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重金属呼+胁迫下小麦幼苗DNA 5一MeC含量的改变
黑淑梅

(延安大学生命科学学院，陕西延安716000)

摘要：运用高效液相色谱法(HPLC)研究了3 d龄和10 d龄小麦幼苗在5～100 mg／L Cr6+胁迫下根系和

地上部分DNA 5一甲基胞嘧啶(5一MeC)含量的变化。方法：色谱柱为Hypersil BDS_C18键合柱(5弘m，150×

4．6 mm I．D．)；流动相由5％甲醇，4．75 mm01／L己烷磺酸钠，o．2％三乙醇胺组成，三蒸水配制，pH值为5．5；

流速为o．7 mL／min；检测波长为273 nm。结果发现：除100 mg／L Cr6+降低了3 d龄小麦幼苗根系DNA 5一

MeC的百分含量外，所试不同浓度Cr6+均引起两苗龄幼苗叶片和根系DNA甲基化水平的上升；3 d龄幼苗

对Cr6+胁迫比10 d龄幼苗敏感，根系比地上部分敏感。结论：Cr6+胁迫引起的DNA甲基化水平改变可能影

响到小麦幼苗的正常生长发育。
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Efkcts of Cr6+stress on 5一MeC content
of DNA in wheat seedlings
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Abstract：The effects of Cr6+on the 5一methyl cytosine(5一MeC)cOntents in 1eaves and r∞ts DNA in 3一day．old and 10-

day_old wheat seedlings with 5—100 H培／L Cr6+treatmem were deteH血ned by the reversed-phase hgh perforHlance liq—

uid chromatography(HPLC)．The Hypersil BI)§C18 c01unm(5“m，150×4．6 mm I．D．)and mobile phase of 5％meth—

anol，一4．75 nmlOl／L Sodium he)(anesulfomte，一O．2％triethanOlarnine_water，pH 5．5 at the flow rate of O．7 mL／rIlin was

used．Detection was perfOmed、jl，ith UV detector at 273nrTL The results showed that the 5一MeC contents in leaves and

roots DNA in 3一day_old and 10-day_old wheat seedlings、Ⅳith Cr6+∞ncentration increased from 5 t0100 mg／L were aU

h曲er than tht in contr01，but the 5一MeC contents caused by 100 mg／L Cr6+was 10wer than that in contr01 in the mots

DNA in 3一day。old seedlings．And the results suggested that 3一day_01d seedlings were more sensitive to Cr6+stress than

10-day_old se础ings，and the roots were more sensitive than the leaves．Therefore，the change of DNA methylation 1evel

caused by heavy metal Cr6+could have an effect on nor眦l growth and development in wheat seedlings．

Key wo舯ds：wheat；Cr6+；5一MeC；HPLC

随着冶金、电镀工业的发展，重金属元素铬(Cr)

广泛存在于自然界中，成为环境中一种具有潜在危害

性的污染物，被称为工业“五毒”之一。业已证明，铬

不是植物生长的必需元素，也不参与细胞的结构组

成，但被吸收进入植物体后过量积累则可影响植物的

正常生长发育，比如在种子萌发、抗氧化酶活性、内源

激素水平、叶绿素含量、以及细胞有丝分裂等方面都

会产生影响，甚至引起植物DNA断裂、DNA含量减

少，引发DNA-蛋白质交联及DNA链间交联等DNA

损伤效应(史吉平等，1994；黑淑梅等，2005；鲁先文

等，2007；张黛静等，2009；王耀勇等，2010)。

DNA甲基化，就是对基因组DNA进行修饰，
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在基因表达调控、发育调节、基因组印迹等方面发挥

