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提要: 文章简要介绍了目前已知的植物中与植物光敏色素相互作用的一类 bHLH家族因子即 PIFs因子的结构、功能的研

究进展。
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光敏色素(phytochrome, Phy)是在植物中研究

得较为清楚的光受体之一, 作为一类红光 / 远红光

受体, 广泛地存在于蓝细菌、低等和高等植物体内

(Hughes 等 1997)。它是一种可溶性色素蛋白, 在
植物体内以2种较稳定的状态存在: 红光吸收型Pr
和远红光吸收型 Pfr。2 种光吸收型在红光和远红

光照射下可以相互逆转。通常认为Pfr是生理活化

型 Phy, 而 Pr 是非生理活化型 Phy, 但也有报道认

为 Pr 参与了拟南芥种子萌发和向地性反应的调节

及去黄化等多种生理反应(孙大业等 2001)。Pr 转
变为Pfr可以看作是一些光诱导反应如种子萌发的

开关, 但是对于某些光敏色素介导的植物反应如避

阴反应常常是根据 Pr:Pfr 的转化率而逐步响应的

(Quail 2002; Schepens 等 2004)。
在拟南芥中光敏色素家族主要有 5 个成员,

phyA、phyB、phyC、phyD 和 phyE, 这 5 个基因

都是单拷贝存在的; 用图位克隆(map based clone)
和全基因组检索的方法显示, 在水稻第 3染色体上

存在着 phyA、phyB 和 phyC 基因, 且都为单拷贝,
但在水稻中缺失 phyD 和 phyE。在这些光敏色素

中起着主要作用的是phyA和phyB, phyA负责吸收

远红光, 通过对它的突变体 fhy1、fhy3、spal 的
研究发现, phyA 促进植物开花, phyA 过量表达后,
不论在长日照还是短日照情况下的拟南芥都出现早

花的性状, 而且还出现植株矮化、下胚轴伸长被抑

制、叶片颜色变深、顶端优势减弱等表型; phyB
主要吸收红光, 研究它的突变体 pef2、pef3、red1

发现, phyB 主要抑制植物开花, phyB 过量表达后,
不论在长日照还是短日照情况下拟南芥都出现晚花

的性状, 而且还出现幼苗矮化、下胚轴异常伸长的

表型(刘明等 2005); 一般认为 phyC、phyD和 phyE
是通过 phyB 起作用的, 因为在拟南芥中 phyC、

phyD和 phyE的单突变都没有观察到任何表型, 但
与 phyB 的双突变体却加重了 phyB 的突变表型

(Franklin 等 2004)。
光敏色素在黑暗的情况下存在于细胞质中, 捕

获光后定位到细胞核中。虽然细胞核外的 PHYB
也可能有功能, 但对于信号传导来说PHYB的核定

位是必需的(Nagatani 2004)。被定位到细胞核中的

光敏色素能诱导一系列依赖光敏色素的基因的表达

(Tepperman 等 2006)。因此人们一直致力于想弄

清楚这些光敏色素是怎样介导广泛的光反应的。

近的研究表明, 光敏色素信号是通过光敏色素相

互作用因子(phytochrome interacting factor, PIFs)
与光敏色素的活化形式直接相互作用开始的。现

已发现的PIFs因子主要属于bHLH (basic helix-loop-
helix)家族里的一个亚家族成员(Jiao 等 2007)。了

解这些 PIFs 因子可能有助于人们理解植物光信号

的途径。本文主要对一些已知的 PIFs 因子的特性

及其研究进展作简略的介绍。

专论与综述 Review
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1  PIFs 因子的结构特征

PIFs因子或称PILs因子(phytochrome interact-
ing factor-like)的主要特性就是能和光敏色素的Pfr
形式相互作用。通过序列比对, 人们发现这些PIFs
因子的 N 端有一个相对保守的 APB 结构域(active
phytochrome-binding domain), 又称为 PIL 结构域

(phytochrome interacting factor-like domain) (Khanna
等2004)。APB domain是PIFs因子与PHYB的Pfr形
式相结合所必需的, 采用位点突变的方法发现APB
domain中有 4 个非常保守的氨基酸(EL××××GQ)。
有报道认为拟南芥bHLH023蛋白的APB domain区
中保守氨基酸G自发突变成S后即失去与PHYB结

