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摘   要：大肠杆菌生物膜是由聚集于特定介质上的大肠杆菌菌体细胞相互黏附并分泌胞外基质聚

合物 (extracellular polymeric substances, EPS) 而产生的一种结构复杂的膜状聚集物。感染宿主后

的致病性大肠杆菌在形成生物膜后会极大地逃避免疫系统以及环境中各种有害因素对其的影响，

对宿主造成持续甚至致命的伤害。环二鸟苷酸 (cyclic diguanosine monophosphate, c-di-GMP) 是广

泛存在于细菌中的第二信使，在调节生物膜形成过程中起到至关重要的作用。基于此，本文对近

些年来有关 c-di-GMP 对大肠杆菌生物膜形成过程中菌体的运动、黏附以及 EPS 产生机制的研究进

行了综述，以期为从 c-di-GMP 角度抑制大肠杆菌生物膜提供依据和思路。 
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Abstract: Escherichia coli biofilm is a complex membrane aggregation produced by the adhesion and 
secretion of extracellular polymeric substances by E. coli cells aggregated on specific media. Pathogenic 
E. coli will evade the immune system and the impact of various harmful factors in the environment after 
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the formation of biofilm, causing sustained and even fatal damage to the host. Cyclic diguanosine 
monophosphate (c-di-GMP) is a second messenger ubiquitous in bacteria and plays a crucial role in 
regulating biofilm formation. This paper reviewed the recent studies about the role of c-di-GMP in the 
movement, adhesion, and EPS production mechanism of E. coli during biofilm formation, aiming to 
provide a basis for inhibiting E. coli biofilm from the perspective of c-di-GMP. 

Keywords: Escherichia coli; biofilm; c-di-GMP; second messenger 

 
 
 

