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毩粒子辐照诱导拟南芥菜早期远程表观遗传改变研究*
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摘暋要:由于低能离子较低的组织穿透能力,其诱变机理一直是研究者争论的问题。近年来,本研

究组的一系列研究工作已经证明在植物中存在辐射远程(诱变)效应,从一个新的角度解释了低能

离子的诱变机理,然而依然无法解释低能离子辐照中的许多独特生物现象,而这些现象均具有明显

的表观遗传学特性。以表观遗传学最具标志性特征的胞嘧啶甲基化为研究对象,以毩粒子灢拟南芥

菜根辐照实验体系作为研究平台,检测了远程组织(器官)甲基化相关基因 AtDML3的表达及特定

基因片段的甲基化水平。研究证实,在植物个体水平辐射可以诱导远程表观遗传的变化,为进一步

探索低能离子的诱变机理提供了新的思路。
关 键 词:辐射诱导的远程表观遗传效应;甲基化;AtDML3基因

中图分类号:Q947.9暋暋暋文献标志码:A

1暋引言

20世纪80年代,低能离子辐照的诱变效应被

发现。经过20多年的发展,在农作物、工业微生物

诱变育种方面取得了不菲的成绩,并在国内外获得

了普遍的接受和认可[1-2]。然而,低能离子的诱变

机理一直存有争论、甚至受到质疑。其原因是低能

离子能量低、穿透能力有限,当辐射“靶暠为植物种

子时,一般认为不能直接作用到胚胎内部的茎尖生

长点细胞(ShootApicalMeristem,简称SAM)[3]。
最初的研究主要是从低能离子与生物体作用的原初

物理过程去解释低能离子的诱变机理,相继提出了

“离子通道暠和 “次级粒子暠等理论[4-7]。近年来,研

究人员已经开始在生物层面上研究低能离子的诱变

机理:杨根等使用质子微束辐照拟南芥菜胚胎的

SAM 细胞,发现未受辐照根尖生长点(RootApical
Meristem,简称RAM)的发育受到了显著抑制[8];
使用30keV的40Ar+ 辐照完整的拟南芥菜种子非生

长点 细 胞,同 样 可 以 引 起 未 受 辐 照 的 SAM 和

RAM 细胞的生长发育和分化抑制[9];李方华等使

用毩粒子辐照拟南芥菜幼苗根部,在未受直接辐照

的地上部分也检测到同源重组频率(Homologous
RecombinationFrequency,简称 HRF)的增加和

AtRAD54表达水平的上调[10-11]。以上结果证明了

植物个体中辐射远程(诱变)效应的存在,从一个新

的角度解释了低能离子的诱变机理。
尽管在植物个体水平上的辐射远程遗传效应可

以解释低能离子的局域性辐照和诱变效应之间的关

系,但是依然无法解释在低能离子辐照中的一些独

特生物现象,如广泛、丰富的当代突变表型和后代

个体中变异性状的丢失 (非孟德尔遗传模式)[12],
辐照当代反转录转座子增加的转录和转座活性[13],
辐照后期个体和子代中增加的基因组不稳定性

等[10,14],而这些现象均具有明显的表观遗传学特

征。作为经典遗传学的一个重要补充,表观遗传是

指在 DNA 序列不变前提下,对基因表达和调控进

行的可遗传修饰。与 DNA 序列变异的随机性相对

应,表观遗传变化的重要特征是可以 DNA 甲基化

或 SiRNA 调控,可以同时开放(上调)或关闭(下
调)等位基因的表达,使特定性状(检测终点)发生

一致性、群体性的改变。Sedelniko等使用微束定点
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照射体外重建的人体三维组织,在未受直接照射的

