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摘要  拟南芥 STN7 蛋白激酶参与了 LHCⅡ蛋白的磷酸化和状态转换过程. 本研究根据
STN7 激酶的蛋白序列, 合成了一段含 11 个氨基酸的亲水肽段, 与牛血清蛋白 BSA 偶联后, 
免疫家兔制备得到合成多肽的抗体, 免疫双扩散和 Western blot 检测表明该多肽抗体效价和
特异性较高. 借助该多肽抗体、磷酸化抗体和低温(77 K)荧光, 研究了温度对拟南芥 LHCⅡ
蛋白的磷酸化、状态转换和 STN7 激酶表达的影响. 结果表明, 温度不仅调节 LHCⅡ蛋白的
磷酸化水平, 而且还调节 STN7激酶的表达水平. 另外, LHCⅡ蛋白的磷酸化随温度的变化趋
势与 STN7 激酶表达量的变化趋势相对一致, 并且与状态转换密切相关, 为 LHCⅡ蛋白磷酸
化及 STN7激酶表达调控机理研究提供了有用的信息. 
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植物在生长过程中, 外界环境, 如光照强度和温

度不断变化. 植物可以通过状态转换(state transitions)
机制调节两个光系统之间激发能的分配, 以适应短期
环境因素的变化. 早期的研究认为, 光系统Ⅱ(PSⅡ)
的捕光天线色素蛋白复合体LHCⅡ的可逆磷酸化与
状态转换有关 [1,2], 但其分子机制至今仍未阐明 . 最
近研究发现, 拟南芥类囊体膜结合的STN7 蛋白激酶
参与了LHCⅡ, Lhcb4.2 (CP29)蛋白的磷酸化和状态
转换过程[3,4]. STN7 激酶属于核基因编码, 定位于类
囊体膜的蛋白激酶[5], 第 167 位的Lys定点突变成Arg
或Gln都会导致其激酶功能的丧失 [3], 但其催化调控
机制尚无研究报道.  

环境温度是影响植物光合机构效率和光合基因

表达的一个重要因素 , 低温或高温处理会对光合机
构造成一定的危害 [6,7]. 类囊体膜蛋白磷酸化程度发
生变化可能是植物响应环境温度变化的一种方式 [8]. 
然而, 温度对植物LHCⅡ蛋白磷酸化和STN7 激酶表

达调控尚未见相关报道 , 因此研究温度对LHCⅡ蛋
白磷酸化和STN7激酶表达的影响具有非常重要的意
义. 由于STN7 激酶定位于类囊体膜上, 难以纯化制
备抗体, 为此本研究在结构预测的基础上[9], 选择了
位于类囊体膜外侧的亲水肽段 , 合成后偶联牛血清
蛋白(BSA)作为抗原免疫家兔, 制备得到特异抗合成
多肽的抗体, 以研究不同温度对拟南芥STN7 激酶蛋
白表达的影响; 并通过低温(77 K)荧光分析, 研究了
不同温度条件下LHCⅡ蛋白磷酸化与状态转换的关
系, 以期能了解LHCⅡ蛋白磷酸化、状态转换和STN7
激酶表达的关系.   

1  材料与方法 

(ⅰ) STN7 多肽设计、合成和抗体制备.  根据
NCBI收录的STN7 激酶的序列(NP_564946), 在结构
预测和跨膜区预测 [9]的基础上 , 结合哈佛大学的
Antigenic Peptides程序进行抗原决定簇分析, 选择位
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于类囊体膜外侧、亲水性和抗原性较好的区域, 设计
出含 11 个氨基酸残基的多肽(SKKRSNEEGEY), 并
返回到NCBI数据库中进行比对分析, 检测其特异性. 
此 11肽由北京赛百盛公司合成并纯化, 经HPLC检测
其纯度为 89.89%. 为提高合成多肽抗体的免疫原性, 
按照本实验室制备D1 蛋白多肽抗体的方法[10], 与载
体蛋白BSA连接后, 每次取 0.5 mL BSA-多肽偶联产
物作抗原, 与等体积的完全福氏佐剂进行充分乳化, 
多点皮下注射家兔. 每隔 7 d加强一次免疫, 经免疫
双扩散法测定其效价达到要求后, 颈动脉放血, 分离
血清, 分装于−20℃保存.   

