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摘要：副溶血性弧菌是一种广泛存在于海产品中并可引起人类急性肠胃炎的食源性致病菌。该菌形成的

生物被膜能够增强体外环境中的存活率，促进对宿主的定殖和感染，还会导致被污染的加工设备与食物

之间发生交叉感染。深入了解生物被膜形成背后的调控机制，有助于制定有针对性的策略，干扰其适应

环境变化的过程，从而降低副溶血性弧菌对人类的危害。本文主要综述了鞭毛、菌毛和胞外的多糖等基

质组分在生物被膜形成中的作用以及c-di-GMP和群体感应对生物被膜形成的调控。 
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副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)

是一种世界范围的海洋细菌，也是引起食物中毒

的重要病原菌之一，尤其盛行于夏秋季节的沿海

地区。人类被该菌感染以后，容易引起腹泻、恶

心、呕吐、发热等症状，严重时还会引发败血症

甚至死亡。根据我国 2018 年和 2019 年食品安全

风险监测和卫生健康监督统计年报显示，微生物

居引发食源性疾病的各类致病因素的第一位，其

中 VP 已超过沙门氏菌居食源性病原菌之首[1]。随

着广谱抗菌药物的大量使用，多重耐药的 VP 的检

出率越来越高，其耐药性的产生与生物被膜形成

密切相关[2]。 

细菌生物被膜是指细菌粘附于介质表面，以

精细的方式将细菌自身包裹于自身产生的多糖、

蛋白质和胞外 DNA 等基质而组成的三维结构性

细菌群落。自然环境中，超过 99.9%的细菌以生

物被膜的形式存在，且 65%的人类细菌性感染都

与生物被膜的形成有关[3]。VP 能够在生物(虾、蟹、
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牡蛎等)及非生物表面(厨房切菜板、不锈钢等食品

加工设备等)形成生物被膜，甚至可以黏附到人体

肠道细胞系上，造成交叉感染，同时引发相应的

疾病。在感染过程中，VP 的运动(游动和爬动)

