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　 　 摘要:　 紫色甘薯因富含花青素而备受消费者喜爱ꎬ然而其高频的突变却严重影响了品种的稳定性ꎮ 本研究

以宁紫薯 ４ 号及其突变体为研究对象ꎬ通过对其表型、理化特性进行分析发现ꎬ宁紫薯 ４ 号突变体中的花青素、β￣胡
萝卜素及淀粉含量发生了明显变化ꎬ而产量和大多数表型没有发生显著变化ꎮ 通过转录组测序分析ꎬ共发现 ３１３
个差异表达基因ꎬ突变体中参与花青素合成的相关基因( ＩｂＣＨＳ、ＩｂＣＨＩ、ＩｂＤＦＲ、ＩｂＡＮＳ 和 ＩｂＣ４Ｈ)和转录因子编码基

因( ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３、ＩｂｂＨＬＨ２ 和 ＩｂＷＤ４０)的相对表达量均较宁紫薯 ４ 号明显降低ꎬ而突变体中参与淀粉合成的相关基

因( ＩｂＡＧＰＬ２)的相对表达量较宁紫薯 ４ 号明显升高ꎮ 突变体中预测功能为 ＤＮＡ 甲基转移酶的基因 ＩｂＣＭＴ２ 和预测

功能为组蛋白去甲基化酶的基因 ＩｂＪＭＪ２５ 的相对表达量均较宁紫薯 ４ 号表现为上调ꎮ 通过 Ｎ６￣甲基腺嘌呤斑点印

迹(６ｍＡ)分析全基因组甲基化水平的变化发现ꎬ突变体的 ＤＮＡ 甲基化水平较宁紫薯 ４ 号明显提高ꎻ利用亚硫酸氢

盐处理后测序法(ＢＳＰ)进一步分析发现ꎬ突变体中转录因子 ＭＹＢ２ 编码基因的 ＤＮＡ 甲基化水平提高ꎻ蛋白质印迹

(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)结果显示ꎬ突变体中 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２ 的修饰水平明显下降ꎮ 上述结果表明ꎬ紫色甘薯呈现的表

型是由于表观修饰的变化导致花青素合成受到抑制ꎬ从而产生了相应突变ꎮ 本研究首次从表观调控的角度解析甘

薯突变的机制ꎬ不仅可为甘薯表观遗传研究提供新思路ꎬ还有望基于表观调控开创甘薯定向育种的新方法ꎮ
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ｔｈｅｉｒ ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｕｒｐｌｅ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔ
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ｂＨＬＨ２ꎬ ａｎｄ ＩｂＷＤ４０) ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗ￣
ｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４. Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ( ＩｂＡＧＰＬ２) ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｔａｒｃｈ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ
Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ＩｂＣ￣
ＭＴ２ꎬ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ

２３４

JTT
文本框
·资源环境



ｇｅｎｅ ＩｂＪＭＪ２５ꎬ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅꎬ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４. Ｂｙ
ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇｌｏｂａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｕｓｉｎｇ Ｎ６￣ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ ｄｏｔ ｂｌｏｔ (６ｍＡ)ꎬ ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙ￣
ｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４. Ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ＢＳＰ)
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＭＹＢ２ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｈ３Ｋ９ｍｅ２ ａｎｄ Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｐｕｒｐｌｅ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ｉｓ ｄｕｅ ｔｏ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｔｈａｔ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅ￣
ｓｉｓꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｃａｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ｍｕｔａｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｉｔ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ｂｕｔ ａｌｓｏ
ｈｏｌｄｓ ｐｒｏｍｉｓｅ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｉｎ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｕｒｐｌｅ ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏꎻ ｍｕｔａｎｔꎻ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓꎻ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓꎻ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎꎻ ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 甘薯是重要的粮食作物、经济作物和能源作

物[１]ꎬ不仅富含人们所需的各种营养成分ꎬ还含有大

量功能性成分ꎬ包括花青素、微量元素、维生素、蛋白

质、类胡萝卜素和多糖等[２￣５]ꎮ 其中ꎬ花青素是一种天

然食用色素ꎬ具有抗氧化、抗衰老、抗突变、降血脂、降
血糖和清除氧自由基等作用[６￣１１]ꎮ 紫色甘薯作为栽

培型甘薯的一种新类型ꎬ其薯肉呈紫色ꎬ除了具有普

通甘薯所具有的营养物质外ꎬ还富含花青素ꎬ在工业

原料、食品添加剂生产及生物制药领域具有非常重要

的药用价值ꎮ 近年来的研究发现ꎬ参与花青素生物合

成的结构基因的表达主要受到 ＷＤ４０、ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ
等转录因子的调控[１２]ꎬ这些转录调节因子被证明存

在于 １ 个三联复合体 (ＭＹＢ￣ｂＨＬＨ￣ＷＤ４０ꎬＭＢＷ)
中[１３￣１４]ꎬ它们通过激活花青素生物合成基因如 ＤＲＦ、
ＬＤＯＸ、ＡＮＳ 和 ＵＦ３ＧＴ 的表达来调节花青素的积

