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摘要：作为人类条件性感染的前三大病原菌之一的铜绿假单胞菌，是一种革兰氏阴性细菌，对免疫功

能低下和囊性纤维化患者可以造成严重和持续性感染。造成这种持续感染的原因主要是由于细菌接收

外界信号后，在自身调控网络的协同作用下，会依附于固体表面，并产生胞外多糖、基质蛋白和胞外

DNA 等大分子物质形成高度结构化的膜状复合物将自身包裹形成生物被膜群体结构。生物被膜可以

有效帮助细菌定殖、提高细菌对抗菌物质和宿主免疫反应的抵抗能力、促进群落细菌的细胞-细胞之

间的信号交流等，是临床治疗中病原菌慢性感染和反复感染 重要的原因之一。本篇综述重点介绍了

铜绿假单胞菌生物被膜的各组成成分及其在生物被膜形成中的重要功能，并进一步阐述了群体感应系

统(las、rhl、pqs 与 iqs)和 c-di-GMP 对铜绿假单胞菌生物被膜形成的调控作用。通过本篇综述可以更

清晰地了解细菌生物被膜形成和调控的过程，为开发新的治疗生物被膜感染策略提供帮助。 

关键词：铜绿假单胞菌，生物被膜，胞外多糖，胞外 DNA、基质蛋白，群体感应系统，c-di-GMP 

 
 

生物被膜是细菌依附于各种固体表面，由

自 身 产 生 胞 外 多 糖 、 基 质 蛋 白 和 胞 外 DNA 

(extracellular DNA，简称 eDNA)等大分子物质形

成的一种高度结构化的膜状复合物将自身包裹

形成的群体结构[1]。包裹在生物被膜中的细菌可

以提高对有害环境的抵抗、在营养丰富的区域定

殖，促进细菌群体之间的交流等[2]。因此大多数

细菌在生命周期中都会形成生物被膜，尤其当病

原菌侵染宿主时，由于生物被膜对抗生素和宿主

免疫反应的抵抗作用，给治疗带来很大麻烦[1,3]。
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据统计，在医院内的病原菌感染有 65%–80%都与

生物被膜有关[4–5]。体外生物被膜模型的敏感性试

验表明，使用抗生素杀菌时，有生物被膜包裹的

细菌存活率是浮游细菌的几百倍甚至上千倍[6]。

这说明，在临床上采用抗生素治疗很可能是通过

杀死浮游细菌来抑制感染症状，但无法根除那些

嵌入生物被膜中的细菌，当抗菌药物停止作用

时，生物被膜可以作为感染复发的工具。对生物

被膜感染的治疗通常会持续到被外科手术从身

体中彻底移除为止[7]。 

铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa)是

一种环境中普遍存在的革兰氏阴性细菌，是人类

条件性感染的前三大病原菌之一，它作为重要病

原体的主要原因是其对抗生素和消毒剂有超强

抗性 [8]。对于免疫功能低下、囊性纤维化(cystic 

fibrosis，CF)、烧伤、开放性骨折或植入医疗器

械(如导管)等患者有很强的感染能力[9]，占院内感

染的 10%–20%，并被世界卫生组织列为急需开

发新型抗菌药物的人类病原体之一[8,10]。铜绿假

单胞菌可以成功侵染有机体并导致持久性感染，

其中一个重要的因素就是其具有形成生物被膜

的能力，如囊性纤维化患者的支气管和慢性肺部

感染[9–11]。 

作为研究细菌生物被膜的模式生物之一，关

于铜绿假单胞菌生物被膜的组成、调控、在宿主

感染中的作用以及耐药机制等方面均有深入的

研究[12–15]。本综述主要概述了铜绿假单胞菌生物

被膜的各组成成分及其在生物被膜形成中的重

要作用，并进一步阐述了对铜绿假单胞菌生物被

膜形成起关键作用的两种调控系统：群体感应系

统和 c-di-GMP (环二鸟苷酸)系统。 

1  铜绿假单胞菌生物被膜的组成

成分 

1.1  胞外多糖 

胞外多糖成分是细菌生物被膜 主要的组

成成分，不同种类的胞外多糖可以影响 终形成

的生物被膜形态，如：粘液型生物被膜、蘑菇状

生物被膜以及丝状生物被膜等[16]，铜绿假单胞菌

成熟蘑菇状生物被膜如图 1 所示。胞外多糖成分

是生物被膜支撑结构的骨架成分，它可以帮助细

菌对营养物质的吸收以及细胞与细胞之间的信号

交流等[17–18]。铜绿假单胞菌可以合成至少 3 种类 

 

 
 

图 1.  非粘液型铜绿假单胞菌成熟生物被膜模式图 

Figure 1.  The model of non-mucous P. aeruginosa mature biofilm. 
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型的胞外多糖：褐藻多糖、Pel 多糖和 Psl 多糖[19]。