大肠埃希菌 (Escherichia coli)，俗名大肠

杆菌，是一种革兰氏阴性短杆菌、兼性厌氧、

具有运动性或非运动性细菌，是人类和动物肠

道内正常菌群的成员之一，以益生或共生的方

式存在于机体内。此外，该菌的一些菌株具有

致病性，在一定条件下 (继发感染、机体免疫

力下降等) 会引起人类或动物发病甚至死亡，

例如许多与医疗器械相关的感染 (尿道和血管

内导管、假肢关节、分流管和假肢移植等)[1]。

已有研究表明，引起胃肠炎和肠外感染的 8 种

大肠杆菌 (肠致病性大肠杆菌、肠出血性大肠

杆菌、产肠毒素大肠杆菌、肠侵袭性大肠杆菌、

肠黏附性大肠杆菌、弥散黏附性大肠杆菌、尿

道致病性大肠杆菌和新生儿脑膜炎大肠杆菌) 
中的每一种都以特殊的黏附机制在宿主的特定

部位定居 [2]。大多数致病菌株借助鞭毛和卷曲

附属物黏附于宿主细胞表面，借助于各种毒力

因子以及通过分泌生物膜基质成分来致病[3-4]。

近年来本研究团队一直致力于大肠杆菌的流

调、耐药性与生物膜的研究，2020 年本实验室

从山东省枣庄市某鸭养殖场病死鸭体内分离出

一株大肠杆菌，经检测该菌携带有 phoA、luxS、 
pfs、fimC、ompA、iss、tsh、ompT、iroN 等 9 种

毒力基因，并对 17 种药物呈不同程度的耐药

性，由此可见大肠杆菌耐药性现象十分严重[5]。

此外，越来越多的研究表明，生物膜的形成与细

菌的耐药性产生以及对机体持续感染有关[6-7]，

最近还发现生 物膜的形成与膀胱癌有关[8]，值

得引起关注和重视。 
生物膜是由微生物组成的共生体，处于其

中的细胞会相互黏附并分泌产生胞外基质聚合

物 (extracellular polymeric substances, EPS)，水

为其主要成分之一，另外还包括胞外多糖、蛋

白质、脂类和核酸[9]。生物膜可在生物或非生

物表面形成，也可在宿主细胞表面甚至是宿主

细胞中形成。由于其具有三维结构且代表着微

生物群落的生活方式，被形象的比喻为“微生物

的城市”。身处生物膜中的细菌可以共享营养物

质，抵抗宿主免疫系统和环境中有害因素的影

响，如干燥、抗生素等[10]。近年来，许多引起

人类和动物感染的大肠杆菌菌株都有形成生物

膜的能力，其中包括从儿童急性胃肠炎患者的

粪便中分离到的致病性大肠杆菌[11]、从尿路感

染患者的尿液中分离到的致病性大肠杆菌[12]、

从儿童菌血症患者的血液中分离到的致病性大

肠杆菌[13]、从禽致病性大肠杆菌病病例 (大肠

败血症、蜂窝织炎、气囊病、腹膜炎、输卵管

炎、脐炎和骨髓炎等) 中分离到的致病性大肠

杆菌[14]以及从牛和猪粪便中分离到的致病性大

肠杆菌等[15-16]。 
环 二 鸟 苷 酸  (cyclic diguanosine 

monophosphate, c-di-GMP) 是广泛存在于细菌

中的第二信使，在调节菌体生物膜形成过程中

起到至关重要的作用。基于此，本文对近些年

来有关 c-di-GMP 对大肠杆菌生物膜形成过程

中菌体的运动、黏附以及 EPS 产生机制的研究
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进行了综述，以期为从 c-di-GMP 角度抑制大肠

杆菌生物膜形成提供依据和思路。 

1  大肠杆菌生物膜的形成  
1.1  生物膜形成的过程 

在大多数细菌的浮游-附着转变过程中，生

物膜的形成始于浮游微生物对生物和非生物表

面的附着，结束于成熟生物膜中菌体单个细胞

或细胞簇的主动或被动扩散，各种黏附因子、

调控网络以及细胞外基质成分共同负责调控整

个过程[17]。大肠杆菌可在各种环境中生存并形

成生物膜，例如营养稀少的水和土壤中[18-19]、

肉制品中[7]以及新鲜农产品上[20]等。大肠杆菌

在环境中形成生物膜的过程具体由以下几个步

骤组成 (图 1)：浮游的大肠杆菌可逆地附着于

生物或非生物表面彼此聚集并继续生长、菌体

与表面发生不可逆附着形成微集落并且释放大

量胞外基质、生物膜完全成熟、单个细胞或细

胞集落离开生物膜发生分散[21]。此外，在生物

或非生物表面形成的大肠杆菌生物膜会以各种

方式被宿主摄入，进而造成食源性感染。除在

生物或非生物表面形成生物膜外，致病性和共

生性大肠杆菌还能在调节网络、粘附分子和细胞

外基质调控下在胃肠道形成生物膜 (图 2)[22]。此

外，尿致病性大肠杆菌 (uropathogenetic E. coli, 
UPEC) 甚至能在宿主细胞内形成生物膜，其过

程为 (图 3)：膀胱管腔中的浮游细胞通过与细

菌细胞表面的相关粘附素作用，共同粘附在膀

胱细胞上，随后 UPEC 侵入膀胱细胞迅速增殖，

形成一个松散的复合体，使膀胱中的细菌数量

激增，增加了 UPEC 菌株传播到其他部位并持

续存在的机会，在细菌感染后数小时，UPEC
菌株分化为平均长度为 2 μm 的异常杆状菌株，

UPEC 菌株还能从尿路上皮细胞中分离出来并

进入膀胱的管腔，从而导致菌尿症，此外还可

侵入膀胱的其他细胞[23]。 

1.2  生物膜形成的机制 
大肠杆菌细胞的鞭毛运动性在宿主定殖及

生物膜形成早期阶段起着重要的作用，而在生

物膜成熟阶段受到抑制[24]。浮游的菌体细胞在

高水平的生物膜形成时表现出高水平的鞭毛运

动性[25]，并且受到小分子系统的调节，如群体

感应 (quorum sensing, QS) 信号分子[22]。 
QS 是细菌通过分泌物信号 (自体诱导物)

