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摘　 要: 虾青素具有多种生物学活性ꎬ雨生红球藻为天然虾青素的最佳来源ꎬ缺氮胁迫会导致雨生红球藻

积累虾青素ꎮ 为了解缺氮条件下雨生红球藻虾青素积累的分子机制ꎬ该研究通过对雨生红球藻进行缺氮胁

迫ꎬ结合 ＭＳＡＰ 法ꎬ研究了雨生红球藻在缺氮胁迫下虾青素积累过程中基因组甲基化水平的变化ꎬ结果表

明:缺氮胁迫 ０~ ７２ ｈ 期间ꎬ雨生红球藻生长速度减慢ꎬ而虾青素积累主要发生在缺氮处理 １２~ ２４ ｈ 期间ꎬ随
后积累速度减慢ꎮ 同时ꎬ对缺氮胁迫 ０、２４、７２ ｈ 的雨生红球藻基因组 ＤＮＡ 进行甲基化敏感扩增多态性分

析ꎬ共得到了 ２９１ 个甲基化多态性位点ꎬ其中发生甲基化变化的位点在 ０~ ２４ ｈ 和 ２４~ ７２ ｈ 分别占总位点的

２９.９０％和 ５３.９５％ꎮ 在缺氮胁迫 ２４ ｈ 处 ＤＮＡ 半甲基化率最大(为 １２.７１％)ꎬ全甲基化率最低(为 ２６.８０％)ꎻ

缺氮胁迫 ７２ ｈ 处 ＤＮＡ 全甲基化率最高(为 ２８.５２％)ꎬ半甲基化率最低(为 １.７２％)ꎮ 这表明 ＤＮＡ 甲基化调

节方式的改变是虾青素积累过程中的一种重要调控模式ꎮ
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　 　 雨生红球藻(Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ) 是一种

淡水生长的单细胞绿藻ꎬ属于绿藻门绿藻纲团藻

目红球藻科红球藻属ꎮ 在不利环境中(如强光、高
盐、高温、营养盐缺乏)ꎬ会形成较大的厚壁孢子积

累虾青素ꎬ并失去鞭毛成为不动细胞(段良飞等ꎬ
２０１７)ꎮ 虾青素(ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ)是一种属于叶黄素类

(ｘａｎｔｈｏｐｈｙｌｌｓ)的类胡萝卜素ꎬ呈深粉红色ꎬ化学结

构类 似 于 β￣胡 萝 卜 素 ( Ｍａｒｔｉｎｅｚ￣Ｄｅｌｇａｄｏ ｅｔ ａｌꎬ
２０１７)ꎬ广泛存在于虾、蟹、鱼以及某些鸟类的羽毛

中ꎬ除具有着色功能外ꎬ还有很强的抗氧化、清除

自由基等方面的能力ꎬ能保护细胞免受氧化损伤ꎮ
虾青素有三种立体异构体ꎬ即 ３Ｓꎬ３′ Ｓꎻ３Ｒꎬ３′Ｒꎻ
３Ｒꎬ３′Ｓ(分别为左旋、右旋、内消旋) (Ａｍｂａｔｉ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４)ꎮ 雨生红球藻(Ｈ. ｐｌｕｖｉａｌｉｓ)中多为(３Ｓꎬ３′Ｓ)
异构体(Ｗａｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１５)ꎮ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ(２０１６)研究表

