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干露胁迫对长牡蛎基因组 DNA甲基化的影响 

张鑫, 李琪, 于红, 孔令锋 

中国海洋大学 海水养殖教育部重点实验室, 山东 青岛 266003 

摘要: 为探讨干露胁迫对海产贝类基因组 DNA 甲基化的影响, 应用荧光标记甲基化敏感扩增多态性(fluorescence- 

labeled methylation sensitive amplified polymorphism, F-MSAP)技术, 比较了不同干露条件下(0 d、0.5 d、1 d、3 d、

5 d、7 d、9 d 和 11 d)长牡蛎(Crassostrea gigas)基因组 DNA 甲基化的变化。结果表明, 对照组(干露处理 0 d)闭壳

肌与鳃组织的总体甲基化水平分别为 29.76%和 29.82%; 干露处理 0.5 d、1 d、3 d、5 d、7 d、9 d 和 11 d 的长牡蛎

全基因组甲基化水平呈现先增高后降低的趋势, 其中, 闭壳肌组织的总体甲基化水平分别为 36.59%、38.86%、

43.02%、39.30%、51.13%、46.79%和 35.06%, 鳃组织总体甲基化水平分别为 39.39%、42.13%、39.36%、43.54%、

56.19%、38.57%和 28.99%; 干露处理 7 d 的长牡蛎甲基化水平明显高于其他时期(P<0.05), 11 d 时甲基化水平基本

恢复至初始状态。甲基化变异模式分析发现, 闭壳肌与鳃组织 DNA 甲基化变异位点存在差异, 甲基化升高位点变

化程度较大(P<0.05)。以上结果表明, 长牡蛎通过改变 DNA 甲基化模式来应答干露胁迫, 发生了不同程度的甲基

化与去甲基化反应, DNA 甲基化与长牡蛎的抗逆性状密切相关。 
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干露胁迫一直是影响水产动物生存的重要因

素 , 也是影响水产养殖行业经济利益的关键因

素。动植物在逆境胁迫中会表现出诸多生理生化

反应, 表观遗传信息改变, 同时利用表观遗传调

控来应答和适应胁迫环境[1]。DNA 甲基化是表观

遗传研究的重要组成部分, 同时也是表观遗传研

究中最广泛、最透彻的一种调控模式, 指在 DNA

序列不发生改变的情况下产生能够遗传的基因表

达, 从而在维持基因组稳定、调控生命体机能等

方面发挥重要作用[2]。目前, 关于 DNA 甲基化方

面的研究主要集中在医学领域, 且已在脊椎动物

和高等植物上取得了重大突破, 无脊椎动物方面

的研究较少, 主要集中在昆虫和海洋无脊椎动物

等方面[3–6]。 

长牡蛎 (Crassostrea gigas)又称太平洋牡蛎 , 

主要分布在亚洲东部沿海地区, 是世界上养殖最

广泛、产量最高的海洋经济贝类[7]。长牡蛎生活

在环境多变的潮间带 , 具有较强的生物适应性 , 

能够耐受温度、盐度、干露等环境条件的变动。

长牡蛎两壳闭合程度高, 对干露胁迫具备较强的

适应能力。在潮间带海水退潮后, 长牡蛎仍能依

靠体内残留水分维持正常生活, 干露条件下可生

存 11 d 以上[8]。 

Gavery 等[9]研究了长牡蛎鳃组织 DNA 甲基

化, 发现 DNA 甲基化在长牡蛎应激和环境适应

方面发挥了重要的调控作用。Jiang 等[10–11]采用甲

基化敏感性扩增多态性(MSAP)及荧光标记的甲

基化敏感性扩增多态性 (F-MSAP)方法分析了

DNA 甲基化在长牡蛎不同组织中的特异性, 以及

在二倍体和三倍体长牡蛎间的表观差异。Riviere

等[12]采用 5-氮胞苷诱导长牡蛎幼虫去甲基化, 阐

明 DNA 甲基化对长牡蛎早期发育的重要性。
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Wang 等[13]利用单碱基检测方法, 发现 DNA 甲基