进行交流的过程，一旦诱导因子的浓度达到阈

值，信号就会被检测到，进而造成基因表达水

平的改变[26]。QS 具有多种多样的功能，其中包

括种群密度检测、毒力、应激反应维持以及生

物膜形成[27]。大肠杆菌有多个 QS 通路，其中一

个是基于自诱导子 2 (autoinducer 2, Al-2) 的系

统，主要用于大肠杆菌在胃肠道内 (37 ℃)的通

信，可增加菌体生物膜的形成；另一个是基于吲

哚的系统，主要用于大肠杆菌在宿主之外 (30 ℃
或更低) 时的通信，降低菌体生物膜的形成[28]。 

 

 
图 1  大肠杆菌在环境中生物被膜形成[21] 
Figure 1  Biofilm formation of Escherichia coli in the environment[21]. 
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图 2  大肠杆菌在胃肠道中生物被膜形成[22] 
Figure 2  Biofilm formation of Escherichia coli in the gastrointestinal tract[22]. 

 

 
 

图 3  尿致病性大肠杆菌在膀胱细胞内生物被膜形成[23] 
Figure 3  Intracellular biofilm formation of uropathogenic Escherichia coli[23]. 
 

EPS 基质是生物膜成分中非常重要的部

分，而卷曲菌毛和纤维素是构成 EPS 基质的两

个主要成分，卷曲菌毛负责细胞的定殖以及生

物膜的发育，纤维素则是大肠杆菌在生物膜中

分泌的主要胞外多糖之一，生物膜的存在与纤

维素生成息息相关[29]。卷曲菌毛是蛋白质类细

胞外纤维，产生卷曲菌毛细菌的标志性表型是

卷曲淀粉样纤维在含有刚果红的培养基上形成

红色菌落[30]。 
除以上介绍的相关机制外，还有包括在菌

体生物膜形成过程中起关键作用的各种黏附

素、鞭毛、菌毛、两种胞外多糖 (β-1,6-N-乙酰
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-D-葡糖胺聚合物、荚膜异多糖酸)，以及本文

