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摘要 N-磷酰化的α-氨基酸可以发生多种磷转移反应,而且只有α-氨基酸可以被磷激活.在生命系统中,磷的转

移在生物信息传递中扮演了关键角色. 双组分系统(two-component system, TCS)是细菌感应并响应外界复杂环境

最为重要的信号传导系统, 其分子基础为磷酸根从ATP依次传递到组氨酸激酶的组氨酸(P–N键)和下游调控蛋白

的天冬氨酸(P–OCO键); 在高等生物中, ATP经激酶将磷酸根传递到底物蛋白的羟基(P–O键), 催化中心中高度保

守的酸性和碱性氨基酸不可或缺. 如果N-磷酰化氨基酸是微型的TCS模型, 那么高等生物激酶是否利用类似TCS
的磷传递机制? 本文总结了N-磷酰化α-氨基酸和激酶介导的磷转移过程, 探讨N-磷酰化氨基酸模型作为磷转移系

统“分子化石”的可能性, 希望为激酶催化机制及基于激酶的新药研发提供新思路.
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1 引言

生命是从哪儿来的? “地外说”认为是外太空带来

了生命的种子. 但是自从Miller反应后, 科学家们认为

生命从地球上起源是有可能的, 而磷可能在生物大分

子的起源和进化中扮演了关键的角色. 现代生命体是

围绕磷组织起来的, 从生物大分子到功能性小分子,
磷几乎无处不在

[1]: 遗传信息的载体DNA和RNA、生

物膜的主要成分磷脂分子、生物体中参与信号转导的

磷酸化蛋白以及能量分子ATP、信号分子GTP和

cAMP等, 都有磷的身影. 磷酸单酯和双酯在漫长的进

化过程中被选择成为生命体的核心分子组件
[2], 并被

磷酰基转移酶不断地进化来实现其功能的多样性
[3].

通过对元素周期表中其他元素的含氧酸根及其酯的性

质的研究, 目前还无法找出一个更合适的元素来替代

磷的这些重要功能
[4].

磷的转移极大地促进了生命信息和能量的交换传

递. 人类大约有30000个基因
[5], 但是这些基因数量还

远远不能满足复杂生命活动的要求. 蛋白质翻译后的

磷酸化修饰极大地丰富了蛋白质的功能多样性
[6]. 目
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前, 在人类细胞中, 已知有超过6万个蛋白磷酸化位点,
它们由500余种蛋白激酶和190种蛋白磷酸酯酶分别负

责蛋白上磷的添加和擦除
[7]. 利用激酶、磷酸酯酶实

现蛋白功能的扩展, 利用磷酸酐、磷酸酯, 特别是ATP
来调节细胞的生长、分化以及能量的传递. 原核生物

中, 双组分系统(two-component system, TCS)是细菌

感应并响应外界复杂环境最为重要的信号传导系统,
其分子基础为磷酸根从ATP依次传递到组氨酸激酶的

组氨酸(P–N键)和调控蛋白的天冬氨酸(P–OCO键); 在
高等生物中, 磷酸根由ATP经激酶传递到底物蛋白的

羟基(P–O键), 催化中心中高度保守的酸性和碱性氨基

酸不可或缺.
磷酰化氨基酸是生物分子演化以及磷转移的模

型. 通过对N-二烷氧基磷酰化氨基酸的化学性质进行

系统研究, 发现当α-氨基酸的氨基接上磷酰基团后, 在
室温下可以发生自身活化而自组装成肽、成酯、磷上

酯交换及N→O磷酰基转位等仿生化反应. 研究还表

明, N-磷酰化β-和γ-氨基酸在相同条件下都相当稳定,
不发生成肽反应. 这说明N-磷酰化对氨基酸的结构具

有高度的选择性, 在多肽的前生源合成和蛋白质的生

物合成中, 很可能是磷选择了α-氨基酸. N-磷酰化氨基

酸所介导的磷转移与上述TCS及高等生物激酶的磷转

移过程有异曲同工之妙.
因此, 本文探讨N-磷酰化氨基酸模型作为生物体

中激酶磷转移系统“分子化石”的可能性, 为激酶催化

机制及基于激酶的新药研发提供新思路.

