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蛋白质组氨酸磷酸化研究进展 *
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摘要：蛋白质磷酸化是一种可逆的翻译后修饰，这种翻译后修饰可以改变蛋白质的构象，进而使蛋白质活化或者失活。组氨酸磷

酸化在细胞信号传导过程中发挥着重要作用，且组氨酸磷酸化与人类某些疾病密切相关，然而，由于组氨酸磷酸化含有 P-N键，

具备不稳定性，有关于组氨酸磷酸化的报道远远少于其它磷酸化的报道。本综述系统的总结了组氨酸磷酸化在生物学过程中的

作用，以及近些年取得的重要研究进展，以期对深入研究组氨酸磷酸化提供理论参考。
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Review on Histidine Phosphorylation in Protein*

As a reversible posttranslational modification, phosphorylation can modulate the protein's activity through altering its

conformation. Histidine phosphorylation plays a key role in signal transduction and is frequently involved in various human diseases. Due

to the lability of the phosphoramidate (P-N) bond of phosphohistidine, histidine phosphorylation is still difficult to detect and has only

been reported by a relative handful of studies, which is much less than other phosphorylation modification. In this article, we review the

advance of studies on the histidine phosphorylation in recent years and summary its biological functions, which can provide theoretical

support for further research.
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前言

蛋白质磷酸化是一种在生物体内常见的翻译后修饰[1]。到

目前为止，其中已经得到验证的存在磷酸化修饰的天然氨基酸

有 9种(丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、赖氨酸、精氨酸、天冬氨酸、谷

氨酸、半胱氨酸和组氨酸)，而其中被广泛研究的是丝氨酸磷酸

化，苏氨酸磷酸化以及酪氨酸磷酸化，一般情况下，任何氨基酸

残基发生磷酸化作用都会造成电荷的变化，进而造成蛋白质电

位的变化，这也是造成蛋白质磷酸化能够影响到蛋白质构象，

蛋白质互作，生化过程的原因。与此同时研究表明蛋白质磷酸

化的调节异常跟很多疾病的状态密切相关[2]。为此研究蛋白质

磷酸化对于研究蛋白质互作以及疾病的研究具有重要的意义。

组氨酸磷酸化是一种生物体内广泛存在的氨基酸磷酸化，组氨

酸磷酸化的首次发现早于目前研究广泛的酪氨酸磷酸化，并且

磷酸化组氨酸的数量多于磷酸化酪氨酸[3]。组氨酸磷酸化形成

P-N键与丝氨酸磷酸化，苏氨酸磷酸化和酪氨酸磷酸化形成

P-O键的不同以及组氨酸磷酸化会有两个同分异构体的情况，

使得组氨酸磷酸化与丝氨酸磷酸化，苏氨酸磷酸化和酪氨酸磷

酸化的化学性质有所不同。同时组氨酸磷酸化是调控细胞内蛋

白质功能的重要方式，在信号传导过程中有着重要作用[4]。本文

将通过回顾组氨酸磷酸化的研究历史，系统总结组氨酸磷酸化

在细胞内的重要作用，并综述组氨酸磷酸化研究近些年取得的

重要研究进展。

1 磷酸化组氨酸研究历史

在 19世纪末到 20世纪初，人们开始了解到磷酸盐可以与

蛋白质相互结合[5,6]。蛋白质激酶作为一种新的酶的概念一直到

1950年左右才出现[7]。Eugene Kennedy[8]在大鼠肝脏的线粒体

中发现了一种能够把 ATP的磷酸基团转移到酪蛋白上的酶。

而 Fischer和 Krebs[9]成功的揭示了蛋白质磷酸化能够调节酶的

活性，强调了可逆磷酸化修饰在生物体内的重要性。

1962年，Boyer[10]团队在线粒体蛋白质研究中发现了磷酸

化组氨酸。在之后的几十年里，组氨酸磷酸化的研究由于缺少

相应研究的方法以及试剂，并没有取得研究进展。1980年，磷

酸化酪氨酸第一次出现[11]。一年之后，酪氨酸磷酸化的抗体就

研发成功，同年，组蛋白 H4的组氨酸磷酸化修饰位点鉴定成
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功[12,13]。1995年，第一个哺乳动物的组氨酸磷酸化激酶出现[14]。

