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摘 要 /)7 介导的 X)7 甲基化作用（/)7J21.+09+2 X)7 3+95<’491&D，/2X3）是首次在植物中发现的基因组表观修饰现象，

/2X3 通过 /)7JX)7 序列相互作用直接导致 X)7 甲基化。植物中的 /2X3 和 @1/)7 介导的 ,/)7 降解现象，都是通过 /)7
使序列特异性基因发生沉默，它们对于植物的染色体重排、抵御病毒感染、基因表达调控和发育的许多过程起到了非常重要

的作用。在植物中有很多的文献报道 /2X3 现象，但是对于其具体调控机理还不是很清楚。这里对 /)7 介导的植物 X)7 甲

基化的基本特征进行了简要概述，主要对 /2X3 机理的研究进展进行了综述，其中包括 /2X3 过程中的 X)7 甲基转移酶的种

类及其作用机理，X)7 甲基化与染色质修饰之间的关系，以及与 /2X3 相关的重要蛋白质的研究等。在植物中，转录和转录后

水平都可能发生 /2X3，诱发基因沉默，前者常涉及靶基因启动子的甲基化，后者则牵涉到编码区的甲基化。/2X3 的发生依

赖于 /)71 途径中相似的 @1/)7 和酶，如 XHPI、/2/!、GXL= 和 7YZ=。植物中至少含有三类 X)7 甲基转移酶 X/3$[!、3L?$ 和

H3?I，其作用部位是与 /)7 同源的 X)7 区域中的所有胞嘧啶，而组蛋白 \I 第九位赖氨酸的甲基化影响着胞嘧啶的甲基化。
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=./ 甲基化是基因组 =./ 的一种主要表观遗

传修饰形式［?］，是调节基因组功能的重要手段。它

是在 =./ 甲基转移酶（=./ >",(4*,!5&’6"!5’"，=>@）

的作用下，以 A<腺苷甲硫氨酸为甲基供体，将甲基

转移到 =./ 分子的胞嘧啶碱基上进行 =./ 修饰的

过程，是造成植物转基因沉默的主要原因之一。植

物 =./ 甲基化引起外源基因失活的现象十分类似

于细菌的限制修饰系统，这一防御机制可以有效地

识别出导入的外源 =./ 序列。

?77B 年，3$!" 在线虫中发现双链 -./ 能特异性

显著抑制特定基因的表达，并首次将该现象称为

-./ 干扰（-./ $&,"!6"!"&1"，-./$）［C］。随后的一系

列研究表明，-./$ 现象在植物和真菌等真核生物中

普遍存在，分别称为转录后水平的基因沉默（D%’,<
@!5&’1!$;,$%&5* E"&" A$*"&1$&#，D@EA）［9］和 基 因 压 制

（0+"**$&#）［F］，这类现象在各种生物中虽然名称各不

相同，但本质上都是由于同源核酸序列相互作用导

致的基因表达在转录后水平上的抑制。

随着 -./$ 现象研究的深入，在植物中发现，由

双链 -./（:%+G*"<’,!5&: -./，:’-./）产生的 C? H
CI&, 的小干扰 -./（’(%!, $&,"!6"!$&# -./，’$-./）不