在生物被膜的形成过程中，由于不同类型胞外多

糖发挥不同的功能，因此不同的生长环境会使铜

绿假单胞菌在产生胞外多糖时具有选择性[14–16]。

不同的胞外多糖类型也会影响铜绿假单胞菌对

抗生素的抵抗能力，影响铜绿假单胞菌感染机体

时毒力的发挥以及铜绿假单胞菌和其它细菌形

成混合生物被膜的能力等[20]。以下是 3 种胞外多

糖分别在铜绿假单胞菌生物被膜发育中的作用。 

1.1.1  褐藻多糖：铜绿假单胞菌产生的褐藻多糖

(alginate)是由 β-1-4 糖苷键连接的 α-L-古洛糖醛酸

(α-L-guluronic acid)和 β-D-甘露糖酸(β-D-mannuronic 

acid)组成的一种阴离子多糖[21–22]。由铜绿假单胞

菌基因组中 12 个基因 algD、alg8、alg44、algK、

algE、algG、algX、algL、algI、algJ、algF 和 algA

组成的操纵子(PA3540-PA3551)负责编码合成[23]。

其中 AlgA、AlgD 和 AlgC 负责前体 GDP-甘露糖

醛酸的合成和激活，之后聚合酶 Alg8 和 Alg44

将单个 GDP-甘露糖醛酸聚合成多聚甘露糖醛酸，

AlgI、AlgJ 和 AlgF 将多聚甘露糖醛酸在周质中

进行 O-乙酰化修饰，然后 AlgG 将 D-甘露糖醛酸

转化为 L-古洛糖醛酸， 后褐藻多糖裂解酶 AlgL

将褐藻多糖降解为小分子褐藻多糖，经 AlgK 和

AlgE 将周质中褐藻多糖转运至胞外[23]。有研究发

现，在人的气道定殖和患有囊性纤维化的个体感

染期间，铜绿假单胞菌会过度产生褐藻多糖使其

生物被膜表型转化为粘液表型[24]。这是因为粘液

型生物被膜比非黏液型生物被膜更能抵抗宿主

免疫系统的攻击和抗生素治疗，从而对机体造成

持续感染[25–26]。由于褐藻多糖在囊性纤维化病病

理学中的重要性使其成为首个被研究的胞外多

糖，就目前对铜绿假单胞菌胞外多糖的生物合成

和调控机制的认识而言，褐藻多糖仍然是被研究

的 清楚的铜绿假单胞菌胞外多糖[27]。 

褐藻多糖过度产生导致的粘液型生物被膜

主要在铜绿假单胞菌感染机体时出现[28]。囊性纤

维化病患肺部的感染，将导致炎症细胞被转移到

感染部位，它们释放出的活性氧造成广泛的组织

损伤，而铜绿假单胞菌过度产生褐藻多糖可以保

护自身免受这种炎症反应的杀伤。因为褐藻多糖

可以清除机体释放的自由基，并保护细菌免受活

化巨噬细胞的吞噬清除[29–30]。此外在感染期间，

铜绿假单胞菌过量产生褐藻多糖可以减少自身

合成一些毒力因子如：铁载体、鼠李糖脂等，从

而减弱宿主的免疫反应并且促进与其他细菌如

金黄色葡萄球菌的共感染[31]。然而， 近研究表

明尽管褐藻多糖是铜绿假单胞菌粘液型生物被

膜的主要胞外多糖成分，但并不是其生物被膜的

必要结构组分[32]。相反，遗传研究表明 Psl 和 Pel

多糖才是粘液型铜绿假单胞菌生物被膜中不可

或缺的骨架成分，它们可调节大菌落生物被膜的

形成[24,32]。 

1.1.2  Psl 多 糖 ： Psl 多 糖 是 由 D- 甘 露 糖

(D-mannose)、D-葡萄糖(D-glucose)和 L-鼠李糖

(L-rhamnose)构成的五糖重复单位组成的中性多

糖[33]。由铜绿假单胞菌基因组中 pslA、pslB、pslC、

pslD、pslE、pslF、pslG、pslH、pslH、pslI、pslJ、

pslK、 pslL、 pslM、 pslN、 pslO 组 成 的操纵 子

(PA2231-PA2245)负责编码合成，其详细合成过程

还没有被报道[17]。 新研究表明，PslE 与 PslA，

PslD 和 PslG 之间的相互作用，有助于 PslD 在细

胞外膜定位从而将 Psl 多糖分泌到胞外[34]。铜绿

假单胞菌生物被膜内 Psl 多糖有两种存在形式，

其中大分子量的低聚糖重复单位呈螺旋状分布
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在细胞表面从而在细胞-细胞和细胞-基质表面相

