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摘要 组氨酸磷酸化（pHis）在原核和真核生物的生命活动中发挥重要调控作用，并与包括恶性肿瘤在内的多种病理过程

相关。pHis修饰中磷酰胺键在高温和低pH下容易断裂，其高度不稳定性导致对pHis修饰的鉴定和研究进展缓慢。近年来，

磷酸化蛋白质组学新技术的发展以及pHis特异性抗体的出现，推动了pHis修饰蛋白底物的鉴定和功能研究。首次在哺乳动

物细胞中鉴定到超过700个pHis修饰蛋白，并陆续发现黏着斑激酶（FAK）和磷酸甘油酸变位酶1（PGAM1）等蛋白质的

pHis修饰能促进肿瘤发展。本文主要探讨组氨酸激酶和组氨酸磷酸酶在调控特定蛋白质pHis修饰中的关键机制及其功能，

以期为pHis修饰蛋白的生物学功能研究奠定基础。
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蛋白质磷酸化修饰是常见的翻译后修饰之一，

其受到蛋白激酶和磷酸酶的联合调节，参与信号级

联反应，其失调可能与包括癌症在内的多种疾病相

关［1］。在 20 种天然氨基酸中，有 9 种可以发生磷

酸化修饰，包括丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸在内的

O-连接的磷酸化修饰，称为经典磷酸化修饰。然

而，发生在组氨酸、赖氨酸、天冬氨酸等氨基酸残

基上的N-连接磷酸化修饰由于键能较高，以及对

酸和热的高度敏感使得其在分析过程中极易丢

失［2］，导致N-连接磷酸化修饰底物蛋白的鉴定和

验证极为困难，限制了相关研究的进展。Makwana

等［3］通过核磁共振波谱分析法测定细胞中组氨酸

磷酸化 （pHis） 的平均含量约为磷酸丝氨酸

（pSer）和磷酸苏氨酸（pThr）总含量的1/3，约为

磷酸酪氨酸 （pTyr） 含量的 15 倍，提示细胞中

pHis修饰可能发挥重要作用。而Hunter［4］根据已

有的研究也推测细胞中 pHis的含量可能与 pTyr含

量相媲美，说明 pHis修饰在细胞中的含量较为可

观。但目前针对蛋白质 pHis修饰位点及其功能的

研究却远落后于丝/苏/酪氨酸的磷酸化相关研究。

生物体内约 1/3的蛋白质为金属结合蛋白，蛋

白质中组氨酸残基是自然界中最常见的金属配位体

之一［5］，也是二价金属离子 Mn2+、Zn2+、Fe2+、

Ni2+、Cu2+和Co2+的最常见的配位残基［6］，而磷酸

化修饰则会影响组氨酸残基的金属配位能力，进而

改变金属蛋白质的功能。pHis 广泛存在于细菌、

真菌和动植物中，其在细菌细胞的两组分和多组分

信号转导系统中起着重要作用［7］。此外，pHis 修

饰蛋白还参与重要的哺乳动物细胞过程，如离子通

道调控和G蛋白信号转导等［8-9］。近年来随着磷酸

化蛋白质组学技术和pHis特异性抗体的不断发展，

对 pHis修饰的认识获得了显著进展。随着越来越

多的组氨酸激酶和组氨酸磷酸酶被发现，它们在特

定底物上的作用机制和功能被阐释，在肿瘤等疾病

中的作用也逐步被揭示，pHis 修饰的调控及功能

的重要性也越发受到关注。
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1　组氨酸磷酸化修饰鉴定方法

近年来，针对 pHis 修饰的抗体研究、富集试

剂和新材料的开发以及质谱鉴定方法优化等均取得

了较大进展，一定程度上克服了 pHis修饰位点或

蛋白质鉴定的困难，从而不断丰富对 pHis修饰蛋

白及其生物学功能的理解。国内外学者先后发展出

一系列针对pHis修饰的富集材料和质谱鉴定方法，