明ꎬ虾青素三种立体异构体的抗氧化活性依次为

(３Ｓꎬ３′Ｓ) >(３Ｒꎬ３′Ｒ) >(３Ｒꎬ３′Ｓ)ꎮ 目前ꎬ自然界

中天然的虾青素主要存在于某些藻类、酵母和细

菌中ꎬ其中雨生红球藻是天然虾青素的最佳来源

(赵晓燕等ꎬ２０１６)ꎮ 虾青素因其具有高效生物学

活性ꎬ而成为近年来国内外的研究热点ꎮ
基因组 ＤＮＡ 甲基化能维持植物基因组功能稳

定以帮助植物抵抗逆境(马浪浪等ꎬ２０１３)ꎬ还能调

节植物的正常生长发育、改变植物春化作用ꎬ促进

开花ꎬ引起转基因沉默等(黄禄君等ꎬ２００９)ꎮ 甲基

化敏感扩增多态性(ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＭＳＡＰ) 是在扩增片段长度多态性

(ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＡＦＬＰ ) 的

基础上发展而来 ( Ｖｏｓ ｅｔ ａｌꎬ１９９５)ꎬ利用同裂酶

ＨｐａⅡ/Ｍｓｐ Ｉ 对识别序列 ＣＣＧＧ 的甲基化敏感性

不同ꎬ产生不同的 ＤＮＡ 切割片段来揭示甲基化位

点(李娜等ꎬ２０１２)ꎮ 由于该法成本低、灵敏度高ꎬ
不受基因组序列的限制ꎬ检测位点多并能同时分

析多个样品(熊肖等ꎬ２０１７)ꎬ目前已越来越多地应

用于检测植物基因组 ＤＮＡ 甲基化水平ꎬ在植物表

观遗传学的研究中具有良好的应用前景ꎮ 现今对

雨生红球藻 的 研 究 致 力 于 其 高 效 培 养 ( Ｊａｉｍｅ
Ｆáｂｒｅｇａｓ ｅｔ ａｌꎬ２００１ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４ꎻ陈兴才等ꎬ
２００５)ꎬ虾青素的积累和提取条件探究(段良飞等ꎬ
２０１７ꎻ李小慧等ꎬ２０１５)以及虾青素积累结构———
质体球滴的观察与质体球滴结构蛋白的基因克隆

等(范勇等ꎬ２０１２)ꎬ对缺氮条件下雨生红球藻虾青

素积累过程中的基因组 ＭＳＡＰ 分析尚未见报道ꎬ
而这些研究对揭示雨生红球藻在缺氮条件下虾青

素积累的具体机制具有重大意义ꎮ 本研究通过对

雨生红球藻进行缺氮胁迫ꎬ结合 ＭＳＡＰ 法ꎬ探究雨

生红球藻在缺氮胁迫下虾青素积累过程中的基因

组甲基化水平变化ꎬ初步揭示雨生红球藻对缺氮

胁迫的适应机制ꎬ对深入研究氮胁迫下雨生红球

藻虾青素积累机理提供一定的理论基础ꎬ并丰富

藻类在表观遗传学上的研究内容ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

雨生红球藻(Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ)藻种ꎬ由
四川大学生命科学学院藻类实验室培养并保存ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 培养方法　 采用 ＢＢＭ 培养基ꎬ培养方式为通

气(Ｖ空气 ∶ ＶＣＯ２
＝ ９８ ∶ ２)ꎬ温度(２２±１)℃ꎬ光暗周

期 １２ ｈ ∶ １２ ｈꎬ光照强度 ９００ ~ １ １００ ｌｘꎮ 正式实验

前先进行预培养:将处于对数生长期的藻按 １ ∶ １０
比例接种ꎬ通气培养至对数生长期ꎮ 正式实验时

按 １ ∶ ６ 的比例转至 １ Ｌ 三角瓶内培养ꎬ待培养至

对数生长期后ꎬ将藻离心收集ꎬ藻泥全部转移至等

体积新配的 ＢＢＭ 缺氮培养基中进行胁迫ꎬ对照组

６５１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



用 ＢＢＭ 全培养基进行正常培养ꎮ
１.２.２ 细胞计数及显微观察 　 将对照组和缺氮胁

迫组的雨生红球藻在培养至 ０、１２、２４、４８、７２ ｈ 时

分别取样ꎬ用显微镜观察藻细胞形态并用血球计

数板测定藻细胞数目ꎮ
１.２.３ 虾青素含量测定 　 将对照组和缺氮胁迫组

的雨生红球藻在培养至 ０、１２、２４、４８、７２ ｈ 时分别

取样ꎬ进行虾青素含量测定ꎮ 采用改进的美国 Ｃｙ￣
ａｎｏｔｅｃｈ 公司的方法(陈晓飞和严小军ꎬ２００７):藻
泥于 １５ ｍＬ 离心管中烘干后ꎬ加入 １ ｇ 石英砂和 ５
ｍＬ ＤＭＳＯꎬ４５ ~ ５０ ℃水浴 ３０ ｍｉｎꎬ此期间每 ５ ｍｉｎ
涡旋振荡 ３０ ｓ(共 ６ 次)ꎮ ３ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１下离心 ５
ｍｉｎ 使细胞物质沉淀ꎬ上清转入 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎮ
往离心管中加入 １ ｍＬ 丙酮ꎬ涡旋振荡 ３０ ｓꎮ ３ ５００
ｒ􀅰ｍｉｎ￣１下离心 ５ ｍｉｎ 使细胞物质沉淀ꎬ将上清液

