8 mL/min; 时间为 20 min; 检测波长为 285 nm. 5 
mdC的含量用以下公式计算:  

5 mdC(%)＝100×[5mdC]/([5mdC] + [dC]). 
式中的[dC]和[5mdC]分别是两种形式 dC的浓度, 

其数值由标准曲线计算得出. 
(ⅴ) DNA甲基化的MSAP分析 .  MSAP的程序

主要参照Portis等人 [15]报道的方法进行并稍作修改 . 
DNA样品分别使用EcoRⅠ/HpaⅡ和EcoRⅠ/MspⅠ两
组限制性内切酶消化. 为了减少实验误差, 酶切和连
接同时进行. 酶切-连接反应体系(50 μL)为: 500 ng 
模板DNA, 5 U EcoRⅠ, 10 U HpaⅡ(或MspⅠ), 2 U 
T4 DNA连接酶, 5 pmol EcoRⅠ接头, 50 pmol HpaⅡ/ 
MspⅠ接头, 1×反应缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl, pH 
7.5, 10 mmol/L MgAc, 50 mmol/L KAc, 10 mmol/L 
DTT, 0.2 mmol/L ATP). 反应混合液在 37℃保温过夜, 
然后 65℃灭活 10 min, 并用ddH2O稀释 10 倍作为
PCR扩增的底物.  

取 5 μL酶切-连接产物进行预扩增反应. 所得的
PCR产物稀释 50~100倍后再次用于选择性扩增反应, 
并进行变性凝胶电泳分离和硝酸银染色检测 , 具体
方法见文献[13].  

(ⅵ) 差异片段的回收、克隆和测序.  在PAGE
胶板尚未干燥之前用刀片将差异片段挖下, 捣碎, 加
入 20 μL ddH2O, 然后 95℃保温 5 min, 自然冷却. 从
中取 2 μL上清液为模板, 用原来的引物组合和反应
条件重新做PCR. 取 10 μL扩增产物在琼脂糖凝胶上
检测 , 确信扩增成功后将剩余产物与pGEM-T载体
(Promega)连接 , 转化大肠杆菌感受态细胞 , 挑选阳
性单克隆 . 序列测定委托北京华大中生科技发展有
限公司进行. 序列比对和分析在网上公共数据库

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 进行.  

为了进一步验证甲基化所产生多态性的真实性, 
我们用已经克隆的片段为探针进行Southern杂交分析. 
取不同来源的总DNA各 20 μg, 分别用EcoRⅠ/ Hpa
Ⅱ和EcoRⅠ/MspⅠ两组内切酶将其完全消化, 然后
在 0.8%琼脂糖凝胶上电泳分离. 预杂交、杂交和洗膜
的程序按Sharpe等人 [16]报道的方法进行 . 探针制备
和检测使用地高辛标记试剂盒进行(Roche Diagnos-
tics, Swiss).  

2  结果与分析 
2.1  MSAP分析 

MSAP 技术对模板 DNA 的质量有严格的要求. 
油菜种子的含油量很高, 对 DNA的提取有较大影响. 
为此, 首先采用改进的 SDS法提取干种子的 DNA做
预备实验, 以便获得信号强、稳定性好的MSAP谱带. 
采用标准的 MSAP程序, 经过必要的调整和优化, 在
种子 DNA为模板的扩增反应中获得了清晰可读、条
带丰富的 MSAP谱带, 其质量与幼苗 DNA的扩增结
果相当 . 我们对扩增反应进行了多次重复 , 发现
MSAP带型具有很好的稳定性, 说明MSAP技术可以
有效地应用于油菜基因组的甲基化检测 . 经过引物
筛选, 确定了 12 对扩增效果较好的 EcoRⅠ/HpaⅡ
-MspⅠ引物组合用于下一步分析(表 1). 12 对引物在
种子 DNA中总共扩增出 484条清晰的带纹, 其中 76
条片段在 EcoRⅠ/HpaⅡ和 EcoRⅠ/MspⅠ两个组合的
酶切、扩增产物之间表现出多态性. 由此推算, 在油
菜基因组中 CCGG 位点发生胞嘧啶甲基化的比例大
约是 15.7%(76/484).  

