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摘   要：【目的】探究不同致病力青枯雷尔氏菌连续传代过程中致病力、DNA 甲基化水平与模式

的变化。【方法】将不同致病力青枯雷尔氏菌连续传代培养 50 次，通过弱化指数(attenuated index, 
AI)和接种番茄盆栽苗，分析其 F1 和 F50 菌株致病力变化；采用甲基化敏感扩增多态(methylation 
sensitive amplification polymorphism, MSAP)技术分析不同致病力和传代数青枯雷尔氏菌 DNA 甲

基化水平变化；利用荧光定量 PCR (real-time fluorescent quantitative PCR, qRT-PCR)技术分析 DNA
甲基化和去甲基化相关酶基因的表达量变化。【结果】经连续传代 50 次后，强致病力菌株

FJAT15304 和过渡型菌株 FJAT445 均变为无致病力菌株，而无致病力菌株 FJAT15249 仍然保持其

无致病力特性。MSAP 分析显示，与 F1 菌株相比，强致病力菌株传代 50 次的 FJAT15304.F50 和致

病力衰退型菌株传代 50 次的 FJAT445.F50 的总甲基化率分别增加 7.82%和 38.22%；无致病力菌株

FJAT15249 的 F1 和 F50 的总甲基化率均为 33.33%；强致病力和过渡型菌株的主要甲基化模式为全甲

基化，其全甲基化率高于半甲基化率，而所有无致病力菌株主要甲基化模式为半甲基化。qRT-PCR
分析表明，强致病力和过渡型菌株连续传代致病力衰退菌株的 DNA 甲基化酶相关基因 dam、dcm
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和 ftsZ 表达量显著增加，而去甲基化酶相关基因 alkB 表达量显著降低，推测 DNA 甲基化水平变化

在致病力衰退过程起重要作用。【结论】青枯雷尔氏菌连续传代出现致病力衰退现象，这种致病力

衰退可能与 DNA 甲基化水平有关。本研究为利用无致病力菌株防治青枯病害提供依据。 

关键词：青枯雷尔氏菌；连续传代培养；DNA 甲基化；甲基化敏感扩增多态性 

Methylation sensitive amplification polymorphism of 
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Abstract: [Objective] To investigate the changes of pathogenicity and DNA methylation 
levels and patterns of Ralstonia solanacearum strains with different pathogenicity during 
consecutive subculture. [Methods] R. solanacearum strains with different pathogenicity were 
consecutively subcultured for 50 passages. The pathogenicity of different strains was 
determined by the attenuated index (AI) method and the pot experiments. Methylation sensitive 
amplification polymorphism (MSAP) analysis was performed to profile the DNA methylation 
levels of different strains. Moreover, the relative expression levels of genes related to 
methylases and demethylases were determined by real-time fluorescent quantitative PCR 
(qRT-PCR). [Results] After 50 passages, both of the virulent strain FJAT15304 and the 
intermediate strain FJAT445 evolved into avirulent strains, while the avirulent strain 
FJAT15249 remained to be avirulent. Compared with F1 strains, FJAT15304.F50 and 
FJAT445.F50 showed the total methylation rates increasing by 7.82% and 38.22%, respectively. 
However, both of FJAT15249.F1 and FJAT15249.F50 had the total methylation rate of 33.33%. 
Full methylation was the main pattern in the virulent and intermediate strains, while 
hemi-methylation was the main pattern in all the avirulent strains. Compared with F1 strains, 
strains FJAT15304.F50 and FJAT445.F50 showed up-regulated expression of three 
methylase-related genes dam, dcm, and ftsZ and down-regulated expression of 
demethylase-related gene alkB, which suggested that the change of DNA methylation might 
play a key role in the debilitation of pathogenicity. [Conclusion] The pathogenicity of R. 
solanacearum attenuates during the consecutive subculture, which might be related to the level 
of DNA methylation. The findings provide a scientific basis for the application of avirulent 
strains in the biocontrol of bacterial wilt.  
Keywords: Ralstonia solanacearum; consecutive subculture; DNA methylation; methylation 
sensitive amplification polymorphism 
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青枯雷尔氏菌(Ralstonia solanacearum，简称青

