
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１９ꎬ３５(５):１０２８~１０３１
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

王　 津ꎬ韩　 榕. ＤＮＡ 甲基转移酶赋予拟南芥盐胁迫耐受性[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１９ꎬ３５(５):１０２８￣１０３１.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１９.０５.００４

ＤＮＡ 甲基转移酶赋予拟南芥盐胁迫耐受性

王　 津１ꎬ　 韩　 榕２

(１.山西师范大学生命科学学院ꎬ山西 临汾 ０４１００４ꎻ ２.植物分子与环境胁迫响应山西省高等学校重点实验室ꎬ山西 临汾

０４１００４)

　 　 摘要:　 为了探究 ＤＮＡ 甲基化修饰在植物响应盐胁迫过程中的作用ꎬ对 ＤＮＡ 甲基转移酶的突变体在盐胁迫下

的表型进行观察ꎬ发现 ｄｒｍ１ｄｒｍ２ｃｍｔ３ 三重突变体相较于野生型对盐胁迫更加敏感ꎬ而 ｄｒｍ１ｄｒｍ２ 双重突变体和 ｃｍｔ３
单突变体相较于野生型对盐胁迫的应答没有明显差异ꎮ 定量 ＰＣＲ 结果表明纤维素合成酶 ＡＴＣＳＬＡ１ 和 ＡＴＣＳＬＡ１０ 在

野生型中受盐胁迫诱导表达ꎬ而这种诱导表达在三重突变体中明显减弱ꎮ 以上结果表明ꎬＤＮＡ 甲基转移酶可能间接

促进纤维素合成酶的表达进而调控纤维素合成的水平ꎬ最终赋予拟南芥盐胁迫的耐受性ꎮ
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　 　 盐胁迫是影响植物生长和作物产量的主要环境

因子之一[１￣２]ꎮ 土壤中高浓度盐分对植物的影响具

体表现在渗透胁迫、离子毒害、营养失调、氧化应激

胁迫、代谢进程改变、细胞膜破坏、基因毒性等方

面[１￣６]ꎮ 盐胁迫抑制植物生长发育ꎬ降低作物产量ꎬ

严重情况下会引起植物的死亡[７]ꎮ 为了抵御盐胁

迫和适应周围的环境ꎬ植物通过调控基因表达形成

了一系列抵御盐胁迫的应答机制[８]ꎮ 对植物应答

盐胁迫机制的研究是改善植物对盐胁迫耐受性的重

要环节ꎬ是耐盐作物培育的基础ꎬ具有重要意义ꎮ
植物 ＤＮＡ 甲基化修饰主要发生在 ＤＮＡ 分子的

胞嘧啶上ꎬ可分为 ＣＧ 甲基化、ＣＨＧ 和 ＣＨＨ 甲基

化[９]ꎮ ＤＮＡ 甲基转移酶 ＭＥＴ１、 ＤＲＭ１、 ＤＲＭ２ 和

ＣＭＴ３ 负责将甲基基团转移到 ＤＮＡ 的胞嘧啶上形

成 ５￣甲基胞嘧啶ꎮ 其中ꎬＭＥＴ１ 主要负责 ＣＧ 甲基化

修饰[１０￣１１]ꎬＣＭＴ３ 主要负责 ＣＨＧ 甲基化修饰[１２]ꎬ
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ＤＲＭ１ 和 ＤＲＭ２ 主要负责 ＣＨＨ 甲基化修饰[１３￣１４]ꎮ
在植物中存在一条经典的介导 ＤＮＡ 甲基化的调控

通路ꎬ即 ＲＮＡ 介导 ＤＮＡ 甲基化(ＲｄＤＭ)通路ꎮ Ｒｄ￣
ＤＭ 通路中 Ｐｏｌ ＩＶ、ＲＤＲ２、ＤＣＬ３ 在 ｓｉＲＮＡ 合成过程

中发挥作用ꎬｓｉＲＮＡ 结合 ＡＧＯ４ 并且与 Ｐｏｌ Ｖ 形成复

合体ꎬ进而引导 ＤＲＭ２ 对与 ｓｉＲＮＡ 同源的 ＤＮＡ 区域

进行甲基化修饰ꎬ甲基化的 ＤＮＡ 又可以引导组蛋白

修饰酶进行组蛋白修饰ꎬ从而导致该区域异染色质

化ꎬ抑制基因表达[１５￣１６]ꎮ 目前的研究结果表明ꎬ植
物基因启动子位置的 ＤＮＡ 甲基化可以通过 ＲｄＤＭ
通路产生[１７]ꎬ对抑制基因表达起重要作用ꎮ 拟南芥