由于HpaⅡ对外部胞嘧啶的甲基化(m5CCGG)和内
部胞嘧啶的甲基化(Cm5CGG)都敏感 , 而MspⅠ仅对
外部胞嘧啶的甲基化敏感 , 因此内部胞嘧啶的甲基
化将导致测序胶中EcoRⅠ/HpaⅡ的酶切、扩增产物
无带而EcoRⅠ/MspⅠ的酶切、扩增产物有带. 实际上, 
在以干种子DNA为模板检测到的 76个多态性片段中, 
确实有大量的片段(54个)仅出现在EcoRⅠ/ MspⅠ而
不出现在EcoRⅠ/HpaⅡ的酶切、扩增产物中. 不过, 
也检测到少量片段(22 个)仅出现在EcoRⅠ/ HpaⅡ而
不出现在EcoRⅠ/MspⅠ的酶切、扩增产物中(表 1). 
McClelland等人 [17]认为这是由于外部胞嘧啶发生单

链甲基化的结果. 由此可见, 油菜基因组CCGG位点
发生甲基化的方式主要是以内部胞嘧啶(Cm5CGG)双
链甲基化为主.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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表 1  油菜种子及幼苗的 MSAP扩增结果 

引物组合a) 条带数 
单态性

位点数

多态性 
位点数 

双链甲基 
化位点数b)

单链甲基

化位点数b)

HM+TAA/E+AAC 71 5 3 5 0 

HM+TAA/E+ACG 49 3 5 5 3 

HM+TAA/E+ACT 62 5 7 5 1 

HM+TAA/E+AGT 87 7 8 5 3 

HM+TCC/E+AAC 52 7 12 5 2 

HM+TCC/E+ACG 28 1 2 1 0 

HM+TCC/E+ACT 16 9 3 2 7 

HM+TCC/E+AGT 19 5 1 5 0 

HM+TTC/E+AAC 40 7 6 5 3 

HM+TTC/E+ACG 37 5 1 4 1 

HM+TTC/E+ACT 26 7 3 6 1 

HM+TCT/E+ACT 45 6 10 6 1 

总计 532 67 61 54 c) 22 c)
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a) 引物的核心序列HM为 5′-ATCATGAGTCCTGCTCGG-3′, E为
5′-GACTGCGTACCAATTC-3′, 后面附加的 3个碱基为选择性碱基; b) 
双链甲基化指C5mCGG发生双链甲基化 , 单链甲基化指5mCCGG发生
单链甲基化, 这是根据在EcoR /Ⅰ HpaⅡ和EcoR /Ⅰ MspⅠ两组酶切、扩
增产物之间的多态性推测而来的; c) 仅在干种子DNA中的分析结果 

 
油菜种子发芽 5个不同时期(0 , 1 , 2 , 4和 8 d)的

DNA 样品分别用限制性内切酶组合 EcoRⅠ/HpaⅡ
(H)和 EcoRⅠ/MspⅠ(M)消化, 共产生 10 个泳道. 12
对引物组合在 10 个泳道中总共检测到 532 条清晰的
片段 , 每条片段代表了一个或两个同裂酶切割的位
点. 各引物组合检测到的片段数目从 16条到 87条不
等, 平均每对引物为 44.3条(表 1). 通过比较 10个泳
道 MSAP 带纹的差异, 发现带型变化主要有两种类
型: (ⅰ) 单态性, 即带纹仅出现在 H泳道而不出现在
M 泳道中, 或反之亦然(图 1(a)和(b)); 这种类型的带
纹有 67条(表 1), 表明种子萌发过程中 CCGG位点的
甲基化状态保持不变; (ⅱ) 多态性, 即种子萌发过程
中 MSAP 带型发生了改变; 某些片段出现在干种子
中, 但萌发后却消失了(图 1(c)), 而另一些片段仅在
萌发后的特定时期才能检测到(图 1(d) ~ (f)), 这样的
片段有 61条(表 1), 表明 CCGG位点的甲基化状态在
种子萌发过程中发生了改变.  

