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摘　 要: 基因组甲基化修饰受环境因素的影响ꎮ 在以甲基化为代表的表观遗传学研究中ꎬ如何减少保存环境

对异地采后样品的影响ꎬ提高整个实验的准确性和科学性ꎬ目前尚未有系统的认知ꎮ 该研究选取 ５ 种常用的

采后样品保存方式(液氮冷冻、－ ２０ ℃ 冷冻、变色硅胶干燥、密封袋密封、７５％酒精浸泡)ꎬ分别用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ ｔｅｓｔｓ 统计分析和 ＵＰＧＭＡ 聚类分析方法ꎬ对华南植物园锥栗进行 Ｆ￣ＭＳＡＰ 研究ꎬ以期找出最佳保

存方式ꎮ 同时ꎬ利用正交试验法对 Ｆ￣ＭＳＡＰ 体系进行优化ꎬ筛选出 ９ 对引物(Ｅ３￣Ｈ / Ｍ２ꎻＥ５￣Ｈ / Ｍ２ꎻＥ６￣Ｈ / Ｍ１ꎻ
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传多样性进行了论述ꎮ 结果表明:在锥栗 Ｆ￣ＭＳＡＰ 的研究中ꎬＷｉｌｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ ｔｅｓｔｓ 统计分析和 ＵＰＧＭＡ
聚类分析结论一致ꎬ密封袋保存效果最佳ꎻ成熟叶半甲基化率(２７.８３％)和总甲基化率(５１.１３％)高于幼叶

(２１.３５％ꎬ４５.９０％)ꎬ全甲基化率(２３.３０％)低于幼叶(２４.５５％)ꎬ平均多态位点百分数 ３９.６０％ꎬ香农信息指数

０.２０７±０.００２ꎬ表现出较高的甲基化水平和遗传多样性ꎮ
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　 　 目前已有研究证据证明 ＤＮＡ 甲基化这种重要

的表观遗传方式ꎬ在植物生长发育及进化过程中起

着重要的调节作用ꎬ 并显著影响所在 ＤＮＡ 区域的
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成为生物学研究的热点之一ꎬ特别在植物学研究上ꎬ
由于植物固着生长的特性ꎬ使之发展出以表型可塑

性为主的适应性机制ꎬ因此研究 ＤＮＡ 甲基化对植物

转录表达以及表型适应性变化的影响已经成为植物

生理生态适应机制和进化的主要手段之一(高乐旋

等ꎬ２００８)ꎮ 但是ꎬ相对于基因组序列特征ꎬＤＮＡ 甲

基化的选择性可遗传特征对实验研究方法的影响却

极少被注意和研究ꎮ
从目前的研究看ꎬ一方面如低温诱导的金鱼草

(Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ)的转座子 Ｔａｍ ３ 序列的甲基化

水平下降ꎬ在一个世代内可逆地响应温度变化

(Ｈａｓｈｉｎｄａ ｅｔ ａｌꎬ ２００３)ꎻ干早胁迫诱导水稻 ＤＮＡ 甲

基化水平发生变化ꎬ复水后有 ７０％回复到初始状态

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)ꎻ烟草异染色质 ＤＮＡ 受到胁迫

后甲基化水平上升ꎬ当胁迫移除后部分可逆地去甲

基化(Ｋｏｖａｒ ｅｔ ａｌꎬ１９９７)ꎮ 另一方面ꎬ许多研究表明ꎬ
表观遗传变异与遗传变异有紧密的联系ꎬ且可遗传

的表观遗传变异具有适应性ꎬ能够影响适应的速度
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ａｌꎬ ２０１３)ꎮ 许多由环境改变或胁迫引发的植物

ＤＮＡ 甲基化ꎬ通过有丝分裂和减数分裂ꎬ可以在一
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甲基化的选择性可遗传性对具体的试验研究带