着重介绍的第二信使 c-di-GMP[21]。 

2  c-di-GMP 的调控和分布特点 
c-di-GMP 可在二鸟苷酸环化酶 (diguanylate 

cyclase, DGC) 的催化下，由两分子的三磷酸鸟

苷  (guanosine triphosphate, GTP) 环化而成。

c-di-GMP 是一种在细菌中普遍存在的第二信

使，在细菌的生物膜形成、分化、运动等多种

生物学过程中起着重要的调节作用[31]，其调节

方式为调控生物膜形成的相关基因，或直接刺

激细菌生物膜细胞外基质中胞外多糖的合成和

分泌。菌体细胞内 c-di-GMP 水平由含 GGDEF
结构域的 DGCs 和含 EAL 或 HD-GYP 结构域的

磷酸二酯酶 (phosphordiesterase, PDE) 调控[32]。

c-di-GMP 在介导各种生物学功能时需先与相应

的效应蛋白结合，然后作用于其特定的下游靶

点，效应蛋白主要包括转录因子、核糖开关、

GGDEF/EAL 结构域和 PILZ 结构域[33]。含特定

信号传导结构的 DGCs 和 PDEs 可通过捕捉不

同信号，进而调控 c-di-GMP 浓度，最终通过

c-di-GMP 进一步调控菌体相关的各种功能，其

中包括用于感受细胞膜的 MASE 膜相关感受结

构域[34]；用于感受环境信号变化的 γ-变形菌纲

细胞周质/胞外感受结构域和环化酶/组氨酸激

酶相关的胞外感受结构域[35]；用于调节 PDEs
酶活性的 CSS 基序结构域等[36]。目前的研究表

明，大肠杆菌模式菌株 K-12 含有 29 个

GGDEF/EAL 结构域蛋白，包括 12 个 DGCs、
13 个 PDEs 以及 4 种无酶活性蛋白，研究人员

对蛋白相互作用模式进行了系统性分析，数据

显示 c-di-GMP 信号比预期的要复杂得多，调

节机制为几个中枢控制器在一个复杂的分层

蛋白质网络中互作，而非简单的几个并行工作

的小模块[37-38]。 

3  c-di-GMP 对大肠杆菌生物膜的调控 
3.1  c-di-GMP 对运动的调控  

大肠杆菌的运动性依赖于鞭毛马达(基底

部)、鞭毛丝以及鞭毛钩的参与，具有环状结构

和转动轴的鞭毛马达由转子蛋白 (FliG、FliM
和 FliN) 和定子蛋白 (MotA 和 MotB) 构成，

通过两种蛋白的互作产生动力，使鞭毛以逆时针

方向旋转 (counterclockwise, CCW) 而运动[39-40]。

在大多数细菌的浮游 - 附着转变过程中，

c-di-GMP 起 到 关 键 的 调 控 作 用 ， 高 水 平

c-di-GMP 促进表面附着及生物膜形成，而低水

平有利于菌体移动[33]。在大肠杆菌中，含有 PilZ
结构域的鞭毛制动蛋白 YcgR 作为 c-di-GMP 的

效应物，当菌体细胞处于高 c-di-GMP 水平时，

鞭毛制动蛋白 YcgR 会与鞭毛转子蛋白产生相

互作用，从而影响鞭毛的正常运转状态，通过

促进表面附着参与生物膜的形成[41]。 
到目前为止，已经报道了马达内的几个靶

蛋白，包括 MotA、FliG 和 FliM，以及它们各

自不同的调控机制。Paul 等 [42]研究发现，在

c-di-GMP 存在下，YcgR 与 FliG 和 FliM 相互

作用最强，这种相互作用降低了 FliG C-末端结

构域与 MotA 相互作用而产生扭矩力的效率，

并导致了 CCW 的偏置。Fang 等[43]基于免疫共

沉淀、双杂交和突变分析得出，大肠杆菌

c-di-GMP 受体 YcgR 与鞭毛开关复合体的 FliG
亚基结合，c-di-GMP 增强了 YcgR-FliG 的相互

作用。FliG的中心片段既与 FliM结合又与 YcgR
结合，表明 YcgR-c-di-GMP 通过改变 FliG-FliM
相互作用而偏向鞭毛旋转，这种相互作用需要

YcgR 的 N 端 YcgR/PilZN 结构域的参与。 
这 些 研 究 极 大 地 提 高 了 研 究 人 员 对

c-di-GMP 调节鞭毛运动的认识，Hou 等 [44]以

YcgR 如何作用于这些靶蛋白继续展开研究，发
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现被激活的 YcgR 在 MotA-FliG 界面稳定地与

