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转录因子是一类具有特殊序列、能够与其靶基

因 5' 端上游特定序列特异性结合的蛋白质分子。它

通过和基因启动子区域的顺式作用元件互作，调控

该基因的转录，从而对目的基因的表达起到增强或

者抑制的作用。

植物体内众多的转录因子调节植物多个层级

的发育及抗性反应。近年来，有关转录因子在植物

发育或者胁迫反应中的调控网络研究为我们提供了

全面清晰的研究进展，比如在呼吸跃变型果实成熟

调控上，存在 3 种转录反馈回路通过激活乙烯合成

的相关基因促进成熟，包括番茄果实中的 MADS-
RIN 型反馈回路，桃果实中的心皮衰老转录因子代

替 MADS 的 NAC 型回路以及香蕉中 NAC 和 MADS

型双环回路［1］。一些 bHLH 利用不同调节机制参

bHLH 转录因子的磷酸化调控植物生理功能的研究进展

刘铖霞  孙宗艳  罗云波  朱鸿亮  曲桂芹
（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083）

摘 要 ： bHLH 转录因子是植物体内第二大类转录因子，在植物生长发育和胁迫反应的转录调控网络中扮演着非常重要的

角色。磷酸化作为蛋白质翻译后重要的调控方式，影响转录因子的转录活性、定位、蛋白间互作、稳定性。为深入了解磷酸化对

bHLH 转录因子的影响，本文对近年来 bHLH 家族成员的磷酸化研究进展进行综述，包括 bHLH 转录因子的结构、分类、功能以及

磷酸化位点上的突变对其生理及生化功能的改变，为从磷酸化调控角度提升农作物的营养利用效率、品质和抗逆性等农艺性状提

供理论依据。
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Multifaceted Roles of bHLH Phosphorylation in Regulation of Plant 
Physiological Functions
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Abstract:  bHLH（basic Helix-Loop-Helix）is the second largest class of transcription factors in plants and plays an important role in 

the transcriptional regulatory network of plant growth and development and stress responses. Protein phosphorylation as a quick and flexible 

posttranslational modification affects the transcriptional activity, localization, protein interaction and stability of transcription factors. To 

understand the multifaceted roles of bHLH phosphorylation, here we review recent advances in the phosphorylation of bHLH family members, 

including the structure, classification, and function of the bHLH transcription factors, as well as the changing of their physiological and 

biochemical function caused by mutations at the phosphorylation sites, aiming to provide theoretical basis for improving agronomic traits such as 

nutrient use efficiency, quality and stress tolerance from the perspective of phosphorylation regulation.
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与植物盐胁迫反应，如怪柳（Tamarix hispida）中

