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生物大分子相分离在植物中的研究进展
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摘 要:细胞中存在种类繁多的无膜细胞器,在感知环境信号,基因表达调控,RNA加工等过程中发挥了重要的作

用,而生物大分子相分离被证明是无膜细胞器形成的主要方式。文章介绍了生物大分子相分离的概念与特征,总
结了有关相分离在植物对环境信号响应中的研究进展,并对相分离在植物中的生物学功能进行了分类,以期解析

相分离在植物生长发育和逆境适应中的作用机理,揭示植物无膜细胞器的本质与功能。
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Abstract:
 

There
 

are
 

various
 

types
 

of
 

membraneless
 

organelles
 

in
 

cells,
 

which
 

play
 

important
 

roles
 

in
 

sens-
ing

 

environmental
 

signals,
 

regulating
 

gene
 

expression,
 

RNA
 

processing,
 

etc..
 

Biomolecular
 

phase
 

separa-
tion

 

has
 

been
 

proven
 

to
 

be
 

the
 

main
 

way
 

of
 

forming
 

membraneless
 

organelles.
 

This
 

article
 

introduces
 

the
 

concept
 

and
 

characteristics
 

of
 

biomolecular
 

phase
 

separation,
 

summarizes
 

research
 

progress
 

of
 

phase
 

sepa-
ration

 

in
 

plants
 

response
 

to
 

environmental
 

signals,
 

and
 

categorizes
 

the
 

biological
 

functions
 

of
 

phase
 

separa-
tion

 

in
 

plants
 

in
 

order
 

to
 

analyze
 

the
 

mechanisms
 

by
 

which
 

phase
 

separation
 

plays
 

a
 

role
 

in
 

plant
 

growth
 

and
 

development
 

and
 

adaptation
 

to
 

adversity,
 

thereby
 

to
 

understand
 

the
 

natures
 

and
 

functions
 

of
 

plant
 

membraneless
 

organelles.
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  细胞是生命体结构和功能的基本单位,细胞内

的空间虽小,却是生物学反应的主要场所,如呼吸代

谢、光合作用、蛋白质翻译和加工、DNA复制、RNA
加工等重要生命过程都在细胞内进行。多种多样的

生物学反应更是需要数量庞大、种类繁多的细胞内

容物分子的参与,如此庞杂的细胞内容物组分的活

动却不是无序混乱的,而是高度有序受控的。真核

生物中存在着复杂而精妙的机制控制细胞内生化反

应的有序进行。最好的例子就是细胞器,它们有磷

脂膜包被,能选择性富集细胞内分子,从而控制生化

反应在区室化的环境中有序进行,如叶绿体组织光

合作用、线粒体组织能量代谢、溶酶体组织细胞内消

化等。除了这些有膜包被的细胞器外,细胞中还存

在大量的无膜包被细胞器,也能控制细胞内生化反



应的有序进行。

19世纪30年代,研究发现了最早的无膜细胞

器———核仁(nucleolus)[1-2],之后陆续在真核细胞的

各个部位又发现了无膜细胞器的存在。比如,位于

细胞核内的卡哈尔体(Cajal
 

bodies)、
 

切割小体(dic-
ing

 

bodies)和核斑点(nuclear
 

speckles)等,位于细

胞质中的P颗粒(P
 

granules)、加工小体
 

(process-
ing

 

bodies)[3]、应激颗粒(stress
 

granules,SGs)等,
以及位于细胞膜上的受体簇(receptor

 

cluster)[4]。
中国对无膜细胞器的研究历史也可以追溯到20世

纪中叶,早期的相关研究主要是观察细胞分裂过程

中各个细胞器的形态和运动规律,如吴素萱教授在

研究植物细胞核穿壁运动时核仁的变化[5]。随着电

子显微镜的发明与应用,许多研究者对核仁的超微

结构进行了详细的观察[6-8],郑国锠、贾敬芬、郝秉

中、尤瑞麟等几位教授的早期研究中也提及了细胞

核仁的变化[9-11],而核仁是细胞中最大的无膜细胞

器,之后中国科学家在无膜细胞器的研究中不断探

索,如研究了包含剪接组分35(splicing
 

component
 

35,SC35)的剪接小体(spliceosome)[12];华益民教

授发现了运动神经元生存蛋白(survival
 

motor
 

neu-
ron,SMN)参与应激颗粒的形成[13];孙建成教授发

现了柯浩体蛋白(coilin)和活化STAT蛋白的蛋白

抑制剂Y(protein
 

inhibitor
 

of
 

activated
 

STAT
 

Y,

PIASy)蛋白质的互作介导了Cajal小体和早幼粒细

胞性白血病(promyelocytic
 

leukemia,PML)小体的

关联[14]。这一研究领域的推动和突破,都有中国生

物学家的努力与贡献。
无膜细胞器广泛存在于动物、植物和酵母等真

核生物细胞中;同时,在原核细胞中也有发现[15]。
不同无膜细胞器的成分、定位及功能具有很大差异,
但在大小形态、凝集变化、组分动态等特征都有高度

相似性。因此,无膜细胞器被认为是一种起源古老、
进化保守、普遍分布的细胞内结构[16],其种类繁多、
组成成分复杂、功能多样,但是关于无膜细胞器的研

究报道相对较少。

1 无膜细胞器的形成

Hyman
 

在2009年的研究发现,秀丽隐杆线虫

细胞中的P颗粒(P
 

granules)具有类似液体的性

质,并证明P颗粒是一种通过液—液相分离(liquid-
liquid

 

phase
 

separation,LLPS)反应所形成的具有

液相性质的无膜细胞器[17],从而将相分离这一物理

化学中的常用概念引入生物学领域中。近年来的研

究也证实,大多数的无膜细胞器都是由液-液相分离

介导形成的液相凝集体,如核仁[18]、
 

DNA损伤修

复位点[19]、
 

应激颗粒等[19]。
 

无膜细胞器通常是由蛋白质或RNA等生物大

分子组成的超分子凝集体[20],其中大分子具有正常

的生物学活性,由于特异性的成分和拥挤的环境,能
进行高效有序的化学反应,因此无膜细胞器也被称

为生物大分子凝聚体[21]。需要注意的是,细胞中还

存在其他聚集体,呈现固体性质,包含不可逆变性蛋

白的蛋白质聚集体[22],又或是细菌包涵体等性质明

显不同的颗粒,这些聚集体无法介导生化反应,它们

并不属于我们所说的生物大分子凝聚体[23]。
无膜细胞器或生物大分子凝集体,一个重要的

特性就是液相性质,液相性质使其能快速完成组装、
解聚、富集特定组分,提供一个拥挤、稳定、特异的环

境,高效有序进行生化反应。定义液相性质的标准

包括:由液体表面张力决定的球形外观、凝集体在接

触后能产生融合现象、凝集体组分的动态特性(组分

快速重分布)[23]。生物大分子凝集体的液相特性是

通过液-液相分离介导形成的。

2 相分离的简介

液-液相分离,最基本的概念可理解为:液体从

原来混溶的状态,在一定条件下,两种液相相互分离

形成有明显边界的液滴聚集状态。在细胞中,液-液
相分离可以理解为:蛋白质或RNA等生物大分子,
在一定浓度下,由于分子间或分子内的多价相互作

用,形成了高分子液相凝集体,独立于周围液相环

境,从而形成了液液相分离的状态。
这种生物大分子液液相分离的状态受多种环境

因素的调节,如pH、温度、盐浓度、氧化还原状态

等[24-25]。环境因素主要通过生物大分子间或分子

内的多价相互作用驱动生物大分子相分离[21],这些

相互作用包括静电吸引、阳离子-π、π-π、氢键、疏水

相互作用[26],使生物大分子的局部浓度达到一个临

界阈值,即相分离临界浓度,才能发生相分离,而临

界浓度受环境因素的影响[27-28]。
生物大分子凝聚体的组分复杂多样,不同凝集

体的组分往往不同,同一种凝集体的组分也会发生

变化,而生物大分子凝集体组分调控的具体机制目

前尚不明确[29]。对生物大分子凝聚体内蛋白质的

序列分析发现,凝集体内经常出现一些具有多价结

合结构域以及低复杂序列结构域的蛋白质[23,
 

30-31]。
低复杂序列结构域(low

 

complexity
 

sequence
 

do-

7885期        
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mains,LCDs),是一类在氨基酸组成上,对几种特异

