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摘要：细菌蛋白质磷酸化修饰是调控细菌基因表达的一种重要方式，在细菌诸多生命活动中发挥非常关

键的作用。本文系统概括了近年来细菌蛋白质磷酸化修饰的种类、双组分调控系统中磷酸化修饰调控信

号传导、酪氨酸残基磷酸化修饰以及丝/苏氨酸残基磷酸化修饰等，同时对不同种类细菌蛋白质磷酸化

修饰的功能进行综述，这些研究将对人类了解细菌蛋白质翻译后修饰的磷酸化调控及其与控制细菌感染

的关系提供参考价值。 
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蛋 白 质 翻 译 后 修 饰 (Post-translational 

modifications，PTMs)在细胞感应外界环境压力和

复杂信号传导方面发挥重要作用，其中磷酸化修

饰是研究得较为系统的一种修饰方式。与真核生

物磷酸化修饰不同的是，细菌的磷酸激酶/磷酸酶

家族更具有多样性，且能磷酸化/去磷酸化多种氨

基酸残基[1]。 

目前为止，细菌蛋白质中能发生磷酸化的氨

基 酸 残 基 有 丝 氨 酸 (Serine ， Ser) 、 苏 氨 酸

(Threonine，Thr)、酪氨酸(Tyrosine，Tyr)、组氨酸

(Histidine，His)、精氨酸(Arginine，Arg)、赖氨酸

(Lysine，Lys)、天冬氨酸(Aspartic acid，Asp)、半

胱氨酸(Cysteine，Cys)。Ser、Thr 和 Tyr 残基的羟

基与磷酸基团形成酯键，发生 O-磷酸化，热力学

上十分稳定[2]。His、Arg、Lys 残基的氨基或亚氨

基与磷酸基团形成磷酰胺 P-N 键，此化学键具有

酸不稳定性，且相对研究得较少。其中，Arg 能否

发生磷酸化修饰一直存在争议，直到 2009 年通过

蛋白质质谱鉴定才证明细菌中存在 Arg 磷酸化修

饰[3]。此外，Asp 残基侧链的羧基发生酰基磷酸化

时形成酸酐和酰基磷酸酯的混合物；His 磷酰胺

P-N 键和 Asp 酰基磷酸酯键是相对高能化学键，

特定 Asp 基团磷酸化修饰形成的酰基磷酸酯键产

生的自由能足够引起蛋白构象改变，对信号传导

十分重要[4]。Cys 巯基发生磷酸化形成磷硫酯 P-S

键，由于相对高能，较难检测[5]。 
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1  双组分调控系统 

双组分调控系统(Two-component system，TCS)

是细菌和少数真核生物应答环境刺激的主要机

制。TCS 由感应激酶(Sensor histidine kinase，SHK)