以精准地鉴定和定量 pHis修饰位点/蛋白质。基于

pHis修饰和非修饰肽电荷差异，本课题组和其他团

队通过强阴离子交换色谱［10］或强阳离子交换色

谱［11］方法实现pHis修饰肽段的分离富集。基于固

相金属离子亲和层析（IMAC）原理，先后发展出

Cu2+-IMAC［12］、Fe3+-IMAC［13］和 TiO2 富集［14-15］方

法实现 pHis修饰肽的富集。此外，其他载有金属

离子的新材料也被发掘出来，包括 MoS2-Ti4+［16］、

SiO2@DpaZn［17］和MIP1-MIP3［18］等材料，实现含

pHis修饰的肽段或蛋白质的富集。也有研究团队采

用 pHis 类似物免疫兔制备泛特异性抗体用于 pHis

修饰肽段或蛋白质的富集与检测［19-20］，使 pHis 修

饰蛋白的鉴定数量首次达到 786 个，取得较大突

破。尽管 pHis修饰位点鉴定的研究取得了一定的

进展，但由于在这些方法的富集鉴定全流程中难以

规避酸性条件，从而限制了上述方法识别 pHis修

饰位点的特异性和覆盖度，使得 pHis修饰位点的

鉴定未能有数量的飞跃，并且鉴定到的 pHis修饰

位点的真实性与否也需要进一步验证。也正因如

此，有研究人员陆续开发出一些基于机器学习的算

法来识别并预测 pHis 修饰位点，包括 iPhosH-

PseAAC［21］、PROSPECT［22］和 pHisPred［23］。但所

有这些方法也均基于经实验证实的 pHis位点进行

模型训练与检验，也只有依赖更多真实可靠的pHis

位点才有可能使基于软件的计算方法更加准确 

（图1）。尽管上述pHis富集和鉴定技术已经取得了

一定的进展，但对于哺乳动物细胞中 pHis修饰功

能的研究还刚起步，同时也期待更稳定高效的方法

和试剂来助力推进pHis修饰组学研究。

2　组氨酸激酶及其调控的pHis修饰底物的

功能

2.1　组氨酸激酶的主要类型及催化机理

迄今为止，真核生物中已发现的组氨酸激酶多

数都是来源于非转移蛋白（non-metastatic，NME）

家族的成员［9，24］，即NME1和NME2。γ磷酸基团

首先从核苷三磷酸（nucleoside triphosphate，NTP）

转移到NME1或NME2活性位点的组氨酸残基上，

形成NME-磷酸组氨酸中间体。随后磷酸基团从磷

酸组氨酸中间体转移到核苷二磷酸 （nucleoside 

diphosphate，NDP），形成NTP，或者直接从NME-

磷酸组氨酸中间体转移到底物蛋白的组氨酸残基上

进而调控底物蛋白的功能［25］（图 2）。此外，近期

也有研究新证实糖代谢过程的限速酶丙酮酸激酶

M2（pyruvate kinase M2，PKM2）具有组氨酸激酶

活性［26］。

2.2　组氨酸激酶调控的pHis修饰底物的功能

已有研究显示NME1具有多种底物和功能特异

性。 NME1 可以修饰位于 ATP- 柠檬酸裂解酶

（ATP-citrate lyase， ACLY） 活 性 中 心 的

His760［27-29］，进而促进乙酰辅酶A的生成。在肿瘤

组织中，NME1/2的 pHis修饰水平在抑制乳腺癌转

移的潜在机制途径中也发挥重要作用［30］。近期有

Fig. 1　Development of methods for identification of histidine phosphorylation modification
图1　组氨酸磷酸化修饰鉴定方法发展历程
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研究通过 pHis 抗体以及 NME1 抗体进行免疫沉淀