互作用中发挥作用[15]，而分子量较小的以可溶性

状态分布在整个生物被膜基质中[33]。由于 Psl 多

糖的存在，可以将细菌细胞聚集在一起，增加细

菌细胞与固体介质的粘附作用，从而促进早期生

物被膜微菌落的建立[35]。在生物被膜形成的早期，

浮游细菌在固体表面附着时会表现快速附着和

慢速附着两种表型，这种独特附着表型是由细菌

产生 Psl 多糖的差异表达介导，表明 Psl 多糖的差

异表达在早期生物被膜的发育和形成中发挥重要

作用[36]。随着生物被膜的进一步发育，Psl 多糖作

为生物被膜的支架发挥作用，它通过增强生物被

膜基质的交联和弹性以维持生物被膜的结构和形

态[35]。一些研究表明，在抗生物被膜药物的存在

下，相比于不能产生 Psl 多糖的菌株，可以产生

Psl 多糖的菌株仍然能够有效形成生物被膜，说明

Psl 多糖对稳定生物被膜结构具有重要作用[37]。 

Psl 多糖通常是生物被膜内细菌群落抵御抗

生素攻击的第一道防线。由于自然界的生物被膜

往往是由多种细菌构成的混合生物被膜，所以一

些不能产生 Psl 多糖的细菌可以利用铜绿假单胞

菌产生的 Psl 多糖获得耐受性而保护自身[38]。Psl

多糖可以抵抗如阳离子抗菌肽(多粘菌素 B)、妥

布霉素和环丙沙星等抗菌物质对铜绿假单胞菌

的毒害。根据荧光标记多粘菌素 B 的定位实验结

果，发现 Psl 多糖聚合物可能是通过直接的相互

作用吸附小的抗生素分子或降低了抗生素与细

胞表面的亲和力，从而增强生物被膜内细菌对抗

生素的耐受性[37,39]。但是 Psl 多糖的这种保护作用

是在生物被膜形成的早期阶段观察到的，随着生

物被膜继续发育成为成熟的蘑菇状生物被膜时，

这种对抗菌物质的抵抗能力并不会随之增强[15]。

此外，在感染铜绿假单胞菌的患者体内发现针对

Psl 多糖的特异性抗体，表明 Psl 多糖是铜绿假单

胞菌感染的重要生物标志物之一[40]。 

近年来，由于 Psl 多糖水解酶 PslG 在铜绿假

单胞菌生物被膜的破坏和抑制方面的重要作用，

因而引起了许多关注。PslG 是由 pslG 基因负责

编码的一种属于 GH39 家族的糖苷水解酶，负责

催化 Psl 多糖的水解[32]。PslG 蛋白位于细胞周质

空间，并通过其 N 端跨膜结构域锚定在内膜上，

其周质区的活性位点凹槽呈现的镰刀形结构特

征与其他 GH39 家族成员不同[32]。在早期的研究

中，通过对 pslG 的遗传缺失证明它是 Psl 多糖生

物合成所必需的[33]。但是后来的研究表明，敲除

pslG 导致 Psl 多糖缺陷的表型并不是由 PslG 酶活

缺失造成的，而是由于 pslG 基因敲除影响了 pslG

下游基因的表达，因此 Psl 多糖的生物合成既不

需要 PslG 也不需要其酶促活性[32]。相比之下，

PslG 的过度表达可以在短时间内水解 Psl 多糖从

而破坏已经形成的生物被膜，显示出在抗生物被

膜方面的重要作用[18,41]。研究表明，在铜绿假单

胞菌中外源添加 PslG 纯蛋白可以通过水解 Psl 多

糖而降低细菌细胞的粘附能力，并增加细菌的运

动速度，从而抑制生物被膜微菌落的形成[35]，

终显著增强生物被膜中的细菌对抗生素和巨噬

细胞的敏感性，改善小鼠感染模型中生物被膜的

清除率[41]。此外，PslG 也对其它多种假单胞菌属

的细菌均表现出生物被膜抑制和清除活性，表明

其在生物医学领域具有潜在的应用价值[41]。 

1.1.3  Pel 多糖：由于可以产生 Pel 胞外多糖的

细菌在静置培养过程中，其培养物往往会在气-

液界面形成生物被膜[17]。因此 Pel 多糖的合成基

因 初在铜绿假单胞菌 PA14 中使用转座子插入
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突变，通过在突变体中筛选气-液界面生物被膜缺

陷型菌株，从而鉴定了负责合成 Pel 多糖的操纵

子 PA3058-PA3064，它由 7 个相邻基因 pelA、pelB、

pelC、pelD、pelE、pelF、pelG 组成[17,42]。Pel 多

糖在 近的研究中被鉴定为由部分去乙酰化的

N-乙 酰 -D- 氨 基 葡 萄 糖 (N-acetyl-D-glucosamine)

和 N-乙酰-D-半乳糖胺(N-acetyl-D-galactosamine)