和效应调控元件(Response regulator，RR)双组分组

成。SHK 通常是膜蛋白，感应到胞外或胞质内信

号后，在其保守的 His 位点，利用 ATP 发生自磷

酸化激活，随后将磷酸基团转移到 RR 的 N 端接

收器(Receiver，REC)保守的 Asp 位点。SHK 由结

构上保守的催化核心和输入结构域组成，其催化

核心包括结构上非常保守的 C 端催化基团和 ATP

结合结构域(Catalytic and ATP-binding，CA)以及保

守程度相对较低的蛋白二聚化和 His 磷酸转移结

构域(Dimerization and histidine phosphotransfer，

DHp)[6](图 1-A)。此外，SHK 也能发挥磷酸酶作用，

对磷酸化的 RR 进行去磷酸化修饰[7]。 

RR 通常是 DNA 结合蛋白，利用其保守 Asp

位点的磷酸化激活或抑制转录，同时一些 RR 的

效应结构域具有酶活性，可催化磷酸基团转移和

自身的去磷酸化。经典的 RR 接收结构域约由 120 个

氨基酸组成，呈现(α/β)5 结构。RR 保守 Asp 的磷

酸化通常引起二聚体的形成，并调控其与 DNA 的

结合能力，但很多 RR 在未磷酸化的条件下也能

结 合 到 DNA 上 ， 包 括 双 组 分 调 控 系 统

EnvZ/OmpR 的调控蛋白 OmpR[8]、转录调控蛋白

PhoP[9]等。一些 RR 的 N 端和 C 端结构域存在互

作，当处于未磷酸化状态时，也可调控不同的下

游通路应对环境刺激。例如，SsrB 被证明在未磷

酸化的状态下仍可激活转录因子 csgD，调控细菌

生物被膜形成[10]。此外，一些细菌 RR 的接收结

构域缺少保守的 Asp 位点，此位点通常被谷氨酸

替代，如调节蛋白 ChxR，其 N 端接收结构域在未

磷酸化状态下的激活机制仍不清楚[11]。 

近年来发现 Ser/Thr 激酶能磷酸化 RR 蛋白，参

与信号传导。枯草芽胞杆菌 TCS WalR/K 在杆菌肽 
 

 

图 1.  经典 TCS 和多步磷酸化接力传递信号传导系统结构模式图 

Figure 1.  Schematic diagram of TCS and phosphorelay signal transduction system. A: the prototypical TCS 
pathway features a phosphoryl transfer between the conserved kinase core (CA) and DHp domains; B: a 
phosphorelay scheme is utilized by hybrid HKs involving additional REC and HPt domains for multiple 
phosphotransfer events.  
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诱导条件下，Ser/Thr 激酶 PrkC 可特异性磷酸化

WalR T101 位点，进而抑制(p)ppGpp 合成基因 sasA

的表达，参与抗生素耐受的调控[12]。类似的机制也

出现在 A 型链球菌 CovR/S TCS 中，Ser/Thr 激酶 Stk

可磷酸化 CovR T65 位点，此位点的磷酸化可降低

D53 位点的磷酸化水平，减弱 CovR 结合到下游 cylX

启动子的能力，影响全局基因表达以及细菌毒力[13]。 

此外，复杂 TCS 信号传导需要通过多步磷酸

化接力传递(Phosphorelay)来完成磷酸基团和能量

的转移。其 SHK 通常具有额外接收结构域和 His

磷酸转移结构域(Histidine phosphotransfer，HPt)，

形成多结构域蛋白参与信号传导，传导途径为

His-Asp-His-Asp (图 1-B)。此外，多个 TCS 调控

蛋白也可分别携带调控结构域和 HPt 参与信号传

导。在炭疽杆菌中，芽胞形成调控蛋白 Spo0F、

Spo0B、Spo0A 共同参与芽胞形成过程中信号传

导[14]。大肠杆菌 Rcs 信号传导过程中也存在类似

复杂的 TCS 信号传导机制[15]。 

2  酪氨酸残基磷酸化与酪氨酸激酶 

2.1  细菌酪氨酸残基磷酸化修饰 

经 典 的 细 菌 Tyr 激 酶 (Bacterial tyrosine 

kinases，BY-激酶)结构由跨膜结构区和胞内催化

结构域组成[16]。BY-激酶催化亚基具有结构和功能

上保守的基序 Walker A 和 Walker B 基序，其 先

在 ATP/GTP 酶中被发现并组成 ATP 结合位点。一

些 BY-激酶还有 Walker Aʹ基序，位于 Walker A 和

Walker B 基序之间。Walker A、Walker Aʹ和 Walker 

B 的保守基序分别为 GxxxxGK[ST]、[ILVFM](3) 

