
摘 要：从黄顶菊入侵的四个典型地区———邯郸市永年县（HDY）、沧州市献县（CZX）、衡水市衡水湖（HSH）和天津市静海县（TJJ）
采集植物叶片，利用甲基化 MSAP技术研究黄顶菊 DNA表观遗传和多态性变化特征以及土壤环境因子与黄顶菊整体甲基化水平
之间的相关性。结果表明：13对引物共扩增出 993条 MSAP条带，引物多态性百分比为 88.52%。四个地区黄顶菊种群的多态性位点
百分比较高，在 84.03%~92.31%之间，遗传分化系数（Gst）为 0.07，只有 7%的遗传变异存在于不同地区黄顶菊种群间，93%的遗传变
异则存在于种群内，基因流（Nm）为 3.321（跃1），表明四个不同入侵地区黄顶菊种群间存在广泛而频繁的基因交流。不同地区黄顶菊
种群间遗传分化不显著，但甲基化模式差异显著，推测黄顶菊可能通过改变甲基化水平来维持自身对新环境的适应。MSP与 MISP
聚类结果表明 TJJ与 HDY亲缘关系最近，认为可能与两地土壤理化因子和所处地理位置相近有关，但相关性分析后发现黄顶菊甲
基化水平与土壤因子之间的相关性并不显著（P>0.01），推测地区环境对黄顶菊表观遗传多样性的影响是受多重因素共同作用的结
果，而非某个单一因子的作用。
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Studies on epigenetic diversity variation characteristics of Flaveria bidentis genome DNA of four different geo原
graphical distributions
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Abstract：We gathered Flaveria bidentis leaves from four typical invasion areas（HDY, CZX, HSH, and TJJ）and by MSAP method DNA
epigenetic diversity and polymorphism variation characteristics as well as the correlation between soil environmental factors and Flaveria
bidentis total methylation level were studied. The results showed that a total of 993 MSAP bands were amplified. There were 879 polymor原
phic loci in the total 993 bands and the percentage of which was 88.52%.The polymorphic loci percentage of Flaveria bidentis species in
four different invasion area is higher which is between 84.03% and 92.31%. Gst is 0.07 and there were 7% genetic variations between four
different Flaveria bidentis species and 93% of which were in species. Nm is 3.321（>1）which showed that there were extensive and fre原
quent gene exchanges between Flaveria bidentis species. Genetic differentiation between populations was not significant, but there were
significant differences in methylation patterns. We guess that the Flaveria bidentis may alter its methylation level to adapt to new environ原
ment. MSP and MISP clustering analysis showed that the relationship between TJJ and HDY was closest, which may be related to the soil
factors and geographical position of two places. However, SPSS analysis showed that there were no significant correlation（P>0.01）between
the methylation level and the soil factors. We speculate that the effect of environment to the epigenetic diversity of Flaveria bidentis was the
results of multiple factors rather than a single factor.
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表 1 黄顶菊采集地区基本概况
Table 1 Basic situation of Flaveria bidentis acquisition area

黄顶菊（Flaveria bidentis）又称二齿黄菊，属于
菊科堆心菊族黄菊属，一年生草本植物，原产于南

美洲，是近十年来发现的一种新型外来入侵植物[1]。
2001年在天津市和河北省衡水湖先后被发现，后快
速扩散。2008年河北省黄顶菊入侵现象尤为严重，
入侵面积高达 2万 hm2，占领该省的 70多个县城[2]；
2006—2008年天津市黄顶菊入侵面积由 200 hm2扩
散到了 277.6 hm2[3]。黄顶菊具有极强耐盐碱和耐干
旱的特性，依靠其强大的繁殖能力、易于扩散等特

点扰乱生态系统原有的食物链和能量秩序，已被列

入《中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名

录》[4]。
表观遗传学是指基于 DNA 或组蛋白上的共价

修饰而非基因序列改变导致的基因表达水平的变

化，这种变化具有遗传性且遗传是可逆的[5]。研究表
明不同地区生长的植物种群间，存在较大的表观基

因组差异[6]。植物利用基因组的表观修饰，改变相同基
因型个体的基因表达式样，通过表型可塑性来响应环

境条件的变化。

DNA 甲基化是最重要的表观遗传修饰方式之
一，也是目前机制研究最为透彻的表观遗传过程[7-9]。
Angers等[10]发现，环境条件能够诱导 DNA 甲基化变
异，且环境诱导的 DNA甲基化和表观变异具有持续
性和可遗传性。对于植物而言，气候条件、土壤理化

