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基于细菌双组分系统的生物传感器的研究进展

赵静宇，张健，祁庆生，王倩

（山东大学，国家糖工程技术研究中心，微生物技术国家重点实验室，山东 青岛 266237）

摘要：细菌双组分系统能够感知和响应细胞内外的物理、化学和生物刺激，通过耦合传感和调节机制从而引起一

系列的细胞反应，是一个普遍存在的信号转导通路家族。当前越来越多的合成生物学家已开始利用双组分系统的

特异属性来工程化设计微生物传感系统，并应用于光遗传学、材料科学、肠道微生物组工程、生物炼制和土壤改

良等领域。本综述重点介绍了开发基于双组分系统的生物传感器的最新研究进展以及在各个领域中的潜在应用。

同时探讨了如何运用新的工程方法提高双组分系统传感器性能的可靠性，包括遗传重构、DNA结合结构域交换、

检测阈值调节和磷酸化串扰隔离，以及如何根据特定应用的要求定制双组分系统信号特性。在未来，研究者可以

将这些方法与大规模的基因合成、高通量筛选相结合，以加速和帮助发现更多未确定特征输入的双组分系统，并

开发新的对广泛的刺激做出反应的基因编码生物传感器，拓展双组分生物传感器在不同领域的应用。
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Abstract: Two-component systems (TCSs) in bacteria, are capable of sensing and making responses to physical, 

chemical, and biological stimuli within and outside the cells, and subsequently induce a wide range of cellular 

processes through the role played by the regulatory component and the response component in combination, which is a 

ubiquitous signal transduction pathway. At present, an growing number of synthetic biologists have devoted their effort 

to using the specific and irreplaceable properties of TCSs to design biosensors with the aim of applying in optogenetics, 

materials science, engineering of gut microbiome, biorefining and soil improvement, and the like. The purpose of this 

review is to focus on the most recent research advances in the development of biosensors based on TCSs and their 

potential applications. At the same time, topics of great importance are discussed on how to use novel engineering 
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methods with synthetic biology to improve the reliability and robustness of the performance of the biosensors, such as 

genetic remodeling, DNA-binding domain swapping, tuning of the detection threshold and isolation of phosphorylation 

crosstalk as well as on how to customize the signal characteristics of TCSs to meet particular needs according to the 

requirements of specific applications. It would be possible in the future for scientists to combine these methods with 

gene synthesis on a large scale and high-throughput screening in order to speed up and give synthetic biologists a hand 

in the discovery of TCSs with numerous uncharacterized signal inputs and the development of genetically encoded 

novel biosensors that may be capable of responding to a broad range of stimuli. This allows for extending the 

applications of the biosensors in different fields.

Keywords: synthetic biology; two-component systems; whole-cell biosensors; metabolic engineering; optogenetics; 

bacterial diagnostics

微生物是地球上适应性最强、变化性最多样

的有机体。为应对不同的环境变化，微生物演化

出了多种细胞信号转导途径。磷酸化介导的信号

转导途径几乎存在于所有的细胞中。微生物依赖

不同激酶的催化完成以应对环境、细胞代谢及细

胞周期等变化过程。其中，真核细胞常利用丝氨

酸、苏氨酸激酶或酪氨酸激酶的催化，而原核细胞

主要利用组氨酸和天冬氨酸的磷酸化介导的信号转

导系统，也称为“双组分系统”。双组分系统通常

由感受信号的组氨酸激酶（histidine kinase， SK）

和与其邻接的反应调节子（response regulator， 

RR）组成。组氨酸激酶在感知外界信号后会迅速

二聚化，导致催化 ATP 依赖的特定的组氨酸残基

自我磷酸化，然后反应调节子催化组氨酸的磷酸

基团转移到它自身的天冬氨酸残基上，反应调控

子的磷酸化激活效应器结构域，从而与下游基因

的启动子或蛋白作用，产生调控应答反应。双组

分系统广泛分布于细菌中，参与其为应对环境刺

激而作出反应的多种信号转导过程［1］。Ulrich等［2］

在 1087 个细菌中检测到了 63 259 种双组分系统，

平均每个细菌的基因组约有30种双组分信号系统。

基因编码的生物传感器通常以微生物细胞作

为生物传感的基础，利用体内广泛存在的蛋白质

或核酸元件，使收集的待测分子信息诱导蛋白质

或核糖开关发生变构效应，从而调控下游报告基

因的表达。报告基因的表达通常可转换为供定量
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或定性检测的输出信号（荧光信号、电信号、生

