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干旱胁迫下忍冬全基因组 DNA 甲基化和转录组分析1 

许小涵 1，唐志强 1，刘  谦 1, 2，李  佳 1, 2，刘振华 1, 2，张永清 1, 2，蒲高斌 1, 2* 

1. 山东中医药大学，山东 济南  250355 

2. 山东省中药质量控制与全产业链建设协同创新中心，山东 济南  250355 

摘  要：目的  分析干旱胁迫下忍冬 Lonicera japonica 全基因组 DNA 甲基化水平变化、模式以及与基因表达的关系，为进

一步探究忍冬响应干旱胁迫的分子机制奠定基础。方法  采用全基因组重亚硫酸盐甲基化测序法（whole-genome bisulfite 

sequencing，WGBS），测定干旱胁迫下忍冬全基因组 DNA 甲基化水平，并联合转录组测序结果对差异甲基化基因相关的差

异表达基因进行分析。结果  干旱胁迫下忍冬整体甲基化水平普遍上升；其中 CG 类型甲基化水平明显高于 CHG 或 CHH

甲基化类型；对不同干旱胁迫处理下的忍冬进行差异甲基化区域（differentially methylated regions，DMR）分析，发现 1935、

2158 和 1750 个差异甲基化相关基因，基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富集分析表明，显

著富集的通路主要包括亚油酸代谢，氮代谢通路和次生代谢物的生物合成通路等。通过转录组测序技术，发现差异甲基化基

因相关的差异表达基因主要富集于次生代谢产物合成相关通路，同时筛选出 4 个在干旱胁迫下基因表达量上升显著的忍冬

MYB（Lonicera japonica MYB，LjMYB）LjMYB 转录因子。结论  干旱胁迫下忍冬甲基化水平上升，推测 DNA 甲基化调

控基因表达是干旱影响金银花有效成分生物合成的作用机制之一。 
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Whole genome DNA methylation and transcriptome analysis of Lonicera 
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Abstract: Objective  To analyze the changes and patterns of genome-wide DNA methylation level and its relationship with gene 

expression in Lonicera japonica under drought stress, and lay a foundation for further exploring the molecular mechanism of L. japonica in 

response to drought stress. Methods  The whole-genome bisulfite sequencing (WGBS) was used to determine the DNA methylation level 

of L. japonica under drought stress, and the differentially expressed genes related to differentially methylated genes were analyzed in 

combination with transcriptome sequencing results. Results  The overall methylation level of L. japonica under drought stress generally 

increased; The methylation level of CG type was significantly higher than that of CHG or CHH type. Differentially methylated regions 

(DMR) analysis of L. japonica under different drought stress treatments revealed 1935, 2158 and 1750 differentially methylated genes. 

Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) enrichment analysis showed that the significantly enriched pathways included linoleic 

acid metabolism, nitrogen metabolism and biosynthesis of secondary metabolites. Through transcriptome sequencing technology, it was 

found that differentially expressed genes related to differentially methylated genes were mainly enriched in secondary metabolite 

synthesis-related pathways, and four LjMYB transcription factors with significant increase in gene expression under drought stress were 

screened. Conclusion  Under drought stress, the methylation level of L. japonica increased, suggesting that DNA methylation regulation of 
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gene expression is one of the mechanisms of drought affecting the biosynthesis of effective components of L. japonica. 

Key words: Lonicera japonica Thunb.; drought stress; DNA methylation; whole genome bisulfite sequencing; transcriptome sequencing 

金银花为忍冬科忍冬属植物忍冬 Lonicera 

japonica Thunb.的干燥花蕾或带初开的花，具有清热

解毒、疏散风热之功效[1]，为常用大宗中药材之一。

目前，金银花商品药材主要来自人工栽培，其中山东

省的种植面积近 6.667 万公顷，为主要道地产区。现

代生物学认为，道地药材的本质是药用植物所拥有的

基因型受环境因子诱导后表达的产物[2]。受环境影响，

金银花药材质量差异较大。如金银花“九丰一号”由

山东曲阜引种至广西武鸣后，在相同采摘时期和干燥

条件下，其木犀草苷含量下降了 57.4%[3]。另有研究

表明，水分[4]、光照[5]、温度[6-7]等环境因子对金银花

次生代谢产物的生物合成均有显著影响。然而，环境

因子究竟是如何通过基因型修饰而发生作用的，特别

是环境因子影响金银花有效成分生物合成的作用机

制，至今缺少直接的实验研究的揭示和证明。 

表观遗传学研究为揭示环境与药材品质的关系

提供了契机。表观遗传学是以不改变基因 DNA 序列

编码的方式来改变遗传基因表达的一种遗传方式，主

要涉及 DNA 甲基化作用的改变、RNA 沉默、染色

质组蛋白的修饰作用、基因印记[8]。DNA 甲基化是

表观遗传学的重要研究内容之一，与基因表达、基

因组防御、细胞分化、染色质失活和基因组印记的

调节有关[9]。研究发现红光和远红光照射沉香后，其

葫芦素含量发生改变，通过全基因组重亚硫酸氢盐测

序发现红光和远红光条件下甲基化水平变化较大，红

光可能通过改变沉香中CHH和CHG的甲基化来调控

基因的表达[10]。谢宜杰等[11]通过 MASP 技术测定广

藿香 DNA 甲基化水平，能够在不同来源的样品中鉴

别出石牌产地的广藿香。Li 等[12]采用 HPLC 法测定红

豆杉不同传代培养细胞中全基因甲基化水平，发现

DNA 总体甲基化水平高低与紫杉醇的量呈显著的负

相关关系，使用 5-azaC 处理后细胞中紫杉醇积累量显

著增加。Zha 等[13]研究发现忍冬 Lonicera japonica 

Thunb. 和其自然诱变产生的变种红白忍冬 L. 

