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摘要 DNA甲基化修饰是细菌调控基因表达的一种重要方式，在很多生理过程中发挥非常关键的作用．本文系统介绍了细
菌 DNA甲基化修饰的起源、DNA甲基转移酶，分类总结了 DNA甲基化调控基因表达的机制．同时对近年来细菌 DNA甲
基化的功能、DNA甲基化检测方法的进展进行了综合评述．这些研究对人类了解细菌 DNA甲基化表观调控及控制细菌感染
具有重要指导意义．
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表观遗传是指 DNA序列不发生改变，但各个
基因的表达却发生了可遗传的改变．DNA表观遗
传修饰即细胞内除了遗传信息以外的可以遗传的染

色质修饰，它广泛存在于生命体的生理生化反应，

比如限制修饰系统 (restriction and modification
systems，R-M systems)、DNA复制与修复、转录、
翻译等 [1]，在变化多端的宿主环境例如氧化、缺

氧、营养匮乏、酸性 pH压力下，细菌协调性地调
控基因表达尤为必要．因此，细菌适应性进化出表

观遗传机制调控基因表达，从而应对特定环境信

号，例如 DNA甲基化修饰、DNA磷硫酰化修饰[1-2].
长期的研究结果表明，DNA甲基转移酶调控

基因表达的机制种类繁多，由此形成了丰富多样的

甲基化模式，这有利于细菌快速适应宿主以及免疫

逃逸，对维持细菌在人体组织细胞中的定植非常关

键[3]．面对错综复杂的环境，大肠埃希菌 DNA甲
基转移酶介导的甲基化可以在转录和(或)转录后水
平上调控基因表达．细菌基因表达调控与 DNA甲
基化模式之间的复杂关系，使 DNA甲基化成为重
要的表观调控方式，发挥着多种多样的功能，例如

增加细菌毒力、增加细菌抗生素耐受以及增加细菌

抗氧化能力等．本文将对近年来细菌 DNA甲基化

的研究新进展进行综合评述．

1 限制修饰系统

限制修饰系统(R-M systems)发现于 20世纪 50
年代．R-M系统是指细菌基因组 DNA在自身甲基
转移酶的作用下，在特定位点发生甲基化修饰，而

未甲基化的 DNA将被同源限制性内切酶切割．因
此，细菌通过 R-M系统可以防止内源 DNA降解．
此外，多数外源 DNA缺乏特定的甲基化修饰，会
被细菌 R-M系统的限制性内切酶切割．由于 R-M
系统既能够防止内源 DNA降解，又能够保护细菌
防御外源 DNA 如转座子、病毒 DNA侵入，从而
保护自身遗传的稳定性，因此该系统被认为是细菌

的一种经典的防御机制或细菌的免疫系统[4]．

原核生物 R-M系统分别由一个携带靶标识别
域(target recognition domain，TRD)并可单独发挥功
能的甲基转移酶[5]和另一个只能与 DNA结合的限
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R-M系统种类多、数量大，且随着微生物的
进化而不断演变．相比于其他细菌，幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori)R-M 系统编码基因数量庞大，
对幽门螺杆菌基因组测序分析表明，该细菌基因组

能够编码 30个 R-M系统[13]，编码基因数目达到整

个基因组数目 2%[13-14]，并且表现出具有菌株特异

性的 DNA甲基化模式[15-16]．

Morgan等[17]的研究表明，Type玉 R-M系统除
了利用 m6A修饰外，还能够利用 m4C修饰保护细
菌，而在此之前 Type玉 R-M系统被认为只能发生
m6A修饰．不同亚群之间产生 R-M系统多样性的
原因有很多，点突变、等位基因重组以及 TRD识
别域移动等[18]．R-M系统的多样性对于细菌菌群之
间遗传信息的传递是非常重要的[19]．

2 细菌 DNA甲基转移酶
细菌利用 m6A作为主要信号进行表观基因调

控，而哺乳动物和植物主要利用 m5C作为表观遗
传信号[20-21]．目前发现，m4C仅在细菌中存在，而
在其他原核生物以及真核生物中不存在[22]．

细 菌 以 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (S-adenosyl
methionine，SAM)作为甲基供体，通过两类 DNA
甲基转移酶实现 m6A、m5C和 m4C甲基化修饰，
一种是与 R-M系统相关，另一种是孤儿甲基转移
酶(orphan methylase) [23]．除了具有防御功能，R-M
系统相关甲基转移酶或孤儿甲基转移酶在细菌进化

以及表观基因调控中发挥了许多其他重要的作用[24].

