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摘  要：【背景】禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic Escherichia coli, APEC)能够引起禽类气囊炎、

心包炎等症状，严重制约养禽业的健康发展。同时，APEC 与人类肠道外致病性大肠杆菌(extraintestinal 
pathogenic Escherichia coli, ExPEC)具有相似的毒力因子，严重威胁公共卫生。APEC 形成生物被膜

可抵抗抗生素杀伤及逃避宿主免疫。因此，探究 APEC 生物被膜形成的关键基因和调控机制，对

于防控 APEC 具有重要的理论和实践意义。【目的】探讨外膜蛋白 CsgG 在 APEC 生物被膜形成中

的作用，揭示 APEC 生物被膜形成的分子机制，为禽大肠杆菌病的防治提供理论基础。【方法】利

用 Red 同源重组技术构建的 csgG 基因缺失株 ΔcsgG 及其互补株 CΔcsgG，分析了 csgG 对 APEC
生长、运动能力、膜通透性、胞外多糖(extracellular polysaccharides, EPS)产量及生物被膜形成能力

的影响。【结果】csgG 的缺失并不影响 APEC 的生长和细胞膜的通透性，但增强了 APEC 的运动

性。csgG 的缺失显著降低了 APEC 生物被膜形成能力，扫描电子显微镜观察发现缺失株生物被膜细

菌组成由多层变为单层，细菌间黏附减少。激光扫描共聚焦显微镜观察发现 csgG 的缺失导致生物

被膜结构松散，黏附的细菌数量减少，同时发现 csgG 缺失显著降低 APEC 的 EPS 产量。实时荧光

定量 PCR 分析显示，csgG 的缺失导致与生物被膜形成相关基因的转录水平显著降低。【结论】CsgG
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在 APEC 生物被膜形成过程中起着关键作用，严重影响生物被膜结构的完整性。 
关键词：禽致病性大肠杆菌；CsgG；生物被膜；胞外多糖 
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Abstract: [Background] Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) could cause inflammatory 
conditions such as avian airsacculitis and pericarditis, which seriously restricts the healthy 
development of the poultry industry. Meanwhile, APEC and human extraintestinal pathogenic 
Escherichia coli (ExPEC) have similar virulence factors, posing a serious threat to public 
health. Biofilm formation can enhance the antibiotic resistance of APEC and help it escape from 
the host immune system. Therefore, exploring the key genes and regulatory mechanisms of the 
biofilm formation of APEC are of great theoretical and practical significance for the prevention 
and control of APEC. [Objective] To elucidate the role of the outer membrane protein CsgG in 
the biofilm formation of APEC, reveal the molecular mechanism of its biofilm formation, and 
provide a theoretical basis for the prevention and control of avian diseases associated with 
APEC. [Methods] The csgG-deleted strain ΔcsgG and its complementary strain CΔcsgG were 
constructed by Red homologous recombination. The strains were then used to study the effects 
of csgG on the growth, motility, membrane permeability, extracellular polysaccharide (EPS) 
production, and biofilm formation of APEC. [Results] The deletion of csgG did not impact the 
growth or membrane permeability but enhanced the motility of APEC. The deletion of csgG 
significantly reduced the biofilm formation of APEC. Scanning electron microscopy revealed 
that the biofilm changed from multilayers to monolayers after the deletion of csgG, with 
reduced intercellular adhesion. Confocal laser microscope revealed that the deletion of csgG led 
to a loose structure of the biofilm and a decrease in the number of adherent bacteria. 
Furthermore, the deletion of csgG significantly reduced the EPS production of APEC. The 
RT-qPCR results showed that the deletion of csgG led to significant reductions in the transcript 
levels of genes related to biofilm formation. [Conclusion] CsgG is a pivotal factor in the 
biofilm formation of APEC, influencing the structural integrity of the biofilm. 
Keywords: avian pathogenic Escherichia coli; CsgG; biofilm; extracellular polysaccharides 
 
 

禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 (avian pathogenic 
Escherichia coli, APEC)感染禽类引起禽大肠杆

