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红毛藻藻蓝蛋白的提取方法研究

（厦门大学生命科学学院，厦门 !"#$$%） 郑 江

（集美大学生物工程学院，厦门 !"#$&#） 许秀美 王文星 黄水英

摘 要 采用多种方法从红毛藻中提取藻蓝蛋白。研究表明，组织

捣碎法破碎细胞效率较高，"$’饱和度硫酸铵盐析效果较
好，并确定了最佳的提取工艺线路。
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藻蓝蛋白是存在于红藻和蓝藻中的一种捕光色

素蛋白，可发蓝色荧光。其用途广泛，可以作为天然

色素应用于食品中。此外，它还是一种重要的生理活

性物质，可制成食品和药品用在医疗保健上^9_。目前，

国际上藻蓝蛋白及标记物的售价相当高，因而，研究

和开发藻蓝蛋白是一种具有高经济效益的项目。

根据吸收光谱特性的不同，藻蓝蛋白又可分为

藻红蓝蛋白、2S藻蓝蛋白和 GS藻蓝蛋白^J_。细胞实验

表明，GS藻蓝蛋白能使 7S淋巴细胞增殖，提高肌体

的免疫功能，而 2S藻蓝蛋白无此功能 ^>_。因而，提取

和开发 GS藻蓝蛋白，深入研究 GS藻蓝蛋白的结构
和功能关系，具有重要的理论和现实意义。

红毛藻（!"#$%" &’()*+,’-,’-."），属红藻门，红毛
菜纲，红毛菜目，是中国东南沿海的特产，有补血降

压，滋阴降火和防止血管疾病的作用。研究表明，红

毛藻中的藻蓝蛋白为 GS藻蓝蛋白^<_，因而，研究和开

发红毛藻中的藻蓝蛋白，对其进行科学的提取和加

工，不仅能提高红毛藻的经济价值，带动红毛藻养殖

业的发展，还会产生良好的经济效益和社会效益。

笔者从细胞破碎、盐析、纯化等几方面研究了红

毛藻中藻蓝蛋白的提取方法和提取效果，为开发利

用红毛藻提供理论和技术依据。

% 材料与方法
%&% 材料与仪器
红毛藻干品 福建莆田南日岛人工养殖；

硫酸铵、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、氯化钠、氯化

钙、硝酸钠、氢氧化钠、盐酸等试剂 为分析纯，市售；

BXB （十二烷基苯磺酸钠） 为化学纯，市售；国产
XQCQS]J离子交换树脂，B#-"4/#‘ PS9KK葡聚糖凝胶。

XFU<K 蛋白核酸分析仪，组织捣碎机，超声波细
胞破碎机，5PTS9U 高速台式离心机，X\SBJU 型电热
恒温水浴锅，EIBJ2 型酸度计，HC9KK< 型电子天平，
松下电冰箱等。

%&! 实验方法
91J19 藻蓝蛋白的提取工艺流程 红毛藻干品!缓冲
液浸泡!细胞破碎!离心取上清液!硫酸铵盐析!离心取沉
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淀!!"#"$%& 离子交换柱层析!较纯的藻蓝蛋白
!"#"# 藻体细胞的破碎 准确称取一定量的红毛
藻，加入适量 $%&’"() 的磷酸缓冲溶液，分别用冻融
法*+,、化学试剂法*’,、溶胀法*-,、低盐浓度法*(,、组织捣碎

法、超声波法、研磨法等对藻体细胞进行破碎，离心

取上层澄清液，即为藻蓝蛋白粗提液。

!"#". 盐析 用组织捣碎法破碎藻体细胞得到藻蓝
蛋白粗提液，分别用饱和度为 !/0、#/0、#+0、./0、
.+0、1/0、1+0、+/0、++0、’/0、-/0、!//0的硫酸
铵盐析，沉淀后离心，将沉淀物用磷酸缓冲液溶解，

得到藻蓝蛋白盐析液。

!"#"1 藻蓝蛋白的纯化 先用 /"//#+234 5 6 缓冲液
平衡 7898:+# 离子交换柱 （或 ;<$=>?<@ A:!// 葡
聚糖凝胶），再将透析过夜的盐析液上柱，用

/"//#+234 5 6 的磷酸缓冲液洗脱，最先洗脱出的色带
即为纯度较高的 B:藻蓝蛋白。收集该蓝色带，测定
其吸收光谱及 #(/C2、++.C2、’!+C2下的吸收值。