Fig. 1 Molecules related to DNA methylation
图 1 DNA甲基化相关的碱基结构式

制性核酸内切酶构成[6]．目前，R-M系统有 4个类
型(玉，域，芋和郁)[7]，它们之间不同之处是限制

性内切酶(REase)的功能定位、甲基转移酶(MTase)
的活性、是否需要特异性亚基或者其他辅因子．

Type玉 R-M系统由 3种亚基组成：S(特异性
亚基)，M(甲基转移酶)和 R(限制性核酸内切酶)，S
亚基决定了该系统靶序列的特异性，M 亚基和 R
亚基分别是甲基化和 DNA切割所必需的 [8]．Type
域 R-M 系统最为普遍，该系统通过 2 个蛋白质
(REase、MTase)发挥功能，根据甲基化修饰位置的
不同可分为 3 类： class玉 (N6- 腺嘌呤甲基化，

m6A)、class 域(N4- 胞嘧啶甲基化，m4C)和 class
芋(C5-胞嘧啶甲基化，m5C) [9](图 1)．Type芋 R-M
系统由至少两个基因(res 和 mod)表达产物组成，
Res与限制酶的功能一样，Mod与 DNA结合并使
之甲基化，Mod 可不依赖于 Res 单独发挥功能，
但Mod是 Res活性所必需的[10]．Type郁 R-M系统
与其他 3 类不同，它的甲基转移酶和内切酶结合
起来，形成 1个单酶[11-12]，且只切割已经发生修饰

了的碱基(如甲基化、葡糖基 -羟甲基化和羟甲基
化)[7]．

C5-胞嘧啶甲基化N4-胞嘧啶甲基化N6-腺嘌呤甲基化
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2援2 R鄄M系统相关的甲基转移酶
R-M系统使用限制性内切酶识别并防止外源

DNA 侵入，同时利用甲基转移酶保护细菌自身
DNA．幽门螺杆菌 26695 Type 域S R-M 系统，是
由一个M1. HpyA域甲基转移酶、一个M2. HpyA域
甲基转移酶以及一个 Type域S内切酶 R. HpyA域构
成的[32]．M1. HpyA域识别并甲基化 5忆 GAAGA 3忆，
M2. HpyA域则甲基化 5忆 TCTTC 3忆[16]，M2. HpyA域
是目前唯一发现的幽门螺杆菌的 m4C甲基转移酶.

对致病性大肠埃希菌 O104:H4 C227-11 和
C227驻RM(M. EcoG芋及其内切酶缺失菌株)进行转
录组学分析，结果表明在 C227中敲除该 R-M系统
后，部分离子转运、鞭毛合成、细胞运动性相关的

必需基因的表达水平显著变化了[33]．这表明，甲基

转移酶可以被整合到生物体的生理机能中发挥作

用．除此之外，幽门螺杆菌的甲基转移酶，如

Type玉S HPP12_0797、Type域M. Hyp玉和M. Hyp郁
以及 Type芋ModH也与基因表达调控有关[34-35]．这

些表明，R-M系统甲基转移酶发挥了除细菌防御
外的其他作用．

2援3 孤儿甲基转移酶

与 R-M系统不同的是，孤儿甲基转移酶没有
与之对应的有功能的限制性核酸内切酶．这很有可

能是因为与之对应的内切酶编码基因不表达或者受

突变影响，导致无功能的表达产物[3]，单独留下了

“孤儿”甲基转移酶为表观基因组修饰做贡献．

表 1 汇总了 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-regulated methylase，CcrM)和 DNA胞嘧啶甲
基化酶(DNA cytocine methylase，Dcm)等已被报道
的细菌孤儿甲基化酶编码基因、靶序列、是否毒力

