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太平洋牡蛎不同组织DNA甲基化的F-MSAP分析

姜群, 于红, 孔令锋, 李琪

中国海洋大学 海水养殖教育部重点实验室, 山东 青岛 266003
摘要: 采用荧光标记的甲基化敏感性扩增多态性(F-MSAP)技术对太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)的6个组织进行全基因组CCGG位点甲基化水平的检测。结果表明: 鳃、闭壳肌、外套膜、唇瓣、性腺、消化盲囊6个组织的甲基化水平分别为: 31.77%、36.41%、32.00%、36.47%、32.77%和37.92%。甲基化模式分为全甲基化和半甲基化, 在太平洋牡蛎中, 全甲基化模式与总体甲基化水平一致, 消化盲囊、唇瓣、闭壳肌组织的甲基化水平较高, 而鳃、外套膜、性腺组织的甲基化程度较低; 半甲基化位点显著少于全甲基化位点, 并且不同组织间的半甲基化位点不存在显著性差异, 而从全甲基化位点及总甲基化水平分析, 不同组织之间甲基化水平差异显著。太平洋牡蛎中存在组织特异性甲基化片段和非组织特异性甲基化片段, 但却只在一个或部分个体中出现, 没有发现在所有研究个体中都存在的甲基化差异片段, 这可能与牡蛎较高的杂合度相关。对实验样品进行的荧光标记的扩增片段长度多态性(F-AFLP)分析发现, 样品间的确存在较大的遗传差异, 基于以上结果可以推测基因组甲基化水平可能与个体遗传背景相关联。
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表观遗传学是指在DNA序列不发生变化的情况下产生的可遗传的基因表达改变, DNA甲基化是迄今为止研究较为成熟的一种表观遗传修饰形式, 在维持染色体结构[1]、基因印记[2]、X染色体失活[3]疾病[4]和肿瘤[5]的发生NE.Cms_Insert

NE.Cms_Insert等过程中发挥重要作用, 在生物体的组织发育和分化过程中, 同样也存在DNA甲基化的调控, 目前, 在哺乳动物[6–7]、植物[8–10]及低等海洋无脊椎动物[11–13]中都已发现组织间DNA甲基化差异片段。组织间甲基化的差异主要分为两种: 一种是组织特异性差异, 指的是只有一个组织的甲基化模式与其他所有组织不相同; 另一种称为非组织特异性差异, 是指2个以上的组织甲基化模式与其他组织不相同。组织特异性基因启动子的高甲基化/去甲基化可以抑制/激活相关基因转录, 调控基因表达, 进而使不同组织发挥相应的生物功能[8, 14–15]。然而, DNA甲基化在发育过程中的调控作用在不同物种甚至不同组织中存在差异, 如斑马鱼(Danio rerio)DNA甲基转移酶基因(Dnmt1)的敲除致使肠等组织不能正常发育, 但肝组织却不受影响[16]; Warnecke等[17]和Walsh等[18]发现在一些组织特异性基因中, 基因表达与甲基化水平之间并无关联。因此分析不同组织之间的甲基化对于理解DNA甲基化与发育之间的关系具有重要作用。

DNA甲基化的检测方法有很多, 甲基化敏感性扩增多态性(MSAP)技术是目前研究较为成熟的方法之一[9], 由扩增片段长度多态性(AFLP)技术改进产生, 用对CCGG位点胞嘧啶甲基化敏感性不同的同裂酶HPa II和Msp I代替Mse I, 可以从全基因组水平检测CCGG位点处的DNA甲基化状态。HPa II和Msp I都能识别并切割CCGG序列, 但是对胞嘧啶甲基化的敏感性不同, HPa II不能酶切双链都存在甲基化的位点, 而Msp I不能识别外侧甲基化胞嘧啶, 通过条带在两种酶切下的出现情况可以判断该位点的甲基化状态。荧光标记的甲基化敏感性扩增多态性(F-MSAP)技术[19]在MSAP的基础上对选择性扩增引物进行了荧光标记, 通过荧光信号来检测DNA甲基化状态, 操作简单, 安全省时, 具有高通量, 高分辨率的优点。