结合质谱鉴定，在神经母细胞瘤中鉴定到包括

HSPA8、GAPDH和ENO1等在内的59个pHis修饰

底物，富集分析发现这些蛋白质主要参与细胞黏附

及糖酵解等过程［31］。本课题组也在人肝癌细胞系

中鉴定到多个受 NME1 调控的 pHis 修饰底物［32］。

以上 pHis 修饰组学数据为深入研究 NME1 调节的

pHis修饰底物提供了资源。

与NME1相比，NME2调控的pHis修饰底物类

型较为丰富。NME2 能与异源三聚体 G 蛋白的 βγ

亚基形成复合物，并在Gβ亚基上形成His266磷酸

化中间体，促使高能磷酸基团转移到GDP上，调

节cAMP信号通路的活性，从而激活和稳定异三聚

体 Gs 蛋白状态 （βAR 信号进入细胞的关键换能

器）［33］。同样地，NME2也能直接与中间电导钾离

子通道蛋白KCa3.1结合并通过磷酸化His358残基

拮抗铜离子对该通道的抑制，使得该通道处于激活

状态，参与CD4+ T细胞的活化过程［34-35］，而Gβ和

SK4在正常心血管功能和乳腺癌等疾病调控中也起

重要作用［36］。类似地，NME2 也能通过磷酸化

His711残基来激活钙离子通道蛋白TRPV5的活性，

以调节肾脏对钙离子的重吸收［37］。此外，Ca2+依赖

的磷脂结合蛋白家族成员膜联蛋白 I （annexins     

A- Ⅰ，ANXAI）［38］ 羧基端 His 也受 NME1/2 修饰，

且其磷酸化水平受氯离子浓度调节。

也有研究发现NME1和NME2能影响一些信号

通路的活化状态。例如，NME1通过自身组氨酸激

酶活性在Ras1激酶抑制因子KSR1上进行磷酸化修

饰，降低 KSR1 活性，从而调控 Ras-Raf-ERK-

MAPK 信号转导通路发挥转移抑制功能［39-40］。同

样，在肝纤维化和肝星状细胞活化过程中，NME1

和 NME2 的蛋白质表达水平上调，细胞 pHis 修饰

水平增加，而沉默NME1或NME2则可降低TGF-β1

诱导的 pHis 修饰水平，并通过降低 Smad2 和

Smad3 的磷酸化水平抑制肝星状细胞的激活［41］。

在食管鳞状细胞癌细胞中发现，葡萄糖以剂量依赖

性的方式诱导NME1的表达增加，进而促进黏着斑

激酶 （focal adhesion kinase，FAK） 的 His58 磷酸

化水平增加，最终激活PI3K/AKT通路。而磷酸化

的 FAK His58 也能与 RB1 蛋白相互作用并隔离

RB1，从而促进细胞周期进入 G1/S 过渡阶段并促

进肿瘤生长［42-43］。然而，目前仅少数NME伴侣蛋

白和底物蛋白的相互作用机制被报道（表1）。

除了 NME1 和 NME2 这些已知的组氨酸激酶

外， Vander Heider 等［44］ 研究也发现，在表达

PKM2的细胞中，丙酮酸激酶活性降低导致磷酸烯

醇式丙酮酸 （PEP） 依赖的 PGAM1 His11 的磷酸

化，从而使三磷酸腺苷的产生与PEP介导的磷酸基

团转移解耦联，支撑高速糖酵解以满足增殖细胞的

合成代谢需求。而在此基础上，Wang 等［26］的研

究进一步证实了PKM2能作为组氨酸激酶以PEP依

赖的方式催化PGAM1 His11磷酸化。

Fig. 2　Mechanism of histidine phosphorylation and dephosphorylation
图2　组氨酸磷酸化和去磷酸化机理
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2.3　未知激酶调节的pHis修饰底物的功能

