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系，以桃ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ为材料，对ＭＳＡＰ技术中的关键因素进行优化。结果表明，５００ｎｇ基因组 ＤＮＡ用 ＥｃｏＲ
Ⅰ、ＨａｐⅡ或ＭｓｐⅠ各１０Ｕ（０．５μＬ，２０００Ｕ／ｍＬ），３７℃保温１２ｈ，即可酶切完全；２５μＬ选择性扩增体系中，含有２μＬ
１０倍稀释的预扩增产物、各１μＬ上下游引物、２．５μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ、２．５μＬｄＮＴＰｍｉｘ（各０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）、２．５μＬ
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、０．２５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶。在该体系下选用２５６对引物对桃叶片进行甲基化模式分析，经筛选获得

２３对扩增条带清晰、重复性好的引物，ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ总甲基化率分别为２８．０％、２５．７％。
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　　ＤＮＡ甲基化是真核细胞基因组主要的修饰方式之一，
ＤＮＡ甲基化特别是胞嘧啶甲基化具有表观遗传效应和突变
效应，与基因表达调控、细胞分化、基因组印记、性染色体失活

及细胞记忆等生物学过程密切相关［１－４］。１９９５年，Ｖｏｓ等首
次将随机扩增多态性与限制性内切酶片段长度多态性２种分
子标记有机结合［５］，建立了扩增片段长度多态性分析技术。

１９９７年，Ｇｏｎｚａｌｇｏ等已经尝试用随机引物和对甲基化敏感不
同的同裂酶ＨｐａⅡ、ＭｓｐⅠ来进行甲基化分析［３］。Ｘｉｏｎｇ等于
１９９９年首次证明甲基化敏感扩增多态性（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＭＳＡＰ）是一种可靠的检测植
物ＤＮＡ甲基化的方法［６］，它操作相对便捷，可检测出样品

ＤＮＡ中大量甲基化位点，因多态性高、引物设计简单等优点
而被广泛应用。目前，ＭＳＡＰ方法在脐橙［７］、萝卜［８］、杂交籼

稻［９］、橡胶树［１０］、苹果［１１］等多种植物中都有应用，但在桃的

相关研究中尚未见应用报道。ＰＣＭ－１Ｒ（叶片紫红色）、
ＰＣＭ－１Ｇ（叶片绿色）为 ＰＣＭ－１（叶片紫红 －绿杂色）的无
性繁殖后代植株，本研究以这２个植株为试验材料，建立桃
ＭＳＡＰ体系，并进行引物筛选，以期为进一步研究桃 ＤＮＡ甲
基化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ，由国家果树种质南京桃资源圃

提供。

１．２　仪器与试剂
主要仪器有 ＢｉｏｍｅｔｒａＴ－ＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

５８１０Ｒ冷冻离心机、ＢｉｏＲａｄ电泳仪等。
主要试剂：ＥｃｏＲⅠ、ＭｓｐⅠ、ＨｐａⅡ，ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ；

ＴａｑＤＮＡ聚合酶，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；其他试剂为国产或进口分
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析纯。接头及引物由英潍捷基公司合成，详见表１。

表１　接头和引物序列

类别 名称 序列（５′→３’）
接头 ＥｃｏＲⅠ－ａｄａｐｔｅｒⅠ ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ

ＥｃｏＲⅠ－ａｄａｐｔｅｒⅡ ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣ
ＨｐａⅡ／ＭｓｐⅠ－ａｄａｐｔｅｒⅠ ＧＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴ
ＨｐａⅡ／ＭｓｐⅠ－ａｄａｐｔｅｒⅡ ＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡ

预扩增引物 ＥＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ
Ｈ／ＭＴ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴ

选择性扩增

引物
Ｅ＋Ａ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ＋
Ｈ／Ｍ＋Ｔ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧＴ＋

