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摘要    光合作用的第一步是高效地捕获和传递光能. 藻胆体位于蓝藻和红藻细胞的类囊体膜外朝向基质一侧, 
结构上主要由藻胆蛋白和连接蛋白构成, 且功能上以不低于 98%的效率捕获和传递光能至 PSⅡ. 3种类型的藻胆

蛋白单体的结构类似, 由于含有不同数目和种类的色素分子以及藻胆蛋白结构的细微差别导致光能最大吸收波

长不同. 藻胆蛋白以不同寡聚形式, 加上连接蛋白的作用, 依靠氢键和极性相互作用, 自发组装为高度有序的完

整藻胆体结构. 科学家尝试体外合成和组装藻胆体, 但目前只达到三聚体形式, 六聚体及更高级组装远未解决. 
本文主要从生物组合合成的角度, 综述了体外从头合成和组装完整藻胆体的历程和进展, 并展望了迄今完成的

最高级别的重组别藻蓝蛋白三聚体的应用.  
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光合作用从光能高效捕获开始, 再传递给其特
定的结构—反应中心, 在其中进行电荷分离, 从而
组成了光反应的 3个步骤. 光化学反应有两个基本的
原则, 一就是用于化学反应的这部分光要被吸收, 第
二就是每次每个光子影响一个分子(Stark-Einstein 
law)[1]. 为了有效地捕获光能, 有氧光合生物进化出
不同形式的捕光复合物(light harvesting complex 
antennas), 这些捕光复合物由各种光合色素通过共价
或分子间弱相互作用的形式与蛋白质骨架组织起来. 
光合作用色素大体包括四类, 一类是开链的吡咯环,  

如藻胆色素; 另三类是闭合的吡咯环结构及其衍生
物, 包括叶绿素 c, 叶绿素 a 和 b, 以及胡萝卜素. 这
类捕光复合物镶嵌在类囊体膜上, 在二维空间上限
制了每个复合物的大小, 因此多以多低聚物的形态
存在(如高等植物的光系统Ⅰ和Ⅱ的捕光复合物)[2,3], 
另一类型为非膜内周的捕光蛋白复合物, 为主要存
在于蓝藻、红藻中的藻胆体(phycobilisome)[4].  

1  天然藻胆体的结构研究进展和困难 

藻胆体是由藻胆蛋白(phycobiliprotein)和起到连 
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接作用的连接多肽(linker)组成. 与高等植物捕光色
素复合物不同, 藻胆体主要吸收可见光在黄绿光区
的光源来驱动光合作用[5], 并且藻胆体通过利用在不
同结构单元上组成型或者异构变化 (补色机制
(complementary chromatic mechanism, CCM[6]))实现
了非常宽并可以随外界光环境快速发生变化的吸收

光谱. 所有的藻胆体都是由两个亚基(和)组成的异
二聚体为基本的建构单元 , 称之为单体(monomer). 
单体接着通过一系列的自组装过程形成三聚体盘状

结构()3, 这个三聚体直径大约在 11 nm, 内部有一
些直径在 1.5~5 nm之间的孔穴, 厚度约为 3 nm; 三
聚体接着形成六聚体()6 双圆盘结构, 最后形成藻
胆体的两个主要的亚结构单元 , 核(core)和杆(rod). 
这两类亚结构单元形成方向不同的垛堞式的排列 . 
一个藻胆体的分子量至少在 7200 kD 左右(取三核六
杆的藻胆体体为例)[7], 如果考虑到杆的数量、长度随
环境光质变化(前述 CCM 机制)以及连接多肽的分子
量, 计算结果还要更高, 因此, 从研究对象的分子量
以及空间大小出发, 相较结构生物学研究中 X 射线
晶体学和核磁共振(nuclear magnetic resonance, NMR)
技术, 透射电子显微镜技术更适宜作为观察其整体
结构特征的有力工具[8~10]. 最常见的藻胆体结构是广
泛存在于淡水和海洋蓝藻以及部分红藻里的半圆盘

形的三核六杆的结构. 其他半圆盘状的藻胆体还有
二核或者五核的结构, 同时结合不同数量的杆. 除半
圆盘外, 还包括块状(仅在海洋大型红藻发现)、束状
(原始蓝藻)、半椭球状以及杆状的藻胆体结构(图 1和
表 1). 但由于藻胆体在透射电镜观察制样时容易在
气-液界面形成优势取向, 目前是利用透射电子显微
镜技术对藻胆体进行三维重构以期获得高分辨率结

果过程中亟待解决的一个瓶颈问题[7].  

