
植物基因组中的启动子和编码区的过度甲基

化能抑制基因的转录，从而调控基因的表达，调节

植物的生长发育[1]。对植物 DNA 甲基化功能等的

研究已有一些报道 [2- 5]，但重金属胁迫对植物体内

DNA 甲基化水平的影响很少见报道。为此，本实

验分别测定不同浓度的重金属 Cr6+ 对小麦根系

DNA 中甲基胞嘧啶水平的变化，为重金属污染影

响小麦生长发育及其产量提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料培养和处理

供试小麦品种为小偃 22 （Triticum aestivum
cv. Xiaoyan No.22）。经 5%次氯酸钠灭菌处理后

置于光照培养箱（（25±0.5）℃，每日光照 13h，光

强 为 300μmol·m- 2·s- 1） 中 培 养。分 别 以 1/2
Hoagland 营养液配制的浓度为 5、10、20、40、60、
80、100 mg·L- 1 的 Cr6+ 处理 3d 龄和 10 d 龄幼苗

72 h，每处理重复 3 次。以 1/2Hoagland 营养液处

理的幼苗为对照。
1.2 DNA 提取与其含量测定

采用 CTAB 法 [6]分别提取 3 d 龄和 10 d 龄幼

苗根系 DNA。取 10μL DNA 提取液，用 TE 缓冲
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摘 要：采用紫外分光光度法和高效液相色谱法对不同浓度 Cr6+ 对小麦幼苗根系的 DNA 含量和 DNA 胞

嘧啶甲基化进行了研究。结果表明：（1）Cr6+ 导致小麦幼苗根系 DNA 含量显著降低，3 d 龄幼苗根系 DNA 含量

下降的幅度大于 10 d 龄幼苗。（2）5～80mg·L- 1 和 5～100mg·L- 1Cr6+ 依次引发了 3 d 和 10 d 龄小麦幼苗根系

DNA 胞嘧啶甲基化水平的提高，而 100mg·L- 1Cr6+ 则导致了 3d 龄幼苗根系 DNA 胞嘧啶甲基化水平的降低。说

明 Cr6+ 可通过影响小麦幼苗根系 DNA 甲基化的水平，进而影响小麦的正常生长发育。
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Abstract: The effects of Cr6+ on the DNA contents and DNAmethylation in roots of wheat seedlings were
studied. The results indicated that: (1) DNA contents in roots of seedlings were all markedly reduced by Cr6+,
and the declining extent of DNA content in roots of 3- day- old seedlings was bigger than that of 10- day- old
seedlings. (2) The 5- MeC content in the roots DNA of 3- day- old seedlings with 5- 100 mg·L- 1Cr6+ treatment
were higher than that of control seedlings. But in the roots DNA of 3- day- old seedlings, exception that the
5- MeC content with 100 mg·L- 1Cr6+ treatment was lower than that of control seedlings, 5- MeC contents with
the 5- 80 mg·L- 1Cr6+ tested concentrations were still higher than that of control seedlings. Cr6+ can affect DNA
methylation level in wheat seedling roots, thereby affecting the normal growth and development of wheat.
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液稀释到 2.0 mL，采用紫外分光光度法测定 A260

和 A280， 以 A260 估 算 DNA 产 率 ，A260/A280 判 断

DNA 样品纯度。DNA 含量以μg·g- 1FW 表示。
1.3 DNA 中 5- 甲基胞嘧啶（5- MeC）百分含量

的测定

取上述 DNA 提取液 20μL，加 20μL 2 mol·
L- 1HCl，在 80℃水浴中水解 2h，再加入 10μL 4
mol·L- 1NaOH 中和，离心取上清液备用。采用高效

液相色谱法进行 5- 甲基胞嘧啶百分含量的测定。
色谱柱：Hypersil BDS- C18 键合柱 （5μm，150×
4.6 mm I.D.）。流动相：5%甲醇，4.75mmol·L- 1 己

