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摘 要：为研究古老植物对重金属胁迫的分子水平的响应，探究重金属对濒危植物 DNA甲基化影响的特点，选择两种重金属 Pb和
Cd对濒危植物中华水韭进行胁迫处理，每种重金属设置 3个处理浓度，胁迫处理至第 28 d选取叶片，采用 MSAP（甲基化敏感扩增
多态性）技术测定 DNA甲基化程度。试验结果表明：重金属铅和镉均能够对中华水韭 DNA甲基化产生影响，甲基化总体水平基本
一致（对照、Pb处理和 Cd处理分别为 46.96%、48.23%和 48.1%），但全甲基化水平（Pb处理是 28.34%，Cd处理是 20.25%）均低于对
照（33.91%），而半甲基化水平（Pb处理是 19.89%，Cd处理是 27.85%）均高于对照（13.04%）。甲基化增强的变化，以无甲基化或内外
侧胞嘧啶半甲基化向内外侧胞嘧啶全甲基化变化的模式为主。去甲基化的变化，以内外侧胞嘧啶全甲基化向无甲基化或内侧胞嘧

啶半甲基化或全甲基化变化的模式为主。铅和镉胁迫在导致中华水韭 DNA 甲基化增强所占比率方面几乎相等（39.04%和
39.71%），而在去甲基化所占比率方面镉（46.86%）高于铅（33.92%）。
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Effect of Pb and Cd on DNA methylation of Isoetes sinensis, a rare plant
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Abstract: To investigate the molecular response of ancient plants to heavy metal stress and to explore the feature of DNA methylation in en原
dangered plants exposure to heavy metals, Isoetes sinensis, an endangered plant, was stressed with three different concentrations of two heavy
metals Pb and Cd, respectively. Then the degree of DNA methylation in the leaves were measured on the 28th day using Methylation Sensitive
Amplified Polymorphism（MSAP）technique. The results showed that the DNA methylated profile of I. sinensis was affected by heavy metal
stress. There was no significant difference in the amount of DNA methylation between the test and control groups（CK, Pb and Cd was
46.96%, 48.23% and 48.1%, respectively）, however, full-methylation level（Pb 28.34%, Cd 20.25%）were lower than control（33.91%）, in
contrast, hemi-methylation level（Pb 19.89%, Cd 27.85%）were higher than control（13.04%）. The change of patterns from no methylation or
hemi-methylation of inner and outer cytosines into full-methylation of inner and outer cytosines accounted for a large proportion in enhanced
methylation aspects and that from full-methylation of inner and outer cytosines into no methylation or hemi- or full-methylation of inner cy原
tosines occupied most of demethylation. The proportion of DNA methylation increased by both Pb and Cd stresses is nearly equal（39.04%
and 39.71%）, but the proportion of DNA demethylation by Cd is higher than that by Pb（46.86% than 33.92%）.
Keywords: Isoetes sinensis Palm; DNA methylation; MSAP; Pb; Cd
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图 3 铅、镉胁迫下中华水韭基因组 DNA甲基化水平比较
Figure 3 The comparison on methylation level of Isoetes sinensis

DNA under Pb and Cd stress
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图 1 铅胁迫下中华水韭基因组 DNA甲基化水平
Figure 1 The methylation level of Isoetes sinensis DNA

under Pb stress
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随着工业的发展，重金属已成为环境污染的重要

因子之一。重金属对植物的伤害主要表现为植物

DNA的损伤，包括碱基改变、DNA单双链断裂、与蛋
白质的交联和 DNA的期外合成等[1]，这些不可逆的损
伤，还可能遗传给后代，造成严重后果。重金属能够导

致植物 DNA甲基化的改变[2]，这种对胁迫做出的迅速
反应可以弥补高度稳定的 DNA序列对逆境响应的不
足[3-5]。中华水韭（Isoetes sinensis Palm）是孑遗古老的
活化石植物，因生存环境的变迁和生存区域的减少成