重要作用(Bird，1986)。高等植物DNA甲基化是指

DNA中的胞嘧啶(C)被甲基修饰，形成5一甲基胞嘧

啶(5一MeC)，DNA总甲基化水平可以用5一MeC占

DNA中总胞嘧啶碱基的百分数表示。5一MeC含量

的改变都会造成基因表达的异常，从而对植物生长

发育起着非常重要的作用(Finnegan等，2000；周翠

兰等，2005)。热胁迫、干旱对DNA的甲基化水平

会造成影响，且许多受甲基化变化诱导的基因同胁

迫反应有关，说明DNA甲基化参与了环境胁迫下

的基因表达调控过程(Finnegan等，1993；Wada等，

2004)。葛才林等(2002)也报道重金属Cu计、Cd2+

和H92+胁迫后，水稻和小麦叶片、穗和根系DNA

中胞嘧啶的甲基化水平提高，而关于重金属Cr对植

物DNA胞嘧啶甲基化水平的影响则未见报道。本

文基于此，运用高效液相色谱法研究了不同浓度的重

金属Cr6+处理后，不同苗龄小麦幼苗不同植株部位

DNA的5一甲基胞嘧啶含量的变化，旨在分子水平上

探讨土壤重金属Cr6+污染对小麦生长的影响机制。

1 材料与方法

1．1实验材料、仪器和试剂

材料：／J、偃22(Tri￡ic“7n以Ps￡iu“，挖cv．Xiaoyan

No．22)。种子用5％次氯酸钠灭菌，流水冲洗，暗中

(25±0．5)℃下浸种、催芽2 d后选取萌发一致的种

子播种于垫有滤纸并加适量1／2 Hoa91and营养液

的培养皿中，置于光照培养箱(25±o．5)℃，每日光

照13 h，光强300“mol／(m2·s)中培养。长至3 d

龄和10 d龄时，分别以1／2 Hoagland营养液配制

浓度为5、10、20、40、60、80、100 mg／L的Cr6+(由

K：Cr：O，提供，以纯Cr计算)处理72 h，每处理重复

3次，以1／2 Hoagland营养液处理的幼苗为对照。

试剂：己烷磺酸钠和甲醇(色谱纯)、三乙醇胺和磷酸

(分析纯)均购自国内公司，C和5一MeC标准品(色

谱纯)购自Sigma公司。仪器：HITACHI型高效液

相色谱仪(日本东京Hitachi公司)。

1．2研究方法

1．2．1标准品制备 精确称量C和5一MeC标准品

各o．1 mg，用流动相定容至10 mL，单标终浓度为

o．01 mg／mL，o．45扯m纤维素微孔滤膜过滤。

1．2．2样品制备 DNA提取：采用CTAB法，分别

提取o．25 g 3 d龄和10 d龄幼苗的新鲜叶片和根

系的DNA。将洗涤后的DNA沉淀溶于50弘L TE

缓冲液中，一20℃保存备用。样品制备：取上述

DNA提取液20肛L，加20肛L 2 mol／L HCl，在80

℃水浴中水解2 h，再加入10“L 4 mol／L NaOH中

和，离心取上清液备用。重复3次。

1．2．3色谱条件 色谱柱：Hypersil BDS—C1。键合

柱(5肚m，150×4．6 mm I．D．)。流动相：5％甲醇，

4．75 mmol／L己烷磺酸钠，o．2％三乙醇胺组成，用

三蒸水配制，并用磷酸将pH值调为5．5。o．45扯m

的纤维素微孔滤膜过滤。流速：o．7 mL／min。检测

波长：273 nm。进样量：20”L。

1．2．4标准曲线的建立 用流动相配制单个标准品

溶液，用以测定标准品在色谱柱内的保留时间。C

的保留时间为3．94 min，5一MeC的保留时间为6．22

min，混合标样的色谱图见图1：1，样品色谱图见图

1：2和图1：3。将单标终浓度为o．01 mg／mL的混

合标准品溶液依次进样2、4、6、8、lo、12、14、16、18、

20、22“L进行测定得到相应的峰面积。以峰面积

为横坐标，各组分含量为纵坐标绘制标准曲线，结果

表明混合标样在进样量2～22肚L的范围内，线性关

系良好(图2)。

1．2．5重复性试验取同一样品，重复进样4次，每

次进样20扯L，测得c和5一MeC的含量分别为：C为

0．013、o．014、o．014、o．014(pg·pL。1)，5一MeC为

O．019、0．023、O．021、0．021(j』g·肚L1)，C和5一MeC

的相对标准偏差(RSD)分别为：3．77％和4．99％，他

一4。结果表明方法重复性良好。

1．2．6稳定性试验取同一样品，每2 h进样1次，

连续进样5次，每次进样20肚L，测得C和5一MeC

的含量分别为：C为o．047、o．047、o．046、o．044、

o．045(弘g·”L。1)，5一MeC为o．055、o．061、o．059、

o．059、o．054(肛g·肛L。1)，C和5一MeC的相对标准

偏差RSD分别为：3．51％和4．23％，以一5。结果说

明，样品在10 h内稳定性良好。

1．2．7 5一甲基胞嘧啶测定 由图2标准曲线分别得

C线性回归方程：y一2×10。7X+O．0054，R2一O．9917

和5一MeC线性回归方程y一3×10。X+o．014，R2一

o．9915。采用外标法，通过比较样品和标准品的峰

面积确定C和5一MeC的含量，根据公式5一MeC／(C

+5一MeC)×100％计算5一MeC的百分含量。

1．2．8数据处理 实验结果均以平均值与标准差表

示，所有实验数据采用SPSS 11．o系统来统计检验。
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图1标准品和小麦幼苗样品的色谱分离图