DxDxR 和[ILVFM](3)DxxP，是细菌 BY-激酶特有

的保守序列。 

BY-激酶酶活中心位于其催化亚基，可发生自

磷酸化。该酶发生自磷酸化时以 ATP 作为磷酸供

体，将 ATP 中的 γ 位磷酸转移到 BY-激酶 C 端 Tyr

残基的羟基上[17]。自磷酸化对 BY-激酶活性的影

响在不同种属细菌中存在差异[18]。BY-激酶发生去

磷酸化修饰时，形成八聚体；而发生磷酸化修饰

时，八聚体解聚，从而与底物接触发生磷酸化[19]。 

2.2  细菌酪氨酸残基去磷酸化修饰  

细菌磷酸酶催化 Tyr 磷酸化蛋白发生去磷酸

化修饰，进而促进或抑制磷酸信号的传递。细菌

Tyr 磷酸酶分为 3 个家族：Tyr 磷酸酶(Protein 

tyrosine phosphatases，PTPs)和双特异性磷酸酶

(Dual-specificity phosphatases，DSPs)，该家族的

酶除了能去磷酸化 Tyr 残基，也能去磷酸化 Ser/Thr

残基；低分子量-Tyr 磷酸酶(Low-molecular-weight 

phosphatases，LMW-PTPs)；聚合酶和组氨酸磷酸

酶家族(Polymerase and histidinol phosphatases，

PHPs)，是革兰氏阳性菌的磷酸转移酶家族。PTPs

和 DSPs、LMW-PTPs 在催化结构域处有保守的

C(X)5R 基序，其中 Cys 作为亲核基团，进攻底物

Tyr 残基上的磷酸基团。此外，PTPs 和 DSPs 具有

双向性，在某些状况下，能协同同源 BY-激酶的

活性，在另一状况下，也能拮抗同源 BY-激酶的

活性[20]。革兰氏阴性菌 LMW-PTPs 的编码基因与

BY-激酶的编码基因位于同一操纵子且位于 BY-

激酶基因的上游，细菌可通过对自磷酸化激酶去

磷酸化修饰从而调控其生物进程，而革兰氏阳性

菌 LMW-PTPs 编码基因与 BY-激酶编码基因则位

于不同基因区域[21]。PHPs 只存在于革兰氏阳性菌

中，不仅能使自磷酸化的激酶去磷酸化，同时能

对底物进行去磷酸化。表 1 展示了部分细菌酪氨

酸激酶和磷酸酶的种类和功能。 
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表 1.  部分细菌酪氨酸激酶和磷酸酶的种类和功能 

Table 1.  Types and functions of tyrosine kinases and phosphatases 
Bacterium Tyrosine kinase Substrate PTPs DSPs LMW-PTPs PHPs Function References

Escherichia coli Wzc UgD  Wzb  Capsular polysaccharide production [22–23] 

Etk RpoH 
RseA 

 Etp  Antibiotic resistance 
Heat shock response 
O-antigen capsule 

 

Streptococcus 
thermophilus 

EpsD EpsE   EpsB Exopolysaccharide biosynthesis [24] 

Streptococcus 
pneumoniae 

CpsD    CpsB Exopolysaccharide biosynthesis [25] 

Staphylococcus 
aureus 

CapB2 CapO  PtpA  
PtpB 

CapC1 
CapC2 

Exopolysaccharide biosynthesis [26] 

Yersinia pestis  PCas130 
FAK 

YopH   Phagocytosis inhibition 
Cytoskeleton rearrangement 

[27] 

Salmonella 
Typhimurium 

 NSF SptP   Actin rearrangement 
Mast cells degranulation 

[28] 

 