2 N-磷酰化氨基酸与生命起源

生命起源的过程本质上应遵循达尔文进化理论,
即从简单到复杂的化学和生物进化过程. 具体来讲, 是
由无机小分子生成有机小分子(氨基酸、核苷、糖及

脂类等), 有机小分子通过聚合作用生成具有自我代谢

和复制功能的生物大分子(蛋白质、核酸及脂质等),
继而出现生命后, 由低等生物进化到高等生物的过程.

通过模拟早期地球可能的环境条件, 如放电、高

温、矿物质催化和干湿循环等, 已基本实现生物小分

子(如氨基酸、核苷、脂类等)的前生源合成
[8]. 比如,

1953年, Miller[9]进行了著名的“火花放电”实验, 利用

小分子如氨、氢气、甲烷和水, 在模拟前生源条件下

合成了11种氨基酸. 王文清等
[10]

引入原始地球大气中

可能存在的PH3重复了该实验, 发现无PH3时, 只有丙

氨酸和缬氨酸等6种简单的氨基酸, 而加入PH3后, 则

检测到19种氨基酸. 这一实验说明了磷元素可能在氨

基酸起源过程中起着重要作用.
在前生源时期, 生物小分子是如何组装成具有基

本功能的生物大分子(如多肽和和寡聚核酸)是生命起

源研究领域中重点探究的课题. 赵玉芬等
[11,12]

从蛋白

质起源与进化的角度出发, 以N-磷酰化氨基酸作为模

型底物, 对其化学性质进行了深入、系统的研究. 实

验发现, N-二烷氧基磷酰化氨基酸(NDAPAA)酸在温

和条件下, 能够产生核苷酸和寡肽
[13], 因而提出了蛋

白-核酸共同起源的理论(图1). 通过硅醚衍生化法, 成

功捕获了N-磷酰化氨基酸反应经历的五配位磷中间体

(P5-CAPA1)
[14]. N-单烷氧基磷酰化氨基酸和N-磷酸化

图 1 N-磷酰化氨基酸介导的多肽和核酸生成. N-二烷氧基
磷酰化氨基酸 (NDAPAA)自活化得到环状中间体 (P 5 -
CAPA1), 进而与核苷或氨基酸反应分别生成二核苷酸或二
肽. P3m与氨基酸反应可以产生环状的氨基酸-磷酸混酐中间
体(CAPA), CAPA可以与醇反应经开环、关环得到P5-
CAPA2, 并可以进一步与氨基酸反应得到二肽. 反应可以继
续延伸产生寡聚核酸和多肽
Figure 1 The formation of peptides and nucleic acids mediated by N-
phosphoryl amino acids. N-dialkyloxyphosphoryl amino acids (NDA-
PAA) could be self-activated to form circular intermediates (P5-CAPA1)
which can react with nucleosides or amino acids to generate
dinucleotides or dipeptides, respectively. The reaction of P3m with
amino acid can produce cyclic amino acid-phosphoric anhydride
intermediate (CAPA). CAPA can react with alcohol to give P5-CAPA2
through ring opening and ring closing, and can further react with amino
acid to synthesize dipeptide. The reaction can be extended to produce
oligonucleic acids and polypeptides.
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氨基酸也可以进行成肽反应
[15,16], 且经历类似的环状

的氨基酸-磷酸混酐中间体. 此外, N-磷酸化氨基酸可

以在早期地球上通过氨基酸与高能化合物(如火山口

存在的P3m和DAP等)的反应生成
[17,18]. 但是, β-氨基

酸、γ-氨基酸却不能发生类似的反应, 并且只有磷酸

盐能够活化α-氨基酸, 而硫酸盐和碳酸盐则不能起作

用. 这表明可能是磷元素选择了α-氨基酸向今天的蛋

白质进化. 此外, 研究还发现 N-磷酰化丝氨酸与组氨

酸在温和条件下可以产生丝组二肽, 这种二肽能够切

割磷酸二酯键(DNA、RNA)[19,20]、羧酸二酯键以及酰

胺键
[21], 可以作为水解酶的原始雏形

[19]. 之后, 其他研

究组还发现丝组二肽可以催化肽键
[22,23]

及磷酸二酯

键
[24]

的生成, 因此, 丝组二肽还可能是原始的连接酶.

