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摘  要：环二鸟苷酸(Cyclic diguanylate，c-di-GMP)的发现已有 29 年。作为重要的细菌第二信使，

c-di-GMP 可参与调节细菌生物膜的合成与降解、运动、毒性、细胞周期、细胞分化等多种活动

过程。胞外多糖(EPS)是细菌生物膜的主要组成成分，其合成和运输主要受 c-di-GMP 调控。目前

细菌胞外多糖在医药、食品、农业、工业和环保等多个领域均有广泛的应用，其相关研究备受关

注。本文旨在论述细菌中 c-di-GMP 合成与降解的调控，部分合成酶(Diguanylate cyclase，DGC)

与降解酶(Phosphodiesterase，PDE)及其受体分子(Receptor)晶体结构等研究成果，并结合我们研

究农杆菌 ATCC31749 中 c-di-GMP 对可德胶合成调控的基础上，重点阐述 c-di-GMP 对纤维素、

藻酸盐、多聚氮乙酰葡萄糖胺(PNAG)和可德胶等 EPS 合成与运输的调控机制。 
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Abstract: 29 years have passed since the discovery of bis-(3′,5′) cyclic di-guanylate (c-di-GMP) which 
is a key bacterial second messenger involved in the regulation of many crucial bacterial processes 
including biofilm formation and disappearing, cell motility, virulence, cell cycle controlling, cell 
differentiation and aggregation as well. c-di-GMP plays an irreplaceable role in biosynthesis and 
transportation of bacterial extracellular polysaccharides (EPS), which are major component of bacterial 
biofilm. Currently, due to its wide range of application in medicine, food processing, agriculture 
industries and environmental protection, it has gained more attention from medical and nutritional 
biochemistry researchers. In this paper we first reviewed recent achievements on crystal structure of 
c-di-GMP metabolic enzymes and its multiple receptor protein of c-di-GMP with emphasis on its in 
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vivo concentration regulation; then combined with our researches on the regulation of curdlan, 
biosynthesis by c-di-GMP in Agrobacterium sp. ATCC31749, we further focus on the advancement of 
c-di-GMP regulation on the biosynthesis and transportation of bacterial extracellular polysaccharides 
(EPS), such as cellulose, alginate, poly-N-acetylglucosamine (PNAG) and curdlan as well, which were 
widely used in industrial, pharmaceutical and food applications. 

Keywords: Bacteria, c-di-GMP, Extracellular polysaccharides, Regulation, Biosynthesis 

环二鸟苷酸(Cyclic diguanylate，c-di-GMP)的发

现已有 29 年，最初是因变构激活细菌纤维素合成

而被发现，目前已确定 c-di-GMP 参与调控包括细

菌生物膜的合成与降解、运动、毒性、细胞周期、

分化、变异、细胞通讯等多种生命活动和代谢，是

重要的细菌第二信使。c-di-GMP由二鸟苷酸环化酶

(Diguanylate cyclase，DGC)合成，并被特异性磷酸

二酯酶(Phosphodiesterase，PDE)降解。c-di-GMP的

信号传导主要由其效应分子核糖开关(Riboswitch)

或/和受体分子(Receptor)所介导。c-di-GMP 调节生

物膜的合成、细胞运动、致病菌的毒性等主要是通

过调控胞外多糖的合成与运输来实现的。细菌胞外

多糖种类繁多，已广泛应用于医药、食品、工业等

多个领域，目前其合成机制的研究备受关注。研究

确定胞外多糖的合成与运输途径分为：(1) Wzx/Wzy

依赖途径；(2) ATP结合盒(ABC)转运体依赖途径；

(3) 合成酶依赖途径；(4) 胞外单蔗糖酶合成依赖途  

径[1-2]，其中合成酶依赖途径的多种多糖的合成受

c-di-GMP的调控。本文综述了 c-di-GMP最新的研

究进展，并结合我们对农杆菌(Agrobacterium sp.) 

