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摘要　以二倍体和四倍体泥鳅为研究对象，采用甲基化修饰依赖性内切酶测序技术（ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ）在全

基因组 水 平 上 分 析 泥 鳅 的ＤＮＡ甲 基 化 特 点 及 倍 性 间 的ＤＮＡ甲 基 化 变 异。测 序 结 果 共 得 到３０２　１１１　６８４条

Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ序列标签。与参考基因组比对结果显示，泥 鳅 的 甲 基 化 位 点 主 要 分 布 在 基 因 体 区（ｇｅｎｅ　ｂｏｄｙ），其

次为内含子区（ｉｎｔｒｏｎ）和基因间区（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ），而在其他功能元件上的分布较少。四 倍 体 泥 鳅 的 整 体 甲 基 化 水

平比二倍体高，尤其是在第一外显子区（１ｓｔ　Ｅｘｏｎ）和转录起始位点上游１　５００ｂｐ至２００ｂｐ区（ＴＳＳ１５００），且倍性

间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。但在启动子区，四倍体泥鳅的甲基化水平略低于二倍体。在二 倍 体 和 四 倍 体 泥 鳅 间

共筛选到１　２６８个差异甲基化ＣｍＣＧＧ位点和１４个差异甲基化ＣｍＣＷＧＧ位点，这些位点主要分布于内含子、基

因体和基因间区。比较各基因的甲基化水平，共得到６８４个倍 性 间 差 异 甲 基 化 基 因。ＫＥＧＧ分 析 结 果 显 示，倍

性间差异甲基化基因主要富集到与生长发育、免疫及错配修复等相关通路上。
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　　多倍体化是自然界中普遍存在的一种生物学现

象，也是推动生物进化和新物种形成的重要驱动力。

多倍化最直接的影响就是造成基因组中大量功能基

因的重复，这些重复基因的演化机制已经成为分子

进化领域的研究热点之一。ＤＮＡ甲基化是表 观 遗

传修饰的主要途径之一，在生物体的基因表达、细胞

分化以及系统发育过程中发挥重要的调控作用。研

究发现，多倍 体 的 产 生 往 往 伴 随 着 广 泛 的ＤＮＡ甲

基化变异［１－２］，这些变异在控制多倍体基因组中冗余

基因的表达和保持基因组稳定方面起着重要的调节

作用。然而，目前相关的研究主要集中在拟南芥［３］、

水稻［４］、小麦［５］以 及 火 龙 果［６］等 植 物 中。鱼 类 是 脊

椎动物的最大类群，其多倍体现象也非常普遍，鱼类

多倍化后ＤＮＡ甲基化修饰变化及其对基因表达调

控的研究尚未见报道。

泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ　ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ）是 我 国 常

见的小型经济鱼类。已有的研究发现，泥鳅的染色

体存在广泛的核型多态性［７］。日本的野生泥鳅群体

中，除二倍体（２ｎ＝５０）外，还存在部分三倍体（３ｎ＝
７５）［７］。我国的泥鳅不仅有二倍体，在长江流 域，人

们还发现有大量的四倍体（４ｎ＝１００）［８］。通过诱导

雌核发育［９－１０］、雄核发育［１１］、六倍体［１２］，以及对减数

分裂染色体行为的观察［１３］，研究人员认为这些染色

体数为１００的泥鳅为同源四倍体，是由二倍体泥鳅

经过染色体加倍形成。泥鳅的这种天然四倍体与二

倍体共存的现象，使之成为研究多倍体鱼类表型变

异、基因表达变异以及表观遗传修饰变异的理想模

式生物。

随着对 ＤＮＡ 甲 基 化 研 究 的 不 断 深 入，各 种

ＤＮＡ甲基化检测方法被开发出来以满足不同类型

研 究 的 需 求。其 中，甲 基 化 敏 感 扩 增 多 态 性

（ＭＳＡＰ）是目前使 用 最 多 的 一 项 技 术，具 有 较 高 的

可靠性和有效性，但该方法无法做到对位点的定量

分析。在模式生物中，较多的采用全基因组亚硫酸

氢 盐 测 序 （ＷＧＢＳ）、简 化 的 亚 硫 酸 氢 盐 测 序

（ＲＲＢＳ）、甲 基 免 疫 共 沉 淀 测 序（ＭｅＤＩＰ－ｓｅｑ）等 方

法，但这些方法只适用于有参考基因组的物种，对于

遗传信息相对匮乏的非模式生物却无能为力。基于

此，Ｗａｎｇ等［１４－１５］开 发 了 一 种 甲 基 化 修 饰 依 赖 性 内

切 酶 测 序 技 术（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ－
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ｓｉｔｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－
Ｓｅｑ），该方法利用一类类似于ⅡＢ型 的 甲 基 化 修 饰

