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摘要:以火龙果组培苗为材料,采用正交实验设计,优化了适用于火龙果的 MSAP体系.结果表明,基因组DNA
约300ng,采用EcoRI10U和 MspI/HpaII2.5U两步酶切法,酶切较充分;使用20μL预扩增体系,含酶连产

物1.0μL,Mix10μL,上下游引物E+A/HM+T各2.0μL;选择性扩增反应体系20μL,含稀释50倍的预扩增

产物3.0μL,Mix5μL,上下游引物E+ANN/HM+TNN各2.0μL.选用17对引物检测发现,组培苗CCGG位

点的甲基化程度约为24%,平均多态性比率为1.8%,表明火龙果组培苗在短期无性系繁殖中,存在一定程度的

DNA甲基化差异.
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DNA甲基化作为最重要的表观遗传学现象之一,在调控基因表达,抵御外来入侵DNA、转座子元件

以及转基因沉默从而维持基因组稳定等方面具有重要作用[1].在植物的正常生长发育过程中,DNA甲基化

水平与模式的改变会对植物的代谢、花期、植株形态等产生重要影响[2],通过研究植物基因组甲基化位点

变化,分离相关基因,探索植物生长、发育、代谢调控机理,揭示植物表观遗传调控机制,对植物的改良、

育种具有重要意义.作为一种分子标记,DNA甲基化也可用于检测表观遗传变异、进行种质资源评估等,

通过研究植物遗传多样性,区分不同种质资源,进而推测其进化关系.对变异品种的辅助筛选将有助于种

质资源开发,而在遗传关系检测、杂种优势分析等方面DNA甲基化也有应用[3].
MSAP(methylation-sensitiveamplificationpolymorphism)技术最初由Reyna-López[4]建立,因其操作

简便、可靠性高等特点,已被广泛用于植物发育调控、逆境胁迫、体细胞无性系变异等方面DNA甲基化模

式变化的研究[5-7].火龙果(Hylocereusundatus)为仙人掌科(Cactaceae)量天尺属(Hylocereus)植物,原产

于拉丁美洲地区,因营养丰富,具有较高的经济价值[8],已在我国南方部分省份广泛种植.前期工作表明,

火龙果组培苗存在高频率的体细胞变异.本研究拟以火龙果组培苗为材料,利用正交设计建立和优化火龙

果的 MSAP检测体系,为表观遗传分析奠定技术基础.
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1 材料与方法

1.1 材 料

以贵州地方品种紫红龙(Hylocereusundatus ‘Zihonglong’)组培苗为材料,优化适用于火龙果的

MSAP体系,并检测组培苗DNA甲基化水平.实验材料为切取幼嫩茎尖约1~2cm,继代约3个月后,达

到稳定生长期的组培苗.

1.2 基因组DNA提取

以组培苗幼茎为材料,利用PlantGenomicDNAKit(DP305 03,天根生化科技有限公司)提取基因组

DNA,BioPhotometerplus核酸蛋白测定仪(Eppendorf)测定基因组DNA在260nm和280nm处的 OD
值,用于计算DNA纯度和浓度;0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测基因组DNA质量(120V,20~30min),

DNA保存于-20℃备用.

1.3 MSAP体系建立

酶切连接体系:用EcoRI和MspI/HpaII(Fermentas),通过两步法对基因组DNA进行双酶切.第

一步为EcoRI酶切,采用300ng基因组DNA,1.0μLEcoRI(10U/μL),4.0μL10×BufferEcoRI,

ddH2O补足至40μL,混匀后于37℃酶切4h;第二步为MspI/HpaII酶切,采用10μLEcoRI酶切产

物,0.25μLMspIorHpaII(10U/μL),2.0μL10×BufferTango,ddH2O补足至20μL,混匀后37℃
酶切5h.然后,取5.0μL酶切产物进行1.2%琼脂糖凝胶电泳,以确定酶切是否完全.接着取双酶切产物

20μL,加入0.5μLT4DNALigase(5U/μL),3.0μL10×T4DNALigasebuffer,10pmol/μLEcoRI接

头和50pmol/μLMspI/HpaII接头(表1)各1.0μL,以双蒸水补足30μL,22℃连接反应5h,-20℃
保存备用.

