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Abstract：As one of the epigenetic modifications, DNA methylation has become ubiquitous in plant genome DNA. It not only plays an im⁃
portant role in rapid adaptation to new environments but also participates in the process of plant growth and organ differentiation. In this
study, we constructed an optimized MSAP system to analyze the methylation variation characteristics of different organs at different develop⁃
mental stages of the same organs of Flaveria bidentis. The results showed that the organ-specific MSAP system amplified 536 bands by us⁃
ing 13 pairs of primers, in which the primer EhHM7 made the greatest contribution to epigenetic diversity, and the percentage of polymor⁃
phism was 92.45%. The developmental stage-specific MSAP system amplified 407 bands by using 14 pairs of primers, in which EcHM1
had the greatest contribution to epigenetic diversity, and the percentage of polymorphism was 80.56%. The results of varying themethylation
type showed that there were significant differences in methylation levels among the different organs（roots, stems, and leaves）at different
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摘 要：DNA甲基化是植物DNA普遍存在的一种表观遗传修饰方式，不仅在植物快速适应新环境中发挥重要的作用，还参与植物

生长发育和器官分化特异性过程。本研究通过构建优化的甲基化敏感扩增多态性（MSAP）体系来分析入侵植物黄顶菊不同器官

和同一器官不同发育阶段的组织甲基化变异特征。结果表明：器官特异性MSAP体系利用筛选的 13对引物共扩增 536条条带，其

中引物EhHM7对表观遗传多样性贡献率最大，多态性百分比为 92.45%；发育阶段特异性MSAP体系利用筛选的 14对引物共扩增

407条条带，其中EcHM1对表观遗传多样性贡献率最大，多态性百分比为 80.56%。甲基化类型变异结果显示，黄顶菊不同器官

（根、茎和叶）间以及同一器官不同发育阶段（老叶和嫩叶）的组织间均表现出显著的甲基化水平差异性，半甲基化、全甲基化和整

体甲基化三种甲基化变异类型中茎组织的甲基化发生率最高，分别达到 30.28%、19.37%和 49.66%，老叶组织的全甲基化和整体

甲基化率显著高于嫩叶组织，分别达到 33.29%和 52.77%。主成分分析结果显示，黄顶菊叶片个体分布较根、茎的个体分布更为

密集，且嫩叶较老叶密集，表明根个体间和茎个体间均存在较大的差异，这种个体差异大于黄顶菊叶片的个体间差异，且老叶的

个体差异大于嫩叶，这种个体间差异在样品采集时不可忽视。所以，在利用表观遗传学方法进行黄顶菊入侵性的研究中，必须要

制定科学的采样方案，把植物器官和生长发育阶段特异性作为一个重要因素考虑在内。
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表观遗传学是基于非基因序列改变所致的基因

