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铜绿假单胞菌环二鸟苷酸代谢及其调控生物膜形成研究进展*

赵文瑾,尚道涵,谢来工,沈锡辉,张磊**

(西北农林科技大学生命科学学院,陕西杨凌
 

712100)

【摘要】 铜绿假单胞菌(Pseudomonas
 

aeruginosa)是临床中常见的一种条件致病菌,其感染人体后可形成致密的生物

膜。生物膜使铜绿假单胞菌具有较强的抗逆性,包括抵御宿主吞噬细胞的吞噬,抵抗宿主的免疫功能,产生耐药性等。

铜绿假单胞菌生物膜的形成主要受第二信使分子环二鸟苷酸(c-di-GMP)的调控。铜绿假单胞菌通过控制c-di-GMP的

代谢来改变胞内c-di-GMP的浓度,进而实现其在浮游状态与生物膜状态之间的转变。铜绿假单胞菌胞内c-di-GMP结

合受体和效应器的多样性是c-di-GMP多层次调控铜绿假单胞菌生物膜形成机制的关键。本文综述了铜绿假单胞菌

PAO1菌株中c-di-GMP的代谢及其调控生物膜形成机制的研究进展,为解决铜绿假单胞菌引起的感染问题提供参考。
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【Abstract】 Pseudomonas
 

aeruginosa
 

is
 

a
 

common
 

opportunistic
 

pathogen
 

in
 

clinical
 

practice.
 

It
 

can
 

infect
 

human
 

body
 

and
 

form
 

dense
 

biofilm
 

which
 

makes
 

P.
 

aeruginosa
 

have
 

strong
 

stress
 

resistance,such
 

as
 

resistance
 

to
 

phagocytosis
 

of
 

host
 

phagocytes,resistance
 

to
 

host
 

immune
 

defense,and
 

drug
 

resistance.
 

The
 

formation
 

of
 

P.
 

aeruginosa
 

biofilm
 

is
 

main-
ly

 

regulated
 

by
 

the
 

second
 

messenger
 

molecule
 

cyclic
 

diguanylate
 

(c-di-GMP).
 

P.
 

aeruginosa
 

changes
 

the
 

intracellular
 

concentration
 

of
 

c-di-GMP
 

by
 

controlling
 

its
 

metabolism,and
 

thus
 

realizes
 

the
 

transition
 

between
 

planktonic
 

and
 

biofilm
 

li-
festyles.

 

The
 

diversity
 

of
 

intracellular
 

c-di-GMP
 

binding
 

receptors
 

and
 

effectors
 

in
 

P.
 

aeruginosa
 

is
 

the
 

key
 

to
 

the
 

multi-
level

 

regulation
 

mechanism
 

of
 

its
 

biofilm
 

formation.
 

This
 

article
 

reviews
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

c-di-GMP
 

metabolism
 

and
 

its
 

regulation
 

of
 

biofilm
 

formation
 

in
 

P.
 

aeruginosa
 

PAO1
 

strain,so
 

as
 

to
 

provide
 

theoretical
 

reference
 

for
 

solving
 

the
 

infection
 

problem
 

caused
 

by
 

P.
 

aeruginosa.
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***铜绿假单胞菌(Pseudomonas
 

