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摘要! 用简单序列重复区间扩增%
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分子标记技术对山核桃
6&$5& 7&4*&5+%"

3-3

不同发育阶段幼胚%第
5

周至
%0

周&的
DEF

进行甲基化状态检测' 结果表明$

%(

个引物在各个发育时期山

核桃幼胚样品中共扩增检测到的
%'/

个甲基化位点' 甲基化比例随着幼胚的发育逐渐升高!

#

个时期幼胚甲基化比

例依次为
'0.""G

!

$#.(/G

!

$/.5-G

!

"-.6$G

和
"$.%5G

' 进一步研究表明$

#

个时期均存在全甲基化位点和半甲基

化位点! 其中! 全甲基化位点所占比例分别为
(./%G

!

/.#5G

!

%6."-G

!

$".$$G

和
$#.--G

( 半甲基化位点所占分别

为
%#.6$G

!

%(.%5G

!

%$.#-G

!

%6."%G

!

%(.%5G

' 因此! 山核桃幼胚
#

个发育时期在基因组
DEF

甲基化水平上存在

着较大差异%

8＜-.-%
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是果木兼用的优良经济树种" 主要分布在浙皖交界的天目山区 (

%

)

* 目前"

山核桃主要采用实生苗繁殖与嫁接繁殖* 实生苗繁殖难以保持品种的优良特性(

'

)
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完整的两极结构! 能一次再生形成完整植株"

'

#

$ 因为生产对良种苗木的需要! 山核桃的离体繁殖技术已

得到了较深入的研究 "

$

#

$ 表观遗传是指在
()*

序列不改变的情况下发生的可遗传的基因表达改变!

()*

甲基化是表观遗传修饰的一种方式"

+

#

! 是指在
()*

甲基转移酶催化下以
,!

腺苷甲硫氨酸为甲基供

体! 将甲基转移到胞嘧啶上形成
+!

甲基胞嘧啶! 不改变
()*

一级结构对基因序列进行修饰而影响基因

的表达! 影响其功能! 这种甲基修饰主要发生在
-./

双核甘酸序列的胞嘧啶上 "

0

#

$ 已有众多证据表明%

()*

甲基化参与了植物不同发育阶段的生长调控"

1

#

$ 研究发现! 以山核桃幼胚为外植体进行体胚诱导!

不同发育时期幼胚胚性感受态差异较大! 其中自然授粉后
%"#&

周可诱导产生愈合组织!

##"#!

周可从

幼胚子叶表面直接诱导产生体细胞胚"

%

#

$ 山核桃不同程度胚性感受态是否由于不同发育时期幼胚基因组

表观遗传的变化引起! 尚未见相关研究报道$ 本研究应用简单序列重复区间扩增&

23456!728.95 75:;53<5

65.5=4

!

>,,?

'

()*

分子标记技术对山核桃幼胚生长过程中
()*

甲基化变化动态进行研究! 揭示山核桃

幼胚发育过程中甲基化变化规律! 以期对建立高效的山核桃体细胞胚发生体系提供理论依据$

#

材料与方法

!"!

实验材料

1

月上旬于浙江省临安市板桥乡罗塘村采集自然授粉后
@

!

#&

!

##

!

#!

!

#'

周的山核桃幼果&分别以样

本第
@

周! 第
#&

周! 第
##

周! 第
#!

周! 第
#'

周代替'$ 将幼果带回实验室中剪去花柱及柱头! 洗涤

剂洗净表面后! 用体积分数为
1+A

乙醇涮洗
'" 7

! 自来水冲洗干净! 于超净工作台上去除果皮和种皮后

取出完整的幼胚! 提取基因组
()*

$

!"#

实验方法

BC!DB

山核桃幼胚
()*

的提取 用改

良十六烷基三甲基溴化铵&

-E*F

'法提

取实验材料的基因组
()*

"

@

#

$

#D!D!

哥伦比亚大学!

GF-

"公布的引

物的筛选 用提取的不同时期培养的

山核桃幼胚的一组
()*

为模版! 所

用引物参照加拿大哥伦比亚大学网站

公布的第
@

套
>,,?

引物序列 ! 对

#&&

个引物进行筛选! 选取扩增条带

多而清晰( 分离度高的引物$ 本实验共

筛 选 出 共
# 1

个 引 物 ! 分 别 是 %

GF-%&%

!

%&@

!

%#+

!

%#0

!

%#1

!

%!!

!

%!+

!
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!
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!
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!

%$&

!
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%+%

!

%0!

!

%01

!

%%%

!

%%@

$

#1

个引物序列

如表
#

$

#D!D' ()*

酶切 取
+

个不同时期培养得幼胚
()*

样品! 分别用
!"# !

和
$%&"

等
!

种酶切! 反应体

系为
'& #H

! 所用
()*

质量浓度为
+& 8I

)

H

##

! 为了使酶切完全! 加入
'

倍完全酶切的用量! 酶切过夜

后在
0+ $

水浴锅
#& 823

使酶失活$

#D!D$ >,,?!J-?

建立 分别以各个材料未酶切!

!"# !

和
'%&"

等
!