化对生物进化的作用。然而, 关于 DNA 甲基化在

长牡蛎干露以及环境胁迫条件下发挥的作用还有

待进一步探索。 

F-MSAP 技术是在 MSAP 的基础上, 对选扩

引物进行 FAM 荧光标记, 通过荧光信号来检测

DNA 甲基化状态[14]。本研究采用 F-MSAP 技术, 

对不同时间干露胁迫处理的长牡蛎的闭壳肌和鳃

组织全基因组 CCGG 位点甲基化水平进行检测, 

探讨干露胁迫对长牡蛎基因组 DNA 甲基化的影

响, 旨在为环境胁迫下长牡蛎表观遗传研究提供

相关数据, 探讨其抗逆机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验材料为采集于山东青岛的 2 龄养殖长牡

蛎。挑选出 100 个健康个体, 在室温(8～20℃)条

件下进行干露胁迫。干露后, 分别于 0 d、0.5 d、

1 d、3 d、5 d、7 d、9 d 和 11 d 随机挑选 8 个存活

个体, 取其闭壳肌和鳃组织, 保存在–20℃备用。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 提取  采用苯酚氯仿法[15]

提取闭壳肌和鳃组织基因组 DNA, 1%琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 样品质量, 并且使用 NanoDrop 

2000 (Thermo)检测 DNA 的浓度和纯度, 各组挑

选 4 份条带清晰纯度高的样品稀释成 100 ng/μL

的工作液备用。 

1.2.2  F-MSAP 分析  用 2U 的 EcoR I 和 Hpa 

II/Msp I 对基因组 DNA(100 ng)进行组合酶切。接

头与引物设计参考在 Xu 等[16]的方法上稍作改进, 

将 Hpa II/Msp I 单链接头稀释为 100 μmol/L, EcoR 

I 单链接头稀释为 10 μmol/L, 各取等体积的单链

接头混合后 94℃变性 5 min, 缓慢冷却至室温使

单链结合, 形成双链接头(表 1)。酶切产物分别与

接头连接, 连接体系为 20 μL, 16℃连接过夜, 连

接产物稀释 10 倍以备预扩增使用。 

预扩增体系为 10 μL, 稀释后的连接产物 2 μL, 

10× buffer 1μL, EcoR I 预扩引物(5 μmol/L)0.5 μL, 

Hpa II/Msp I 预扩引物(5 μmol/L) 0.5 μL, dNTP  

0.8 μL (2.5 μmol/L), rTaq 聚合酶 0.05 μL (2.5 U/μL), 

ddH2O 5.15 μL。PCR 反应条件为: 72℃变性 2 min; 

94℃ 20 s, 56℃ 30 s, 72℃ 2 min, 20 个循环; 60℃ 

延伸 30 min。预扩引物序列见表 1, 预扩增产物稀

释 20 倍后进行选择性扩增。 

选用扩增条带清楚并且效率高的 8 对引物进

行选择性扩增(表 1), 其中 EcoR I 选扩引物进行 

FAM 荧光标记, 选择性扩增体系为 10 μL, 预扩

增产物 1.5 μL, 10×buffer 1 μL, EcoR I 选扩引物  

(5 μmol/L) 0.5 μL, Hpa  II/Msp  I 选扩引物       

(5 μmol/L)0.5 μL, dNTP 0.8 μL (2.5 μmol/L), rTaq  
表 1  F-MSAP分析所用接头与引物组合序列 

Tab. 1  Primers and adapters used in F-MSAP analysis 

 EcoR I (5′–3′) Hpa II/Msp I (5′–3′) 