长速率信号或者光、代谢通路表达水平信号），信

号强度与待测物含量成比例关系，从而实现对细

胞内外的待测物进行定量或定性动态监测。合成

生物学家则利用生物传感器设计基因回路对细胞

进行编程程序化控制工程细胞。基因编码的生物

传感器因其可检测的代谢物的广泛性，已被应用

于生物技术的许多领域，如诊断学、生物医学、

食品安全及环境监测等［3］。

基因编码的细胞生物传感器根据识别元件的不

同主要分为基于转录因子的生物传感器、基于核糖

开关的生物传感器（二者可合称为单组分生物传感

器）和双组分系统生物传感器。单组分生物传感器

是一类被研究得相对较为透彻的传感器家族，其中

LacI、TetR、AraC、LuxR等转录因子经常被用作经

典的模式传感器。近来随着基因组挖掘、蛋白质工

程、定向进化和计算机设计等技术的发展及运用，

新的单组分生物传感器层出不穷，例如一些能够检

测与宿主生理变化相关的输入的传感器［4］。目前核

糖开关的基因调节域可通过合理设计、定向进化和

机器学习等来检测未知的输入［5］。

基于单组分的生物传感器感应的主要是胞内

信号分子的浓度。与单组分系统相比，双组分系

统可以对更为广泛的输入作出反应，尤其是细胞

外和周质空间的信号刺激。双组分系统能将这些

信号传递到细胞内从而对转录输出产生影响，因

此它能被设计为检测胞外信号的生物传感器［6］，

从而弥补单组分生物传感器无法实现的功能，这

使其在合成生物学中具有不可替代的优势。

近年来，随着对细菌双组分信号转导系统的

发掘，以及对其组分蛋白结构和应答机制的深入

研究，基于双组分系统的生物传感器也被越来越

多地开发出来。例如，响应重金属和有机污染物

的双组分系统生物传感器已经被开发出来，利用

CusRS双组分系统感应环境中的铜离子，通过融合

铜结合肽（copper-binding peptide， CBP）到膜蛋

白 OmpC 上实现了对细菌表面铜离子的检测和去

除［7］。一些检测硫代硫酸盐、连四硫酸盐和酸性

pH 值的双组分系统已被用于检测肠道炎症等［8］。

双组分系统还被设计用来响应一些高附加值化学

品以用于筛选高产菌株［9］。综上，双组分系统有

希望成为合成生物学中的一类重要生物传感器，

实现其在环境探测、疾病监测治疗和微生物化学

品生产等领域的广泛应用。本文将着重对双组分

系统生物传感器近年来的研究进展作简要介绍，

为未来双组分系统生物传感器设计构建与应用提

供参考。

1 基于细菌双组分系统的生物传感器

1.1 双 组 分 系 统 生 物 传 感 器 的 组 成 及 其 信 号 转 导

机制

典型的双组分系统包含两个蛋白：传感器组

氨酸激酶（SK）和响应调节因子（RR）。典型的

SK通常是同源二聚体，由周质传感结构域、两个

跨膜螺旋、信号传递域和胞质信号域组成。胞质

信号域由催化域、ATP结构域（可合称为CA域， 

catalytic and adenosine triphosphate domain）和二聚

组 氨 酸 磷 酸 化 转 移 结 构 域 （dimerization and 

histidine phosphotransfer domain， DHp 域）组成。

RR 包括磷酸化接收域和 DNA 结合域 （DNA 

binding domain， DBD）（也称为效应器结构域）

两部分［10］。在一般的双组分系统的信号传递中，

SK由于感应信号刺激（一般是细胞外的）而发生

构象改变，这种构象变化被传递到胞质信号域，

CA结构域便催化磷酸基团从ATP转移到DHp域内

保守的组氨酸残基上使 SK 磷酸化，磷酸化的 SK

与 RR相互作用，将磷酸基团转移到保守的 RR天

冬氨酸上磷酸化激活RR，驱动它调节一个或多个

启动子的转录输出（图1）。

目前利用双组分系统的信号传递系统构建生物

传感器的报道已有不少。例如，Choi Jong-il等［11］通

过将来自动性球菌（Planococcus sp.）PAMC21323

的 SK DegS 的周质传感结构域与来自大肠杆菌

（Escherichia coli）的胞质信号域EnvZ融合，以绿

色荧光蛋白（GFP）作为报告基因，构建了一个用

于检测L-谷氨酸的嵌合DegSZ双组分生物传感器。

最近，杨慧勤等［10］以大肠杆菌内的 dcuS-dcuR 双

组分系统为基础，设计了一种能够响应胞外富马

酸的双组分生物传感器。目前双组分系统已被开

发用于感知许多不同的输入。已知的双组分系统
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的输入种类包括光、温度、pH、金属、可获得性

的养分、呼吸电子受体、氧化剂、小分子代谢物、

细菌间通信信号、抗生素、抗菌肽、低聚糖、蛋

白质、激素和其他信号（表1）。

表表1　　基于双组分系统设计和构建的生物传感器

Table 1　　Biosensors designed and developed based on bacterial two-component systems

