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甲基化是真核细胞DNA修饰的方式之一，在

DNA 序列中可以发生甲基化的位点有腺嘌呤的

N-6位、鸟嘌呤的N-7位和胞嘧啶的N-4位以及胞

嘧啶的C-5位，其中胞嘧啶的C-5位修饰是最常见

的一种甲基化方式，也是目前DNA甲基化研究的重

点和热点。胞嘧啶C-5位甲基化是由S-腺苷甲硫

氨酸（SAM）提供甲基基团，在 DNA 甲基转移酶

（DNA methyltransferases，DNMTs）的作用下，将胞嘧

啶（C）甲基化为5-甲基化胞嘧啶（5-mC）的一种化

学反应，这种甲基化修饰通常发生在植物基因组中

对称的CG位点、CNG（N代表任何核苷酸）位点和不

对称CHH（H代表A、C或T）位点，而哺乳动物中几

乎都发生在CG位点[1]。

DNA胞嘧啶甲基化分析可以针对特定序列，也

可以针对全基因组，根据检测的目的可以选择不同

的分析方法。甲基化检测的方法大致可以分为三

类，第一类以HPLC技术为基础，主要检测全基因组

甲基化水平[2，3]；第二类以测序为基础，主要检测特

定序列胞嘧啶甲基化位点[4，5]；第三类以PCR技术为

基础，既可以分析全基因组甲基化水平，也能分析

特异序列的甲基化位点[6-8]。基于PCR扩增的MSAP

技术可以在全基因组范围分析CG和CNG位点甲基

化模式多态性，结合测序分析还可以知道差异位点

的序列信息，因此在研究中得到广泛应用。

1 MSAP技术原理和操作[9-15]

1.1 MSAP技术原理

MSAP技术由 Reyna Lopez等于 1997年首次报

道，该技术是在AFLP技术基础上衍生的基于PCR

扩增多态性的 DNA 甲基化检测方法，即将标准

AFLP分析中使用的高频酶MseI替换成对甲基化位

点敏感性不同的一对同裂酶HpaII和MspI，而其余

操作与AFLP完全一样。主要操作流程包括基因组

DNA双酶切、人工接头连接、预扩增、选择扩增、

PAGE电泳、条带统计分析等。其基本原理如图1所

示。

HpaII和MspI都能识别并切割CCGG序列，但对

该位点胞嘧啶甲基化的敏感性不同，因此可产生不

同的DNA切割片段来揭示甲基化位点差异。HpaII
对于该位点双链内外侧胞嘧啶均甲基化都不能酶

切，即不能酶切含 mCCGG、CmCGG 和 mCmCGG 的位

点 ，但它可以识别仅一条链上胞嘧啶甲基化的位

点。而MspI可以识别DNA单链或双链上该位点内

侧甲基化的胞嘧啶，但不识别外侧甲基化胞嘧啶，即

不能酶切mCCGG的位点（如表1所示）。
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表1 HpaII和MspI对CCGG位点甲基化敏感性差异

甲基化模式

及相应位点

HpaII
MspI

无甲基化

CCGG

GGCC

1

1

CmCGG

GGmCC

0

1

mCCGG

GGCCm

0

0

mCmCGG

GGCmCm

0

0

mCCGG

GGCC

1

1

CmCGG

GGCC

1

0

mCmCGG

GGCC

1

0

双链甲基化 单链甲基化

注：表中“1”代表该酶能识别并酶切产生片段；“0”代表该酶不能识别并酶切产生片段。

1.2 MSAP分析的技术流程

1.2.1 高质量DNA制备

DNA提取可以采用CTAB法或 SDS法大量制

备，再采用苯酚-氯仿抽提法纯化，然后检测DNA质
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量与浓度，取部分原液稀释备用。

