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1831–1839. 
Dong W, Wu PX, Liu XJ, et al. Analysis of histone modification of MtSERK1 during in vitro regeneration in Medicago 
truncatula. Chin J Biotech, 2018, 34(11): 1831–1839. 

摘  要 : 表观遗传修饰尤其是组蛋白修饰在维持植物基因组稳定、调控基因表达、促进离体再生等方面发挥了重

要作用。MtSERK1 基因是蒺藜苜蓿离体再生过程中胚性愈伤组织建立的重要标记基因。为了解该过程中组蛋白

修饰与 MtSERK1 表达的动态调控关系，通过实时定量 PCR 方法分析了 MtSERK1 的表达变化并利用染色质免疫

沉淀 (ChIP) 技术分析了其启动子区和不同基因结构区 H3K9me2、H3K4me3 和 H3K9ac 修饰状态。发现 MtSERK1

在蒺藜苜蓿离体再生过程中的表达激活与其 5′末端和 3′末端区的组蛋白 H3K4me3 和 H3K9ac 修饰的动态变化相

关。该研究将为深入了解 MtSERK1 参与蒺藜苜蓿离体再生的表达调控机制及其高效遗传转化体系的建立提供重

要的理论指导。 

关键词 : 蒺藜苜蓿，组蛋白修饰，MtSERK1，愈伤组织，离体器官再生  

Analysis of histone modification of MtSERK1 during in vitro 
regeneration in Medicago truncatula 

Wei Dong, Peixiang Wu, Xijiang Liu, Tianxue Gao, Ning Yang, and Yuguang Song 

College of Life Sciences, Qufu Normal University, Qufu 273165, Shandong, China 

Abstract:  Epigenetic modification, especially histone modification, plays an important role in maintaining plant genome 

stability, regulating gene expression and promoting regeneration in vitro. MtSERK1 is an important marker gene involved in 

establishing of embryogenic callus during in vitro regeneration of Medicago truncatula. In order to understand the regulation 
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relationship between dynamic histone modification and MtSERK1s expression during the processes of in vitro organogenesis, 

the expression of MtSERK1 was analyzed by qRT-PCR, and the modification status of H3K9me2, H3K4me3 and H3K9ac in 

the promoter region and different regions included in the gene body was analyzed by chromatin immunoprecipitation (ChIP). 

We found expression activation of MtSERK1 was related to the dynamic changes of histone H3K4me3 and H3K9ac in the 5′ 

and 3′ regions. This study will provide important theoretical guidance for understanding of the regulatory mechanism of 

MtSERK1 and also for establishing efficient genetic transformation system of Medicago truncatula. 

Keywords:  Medicago truncatula, histone modification, MtSERK1, callus, in vitro organogenesis 