累[１５￣１６]ꎮ 目前ꎬ有关甘薯中花青素合成和表达的研究

还很少ꎬ关于自然界中紫薯形成的机制也仍未知ꎮ
表观遗传学可以在不改变基因组序列的情况下

调控基因表达量的水平ꎬ最终导致表型变化ꎬ并且这

种变化是可以稳定遗传的[１７￣１８]ꎮ 近年来ꎬ表观遗传

学被证明在花青素代谢的调节过程中发挥关键作

用ꎬ使植物在不改变 ＤＮＡ 序列的情况下ꎬ发生花色、
叶色、果皮色和果肉色等可遗传性改变ꎮ 例如ꎬ牡丹

花中影响花青素合成的基因 ＰｒＡＮＳ、ＰｒＦ３Ｈ 启动子

区域甲基化水平的变化是影响牡丹花瓣斑点形成的

关键[１５]ꎻ梅花的白花与红花嵌合体表型是由花青素

合成途径相关基因受到的甲基化及部分基因中转座

子的插入造成的[１９]ꎮ 有研究发现ꎬ苹果果皮由红变

黄是由于 ＭＢＷ 复合物中启动子区的甲基化抑制了

ＭｄＭＹＢ１０ 等基因的表达[２０]ꎮ 不同于 ＤＮＡ 的甲基

化ꎬ不同组蛋白修饰在调控花青素合成过程中起到

的作用也不同ꎮ 例如ꎬ在强光照或干旱胁迫下ꎬ

Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ 可以促进拟南芥中花青素含量的累

积[２１]ꎻＨ３Ｋ９ａｃ 的上调可以激活拟南芥花青素合成

激活因子 ＨＹ５ 的表达ꎬ促使花青素含量升高[２２]ꎮ
另外ꎬ在光或细胞分裂素诱导下ꎬ花青素合成通路上

负调控因子 ＭＹＢＬ２ 的启动子区域 Ｈ３Ｋ９ａｃ 的修饰

水平下调ꎬ会使基因表达量下降ꎬ花青素合成得到加

强[２３]ꎮ 此外ꎬ有一些植物的花青素表达由 ＤＮＡ 甲

基化与组蛋白修饰共同调控ꎮ 例如ꎬ杨树中组蛋白

Ｈ３Ｋ９ 去甲基化酶基因 ＪＭＪ２５ 通过改变其染色质的

组蛋 白 甲 基 化 水 平、 ＤＮＡ 甲 基 化 程 度 来 影 响

ＭＹＢ１８２ 的表达ꎬ从而抑制花青素的积累[２４]ꎮ
甘薯的栽培方式以无性繁殖为主ꎬ无性繁殖能保

持甘薯品种的遗传特性ꎬ但是体细胞在外界条件影响

下也会发生变异ꎮ 紫薯栽培品种在繁殖过程中经常

会出现可以稳定遗传的白皮黄心突变体[２５￣２７]ꎮ 然而ꎬ
目前有关紫色甘薯突变成黄心甘薯的机制的报道还

很少ꎮ 但是ꎬ高频的突变并不符合孟德尔遗传定律ꎮ
笔者通过多年观察发现ꎬ紫薯突变的概率在不同年

份、不同种植地区都不相同ꎬ提示紫薯的突变可能受

到环境的影响ꎮ 通常情况下ꎬ植物响应外界环境变化

主要通过改变某些代谢途径和相关基因的表达ꎬ表观

遗传在这个机制中起着十分重要的作用ꎮ 在甘薯栽

培过程中ꎬ会受到机械损伤、营养不充分及生长环境

改变等诸多外界因素的影响ꎬ这些因素可能会促进甘

薯表观修饰的变化ꎮ 因此我们推测ꎬ紫薯突变成白皮

黄心的甘薯极有可能与其表观调控机制有关ꎮ
目前ꎬ已经有研究者借助表观遗传机制改良农作

物ꎮ 例如ꎬ通过多次干旱诱导ꎬ水稻出现表观突变ꎬ进
而形成了稳定的抗旱突变株[２８]ꎮ 然而ꎬ目前尚未见表

观遗传学在甘薯中研究和应用的报道ꎮ 因此ꎬ本研究

拟使用江苏省农业科学院培育的紫薯品种宁紫薯 ４ 号

(２０１６ 年通过审定)及其突变体作为研究对象ꎬ通过表

３３４刘　 帅等:紫色甘薯突变体形成的表观调控机制



型组学、转录组学的联合分析ꎬ挖掘引起突变的关键差

异表达基因ꎬ并通过逆转录定量聚合酶链反应(ＲＴ￣
ｑＰＣＲ)进行验证ꎮ 借助 Ｎ６￣甲基腺嘌呤斑点印迹

(６ｍＡ)和亚硫酸氢盐处理后测序法(Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎ￣
ｃｉｎｇ ＰＣＲꎬＢＳＰ)分析野生型与突变体之间的 ＤＮＡ 甲基

化差异ꎻ利用蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)等试验分析野

生型与突变体之间组蛋白修饰水平的差异ꎻ通过综合

分析得出使紫色甘薯发生突变可能存在的表观调控机

制ꎬ以期为今后甘薯的定向育种提供新思路、新方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料为江苏省农业科学院培育的宁紫薯 ４
号(编号为ＮＹ４ꎬ品种权号:ＣＮＡ２０１６０４００.４)及其突变

体 Ｗ４ꎮ 在江苏省多个地区(南京市六合区、南京市

溧水区、连云港市赣榆区、泰兴市根思乡、宿迁市泗洪

县、淮安市涟水县等)进行种植、性状调查和取样ꎮ
１.２　 甘薯表型和生理生化指标的测定

甘薯的叶型、叶色、薯肉色、薯皮色及产量等性

状均在甘薯生长 １１０ ｄ 时进行测定ꎮ
β￣胡萝卜素含量测定方法:称取 １􀆰 ０ ｇ 薯块样

品于研钵中ꎬ加入少量丙酮研磨ꎬ反复研磨３~ ５ 次ꎬ
至残渣变白、提取液无色ꎮ 将提取液和残渣全部收

集于 ２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用丙酮定容至 ２５ ｍＬꎬ８ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎻ取上清液ꎬ用分光光度计在 ４５４ ｎｍ
波长下测定吸光度ꎬ光程为 １ ｃｍꎬ重复 ３ 次ꎬ取平均

值ꎮ 计算公式: β￣胡萝卜素含量 (ｍｇ / ｋｇ) ＝ Ｅ× Ｖ×
１ ０００×１ / Ｅ１×１ /Ｗ×１０ꎮ 式中ꎬＥ 为样品在 ４５４ ｎｍ 波

长下的吸光度ꎻＥ１为含量为 １％的 β￣胡萝卜素丙酮

溶液在 ４５４ ｎｍ 波长下的吸光度ꎻＶ 为样品中测定液

的定容体积(ｍＬ)ꎻＷ 为样品重量(ｇ)ꎮ
甘薯中花青素含量的测定方法:称取１~ ２ ｇ 鲜

甘薯分析样本ꎬ在研钵中加入 ２０ ｍＬ 柠檬酸￣磷酸氢

二钠缓冲液(ｐＨ 值 ３.０)并进行研磨破碎ꎮ 将上部

含有色素的缓冲液移入 １００ ｍＬ 的容量瓶中ꎬ重复

３~５ 次ꎬ至残渣变白ꎬ最后用缓冲液定容至 １００ ｍＬꎮ
取４ ｍＬ上清液于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎮ 将离心的

上清液置于分光光度计上ꎬ测定其在 ５３０ ｎｍ 处的吸

光度(花青素的吸收光谱为 ５３０ ｎｍ)ꎮ 花青素含量

(Ｃ) 计算 公 式: Ｃ＝ １ / ９５８× Ｖ / １ ０００× １ /Ｍ× ＡＢＳ×
１００ ０００ꎮ 式中ꎬＡＢＳ 为分光光度计的吸光度ꎻ９５８ 为

ＡＢＳ 转换为重量体积比的经验系数ꎻＣ 为花青素含

量ꎬ单位为ｍｇ / ｋｇ(鲜薯)ꎻＶ 为定容体积(ｍＬ)ꎻＭ 为

样品重量(ｇ)ꎻ１００ ０００为单位转换系数ꎮ
淀粉、直链淀粉、支链淀粉及可溶性糖含量的测

定参照参考 Ｇｕｏ 等[２９]的方法ꎬ每个试验均设 ３ 个生

物学重复ꎮ
１.３　 转录组测序

转录组测序委托北京百迈客生物科技有限公司

(ＢｉｏＭａｒｋｅｒ)完成ꎬ试验设 ３ 个生物学重复ꎬ每个样

品测序产出不少于 ４ Ｇｂ 的有效数据(Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ)ꎬ
质量值≥３０ 的碱基所占百分比(Ｑ３０)达到 ８５％ꎮ
１.４　 ＲＮＡ 提取与 ｑＰＣＲ 分析

收集 ＮＹ４、Ｗ４ 的薯块后进行 ＲＮＡ 的提取ꎮ ＲＮＡ
的提取使用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提