有助于黏附进而加快生物被膜形成[4]，与宿主紧

密接触后开始分泌毒素蛋白并将 III 型分泌系统

效应分子传递给宿主细胞，从而诱导细胞毒性和

肠毒性[5]。 

本实验室在 2012–2016 年间对全国 12 个城市

的 784 份零售即食食品进行污染调查，发现 VP

阳性率为 20.79%[6]。VP 能够对食品安全造成重大

威胁，生物被膜在此过程中发挥着重大的作用。

本实验室利用差异蛋白质组学比较浮游态和生物

被膜态菌体蛋白，筛选出一批与生物被膜形成相

关的基因，并对其通路进行初步的富集，同时对

通路中的关键基因进行敲除和表型验证，发现部

分基因能够通过影响 VP 的运动性、胞外多糖的产

生等途径去影响 VP 生物被膜的形成。VP 的生物

被膜形成是一个非常复杂的过程，除了鞭毛、菌

毛、荚膜多糖、胞外多糖等直接参与到生物被膜

形成，还受到群体感应、相关信号分子和一些转

录调控分子的调控。本文从 VP 生物被膜的基质组

分及相关结构出发，主要综述了群体感应、相关

信号分子以及部分重要转录调控分子对生物被膜

形成的调控机理。 

1  副溶血性弧菌生物被膜的组成及

相关结构 

1.1  鞭毛在生物被膜形成中的作用 

鞭毛是细菌的一种运动性结构，在细菌黏附、

生物被膜形成、信号传导、胞外多糖产生等方面

具有重要作用[7]。在细菌初始定殖期，鞭毛介导的

运动能够增加细菌接触表面的可能性以此启动细

菌的黏附和聚集，进而促进生物被膜的形成；初

始定殖完成后，与运动相关的基因表达关闭，而

鞭毛则作为生物被膜支架来稳定生物被膜使之能

容纳更多的细菌细胞。虽然不同细菌的鞭毛行使

的功能具有高度的相似性，但是编码鞭毛蛋白的

开放阅读框(ORF)的排列、数量和功能上具有明显

的差异。鞭毛蛋白大致可分为两种类型：一种是

鞭毛组成型蛋白，直接参与鞭毛的组装；另一种

是鞭毛蛋白同源蛋白，既不参与运动也不参与鞭

毛组装，但两类蛋白会以不同的作用途径影响生

物被膜的形成。Enos-Berlage 等研究结果显示，

VP 的极性鞭毛基因 flgD 和 flgE 缺失之后，在气

液表面上的生物被膜形成能力显著降低，生物被

膜发育被阻止在单层阶段，且无法通过延长生长

时间来克服这种缺陷[8]；鞭毛蛋白同源蛋白 FlaE

和 FlaF 虽不参与鞭毛细丝的组成，但合成后会被

分泌到胞外环境，通过与胞外多糖相互作用，从

而影响生物被膜的形成[9]，然而这种相互作用机制

目前仍不清楚。此外，σ 因子也决定 VP 鞭毛的形

成，Whitaker 等研究发现把决定 VP 鞭毛形成的 σ

因子 rpoN 进行敲除，会导致菌株无法形成鞭毛，

同时丧失运动和聚集能力，从而减少生物被膜形

成，甚至形成缺陷型生物被膜[10]。由此说明，鞭

毛在 VP 生物被膜形成的初期和后期都发挥着重

要作用。从 KEGG 数据库可知，存在大量与 VP

鞭毛各部分组成相关的基因簇，但是，这些基因

簇是否影响以及如何影响 VP 的生物被膜形成能

力还需要进一步研究。 

1.2  菌毛在生物被膜形成中的作用 

菌毛作为一种暴露在介质表面的蛋白质纤
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维，通过对介质表面的粘附和聚集，在 DNA 转移、