生物工程是以生物学 (特别是其中的分子生

物学、微生物学、遗传学、生物化学和细胞学) 的

理论和技术，定向地改造生物或其功能，创造出

新物种的一门技术。在诸多生物工程技术中，利

用基因工程的方式对植物进行遗传改造是获得优

良性状转基因植物的一条重要途径。目前诸如烟

草、番茄、小麦、棉花等植物的基因工程改造均

是通过农杆菌介导的植株再生 (器官发生、体细

胞胚发生) 方式。植物离体再生是指植物外植体 

(包括根、下胚轴、子叶及种子等) 在适宜的离体

培养环境中经脱分化、再分化等过程重新诱导出

离体苗的生物学过程。通常该过程包括愈伤组织

诱导、体细胞胚胎的建立以及离体器官的分化等

途径[1]。植物离体再生效率是植物基因工程改造

的重要限制因素。对于多数植物来说，其离体再

生过程均具有周期长、效率低等特点。因此，探究

植物离体再生的调控因素及机制对于提高转基因

效率等方面具有重要的意义。近年来，随着研究的

不断深入，多个植物离体再生关键基因逐步被发

掘，如：WUSCHEL (WUS)、REDIFFERENTIATION 

DEFECTIVE (SRD) 、 SHOOT MERISTEMLESS 

(STM)、CUP-SHAPED COTYLEDON 1 (CUC1)、

SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 

1 (SERK1)等，它们的功能缺失或异常表达均会引

起植物离体再生能力的改变[2-5]。SERK 基因是一

个富含亮氨酸的受体样蛋白激酶 (LRR-RLK)。从

1997 年在胡萝卜中首次发现 SERK 基因 DcSERK

至今，该基因在诸如拟南芥、玉米及水稻等多个

物种逐步被发现且其功能亦得到证实[6]。研究表

明，无论在合子胚发育不同时期还是在离体胚胎

再生过程中 SERK均特异性地在胚性细胞中表达，

已成为确定胚性细胞的重要标记基因[6-9]。 

在真核生物基因组中，147 bp 大小的核 DNA

与组蛋白 (H1、H2A、H2B、H3 和 H4) 相互缠

绕而形成核小体。多个核小体相互串联形成蛋白

质的一级结构，最后经过不断地折叠包装形成染

色质。伸向核小体外侧的不同组蛋白亚单位的 N 

端尾部，经过甲基化、乙酰化、磷酸化和泛素化

等修饰后，决定了常染色质或异染色质的形态，影

响着转录调控，因此称它们为“组蛋白密码” [10]。

在植物中主要存在 3 种类型的组蛋白甲基化修饰 

(me1、me2、me3)，通常都是发生在组蛋白 H3

或 H4 的赖氨酸 (Lys，K) 和精氨酸 (Arg，R) 残

基上，主要包括 H3K4、K9、K27、K36、K79、

R2、R17、R26 以及 H4K20、R3 等位点。通常情

况下，H3K9、H3K27、H4K20 的甲基化多分布于

异染色质区域，与基因的转录沉默相关[10]，例如

在小鼠中 H3K9me3、H3K27me1 和 H4K20me3 是

组成型异染色质的标志[11]。组蛋白乙酰化是除甲

基化修饰以外的另一种重要的表观遗传修饰，其

在稳定染色质的结构、募集转录调控因子等过程

中发挥重要作用。与组蛋白甲基化修饰相比，乙

酰化修饰位点更为广泛，通常发生在组蛋白 H3

第 9、14、18、23 位和 H4 第 5、8、12、16、20 位

的Lys残基上，甚至偶尔发生在H2A和H2B上[11]。

在转录比较活跃的常染色质区域，通常会伴随着

高水平的组蛋白乙酰化修饰的发生，而异染色质

区域则经常发生去乙酰化修饰[12-13]。 
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研究发现，植物细胞在离体再生过程中均会

