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摘   要：自然转化(natural transformation)是微生物水平基因转移的一种重要机制，其在遗传多样

性的产生或修复 DNA 损伤等方面发挥着重要作用，并且与耐药基因、毒力因子的扩散息息相关。

鸭疫里默氏杆菌(Riemerella anatipestifer, RA)是威克斯菌科中第一个被发现可以发生自然转化的

细菌，本文作者利用此特点建立了多种基因编辑的方法，促进了对其遗传多样性和致病机理的研

究进程。通过系统性地研究影响鸭疫里默氏杆菌自然转化的因素，鉴定出了参与该菌自然转化的

营养物质；通过筛选转座子插入突变体文库，鉴定出了参与该过程的必需基因；最终，在该菌发

现了一种新型的自然转化系统。本文结合其他细菌自然转化研究进展，针对以上研究结果进行综

述，以期对该菌的自然转化机制有更深入的理解，也为更进一步探明该菌的耐药和毒力基因获得

机制提供参考。 
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Abstract: Natural transformation, a mechanism of horizontal gene transfer, plays an important 
role in the generation of genetic diversity, the repair of DNA damage, and the spread of drug 
resistance genes and virulence genes. Riemerella anatipestifer (RA) is the first bacterium of 
Weeksellaceae found to be able to undergo natural transformation. We established a variety of 
gene editing methods based on this property, which accelerated the research on the genetic 
diversity and pathogenic mechanism of RA. In addition, we identified the essential nutrients for 
natural transformation of RA through systematically screening the factors affecting the natural 
transformation. Subsequently, we identified the essential genes involved in natural 
transformation by screening the mutant library. Finally, we discovered a unique system of 
natural transformation in RA. Reviewing the studies of natural transformation in other bacteria, 
we introduced the research progress in the natural transformation of RA, aiming to deeply 
understand the natural transformation mechanism of this bacterium and provide references for 
further deciphering the mechanisms of drug resistance and virulence gene acquisition of this 
bacterium. 
Keywords: Riemerella anatipestifer; natural transformation; horizontal gene transfer; biological 
function 
 

水 平 基 因 转 移 (horizontal gene transfer, 
HGT)在细菌的遗传多样性中起到了重要的作

用，它参与了多种生理过程，包括抗生素耐药

基因的传播[1]、毒素编码噬菌体的分布[2]和致病

岛的转移等[3-4]。HGT 主要包括 3 种方式：接合

转移、转导以及自然转化。自然转化是一种重

要的水平基因转移的机制，其依赖位于细菌染

色体上多个基因的功能 [5]，允许细菌从环境中

获取胞外 DNA，并通过同源重组的方式将其整

合到基因组中 [6]。自然转化在许多病原菌对环

境的适应中发挥重要作用[7-8]，是广泛存在于细

菌和古细菌中的遗传特征，据报道，迄今已有

至少 83 种原核物种被发现可以发生自然转  
化 [6]，其中包括鸭疫里默氏杆菌 (Riemerella 

anatipestifer, RA)[9]。 
鸭疫里默氏杆菌最新被归类于威克斯菌科

(Weeksellaceae)，可以感染鸭、鹅和火鸡等禽类[10]，

感染鸭后会导致大量死亡，给养鸭业带来了巨

大的经济损失[11]。目前临床分离到的 RA 对多

种抗生素均天然耐药，同时由于其血清型众多

且没有交叉保护，因此在生产实际中对 RA 的

防控依然是一大难题[12]。本团队首次发现鸭疫
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里默氏杆菌可以发生自然转化，利用该特性开

发了多种基因编辑技术，并对影响自然转化的

决定因素和机制进行了深入探究。本文主要就

鸭疫里默氏杆菌自然转化的发现、影响因素及

相关基因鉴定等研究进行综述。 

1  自然转化概述 
90 多年前，基于 Frederick Griffith 的开创

性工作，发现肺炎链球菌的有毒力和无毒力菌

株可以相互转化[13]。随后，细菌可以进行“自然

转化”的现象被发现，并创造了“自然遗传转化”