的 ThbHLH1 通过增加超氧化物歧化酶和过氧化物

酶的活性增强对高盐的抗性［2］；拟南芥中的 bHLH

转录因子 AtMYC2 通过结合脯氨酸生物合成限速

酶 P5CS1 的启动子调控脯氨酸的合成提高植物耐 
盐性［3］。

随着研究的深入，转录因子的翻译后调控和表

观调控受到越来越多的关注。磷酸化作为翻译后共

价修饰的重要模式，在蛋白激酶 / 蛋白磷酸酶的可

逆催化下，通过磷酸化 / 去磷酸化调节转录因子的

亚细胞定位、稳定性、DNA 结合活性以及转录活

性，广泛参与植物的生长发育、胁迫应答以及信号

传导等过程［4-6］。蛋白激酶将 ATP 或者 GTP 上的

γ 位磷酸基团转移到目标蛋白中特定的氨基酸如丝

氨酸（Ser, S）、苏氨酸（Thr, T）或者酪氨酸（Tyr, 
R）的羟基上。磷酸蛋白组学数据表明，丝氨酸是

植物中最为常见的磷酸化残基，发生磷酸化概率为

80%-85% ；而苏氨酸和酪氨酸的磷酸化频率分别为

10%-15% 及 0%-5%［7］。其中，丝裂原活化蛋白激

酶 MAPK（mitogen-activated protein kinases） 级 联 系

统介导的转录因子的磷酸化 / 去磷酸化广泛参与植

物激素合成、转运、植物免疫等过程，例如拟南芥

的乙烯响应因子 AtERF104（ethylene response factor 
104）的活性受到 AtMPK6 磷酸化调控，稳定性变

弱，使得 AtMPK6-AtERF104 复合物响应乙烯信号

参与细菌鞭毛蛋白 flg22 解离，增强对细菌病原体的

易感性［8］；此外，AtMPK3/6 通过磷酸化转录因子

AtWRKY33 激活植保素生物合成基因的转录进而增

强对坏死性真菌 Botrytis cinerea 的免疫能力［9］。

bHLH 转录因子是真核生物中广泛存在的一类

重要转录因子，它通过与启动子上的特定基序结合

调控靶基因的转录，从而调节植物的多种发育和代

谢过程，如光形态建成、诱导开花、避荫和次生代

谢产物的生物合成［10］。植物体内不同种类的蛋白激

酶可以磷酸化 bHLH，通过影响 bHLH 的亚细胞定位、

稳定性以及转录活性，进而调控植物的不同生理生

化功能。

为深入了解磷酸化对 bHLH 转录因子的影响，

本文对近年来 bHLH 家族成员的磷酸化研究进展进

行综述，包括 bHLH 转录因子的结构、分类、功能

以及磷酸化位点上的突变对其生理及生化功能的改

变，为从磷酸化调控角度提升农作物的营养利用效

率、品质和抗逆性等农艺性状提供理论依据。

1 bHLH 转录因子概述

碱 性 螺 旋 - 环 - 螺 旋 bHLH（basic helix-loop-
helix）转录因子是植物第二大类转录因子。bHLH 蛋

白具有 DNA 结合和二聚化的能力，属于一种常见

的转录因子家族，它在植物种子萌发，心皮、花

药、表皮细胞、气孔和果实的发育等生长发育过 
程［11-12］，黄酮、花青素等次级代谢产物的生成［13］

以及在干旱、盐、低温胁迫等抗逆反应中发挥着重

要作用［14］。

1.1 bHLH转录因子结构

bHLH 结构域包含 60 个氨基酸，两个功能域即

basic 结构域和 HLH 结构域［15］。basic 结构域含有

15 个氨基酸，6 个碱性残基，位于结构域的 N 端，

能够识别并特异性结合下游靶基因启动子区的 E-box

（5'-CANNTG-3'）或 G-box（5'-CACGTG-3'）元件［16］；

C 端的 HLH 区域含有 2 个两亲性的 α 螺旋，且由一

个长度可变的环区隔开。该区域可以与其他 bHLH

转录因子形成同型或者异型二聚体，因此 bHLH 常

以二聚体的形式行使功能［17］。

1.2 bHLH转录因子分类及功能

动物的 bHLH 转录因子家族根据它们的进化关

系、DNA 结合基序以及一些功能上的特性被分成

6 个主要类群，而植物中 bHLH 家族的分类借鉴于

动物的分类也日趋完善。系统发育分析表明，植物

bHLH 蛋白由 26 个亚族组成［18］，其中 20 个亚族存

在于苔藓和维管植物的共同祖先中。

通过对拟南芥基因组序列的分析，可以将 162

个 bHLH 编码基因按照它们的亲缘关系分为 12 个

亚族［19］。通过正向和反向遗传学的方法，拟南芥中

大多数 bHLH 蛋白的功能已经得到鉴定，包括调控

果实开裂、花药和表皮细胞发育、激素信号传导以

及应激反应［20］。水稻和白菜基因组中分别鉴定出了

167 和 230 个 bHLH 转录因子，被分为 22 和 24 个亚族，

主要功能包括参与胁迫反应与信号传导，花色苷代

谢调节以及光形态发生［21-22］。

相较于拟南芥，番茄中的 bHLH 基因功能的挖
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掘还处于起始阶段。Sun 等［23］对番茄中的 bHLH 基