发生大规模的染色质重编程过程，通过开启或关

闭一些基因的表达来保持其不同的分化潜能。近

期研究发现，在拟南芥离体再生过程中，多个干

细胞维持和分化关键基因的表达受到了组蛋白修

饰的调控，例如：WUS 的表达与其启动子区及 3′

末端的 DNA 甲基化和组蛋白修饰相关 [14]；

SCARECROW (SCR) 的正常表达与其组蛋白乙酰

化修饰相关[15]；STM、BP/KNAT1 和 KNAT2 的表

达均受到了 H3K27 甲基化的影响[16]；在离体器官

发生过程中 ASYMMETRIC LEAVE (AS1) 和 CUC1

的表达受到了 H3K4 乙酰化水平的调控[17-18]。这

些结果说明，在植物离体再生过程中，染色质或

部分关键基因组蛋白修饰的改变是细胞重获全能

性并向不同方向分化的一条重要途径。 

蒺藜苜蓿是豆科苜蓿属一年生或多年生草本植

物，由于其倍性小 (2n=16)、基因组小 (454–526 Mb)、

自花受粉、有大量突变体和多种生态型、具有较

高的生物多样性以及可进行遗传转化等特点，成为

豆科分子生物学和基因组学研究的模式植物[19]。

和其他作物相似，在对其基因工程改造过程中，

同样也存在离体再生效率较低、受生态型制约等

缺点，因此，了解其离体再生过程的调控机制亦

是亟待解决的问题。前期研究发现，在蒺藜苜蓿

体细胞胚胎发生过程中，与拟南芥 AtSERK1 高度

同源的 MtSERK1 基因的表达明显受到诱导，推测

其参与了蒺藜苜蓿体细胞胚胎发生过程并扮演重

要角色[9]。在蒺藜苜蓿的离体再生过程中，该基

因表达激活是否和拟南芥中一些离体再生关键

基因一样也受到了组蛋白修饰的调控？其存在

哪种类型的组蛋白修饰？这些修饰与其表达的

相互作用关系是什么？为解决这些问题，本研究

采用实时定量 PCR 分析了 MtSERK1 在离体再生

过 程 中 的 表 达 变 化 并 利 用 染 色 质 免 疫 沉 淀 

(ChIP) 技术分析了其启动子区和基因结构区不

同区域、不同类型的组蛋白修饰状态。在离体再

生过程中 MtSERK1 的表达与其基因 5′端及 3′末

端的组蛋白 H3K9ac、H3K4me3 修饰的动态变化

相关。本研究为深入了解 MtSERK1 参与蒺藜苜

蓿离体再生过程中的表达调控机制以及为其高

效基因工程遗传转化体系的建立等方面提供重

要的理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料的培养 

选取饱满均一的蒺藜苜蓿 (生态型为 R108) 

种子，进行一侧种皮打磨处理，散铺于两层滤纸培

养皿中，用蒸馏水浸润，置于 4 ℃冰箱中催芽，待

胚根长至 1 cm 左右时，将其转移至 10 cm×10 cm

的培养钵中 (培养基质与蛭石比例为 3∶1)。期间

用 1/2 Hoagland 营养液浇灌，培养条件为光照培

养 16 h，暗培养 8 h，光强为 300 µmol/(m2·s)饱和

光，昼夜温度为 25 ℃/20 ℃，相对湿度为 55%。 

1.2  愈伤组织诱导及离体器官再生 

愈伤组织的诱导及离体器官的再生主要参考

Cosson 等的方法和步骤[20]。简要描述为：剪取刚

要开花的上述植物叶片 (选取舒展、厚实、色泽

鲜绿、健壮的叶片)，用新配置的灭菌混合液 (在

无菌去离子水中加入 0.1%的 TW-20 和 10%的

NaClO 溶液) 和叶片一起置于大离心管中，轻轻

摇晃试管并上下翻转，时间约 5–6 min，为保证灭

菌效果，清洗叶片 2 次。然后用无菌去离子水清

除叶片表面残留的灭菌混合液。用刀片将叶子切

成正方形，使其四周均有伤口，将切为正方形的

叶片转到含有 4 mg/L 2,4-D 和 0.5 mg/L BAP 的

SH3a 培养基上暗培养进行愈伤组织诱导[20]，期间

每 2 周更换一次培养基，5–6 周便会形成大量愈

伤组织。选取胚性好的材料转移到不含任何激素

的 SH9a 培养基上[20]，在光下进行离体器官的诱

导，4–6 周后便产生大量的离体苗。 
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1.3  qRT-PCR 分析 

选取上述  (1∶2) 中诱导不同时间的培养

物，未经诱导培养的叶外植体命名为 Mock；SH3a

诱导 1、3、6 周的培养物分别命名为 SH3-W1、

SH3-W3、SH3-W6；SH9a 分化诱导 1、3、6 周的

培养物分别命名为 SH9-W1、SH9-W3、SH9-W6。

将这些材料平均分成 2份，一份用于 RNA的提取，

另一份用于后续的染色质免疫沉淀  (ChIP) 分

析。用于 RNA 提取的材料经液氮冷冻后，利用植

物组织 RNA 提取及反转录试剂盒  (Invitrogen) 

提取 RNA 并进行 cDNA 的合成，以反转录后的

cDNA 为模板，蒺藜苜蓿 ACTIN2 基因作内参，

通过 qRT-PCR 检测 MtSERK 在愈伤组织诱导及离

体器官再生过程中的表达情况  (引物序列见表

1)。qPCR 反应体系 (10 μL)：ddH2O 3 μL，正向

引物 (10 μmol/L) 0.5 μL，反向引物 (10 μmol/L) 

