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8月2日，中国科学技
术大学生命科学与医学部教授孙林峰团队在《自然》（Nature）上发表了题为Structural insights
into auxin recognition and efflux
byArabidopsisPIN1
的研究论文，报道了植物中生长素极性转运蛋白PIN1，以及它分别与底物生长素（IAA-
bound）、抑制剂NPA（N-1-naphthylphthalamic acid，又名抑草生）结合的（NPA-bound）三个
高分辨率结构，并结合功能实验阐释了PIN1蛋白的工作机制，为剖析植物生长素运输调控以及
针对PIN蛋白的农业用除草剂和植物生长调节剂的设计开发奠定了重要基础。

1880年，达尔文父子在《植物的运动力》（The Power of Movements in
Plants
）中提出了植物茎顶端会产生某种物质，导致“向光性”生长的猜想。1928年，荷兰科学家F.We
nt通过“温特实验”（燕麦胚芽鞘弯曲实验）证实了这种物质的存在并首次提出了“生长素”的
概念。科学家的进一步研究确定植物中主要的生长素为吲哚-3-乙酸（IAA，Indole-3-acetic acid）
。作为第一种被发现的植物激素，生长素几乎参与了植物生长发育调控的每一个过程，例如胚胎
发育、根发育、叶发育、花发育、向光性和向重力性等。区别于其他植物激素，生长素的一个显
著特点是其细胞与细胞间的运输过程具有方向性，这一过程称为生长素极性运输（Polar Auxin Tr
ansport，PAT）。生长素极性运输通过与其合成和代谢途径共同配合，产生浓度梯度和局部浓度
差异，建立调控植物生长发育、“向性生长”的基础，响应内外界信号刺激。在生长素极性运输
过程中，位于膜上的转运蛋白发挥了关键作用，其中生长素外排蛋白家族PIN（PIN-
FORMEDauxin exporter）尤为重要。研究表明，PIN蛋白成员在细胞质膜上具有不对称分布的特
点，其极性定位与生长素运输方向高度关联，是生长素在植物体内不对称分布的重要原因。由于
缺乏精细的三维结构，PIN家族蛋白特异性识别、转运生长素的机制未知，也是生长素研究领域
亟待解决的关键科学问题。NPA是之前实验室广泛应用的一种生长素极性运输抑制剂，也是农业
生产中最早作为除草剂应用的化学小分子。生化证据表明，NPA可以直接靶向PIN蛋白，但究竟
如何发挥作用尚不清楚。

在模式植物拟南芥中，PIN家族包括8个蛋白成员，包括经典的、主要分布于细胞膜上的、具有
较长胞质loop环的PIN成员（PIN1~PIN4和PIN7），非经典的、分布于内质网上的、具有较短胞
质loop环的PIN成员（PIN5和PIN8），以及胞质loop环长度介于二者之间的PIN6蛋白。PIN1是最
早鉴定的PIN家族成员之一，其基因突变导致植物产生裸露的针状（pin-formed）花序，该家族
由此得名。本研究中，孙林峰团队针对PIN1这一经典的PIN家族成员展开研究，搭建了一套全新
的、基于放射性同位素和哺乳动物HEK293T细胞的、检测PIN1蛋白生长素外排功能的生化体系
，验证了其转运活性，证实了PIN1受蛋白激酶激活调控、被NPA抑制的过程，并为PIN介导的生
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长素运输机制研究提供了可靠的便捷手段。此外，科研团队利用质谱分析技术，鉴定了多个位于
胞质loop环的磷酸化位点，为进一步探究PIN受磷酸化调控的机制提供了线索。

在功能分析的同时，研究团队利用HEK293F细胞瞬时表达系统表达、纯化得到了拟南芥PIN1蛋白
。为了解决蛋白构象不稳定及分子量较小的问题，孙林峰团队与中科院分子细胞科学卓越创新中
心李典范团队合作，利用体外纳米抗体合成技术，得到了大量靶向PIN1蛋白的纳米抗体，进一
步通过亲和力、热稳定性分析缩小了抗体筛查范围。最终，研究利用冷冻电镜单颗粒重构技术，
解析了PIN1与一种纳米抗体结合的、分辨率为3.0埃的结构，首次揭示了经典PIN家族蛋白成员的
样貌。PIN1以对称性的同源二聚体方式组装。每个PIN1单体具有10次跨膜螺旋，呈现出典型的N
haA蛋白折叠方式，划分为Scaffold结构域和Transporter结构域。PIN1呈现向细胞质侧开放的构象
，同时，在胞质侧，具有一个由b折叠片组成的结构域，区别于近期报道的同家族成员PIN8蛋白
的结构。通过在蛋白中添加底物IAA和抑制剂NPA，研究又分别得到了PIN1蛋白分别与两种小分
子结合的复合物结构。在这些结构中，科研人员清楚地看到了IAA和NPA结合的结合位点以及相
互作用氨基酸残基，并通过突变、ITC结合常数测定和转运分析验证了这些残基的重要性。虽然I
AA和NPA在结合方式上具有一定相似性，但是由于NPA分子更大，通过与PIN1产生更多的氢键
和疏水性相互作用，以一种亲和力更高的方式结合，并使蛋白处于朝内侧开放的构象，从实验上
验证了NPA的高效抑制作用。此外，研究探讨了PIN家族蛋白转运IAA的驱动力和能量来源，通
过转运实验分析，发现跨膜质子梯度对于IAA运输影响较小，暗示PIN不依赖于质子梯度提供能
量。

该研究揭开了植物经典PIN家族蛋白的结构面纱，系统阐释了PIN1识别底物生长素IAA以及被NP
A抑制的分子机制，为科学家阐释植物生长素极性运输过程提供了重要帮助，为基于靶向该家族
蛋白的小分子抑制剂设计奠定了基础，并对指导农业应用具有重要意义。

研究工作得到中科院战略性先导科技专项（B类）、国家自然科学基金、安徽省自然科学基金、
中央高校基础科研业务费专项资金及中国科学技术大学统筹推进世界一流大学和一流学科建设专
项资金等的支持，并获得教育部无膜细胞器与细胞动力学重点实验室、合肥微尺度物质科学国家
研究中心、生物医学与健康安徽省实验室的支持。冷冻电镜数据收集工作在中科大冷冻电镜中心
和生物物理所生物成像中心完成。奥地利科学技术研究院科研人员参与研究。
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https://www.nature.com/articles/s41586-022-05143-9


 

拟南芥PIN1蛋白三种状态下的结构和转运机制示意图

研究团队单位：中国科学技术大学 

更多 科学进展 请访问 https://www.iikx.com/news/progress/
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