因进行了广泛分析，共鉴定出 159 个 bHLH 型转录

因子，可分为 21 个亚族。现已有研究证明Ⅻ亚族的

SlbHLH22 能够增加果实对乙烯的敏感性且可诱导类

胡萝卜素、番茄红素等的积累进而促进番茄果实成

熟［24］；此外，Ib（2）亚族的 SlbHLH68 可以通过与

FER 的相互作用参与番茄体内的铁稳态调节［25］。

2 bHLH 磷酸化调控植物生长发育和胁迫 
反应

固着在地面上的植物会受到各种外界生物及非

生物因素的胁迫，为维持正常的生长发育，植物体

进化出了快速并且能够精准应对环境变化的机制。

来自细胞外的各种刺激信号会被位于植物细胞壁上

的受体样蛋白 RLPs（receptor-like proteins）或者受

体 样 蛋 白 激 酶 RLKs（receptor-like protein kinases）

感知并识别到，由此引发植物体内一系列的信号传

递反应，最终将刺激传递给细胞核中的转录因子，

从而快速应对逆境以最大可能地减少损耗。这种机

制在植物的生长发育及胁迫反应过程中发挥着举足

轻重的作用。

2.1 bHLH磷酸化调控植物生长发育

2.1.1 SPCH（bHLH Ia 亚 族 ） 磷 酸 化 影 响 气 孔 分

化 气孔是植物特有的表皮结构，是植物进行光

合作用、蒸腾作用所必需的结构。拟南芥气孔发

育 需 要 分 泌 肽 配 体 如 表 皮 生 长 因 子（EF1、EF2、

CHALLAH、stomagen）的参与，同时需要 TMM（too 
many mouths）及 ERECTA 等受体接收相关信号［26］。

这些信号通过丝裂原活化蛋白激酶 MAPK 包括 YDA

（yoda）、MKK4/5/7/9、MPK3/6 等级联传导。如果传

递中间环节功能丧失，气孔发育则会出现异常，表

现为气孔数目增多、产生额外的不对称分裂。

SPCH（SPEECHLESS）、MUTE 和 FAMA 三

个 bHLH 转录因子在气孔发育谱系起始、增殖及末

端发育过程中非常重要［27］。SPCH 属于转录因子

bHLH Ia 亚族，拟南芥中 MAPK 介导的磷酸化导致

SPCH 活性降低或者 SPCH 蛋白降解，进而抑制气

孔发育 ；而缺少 MAPK 靶定结构域（MPKTD）的

SPCH 突变体则导致过量气孔产生［28］。此外，SPCH

还受到细胞周期蛋白依赖性激酶 A; 1（CDKA; 1）的

磷酸化调控，SPCH 的 186 丝氨酸位点是其主要磷酸

化靶点，用丙氨酸取代该位置的丝氨酸不能弥补突

变体的气孔缺陷，而在野生型背景下产生模拟磷酸

化突变体 SPCHS186D，其中 186 丝氨酸被天冬氨酸取

代，结果显示 40% 的 35Spro: SPCHS186D 转基因株系

气孔密度增加，可见 SPCH186 残基的磷酸化对气孔

形成至关重要［29］。

2.1.2 FIT（bHLH III a 亚族）磷酸化影响植物对铁

的获取 铁是一种非常重要的矿质元素，参与植物

各种营养代谢途径，铁的摄取量与作物产量息息相

关［30］。但土壤中的铁大多不可溶，不能直接被生

物利用。植物必须先将土壤中的铁转变为可利用的

离子形式，然后方可通过根部吸收［31］。植物对铁

的获取有两种模式，一种是通过三价铁还原氧化酶

（FRO2）将三价铁离子还原为二价铁离子，然后被

铁调节转运蛋白 1（IRT1）吸收 ；另一种是通过植

物体内的铁载体对三价铁离子进行螯合来介导对铁

的吸收。FRO2、IRT1 及其他许多铁缺乏诱导的基

因受到 bHLH III a 亚族 FIT（fer-like iron deficiency-
induced transcription factor）的转录调控［32］。

