
中国水产科学  2016 年 11 月, 23(6): 12271235 
Journal of Fishery Sciences of China    研究论文 

                                  

收稿日期: 2016-03-11; 修订日期: 2016-04-27. 

基金项目: 国家自然科学基金资助项目(41206141, 31372526); 广东省科技计划项目(2013B020201002). 

作者简介: 罗少杰(1991–), 男, 硕士研究生, 研究方向: 海洋生物学. E-mail: rogerjoke1@hotmail.com 

通信作者: 王庆恒, 副教授, 研究方向: 海产无脊椎动物生物学与增养殖. E-mail: wangqingheng@163.com  

 

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2016.16077 
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摘要: 通过甲基化敏感多态性扩增(methylation-sensitive amplification polymorphism, MSAP)技术, 检测马氏珠母贝

(Pinctada martensii)外套膜的边缘膜区(mantle edge, Me)、套膜区(mantle pallial, Mp)和中央膜区(mantle central, Mc)

的基因组 DNA 甲基化修饰水平; 回收具特异性的清晰甲基化修饰片段进行测序、比对分析并筛选基因; 利用荧光

定量 PCR 对筛选基因进行定量分析。结果显示: (1) 利用 15 对引物进行扩增实验, 平均每个个体外套膜 3 个区域

能够产生(1163.25±124.34)条清晰可辨的条带, 其中 Me、Mp 和 Mc 分别得到(401.00±40.37)条、(380.63±52.39)条和

(381.63±53.57)条扩增条带, 各组织甲基化总条数差异不显著(P>0.05); Me、Mp 和 Mc 的基因组甲基化水平分别为

(17.07±2.19)%、(15.48±2.34)%和(19.61±2.88)%, Mc 和 Mp 具有显著性差异(P<0.05); 组织间的基因组甲基化水平由

高到低排列依次是 Mc > Me > Mp。(2) 对特异性片段进行回收、测序后, 经在线及本地 Blast 比对, 得到 8 条存在

甲基化修饰的基因序列, 其中 3 条有同源序列, 基因注释为 40S 核糖体蛋白 SA (40S ribosomal protein SA)、iHog 

(interference hedgehog)、锌指蛋白(zinc finger protein castor)。iHog 仅在中央膜上具有全甲基化修饰, 且 E 值较低, 为

筛选的目的基因。(3) 荧光定量结果表明 iHog 在 Me、Mp 和 Mc 中均有表达, 以 Me 表达量最高, Mc 表达量最低, 

差异显著(P<0.05)。我们推测 iHog 的 DNA 序列的甲基化修饰抑制了该基因在 Mc 组织中的表达。综上研究结果表

明, 马氏珠母贝外套膜 3 个区域的甲基化修饰水平不一, 且 DNA 甲基化在基因表达调控中具有作用, 这对深入研

究珍珠贝生物矿化和免疫反应机制具有一定的参考意义。 
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表观遗传是指通过修饰基因、蛋白质以及改

变基因与蛋白、蛋白与蛋白、DNA 与其他分子之

间的相互作用而实现 DNA 序列不发生变化, 但

基因表达发生变化的现象[1]。甲基化修饰作为基

因组 DNA 主要的表观遗传修饰方式之一, 能够

引起 DNA 稳定性、构象以及染色体结构改变, 进

而在调控基因表达[2]、维持染色体结构[3]和基因印

迹[4]等过程中发挥重要作用。 

一般来说, DNA 甲基化是由甲基转移酶介导, 

并利用 S-腺苷甲硫氨酸提供甲基, 将胞嘧啶(C)

转变为 5-甲基胞嘧啶 (5mC)[5], 其水平会受到环

境、组织和疾病等因素的影响, 因此即便是同一

个细胞, 甚至是机体的不同发育阶段, 其甲基化

水平也可能有差异[6]。研究认为, 在无脊椎动物中, 

DNA 甲基化多发生于转录区域, 并且与基因表达

水平呈负相关[7]。牡蛎[8]基因组的 DNA 甲基化与

基因表达水平呈正相关; 但在对海兔(Aplysia)的

研究表明, CREB2 基因启动子区发生甲基化将会

抑制基因的表达, 最终影响突触的可塑性调控[9], 

可见不同物种中 DNA 甲基化对基因表达的调控

机制存在差异。 

为深入了解 DNA 甲基化在生物体中的调控
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机制和作用, 对甲基化模式的深入研究就显得十