太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)又称长牡蛎, 是世界上养殖范围最广、产量最高的经济贝类, 目前已有研究显示太平洋牡蛎DNA序列存在甲基化的现象[20]并且与部分基因之间存在负关联[21], Jiang等[22]采用MSAP方法对其全基因组甲基化水平进行了研究, 但是目前太平洋牡蛎中并没有关于不同组织间甲基化差异的相关报道, 本研究采用F-MSAP技术, 对鳃、外套膜、闭壳肌、唇瓣、性腺、消化盲囊6个组织进行全基因组CCGG位点甲基化水平的检测, 探讨不同组织间甲基化水平的差异, 以期为太平洋牡蛎甲基化的相关研究提供基础数据。

1  材料和方法

1.1  材料

2龄太平洋牡蛎10只, 利用苯酚氯仿法获得鳃、外套膜、闭壳肌、唇瓣、性腺、消化盲囊6个组织的基因组DNA[23]。选用14对引物通过F-MSAP 方法对太平洋牡蛎不同组织的基因组甲基化状态进行检测, 接头与引物(表1)的设计参考Xu等[24]采用的方法。另外, 为提供实验样品的遗传背景, 本研究选用8对引物, 采用荧光标记的扩增片段长度多态性(F-AFLP)方法对其遗传多态性进行评估, 方法参照Vos等[25], 选择性扩增引物组合为: E-ACA/M-CAC、E-AAC/M-CAC、E-ACG/M-CAC、E-ACT/M-CAT、E-ATC/M-CTA、E-AGG/M-CTA、E-ACC/M-CCT、E-AAG/M-CTG。

1.2  方法

F-MSAP方法在Xu等[24]的方法上进行适当的修改, 用2U的EcoR I和2U的Hpa II/Msp I进行酶切, 总体积为10 µL。酶切产物在T4 连接酶的作用下与接头连接, 10倍稀释后进行预扩增。
表1  F-MSAP中所用的引物与接头序列

Tab. 1  Sequence of adapters and primers used for F-MSAP analysis

	接头/引物

adapter/primer
	序列 (5′–3′)

sequence(5′–3′)

	Ad-I EcoR I
	CTCGTAGACTGCGTACC

	Ad-II EcoR I
	AATTGGTACGCAGTCTAC

	Ad-I HM
	GACGATGAGTCTAGAA

	Ad-II HM
	CGTTCTAGACTCATC

	PS (E+A)
	GACTGCGTACCAATTCA

	PS(HM+T)
	GATGAGTCTAGAACGGT

	S-I (E+ACT)
	GACTGCGTACCAATTC ACT

	S-I (HM+TAG)
	GATGAGTCTAGAACGG TAG

	S-II (E+ACT)
	GACTGCGTACCAATTCACT

	S-II (HM+TCA)
	GATGAGTCTAGAACGG TCA

	S-III (E+ACT)
	GACTGCGTACCAATTC ACT

	S-III (HM+TGT)
	GATGAGTCTAGAACGG TGT

	S-IV (E+AAG)
	GACTGCGTACCAATTC AAG

	S-IV (HM+TGA)
	GATGAGTCTAGAACGG TGA

	S-V (E+AAG)
	GACTGCGTACCAATTC AAG

	S-V (HM+TAT)
	GATGAGTCTAGAACGG TAT

	S-VI (E+AAC)
	GACTGCGTACCAATTC AAC

	S-VI (HM+TAC)
	GATGAGTCTAGAACGG TAC

	S-VII (E+AAC)
	GACTGCGTACCAATTC AAC

	S-VII (HM+TCA)
	GATGAGTCTAGAACGG TCA

	S-VIII (E+AAC)
	GACTGCGTACCAATTC AAC

	S-VIII (HM+TAT)
	GATGAGTCTAGAACGG TAT

	S-IX (E+ACA)
	GACTGCGTACCAATTC ACA

	S-IX (HM+TCA)
	GATGAGTCTAGAACGG TCA

	S-X (E+ACA)
	GACTGCGTACCAATTC ACA

	S-X (HM+TAT)
	GATGAGTCTAGAACGG TAT

	S-XI (E+ACA)
	GACTGCGTACCAATTC ACA

	S-XI (HM+TAC)
	GATGAGTCTAGAACGG TAC

	S-XII (E+ACG)
	GACTGCGTACCAATTC ACG

	S-XII (HM+TGT)
	GATGAGTCTAGAACGG TGT

	S-XIII (E+ACG)
	GACTGCGTACCAATTC ACG

	S-XIII (HM+TAC)
	GATGAGTCTAGAACGG TAC

	S-XIV (E+AGG)
	GACTGCGTACCAATTC AGG

	S-XIV (HM+TAT)
	GATGAGTCTAGAACGG TAT


注: Ad–接头, PS–预扩增引物, S–选择性扩增引物, HM–Hpa II/ Msp I.
Note: Ad–Adapter, PS–Pre-amplification primer, S–Selective amplification primer, HM–Hpa II/Msp I.