3  丝/苏氨酸残基磷酸化及丝/苏氨

酸激酶 

3.1  细菌丝/苏氨酸残基磷酸化修饰  

Ser/Thr 激 酶 可 分 为 类 真 核 Ser/Thr 激 酶

(Eukaryotic-like serine/threonine kinases，STKs)和

非典型激酶等。大部分 STKs 发现于革兰氏阳性

菌，少部分于革兰氏阴性菌中被发现，如致病性

大肠杆菌中的 Stk[29]。有些细菌具有不止一个

STKs，结核分枝杆菌中有 11 个 STKs 被鉴定到。

研究表明，真核生物、细菌、古菌中 STKs 在遗传

上具有共同进化起源，可能来源于一个共同祖先[30]。 

STKs 通常为膜蛋白或胞质蛋白，可发生自磷

酸化，其激酶结构域分为 12 个典型的亚结构域，

折叠形成双叶的催化核心结构。其中，N 端 α 螺

旋和 C 端活化环发生构象改变，对细菌从非活性

状态到活性状态的转变至关重要，也是区别 STKs

和 BY-激酶间底物特异性的因素之一。 

STKs 通常有额外的亚基调控自身活性，影响

其亚细胞定位及与底物的结合等。研究表明，金

黄色葡萄球菌单体 PknB 可形成二聚体或多聚体，

利用其胞外段青霉素结合蛋白和 Ser/Thr 激酶相关

结 构 域 (Penicillin-binding and serine/threonine 

kinase-associated repeats，PASTA)作为膜受体与配

体 lipid II 结合，将信号从细胞外传递到细胞内，

其胞内激酶结构域发生自磷酸化激活。激活的

STKs PknB 不仅可磷酸化细胞分裂蛋白 FtsZ，同

时可磷酸化 TCS RR WalR T101 位点，激活 WalR

下游基因的转录，共同调控细胞壁的合成 [31]。    

图 2 展示了金黄色葡萄球菌 STKs PknB 调控细菌

细胞壁合成过程中信号传导。 

3.2  细菌丝/苏氨酸残基去磷酸化修饰 

细菌不仅需要 STKs 来应对环境压力，同源

Ser/Thr 磷酸酶(Serine/threonine phosphatases，STPs)

可去磷酸化修饰 TCS 的调控蛋白、蛋白质翻译及

细胞壁合成等过程中的蛋白质参与生命活动的可

逆调控。与 STKs 相比，相对较少的细菌 STPs 被

发现和表征。具有 STPs 活性的酶通常属于 2 个不

同 家 族 的 成 员 ， 磷 酸 化 蛋 白 的 磷 酸 酶

(Phosphoprotein phosphatases，PPPs)和金属离子依 
 



于静晨等 | 微生物学报, 2021, 61(2) 361 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 2.  金黄色葡萄球菌 STKs PknB 调控细菌细胞壁合成过程中信号传导 

Figure 2.  Signal transduction of STKs PknB in regulating Staphylococcus aureus cell wall synthesis. 
 