预扩增反应体系:为得到最佳预扩增反应体系,对模板DNA、2×TaqPCRMasterMix(天根生化科技

有限公司)用量、引物E+A/HM+T(表1)3个因素的最佳水平,采用L9(34)正交试验,各因素体积水平

见表2.预扩增程序为94℃预变性2min;94℃变性30s,56℃退火30s,72℃延伸2min,35个循环;

72℃延伸10min.扩增产物用1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测.扩增产物置于-20℃冰箱保存备用.
选择性扩增体系:选择性扩增体系中模板DNA、2×TaqPCRMasterMix用量、引物E+ANN/HM+

TNN(表1)3个因素仍采用正交L9(34)进行试验,各因素体积水平见表3.选择性扩增程序为94℃预变性

3min;94℃变性30s,65℃退火30s,72℃延伸2min,以后每轮循环退火温度递减0.7℃,直至56℃
(12个循环);94℃变性30s,56℃退火30s,72℃延伸2min(27个循环);72℃延伸10min.取3μL扩

增产物进行6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳,银染参考梁宏伟等人[9]的方法进行.
表1 MSAP接头及引物序列

接头/引物 序列(5’-3’) 接头/引物 序列(5’-3’)
EI CTCGTAGACTGCGTACC HMI GACGATGAGTCCTGAG
EII AATTGGTACGCAGTC HMII CGCTCAGGACTCAT
E+A GTAGACTGCGTACCAATTCA
HM+T GAGTCCTGAGCGGT
EP1 GTAGACTGCGTACCAATTCAAG HMP1 GAGTCCTGAGCGGTCA
EP2 GTAGACTGCGTACCAATTCACA HMP2 GAGTCCTGAGCGGTCC
EP3 GTAGACTGCGTACCAATTCACT HMP3 GAGTCCTGAGCGGTCT
EP4 GTAGACTGCGTACCAATTCACC HMP4 GAGTCCTGAGCGGTAC
EP5 GTAGACTGCGTACCAATTCACG HMP5 GAGTCCTGAGCGGTGG
EP6 GTAGACTGCGTACCAATTCAGC HMP6 GAGTCCTGAGCGGTGA
EP7 GTAGACTGCGTACCAATTCAAC HMP7 GAGTCCTGAGCGGTAG
EP8 GTAGACTGCGTACCAATTCAGA HMP8 GAGTCCTGAGCGGTTA
EP9 GTAGACTGCGTACCAATTCAAT HMP9 GAGTCCTGAGCGGTGT
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表2 火龙果 MSAP预扩增反应各因素体积水平 μL

水平 模板DNA 2×TaqPCRMasterMix 引物

1 1.0 5.0 1.0
2 1.5 7.5 1.5
3 2.0 10.0 2.0

表3 火龙果 MSAP选择性扩增反应各因素体积水平 μL

水平 模板DNA 2×TaqPCRMasterMix 引物

1 2.0 5.0 1.0
2 3.0 7.5 1.5
3 4.0 10.0 2.0

1.4 组培苗DNA甲基化水平检测

对已有的81对选择性扩增引物进行筛选,选择条带数量多、清晰、重复性好的引物共17对,对本实验

室保存的火龙果组培苗进行了初步的DNA甲基化检测,以验证本实验 MSAP体系的可靠性并初步分析火

龙果组培苗DNA甲基化水平及变异情况.
1.5 数据统计与分析

只对清晰、重复性好、能明显分辨的条带进行统计,对每一个单株来说,有条带记为“1”,没有条带记

为“0”,以利于后续计算.

2 结果与分析

M:DL2000;L1-L5:组培苗的5个单株

图1 火龙果茎基因组DNA

2.1 基因组DNA质量检测

结果显示,提取的基因组DNA带型较好,无点样孔

残留,泳道清晰(图1).经检测,OD260/OD280值大多

在1.75~1.85之问,说明提取的DNA质量好、纯度较

高,满足 MSAP实验要求.
2.2 酶切和预扩增反应

用EcoRI和MspI/HpaII两步酶切法酶切基因组

DNA,经检测,在3~5h均可以达到较好的酶切效果,

M:DL2000;1-9:正交试验中1-9处理

图2 正交优化预扩增产物电泳图谱

本实验选用5h为最佳酶切时间.在预扩增的9个处理组

合中,模板DNA,2×TaqPCRMasterMix用量、引物3
个因素浓度不同,PCR扩增结果存在明显差异(图2).处
理泳道1,6,8由于 Mix过少,扩增产物相对较少,处理

泳道3,5,7扩增产物相对较多,但处理泳道7由于引物

过少,得到的片段偏大,而处理泳道3条带最亮的区域

集中在100~1000bp饰范围内,且在700bp附近能看

到明显的主带.故本实验以采用第3体系,即20μL反

应体系中,模板DNA1.0μL,2×TaqPCRMasterMix
10μL,上下游引物E+A/HM+T各2.0μL为最佳预

扩增反应体系.
2.3 选择性扩增反应体系

取预扩增产物稀释100倍,依表3进行选择性扩增,

扩增引物为EP2/HMP3.9个选择性扩增处理的PCR扩增结果存在明显差异(图3),其中处理6的条带

相对较为清晰,易于分辨.故处理6为本实验选择性扩增最佳反应体系,即20μL反应体系中,模板DNA
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3.0μL,2×TaqPCRMasterMix5μL,上下游引物E+ANN/HM+TNN各2.0μL为最佳选择性扩增反