旁区组织检测到了 H2AX 磷酸化的增加和基因组

DNA甲基化程度的降低,该研究首次证明辐射可

以引起远程表观遗传学的变化[15];随后,Kotur灢
bash等使用 X 射线辐照小鼠的部分皮肤组织后,
在远端未受直接照射部位检测到了基因组水平表观

遗传的改变和 Line—1基因 CCGG 序列甲基化的

持续丢失[16-17],证明了动物个体水平辐射诱导的

远程表观遗产改变。到目前为止,植物个体水平辐

射诱导的远程表观遗传变化尚未见报道。在李方华

等研究中,低能离子辐照拟南芥菜种子不仅引起辐

照当代(S0代)植株 HRF 的增加,而且在子代(辐
照当代植株自交产生的种子发育来的,S1代)植株

同样可以检测到的 HRF的上升[18]。对高等植物来

说,植株由来自亲本的精子和卵细胞受精而形成的

受精卵发育而来,因为精子和/或卵细胞发生突变

而引起后代 HRF群体性增加几乎是不可能的,因

此 S1代 HRF的增加通常认为源自表观遗传的变

化[19]。该结果表明,在高等植物个体水平也可能存

在辐射诱导的远程表观遗传效应,但尚缺乏直接证

据。更为重要的是,研究表明,辐射诱导远程效应

的本质是表观遗传学的变化,即辐射损伤在旁区组

织(未受直接照射)中产生的主导效应是表观遗传学

的改变,而其他效应,如诱变、基因组不稳定性、
基因的表达和抑制、生长发育的变化等都是表观遗

传变化的一系列下游事件[20-21]。因此,研究植物个

体水平辐射诱导的远程表观遗传学变化对进一步理

解低能离子的诱变机理具有重要意义。
本文主要以前期创建的 毩粒子灢拟南芥菜局部

根辐照实验体系为研究平台[10,14,18],以表观遗传

最有标志性的 DNA 甲基化为研究对象,研究拟南

芥菜局部根辐照后,远程未辐照部分甲基化相关基

因 AtDML3的表达水平和一些特定 DNA 片段的

甲基化变化情况,证实在植物个体水平辐射远程表

观遗传学效应的存在。

2暋实验材料和方法

2.1暋实验材料和生长条件

(1)实验材料。哥伦比亚生态型野生型拟南芥

菜 N1092,购自诺丁汉拟南芥菜种质中心(Notting灢
hamArabidopsisStockCentre,简称NASC);拟南

芥菜 AtDML3曀GUS 转基因系 (Columbia生态

型),由 Dr.TeresaRoldan灢Arjona(Departamento
deGenetica,UniversidaddeCordoba,Spain)惠

赠[22]。
(2)生长条件。将消毒的无菌拟南芥菜种子点

播在 MS 培养基上 (1% 蔗糖,0.8% 琼脂,MS
盐),4曟 春化48h后放置于光照培养箱竖直培

养,培养条件为温度(22暲1)曟,光照周期,光16
h/暗8h,光强约100毺Mm2/s。

2.2暋毩粒子局部根辐射实验

(1)辐照装置。所用辐照装置为中国科学院离

子束生物工程学重点实验室 毩粒子旋转辐照装置

(放射源为241Am,活性为 7.4 MBq,平均能量为

3.3MeV,剂量率为 0.804cGy/s;辐照在特制的

圆环中进行,圆环的直径大约为45mm,底部固定

有一层3.5毺m 的 Mylar膜,部分 Mylar膜使用锡

箔纸覆盖 (厚度约为0.5mm,用于屏蔽毩粒子),
仅在中央部位留有7mm 未被遮挡狭缝,以实现对

拟南芥菜幼苗特定部位的辐照[23]。
(2)辐照步骤。将萌发5d的幼苗从 MS培养

基上转移到 Mylar膜上,并保证根部位于辐照窗口

上方,而子叶端被铝箔完全屏蔽。为了防止辐照过

程中小苗水分散失,在幼苗地上部分的上方和下方

各放置一层湿润的滤纸。辐照剂量为10Gy(约需

20.7min),辐照完成后,在辐照幼苗的圆环中加入

少量的无菌水 (大约 1mL)以便于小苗从 Mylar
膜上取下。将辐照后的拟南芥菜幼苗重新移到 MS
培养基上培养。

2.3暋GUS活性定量检测

将拟南芥菜幼苗的下胚轴和根部移去,剩余部

分(真叶、子叶和部分茎)每5个一组放入2.0mL
的eppendorf管中,加入1000毺L的4灢MUG反应

液 (1 mM 4灢MUG,50 mM sodium phosphate
buffer,pH7.0,10mMEDTA,0.1%SDS,0.1%
TritonX灢100,Sigma),37曟 水浴 30min后,加

入500毺L1M 的 Na2CO3溶液终止反应。每个样品

10组,检测时每组样品取 100毺L反应液加入 96
孔板的酶标板中,酶标仪检测荧光强度 (激发光波

长365nm,发射光波长455nm)[24]。

2.4暋半定量RT灢PCR(Semi灢quantitativeRT灢PCR)

半定量 RT灢PCR 的具体方法参照之前 的 研
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究[25]。所采用的 AtDML3 基因的特异性引物为

PF1: GCGATTTGGCAACCAGGTGAAACATC
和 PR1: CCCTGTCCAAAAGCAAAGT灢
TCAATCCG。以 tubulin 为内标,所用引物序列