表达水平的变化[1-3]，表观遗传修饰手段主要包括

DNA甲基化、组蛋白共价修饰、染色质重塑、基因印

记和 RNA 干扰等五种[4]，其中 DNA 甲基化是最重要

的表观遗传修饰方式之一，也是目前机制研究最为透

彻的表观遗传过程[5-7]。DNA 甲基化是指在不改变

DNA双螺旋序列的基础上，在DNA甲基转移酶的催

化下将甲基转移到 DNA 分子中胞嘧啶残基上的过

程。DNA甲基化存在器官、组织和发育时段的时空

特异性[8]，即不同器官、同一器官不同发育阶段之间

的 DNA 甲基化模式和水平不同。在对拟南芥的子

叶、叶片和花进行甲基化敏感扩增多态性（Methyla⁃
tion sensitive amplified polymorphism，MSAP）分析后发

现，被检测到的甲基化模式存在着明显的器官特异

性[9]。在拟南芥中，成熟叶片DNA甲基化水平比幼苗

高 20%，种子DNA甲基化水平又高于成熟叶片，但种

子在发芽时发生去甲基化，甲基化水平又下降[10]。植

物DNA甲基化模式的转换在维持植物正常生长发育

过程中至关重要[11-12]，在植物基因表达、基因组防御

以及系统发育中起着重要的调节作用[13]。

黄顶菊（Flaveria bidentis）是 2001 年在天津市和

河北省衡水湖先后被发现的一种重要外来入侵杂草，

后扩散到河南、山东等多省[14-17]。黄顶菊凭借自身对

环境极强的适应能力在新环境中比其他外地植物甚

至是本地植物更具有资源竞争优势，除了具有较强的

生物学特性，基因组DNA甲基化的改变很有可能是

调控入侵植物生境适应能力的重要机制之一，然而目

前对黄顶菊基因组DNA甲基化的分布模式、变异情

况等还缺乏全面的认识。如前所述，植物不同组织和不

同发育阶段的DNA甲基化模式和水平是不同的，植

物的不同器官、同一器官的不同发育阶段在DNA甲

基化模式上均可能存在差异。在研究黄顶菊表观遗

传学与其入侵性的关系之前，应该充分考虑其 DNA

甲基化的时空变化是否存在特异性。因此，本实验建

立一个合理的MSAP体系来研究黄顶菊不同器官和

同一器官不同发育阶段的表观遗传变化特征，为黄顶

菊环境适应性获得的表观遗传机制提供理论基础，并

从表观遗传学角度为科学采样策略提供思路。

1 材料和方法

1.1 试验设计和样品采集

本试验在农业农村部环境保护科研监测所网室

（39°05′N，117°08′E）内进行。2015年 4月底，于天津

静海团泊洼水库附近采集长势均一且生长旺盛的黄

顶菊植株，移栽至网室花盆（规格为 28 cm×18 cm×24
cm）中，每盆装土 10 kg，每 3日浇水一次，土壤由原土

和草炭混合而成，每 7日转盆一次以消除环境干扰，

移苗60日后采集实验材料。样品采集方法：

（1）黄顶菊不同器官组织的采集。随机筛选 20
株长势一致的植株，每株采集从上至下第 5对无病虫

害且完全展开的叶片，用于黄顶菊叶组织的DNA甲

基化检测；采集第 5节和第 6节之间去节间的茎用于

黄顶菊茎组织的DNA甲基化检测；把整株黄顶菊植

株连根拔起，抖落土壤并清洗干净，采集第一级侧根

用于黄顶菊根组织DNA甲基化的检测。

（2）黄顶菊不同发育阶段器官组织的采集。选取

同一植株从上至下第2对生长健康且完全展开的叶片

作为黄顶菊嫩叶，第 5对叶片作为黄顶菊老叶来研究

同一器官不同发育阶段的表观遗传变化特征。以上

样品采集后均迅速用锡纸包裹并放入液氮中速冻，随

后转入-70 ℃冰箱贮存，用于后续DNA甲基化的检测。

1.2 甲基化MSAP体系建立

1.2.1 DNA提取

为满足MSAP体系对DNA高质量的要求，参照王

鹤潼等[18]CTAB法并对其进行改进，提取黄顶菊不同

组织器官的基因组DNA。

developmental stages of the same organs（old leaves and young leaves）, among the three methylation variants of hemi-methylation, full
methylation, and overall methylation, the methylation rate of the stem tissue was the highest, reaching 30.28%, 19.37% and 49.66%, re⁃
spectively.The full-methylated and overall methylated rate of the old leaf tissue were significantly higher than those of the young leaf tissue,
reaching 33.29% and 52.77%, respectively.The principal component analysis showed that the individual distribution of leaves of Flaveria
bidentis were more intensive than that of roots and stem organs, and the young leaves were denser than the old leaves, which indicated that
there were larger differences between individual roots and stems. This individual difference was greater than that of the leaves of Flaveria
bidentis, and the individual difference of old leaves were greater than that of young leaves, which could not be ignored during sample collec⁃
tion. Therefore, during the studies on the invasiveness of Flaveria bidentis by using epigenetic methods, it is necessary to formulate a scien⁃
tific sampling plan and consider plant organ and growth stage specificity as important factors.
Keywords：Flaveria bidentis; DNA methylation; MSAP; epigenetics
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1.2.2 MSAP体系建立与优化