aeruginosa)是一种革兰阴性

杆菌,属于假单胞属,是临床感染中常见的一种可引起获得性

感染的条件致病菌。铜绿假单胞菌易形成致密的生物膜,可以

在囊性纤维病患者的肺部顽强定殖,难以清除,并能够使免疫

力低下的人员患有各种急性或慢性感染。生物膜的形成能够

增强细菌的耐受性,有利于细菌在逆境环境中的生存。据统

计,有65%的细菌感染可能涉及生物膜[1]。铜绿假单胞菌是研

究细菌生物膜形成机制的一种模式菌株,其生物膜形成过程受

到细菌的第二信使分子-环二鸟苷酸(c-di-GMP)的多层次调

控[2]。本文重点就铜绿假单胞菌c-di-GMP的代谢及其调控生

物膜形成的分子机制进行综述,为解决铜绿假单胞菌引起的感

染问题提供了参考。

1 铜绿假单胞菌生物膜

细菌生物膜(Bacterial
 

biofilm)是细菌为了适应生存环境

而自发产生的一种保护性的生存方式,是细菌黏附在生物性或

非生物性表面时,分泌出含有胞外多糖、蛋白质、脂类等多种化

合物并将自身包裹在其中,形成大量黏性、膜状的聚集物[3]。

不同细菌形成的生物膜在结构上具有多样性,但形成过程

大致相似。铜绿假单胞菌生物膜从形成到成熟过程复杂,可以

概括为5个阶段[4]。(1)菌体的初级黏附期。黏附就是细菌菌

体黏附在生物宿主组织或非生物材料的表面。细菌菌体与生

物宿主组织表面的黏附是具有选择性的,即细菌通过表面特殊

蛋白特异性地与宿主表面相识别。而细菌与非生物组织表面

的黏附主要通过鞭毛介导,利用鞭毛产生的泳动性可以克服接

触表面的排斥作用,此外,细菌菌体还能通过检测环境因子的

变化从而调整自身脂多糖的结构组成,以增强与非生物组织表

面的黏附作用,从而实现初步的黏附。铜绿假单胞菌形成生物

膜过程中的初级黏附所需要的时间很短,并且是可逆的[5];(2)

菌体的不可逆黏附期。在环境因子刺激下,相关基因的表达受

到调控,细菌开始产生胞外多糖,并主要在胞外多糖的影响下

由可逆黏附转变成不可逆黏附[6-7];(3)生长期,即为细菌的增
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殖期,在此时期细菌形成微菌落;(4)成熟期。细菌形成的微菌

落相互聚集在一起,形成了结构完整、能够行使功能的生物膜;
(5)生物膜的离散期。当细菌代谢物质的堆积使得处于内部的

细菌生存环境变得恶劣时,细菌会通过群体感应(quorum
 

sens-
ing,QS)系统等感知环境的变化,改变鞭毛的状态,主动分解生

物膜,使细菌重新处于游离状态[8-9]。

2 铜绿假单胞菌c-di-GMP的代谢调控

由两分子GTP缩合而成的c-di-GMP,是细菌内广泛存在

的一类第二信使分子,能够调节细菌生物膜的形成、运动性、毒
力、细胞周期循环等重要的生理过程[10-13]。具有双鸟苷酸环化

酶(Diguanylate
 

Cyclase,DGC)活性的GGDEF结构域蛋白以及

具有磷酸二酯酶(Phosphodiesterase,PDE)活性的EAL或 HD-
GYP结构域蛋白分别负责c-di-GMP的合成与降解。DGC将

两分子 GTP转化为一分子c-di-GMP,PDE将c-di-GMP水解

为线性的pGpG并最终降解成GMP。通过对铜绿假单胞菌基

因组分析,发现其共有41种与c-di-GMP代谢相关的蛋白质,

其中17种含有 GGDEF结构域;5种含 EAL结构域;3种含

HD-GYP结构域,分别为 PA4108、PA4781和 PA2572,其 中

PA2572由于关键残基发生了突变丧失了PDE活性;16种同时

含有GGDEF与EAL结构域[12,14-16](表1)。

表
 

1 铜绿假单胞菌中含GGDEF、EAL、HD-GYP结构域的蛋白质
Table

 

1 List
 

of
 

all
 

GGDEF,EAL,HD-GYP
 

proteins
 

in
 

P.
 

aeruginosa
开放阅读框
ORF

名称
Name

结构域特征
Domain

 

signature
额外的结构域

Additional
 

domains
活性
Activity

功能
Function

参考文献
References

PA0169 said GGEEF 二鸟苷酸环化酶 自凝集能力,产生胞外多糖 [17]

