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细菌双组分系统结构特征及其信号转导机制*
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摘要 双组分系统 （two-component system，TCS） 是一种广泛存在于原核生物中的信号传递系统，其由组氨酸激酶

（histidine kinase，HK）和反应调控蛋白（response regulator，RR）组成，在感知信号后通过自磷酸化和磷酸基团转移等过

程实现信号的传递，这种信号传递过程能够确保细菌对外界刺激做出正确的响应，使得双组分系统在细菌感知与应答外界

环境变化的过程中发挥重要作用。双组分系统具有多种功能，例如信号感知范围广、可编程性和具有鲁棒性等特点，基于

双组分系统工程化构建的生物传感器已成功应用于光遗传学和环境监测等领域。本综述着重介绍了双组分系统的结构组成

和信号转导机制，阐述了信号转导过程中的特异性和方向性，探讨了双组分系统应用于合成生物学中的鲁棒性和安全性等

优势，以期通过合成生物学技术拓展基于双组分系统的生物传感器的种类和应用范围。
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细菌跨膜信号转导系统可以感应环境中的物理

和化学刺激信号，并将其转变成胞内生化信号进行

传递，然后通过调节转录调控水平，诱导表达特定

基因以适应环境变化，进而促进细菌在环境压力下

的生存与生长。细菌跨膜信号转导系统主要分为三

种 类 型 ： 单 组 分 系 统 （one-component system，

OCS）、 胞 质 外 功 能 σ 因 子 （extra cytoplasmic 

function σ， ECF‑σ） 和 双 组 分 系 统 （two-

component system，TCS）［1］。OCS一般由单跨膜蛋

白组成，仅3%为膜整合蛋白，是最简单的细菌跨

膜信号系统，其广泛存在于细菌中，例如在霍乱弧

菌和创伤弧菌中发现的CadC［2-3］、ToxR家族［4］等

（图1a）。ECF-σ是细菌调控转录起始水平的另一种

方式，σ因子是 RNA 聚合酶的一个亚基并决定着

RNA聚合酶对启动子的特异性识别，不同的胞质

外功能 σ因子可以使RNA聚合酶选择性与启动子

结合，从而实现对特定基因的转录调控［5］。TCS

存在于细菌、古菌和一些真核生物（包括真菌和植

物）中，在动物等高等生物中尚未发现。TCS因其

结构的复杂性和种类的多样性，负责感知多种物理

和化学信号。

TCS在结构上具有保守性，通常由跨膜的组氨

酸激酶（histidine kinase，HK）和位于膜内的反应

调控蛋白 （response regulator，RR） 组成，通过

“磷酸中继传递”系统转移磷酸基团实现跨膜的信

息传递。典型的HK由一个胞外或胞间隙感应域、

跨膜（transmembrane，TM）域、二聚化和组氨酸-

磷 酸 基 团 转 移 域 （dimerization and histidine-

phosphotransfer domain， DHp） 以及催化与 ATP 

（catalytic and ATP，CA）结合域组成。RR的结构

大致可以分为两个主要部分：信号接收结构域

（receiver，REC） 和效应域 （output domain）。当

HK接收到特定的刺激时，会在其催化核心的一个

保守组氨酸残基上发生自磷酸化过程，并将磷酸基

团转移到同源的胞内RR上，进而实现对不同基因

的差异性调控，响应外界环境刺激信号。

TCS在合成生物学中具有多方面优势。本文从

TCS的结构、磷酸化反应机制、信号感知的特异性

和方向性等方面，阐述 TCS 所具有的可编程性、

模块化、灵活性与扩展性等特点，并对 TCS 应用
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于合成生物学中的优点进行解释和说明，以期加深

对细菌跨膜信号转导系统及其分子机制的全面理

解，探索其在合成生物学中的多样性和应用潜力，

进而将其改造成有效的信号感应元件与反应模块，

并广泛应用于合成生物学领域。

1　双组分系统

1.1　双组分系统简介

TCS最早由Ninfa和Magasnik于1986年在探索

大肠杆菌氮调控蛋白过程中发现［1］。典型的 TCS

由HK和RR组成［6］。HK在感知到外界信号后迅速

二聚化，使得特定的组氨酸残基通过催化三磷酸腺

苷 （adenosine-triphosphate triphosphate， ATP） 完

成自磷酸化，并将其组氨酸残基的磷酸基团转移至

RR中的天冬氨酸残基上，形成磷酸化RR，使其与

下游基因的启动子或蛋白质作用，最终实现对应答

反应的调控［7］（图1b）。TCS的种类繁多，目前已

发现的多达几百种，仅在大肠杆菌K-12菌株中就

发现了 29个HK、32个RR和 1个组氨酸磷酸传递

结构域（histidine phosphotransfer domain，HPt）［8］。

与 OCS 相比，TCS 可检测更为广泛的外界刺激信

号，如营养物质、温度、光线等，并参与调控细胞

分裂和分化、代谢、毒力、产孢、群体感应

（quorum sensing，QS）、抗生素耐药性、生物膜形

成和应激反应等复杂、重要的细胞过程［9］。例如，

在细菌中高度保守的BtsS-BtsR TCS，其能够感知

胞外低至 50 μmol/L的丙酮酸浓度，并能微调大肠

杆菌菌株的碳利用率［10］（图1c）。TCS的某些特点

使其成为了合成生物学元件和模块库中的关键组成

部分：感知信号的范围覆盖细胞内外且可直接检测

细胞外信号；模块化的蛋白质结构及其功能结构域

Fig. 1　Schematic diagram of response mechanism of one-component and two-component systems
图1　单组分系统及双组分系统响应机制示意图