ATCC31749中 c-di-GMP调控 EPS可德胶合成研究

的基础上，重点论述 c-di-GMP对纤维素、藻酸盐、

PNAG和可德胶等胞外多糖合成与运输的调控。 

1  c-di-GMP 概述 

c-di-GMP 是普遍存在且十分重要的细菌第二

信使，它是细菌纤维素研究的副产物。Aschner 等

在 1946 年开始研究细菌和动物纤维素的合成过程

中发现，木醋杆菌(目前被定名为木葡糖酸醋杆菌，

Gluconacetobacter xylinus)的静息细胞能够合成纤

维素[3-4]。1985年 Ross等发现一个含鸟苷酸的寡核

苷酸分子调控木葡糖酸醋杆菌中纤维素的合成[5]，

进一步研究确定该化合物由鸟嘌呤、核糖和磷酸以

1的比例形成[6]，随后(1987年)通过质谱、核磁׃1׃1

共振及体外化学合成等手段确认了该纤维素合酶

活化剂为双 (3′,5′)-环状鸟苷酸 [7]。根癌农杆菌

(Agrobacterium tumefaciens)中也发现了对纤维素的

合成有明显激活作用的 c-di-GMP 的存在[8]，说明

c-di-GMP并非木葡糖酸醋杆菌特有，应具有广泛的

种间分布[9]。c-di-GMP 以四方形的形式形成二聚

体，类似于双螺旋 DNA 的方式嵌入到受体分子进

行信号传导[10]。细胞内 c-di-GMP 浓度主要由含

GGDEF(或 GGEEF)(Gly-Gly-Asp/Glu-Glu-Phe)结构

域的二鸟苷酸环化酶 (DGC)合成，并由含 EAL 

(Glu-Ala-Leu)或 HD-GYP(His-Asp-Gly-Tyr-Pro)结

构域的特异性磷酸二酯酶(PDE)降解。c-di-GMP 的

信号传导由核糖开关 (Riboswich)和受体分子

(Receptor)介导，最终通过激活或抑制基因表达，或

(和)是激活或抑制酶活性来完成信号传导。 

2  c-di-GMP 合成酶、降解酶的晶体结构 

2.1  DGC 结构 

目前已有 11 个细菌物种中的 27 个 DGC 或类

似蛋白的三级结构被测定[11-12]，在 DGC 的羧基末

端一般含有 GGDEF/GGEEF的 c-di-GMP合成结构

域，氨基末端(N端)含有跨膜及信号传导的结构域。

DGC的羧基末端(C端)由 5个 α螺旋和 7个 β折叠

组成，底物 GTP 和 Mg2+分别被活性中心的残基所

结合，其中鸟苷酸的碱基多被活性中心 Asp和 Asn

残基通过氢键结合，而 Mg2+分别与 GTP 的磷酸基

团和活性中心 GGDEF中的 Glu及临近的 Asp通过

离子键相连。PleD是第一个被确定的 DGC，参与新

月柄杆菌(Caulobacter crescentus)细胞周期调控，调

节细胞游离运动与附着聚集两状态间相互转化[13]。
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PleD晶体结构研究发现，其 C末端由 5个 α螺旋和

7 个 β 短链组成：α1-β1-α2-α3-β2-β3-α4-β4-β5-β6- 

α5-β7，GGDEF以 β折叠的形式存在于 β2和 β3之

间，两个 DGC C末端的 GGDEF反向平行排列，各

结合一个 GTP分子，存在镁离子的条件下进行缩合

催化形成 c-di-GMP[14]。在 DGC的 N端多含有 PAS 

[因在昼夜周期蛋白(Per)，芳基烃受体核转运蛋白

(Arnt)和 E类螺旋-环-螺旋蛋白(Sim1)中均含保守结

构域而命名]，GAF [因在 cGMP特异性磷酸二酯酶

(cGMP-specific phosphodiesterase)/腺苷酸环化酶

(Adenylate cyclases)/甲酸氢裂合酶转录激活因子

(Formate hydrogen lyase transcriptional activator)中

含保守结构域得名 ]，REC [信号接收结构域

(Receiver domain)]等结构域，可通过感应胞外或胞

间信号，进行二聚化以调节 DGC 的活性。例如，

测定新月柄杆菌 CheY[15-16]晶体结构后发现，CheY

合成 c-di-GMP受到严格的调控，首先其 N末端的

结构域通过感应胞外信号，变构激活其组氨酸激酶

活性，致使 CheY的 N末端 REC结构域中 Asp53 (第

53 位 Asp 残基)磷酸化，改变多肽的构象，进而使

分别与 1分子 GTP和Mg2+结合的 C端催化结构域

二聚化，催化 2分子的 GTP缩合而形成 c-di-GMP。

在 c-di-GMP的合成过程中，产物 c-di-GMP还可通

过结合到 DGC的 RXXD (其中 X为任意氨基酸)结

构域而变构抑制 DGC的活性。 

2.2  PDE 的结构 

含EAL结构域的 PDE催化水解 c-di-GMP为线

性的二聚鸟苷酸(pGpG)，而含 HD-GYP 结构域的

PDE则是将 c-di-GMP直接降解为2分子GMP。EAL

型 PDE 的高级结构，先后在脱氮硫杆菌

(Thiobacillus denitrificans)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella 