目前，针对 pHis 修饰底物蛋白质的研究仍在

不断探索中，而对于这些修饰底物的 pHis激酶及

其作用机制，尚缺乏清晰的认知。例如，在细胞层

面的研究中，Crovello 等［45］的研究表明，当凝血

酶或胶原蛋白刺激人血小板时，介导血小板和内皮

细 胞 、 单 核 细 胞 和 中 性 粒 细 胞 相 互 作 用 的             

P-selectin 蛋白胞质部分的 His771 和 His773 发生磷

酸化。而Yang等［46］发现，细胞合成的7肽中组氨

酸残基的磷酸化能破坏上皮-间质转化（epithelial-

mesenchymal transition，EMT） 过程复合体的形

成，促进 14-3-3γ蛋白的核转位，进而影响缺血组

织的血管损伤修复与再生。同时，在突触质膜中也

报道有发生 pHis修饰的蛋白质［47］。pHis修饰不仅

参与调节细胞内蛋白质的功能活性，大多数代谢酶

也利用 pHis作为酶中间体，使其活性位点的组氨

酸残基发生磷酸化，进而将磷酸基团传递给底物小

分子。例如，在细胞葡萄糖水平调节过程中，葡萄

糖-6-磷酸酶在糖异生和肝糖分解途径中以His176

为亲核中心将葡萄糖-6-磷酸水解为葡萄糖，从而

调节细胞葡萄糖水平［48］。在细胞能量代谢方面，

烟酰胺磷酸核糖基转移酶 His247 发生磷酸化后可

催化烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine 

dinucleotide，NAD） 生物合成通路的前体物质烟

酰胺单核苷酸的形成［49］。另外，未知的组蛋白H4

组氨酸激酶（HHK）或可使组蛋白H4发生pHis修

饰。Fujitaki 等［50］通过 31P 核磁共振研究发现，再

生肝中的 HHK 可使组蛋白 H4 的 His18 和 His75 磷

酸化，这表明HHK活性与细胞增殖密切相关。然

而，这些蛋白质的修饰酶及其功能仍有待充分鉴定

和表征。

3　磷酸组氨酸磷酸酶及其调控的pHis修饰

底物的功能

3.1　磷酸组氨酸磷酸酶的主要类型及催化机理

pHis修饰的稳定性较低，一度被认为磷酸化的

组氨酸残基在功能完成后会自发水解，不需要像丝

氨酸等磷酸化氨基酸残基那样需要相应的磷酸酶水

解释放磷酸基团。然而，研究人员陆续发现了少量

具有磷酸组氨酸磷酸酶作用的蛋白磷酸酶，包括蛋

白质组氨酸磷酸酶1（protein histidine phosphatase 1，

PHPT1）、磷酸甘油酸变位酶 5 （phosphoglycerate 

mutase family member 5，PGAM5） 和磷酸赖氨酸

磷酸组氨酸无机焦磷酸磷酸酶 （phospholysine 

phosphohistidine inorganic pyrophosphate 

phosphatase，LHPP）。目前对于这些磷酸组氨酸磷

酸酶活性的功能研究仍十分有限。

2002 年发现第一个磷酸组氨酸磷酸酶——

PHPT1［51］。PHPT1的活性中心包含一些保守氨基

酸残基形成的正电荷区域，该区域可以与 pHis修

饰蛋白结合［52］。研究表明，将该正电荷区域的

His53和His102突变为丙氨酸残基后导致磷酸酶活

性降低［53］，证明这些氨基酸残基对于PHPT1酶催

化活性的重要性。在去除底物磷酸基团过程中，

PHPT1的His53从水分子中提取一个质子，激活它

对底物蛋白的 pHis进行亲核攻击，从而释放磷酸

基团［54］。Hiraishi 等［55］首次在牛肝中分离出一种

新型的 56 ku 的无机焦磷酸酶，称为 LHPP，属于

卤酸脱卤酶（HAD）水解酶超家族。HAD型磷酸

酶的催化特征是两步磷酸天冬氨酰转移酶机制，具

体而言，Asp作为亲核试剂对底物的磷酸基团发起

亲核攻击，从而形成磷酸天冬氨酰酶中间体并置换

Table 1　Some known NME substrates， modification sites and motifs［7］

表1　部分已知的NME底物蛋白、修饰位点和基序［7］

蛋白质

NME1

NME2

TRPV5

GNB1

KCa3.1

ACLY

SUCLG1

FAK

ANXAI

pHis位点

His118

His118

His711

His266

His358

His760

His299

His58

His246或His293

pHis序列

NIIHGSD

NIIHGSD

TLGHLNL

TYSHDNI

RLKHRKL

QFGHAGA

RMGHAGA

HGDATDVR

YSKHDMN/NDGTRHKAL
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底物的离去基团。随后，水分子对磷酸天冬氨酰酶