氨基酸具有偏好性的结构域,比如,富含芳香族氨基

酸(或带电氨基酸),导致其序列复杂度偏低[31-32]。
由于LCDs对带电荷或者极性氨基酸具有偏好性,
因此LCDs通常不会折叠成具有固定三维结构的蛋

白质,如此就会形成一种在三维结构上无序的区域,
即 固 有 无 序 区 (intrinsically

 

disordered
 

regions,

IDRs)[33-34],所以LCDs有时也被称为IDRs。细胞

中还存在一种与酵母朊病毒结构域具有类似氨基酸

偏好性的低复杂序列结域,被称为类朊病毒结构域

(prion-like
 

domains,PrLDs)[35-36],这些结构域则富

含极性非带电氨基酸,如谷氨酰胺、天冬酰胺、丝氨

酸、酪氨酸、甘氨酸。具有PrLDs的蛋白质通常都

能发生相分离,但具体的普适性分子机理还在研究

当中[37]。PrLDs一般被认为是一种更特殊的LCDs
或IDRs,在目前的文献中,三者时常不作具体区分。

相分离凝集体可以通过IDRs介导的分子间或

分子内多价相互作用来形成,由于IDRs高级结构

的灵活性,IDRs更易于介导蛋白质与其他生物大分

子的多价相互作用[27-28];同时IDRs具有一定的广

谱性[33],可以作为一种生物大分子相分离的普适性

分子基础,并且IDRs的空间结构容易受到蛋白质

翻译后修饰的调节[38],从而影响细胞相分离的行

为。IDRs并不是生物大分子相分离形成的必要条

件[16],多价相互作用才是生物大分子相分离的必要

驱动力[21]。但是IDRs仍然是生物大分子相分离领

域的研究核心之一。

3 驱动相分离的分子结构特征

分子间或分子内的多价相互作用驱动生物大分

子相分离的形成,而多价相互作用在细胞内是广泛

存在的,互作形式也是多样的(图1)。
首先,可以通过蛋白质的固有无序区域IDRs

介导多价相互作用。由于IDRs缺乏固定的三维结

构,能介导更多价、更灵活多样的相互作用,因此细

胞中多数无膜小体形成的支架蛋白大都具有IDRs。

IDRs具有氨基酸偏好性,一般富含芳香族氨基酸,
如天冬酰胺和谷氨酰胺,以及带电氨基酸,如精氨酸

和酪氨酸,由这些氨基酸形成正负电荷相互作用、疏
水相互作用、阳离子-π相互作用、π-π相互作用等多

价相互作用[21]。
其次,蛋白质可以利用多个重复结构域间的特

异性相互作用,产生多价性。如多个线性串联重复

结构域(linear
 

tandem
 

repeat
 

domain)[39],蛋白质上

多个位点的修饰,蛋白质的寡聚化都能形成多价相

互作用[40]。
最后,核酸分子,特别是RNA,利用蛋白质上的

核酸结合结构域,也能产生多价相互作用。多价态

的产生可以是由于核酸与蛋白质非序列特异的静电

相互作用所产生,可以是核酸分子上存在的多个重

复蛋白质结合域所介导,也可以是核酸分子上多个

重复序列产生的碱基互补配对所介导的自身多价相

互作用[41]。

4 植物中的相分离

生物大分子相分离的研究大多集中在动物细胞

与酵母中,研究者解析了不同无膜细胞器调控生化

反应的机制,发现相分离与疾病形成、基因表达调

控、应对环境胁迫等生物学过程密切相关。在植物

细胞内研究生物大分子相分离的研究还比较少,但
已经取得了一些突破性的进展。

在植物中聚焦生物大分子凝集体的相分离行为

及功能的研究并不多,但有提及细胞内无膜小体的

过往文献。虽然并不是直接研究相分离,但文献中

所描述的细胞内无膜小体的特性却十分符合相分离

的性质。同时,在动物细胞中所发现的大量生物大

分子凝集体,也很可能在植物中存在同源的类似结

构。因此,植物中存在许多潜在的相分离生物大分

子凝集体,有待进一步实验以确认相分离在其中的

重要作用。
现有的植物生物大分子凝集体主要包括:细胞

核中 的 核 仁 (nucleolus)[42]、卡 哈 尔 体 (Cajal
 

bodies)[43]、
 

核斑点(nuclear
 

speckles)[44]、DNA损

伤位点(DNA
 

damage
 

foci)[45]、切割小体(dicing
 

bodies)[46]、光小体(photobodies)[47]等,细胞质之中

的P小体(processing
 

bodies,P-bodies)[48]、应激小

体(stress
 

granules)[49]和NPR1聚集体(NPR1
 

con-
densates)[50]等(表1)。根据植物中相分离的表达,
可以归为以下几类。

 

4.1 植物相分离对环境信号的响应

4.1.1 ELF3相分离作为温度感受器调控开花 
剑桥大学Philip

 

Wigge团队发现拟南芥早花因子3
(early

 

flowering
 

3,ELF3)蛋白能通过类朊病毒样

结构域PrLDs响应温度变化形成相分离凝集体[51]。

ELF3是调 控 植 物 昼 夜 节 律 的 夜 间 复 合 体 的 成

员[52]。染色质免疫共沉淀 ChIP-seq实验证实了

ELF3在开花基因上的富集受到温度的调节。在温

度升高时,解除ELF3对开花基因的抑制,这个快速
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生物大分子液液相分离是由多价相互作用驱动形成的:多价相互作用可以在IDRs之间建立,如图中含IDRs的蛋白C通过IDRs形成

分子间相互作用,介导相分离的形成;可以在串联重复结构域间建立,如图中含多个串联重复结构域的蛋白A和蛋白B,通过彼此间多个

特异结合结构域,形成分子间相互作用;也可以在核酸与蛋白质之间建立,如图中核酸结合蛋白D通过其核酸结合结构域,与多个核酸

(RNA)分子结合;而在复杂的细胞内体系中,多种相互作用也可能同时发挥作用,如图所示,具有IDRs的蛋白质与具有核酸结合

结构域的蛋白质之间形成相互作用,最终通过IDRs间的互作、串联重复结构域间的互作、核酸与蛋白间的互作,形成相分离凝集体

图1 多价相互作用力介导相分离形成

The
 

liquid-liquid
 

separation
 

of
 

biomacromolecules
 

is
 

driven
 

by
 

multivalent
 

interactions.
 

Multivalent
 

interactions
 

can
 

be
 

established
 

between
 

IDRs,
 

as
 

shown
 

in
 

the
 

figure,
 

where
 

protein
 

C
 

containing
 

IDRs
 

forms
 

intermolecular
 

interactions
 

through
 

IDRs,
 

mediating
 

the
 

formation
 

of
 

phase
 

separation.
 

They
 

can
 

also
 

be
 

established
 

between
 

tandem
 

repeat
 

domains,
 

as
 

shown
 

in
 

the
 

figure,
 

where
 

protein
 

A
 

and
 

protein
 

B
 

containing
 

multiple
 

tandem
 

repeat
 

domains
 

form
 

intermolecular
 

interactions
 

through
 

multiple
 

specific
 

binding
 

domains.
 

