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摘  要 本文用MSAP法检测花椰菜与黑芥体细胞杂种回交一代到回交三代(BC1, BC2, BC3)及自交二代到自交四代(S2, S3, 
S4)的甲基化变异情况。结果表明：回交后代和自交后代之间的甲基化水平差异不大，但是回交后代的甲基化水平高于自交

后代的甲基化水平。而且进一步深入的分析 DNA 甲基化在亲本和子代间的变异情况发现，甲基化变异类型主要以 B 类型(即
子代与亲本之一带型一致的位点)为主，这说明 DNA 甲基化变异是有一定规律且倾向于某一亲本类型的变异，这可能是杂交

过程中某一亲本的优势，也可能是新物种形成中淘汰那些不利变异的结果。 
关键词 体细胞杂种; MSAP; DNA 甲基化; 花椰菜; 黑芥 
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Abstract In this research, we analyzed the DNA-methylation variations of three selfing offspring (S2, S3 and S4) and three 
backcrossing offspring (BC1, BC2 and BC3) derived from cauliflower-black mustard somatic hybrids by using MSAP. The results 
showed that it has no significant difference among three selfing offspring (S2, S3 and S4) and backcrossing offspring (BC1, BC2 and 
BC3). But the cytosine methylation level of backcrossing offspring was higher than that of selfing offspring. Further analysis of DNA 
methylation variation among parents and different offspring shown that the methylation variation were mostly classified as B type (ie 
offspring had the same type of sites with one of the parents). This methylation partiality indicated that DNA-methylation variation is 
not irregular, but tend to be a variation of the parental types, this may be involved parental dominance in crossing process, and it is 
also the possible result of exclusion of those negative variation in the formation of new species. 
Keywords Somatic hybrid; MSAP; DNA methylation; Cauliflower; Black Mustard 

研究背景 

DNA甲基化(DNA methylation)主要发生在CG
或CNG基元序列中，5-甲基胞嘧啶是植物DNA甲基

化的主要形式。尽管DNA甲基化不改变DNA的碱基

序列，但具有明显的表观遗传效应。许多研究表明，

物种间的远缘杂交导致了表观遗传学的变化，其中

不仅包括DNA胞嘧啶甲基化变异，还有基因表达和

转录水平的变化(Chan et al., 2005; Salmon et al., 
2005)。通过对大米草(Salmon et al., 2005)、水稻

(Xiong et al., 1999)、拟南芥(Madlung et al., 2002)等
植物基因组的DNA甲基化研究发现，杂交后代基因

组中DNA甲基化与亲本有明显的差异，并且表现出

不同的甲基化模式，还有一些表现为过甲基化。所

以研究者有理由相信这种不同的DNA甲基化模式

变异是普遍存在的。 
花椰菜(Brasica oleracea L. var. botrytis L.)为十

字花科芸薹属一年生植物，起初由十字花科野生甘

蓝演化而来，由于生长习性的演变和阶段性的变异，
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经不同环境条件和不同目标的选择和培育而形成的

变种，因此是生物学研究的很好的试材。另外，由

于它营养价值高、适应性广以及在我国分布广这些

特点，因而深受育种者以及消费者的喜爱。但在生

产中常常遭受黑腐、根肿、黑胫等多种病害的威胁，

严重影响了花椰菜产量和品质。黑芥(Brassica nigra, 
2n=16)是芸苔属三个基本种之一，具有黑腐病、黑

胫病、根肿病抗性。本实验室通过体细胞杂交技术

成功得到了杂种(Zhang et al., 2008)，希望通过两者

的体细胞杂交来实现抗病基因在远缘种间的转移。

本实验对黑芥与花椰菜体细胞杂种的不同世代进

行MSAP分析，分析早期世代基因组位点变化与甲

基化模式变化特征及其对于育种上指导早期选择，

以尽快获得遗传、表型及育性稳定的多倍体，用于

回交育种以改良品种，也具有重要的实践意义。 

1结果与分析 
1.1位点的甲基化水平分析 

由于同裂酶HpaⅡ和MspⅠ的酶切位点均为

“CCGG/GGCC”，由于这两种酶的酶切位点的

DNA序列甲基化敏感程度不同，所以根据对比Hpa
Ⅱ与MspⅠ不同的扩增模式可细分为：A型(如图1)：
均有带，代表非甲基化位点(或单链内甲基化)；B
型：HpaⅡ有带、MspⅠ无带，代表半甲基化位点；