钙 调 磷 酸 酶 B 样 蛋 白 CBL（calcineurin B-like 
protein） 相 互 作 用 激 酶 11（CIPK11） 能 够 磷 酸 化

激活 FIT，丝氨酸 272 是拟南芥 FIT 的关键磷酸化

位点，其磷酸化对 FIT 在细胞核中的定位、FIT 与

bHLH039 的相互作用以及激活 FIT 的靶标非常重

要［33］。为了进行功能性 FIT 磷突变体活性测试实

验，Gratz 等［34］对拟南芥 FIT 蛋白 221、272 位上的

丝氨酸及 238、278 位上的酪氨酸进行磷酸化突变，

产生了两种 FIT 磷酸化状态的突变体，一种将丝氨

酸 S 突变为丙氨酸 A、酪氨酸 Y 突变成苯丙氨酸 F

得到磷酸化死亡突变体，另一种将丝氨酸 S 或者酪

氨酸 Y 突变为谷氨酸 E 得到磷酸化模拟突变体。8

种磷酸化突变体（FITS221A、FITS221E、FITS221E+SS271AA、

FITSS271/2AA、FITY238F、FITY238E、FITY278F、FITY278E）对

FIT 的调节特性及细胞活性产生影响的测试实验表

明，丝氨酸和酪氨酸的磷突变体以相反的方式影响

FIT 转录因子活性，即 FIT 的 C 端中丝氨酸磷酸化

激活 FIT，而酪氨酸的磷酸化减弱 FIT 的转录活性。

此外，FIT 的磷酸化还会影响其异源二聚化的

能力［33］。bHLH039 是 Ib 亚族中铁缺乏反应的标记
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基因，在低铁环境中，Ib 亚族 bHLH038/039/100/101