将提取的基因组DNA依次进行酶切连接、预扩

增、选择性扩增 3个 PCR体系的扩增反应[19-20]。PCR
体系所用的接头和引物序列见表1。

1.2.3 聚丙烯酰胺（PAGE）凝胶电泳及银染

制备 5% PAGE凝胶，待其完全凝固后经过电泳、

银染、显色过程，晾干后扫描并进行条带计数和分析。

1.3 数据统计与分析

采用 Quantity One 软件将 5% 变性 PAGE 凝胶

100~500 bp范围的扩增条带进行标记并转化成 0/1矩

阵。用 POP Gene 软件分析引物的多样性指数。用

SPSS 17软件和 Origin 9.1软件分析并绘制黄顶菊各

器官、各发育阶段主成分及甲基化状态图，更加直观

地反映黄顶菊各器官及各发育阶段表观遗传多样性

的变化。

2 结果与分析

2.1 黄顶菊DNA提取和PAGE凝胶电泳

提取高纯度DNA是本实验成功的关键，MSAP技

术中样本基因组 DNA 必须满足 OD260 /OD280 为 1.7~
1.9，本试验中黄顶菊根、茎和叶组织基因组 DNA 的

OD260/OD280分别为 1.78、1.82和 1.88，不同发育阶段老

叶和嫩叶组织基因组DNA的OD260/OD280分别为 1.84
和 1.86，满足实验要求。进一步用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测，电泳图中基因组DNA（图 1）条带亮、无杂质、

无降解，可用于后续MSAP反应体系。

经MSAP体系扩增获得的混合产物通过 5%变性

PAGE凝胶电泳分离，部分引物的甲基化条带检测结

果如图 2所示，基因组扩增条带清晰且均匀，可用于

扩增条带的统计与分析。本研究选用 13对引物通过

MSAP体系对黄顶菊不同器官进行甲基化检测，条带

统计结果（表 2）显示共扩增出 536条条带，平均每对

引物扩增41条，其中EhHM7引物扩增获得的条带数最

多，为52条，而EkHM5引物扩增的条带数最少，仅获得

31条条带。通过MSAP体系选用 14对引物对黄顶菊

不同发育阶段组织进行甲基化检测（表 2），共扩增出

407 条 MSAP 条带，平均每对引物扩增 29 条，其中

EjHM7引物扩增获得的条带数最多，而 EdHM7引物

获得的条带数最少，分别为41条和16条。

2.2 引物的遗传多样性与贡献率

如表 3所示，黄顶菊不同器官MSAP体系筛选的

引物组合中观察等位基因数（na）平均值为 1.842 6，
有效等位基因数（ne）为1.623 1，杂合度（h）为0.345 0，
香农多态性指数（I）为 0.500 4。13对引物共扩增出

536个位点，其中多态性位点为 451个，多态性百分比

为 84.26%。全部引物组合的等位基因数、有效等位

基因数、杂合度、香农多态性指数均高于平均值，引物

多样性指数综合指标偏高，其中 EhHM7对表观遗传

多样性贡献率最大，多态性百分比为 92.45%；EcHM6
的贡献率最小，多态性百分比为 78.84%。如表 4 所

示，黄顶菊叶器官不同发育阶段MSAP体系筛选的引

物组合中观察等位基因数平均值为 1.720 5，有效等

位基因数为 1.462 9，杂合度为 0.268 2，香农多态性指

数为 0.398 5。选用的 14 对引物的总扩增位点数为

407，其中多态性位点为 293 个，多态性百分比为

72.05%。EcHM1对表观遗传多样性贡献率最大，多

态性百分比为 80.56%；EcHM3的贡献率最小，多态性

百分比为64.52%。

2.3 甲基化模式分析

HpaⅡ和MspⅠ两种内切酶均可以识别真核生物

中的甲基化位点，即 5′-CCGG -3′位点，其中 5′-CC⁃

接头和引物
Adaptor and primer

Eco-adaptorⅠ
Eco-adaptorⅡ
H/M-adaptorⅠ
H/M-adaptorⅡ

pre-E-A
pre-H/M-T

Eco-ANN Sequence
H/M-TNN Sequence

序列
Sequence

5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′
5′-AATTGGTACGCAGTCTAC-3′
5′-GACGATGAGTCTAGAA-3′
5′-CGTTCTAGACTCATC-3′

5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′
5′-ATCATGAGTCCTGCTCGGT-3′
5′-GACTGCGTACCAATTCANN-3′
5′-GATGAGTCTAGAACGGTNN -3′