必需等．

2援1 DNA甲基转移酶的结构
现已发现 5-甲基胞嘧啶甲基转移酶有 10个保

守的氨基酸基序 [25]．1987 年，Lauster 等 [26]发现细

菌 6-甲基腺嘌呤甲基转移酶也包含保守的氨基酸
基序．这些研究鉴定了甲基转移酶的关键结构域，

并且发现许多保守的催化残基直接参与了酶促反应

进程．此外，早期发现的一些氨基酸基序后来也被

确定是保守的甲基转移酶折叠结构的组分[27]．

1993年，Cheng等[28]首次对 DNA甲基转移酶
的结构做了解析．随后，Klimasauskas 等 [29]针对

DNA甲基转移酶的催化机制提出了具有突破性的
概念，即甲基化反应的靶向碱基完全翻转在 DNA
双螺旋结构之外，并且被插入到催化囊中(这一过
程也叫“碱基翻转”)，这样甲基转移酶催化残基
就能够接触到该碱基．这一概念强调了 DNA结构
的灵活性以及与之相伴的酶催化动力学过程．如

今，碱基翻转不但普遍存在于 DNA甲基化反应，
而且也存在于 DNA修复等其他反应[30]．图 2展示
了 EcoDam DNA甲基转移酶结构域的三维结构(修
改自 Jeltsch等[31])．

Fig. 2 3鄄D structure of EcoDam DNA MTase domains
图 2 DNA腺嘌呤甲基转移酶 Dam结构域的三维结构

(a) EcoDam-SAM复合体结构. (b) EcoDam与底物 DNA结合形成的复合物结构.

(a) (b)

: SAM结合域

: DNA结合域

: SAM

:碱基结合域
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2援3援1 Dam
Dam是大肠埃希菌第一个被发现的孤儿甲基

转移酶[52]，蛋白质分子质量 31 ku，以单体形式发
挥功能[53]．当 DNA被 Dam催化发生甲基化修饰，
则不会被限制性内切酶 Mbo玉切割[54-55]．dam序列
在包括大肠埃希菌、鼠伤寒沙门菌、灵杆菌、假结

核耶尔森菌和霍乱弧菌在内的许多肠道细菌中高度

保守，除此之外，在脑膜炎奈瑟氏球菌中也存在

dam序列[36]，而在幽门螺杆菌中未发现 dam序列．
Dam及其同源蛋白质一直是细菌表观调控最

重要的范例之一．Dam 甲基化介导的基因表达调
控将在本文 3.1中介绍．Dam介导的甲基化有多重
功能，如 DNA错配修复、抑制转座子、调节细胞
周期基因表达等[56-59]．dam缺失后基因突变率升高[60],
许多基因表达发生改变[61-62]，其中一部分是因为特

定基因启动子甲基化状态变化了，但大部分可能是

因为细胞周期改变以及错乱的 DNA修复所致[63-64].
图 3展示了沙门菌 Dam突变株在小鼠动物模型中
表现出致病力受损[65-67]．

2援3援2 CcrM
CcrM是另一类重要的孤儿甲基转移酶，在新

月柄杆菌 (Caulobacter crescentus)中被首先发现．
Hinf玉限制性内切酶可以切割未甲基化的 GANTC，

而不能切割 CcrM 催化的甲基化序列 [68]．与 Dam
不同的是，CcrM不是续进式的酶，Dam在整个生
命周期都一直存在，但 CcrM的表达只限制在染色
体复制后期[69]．

CcrM甲基转移酶对于新月柄杆菌生命周期调
控非常关键．新月柄杆菌的生命周期存在两种细胞

类型，一种分化为游动细胞，具有运动性，另一种

分化为柄状细胞，能够黏附细胞并复制增殖．柄状

子代细胞迅速启动 DNA复制及细胞分裂，而游动
型子代细胞首先分化为柄状细胞才能进行复制和分

裂[70]．在游动型细胞中，GANTC序列被认为全部
甲基化(2条链全部甲基化)，而在柄状细胞复制过
程中，DNA变为半甲基化(只有 1条链甲基化)，这
种半甲基化状态一直保持着，直到复制结束[71]．通