C型：HpaⅡ无带、MspⅠ有带，代表完全甲基化位

点。通过反复试验，共筛选出16对选择性扩增引物

组合，并对MSAP图谱进行统计。8种材料MSAP图
谱中共401条带，各材料检测到的甲基化位点分别

为95、106、95、105、101、99、98、98条，亲本

的整体甲基化水平为35.3%和39.1%；回交后代的整

体甲基化水平分别37.5%、39.3%、37.7%；自交后

代的整体甲基化水平分别为36.7%、36.6%、36.4% 
(表1)。可见，回交后代和自交后代之间的甲基化水

平差异不大，但是回交后代的甲基化水平高于自交

后代的甲基化水平。进一步分析发现，8种材料的

半甲基化水平为6.0%、6.5%、6.7%、6.5%、6.2%、

6.7%、6.5%、6.2%。全甲基化水平依次为17.7%、

20.0%、19.0%、19.7%、19.0%、18.0%、18.0%、

18.3% (表1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图1 引物E对双亲及杂种后代基因组的MSAP图谱示例 
注: C: 花椰菜; B: 黑芥; A: 非甲基化位点; B: 半甲基化位

点; C: 全甲基化位点 
Figure 1 E primer on the parents and progeny genome map of 
MSAP 
Note: C: Brasica oleracea L. var. botrytis L.; B: Brassica nigra; 
A: Non-methylated sites; B: Half-methylated site Brasica 
oleracea L. var. botrytis L s; C: Full-methylation sites 

1.2亲本和子代间的遗传与变异 
根据3种不同的带型，我们将进一步深入的分

析DNA甲基化在亲本和子代间的变异情况。我们将

所有的条带的模式统计(表2)。 

表1 不同世代MSAP 扩增统计结果 
Table 1 Statistical results of MSAP in different generation 

类型 
Tape 

扩增带数 
Numbers of 
bands 

非甲基化位点及比例(%) 
Non-methylated sites and 
percentage (%) 

全甲基化位点及比例(%)
Full-methylation sites and 
percentage (%) 

半甲基化位点及比例(%) 
Half-methylated sites and 
percentage (%) 

发生甲基化位点及比例(%)
Totlmethylation sites and 
percentage (%) 

B 401 174  (43.4%) 71  (17.7%) 24  (6.0%)  95  (35.3%) 
C 401 165  (41.1%) 80  (20.0%) 26  (6.5%) 106  (39.1%) 
BC1 401 163  (40.5%) 66  (19.0%) 29  (6.7%)  95  (37.5%) 
BC2 401 162  (40.4%) 79  (19.7%) 26  (6.5%) 105  (39.3%) 
BC3 401 167  (41.6%) 76  (19.0%) 25  (6.2%) 101  (37.7%) 
S2 401 171  (42.6%) 72  (18.0%) 27  (6.7%)  99  (36.7%) 
S3 401 170  (42.4%) 72  (18.0%) 26  (6.5%)  98  (36.6%) 
S4 401 171  (42.6%) 73  (18.3%) 25  (6.2%)  98  (36.4%) 
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表2 甲基化模式在亲本和子代间的遗传与变异 
Table 2 Methylation patterns in parents and offspring heredity and variation 

 位点类型 
type of 
loci 

黑芥 
Brassica 
nigra 

花椰菜 
Brassica ol- 
eracea L. var. 
botrytis L. 

子代 
offspring 

      

单态性位点 
Monomorp-hic 
sites 

Sitetape H  M H  M H  M BC1 BC2 BC3  S2 S3 S4 

非甲基化 
Non-methylated 
sites 

X 1  1 1  1 1  1 117 
(29.2%) 

117 
(28.2%) 

117 
(29.2%) 

109 
(27.2%) 

114 
(28.4%) 

115 
(28.7%) 

A1 0  1 0  1 0  1 9(2.2%) 11(2.7%) 12(3.0%) 12(3.0%) 15(3.7%) 15(3.7%)甲基化 
Methylation sites A2 1  0 1  0 1  0 3(0.7%) 4(1.0%) 5(1.2%) 4(1.0%) 5(1.2%) 5(1.2%) 
多态性位点 
Polymorphic sites 

          

B1 0  1 0  0 0  1 25 28 26 28 27 25 
B2 0  0 1  1 0  0 43 44 45 42 42 41 
B3 0  0 0  1 0  0 34 36 34 33 34 35 
B4 1  1 0  1 1  1 25 23 25 26 22 23 
B5 1  1 1  0 1  1 16 13 12 12 12 14 
B6 1  0 1  1 1  0 11 12 14 12 14 13 
B7 0  1 1  1 0  1 13 12 11 11 14 13 
B8 0  0 1  0 0  0 13 14 15 14 15 15 
B9 1  0 0  0 1  0  1  1  1  2  1  1 
B10 1  1 0  0 1  1  1  1  1  1  1  1 

