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蓖麻 ＤＮＡ甲基转移酶序列与基因表达分析

代梦媛，高　梅，郭丽芬，邓剑川，李文昌

（云南省农业科学院 经济作物研究所，云南 昆明 ６５０２０５）

摘要：植物ＤＮＡ甲基化是与调控基因表达、保护基因组免受逆境胁迫等相关的表观遗传现象，其中关键酶
ＤＮＡ甲基转移酶催化ＤＮＡ序列维持甲基化和从头甲基化。本研究基于蓖麻全基因组、利用生物信息学分析方
法、结合转录组数据和ＲＴＰＣＲ半定量表达分析，鉴别出蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶氨基酸序列的结构特征、系统
发生和表达形式。结果如下：通过同源序列ＢＬＡＳＴ从蓖麻基因组数据库中获得８个ＤＮＡ甲基转移酶基因；系
统进化分析将８个蛋白分为４个亚家族：２个ＭＥＴ同源蛋白、２个ＣＭＴ同源蛋白、３个ＤＲＭ同源蛋白和１个
ＤＮＭＴ２同源蛋白，进一步发现ＤＮＡ甲基转移酶在系统进化上较为保守，分化发生在单双子叶植物分化之后；
亚细胞定位分析发现８个ＤＮＡ甲基转移酶都定位在细胞核中；蛋白结构域比对结果显示８个蛋白的Ｃ端催化
结构域都有６个保守ｍｏｔｉｆ参与甲基化修饰催化功能，表明蛋白具有基本的催化甲基化功能，而Ｎ端调节功能
域的差异将蛋白分为四类，其中ＲｃＤＮＭＴ２缺少Ｎ端调节结构域；结合转录组数据和ＲＴＰＣＲ半定量表达分析
发现蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因 （除 ＲｃＤＲＭ２外）在发育胚乳中相对其他检测组织高表达，推测是该时期的
胚乳低甲基化诱导甲基化基因高表达。该结果有助于全面了解蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶特征及为从表观遗传深入
开展蓖麻品种改良具有重要理论指导作用。
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　　ＤＮＡ甲基化是涉及多个重要发育过程的保
守表观修饰现象，如 Ｘ染色体失活、基因组印
记以及保护基因组免受转座子、反转录转座子

和病毒侵袭［１］，通过 ＤＮＡ甲基转移酶催化 Ｓ－
腺苷 －Ｌ－蛋氨酸上的甲基基团转移到 ＤＮＡ碱
基位点上来实现［２］，植物中这种修饰作用主要

发生在特定的序列形式 ＣｐＧ、ＣｐＮｐＧ（Ｎ为任
意核碱基）中胞嘧啶的第 ５个碳原子 （５ｍＣ）
上［３］，植物基因组中有 ３０％的 ５ｍＣ被甲基
化［４］，如 拟 南 芥 基 因 组 中 对 称 序 列 ＣｐＧ、
ＣｐＮｐＧ和不对称序列 ＣｐＮｐＮ的甲基化水平分
别为 ２４％、６７％和 １７％［５］。目前主要有 ２
种 ＤＮＡ甲基化形式：维持甲基化和从头甲基
化。ＤＮＡ复制结束后，甲基基团连接到半甲基
化对称序列 （ＣｐＧ、ＣｐＮｐＧ）胞嘧啶上叫作维
持甲基化，该形式稳定存在于自身发育和世代

传递之间；对非甲基化的 ＤＮＡ进行甲基化叫
作从头甲基化，对称序列从头甲基化可以一步

到位，随后可通过维持甲基化保持，而非对称

序列甲基化较复杂，需频繁进行从头甲基

化［６－７］。目前在植物中已鉴定出４个 ＤＮＡ甲基
转移酶亚家族［８］：ＭＥＴ（Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）维
持富含转录元件、重复序列和基因序列的异染

色质区域的 ＣＧ甲基化［５，９］；ＣＭＴ（Ｃｈｒｏｍｏ－
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ）为植物特有甲基转移酶，在
ＤＮＡ复制过程中靶向沉默转座子和异染色质以
维持 ＣＨＧ、ＣＨＨ序列甲基化，ＣＭＴ也作用于
某些组蛋白修饰位点从头甲基化［１０］，ＭＥＴ、
ＣＭＴ与动物 ＤＮＭＴ１同源；ＤＲＭ （Ｄｏｍａｉｎｒｅａｒ
ｒａｎｇｅｄｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ）与动物 ＤＮＭＴ３同源，
作用于 ＣＧ、ＣＨＧ和 ＣＨＨ序列从头甲基化进而
催化 ＲＮＡ介导的 ＤＮＡ甲基化 （ＲｄＤＭ）过
程［１１］；ＤＮＭＴ２（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｈｏｍｏ
ｌｏｇｕｅ２）在酵母、果蝇、动物和植物中都有发