中 ＤＲＭ１ 是 ＤＲＭ２ 的同源蛋白ꎬＤＲＭ１ 和 ＤＲＭ２ 共

同负责 ＣＨＨ 甲基化的修饰ꎮ ＣＭＴ３ 是植物中特有

的 ＤＮＡ 甲基转移酶[１６]ꎬ除了负责 ＣＨＧ 甲基化修

饰ꎬ也负责一些基因位点的 ＣＨＨ 甲基化[１２ꎬ１４]ꎮ
已有研究结果表明盐胁迫可以改变基因组范围

的 ＤＮＡ 甲基化水平ꎬ暗示植物可能通过调节 ＤＮＡ
甲基化的水平进而调控基因表达ꎬ对盐胁迫环境进

行响应[１８￣１９]ꎮ 本研究对拟南芥 ＤＮＡ 甲基转移酶突

变体在盐胁迫下的表型进行分析ꎬ探究 ＤＮＡ 甲基化

修饰在植物响应盐胁迫过程中的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料和试剂

拟 南 芥 野 生 型 种 子 和 突 变 体 ｄｄｃ
(ｄｒｍ１ｄｒｍ２ｃｍｔ３)、ｄｒｍ１ｄｒｍ２ 和 ｃｍｔ３ 的种子背景均

为哥 伦 比 亚 生 态 型 ( Ｃｏｌ￣０ )ꎬ ｄｄｃ ( ＣＳ１６３８４ )、
ｄｒｍ１ｄｒｍ２(ＣＳ１６３８３)和 ｃｍｔ３(ＣＳ１６３９２)购自 Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｃｅｎｔｅｒꎮ 植物培养所用 ＭＳ
培养基、ＮａＣｌ、Ｐｈｙｔａｇｅｌ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＲＮＡ 提取

试剂和定量 ＰＣＲ 所用试剂购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ
ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎬ反转录试剂盒

购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 盐胁迫下拟南芥相对鲜质量的测定 　 将种

子用 ７５％的乙醇消毒 ２ ｍｉｎꎬ用灭菌水洗 ３ 次ꎬ４ ℃
处理 ３ ｄꎬ然后将种子垂直于 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ在长

日照培养箱(２２ ℃ꎬ１６ ｈ 光照ꎻ１８ ℃ꎬ８ ｈ 黑暗)培养

５ ｄꎮ 将拟南芥幼苗分别转移到 １ / ２ ＭＳ 培养基和含

有不同 ＮａＣｌ 浓度的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎮ 在长日照培

养箱生长 １０ ｄ 后测量植株鲜质量ꎬ以不含 ＮａＣｌ 的
培养基上生长的野生型和突变体的鲜质量分别作为

１００％ꎬ含 ＮａＣｌ 的培养基上生长的野生型和突变体

的鲜质量分别与其进行比较ꎮ
１.２.２　 盐胁迫下拟南芥存活率的测定 　 将消毒后

的拟南芥种子 ４ ℃处理 ３ ｄ 后ꎬ将种子垂直于 １ / ２
ＭＳ 培养基上ꎬ在长日照培养箱培养 ５ ｄꎬ然后将拟

南芥幼苗分别转移到 １ / ２ ＭＳ 培养基和含有不同

ＮａＣｌ 浓度的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎮ 在长日照培养箱生

长 １０ ｄ 后统计存活率ꎬ当植株的叶片全部黄化时ꎬ
视为已经死亡ꎮ
１.２.３　 盐胁迫下基因表达水平的测定　 将 １１ ｄ 垂

直生长的幼苗分别用 １ / ２ ＭＳ 的液体培养基和包含

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的液体培养基处理 ４ ｈꎬ收集材料

进行 ＲＮＡ 提取ꎮ 将 ＲＮＡ 进行 ＤＮＡ 酶消化ꎬ之后反

转录成 ｃＤＮＡꎬ以 Ａｃｔｉｎ 作为内参进行定量 ＰＣＲꎬ引
物序列见表 １ꎮ

表 １　 定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物名称 　 　 　 　 　 引物序列

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ５′￣ＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＧＴＣ￣３′

