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摘　要：采用甲基化敏感性扩增多态性技术对水稻单倍体ＳＡＲⅡ６２８及它与蜀恢５２７、蜀恢３６３的杂交后代基因组ＤＮＡ甲

基化位点进行了分析。用１６对选择性扩增引物在双亲及杂交后代中共检测到７６５个ＤＮＡ甲基化位点，与双亲相比，杂交后

代ＤＮＡ甲基化水平均有不同程度的降低。通过分析两个杂交组合与双亲的甲基化带型差异，发现非单倍体遗传及单倍体独

立遗传两种甲基化差异位点。对部分甲基化位点的序列进行功能分析，发现这些位点主要涉及细胞构造、代谢途径、应激反

应等生物学功能。推测这类功能基因的甲基化修饰调控着相关基因的开启与关闭，为植物的生存、生长、发育及进化提供动

力。

关键词：双胚苗水稻；单倍体；甲基化敏感性扩增多态性；ＤＮＡ甲基化
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　　ＤＮＡ甲基化是一种表观遗传现象。在大多数

真核生物的细胞中，９０％以上的甲基化作用都发生

在ＣｐＧ、ＣｐＸｐＧ、ＣＣＡ／ＴＧＧ和ＧＡＴＣ中［１２］，而高

等植物中约有３０％左右的胞嘧啶残基发生甲基

化［３］。ＤＮＡ甲基化与一系列的生物学过程相关，

如Ｘ染色体失活、基因的转录调节和转座子元件的

活性、基因沉默、基因组印迹等［４８］，它在高等生物

的生命活动中具有维持基因组稳定及调节生长发育

等功能［９］。近年来，对ＤＮＡ甲基化修饰的研究己

成为分子生物学的一个热点。

全基因组重复或多倍化过程被认为在植物界物

种形成和进化过程中起着非常重要的作用，仅在被

子植物中就有大约７０％～８０％的物种在不同的进

化阶段经历过基因重复或多倍化过程［１０１１］。研究

发现，水稻基因组内曾发生过两次大的重复事件。

基因组加倍后，再经历所谓的二倍化过程，进化成当

代的二倍体物种。在物种多倍化进化过程中，必然

伴随着表观遗传现象的传递。本实验室利用同一株

系来源的双胚苗创建了水稻单倍体和多倍体材料。

ＳＳＲ分析表明这些倍性水稻间遗传背景一致，是研

究水稻多倍化表观遗传的理想材料。来源于同一双

胚苗的不同倍性水稻的表型差异除了由基因剂量效

应引起外，ＤＮＡ甲基化对它也有重要的影响［１２１３］，

但有关倍性水稻甲基化遗传特性的研究尚未见报

道。本研究采用单倍体与二倍体的杂交后代分析单

收稿日期：２０１０１１１６；修改稿收到日期：２０１１０１２１。
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川省科技厅项目（２００８ＪＹ００９４）。
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倍体基因组ＤＮＡ甲基化位点特异性及遗传特性，

旨在为进一步研究单倍体ＤＮＡ甲基化对基因表达

调控的影响及倍性进化过程中的表观遗传控制奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试材料包括来源于水稻双胚苗株系ＳＡＲⅡ

６２８的单倍体（１Ｎ），二倍体恢复系蜀恢５２７（Ｒ５２７）、

蜀恢３６３（Ｒ３６３）及它们的Ｆ１（１Ｎ／Ｒ５２７）、Ｆ１′（１Ｎ／

Ｒ３６３）。

１．２　方法

１．２．１　倍性鉴定

参照本实验室Ｚｈａｎｇ等
［１２］所采用的方法，取

１Ｎ、Ｆ１和Ｆ１′的根尖并采用压片法进行倍性鉴定。

１．２．２　甲基化敏感性扩增多态性（ＭＳＡＰ）分析

水稻叶片总 ＤＮＡ 采用 ＤＮＡｓｅｃｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ

（ＴＩＡＮＧＥＮ）进行提取。ＭＳＡＰ分析中酶切、连接、

预扩和选扩参照Ｘｉｏｎｇ等
［１４］的方法进行，双酶切组

合分 别 为 犈犮狅ＲⅠ／犕狊狆Ⅰ 和 犈犮狅ＲⅠ／犎狆犪Ⅱ

（ＮＥＢ），接头和引物序列如表１所示。ＰＡＧＥ条带

的统计采用“０、１”表示，相同的位点有带记为“１”，无

带记为“０”。

１．２．３　目的条带的回收、测序及序列分析

从聚丙烯酰胺凝胶中切下目的条带，加入４００

μＬ高盐溶液（２０％乙醇，１ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ），放置２４ｈ，６５℃下水浴２ｈ，１３０００ｒ／ｍｉｎ下

