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ＤＮＡ甲基化是植物基因组中普遍存在的一种
的重要表观遗传学机制，对植物生长发育及进化起

着重要的调节作用［１－２］。植物体 ＤＮＡ甲基化的建
立和维持受多个基因的协同调控，其中 ＭＥＴ１（ＤＮ

ＭＴ１ｌｉｋｅＭＥＴＨＹＬＴＲＡＮＳＦＥＲＡＳＥ１ｇｅｎｅ）是在植物
中最早分离出来的甲基化相关基因，编码 ＤＮＡ甲基
化转移酶１（ＭＥＴ１，Ｍｅｔｈｙｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１），该酶主要负
责保持ＣＧ位点的甲基化，通过 ＤＮＡ甲基化作用影
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响植物的基因组结构、发育和进化［３－６］。在拟南芥

中，当 ＴＤＮＡ插入或点突变使 ＭＥＴ１功能受损时，
基因组的甲基化水平均降低［４，７］。此外，ＭＥＴ１也能
通过改变组蛋白的甲基化水平，从而影响染色质结

构［８］。在拟南芥的 ｍｅｔ１弱突变体中没有明显的表
型变化，但其自交后代出现顶端优势减弱、植株矮

小、叶形改变、营养状态差、开花时间延迟等性状，说

明ＤＮＡ甲基化的积累会导致一系列的表型变异［７］。

植物在适应环境胁迫的过程中，能通过 ＤＮＡ甲基化
调控抗性相关基因的表达，从而增强其对环境的适

应能力，ＭＥＴ１在植物逆境胁迫中发挥的重要作用
已成为今年来研究的热点［９－１０］。在拟南芥的 ｄｄｍ２
－１／ｍｅｔ１－１突变体中，还发现ＭＥＴ１对等位基因的
变异起到了作用［１１］。因此，构建 ＭＥＴ１基因的植物
表达载体，为下一步获得转基因植株，通过分子手段

培育变异植株以及抗性育种提供重要的理论基础和

技术支撑。

化学诱导表达系统是研究基因功能的有效手段

之一，目前已经在基因功能分析、无标记植物转化、

特定位点ＤＮＡ切除、雄性不育的育性恢复、ＲＮＡ沉
默等多个研究领域取得广泛的应用［１２］。其中，类固

醇激活系统是基于糖皮质激素受体、雌激素受体等

建立的化学诱导表达系统，糖皮质激素受体、雌激素

受体作为转录激活因子与融合启动子结合，可调控

下游基因的表达：当类固醇存在时，受体从细胞质中

的热休克蛋白９０（ＨＳＰ９０）中解离出来，转移到细胞
核中，并与融合启动子结合，激活目的基因的表达。

Ｚｕｏ等［１３］构建的雌激素激活表达系统（ＸＶＥ系统）
能够精密的调控下游基因的表达，并且对植物没有

毒害作用，是研究基因功能的理想工具。

本研究以拟南芥甲基化转移酶基因 ＭＥＴ１为目
的基因，构建了以１７β雌二醇为诱导剂的 ＸＶＥ系
统载体ｐＥＲ８ＭＥＴ１，将其转入农杆菌ＬＢＡ４４０４菌株
中，通过烟草瞬时表达，对该载体的诱导表达特性进

行了研究，为进一步研究转 ＭＥＴ１基因植株的诱导
表达研究奠定了基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料

烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）由中国林业科学研
究院林业所卢孟柱课题组馈赠。播种于土壤中，并

将其放入（２６±１）℃、１６ｈ／ｄ光照和５０μｍｏｌ·ｍ－２

·ｓ－１光强的人工气体培养箱中培养。６０ｄ后用于

农杆菌介导的基因瞬时表达。

１．２　菌株、质粒
含有雌二醇诱导型启动子的 ｐＥＲ８ＧＦＰ质粒由

Ｎａｍ．ＨａｉＣｈｕａ博士（ＴｈｅＲｏｃｋｅｆｅｌｌｅｒＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
ＵＳＡ）赠送，含拟南芥 ＭＥＴ１（Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１ｐｒｏ
ｔｅｉｎ）ｃＤＮＡ的ｐＢｓＣＭＹ２８质粒由ＪｅａｎＦｉｎｎｅｇａｎ博士
（ＣＳＩＲＯＰｌａｎｔＩｎｄｕｓｔｒｙ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）赠送。农杆菌
（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＬＢＡ４４０４为本实验室
保存。