应体系.
预扩增产物稀释倍数的影响:预扩增产物分别经稀释10,20,50和100倍后用于选择性扩增,扩增引物

为EP2/HMP4(图4).随着稀释倍数的增加条带越清晰整齐,尤以50倍时得到的条带最为清晰.所以,本

实验采用预扩产物稀释50倍(处理3)进行选择性扩增.

1-9:正交试验中1-9处理.

图3 正交优化选择性

扩增产物电泳图谱(6% PAGE)

1-4分别代表稀释10,20,50和100倍的预扩增产物;

H代表EcoRI/HpaII酶切组合;M代表EcoRI/MspI酶切组合.

图4 预扩增产物不同

稀释倍数扩增产物电泳图谱(6% PAGE)

2.4 火龙果组培苗DNA甲基化水平检测

对5个火龙果组培苗单株进行甲基化水平检测,以验证本实验 MSAP体系的可靠性.利用17对引物,

总共扩增得到533~536条带(表4),平均每对引物31.3~31.5条带,引物EP5/HMP3扩增条带数最多,

为44条,引物EP2/HMP8扩增条带数最少,为15条.火龙果组培苗5个单株的DNA甲基化水平见表4,

其中,I型带406条,II型带115~118条,III型带11~13条,I型带(H和 M均有)表示CCGG位点未甲

基化或内部胞嘧啶半甲基化,II型带(H有 M无)表示CCGG位点外部胞嘧啶半甲基化,III型带(H无 M
有)表示CCGG位点内部胞嘧啶全甲基化,部分选扩产物电泳图谱见图5.火龙果组培苗CCGG位点总甲基

化比率约为24%(II+III/I+II+III),其中内部胞嘧啶全甲基化比率为21.6%~22.1%(III/I+II+III)明
显高于外部胞嘧啶半甲基化比率2.1%~2.1%(II/I+II+III);引物对EP3/HMP7和EP2/HMP9显示

的甲基化多态性带最多,为2条,有13对引物未显示有甲基化多态性.P 为多态性比率(P=甲基化多态性

带数/总带数),P 值(0~100%)显示甲基化多态性的高低,在各单株间,当甲基化模式发生改变时,称之

为一个甲基化多态性位点(图6).本试验中引物P 值最低为0,即未显示有甲基化多态性,最高为15.4%
(EP3/HMP7),平均P 值为1.8%.

表4 组培苗5个单株的DNA甲基化水平

编号 Ⅰ型带 Ⅱ型带比率/% Ⅲ型带比率/% 总条带 甲基化水平/%

L1 406 11(2.1) 118(22.1) 535 24.1

L2 406 13(2.4) 117(21.8) 536 24.3

L3 406 13(2.4) 117(21.8) 536 24.3

L4 406 12(2.3) 115(21.6) 533 23.8

L5 406 12(2.2) 117(21.9) 535 24.1

  注:Ⅱ型带代表(1,0)位点,即CCGG外胞嘧啶半甲基化形式;Ⅲ型带代表(0,1),即CCGG内胞嘧啶全甲基化形式;

Ⅰ型带代表(1,1)位点,即CCGG未甲基化或内胞嘧啶半甲基化形式.
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L1-L5:组培苗的5个单株.

图5 不同单株甲基化检测电泳图谱(EP2/HMP8)
P:甲基化多态性位点.

图6 选择性扩增电泳图谱

3 讨 论

3.1 MSAP体系的优化

MSAP分子标记是在AFLP基础上建立起来的一种用于全基因组甲基化水平检测的技术[4],被认为是

一种有效的、方便的检测全基因组CCGG位点甲基化水平的手段.同 AFLP体系一样,高质量的基因组

DNA的获取是整个实验的基础和关键[10],植物基因组中含有的多糖、酚类、色素等物质会影响后续的酶

切反应[11],而DNA浓度对实验结果的影响较小.本实验采用试剂盒提取DNA,方便且省时,从电泳图片及

后期实验结果来看,用试剂盒提取的DNA纯度较高,质量较好,浓度适宜,完全能够满足后续试验的需要.
基因组DNA经两步酶解后,酶切结果较好,酶切不完全会使基因组上的酶切位点不能充分检出,影