依赖性内切酶（如ＦｓｐＥＩ、ＭｓｐＪＩ等）对基因组ＤＮＡ
进行酶切，酶 切 后 产 生 以ＣｍＣＧＧ和ＣｍＣＷＧＧ为

核心甲基化位点的等长标签，对标签文库进行高通

量测序就能获得全基因组范围内的甲基化位点序列

信息。根据等长标签扩增效率的一致性，甲基化标

签的测序 深 度 可 以 反 映 位 点（ＣｍＣＧＧ／ＣｍＣＷＧＧ）
的甲基化水平。因此，在不需要基因组背景信息的

条件下可以大规模发掘全基因组范围内的甲基化位

点，直接获得甲基化胞嘧啶的序列信息。
本研究 以 二 倍 体 和 四 倍 体 泥 鳅 为 对 象，采 用

ＭｅｔｈｙＲＡＤ－Ｓｅｑ技 术 分 析 泥 鳅 的 ＤＮＡ 甲 基 化 特

点，以及不同倍性泥鳅间的甲基化水平差异及模式

变化特征，并对倍性间差异甲基化基因进行ＧＯ注

释和ＫＥＧＧ　Ｐａｔｈｗａｙ富集分析，探讨ＤＮＡ甲基化

对多倍体泥鳅的基因表达调控作用，以及引起鱼类

倍性间表型差异的表观遗传机制。

１　材料与方法

１．１　实验鱼来源

研究所用二倍体和四倍体泥鳅为笔者所在实验

室人工繁育个体。将二倍体和四倍体泥鳅鱼苗分池

饲养至２月龄后，分别在背鳍基部注射不同颜色的

荧光标记（ｃｏｄｅ　ｗｉｒｅ　ｔａｇ，ＵＳＡ），然后将２种倍性的

泥鳅进行混合饲养。养殖至１龄时，随机选取二倍

体和四倍体泥鳅各３尾，用于本研究。

１．２　ＤＮＡ的提取和质检

将实验鱼 用 ＭＳ－２２２（１００ｍｇ／Ｌ）麻 醉 后，解 剖

分离肝脏组织，用ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（２５０）试

剂盒提取基因组ＤＮＡ，用１％的琼脂糖凝胶电泳检

测ＤＮＡ的完整 性，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０００紫 外 分 光 光

度计测定ＤＮＡ的浓度。

１．３　ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ测序文库的构建与测序

ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ测 序 文 库 采 用 Ｗａｎｇ等［１５］的

五标签串联技术构建。具体为：用甲基化修饰依赖

性内切酶ＦｓｐＥⅠ对基因组ＤＮＡ进行酶切；设计３′
端带有４个简并碱基 Ｎ的接头，与酶切产 物 连 接；

ＰＣＲ扩增富集连接产物，并通过８％聚丙 烯 酰 胺 凝

胶电泳切取目的条带（１００ｂｐ）；将同一 串５个 标 签

样品的富集产物混合，用ＳａｐⅠ对混合产物进行酶

切；将酶切产物加入磁珠中，去除接头序列后与Ｔ４
ＤＮＡ连接酶连接；回收连接产物（约２４４ｂｐ），通过

ＰＣＲ为成串的 混 合 产 物 引 入Ｂａｒｃｏｄｅ序 列，用１％
琼脂糖凝 胶 电 泳 检 测 目 的 条 带（约２９９ｂｐ），用 纯

化试剂盒进行纯化，Ｑｕｂｉｔ　２．０质检合格后，使用Ｉｌ－
ｌｕｍｉｎａ　ＨｉＳｅｑ　Ｘ　Ｔｅｎ 平 台 进 行 双 末 端 测 序

（ＰＥ１５０）。

１．４　数据处理与分析

将测序获得的原始数据进行质控过滤，去除含

有接头、Ｎ碱基以及低质量的序列，得到高质量的序

列。拼接成对的高质量序列，去除不含酶切识别位

点的序 列，得 到 含 甲 基 化 位 点 的 高 质 量 测 序 数 据

（Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ标签）。
由于目前在公共数据库中还没有泥鳅的参考基

因组序列，因此，本研究选用斑马鱼的基因组作为参

考，从中 提 取 含 有ＦｓｐＥⅠ酶 切 识 别 位 点（ＣｍＣＧＧ
和ＣｍＣＷＧＧ）的 序 列 构 建 参 考 序 列。然 后 使 用

ＳＯＡＰ软件将各样品的Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ标签序列与参

考序列进行比对，统计甲基化位点数目及位点的深

度信息。
根据等长标签扩增效率的一致性，甲基化标签

的测序深 度 可 以 反 映 位 点（ＣｍＣＧＧ／ＣｍＣＷＧＧ）的

甲基化水平，基于此，对各位点进行甲基化水平相对

定量，以实现样品间或倍性间各位点甲基化水平的