分必要。如今, 检测 DNA 甲基化的方法有很多, 

甲基化敏感扩增多态性技术(methylation-sensitive 

amplification polymorphism, MSAP)以多态性高 , 

无需预先分析 DNA 的序列等优点, 而成为检测

基因组 DNA 甲基化水平和模式的有效手段。

MSAP 是在扩增片段多态性技术(amplified frag-

ment length polymorphism, AFLP)的基础上建立起

来, 将 Mse I 替换为对 CCGG 位点胞嘧啶甲基化

敏感性不同的同裂酶 Msp I 和 Hpa II, 从而在全

基因组水平对 CCGG 位点的 DNA 甲基化状态进

行检测。栉孔扇贝(Chlamys farreri)[10]、尼罗罗非

鱼(Oreochromis niloticus)[11]、背角无齿蚌(Anod-
onta woodiana)[12]、太平洋牡蛎 (Crassostrea gi-
gas)[13]、水稻(Oryza sativa)[14]、毛竹(Phyllostac-
hys)[15]、拟南芥(Arabidopsis thaliana)[16]等多种经

济动植物的 DNA 甲基化水平已被检测, 其甲基

化水平不一, 具有较大差异。 

马氏珠母贝(Pinctada martensii)又称合浦珠

母贝, 是中国重要的海水珍珠培育贝类之一, 其

矿化和免疫防御机制一直都是研究者的关注重

点。外套膜是贝壳矿化的主要器官, 其部位不同, 

结构特征和功能亦不同。研究发现贝壳珍珠层形

成的相关基因在外套膜中央膜区和套膜区高表达, 

而棱柱层形成相关基因在边缘膜区高表达[17], 但

基因表达差异的具体调控机制尚不清楚。本研究

利用 MSAP 技术重点分析外套膜不同区域的甲基

化水平, 并将具特异性的清晰甲基化修饰片段回

收、比对、定量分析, 为探究 DNA 甲基化在马氏

珠母贝贝壳形成及免疫反应中的作用提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用马氏珠母贝“海选 1 号”养殖于湛江

市徐闻县大井村海域, 选用规格基本一致的 2 龄

贝 8 只。实验贝活体运回实验室后, 在清净的海

水中暂养 2 d 后取样。取样区域为马氏珠母贝外套

膜的边缘膜(Me)、套膜(Mp)、中央膜(Mc)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  DNA 甲基化的引物设计  参照 Xiong 等[18]

的方法分别设计接头引物、预扩增引物、选扩增

引物以及筛选后目的基因的荧光定量引物, 引物

序列见表 1。 

1.2.2  DNA 提取  参照基因组 DNA 提取试剂盒

说明书, 分别提取马氏珠母贝 Me、Mp 和 Mc 的

DNA。值得注意的是用于 MSAP 分析的 DNA 质

量要求比较高, 提取后的 DNA 应为单一明亮条带。 

1.2.3  MSAP 分析  MSAP 分析分 4 个部分进行, 

分别是双酶切反应、T4 连接反应、扩增反应、聚

丙烯酰胺凝胶检测和分析。 

双酶切反应包括 EcoR I+Hpa II 和 EcoR I+   
Msp I 两组。EcoR I+Hpa II 组的酶切体系为 25 μL, 包

括 2.5 μL 的 CutSmart, 0.5 μg 的 DNA, 1 μL Hpa II, 

1 μL EcoR I, 37℃水浴 2 h, 65℃变性; EcoR I+ 
Msp I 组只需将 Hpa II 替换为 Msp I 即可。 

T4 连接反应的总体系 20 μL, 包括 5 μL 酶切

产物, 1 μL MH 接头, 1 μL EcoR I 接头, 0.5 μL T4 

DNA Ligase, 4 μL T4 Buffer, 16℃连接过夜。将 T4

连接反应后的产物稀释 10 倍用于预扩增。 

扩增反应可分为预扩增和选择性扩增。其中, 

预扩增体系 20 μL, 包括 0.8 μL 模板 DNA, 0.8 μL 

Pre-EcoR I, 0.8 μL pre-MH, 10 μL rTaq。扩增程序

为 94℃ 5 min; 94℃ 30 s, 51.9℃ 1 min, 72℃ 1 min, 

合计 25 个循环; 72℃ 10 min。预扩增之后, 用 1%

琼脂糖凝胶检测 PCR 产物, 若产物呈现弥散状则

说明酶切、连接以及预扩增效果好, 符合进一步

实验的要求。预扩增产物稀释 20 倍后用于进行选

择性扩增。 

选择性扩增体系 20 μL, 包括 0.8 μL 模板

DNA, 0.8 μL EcoR In, 0.8 μL MHn, 10 μL rTaq。选

择性扩增使用降落 PCR, 具体程序为 94℃ 5 min; 

