
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
　　ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚｅ ｓｙｎｔｅｎｙ ｂｌｏｃｋｓ ａｌｏｎｇ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９（３）：ｅ９２６２１．
［２３］ＲｅｖａｎｎａＫＶ，ＣｈｉｕＣＣ，ＢｉｅｒｓｃｈａｎｋＥ，ｅｔａｌ．ＧＳＶ：ａｗｅｂ－ｂａｓｅｄ

ｇｅｎｏｍｅ ｓｙｎｔｅｎｙ ｖｉｅｗｅｒ ｆｏｒ ｃｕｓｔｏｍｉｚｅｄ ｄａｔａ［Ｊ］． ＢＭＣ
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１１，１２（１）：３１６．

［２４］ＳｕｌｌｉｖａｎＭＪ，ＰｅｔｔｙＮＫ，ＢｅａｔｓｏｎＳＡ．Ｅａｓｙｆｉｇ：ａｇｅｎｏｍｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｖｉｓｕａｌｉｚｅｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１１，２７（７）：１００９－１０１０．

［２５］ＧａｓｃｏｙｎｅＲＤ，ＫｒｚｙｗｉｎｓｋｉＭ，ＢｉｒｏｌＩ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｏｓ：ａｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｅｓｔｈｅｔｉｃｆｏｒｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．２００９，

［２６］ＤｏｒｎＲＤ．ＡｓｙｎｏｐｓｉｓｏｆＡｍｅｒｉｃａｎＳａｌｉｘ［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆ
Ｂｏｔａｎｙ，２０１１，５４（２４）：２７６９－２７８９．

［２７］ＳｋｖｏｒｔｓｏｖＡ Ｋ． ＷｉｌｌｏｗｓｏｆＲｕｓｓｉａａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔｃｏｕｎｔｒｉｅｓ：
ｔａｘｏｎｏｍｉｃａｌａｎｄｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌｒｅｖｉｓｉｏｎ［Ｍ］．Ｊｏｅｎｓｕｕ：Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＪｏｅｎｓｕｕＰｒｅｓｓ，１９９９：１－３０７．

贾永红，刘　聪，高　婧，等．３种甲基化抑制剂对苜蓿生长及愈伤诱导的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（８）：２７－３０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０８．００６

３种甲基化抑制剂对苜蓿生长及愈伤诱导的影响
贾永红，刘　聪，高　婧，韩丹丹，李树梅
（廊坊师范学院生命科学学院，河北廊坊０６５０００）

　　摘要：通过在培养基中添加甲基化抑制剂培养紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）无菌苗，观测种子萌发和生长情况，
统计和分析子叶和下胚轴愈伤诱导情况，结果发现，３种甲基化抑制剂对苜蓿种子的萌发、无菌苗的生长以及愈伤组
织的形成均有不同程度的抑制效应。高浓度姜黄素完全抑制外植体愈伤的形成，而低浓度姜黄素对苜蓿种子的萌发

和外植体愈伤的诱导表现某种程度的促进作用。
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　　苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）作为牧草之王，不仅饲用价值
高，在畜牧业生产中应用广泛，而且还可以加工成高蛋白人类

营养保健食品，此外苜蓿富含各种维生素、矿物质及类胡萝卜

素、类黄酮素和酚型酸，具有良好的药用价值，全草入药，有助

于人体健康的恢复；苜蓿还是防风固沙和绿化荒山的优良作

物，具有很高的环保价值。苜蓿在地球上分布广泛，除野生种

外，世界各国都有栽培，目前对苜蓿的遗传改良也成为一大研

究热点。

ＤＮＡ甲基化（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）是目前表观遗传学研究
的热点之一，ＤＮＡ甲基化是基因组遗传信息的重要组成，在
维持基因组稳定性、调节基因活性以及生长发育中基因的表