3 N-磷酰化氨基酸与磷转移

在现代生命体中, 磷存在于多种重要的生物分子

中, 如遗传信息的载体DNA和RNA、生物膜的主要成

分磷脂分子、参与信号转导的磷酸化蛋白等. 在这些

相关化合物中, 磷上都连接至少一个氧负离子, 这使

得其被静电保护而免受亲核攻击, 在一般条件下非常

稳定, 这种保护在地球漫长的进化过程中极其重要.
然而, 当生命有序组织起来后, 这种静电保护可以在

酶的活性中心被有效屏蔽, 使磷对特定位置的亲核试

剂具有高度反应性
[6]. 因此, 针对模拟酶催化的磷转移

过程, NDAPAA是一个比较接近的模型. 通过高能磷

试剂(如磷酰氯、氢磷烷)与氨基酸反应制备得到这类

化合物(path a). 实验表明, NDAPAA可以发生多种磷

转移反应(图2), 如通过酯交换得到P–O键(path b)[25],
通过开环和与羧酸反应得到P–OCO键(path d, e). 此

外, N-磷酰化丝氨酸十分活跃, 极易发生分子内的

N→O转位(path c)[26], 类似地也可以发生N→S磷酰基

迁移
[27]. 这与当今激酶催化的多种磷酸化过程有相似

之处: 高能P–X化合物对应ATP, N-磷酰化氨基酸对应

激酶, path b~e对应各种底物磷酸化过程(O-、N-、S-
和酰基-磷酸化). 因此, N-磷酰化氨基酸可能是生物体

中激酶的雏形, 可称为“微型激酶”.

4 激酶的磷转移过程

激酶(kinase)是一类磷转移酶(phosphotransferase),

催化ATP上的γ-磷酸根转移到底物杂原子上. 根据底

物不同, 可以分为蛋白激酶和小分子激酶两大类. 蛋

白质磷酸化可发生在9种氨基酸残基上(图3), 其中发

生在丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸上的磷酸化因磷酸基团

与氧原子直接相连,被称为O-磷酸化,发生在组氨酸、

赖氨酸和精氨酸上的磷酸化因磷酸基团与氮原子直接

相连, 被称为N-磷酸化,发生在天冬氨酸和谷氨酸的磷

酸化被称为酰基磷酸化, 而半胱氨酸磷酸化被称为S-
磷酸化. 哺乳动物细胞中大约有2/3的蛋白质可以被磷

酸化修饰, 主要参与信号转导, 调控许多重要的生理过

程, 如神经活动、肌肉收缩和细胞增殖分化等, 同时与

包括肿瘤发生的多种疾病相关. 小分子激酶主要催化

包括糖、脂质、核苷酸等的磷酸化, 主要涉及细胞的

新陈代谢途径. 下面主要对几种研究相对较多的激酶

磷转移过程进行介绍. 由于我们专注于磷转移过程,
特别关注激酶催化中心与ATP的γ-磷酸根以及底物磷

受体基团有相互作用的氨基酸残基, 因此下述模型只

讨论这类氨基酸残基.

4.1 N-磷酸化激酶的磷转移过程

双组分系统(TCS)是细菌感应并响应外界复杂环

境最为重要的应激信号传导系统
[28], 几乎存在于所有

基因组已测序的细菌中, 且在生命的进化中高度保

图 2 N-磷酰化氨基酸介导的磷转移类型. Path a: 高能P–X
键转移到P–N键; path b:通过酯交换,从P–N键转移到P–O键;
path c: 通过N→O转位, 从P–N键转移到P–O键; path d: 通过
开环, 从P–N键转移到P–OCO键; path e: 通过与羧酸反应, 从
P–N键转移到P–OCO键. A: Acidic (酸性基团); B: Basic (碱
性基团)(网络版彩图)
Figure 2 Phosphotransfer Types mediated by N-phosphoryl amino
acids. Path a: high-energy P–X bond transfers to P–N bond; path b:
transfer from P–N bond to P–O bond via transesterification; path c:
transfer from P–N bond to P–O bond by N→O transposition; path d:
transfer from P–N bond to P–OCO bond through ring open. path e:
transfer from P–N bond to P–OCO bond by reaction with carboxylic
acid. A: acidic group; B: basic group (color online).
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守
[29]. 除细菌外, TCS还存在于古菌、真菌和植物中.