过过表达 CcrM保持染色体持续甲基化状态会导致
细菌细胞形态以及细胞周期受损，表明从甲基化向

半甲基化过渡的暂时调控具有生物学意义[72]．在新

月柄杆菌中，GANTC甲基化的状态对直接影响着
至少 4个基因的转录表达：ctrA 和dnaA 是编码细
胞周期的主要调控子，ftsZ和 mipZ是细胞分裂所
必需的[73-74]，当然也会影响 ccrM自身的表达[75]．顺

式元件(cis)GANTC从甲基化向半甲基化转变足够
引起上述基因转录发生重要改变．Gonzalez等[70]发

细菌 孤儿甲基转移酶 靶序列 是否生存必需 是否毒力必需 参考文献

Escherichia coli Dam GATC 否 是 [36]

Salmonella Typhimurium Dam GATC 否 是 [37-38]

Neisseria meningitidis Dam GATC 否 是 [39]

Haemophilus influenzae Dam GATC 否 是 [40]

Shigella flexneri Dam GATC 否 否 [41]

Borrelia burgdorferi Dam GATC 否 否 [42]

Vibrio cholerae Dam GATC 是 是 [43]

Yersinia pseudotuberculosis Dam GATC 是 是 [43]

Brucella abortus CcrM GANTC 是 是 [44]

Agrobacterium tumefaciens CcrM GANTC 是 未知 [45]

Caulobacter crescentus CcrM GANTC 是 未知 [46]

Rhizobium meliloti CcrM GANTC 是 未知 [47]

Brevundimonas subvibrioides CcrM GANTC 否 未知 [48]

Vibrio cholerae VchM RCCGGY 否 未知 [49]

Escherichia coli YhdJ ATGCAT 否 未知 [50]

Escherichia coli Dcm CC(A/T)GG 否 未知 [51]

Table 1 Orphan methylase genes，target sequences and virulence in bacterial pathogens
表 1 细菌孤儿甲基化酶编码基因、靶序列、是否毒力必需等
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Fig. 3 Pleiotropic defects displayed by Salmonella Dam- mutants in the mouse model
图 3 沙门菌 Dam突变株在小鼠动物模型中表现出致病力受损
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脂蛋白 B
基因转录

变化？

沙门菌毒力

岛 1基因转
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现 ftsZ转录的升高能够回复 驻ccrM 突变株在丰富
培养基中生长受到抑制的表型，证明了新月柄杆菌

CcrM介导的 DNA甲基化直接激活 ftsZ的转录．

3 细菌 DNA甲基化调控基因表达
DNA甲基化介导的基因表达调控不止一种机

制．DNA甲基化通过直接的原子空间位阻效应[24]，

或者间接改变 DNA结构进而降低双螺旋结构的热
力学稳定性[76]，从而改变 DNA与调控蛋白质之间
的相互作用 [77]，导致基因表达产生差异[24]．同时，

一些 DNA 结合蛋白也会抑制特定 DNA序列的甲
基化，例如通过与非甲基化 DNA 以高亲和力结
合，从而保护特定 DNA 不被甲基化．总的来说，
甲基化位点位于启动子的位置、调节蛋白质是正调

控还是负调控、调节蛋白质与未甲基化 / 甲基化
DNA靶序列位点结合的差异均会导致整体转录的
抑制或者激活．事实上，DNA甲基化介导的基因
表达调控可以发生在转录、转录后水平等．

3援1 DNA甲基化调控基因转录
pap 操纵子指导菌毛蛋白合成的相变异(phase

variable)，即 Pap 激活(ON)和 Pap 抑制(OFF)，受
到 Dam介导的 GATC甲基化的调控，导致不同亚
群的细菌出现．GATC 甲基化对于 Lrp (leucine-

responsive regulatory protein)的结合以及 pap 表达是
非常重要的．pap 操纵子有 6个 Lrp结合位点，在
OFF状态时，位点 1～3处于未甲基化，位点 4～6
处于甲基化，由于 Lrp与未甲基化位点 1～3有高
亲和力，抑制了 RNA聚合酶与启动子结合，从而
抑制了 papBA 表达，从而保持未甲基化状态[78]．当