来了特殊的要求ꎮ 基因组内ꎬ许多位点上甲基化特

征的稳定性较低ꎬ容易在短时间内因环境因素而变

化ꎮ 尤其在木本植物的生态适应机制的研究中ꎬ因
采样地点偏远ꎬ采样量大等现实问题ꎬ无法立即对

ＤＮＡ 进行提取ꎮ 而在以甲基化为代表的表观遗传

研究中ꎬ样品采后保存环境对后期实验具有影响ꎮ
因此ꎬ研究如何进行规范的采样和样品保存操作具

有至关重要的现实意义ꎮ
锥栗作为森林生态系统的优势种ꎬ在生物多样

化格局形成中有着举足轻重的地位 (王峥峰等ꎬ
２００１)ꎮ 尤其是从微观角度研究锥栗遗传多样性分

布格局和生理适应性调节机制已然成为了研究热点

(王峥峰等ꎬ２００４)ꎮ 但在研究初期ꎬ锥栗样品采集

后ꎬ尤其是异地采样后ꎬ如何科学完好的保存样品ꎬ
最大可能的减少外界环境因素对 ＤＮＡ 甲基化的影

响ꎬ则鲜有研究报道ꎮ 因此ꎬ本文重点就华南植物园

锥栗叶片不同保存方式对 Ｆ￣ＭＳＡＰ 的影响ꎬ不同生

长阶段甲基化水平及遗传多样性信息进行了系统研

究ꎬ以期为研究锥栗甲基化修饰制定科学合理的采

样策略和遗传多样性分析提供理论指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 样品采集

以华南植物园内 ２５ 棵锥栗作为研究对象ꎬ分别

进行样品保存试验和老幼叶试验ꎮ
样品保存试验:每棵锥栗采集 ５ 片健康成熟叶

片ꎬ共 １２５ 片ꎮ 叶片沿中脉一分为二ꎬ一半为实验

组ꎬ一半为对照组ꎮ 老幼叶试验:任选 ３ 棵胸径相近

个体ꎬ每棵采 ３ 片成熟叶和 ３ 片幼叶ꎬ共 １８ 片ꎮ
采后样品均立即带回实验室ꎬ进行下一步研究ꎮ

１.２ ＤＮＡ 提取

样品保存试验:５ 个试验组(液氮冷冻处理组、
－２０ ℃冷冻处理组、变色硅胶干燥处理组、密封袋密

封处理组、７５％酒精浸泡组)ꎬ处理 ２４ ｈ 后ꎬ用改良

的 ＣＴＡＢ 法提取 ＤＮＡ(陈昆松等ꎬ２００４)ꎬ对照组及

老幼叶试验叶片ꎬ采后立即提取 ＤＮＡꎮ
Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ ２０００ / ２０００ｃ 超微量紫外可见分光光

度计和 １％琼脂糖凝胶电泳对 ＤＮＡ 进行筛选检测ꎬ

６１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



－２０ ℃冷冻保存ꎮ
１.３ Ｆ￣ＭＳＡＰ

荧光标记甲基化敏感扩增多态性( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｌａｂｅｌｅｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ
Ｆ￣ＭＳＡＰ)是在甲基化敏感扩增多态性(ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ ＭＳＡＰ)的基础

上对选择性引物进行了荧光标记ꎮ Ｆ￣ＭＳＡＰ 包括 ４
个反应体系ꎬ酶切体系、连接体系、预扩增体系和选

择性扩增体系(褚会娟等ꎬ２０１１)ꎮ 通过梯度设置参

数ꎬ优化体系中的酶切时间、连接时间、退火温度及

时间等因素ꎬ结合正交试验法ꎬ对预扩增体系和选择

性扩增体系进行优化ꎬ得到锥栗 Ｆ￣ＭＳＡＰ 技术的最

优反应体系ꎮ 接头序列见表 １ꎮ

表 １　 Ｆ￣ＭＳＡＰ 接头序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆ￣ＭＳＡＰ ａｄａｐｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

接头名称
Ａｄａｐｔｅｒ ｎａｍｅ

接头序列(５′￣３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

ＥｃｏＲ Ⅰ￣ａｄａｐｔｅｒ Ⅰ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ

ＥｃｏＲ Ⅰ￣ａｄａｐｔｅｒ Ⅱ ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ

Ｈａｐ Ⅱ/Ｍｓｐ Ⅰ￣ａｄａｐｔｅｒ Ⅰ ＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴ

Ｈａｐ Ⅱ/Ｍｓｐ Ⅰ￣ａｄａｐｔｅｒ Ⅱ ＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡ

　 　 酶切体系:５０ μＬ(ＤＮＡ ５００ ｎｇꎬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ
ＥｃｏＲ Ⅰ １０ ＵꎬＨｐａ Ⅱ/Ｍｓｐ Ⅰ １０ Ｕꎬ１０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ １００
×ＢＳＡ ０. ２ μＬ)ꎬ ３７ ℃ 恒温孵育 ６ ｈꎬ ６５ ℃ 变性