pneumonia)等菌株中被测定 [14,17-19]。脱氮硫杆菌

TBD1265 和肺炎克雷伯菌 BlrP 被结晶后，X 衍射

发现，这些蛋白均以反平行的方式形成二聚体，

EAL结构域由 3个螺旋所连接，连接界面均由保守

的氨基酸组成。最近 Bellini 等 [20]通过嗜热菌

(Persephonella marina)中 PmGH (HY-GYP型 PDE)

的晶体结构研究发现，HD-GYP型 PDE以头对头的

二聚体形式排列，每个单体通过 N 端 GAF 结构域

相互作用，而使含 HD-GYP 的 C 端二聚化，

c-di-GMP 以 ‘U’形 (顺式 )的形式接近并结合到

PmGH 的活性中心而被水解，不同于 TBD1265 和

BlrP等 EAL型酶，c-di-GMP是以伸展的分子构象

进入活性中心被水解的[21]。 

3  c-di-GMP 的效应分子 

c-di-GMP 在细菌生物体内主要通过两类效应

分子发挥作用，一类是效应蛋白，一类是核糖开关。

前者作为蛋白质，与 c-di-GMP 专一性结合后可调

控基因表达或激活酶活性；后者是 mRNA 5′非编码

区(5′Untranslational region，5′UTR)的特定保守序列

折叠成一定的 RNA 二级结构，能专一性与

c-di-GMP结合并影响蛋白质翻译。 

3.1  受体的种类 

3.1.1  PilZ 结构域效应蛋白：目前有越来越多的

c-di-GMP 的效应蛋白被发现，最主要的还是 PilZ

结构域蛋白[22]。2006年，Amikam和 Galperin[23]预

测并确定细菌纤维素合成酶催化亚基(BcsA)下游

100 个氨基酸形成独立的蛋白结构域，专一性地与

c-di-GMP 结合，该结构为已知的 PilZ 结构域，这

是第一个预测并随后被实验证实了的 c-di-GMP 受

体蛋白。含 PilZ结构域蛋白的分布非常广泛，大肠

杆菌(Escherichia coli)中的 YcgR[24]，纯化后具有与

木葡糖酸醋杆菌的BcsA一样高效结合 c-di-GMP的

PilZ 结构域。鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella enterica 

serovar Typhimurium) UMR1 菌株中，YcgR 通过

PilZ 与 c-di-GMP 结合调控细菌的运动能力。铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)中含 PilZ 结构

域蛋白 AlgA，与 c-di-GMP结合后调节胞外藻酸盐

的合成[25]。多种细菌基因组分析表明，不同物种均

含有较多的 c-di-GMP 合成与降解酶类，但含 PilZ

的受体分子数量变化较大且具有物种特异性。如在

大肠杆菌中有 29 个 GGDEF/EAL 结构域蛋白，却

只有 2个 PilZ结构域蛋白[23]，而蛭弧菌(Bdellovibrio 

bacteriovorus)中只有 12 个 GGDEF/EAL/HD-GYP
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结构域，却有着 15个 PilZ结构域蛋白[26]。 