枯菌)可导致多种重要经济作物毁灭性枯萎[1]，被认

为是全球危害最大的植物病原菌之一 [2-3]，在

“9·11”事件发生之后，美国一度将青枯菌列为十大

农业恐怖微生物之首 [4]。作为复合种 (species 
complex)，青枯菌呈现出高度种下分化的多态性[5]。

在自然状态、继代培养和回接植株时，青枯菌均

会出现致病力分化现象[6-8]，存在强致病力型、

无致病力型及致病力衰退型菌株[9]。研究表明青

枯菌强致病力菌株会丧失致病性，弱化成无致病

力菌株[10]，而无致病力菌株一般无法恢复为强致

病力菌株[11]。1993 年，张长龄等对青枯菌连续传

代 5 次后，观察到其致病力出现衰退现象[8]。 
DNA 甲基化是一种常见的表观遗传修饰，

在生命体的生理生化反应中起重要作用，调节基

因的表达与关闭，如限制修饰系统(restriction 
modification systems, R-M 系统)、DNA 复制与修

复、转录和翻译等[12]。DNA 甲基化在维持正常

细胞功能、调控组织特异性基因表达、保持转座

子沉默和疾病的发生过程中都十分重要[13]。细

菌以 S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl methionie, 
SAM)作为甲基供体，通过 R-M 系统和孤儿甲基

转移酶实现 N6-腺嘌呤(m6A)、C5-胞嘧啶(m5C)
和 N4-胞嘧啶(m4C)的甲基化修饰[14-15]。细菌中

的 DNA 甲基转移酶主要包括 DNA 腺嘌呤甲基

化酶(DNA adenine methylase, Dam)、细胞周期调

控性甲基化酶(cell cycle-regulating methylases, 
CcrM)和 DNA 胞嘧啶甲基化酶(DNA cytosine 
methylase, Dcm)[16]。Dam 是第一个发现的孤儿

甲基转移酶，其介导的甲基化通过调控其他基因

转录，间接调控关键毒力因子的表达[17]。CcrM
是另一类重要的孤儿甲基转移酶，对细菌生命周

期调控非常关键，其介导的 DNA 甲基化直接激

活细胞分裂所必需基因 ftsZ 的转录[18]。另外，

去甲基化基因 alkB 在 m6A 去甲基化中起重要作

用，能修复 DNA 碱基异常甲基化[19-20]。 
甲基化敏感扩增多态(methylation sensitive 

amplification polymorphism, MSAP)技术是检测

基因组 DNA 甲基化的重要方法之一，它是在扩

增片段长度多态性 (amplified fragment length 
polymorphism, AFLP)技术的基础上发展起来的，

根据 Hpa II 和 Msp I 对甲基化敏感性的不同，将

基因组 DNA 划分为全甲基化(双链甲基化)和半

甲基化(单链甲基化)两种不同模式，同时可以检

测 DNA 总甲基化水平[21]。本研究将不同致病力

青枯菌连续传代培养，采用 MSAP 技术对不同

致病力和传代数青枯菌的基因组 DNA 进行甲基

化分析，旨在探究青枯菌传代过程 DNA 甲基化

水平与模式，有利于揭示青枯菌致病力衰退的分

子机制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

青枯雷尔氏菌强致病力菌株 FJAT15304、无

致病力菌株 FJAT15249 和致病力衰退型菌株

FJAT445 分别分离自福建省莆田市荔城区东阳

村番茄青枯病发病田块的病株、健株、健株[9]，

由福建省农业科学院资源环境与土壤肥料研究

所收集并保存。 
青枯雷尔氏菌鉴别采用氯化三苯基四氮唑

(triphenyltetrazolium chloride, TTC)培养基[22]，液

体培养采用 SP 培养基[9]。 
番茄品种为‘金石王 1 号’，厦门如意种苗高

科技股份有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂

盒，EcoR I、Msp I、HpaII 等限制性内切酶，基

因组 DNA 接头的连接试剂等，北京全式金生物

技术有限公司；引物合成由福州博尚生物技术有

限公司完成。 

1.2  青枯菌的连续传代培养 
将不同致病力的青枯菌活化于 TTC 平板
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上，30 ℃培养 48 h，挑选单菌落接种于 SP 培养