（a）单组分系统CadC参与低pH以及赖氨酸响应机制。（b）双组分信号转导系统示意图，由跨膜组氨酸蛋白激酶（HK）与胞内反应调控蛋

白（RR）组成。（c）双组分系统BtsS-BtsR的丙酮酸感应机制示意图。ATP：三磷酸腺苷；ADP：二磷酸腺苷。
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氨基酸序列的保守性使得 TCS 成为蛋白质工程策

略的理想选择。随着对细菌双组分信号转导系统的

发掘，以及对其蛋白质结构和信号响应机制的深入

研究，越来越多基于 TCS 的生物传感器被开发出

来，并广泛应用于微生物发酵、疾病监测和治疗等

领域［11］。

1.2　组氨酸激酶

1.2.1　组氨酸激酶家族

HK 可以感知刺激并调节信号通路，因此在

TCS中常作为通路的“输入”成分。HK可以根据

其结构中的DHp以及组氨酸激酶结构域（histidine 

kinases domain，HisKA） 分为 5 种类型：HisKA

（Pfam family PF00512）、 HisKA_2 （Pfam family 

PF07568）、 HisKA_3 （Pfam family PF07730）、

H_kinase_dim 以 及 HWE_HK （Pfam family 

PF07536）。其中，HWE_HK中的HWE是指催化结

构域中的3个残基，即N-box蛋白中的一个组氨酸

（H）和G1-box蛋白附近的一个色氨酸（W）和一

个谷氨酸（E）。尽管不同的 HK 家族在功能/调控

方面存在差异，但除了 HisKA_2 之外，其他蛋白

质都具有非常相似的结构。另一种分类方法则根据

HK的模块化设计分为 I、II、III类。其中，I类HK

是由组氨酸激酶样三磷酸腺苷结构域 （histidine 

kinase-like adenosine triphosphate domain，

HATPase_c）和HisKA两个单体组成的同源二聚体

跨膜蛋白［12］，绝大多数HK属于此类。I类HK的

N端（N-terminal）为高度可变的传感模块（sensor 

module，SEN），该模块通过跨膜螺旋连接到包含

催化机制的 C 端（C-terminal）细胞质部分，C 端

则是一个保守的信号接收域 （receiver domain，

RD），又称激酶区。I类HK的传感模块面向周质/

细胞外空间，负责感应环境中的化学物质变化，所

感应到的信号通过传输模块内的跨膜段变构传导到

催化模块并发挥调节作用；II类和 III类HK的传感

模块则嵌入膜内，如枯草芽孢杆菌的DscK［13］。此

外，还有许多HK蛋白位于胞质内，主要负责感知

细胞内信号（图2）。

1.2.2　组氨酸激酶结构——传感模块、传输/传导

模块和催化模块

HK通常由三个功能区组成：SEN、传输/转导

模块 （transmission/transduction module，TRA） 和

催化模块（catalytic module，CAT）［12］。SEN 模块

位于组氨酸激酶的N端，包括一个或多个高度可变

的感受结构域［9，14-15］；TRA 模块负责连接 SEN 模

块和CAT模块，由两个或多个跨膜螺旋片段以及

一个或多个信号中继结构域组成。信号中继结构域

包括HAMP （HK、腺苷酸环化酶、甲基受体趋化

Fig. 2　Different types of histidine kinases in TCS
图2　TCS中不同类型的组氨酸激酶

（a）跨膜组氨酸激酶；（b）具有膜内感受域的组氨酸激酶；（c）位于胞质内的组氨酸激酶；（d）非典型组氨酸激酶结构。H：组氨酸；   

D：天冬氨酸。组氨酸激酶与反应调控蛋白之间的黑色箭头表示磷酸基团的转移。ATP：三磷酸腺苷；ADP：二磷酸腺苷。



罗博煜，等：细菌双组分系统结构特征及其信号转导机制2025；52（3） ·643·

性蛋白和磷酸酶中的一个磷酸中继结构域）、PAS

（Per-Arnt-Sim蛋白）或GAF（cGMP特异性磷酸二

酯酶、腺苷酸环化酶和FhlA）等［16］；CAT模块是 

I类HK分子通用的最小核心结构，包括DHp以及

ATP结合域（ATP-binding domain，ABD），后者又

称为CA结合域。

CAT模块中的DHp结构细长，由一个双α螺旋

发夹形成同源二聚体。一旦二聚体形成，DHp 就

构成了一个反向平行的四螺旋束，随后通过螺旋   

α1的N端延伸，成为平行的双螺旋结构。可磷酸

化组氨酸残基位于α1的保守基序（H-box）内，大

约位于DHp的中间位置［17-18］。CAT中的ABD结构

域呈Bergerat折叠结构，即一个球状的α/β结构域，