预扩增引物见表1, PCR反应条件为: 72℃变性2 min, 94℃ 20 s, 56℃ 30 s, 72℃ 2 min, 20个循环, 最后60℃延伸30 min。预扩增产物20倍稀释后进行选择性扩增, 选用扩增条带清楚并且效率高的14对引物进行选扩, 其中EcoR I引物进行FAM荧光标记, PCR反应条件为: 94℃变性2 min, 94℃ 20 s, 66℃(每个循环递减1℃)30 s, 72℃ 2 min, 10个循环, 94℃ 20 s, 56℃ 30 s, 72℃ 2 min, 20个循环, 最后60℃延伸30 min。PCR产物稀释后使用ABI 3130 Genetic Analyzer进行DNA甲基化多态性检测。使用GeneMapper V4.0软件对峰值进行扫描分析和分子量内标的校正及数据的收集, 最后将数据转换为EXCEL表格形式保存。F-AFLP与F-MSAP方法相同, 仅将其中的对甲基化敏感的内切酶Hpa II/Msp I替换为Mse I。
2  结果与分析

2.1  不同组织基因组DNA甲基化模式分析

本研究选用14对引物对太平洋牡蛎6个组织的基因组甲基化状态进行检测, 每对引物在每个组织中的扩增片段为34~125条, 其平均值为61条, 片段长度主要集中在50~500 bp。根据扩增产物在Hpa II和Msp I两种酶切后的出现情况, 每个组织基因组甲基化带型可分为3 种模式: Type I(非甲基化位点), 条带在H(Hpa II/ EcoR I)和M(Msp I/ EcoR I)酶切下同时出现, 表示CCGG 位点没有甲基化, 这类片段占扩增产物总数的65% 

左右; Type II(全甲基化位点), 条带在M泳道出现而在H泳道缺失, 表示在CCGG 位点DNA两条链的内侧胞嘧啶都甲基化; Type III(半甲基化位点), 条带在H 泳道出现而在M 泳道缺失, 表示在CCGG 位点DNA双链中只有一条链的胞嘧啶甲基化(图1)。太平洋牡蛎6个组织中的全甲基化、半甲基化和总体甲基化水平见表2。从表中可以看出, 在甲基化模式的全甲基化位点中, 消化盲囊、唇瓣、闭壳肌组织的甲基化水平较高, 而鳃、外套膜、性腺组织的甲基化程度较低, 这与总体
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图1  太平洋牡蛎的3种DNA甲基化模式

H为EcoR I/Hpa II酶切; M为EcoR I/Msp I酶切.

Fig. 1  Three DNA methylation types in the Pacific oyster

H means digested by EcoR I/Hpa II; M means digested by EcoR I/Msp I.
表2  太平洋牡蛎不同组织基因组DNA甲基化水平及ANOVO方差分析

Tab. 2  Genomic DNA methylation state and ANOVO analysis in different tissues

%;
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±SD
	甲基化模式

methylation type
	均值average value
	方差检验ANOVO

	
	鳃

gill
	闭壳肌 
adductor
	外套膜mantle
	唇瓣

labial palp
	性腺

gonad
	消化盲囊
digestive glands
	sig.

	Type II
	18.41±1.11
	23.99±0.99
	17.60±0.71
	23.68±0.74
	18.18±1.25
	23.01±1.14
	0.000*

	Type III 
	13.36±0.53
	12.42±0.64
	14.40±1.08
	12.79±0.85
	14.59±0.82
	14.91±1.28
	0.277

	总甲基化水平

total methylation state
	31.77±1.37
	36.41±1.11
	32.00±1.09
	36.47±0.48
	32.77±1.01
	37.92±1.88
	0.001*


注: “*”表示不同模式间差异显著. Type II (%) = type II / (type I+ type II+ type III); Type III (%) = type III / (type I+ type II+ type III); 总甲基化水平(%) = (type II+ type III) / (type I+ type II+ type III).