基，30 ℃、180 r/min 培养 24 h。前期研究发现[23]，

青枯菌培养 24 h 时处于稳定生长期。为了保证

菌种稳定和连续传代的长期操作，选择 24 h 为

一个传代周期。每次传代按体积分数 1%接种量

接种到 SP 液体培养基，连续传代 50 次(F50)。 

1.3  青枯菌的致病力测定 
采用弱化指数结合番茄盆栽苗接种试验对

不同致病力及传代数青枯菌进行致病力测定。弱

化指数(attenuated index, AI)测定参照刘波等[24]

方法：青枯菌于 TTC 平板 30 ℃培养 2 d，选取

10 个单菌落，在体视显微镜下测量整个菌落和

红斑直径，计算 AI 值(菌落红斑直径/菌落直径)，
强致病力菌株的 AI≤0.65，无致病力菌株的

AI≥0.75，过渡型菌株的 AI 值范围在 0.65−0.75
之间。致病力的生物测定：将上述 TTC 平板

上活化好的青枯菌单菌落转接至 SP 液体培养

基中，30 ℃、170 r/min 振荡培养 24 h 后，用

清水将培养液稀释至 1×107 CFU/mL。番茄苗种植

于含有 1 kg 栽培基质的 10 cm×12 cm 的盆钵中，

植株定植 3 d 后接种处理。采用灌根接种法，即

沿着植株根围缓缓浇入菌液，接种量为 80 mL/盆，

等量清水灌根为阴性对照，每个处理 10 盆，菌剂

处理和清水对照处理各重复 3 次，接种后每天

(持续 30 d)观察植株发病情况，计算发病率。

发病率(%)=∑发病株数/总株数×100。 

1.4  青枯菌DNA甲基化MSAP体系的建立 
1.4.1  基因组 DNA 提取及双酶切 

采用细菌 DNA 提取试剂盒提取青枯菌基因

组 DNA，具体操作步骤参照试剂盒说明书。分

别用 EcoR I/Hpa II 和 EcoR I/Msp I 对 DNA 进行

双酶切。酶切反应体系 (25 μL)：模板 DNA   
(100 ng/μL) 5.0 μL，EcoR I (20 U/μL) 0.5 μL，

Msp I (或 Hpa II) (20 U/μL) 5.0 μL，10×Buffer T 
2.5 μL，ddH2O 12 μL。酶切反应程序：37 ℃ 12 h，

65 ℃ 20 min，最后 4 ℃保存备用。 
1.4.2  基因组 DNA 连接、预扩增和选择性扩增 

连接反应体系(20 μL)：酶切产物 8 μL，T4 
DNA 连接酶(5 U/μL) 2 μL，连接酶缓冲液 3 μL，

EcoR I和HpaII-Msp I接头引物(5 μmol/L)各 2 μL，
ddH2O 3 μL。连接反应程序：16 ℃恒温水浴锅

静置培养过夜，70 ℃灭活 10 min，−20 ℃保存

备用。 
预扩增PCR反应体系(25 μL)：连接产物2 μL，

2×EasyTaq PCR SuperMix 12 μL，预扩增上、下

游引物(10 µmol/L)各 2 µL，ddH2O 7 μL。PCR
反应程序：95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 1 min，72 ℃
延伸 1 min，共 35 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。 

选择性扩增 PCR 反应体系(25 μL)：预扩增

产物 20 倍稀释液 5 μL ， 2×EasyTaq PCR 
SuperMix 12 μL，选择性扩增上、下游引物    
(10 µmol/L)各 2 µL，ddH2O 4 μL。PCR 反应程

序：94 ℃变性 30 s，65 ℃ (每个循环降低 0.7 ℃)
退火 30 min，72 ℃ 延伸 1 min，共 13 个循环；

94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，
共 23 个循环；72 ℃终延伸 10 min。接头、预扩

增及选择性扩增引物序列见表 1。 
1.4.3  电泳 

采用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测选择

性扩增产物。电压 1 800 V 预电泳 30 min，使凝

胶预热。然后上样，1 200 V 电泳 2.0−2.5 h，取

出凝胶，银染显色。 
1.5  总 RNA 提取、cDNA 合成和荧光定量

PCR 
总 RNA 提取和 cDNA 反转录参照相应试剂

盒操作说明进行，引物序列见表 2。荧光定量

PCR 反应体系(20 μL)：模板 cDNA (300 ng/μL) 
2 µL，TB Green 10 µL，上、下游引物(10 µmol/L)
各 0.4 µL，Dye II 0.4 µL，ddH2O 6.8 µL。PCR
反应程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃
退火/延伸 34 s，共 40 个循环。 
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表 1  MSAP 分析的引物序列 
Table 1  Primer sequences for MSAP analysis 
Primer type EcoR I (E) Hpa II/Msp I (HM) 