１．３　方法
１．３．１　拟南芥 ＭＥＴ１诱导表达载体构建　根据
ＧｅｎＢａｎｋ中ＭＥＴ１（序列号：ＮＭ＿１２４２９３）序列设计引
物 ＭＥＴ１Ｆ（５’ＣＣＧＣＴＣＧＡＧ ＡＴＧＧＴＧＧＡＡＡＡＴ
ＧＧＧＧＣＴＡ３’） 和 ＭＥＴ１Ｒ （５’ＣＴＡＧＡＣ
ＴＡＧＴＣＴＡＧＧＧＴＴＧＧＴＧＴＴＧＡＧＧＡＧ３’）（下划线分
别表示ＸｈｏⅠ和ＳｐｅⅠ的酶切位点）。以ｐＢｓＣＭＹ２８
质粒为模板，ＰＣＲ扩增 ＭＥＴ１片段。ＰＣＲ扩增产物
通过１％琼脂糖凝胶电泳检测后，用 Ａｘｙｇｅｎ公司琼
脂糖凝胶回收试剂盒回收纯化目的片段，连接到克

隆载体ｐＭＤＴＭ１９ＴＶｅｃｔｏｒ（Ｔａｋａｒａ公司，日本）。转
化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，经过蓝白斑筛选，挑取阳性克隆进
行序列测定。用 ＸｈｏⅠ和 ＳｐｅⅠ（ＮＥＢ公司，美国）
ｐＭＤＴＭ１９ＴＭＥＴ１和 ｐＥＲ８ＧＦＰ，酶切回收的 ＭＥＴ１
片段和 ｐＥＲ８线性片段，用 Ｔ４ＤＡＮ酶（ＮＥＢ公司，
美国）连接，挑取单克隆进行ＰＣＲ检测，所用引物在
载体 多 克 隆 位 点 设 计 （ｐＸｈｏⅠＦ：５’ＣＧＣＴ
ＧＡＡＧＣＴＡＧＴＣＧＡＣＴ３’；ｐＳｐｅⅠＲ：５’ＡＧＧＣＣＴＧ
ＧＡＴＣＧＡＣＴＡＧＴ３’）。阳性克隆提取质粒 ｐＥＲ８
ＭＥＴ１（图１）。

图１　植物诱导表达载体ｐＥＲ８ＭＥＴ１的结构示意图

１．３．２　ｐＥＲ８ＭＥＴ１载体的诱导表达特性研究
１．３．２．１　烟草的处理方法

用电击法分别将质粒 ｐＥＲ８ＧＦＰ、ｐＥＲ８ＭＥＴ１
转入农杆菌 ＬＢＡ４４０４，得到 １＃和 ２＃菌株；在含 Ｒｉｆ
（５０μｇ·ｍＬ－１）和 Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ（５０μｇ·ｍＬ－１）
的ＹＥＰ培养基中培养，于２８℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１培养直
至ＯＤ６００为０．４ ０．６。先用１＃农杆菌注射烟草叶
片，２６℃控湿培养箱中培养１２ｈ，再用１７β雌二醇
涂抹烟草叶面，浓度处理分别为０（ＣＫ）、０．００８、０．２、
１、５、２５、５０、１００和２００μｍｏｌ·Ｌ－１，１２ｈ之后打孔取
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叶片，每个处理３次重复，每次重复取样约１００ｍｇ，
立即投入液氮中，保存于 －８０℃冰箱中（下同）。以
５０μｍｏｌ·Ｌ－１１７β雌二醇处理烟草叶面，于 ０
（ＣＫ）、０．５、１、３、６、１２、２４、４８、９６ｈ后取样。

用２＃农杆菌注射烟草叶片，以 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１

１７β雌二醇处理，分别于０（ＣＫ）、１、６、１２、２４、４８ｈ
后打孔取叶片，检测并验证雌激素激活系统对ＭＥＴ１
基因的表达调控。

１．３．２．２　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成
使用Ｑｉａｇｅｎ公司 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒

提取不同处理的叶片总ＲＮＡ，用ＮａＮｏＤｒｏｐ８０００分
光光度计测ＲＮＡ的浓度和纯度。采用Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ方法合成 ｃＤＮＡ具体反应过程参照
Ｐｒｏｍｅｇａ公司的说明书进行。
１．３．２．３　实时定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）反应

以获得的不同处理的烟草叶片的 ｃＤＮＡ，稀释
１０倍作为模板，采用 ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ４８０Ⅱ型荧光
定量ＰＣＲ仪进行ｑＰＣＲ反应。以Ａｃｔｉｎ为内参基因，
定量引物在ｐｒｉｍｅｒ５．０中设计（表１）。应用２－ΔΔＣＴ

