
摘 要：为明确不同氮素水平对黄顶菊入侵性的影响，本文模拟 4 种农田施氮梯度，采用甲基化敏感扩增多态性（Methylation
Sensitive Amplification Polymorphism，MSAP）技术研究不同处理下黄顶菊叶片DNA甲基化的变化特征，以及黄顶菊生物量、生长和

光合生理指标的表型可塑性响应特征。结果表明：18对引物共扩增出 690条MSAP条带，引物多态性百分比为 86.38%，T2（275 kg·
hm-2）和T3（375 kg·hm-2）施氮处理下半甲基化和总甲基化水平变化差异显著，各施氮处理的全甲基化水平与CK处理比较变化差异

显著；施氮量的升高显著增加了黄顶菊的生物量和根生物量分配，而降低了支持结构生物量分配，同时促进了植物的营养和生殖

生长及其光合作用；施氮处理下黄顶菊花蕾数、叶面积指数和根生物量的表型可塑性指数最高，分别为 0.824 7、0.666 0和 0.531 1，
而生物量分配和光合生理指标的表型可塑性指数相对较低，表明黄顶菊主要通过调节自身的营养和生殖生长及根生物量等指标

来适应环境氮素水平的变化；表型可塑性与表观遗传变异相关性分析的结果表明，黄顶菊半甲基化、全甲基化和总甲基化水平分

别与花蕾数、根生物量、株高、叶面积指数、根生物量呈显著负相关，而与叶生物量比呈显著正相关。
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Responsive characteristics of Flaveria bidentis epigenetic variation and phenotypic plasticity under different
nitrogen treatments
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Abstract：To clarify the effects of different nitrogen levels on Flaveria bidentis invasion, we simulated four nitrogen gradients of farmlands.
Using the MSAP method, the DNA methylation variations and phenotypic plasticity responsive characteristics of the biomass, growth, and
photosynthetic physiological indices of Flaveria bidentis were studied. The results showed that 18 pairs of primers amplified 690 MSAP
bands and the percentage of primer polymorphism was 86.38%. The differences in the semi-methylation and total methylation levels were
significant between the T2（275 kg·hm-2）and T3（375 kg·hm-2）treatments. The difference in the full-methylation level was significant be⁃
tween the CK and other treatments. The increasing nitrogen application rate significantly increased the biomass and root biomass allocation
of Flaveria bidentis and promoted vegetative and reproductive growth as well as plant photosynthesis, but decreased the biomass allocation
of the support structure. Under nitrogen treatment, the phenotypic plasticity index of flower buds, leaf area index, and root biomass of Flave⁃
ria bidentis were the highest, i.e., 0.824 7, 0.666 0, and 0.531 1, respectively. Whereas the phenotypic plasticity index of biomass allocation
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and photosynthetic physiological index were much lower, which may indicate that Flaveria bidentis adapts to nitrogen changes mainly by reg⁃
ulating its own nutrition, reproductive growth, and root biomass. The results of correlation analysis between phenotypic plasticity and epigen⁃
etic variation showed that a significant negative correlation existed between the semi-methylated level and the number of buds as well as
root biomass, between the full-methylated level and plant height as well as the leaf area index, and also between the total methylated level
and root biomass, while a significant positive correlation existed only between the total methylated level and leaf biomass.
Keywords：nitrogen gradient; Flaveria bidentis; epigenetic variation; DNA methylation; phenotypic plasticity

黄顶菊又称二齿黄菊，是一年生草本植物，菊科

堆心菊族黄菊属，原产南美洲[1-2]，是近十年来入侵我

国华北地区的一种新型外来植物[3]。2001年在天津

市和河北省被发现后，扩散迅速[4-5]。目前，外来入侵

植物已经严重威胁入侵地生态系统功能、农业生产以

及人类健康，造成巨大的经济损失和生态后果[6-8]。大

量研究表明，气候变暖、土壤营养水平增加，均会促使

外来入侵植物增强其竞争力[9-10]。王满莲等[11]对入侵

植物紫茎泽兰生长特性的研究认为增加营养可以提

高其入侵性。周建等[12]研究发现，施氮的增加会显著

促进空心莲子草和莲子草的生长。

表型可塑性是指同一基因型由于环境条件的改

变在表型上作出相应变化的能力，具有遗传基础，也

能发生进化，是生物适应环境的一种方式[13]。研究发

现，优越的可塑性有利于植物在不同环境中竞争，且

入侵植物比本地植物的表型可塑性更强，在生长过程

中更能充分利用资源，导致入侵成功[14-15]。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[16]。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[17]。DNA甲基化是目前机