3.1.2  与 c-di-GMP 合成与降解酶类结构相似的受

体分子：这类受体含有与 GGDEF、EAL或 HD-GYP

类似的结构域，不具有 c-di-GMP 合成或者降解的

活性，但能够与 c-di-GMP 专一结合，进行信号传

导。例如铜绿假单胞菌中发现的内膜蛋白 PelD，具

有保守基序 RXXD[27]，通过与 c-di-GMP结合后调控

Pel 多糖的合成 [28]。荧光假单胞菌(Pseudomonas 

fluorescens)中含GGDEF和EAL结构域的 c-di-GMP

受体分子(LapD)，c-di-GMP能够高效应地结合到其

退化的 EAL结构域，激活 LapG的蛋白酶活性，促

进细菌生物膜中胞外蛋白的合成与分泌[29]。目前认

为这类受体蛋白可能来源于 c-di-GMP代谢酶类，但

在进化过程中因编码活性中心碱基的突变，导致催

化功能丢失的同时，产生作为受体分子的新功能[17]。 

3.1.3  c-di-GMP结合型DNA结合蛋白或转录因子：

铜绿假单胞菌中鞭毛合成基因受 c-di-GMP的调控。

激活鞭毛合成基因表达的FleQ蛋白，能与c-di-GMP

专一性结合，但不具有之前所述 c-di-GMP 结合结

构域的氨基酸保守基序[30]，FleQ的 C末端为 DNA

结合结构域，激活鞭毛蛋白的表达，并以 c-di-GMP

依赖的方式调控 Pel 多糖的合成。c-di-GMP 结合

FleQ则抑制它与 pel启动子的结合，导致 pel操纵

子受 FleQ 转录抑制的效应被解除，从而负调控胞

外多糖 Pel的产生[31]。FleQ的 N端为典型 REC结

构域[FleQ(REC)]，是 FleQ功能所必需的。FleQ的

晶体结构发现 FleQ(REC)与氮信号传导蛋白 NtrC

的 REC 结构不同，以一种不寻常的方式介导 FleQ

蛋白形成二聚体来调控基因的表达。霍乱弧菌

(Vibrio cholerae)中 c-di-GMP 的水平升高抑制应激

反应调节子 RopS的表达，能与 c-di-GMP结合的霍

乱弧菌的胞外多糖调节子 VpsR 和 VpsT 的敲除突

变能够消除这种抑制，VpsT能与 rpoS启动子结合

是通过 c-di-GMP依赖的方式来介导的。研究发现，

VpsT与 c-di-GMP结合，促使 VpsT结合 rpoS的转

录起始位点，使 rpoS转录沉默，促使细菌进入生物

膜形成的状态[32]。研究表明 c-di-GMP 可以形成二

聚体、四聚体、八聚体等形式发挥功能[33]，最近研

究显示 c-di-GMP 组装成四聚体的形式介导转录因

子 BldD[34]的二聚体化，激活其 DNA结合活性，抑

制孢子发育相关基因的表达，控制链霉菌

(Streptomyces)中细胞的分化。 

3.2  核糖开关 

核糖开关(Riboswitches)是 mRNA 5′非翻译区

(5′UTR)序列折叠成一定的构象，这些构象的改变应

答于体内的信号分子，从而通过这些构象的改变达

到调节mRNA的稳定性并调控翻译的目的。Tamayo

等[35]首先提出核糖开关参与 c-di-GMP的信号传导。

Sudarsan 研究小组[36]发现 c-di-GMP 能专一性结合

一类特殊的核糖开关 GEMM (Genes related to the 

environment，membranes and motility)，调控蛋白质

的翻译。c-di-GMP与核糖开关 GEMM的结合是不

对称的，c-di-GMP中的一个鸟苷酸 Gα以 Hoogsteen

碱基配对方式与 GEMM 配对，另一个 Gβ 则是以

Watson-Crick碱基对的方式与 GEMM的 92位高度

保守的碱基 Cys结合的[37]。研究发现，除 c-di-GMP

结合位置的突变外，GEMM 中多个保守碱基突变

后，均保留 c-di-GMP 的亲和力及翻译调控活性，

这表明核糖开关在碱基突变上有很大的弹性和耐

受性，这也是 c-di-GMP 核糖开关多样性产生的基

础[38]。目前多种核糖开关在霍乱弧菌和铜绿假单胞

菌等多种细菌中被发现，因这些核糖开关能感应

c-di-GMP的浓度而促进蛋白的合成，目前已构建含

这些核糖开关调控报告基因(如 GFP)表达的载体，

用于活体测定 c-di-GMP浓度变化。 

4  细菌中 c-di-GMP 的浓度调控 

细胞体内的 c-di-GMP 浓度变化是细胞生理代

谢改变的基础，而胞内 c-di-GMP 浓度是怎样调控

的呢？铜绿假单胞菌中转录调控因子 AlgR 通过直

接结合DGCmucR的基因启动子促进mucR的表达，

增加细胞内 c-di-GMP 的水平[39]。铜绿假单胞菌

PAO1 中的 YfiBNR[40]三元信号系统，能响应细胞

外信号刺激来调节胞内 c-di-GMP 水平，具体是膜

间隙蛋白 YfiR与 YfiN(DGC)结合抑制了 c-di-GMP
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的合成能力，晶体结构研究表明，PAO1 菌株中含