其核心结构为一侧的三螺旋结构和另一侧五螺旋结

构组成的 β折叠结构［19］。ABD结合ATP-Mg2+，与

定义保守基序的氨基酸（N-、G1-、F-、G2-和G3-

box）接触［20］。含F-box蛋白的环（Loop）充当真

正的ATP盖子（ATP cover/ATP-lid）结构，形成了

核苷酸结合口袋结构，其长度在不同家族蛋白中高

度可变。

除上述 SEN-TRA-CAT 结构的 HK 外，还有一

些更复杂的 HK 结构。例如，杂合组氨酸激酶

（hybrid histidine kinase，HHK）［21］，即包括特殊的

接收结构域以及HPt结构域的HK多肽分子［22］。具

有HHK结构的TCS一般称为非典型TCS。在HHK

中，磷酸基团先转移到其内在的REC结构域，再

通过 HPt 结构域转移到末端的 RR 中。HPt 可以是

HHK的一部分，也可以是独立的单体。 HHK经常

参与 TCS 磷酸中继过程，可以导致多种磷酸盐的

转移，并形成比典型 TCS 磷酸盐转移过程更精细

的调控机制和更多的调节检查位点。因此，HHK

参与的磷酸盐转移调控可能是细菌在异质环境中调

控基因表达的关键。

1.2.3　组氨酸激酶中的传感模块（SEN）

SEN一般以二聚体的形式存在，其由位于两侧

的TM片段、一个螺旋连接片段和一个传导结构域

组成。在感知到外界环境的刺激时，其二聚体结构

以“活塞式”的构象变化完成信号的传递。例如，

Cheung等［23］在对HK NarX结构的研究中发现，当

NarX与其配体结合时，周质域的N端和C端螺旋

之间发生了0.1 nm的位移。这种类似“活塞”的位

移通过跨膜螺旋传递，并将信号转导至TRA模块。

1.2.4　跨膜组氨酸激酶中的传输模块（TRA）

大多数HK的信号传递都需要经历跨膜过程，

仅有12%~27%的细菌HK和63%的古菌HK没有跨

膜区［24-25］。在HK中，TRA模块通过构象变化将信

号从 SEN 转导至 CAT，同时能结合信号小分子或

调控蛋白，进而能够调节膜和胞质HK的信号发送

活性［26］。感知信号并将其传递到激酶的催化核心

这一过程由模块化和可变的信号中继结构域介导，

这些结构域将信号从N端传递到C端催化域，也可

作为额外的信号输入域。TRA 模块中主要的信号

中继结构域有HAMP结构域、PAS、GAF以及溶质

载体和 TCS 转换相关结构域 （SLC and TCST-

associated component，STAC）。

目前研究较多的是 HAMP 结构域［27］。HAMP

结构域在 HK 中非常常见，由 4 个平行排列的 HB

组成，每个HB单体包含由柔性连接体连接的两个

螺旋AS1和AS2［28-29］。现在已经有两个关于HAMP

结构变化的模型：双状态信号转导模型和动态束模

型。双状态信号转导模型认为，其 HAMP 结构域

通过旋钮、对角线剪切、活塞移动及其组合改变堆

叠状态，在不同构象之间进行相互转换，从而实现

信号的传递［30-32］；动态束模型认为，其 HAMP 结

构域是不同有序程度构象的组合，通过输入信号能

够改变其稳定性。两个模型并不互斥，而且都体现

出HAMP结构域稳定性较低的特点［33］。以大肠杆

菌硝酸盐/亚硝酸盐HK NarQ中的HAMP为例，在

未激活的状态下，NarQ的HAMP结构域为旋钮-旋

钮的堆叠模式，相关残基侧链相互对称。在激活的

状态下，跨膜信号传递会导致 HAMP 结构域的第

二个跨膜螺旋 （transmembrane helice，TMH） 和

AS1螺旋交界的前铰链（pre-hinge）处出现刚体倾

斜运动。这些类似杠杆运动的旋转会导致AS2螺旋

的羧基末端向相反方向大幅位移。因此，在NarQ

中，HAMP结构域将TMH的对称或不对称运动输

入转换为对称的构象变化，这种变化在结构的远端

最明显。HAMP结构域在HK中的不同表现说明，

HAMP结构域已经演变形成各种亚型和堆叠模式，

可以将不同的输入信号转换成能量较低的对称

变换［33-34］。

HAMP 结构域的构象转换也会影响 DHp 结构

域前端的一个双螺旋连接体，进而影响DHp结构

的对称性。输入信号引起的扭矩运动破坏了双螺旋

连接体的结构，从而增加了连接体的可移动性［35］。

例如，在百日咳杆菌（Bordetella pertussis）的HK 

BvgS中，PAS和DHp结构域之间的双螺旋连接体

在磷酸酶状态下形成一个缠绕卷曲结构 （coiled-
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coil），在激酶状态下处于动态模式［36］。同样，在