Primer name Sequence (5′→3′) Primer name Sequence (5′→3′) 
Adapter EF CTCGTAGACTGCGTACC HMF GACGATGAGTCTAGAA 

ER AATTGGTACGCAGTC HMR CGTTCTAGACTCATC 
Pre-amplification E00 GACTGCGTACCAATTCA HM00 ATCATGAGTCCTGCTCGG 
Selective amplification E1 GACTGCGTACCAATTCAACA HM1 ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG 

E2 GACTGCGTACCAATTCAAAG HM2 ATCATGAGTCCTGCTCGGTTA 
E3 GACTGCGTACCAATTCAAAT HM3 ATCATGAGTCCTGCTCGGTGT 
E4 GACTGCGTACCAATTCAACT HM4 ATCATGAGTCCTGCTCGGTGC 
E5 GACTGCGTACCAATTCAACC HM5 ATCATGAGTCCTGCTCGGTAC 
E6 GACTGCGTACCAATTCAAAA HM6 ATCATGAGTCCTGCTCGGTCG 

 
表 2  用于荧光定量 PCR 检测的 DNA 甲基化酶和去甲化酶相关基因的引物序列 
Table 2  Primer sequences of methylase and demethylase related genes used in RT-qPCR 
Gene Gene description Primer sequence (5′→3′) 
dam N6 adenine-specific DNA methyltransferase F: TGGTCGTTGTGCTCGTAATAG 

R: GGACAAATCAGCGTGCATAAC 
dcm C5 cytosine-specific DNA methylase F: CTGAAGGTGCTCAACTACGG 

R: TGATCCACTTGTCTTCCGC 
ftsZ Cell division protein FtsZ F: CCGAGACCAAGGAAGTGATG 

R: GTAGACCGTACCGAAGATGAC 
alkB Oxidative demethylase F: GTAATCCCGCTCATCCTTGTC  

R: GCTTCCCAGGCTTCACG 
 

1.6  数据统计分析 
采用 Excel 2007 和 DPS 17.10 软件对数据进

行统计和方差分析。MASP 分析时，将聚丙烯酰

胺凝胶电泳图谱上有条带标记为“1”，无条带记

为“0”，组成二次元矩阵，统计分析青枯菌 DNA
的甲基化多态性。 

2  结果与分析 
2.1  青枯菌连续传代过程致病力衰退 

比较不同致病力青枯菌的 F50和 F1代菌株菌

落形态的异质性，结果表明，强致病力菌株

FJAT15304 连续传代 50 次后菌落形态发生明显

变化(图 1)，FJAT15304.F50 的 AI 平均值为 0.76，
显著高于 FJAT15304.F1的 AI 值(0.52) (P=0.031)；
无致病力菌株 FJAT15249 的 F50 和 F1 代菌株的

AI 平均值分别为 0.85 和 0.88，差异不显著

(P=0.448)；致病力衰退型菌株 FJAT445 的 F50

和 F1 代菌株 AI 平均值分别为 0.80 和 0.69，二

者之间差异达显著水平(P=0.038) (表 3)。 
比较不同致病力及传代数青枯菌接种番茄植

株后的发病情况，结果表明，接种强致病力菌株

FJAT15304.F1 第 5 天，植株开始发病(发病率为

19.44%)，接种 21 d 后植株完全发病(发病率为

100%)；番茄接种致病力衰退型菌株 FJAT445.F1

第 10 天，植株开始发病，发病率为 9.72%，接

种 21 d 后植株发病率为 29.16%；无致病力菌株

及传代导致致病力衰退的菌株接种番茄，在观察

期(21 d)内，植株均未出现发病症状(表 3)。 

2.2  青枯菌基因组 DNA 的选择性扩增 
Hpa II (简称 H)和 Msp I (简称 M)是一组同 
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图 1  不同致病力青枯菌的 F1 和 F50 代菌株弱化指数测定 
Figure 1  Attenuation index determination of F1 and F50 generations of Ralstonia solanacearum with different 
pathogenicity. A and B were FJAT15304.F1 and FJAT15304.F50, respectively; C and D were FJAT445.F1 and 
FJAT445.F50, respectively; E and F were FJAT15249.F1 and FJAT15249.F50, respectively. 
 