EA1: CTCGTAGACTGCGTACC H/MA1: GACGATGAGTCTAGAA 接头 adapters 

EA2: AATTGGTACGCAGTCTAC H/MA2: CGTTCTAGACTCATC 

预扩引物 preamplification primers E0: GACTGCGTACCAATTCA H/M0: GATGAGTCTAGAACGGT 

E1: GACTGCGTACCAATTCACA H/M1: GATGAGTCTAGAACGGTAG 

E2: GACTGCGTACCAATTCATC H/M2: GATGAGTCTAGAACGGTCA 

E3: GACTGCGTACCAATTCACG H/M3: GATGAGTCTAGAACGGTAT 

E4: GACTGCGTACCAATTCACT H/M4: GATGAGTCTAGAACGGTGC 

E5: GACTGCGTACCAATTCAAG  H/M5: GATGAGTCTAGAACGGTGT 

 H/M6: GATGAGTCTAGAACGGTAC 

 H/M7: GATGAGTCTAGAACGGTAT 

选扩引物 
selective amplification primers 

 H/M8: GATGAGTCTAGAACGGTAA 

聚合酶 2.5 U, ddH2O 5.65 μL。PCR 反应条件为:  

94℃变性 2 min; 94℃ 20 s, 66℃ (每个循环递减 1℃), 

30 s, 72℃ 2 min, 10 个循环; 94℃ 20 s, 56℃ 30 s, 

72℃ 2 min, 20 个循环; 60℃延伸 30 min。 
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PCR 产物稀释后使用 ABI 3130 Genetic An-

alyzer 进行 DNA 甲基化多态性检测。使用 Gene 

Mapper V4.0 软件对峰值进行扫描分析和分子量内标

的校正及数据的收集。为确保数据分析可靠性, 选取

重复性高且清晰的条带用于后续数据分析。 

1.3  数据处理和分析 

分析样品中有条带记为“1”, 无条带记为“0”, 

得到样本在所有位点 “0, 1”的 2 维矩阵, 然后进

行统计处理。“0, 1” 二维矩阵的数据采集、数据

分析、表格生成和数据图的产生等采用 Excel 软

件完成, 并进一步对 F-MSAP数据进行相关分析。 

2  结果与分析  

2.1  干露胁迫下长牡蛎 DNA甲基化分析 

不同引物组合最终的扩增结果存在差异, 大

多数片段分布在 50～500 bp, 8 对选扩引物在长牡

蛎闭壳肌和鳃组织的各干露处理组中均记录 483

条扩增条带(表 2)。  

2.2  干露胁迫下长牡蛎 DNA甲基化模式分析 

根据 Hpa II 和 Msp I 双酶切后的基因组 DNA

扩增产生条带的不同, 可将 DNA 甲基化分为 3 种

模式(图 1): Type I 为非甲基化位点, 在 H(Hpa II/ 

EcoR I)和 M(Msp I/ EcoR I)组合酶切下均有条带

出现, 表明 CCGG 位点未出现甲基化; Type II 为

半甲基化位点, 在 H 酶切后出现条带而 M 酶切条

带消失, 表明在 CCGG 位点只有一条 DNA 单链

出现甲基化; Type III 为全甲基化位点, 在 H 酶切

后未出现相应条带而 M 酶切出现条带 , 表明

CCGG 位点 DNA 双链均发生甲基化变化。此外

还存在组合酶切后均无条带模式出现, 可能存在

超甲基化或遗传信息突变, 不用于甲基化水平分

析。干露状态下各时间点长牡蛎甲基化模式见表

2, 对照组 0 d 的闭壳肌和鳃的总体 DNA 甲基化

水平分别为 29.76%和 29.82%, 干露处理 7 d 后, 

甲基化水平分别增加到 51.13%和 56.19%, 显著

高于其他处理时间(P<0.05), 干露 11 d 分别降至

35.06%和 28.99%, 其中鳃组织 DNA 甲基化基本

恢复至对照组水平。两种组织干露时间内半甲基

化、全甲基化以及总甲基化水平均存在显著差异

(P<0.05)。 

2.3  不同组织干露胁迫甲基化模式比较 

干露胁迫下 DNA 甲基化模式发生多态性变

化如图 2 所示, 甲基化变化可分为甲基化程度发

生改变和甲基化程度不发生改变两种模式。其中

甲基化程度发生改变又可分为胁迫前后甲基化水 

表 2  干露胁迫对长牡蛎 DNA甲基化水平 
Tab. 2  The effect of air exposure treatment on the genomic DNA methylation state of Crassostrea gigas 

闭壳肌 adductor 鳃 gill DNA 甲基化模式 
DNA methylation patterns 0 d 0.5 d 1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 0 d 0.5 d 1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d