染色体复制叉经过时，Lrp 从 DNA 上解离，在
Pap玉的帮助下与甲基化位点 4～6结合后成为半甲
基化状态(母链甲基化，而新合成链未甲基化)，而
此时未甲基化位点 1～3在 Dam催化下被甲基化，
抑制了 Lrp与位点 1～3结合，引起 pap 表达，即
ON状态[79]．

沙门菌毒力质粒 pSLT tra操纵子编码接合菌
毛．tra操纵子的激活需要转录激活因子 TraJ，而
traJ的转录受到全局性转录调控因子 Lrp的激活[80].
traJ上游激活序列有 2个 Lrp结合位点，其中一个
Lrp结合位点有 GATC，由于 Lrp对非甲基化或半
甲基化 DNA亲和力更强，当 GATC被 Dam 全甲
基化时，Lrp 与 traJ上游激活序列的结合能力变
弱，traJ表达受到抑制．因此，当质粒不复制的时
候， traJ 启动子是受到抑制的．质粒复制后，
GATC位点成为半甲基化状态，Lrp与半甲基化的
子链结合，traJ表达升高[81]．
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3援2 DNA甲基化参与基因转录后调控
Dam介导的甲基化在转录后水平也可以调控

基因表达．Campellone等[82]发现，肠出血性大肠埃

希氏菌 Dam缺失后，毒力蛋白 EspFU、Tir和紧密
连接素表达升高，但这些蛋白质 mRNA水平却没
有变化，表明 Dam介导的调控作用发生在转录后
阶段．L佼pez-Garrido 等 [83]的研究也表明，Dam 可
能通过影响 hilD mRNA稳定性，在转录后水平上
调控 hilD，即调控沙门菌毒力岛 1(SPI-1） 基因表
达．DNA 甲基化也可能调节小非编码 RNAs
(sRNA)和反义 RNA表达，这会影响相应靶基因转
录后的翻译过程．例如，sRNA 可能与靶 mRNA
结合，抑制翻译，实现负调控，sRNA 还可能解
除一些与靶 mRNA结合的抑制翻译物，使翻译开
始[84]．然而这种科学假说还需要更多的实验验证．

当利用某个甲基转移酶敲除株研究 DNA甲基
化时，需要谨慎解读所观察到的基因表达现象，它

可能是由于某一个全局性的甲基转移酶的酶活力缺

失导致 DNA损伤产生细胞压力，从而引起间接的
结果．相反，利用过表达甲基转移酶菌株研究其介

导的基因表达调控也会导致全局基因表达的间接效

果，这可能是由于所有全甲基化 DNA数量升高，
使 DNA发生异常改变[62]．

4 细菌 DNA甲基化的功能
细菌 DNA 甲基化修饰在 DNA 复制起始、

错配修复、细菌毒力、耐药等方面发挥着重要功

能 [56, 84]．下文将对细菌 DNA甲基化功能的研究进
展进行归纳总结．

4援1 DNA甲基化与 DNA复制起始、错配修复
Dam 在 DNA 复制起始过程中发挥作用．

Sugimoto等[85-86]的研究表明，大肠埃希菌复制起始

点 oriC GATC 序列甲基化频率非常高，并且在冈
崎片段附近甲基化频率也很高[87-88]．为了有效引发

复制起始，oriC 和 dnaA 启动子区必须全部甲基
化．复制开始后，由于半保留特性，全部甲基化的

染色体变为半甲基化(母链保持甲基化，新生成链
非甲基化)．大部分 GATC 在 Dam 催化 2～4 s 后
成为甲基化状态．然而，oriC和 dnaA 启动子区仍
然持续一段时间的半甲基化的状态，这是因为复制

起始调节蛋白 SeqA 以二聚体形式与半甲基化
DNA结合，负反馈调节 DNA复制，并依赖其他组
分共同调节，实现 DNA复制起始的精准调控[89]．

隔离时间持续 10 min，为其他机制确保 DnaA活性
被除去提供了足够时间，因此复制起始直到细胞分

裂后才能再次发生[90](图 4)．

Fig. 4 The role of Dam in the DNA replication initiation
图 4 Dam在复制起始中的作用
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Dam在复制后错配修复中也发挥作用．DNA
复制中产生的错误需要从新生成的 DNA 链中除
去．大肠埃希菌的错配修复系统能够识别非互补的