表 3  供试青枯菌的弱化指数及其接种后番茄青枯病发病率 
Table 3  The attenuation index (AI) value and disease incidence (DI) values of tomato seedlings using the 
tested Ralstonia solanacearum strains 
Strain number AI  P-value DI (%) 

5 d 10 d 15 d 21 d 
FJAT15304.F1 0.52±0.10 0.031 19.44±2.40 62.50±4.17 84.72±2.41 100.00±0.00 
FJAT15304.F50 0.76±0.08 0 0 0 0 
FJAT445.F1 0.69±0.02 0.038 0 9.72±2.41 22.22±2.41 29.16±4.17 
FJAT445.F50 0.80±0.05 0 0 0 0 
FJAT15249.F1 0.88±0.05 0.448 0 0 0 0 
FJAT15249.F50 0.85±0.06 0 0 0 0 
Mean count ± standard deviation (n=10 and 3 for AI and DI, respectively ) 
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裂酶，可识别并切割 5′-CCGG-3′序列，其中，

H 只识别并切割半甲基化的 5′-CCGG-3′序列；

M 只 能 切割 外部 胞嘧 啶未 发生 甲基 化的

5′-CCGG-3′序列。研究发现，供试菌株经选择性

PCR 扩增可划分为 4 种类型(图 2)：I 型(无甲基

化或半甲基化类型)，H 和 M 酶切产物扩增均有条 
 

 
 

图 2  选择性扩增产物经 6%聚丙烯酰胺凝胶电泳结果 
Figure 2  Results of selective amplification in 6% polyacrylamide gel electrophoresis. Types I, II, and III were 
non-methylated, full-methylated, and hemi-methylated sites, respectively; M and H were EcoR I+Msp I and EcoR I+ 
Hpa II double digestion, respectively; M1 is DNA marker; Lane 1−6 are FJAT15304.F1, FJAT15249.F1, 
FJAT445.F1, FJAT15304.F50, FJAT15249.F50, and FJAT445.F50, respectively. The areas of a-f were the results of 
selective amplification for primers of E1/HM1, E2/HM2, E3/HM3, E4/HM4, E5/HM5, and E6/HM6, respectively. 
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带(图 2，红色方框)；II 型(全甲基化类型)，M 酶