(ⅱ) 材料培养和温度处理叶片.  拟南芥 Arabi- 
dopsis thaliana (ecotype Columbia)温室培养(22℃, 10 
h/14 h, 昼/夜, 光照强度为 100 μmol·m−2·s−1). 成熟
叶片暗置过夜后, 漂浮在液体培养基 MY上, 分别在
低温(6℃, LT)、生长温度(22℃, GT)和高温(35℃, HT)
下光照 3 h.   

(ⅲ) 拟南芥类囊体膜提取及叶绿素含量测定 .  
参照魏慧敏等人 [11]的方法, 从温度处理后的叶片中
提取类囊体膜, 整个过程 4℃避光进行. 提取的类囊
体膜用液氮速冻, 储存于−80℃冰箱中, 并按Porra等
人[12]的方法测定叶绿素a和b含量.  

(ⅳ) Urea-SDS-PAGE 电泳与 Western blot 分析.  
Urea-SDS-PAGE 参照文献[13]所述方法进行, 采用 
15%含 6 mol/L尿素的分离胶和 5%浓缩胶. 每泳道样
品含 5 μg叶绿素, 类囊体膜蛋白组分经SDS-PAGE 
(尿素胶)分离后, 用考马斯亮蓝R-250 染色或电转移
至PVDF膜上进行Western blot免疫检测反应. 用磷酸
化的苏氨酸抗体(Zymed公司)检测磷酸化的LHCⅡ蛋
白, 并用制备的多肽抗体检测STN7 激酶表达含量. 
采用ECL发光系统(Amersham Biosciences)检测 , 并
用凝胶成像系统(Bio Imaging System)进行定量分析
[11].  

(ⅴ) 类囊体膜低温(77 K)荧光光谱测定.  采用
Hitachi FL-4500 荧光分光光度计测定拟南芥类囊体
膜的 77 K 荧光发射光谱. 类囊体膜与等体积的甘油
快速混合后加入 4 mm 的石英管, 插入液氮杜瓦瓶, 
进行荧光光谱测定. 激发光波长分别为 436 (激发叶
绿素 a)和 475 nm (激发叶绿素 b), 记录 600~800 nm
处发射光谱(狭缝宽度为 5 nm), 样品叶绿素终浓度为
15 μg/mL, 分别进行 3次扫描和测定. 对反映 PSⅡ和
PSⅠ的峰值进行了分析, 分别计算 436 nm 激发或

475 nm激发条件下的 F727/F685比值.  

2  结果 
2.1  STN7多肽抗体制备与鉴定 

STN7 激酶是膜蛋白 . ProtScale程序分析表明 , 
该蛋白含有较多的疏水性氨基酸残基[9], 可供选择的
多肽设计位点不多 , 综合考虑多肽的亲水性、抗原
性、多肽位置和合成要求, 选择位于膜外的一段亲水
肽段, 该区域具有较好的免疫原性. 将合成多肽与载
体蛋白BSA偶联并免疫新西兰家兔, 经过 4次加强免
疫注射后, 用免疫双扩散方法检测发现STN7 抗血清
能够特异地识别多肽抗原, 效价达到 1:128 (数据未
列出).   

为了验证多肽抗体的特异性 , 我们将拟南芥类
囊体膜组分电泳后转移至 PVDF 膜, 用上述制备的
STN7抗血清进行 Western杂交(图 1), 可清楚看到在
大约 64 kD左右有一条蛋白杂交条带, 与 STN7激酶
分子量相同, 并且光照处理叶片的含量明显增加, 表
明该抗体能够用于 STN7表达研究.  