达调控方面起重要作用［１－２］，甲基化水平过低或过高，都会影

响植物生长发育和分化，导致发育和形态异常［３］。

本研究在培养基中添加甲基化抑制剂，观察其在生长发

育和再生过程中的效应，以期为苜蓿遗传改良和表观遗传研

究积累基础数据。

１　材料与方法

１．１　材料试剂
１．１．１植物材料　中苜１号种子购自中国农业科学院，选取

其无菌苗的下胚轴和子叶。

１．１．２　试剂和培养基　ＭＳ培养基所用试剂、甘露醇、乙醇、
氯化汞等均为国产分析纯试剂；植物生长调节剂、５－氮杂胞
苷（５－ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５－ａｚａＣ）、姜黄素均为生工生物工程（上海）
股份有限公司进口分装试剂，植物生长调节剂配成１０００×贮
液－２０℃保存；５－ａｚａＣ和姜黄素配成 １０ｍｍｏｌ／Ｌ溶液
－２０℃ 保存。
种子培养基：ＭＳ固体培养基（含３０ｇ／Ｌ蔗糖和８ｇ／Ｌ琼

脂），分别添加不同浓度的甘露醇、５－ａｚａＣ、姜黄素。
愈伤诱导培养基：ＭＳ＋ＵＭ有机 ＋２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋

０．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋８ｇ／Ｌ琼脂粉 ＋２ｇ／Ｌ水解
酪蛋白（ＵＭ有机包含１０ｍｇ／Ｌ盐酸硫胺素、１０ｍｇ／Ｌ盐酸吡
哆醇、５ｍｇ／Ｌ烟酸、２ｍｇ／Ｌ甘氨酸、１００ｍｇ／Ｌ肌醇），分别添
加不同浓度的甘露醇、５－ａｚａＣ、姜黄素。

其中，甘露醇在灭菌前直接加入培养基中，使终浓度分别

为０、５０、１００、１５０、２００ｍｍｏｌ／Ｌ，灭菌后使用；５－ａｚａＣ和姜黄
素经抽滤灭菌后，分别在培养基灭菌后降温至 ６０℃以下时
加入，使终浓度依次为 ０、１０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，摇匀后分
装。３种甲基化抑制剂按浓度从低到高依次标记为 ＣＫ（０添
加）、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４。
１．２　方法

挑选饱满无损伤的种子，流水下冲洗３０ｍｉｎ，在７０％的
乙醇中振荡１ｍｉｎ，换入０．１％的氯化汞中振荡消毒８ｍｉｎ，再
用无菌水冲洗５～７次，无菌滤纸吸干表面水分后，接种于添
加有不同浓度甘露醇、姜黄素和５－ａｚａＣ的 ＭＳ培养基上，每
一种甲基化抑制剂每浓度梯度重复４瓶（其中１瓶作为备用
样品，另作标记，只有当某一供试样品污染或发生异常时用备
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用样品代替），每瓶 ３０粒左右；置于（２４±１）℃、光照度
２５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、光暗周期比为１６ｈ∶８ｈ的恒温培养室中
培养，每天定时观察种子萌发情况和无菌苗的长势，分别统计

８ｄ时的发芽率、无菌苗根长度、整株鲜质量和干质量。
同法在无添加甲基化抑制剂的 ＭＳ培养基中，接种苜蓿

种子培养，观察无菌苗的长势，待子叶展开即可剪取子叶和下

胚轴进行组织培养和愈伤诱导。

选择长势良好的５～６ｄ无菌苗的子叶（从基部切下）、下
胚轴切段（３～５ｍｍ）为外植体，分别接种到添加不同浓度梯
度甲基化抑制剂的愈伤诱导培养基中，每一种甲基化抑制剂

每一浓度梯度接种子叶外植体和下胚轴外植体各１０瓶，每瓶
５～８块。培养瓶置于（２４±１）℃、光照度２５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、
光暗周期比为１６ｈ∶８ｈ的恒温培养室中培养，定时观察，及
时清理污染的培养基，观察并记录下胚轴和子叶开始出现第

１块愈伤组织的时间，并于２０ｄ后统计下胚轴和子叶的愈伤
诱导情况，计算愈伤诱导率。

对统计数据采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行单因素方差分析，
ＳＮＫ法对差异达显著水平的数据进行多重比较，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　甲基化抑制剂对苜蓿种子萌发的影响
经消毒的苜蓿种子接种于添加有不同浓度甘露醇、姜黄

素和５－ａｚａＣ的ＭＳ培养基上，４～５ｄ即可发芽（图１），分别
统计８ｄ时每浓度梯度各３瓶的发芽种子数和未发芽种子
数，计算得到发芽率，以及每一处理组的平均发芽率（表１），
利用方差分析和多重比较方法对数据进行统计学分析。结果