算法进行分析［１４］。

２　结果与分析
２．１　拟南芥ＭＥＴ１基因化学诱导表达载体的构建

用带有酶切位点的全长引物扩增 ｐＢｓＣＭＹ２８
质粒，获得 ＭＥＴ１全长基因，连入 ｐＭＤＴＭ１９Ｔｖｅｃ
ｔｏｒ，经过ＰＣＲ、双酶切和测序验证。结果表明，插入

表１　ｑＰＣＲ引物序列

基因 扩增长度／ｂｐ ｑＰＣＲ引物序列

ＭＥＴ１ ２３５
Ｆ：５’－ＡＡＴＧＧＴＧＧＡＡＡＡＴＧＧＧＧＣＴＡ－３’
Ｒ：５’－ＡＡＣＡＴＣＡＧＴＴＴＣＣＡＧＡＧＣＣＧＴ－３’

ＧＦＰ １６６
Ｆ：５’－ＴＧＴＴＣＣＡＴＧＧＣＣＡＡＣＡＣＴＴＧ－３’
Ｒ：５’－ＡＣＧＴＧＴＣＴＴＧＴＡＧＴＴＣＣＣＧＴ－３’

Ａｃｔｉｎ １９５
Ｆ：５’－ＴＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧ－３’
Ｒ：５’－ＣＧＣＴＣＧＧＴＡＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＣ－３’

片段大小正确，为 ４６０５ｂｐ（图 ２Ａ）。测序结果表
明，核酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ中ＮＭ＿１２４２９３的碱基序列
发生一个同义突变，密码子 ＧＴＴ→ＧＴＣ，并不影响蛋
白的表达。此结果证明了ＭＥＴ１基因核酸序列的正
确性。然后，用 ＸｈｏⅠ和 ＳｐｅⅠ双酶切 ｐＭＤＴＭ１９Ｔ
ＭＥＴ１质粒和 ｐＥＲ８ＧＦＰ质粒，胶回收后用 Ｔ４连接
酶将 ＭＥＴ１片段连入 ｐＥＲ８载体中，获得 ｐＥＲ８
ＭＥＴ１植物表达载体。ＰＣＲ验证结果表明，扩增片
段大小约为４６０５ｂｐ＋３６ｂｐ，与预测长度、插入位点

相符，ＸｈｏⅠ和ＳｐｅⅠ为插入位点（图２Ｂ）。将构建的
ｐＥＲ８ＭＥＴ１载体转入农杆菌后用于ＭＥＴ１诱导表达
特性分析。

Ａ中间载体ｐＭＤＴＭ１９ＴＭＥＴ１的双酶切验证 Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ，

ＴＭ：ＭＤＴＭ１９ＴＭＥＴ１质粒的酶切条带．Ｂ重组质粒ｐＥＲ８ＭＥＴ１的

ＰＣＲ检测 Ｍ：１ｋｂＭａｒｋｅｒ，阴性对照：以Ｈ２Ｏ为模板的ＰＣＲ产物，

ｐＭ：以ｐＥＲ８ＭＥＴ１质粒为模板的ＰＣＲ产物．

图２　重组载体ｐＥＲ８ＭＥＴ１的构建

２．２　植物表达载体 ｐＥＲ８ＭＥＴ１诱导表达特性
分析

２．２．１　最佳诱导剂浓度及诱导时间的确定　将含
有ｐＥＲ８ＧＦＰ质粒的 ＬＢＡ４４０４菌株注射到烟草中，
共培养 １２ｈ后检测不同浓度 １７β雌二醇处理下
ＧＦＰ基因的表达情况。结果表明，ｐＥＲ８ＧＦＰ载体
对１７β雌二醇依赖性表达，并且随着１７β雌二醇
浓度增加，ＧＦＰ的表达量逐渐增加，１７β雌二醇浓
达到５０μｍｏｌ·Ｌ－１后，ＧＦＰ的表达量增加趋势趋于
平缓，即最佳诱导剂浓度为５０μｍｏｌ·Ｌ－１（图３Ａ）。

为了检测在烟草瞬时表达体系中 ＸＶＥ系统的
目的基因表达水平随１７β雌二醇处理时间变化的
趋势，用５０μｍｏｌ·Ｌ－１的１７β雌二醇处理共培养后
的烟草叶片，处理时间分别为０、０．５、１、３、６、１２、２４、
４８、９６ｈ。所取叶片，提取 ＲＮＡ和反转录并进行
ｑＰＣＲ，结果表明，随着 １７β雌二醇处理时间的增
加，ＧＦＰ的表达量逐渐增加，１２ｈ时表达量最大，之
后逐渐降低（图３Ｂ）
２．２．２　植物表达载体 ｐＥＲ８ＭＥＴ１中 ＭＥＴ１的诱导
表达特性分析　在以上研究的基础上，我们采用
ｑＰＣＲ技术，对５０μｍｏｌ·Ｌ－１的１７β雌二醇处理下
的烟草叶片中ＭＥＴ１基因的诱导表达特性进行了研
究。结果表明，５０μｍｏｌ·Ｌ－１的１７β雌二醇也能有
效诱导ＭＥＴ１基因的表达，处理１ｈ后ＭＥＴ１基因即
有较高的表达量，处理１２ｈ时，ＭＥＴ１表达量最高，
之后缓慢降低（图４）。ＭＥＴ１基因在烟草瞬时表达
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图３　雌激素激活表达载体 ｐＥＲ８ＧＦＰ对１７β雌二醇浓度和处理时间的响应