１０ ｍｉｎꎮ
连接体系:５０ μＬ(酶切液 １２.５ μＬꎬ５ ｐｍｏｌ􀅰μｌ￣１

ＥｃｏＲⅠ接头 １ μＬꎬ５０ ｐｍｏｌ􀅰μｌ￣１ＨｐａⅡ/ＭｓｐⅠ接头 １
μＬꎬ ５ Ｕ􀅰μＬ￣１ Ｔ４ 连接酶 ０. ５ μＬꎬ１０ ×Ｔ４ Ｂｕｆｆｅｒ ５
μＬ)ꎬ１６ ℃ 连接过夜ꎬ６５ ℃ 变性 ８ ｍｉｎ(Ｖｏｓ ｅｔ ａｌꎬ
１９９５)ꎮ

预扩增体系:２５ μＬ(５ Ｕ􀅰μＬ￣１Ｔａｑ 聚合酶 ０.４
μＬꎬ１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２.５ μＬꎬ模板 ５ μＬꎬ２.５ ｐｍｏｌ􀅰
μＬ￣１ ｄＮＴＰｓ １.６ μＬꎬ１０ ｐｍｏｌ􀅰μＬ￣１引物各 １ μＬ)ꎬ９４
℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２
℃延伸 １ ｍｉｎꎬ２５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ

选择性扩增体系:２５ μＬ(５Ｕ􀅰μＬ￣１Ｔａｑ 聚合酶

０.２ μＬꎬ ２. ５ ｐｍｏｌ􀅰μＬ￣１ ｄＮＴＰｓ １. ６ μＬꎬ １０ × ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ ２.５ μＬꎬ１０ ｐｍｏｌ􀅰μＬ￣１引物各 ３ μＬ)ꎬ９４ ℃预

变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６５ ℃退火 ３０ ｓꎬ每个循

环退火温度降低 ０.７ ℃ꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ１２ 个循

环ꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ

２３ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.４ 引物筛选

在 ＥｃｏＲⅠ、ＨａｐⅡ/ＭｓｐⅠ通用引物的基础上ꎬ通过

添加随机碱基ꎬ组合出 １２８ 个引物对(Ｘｉｏｎｇ ｅｔ ａｌꎬ
１９９９)ꎮ 用优化的 Ｆ￣ＭＳＡＰ 体系进行多态性扩增ꎬ产
物先用 １％琼脂糖凝胶电泳初步筛选ꎬ再用 ６％变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳筛选ꎬ最终选出 ９ 对可扩增出完整

清晰且多态性高条带的引物对(表 ２ꎬ图 １)ꎮ
１.５ 数据分析

利用 ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ２.２.０ 软件读取荧光标记引物

扩增产物的高效毛细管电泳(Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｃａｐ￣
ｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＨＰＣＥ)结果(钱晓伟等ꎬ２０１４ꎻ
李金龙等ꎬ２０１４)ꎬ得到表示扩增片段大小的荧光峰

值图ꎬ选取 ３０~５００ ｂｐ 的片段进行下一步的研究ꎮ
利用半区间放置法将表示片段大小的数据转换

成 ０ / １ 二元数据矩阵ꎬ即某一特定位点ꎬ有条带记为

“１”ꎬ无条带记为“０” (陈秋博等ꎬ２０１４ꎻ夏寒冰等ꎬ
２００９)ꎮ 根据 Ｈｐａ Ⅱ/ ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｍｓｐ Ⅰ/ ＥｃｏＲ Ⅰ双

酶切位点带型差异ꎬ将基因组甲基化模式分为 ３ 种:
Ⅰ型ꎬ记作“１￣１”ꎬ双链内胞嘧啶全甲基化ꎻⅡ型ꎬ记
作“１￣０”ꎬ单链外胞嘧啶半甲基化ꎻⅢ型ꎬ记作“０￣１”ꎬ
胞嘧啶未甲基化(Ｓａｌｍｏｎ ｅｔ ａｌꎬ２００８)ꎮ

根据 Ｇｅｒｖｅｒａ ｅｔ ａｌ(２００２)的方法ꎬ把 ＭＳＡＰ 二元

矩阵分为甲基化敏感多态矩阵(Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬＭＳＰ)ꎬ即将原矩阵中“０￣１” “１￣０”的

位点记为“１”ꎬ其它记为“０”ꎬ以及甲基化不敏感多

态 矩 阵 ( Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬ
ＭＩＳＰ)ꎬ即将原矩阵中“１￣１”位点记为“１”ꎬ其它记为

