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摘要 过去十多年相分离在生物学中的发展为生物学研究提供了新的视角. 相分离是目前生物学领域最前沿的

研究方向之一. 植物在生长发育过程中, 往往面对着外界环境条件, 如光照、温度、水分、机械刺激等的剧烈变

化, 这要求植物细胞短期内发生快速基因表达调控以应对这些生存环境的变化. 近几年的研究发现, 植物细胞中

生物大分子通过相分离形成的无膜细胞器通过区室化、浓缩生物大分子等方式影响诸多细胞生命活动, 在生长

发育以及响应胁迫过程中起重要作用. 本文阐释了生物大分子液-液相分离发生的原理和行使的功能, 总结了近

年来植物领域中的相关研究, 并讨论了液-液相分离未来在植物领域中的发展前景.
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细胞内时刻在不同空间尺度上进行着复杂且高效

的生化反应. 为了实现这些过程, 细胞进化出一系列具

有磷脂双分子层包裹的细胞器, 如内质网、高尔基

体、溶酶体等, 它们以物理分隔的形式将细胞内不同

生物学功能进行区室化, 并通过特定的膜转运蛋白以

及复合物机器进行细胞器间的物质交换和运输. 然而

近几年人们通过研究发现, 细胞中存在着大量无膜细

胞器, 即生物大分子通过相分离的方式聚集成纳米至

微米尺度的凝聚体, 更动态、更精细地区室化不同生

物学过程, 保证细胞内的反应高效有序地进行.
第一个无膜细胞器于1830年在神经元细胞中被发

现并命名为核仁
[1]. 1903年Santiago Ramón y Cajal[2]同

样在神经元细胞中发现一类与核仁靠近的无膜细胞

器, 即为人们所熟知的Cajal body. 此外, 细胞核和细胞

质基质中还存在多种无膜细胞器. 2009年, 德国马普研

究所的科学家Clifford P. Brangwynne等人
[3]
描述了线

虫早期胚胎细胞中的一类无膜细胞器P颗粒的物理性

质: 快速融合、浸润细胞核膜表面、与外界进行快速

交换等, 同时也初步测定了P颗粒与水滴的区别: P颗
粒具有更大的黏度, 类似于甘油; P颗粒的表面张力远

小于水滴的表面张力,可能更有利于P颗粒快速解聚和

组装. 2012年, 美国西南医学中心的Rosen团队
[4]
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在体外通过蛋白质多价相互作用实现了液-液相分离.
至此, 科学家们逐渐意识到相分离可能是细胞内无膜

细胞器形成的普遍机制. 近几年, 越来越多的无膜细

胞器被证明具有液滴的性质, 例如, 细胞在受到胁迫

后聚集40S核糖体亚基、翻译起始复合物、mRNA和
RNA结合蛋白(RNA-binding proteins , RBPs)而形成的
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以暂停翻译的应激颗粒(stress granules, SG)[5]、与

RNA代谢息息相关的P小体(processing body, PB)[6]、
细胞核中参与多种生物学过程的PML小体 (PML
bodies)[7]、DNA损伤响应蛋白在DNA双链断裂损伤修

复位点形成的damage foci[8]、参与microRNA(miRNA)
合成和加工的切割小体(dicing-bodies, D-bodies)[9]、光

小体(photo bodies)[10]等. 这些无膜细胞器是由蛋白和

核酸等生物大分子以液-液相分离的方式在空间上凝

聚形成, 因而人们又称无膜细胞器为“生物大分子凝

聚体”.

1 相分离的介绍

1.1 相分离的物理化学原理

溶质分子发生分离, 形成高浓度和低浓度的两个

相对独立的相的过程即为相分离. 从物理上讲, 在溶

质分子间没有相互作用的溶液体系中, 溶质分子倾向

于自由扩散以增加系统的混乱度(即熵), 从而达到系

统能量最低的状态而稳定存在, 此时, 系统自由能与

溶质分子浓度呈现单一变化关系(图1, 蓝色线). 但是

当溶液中的溶质分子间有相互作用时, 在一定条件下,
需要将溶质分子分离成两个相才能将系统的自由能降

到最低(图1, 红色线). 典型的例子是高分子化学中的

液-液相分离. 由单个单元经过多聚而形成的高聚物分

子之间由于存在较多的相互作用, 容易在溶液中分离

成两个相
[11].

生物大分子(如蛋白质和核酸)与化学高聚物类似,
分子间存在很多相互作用, 容易在细胞质基质中发生

分离形成高浓度的凝聚体和低浓度的弥散相. 当然,
很多理化因素都会影响系统自由能, 从而影响相分离

的过程. 此外, 生物大分子在细胞质基质中的相分离

还会受到“溶质”与“溶剂”分子间的相互作用的影响.
根据所形成凝聚体的性质, 可以将相分离分为液-

液相分离和液-固相分离. 液-液相分离形成的凝聚体结

构往往具有更高的流动性和动态交换性, 可以与周围

的分子进行快速交换. 液-液相分离形成的液相也会发

生老化形成固相, 如晶体或者淀粉样纤维
[12,13]. 而有一

些研究也发现了液-液与液-固相分离的中间态, 如胶状

聚集体以及液态晶体
[14~17] .究其本质原因,相的不同性

质是由分子间相互作用的强弱决定的. 细胞内凝聚体

相分离状态的转化往往与其生物学功能紧密联系, 既

受细胞内生理环境(如pH、离子强度、温度、渗透压

等)改变的影响,同时也会被蛋白翻译后修饰(post-trans-
lational modification, PTM)所影响, 如磷酸化

[18~20]
、泛

素化
[21]

、SUMO化[22]
、甲基化

[23,24]
、乙酰化

[25]
等.