TCS一般由组氨酸激酶(histidine kinase, HK)与应答调

控蛋白(response regulator, RR)构成, 两者之间通过磷

酸化进行信号传递. TCS包括两种类型(图4):一种是经

典的一步磷转移信号传导模式(磷酸基团从HK直接传

递给RR), 另一种是级联的磷转移模式(phosphorelay).
级联磷转移过程除涉及典型的RR, 一般还包括杂合的

组氨酸激酶(hybrid histidine kinase)、孤立的组氨酸磷

转移单元(histidine phosphotransfer domain, HPt)或(和)
单一的N端接收域(receiver domain, REC)结构域, 信号

传递过程一般遵循His-Asp-His-Asp路径
[30,31]. HK由传

感域(sensor)、跨膜区、二聚和组氨酸磷酸转移结构

域(dimerization and histidine phosphotransfer, DHp)和
催化结构域(catalytic domain, CA)组成. RR由两部分组

分, 即保守的REC与多变的C端效应域. 根据效应域产

生响应的性质, 可将RR超家族分为五类, 其中70% RR
含有DNA结合域而常作为转录因子, 如已被广泛研究

的OmpR、Narl和LytTR等; 而仅有1% RR含有RNA结
合域, 如AmiR. 另外, 17%为单一REC结构域, 如趋化

因子CheY与Spo0F, 13% RR具有酶活, 3% RR可与其

他蛋白结合
[32]. 当响应域接收外界刺激信号时, HK发

生组氨酸自磷酸化, 随后HK将组氨酸His上的磷酸基

转移至RR的REC上的天冬氨酸Asp形成pREC. 该磷酸

化作为开关控制效应域的功能.
大量研究表明, HK催化中心的关键残基及作用如

图5所示, 谷氨酸与组氨酸咪唑的1位N形成氢键, 使3
位N的亲核性增强, 从而进攻ATP生成3-位磷酸化组氨

酸
[33~35]. HK自磷酸化后, 该磷酸化组氨酸可以转移到

调控蛋白的天冬氨酸上, 这种磷酸基团从P–N键到

P–OCO键的转移过程是自发进行的. 有研究表明, 在

级联磷转移过程中, 组氨酸和天冬氨酸可能与磷酸根

形成了一种非解离式的中间体
[36,37], 即五配位磷的过

渡态. 因此, 磷也可以可逆地从天冬氨酸转移回到组

氨酸.

图 3 蛋白上的磷酸化类型. (a) O-磷酸化, 发生在丝氨酸、
苏氨酸和酪氨酸的侧链羟基上; (b) N-磷酸化, 发生在组氨
酸、赖氨酸和精氨酸的侧链咪唑基、氨基和胍基上; (c) 酰
基-磷酸化,发生在天冬氨酸和谷氨酸的侧链羧基上; (d) S-磷
酸化, 发生在半胱氨酸的侧链巯基上(网络版彩图)
Figure 3 Types of phosphorylation on proteins. (a) O-phosphoryla-
tion, occurring on the side chain hydroxyl groups of serine, threonine,
and tyrosine; (b) N-phosphorylation, occurring on the side chain
imidazolyl group of histidine, amino group of lysine, and guanidine
group of arginine; (c) acyl-phosphorylation, occurring on the side chain
carboxyl groups of aspartic acid and glutamic acid; (d) S-phosphoryla-
tion, occurring on the side chain sulfhydryl group of cysteine (color
online).

图 4 (a)典型的TCS磷转移(phosphorelay)模式:磷酸基团从
HK直接传递给RR; (b) 级联磷转移模式: 磷酸基团从HK经
多步传递到RR, 中间经历RR、HK或HPt等接力传递步骤(网
络版彩图)
Figure 4 (a) Typical TCS phosphorelay pattern: phosphate group is
transferred directly from HK to RR; (b) cascade phosphotransfer
pattern: phosphate group is transferred from HK to RR with relay (s) by
RR, HK or HPt (color online).
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尽管TCS在更高等真核生物中尚未发现, 蛋白组

氨酸的磷酸化已被发现广泛存在于哺乳动物细胞

中
[38], 且已发现核苷二磷酸激酶家族中的两个成员

NDPK-A和NDPK-B具有蛋白组氨酸激酶的功能
[39].