PA0285 GGDEF,EAL PAS 磷酸二酯酶 产生胞外多糖 [18]

PA0290 GGEEF PAS 二鸟苷酸环化酶 产生胞外多糖 [18]

PA0338 GGEEF PAS -
PA0575 rmcA GGDEF,EAL SBP_bac_3,PAS 磷酸二酯酶 精氨酸感受器 [19]

PA0847 GGDEF Chase4,HAMP,PAS 二鸟苷酸环化酶 泳动调控 [20]

PA0861 rbdA GGDEF,EAL PAS 磷酸二酯酶 生物膜消散 [21]

PA1107 roeA GGEEF 二鸟苷酸环化酶 产生胞外多糖 [22-23]

PA1120 yfiN,tpbB GGDEF Chase8,HAMP 二鸟苷酸环化酶 细菌小菌落变体的出现 [24-25]

PA1181 GGDEF,EAL MASE1,PAS -
PA1433 lapD GGDEF,EAL HAMP - c-di-GMP受体,表面附着 [26-27]

PA1727 mucR GGDEF,EAL MHYT 二鸟苷酸环化酶,磷酸二酯酶 藻酸盐生产,生物膜扩散 [28-29]

PA1851 GGEEF -
PA2072 GGDEF,EAL CHASE4,PAS -
PA2133 fcsR EAL 磷酸二酯酶 生物膜形成,鞭毛运动,III型分泌系统,趋化性 [30-31]

PA2200 EAL 磷酸二酯酶 [31]

PA2567 GGDEF,EAL GAF 磷酸二酯酶 [32]

PA2572 YN-GYP Rec - 运动性、毒性、抗生素耐药性 [33-34]

PA2771 dcsbis GGDEF GAF 二鸟苷酸环化酶 运动性 [35]

PA2818 arr EAL 磷酸二酯酶 氨基糖苷类反应调节器 [36-37]

PA2870 GGDEF -
PA3177 GGDEF 二鸟苷酸环化酶 生物膜耐药性、运动性 [38,39]

PA3258 EAL,GGDEF CBS -
PA3311 nbdA GGDEF,EAL MHYT 磷酸二酯酶 生物膜扩散,鞭毛马达切换 [29,40-42]

PA3343 GGDEF -
PA3702 wspR GGDEF Rec 二鸟苷酸环化酶 生物膜的形成,游动,产生胞外多糖 [43-44]

PA3825 EAL 磷酸二酯酶 [31,45]

PA3947 rocR EAL Response_reg 磷酸二酯酶 DNA结合反应调节剂,转录激活剂,生物膜形成 [46-47]

PA4108 HD-GYP 磷酸二酯酶 生物膜形成 [34]

PA4332 sadC GGDEF 二鸟苷酸环化酶 生物膜的形成,细胞群落 [48-51]

PA4367 bifA GGDEF
EAL

磷酸二酯酶 生物膜的形成,细胞群落,毒性 [52-55]

PA4396 GGDEF Response_reg -
PA4601 morA GGDEF

EAL PAS - 运动调节器,ll型分泌物 [56-58]

PA4781 HD-GYP Response_reg 磷酸二酯酶 生物膜形成 [34,59]

PA4843 acbA GGEEF Response_reg 二鸟苷酸环化酶 生物膜形成 [60]

PA4929 nicD GGDEF 7TMR_DISM 二鸟苷酸环化酶 营养素诱导的生物膜解离 [40]

PA4959 fimX GGEEF,EAL PAS - c-di-GMP受体,游动运动,生物膜形成 [61-62]

PA5017 dipA,pch GGEEF,EAL PAS,GAF 磷酸二酯酶 生物膜解离,c-di-GMP异质性 [63]

PA5295 GGEEF,EAL -
PA5442 GGEEF,EAL PAS -
PA5487 dgcP

 

dgcH GGEEF 二鸟苷酸环化酶 生物膜形成 [64-65]

PA14_59790 pvrR* EAL Response_reg 磷酸二酯酶 生物膜形成 [66]
  -:不确定;*:基于仅在P.