种酶切的基因组
()*

为模版! 以

筛选的
#1

个
GF-

引物进行聚合酶链式反应&

J-?

'$

J-?

反应条件%

@$ $

预变性
+ 823

!

@$ $

变性
'&

7

! 适温退火
'& 7

!

1! $

延伸
# 823

!

'+

个循环后
1! $

延伸
#& 823

$ 扩增产物用质量分数为
!&D& I

)

KI

LB

琼脂糖凝胶电泳检测"

B&

#

$

BD!D+

山核桃幼胚基因组
()*

甲基化水平分析
'(#"

和
!"#!

对相同酶切位点甲基化的敏感程度不

同以及
>,,?

是显性标记是分析甲基化变异的理论基础 "

BB

#

$ 同裂酶
'(#"

和
!#"!

的酶切位点均为

*

--//M//--

+! 由于两者对该位点胞嘧啶甲基化的敏感程度不同! 经
J-?

反应扩增多态性片段就反映

出该位点的甲基化状态及程度$

'(#"

能切割无甲基化和内甲基化位点而不能切割外甲基化位点!

!#"

表
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筛选的引物序列
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第
!"

卷第
#

期

!

能切割无甲基化和单链甲基化!双链中只有链甲基化"而不能切割双链甲基化 #

"$

$

% 因而
%&'

分别用

!"#"

和
$%&!

酶切后选扩& 根据带型的有无可能出现
#

种甲基化类型&

"

型' 都有带& 代表该位点存

在外侧胞嘧啶全!双链"甲基化或无
(())

位点(

!

型' 都无带& 代表该
(())

位点无甲基化或为内侧

胞嘧啶半!单链"甲基化(

#

型'

$%&!

有带而
'"%"

无带& 代表该位点为内侧胞嘧啶半!双链"甲基化(

$

型'

$%&!

无带而
!"%"

有带& 代表该位点为外侧胞嘧啶半!单链"甲基化% 由表
*

可知'

#

型为全甲基化&

表
! "##$

未酶切和甲基化敏感酶
$%&!

和
!"% "

酶切产生的条带类型

+,-./ * %&' 0/123.,1456 -,67 138/9 5: ;6<;1= $%&!,67 !"% > 5: >??@

类 型 甲基化程度
内切酶活性 限制性条带

$%&! !"% >

未酶切
A

酶切
B

酶切

"

无
(())

位点 或 C0

(())

))((

C0

无活性 无活性
D D D

!

(())

或
(

C0

())

))(( ))((

有活性 有活性
D E E

(

C0

())

))(

C0(

C0

(())

(())

无活性

有活性

有活性

无活性

D

D

D

E

E

D

#

$

$

型为半甲基化& 但
"

型和
!

型的全
F

半甲基化状态仅根据条带位点还不确定& 需进一步根据不同时期

同一引物的同一位点条带差异来判断胞嘧啶全
F

半甲基化变异!表
!

"%

$

结果与分析

!%&

山核桃幼胚不同发育时期对
'()

甲基化类

型的影响

GH

个引物在各个发育时期山核桃幼胚样品中

共扩增检测到的
G*I

个甲基化位点%

C

个时期幼

胚甲基化比例依次为
*!J##K

&

$CJHIK

&

$IJLMK

&

#MJN$K

和
#$JGLK

% 甲基化比例随着胚的发育逐渐

升高% 研究结果同时表明&

C

个时期幼胚甲基化

类型较丰富&

#

种甲基化类型均存在!图
G!G"#

"%

由表
#

可知' 在
GH

个引物中& 引物
IML

扩增位

点数最多& 为
GG

个& 其中& 第
L

周的
""$

类型

的扩增位点数分别为
H

&

#

&

M

&

M

( 第
GM

周的
""

$

类型的位点数分别为
H

&

#

&

M

&

M

( 第
GG

周的
"

"$

型的位点数分别为
H

&

#

&

M

&

M

( 第
G$

周的
"

"$

型的位点数分别为
N

&

#

&

G

&

M

( 第
G!

周的
"

"$

型的位点数分别为
N

&

#

&

G

&

M

% 图
$

表明'

随着幼胚的发育&

#

种
%&'

甲基化类型呈现规律性变化% 第
G

种类型位点数最多& 从第
L

周至
G!

周

%&'

甲基化类型
"

呈逐渐上升趋势& 而
$

型呈逐渐下降趋势( 但在
!

型)

#

型中& 各发育阶段变化相对平

稳!图
$

"%

!%!

山核桃幼胚不同发育时期对胞嘧啶全
*

半甲基化变异的影响

进一步分析表明'

C

个时期均存在全甲基化位点和半甲基化位点%

C

个时期全甲基化位点数分别

为
GM

&

GG

&

$G

&

!G

&

!$

& 所占比例分别为
HJIGK

&

IJCLK

&

GNJ#MK

&

$#J$$K

和
$CJMMK

(

C

个时期半甲

基化位点数分别为
$M

&

$$

&

GN

&

$G

&

$$

& 所占比例分别为
GCJN$K

&

GHJGLK

&

G$JCMK

&

GNJ#GK

&

GHJGLK

% 由此可知' 山核桃幼胚
C

个发育时期在基因组
%&'

甲基化水平上存在着较大差异& 不同时

期幼胚之间基因组
%&'

全
F

半甲基化位点的绝对数量和相对数量都有不同程度的改变% 尽管总甲基化

表
+ "

型和
!