Additionally,
 

multivalent
 

interactions
 

can
 

be
 

established
 

between
 

nucleic
 

acids
 

and
 

proteins,
 

as
 

shown
 

in
 

the
 

figure,
 

where
 

nucleic
 

acid-binding
 

protein
 

D
 

binds
 

to
 

multiple
 

nucleic
 

acids
 

(RNA)
 

molecules
 

through
 

its
 

nucleic
 

acid-binding
 

domain.
 

In
 

complex
 

cellular
 

systems,
 

multiple
 

interactions
 

may
 

occur
 

simultaneously,
 

as
 

illustrated
 

in
 

the
 

figure,
 

where
 

proteins
 

containing
 

IDRs
 

interact
 

with
 

proteins
 

containing
 

nucleic
 

acid-binding
 

domains,
 

ultimately
 

leading
 

to
 

phase-separated
 

aggregates
 

through
 

the
 

interplay
 

of
 

IDRs,
 

tandem
 

repeat
 

domains,
 

and
 

nucleic
 

acids/proteins
 

interactions

Fig.1 Multivalent
 

interactions
 

mediate
 

phase
 

separation
 

formation

可逆的过程依赖PrLDs介导的相分离。相分离与

开花表型之间的联系使ELF3成为了一个全新的植

物热感受器,ELF3能通过PrLDs介导的自身相分

离感受环境温度的变化。有趣的是,该团队曾于

2016年就发现光敏色素B(phytochrome
 

B,phyB)
是一个植物温度感受器[53],而光敏色素在细胞内响

应环境信号也会形成无膜小体,符合相分离的性

质[47]。这些研究暗示生物大分子相分离可以作为

一种快速响应环境变化的生物学过程,作为植物响

应环境刺激的通用型分子感受器。而潜在的许多具

有相分离能力的蛋白质,也可能是研究植物响应环

境信号的突破点。
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表1 植物中涉及相分离研究的蛋白质

Table
 

1 Plant
 

proteins
 

involved
 

in
 

phase
 

separation

相分离蛋白
Phase

 

separated
 

protein

关联蛋白
Associated

 

protein

亚细胞定位
Subcellular

 

localization

刺激信号
Stimulus

 

signal

相分离功能
Phase

 

separation
 

function
文献

Reference

ELF3 - 细胞核
Nucleus

热
Heat

作为高温信号感受器,调控开花
 

As
 

a
 

high-temperature
 

signal
 

receptor,
 

regulates
 

flowering
[51]

FRI - 细胞核
Nucleus

冷
Cold

响应冷信号,抑制FLC 表达
 

Responds
 

to
 

cold
 

signals
 

and
 

inhibits
 

FLC
 

expression
[66]

RBGD2,
RBGD4 - 细胞质

Cytoplasm
热
Heat

响应热胁迫,参与应激颗粒形成,提高热胁迫耐受性
 

Re-
sponds

 

to
 

heat
 

stress,
 

participates
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

stress
 

granules,
 

thereby
 

improving
 

heat
 

stress
 

tolerance
[67]

ALBA4,
ALBA5,
ALBA6

- 细胞质
Cytoplasm

热
Heat

响应热胁迫,招募并稳定 HSF
 

mRNAs,提高耐热性
 

Re-
sponds

 

to
 

heat
 

stress,
 

recruits
 

and
 

stabilizes
 

HSF
 

mR-
NAs,

 

thereby
 

improving
 

heat
 

tolerance
[68]

FLOE1 - 细胞质
Cytoplasm

水
Water

响应水分信号以调控种子萌发
 

Responses
 

to
 

water
 

signal
 

to
 

regulate
 

seed
 

germination
[60]

GBPL1,
GBPL3 - 细胞核

Nucleus
免疫信号

Immune
 

signal
响应免疫信号调控植物防御基因表达

 

Regulates
 

plant
 

de-
fense

 

gene
 

expression
 

in
 

response
 

to
 

immune
 

signals
[63]

NPR1 CUL3,
WRKY70

细胞核/细胞质
Nucleus/Cytoplasm

水杨酸
Salicylic

 

acid
响应水杨酸信号以抑制自身免疫

 

Responds
 

to
 

salicylic
 

acid
 

signals
 

to
 

suppress
 

autoimmunity
[50]

SEU - 细胞核
Nucleus

高渗胁迫
Hyperosmotic

 

stress

响应渗透胁迫,促进渗透胁迫基因表达,增强抗逆性
 

Re-
sponds

 

to
 

osmotic
 

stress,
 

promotes
 

the
 

expression
 

of
 

os-
motic

 

stress
 

genes,
 

thereby
 

enhancing
 

stress
 

resistance
[55]

phyB - 细胞核
Nucleus

光,温
Light,

 

Temperature

通过光控可逆构象转变与温控相分离,实现对光、温的共
感 知

 

Integrates
 

light
 

and
 

temperature
 

sensing
 

through
 

light
 

controlled
 

reversible
 

conformational
 

transformation
 

and
 

temperature
 

controlled
 

phase
 

separation

[54]

CRY2 MTA 细胞核
Nucleus

光
Light

响应蓝光信号,招募 m6A
 

writer复合体,调节基因组甲基
化

 

Respond
 

to
 

blue
 

light
 

signal,
 

recruit
 

m6A
 

writer
 

com-
plex,

 

and
 

regulate
 

genome
 

methylation
[69]

TMF - 细胞核
Nucleus

氧化应激
Oxidative

 

stress
响应ROS信号调控成花转变

 

Responses
 

to
 

ROS
 

signal
 

to
 

regulate
 

flowering
 

transition
[58]

FCA FLL2 细胞核
Nucleus -

提高多聚腺苷化酶活,招募加工因子,促进RNA
 

3'末端加
工

 

Enhances
 

the
 

activity
 

of
 

polyadenylase,
 

recruits
 

pro-
cessing

 

factors,
 

and
 

promotes
 

RNA
 

3'
 

terminal
 

processing
[71]

CPSF30-L - 细胞核
Nucleus -

调控选择性多聚腺苷酸化,参与植物生长发育及环境应答
 

Regulates
 

alternative
 

polyadenylation,
 

participates
 

in
 

plant
 

growth
 

and
 

development
 

and
 

environmental
 

response
[78]

SE HYL1,
DCL1

细胞核
Nucleus - 驱动切割小体形成,参与 miRNA加工

 

Drives
 

the
 

forma-
tion

 

of
 

dicing
 

bodies
 

and
 

participates
 

in
 

miRNA
 

processing
[75]

ATG8e ATG3 细胞质
Cytoplasm - 影响自噬小体形成

 

Affects
 

autophagosome
 

formation [77]

ARF7
ARF19 - 细胞核/细胞质

Nucleus/Cytoplasm -
介导蛋白质的核-质分配,从而调控生长素响应基因的表达

 

Mediates
 

the
 

nuclear-cytoplasmic
 

distribution
 

of
 

proteins,
 

thereby
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

auxin
 

response
 

genes
[79]

VRN1 - 细胞核
Nucleus -

与DNA结合介导相分离,抑制 FLC 的表达,促进开花
 

Phase
 

separated
 

with
 

DNA,
 

inhibits
 

the
 

expression
 

of
 

FLC,
 

thereby
 

promoting
 

flowering
[80]

HRLP SR45 细胞核
Nucleus - 抑制FLC 的剪接和转录,促进开花

 

Inhibits
 

the
 

splicing
 

and
 

transcription
 

of
 

FLC,
 

thereby
 

promoting
 

flowering
[89]

SGS3 RDR6 细胞质
Cytoplasm - 介导转座子沉默

 

Mediates
 

transposon
 

silencing [87]

EMB1579 - 细胞核
Nucleus - 调控转录、mRNA剪接和植物生长发育

 

Regulates
 

transcrip-
tion,

 

mRNA
 

splicing
 

and
 

plant
 

growth
 

and
 

development
[88]