一词，以区别于其他用于将 DNA 分子导入细菌

的人工体外程序。能够进行自然转化的细菌被

称为“天然感受态(natural competent)”。有些细

菌，如淋病奈瑟菌(Neisseria gonorrhoeae)、空

肠弯曲杆菌(Campylobacter jejuni)、鸭疫里默氏

杆菌(Riemerella anatipestifer)等在生长的各个

阶段都能进行自然转化[14-15]，而有些细菌，如

肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)、流感嗜

血杆菌(Haemophilus influenzae)等的自然转化

只发生在特定的时间点，其摄取 DNA 的能力是

短暂的[16]。 

虽然自然转化在不同的细菌中的机制有所

不同，但总体来说分为 4 个步骤：DNA 招募、

DNA 结合与摄取、DNA 处理以及同源重组[17]。

在这一过程中，DNA 的摄取与同源重组至关重

要。迄今为止，包括革兰氏阴性菌在内的所有研

究系统中，从环境中转化的双链 DNA (dsDNA) 
均通过细 菌外膜导 入并加工 成单链 DNA 
(ssDNA)。一些革兰氏阴性菌，如奈瑟氏菌、流

感嗜血杆菌、嗜热细菌(Thermus thermophilus)
等，使用Ⅳ型菌毛(type Ⅳ pilus, T4P)吸收外源

双链 DNA (dsDNA)[18-19]。蛋白质相互作用研究

及其他分析表明，嗜热细菌的 DNA 转运蛋白和

Ⅳ型菌毛 T4P 的内膜和外膜蛋白形成了一个从

细胞质延伸到外膜的完整结构，DNA 通过与

PilQ 复合体结合，再通过分泌素通道转移[20]。

而在幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)中，DNA
摄取不是由基于Ⅳ型菌毛的装置介导的，而是

依赖于与Ⅳ型分泌系统(T4SS)相关的运输系统，

称为 comB 系统[21]。幽门螺杆菌 ComB 蛋白以其

来 自 根 瘤 农 杆 菌 (Agrobacterium tumefaciens) 
VirB/D4 系统的直系同源物命名。到目前为止，

它们由 5 个开放阅读框(ORF)组成：ComB4、
ComB7、ComB8、ComB9 和 ComB10[22-24]。此

外，空肠弯曲杆菌则是使用Ⅱ型分泌系统(T2SS)
吸收外源 dsDNA[25]。 

当 DNA 被摄取进入周质/假周质后，就会

通过第二个广泛保守的机制进一步将其转运穿

过细胞质膜[26]。这种机制由另一个名为 ComE/ 
ComEA[27-28]的 DNA 受体组成，该受体将 DNA
传递到通透酶 ComEC[29]，再由 ATP 水解提供

动力的过程中将其转运到细胞质[30]。在那里，

ssDNA 被同源重组(homologous recombination)
机制识别并整合到宿主染色体中[31]。自然转化

具体过程及机制可参见文献[26]。 

2  鸭疫里默氏杆菌自然转化的

发现及基于该现象的基因编辑

方法 
2.1  鸭疫里默氏杆菌自然转化现象的发现 

对 RA标准株 ATCC 11845以及 CH-1、CH-2
株的基因组进行测序，发现其广泛存在基因多

样性、基因含量差异等现象。首先是基因组的

大小不同，其次是各菌株中含有的耐药基因也

不同。例如在 CH-1 中存在的单加氧酶基因

(tetX)、红霉素甲基化转移酶基因(ermF)、A 类

β-内酰胺酶基因(bla)等耐药基因，而在 ATCC 
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11845 基因组中却并未找到相关基因[32]。这种

多样性一般是由于突变、基因组重排和来自环

境的外源 DNA 造成的，表明 RA 具有可以接受

外源 DNA 的能力[33-34]。 
DNA 可以通过接合转移[35]、噬菌体转导[36]

