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　 　 摘要：　 为探寻桃同株叶片杂色材料 ＰＣＭ⁃１ 的突变机制，建立了桃 ＰＣＭ⁃１Ｇ 和 ＰＣＭ⁃１Ｒ ＤＮＡ 样品的基因池，用
２５６ 对甲基化敏感扩增多态性（ＭＳＡＰ）选择性扩增引物进行全基因组甲基化 ＭＳＡＰ 分析。 筛选出 ２３ 对条带清晰、
丰富且重复性好的引物组合。 扩增出 ２００～ １ ０００ ｂｐ的位点 ３９７ 个，其中 ＰＣＭ⁃１Ｇ、ＰＣＭ⁃１Ｒ 两种类型半甲基化位点

分别为 ３８ 个和 ４４ 个，分别占全部位点的 ９􀆰 ６％和 １１􀆰 １％；全甲基化位点分别为 ６４ 个和 ６７ 个，分别占全部位点的

１６􀆰 １％和 １６􀆰 ９％；总甲基化率分别为 ２５􀆰 ７％和 ２８􀆰 ０％。 成功分离了 ２９ 条甲基化修饰 ＤＮＡ 序列，通过测序发现有

２２ 条能够得到桃基因组支持且同源性较高，其中 ２ 条来自于类胡萝卜素裂解双加氧酶 ４（ＣＣＤ４）、３ 条来自于

Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移酶；推测 ＣＣＤ４ 和 Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移酶可能与叶色嵌合突变有关。
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　 　 ＤＮＡ 甲基化是真核细胞基因组主要的修饰方

式之一，ＤＮＡ 甲基化特别是胞嘧啶甲基化具有表观

遗传效应和突变效应，与基因表达调控、细胞分化、
基因组印记、性染色体失活及细胞记忆等生物学过

程密切相关［１⁃５］。 １９９５ 年，Ｖｏｓ 等首次将随机扩增多

２６６



态性与限制性内切酶片段长度多态性两种分子标记

有机 结 合［６］， 建 立 了 扩 增 片 段 长 度 多 态 性

（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＡＦＬＰ）分

析技术，为甲基化敏感多态性扩增（Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｅｎ⁃
ｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＭＳＡＰ）的诞生打下

了基础。 Ｘｉｏｎｇ 等［７］１９９９ 年首次证明 ＭＳＡＰ 是一种

可靠的检测植物 ＤＮＡ 甲基化的方法，具有操作相对

便捷、可检测出样品 ＤＮＡ 中大量甲基化位点、多态

性高、引物设计简单等优点而被广泛应用［８⁃１２］。
桃同株叶片杂色材料是本项目组 ２００９ 年在观

赏桃实生苗中偶然发现的一个单株（原代号 ＰＣＭ⁃
１，现定名为金陵锦桃），性状表现为绿⁃红杂色。 该

材料芽接繁殖后分离出叶片全部紫红的 ＰＣＭ⁃１Ｒ 和

叶片全部绿色的 ＰＣＭ⁃１Ｇ，且红叶性状稳定保留，所
以初步推测该嵌合体为混合型嵌合体或称边缘嵌合

体。 通过徒手切片观察呈色细胞的分布，发现

ＰＣＭ⁃１ 与对照白碧桃（叶片绿色）和红粉佳人（叶片

紫红色）在颜色上的差异集中在表层细胞。 通过透

射电镜和扫描电镜未能在 ＰＣＭ⁃１ 不同颜色的细胞

之间发现明显形态差异。 用基于普通引物的 １７４ 个

ＳＳＲ 标记进行鉴定，未发现 ＰＣＭ⁃１、ＰＣＭ⁃１Ｇ、ＰＣＭ⁃
１Ｒ 之间存在差异，用基于荧光标记引物的 １５０ 个

ＳＳＲ 标记鉴定，也未发现三者之间存在差异［１３］，这
在一定程度上表明三者在基因组水平上相似度很

高。 李凡等构建了桃 ｃＤＮＡ⁃ＡＦＬＰ 反应体系，通过

ＴＤＦｓ 的克隆测序，发现 ５ 个基因在白花、绿叶基因

型中表达量高，２ 个基因在粉（或红）花、紫红叶片基

因型中表达量高，表明 ＰＣＭ⁃１、ＰＣＭ⁃１Ｇ、ＰＣＭ⁃１Ｒ 在

基因表达上存在差异［１４］。 本研究通过分析 ＰＣＭ⁃
１Ｇ、ＰＣＭ⁃１Ｒ 基因组 ＤＮＡ 甲基化状态的变化特征，
试图寻找出 ＤＮＡ 甲基化差异位点，为其突变机制研