ADCP1 - 细胞核
Nucleus - 调控异染色质形成

 

Regulates
 

heterochromatin
 

formation [97]

Rubisco EPYC1 叶绿体
Chloroplast - 增强Rubisco酶活性

 

Enhances
 

Rubisco
 

enzyme
 

activity [92]

STT1,
STT2 OE23 叶绿体

Chloroplast - 介导叶绿体内蛋白质分选
 

Mediates
 

intra-chloroplast
 

car-
go

 

sorting
[90]
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4.1.2 phyB相分离实现对光温信号的共感知 光

敏色素B是植物感知光和温度的一种受体,但phyB
是如何区分光和温度信号的机制仍不清楚。钟上威

课题组报道了phyB可以自发地发生相分离以形成

液体状的光小体,其相分离由C端结构域的寡聚化

所驱动,并受到N末端延伸结构域(N-terminal
 

ex-
tension,NTE)的调控[54]。phyB利用从远红光吸收

型到红光吸收型的构象变化,来感受光信号;而温度

信号则由NTE直接感知,即通过调控phyB的相分

离影响光小体形成,来实现对温度的感知。同时,相
分离的形成招募了许多phyB信号通路分子,增强

了信号传导能力,实现了对温度信号的快速感知与

响应。研究提出了生物体通过同一蛋白对不同环境

信号的感知与区分的模型。

4.1.3 SEU相分离感知高渗胁迫 渗透胁迫的感

知机制是植物中的一个未解谜题,方晓峰课题组的

研究发现SEUSS(SEU)蛋白是拟南芥高渗胁迫反

应中的关键转录调节因子,而当细胞外渗透压增加

时,SEU能迅速在细胞核内凝聚形成液滴状聚集

体[55]。SEU的固有无序区1(intrinsically
 

disorder-
ed

 

region
 

1,
 

IDR1)驱动其相分离的形成,IDR1中

存在2个α-螺旋,通过其构象的改变,可以感知细胞

内拥挤程度的变化,即感知渗透胁迫。研究提出了

植物感知和应对渗透胁迫的模型:在高渗胁迫下,

SEU蛋白IDR1上的2个α-螺旋结构感知细胞内拥

挤程度变化,触发SEU相分离,从而增强渗透胁迫

基因的表达,提高植物抗逆性。

4.1.4 TMF相分离响应 ROS信号 植物茎尖分

生组织的成熟是一个精准的程序化发育过程,影响

成花转变的正 常 进 行。而 Arabidopsis
 

LSH1和

Oryza
 

G1(ALOG)转 录 因 子 家 族 成 员 TERMI-
NATING

 

FLOWER(TMF)蛋白是控制番茄茎尖

分生组织发育的关键蛋白[56],可以抑制成花基因

ANANTHA(AN)表达[56-57]。但是 TMF蛋白是

如何感知并传递环境信号以调控下游基因表达的机

制尚不清楚。
许操课题组在番茄的研究中发现,TMF蛋白

可以响应活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)信
号,形成相分离凝集体,抑制AN 基因表达,从而抑

制茎尖分生组织成熟,调控植物成花转变过程[58]。

TMF在细胞内可以形成具有相分离性质的无膜凝

集体,相分离由其IDRs所驱动,且受到TMF分子

内半胱氨酸残基形成的分子间二硫键的调控。环境

的ROS信号促使TMF分子间二硫键的形成,促进

由IDRs驱动的 TMF蛋白质相分离。而 TMF相

分离形成的凝集体可以特异结合AN 基因启动子,
起到隔绝启动子的作用,从而抑制AN 基因表达。
该研究第一次在经济作物中报道了蛋白质相分离具

有的功能,利用相分离将细胞对活性氧信号的感知

与干细胞命运决定联系起来。
研究组还对TMF的同源蛋白家族 TFAM 进

行了分析[59],其中 TFAM1、TFAM2、TFAM3和

TFAM11这4个蛋白和TMF一样,都含有高度保

守的ALOG结构域,以及N端和C端的IDRs,但5
种蛋白的IDRs出现了大量序列差异,从而影响蛋

白质相分离能力和转录调控能力。TFAM1/2/3/

11蛋白能和TMF在胞内形成异质性的相分离聚集

体,共同调控AN 基因的时空表达,从而调控番茄

成花转变。这5种蛋白除了形成聚集体共同调控茎

尖干细胞命运决定外,自身还能单独发挥功能,例如

TFAM1会调控番茄花器官形态发生和脱落。

4.1.5 FLOE1相分离响应水分信号 植物通过种

子休眠来应对极端的环境胁迫,种子从休眠状态转

为复苏的过程,需要复水来唤醒新陈代谢,从而激活

种子萌发。而植物感知水信号以激活萌发的机制尚

不清楚。最新研究发现,一种具有类朊病毒样蛋白

PrLDs序列的拟南芥蛋白质FLOE1,能在复水条件

下发生相分离,从而介导植物胚胎感知水信号的过

程[60]。S.
 

Y.
 

Rhee课题组首先分析了在种子中14
种具有PrLDs的蛋白,其中只有FLOE1是没有报

道功能研究的。FLOE1在细胞质中会形成相分离

凝集体,且相分离会响应水势变化调控种子发芽最

佳时间。同时,分析发现FLOE1在植物不同谱系中

都存在同源蛋白质,而拟南芥中的另外2个同源蛋白

质(FLOE2、FLOE3)也能形成细胞内无膜凝集体。说

明FLOE1在植物中存在保守功能,是植物响应水信

号以激活种子萌发的保守性分子感受器[60]。

4.1.6 NPR1相分离响应水杨酸信号 植物应对

外源蛋白的入侵会形成效应器触发免疫(effector-
triggered

 

immunity,ETI),造成感染细胞的程序性

死亡。而在正常细胞中,需要抑制ETI的效应,其
中一种机制是系统获得性抗性(systemic

 

acquired
 

resistance,SAR),这需要水杨酸(salicylic
 

acid,SA)
和非表达病程相关蛋白(non-expresser

 

of
 

patho-
genesis

 

related
 

1,NPR1)的参与[61-62]。
董欣年课题组的研究发现,在水杨酸诱导下,

NPR1能在细胞中形成相分离凝集体(SA-
 

induced
 

NPR1
 

condensates,SINCs),NPR1的相分离由其
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IDRs所驱动[50]。SINCs富集了与细胞防御、应激

相关的蛋白质,包括许多ETI的正调节因子,以及

泛素化反应的组分。实验证实 NPR1能与Cullin-
RING

 

E3
 

连接酶(Cullin
 

3
 

RING
 

E3
 

ligase,CRL3)
在SINCs中结合,泛素化标记并降解ETI正调节因

子。因此,在SA诱导下,NPR1形成相分离凝集体

SINCs,招募ETI正调节因子,并与CRL3结合,泛
素化标记并降解ETI正调节因子,从而抑制ETI引

起的细胞程序性死亡,维持细胞正常生命活动。

4.1.7 GBPL3相分离响应免疫信号 J.
 

D.
 

