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湖北地区烟草青枯菌系统发育分析 
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摘  要：本研究采用青枯菌演化型分类框架，对来源于湖北烟区的 48个烟草青枯菌进行系统发育学分析并进行序列变种鉴

定，以明确该地区烟草青枯菌的菌系分化。基于青枯菌内切葡聚糖酶基因（egl）和 DNA蛋白修复基因（mutS）的系统发育

学分析结果表明，48个供试菌株属于青枯菌亚洲分支（演化型Ⅰ）的 3个序列变种，分别为序列变种 15、17和 44，未发现

我国已报道的烟草青枯菌序列变种 34。其中序列变种 17和 44为优势菌系，且均来源于恩施地区；序列变种 15只包含来源

于十堰地区的 3个菌株。本研究表明湖北地区烟草上的青枯菌存在一定程度的遗传分化。 
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Phylogenetic Analysis of Tobacco Ralstonia solanacearum strains from Hubei 
Province 
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Abstract: For further details physiological specialization of Ralstonia solanacearum strains isolated from Hubei Province, 48 
R.solanacearum strains of tobacco were analyzed using the phylotype classification schemes. Phylogenetic analysis of endoglucanase 

gene(egl) and DNA mismatch repair protein gene(mutS) sequences showed that all isolates belonged to phylotypeⅠ, including 3 

different sequevars 15, 17 and 44. 19 strains were belonged to sequevar 17 and 26 strains were belonged to sequevar 44, Only 3 
strains were identified as sequevar 15. R.solanacearum strains of tobacco from Hubei Province had genentic differentiation of 
sequevar level. 
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烟草青枯病是由青枯雷尔氏菌（Ralstonia 

solanacearum）引起的危害世界烟叶生产的重要土

传病害，1864年在印度尼西亚首次报道了青枯菌对

烟草的毁灭性危害[1]。1940年前后，该病在美国的

北卡罗来纳州猖獗危害，此后，又逐渐成为日本、

澳大利亚、韩国等许多产烟国家烟草上重要病害[2]。

烟草青枯病在我国长江流域及其以南烟区普遍发

生，其中尤以福建、贵州、云南、湖南及广西烟区

危害最为严重[3]。近年来，该病逐渐向北方烟区扩

展蔓延，辽宁、河南及陕西等省均有该病发生的报

道[4-5]。 

传统的分类框架是根据青枯菌的寄主范围或

对 3种双糖和 3种己醇的利用能力将其划分为 5个

生理小种（race1, 2, 3, 4和 5）或 6个生化型（biovarⅠ，

AⅡ ， TⅡ ，Ⅲ，Ⅳ和Ⅴ）[6-7]。2005年，Fegan等[8]

提出了新的青枯菌划分框架，将青枯菌依次划分为

种（Species）、演化型（Phylotype）、序列变种

（Sequevar）和克隆（Clone）4 个分类水平，并分

别建立了与之相对应的鉴定方法。其中演化型的划

分与青枯菌地理起源紧密相关，即演化型Ⅰ、Ⅱ、
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Ⅲ和Ⅳ。基于青枯菌内切葡聚糖酶基因（egl）和