I 118 104 107 98 122 108 116 113 120 100 114 114 118 99 129 120 

II 29 30 34 31 46 53 44 36 27 34 43 35 37 69 34 25 

III 21 30 34 43 33 60 58 25 24 31 40 39 54 58 47 24 

甲基化条带数 
total methylated bands  

50 60 68 74 79 113 102 61 51 65 83 74 91 127 81 49 

半甲基化水平/% 
hemi-methylated level 

17.26 18.29 19.43 18.02 22.89 23.98 20.18 20.69 15.79 20.61 21.83 18.62 17.70 30.53 16.19 14.79 

全甲基化水平/% 
fully methylated level  

12.50 18.29 19.43 25.00 16.42 27.15 26.61 14.37 14.04 18.79 20.30 20.74 25.84 25.66 22.38 14.20 

总甲基化水平/% 
total methylated level 

29.76 36.59 38.86 43.02 39.30 51.13 46.79 35.06 29.82 39.39 42.13 39.36 43.54 56.19 38.57 28.99 

注: 甲基化条带数= II+III; 半甲基化水平(%) = II / ( I+ II+ III); 全甲基化水平(%) = III / ( I+ II+ III); 总甲基化水(%) = (II+ III) / (I+ II+ III). 

Note: total methylated bands = II+III; hemi-methylated level (%) = II / ( I+ II+ III); fully methylated level (%) = III / ( I+ II+ III); total me-
thylation level (%) = (II+ III) / ( I+ II+ III). 
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图 1  长牡蛎 4 种 DNA 甲基化模式 

H 表示 EcoR I/Hpa II 酶切; M 表示 EcoR I/Msp I 酶切; I 表示

非甲基化条带, II 表示半甲基化条带, III 表示全甲基化条带. 

Fig. 1  Four DNA methylation types in Crassostrea gigas 
H means digested by EcoR I/Hpa II; M means digested by 

EcoR I/Msp I; I means non-methylated sites; II means 
full-methylated sites; III means hemi-methylated sites. 

平不变、胁迫后甲基化水平上升、胁迫后甲基化

水平下降 3 种模式。长牡蛎 DNA 甲基化水平变

化(上升、下降)分别有 4 种状态, a: 超甲基化或变

异位点变为半甲基化位点, b: 非甲基化位点变为

半甲基化位点, c: 非甲基化位点变为全甲基化位

点, d: 超甲基化或变异位点变为全甲基化位点, e: 

半甲基化位点变为超甲基化或变异位点, f: 半甲

基化位点变为非甲基化位点, g: 全甲基化位点变

为非甲基化位点, h: 全甲基化位点变为超甲基化

或突变位点。相比于对照组, 各实验组的条带变

化见表 3。甲基化变异位点总数在两种组织中的

变化情况也与总甲基化水平呈现一致的变化趋势, 

在总共 483 个可读位点中, 实验时间内, 闭壳肌

与鳃组织 DNA 甲基化位点变化情况存在差异, 

甲基化升高位点显著高于甲基化下降位点 (P<  

 

 
 

图 2  DNA 甲基化模式发生多态性变化图谱 

 (a) 对照组样品 EcoR I/Hpa II 酶切, (b) 对照组样品 EcoR I/Msp I 酶切, (c) 实验组样品 EcoR I/Hpa II 酶切, (d) 实验组样品

EcoR I/Msp I 酶切; 箭头及小写字母 a-h 分别表示不同露胁迫下 DNA 甲基化模式发生多态性变化位点; (1)、(2)、(3)、(4)、(5)、

(6)表示不同处理和引物组合: (1) E-ACG+H/M+TCA(11 d), (2) E-ACA+H/M+TCA(1d), (3) E-ACA+H/M+TCA(5 d),  

(4) E-AAG+H/M+TAC(5 d), (5) E-ACA+H/M+TCA(1 d), (6) E-ACA+H/M+TCA(5 d). 
Fig. 2  Mutation patterns of genomic DNA methylation in different air exposure stages 