表1 接头和引物序列信息
Table 1 Sequence information of adaptor and primers

1根；2茎；3叶；4嫩叶；5老叶
1 Root；2 Stem；3 Leaf；4 Tender leaf；5 Elder leaf

图1 黄顶菊不同器官（A）及不同发育阶段（B）基因组DNA提取
Figure 1 Genomic DNA extraction of the Flaveria bidentis in

different organs（A）and different development stages（B）

（A） Marker 1 2 3
23 130 bp

125 bp

（B） Marker 4 5
23 130 bp

125 bp
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图2 黄顶菊不同器官（A）及不同发育阶段（B）DNA MSAP检测结果

Figure 2 Results of genomic DNA MSAP detection in different organs（A）and different developmental stages（B）of Flaveria bidentis

EaHM3 EbHM4 EdHM9 EhHM7 EeHM3 EcHM6

（A）
EdHM7 EcHM1 EcHM3 EcHM6 EiHM6 EiHM12 EjHM5

（B）

H M H M H M根 茎 叶 H M H M H M根 茎 叶 H M H M H M根 茎 叶 H M H M H M根 茎 叶 H M H M H M根 茎 叶 H M H M H M根 茎 叶

H M H M
老叶 嫩叶

H M H M
老叶 嫩叶

H M H M
老叶 嫩叶

H M H M
老叶 嫩叶

H M H M
老叶 嫩叶

H M H M
老叶 嫩叶

H M H M
老叶 嫩叶

Marker
（50 bp）

表2 黄顶菊不同器官及不同发育阶段引物组合的序列信息及扩增条带数

Table 2 Sequence information and amplification number of primer combinations in different organs and
different development stages of Flaveria bidentis

黄顶菊不同器官Different organs of Flaveria bidentis
引物

Primer
EaHM1
EaHM2
EaHM3
EaHM7
EbHM4
EcHM6
EdHM9
EeHM3
EeHM4
EhHM4
EhHM7
ElHM8
EkHM5

总计Total

Eco-ANN
Sequence
Eco-AAG
Eco-AAG
Eco-AAG
Eco-AAG
Eco-AAC
Eco-ATG
Eco-ATC
Eco-AGA
Eco-AGA
Eco-AGC
Eco-AGC
Eco-ACC
Eco-ACG

H/M-TNN
Sequence
Eco-TAG
Eco-TAC
Eco-TTG
Eco-TGG
Eco-TTC
Eco-TGT
Eco-TCA
Eco-TTG
Eco-TTC
Eco-TTC
Eco-TGG
Eco-TGC
Eco-TGA

总条带数
Total strip

40
36
46
42
40
39
38
45
36
47
52
44
31
536

黄顶菊叶片不同发育阶段Different development stages of Flaveria bidentis
引物

Primer
EcHM1
EcHM2
EcHM3
EcHM6
EcHM7
EdHM7
EiHM2
EiHM6
EiHM10
EiHM11
EiHM12
EjHM1
EjHM5
EjHM7

总计Total

Eco-ANN
Sequence
Eco-ATG
Eco-ATG
Eco-ATG
Eco-ATG
Eco-ATG
Eco-ATC
Eco-ACA
Eco-ACA
Eco-ACA
Eco-ACA
Eco-ACA
Eco-ACT
Eco-ACT
Eco-ACT

H/M-TNN
Sequence
Eco-TAG
Eco-TAC
Eco-TTG
Eco-TGT
Eco-TGG
Eco-TGG
Eco-TAC
Eco-TGT
Eco-TCT
Eco-TCG
Eco-TCC
Eco-TAG
Eco-TGA
Eco-TGG

总条带数
Total strip

34
28
31
28
36
16
26
31
27
29
21
20
39
41
407

Marker
（50 bp）
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GG -3′位点能被内切酶切开记作 1，不能被内切酶切

开记作 0，据此可以将 MSAP甲基化模式分为 4种类

型（表 5）。Ⅰ类型甲基化状态为未甲基化，记作（1，
1）；Ⅱ类型甲基化状态为半甲基化，记作（1，0）；Ⅲ类

型甲基化状态为全甲基化，记作（0，1）；Ⅳ类型甲基化

状态信息不确定，记作（0，0）。

由图 3可知，黄顶菊不同器官（根、茎和叶）间以

及同一器官不同发育阶段（老叶和嫩叶）组织间的甲

基化水平均表现出显著性差异（P<0.05）。各甲基化

变异类型中，茎组织的甲基化发生率最高。其中，在

发生半甲基化变异类型的各组织中，茎组织的甲基

化发生率为30.28%，分别较叶组织和根组织高出12.63、
19.74个百分点；全甲基化变异类型中，茎组织甲基化

发生率为 19.37%，分别较根组织和叶组织高出 9.11、
11.00 个百分点；整体甲基化变异类型中，茎组织甲

基化发生率为 49.66%，分别较叶组织和根组织高

出 23.64、28.86个百分点；老叶组织的全甲基化和整

体甲基化的发生率分别为 33.29%和 52.77%，分别较

表3 黄顶菊不同器官引物的遗传多样性分析
Table 3 Primer genetic diversity analysis of different organs of Flaveria bidentis