2010年，Muir[15]团队成功的设计了磷酸化组氨酸的类似物，为

获得组氨酸磷酸化抗体提供了可能。紧随其后，Lilley[16]在 2015

年也设计出了组氨酸磷酸化的类似物。Muir[17]团队利用研发的

组氨酸磷酸化类似物于 2013年生成了第一个多克隆的泛磷酸

化组氨酸抗体。Hunter[18-20]团队于 2015年成功研发了单克隆 1-

磷酸化组氨酸和 3-磷酸化组氨酸对应的特异性抗体。

2 组氨酸磷酸化的生物学功能

2.1 酶的中间产物

存在于真菌和真核生物中具有高度保守性的核苷二磷酸

激酶(NDPK和 NME)，它们能够自磷酸化形成 1-磷酸化组氨

酸(1-pHis)，从而催化磷酸基团从核苷三磷酸(NTP)向核苷二磷

酸(NDP)的转移[21-24]。Biossan[4,24]团队证实了 NME1/2和 NME4

能够特异性的直接影响动力蛋白 (例如：DYN1，DYN2 和

OPA1)，这能够保持局部 GTP的高浓度和促进依赖于动力蛋白

的膜重构。位于细胞中心体的 NME7是形成微管蛋白环复合

物(gTuRc)的一部分，且微管成形需要 NME7 的激酶活性 [25]。

1965年，第一次发现 NDPK包含着反应性磷酸中间体，随后，

中间体被证实为 1-pHis[26,27]。人们很快又在 SULG1中发现了其

同分异构体 3-组氨酸磷酸化(3-pHis)。1970年磷酸甘油酸突变酶

(PGAM1)被鉴定，1971年发现了ATP柠檬酸裂解酶(ACLY）[28-30]。

Dixon[31]团队研究发现磷脂酶 D(PLD)在大肠杆菌和酵母菌内

与相关家族蛋白通过组氨酸磷酸化中间体发挥其作用。Burgos
[32] 使用结晶学发现烟酰胺转磷酸核糖基酶是一种能够将烟酰

胺循环再造成 NAD+的酶，同时反应过程中还伴随着 ATP的

水解发生组氨酸磷酸化形成 1-pHis，将极大地加快催化活性。

在生物体内可能还有很多还没有被发现的依赖于组氨酸磷酸

化作为中间体的酶，它们可能是因为自身的不稳定性或者组氨

酸磷酸化研究检测鉴定技术的不成熟，导致它们并没有被发现。

2.2 组氨酸磷酸化底物

随便不断的深入研究，组氨酸磷酸化与离子通道的联系得

到证实。在 2006年，Srivastava[33]团队研究发现 NDPKD对钙离

子激活的钾离子通道 KCa3.1 的调控作用。该研究揭示了

KCa3.1在跟 NDPK-B结合后会让 KCa3.1自身发生组氨酸磷

酸化，从而激活离子通道。这一研究发现能够用于调控钙离子

内流。Srivastava[34]团队最近的研究表明钙离子激活钾离子通道

KCa3.1的活性受到其自身组氨酸磷酸化的刺激，这样可以防

止铜离子的螯合作用。人体内各种细胞都有 KCa3.1通道，该通

道与人类的多种疾病的发生及发展有关[35-38]。这说明人体各种

细胞可以利用组氨酸磷酸化来调节金属离子配位情况。G蛋白

在细胞内信号的传递过程具有重要的作用，而 GNB1是 NME1

激酶和 PHPT1磷酸酶激活作用的直接底物[39,40]。TRPV5离子通

道大量表达于肾上皮细胞，有着高度的钙选择性，在钙离子的

重吸收过程中起到重要作用，且与机体维持钙的内稳定平衡有

关[41]。研究表明 NDPK-B和 PHPT1通过可逆的组氨酸磷酸化

