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坛紫菜中别藻蓝蛋白的纯化及洗脱组分光谱研究
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摘　要:以福建省平潭县坛紫菜(Porphyra ha itanensis)为材料 , 采用硫酸铵分级分离和柱层析法纯化别藻蓝蛋白

(APC), 并对纯化的条件进行了详细的探讨。研究结果表明:采用 30% ～ 35%饱和硫酸铵沉淀 、 T ris-HC l(pH =

8. 0)作为洗脱缓冲液 、 DEAE-Sephadex-A-50作为层析介质 , 所获得的 APC的纯度和回收率分别为 3. 50和 70. 2%;

SDS-PAGE表明 APC有 α和 β 两个亚基 , 分子量分别为 18. 9 kD和 17. 7 kD。因此该方法对于从坛紫菜中快速纯

化 APC是适合的。采用光谱分析研究柱洗脱组分 , 结果表明:坛紫菜中含有分子结构为(αβ)6γ的 “双峰型”R-PE,

含有结构为(αβ)3的 R-PC, 含有结构为(αβ)3的 APC-Ⅱ 。
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Abstract:A llophycocyanin from Porphyra haitanensis collected in Ping tan County of Fu jian P rovincew as

purified using ammon ium su lfate precipitation and co lumn ch roma tography. M eanwhile, factors of purifi-
ca tion we re studied in de tai.l The resu lts show ed that using 30% -35% of the sa tura tion ammonium sul-
fate precipitation, Tris-HC l(pH =8. 0)as e luting buffering and DEAE-Sephadex-A-50 as chromatog ra-
phic adsorben t;the purity and ra te o f recove ry of a llophycocyan in obta ined w ere 3. 50 and 70. 2%,
respective ly. SDS-PAGE demonstrated the presence o f two subunits, α and β , w ith M r 18. 9 kD and

17. 7 kD , respective ly. Therefo re theme thod w as su itable fo r quick purification o f a llophycocyanin from
P. haitanensis. A t the same time, the fractions co llected from co lumn we re researched by ana ly sis o f

spectrum. The find ing s indicated that P. ha itanensis con tained the R-phycoe ry thrin w ith tw o abso rption

peaksw hich had the polypep tide composition (αβ )6γ, the R-phycocyan in w hich had the po lypeptide

composition (αβ)3 and allophycocyanin-II wh ich had the po lypep tide composition (αβ)3.
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　　藻胆蛋白在藻类的叶绿体中凝集成排列规则的

小粒体 ,即藻胆体 (phycob ilisomes),连接在内囊体

的膜上 。别藻蓝蛋白 (APC)在藻胆体的中心 ,靠近

光合作用膜 ,其外包裹着藻蓝蛋白 (PC),最外层为

藻红蛋白(PE)
[ 1]
。别藻蓝蛋白作为藻胆蛋白的一

种 ,在科学研究 、医学 、工业中具有广泛的应用前景 。

事实证明 ,别藻蓝蛋白作为荧光探针优于其它的藻

胆蛋白 ,因为别藻蓝蛋白的最大激发峰和发射峰位

于红光区 ,而大多数的生物材料在红光区无发射峰 ,

这样就避免了相互之间的干扰
[ 2]
。同时 ,别藻蓝蛋

白还可以作为食品中的色素添加剂以及医学中的光

敏剂和抗肿瘤物质
[ 3]
。目前 ,国内外多是从蓝藻中

纯化别藻蓝蛋白 ,由于坛紫菜(Porphyra ha itanensis)

的细胞壁厚 ,别藻蓝蛋白含量少 ,因此 ,高效地从坛

紫菜中纯化别藻蓝蛋白并对洗脱组分进行光谱学研

究还未见报道 。本文对从坛紫菜中纯化别藻蓝蛋白

的条件 、程序进行了详细的探讨 ,建立了一个快速 、

高效地从坛紫菜中纯化别藻蓝蛋白的方法 ,并对坛

紫菜中藻胆蛋白的光谱学性质进行了初步研究。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

野生坛紫菜 (Porphyra haitanensis)采自福建省

平潭县南海 、将军山 、北冰岛 、硫酸岛等沿岸 。
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　　取坛紫菜的叶状体阴干后 , -20℃保存备用 。