Mac-
Micking课题组的研究发现了一个植物鸟苷酸结合

蛋白样GTPase超家族(guanylate-binding
 

protein-
like

 

GTPases,GBPLs)蛋白质GBPL3,是具有IDRs
和NLS序列的蛋白质[63]。在正常情况下,细胞核

内无催化活性的伪GTPase家族蛋白
 

GBPL1可以

排斥GBPL3,阻止它的转录结合。而在细胞受感染

后,细胞免疫反应使GBPL3从细胞质中大量入核,
形成相分离凝集体,解除了GBPL1的排阻作用,使

GBPL3与防御基因的启动子区结合,并招募转录辅

激活因子 Mediator和RNA聚合酶Ⅱ组分,来激活防

御基因的表达。何胜洋课题组后续研究发现,高温导

致GBPL3形成相分离凝聚体的数量降低,结合到

CBP60g启动子的水平降低,影响了水杨酸合成[64]。

4.1.8 FRI相分离对冷信号的响应 拟南芥春化

作用的 本 质 是 开 花 位 点 C 基 因(FLOWERING
 

LOCUS
 

C,FLC)的表达调控,FLC 的表达会受到

FRIGIDA(FRI)蛋 白 形 成 的 复 合 体 的 促 进[65]。

Caroline
 

Dean课题组报道了FRI可以在环境低温

信号的诱导下形成相分离聚集体,从而调控FLC
表达的分子机制[66]。研究发现,FRI在冷信号诱导

下形成的相分离聚集体,会使FRI从FLC 基因上

脱离,抑制两者相互作用;同时,FRI聚集体的形成,
会受到FLC 反义RNA

 

COOLAIR 的促进,聚集体

形成使得FRI蛋白质稳定性增加,形成FRI的储存

单位,以快速响应环境温度的升高。
研究提出了FRI相分离响应环境温度以调控

FLC 基因表达的研究模型:在温暖环境下,FRI与

FLC 结合,招募转录辅激活因子与组蛋白修饰因

子,形成凝集体,促进FLC 表达,以防止早花;同时

FRI的不稳定性,可以快速响应温度变化,反转对

FLC 的调控;在寒冷环境下,FRI发生相分离,稳定

性增加,FLC 被隔离于FRI聚集体外,从而使FLC
表达被抑制,而稳定的FRI,可以作为响应环境温度

升高的蛋白库。

4.1.9 RBGD2相分离可以提高拟南芥热胁迫耐受

性 应激颗粒是真核细胞响应各种胁迫的一种保守

无膜细胞器,而SGs的形成是由液液相分离所介导

的,但在植物中LLPS介导SGs响应逆境胁迫的机

制并不清晰。RNA
 

结合蛋白(RNA-binding
 

pro-
teins,RBPs)在SGs中高度富集并起着关键性的作

用,同时 RBPs也是LLPS形成的关键蛋白质,因
此,张蘅课题组搜索了响应逆境胁迫的RBPs,发现

了两种富含甘氨酸的D类RNA结合蛋白(RNA-
binding

 

glycine-rich
 

group
 

D,RBGD)蛋白质可以通

过其酪氨酸阵列(tyrosine
 

residue
 

array,TRA)响应

热胁迫发生液液相分离,参与应激颗粒形成,招募应

激颗粒组分,从而提高植物热胁迫耐受性[67]。
研究组首先发现,RBGD2 和RBGD4 基因在热

胁迫下表达量显著上升,而RBGD2/4 突变体在热

胁迫后的存活率显著下降,证明RBGD2/4 在植物

热胁迫适应中起着重要作用。对RBGD2/4蛋白质

分析发现,它们在细胞内与细胞外都会响应热处理,
产生液-液相分离。对相分离产生的机制进行深入

剖析,发现RBGD2/4的LCDs中具有高含量的酪

氨酸,并呈现出均匀分布的特性,研究称之为酪氨酸

阵列。进一步研究发现,RBGD2/4的TRA是驱动

RBGD2/4液液相分离的关键。TRA中的1/2或全

部酪氨酸发生突变,会导致RBGD2/4的体内、体外

相分离能力显著降低或缺失,从而导致植物热胁迫

耐受性显著降低或缺失。研究组同时对RBGD2/4
蛋白质相分离形成聚集体的组分进行分析,发现正

常情况下,RBGD2/4蛋白质就与很多应激颗粒组

分,如多聚腺苷酸结合蛋白[poly(A)
 

binding
 

pro-
tein,PAB]PAB2、PAB4、PAB8,存在相互作用,而
热处理则显著增加了RBGD2/4招募的蛋白质(如

TSN1、TSN2等)及转录本的表达(如许多热响应基

因 HSFA2、HSF4、HSP18.2 和HSP81.2 等)。

4.1.10 ALBA形成相分离小体响应热胁迫 热休

克因子(heat
 

stress
 

transcription
 

factors,HSFs)可
以特异性结合基因启动子中的热应激元件,以激活

热应激反应基因的表达。但关于HSFs的调控机制

并没有清楚的研究。钱伟强课题组发现,当植物受

到高温胁迫时,乙酰化降低结合亲和力(Acetylation
 

lowers
 

binding
 

affinity,ALBA)家族蛋白质 AL-
BA4、ALBA5和 ALBA6会发生液液相分离,直接

结合并招募特定的mRNAs(如 HSF
 

mRNAs)进入

应激颗粒SGs和处理小体PBs之中,从而保护HSF
 

mRNAs在热胁迫下不被外核糖核酸酶4(Exoribo-
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nuclease
 

4,XRN4)介导的 mRNA 降解途径所降

解,最终提高植物耐热性[68]。

4.1.11 光诱导CRY2相分离 隐花色素(crypto-
chromes,

 

CRYs)是调节植物昼夜节律的光感受器。
王琴课题组的研究发现,CRYs介导了拟南芥转录

组中超过10%的mRNA的m6A修饰,特别是受昼

夜节律调节的 mRNA。研究证明了隐花色素2
(cryptochrome

 

2,CRY2)能与 mRNA的 m6A甲基

转移酶复合体(m6A
 

writer)的3个亚基互作,即N6

腺苷甲基转移酶 MT-A70样蛋白(N6-adenosine-
methyltransferase

 

MT-A70-like,MTA)、N6 腺苷甲

基转移酶非催化亚基 MTB(N6-adenosine-methyl-
transferase

 

non-catalytic
 

subunit
 

MTB,MTB)和37
 

kDa的 FKBP12相互作用蛋白(FKBP12-interac-
ting

 

protein
 

of
 

37
 

kDa,FIP37)。光刺激下,CRY2
在细胞内会发生液液相分离形成光小体,招募 m6A

 

writer蛋白,提高m6A
 

writer复合体在光小体中的

浓度,促进RNA甲基化,从而调控 mRNA的稳态。
研究证实光信号诱导的 CRY2相分离,可以调节

m6A
 

writer活性、mRNA甲基化以及昼夜节律[69]。
同时,蓝光和环境温度通过CRY2剪接因子1

(CRY2-SPLICING
 

FACTOR
 

1,CIS1)和开花位点

M(FLOWERING
 

LOCUS
 

M,FLM)形成的信号通

路调节开花时间[70],而由于蓝光又可以刺激CRY2
形成相分离[69],因此CRY2相分离是否在CRY2响

应光温信号,从而调控下游基因表达上起到关键作

用,是值得深入研究的问题。

4.2 相分离介导植物组织细胞内反应

4.2.1 FLL2促进FCA介导的多聚腺苷化复合体

形成 Caroline
 

Dean课题组的研究发现控制拟南

芥开花的关键蛋白质开花控制位点A
 

(FLOWER-
ING

 

CONTROL
 

LOCUS
 

A,FCA),在细胞核内能

相分离形成具有液相性质的无膜小体[71]。有趣的

是,体外重组的FCA-PrLD单独表达能发生相分离

凝集体,但全长FCA形成的凝集体却不具备相分离

的液相性质,说明在细胞内还需要其他的因子来帮

助FCA形成相分离。
通过正向遗传筛选,发现FLX-like

 

2
 

(FLL2)
 

蛋白是FCA抑制FLC 基因所必需的,而FLL2与

FCA在细胞内共定位于无膜凝集体,且FLL2在体

外可以发生相分离。同时FLL2突变体中FCA形

成的凝集体的数量与体积明显下降,超表达FLL2
则使FCA形成的凝集体的数量与体积明显上升,说
明FLL2能在细胞内帮助FCA发生相分离,从而形

成核内凝集体。实验进一步使用免疫共沉淀与质谱

联合分析法鉴定了与FCA的互作因子,发现多种参

与多聚腺苷化和RNA
 

3'末端加工的因子,其中许

多因子都与FCA共定位。而在FLL2突变体中,由

FCA调控的RNA
 

3'末端加工过程出现了缺陷,说
明FLL2对FCA介导的RNA

 