发现，除姜黄素１０μｍｏｌ／Ｌ处理组苜蓿种子发芽率极显著高
于其他姜黄素浓度组和对照组外（Ｐ＜０．０１），其他甲基化抑
制剂及其他各浓度处理，并未引起苜蓿种子发芽率的显著变

化（Ｐ＞０．０５），只是随各种试剂浓度增加表现出发芽率降低
的趋势，但差异没有统计学意义。

２．２　甲基化抑制剂对苜蓿无菌苗生长的影响
接种后８ｄ，可发芽的种子都已发芽成苗，部分已经长出真

叶，须根极少或没有，取出无菌苗，测量每一株的根长度，每一

瓶无菌苗的数量、鲜质量和干质量（８０℃烘干至恒质量），计算
每一培养瓶中无菌苗的平均根长度、单株平均鲜质量和单株平

均干质量，以及每一处理浓度组的平均值，结果见表１。
对各组根长数据进行方差分析，结果表明，甘露醇和５－

ａｚａＣ各处理组与对照组彼此差异均不显著（Ｐ＞０．０５），且苜
蓿无菌苗根长未表现出随浓度变化的规律性变化，姜黄素处

理组苜蓿苗根长均极显著小于对照组（Ｐ＜０．０１），１０μｍｏｌ／Ｌ
处理组苜蓿苗根长显著大于１００μｍｏｌ／Ｌ处理组（Ｐ＜０．０５）。

各组的单株干鲜质量数据方差分析结果表明，５－ａｚａＣ
各处理组单株鲜质量均低于对照组，且随处理浓度变化，单株

鲜质量呈现钟形曲线变化，但差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）；添加甘露醇有使无菌苗鲜质量降低的趋势，且与对照
组相比达到极显著差异水平（Ｐ＜０．０１），而各处理浓度组之
间苜蓿无菌苗单株鲜质量无显著差异（Ｐ＞０．０５）；姜黄素的
添加使苜蓿单株鲜质量极显著降低（Ｐ＜０．０１），且低浓度组
（１０μｍｏｌ／Ｌ）单株鲜质量显著大于高浓度组（５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）
（Ｐ＜０．０５），而中高浓度处理组之间差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。

３种甲基化抑制剂处理得到的无菌苗单株平均干质量与
对应试剂各处理组鲜质量有相似的变化趋势，但均未达到显

著差异水平（Ｐ＞０．０５）。
２．３　甲基化抑制剂对愈伤组织诱导的影响

分别统计下胚轴和子叶作为外植体进行愈伤诱导（图２）
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表１　添加甲基化抑制剂对苜蓿生长及再生的影响

处理
种子发芽率（％） 根长（ｃｍ） 鲜质量（ｍｇ）

５－氮杂胞苷 甘露醇 姜黄素 ５－氮杂胞苷 甘露醇 姜黄素 ５－氮杂胞苷 甘露醇 姜黄素

ＣＫ ８３．０１±２．４５ ８３．０１±２．４５ ８３．０１±２．４５ ３．７５±０．９４ ３．７５±０．９４ ３．７５±０．９４ ３８．５７±９．９３ ３８．５７±９．９３ ３８．５７±９．９３
Ｂ１ ６９．８３±２．８６ ７５．０３±９．０９ ９６．１０±３．６２３．０３±０．５７ ３．１２±０．４６ ２．０２±０．１５＃＃ ２４．６９±４．０７ ２５．０１±０．６４＃＃２１．５５±１．３５＃＃