“０”ꎮ
接着ꎬ将原始数据进行 ｌｏｇ 函数归一化标准处

理ꎬＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖａ 检验ꎬ分析实验组与对照组

扩增片段数是否符合正态分布规律ꎮ 如果符合ꎬ实
验组与对照组两两配对ꎬ用参数检验法进一步分析ꎬ
否则ꎬ选择非参数检验法(郭东星等ꎬ２０００)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同样品保存方式对锥栗甲基化影响的统计分析

从筛选出的 ９ 对引物中选取 ３ 对(Ｅ３￣Ｈ / Ｍ２ꎬ
Ｅ５￣Ｈ / Ｍ２ꎬＥ９￣Ｈ / Ｍ２)分别对 ５ 种样品保存处理组的

ＤＮＡ 进行 Ｆ￣ＭＳＡＰ 扩增ꎮ 基于基因组甲基化带型

分类ꎬ统计实验组与对照组各带型的扩增条带数ꎬ然
后通过两两配对的统计分析方法ꎬ 找出实验组与对

７１１ 期 刘孟等: 华南植物园锥栗 Ｆ￣ＭＳＡＰ 采样策略及遗传多样性分析



表 ２　 Ｆ￣ＭＳＡＰ 引物序列表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆ￣ＭＳＡＰ ａｄａｐｔｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

项目
Ｉｔｅｍ

名称
Ｎａｍｅ

接头及引物序列(５′－３′)
Ａｄａｐｔｅｒｓ ａｎｄ

ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
(５′－３′)

预扩增引物
Ｐｒｅ￣ａｍｐｌｉｆｙ
ｐｒｉｍｅｒ

ＥｃｏＲ Ⅰ＋Ａ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴ￣
ＴＣＡ

Ｈａｐ Ⅱ/Ｍｓｐ Ⅰ＋Ｔ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴ￣
ＧＣＴＣＧＧＴ

选择性扩增引物
(ＦＡＭ 为荧光标记)
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ
(ＦＡＭ: ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｌａｂｅｌｅｄ)

Ｅ１(Ｅ ＋ＡＡ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＡＡ

Ｅ２(Ｅ ＋ＡＣ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＡＣ

Ｅ３(Ｅ ＋ＡＧ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＡＧ

Ｅ４(Ｅ ＋ＡＴ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＡＴ

Ｅ５(Ｅ ＋ＣＡ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＣＡ

Ｅ６(Ｅ ＋ＣＣ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＣＣ

Ｅ７(Ｅ ＋ＣＧ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＣＧ

Ｅ８(Ｅ ＋ＣＴ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＣＴ

Ｅ９(Ｅ ＋ＧＡ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＧＡ

Ｅ１０(Ｅ ＋ＧＣ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＧＣ

Ｅ１１(Ｅ ＋ＧＧ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＧＧ

Ｅ１２(Ｅ ＋ＧＴ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＧＴ

Ｅ１３(Ｅ ＋ＴＡ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＴＡ

Ｅ１４(Ｅ ＋ＴＣ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＴＣ

Ｅ１５(Ｅ ＋ＴＧ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＴＧ

Ｅ１６(Ｅ＋ＴＴ) ＦＡＭ￣ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣ￣
ＣＡＡＴＴＣＡＴＴ

Ｈ / Ｍ １(Ｈ / Ｍ ＋ＡＡ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＡ

Ｈ / Ｍ２ (Ｈ / Ｍ ＋ＡＣ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＣ

Ｈ / Ｍ３( Ｈ / Ｍ ＋ＡＧ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＧ

Ｈ / Ｍ４( Ｈ / Ｍ ＋ＡＴ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＴ

Ｈ / Ｍ５( Ｈ / Ｍ ＋ＣＡ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＣＡ

Ｈ / Ｍ ６(Ｈ / Ｍ ＋ＣＣ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＣＣ

Ｈ / Ｍ ７(Ｈ / Ｍ ＋ＣＧ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＣＧ

Ｈ / Ｍ８( Ｈ / Ｍ ＋ＣＴ) ＦＡＭ￣ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣ￣
ＣＴＧＣＴＣＧＧＴＣＴ

最优引物对
Ｏｐｔｉｍａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｅ３￣Ｈ / Ｍ２ꎻ Ｅ５￣Ｈ / Ｍ２ꎻ Ｅ６￣Ｈ / Ｍ１ꎻＥ６￣Ｈ / Ｍ５ꎻ
Ｅ８￣Ｈ / Ｍ１ꎻＥ８￣Ｈ / Ｍ５ꎻＥ９￣Ｈ / Ｍ２ꎻＥ１１￣Ｈ / Ｍ５ꎻ
Ｅ１４￣Ｈ / Ｍ１