3'末端加工的重要作

用。综上所述,FCA可以在FLL2的帮助下,形成

核内相分离凝集体,招募RNA
 

3'末端加工因子,凝
集体的拥挤环境提高了多聚腺苷化的酶活,从而促

进RNA
 

3'末端加工反应。

4.2.2 SERRATE相分离介导切割小体形成 植

物微核糖核酸(microRNA,miRNA)由切割复合体

DICER-LIKE
 

1(DCL1)-HYPONASTIC
 

LEAVES
 

1(HYL1)-SERRATE(SE)切割前体pri-miRNA产

生[72],复合体定位于无膜细胞器切割小体[73-74]。戚

益军课题组研究发现,切割小体是具有相分离性质

的无膜凝集体,它的组装由其核心组分SE蛋白的

相分离所驱动的[75]。SE蛋白质利用其IDRs产生

的分子间多价相互作用形成相分离凝集体,招募

DCL1、HYL1和pri-miRNA,
 

形成切割小体完成对

pri-miRNA 的 加 工。随 着 pri-miRNA 的 消 耗,

HYL1与SE之间的相互作用被削弱,HYL1被排

斥至凝集体外;同时由于 HYL1具有 miRNA的结

合能力,因此,HYL1会结合 miRNA共同转运出切

割小体以完成miRNA加工过程。

4.2.3 ATG3促进ATG8e的相分离 相分离已被

发现在动物细胞自噬中的重要作用,如P颗粒组分

PGL的相分离会调控细胞自噬[76]。薛红卫课题组

研究发现了拟南芥自噬相关蛋白8e(Autophagy-re-
lated

 

protein
 

8e,ATG8e)会发生相分离,且相分离

受自噬相关蛋白3(Autophagy-related
 

protein
 

3,

ATG3)促进[77]。ATG8e是自噬途径中的一个关键

蛋白质,参与了自噬体膜的形成、货物选择和自噬体

与溶酶体的融合过程。研究证实ATG8e会在体外

与细 胞 内 形 成 相 分 离 聚 集 体,且 ATG3会 促 进

ATG8e在体外与细胞内的相分离。ATG8e的IDRs
缺失以及1,6-己二醇,都会抑制ATG8e蛋白质的相

分离,同时会影响自噬小体形成,说明ATG8e的相分

离可能会影响细胞自噬活性。

4.2.4 CPSF30-L相分离调控反应 贾桂芳课题

组发现,切割和聚腺苷酸化特异性因子30(cleavage
 

and
 

polyadenylation
 

specificity
 

factor
 

30,CPSF30-
L)蛋白与 m6A修饰位点的识别可以增强其相分

离,并通过识别poly(A)位点上 m6A修饰的远上游
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元件(far-upstream
 

element,FUE),调控 mRNA选

择性多聚腺苷酸化,进而影响植物开花时间和对

ABA的响应,证实CPSF30-L作为 m6A修饰的识

别蛋白,通过相分离调控选择性多聚腺苷酸化,参与

植物生长发育及环境应答的重要功能[78]。

4.3 蛋白质复合体相分离调控基因表达

4.3.1 ARF蛋白相分离调控生长素反应 生长素

响应因子(auxin
 

response
 

factor,ARF)家族是调控生

长素响应基因表达的转录因子,L.
 

C.
 

Strader课题组

研究发现ARF7、ARF19蛋白在生长素响应受抑制的

根成熟区细胞中,定位于细胞质中,并形成具有相分

离性质的液相凝集体[79]。而在生长素响应活跃的根

分生区细胞,ARF7和ARF19主要定位于细胞核中,
细胞质中分布明显减少。实验对ARF19相分离的分

子机制进行了深入研究,发现 ARF19的相分离由

IDRs和phox
 

and
 

bem1p(PB1)结构域所驱动,PB1结

构域介导了ARF-Aux/IAA和 ARF-ARF的分子间

互作,ARF19的PB1上K62A点突变(62位的赖氨酸

突变为丙氨酸)即可消除ARF19的相分离,使ARF19
在突变体根成熟区细胞中也处于核定位。研究进一

步证实ARF7和ARF19相分离介导的核质分配可以

调控生长素响应基因的表达。

4.3.2 VRN1与DNA结合介导的相分离 春化蛋

白1(vernalization
 

1,VRN1)是植物响应春化作用

的重要蛋白[80-81],能抑制 FLC 表达,促进植物开

花,但VRN1抑制FLC 表达的机理尚不清楚。来

鲁华课题组研究发现,体外表达纯化的VRN1蛋白

能与FLC55(FLC 上游55
 

bp
 

DNA)形成相分离液

相凝集体[82]。深入研究VRN1相分离的分子机理

发现,VRN1相分离由IDRs所驱动,IDRs上的正

负电 荷 分 布 对 相 分 离 至 关 重 要;同 时 VRN1的

DNA结合结构域对于相分离也不可或缺。细胞内

实验同样表明VRN1与DNA在细胞核内结合形成

相分离凝集体。VRN1相分离调控开花基因表达的

行为,并不像ELF3一样能够响应温度变化,而只是

春化作用调控开花通路中的一种形式。
来鲁华课题组同时以VRN1-DNA相分离的体

系,系统研究了IDRs长度与电荷分布对相分离的

影响[83],从而解释了蛋白质在进化上如何维持相分

离的保守性。VRN1结构包含两端的2个B3
 

DNA
结合结构域和中间的IDR,植物中包含许多类似

VRN1结构的B3蛋白家族,它们具有不同长度的

IDRs,同时有相当一部分具有与VRN1类似的IDR
电荷分离性质。通过构建不同IDRs突变体蛋白,发

现IDR的正负电荷分离特性是决定VRN1相分离的

关键,只要电荷分离的性质不发生改变,IDRs其他变

化并不会显著影响相分离。同时IDRs长度与蛋白的

空间压缩程度也会影响相分离。研究提供了一种蛋

白质在进化上维持相分离功能保守性的方式,即进化

会引起蛋白质氨基酸组成变化,但IDRs电荷分离的

保守性会维持蛋白的相分离。

4.3.3 SGS3相分离介导转座子沉默 植物中存在

RNA聚合酶Ⅳ、Ⅴ参与RNA引导的DNA甲基化

(RNA-directed
 

DNA
 

methylation,RdDM),作用在

甲基化修饰的转座子,以增强转座子沉默[84]。同时

还存在由 RNA依赖的 RNA 聚合酶Ⅵ(RNA-de-
pendent

 

RNA
 

polymerase
 

6,RDR6)介导转座子产

生21~22
 

nt
 

小干扰RNA(small
 

interfering
 

RNAs,

siRNAs),从而触发RNAi和从头甲基化,以介导转

座 子 沉 默 的 机 制,称 为 RDR6-RdDM[85-86]。而

RDR6如何特异性识别转座子RNA并选择性加工

siRNA的机制未知。

Jungnam
 

Cho课题组的研究表明,转座子RNA
由于含有非最优密码子,导致翻译过程中出现经常

性的核糖体停滞,随后诱发RNA截断并定位至细

胞质中的siRNA小体中[87]。而siRNA小体是由

其核心组分基因沉默抑制因子
 

3(suppressor
 

of
 

gene
 

silencing
 

3,SGS3)相分离所形成的无膜凝集

体。实验同时表明,siRNA小体常与应激颗粒共定

位,SGs则是由寡尿苷酸结合蛋白1b(oligouridy-
late-binding

 

protein
 

1
 

b,UBP1b)
 