NDPK酶的催化机理与HK有一定的相似性, 但其有自

磷酸化功能, 先将磷加到自身咪唑的1位N原子, 进而

将磷传到小分子底物核苷二磷酸NDP或者底物蛋白的

组氨酸的咪唑上
[40](图6).

在生物体中, 包括精氨酸、肌酸、乙酸胍、脒基

牛磺酸、蚯蚓磷脂和亚牛磺氰胺在内的多种含胍基的

小分子均可以被磷酸化, 这类磷酸化小分子统称为磷

酸原. 其中磷酸化精氨酸和磷酸肌酸主要分别存在于

无脊椎动物和脊椎动物中, 是功能类似的、重要的能

量分子, 可以互补缓冲ATP的浓度, 帮助维持需要高能

量供应的组织内(如肌肉)的能量稳态
[41]. 负责催化精

氨酸和肌酸磷酸化的激酶称为精氨酸激酶(arginine ki-
nase, AK)和肌酸激酶(creatine kinase, CK).其中肌酸激

酶是在骨骼肌疾病及心肌疾病中常用的诊断标志物.
序列分析表明, 所有胍基小分子激酶都由同一个祖先

进化而来, 从系统发育学可分为AK (只有精氨酸)和

CK (包括肌酸和其他小分子)两类
[42].

磷酸原激酶(phosphagen kinases, PhKs)的催化机

制主要依赖于一组适当排列的带正电荷和负电荷的残

基对ATP的γ-磷酸化基团和底物胍基进行精确的立体

电子导向
[43,44]. 关键残基包括与ATP的β-和γ-磷酸基配

位的5个精氨酸残基、与底物的胍基作用的两个谷氨

酸残基和一个半胱氨酸残基. 2019年, 基于蛋白精氨酸

激酶McsB的晶体结构 , 研究人员解析了其催化机

理
[45]. 结果表明, 尽管McsB和PhKs的整体系列相似性

低, 但其催化中心的8个关键氨基酸残基结构取向保

守. 局部磷转移部分的精细作用模式如图7所示: 激酶

的两个精氨酸和ATP的γ-磷酸基作用, 一般认为是起

到中和电荷的作用; 激酶的两个谷氨酸与底物胍基形

成盐桥, 起到定位和碱催化的作用. 当前认为该磷酸

化过程为胍基直接进攻γ-磷酸基形成P–N键. 蛋白质

谱的证据表明, 枯草芽孢杆菌McsB的其中一个精氨酸

Arg29可以被自磷酸化,由于该位点处于催化中心而不

是溶剂可及区, 因此该磷酸化过程应该是分子内发生

的, 暗示底物胍基的磷酸化也可能是由激酶自身磷酸

化中间体(P–N或P–OCO)传递而来的.

4.2 O-磷酸化激酶的磷转移过程

生命体中, 可以接受磷的羟基包括两大类: 小分

子, 主要是碳水化合物及其衍生物(如葡萄糖、核糖、

甘油、丙酮酸、肌醇等)和蛋白上氨基酸残基(丝氨

图 5 两组分系统中组氨酸激酶(HK)和调控蛋白(RR)之间
的磷转移过程. 在天冬氨酸的活化下, HK催化中心的组氨酸
可以进攻ATP的γ-磷酸基而发生磷酸化修饰, 该磷酸基团可
以进一步传递到RR的天冬氨酸上, 而天冬氨酸的磷酸根也
可以传递给HK或HPt上的组氨酸. A: Acidic(酸性基团); B:
Basic(碱性基团) (网络版彩图)
Figure 5 Phosphotransfer between histidine kinase (HK) and regula-
tory protein (RR) in a two-component system. Under the activation of
aspartic acid, the histidine in the catalytic center of HK can attack the γ-
phosphate group of ATP and be phosphorylated. The phosphate group
can be further transferred to the aspartic acid of RR, and the phosphate
on aspartic acid can also be transferred to the histidine on HK or HPt. A:
acidic group; B: basic group (color online).