2  三聚体的研究背景 

重组藻胆体基本组成单元藻胆蛋白的第一步是

色基的合成 .  例如 ,  应用最为成熟的藻蓝胆素
( p h y c o b i l i n ,  P C B )合成途径 :  因为大肠杆菌
(Escherichia coli)体内存在血红素(Heme)这一合成
PCB的前体, 因此通过基因重组的方式, 使 Heme氧
化酶 Ho1[18]和依赖铁氧还蛋白的 PCB 氧化还原酶
pcyA[19]这两个酶的编码基因在 E. coli 内表达, 就能
大量生物组合合成色基 PCB.  而其他 3 种色基  

 

图 1  透射电子显微镜下负染藻胆体的二维结构[7] 

表 1  已知藻胆体类型 

藻胆体类型 代表物种 参考文献 
半圆盘形 
三核六杆 Synechocystis sp. PCC 6803 [11] 
三核六杆 Thermosynechococcus vulcanus 未发表资料

二核六杆 Synechococcus 6301 [12] 
五核八杆 Anabaena sp. PCC 7120 [13] 

维管束型 Gloeobacter violaceus [14] 
块状 Griffithsia pacifica [15] 
半椭球形 Porphyridium cruentum [16] 
杆状 Acaryochloris marina [17] 

 
藻 红 胆 素 (phycoerythrin, PEB)[20], 藻 尿 胆 素
(phycourobilin, PUB)和藻紫胆素 (phycoviolobilin, 
PVB)的合成途径, 以及在裂合酶作用下的四者的相
互转化途径[21]也已经被解析出来. 

第二步则是脱辅基藻胆蛋白和连接蛋白的合成. 
脱辅基藻蓝蛋白 cpcAB, 别藻蓝蛋白 apcAB, 藻红蛋
白 cpeAB或藻红蓝蛋白 pecAB等编码基因表达别藻
蓝 蛋 白 (allophycocyanin, APC) 、 藻 蓝 蛋 白

(phycocyanin, PC)、藻红蛋白(phycoerythrin, PE)的
和亚基. 根据化学计量学的证据, 每个藻胆蛋白六
聚物需要一个连接蛋白维持高级结构[22], 介导藻胆
蛋白高级有序地排列为藻胆体, 以及维持藻胆体和
类囊体膜之间的相互作用; 据此猜测, 4 种连接蛋白
的部分编码基因表达并参与到完整藻胆体的体外高

级组装过程.  
第三步是色基以自发或在不同裂合酶的催化作

用下, 以共价(或非共价)方式结合不同脱辅基藻胆蛋



马建飞等: 蓝藻藻胆体的体外组装研究进展 
 

1056 

白的不同位点, 形成完整藻胆蛋白. 没有藻红蛋白的
蓝藻中, 三类裂合酶存在下, 足够完成色基结合到脱
辅基藻胆蛋白的不同位点: 除了 APC的 Cys84位点

结合 PCB 是自发催化的; cpcE/F 类裂合酶催化 PCB
结合 PC的 Cys84位点, cpcT类裂合酶催化 PCB结合
PC的Cys153位点, 剩余两个位点 PC的Cys84, APC
的 Cys84结合 PCB由 cpcU/S类裂合酶催化完成.  

直至 2013年 cpcT结晶研究工作之前[23], 没有结
构生物学的结构可以用于上述三类裂合酶功能验证; 
该前提下通过比较基因组学找新基因, 再由组合生
物合成和生化方式验证基因功能成为了最有效的手

段. 受研究方法的限制, 蓝藻藻胆体的体外高级组装
停留在距今 5~10 年的三聚体的阶段[24], 至今都未有
突破性的进展.  

最早通过基因重组, 进行藻胆蛋白体外组装研
究的, 是 holo-PEC 亚基. 2000年, 赵开弘课题组[25]

在 Mastigocladus luminous 的 藻 红 蓝 蛋 白

(phycoerythrocyanin, PEC)操纵元上发现的 pecE/F基
因共同催化 PCB 结合 pecA(同时首次发现该类裂合
酶异构 PCB为 PVB的活性). 之后比较了裂合酶催化
与自发结合形成 holo-PEC 亚基的光活性的差异[26], 
以光谱证据证实 pecE/F的裂合酶活性. 2002年, 美国
加州大学 Glazer 研究组 [27]表达了不带标签的

holo-PEC 亚基, 比较证明赵开弘课题组上述带有
His6标签的 holo-PEC 亚基, 同 PecE/F 形成三元复
合物这一反应机制.  

holo-PEC 亚基Cys84位点结合PCB, 2007年, 赵
开弘教授课题组[28]发现其被裂合酶 cpeS1催化, 而且
除 APC 亚基和核膜连接蛋白 LCM等两个自催化之

外, cpeS1能催化其他所有脱辅基藻胆蛋白.  
在藻红蛋白方面, 针对脱辅基 PE 和亚基结合

PEB的研究还只是处于初步阶段[29,30], 色基 PUB 或
PVB与脱辅基蛋白如何结合的研究还没有进展.  