仅可以介导转录后水平的基因沉默；而且可以介导

转录水平的基因沉默（@!5&’1!$;,$%&5* E"&" A$*"&1$&#，
@EA）［I］，这就涉及到 -./ 介导的基因组的表观修饰

现象，包括发生在 =./ 上的胞嘧啶的甲基化、组蛋

白的甲基化和去乙酰化等［J］，人们很自然的将 -./$
导致的基因失活与 =./ 甲基化修饰联系起来。已

经在多种生物中观察到 -./ 介导的异染色质的形

成，其中最常见的是组蛋白 89 第九位的赖氨酸的

甲基化（89K7>"）；而 -./ 介导的 =./ 甲基化（-./<
:$!"1,": =./ >",(4*5,$%&，-:=>）是基因组表观修饰

改变的重要形式［L］。

到目前为止，植物中 D@EA 机理已经研究的较

为清楚。植物中存在的特异性类 -.5’"!核酸酶

=MN（=$1"! N$O"）［B］将 :’-./ 切 割 成 C? H CI&, 的

’$-./［7］，’$-./ 再与具有核酸酶等酶活性的 -./ 诱

导 的 基 因 沉 默 复 合 物（ -./ $&:+1": ’$*"&1$&#
1%);*"P，-QAM）［?R，??］结合，形成核蛋白体，进而识别与

’$-./ 反义链互补的 )-./，并导致 )-./ 的降解，

因而抑制了相关基因的表达。本文主要就 -./ 介

导的植物 =./ 甲基化机理的研究进行综述。

) *’+, 与植物转基因沉默

类病 毒 是 一 类 可 以 自 主 复 制 的 -./ 分 子。

?77F 年，S5’’"&"##"! 等人将类病毒 1=./ 序列通过

农杆菌介导的叶圆盘转化法导入烟草基因组中，当

类病毒再次感染烟草并进行复制的时候，烟草基因

组中与病毒 -./ 同源的 1=./ 序列发生了甲基化，

而 1=./ 序列两侧的 @<=./ 序列和烟草基因组 =./
并没有被甲基化，表明具有复杂的核酸二级结构的

类病毒复制中间体可以使同源的 1=./ 甲基化，这

是首次在植物中发现的 -:=> 现象［?C］。

-:=> 是依赖于 -./ 的 =./ 甲基化作用，与目

前我们所研究的 -./$ 机理有本质的区别。但在拟

南芥中，-:=> 的发生依赖于 -./$ 途径中相似的

酶，如 =MN9、-./ 依 赖 的 -./ 聚 合 酶 C（-./<
:";"&:"&, -./ ;%*4)"!5’" C，-:-C）、A=TF（A$*"&1$&#
="6"1,$U" F，现 为 D%* QV 的 大 亚 基，称 为 -D=?）和

/EWF（/!#%&5+," F），这些与 -./$ 有关的酶的缺失

都可以影响 -:=> 的发生［?9，?F］。进一步研究发现，

-:=> 与 -./$ 依赖于相似的诱发因子 ’$-./，两者

的不同之处在于，-:=> 的发生依赖于 CF H CI&, 的

’$-./ 的存在［I］，这类 ’$-./ 在细胞质或细胞核内

经过特定的 =MN 加工 :’-./ 而产生，并进入到细胞

核内起作用，是植物所特有的。而植物 -./$ 途径

中的沉默诱发因子是 C? H CC&, 长度的 ’$-./，由细

胞核或者细胞质内特定的 =MN 加工 :’-./ 而产生，

其发生作用的部位是细胞质［?I，?J］。

在植物中，’$-./ 介导的 =./ 甲基化作用既可

以发生在转录水平，又可以发生在转录后水平。转

录水平的沉默（@EA）往往和启动子的甲基化有关，

而转录后水平的沉默（D@EA）则牵涉到编码区的甲

基化。X%&"’ 认为当与外源 -./ 同源互补的 =./ 区

域是编码区的时候，可以引发 D@EA，同时编码区的

=./ 被甲基化，在这个过程中 -./ 的转录水平下

降，可能是由于 D@EA 可以延伸至同源区域边缘的

区域，进而影响病毒的复制；当与 -./ 同源互补的

=./ 区域是启动子区的时候，可以引发启动子区

=./ 的甲基化，在转录水平抑制基因的沉默，由于

甲基化区域仅限于互补配对区，所以病毒可以正常

的复制而不受影响［?L］。目前的研究结果虽然表明

由 ’$-./ 引起的 )-./ 降解才是导致 D@EA 发生的
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主要原因，但是在发生 !"#$ 的同时，编码区的 %&’
还是会发生甲基化，其原因未知［()］。