Ｂ２ ８２．０１±９．５５ ７４．５２±４．２８ ８４．７６±５．７７ ３．０３±０．７０ ２．８０±０．４１ １．６１±０．２８＃＃ ３１．６９±９．５５ ２０．１３±２．４４＃＃１３．６２±１．１８＃＃

Ｂ３ ８０．１６±７．６５ ７５．１０±１８．３３７８．８９±５．０９ ３．３７±０．２６ ２．８４±０．７４ １．３６±０．１５＃＃ ３２．４７±４．９４ １６．１８±４．３０＃＃１０．５７±０．９１＃＃

Ｂ４ ８６．０８±４．１９ ６３．０４±３．９６ ７６．８８±６．６０ ２．４８±０．６２ ２．９０±０．４１ ０．８９±０．１０＃＃ ２６．３３±７．３０ １９．７４±２．９２＃＃ ７．４８±０．６６＃＃

处理
干质量（ｍｇ） 下胚轴愈伤诱导率（％） 子叶愈伤诱导率（％）

５－氮杂胞苷 甘露醇 姜黄素 ５－氮杂胞苷 甘露醇 姜黄素 ５－氮杂胞苷 甘露醇 姜黄素

ＣＫ ２．０２±０．２７ ２．０２±０．２７ ２．０２±０．２７ ８２．５０±１１．８９ ８２．５０±１１．８９ ８２．５０±１１．８９ ３５．３３±１４．４２ ３５．３３±１４．４２３５．３３±１４．４２
Ｂ１ ２．０１±０．１７ ２．２１±０．０３ ２．０６±０．０５ ７３．１３±２３．７５ ８４．３８±１８．０２ ９７．５０±７．０７＃ ２５．４２±３．６５ ３４．６９±１２．０７４０．８３±２１．５１
Ｂ２ ２．０７±０．１２ １．７２±０．２４ １．３２±１．１６ ５３．７５±５．１８＃＃ ６５．６３±２３．５２ ５６．０４±１７．８８３１．２５±８．６３ ２３．３３±６．９４ ３０．８３±１３．７４
Ｂ３ ２．０９±０．３３ １．７５±０．１９ １．４９±０．３６ ４５．００±１０．６９＃＃ ６７．５０±１１．３４ ３３．１３±１４．１３２３．３３±７．０７ ２７．１９±５．８５ １３．３３±１０．０４
Ｂ４ １．９２±０．１９ １．４６±０．６６ ０．９７±０．７４ ２８．７５±６．９４ ５０．００±１８．９０ ０．００±０．００ ２１．０４±３．５６＃ ２３．３９±１０．４５ ０．００±０．００

　　注：ＣＫ为对照组，对于５－ａｚａＣ和姜黄素 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４分别为１０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，对于甘露醇 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４分别为５０、１００、１５０、
２００ｍｍｏｌ／Ｌ；“”“”分别表示与对照组和其他试验组相比在０．０５、０．０１水平上差异显著、极显著；“＃”“＃＃”分别表示与对照组相比在
００５、０．０１水平上差异显著、极显著。

的数据，由表１可知，经方差分析和多重比较，结果表明，添加
５－ａｚａＣ后，下胚轴愈伤诱导率呈现随添加浓度升高而降低
的趋势，除低浓度（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理组与对照组差异不显著
外（Ｐ＞０．０５），中高浓度（２５～１００μｍｏｌ／Ｌ）处理组下胚轴愈
伤诱导率极显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），１００μｍｏｌ／Ｌ处理组
下胚轴愈伤诱导率显著或极显著低于对照组和其他处理浓度

组（Ｐ＜０．０５）；添加甘露醇除高浓度（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）处理组下
胚轴愈伤诱导率极显著低于对照组和低浓度（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）处
理组外（Ｐ＜０．０１），其余各处理组及对照组间均无显著差异
（Ｐ＞０．０５）；添加低浓度（１０μｍｏｌ／Ｌ）姜黄素可促进下胚轴愈
伤组织的形成，愈伤诱导率显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），但随
添加浓度的增加，下胚轴愈伤诱导率急剧降低，直至高浓度

（１００μｍｏｌ／Ｌ）完全抑制愈伤组织的形成，各浓度梯度间呈现
出极显著差异（Ｐ＜０．０１）。
　　添加５－ａｚａＣ使子叶愈伤诱导率呈现降低趋势，但除高
浓度处理组（１００μｍｏｌ／Ｌ）显著低于无添加的对照组外（Ｐ＜
０．０５），其余各处理组间相比均无显著差异（Ｐ＞０．０５）；添加
甘露醇也使子叶愈伤诱导率呈现降低趋势，但无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；添加姜黄素诱导子叶愈伤组织，也呈现出与下胚

轴愈伤诱导相似的倾向，同样在高浓度完全不能诱导产生愈伤

组织，对照组、低浓度组（１０μｍｏｌ／Ｌ）和中浓度组（２５μｍｏｌ／Ｌ）
三者之间愈伤诱导率均无显著差异（Ｐ＞０．０５），三者愈伤诱导
率极显著高于高浓度（５０～１００μｍｏｌ／Ｌ）添加组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