94℃ 30 s, 65℃ 30 s, 72℃ 2 min, 合计 15 个循环; 

94℃ 30 s, 50℃ 30 s, 72℃ 2 min, 合计 27 个循环; 

72℃ 10 min。 

使用 6%聚丙烯酰胺凝胶分离选择性扩增产

物, 而后银染法染色。对不同组织的选择性扩增

产物在泳道上的情况进行分类, 最终分为三型[19]。 

I 型为 Hpa II 和 Msp I 二者均有带, 说明 CCGG 的

胞嘧啶甲基化是发生在单链内侧 (CmCGG/GG-

CC)(备注为A); II 型为Hpa II 无带, Msp I 有带, 说明 
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表 1  MSAP 分析的接头和引物序列 
Tab. 1  Sequence of adapters and primers used for MSAP analysis 

接头和引物 adaptor and primer 序列 (5-3) Sequence (5-3) 碱基数 bases 用途 function 

EcoR I-A-F CTCGTAGACTGCGTACC 17 

EcoR I-A-R AATTGGTACGCAGTCTAC 18 

MH-A-F GACGATGAGTCTAGAA 16 

MH-A-R CGTTCTAGACTCATC 15 

接头 

adapter 

Pre-EcoR I GACTGCGTACCAATTCA 17 

Pre-MH GATGAGTCTAGAACGG 16 

预扩增引物 

pre-amplification primer 

EcoR I -1 GACTGCGTACCAATTCAAC 19 

EcoR I -2 GACTGCGTACCAATTCAAG 19 

EcoR I -3 GACTGCGTACCAATTCACA 19 

EcoR I -4 GACTGCGTACCAATTCAGT 19 

EcoR I -5 GACTGCGTACCAATTCATC 19 

MH-1 GATGAGTCTAGAACGGTAC 19 

MH-2 GATGAGTCTAGAACGGTAG 19 

MH-3 GATGAGTCTAGAACGGTTC 19 

选扩增引物 

selected amplification primer 

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 24 

M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 24 

菌落 PCR 

colony PCR 

iHog-F GTAACGGCTAATCCTGGCG 19 

iHog-R CATTGTTGACTGGTTGACCTTTG 23 

荧光定量 

real time PCR 

GAPDH-F CACTCGCCAAGATAATCAACG 21 

GAPDH-R CCATTCCTGTCAACTTCCCAT 21 

内参基因 

reference gene 

 