DNA修复蛋白基因（mutS），每一个演化型又可划

分为不同的序列变种，目前青枯菌已划分出 53 个

序列变种[9-10]。 

我国对烟草青枯病菌菌系的研究大多以传统

的生理小种和生化型测定为主，而应用最新的演化

型分类框架对烟草青枯菌的菌系分化研究较少。郑

向华等[11]采用 RAPD 法对广东省烟草青枯病菌的

遗传多样性进行了研究；Xu 等[12]和潘哲超等[13]采

用演化型分类框架对福建及贵州等地的 62 个烟草

青枯菌菌株进行了系统发育分析。近年来，随着湖

北烟草生产的不断发展，烟草青枯病的发生也日趋

严重，本研究在湖北恩施地区的烟草青枯菌进行了

生理分化研究的基础上[14]，采用国际最新的青枯菌

演化型分类框架，对湖北省青枯病危害较重烟区的

烟草青枯菌进行系统发育学分析并进行序列变种

鉴定，为湖北地区青枯病的防控工作及烟草的抗青

枯病育种提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

2013 年和 2014 年分别从湖北省恩施州和十堰

市的 12 个种烟乡镇采集分离烟草青枯菌株，共获

得48个烟草青枯菌株。供试菌株和参考菌株见表1。 

1.2  供试菌株 egl基因的扩增 

选 用 MiniBEST Bacterial Genomic DNA 

Extraction试剂盒（ver3.0，大连宝生物工程有限公

司）提取 48 个供试菌株基因组 DNA，以此 DNA

为模板，对供试菌株的 egl基因进行 PCR扩增。 

用于扩增内切葡聚糖酶（egl）基因的引物为：

Endo-F（5'-ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3）和

Endo-R(5'-GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3')[15]。

PCR扩增采用 25 μL反应体系，其中包括 2×Es Taq 

MasterMix 12.5 μL，引物 Endo-F和 Endo-R各 1 μL，

DNA 50ng，RNase-Free水补足 25 μL。反应程序为

96 ℃ 9 min；95 ℃ 1 min，64 ℃ 1 min和 72 ℃  

2 min，30个循环；最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保

存。PCR扩增产物回收后交由武汉擎科创新生物科

技有限公司测序。 

1.3  供试菌株 mutS基因的扩增 

用于扩增青枯菌 DNA 修复蛋白（mutS）基因

的引物为：mutS-RsF.1570（5'-ACAGCGCCTTGA 

GCCGGTACA-3'）和 mutS-RsR.1926（5'-GCTGAT 

CACCGGCCCGAACAT-3'）[16]。PCR 扩增采用 

25 μL 反应体系，其中包括 2×Es Taq MasterMix  

12.5 μL，引物 mutS-RsF.1570和 mutS-RsR.1926各

1 μL，DNA 50 ng，RNase-Free水补足 25 μL。反应

程序为 96 ℃ 9 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s和 72 ℃ 

1 min，35个循环；最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保

存。PCR扩增产物回收后交由武汉擎科创新生物科

技有限公司测序。 

1.4  供试菌株的序列分析 

将测序获得的 48个菌株的 egl和 mutS基因序

列经 BioEdit7.2.5 软件[13]编辑后，提交给 GenBank

数据库，获得登录号见表 1。然后应用 Clustal W软

件 对 序 列 进 行 比 对 ， 用 MEGA6.0.5

（http://www.megasoftware.net/）软件进行系统发育

分析，采用邻接法（NJ）构建发育树，自举分析为

1000 次重复抽样检验得到的自举置信度。从

GenBank 选取 17 个已确定序列变种归属的参考菌

株序列作为参考，以确定供试菌株在系统发育树中

的位置。 

2  结  果 

2.1  青枯菌 egl基因系统发育分析结果 

对来源于湖北地区烟草青枯病菌的 egl 基因部

分序列进行系统发育分析。结果表明，所有 48 个

参试菌株分布于亚洲分支（演化性Ⅰ）下的 3个亚

组内（图 1）。采用 GenBank 数据库中已知序列变

种的标准菌株序列作为参照，3 个亚组分别被鉴定

为序列变种 15、17和 44。其中序列变种 15以我国

台湾的番茄青枯菌菌株 Pss358为参考，该序列变种

仅包括 3个来源于十堰烟区的分离菌株，寄主品种

为‘云烟 87’；以来源于广西花生青枯菌菌株 P11

作为标准菌株的序列边变种 17，包括 19个菌株， 
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表 1  供试烟草青枯菌及上传到基因数据库的基因序列 

Table 1  Ralstonia solanacearum strains used in this study and gene sequences deposited in GenBank 