制研究最为透彻的表观遗传过程，是最重要的表观遗

传修饰方式之一[18-20]。田耀华等[21]研究发现，增施氮肥

会使紫茎泽兰的竞争能力和表型可塑性增强。Angers
等[22]研究发现，环境条件能够诱导DNA甲基化变异，且

环境诱导的DNA甲基化和表观变异有持续性和可遗

传性。

以往对氮素添加条件下黄顶菊变化的研究主要

集中在其与本地或替代植物的种间竞争、生理生态变

化等方面，并没有从表观遗传变异与表型可塑性变化

响应角度去研究其入侵性，此外，由于黄顶菊的发生

时期、生长环境以及区域分布与夏玉米基本吻合，是

威胁我国玉米产量的潜在“杀手”[23-25]，所以本文模拟

玉米田的施氮梯度对黄顶菊进行处理，旨在明确黄顶

菊在施氮处理下表观遗传变异与表型可塑性响应特

征，为农田外来植物入侵的防控提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验设计

黄顶菊种子采自天津静海，为 2015年收获的新

种。试验于 2016年 6—8月在农业部环境保护科研监

测所试验网室（39°15′ 804″ N，117°08′ 805″ E）内进

行，采用 1.5 m×0.8 m微区试验设计，4个微区组成一

个试验区组，分别设置 4个施氮处理：CK（0 kg·hm-2）、

T1（175 kg·hm-2）、T2（275 kg·hm-2）、T3（375 kg·hm-2），

每个处理设 12次重复（单株），每个区组重复 3次。播

种前各小区基肥施用钾肥（氯化钾）175 kg·hm-2、磷肥

（磷酸氢二铵）120 kg·hm-2，氮肥（尿素，各梯度施用

50%作为基肥），黄顶菊于 2016年 6月 1日播种，出苗

后按照所保留的密度，均匀拔出多余的黄顶菊幼苗及

其他杂草，在出苗后30 d追施剩余50%氮肥。

1.2 黄顶菊甲基化MSAP测定

1.2.1 黄顶菊叶片基因组DNA提取

参照 Wang 等[26]、全志星等[27] 方法。采用改良

CTAB法提取黄顶菊叶片基因组DNA，用ND 2000核

酸蛋白分析仪测定DNA浓度。

1.2.2 MSAP体系建立与优化

参见全志星等[27]实验步骤。其中所用接头和引

物序列见表1。
1.3 黄顶菊生长及光合生理指标的测定

1.3.1 生物量指标测定

于播种后 90 d（2017年 8月 30日）进行植物生物

量测定和取样。各处理随机选取 5株，将其根、支持

结构和叶分开进行生物量测定，在 105 ℃杀青 2 h后，

在 80 ℃烘 72 h，电子天平（精度 0.01 g）称量，计算如

下参数：叶生物量比（Leaf mass ratio，LMR，叶质量/植
株总质量）、根生物量比（Root mass ratio，RMR，根质

量/植株总质量）、支持结构生物量比（Supporting or⁃
gans biomass ratio，SBR，支持结构生物量/植株总质

量，支持结构为植物的主茎与长度在 3 cm 以的分枝

的茎的总和）、根冠比（Root mass/ Shoot mass Ratio，R/
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表2 甲基化模式分类

Table 2 Methylation pattern classification
分组情况

类型Ⅰ
类型Ⅱ
类型 Ⅲ
类型 Ⅳ

酶切情况

HpaⅡ和MspⅠ都能切开

HpaⅡ能切开，MspⅠ不能切开

HpaⅡ不能切开，MspⅠ能切开

HpaⅡ和MspⅠ都不能切开

条带类型

（1，1）
（1，0）
（0，1）
（0，0）

甲基化模式

5′-CCGG-3′胞嘧啶未甲基化和内侧胞嘧啶半甲基化

5′-CCGG-3′胞嘧啶外侧半甲基化

5′-CCGG-3′胞嘧啶内侧全甲基化

C，根生物量/地上部分生物量）。

1.3.2 生长指标测定

株高采用直尺进行测量。茎粗采用游标卡尺进

行测量。叶面积采用 LI-3000C叶面积仪测量，叶面

积指数=总叶面积/土地面积。统计花序数和分枝数

（此处分枝指长度在 3 cm 以上，具有 1 对以上叶片的

基部分枝和分株上的分枝）。

1.3.3 SPAD值测定

采用 SY-S02植物叶绿素测定仪测定。每个小区

随机选取 5株黄顶菊植株，每株选择中上部正常生长

且叶位相同的两片功能叶，进行叶绿素含量测定。

1.3.4 光合生理指标测定

利用 LI-6400 便携式光合仪测定。分析不同施

氮处理对净光合速率（Pn）、气孔导度（Cond）、蒸腾

速率（Tr）和水分利用效率（WUE =Pn/Tr）[28]的影响。

1.3.5 表型可塑性指数的计算

表型可塑性指数即不同处理下某一变量的最大

值减去其最小值再除以其最大值[29]。

1.4 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 100~800 bp 区间扩展出的条带，转化

成MSAP表型的数据 0/1矩阵（其中有DNA条带记为

1，无DNA条带记为 0）。利用 POP-Gene软件分析样

品的多样性指数（na，ne，h，I）。

甲基化模式类型划分：HpaⅡ和MspⅠ能识别相

同的酶切位点 5’-CCGG-3’，利用两种同裂酶对 5’-
CCGG-3’位点胞嘧啶甲基化敏感程度的不同，切割

同一个DNA样本会产生不同的甲基化模式，具体分

类情况见表2。
使用 Microsoft Excel 2010 整理实验数据，利用

Duncan法进行各指标的差异显著性检验（α=0.05），采

用Pearson相关分析法分析表型可塑性与甲基化水平

的相关性。

2 结果与分析

2.1 施氮处理下黄顶菊表观遗传变异分析

2.1.1 黄顶菊DNA提取及甲基化MSAP条带分析

由于MSAP技术对基因组DNA质量要求很高，本

试验提取的黄顶菊叶片 DNA 要确保 OD260/280 在 1.7~
1.9范围内，且用 1%琼脂糖凝胶电泳检测时，如图 1
所示，DNA 条带必须呈清晰、无降解、无杂质状态，