为濒危物种，被列为国家一级重点保护野生植物[6]。本
文主要报道重金属镉和铅对中华水韭 DNA甲基化的
影响情况，为深入研究古老植物适应环境和响应重金

属胁迫分子调控特殊机制提供材料。

试材中华水韭来自浙江大学，并由哈尔滨师范大

学蕨类研究室繁殖。胁迫处理前由温室移栽至实验

室。经 30 d恢复培养后，分别用 500 mg·L-1（Pb-1）、
2000 mg·L-1（Pb-2）和 5000 mg·L-1（Pb-3）浓度的硝酸
铅和 100 mg·L-1（Cd-1）、250 mg·L-1（Cd-2）和 500
mg·L-1（Cd-3）浓度的氯化镉溶液直接浇灌，至第 7 d
和第 14 d再浇灌 2次，3次共计 100 mL。至第 28 d随
机选取不同植株相同生长部位的叶片进行 DNA甲基
化水平测定，测定方法采用 MSAP（甲基化敏感扩增
多态性）技术，参考 Xiong等[7]方法进行。

结果表明，Pb-2处理组全甲基化水平略低于半
甲基化水平，对照组 CK、Pb-1和 Pb-3处理组的全甲
基化水平均明显高于半甲基化水平（图 1）。Pb-2处
理组的总甲基化水平和半甲基化水平明显高于对照

组，3个处理组的全甲基化水平均低于对照组。由此
可以分析得出，重金属铅能够对中华水韭 DNA甲基
化产生影响，并且不同浓度的铅胁迫对中华水韭

DNA甲基化的影响不同，其中 2000 mg·L-1浓度的铅
胁迫的影响作用最大。铅胁迫对中华水韭甲基化模式

的影响主要表现在半甲基化的增强。

3种浓度镉胁迫下中华水韭基因组 DNA的半甲
基化水平均高于对照，但全甲基化水平均低于对照，

而总甲基化水平表现为 Cd-1低于对照，Cd-2和 Cd-
3 高于对照（图 2）。在对照组中，全甲基化占优势，
Cd-3处理组全甲基化略微占优势，Cd-2则半甲基化
明显占优势。半甲基化在镉胁迫下中华水韭 DNA甲
基化的变化模式中以增强为主，而全甲基化以减弱为

主。

对铅、镉胁迫下的中华水韭 DNA甲基化水平进
行比较分析（图 3），发现中华水韭 DNA甲基化总体
水平基本一致，分别为 48.23%和 48.10%，与对照
46.96%相比略有增加，但全甲基化水平均明显低于对
照，而半甲基化水平均明显高于对照。与对照相比，铅

处理组全甲基化水平高于半甲基化水平，而镉处理组

则相反，推测重金属铅、镉胁迫中华水韭后存在不同

的 DNA甲基化模式变化。
MSAP甲基化结果有 4种类型[8]，玉类型：Hap域

和 Msp玉都有带，即（1，1）；域类型：Hap域有带，Msp玉
无带，即（1，0）；芋类型：Hap域无带，Msp玉有带，即
（0，1）；郁类型：Hap域和Msp玉都无带，即（0，0）（表 1）。

图 2 镉胁迫下中华水韭基因组 DNA的甲基化水平
Figure 2 The methylation level of Isoetes sinensis

DNA under Cd stress
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表 1 酶切类型及所代表的 DNA甲基化模式
Table 1 Restriction type and represent DNA methylation patterns

DNA甲基化模式 DNA methylation patterns DNA甲基化类型
Type of DNA methylation

1 1 无甲基化或内侧胞嘧啶半甲基化 No methylated or semi-methylated cytosine inner 玉
1 0 胞嘧啶外侧半甲基化 Semi-methylated cytosine outside 域
0 1 胞嘧啶内侧全甲基化 Full-methylated cytosine inner 芋
0 0 内外侧胞嘧啶全甲基化或序列变异 Full methylation or sequence variation of inner and outer cytosine 郁

酶切类型 Restriction type
Hap域 Msp玉

表 2 铅、镉胁迫下中华水韭基因组 DNA甲基化模式分析
Table 2 The analysis of methylation status in Isoetes sinensis genomic DNA under Pb and Cd stress

注：下划线“_”指示发生甲基化的碱基。
Note：Underline "_"indicated methylated bases.