转入 １０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ丙酮至少抽提 ３ 次ꎬ直到上

清液基本无色(吸光值小于 ０.０５)ꎮ 用丙酮定容至

１０ ｍＬꎬ将容量瓶上下颠倒混匀ꎬ吸取 ５ ~ １０ ｍＬ 放

入离心管ꎬ３ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１下离心 ５ ｍｉｎ 以除去前面

步骤中带入的颗粒物ꎮ ４７４ ｎｍ 波长下测定最大吸

光值(丙酮作空白对照)ꎮ 若吸光值大于 １.２５ꎬ则
必须对样品用丙酮稀释后再测ꎬ稀释倍数一般为

１ ∶ ５ ~ １ ∶ １０ꎮ 每组 ３ 个重复ꎮ 计算公式如下:

类胡萝卜素质量(ｍｇ)＝ 最大吸光值 Ａ
２５０

× １０ ｍＬ

(丙酮) × 稀释倍数ꎻ

虾青素含量 ＝类胡卜素(ｍｇ)
样品质量(ｍｇ)

× ８０％ꎮ

１.２.４ ＭＳＡＰ 分析　 将缺氮处理 ０ ｈ(胁迫处理前ꎬ
作为对照)、２４、７２ ｈ 的雨生红球藻用 Ｅｚｕｐ 柱式植

物基因组 ＤＮＡ 试剂盒[生工生物工程(上海)股份

有限公司]进行 ＤＮＡ 提取ꎬ参照 Ｘｉｏｎｇ ｅｔ ａｌ(１９９９)
的方法改进后进行酶切、连接、预扩增、选择性扩

增及电泳ꎮ ＭＳＡＰ 分析所采用的接头序列、预扩增

引物及选择性扩增引物序列见表 １ꎮ 接头和引物

均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎬ限
制性内切酶购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬＴ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ 购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎬＰＣＲ ｍｉｘ 购自成都擎科梓熙生物技

术有限公司ꎮ
对提取的 ＤＮＡ 分别进行 ＥｃｏＲ Ｉ / Ｈｐａ Ⅱ和

ＥｃｏＲ Ｉ /Ｍｓｐ Ｉ ２ 个组合酶切ꎮ 酶切总反应体系 ２０
μＬ:ＥｃｏＲ Ｉ １０ ＵꎬＨｐａ Ⅱ ＆ Ｍｓｐ Ｉ １０ Ｕꎬ１０×Ｔａｎｇｏ
ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬꎬＤＮＡ 样品 ３００ ｎｇꎬｄｄＨ２Ｏ 补足 ２０ μＬꎮ
３７ ℃酶切 １０ ｈꎮ 酶切反应结束后ꎬ用 １％琼脂糖凝

胶电泳检测酶切效果ꎮ 接着进行接头连接ꎬ连接

体系总共 ２０ μＬ:酶切产物 １０ μＬꎬＥｃｏＲ Ｉ 接头(５
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)与 Ｈｐａ Ⅱ(Ｍｓｐ Ｉ)接头(５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)
各 １ μＬꎬＴ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ ３５０ Ｕꎬ１０ ×Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足 ２０ μＬꎮ １６ ℃ 连接 １２ ｈꎮ
连接产物稀释 １０ 倍后进行预扩增ꎮ 预扩增体系

２０ μＬꎬ包括预扩增引物 Ｅ０(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１) １ μＬꎬ
Ｈ / Ｍ０(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)１ μＬꎬ连接产物 １０ 倍稀释液

５ μＬꎬ２×ＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬꎬ双蒸水补足 ２０ μＬꎮ 扩增

程序为 ９４ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃
１ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬ
将预扩增产物稀释 ３０ 倍进行选择性扩增ꎮ 选择

性扩增体系 ２０ μＬꎬ包括 ＥｃｏＲ Ｉ 选择性扩增引物

(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１) １ μＬꎬＨ / Ｍ 选择性扩增引物 ( １０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)１ μＬꎬ预扩增产物 ３０ 倍稀释液 ５ μＬꎬ２×
ＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补足 ２０ μＬꎮ 扩增程序为

９４ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ３０ ｓꎬ６５ ℃(每个循环降 ０.７ ℃ )
３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 １２ 个循环ꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ２５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 选