离心１５ｍｉｎ，取上清，加２倍无水乙醇沉淀；待沉淀

晾干后加２０μＬ双蒸水溶解；取５μＬ作模板进行二

次ＰＣＲ。然后用０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测并回

收目的条带，用ｐＭＤ１９ＴＣｌｏｎｅＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）克隆

差异片段。转化后挑取白色菌落接种于３ｍＬＬＢ／

Ａｍｐ＋液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ下振荡培养，

采用ＰＣＲ进行鉴定，阳性克隆送上海美季生物技术

有限公司进行测序。用ＤＮＡＭＡＮ软件去除载体

序列后，采用 ＭＳＵＯｓａ１Ｒｅｌｅａｓｅ６．１（ｈｔｔｐ：／／ｒｉｃｅ．

ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ）和 ＮＣＢＩ的

ＢＬＡＳＴＮ程序对测序结果进行同源性比对，数据库

是日本晴全基因组序列。

２　结果与分析

２．１　单倍体与恢复系杂交后代植株的获得与倍性

鉴定

ＳＡＲⅡ６２８来源于四川农业大学水稻研究所

表１　接头和引物序列

犜犪犫犾犲１．犃犱犪狆狋犲狉犪狀犱狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊．

接头与引物

Ａｄａｐｔｅｒａｎｄｐｒｉｍｅｒ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

犈犮狅ＲⅠ接头 ５′ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ３′

犈犮狅ＲⅠａｄａｐｔｅｒ ３′ＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＧＴＴＡＡ５′

犕狊狆Ⅰ／犎狆犪Ⅱ接头 ５′ＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴ３′

犕狊狆Ⅰ／犎狆犪Ⅱａｄａｐｔｅｒ ３′ＡＧＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＧＡＧＣ５′