相分离介导形成

的凝集体。而在转座子高度活跃的ddm1 突变体

中,对富集的RNA颗粒(siRNA颗粒与SGs)的组

分使用RNA-seq分析发现,RNA颗粒的 RNA中

转座子的比例明显升高。因此,转座子RNA更容

易定位于细胞质中的RNA颗粒中,从而被RDR6-
RdDM途径特异性识别并修饰。

4.3.4 EMB1579相分离控制转录和 mRNA剪接

 基因转录和pre-mRNA剪接的精确调控对于植

物生长发育至关重要。黄善金课题组研究发现,拟
南芥胚胎缺陷因子1579(EMBRYO

 

DEFECTIVE
 

1579,EMB1579)可以在体内与体外形成相分离聚

集体,调控基因转录、mRNA剪接和植物发育[88]。
研究表明许多与基因转录和pre-mRNA剪接调控

相关的蛋白质能够和液滴状EMB1579蛋白相分离

小体在细胞核内共定位,EMB1579 基因的功能缺

失引起了诸多基因转录和pre-mRNA剪接活动发

生变化。EMB1579可以与FLC 开花通路中的 mul-
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tiple
 

suppressor
 

of
 

ira
 

4(MSI4)、cullin
 

4(CUL4)、DNA
 

damage
 

binding
 

protein
 

1(DDB1)蛋白互作,并招募

MSI4、DDB1进入相分离聚集体。EMB1579相分离

形成细胞核内聚集小体,招募CUL4-DDB1MSI4 复合

体,促进其与CURLY
 

LEAF(CLF)-polycomb
 

re-
pressive

 

complex
 

2(PRC2)复合体的互作,从而促

使CLF-PRC2复合体在FLC 基因位点上形成并维

持H3K27me3,
 

以调控植物开花。

4.3.5 HRLP相分离调控拟南芥开花时间 转录

后调控在真核生物控制基因表达中不可或缺,新生

的pre-mRNA需要经过一系列严格的加工过程,包
括加帽、多聚腺苷酸化、剪接和修饰等,才能形成成

熟的mRNA,而RNA结合蛋白在其中发挥重要作

用。俞皓课题组的研究揭示了拟南芥不均一核糖核

蛋白R样蛋白(hnRNP
 

R-like
 

protein,HRLP)的相分

离调控植物开花时间的分子机理[89]。
研究组首先发现 HRLP 基因敲除突变体表现

出明显的晚花表型,并发现开花抑制基因FLC 是

HRLP蛋白调控开花的主要下游基因,HRLP蛋白

能通过抑制FLC 的共转录剪接,从而降低FLC 的

转录水平。深入研究发现 HRLP与富含精氨酸/丝

氨酸45(arginine/serine-rich
 

45,SR45)剪接因子会被

同时招募到新生FLC
 

RNA内含子
 

Ⅰ
 

附近的区域,通
过形成相分离聚集体来抑制FLC 剪接过程;同时,剪
接过程会增强R环形成,并阻碍RNA聚合酶

 

Ⅱ
 

被招

募至内含子
 

Ⅰ
 

周围,从而抑制FLC 转录。FLC 剪接

和转录过程的抑制,确保拟南芥从植物营养生长阶段

正确过渡到生殖生长阶段。

4.4 细胞结构内的相分离

4.4.1 STT1/2相分离介导叶绿体内蛋白质分选 
张立新课题组研究发现,两种具有重复锚蛋白结构

域的叶绿体蛋白STT1和STT2可形成异源二聚

体,选择性结合底物蛋白并形成相分离凝集体,通过

双精氨酸易位(chloroplast
 

twin
 

arginine
 

transloca-
tion,cpTat)途径介导叶绿体内蛋白质的分选[90]。
研究者通过筛选与cpTat途径的底物23

 

KDA放氧

复合 亚 基 (oxygen
 

evolving
 

complex
 

subunit
 

23
 

KDA,OE23)互 作 的 蛋 白,筛 选 到 了 STT1 和

STT2。STT1和STT2依赖C端重复锚蛋白结构

域形成异源二聚体结构,同时STT1和STT2在N
端具有IDRs,与底物蛋白结合促使STT1/2复合体

进一步组装,形成相分离凝集体。STT1/2突变体

在降低体外相分离能力的同时,也降低了cpTat途

径的转运能力。研究还发现了一种与STT1/2互作

的蛋白质,高叶绿素荧光106(high
 

chlorophyll
 

fluo-
rescence

 

106,Hcf106),能与底物蛋白 OE23竞争性

结合STT1/2,抑制STT1/2与底物相分离凝集体

的形成,促进底物蛋白质的释放,完成底物蛋白质的

靶向运输。

4.4.2 花粉多糖层相分离介导花粉表面模式形成

 花粉具有种类繁多的表面模式,但花粉表面模式

在同种植物中往往保持一致,不同植物间形态各异。

A.
 

M.
 

Sweeney课题组研究发现,花粉表面模式是

由附着在初生外壁内的多糖层相分离所介导形

成[91]。以西番花为模式植物,研究了花粉在各个时

期的形态,发现在花粉初生外壁完全发育前,初生外

壁与细胞膜之前会产生明显间隙,其内的多糖层会

经历相分离过程。当多糖层相分离最终达到稳态

时,会使花粉表面模式达到一致状态,这种情况花粉

出现在10%的植物中;而当多糖层相分离最终并未

达到稳态时,花粉表面模式将出现差异化,这种情况

花粉出现在90%的植物中,多样化的花粉表面模式

更符合自然选择规律。研究最终建立了多糖层相分

离介导花粉表面模式形成的生物学模型。

4.4.3 Rubisco相分离 Manajit
 

Hayer-Hartl课

题组对Rubisco-CcmM复合物结构进行了解析,通
过生理实验验证了Rubisco在β-羧酶体生物发生过

程中由CcmM 介导的相变过程的分子机制[92],证
明了相分离过程能影响Rubisco酶活性,同时深入

剖析了 Rubisco相分离的分子机制,发现 Rubisco
相分离是由Rubisco和small

 

subunit-like(SSUL)
结构域产生多价相互作用介导的。而Oliver

 

Muel-
ler-Cajar课题组之前报道了在真核藻类的淀粉核

内,Rubisco通过与基本核蛋白成分1(essential
 

py-
renoid

 

component
 

1,EPYC1)蛋白相互作用,也能

形成液滴状聚集体[93]。

4.4.4 ADCP1调控异染色质形成 动物异染色质

蛋白1(heterochromatin
 

protein
 

1,HP1)是组蛋白

H3K9甲基化的阅读蛋白[94-95],介导异染色质的形

成[96],但在植物中并没有找到与 HP1蛋白质同源

的H3K9甲基化阅读蛋白。李海涛课题组研究发

现了植物中一种与H3K9me2结合的蛋白agenet
 

do-
main

 

(AGD)-containing
 

P1(ADCP1)[97]。解析了 AD-
CP1识别 H3K9me2的结构基础,ADCP1的 N、C
末端与Agent结构域之间的脯氨酸loop形成稳定

的疏水中心,使多肽易于进入并识别。研究使用免

疫荧光标记、ChIP-seq证实了ADCP1与 H3K9me2
的共定位,

 

ADCP1缺失会造成染色中心的解聚,该
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过程依赖于 ADCP1对 H3K9me2的识别。动物