图 １　 筛选出的 ９ 对引物电泳图　 Ｍ. ＤＬ２０００ꎻ ９ 对引物组合:
３￣２、５￣２、６￣１、６￣５、８￣１、８￣５、９￣２、１１￣５、１４￣１ꎮ

Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ ｏｆ ｎｉｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ　 Ｍ. ＤＬ２０００ꎻ
ｎｉｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ: ３￣２ꎬ ５￣２ꎬ ６￣１ꎬ ６￣５ꎬ

８￣１ꎬ ８￣５ꎬ ９￣２ꎬ １１￣５ ａｎｄ １４￣１.

照组差异最小的处理组ꎬ选出最优样品保存方式ꎮ
Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖａ 检验结果(表 ３)显示ꎬ３０ 组数

据中有 １８ 组不符合正态分布规律ꎮ 因此ꎬ实验组与

对照 组 配 对 差 异 性 分 析 选 用 非 参 数 检 验 法ꎬ
Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ ｔｅｓｔｓꎬ检验结果见表 ４ꎮ

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ ｔｅｓｔｓ 检验结果显示ꎬ与自

身对照组相比ꎬ用 ７５％酒精保存的锥栗叶片ꎬ３ 种甲

基化模式扩增条带数均差异极显著ꎻ用－２０ ℃冷冻

保存的ꎬ半甲基化、全甲基化扩增条带数差异极显

著ꎬ未甲基化无显著差异ꎻ用变色硅胶和液氮保存

的ꎬ半甲基化和全甲基化扩增条带数差异不显著ꎬ未
甲基化差异极显著ꎻ用密封袋保存的ꎬ３ 种甲基化模

式均无差异ꎮ
５ 种样品保存方式对 ＤＮＡ 甲基化修饰的影响

程度由小到大依次为密封袋保存、液氮保存和变色

硅胶保存、－２０ ℃冷冻保存、７５％酒精保存ꎮ 初步判

定最佳样品保存方式是密封袋保存ꎮ
２.２ 不同样品保存方式对锥栗甲基化影响的聚类分析

利用非参数检验法ꎬ统计分析不同样品保存方

式下扩增条带数差异ꎬ可以初步判定不同处理方式

对 ＤＮＡ 甲基化修饰影响的大小程度ꎬ但无法排除其

中个体差异和位点差异ꎮ 利用个体位点信息进行聚

类分析ꎬ将相似组归为一类ꎬ相异组进行区分ꎬ可以

解决这个问题ꎬ验证上述结论ꎮ

８１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 ３　 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖａ 检验结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖａ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ

实验组与对照组
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ⅰ型
Ｔｙｐｅ Ⅰ

Ⅱ型
Ｔｙｐｅ Ⅱ

Ⅲ型
Ｔｙｐｅ Ⅲ

液氮对照
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

０.０１７ ０.２００∗ ０.２００∗

液氮
Ｌｉｑｕｉｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

０ ０.２００∗ ０.２００∗

－２０ ℃对照
－２０ ℃ ｃｏｎｔｒｏｌ

０.０７９ ０.２００∗ ０.０１２

－２０ ℃ ０.００１ ０.２００∗ ０.２００∗

７５％酒精对照
７５％ ａｌｃｏｈｏｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

０.２００∗ ０.０５８ ０.２００∗

７５％酒精
７５％ ａｌｃｏｈｏｌ

０.２００∗ ０.２００∗ ０.２００∗

密封袋对照
Ｈｅｒｍｅｔｉｃ ｂａｇ ｃｏｎｔｒｏｌ

０.００７ ０.２００∗ ０.０４４

密封袋
Ｈｅｒｍｅｔｉｃ ｂａｇ

０.００８ ０.２００∗ ０.２００∗

变色硅胶对照
Ａｌｌｏｃｈｒｏｉｃ ｓｉｌｉｃａｇｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

０.０１ ０.２００∗ ０.２００∗

变色硅胶
Ａｌｌｏｃｈｒｏｉｃ ｓｉｌｉｃａｇｅｌ

０.００９ ０.２００∗ ０.１８８

　 注: ∗. 达到下限ꎬ不符合正态分布ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗. Ａ ｌｏｗｅｒ ｂｏｕｎｄ ａｎｄ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ.