犈犮狅ＲⅠ预扩增引物 （Ｅ０） ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ３′

ＰｒｅＡｍｐｐｒｉｍｅｒ（Ｅ０）

犕狊狆Ⅰ／犎狆犪Ⅱ预扩增引物 （ＨＭ０） ５′ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧ３′

ＰｒｅＡｍｐｐｒｉｍｅｒ（ＨＭ０）

犈犮狅ＲⅠ选扩增引物

Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒｏｆ犈犮狅ＲⅠ

　　Ｅ１ Ｅ０ＡＡＣ

　　Ｅ２ Ｅ０ＡＡＧ

　　Ｅ３ Ｅ０ＡＣＡ

　　Ｅ４ Ｅ０ＡＣＣ

　　Ｅ５ Ｅ０ＡＣＧ

　　Ｅ６ Ｅ０ＡＣＴ

犕狊狆Ⅰ／犎狆犪Ⅱ选扩增引物

Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒｏｆ犕狊狆Ⅰ／犎狆犪Ⅱ

　　ＨＭ１ ＨＭ０ＴＡＴ

　　ＨＭ２ ＨＭ０ＴＡＧ

　　ＨＭ３ ＨＭ０ＴＡＣ

　　ＨＭ４ ＨＭ０ＴＴＧ

　　ＨＭ５ ＨＭ０ＴＴＣ

　　ＨＭ６ ＨＭ０ＴＧＴ

　　ＨＭ７ ＨＭ０ＴＧＣ

　　ＨＭ８ ＨＭ０ＴＣＴ

　　ＨＭ９ ＨＭ０ＴＣＧ

　　ＨＭ１０ ＨＭ０ＴＣＣ

双胚苗品系９００３的自然群体，每年都能产生单倍体

和二倍体的双苗植株。在开花期，根据株型和颖花

大小从双胚苗群体中筛选出可能为单倍体的植株，

进一步对根尖细胞进行染色体鉴定，染色体数目为

１２的确定为单倍体。该单倍体自身不能结实，但与

二倍体杂交能获得杂交种子。对单倍体子房进行石

蜡切片观察，发现存在正常发育的卵细胞和极核；而

花药的切片显示花粉粒形状各异，发育不正常（图

１Ａ～Ｃ）。据此，以单倍体水稻作母本，Ｒ５２７、Ｒ３６３

作父本杂交获得后代植株。１Ｎ／Ｒ５２７杂交后代用

Ｆ１表示，１Ｎ／Ｒ３６３杂交后代用Ｆ１′表示。其中Ｆ１成

活４株，编号为２１１～２１４；Ｆ１′成活７株，编号为

１８１～１８７。单倍体、Ｒ５２７、Ｒ３６３及其杂交后代的

表型如图１Ｇ～Ｉ所示，倍性鉴定结果如图１Ｄ～Ｆ

所示，杂交后代均为正常的二倍体植株。

２．２　亲本及杂交后代基因组犇犖犃甲基化水平分析

本研究用 ＭＳＡＰ分析了双胚苗株系ＳＡＲⅡ

６２８的单倍体、Ｒ５２７、Ｒ３６３、Ｆ１、Ｆ１′孕穗期叶片基因

组ＤＮＡ５′ＣＣＧＧ位点胞嘧啶的甲基化水平和甲基

化遗传模式。ＭＳＡＰ方法的关键在于５′ＣＣＧＧ位点胞

０５２ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第３期（２０１１年５月）



图１　单倍体子房、花药结构、单倍体及其杂交后代根尖细胞染色体鉴定和植株表型

Ｆｉｇ．１．Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｏｖａｒｙａｎｄａｎｔｈｅｒｏｆｔｈｅｈａｐｌｏｉｄ，ｒｏｏｔｃｅｌｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅｐａｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒ

ｈｙｂｒｉｄｓ．

Ａ，Ｂ!

单倍体子房；Ｃ!

单倍体花药；Ｄ～Ｆ!

根尖细胞染色体；Ｇ～Ｉ!

亲本及其杂交后代的表型。１Ｎ!

双胚苗株系ＳＡＲⅡ６２８的单

倍体；Ｒ５２７!

蜀恢５２７；Ｒ３６３!

蜀恢３６３。下同。

ＡａｎｄＢ，Ｏｖａｒｙ；Ｃ，Ａｎｔｈｅｒ；Ｄ，ＥａｎｄＦ，Ｒｏｏｔｃｅｌｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ；Ｇ，ＨａｎｄＩ，Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅｐａｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｙｂｒｉｄｓ．１Ｎ，Ｈａｐｌｏｉｄ

ｏｆＳＡＲⅡ６２８；Ｒ５２７，Ｓｈｕｈｕｉ５２７；Ｒ３６３，Ｓｈｕｈｕｉ３６３．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎｆｉｇｕｒｅｓａｎｄｔａｂｌｅｓｂｅｌｏｗ．