0.5 μL，模板 cDNA 1.0 μL，ChamQ SYBR Color 

QPCR Msater Mix (2×) 5 μL (Vazyme，Code：

Q411-00)。反应条件为两步法 PCR，95 ℃预变性

1 min；95 ℃变性 10 s；60 ℃退火加延伸 30 s，延

伸完成后收集荧光信号；2–3 步循环 40 次；

60–95 ℃，每隔 0.5 ℃作溶解曲线。利用比较 Ct

方法 (2–ΔΔCt 方法) 分析表达量[21]。实验设置 3 个

生物学重复，采用 SPSS 单因子方差分析程序分

析实时荧光定量结果。 

1.4  染色质免疫沉淀 (ChIP) 分析 

用于检测 MtSERK1 组蛋白修饰状态的 ChIP

方法主要参考文献[22]。简要步骤为：取上述 (1.3)

中与 RNA 提取同一批的培养物 1 g，用含有 1%

甲醛的 1×PBS缓冲液真空固定，加入甘氨酸溶液，

真空渗透处理，终止交联，PBS 清洗后，液氮速

冻后于−80 ℃保存。液氮研磨样品后分离染色质

并进行超声破碎使打断的染色质片段长度为

200–1 000 bp。分别利用 H3K9ac、H3K9me2 和

H3K4me3 抗体 (Millipore cat. 07-392、05-768R

和 07-473) 过夜进行免疫沉淀反应，然后加入

Protein G 玻璃珠，4 ℃缓慢旋转孵育 4 h。加入洗

脱液，65 ℃烘箱中孵育 30 min，将蛋白/DNA 复

合物从玻璃珠中分离；加 5 mol/L NaCl 至 Input

和 ChIP 样品中，65 ℃烘箱过夜解交联后加入

RNase A，37 ℃孵育 1 h，利用 PCR 产物纯化回

收试剂盒 (Qiagen，cat. 28104) 对沉淀下的 DNA

进行回收，用于后续的 qPCR 检测。每个样品分

别取 1 μL 免疫沉淀纯化 DNA 产物 (ChIP-DNA)，

稀释 10 000 倍的基因组 DNA (Input) 及与免疫沉

淀反应同步进行未加抗体的纯化产物  (No-Ab) 

进行 qPCR 检测，针对每一个样品同时用组蛋白

H3 抗体进行平行实验，以对不同样品的免疫沉淀 

 
表 1  qRT-PCR 及 ChIP-PCR 引物 

Table 1  Primers for qRT-PCR and ChIP-PCR  

Primer name Forward (5′−3′) Reverse (5′−3′) 

qRT-PCR   

MtSERK1-RT CGTCCTCCACATCAAGAACCACT ATCCCCCACAACAGCCTCAAACT 

Mt-Actin CAAAAGATGGCAGATGCTGAGGAT CATGACACCAGTATGACGAGGTCG 

ChIP-PCR   

MtSERK1-ChIP-Ⅰ GCAAATGCAATGCTAGATGGC GACTGAAAGATGGAGAGGGGG 

MtSERK1-ChIP-Ⅱ ATCTGAGGATGGAGGAGACAAA CCAACAACAACCAAAAAAACAA 

MtSERK1-ChIP-Ⅲ AATGCTTTCTTGCTTGCTATCT TCATCTTTAATTGCAGCCTTAA 

MtSERK1-ChIP-Ⅳ GAACTTTACAGCAATAACATCAC TTCTTTTCTCAAACACGCCAACA 

MtSERK1-ChIP-Ⅴ AGGCTCTCCTCCATTTTCTCC CCTCCAGCTATTGCTCCAGTT 

MtSERK1-ChIP-Ⅵ ATCCCGATCTTAAAACCAACTA GCCTTCAAGCATTCTCACTACA 
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产物进行均一化处理，以 MtACTIN2 作为内参。