取试剂盒(货号:ＤＰ４４１ꎬＴＩＡＮＧＥＮ 公司产品)ꎬ在通风

橱下进行操作ꎬ具体操作步骤见说明书ꎮ 在 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
操作过程中ꎬ使用 ＦａｓｔＫｉｎｇ 一步法去除基因组 ｃＤＮＡ
第一链合成预混试剂(货号:ＫＲ１１８ꎬＴＩＡＮＧＥＮ 公司产

品)配制反应体系ꎬ用 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 的 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析ꎬ以甘薯的

ＩｂＴｕｂｌｉｎ 基因作为内参基因ꎮ
１.５　 引物设计

转录组序列的组装参考网站 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ Ｇｅ￣
ｎｏｍｅ Ｂｒｏｗｓｅｒ Ｇａｔｅｗａｙ(ｈｔｔｐ:/ / ｐｕｂｌｉｃ￣ｇｅｎｏｍｅｓ￣ｎｇｓ.ｍｏｌ￣
ｇｅｎ.ｍｐｇ.ｄｅ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｈｇＧａｔｅｗａｙ? ｄｂ＝ｉｐｏＢａｔ４)提供的泰

中 ６ 号基因组序列ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 在 Ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ＧＡＲ￣
ＤＥＮ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ￣ｇａｒｄｅｎ.ｋａｚｕｓａ.ｏｒ. ｊｐ / )中找到

对应的完整编码序列(ＣＤＳ)ꎬ最后在美国国家生物技

术信息中心(ＮＣＢＩ)的 ＢＬＡＳＴ 网站(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｉｍｅｒ￣ｂｌａｓｔ)上设计引物ꎬ引物长度

为７０~１５０ ｂｐꎬ解链温度(Ｔｍ值)为５０~６０ ℃ꎮ 所用基因

为 ＩｂＭＹＢ￣Ｒ２Ｒ３(Ｔａｉ６.５１８８５ꎬＩｔｒ＿ｓｃ０００２２８.１＿ｇ００００９.１)、
ＩｂｂＨＬＨ２(Ｔａｉ６.２８７３４ꎬＩｔｒ＿ｓｃ００００７３.１＿ｇ００００７.１)、ＩｂＷＤ４０
(Ｔａｉ６. ４９２９５ꎬ Ｉｔｒ ＿ ｓｃ００００２３. １ ＿ｇ０００１１. １)、 ＩｂＣＨＳ (Ｔａｉ６.
４６１８６ꎬＩｔｒｋ＿ｓｃ０００９８２１.１＿ｇ０００００１.１)、ＩｂＡＧＰ１２(Ｔａｉ６.１４０２ꎬ
Ｉｔｒ＿ｓｃ０００１２７.１＿ｇ０００３７.１)、ＩｂＪＭＪ２５(Ｉｐｏｍｏｅａ＿ｂａｔａｔａｓ＿ｎｅ￣
ｗＧｅｎｅ＿９１８３ꎬＩｔｒ＿ｓｃ００１１２３.１＿ｇ０００１６.１)、ＩｂＰＭＴ１３(Ｔａｉ６.
４０３６６ꎬＩｔｒ＿ｓｃ００００７１.１＿ｇ０００２４.１)、ＩｂＰＭＴ２６(Ｔａｉ６.４８８３５ꎬ
Ｉｔｒｋ＿ｓｃ０００１５１６.１＿ｇ０００００５.１)、ＩｂＣＭＴ２(Ｔａｉ６.７１１８ꎬＩｔｒ ＿
ｓｃ００１１０６.１＿ｇ００００３.１)ꎬ上述基因名称后括号内的编号

分别来自泰中 ６ 号数据库、Ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ＧＡＲＤＥＮ 数据

库ꎮ
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１.６　 亚硫酸氢盐处理后的测序分析

使用植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒(货号为 ＴＳＰ１０１ꎬ
ＴＳＩＮＧＫＥ 公司产品)提取 ＤＮＡꎬ使用 ＥｐｉＴｅｃｔ Ｆａｓｔ ＤＮＡ
Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 试剂盒[货号为 ５９８２４ꎬ凯杰生物工程(深圳)有
限公司产品]对提取的 ＤＮＡ 进行重亚硫酸盐处理ꎮ 转

化用的ＤＮＡ量为 ８００ ｎｇꎬ具体步骤参考相关说明书ꎮ 使

用ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 网站提供的基因组ＤＮＡ序列 ＣｐＧ岛分析

软件(ｈｔｔｐ:/ / ｕｒｏｇｅｎｅ.ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ.
ｃｇｉ)对需要检测的目的序列区域进行在线分析ꎮ 用

Ｍｅｔｈｙｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ｖ１.０软件设计引物(表 １)ꎬ用擎科

生物科技有限公司的２×ＴＳＩＮＧＫＥ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (ｂｌｕｅ)聚合

酶进行巢式 ＰＣＲ反应ꎬ扩增目的区域的 ＣＧ 岛片段ꎮ 通

过琼脂糖凝胶电泳对扩增好的 ＰＣＲ产物进行分析(２ μＬ
样品＋６ μＬ 溴酚蓝)ꎬ在 ３００ Ｖ 条件下电泳 １２ ｍｉｎ 后ꎬ鉴
定是否扩增出预期片段大小的目的条带ꎮ 通过切胶回收

ＰＣＲ扩增产物后ꎬ用 ＴＡ 克隆试剂盒将其连接到 Ｔ 载体

上ꎮ 用连接产物转化大肠杆菌后涂抹在 ＬＢ 培养基上ꎬ
再将长出的单克隆菌斑送至生工生物工程(上海)股份

有限公司测序部测序ꎬ每个平板挑取 １０个单克隆进行测

序ꎮ 具体步骤参考 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒(货号为

ＧＥ０１０１ꎬ南京擎科生物科技有限公司产品)和 ｐＣｌｏｎｅ００７
Ｖｅｒｓａｔｉｌｅ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ 试剂盒(货号为 ＴＳＶ￣００７ＶＳꎬ南京

擎科生物科技有限公司产品)的说明书ꎮ ＴＡ 克隆测序

结果用 ＢｉＱＡｎａｌｙｚｅｒ 软件进行分析ꎬ统计甲基化等情况ꎮ

表 １　 实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 检测引物序列和亚硫酸氢盐处理后测序法(ＢＳＰ)的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ａｎｄ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ＢＳＰ)
引物名称　 　 　 正向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 反向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　