合的能力, 因此推测APB domain中的这4个保守氨

基酸对其与PHYB的结合是非常重要的。但体外免

疫共沉淀(co-immunoprecipitation, co-IP)的实验发

现一些 bH LH 蛋白如 bH LH05 6、bH LH 07 2、
bHLH016、bHLH127 等具有 4 个保守氨基酸的类

似 APB domain, 却并不能检测出与 PHYB 的结合,
其原因可能是这些蛋白与 PHYB只有微弱的结合,
在体外实验中没有检测出来; 或者 APB domain 中

的其它序列以及附近的序列对与PHYB的结合也起

作用, 而在这些蛋白中却缺失这些因子(Khanna 等
2004)。在水稻的 OsPILs 因子中也存在着类似的

称为PIL的结构域, 这个结构可能也负责了与PHYB
的相互作用(Nakamura 等 2007)。目前已知的 PIFs
因子在体外的 co-IP 实验中只发现 PIF1 和 PIF3 这

两个因子能够与PHYA相互作用, PIF1与PHYA的

相互作用能力比 PIF3强。同样通过序列比对和定

点突变的方法发现在PIF3中存在着类似于APB的

APA 结构, 这个 domain是 PIF3与 PHYA相互作用

所必需的, 而且在体内可能还参与 PIF3 的降解。

在 PIF1 因子中也存在着 APA domain , 但这种 do-
main并不是PIF1与PHYA相互作用所必需的(Huq
等2004)。而且已经有报道认为PHYA可以与PKS1
及NDPK2蛋白相互作用, 但这些蛋白与 PIFs蛋白

之间没有任何的同源性, 也没有发现任何的保守结

构, 因此推测APA domain可能比APB domain具有

更大的多样性(Al-Sady 等 2006)。
PIFs/PILs 因子除了与 PHY 相互作用的 APB

domain和APA domain外, 还共同具有bHLH domain,
因此认为 PIFs/PILs 因子属于 bHLH 蛋白家族。

bHLH domain由两部分组成, 即大约15个氨基酸的

DNA 结合区和大约 60 个氨基酸的螺旋 - 环 - 螺旋

结构区。已有报道认为拟南芥有162个bHLH蛋白

因子(Bailey等 2003), 水稻有 167个(Li等2006), 它
们可分为六大类(赵晓玲2009), 迄今已知与光敏色

素有关的 bHLH 因子在进化上都属于同一个亚家

族。bHLH 因子的DNA结合区可以与靶基因启动

子区的顺式调控元件相结合, 结合的顺式元件主要

是 E-box (5'-CANNTG-3')。PIF1、PIF3、PIF4
结合的是一个 E - b o x 的亚类又叫 G - b o x  ( 5 ' -
CACGTG-3') (Huq等 2004)。在动物的 bHLH因子

研究中曾发现 G-box 附近序列的多样性也参与了

bHLH 因子结合的特异性(Massari 和Murre 2000)。
通过螺旋 -环 -螺旋结构, bHLH因子可以形成同源

二聚体, 也可以与其它蛋白形成异源二聚体, 从而

增加这些调控蛋白的多样性。例如 PIF3之间可以

形成同源二聚体, 也可以和 PIF4 形成异源二聚体,
而且 PIF3-PIF3 同源二聚体和 PIF3-PIF4 异源二聚

体都可以与 G-box DNA 序列结合(Toledo-Ortiz 等
2003)。除此之外, PIF3 还可以与非典型的 bHLH
因子HFR1形成异源二聚体, 在远红光和蓝光信号