’*+,-./ 等在拟南芥中设计了沉默激发序列位点

和靶序列位点。沉默激发序列位点包含花椰菜花叶

病毒 01$ 启动子引发的章鱼碱合成酶基因启动子的

反向重复序列（01$2345&6$234 78），转录后产生的

&6$234 9,8&’ 可在 %:; 作 用 下 形 成 <( = <>?. 的

,@8&’；靶序列位点是章鱼碱合成酶基因启动子分别

引发新霉素磷酸转移酶基因和章鱼碱合成酶基因

（&6$2345&!"775&6$.A35&6$2345&6$5&6$.A3）。因沉默

激发序列中含有潮霉素抗性基因，又称为 B 位点；

靶序列中含有卡那霉素抗性基因，称为 C 位点［(D］。

当 B 位点不存在时，C 位点的基因可以转录，产生

的种子表现出卡那抗性，并同时产生章鱼碱。当 B
位点存在的时候，C 位点无转录产物形成，种子表现

出卡那敏感性，没有章鱼碱的合成；甲基化敏感的限

制性内切酶酶切和 $4*.EA3? 杂交分析表明，C 位点

中的 &6$234 序列高度甲基化，从而导致 &!"77 基因

和 &6$ 合成酶基因转录水平的沉默。用杂交育种

的方法，在拟南芥各种甲基化酶突变体中引入 BFC
体系；通过对这些突变体的研究，已经对 8&’ 介导

的 %&’ 甲基化的机理有了初步的认识。

! "#$% 与 $&’ 甲基转移酶

89%G最重要的一个标记就是在 %&’ 甲基转

移酶的作用下，胞嘧啶被甲基化。%&’ 甲基转移酶

通过两种方式对 %&’ 进行甲基化修饰。一类是维

持甲基化（G-@?.A?-?HA IA.EJK-.@4?），即在 %&’ 复制

过程中，维持甲基化的酶可识别新合成的半甲基化

双链，并将甲基加到新链的非甲基化胞嘧啶上；另一

类是重新甲基化（9A ?4L4 IA.EJK-.@4?）［<M］，它不需要

甲基化的 %&’ 模板作指导，可以直接使非甲基化的

%&’ 甲基化，在植物中引起 %&’ 重新甲基化的信号

涉及到 ,@8&’［(N］。真核生物中绝大多数甲基化发生

在 :2# 二核苷酸对的胞嘧啶上，它是一种保守的

%&’ 修饰，在 %&’ 双链中呈对称分布［<(］。

植物中存在多种特有的 %&’ 甲基转移酶，这些

酶不仅可以使 :2# 二核苷酸中的胞嘧啶甲基化，而

且还可以使非 :2# 中的胞嘧啶甲基化，它们可能都

参与 8&’ 介导的 %&’ 甲基化的发生，根据其作用

位点的特异性以及行使功能的不同至少可分为三

类［<<，<0］。

第一类 %8G( 和 %8G< 家族（%4I-@?, 8A-33-?OA9
GA.EJK-,A，%8G）［(N］ 类 似 于 动 物 中 的 %?I.0- 和

%?I.0P［<>］，其作用是对与外源 ,@8&’ 同源的 %&’ 中

所有的胞嘧啶进行重新甲基化［(>］。

第 二 类 GQ"( 家 族（ HJ.4,@?A IA.EJK.3-?,5
+A3-,A）［<1，<N］在甲基转移酶中占统治地位，其编码的

蛋白在结构上类似于动物中的 %?I.(，作用是维持

:2# 二核苷酸中胞嘧啶的甲基化［<R，<<］。在拟南芥、

胡萝卜、豌豆、西红柿和玉米中均已发现 GQ"( 及其

同源物。’*+,-./ 等研究发现在 !"#( 突变体中 :2#
二核苷酸中胞嘧啶甲基化的重新起始和维持都受到

了影响，大部分 :2# 二核苷酸中的胞嘧啶没有甲基

化，由此可见，GQ"( 负责一部分 :2# 二核苷酸中胞

嘧啶的重新甲基化，可能与 %8G( 和 %8G< 共同作

用，使全部 :2# 二核苷酸中的胞嘧啶重新被甲基

化［<)］。由于 GQ"( 既能使 :2# 二核苷酸中胞嘧啶

重新甲基化，又能维持其甲基化，推测 GQ"( 不仅能

与 8&’5%&’ 杂交链相互作用，而且也能与 %&’ 双

链相互作用，其酶作用位点可能存在类似于复制叉

的结构。

第三类染色质甲基化酶（:E34I494I-@?24,,A,,@?O