遗传黑芥 
Parental genetic 
nigra 

B11 1  0 0  1 1  0  2  6  2  4  2  1 
Total     194 

(48.4%) 
190 
(47.4%) 

186 
(46.4%) 

185 
(46.1%) 

184 
(46.0%) 

182 
(45.4%) 

B12 0  1 1  1 1  1  4 1  1 3 5 3 
B13 1  0 0  0 0  0  3 9  7 3 4 2 
B14 0  0 0  1 0  1  0 7 10 7 9 8 
B15 1  1 0  1 0  1  2 6  5 1 6 7 
B16 0  1 0  0 0  0 11 9  8 9 6 7 
B17 1  1 0  0 0  0  5 3  6 3 2 3 

遗传花椰菜 
Parental genetic 
oleracea 

B18 0  0 1  1 1  1  5 3  6 3 2 3 
Total     29(7.2%) 36(9.0%) 38(9.5%) 30(7.5%) 37(9.2%) 35(8.7%)

C1 0  1 0  1 0  0 22 10 11 15  6 11 
C2 1  1 1  1 0  1  7 10  9  6  4  3 
C3 1  0 1  1 0  1  0  1  1  0  1  1 
C4 1  1 1  0 0  1  0  3  1  1  2  1 
C5 1  1 0  0 0  1  1  2  2  6  3  1 

过甲基化位点 
C1 hypermethyla- 
tion 

C6 1  1 1  1 0  0 12 10 11 11 12 15 
Total     42(10.5%) 36(9.0%) 35(8.7%) 39(9.7%) 28(7.0%) 32(8.0%)

D1 0  0 0  0 1  0 2 3 3 5 4 5 
D2 0  1 0  1 1  1 0 1 1 5 4 5 
D3 0  1 0  0 1  1 2 0 0 3 3 2 
D4 0  0 0  0 1  1 2 1 1 4 3 2 
D5 0  0 0  1 1  1 1 2 2 2 2 2 

去甲基化位点 
D1 demethylation 

D6 1  0 0  1 1  1 0 2 1 3 2 1 
Total     7(1.7%) 9(2.2%) 8(2.0%) 22(5.5%) 18(4.5%) 17(4.2%)
Total     401 

(100%) 
401 
(100%) 

401 
(100%) 

401 
(100%) 

401 
(100%) 

401 
(100%) 
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其中表中X位点代表的是未甲基化的单态性

CCGG位点。A类型代表的是有胞嘧啶甲基化的单

态性位点。B类型代表的是子代与亲本之一带型一

致的位点。而C、D类型代表子代与两个亲本带型不

一致的位点，即子代新出现的带型。从表中可以看

出，B类位点最为丰富，占所有位点的55%以上，而

与亲本相比发生变异的位点在10.7%～15.2%之间。 

2讨论 
许多研究表明，不同的DNA胞嘧啶甲基化变异

水平能够导致不同的基因表达和转录水平的变化。

(Seheb et al., 2006)。而通过研究发现，杂交后代间

基因组DNA甲基化与亲本相比有明显的差异，与亲

本相比不仅有些位点表现为过甲基化，还有一些表

现为去甲基化。本文以花椰菜和黑芥的体细胞杂种

的回交后代以及自交后代为材料，以MSAP法检测

了胞嘧啶甲基化水平以及甲基化变异模式。 
实验结果显示：回交后代和自交后代的总体甲

基化水平为37.5%、39.3%、37.7%和36.7%、36.6%、

36.4%。各世代之间甲基化水平没有明显的差异，

可能是由于本实验所用的材料都是回交和自交早

代的材料，基因组还都处于一个相对不稳定的状

态，不仅世代间DNA甲基化变异不明显，而且回交

后代与自交后代之间总体的甲基化水平也无明显

的差异。回交后代和自交后代的半甲基化水平分别

为6.7%、6.5%、6.2%和6.7%、6.5%、6.2%，全甲

基化水平分别为19.0%、19.7%、19.0%和18.0%、

18.0%、18.3%，可以看出不论是回交后代还是自交

后代的甲基化水平是以全甲基化水平为主要方式，

而且回交后代的全甲基化水平高于自交后代，表明

自交后代的甲基化遗传机制尚不稳定。 
本研究结果表明：花椰菜和黑芥的体细胞杂种

的回交后代和自交后代甲基化和非甲基化变异位

点占所有甲基化位点的40.8%和42.5%，说明回交后

代和自交后代间的甲基化位点大部分可以稳定遗

传，在所有的变异位点中主要以B型为主，其余A、

C、D三种类型较少，表明DNA甲基化变异是有规

律的，它会倾向于某一个亲本类型，这可能是杂交

过程中某一亲本的优势。 

目前植物远缘杂交引起基因组DNA甲基化水

平及模式在小麦一黑麦杂种(Houehins et al., 1997)、
拟南芥属(Comai, 2000; Lee et al., 2001; Madlung et 
al., 2002)和小麦属(刘宝等, 2000, 多倍体小麦物种