究寻找理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

桃同株叶片杂色材料 ＰＣＭ⁃１、无性繁殖后代纯

红叶植株 ＰＣＭ⁃１Ｒ 和纯绿叶植株 ＰＣＭ⁃１Ｇ，均保存

于国家果树种质南京桃资源圃。
１􀆰 ２　 试验试剂

ＥｃｏＲ Ｉ、Ｍｓｐ Ｉ、Ｈｐａ ＩＩ 等限制性内切酶购自

ＮＥＷ ＥＮＧＬＡＮＤ ＢｉｏＬａｂｓ 公司，Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
购自 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，其他试剂为国产或进口

分析纯。 接头及引物（表 １）由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。

表 １　 ＭＳＡＰ 分析的接头和引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄａｐｔｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＭＳＡＰ

引物 ／ 接头 序列（５′→３′）

接头 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ⁃ａｄａｐｔｅｒ Ｉ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ

Ｅｃｏ Ｒ Ｉ⁃ａｄａｐｔｅｒ ＩＩ ＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ

Ｈｐａ ＩＩ ／Ｍｓｐ Ｉ⁃ａｄａｐｔｅｒ Ｉ ＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴ

Ｈｐａ ＩＩ ／Ｍｓｐ Ｉ⁃ａｄａｐｔｅｒ ＩＩ ＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡ

预扩增引物 ＥＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ

Ｈ ／ ＭＴ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴ

选择性扩增
引物

ＥＡ＋２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ＋２

Ｈ ／ ＭＴ＋２ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴ＋２

１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 桃叶片 ＤＮＡ 的提取及基因池的建立　 桃叶

片 ＤＮＡ 提取方法参照文献［１５］。 根据分离体分组

混合分析法（ＢＳＡ）的原理，取 ＰＣＭ⁃１Ｒ、ＰＣＭ⁃１Ｇ 各

１０ 株，将其 ＤＮＡ 等量混合，组成红叶性状与绿叶性

状近等基因池。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＳＡＰ 分析 　 酶切：５００ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，１０×
ＮＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，内切酶 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ、Ｍｓｐ Ｉ、Ｈｐａ ＩＩ 用量

均为 １０ Ｕ，用去离子水补足体系至 ２０ μｌ。 体系混

匀后于 ＰＣＲ 仪上 ３７ ℃温育 ６ ｈ，８０ ℃失活 ２０ ｍｉｎ，
取 ５ μｌ 在 １％琼脂糖凝胶上检测酶切效果。 预扩

增：１０×Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５０ μｌ，ｄＮＴＰ（０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２􀆰 ５０
μｌ，预扩增引物 ＥＡ、Ｈ ／ ＭＴ ０􀆰 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ，模板 ＤＮＡ
２􀆰 ００ μｌ（连接产物稀释 １０ 倍），２􀆰 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２
２􀆰 ５０ μｌ，Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ２５ μｌ，去离子水补

足至 ２５􀆰 ００ μｌ。 扩增程序：９５ ℃ ３ ｍｉｎ，９５ ℃ ３０ ｓ，
５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３６ 个循环，７２ ℃ １５ ｍｉｎ。
选择性扩增：采用 ＥＡ＋２ ／ ＨＭＴ＋２ 引物组合。 预扩

增产物稀释 ２０ 倍作为模板，反应体系与预扩增反应

体系相同。 扩增程序为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ，９５ ℃ ３０ ｓ，６５
℃ ３０ ｓ（每循环降低 ０􀆰 ７ ℃），７２ ℃ １ ｍｉｎ，共 １３ 个

循环；９５ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，共 ２３ 个循

环；最后于 ７２ ℃延伸 １５ ｍｉｎ。 扩增体系优化后，对
２５６ 对选择性扩增引物对进行筛选。 产物于 ２􀆰 ０％
琼脂糖凝胶电泳检测扩增效果。 选择性扩增产物经