可比 性，相 对 定 量 方 法 采 用 ＲＰＭ（ｒｅａｄｓ　ｐｅｒ　ｍｉｌ－
ｌｉｏｎ）计算。

基于各位点在每个样品中的测序深度信息，统

计各基因的甲基化程度，用负二项分布精确检验，计
算各位点以及各 基 因 在 倍 性 间 的 差 异Ｐ 值 及 差 异

倍数（ｌｏｇ２ＦＣ），Ｐ＜０．０５且ｌｏｇ２ＦＣ＞２表 明 存 在 显

著性差异。对倍性间差异甲基化基因进行ＧＯ功能

富集分析、ＫＥＧＧ注释及Ｐａｔｈｗａｙ富集分析。

１．５　亚硫酸氢盐测序验证差异甲基化位点

随机选择７个ＣｍＣＧＧ位点进行亚硫酸氢盐测

序（ＢＳＰ－Ｓｅｑ）验证，取同份泥鳅肝脏的ＤＮＡ　５００ｎｇ
按照ＥＺ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－Ｇｏｌｄ　Ｋｉｔ　ＴＭ试剂盒的步

骤进行亚硫酸氢盐处理。以处理后的ＤＮＡ为模板

进行ＰＣＲ扩 增，体 系 为５０μＬ，包 括 ＤＮＡ　４μＬ，

ＴａＫａＲａ　ＴａｑＴＭＨＳ（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，１×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆ－
ｅｒ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，Ｆｏｒｗａｒｄ／Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ ）１μＬ（表１）。ＰＣＲ 程 序 为

９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，Ｔｍ退火４０ｓ，

７２℃延 伸３０ｓ，进 行３５个 循 环；最 后７２℃延 伸

８ｍｉｎ。用２％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测ＰＣＲ产 物，回

收 目 的 片 段 连 接 到Ｔ载 体，转 化 至 感 受 态 细 胞 中，

６９
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表１　倍性间差异ＣｍＣＧＧ甲基化位点ＢＳＰ－ｓｅｑ验证所用引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　ＢＳＰ－ｓｅｑ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ＣｍＣＧＧ　ｓｉｔｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｐｌｏｉｄｙ

甲基化位点

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｌｏｃｕｓ
位点标签

Ｌｏｃｕｓ　ｔａｇ
引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

Ｌｏｃｕｓ　１ ＮＣ＿００７１１４．６－１３７０５８２３
Ｆ：ＡＡＧＴＧＧＴＴＴＴＡＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＡＴＧ
Ｒ：ＣＡＡＡＴＣＣＡＡＡＡＣＡＣＴＣＴＡＡＡＡＣＴＣＴＡＣ

Ｌｏｃｕｓ　２ ＮＣ＿００７１１４．６－１３４５３５１３
Ｆ：ＴＴＴＧＡＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＡＡＴＴＴＧＧＡＴＡ
Ｒ：ＡＡＣＡＡＣＡＡＴＡＣＣＣＣＣＴＡＡＴＴＡＡＡＣＡ

Ｌｏｃｕｓ　３ ＮＣ＿００７１２５．６－３１９１８３６８
Ｆ：ＡＧＧＡＴＧＴＴＴＴＡＡＡＧＧＴＴＴＡＧＧＡＴＧＡ
Ｒ：ＡＣＴＴＣＡＡＴＡＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ

Ｌｏｃｕｓ　４ ＮＣ＿００７１２６．６－４６３８９９６０
Ｆ：ＧＴＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＧＡＡＴＡＡＡＧＡＧＴＧ
Ｒ：ＴＡＡＡＡＣＣＣＡＡＡＣＡＡＡＴＡＡＡＣＡＡＡＡＣ