系统中的诱导表达模式与ｐＥＲ８ＧＦＰ载体中ＧＦＰ基
因相似，但表达量较ＧＦＰ要低。

图４　雌激素激活系统中ＭＥＴ１的诱导表达检测

３　讨论
为了更加深入的研究ＡｔＭＥＴ１在ＤＮＡ甲基化过

程中的作用，选用雌激素激活系统构建了受１７β雌
二醇诱导表达的ｐＥＲ８ＭＥＴ１双元载体，并利用烟草
的瞬时表达技术和 ｑＰＣＲ技术，检测了该系统中
ＭＥＴ１随１７β雌二醇处理条件变化的趋势。结果
表明，诱导剂 １７β雌二醇能有效诱导 ＭＥＴ１的表
达，最佳诱导剂浓度为５０μｍｏｌ·Ｌ－１，处理１２ｈ后
表达量最高。Ｚｕｏ等［１３］在拟南芥转基因植株中研究

发现，１７β雌二醇处理浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１、处理时
间为２４ｈ时，ＸＶＥ系统中目的基因表达量最大。而
本研究中１７β雌二醇浓度提高到５０μｍｏｌ·Ｌ－１时，
目的基因表达量才能达到最大，可能是因为本研究

中诱导剂处理的方法为叶片涂抹法，诱导剂容易挥

发导致处理浓度降低；而拟南芥转基因研究中诱导

剂处理的方法为根部吸收，这更有利于为植物提供

稳定的诱导条件［１４］。本研究中１７β雌二醇处理１２
ｈ后即可诱导目的基因的表达水平达到最高，原因
可能是恒定表达与瞬时表达转基因方法不同所

致［１５］。本研究还发现，雌激素激活系统对ＧＦＰ基因

和对ＭＥＴ１基因的调控水平也有差异，可能是由于
目的基因片段大小不同导致转化效率的差异所引

起的［１６］。

在烟草的瞬时表达体系中，农杆菌的孵育时间

以及表达后检测时间等问题会影响表达的水平。孵

育时间即为，植物侵染农杆菌后外源基因在宿主细

胞内瞬时表达，直到取样检查的一段时间。若要取

得较好的表达效果，这段时间不能过长或过短，时间

过短，外源基因还未开始表达或者表达量不够；时间

过长，表达产物由于降解而得不到理想效果。研究

表明，在烟草的瞬时表达体系中，１２ｈ的共培养时间
即可使ＴＤＮＡ达到较高的表达水平，孵育时间４８ｈ
左右表达量达到最高［１７－１９］。在本研究中，分析载体

对诱导剂浓度响应的取样时间为２４ｈ，分析载体随
着诱导剂处理时间诱导表达变化的取样时间为１２
９６ｈ。通过激光共聚焦显微镜观测，该时间段内荧
光信号产生规律性变化与 ｑＰＣＲ的结果相符。本研
究为下一步获得转基因植株，通过分子手段培育变

异植株以及抗性育种提供重要的理论基础和技术

支撑。

４　结论
在植物中，主要存在三种甲基化模式，发生的位

点分别为：ＣＧ、ＣＨＨ和 ＣＨＧ（Ｈ为 Ｃ、Ａ、Ｔ中的任意
一个）。其中ＣＧ位点的甲基化模式占主导地位，它
的甲基化水平主要由 ＭＥＴ１维持。ＭＥＴ１的活性受
到影响后，植物的 ＤＮＡ甲基化水平发生改变，并能
诱导一系列的表型变异。本研究构建了 ＭＥＴ１的化
学诱导表达载体，并且筛选出了诱导剂的处理条件

与ＭＥＴ１表达量之间的关系，即最适１７β雌二醇浓
度为５０μｍｏｌ·Ｌ－１；诱导处理后目的基因表达量逐
渐升高，１２ｈ后达到最高。为进一步的转基因实验
奠定了基础，同时对研究 ＭＥＴ１的调控与表型变异
之间的相互关系具有重要意义。
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