1. 2　主要仪器

主要仪器有:Thermospectron ic Unicam UV300

紫外分光光度计 、V irsonic 475型超声波破碎仪 、

Beckman Avanti J-25型冷冻离心机 、DYY-11124D小

型双重垂直电泳槽 、B io-Rad B io logy LP蛋白质纯化

系统 、LABCONCO freezone 18升立式冻干机。

1. 3　主要试剂

藻胆蛋白抽提液 E:0. 05 mo l /L磷酸钠缓冲液

(pH =6. 8), 其中含 0. 2 mo l /L NaC l, 1 mmo l /L

EDTA , 1 mmo l /L巯基乙醇 , 0. 01% NaN 3。

DEAE-Sephadex-A-50柱 的下 相洗 脱液 A:

0. 01mo l /L Tris-HC l缓冲液 pH =8. 0(含 0. 1 mo l /L

N aC l, 1 mmo l /L EDTA , 1 mmol /L巯基乙醇 , 0. 01%

N aN3)。

DEAE-Sephadex-A-50 柱的 上相 洗脱 液 B:

0. 01mo l /L Tris-HC l缓冲液 pH =8. 0(含 0. 8 mo l /L

N aC l, 1mmol /L EDTA , 1 mmo l /L巯基乙醇 , 0. 01%

N aN3)。

1. 4　实验方法

(1)藻胆蛋白的粗提　取阴干坛紫菜 6. 25 g

用蒸馏水洗涤 3次 ,吹干 ,在液氮下将其磨成粉末 ,

悬浮于抽提液 E中 , 4℃过夜 ,次日用超声波发生器

超声破碎细胞 15 m in(每 3 m in间歇 1 m in)用 300

目筛网过滤 ,滤液离心 (17 000 g , 4℃, 30 m in)除去

细胞碎屑 ,获上清液 ,将溶液体积定容到 250mL,得

藻胆蛋白粗提液 S1。

(2)藻胆蛋白的硫酸铵分级纯化　向粗提的坛

紫菜藻胆蛋白 S1中加入 25%饱和度的硫酸铵 ,得

沉淀 C1和上清液 S2;向 S2中加入硫酸铵达 40%饱

和度 ,得沉淀 C2和上清液 S3;向 S3中加入硫酸铵

达 60%饱和度 ,得沉淀 C3和上清液 S4。用抽提液

E溶解 C2,加入硫酸铵达 30%饱和度 ,得沉淀 C4和

上清液 S5;向 S5中加入硫酸铵达 35%饱和度 ,得沉

淀 C5和上清液 S6;向 S6中加入硫酸铵达 40%饱和

度 ,得沉淀 C6和上清液 S7;向 S7中加入硫酸铵达

60%饱和度 ,得沉淀 C7和上清液 S8。每一步的上

清液均调 pH至 6. 8。

(3)DEAE-Sephadex-A-50柱层析　装柱体积

为 2. 5 ×22 cm ,柱子装好后 ,要用洗脱液 A平衡

2 ～ 3个柱体积。样品为沉淀 C5, 先用洗脱液 A透

析过夜 ,上柱前 17 000 g 4℃离心 30m in。用洗脱液

A和洗脱液 B(pH =8. 0)进行梯度洗脱 , 流速为

30mL /h ,先用洗脱液 A洗脱 1个柱体积 ,以后每过

一个柱体积 NaC l浓度增加 0. 07mo l /L,分别收集不

同的洗脱峰。

(4) SDS-PAGE样品加入 1×SDS上样缓冲

液　100℃加热 5m in,短暂离心后即可加样 ,分离胶

12%,浓缩胶 5%。室温下电泳。电泳结束后 ,将凝

胶放入染色液染色至少 4 h以上 。然后取出 ,用脱

色液脱色 ,直至底色变白 。

(5)藻胆蛋白的光谱分析　在 Thermospectronic

Unicam UV300分光光度计上进行吸收光谱扫描 ,所

有样品的吸收光谱都是在室温下 Tris-HC l(pH =

8. 0)缓冲液中进行测量的 。

2　结果与分析

2. 1　藻胆蛋白初始纯化组分的组成和纯度

藻红蛋白 、藻蓝蛋白 、别藻蓝蛋白的纯度常用

A565 /A280 , A615 /A280 , A650 /A280的吸收比值来作为指

标 ,比值愈大 , 表示该蛋白质纯度愈高
[ 4]
。我们采

用硫酸铵对藻胆蛋白粗提液 S1进行分级分离实验 ,

并测定了每一步的 PE 、PC、 APC的纯度 (见表 1)。

从表中可看到以 5%饱和度为间隔来分级 ,对于

表 1　硫酸铵分级纯化过程中各步藻胆蛋白的纯度
Tab le 1　Purity of phycob ilipro teins in purification process using so lid (NH4)2 SO4