结合 PCB的 holo-PC 亚基, 是Glazer研究组[31]

在 E. coli体内通过 PAT和 PCB两个载体, 成功表达
了包含 cpcE/F 裂合酶在内的 5 个基因, 并通过 His6

标签纯化得到的. 随后国内有研究团队对该蛋白表
达进行改进, 例如, 赵开弘课题组[32]2006年将 5个基
因分别构建于 3个载体, 表达的该蛋白由荧光光谱验
证了裂合酶 cpcE/F 不存在时仍有 0.2%的 holo-PC 
生成, 侧面计算了 cpcE/F催化 PCB结合脱辅基蛋白
的效率. 本课题组于 2007 年通过将 5 个基因构建于

一个载体上 , 获得了稳定遗传的表达菌株体系 [33]; 
于 2009 年通过 His6和 MBP 双标签获得了高可溶和
更高稳定的蛋白表达[34], 利于后期工程实践应用.  

在Cys84和Cys153位点结合两个色基的 holo-PC 
亚基至今未见成功. PC 亚基最早是赵开弘课题组, 
2006 年 首 次 证 明 cpcT 类 裂 合 酶 特 异 催 化

Synechococcus sp. PCC 7002的 PC 亚基 Cys153位点

结合 PCB[35], 以及甲酸特定位点裂解[35]之后产生了

两条大小分别为 3.5和 18.3 kD的多肽; Anabaena sp. 
PCC7120 的该 cpcT 催化 PC 亚基 Cys154位点结合

PCB; 2007年发现更为一般的裂合酶 cpeS2也能催化
Cys84结合 PCB. 2008 年, 美国 Schluchter 课题组[36]

发现 cpcM催化 PC 亚基 Asn72位点的-N-甲基化的
翻译后修饰.  

APC亚基结合 PCB是自催化这一结论, 最早是
台湾的 Ping-Chiang Lyu课题组[37]2006年, 在 cpcE/F
裂合酶催化 PCB结合生成 Spirulina sp.的 holo-APC 
亚基, 与自催化效果一致得出的. 国内有研究团队研
究过基因重组的技术改进, 逐渐获得了更稳定遗传
和高效的 APC 亚基的表达. 例如, 本课题组 2008
年使用 pCDFDuet一个表达载体, 实现了大肠杆菌体
内 cpcE/F在内的 5个基因的共表达, 获得了 1 g/L的
holo-APC 亚基, 应用于多基因共表达能高产、省时
和大规模实现[38]; 2009 年实现 His6标签下蛋白纯化

的步骤[39], 探索了对羟基、氢过氧自由基的抗氧化及
在药物中的应用.  

holo-APC 亚基只在 cpcU/S 裂合酶的催化下, 
Cys84 位点上结合一个 PCB 色基. 最早是本课题组
2009 年用 pCDFDuet 一个表达载体上的两个表达框, 
实现了 Synechocystis sp. PCC 6803 的 ho1, pcyA, 
Spirulina sp.的 apcB, Anabaena sp. PCC7120的 cpeS
等 5个基因的共表达, 降低了大规模培养时多载体共
表达质粒不稳定性的风险, His6标签简化了蛋白纯化

步骤[40]. 蛋白只有在表达的基础上, 才能有后续的应
用开发. 2013年, 本课题组通过 2个表达载体共转化
E. coli 获得了验证了嗜热蓝藻 Synechococcus 
elongatus和嗜温蓝藻 Synechocystis sp. PCC 6803的
holo-APC 亚基 , 比较了前者热稳定性显著高于   
后者, 差异缘于关键的几个氨基酸位点 [41], 待后续 
验证.  