作用来直接调控 TRPV5离子通道 [42]。其它包括 annexin-I和

KSR1都属于组氨酸磷酸化底物[43-45]。

2.3 组氨酸磷酸化激酶

双组分调节系统广泛存在于原核生物和真核生物中的信

号传导系统，而组氨酸磷酸化在细菌双组分调节系统中发挥着

重要作用。组氨酸磷酸化第一次研究证实存在于细菌双组分系

统中是在 1980年[46,47]。细菌的双组分调节系统主要由组氨酸激

酶(HPK)与起到响应作用的响应调节蛋白(RR)组成。细菌的双

组分调节系统能够持续监测外部环境中温度、渗透压、PH值和

营养物的浓度等发生的变化，并据此作出相应的调节，来适应

新的环境[48]。

NDP激酶是一种有蛋白质组氨酸磷酸化激酶作用的多功

能酶，能够起到调节部分G蛋白活性的作用。在 20世纪 90年代，

就开始有 NDPK能够作为组氨酸激酶的研究出现。Wagner[14]团

队发现大鼠肝脏 NDPK能够使 ATP柠檬酸裂解酶上的一个组

氨酸残基发生磷酸化。Wagner[51]团队研究发现了 NM23-H1，它

也能够使 ATP柠檬酸裂解酶上的一个组氨酸残基发生磷酸

化，同时它还与癌症转移的抑制有关。Lu[52]团队的研究表明

NDPK能够使大肠杆菌的双组分调节系统中的两个组氨酸激

酶 EnvZ和 CheA的组氨酸残基发生磷酸化[49,50]。

组蛋白 H4组氨酸激酶活性与细胞增殖有关。在人体肝

脏，人体肝癌组织，胰腺细胞以及胸腺等细胞中都能检测到组

蛋白 H4组氨酸激酶的活性[53-55]。大量研究表明组氨酸磷酸化

这种组蛋白的共价修饰，能够调控细胞的转录、有丝分裂、DNA

修复和癌变[56-58]。

2.4 组氨酸磷酸化磷酸酶

蛋白质磷酸化是一种可逆的蛋白质翻译后修饰，组氨酸磷

酸化当然也不例外，它能够被特定的磷酸酶去磷酸化。到目前

为止，已经有三种组氨酸磷酸酶得到了鉴定，它们分别是 PH-

PT1、LHPP和 PGAM5。PHPT1能够使 KCa3.1离子通道、TR-

PV5离子通道、ATP柠檬酸裂解酶和GNB1发生去磷酸化 [42,59-61]。

LHPP的底物到现在并没有确定，它在中枢神经系统功能和疾

病中发挥着作用。LHPP被鉴定为新的抗癌蛋白，它可以防止癌

细胞在肝脏中的扩散[62]。研究还发现 LHPP与抑郁症有着密切

的关系[63]。同时，LHPP还与酒精依赖有关。到目前为止，研究报

道 PGAM5的唯一底物是 NDPK-B，而 NDPK-B与 G蛋白和离

子通道密切相关。而除了 PGAM5以外，其它 PGAM家族成员也

有可能能够作为组氨酸磷酸化磷酸酶，PGAM家族成员具有序

列同源性并且它们发挥作用是利用组氨酸磷酸化做为中间体。

3 主要的化学性质及研究方法

组氨酸磷酸化中的磷酸基团与咪唑环上 N原子形成高能

的磷酸铵结构，磷酸铵结构中含有 P-N键，而丝氨酸磷酸化，苏

氨酸和酪氨酸磷酸化形成更稳定的 P-O键。P-N键在水解过程

中自由能的变化高于 P-O键，因此，磷酸化组氨酸比起其它蛋

白质磷酸化更不稳定。组氨酸磷酸化比起其它蛋白质磷酸化对

酸性条件比较敏感，除此之外，某些初级胺也能够使组氨酸磷

酸化发生去磷酸化。Fuhs[18]团队在研究过程中发现即使在温和