ＩｂＴｕｂｌｉｎ ＣＡＡＣＴＡＣＣＡＧＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＴ ＣＡＡＧＡＴＣＣＴＣＡＣＧＡＧＣＴＴＣＡＣ
ＩｂＭＹＢ￣Ｒ２Ｒ３ ＣＴＣＧＧＡＣＧＡＣＴＣＣＡＴＴＧＡＣＣ ＧＣＡＡＧＴＣＣＧＡＣＧＴＴＧＴＴＴＣＣ
ＩｂｂＨＬＨ２ ＡＣＧＧＡＧＴＣＣＧＡＧＴＧＧＴＴＣＴＡ ＡＴＴＴＧＣＡＣＣＧＧＴＧＡＧＣＣＡＴＡ
ＩｂＷＤ４０ ＧＣＴＣＣＡＧＧＣＡＣＡＴＴＴＣＣＴＣＴ ＧＣＴＣＣＡＧＧＣＡＣＡＴＴＴＣＣＴＣＴ
ＩｂＣＨＳ ＴＣＣＴＣＴＣＧＧＧＡＴＴＴＣＣＧＡＣＴ ＴＣＣＡＣＴＴＧＧＴＣＣＡＧＡＡＴＣＧＣ
ＩｂＡＧＰ１２ ＣＧＣＴＴＣＴＣＴＡＣＴＡＧＣＣＡＣＣＧ ＧＴＣＴＧＣＴＣＴＧＴＣＡＧＣＴＴＣＧＴ
ＩｂＪＭＪ２５ ＡＧＧＡＧＣＡＡＡＴＧＧＴＧＧＡＧＴＧＧ ＴＴＴＣＣＴＣＴＧＴＣＧＡＡＧＧＧＴＧＣ
ＩｂＰＭＴ１３ ＡＧＡＡＴＧＴＴＧＣＧＡＣＣＡＧＡＧＧＧ ＣＡＧＧＴＧＴＣＣＣＧＧＡＣＴＣＴＴＴＣ
ＩｂＰＭＴ２６ ＧＣＴＴＴＧＣＧＴＧＣＡＧＡＡＧＡＣＡＡ ＣＴＣＴＴＣＧＧＣＧＧＣＡＴＣＡＡＡＴＧ
ＩｂＣＭＴ２ ＡＡＴＣＧＧＡＣＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＧＴ ＧＡＣＧＴＴＡＧＴＧＧＴＧＡＣＣＣＧＴＴ
ＭＹＢ￣ＢＳＰ￣１ ＴＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＴＧＴＴＡＴＧ ＴＴＡＡＡＡＡＴＴＴＴＣＣＡＴＴＡＡＣＡＡＡ
ＭＹＢ￣ＢＳＰ￣２ ＧＡＴＧＴＧＡＡＧＡＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＴＡ ＣＴＡＡＴＡＣＴＡＡＣＧＡＣＡＡＡＡＴＡＡＴＡ
ｂＨＬＨ２￣ＢＳＰ￣１ ＧＴＴＡＣＧＴＡＡＡＴＴＴＧＴＧＴＴＴＴＡＴＴ ＡＡＣＴＡＴＡＡＡＴＣＣＡＣＴＡＡＡＣＡＡ
ｂＨＬＨ２￣ＢＳＰ￣２ ＴＧＴＡＡＴＴＴＴＴＡＡＴＴＴＴＡＴＡＴＧＴ ＣＡＴＴＡＴＡＴＡＡＡＣＡＡＡＡＣＴＴＣＣＡＡ

１.７　 ６ｍＡ 斑点印迹试验

６ｍＡ 斑点印迹试验参照 Ｗａｎｇ 等[３０] 的方法ꎬ并
做一些修改ꎮ 先将 ＤＮＡ 样品添加到尼龙膜上ꎬ再通

过紫外线交联到膜上ꎬ然后用 ０􀆰 ０２％亚甲蓝[３１]染色

(溶解在 ０.３ ｍｏｌ / Ｌ 醋酸钠溶液中ꎬ用醋酸调节 ｐＨ
值至 ５􀆰 ５)ꎮ 染色后ꎬ用 ０.５％十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)
和 ＴＢＳＴ(含有 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲盐和 Ｔｗｅｅｎ 的溶液)洗
涤膜ꎬ然后用 ５％脱脂奶粉(１×ＴＢＳＴ)封闭 １ ｈꎬ再然

后与特异性抗 ６ｍＡ 抗体(批号为 ａｂ１５１２３０ꎬ购自

Ａｂｃａｍ 公司ꎬ按１ ∶ ５ ０００稀释)在 ４ ℃孵育过夜ꎮ 将

膜用 ＴＢＳＴ 洗涤后ꎬ放入羊抗兔免疫球蛋白( ＩｇＧ)
(购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)溶液中ꎬ室温

下孵育 １ ｈꎬ再用 Ａｍｅｒｓｈａｍ ＥＣＬ Ｐｒｉｍｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ￣
ｔｉｎｇ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ (批号为 ＧＥＲＰＮ２２３６ꎬ购自

Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 公司)对膜进行染色ꎮ
１.８　 组蛋白的提取

收集干净的甘薯样品(４ ｇ)ꎬ在液氮中研磨ꎮ 将磨

好的样品转移到 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加入提取缓冲液 Ａ
[含有 ０􀆰 ４ ｍｏｌ / Ｌ蔗糖、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 的三羟

甲基氨基甲烷盐酸盐(Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ)、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化镁、
１％ Ｔｒｉｔｏｎ￣１００、５ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣巯基乙醇、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ蛋白

酶抑制剂]ꎮ 将上述混合液体于１３ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心

１０ ｍｉｎ 后去除上清液ꎬ再加入等体积核裂解液[含有 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ钙离子指

示剂(ＥＧＴＡ)、１％十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ蛋
白酶抑制剂]ꎬ用超声波反复破碎(１０ ｓ 开ꎬ１０ ｓ 关ꎬ 功

率为 ３００ Ｗ)ꎬ置于冰上静止 １０ ｍｉｎꎮ 随后ꎬ加入提取液

Ｂ(０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ盐酸)ꎬ在冰上放置 ３０ ｍｉｎ 后去除上清液ꎬ
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用预冷的丙酮至少洗涤 ３ 次沉淀ꎬ最后将样品溶解在

超纯水(ｄｄＨ２Ｏ)中ꎬ于－８０ ℃保存ꎮ
１.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验参照 Ｌｉｕ 等[３２]的方法ꎮ 在蛋白

质样品中加入 １ / ４ 体积的蛋白质上样缓冲液ꎬ用沸水

浴变性 １０ ｍｉｎꎬ再进行十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺

凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎬ十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺

含量为５％~１２％ꎮ １ ｈ 后ꎬ将电泳胶和用乙醇活化的

聚偏二氟乙烯(ＰＶＤＦ)膜在转印液中浸泡 １０ ｍｉｎꎬ然
后用半干转印槽将蛋白质从胶转印到 ＰＶＤＦ 膜(Ｍｉｌ￣
ｌｉｐｏｒｅ)上ꎮ 用 ５％脱脂乳在摇床上常温孵育 １􀆰 ５ ｈꎮ
初级抗体在 ４ ℃摇床上进行过夜孵育ꎬ初级抗体使用

ａｎｔｉ￣Ｈ３Ｋ９ｍｅ２ ( ＰＴＭ￣６１５ )、 ａｎｔｉ￣Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２ ( ＰＴＭ￣
５３１２)和 ａｎｔｉ￣Ｋａｃ(ＰＴＭ￣１０２)ꎬ以 ａｎｔｉ￣Ｈ３ 作为内参对

照ꎮ 用 １×ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ用对应抗原的

二抗孵育 １􀆰 ５ ｈꎬ再用 １×ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ
最后添加化学发光液进行机器曝光处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 宁紫薯 ４号及其突变体的表型和理化特性分析