现，不同于其他甲基转移酶而具有较宽的底物

特异性和重要的细胞功能［６］。

在逆境胁迫下，生物体启动各种 ＤＮＡ甲基
转移酶催化甲基基团迅速、可逆地对 ＤＮＡ进
行修饰以保护基因组，显然表观遗传修饰优先

于基因组进化 ［１２］，而且由于存在一套识别半

甲基化序列 （一条链被甲基化修饰）的系统能

够转化成全甲基化状态 （两条链都被甲基化修

饰）［４］，表观遗传修饰可以在代与代之间遗传。

有关研究表明大麻能有效抵抗重金属胁迫与其

根部高甲基化密切相关，其根部甲基化程度较

重金属敏感植物三叶草高２３倍［１３］；低温诱导

可使拟南芥 ＤＮＡ甲基化水平降低，促进花期
提前，机理类似于春化作用［１４］；５－ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ
处理亚麻也能降低 ＤＮＡ甲基化水平，获得矮
化和提早开花株系，且可稳定遗传至第 ３
代［１５］。近年来众多作物育种科学家开始重视

表观遗传修饰对作物遗传改良的影响，深入对

植物甲基化分子机制的研究，对进一步筛选抗

性、矮化及早熟株系具有重要的意义。

蓖麻 （ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ）为大戟科双子
叶一年生或多年生草本植物，是世界十大油料

作物之一［１６］，种子含油量在 ５０％以上，蓖麻
油可与酒精任意比例混合用于汽车发动机燃

料，且燃烧充分、环境污染小，是当代最具潜

力的生物柴油；蓖麻油可合成综合性能良好的

尼龙１１，广泛用于汽车、电子电器、军工等领
域［１７］；蓖麻油中 ９０％为蓖麻油酸，因其低温
不凝固、高温不燃烧的特性，被用作航天航空

润滑油。蓖麻具有耐盐碱、耐干旱、耐贫瘠、

适应性强等优点，可以种植在边际土地上而不

与粮食争地，所以蓖麻有较大的种植潜力。中

国为世界第二大蓖麻种植国，虽然种植面积

大，但单产较低成为制约蓖麻种植产业推广的

５０６第４期　　　　　　　　　代梦媛，等：蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶序列与基因表达分析



因素之一。因此推动世界蓖麻产业发展急需加

强蓖麻遗传改良育种的研究，蓖麻优良种源性

状包括：高产，株型矮、早熟和种子含油量等
［１９］，目前良种选育方法主要是杂交育种、诱

变育种、抗性育种和杂优利用 ［１８］，大多通过

改变 ＤＮＡ序列而获得改良品种，少有涉及到
ＤＮＡ序列修饰，原由是有关蓖麻表观遗传的研
究甚少，没有足够的理论依据支持深入重大研

究工作的开展。本文利用生物信息学从蓖麻基

因组数据中挖掘出 ＤＮＡ甲基转移酶相关基因
并进行了分类及功能域比对，随后对各个基因

组织表达和时间表达进行分析，旨在为进一步

研究 ＤＮＡ甲基化与蓖麻品种改良奠定分子基
础，对从表观遗传学上展开深入研究具有重要

理论指导作用。

１　材料与方法

１１　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶的获取与确定
以拟南芥ＤＮＡ甲基转移酶蛋白序列 （下载自

ＴＡＩＲ数据库，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｏｒｇ／）作为
基序，在蓖麻基因组数据库 （Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅｖ９０数据
库）中进行 Ｂｌａｓｔｐ同源序列比对，以 Ｐ＜０００１，
相似度＞４０％为显著同源标准确定候选蛋白，随后
将候选蛋白序列在拟南芥数据库中一一进行同源比

对，进一步确认序列真实性，利用 ＳＭＡＲＴ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｓｍａｒｔｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇｄｅ／）分别检测分析
蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶的功能结构域存在与否。
１２　ＤＮＡ甲基转移酶分子进化树构建

利用候选蓖麻 ＤＮＡ甲基转移酶蛋白序列在
Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅｖ９０数据库中比对获得其他物种的
同源序列，ＣｌｕｓｔａｌＷ软件进行氨基酸多序列比
对分析，ＭＥＧＡ５０软件中选择 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎ法构
建系统进化树，设定Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ的值为１０００进行校
正，最终生成系统发育树。

１３　蓖麻 ＤＮＡ甲基转移酶的理化特性和结构
分析

利用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＳｅｒｖｅｒ工 具 （ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗｅｘｐａｓｙｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ）中提供的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
和ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件进行酶蛋白的分子量、理论等电
点、亲水性和稳定性分析；利用 ＳｉｇｎａｌＰ４０程序
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ４０／）
分析信号肽；蛋白亚细胞定位首先利用 Ｐｒｅｄｏｔ
ａｒ１０３ （ｈｔｔｐ：／／ｕｒｇｉｖｅｒｓａｉｌｌｅｓｉｎｒａｆｒ／ｐｒｅｄｏｔａｒ／

ｐｒｅｄｏｔａｒｈｔｍｌ）软件进行初步预测，排除蛋白存
在线粒体、质体和内质网后再利用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ
ｖ９０（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｎｕｘ１ｓｏｆｔｂｅｒｒｙｃｏｍ／ｂｅｒｒｙｐｈｔｍｌ）
软件进一步确定其具体位置；利用 ｃＮＬＳＭａｐｐｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｎｌｓｍａｐｐｅｒｉａｂｋｅｉｏａｃｊｐ／ｃｇｉｂｉｎ／ＮＬＳ＿
Ｍａｐｐｅｒ＿ｆｏｒｍｃｇｉ）软件预测蛋白核定位信号；利
用 Ｐａｆｍ 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍｘｆａｍｏｒｇ／） 和
ＭＥＭＥ 在 线 软 件 （ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅｎｂｃｒｎｅｔ／
ｍｅｍｅ／）分别预测 ＤＮＡ甲基转移酶蛋白结构域
（ｄｏｍａｉｎ）和基序 （ｍｏｔｉｆ）；利用 ＥｘＰａＳｙ工具中
的ＳＯＰＭＡ软件预测α螺旋 （αｈｅｌｉｘ，Ｈ）β转角
（βｔｕｒｎ，Ｔ）无规则卷曲 （ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ，Ｃ）以及
延伸链 （ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ，Ｅ）等二级结构。
１４　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因的表达分析