菌病，临床症状包括气囊炎、心包炎、关节滑

膜炎、输卵管炎、腹膜炎和败血症等，对养禽

业造成了巨大经济损失[1-3]。APEC 血清型复杂

且广泛耐药，严重制约禽大肠杆菌病的防控。
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此外，APEC 与 ExPEC 具有相似的毒力因子和

致病机制，因此 APEC 可能通过禽类及其产品传

播给人类，对人类健康和公共卫生构成威胁[4]。 
生物被膜是细菌在表面聚集并由自身分泌

的多糖、脂蛋白和纤维蛋白等物质构成的保护

层，该结构使得细菌群体紧密相连[5-6]。APEC
的生物被膜参与抵抗高水平的抗生素并扰乱宿

主细胞免疫机制，从而实现在宿主中的持续定

殖，常常造成慢性感染[7-9]。Curli 菌毛是大肠杆

菌黏附和毒力相关的重要细胞器，区别于鞭毛

和其他类型的菌毛，对于生物被膜的形成至关

重要[10-12]。Curli 菌毛由 csgBAC 操纵子编码，

由 csgDEFG 操纵子编码的蛋白分泌和装配。

CsgA 和 CsgB 是构成 Curli 的主要成分，周质

蛋白 CsgC 可防止淀粉样中间体在周质中形成

以避免其产生细胞毒性[13]。CsgE 和 CsgF 帮助

Curli 的分泌和组装，CsgD 激活 Curli 相关基因

的表达，CsgG 形成帮助蛋白质分泌的通道[14]。

这些蛋白质共同作用，让 Curli 能够从细菌内部

分泌到外部[13-15]。在大肠杆菌中，CsgG 是一个

大型的 β 桶状整合膜蛋白，由 36 条跨膜 β 链组

成，形成多聚体结构，是细菌外膜上已知最大的

β 桶状蛋白之一[16]。该结构使得 CsgG 能形成一

条通道，允许 Curli 菌毛的主要成分 CsgA 和

CsgB 以未折叠的形式通过[17]。CsgG 与辅助蛋

白 CsgE 和 CsgF 的相互作用对 Curli 菌毛的有

序组装至关重要，CsgE 通过形成多聚体与 CsgG
结合，创建促进 CsgA 分泌并防止其过早聚集的

前缩窄室，而 CsgF 则可能作为 CsgG 和 Curli
菌毛之间的桥梁，促进 CsgA 纤维化和细胞表面

附着[17-18]。 
实验室前期通过随机突变库筛选发现 csgG

基因的缺失导致 APEC81 生物被膜形成能力减

弱[19]。虽然已报道 csgG 参与 Curli 菌毛的分泌，

但是 csgG 对 APEC 生物被膜形成的机制有待进

一步研究。本研究使用 csgG 基因缺失和互补

株，探讨 csgG 对 APEC81 生物被膜的调控作用，

进一步拓展 APEC 生物被膜形成的调控网络，

并为从生物被膜角度挖掘 APEC 防控靶标提供

理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

禽致病性大肠杆菌临床分离株 APEC81，缺

失株 ΔcsgG 及互补质粒 pSTV28 均由中国农业

科学院上海兽医研究所畜禽细菌性传染病防控

与预警团队实验室保存[19]。 

1.2  主要试剂和仪器 
2×PrimeSTAR Max DNA Polymerase，宝日

医生物技术(北京)有限公司；蛋白酶 K、细菌

基因组 DNA 提取试剂盒、胶回收试剂盒和质

粒提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；

N-苯基-1-萘胺(N-phenyl-1-naphthylamine, NPN)，
西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司；碘化丙

啶(propidium iodide, PI)，上海碧云天生物技术

有限公司；LIVE/DEAD BacLight 细菌细胞活性

测定试剂盒(包含核酸染料 SYTO 9 和 PI)，赛默

飞世尔科技有限公司；2×Taq Plus Master Mix、
HiScript III All-in-one RT SuperMix Perfect for 
qPCR 和 2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master 
Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。酶标