甲基化是发生在 DNA 双链内侧(CmCGG/GGmCC), 

代表一个全甲基化位点(备注为B); III型则是Hpa II
有带, Msp I 无带, 说明只在单链上发生 CCGG 的

胞嘧啶甲基化(mCCGG/GGCC 或 mCmCGG/ GGCC), 

代表一个半甲基化位点(备注为 C)。A、B 和 C 3

种类型如图 1 所示。 

计算公式分别为：组织扩增条带总条数(备注

为 D)：D=A+B+C; 非甲基化位点百分比=A/D× 

100%; 全甲基化位点百分比=B/D×100%; 半甲基

化位点百分比=C/D×100%; 组织甲基化水平=(B+ 

C)/D×100%。 

1.2.4  甲基化修饰片段的回收、克隆及测序  收

集聚丙烯酰胺凝胶上具有特异性(全甲基化位点

和半甲基化位点)的清晰甲基化修饰位点片段, 捣

碎分装, 分别加入 20 μL 的双蒸水, 37℃过夜后用

相应的引物组合及扩增条件进行 PCR 扩增。PCR

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后为单一明亮条带 , 

切胶回收并纯化, 将回收产物与 pMD18-T 载体连

接, 经转化挑取阳性克隆样品后送往上海生工生

物工程技术服务有限公司测序。 

1.2.5  序列分析及筛选  测序结果分别通过在线

及本地 Blast 程序(马氏珠母贝基因组数据, 暂未

发表)进行同源性分析。结合聚丙烯酰胺凝胶图谱, 

分析其在 Me、Mp 和 Mc 上的甲基化修饰情况, 而

后选取仅在 Me 或 Mp 或 Mc 上具特异性甲基化修

饰的片段进行本地 Blast 比对, 且 E 值较低的基因

为目的基因。 

1.2.6  荧光定量检测组织表达差异  通过荧光定

量 PCR 检测目的基因在正常贝体的 Me、Mp 和

Mc 中的表达情况。荧光定量 PCR 体系为 10 μL, 

体系组分包括 cDNA 模板 0.5 μL, 上下游引物各

0.5 μL, 双蒸水 3.5 μL, SYBR Premix Ex TaqTM 5 μL。

反应程序为 95℃预变性 5 min; 94℃ 15 s, 60℃ 15 s, 

72℃ 35 s, 40 个循环, 内参基因为 GAPDH。 

组织荧光定量的计算公式为: 相对表达量= 

2Ct; 使用 SPSS17.0 进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  MSAP 扩增结果及 DNA 甲基化修饰水平分析 

本次实验共设计 15 对引物, 经聚丙烯酰胺凝
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胶电泳后 , 获得了谱带清晰 , 甲基化多态性好 , 

重复性高的扩增图谱(图 1)。 

平均每个个体的外套膜 3 个区域能够产生

(1163.25±124.34)条条带, 其中 Me 有(401.0040.37)

条条带 , Mp 有 (380.6352.39) 条条带 , Mc 有

(381.6353.57)条条带(表 2), 区域间差异不显著

(P>0.05)。 

计算多种甲基化类型位点在马氏珠母贝外套

膜不同区域水平, 结果表明 3 个区域的甲基化水

平由高到低依次是 Mc(19.61±2.88)% > Me(17.07± 

2.19)% > Mp(15.48±2.34)%, Mp 和 Mc 之间的半甲

基化位点比例、非甲基化位点比例和组织甲基化

比例具有显著性差异(表 3)(P<0.05)。 

2.2  DNA 甲基化修饰片段序列分析 

将回收得到的甲基化修饰片段进行克隆、测

序分析, 最终得到 8 条甲基化修饰 DNA 序列。经

在线及本地 Blast 比对(表 4), 共有 4 条片段位于

基因编码区, 其中 3 条具有同源序列, 基因注释

分别为 : 为 40S 核糖体蛋白 SA(40S ribosomal 

protein SA)、iHog (interference hedgehog)、锌指蛋

白(zinc finger protein castor)。 

2.3  筛选片段的定量分析 

经过筛选, sequence II 符合 2.2.6 筛选条件, 

而后对 sequence II 比对上的 iHog 基因(interfer-

ence hedgehog)作进一步分析。定量分析结果表明

iHog 基因在 Me、Mp 和 Mc 上均有表达, 在 Me

中的表达量显著高于 Mc(图 2)(P<0.05)。 
 

 
 

图 1  马氏珠母贝不同个体的选择性扩增产物聚丙烯酰胺凝胶检测 

M：Msp I 和 EcoR I 双酶切; H：Hpa II 和 EcoR I 双酶切; A：非甲基化位点; B：全甲基化位点; 

C：半甲基化位点; Mc：中央膜; Me：边缘膜; Mp：套膜. 

Fig. 1  Selective amplification products were detected by polyacrylamidae gel with different individuals of Pinctada martensii 
M: Msp I + EcoR I double digestion; H: Hpa II + EcoR I double digestion; A: non-methylated sites; 

B: full-methylated sites; C: hemi-methylated sites; Mc: mantle center; Me: mantle edge; Mp: mantle pallial. 
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表 2  马氏珠母贝外套膜不同区域甲基化条带数目 
Tab. 2  Data of DNA methylation of Pinctada martensii 

条; x ±SD; n=8 

组织 

tissue 

全甲基化位点 

full-methylated site 

半甲基化位点 

hemi-methylated site 

非甲基化位点 

non-methylated site 

组织甲基化总数 

tissue methylated 

Me 40.503.21ab 27.504.75ab 333.0038.81a 401.0040.37a 

Mp 36.256.16a 22.136.38a 322.2548.97a 380.6352.39a 

Mc 43.007.75b 31.637.11b 307.0044.85a 381.6353.57a 

注：每列内具不同上标字母表示数值差异显著(P<0.05). Mc: 中央膜; Me: 边缘膜; Mp: 套膜. 