Fig．1 HPLC chromatograms of standard

solution and samples of wheat seedlings

1．标准品色谱图；2．小麦幼苗叶片样品色谱图；

3．小麦幼苗根系样品色谱图。

1．HPLC chromatogram of standard solution；2．HPLC chromat0_

gram of leaf sample；3．HPLC chromatpgram of root sample．

2 结果与分析

从表1可见，10 d龄小麦幼苗叶片对照组DNA

的5一MeC为22．55％，3 d龄小麦幼苗叶片对照组

DNA的5一MeC为23．48％，而10 d龄小麦幼苗根系

对照组DNA的5一MeC为25．32％，3 d龄小麦幼苗根

系对照组DNA的5一MeC为26．33％。从叶片和根系

对照组DNA的5一MeC含量的差异说明植物不同器

啪

j
一
‘J

C

∞
一
C

o
o

删
如

峰面积Peak area

图2标准曲线

Fig．2 Standard curve

官中5一MeC含量水平不一样，从不同龄期同一植株

部位的DNA的5一MeC含量的差异也说明了小麦幼

苗在不同的生长阶段体内的甲基化水平有差异。

从表1可见，5～60 mg／L Cr6+使10 d龄和3 d

龄小麦幼苗叶片DNA 5一MeC百分含量升高，80～100

mg／L Cr6+使5一MeC百分含量下降，依然高于对照；

从处理效应差异显著性上来看，对于3 d龄小麦幼苗

叶片，有效Cr6+浓度范围为20～100 mg／L，与对照相

比均差异显著(P<0．05)，对于10 d龄小麦幼苗叶

片，有效Cr6+浓度范围为40～100 mg／L，与对照相比

均差异极显著(P<0．01)，而60 mg／L Cr6+处理效应

值对于3 d龄和10 d龄小麦幼苗来讲均为最高，分别

为相应对照的1．66倍和1．62倍。对于10 d龄幼苗

根系，5～40 mg／L Cr6+范围内，DNA的5一MeC升高，

60～100 mg／L cr6+下降，但仍高于对照；且在10～

100 mg／L Cr6+内，除了100 mg／L Cr6+处理效应为显

著差异外，其余浓度处理效应均达到了极显著差异水

平(P<0．01)，且40 mg／L Cr6+使DNA 5一MeC百分

含量达到最高。对于3 d龄幼苗根系而言，DNA的

5一MeC含量在5～20 mg／L Cr6+范围内上升，在40～

100 mg／L Cr6+时下降，在100 mg／L Cr6+时降到

24．53％，低于对照；但在10～60 mg／L Cr6+时，除了

40 mg／L Cr6+(在P<o．05水平)，处理效应均达到了

极显著差异水平(P<o．01)，且在20 mg／L Cr6+时，

DNA 5一MeC百分含量达到最高。

上述结果说明，除了100 mg／L Cr6+降低了3 d

龄小麦幼苗根系DNA 5一MeC的百分含量，所试不同

浓度Cr6十均引起两苗龄幼苗叶片和根系DNA甲基

化水平的上升，而且对于不同苗龄时期、不同部位的

小麦幼苗DNA 5一MeC百分含量变化来讲，不同浓度
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表l Cr6+对小麦幼苗DNA中5一MeC百分含量的影响
Table 1 Effects of Cr6+on the 5一MeC percentage of DNA in wheat seedlings

Cr6十浓度

(mg／L)
Contents

5一MeC百分含量contents of 5一MeC(％)

3 d龄幼苗3 day old seedlings 10 d龄幼苗10—day—old seedlings

of Cr6+
根系Roots 叶片Leaves 根系Roots 叶片Leaves

注：’为显著(P<o．05)；一为极显著(P<o．01)。

Note：+The difference is significant(P<O．05)；’’：The difference is extremely significant(P<0．01)