否则无法保证后续酶切、扩增和MSAP条带的稳定。

本试验在不同施氮处理下随机选取 5株黄顶菊

单株，共 20个样本进行独立重复试验，通过筛选，从

308对引物组合中选出 18对扩增效果较好的引物组

合进行MSAP试验分析。利用这 18对扩增条带清晰

的引物组合，共扩增出 690条条带（本研究只统计长

度在 100~800 bp范围内的条带），部分引物的 MSAP
图谱如图 2所示。平均每对引物扩增出 38.3条，引物

序列信息和扩增条带数如表 3所示。其中，EmHM14
引物组合扩增条带数最多为 69条，EgHM14引物组合

扩增条带数最少为19条。

在本试验统计的条带大小范围内部分泳道的量

表1 本研究中接头和引物序列信息

Table 1 Sequence information of adaptor and primers used
in this study

接头和引物名称

Eco-adaptorⅠ
Eco-adaptorⅡ
H/M-adaptorⅠ
H/M-adaptorⅡ

pre-E-A
pre-H/M-T

Eco-ANN sequence
H/M-TNN/CMM sequence

序列

5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′
5′-AATTGGTACGCAGTCTAC-3′
5′-GACGATGAGTCTAGAA-3′
5′-CGTTCTAGACTCATC-3′

5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′
5′-ATCATGAGTCCTGCTCGGT-3′
5′-GACTGCGTACCAATTCANN-3′

5′-GATGAGTCTAGAACGGTNN/CMM-3′
注：NN：代表引物 3′末端添加 2个不同的选择性碱基：AG；AC；

TG；TC；GA；GT；GG；GC；CA；CT；CG；CC；AA；TA。MM：代表引物 3′
末端添加 2 个不同的选择性碱基：AA，AC，AG，AT，TA，TC，TG，CA。
Eco-ANN和H/M-TNN/CMM引物两两一组可组成 308对选择性扩增
引物组合。

Note：NN：Represent two different selective bases at the 3′ end，AG，
AC, TG, TC, GA, GT, GG, GC, CA, CT, CG, CC, AA, TA. MM：Represent
two different selective bases at the 3′ end，AA，AC，AG，AT，TA，TC，TG，
CA. From which 308 pairs of selective primer combinations can be formed.
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图1 黄顶菊基因组DNA提取

Figure 1 Extraction of the Flaveria bidentis genomic DNA

Marker：λ-Hind Ⅲ digest；CK、T1、T2、T3代表4个施氮处理下的
黄顶菊叶片基因组DNA

Marker：λ-Hind Ⅲ digest；CK，T1，T2 and T3 represent the genomic
DNA of Flaveria bidentis under four nitrogen treatments

图2 部分黄顶菊单株MSAP检测结果

Figure 2 MSAP profile of Flaveria bidentis plants

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

化分析图如图 3所示，以第一条泳道作为参照，其余

泳道扩增相同分子量的条带相似比，第 7泳道与第 1
泳道扩增条带数相似度最高为 61.2%，而第 15条泳道

与其相似度最低，为46.7%。

2.1.2 引物的遗传多样性与贡献率

利用 POPGene软件对样本遗传多样性指标进行

分析，如表 4所示，18对引物观察等位基因数 na平均

值为 1.918 8，有效等位基因数 ne平均值为 0.153 9，杂

合度 h平均值为 0.315 1，香浓多态性指数 I平均值为

0.473 1。多样性指数越高则多态性位点百分比越高，

由 18对引物获得的 690个位点中，有 596个多态性位

点，占总位点数的 86.38%，表明本研究筛选获得的 18
对引物组合非常适用于黄顶菊表观遗传多样性研究。

引 物 组 合 EeHM1 的 多 态 性 位 点 百 分 比 最 高 为

97.50%，且该引物的观察等位基因数 na、有效等位基

因数 ne、杂合度 h以及香农多态性指数 I均高于平均

值，说明该引物对表观遗传多样性贡献率最大。引物

组合 EmHM20的多态性位点百分比最低为 67.74%，

多样性指数偏低，说明该引物对表观遗传多样性贡献

引物

EaHM6
EaHM13
EaHM14
EbHM14
EdHM6
EeHM1
EeHM5
EeHM14
EeHM21
EgHM14
EgHM17
EiHM13
EiHM14
EiHM19
EiHM21
EmHM13
EmHM14
EmHM20