61条多态性片段可以分为 4组(表 2, A, B, C和
D), 其中出现频率最高的是 A 和 B 组. A 组有 25 条
片段, 其特点是在种子萌发前的 H和 M泳道都无带, 
或者仅在其中一个泳道有带, 但在种子萌发后的 H
和 M 泳道中同时有带, 暗示在 CCGG 位点发生了完
全的去甲基化. B组有 28个片段, 这些片段在干种子  

 
图 1  油菜种子和幼苗的 MSAP扩增例子 

H, EcoRⅠ/HpaⅡ的酶切、扩增产物; M, EcoRⅠ/MspⅠ的酶切、扩增
产物. (a)和(b), 萌发过程中甲基化状态保持不变; (c), 在干种子的 H
和 M 泳道有带但在萌发后消失了(表 2, 带型 C1); (d), 萌发后甲基化
状态发生了 2 次变化, 即带型出现了但随后又消失了; (e)和(f), 萌发 

前无带但萌发后在 H和 M泳道都有带(表 2, 带型 A1) 

 
表 2  油菜种子萌发过程中甲基化状态的变化 

干种子a) 萌发种子 甲基化变化情况b)

H M H M 
带型 

萌发前 萌发后
数目

− − + + A1 
CCGG 
GGCC

CCGG
GGCC 22 

− + + + A2 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 1 

+ − + + A3 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 2 

− − − + B1 
CCGG 
GGCC

CCGG
GGCC 10 

− − + − B2 
CCGG 
GGCC

CCGG
GGCC 18 

+ + − − C1 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 1 

+ + + − C2 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 1 

+ + − + C3 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 1 

− + − − D1 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 2 

+ − − − D2 
CCGG 
GGCC 

CCGG
GGCC 3 

a) H, EcoRⅠ/HpaⅡ的酶切、扩增产物; M, EcoRⅠ/MspⅠ的酶
切、扩增产物; +, 有扩增产物; −, 无扩增产物; b) 胞嘧啶带下划线表
示发生了甲基化. 下同 
 



 
 
 
 
 
 
 
论 文  第 50 卷 第 24 期  2005 年 12 月   

中由于 CCGG 位点胞嘧啶的完全甲基化而检测不到, 
但在萌发种子中由于甲基化程度的降低而出现在 H
或 M泳道中. 与此相反, C组的 3个片段和 D组的 5
个片段反映的是种子萌发后甲基化程度升高的情形

(表 2). 

 
图 2  种子萌发过程中甲基化和去甲基化的变化趋势 

 

2.2  油菜种子萌发过程中 DNA甲基化状态的变化 

在种子萌发过程中检测到多态性的 61 个 CCGG
位点中 , 在种子萌发前未甲基化而萌发后却发生了
甲基化的位点有 3个(表 2, C1~C3), 在萌发前处于甲
基化状态而萌发后却发生了完全去甲基化的位点有

25个(表 2, A1~A3), 是甲基化位点数目的 8倍. 由此
可见, 油菜种子在萌发过程中同时存在 DNA 的甲基
化和去甲基化现象, 但以去甲基化为主. 种子萌发过
程中 DNA 的甲基化和去甲基化变化趋势见图 2. 可
以看出, 在萌发过程中发生 DNA 甲基化的数目变化
不大, 而发生去甲基化的数目却持续上升, 最终导致
基因组净的去甲基化位点数目不断增加.  
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2.3  组织特异性的 DNA甲基化 

同时使用 MSAP 和 HPLC 两种方法分析了油菜
不同器官组织的 DNA甲基化水平. 12对 MSAP引物
组合在胚根、下胚轴和子叶中检测到的片段数目分别

是 513, 503 和 494 条. 通过比较 EcoRⅠ/HpaⅡ和
EcoRⅠ/MspⅠ酶切、扩增产物的多态性, 发现不同组
织间的甲基化水平存在一定差异 , 其中胚根组织的
甲基化水平最低(16.8%), 下胚轴次之 , 而子叶的甲
基化程度最高(20.2%, 表 3). 在 HPLC的分析结果中,  

 
表 3  MSAP法和 HPLC法检测不同器官组织的甲基化水平 

组织 MSAP HPLC 
胚根 16.8% 20.6% 
下胚轴 19.7% 28.3% 
子叶 20.2% 31.7% 

 

甲基化程度最高的也是子叶(31.7%), 其次是下胚轴, 
胚根最低(20.6%), 与 MSAP分析结果相同(表 3). 