用于检测不同区域的 qPCR 引物见表 1，qRT-PCR

程序同上。每个样品组蛋白修饰水平均以免疫沉淀

后该样品 DNA 丰度占 Input 的百分比来表示[23]，

实验设置 3 次生物学重复。 

2  结果与分析 

2.1  蒺藜苜蓿愈伤组织诱导及离体器官再生 

将灭菌后的叶片外植体置于含有 4 mg/L 

2,4-D 和 0.5 mg/L BAP 的 SH3a 培养基上 (图 1A)，

暗培养诱导 1 周后，叶片逐渐膨胀且玻璃化 (图

1B)，培养 3 周后逐渐诱导出肉质薄壁、微微呈浅

绿的愈伤组织 (图 1C)，期间将外植体转移到新的

SH3a 培养基中，继续诱导至 6 周，愈伤组织颜色

发生变化，绿色渐渐消失，变为浅白色，有大量

的颗粒状的胚状结构产生 (图 1D)。挑选胚性较好

愈伤组织，将其转移到 SH9a 分化培养基上，光下

培养进一步诱导离体器官的再生。在 SH9a 培养基

上 1 周后，愈伤组织又逐渐变成浅绿色 (图 1E)，继

续培养 3 周后，在愈伤组织不同部位出现了大量的

绿点状结构 (图 1F，箭头所示)，这些绿点状结构即

为新建立的干细胞组织中心，将来分化出不同的器

官，6 周后愈伤组织上出现大量的丛生芽 (图 1G)。 

2.2  蒺藜苜蓿离体再生过程中 MtSERK1 的表

达分析 

为了解 MtSERK1 在蒺藜苜蓿离体再生过程

中的表达情况，利用 qRT-PCR 的方法分析了

MtSERK1 在上述不同诱导条件和时间培养物中的

表达，结果表明：在对照  (Mock) 中 MtSERK1

的表达水平很低 (图 2)，当 SH3a 诱导培养 1 周

后，MtSERK1 的表达明显受到诱导 (图 2)，随着

培养时间的延长，在 SH3a 诱导培养 3 周到 6 周

后，该基因的表达水平亦逐步升高，分别上调

3.4 和 5.3 倍  (图 2)。继续在 SH9a 分化培养基

培养 1 周后，该基因的表达水平与 SH3a 诱导培

养 6 周的培养物相比并没有显著变化，且这种表

达水平一直维持到 SH9a 分化培养 3 周以后，然

而当在 SH9a 培养基上分化培养 6 周后，MtSERK1

的表达显著下降 (图 2)。上述结果表明，MtSERK1

可能主要参与了蒺藜苜蓿愈伤组织诱导过程中的

体细胞胚胎的发生或胚性细胞的建立，而在离体

器官再生作用中并不显著。 

 

 
 

图 1  蒺藜苜蓿愈伤组织诱导及离体器官再生过程 

Fig. 1  The in vitro callus inducion and organogenesis of Medicago truncatula. (A) Mock: leaf explants. (B–D) Leaf 
explants cultured on SH3a for one week (B), three weeks (C) and six weeks (D). (E–G) Calli cultured on SH9a for one 
week (E) and three weeks (F); (G) Shoots formed from the calli cultured on SH9a for six weeks. The red arrow shows 
the newly established center of stem cell tissue.  
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图 2  蒺藜苜蓿离体再生过程中 MtSERK1 的表达分析 

Fig. 2  Expression of MtSERK1 during in vitro callus 
induction and organogenesis of Medicago truncatula. 
Mock: leaf explants; SH3-W1, SH3-W3, SH3-W6: leaf 
explants cultured on SH3a for one week, three weeks and 
six weeks; SH9-W1, SH9-W3, SH9-W6: Calli cultured 
on SH9a for one week, three weeks and six weeks. 
Different letters represent the significant differences 
between different samples at P<0.05. 

 