 
图 1  STN7抗体的 Western blot鉴定 

(a) 拟南芥类囊体膜蛋白的 SDS-PAGE 电泳; (b) 类囊体膜蛋白
转移到 PVDF膜上, 用制备的抗体进行 Western blot检测. 1, 未光 

照; 2, 光照 3 h 

2.2  温度对拟南芥 LHCⅡ蛋白磷酸化的影响 

为了考察温度变化时, LHCⅡ蛋白磷酸化的稳态
变化, 将成熟的拟南芥叶片暗置过夜后, 移至不同温
度(6℃, 22℃和 35℃)条件下进行光照 3 h. 变性尿素
胶电泳分离类囊体膜蛋白组分后 , 用考马斯亮蓝染
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2.3  温度对拟南芥类囊体膜低温(77 K)荧光的影响 色, 同时用磷酸化苏氨酸抗体进行蛋白杂交分析. 图
2(b)显示在 43, 32, 30和 28 kD的位置上分别检测到了
4 条磷酸化蛋白的杂交带, 与他人检测到的类囊体膜
蛋白磷酸化结果一致[11,14,15], 经LHCⅡ抗体杂交确定
28 kD处为磷酸化的LHCⅡ蛋白. 结果表明, LHCⅡ蛋
白的磷酸化受温度调控, 在低温 6℃下磷酸化水平最
低, 当温度上升到 25℃时, 其磷酸化水平上升了 40%, 
而当温度继续上升到 35℃时, 其磷酸化水平继续增加
约 6%(图 2(c)), 说明其磷酸化已达到饱和状态. 

通过测定类囊体膜低温 77 K荧光发射光谱可以
了解两个光系统之间能量分配和状态转换 [16,17] , 因
此本研究测定了不同温度条件下拟南芥类囊体膜的

77 K荧光光谱, 以期考察温度对光能在两个系统间
的分配和状态转换的影响情况. 图 3 显示, 无论是
436 nm还是 475 nm波长光激发拟南芥类囊体膜, 在
685~695 和 727 nm处都有两个荧光峰, 分别代表PSⅡ
和PSⅠ的特征荧光发射峰, 其中 685 nm的荧光峰来自 

 

 
图 2  拟南芥类囊体膜蛋白 SDS-PAGE电泳与 Western blot检测 

(a) 类囊体膜蛋白的 SDS-PAGE电泳, 每孔道为 5 μg叶绿素; (b) 类囊体膜蛋白转移到 PVDF膜上, 用磷酸化苏氨酸抗体进行 Western 
blot检测; (c) LHCⅡ蛋白的相对磷酸化水平. 叶片在低温(6℃, LT)、生长温度(22℃, GT)和高温(35℃, HT)下光照 3 h, 制备类囊体膜 

 
 

 
图 3  拟南芥类囊体膜的低温(77 K)荧光发射光谱 

(a) 激发光波长为 436 nm (激发叶绿素 a); (b) 激发光波长为 475 nm (激发叶绿素 b). 77 K荧光光谱测定 3次, 在 685 nm均一化 
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于PSⅡ的反应中心, 而 727 nm的荧光峰来自于PSⅠ的
天线蛋白[18,19]. 

由于 FPSⅠ/FPSⅡ(F727/F685)比值大小可以反映激发
能在两个光系统之间的分配情况 , 我们分别计算了
436 或 475 nm 激发条件下的 F727/F685的比值(表 1), 
对光能在两个光系统之间的分配做了分析. 436 nm
波长光激发叶绿素 a 时, 在低温 6℃下 F727/F685的比

值最小, 为 0.693±0.008, 温度升高到 22℃, F727/F685

比值增加到 0.806±0.021, 增加了 16%, 而当温度从
22℃升高到 35℃, F727/F685增加到 0.854±0.036, 仅仅
增加了 6%. 当 475 nm波长光激发 Chl b时, 同样在
低温 6℃下 F727/F685的比值最小, 为 0.656±0.009, 温
度升高到 22℃, F727/F685增加到 0.729±0.022, 增加了
11%, 而当温度从 22℃升高到 35℃, F727/F685增加到

0.758±0.021, 仅仅增加了 4%. 结果表明随着温度的
升高, 更多的激发能被分配到 PSⅠ.  