碱基对，通过定点切除和重新合成，取代发生错配

的碱基[91]．碱基错配(G-T)被MutS识别并结合，招
募MutL蛋白，并与MutH形成三元复合物．MutH
发挥它潜在的核酸内切酶功能，切割未甲基化的鸟

嘌呤核苷酸 5忆端的磷酸二酯键．然后暴露的单链
被外切酶 UvrD降解，直到错配被最终清除，结果
缺口处在 DNA 聚合酶芋的催化以及单链结合蛋
白、DNA连接酶的作用下重新合成．最后，半甲
基化的 GATC再被 Dam甲基化．由于 MutH只能
在半甲基化的 DNA 序列上被激活，过表达 Dam
会导致新生成的 DNA链不成熟的被甲基化，如果
错配发生了，则会阻碍MutH作用．相反，Dam缺
失则导致错配识别能力降低．dam酶活位点突变，
加之 polA、 lexA、recA、recB、 recC 等具有 DNA
修复功能的基因突变，将会直接致死[92]．

4援2 DNA甲基化与毒力
Kumar等[93]的研究表明，幽门螺杆菌利用特异

的 m5C甲基化修饰信号参与调控基因表达，在细
菌运动性、黏附和毒力中起着重要作用．而细菌

m4C修饰除了能够防止限制性内切酶切割[94]，其生

理学意义一直不清楚．Kumar 等 [22]的研究首次发

现，m4C信号作为一个全局性表观调控因子参与
了幽门螺杆菌致病机制．蛋白质组学分析表明，

m4C修饰的缺失使许多毒力因子如 CagA、GroES、
CagZ、过氧化氢酶(KatA)超氧化物歧化酶(SOD)下
调，定植关键因子如巯基过氧化物酶、铁蛋白非血

红素结合蛋白、Ni/Fe氢化酶、Hs1V也下调了[95-96].
此外，m4C缺失会减弱自然转化能力，而自然转
化在基因多样性、适应性进化以及毒力调控中发挥

重要作用 [97-98]．幽门螺杆菌 Type 域S 甲基转移酶
M2. HpyA域敲除后，即 m4C修饰消失后，许多管
家基因的表达发生了变化，这表明 m4C可能间接
影响了细胞的生理机能，进而影响了毒力[22]．

Wion 等 [99]的研究表明，Dam 缺失导致的
GATC甲基化缺失，会引起不同步的细胞分裂和毒
力丧失．沙门菌 dam突变株中许多基因转录水平
发生了改变，很有可能是由于细胞表面蛋白质成分

和(或)分泌蛋白质变化引起的毒力减弱[67]．Dam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[100]．Kumar等[22, 24]认为，m4C甲基

化修饰也可能会像大肠埃希菌和沙门菌 Dam介导
的 m6A修饰一样间接调控基因表达．
4援3 DNA甲基化与抗生素耐受

在产业化的生物医药产品如化学物质的滥用

下，细菌自身的生长通常会面临一系列压力胁迫．

在抗生素压力下，细菌为了促使自身生存，会增加

许多复杂的应激反应[101]．Cohen等[102]的研究表明，

dam 敲除使大肠埃希菌对抗生素更加敏感，通过
SMRT技术检测到野生型大肠埃希菌在氨苄青霉素
压力前后的 DNA甲基化图谱并无明显改变，由此
推测 DNA腺嘌呤甲基化修饰为细菌在抗生素压力
下的生存提供了结构性而非调控性的保护作用．在

幽门螺杆菌敲除 m4C甲基转移酶后，与抗生素耐
受和同源重组相关的 mfd同源序列(hp1541)表达上
调[103]．

4援4 DNA甲基化与抗氧化
好氧生物利用分子氧进行呼吸作用从而获得能

量，同时也会伴随产生一些氧的副产物，例如超氧

离子自由基(O2-)、过氧化氢(H2O2)、高反应性的羟
自由基(OH·)等活性氧产物(reactive oxygen species，
ROS)；自然界中的一些因素也可以诱导细菌产生
氧化压力，比如电离辐射、近紫外辐射等．当这些