噬菌体结合、微菌落和生物被膜形成、运动和发

育等生命活动中起着关键作用。VP 的生物被膜形

成过程涉及的菌毛包括 I 型和 IV 型两类。VP 中

的 IV 型菌毛研究较为透彻，该菌基因组主要编码

两种 IV 型菌毛基因，一种是甘露糖敏感性血凝素

菌 毛 (MSHA) ， 另 一 种 是 几 丁 质 调 节 菌 毛

(ChiRP)[11]。通过构建这两种菌毛的缺失株/回补株

发现，ChiRP 在生物被膜形成过程中使菌体凝集，

加快生物被膜形成；MSHA 有助于菌体粘附到物

体表面，并能够产生将几丁质分解成 GlcNAc 的

几丁质酶，同时促进 ChiRP 的表达，加强细菌间

的相互作用，表明 VP 中的两种 IV 型菌毛以不同

的方式促进了生物被膜的形成[12]；Alisha 等研究

发现把 VP 中的 I 型菌毛基因缺失以后，生物被膜

形成也存在类似的缺陷[13]。 

生物被膜形成与菌毛密切相关，位于进化树

同一分支上的菌毛基因与生物被膜间是否存在某

种对应关系呢？Aagesen 等试图从等位基因多样

性去探索菌毛基因、生物被膜形成和牡蛎黏附之

间的关系时却发现编码菌毛的基因亲缘关系的远

近与生物被膜形成能力以及黏附能力之间并不存

在一种线性关系[11]，因此这种等位基因多样性的

机制在生物被膜形成中尚未得到阐明，那么菌毛

等位基因多样性与生物被膜形成之间的关系还需

继续研究。 

1.3  生物被膜的重要组分：多糖 

多糖可协助生物被膜中的细胞粘附到介质表

面，并形成一定的空间结构，从而保护生物被膜

中的细胞。多糖在生物被膜中能起到“分子胶”的

作用，使细菌细胞能够彼此粘附并附着于介质表

面。粘附力使细菌能够抵抗流体运动所施加的物

理压力，从而促进了生物表面和非生物表面的定

殖[14]。多糖还可以提供保护作用，使细胞免受各种

环境压力、噬菌体和免疫系统的伤害。最后，多糖

可以为生物被膜提供一定的空间结构，从而使细菌

群落分层并建立营养和代谢产物的梯度[14]。 

细菌胞外的多糖主要包括多种种组分，如胞

外多糖(EPS)、脂多糖(LPS)和荚膜多糖(CPS)等，

通过研究创伤弧菌发现这 3 种多糖以不同的方式

参与细菌生物被膜的组成，EPS 和 LPS 突变体的

生物被膜形成量显著下降，外源添加 EPS 会增加

生物被膜的形成，表明 EPS 在多细胞结构中发挥

着“分子胶”的作用以促进生物被膜的成熟；而外

源添加 LPS 却减少了生物被膜形成，很可能外源

添加的 LPS 与菌体分泌的 LPS 竞争覆盖在物体表

面，从而影响生物被膜的形成；相反，CPS 突变

体的生物被膜形成量显著增加，外源添加 CPS 后

生物被膜形成量回复到野生型水平，CPS 通过降

低细胞表面的疏水性、限制成熟生物被膜连续生

长来决定生物被膜量[15]。 

在 VP 中，胞外的多糖决定着菌落“不透明-

半透明”的转换过程，同时还决定了菌落的形态，

编码 VP 中 EPS 合成基因簇 VPA1403–1412 (cpsA–J)

位于二号染色体上[16]，该基因簇与菌落褶皱性直

接相关。而目前无法单独测量 EPS、LPS 或 CPS

的含量，但可以通过菌落的透明度判断 CPS 的相

对含量。菌落透明度越高，CPS 含量越低。可以

将生物被膜与菌落透明度的表型相关联，即菌落

透明度越高，生物被膜形成量越多，其 CPS 含量

越低，也间接说明 CPS 抑制生物被膜的形成。目

前对 VP 生物被膜基质多糖与生物被膜形成之间

的关系研究几乎只涉及到菌落表型上的初步观

察，关于其组成和功能的理解留下了较大的空白，
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生物被膜的组分除多糖外还有蛋白质和核酸，很