Note: Within the same line, values with the different letters were significantly different (P<0.05). Mc: mantle center; Me: mantle edge; Mp: 
mantle pallial. 

 
表 3  马氏珠母贝外套膜不同区域多种甲基化类型百分比及组织甲基化水平 

Tab. 3  Percentage of DNA methylation type in different tissues of Pinctada martensii 
%; x ±SD; n=8 

组织 

tissue 

全甲基化位点 

full-methylated sites 

半甲基化位点 

hemi-methylated sites 

非甲基化位点 

non-methylated sites 

组织甲基化水平 

tissue methylated 

Me 10.16±0.97a 6.91±1.32ab 82.93±2.19ab 17.07±2.19ab 

Mp 9.72±2.44a 5.76±1.20a 84.52±2.34b 15.48±2.34a 

Mc 11.31±1.65a 8.30±1.52b 80.39±2.88a 19.61±2.88b 

注：每列内具不同上标字母表示数值差异显著(P<0.05). Mc: 中央膜; Me: 边缘膜; Mp: 套膜. 

Note: Within the same line, values with different letters were significantly different (P<0.05). Mc: mantle center; Me: mantle edge; Mp: 
mantle pallial. 

 
表 4  回收序列经基因组与在线 Blast 比对结果 

Tab. 4  Results of comparison by genome and online Blast 

序列 
sequence 

长度/bp 
length 

比对方式 
method of comparison 

比对结果 
result of comparison 

E 
甲基化类型 

methylation type 

与基因组比对 comparison by genome 10010533-40S ribosomal protein SA 4×108 
sequence I 80 

在线 Blast comparison by Blast ABO26619.1-Raminin receptor 4.1 

全甲基化位点 
full-methylated site 

与基因组比对 comparison by genome 10021657-interference hedgehog 1×1018 
sequence II 116 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

全甲基化位点 
full-methylated site 

与基因组比对 comparison by genome 10012837-Zinc finger protein castor 0.009 
sequence III 73 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

全甲基化位点 
full-methylated site 

与基因组比对 comparison by genome 10030390-none 0.16 
sequence IV 98 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

半甲基化位点 
hemi-methylated site

与基因组比对 comparison by genome no found * 
Sequence V 65 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

全甲基化位点 
full-methylated site 

与基因组比对 comparison by genome no found * 
Sequence VI 164 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

半甲基化位点 
hemi-methylated site

与基因组比对 comparison by genome no found * 
sequence VII 71 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

全甲基化位点 
full-methylated site 

与基因组比对 comparison by genome no found * 
sequence VIII 124 

在线 Blast comparison by Blast no found * 

全甲基化位点 
full-methylated site 

注: “*”表示无. 

Note: “*” indicates no. 
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图 2  iHog 在马氏珠母贝外套膜不同区域的表达 

Mc：中央膜; Me：边缘膜; Mp：套膜. 柱上不同字母数表示

不同组织间数值差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Expression of iHog in the mantle 
Mc: mantle center; Me: mantle edge; Mp: mantle pallial. Values 

with different letters were significantly different (P<0.05). 
 

3  讨论 

大量的研究表明, DNA 甲基化在许多方面具

有重要的生物学功能, 如调控 DNA 复制的起始, 

参与 DNA 错配修复; 减少转录噪音, 抑制转座子

的活性; 引起特定基因沉默, 维持有机体正常发

育等[1]。MSAP 技术以通用性高, 信息丰富, 定性

分析可靠而被广泛应用于分析各种条件下的生物

组织基因组 DNA 甲基化情况[20]。Xiong 等[18]最

早利用 MSAP 技术分析水稻甲基化水平并验证其

DNA 甲基化多态性片段; Wang 等[21]和姜群等[13]