japonica Thunb. var. chinensis (Wats.) Bak.绿原酸含量

在两者之间差异显著，通过测定 DNA 甲基化水平发

现红白忍冬苯丙氨酸裂解酶2基因侧翼区域的启动子

−109～−279 bp 处 DNA 甲基化程度要高于忍冬，且二

者间 CG 位点的 DNA 甲基化程度显著不同。 

可见，探明忍冬植株对干旱胁迫的应答机制，

对于稳定金银花药材质量、指导金银花生产、发展

金银花生态种植具有重要意义。然而，相关研究尚

未见报道。本研究利用重亚硫酸盐测序法测定在甘

露醇模拟干旱胁迫环境下忍冬叶片的 DNA 甲基化

水平，并分析其甲基化模式，阐述干旱胁迫对于忍

冬全基因组 DNA 甲基化水平变化的影响，同时结

合转录组数据分析干旱胁迫下忍冬 DNA 甲基化差

异区域与表达水平差异基因之间的调控关系。研究

结果将为今后忍冬新型植物分子抗旱育种及干旱胁

迫下忍冬表观遗传变化的分子机制奠定基础。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

样品采自经山东中医药大学药草园，由山东中

医药大学蒲高斌教授鉴定为忍冬科忍冬属植物忍冬

L. japonica Thunb. 

1.2  仪器 

CFX96 Touch Real-Time PCR 仪（Bid-Rad 公

司）；5424D 型高速离心机（Eppendorf 公司）；甘

露醇购自上海源叶生物科技有限公司；Hoagland’s 

营养液购自青岛海博生物技术有限公司；多糖多酚

植物 RNA 提取试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股

份有限公司；SYBR Preminx EX TaqTM（ROX）、

RT 反转录试剂盒购自 TaKaRa 公司。 

2  方法 

2.1  样品处理   

全基因组甲基化及转录组测定材料为 3 年生

“华金 2 号”忍冬扦插苗。将园土与基质按 1∶1 比

例混合，基质含草炭土、木质泥炭、优等椰壳粉、

蛭石、高岭石及有机物质和生长所需的营养物质，

装入内径为 38 cm 的花盆中。选择生长情况良好、

大小近似的忍冬苗移入花盆内，每盆 1 株，植物在

温室条件中生长，进行常规水分管理。向每盆扦插

苗中浇灌 2 L 0.2 mol/L 的甘露醇用来进行模拟干旱

处理，在处理的 0（CK）、3（DS-3d）、6（DS-6d）、

9 d（DS-9d）分别取植株基本一致位置的幼叶，并

立即用液氮冷冻，放入−80 ℃冰箱中备用。 

MYB 转录因子表达模式分析采用“华金 2 号”

忍冬幼苗。培养条件为光照培养 16 h、暗培养 8 h，

温度为 25 ℃。待长至第 6 片叶时，将材料分成 2

组，一组设置为对照，一组在培养液中加入甘露醇
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使其终浓度为 0.2 mol/L，分别选取对照及干旱胁迫

处理 1、3、8、12、24 h 植物材料的叶片，液氮冷

冻后放入−80 ℃冰箱中保存备用。 

2.2  DNA 的提取、质检、建库及测序   

利用植物 DNA 提取试剂盒提取不同干旱胁迫

下样品 DNA，DNA 样品经广州基迪奥生物科技有

限公司质检合格后构建亚硫酸盐（BS-seq）文库构

建，测序步骤为（1）超声处理 DNA 破碎为 100～

300 bp 的片段。（2）DNA 片段末端修复，并在 3’