试验所用蓖麻为宿生野生品种，根据蓖麻

种子发育形态学描述［２０］，授粉后早期胚乳和胚

为液泡化状态，２０ｄ胚乳形成而胚仍为液泡化，
因此我们采集的样品包括：１５ｄ种子，２０ｄ胚
乳，２５ｄ胚和胚乳，５０ｄ胚和胚乳，样品分离处
理后立即放于液氮中保存。提取纯化总 ＲＮＡ：
使用大连宝生物工程有限公司的植物 ＴｏｔａｌＲＮＡ
提取试剂及柱式纯化试剂盒抽提并纯化各个样

品的总 ＲＮＡ，通过琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ完
整性，并使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ仪器检测 ＲＮＡ浓度和质
量。反转录 ｃＤＮＡ：利用北京全式金生物技术有
限公司的 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒对分离纯化的
ｐｏｌｙＡ ＋ ＲＮＡ进行反转录。半定量 ＲＴＰＣＲ
（ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）：利用 Ｐｒｉｍｅｒ
５０对蓖麻８个 ＤＮＡ甲基转移酶的 ＣＤＳ序列设
计 ＰＣＲ引物 （表１），引物全由上海捷瑞生物工
程有限公司合成；ＲＴＰＣＲ所用模板为各个样品
反转录的ｃＤＮＡ，反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，
９４℃变性３０ｓ、５０℃退火３０ｓ、７２℃延伸５０ｓ、
３５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。

２　结果与分析

２１　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因的获取确定与结
构域分析

利用拟南芥１１个 ＤＮＡ甲基转移酶的氨基酸
序列在蓖麻基因组数据库中进行同源序列比对获

得８个相应的蓖麻同源蛋白，比对参数列于表２
中，从蓖麻基因组中发掘出２个ＭＥＴ、２个ＣＭＴ、
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３个ＤＲＭ和１个ＤＮＭＴ２同源序列，其中 ＭＥＴ编
码序列较长，分别是１５４２和１５８４个氨基酸。所

有序列与拟南芥同源序列的同源性都在 ４０％以
上，Ｅ值小于１Ｅ－１００。

表１　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列

ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
扩增长度／ｂｐ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ
退火温度／℃

ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ＲｃＣＭＴ１Ｆ ＣＣＴＡＴＴＧＡＧＧＧＣＴＴＧＡＧＴＧＡ ４３１ ５２２
ＲｃＣＭＴ１Ｒ ＧＴＧＴＴＧＧＣＡＡＴＧＧＡＴＡＣＴＧＧ ５２５
ＲｃＣＭＴ２Ｆ ＴＴＴＣＧＧＴＴＧＣＧＴＧＴＣＴＴＣＴＴ ４８７ ５４０
ＲｃＣＭＴ２Ｒ ＧＣＡＣＴＴＧＣＴＣＣＴＴＴＧＴＴＧＧＡ ５４６
ＲｃＤＮＭＴ２Ｆ ＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＴＣＡＧＣＣＣＴＡＣ ４２１ ５７７
ＲｃＤＮＭＴ２Ｒ ＧＧＣＴＣＡＣＡＴＧＡＣＴＧＧＡＧＣＡＡ ５５９
ＲｃＤＲＭ１Ｆ ＴＧＣＴＣＴＧＧＧＴＡＧＧＣＡＧＧＡＡＴ ４４２ ５６１
ＲｃＤＲＭ１Ｒ ＣＣＧＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＧＡＴＣＡＡＡＴ ５３６
ＲｃＤＲＭ２Ｆ ＣＣＡＡＧＡＣＣＡＣＣＡＣＴＣＡＣＣＡＴ ４７５ ５５２
ＲｃＤＲＭ２Ｒ ＧＣＧＧＴＡＴＣＣＣＡＡＧＴＣＴＡＴＧＣ ５３９
ＲｃＤＲＭ３Ｆ ＧＴＣＣＡＴＡＴＴＡＧＡＴＧＣＡＡＴＧＣＣＡＣＡ ４６０ ５６０
ＲｃＤＲＭ３Ｒ ＡＡＴＧＣＣＡＡＧＧＣＧＧＴＧＴＡＡＡＧ ５４８
ＲｃＭＥＴ１Ｆ ＣＣＡＣＧＣＡＧＧＴＴＡＡＧＡＴＴＣＧＧ ４２９ ５４７
ＲｃＭＥＴ１Ｒ ＡＴＣＣＣＴＣＴＧＡＣＡＡＧＣＣＡＣＣＡ ５６３
ＲｃＭＥＴ２Ｆ ＴＣＴＴＡＴＣＴＴＴＣＧＣＴＧＡＴＴＡＣＴＴＣＣ ４６８ ５３２
ＲｃＭＥＴ２Ｒ ＴＴＡＧＧＡＣＣＡＧＴＧＣＡＴＣＴＣＣＣ ５４４