光

紫外光

蓝光

绿光

红光

近红外光

pH

酸性pH（<6.2）

金属离子

As3+（胞外）

Ca2+（胞外）

Cu+（胞外）

聚球藻PCC6803

枯草芽孢杆菌，

日本血吸虫

聚球藻PCC6803

聚球藻PCC6803

大肠杆菌

大豆根瘤菌

奥奈登斯链球菌

枯草芽孢杆菌

根癌土壤杆菌

铜绿假单胞菌PAO1

大肠杆菌

UirS

YF1

CcaSmini#10

Cph8*

BphP1

SO-4387

AioS

CarS

CusS

UirR

FixJ

CcaR

OmpR

PpsR2

SO_4388REC-

PsdRDBD 137

AioR

CarR

CusR

PcsiR1

PfixK2

PcpcG2-172

PompF112

PBr_crtE

PpsdA110

PaioB

PcarO

PcusC

激活5倍

嵌合体与pDusk系统偶联时激活460倍

激活600倍

抑制80倍

激活2倍

用于检测小鼠的肠道炎症

需要 AioX 内膜辅助蛋白

CARS与PhoQ有关

也被Ag+激活

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

输入 天然宿主 SK RR
输出

启动子
表现特点

参考

文献

图图1　细菌双组分调控系统的结构

［双组分系统包括传感器组氨酸激酶（SK）和应答调节器（RR）两部分。典型的SK通常是同源二聚体，由N末端胞质结构域、周质传感

器结构域、两个跨膜螺旋、信号传递域（HAMP）、催化域、二聚/组氨酸磷酸化转移结构域（DHp结构域）和C末端结构域组成。应答调

节器（RR）包括N末端磷酸化接收域和C末端DNA结合域两部分］

Fig. 1　Structure of bacterial two-component regulatory systems

[The two-component systems consist of two parts: histidine kinase (SK) for sensing and the response regulator (RR). A typical SK is a homodimer 

consisting of the N-terminal cytosolic domain, the periplasmic sensor domain, two transmembrane (TM) helixes, the signal transport domain, the 

catalytic domain, the dimeric/histidine phosphorylation transfer domain (DHp), and the C-terminal domain. RR consists of two parts: phosphorylated 

receiving domain and DNA-binding domain]
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Cu2+（胞内和胞外）

Cu2+（胞外）

Fe2+，Fe3+（胞外）

K+（胞内及胞外）

U

Zn2+

养分可利用性

硫代硫酸盐

连四硫酸盐

硝酸盐

三甲胺氮氧化物

（TMAO）

氧化剂

O2，H2O2，NO

小分子代谢物

α-酮戊二酸

（细胞外）

丁醇

柠檬酸

岩藻糖

富马酸

葡萄糖-6-磷酸

L-谷氨酸

血红素（细胞外）

吲哚

苹果酸

甲醇

丙酮酸（细胞外）

D-木糖（细胞外）

苯乙烯

细菌间通信信号

CaI-1[（S）-3羟基十

三烷-4-酮]