多研究者推测这些大分子通过相互作用来实现特

定的、动态的作用。然而现在也缺乏足够的证据

来论证这种相互作用的生物学意义。 

1.4  生物被膜的重要组分：蛋白质 

生物被膜基质包含大量蛋白质，其成分包括分

泌的胞外蛋白、表面粘附素和细胞附属物(如鞭毛

和菌毛)蛋白亚基等。基质蛋白在生物被膜形成和

溶解中起着多种作用，如参与细胞的表面附着、与

胞外多糖和核酸成分相互作用来稳定生物被膜基

质、促进生物被膜三维结构形成以及通过酶促降解

多糖、蛋白质和核酸来溶解生物被膜基质[17]。霍乱

弧菌的基质蛋白包括 RbmA、Bap1 和 RbmC。RbmA

蛋白含有的 2 个Ⅲ型纤连蛋白折叠位点，能够促进

生物被膜的凝聚以及招募细胞聚集黏附到生物被

膜中，由于该蛋白在单层细胞黏附及弧菌多糖产生

之后开始积累，故推测 RbmA 在维持气液界面间薄

膜型生物被膜的褶皱和弹性起着重要作用 [18]，

RbmA 能与其他基质成分和细胞表面产生柔性接

触，提高了生物被膜基质的抗剪切力和完整性。总

之，RbmA 在成熟生物被膜结构的形成和生物被膜

稳定方面具有重要作用。另外，Bap1 和 RbmC 存

在功能部分互补，也都决定着生物被膜的褶皱、稳

定和黏附强度[19]。铜绿假单胞菌的基质蛋白中研究

较多的是凝集素 LecA、LecB 和 Psl 结合基质蛋白

CdrA。凝集素表现出糖的结合特异性，凝集素的

缺失会导致生物被膜的厚度和覆盖率下降[20]，cdrA

突变体形成的生物被膜更薄且结构更简单[21]。因

此，铜绿假单胞菌的生物被膜离不开胞外蛋白质的

共同作用。在 VP 中，鞭毛蛋白同源蛋白 FlaE 和

FlaF (如 1.1 所述)在脱落后作为基质蛋白通过与胞

外多糖相互作用影响生物被膜形成，但是影响生物

被膜的具体途径还不清楚。目前有关生物被膜基质

胞外蛋白的研究相对较少，可以作为以后的一个研

究方向。 

1.5  生物被膜的重要组分：胞外 DNA 

胞外 DNA (eDNA)是细菌生物被膜基质的关

键组分之一，该成分依赖于细菌主动分泌自溶素

裂解囊泡及细菌裂解等方式被释放到胞外，吸附

在菌体表面并开始向外延伸，以此促进生物被膜

的形成。此外，eDNA 能够为细菌代谢提供营养物

质，能与胞外蛋白和胞外多糖等其他基质组分交

联，维持生物被膜的空间结构[22]。例如，铜绿假单

胞菌生物被膜中的阳离子胞外多糖 Pel 与 eDNA 交

联促进基质结构的完整 [23]，DNABⅡ通过稳定

eDNA 的二级结构帮助大肠杆菌形成生物被膜[24]。

虽然 eDNA 是生物被膜中的重要组分，但是目前

尚未发现有关 VP 生物被膜中 eDNA 的报道。 

2  生物被膜形成的调控因子及通路 

2.1  c-di-GMP 对生物被膜形成的调控 

环二鸟苷酸(c-di-GMP)存在于约 85%的细菌

中，是菌体黏附、生物被膜基质产生以及菌体在

“浮游态”和“生物被膜态”之间相互转化的核心调

控因子，其代谢受到含有 GGDEF 和 EAL 结构域

蛋白的调节。c-di-GMP 是由包含一个 GGDEF 结

构域的鸟苷酸环化酶(DGCs)合成；同时，又会被

包含一个 EAL 或者 HD-GYP 结构域的磷酸二酯酶

(PDEs)降解，还有可能被具有潜在 PDEs 活性的蛋

白所降解。 

高浓度的 c-di-GMP 通过与效应蛋白分子的不

同结构域相互作用，使细菌具有特异的调控功能，

如调节黏附素和生物被膜基质组分的合成，下调
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鞭毛蛋白的表达，降低运动能力或者干扰鞭毛的

运动功能。荧光假单胞菌中，c-di-GMP 能与内膜

效应蛋白 LapD 的 EAL 结构域结合，结合后再与

LapG 相互作用阻止了 LapG 对细胞表面黏附素

LapA 裂解和释放，促使生物被膜的形成[25]。在大

肠杆菌中，c-di-GMP 与效应蛋白 YcgR 的 PilZ 结

构域的结合，刺激 YcgR 与转子 FliG/M 或定子

MotA 的相互作用来影响鞭毛扭矩的产生和旋转

偏向，进而干扰鞭毛运动，使得细菌从浮游态过

渡到生物被膜态[26]。霍乱弧菌中，c-di-GMP 与效

应蛋白 VpsT (一种转录调节因子)的结合可诱导寡

聚，这是生物被膜重要基质组分弧菌多糖(VPS)

基因的 DNA 识别和转录调控所必需的[27–28]。 

VP 中的 c-di-GMP 受到 scrABC 操纵子、

CpsS-CpsR-CpsQ 级联和基因 scrG 的调控(图 1)。

scrABC 操纵子能够编码 3 种蛋白 ScrA、ScrB、

ScrC。ScrA 是一种磷酸吡哆醛依赖型的氨基转移

酶，能产生 S 信号。S 信号是一种自诱导因子信

号分子，能与周质依赖蛋白 ScrB 发生相互作用，

使 ScrC 酶的 EAL 结构域表现出 PDEs 的活性，将 

 

 
 

图 1.  副溶血性弧菌生物被膜调控网络 

Figure 1.  The regulatory network of biofilm in Vibrio parahaemolyticus. The green arrow indicates the promoting 
effect, while the red arrow as inhibition. When the concentration of S signal is low, the ScrC protease promotes the 
synthesis of c-di-GMP, and conversely, inhibits the synthesis of c-di-GMP. 