端加上 A 碱基，然后将甲基化测序接头连接到基因

组片段上。（3）采用 ZYMO EZ DNA Methylation- 

Gold kit 进行 Bisulfite 处理，Bisulfite 处理会使未甲

基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶。（4）脱盐处理后切胶

回收并进行文库片段大小选择，PCR 扩增后重复大

小选择；构建完成后，检测质量。最后使用 Illumina 

Hi-SeqTM 2500 平台测序。 

2.3  测序数据过滤及比对分析   

测序后得到原始数据，从原始数据去除含 N 比

例大于 10%、低质量的 reads 后得到高质量干净读

数（clean data）。使用 BSMAP（version：2.90）软

件将 clean data 比对到参考基因组序列上，选取唯

一比对到的序列进行下一步分析。参考基因组选用

忍冬基因组，源自国家基因组数据中心（National 

Genomics Data Center ， https://ngdc.cncb.ac.cn/ 

gwh/），登录号为 GWHAAZE00000000[14]。 

2.4  甲基化水平及差异甲基化区域分析   

对不同处理组之间进行甲基化分析，主要是统计

不同处理下样品全基因组的甲基化水平和特定元件甲

基化水平。使用methylkit 软件（version：1.7.10）进行

DNA 差异甲基化区域（differentially methylated regions，

DMR）分析，采用200 bp窗口在全基因组扫描，统计

各个窗口内特殊位点的平均DNA甲基化率，比较差异。 

2.5  差异甲基化区域相关基因功能富集分析   

得到全基因组 DNA 甲基化数据后，可以通过

对DMR相关基因进行基因本体（gene ontology，GO）

和基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes，KEGG）通路富集分析，了解显著富集的

生物学功能，从而推断出干旱胁迫对忍冬基因表达

的影响[15]。 

2.6  转录组测序   

转录组数据为本课题组前期实验所得。利用植物

RNA 提取试剂盒提取样品 RNA，RNA 样本检测合格

后进行普通转录组文库构建，文库检测合格后，利用

Illumina NovaSeq6000 进行测序。对测序结果进行过

滤，去除掉低质量读数后得到高质量的 clean data，将

得到的 clean data 与参考基因组进行比对，参考基因组

同甲基化测序参考基因组。利用 featureCounts

（1.5.0-p3）计算映射到每个基因的读数，然后根据基因

的长度计算每个基因的 FPKM，并计算映射到该基因

的读数，以此来定量表示基因表达水平。基于基因表

达定量分析得到数据，采用 edgeR 进行基因差异表达

显著性分析，根据 log2|(fold change)|＞1 且 q 值＜0.05，

得到不同干旱胁迫处理下与对照组相比的差异表达基

因（differentially expressed gene，DEG）。 

2.7  全基因组 DNA 甲基化联合转录组分析   

根据不同处理组全基因组 DNA 甲基化数据中

meth.diff 值将差异甲基化基因分为甲基化水平上升

组（A1）和甲基化水平下降组（A2）。根据不同处

理组转录组数据中基因的 FPKM 值和 log2FC 值将

差异表达基因分为表达水平上升组（B1）和表达水

平下降组（B2），综合分析数据。 

2.8  干旱胁迫下忍冬 MYB（L. japonica MYB，

LjMYB）转录因子表达模式分析   

从“2.7”项结果中，筛选出甲基化水平下降同

时转录组水平上升的 LjMYB 转录因子，利用

qRT-PCR 验证干旱胁迫下 MYB 转录因子的表达情

况，基因序列在网站 [Home-Genome Warehouse

（www.cncb.ac.cn）]中查找，利用 Primer 3 设计

Real-Time PCR 引物，内参基因为金银花 Lj18S，所

用引物铂尚生物技术有限公司负责合成。将对照以

及干旱胁迫处理 1、3、8、12、24 h 叶片加液氮研磨

成粉末，利用多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒（南京

诺唯赞）提取 RNA，采用反转录试剂盒（Takara）将

RNA 反转录为 cDNA。以反转录后的 cDNA 为模板，

利用 SYBR 试剂盒（Takara）进行 qRT-PCR。反应体

系 25 μL：TB Green Premix Ex TaqⅡ（2×）12.5 μL，

正向引物 1 μL，反向引物 1μL，cDNA 模板 2 μL，灭

菌水 8.5 μL。反应程序为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃

变性 10 s，54 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 1 min，39 个

循环，65～95 ℃过程中每隔 0.5 ℃作溶解曲线，设 3

个重复。采用 2−ΔΔCt法计算基因的相关表达水平。 

3  结果与分析 

3.1  亚硫酸氢盐测序总结 

采用全基因组重亚硫酸氢盐甲基化测序测定

忍冬在不同干旱胁迫处理下 DNA 甲基化水平，利

用 Illumina Hi-Seq 2500 测序平台测序，测序数据
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处理及与参考基因组的比对结果见表 1。在不同处

理时间下，过滤测序得到的原始数据，分别得到

304 537 910、273 790 354、185 030 316、207 805 832

个 clean reads。使用 BSMAP 比对数据与基因组序列，

比对率分别为 83.60%、83.31%、83.66%、84.39%，

表明该方法和结果具有较高的可靠性和准确性。此

外，基因组的有效覆盖率在 70%以上，不同甲基化类

型之间甲基化水平存在明显差异如图 1 所示。 

表 1  重亚硫酸氢盐测序结果 

Table 1  Results of bisulfite sequencing 

样品名 总序列读数 比对序列读数 比对率/% 亚硫酸盐处理转化率/% 比对深度 覆盖率/% 

CK 304 537 910 254 578 511 83.60 99.49 42.25 73.50 

DS-3d 273 790 354 228 083 365 83.31 99.50 37.85 72.49 

DS-6d 185 030 316 154 798 265 83.66 99.58 25.69 71.07 

DS-9d 207 805 832 175 362 376 84.39 99.52 29.10  72.67 

 

CK 处理组                    DS-3d 处理组                   DS-6d 处理组                   DS-9d 处理组 

图 1  不同序列环境甲基化占比 

Fig. 1  Different sequence environment methylation proportion 

3.2  忍冬 DNA 甲基化的全基因组模式 

3.2.1  忍冬全基因组 DNA 甲基化分析  全基因组

平均甲基化水平由有效覆盖C碱基的甲基化水平之

和与有效覆盖碱基总数之比决定，甲基化胞嘧啶的

百分比根据局部序列环境和外部处理而变化。在

CK、DS-3d、DS-6d、DS-9d 4 种环境下，忍冬全基

因组 mC 水平分别为 23.60%、26.97%、28.37%、

25.06%。与 CK 相比在干旱处理 3、6 d 时，全基因

组甲基化水平会随着干旱时间的延长不断上升。9 d

时，虽然甲基化水平与 3、6 d 相比有所下降，但仍

然高于 CK 组。 

CK 组处理的基因组中 mCG、mCHG、mCHH 的

甲基化水平分别为 79.84%、50.95%、11.42%（表 2），

这反映了忍冬基因组中甲基化水平的百分比。同时，

通过分析 mCG、mCHG 和 mCHH 序列相对于总 mC

位点出现的比例，可以反映出 mC 位点在 3 种序列环

境中的分布。如图 1 所示，甲基化胞嘧啶最常出现在

mCHH 位点（60.01%），在 mCG、mCHG 序列出现 

表 2  甲基化水平统计 

Table 2  Statistical table of methylation level 

样品名 C/% CG/% CHG/%   CHH/% 

CK 23.60 79.84 50.95 11.42 

DS-3d 26.97 80.38 52.46 15.46 

DS-6d 28.37 81.39 54.20 16.56 

DS-9d 25.06 80.53 51.75 12.79 

频率较低，分别为 23.64%和 16.31%。 

3.2.2  基因组特定元件 DNA 甲基化水平分析  编 

码基因的不同区域往往受到不同程度的 DNA 甲基

化修饰。因此对基因的不同区域包括外显子，内含

子，编码序列，5’非翻译区，3’非翻译区，基因上

游 2 kb，基因下游 2 kb 进行 C 位点序列的平均甲基

化水平统计。 

对于每一区域来说，在 3 种不同序列环境中 CG

位点的平均甲基化水最高，而 CHH 序列环境则呈

现出最低的甲基化水平。具体来说，在 Up2k 区域

发生甲基化水平较高即启动子区域甲基化水平较

高，其次是内含子和外显子区域，在 CG 序列环境

下，内含子区域 CG 平均甲基化水平最高，其次为

外显子区域与启动子区域。在 CHG 序列环境下，

启动子区域 CHG 平均甲基化水平最高，远高于外

显子和内含子区域。此外，CHH 序列环境下各基因

组区域的DNA甲基化水平模式与CHG序列环境基

本类似。干旱胁迫后，各基因组区域 DNA 甲基化

水平模式基本未变，但在甲基化率方面有所变化，

启动子区域中，CHH 类型甲基化率有所上升；外显

子区域甲基化率基本未变，内含子区域各甲基化类

型甲基化水平均有小幅上升（图 2）。 

3.3  胞嘧啶 DNA 甲基化序列偏好性分析 

在真核生物中，全基因组范围内甲基化位点 

22.51% 
mCG 

15.55%  
mCHG 

61.94%  
mCHH 58.60%  

mCHH 

16.74%  
mCHG 

24.66% 
mCG 

63.98%  
mCHH 60.01%  

mCHH 

23.64% 
mCG 

21.32% 
mCG 

16.31%  
mCHG 

14.70%  
mCHG 
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Up2k 为基因上游 2 kb，Down2k 为基因下游 2 kb，5’UTR 为 5’非翻译区，3’UTR 为 3’非翻译区，Exon 为外显子，CDS 为编码序列，Intron 为