组成的阳离子多糖[43]。Pel 多糖由 PelD、PelE、

PelF 和 PelG 组成的内膜复合物负责合成，在周

质空间经 PelA 脱乙酰化酶作用下部分去乙酰化

而带上正电荷，接着被带负电荷的外膜脂蛋白

PelC 蛋白吸引，并引导其穿过外膜孔蛋白 PelB

而分泌到胞外，它可以保护细菌免受氨基糖苷类

抗生素的杀害[44]。PelA 除了具有脱乙酰化酶活性

外，还具有糖苷水解酶活性，能水解 Pel 多糖[44]。

虽然 PelA 的水解酶活性在 Pel 多糖生物合成中的

作用尚不清楚，但是目前针对它水解破坏 Pel 多

糖的特性，经常与 PslG 一起被应用于抗生物被膜

的研究[18,44]。 

Pel 多糖和 Psl 多糖都可以作为生物被膜基质

的关键结构成分，在 PAO1 中，Psl 多糖定位于生

物被膜菌落的边缘。在 Psl 多糖缺失的情况下，

生物被膜菌落边缘的 Pel 产量增加，表明 Pel 多

糖可以在一定程度上与 Psl 多糖功能互补[15,43]。

然而，与 Psl 多糖相比，Pel 多糖在生物被膜发育

过程中并没有起关键作用，而主要在生物被膜发

育后期增加生物被膜的厚度和促进生物被膜的

扩散[42,45]。另外，不同于 Psl 多糖形成的光滑型

菌落生物被膜，Pel 多糖形成的是皱纹型菌落生

物被膜，同时由于 Pel 多糖与刚果红的结合能力

更强而使其形成的皱纹型菌落生物被膜结合更

多的刚果红[42]。此外，在铜绿假单胞菌-金黄色葡

萄球菌的混合生物被膜模型中，Pel 多糖可以将

不同种菌株连接在一起，从而促进混合生物被膜

的形成[20]。Pel 多糖还与生物被膜基质中的另一

重要组分 eDNA 通过正负离子间相互吸引而交联

在一起，促进生物被膜的稳定性[43]。还有研究表

明，在没有 IV 型菌毛的情况下，Pel 多糖可以在

细菌附着时发挥作用，表明它可以作为一种附着

因子来帮助细菌在固体表面定殖[42]。 

1.2  基质蛋白 

生物被膜基质中的蛋白成分对生物被膜的

形成和稳定也发挥着重要的作用，这些基质蛋白

主 要 为 细 胞 表 面 附 属 物 (主 要 为 鞭 毛 和Ⅳ型 菌

毛)、细胞粘附素、细胞凝集素、功能性淀粉样蛋

白以及一些起非结构功能的蛋白等。细胞表面附

属物(主要为鞭毛和Ⅳ型菌毛)通过影响细菌迁移

和固体表面附着，在生物被膜的形成时发挥重要

作用[46]。铜绿假单胞菌能够通过鞭毛的挥鞭运动

在液体中游泳，并能够通过 IV 型菌毛的伸展和

收缩在固体表面移动。细菌的这种迁移能力使其

在发育过程中具有广泛的运动性、竞争性和选择

性[46–47]。铜绿假单胞菌 PA14 形成生物被膜需要

鞭毛或鞭毛驱动的运动，而生物被膜微菌落的聚

集则需要 IV 型菌毛[48]。然而，突变铜绿假单胞

菌 VI 型分泌系统结构基因 icmF3 在削弱细菌运动

能力的同时，生物被膜形成能力却反而增强[49]。

这符合目前普遍接受的一种铜绿假单胞菌生物

被膜的发育模型：鞭毛介导细菌向固体表面泳

动，IV 型菌毛驱动的沿固体表面的运动导致细胞

聚集和小菌落的形成，随后在生物被膜形成的后期

为了使其结构更加稳定，细菌在大菌落生物被膜基

质中运动能力会被抑制甚至完全丧失，但生物被膜

整个形成过程需要细胞间的信号传导[49–50]。 
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第二信使 c-di-GMP 在铜绿假单胞菌和其他

革兰氏阴性细菌内正调控生物被膜基质蛋白成

分的产生 [51–52]。通过检测鉴定了铜绿假单胞菌

中响应 c-di-GMP 升高而被诱导转录的基因，虽

然其中大多数基因属于 pel 和 psl 基因簇[53]，但

是 响 应 其 转 录 的 基 因 cdrA (PA4625) 和 cdrB 

(PA4624)也被证实在生物被膜形成过程中发挥作

用。CdrA 作为一种细胞粘附素，被外膜转运蛋

白 CdrB 转运到胞外，可促进液体培养中生物被

膜的形成和自动聚集；此外通过凝集素染色实验

表明，CdrA 可以将 Psl 多糖聚合物交联到细胞上，

从而增加生物被膜的结构稳定性，说明 CdrA 作

为一种生物被膜基质蛋白在细胞聚集和生物被

膜结构稳定中发挥作用[54]。 

作为铜绿假单胞菌毒力因子的一些细胞凝

集素也是生物被膜形成所需要的，如凝集素基因

lecA (PA-IL)或 lecB (PA-IIL)单基因突变体表现出

生物被膜缺陷表型[55–56]。LecA 对疏水半乳糖苷

具有较高的特异性和亲和力，可以在不同细菌细

胞表面交联半乳糖苷，从而将细菌连接在一起，

促进生物被膜微菌落的形成[55]。生物被膜中，细

菌可以通过细胞外膜存在的 LecB 与 Psl 多糖结

合，使细菌与生物被膜嵌合更加稳定 [56]。LecB

可以特异性结合 L-海藻糖(L-fucose)，在细菌细胞

外膜存在的 LecB 通过与碳水化合物配体的结合

参与细胞表面粘附[56]，如 LecB 通过介导铜绿假

单胞菌粘附于相同或不同物种的细胞上，从而使

其在宿主组织上得以定殖或形成单物种或多物

种生物被膜。因此通过干扰凝集素介导的细胞聚

集和生物被膜的形成，可以有效治疗因生物被膜

引起的铜绿假单胞菌感染的问题[57]。此外，从荧

光假单胞菌中鉴定出一种功能性淀粉样蛋白，当

其过表达时可以显著增强生物被膜的粘附效果。

fapC 是淀粉样蛋白主要亚基的编码基因，它在假

单胞菌属中包括铜绿假单胞菌是保守的。在铜绿

假单胞菌中编码 FapC 的基因位于一个含有 6 个

基 因 的 保 守 操 纵 子 (fapA-fapF) 中 。 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)中异源表达 fapA-F 操纵子导致细菌表