中间体进行亲核攻击，从而释放游离磷酸基团并再

生形成具有催化活性的天冬氨酸［56］。PGAM5定位

于线粒体，其活性位点的 His105 对底物蛋白的

pHis 进 行 亲 核 攻 击 ， 催 化 位 点 使 用 Arg104、

Arg152和His230定位底物，而Glu176作为质子供

体释放底物组氨酸上的磷酸基团［57］。

3.2　磷酸组氨酸磷酸酶调控的pHis修饰底物的

功能

研究表明，PHPT1 能够去磷酸化多种细胞靶

点，包括ACLY［29］、TRPV5［37］、KCa3.1［58］、表皮

生长因子受体 （epidermal growth factor receptor，

EGFR）［59］、 Gβ［60］、 组 蛋 白 H1［61］ 和 组 蛋 白

H4［62］，这些靶点涉及DNA调控、细胞信号转导和

脂肪酸代谢等方面，提示 PHPT1参与调节多种生

物途径。近年来，许多针对 PHPT1酶活性的小分

子抑制剂被开发出来，包括过渡态金属离子铜和

锌［63］以及小分子化合物降斑点酸［64］，这些抑制剂

有望推动对PHPT1酶活性及其调控的 pHis底物功

能的研究。

Hindupur 等［65］首次报道 LHPP 作为磷酸组氨

酸磷酸酶在肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma，

HCC） 组织中表达水平下调，并且细胞内整体

pHis修饰水平上调，而过表达LHPP后则肝肿瘤负

荷降低，细胞pHis修饰水平降低，表明LHPP是肿

瘤抑制因子且 pHis 水平升高可能促进 HCC 发展。

此外，Xia 等［66］在胚胎干细胞分化研究中发现，

LHPP 介导的磷酸组氨酸去磷酸化能通过负调控

Wnt/β-catenin通路及下游细胞周期相关基因来抑制

胚胎干细胞的自我更新。在抑郁症相关研究中，研

究人员发现，小鼠内侧前额叶皮层的LHPP及其调

控的 pHis修饰水平的变化对于预防压力诱导的抑

郁症样行为至关重要，为重度抑郁症的发病机制提

供了新的见解［67］。然而，目前尚无生物学实验证

实的LHPP磷酸组氨酸磷酸酶底物，甚至有学者怀

疑LHPP是否具有磷酸组氨酸磷酸酶的作用，因为

LHPP的X射线晶体结构分析揭示了催化位点的狭

窄开口可能会阻止底物蛋白的 pHis残基进入催化

位点［68］。近期一项关于结直肠炎的研究也发现，

LHPP的缺失不足以促进pHis修饰水平的增加和肠

道炎症的发展［42］。

研究发现，PGAM5可与NME2的His118结合

并使其去磷酸化，进而抑制NME2活性及其介导的

KCa3.1 通道激活，因此 PGAM5 被认为是 CD4+ T

细胞活化的负调节因子［58］。在与胰腺肿瘤微环境

相关的研究中发现［69］，肿瘤细胞中胞质形式的

PGAM5 可以去磷酸化线粒体外的 pHis 底物蛋白，

从而导致基质细胞中pHis信号的富集。

3.3　其他研究尚不充分的磷酸组氨酸磷酸酶的

功能

除了上文提及的磷酸组氨酸去磷酸化酶，一些

丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶也被发现具有这种功能。

Kim 等［70］ 研 究 表 明 ， 真 核 蛋 白 磷 酸 酶 PP1、

PP2A、PP2C 对于催化酵母组蛋白 H4 组氨酸激酶

的磷酸化具有较高的去磷酸酶活性。在食管鳞状细

胞癌细胞系中的研究也发现，PP2A 能使 FAK 的

pHis修饰水平降低［43］。这些结果表明，在真核生

物细胞中可能存在大量的非专一功能的磷酸组氨酸

磷酸酶来调控细胞内的 pHis修饰水平，但对这些

磷酸酶调控 pHis修饰水平的具体功能了解还十分

有限。而细胞中 pHis修饰水平的平衡维持与组氨

酸激酶和磷酸组氨酸磷酸酶的表达水平与活性密切

相关，由这些修饰酶水平和活性的异常所导致的细

胞 pHis 修饰水平的异常变化会导致细胞的增殖、

活力和运动性等多种恶性进程变化。因此，未来关

于组氨酸磷酸酶对功能蛋白 pHis修饰水平的调节

及影响的研究值得进一步关注。

4　总结与展望

目前已知的组氨酸激酶和组氨酸磷酸酶均为多

功能的酶蛋白，本文侧重于阐述组氨酸激酶与组氨

酸磷酸酶对蛋白质序列中组氨酸残基的磷酸化与去

磷酸化活性，介绍了组氨酸激酶与组氨酸磷酸酶调

控下的不同类型pHis修饰的底物及其生物学功能，

其总览如图3所示。正如前文所述，pHis修饰在肝

癌、乳腺癌、胰腺癌等肿瘤组织中显著高表达，提

示其可能广泛参与影响肿瘤发生及发展，pHis 修

饰调控酶、修饰底物和通路可能是重要的候选肿瘤

干预靶标。此外，正常人体组织中细胞内 pH值约

7.2，略低于细胞外pH值。而在肿瘤组织中，出现

了细胞内外pH值颠倒的情况——即细胞内的pH值

大于 7.4，高于细胞外 pH值。而细胞内外 pH的变