表 ４　 Ｗｉｌｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ 检验结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｉｌｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ

甲基化模型
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｔｙｐｅ
７５％酒精

７５％ ａｌｃｏｈｏｌ －２０ ℃
变色硅胶
Ａｌｌｏｃｈｒｏｉｃ
ｓｉｌｉｃａｇｅｌ

液氮
Ｌｉｑｕｉｄ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ

密封袋
Ｈｅｒｍｅｔｉｃ

ｂａｇ

全甲基化
Ｆｕｌｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

０∗∗ ０∗∗ ０.１６５ ０.３４１ ０.０９７

半甲基化
Ｈｅｍｉ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

０.００１∗∗ ０∗∗ ０.０８２ ０.０７３ ０.９７６

未甲基化
Ｎｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

０∗∗ ０.６９２ ０∗∗ ０.００４∗∗ ０.８５７

　 注: ∗∗. 二尾渐进显著性小于 ０.００１ꎬ差异极显著ꎻ ∗. 二尾渐进显著性小
于 ０.０５ꎬ差异显著ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗∗. Ａｓｙｍｐｔｏｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (２￣ｔａｉｌｅｄ) Ｐ<０.００１ꎬ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔꎻ ∗∗. Ａｓｙｍｐｔｏｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (２￣ｔａｉｌｅｄ) Ｐ<０.０５ꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ.

　 　 将 ５ 种处理组的实验组与对照组各视为一类ꎬ
根据基因频率得到 ＭＳＰ 矩阵的 Ｎｅｉ 氏遗传距离ꎬ用
ＭＥＧＡ 软件进行非加权组 ( Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ￣ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓꎬ ＵＰＧＭＡ) 聚类分析

(图 ２)(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎮ 结果显示ꎬ随着遗传距

离的增加ꎬ每种处理的实验组与对照组先后聚在一

起ꎬ依据聚在一起的先后顺序ꎬ判定不同样品保存方

式对甲基化影响ꎮ 影响程度由小到大依次为密封袋

保存、变色硅胶保存、液氮保存ꎬ－２０ ℃ 冷冻保存、
７５％酒精保存ꎮ 与上述 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ ｔｅｓｔｓ

图 ２　 不同样品保存方式实验组与对照组聚类结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ

结果基本一致ꎮ 最终得出结论ꎬ利用 Ｆ￣ＭＳＡＰ 技术

对锥栗甲基化修饰进行研究时ꎬ密封袋保存采后叶

片样品ꎬ能最大程度的减少对后期实验的影响ꎬ为最

佳保存方式ꎮ
２.３ 锥栗不同发育阶段甲基化特异性分析

锥栗成熟叶和幼叶分别进行 Ｆ￣ＭＳＡＰ 扩增ꎬ成
熟叶扩增出２ ８２８条ꎬ幼叶３ ３７７条ꎮ 成熟叶半甲基

化率(２７.８３％)和总甲基化率(５１.１３％)均高于幼叶

(２１.３５％ꎬ４５.９０％)ꎬ而全甲基化率(２３.３０％)低于幼

叶(２４.５５％)(表 ５)ꎮ 同一个体不同发育阶段甲基

化水平的差异ꎬ表明锥栗在生长发育过程中ꎬ生长环

境的变化可能诱导了甲基化调控ꎬ出现了一定程度

的去甲基化过程(孙慧敏ꎬ２０１３ꎻ郭广平ꎬ２０１１)ꎮ

表 ５　 不同发育阶段老幼叶甲基化水平
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

甲基化水平
Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ(％)

成熟叶
Ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｆ

幼叶
Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆ

半甲基化率
Ｈｅｍｉ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

２７.８３ ２１.３５

全甲基化率
Ｆｕｌｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

２３.３０ ２４.５５

总的甲基化率
Ｔｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

５１.１３ ４５.９０

　 注: 半甲基化率(％)＝ Ⅱ型 / (Ⅰ型＋Ⅱ型＋Ⅲ型)ꎻ全甲基化率(％)＝ Ⅲ型 /
(Ⅰ型＋Ⅱ型＋Ⅲ型)ꎻ总的甲基化率(％)＝ (Ⅱ型＋Ⅲ型) / (Ⅰ型＋Ⅱ型＋Ⅲ型)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｈｅｍｉ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ (％) ＝ Ｔｙｐｅ Ⅱ / ( Ｔｙｐｅ Ⅰ ＋ Ｔｙｐｅ Ⅱ ＋ Ｔｙｐｅ
Ⅲ)ꎻ Ｆｕｌｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ (％) ＝ Ｔｙｐｅ Ⅲ / (Ｔｙｐｅ Ⅰ ＋ Ｔｙｐｅ Ⅱ ＋ Ｔｙｐｅ Ⅲ)ꎻ
Ｔｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ (％) ＝ (Ｔｙｐｅ Ⅱ ＋ Ｔｙｐｅ Ⅲ) / ( Ｔｙｐｅ Ⅰ ＋ Ｔｙｐｅ Ⅱ ＋
Ｔｙｐｅ Ⅲ).