现出高度聚集表型，暗示该操纵子可能参与生物

被膜的形成[58]。 

近，一种在生物被膜中起非结构作用的蛋

白 PA2755 被首次鉴定，它可以与 Psl 多糖结合从

而抑制铜绿假单胞菌感染期间宿主免疫系统产生

的杀菌酶，并保护生物被膜内细胞免受该酶诱导

的裂解，这可能代表了一种新的生物被膜保护机

制，进一步提高了它们对免疫反应的耐受性[59]。

综上，生物被膜内的这些复杂基质蛋白在其形成

过程中可以发挥如：帮助细菌定殖、促进细胞聚

集、调控细菌代谢、稳定生物被膜结构和参与抵

抗宿主免疫反应等功能，对生物被膜的发育和形

成至关重要。 

1.3  eDNA 

在许多革兰氏阴性细菌和革兰氏阳性细菌

的生物被膜组成和形成过程中，eDNA 起着关键

作用，它可以作为生物被膜的支撑成分、在营养

缺乏时期为生物被膜内细菌提供营养[60]。eDNA

的主要结构与其细菌染色体 DNA 相似，一般被

认为是细胞裂解后的 DNA 残留物[61]。eDNA 来源

主要有两种途径：细胞裂解释放和非裂解释放。在

细胞裂解释放途径中，细胞会产生各种细胞裂解

剂，如原噬菌体、自溶蛋白、酶等诱发细胞自溶，

从而释放 DNA；非裂解释放主要是通过包裹大量

DNA 的细菌外膜囊泡的释放而产生的[60,62–63]。在

铜绿假单胞菌中，这两种途径都涉及 eDNA 的产
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生，但主要来源还是通过细胞自溶释放[64]。有研