:E34I4IA.EJK-,A0，:G"0），广泛分布于植物中，为植

物所特有，负责维持 :2&2#（& 是 ’，"，:，或 #）三核

苷酸中胞嘧啶的甲基化［<D，0M］。在植物中还没有发现

维持 :2&2&（& 是 ’，"，: 而非 #）核苷酸序列中胞嘧

啶甲基化的酶，普遍认为 :2&2& 核苷酸序列中胞嘧

啶的甲基化依赖于重新甲基化酶 %8G，若负责重新

甲基 化 的 酶 受 到 抑 制，则 在 以 后 的 发 育 过 程 中

:2&2& 核苷酸序列中胞嘧啶的甲基化完全消失。然

而，:-4 在对拟南芥 $%! 和 &!#0 突变体的研究中发

现，:2&2&（& 非 #）和 :2&2# 核苷酸序列中胞嘧啶

甲基化的维持都依赖于 :G"0 的存在，$%! 突变体

中 :2&2&（& 非 #）核苷酸序列中胞嘧啶的甲基化几

乎损失了大部分，:2&2# 核苷酸序列中胞嘧啶的甲

基化则部分损失，说明 %8G 和 :G"0 共同作用以维

持非 :2# 核苷酸序列中胞嘧啶的甲基化［(>］。

对所有 %&’ 甲基转移酶突变体的研究发现，

,@8&’ 的表达水平都有所下降，基因沉默现象得到

缓解。由此可见，%&’ 甲基化的发生与 ,@8&’ 有

关。在有 ,@8&’ 的条件下，GQ"( 与 %8G(、%8G< 共

同作用，使全部 :2# 二核苷酸中胞嘧啶重新甲基

化。在没有 ,@8&’ 信号存在的情况下，:2# 甲基化

的维持依赖于 GQ"(。:2&2# 和 :2&2&（& 非 #）核

苷酸序列中胞嘧啶甲基化的重新起始和维持均依赖

于 %8G，植物特有的 %&’ 甲基转移酶 :G"0 则与

%8G 一起，共同维持 :2&2# 和 :2&2&（& 非 #）核苷

酸序列中胞嘧啶的甲基化。
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! "#$% 与组蛋白的修饰

!"#$% 不仅可以在 &$% 甲基转移酶的作用下

介导 &$% 甲基化，而且可以在组蛋白修饰酶的作用

下介导组蛋白的修饰，包括组蛋白的去乙酰化和甲

基化，发生在植物中的 #’&( 与组蛋白修饰之间有

密切的关系。

#)*"+ 认为 ,-. 二核苷酸中胞嘧啶的甲基化是

通过组蛋白去乙酰化导致染色质结构变化而引起转

基因沉默的［/0］。12!345 也提出甲基化导致转基因沉

默的原因是一种 &$% 甲基结合蛋白（(23678 &$%
1"+’"+9 &4:)"+，(1&）可与高度甲基化的 &$% 选择

性结 合，而 (1& 本 身 又 和 组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶

（;"!34+2 &2)<2378)!2，;&%,）结合在一起，使组蛋白去

乙酰化，进而使基因沉默现象得以加强［/=］。%>?!)3*
也提出了相似的观点，认为一种组蛋白去乙酰化酶

;&%@，在 有 !"#$% 信 号 存 在 的 情 况 下 可 以 协 助

(AB0 酶作用，使 ,-. 二核苷酸中胞嘧啶的甲基化

得以加强［//］。

C)<D!4+ 通 过 对 拟 南 芥 组 蛋 白 甲 基 化 酶 EFG
（E#FGBH$IBA）突 变 体 的 研 究 发 现，基 因 组 中

,-$-.、,-$-$ 三核苷酸位点的甲基化依赖于组蛋

白 ;/ 第 九 位 的 赖 氨 酸 的 甲 基 化（;/EJ(2 ），一 种

K;G0 蛋白（K"D2L<654:)3"+ -5432"+!）在连接组蛋白甲

基化和 &$% 甲基化之间起了桥梁作用。后又研究

发现，即使在组蛋白甲基化酶 EFG 不存在的情况

下，,(B/ 也可以使 ,-$-. 甲基化，从而对 EFG 在

&$% 甲基化中的作用感到了质疑，目前还没有进一

步的研究发现其具体作用机理［/M］。随后在对 &$%
甲基转移酶突变体的研究中发现，,-. 位点的甲基