通路中起正调控作用(Duek和Fankhauser 2003), 但
对这些异源二聚体的具体功能还不很清楚。

2  PIFs 因子的鉴定及其功能

2.1  PIF3 因子  PIF3 是第一个被发现的 PIFs 家族

成员, 初是在用PHYB的C端做诱饵的酵母双杂

交实验中发现的(Ni 等 1998)。随后进一步的体外

co-IP实验证明, PIF3不但可以和拟南芥的PHYA和

PHYB的C端相互作用, 还可以和水稻的PHYA和

PHYB的C端相互作用。PIF3只能和PHYA、PHYB
的活化形式Pfr相互作用, 而且与Pfr形式的PHYB
的N端的相互作用比对C端的强, 但N端与C端对

它们相互作用的特异性都起作用(Ni等1999; Zhu等
2000)。PIF3与PHYB的相互作用主要是通过APB
domain实现的, 至于PIF3与PHYA的相互作用区迄

今不是特别的清楚, 只知道也存在着类似的 APA
domain (Huq 等 2004)。PIF3 是能与光敏色素直接

相互作用的信号因子, 通过与被光活化的光敏色素

相互作用将光信号传导下去。

有研究发现, PIF3 的 mRNA 积累是不受光调

控的, 但它的蛋白是受光调控的。这个蛋白在黑暗

中比较稳定, 在光照下很不稳定, 在红光条件下的

半衰期大约只有 10~15 min (Park 等 2004)。进一
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步的研究发现, 在PHYA和PHYB介导的光信号通