2.3  蒺藜苜蓿离体再生过程中 MtSERK1 的组

蛋白修饰状态分析 

组蛋白修饰类型非常丰富，当然不同类型的

修饰对染色体结构以及基因表达的影响也不尽相

同。通常情况下 H3K9me2 甲基化与基因的转录

抑制有关，相反 H3K4me3 及 H3K9ac 修饰则调控

了基因的转录激活[24]。通过对 MtSERK1 的基因序

列分析发现，该基因存在 11 个外显子、10 个内

含子 (图 3A)。因此，我们利用 ChIP-qPCR 方法

对 MtSERK1 在蒺藜苜蓿体细胞胚胎发生以及离

体器官再生过程中其启动子区 (检测区Ⅰ：ATG

上游−713 bp–−607 bp)；基因 5′端 (检测区Ⅱ：ATG

上游−8 bp–ATG 下游 184 bp，检测区Ⅲ：ATG 下

游 445 bp–664 bp)；基因中部区域 (检测区Ⅳ：

ATG 下游 1 643 bp–1 933 bp，检测区Ⅴ：ATG 下

游 2 377 bp–2 571 bp)；基因的 3′末端区域 (检测

区Ⅵ：ATG 下游 3 753 bp–3 880 bp) 这 6 个区域

的组蛋白 H3K9me2、H3K4me3 和 H3K9ac 修饰水

平进行了检测。从组蛋白修饰类型分析：在所有

的 6 个检测区中均没有发现 H3K9me2 修饰的明

显变化。在含有 4 mg/L 2,4-D 和 0.5 mg/L BAP 的

SH3a 培养基上诱导培养 1 周的培养物 SH3-W1

中，位于该基因 5′端的检测区Ⅱ中 H3K4me3 修饰

水平明显升高 (与对照相比升高 2.4 倍) (图 3C)，

继续诱导培养至 3 周后，在 SH3-W3 中检测区Ⅲ

和检测区Ⅲ中的 H3K4me3 修饰水平相比对照分

别升高 2.8 和 3.1 倍 (图 3C，D)，并且随着诱导

培养时间的延长以及培养条件的改变，这两个区域

的 H3K4me3 修饰水平并没有显著变化 (图 3C，D)。

另外在该基因的 3′末端区域，在 SH3a 诱导培养

3 周的培养物 SH3-W3 中，均检测到 H3K4me3 和

H3K9ac 修饰水平的明显升高，在 SH3a 诱导培养

6 周的培养物 SH3-W6 中达到最高，继而在 SH9a

分化培养条件下修饰水平逐渐降低 (图 3G)。从

组蛋白修饰区域分析，位于启动子区的检测区Ⅰ

以及位于基因中部的检测区Ⅳ和Ⅴ中均没有发现

任何上述 3 种组蛋白修饰的改变 (图 3B、E、F)；

位于基因 5′端的检测区Ⅱ和Ⅲ，无论在愈伤组织

诱导阶段还是在离体器官再生阶段均发生了高水

平的 H3K4me3 修饰 (图 3C，D)；位于基因 3′端

的检测区Ⅵ在 SH3a 诱导培养 3 周以后均发生了

高水平的 H3K4me3 和 H3K9ac 修饰，且诱导培养

6 周后修饰水平达到最高，继续在 SH9a 培养基上

分化培养后其 H3K4me3 和 H3K9ac 修饰水平则均

逐渐降低 (图 3G)。 

3  讨论 

植物的离体再生是指离体的组织或细胞在体

外培养条件下重新形成新器官或个体的过程，是

对植物进行生物工程改造的重要途径[25]。一般认

为植物离体再生存在直接和间接两种途径，前者

不经过愈伤组织阶段，而后者需要先脱分化形成

愈伤组织，然后经过体细胞胚胎发生，最后产生

离体器官或个体。通常情况下，植物离体再生过

程主要经历以下 3 个阶段：1) 细胞对外源激素作 
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图 3  蒺藜苜蓿离体再生过程中 MtSERK1 的组蛋白修饰状态分析 

Fig. 3  Analysis of histone modification in MtSERK1 during Medicago truncatula organogenesis in vitro. (A) The structure 
of MtSERK1, the black frame shows the exons, the white frame shows the introns, the black line shows the promoter, the 
short thick line shows the detected area of histone modification. (B–G) The histone modification level of MtSERK1 in 
region Ⅰ (B), Ⅱ (C), Ⅲ (D), Ⅳ (E), Ⅴ (F) and Ⅵ (G). Mock: Leaf explants; SH3-W1, SH3-W3, SH3-W6: Leaf explants 
cultured on SH3a for one week, three weeks and six weeks; SH9-W1, SH9-W3, SH9-W6: Calli cultured on SH9a for one 
week, three weeks and six weeks. * Represent the significant differences between different samples at P<0.05. 