CSP（能力刺激肽）

ComX（胞外信息素）

抗生素

β-内酰胺

线霉菌素（膜内）

万古霉素（胞外）

抗菌肽

口腔致病菌变形链

球菌产生的抗菌肽

（胞外）

聚球藻PCC6803

黄曲霉

黏质沙雷氏菌

大肠杆菌

月柄杆菌

大肠杆菌

S. halifaxensis

S. baltica

大肠杆菌

大肠杆菌

金黄色葡萄球菌

铜绿假单胞菌

PAO1

乙酰丁酸单胞菌

肺炎克雷伯氏菌

大肠杆菌

大肠杆菌

大肠杆菌

铜绿假单胞菌PAO1

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

枯草芽孢杆菌

脱氮假单胞菌

大肠杆菌

大肠杆菌

拜氏梭菌

假单胞菌菌株Y2

霍乱弧菌

格登链球菌

枯草芽孢杆菌

霍乱弧菌

枯草芽孢杆菌

腔血链球菌

链球菌A12

CopS

CorS

RssA

KdpD

UzcS

ZraS

ThsS

TtrS

NarX

TorS

AirS

MifS

BtrK

CitA

FusK

DcuSZ

UhpB

AauS

HssS

BaeS

YufL

FlhS-EnvZ

BtsS

LytS

StyS

CqsS

ComD

ComP

VxrA

LnrJ

VanS

PcfK

CopR

CorR

RssB

KdpE

UzcR

ZraR

ThsR

TtrR

NarLREC-

YdflDBD 
131

TorRREC-

PsdRDBD137

AirR

MitR

BtrR

CitB

FusR

OmpR

UhpA

AauR

HssR

BaeR

YufM

OmpR

BtsR

YesN

StyR

LuxO

ComE

ComA

VxrB

LnrK

VanR

PcfR

PcouM

PcouA

PpvcA

PkdpF

PurcA

PzraP

PphsA342

PttrB185-269

PydfJ115

PpsdA110

PcrtO

PPA5530

PbtrT

PcitC

Pz0461

PompC

PuhpT99

PaatJ

PhrtA

ParcD

PmaeN381

PompC

PyjiY

PxylF

PstyA

Ptpqrr4

PcomC

PsrfA

PmurJ

PlnrL

PvanJ

PpcfF

CopS位于类囊体膜

—

活性受天然产物2-异氰基-6,7-二羟基香豆素调节

K+抑制

通过与门耦合到UrpRS提高了灵敏度和特异性

PzraP依赖σ54

成比例地被与DSS诱导的小鼠结肠炎症所激活

动态范围为100倍

在枯草芽孢杆菌中被激活1300倍

DBD 交换消除了 O2 对天然输出启动子的交叉抑

制。需要周质TorT辅助蛋白

AirS需要一个[2Fe-2S]2+簇

激活10倍。对L-谷氨酸有微弱的响应

参与丁醇的耐受性

需厌氧条件

岩藻糖抑制转录输出

激活2倍

需要UhpC内膜辅助蛋白

被L-天冬氨酸、谷氨酰胺和天冬酰胺微弱激活

激活100倍以上

CpxAR TCS的存在放大了对吲哚的响应

激活100倍

激活2倍

泌尿道感染期间在泌尿致病性大肠杆菌中被激活

外膜转运蛋白XylFⅡ识别D-木糖

需要中间磷酸转移蛋白LuxU

通常由细胞被膜损伤激活

还可以检测到抗真菌多烯两性霉素B

磷酸化的VanR也激活VanSR操纵子

大约激活100倍

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[27]

[28]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[34]

[37]

[38]

[34]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

续表

输入 天然宿主 SK RR
输出

启动子
表现特点
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杆菌肽（胞外）

Nisin（胞外）

枯草蛋白（细胞外）

低聚糖

阿拉伯半乳聚糖

硫酸软骨素

黏蛋白多糖

蛋白质

PilA

宿主信号

哺乳动物感染过

程中产生的抗菌

肽、二价阳离子限

制和酸性pH

肾上腺素，去甲肾

上腺素

吲哚-3-乙酸

（生长素）

2-异戊烯基腺嘌呤

（细胞分裂素）

植物伤口中存在

的酚类物质、单糖

和酸性pH

反式玉米素（细胞

分裂素）

枯草芽孢杆菌

乳酸乳杆菌

枯草芽孢杆菌

双歧杆菌

双歧杆菌

铜绿假单胞菌

双歧杆菌

铜绿假单胞菌

鼠伤寒沙门氏菌

大肠杆菌

O157:H7

P. phytofirmans 

PsJN

X. campestris

根癌农杆菌

拟南芥，

大肠杆菌

LiaS

NisK

SpaK

BT0267

BT3334

GacS

BT0366

PilS

PhoQ

QseC

lacS

PcrK

VirA

AQ4*

LiaR

NisR

SpaR

BT0267

BT3334

GacA

BT0366

PilR

PhoP

QseB

lacR1

PcrR

VirG

PhoP4*

Plial(opt)

P nisA

PspaS

PBT0268

PBT3324

PrsmY

PBT0365

PpilA

PvirK

PflhD

PiacA

PctrA

Pvir

PmgrB

激活1000倍。需要辅膜蛋白LiaF

激活1000倍

激活110倍

BT0267是一种杂交的TCS，其中SK和RR融合在一起

BT3334是一种杂交的双组分系统

黏蛋白多聚糖是通过辅助组氨酸激酶 rets感受到的

BT0366是一种杂交的双组分系统

PilA是主要的Ⅳ型菌毛蛋白

—

被肾上腺素激活2倍，去甲肾上腺素抑制1.5倍

二氧吲哚-3-乙酸放大信号

激活3倍

对单糖的感应需要周质辅助蛋白ChvE

AQ4*为拟南芥AHK4和大肠杆菌PhoQ的传感域嵌

体，经改造与所有大肠杆菌双组分系统绝缘，可防止

磷酸化串扰

[49]

[50]

[50]

[50-51]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

续表

输入 天然宿主 SK RR
输出

启动子
表现特点

参考

文献

1.2 双组分系统生物传感器的优势

尽管自然界中存在的单组分系统更简单、更丰

富，但双组分系统在合成生物学中具有独特的优势。

首先，双组分系统中的 SK可以存在于细胞膜

上或位于细胞内，而单组分系统几乎完全位于细胞

内。因此，双组分系统可以感知细胞外、膜内或细

胞内的输入，而单组分系统通常只能感知细胞内的

输入。如果作为输入信号的配体无法自主进入胞内，

则必须表达转运蛋白［61］。由于许多化合物（如大分

子物质）的转运蛋白并不容易获得，双组分系统往

往比单组分系统感知到的输入更广泛。

其次，很多 SK 对某一输入具有高度特异性。

例如，希瓦氏菌（Shewanella oneidensis） 中的

ThsS 被硫代硫酸盐（S2O3
2-）激活，但不受与其相

关的化合物［如连四硫酸盐（S4O6
2-）］影响［27］。

最后，大多数双组分系统中的 SK还具有独特

的双功能酶活性，即激酶和磷酸酶活性，可以同

时磷酸化或去磷酸化同源RR。SK的这种双功能酶

活性使得双组分系统的输出对 SK和 RR表达水平

的变化相对不敏感［62］，因此这种内置的稳健性可

以缓冲由于基因表达噪声或由生长条件变化导致

的SK和RR表达波动对双组分系统传感器的影响。

最近有研究证明 SK的磷酸酶活性可以作为调节双

组分系统检测阈值的“内置旋钮”［63］。通过引入特

定降低 SK磷酸酶活性的传感器域突变，使得双组

分系统生物传感器可以在更低的输入信号浓度下

（低两个数量级）做出明确响应。同时，作者还通

过对 SK 序列比对发现，64% 的 SK 存在一个保守

的GXGXG基序，其中第一个可变残基X可以突变

为不同的疏水残基来调节双组分系统的检测阈值。
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单组分系统灵敏度的调优通常通过计算机设计和