　　注：“”表示Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ的任意２个碱基。

１．３　试验方法
１．３．１　桃叶片ＤＮＡ提取　桃叶片 ＤＮＡ提取参照王富荣等
改良ＣＴＡＢ法［１２］。

１．３．２　桃ＭＳＡＰ双酶切体系优化　２０μＬ体系：５００ｎｇ模板
ＤＮＡ，２μＬ１０×ＮＥＢＢｕｆｆｅｒ（ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｐⅠ使用 ＮＥＢ４，ＥｃｏＲ
Ⅰ／ＨｐａⅡ使用ＮＥＢ１），内切酶ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｐⅠ或ＨｐａⅡ用量分
为１、５、１０、２０Ｕ４种，用去离子水补足体积至２０μＬ。体系混
匀后置于 ＢｉｏｍｅｔｒａＴ－ＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪上，分别于３７℃温育
４、８、１２、１６、２０ｈ，８０℃失活２０ｍｉｎ，取５μＬ用１％琼脂糖凝胶
电泳检测酶切效果，筛选出最佳酶切时间、最佳内切酶用量。

接头连接后进行预扩增。２５μＬ预扩增体系：２．５μＬ
１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，２．５μＬｄＮＴＰｍｉｘ（各 ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），
０．５μｍｏｌ／Ｌ预扩增引物Ｅ＋Ａ、Ｈ／Ｍ＋Ｔ，２μＬ模板 ＤＮＡ（连
接产物稀释 １０倍），２．５μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．２５μＬ
５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，用去离子水补足至２５μＬ。扩增程
序：９５℃３ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３６个循
环；７２℃１５ｍｉｎ。
１．３．３　桃 ＭＳＡＰ选择性扩增及引物的筛选　采用 Ｅ＋
Ａ／Ｈ／Ｍ＋Ｔ引物组合。分别将预扩增产物稀释 ５、
１０、２０、５０倍，对选择性扩增模板浓度进行优化。反应体系与
预扩增反应体系相同，扩增程序：９５℃３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６５℃
３０ｓ（每次循环降低０．７℃），７２℃ １ｍｉｎ，共１３个循环；９５℃
３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共２３个循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ。

用优化后的体系对Ｅ＋Ａ、Ｈ／Ｍ＋Ｔ共２５６对引
物进行筛选。产物用２．０％琼脂糖凝胶电泳检测扩增效果。
１．３．４　聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染　选择性扩增产物经
２．０％琼脂糖凝胶电泳检测后，９５℃变性１０ｍｉｎ，用８％聚丙
烯酰胺凝胶电泳；银染参照梁宏伟等的方法［１３］。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ
琼脂糖凝胶电泳结果显示，所提基因组 ＤＮＡ主带清晰

（图１）。经紫外分光光度测定，结果显示 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在
１．７～１．９范围内，说明 ＤＮＡ纯度高，蛋白质、多糖及酚类含
量极少，满足ＭＳＡＰ分析对ＤＮＡ的要求。
２．２　桃ＭＳＡＰ双酶切体系优化

基因组ＤＮＡ经不同用量的内切酶双酶切，再用１％琼脂
糖凝胶电泳检测，结果见图２。由结果可知，对于 ２０μＬ体
系、５００ｎｇ模板ＤＮＡ，１Ｕ内切酶用量酶切不完全，５、１０、２０Ｕ

内切酶用量目测酶切完全，条带差异不大。由于即使极少量

的不完全酶切也会影响后续试验，因此为彻底排除不完全酶

切对后续试验的影响且尽可能节约酶用量，对于２０μＬ体系，
５００ｎｇ模板ＤＮＡ选用１０Ｕ内切酶。
　　基因组ＤＮＡ经不同酶切时间酶切，１％琼脂糖电泳检测
结果显示，对于２０μＬ体系、５００ｎｇ模板ＤＮＡ、１０Ｕ内切酶用
量条件，不同酶切时间的效果表现为，酶切时间为４ｈ时，酶
切不完全，８、１２、１６、２０ｈ基本酶切充分且无明显差异（图３），为
在保证酶切完全的前提下节省酶切时间，选择酶切时间为１２ｈ。
２．３　桃ＭＳＡＰ选择性扩增体系优化