性质等可以诱导其表观遗传变异。潘丽娜[11]发现拟南
芥通过表观遗传修饰能更好地适应环境中各种胁迫

（高盐、干旱、高温）。韩雅楠等[12]发现高盐渍土壤使碱
蓬和蒙古黄芪的 CCGG位点发生大量的去甲基化现
象。基因组 DNA甲基化的改变很有可能是调控入侵
植物生境适应能力的重要机制之一，然而目前对黄

顶菊基因组 DNA甲基化的分布模式、变异情况等还
缺乏全面的认识。入侵植物黄顶菊 DNA表观遗传多
样性是否受地理分布区域及入侵生境条件的影响，

尚不清楚。Reyna-Lopez 等 [13]在 1997 年首次报道
MSAP技术，MSAP技术是在 AFLP基础上衍生的基
于 PCR扩增多态性的 DNA甲基化检测方法。该技术
的优点在于无需知道被测 DNA序列信息，通过两组
酶对 CCGG酶切位点敏感程度不同，就可以检测出
样品中大量的甲基化位点，因而被广泛应用于植物

DNA甲基化水平的研究。目前对黄顶菊基因组序列
信息没有全面的了解，故通过甲基化 MSAP技术，研
究不同地理分布区域黄顶菊种群间的表观遗传多样

性，可为探索黄顶菊生态适应性获得的表观遗传机

制提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 植物样品采集
2015 年 9 月 5—7 日分别从四个地区———河北

省邯郸市永年县（HDY）、河北省沧州市献县（CZX）、
河北省衡水市衡水湖（HSH）和天津市静海县（TJJ），
采集处于营养盛期黄顶菊的第 3对完全展开叶片，采
集的个体之间距离不低于 50 m，每个地区采集 15个
个体。将采集叶片用锡箔纸包裹放入液氮中速冻，随

后转入-70 益冰箱贮存。在黄顶菊叶片采集处就地采
集四个典型入侵地区的土壤各 15份，并用塑封袋封
装，随后转入-70 益冰箱冰冻保存。通过实验测定土
壤的理化指标，重复 5次并剔除差异较大的数据，取
其平均值。黄顶菊采集地基本概况见表 1。
1.2 基因组 DNA提取

黄顶菊叶片基因组 DNA 采用改良 CTAB 法提
取，参照 Wang等[14]方法提取 DNA并做进一步改进：
在液氮中充分碾磨的植物样品加入 65 益预热的
CTAB裂解液[2% CTAB（W /V），0.2 mmol·L-1 Tris-CL
（pH 8.0），0.05 mmol·L-1 EDTA（pH 8.0），1.4 mmol·L-1

NaCl，2%茁-巯基乙醇（V /V）1 mL，1% PVP-40（W /V）]，
等体积氯仿抽提上清液后，用 3 mmol·L-1 KAc和异丙

地区 经纬度 pH值 有机质/mg·g-1 全氮/mg·g-1 全磷/mg·g-1 铵态氮/mg·g-1 硝态氮/mg·g-1 全钾/mg·g-1

TJJ 38毅35忆28义N
116毅42忆49义E

8.36 22.32 0.88 0.78 10.10 8.11 11.80

HSH 37毅33忆29义N
115毅34忆49义E

8.62 10.40 1.09 0.70 11.20 2.38 12.99

CZX 38毅15忆2义N
115毅58忆17义E

8.33 11.42 0.37 0.57 12.19 1.74 12.63

HDY 36毅48忆3义N
114毅58忆17义E

8.14 14.65 0.30 0.60 11.24 8.00 11.90
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醇沉淀 DNA，最后经无水乙醇漂洗，加入 1 mmol·L-1

NaCl溶解 DNA并放入 4 益冰箱保存。
1.3 MSAP体系建立与优化

MSAP分析方法参照梁宏伟等[15]方法并对酶切、
连接、预扩增、选扩增进行一定的优化调整。酶切连接

反应体系（20 滋L）组成成分：10伊T4 DNA ligase buffer
2.5 滋L，EcoR玉adaptor（5 滋mol·L-1）1 滋L，Hpa域/MSP
玉adaptor（50 滋mol·L-1）1 滋L，BSA（1 mg·L -1）1 滋L，
Hpa域（或 MSP玉）1 U，EcoR玉0.5 U，T4 DNA ligase 0.5
U，模板 DNA 500 ng，加 ddH2O补至 20 滋L。将上述溶
液混匀后置入 PCR仪，反应条件为：37 益酶切 6 h，接
着 16 益连接 8 h，最后 65 益 10 min，4 益冰箱保存备用。