定向进化来实现，而双组分系统中的这种磷酸酶

活性调节方法比上述两种策略更容易实现检测阈

值的调整。

2 基于双组分系统生物传感器的设计与
构建

2.1 重构双组分系统生物传感器

双组分系统中 SK 和 RR 通常受多种途径相互

调控［10］，而且双组分系统的调节网络也可能对自

身传感功能不利［12］。因此在构建双组分系统生物

传感器时，通常需要基于其调控机制通过构建人

工可控的双组分功能蛋白来重构双组分传感系统

（图 2）。一般的策略是使用在目的菌株中发挥良好

特性的启动子、核糖体结合位点和终止子取代原

有的表达元件。尽管双组分系统对其组成蛋白的

表达水平的变化相对不敏感，但在重构过程中优

化 SK和 RR的表达水平仍然很重要。双组分系统

通常对 RR蛋白的表达水平比 SK蛋白的表达水平

更敏感。如果 RR 表达水平太低，那么磷酸化的

RR 将不足以与输出启动子结合并激活转录；相

反，如果 RR 表达水平过高，在没有输入的情况

下，输出启动子往往会表现出强烈的活性。这可

能是由于在没有输入的情况下，残留的 SK激酶活

性或非同源 SK［64］对输出启动子产生了影响。此

外，较低或较高的 SK表达经常也会影响双组分系

统的功能。SK 和 RR 的表达水平可以通过使用诱

导剂（如 IPTG、aTc）诱导表达系统、不同强度的

图图2　基于双组分系统的设计与构建

Fig. 2　Performance tuning strategies based on bacterial two-component systems
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组成型启动子或核糖体结合位点库进行共同优