表２　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因的获取与定位信息
Ｔａｂ２　ＯｂｔａｉｎｉｎｇａｎｄｌｏｃａｔｉｎｇＤＮＡｍｅｔｈｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＲｃｏｍｍｕｎｉｓ

拟南芥ＤＮＡ甲基转移酶
ＤＮＡｍｅｔｈｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

基因座位

ｇｅｎｅｌｏｃｉ

编码蛋白长度／ａａ
ｌｅｎｇｔｈｏｆｃｏｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

同源性／％
ｈｏｍｏｌｏｇｙ

Ｓ值ａ

Ｓｖａｌｕｅ
Ｅ值ａ

Ｅｖａｌｕｅ

拟南芥同源基因ｂ

ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｆｒｏｍ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｂ

ＡｔＭＥＴ１ ２９９８３ｍ００３３０８ １５４２ ６２３ １８１８１ ０ ＡＴ５Ｇ４９１６０／ＭＥＴ１
ＡｔＭＥＴ２ｂ ２９６０９ｍ０００６０６ １５８４ ５４８ １６０９７ ０ ＡＴ４Ｇ１４１４０／ＭＥＴ２
ＡｔＣＭＴ１ ２８５８２ｍ０００３３２ ８４５ ５２７ ８０８９ ０ ＡＴ１Ｇ８０７４０／ＣＭＴ１
ＡｔＣＭＴ２ ２９８２７ｍ００２６７７ ７３４ ６３８ ９４６ ０ ＡＴ４Ｇ１９０２０／ＣＭＴ２
ＡｔＤＲＭ１ ２９６３１ｍ００１０４３ ４７９ ５８５ ５００ ４６Ｅ１７１ ＡＴ５Ｇ１５３８０／ＤＲＭ１
ＡｔＤＲＭ２ ２９９１７ｍ００１９８２ ６８６ ５６００ ６３８３ ０ ＡＴ５Ｇ１４６２０／ＤＲＭ２
ＡｔＤＲＭ３ ２９８８９ｍ００３３６６ ６７８ ４０５０ ６７８ ９２０Ｅ１３８ ＡＴ３Ｇ１７３１０／ＤＲＭ３
ＡｔＤＮＭＴ２ ２９８４８ｍ００４６６５ ４０４ ６６８０ ４０４ ７７０Ｅ１７５ ＡＴ５Ｇ２５４８０／ＤＮＭＴ２

　　注：ａ利用Ｂｌａｓｔ比对蓖麻蛋白质数据库；ｂＢｌａｓｔ比对拟南芥蛋白质数据库。
Ｎｏｔｅ：ａＢｌａｓｔｗｉｔｈＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓｄａｔａｂａｓｅ；ｂＢｌａｓｔｗｉｔｈＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅ

　　如图１所示：所有ＤＮＡ甲基转移酶Ｃ端催化
区域都包含 ＭＴａｓｅ结构域 （ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｓｅｄｏ
ｍａｉｎ），而Ｎ端调控区域的差异将蓖麻ＤＮＡ甲基转
移酶分成４类，这种Ｎ端差异均存在于哺乳动物和
植物中［２１］。通过ＭＥＭＥ分析发现所有ＤＮＡ甲基转
移酶蛋白在 Ｃ端催化区域都有６个高度保守的基

序：ＭｏｔｉｆⅩ和ＭｏｔｉｆⅠ为Ｓ－腺苷－Ｌ－蛋氨酸结合
亚结构，ＭｏｔｉｆⅣ、ＭｏｔｉｆⅥ、ＭｏｔｉｆⅧ、ＭｏｔｉｆⅨ为胞嘧
啶－５甲基转移酶功能催化位点，其中ＭｏｔｉｆⅣ为激
活位点，ＭｏｔｉｆⅥ是靶向胞嘧啶结合位点，ＭｏｔｉｆⅧ是
ＤＮＡ中和区域，ＭｏｔｉｆⅨ是靶序列位点识别区
域［８，１０］。通过数据库Ｐａｆｍ搜索获得蓖麻２个ＭＥＴ
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同源蛋白２９９８３ｍ００３３０８和２９６０９ｍ０００６０６有３种
结构域：ＢＡＨ结构域 （ｂｒｏｍｏａｄｊａｃｅｎｔｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏ
ｍａｉｎ，ＢＡＨｄｏｍａｉｎ）具有蛋白—蛋白互作调控功
能，在ＤＮＡ甲基化链接、复制和转录调控中有重
要作用［２２］；ＲＦＤ结构域 （ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｃｉｄｏｍａｉｎ，
ＲＦＤｄｏｍａｉｎ）与ＢＡＨ结构域位于Ｎ端都具有调控
作用，植物ＲＦＤ结构域可以抑制来源于复制复合
体的未甲基化ＣｐＧ二核苷酸的催化基序与ＤＮＡ结
合［１０］；ＭＴａｓｅ结构域催化Ｓ－腺苷－蛋氨酸中甲基
基团转移到ＤＮＡ致使胞嘧啶甲基化［２３］。蓖麻２个
ＣＭＴ同源蛋白２８５８２ｍ０００３３２和２９８２７ｍ００２６７７结
构域分析显示：Ｎ端调控区域有１个ＢＡＨ结构域，
Ｃ端ＭＴａｓｅ结构域的ＭｏｔｉｆⅣ和ＭｏｔｉｆⅠ之间存在１个
Ｃｈｒｏｍｏ结构域 （ｃｈｒｏｍａｔｉｎｍｏｄｉｆｉｅｒｄｏｍａｉｎ，Ｃｈｒｏｍｏ
ｄｏｍａｉｎ），该结构域对引导蛋白结合到异染色质上
至关重要，由此表明ＣＭＴ在修饰异染色质ＤＮＡ中
起到重要作用［８，２４］；与拟南芥、水稻、玉米和大豆