选择性扩增产物于变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳，结果表

明，以２０倍稀释ＤＮＡ为模板扩增条带更清晰，且小分子量条
带较易分辨，因此确定使用２０倍稀释的预扩增产物为模板进
行选择性扩增。
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２．４　聚丙烯酰胺凝胶电泳结果初步分析
用２５６对 ＭＳＡＰ选择性扩增引物对桃 ＰＣＭ －１Ｒ、

ＰＣＭ－１Ｇ的叶片 ＤＮＡ样品进行全基因组甲基化分析，筛选
出２３对条带清晰、丰富且重复性好的引物组合（图４）。扩增
出２００～１０００ｂｐ的位点３９７个，其中ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ半
甲基化位点分别为 ４４、３８个，分别占全部位点的 １１．１％、
９６％；全甲基化位点分别为 ６７、６４个，分别占全部位点的
１６．９％、１６．１％；总甲基化率分别为２８．０％、２５．７％，ＰＣＭ－
１Ｒ略高于ＰＣＭ－１Ｇ。

３　结论与讨论

ＤＮＡ在含有多糖、酚类和蛋白质的情况下容易造成酶切
失败，体现在聚丙烯酰胺凝胶电泳胶版上端大分子片段多且

背景加深［１４］，因此高质量的 ＤＮＡ是 ＭＳＡＰ成功的基础。一
般来说，十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法提取的ＤＮＡ会有较多的多
糖，使ＤＮＡ呈胶冻状，而ＣＴＡＢ法提取纯化可基本除去多糖。
桃叶片中糖及酚类物质含量较多，因此本试验采用王富荣等

改良ＣＴＡＢ法提取基因组 ＤＮＡ［１２］，虽然产量略低，但有效去
除了蛋白质、多糖及酚类杂质，保证了ＤＮＡ的质量。

限制性内切酶单位定义：在合适的温度下，完全消化

１μｇＤＮＡ底物所需的酶量定义为１个单位（１Ｕ）。在这个单
位定义中，有几个不确定因素：首先是底物，不同的酶单位定

义选择的底物可能不同；其次是限制性内切酶在底物ＤＮＡ上
酶切位点的个数。酶单位定义要求完全消化，底物上某个酶

的酶切位点数量的多少，直接影响该酶的单位定义。因而在

进行酶切时，用１Ｕ酶消化１μｇＤＮＡ的通常做法是很不科学
的，这也导致在实际工作中，要进行多次试验才能确定最合适

的酶切条件。

研究表明，由于 ＭＳＡＰ使用的同裂酶只能识别“ＣＣＧＧ／
ＧＧＣＣ”位点的胞嘧啶甲基化，而不能对“ＣＣＧＧ／ＧＧＣＣ”位点
以外的胞嘧啶甲基化进行修饰，获得的结果与基因组中实际

的甲基化水平可能存在差异［１５］。但由于约９０％的甲基化修
饰位于“ＣｐＧ”二核苷酸或“ＣｐＮｐＧ”三核苷酸重复区内，因此
多数研究者认为“ＣＣＧＧ／ＧＧＣＣ”位点的甲基化修饰比例能够
客观反映植物基因组甲基化修饰水平［１６］。

不同物种或同一物种的不同生长时期、不同生长环境

ＤＮＡ甲基化水平有很大的差异，如脐橙甲基化率为４．７％ ～

１５．０％［７］，苹果甲基化率为１６．２８％ ～２１．７７％［１１］，半夏多倍

体复合体甲基化率为５４％～５８％［１７］，不同生态区同一基因型

烟草甲基化率相差５．７８百分点［１８］。本试验中的 ＰＣＭ－１Ｒ、
ＰＣＭ－１Ｇ均为３年生植株，且种植于同一田块，基本上可以
排除生长环境与树龄对试验结果的影响。
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