内含子 

Up2k is 2kb upstream of the gene, Down2k is 2kb downstream of the gene, 5'UTR is 5'untranslated region, 3'UTR is 3'untranslated region, Exon is exon,  

CDS is a coding sequence, Intron is an intron 

图 2  基因组特定元件甲基化水平 

Fig. 2  Methylation level of genome-specific elements

附近碱基的序列特征，对了解甲基化发生的序列偏

好有重要作用。为了揭示序列环境和忍冬甲基化偏

好之间是否存在关系，使用 Logo Plots 的工具对

CHG 碱基进行统计，得到全基因组中 CHG 与

mCHG 碱基的附近 9 bp 的碱基构成，通过 CHG 到

mCHG 的比较，探索甲基化位点或其附近区域的序

列信息。在所有甲基化的 mC 位点中，mC 位点周

围的序列偏好随着CG 背景和非CG背景而变化（图

3），在对称 CG 环境中，mC 经常出现在 TCGA 序

列中，而 mCHG 背景下 mC 位点的甲基化最经常出

现在 CAG 序列中，而 mCHH 范围内的甲基化最常

发生在 CAA 序列中。因此，推断 mC 位点的大多

数甲基化发生在 CAN（N 代表 A、T、C、G）。 

3.4  忍冬基因组的 DMR 及相关基因富集分析 

3.4.1  DNA甲基化的DMR 分析  将不同干旱处理

组与对照组进行比较，分别检测出 5926、6978 和

5172 个 DMR（图 4）。对其进行分析发现，在 DS-3d

组中，有 3953 个 DMR 甲基化水平下降，有 1973

个 DMR 甲基化水平上升。在 DS-6d 组中，有 2068

个 DMR 甲基化水平下降，有 4910 个 DMR 甲基化

水平上升。在 DS-9d 组中，有 3224 个 DMR 甲基化

水平下降，有 1948 个 DMR 甲基化水平上升。与对

照组相比，处理组甲基化水平下降 DMR 数量均大

于甲基化水平上升 DMR 数量。 

3.4.2  DMR 相关基因富集分析   将前期得到的

DMR 相关基因进行 GO 和 KEGG 富集分析，挖掘

出与忍冬在干旱胁迫条件下化学成分变化相关的生

物学过程和 pathway 调控通路，进而探讨差异甲基

化基因在忍冬响应干旱胁迫中的调控作用。 

GO 富集分析结果显示在 DS-3d、DS-6d、DS-9d

处理下，分别有 478、557 和 464 个显著富集的 GO

条目（P＜0.05），分别来自于 193、2158 和 1750 个

DMR 相关基因，称为 DMG（差异性甲基化相关基

因）。将 3 组比较组的差异甲基化基因富集到 GO 的

3 类中，其二级注释如图 5 所示，在细胞组成项下，

DMG 主要富集到细胞，细胞组分和细胞器。在生

物过程项下，DMG 主要富集到细胞过程，代谢过

程和单一生物过程。在分子功能项下，DMG 主要

富集到整合，催化反应和运输反应，表明甲基化介

导忍冬中这些类型的途径。 
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X 轴表示甲基化胞嘧啶位于第 4 位的碱基位置，Y 轴表示碱基的熵 

The X axis represents the position of bases in which the methylated cytosine is placed in the fourth position. The Y axis indicates the entropy of the base 

图 3  忍冬中胞嘧啶甲基化的序列偏好 

Fig. 3  Sequence preference of cytosine methylation in L. japonica 

 

1-DS-3d 组与CK相比  2-DS-6d 组与CK相比  3-DS-9d组与CK相比 

2-A-CK vs DS-3d  B-CK vs DS-6d  C-CK vs DS-9d 

图 4  不同干旱胁迫处理下 DMR 统计图 

Fig. 4  DMR statistics under different drought stress 

treatments 

KEGG 富集分析显示（图 6），在 DS-3d、

DS-6d、DS-9d 处理下分别有 7、15 和 12 条通路

显著富集（P＜0.05）。DS-3d 组与CK相比，中显著

富集的 pathway 包含亚油酸代谢、甘油酯代谢、组

氨酸代谢、萜类生物合成、苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸生物合成以及次生代谢物的生物合成等 7 条通

路，涉及到 387 个相关基因。DS-6d 组与CK 相比，

显著富集的 pathway 包括次生代谢物的生物合成、

谷胱甘肽代谢、脂肪酸代谢、异喹啉生物碱生物合

成、淀粉与蔗糖的代谢、脂肪酸生物合成以及 ABC

转运黄酮类生物合成等 15 条通路，涉及 468 个相关

基因。DS-9d 组与CK相比，显著富集的途径包括氮

代谢、酪氨酸代谢、异喹啉生物碱生物合成、亚油

酸代谢、过氧化物酶、二苯乙烯、二芳基庚烷和姜

酚的生物合成和次生代谢物的生物合成等 12 条通

路，涉及 393 个相关基因，这些途径可能与忍冬对

干旱的响应密切相关。 

3.5  转录组数据分析 

对照组及不同干旱胁迫处理组测序结果经过滤

后，分别得到 44 402 319、44 655 626、43 873 937、

42 504 058 个 clean reads，与参考基因组的比对率分

别为 93.28%、91.98%、92.36%、92.43%。通过与

对照组相比，在 DS-3d、DS-6d、DS-9d 分别鉴定出

8531、4171 和 6712 个差异表达基因。其中在 DS-3d

时，有 4126 个基因表达上升，4405 个基因表达下

降。在 DS-6d 时，有 2849 个基因表达上升，1322

个基因表达下降。在 DS-9d 时，有 3727 个基因表

达上升，2985 个基因表达下降。 

3.6  全基因组 DNA 甲基化与转录组联合分析 

为了探讨干旱胁迫期间观察到的 mC 甲基化变

化是否会改变基因表达，综合分析差异甲基化基因

和差异表达基因的数据。在 DS-3d 时有 82 个高表

达基因其甲基化水平升高以及 264 个高表达基因其
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A-DS-3d 组与 CK 相比  B-DS-6d 组与 CK 相比  C-DS-9d 组与 CK 相比；红色代表生物过程类，绿色代表细胞组成类，蓝色代表分子