相似［６，１０］，在 ＢＡＨ结构域之前，２８５８２ｍ０００３３２
比２９８２７ｍ００２６７７多１０５个氨基酸，并在该区域发
现１个核定位信号位点 （ＮＬＳ）。Ｐａｆｍ分析显示蓖
麻ＤＲＭ和 ＤＭＮＴ２同源蛋白仅有 ＭＴａｓｅ结构域，
且ＤＮＭＴ２同源蛋白（２９８４８ｍ００４６６５）缺少 Ｎ端调
控区域。蓖麻３个ＤＲＭ同源蛋白的ＭｏｔｉｆⅠ和Ｍｏｔｉｆ
Ⅹ相邻，同拟南芥、水稻，烟草、玉米和大豆ＤＲＭ
一致［６，１０］，相关研究发现ＤＲＭ的ＭＴａｓｅ结构域中
Ｍｏｔｉｆ呈循环排列致使ＭｏｔｉｆⅠ和ＭｏｔｉｆⅩ在折叠结构中
更接近，并能维持 ＭＴａｓｅ结构域的稳定［７，１０］。通

过 ｃＮＬＳＭａｐｐｅｒ分 析 发 现：ＭＥＴ同 源 蛋 白
（２９９８３ｍ００３３０８）、ＣＭＴ同源蛋白（２８５８２ｍ０００３３２）
以 及 ３个 ＤＲＭ 同 源 蛋 白 （２９６３１ｍ００１０４３、
２９９１７ｍ００１９８２和２９８８９ｍ００３３６６）都有至少１个
核定位信号序列 （ＮＬＳ），其中２９６３１ｍ００１０４３有２
个ＮＬＳ，蛋白序列存在多个ＮＬＳ可调控蛋白高效运
送到核进而控制蛋白功能［２５］。

２２　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶蛋白的系统进化分析
选择与蓖麻甲基转移酶相似性较高的其他物种

的同源蛋白用于进一步分析蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶
的进化关系 （表３），用ＭＥＧＡ５０软件中的Ｎｅｉｇｈ
ｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建其他系统发育树。如图２结果所
示：ＤＮＡ甲基转移酶明显聚类成４个独立分支：
ＣＭＴ、ＭＥＴ、ＤＮＭＴ２和ＤＲＭ。其中ＣＭＴ形成３个
小 分 支： ＣＭＴ１、 ＣＭＴ２ 和 ＣＭＴ３， 蓖 麻

２８５８２ｍ０００３３２在 ＣＭＴ２支系上，故命名为 ＲｃＣ
ＭＴ１，２９８２７ｍ００２６７７在ＣＭＴ２支系，命名为ＲｃＣ
ＭＴ２；蓖 麻 ＭＥＴ同 源 蛋 白 ２９９８３ｍ００３３０８和
２９６０９ｍ０００６０６分化较小，分别命名为 ＲｃＭＥＴ１和
ＲｃＭＥＴ２；在选择的１１种植物中都分别仅鉴定出１
个ＤＮＭＴ２同源蛋白，蓖麻２９８４８ｍ００４６６５命名为
ＲｃＤＮＭＴ２；ＤＲＭ同源蛋白２９８８９ｍ００３３６６与拟南
芥 ＡｔＤＲＭ３类属于同一个小分支，故命名为
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ＲｃＤＲＭ３，２９９１７ｍ００１９８２和 ２９６３１ｍ００１０４３分化
较小，分别命名为 ＲｃＤＲＭ１和 ＲｃＤＲＭ２。蓖麻
ＤＮＡ甲基转移酶在单双子叶植物中有明显的分化，
表明ＤＮＡ甲基转移酶的分化在单子叶和双子叶进

化分开后；在各个分支上与同科植物木薯的亲缘关

系较近，与之相似，拟南芥与同科植物瘦果的同类

酶也显示出较近的亲缘关系，表明该基因在进化过

程中较为保守。

表３　进化树分析所用物种的基本信息
Ｔａｂ３　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓｉｎａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ

物种名称　　　
ｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅ　　　

简写名称

ｓｈｏｒｔ
分类

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
物种名称　　　　
ｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅ　　　　