型甲基化状态判断标准

+,-./ ! %&' 0/123.,1456 5: 138/",67 138/!

条带类型变化 甲基化状态变化

甲基化减少&

"

为全甲基化变为
!

为半甲基化

甲基化减少&

"

为全甲基化

甲基化减少&

"

为全甲基化

甲基化增加&

!

为半甲基化变成
"

全甲基化

甲基化增加&

!

为半甲基化

甲基化增加&

!

为半甲基化

甲基化增加&

"

为全甲基化

甲基化减少&

!

为半甲基化

甲基化变化情况不定

甲基化增加&

"

为全甲基化

甲基化减少&

!

为半甲基化

甲基化变化情况不定

"

!

#

$

!

"

#

$

#

"

!

$

$

"

!

#

李顺福等' 基于
>??@

分子标记技术的山核桃幼胚
%&'

甲基化初步研究
C$!
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图
!

发育时期对山核桃幼胚甲基化类型的影响

'()*+, ! -..,/0 1. 2,3,4156,70 809), 17 :;< 6,0=>490(17

0>5,8 1. (6690*+, ,6?+>18 1. !"#$" %"&'"$()*+*

比例及全甲基化位点比例随着胚龄的增加而逐渐升高! 半甲基化位点所占比例呈小幅波动并基本持

平状态"表
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图
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山核桃幼胚不同发育时期的
:;<

甲基化类型
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讨论

:;<

甲基化是植物正常生长发育所必需的% 但

是甲基化水平不足% 也会导致不正常生长 &

#A

'

$ 在高

等植物基因组中%

:;<

甲基化在发育过程中处于一个

动态的变化之中% 同一物种在不同的发育时期% 甲基

化水平会发生变化% 而且不同植物的变化趋势是不

一样的&

#$

'

$ 越来越多的试验结果表明%

:;<

甲基化对

植物正常发育起重要作用$ 对某些植物的研究发现(

如果在基因组的重要位点上诱导产生或自然发生
:;<

甲基化的变异% 就会引起广泛的发育异常现象&

#@

'

$ 油

菜
,#"**+%" %"-.(*&#+*

种子在萌发时伴随着大量的去甲

基化事件% 导致甲基化水平的降低&

#B
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$ 在同一植株的

同一发育时期在不同组织中%

:;<

甲基化也有所差

异% 研究发现水稻
/#$0" *"&+1"

在幼苗时期的甲基化水

平高于旗叶 &

#C

'

$ 在不同的植物之间% 同源的
:;<

序

列的甲基化水平差异也非常明显% 对
##

个不同被子植物的
!@D +:;<

的甲基化研究发现% 这些物种的

甲基化水平差异较大% 其中拟南芥
2#"3+45.*+* &'"6+")"

低至
$E

% 而豌豆
7+*8- *"&+18-

和洋葱
266+8-

%(."

高达
%"E

和
F&E

&
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$ 前人的研究资料表明&

#F

'

% 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% 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$

本研究用适当的
GHI

扩增反应从
#&&

个
JDDI

引物中筛选了
#C

个引物% 选择引物的标准是它们能

产生和再次产生清晰的) 多态性丰富的扩增产物*图
A

#$ 在
@

个时期山核桃幼胚中%

#C

条
JDDI

标记共

产生了
#!%

个扩增条带$ 研究结果表明(

@

个发育时期山核桃发生了不同程度的甲基化模式和水平的变

化% 如
:;<

甲基化比例随着幼胚的发育逐渐升高% 暗示部分基因正在关闭$ 同时% 对于这些基因而言%

去甲基化可能是基因进一步表达的必须步骤$ 这似乎表明( 植物通过
:;<

甲基化和去甲基化的方式实

现基因的有序表达&
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$ 根据全
K

半胞嘧啶甲基化均被观察到的结果% 我们推测甲基化变异可能与幼胚成
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图
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引物分别在山核桃幼胚发育的
(

个时期材料中的

扩增结果
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熟的一些重要属性有关! 本研究在用
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和
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酶切
>??@

图谱和未酶切图谱比较

时" 还观察到了一种特殊的现象" 即酶切后

出现了未酶切没有的新条带 #图
'

"箭头所

示$% 理论上酶切
>??@

图谱的出现的条带必

然在未酶切
>??@

图谱中出现" 这种情况可

能由于未酶切基因组存在一定的构象造成

AB@

引物结合困难" 酶切后引物可以结合上

去 &

!#

'

% 因此" 尽管本研究已获得山核桃幼胚

发育
CD/

甲基化状态的初步结果" 但由于本

研究尚未应用特异条带回收并杂交验证" 关

于山核桃幼胚不同发育阶段基因表达与基因

组
CD/

甲基化以及胚性感受态之间关系还需

要进一步探索%
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