在多年种植宁紫薯 ４ 号的过程中ꎬ试验人员常

发现其薯块发生突变ꎬ这些突变体有的表现为薯块

由紫皮紫心完全突变成白皮黄心ꎬ有的表现为薯块

只有极小部分区域发生突变ꎬ但是最终宁紫薯 ４ 号

的突变体经过育苗阶段后都能形成 １ 个可以稳定遗

传的新品种苏薯 ３８(Ｗ４)(图 １)ꎮ 对生长 １１０ ｄ 的

宁紫薯 ４ 号(ＮＹ４)及其突变体(Ｗ４)的田间表型进

行了调查ꎬ表 ２ 结果显示ꎬＮＹ４、Ｗ４ 的地上部表型基

本一致ꎬ如叶片都呈心形且带齿、成熟叶片的叶色为

绿色等ꎬ不同之处只有 Ｗ４ 的顶叶颜色由紫色变成

了绿色ꎮ 此外ꎬ与产量相关的性状也没有发生显著

变化ꎬ包括薯型(纺锤形)、单株结薯数(４~５ 个)等ꎮ
但是与 ＮＹ４ 相比ꎬＷ４ 的薯皮颜色由紫红色变成了

白色ꎬ薯肉颜色由紫色变成了黄色ꎮ

Ａ:甘薯苗封垄期 ＮＹ４ 地上部分的田间表型ꎻＢ:甘薯苗封垄期 Ｗ４ 地上部分的田间表型ꎻＣ:甘薯收获期间 ＮＹ４ 在田间的突变体类型ꎻＤ:不
同阶段 ＮＹ４ 的表型(从左到右依次是育苗期整株甘薯、育苗期种苗与种薯切面、收获阶段的整株甘薯、单个甘薯块根及其切面ꎻＥ:不同阶段

Ｗ４ 的表型(从左到右依次是育苗期整株甘薯、育苗期种苗与种薯切面、收获阶段整株甘薯、单个甘薯块根及其切面)ꎮ
图 １　 宁紫薯 ４ 号(ＮＹ４)及其突变体 Ｗ４ 的田间表型

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４ (ＮＹ４) ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔ Ｗ４
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表 ２　 宁紫薯 ４ 号(ＮＹ４)及其突变体 Ｗ４ 的性状调查

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４ (ＮＹ４) ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔ Ｗ４

品种 叶型 顶叶色 完全叶叶色 薯皮颜色 薯肉颜色 产量(ｋｇ / ｈｍ２)

ＮＹ４ 心形ꎬ带齿 紫色 绿色 紫红色 紫色 ３ ４６５.５±１３.６

Ｗ４ 心形ꎬ带齿 绿色 绿色 白色 黄色 ３ ４５０.４±１０.３

　 　 为了进一步了解 ＮＹ４、Ｗ４ 品质成分的差异ꎬ对
ＮＹ４、Ｗ４ 的花青素含量、β￣胡萝卜素含量、淀粉含量

及可溶性糖含量等进行了检测ꎮ 表 ３ 显示ꎬＮＹ４、
Ｗ４ 的干物质含量没有显著差异ꎬ但是 Ｗ４ 的花青素

含量较 ＮＹ４ 极显著降低 (Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ 由 ＮＹ４ 的

２０７􀆰 ２ ｍｇ / ｋｇ变成 １６􀆰 ８ ｍｇ / ｋｇꎻＷ４ 的 β￣胡萝卜素含

量较 ＮＹ４ 极显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ从 ４０􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇ提
升到 ６０􀆰 ０ ｍｇ / ｋｇꎻ与 Ｗ４ 相比ꎬＮＹ４ 突变体的淀粉含

量、可溶性糖含量极显著提高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ直链淀粉

含量显著提高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而支链淀粉的含量没有显

著改变ꎮ 上述结果表明ꎬ突变体的形成主要与花青

素合成及淀粉合成相关ꎮ

表 ３　 宁紫薯 ４ 号(ＮＹ４)及其突变体 Ｗ４ 的理化特性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｎｉｎｇｚｉｓｈｕ ４ (ＮＹ４) ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔ Ｗ４

品种　 干物质含量
(％)

花青素含量
(ｍｇ / ｋｇ)

β￣胡萝卜素含量
(ｍｇ / ｋｇ)

淀粉含量
(％)

直链淀粉含量
(％)

支链淀粉含量
(％)

可溶性糖含量
(％)

ＮＹ４ ２８.９８ ２０７.２±３.０ ４０.０±１.０ ５４.１±０.３ ２４.２±０.７ ３０.３０±０.２０ １３.２±０.６

Ｗ４ ２８.５０ １６.８±０.２∗∗ ６０.０±１.０∗∗ ６０.５±０.５∗∗ ２８.５±０.６∗ ３１.９０±０.４０ １９.９±０.６∗∗

∗、∗∗分别表示 Ｗ４ 与 ＮＹ４ 相比差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)、极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

２.２　 宁紫薯 ４ 号及其突变体的转录组分析

为了进一步分析 ＮＹ４ 突变的机制ꎬ对 ＮＹ４、
Ｗ４ 的薯块进行转录组分析ꎮ 结果显示ꎬ各样品组

装(Ｍａｐｐｉｎｇ)到参考基因组上的序列片段(Ｒｅａｄ)
比例均大于 ７０􀆰 ００％ꎬ且有效数据( Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ)质

量值≥３０ 的碱基所占百分比均不小于 ９３􀆰 ３１％ꎬ表
明本次测序数据的质量良好ꎮ 选择部分基因进行

实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)的验证ꎬ验
证结果与转录组数据相符(图 ２Ａ)ꎬ可以用于进一