功能类 

A-CK vs DS-3d  B-CK vs DS-6d  C-CK vs DS-9d  Red represents the biological process class, green represents the cell composition class, 

and blue represents the molecular function class 

图 5  不同干旱胁迫处理下差异甲基化基因 GO 富集分析图 

Fig. 5  GO enrichment analysis of differentially methylated genes under different drought stress treatments 

ce
ll

u
la

r 
p

ro
ce

ss
 

m
et

ab
o
li

c 
p
ro

ce
ss

 
si

n
g
le

-o
rg

an
is

m
 p

ro
ce

ss
 

re
sp

o
n

se
 t

o
 s

ti
m

u
lu

s 
b
io

lo
g
ic

al
 r

eg
u
la

ti
o
n

 
re

g
u

la
ti

o
n

 o
f 

b
io

lo
g

ic
al

 p
ro

ce
ss

 
lo

ca
li

za
ti

o
n

 
ce

ll
ul

ar
 c

o
m

p
on

en
t 

o
rg

an
iz

at
io

n
 o

r 
bi

og
en

es
is

 
d
ev

el
o
p
m

en
ta

l 
p
ro

ce
ss

 
m

u
lt

ic
el

lu
la

r 
o
rg

an
is

m
al

 p
ro

ce
ss

 
si

g
n
al

in
g

 
m

u
lt

i-
o
rg

an
is

m
 p

ro
ce

ss
 

re
p

ro
d

u
ct

io
n

 
n
eg

at
iv

e 
re

g
u
la

ti
o
n
 o

f 
b
io

lo
g
ic

al
 p

ro
ce

ss
 

re
p

ro
d

u
ct

iv
e 

p
ro

ce
ss

 
p
o
si

ti
v
e 

re
g
u
la

ti
o
n
 o

f 
b
io

lo
g
ic

al
 p

ro
ce

ss
 

im
m

u
n
e 

sy
st

em
 p

ro
ce

ss
 

g
ro

w
th

 
d
et

o
x
if

ic
at

io
n

 
lo

ca
li

za
ti

o
n

 
b
io

lo
g
ic

al
 a

d
h
es

io
n

 
b
eh

av
io

r 
rh

y
th

m
ic

 p
ro

ce
ss

 
ce

ll
 

ag
g
re

g
at

io
n

 
pr

es
yn

ap
tic

 p
ro

ce
ss

 in
vo

lv
ed

 in
 c

he
m

ic
al

 sy
na

pt
ic

 tr
an

sm
iss

io
n 

ce
ll

 
 

ce
ll

 p
ar

t 
o
rg

an
el

le
 

m
em

b
ra

n
e
 

m
em

b
ra

n
e 

p
ar

t 
o
rg

an
el

le
 p

ar
t 

m
ac

ro
m

o
le

cu
la

r 
co

m
p
le

x
 

m
em

b
ra

n
e-

en
cl

o
se

d
 l

u
m

en
 

ex
tr

ac
el

lu
la

r 
re

g
io

n
 

ce
ll

 j
u
n
ct

io
n

 
sy

m
p
la

st
 

ex
tr

ac
el

lu
la

r 
re

g
io

n
 f

ib
er

 
su

p
ra

m
o
le

cu
la

r 
fi

b
er

 
sy

n
ap

as
e 

 
v
ir

io
n
 

v
ir

io
n
 p

ar
t 

n
u
cl

eo
id

 
sy

n
ap

se
 p

ar
t 

 
o
th

er
 o

rg
an

is
m

 
 

o
th

er
 o

rg
an

is
m

 p
ar

t 
v
ir

al
 o

cc
lu

si
o
n
 b

o
d
y

 
b
in

d
in

g
 

 
ca

ta
ly

ti
c 

ac
ti

v
it

y
 

tr
an

sp
o
rt

er
 a

ct
iv

it
y

 
nu

cl
ei

c 
ac

id
 b

in
di

ng
 tr

an
sc

ri
pt

io
n 

fa
ct

or
 a

ct
iv

it
y 

si
g
n
al

 t
ra

n
sd

u
ce

r 
ac

ti
v
it

y
 

m
o
le

cu
la

r 
fu

n
ct

io
n
 r

eg
u
la

to
r 

m
o
le

cu
la

r 
tr

an
sd

u
ce

r 
ac

ti
v
it

y
 

st
ru

ct
u
ra

l 
m

o
le

cu
le

 a
ct

iv
it

y
 

tr
an

sc
ri

p
ti

o
n
 f

ac
to

r 
ac

ti
v
it

y,
 p

ro
te

in
 b

in
d
in

g
 

an
ti

o
x

id
an

t 
ac

ti
v

it
y

 
el

ec
tr

o
n

 c
ar

ri
er

 a
ct

iv
it

y
 

m
et

al
lo

ch
ap

er
o
n
e 

ac
ti

v
it

y
 

n
u
tr

ie
n
t 

re
se

rv
o
ir

 a
ct

iv
it

y
 

tr
an

sl
at

io
n
 r

eg
u
la

to
r 

ac
ti

v
it

y
 

基
因
数
量

 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

0 

BP 
CC 
MF 

基
因

数
量

 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

0 

1000 

800 

600 

400 

200 

0 

基
因

数
量

 

ce
ll

u
la

r 
p

ro
ce

ss
 

m
et

ab
o
li

c 
p
ro

ce
ss

 
si

n
g
le

-o
rg

an
is

m
 p

ro
ce

ss
 

re
sp

o
n

se
 t

o
 s

ti
m

u
lu

s 
b
io

lo
g
ic

al
 r

eg
u
la

ti
o
n

 
re

g
u

la
ti

o
n

 o
f 

b
io

lo
g

ic
al

 p
ro

ce
ss

 
lo

ca
li

za
ti

o
n

 
ce

ll
ul

ar
 c

o
m

p
on

en
t 

o
rg

an
iz

at
io

n
 o

r 
bi

og
en

es
is

 
d
ev

el
o
p
m

en
ta

l 
p
ro

ce
ss

 
m

u
lt

ic
el

lu
la

r 
o
rg

an
is

m
al

 p
ro

ce
ss

 
si

g
n
al

in
g

 
m

u
lt

i-
o
rg

an
is

m
 p

ro
ce

ss
 

re
p

ro
d

u
ct

io
n

 
re

p
ro

d
u

ct
iv

e 
p

ro
ce

ss
 

p
o
si

ti
v
e 

re
g
u
la

ti
o
n
 o

f 
b
io

lo
g
ic

al
 p

ro
ce

ss
 

n
eg

at
iv

e 
re

g
u
la

ti
o
n
 o

f 
b
io

lo
g
ic

al
 p

ro
ce

ss
 

im
m

u
n
e 

sy
st

em
 p

ro
ce

ss
 

g
ro

w
th

 
lo

ca
li

za
ti

o
n

 
d
et

o
x
if

ic
at

io
n

 
b
io

lo
g
ic

al
 a

d
h
es

io
n

 
rh

y
th

m
ic

 p
ro

ce
ss

 
b
eh

av
io

r 
pr

es
yn

ap
tic

 p
ro

ce
ss

 in
vo

lv
ed

 in
 c

he
m

ic
al

 sy
na

pt
ic

 tr
an

sm
iss

io
n 

ce
ll

 a
g
g
re

g
at

io
n

 
ce

ll
 
 