形成可诱发稳定遗传的胞嘧啶甲基化变异, 自然科

学进展, 8: 710-715; Shaked et al., 2001; Kashkush et 
al., 2003)中所取得的一系列的研究成果，可以说明

远缘杂种世代间表观遗传变异不仅与DNA序列变

化有关而且与DNA胞嘧啶甲基化变异有关。 

3材料与方法 
3.1供试材料 

试材为黑芥(B. nigra, BB, 2n=16)与花椰菜品种

(B. oleracea var. botrytis, CC, 2n=18)及其体细胞杂

种后代，分别S2、S3、S4代及以花椰菜为回交亲本，

得到的BC1、BC2、BC3代。全部由北京市农林科

学院蔬菜研究中心生物技术研究室提供。 

3.2方法 
DNA的提取：取供试材料的叶片采用SDS法提

取植物总DNA，并用紫外分光光度计检测其浓度。

MSAP法检测基因组的甲基化变异，其中所有的接

头、预扩增引物及选择性扩增引物的序列以Vos等
(Vos et al., 1995)序列为参照，详见表3。所有序列由

北京赛百盛基因技术有限公司合成。用EcoRⅠ/Hpa
Ⅱ和EcoRⅠ/MspⅠ两组限制性内切酶对DNA样品分

别进行酶切。Taq酶和PCR反应体系试剂均购自北京

全式金生物技术有限公司提供。酶切连接体系(20 μL)
包括：5 μL模板DNA，2.5 μL 10×Tango Buffer，2.5 μL 
ATP，1 μL BSA，2 μL EcoRⅠ接头，2 μL HpaⅡ/MspⅠ
接头，2 μL EcoRⅠ，2 μL HpaⅡ(或MspⅠ)，1 μL T4
连接酶，其余用ddH2O补齐。反应混合液在37℃反

应6 h，8℃ 4 h，最后4℃反应过夜。然后酶切连接

产物用ddH2O稀释10倍后作为预扩增反应的模板，

其中模板量为4 μL。最后将预扩增所得的PCR产物

稀释50倍后再次用于选择性扩增反应，并进行变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离和硝酸银染色检测。
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表3 MSAP 分析的接头和引物序列 
Table 3 MSAP adapters and primers used in this study 

接头 
Adapters 
EcoRⅠ-adaptorsⅠ 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3'
EcoRⅠ-adaptorsⅡ 5'-AATTGGTACGCAGTC-3' 
HpaⅡ//MspⅠ-adaptorsⅠ 5'-GATCATGAGTCCTGCT-3' 
HpaⅡ//MspⅠ-adaptorsⅡ 5'-CGAGCAGGACTCATGA-3'
预扩引物(5'→3') 
Preselective primers (5'→3') 
EcoRⅠ+A 5'-GACTGCGTACCAATTCA-3' 
HpaⅡ//MspⅠ+0 5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGT-3'
MSAP 选扩引物组合(5'→3') 
Selective primer combinations used in MSAP (5'→3') 
EcoRⅠ -AAC+HpaⅡ
/MspⅠ-TCA 

EcoRⅠ-ACA+HpaⅡ/MspⅠ-TCA

EcoRⅠ -AAC+HpaⅡ
/MspⅠ-ATA 

EcoRⅠ-ACA+HpaⅡ/MspⅠ-ATA

EcoRⅠ -AAC+HpaⅡ
/MspⅠ-ACT 

EcoRⅠ-ACA+HpaⅡ/MspⅠ-ACT

EcoRⅠ -AAC+HpaⅡ
/MspⅠ-CAT 

EcoRⅠ-ACA+HpaⅡ/MspⅠ-CAT

EcoRⅠ -AAG+HpaⅡ
/MspⅠ-TCA 

EcoRⅠ-AAC+HpaⅡ/MspⅠ-TCA

EcoRⅠ -AAG+HpaⅡ
/MspⅠ-ATA 

EcoRⅠ-ACT+HpaⅡ/MspⅠ-ATA

EcoRⅠ -AAG+HpaⅡ
/MspⅠ-ACT 

EcoRⅠ-ACT+HpaⅡ/MspⅠ-ACT

EcoRⅠ -AAG+HpaⅡ
/MspⅠ-CAT 

EcoRⅠ-ACT+HpaⅡ/MspⅠ-CAT
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