路中的PIF3蛋白主要是通过26S蛋白酶介导, 并快

速地被多聚泛素化, 随后被降解。光敏色素的信号

调控主要是通过降解它的下游因子实现的, 其中一

个关键因子就是 C O P 1。C O P 1 具有 E 3 泛素

(ubiquitin)连接酶的活性, 为主要的光形态建成抑制

因子, 它通过结合光形态建成响应基因的转录激活

因子并促使其降解而起作用。在黑暗中 COP1 位

于核内, 是光形态建成反应的抑制因子, 但见光反

应后又重新定位于细胞核外, 从而减低对光形态建

成反应的抑制(周波和李玉花 2006; 伊锐和柴友荣

2008), 这些研究表明, COP1 负调控参与光敏色素

信号通路中有关的蛋白质的降解, 但Bauer等(2004)
研究发现, 在黑暗中 COP1 正调控了 PIF3 的积累。

在黑暗中 PIF3的积累是COP1调节 PIF3的抑制因

子降解的结果。这一抑制因子可能是PIF3基因自

身表达的抑制因子, 也可能是控制 PIF3 降解的因

子。但 COP1 作用于控制 PIF3 降解的因子似乎更

具有说服力, 因为它与光诱导的COP1的核内排出

是一致的。光下 COP1 的核外转移促使核内不依

赖于 COP1 的 PIF3 因子发生降解, 而黑暗中COP1
的核内定位则促使 PIF3 对 COP1 的积累。

PIF3的功能主要是控制植物的形态表型以及

参与光反应过程中的一些生化途径。采用T-DNA
插入技术分离到许多独立突变株 pif3, 在连续红光

的情况下, 这些突变株表现为相对短的下胚轴和相

对伸展的子叶。因此推测在红光下的光形态建成

中 PIF3主要起负调控的作用。由于 pif3植株中的

叶绿素和花青素的积累都发生缺陷, 因此又有人认

为PIF3基因在叶绿素的积累和光诱导的花青素积

累中主要起正调控的作用(Monte 等 2004)。
2.2  PIF1/PIL5 因子  PIF1 因子是通过序列比对发

现的 PIFs 家族成员。它和 PIF3 类似, 不但可以与

PHYB相互作用, 而且还可以与PHYA相互作用, 不
过与 PHYA 的相互作用强度不如 PIF3。

PIF1 因子功能的研究主要是通过 pif1 突变体

发现的。pif1 突变体的可见表型主要表现在 3 个

方面: 首先突变体的种子萌发受到抑制; 其次是在

远红光和黑暗条件相互交替时, pif1 突变体表现出

轻微的短下胚轴表型, 在黑暗情况下突变体的下胚

轴的向重力比野生型有所减弱(Oh 等 2004); 再者,
pif1 突变体的幼苗表现出受光自由基损伤的症状,

即使黑暗中生长的黄花苗转移到光照条件下, 突变

株的叶片也不能转绿, 终是整个植株死亡, 而且

在黑暗中生长的时间越久, 这种症状越严重。检测

发现, 在突变株中原叶绿素的含量比野生型的增加

了4~6倍, 推测这种症状的出现可能是由于突变株

中过量的原叶绿素导致的(Huq 等 2004)。从这些

表型推测, PIF1的功能可能是抑制GA的合成基因,
或活化GA的降解基因, 从而导致种子中具有生物

活性的 GA 含量降低, 终导致种子萌发受阻; 同
时可以认为, PIF1 的功能是非常广泛的, 不但参与

光诱导的种子萌发以及光诱导的抑制下胚轴伸长、

黑暗中下胚轴的向地性, 还负调控叶绿素的生物合

成。

2.3  PIF4、PIF5/PIL6、PIF6/PIL2 因子  人们采

用遗传学和反向遗传学的方法又发现了一些其它的

PIFs 因子, 如 PIF4 (Huq 和 Quail 2002)、PIF5、
PIF6 (Khanna 等 2004)。迄今发现的 PIF4、 PIF5
和PIF6因子只能与PHYB相互作用, PIF6与PHYB
的相互作用强于 PIF4 和 PIF5。PIF4 可以与 PIF3
形成异源二聚体。

PIF4、PIF5 和 PIF6 因子的 mRNA 和蛋白的

表达都受24 h生理节律控制, 在体外都可以与生理

震荡器成分 TOC1相互作用(Fujimori等 2004)。在

pif5和pif3的突变体中都没有观察到与节律有关的

表型变化, 因此这类 PIF 因子与 TOC1 相互作用的

意义迄今还不很清楚(Yamashino 等 2003)。
PIF4的功能主要是负调控 PHYB介导的抑制

下胚轴伸长的过程(Huq 2002)。在连续的红光条

件下, pif4/srl2 突变体比野生型的有更加短的下胚

轴和更加伸展的子叶, pif5 突变体的表型与 pif4 也

相似, 对红光超敏感。在远红光和黑暗的条件下,
pif4 和 pif5 突变体都没有可见的表型(Fujimori 等
2004)。PIF6 的生物学功能还不很清楚。比较一

致的看法是认为它的主要生物学功能是负调控光诱

导的光形态建成的发育。

2.4  PIL1因子  避荫反应一般包括植物的快速增高

和提前开花结籽, 长期以来人们一直致力于确定避

荫反应与光感受之间的关系。Salter等(2003)发现,
生理节律调控这些与光有关的避荫反应, 明显的

是在黄昏时段, 这一时段有许多基因表达的变化, 其
中 PIL1 基因的表达变化 迅速。在白天 / 黑夜周

期交替的条件下, 去黄化(de-etiolation)的拟南芥幼
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苗, 不管在黑夜还是白昼, PIL1 基因的表达量都非

常低, 但是若在进入黑夜前进行短暂的远红光处理,
PIL1的表达会发生极大的变化, 远红光处理 1 h的
表达量可以上升30倍左右, 但远红光处理8 h后的

转录水平却只上升6倍, 暗示在黑暗条件下可能存

在一些相对稳定的Pfr因子, 这种因素抑制PIL1的
表达。以一些光敏色素突变体 phyB、phyD、phyE
研究的结果表明, PIL1对远红光的反应主要是通过