(a) Digestion of control DNA with EcoR I + Hpa II; (b) Digestion of control DNA with EcoR I+Msp I; (c) Digestion of DNA under 
salt stress with EcoR I+Hpa II; (d) Digestion of DNA under salt stress with EcoR I+Msp I; arrows and lowercases mean the peaks of 

variation sites under air exposure; (1), (2), (3), (4), (5), (6) respectively means primer combinations under different treatments:  
(1) E-ACG+H/M+TCA(11 d), (2) E-ACA+H/M+TCA (1 d), (3) E-ACA+H/M+TCA (5 d), (4) E-AAG+H/M+TAC(5 d),  

(5) E-ACA+H/M+TCA (1 d), (6) E-ACA+H/M+TCA (5 d). 
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表 3  不同干露时间长牡蛎基因组 DNA甲基化变异 
Tab. 3  Mutation patterns of genomic DNA methylation in different air exposure stages 

 
酶切类型 

enzyme diestion type 
条带变异位点 

number of variation site 

 对照 control 样本 sample 闭壳肌 adductor 鳃 gill 

甲基化变异类型 
methylation variation 

type 
 H M H M 0.5 d 1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 0. 5 d 1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d

a + + + – 12 10 7 14 11 17 8 10 13  9  10  11 6 6 

b – – + – 13 19 22 27 35 22 26 16 21  18  22  50 24 18 

c – – – + 10 18 22 19 42 42 15 11 15  22  29  35 28 18 

甲基化上升位点 
methylation site in-
creased 

d + + – + 12 7 12 10 14 11 5 13 15  9  12  20 13 5 

甲基化位点上升位点总数 
total methylation site increased  

47 54 63 70 102 92 54 50 64  58  73  116 71 47 

e + – + + 8 6 7 9 7 6 3 8 5  5  10  4 7 8 

f + – – – 13 16 15 10 13 13 19 10 10  12  12  13 15 17 

g – + – – 7 7 12 12 17 15 14 14 9  7  6  14 13 13 

甲基化下降位点 
methylation decline 
site 

h – + + + 3 3 3 3 0 4 5 6 8  8  6  5 5 7 

甲基化位点下降位点总数 
total methylation decline site 

31 32 37 34 37 38 41 38 32  32  34  36 40 45 

甲基化位点变化位点总数 
total methylation variation site 

78 86 100 104 139 130 95 88 96  90  107  152 111 92 

 