究表明，铜绿假单胞菌中 eDNA 的释放受绿脓菌

素的调控，它通过诱导过氧化氢(H2O2)介导的细

胞裂解来促进 eDNA 的释放[65]。 

eDNA 被认为是促进铜绿假单胞菌生物被膜

形成的重要因子，参与了细菌细胞的初始附着、

细胞-细胞的互连和生物被膜大菌落的形成[66]。脱

氧核糖核酸酶 I 是临床上唯一使用的一种破坏铜

绿假单胞菌生物被膜的酶。这种治疗酶是通过水

解细胞外基质中的 eDNA 破坏生物被膜。由于

eDNA 参与了初始生物被膜的建立，未成熟的铜

绿假单胞菌生物被膜对脱氧核糖核酸酶 I 的处理

比成熟的生物被膜更敏感[67–68]。 近研究发现铜

绿假单胞菌产生的绿脓菌素可以插入 eDNA 的含

氮碱基，二者的结合显著影响铜绿假单胞菌细胞

表面疏水性，并影响细胞之间的理化相互作用，

促进细胞间聚集，并 终促进牢固的生物被膜的

形成[65,69]。 

此外，eDNA 可以与其他带正电荷的抗菌药

物如氨基糖苷类和抗菌肽结合，从而抵御抗生素

对细菌的攻击[70–71]。尽管 Ca2 +对 eDNA 的释放没

有影响，但带负电荷的 eDNA 与 Ca2+结合，会促

进细菌细胞之间的交叉联接，帮助细胞聚集[72]。

在囊性纤维化患者气道内发现 eDNA 可以通过螯

合外膜上结合的阳离子而激活铜绿假单胞菌介

导抗菌作用的 H1-T6SS 系统，从而非特异性攻击

邻近细菌[73]。eDNA 还可以和铜绿假单胞菌 Psl

多糖结合，形成了 eDNA–Psl 纤维网，从而为细

菌生物被膜提供结构支持和抵抗靶向生物被膜

基质的药物的攻击[74]。同时，面对生存压力时，

细菌可以利用不同物种 eDNA 促进混合生物被膜

的形成以提高存活率[74]。 

2  生物被膜形成的调控机制 

2.1  群体感应系统对生物被膜形成的影响 

群体感应(quorum sensing)是一种细胞密度

依赖的细菌-细胞间信号机制，使细菌能够协调某

些基因的表达[75]。信号传递分子通常是被称为自

诱导物的小分子，它们可以自由通过细胞膜释放

到胞外，当环境中的自诱导物浓度达到阈值即可

激活下游特定基因转录[76]。群体感应是细菌群体

协调其特定功能的一种方式，例如产生抗生素抗

性或引起感染。此外，这种合作不仅仅发生在同

一物种内的细菌，对于不同物种细菌也可能共用

同一种自诱导物[77–80]。铜绿假单胞菌中至少有四

种群体感应系统：las、rhl、pqs 和 iqs。在每个群

体感应系统中，由相应的信号分子与受体蛋白结

合，从而激活与毒力因子、次级代谢和生物被膜

发育有关的多种基因的转录[78–79]，如图 2 所示。

这 4 种信号机制在铜绿假单胞菌体内交织成一个

复杂的多层次的调控网络，可以调节铜绿假单胞

菌基因组中大约 12%的基因[80]。由于这种基于细

胞密度的细胞间通讯系统在细菌毒力和生物被

膜形成的调控中起着关键作用，是目前很有前景

的一种防治铜绿假单胞菌感染的药物靶点[78,80]。 

2.1.1  las 和 rhl 系统对生物被膜形成的影响：las

和 rhl 系统都是使用酰基高丝氨酸内酯(AHL)作

为信号分子，与信号分子受体蛋白结合而起调控

作用[81]。在 las 系统中，由 LasI 合成的小分子

OdDHL (N-(3-氧十二烷酰基)-L-高丝氨酸内酯)

与其受体蛋白 LasR 结合形成 LasR-OdDHL 复合

物；在 rhl 系统中，RhlI 负责合成 BHL (N-丁酰-L-

高丝氨酸内酯)，并与其受体蛋白 RhlR 结合形成

RhlR-BHL 复合物[80]。LasR-OdDHL 和 RhlR-BHL 
 
 



王帅涛等 | 微生物学报, 2021, 61(5) 1113 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 2.  铜绿假单胞菌中四种群体感应系统促进生物被膜形成模式图 

Figure 2.  The model of four quorum sensing systems in Pseudomonas aeruginosa promoting biofilm formation. 
 

复合物与存在于靶基因启动子中的保守 las-rhl 结

合位点结合，从而激活下游基因的转录表达[81]。

las 系统已被证明可以调节多种毒力因子的表达，

如胞外酶(LasB 弹性蛋白酶、LasA 蛋白酶、碱性

蛋白酶)、次级代谢产物(绿脓菌素、氰化氢)、毒

素(外毒素 A)等[82]。其中一些小分子物质在生物

被膜的形成过程中发挥重要作用，如绿脓菌素可

以调控 eDNA 的释放促进生物被膜的形成[70]。在

铜绿假单胞菌中，las 系统正调控酪氨酸磷酸酶

TpbA (PA3885)的产生，该酶通过具有 GGDEF 结

构域的蛋白 TpbB (PA1120)的去磷酸化，而抑制

Pel 多糖的产生[80,83]。此外，LasR 可以与 psl 操

纵子的启动子区域结合，这表明 las 系统可以调

节 Psl 多糖的表达[45,84]。 

rhl 系统可以调控生物表面活性剂—鼠李糖

脂的产生，鼠李糖脂在生物被膜形成后期维持细

胞聚集体之间的开放空间起到重要作用。因为鼠

李糖脂可以促进成熟生物被膜内部腔的形成，允

许营养物质和水的适当流通，从而在生物被膜结

构中发挥重要作用[85]。它还可防止无氧硝酸盐呼

吸过程中一氧化氮(NO)的积累，这可能在临床环

境中对维持铜绿假单胞菌生物被膜产生重要作

用[86]。rhl 系统还可以调控凝集素 LecA 的产生，

LecA 通过交联细胞-细胞表面半乳糖苷，帮助形

成生物被膜微菌落，并进一步形成成熟的生物被

膜[55]。此外，rhlR 突变体和 rhlI 突变体具有完全

不同的菌落生物被膜表型，rhlR 突变体的菌落生

物被膜表面具有明显褶皱，而 rhlI 突变体的菌落

生物被膜表面则是光滑的，同时 rhlI 突变不影响

铜绿假单胞菌的毒力而 rhlR 突变体则表现出明

显的毒力衰减表型。这暗示 RhlR 可以同时指导

RhlI 依赖性和 RhlI 非依赖性的两种方式来控制基
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因表达，即 RhlR 响应于一个可替代 BHL 的新型

配体，这种配体在没有 RhlI 的情况下通过 RhlR

调控相关基因的表达[87]。随后的研究表明 rhlR 突

变体和 rhlI 突变体之间菌落生物被膜表型的差异

可能与吩嗪类化合物合成量的差异有关，因为

rhlR 突变使铜绿假单胞菌缺失吩嗪类化合物的合

成，而 rhlI 突变则不影响这一表型；进一步的研

究显示 rhlI 突变后，在不存在 BHL 信号分子的

情况下，RhlR 响应于一个由 PqsE 负责合成的新

配体，从而激活吩嗪合成基因的表达，使菌落生

物被膜呈光滑表面[87–88]。 

2.1.2  pqs 系统对生物被膜形成的影响：铜绿假

单胞菌 pqs 系统使用 2-烷基-4-喹诺酮(AQ)作为信

号分子，主要包括 2-庚基-3-羟基-4-喹诺酮(PQS)