PF2: CGTGGATCACAGCAATACAGAGCC 和

PR2:CCTCCTGCACTTCCACTTCGTCTTC。内

标tubulin和AtDML3采用的循环数分别为25和

33。PCR 产物以2.0% 琼脂糖凝胶电泳分析。

2.5暋辐照后远端组织甲基化水平检测

以哥伦比亚生态型野生型拟南芥菜 N1092 为

实验材料,采用重亚硫酸盐修饰后测序法(bisulfite
sequencing)[26]检测拟南芥菜远端未受直接辐照组

织的甲基化水平。具体为:对萌发后 5d的拟南芥

菜幼苗进行毩粒子局部根辐照,辐照后第3d提取

地上部分基因组 DNA,使用EZDNA Methylation
Kit(ZymoResearch,USA)试剂盒对基因组 DNA
进行修饰,然后经 PCR 扩增出目的片段,进行 T灢
A 克隆,每个样本均随机至少挑选10个阳性克隆,
用通用引物 M13R 进行测序。之后采用 DNAssist
软件和 Kismeth软件[27]进行数据分析。分析的目

标序列为 Ta3,At5g35210和 At5g01580。Ta3为

转座子相关基因序列,后两者为结构基因序列。

PCR 扩增所用引物[28]:Ta3的引物为 PrimerF4:

GAAGTTTGTTTGTGTGAATYAAAGA和Prim灢
er R4:CTTCACACCACACATTTCACATCAA;

At5g35210的引物为 PF5:ATTGGGATGAAAT灢
TGAAGATT;PR5:CTAATTCCAACAAATR灢
CAAAACAAATT;At5g01580 的 引 物 为 PF6:

ATGTAATGGTATTTGGGATATTATAAA 和

PR6:CCCAAGTTTRCTATTCCAATCACTAA;

PF7:GTGTAGAAYGAATTGGA GAGGAG 和

PR7: AACATTARTTAACTTATACARCCA灢
CAACA;PF8:AT TAGYTTAATTTATAGGA
和 PR8:CTTAATCTCATCCATTRATCTCCA。

3暋实验结果

3.1暋毩粒子局部根辐照引起远程 AtDML3基因表

达水平升高

为分析毩粒子辐照引起的远程表观遗传变化,
以 AtDML3曀GUS 转基因系拟南芥菜为材料,分

析了毩粒子辐照拟南芥菜根部后,未受照射的地上

部分 AtDML3 的表达情况,局部辐照示意图如

图1。

图1 拟南芥菜根部毩粒子局部辐照示意图

以10Gy的毩粒子辐照拟南芥菜幼苗根部,6
d后检测地上部分 GUS活性(代表 AtDML3基因

的表达水平)表达情况。结果表明,10Gy毩粒子辐

照后,远程未辐照部分 AtDML3 基因的表达水平

上调,为对照样品 (0Gy)的1.24倍(P<0.05),
如图2(a)所示。

图2毩粒子辐照拟南芥菜根部后远程 AtDML3表达水平的

上调

(a)毩粒子辐照拟南芥菜根部后,地上部分 GUS 活性定量分

析;(b)RT灢PCR方法分析AtDML3转录水平,1号泳道为对

照组转录情况,2,3,4号泳道分别为辐照后2,12,24h的转

录情况。实验数据均采用平均值(Mean)暲标准偏差 (Standard

Deviation,简称SD)的方式表示。利用t检验进行统计学意义

分析。当P<0.05时,视作差异显著,以*表示。

作为并行实验,我们也使用半定量 RT灢PCR方

法直接分析辐照后 AtDML3 基因的表达。分别于

局部根辐照后 2,12和24h提取拟南芥菜未辐照

的地上部分总 mRNA,进行 RT灢PCR 扩增。与对

照相比,辐照样品随着时间的延长,AtDML3基因

的表达水平具有明显的上调趋势,如图2(b)所示。
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这一结果进一步说明了毩粒子辐照拟南芥菜根部可