２.４ 锥栗甲基化模式与遗传多样性分析

用样品保存试验对照组数据ꎬ对华南植物园锥

栗甲基化模式与遗传多样性进行分析ꎮ 扩增产物中

９１１ 期 刘孟等: 华南植物园锥栗 Ｆ￣ＭＳＡＰ 采样策略及遗传多样性分析



共检测出 ４７１ 个位点ꎬ总扩增条带数５６ ４８８条ꎬ其中

全甲基化条带数１５ ９２０条ꎬ半甲基化条带数１３ ３４０
条ꎬ总甲基化率 ５１. ８０％ꎬ平均多态位点百分数为

３９.６０％ꎬ香农信息指数 ０.２０７±０.００２ꎬ说明华南植物

园锥栗具有较高的甲基化水平和遗传多样性(表 ６)ꎮ

表 ６　 锥栗遗传多样性指标
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

Ｎａ Ｎｅ Ｉ Ｈｅ ｕＨｅ ％Ｐ

０.８４０ ±
０.００９

１.２２４ ±
０.００３

０.２０７ ±
０.００２

０.１３６ ±
０.００２

０.１５７ ±
０.００２

３９.６０％

　 注: Ｎａ. 平均等位变异数ꎻ Ｎｅ. 有效等位变异数ꎻ Ｉ. 香农信息指数ꎻ Ｈｅ. 平

均期望杂合度ꎻ ｕＨｅ. 无偏平均期望杂合度ꎻ ％Ｐ. 平均多态位点百分数ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎａ. Ｎｏ. ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｅｓꎻ Ｎｅ. Ｎｏ. ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓꎻ Ｉ. Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ Ｉｎ￣
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｉｎｄｅｘꎻ Ｈｅ. Ｅｘｐｅｃｔｅｄ Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎻ ｕＨｅ. Ｕｎｂｉａｓｅｄ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙ￣
ｇｏｓｉｔｙꎻ ％Ｐ. Ａｖｅｒａｇｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ.

　 　 ＧｅｎＡＬＥｘ 软件得出锥栗个体遗传距离的范围

为 ７１ ~ １７５ꎬ通过设置重复个体ꎬ得到 Ｎｅｉ Ｇｅｎｅｔｉｃ
Ｄｉｓｔａｎｃｅ 的范围为 ０.０３１ ~ ０.２０５(高宝嘉等ꎬ２０１０)ꎮ
将 ＭＩＳＰ 矩阵与 ＭＳＰ 矩阵进行 Ｍａｎｔｅｌ 检验ꎬ ｒ ＝
０.８０６ꎬＰ＝ ０.００１ꎬ基因组遗传变异与表观遗传变异

显著相关(覃光莲和谭劲英ꎬ２０１４)ꎮ
利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析将全甲基化率、半甲基