1.2.2 酶切与接头连接

分别用酶组合EcoRI/HpaII和EcoRI/MspI消化

DNA稀释液，酶切反应在37℃水浴中进行，一般为

了保证消化彻底，需酶切6小时或过夜。然后90℃

水浴10分钟让限制酶失活，再加入接头和连接酶反

应3小时。由于HpaII和MspI对CCGG位点的不同

甲基化模式敏感性不同，所以经双酶切后将得到不

同的酶切片段。

1.2.3 PCR扩增

MSAP分析需进行两次PCR扩增，即预扩增和

选择扩增。扩增引物按接头序列设计，预扩增引物

不加选择碱基，选择扩增引物需加2~4个选择碱基，

选择碱基数量将直接影响扩增条带数。

1.2.4 PAGE电泳及条带统计

选择性 PCR扩增产物需要经过聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离、银染后进行谱带的观察与统计分析。

对 EcoRI/HpaII和EcoRI/MspI泳道的带纹进行统计

分析，每一条带代表一个酶切识别位点，根据条带

的有无记作1或0。若“EcoRI/HpaII、EcoRI/MspI”带
型为“0、0”，则表示该位点发生双链外侧甲基化；若

“EcoRI/HpaII、EcoRI/MspI”带型为“1、0”，则表示该

位点发生单链内侧甲基化；若“EcoRI/HpaII、EcoRI/

MspI”带型为“0、1”，则表示该位点发生双链内侧甲

基化；若“EcoRI/HpaII、EcoRI/MspI”带型为“1、1”，则

表示该位点发生单链外侧甲基化或没有发生甲基

化（表1）。

2 MSAP技术的优点与不足

图1 MSAP技术原理图
注：A 经EcoRI/HpaII、EcoRI/MspI双酶切后，都不能切开第一个CCGG位点，最终形成1个片段；

B 经EcoRI/HpaII、EcoRI/MspI双酶切后，能够将2个CCGG位点同时切开，形成2个片段。

2.1 MSAP技术的优点

MSAP技术的优点有：（1）通用性——不需知道

被测 DNA的序列信息，只要有相应酶切位点就行，

在不同生物上具有通用性，可用于 DNA序列背景未

知的生物。（2）易操作——操作相对简便，在AFLP

技术体系的基础上无需改进，即可操作，在一般分

子生物学实验室都可以进行。（3）多态性高，信息丰

富——可在全基因组范围检测CCGG位点的胞嘧啶

甲基化变化，以加3个碱基的选择引物为例，一般每

条引物可以扩增出50~70条带，可提供丰富的甲基

化位点信息。

2.2 MSAP技术的不足

（1）冗余带——由MSAP原理图可以看出，经酶

切连接头后可以出现3类条带，一类是两端都是接
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头M/H；另一类是一端是接头M/H，一端是接头E；