步分析ꎮ
转录组测序共发现 ３１３ 个差异表达基因ꎬ其中

１７５ 个表达量上调ꎬ１３８ 个表达量下调ꎮ 理化特性分

析结果显示ꎬＷ４ 的淀粉含量、直链淀粉含量均较

ＮＹ４ 显著或极显著提高ꎬ而花青素的含量降低到

１６􀆰 ８ ｍｇ / ｋｇꎮ 因此ꎬ我们重点关注花青素合成相关

基因及淀粉合成通路上的相关基因ꎮ
转录组数据显示ꎬ花青素合成相关基因 ＩｂＣＨＳ、

ＩｂＣＨＩ、ＩｂＤＦＲ、ＩｂＡＮＳ 及 ＩｂＣ４Ｈ 的相对表达量在 Ｗ４
中都较 ＮＹ４ 中明显降低(图 ２Ｂ)ꎬ参与花青素合成

调控的转录因子编码基因 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３、ＩｂｂＨＬＨ２ 和

ＩｂＷＤ４０ 的相对表达量也较 ＮＹ４ 明显降低ꎬ尤其是

ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３(图 ２Ｃ)ꎮ 由此推测ꎬ紫薯突变可能是

由于上述转录因子的表达受到抑制ꎬ从而影响了花

青素的合成ꎮ 在 １２ 个参与淀粉合成的相关基因中ꎬ
ＩｂＡＧＰＬ２ 的相对表达量明显提高(图 ２Ｄ)ꎮ 值得注

意的是ꎬ在差异表达基因中ꎬ共发现 ３ 个参与蛋白质

甲基化修饰的基因ꎬ它们分别是磷酸乙醇胺 Ｎ￣甲基

转移酶 ＩｂＰＭＴ１３、ＩｂＰＭＴ２６ 以及组蛋白去甲基化酶

ＩｂＪＭＪ２５(图 ２Ｅ)ꎮ 综上ꎬ推测 ＮＹ４ 的突变可能由于

表观修饰的变化影响了相关转录因子的表达ꎬ进而

影响了花青素、淀粉的合成ꎮ
２.３　 宁紫薯 ４号及其突变体 ＤＮＡ甲基化水平的变化

　 　 为了进一步分析 ＮＹ４ 的突变与表观修饰的关

系ꎬ对 ＮＹ４、Ｗ４ 的 ＤＮＡ 甲基化水平进行分析ꎮ 通

过 ６ｍＡ 斑点印迹对 ＮＹ４、Ｗ４ 的全基因组甲基化情

况进行分析ꎮ 结果显示ꎬ突变体 Ｗ４ 的 ＤＮＡ 甲基化

水平与 ＮＹ４ 相比明显提高(图 ３Ａ)ꎮ 此外ꎬ我们在

转录组数据中发现 １ 个功能预测为 ＤＮＡ 甲基转移

酶的基因 ＩｂＣＭＴ２ꎬ该基因在 Ｗ４ 中的相对表达量与

ＮＹ４ 相比也明显提高ꎬ通过实时荧光定量逆转录

ＰＣＲ 进一步验证了这一结果(图 ３Ｂ)ꎮ 通过对该基

因进行结构域分析ꎬ发现其具有完整的 ＤＮＡ 甲基转

移酶结构域(图 ３Ｃ)ꎮ 同源进化树分析结果表明ꎬ该
基因与辣椒中已知功能的 ＤＮＡ 甲基转移酶 ＣａＣ￣
ＭＴ３ 的同源关系较近(图 ３Ｄ)ꎬ表明 ＩｂＣＭＴ２ 在甘薯

中可能也具有 ＤＮＡ 甲基转移酶的功能ꎮ
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Ａ:对部分差异表达基因进行实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 验证的结果ꎬ内参基因为 ＩｂＴｕｂｌｉｎꎻＢ:ＮＹ４ 与 Ｗ４ 中参与花青素合成相关差异表达基

因的相对表达量ꎻＣ:ＮＹ４ 与 Ｗ４ 中参与花青素合成调控的转录因子编码基因的相对表达量ꎻＤ:ＮＹ４ 与 Ｗ４ 中参与淀粉合成相关基因的相对

表达量ꎻＥ:ＮＹ４ 与 Ｗ４ 中有关调控蛋白质甲基化修饰基因的相对表达量ꎮ 在 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 图中ꎬ将转录组数据中 ＮＹ４ 基因的表达量设为 １􀆰 ０ꎬ
计算相对表达量ꎮ
图 ２　 转录组数据中部分差异表达基因及其实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.２　 Ｓｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

　 　 ＤＮＡ 甲基转移酶可以促进 ＤＮＡ 甲基化ꎬ从而

影响基因的表达ꎮ 而在本研究中ꎬＷ４ 中的全基因

组的甲基化水平以及 ＩｂＣＭＴ２ 的相对表达量都比

ＮＹ４ 要高ꎮ ＭＹＢ、ｂＨＬＨ２ 和 ＷＤ４０ 是调控花青素合

成的主要转录因子ꎬ这些转录因子编码基因在突变

体 Ｗ４ 中的相对表达量与 ＮＹ４ 相比明显降低ꎮ 因

此ꎬ推测这些转录因子编码基因相对表达量的降低

是导致花青素合成受到抑制ꎬ最终使薯肉颜色由紫

色变为黄色的主要原因ꎮ 转录因子相对表达量的降

低可能与 ＤＮＡ 甲基化有关ꎬ 因此进一步通过

ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 网站分析 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３、ＩｂｂＨＬＨ２ 的基因

组序列ꎬ发现这 ２ 个基因中存在 ＣｐＧ 岛ꎬ且主要分

布在外显子区域(图 ４Ａ、图 ４Ｂ)ꎮ 分别选取 ＩｂＭＹＢ
Ｒ２Ｒ３、ＩｂｂＨＬＨ２ 的某一段含有 ＣｐＧ 岛的序列(ＣｐＧ￣
ｍ 和 ＣｐＧ￣ｂ)进行亚硫酸氢盐处理后测序法(ＢＳＰ)
分析ꎮ 结果显示ꎬＮＹ４ 的 ２ 段序列上均未发生甲基

化ꎬ而突变体 Ｗ４ 的 ＣｐＧ￣ｍ 上发生了一定程度的甲

基化ꎬＣｐＧ￣ｂ 上未发生甲基化(图 ４Ｃ、图 ４Ｄ)ꎮ 这一

结果暗示ꎬ由于调控花青素合成的转录因子 ＩｂＭＹＢ
的编码基因组序列发生甲基化ꎬ导致相对表达量降

低、花青素合成受到抑制ꎬ进而导致突变ꎮ
２.４　 宁紫薯 ４ 号及其突变体组蛋白修饰水平的变

化

　 　 前人研究发现ꎬ组蛋白去甲基化酶 ＪＭＪ２５ 通过

改变组蛋白甲基化水平、ＤＮＡ 甲基化程度来影响

ＭＹＢ 基因的表达ꎬ从而调控花青素的合成[２４]ꎮ 而在

本研究中ꎬ转录组分析结果显示ꎬＷ４ 中功能预测为

组蛋白去甲基化酶的基因 ＩｂＪＭＪ２５ 相对表达量与

ＮＹ４ 相比明显提高(图 ２Ｅ)ꎮ 同源进化树分析发

现ꎬＩｂＪＭＪ２５ 与马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)的 ＪＭＪ２５
同源关系较近ꎮ 对该基因进行表达量分析和结构分

析发现ꎬ其在花、茎、叶和薯块中均有表达ꎬ且该基因
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Ａ:Ｎ６￣甲基腺嘌呤斑点印迹(６ｍＡ)分析宁紫薯 ４ 号(ＮＹ４)及其突变体 Ｗ４ 全基因组的甲基化变化结果ꎻＢ:实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 在

ＮＹ４、Ｗ４ 中验证 ＩｂＣＭＴ２ 相对表达量的结果(内参基因为 ＩｂＴｕｂｌｉｎ)ꎻＣ:ＩｂＣＭＴ２ 的蛋白质序列(下划线标注部分为 ＤＮＡ 甲基转移酶结构域)ꎻ
Ｄ:ＩｂＣＭＴ２ 的同源进化树分析结果ꎮ

图 ３　 ＮＹ４ 突变与 ＤＮＡ 甲基化变化的关系

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＹ４ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ

编码的蛋白质序列具有保守的组蛋白去甲基化酶结

构域(Ｌｙｓｉｎｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎ)ꎮ 组蛋白

去甲基化酶的 ＪＭＪ 家族通常调控组蛋白 Ｈ３ 上 Ｋ９、
Ｋ２７ 的甲基化修饰ꎮ 因此ꎬ本研究通过 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２、
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２ 的抗体进行蛋白质印迹分析ꎬ图 ５ 显示ꎬ
突变体 Ｗ４ 中 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２ 的修饰水平较