Cr6+处理效应的差异水平不一样。

从表1看到，对于3 d龄幼苗根系和叶片，与对

照处理有显著差异的初始Cr6+浓度分别为10 mg／

L(极显著，P<o．01)和20 mg／L(显著，P<o．05)；

对于10 d龄幼苗根系和叶片，则分别为10 mg／L

(极显著，P<o．01)和40 mg／L(极显著，P<o．01)；

说明根系比叶片对Cr6+胁迫敏感。另外，从引起

DNA 5一MeC百分含量最高值的Cr6+浓度来看，10

d和3 d龄幼苗根系DNA的5一MeC最高值分别出

现在40 mg／L Cr6+和20 mg／L Cr6十(均为极显著，

P<o．01)，而3 d龄幼苗叶片DNA 5一MeC最高值

出现在Cr6十浓度为60 mg／L(显著，P<o．05)，10 d

龄幼苗叶片也出现在60 mg／L Cr6十(极显著，P<

o．01)，亦说明根系比叶片对Cr6+胁迫敏感。

从根系DNA的5一MeC百分含量水平来看，3 d

龄幼苗在20 mg／L Cr6+达最高值，为39．39％(极显

著，P<o．01)，10 d龄幼苗在40 mg／L Cr6+达最高

值，为37．91％(极显著，P<0．01)，说明3 d龄幼苗对

Cr6+胁迫比10 d龄幼苗敏感。从叶片DNA的5一

MeC百分含量水平比较，3 d和10 d龄幼苗与对照处

理有显著差异的初始Cr6+浓度分别为20 mg／L(显

著，P<o．05)和40 mg／L(极显著，P<o．01)，说明3 d

龄幼苗对Cr6+胁迫比10 d龄幼苗要敏感。

3 结论与讨论

本文采用HPLC法测得10 d龄小麦幼苗叶片

对照组DNA的5一MeC百分含量为22．55％，这与

Messeguar等(1991)测得的小麦成熟叶片DNA中

5一MeC为22．4％的结果基本一致。本研究结果显

示，Cr6+能明显改变小麦幼苗DNA中C的甲基化

水平。5～100 mg／L Cr6+引起3 d、10 d龄小麦幼

苗叶片和10 d龄小麦幼苗根系DNA中C甲基化

水平的升高，对于3 d龄幼苗根系而言，5～80 mg／L

Cr6+同样提高了DNA中C甲基化水平。DNA甲

基化主要是参与植物基因表达的调控，进而调节植

物的生长发育。基因中启动子和编码区的过度甲基

化能抑制基因的转录表达(Finnegan等，1998；Ra—

zin&Cedar，1991；Pradhen等，1999)。将小牛胸腺

DNA和叔丁基氢过氧化物及Fe什一起温育，发现

有大量甲基自由基和DNA高度甲基化发生，并认

为甲基自由基直接攻击DNA中的鸟嘌呤产生C8一

甲基鸟嘌呤，而N7一甲基鸟嘌呤和3一甲基腺嘌呤的

产生很可能是由于甲基自由基借助于过渡重金属的

作用攻击DNA而引起(Hix等，1999)。据此，本文

推测Cr6+引起两苗龄小麦幼苗叶片和根系DNA甲

基化水平提高，可能是由于Cr6十引起了小麦体内的

过氧化胁迫，而导致大量甲基自由基的产生，甲基自

由基攻击DNA中的胞嘧啶，导致5一MeC水平提高。

Lee等(1998)和Pfohl—Leszkowicz等(1987)已

经证实重金属离子能抑制动物细胞内5一甲基胞嘧

啶甲基转移酶的活性，如Pb抖、Zn2_、Cu”、Fe2+、

M92+等，都可在处理后的短时间内抑制细胞内5一甲

基胞嘧啶甲基转移酶的活性。据此，对于100 mg·

L-1 Cr6+导致3 d龄幼苗根系DNA中胞嘧啶甲基化

水平降到小于对照这一现象，推测可能与根系中5一

甲基胞嘧啶甲基转移酶(催化将腺苷甲硫氨酸上的

甲基转移到DNA的胞嘧啶上)活性受到抑制有关，

具体原因还有待于进一步研究。

总之，DNA甲基化参与植物基因表达的调控，
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在植物的生长发育中起着非常重要的作用，Cr6+胁

迫引起的甲基化水平过高或过低都会影响小麦幼苗

的正常生长发育。
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