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ５′￣ＣＣＴＣＴＧＴＧＡＧＴＡＧＡＡＣＴＧＧＧＴＧＣ￣３′

ＲＤ２９Ａ￣Ｆ ５′￣ＡＧＣＡＧＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＡＧＴＴＧ￣３′

ＲＤ２９Ａ￣Ｒ ５′￣ＧＴＴＣＴＡＧＣＴＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣ￣３′

ＣＯＲ４７￣Ｆ ５′￣ＡＡＧＴＧＡＡＡＣＣＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＡＣＧＡ￣３′

ＣＯＲ４７￣Ｒ ５′￣ＣＡＧＣＴＡＡＣＴＣＣＧＧＴＴＣＡＧＡＧＡＴＣ￣３′

ＡＴＣＳＬＡ１￣Ｆ ５′￣ＴＴＧＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＴＡＡＡＣＧＡＡＴＧ￣３′

ＡＴＣＳＬＡ１￣Ｒ ５′￣ＣＣＣＡＴＡＧＡＴＣＡＧＧＣＣＡＴＡＧＡＧＴＧ￣３′

ＡＴＣＳＬＡ１０￣Ｆ ５′￣ＧＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＴＧＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣ￣３′

ＡＴＣＳＬＡ１０￣Ｒ ５′￣ＣＣＡＣＣＡＡＡＣＡＣＴＴＧＡＡＴＡＡＧＧＧ￣３′

２　 结果与分析

２.１　 拟南芥 ｄｄｃ 突变体对盐胁迫的敏感性

为了探究 ＤＮＡ 甲基化修饰在植物响应盐胁迫

过程中的作用ꎬ对 ＤＮＡ 甲基转移酶的三重突变体

ｄｄｃ 在盐胁迫 下 的 表 型 进 行 观 察ꎮ 在 含 有 ８０
ｍｍｏｌ / Ｌ和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 培养基上ꎬ相较于野生

型ꎬｄｄｃ 突变体的相对鲜质量显著降低ꎻ在 １ / ２ ＭＳ
培养基上野生型和 ｄｄｃ 突变体的存活率没有明显差

异ꎬ在 １２０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 浓度下 ｄｄｃ
突变体的存活率明显低于野生型(图 １)ꎮ 以上结果

表明 ｄｄｃ 突变体是一个对盐胁迫敏感的突变体ꎬ表
明 ＤＮＡ 的甲基化修饰参与植物盐胁迫应答过程ꎬ并

９２０１王　 津等:ＤＮＡ 甲基转移酶赋予拟南芥盐胁迫耐受性



正向调节植物对盐胁迫的耐受性ꎮ
２.２　 ＤＲＭ１、ＤＲＭ２ 和 ＣＭＴ３ 对植物盐胁迫应答的

调控

　 　 为了进一步研究拟南芥 ｄｄｃ 三重突变体中引起

盐胁迫敏感表型的缺失基因ꎬ对拟南芥 ｄｒｍ１ｄｒｍ２
双重突变体和 ｃｍｔ３ 单突变体进行了盐胁迫下的表

型分 析ꎮ 在 一 系 列 盐 浓 度 ( ８０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １００
ｍｍｏｌ / Ｌ、１２０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)胁迫下ꎬ
ｄｒｍ１ｄｒｍ２ 和 ｃｍｔ３ 突变体的相对鲜质量和存活率相