及自然转化[37] 3 种典型的方式从一种细菌转移

到另一种细菌。其中，接合转移一般由质粒介

导[38]。现有已测序的多数 RA 分离株中，只有

极少数的菌株中能够分离到质粒，可排除接合

转移是 RA 获得外源基因的主要方式。为了研

究 RA 是否为一种天然感受态，Liu 等以对红霉

素敏感的 RA 标准株 ATCC 11845 为研究对象，

将其培养至对数期后与 RA CH-1 染色体 DNA 
(含红霉素抗性基因 Ermr[39-40])共同孵育后涂布

于红霉素抗性板上，结果从板上分离到含有红

霉素抗性的菌落，对其进行 PCR 鉴定及测序发

现红霉素抗性基因被插入到了 ATCC 11845 的

基因组中，表明 RA ATCC 11845 具有天然感受

态活性[9]。为了进一步研究自然转化是否发生

在 RA 的整个生长期，Liu 等检测了 ATCC 11845
在迟滞期、指数期、静止期和衰亡期的自然转

化频率，发现 RA ATCC 11845 在所有生长阶段

都具有自然转化活性，在对数生长期的自然转

化频率最高[9]。检测 RA ATCC 11845 发生自然

转化这一过程所需要的时间，发现此过程可以

在 1 min 之内完成，远快于青枯病菌(Ralstonia 
solanacearum)的自然转化过程[41]，与霍乱弧菌

自然转化发生速度一致[42]。 

2.2  基因编辑方法的建立 
由于缺乏方便快捷的基因编辑方法，鸭疫

里默氏杆菌基础研究进展缓慢。为突破此技术

瓶颈问题，Liu 等将 RA ATCC 11845 菌株中待

缺失基因上下游同源序列与红霉素抗性基因序

列通过重叠 PCR 相连，将该重组片段与亲本株

孵育并通过红霉素抗性平板筛选后进行鉴定，

由此得到了含有红霉素抗性基因的“有痕”缺失

菌株，这一方法的建立极大地加快了 RA 基因

缺失的效率[9]。但由于 RA 对多种抗生素天然耐

药会导致抗性基因选择范围狭窄，且“有痕”缺
失存在潜在“极效应”等不利影响，本团队随后

依次建立了以 pheS 基因突变体[43]、rpsL[44]、

SacB[45]为反向筛选标记的“无痕”缺失、点突变、

基因插入等基因编辑的方法。以“无痕”缺失为

例，具体缺失流程如图 1 所示。通过建立的方

法已对多个鸭疫里默氏杆菌基因的功能进行了

鉴定[43-45]。  
鸭疫里默氏杆菌基于自然转化的“无痕”缺

失过程。(1) 扩增并纯化含有目的基因上游、抗

性片段、反向筛选标记及目的基因下游的融合

片段。(2) 将其与目的菌株进行第一次自然转

化，转化后的细菌用含有抗生素的血琼脂平板

进行筛选，通过 PCR 鉴定正确的阳性菌落。(3) 

扩增目的基因上下游，使用重叠 PCR 将上下游

片段进行融合，与整合子进行第二次自然转化，

进行反向筛选。通过 PCR 鉴定，最终得到“无

痕”缺失菌株。 

3  影响鸭疫里默氏杆菌自然转

化的因素 
细菌自然转化效率受生长期、细胞密度、

代谢活性、营养压力和 DNA 损伤等多种因素

的影响[46-48]。一些细菌，如枯草芽孢杆菌和流

感嗜血杆菌，对营养信号有反应 [49-50]；一些细

菌，如肺炎链球菌和嗜肺军团菌，会感知不同

的压力条件以触发进入可转化状态[51-52]。另外，

Moreno-Gámez 等使用数学模型证明了细胞密

度、pH 和抗生素压力调节肺炎链球菌的自然转

化[53]。但由于 RA 在所有生长阶段都具有自然

转化活性且细胞密度在 RA 的自然转化发展中 
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图 1  鸭疫里默氏杆菌基于自然转化的“无痕”缺失流程图 
Figure 1  Schematic diagram of makerless mutant using natural transformation in Riemerella anatipestifer. 
 
不起重要作用，因此，营养环境被认为是影响

RA 自然转化的主要因素[9,34]。 
由于 GCB 培养基促进了 RA 最佳的自然转

化能力和 DNA 吸收[9,44]，Zhang 等评估了 GCB
培养基的各种营养成分[葡萄糖、L-谷氨酰胺、

维生素 B1、Fe(NO3)3、NaCl、磷酸盐和蛋白胨]
对 RA ATCC 11845 自然转化的影响[34]。将 RA 
ATCC 11845 培养至对数期，然后分别将其在缺