Note: “*” means significant difference. Type II (%) = type II / (type I+ type II+ type III); Type III (%) = type III / (type I+ type II+ type III);  Total methylation state (%) = (type II+ type III) / (type I+ type II+ type III).

甲基化水平得到的结果相同, 与半甲基化位点的甲基化程度有所差异, 由此可以看出, 相较于半甲基化位点, 全甲基化模式更能代表总体甲基化水平。在太平洋牡蛎的6个组织中, 全甲基化的水平显著高于半甲基化水平, 但两者之间的比例在不同组织中并不是一成不变的, 闭壳肌和唇瓣的全甲基化位点所占比例约为半甲基化的两倍, 而在性腺、外套膜和鳃组织中两者的差异较小。
2.2  不同组织DNA甲基化水平的ANOVA分析

对6个组织的甲基化水平进行单因素方差分析, 半甲基化、全甲基化和总甲基化水平的分析都可通过方差齐性检验, 不同组织间的ANOVA分析显示, 对于甲基化模式中的半甲基化位点, 不同组织之间差异不显著(P>0.05), 但是从全甲基化位点和总甲基化水平分析, 组织之间存在显著性差异(P<0.05; 表2)。进一步对存在显著差异的组织进行Bonferroni验后多重比较, 发现对于全甲基化位点, 闭壳肌、唇瓣、消化盲囊组织的甲基化水平较高(约23%), 与甲基化水平较低(约18%)的鳃、性腺、外套膜组织之间都存在显著差异; 在总体甲基化水平, 消化盲囊的甲基化水平最高(37.92%), 显著高于鳃和外套膜组织的甲基化水平, 其他组织之间无显著性差异(表3)。

表3  太平洋牡蛎不同组织间的多重比较

Tab. 3  Multiple comparisons of different tissues in the Pacific oyster

	组织

tissue
	鳃
gill
	闭壳肌adductor
	外套膜

mantle
	唇瓣

labial palp
	性腺

gonad
	消化盲囊

digestive glands

	鳃 gill
	—
	0.004*
	1.000
	0.008*
	1.000
	0.033*

	闭壳肌 adductor
	0.151
	—
	0.001*
	1.000
	0.002*
	1.000

	外套膜 mantle
	1.000
	0.213
	—
	0.001*
	1.000
	0.006*

	唇瓣 labial palp
	0.139
	1.000
	0.196
	—
	0.005*
	1.000

	性腺 gonad
	1.000
	0.614
	1.000
	0.571
	—
	0.020*

	消化盲囊 digestive glands
	0.013*
	1.000
	0.019*
	1.000
	0.068
	—


注: 对角线以上为全甲基化位点处不同组织间之间的差异比较, 对角线以下为总甲基化水平不同组织间的差异比较; “*”表示差异显著.

Note: Values above the diagonal are multiple comparisons of different tissues at the fully methylated loci while the values below the diagonal are multiple comparisons of different tissues at the total methylation level.

2.3  组织特异性差异分析

太平洋牡蛎6个组织的甲基化水平存在一定程度的差异, 主要分为组织特异性差异(图1)和非组织特异性差异(图2), 但是, 这两种差异却只出现在一个或部分个体中, 未发现在所有个体中都出现的甲基化差异片段。
2.4  AFLP遗传背景分析

8对选择性引物在10个实验样品中共产生946条清晰的扩增条带, 其中多态片段为828条, 平均多态位点比例为87.5%。不同引物的扩增结果存在差异, 产生的条带数为98~132, 多态位点检出率为82.7%~94.7%, 期望杂合度为0.267 0~0.347 5(表4)。结果显示, 10个太平洋牡蛎样品间存在较大的遗传差异。
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图2  太平洋牡蛎组织特异性甲基化差异片段的F-MSAP图谱

H为EcoR I/Hpa II酶切; M为EcoR I/Msp I酶切; 箭头表示不同组织之间有差异的峰图.