1.2 多价相互作用驱动相分离

封闭体系趋向于自由能最低的状态, 因而从热力

学角度看, 相分离的发生降低了体系整体的自由能.
体系的自由能包括焓与熵变化的贡献, 对于生物大分

子存在的体系而言, 其焓变包含生物大分子与溶剂分

子之间、生物大分子之间以及溶剂分子之间势能的变

化
[26], 因此生物大分子之间的相互作用对于其相分离

状态至关重要. 研究表明, 生物大分子相分离的主要

驱动力是多价相互作用
[4], 这种相互作用可以发生在

蛋白与蛋白间、蛋白与核酸间及核酸与核酸间. 如细

胞骨架信号调控通路中, 多价蛋白肾素的磷酸化酪氨

酸残基与Nck的SH3(Src homology 3)结构域及N-
WASP(Neural Wiskott-Aldrich-syndrome protein)的脯

图 1 相分离过程的系统自由能变化. 根据吉布斯自由能公
式ΔG=ΔH−TΔS, 当分子间不存在相互作用的情况下(蓝色
线)溶质分子浓度与系统自由能呈现单一变化关系: 生物大
分子浓度低时, 随着浓度增加, 体系的熵ΔS增加, ΔG减少;
当分子浓度高于某个阈值, 分子混乱度降低, 即熵ΔS减少,
ΔG增加. 当生物大分子间或分子内存在相互作用(如结构域
间的多价作用、π-π共轭、π-阳离子共轭、正负电荷互作、
偶极-偶极互作、氢键等弱的多价作用)时(红色线), 生物大
分子以高浓度和低浓度两个相存在才能使得体系内自由能
ΔG最低
Figure 1 Thermodynamic changes in phase separation. According to
the Gibbs free energy equation (ΔG=ΔH−TΔS), in a simple system of
non-interacting molecules (shown in blue line), free energy as a function
of solute concentration is unimodal: ∆S increases and ∆G decreases with
increasing concentration; above a threshold, ∆S decreases and ∆G
increases with increasing concentration. When solute molecules interact
(shown in red line), the free energy of the system can be minimized by
separating the solute molecules into two phases of different concentrations
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氨酸富集结构域通过分子间多价相互作用诱导体内和

体外相分离的发生
[4]. 另外, P小体组成成分mRNA脱

帽酶亚基DCP2(decapping mRNA 2)、mRNA脱帽蛋

白增强子EDC3(enhancer of mRNA decapping 3)和核

仁蛋白核磷霉素NPM1(nucleophosmin 1)等都通过折

叠结构域的多价互作驱动相分离
[27]. 由重复折叠区域

组成的人工合成蛋白通过多价相互作用亦可驱动相分

离的形成, 如人工合成多聚SH3域蛋白与多聚PRM配

体发生多价互作引发相分离
[4].

具有特定结构的结构域之间产生的多价相互作用

强度通常较强. 此外, 弱的多价相互作用也是相分离的

重要驱动力. 一些蛋白质所含有的固有无序区域(in-
trinsically disordered regions, IDRs)是提供弱的多价相

互作用的重要元件. 顾名思义, IDR是不能折叠成特定

构象的氨基酸序列. 其序列特征是具有较低的复杂性,
氨基酸类型往往以甘氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺、天冬

酰胺、苯丙氨酸和酪氨酸为主, 亦或是带电氨基酸如

赖氨酸, 精氨酸, 谷氨酸和天冬氨酸
[28].

正是由于IDR不具有固定折叠的构象, 氨基酸残

基趋于暴露, 使这些氨基酸之间有机会产生多种弱的

相互作用. 芳香族氨基酸形成的分子间或者分子内的

π-π、π-阳离子等的共轭效应产生弱的多价相互作用.
例如, DDX4(DEAD-box helicase 4)通过苯丙氨酸残基

与精氨酸残基形成分子内的π-阳离子效应与分子间的

π-π效应互作
[29]. 与之类似, BuGZ(GLEBS domain–con-

taining mitotic protein)和肾素NICD区(nephrin intracel-
lular domain)芳香族氨基酸的突变大大降低了蛋白相

分离的能力
[30,31]. 非极性或弱极性氨基酸残基的疏水

作用对相分离很重要, 如谷氨酰胺或天冬酰胺更倾向

于与自身相互作用, 而不是与水相互作用. 富含疏水

性氨基酸的基序更利于相分离的发生. 氢键亦可驱动

相分离, 如很多蛋白的RNA结合域都具有RGG/RG基
序, 可通过氢键与RNA发生相互作用. 带电氨基酸有

利于分子内或者分子间正负电荷静电吸引, 帮助蛋白

等大分子聚集. 在细胞内, 翻译后修饰往往通过改变

带电氨基酸的性质而改变大分子相分离的能力, 如甲

基化修饰的精氨酸与酪氨酸的苯环的相互作用会减

弱, 降低了FUS蛋白的相分离能力
[24,32,33].

1.3 影响相分离的细胞内环境因素

生物大分子的相分离是一个多因素的动态过程,

不仅可在正常条件下自发发生, 而且还受到一系列环

境因素的刺激, 包括温度、pH、ATP/能量、大分子浓

度和离子强度的变化. 这些特定的生理参数构成了相

边界, 通过改变一个或多个参数, 如提高温度、剥夺

营养物质、降低pH值或改变其他因素, 跨越这个边

界, 可以引起相分离, 形成凝聚物, 这是细胞的适应性

调控反应
[34].

温度的变化可能影响蛋白质氨基酸残基的亲疏

水程度以及氢键作用, 进而影响相分离的发生. 根据

该蛋白相分离的性质, 可将导致其相分离发生的临界

温度分为最高临界溶解温度(upper critical solution
temperatures, UCST)和最低临界溶解温度(lower criti-
cal solution temperatures, LCST). UCST指的是低于临

界温度发生相分离, 而LCST则与之相反. 如体外纯化

的酵母蛋白Pab1(polyadenylate-binding protein 1)随着

温度的升高水合半径变大, 表现为类似LCST性质
[35];

而溶菌酶
[36]

、DDX4[29]、节肢弹性蛋白
[37]

均具有

UCST性质.
pH变化可以通过改变组分的净电荷来影响分子

内或分子间蛋白-蛋白/RNA的相互作用, 从而影响相

分离的发生 . 例如在非胁迫条件下 , G3BP1(Ras
GTPase-activating protein-binding protein 1)其中心带

负电的富含谷氨酸的IDR可以与其C端带正电的富含

RG的区域相互作用, 使G3BP1折叠成闭合构象, 破坏

其相分离状态. 而在pH降低的条件下, 谷氨酸的质子

化改变了酸性IDR的净电荷, 破坏了其与RG富集区域

的稳定静电相互作用, 使G3BP1从其闭合的自抑制状

态打开并释放RG富集区域, 进一步促进分子间蛋白-
蛋白/RNA相互作用来驱动相分离

[38]. 此外, 低pH可以

诱导Pub1(PolyU-binding protein)组装成为凝聚体. 酸

性环境可能改变RRM(RNA recognition motifs)结构域

内的电荷分布, 从而通过静电相互作用促进了Pub1凝
聚体的组装

[38].
亲水分子ATP具有抑制蛋白聚集体形成的功能.