在胚根、下胚轴和子叶 3个不同组织间检测到多
态性的片段有 39 条, 这些组织特异性甲基化的片段
可以分为 15种类型(T01~T15, 表 4), 其中T07类的片
段数目最多, 共 12条. 这些片段仅出现在胚根的H和
M泳道中, 而在下胚轴和子叶中都无带, 表明下胚轴
和子叶组织中的 CCGG位点发生了完全甲基化
(5mC5mCGG或5mCCGG), 而胚根则未发生甲基化.  
 

表 4  油菜幼苗组织特异性的甲基化类型 
胚根 下胚轴 子叶 

带型
H M H M H M 

数目 

T01 + + + + + − 2 

T02 + + + + − − 4 

T03 + + + − − − 2 

T04 + + + − + − 2 

T05 + + − + − + 2 

T06 + + − + − − 3 

T07 + + − − − − 12 

T08 + − + − − − 1 

T09 + − − − + − 1 

T10 − + − − + − 1 

T11 − + − − − + 1 

T12 − − − − + + 2 

T13 − − + − + − 3 

T14 − − − + − + 2 

T15 − − − − − + 1 
 

2.4  甲基化多态性片段的验证和序列分析 

对部分甲基化多态性片段进行回收、克隆、

Southern杂交验证和测序, 以便了解甲基化片段在基
因组上的分布规律 . 这些片段包括干种子特异性甲
基化片段(M1, M2, M3和 M4)、萌发种子特异性甲基
化片段(M5, M6, M7和 M8)、胚根特异性甲基化片段
(M9)、下胚轴特异性甲基化片段(M10)及子叶特异性
甲基化片段(M11). 选取有代表性的发育时期特异性
甲基化片段 M5 和组织特异性甲基化片段 M10 为探
针 ,  与不同发育时期或不同组织的总 DNA 进行

Southern 杂交, 以验证甲基化多态性的真实性. 结果
表明, M5探针在干种子的 H泳道中检测到的带纹较
小, 而在其他 3个泳道中检测到的片段较大(图 3(a)), 
与 MSAP 的带型变化(表 2, D2 类)相吻合. 在探针
M10的杂交结果中, 子叶、下胚轴和胚根 3个组织的
H 泳道中都检测到分子量较大的差异片段, 而 M 泳  
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索, 结果发现这些片段的分子量都较小(26~174 bp), 
而且其中仅有一个片段 (M8)的内部包含有同裂酶
HpaⅡ /MspⅠ的识别位点(CCGG), 说明所检测到的
差异片段主要是由于胞嘧啶缺乏甲基化 , 同裂酶依
然能够切割所产生的. 在 11 个测序片段中, 与基因
编码区高度同源的有 6 个, 与假基因同源的有 1 个, 
与非编码区同源的有 4个, 表明基因编码区和非编码
区中 CCGG位点发生甲基化的概率基本相等(表 5).  

3  讨论 
检测植物基因组中胞嘧啶甲基化主要有两类方

法 . 第一类是检测基因组中全部胞嘧啶的甲基化程
度, 比如HPLC法, 其原理是用核酸酶将总DNA降解
为单个核苷酸后再用HPLC方法定量分析, 从而能够
从总体上测定出基因组中胞嘧啶的甲基化程度 [18] . 
第二类是检测特定DNA序列的甲基化程度 ,  比如 

图 3  Southern blot验证 DNA甲基化的带型 
(a) 探针 M5的杂交结果, 箭头所指为差异片段; (b) 探针 M10的杂交
结果, 箭头所指为特征片段. H, EcoRⅠ/HpaⅡ酶切产物; M, EcoRⅠ
/MspⅠ酶切产物; L, 标准分子量λ/EcoRⅠ+HindⅢ; 1, 干种子; 2, 幼 

苗; 3, 子叶; 4, 下胚轴; 5, 胚根 
 MSAP法. MSAP是由AFLP改进而来的, 其原理是用

甲基化敏感的同裂酶HpaⅡ和MspⅠ代替高频内切酶
MseⅠ, 每个DNA样品分别用EcoRⅠ/HpaⅡ和EcoR
Ⅰ/MspⅠ两组内切酶同时消化, 加上特定的接头, 经
选择性PCR扩增, 然后在PAGE凝胶上加以电泳检测

[ 1 9 ] .  由于H p aⅡ和M s pⅠ的识别序列相同 ( 5 ′ -  

道中仅在子叶和胚根中检测到小分子量的差异片段, 
同样印证了 MSAP的检测结果(表 4, T11类), 即下胚
轴的 CCGG 位点中两个胞嘧啶发生了完全甲基化, 
MspⅠ没有活性 , 不能产生小分子量的特征片段(图
3(b)). 