烷磺酸钠，0.2%三乙醇胺组成，用三蒸水配制，并

用磷酸将 pH 值调为 5.5。流速：0.7mL·min- 1，检

测波长：273nm，进样量：25μL。采用外标准法，通

过比较样品和标准品的峰面积确定胞嘧啶（C）和

5- 甲基胞嘧啶 （5- MeC） 的含量，并根据公式

[5- MeC/（C+5- MeC）]×100%计算 5- MeC 的百分

含量。

2 结果与分析

2.1 重金属 Cr6+ 对小麦根系 DNA 含量的影响

图 1 可见，0～20 mg·L- 1 范围内 Cr6+ 胁迫使

DNA 含量迅速下降，此后则缓慢下降。Cr6+≥5
mg·L- 1 均极显著（P<0.01）降低 3 d 龄和 10 d 龄

幼苗根系 DNA 含量。5～20mg·L- 1Cr6+ 浓度范围

内，3 d 龄幼苗根系 DNA 含量下降幅度明显大于

10 d 龄幼苗，Cr6+＞20 mg·L- 1 对 3 d 龄幼苗根系

DNA 含量低于 10 d 龄幼苗，表明 3 d 龄幼苗根系

对 Cr6+ 胁迫更敏感。

2.2 重金属 Cr6+ 对小麦幼苗根系 5- 甲基胞嘧

啶百分含量的影响

实验测定 10 d 龄小麦幼苗根系对照组 DNA
的 5- MeC 为 25.32%，3 d 龄小麦幼苗根系对照组

DNA 的 5- MeC 为 26.33%。图 2 可见，5～40 mg·

L- 1Cr6+ 范围内，10 d 龄幼苗根系 DNA 的 5- MeC
逐步升高，40 mg·L- 1 处达到最高（37.91%），＞40
mg·L- 1 后逐步下降，100 mg·L- 1 时降到 31.20%，

但仍然高于对照值。对于 3d 龄幼苗根系而言，5～
20 mg·L- 1 Cr6+ 范围内 DNA 的 5- MeC 含量上升，

20 mg·L- 1 达到最高（39.39%）。

从根系对照组 DNA 的 5- MeC 含量的差异说

明植物不同龄期同一植株部位的 DNA 的 5- MeC
含量的差异，也说明了小麦幼苗在不同的生长阶

段体内的甲基化水平有差异。10 d 龄和 3 d 龄小

麦幼苗根 系 DNA 中 5- MeC 百 分 含 量 均 表 现 随

Cr6+ 浓度增大先升高后降低的趋势。

3 结论与讨论

本实验表明，Cr6+ 导致小麦幼苗根系 DNA 含

量显著降低，3 d 龄幼苗根系 DNA 含量的下降幅

度大于 10 d 龄幼苗（图 1）。Ge 等 [7]报道，Cd2+ 污

染导致水稻和小麦叶片 DNA 提出量降低。我们推

测 DNA 含量可能与 Cr6+ 促进 DNA 和蛋白质交联

有关，也可能与 DNA 降解加速或 DNA 合成下降

等原因有关。Cr6+ 影响 DNA 的含量，进一步可影

响到 RNA 的含量，以及蛋白质合成与表达， 因

此影响了小麦幼苗的正常生长发育和表型。
我们的结果显示，Cr6+ 胁迫下 10 d 和 3 d 龄

幼 苗 根 系 DNA 的 5- MeC 最 高 含 量 分 别 为

37.91%和 39.39%，10d 和 3d 龄幼苗根系 DNA 的

5- MeC 最高值分别出现在 Cr6+ 浓度为 40 mg·L- 1

和 20 mg·L- 1 时，这些均说明 3 d 龄幼苗对 Cr6+ 胁

迫比 10 d 龄幼苗更敏感。这与前述 Cr6+ 对两苗龄

幼苗 DNA 含量影响的结果一致。Cr6+ 能明显改变

小麦幼苗 DNA 中胞嘧啶的甲基化水平。Hix 等 [8]

报道，认为甲基自由基直接攻击 DNA 中的鸟嘌呤

产生 C8- 甲基鸟嘌呤，而 N7- 甲基 (下转第 26 页 )

图 2 Cr6+ 对小麦幼苗根系 DNA 中的 5- MeC 的影响

图 1 Cr6+ 对小麦幼苗根系 DNA 含量的影响
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(上接第 15 页)鸟嘌呤和 3- 甲基腺嘌呤的产生很可

能是由于甲基自由基借助于过渡重金属的作用攻

击 DNA 而引起。据此，本文推测 Cr6+ 引起两苗龄

小麦幼苗根系 DNA 甲基化水平提高，可能是由于

Cr6+ 引起了小麦体内大量甲基自由基的产生，导

致 5- MeC 水平提高。Lee 等[9]和 Pfohl- Leszkowicz
等 [10]发现许多二价离子能影响 5- 甲基胞嘧啶甲

基 转 移 酶 的 活 性 ， 如 Pb2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+、Mg2+、
Mn2+ 等。本实验的结果显示，100mg·L- 1Cr6+ 导致

3d 龄幼苗根系 5- 甲基胞嘧啶含量降低，这可能

与其降低根系 5- 甲基胞嘧啶甲基转移酶活性有

关。
关于 Cr6+ 降低两苗龄小麦幼苗根系 DNA 含

量和提高 DNA 甲基化水平的确切机制，有待进一

步深入研究。
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