ce
ll

 p
ar

t 
o
rg

an
el

le
 

m
em

b
ra

n
e
 

m
em

b
ra

n
e 

p
ar

t 
o
rg

an
el

le
 p

ar
t 

m
ac

ro
m

o
le

cu
la

r 
co

m
p
le

x
 

m
em

b
ra

n
e-

en
cl

o
se

d
 l

u
m

en
 

ex
tr

ac
el

lu
la

r 
re

g
io

n
 

ce
ll

 j
u
n
ct

io
n

 
sy

m
p
la

st
 

ex
tr

ac
el

lu
la

r 
re

g
io

n
 p

ar
t 

v
ir

io
n
 

su
p
ra

m
o
le

cu
la

r 
fi

b
er

 
v
ir

io
n
 p

ar
t 

sy
n
ap

as
e 

 
sy

n
ap

se
 p

ar
t 

 
o
th

er
 o

rg
an

is
m

 
 

o
th

er
 o

rg
an

is
m

 p
ar

t 
n
u
cl

eo
id

 
ex

tr
ac

el
lu

la
r 

m
at

ri
x

 
v
ir

al
 o

cc
lu

si
o
n
 b

o
d
y

 
b
in

d
in

g
 

 
ca

ta
ly

ti
c 

ac
ti

v
it

y
 

tr
an

sp
o
rt

er
 a

ct
iv

it
y

 
nu

cl
ei

c 
ac

id
 b

in
di

ng
 tr

an
sc

ri
pt

io
n 

fa
ct

or
 a

ct
iv

it
y 

st
ru

ct
u
ra

l 
m

o
le

cu
le

 a
ct

iv
it

y
 

si
g
n
al

 t
ra

n
sd

u
ce

r 
ac

ti
v
it

y
 

m
o
le

cu
la

r 
tr

an
sd

u
ce

r 
ac

ti
v
it

y
 

m
o
le

cu
la

r 
fu

n
ct

io
n
 r

eg
u
la

to
r 

an
ti

o
x

id
an

t 
ac

ti
v

it
y

 
tr

an
sc

ri
p
ti

o
n
 f

ac
to

r 
ac

ti
v
it

y,
 p

ro
te

in
 b

in
d
in

g
 

el
ec

tr
o

n
 c

ar
ri

er
 a

ct
iv

it
y

 
tr

an
sl

at
io

n
 r

eg
u
la

to
r 

ac
ti

v
it

y
 

m
et

al
lo

ch
ap

er
o
n
e 

ac
ti

v
it

y
 

n
u
tr

ie
n
t 

re
se

rv
o
ir

 a
ct

iv
it

y
 

 

ce
ll

u
la

r 
p

ro
ce

ss
 

m
et

ab
o
li

c 
p
ro

ce
ss

 
si

n
g
le

-o
rg

an
is

m
 p

ro
ce

ss
 

re
sp

o
n

se
 t

o
 s

ti
m

u
lu

s 
b

io
lo

g
ic

al
 r

eg
u
la

ti
o
n

 
re

g
u

la
ti

o
n

 o
f 

b
io

lo
g

ic
al

 p
ro

ce
ss

 
lo

ca
li

za
ti

o
n

 
ce

ll
ul

ar
 c

o
m

p
on

en
t 

o
rg

an
iz

at
io

n
 o

r 
bi

og
en

es
is

 
d

ev
el

o
p
m

en
ta

l 
p
ro

ce
ss

 
m

u
lt

ic
el

lu
la

r 
o
rg

an
is

m
al

 p
ro

ce
ss

 
m

u
lt

i-
o
rg

an
is

m
 p

ro
ce

ss
 

re
p

ro
d

u
ct

io
n

 
si

g
n
al

in
g

 
n

eg
at

iv
e 

re
g

u
la

ti
o

n
 o

f 
b

io
lo

g
ic

al
 p

ro
ce

ss
 

re
p

ro
d

u
ct

iv
e 

p
ro

ce
ss

 
p

o
si

ti
v

e 
re

g
u

la
ti

o
n

 o
f 

b
io

lo
g
ic

al
 p

ro
ce

ss
 

im
m

u
n

e 
sy

st
em

 p
ro

ce
ss

 
g
ro

w
th

 
d
et

o
x
if

ic
at

io
n

 
lo

ca
li

za
ti

o
n

 
b

io
lo

g
ic

al
 a

d
h
es

io
n

 
b
eh

av
io

r 
rh

y
th

m
ic

 p
ro

ce
ss

 
ce

ll
 a

g
g
re

g
at

io
n

 
ce

ll
 

 
ce

ll
 p

ar
t 

o
rg

an
el

le
 

m
em

b
ra

n
e
 

m
em

b
ra

n
e 

p
ar

t 
o
rg

an
el

le
 p

ar
t 

m
ac

ro
m

o
le

cu
la

r 
co

m
p
le

x
 

ex
tr

ac
el

lu
la

r 
re

g
io

n
 

m
em

b
ra

n
e-

en
cl

o
se

d
 l

u
m

en
 

ce
ll

 j
u
n
ct

io
n

 
sy

m
p
la

st
 

ex
tr

ac
el

lu
la

r 
re

g
io

n
 p

ar
t 

su
p
ra

m
o
le

cu
la

r 
fi

b
er

 
sy

n
ap

as
e 

 
v
ir

io
n
 

v
ir

io
n
 p

ar
t 

sy
n
ap

se
 p

ar
t 

 
ex

tr
ac

el
lu

la
r 

m
at

ri
x

 
o
th

er
 o

rg
an

is
m

 
 