菌株 地理来源 寄主
 

演化型 序列变种 
GenBank 登录号 

egl mutS 
HBXE1 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 17 KP316522 KP316474 
HBXE2 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 17 KP316523 KP316475 
HBXE3 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 17 KP316524 KP316476 
HBXE5 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316525 KP316477 
HBXE6 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316526 KP316478 
HBXE7 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316527 KP316479 
HBXE8 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316528 KP316480 
HBXE9 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316529 KP316481 
HBXE10 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316530 KP316482 
HBXE11 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316531 KP316483 
HBXE12 恩施州宣恩县晓关镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316532 KP316484 
HBXEJY1 恩施州宣恩县椒园镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316533 KP316485 
HBXEJY2 恩施州宣恩县椒园镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316534 KP316486 
HBXEJY3 恩施州宣恩县椒园镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316535 KP316487 
HBXEJY4 恩施州宣恩县椒园镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316536 KP316488 
HBXF1 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316537 KP316489 
HBXF2 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316538 KP316490 
HBXF3 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316539 KP316491 
HBXF4 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316540 KP316492 
HBXF5 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316541 KP316493 
HBXF6 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316542 KP316494 
HBXF7 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316543 KP316495 
HBXF8 恩施州咸丰县忠堡镇 烟草／毕纳 1 号 Ⅰ 44 KP316544 KP316496 
HBXFDJ1 恩施州咸丰县丁寨乡 烟草／K326 Ⅰ 17 KP316545 KP316497 
HBXFDJ2 恩施州咸丰县丁寨乡 烟草／K326 Ⅰ 17 KP316546 KP316498 
HBLC1 恩施州利川市柏杨坝镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316513 KP316465 
HBLC2 恩施州利川市柏杨坝镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316514 KP316466 
HBLC3 恩施州利川市柏杨坝镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316515 KP316467 
HBLC4 恩施州利川市柏杨坝镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316516 KP316468 
HBLC6 恩施州利川市柏杨坝镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316517 KP316469 
HBBD1 恩施州巴东县大支坪镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316499 KP316451 
HBBD3 恩施州巴东县大支坪镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316500 KP316452 
HBBD4 恩施州巴东县大支坪镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316501 KP316453 
HBES1 恩施州恩施市三岔乡 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316502 KP316454 
HBES2 恩施州恩施市盛家坝乡 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316503 KP316455 
HBES3 恩施州恩施市盛家坝乡 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316504 KP316456 
HBES4 恩施州恩施市龙凤镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316505 KP316457 
HBES5 恩施州恩施市龙凤镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316506 KP316458 
HBES6 恩施州恩施市龙凤镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316507 KP316459 
HBLF2 恩施州来凤县旧司乡 烟草／云烟 87 Ⅰ 44 KP316518 KP316470 
HBHF1 恩施州鹤峰县燕子乡 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316508 KP316460 
HBHF2 恩施州鹤峰县燕子乡 烟草／云烟 87 Ⅰ 17 KP316509 KP316461 
HBJS2 恩施州建始县高坪镇 烟草／鄂烟 1 号 Ⅰ 44 KP316510 KP316462 
HBJS3 恩施州建始县高坪镇 烟草／鄂烟 1 号 Ⅰ 44 KP316511 KP316463 
HBJS4 恩施州建始县高坪镇 烟草／鄂烟 1 号 Ⅰ 17 KP316512 KP316464 
HBSYFX1 十堰市房县土城镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 15 KP316519 KP316471 
HBSYFX3 十堰市房县土城镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 15 KP316520 KP316472 
HBSYFX4 十堰市房县土城镇 烟草／云烟 87 Ⅰ 15 KP316521 KP316473 
参考菌株       
R292 中国 桑树 Ⅰ 12 AF295255 AY756801 
JT523 留尼汪岛 马铃薯 Ⅰ 13 AF295252 AY756803 
Pss81 台湾 番茄 Ⅰ 14 FJ561066 EU407338 
Pss358 台湾 番茄 Ⅰ 15 FJ561056 EU407366 
P11 中国广西 花生 Ⅰ 17 FJ561068 - 
GMI1000 法属圭亚那 番茄 Ⅰ 18 AL646053 AY756804 
Pss219 台湾 番茄 Ⅰ 34 EU407292 EU407360 
O3 中国广西 橄榄树 Ⅰ 44 FJ561069 - 
M2 中国广东 桑树 Ⅰ 48 FJ561067 - 
K60 美国 番茄 ⅡA 7 DQ657614 AY756799 
IPO1609 荷兰 马铃薯 ⅡB 1 EF371814 EF371849 
MOLK2 菲律宾 香蕉 ⅡB 3 EF371841 AY756813 
CFBP734 马达加斯加岛 马铃薯 Ⅲ 19 AF295274 AY756746 
NCPPB332 津巴布韦 马铃薯 Ⅲ 21 AF295276 AY756740 
CMR30 喀麦隆 番茄 Ⅲ 29 EF439748 EU439772 
Psi7 印度尼西亚 番茄 Ⅳ 10 EF371804 AY756752 
R.syzygii R28 印度尼西亚 丁香 Ⅳ 9 DQ011552 AY756777 
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分别来源于恩施烟区的宣恩、利川、咸丰、鹤峰、