失单一营养物质的 GCB 或是在无菌水中仅添

加该单一营养物质中培养一段时间后，分别在

这些培养基中测定菌株的自然转化频率。结果

表明，当从 GCB 培养基中去除磷酸盐或蛋白胨

后，转化频率显著降低。推测这可能是由于蛋

白胨为需要转化的细菌提供蛋白质合成所必需

的氨基酸，而磷酸盐中的阳离子则可能中和了

待转化 DNA 的磷酸骨架的负电荷[34]。 
铁是大多数细菌生长和生存的必要元素，

因为它在呼吸、抗氧化应激和 DNA 合成等过程

中发挥重要作用。研究表明，铁对于 RA 的生

长至关重要[11,54-55]。为进一步检测铁对于 RA 自

然转化的影响，Zhang 等在铁限制性环境检测

自然转化频率，发现限铁环境抑制自然转化，

而在加入 Fe(NO3)3 后自然转化频率逐渐恢复。

进一步研究表明，在限铁条件下，参与 RA 自

然转化的基因 dprA、comEC 转录下调[34]。由于

鸭疫里默氏杆菌 TonB 系统参与了铁离子的转

运[39]，Zhang 等进一步检测了 3 个 TonB 蛋白对

自然转化频率的影响。结果表明，与亲本株相

比，tonBA 和 tonBB 缺失株的自然转化频率显

著降低，而 tbfA 缺失株对自然转化没有任何影
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响；并且 tonBB 的缺失比 tonBA 更严重地抑制

自然转化，其原因在于 tonBB 缺失株比 tonBA
缺失株更加抑制了铁的摄取[34]。 

4  参与鸭疫里默氏杆菌自然转

化必需基因的鉴定 
大多数可自然转化的细菌都依赖于类似的

DNA 摄取机制[8,56]。研究表明，参与该过程的

某些核心基因在系统发育上是保守的[26]。例如，

所有可转化细菌几乎都含有促进遗传交换的基

因 dprA、recA 和 ssbB，跨膜通道 ComEC 和胞

质外 DNA 结合蛋白[8,57]。其中，DprA 和 RecA
都是保护肺炎链球菌中转入 ssDNA 所必需的，

DprA 在体外结合 ssDNA 招募 RecA[31]，促进同

源重组的发生，它们的缺失会导致内化的 DNA
立即被降解[58]。SsbB 则在转化中扮演着 3 个重

要角色。首先，它可以保护 ssDNA 免受内源性

核酸酶的伤害[59]；其次，SsbB 在同源重组中起直

接作用，当每个细菌转化进入一个 DNA 分子时，

ssbB 突变体的转化效率会降低 3 倍[60]；最后，当

转化 DNA 充足时，SsbB 会创建一个 ssDNA 储

存库，允许连续的重组事件发生[60]。而 ComEC
和胞质外 DNA 结合蛋白对于 DNA 转运至关重

要，例如枯草芽孢杆菌中的 ComEA[27,46]，它

可以作为受体将 dsDNA 传递到高度保守的

ComEC[61]。  

4.1  鸭疫里默氏杆菌 DprA 的鉴定 
Liu 等对鸭疫里默氏杆菌的序列比对分析

并未在 RA ATCC 11845 株基因组上找到编码

T4SS 或 T4P 的所有同源物，仅在基因组上找到

一些淋病奈瑟菌的 ComE、ComM、DprA 和 Ssb
的疑似同源物[9]。序列分析在 RA ATCC 11845
中发现一个编码与其他细菌的 DprA 序列具有