信号感应结构域的外膜脂蛋白 YfiB，通过感应环境

信号，使 YfiB构象改变，能优先与 YfiR结合，并

将其束缚于外膜内侧，解除了 YfiR与 YfiN的结合，

以分子开关的机制解除 YfiN (DGC)的抑制，启动

c-di-GMP合成活性来增加胞内 c-di-GMP的水平。

YfiBNR 系统的同源序列分布广泛，在大肠杆菌、

肺炎克雷伯菌和荧光假单胞菌 SBW25 中分别通过

类似的机制调控 c-di-GMP 的合成来调节细菌细胞

运动，纤维素合成及 3型菌毛的合成与分泌。多数

c-di-GMP 的合成酶与降解酶均具有 PAS、GAF、

REC 等结构域，在 c-di-GMP 的合成和降解过程中

均可通过这些结构域感应并传导胞间环境信号，并

最终通过激活或抑制 DGC和 PDE的活性从而来控

制胞内 c-di-GMP的含量；另外 DGC中往往具有能

与 c-di-GMP结合，引发构象变化的 RXXD结构域，

c-di-GMP与该结构域结合后，能反馈抑制 DGC的

活性。细菌通过上述不同层次的调控来实现菌株感

应胞内和(或)胞间环境的变化而精细调控 c-di-GMP

的水平。 

5  c-di-GMP 对 EPS 合成调控 

c-di-GMP参与调节细菌生命中生物膜的合成、

运动、毒性、细胞周期、分化、变异、细胞通讯等

多个活动，最为清楚的是 c-di-GMP 促进细菌生物

膜的合成[41-42]。细菌生物膜的形成是细菌细胞响应

逆境并产生适应和抗性的结果，其本质是在逆境下

使游动、微弱而单一的细菌，形成固定、强大而联

合的细胞聚集体来共同抵御逆境的胁迫。根癌农杆

菌附着并侵染植物细胞的过程中，细胞产生纤维素

等生物膜成分，能较好地附着于宿主并抵抗宿主细

胞的防御性攻击。同样动物病原菌生物膜形成后，

使菌株致病能力提高，增强了菌株抵御宿主的免疫

进攻的同时，也降低了抗生素和生物试剂毒害的作

用而产生耐药性。苜蓿根瘤菌(Rhizobium meliloti)

通过生物膜的形成来实现与宿主细胞之间的一个

动态平衡并开启固氮功能。大多数固氮菌通过刺激

其自身和周围宿主细胞进行大量的呼吸代谢来消

耗氧，并通过胞外多糖的粘性使细胞聚集而形成生

物膜，以形成封闭的环境，从而达到固氮所需的低

氧的条件。综上所述，c-di-GMP在调节固氮、侵染

能力、抗生素抗性、细菌与宿主相互作用等方面发

挥重要作用。这些作用的发挥与 c-di-GMP 参与调

节细菌多糖的合成与转运是密不可分的。细菌多糖

按细胞存储部位，大致可分为胞外多糖(EPS)和荚膜

多糖(CPS)，其途径有 4种(见前述)，其中研究较多

且较为清楚的是Wzx/Wzy依赖和合成酶依赖的合成

途径。目前认为c-di-GMP主要调控合成酶依赖途径，

该途径中多糖链的合成与运输在多数情况下不是由

单亚基合成酶来执行的，而是由具有跨膜结构域的

蛋白亚基聚合成多亚基合成复合物来完成，这种由

多亚基酶催化合成与运输且研究较多清楚的胞外多

糖主要包括藻酸盐、纤维素和可德胶等[43-44]。 

5.1  纤维素合成的调控 

纤维素是世界上最丰富的有机物，不仅是细

菌生物膜的重要组成部分，也是植物、真菌、部

分动物细胞壁的组成部分。合成纤维素的细菌分布

相当广泛[45-46]。细菌纤维素合成酶，在二价阳离子

(如 Mg2+)存在的条件下，通过反复催化并延伸以

β-1,4-糖苷键连接的葡聚糖分子而形成。首先合成复

合物中糖基转移酶 (GT)的胞内 PilZ 结构域与

c-di-GMP结合而被变构激活，促进该亚基内膜内侧

催化结构域与供体[尿苷二磷酸葡萄糖(UDPG)]，

Mg2+和受体(含非还原端 4′羟基的 β-1，4-葡聚糖)