在以上 holo-APC 和都成功合成的背景基础
上, 本课题组 2010 年在藻胆体体外高级组装方面首
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表 2  迄今体外合成藻胆蛋白的成功案例 a) 

No. 基因 基因来源 裂合酶 裂合酶来源 文献 
APC      

1 apcA Spirulina sp. 自催化  [37] 
2 apcA Spirulina sp. cpcE/F S. sp. PCC 6803 [38] 
3 apcA  自催化  [46] 
4 apcA S. sp. PCC 6803 自催化  [39] 

APC      
5 apcB Spirulina sp. cpeS Anabaena sp. PCC7120 [40] 
6 apcB T. enlongates BP-1 cpcU/S S. sp. PCC 6803 [41] 

APC Trimer     
7 apc AB Cys84  cpeS1 Anabaena PCC7120 [47] 
8 apc Trimer    [24] 

CPC      

9 cpcA S. sp. PCC 6803 
Synechococcus sp. PCC 7002   [48] 

10 cpcA S. sp. PCC 6803 cpcE/F S. sp. PCC 6803 [31] 
11 cpcA    [32] 
12 cpcA    [33] 
13 cpcA apcA apcD    [36] 
14     [34] 

CPC      
15 cpcB Cys153  cpcT S. sp. PCC 7002 [35] 
16 cpcB Cys84  cpeS2 Nostoc PCC 7120 [28] 
17 cpcB Cys154  cpcT Anabaena sp. PCC7120 [47] 
18 cpcB apcB apcF  cpcM  [36] 
19 cpcB Synechococcus sp. PCC7002 slr2049 S. sp. PCC 6803 [49] 

20 cpeS Spirulina platensis (sp.) slr2049 
sll0583  [50] 

PEC      
21 pecA   Mastigocladus luminous [25] 
22 pecA  pecE/F Mastigocladus laminosus (Fischerella) [26] 
23 pecA  pecE/F  [27] 

PEC      
24 pecB Cys84  cpeS1 Anabaena PCC7120 [28] 

PE      
25 cpeAB S. sp. 6701   [30] 
26 cpeAB Polisiphonia boldii   [29] 

LCM     
27 apcE Synechococcus sp. PCC 6301 自催化  [45] 

a) S. sp.为 Synechocystis sp.的缩写 

次突破. 包含 Synechocystis sp. PCC 6803的 3个基因
apcB, cpcS-1, cpcU 的 pCDFDuet-1 载体 , 与包含
apcA, ho1, pcyA的 pRSFDeut-1载体共表达, 之后成
功得到了与天然APC三聚体相似的重组APC三聚体
(rAPC trimer)[24].  

连接蛋白同藻胆蛋白不一样的地方是, 除核膜
连接蛋白 LCM需要结合 1 个色基 PCB、且具有自催
化特性[42]外, 核连接蛋白 LC、核杆连接蛋白 LRC和杆

连接蛋白 LR 不需要裂合酶催化结合色基. 关于六聚

体的组装至今仍未成功: (ⅰ) 色基对于藻胆蛋白高
级结构维持很重要的[43], 而结合有双色基的 PC 亚
基未重组成功; (ⅱ) PC 三聚体组装为六聚体可能需
要杆连接蛋白 LR的辅助, 而 LR的编码基因 cpcC 和
cpcD没有重组成功, 也没有天然提取出来的与 PC六
聚体共同结晶的连接蛋白结构予以佐证; 已知唯一
共同结晶的结构是天然提取的 APC 三聚体与核连接
蛋白 LC 的共晶体, 和其他重组连接蛋白结构(例如, 
发生状态转换时, 与 PSI 接触的藻胆体的连接蛋白
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AP-B的晶体结构[(ApcD/ApcB)]3()[44]). Synechoc- 
occus sp. PCC 6301的 LCM

99的部分编码基因 apcE已
被重组出来[45]; 若全长 LCM重组成功, 则对藻胆体的
二圆柱、三圆柱或五圆柱核的组装及在类囊体膜的上

的排布起推动作用(表 2). 

3  重组别藻蓝蛋白三聚体的应用 

重组别藻蓝蛋白三聚体的成功获得, 基础研究
层面为体外重组完整藻胆体的远大前景踏出了第一

步, 应用层面探讨了其(以及进而重组完整藻胆体)在
粮食、能源与生物医药等领域的巨大潜力.  

基础研究层面, 藻类体内的叶绿素结合蛋白合
成途径与藻胆体合成途径的可能联系和干扰, 使得
开展机制研究的单因素实验变得困难. 大肠杆菌 E. 
coli 作为原核模式生物, 生长迅速且外源基因在体内
表达机制已成熟. 将蓝藻中的藻胆蛋白合成途径相
关基因转化至大肠杆菌体内进行体外重组表达, 有
助于阐明在藻类体内全合成藻胆蛋白的途径; 由于
藻体长势慢、天然提取的藻胆蛋白产量不能满足工农

医等产业需求; 因此通过生物组合合成技术, 获得结
构功能与天然藻胆蛋白一致[51]的重组藻胆蛋白.  