切产物扩增有条带，H 酶切产物扩增无条带(图 2，
黑色方框)；III 型(半甲基化类型)，H 酶切产物扩

增泳道有条带，M 酶切产物扩增泳道无条带(图 2，
白色方框)；IV 型，不存在 CCGG 位点，或内、

外侧胞嘧啶同时甲基化，鲜少见此甲基化类型。 
经引物对 E1/HM1 的选择性 PCR 扩增，

FJAT15304.F1、FJAT15249.F1、FJAT15249.F50、

FJAT15304.F50和 FJAT445.F50出现 I、II 和 III 型，

FJAT445.F1只出现 I 和 II 型；经引物对 E2/HM2的

PCR 扩 增 ， FJAT15304.F1 、 FJAT15249.F1 、

FJAT445.F1 和 FJAT445.F50 出现 I、II 和 III 型，

FJAT15304.F50只出现 III 型，而 FJAT15249.F50只

出现 I 和 II 型；经引物对 E3/HM3的 PCR 扩增，

除 FJAT15304.F50只出现 I 型外，其他菌株都出现

I、II 和 III 型；经引物对 E4/HM4的 PCR 扩增，6 个

菌株都出现 I、II 和 III 型；经引物对 E5/HM5的 PCR
扩增，除 FJAT15304.F1只出现 I 型，其余菌株都出

现 I、II 和 III 型；经引物对 E6/HM6的 PCR 扩增，

所有菌株都出现 I、II 和 III 型。此外，供试菌株经

所有引物的选择性 PCR 扩增均未出现 IV 型(图 2)。 

2.3  青枯菌连续传代过程DNA 甲基化水平分析 
MSAP 技术分析连续传代过程青枯菌的 DNA

甲基化水平变化情况，聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

见图 2，统计结果见表 4。不同致病力及传代数青

枯菌的总甲基化率较高，在 33.33%−48.57%之间。

强致病力菌株 FJAT15304 连续传代 50 次后，总扩

增条带数由 F1 的 62 条减少至 F50 的 30 条，与

FJAT15304.F1 相比，FJAT15304.F50 的总甲基化率

增加 7.82%，全甲基化率增加 141.01%，而半甲基

化率降低 39.20%；致病力衰退型菌株 FJAT445 连

续传代 50 次后，菌株的甲基化变化规律与强致病

力菌株连续传代菌株的甲基化变化规律相似，与

其 F1菌株相比，FJAT445.F50菌株的总扩增带数降

低 52.70%，总甲基化率增加 38.22%，全甲基化率

增加 178.80%，而半甲基化率降低 15.44%；无致

病力菌株 FJAT15249 连续传代 50 次后，F50与 F1

菌株的总甲基化率均为 33.33%。 

2.4  青枯菌连续传代过程 DNA 甲基化相关

酶基因的表达分析 
细菌甲基化水平是由甲基化酶和去甲基化酶

共同维持的[25]。因此，对青枯菌连续传代过程的

DNA甲基化酶和去甲基化相关酶基因进行荧光定

量 PCR 分析，结果表明，与 F1 菌株相比，强致

病力菌株 FJAT15304 和致病力衰退型菌株

FJAT445 连续传代 50 次后，DNA 甲基化酶相关

基因 dam、dcm 和 ftsZ 表达量显著增加(P<0.01)，
而去甲基化酶基因 alkB 表达量显著降低；无致病

力菌株 FJAT15249 连续传代过程中，DNA 甲基化

酶基因 dcm 表达量显著增加(P<0.01)，去甲基化酶

基因 alkB 表达量显著降低(P<0.05)，而 DNA 甲基化

酶基因 dam 和 ftsZ 表达量未发生明显变化(图 3)。 
 

表 4  不同致病力及传代数青枯菌 DNA 甲基化 MSAP 分析 
Table 4  MSAP analysis of DNA methylation for Ralstonia solanacearum with different pathogenicity and 
generation 
Strain number Pattern Total amplified 

bands 
Methylated sites Total methylated  

band ratio (%) 
Full-methylated 
ratio (%) 

Hemi-methylated 
ratio (%) I II III 

FJAT15304.F1 39 6 17 62 23 37.10 9.68 27.42 
FJAT445.F1 48 11 15 74 26 35.14 14.86 20.27 
FJAT15249.F1 46 15 8 69 23 33.33 21.74 11.59 
FJAT15304.F50 18 7 5 30 12 40.00 23.33 16.67 
FJAT445.F50 18 11 6 35 17 48.57 31.43 17.14 
FJAT15249.F50 44 11 11 66 22 33.33 20.66 12.67 
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图 3  青枯菌连续传代过程 DNA 甲基化和去甲基化相关酶基因的表达水平 
Figure 3  The expression level of methylation-related and demethylation-related enzyme genes for Ralstonia 
solanacearum virulent (A), intermediate (B) and avirulent strains (C) during consecutive subculture. Error bars 
represent the standard of three biological replicates. *, **, and ns indicate a significant difference at 0.05 and 
0.01 levels, and no significant difference of gene relative expression between strains of F1 and F50. 
 

3  讨论 
环境胁迫、体外和植株体内继代培养，青枯

菌均会出现致病力衰退现象[26-28]。Wang 等发现

解淀粉芽胞杆菌 T-5 的挥发性物质会致弱青枯

菌毒力[26]。刘颖研究发现，在酸(pH 4.9)和低温

(20 ℃)胁迫条件下，长期继代培养的青枯菌从典

型强致病力菌株菌落形态转变为无致病力菌落

形态[27]。Guidot 等发现青枯菌在寄主植株中连

续继代 14−15 代，82%的菌落从强致病力形态转

为无致病力形态[28]。本研究发现，青枯菌强致

病力菌株 FJAT15304 连续传代 50 次后菌落形态

发生明显变化，FJAT15304.F50 的弱化指数(0.76)