预扩增反应体系（25 滋L）组成成分：酶切连接产
物（稀释 10 倍）2.0 滋L，dNTPs（2.5 滋mol·L-1）1.0 滋L，
10伊PCR buffer 2.5 滋L，引物 pre-E-A（5 滋mol·L-1）1
滋L，引物 pre -H/M -T（5 滋mol·L -1）1 滋L，Taq DNA
polymerase 0.5 U，加 ddH2O补至 25 滋L。将上述溶液
混匀后置入 PCR仪，反应条件为 94 益预变性 5 min，
接着进行 30个循环，每个循环包括 94 益 30 s，56 益
60 s，72 益 60 s，最后72 益 10 min，4 益冰箱保存备用。

选择扩增体系的组成成分除引物 3忆末端添加 2
个选择性碱基外，其余与预扩增反应体系相同。反应

条件为：94 益预变性 5 min，以 94 益 30 s、65 益 60 s、
72 益 60 s为一个循环，之后每个循环复性温度递减
0.7 益共扩增 13个循环，接着进行 23个循环，每个循
环包括 94 益 45 s、55 益 45 s、72 益 90 s，最后 72益 10
min，4 益冰箱保存备用。接头和引物序列见表 2。
1.4聚丙烯酰胺凝胶电泳

配置 5%聚丙烯酰胺凝胶电泳[16]（尿素 33.6 g，5伊
TBE 16 mL，40%丙烯酰胺贮液 10 mL，TEMED 75 滋L，
10% APS 320 滋L，补水至 50 mL），对选择性扩增产物
进行进一步分离。制作好的凝胶板组装放入含有

1xTBE的电泳槽中，预电泳 1 h使胶面温度达到 55 益
时上样，55 W恒功率下电泳 2 h。电泳结束后，剥离两
块玻璃板，将长玻璃板上的电泳条带进行固定、银染

和显色，清水冲洗后自然晾干，扫描并进行条带计数

和分析。

1.5 数据统计与分析
利用 Quantity One软件标记出 5%聚丙烯酰胺凝

胶电泳图谱中 100~500 bp区间扩增出来的条带，其
中有 DNA条带记为 1，无 DNA条带记为 0，转化成
MSAP的表型数据 0/1矩阵。利用 POPGene软件分析
样品的多样性指数。通过NTsys软件将 0/1矩阵转
化成相应的 MSP（甲基化敏感位点）和 MISP（甲基化
不敏感位点）聚类图谱。用 SPSS软件进行不同地区土
壤环境因子与黄顶菊甲基化水平的相关性分析。

2 结果与分析

2.1 黄顶菊 MSAP体系的建立
MSAP技术对基因组 DNA质量要求很高，模板

DNA的纯度直接影响后续酶切、扩增以及 MSAP谱
带的稳定性。为满足 MSAP实验要求，采用改良的
CTAB法提取黄顶菊叶片基因组 DNA，用蛋白核酸
定量测定仪检测 DNA浓度，要求模板 DNA OD260/280
在 1.7~1.9范围内，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，要求
基因组 DNA条带清晰、无降解、无杂质，即可用于甲
基化 MSAP检测。基因组 DNA凝胶电泳图见图 1。
MSAP体系的建立包括：酶切连接反应、预扩增反应
和选择性扩增反应。

随机选取 10 个黄顶菊单株样本做模板进行独
立重复实验，通过对 144对引物组合进行筛选，确定
13对扩增效果较好的引物组合。利用 13对引物组合
扩增四个入侵地区共 40个黄顶菊单株，40个黄顶菊
单株部分引物的 MSAP图谱如图 2所示。本研究只
统计片段长度在 100~500 bp范围内的片段。部分泳
道的量化分析如图 3所示。以第 1泳道为参照，其余
泳道扩增相同分子量的条带相似比，第 7泳道与第 1
泳道扩增条带的相似度最高，为 77%，而第 25 泳道
与其相似度最低，为 14.1%。
2.2 甲基化 MSAP分析

统计不同引物组合扩增的条带数，结果如表 3所
示，13对引物共扩增出 993条 MSAP条带，平均每对
引物扩增 76条。利用 POPGene软件对样本遗传多样
性的各项指标进行分析（表 4），13对引物观察等位基
因数 na平均值为 1.885 2，有效等位基因数 ne 平均值