BvgS同源物中，TRA和DHp结构域之间存在较长

的两亲性双螺旋连接体，其活性调节基于两个相对

排列的缠绕卷曲段的反向移动，即第一个缠绕卷曲

的周期性七肽重复结构与第二个缠绕卷曲不同

步［37］。因此，这种连接体是理想的信号传递工具。

1.2.5　组氨酸激酶中的催化模块（CAT）

在磷酸基团传递过程中，CAT 中的 DHp 四螺

旋束和 N 端双螺旋延伸会形成卷曲螺旋结构［38］，

其中双螺旋延伸的N端还连接有额外结构域。卷曲

螺旋结构的形成与DHp构象改变有关，α螺旋每两

圈跨越大约 7个残基（以 a~g命名）。如果 a和 d位

有疏水侧链，它们将从螺旋的同一侧黏附，后续与

类似七肽重复疏水模式的相邻螺旋相互作用［39］。

这种并排的相互作用导致了左手超螺旋或卷曲螺旋

结构的形成，也使得侧链呈杵臼结构排列［40］。

DHp 结构域的范围并不确定，因此有时会将

始终存在并与DHp 并列的 S 螺旋作为CAT模块的

一部分［38，41-42］。较长的TRA模块也可通过额外的

S螺旋连接中间结构域［37，43-44］。S螺旋包含非典型

的七肽（heptad）结构，如果卷曲螺旋核心的特定

位置被极性残基占据，其能量稳定性会降低，从而

较易发生构象转换。不同HK的卷曲螺旋内序列变

化会导致活性组氨酸附近（特别是在蛋白质N端）

七肽数量变化和位置的不同偏离。七肽插入在调整

疏水核心的同时，也会产生单个螺旋旋转相位和主

链痕迹的变化［45］。卷曲螺旋末端的简单运动有助

于生物学信息的传递。这种运动利用了α螺旋的刚

性和序列编码的七肽重复结构的偏离，会导致远端

残基的大幅位置移动［46］。由于插入位置和长度的

不同，七肽插入的准确位置必然会根据蛋白质的

开/关状态而改变，严格的七肽重复模式表现出偏

离可优化疏水内核的结构，可适应不同的卷曲螺旋

长度和结构［46-47］。

1.3　反应调控蛋白

TCS中的RR负责信号的“输出”。RR具有模

块化的体系结构，其由 N 端高度保守的 REC 和 C

端的可变效应结构域组成。一个RR分子中至少有

一个REC结构域包含可被磷酸化的天冬氨酸残基。

RR 既可能仅由 REC 构成，也可能包括其他结构

域，例如 DNA 结合相关结构域，以及配体结合、

蛋白质结合等相关结构域［48］。小部分 RR （1%）

属于具有 AmiR 和 NasR 转录抗终止调控因子

（AmiR and NasR transcription antitermination 

regulator，ANTAR） 结构域的 AmiR 蛋白亚家族，

因此可以与RNA相结合。RR的激活与它们的磷酸

化有关，磷酸化RR随后参与输出效应器反应（转

录调控、伙伴蛋白活性的变构调节等）。目前已发

现的RR多达几十种，这些RR具有广泛的功能多

样性［48］。

REC是RR的主要功能结构域，其结构为保守

的 α/β罗斯曼样折叠（α/β Rossmann-like sheet）结

构，由 5个 α螺旋围绕一个 β折叠结构组成，REC

之间的序列同一性通常为 20%~30%，其中一小部

分高度保守的残基对应于活性位点和“开关”残

基，特别是磷酸化位点，如 β3 C 端的天冬氨酸

（Asp）和β-α环中的其他几个残基。高度保守的磷

酸化位点和可变的外周序列使得RR可以将磷酸化

偶联到不同的效应功能区域。除 β3中的Asp磷酸

化位点之外，活性位点还包含两个额外的天冬氨

酸/谷氨酸（Asp/Glu）残基，其可以协调Mg2 +和赖

氨酸（Lys）残基的结合并活化结构域中的磷酸盐

形成盐桥。REC 具有以下三种功能：a. 催化自身

磷酸化；b. 将磷酸基团转移至天冬氨酸残基上； 

c. 调节磷酸依赖的结构域的活性。

2　双组分系统的信号转导机制

2.1　组氨酸激酶的信号感知和转导过程

TCS 通 过 形 成 “ 磷 酸 中 继 传 递 ”