嘧啶的甲基化状态会影响同裂酶犎狆犪Ⅱ、犕狊狆Ⅰ的

酶切反应［１５１６］（表２），经ＰＣＲ扩增出的多态性片

段就反映出该位点的甲基化状态及程度。因此，此

方法被广泛用于动植物基因组甲基化分析。

本研究用Ｅ１～Ｅ６分别与 ＨＭ１～ＨＭ１０配对

组成的引物对ＳＡＲⅡ６２８单倍体及其杂交后代进

行 ＭＳＡＰ分析，经过筛选，获得扩增多态性较好的

１６ 对 引 物， 包 括 Ｅ１ＨＭ１、Ｅ１ＨＭ２、Ｅ２ＨＭ１、

Ｅ２ＨＭ２、Ｅ２ＨＭ８、Ｅ３ＨＭ１、Ｅ３ＨＭ５、Ｅ４ＨＭ１、

Ｅ４ＨＭ４、Ｅ４ＨＭ８、Ｅ４ＨＭ１０、Ｅ５ＨＭ１、Ｅ５ＨＭ２、

Ｅ５ＨＭ４、Ｅ６ＨＭ１和Ｅ６ＨＭ２。这１６对引物在样品

中共检测到７６５个ＤＮＡ甲基化位点，亲本及其杂

交后代在ＣＣＧＧ位点的胞嘧啶甲基化位点数如表２

所示。结合图２，发现与双亲相比，杂交后代Ｆ１和

Ｆ１′的甲基化水平均有不同程度的降低，这可能是杂

种优势的表观遗传表现。推测杂交后代经过基因重

组后某些基因发生了甲基化调整，但甲基化整体水

平处于下降趋势，也说明了基因激活比基因沉默更

活跃，从而导致后代表现优于双亲的生长优势。

２．３　单倍体相关甲基化差异位点分析

本研究用ＳＡＲⅡ６２８的单倍体作为两个杂交

后代的共同母本，通过比较分析此单倍体与Ｆ１、Ｆ１′、

１５２吴绍华等：双胚苗水稻单倍体及其杂交后代基因组ＤＮＡ甲基化特异位点的分析及功能探讨



表２　单倍体和恢复系及其杂种一代的甲基化水平

犜犪犫犾犲２．犜犺犲犿犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狋犺犲犺犪狆犾狅犻犱狅犳犛犃犚Ⅱ６２８，狉犲狊狋狅狉犲狉犾犻狀犲狊犪狀犱狋犺犲犻狉犺狔犫狉犻犱狊．

类型

Ｔｙｐｅ

甲基化

Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

带型

Ｂａｎｄ

Ｈ Ｍ

Ｒ５２７
１Ｎ／Ｒ５２７

２１１ ２１２ ２１３ ２１４

１Ｎ
１Ｎ／Ｒ３６３

１８１ １８２ １８３ １８４ １８５ １８６ １８７

Ｒ３６３

Ⅰ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ － － ５５ ２７ ２８ ２ ６ ２９ ４６ １７ １７ １７ １７ １７ １７ １８ ５３

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ⅱ Ｃ５ｍＣＧＧ － ＋ １３８ １４６ １６０ １５９ １５７ １４３ １５１ １５２ １５６ １６２ １５８ １５７ １５９ １４８

ＧＧ５ｍＣＣ

Ⅲ ５ｍＣＣＧＧ ＋ － ６４ ５９ ４５ ４８ ４４ ５２ ５２ ５０ ５１ ５１ ５３ ５２ ５０ ５４

ＧＧＣＣ

Ⅳ ＣＣＧＧ ＋ ＋ ５０８ ５３３ ５３２ ５３２ ５３５ ５２４ ５４５ ５４６ ５４１ ５３５ ５３７ ５３９ ５３８ ５１０

ＧＧＣＣ

ＴＭＳ ２５７ ２３２ ２３３ ２３３ ２３０ ２４１ ２２０ ２１９ ２２４ ２３０ ２２８ ２２６ ２２７ ２５５

ＭＳＡＰＲ／％ ３３．６ ３０．３ ３０．５ ３０．５ ３０．１ ３１．５ ２８．８ ２８．６ ２９．３ ３０．１ ２９．８ ２９．５ ２９．７ ３３．３

ＦＭＢ １９３ １７３ １８８ １８５ １８６ １８９ １６８ １６９ １７３ １７９ １７５ １７４ １７７ ２０１

ＦＭＲ／％ ２５．２ ２２．６ ２４．６ ２４．２ ２４．３ ２４．７ ２２．０ ２２．１ ２２．６ ２３．４ ２２．９ ２２．８ ２３．１ ２６．３

　　Ｈ!犈犮狅ＲⅠ＋犎狆犪Ⅱ；Ｍ!犈犮狅ＲⅠ＋犕狊狆Ⅰ；“＋”表示酶切后扩增有带；“－”表示酶切后扩增无带。ＴＭＳ－甲基化总位点数（Ⅰ＋Ⅱ

＋Ⅲ）；ＦＭＢ－全甲基化位点数（Ⅰ＋Ⅱ）；ＭＳＡＰＲ!