分别利用全基因组甲基化测序法和 MSAP 技术检

测太平洋牡蛎不同组织的甲基化水平 , 证明了

MSAP 检测结果的有效性和可靠性。本研究采用

MSAP 技术分析了外套膜 3 个不同区域的甲基化

模式, 结果显示中央膜区域的甲基化修饰水平最

高, 边缘膜居中, 套膜最低。一般认为外套膜边缘

膜主要参与贝壳棱柱层的形成, 套膜和中央膜主

要参与贝壳珍珠层的形成。尽管套膜与中央膜都

参与珍珠层的形成, 但组成套膜与中央膜的上皮

细胞在功能上仍存在差异。师尚丽等[22]对珍珠贝

外套膜细胞的超微结构观察指出边缘膜突起以发

育早期的柱状细胞居多, 套膜则是发育早期和中

期柱状细胞数量相当, 中央膜大多是中期柱状细

胞, 并且发育早期的柱状细胞生物合成能力最旺

盛, 中期柱状细胞则增强了对来自结缔组织物质

的转运能力, 因此, 外套膜 3 个区域甲基化修饰

水平的差异可能是导致外套膜结构与功能不同的

原因之一。 

结合图 2及表 3, 可以发现马氏珠母贝个体的

甲基化水平趋势是类似的 , 由高到低均是中央

膜、边缘膜、套膜, 这说明尽管有个体的差异, 但

组织的甲基化水平并未因此而被掩盖; 结果还发

现个体间的特异性甲基化修饰位点并不完全相同, 

这可能与马氏珠母贝的杂合度、个体差异等有关。

杜晓东等 [23]对马氏珠母贝家系遗传结构的研究

表明, 目前培育的珍珠贝家系杂合度适中, 家系

间具有明显的遗传分化特点; 李毅丹[24]指出, 各

个种群基于 DNA 甲基化的表观遗传多样性指标高

于遗传多样性指标。可见 DNA 甲基化在表观遗传

中扮演着重要角色。目前 DNA 甲基化与表观遗

传性状的关联分析, 更多集中在高等植物中, 如毛

竹[25]、香雪兰[26]、野生稻[27]等, 尚未在马氏珠母

贝中有见报道。DNA 甲基化多样性作为标志遗传

多样性的信息来源, 暗示了 DNA 甲基化在马氏

珠母贝群体分化以及物种进化过程中的潜在应用

价值。 

研究还指出水产动物的 DNA 甲基化水平一

般集中在 20%~50%[1113], 本实验结果略低于栉

孔扇贝(Chlamy farreri)[10]、中国明对虾(Fennero-
penaeus chinensis)[28]的组织甲基化水平, 这与物

种自身的甲基化修饰程度有关。结果还显示外套

膜 3 个不同区域的全甲基化水平明显高于半甲基

化水平, 这意味着在基因组 CCGG 位点处, DNA

双链甲基化占据优势, 同时推测马氏珠母贝基因

组的甲基化模式主要是 CpG 型, 这和姜群等[13]

对太平洋牡蛎外套膜的研究结果类似 , 但与鸡

(white plymouth rock)[29]的甲基化模式不同, 即在

鸡的肌肉、心脏、肝和肾基因组 DNA 的 CCGG

序列中, 半甲基化位点比全甲基化位点多, 这表

明半甲基化位点及全甲基化位点在物种的比例会

因物种差异而改变。通常认为 DNA 复制过程中

能够使得 DNA 发生半甲基化, 而后由甲基转移

酶(DNMT1)再次修饰后转为全甲基化。在马氏珠

母贝的基因组中发现有该酶的同源序列, 但尚未

得到全序列, 故半甲基化水平与该酶的关联分析
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还需要后续实验的补充。 

近些年, 通过回收甲基化修饰片段来研究基

因的甲基化修饰情况 , 而后进一步分析的做法 , 

已在哺乳动物 [30]、海洋无脊椎动物 [31]上得到应

用。本实验回收了 8 条具甲基化修饰片段, 但最

终仅有 4 个片段可以与基因组数据相匹配, 推测

原因可能是回收的 DNA 片段位于基因组非编码

区导致。iHog 基因能够以共受体(co-receptor)形式

与 Ptc(Patched)受体定位在细胞膜上, 再与 HH 蛋

白结合, 最终促进 HH 蛋白与 Ptc 相互作用[32]。

而 HH 信号通路是一个信号级联放大反应, 普遍

存在于低等动物(果蝇, Drosophila melanogaster)

到高等动物(人, Homo sapiens)中, 常与核因子-B 

(nuclear factor-B, NF-B)、表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)、转化生