MotA 结合，从而调节细菌的游动。生化和结构分

析显示，c-di-GMP 重排了 PilZ 结构域，形成了一

个由 RXXXR 基序和 C 端 α3 螺旋组成的 MotA 结

合片。此外还发现，运动调节还依赖于 YcgR-N
结构域中的一个与 MotA 相互作用无关的保守区

域。由此推断出，YcgR-N 结构域是其他运动蛋白

活动所必需的，激活的 YcgR 通过其 PilZ 结构域

结合到 MotA 上，从而中断 MotA 和 FliG 相互作

用，同时通过 YcgR-N 结构域与其他运动蛋白相

互作用，抑制鞭毛运动 (图 4)，促进表面附着及

生物膜的形成。此种 YcgR 与运动蛋白相互作用

的模式，可能为其他 PilZ 家族蛋白所共有。该研

究为进一步探究 YcgR 介导的鞭毛运动奠定了基

础，并为研究其他 PilZ 蛋白提供了新的线索。 

3.2  c-di-GMP 对附着的调控  
生物膜的形成是一个渐进的过程，菌体对

生物或非生物表面的识别和附着是第一步，当

浮游细菌细胞从液体向生物或非生物表面运动

时，可以感知到 3 种不同的信号：理化性质的

变化、细胞附属物的附着和细胞体的附着，为

了感知 pH、离子强度、渗透压和养分利用率的

变化，细菌通常采用由膜结合的组氨酸激酶 
(感受刺激) 和细胞质反应调节因子 (介导细胞

反应) 组成的双组分信号转导系统，对这些信

号作出反应的多个系统具有与生物膜形成相关

的下游靶基因，在大肠杆菌中，感知理化特性

并具有下游靶在生物膜形成中起作用的系统是

EnvZ/OmpR、RcsCDB，可能还有 BasSR[45]。

当细菌接近表面时，细胞附属物就会附着在生

物或非生物表面上，粘附是由鞭毛支持的，由

于其疏水的性质，粘附疏水表面效果更强，此

外菌毛也附着在生物或非生物表面并支持生物

膜的形成[46]。除了通过细胞附属物附着于生物

或非生物表面外，细胞体也可通过自身的机制

附着于生物或非生物表面[47]。 
总的来说，从浮游的生活方式转变为固定

的附着状态是一个由细菌所处的环境和附着表

面，以及细菌细胞的生物、化学和物理性质共

同决定的过程[47]。Suchanek 等[48]分析了大肠杆

菌在非生物和仿生甘露糖表面附着过程中受趋

化途径和 c-di-GMP 的影响，发现在没有

c-di-GMP 信号的情况下，可以增强菌毛介导的

大肠杆菌的表面附着作用；敲除 c-di-GMP 依赖

的 YcgR 或 DgcE 的基因可进一步增强附着力。

这些结果表明，c-di-GMP 对大肠杆菌的表面附

着有负调节作用，低水平的 c-di-GMP 和低活性

的趋化途径协同促进大肠杆菌的表面附着。 
 

 
 

图 4  c-di-GMP 调节 YcgR 介导的鞭毛制动行为的模型[44] 
Figure 4  The proposed model of c-di-GMP regulating the YcgR-mediated flagella brake behavior[44]. 
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为了有效地附着在不同的生物或非生物表