总计

Eco-ANN序列

GACTGCGTACCAATTCAAG
GACTGCGTACCAATTCAAG
GACTGCGTACCAATTCAAG
GACTGCGTACCAATTCAAC
GACTGCGTACCAATTCATC
GACTGCGTACCAATTCAGA
GACTGCGTACCAATTCAGA
GACTGCGTACCAATTCAGA
GACTGCGTACCAATTCAGA
GACTGCGTACCAATTCAGG
GACTGCGTACCAATTCAGG
GACTGCGTACCAATTCACA
GACTGCGTACCAATTCACA
GACTGCGTACCAATTCACA
GACTGCGTACCAATTCACA
GACTGCGTACCAATTCAAA
GACTGCGTACCAATTCAAA
GACTGCGTACCAATTCAAA

H/M-TNN/CNN序列

GATGAGTCTAGAACGGTGT
GATGAGTCTAGAACGGTTA
GATGAGTCTAGAACGGCAA
GATGAGTCTAGAACGGCAA
GATGAGTCTAGAACGGTGT
GATGAGTCTAGAACGGTAG
GATGAGTCTAGAACGGTGA
GATGAGTCTAGAACGGCAA
GATGAGTCTAGAACGGCCA
GATGAGTCTAGAACGGCAA
GATGAGTCTAGAACGGCAT
GATGAGTCTAGAACGGTTA
GATGAGTCTAGAACGGCAA
GATGAGTCTAGAACGGCTC
GATGAGTCTAGAACGGCCA
GATGAGTCTAGAACGGTTA
GATGAGTCTAGAACGGCAA
GATGAGTCTAGAACGGCTG

总条带数

42
37
22
31
42
40
36
28
27
19
39
46
22
38
59
62
69
31
690

23 130 bp
125 bp

Marker CK T1 T2 T3

800 bp
700 bp600 bp500 bp
450 bp400 bp350 bp300 bp250 bp200 bp150 bp

100 bp

HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM HM
CK T1 T2 T3 CK T1 T2 T3CK T1 T2 T3CK T1 T2 T3

EaHM6 EaHM13 EgHM14 EeHM5
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图3 部分泳道量化分析图

Figure 3 Quantitative analysis diagram of part lane
表4 引物遗传多样性分析

Table 4 Genetic diversity analysis of primers

率最小。

2.1.3 不同施氮处理下黄顶菊甲基化模式和甲基化水

平分析

按照 DNA甲基化模式类型分类，统计不同施氮

处理下黄顶菊 DNA 甲基化水平变化情况，如表 5所

示，各处理下扩增条带总数为 690条，其中半甲基化

（Ⅱ）和全甲基化（Ⅲ）条带数随施氮量的增加而增加，

但是超甲基化（Ⅳ）条带数随施氮量的增加而减少。总

甲基化条带数为 72~79 条，占比为 10.44%~11.45%。

由图 4可知，T2和 T3施氮处理下各甲基化水平的变

引物

全部

EaHM6
EaHM13
EaHM14
EbHM14
EdHM6
EeHM1
EeHM5
EeHM14
EeHM21
EgHM14
EgHM17
EiHM13
EiHM14
EiHM19
EiHM21
EmHM13
EmHM14
EmHM20

样本数

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

观察等位基因数na

1.918 8±0.273 3
1.928 5±0.260 7
1.864 9±0.346 6
1.863 6±0.351 3
1.903 2±0.300 5
1.809 5±0.397 4
1.975 0±0.158 1
1.861 1±0.350 7

2.000 0±0
1.889 0±0.320 0
0.789 5±0.418 9
1.923 1±0.270 0

2.000 0±0
1.955 0±0.213 0
1.974 0±0.162 0
1.983 1±0.130 2
1.903 2±0.298 1
1.869 6±0.339 2

2.000 0±0

有效等位基因数ne

0.153 9±0.339 4
1.595 1±0.343 6
1.560 2±0.348 8
1.326 2±0.295 3
1.573 0±0.362 6
1.616 8±0.379 5
1.655 9±0.283 1
1.556 8±0.330 5
1.665 0±0.315 0
1.741 0±0.337 0
1.510 9±0.361 4
1.546 8±0.340 5
1.348 0±0.241 0
1.377 0±0.302 0
1.458 0±0.330 0
1.465 2±0.300 2
1.483 0±0.347 7
1.573 9±0.342 0
1.678 2±0.305 3

杂合度h

0.315 1±0.162 7
0.339 7±0.161 1
0.321 7±0.174 2
0.216 7±0.141 6
0.325 2±0.176 7
0.338 6±0.189 5
0.375 4±0.126 3
0.323 4±0.168 5
0.372 0±0.149 0
0.396 0±0.163 0
0.294 2±0.194 7
0.319 0±0.163 3
0.238 0±0.120 0
0.243 0±0.148 0
0.280 0±0.155 0
0.290 3±0.137 2
0.287 7±0.167 2
0.329 1±0.168 7
0.380 1±0.137 5