第3类是两端都是接头E。前两类片段的产生都与

CCGG位点有关，是检测的目标片段，而第三类则与

CCGG位点无关，属冗余条带。但由于EcoRI属于稀

切酶，所以这类带出现频率较低。

（2）检测位点局限——MSAP法只能检测全基

因组范围内的CCGG位点的甲基化变化，对其他位

点的甲基化不能检出，如其他的CG对称位点，以及

CNG位点等。

针对以上不足，可以对MSAP技术加以改进，如

多选择几组对甲基化敏感性有差异的同裂酶，可以

增加检测位点的多样性，进一步提高MSAP检测信

息量，尽量全面反映全基因组范围内胞嘧啶C-5位

甲基化状态。

3 MSAP技术的应用
3.1 抗逆性研究

MSAP为研究植物对逆境胁迫的抵御机制提供

了一个有力的工具，不仅可以分析逆境胁迫前后基

因组甲基化程度的变化，还可以通过对甲基化状态

变化的位点进行序列分析，进一步克隆出参与逆境

抵御的基因，为从分子水平研究逆境胁迫机制提供

关键信息。李雪林[10]等研究了不同NaCl浓度下棉

花幼苗生长及根基因组DNA的甲基化水平和变化

模式，结果表明高盐胁迫下，棉花幼苗根基因组

DNA甲基化率均明显低于对照，同时与MSAP差异

片段高度同源的基因的表达在处理与对照间差异

显著。华扬[11]等采用MSAP方法分析了冷胁迫下水

稻9311叶片 DNA胞嘧啶甲基化模式变化，并分离

和克隆了一个与水稻cDNA高度同源的甲基化差异

片段CIDM7，cDNA序列为单拷贝，全长1422bp，定

位于日本晴10号染色体上。杨金兰[12]等研究表明，

镉胁迫处理引起萝卜基因组甲基化程度的显著提

高。申斯乐[13]等的研究表明高压可导致水稻多种转

座元件的激活及甲基化模式的改变。付胜杰[14]等研

究了叶锈菌感染前后，小麦基因组的甲基化模式差

异，虽然并没有检测到稳定且特异的DNA胞嘧啶位

点的甲基化模式变化，但发现研究材料之间存在表

观遗传学差异，可以进一步增加选择引物的数量和

同裂酶的对数进行深入研究。

3.2 发育调控与基因差异表达

DNA 甲基化对于植物的生长发育和组织分化

具有十分重要的调控作用。通过研究植物在不同

发育时期发生的特异的甲基化变化，有可能找到调

控该发育时期器官建成和组织分化的重要基因。

陆光远[15]等采用MSAP技术分析了油菜种子萌发时

不同组织和不同发育时期发生的特异性甲基化，并

对部分片段进行了序列分析，通过比对和数据检索

获得了一些可能与油菜种子发育和器官分化有关

的基因片段，为进一步研究油菜生长发育与特异基

因表达调控的关系奠定了基础。柳李旺[16]等分析了

萝卜抽薹过程中DNA甲基化状态的变化，结果表明

在未现蕾-现蕾-抽薹过程中基因组DNA甲基化水

平先降低，随着花茎的伸长DNA甲基化水平又逐渐

上升。郑鑫[17]等采用 MSAP方法研究高活力水稻种

子萌发过程中的甲基化与去甲基化变化的规律，结

果表明水稻种子萌发过程中，同时发生了甲基化与

去甲基化作用，且去甲基化作用先于甲基化作用发

生。

3.3 种质资源鉴定

采用分子标记进行种质资源鉴定时，常用的标

记有RAPD、SSR、AFLP、RFLP、ISSR等，这些分子标

记都是基于DNA序列差异建立的，但种质资源的遗

传差异除了经典遗传学差异外，还存在表观遗传差

异，以上分子标记都不能检测到表观遗传差异，因

此开发一种能够同时检测DNA序列差异和表观遗

传差异的分子标记，是进行有效的资源鉴定的前

提。MSAP是在AFLP基础上建立的，因此不仅具有

AFLP的特点，还能检测DNA甲基化差异，可以作为

一种分子标记，进行资源鉴定。洪柳[18]等对 24 个脐

橙品种之间进行 MSAP 分析，发现在脐橙品种中

DNA 甲基化的发生频率很高。脐橙品种芽变频率

高，可能与 DNA 甲基化的频繁发生密切相关。在

所用的 18 对 MSAP 引物中，有 10 对引物可鉴别出

12 个脐橙品种，说明 MSAP 是检测脐橙品种之间多

态性的有效方法。Noyer J L[19]等应用 SSR、AFLP、

MSAP等技术对 30个香蕉品种的遗传分析研究中

发现，尽管品种之间的表型差异极大，但 SSR 和

AFLP分析均难以有效鉴别品种差异，表明品种之

间极高的遗传相似性与其单种子起源和营养繁殖

方式有关，而应用 MSAP分析可以检测出极高的多

态性片段，并根据品种之间的 DNA甲基化模式的不

同有效区分出30个品种之间的差异，表明MSAP技

术可以比SSR、ISSR、AFLP等技术更多检测出基因

组中的多态性位点，在种质资源鉴定方面显示出更

高的优越性。

3.4 组织培养材料的鉴定

组织培养在植物品种改良、快速繁殖、基因工

程育种等各个方面发挥着重要作用，但在培养过程

中会产生体细胞变异，导致再生植株性状变异，严

重影响其后续研究。研究表明体细胞变异与表观
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遗传的改变特别是 DNA甲基化密切相关，因此分析