化［65］。例如，Nicholas T. Ong 等［16］分别利用 aTc

和 IPTG 诱导 BphP1 和 PpsR2 的表达，使 BphP1/

PpsR2 系统对红外光的响应动态范围从 0 增加到

2.35倍。

2.2 嵌合非同源的 SK 传感器域和传递域设计生物

传感器

双组分系统的传感和调节机制相对独立，因此

双组分系统最适合创建响应新配体的定制生物传感

器。然而，许多双组分系统的输出启动子只能在很

小的程度上被激活，此外，双组分系统的输出启动

子通常被其他途径交叉调控，或在异源宿主中保持

沉默［65］。这些都是双组分系统生物传感器构建中面

临的挑战，可通过在输出启动子中引入突变或截短

来去除不需要的调控位点或可能泄露表达的组成型

启动子来解决。双组分系统还可以被重新构建到具

有优越性能的非同源输出器上。传统的双组分系统

重构的方法是在目的SK传感器域和非同源传输域之

间进行嵌合。原理是嵌合的SK控制非同源RR的磷

酸化，从而使非同源输出启动子转录。该策略已被

用于构建包含趋化性蛋白的嵌合双组分系统。例如

Tsr、Tar、Trg和Aer这几种可以识别特定化学物质

的周质趋化性受体，它们可以与EnvZ的细胞质结构

域耦合，允许信号转导［66］。

EnvZ是研究最多的SK蛋白，它可以响应渗透

压变化调控 OmpR 的磷酸化状态。OmpR 是一个

RR蛋白，负责控制膜孔蛋白基因 ompF和 ompC的

表达。由于EnvZ-OmpR双组分系统在细菌中广泛

分布，因此 EnvZ的DHp和CA结构域常被运用于

结构域交换策略中。例如，Tar 是一种可以检测

L-天冬氨酸的化学受体跨膜蛋白。通过将Tar的胞

质信号域替换为EnvZ的胞质激酶域，杂交蛋白既

能实现 Tar 对 L-天冬氨酸的感知能力，又能实现

EnvZ对OmpR的调控能力，从而激活 ompC基因的

表达。这一策略也适用于 Trg和 EnvZ的杂合，从

而能够识别核糖体结合肽，激活 ompC的表达。除

了利用趋化受体跟EnvZ杂合，SK的周质传感结构

域还被设计与EnvZ的胞质结构域嵌合，参与C4-二

羧酸、糖、L-天冬氨酸和酸性氨基酸的感应（表1）。

通过此种方法构建的新型双组分生物传感器不仅

可以用于菌株的高通量筛选，也为发现响应新信

号的双组分生物传感器提供了思路。

2.3 通过交换响应调节因子的DBD设计生物传感器

虽然传感器域交换策略已被用于设计大量的双

组分系统传感器，但是传感域和输出域之间的信号

传递机制错综复杂，未被明确解析。因此，通过交

换双组分系统的传感器域作为常规策略来设计生物

传感器仍然有一定的困难。基于SK-RR界面交换和

蛋白质支架的策略可以将 SK重定向到非同源RR，

也显示了双组分系统重新布线的前景［67］。

最近，Schmidl等［28］开发了一种通用的方法，

通过模块化交换RR的DBD来将双组分系统重新构

建到特征良好的输出模块上。他们证明了 OmpR/

PhoB或NarL/FixJ家族的RR的DBD可以被其他结

构相关但功能不相关的RR的DBD所取代。这两个

家族的双组分系统可以高成功率地重新构建到其

他输出模块上（OmpR/PhoB 家族的 RR 的 CcaR 

DBD及其 PcpcG2-172输出启动子，以及NarL/FixJ家族

的 RR 的 YdfI DBD 及其 PydfJ115 输出启动子）。

OmpR/PhoB和NarL/FixJ包含了 70%以上的RR［68］，

这表明使用这种方法可以构建数千个双组分系统

传感器。

2.4 调节 SK 传感器域磷酸酶活性来改变检测阈值

在双组分系统的生物传感器的性能优化过程

中，响应阈值的调整非常重要。一般的策略是突

变SK传感器域以调整其磷酸酶活性，SK的磷酸酶

活性会影响双组分传感器的检测阈值。典型案例

为硝酸盐生物传感器，使用不同的诱导剂组合，

在恒定的SK总表达水平下，使NarX/NarXC415R突变

体的表达比率在 0%～100% 进行调整，随着

NarXC415R 比例的增加，传感器的检测阈值从

1138 μmol/L降至 12 μmol/L。较低的阈值表明了响

应灵敏度的提高，这为创建具有不同阈值和灵敏

度的双组分生物传感器提供了有用的策略［63］。

2.5 通过减少双组分系统间磷酸化串扰提高正交性

由于不同双组分系统的 SK 和 RR 在相互作用
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界面的序列和结构相似，它们可能在同一细胞内

相互串扰。这种磷酸化信号串扰可能会损害双组

分系统传感器在复杂细胞环境中的正交性。然而，

McClune等［60］的工作已经证明，由于序列空间很

大，相互作用界面新的氨基酸序列很容易引入，

并且发生串扰的概率很低。这一结果表明，合成

生物学家可以在一个细胞中使用多个双组分系统

传感器，而不会有很高的磷酸化信号串扰风险。

在磷酸化串扰问题的情况下，该小组还证明了 SK

和RR相互作用的接口可以用不与其他双组分串扰

的绝缘版本来取代。作者使用这种方法设计了一

个基于 PhoQ的传感器结构域交换版本的系统，该

系统能够对植物细胞分裂素反式玉米素做出响应，

并且不与大肠杆菌中的任何天然双组分系统串

扰［60］（表1）。

2.6 将双组分系统生物传感器应用在真核生物系

统中

研究者对利用双组分系统赋予真核细胞新的

传感能力非常感兴趣。在早期工作中，研究者

利用工程大肠杆菌 Trg PhoR 系统与拟南芥中计

算机设计的细胞外辅助蛋白 TNT.R3 相互作用来

检测 2，4，6-三硝基甲苯［8］。为了在植物中实现

转录调控，RR PhoB 被融合到一个 VP64 反转录

激活域，并用于激活一个包含多个 Pho 操作位点

的最小植物启动子。然而，将双组分系统更广

泛地应用到植物中仍然是一个挑战。在其他的

研究工作中，Hansen 等［69］在哺乳动物细胞中表

达了大肠杆菌的双组分系统 EnvZ-OmpR、NarX-

NarL 和 DcuS-DcuR。类似的 RR 反式激活子结构

域融合和真核合成输出启动子设计策略被用来

控制转录。虽然这三种双组分系统能够进行磷

酸化信号传递而实现转录激活，但它们对同源

输入没有响应。推测可能是由于细菌 SK 跨膜区

域和真核细胞膜之间不相容。在后续的研究中，

该小组将两个 NarX 传递器域突变体融合到了配

体存在下能够异源二聚的 G-蛋白偶联受体-β-抑

制蛋白对上［70］。这一工程途径使哺乳动物细胞

对这些配体产生了巨大的转录反应。它在设计

不与内源性系统串扰的合成哺乳动物信号通路

方面可能有巨大的潜力。

3 基于细菌双组分系统的生物传感器的
应用

3.1 双组分系统生物传感器在生物修复中的设计与

应用

双组分系统可以检测一些重金属和有机污染

物。一些双组分系统的环境生物传感器已经被开

发出来，包括响应重金属和有机污染物的生物传

感器（图 3）。细菌使用双组分系统来感知特定的

重金属，然后调节这些金属阳离子的稳态。在大

肠杆菌中，双组分系统 HydHG（又称 ZraSR）在

好氧条件下通过组氨酸激酶HydH感知高浓度Zn2+

和 Pb2+并将HydG磷酸化，从而上调负责锌离子外

排的 zraP基因的表达。为此，研究人员利用双组

分HydHG和锌结合肽建立了大肠杆菌细胞表面的

锌吸附体系。为了在大肠杆菌表面展示锌结合肽，

研究使用 OmpC 作为锚定基序，将该锌结合肽与

ompC的嵌合构建在双组分HydHG控制的ZraP启动

子下，使得该吸附系统在响应外源锌时被激活，并将

锌吸附在其表面。该系统对低浓度（0.001 mmol/L）

的锌也敏感［71］。

图图3　双组分生物传感器在生物修复和微生物

生物炼制中的应用

（双组分系统可被设计为对重金属离子、生物基糖、芳香族化合物

及目标化学品响应的基因编码的生物传感器）

Fig. 3　Applications of bacterial two-component biosensors in 

microbial bioremediation and biorefinery.