表 2 接头和引物序列信息
Table 2 Sequence information of adaptor and primers
接头和引物名称 序列

Eco-adaptor玉 5忆-CTCGTAGACTGCGTACC-3忆
Eco-adaptor域 5忆-AATTGGTACGCAGTCTAC-3忆
H/M-adaptor玉 5忆-GACGATGAGTCTAGAA-3忆
H/M-adaptor域 5忆-CGTTCTAGACTCATC-3忆

pre-E-A 5忆-GACTGCGTACCAATTCA-3忆
pre-H/M-T 5忆-ATCATGAGTCCTGCTCGGT-3忆

Eco-ANN Sequence 5忆-GACTGCGTACCAATTCANN-3忆
H/M-TNN Sequence 5忆-GATGAGTCTAGAACGGTNN-3忆
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为 1.479 9，杂合度 h平均值为 0.291 0，香农多态性指
数 I平均值为 0.442 5。多样性指数越高则多态性位点

百分比也越高，13对引物获得的 993个位点中，多态
性位点为 879个，多态性百分比达到 88.52%，表明本
研究筛选获得的 13对引物组合非常适用于黄顶菊表
观遗传多样性的研究。引物组合 EdHM6的观察等位
基因数、有效等位基因数、杂合度、香农多态性指数均

高于平均值，表明该引物对表观遗传多样性贡献率最

大。EbHM5多态百分比最低（仅 72.73%），其多样性
指数偏低，则该引物对表观遗传多样性贡献率最小。

由表 5可知，四个入侵地区黄顶菊种群多态性位点百
分比在 84.03%~92.31%范围内。TJJ黄顶菊种群多态
性位点百分比最高，为 92.31%。香农多态性指数 I在
0.398 1~0.492 1范围内，其中 CZX黄顶菊种群香农
多样性指数最高。Nei 基因多样度 H 在 0.226 4~
0.264 5范围内，其中CZX黄顶菊种群 Nei基因多样
度最高。根据 Nei指数计算获得不同入侵地黄顶菊种
群总基因多样度 HT均值为 0.137 8，种群内基因多样
度 HS 均值为 0.128 1，遗传分化系数 Gst 为 0.07（表

图 1 黄顶菊基因组 DNA提取
Figure1 Extraction of the Flaveria bidentis genomic DNA

图 2 40个黄顶菊单株 MSAP检测结果
Figure 2 MSAP profile of 40 Flaveria bidentis plants

图 3 部分泳道量化分析图
Figure 3 Quantitative analysis diagram of part lane

Marker：姿-DNA Hind 芋
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表 3 所选引物组合的序列信息及扩增条带数

Table 3 Sequence information of the selected primers and the amplified bands number
引物 Eco-ANN序列 H/M-TNN序列 总条带数

EbHM2 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCTAGAACGGTAC 60
EbHM5 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCTAGAACGGTGA 66
EcHM1 GACTGCGTACCAATTCATG GATGAGTCTAGAACGGTAG 67
EcHM6 GACTGCGTACCAATTCATG GATGAGTCTAGAACGGTGT 67
EdHM2 GACTGCGTACCAATTCATC GATGAGTCTAGAACGGTAC 87
EdHM6 GACTGCGTACCAATTCATC GATGAGTCTAGAACGGTGT 89
EeHM1 GACTGCGTACCAATTCAGA GATGAGTCTAGAACGGTAG 73
EeHM5 GACTGCGTACCAATTCAGA GATGAGTCTAGAACGGTGA 97

EeHM12 GACTGCGTACCAATTCAGA GATGAGTCTAGAACGGTCC 98
EfHM6 GACTGCGTACCAATTCAGT GATGAGTCTAGAACGGTGT 46
EhHM2 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCTAGAACGGTAC 102
EhHM7 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCTAGAACGGTGG 76
EiHM2 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCTAGAACGGTAC 65
总计 993

表 4 引物的遗传多样性分析
Table 4 Genetic diversity analysis of primers

引物 样本数 观察等位基因数 na 有效等位基因数 ne 杂合度 h 香农多态性指数 I 多态位点数 总位点数 多态性位点百分比/%
全部 8 1.885 2依0.318 9 1.479 9依0.313 5 0.291 0依0.160 0 0.442 5依0.216 3 879 993 88.52