仪，安捷伦科技有限公司；激光扫描共聚焦显

微镜，卡尔蔡司光学有限公司；临界点干燥仪，

上海维纳国际贸易有限公司；离子溅射仪和扫

描电子显微镜，日立有限公司。 

1.3  引物设计 
根据 APEC81 菌株基因组序列设计 csgG 基

因缺失鉴定引物及互补质粒构建引物，同时设计

该菌株生物被膜相关基因荧光定量引物(表 1)，
由上海睿勉生物科技有限公司合成。 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) Product size (bp) 
CsgG-co-F AATATTGAAAAAGGAAGAGTTGACTTTGGTATTGAAACACCCTC 937 
CsgG-co-R CCGTCATGGTCTTTGTAGTCGGATTCCGGTGGAACCGA 
CsgG-in-F AATCTTTCAATGCCGTGACC 240 
CsgG-in-R TCATGTTACTGAGCGGATGC 
CsgG-out-F TGGTTACGCAATGAAAAACA 1 296 
CsgG-out-R CAGGCCCAAAACTCTTATAA 
RT-fimA-F TTGCGATACCAATGTTGCAT 194 
RT-fimA-R TCAGGGTTGTTTGCTCACTG 
RT-fimH-F CTTATGGCGGCGTGTTATCT 154 
RT-fimH-R CTGCTCACAGGCGTCAAATA 
RT-dgcM-F CATCATTTTTCGCCCGATAC 190 
RT-dgcM-R CTACCAAGAACCCCACTGGA 
RT-glgA-F CCGAACAACAGCGTGATATG 192 
RT-glgA-R AGAGATGTTCCCGCTGCTTA 
RT-csgD-F TGCAACCCATTGACAACACG 82 
RT-csgD-R ACCGCGACATTGAAAACTGG 
RT-pgaA-F AACGCGCCAAGATGATCAAC 138 
RT-pgaA-R TACGCGCAGTGAAAGTGAAC 
RT-dnaE-F TACCATTTCCACGTCAACGA 161 
RT-dnaE-R AACTTTTTGGTGTCGGTTCG 
 
1.4  缺失株的鉴定以及互补株的构建 

利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒和质粒

提取试剂盒分别提取 APEC81的基因组 DNA和

pSTV28 质粒 DNA，之后以 APEC81 菌株的基因

组 DNA 为模板，用引物 CsgG-co-F/CsgG-co-R
扩增 csgG 基因及启动子序列，PCR 反应体系：

2×PrimeSTAR Max DNA Polymerase 25 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 2 μL，模板 2 μL，ddH2O 
19 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，
53 ℃ 15 s，72 ℃ 20 s，30 个循环；72 ℃ 10 min。
随后对 PCR 产物进行核酸电泳并使用胶回收试

剂盒对目的条带(937 bp)进行胶回收，获得对应

基因片段后利用同源重组酶连接到 pSTV28 质粒

上构建互补质粒 pSTV28-csgG，最后将互补质粒

pSTV28-csgG 电转化至 ΔcsgG 感受态细胞中，使

用氯霉素浓度为 35 μg/mL 的抗性 LB 平板筛选

菌株，使用内外检引物 CsgG-in-F/CsgG-in-R 与

CsgG-out-F/CsgG-out-R 对获得的互补株 CΔcsgG
与缺失株 ΔcsgG 进行 PCR 鉴定。PCR 反应体

系：2×Taq Plus Master Mix 10 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 2 μL，ddH2O 6 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，53 ℃ 
15 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 10 min。 

1.5  生长曲线及运动能力的测定 
将菌株 APEC81、ΔcsgG 和 CΔcsgG 接种于

LB 培养基中在 37 ℃、220 r/min 条件下培养，

直至其 OD600 值达到约 1.0。随后，将各菌株转

移至新的 LB 培养基中继续培养，每隔 1 h 测定

其 OD600 值。每个样本均进行 3 次独立重复实

验，同时使用未接种的 LB 培养基作为阴性对

照组。 
将菌株 APEC81、ΔcsgG 和 CΔcsgG 接种于

LB 培养基中在 37 ℃、220 r/min 条件下培养至

OD600 值约为 1.0，4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min
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收集细菌，并用 PBS 洗涤 2 次，随后调整 OD600