引物
Primer
EaHM1
EaHM2
EaHM3
EaHM7
EbHM4
EcHM6
EdHM9
EeHM3
EeHM4
EhHM4
EhHM7
ElHM8
EkHM5
平均

Average

样本数
Sample number

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

观察等位
基因数na

1.872 6±0.387 1
1.875 2±0.385 7
1.765 6±0.425 7
1.842 6±0.295 3
1.762 6±0.365 3
1.742 6±0.284 3
1.932 6±0.404 3
1.824 1±0.367 3
1.844 6±0.365 8
1.842 6±0.347 3
1.926 2±0.375 0
1.856 7±0.384 3
1.866 6±0.363 4
1.842 6±0.365 0

有效等位
基因数ne

1.613 3±0.360 3
1.647 1±0.345 3
1.628 9±0.388 3
1.658 3±0.400 8
1.565 6±0.370 1
1.568 9±0.360 7
1.588 1±0.364 3
1.705 4±0.360 3
1.562 8±0.382 3
1.621 5±0.365 3
1.644 8±0.352 3
1.626 8±0.291 8
1.669 2±0.342 1
1.623 1±0.360 3

杂合度
h

0.340 9±0.180 2
0.457 2±0.178 6
0.285 7±0.178 7
0.305 2±0.180 8
0.289 1±0.177 9
0.345 8±0.179 7
0.367 8±0.174 1
0.327 5±0.175 3
0.344 7±0.180 4
0.325 2±0.179 4
0.368 2±0.178 8
0.343 6±0.176 6
0.384 5±0.180 5
0.345 0±0.178 5

香农多态性
指数 I

0.520 4±0.244 1
0.470 2±0.344 6
0.549 2±0.304 3
0.510 4±0.280 3
0.480 4±0.206 3
0.496 4±0.228 3
0.524 4±0.221 3
0.487 4±0.236 3
0.493 4±0.205 3
0.560 2±0.248 3
0.522 4±0.231 3
0.465 4±0.224 3
0.425 1±0.201 3
0.500 4±0.244 3

多态位点
Polymorphic site

35
29
37
35
35
31
30
39
29
42
47
38
25
451

总位点
Total site

40
36
46
42
40
39
38
45
36
47
52
44
31
536

多态百分比
Percentage of polymorphic/%

88.26
79.56
79.48
82.23
86.45
78.84
79.42
86.84
79.68
89.42
92.45
88.48
84.26
84.26

引物
Primer
EcHM1
EcHM2
EcHM3
EcHM6
EcHM7
EdHM7
EiHM2
EiHM6
EiHM10
EiHM11
EiHM12
EjHM1
EjHM5
平均

Average

样本数
Sample number

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

观察等位
基因数na

1.742 5±0.428 3
1.680 5±0.439 3
1.697 2±0.489 3
1.702 4±0.588 3
1.706 8±0.420 7
1.705 4±0.449 3
1.754 7±0.479 3
1.803 4±0.430 1
1.724 5±0.427 3
1.674 5±0.379 3
1.717 5±0.401 3
1.724 7±0.429 3
1.732 5±0.479 3
1.720 5±0.449 3

有效等位
基因数ne

1.522 9±0.380 1
1.502 9±0.435 7
1.451 2±0.378 1
1.462 9±0.396 1
1.462 9±0.295 7
1.462 9±0.387 4
1.392 1±0.346 2
1.437 2±0.389 3
1.474 1±0.385 1
1.484 2±0.368 7
1.480 7±0.387 1
1.462 8±0.354 1
1.421 0±0.372 7
1.462 9±0.375 1