择性扩增产物经变性后ꎬ取 ２ ~ ３ μＬ 进行 ６％变性

聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳ꎬ 电 泳 结 束 后 按 高 东 等

(２００９)的方法改进后进行银染ꎬ拍照并保存结果ꎮ
电泳结果中ꎬ将 Ｈｐａ Ⅱ/Ｍｓｐ Ｉ 酶切产物的条带进

行标记ꎬ无条带记为“０”ꎬ有条带记为“１”ꎮ 统计

各类型条带数目ꎬ用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 进行结果分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 雨生红球藻在缺氮胁迫下的生长曲线与显微

观察

雨生红球藻在正常 ＢＢＭ 和缺氮的 ＢＢＭ 培养

基中的生长情况如图 １ 所示ꎮ 整个过程中ꎬ正常

培养条件的雨生红球藻生长状态良好ꎬ至 ７２ ｈ 时ꎬ
细胞数量每毫升已达 １３.２×１０５个ꎻ 而缺氮组的红

球藻生长速度下降ꎬ生长减慢ꎬ到末期(７２ ｈ)ꎬ细
胞数量每毫升为 ８.７×１０５个ꎬ为对照组的 ０.６６ 倍ꎮ

７５１１９ 期 张克亚等: 缺氮胁迫下雨生红球藻虾青素积累过程中的基因组 ＭＳＡＰ 分析



表 １　 ＭＳＡＰ 所用的接头及引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄａｐｔｅｒ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ＭＳＡＰ

引物类型
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

引物名称以及序列(５′￣３′)
Ｎａｍｅ ａｎｄ ｓｅｑｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)

ＥｃｏＲ Ｉ(Ｅ) Ｈｐａ Ⅱ /Ｍｓｐ Ｉ(Ｈ / Ｍ)

接头
Ａｄａｐｔｅｒ

ＥＡ１: ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ
ＥＡ２: ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ

Ｈ / Ｍ１: ＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴ
Ｈ / Ｍ２: ＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡ

预扩增引物
Ｐｒｅ￣ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｉｍｅｒ

Ｅ０: ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ Ｈ / Ｍ０: ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧ

选择性扩增引物对组合
Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ

Ｎｏ.１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＣＣＡ

Ｎｏ.２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＡ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＧ

Ｎｏ.３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＡ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＧ

Ｎｏ.４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＧ

Ｎｏ.５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＧ

Ｎｏ.６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＴ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＧ

Ｎｏ.７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＣ

Ｎｏ.８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＣ

Ｎｏ.９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＡＣ

Ｎｏ.１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＴＧ

Ｎｏ.１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＧ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴＴＧ

　 　 显微观察结果如图 ２ 所示ꎮ 在缺氮胁迫 ０ ~ ２４
ｈ 期间ꎬ雨生红球藻外观变化不显著ꎬ至胁迫 ７２ ｈ
时ꎬ显微镜下可见藻细胞内部已有少量虾青素积累ꎮ
２.２ 虾青素含量变化

图 ３ 为缺氮过程中虾青素含量变化情况ꎮ 由

图 ３ 可见ꎬ缺氮组的虾青素含量在整个实验过程

中一直高于对照组ꎬ且缺氮组在胁迫处理 １２ ~ ２４ ｈ
阶段虾青素含量急剧增加ꎬ为增幅最大的时段ꎮ
此后ꎬ缺氮组虾青素含量上升减慢ꎬ趋于稳定ꎮ 缺

氮组与对照组在胁迫 ７２ ｈ 处差异最大ꎬ此时缺氮

组的虾青素含量为对照组的 ２.６４ 倍ꎮ
２.３ 缺氮胁迫下雨生红球藻 ＤＮＡ 的 ＭＳＡＰ 分析

将 １１ 对选择性扩增引物组合进行雨生红球藻

ＤＮＡ 样品的全基因组甲基化分析(图 ４)ꎮ 对上述

胶图进行条带统计后ꎬ按 Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ(２０１４)的方法

进行分类ꎬ具体分类如表 ２ 所示ꎮ 甲基化一共有

四种类型:( Ｉ) Ｈｐａ Ⅱ 和 Ｍｓｐ Ｉ 处均有带(１ꎬ１)ꎬ即
没有发生甲基化ꎻ(Ⅱ) Ｈｐａ Ⅱ 无带ꎬ Ｍｓｐ Ｉ 有带

(０ꎬ１)ꎬ为内部胞嘧啶发生全甲基化ꎻ(Ⅲ) Ｈｐａ Ⅱ
有带ꎬ Ｍｓｐ Ｉ 无带(１ꎬ０)ꎬ为外侧胞嘧啶半甲基化ꎻ
( ＩＶ) Ｈｐａ Ⅱ和 Ｍｓｐ Ｉ 处均无带(０ꎬ０)ꎬ 为超甲基