（phosphorelay）系统整合多种信号，并根据整合的

结果触发不同的输出反应［49］（图3a）。在磷酸中继

传递系统中，HK主要负责感应各种输入信号，如

营养物质和金属离子的可获得性、氧化还原条件、

氧化应激、光线质量等，并通过磷酸基团转移反应

传递信号。信号以变构方式调节HK的活动，从而

有效开关TCS信号通路。HK主要参与信号传递过

程中的3个磷酸化反应（3个功能状态）：a. 自激酶

（HK 自磷酸化）；b. 磷酸化转移酶，即磷酸基团

（P） 的转移 （P∼HK→P∼RR 转移）；c. 磷酸化酶

（HK介导的P∼RR去磷酸化）状态（图 3b）。前两

个磷酸化反应呈活跃状态，参与通路的开启；磷酸

化酶则对应 HK 的非活跃状态，负责关闭通路。

HK 结构中的 DHp 和 CA 结构域以及 RR 的 REC 结

构域共同构成了TCS的催化反应区域，负责3个磷

酸化反应［12］。
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2.1.1　组氨酸激酶自磷酸化

根据HK二聚体中的DHp结构域和CA结合域

排列的研究，以及DHp螺旋结构的发夹环的手性

的不同，自磷酸化可分为顺式自磷酸化 （如

HK853和VicK）和反式自磷酸化（如CpxA）［50-51］。

一旦感知到信号，HK会通过消耗ATP进行自磷酸

化，形成高度不对称的构象。HK二聚体中的一个

DHp 螺旋会被强烈弯曲，这使得 CA 结构域中的

ATP 分子接近 DHp 结构域的一个可磷酸化 His 残

基，使得 His残基的亲核特性因存在高度保守的相

邻酸性残基而得到加强［52］，并且CA结合域的保守

极性残基能够稳定酸性残基，形成稳定的磷酸化组

氨酸激酶（P~HK）［53-54］。

2.1.2　组氨酸激酶磷酸基团的转移

由于 CAT 中的 CA 和 RR 中的 REC 部分重叠，

因此活性 CA 结合域会在 His 残基磷酸化后移开，

与RR形成磷酸转移复合物，从而实现HK与RR之

间的磷酸基团转移反应［55］。HK在第一个原聚体上

进行自磷酸化，在另一个原聚体上通过磷酸化转移

至 RR。HK 与 RR 接触后形成不对称二聚体构象。

HK的自磷酸化位点和RR磷酸化位点共同构成His-

Asp接力（His-Asp relay），磷酸基团直接从HK的

His残基移动到RR的Asp残基。未转移到RR的磷

酸基团可以按照回到ADP或P∼His水解的方式去磷

酸化［56］。此外， HHK 等也可以通过 HisTD→
AspRD→Hismei→Asp反应调控蛋白磷酸传递链发

挥 作 用 ， 即 磷 酸 基 团 从 发 射 域 （transmitter 

domain，TD）、RD 和 HPt 的保守组氨酸和天冬氨

酸残基依次转导，然后再转移到同源 RR 蛋白的

RD结构域的保守天冬氨酸残基［57-58］。

磷酸基团转移不仅发生在HK和RR之间，还

发生在磷酸转移酶和REC之间。磷酸转移酶没有

自激酶活性，但在多步磷酸中继反应中可以作为

REC之间的磷酸化组氨酸（P~His）中间体［59］。例

如，酿酒酵母 HK YPD1 的 HPt 结构域与其 RR 

SLN1的REC形成复合物，以及流产布鲁氏菌的磷

酸转移酶-RR （ChpT-CtrA）复合物。磷酸转移酶

ChpT是二聚体，类似于HK，但其CA结构域不与

Fig. 3　The schematic diagram of two-component signal transduction mechanism
图3　双组分信号转导机制示意图

（a）磷酸中继传递过程；（b）HK具有三种不同的结构和功能状态：磷酸化酶、自激酶和磷酸转移酶以及RR二聚体与下游基因作用启动适

应性反应的过程。Pi：磷酸基团；（RR)2：反应调控蛋白二聚体；ATP：三磷酸腺苷；ADP：二磷酸腺苷。
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ATP 结合。ChpT 和 CtrA 的 REC 形成的 2∶2 复合