香农多态性指数 I

0.473 1±0.212 3
0.503 2±0.209 0
0.475 7±0.236 1
0.352 9±0.194 3
0.481 6±0.232 1
0.489 0±0.261 7
0.552 4±0.157 7
0.478 6±0.231 5
0.546 0±0.181 0
0.564 0±0.222 0
0.433 9±0.270 9
0.478 1±0.212 9
0.390 0±0.149 0
0.390 0±0.190 0
0.436 0±0.193 0
0.452 3±0.169 5
0.438 7±0.219 1
0.485 8±0.228 8
0.557 0±0.166 0

多态位点数

596
40
32
19
28
34
39
31
22
24
15
36
34
17
31
56
57
60
21

总位点数

690
42
37
22
31
42
40
36
28
27
19
39
46
22
38
59
62
69
31

多态性位点百分比/%
86.38
95.24
86.49
86.36
90.32
80.95
97.50
86.11
78.57
88.89
78.95
92.31
73.91
77.27
81.58
94.92
91.94
86.96
67.74

101112131415
16
1718
1920
21
22
23
242526
27
2829
3031

24100.0% 761.2% 2259.6% 4658.2% 1147.3% 1546.7%1847.6%848.6%448.9%549.1%650.0%4350.5%1952.7%253.0%2953.1%4253.5%2056.3%2356.7%1757.5%2157.9%

123456
789

123456
789

101112131415
16
1718
1920
21
22
23
242526
27
2829
3031
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化趋势相似，差异不显著，但是半甲基化和总甲基化

水平与CK和T1处理比较差异显著；全甲基化水平在

T1、T2和 T3处理下差异不显著，但是与CK处理差异

显著。以上结果表明，施氮梯度会对黄顶菊甲基化状

态产生影响。

2.2 施氮处理对黄顶菊生长和光合特性的影响

2.2.1 不同施氮处理对黄顶菊生物量及其分配的影响

施氮处理明显增加了黄顶菊植株各部分的生物

量。从表 6可以看出，黄顶菊的叶生物量、茎生物量、

根生物量、总生物量均随着施氮量的增加而增大，在

高氮（T3）处理下达到最大值。其中叶生物量和茎生

物量在低氮（T1）和正常施氮（T2）处理下差异不显

著，但是与无氮（CK）和高氮（T3）处理差异显著（P<
0.05）；根生物量和总生物量在各施氮处理下差异显

著。与无氮（CK）处理相比，低氮（T1）、正常施氮（T2）
和高氮（T3）处理下：叶生物量分别增加了 16.9%、

27.3% 和 35.8%；茎生物量分别增加了 10.4%、15.6%
和 21.3%；根生物量分别增加了 29.9%、68.5% 和

94.9%；总生物量分别增加了14.5%、25.1%和34.0%。

不同施氮处理下黄顶菊的生物量分配也有明显

差异。如表 7 所示，支持结构生物量比在正常施氮

（T2）和高氮（T3）处理下差异不显著，但是在正常施

氮（T2）和高氮（T3）处理下的支持结构比显著高于无

氮（CK）和低氮（T1）处理下的支持结构比；根生物量

比与根冠比在无氮（CK）和低氮（T1）处理下差异不显

著，但是无氮（CK）和低氮（T1）处理下的根生物量比

与根冠比显著低于正常施氮（T2）和高氮（T3）处理下

的根生物量比与根冠比，这可能与此时植株把较多的

生物量分配到根部有关。总之，黄顶菊的生物量随施

氮梯度的增加而增加，施氮明显促进了黄顶菊的生

长，说明农田中施氮量越高，越利于黄顶菊生长，所以

黄顶菊的入侵风险越大。

2.2.2 不同施氮处理对黄顶菊营养生长和生殖生长的

影响

施氮处理明显改变了黄顶菊的营养生长。黄顶

菊的株高、茎粗、叶面积指数和分枝数在各施氮处理

表5 各施氮处理下DNA甲基化水平变化情况

Table 5 The change of DNA methylation level under different
nitrogen treatments

注：*总甲基化条带数=Ⅱ+Ⅲ[30]。

Note：*Total methylation bands=Ⅱ+Ⅲ[30].

MSAP扩增带谱类型

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

扩增条带总数

总甲基化带数*

甲基化条带比率/%

CK
529
32
40
89
690
72

10.44

T1
532
34
42
81
690
76

11.03

T2
534
34
43
80
690
77

11.14

T3
533
36
43
78
690
79

11.45

图4 四种施氮处理下甲基化水平

Figure 4 The level of methylation under four nitrogen treatments

表6 不同施氮处理对黄顶菊生物量的影响

Table 6 Effects of different nitrogen treatments on biomass of Flaveria bidentis

注：同一列内不同小写字母表示不同施氮处理下差异显著（P<0.05）。下同。

Note: Different letters in the same column mean significant difference among different treatments. The same below.