EbHM2 8 1.783 3依0.415 5 1.443 8依0.341 8 0.265 8依0.181 4 0.401 2依0.253 7 47 60 78.33
EbHM5 8 1.727 3依0.448 8 1.509 6依0.355 0 0.292 7依0.195 0 0.427 6依0.278 2 48 66 72.73
EcHM1 8 1.925 4依0.264 8 1.509 8依0.306 9 0.307 4依0.153 1 0.466 2依0.201 9 62 67 92.54
EcHM6 8 1.895 5依0.308 2 1.519 4依0.301 9 0.312 4依0.152 9 0.470 7依0.207 3 60 67 89.55
EdHM2 8 1.873 6依0.334 3 1.451 5依0.305 2 0.278 1依0.160 8 0.425 9依0.219 9 76 87 87.36
EdHM6 8 1.955 1依0.208 4 1.525 6依0.290 9 0.318 8依0.138 9 0.484 2依0.178 7 85 89 95.51
EeHM1 8 1.808 2依0.396 4 1.436 9依0.326 0 0.265 9依0.173 0 0.404 7依0.241 5 59 73 80.82
EeHM5 8 1.938 1依0.242 1 1.527 8依0.309 7 0.316 2依0.148 4 0.478 4依0.193 0 91 97 93.81

EeHM12 8 1.928 6依0.258 9 1.480 7依0.312 3 0.293 4依0.152 0 0.449 9依0.198 8 91 98 92.86
EfHM6 8 1.826 1依0.383 2 1.443 9依0.354 0 0.264 4依0.181 5 0.402 1依0.247 3 38 46 82.61
EhHM2 8 1.931 4依0.254 1 1.404 4依0.280 6 0.260 0依0.143 5 0.410 3依0.189 7 95 102 93.14
EhHM7 8 1.934 2依0.249 6 1.500 1依0.293 9 0.305 0依0.148 6 0.464 6依0.195 7 71 76 93.42
EiHM2 8 1.861 5依0.348 1 1.483 4依0.324 1 0.290 3依0.167 8 0.438 9依0.229 3 56 65 86.15

表 5 四个入侵地黄顶菊种群遗传多样性分析
Table 5 The group of Flaveria bidentis in four different invasive areas genetic diversity analysis

地区 样本数 总位点数 多态位点数 多态性位点百分比/% 香农多态性指数 I Nei基因多样度 H

TJJ 10 260 240 92.31 0.466 2 0.247 5
HSH 10 274 242 88.32 0.413 7 0.246 0
CZX 10 221 197 89.14 0.492 1 0.264 5
HDY 10 238 200 84.03 0.398 1 0.226 4
物种水平 40 993 879 88.52 0.442 5 0.246 1
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表 7 四个不同入侵地区 40个黄顶菊单株 DNA甲基化类型

统计结果

Table 7 Statistics of 40 Flaveria bidentis DNA methylation types in
four different invasive areas

6）。四个不同入侵地黄顶菊种群间的遗传变异占种群
总遗传变异的 7%，表明遗传变异主要是以相同入侵
地区黄顶菊种群内变异为主。基因流 Nm 均值为
3.321跃1，说明四个入侵地的黄顶菊种群间存在广泛
的基因交流，侧面印证不同入侵地区黄顶菊种群间遗

传变异不显著。在种群遗传变异不显著情况下，猜测

入侵环境变化诱导黄顶菊表观遗传发生变化，从而使

得不同入侵地黄顶菊种群间甲基化模式改变。

2.3 四个入侵地区黄顶菊甲基化模式和多态性分析
Hpa域和 MSP玉能识别相同的酶切位点 5忆-

CCGG-3忆，这是真核生物中常见的甲基化位点。但两
者对 5忆-CCGG-3忆位点内外侧胞嘧啶的敏感程度不
同。因此 Hpa域和 MSP玉两种酶组合切割同一份
DNA能产生不同的甲基化模式。MSAP甲基化模式共
有 4种类型。类型玉：Hpa域和 MSP玉都能切开，此类
型 DNA条带未甲基化；类型域：Hpa域能切开，MSP玉
不能切开，此类型 DNA条带半甲基化；类型芋：Hpa
域不能切开，MSP玉能切开，此类型 DNA条带全甲基
化；类型郁：Hpa域和 MSP玉都不能切开。

由表 7可知：四个入侵地区中，HDY获得的类型
玉条带数最多，平均 785.3条；HSH获得的类型域条
带数最多，平均 103.2条；CZX获得的类型郁条带数
最多，平均 111条；HSH和 HDY获得的类型芋条带
数最多，平均 66.2条。由图 4可知 HSH与 TJJ甲基化
状态变化趋势相近，CZX与 HDY甲基化状态变化趋