除了作为“能量货币”, 细胞内高浓度的ATP可能用于

保持蛋白质可溶性. 如ATP可明显抑制hnRNP(hetero-
geneous nuclear ribonucleoprotein)、FUS(fused in sar-
coma)、TAF15(TATA-box binding protein associated
factor 15)形成相分离, 溶解已形成的蛋白聚集体

[39],
这可能是由于ATP的亲水性降低了相分离蛋白的疏水

作用.
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1.4 PTM调控相分离

PTM是真核生物中广泛存在的一种调控蛋白活

性的重要方式,细胞中超过一半的蛋白会发生PTM.上
文中提到, PTM是调控相分离的重要因素,其往往通过

改变蛋白质结构、带电性质、疏水性以及其他性质影

响相的分离和转变. PTM的位点经常发生于IDR中.
磷酸化修饰是最重要和常见的PTM之一, 往往发

生在丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸等残基上. 磷酸化引入

了负电荷, 可能会改变蛋白电荷分布和静电相互作用,
从而正向或者负向调控相分离. 如磷酸化对Tau K18片
段以及全长均有促进作用

[40], 而FUS-N端低复杂度结

构域(low complexity domain, LCD)区的磷酸化则抑制

了FUS的相分离能力
[41].

相比于磷酸化修饰, 精氨酸甲基化修饰相对稳定.
精氨酸甲基化由蛋白质精氨酸甲基转移酶PRMT(pro-
tein arginine methyltransferase)家族成员催化精氨酸的

胍氮原子生成一个或两个甲基
[42]. 精氨酸是带正电荷

的氨基酸, 通常介导阳离子-π相互作用. 精氨酸的甲基

化修饰并不会改变正电荷, 但是会通过降低氢键能力

增加疏水性
[43]. 具有RGG/RG重复序列的RNA结合蛋

白往往通过精氨酸-芳香族氨基酸的互作驱动其相分

离
[44], 而RGG/RG区域精氨酸甲基化修饰往往降低相

分离能力
[23,24]. 如DDX4的相分离可以被PRMT1体外

催化形成的不对称双甲基化所抑制
[29].

除了组蛋白, 其他蛋白也可被乙酰化修饰. 由赖氨

酰乙酰转移酶催化乙酰辅酶A提供的乙酰基与赖氨酸

残基的ε-氨基侧链连接
[45], 并可被赖氨酸去乙酰化酶

逆转. 而N端乙酰转移酶可以催化乙酰基连接N端第一

个氨基酸的α-氨基位置的不可逆修饰反应
[46]. DDX3

(dead box RNA helicase 3)在K118位模拟乙酰化突变

降低了DDX3-IDR相分离能力
[47], 这可能是由于乙酰

化影响了赖氨酸与阴离子或者芳香族氨基酸之间的相

互作用.
泛素是一种高度保守的蛋白, 含有76个氨基酸. 泛

素C端甘氨酸的羧基可被酶催化与目的蛋白或其他泛

素的赖氨酸残基ε-氨基连接. 与之前提到的PTM不同,
多泛素化可与不同的基序形成多价相互作用

[48]. 如在

经典的泛素-蛋白酶体蛋白降解途径中, 泛素化蛋白与

底物穿梭因子RAD23B两个泛素相关的结构UBA(ubi-
quitin-associate)之间的多价相互作用驱动了相变的

过程
[49].
一些情况下蛋白会被不同类型的PTM修饰, 从而

导致合作或者竞争效应
[ 50 ] . 如应激颗粒成核蛋白

G3BP1的去甲基化和去磷酸化协同促进应激颗粒的组

装和翻译抑制
[51].

除以上提到的PTM外 , 精氨酸瓜氨酸化
[ 52 ]

、

SUMO化[22]
等亦有报道调控相分离能力.

1.5 相分离的功能

具有相分离能力的蛋白对外界刺激响应更迅速.
液-液相分离的形成原理使其在溶液条件仅发生微小

改变的情况下即能做出快速和决定性的反应, 这样的

生物物理反应远比细胞内转录和翻译事件的启动要

快. 已有研究表明, 液-液相分离被生物体用于对热和

pH应激响应
[35,38,53].

相分离也可起到缓冲生物大分子的浓度的作

用
[54]. 细胞内蛋白质的浓度达到相分离阈值(critical

concentration)时会诱发相分离, 更多的蛋白质分子储

存于凝聚体中; 当胞内环境中蛋白质浓度下降后, 凝

聚体中的分子会扩散进入弥散相, 由此可以保证弥散

相中蛋白质的浓度, 维持相对稳定的状态.
相分离还可局部浓缩招募大分子, 激活信号传导,

加速生化反应. 例如, miRISC复合物(miRNA-induced
silencing complex)在相分离时增强了去帽酶活性

[55],
以及通过相分离形成的T细胞受体簇促进了下游信号

传导
[19]. 同样, 中心体成分PCM(pericentriolar material)

通过相分离聚集微管蛋白以促进微管的成核和生

长
[56]. 越来越多的证据表明, 核仁的液体状态可能对

核糖体的组装很重要
[57,58].