物不是完全对称的，其DHp-REC界面的结构和动

态不对称性表明，每次只有复合物的一侧具有磷酸

转移能力，这与 HK SEN-REC 复合物的磷酸转移

反应相似［60］。

HK的自磷酸化反应和磷酸基团转移反应具有

动态催化周期耦合的特点。Mechaly 等［61］在关于

TCS CpxA-CpxR 结构的研究中发现其符合变构开

关机制。DHp结构域发生往复弯曲运动，导致CA

结构域在活性和非活性构象之间交替变化。Cai

等［62］对另一个 HK 蛋白 WalK 的 DHp 结构域进行

了分子动态模拟，也发现了此类往复弯曲运动。

2.2　反应调控蛋白的去磷酸化过程

在磷酸化酶状态下，DHp和CA结构域对称排

列，DHp呈直线排列［63-64］。HK具有对称的二聚体

构象，DHp 结构域中保守的苏氨酸/天冬酰胺

（Thr/Asn） 残基激活一个水分子，攻击与 RR 的

Asp 残基结合的磷酸基团，使其发生去磷酸化过

程［52，65］。与典型HK一样，在没有刺激的情况下，

HHK 作为磷酸酶，通过 AspRR→HisHPt→AspRD→Pi

反向磷酸传递链，使同源RR去磷酸化，导致系统

沉默［66］。

2.3　组氨酸激酶跨膜信号转导中的构象变化

HK信号转导过程中需要控制构象动态变化响

应特定的信号。通常，HK的激酶状态（自激酶和

磷酸转移酶）和磷酸化酶状态是互斥的，并具有不

同的对称性和动态变化。多数细菌的HK有一个能

够与配体结合的传感结构域，与一个胞质催化结构

域相连。常见的三种跨膜信号转导机制的构象变化

包括剪切式运动、活塞式位移和螺旋式旋转。无论

涉及何种类型的构象运动，具有催化活性的 CAT

二聚体处于激酶开启状态（非对称构象），而处于

上游的结构域（如HAMP 结构域）施加的构象张

力倾向于使激酶处于关闭状态（对称构象）［67-68］。

在此类模块蛋白上增加一个传感结构域，可以产生

一个双稳态的多结构域HK蛋白，能够对生理刺激

的存在状态做出响应［68］。HK的模块化结构说明信

号在各个结构域之间是通过离散的结构运动传递

的，这些运动由螺旋连接体依次传递。

2.3.1　剪切模型

大肠杆菌的HK PhoQ蛋白是已知的剪切模型。

Molnar等［69］通过配体依赖性二硫键交联实验得到

了统计模型，预测显示PhoQ四螺旋TM束以两种

状态存在，TM螺旋具有不同的对角线位移，类似

于剪切式运动。PhoQ的SEN在感知信号后，可以

诱导TM螺旋的剪切式运动，导致胞质HAMP结构

域的动态重新排序，并激活发送模块的激酶活性。

此 外 ， 对 于 多 形 拟 杆 菌 （Bacteroides 

thetaiotaomicron）的HK BT4663和霍乱弧菌的HK 

VxrA的研究发现，在配体结合和不结合两种状态

下，通过对细胞周质传感结构域的晶体结构进行分

析发现其单体C端呈剪切式移动，表明跨膜信号转

导由剪切式机制驱动［70-71］。

2.3.2　活塞模型

活塞模型可以解释HK DcuS的信号传输机制。

Etzkorn等［72］通过测试TM螺旋中氨基酸残基的可

及性，发现富马酸盐与周质DcuS中SEN的结合引

发了第二个跨膜结构域（TM2）的活塞式向上位移

（周质方向）。位移降低了两个DcuS原聚体之间连

接体中的α螺旋的稳定性，并导致PAS结构域的重

排。这些结构变化能够控制CAT的激酶活性。肺

炎克雷伯菌中的 HK CitA 和百日咳杆菌中的 HK 

BvgS也有类似的信号转导机制［73-74］。

2.3.3　螺旋式旋转模型

某些TCS的HK与RR结合时，其结构会发生

变化，形成高度不对称的二聚体结构。这种不对称

状态需要跨膜α螺旋的旋转，以完成信号传递的过

程。例如，哈氏弧菌的HK LuxQ其周质传感结构

域与其 RR LuxP 结合后产生了高度不对称的二聚

体结构［75］。枯草芽孢杆菌HK DesK和金黄色葡萄

球菌HK AgrC，其中TM螺旋和胞质螺旋的旋转运

动直接传导到下游HK核心。大肠杆菌ArcB HHK

的信号转导机制也依赖于其胞质部分的旋转运动。

全长跨膜HK在激酶或磷酸酶活性状态下的晶体结

构有助于确定信号转导的精确机制，但目前还没有

相关解析工作。大肠杆菌 NarQ 片段（包括 SEN、

TM螺旋和HAMP结构域）在自由和配体结合状态

下的晶体结构分析显示，当感知到信号时，HK可

以同时发生活塞式位移、对角线剪切和螺旋旋转等

构象变化。此外，胞质NarQ中的HAMP二聚体能

够将第二个TM螺旋中的活塞式运动转换为由CAT

接收信号的螺旋式旋转机制。因此，上述信号转导

机 制 并 不 会 相 互 排 斥 ， 而 且 可 以 协 同 发 挥

作用［35，76-77］。

2.4　双组分系统的信号转导效率的调控

2.4.1　控制信号依赖性

信号以变构方式调节HK的活动，形成HK-RR

复合物，从而可以有效开/关TCS信号通路。TCS
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中有两种控制信号传递效率的方法：一是对通路的