 

出识别、经脱分化逐渐形成胚性愈伤组织；2) 胚

性愈伤组织在激素的作用下形成体细胞胚；3) 体

细胞胚进行再分化形成不同的器官[1]。本研究中，

蒺藜苜蓿叶外植体经含有 4 mg/L 2,4-D 和 0.5 mg/L 

BAP 的 SH3a 诱导培养 1 周后叶片明显膨胀且玻

璃化 (图 1B)，随着诱导时间延长至 3 到 6 周后，

产生大量胚性细胞团 (图 1C，D)，在此过程中

MtSERK1 的表达明显上调，且在 SH9a 诱导 1 周
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的培养物中表达水平达到最高 (图 2)。当 SH3a

诱导 6 周的愈伤组织转移到不含激素的分化培养

基 SH9a 上 3 周后，愈伤组织逐渐形成大量新的干

细胞组织中心 (图 1F)，继续分化培养 6 周后出现

大量的丛生芽 (图 1G)，而在此过程 MtSERK1 的

表达则逐渐下降 (图 2)。上述结果表明 MtSERK1

的确与离体条件下胚性愈伤组织的建立有关，这

与前期的研究结论是一致的[9]。Nolan 等研究表

明，MtSERK1 的表达受生长素和细胞分裂素的诱

导 [9]。文中在含有生长素和细胞分裂素的 SH3a

培养基上的胚性愈伤组织诱导阶段，MtSERK1 表

达明显受到诱导；在不含激素的 SH9a 培养基上

进行分化培养时 MtSERK1 表达水平则逐渐下降。

因此我们推测 MtSERK1 参与离体胚性愈伤组织

的建立可能与生长素和细胞分裂素的响应有关，

但这需要进一步的验证。 

多项研究证实组蛋白修饰参与了植物离体组

织或器官的再生过程[14-18]。本研究对蒺藜苜蓿离

体再生过程中 MtSERK1启动子区及基因的 5′端和

3′端等不同区域的组蛋白 H3K9me2、H3K4me3

和 H3K9ac 修饰水平进行了分析。离体再生过程

中，MtSERK1 在 SH3a 诱导 1 周的培养物中表达

开始上调，随着培养时间延长至 6 周，表达水平

继续升高，在 SH9a 分化培养基培养 1 周后表达

水平达到最高  (图 2)。在此过程中，伴随着

MtSERK1 的诱导表达，其 5′端的两个检测区域 

(Ⅱ和Ⅲ) H3K4me3 以及 3′端 H3K4me3 和 H3K9ac

修饰水平均有不同程度升高  (图 3)，因此推测

MtSERK1 的 5′端及 3′端组蛋白 H3K4me3 和

H3K9ac 修饰水平的变化可能与该基因的转录激

活存在相关性。随着在分化培养基 SH9a 上培养

时间的延长（3–6 周），胚性愈伤组织逐渐减少，

离体再生器官逐渐出现，MtSERK1 的表达逐渐下

调，在该过程中 MtSERK1 的 5′端两个检测区域

H3K4me3 的修饰水平并没有显著降低，而 3′端组

蛋白 H3K4me3 和 H3K9ac 修饰水平则逐渐下降。

推测 MtSERK1 的表达调控可能主要受到了其 3′

端组蛋白 H3K4me3 和 H3K9ac 修饰的影响，但还

要作进一步研究。除上述两个区域外，在其启动

子区以及基因的中间序列区并没有检测到上述 3

类组蛋白修饰的变化，表明组蛋白对该基因的修饰

具有区域特异性，这种现象与 WUS 和 STM 在拟南

芥离体再生中的组蛋白修饰模式是相似的[14,16]。综

合上述分析，推测 MtSERK1 在蒺藜苜蓿离体再生

过程胚性愈伤组织的建立中起着关键作用，且其

表达激活受到了其特定区域的组蛋白 H3K4me3 和

H3K9ac 修饰的影响。 

最近，Li 等通过连续组织培养、再生驯化策

略开发了一种高遗传转化效率的棉花新种质

Jin668[26]。进一步利用多重组学研究手段解析了

这一现象的表观遗传学基础，发现该棉花种质再

生能力的提高与多个体细胞胚胎发生相关基因的

低 (去) 甲基化修饰有关。外施 DNA 甲基化抑制

剂增加了体细胞胚胎数量，激活了 WOX11、CKX7、

KNOX2 等基因表达，促进了体细胞胚胎的发生[26]。

本研究中，我们证实了蒺藜苜蓿离体植株再生关

键基因 MtSERK1 的组蛋白修饰调控基础，为提高

蒺藜苜蓿植株再生效率提供了可行的策略，对于

其他低再生效率豆科植物的基因工程改造途径的

优化具有重要意义。 
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