相分离形成的液滴具有黏弹性的特征使其可与质

膜和细胞器膜相互作用, 即液滴对膜的润湿作用. 在不

完全润湿过程中, 液滴、膜和周围溶液表现出相当强

度的相互作用, 这导致液滴和膜之间动态而持久的接

触, 以及它们之间的相互重塑. 相反, 完全润湿状态的

表现是液滴与膜的相互作用超过了液滴对周围溶液的

亲和力. 在这种情况下, 液滴完全包裹在膜上, 内化成

囊泡状结构, 或者被隔离在膜双分子层之间. 有研究报

道, 液滴的润湿作用参与储存液泡的形成、囊泡聚集

和自噬过程
[59].

此外, 相分离还可以隔离大分子以阻止其与其他

底物反应, 或者使大分子失活. 相分离也可导致物理
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化学和机械过滤, 如在核孔穿梭中起到过滤作用
[60].

1.6 细胞中具有相分离能力的生物大分子

高分子化学中, 高聚物是由单一单元构成, 对其进

行相分离研究相对容易. 生物大分子由于具有复杂的

构成(20种氨基酸以及各种修饰或者4种核糖核酸以及

各种修饰), 其相分离研究的难度更大. 捕捉和鉴定细

胞内具有相分离潜力的生物大分子是非常有挑战的.
2012年, Steven L. McKnight教授实验室

[61]
发现, 生物

素化异恶唑(biotinylated isoxazole, b-isox)形成的微小

晶体能够富集细胞裂解液中的数百种RNA结合蛋白

(RNA binding proteins, RBPs), 这些RBPs与已知的无

膜细胞器RNA颗粒(RNA granule)中的组分高度重合.
进一步研究表明, 这些RBPs多数都具有IDR, b-isox的
微晶体有利于具有相分离能力的蛋白在其表面发生凝

聚, 因而可用于特异性地富集这些蛋白.
相对于哺乳动物和酵母中的研究, 人们对于植物

中具有相分离能力的生物大分子知之甚少. 本课题

组
[62]

基于b-isox建立了鉴定具有相分离潜力蛋白的体

系, 从拟南芥幼苗和花组织的细胞裂解液中鉴定到985
个具有相分离潜力的蛋白, 命名为ProX(proteins en-
riched by b-isox). ProX列表囊括了大部分目前植物中

已被报道可以发生相分离的蛋白, 进一步的实验也验

证了这些蛋白的确具有很强的形成凝聚体的能力. 本

课题组进一步鉴定了其他7个代表性植物物种的潜在

相分离蛋白, 为植物细胞中生物大分子相分离的功能

研究提供了资源.
除了蛋白质外, RNA也是细胞中相分离的重要参

与者, 这是因为RNA本身就是多价的生物大分子. 此

外, 具有IDR的蛋白通常还具有RNA识别基序(RNA
recognition motif, RRM), RNA与对应的RBPs通过多

价相互作用一同或单独进行相分离. 已知的众多无膜

细胞器都含有RNA, 即所谓的“RNA颗粒”, 可见RNA
对于蛋白质的相分离非常重要

[63].

2 相分离与植物生长发育

基因的表达是生命活动的核心步骤, 受到一系列

蛋白和非编码元件的精细调控. 动物中的研究已发现,
相分离广泛参与到转录和转录后水平的基因表达调控

过程中
[64], 近年来植物中也有诸多研究报道相分离参

与基因的表达和调控, 主要涉及转录起始阶段染色质

结构的变化和转录因子与DNA的结合、转录后

mRNA的剪接和3′末端加工, 以及小RNA的调控等方

面(图2).
DNA缠绕于组蛋白上, 二者共同组成核小体, 调

控染色质紧密程度, 进而影响基因的转录. 研究发现,
拟南芥的组蛋白变体H2B.8通过相分离介导了精子染

色质和核的浓缩, 有利于精子核中染色质的异质化, 但
不降低转录水平, 证明H2B.8介导的精子染色质压实

对植物的生育能力是重要的
[65]. 除了组蛋白自身能够

发生相分离, 研究者还发现一类植物特有的新型组蛋

白甲基化阅读器ADCP1(agenet domain-containing pro-
tein 1)也具有相分离能力, 并以H3K9甲基化依赖的方

式介导多聚核小体串发生相分离, 促使异染色质形

成
[66].
转录因子能够直接参与相关基因的表达调控. 植

物激素生长素在植物生长发育中起着重要的作用, 而

生长素应答因子ARF(auxin response factor)作为转录

因子调节生长素响应基因的表达. 研究发现, ARF7和
ARF19会在细胞质中发生聚集, 从而被滞留在细胞质

中. ARF7和ARF19聚集的基础是其PB结构域头尾相

接的多聚化. 当多聚状态被破坏时, ARF7/19的定位会

发生改变, 进入到细胞核中, 调控靶基因的表达
[67]. 此

外, 在动物中发现多种转录因子可以同转录中介体复

合物Mediator发生相分离, 从而激活基因表达. 最近,
研究发现, 植物中MED8[68]和MED19a[69]通过相分离

参与到相关基因的转录调控过程中. 实验表明, MED8
及组蛋白乙酰化转移酶HAC1(histone acetyltransferase
1)能够在体外发生相分离并在体内共定位, MED8凝聚

体的形成对于其与RNA聚合酶Ⅱ的互作是必需的
[68].

拟南芥的MED19a蛋白具有正负电荷混合排布的C端
IDR区域, 该区域对于其相分离及与效应蛋白互作是

必需的. 缺氮胁迫诱导MED19a发生相分离形成凝聚

体, 从而调控植物胁迫应答.
mRNA的剪接和3′末端加工是基因表达的重要步

骤. 拟南芥的HRLP(hnRNP R-like protein)蛋白通过相

分离在细胞核中形成凝聚体, 招募剪接因子, 进而抑制

FLC(flowering locus C)剪切和转录, 并抑制FLC的表

达,促进拟南芥由营养生长进入到生殖生长时期
[70].研

究者还发现, 调节拟南芥开花的关键蛋白FCA(flower-
ing control locus A)同样通过相分离在细胞核中形成凝
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聚体. 正向遗传筛选发现, 一个coiled coil蛋白FLL2是
FCA发挥功能所必需的, 而FLL2能够在体内促进FCA
发生相分离. 进一步研究表明, FCA凝聚体能够富集3′
末端加工因子, 促进特定mRNA的3′末端加工

[71]. 最近

的研究则发现, P-body的组分DCP5(decapping 5)能够

与FCA的同源蛋白SSF(sister of FCA)互作, 两者通过

液-液相分离形成凝聚体共同调控FLC的表达, 从而影

响开花时间
[72]. 此外, 参与到mRNA 3′末端加工的蛋

白CPSF30-L(cleavage and polyadenylation specificity
factor 30)也能够发生相分离,通过识别m6A修饰的FUE
元件来精密控制poly(A)位点的选择, 影响植物的开花

时间和对ABA的响应
[73]. 另外, 拟南芥EMB1579(em-

bryo defective 1579)蛋白则通过相分离调控基因转录

和pre-mRNA剪切, 从而调控植物生长
[74].