Ｌｏｃｕｓ　５ ＮＣ＿００７１３５．６－３６５２９４６９
Ｆ：ＡＴＧＴＴＧＧＡＴＧＧＡＴＴＧＡＡＴＡＡＴＡＴＡＴ
Ｒ：ＡＣＣＴＡＣＡＡＣＣＴＴＴＡＡＣＣＴＣＣＡＴＴＡＣ

Ｌｏｃｕｓ　６ ＮＣ＿００７１２７．６－４１７８２３６０
Ｆ：ＴＡＡＴＧＧＴＡＴＴＡＧＧＴＴＧＧＴＡＡＧＡＧＡＴ
Ｒ：ＡＴＡＡＡＡＣＣＡＡＣＡＡＡＡＡＡＡＣＣＡＡＡＣ

Ｌｏｃｕｓ　７ ＮＣ＿００７１１２．６－３６１１２７０６
Ｆ：ＧＡＴＧＧＴＡＴＧＡＡＡＡＡＧＴＴＴＴＴＡＧＡＧＴＴＴＴ
Ｒ：ＡＡＡＡＴＡＡＡＡＣＴＴＣＣＡＡＡＴＣＡＣＡＡＣＣ

每个位点至少挑选３０个单克隆测序。测序获得的

目的序列用ＱＵＭＡ软件进行甲基化水平分析。

２　结果与分析

２．１　测序数据统计

通 过 ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ 测 序，本 研 究 共 得 到

５３０　１９２　５３６条 高 质 量 序 列，每 条 序 列 长２８ｂｐ。将

双末端测序的成对序列拼接后，去除不含预期酶切

位点 的 序 列，共 得 到３０２　１１１　６８４个 Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ
序列标签（表２）。

将各样 品 的 Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ标 签 序 列 比 对 到 参

考标签序列，由于基因组中存在重复序列，位于重复

序列的标签能够同时比对到基因组的多个位置，对

于这种甲基化标签的实际发生位置难以进行判断。
因此，在进行比对时，不考虑重复比对的标签。６个

文库的高质量甲基化标签能比对到基因组唯一位置

的比对率为２．１９％～２．５７％。比对序列数的多少反

映了基因组ＤＮＡ甲基化的水平，可以看出，四倍体

泥鳅的总体甲基化水平比二倍体高，但这种差异不

具有显著性（Ｐ＞０．０５）。

表２　各样品测序数据量与比对率

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ　ｄａｔａ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅｓ　ａｎｄ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｒａｔｅ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｏｍｅ

样本

Ｓａｍｐｌｅ
高质量数据

Ｃｌｅａｎ　ｄａｔａ
Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ标签

Ｍｅｔｈｙｌ－ＲＡＤ　ｔａｇｓ
数据量／ｂｐ

Ｔｏｔａｌ　ｃｌｅａｎ　ｄａｔａ
唯一比对数

Ｕｎｉｑｕｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｔａｇｓ
比对率／％

Ｕｎｉｑｕｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｒａｔｉｏ

２Ｎ－１　 ９０　３９３　０６９　 ４９　８５９　１９８　 １　５９４　５３４　１８３　 １　１５７　６９５　 ２．３２

２Ｎ－２　 ９０　３９３　０６９　 ５０　２８６　６２８　 １　６０７　６６７　７４０　 １　２１６　７６０　 ２．４２

２Ｎ－３　 ９０　３９３　０６９　 ５３　１６０　４６１　 １　６９９　２２８　５４５　 １　１６２　００６　 ２．１９

４Ｎ－１　 ９０　３９３　０６９　 ５４　３０３　８８５　 １　７３５　２４３　３８８　 １　３５１　７８０　 ２．４９

４Ｎ－２　 ８４　３１０　１３０　 ４６　３７８　９８３　 １　４８３　０２１　２９６　 １　１９２　６７９　 ２．５７

４Ｎ－３　 ８４　３１０　１３０　 ４８　１２２　５２９　 １　５３７　８６７　６９５　 １　１６３　１５８　 ２．４２

２．２　甲基化位点在基因组不同功能元件上的分布

统计二倍体和四倍体泥鳅的甲基化位点在基因

组不同功能元件上的分布，包括第一外显子（１ｓｔ　Ｅｘ－
ｏｎ）、基因体（ｇｅｎｅ　ｂｏｄｙ）、转录起始位点上游２００ｂｐ
内（ＴＳＳ２００）、转录起始位点上游１　５００ｂｐ至２００ｂｐ