和 2-庚基-4-羟基喹啉(HHQ)，这些信号分子在铜

绿假单胞菌中由 pqsABCDE 操纵子和两个独立转

录单元 pqsH 和 pqsL 负责合成[79]。HHQ 是 PQS

的合成前体，它们共用同一个受体蛋白—PqsR，

PqsR–PQS (或 PqsR–HHQ)复合物在铜绿假单胞

菌中只有一个直接调控位点，即 pqsABCDE 的启

动子区[80,89]。与 rhl 系统相似，PqsR 也可以不依赖

于 PQS 或 HHQ 发挥功能，目前已知 PqsR 可以与

铜绿假单胞菌基因组的 37 个基因位点结合[79–80]。

因为 pqs 突变菌株显示出生物被膜形成被抑制，毒

力因子包括绿脓菌素、弹性蛋白酶、凝集素(LecA)

和鼠李糖脂等次级代谢物合成减少的表型[90–91]，所

以 pqs 系统对生物被膜形成时细菌聚集、生物被

膜结构稳定、成熟生物被膜内部腔的形成等具有重

要作用。与 las 和 rhl 系统不同的是，pqs 系统还可

以促进 eDNA 的释放以帮助生物被膜的形成[66]。因

此，pqs 突变不仅使铜绿假单胞菌生物被膜的发

育出现缺陷，也导致形成的生物被膜中 eDNA 含

量显著减少 [66,92]。pqs 系统促进铜绿假单胞菌

eDNA 释放的可能的原因是：(1) pqs 系统正调控

绿脓菌素的产生，从而诱导过氧化氢(H2O2)介导的

细胞裂解来促进铜绿假单胞菌中 eDNA 的释放[70]。

(2) PQS 对细胞具有自我毒性作用，在细菌生长后

期会导致细菌裂解释放 eDNA[93]。此外，PQS 还

通过介导铁摄取、细胞毒性、外膜囊泡的生物发生

和宿主免疫调节等方面的功能为生物被膜群体在

营养摄取和降低宿主免疫方面提供帮助[79–80,94]。 

2.1.3  iqs 系统对生物被膜形成的影响：铜绿假

单胞菌 iqs 系统也被称为集成群体感应系统，由

一个非核糖体肽合酶基因簇 ambBCD 所编码，以

2-(2-羟苯基)-噻唑-4-甲醛(IQS)为信号分子，其受

体蛋白还没被鉴定[80,95]。它可以替代失活的 las

系统调节下游的 pqs、rhl 系统，以及协调群体生

理和细菌毒力，提高细菌在病原体-宿主相互作用

中的竞争力[95]。iqs 系统受磷酸盐饥饿的诱导，

而磷酸盐耗竭是细菌在宿主感染时的一种常见

压力，通过这种整合机制将应激信号和群体感应

结合起来，以促进细菌毒力因子的快速产生[96]。

iqs 系统类似于其他 3 个群体感应系统，可以调控

如绿脓菌素，鼠李糖脂和弹性蛋白酶等毒力因子

的产生，对铜绿假单胞菌生物被膜的形成也有很

重要的作用[79]。比如，通过研究 IQS 衍生物对铜

绿假单胞菌生物被膜的抑制效果，发现具有 4 碳

链长的芳香族 R 基团的 IQS 衍生物对生物被膜形

成具有显著的抑制效果，而 IQS 衍生物的噻唑环

是这种抑制作用的关键[97]；一种名为 B-11 的先

导化合物在磷酸盐限制条件下通过抑制 IQS 途径

明显下调 rhlA 和 pqsA 基因的表达，从而减少了

与 rhl 途径和 pqs 途径相关的毒力因子，如鼠李

糖脂和绿脓菌素的产生[97]。 
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2.2  c-di-GMP 对生物被膜形成的影响 

环二鸟苷酸(c-di-GMP)首次在木葡糖酸醋杆

菌(Gluconacetobacter xylinus)中被鉴定，它可以

通过调节纤维素合酶活性来控制该细菌产生纤

维素[98]，它通常作为第二信使在包括铜绿假单胞

菌在内的很多细菌体内广泛存在。c-di-GMP 除了

作为变构激活剂的作用，还可以将环境信号与基

因调控耦合起来[99]，如图 3 所示。c-di-GMP 是由

两个 GTP 分子通过含有 GGDEF 结构域的二鸟苷

酸环化酶(DGC)介导合成，并通过含有 EAL 或

HD-GYP 结构域的专一磷酸二酯酶(PDE)被分解

为 5′-磷酸 鸟苷酸 -(3′-5′)-鸟苷 (pGpG)或鸟苷 酸

(GMP)[100]。这几个保守结构域对于它们相应的酶

促 反 应 是 必 需 的 [100] 。 除 了 GGDEF， EAL 或

HD-GYP 结构域之外，c-di-GMP 代谢酶中还有存

在多种特殊结构域，例如信号接收结构域、信号

传输结构域以及响应调节结构域，它们很可能参

与环境中信号接收和传输[101]，并通过将这些信号

翻 译 、 转 化 为 酶 活 性 质 的 改 变 ， 从 而 导 致

c-di-GMP 水平的局部或整体波动，进而调整细胞

的行为[101]。 

在铜绿假单胞菌中，有 41 种包含这些特殊

结构域的蛋白，包括 3 种 HD-GYP 结构域蛋白，

17 种 GGDEF 结构域蛋白和 5 种 EAL 结构域蛋

白，以及 16 种同时具有 GGDEF 和 EAL 结构域

的蛋白[102–103]。其中含有 GGDEF 结构域的 WspR

蛋白，不但参与调节糖原的表达(在铜绿假单胞菌

中糖原是合成生物被膜主要结构组分—胞外多

糖的前体物质)，而且与生物被膜形成所需的菌

毛、粘附素的表达有关[104]；含有 EAL 结构域的

调节蛋白 PvrR 可以调节铜绿假单胞菌生物被膜的

形成和抗生素耐药性[105]；而含 HD-GYP 结构域 

 