对克隆的 11 个片段进行了序列测定和同源性搜 
 

表 5  组织和发育时期特异性甲基化片段的序列分析 

片段名称 片段大小/bp 谱带类型b) 序列同源性 

M1 152 B1 
CP000116c) (196587-196614) d)

Thiobacillus denitrificans ATCC 25259. 硫氧还蛋白家族 

M2 44 B1 XM_505961 (3072-3095) 
Yarrowia lipolytica CLIB99, YALI0F27753g mRNA 

M3 80 B1 
AF219992 (6124-6143) 
Mus musculus aquaporin-4 (Aqp4) gene, 外含子 A, B, 0, X, 1和 2 及部分 cds 

M4 106 A1 
BX883044 (34213-34232) 
Rattus norvegicus 第 20号染色体, 主要组织相容性复合物 

M5 115 D2 
AP006444 (78681-78745) 
Brassica napus 线粒体 DNA. NADH 亚基 1 

M6 109 D2 
CR734755 (381-403) 
Tetraodon nigroviridis 全长 cDNA 

M7 26 D2 
AF428287 (395-415) 
Arabidopsis AT3g30390/T6J22_16 mRNA, 全部 cds. 

M8 a) 45 D1 
AL162651 (58918-58948) 
Arabidopsis DNA, 第 3号染色体, BAC F26K9克隆.  

M9 174 T13 
AJ430548 (197-310) 
Brassica napus 转座子 14G32-20, RT反转录酶假基因 

M10 144 T11 
AY606857 (104-126) 
Mus musculus M46, 动脉粥样硬化相关 DNA 甲基化多态片段, 染色体组序列. 

M11 115 T08 
AL049711 (59220-59275) 
Arabidopsis DNA, 第 3号染色体, BAC F4F15克隆 

a) 该片段内部存在一个 CCGG识别位点; b) 谱带类型说明见表 2和表 4; c) 序列登陆号; d) 括号内数据为序列同源区 
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CCGG-3′), 但对甲基化的敏感程度不同, 即HpaⅡ不
能切割双链甲基化的5mCCGG, C5mCGG和5mC5mCGG, 
但能切割单链甲基化的序列 , 而MspⅠ能切割
C5mCGG但不能切割 5mCCGG序列 [17], 因此CCGG发
生甲基化后将导致EcoRⅠ/HpaⅡ和EcoRⅠ/MspⅠ的
酶切、扩增产物产生多态性(表 6). 反之, 通过比较电
泳谱带的差异, 可以推测出CCGG的甲基化情况.  
 
表 6  同裂酶 HpaⅡ和MspⅠ的甲基化敏感性及限制性谱带 

内切酶的消化性  限制性带型 
甲基化状态 

HpaⅡ MspⅠ  H M 
CCGG 
GGCC 有活性 有活性  + + 

C5mCGG 
GG5mCC 无活性 有活性  − + 
5mCCGG 
GGCC 有活性 无活性  + − 

5mC5mCGG 
GG5mC5mC 无活性 无活性  − − 

 
我们同时使用MSAP和HPLC两种方法分析了油

菜基因组中胞嘧啶的甲基化情况. 在MSAP的检测结
果中, 油菜幼苗 3个器官组织的甲基化水平存在较大
差异, 其中子叶的甲基化水平最高, 下胚轴次之, 胚
根最低, 变化范围在 16.8%~20.2%之间. HPLC的检测
结果与MSAP一致 , 3 个组织器官的甲基化水平在
20.6%~31.7%之间 . 因此 , MSAP的分析结果是可靠
的, 但其检测结果比HPLC偏低. MSAP技术已经应用
于真菌[19]、水稻[20]、拟南芥[21]和辣椒[15]等物种的基