%&# 测定方法
!"."! 藻蓝蛋白纯度 用 9’!+ 5 9#(/表示。

!"."# 藻蓝蛋白得率 按类似文献*),方法计算。已知
!0的 B:藻蓝蛋白在 ’!+C2 处的吸光值为 ’’//，光
程长度为 !D2*!/,。因此根据郎伯:比耳定律，由 ’!+C2
处的吸光度可以计算出藻蓝蛋白的浓度，再乘以稀释

倍数及体积，除以红毛藻的质量，即可计算出得率（当

然，由于藻红蛋白在 ’!+C2处也有一定吸收，故计算
结果有一定正误差，但对比较结果影响不大）。

!".". 吸收光谱及 9’!+、9++.、9#(/ 的值 用美国贝克

曼:库尔特公司的 7E’1/ 核酸蛋白分析仪测定。

! 结果与讨论
!&% 冻融法的研究
由表 ! 的数据可以看出，冻融 . 次，藻体含量约

为 !0时，藻蓝蛋白的得率在 /"))0F!"/-0之间；而
当冻融次数增加到 ’ 次、- 次时，尽管藻体含量只有
/"’-0，但藻蓝蛋白得率却增加到 !"1+0；相同冻融
次数下，不同的冻融时间对得率的影响不大。可见，

在冻融法中次数对藻蓝蛋白得率的影响比时间对它

的影响大，多次反复冻融的细胞破碎效果比较好。

冻融法破碎细胞主要是因为藻体在冻结过程

中，细胞内外的液态水形成冰晶体，造成体积膨大，

对藻体细胞壁和细胞膜产生破坏作用，使其通透性

加大，内容物流出。藻体冻结过程中首先是从最容易

生成细小冰晶体的地方开始，然后冰晶体逐渐变大，

向四周扩展，将距这些地方比较近的细胞壁和细胞

膜胀破、压破。每次冻融最容易生成细小冰晶体的地

方是不一样的，即在细胞内外形成冰晶的部位是不

同的，这样就能对细胞不同部位的细胞壁和细胞膜

产生破坏，因而多次冻融能使破碎效果提高。冻融时

间增加虽能使冰晶变大，但由于受细胞内外水分含

量的限制，冰晶的长大是有限度的，因而对细胞壁和

细胞膜破坏只是在原有基础上的破坏，破坏区域较

少，效果较差，所以冻融时间对冻融效果影响不大。

!&! 不同细胞破碎方法对藻蓝蛋白提取效果比较

由表 # 可以看出，用化学试剂法破碎藻体细胞，
藻蓝蛋白的得率和纯度最高，但由于化学试剂法操

作复杂，浸泡时间长，操作不好易引起藻蓝蛋白变

性，在实际操作过程中并不是最理想的方法；溶胀法

的得率虽高，但是纯度不高，且需浸泡 !/?，提取时间
太长，也不理想；组织捣碎法提取得率排在第 . 位，
提取液纯度排第 # 位，而提取时间大大缩短，只需
!/2GC，提取效率大大提高，且操作方便，是最适合的
方法；冻融法、研磨法、超声波法得率和纯度都基本

相同，但都不如组织捣碎法；低盐浓度法则相对而言

效果较差。综合考虑各因素，组织捣碎法是提取藻蓝

蛋白过程中最合适的细胞破碎方法。

!&# 不同饱和度硫酸铵的盐析效果
由表 . 可知，饱和度在 #+0以下时，没有明显的

沉淀，在 #+0以上后，随着硫酸铵饱和度的增加，提
取得率逐步升高，当饱和度为 !//0时得率达到最
高，为 ’".0。从纯度看，随着饱和度升高，纯度先降后
升，在 +/0处有一最低值，分析原因可能是因为随着
饱和度的增大，杂蛋白、藻红蛋白、藻蓝蛋白和别藻

蓝蛋白沉淀出的量都在增大，藻蓝蛋白所占的比例

减小，所以纯度减小；但当饱和度超过 +/0时，藻蓝

冻融

次数

冻融时

间 H=I
冻融体

积H26I
红毛藻

重量HJI
藻 体

含量H0I
得率

H0I
- ! ./ /"# /"’- !".+
- # ./ /"# /"’- !"1+
’ . ./ /"# /"’- !"1+
’ 1 ./ /"# /"’- !"1+
. # +/ /"+ !"// !"/1
. 1 +/ /"+ !"// !"/.
. ’ +/ /"+ !"// /"))
. !/ +/ /"+ !"// !"/1
. !# +/ /"+ !"// !"/’
. !( +/ /"+ !"// !"/-
. #1 +/ /"+ !"// !"/!