杂合度
h

0.270 5±0.184 7
0.272 4±0.182 1
0.345 2±0.180 7
0.256 8±0.190 8
0.302 7±0.185 6
0.284 4±0.194 7
0.225 7±0.197 8
0.224 5±0.182 5
0.256 8±0.207 1
0.235 5±0.204 1
0.275 2±0.192 1
0.272 5±0.192 4
0.264 7±0.203 1
0.268 2±0.192 1

香农多态性
指数 I

0.428 5±0.289 7
0.378 4±0.262 3
0.376 5±0.247 5
0.354 2±0.228 6
0.371 5±0.270 3
0.347 5±0.277 4
0.378 9±0.288 3
0.424 1±0.294 2
0.398 5±0.238 7
0.435 2±0.265 3
0.427 4±0.270 3
0.355 9±0.297 2
0.504 2±0.284 3
0.398 5±0.270 3

多态位点
Polymorphic site

27
21
20
20
25
12
17
24
21
19
14
15
27
293

总位点
Total site

34
28
31
28
36
16
26
31
27
29
21
20
39
407

多态百分比
Percentage of polymorphic/%

80.56
74.56
64.52
70.56
70.15
70.45
68.48
76.54
76.05
65.45
68.05
72.45
75.52
72.05

表4 黄顶菊叶片不同发育阶段引物的遗传多样性分析

Table 4 Primer genetic diversity analysis of Flaveria bidentis leaves at different development stages
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甲基化类型Methylation type
Ⅰ型

Ⅱ型

Ⅲ型

Ⅳ型

酶切类型Enzyme type
HpaⅡ和MspⅠ都能切开

HpaⅡ能切开，MspⅠ不能切开

HpaⅡ不能切开，MspⅠ能切开

HpaⅡ和MspⅠ都切不开

条带类型Strip type
（1，1）
（1，0）
（0，1）
（0，0）

甲基化模式Methylation pattern
5′-CCGG-3′胞嘧啶未甲基化或内侧胞嘧啶半甲基化

5′-CCGG-3′胞嘧啶外侧半甲基化

5′-CCGG-3′胞嘧啶内侧全甲基化

5′-CCGG-3′胞嘧啶内外侧全甲基化

表5 MSAP甲基化模式类型

Table 5 MSAP methylation pattern types

图3 黄顶菊不同器官（A）和不同发育阶段（B）的甲基化状态

Figure 3 Methylation status of Flaveria bidentis in different organs（A）and different development stages（B）
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同种甲基化状态下不同字母表示差异显著（P<0.05）
Different letters for the same methylation status indicate significant differences（P<0.05）

嫩叶组织高出13.59、13.96个百分点。

2.4 黄顶菊器官和发育阶段的解释总方差及主成分

分析

通过对黄顶菊各器官及同一器官叶片不同发育

阶段的总方差分析（表 6），可知其半甲基化、全甲基

化、整体甲基化和未甲基化公因子方差分别为 0.892、
0.894、0.702、0.981 和 0.669、0.909、0.739、0.961，数值

接近则说明变量中大部分信息可用于结果分析，真实

性较高。不同器官的主成分分析有且只有一个特征

值 3.469（>1），可知半甲基化模式在甲基化水平中起

主导作用。从图 4可知，黄顶菊不同器官根、茎、叶各

组织10个个体分别聚集在一起，形成了3个较为集中

的区域，每个区域中个体间距离较近，说明其亲缘关

系和甲基化变异类型都相近。根、茎和叶各个区域之

间分布存在一定距离，可知不同器官间的甲基化模式

有差异。黄顶菊相同器官个体间相互比较，可知叶片

个体分布较根、茎的分布更为密集，意味着黄顶菊根、

茎的个体间差异大于叶片个体间差异。黄顶菊叶片

不同的发育阶段主成分分析只有一个特征值 3.279
（>1），嫩叶和老叶聚集区域显著，但两者分布距离较

远，且各自聚集程度并不紧密，说明存在明显的个体间

差异，这种个体间差异不可忽视。因此在进行DNA甲

基化相关研究时，为得出缜密且可靠的实验结果，必

须制定科学的采样方案，将植物不同器官以及相同器

（A） （B）

甲基化状态Methylation status

项目
Items

黄顶菊不同器官
Different organs of
Flaveria bidentis

黄顶菊叶片不同
发育阶段
Different

development stages
of Flaveria bidentis

甲基化类型
Methylation type

半甲基化Hemi-methylation
全甲基化Full methylation

整体甲基化Overall methylation
未甲基化No methylation

半甲基化Hemi-methylation
全甲基化Full methylation

整体甲基化Overall methylation
未甲基化No methylation

初始特征值 Initial Eigenvalues
合计
Total
3.469
0.381
0.148
0.002
3.279
0.470
0.225
0.026