Fig. 2  F-MSAP peaks for the tissue specific differentially methylated regions in the Pacific oyster

H means digested by EcoR I/Hpa II; M means digested by EcoR I/Msp I; arrow means the peaks with difference in six tissues.

表4  太平洋牡蛎F-AFLP分析

Tab. 4  Analysis of F-AFLP bands generated by eight primer combinations

	引物组合
primer combinations
	扩增位点数量
nos. of total loci
	多态位点数量
nos. of polymorphic loci
	多态位点比例/% 
percentage of polymorphism
	期望杂合度 
expected heterozygosity

	E-ACA/M-CAC
	132
	125
	94.7
	0.3475

	E-AAC/M-CAC
	113
	97
	85.8
	0.2811

	E-ACG/M-CAC
	98
	87
	88.8
	0.2945

	E-ACT/M-CAT
	127
	105
	82.7
	0.2670

	E-ATC/M-CTA
	118
	104
	88.1
	0.3061

	E-AGG/M-CTA
	106
	93
	87.7
	0.3235

	E-ACC/M-CCT
	122
	109
	89.3
	0.2774

	E-AAG/M-CTG
	130
	108
	83.1
	0.2952
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图3  太平洋牡蛎非组织特异性甲基化差异片段的F-MSAP图谱

H为EcoR I/Hpa II酶切; M为EcoR I/Msp I酶切; 箭头表示不同组织之间有差异的峰图.

Fig. 3  F-MSAP peaks for the tissue nonspecific differentially methylated regions in the Pacific oyster

H means digested by EcoR I/Hpa II; M means digested by EcoR I/Msp I; arrow means the peaks with difference in six tissues.
3  讨论

目前, MSAP技术已经广泛应用于各种动植物中[26–28], 并且通过Southern杂交[7, 9, 29]和重亚硫酸盐测序比较分析[7-8]证明了MSAP在基因组范围检测甲基化位点的有效性和可靠性。F-MSAP技术在MSAP的基础上对选择性扩增引物进行了荧光标记, 采用测序仪检测荧光信号, 通过GeneMapper软件将峰图转化为数据, 与MSAP相比, 灵敏度有了极大的提升。之前采用MSAP方法对太平洋牡蛎的甲基化进行检测, 发现总体甲基化水平约为26 %[22]。而在本研究中, 总体甲基化水平平均为35%, 较之前的研究提升了9%, 这种差异是由两种检测方法不同的灵敏度产生的。在F-MSAP方法中, 扩增片段的电泳距离不像MSAP那样受到聚丙烯酰胺凝胶的限制, 因此不同的片段可以被清楚的分离开, 从每对引物产生的片段数量也可以看出, F-MSAP的效率约是MSAP的2倍以上, 几乎所有的扩增片段在F-MSAP中都可以检测到, 而在MSAP中, 有些片段因扩增量较少, 或不同片段之间距离较近而不易被检测出, 因此F-MSAP得到的结果更为准确。因检测灵敏度的提升而导致的结果差异在AFLP中已有报道, Huang和Sun[30]比较荧光标记的和传统的AFLP技术, 发现多态性检测率可提升10%~30%, 这一结果在后期的研究中得到了进一步的证实[31–32]。

大量的研究表明, 相较于DNA序列的变化, 表观遗传学修饰能更快速的对外界环境的变化做出应答, 从而调控基因表达[33–35]。太平洋牡蛎作为一个广盐性的物种, 能适应高盐与低盐的环境, 鳃组织被认为是其适应不同盐度水平的主要调节器官, 本研究发现鳃组织的甲基化水平最低, 因此有理由怀疑DNA甲基化可能参与太平洋牡蛎的盐度适应性调节。太平洋牡蛎的所有组织中, 全甲基化的水平显著高于半甲基化水平, 表明在太平洋牡蛎中CCGG位点处, DNA双链甲基化占优势, 这与Xu等[24]对苹果的研究结果相似, 但是在鸡[36]的研究中却发现全甲基化位点比例小于半甲基化位点, 这揭示了在不同物种中半甲基化与全甲基化位点的优势地位是不同的。DNA半甲基化模式通常是在DNA复制过程中产生的, 并且由DNMT1恢复对称的甲基化, 在太平洋牡蛎全基因组序列中通过比对可以找到与该基因同源的部分序列, 然而尚且没有关于DNMT1基因克隆的相关报道, 太平洋牡蛎中半甲基化水平与该基因之间的关联需要进一步的研究分析。