图 6 核苷二磷酸激酶NDPK催化的底物磷酸化过程 .
NDPK首先将ATP的γ-磷酸基转移到自身组氨酸上, 进而可
以将其传递到底物蛋白的组氨酸或者小分子核苷二磷酸. A:
Acidic (酸性基团); B: Basic (碱性基团) (网络版彩图)
Figure 6 Substrate phosphorylation catalyzed by nucleoside dipho-
sphokinase (NDPK). NDPK first transfers the γ-phosphate group of
ATP to its own histidine, which can then be delivered to the histidine of
the substrate protein or small molecule nucleoside diphosphate. A:
acidic group; B: basic group (color online).
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酸、苏氨酸和酪氨酸). 蛋白O-磷酸化的丰度非常高,
特别是在真核细胞中. 约50%的人类蛋白至少会发生

一次磷酸化, 约30%蛋白在任何给定时间都保持着磷

酸化修饰. 对人类癌细胞系进行的磷酸化蛋白质组学

研究显示, 有75%的蛋白质发生了O-磷酸化修饰
[46].

哺乳动物细胞中, 大约有2/3的蛋白质可以被磷酸化修

饰, 这些磷酸化修饰的蛋白参与信号转导, 调控许多重

要的生理过程, 如神经活动、肌肉收缩和细胞增殖分

化等, 同时与包括肿瘤发生的多种疾病相关. 因揭示

丝氨酸磷酸化参与糖代谢调控而开创了“蛋白可逆磷

酸化”研究领域, Krebs和Fischer分享了1992年的诺贝

尔生理学和医学奖.
已有大量研究表明, 羟基激酶的催化中心是十分

保守的, 在直接参与磷转移的区域, 分别需要一个酸

性和一个碱性氨基酸残基. 其中丝氨酸/苏氨酸激酶采

用活性中心为赖氨酸和天冬氨酸, 而酪氨酸激酶使用

则是精氨酸和天冬氨酸. 在所有O-磷酸化激酶中, 蛋

白丝氨酸激酶PKA的催化亚基受到广泛、深入的研

究. 一些计算化学的研究提出了“乒乓”机理
[47,48]: 天冬

氨酸作为一个质子抓取者, 使得丝氨酸上的氧负进攻

ATP上的磷, 最后ATP上γ-磷酸基会转移到受体蛋白的

丝氨酸残基上. 在整个过程中, 赖氨酸只是起着辅助

ATP和接近底物的作用, 中间有五配位过渡态的形成

(图8).

4.3 酰基磷酸化激酶的磷转移过程

在生物体中, 已知多种含羧基的小分子可以被磷

酸化, 包括醋酸、丙酸、丁酸和甘油磷酸等. 此外, 多
种不同种类的蛋白上的酸性氨基酸的侧链羧基也可以

发生磷酸化, 包括TCS的响应蛋白RR、ATP酶、磷酸

异构酶和羧酸激酶等.
醋酸激酶和甘油酸磷酸激酶的催化机理相对比较

清楚. 醋酸激酶于1944年发现
[49], 是已知的最早的磷

酸化转移酶之一. 长期以来, 关于其催化机理提出了

两种猜想: (1) ATP的γ-磷酸基直接在线转移到醋酸

酯
[50,51]; (2) 涉及两个共价磷酶中间产物的三重置换机

制
[52]. 2005年, Gorrell等[53]