除了参与基础的转录调控过程的蛋白, 植物在自

身生长发育过程中产生的信号物质(如过氧化氢等)也
能通过相分离影响转录过程, 从而调节植物生长发育.
研究者发现, 番茄中TMF(terminating flower)蛋白的半

胱氨酸被积累于茎尖分生组织的过氧化氢氧化, 形成

分子间和分子内的二硫键, 与TMF的IDR共同驱动蛋

白发生相分离形成转录凝聚体, 并招募花原基分化基

因AN(ANATHA), 精准调控茎尖分生组织的成熟和开

花
[75]. 在后续的研究中, 研究者还发现, TMF同家族的

其他蛋白TFAM(TMF family member)在IDR区域发生

大量变异, 导致其相分离能力不同, 从而形成异质的聚

集体以共同精细调控AN的时空表达
[76].

小非编码miRNA是一类重要的基因表达调控元

件. miRNA前体由Dicer切割成为成熟的miRNA, 与

图 2 相分离调控植物生长发育. A:转录复合物中Mediator通过相分离参与基因表达调控; B:相分离参与mRNA的剪接和3′末
端加工; C: 活性氧通过氧化TMF蛋白的半胱氨酸, 形成分子间和分子内的二硫键, 促进TMF转录凝聚体形成调控植物开花; D:
SE相分离驱动切割小体的形成和miRNA的产生; E: SGS3相分离驱动siRNA小体形成, 介导ta-siRNA产生; F: 藻类叶绿体的蛋
白核是由Rubisco与EPYC1通过相分离形成的无膜结构, 浓缩CO2提高光合作用效率; STT1/2通过相分离状态的转化驱动叶绿
体内蛋白分选
Figure 2 Phase separation regulates plant growth and development. A: Phase separation of Mediator regulates transcription; B: phase separation is
involved in mRNA splicing and 3′ end processing; C: TMF forms inter- and intra-molecular disulfide bonds upon sensing ROS, triggering its phase
separation that regulates plant flowering; D: phase separation of SE drives the formation of dicing body and miRNA production; E: phase separation of
SGS3 leads to the formation of siRNA body, which mediates ta-siRNA production; F: the CO2-concentrating organelle pyrenoid in algae is formed via
the phase separation of EPYC1 and Rubisco subunits. Phase separation of STT1/2 drives the cargo sorting in chloroplast
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ARGONAUTE蛋白结合为RNA诱导的沉默复合物

(RNA-induced silencing complex, RISC), 对靶标mRNA
进行切割或者翻译抑制

[77]. 研究者发现, 对植物miR-
NA的产生至关重要的D-body是由其核心组分SE
(SERRATE)蛋白通过液-液相分离驱动组装形成的,
miRNA在D-body中加工完毕后, 即被释放至小体外发

挥功能
[78]. 此外, RNA解旋酶家族蛋白RH6, RH8和

RH12还可通过相分离与D-body核心组份SE互作, 促

进SE蛋白的相分离以增加miRNA的积累, 而病毒侵染

会影响RNA解旋酶的定位, 从而影响D-body的聚集
[79].

另一类小非编码RNA, siRNA, 也在转录后水平调控基

因表达
[80]. 研究者发现SGS3(suppressor of gene silen-

cing 3)能够通过其PrLD区域发生相分离, 并介导siR-
NA小体形成, 该过程对于siRNA的产生和基因沉默是

至关重要的
[81~83]. 转座元件(transposable elements,

TEs)的跳跃可能会引起致命突变. 研究发现, TEs
RNA被靶向定位至由SGS3相分离形成的小体中, 它们

的活性因而被抑制
[82]. 在正常的生长发育之外, 植物

还需要进行一系列新陈代谢活动维持细胞稳态, 其中

自噬(autophagy)过程将异常的细胞器或者生物大分子

运至液泡或溶酶体进行降解, 以促进生物体的营养物

质循环, 在生长发育调控中发挥重要作用. 研究发现,
自噬的核心蛋白ATG8e(autophagy-related 8e)可以通过

相分离调控细胞自噬, 而ATG3(autophagy-related 3)通
过增强ATG8e的相分离能力来促进自噬过程

[84].
植物通过光合作用为自体提供营养物质, 该过程

吸收和固定了大量CO2, 在调节气候和缓解全球变暖

过程中起到了重要作用. 全球CO2消耗量的近一半均

为藻类的贡献, 但水中较低含量的CO2如何被藻类进

行浓缩, 其机制仍不清楚. 近年来, 研究人员发现莱茵

衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)中进行CO2浓缩的蛋

白核(pyrenoid)实质上是液态的, 因为蛋白核中的Ru-
bisco酶被EPYC1(essential pyrenoid component 1)所
“连接”, 使得蛋白核具有“液滴”的性质, 并且实现了

Rubisco酶的高度浓缩, 促进了其对低浓度CO2的高效

利用
[85], 在后续的研究中, 研究者将衣藻的EPYC1和

Rubisco酶转入高等植物拟南芥, 重构了衣藻中pyre-
noid的液滴状性质, 且未降低光合作用的效率

[86]. 高等

植物中, 叶绿体作为一种半自主细胞器, 核基因编码的

叶绿体蛋白从叶绿体基质进入到类囊体膜的机制一直

是研究的热点.最近研究者发现,拟南芥的STT1/2蛋白

能够在叶绿体基质中通过相分离特异性地结合某些特

定蛋白, 进入类囊体膜后, 其相分离状态发生逆转从而

释放结合蛋白, 实现了底物跨类囊体膜的转运
[87].