长因子 β(transforming growth factor β, TGF-β)[33]

等信号通路因子, 通过不尽相同的机制相互作用, 

在正常胚胎发育过程中控制着细胞的增殖和生长[34]。

研究还认为, HH 通路和 EGFR 通路间存在协同作

用[35], 和 TGF-β 间存在正反馈作用[36]。陈伟耀[37]

发现, EGFR 与马氏珠母贝壳长、壳高等 8 个生长

性状均呈现正相关, 故推测 HH 通路参与了贝壳

的形成。另外, 研究者对家蚕(Bombyx mori)[38]研

究表明, 基因的表达产物 mRNA 水平会受到甲基

化水平的影响, 呈现正相关关系。但在本研究中, 

iHog 仅在中央膜上具有全甲基化修饰, 但在中央

膜上低表达, 故推测甲基化修饰与 iHog 的表达呈

现负相关。值得注意的是 iHog 在套膜区没有甲基

化修饰, 仍然呈现低表达, 这可能是 iHog 在套膜

区中的表达受到了诸如组蛋白修饰, RNA 干扰等

调控途径的影响, 但这需要我们更进一步的研究。 

目前, 对于 DNA甲基化对基因表达的调控机

制 , 我们已有初步的了解 , 但就整个领域而言 , 

其依旧充满疑问, 这需要我们不断地发掘新思路

和新技术, 这样才能更深入地探究 DNA 甲基化

相关机制及其在基因表达调控中的作用。 
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Analysis of genomic DNA methylation on different regions of mantle 
tissue from Pinctada martensii by methylation-sensitive amplification 
polymorphism 

LUO Shaojie1, DENG Yuewen1, 2, ZHENG Zhe1, JIAO Yu1, 2, WANG Qingheng1, 2 

1. Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524025, China; 
2. Guangdong Technology Research Center for Pearl Aquaculture and Process, Zhanjiang 524025, China 

Abstract: DNA methylation is closely linked to biological events, including chromatin inactivation, transgene si-
lencing, genomic imprinting and control of parasitic DNA elements. Because of its efficiency and competence, the 
methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) technique has been used increasingly in genomic DNA 
and individual functional gene studies to analyze DNA methylation levels. In this research, MSAP technology was 
used to analyze the methylation levels of mantle tissues from Pinctada martensii, including the mantle edge (Me), 
mantle pallium (Mp) and mantle central (Mc). Recycling the methylation of specific fragments to be sequenced, 
comparative analysis and selection the target gene, then used the Real time PCR to analyze the target gene. Results 
showed that (1163.25±124.34) DNA bands were clear and repetitive by using 15 pairs of primers. Among them, 
Me had (401.00±40.37) bands, Mp had (380.63±52.39) bands and Mc had (381.63±53.57) bands, and there was no 
significant difference (P>0.05). The percentages of methylation levels were (17.07±2.19)% in Me, (15.48±2.34)% 
in Mp and (19.61±2.88)% in Mc (P<0.05). The methylation levels from high to low were Mc>Me>Mp. Methyla-
tion patterns included fully methylated sites, hemi-methylated sites and non-methylated sites. The experiment re-
sults showed that the percentages of fully methylated sites were higher than hemi-methylated sites in all areas of the 
mantle, indicating that the methylation pattern in the P. martensii genome was mainly a CpG island. After recovering 
and sequencing the specific bands, we found eight gene sequences, which were methylated by Blast. Of these, 
there were three sequences with homologous sequences by Local Blast with genome, which were 40S ribosomal 
protein SA, interference hedgehog and Zinc finger protein castor by gene annotations. Interference hedgehog 
(iHog) was the target gene; real-time PCR showed that iHog was expressed in Me, Mp and Mc, with the highest 
expression level in Me and the lowest expression level in Mc (P<0.05). This indicates that the expression of iHog 
in Mc was inhibited by DNA methylation. These results confirm that the mantle tissues Me, Mp and Mc have dif-
ferent methylation levels. DNA methylation could also play a role in the regulation of gene expression. The tech-
nique helps us to understand the relationship between methylation and expression regulation, and also provides a 
theoretical basis to elaborate the mechanisms underlying biomineralization and immune response in P. martensii. 
Key words: Pinctada martensii; mantle; methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP); DNA me-
thylation; expression regulation 
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