化也为肿瘤细胞的增殖和侵袭等多种恶性行为提供

了良好条件，并且在这一过程中细胞内的多种 pH

“感受器”蛋白也多以组氨酸残基介导响应细胞的

pH值变化［71］。而pHis修饰又天然具有酸和热不稳

定性，当肿瘤细胞中 pH值出现“颠倒”时，细胞

内蛋白质的 pHis修饰可能会更加稳定，因此含量
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Fig. 3　Diagram of signaling pathways involving pHis-modified proteins and their impact on cellular functions
图3　pHis修饰蛋白参与的信号通路及对细胞功能的影响示意

GLUT：葡萄糖转运体（glucose transporter）；G-6-pase：葡萄糖-6-磷酸酶（glucose-6-phosphatase）；FPK-2：果糖-1,6-二磷酸酶2（fructose-
1,6-bisphosphatase 2）；PFKFB：磷酸果糖激酶-2/果糖-2,6-二磷酸酶（Phosphofructokinase-2/fructose-2,6-bisphosphatase）；DHAP：磷酸二羟
丙酮（dihydroxyacetone phosphate）；GA3P：甘油醛-3-磷酸（glyceraldehyde 3-phosphate）；NMN：烟酰胺单核苷酸（nicotinamide mononu‐
cleotide）；NAMPT：烟酰胺磷酸核糖转移酶（nicotinamide phosphoribosyltransferase）；NAM：烟酰胺（nicotinamide）；PRPP：磷酸核糖焦
磷酸（phosphoribosyl pyrophosphate）；NAD+：烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide）；NADH：还原型烟酰胺腺嘌呤
二核苷酸 （nicotinamide adenine dinucleotide (reduced form)）；NME：核苷二磷酸激酶 （NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase NME/
NM23）；TGFβ：转化生长因子β（Transforming growth factor-beta）；MAPK：促细胞分裂激酶（mitogen-activated protein kinase）；RAS：大
鼠肉瘤病毒（rat sarcoma virus）；RAF：快速加速纤维肉瘤（rapidly accelerated fibrosarcoma）；ERK：细胞外信号调节激酶（extracellular 
signal-regulated kinase）；PGAM：磷酸甘油酸变位酶 （phosphoglycerate mutase）；PP1A：蛋白磷酸酶1α （protein phosphatase 1 alpha）；
FAK：粘着斑激酶（focal adhesion kinase）；RB1：视网膜母细胞瘤1（retinoblastoma 1）；PI3K：磷脂酰肌醇3-激酶（phosphoinositide 3-kinase）；
Akt：丝氨酸/苏氨酸激酶（AKT serine/threonine kinase AKT）；Smad：蛋白家族（SMAD family of proteins Smad）；NDP：核苷二磷酸（nucleoside  
diphosphate）；NTP：核苷三磷酸 （nucleoside triphosphate）；ADP：腺苷二磷酸 （adenosine diphosphate）；ATP：腺苷三磷酸 （adenosine   
triphosphate）；GDP：鸟苷二磷酸 （guanosine diphosphate）；GTP：鸟苷三磷酸 （guanosine triphosphate）；CoA：辅酶A （Coenzyme A）；
SUCLG1：琥珀酰辅酶A合成酶（succinyl-CoA synthetase）；Gβ：G蛋白β亚基（G protein subunit beta 1）；PHPT：磷酸组氨酸磷酸酶（phos‐
phohistidine phosphatase）；KCa3.1：中间电导钾离子通道蛋白4 （intermediate conductance calcium-activated potassium channel protein 4）；
TRPV5：瞬时受体阳离子通道亚家族V成员（transient receptor potential cation channel subfamily V member 5）。
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也更高。而在这一过程中，细胞内“累积”的