纯度

Pu rity

组 分　Fraction s

S1 C 1 C2 C3 C4 C 5 C6 C7

A565 /A280(PE) 0. 51 0. 25 1. 78 0. 52 1. 00 0. 96 1. 05 0. 99

A615 /A280(PC) 0. 22 0. 26 0. 79 0. 06 0. 84 0. 91 0. 30 0. 10

A
650

/A
280
(APC) 0. 11 0. 17 0. 36 0. 08 0. 48 0. 82 0. 46 0. 12

　　Notes:PE— phycoerythrin;PC— phycocyan in;APC— a llophycocyan in.

35% ～ 40%之间的 C5来说 ,此组分 APC纯度在几

个组分中是最高的 ,溶液颜色为深蓝色 。可见在 C5

中 ,虽然没有将 3种藻胆蛋白分开 ,但 APC的组成

比例大大提高了 。

2. 2　DEAE-Sephadex-A-50柱层析

2. 2. 1　洗脱液 pH值和离子强度的选择

采用 pH为 7. 0、 8. 0、9. 0的 Tris-HC l缓冲液分

别过柱 ,研究发现在缓冲液 pH为 8. 0时 ,柱子上呈
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现出清晰的红 、蓝 、淡蓝带 ,此时获得的 APC纯度最

高 ,达 3. 50。

对于离子强度 , 一般缓冲液中盐浓度范围在

0 ～ 1mo l /L
[ 5]
。我们先选择了这个范围进行预试

验 ,结果显示藻红蛋白在 0. 31mo l /L NaC l浓度下开

始被洗脱下来;藻蓝蛋白在 0. 45mol /L N aC l处被洗

脱;别藻蓝蛋白在 0. 52 mol /L处被洗脱。可见采用

0. 1 ～ 0. 8mo l /L的梯度洗脱是合适的。

2. 2. 2　上样量对 APC回收率的影响

在装柱体积为 2. 5×22 cm和流速为 0. 5 mL /

m in的条件下 ,进行了上样量对 APC的回收率影响

研究 , 结果表明在上样量从 10. 60 mg 增加到

33. 52mg这一过程中 , APC的回收率基本保持恒

定 ,约在 70%左右。当大于 33. 52mg时 , APC的回

收率下降(见图 1)。这表明在 2. 5×22 cm柱体积

时 ,当上样量为 33. 52mg,树脂达到饱和 ,超过这个

值 ,别藻蓝蛋白将随未吸附的样品一起流失 ,从而导

致回收率下降。

图 1　上样量对 APC回收率的影响(样品为 C5)
F ig. 1　Effect of loading on APC recove ry

2. 2. 3　样品 C5的 DEAE-Sephadex-A-50柱分离

对于样品 C5的柱分离 , UV检测到 5个间隔很

明显的峰 ,柱上有清晰的红 、蓝 、淡蓝 3条带 。我们

收集了这 5个峰 , 分别为 CF1 , CF2, CF3, CF4, CF5

(见图 2),我们对每一个组分进行了鉴定 。

组分 CF1 、CF 2和 CF 3颜色为粉红色 。从图 3

图 2　DEAE柱分离样品 C5的洗脱曲线

F ig.2　Elution curve of the fractions co llected
from DEAE co lum n using sam ple C5

可知 , CF1、CF2和 CF3的吸收光谱在 498 nm 和

565 nm有吸收峰 ,在 545 nm有吸收肩峰 ,与报道的

R-PE的吸收光谱相同
[ 6]
。 CF1的吸收光谱已发生

明显改变 ,其 565 nm的吸收峰向短波长偏移了 4 ～

5 nm ,且 A565 /A498 , A565 /A545明显减少 ,可见 CF1中藻

红蛋白六聚体已经解聚 。

图 3　DEAE柱洗脱组分(RPE)的吸收光谱
F ig.3　Absorp tion spectrum of fractions

from DEAE co lumn

根据报道 , R-PE由 α、β 、γ3个亚基组成 , α和

β分子量在 20 kD左右 , γ在 30 kD左右
[ 4]
,但组分

CF1的 SDS-PAGE电泳只见一条清晰的带 ,在 55 kD

处(见图 4的泳道 2)。我们推测 55 kD的带可能由

α或 β、γ和连接肽组成 ,因为有报道认为 γ亚基在藻

红蛋白中是与 α或 β结合的 ,这种结合很牢固 ,能起

到稳定(αβ)6γ六聚体的作用
[ 4]
。 CF2和 CF3除具

有 55 kD这条带 ,它们在 20 kD有一条很粗的带 ,推

测为 PE的 α和 β亚基(见图 4的 3和 4泳道)。

图 4　DEAE柱洗脱组分 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳

F ig. 4　SDS - PAGE characteriza tion o f the frac tions
co llected from DEAE column