活性氧分子的浓度达到一定量时就可以诱导细胞产

生响应，损伤 DNA、脂质体、蛋白质等生物大分
子 [104]，大部分的氧化损伤都来自于过氧化氢与铁

离子(Fe2+)反应产生的羟自由基．DNA氧化损伤可
以发生在 DNA 的脱氧核糖上而导致 DNA 链的断
裂，也可以发生在核苷酸的碱基上面而使碱基受到

氧化损伤．在组成 DNA的 4种碱基中，鸟嘌呤因
其自身较低的还原电势而比其他 3种碱基更易被氧
化[105]．

因此，微生物必须拥有防御机制，既保持氧气

衍生的自由基在可接受的浓度范围，又要修复因氧

化造成的损伤．除了一些非酶和酶类的抗氧化

分子，面对氧化压力，细菌还可以采取遗传上的

响应．

Yallaly等[106]发现，与野生型相比，Dam 酶活
力缺陷菌对 H2O2会更加敏感，表现在缺陷菌的存

活率降低．然而，在使用了 pGG503 质粒(用于过
表达 Dam)后，他们发现过表达 Dam并没有增强野
生型大肠埃希菌对 H2O2 抵抗力，反而使菌株对

H2O2 更加敏感了．他们推测，可能是合适量的

Dam，保护了细菌免受氧化、辐照压力，赋予细菌
一定的损伤修复能力．
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4援5 DNA甲基化的其他功能
m4C甲基化修饰能够增加幽门螺杆菌黏附人

胃腺癌细胞比率，敲除了 m4C甲基转移酶编码基
因 M2援hpyA域后，与野生型相比，幽门螺杆菌黏附
率降低了 50%，这可能与 m4C调节 O抗原的表达
相关．幽门螺杆菌 m4C甲基化还会进一步诱导人
胃腺癌细胞凋亡，m4C甲基化的缺失会导致幽门
螺杆菌诱导的人胃腺癌细胞凋亡程度显著降低[22]．

5 DNA甲基化的检测方法

5援1 检测 DNA整体水平与特定碱基甲基化
DNA甲基化的检测方法按照原理可分为两类：

一是用甲基化敏感的限制性内切酶鉴定 DNA序列
的甲基化状态，例如 Mbo玉能够切割未甲基化的
GATC，可以用来比较不同样品基因组 DNA甲基
化的整体差异[107]；二是用亚硫酸钠处理甲基化的

DNA，经 PCR 及测序技术鉴定序列差异性 [108-111]，

未甲基化的胞嘧啶经亚硫酸钠处理会变为尿嘧啶，

在 PCR测序过程中会被读成胸腺嘧啶，但甲基化
的胞嘧啶不受影响．这个方法的缺点是不能够检测

腺嘌呤甲基化．除此以外，Xiao 等[112]使用变性高

效 液 相 色 谱 (denaturing high performance liquid
chromatography，DHPLC)分析 DNA分子，检测基
因组甲基化的整体水平，Deng等[113]使用 DHPLC与
PCR 联用的技术检测了基因组的甲基化程度．
m6A 的鉴定可以用放射性同位素[3H]标记的 SAM
在特定甲基转移酶的作用下与 DNA反应，随后显
影以及对单个位点进行测序[5, 114]；也可以用免疫化

学法如单克隆抗体 anti-m6A、anti-m4C 检测特定
位点的甲基化[115]，如 Kumar 等[22]使用 anti-m4C 抗
体检测幽门螺杆菌 26695 野生型和 驻R-M2突变株
中 m4C碱基修饰的差异．
5援2 绘制全基因组 DNA甲基化图谱

传统的检测方法具有局限性，不仅费时费力，

而且不能够对全基因组甲基化进行分析．近几年，

随着单分子实时 DNA 测序技术 (single molecule
real-time，SMRT)的快速发展与应用，使得在全基
因组水平上分析 DNA甲基化图谱得以实现，它能
够直接、同时检测 m6A、m5C 和 m4C [116]．SMRT
技术利用荧光标记的核苷酸边合成边测序，通过两