甲基化敏感性扩增多态性比率；ＦＭＲ－全甲基化比率。

Ｈ，犈犮狅ＲⅠ＋犎狆犪Ⅱ；Ｍ，犈犮狅ＲⅠ＋犕狊狆Ⅰ；＋，Ｂａｎｄｐｒｅｓｅｎｔ；－，Ｂａｎｄａｂｓｅｎｔ．ＴＭＳ，Ｔｏｔａｌｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｓｉｔｅｓ＝Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ；ＦＭＢ，Ｆｕｌｌ

ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｂａｎｄｓ＝Ⅰ＋Ⅱ；ＦＭＲ，Ｆｕｌｌｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｒａｔｉｏ；ＭＳＡＰＲ，Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｒａｔｉｏ．

图２　双亲与杂交后代ＤＮＡ甲基化水平比较

Ｆｉｇ．２．Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐａｒｅｎｔｓａｎｄ

ｔｈｅｉｒｈｙｂｒｉｄｓ．

Ｆ１－１Ｎ／蜀恢５２７；Ｆ１′－１Ｎ／蜀恢３６３。下同。

Ｆ１，１Ｎ／Ｓｈｕｈｕｉ５２７；Ｆ１′，１Ｎ／Ｓｈｕｈｕｉ３６３．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎｔａ

ｂｌｅｓａｎｄｆｉｇｕｒｅｓｂｅｌｏｗ．

Ｒ５２７、Ｒ３６３甲基化带型的差异，排除因父本、环境、

个体等因素造成的带型偏差，确定与母本单倍体有

关的ＤＮＡ甲基化差异位点。这些ＤＮＡ甲基化差

异位点主要有以下２种类型（表３，图３）。Ａ型：单

倍体在该位点的甲基化状态不同于父本和后代，后

代的 ＤＮＡ 甲基化模式主要是由父本 Ｒ５２７、Ｒ３６３

遗传。７６５个ＤＮＡ甲基化位点中共检测到２１个Ａ

型位点，占２．７５％，Ａ型主要包括７类情况（表３，

Ａ１～Ａ７）。Ｂ型：单倍体遗传的甲基化差异位点。

该位点的甲基化模式由单倍体遗传给后代而不受父

本影响，在７６５个位点中共检测到３６个Ｂ型位点，

占４．７１％，Ｂ型主要包括１０类情况（表３，Ｂ１～

Ｂ１０）。另外，还发现不同于双亲的ＤＮＡ甲基化位

点，即杂交后产生了新的甲基化模式，可能是双亲互

作的结果（表３，Ｃ型）。

通过对表３位点数的统计分析，当双亲同一位

点甲基化水平不同时，杂交后代一般优先选择遗传

甲基化水平较低的位点，使得有利于后代生长的基

因得到表达。如在Ａ、Ｂ型，分别有１５个（Ａ１～Ａ３）

和３２个（Ｂ１，Ｂ５～Ｂ１０）这样的位点。

２．４　犇犖犃甲基化差异片段序列分析

对３１个与单倍体有关的ＤＮＡ甲基化目的片

段进行测序，共获得２９个序列，片段长度范围为６０

～４４８ｂｐ。获得的序列经 ＭＳＵＯｓａ１Ｒｅｌｅａｓｅ６．１

的ＢＬＡＳＴＮ比对发现，在２９个序列中，１８个序列

与数据库中的基因不能完全匹配，只有１１个序列能

与数据库中的基因匹配。这１１个序列的功能涉及

到类纤维素合酶 Ｃ家族基因犆犛犔犆７，ＰＰＲ蛋白、

ＡＭＰ合酶、ＤＮＡＪ伴侣蛋白、寡肽转运蛋白、磷酸酶

２Ｃ蛋白家族、富含亮氨酸重复蛋白、ＯｓＦＢＸ４２７Ｆ

ｂｏｘ蛋白以及未知表达蛋白等。其中，ＣＳＬＣ７蛋白

具有糖基转移酶活性，主要参与细胞壁的合成。

ＰＰＲ蛋白在线粒体、叶绿体ＲＮＡ编辑中作为一种

位点识别因子起作用［１７１８］。ＡＭＰ合酶是内质网、

过氧化物酶体、线粒体等细胞组成元件，而磷酸酶

２Ｃ蛋白家族是细胞核、细胞质的组成部分，这两个

酶蛋白参与了诸如生物防御等多个生物反应过程。

ＤＮＡＪ伴侣蛋白是内质网、质体、线粒体、类囊体的

组成元件，并参与蛋白代谢过程。寡肽转运蛋白的

分子功能主要是起到运送蛋白的作用。简言之，这

些蛋白在细胞组成及各类代谢过程中起着重要的作

２５２ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第３期（２０１１年５月）



表３　杂交后代与双亲犆犆犌犌位点甲基化比较

犜犪犫犾犲３．犆狅犿狆犪狉犻狊犻狅狀狅犳犿犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀狆犪狉犲狀狋狊犪狀犱狋犺犲犻狉犺狔犫狉犻犱狊．

类型

Ｔｙｐｅ

甲基化状态 Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

Ｒ５２７ Ｆ１ １Ｎ Ｆ１′ Ｒ３６３

位点数

Ｓｉｔｅ

Ａ１ Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

６

Ａ２ ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５

Ａ３ ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

４

Ａ４ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

１

Ａ５ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

１

Ａ６ Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

１

Ａ７ ５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

３

Ｂ１ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

８

Ｂ２ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

２

Ｂ３ ５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

１

Ｂ４ ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

１

Ｂ５
５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

１

Ｂ６ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

１３

Ｂ７ Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

５

Ｂ８ Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

１

Ｂ９ ５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

２

Ｂ１０ ５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

５ｍＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

２

Ｃ１ ５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

ＣＣＧＧ

ＧＧＣＣ

Ｃ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣＣ

５ｍＣ５ｍＣＧＧ

ＧＧ５ｍＣ５ｍＣ

１

用。它们对应的ＤＮＡ序列的甲基化模式在本研究

中由单倍体遗传，即Ｂ型位点。从表３和表４可以

看出，回收序列的ＣＣＧＧ位点除了在Ｂ４中单倍体

及杂交后代发生了甲基化，其他单倍体遗传位点均

发生了去甲基化，这说明了诸如细胞形态建成和功

能相关蛋白的表达对于维持单倍化水稻及正常水稻

的生长发育都是至关重要的，推测这是一类保守的

甲基化遗传修饰，但确凿的证据还有待进一步研究。

另外，本研究还发现消化器官扩张因子、富含亮氨酸

重复蛋白和ＯｓＦＢＸ４２７Ｆｂｏｘ蛋白这３类蛋白对应

ＤＮＡ序列的甲基化模式在这些位点的甲基化主要

是由父本Ｒ５２７、Ｒ３６３遗传的。消化器官扩张因子

和 ＯｓＦＢＸ４２７Ｆｂｏｘ 蛋白在 ＭＳＵ Ｏｓａ１ Ｒｅｌｅａｓｅ

６．１没有相关 ＧＯ注释，是一种未知功能蛋白。而

富含亮氨酸重复蛋白在信号转导、激酶活性、蛋白修

饰及逆境应答反应等生物过程中起着重要的作用。

在这３个序列中，单倍体ＣＣＧＧ位点的甲基化均高

于父本及杂交后代，推测这类基因的沉默对于单倍

体的生存是必需的，即单倍体通过牺牲某些功能蛋

白的表达以达到生存的目的。

３　讨论

３．１　犇犖犃甲基化与杂种优势

本研究发现杂交后代Ｆ１和Ｆ１′的甲基化敏感扩

３５２吴绍华等：双胚苗水稻单倍体及其杂交后代基因组ＤＮＡ甲基化特异位点的分析及功能探讨



图３　部分甲基化特异位点

Ｆｉｇ．３．Ｔｈｅｔｙｐｅｏｆｓｐｅｃｉａｌｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｓｉｔｅｓ．

Ｈ!犈犮狅ＲⅠ＋犎狆犪Ⅱ；Ｍ!犈犮狅ＲⅠ＋犕狊狆Ⅰ；Ａ１、Ａ２!