至约 3.0。接着，将 2 μL 的细菌悬浮液滴入含有

0.3%琼脂的 LB 培养平皿中心，37 ℃培养 12 h，
测量并记录 APEC 游动直径。 

1.6  生物被膜形成能力的测定 
采用 96 孔微孔板法对生物被膜进行定量

分析测定，转接培养过夜的菌株 APEC81、
ΔcsgG 和 CΔcsgG 培养至 OD600 为 1.0，使用 LB
液体培养基稀释 10 倍，随后分别加入 96 孔细

胞板中，每孔 200 μL。培养 48 h 后弃掉菌液，

并用 PBS 洗涤细胞板 3 次，向每孔加入 200 μL
浓度为 0.001 g/mL 的结晶紫溶液，染色 30 min，
去除结晶紫溶液后用 PBS 洗 3 次后干燥，再以

95%乙醇(200 μL/孔)溶解染色，测定 OD595 值，

以 LB 培养基作为阴性对照。 

1.7  激光扫描共聚焦显微镜观察生物

被膜 
将菌株 APEC81、ΔcsgG 和 CΔcsgG 在 12 孔

板中静置培养 48 h，使生物被膜生长在无菌玻

璃片上，随后生物被膜用 LIVE/DEAD BacLight
细菌细胞活性测定试剂盒染色，继而使用激光

扫描共聚焦显微镜进行生物被膜的可视化分

析。SYTO 9 用于标记活细菌，活细菌在 488 nm
激光激发下发出绿色荧光，而 PI 染色的死亡细

菌在 560 nm 激光激发下发出红色荧光。 

1.8  扫描电子显微镜观察生物被膜 
参照 1.7 的方法使菌株生物被膜附着在玻

璃片上，所有样本在 2.5%的戊二醛中浸泡 2 h，
再用 PBS 洗涤 3 次，随后在 4 ℃的 3%戊二醛

中浸泡过夜。接着，样本依次用递增浓度的酒

精与乙酸异戊酯(30%, 50%, 70%, 80%, 95%, 
100%)孵育 15 min。之后，将样本放入临界点干

燥仪内进行干燥，干燥后将样本紧贴于导电碳膜

双面胶上放入离子溅射仪样品台上喷金 30 s 左

右，最后用扫描电子显微镜观察采图。 

1.9  胞外多糖产量的检测 
根据文献[20]的方法进行 APEC 胞外多糖

(extracellular polysaccharides, EPS)的测定。首

先，将过夜培养物以 4 ℃、12 000 r/min 离心

10 min 再煮沸 15 min 以固定细胞。然后，加入

蛋白酶 K 并在室温下孵育 1 h 以分解蛋白质。接

着，加入三氯乙酸冰浴 30 min，离心 20 min 收集

沉淀。将沉淀物与乙醇混合，孵育 1 h 后再次离

心，收集沉淀。最后，用乙醇洗涤沉淀 2 次，

离心后将沉淀物溶解于去离子水中，并储存于

−20 ℃。使用苯酚-硫酸法和分光光度计在 490 nm
处测定总 EPS 浓度[21]。 

1.10  外膜渗透性的测定 
应用 NPN 荧光探针来评估 APEC81、ΔcsgG

和 CΔcsgG 的外膜渗透性。NPN 是一种疏水性

荧光探针，细胞外膜结构受损时可进入外膜疏

水区域并发出强烈荧光，由于细胞膜磷酸双分

子层亲水-疏水性质，疏水性的 NPN 难以通过

亲水性的磷脂头部进入细胞内膜，因此可用

NPN 来评估细胞外膜渗透性[22]。首先将新鲜菌

液与 NPN 溶液混合，确保 NPN 的最终浓度为

10 μmol/L，然后避光培养 1 h。将培养后样品转

移到 96 孔酶标板中，每孔 200 μL，并进行 3 次重

复实验，使用 0.6 mg/L 黏菌素作为阳性对照，最

后使用酶标仪测量样品在激发波长 350 nm 和发

射波长 420 nm 处的荧光强度。 

1.11  内膜完整性的测定 
利用 PI 荧光标记物来评估细菌的内膜完整

性。PI 作为核酸染料，能够嵌入碱基之间实现

与 DNA 结合，但通常不能穿透完整的细胞膜，

只有在细胞膜受损时，PI 才能进入细胞并与

DNA 结合，产生红色荧光[23]。首先，将新鲜菌

液与 10 μL PI 溶液混合均匀，使 PI 的最终浓度

达到 10 μmol/L，然后避光培养 1 h。培养结束

后，将样本转移到 96 孔酶标板中，每孔 200 μL，
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并进行 3 次独立重复实验，使用 0.6 mg/L 黏菌

素作为阳性对照。最后，使用酶标仪测量样品

在 535 nm 的激发波长和 615 nm 的发射波长下

的荧光强度。 

1.12  实时荧光定量 PCR 检测 
将菌株 APEC81、ΔcsgG 和 CΔcsgG 在 37 ℃

的 LB 培养基中培养至 OD600 约 1.0。随后，使用

Trizol 试剂提取总 RNA，然后检测 RNA 的浓度

和纯度。使用逆转录预混液将 RNA 逆转录成

cDNA，然后进行实时荧光定量 PCR，以检测生

物被膜形成相关的基因表达，PCR 反应体系：

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 10 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，cDNA 1 μL，