0.05)。甲基化总变异位点在 7 d 时达到最大值, 闭

壳肌和鳃组织的总数分别为 139 和 152, 此后至

11 d, 下降至 95 和 92。相比于甲基化上升变异位

点的变化 , 去甲基化变异位点总数的较为平稳 , 

变异位点数稳定在 31~45, 而甲基化升高变异位

点的变化在 47~116, 在引物组合中, 甲基化降低

和升高位点数均不存在显著差异(P＞0.05)。7 d

时闭壳肌和鳃的甲基化升高变异位点总数分别达

到了 102 和 116, 此后急剧下降, 11 d 时分别降至

54 和 47。实验结果表明在干露胁迫期间与去甲基

化位点相比甲基化增加位点变化更加明显。 

3  讨论 

海产贝类在市场上流通往往要经历不同程度

的干露胁迫。贝类离水后, 能够在露空时间内维

持它的生命力, 由于不能从周围环境中进行充分

的呼吸作用, 会造成血液的 pH 失去恒定性而窒

息死亡。贝类干露时间的长短, 与种类、大小有

差异, 同时又与时间长、温度高成反比, 同种贝类

中, 成贝比稚贝更耐干露。成贝软体部较大, 体内

所含的水分相对较多, 抗干露能力强, 成活率较高[8]。 

无脊椎动物存在不同程度的甲基化, 例如, 黑腹

果蝇(Drosophila melanogaster, 11.95%~28.44%)[17]、

刺参(Apostichopus japonicas, 28.0%~35.77%)[18]、

栉孔扇贝 (Chlamys farreri, 32.79%)和虾夷扇贝

(Patinopecten yessoensis, 24.13%)[19]、背角无齿蚌

(Anodonta woodiana, 35.5%~56%)[20] 、 长 牡 蛎

(Crassostrea gigas, 31.77%~37.92%)[10]、玻璃海鞘

(Ciona intestinalis, 27%)[21], 且甲基化水平往往低

于脊椎动物, 例如, 半滑舌鳎(Cynoglossus semi-

laevis, 86%)[22]、鸡(Gallus gallus, 40%)[14]、猪(Sus 

scrofa, 47.97%~56.98%)[23]。本研究分析对照组长

牡蛎闭壳肌全基因组 DNA 甲基化水平为 29.76%, 

鳃组织甲基化水平为 29.82%, 这一结果与姜群等[10]

对长牡蛎不同组织 DNA 甲基化分析结果基本吻

合(鳃为 31.77%), 但闭壳肌甲基化水平(36.41%)

偏低, 可能是由于样品保存方式、选扩引物等不

同所致。随干露时间增加, 长牡蛎甲基化水平在

0~7 d 逐渐增加, 而 7 d 之后迅速下降。这一变化

趋势有别于一些植物环境胁迫的表观遗传研究结

果 , 植物在干燥胁迫下 DNA 甲基化呈下降趋  

势[1, 24–25]。其原因可能有以下几点, 一是研究对

象不同 , 无脊椎动物与植物体内环境差异较大 , 

基因表达情况也不相同; 二是甲基化统计方式的

差别; 三是胁迫时间点的选择, 不同的时间处理

会反映出动态的甲基化水平变化。干露期间内 , 
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长牡蛎闭壳肌和鳃两种组织的半甲基化和全甲基