可与 FIT 形成异源二聚体，异二聚化增强了 FIT 的

蛋白转录活性并能诱导下游靶基因如 FRO2 及 IRT1
的表达［35］，进而增强了上述第一种模式中 FRO2 及

IRT1 参与的植物对铁的获取能力。在上述突变体实

验中，Y278E 突变导致 FIT-bHLH039 异二聚体减少，

FIT 下游反应受到影响，因此 bHLH 的磷酸化状态

改变了异源二聚化的能力，影响植物对环境中铁的

吸收。

2.1.3 PIF（bHLH VIIa 亚族）的磷酸化状态影响植

物光反应 植物通过光敏色素感知红光或者远红光，

实时监测光信号的变化来及时调整植物的生长发育

如种子萌发、开花及下胚轴伸长等。拟南芥中共有

5 种光敏色素（phyA-E），其中 phyA 和 phyB 在介

导光反应中的作用最为显著［36］。PhyA 在暗生幼苗

中含量丰富，在光下幼苗去黄化过程中发挥重要作

用 ；phyB 在光下更稳定，能够抑制长期连续红光下

的下胚轴伸长。暗生幼苗中新合成的光敏色素以非

活性红光吸收型 Pr（phytochrome red light）形式存

在，主要存在于胞质中。而一旦暴露在光下，感光

细胞中的光敏色素会被转化成活性远红光吸收型 Pfr

（phytochrome far-red light）形式并转移到细胞核中行

使功能［37］。光敏色素互作因子 PIFs（phytochrome 
interacting factors）属于 bHLH VIIa 亚族成员，它通

过抑制光形态建成和在黑暗中维持黄化幼苗的暗形

态发生状态而作为光响应的负调节因子［38］。不同的

PIF 能够与其他 PIFs 相互作用，共同调节种子萌发、

光合作用以及整合光与生物钟信号。例如，PIF1 能

够与 Groucho（Gro）/Tup1 转录共抑制子家族成员

LUH（LEUNIG-HOMOLOG）［39］及 bHLH 家族Ⅶ（a+b）

亚族转录因子 HFR1（long hypocotyl in far-red1）［40］

结合，通过调节脱落酸和赤霉素相关基因的表达来

调节种子萌发 ；PIF3 与 HDA15（histone deacetylase 
15）相互作用，通过减少组蛋白乙酰化和 RNA 聚合

酶Ⅱ相关转录抑制靶基因的表达，从而参与色素的

生物合成［41］。

当暴露在光下时，光敏色素通过快速磷酸化、

泛素化和蛋白酶体介导的降解促进 PIFs 的更新，抑

制 PIFs 诱导转录重编程的功能，导致光形态发育［42］。

研究表明，phyB 和 phyD 能够磷酸化 PIF3［43］。Ni 等［44］

把拟南芥 PIF3 中第 58、88、102、151 以及 152/153

位点上的丝氨酸 S 突变为天冬氨酸 D 得到磷酸化模

拟突变体，发现在黑暗中 PIF3-D6 能够通过泛素 /26S

蛋白酶体途径被降解，稳定性变弱。将突变体放置

在黑暗条件下 4 d，其下胚轴长度和野生型相比没有

差异，但连续红光条件下 PIF3-D6 的下胚轴长度高

于野生型。同时发现光可以通过诱导其他磷酸化位

点上更多丝氨酸的磷酸化来增加这种降解的速率，

这些结果说明 PIF3 的磷酸化程度以及速率受到光的

调控，而磷模拟突变体下胚轴更长的表型只有在光

下才能表现出来。遮光能诱导 PIF7 的快速去磷酸化，

导致其与生长素生物合成基因启动子中的 G-box 结

合，引起生长素水平的增加以及幼苗的快速生长［45］。

目前已研究几种作用于 PIF 的激酶，比如光敏

色素本身、PPKs（photoregulatory protein kinases）以

及 SPA1（suppressor of phya-105 1），但尚不清楚它

们是否以光依赖的方式催化 PIF 磷酸化［41，43］。目

前，SPA1 可能是介导光诱导 PIF 磷酸化最有效的激

酶。SPA1 与 PIF1 和 phyB 都相互作用，并且 SPA1-
PIF1 的相互作用在体外被 Pfr 形式的 phyB 特异性地

增强。更具说服力的是 SPA1 中的 R517E 突变降低

了其在体外磷酸化 PIF1 的能力，也延迟了其响应红

光促进该 PIF 在体内磷酸化和降解的能力［46］，至此

证明 PIF 能够被激酶磷酸化而不是简单地依靠响应

光敏色素来完成磷酸化，但是 SPA1 如何介导光诱

导的 PIF 磷酸化以及这种双重响应机制是否对植物

生长有影响还需要进一步的研究。

2.2 bHLH磷酸化调节植物耐冷性

低温会影响植物的生长、发育、生产力和生态

分布。冷刺激诱导 CBF（C-repeat binding factor）的

表达，进而激活下游抗冻性所需的 2 000 多个冷反

应基因的表达［47］。CBF 的表达受到 ICE1（inducer 
of CBF expression 1）的调控。在拟南芥整个 bHLH

家族中 ICE1 被编号为 bHLH116，属于 bHLH III b
亚族［48］。ICE1 在冷胁迫条件下调节 CBFs 基因的

表达，且其稳定性对 CBFs 的功能至关重要。冷激

活的 MPK3/6 磷酸化 ICE1 蛋白以降低其稳定性和转

录活性，从而负调节对冷的耐受性，而 MPK4 抑制

MPK3/6 的 活 性， 正 调 控 ICE1 活 性［49-50］。ICE1 蛋
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白的氨基酸序列中有 6 个潜在的 MAPK 磷酸化位点，