 
表 1  拟南芥类囊体膜的低温荧光光谱 FPSⅠ/FPSⅡ比值 

FPSⅠ/FPSⅡ (F727/F685) 温度条件 
Ex = 436 nm Ex = 475 nm 

LT (6℃) 0.693 ± 0.008 0.656 ± 0.009 
GT (22℃) 0.806 ± 0.021 0.729 ± 0.022 
HT (35℃) 0.854 ± 0.036 0.758 ± 0.021 

 

2.4  温度对拟南芥 STN7激酶蛋白表达的影响 

由于 STN7激酶参与了 LHCⅡ蛋白的磷酸化, 借
助制备的多肽抗体, 我们考察了温度变化对 STN7激
酶表达的影响. 图 4显示低温 6℃时, STN7激酶的表
达量较弱, 随着温度的升高其表达量逐渐增加, 在高
温 35℃时表达量相对较多. 值得注意的是, STN7 激
酶蛋白相对含量随温度变化趋势与 LHCⅡ蛋白磷酸
化响应温度变化的趋势是一致的.  

3  讨论 
自从 1977年Bennett[20]发现存在着光诱导的LHC

Ⅱ蛋白磷酸化现象以来 , 对LHCⅡ蛋白磷酸化的调
控机制和生理意义的研究一直是热点 . 大量研究表
明, LHCⅡ蛋白的磷酸化不仅受质体醌还原水平的调
控[21,22], 而且还受到高光照强度条件下叶绿体中硫醇
氧化还原状态的下调作用[23]以及在底物水平发生光诱

导调控[24]. 我们的研究表明, 温度影响LHCⅡ蛋白的
磷酸化, 与生长温度22℃相比, LHCⅡ蛋白的磷酸化水
平在低温 6℃相对较低(图 2), 此时非磷酸化的LHC
Ⅱ与 P SⅡ结合 ,  使 P SⅡ的光能吸收相对较多 ,  

 

图 4  拟南芥 STN7激酶在不同温度条件下的表达 

 
导致FPSⅠ/FPSⅡ比值相对最低(表 1); 而在高温 35℃时, 
LHCⅡ蛋白的磷酸化水平达到最大 , 此时大部分磷
酸化的 LHCⅡ与 PSⅡ解离, 迁移并与 PSⅠ结合, 降
低了 PSⅡ的光能吸收, 导致 FPSⅠ/FPSⅡ比值达到最高. 
这一结果说明了 LHCⅡ蛋白的磷酸化与状态转换密
切相关, 证实了早期假说的正确性. 

另外, 植物在响应外界环境和自身生理过程的变
化时, 除基因转录水平的调控外, 翻译后蛋白水平的调
控也起着重要的作用, 而抗体是研究蛋白质功能和蛋
白表达水平的一个非常重要的工具. 由于STN7 激酶是
类囊体膜蛋白, 难以纯化得到, 另外膜蛋白原核表达难
以形成正确的蛋白折叠方式, 给纯化带来一定的困难, 
因此难以制备抗体. 而研究得知, 多肽中如果有 7个氨
基酸序列与某一功能蛋白保守区的氨基酸序列完全相

同, 并且这几个氨基酸亲水性强, 具有良好的免疫原性, 
则该多肽可以替代该蛋白作为抗原制备抗体[25], 我们
曾用该方法成功地制备了类囊体膜蛋白(D1 蛋白)[10]和

线粒体内膜上交替氧化酶的多肽抗体[26]. 为了提高多
肽的免疫原性, 我们将多肽与载体蛋白BSA偶联后, 免
疫家兔得到的抗血清与拟南芥类囊体膜蛋白表现出较

好的杂交性(图 1), 说明制备的该抗体能够用于Western
杂交来研究STN7 激酶的表达. 借助该抗体, 我们进一
步研究了温度对STN7 激酶蛋白表达的影响, 结果表明
STN7 激酶的表达同样受温度影响(图 4), 进而控制着
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LHCⅡ蛋白的磷酸化水平.  
综上所述, 温度变化不仅影响了 STN7激酶的活

性大小, 使其作用底物 LHCⅡ蛋白的磷酸化水平发
生变化 , 从而导致拟南芥叶片对光能吸收和分配的

改变; 同时, STN7激酶为核基因编码, 其表达水平也
发生了相应的变化 , 暗示着这是拟南芥光合机构响
应温度变化的一种方式, 这为 STN7激酶表达调控与
LHCⅡ蛋白磷酸化关系的研究提供了有用的信息. 
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