化水平变化趋势与总体甲基化水平基本一致, 但

全甲基化模式变化更能反应总体甲基化水平的变

化。从统计方式上来说, 全甲基化与半甲基化虽

均属于 DNA 甲基化, 但是干露胁迫下全甲基化

与半甲基化的作用方式存在差别, 且体现在全甲

基化模式更能反映总体甲基化的变化。 

长牡蛎是营潮间带生活的海洋贝类, 潮水变

动时经常暴露于空气中 , 因此能够适应诸如温

度、盐度、氧气浓度等环境的变化[26–28]。而牡蛎

作为能够较长时间离水生存的海洋无脊椎动物 , 

拥有完善的抗逆机制[29]。鳃是海洋无脊椎动物主

要的呼吸器官, 同时也是双壳贝类最重要的摄食

器官[30]。长牡蛎干露胁迫之后, 不但体内水分丧

失, 鳃的呼吸作用和摄食活动也同时受到抑制。

此时长牡蛎通过无氧环境下的糖酵解反应提供能

量, 此时一些糖酵解酶表达水平上升维持一种厌

氧条件, 使机体具备优良的耐缺氧能力[31]。海洋

无脊椎动物生活环境多变, 生命过程通常伴随着

变态发育、性逆转等复杂行为。与遗传信息相对

稳定相比, 表观遗传变异更能反应机体对环境胁

迫的响应 , 在适应性进化中起到至关重要的作 

用[32–33]。Roberts 等[34]提出 DNA 甲基化的缺失可

增加转录机会, 有利于生物表型可塑性, 增加机

体适应性潜能。Rajasethupathy 等[35]研究发现海兔

(Aplysia)启动子 CpG 岛甲基化能够抑制 CREB2

的转录; Riviere 等[12]检测得到长牡蛎 hox 基因的

非编码片段及第一外显子的甲基化水平与基因表

达负相关。随干露时间延长, 长牡蛎呼吸作用受

到抑制, 机体含水量逐渐下降, 双壳的闭合能力

也受到抑制, 机体活力逐渐下降, 能够引起氧化

胁迫, ATP 合成相关基因表达受到抑制, 形成含

有对细胞成分具有破坏性的活性基团[36], 综上所

述推断, 长牡蛎能量相关基因表达与 DNA 甲基

化水平成负相关。而甲基化水平升高的现象也能

够反映闭壳肌与鳃组织相关的基因表达情况出现

了变化, 其中机制目前还不明确。经对比分析, 长

牡蛎干露胁迫期间甲基化变异比例高于去甲基化

变异比例, 在闭壳肌和鳃组织中差值均呈现先增

加后下降的趋势, 说明整个干露期间, 闭壳肌和

鳃组织甲基化水平升高占据变异情况的主导地

位。干露 7 d 时, 长牡蛎甲基化水平达到最高, 但

是干露 9 d、11 d 时甲基化水平基本下降至初始水

平, DNA 发生了大规模去甲基化。目前关于无脊

椎动物 DNA 去甲基化的研究相对较少, 研究较

为清楚的是在哺乳动物胚胎发育早期和配子发生

过程中存在基因组范围的大规模主动去甲基化反

应[37–38]。正常生物体内 DNA 甲基化和去甲基化

处于动态平衡, 一旦平衡被打破就会导致 DNA

甲基化模式改变 , 影响生物体的正常生长发育 , 

长牡蛎经历长时间干露, 则会发生衰弱甚至死亡。 
本研究反映了在干露情况下长牡蛎 DNA 甲

基化的相关变化。经历长时间干露仍然存活的长
牡蛎相较于正常生存的个体表观遗传结构发生改
变, 使得相关基因表达或抑制其表达, 进而增强
长牡蛎抗干露能力。此外, 在不同干露时间长牡
蛎相关组织 DNA 中发生不同的甲基化与去甲基
化现象, 这些特异位点可能与呼吸和肌肉收缩表
达调控相关。另一方面, 存在处理前后保持一致
的甲基化与非甲基化水平的位点, 则可以说明长
牡蛎应对干露胁迫时, 机体发生了复杂的表观调
控, 使其一定程度适应环境变化。但具体机理需
通过分子生物学手段如基因克隆、原位杂交、免
疫印迹检测等技术进行进一步探索。 
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Effects of air exposure on genomic DNA methylation in the Pacific 
oyster (Crassostrea gigas) 

ZHANG Xin, LI Qi, YU Hong, KONG Lingfeng 

Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China 

Abstract: The Pacific oyster (Crassostrea gigas) inhabits the intertidal zone and shows tolerance to air exposure 
conditions. Most marine invertebrates have been demonstrated to suffer large-scale mortality following sudden 
changes in osmolality, causing huge economic losses to commercial aquaculture. To explore the effect of air ex-
posure on the genomic DNA methylation of marine shellfish, methylation polymorphisms in genomic DNA in the 
Pacific oyster were analyzed using the fluorescence-labeled methylation sensitive amplified polymorphism 
(F-MSAP) technique. The oysters were exposed to air individually for 0 d, 0.5 d, 1 d, 3 d, 5 d, 7 d, 9 d, and 11 d. 
The incidence of DNA methylation in adductor and gill tissue was 29.76% and 29.82%, respectively, in the control 
group (day 0). Compared with the control group, the level of total methylation in various groups under air expo-
sure increased initially, after which it decreased. The total level of methylation on days 0.5, 1, 3, 5, 7, 9, and 11 
was 36.59%, 38.86%, 43.02%, 39.30%, 51.13%, 46.79%, and 35.06%, respectively, in adductor tissues and 39.3%, 
42.13%, 39.36%, 43.54%, 56.19%, 38.57%, and 28.99%, respectively, in gill tissues. The methylation level on day 
7 was higher than that following other air exposure durations (P<0.05); at the end of the experiment (11 d), the 
methylation level nearly returned to that of the control. Moreover, data regarding genomic DNA methylation mu-
tation patterns at CCGG sites were not consistent with cytosine methylation patterns and patterns of variation be-
tween adductor and gill tissue; hypermethylation sites were more numerous than demethylation sites (P<0.05), 
indicating that remarkable changes occurred in the hypermethylation sites of the Pacific oyster. The results of the 
present study implied that the alteration of methylation patterns in C. gigas in response to air exposure might be 
strongly linked to stress resistance. These studies are fundamental to direct further research regarding DNA me-
thylation in the aquatic shellfish epigenome, specific gene expression, and stress tolerance. 

Key words: Crassostrea gigas; air exposure; DNA methylation; fluorescence-labeled methylation sensitive ampli-
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