包括 S94、S203、T366、T382、T384 以及 S403，将

这 6 个位点上的氨基酸突变至丙氨酸后会影响 ICE1

在抗冻性中的功能。Li 等［49］利用拟南芥的转基因

株系来研究 ICE1 中不同磷酸化状态的抗冻性功能差

异，存活率统计结果发现野生型 ICE1 和磷酸化死亡

突变体 ICE16A-GFP 能够提高抗冷性功能缺陷突变体

ice1 对冷冻的耐受性，而磷酸化模拟突变体 ICE16D-
GFP 不具备这种功能，说明 MPK3/6 介导的 ICE1 磷

酸化减弱了它在冷信号传导中的功能。而 ICE1 磷酸

化状态影响水稻抗冷性的结果刚好相反，OsMAPK3
的过表达导致 bHLH002 磷酸化和耐冷性的增强。而

用丙氨酸分别取代不同位置上的丝氨酸 / 苏氨酸得

到磷酸化死亡突变体（bHLH002T404A、bHLH002T406A、

bHLH002S407A、bHLH002T412A 和 bHLH002S433A）， 此

时突变体的耐冷性功能丧失，说明 OsMAPK3 介导

的 OsbHLH002 磷酸化增强了它在冷信号传导中的

功能［51］。除了 MAPK 外，ABA 信号通路中重要的

丝 / 苏氨酸蛋白激酶 OST1（open stomata 1）也能被

冷胁迫激活后磷酸化 ICE1，抗冷性增强，且突变体

ICE1S278D 的稳定性和转录活性也显著增强［52］。

3 茉莉酸信号通路中核心转录因子 MYC2 的
磷酸化调控

目前，bHLH 转录因子家族中有 4 个亚族（bHLH 
III e、bHLH IIId、bHLH IIIf 及 bHLH IIIb 亚族）和

茉莉酸（jasmonic acid, JA）信号转导有关［53］。其中，

bHLH III e 亚族正向调控茉莉酸反应，而 bHLH III d
负向调控茉莉酸反应。MYC2 属于 bHLH III e 亚族，

它是茉莉酸信号的中央调控因子，参与了大多数与

茉莉酸相关的生物化学反应，例如根系生长抑制、

黄酮类化合物和硫代葡萄糖苷的产生以及对食草动

物和病原体的防御等。

3.1 MYC2在茉莉酸信号通路中的调控作用

MYC2 是一种调节茉莉酸反应不同方面的碱性

螺旋 - 环 - 螺旋 bHLH III e 家族的转录因子［54］。作

为茉莉酸信号转导过程中的核心转录因子，它能够

整合环境信号调节茉莉酸防御和植物生长，因此

MYC2 的活性受到不同层面的调控。在茉莉酸介导

的信号转导过程中，E3 泛素连接酶的 F-box 蛋白受

体 COI1（coronatine-insensitive 1）识别并感知到茉

莉酸的活性形式——茉莉酸与异亮氨酸（isoleucine, 
Ile）结合体 JA-Ile［55］。JA-Ile 能够刺激 COI1 和 JAZ

（jasmonate zim domain） 蛋 白 之 间 的 相 互 作 用， 使

得 JAZs 降解，减轻对 MYC2 的抑制作用。MYC2 介

导的 JA 依赖性转录激活需要募集转录共激活因子

MED25 亚基［56］，其能在 MYC2 靶基因的启动子上

与 MYC2 相互作用，并在激素诱导的 MYC2 激活途

径中发挥多重作用，例如在激素诱导后，MED25 与

表 观 遗 传 调 控 子 HAC1（histone acetyltransferase of 
the CBP family 1）相互作用，选择性调节 MYC2 靶

启 动 子 的 H3K9 乙 酰 化［57］。ChIP-seq 分 析 表 明 茉

莉酸处理后，MYC2 可以通过靶向茉莉酸生物合成

基 因 LOX2、LOX3、LOX4、LOX6 和 AOS 直 接 调 节

茉 莉 酸 的 生 物 合 成， 或 通 过 与 AP2-ERF（apetala 
2/ethylene responsive factor）家族中转录因子 ORA47