分析表 2可以看出，在 A型（甲基化增强）的 5种甲
基化模式中，所占比率最高的是对照玉型胁迫郁型
（1，1；0，0），3 种浓度铅和镉胁迫平均所占比率分别
为 15.96%和 15.08%。其次是对照域型胁迫郁型
（1，0；0，0），平均所占比率分别为 9.57%和 7.26%。平

均所占比率最低的是对照玉型胁迫芋型（1，1；0，1），
分别为 0.87%和 2.51%。该数据说明，铅和镉胁迫下
的中华水韭基因组 DNA甲基化以无甲基化或内外侧
胞嘧啶半甲基化向内外侧胞嘧啶全甲基化变化的模

式为主，由无甲基化或内侧胞嘧啶半甲基化向仅发生

酶切带型 Type of bands 甲基化模式 Methylation status 各种模式甲基化所占比率
Number and frequency of methylation pattern

对照 Control 胁迫 Stress
对照 Control 胁迫 Stress Pb-1 Pb-2 Pb-3 Cd-1 Cd-2 Cd-3

Hap域 Map玉 Hap域 Map玉
A 1 1 0 1 CCGG

GGCC
CCGG
GGCC

0.00 0.00 2.62 2.07 2.92 2.55

1 1 1 0 CCGG
GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC

5.84 2.19 4.19 1.38 3.51 2.55

1 1 0 0 CCGG
GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC

14.29 14.21 19.37 17.93 15.20 12.10

0 1 0 0 CCGG
GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC

6.49 8.20 10.99 2.07 4.09 7.01

1 0 0 0 CCGG CCGG
GGCC GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC

4.55 14.75 9.42 0.69 13.45 7.64

B 0 1 1 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC

0.00 0.55 1.05 0.00 2.92 5.10

1 0 1 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC

0.65 2.19 4.19 2.76 5.85 1.91

0 0 1 1 CCGG CCGG
GGCC GGCC

CCGG
GGCC

21.43 17.49 12.04 34.48 20.47 25.48

0 0 0 1 CCGG CCGG
GGCC GGCC

CCGG
GGCC

16.23 12.57 5.76 21.38 9.94 17.83

0 0 1 0 CCGG CCGG
GGCC GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC

0.65 3.83 3.14 8.28 4.68 5.10

C 1 1 1 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC

17.53 13.11 14.66 4.83 6.43 6.37

0 1 0 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC

9.09 0.55 12.04 0.69 2.92 3.18

1 0 1 0 CCGG CCGG
GGCC GGCC

CCGG CCGG
GGCC GGCC

1.30 2.19 0.52 0.00 0.58 0.64

D 0 1 1 0 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC

1.95 0.00 0.00 0.69 0.00 1.27

1 0 0 1 CCGG
GGCC

CCGG
GGCC

0.00 0.55 0.00 2.76 1.75 1.27
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内侧胞嘧啶全甲基化变化的模式最为少见。在 B型
（甲基化减弱）的 5种甲基化模式中，所占比率最高的
是对照郁型胁迫玉型（0，0；1，1），3种浓度铅和镉胁
迫平均所占比率分别为 16.99%和 26.81%。其次是对
照郁型胁迫芋型（0，0；0，1），平均所占比率分别为
11.52%和16.38%。平均所占比率最低的是对照芋型
胁迫玉型，分别为 0.53%和 2.67%。该数据说明，在去
甲基化的变化模式中，还是以内外侧胞嘧啶全甲基化

向无甲基化或内侧胞嘧啶半甲基化或全甲基化变化

的模式为主，仅发生内侧胞嘧啶全甲基化向无甲基化

或内侧胞嘧啶半甲基化变化的模式最为少见。另外，

各种 DNA甲基化模式所占比率与铅和镉的处理浓度
没有表现出显著相关。铅和镉胁迫在导致中华水韭

DNA甲基化增强所占比率方面几乎相等，而在去甲
基化所占比率方面镉高于铅。

很多研究显示重金属胁迫下植物总甲基化水平有

明显提高[9-12]，但也有报道与本研究结果相似，即重金属
胁迫后 DNA总甲基化水平有所提高但幅度不大[13]。有
些研究还显示重金属处理后 DNA甲基化水平有升高
也有降低，与处理的浓度相关[14]。所以，根据本实验结
果分析认为，重金属胁迫所引起的中华水韭 DNA甲
基化水平的变化，主要表现为全甲基化水平的降低和

半甲基化水平的升高，综合而言，在总甲基化水平上

的变化不够明显。但在 DNA甲基化变化的模式上，铅
和镉胁迫下的中华水韭表现出显著特征，因此分析植

物响应重金属胁迫的遗传可塑性机制，从 DNA甲基
化变化模式进行更加合理，而不是简单比较甲基化水

平的变化程度[15]。
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