施氮处理

CK
T1
T2
T3

叶生物量/g·株-1

32.60±2.42c
38.12±1.35b
41.51±1.32ab
44.27±2.80a

茎生物量/g·株-1

79.59±5.44c
87.88±3.28b
91.97±2.17ab
96.53±2.10a

根生物量/g·株-1

15.70±1.05d
20.39±0.88c
26.45±0.88b
30.60±0.85a

总生物量/g·株-1

127.88±6.92d
146.39±3.68c
159.93±3.63b
171.40±3.77a

14
12
10
8
6
4
2
0

比
率

/%

CK T1 T2 T3

半甲基化水平 全甲基化水平 总甲基化水平

c

b
c

b

a
b

a

a
a

a

a
a

半甲基化水平：Ⅱ/（Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ）×100%；全甲基化水平：Ⅲ/（Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ）×
100%；总甲基化水平：（Ⅱ+Ⅲ）/（Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ）×100%；其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别
代表Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类型的条带数量[30]。不同小写字母表示同一甲基化水
平不同处理间差异显著
The level of hemomethylation：Ⅱ/（Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ）× 100%；The level of total
methylation：Ⅲ/（Ⅰ +Ⅱ +Ⅲ）× 100%；The overall level of methylation：
（Ⅱ+Ⅲ）/（Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ）×100%. Among them，Ⅰ，Ⅱ and Ⅲ represent the
number of Ⅰ，Ⅱ and Ⅲ type bands，respectively. Different letters mean
significant difference among different treatments under the same methyla⁃
tion

处理
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1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

茎
粗

/cm

CK T1 T2 T3

c c b
a

B

表7 不同施氮处理对黄顶菊生物量分配的影响

Table 7 Effects of different nitrogen treatments on biomass allocation of Flaveria bidentis
施氮处理

CK
T1
T2
T3

叶生物量比

0.25±0.01a
0.26±0.01a
0.26±0.01a
0.26±0.02a

支持结构生物量比

0.56±0.01c
0.58±0.01c
0.62±0.01a
0.60±0.01b

根生物量比

0.12±0.02b
0.14±0.01b
0.17±0.01a
0.18±0.01a

根冠比

0.14±0.02b
0.16±0.01b
0.20±0.01a
0.22±0.01a

下差异明显，除分枝数外，其他指标均随施氮量的增

加而增大，在T3施氮梯度下达到最大值；黄顶菊分枝

数在 T2施氮梯度下达到最大值。如图 5A、图 5B、图
5C、图 5D）所示，黄顶菊株高在各施氮梯度下差异显

著（P<0.05）；黄顶菊茎粗在CK和 T1施氮梯度下差异

不显著，与 T2和 T3施氮梯度相比差异显著；黄顶菊

叶面积指数在T1和T2施氮梯度下差异不显著，与CK

和 T3施氮梯度相比差异显著；黄顶菊分枝数在 T2和

T3施氮梯度下差异不显著，与CK和T1施氮梯度相比

差异显著。由此可知，施氮可以促进黄顶菊的营养生

长，施氮越多促进效果约明显，说明施氮量多的农田

中更适合黄顶菊生长，黄顶菊的入侵风险也就越大。

施氮处理也明显改变了黄顶菊的生殖生长，如图

5E所示，随施氮量的增加黄顶菊的花蕾数增加，且各

图5 不同施氮处理对黄顶菊生长特征的影响

Figure 5 Effects of different nitrogen treatments on growth characteristics of Flaveria bidentis
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施氮处理下差异显著（P<0.05）；与CK施氮梯度相比，