以引起远程地上部位AtDML3基因表达水平的上

调。

3.2暋毩粒子局部根辐照引起远程甲基化水平改变

以上结果表明,毩粒子辐照拟南芥菜根部引起

的地上部分AtDML3基因表达水平的上调。我们

又通过重亚硫酸盐修饰后测序方法直接分析了逆转

录转 座 子 Ta3 及 结 构 基 因 序 列 At5g35210 和

At5g01580的甲基化水平和模式的改变。结果显

示,以毩粒子对拟南芥菜的根部辐照后,未受直接

照照的地上部分显示了不同程度的甲基化水平和模

式改 变,如 图 3 所 示。对 于 逆 转 录 转 座 子 Ta3
(CG,CHG 和 CHH)位点的甲基化水平分别由

93.33%,57.77%,18.16%变为97.00%,53.33%,

图3 重亚硫酸盐测序法检测逆转录转座子Ta3(a)和结构

基因序列 At5g35210(b)和 At5g01580(c)甲基化变化

情况

17.30%,甲基化整体水平降低了 0.96 %[图 3
(a)];对 于 At5g35210 CG 位 点 甲 基 化 水 平 由

63.33%降低为61.11%,而 CHG和CHH 位点非

别由0.62%,0.78%升高到1.87%,1.71%,该基

因片 段 甲 基 化 整 体 水 平 则 是 由 6.34% 升 高 到

7.05% [图3(b)];而对于 At5g01580(CG,CHG
和 CHH)位 点 的 甲 基 化 水 平 分 别 由 30.00%,

1.02%,0.79% 变为 30.33%,0.16%,0.47%,

CG位点甲基化水平略微升高,而CHG和CHH 位

点甲基化水平均明显降低[图3(c)]。以上结果表

明,毩粒子辐照拟南芥菜幼苗根部可以引起未受辐

照的地上部位甲基化水平和模式的改变,并且对不

同性质(或功能)基因片段有不同的变化形式。

4暋讨论

以前的研究表明,辐射远程诱变效应在低能离

子诱变机制中扮演了重要角色,本研究又进一步证

实植物个体中辐射远程表观遗传效应的存在。在本

研究中,毩粒子对拟南芥菜根部辐照诱导了远程未

辐照 部 分 AtDML3 基 因 表 达 水 平 明 显 上 调。

AtDML3基因编码5灢甲基胞嘧啶 DNA 糖基酶,该

酶的主要功能是维持基因组相应 DNA 位点正常的

甲基化并去除不正常甲基化[22],该基因表达的上调

表明辐照后远程组织基因组的甲基化状态放生了改

变。 而 亚 硫 酸 盐 测 序 的 结 果 也 显 示 Ta3,

At5g35210和 At5g01580DNA片段的基因组甲基

化水平发生了改变。但是植物中 DNA 甲基化的建

立与维持是由多个调控因子协调作用的结果,不同

的甲基转移酶类能直接作用于不同位点的胞嘧啶甲

基化,如 MET1,CMT3和 DME 等[29],因此不清

楚 AtDML3 表达水平的上调和 Ta3,At5g35210
和 At5g01580DNA 片段的基因组甲基化水平的改

变之间是否有直接的相关性。
与动物细胞中胞嘧啶甲基化主要发生在 CG 位

点不同,高等植物甲基化具有3种类型,分别是

CG,CHG 和 CHH (其 中 H 代 表 C,T 或

A)[30-31]。 在 本 研 究 中,Ta3, At5g35210 和

At5g01580DNA 片段也检测到CHG和CHH 位点

的甲基化水平变化。但是在这3个 DNA 片段中,

CG 和非 CG (CHH 和 CHG)的变化趋势并不一

致。对于 At5g01580片段,在 CG 甲基化水平不变

的情况下,CHG和 CHH 位点有较明显的降低。而
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对于Ta3和 At5g35210片段,CG和非 CG 位点有

相反的变化趋势。在植物中,CG,CHG和CHH 位

点的甲基化有不同的生物途径调控。它们变化趋势

的不一致也表明局部辐射对远程组织不同的甲基化

途径有不同程度的影响。
总的来说,本研究证实了在植物个体中辐射远

程表观遗传效应的存在,但是辐照通过何种方式诱

导远程表观机制的改变,以及表观机制如何介入植

物辐射远程生物效应都还不清楚,也是下一步的研

究目标。
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InductionofEarlyLong灢rangeEpigeneticChangesby
毩灢irradiationinArabidopsisthalianaPlants*

XUShu灢yan,LIFang灢hua,WANGTing,BIANPo# ,WUYue灢jin
(KeyLaboratoryofIonBeamBio灢engineering,InstituteofTechnicalBiologyandAgriculturalEngineering,

ChineseAcademyofSciences,Hefei230031,China)

Abstract:Alongtheway,themutagenicmechanismoflow灢energyionsirradiationisadebatableissue.
Recently,theexistenceofradiationinducedlong灢range(mutagenic)effectsinvivoinplantshasbeenper灢
formedinaseriesofstudiesofourgroup,whichaccountforthemutagenesisoflow灢energyionsirradiation
inanewperspective.However,numerousdistinctbiologyphenomenaremaintobeaddressed,whichbear
obviouscharacteristicstoepigenetic.Inthepresentstudy,usingtheexpressionofmethylation灢related
AtDML3geneandmethylationlevelofspecificgenesegmentsasendpoints,themethylationofcytosine,

themostimportantfeatureofepigenetic,wasinvestigated.Itwasshownthat,inA.thaliana,root灢loca灢
lized毩灢irradiationcouldinduceepigeneticchangesinaerialpartswhichavoidedthedirectirradiation.The
radiationinducedlong灢rangeepigeneticchangeswereconfirmedinthisstudy,whichsuppliedinnovative
ideasforthefurtherinvestigationofthemutageneticmechanismoflow灢energyionsirradiation.

Keywords:radiation灢inducedlong灢rangeepigeneticeffect;methylation;AtDML3gene
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