显著高于其 F1(0.52) (P=0.031)，该菌株接种番茄

植株不发病，表明其为无致病力菌株。过渡型菌

株 FJAT445 连续传代 50 次后，无论菌落形态还

是接种番茄试验，均证实其为无致病力菌株，表

明青枯菌连续传代会出现致病力衰退现象。

Wang 等研究表明，传代培养可使致病力相关基

因丢失或发生变异而不表达，随着传代次数增

加，突变不断积累，群体中衰退型细胞数量增加，

致使群体致病力表型出现衰退[29]。 

细菌 DNA 甲基化修饰在 DNA 复制起始、

错配修复、细菌毒力等方面发挥重要功能[17,30]。

Blow 等通过对 200 余种不同细菌和古细菌等的

研究发现，超过 180 种的生物体中存在 DNA 甲

基化，并在生物体的毒力调节、抗生素耐药性、

氧化适应等生理生化中发挥重要作用[31]。Kumar
等研究发现，m4C 和 m5C 均参与幽门螺杆菌基

因的表达调控，m4C 调控菌株自然转化能力、

编码毒力基因、核糖体组装和细胞成分等[32]，

m5C 在菌株的运动、黏附和毒力中起重要作用[33]，

本研究发现，青枯菌强致病力菌株和过渡型菌株

连续传代致病力衰退后，其 DNA 甲基化水平显

著增加，总甲基化率分别提高 7.82%和 38.22%，

而无致病力菌株连续传代过程 DNA 甲基化率未

发生明显变化，表明青枯菌 DNA 甲基化水平可

能与其致病力衰退存在一定的关联性，研究结果

与 Nye 等对链球菌的甲基化研究结果相吻合，

Nye 等研究发现链球菌 MEW123 基因组的基因

编码区存在高占比的 m6A 甲基化位点，影响毒

力相关基因的表达[34]。此外，本研究发现全甲

基化是青枯菌强致病力菌株和过渡型菌株基因

组 DNA 甲基化的主要模式，表现为全甲基化率
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大于半甲基化率，而自然分离的无致病力菌株或

连续传代 50 次后的无致病力菌株的 DNA 全甲

基化率均低于半甲基化率，表明半甲基化是无致

病力菌株 DNA 甲基化的主要模式。 
DNA 甲基化水平主要是由 DNA 甲基转移

酶和去甲基化酶创建和维持的[25]。Dam 及其同源

蛋白一直是细菌表观调控最重要的范例之一[12]。

dam 缺失后基因突变率升高[35]，许多基因表达发

生改变[36]。Wion 等研究表明，dam 缺失导致的

GATC 甲基化缺失，会引起沙门菌毒力减弱[37]。

本研究对不同致病力青枯菌连续传代过程 DNA
甲基化酶基因 dam、dcm 和 ftsZ，以及去甲基化

酶基因 alkB 的表达水平变化分析，发现与 F1 菌

株相比，强致病力和过渡型菌株连续传代致病力

衰退菌株的 DNA 甲基化酶相关基因表达量显著

增加，而 DNA 去甲基化酶相关基因的表达量显

著降低，与 MSAP 结果相吻合，表明这些基因

参与青枯菌 DNA 甲基化的调控。 
青枯菌 DNA 甲基化位点的特征及其在整个

基因组的分布，特定甲基化转移酶、去甲基化酶

相关基因的表达、功能及其如何在分子水平上表

观调控基因表达，青枯菌 DNA 甲基化与其致病

力调控网络相关基因表达的关联性有待进一步

研究与验证。 

4  结论 
本研究对不同致病力青枯菌进行连续传代

培养，通过弱化指数 AI 值和番茄盆栽苗接种试

验，确定强致病力和过渡型菌株连续传代 50 次

后，为无致病力菌株，而无致病力菌株连续传代

50 次后，保持无致病力特性。随后利用 MSAP
技术分析不同致病力及传代数菌株的 DNA 甲基

化水平，表明青枯菌 DNA 甲基化水平较高，而

且其 DNA 甲基化水平可能与致病力衰退有关，

无致病力菌株以 DNA 半甲基化为主要模式，强

致病力和过渡型菌株以 DNA 全甲基化为主要模

式。进一步利用荧光定量 PCR 分析不同致病力

及传代数青枯菌 DNA 甲基转移酶和去甲基化酶

相关基因的表达水平，明确这些基因参与青枯

菌 DNA 甲基化的调控。本研究最终为揭示青枯

菌致病力衰退的分子机制提供理论依据，并为

利用无致病力菌株防治青枯病害提供新的思路

和依据。 
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