简写名称

ｓｈｏｒｔ
分类

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

蓖麻 ｃａｓｔｏｒ Ｒｃｏ Ｄ 大豆 ｓｏｙｂｅａｎ Ｇｍａ Ｄ
木薯 ｍａｎｉｏｃ Ｍｅｓ Ｄ 毛果杨 Ｐ．ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｐｔｒ Ｄ
拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ａｔｈ Ｄ 玉米 ｍａｉｚｅ Ｚｍａ Ｍ
瘦果 ｃａｐｓｅｌｌａ Ｃｒｕ Ｄ 水稻 ｒｉｃｅ Ｏｓａ Ｍ
可可 ｃａｃａｏ Ｔｃａ Ｄ 高粱 ｓｏｒｇｈｕｍ Ｓｂｉ Ｍ
番茄 ｔｏｍａｔｏ Ｓｌｙ Ｄ

　　注：Ｄ．双子叶植物；Ｍ．单子叶植物。
Ｎｏｔｅ：Ｄ．Ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎ；Ｍ．Ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
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２３　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶蛋白理化性质、二级
结构分析和亚细胞定位预测

如表４所示：蓖麻 ＲｃＭＥＴ１和 ＲｃＭＥＴ２分别
编码１５４２和１５４８个氨基酸序列，相对分子质
量分别为１７３８１２５和１７９８６７ｋｕ，为分子量较
大的２种酶蛋白；另外６种甲基转移酶蛋白编码
氨基酸数量在 ４００到 ８５０之间，相对分子量在
１０万 ｋｕ以内，为分子量较小的酶蛋白。ＲｃＣ
ＭＴ２的酸性氨基酸较碱性氨基酸多 １个，ｐＩ值
为６９５，为中性稍偏酸性蛋白质；ＲｃＤＲＭ２的
ｐＩ值为９２１，为碱性蛋白质；由 ｐＩ值预测其余
６种酶蛋白为酸性蛋白质。对蛋白质亲／疏水性

进行预测，正值越大疏水性越强，负值越大亲

水性越强，由此推断 ８种酶蛋白皆为亲水性蛋
白。稳定性预测表明：ＲｃＣＭＴ１、ＲｃＣＭＴ２和
ＲｃＤＮＭＴ２为稳定蛋白，其余５个酶蛋白均为不
稳定蛋白。以上理化性质的分析对蓖麻 ＤＮＡ甲
基转移酶蛋白的分离提纯具有重要的意义。信

号肽预测结果显示：８种氨基酸均不存在信号
肽，表明它们不经过蛋白转运，而是在胞内作

用于甲基化底物。利用 ＳＯＰＭＡ对蓖麻甲基转移
酶蛋白的二级结构进行预测，结果如表５所示：
８种蛋白皆主要由无规则卷曲和 α－螺旋构成，
而 β－转角和延伸链散布于整个蛋白中。

表４　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因编码蛋白序列的理化性质
Ｔａｂ４　ＰｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｅｄｂｙＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＲｃｏｍｍｕｎｉｓ

基因座位

ｇｅｎｅｌｏｃｉ
蛋白

ｐｒｏｔｅｉｎ

分子量／ｋｕ
ｍｅｌｏｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ

碱性氨基酸

ａｌｋａｌｉｎｅａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ

酸性氨基酸

ａｃｉｄｉｃａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ

ｐＩ 亲水性

ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ
稳定性

ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
信号肽

ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ

２８５８２ｍ０００３３２ ＲｃＣＭＴ１ ９５１１９６ １１２ １３３ ５２９ －０５７３
３６６３稳定
ｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９８２７ｍ００２６７７ ＲｃＣＭＴ２ ８３３１９７ ９４ ９５ ６９５ －０４５１
３８９６稳定
ｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９８４８ｍ００４６６５ ＲｃＤＮＭＴ２ ４５６８０６ ４０ ４６ ６２１ －０３８３
３４７８稳定
ｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９９１７ｍ００１９８２ ＲｃＤＲＭ１ ７７３６３７ ７８ １０３ ５２４ －０３７９
４２６６不稳定
ｕｎｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９６３１ｍ００１０４３ ＲｃＤＲＭ２ ５４７７６９ ６６ ５３ ９２１ －０４０５
４３３２不稳定
ｕｎｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９８８９ｍ００３３６６ ＲｃＤＲＭ３ ７７３７３８ ８０ １０３ ５４６ －０６０６
４３４３不稳定
ｕｎｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９９８３ｍ００３３０８ ＲｃＭＥＴ１ １７３８１２５ ２０５ ２２６ ６ －０５４８
４３４５不稳定
ｕｎｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

２９６０９ｍ０００６０６ ＲｃＭＥＴ２ １７９８６７ ２０９ ２２１ ６３１ －０４２８
４２０５不稳定
ｕｎｓｔａｂｌｅ

ｎｏ

表５　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因编码蛋白的二级结构分析
Ｔａｂ５　ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｅｄｂｙＤＮＡｍｅｔｈｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＲ．ｃｏｍｍｕｎｉｓ