HP1蛋白质已被证实具有相分离性质,且 HP1的

相分离介导了异染色质的形成。实验进一步对

ADCP1蛋白质的相分离性质进行验证,发现 AD-
CP1与体外重构的H3K9me3修饰的核小体共同产

生相分离现象,相分离行为依赖于ADCP1对H3K9
甲基化的识别,这说明 ADCP1也可能同动物 HP1
蛋白质一样,能通过相分离介导异染色质形成。

5 相分离的规律与鉴定

生物大分子相分离的形成,主要由蛋白质固有

无序区介导的多价相互作用所驱动,而无序区内氨

基酸残基序列决定了蛋白质相分离的能力。无序区

一般富含甘氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、苯丙

氨酸和酪氨酸等,因此可以通过分析蛋白质的氨基

酸序列,来预测蛋白质是否具有无序区,常用的预测

网站有IUPred3、MobiDb和PLAAC等,常用的相

分离 数 据 库 有 PhaSepDB、LLPSDB、PhaSePro、

DrLLPS和PrionScan等。
现有研究并没有提出一个统一而普适性的规

律,将无序区内氨基酸残基序列与蛋白质相分离能

力准确地联系起来。但也有许多研究提出了特定氨

基酸在某些蛋白质相分离中所产生的作用。例如,
研究最多的FUS蛋白质,其相分离能力是由酪氨酸

与精氨酸的含量决定的,而甘氨酸会维持聚集体的

液相化,谷氨酰胺和丝氨酸则促进固相化[98]。RB-
GD2/4无序区中酪氨酸残基组成的 TRA,介导了

其响应热胁迫而形成的相分离现象[67]。VRN1中

无序区的正负电荷分离的性质,是维持相分离保守

型的决定因素[83],同时蛋白质中化学键的改变也会

影响相分离现象。如TMF蛋白质相分离,会受到

TMF分子内半胱氨酸残基形成的分子间二硫键的

调控,环境的ROS信号促使TMF分子间二硫键的

形成,促进由IDR驱动的TMF蛋白质相分离,使得

TMF蛋白质成为一种ROS感受器[58]。
蛋白质内的氢键对相分离形成也十分重要,

Steven
 

McKnight课题组以 TAR
 

DNA 结合蛋白

43(TAR
 

DNA-binding
 

protein
 

43,TDP-43)为对

象,研究了LCDs形成相分离的分子机理[99]。研究

表明TDP-43
 

LCDs上有一段相分离核心区域,这段

区域内每个氨基酸位点处形成的肽主链间氢键作用

对于相分离功能至关重要,这些氨基酸位点处单个

肽主链间氢键作用的缺失就能显著削弱 TDP-43
 

LCDs的相分离能力。同时研究表明,LCDs可利用

脯氨酸不能形成肽主链间氢键的性质,调整脯氨酸

分布,平衡LCDs之间动态相互作用,从而调节形成

相分离的能力。
通过对蛋白质序列的分析,可以预测出蛋白质

相分离的潜在能力,之后需要对蛋白质相分离进行

验证。现阶段鉴定生物大分子液液相分离的实验标

准主要包括:(1)凝集体形状尺寸,显微镜下凝集体

是否呈圆形,直径是否接近微米级;(2)凝集体形成

的动态性,活细胞内或体外重构体系中,凝集体是否

会发生融合或分离现象;(3)凝集体内分子的运动

性,使用荧光漂白恢复实验鉴定凝集体内分子是否

具有动态性;(4)体外重构相分离相图,使用体外表

达纯化的蛋白质在重构的体系中,构建随蛋白质浓

度和盐浓度变化而变化的相分离形成图谱。

6 植物中相分离研究展望

生物大分子相分离的研究无疑对解开细胞生命

活动之谜具有重要的意义,目前的研究中存在许多

争议,例如相分离与基因表达调控是否存在直接关

系;相分离与经典蛋白质相互作用产生的功能的区

别;相分离蛋白质鉴定的标准,如荧光漂白恢复实验

能否作为相分离的鉴定标准仍存在争议;体内体外

实验的区别,如外源与内源蛋白质浓度、环境因素、
互作因子的影响;荧光蛋白等标签对相分离的影响;

IDRs是否具有可替换性;相分离液滴对组分是否具

有严格的控制;相分离是否具有广谱性与进化保守

性等等。
细胞内生物大分子相分离具备多样的生物学功

能,而具备相分离性质的潜在蛋白质也不在少数。
有研究对7种植物(拟南芥、小立碗藓、玉米、小麦、
番茄、大豆和无油樟)、酿酒酵母以及人体蛋白质组

进行分析[16],通过预测IDRs,鉴定潜在的相分离蛋

白质。在拟南芥中发现了2
 

668种具有IDRs的蛋

白质,在人体蛋白质组中发现了2
 

599种含IDRs的

蛋白质。对所鉴定的蛋白质进行功能分析,发现其

中大多数为核酸结合蛋白质,还包括一些蛋白质修

饰酶、转录调节因子和染色质结合蛋白[16]。
同时,最新的研究使用生物素化异恶唑(bioti-

nylated
 

isoxazole,
 

b-isox)沉淀法结合质谱分析,鉴
定了植物细胞内的一些具有潜在相分离能力的蛋白

质[100]。小分子化合物生物素化异恶唑可在低温下

形成微晶体,其表面能特异结合LCDs蛋白,从而能

富集潜在的相分离蛋白质。研究从拟南芥幼苗中鉴

定出729个具有潜在相分离能力的蛋白,从花絮中
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鉴定出641个潜在蛋白,拟南芥中总共鉴定出985
个具有潜在相分离能力的蛋白质。通过酵母异源表

达系统,验证了其中的70个蛋白质,发现有67%的

蛋白能形成凝集体,而其余蛋白也能在热激处理后

形成凝集体。研究也对另外不同的植物物种潜在相

分离蛋白进行鉴定,包括莱茵衣藻、小立碗藓、水稻、
玉米、小麦、大白菜和番茄,为相关植物的相分离研

究奠定了基础。
后续研究仍需要通过分子生物学、生理生化等

实验手段对潜在的相分离蛋白进行分析,鉴定它们

在体内体外的相分离现象,揭示相分离与具体的生

物学功能的关系。
生物大分子相分离的研究也需要多种科技手段

支持,例如解析分子结构需要X射线晶体学成像、核
磁共振、冷冻电镜等技术,分析相分离功能的ChIP、

IP-MS、各种互作实验以及测序技术等,观察相分离

凝集体的激光共聚焦显微镜和透射电镜等显微成像

技术,鉴定相分离凝集体组分的离心、标记、分选及大

规模基因筛选、液滴共沉淀和水凝胶捕获等技术[101],
以及细胞内操控相分离变化的光控液滴技术[102]。越

来越先进的研究理念和技术,将促使我们深入解析相

分离凝集体复杂的分子组成与动态变化,实现在细胞

内外对复合体相分离进行操纵。
相分离所形成的生物大分子间的相互作用,有

许多是微弱的、瞬时的相互作用,因此常规的IP-MS
技术很难寻找到与目的分子产生微弱的、瞬时的相

互作用的潜在分子,从而造成鉴定相分离小体组分

的困难。邻近标记技术(proximity
 

labeling,
 

PL)是
一类检测细胞内蛋白质互作关系及亚细胞结构内蛋

白质组或核酸组成的新技术[103],作为IP-MS的一

种补充技术,极大提高了寻找互作分子的效率,对于

鉴定相分离小体的组分作用巨大。在植物中,通过

定向进化得到一种理想的生物素连接酶TurboID,
在25

 

℃下,TurboID以生物素为底物,10
 

min内即

可在活细胞中快速完成邻近蛋白的生物素化标记,
十分适合对植物细胞的研究[104]。TurboID技术能

特异标记距离目的蛋白质10
 

nm范围内的蛋白质,
与传统的免疫共沉淀等技术相比,可以直接在活细

胞内对互作蛋白质进行特异性标记,鉴定互作蛋白

质的效率达到10倍以上,对于瞬时发生的、微弱的

蛋白质互作,以及互作蛋白质丰度较低的研究十分

有效。
生物大分子相分离领域不断有新进展,目前的

研究推进了我们对相分离分子机理的深入理解。相

分离在动物细胞中的功能,提示着植物中相分离可

能具有类似作用。而植物细胞中特有的相分离现

象,更是我们研究植物生命活动的全新突破口。
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