T1、T2和 T3施氮处理下花蕾数分别增加了 116.2%、

195.1%和 214.7%。黄顶菊结实量大，一株黄顶菊可

结 12万粒种子，花蕾数的增加无疑增加了黄顶菊的

种子数量，同时加大其入侵风险。所以施氮量的增加

不仅促进黄顶菊的营养生长，更严重的是促进黄顶菊

的生殖生长，增加结实量，增加入侵风险。

2.2.3 不同施氮处理对黄顶菊光合特性的影响

如表 8所示，黄顶菊 SPAD值随施氮梯度的增加

而增大，在T3施氮梯度下达到最大值，T2处理下黄顶

菊 SPAD值与T1和T3处理下 SPAD值差异不显著，但

是与 CK处理比较差异显著（P<0.05）；黄顶菊净光合

速率随施氮梯度增加而增大，但在 T3施氮梯度下出

现下降趋势，且在 T1和 T3施氮梯度下差异不显著，

与CK和T2施氮处理差异显著；黄顶菊蒸腾速率在各

施氮处理下与黄顶菊净光合速率变化趋势相同；黄

顶菊气孔导度虽然也随施氮量的增加而增加，但是

只有 T2施氮处理下气孔导度和 CK、T1和 T3处理下

差异显著，CK、T1和T3处理下差异不显著；黄顶菊水

分利用效率在不同施氮处理下差异不显著。

2.3 施氮处理下黄顶菊表型可塑性响应特征分析

2.3.1 不同施氮处理对黄顶菊表型可塑性指数的影响

如表 9所示，本研究中，在不同施氮处理下，黄顶

菊的营养生长和生殖生长指标的表型可塑性指数相

对较高，其中花蕾数和叶面积指数的表型可塑性指数

最高分别为 0.824 7和 0.666 0。另外，根生物量的表

型可塑性指数也较高，为 0.531 1；生物量分配指标和

光合特征指标的表型可塑性指数相对较低。由此可

以看出，黄顶菊是通过调节自身的营养生长和生殖生

长等指标来适应施氮处理，通过增加根生物量来吸收

土壤中的养分，从黄顶菊的各项指标的表型可塑性指

数来看，黄顶菊的适应能力很强，可以很好地适应环

境的变化。

2.3.2 黄顶菊各指标表型可塑性指数与表观遗传的相

关性分析

表观遗传变异可能是表型可塑性形成的重要分

子基础，为研究不同氮素水平下黄顶菊DNA甲基化

与表型可塑性的响应特征，本文进一步分析了各甲基

化状态与不同生理指标表型可塑性指数之间的相关

性（表 10）。结果表明，黄顶菊DNA半甲基化水平与

花蕾数呈显著负相关，黄顶菊全甲基化水平与株高和

叶面积指数呈显著负相关，黄顶菊总甲基化水平与根

生物量呈显著负相关，与叶生物量比呈极显著正相

关。这是由于植物可能通过在某些基因的内部或附

近区域发生甲基化或去甲基化来抑制或激活这些基

因的表达，从而参与植物生长发育的重要生命过程。

随不同氮素水平的变化，黄顶菊可能主要通过调节

5′-CCGG-3′胞嘧啶外侧发生半甲基化或内侧发生

表8 不同施氮处理对黄顶菊叶绿素含量和光合性状的影响

Table 8 Effects of different nitrogen treatments on chlorophyll content and photosynthetic characteristics of Flaveria bidentis

表9 黄顶菊的各项指标在不同施氮处理下的表型可塑性指数

Table 9 Phenotypic plasticity index of each index of Flaveria bidentis under different nitrogen treatments

施氮处理

CK
T1
T2
T3

SPAD值

36.9±4.88c
44.43±3.75b
49.0±1.82ab
50.63±1.31a

净光合速率

21.75±1.48c
23.65±0.07b
26.14±0.26a
24.84±0.32ab

气孔导度

0.82±0.06b
0.95±0.05b
1.11±0.09a
0.84±0.06b

蒸腾速率

3.45±0.19c
3.84±0.06b
4.44±0.30a
4.14±0.06ab

水分利用效率

6.32±0.54a
6.34±0.18a
5.90±0.39a
6.00±0.02a

指标

营养生长与生殖生长

生物量

株高

茎粗

分枝数

花蕾数

叶面积指数

叶生物量

茎生物量

根生物量

总生物量

可塑性指数

0.454 5
0.317 3
0.440 1
0.824 7
0.666 0
0.358 3
0.230 6
0.531 1
0.308 7

指标

生物量分配指标

光合特征指标

叶生物量比

支持结构生物量比

根生物量比

根冠比

SPAD值

净光合速率

气孔导度

蒸腾速率

水分利用效率

可塑性指数

0.358 3
0.358 3
0.308 7
0.308 7
0.355 1
0.238 3
0.350 0
0.312 1
0.180 1
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表10 黄顶菊各生理指标的表型可塑性指数与甲基化水平相关性

Table 10 Correlation analysis of phenotypic plasticity index and methylation level of each physiological index of
Flaveria bidentis under different treatments

注：**表示在0.01水平上极显著相关，*表示在0.05水平上显著相关。

Note:**indicates a significant correlation at the 0.01 level. * indicates a significant correlation at the 0.05 level.

指标

营养生长与生殖生长

生物量

生物量分配

光合特征

株高

茎粗

叶面积指数

分枝数

花蕾数

叶生物量

茎生物量

根生物量

总生物量

叶生物量比

支持结构生物量比

根生物量比

根冠比

SPAD值

净光合速率

气孔导度

蒸腾速率

水分利用效率

R（P）

半甲基化水平

-0.795（0.205）
-0.495（0.505）
-0.643（0.357）
0.182（0.818）

-0.968（0.032）*
-0.295（0.705）
-0.869（0.131）
-0.920（0.08）
-0.806（0.194）
0.949（0.051）
-0.661（0.339）
-0.884（0.116）
-0.843（0.157）
-0.878（0.122）
-0.805（0.195）
0.748（0.252）
-0.643（0.357）
-0.767（0.233）

全甲基化水平

-0.987（0.013）*
-0.897（0.103）

-0.974（0.026）*
-0.353（0.647）
-0.643（0.364）
-0.781（0.219）
-0.811（0.189）
-0.937（0.630）
-0.811（0.199）
0.951（0.049）*
-0.267（0.733）
-0.825（0.175）
-0.862（0.138）
-0.816（0.184）
-0.768（0.232）
0.637（0.363）
-0.741（0.259）
-0.717（0.283）

总甲基化水平

-0.925（0.075）
-0.708（0.292）
-0.833（0.167）
-0.058（0.942）
-0.866（0.136）
-0.537（0.463）
-0.887（0.113）
-0.977（0.023）*
-0.882（0.118）
0.999（0.001）**
-0.512（0.488）
-0.902（0.098）
-0.895（0.105）
-0.894（0.106）
-0.829（0.171）
-0.735（0.265）
-0.722（0.278）
-0.783（0.217）