o
th

er
 o

rg
an

is
m

 p
ar

t 
ex

tr
ac

el
lu

la
r 

m
at

ri
x
 

co
m

p
o
n
en

t 
n
u
cl

eo
id

 
b
in

d
in

g
 

 
ca

ta
ly

ti
c 

ac
ti

v
it

y
 

tr
an

sp
o
rt

er
 a

ct
iv

it
y

 
nu

cl
ei

c 
ac

id
 b

in
di

ng
 tr

an
sc

ri
pt

io
n 

fa
ct

or
 a

ct
iv

it
y 

st
ru

ct
u
ra

l 
m

o
le

cu
le

 a
ct

iv
it

y
 

m
o
le

cu
la

r 
fu

n
ct

io
n
 r

eg
u
la

to
r 

m
o
le

cu
la

r 
tr

an
sd

u
ce

r 
ac

ti
v
it

y
 

si
g

n
al

 t
ra

n
sd

u
ce

r 
ac

ti
v
it

y
 

an
ti

o
x

id
an

t 
ac

ti
v

it
y

 
tr

an
sc

ri
p
ti

o
n
 f

ac
to

r 
ac

ti
v
it

y,
 p

ro
te

in
 b

in
d
in

g
 

el
ec

tr
o

n
 c

ar
ri

er
 a

ct
iv

it
y
 

m
et

al
lo

ch
ap

er
o
n
e 

ac
ti

v
it

y
 

n
u

tr
ie

n
t 

re
se

rv
o
ir

 a
ct

iv
it

y
 

tr
an

sl
at

io
n
 r

eg
u
la

to
r 

ac
ti

v
it

y
 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

 



·5346· 中草药 2023 年 8 月 第 54 卷 第 16 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 August Vol. 54 No. 16 

   

 

A-DS-3d 组与 CK 相比  B-DS-6d 组与 CK 相比  C-DS-9d 组与 CK 相比 

A-CK vs DS-3d  B-CK vs DS-6d  C-CK vs DS-9d 

图 6  不同干旱胁迫处理下差异甲基化基因 KEGG 富集分析图 

Fig. 6  KEGG enrichment analysis of differentially methylated genes under different drought stress treatments 

甲基化水平降低；在 DS-6d 时有 56 个高表达基因

其甲基化水平升高以及 341 个高表达基因其甲基化

水平降低（图 7）；在 DS-9d 时有 96 个高表达基因

其甲基化水平升高以及 237 个高表达基因其甲基化

水平降低；前期 KEGG 富集分析显示，这些基因广

泛参与次级代谢产物的生物合成、苯丙烷代谢、类 

基因数 

linoleic acid metabolism 
glycerolipid metabolism 

histidine metabolism 
terpenoid backbone biosynthesis 

biosynthesis of secondary metabolites 

phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 
riboflavin metabolism 

alpha-linolenic acid metabolism 
carbon fixation in photosynthetic organisms 

taurine and hypotaurine metabolism 

aflatoxin biosynthesis 
arachidonic acid metabolism 

selenocompound metabolism 
base excision repair 

glycolysis /gluconeogenesis 
alanine, aspartate and glutamate metabolism 

flavone and flavonol biosynthesis 
ascorbate and aldrate metabolism 

biosynthesis of amino acids 
ether lipid metabolism 

25 
50 
75 

100 
125 

Top 20 of KEGG enrichment 

0.52 
0.51 
0.50 
0.49 
0.48 

P 值 

0   0.25  0.50  0.75  1.00 
rich factor 

p
at

h
w

ay
 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

C 

基因数 

biosynthesis of secondary metabolites 
glutathione metabolism 

indole alkaloid biosynthesis 
fatty acid metabolism 
betalain biosynthesis 

starch and sucrose metabolism 
ioquinoline alkaloid biosynthesis 

fatty acid biosynthesis 
metabolic pathways 

ABC transporters 
flavonoid biosynthesis 

peroxisome 
tyrosine metabolism 
nitrogen metabolism 

sulfur metabolism 
zeatin biosynthesis 

fatty acid degradation 
taurine and hypotaurine metabolism 

tryptophan metabolism 
sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis 

50 
100 
150 
200 
250 

0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 

P 值 

0     0.2     0.4     0.6 
rich factor 

基因数 

nitrogen metabolism 
tyrosine metabolism 

isoquinoline alkaloid biosynthesis 
glycine, serine and threonine metabolism 

linoleic acid metabolism 
peroxisome 

stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis 
biosynthesis of secondary metabolites 

alpha-linolenic acid metabolism 
monoterpenoid biosynthesis 

monobactam biosynthesis 
steroid biosynthesis 

cutin, suberine and wax biosynthesis 
flavonoid biosynthesis 

brassinosteroid bios 
selenocompound metabolism 

amino sugar and nucleotide sugar metabolism 
proteasome 

biosynthesis of various secondary metabolites-part 2 
tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis 

25 
50 
75 

100 
125 

0.6 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 

P 值 

      0.1     0.2    0.3 
rich factor 

p
at

h
w

ay
 

p
at

h
w

ay
 



 中草药 2023 年 8 月 第 54 卷 第 16 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 August Vol. 54 No. 16 ·5347· 

   

 

A1-甲基化水平上升 DMR  A2-甲基化水平下降 DMR  B1-表达水平上升 DEG  B2-表达水平下降 DEG 

A1-methylation level increased DMR  A2-methylation level decreased DMR  B1-expression level increased DEG  B2-expression level decreased DEG 

图 7  忍冬不同干旱胁迫处理下 DMR 与 DEG 关联基因维恩图分析 

Fig. 7  Venn diagram analysis of DMR and DEG related genes under different drought stress treatments of L. japonica 