2386 Fufeng Jiang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(11) 

actamicro@im.ac.cn 

 

c-di-GMP 降解，同时激活鞭毛基因 laf 并抑制多

糖基因 cps 的表达；当 S 信号处于低浓度时，ScrC

酶的 GGDEF 结构域将发挥 DGCs 的作用，促进

c-di-GMP 合成，scrABC 操纵子突变后，菌体爬动

能力丧失并且呈现出皱缩的菌落形态，比野生型

菌株有更强的成膜能力[29]。为了探索 ScrABC 网

络的影响范围，Ferreira 等对野生株与突变株进行

转录组学分析，发现 80 个基因被下调，其中包括

所有的 laf 基因，均属于表面诱导型基因[30]；约有

30 个基因被上调，其中包括细胞表面组分的编码

基因，如 mfp 操纵子编码的膜融合蛋白对生物被

膜的形成至关重要。此外，在 scrABC 突变体的上

调 基 因 簇 中 包 含 一 个 特 有 的 转 录 调 控 因 子

VPA1446，即 CpsQ，其编码基因位于 cpsS 和

mfpABC 操纵子之间，CpsQ 与 c-di-GMP 结合后直

接激活 cpsA 和 mfpABC 操纵子的表达，对生物被

膜形成具有促进作用[31] (图 1)。但是 c-di-GMP 结

合 CpsQ 的机制是否与霍乱弧菌的 VpsT 相似，以

及 c-di-GMP 结合是否诱导 CpsQ 寡聚还有待确

定。此外，现在的报道很少涉及 VP 中 c-di-GMP

对生物被膜调控机制的研究，而主要集中在部分

基因和通路对 c-di-GMP 的调节，从而影响到生物

被膜的形成。因此，我们可以从 c-di-GMP 作用的

效应蛋白入手，寻找 c-di-GMP 影响生物被膜的作

用途径。 

2.2  群体感应系统对生物被膜形成的调控 

决定细菌生物被膜形成能力的另一个重要因

素是群体感应(quorum sensing，QS)。细菌密度不

同，所处状态不同，受到群体感应的调控不同，

细菌的成膜能力也不相同，该调控机制是通过产

生、释放自诱导因子(autoinducers，AIs)，并通过

AIs 浓度改变细胞密度以及相关基因的表达水平，

这些基因的产物从生物被膜发育的不同阶段去调

控生物被膜的形成。VP 具有 4 种不同类型的 QS

系统：(1) 利用酰基高丝氨酸内酯(Acyl-homoserine 

lactones，AHLs)为信号分子的 LuxM/N QS 系统,

由 LuxN 感应信号分子；(2) 利用 CAI-1 自我诱导

子的 CqsA/S 系统，由 CqsS 感应信号分子；(3) 利

用 AI-2 自诱导因子，由 LuxS 合成信号分子，由

LuxP/Q 感应信号分子；(4) 利用 NO 分子，由

H-NOX 感应信号分子。其中，本实验室吴葵等进

一步发现了 VP 中 VanM (LuxM)合成的 AHLs 信号

分子为 3-OH-C4-HSL 和 3-OH-C10-HSL[32]。 

在 VP 中，自诱导因子产生后扩散穿过细胞膜

再与膜上的受体蛋白结合。当菌体处于低密度时，

与膜受体蛋白结合的自诱导因子浓度太低，受体

蛋 白 充 当 激 酶 磷 酸 化 磷 酸 转 移 蛋 白 LuxU 

(LuxU~P)，LuxU~P 再把磷酸基团传递给 LuxO 

(LuxO~P)，LuxO~P 去促进 Qrr sRNA 转录，转录

后的 Qrr sRNA 再促进转录因子 AphA 的翻译并与

AphA 一起抑制 OpaR 的翻译，VP 胞外多糖基质

的产生和生物被膜的形成也需要 AphA。虽然

AphA 是生物被膜形成的激活因子，但它直接抑制

MfpABC 的表达，MfpABC 被认为是一种膜融合

转运蛋白，在 VP 生物被膜发育中起着重要作用，

此过程说明生物被膜的形成过程是一个受多因素

影响的过程。当自诱导因子在胞外环境大量积累

时，受体蛋白结合自诱导因子后转化为磷酸酶，

通过调节回路中的磷酸盐使 LuxO 被去磷酸化，不

再表达 Qrr sRNA，因此，AphA 不再产生，此时

OpaR 开始积累[33]，OpaR 直接参与调节 VP 中编码

含 GGDEF 和 EAL 结构域蛋白的多个基因转录来
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抑制生物被膜的形成并促使生物被膜分散 [34]。