 
 

图 3.  c-di-GMP 的合成、分解以及在铜绿假单胞菌中的功能 

Figure 3.  Synthesis and degradation of c-di-GMP and its function in P. aeruginosa. 
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的蛋白 PA4108 和 PA4781 也可以显著影响铜绿假

单胞菌生物被膜的形成和结构组成[103]。c-di-GMP

与其效应器(c-di-GMP 受体)结合，通过变构改变

其效应器的结构并激活其功能，从而发挥对基因

表达、代谢酶的活性和生物被膜形成等的调节作

用[100]。目前发现有 4 种 c-di-GMP 受体：PilZ、

FleQ、PelD 和 Alg44[100]。 

PilZ 是一种介导蹭行运动(Twiching)的 IV 型菌

毛形成所必须的，它被 c-di-GMP 结合而激活，帮

助生物被膜微菌落的聚集[106]。Alg44 是另一种参与

褐藻多糖合成的 PilZ 家族蛋白，通过响应 c-di-GMP

而促进褐藻多糖的形成 [107] 。FleQ 是一种结合

c-di-GMP 的转录因子，一般作为鞭毛合成基因的

激活蛋白，在没有 c-di-GMP 或其它激活物质的情

况下也可以作为 pel 操纵子转录的抑制因子[108]。

PelD 是铜绿假单胞菌的 pel 操纵子中编码的一个蛋

白，它具有一个类似于 GDDEF 结构域蛋白中的   

I 位点，通过该位点与 c-di-GMP 结合，从而激活

Pel 多糖的产生[109]。虽然目前还没有发现与调节 Psl

多糖合成有关的 c-di-GMP 受体蛋白，但是有研究

发现，随着 c-di-GMP 浓度升高而被诱导转录的基

因中包括 psl 基因簇中的一些基因 [53]。因此被

c-di-GMP 激活的这些效应器，不但影响着细胞附

属物如鞭毛和 IV 型菌毛的合成，而且对铜绿假单

胞菌的褐藻多糖、Pel 多糖和 Psl 多糖等胞外多糖

的合成具有调控作用(图 3)，这些功能对于铜绿假

单胞菌生物被膜的形成是必不可少的。 

3  结论 

细菌生物被膜的形成是它对外界环境信号

做出的极其复杂的响应过程，使用这一防御手段

可帮助细菌更好地生存。通过对铜绿假单胞菌生

物被膜内各成份的功能及其调控机制的研究，有

助于 终找到有效治疗铜绿假单胞菌感染的方

法或者对其他细菌生物被膜相关问题的研究提

供指导。未来针对生物被膜的研究除了揭示其它

可能的基质成分、各组分之间的相互作用及其更

精细的调控网络之外，研究的重点还在于寻找更

加有效的抗生物被膜药物以及开发新型的临床

抗生物被膜疗法。 
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sensing systems and c-di-GMP 

Shuaitao Wang1, Qianqian Gao1, Juanli Cheng1, Jinshui Lin1,2* 
1 School of Life Sciences, Yan’an University, Yan’an 716000, Shaanxi Province, China 
2 Shaanxi Key Laboratory of Chinese Jujube (Yan’an University), Yan’an 716000, Shaanxi Province, China 

Abstract: Pseudomonas aeruginosa, one of the three leading pathogens of human opportunistic infection, is a 

Gram-negative bacterium that can cause severe and persistent infections in patients with immunocompromised and 

cystic fibrosis. The reason for this persistent infection is mainly due to the synergy of bacteria with their own 

regulatory network after receiving external signals. These bacteria attach to solid surfaces and produce 

macromolecular substances such as extracellular polysaccharides, matrix proteins, and extracellular DNA. These 

macromolecules can form highly structured membranous complexes that wrap themselves to form biofilm 

morphotype and population structure. Biofilms can effectively facilitate bacterial colonization, resistance to 

antimicrobial substances and host immune responses, and cell-to-cell signal communication within a bacterial 

community. Thus, it is one of the most important causes of chronic infection and repeated infection of pathogens in 

clinical treatment. This review focuses on the recent processes in study of the P. aeruginosa biofilm components 

and their roles in biofilm formation, as well as the function of related regulatory systems, including the quorum 

sensing system (las, rhl, pqs and iqs) and the c-di-GMP system. Through this review, we provide a more systematic 

understanding the development of P. aeruginosa biofilm, which will reinforce the treatment of P. aeruginosa 

infection. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, extracellular polysaccharide, extracellular DNA, matrix protein, 

quorum sensing system, c-di-GMP 
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