２􀆰 ０％琼脂糖电泳检测后，９５ ℃ 变性 １０ ｍｉｎ，采用

８％聚丙烯酰胺凝胶电泳。 银染参照梁宏伟等的

方法［１６］。

３６６蔡志翔等：桃同株叶片杂色材料的 ＭＳＡＰ 分析



１􀆰 ３􀆰 ３　 甲基化修饰位点回收、克隆及测序　 将甲基

化修饰位点条带用刀片挖下，置于 １００ ℃无菌双蒸

水中水浴 ５ ｍｉｎ。 取 ２ μｌ 上清液作为扩增模板，以
相应选择性扩增引物及扩增条件进行扩增。 ＰＣＲ
产物进行回收和连接，转化大肠杆菌感受态细胞，挑
阳性单克隆。 序列测定委托 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司进行。
１􀆰 ３􀆰 ４ 　 序 列 比 对 及 分 析 　 所得 序 列 在 ＮＣＢＩ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 上进行同源性检

索，分析甲基化修饰位点的分布特征。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＭＳＡＰ 指纹图谱构建

根据 Ｘｉｏｎｇ 等［７］的方法，同裂酶 Ｈｐａ ＩＩ 和 Ｍｓｐ Ｉ
的酶切位点均为 ＣＣＧＧ ／ ＧＧＣＣ，但二者对酶切位点

甲基化修饰敏感性却有不同：Ｈｐａ ＩＩ 能识别并切割

非甲基化和半甲基化位点（５ｍＣＣＧＧ ／ ＧＧＣＣ）而不能

切割全甲基化位点（ＣＣＧＧ ／ ＧＧＣＣ）；Ｍｓｐ Ｉ 能识别并

切割非甲基化和全甲基化位点而不能切割半甲基化

位点。 因而以此同裂酶分别与 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 组合进行

ＡＦＬＰ 反应，每个扩增位点均代表一个 （ ＣＣＧＧ ／
ＧＧＣＣ）位点，而 Ｈｐａ ＩＩ 与 Ｍｓｐ Ｉ 不同的扩增模式可

反映该位点甲基化状态及程度，据此将位点分为 Ａ、
Ｂ、Ｃ ３ 种类型。 Ａ 型：均有带，代表非甲基化位点

（或单链内甲基化）；Ｂ 型：Ｈｐａ ＩＩ 有带、Ｍｓｐ Ｉ 无带，
代表半甲基化位点；Ｃ 型：Ｈｐａ ＩＩ 无带、Ｍｓｐ Ｉ 有带，
代表全甲基化位点（图 １）。
２􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 甲基化修饰水平

用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 选择性扩增引物分别与 Ｈｐａ ＩＩ、Ｍｓｐ Ｉ
选择性扩增引物配对进行扩增，根据扩增所得图谱

清晰、多态性丰富、重复性好的要求，选出 ２３ 对

ＭＳＡＰ 引物组合，共扩增产生 ３９７ 条清晰可辨且可

重复的 ２００～１ ０００ ｂｐ ＤＮＡ 条带。
本试验在全部扩增位点中，检测到 ＰＣＭ⁃１Ｇ、

ＰＣＭ⁃１Ｒ 两种类型半甲基化位点分别为 ３８ 个和 ４４
个，占全部位点的 ９􀆰 ６％和 １１􀆰 １％，全甲基化位点分

别为 ６４ 个和 ６７ 个，占全部位点的 １６􀆰 １％和 １６􀆰 ９％，
总甲基化率分别为 ２５􀆰 ７％和 ２８􀆰 ０％，ＰＣＭ⁃１Ｒ 略高

于 ＰＣＭ⁃１Ｇ（表 ２）。
２􀆰 ３　 基因组 ＤＮＡ 甲基化修饰位点序列

在检测到的位点中，ＰＣＭ⁃１Ｇ、ＰＣＭ⁃１Ｒ 两种类

型存在差异的甲基化位点有 ６７ 个。 对部分存在差

异的基因组甲基化修饰位点进行回收、克隆，最终成

ＥＭ：Ｅｃｏ Ｒ Ｉ ／Ｍｓｐ Ｉ 酶切；ＥＨ：Ｅｃｏ Ｒ Ｉ ／ Ｈｐａ ＩＩ 酶切；Ｇ：ＰＣＭ⁃１Ｇ；Ｒ：
ＰＣＭ⁃１Ｒ。
图 １　 桃同株叶片杂色材料 ＰＣＭ⁃１Ｇ 和 ＰＣＭ⁃１Ｒ 基因组 ＤＮＡ