对于组分 CF4, 其颜色深蓝色 , 吸收光谱在

555 nm和 615 nm处有最大吸收峰 ,具有典型的 RPC

特征
[ 7]
(见图 5)。从吸收光谱和电泳图 4上看 ,它

的 APC已完全去除 (光谱中无 650 nm吸收和电泳

中无 APC的亚基带 )。

组分 CF5为淡蓝色 , 其 A650 /A280 =3. 5 >3,

A650 /A620 =1. 48>1. 4。它的吸收光谱在 650 nm有

最大吸收峰 ,在 620 nm有肩峰 ,具有典型的 APC三

聚体的吸收光谱特征
[ 8]
(见图 6)。 SDS-聚丙烯酰胺
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图 5　DEAE柱洗脱组分 CF4的吸收光谱(RPC)
F ig. 5　Abso rption spectrum from CF4 o f DEAE co lum n

凝胶电泳只有两条带 ,分别对应 APC的 α和 β亚基

(图 4的 6和 7泳道)。这些结果表明纯化的 APC已

经达到电泳纯。通过和标准蛋白分子量的比较 ,我们

计算了 α和 β亚基的分子量为 18. 9 kD和17. 7 kD。

图 6　DEAE柱洗脱组分 CF5的吸收光谱(APC)
F ig. 6　Abso rption spectrum from CF5 o f DEAE co lum n

3　讨论

红藻坛紫菜中别藻蓝蛋白的含量非常低 ,只有

0. 5 ～ 0. 8 g /100 g
[ 9]
。至今在国外只有从蓝藻中分

离别藻蓝蛋白的报道 ,且分离的工序复杂 ,时间长 。

如 Ruperto等
[ 2]
报道通过 Sephadex G-100和 DEAE-

ce llu lo se DE-52两支柱子从螺旋藻 (Spirulina pla ten-

sis)中分离出纯的 APC ,纯度达到 3. 5。国内多数也

是从蓝藻中分离出纯的 APC。如胡一兵等
[ 10]
先用

硫酸铵分级分离 ,然后过羟基磷灰石从螺旋藻中得

到 APC的纯度为 3. 7,但他没有给出得率和明确的

纯度鉴定。我们采用 30% ～ 35%饱和硫酸铵沉淀 、

DEAE-Sephadex-A-50作为层析介质 ,所获得的 APC

的纯度和回收率分别达到 3. 50%和 70. 2%。

根据吸收光谱的不同 ,藻红蛋白可分为 R-藻红

蛋白 、B-藻红蛋白 、C-藻红蛋白 (蓝藻中 ),以后又发

现了藻红蛋白 566(隐藻中 )
[ 11]
。由藻红蛋白的吸

收光谱知 ,我们从红藻坛紫菜中分离出的为 “双峰

型 ” R-藻红蛋白 ,其特征是在 498 nm和 565 nm处

有吸收峰 ,在 545 nm处有吸收肩峰 。

藻蓝蛋白可分为 C-藻蓝蛋白和 R-藻蓝蛋白 。

张建平等
[ 12]
从多管藻中分离出 R-藻蓝蛋白三聚体

在可见光范围有两个明显的吸收峰 ,分别为 555 nm

和 615 nm。由吸收光谱可看出 ,坛紫菜中藻蓝蛋白

为 R-PC型 , 且在 pH =8. 0时是以三聚体 (αβ)3的

形式存在的。

现已知别藻蓝蛋白有 APC-Ⅱ 、APC-Ⅰ 、APC-B、

APC-LCM 4种形式 ,主要区别在于其多聚体是有 2

个或 2个以上分子量不同的带色亚基组成及其是否

带无色多肽
[ 13]
。我们从坛紫菜中分离的 APC其结

构为 (αβ)3 ,不带无色多肽 ,且凝胶电泳只有 α和 β

两个亚基;最大吸收峰在 650 nm ,吸收光谱中 A650 /

A620 =1. 48,这与文献 [ 8]报道的相同 ,证明应为念

珠藻 (Noctoc sp. )的 APC-Ⅱ。
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