ＮＹ４ 明显降低ꎬ表明 ＩｂＪＭＪ２５ 可能具有组蛋白去甲

基化酶的功能ꎮ 组蛋白乙酰化修饰通常具有促进基

因表达的功能ꎬ而通过赖氨酸乙酰化的泛素化抗体

进行分析发现ꎬＨ３ 上的乙酰化修饰水平提高ꎬ推测

差异表达基因中相对表达量上调的基因可能是受到

乙酰化修饰影响的ꎮ

３　 讨 论

甘薯是世界卫生组织推荐的健康食品ꎬ其营养

均衡且丰富ꎬ可以为人体提供碳水化合物、纤维、β￣

胡萝卜素、硫胺素、核黄素、烟酸、矿物质、维生素 Ａ、
维生素 Ｃ 以及优质蛋白质[３３]ꎮ 花青素是紫色甘薯

中具有营养价值的成分之一ꎬ而可溶性糖与淀粉的

合成代谢是决定鲜食型甘薯食味品质较为关键的 ２
个因素[３４￣３８]ꎮ 在本研究中ꎬＮＹ４ 突变后会使花青素

合成受到抑制ꎬ而使淀粉含量、可溶性糖含量明显提

高ꎮ 紫色甘薯的甜度往往不够高ꎬ甚至有苦味ꎬ如果

能了解并掌握紫色甘薯突变的机制ꎬ将有望在不降

低其花青素含量的基础上ꎬ提高可溶性糖含量ꎬ进一

步提高紫色甘薯的品质ꎮ
目前ꎬ有关 ＤＮＡ 甲基化影响花青素合成的报道

有很多ꎮ ＤＮＡ 甲基化通过影响花青素合成基因及

相关转录因子的表达ꎬ从而调控花青素的合成ꎮ 例

如ꎬ影 响 牡 丹 花 花 青 素 合 成 的 基 因 ＰｒＡＮＳ、
ＰｒＦ３Ｈ[１５]ꎬ甜橙中参与花青素合成的基因 ＤＦＲ 和转

录因子编码基因 Ｒｕｂｙ(ＭＹＢ￣Ｒ２Ｒ３) [３９]ꎬ以及海棠的
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Ａ:使用 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 网站分析 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ 的 ＣｐＧ 岛序列 ＣｐＧ￣ｍ(１４４ ｂｐ)ꎬ 并设计 ＢＳＰ 测序引物ꎻＢ:使用 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 网站分析 ＩｂｂＨＬＨ２ 的

ＣｐＧ 岛序列 ＣｐＧ￣ｂ(１０４ ｂｐ)ꎬ 并设计 ＢＳＰ 测序引物ꎻＣ:使用 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 网站分析 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ 的 ＣｐＧ 岛序列 ＣｐＧ￣ｍ(１４４ ｂｐ)的 ＢＳＰ 测序结

果ꎻＤ:使用 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ 网站分析 ＩｂｂＨＬＨ２ 的 ＣｐＧ 岛序列 ＣｐＧ￣ｂ(１０４ ｂｐ)的 ＢＳＰ 测序结果ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
图 ４　 亚硫酸氢盐处理后测序法(ＢＳＰ)分析 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ 和 ＩｂｂＨＬＨ２ 某一段 ＣＰＧ 岛序列的 ＤＮＡ 甲基化变化

Ｆｉｇ.４　 ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＣＰＧ ｉｓｌａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ ａｎｄ ＩｂｂＨＬＨ２ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ＢＳＰ)

转录因子编码 ＭｃＭＹＢ１０[４０]ꎬ这些基因启动子区域

的甲基化水平降低ꎬ基因表达量升高ꎬ最终引起花青

素含量增高ꎮ 然而ꎬ苹果中的转录因子编码基因

ＭｄＭＹＢ１０[２０]、欧洲梨的转录因子编码基因 Ｐｃ￣
ＭＹＢ１０[４１] 和露地菊 的 转 录 因 子 编 码 基 因 Ｃｍ￣
ＭＹＢ６[４２]启动子区域的甲基化水平升高ꎬ基因表达

量降低ꎬ使得花青素合成受到抑制ꎮ 本研究通过转

录组测序发现ꎬ突变体中 ３ 个参与花青素合成的转

录 因 子 编 码 基 因 ( ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３、 ＩｂｂＨＬＨ２ 和

ＩｂＷＤ４０)的相对表达量较 ＮＹ４ 升高ꎬ尤其是 ＩｂＭＹＢ
Ｒ２Ｒ３ꎬ因此我们进一步分析基因 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ 上的

甲基化水平ꎮ 然而受甘薯测序条件的影响ꎬ我们没

有获得 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ 完整的启动子序列ꎬ因此分析

了基因的 ｂｏｄｙ 区域ꎮ ＢＳＰ 的结果显示ꎬＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３
的基因 ｂｏｄｙ 区域甲基化水平提高ꎬ而基因的 ｂｏｄｙ

区域发生甲基化也会导致基因的表达量受到抑制ꎮ
此外ꎬＷ４ 中功能预测为 ＤＮＡ 甲基转移酶的 ＩｂＣＭＴ２
基因的相对表达量上升ꎮ 对 ＮＹ４、Ｗ４ 进行全基因

组甲基化水平分析发现ꎬＷ４ 的甲基化水平明显提

高ꎮ 根据上述结果ꎬ我们推测紫色甘薯的突变是由

于 ＩｂＭＹＢ Ｒ２Ｒ３ 的表达受到 ＤＮＡ 甲基化的影响ꎬ导
致花青素合成受到抑制ꎬ最终形成黄心品种ꎮ 有趣

的是ꎬ块根类作物红肉萝卜[４３]、块茎类作物马铃

薯[４４]在种植过程过也出现了因为花青素合成被抑

制而产生的突变ꎮ 此外有研究发现ꎬ红肉萝卜突变

成白肉品系是由于基因 ＲｓＭＹＢ１ 的启动子区域发生

ＤＮＡ 甲基化ꎬ使得基因表达被抑制ꎬ进而影响花青

素合成[４３]ꎮ 上述研究结果与笔者的猜想不谋而合ꎮ
紫薯的突变也可能是组蛋白修饰造成的ꎮ 前人

研究发现ꎬ拟南芥在光或细胞分裂素的诱导下ꎬ
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Ａ: ＩｂＪＭＪ２５ 基因的同源进化树分析结果ꎻ Ｂ: ＩｂＪＭＪ２５ 的蛋白质序列ꎬ 加下划线的区域为组蛋白去甲基化酶结构域序列(Ｌｙｓｉｎｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｍ￣
ｅｔｈｙｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎ)ꎻＣ:Ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ ＧＡＲＤＥＮ 中 ＩｂＪＭＪ２５ 在各组分中的每百万映射片段的外显子模型的每千碱基片段数(ＦＰＫＭ)ꎻＤ:通过蛋白