ddH2O 8.2 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 30 s，95 ℃ 

10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 

1 min，95 ℃ 15 s。以 dnaE 作为内参基因，每个

样本重复 3 次，采用 2−ΔΔCt方法计算每个基因的转

录水平。RT-qPCR检测所使用的引物RT-fimA-F/R、

RT-fimH-F/R 、 RT-dgcM-F/R 、 RT-glgA-F/R 、

RT-csgD-F/R、RT-pgaA-F/R 和 RT-dnaE-F/R 序列

如表 1 所示。 

2  结果与分析 
2.1  csgG的缺失并不影响APEC81的生长 

使 用内外检引物 CsgG-in-F/CsgG-in-R 与

CsgG-out-F/CsgG-out-R对缺失株 ΔcsgG 及互补株

CΔcsgG 进行鉴定。缺失株与互补株外检条带大

小为 462 bp，野生株条带大小为 1 296 bp；互

补株与野生株内检条带大小为 240 bp，缺失株

内检无条带，与预期相符，表明互补株 CΔcsgG

构建成功(图 1A)。生长曲线结果显示，缺失菌

株 ΔcsgG 的生长与 APEC81、CΔcsgG 并无显著

差异，表明 csgG 不影响禽致病性大肠杆菌的生

长(图 1B)。 

2.2  缺失 csgG增强了APEC81的运动性 
通过分析菌株 APEC81、ΔcsgG 和 CΔcsgG

在半固体培养基上的菌圈直径来检测 APEC 的

运动性，结果发现 ΔcsgG 在培养基上的菌圈直

径显著大于 APEC81 (图 1C)，同时在互补菌株

ΔcsgG 中，运动性部分恢复，表明 csgG 与 APEC
的运动性相关。 

2.3  缺失 csgG降低了菌株APEC81生物

被膜形成能力 
利用结晶紫染色的方法分析 CsgG 蛋白对

APEC81 生物被膜形成能力的影响，结果显示，

相较于野生株 APEC81，缺失株 ΔcsgG 的生物

被膜形成能力显著下降(图 2A)，互补株的生物

被膜形成能力恢复至野生株水平，表明 CsgG
有利于 APEC 生物被膜的形成。 

2.4  扫描电子显微镜观察生物被膜结果 
扫描电子显微镜观察生物被膜的结果如

图 2B 所示，缺失菌株 ΔcsgG 的生物被膜由单

层细菌组成，细菌之间黏附较少并且分布较为

稀疏。然而，菌株 APEC81 形成的生物被膜与

CΔcsgG 相似，由多层细菌组成，它们之间有明

显的黏附。 

2.5  激光扫描共聚焦显微镜观察生物

被膜结果 
通过激光扫描共聚焦显微镜观察生物被膜

发现(图 2C)，菌株 APEC81 和 CΔcsgG 的生物

被膜由大量细菌聚集在一起，同时纵向图上具

有极强立体感，并且形成的生物被膜结构较为

致密。而 ΔcsgG 与野生株及互补菌株相比，整

体结构图显示其生物被膜的结构完整性显著受

损，菌株的生物被膜结构也显得松散，并且细

胞数量显著减少，纵向图显示 ΔcsgG 生物被膜

厚度的降低。结果表明 CsgG 有助于维持 APEC
生物被膜结构的完整性。 
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图 1  APEC 生长特性及运动性分析   A：APEC 缺失株及互补株的鉴定；B：APEC 生长曲线；C：APEC
运动性测定。 
Figure 1  Analysis of growth characteristics and movement of APEC. A: Identification of APEC deletion strain 
and complementary strain; B: Growth curves; C: Athletic bar graphs and pictures. ***: P<0.001. 
 