化位点ꎮ 经统计后ꎬ得到各类条带数目如图 ５ 所

示ꎮ 共得到１ ２６５个条带ꎬ从这些条带中得到 ２９１
个甲基化多态性位点ꎮ Ｉ 类(未发生甲基化)数目

最多ꎬ在缺氮处理 ０、２４、７２ ｈ 时分别为 １９４、１７６、
２０３ 个ꎻⅡ类在缺氮处理的三个时间点变化不大ꎻ
Ⅲ类在缺氮胁迫 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 时减少了 ８６.４９％ꎬ变
化显著ꎻ ＩＶ 类较稳定ꎬ在缺氮处理 ７２ ｈ 时达 ６４
个ꎬ在三个时间点中数目最多ꎮ

对所得条带进行甲基化率分析ꎬ统计时将Ⅱ与

ＩＶ 类型视作全甲基化ꎬ总甲基化率 ＝ [(Ⅱ＋Ⅲ＋
ＩＶ) / (Ｉ＋Ⅱ＋Ⅲ＋ＩＶ)] × １００％ꎬ全甲基化率 ＝ [(Ⅱ
＋ＩＶ) / ( Ｉ ＋Ⅱ＋Ⅲ＋ ＩＶ)] × １００％ꎬ半甲基化率 ＝
[(Ⅲ) / (Ｉ＋Ⅱ＋Ⅲ＋ＩＶ)] × １００％ꎬ所得结果见表 ３ꎮ
表 ３ 结果表明ꎬ缺氮处理 ２４ ｈ 的总甲基化位点数

最多 (１１５ 个)ꎬ 总甲基化率最高(３９.５２％)ꎻ 缺氮

８５１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



图 １　 雨生红球藻生长曲线
Ｆｉｇ. １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ

处理 ７２ ｈ 的总甲基化位点最少(８８ 个)ꎬ总甲基化

率最低(３０.２４％)ꎬ显示在处理 ２４ ~ ７２ ｈ 期间ꎬ基
因组总甲基化率下调了 ２３.４８％ꎮ 全甲基化位点

数在缺氮处理 ０、２４、７２ ｈ 之间差异不大ꎬ全甲基化

率在 ２６％ ~２８％ꎮ 半甲基化位点数在缺氮处理 ０、
２４、７２ ｈ 分别为 １６、３７、５ 个ꎬ显示在缺氮 ２４ ｈ 处半

甲基 化 率 最 大 ( １２. ７１％)ꎬ 比 ０ ｈ 处 上 升 了

１３１.２５％ꎬ而比 ７２ ｈ 处下降了 ８６.４７％ꎬ变化显著ꎮ
对胞嘧啶发生甲基化和去甲基化变化的位点

模式进行统计(表 ４)ꎮ 通过表 ４ 分析发现ꎬ缺氮胁

迫下的胞嘧啶甲基化和去甲基化变化共包括三种

模式:(１)甲基化位点无变化ꎮ 在缺氮处理 ０ ~ ２４
ｈ 和 ２４ ~ ７２ ｈ 期间ꎬ甲基化位点无变化的数目分别

注: Ａ. 缺氮 ０ ｈꎻ Ｂ. 缺氮 １２ ｈꎻ Ｃ. 缺氮 ２４ ｈꎻ Ｄ. 缺氮 ４８ ｈꎻ Ｅ. 缺氮 ７２ ｈꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａｆｔｅｒ ０ ｈ (Ａ)ꎬ １２ ｈ (Ｂ)ꎬ ２４ ｈ (Ｃ)ꎬ ４８ ｈ (Ｄ) ａｎｄ ７２ ｈ (Ｅ) ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ.