（octadecanoid-responsive AP2/ERF-domain transcription 
factor 47） 的 结 合 间 接 调 节 茉 莉 酸 生 物 合 成。 此

外，MYCs 能够靶向各种负调节因子，使 MYCs 能

够有效抑制茉莉酸反应模式，防止茉莉酸信号的

过度激活［58］。例如，番茄中的 SlMYC2 可以通过

激活 bHLH IIId 亚族成员 SlMTB1（SlMYC2-targeted 
bHLH1），破坏 MYC2-MED25 复合物的形成，从而

终止 JA 信号，抑制茉莉酸过度反应［59］。

3.2 MYC2磷酸化调控的分子机制

MYC2 作为茉莉酸信号通路中的下游核心调控

因子，近年来其在茉莉酸信号传递和植物防御方面

的磷酸化研究进展得到较多关注。

3.2.1 MYC2 磷酸化影响蛋白稳定性 MYC2 的转录

活性除了受到茉莉酸信号通路上游抑制因子 JAZs 的

调控，还会受到其他因素的影响［60］。其中，MYC2

蛋白的稳定性是影响其活性的重要因素之一。MYC2

蛋白的稳定性受到光质、生物钟［61］以及磷酸化［62］

的调节。

Zhai 等［63］研究发现 MYC2 蛋白在茉莉酸处理

后呈现动态变化，结合遗传学、分子生物学上的分

析技术，发现 MYC2 的磷酸化导致其稳定性下降，

导致其下游茉莉酸响应基因转录的改变，进而影

响茉莉酸介导的生理反应。为了找出 T328、S330、

生
物
技
术
通
报



2023,39(3) 31刘铖霞等 ：bHLH 转录因子的磷酸化调控植物生理功能的研究进展

S334 和 T336 这 4 个磷酸化位点对植物生理功能的

影响，将位点上的丝氨酸或苏氨酸突变成丙氨酸得

到磷酸化缺陷植株。茉莉酸诱导的根生长抑制实验

表明，在外源施加 20 μmol/L 茉莉酸后，野生型根

的生长明显受到抑制，而 MYC2T328A-4myc-23 突变体

表现出茉莉酸不敏感，证明 T328 确实是 MYC2 中

有功能的磷酸化位点。用茉莉酸甲酯处理 MYC2 过

表达植株和 MYC2T328A 的幼苗后检测蛋白表达发现，

MYC2T328A 植株中处理前后 MYC2 的蛋白水平高于

过表达植株 ；进而利用蛋白质合成抑制剂环己亚胺

CHX（cycloheximide）处理（CHX 能够抑制新积累

的蛋白质合成），发现 MYC2 过表达植株中的 MYC2

蛋白积累减少，而 MYC2T328A-4myc-23 幼苗中蛋白质

积累未减少，这些现象证明了 MYC2T328A 突变使得融

合蛋白更加稳定，即 T328 的磷酸化促进了 MYC2 蛋

白的水解。研究者通过检测 MYC2 下游靶基因 LOX2
的表达水平发现，茉莉酸甲酯诱导的 MYC2 过表达

幼苗中 LOX2 的表达水平比野生型幼苗显著增加，

而 MYC2T328A 突变体幼苗中 LOX2 与功能缺陷植株

myc2 幼苗中的表达水平相当，由此可见 T328 位点

上的磷酸化确实促进了 MYC2 蛋白功能的行使，进

而促进茉莉酸响应相关基因的转录。

3.2.2 磷酸化 MYC2 激酶的研究进展 MYC2 的活

性及其功能的行使依托磷酸化位点上氨基酸的磷酸

化，但具体哪些激酶能够调控 MYC2 的磷酸化，研

究者一直希望能找到答案。

2018 年，Guo 等［64］发现 MYC2 在体内可以被

FERONIA 受体样激酶（FER）磷酸化，并且在突变

体 fer 中 MYC2 的磷酸化程度比在野生型中弱。将