 

aeruginosa
 

PA14和PA7中发现的同源蛋白。
-:not

 

determined;*:based
 

on
 

homologous
 

protein
 

found
 

only
 

in
 

P.
 

aeruginosa
 

PA14
 

and
 

PA7.
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  铜绿假单胞菌c-di-GMP的代谢酶同时具有感知胞内或胞

外信号的传感结构域,如膜外的CHASE结构域、与血红素结合

有关的PAS和PAC结构域、HAMP结构域、类似CheY的反应

调节结构域等[2,12],这些c-di-GMP代谢酶感知环境信号通过

调节c-di-GMP的浓度调控铜绿假单胞菌生物膜的形成、分散

及运 动 等 生 命 活 动[53]。例 如,MucR(PA1727)和 NbdA
(PA3311)除都具有EAL结构域外,还具有 MHYT(Met-His-
Tyr-Thr)结构域,MHYT结构域能够通过与其结合的铜离子

感 受 双 原 子 气 体,如 一 氧 化 氮[29]。MucR 和 NbdA 通 过

MHYT结构域感受到一氧化氮后,能够激活自身PDE活性,降
低胞内c-di-GMP水平,促进生物膜的离散。

另外,细胞内还存在大量与c-di-GMP相互作用的效应因

子,通过调控相关基因的表达或相关蛋白质的活性,引起一系

列级联反应,最终使细胞内多种生理生化功能发生改变[68]。

3 铜绿假单胞菌中c-di-GMP的效应蛋白

c-di-GMP通过与特定受体相互作用,从而发挥调控作用。

c-di-GMP的受体包括核糖开关(Riboswitch)[68-69]以及效应蛋

白。c-di-GMP效应蛋白具有多样性,包括含有PilZ结构域的

蛋白[70-71]、转录调控因子[72-73]、含有退化的GGDEF及EAL结

构域的蛋白[27]、含有T2SSE_N(MshEN)结构域的蛋白[74]、含
有GIL结 构 域 的 蛋 白[75]、多 核 苷 酸 磷 酸 化 酶 和 蛋 白 激 酶