非单倍体遗传的甲基化差异位点，Ｆ１的甲基化带型与１Ｎ不同；Ｂ６、Ｂ７!

单倍

体遗传的甲基化差异位点，Ｆ１的甲基化带型与１Ｎ相同。

Ｈ，犈犮狅ＲⅠ＋犎狆犪Ⅱ；Ｍ，犈犮狅ＲⅠ＋犕狊狆Ⅰ；Ａ１ａｎｄＡ２，Ｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｓｉｔｅｓｄｉｄｎ’ｔｉｎｈｅｒｉｔｆｒｏｍｔｈｅｈａｐｌｏｉｄ，ｔｈｅｂａｎｄｓｏｆｈｙｂｒｉｄｓｄｉｆ

ｆｅｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅｈａｐｌｏｉｄ；Ｂ６ａｎｄＢ７，Ｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｓｉｔｅｓｉｎｈｅｒｉｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｈａｐｌｏｉｄ．

增多态性比率和全甲基化率均低于双亲，这与 Ｙｉ

等［１９］有关高粱杂交种的研究相似（３个杂交组合甲

基化水平均低于双亲），与Ｘｉｏｎｇ等［１４］的结果（杂交

种甲基化水平约为１８％，亲本约为１６．３％）不同。

而朱新霞等［２０］发现不同生育时期杂交棉组合与亲

本的甲基化水平表现出不确定性。Ｈｅ等［２１］通过

构建日本晴、９３１１及它们正反交杂交后代表观遗

传组、ｍＲＮＡ、小分子ＲＮＡ转录组表达谱，发现后

代与亲本间不同的表观遗传修饰与转录组水平具有

相关性。同时，他们通过对测序数据进行ＳＮＰ分析

后发现，后代对等位基因表观遗传修饰的偏爱性与

亲本具有很大关联但又有所不同。据此，认为杂交

后代甲基化状况及总体甲基化程度与杂种优势可能

并没有严格的相关性，但是基因经过重组后，某些基

因的甲基化水平的升高或降低都应该是朝着有利于

杂种的生长和发育进行的，这可能就是杂种优势的

表４　犇犖犃甲基化位点功能注释

犜犪犫犾犲４．犃狀狀狅狋犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犇犖犃犿犲狋犺狔犾犪狋犲犱狊犻狋犲狊．

序列编号

ＳｅｑｕｅｎｃｅＮｏ．

长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

同源序列

Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

犈值

犈ｖａｌｕｅ

类型

Ｔｙｐｅ

Ｍ０７１９．３２１ ２４４ ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ４３５３０ ＣＳＬＣ７ｃｅｌｌｕｌｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅｆａｍｉｌｙＣ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ９．５０ｅ４９ Ｂ４

Ｍ０７１９．３２５ ２３０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ２２９２０ Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｏｒｇａｎｅｘｐａｎｓｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ２．７０ｅ４５ Ａ１

Ｍ０７１９．３２３ ２０７ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ０１５５０ Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ １．７０ｅ３９ Ｂ７

Ｍ０７１９．３２８ １４５ ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３７３３０ Ｐｅｎｔａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ２．２０ｅ２５ Ｂ１

Ｍ０８０９．３４０ ６０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ４６７５０ ＡＭＰｂｉｎｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ６．２０ｅ０７ Ｂ１

Ｍ０８０９．３４３ ３３７ ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ２６９２６ ＣｈａｐｅｒｏｎｅｐｒｏｔｅｉｎＤＮＡＪ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ３．００ｅ６９ Ｂ１

ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ２６９０２ ＣｈａｐｅｒｏｎｅｐｒｏｔｅｉｎＤＮＡＪ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ １．４０ｅ６８

ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ２６９１４ ＣｈａｐｅｒｏｎｅｐｒｏｔｅｉｎＤＮＡＪ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ １．９０ｅ６８

Ｍ０８０９．３１９ ８７ ＬＯＣ＿Ｏｓ１２ｇ２２０６０ Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ １．１０ｅ１２ Ｂ７

Ｍ０８０９．３２０ ６９ ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ０３７００ Ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ３．９０ｅ０８ Ｂ６