图 ２　 雨生红球藻缺氮胁迫下显微观察
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ

图 ３　 虾青素含量变化
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ

为 ２０４ 和 １３４ 个ꎬ各占总甲基化位点的 ７０.１０％和

４６.０５％ꎮ (２)位点发生甲基化ꎮ 缺氮处理 ０ ~ ２４ ｈ
期间发生甲基化的位点有 ４６ 个ꎬ占总甲基化位点

的 １５.８１％ꎻ缺氮处理 ２４ ~ ７２ ｈ 期间发生甲基化的

位点有 ７３ 个ꎬ占 ２５. ０９％ꎮ ( ３) 位点发生去甲基

化ꎮ 缺氮处理 ０ ~ ２４ ｈ 期间发生去甲基化的位点

有 ４１ 个ꎬ占１４.０９％ꎻ缺氮处理 ２４ ~ ７２ ｈ 期间发生

去甲基化的位点有 ８４ 个ꎬ占 ２８.８７％ꎮ 结果显示ꎬ
２９１ 个多态性位点在 ０ ~ ２４ ｈ 期间有 ８７ 个发生了

甲基化或去甲基化变化ꎬ占 ２９.９０％ꎻ２４ ~ ７２ ｈ 期间

发生甲基化或去甲基化变化的位点有 １５７ 个ꎬ占
５３.９５％ꎮ 可见ꎬ在缺氮处理过程中基因组 ＤＮＡ 同

时发生甲基化和去甲基化ꎬ且在后期(２４ ~ ７２ ｈ)发
生该变化的位点数更多ꎮ
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注: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎮ 图中以 ６ 个泳道为一组ꎬ组内引物组合相同ꎬ并且组内前三个样为缺氮处理 ０、２４、７２ ｈ 的雨生红球藻

细胞 ＤＮＡ 通过 Ｈｐａ Ⅱ酶切ꎬ后三个样为缺氮处理 ０、２４、７２ ｈ 的藻细胞 ＤＮＡ 经 Ｍｓｐ Ｉ 酶切ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ. Ｅｖｅｒｙ ｓｉｘ ｌａｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｎｅ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ＨｐａⅡｄｉｇｅｓｔｅｄ ｇｅｎｏｍｅ

ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｔｒｅｓｓ ｐｅｒｉｏｄ ０ꎬ ２４ ａｎｄ ７２ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ Ｍｓｐ Ｉ ｄｉｇｅｓｔｅｄ
ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｔｒｅｓｓ ｐｅｒｉｏｄ ０ꎬ ２４ ａｎｄ ７２ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 缺氮处理 ０、２４、７２ ｈ 雨生红球藻 ＤＮＡ 的 ＭＳＡＰ 图谱示例
Ｆｉｇ. ４　 ＭＳＡＰ ｂａｎｄｓ ｆｏｒ Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆｏｒ ０ꎬ ２４ ａｎｄ ７２ ｈ

表 ２　 甲基化条带情况分类
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｈｐａ Ⅱ Ｍｓｐ Ｉ 类型
Ｔｙｐｅ

１ １ Ｉ (非甲基化)
Ｉ(Ｎｏ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ)

０ １ Ⅱ (全甲基化)
Ⅱ(Ｆｕｌｌ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ)

１ ０ Ⅲ (半甲基化)
Ⅲ(Ｓｅｍｉ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ)

０ ０ ＩＶ (超甲基化)
ＩＶ(Ｈｙｐｅｒ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ)

３　 讨论

氮元素是植物生长发育和发育过程中必不可

少且需求量最大的元素ꎬ对细胞的构成、分裂、生
长都有着重要作用ꎬ被称为“生命元素” (陈雅君

等ꎬ２０１３)ꎮ 氮元素是影响多种微藻生长和脂质积

累最重要的元素( Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ ＆ Ｈａｒｒｉｓｏｎꎬ２００９)ꎮ 本

注: Ｉ、Ⅱ、Ⅲ、ＩＶ 对应文中的四种甲基化类型ꎮ
Ｎｏｔｅ: ＩꎬⅡꎬ Ⅲ ａｎｄ ＩＶ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

ＩꎬⅡꎬ Ⅲ ａｎｄ ＩＶꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ５　 不同甲基化类型位点数
Ｆｉｇ. ５　 Ｌｏｃｉ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

研究中ꎬ缺氮条件下的红球藻生长速度减慢ꎬ 这与

庄惠如等(２０００)研究中“在接种后 ３ ｄꎬ缺氮处理

组生长明显延缓”的现象一致ꎮ 黄水英等 (２００９)

０６１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 ３　 甲基化率情况
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