区（ＴＳＳ１５００）、内 含 子（ｉｎｔｒｏｎ）和 基 因 间 区（ｉｎｔｅｒ－
ｇｅｎｉｃ）。结果显示，泥鳅的甲基化ＣｍＣＧＧ位点主要

分布在基因体区，其次为内含子区和基因间区，而在

其他功能元件上（１ｓｔ　Ｅｘｏｎ、ＴＳＳ１５００和 ＴＳＳ２００）的

分布较少（图１）。甲基化ＣｍＣＧＧ和ＣｍＣＷＧＧ位

７９
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点的分布情况基本一致（图１）。
比较甲基化位点在二倍体和四倍体泥鳅间的差

异发 现，在 各 功 能 元 件 上，四 倍 体 泥 鳅 的 甲 基 化

ＣｍＣＧＧ位点均比二倍体高（Ｐ＜０．０５），且在１ｓｔ　Ｅｘｏｎ
和ＴＳＳ１５００区，倍性间的甲基化水平存在极显著性

差异（Ｐ＜０．０１）。四 倍 体 泥 鳅 的 基 因 体、内 含 子 和

基因间区的 甲 基 化ＣｍＣＷＧＧ位 点 比 二 倍 体 略 高，
但１ｓｔ　Ｅｘｏｎ、ＴＳＳ１５００和ＴＳＳ２００区 比 二 倍 体 略 低，

且在倍性间的差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．３　甲基化位点在不同基因区域的分布

分 析 甲 基 化 位 点 在 转 录 起 始 位 点（ＴＳＳ）上 下

游 各２ｋｂ区 域、转 录 终 止 位 点（ＴＴＳ）上 下 游 各

２ｋｂ区 域、以 及 基 因 体 的 分 布，结 果 显 示，二 倍

体、四 倍 体 泥 鳅 基 因 体 的 甲 基 化 位 点 数（ＣｍＣＧＧ／

ＣｍＣＷＧＧ）明 显 高 于 ＴＳＳ和 ＴＴＳ上 下 游２ｋｂ区

域（图２）。

＊：Ｐ＜０．０５；＊＊：Ｐ＜０．０１．

图１　甲基化位点在基因组各功能元件上的分布

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｈｉｓｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｇｅｎｏｍｅ

图２　甲基化位点在基因体（ｇｅｎｅ　ｂｏｄｙ）、转录起始位点（ＴＳＳ）和转录终止位点（ＴＴＳ）上下游各２　ｋｂ区域的分布

Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｂｏｄｙ，２　ｋｂ　ｏｆ　ｕｐｓｔｒｅａｍ　ａｎｄ　ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ　ｒｅｇｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＴＳＳ　ａｎｄ　ＴＴＳ

　　比较二倍体和四倍体泥鳅间甲基化ＣｍＣＧＧ位

点在上述３个 区 域 的 分 布 情 况，结 果 显 示，在 ＴＳＳ
上游２ｋｂ区域内，四倍体泥鳅的平均甲基化水平比

二倍体低１０．１９％，而在启动子区（ＴＳＳ上游１．５ｋｂ
至下游０．５ｋｂ），四倍体泥鳅的平均甲基化水平只比

二倍体低１．６１％。在基 因 体 和ＴＴＳ下 游２ｋｂ区，

四倍体泥鳅的甲基化水平分别比二倍体高０．８８％和

１．７４％（表３）。与甲基化ＣｍＣＧＧ位点相比，甲基化

ＣｍＣＷＧＧ在 二 倍 体、四 倍 体 泥 鳅 间 的 变 异 幅 度 较

大，四倍体泥 鳅 启 动 子 区 的 甲 基 化ＣｍＣＷＧＧ位 点

数比二倍体少２５．４５％，而在启动子、基因体和ＴＴＳ
下游２ｋｂ区 分 别 比 二 倍 体 高９．０９％、１６．４２％和

１０．３８％（表３）。

２．４　泥鳅倍性间差异甲基化位点的分布

根据甲基化ＣｍＣＧＧ和ＣｍＣＷＧＧ位点在各样

品 中的测序深度信息，筛选泥鳅倍性间差异甲基化

８９
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表３　不同基因区域上ＤＮＡ甲基化在二倍体、

四倍体泥鳅间的差异比较

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｅｓ　ｏｆ　ＤＮＡ

ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｓｉｔｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｐｌｏｉｄ　ａｎｄ　ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ

Ｍ．ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｅｎｅ　ｒｅｇｉｏｎｓ

区间

Ｒｅｇｉｏｎ
４ｎ／２ｎ

（ＣｍＣＧＧ）／％
４ｎ／２ｎ

（ＣｍＣＷＧＧ）／％
启动子区Ｐｒｏｍｏｔｅｒ －１．６１ －２５．４５

ＴＳＳ上游２ｋｂ
２ｋｂ　ｏｆ　ｕｐｓｔｒｅａｍ
ｏｆ　ｔｈｅ　ＴＳＳ

－１０．１９ ＋９．０９

基因体区

Ｇｅｎｅ　ｂｏｄｙ
＋０．８８ ＋１６．４２

ＴＴＳ下游２ｋｂ
２ｋｂ　ｏｆ　ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ

ｏｆ　ｔｈｅ　ＴＴＳ
＋１．７４ ＋１０．３８

　注：负号（－）表 示 与 二 倍 体 泥 鳅 相 比，四 倍 体 的 甲 基 化 水 平 降

低，而正号（＋）表 示 四 倍 体 的 甲 基 化 水 平 升 高。Ｎｏｔｅ：Ｍｉ－

ｎｕｓ（－）ｍｅａｎｓ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｓ　ｗｅｒｅ　ｌｏｗｅｒ

ｔｈａｎ　ｄｉｐｌｏｉｄｓ，ｗｈｉｌｅ　ｐｌｕｓ（＋）ｍｅａｎｓ　ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ｄｉｐｌｏｉｄｓ．

位点，结果共得到１　２６８个差异甲基化ＣｍＣＧＧ位点

和１４个差异 甲 基 化ＣｍＣＷＧＧ位 点。分 析 差 异 甲

基化位点在基因组各功能元件上 的分布，结果显示，
差异甲基化ＣｍＣＧＧ位点主要分布在内含子（３５．７４％）、
基因体（２８．４８％）和基因间区（２４．７４％），而在１ｓｔ　Ｅｘ－
ｏｎ、ＴＳＳ１５００和ＴＳＳ２００区 的 分 布 较 少。差 异 甲 基

化 Ｃｍ　ＣＷＧＧ 位 点 的 分 布 趋 势 与 差 异 甲 基 化

ＣｍＣＧＧ位点类似（图３）。

２．５　二倍体和四倍体泥鳅间基因差异甲基化分析

根据各甲基化位点的测序深度信息，统计各基

因的甲基化水平，比较二倍体、四倍体泥鳅间的差异

甲基化基因，结果共得到６７１个ＣｍＣＧＧ位 点 所 在

的差异甲基化 基 因 和１２个ＣｍＣＷＧＧ位 点 所 在 的

差异甲基化基因。与二倍体相比，四倍体泥鳅中有

４０４个ＣｍＣＧＧ位 点 所 在 的 基 因 甲 基 化 水 平 升 高，

２６７个基因的甲基化水平降低；８个ＣｍＣＷＧＧ位点所

在的基因的甲基化水平升高，４个甲基化水平降低。

２．６　倍性间差异甲基化基因的ＧＯ功能富集

倍性间 差 异 甲 基 化 基 因 ＧＯ注 释 显 示，有４１９
个ＣｍＣＧＧ位点所在的基因与ＧＯ数据库中的基因

具有相似性，占总数的６２．４４％，且较多的单个倍性

间差异 甲 基 化 基 因 与 多 种 基 因 相 对 应，共 建 立 了

１　９６２条对应关系。根据富集的显著性（Ｐ 值），分别

筛选分子功能、生物学过程和细胞组件中位于前１０
位的通路如图４所示。ＣｍＣＧＧ差异甲基化基因分

析结果显 示，在 生 物 学 过 程 中，与 精 氨 酸－ｔＲＮＡ连

接酶活性（ａｒｇｉｎｉｎｅ－ｔＲＮＡ　ｌｉｇａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）相 关 的 基

因富集最为显著；在生物学过程中，归入精氨酰－ｔＲ－
ＮＡ氨酰 化（ａｒｇｉｎｙｌ－ｔＲＮＡ　ａｍｉｎｏａｃｙｌａｔｉｏｎ）和 动 作

电位中 膜 去 极 化（ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　ｄｕｒｉｎｇ
ａｃｔｉｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ）的基因富集最为显著；而在细胞组

件中，位于ｔ－ＲＮＡ（ｍ１Ａ）甲基转移酶复合体（ｔＲＮＡ
（ｍ１Ａ）ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｘ）上 的 基 因 富 集

最为显著。ＣｍＣＷＧＧ的 差 异 甲 基 化 基 因 中，在 神

经连 接 蛋 白 家 族（ｎｅｕｒｏｌｉｇｉｎ　ｆａｍｉｌｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｎｄ－
ｉｎｇ）、突触后密度组装中的桥尾蛋白聚类（ｇｅｐｈｙｒｉｎ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ａｓｓｅｍ－
ｂｌｙ）等ＧＯ　Ｔｅｒｍ中显著富集。