Ｍ０８０９．３２２ １４８ ＬＯＣ＿Ｏｓ１２ｇ３９１２０ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ｃ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ６．３０ｅ２７ Ｂ５

Ｍ０８０９．３２３ ２５２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ４１７７０ Ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｐｕｔａｔｉｖｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ２．７０ｅ５０ Ａ２

Ｍ０８０９．３２５ １５５ ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ４１５６０ Ｏｓｆｂｘ４２７Ｆｂｏｘｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ １．３０ｅ２８ Ａ１

　　数据库为 ＭＳＵＯｓａ１Ｒｅｌｅａｓｅ６．１（ｈｔｔｐ：／／ｒｉｃｅ．ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ）。

ＴｈｅｄａｔａｂａｓｅｉｓＭＳＵＯｓａ１Ｒｅｌｅａｓｅ６．１（ｈｔｔｐ：／／ｒｉｃｅ．ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ）．

４５２ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第３期（２０１１年５月）



表观遗传基础。

３．２　犇犖犃甲基化差异片段功能探讨

双胚苗是自然界普遍存在的一种现象。我们在

自然条件下从双胚苗群体中筛选得到了单倍体及同

源多倍体水稻材料。Ｚｈａｎｇ等［１２］应用 ＭＳＡＰ技术

研究了单倍体及对应二倍体的甲基化差异，发现单

倍体的甲基化水平高于对应的二倍体，是单倍体相

对于二倍体甲基化模式经过重新调整，在其基因组

中甲基化水平发生了总体变化以适应生存的必然结

果。筛选得到的单倍体与普通二倍体杂交能得到正

常的杂交后代，而经鉴定的三倍体与普通二倍体杂

交因其遗传重组较复杂，得到的后代要么不正常，要

么能产生早代稳定现象［２２２３］，用于研究表观遗传现

象时，不利于排除其他因素的干扰。因此，本研究采

用单倍体与普通二倍体的杂交后代来研究倍性水稻

ＤＮＡ甲基化的遗传特性和位点特异性。通过对条

带分析，发现了２１个非单倍体遗传的甲基化差异位

点，３６个单倍体独立遗传的甲基化位点。对部分条

带进行回收测序，有１１个片段序列能与水稻 ＭＳＵ

Ｏｓａ１Ｒｅｌｅａｓｅ６．１的基因主体相匹配，它们的蛋白

功能涉及细胞构造、代谢途径、应激反应等生物学功

能。研究发现，ＣＧ位点甲基化不仅存在于转座子，

也存在于组成型转录基因中。Ｆｅｎｇ等［２４］用基因组

亚硫酸氢盐鸟枪测序法（ＢＳｓｅｑ）比较了８个不同植

物和动物ＤＮＡ甲基化，发现开花植物胞嘧啶的甲

基化模式是非常相似的，且主体基因甲基化在不同

的生物体是保守的，且偏爱在外显子甲基化。同样，

Ｚｅｍａｃｈ等［２５］量化了１７种真核生物的ＤＮＡ甲基

化，也发现了主体基因的甲基化在植物和动物中是

保守的，而且具有真核生物基因组的古老特性。而

单倍体由于基因组的单拷贝性，与进化、生长发育等

相关保守基因的表观遗传修饰能直观地表现出来，

并传递给下一代。因此，通过单倍体及杂交后代对

ＤＮＡ甲基化差异片段的分离并进一步在相应的不

同倍性水稻进行验证，分析其保守性和特异性，将有

助于了解植物多倍化的进化特点。另外的１８个片

段序列经ＮＣＢＩ上的ＢＬＡＳＴＮ比对后发现，有９个

序列能与水稻基因组有较好的匹配，但在 ＭＳＵ

Ｏｓａ１Ｒｅｌｅａｓｅ６．１上并未得到很好的匹配。因此，

认为这９个序列可能是基因间序列或重复序列，而

基因间序列多是诸如启动子、增强子等调控因子。

由此推测这一类序列主要通过甲基化、过甲基化或

去甲基化来调节调控因子的表达，从而达到调节其

上下游基因表达的目的。总之，基因及基因间序列

的甲基化或去甲基化直接或间接地调控基因的表

达，为植物的生长、发育及进化提供动力。
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