在种子形成过程中, 贮藏蛋白正确分选和转运至

蛋白储存小泡(protein storage vacuoles, PSV)的过程对

于种子发育至关重要. 最近的研究发现,相分离液滴的

细胞内润湿作用对于PSV的体内形态发生起着重要的

作用. PSV具有液滴的性质, 润湿性的膜表面条件有利

于液滴诱导膜出芽, 最终形成多个PSV[88].
细胞壁不仅对植物细胞起着支撑和保护的作用,

还需要适应细胞的生长做出形态的变化或者扩张. 研

究表明, 植物细胞壁具有半固态的性质, 相分离不仅

在细胞壁的形态建成和缓冲应力过程中起重要作用,
而且是细胞壁扩张的重要驱动力. 其中, 果胶作为植物

细胞壁的主要成分, 其修饰对于驱动细胞壁的相分离

至关重要
[89].

3 相分离与植物胁迫响应

植物生长在复杂多变的环境中, 需面对各种逆境

胁迫, 例如高温、高光照强度、干旱、机械压力等.
为了快速高效地适应自然环境的变化, 植物进化出了

一系列复杂精细的机制
[90]. 前文中提到, 相分离本身

对于理化条件的变化尤为敏感, 因而生物大分子的相

分离可能是植物迅速地感知和响应外界环境变化的重

要机制. 近年来的研究的确发现, 植物中诸多蛋白通过

其相分离响应外界环境变化(图3).
除了为植物光合作用提供能量外, 光还可以通过

调控细胞的分化、结构和功能的改变影响植物组织和

器官的建成, 该过程被称为光形态建成(photomorpho-
genesis)[91]. 早期研究发现光, 能够诱导植物细胞中光

小体的形成
[10]. 光小体是一种无膜细胞器, 其形成机

制以及作用机理一直未明确. 光敏色素phyB(phyto-
chrome B)是光小体的核心组成蛋白, 最近的研究发

现, phyB受红光诱导发生液-液相分离, 且温度会影响

phyB相分离的能力, 当温度升高到正常生长温度以上

时, phyB所在的光小体会解聚, 从而影响下游通路的

信号传导, 使得植物通过phyB响应外界生长温度变

化
[92]. 与phyB类似, CRY2(cryptochrome 2)能够受蓝光

激活进入细胞核, 通过相分离形成CRY2光小体, 进而

招募m6A“编码器(writer)”复合体, 促进mRNA的m6A甲
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基化, 并且其中生物钟核心组分的mRNA降解速率会

因此发生改变, 从而实现蓝光对于生物钟的调节
[93].

植物的正常生长发育需要在适宜的温度范围内进

行, 环境温度的变化会影响植物生理生化和代谢等过

程. 研究发现, 温度变化会引起蛋白相分离状态的改

变, 从而使得植物感知温度变化并主动调节基因表达.

图 3 相分离调控植物响应胁迫. A: 转录抑制因子ELF3在27℃下通过自身PrLD介导相分离, 抑制其与开花基因结合, 从而促
进热胁迫下开花基因表达; B: 正常生长条件下, SEU调控发育相关基因表达, 而高渗胁迫下细胞体积变小, 细胞内拥挤程度增
加, SEU通过其IDR中的两个α螺旋构象改变感受到拥挤程度的变化, 促使SEU分子间距离靠近, 触发相分离, 从而调控胁迫相
关基因表达; C: NPR1结合高浓度的水杨酸SA诱导其相分离, 促进免疫抑制因子的泛素化降解并招募胁迫响应蛋白促进细胞
存活; D: 核孔复合物NUP62通过相分离形成水凝胶状相, 选择性介导免疫调节因子(如MPK3)进入细胞核, 激活细胞对灰霉病
菌的抗性; E: RNA结合蛋白RBGD2和RBGD4通过相分离与应激颗粒蛋白组分以及热响应mRNA结合, 提高植物耐热性;
ALBA4/5/6招募热胁迫转录因子HSFs的转录本进入应激颗粒, 以提高它们的稳定性, 进而提高植物抗热性; F: 蓝光受体隐花
素CRY2通过相分离招募m6A甲基化酶, 增强mRNA甲基化以及生物钟相关因子CCA1稳定性, 从而调控植物生物节律
Figure 3 Phase separation regulates stress response. A: The transcriptional repressor ELF3 undergoes phase separation through its PrLD at 27℃,
which sequesters itself thereby promotes the expression of flowering genes; B: under normal growth condition, the transcriptional corepressor SEU
regulates growth-related genes. Upon hyperosmotic stress, intracellular macromolecular crowding increases as a result of reduced cell volume. SEU
senses crowding via the conformational changes of two α helices and undergoes phase separation, thereby promotes the expression of stress-responsive
genes; C: high level of SA induces the phase separation of NPR1, which promotes cell survival through degrading negative immune regulators; D: the
nuclear pore component NUP62 forms hydrogel via phase separation, allowing selective nuclear transport to regulate plant defense against pathogen;
E: phase separation of RNA-binding proteins RBGD2/4 or ALBA4/5/6 protects the mRNA of heat shock factors from degradation, which promotes
heat tolerance; F: CRY2 condensates regulate circadian clock via recruiting m6A methyltransferase to strengthen mRNA methylation and to stabilize
CCA1 mRNA
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拟南芥夜晚复合体(evening complex)中的组分ELF3
(early flowering 3)蛋白通过其PrLD区域(prion-like do-
main)介导的相分离来感受环境温度变化: 在22℃时,
ELF3与DNA结合抑制靶基因的转录; 在27℃时, ELF3
发生相分离形成凝聚体, 从而失去抑制靶基因转录的

活性, 促使植物进入生殖生长时期
[94]. 与之相反, 低温

能够诱导植物特有的蛋白FRIGIDA发生聚集, 从而抑

制FLC, 而较为温暖的环境则可以扭转这一过程, 缓冲

FLC的关闭从而防止过早开花, 植物由此得以有效地

监测温度波动和季节性温度变化
[95].