解析了酶与底物和ATP类似

物(ADP, Al3+, F−)的共晶结构, 表明ADP-Al3F-醋酸呈

线性排列. 该结构还显示, 在底物及γ-磷酸根附近, 精
氨酸和组氨酸起了关键作用(图9a). 甘油酸磷酸激酶

也解析了共晶结构, 提出了类似的催化机理, 且显示

其催化中心的一个赖氨酸在磷转移过程中有重要作用

(图9b).
综合各类激酶催化中心的关键氨基酸可以发现

(表1), 除了含羧酸根底物的激酶外, 其他激酶的催化

中心都有酸性和碱性氨基酸作为维持催化活性的关键

氨基酸. 其中特别值得注意的是, 在TCS的第二步过程

中, P–N键可以转位为P–COO键, 其羧酸激酶的催化中

心只需要碱性氨基酸的参与. 此外, 在葡萄糖磷酸化的

异构酶中 , 观察到P–COO直接转位到P–O键的中

间体
[3].
因此, 在激酶催化中心的酸性和碱性氨基酸有可

图 7 胍基激酶催化的磷转移的局部作用模式图. 激酶的2
个精氨酸与ATP的γ-磷酸基作用、2个谷氨酸与底物胍基作
用, 达到中和电荷和精准导向的作用. A: Acidic (酸性基团);
B: Basic (碱性基团) (网络版彩图)
Figure 7 Local diagram of phosphotransfer action mode catalyzed by
guanidine kinase. The two arginines of the kinase interact with the γ-
phosphate group of ATP and the two glutamic acids interact with the
guanidine group of substrate molecule to achieve charge neutralization
and precise alignment. A: acidic group; B: basic group (color online).

图 8 “乒乓”模型磷酸根转移过渡态. 天冬氨酸接受底物羟
基质子氢后, 氧阴离子进攻ATP上的γ-磷酸基, 形成五配位过
渡态. 赖氨酸中和磷酸根负电荷. A: Acidic (酸性基团); B:
Basic (碱性基团) (网络版彩图)
Figure 8 Phosphotransfer transition state of Ping-Pong model. After
aspartic acid accepts the hydroxyl proton hydrogen of the substrate, the
oxygen anion attacks the γ-phosphate group of ATP to form a penta-
coordinated transition state. Lysine neutralizes the negative charge of
phosphate. A: acidic group; B: basic group (color online).
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能是以成键方式来参与ATP的磷转移. 其催化过程可

能是以三步的“排球机理”来完成的, 具体如下: 激酶

先将ATP的γ-磷酸基转移至活性中心的保守碱性氨基

酸赖氨酸或精氨酸形成P–N键(path a), 进而转移至保

守酸性氨基酸形成P–OCO键(path b), 最后磷再转至底

物完成催化过程(path c) (图10). 这种激酶蛋白中的

P–N键也存在于生命体中并发挥重要生物学功能.

5 生命体中的N-磷酸化

蛋白质N-磷酸化修饰已被证明是生命体内普遍存

在的一种蛋白质磷酸化修饰形式, 且在生命的代谢调

节过程中发挥着重要的生物学功能
[54~59]. 2009年,

Fuhrmann等[60]
证实McsB作为枯草芽孢杆菌中的蛋白

质精氨酸激酶可以使底物蛋白CtsR发生磷酸化以响应

外界的热刺激, 是转录调控的“分子开关”. 蛋白质精氨

酸激酶McsB介导的CtsR核酸结合结构域中的精氨酸

(R62)磷酸化启动clpC热休克操纵子以及clpE和clpP基
因的转录以响应外界的热刺激. 此外, 蛋白质精氨酸磷

酸化修饰也是枯草芽孢杆菌中蛋白质降解的标签
[61].