面上，大肠杆菌会利用鞭毛作为粘附的结构成

分，并在表面附着过程中调节鞭毛的活动，鞭

毛速度由 c-di-GMP 通过 YcgR 控制，与

c-di-GMP 结合后，YcgR 会与鞭毛马达相互作

用，导致旋转速度减慢[41]。除此之外，胞外多

聚 β-1,6-N- 乙酰氨基葡萄糖  (poly-β-1,6-N- 
acetylglucosamine, PGA) 是大肠杆菌附着的另

一个重要因素[49]。PGA 的产生由 PgaABCD 复

合体介导，受 c-di-GMP 调控 [50]。DgcZ 是

c-di-GMP 产生的 DGCs 之一，主要负责控制

PGA 的生物合成。目前已经对 DgcZ 复杂的调

控机制进行了初步的研究，例如 DgcZ 转录受

CpxR 的调控[51]，DgcZ 除含特有的 GGDEF 结

构域外，还具有锌结合结构域 (CZB)，活性受

Zn2+的调节等[52]。为探究 DgcZ 主要作用以及蛋

白活性所需生理条件，Lacanna 等[53]继续开展

研究，发现 DgcZ 可通过抑制 CpxR 的突变和促

进 NlpE 的过表达来形成生物膜，免疫共沉淀数

据和细菌双杂交实验都显示了 DgcZ 在表面附

着调控中的重要作用。该研究加深了科研人员

对 DgcZ 主要功能的认识，并且阐释了表面感

知和附着在生物膜形成过程中共同调控的重要

性，为今后有关 DgcZ 的研究奠定了基础。 

3.3  c-di-GMP对生物被膜形成过程中 EPS
的调控 

c-di-GMP 在大肠杆菌中的另一个生物学功

能是调控生物膜形成过程中 EPS 的产生，其中

包括淀粉样纤维素和磷乙醇胺纤维素 [54]等，

EPS 的产生通常发生在已进入稳定期缓慢生长

的细菌细胞中，并受到转录因子级联的控制。 
DgcE 是大肠杆菌中产生 c-di-GMP 的 12 种

DGCs 之一，具有 6 个复杂的结构域，先前已

被证明参与生物膜胞外基质的产生 [55]。Pfiffer
等[34]以 DgcE 本身的信号调控机制继续展开研

究，发现 DgcE 的活性由一种新型的 GTPase 所

调控，它直接与 DgcE 的 N 端膜固有的 MASE1
结构域相互作用。这种 MASE1 结构域具有对

DgcE 激活和持续蛋白水解的双重功能，GTPase
系统的信号表明，DgcE 在进入稳定期时，细胞

GTP 水平的下降可能会刺激 c-di-GMP 的产生，

而稳定期正是生物膜基质开始产生的时期。该

研究揭示了一个新的 GTP/c-di-GMP 连接信号

通路。 
在包括大肠杆菌在内的革兰氏阴性细菌

中，细菌纤维素的分泌还需要内膜、c-di-GMP
依赖的合成酶、外膜孔蛋白(BcsC)，以及调节

合成酶组装和功能的各种附属亚基以及胞外多

糖的化学成分和机械作用[56]。Krasteva 等[57]的

研究表明，大肠杆菌具有复杂的 Bcs 分泌系统，

BcsF 和胞浆 BcsERQ 组分均能稳定地与 BcsAB
内膜形成 Bcs 复合物。Zouhir 等[58]基于 Bcs 复

合物对其单个调控成分的作用和结构展开更加

深入的研究，确定了分泌纤维素的关键成分为

BcsR 和 BcsQ，二者相互作用决定彼此的折叠

性和稳定性，并通过 c-di-GMP 感应 BcsE 及其

操纵子内伴侣 BcsF，并聚集到内膜；晶体学和

功能数据显示，BcsE 具有特殊的结构域，能在

多个水平上调节细菌纤维素的产生，这项工作

为更全面地模拟细菌生物膜中多糖分泌的机制

奠定了重要的基础。 

4  总结与展望 
目前，我国动物源细菌耐药现象非常普遍，

多重耐药甚至泛耐药的菌株不断出现严重威胁

着我国以及全球的公共健康，细菌耐药性已逐渐

成为现代医学和制药企业面临的最大问题[59-60]。

耐药性的产生是一个多因素造就的结果，包括

人为的抗生素的大量滥用以及细菌自身应激反

应和生理代谢的调节等[61]。而菌体生物膜的形
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成同样也在细菌耐药性的产生上起到不同程度

的作用[8]。大肠杆菌生物膜是菌体细胞为抵御

外界不利因素影响而形成的保护措施，一旦细

菌聚集且形成生物膜，将对抗菌剂具有极高的

耐受性，难以彻底清除。除了极大地影响医疗

外，还给工业、食品加工行业、水产养殖等造

成困扰。生物膜的形成受诸多因素的影响，且

受到复杂调控网络的控制。其中，第二信使

c-di-GMP 在生物膜形成过程中发挥着重要的作

用。现在的研究已表明 c-di-GMP 在大肠杆菌生

物膜形成过程中负责调控菌体运动、附着以及

胞外基质聚合物的分泌等。c-di-GMP 对菌体生

物膜的调控发生在早期的附着阶段，通常在前

期展开针对性处理都是最有效的，因此以该机

制为基础而研究的药物和清除方案，将在很大

程度上抑制生物膜的产生。虽然 c-di-GMP 具有

复杂的调控网络，但现如今也仅发现一部分在

大肠杆菌生物膜调控过程中发挥作用的机制，

未来将需要更多相关机制的研究和阐明。此外，

有关 c-di-GMP 的研究依旧在进行中，越来越多

的相关信号机制将被发现，随着信号机制调节

的表型被阐明，并且各表型对细菌生理的具体调

控被研究透彻，在未来会有更多有关细菌信号通

路的新发现，以这些通路而设计的药靶将会成为

抵抗细菌感染和生物膜危害的有利武器。 
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