项目
Ｉｔｅｍ

位点数及其占比
Ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｃｉ

０ ｈ ２４ ｈ ７２ ｈ

总扩增位点
Ｔｏｔａｌ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｏｃｉ ｎｕｍｂｅｒ

２９１ ２９１ ２９１

总甲基化位点
Ｔｏｔａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｌｏｃｉ ｎｕｍｂｅｒ(Ⅱ＋Ⅲ＋ＩＶ)

９７ １１５ ８８

全甲基化位点
Ｆｕｌｌ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｌｏｃｉ ｎｕｍｂｅｒ(Ⅱ＋ＩＶ)

８１ ７８ ８３

总甲基化率
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

３３.３３ ３９.５２ ３０.２４

全甲基化率
Ｆｕｌｌ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

２７.８４ ２６.８０ ２８.５２

半甲基化率
Ｓｅｍｉ￣ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

５.５０ １２.７１ １.７２

发现ꎬ缺氮条件下雨生红球藻积累虾青素的同时

并未大量形成孢子ꎬ而是在游动细胞阶段积累虾

青素ꎬ这与本研究缺氮处理 ７２ ｈ 时显微观察到的

雨生红球藻细胞并未形成厚壁孢子吻合ꎮ
缺氮胁迫下ꎬ雨生红球藻生长减慢ꎬ但虾青素

含量却一直增加ꎬ表明缺氮有助于虾青素的合成ꎬ
这与庄惠如等(２０００)和 Ｂｏｒｏｗｉｔｚｋａ ｅｔ ａｌ(１９９１)研

究结果一致ꎬ其机制可能是因为缺氮胁迫引起细

胞内活性氧水平增加(Ｍｅｎｄｅｓｆｅｒｒｅｉｒａ ｅｔ ａｌꎬ２０１０)ꎬ
形成氧化胁迫ꎬ藻细胞快速、大量合成虾青素等抗

氧化物质清除细胞内的活性氧(王潮岗等ꎬ２０１２)ꎬ
维持细胞内活性氧的动态平衡ꎮ 此外ꎬ缺氮还会

增加某些绿藻的脂质体含量(Ｈｉｒｏｏｋａ ｅｔ ａｌꎬ２０１４)ꎬ

表 ４　 甲基化模式变化
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｃｈａｎｇｅｓ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

类型改变
Ｔｙｐｅ ｃｈａｎｇｅ

模式变化
Ｐａｔｔｅｒｎ ｃｈａｎｇｅ

位点数
Ｌｏｃｉ ｎｕｍｂｅｒ

０~ ２４ ｈ ２４~ ７２ ｈ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

０~ ２４ ｈ
(％)

２４~ ７２ ｈ
(％)