样本 总计

CZX1 764 59 60 110 993
CZX2 764 58 66 105 993
CZX3 766 57 62 108 993
CZX4 765 59 64 108 993
CZX5 754 58 61 120 993
CZX6 755 56 65 117 993
CZX7 752 57 66 118 993
CZX8 761 55 62 115 993
CZX9 765 58 63 107 993
CZX10 765 58 63 107 993
平均 761.3 57.6 63.4 111
HSH1 763 110 66 111 993
HSH2 766 104 66 106 993
HSH3 784 98 68 89 993
HSH4 769 99 65 103 993
HSH5 774 107 64 100 993
HSH6 768 104 69 105 993
HSH7 769 105 66 104 993
HSH8 766 99 65 107 993
HSH9 774 104 67 100 993
HSH10 768 107 66 107 993
平均 770.1 103.2 66.2 103.2
TJJ1 771 110 65 104 993
TJJ2 768 104 68 105 993
TJJ3 752 96 66 120 993
TJJ4 768 99 67 107 993
TJJ5 784 104 64 90 993
TJJ6 784 105 69 85 993
TJJ7 777 106 66 97 993
TJJ8 769 98 64 108 993
TJJ9 768 104 66 106 993

TJJ10 765 107 66 110 993
平均 770.6 100.3 66.1 103.2

HDY1 795 50 67 81 993
HDY2 794 51 65 83 993
HDY3 794 52 67 80 993
HDY4 785 51 66 91 993
HDY5 786 50 64 93 993
HDY6 794 52 65 82 993
HDY7 768 52 68 105 993
HDY8 758 53 69 113 993
HDY9 785 53 66 89 993

HDY10 794 48 65 86 993
平均 785.3 51.2 66.2 90.3

MSAP条带数
类型玉 类型域 类型芋 类型郁

表 6 四个入侵地黄顶菊种群遗传分化
Table 6 The group of Flaveria bidentis in four different invasive

areas genetic diversity analysis
引物

总基因
多样性 HT

种群内基因
多样度 HS

遗传分化
系数 Gst

基因流
Nm

EbHM2 0.095 7 0.087 5 0.085 2.691
EbHM5 0.204 2 0.193 9 0.050 4.750
EcHM1 0.112 4 0.110 7 0.015 16.41
EcHM6 0.221 5 0.204 7 0.075 3.083
EdHM2 0.105 4 0.096 7 0.082 2.780
EdHM6 0.108 7 0.102 1 0.061 3.848
EeHM1 0.168 0 0.155 2 0.076 3.039
EeHM5 0.107 8 0.102 7 0.047 5.069

EeHM12 0.155 6 0.144 6 0.071 3.271
EfHM6 0.155 1 0.147 2 0.070 3.321
EhHM2 0.100 4 0.094 5 0.058 4.060
EhHM7 0.123 0 0.116 4 0.055 4.295
EiHM2 0.101 9 0.097 8 0.040 6.000
平均 0.137 8 0.128 1 0.070 3.321

630



第 32卷第 1期2017年 4月

图 5 四个不同入侵地 40个黄顶菊个体甲基化敏感（MSP）位点的聚类分析
Figure 5 Clustering analysis of 40 Flaveria bidentis methylation sensitive（MSP）loci in four different invasive areas

图 4 四个不同入侵地黄顶菊甲基化状态比较
Figure 4 Comparation of Flaveria bidentis methylation status of

four different invasive areas

势相近，HSH、TJJ、CZX、HDY半甲基化和全甲基化状
态变化趋势有显著差异。

利用 Quantity One软件获得 MSP（甲基化敏感位
点）和 MISP（甲基化不敏感位点）两类表观遗传数据，
进一步通过 NTSYS软件绘制 MSP和 MISP各自的聚
类图谱（图 5和图 6）。聚类分析结果表明：四个不同
入侵地区黄顶菊按照各自地理位置聚类在一起。黄顶

菊种群个体间遗传距离越小，彼此亲缘关系越近。其

中 TJJ黄顶菊与 HDY黄顶菊最先聚类在一起，说明
TJJ与 HDY这两个入侵地区黄顶菊种群间亲缘关系
最为相近。TJJ与 HDY黄顶菊种群作同一分支随后
与 HSH黄顶菊聚类在一起。TJJ、HDY、HSH作为一大
分支最后与 CZX黄顶菊聚类在一起。说明 CZX黄顶
菊种群与其他入侵地黄顶菊种群在亲缘关系上存在