化决定组蛋白的甲基化，&$% 甲基化的缺失可以非

直接的影响 ;/EJ(2的形成［/N］。由以上推知，组蛋白

甲基化和 &$% 甲基化两者密切相关。一种类似于

OPI=QO$R= 的具有 %BG)!2 活性的染色质重组蛋白

&&(0（&2<52)!2 "+ &$% (23678)3"4+ 0）的发现及其研

究，进一步证实了以上的推论［/@］。随后 S"8T25:)+ 研

究表明，联系 &$% 甲基化和组蛋白甲基化的信号因

子为 !"#$%［/U］。

& "#$% 相关蛋白质的研究

#’&( 的发生涉及一系列蛋白质因子的相互作

用，其中包括 #$%" 途径中的许多蛋白质因子。随

着 #’&( 研究的深入，不断有新的蛋白质因子被发

现，还有许多以前的蛋白质因子被发现其新的功能。

& ’( 对 $)* 的研究

自植物 #$%" 现象发现以来，科学家就对 &,K
进行研究，随着研究的深入，发现植物中含有多种不

同的 &,K!，分别介导不同种类的小干扰 #$% 的生

成，从而形成多种干扰途径。模式植物拟南芥含有

四种 &,K，即 &,K0、&,K=、&,K/ 和 &,KM，&,K0 和

&,KM 具有核定位信号（$><82)5 K4<)8"*)3"4+ O"9+)8!，
$KO!）［/V］。

病毒中 #$% 沉默抑制蛋白的发现和各种 !"#
突变体的形成为研究 !"#$% 的产生提供了一个很好

的研究思路［/J］。研究表明，&,K0 在细胞核内介导

=0L==+3 的 :"<54#$% 的产生［/V］。&,K= 和 &,K/ 位于

细胞质内，分别负责 ==+3 病毒 !"#$% 和内源 =M+3
!"#$% 的 生 成［MW，/J］。&,KM 介 导 内 源 的 =0L==+3 3)L
!"#$%（ 35)+!L)<3"+9 !6453 "+325?25"+9 #$%，3)L!"#$%）的

产生，这 个 过 程 中 需 要 #’#@ 和 O.O/ 的 协 同 作

用［M0］。&,KM 可能在细胞核内介导 =0L==+3 的 !"#$%
的产生［M=］，但也不排除 =0L==+3 的 !"#$% 是在细胞质

内产生的，然后运动到细胞核中，这个问题只有当产

生 =0L==+3 的 &,K 确定之后才可以解决［/V］。

利用绿色荧光蛋白瞬时表达的方法检测到 &,K/
位于细胞核内，也具有核定位信号。&,K/ 与 #’#=、

G48 IX 协同作用，介导 =M+3 !"#$% 的产生，产 生 的

!"#$%在 %.HM 的作用下介导染色质的修饰。#$%"
中也有 %.H 的 参 与，甲 基 化 与 #$%" 需 要 不 同 的

%.H，分别具有与 &$%、#$% 结合的能力。在 !"#/ 突

变体中，!"#$% 数量减少，,-.、,-$-. 甲基化程度没

有改变，非对称 ,-. 的甲基化程度都降低了［/J］。

各 &,K 之间的作用并不是孤立的，而是相互联

系的，!"#0 突变体既可以影响 :"<54#$% 的产生也可

以影响 3)L!"#$% 的产生［M0］，&,K= 和 &,K/ 都参与了

病毒 !"#$% 的形成［MW］，但是各蛋白因子之间的作用

机制还不是很清楚，有待于进一步的实验来证实。

& ’+ 对 ,-. /0 的研究

在对拟南芥基因组进行分析的时候，发现一类

植物特有的依赖于 &$% 的 #$% 聚合酶 G48 IX，该酶

的大亚基由 $%&0 编码（以前称为 ’&(M，曾认为编

码 #$%" 途径中一个重要的酶 O&AM），与 G48 IL!的

大亚基相似，含有一个独特的 , 末端和 #$% 聚合酶

亚基保守的区域［M/，MM］。

遗传研究表明，G48 IX 在 !"#$% 介导的 &$% 甲

基化过程中起到了非常重要的作用，与 #’#=、&,K/
和 %.HM 一起负责 =ML=N+3 !"#$% 的产生并指导 &$%
甲基转移酶对 &$% 进行甲基化。在拟南芥基因组