图３　差异甲基化位点在基因组各功能元件上的分布

Ｆｉｇ．３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｅｌｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ

２．７　倍性 间 差 异 甲 基 化 基 因 的ＫＥＧＧ　Ｐａｔｈｗａｙ富

集分析

　　为了解差异甲基化基因的生物学功能及作用，
本研究对筛选得到的差异甲基化基因进行了Ｐａｔｈ－

ｗａｙ分析。结果显 示，Ｐ＜０．０５的 基 因 显 著 富 集 通

路有２９个，较多的基因富集在轴突导向（ａｘｏｎ　ｇｕｉｄ－
ａｎｃｅ）、ＭＡＰＫ（ＭＡＰＫ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ）、肌 动 蛋

白细胞骨架调节（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｃｔｉｎ　ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）
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和ｒａｐ１（ｒａｐ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ）等信号通路上。其

中，ＭＡＰＫ、肌 动 蛋 白 细 胞 骨 架 调 控（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ
ａｃｔｉｎ　ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）、细 胞 粘 连 （ｆｏｃａｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ）、

ＥＣＭ受体 互 作（ＥＣＭ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）等７个

通路与个体的生长发育相关，而Ｔｏｌｌ和Ｉｍｄ信号通

路（Ｔｏｌｌ　ａｎｄ　Ｉｍｄ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙ）、血 小 板 活 化

（ｐｌａｔｅｌｅｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）等８个通路与免疫相关，此外，
与遗传 信 息 过 程 相 关 的 错 配 修 复 通 路（ｍｉｓｍａｔｃｈ

ｒｅｐａｉｒ）也有显著富集（图５）。

２．８　ＢＳＰ－ｓｅｑ法验证ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ测序数据

为验 证 ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ测 序 结 果，本 研 究 随

机 选 择 了７个ＣｍＣＧＧ位 点 进 行ＢＳＰ－Ｓｅｑ实 验，结

果显 示，所 有７个 位 点 的 甲 基 化 水 平 与 Ｍｅｔｈｙｌ－
ＲＡＤ－Ｓｅｑ测序结果 一 致（图６），２种 方 法 对 位 点 甲

基化水平定量的相关系数为０．９９４　５，表明本研究利

用 ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ测序获得的数据较为准确。

图４　二倍体、四倍体泥鳅间差异甲基化基因的ＧＯ富集分析

Ｆｉｇ．４　Ｇｏ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｅｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｐｌｏｉｄ　ａｎｄ　ｔｅｔｒａｐｌｏｄ　Ｍ．ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ

图５　二、四倍体泥鳅间差异甲基化基因ＫＥＧＧ　Ｐａｔｈｗａｙ富集气泡图

Ｆｉｇ．５　Ｅｎｒｉｃｈｅｄ　ｂｕｂｂｌｅ　ｃｈａｒｔ　ｏｆ　ＫＥＧＧ　ｇａｔｈｅｒｉｎｇ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＫＥＧＧ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｓ　ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ－ｐｌｏｉｄｙ
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图６　亚硫酸氢盐测序验证甲基化组测序数据

Ｆｉｇ．６　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ　ｄａｔａ　ｂｙ　ＢＳＰ－Ｓｅｑ

ｆｏｒ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ　ｓｉｔｅｓ

３　讨　论

本研 究 采 用 ＭｅｔｈｙｌＲＡＤ－Ｓｅｑ技 术 分 析 了 二、

四 倍 体 泥 鳅 全 基 因 组 范 围 内ＣｍＣＧＧ和ＣｍＣＷＧＧ
位点的甲基化水平和模式信息。结果显示，在泥鳅

中，基因体尤 其 是 外 显 子 区 的ＤＮＡ甲 基 化 远 比 其

他 区 域 高，这 与 在 其 他 物 种 包 括 植 物［１６］、脊 椎 动

物［１７］和无脊椎动物［１８］中的研究结果一致，比如，在

海鞘基因组中，约有６０％的基因存在外显子区甲基

化，占其全基因组甲基化的大部分［１８］。蜜蜂基因组

的整体甲基化水平远低于脊椎动物，已检测到的甲

基化均发生于外显子区，而基因启动子、重复元件和

转座子并不发生甲基化［１９］。Ｂｏｎａｓｉｏ等［２０］认 为，外

显子ＤＮＡ甲基化，尤其是外显子－内含子边界甲基

化程度的 急 剧 转 变 可 能 与 ＲＮＡ 的 选 择 性 剪 切 有

关。这 种 推 测 在 对 蜜 蜂 的 研 究 中 得 到 证 实，

ＧＢ１８６０２基因在 蜂 后 和 工 蜂 中 由 于 甲 基 化 模 式 的

不同而产生一长一短２种不同的转录物，其较长的

转录物中缺失了１个包含终止密码子的外显子［２１］。

本研究中，四倍体泥鳅基因体的甲基化水平比二倍

体高，推测多倍体泥鳅在形成的过程中，可能是通过

ＤＮＡ甲基化 增 加 转 录 变 异 体（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ　ｖａｒｉａｎｔｓ）