赖 性 磷 酸 酶 (Metal-dependent phosphatases ，

PPMs)，绝大多数鉴定的 STPs 属于 PPMs 家族[32]。

PPMs 家族为 Mg2+或 Mn2+依赖性磷酸酶，其具有

由 9–11 个特征基序组成的保守的催化结构域，其

中含有 8 个“绝对”保守的氨基酸。这些“绝对”保守

氨基酸包括基序 1 和基序 2 的 Asp、基序 4 的 Thr、

基序 5 和基序 6 甘氨酸(Gly)、基序 8 的 Asp 和 Gly、

基序 11 的 Asp。细菌 PPMs 家族的 STPs 与人类

PP2C 磷酸酶具有结构相似性，在细胞分化、生长、

代谢和应对环境压力等方面发挥作用[33]。 

4  细菌蛋白磷酸化修饰的功能 

4.1  双组分调控系统信号传导功能 

生物被膜(Biofilm)的形成是细菌快速适应不

利环境的有效方式，TCS 信号传导机制在细菌生

物被膜的形成中至关重要。例如，在非致病性大 

肠杆菌中，QseB/C 参与调控密度感应系统，从而

调控生物被膜的形成[34]。此外，近几年研究表明

TCS 也参与调控细菌第二信使 c-di-GMP 的含量、

细菌生长趋化、对抗菌药物的耐药性以及毒力等

方面[35]。例如结核分枝杆菌的 DevR/S[36]、沙门氏

菌的 PhoP/Q[37]、枯草芽胞杆菌和金黄色葡萄球菌

的 WalR/K[38]等，都是潜在的抗菌药靶点。 

4.2  酪氨酸残基磷酸化修饰功能 

细菌 BY-激酶可发生特定酪氨酸残基的自磷

酸化来调控细菌的生理功能。大多数编码 BY-激

酶的基因位于多糖合成操纵子上，可调控细菌多

糖的产生[17]。同源的 LMW-PTPs 或 PHPs 都可调

控 BY-激酶的自磷酸化状态，影响多糖产生的数

量、长度及性状。在特定病原体中，胞外多糖被

认为是重要的毒力因子，例如牙龈卟啉单胞菌

PHPs 的 Php1 通过调控胞外多糖的产生，参与细

菌的定殖和毒力[39]。此外，肺炎链球菌 BY-激酶

CpsD 可通过自磷酸化/去磷酸化修饰从而参与调
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控细菌荚膜的合成[40]。 