PHYB介导的途径起作用的, 同时PHYD、PHYE都
有累积效应。远红光诱导 pil1 突变体的结果表明,
下胚轴生长调控PIL1是远红光处理下的避荫反应

所必需的。

APRR1/TOC1 是拟南芥的一个关键生物钟节

律成分, 其机制一直都不是很清楚。虽然 Makino
等(2002)采用酵母双杂交实验发现 APRR1 能够与

某些 bHLH 因子如 PIF3 和 PIL1 相互作用,  但
Yamashino等(2003)利用2个相对独立的T-DNA插

入突变体 pil1-1和 pil1-2研究PIL1基因的功能, 发
现在两个突变体中与生理节律有关的表型, 如开花

时间和早期光形态建成对红光的敏感性都没有发生

明显的变化 ;  一些与生理节律有关的基因如

CCA1、LHY 和 APRR9 的表达也没有发生明显的

变化, 由此推测PIL1蛋白在生理节律调控过程中起

的作用可能不是通过与APRR1直接相互作用而发

生的。

2.5  PIF7 因子  用生物信息学方法对已知的 PIFs
因子做进化树时发现, PIFs因子都属于bHLH的一

个亚家族, 于是有人很自然对这个亚家族中一些功

能未知的成员是否也是PIFs因子进行推测。 近,
Peter 实验室发现, 这个家族中的 bHLH072 既含有

APB domain, 也有核定位信号。bHLH072 能特异

地和PHYB的Pfr形式相互作用, 但不能和PHYA、

PHYC、PHYD 和 PHYE 相互作用, 他们把它命名

为 PIF7 因子。PIF7 与 PHYB 相互作用的强度比

PIF3大约低85%; 与PIF3相似, 在光照条件下, PIF7
也能快速从细胞质转移到细胞核内与 PHYB 共定

位, 但是, PIF7 与 PIF3 大的区别是在这个转移

过程中并不伴随着可以检测的光诱导的磷酸化现

象, 或者是没有发现 PIF7 的降解过程, 即 PIF7 蛋

白在光照条件下是稳定的, 因此推测PIF7与PHYB
相互作用的结果和PIF3是不一样的。同时还发现,
在红光下PIF7参与苗的去黄化反应, 起弱的负调控

作用。在红光下生长 4 周左右的幼苗中能检测到

低的 PIF7 的 mRNA 表达, 但是在黑暗和远红光下

生长的幼苗中则检测不到 PIF7 的表达。pif7 突变

体对红光不敏感, pif4 和 pif3 突变体对红光也不敏

感, 而且 pif4 比 pif7 严重, pif7 比 pif3 严重。但研

究这些三突变体和双突变体时发现, 这些PIFs因子

在对红光的分子形态建成中有叠加效应(Leivar 等
2008)。
2.6  HFR1 因子  HFR1 是一个与 PIFs 家族相关的

因子。虽然 HFR1 除了有一个 bHLH domain以外,
还有一个类似于 APB 的 domain,  但迄今还缺少

HFR1与光敏色素相互作用的证据。 初研究HFR1
基因是由于发现在远红光下突变体 hfr1 比野生型

表现出相对长的下胚轴, 即突变体hfr1对远红光不

敏感。Fairchild 等(2000)用 T-DNA 标签法克隆

HFR1基因时发现HFR1在转录水平和蛋白水平都

受光调控。它的 mRNA表达在远红光下比红光下

多约 30 倍。在黑暗中它的蛋白是不稳定的, 但在

光照条件下却稳定(Duek 和 Fankhauser 2003)。在

黑暗中HFR1蛋白的降解是通过COP1介导的泛素

化途径进行的, 而在光照条件下稳定的原因是通过

CKII介导的磷酸化, 抑制HFR1蛋白的降解(Park等
2008)。虽然现有的实验尚不能证明HFR1与PHYA
和PHYB的直接相互作用, 但体外的酵母双杂交实

验的结果表明 HFR1 与 PIF3 形成的异源二聚体可

以与 PHY相互作用。Duek和Fankhauser (2003)还
发现, 在蓝光下生长的hfr1突变体有减少去黄化的

反应, 如下胚轴的生长、子叶的伸展以及激素的积

累等。而且在蓝光下 HFR1 的 mRNA 与在远红光

下的同样有很高的表达量。迄今认为, HFR1 是作

为蓝光受体CRY1的正调控因子参与蓝光信号通路

的, 这暗示HFR1有可能成为 PHYA和CRY1两个

信号通路的整合因子(Duek 和 Fankhauser 2003)。
2.7  水稻中的 PIFs 因子  双子叶植物拟南芥中的

PIFs因子都属于bHLH家族的一个亚家族, 在进化

上是相对保守的。为了寻找与拟南芥相似的 PIL
同源基因, Nakamura等(2007)对水稻的多个数据库

进行了分析, 终他们发现水稻中也存在着这样一

类基因, 命名为 OsPIL11~OsPIL16, 这 6 个基因的

编码蛋白都存在着PIL结构域, 与PIF3有很高的同

源性。OsPIL11、OsPIL12 和 OsPIL13 蛋白在体

外都可以与 OsPRR1 (拟南芥生物节律因子 TOC1
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的同源蛋白)相互作用。OsPIL13 的表达受生理节