全甲基化的水平，来开启花蕾数、根生物量、株高和叶

面积指数相关基因的表达；而通过整体调节 5′-CC⁃
GG-3′胞嘧啶内外侧发生半甲基化和全甲基化的总

甲基化水平，开启根生物量相关基因的表达而关闭叶

生物量比相关基因的表达。

3 讨论

外来生物入侵已成为威胁我国生态安全与生物

安全的重要问题，我国每年由外来入侵物种造成的经

济损失高达 2000亿元[6，31]。目前，有效预防和控制外

来物种的危害已经成为学术界关注的重点[32]。在以

往研究入侵植物与环境的相互作用以及物种的适应

性进化中，多是强调遗传变异的作用，但事实上，植物

面对环境条件的变化可以通过表型可塑性的改变来

做出相应的变化从而适应环境，而基因组表观遗传变

异是环境适应性和表型可塑性发生的机理。表型可

塑性能使植物的生态幅拓宽，同时也增强了植物的耐

受性，从而使植物可以在更复杂的环境下生存，使入

侵种获得竞争优势[15，33]。

氮素是生态系统中限制植物生长、生物量和光合

作用的重要环境资源之一[34]。研究表明[35]，氮素资源

投入过剩会降低生态系统抵御外来植物入侵的能力，

使生态系统功能面临破坏性威胁。Gilliam[36]的研究

指出，当可利用的氮素含量升高时，入侵植物会加速

入侵。黄顶菊是典型的C4植物，其C4结构及其代谢

途径使它能够适应干旱、盐碱恶劣条件及强光条件，

且具有很高的氮素利用能力[37-38]。王满莲等[39]研究发

现，入侵植物紫茎泽兰和飞机草对氮素添加变化表现

出很高的表型可塑性，随施氮量的增加，两种植物的

根冠比、叶生物量比、叶面积比等均升高，说明土壤含

氮量的增加利于两种植物的入侵。陆光亚等[40]研究

发现，豚草的形态和生物量分配特征对氮素添加表现

出很强的可塑性，且随着施氮量的增加，株高、总生物

量、支持结构生物量比等显著增加，可知新区域中土

壤含氮量增加更加方便豚草入侵。

表观遗传学研究显示，生物的适应性增强往往是

表型变化而不是基因型的变化[41-43]。宋欣欣等[44]和

Kou 等[45]利用 MSAP 技术，研究了低氮处理对水稻

DNA甲基化的影响，结果表明水稻在低氮和无氮处

理后，DNA甲基化水平降低幅度较大，降低的模式以
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CNG 甲基化水平的降低为主。池春玉等[46]研究结果

表明，低氮处理的飞机草去甲基化比例高于高氮处理

的飞机草，而甲基化增强的比例又低于高氮处理。本

研究也显示T2施氮处理下获得甲基化类型Ⅰ的带数

最多；甲基化类型Ⅱ的条带数随施氮量的增加而增

加；类型 Ⅲ的条带数在 T2施氮梯度下达到最大值。

T2和T3处理下甲基化的变化趋势相似，差异不显著；

半甲基化和总甲基化在 T2和 T3处理下差异不显著

但是与CK和T1处理差异显著，说明施氮梯度会对黄

顶菊甲基化状态产生影响。

张耀鸿等[47]研究发现，外源氮输入促进了互花米

草的生长、生物量积累；Harrington 等[48]研究发现，入

侵植物刺檗随着可利用氮素含量的升高，通过增加叶

片氮含量和叶生物量来提高产量。与本文研究结果

一致，本研究发现，黄顶菊的生长指标如叶生物量、茎

生物量、根生物量、总生物量、根生物量比、根冠比、株

高、茎粗、叶面积指数、分枝数和花蕾数等均随着施氮

量的增加而增加；黄顶菊的光合特征指标 SPAD值、

净光合速率、气孔导度和蒸腾速率等均随着施氮量的

增加而增加，这说明施氮会促进黄顶菊的生长。黄顶

菊在受到不同施氮处理下，各生长指标的表型可塑性

指数较高，说明黄顶菊具有较强的适应能力，通过调

节形态和生物量分配来适应环境，这与皇甫超河等[49]

研究结果一致。

总之通过本研究，首先可以确定黄顶菊的生长指

标和光合特征指标均随着施氮量的增加而增大，施氮

处理会促进黄顶菊生长，黄顶菊通过调节形态和生物

量分配来适应施氮环境。其次，还可以确定黄顶菊

DNA甲基化类型Ⅱ和类型Ⅲ均随着施氮量的增加而

增大，说明施氮可以改变甲基化水平和模式。为进一

步明确外来入侵植物如何通过表观遗传来适应环境

提供证据。

4 结论

施氮处理下，黄顶菊能够通过调节自身的营养和

生殖生长及根生物量分配等表型可塑性指标的变化，

来适应施氮水平的变化，这种变化可能是通过在相关

基因内部或附近发生甲基化或者去甲基化来抑制或

激活这些基因的表达来实现的。
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