响实验的准确性.整个PCR扩增实验采用天根公司2×TaqPCRMasterMix,经过反复多次试验,利用

Mix扩增得到的结果清晰、可靠、重复性好,可满足 MSAP实验的需要.褚会娟等人[12]对丹参 MSAP分子

标记体系的优化表明,预扩增PCR反应中,Taq酶、dNTPs、Mg2+、模板DNA和引物5个因素都会对结

果产生明显影响.前期多次实验表明,当PCR体系中 Mix过多或引物较少时,扩增得到的片段较大,说明

Mix和引物浓度是影响扩增实验的最主要因素,模板浓度对PCR的影响相对较小,而预扩增稀释倍数则会

影响选择性扩增条带的清晰度.从整个PCR结果及多次重复试验表明,利用此方法建立的 MSAP体系条

带清晰、结果稳定、重复性好,适用于火龙果基因组DNA甲基化水平的检测.

3.2 火龙果组培苗DNA甲基化水平检测

目前,火龙果品种培育主要通过实生苗及芽变选种[13],ISSR分子标记的应用为品种鉴定与选育提供

了重要的理论依据和检测手段.DNA甲基化在维持基因组稳定,调控基因表达以保证植物正常生长发育过

程中具有重要作用[1],而且在植物亲远源杂交[14],抗逆境胁迫反应中[15],都检测到DNA甲基化的广泛改

变.因此,对植物不同组织细胞、不同发育时期和生活环境以及遗传过程中DNA甲基化变化的研究,对揭

示植物遗传与生长发育的表观遗传调控机制具有重要意义,对作物育种具有重要的理论指导意义.IS-

SR[16-17],AFLP[18]等技术作为一种遗传变异的检测手段已被广泛应用,而 MSAP则是以AFLP为基础发

展而来的一种全基因组DNA甲基化检测技术.作为一种有效的、方便的检测全基因组CCGG位点甲基化

水平的手段,MSAP技术已被广泛应用于拟南芥、水稻、小麦、棉花、葡萄、烟草等多种植物资源的全基因

组甲基化水平的检测[19].
本实验对随机选取的5个火龙果组培苗无性系单株进行了甲基化水平检测,结果表明,火龙果组培苗

的CCGG位点的甲基化程度约为24%,主要以内部胞嘧啶全甲基化的形式存在,这一比例要高于一些高等

植物中CCGG位点的甲基化比率,例如脐橙(4.7%~15.0%)、水稻(16.3%)、葡萄(12.0%~20.0%)
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等[19,20-21],而不同生态型的拟南芥中,DNA甲基化比率则高达35.0%~43.0%[22].在5个单株的 MSAP
检测结果中,总共得到6个多态性位点,平均多态性比率为1.8%,表明火龙果组培苗在短期无性系繁殖

中,存在一定程度的DNA甲基化差异.
火龙果 MSAP体系的建立,不仅为火龙果遗传变异的研究提供了一种新的分子标记手段,有利于火龙

果种质资源的鉴定与保存;同时,为今后深入展开火龙果表观遗传变异研究和种质资源多样性评价奠定了

技术基础,为品种改良、新种质培育提供了新的途径和理论思路.
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OnOptimizationofMSAPAnalysisSystemandAssessment
ofDNAMethylationinInVitroPitaya

LIUPeng-fei1, QIAO Guang1, LIU Tao2,
PENGZhi-jun2, CAIYong-qiang2, WENXiao-peng1

1.KeyLaboratoryofPlantResourcesConservationandGermplasmInnovationinMountainousRegion(GuizhouUniversity),

 MinistryofEducation,InstituteofAgro-bioengineering,Guiyang550025,China;

2.GuizhouInstituteofFruitTreeScience,Guiyang550006,China

Abstract:TheMSAP-PCRsystemhasbeenoptimizedthroughorthogonaldesignonseveralkeyfactors

withinvitropitaya.Theoptimumconditionsforrestrictiondigestionwere300nggenomeDNA,10U
EcoRI,2.5UMspI(HpaII)throughtwosteps.The20μLpre-amplificationreactionmixturecontained
1.0μLdigest-ligationproducts,10μLMix,and2.0μLPrimersE+A/HM+T.Thepre-amplification

productswerediluted50timesfortheselectiveamplification.The20μLselectiveamplificationreaction

mixtureincluding3.0μLpre-amplificationdilutedproducts,and5μLMix,and2.0μLPrimersE+ANN/

HM+TNN.ThelevelofmethylatedCCGGwasupto24%amongtheinvitroplantsofpitaya,asdetec-
tedby17primerpairs,andthemeanratioofpolymorphismwas1.8%.Therefore,themethylatedsitesof

DNAsequenceremainssomevarianceamongthedifferentinvitropitaya.
Keywords:pitaya;invitroplant;MSAP;DNAmethylation
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