2.6  csgG 的缺失降低了胞外多糖的产量 

大肠杆菌分泌的 EPS 是生物被膜形成的关

键组成部分，由多糖、蛋白质、核酸等生物聚

合物组成。它们主要黏附在周围环境中，以此

保证生物被膜的正常功能与结构完整性 [24]。

EPS 是生物被膜走向成熟的标志，对生物被膜

的结构和被膜量以及细胞间的相互作用具有重

要影响[24]，通过定量分析发现(图 3A)，相较于

野生型 APEC81 和互补株，ΔcsgG 突变株的 EPS
产量降低 33.68%。因此，CsgG 在 EPS 的组装

和转运过程中发挥着至关重要的作用，从而影

响生物被膜形成。 

2.7  CsgG 不影响外膜渗透性与内膜完

整性 
CsgG 是大肠杆菌中的重要外膜蛋白，其对

生物被膜的影响可能与内外膜有关，分别利用

NPN 和 PI 测定了的外膜渗透性和内膜完整性，

结果显示 csgG 的缺失对 APEC 的外膜渗透性和

内膜完整性没有影响(图 3B、3C)。 

2.8  下调生物被膜形成相关基因的 mRNA
水平 

由于 CsgG 影响生物被膜的形成，参考文

献[25]检测生物被膜形成相关基因的转录水平，

生物被膜相关基因包括二鸟苷酸环化酶基因 
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图 2  CsgG 对 APEC 生物被膜的影响   A：结晶紫染色方法检测生物被膜(**：P<0.01)；B：扫描电

子显微镜观察生物被膜；C：激光扫描共聚焦显微镜观察生物被膜。 
Figure 2  The effects of CsgG on biofilm of APEC. A: Detection of biological periplasm by crystalline 
violet staining (**: P<0.01); B: Analysis of biofilm formation by scanning electron microscope; C: Analysis 
of biofilm formation by confocal laser microscope. 
 
 

dgcM、糖蛋白基因 pgaA、Curli 菌毛转录调节

因子基因 csgD、糖原合酶基因 glgA、1 型菌毛

基因 fimA 和 fimH。结果如图 4 所示，相较于菌

株 APEC81，缺失株中 dgcM、pgaA、csgD、glgA、

fimA 和 fimH 转录水平都显著降低。同时，在互

补株 CΔcsgG 中，这些基因的 mRNA 水平部分

恢复。表明 csgG 的缺失导致二鸟苷酸环化酶、

多糖跨膜转运蛋白、Curli 菌毛转录调节及 1 型

菌毛基因表达水平显著下调，从而影响生物被

膜形成。 

3  讨论 
本研究探讨了 CsgG 在 APEC 中生物被膜形

成的作用，生长曲线结果表明 CsgG 在 APEC81
的生长过程中不是必需的。但缺失 csgG 的菌株

表现出更强的运动性，大肠杆菌的运动性增强

可能与细菌的生理适应和生存策略有关。当生

物被膜的形成受阻时，细菌可能会调整其生理

状态，以增强运动性来补偿其在定殖能力上的

损失，从而提高其在环境中的扩散能力和对新

生态位的适应性[23]。c-di-GMP 是一种关键的信 
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图 3  CsgG 对胞外多糖及细胞膜的影响   A：胞外多糖产量分析；B：内膜完整性测定；C：外膜渗

透性测定。 
Figure 3  The effects of CsgG on EPS and cell membrane of APEC. A: Analysis of EPS production; B: Inner 
membrane integrity assay; C: Outer membrane permeability assay. **: P<0.01; ns: P>0.05. 