BY-激酶不仅可以发生自磷酸化修饰，还能磷

酸化修饰细菌底物蛋白来调控细菌的生理过程。

第一个被鉴定的细菌 BY-激酶的外源底物为 UDP-

葡萄糖脱氢酶，其磷酸化状态调控细菌多糖前体

的产生。此外，Tyr 残基磷酸化修饰可能参与细菌

毒力的调控，金黄色葡萄球菌 LMW-PTPs 的 PtpA

在细菌感染巨噬细胞时可被分泌到巨噬细胞胞

内，进而与巨噬细胞骨架相关蛋白 coronin-1A 发

生互作，参与调控细菌感染的发生[26]。相类似的

是，在致病性大肠杆菌中存在可磷酸化 UDP-葡萄

糖脱氢酶的 BY-激酶 Etk，而在非致病大肠杆菌中

则不存在[41]。 

4.3  丝/苏氨酸残基磷酸化修饰功能 

尽管 STKs/STPs 不是 DNA 结合蛋白，但可

通过磷酸化/去磷酸化修饰蛋白质来调控基因表

达。例如，在结核分枝杆菌中，Ser/Thr 磷酸酶 

PstP 对细胞分裂和存活至关重要 [42]。无乳链球

菌中 Ser/Thr 激酶 Stk1 可磷酸化 TCS 调控蛋白

CovR，从而调控与毒力相关的 100 多种基因的

表达，包括 β 溶血素的生物合成[43]。此外，在

肺炎链球菌中，StkP 激酶和 PhpP 磷酸酶可逆磷

酸化转录调控因子 RitR，调控细胞铁离子的转

运[44]。 

STKs/STPs 不仅能磷酸化/去磷酸化修饰转录

调控因子，很多转录翻译过程中的蛋白质也被证

实是其底物。研究表明，一些 STKs/STPs，例如

金黄色葡萄球菌中的 Stk1 和黄色粘球菌中的

Pkn2，可磷酸化修饰细菌类组蛋白 HU。Pkn2 可

磷酸化 HUα，阻断其与 DNA 或其他转录因子的

结合，从而调控基因的表达[45-46]。此外，STKs/STPs

通过可逆磷酸化 DNA 和 RNA 聚合酶从而调控基

因表达，包括 DNA 聚合酶 α 亚基(PolC)、RNA 聚

合酶 α 亚基和 β 亚基(RpoA 和 RpoB)、复制起始

蛋白 DnaA[47]和细菌重组蛋白 RecA[48]等。蛋白质

翻译过程中翻译延长因子 EF-Tu 和 EF-G 也是

STKs/STPs 的底物，通过可逆磷酸化修饰应对环

境变化，调节蛋白质合成[49]。 

STKs/STPs 不仅能磷酸化/去磷酸化修饰细菌

转录翻译过程中的蛋白质，在细胞壁合成、细菌

分裂、芽胞形成、细菌代谢过程中也发挥重要作

用。结核分枝杆菌的 PknA、PknB、PknD、PknE、

PknF、PknI、PknK、PknL 参与分枝菌酸的生物合

成，PknA、PknB、PknH、PknJ 参与细胞壁成分

阿拉伯糖的生物合成。此外，PknA 和 PknB 可磷

酸化细胞分裂蛋白 FtsZ 和 FtsZ-互作蛋白 FipA 来

调控细胞分裂[50]。在枯草芽胞杆菌中，Ser/Thr 激

酶 PrkC 参与芽胞形成的初始阶段调控[51]。此外，

STKs/STPs 在细菌代谢过程中也发挥作用，例如在

金黄色葡萄球菌中，Stk/Stp 参与调控糖酵解、TCA

循环、核酸代谢、毒力因子的合成和分泌等[52]。

图 3 展示了细菌 STKs/STPs 调控网络。 

5  展望 

可逆磷酸化修饰是细菌感应外界环境变化和

调控其生命活动的关键机制。细菌利用各种各样

的调控系统来感应环境变化和调控信号传导，包

括 TCS、STKs/STPs 等。越来越多的研究集中于

细菌感应环境信号引发磷酸化信号传导的机制研

究，包括 TCS、STKs/STPs 和翻译过程中某些磷

酸化蛋白的互作研究等。这些研究将进一步促进

人类对原核调控网络的机制探索。 
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图 3.  细菌 STKs/STPs 调控网络 

Figure 3.  Physiological processes regulated by bacterial STKs/STPs. 

 

随着磷酸化修饰质谱学和磷酸化蛋白质组学

的发展，越来越多的细菌磷酸化底物被鉴定和表

征，表明磷酸化修饰在细菌生理过程中发挥重要

的调控作用。此外，定量蛋白质组学研究将高通

量质谱与稳定同位素标记技术相结合，极大促进

了对细菌激酶-磷酸酶的调控网络的机制研究。其

中，近年来发展的利用电子捕获解离技术来片段

化细菌肽段，可片段化细菌肽段的同时保留丝/苏

氨酸的磷酸化，在细菌磷酸蛋白质组学研究中十

分有前景。定量和实时监测技术以及定点磷酸化

修饰系统也被用来监测细菌磷酸化依赖的信号传

导和调控过程。然而，质谱技术对于细菌蛋白质

磷酸化研究仅成功应用于 Ser、Thr 和 Tyr 的磷酸

化肽段分析。由于 His 和 Asp 体内发生磷酸化后

的化学不稳定性及质谱富集过程中的快速去磷酸

化，使得这一技术的应用仍存在挑战。同时，这

些新的研究发现对磷酸蛋白组学的分析提出了新

问题，如相近种属细菌的磷酸蛋白质组学重叠性

较低、细菌 STKs/STPs 可调节的胞内蛋白的底物

范围是怎样的等[53–54]。 

本课题组已有研究发现，鼠伤寒沙门氏菌中

重要调控蛋白 PhoP 中的多个位点存在 PTMs 调

控，其中第 201 位赖氨酸的乙酰化参与调控 PhoP

对下游基因启动子的结合[55]，而第 102 位赖氨酸

的乙酰化依赖于胞内乙酰磷酸的水平，并影响

PhoP 磷酸化和其转录活性[56]。课题组进一步根据

近年来细菌乙酰化修饰的研究进展，对细菌乙酰化

修饰调控病原菌的致病性等进行了总结分析[57]。此

外，质谱检测发现，PhoP 多个氨基酸位点存在不

同类型的 PTMs 修饰，包括甲基化修饰和磷酸化
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修饰等(未发表的数据)。研究表明，磷酸化的 PhoP

处于激活状态，其第 52 位 Asp 被预测为接收磷酸

基团的关键位点，但目前仍无明确的质谱数据支

持这一结论。因此，PhoP 是否存在其他有功能的

磷酸化修饰位点？PhoP 磷酸化修饰在调控细菌生

理代谢中发挥着什么样功能？对这些问题的解

答，将为沙门氏菌致病机理的研究提供新思路。 
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Abstract: As a key post-translational modification involved in regulation of gene expression, protein 

phosphorylation plays critical roles in bacterial physiological processes. Here we summarize the types of 
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