条件下(60℃和 PH=6，30分钟)在很多蛋白质中组氨酸磷酸化

发生了去磷酸化。而丝氨酸和苏氨酸要在高温酸性条件下

(110℃和 6mol/L的 HCI)作用 24小时才能够完全水解。由于组

氨酸磷酸化的不稳定性导致了组氨酸磷酸化的低丰度，需要纯

化含有组氨酸磷酸化的蛋白质，才能去鉴定组氨酸磷酸化修饰

位点。酸性环境是进行磷酸肽富集以及磷酸化蛋白质组学分析
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的常规研究条件，而组氨酸磷酸化对酸性条件的敏感，导致利

用常规的方法去鉴定组氨酸磷酸化修饰位点存在困难。正是由

于这种特殊性，用于研究组氨酸磷酸化的方法不能于其它蛋白

质磷酸化相同，这也是组氨酸磷酸化研究落后的原因。

用于研究组氨酸磷酸化的方法不断得到改善。固定金属亲

和色谱的方法被 Napper团队用于研究组氨酸磷酸化，含有组

氨酸磷酸化的蛋白质用固定的铜离子亲和色谱来进行分离，随

后用MALDI-TOF质谱对其进行研究。另一种研究蛋白质磷酸

化的研究方法是核磁共振磷谱（31P NMR）,该方法利用了 31P

是丰度最高的同位素，这使得它具有很强的核磁共振信号。这

一种研究方法已经被应用于鉴定组氨酸磷酸化的两个同分异

构体。

随后，Muir[64]团队用不能水解的 P-C键代替磷酸化组氨酸

中不稳定 P-N键，成功的研发出 1-pHis和 3-pHis对应的类似

物 1-pTza和 3-pTza。他们将类似物 3-pTza替换到组蛋白 H4

组氨酸磷酸化修饰位点上，并利用兔子做实验，产生了具有序

列特异性的 3-pHis抗体。更多的磷酸组氨酸的稳定类似物不

断被研发出来[17]。Muir[4,18]团队研发的类似物被作为免疫原，利

用兔子的脾细胞获取组氨酸磷酸化的单克隆抗体，并在各种免

疫学试验中验证了这些单克隆抗体的有效性。他们同时对这些

单克隆抗体进行蛋白质组学和免疫荧光检测等各类生化实验

发现 1-磷酸组氨酸在细胞吞噬作用过程中出现，而 3-磷酸组

氨酸在细胞的中心体和纺锤体中发现，而这些结构与细胞的有

丝分裂密切相关[18]。这些研究表明通过类似物产生的单克隆抗

体对于研究哺乳动物细胞中组氨酸磷酸化具有重要帮助。

4 小结与展望

本文阐述了蛋白质组氨酸磷酸化在生物学过程中的作用，

及近几年取得的重要研究进展。目前通过组氨酸磷酸化类似物

研发相应特异性抗体进而去富集组氨酸磷酸化蛋白质的研究

方法的效果并不是都很完美，有些研究方法的效果仍然需要时

间的检验。由于组氨酸磷酸化含有 P-N共价键，具有不稳定性，

目前一个重要的科学难题在于怎么获得含有组氨酸磷酸化天

然结构的蛋白质。近几年，人们通过制备组氨酸磷酸化类似物

来代替组氨酸磷酸化，进而研发出相应的特异性抗体。今后的

研究重点在于利用已经出现的组氨酸磷酸化特异性抗体去研

发组氨酸磷酸化激酶和磷酸酶的抑制剂，以及利用MS技术去

鉴定组氨酸磷酸化修饰位点，这样有助于更全面的发现组氨酸

磷酸化激酶，底物和磷酸酶，从而帮助我们更好的了解组氨酸

磷酸化这一类特殊的蛋白质磷酸化在细胞中发挥的作用。
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