因组DNA甲基化研究中, 而且在水稻中DNA甲基化
产生的多态性得到了Southern杂交的验证[20], 在拟南
芥中通过序列测定和比较分析证明了MSAP检测结
果的有效性和可靠性 [21]. MSAP的优点是技术简单 , 
无需大型仪器, 成本低, 效率高, 而且分析结果直接
与基因序列联系起来, 为研究基因表达与DNA甲基
化的相互关系提供了一个十分有效的方法 . 不过 , 
MSAP在应用中也有明显的局限性: (ⅰ) 由于使用了
4%~6%的测序胶 , 该方法只能有效检测分子量在
50~1500 bp范围内的片段[22], 分子量过大或过小都无
法显示; (ⅱ) 由于使用了同裂酶HpaⅡ和MspⅠ, 该方
法只能检测基因组中CCGG序列的甲基化情况 , 而
CCGG序列仅仅是基因组中的很小一部分(1/256)[20]; 
(ⅲ) 由于所使用同裂酶的分辨能力有限, 只能检测
CCGG位点中的部分甲基化情况, 对于某些甲基化情
况是无法识别和检测的, 造成检测结果偏低[20].  

本研究的目的之一是了解油菜种子在萌发过程

中DNA甲基化的变化规律. MSAP研究发现, 在油菜
种子的基因组中大约有 15.7%的CCGG位点发生了胞
嘧啶甲基化, 这一结果与水稻剑叶组织 16.3%的甲基
化水平十分接近 [20], 但与拟南芥幼苗组织  35%~ 
43%的甲基化水平差异较大 [21]. 这种不同物种间
DNA甲基化水平的差异, 一方面可能与检测方法(如
引物数目、扩增条件、电泳时间和显带方法等)和实
验材料(如种子, 幼苗和成熟叶片等)有关, 另一方面
可能是遗传控制的结果 . 在拟南芥中已有研究报道
证实 , 染色体NOR区的甲基化水平变异是受到普通
遗传因子和表观遗传因子共同控制的[23]. 

一个十分有趣的现象是在油菜种子萌发过程中

同时检测到甲基化和去甲基化事件 , 而且去甲基化
事件占据绝对主导地位. 前人的研究资料表明, 植物
在发育过程中 , 胞嘧啶的甲基化对基因具有重要的
表达调控作用 [24], 在基因的内部或邻近区域发生甲
基化可以抑制这些基因的表达 , 而去甲基化后又可
以激活基因的表达[25]. 因此, 对于这些基因而言, 去
甲基化似乎是基因表达的必须步骤 . 油菜种子萌发
过程中检测到大量的去甲基化事件 , 是与种子萌发
后启动了大量基因的表达相一致的 . 在种子萌发过
程中同时还观察到少量的甲基化事件 , 暗示部分基
因正在关闭 . 这似乎表明 , 植物通过DNA甲基化和
去甲基化的方式实现基因的有序表达.  

我们的另外一个目的是比较油菜不同器官组织

DNA甲基化水平的差异. 研究发现在油菜萌发 8 d的
幼苗中, 胚根的甲基化水平最低, 下胚轴次之, 而子
叶的甲基化水平最高 . 在其他的物种中也报道过不
同器官组织中甲基化水平存在巨大差异的现象 . 在
西红柿中, 种子的甲基化水平比成熟叶片高, 而成熟
叶片比幼苗高[8]. 与此相似, 水稻中幼苗的甲基化程
度比剑叶高[20]. 根据目前已知的知识, 这种不同组织
间的甲基化水平差异是理所当然的 , 因为甲基化  
是植物在发育和分化过程中控制基因表达的一种调

控机制[3], 尽管还不清楚甲基化调控基因表达的具体
过程.  

我们还对不同组织和不同发育时期发生特异性

甲基化的部分片段进行了序列分析 . 同源性搜索结
果表明, 11 个甲基化多态性片段中大约一半的片段
与基因编码区同源, 另一半与非编码区同源, 即基因
编码区和非编码区的CCGG序列发生甲基化的频率
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相等, 这一结果与Cervera等人在拟南芥中的研究结
果相似[21]. 通过序列比对和数据检索, 我们初步获得
了一些可能与油菜种子发育和器官分化有关的基因

片段 , 这些结果为进一步研究油菜生长发育与特异
基因表达调控的关系奠定了基础.  
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