不同组织间虽然基因表达不尽相同, 然而部分组织之间甲基化水平却极为相似, 这一现象在许多物种中都存在[11, 13, 36], 究其原因主要有以下两点: 第一, 调控基因表达的机制除DNA甲基化外还有很多, 例如RNA干预, 组蛋白修饰等, DNA甲基化并未参与生物发育分化中所有基因表达的调控。Song等[37]发现有些组织特异表达的基因和甲基化有关, 另一些则没有。第二, 对于甲基化调控的基因表达, 在不同组织中存在不同基因的激活和抑制, 因此甲基化的水平也会存在不同方向的变化(升高或降低), 因而会表现为整体甲基化水平中变化不大。

不同组织之间的甲基化差异在许多物种中都有报道, 然而组织特异性的甲基化的产生, 及其与组织分化之间的关系尚不清楚, 在对玉米的研究中发现, 组织特异性的启动子的高甲基化可以抑制转录, 进而调控发育过程[14–15], 然而, 高甲基化水平抑制转录这一调控机制并未得到一致认可, 在许多研究中仍有争议[18, 37]。对拟南芥(Arabidopsis thaliana)的研究揭示了导致这种矛盾的可能原因之一在于: 甲基化通常发生在基因内部而非启动子区域, 而前者的甲基化可能对基因转录影响不大[38–39]; 另外, 在人类正常组织中大部分的组织特异性甲基化差异以及癌细胞中的甲基化改变更倾向于发生在基因组中的非CpG岛处, 这一现象也会影响差异片段的甲基化水平与基因表达之间的线性关系[40]。

在动植物中已经鉴定分离得到很多组织特异性的甲基化片段[6–8], 然而在本研究中并没有发现在所研究个体中都存在的组织特异性片段, 绝大多数组织特异性甲基化片段只在一个或一部分(少于一半)个体中出现, 这可能与牡蛎较高的杂合度相关, Hedgecock等[41]发现在太平洋牡蛎基因组中, 平均每40 bp存在1个单核苷酸多态性(SNP)位点, 每33 bp存在1个插入缺失位点, 因此牡蛎个体间遗传差异较大, 本研究中所采用的10个个体的AFLP分析也显示个体间存在较大的遗传背景的差异, 这也侧面证明基因组甲基化水平可能与个体遗传背景相关联。
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Analysis of DNA methylation in different tissues of the Pacific oyster (Crassostrea gigas) with the fluorescence-labeled methylation-sensitive amplified polymorphism (F-MSAP)

JIANG Qun, YU Hong, KONG Lingfeng, LI Qi 
Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China
Abstract: The DNA methylaiton extent and patterns of CCGG sites in the genome of the Pacific oyster (Crassostrea gigas) was investigated among six different tissues using the fluorescence-labeled methylation-sensitive amplified polymorphism (F-MSAP) method. The incidence of DNA methylaiton in the six tissues (gill, adductor, mantle, labial palp, gonad and digestive glands) was 31.77%, 36.41%, 32.00%, 36.47%, 32.77% and 37.92%, respectively. DNA methylation patterns can be divided into two types: the fully methylated and hemimethylated loci. The fully methylated loci showed similar trend with the total methylation level: digestive glands, labial palp and adductor showed much higher methylation level than the other three tissues and the difference between the six tissues was significant (P<0.05). The rate of hemimethylated loci is less than the fully methylated loci and not significantly different between the tissues. Both tissue specific (bands methylated or unmethylated in only one of the six tissues) and tissue nonspecific differentially methylated regions (bands methylated or unmethylated in more than one of the six tissues) were found in Pacific oyster, but these two kinds of bands only occurred in one or few individuals. No tissue specific/nonspecific differentially methylated regions were found in all individuals analyzed and this might correlate with the high polymorphism in the Pacific oyster. Fluorescence-labeled amplified fragment length polymorphism (F-AFLP) showed the percentage of polymorphism loci was 87.5%, and the expected heterozygosity ranged from 0.267 0 to 0.347 5. Results from F-MSAP and F-AFLP indicated that genetic variation might contribute to the DNA methylation patterns.
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