低一致性(30%−37%)假定 DprA。由于 DprA 在

自然转化系统中高度保守，Huang 等探索了该

基因是否参与 RA 的自然转化[62]。结果表明，

当在 RA ATCC 11845 中缺失 dprA 后，无法检

测到自然转化的发生，这表明 DprA 对于 RA 
ATCC 11845 的自然转化是必需的。通过生物信

息学分析发现鸭疫里默氏杆菌的 DprA 具有 3 个

结构域：α 基序结构域(sterile alpha motif, SAM)、
Rossmann 折叠结构域(RF)和 Z-DNA 结合结构

域(Zα)，而肺炎链球菌和幽门螺杆菌的 DprA 分

别只含有 SAM、RF 结构域和 RF、Zα 结构域[58,63]。 
为了研究 DprA 的每个结构域的功能，

Huang 等首先用表达肺炎链球菌的 SAM-RF 结

构域或幽门螺旋杆菌的 RF-Zα 结构域的质粒对

鸭疫里默氏杆菌 dprA 缺失菌株进行了回补，并

测定了其自然转化频率，发现 SAM 结构域的作

用比 Zα 结构域更重要[62]。由于序列比较分析

表明位于 RF 结构域中的第 123 位精氨基酸是

DprA 该结构域中最保守的氨基酸残基之一，

Huang 等将 DprA 的第 123 位精氨基酸突变为谷

氨酸，再将其克隆至穿梭载体 pLMF03 上，并

用该质粒对 dprA 缺失菌株进行了回补，发现缺

失株的自然转化能力不能被恢复，表明 RA 
ATCC 11845 的 RF 结构域是其自然转化所必需

的，且该氨基酸在该结构域中起着关键作用[62]。

另外，由于已有研究表明 DprA 可以结合和保

护通过自然转化进入胞内的 DNA[31]，Huang 等

进一步通过凝胶牵引试验(EMSA)验证鸭疫里默

氏杆菌中的 DprA 是否可以与 DNA 结合。结果

表明，DprA 不仅能够结合单链 DNA (ssDNA)，
也能结合双链 DNA (dsDNA)，且没有序列的特

异性[62]。Huang 等同时也对突变了 RF 结构域

中第 123 位精氨基酸的 DprA 进行了验证，发

现其丧失了结合 DNA 的能力，这表明 RF 结构

域通过与 DNA 的结合作用而发挥功能[62]。 
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4.2  一种新型自然转化系统的发现与鉴定 
为了进一步探究 RA 中的自然转化机制，

找到参与自然转化的所有必需基因，Huang 等

在 ATCC 11845 中构建了一个包含 3 000 个转座

子插入突变体的文库，并测定了文库中所有菌

株的自然转化频率。与亲本株 ATCC 11845 相

比，9 个突变体丧失了自然转化能力，14 个突变

体的自然转化频率显著降低。随后，通过基因组

步移的方法对失活基因进行鉴定，分析转座子的

插入位点，最终鉴定出了 8 个 ATCC 11845 发生

自然转化所必需的基因以及 12 个影响其自然

转化频率的基因。生物信息学分析表明，必需

基因中的 RA0C_RS04895、RA0C_RS05130 和

RA0C_RS04870 分别编码假定的 ComEC、DprA
和 RecA 蛋白，RA0C_RS05105 编码一个假定的

ComF 蛋白(可以产生驱动 DNA 通过内膜移位到

细胞质所需的能量[46])，这些都已在其他天然感受

态细菌中被鉴定，在 RA 的自然转化中，它们可

能起着相类似的作用。而剩余的 4 个必需基因与

已鉴定出的参与自然转化的基因没有任何相似

之处。对其进行进一步分析，推测 RA0C_RS04920
可能位于菌毛中，吸收胞外dsDNA；RA0C_RS04915
被预测位于外膜，含有一个羧肽酶调节样结构

域，该结构域普遍存在于 TonB 依赖的受体分

子中，可能在外膜转运 DNA 中发挥作用；

RA0C_RS02645 含有一个非特异性结合 DNA 的

螺旋-发夹-螺旋结构域，推测它位于周质中，可

能在促进 dsDNA 进入周质中发挥作用；而

RA0C_RS04920与牙龈卟啉假单胞菌中位于细菌

表面的赖氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶具有高度

相似性，推测其可能于外膜上结合 dsDNA；这些

均表明 RA 编码了一种新型的自然转化系统[64]。 

5  展望 
鸭疫里默氏杆菌是第一个在威克斯菌科中

被发现的天然感受态细菌，对其参与自然转化

基因及影响其自然转化因素的鉴定，有助于揭

示该菌乃至威克斯菌科的自然转化机制。最近

研究表明在一些可发生自然转化的细菌中存在

CRISPR 系统或 argonaute proteins (Agos)的“防
御系统”会参与抑制自然转化的过程[19]。因此，

未来研究的重要挑战不仅是对鸭疫里默氏杆菌

自然转化机制更详尽的阐释，更需要找到可能

存在于该菌中的抑制自然转化的线索和机制。

如可通过筛选突变体文库中自然转化频率上调

的突变体，从而寻找抑制自然转化的基因。另

一方面，需要对鸭疫里默氏杆菌基因编辑的方

法进一步改进，如可尝试建立多个基因同时进

行无痕缺失的方法。这有助于为鸭疫里默氏杆

菌中多种耐药性和多种血清型的产生提供新的

见解，并可为自然转化导致抗性基因和毒力基因

的传播提供更有力的证据。总之，解决这些问题

将会对鸭疫里默氏杆菌有更深入的了解，并且也

为更好地防控该菌的感染提供理论支撑。 
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