表 ! 不同冻融时间、冻融次数下藻蓝蛋白的得率

细胞破碎方法
得率

（0）
纯 度

H9’!+ 5 9#(/I
破碎时

间H=I
冻融法（’次，1=） !"1+ /"!’1 #1
研磨法 !"1. /"!’1 ! 5 ’
超声波法 !"1. /"!’+ ! 5 ’
组织捣碎法 !")1 /"!-/ ! 5 ’
化学试剂法 #".’ /"!-’ 1
低盐浓度法

HK>K4# I
HL>LM.I

/"(’(
!"+’

/"/-+.
/"!./

)’
)’

溶胀法（!/?） #"#) /"!1/ #1/

表 # 不同细胞破碎方法下的效果比较

#(
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蛋白所占的比例开始增加，纯度开始升高，到饱和度

为 !""#时纯度达到最高。
研究表明，藻蓝蛋白与藻红蛋白较易分离，而与

别藻蓝蛋白较难分离，因而应尽量增加藻蓝蛋白在盐

析液中的比例，而尽量减少别藻蓝蛋白的比例。从

$%!& ’ $%&"的比值看，饱和度为 %"#的比值最高，在此饱
和度下藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白的比例达到最高。实验

中还发现，硫酸铵溶液的饱和度为 ("#以上时，很容
易出现藻胆蛋白沉淀，但是由于硫酸铵溶液的饱和度

太大，所出现的藻胆蛋白沉淀都悬浮在上清液的表

面，这样很难将沉淀分离，不易操作。综合以上几个方

面的因素考虑，虽然当硫酸铵饱和度为 %"#时，得率
和纯度都不是最高，但都还比较高，和饱和度为 !""#
的相差不大，而藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白的比例达到最

高，特别从操作方面考虑，选取饱和度为 %"#的硫酸
铵盐析，沉淀分离容易，效果好，有利于后期的纯化工

作，因而我们选用 %"#的硫酸铵进行盐析。
盐析后的沉淀用缓冲液溶解后即得藻胆蛋白盐

析液，其吸收光谱如图 !，在 )*+、&%)、%!&,- 各有一
个吸收峰，前两个主要为藻红蛋白所贡献的吸收峰，

后一个主要为藻蓝蛋白所贡献的吸收峰。

!%$ 藻蓝蛋白的纯化结果
由表 ) 可见，采用 ./0123/4 56!"" 葡聚糖凝胶

柱时，长柱的提纯时间较长，但是提纯效果并没有相

应的提高很多。而采用 78$86&9离子交换柱进行提
纯，不仅提取时间缩短，提取效果也较好，可得到纯

度 $%!& ’ $9+":!;9%的蓝色藻蓝蛋白，其紫外可见吸收
光谱如图 9 所示，在 %!&,- 和 &&<,- 处各有一个吸
收峰，为 =6藻蓝蛋白的典型特征吸收光谱>!"?。

# 结论
从红毛藻中提取 =6藻蓝蛋白，较为理想的细胞

破碎方法是组织捣碎法；从红毛藻中提取 =6藻蓝蛋
白，用饱和度为 %"#的硫酸铵盐析效果较好；从红毛
藻中提取 =6藻蓝蛋白，采用 78$86&9 离子交换柱
纯化效果较好。

从红毛藻中提取 =6藻蓝蛋白，较为理想的提取
线路为：红毛藻干品!缓冲液浸泡!组织捣碎法破碎细胞!
离心取上清液!饱和度为 !"#的硫酸铵盐析!离心取沉淀!
$%&%’() 离子交换柱层析!较纯的藻蓝蛋白。
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层析柱 ./0123/4 56!"" 78$86&9
柱长 AE-B !" <%;& !+
纯度（$%!& ’ $9+"） ";(9 ";(% !;9%
纯化时间（1） 9 & !;9

表 ) 藻蓝蛋白纯化结果

硫酸铵饱和度A#B !" 9" 9& <" <& )" )& &" && %" (" !""
得率A#B 6 6 ";&* ";() ";(9 ";+) !;) 9;% );* &;! &;< %;<
纯度A$%!& ’ $9+"B 6 6 ";9! ";9" ";9" ";!+ ";!( ";!& ";!% ";!* ";9& ";9%

$%!& ’ $%&" 6 6 !;"* !;9" !;!( !;!& !;<< !;%& !;*+ 9;!+ !;*" !;**

表 < 不同饱和度硫酸铵盐析的比较
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