应用层面, 粮食与能源方面, 蓝藻和红藻的藻胆
体高效捕光和传能至光合反应中心, 功能和系统发
育证据 [52]证明其为生物适应水下弱光环境所保留. 
现代社会的能量产业正经历着第 3次革命, 清洁高效
的一次能源—太阳能的利用效率越来越受到重视, 
人工模拟光合作用(artificial photosynthesis)的概念[53]

应运而生. 而粮食危机一直存在, 尤其是世界人口增
长, 随之导致耕地面积缩小, 高原等未开垦的、光合
效率较低的地区的利用被提上日程[54]; 逐渐加重的
水污染使得水底的光质变化, 从而导致潮间带等的栽
培作物光合效率降低. 藻胆体可以吸收叶绿素所不能
吸收的绿光, 拓宽了吸收光谱范围并增加了光能传递 

效率, 从而提高了光合效率[4]. 将藻胆体生物合成途
径全部基因研究透彻后, 通过体外重组的方式获得表
达该蛋白的植物, 栽培在缺乏红光而蓝绿光丰富的高
原地区和污染严重的水域, 提高光合作用效率, 利国
利民. 而且本课题组[55]2013年将重组别藻蓝蛋白三聚
体应用作敏化剂, 组装后获得了具有较高的光电转换
效率的染料敏化太阳能电池.  

诊断试剂和医药层面, 重组别藻蓝蛋白三聚体
等藻胆蛋白因为具有较大的荧光 Stock 位移且产量
高, 可用于开发更高特性的荧光探针, 用于特定疾病
的产业化诊断[56,57]. 本课题组[58]2008 年总结过天然
藻胆蛋白当时已被证实的以下 5 个方面药理活性: 
(ⅰ) 藻胆色素的清除自由基和抗氧化特性; (ⅱ) 藻
胆蛋白抑制肿瘤细胞的抗癌活性和临床药用价值 ; 
(ⅲ) 藻胆蛋白的抗病毒活性; (ⅳ) 促进动物血细胞
再生, 增强免疫系统; (ⅴ) 合适波长的光激发下产生
单线态氧和其他的氧自由基, 以特异性杀伤肿瘤细
胞的光致细胞毒效应.  

4  结语 

别藻蓝蛋白三聚体的体外组装的实现, 极大地
推动了蓝藻藻胆体的体外组装研究的进程, 但之后
数年间六聚体及体外高级组装为完整藻胆体的进展

十分缓慢. 究其原因主要是基础理论还未取得突破, 
包括连接蛋白结构还未解析, 致使对其在藻胆体高
级组装中的作用了解匮乏, 以及藻胆体在体内的合
成与精确调控的机理等还不明晰. 随着通过结构生
物学手段对连接蛋白作用机制的深入研究, 加上组
合生物合成技术对理论研究成果的技术支持, 使得
体外组合合成功能藻胆体的高效生产技术成为可能.  

蓝藻藻胆体的体外组装如果实现, 不仅在基础
理论层面揭示了体内藻胆体合成与精确调控的机理, 
同时可以应用在粮食、能源与生物医药等行业上, 可
以预期, 将起到革命性的推动作用. 
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The initial process in photosynthesis is to harvest and transfer solar energy to photosynthetic reaction centers with 
high efficiency. Phycobilisome is one of the two main kinds of light harvesting complexes for oxygen photosynthesis 
(the other is LHC II, found mainly in green algae and vascular plants), which attaches to the cytoplasmic side of the 
thylakoid in cyanobacterial and red algal cells. It is usually composed of phycobiliproteins and linker proteins, and it 
functions to harvest and transfer energy to PS II. The three types of phycobiliproteins have similar structures but 
different absorption characters. This is because of the difference in numbers and locations of bilins on their 
apo-protein skeletons, as well as slight structural differences in protein scaffold. Phycobiliproteins self-assemble in 
cells into an intact phycobilisome, whose structure stability relies on hydrogen bonds, polar interactions, and the 
participation of linker proteins. Scientists have tried to synthesize and assemble phycobilisomes in vitro for decades, 
and have reached only the holo-allophycocyanin trimer until date, far from accomplishing the recombinant 
holo-phycocyanin hexamer and assembling of any higher structural units. In this review, we focus on the 
combinatorial biosynthesis process of phycobilisomes (mainly for phycobiliproteins) and summarize the history and 
recent progress of de novo synthesis of phycobilisome in vitro. Furthermore, we discuss the potential applications of 
recombinant allophycocyanin trimer and the intact phycobilisome. 
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