黄酮生物合成、醌和其他萜醌生物合成、异喹啉生

物碱生物合成、MAPK 信号通路-植物、激素信号转

导、倍半萜类和三萜类生物合成、萜类骨架生物合

成以及二萜类生物合成等，由此推测干旱胁迫下忍

冬可通过体内 DNA 甲基化水平的改变调控次生代

谢产物合成途径中相关基因的表达。 

3.7  干旱胁迫下 LjMYB 转录因子表达模式分析 

在 DS-3d、DS-6d、DS-9d 3 个处理组转录组水平

上升且甲基化水平下降的基因中共筛选出10个MYB

转录因子，分别命名为 LjMYB1～LjMYB10。利用

qRT-PCR 对 10 个 LjMYB 转录因子在对照以及 0.2 

mol/L 甘露醇处理不同时间下的表达模式进行分析。 

qRT-PCR 结果如图 8 所示，干旱胁迫下 LjMYB

转录因子的表达各不相同，基因表达水平整体呈上

升趋势。其中 LjMYB1 和 LjMYB8 基因表达水平在

胁迫处理 3 h 时差异显著，分别升高 13.19 倍和 7.73

倍，LjMYB4 和 LjMYB5 在胁迫处理 24 h 时差异显

著，分别升高 9.13 倍和 7.64 倍。LjMYB2 在干旱胁

迫 8 h 时，基因表达水平达到最高，而 LjMYB3、在

胁迫处理 24 h 表达量最高。LjMYB6、LjMYB9、

LjMYB10 在不同胁迫时间下表达量无显著差异。结

果表明在干旱胁迫处理不同时间下 LjMYB 转录因

子的变化有所不同，是一个动态的变化，推测在干

旱胁迫下植物可通过改变 MYB 转录因子的甲基化

水平来调控体内成分变化以应对胁迫。 

4  讨论 

全基因组重亚硫酸盐甲基化测序法（whole- 

genome bisulfite sequencing，WGBS）技术作为基因

组甲基化测定的一种方法，因具有精确度高、结果

可靠及单碱基分辨率等优点成为 DNA 甲基化检测 

 
*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001 

图 8  LjMYB 转录因子基因表达分析 

Fig. 8  Expression analysis of LjMYB transcription factor gene 
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的“金标准”[16]。目前在已经进行基因组 DNA 甲

基化分析的 34 种植物中，mCG 在全基因组范围内

具有最高水平的 DNA 甲基化，拟南芥 mCG 在已测

物种中最低，为 30.5%，甜菜 mCG 最高，为 92.5%。

CHG 位点甲基化水平变化范围从 9.3%的盐水水芹

到 81.2%的甜菜。葡萄中 mCHH 含量最低，仅为

1.1%，甜菜中 mCHH 含量最高，为 18.8%[17-18]。本

研究利用 WGBS 技术测定忍冬在不同干旱胁迫条

件下 DNA 甲基化水平，CG 位点甲基化水平从

79.84% ～ 81.39% ， CHG 位 点 甲 基 化 水 平 从

50.95% ～ 54.20% ， CHH 位 点 甲 基 化 水 平 从

11.42%～16.56%。与其他物种相比，忍冬 DNA 甲

基化水平在变化范围之内，且忍冬基因组各序列环

境具有较高的甲基化水平，甲基化水平随着干旱胁

迫条件的改变而变化。 

有研究表明 DNA 甲基化在植物干旱胁迫响应

中具有重要作用，Wang 等[19]研究结果表明干旱诱

导的 DNA 甲基化变化对水稻植株的干旱胁迫响应

有相当大的影响，干旱诱导的 DMRs 在 DK151 植

物中检测到更多，即在干旱条件下，甲基组在耐旱

基因型中比在干旱敏感基因型中更稳定；Li 等[20]

采用 WGBS 法测定桑树在干旱胁迫下的甲基化变

化发现，干旱胁迫后桑树甲基化水平普遍高于对照。

本研究发现在干旱胁迫处理后，忍冬基因组甲基化

水平普遍上调，且随着干旱胁迫时间的延长，甲基

化水平呈上升趋势。进一步分析发现，在整体甲基

化水平上升的同时，仍有部分基因甲基化水平下降，

结合转录组数据进行分析，发现甲基化水平下降的

差异甲基化基因其基因表达水平大部分也发生变

化。富集分析显示这些基因主要富集于次生代谢产

物合成相关通路，与忍冬中类黄酮类、萜类成分的

合成密切相关。由此推测 DNA 甲基化调控基因表

达是干旱影响金银花有效成分生物合成的作用机

制之一。近年来，越来越多的研究表明,合成和积

累次生代谢产物是药用植物最重要的防御环境胁

迫的策略，环境胁迫导致药用植物次生代谢产物的

积累，次生代谢产物通常也是药用植物的主要药用

成分[21-22]，通过本研究将为进一步探究环境影响金

银花质量的分子机制奠定基础。 

MYB 转录因子是目前研究较多的转录因子家

族，广泛参与调控植物的生长发育、抗逆胁迫、次

级代谢产物的积累[23]。研究发现 MYB 转录因子的

甲基化水平影响功能基因的表达进而对活性成分产

生影响。通过基因组重测序结合转录组分析定量

性状定位，发现红肉萝卜 Raphanus sativus L. 

RsMYB1 启动子区域的 DNA 高甲基化抑制基因

表达，使花青素的生物合成收到抑制，导致了白

色果肉表型[24]。Li 等[25]研究发现 MYB 转录因子

MdLUX 和 MdPCL 启动子区 mCG 环境的甲基化水

平与其 mRNA 水平和花青素积累呈负相关，

MdLUX 和 MdPCL-like 通过启动子区 DNA 低甲基

化和结构类黄酮基因 MdF3H 的激活促进苹果果皮

花青素生物合成。Tang 等[26]对异色菊花（YP）无

性繁殖产生的黄花（YP-Y）和粉色花（YP-P）展

开研究发现，CmMYB6 启动子的甲基化水平是花色

产生变异的关键，其甲基化程度影响着基因的表达

和花青素的生物合成，对 CmMYB6 启动子进行去

甲基化处理后，花朵颜色由黄色恢复为粉红色。这

些研究显示 MYB 转录因子的甲基化水平对于植物

体内类黄酮成分的生物合成有着重要作用。 

类黄酮类成分是忍冬中的重要活性成分，是忍

冬次生代谢产物的一种，前期有研究表明，适当的

干旱胁迫会使类黄酮类成分含量增加[27]，本研究通

过组学分析加荧光定量 PCR 分析初步筛选出

LjMYB1、LjMYB4、LjMYB5、LjMYB8 4 个在干旱胁

迫下表达量差异显著的转录因子，并通过通路富集

分析发现其与忍冬的次生代谢产物的生物合成相

关，下一步将继续深入探究这 4 个转录因子启动子

区域甲基化的变化以及不同干旱胁迫处理下忍冬中

活性成分的变化，为进一步解析忍冬在干旱胁迫下

类黄酮类成分变化分子机制提供基础。 
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