OpaR 和 AphA 是 VP 群体感应的两个核心调控因

子，可以调节包括许多与运动性、表面感知、生

物被膜形成和毒力有关的基因[35]。由于 QS 调控

网络通常很复杂，涉及许多基因的参与，要清楚

地了解 QS 是如何启动生物被膜形成以及如何引

起生物被膜扩散的并不容易。 

3  讨论 

VP 生物被膜形成是一个众多因素参与的复杂

调控过程。近年来，VP 生物被膜形成的关键调控

途径已取得一些进展，在建立细胞与细胞、细胞与

介质表面的相互关系时离不开鞭毛、菌毛等运动结

构的参与。鞭毛和菌毛的缺失导致 VP 生物被膜的

形成量减少或者结构缺陷。目前的研究通过表面现

象的观察阐明了鞭毛和菌毛在生物被膜形成初期

的作用，在定殖后期两者又发挥着怎样的作用呢？

是充当黏附素、充当生物被膜支架还是其他情况仍

需进一步确证。 

成熟的生物被膜依赖于胞外基质组分多糖、

蛋白质和核酸，目前关于多糖的研究报道较多，

而 VP 中的多糖研究主要集中于荚膜多糖基因的

表达。另外，弧菌的多糖组分还包括 VPS、EPS、

LPS、共生多糖等，VP 是否也存在这些组分以及

各组分的功能如何仍不清楚，加之蛋白质和核酸

等基质组分的调控过程几乎没有研究。因此，我

们今后可以从胞外基质成分组成及其功能等方

面进行研究。 

第二信使 c-di-GMP 结合并诱导效应蛋白分子

发生构象变化、转录激活、DNA 结合、蛋白质-蛋

白质相互作用、基因抑制、定位和酶促活性增强。

c-di-GMP 影响效应蛋白分子功能的机制的多样性

表明，效应蛋白分子能够影响各种输出，例如运动

性、生物被膜形成、毒力、细胞周期调控、RNA

加工、基因表达以及可能的其他尚未发现的过程。

虽然有研究报道 CpsQ 能够结合 c-di-GMP 促进荚

膜多糖基因的表达，但是该过程的信号传导机制仍

是一个空白。挖掘 VP 中 c-di-GMP 的效应分子，

有助于了解信号输出机制，找到 c-di-GMP 影响生

物被膜形成背后的调控途径。 

当附着的细菌分裂并形成微菌落时，种群密度

增加，群体信号达到足够的水平，从而以协调的方

式激活生物被膜的成熟和分解。近年来又发现许多

重要的小分子如 QsvR、H-NS 等参与到 QS 系统中，

研究这些小分子有利于开发针对 QS 的靶向小分子

防控方法来抑制生物被膜的形成。 

生物被膜是细菌难以清除、在临床上引发慢

性及持续性感染的重要原因之一，寻找调控生物

被膜形成的关键基因有望减弱细菌的抗逆能力，

从而减弱其对人类健康构成的威胁。本实验室现

已发现一批与生物膜形成相关基因，后期我们将

进行多组学分析，进一步挖掘这些基因涉及的调

控和代谢通路，为从生物被膜形成的调控途径开

发控制 VP 污染和危害的方法奠定理论基础。 
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Biofilm formation and regulation mechanism of Vibrio 
parahaemolyticus: progress and trends 
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Abstract: Vibrio parahaemolyticus, the causative agent of seafood-borne acute gastroenteritis worldwide, benefits 

from a sessile biofilm lifestyle that enhances survival outside the host, contributes to host colonization and 

infectivity but also leads to cross-contamination between processing equipment and foods. Insight into the 

regulatory circuit underlying biofilm formation may propose targeted strategies to interfere with a process that 

renders this bacterium remarkably adaptable to changing environments. Here, we mainly demonstrated the 

regulatory of two mobility structures (flagella, pili), extracellular matrix polysaccharides, the second messenger 

c-di-GMP and quorum-sensing system that contribute to biofilm formation. 
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