(Bacterial two-component systems can be designed to genetically 

encode biosensors in response to heavy metal ions, sugars, aromatic 

compounds, and other targeted chemicals)

046



第 5 卷 www.synbioj.com

同样，大肠杆菌 K-12 中的双组分系统 CusRS

（ylcA，ybcZ）能够对Cu2+做出响应，控制 pco操纵

子的表达，从而激活铜排出系统，允许多余的Cu2+

排出细胞。与以上的锌吸附系统类似，研究者通

过利用双组分系统CusRS，将CBP与膜蛋白OmpC

融合表达，CuSR通过感应Cu2+诱导嵌合体OmpC-

CBP 的表达，该融合蛋白表达在细胞表面可以吸

附 Cu2+［7］（表 1），从而实现了对细菌表面铜离子

的检测和去除。该系统是开发具多功能合成系统

的极佳范例。因此，结合生物吸附系统构建重金

属生物传感器的策略可以运用于重金属分析检测

领域中，实现对工业环境中金属污染物的快速监

测和消除。这一策略可以被拓展应用于目标化合

物的有效去除和回收。

芳香族化合物是最大量的有机污染物。对大

多数细菌来说，芳香族污染物是有害的，但由于

细菌遗传和代谢的灵活性，一些微生物可以利用

有机污染物作为唯一碳源进行生长。例如，恶臭

假单胞菌的双组分系统 TodST 可以由不同的芳香

底物如甲苯、二甲苯、苯和乙苯诱导而激活。双

组分系统调节 tod基因的表达，tod基因编码分解代

谢这些芳香族化合物的酶［72］。

3.2 双组分系统生物传感器的在微生物化学品生产

中的设计与应用

代谢工程策略已经被系统地应用于生物炼制

过程中，以代谢工程微生物作为宿主菌株，从可

再生资源中生产生物基燃料、化学品和聚合物。

将基于双组分系统的生物传感器应用于微生物的

代谢工程领域中去响应高附加值化学品具有很大

的应用潜力。Jack W. Rutter等［73］构建了一种对乙

酰乙酸酯敏感并可以在几种大肠杆菌宿主菌株中

使用的新型生物传感器AtoSC。

双组分系统生物传感器在代谢工程中主要用

于高产菌株的筛选（图 3）。富马酸生物传感器

DcuSZ是一个基于EnvZ/OmpR的嵌合双组分系统，

它是通过融合DcuS SK传感结构域和EnvZ的细胞

质结构域而构建的。嵌合的 DcuSZ 对富马酸具有

高度的特异性，在OmpR调节的启动子PompC控制下

的GFP表达与培养基中富马酸浓度成比例［24］。苹

果酸和 L-天冬氨酸的双组分生物传感器同样是基

于 EnvZ/OmpR 构建的嵌合双组分系统，将 MalK

和AauS的 SK感受域融合到EnvZ催化结构域来分

别检测高产苹果酸和L-天冬氨酸的菌株而构建的。

Choi Jong-il等［11］通过将来自动性球菌PAMC21323

的 SK DegS的N端结构域与来自大肠杆菌EnvZ的

催化结构域融合，构建了一个用于高通量筛选产

L-谷氨酸菌株的嵌合 DegSZ 双组分生物传感器。

通过外源添加不同浓度的 L-谷氨酸，荧光强度与

L-谷氨酸浓度呈线性相关。

未来，这些双组分生物传感器可与FACS联合

运用来评估筛选多达上亿个细胞的文库［9］。这一

策略可以进一步扩展到合成其他具工业价值的产

品，有望筛选出催化相关产物形成的新酶，从而

加速用于高价值化学品生产的下一代细胞工厂的

发展。

3.3 双组分系统生物传感器在疾病监测和治疗中的

应用

双组分生物传感器作为分析肠道通路的工具

具有极高的开发潜力。很多细菌已经进化出大量

与肠道相关的分子传感器，这些传感器被重新设

计并用于控制报告基因的表达，从而能够对肠道

代谢物进行检测（图 4）。研究人员对利用肠道中

的代谢物硫代硫酸盐和连四硫酸盐研究肠道硫代

谢和炎症之间的联系非常感兴趣。Kristina等设计

了第一个硫代硫酸盐生物传感器和一个改进的连

四硫酸盐生物传感器，这两个双组分系统都来自

希瓦氏菌。将它们转入大肠杆菌益生菌菌株E. coli 

Nissle 1917 中，以口服/灌胃的方式定植于肠道，

使用流式细胞术检测结肠和粪便样本中的工程细

菌，并量化传感器输出，最终证明了构建的硫代

硫酸盐传感器能够被结肠炎症相关因子激活，表

明硫代硫酸盐可能是一种新的疾病标志物。这两

种传感器均可应用于疾病诊断或治疗，还可以用

于开发广泛的细菌传感器，使肠道菌群路径的微

创研究成为可能［27］。

然而，由于缺乏系统编程配体检测的合成生

物学方法，限制了细菌双组分系统生物传感器在

疾病诊断或治疗中的应用。Jerome Bonnet等开发

了一种新颖且与临床相关的传感模式，以模块化

的方式引入双组分生物传感器。研究利用了一个
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称为EMeRALD（通过配体诱导二聚体激活的工程