中还发现了编码 G48 IX 其他亚基的基因，通过同源
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!"#$% 将这些基因敲除后，突变体产生的表型与敲

除大亚基后的表型一样，对这些突变体的研究发现，

其内源的 "&#$% 消失、所有胞嘧啶的甲基化消失，最

终导致的结果是 #!’( 的紊乱［)*，))］。

+,- ./!可以介导常染色质上基因的转录，+,-
.0 则与异染色质区域有很强的亲和力，异染色质区

的 ’$% 可以在 +,- .0 的作用下进行转录，其转录物

在 #!#1 的作用下产生 !"#$%，以上实验结果正好

可以解释在共抑制过程中沉默信号得以放大的原

因［)*，))］。

! "#$% 可能的作用机制

以上所述，植物中 #!’( 的发生与 #$%&、’$%
甲基化、组蛋白的修饰三者密切相关，最终导致的结

果是使基因沉默，但是 #!’( 中三者之间如何协调

作用，其机理尚不清楚。推测 #!’( 的作用机制为：

在 ’23* 的作用下，通过各种途径产生的 !"#$% 被

切割成 4)/4567 长的 "&#$%，"&#$% 随即整合入 #$%
诱导的转录水平的基因沉默复合物中（#$%/&6!89:!
&6&7&;7&,6 ,< 7=;6"9=&17&,6;- "&-:69&6>，#.?@）［)5］。 带 有

"&#$% 和 %AB 的 #.?@ 复合体与染色质相互作用，使

’$% 甲基转移酶 ’#( 和 (C?D 聚集在 ’$% 甲基化

作用位点处，介导 ’$% 的重新甲基化：’#(D、’#(4
导致 21$1A 和 21$1$ 位点的重新甲基化，(C?D、

’#(D、’#(4 导致 21A 位点的重新甲基化［D)，4E］。甲

基化了的胞嘧啶通过 (F’ 间接的与 G’%2 和组蛋

白甲基化酶（G&"7,6: (:7HI-7=;6"<:=;":"，G(?）相互作

用，在 G’%2 的作用下，组蛋白 G* 第九位赖氨酸残

基上的乙酰基被除去，使得组蛋白易于被 G?( 甲基

化，基 因 沉 默 进 一 步 加 强［*J］。’$% 甲 基 转 移 酶

2(?* 可识别甲基化的组蛋白，并和 ’#(D、’#(4 一

起维持 21$1$ 和 21$1A 位点的甲基化，(C?D 则负

责 21A 位点甲基化的维持。植物特有的类 @K.4L
@$M4 的 染 色 质 重 排 蛋 白 ’#’D（’:<:97&N: &6 #$%
!&=:97:! ’$% O:7HI-;7&,6 D）也参与了 #!’( 过程，它

通过改变 ’$% 的空间结构，使 ’$% 甲基化作用位

点暴露出来易于甲基化的发生［)P，)J］。

在 #!’( 过程中，"&#$% 如何识别 ’$% 甲基化

作用 位 点 并 引 导 ’$% 甲 基 化，这 之 间 是 否 产 生

"&#$% 与 ’$% 结合的三链结构，还是 #$% 不与 ’$%
相互作用，而与其同源互补的 ’$% 转录产物 #$%
相互作用，这些问题还有待于进一步的研究。虽然

有研究表明 #$% 介导的 ’$% 启动子甲基化的发生

依赖于少量的完整转录产物的存在，但 "&#$% 究竟

与 ’$% 还是 #$% 相互作用，似乎与所处的环境有

关［)E，4*］。

#!’(的发生涉及一系列蛋白因子的相互作

用，不同真核生物中 #!’( 的发生机制和影响因素

均有不同，#$% 沉默抑制蛋白的发现为研究 #!’(
的机理以及 #$%& 与 #!’( 的关系提供了一个很好

的途径［)Q］。近年来发展起来的生物信息学，为研究

’$%甲基化提供了一个高通量和快捷的方法。尽

管目前还有诸多的未知因素，相信在不久的将来，

#!’( 的机理研究将会取得很大的进展。
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