种动力学参数，PW(pulse width)和 IPD(interpulse
duration)，反映每一种 dNTP 在 DNA 聚合酶作用
下聚合的速率[117]．PW是指脉冲宽度，源于核苷酸
聚合信号；IPD是指 2次连续脉冲的间隔时间，每

一个核苷酸的 PW和 IPD都具有特异性．当 DNA
聚合酶遇到模板链的修饰甲基如 m6A、m5C或者
5-羟甲基胞嘧啶时，dNTP聚合的速率就会发生改
变，PW和 PID相应改变．运用这两种动力学参数
能够鉴定出特定 DNA模板碱基修饰的类型以及位
置．这一技术的主要优势在于它能够为整个基因组

创造出 m6A、m5C等检测信号．
利用 SMRT 技术可以确定野生型和某种感兴

趣的甲基转移酶突变株的甲基化图谱，如此就能发

现 DNA甲基转移酶许多新的特征，如新的识别位
点[16]．研究甲基化图谱极大增强了我们深入获得并

了解 R-M系统多样性甚至是甲基转移酶潜在作用
的能力．当然鉴定只是为了发现甲基化的存在，而

甲基化的生理学意义才是这些技术得以进步的驱

动力．

6 展 望

甲基转移酶是如何在分子水平上表观调控基因

表达的？这里还有许多问题需要一一解答．例如，

编码区 DNA甲基化是如何影响转录或者翻译的？
是否甲基转移酶调控基因表达都通过与大肠埃希菌

Dam类似的机制？在转录 /翻译调控中有哪些其他
的调节蛋白质与甲基转移酶相互作用？编码链甲基

化与模板链甲基化调控有什么区别以及背后的机制

是什么？越来越多的研究表明，细菌 DNA甲基化
可以在转录和(或)转录后水平上调控基因表达，这
其中包含的许多复杂的分子机制还有待于探索．如

果甲基转移酶在细菌毒力调控中发挥重要作用，那

么将其作为新的抗感染靶点在未来将会备受关注．

我实验团队前期筛选到了一些与鼠伤寒沙门菌

抗氧化表型相关的 DNA甲基转移酶，结合单分子
实时测序技术，研究沙门菌 DNA甲基化修饰的抗
氧化功能；同时我们发现，沙门菌毒力调控蛋白的

甲基化修饰是广泛存在的，通过质谱技术，鉴定到

了甲基化位点，并筛选了这些甲基化修饰位点可能

的甲基转移酶，研究其在沙门菌毒力调控中的作用

(未发表的研究数据)．这些研究将有助于我们更好
地理解细菌 DNA表观修饰、蛋白质翻译后修饰的
功能及它们之间可能存在的联系．

不同生物学条件、不同时间点下甲基转移酶具

有多样性，而 SMRT在甲基化比较组学研究中具
有快捷、方便的优势，因此能够检测不同条件下样

品的甲基化水平；结合 SMRT等技术，获得细菌
全基因组甲基化位点及精准分布、特定甲基转移酶
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相关基因表达的特征，将有助于解释在细菌感染过

程中甲基化图谱以及甲基转移酶相关基因是怎样变

化的，从而有助于更好地理解 DNA甲基化和甲基
转移酶在细菌致病机制中的作用；由于菌株之间甲

基化图谱的显著差异性，在未来，SMRT可以用来
研究不同菌株“表观基因型”与疾病发生之间的联

系；也可以将 DNA 甲基化图谱作为新的生物标
志，预测疾病风险(如胃癌风险评估)；此外，细菌
甲基化图谱也是分析细菌耐药、细菌抗氧化的有利

工具．综上所述，更进一步研究 DNA甲基化图谱
及甲基转移酶功能将会揭开细菌致病机制的许多秘

密．甲基化图谱作为新的生物学标志，为疾病预

测、细菌耐药、细菌抗氧化领域打开新的大门[3]．
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Abstract DNA methylation is a robust type of gene regulation and plays an important role in physiological
processes. This review summarizes the origin of DNA methylation in bacteria, DNA methyltransferases,
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