等[76-78],而铜绿假单胞菌中c-di-GMP的效应蛋白主要为前4
种类型。

3.1 含有PilZ结构域的蛋白 PilZ结构域是较早发现的可以

与c-di-GMP结 合 的 结 构 域[79]。PilZ结 构 域 中 含 有 保 守 的

RXXXR和D/NXSXXG氨基酸残基,这是与c-di-GMP结合的

关键位点[70]。PilZ结构域与c-di-GMP结合后能够改变蛋白质

的构象,进而调控自身或者与其互作蛋白的活性[71,80]。

3.2 转录调控因子 c-di-GMP与转录调控因子结合影响其靶

基因的转录。铜绿假单胞菌中的FleQ蛋白是最先被鉴定出的

作为c-di-GMP受体的转录调控因子,其与c-di-GMP结合可调

控鞭毛基因的表达[81]。张炼辉团队近期研究表明c-di-GMP通

过与FleQ结合能够抑制 H1-T6SS基因转录[82]。c-di-GMP结

合的转录因子还包括BrlR。BrlR能够介导铜绿假单胞菌生物

膜形成和耐药性的形成,其与c-di-GMP结合后构象发生改变,

带有大量正电荷的基团裸露,从而增强了BrlR与 DNA的结

合,激活其转录功能[83]。

3.3 含有退化GGDEF/EAL结构域的蛋白 这些蛋白质虽丧

失了DGC或PDE活性,但其仍可以通过GGDEF或EAL结构

域与c-di-GMP结合,发挥信号转导的功能。例如,铜绿假单胞

菌中的FimX蛋白通过退化的EAL结构域与c-di-GMP结合后

与ATP酶PilB共同作用促进菌毛的组装,从而调控细菌的运

动性[61-62]。PelD通过退化的GGDEF结构域与c-di-GMP特异

性结合后能够激活糖基转移酶PelF的活性从而调节胞外多糖

Pel的产生[84-85],从而影响生物膜形成。

3.4 含有T2SSE_N(MshEN)结构域的蛋白 MshE是Ⅱ型分

泌系统(T2SS)中参与Ⅳ型菌毛组装的 ATP酶,能够通过其 N
端结构域(MshEN)特异性结合c-di-GMP,并且这种结构域并

广泛存在于细菌中[74]。MshE与c-di-GMP的结合会影响细菌

生物膜的形成和运动性,但 MshEN结构域的确切调控机制仍

有待研究。铜绿假单胞菌中参与IV 型菌毛组装的 ATP酶

GspE(PA14_29490)含有 MshEN结构域[86],GspE通过 Msh-
EN结构域与c-di-GMP结合后增强其酶活性从而调控细菌的

运动性。

4 铜绿假单胞菌c-di-GMP效应蛋白调节生物膜形成的分子

机制

铜绿假单胞菌生物膜的形成过程受多种c-di-GMP效应蛋

白的调控。效应蛋白通过与c-di-GMP的结合,调控细菌的运

动性、胞外多糖合成,进而影响生物膜的形成[2](图1)。

图
 

1 c-di-GMP调控铜绿假单胞菌生物膜形成的机制

Fig.1 The
 

mechanism
 

of
 

c-di-GMP
 

regulating
 

the
 

biofilm
 

formation
 

in
 

P.
 

aeruginosa

4.1 含有PilZ结构域蛋白的调控作用 铜绿假单胞菌中参与

调控细菌 生 物 膜 形 成 的 PilZ结 构 域 蛋 白 有 FlgZ、Alg44和

MapZ。FlgZ含有一个PilZ结构域,当其与c-di-GMP结合后能

够直接与鞭毛定子蛋白 MotC相互作用,阻碍 MotC与鞭毛转

子蛋白的结合从而降低细菌的运动性[87]。含有PilZ结构域的

MapZ(PA4608)蛋白通过与甲基转移酶CheR1相互作用调节

甲基化趋化受体PctA的甲基化水平从而调控铜绿假单胞菌的

趋化运动及生物膜形成能力[88]。当胞内c-di-GMP浓度升高

时,c-di-GMP与 MapZ结合促使 MapZ与CheR1形成CheR1-
MapZ复合物。复合物的形成抑制了CheR1的甲基转移酶活

性,使PctA甲基化水平下降,抑制细菌的趋化运动,促进其表

面吸附和生物膜形成。藻酸盐是一类胞外多糖,参与形成铜绿

假单胞菌生物膜胞外基质。现有研究发现,藻酸盐的形成同样

受到c-di-GMP的调控,该调控机制与Alg44有关。Alg44是一

种内膜蛋白,含有PilZ结构域,能够结合c-di-GMP。c-di-GMP
与Alg44结合后能够改变Alg44的构象,从而激活糖基转移酶

Alg8的酶活性,促进藻酸盐的合成和生物膜的形成[79,89]。

4.2 FleQ的调控作用 在生物膜形成早期,细菌需要利用鞭

毛介导的动力克服接触表面的排斥,形成可逆附着,此时鞭毛

功能受到抑制可阻碍生物膜的形成。FleQ参与调控鞭毛基因

的表达,c-di-GMP能够竞争性地结合FleQ的 ATP结合位点,

从而抑制其ATP酶活性,导致鞭毛基因下调,进而影响细菌的

运动性[72]。Pel和Psl是铜绿假单胞菌中的2种胞外多糖,参
与组成铜绿假单胞菌生物膜胞外基质[90]。psl、pel基因的表达

也受FleQ的调控[2]。当细胞内c-di-GMP含量低时,FleQ充当

阻遏蛋白起抑制作用;当细胞内c-di-GMP含量高时,c-di-GMP
分子与 FleQ 结 合,降 低 FleQ 的 DNA 结 合 能 力,从 而 解 除

FleQ对psl、pel基因的阻遏,激活基因的表达,胞外多糖合成增

加,促进生物膜形成[91]。

4.3 FimX的调控作用 FimX含有GGDEF和EAL结构域,

但其已失去DGC活性只具有较弱的PDE活性。FimX在调控
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铜绿假单胞菌蹭行运动中发挥作用,它通过退化的EAL结构