蛋白质精氨酸磷酸酶YwlE介导的去磷酸化修饰影响

着一系列基因的转录, 从而调控着细胞的生长与代

谢
[62~65]. 在哺乳动物中, 蛋白质组氨酸激酶(NDPK-A/

B)和磷酸酶(PHPT1、PGAM5和LHPP)介导的底物蛋

白上组氨酸动态磷酸化修饰与细胞信号的传导、离子

运输以及疾病密切相关
[66~70]. 然而, 目前无论是原核

生物还是真核生物中明确证实的N-磷酸化相关的激酶

或磷酸酶种类较少(表2), 而一些鉴定到的具有激酶活

性组分的具体信息也不明确, 如组蛋白激酶等
[71,72]. 蛋

白质精氨酸激酶(McsB)和磷酸酶(YwlE和PtpB)的研

究目前主要集中在原核生物中, 真核生物中的蛋白质

精氨酸激酶和磷酸酶均不明确. 而无论是真核生物还

是原核生物中调控蛋白质赖氨酸磷酸化修饰的激酶和

图 9 (a) 醋酸激酶和(b) 甘油酸磷酸激酶催化的磷转移过
程. 醋酸激酶的催化口袋中与磷转移直接相关的关键氨基酸
为精氨酸和组氨酸, 甘油酸磷酸激酶的为赖氨酸, 没有酸性
氨基酸的参与. B: Basic (碱性基团) (网络版彩图)
Figure 9 Phosphotransfer processes catalyzed by (a) acetate kinase
and (b) glycerate phosphokinase. The key amino acids directly related to
phosphotransfer in the catalytic pocket of acetate kinase are arginine
and histidine, whereas lysine for glycolate phosphokinase, both without
the involvement of acid amino acids. B: basic group (color online).

表 1 激酶催化中心关键氨基酸
a)

Table 1 Key amino acids in kinase catalytic centera)

a) http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA/

图 10 基于P–N和P–OCO传递的激酶催化磷转移过程. Path
a: ATP的高能磷酸酯键转移到P–N键; Path b: P–N键转移到
P–OCO键; Path c: P–OCO键转移到底物(P–O、P–N、
P–OCO键等)(网络版彩图)
Figure 10 Kinase catalysed phosphotransfer process based on P–N
and P–OCO transfer. Path a: high energy phosphoester bond of ATP
transfers to P–N bond; Path b: P–N bond transfer to P–OCO bond. Path
c: P–OCO bond transfer to substrate (P–O, P–N, P–OCO bond, etc.)
(color online).
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磷酸酶均未见报道. 激酶和磷酸酶信息的缺失严重阻

碍了N-磷酸化研究的进展, 因此, 急需开发各类研究

蛋白N-磷酸化的工具和分析方法.

6 总结与展望

磷酰化氨基酸在生物分子的前生命起源中扮演了

关键角色, 同时在磷转移过程中可以进行许多仿生化

反应, 生成了包括N-磷酸化、S-磷酸化、酰基磷酸化

等化合物. 这些反应模拟了激酶催化的磷转移反应,
特别是与TCS中涉及的P–N与P–OCO转移过程非常类

似. 总地来看, 激酶的活性中心都有酸性和碱性氨基

酸, 是否激酶的磷转移过程普遍采用了与TCS类似的

两步机理呢? 这个机理的阐明过程, 需要在非O-磷酸

化领域方面进行深入研究, 特别是N-磷酸化方向. 尽管

N-磷酸化领域已取得了可喜进展, 但仍然亟需国内外

多学科背景的科学家如化学家、生物学家和生物信息

学家的通力合作.
O-磷酸化激酶是最重要的一类药物靶点之一. 一

方面, 通过对机理的详细过程的进一步阐明, 可能会

对当前的激酶药物研究产生重要的影响, 特别是在解

决药物骨架有限和耐药性困境方面. 另一方面, 随着

其他磷酸化形式的生物学功能的揭示、激酶酯酶以及

磷酸化修饰位点的系统发现, 可以为药物研发提供更

多的探索方向, 比如新靶点、新机制等. 总之, 非O-磷
酸化特别是N-磷酸化研究领域有非常广阔的研究和应

用前景.
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Abstract: Multiple phosphotransfer reactions can occur on N-phosphoryl α-amino acids, and only α-amino acids can be
activated by phosphorylation. In today’s living systems, the transfer of phosphorus still plays a dominant role in the
information transmission. In prokaryotes, two-component system (TCS) is the most important signaling system for
bacteria to sense and response the complex external environment. The molecular basis is that the phosphates delivered
from histidine of histidine kinase (P–N bond) to aspartate of regulatory proteins (P–OCO bond). In higher organisms, γ-
phosphate of ATP is transferred to the hydroxyl group of the substrate protein (P–O bond) via a kinase with highly
conserved acidic and basic amino acids in its catalytic center. If N-phosphoryl amino acids are miniature models of TCS,
do kinases of higher organisms utilize a phosphotransfer mechanism similar to TCS? This review summarizes the
phosphotransfer processes mediated by N-phosphoryl α-amino acids and kinases, discussing the possibility of the N-
phosphoryl amino acid model as a “molecular fossil” of today’s phosphotransfer system, and hopes to provide new
insights for the kinase catalytic mechanism and kinase development based on new drugs.
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