质印迹分析 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２ 以及 Ｈ３ａｃ 修饰水平在 ＮＹ４ 与 Ｗ４ 之间的变化ꎬ 组蛋白 Ｈ３ 为内参蛋白ꎮ
图 ５　 ＮＹ４ 突变与组蛋白修饰水平变化的关系分析

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＮＹ４ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

Ｈ３Ｋ９ａｃ 的修饰水平降低ꎬ花青素的合成被促进[２２]ꎻ
在强光照和干旱胁迫下ꎬＨ３Ｋ４ｍｅ３ 的修饰水平升

高ꎬ花青素合成也能被促进[２１]ꎮ 脱袋处理后ꎬ苹果

的 Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ 的修饰水平提高ꎬＨ３Ｋ２７ｍｅ３ 的修饰水

平降低ꎬＭｄＭＹＢ１￣２ / ３ 的相对表达量上升ꎬ花青素合

成被促进[４５]ꎮ 在差异表达基因中ꎬ我们发现了 １ 个

功能预测为组蛋白去甲基化酶的基因 ＪＭＪ２５ꎬ通过

ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ /
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)分析发现ꎬ该基因具有组蛋白去甲基化

酶结构域ꎮ 拟南芥中同样具有该结构域的基因
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ＩＢＭ１ꎬ通过改变 Ｈ３Ｋ９ 上的甲基化水平进而调控花

青素的积累[４６]ꎮ 而在本研究中ꎬＷ４ 的 ＩｂＪＭＪ２５ 相

对表达量较 ＮＹ４ 提高ꎬＷ４ 的 Ｈ３Ｋ９、Ｈ３Ｋ２７ 上的二

甲基化修饰水平较 ＮＹ４ 明显降低ꎬＷ４ 的 Ｈ３ 上的

乙酰化修饰水平较 ＮＹ４ 提高ꎮ 上述结果表明ꎬ组蛋

白修饰可能也参与紫薯突变ꎮ 组蛋白去甲基化酶基

因 ＩｂＪＭＪ２５ 的高表达降低了 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ２
的修饰水平ꎬ导致花青素合成被抑制ꎮ Ｆａｎ 等[２４] 的

研究也发现ꎬ杨树中的 ＪＭＪ２５ 通过改变 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２
的修饰水平和 ＤＮＡ 甲基化的修饰程度来调控转录

因子编码基因 ＭＹＢ１８２ 的表达ꎬ从而抑制花青素的

合成ꎮ
除花青素外ꎬ突变体 Ｗ４ 中的淀粉、可溶性糖含

量较 ＮＹ４ 极显著增加ꎬ并且淀粉合成关键基因 ＡＧ￣
ＰＬ２ 的相对表达量明显提高ꎮ 莲子中的 ＡＧＰＬ２ 被

发现对淀粉、直链淀粉含量具有重要的调控作

用[４７]ꎮ 本研究中 ＡＧＰＬ２ 基因相对表达量的提高有

２ 个假设ꎬ一是花青素的合成与淀粉、可溶性糖合成

之间存在拮抗作用ꎬ即当花青素合成受到抑制时ꎬ淀
粉、可溶性糖的合成就会被促进ꎻ二是当组蛋白 Ｈ３
上的乙酰化修饰水平提高时ꎬ由于乙酰化修饰往往

能够促进基因表达ꎬ因此推测 ＡＧＰＬ２ 的表达受到乙

酰化修饰的促进作用ꎮ 综上所述ꎬ突变体的产生可

能是由表观修饰的变化引起的ꎬ但是引起表观突变

的具体条件及产生突变体的机制仍需要进一步探

究ꎬ尤其是 ＤＮＡ 甲基转移酶编码基因 ＩｂＣＭＴ２ 和组

蛋白去甲基化酶编码基因 ＩｂＪＭＪ２５ 在甘薯中的功能

有待进一步验证ꎮ 研究甘薯 ＤＮＡ 甲基化修饰对甘

薯育种、品种改良具有重要意义ꎬ如果能够明确紫色

甘薯突变成黄心品种的机制ꎬ掌握表观调控对花青

素合成、淀粉合成及可溶性糖含量的影响ꎬ我们就能

通过改变外界条件或者基因编辑的手段对甘薯进行

定向育种ꎬ这不仅能够大大提高甘薯的育种效率ꎬ同
时也能为其他无性繁殖的作物或块根类作物的育种

工作提供新思路ꎮ

４　 结 论

本研究通过表型组学分析ꎬ检测到宁紫薯 ４ 号

突变体中花青素含量、β￣胡萝卜素含量、可溶性糖含

量及淀粉含量等指标较宁紫薯 ４ 号发生了明显变

化ꎮ 转录组测序结果显示ꎬ共有 ３１３ 个差异表达基

因ꎬ其中包括参与花青素合成、转录因子合成、淀粉

合成的相关基因及 ２ 个可能参与表观调控的基因

( ＩｂＣＭＴ２ 和 ＩｂＪＭＪ２５)ꎮ 进一步研究发现ꎬ突变体中

的 ＤＮＡ 甲基化水平明显提高ꎬ而组蛋白 Ｈ３Ｋ９、
Ｈ３Ｋ２７ 上的甲基化修饰程度明显降低ꎬ由此推测ꎬ
紫薯的高频突变是由于表观修饰的变化影响了花青

素、淀粉的合成ꎮ
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Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ２０２２ꎬ２３６(３):１０７５￣１０８８.

[４３] ＷＡＮＧ Ｑ Ｂꎬ ＷＡＮＧ Ｙ Ｐꎬ ＳＵＮ Ｈ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲｓＭＹＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｄｉｓｔｕｒｂｓ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ａｃｃｕ￣
ｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｄ￣ｆｌｅｓｈｅｄ ｒａｄｉｓｈ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａ￣
ｎｙꎬ２０２０ꎬ７１(９):２５３７￣２５５０.

[４４] Ｄ’ＡＭＥＬＩＡ Ｖꎬ ＶＩＬＬＡＮＯ Ｃꎬ ＢＡＴＥＬＬＩ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｐ￣
ｉｇｅｎｅｔｉｃ ｄｙｎａｍｉｃｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ２９８:１１０５９７.

[４５] ＢＡＩ Ｓ Ｌꎬ ＴＵＡＮ Ｐ Ａꎬ ＳＡＩＴＯ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭｄＭＹＢ１ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｐｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｄ ｐｉｇｍｅｎｔａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｐｌｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ２０１６ꎬ２４４(３):５７３￣５８６.

[４６] ＦＡＮ Ｄꎬ ＷＡＮＧ Ｘ Ｑꎬ ＬＩＵ Ｔ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｇｈ ｌｉｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｂｙ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅｍｅｔｈｙ￣
ｌａｓｅ ＩＢＭ１ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[ Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ２０２４ꎬ２４２ ( ６):
２５７０￣２５８５.

[４７] ＳＵＮ Ｈꎬ ＬＩ Ｊ Ｊꎬ ＳＯＮＧ Ｈ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＧ￣
Ｐａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｕｎｃｏｖｅｒｓ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｓｔａｒｃｈ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ
Ｌｏｔｕｓ ｓｅｅｄ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ２０(１):４５７.
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