结合；进而 UDPG被转移到活性中心结合受体非还

原端 4′羟基的附近；最后葡萄糖基从 UDPG中转移

出来，与受体非还原端 4′羟基相连接而延长了聚合

物；细长的聚合物被转移到跨膜(TM)通道中，使得

新添加的葡萄糖残基单元重新占据受体位点；之后

UDP 被 UDPG 替换，为新一轮聚合物的延伸做准

备。通过上述反复催化的方式，最终合成纤维素单

链分子。细菌纤维素合酶复合物至少包含内膜蛋白

BcsA和 BcsB，以及外膜蛋白 BcsC。BcsA与 C端

定位于膜间隙，N 端锚定于内膜上的 BcsB 亚基形

成复合物，完成纤维素合成和内膜转运。BcsA 包

含 8个 TM螺旋，胞质 GT的催化结构域在第 4和
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第 5 跨膜(TM)螺旋之间。供体(UDPG)和受体(含

4′-OH非还原受体纤维素)的结合，聚合物合成和细

长纤维素聚合物的易位，跨膜运输通道的形成均由

BcsA-B复合体来完成。BcsA胞内延伸的 C末端具

有含“RXXRDXSXXG”基序的 PilZ 结构域(其中 X

为任意氨基酸)，与 c-di-GMP结合而激活催化活性。

光合细菌球形红细菌(Rhodobacter sphaeroides)中

BcsA-BcsB 复合体晶体结构研究揭示，不存在

c-di-GMP 时，BcsA 无催化活性，阻碍底物结合到

活性部位；当与 c-di-GMP结合后，酶被变构激活，

可使底物结合到活性位点，成为激活状态的纤维素

合酶复合体[47-48]。目前纤维素在革兰氏阴性菌中合

成的外膜运输机制仍不清楚，推测 BcsC 等蛋白参

与这个过程。 

5.2  藻酸盐合成的调控 

藻酸盐是 β-D-甘露糖醛酸(M)和 α-L-古洛糖醛

酸(G)通过β-(1→4)糖苷键连接组成的EPS。这些M、

G单体可以以连续的甘露糖醛酸(MM)、古洛糖醛酸

(GG)，或是二者交替(MG)形成共聚物。藻酸盐主要

由 褐 藻 ， 假 单 胞 菌 (Pseudomonas) 和 固 氮 菌

(Azotobacter)等生物合成。藻酸盐的生物合成调控

网络是高度复杂的，包括转录、转录后和翻译后的

调控 [48]。其中藻酸盐的翻译后调控主要是由

c-di-GMP 结合到 Alg44 的 PilZ 结构域而激活酶的

活性。Alg44 是藻酸盐合成与运输复合物必不可少

的核心组分。Alg44 蛋白是一个多结构域蛋白，包

括 C端定位于细胞质内与 c-di-GMP结合的 PilZ结

构域、跨膜结构域(TM)和 N端定位于膜间隙，与多

药运输蛋白(Multidrug transporter)结构相似的结构

域所组成[49]。Alg44 调控藻酸盐合成的翻译后调节

机制与纤维素合成复合酶中 BscA 蛋白类似，

c-di-GMP 结合 Alg44 的 PilZ 结构域，使得构象发

生改变，使糖核苷酸(合成供体)更靠近相应的糖基

转移酶(Alg8)的活性部位[47]。Alg44 的 C-末端 PilZ

序列的缺失会使突变株丧失藻酸盐的合成能力[49]，

这表明 c-di-GMP结合 Alg44的胞质 PilZ结构域，

可通过由内向外的信号传导机制，通过 Alg44的膜

间隙结构域来激活藻酸盐的聚合反应是重要的调

控途径[50-51]。 

5.3  多聚氮乙酰葡萄糖胺(PNAG)合成的调控 

PNAG是细菌细胞壁基质和生物膜广泛存在的

一种胞外多糖。在鼠疫杆菌(Yersinia pestis)、大肠杆

菌和黑胫病菌 (Pectobacterium atrosepticum)中，