的数量来提高表型的灵活性，从而增加四倍体泥鳅

对环境的适应能力。

与基因体甲基化调控基因的选择性剪切不同，

启动子区的甲基化往往会抑制基因的表达。比如在

海兔中，ＣＲＥＢ２基因启动 区ＣｐＧ岛 的 甲 基 化 水 平

与基因表达呈负相关，并且会影响到记忆相关突触

的可塑性调控［２２］；拟南芥ＦＷ４基因 的 启 动 子 区 经

甲 基 化 修 饰 后，基 因 的 表 达 被 抑 制［２３］。

Ｓｃｈüｂｅｌｅｒ［２４］指出，许多转录因子，如ＡＰ－２、ｃ－Ｍｙｃ／

Ｍｙｎ、ＣＲＥＢ 等，对其结合位点的ＤＮＡ甲基化非常

敏感，即使是在ＧＣ含量相对较少的启动子、增强子

等基因调控区，甲基化也会影响转录因子与之结合，

从而抑制基因的表达，因此，在拟南芥中，９５％表达

基因的启 动 子 区 呈 低 或 无 甲 基 化 状 态［２３，２５］。我 们

的 研 究 发 现，与 其 他 区 域 相 比，泥 鳅 启 动 子 区

（ＴＳＳ１５００、ＴＳＳ２００和１ｓｔ　Ｅｘｏｎ）也呈现较低的甲基

化状态。此外，与二倍体相比，四倍体泥鳅启动子区

的甲基化水平略有降低，我们推测，在泥鳅基因组多

倍化的过程中，启动子区的甲基化模式发生了部分

的解除或重新编排，从而诱发某些基因的激活与沉

默，使新形成的四倍体泥鳅能够更好地适应环境的

需要。

在二倍体、四倍体泥鳅间共筛选到６８３个 差 异

甲基化基因，与二倍体相比，四倍体泥鳅中有４１２个

基因的甲基化 水 平 升 高，２７１个 基 因 的 甲 基 化 水 平

降低。Ｐａｔｈｗａｙ富集 分 析 显 示，差 异 甲 基 化 基 因 主

要富集到生长发育、免疫和错配修复等信号通路上。

Ｃｕｉ等［２６］采用全基因表达芯片法比较不同生长速度

鸡的胸脯肉，发现与细胞连接相关通路（包括紧密连

接、肌动蛋白细胞骨架调控、细胞粘连和ＥＣＭ 受体

互作）在肌内脂肪沉积中起着重要作用。本研究中，

二倍体、四倍体泥鳅间差异甲基化基因在这些通路

中也有显著富集，Ｆｅｎｇ等［２７］研究发现，四倍体泥鳅

的肥满度显著 高 于 二 倍 体，由 于ＤＮＡ甲 基 化 与 基

因表达之间存在密切的相关性，倍性间差异甲基化

基因在这些通路上的富集表明，ＤＮＡ甲基化的变异

可能是影响该通路上基因表达，进而影响倍性间肥

满度差异的原因之一。与遗传信息相关的错配修复

通路是真核 生 物 维 持 遗 传 信 息 稳 定 的 重 要 调 控 机

制，已有的研究表明，该通路中的基因与ＤＮＡ的重

新甲基化［２８］、Ｇ／Ｔ错配的切除［２９］等有偶联关系，泥

鳅基因组多倍化过程中甲基化模式的变异必然经历

去甲基化、从头甲基化等一系列过程，错配修复通路

中的差异甲基化基因可能参与了多倍体泥鳅ＤＮＡ
甲基化模式的调整过程，进而在维持多倍体泥鳅基

因组稳定方面起到了重要的作用。本研究结果不仅

可为进一步开展泥鳅多倍化中基因组稳定的内在机

制研究奠定基础，同时也为探索鱼类倍性间表型差

异的分子机制提供可靠的参考依据。
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