MYC2 第 12 位上的丝氨酸突变为丙氨酸，发现该位

点突变使得 MYC2 蛋白更加稳定，表现为 MYC2S12A

突变在体内的磷酸化程度降低，且 MYC2S12A-FLAG
在 Phos-tag 胶上的移位非常小。为了进一步检验

MYC2S12A 突变对其功能上的实现是否造成影响，比

较了 50 μmol/L 茉莉酸处理的 MYC2S12A 转基因株系

中的根长，发现与野生型相比，MYC2S12A 表现出了

对茉莉酸更高的敏感性，即磷酸化死亡突变体的根

部在 JA 处理后能够变得更短，排除了突变会导致

MYC2 功能障碍的可能性。以上结果证明 FER 对

MYC2 的磷酸化至少是 MYC2 不稳定的部分原因。

MYC2 作为 JA 信号中重要的 bHLH 家族转录因

子成员，翻译后的调控是其行使功能的重要方式。

除 FER 激酶之外，是否还有其他激酶对 MYC2 具有

磷酸化作用，或者 MYC2 是否还受到乙酰化、泛素

化的调控，值得后续研究。

4 展望

近年来 bHLH 磷酸化的研究，展示了其在植

物生长发育和胁迫反应中精细而复杂的调控机制。

bHLH 大家族中除了上述几种研究较为深入的转

录因子之外，其他亚族的 bHLH 成员也受到磷酸

化的调控，比如拟南芥 XV 亚族 bHLH 蛋白 PRE1

（paclobutrazol-resistance1）S67 位点突变为谷氨酸显

著降低了 PRE1 对细胞伸长的促进作用，减弱了诱

导后续细胞伸长相关基因表达的能力［65］。bHLH 其

他成员是否以及如何受到磷酸化调控、磷酸化之后

功能如何改变仍需进一步详细且深入地探究。因此，

拓展 bHLH 家族成员磷酸化后参与的植物生理过程，

深入解析 bHLH 家族的调控网络以及与其他信号的

串扰仍然是该领域重要的研究方向。

磷酸化作为蛋白质重要的翻译后调控方式，影

响转录因子的转录活性、定位、蛋白间互作及稳定性。

磷酸化在泛素化降解信号通路中作用重大，很多泛

素化底物先要被磷酸化才会被 E3 泛素连接酶识别，

从而诱导蛋白质降解，但是 bHLH 的磷酸化和泛素

化之间的影响机制尚未完全明晰。目前对于泛素连

接酶调节 bHLH 稳定性［66-68］的研究较多，对 bHLH

磷酸化如何激活泛素连接酶的研究比较少。其中，

如下几个方面 ：（1）bHLH 磷酸化会调节哪些泛素

连接酶的活性 ?（2）bHLH 磷酸化是通过影响泛素

化单位对磷酸化底物的识别，还是改变酶与底物的

结合能力来影响泛素化？其泛素化是单泛素化还是

多聚泛素化？（3）泛素化修饰后的 bHLH 靶蛋白是

被降解还是定位抑或功能发生变化？泛素化反过来

是否会影响 bHLH 的磷酸化 ? 在生化作用机制上仍

需不断探索。

bHLH 家族成员在茉莉酸介导的植物抗性、发

育调控方面作用显著，其转录活性直接影响上下游

茉莉酸途径中的信号传递。激酶 / 磷酸酶作为磷酸

化 / 脱磷酸化的功能执行者，筛选并验证上游茉莉
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酸信号通路中的关键激酶 / 磷酸酶，对于完善 bHLH

上游调控网络至关重要。此外，随着对 bHLH 转录

因子的功能和调节机制研究的深入，将磷酸化位点

作为优良性状指标的研究靶点，通过基因编辑或者

杂交方式获得具有应用前景的育种材料或者推广品

系，能够为提升农作物品质及抗性提供新的研究

思路。
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