PNAG 的生物合成是由 c-di-GMP 激活的[51-53]。大

肠杆菌中 PNAG的合成和分泌是由 pgaABCD操纵

子编码的蛋白来合成的。PgaA和 PgaB负责 PNAG

胞外运输，PgaC和 PgaD是多糖聚合与延伸所必需

的。在乙酰化的藻酸盐和纤维素等聚合物的合成

中，它们首先各自合成酶将非乙酰化的前体进行聚

合，随后在周质中进行 O-乙酰化修饰，而 PNAG

则是以 UDP-N-乙酰葡糖胺为直接供体来合成的。

PgaB 是预测的外膜脂蛋白，在 PNAG 的导出过程

中对 3% PNAG残基进行去乙酰化[54]，形成成熟的

PNAG。外膜孔蛋白 PgaA 能够转运局部去乙酰基

(成熟的)的 PNAG到细胞表面。PgaC属于 GT-2家

族，位于内细胞膜，能够将活化的 UDP-GlcNAc合

成聚 GlcNAc。PgaC的催化结构域存在于细胞质，

它与 PgaD，一种 N 末端有两跨膜螺旋的小蛋白，

聚合形成具有多糖合成(GT 活性)与内膜转运活性

(运输功能)的二聚体。在大肠杆菌中两个 DGCs，

YcdT和 YdeH均是 PNAG合成所必需的，CsrA抑

制二者的表达，删除 csrA，PNAG依赖的生物膜形

成增加[55]。最近有新的报道指出 c-di-GMP 变构激

活 PgaCD复合体(GT)的活性[56]，具体是 c-di-GMP

具有分子胶功能，介导其相互作用，使 PgaC和 PgaD

粘合，形成有 GT 和多糖内膜转运活性的二聚体，

从而在翻译后水平调控 PNAG的合成。 

5.4  (1→3)(1→4)β-D-葡聚糖合成的调控 

在苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti)中发

现的一种新型线性混合连接的(1→3)(1→4)β-D-葡

聚糖 [57](Mixed-linkage β-D-glucan，ML β-D-葡聚

糖)，该聚合物可以被特异性的地衣多糖酶水解，产

生一个二糖 (→4)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→)

重复单元。研究发现，在苜蓿中华根瘤菌细胞内没

有纤维素合成酶操纵子的前提下，过表达 PleD 

(DGC)，增加了混合连接的 β-D-葡聚糖的合成，说
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明 c-di-GMP促进ML β-D-葡聚糖的合成。该混合多

糖由含 2基因的操纵子(bgsBA)控制合成。c-di-GMP

主要是结合到 BgsA(GT) C端与 PilZ没有同源性的

结构域，变构激活 BgsA-B复合物合成 ML β-D-葡

聚糖，目前推测 BgsB可能参与该多糖的运输。 

5.5  可德胶合成的调控 

β-(1→3)-葡聚糖主要存在植物[58]和真菌[59]的

细胞壁中，是部分细菌生物膜的主要多糖成分并被

广泛应用于医药与食品等领域[60]。生产可德胶的模

式菌株Agrobacterium sp. ATCC31749基因组已经被

测序，且拥有较多的转录组和蛋白组的信息[61-63]。

Agrobacterium sp. ATCC31749 基因组中 4 个基因

(crdA、crdS、crdC 和 crdR)是可德胶合成与调控的

重要基因。生化分析表明 CrdS是合成酶催化亚基，

其催化结构域位于细胞质，N端位于内、外膜间隙，

具 7个跨膜结构(TM)，C端位于细胞质的内膜蛋白，

大肠杆菌中表达 CrdS 的胞质催化结构域(CmcrdS)