建始 5县，寄主品种为‘毕纳 1号’、‘云烟 87’、

‘K326’以及‘鄂烟 1号’；序列变种 44的标准

菌株为我国广东油橄榄青枯菌菌株 O3，该序列变

种包括 26 个菌株，分别来源于恩施烟区的宣恩、

利川、咸丰、建始、来凤、恩施 6 个县市，分离

寄主品种为‘云烟 87’、‘毕纳 1 号’和‘鄂烟 1

号’。 

2.2  青枯菌 mutS基因系统发育分析结果 

通过对 48个参试菌株的 mutS基因部分序列

系统发育结果表明，所有菌株分布于亚洲分支（演

化性Ⅰ）下的 2个亚组内（图 2）。其中亚组 1包

含的菌株相当于由 egl 基因划分的序列变种 44，

而亚组2包含的菌株相当于由egl基因的序列变种

15和序列变种 17。

 
 

           
 图 1  基于青枯菌 egl基因部分序列构建系统发育树          图 2  基于 mutS基因部分序列构建系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic tree on partial sequences of                Fig. 2  Phylogenetic tree on partial sequences of      
 endoglucanase (egl) gene from Ralstonia solanacearum           mutS gene from Ralstonia solanacearum
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3  讨  论 

青枯菌寄主范围广泛，能够侵染超过 50个科

的 450 种植物，不同地理来源的青枯菌在与其寄

主长期演化过程中，表现出明显的生理分化和遗

传多样性[12]。 

烟草青枯病是美国东南部地区烟草生产上的

主要病害，Hong等[17]基于 Fegan和 Prior提出的

演化型分类框架，对该地区的烟草青枯菌进行了

遗传多样性研究，结果表明，该地区烟草青枯菌

属于美洲分支（演化性Ⅱ）的序列变种 7。目前

我国有 22 个植烟区，烟草青枯病在其中 16 个主

要产烟区普遍发生，潘哲超等[13]采用演化型分类

框架，首次对来自我国福建、贵州、广东和广西

地区的烟草青枯菌进行了研究，结果表明，我国

烟草青枯菌存在演化性Ⅰ的 4 个序列变种，即序

列变种 15，17，34 和 44，其中来源于福建的菌

株属于序列变种 34，而来源于贵州的菌株均属于

序列变种 17。在此基础上，本研究采用该分类框

架，对分离自湖北省恩施和十堰烟区的 48个烟草

青枯菌，基于其 egl基因的部分序列进行了系统发

育分析和序列变种鉴定。鉴定结果表明，48个供

试菌株全部属于演化性Ⅰ中的 3 个序列变种，即

序列变种 15、17 和 44，尚未发现在我国已报道

的烟草青枯菌序列变种 34。其中序列变种 17 和

44无一例外全部来自恩施烟区，而且分离自同一

县市不同乡镇的烟草青枯菌也可能分属于不同的

序列变种，如宣恩县、咸丰县、利川市和建始县

既存在烟草青枯菌序列变种 17又有序列变种 44，

而分离自十堰烟区的菌株则均属于序列变种 15。

但由于本研究采集的菌株数目有限，因此，在湖

北烟区除了序列变种 15、17 和 44，是否还存在

其他序列变种，十堰烟区除了序列变种 15是否还

有其他序列变种，还需进一步研究；而分布于我

国的烟草青枯菌，除了已报到的 4 个序列变种，

是否还存在其他序列变种，以及各序列变种与国

内省份或地区之间的对应关系，也需要进一步的

研究验证。另外，本研究还采用青枯菌 mutS基因

的部分序列对 48 个供试菌株进行了系统发育分

析，结果表明，48个菌株被划分为亚洲分支下的

2个亚组，其中亚组 1相当于 egl基因的序列变种

44，包括 26个菌株，其均来自于恩施烟区；而亚

组2相当于 egl基因的序列变种15和序列变种17，

包括 3个来源于十堰烟区和 19个来源于恩施烟区

的菌株。 

4  结  论 

本研究采用 Fegan和 Prior提出的青枯菌演化

型分类框架，对来源于湖北烟区的 48个烟草青枯

菌，进行了系统发育分析和序列变种鉴定。鉴定

结果表明，分布于湖北烟区的烟草青枯菌属于 3

个序列变种，即序列变种 15、17 和 44。其中序

列变种 17 和 44 为优势变种，且均来源于恩施烟

区；序列变种 15均来源于十堰烟区。选育抗病品

种是防治烟草青枯病的重要措施，但由于青枯菌

群体高度适应性和极强的变异性，使得抗青枯病

烟草品种的选育和利用变得更为复杂困难。因此，

弄清湖北省烟草青枯菌的序列变种及其地理分布，

有利于从现有的烟草品种中筛选出抗青枯病品种，

为该省抗病品种合理布局服务。 
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