１ Ｉ－>Ｉ 无变化
Ｎｏ ｃｈａｎｇｅ

１５３ １２５ ５２.５７７ ３１９ ５９ ４２.９５５ ３２６ ５

２ Ｉ－>Ⅱ 甲基化
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

６ ８ ２.０６１ ８５５ ６７ ２.７４９ １４０ ８９

３ Ｉ－>Ⅲ 甲基化
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

１５ ３ ５.１５４ ６３９ １７５ １.０３０ ９２７ ８４

４ Ｉ－>ＩＶ 甲基化
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

２０ ４０ ６.８７２ ８５２ ２３４ １３.７４５ ７０４ ５

５ Ⅱ－>Ｉ 去甲基化
Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

９ １０ ３.０９２ ７８３ ５０５ ３.４３６ ４２６ １２

６ Ⅱ－>Ⅱ 无变化
Ｎｏ ｃｈａｎｇｅ

８ ３ ２.７４９ １４０ ８９３ １.０３０ ９２７ ８４

７ Ⅱ－>ＩＶ 甲基化
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

３ ９ １.０３０ ９２７ ８３５ ３.０９２ ７８３ ５１

８ Ⅲ－>Ｉ 去甲基化
Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

２ ２３ ０.６８７ ２８５ ２２３ ７.９０３ ７８０ ０７

９ Ⅲ－>Ⅲ 无变化
Ｎｏ ｃｈａｎｇｅ

１２ １ ４.１２３ ７１１ ３４ ０.３４３ ６４２ ６１

１０ Ⅲ－>ＩＶ 甲基化
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

２ １０ ０.６８７ ２８５ ２２３ ３.４３６ ４２６ １２

１１ ＩＶ－>Ｉ 去甲基化
Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

１２ ４５ ４.１２３ ７１１ ３４ １５.４６３ ９１７ ５

１２ ＩＶ－>Ⅱ 去甲基化
Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

８ ５ ２.７４９ １４０ ８９３ １.７１８ ２１３ ０６

１３ ＩＶ－>Ⅲ 去甲基化
Ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

１０ １ ３.４３６ ４２６ １１７ ０.３４３ ６４２ ６１

１４ ＩＶ－>ＩＶ 无变化
Ｎｏ ｃｈａｎｇｅ

３１ ５ １０.６５２ ９２０ ９６ １.７１８ ２１３ ０６

１５ Ⅲ－>Ⅱ 甲基化
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

— ３ — １.０３０ ９２７ ８４

总计
Ｔｏｔａｌ

２９１ ２９１ １００ １００

　 注: “－>”表示从前者转变为后者ꎮ “—”表示没有数据ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “－>”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ. “—” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｎｏ ｄａｔａ.
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而脂质体正是虾青素在雨生红球藻细胞质中储存

的场所(Ｍａｋｉｏꎬ２００３)ꎬ这也是缺氮胁迫导致虾青

素积累的原因之一ꎮ
ＭＳＡＰ 结果显示ꎬ四种甲基化类型中ꎬＩ 类(未

发生甲基化)条带数最多ꎬ其次为 ＩＶ 类(超甲基

化)ꎮ 分析发现ꎬ在缺氮处理 ２４ ｈ 处半甲基化率最

高(达 １２.７１％)ꎬ全甲基化率最低(为 ２６.８０％)ꎬ而
缺氮 １２ ~ ２４ ｈ 期间虾青素含量急剧增加ꎬ表明缺

氮初期ꎬ虾青素积累可能主要以基因组 ＤＮＡ 半甲

基化调节为主ꎮ 缺氮处理 ７２ ｈ 时ꎬ虾青素仍在积

累ꎬ但积累速度缓慢ꎬ此时基因组 ＤＮＡ 全甲基化

率最高ꎬ推测此时主要以全甲基化调节为主ꎮ
ＤＮＡ 甲基化与去甲基化可以调节基因的表

达ꎬ此过程中可能将外源 ＤＮＡ 沉默ꎬ以保持基因

组的完整ꎬ使植物体正常生长代谢ꎬ更好地适应外

界环境(刘冰ꎬ２０１３)ꎮ 通常ꎬ基因发生甲基化会抑

制表达ꎬ发生去甲基化会增加转录水平ꎬ促进基因

表达( Ｉｋ ｅｔ ａｌꎬ１９９７)ꎮ 本研究中ꎬ为适应缺氮胁

迫ꎬ藻细胞 ＤＮＡ 在 ０ ~ ２４ ｈ 期间发生甲基化的位

点多于去甲基化位点ꎬ表明激活表达的基因(如虾

青素合成途径中相关基因)少于被抑制的基因ꎬ缺
氮胁迫更多地抑制了基因的表达ꎮ 王小利等

(２０１５)发现ꎬ经缺氮处理后高羊茅甲基化率高于

去甲基化率ꎬ表明高羊茅适应缺氮胁迫时ꎬ除激活

抗逆基因的表达外ꎬ更涉及沉默部分基因的表达ꎮ
本研究缺氮胁迫 ２４ ~ ７２ ｈ 期间ꎬ发生去甲基化的

位点多于甲基化位点ꎬ以去甲基化为主ꎬ此时虾青

素积累速度缓慢ꎬ可能随虾青素不断积累ꎬ相关基

因陆续启动ꎬ发生去甲基化而被激活ꎮ 可见ꎬ缺氮

胁迫下的虾青素积累与基因组 ＤＮＡ 甲基化相关ꎬ
通过甲基化和去甲基化的方式调控基因的表达ꎬ
从而影响虾青素的合成ꎮ
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ＬＩ ＸＨꎬ ＺＯＵ Ｎꎬ ＳＵＮ ＤＨꎬ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃ￣

ｔｉｏｎａｌ ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｒｏｍ Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕ￣
ｖｉａｌｉｓ [Ｊ]. Ｊ Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃꎬ ４３(１５):２３－２４. [李小慧ꎬ 邹
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２０１３. 平菇主栽品种 ＤＮＡ 甲基化敏感扩增多态性
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