模块化受体）的受体平台，该平台支持传感模块

以模块化组装到具高性能基因表达控制的大肠杆

菌信号系统中。为了在大肠杆菌中设计一个基于

EMeRALD 的胆酸盐受体，将霍乱弧菌（Vibrio 

cholerae）TcpP胆酸盐传感模块及其跨膜区（TM）

融合到 CadC 的 DBD 上，利用 CadC 的靶启动子

PcadBA控制 sfGFP的表达，用于检测肝功能障碍的生

物标志物——胆酸盐。同时，通过定向进化，提

高了传感器的灵敏度，降低了检测阈值。最后，

基于此设计了一种比色细菌传感器，用于检测肝

移植患者血清中的病理胆酸盐水平，从而形成肉

眼可检测到的输出［74］。

4 展 望

合成生物学的迅速发展为我们提供了新的用

于多层次人工控制生物系统的技术与工具。双组

分系统生物传感器的设计与应用工作已取得了较

大的突破，极具开创性。本文中，我们首先介绍

了双组分系统生物传感器的基本组成、信号转导

机制，以及其区别于单组分生物传感器的功能特

点。接着我们针对双组分系统生物传感器的设计

与构建进行了描述，包括重构双组分系统生物传

感器、结构域嵌合、交换响应调节因子 DBD、调

节磷酸酶活性改变检测阈值及减少磷酸化串扰提

高正交性等。最后我们对双组分系统生物传感器

的在环境监测、疾病监测和微生物化学品生产等

领域的应用进行了介绍。

目前对双组分系统生物传感器的研究仍有很

多不足，需要研究者们继续发掘新的策略。尽管

双组分系统比单组分系统更为复杂，但它同时具

备很多优势。首先，由于大多数 SK 具跨膜结构，

双组分系统可以感知单组分系统不可感应的胞外

信号输入。其次，双组分系统的磷酸化传递机制

提高了传感器在不同组分蛋白表达水平下功能的

稳健性，同时也提供了一个内置的旋钮，用于调

节双组分系统以响应不同浓度的输入，细菌可利

用该特征来更好地适应不同的环境条件。此外，

越来越多的合成生物学家利用这些特性来人工赋

图图4　双组分系统在疾病检测中的应用

（将霍乱弧菌TcpP胆酸盐传感模块融合到CadC的DBD在大肠杆菌内构建了响应胆酸盐的生物传感器；将 sfGFP置于双组分系统ThsS/ThsR

的控制下构建了响应肠道内硫代硫酸盐的生物传感器）

Fig. 4　Applications of bacterial two-component systems in disease detection

(The V. cholerae TcpP cholate sensing module is fused to the DBD of CadC to build a TCS in response to bile salt. A biosensor that responds to 

intestinal thiosulfate is constructed by placing sfGFP under the control of ThsS/ThsR)

048



第 5 卷 www.synbioj.com

予细菌新的感知和响应能力，以满足新的工程

应用。

细菌基因组中存在数以千计的双组分系统，

其中大量系统未被鉴定且输入无法预测。随着合

成生物学的发展，双组分系统可被应用到模式菌

株中，如大肠杆菌或枯草芽孢杆菌，这可以加快

关于它们输入的速度［27］。例如，若双组分系统的

输出启动子未知，可以使用结构域嵌合或DBD交

换策略替换它来达到目的。再者，可以构建来自

人类肠道微生物组的双组分系统文库，对肠道中

发现的疾病生物标记物进行筛选。如果发现了对

生物标记物有反应的双组分系统，就可以利用双

组分系统性能调节策略将其转化为高性能的生物

传感器，此外，这些生物传感器的检测阈值可按

照诸如诊断和治疗疾病的工程细菌等应用的需求

进行调整［63］。

目前针对真核生物双组分系统的功能挖掘仍

然是一个重要的挑战，需要新的生物学方法和新

的工程策略来解决。在未来，随着科学领域的发

展，双组分系统的工程方法可与大规模的基因合

成、高通量筛选等相结合，以加速和帮助合成生

物学家发现许多未确定特征输入的双组分系统，

并开发新的对广泛的刺激做出反应的基因编码生

物传感器，拓展双组分生物传感器在不同领域的

应用。总而言之，双组分系统因其可感知输入的

广度、性能的稳健性和可编程性，将成为未来合

成生物学领域一类重要的生物传感器家族。
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