ＤＮＡ甲基化能够导致植物表观形态改变，形成可遗传的
表型性状［４］。ＤＮＡ甲基化水平的升高或降低对植物的一些
重要性状会产生极为重要的影响。非生物胁迫能够造成全基

因组或特定位点胞嘧啶甲基化水平的升高或降低［３，５］，甚至

会影响到植物的免疫抗性［６］。

５－ａｚａＣ是一种研究和应用较多的 ＤＮＡ甲基化抑制剂，
可以降低基因组甲基化水平［７］。５－ａｚａＣ还可发挥植物生长
调节剂效应，诱导植物开花［８－９］。研究表明，５－ａｚａＣ使紫花
苜蓿幼苗高度和干质量、鲜质量降低［１０］，虽未发现基因甲基

化状态明显改变，但高浓度的５－ａｚａＣ会抑制愈伤组织的增
殖和再分化［１１］。本研究结果也表明，添加５－ａｚａＣ使无菌苗
根长和单株平均鲜质量下降，但未达到显著差异水平；而在离

体组织培养中，愈伤诱导率随５－ａｚａＣ添加浓度的增加而逐
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渐降低，甚至呈现出极显著差异，支持Ｂｒｏｗｎ等的结论［１１］。

姜黄 素 （ｃｕｒｃｕｍｉｎ）对 ＤＮＡ 甲 基 转 移 酶 １（ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮＭＴ１）有明显的抑制作用，是最新发现的
一类甲基化抑制剂，用于白血病细胞株系基因组 ＤＮＡ的研
究，发现浓度为３．０～３０．０μｍｏｌ／Ｌ的姜黄素可导致 ＤＮＡ甲
基化水平降低１５％～２０％［１２］，此外姜黄素具有清除自由基、

抑菌抗炎、抗增殖、抗肿瘤等广泛的药理作用［１３－１４］。本研究

结果表明，低浓度姜黄素可提高苜蓿种子发芽率，也可提高离

体子叶和下胚轴的愈伤诱导率，但随姜黄素添加浓度升高愈

伤诱导率急剧下降，至浓度升高到１００μｍｏｌ／Ｌ时，完全不形
成愈伤；同时添加姜黄素使苜蓿无菌苗根长和鲜质量随其添

加浓度增加而迅速下降，甚至达到显著或极显著差异水平。

甘露醇（ｍａｎｎｉｔｏｌ）常被用作组织液吸收剂，作为植物组
织或细胞培养的水分胁迫因子，是一种植物组织相容性物质。

有研究发现，甘露醇处理能明显地提高大麦花粉粒存活率和

质量，有利于进一步分裂形成愈伤组织和胚状体；还能明显提

高大麦花药培养愈伤组织诱导率、绿苗分化率及绿苗产

量［１５－１８］。植物组织培养中添加一定浓度的甘露醇可以抑制

植物的生长，高渗透胁迫能够影响植物 ＤＮＡ甲基化状态［１９］，

甘露醇处理影响ＤＮＡ甲基化水平和模式改变，呈现表观遗传
变异。有研究表明，甘露醇处理使拟南芥幼苗基因组ＤＮＡ的
甲基化状态发生了不同程度的变化，５０～２００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇
可使拟南芥基因组 ＣＣＧＧ位点发生双链半甲基化（ｍＣＣＧＧ）
以至双链全甲基化（ＣｍＣＧＧ），浓度３７５ｍｍｏｌ／Ｌ以上甘露醇
处理组幼苗全部死亡［２０］。本研究结果也显示，添加甘露醇使

苜蓿种子发芽率、无菌苗根长、单株鲜质量和干质量呈下降趋

势，但只有单株鲜质量有统计学意义；高浓度的甘露醇还可极

显著降低苜蓿下胚轴的愈伤形成，对苜蓿子叶影响较为温和。

由此可见，３种甲基化抑制剂均可不同程度地对苜蓿种
子的萌发、无菌苗的生长以及愈伤组织形成产生抑制效应，其

中高浓度姜黄素对苜蓿无菌苗的生长以及外植体愈伤诱导的

抑制效应最为突出，然而其低浓度又对苜蓿种子的萌发和外

植体愈伤的诱导表现某种程度的促进作用。
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