ＭＳＡＰ 指纹图谱

Ｆｉｇ． １ 　 ＭＳＡＰ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ｌｅａｆ⁃ｖａｒｉｅｇａｔｅｄ
ｐｅａｃｈ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ＰＣＭ⁃１Ｇ ａｎｄ ＰＣＭ⁃１Ｒ

表 ２　 桃同株叶片杂色材料甲基化修饰位点统计

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｌｏｃｉ ｏｆ ｌｅａｆ⁃ｖａｒｉｅｇａｔｅｄ
ｐｅａｃｈ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

桃同株
叶片杂色

材料

扩增
位点

半甲基化
位点

全甲基化
位点

半甲
基化率
（％）

全甲
基化率
（％）

总甲
基化率
（％）

ＰＣＭ⁃１Ｇ ３９７ ３８ ６４ ９．６ １６．１ ２５．７

ＰＣＭ⁃１Ｒ ３９７ ４４ ６７ １１．１ １６．９ ２８．０

功分离了 ２９ 条甲基化修饰片段。 测序和 ＢＬＡＳＴ 比

对分析结果表明，除 ３ 条序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

检索到低同源序列外，其余 ２６ 条甲基化修饰序列均

检索到高同源性序列，其中 ２２ 条数据同时得到桃基

因组及蛋白质序列支持，４ 条序列得到非桃基因组

序列支持。 以匹配同源序列功能注释进行划分，发
现基因组中包括色氨酸合成酶（Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｂｅｔａ ｃｈａｉｎ ２）基因、ＤＧＣＲ１４ 蛋白（Ｐｒｏｔｅｉｎ ＤＧＣＲ１４）
基因、金属蛋白酶（Ｍｅｔａｌｌｏｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １）基因、３′⁃
磷酸腺苷 ５′⁃磷酰硫酸转运蛋白 （ Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ３′⁃
ｐｈｏｓｐｈｏ ５′⁃ｐｈｏｓｐｈｏｓｕｌｆａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ２）基因、Ｏｍｅｇａ⁃
羟基棕榈酸阿魏酸转移酶（Ｏｍｅｇａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐａｌｍｉｔａｔｅ
Ｏ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）基因、假定 ＡＣ 转座酶（Ｐｕｔａｔｉｖｅ
ＡＣ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ ） 基 因、 核 糖 核 酸 蛋 白 酶

（Ｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｏｕｓ ＲＮａｓｅ Ｐ １）基因等多种类型的序列

中均存在 ＤＮＡ 甲基化修饰现象（表 ３）。
测序结果显示，部分甲基化差异片段来自类胡
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萝卜素裂解双加氧酶 ４（ＣＣＤ４）基因与 Ｏｍｅｇａ⁃羟基

棕榈酸阿魏酸转移酶（Ｏｍｅｇａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐａｌｍｉｔａｔｅ Ｏ⁃ｆｅｒ⁃
ｕｌｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）基因。 ＣＣＤ４ 促进类胡萝卜素的裂

解，产生颜色更深或无色的脱辅基类胡萝卜素。 Ｏ⁃
ｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移酶干预了阿魏酸合成

成分的积累，可能间接干扰花色苷合成。

表 ３　 桃基因组 ＤＮＡ 甲基化修饰位点序列分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｌｏｃｉ ｉｎ Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ｇｅｎｏｍｅ

序列号 相似度（％） Ｅ 值 来源物种 编码蛋白

ＸＰ＿００７２１７３２２􀆰 １ ８８ ０．９ Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｂｅｔａ ｃｈａｉｎ ２

ＸＰ＿００７２１５２６５．１ ９８ ５．００×１０－２０ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＤＧＣＲ１４