较于野生型没有明显差异 (图 １)ꎬ说明 ＤＲＭ１、
ＤＲＭ２ 和 ＣＭＴ３ 共同参与了植物响应盐胁迫应答的

调控ꎮ
２.３　 ｄｄｃ 突变体中纤维素合成酶的盐诱导表达变化

纤维素是细胞壁的主要成分ꎬ对于维持细胞形

态和抵御外界胁迫具有重要作用ꎮ 通过定量 ＰＣＲ
发现ꎬ纤维素合成酶 ＡＴＣＳＬＡ１ 和 ＡＴＣＳＬＡ１０ 在野生

型中受盐胁迫诱导表达ꎬ这种诱导表达在 ｄｄｃ 突变

体中明显减弱ꎬ而盐胁迫诱导表达基因 ＲＤ２９Ａ 和

ＣＯＲ４７ 在野生型和 ｄｄｃ 突变体中的表达没有明显差

异(图 ２)ꎮ 以上结果暗示 ＤＮＡ 甲基转移酶可能通

过间接促进纤维素合成酶的表达进而调控纤维素合

成的水平ꎬ最终赋予拟南芥盐胁迫的耐受性ꎮ

Ａ:相对鲜质量ꎻＢ:存活率ꎮ Ｃｏｌ￣０:哥伦比亚生态型ꎻｄｄｃ:三重突变体(ｄｒｍ１ｄｒｍ２ｃｍｔ３)ꎻｄｒｍ１ｄｒｍ２:双重突变体ꎻｃｍｔ３:单突变体ꎮ
图 １　 拟南芥 ｄｄｃ、ｄｒｍ１ｄｒｍ２ 和 ｃｍｔ３ 突变体盐胁迫下的表型分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｄｃꎬ ｄｒｍ１ｄｒｍ２ ａｎｄ ｃｍｔ３ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

Ｃｏｌ￣０:哥伦比亚生态型ꎻｄｄｃ:三重突变体(ｄｒｍ１ｄｒｍ２ｃｍｔ３)ꎮ
图 ２　 拟南芥野生型和 ｄｄｃ 突变体中盐胁迫诱导基因的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｄｄｃ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
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３　 讨　 论

本研究通过对 ＤＮＡ 甲基转移酶突变体在盐胁
迫下的表型分析发现ꎬＤＲＭ１、ＤＲＭ２ 和 ＣＭＴ３ 共同
参与植物应答盐胁迫的调控ꎬ并赋予植物盐胁迫的
耐受性ꎮ 已有研究结果表明ꎬ盐胁迫可以改变基因
组范围的 ＤＮＡ 甲基化修饰水平[１８￣１９]ꎮ 同时ꎬＲｄＤＭ
通路中 ＡＧＯ４ 基因和 Ｐｏｌ ＩＶ 的亚基 ＮＲＰＤ２ 基因的
突变导致拟南芥对热胁迫耐受性的降低ꎬ暗示热胁
迫下基因转录水平的调控依赖于 ＲｄＤＭ 通路的完
整性[２０]ꎮ 拟南芥 ＭＹＢ７４ 转录因子ꎬ在盐胁迫下的
转录水平受到 ＲｄＤＭ 通路的调节ꎬ盐胁迫可以降低
２４￣ｎｔ ｓｉＲＮＡｓ 的丰度ꎬ进而降低 ＭＹＢ７４ 基因启动子
位置 ＣＨＨ 甲基化修饰水平ꎬ最终导致 ＭＹＢ７４ 表达
水平的升高ꎬ过表达 ＭＹＢ７４ 的株系相较于野生型对
盐胁迫更加敏感[２１]ꎮ 以上结果表明ꎬ植物通过
ＤＮＡ 甲基化水平的变化进而调控基因表达ꎬ是响应
和适应胁迫环境的重要途径ꎮ

已有报道表明ꎬ当植物暴露在盐胁迫环境下ꎬ纤维
素合成酶伴侣的基因活性增加ꎬ进而维持胁迫状态下
纤维素合成酶的活性ꎬ维持纤维素的合成ꎬ促进植物适
应盐胁迫环境[２２]ꎮ 本研究中我们发现ꎬ纤维素合成酶
ＡＴＣＳＬＡ１和 ＡＴＣＳＬＡ１０在野生型中受盐胁迫诱导表达ꎬ
而这种诱导表达在 ｄｄｃ 突变体中明显减弱ꎮ ｄｄｃ 突变
体相较于野生型对盐胁迫更加敏感的表型可能是由于
ＤＮＡ 甲基转移酶的缺失ꎬ无法间接促进纤维素合成酶
的表达ꎬ进而降低了纤维素合成的水平ꎬ最终表现为对
盐胁迫更加敏感ꎮ 因此ꎬ本研究结果为进一步探究
ＤＮＡ 甲基化修饰参与环境胁迫响应奠定了基础ꎬ为培
育耐盐作物新品种提供了新的参考和依据ꎮ
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