基因座位

ｇｅｎｅｌｏｃｉ
蛋白

ｐｒｏｔｅｉｎ
α螺旋

ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ（Ｈｈ）
β转角

ｂｅｔａｔｕｒｎ（Ｔｔ）
延伸链

ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ（Ｅｅ）
无规则卷曲

ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ（Ｃｃ）
２８５８２ｍ０００３３２ ＲｃＣＭＴ１ ２４４（２８８８％） １４０（１６５７％） ５１（６０４％） ４１０（４８５２％）
２９８２７ｍ００２６７７ ＲｃＣＭＴ２ ２２７（３０９３％） １２１（１６４９％） ３７（５０４％） ３４９（４７５５％）
２９８４８ｍ００４６６５ ＲｃＤＮＭＴ２ １３４（３３１７％） 　６２（１５３５％） ２２（５４５％） １８６（４６０４％）
２９９１７ｍ００１９８２ ＲｃＤＲＭ１ ２７０（３９３６％） 　５９（８６％） ３３（４８１％） ３２４（４７２３％）
２９６３１ｍ００１０４３ ＲｃＤＲＭ２ ２０３（４２３８％） 　５１（１０６５％） ２９（６０５％） １９６（４０９２％）
２９８８９ｍ００３３６６ ＲｃＤＲＭ３ ２６５（３９０９％） 　５６（８２６％） ３１（４５７％） ３２６（４８０８％）
２９９８３ｍ００３３０８ ＲｃＭＥＴ１ ５２３（３３９２％） ２４４（１５８２％） ８０（５１９％） ６９５（４５０７％）
２９６０９ｍ０００６０６ ＲｃＭＥＴ２ ５９８（３７７５％） ２７６（１７４２％） ９３（５８７％） ６１７（３８９５％）
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　　利用ＰｒｏｔＣｏｍｐ９０对蓖麻８种ＤＮＡ甲基转移
酶进行亚细胞定位预测分析，结果如表６所示。
所有蛋白定位于细胞核的得分都在８４以上；所
有蛋白在高尔基体上都有预测到定位得分，其中

ＲｃＤＲＭ２和 ＲｃＭＥＴ１得分较高，分别为 １４４和
１１０；ＲｃＤＮＭＴ２和 ＲｃＤＲＭ１在细胞膜上定位得
分分别为００９和００３，其余蛋白在膜上定位得
分为０００；ＲｃＤＲＭ２和 ＲｃＭＥＴ１在液泡中的定位
得分分别为００８和００６，其余蛋白在液泡中没
有定位；除ＲｃＭＥＴ１在胞外定位，其余蛋白没有
预测到定位于胞外。结果预示可能所有的ＤＮＡ甲
基转移酶都在细胞核中发挥功能。

表６　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因编码蛋白的亚细胞定位分析
Ｔａｂ６　Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｅｄｂｙ

ＤＮＡｍｅｔｈｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＲｃｏｍｍｕｎｉｓ

基因座位

ｇｅｎｅｌｏｃｉ
细胞核

ｎｕｃｌｅａｒ

细胞膜

ｐｌａｓｍａ
ｍｅｍｂｒａｎｅ

胞外

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
高尔基体

ｇｏｌｇｉ
液泡

ｖａｃｕｏｌａｒ

２８５８２ｍ０００３３２ ９９８ ０ ０ ００２ ０
２９８２７ｍ００２６７７ ９９７ ０ ０ ００３ ０
２９８４８ｍ００４６６５ ９９ ００９ ０ ００１ ０
２９９１７ｍ００１９８２ ９９６ ００３ ０ ００１ ０
２９６３１ｍ００１０４３ ８４８ ０ ０ １４４ ００８
２９８８９ｍ００３３６６ ９９７ ０ ０ ００３ ０
２９９８３ｍ００３３０８ ８８ ０ ００３ １１ ００６
２９６０９ｍ０００６０６ ９９５ ０ ０ ００５ ０

２４　蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因的表达分析
为检测８个甲基转移酶基因在组织间的表达

情况，我们从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载蓖麻５个组
织转录组数据 （ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｓｒａａｃｃｅｓ
ｓｉｏｎＳＲＸ００７４０２ｔｏＳＲＸ００７４０８）［２６］。表达谱分析
（图３Ａ）发现：除 ＲｃＤＲＭ２仅在雄花中表达外，
其余７个基因在所有检测组织中皆可检测到表达
量，且在发育胚乳中的表达量比其他组织高；除

ＲｃＭＥＴ２外，其余６个基因的表达量在后期胚乳
中均下调，ＲｃＭＥＴ１和 ＲｃＣＭＴ１在前期胚乳中的
表达量显著高于其余检测组织；ＲｃＤＮＭＴ２在后期
胚乳、萌芽种子和叶片中的表达量差异不大。

为进一步检测甲基转移酶在蓖麻种子发育阶

段的表达情况，取授粉后１５ｄ种子、２０ｄ胚乳、
２５ｄ胚和胚乳、５０ｄ胚和胚乳作为不同时期的种
子材料，通过 ＲＴＰＣＲ检测各个基因在各个时期
的表达量发现：ＲｃＤＲＭ２仅在 １５ｄ的种子中表
达；ＲｃＤＲＭ３在种子发育过程中没有显著变化；
ＲｃＤＲＭ１、 ＲｃＤＮＭＴ２、 ＲｃＣＭＴ１、 ＲｃＣＭＴ２、 Ｒｃ