pHis 修饰蛋白是否发挥促进疾病发展的作用值得

深入探究。此外，也有部分报道发现转移位点处具

有肿瘤转移抑制功能的NME1蛋白表达水平上调的

现象［72］，这些互相矛盾的结果也期待更深入的研

究来阐明组氨酸激酶活性及蛋白质 pHis修饰调控

在肿瘤转移中的作用。

近日，Gary等［73］在激酶失活的细胞裂解液中

通过激酶催化的生物素化方式首次鉴定到 7 个

NME1潜在的磷酸化修饰底物和 3个NME2潜在的

磷酸化修饰底物。由此可见，目前受限于技术方法

的发展，pHis 修饰位点的大量鉴定及在肿瘤中的

具体的功能研究依然障碍重重，尤其是对于经这些

酶调控的 pHis修饰底物及参与的信号通路的了解

更少，而它们的异常高表达或者低表达通常又具有

重要的肿瘤预后预测潜力。因此，Hunter［4］针对

pHis 修饰的生物学功能提出一系列亟需探索的问

题，其中排在首位的便是——哪些细胞功能受

pHis的调控。

尽管关于 pHis 的修饰鉴定与功能研究取得一

些令人欣慰的进展，但与丝/苏/酪氨酸等氨基酸磷

酸化修饰相比，目前适合于 pHis修饰的鉴定检测

方法仍然存在技术瓶颈，导致对丰度可能更高的

pHis的研究还相对不充分。同时Leijten等［74］对既

往 pHis位点修饰鉴定数据进行再次分析发现，已

报道的超过 99%的 pHis位点上的磷酸基团可能实

际都位于其邻近的丝/苏氨酸残基上，故而数据的

真实性或许还有待进一步验证。因此，在未来的研

究中一方面需要研究人员开发出更加稳定可靠的

pHis 修饰检测与鉴定方法，另一方面也需要更多

的团队在生物学水平发现并验证更多的 pHis修饰

底物，进而更加深入了解 pHis的功能作用。预计

在未来一段时间内，关于 pHis位点鉴定及 pHis修

饰蛋白的功能作用相关的研究将迎来蓬勃发展的

局面。
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Abstract　Protein phosphorylation modification is one of the key regulatory mechanisms in cellular signaling 

transduction and metabolic processes. The phosphorylation state of target proteins is regulated by specific protein 

kinases and phosphatases, which add or remove phosphate groups. Histidine phosphorylation (pHis) plays a 

crucial role in both prokaryotes and eukaryotes life activities and is linked to various pathological processes. 

Unlike the stable phosphorylation of proteins via phosphate ester bonds, histidine phosphorylation is linked 

through phosphoramide bonds, making it highly sensitive to high temperatures and low pH. This sensitivity has 

historically impeded progress in identifying and studying histidine phosphorylation. In recent years, the 

development of new techniques in phosphoproteomics and the emergence of pHis-specific antibodies have 

promoted the identification and functional research of pHis-modified substrates. For the first time, more than 700 

pHis-modified proteins have been identified in mammalian cells, and pHis-modified substrates such as focal 

adhesion kinase (FAK) and phosphoglycerate mutase 1 (PGAM1) have been found to promote tumor 

development. This article mainly reviewed the key mechanisms and functions of histidine kinases and histidine 

phosphatases in regulating the histidine phosphorylation of specific substrates, and highlights their significant 

roles in human physiological and pathological processes, aiming to provide guidance for further research into the 

biological functions of histidine phosphorylation.
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