一定距离。四个不同入侵地黄顶菊 MSP与 MISP的聚
类先后顺序大致相同，说明在黄顶菊整个的种群遗传

过程中，四个不同入侵地区黄顶菊种群间没有较大的

遗传分化。但不同入侵地黄顶菊种群间甲基化模式存

在显著差异，推测黄顶菊通过自身甲基化修饰来改变

自身甲基化模式，以更好地适应不同环境。

2.4 土壤环境因子与 MSAP相关性分析
相关性分析是考察两个变量之间线性关系的一

种统计分析方法，可精确反应当一个变量发生变化时

另一个变量的变化情况。利用 SPSS软件分析不同入
侵地区土壤环境因子与黄顶菊甲基化水平的相关性

（表8）。土壤理化因子与黄顶菊整体甲基化（或半甲基
化）相关系数从大到小排序：全氮跃全磷跃pH跃铵态氮跃
有机质跃全钾跃硝态氮。土壤理化因子与黄顶菊全甲

CZX1CZX6CZX10CZX4CZX8CZX2CZX5CZX7CZX9CZX3HSH-1HSH-3HSH-8HSH-10HSH-5HSH-2HSH-4HSH-6HSH-7HSH-9TJJ-1TJJ-2TJJ-3TJJ-4TJJ-5TJJ-6TJJ-7TJJ-8TJJ-10TJJ-9HDY-1HDY-3HDY-2HDY-4HDY-5HDY-6HDY-7HDY-8HDY-9HDY-10
0.50 0.58 0.67 0.75 0.83 0.92 1.00
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图 6 四个不同入侵地区 40个黄顶菊个体甲基化不敏感（MISP）位点的聚类分析
Figure 6 Clustering analysis of 40 Flaveria bidentis methylation non-sensitive（MISP）loci in four different invasive areas

表 8 不同地区土壤指标与黄顶菊甲基化水平相关性分析
Table 8 Correlation analysis between the soil indexes and methylation level of Flaveria bidentis

R（P） 土壤 pH值 土壤全氮浓度 土壤全磷浓度 土壤有机质浓度 土壤全钾浓度 土壤硝氮浓度 土壤铵态氮浓度

黄顶菊半甲基化水平
0.804
（0.196）

0.983
（0.017）

0.898
（0.102）

0.290
（0.710）

0.219
（0.781）

-0.042
（0.958）

-0.646
（0.354）

黄顶菊全甲基化水平
0.111
（0.889）

0.494
（0.506）

0.623
（0.337）

0.379
（0.621）

-0.332
（0.668）

0.625
（0.375）

-0.767
（0.233）

黄顶菊整体甲基化水平
0.788 0.983 0.908 0.303 0.194 -0.005 -0.671
（0.212） （0.017） （0.092） （0.697） （0.806） （0.995） （0.329）

基化相关系数从大到小为：铵态氮跃全磷跃硝态氮跃全
氮跃有机质跃全钾跃pH。一般来说，相关系数取绝对值
后，0~0.09 视为没有相关性，0.1~0.3 为弱相关，0.3~
0.5为中等相关，0.5~1.0为强相关。从表 8可以看到
黄顶菊甲基化状态与土壤因子相关性强弱关系：黄

顶菊整体甲基化（或半甲基化）与土壤全氮浓度、土

壤全磷浓度、土壤 pH最为相关；黄顶菊全甲基化则
与土壤铵态氮浓度、硝态氮浓度、全磷浓度最为相关，

其中与土壤铵态氮、硝态氮浓度为负相关关系。相关性

仅仅看系数的大小是不够的，还需要做显著性差异检

验，经 t检验发现黄顶菊甲基化状态与土壤主要理化因
子不存在显著相关性（P>0.01）。推测地区环境对黄顶菊

表观遗传多样性的影响是受多重因素共同作用的结

果，而非某个单一因子的作用。

3 讨论

以往研究入侵植物与环境的相互作用以及物种

的适应性进化都特别强调遗传变异的作用，但事实

上，植物面对环境条件的变化也可以通过表型可塑性

方式做出相应的变化来维持其适合度，使其更好地适

应环境。基因组表观遗传变异是环境适应性和表型可

塑性发生的重要基础。Grativol等[17]发现，遗传背景差
异小的情况下，环境变化能够引起植物有机体 DNA
甲基化的变异，且这些 DNA甲基化变异影响表型形

CZX1CZX10CZX6CZX4CZX8CZX2CZX7CZX9CZX3CZX5HSH-1HSH-3HSH-8HSH-10HSH-5HSH-2HSH-4HSH-6HSH-7HSH-9TJJ-1TJJ-2TJJ-3TJJ-4TJJ-5TJJ-6TJJ-7TJJ-8TJJ-10TJJ-9HDY-1HDY-2HDY-3HDY-4HDY-5HDY-6HDY-7HDY-8HDY-9HDY-10
0.50 0.58 0.67 0.75 0.83 0.92 1.00
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成过程。基因组 DNA甲基化的改变很有可能是调控
入侵植物生境适应能力的重要机制之一。近年来，黄