ＸＰ＿００７２２３２４６．１ ９３ １．００×１０－１０ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｍｅｔａｌｌｏｅｎｄｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １

ＡＣＡ３０５５４．１ ９６ ８．００×１０－８ Ｏｅｎｏｔｈｅｒａ ｅｌａｔａ ｓｕｂｓｐ． ｅｌａｔａ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ ＩＩ Ｐ６８０ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ａ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

ＡＣＡ３０５５４．１ ９２ ４．００×１０－７ Ｏ． ｅｌａｔａ ｓｕｂｓｐ． ｅｌａｔａ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ ＩＩ Ｐ６８０ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ａ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

ＸＰ＿００７２１８２０８．１ ８６ ２􀆰 ００×１０－１０ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ３′⁃ｐｈｏｓｐｈｏ ５′⁃ｐｈｏｓｐｈｏｓμＬｆａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ２

ＡＣＡ３０５５４．１ ９６ ８．００×１０－８ Ｏ． ｅｌａｔａ ｓｕｂｓｐ． ｅｌａｔａ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ ＩＩ Ｐ６８０ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ａ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

ＸＰ＿００７２０３８２９．１ ８４ ６．００×１０－３４ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ＡＣ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

ＸＰ＿００７２００１７１􀆰 １ ９６ ２􀆰 ００×１０－３７ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｏｍｅｇａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐａｌｍｉｔａｔｅ Ｏ⁃ｆｅｒμＬｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ＸＭ＿００７２０４１９２􀆰 １ １００ ３􀆰 ００×１０－５ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｐｅｎｔａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔ２ｇ３２２３０， ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＪＸ３１０００１􀆰 １ ９０ ４．００×１０－４３ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ４（ＣＣＤ４）

ＸＰ＿００７２０２９１４．１ ９８ ９．００×１０－１６ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＭＫＳ１

ＪＸ３１０００１􀆰 １ ９０ ３􀆰 ００×１０－４３ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ４（ＣＣＤ４）

ＸＭ＿００７２０４１９２􀆰 １ １００ ５．００×１０－５ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｐｅｎｔａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔ２ｇ３２２３０， ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＹＰ＿００５４１５５５７．１ ８０ ０􀆰 ０１９ Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｕｍ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＳＰＰＨＯ＿０３２４８， ｐａｒｔｉａｌ

ＸＭ＿００７２２３３８８．１ １００ ６．００×１０－１０ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＲ⁃１

ＸＰ＿００７２２７３５７．１ １００ １．００×１０－５５ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ ＴＭＶ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎ

ＸＰ＿００７２１１０７２􀆰 １ １００ ９．００×１０－１７ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｕｎｋｎｏｗｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＸＰ＿００７２０８９４０．１ １００ ４．００×１０－３７ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ７２８

ＸＰ＿００７２１７６９０．１ ９５ １．００×１０－１４ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ ６

ＸＰ＿００７２１０５８４．１ ９３ ６．００×１０－８ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｌｏｗ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃａｔｉｏｎｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ２

ＸＰ＿００７２０３５２３􀆰 １ ９４ ４．００×１０－１３ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣＴＲ１

ＸＰ＿００７２０３５２３􀆰 １ ９４ ７．００×１０－１４ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣＴＲ１

ＸＰ＿００７２１７０８８．１ ９９ １．００×１０－３９ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｕｎｋｎｏｗｎ

ＸＰ＿００７２００１７１􀆰 １ ９４ ９．００×１０－１８ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｏｍｅｇａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐａｌｍｉｔａｔｅ Ｏ⁃ｆｅｒμＬｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ＸＰ＿００７２００１７１􀆰 １ ５８ １．００×１０－７ Ｐ． ｐｅｒｓｉｃａ Ｏｍｅｇａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐａｌｍｉｔａｔｅ Ｏ⁃ｆｅｒμＬｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

３　 讨 论

甲基化敏感扩增多态性（ＭＳＡＰ）技术由 Ｒｅｙｎａ
等［１７］首先报道，并被用于检测双相型真菌的 ＤＮＡ

甲基化，它是在扩增片段长度多态性技术的基础上

建立起来的。 这种方法在研究动植物基因组甲基化

上有广泛应用。 ＭＳＡＰ 技术相对其他测定 ＤＮＡ 甲

基化程度的技术有如下优点：（１） 不需知道被测
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ＤＮＡ 的序列信息，在不同生物上具有通用性；（２）操
作相对简便，在 ＡＦＬＰ 技术体系的基础上无需作重