律控制。水稻黄化苗转移到光照条件下时其

OsPIL15 的表达被下调, 即受光负调控。水稻的

OsPIL11~OsPIL15在拟南芥中过量表达时, 其转基

因植株苗在早期光形态建成中都表现出长的下胚轴

的非正常表型。根据这些结果可以推测,  这些

OsPILs 因子的功能可能类似于 AtPILs (Nakamura
等 2007)。
3  PIFs因子在光形态建成和光信号途径中的作用

从一些 pif 突变体的研究来看, 不同的 PIF 蛋

白在光形态建成的多个方面起不同的作用, 在大多

数情况下起负调控的作用。但也有一些 pif突变体

没有可以观察到的表型变化, 这可能是由于基因功

能的冗余造成, 如 pif1和 pif3的双突变体在黑暗中

能观察到强烈受抑制的向地性, 而任何一个单突变

体在同样的条件下都没有这个表型。PIF1、PIF3
和PIF4是光敏色素的负调控因子, 抑制植株胚轴的

伸长和子叶的扩展, 但正调控花青素的积累(Huq和
Quail 2002; Kim等 2003), 而 PIF1的调控机制还不

很清楚, 但有人认为它是通过依赖光敏色素的降解

实现 PIF3下调的。因此有人认为可能是这些负调

控因子通过抑制光敏色素途径而促进光形态建成

的。有研究表明, PIF1、PIF3、PIF4 和 PIF5 蛋

白接收光信号后快速降解, 但有一些蛋白水解酶抑

制剂可以阻止这些 PIFs 因子的降解, 表明 PIFs 因
子的降解可能是通过泛素 /26S 蛋白水解酶途径进

行的。后来的研究又发现, 在光照 / 黑暗循环的条

件下 PIF1、PIF3、PIF4 和 PIF5 蛋白在黑暗中能

重新积累。PIF1和PIF3蛋白在红光条件下的半衰

期只有 10~15 min, 于是推测这些因子的功能可能

是在由黑暗转入光照条件下的瞬间起作用, PIF4和
PIF5蛋白的循环表达可能调控拟南芥幼苗在光照/
黑暗循环时的生理节律表达。由此看来, PIFs 因
子可能是植物整个生命周期中光形态发育的调控因

子。

PIFs 因子能直接结合到潜在的靶基因启动子

区, 也能够与活化形式的光敏色素相互作用, 因此

认为 PIFs 因子是研究光调控基因表达机制的很好

突破口。有研究表明, PIF3 转录因子能够结合到

拟南芥的生理节律钟因子LHY和CCA1的启动子

区, 而LHY和CCA1蛋白被认为是可以通过结合到

TOC1 的启动子上而负调节 TOC1 的表达, 同时

PIF3也可以与TOC1蛋白相互结合, 终促使PIF3
参与拟南芥的生理节律过程, 但其中的分子机制还

不很清楚(Alabadi 等 2001; Viczian等 2005)。在黑

暗情况下PIFs因子能活化靶基因的表达, 而光照诱

导的 PIFs 因子降解可以减少这些靶基因的表达。

今后这方面的研究应该是确定 PIFs 因子是怎样参

与光调控的基因表达的。

4  结语

PIFs 因子参与光敏色素的信号通路已经越来

越受到人们的关注。虽然 PIFs 因子在光敏色素信

号通路中的中心位置已为大部分人所接受, 但PIFs
因子研究中仍有许多亟待解决的问题, 如新的PIFs
因子的鉴定, PIFs因子在光照条件下的降解机制, 不
同 PIFs 因子的不同表达模式在光敏色素信号通路

中的作用, PIFs 因子的靶基因的鉴定等。目前对

光敏色素传导光信号的机制已有了一定的认识, 但
这一认识还有待于进一步深化, 相信, 随着这些因

子的鉴定、活性和表达研究的进展, 人们对光敏色

素传导光信号机制的了解将更加深入。
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