域与c-di-GMP结合后并与 ATP酶PilB相互作用促进Ⅳ型菌

毛的组装,促进生物膜形成[61,62]。

4.4 MucR的调控作用 MucR是一种脂锚定蛋白,含有GG-
DEF和EAL结构域,并且同时具有DGC活性和PDE活性[29]。

MucR被认为可以通过调节 Alg44附近局部c-di-GMP的浓度

影响c-di-GMP与 Alg44结合参与调控藻酸盐的形成[76,28]。

MucR能够发挥DGC活性合成c-di-GMP,提高 Alg44局部的

c-di-GMP浓度促使c-di-GMP与 Alg44的结合,从而促进藻酸

盐的合成和生物膜的形成;环境中的一氧化氮通过结合 MucR
的 MHYT结构域,激活其PDE活性并抑制 DGC活性,促使

MucR降解c-di-GMP,降低Alg44局部的c-di-GMP浓度,影响

生物膜的形成。

4.5 PelD的调控作用 内膜蛋白PelD含有一个退化的
 

GG-

DEF
 

结构域,该结构域充当c-di-GMP
 

受体[85]。PelD与PelE
(内膜蛋白)、PelG(糖转运蛋白)和PelF(糖基转移酶)相互作用

形成一个复合物,参与Pel的合成与跨膜转运[85]。研究指出

PelDEF与PelF的直接相互作用是PelF发挥酶活性所必需的,

但有趣的是,PelD与c-di-GMP的结合并不影响PelD参与复合

物的形成,推测c-di-GMP与复合物中PelD的结合改变了复合

物构象,从而调节PelDEF与PelF的亲和力,激活PelF的糖基

转移酶活性和PelG的糖转运功能,促进胞外多糖的合成和生

物膜形成[85]。

4.6 BrlR的调控作用 BrlR是一种转录因子,能够结合绿脓

素并参与调控绿脓素外排泵基因的表达,介导铜绿假单胞菌的

毒性[92]。此外,BrlR同时也是c-di-GMP的受体,c-di-GMP与

BrlR的结合改变了BrlR的构象,增强了其与 DNA的结合能

力,从而激活其转录功能[36]。研究表明铜绿假单胞菌生物膜的

形成与BrlR无直接关联,敲除brlR 后不影响该菌生物膜的形

成。但是,BrlR对于铜绿假单胞菌生物膜的耐药性至关重要。

在brlR 基因缺失时,铜绿假单胞菌生物膜对 H2O2 及妥布霉

素、四环霉素、卡那霉素、诺氟沙星、甲氧苄氨嘧啶等抗生素的

耐药性显著下降[93]。

5 结语

铜绿假单胞菌感染人体后可形成致密的生物膜,是其产生

耐药性的主要原因之一,破坏铜绿假单胞菌的生物膜结构成了

消除其耐药性的关键。因此,对铜绿假单胞菌生物膜形成机制

的研究有利于分析治疗铜绿假单胞菌引起感染的新靶点。铜

绿假单胞菌生物膜的形成研究表明c-di-GMP及其效应分子的

多层次调控是铜绿假单胞菌生物膜形成的关键。c-di-GMP多

种效应因子对铜绿假单胞菌生物膜形成的调控作用,但某些效

应因子在铜绿假单胞菌生物膜形成过程作用的具体机制尚不

清楚。揭示c-di-GMP对铜绿假单胞菌生物膜形成的调控作用

对解析铜绿假单胞菌的耐药机制提供了思路,为铜绿假单胞菌

引起的感染的治疗提供理论基础。
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