高盐或干旱会造成植物细胞内外的渗透压失衡,
导致细胞失水, 扰乱细胞内正常生命活动, 抑制植物生

长发育. 高渗条件下细胞内理化环境的变化主要包括

离子浓度升高和拥挤程度增加. 本课题组
[96]

发现, 拟

南芥转录调节蛋白SEUSS(SEU)能够感受渗透胁迫而

发生相分离. 当植物细胞受到高渗胁迫时, SEU蛋白N
端IDR通过其α螺旋构象的改变而感知到细胞内分子

拥挤程度的增加, 这一变化使得SEU分子间距离靠近,
局部浓度升高, 从而触发其相分离. 缺失SEU的突变体

对渗透胁迫敏感. 值得注意的是, 相分离能力缺失的

SEU变体能够回补seu突变体在正常生长条件下的生

长发育表型, 但不能回补其在渗透胁迫下的敏感表型,
说明SEU形成凝聚体对于植物的胁迫耐受是至关重要

的. 进一步研究证明, SEU凝聚体通过促进渗透胁迫相

关基因的表达而增强了植物的耐受性
[96], 但是其分子

机理尚不清楚.
水分的吸收是植物种子萌发的重要条件, 种子需

要感受到环境水分变化, 在条件适宜的情况下启动萌

发过程. 拟南芥的FLOE1蛋白通过依赖于水合(hydra-
tion)的相分离来抑制种子在水分不利条件下的萌发, 从
而提高种子萌发的成活率. 研究者进一步探究了影响

FLOE1相分离的内在因素, 发现其IDR中DS和QPS区域

通过拮抗作用调控FLOE1的相分离. 有趣的是, FLOE1
基因的剪接在自然界的物种间存在变异, 并影响其相

分离的能力, 这表明FLOE1的相分离可能被自然选择

以调控不同遗传背景和生存环境中种子的萌发
[97].

绿色植物以CO2为底物进行光合作用, 环境中的

CO2浓度会影响植物光合作用效率
[98]

和气孔开闭
[99]

情

况. 研究发现, 植物中存在一类PP2C家族磷酸酶, 其成

员均含有IDR, 这些IDR能够特异性地响应高浓度CO2

气体分子的诱导, 从而介导PP2C发生相分离, 激发其

磷酸酶活性, 进而调控一系列下游通路
[100].

植物除了需要应对各种非生物胁迫, 还要面对诸

多生物胁迫
[101]. 最近的研究发现, 相分离在生物胁迫

的应答过程中也起到重要作用. 在转录层面, 拟南芥的

GBPL3(guanylate-binding protein(GBP)-like GTPases 3)
蛋白在植物遭受病原菌入侵时, 会通过相分离发生聚

集, 并结合到免疫相关基因的启动子区, 招募RNA聚
合酶Ⅱ和特定的转录共激活蛋白来调控防卫基因的表

达
[102]. 有趣的是, 当植物在同时遭受病原菌入侵和高

温侵袭时, GBPL3聚集体的数目会明显减少,导致植物

免疫能力下降
[26], 这暗示气候变暖会影响植物抗病能

力. 在翻译层面, HEM1蛋白是一个翻译调控因子, 其

中含有蛋白LCD, 该区域可以与其他翻译因子相互作

用, 同时可以介导HEM1发生相分离形成凝聚体, 通过

将翻译因子区室化来抑制免疫基因的过度翻译, 使得

植物能够平衡生长发育和免疫应答
[103]. 研究还发现,

SGS3的相分离能调节vsiRNA(virus derived small inter-
fering RNAs)的产生, 促进植物防御病毒侵染; 而磷酸

化可以调节SGS3的相分离能力, 从而调控植物的免疫

响应和育性
[104].此外,水杨酸(salicylic acid, SA)介导系

统获得性抗性, 是植物对抗病原菌入侵的重要信号分

子. 研究者发现, 水杨酸的受体NPR1(nonexpressor of
pathogenesis-related genes 1)可以由SA触发其在细胞

质中的聚集, 从而招募一系列应激响应蛋白, 可能通

过隔离和/或降解关键免疫调节因子和其他应激蛋白,
控制蛋白稳态并抑制未受感染细胞的程序性死亡, 从

而促进健康细胞在广泛刺激下的存活
[105]. 植物感受到

病原菌入侵后, 会激活免疫调控因子进入细胞核, 位于

核孔中央的亚复合体选择性地调控物质由细胞质进入

细胞核, 但其调控机制尚未明确. 近期研究表明, 核孔

中央亚复合体的组分NUP62(nucleoporin 62)等蛋白能

够通过相分离形成水凝胶状的相, 选择性介导与植物

免疫应答相关的蛋白激酶MPK3(mitogen-activated
protein kinase 3)进入细胞核, 从而激活植物对于灰霉

病菌的抗性反应. NUP62相分离能力的缺失会使得拟

南芥对灰霉菌(Botrytis cinerea)、核盘菌(Sclerotinia
sclerotiorum)、细菌和甜菜夜蛾(Spodoptera exigua)等
多种生物胁迫的抗性反应降低, 说明核孔中央亚复合

体通过相分离介导了植物对于多种生物胁迫的广谱抗

性
[106].
遇到热胁迫 , 植物细胞会做出一系列应激反
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应
[107]. 应激颗粒SG是真核生物细胞响应外界刺激而

形成的无膜细胞器, 研究表明, 液-液相分离是驱动SG
形成的主要动力

[108,109]. SG组分的缺失会导致植物对

于多种逆境胁迫不耐受, 说明SG在植物胁迫响应中起

到了重要的作用
[110]. 近期研究表明, 植物SG中多种组

分的相分离特性对于其胁迫响应至关重要. 拟南芥中

RBGD2/4(RNA-binding glycine-rich group D 2/4)与哺

乳动物中典型的RNA结合蛋白hnRNPA1(heteroge-
neous nuclear ribonucleoprotein A1)同源, hnRNPA1的
液-固相转化与肌萎缩侧索硬化症的发生密切相关