开/关进行严格的信号依赖性控制；二是使通路上

的信息损失最小化，即减少信号传递过程中磷酸盐

的损失。

在信号依赖性控制方法中，通路的开/关是由

卷曲螺旋重排机制引导的。HK通过CAT模块中的

S螺旋向下游传递位置信息，通过螺旋的旋转和螺

旋轴的平移实现卷曲螺旋的重排。重排发生于活性

HK附近区域，并以该区域周围两个DHp螺旋中残

基的移动为重点，从而影响HK的磷酸传递过程。

RR表现为更灵活的非活性结构，一旦被磷酸化就

会变为不连续状态。同源HK的结构通过相互作用

表面共同进化的方式进一步优化，从而可以选择特

定RR的活性/类似活性的构象，促进磷酸化，并在

整体层面加强信号依赖性。

2.4.2　信号传递中的磷酸盐损失

磷酸盐以共价且可逆的方式与HK和RR结合，

并可作为标签标记蛋白质在功能特性等方面的活性

状态。在磷酸基从 ATP 中的 γ位置到 RR 中 Asp 残

基的过程，有 3 个环节是潜在的磷酸盐损失点：  

a. HK介导的ATP水解；b. P∼HK去磷酸化，未转

移到RR中；c. 过早的P∼RR去磷酸化。对可能造

成磷酸盐损失反应的调控可以影响 TCS 通路的效

率。此外，通过严格卷曲螺旋驱动的切换机制，

HK所介导的潜在磷酸盐损失也可通过阻碍亲核分

子进入适当的攻击位置而实现最小化。

3　双组分系统信号转导机制的特异性和方

向性

3.1　双组分系统信号转导的特异性

多数细菌可编码几十种至几百种TCS（用于响

应各种输入信号），输入信号与TCS的精确耦合具

有高度特异性。例如，大肠杆菌中的NarX蛋白和

希瓦氏菌中的ThsS蛋白分别可以被硝酸盐（NO3−）
和硫代硫酸盐（S2O

3−）激活，但对相似的化合物

如亚硝酸盐（NO2−）和四硫酸盐（S4O2
−）没有响

应［78-79］。TCS的特异性与分子识别、磷酸酶活性和

底物竞争有关。研究人员对某种HK将磷酸转移到

所有可能的调控蛋白进行了系统分析，发现HK在

体外对其同源RR具有明显的动力学偏好，其磷酸

酶活性可进一步加强 TCS 通路的特异性。大多数

HK具有双功能，既可以催化其同源RR的磷酸化，

又可以作为磷酸酶催化同源RR的去磷酸化。磷酸

酶反应在一定程度上可以调节 TCS 通路的输出水

平，并在激活信号消失后能够抑制 TCS 通路的活

性。在同源RR被非同源激酶或小分子磷酸供体磷

酸化时，HK的磷酸酶活性还可以通过去磷酸化减

少串扰，提高 TCS 传感器在复杂细胞环境中的检

测精度；HK与同源RR的相对细胞浓度，以及不

同RR之间对磷酸化激酶的竞争，也会进一步增强

其特异性。在大多数TCS通路中，RR的表达丰度

超过了同源HK的表达丰度。

TCS 通路的特异性也受时间或空间限制的影

响。由于HK和RR相互作用界面的序列和结构相

似，不同TCS的HK和RR可能在同一细胞内发生

串扰。这种磷酸信号串扰可能会降低 TCS 传感器

在复杂细胞环境中的检测精度。Mcclune 等［80］的

研究显示，由于有一个较大并且所用不多的相互作

用序列空间，HK通常对其在细胞中的同源RR表

现出高度特异性，磷酸信号串扰风险较低，因此可

以在一个细胞中使用多个 TCS SEN，表明在细胞

内工程化新传感器或合成新信号转导途径，利用共

进化引导的突变和序列空间的映射来设计大量正交

的蛋白质相互作用，提高TCS通路的特异性。

3.2　双组分系统信号转导的方向性

在 TCS 中，磷酸基团转移的正向性对于有效

的信号转导和激活RR至关重要。当HK浓度远小

于RR浓度时，大多数HK-RR复合物系统催化磷酸

化组氨酸转换至精氨酸的不可逆反应 （P∼His→
Asp），此时 P∼Asp→His 的逆向转移可以忽略不

计［81］。而在体外实验中，磷酸中继传递过程却会

催化可逆反应［82］。Trajtenberg等［83］发现，参与不

可逆反应的HK-RR的三维结构显示，亲和试剂和

反应中心的磷酸基团供体原子之间的反应距离明显

较长，对于参与可逆反应的 HK-RR 复合物来说，

则反应距离较短。此外，Trajtenberg 等［83］发现，

TCS磷酸基团转移反应中的可逆性与共同反应距离

是有联系的。这或许与Mg2+有关，Mg2+浓度的减少

有利于不可逆的 P~Asp→His反应，而在参与可逆

反应或不可逆反应的两类复合物的反应中心，也观

察到阳离子的位置存在差异。在磷酸基团转移过程

中，Mg2+与RR结合，因此它到HK的His残基和磷

酸基团转移态的距离比在可逆中心大。进入基团和

离去基团之间的不同距离表明在不可逆反应中亲和

取代的解离性更强，反之亦然［84］。

4　挑战与展望

TCS 广泛存在于细菌、真菌和古菌中，通过
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HK和RR间的磷酸基团转移传递信号，能够以特