 

 
 
图 4  实时荧光定量 PCR 分析 CsgG 对生物被膜相关基因转录水平的影响 
Figure 4  Real-time fluorescence quantitative PCR analysis of the impact of CsgG on the expression level of 
biofilm-related genes. ***: P<0.001. 
 
号分子，它在细菌中起着切换生物被膜形成和

运动性的作用。荧光定量 PCR 结果表明缺失株

中二鸟苷酸环化酶基因 dgcM 转录水平明显下

调，这提示缺失株的 c-di-GMP 水平可能降低，

低水平的 c-di-GMP 不利于生物被膜的形成，这

种情况下，细菌运动性相关基因的表达增强，
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从而促进细菌的运动[26]。 

CsgG 是 Curli 菌毛生物合成途径中的关键

外膜蛋白，其主要功能是形成分泌通道，介导

Curli 菌毛亚基 CsgA 和 CsgB 的转运[27]。转录

调节因子 CsgD 是 c-di-GMP 信号的主要靶标，

它可以激活 Curli 菌毛和胞外多糖纤维素的表

达，从而参与生物被膜的形成[26]。荧光定量 PCR
分析显示缺失株的 csgD 基因表达水平明显下

调，表明 csgG 可能通过调控 csgD 的表达来影

响 c-di-GMP 水平从而影响生物被膜的形成。前

期研究中已通过 Rdar 形态观察证明 csgG 的缺失

会阻碍 APEC 中 Curli 菌毛和纤维素的表达[19]，

而 Curli 菌毛是生物被膜基质的重要组成部分，

Curli菌毛的抑制表达会导致生物被膜的成熟结

构变得松散，厚度变薄，并且可能出现中央空隙，

这与激光扫描共聚焦显微镜以及扫描电子显微

镜结果相符[16]。因为菌毛在生物被膜中起到了

“支架”的作用，它们帮助细菌细胞相互连接，

并与周围的环境相互作用。当这种支架作用减

弱或丧失时，生物被膜的稳定性和结构完整性

就会受到影响，导致生物被膜的多孔性和脆弱

性增加[16]。这种结构的变化可能会进一步促进

细菌从生物被膜中的分散，致使细胞间的连接

不再紧密，更容易被外部因素如机械振动所破

坏，可见 Curli 菌毛直接影响生物被膜的结构完

整性[24]。同时，生物被膜中细菌间黏附能力减

弱，这可能与缺失株的 fimH 转录水平下调，影

响 1 型菌毛的合成相关。 
csgG 的缺失对生物被膜的结构和功能产生

了显著影响，对胞外多糖的定量分析中 ΔcsgG

胞外多糖的产量也有所下降，胞外多糖是生物

被膜基质的主要成分之一，对维持生物被膜的

结构和功能至关重要[17]。当细菌的生物被膜形

成能力减弱时，通常伴随着胞外多糖产量的下

降。CsgG 作为分泌通道，不仅参与 Curli 菌毛

的分泌，也可能与胞外多糖的分泌相关[28]。若

CsgG 功能受损，可能影响胞外多糖的分泌效率，

导致生物被膜形成能力和胞外多糖产量双双下

降[17]，并且缺失株 pgaA 和 glgA 转录水平的降

低也与 EPS 产量的降低相对应[28-31]。 

4  结论 

本研究揭示了 CsgG 在 APEC81 生物被膜

形成中的作用，特别是在维持生物被膜的形态

和完整性方面尤为重要，为理解 APEC 生物被

膜形成的分子机制提供了参考。 
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