大改进即可操作；（３）可在全基因组范围检测 ＣＣＧＧ
位点的胞嘧啶甲基化变化。

ＤＮＡ 甲基化广泛存在于各种植物中，不同植物

甲基化程度、甲基化位点各异，同种植物不同年龄甲

基化程度与甲基化位点也存在差异，即使同一植株

不同部位的 ＤＮＡ 甲基化程度与甲基化位点也不尽

相同。 本试验材料为嵌合体无性繁殖后代，经 ＳＳＲ
检验没有发现差异位点，ＤＮＡ 背景几乎完全相同，
然而不同植株间甲基化的差异仍然是巨大的。 本试

验初期选取不同单株的 ＤＮＡ 进行 ＭＳＡＰ 分析，结果

显示出巨量差异位点，无法继续进行有效分析。 有

鉴于此，我们参考集团分离分析法 （ ＢＳＡ），选择

ＰＣＭ⁃１Ｒ、ＰＣＭ⁃１Ｇ 各 １０ 株，提取 ＤＮＡ 等量混合，建
立无性分离后代的叶色近等基因池，尽量排除非叶

色相关甲基化修饰位点的干扰，为后续 ＭＳＡＰ 分析

提供了条件。
２００１ 年，Ｓｃｈｗａｒｔｚ 等首次在拟南芥等植物体内

发现了类胡萝卜素裂解双加氧酶，这种酶可以在 ９，
１０ 和 ９′，１０′双键处将线型或环化的类胡萝卜素裂

解，从而产生 ２ 个分子挥发性的 Ｃ１３⁃降异戊二稀类

化合物和 １ 个分子不具有挥发性的 Ｃ１４化合物，同时

他预言这种基因的同源基因将普遍存在于植物

中［１８］，随后在很多种植物中都发现了这种酶的存

在。 目前，类胡萝卜素裂解双加氧酶的同源基因已

从多个物种中得到分离纯化，如番红花、黄瓜、称猴

桃、菊花、番茄等。 类胡萝卜素裂解双加氧酶的催化

活性需要 Ｆｅ２＋作为辅因子，它们含有与铁结合的 ４
个组氨酸［１９］。

在高等植物中，类胡萝卜素存在于花和果实的

色素母细胞中，使花和果实呈亮黄色、橙色或红

色［２０］。 类胡萝卜素裂解双加氧酶通过降解特定类

胡萝卜素，产生颜色更深或无色的脱辅基类胡萝卜

素，从而影响果实色泽，是影响果实外观的重要因

子［２１］。 由此推测类胡萝卜素裂解双加氧酶可能通

过裂解类胡萝卜素和合成脱辅基类胡萝卜素影响

叶色。
目前关于 Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移酶的

报道很少［２２］，只知道它使阿魏酸在 ＣｏＡ 作用下与

Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸生成 Ｏｍｅｇａ⁃阿魏酸含氧棕榈酸。
阿魏酸是苯丙氨酸在苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）的催化

作用下生成的肉桂酸衍生物，Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿

魏酸转移酶的催化反应，消耗了植物体中的阿魏酸，
也就间接消耗了初始原料苯丙氨酸。 花色苷合成途

径显示苯丙氨酸为花色苷初始合成原料，由此推测

Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移酶的催化反应极有

可能与花色苷合成竞争初始原料，进而抑制花色苷

的合成。
本试验测序的 ２６ 条片段中有 ２ 条序列定位在

ＣＣＤ４ 上，同源性均为 ９０％，Ｅ 值小于 ４􀆰 ００×１０－４３；有
３ 条序列定位在 Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移酶基

因上，其中 ２ 条同源性超过 ９０％，Ｅ 值小于 １×１０－７。
因此推测 ＣＣＤ４ 和 Ｏｍｅｇａ⁃羟基棕榈酸阿魏酸转移

酶基因上的甲基化修饰与叶色嵌合突变有关，进一

步的验证和分析仍在进行中。
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