顶菊入侵的生态学机制已经引起人们的重视，但已

有研究多集中在不同环境条件下黄顶菊的种子萌发

特性[18-19]、入侵途径、传播方式、生物学特性[20]及生理
生化指标等变化规律，对黄顶菊基因组 DNA甲基化
的分布模式、变异情况等还缺乏全面的认识。因此，本

文通过研究四个典型入侵地生长的黄顶菊的甲基化

水平及甲基化水平与环境理化因子相关性，探究黄顶

菊 DNA表观遗传多样性是否受地理分布区域及入侵
生境条件的影响。

从四个不同入侵地黄顶菊 Nei氏遗传多样性指
数 H来看，TJJ、HSH、HDY、CZX之间数值相近，没有
明显的种群间遗传分化。但四个不同入侵地区黄顶菊

种群间甲基化模式差异较大，其中 CZX与 HDY两地
植株的各自半甲基化位点和整体甲基化位点相近，且

两者均表现为半甲基化位点高于各自全甲基化位点。

TJJ 与 CZX、HSH 与 CZX、HSH 与 HDY、TJJ 与 HDY
两两相互比较发现：前者与后者半甲基化的比值略大

于 2，整体甲基化的比值接近 2。四个不同入侵地区黄
顶菊种群间无明显的遗传变异情况下，不同地区黄顶

菊甲基化模式却存在显著差异，推测是由于采样地

生境不同所致，TJJ与 HSH为水生境，而 CZX、HDY
为陆生境。陈冬青等[21]对于不同环境下黄顶菊浸提液
对多年生黑麦草萌发与生长影响的研究发现，黄顶菊

自身化感潜力是水边生境大于陆边生境。采样地生境

的不同可能是导致黄顶菊自身甲基化模式差异的原

因。

李红岩[22]对河北省黄顶菊遗传多样性和遗传分
化的研究中，采用 AFLP来分析河北省 7个种群、4个
生境下的黄顶菊遗传多样性，也证实了黄顶菊物种水

平具有丰富遗传多样性，对于黄顶菊入侵初期，即使

有很高的基因交流仍不能阻止黄顶菊种群遗传分化。

在遗传漂流、地理隔离、选择压力下黄顶菊种群分化，

种群水平遗传多样性差异显著。在非适宜的环境，如

光照不足、重金属胁迫下，遗传多样性会持续在一个

低水平；在良好的生长环境条件下，则维持在高水平。

对本文采样的四个典型黄顶菊入侵地进行对比发现，

采样地在地理位置上临近，气候环境偏差不显著，但

存在一定生境差异，且土壤理化因子也不同，故推测

入侵环境土壤因子理化差异也可能对黄顶菊甲基化

模式产生一定的影响。四个入侵地土壤 pH、铵态氮浓
度、全钾浓度数值相近，而土壤有机质、全氮浓度、硝

态氮浓度数值却有显著差异，四个地区土壤全磷浓度

差异不明显。

通过分析黄顶菊甲基化模式与土壤因子相关性

发现，整体甲基化、半甲基化一致，均与土壤全氮浓

度、土壤全磷浓度、土壤 pH最为相关，说明全氮、全
磷、土壤 pH对黄顶菊整体甲基化和半甲基化模式影
响大。全甲基化则与土壤铵态氮浓度、硝态氮浓度、全

磷浓度最为相关，其中与铵态氮、硝态氮浓度为负相

关关系。铵态氮、硝态氮、全磷对全甲基化模式影响最

大。通过 t检验发现这种相关性不显著（P跃0.01），推
测地区环境对黄顶菊表观遗传多样性的影响是多重

因素共同作用的结果，而非某个单一因子的作用。在

种群间遗传分化不显著情况下，土壤因子差异对黄顶

菊甲基化模式有一定诱导作用，使得黄顶菊对于不同

入侵环境会通过甲基化修饰来改变自身甲基化模式，

用于适应新环境。

4 结论

四个入侵地区的黄顶菊种群间遗传变异并不显

著，但表观遗传多样性丰富且其甲基化水平差异显

著。不同环境中土壤理化因子对黄顶菊甲基化水平具

有一定的影响，尽管这种影响并不显著。推测黄顶菊

通过甲基化修饰方式改变自身甲基化水平，使得黄顶

菊表观遗传发生了变化，从而更好地适应新环境。对

不同入侵地区黄顶菊表观遗传变化特征的初步探究

有别于以往在遗传、生理、生化水平上的研究。这不仅

从新的切入方向，即表观遗传水平上对黄顶菊进行研

究，也为相同或相似种属的菊科植物表观遗传研究提

供了参考。
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