组织培养材料的甲基化模式变化显得尤为重要。

Joyce S M[20]等应用MSAP技术研究 4种离体方法培

养马铃薯材料 DNA甲基化的差异，结果表明不同离

体培养材料 DNA甲基化模式存在很大差异，而且叶

片形态特性与 DNA甲基化程度密切相关，并对 4种

离体方法进行了评估，表明 MSAP技术能够对离体

材料培养和保存的遗传稳定性进行准确鉴定。聂

丽娟[21]等采用 MSAP方法对菊花组织培养继代过程

中的 DNA甲基化情况进行了分析。结果发现，3个

单芽系的组培苗较田间材料均有 DNA甲基化增加

和减少，同时在同一单芽系内的不同次继代个体间

也有DNA甲基化变化。目前该技术已在豌豆、竹

子、高粱、大麦等许多植物离体培养材料种质鉴定

中成功应用。

3.5 杂种优势原理研究

杂种优势是作物提高产量、改善产品品质和增

强抗逆性的主要途径，它的遗传解释己被讨论近一

个世纪，虽然建立很多有关杂种优势解释的理论和

假说，但终因杂种优势机理极其复杂，到目前为止

尚无定论。近年来，有研究者开始从DNA甲基化水

平差异来研究杂种优势原理，但研究结果不尽相

同。Tsaftaris[22]等报道了玉米亲本自交系与杂交种

在DNA甲基化水平上存在差异，表现为F1甲基化

水平低于其相应亲本。赵欣欣[23]等采用MSAP技术

研究了玉米亲本自交系与杂交种的幼苗DNA甲基

化水平，结果表明有4个杂交种的幼苗DNA甲基化

水平略高于亲本，有2个杂交种的幼苗DNA甲基化

水平略低于亲本。仪治本[24]等对玉米幼苗的研究以

及张美善[25]等对高粱叶片和胚乳的研究均表明，杂

交种的DNA甲基化水平略低于亲本。从以上研究

不难看出，采用MSAP法研究杂交种与亲本的甲基

化水平差异，并以此推断杂种优势原理，难度很大：

其一，研究材料不同，差异表现不尽相同；其二，表

现的差异不具有统计学意义；其三，该方法仅能部

分表现CCGG位点甲基化水平，而不能全面反映总

体DNA甲基化水平。

MSAP技术优点在于能够分析不同材料相同位

点甲基化模式的差异，如果能把这些甲基化模式差

异与某个表型性状联系起来，则有可能找到调控这

一表观差异的相关基因。在杂种优势研究中，若着

眼于整体杂种优势，则应采用HFLP等分析总体甲

基化水平的方法；若着眼于某一特异性状的杂种优

势，如抗逆性、株高、籽粒长度、某种蛋白含量等，则

可以采用MSAP方法，并结合甲基化模式差异片段

的测序、筛选以及生物信息学分析，对这些特异性

状的杂种优势进行深入的研究。

4 MSAP技术的应用前景
甲基化作为植物DNA修饰的重要途径，参与了

许多生命过程，在调控基因表达、调节生长发育、防

御微生物入侵、耐受逆境胁迫等方面起着重要作

用，通过研究基因组DNA甲基化模式变化，可以深

入研究以上过程的调节机制。MSAP技术自建立以

来，在以上各方面均得到了不同程度应用，若与其

它分子生物学方法如 DNA分子遗传标记、DNA重

组技术、DNA微阵列等方法结合起来进行综合研

究，将为在分子水平上揭示调控基因时空特异表达

机理建立起有力的技术平台，在杂种优势原理、研

究功能基因、改良植物性状、提高植物适应性等方

面发挥重要作用。
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DNA Methylation-sensitive Amplified Polymorphism
and Its Application in Plant Genetics

ZHANG Yan，CHEN Bo
（Xichang College，Xichang，Sichuan 615013）

Abstract: DNA methylation，the most common DNA modification in eukaryotes，is an important component in
epigenetics and plays essential roles in the regulation of gene expression，resistance to biological stress，growth and
development in plant. With progress in study on DNA methylation，methylation-sensitive amplified polymorphism
（MSAP）is an AFLP-based technique with high-throughput，superiority of generating abundant polymorphism
profile，low cost and easy operation for detecting status of DNA methylation. Currently，it has been widely applied in
the various fields of plant genetics research. In this paper，the principles，procedures，and application of MSAP in
plant genetic studies were summarized. At the same time，the perspective of its application in the future was
discussed.
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