化率、未甲基化率、总甲基化率分别与胸径进行相关

检验ꎬ相关系数分别 ０.２１５、－０.０１２、－０.１４、０.１３１ꎬ即
全甲基化率和总甲基化率与胸径呈正相关ꎬ未甲基

化率、半甲基化率与胸径呈负相关ꎮ

３　 讨论

植物从种子萌发到死亡的整个生命过程中ꎬ生
物或非生物因素的诱导均伴随着 ＤＮＡ 甲基化的特

异性改变(Ｖａｎｙｕｓｈｉｎ ＆ Ａｓｈａｐｋｉｎꎬ ２０１１)ꎮ ＤＮＡ 甲

基化通常在植物中扮演两个角色ꎮ 一是保护基因组

抵御转座子的干扰ꎬ进而调控基因的表达(Ｃｈａｎ ｅｔ
ａｌꎬ ２００５)ꎮ 在逆境胁迫下ꎬ通过 ＤＮＡ 甲基转移酶的

作用(Ｇｏｌｌ ＆ Ｂｅｓｔｏｒꎬ ２００５)和相关机制ꎬ如 ＲＮＡ 干

扰(ＲＮＡｉ)的介导(Ｌｕｋｅｎｓ ＆ Ｚｈａｎꎬ ２００７)ꎬ甲基基团

可以迅速、可逆地对植物基因组 ＤＮＡ 进行修饰ꎬ避
免过渡的、不必要的基因重组与种群多样性(Ｂｏｙｋｏ
＆ Ｋｏｖａｌｃｈｕｋꎬ ２００８)ꎮ 二是在物种受到环境胁迫时ꎬ
ＤＮＡ 甲基化模式对不同逆境胁迫表现出不同的水

平响应(Ｖｅｒｈｏｅｖｅｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１０)ꎬ使植物在环境胁迫

下作出快速应答(Ｐｅｎｇ ＆ Ｚｈａｎｇꎬ ２００９ꎻ Ｆｕｌｎｅｃ̌ｅｋ ＆
Ｋｏｖａｒ̌íｋꎬ ２０１４)ꎬ从而根据发育阶段、环境诱因的变

化对基因表达模式进行 “可塑性” 调节 ( Ｂｏｙｋｏ ＆
Ｋｏｖａｌｃｈｕｋꎬ ２００８ꎻ Ｇｒａｎｔ － Ｄｏｗｎｔｏｎ ＆ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎꎬ
２００６ꎻ Ｒａｐｐ ＆ Ｗｅｎｄｅｌꎻ ２００５)ꎮ

ＤＮＡ 甲基化所扮演的两个角色使得其 ＭＳＡＰ
带谱比 ＡＦＬＰ 蕴含更加复杂的机理ꎮ 本研究从扩增

产物位点差异和扩增产物总量差异两个水平ꎬ利用

统计分析和聚类分析的方法ꎬ分别分析了不同样品

保存方式之间 Ｆ￣ＭＳＡＰ 的差异ꎮ 非参数检验法 Ｗｉｌ￣
ｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ ｒａｎｋｓ ｔｅｓｔｓ 和 ＵＰＧＭＡ 聚类结果表明ꎬ
采后样品保存方式显著影响 Ｆ￣ＭＳＡＰ 的带谱特征ꎬ
２４ ｈ 内的常温密封保存对样品的影响最小ꎬ而其它

保存条件显著影响表观遗传修饰ꎮ
虽然目前有不少研究表明ꎬ甲基化遗传变异标

记(如 Ｆ￣ＭＳＡＰ)可用于区分种内遗传差异ꎮ 但在实

际分析 Ｆ￣ＭＳＡＰ 结果时ꎬ情况可能更加复杂ꎬ特别在

多年生木本植物中ꎬ我们的研究表明不同发育阶段

锥栗甲基化修饰的特异性以及胸径与不同甲基化模

式之间存在相关性(结果尚未公布)ꎮ 今后ꎬ在对研

究结果分析时ꎬ这些均值得重点关注ꎮ
植物在不同生长发育阶段ꎬ通过表观遗传修饰

介导基因表达ꎬ进而适应环境的不断变化ꎮ 通常认

为ꎬＤＮＡ 甲基化水平的升高通常抑制基因表达ꎬ而
去甲 基 化 可 促 进 基 因 的 表 达 ( Ｓｕｚｕｋｉ ＆ Ｂｉｒｄꎬ
２００８)ꎮ Ｓｈｅｒｍａｎ ＆ Ｔａｌｂｅｒｔ(２００２)研究发现ꎬ春化可

以通过降低冬小麦的甲基化水平诱导冬小麦开花ꎮ
马开峰等(２０１２)研究发现ꎬ毛白杨子代和亲代之间

甲基化水平和模式存在较大的差异ꎻ本研究分别对

锥栗成熟叶和幼叶甲基化水平和模式进行分析ꎬ发
现成熟叶扩增条带数(２ ８２８ 条)低于幼叶(３ ３７７
条)ꎬ半甲基化率(２７.８３％)和总甲基化率(５１.１３％)
高于幼叶(２１.３５％ꎬ４５.９０％)ꎮ 成熟叶和幼叶 ＤＮＡ
甲基化表现出的发育特异性ꎬ与前人在其他植物的

研究结果一致ꎮ 因此ꎬ在锥栗甲基化修饰研究过程

中ꎬ有效区分不同生长发育阶段的样品ꎬ是制定合理

有效采样方案的前提ꎮ
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