形成包涵体，经重新折叠后的 CmcrdS 未检测到可

德胶合成活性[64]，将 CrdS 在小麦胚无细胞体系统

中表达并纯化后，体外与大肠杆菌中分离的膜成分

或酯质体(Liposome)组装形成含 CrdS 的纳米盘

(Nano disc)后，检测到可德胶合成的催化活性[65]，

说明跨膜结构是其催化活性所必需的，且 CrdS 能

够独立完成可德胶的合成。我们确证 CrdR[44]是可

德胶合成操纵子的正调控转录因子，其潜在的 DNA

结合区域位于 CrdA起始密码子上游-98 bp片段内。

Ruffing等[61]对 ATCC31749中可德胶合成基因的研

究发现 GGDEF 蛋白 AGRO_3967 的基因在可德胶

合成期上调表达(5.7倍)，该基因敲除导致可德胶产

量下降 57%。我们在 ATCC31749 中表达来源于大

肠杆菌的 yddV (DGC)后，c-di-GMP含量增加，可

德胶产量提高，表达大肠杆菌 yhjH (PDE)后

c-di-GMP 含量下降，但可德胶的产量没有明显差  

异[66]。进一步进行 RNA测序分析菌株生长(无可德

胶合成)与可德胶发酵阶段的差异表达基因，发现与

CrdA、CrdS、CrdC一起上调表达基因中，有多种为

c-di-GMP 合成酶基因，预示可德胶合成与运输受

c-di-GMP的调控。 

目前 ATCC31749 可德胶的合成操纵子编码的

CrdA与 CrdC功能均未知，结构预测，发现在 CrdA

的 N端部位具有 1个跨膜结构(TM)，且与多药运输

蛋白具有较高的相似性，推测定位于内膜并与可德

胶的内膜转运相关；CrdC结构预测发现有 2个 TMs，

推测其定位于外膜上，完成多糖的外膜转运。CrdA

和 CrdC在可德胶中合成和运输中的功能可能类似于

纤维素合成与运输复合体中的BcsB与BcsC的功能。 

ATCC31749中存在纤维素合成操纵子(cel)，且

CrdS和根癌农杆菌 CelA有相似的跨膜结构及胞质

催化结构域，共属 GT-2 糖基转移酶。进行

ATCC31749和产纤维素根癌农杆菌(ATCC33970)间

基因组比较分析，相对于 ATCC33970，ATCC31749 

cel中 celA C153 (ATG下游 153处的碱基 C，下同)

缺失，celB G247缺失，致移码突变；celG多处终止

突变；仅 celC、celD 和 celE 具有完整读码框，其

中 celC编码葡聚糖水解酶，应与转运无关，推测具

有膜结构特征的 CelD和 CelE可能参与可德胶的运

输。相对于 ATCC31749，产纤维素根癌农杆菌

(ATCC33970)中也含有 crd操纵子，但 CrdA基因突

变而使该蛋白的 N 端缺失 27 氨基酸残基，C 端移

码突变而丧失功能，这些研究揭示了 ATCC31749

和 ATCC33970 分别只产可德胶和纤维素的基因基

础，同时预示 ATCC31749菌株中 c-di-GMP可能与

CrdS 或 CrdA 和 CrdS 复合物结合，从而变构激活

并促进可德胶的合成和内膜转运。 

6  展望 
调控因子 AlgR 转录激活 mucR 活性调节

c-di-GMP的合成，YfiNBR以分子开关的机理调控

胞内 c-di-GMP 含量。这些研究增强了我们对

c-di-GMP胞内浓度调控的理解，但在许多细菌基因

组中我们发现有很多的 c-di-GMP 代谢酶，如何基

于基因组序列全面阐述 c-di-GMP 代谢酶转录水平

和翻译后修饰水平的调控将是 c-di-GMP 下一轮研

究的热点。在 c-di-GMP 代谢酶活性调控方面，一

般在 c-di-GMP代谢酶(无论是 DGC还是 PDE)的 N

端或 C端均有重要的信号接收与感应位点，细胞中

应该有更为通用或专一的信号传递途径，调控 DGC
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和 PDE活性，通过 c-di-GMP的合成或降解活性来

调控 c-di-GMP 含量，阐明各类 DGC 和 PDE 激活

机制也是一步研究的重点。c-di-GMP信号传导途径

不仅能够促进细菌生物膜的形成，也能够调控生物

膜的降解，如链霉菌中，在营养丰富的环境下，通

过谷氨酸诱导 c-di-GMP 合成与降解调控来降解生

物膜，恢复细菌细胞繁殖分化的单细胞、游离的状

态。但是 c-di-GMP 如何调控生物膜的降解，实现

细胞浮游状态的转换机制仍有待深入探讨。另在多

糖合成与运输方面，研究较为清楚的是 c-di-GMP

调控纤维素和藻酸盐合成运输，其它重要细菌多糖

是否由 c-di-GMP 调控以及如何调控等还不清楚；

而目前因胞外多糖的运输机制不明，c-di-GMP是否

参与调控多糖的运输过程及调控机制等也是急需

阐明的内容。 

另外，c-di-GMP在应用上有广阔的前景。在医

药卫生和植物细菌性病害防治方面，我们可以通过

代谢工程的手段，超表达 PDE基因、抑制 DGC基

因的表达或者利用 c-di-GMP 合成酶抑制剂等来降

低 c-di-GMP 水平，减少生物膜合成或促进生物膜

的降解，以降低病原菌的毒性，克服其对抗生素的

抗性；同时在植物保护方面，可用相似的策略防治

作物病害以提高产量。同时在环境治理，如农残、

工业污水处理等，微生物生物膜能吸附截留污染 

物[67]，合成生物膜的细菌具有较强的农残耐受性且

可氧化分解残留，形成反硝化环境，实现脱氮除磷

等功能。因此应用上可超表达 DGC或抑制 PDE的

表达来提高 c-di-GMP 含量以诱导生物膜合成，增

强工程菌株对农残和有毒污水的抗性，实现较好的

农残生物降解并应用于污染的治理与环境保护。 
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第十二届全国芽胞杆菌青年工作者 
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中国微生物学会农业微生物学专业委员会 12月 200 

江苏 

南京 
高学文 
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