[111].
热胁迫条件下, RBGD2/4在细胞质内发生相分离形成

凝聚体 , 并定位到应激颗粒中 . 相分离能够促进

RBGD2/4与热响应的转录本的结合能力, rbgd2/4双突

变体表现出热敏感表型, 说明RBGD2/4的相分离是调

节植物耐热的重要机制
[112]. ALBA(acetylation lowers

binding affinity)蛋白具有DNA/RNA结合活性, 广泛存

在于真核生物中. 拟南芥的ALBA4/5/6具有相分离的

能力, 在热胁迫下能够将众多热激转录因子HSFs(Heat
stress transcription factors)的mRNA招募进入应激颗粒

并维持其稳定性, 提高了植物的耐热性
[113]. TSN1/2(tu-

dor staphylococcal nuclease 1/2)在应激颗粒组装过程中

起着重要作用, 最近的研究表明, 热胁迫下TSN1/2能
够通过其N端的IDR招募SnRK1α(SNF1-related protein
kinase 1α)进入应激颗粒, 激活其激酶活性, 从而影响

下游信号通路, 调控胁迫响应
[114].

外界刺激容易造成细胞内DNA损伤, 影响植物基

因组的稳定性. 植物通过染色质重塑与DNA损伤应答

(DNA-damage response, DDR)协调促进DNA修复, 但
该过程如何准确和高效地识别DNA损伤位点, 其分子

机制尚不清楚. 近期在苜蓿(Medicago truncatula)中的

研究表明, 当DNA双链断裂(DNA double strand breaks,
DSBs)发生时, 组蛋白甲基转移酶MtSUVR2(suppres-
sor of variegation 3-9-related protein 2)会驱动同源重

组修复途径的关键重组酶MtRAD51(RAD51 recombi-
nase)发生液-液相分离, 由此组装成DNA修复小体

(DNA repair body), 并提高MtRAD51的稳定性, 以确

保DSBs精确而高效地被修复
[115].

4 讨论与展望

对相分离这种机制的认知使得人们能够从新的角

度理解细胞内的生命活动. 细胞内的环境具有非常多

的噪声, 时刻都有无数个事件在随机地(stochastically)
发生, 但并未对细胞产生明显影响, 而是构成了背景

噪声. 大部分生物学过程并非信号通路所描绘的如线

性般简单, 某个反应的发生只是由于它所需组分的即

时相互作用强于随机碰撞而使得这些组分在一起停留

的时间略长于背景噪声. 生物大分子之间的相互作用

可以被理解成一个从弱到强的连续体(continuum), 过

去研究者更关注该连续体中处于强的一端的相互作

用, 因为它们更容易被捕捉到. 事实上, 细胞内处于连

续体弱的一端的相互作用对于细胞内的生物学反应非

常重要, 它们就如同被掩藏于一个“黑匣子”中, 亟待挖

掘. 相分离往往是由于分子间的弱多价相互作用引起

的, 挖掘具有相分离能力的蛋白质对于弥补对弱相互

作用之理解的空缺至关重要. Zhang等人
[62]

基于蛋白

质组学技术, 建立了鉴定具有相分离潜力蛋白质的方

法. 作者对包括莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhard-
tii)、小立碗藓(Physcomitrella patens)、水稻(Oryza sa-
tiva)、小麦(Triticum aestivum)、玉米(Zea mays)、拟

南芥(Arabidopsis thaliana)、白菜(Brassica rapa ssp.
Pekinensis)和番茄(Solanum lycopersicum)在内的8个物

种进行了分析. 该方法对于未来挖掘更多物种或者特

定组织和细胞类型中的潜在相分离蛋白有很好的应用

潜力.
动物中的研究发现, 一些疾病中的突变会引起蛋

白质的异常相分离和相变, 并能产生一些有毒性的聚

集体, 这可能是引起疾病的重要原因
[116]. 植物中引起

蛋白质异常相分离的有害突变大多数可能已被自然选

择淘汰. 与保守的有固定结构的结构域相比, IDR在同

源蛋白间保守性很低
[62], 意味着IDR能够承受更多的

突变, 可能在植物进化过程中起着重要作用. 可以预

见探究相分离在自然群体中的差异与植物性状之间的

关系将是一个重要的方向.
植物由于不能自主移动, 在与环境相互作用的过

程中演化出更为快速和复杂的机制以感知和应对环境

变化. 植物细胞感知外界信号分子的方式包括“配体-
受体”和离子通道等, 但是一些物理信号, 如温度、机

械压力是如何被感知的尚有待揭示. 细胞内生物大分

子的相分离具有对周围理化环境敏感的特征. 植物面

对环境胁迫时, 细胞内的理化环境会发生变化, 从而

引起生物大分子相分离状态的变化. 因此, 相分离可
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能是植物感受和应对环境变化的一种重要机制. 基于

相分离的研究不仅有助于深入理解植物应对胁迫的分

子机制, 还能够为未来农作物的抗逆改造提供新策略,
有助于保障粮食安全.
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The role of phase separation in plant biology

WANG YunYing, LI ChangXuan, LI YaoXi & FANG XiaoFeng
School of Life Sciences, Tsinghua University, Beijing 100084, China

Over the past decade, the study of phase separation in biology has opened up a new perspective for research. Phase separation is
currently one of the most cutting-edge research fields in biology. Plants face dramatic changes in external environmental conditions,
such as light, temperature, moisture, and mechanical stimuli during their growth and development. In order to survive and thrive in
these conditions, plant cells must be able to quickly regulate gene expression in response to their changing surroundings. Recent
research has revealed that the biomolecules within plant cells can form membraneless organelles through phase separation. These
organelles play critical roles in compartmentalizing cellular activities, as a result regulate growth, development, and stress response in
plants. This review describes the principles and functions of biomacromolecule phase separation, summarizes recent progress of
phase separation in plant biology, and discusses the future directions for this fascinating area of study.
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