定的方式调控各种适应性细胞应对环境变化。作为

研究较为深入的信号通路模型之一，TCS因其感知

范围广、稳定性好和易于重编程等优点在合成生物

学中具有良好的应用前景。具体表现在以下几个方

面：第一，HK可以与膜结合或位于细胞膜内，因

此 TCS 可以感知胞外、膜内或胞内的输入信号；

第二，由于HK具有激酶/磷酸酶双功能活性，TCS

的输出信号（通过磷酸化RR（P~RR）控制转录速

率）对HK和RR的表达水平变化不太敏感，因此

TCS具有更强的稳定性，使其不受噪声基因的表达

或生长条件变化导致的HK和RR表达波动的影响；

第三，通过调整HK的磷酸酶活性，可以将其作为

调整TCS检测阈值的一个内置旋钮［85］，通过引入

降低HK磷酸酶活性的CAT突变，可以将TCS能够

感知的输入信号物质浓度降低两个数量级；第四，

在大部分（64%） HK的CAT模块中，存在可变残

基可以突变为不同的疏水残基的现象，可在不需要

对磷酸酶突变进行表征的情况下调节 TCS 的检测

阈值，这种磷酸酶调控方法比计算设计和定向进化

更容易实现。

通过合成生物学方法设计相关工具，TCS已成

功应用于生物传感器。Utsumi等［86］在30多年前就

通过将 RR Tar 的信号接收域的一部分与 HK EnvZ

的 CAT 模块相融合，构建了一个嵌合的 HK Taz，

并将其应用于大肠杆菌中，使得大肠杆菌在天冬氨

酸存在的情况可以触发渗透反应。目前，研究人员

已经开发出多种基于 TCS 的生物传感器，包括光

应答TCS、用于细菌编程的系统以及用于检测肠道

炎症的系统。例如，光应答 TCS 可以在空间上调

控整个二维菌毯的基因表达［86］，基于此对细菌进

行编程，可以实现图像处理中的边缘检测［87］。大

量 TCS 整合构建的细胞生物传感器还可以用于检

测肠道炎症。Daeffler 等［88］通过对细菌中由硫代

硫酸盐、四硫酸盐和酸性pH激活的TCS进行重编

程 ， 其 能 够 在 结 肠 炎 （colitis） 和 克 罗 恩 病

（Crohn’s disease）小鼠模型中感知并报告肠道炎

症［88-90］。对此类具有诊断功能的肠道细菌进行改

造，有助于探索创伤更小、副作用更小的长期监测

和治疗炎性肠病治疗方法。此外，Landry等［85］通

过重编程途径反应动力学，调整了NarX-NarL TCS

对四硫代硫酸盐和硫代硫酸盐的灵敏度，并在枯草

芽孢杆菌中表达来检测和报告土壤中的各种肥料浓

度。说明合成生物学工程化改造 TCS 构建的全细

胞生物传感器也为检测多种环境污染物小分子提供

了新的策略。此外，TCS也可作为抗菌化疗的潜在

靶点，其可能减少细菌毒力和耐药性/耐受性的负

担，而不会引起细胞死亡。因此，这种方法可能有

助于开发由多重耐药（multi-drug resistant，MDR）

病原体引起的难治性感染的抗菌治疗策略［91］。合

成生物学家们还通过编程细胞感知和响应细胞外和

细胞内的刺激工程化细菌，使其感知异源代谢和遗

传途径施加的压力，并激活酶或应激响应系统的表

达，以增强工程化遗传系统的稳定性，提高工业发

酵的产量。

综上所述，目前研究人员已经对 TCS 信号感

知、信号转导及其自激酶和磷酸化反应、磷酸酶活

性和选择性机制有了更深入的了解。随着越来越多

的结构数据为HK信号感知和转导的分子机制提供

数据支持，对 TCS 信号转导的特异性和方向性也

有了更加全面的解释。然而，大多数 TCS 能够感

知的信号仍然未知，细菌基因组还存在大量未表征

的TCS［92］。在未来的合成生物学研究中，TCS将

是一类重要的传感器家族，合成生物学家通过了解

特定 HK 感知信号和信号转导的过程，加速未知

TCS的发现，并进一步据其特征不断开发可对广泛

刺激做出反应多功能生物传感器。
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Abstract　The two-component system (TCS) is a signaling mechanism extensively found in prokaryotes, playing 

a pivotal role in bacterial environmental sensing and adaptive responses. Comprising histidine kinase (HK) and 

response regulator (RR) components, TCS ensures appropriate bacterial reactions to various stimuli. 

Understanding its structural composition, signal transduction mechanisms, and applications in synthetic biology 

underscores its significance in both basic research and biotechnological applications. At its core, TCS operates 

through a sequence of events initiated by the detection of environmental cues. When the HK senses specific 

signals such as temperature changes, osmolarity shifts, or the presence of ligands, it undergoes 

autophosphorylation at a conserved histidine residue within its kinase domain. Subsequently, this phosphoryl 

group is transferred to a conserved aspartate residue on the RR’s receiver domain. This phosphotransfer event 
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activates the RR, inducing a conformational change that alters its activity, often leading to changes in gene 

expression or other cellular responses. The specificity and fidelity of signal transduction in TCS are critical for 

bacteria to differentiate between various environmental cues and mount appropriate responses. This specificity is 

achieved through mechanisms such as unique signal molecule recognition by HKs and precise phosphotransfer 

from HKs to RRs. Moreover, the directional transfer of phosphoryl groups ensures tightly regulated signaling 

cascades, contributing to the overall robustness of bacterial response systems. Beyond its natural role, the 

versatility of TCS has been harnessed by engineers in synthetic biology to create tools like biosensors. By 

integrating TCS components into synthetic circuits, researchers can develop customized biosensors capable of 

highly sensitive and specific detection of environmental signals or biomolecules. These engineered biosensors 

find applications across diverse fields including environmental monitoring, medical diagnostics, and industrial 

biotechnology. The robustness of TCS-driven biosensors is particularly advantageous in synthetic biology. The 

modular design of TCS allows for the construction of sensor systems sensitive to a broad range of signals, 

adaptable to different cellular contexts. This adaptability is crucial for optimizing sensor performance under 

varying conditions, ensuring reliable and reproducible results. Safety considerations are paramount in synthetic 

biology, where TCS-based systems offer inherent safety features due to their reliance on natural signaling 

pathways and components. Well-characterized interactions between HKs and RRs minimize risks such as 

unintended cross-talk or interference with endogenous cellular processes, enhancing reliability in bioengineering 

applications requiring predictable and controllable cellular responses. Looking ahead, ongoing research aims to 

expand the capabilities of TCS-based biosensors through innovative engineering approaches. Advances in 

synthetic biology techniques, including genome editing and high-throughput screening, facilitate rapid design and 

optimization of novel sensor systems. These efforts promise next-generation biosensors with enhanced 

functionalities such as multiplexed sensing and real-time monitoring in complex biological environments. In 

summary, the TCS stands as a cornerstone of bacterial signal transduction, facilitating precise environmental 

sensing and adaptive responses. Its structural simplicity, coupled with robust signaling mechanisms and 

programmability, underpins its utility in synthetic biology for developing advanced biosensors and other 

bioengineering applications. By leveraging these capabilities, researchers are poised to address critical challenges 

in healthcare, environmental sustainability, and industrial biotechnology, shaping the future of biologically 

inspired technologies.
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