方差百分比
Percentage of
variance/%

86.724
9.536
3.701
0.039
81.966
11.751
5.627
0.656

累积百分比
Cumulative
percentage/%

86.724
96.260
99.961
100.000
81.966
93.717
99.344
100.000

提取平方和载入Extraction sums of squared loadings
合计
Total
3.469

3.279

方差百分比
Percentage of
variance/%

86.724

81.966

累积百分比
Cumulative
percentage/%

86.724

81.966

表6 黄顶菊不同器官和不同发育阶段解释总方差

Table 6 Interpretation of total variance of different organs and leaves at different development stages of Flaveria bidentis
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官不同发育阶段之间的甲基化特异性考虑在内。

3 讨论

黄顶菊是入侵我国华北地区最严重的杂草之一，

为控制其蔓延发生，国内外学者对其入侵机制进行了

广泛探究，但已有研究多集中在对不同环境条件下黄

顶菊的种子萌发特性、形态、化感效应强弱及生理生

化指标变化规律方面[21-25，16]，很少从表观遗传学角度

研究其生态适应性机理[26]。非生物胁迫下植物可以

通过甲基化水平及模式的改变调节其基因表达，从而

提高其适应性，DNA甲基化变异很可能是调控入侵

植物新生境适应能力的重要途径之一，但黄顶菊各器

官组织基因组DNA甲基化的相关研究报道还很少。

DNA甲基化在植物体内随植物生长发育发生时空变

化，包括同一植物的不同器官和同一器官的不同发育

阶段[7]。本研究中，通过对甲基化类型条带的统计，

发现黄顶菊不同组织根、茎、叶及同一器官不同发育

阶段老叶和嫩叶之间的甲基化水平均表现出显著性

差异，说明黄顶菊在生长发育过程中其甲基化状态是

一个动态过程，不同器官和同一器官不同发育阶段甲

基化存在时空特异性，可能是其适应环境的不同于传

统遗传学的一种内在机制。这与 Finnegan等[10]最早

对拟南芥的研究结果一致，他们认为拟南芥成熟叶片

的甲基化水平较嫩叶高出 20%，但成熟叶片的甲基化

水平又显著低于种子。

经过主成分分析发现，黄顶菊各组织甲基化水平

及变异类型存在时空特异性，其不同器官之间亲缘关

系较远，且根的个体间差异较大。黄顶菊老叶和嫩叶

之间亲缘关系较远，且老叶和嫩叶个体间差异较为明

显。施雯[27]对喜旱莲子草和刺花莲子草的叶和茎两

种器官DNA甲基化的研究中同样发现，两种莲子草

的DNA甲基化具有器官特异性，且两种莲子草的器

官差异性均大于个体间差异。喜旱莲子草的不同发

育阶段甲基化差异大于个体间差异，而刺花莲子草两

者差异相当。陆光远等[28]研究发现油菜的不同器官

胚根、下胚轴和子叶的甲基化水平依次呈现显著升高

的趋势，且种子在萌发过程中甲基化模式也发生变

化，也说明植物在生长发育过程中甲基化模式及水平

是一个动态的过程。由此可见，研究植物的表观遗传

变化特征需要考虑器官的特异性差异及同一器官个

体间的差异性，这种差异不可忽视。

4 结论

（1）各甲基化变异类型中黄顶菊不同器官中茎组

织的甲基化发生率最高，在全甲基化和整体甲基化模

式中黄顶菊不同发育阶段甲基化发生率表现为老叶>
嫩叶，黄顶菊不同器官（根、茎和叶）间以及同一器官

不同发育阶段（老叶和嫩叶）的组织间均表现出显著

的甲基化水平差异性，这可能是其适应新生境的表观

遗传学机理之一。

（2）黄顶菊根个体间、茎个体间、老叶与嫩叶个体

间均存在较大的差异性，在采样过程中应充分考虑植

物器官和生长发育阶段特异性。
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