ＭＥＴ１和ＲｃＭＥＴ２在１５ｄ种子中表达量低，随种
子发育到２５ｄ（前期胚乳）表达量最高，随后至
５０ｄ（后期胚乳）ＲｃＣＭＴ１、ＲｃＣＭＴ２和 ＲｃＭＥＴ１
的表达量显著降低，而ＲｃＭＥＴ２在５０ｄ胚乳中表
达量上调，该结果与转录组数据一致；ＲｃＣＭＴ１、
ＲｃＣＭＴ２和ＲｃＭＥＴ２在５０ｄ胚中的表达量较２５ｄ
胚显著下调；２５ｄ种子中 ＲｃＭＥＴ１在胚乳中表达
量比胚中高，而 ＲｃＭＥＴ２在胚乳中表达量比胚中
低；５０ｄ种子中ＲｃＭＥＴ１在胚中表达量比胚乳高，
而ＲｃＭＥＴ２在胚中表达量比胚乳低。

３　讨论

通过蛋白结构域预测发现蓖麻甲基转移酶的结

构域与其他物种同类酶是一致的，所以应该具有相

似的维持甲基化和从头甲基化建立功能。在植物中

ＤＮＭＴ２缺少Ｎ端调节结构域，不具有建立或维持甲
基化的重要作用，对其功能研究较为复杂而未阐

明［２７］，所以ＲｃＤＮＭＴ２有待进一步研究。通过核定
位信号预测发现 ＲｃＭＥＴ１、ＲｃＣＭＴ１、ＲｃＤＲＭ１、
ＲｃＤＲＭ２和ＲｃＤＲＭ３均有核定位信号序列 （ＮＬＳ），
ＮＬＳ是蛋白质通过主动运输进入核孔的充要条件［２８］，

所以推断这５个蛋白是在细胞核内发挥生物学功能，
如ＤＮＡ复制过程中维持甲基化、从头甲基化修饰
ＤＮＡ或染色质等。亚细胞定位预测表明８个蛋白皆
定位在细胞核，所以推测ＲｃＭＥＴ２、ＲｃＣＭＴ２和ＲｃＤ
ＮＭＴ２的核定位信号可能属于ｃＮＬＳ（经典核定位信
号）以外的类型［２８］，有待进一步探究。

基因表达谱通常与基因功能鉴定相关。蓖麻甲

基转移酶在种子发育中期有较高的表达，表明种子

在该时期甲基化状态发生很大变化，有研究对授粉

后３５ｄ蓖麻胚乳进行高通量重亚硫酸盐测序后发
现胚乳特异性低甲基化［２９］，该时期去甲基化相关

基因ＤＮＡ糖基化酶ＲｃＤＭＥ和ＲｃＲＯＳ１在蓖麻胚乳
中高表达［３０］，所以推测胚乳低甲基化可能诱导甲

基化相关基因在胚乳中特异性表达增强。ＲｃＣＭＴ１
和ＲｃＣＭＴ２表达模式相似，预示可能存在功能冗余
基因。ＲｃＤＲＭ和ＲｃＭＥＴ亚家族中的基因表达模式
有明显差异，预示可能有亚功能或假功能基因［１０］，

ＲｃＭＥＴ１和ＲｃＭＥＴ２在种子发育前后期呈相反的表
达模式，认为可能在发育种子中功能互补。Ｒｃ
ＭＥＴ１在前期胚乳中高表达，胚乳是植物表观印迹
发生的主要组织［３１］，且有研究发现ＭＥＴ１在水稻、
玉米和拟南芥的胚乳中都有较高的表达量［６，２７］，
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ＭＥＴ１参与维持甲基化并调控胚乳基因组印迹［３２］，

所以 ＲｃＭＥＴ１在胚乳中比胚中表达水平高。Ｒｃ
ＭＥＴ２在后期胚乳中高表达，功能可能参与维持其
他非印记基因甲基化。另外我们对比蓖麻与豆科植

物同一亚家族的基因表达模式也发现差异，表明甲

基转移酶功能存在种系差异。ＤＮＭＴ２有较宽的底
物特异性［６］，我们发现ＲｃＤＮＭＴ２的表达模式没有
组织特异性，所以ＲｃＤＮＭＴ２生物学功能可能较为
复杂而不仅限于 ＤＮＡ甲基化，如拟南芥中发现
ＡｔＤＮＭＴ２作用于组蛋白去乙酰化［３３］。

２１６ 云南农业大学学报　　　　　　　　　　　　　　第３１卷



　　本研究通过同源序列比对的方法从蓖麻基因
组中鉴别出８个ＤＮＡ甲基转移酶，２个ＭＥＴ同源
蛋白、２个ＣＭＴ同源蛋白、３个ＤＲＭ同源蛋白和
１个ＤＮＭＴ２同源蛋白。结构域分析显示８个甲基
转移酶蛋白的Ｃ端均是保守的功能结构域，Ｎ端
存在相异的调节结构域，而 ＲｃＤＮＭＴ２缺少调节
结构域；系统进化分析表明ＤＮＡ甲基转移酶在进
化上较为保守，分化可能发生在单双子叶植物分

化之后；氨基酸序列理化性质分析为蓖麻甲基转

移酶蛋白的提取纯化提供了依据；基因表达分析

发现在蓖麻ＤＮＡ甲基转移酶基因在发育种子中高
表达与该时期的胚乳低甲基化水平有关。该研究

为深入研究蓖麻ＤＮＡ甲基化调控的表观遗传学奠
定了分子基础，为开展蓖麻表观遗传相关的育种

研究提供了重要的理论依据。
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