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多变鱼腥藻藻胆体的分离和荧光鉴定其

完整性与解离程度
�

路 荣 昭 于 延 利
‘中国科学院植物研究所�

提 要

完整藻胆体的 室温荧光峰位于 � � � � � 附近
,

而不完整藻胆体其峰位于 � � � � � 以下
。

在液

氮温度下
,

完整藻胆休的 � ‘� 。
一

与 �
� 。。

相对荧光强度比值超过 � � , �
。 � 。

与 �‘
, ,

之比值超过 ��
。

不

完整藻胆体的 �
‘� ‘

与 �。‘。 和 �
‘ � ‘

与 � ‘, ,

之比值远低于完整藻胆体
。

可用室温荧光峰的波长位

置和液氮温度下 �
‘� 。

与 �
‘, ,

和 �“
。

的相对荧光强度比值来判断藻胆体的完整性和解离程度
。

而液氮温度下 � 。吕‘ 与 �‘, , , �
‘� 。

之比值是更灵敏的指标
。

藻胆体是红藻和蓝藻的主要光能捕获器
。

其直径约 �� 一��
� �

,

高约 �� 一��
� �

,

厚

约 �� 一斗�� � 阁
。

它是由捕获光能的藻胆蛋白和在结构上起连接作用的无色蛋 白或多肤

所组成
。

藻胆蛋白占蓝藻细胞干重 �� 一�� 务
〔�� 

。

藻胆体中藻胆蛋 白的光能传递的顺序

为 �

藻红蛋 白 别藻蓝蛋白
一�

或
一

藻蓝蛋白

一
别藻蓝蛋白

一
或

藻红蓝蛋 白 别藻蓝蛋白
一�

在藻胆体中藻胆蛋白之间光能传递效率很高
。

光能从 � 一藻红蛋 白传至藻蓝蛋白
,

效

率为 �� 多 � 从藻蓝蛋白传递至别藻蓝蛋白为 �� 务 � 从别藻蓝蛋白传递至别藻蓝蛋白
一� 为

�� �多
汇, 刃 。

藻胆体位于类囊体之间的间质
,

与类囊体光合膜紧密相连
,

通过锚蛋白 �
� � �� �� ��� ��

�

�� 使藻胆体固着在类囊体上
〔习 。

藻胆体能将吸收的光能高效率地传递给类囊体光合膜中

的叶绿素
� 。

由于藻胆体是一个高效率光能传递的光能捕获器
,

因此它现已成为研究光能吸收
、

传

递的一个重要而又理想的对象
。

��
� �� 等在 �� � � 年首先从红藻 ��� ��抑�� ��

“。 �� “胡细。�分离出藻胆体 �� 。

我们制备藻

胆体的方法是在 � � � �� 等方法
�� 的基础上加以改变

,

以便在我们实验条件下能得到好的

分离效果
。

� �� �� 等对多种红藻
,

蓝藻藻胆体荧光进行了研究
,

并确定完整藻胆体的室温荧光峰

位于 � � �一� �� � �
,

液氮温度荧光峰位于 � � �一� � ,
�
� 〔� , 。

� 冯丽洁同志协助测定荧光
, 特此致谢

。

编辑部收到稿件日期
� � � � � 年 斗月 � � 日

。
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我们研究了多变鱼腥藻 ��加�
� �  。 。�万��  ’�� �

� 藻胆体荧光发射特性
,

比较了完整藻胆

休与不完整藻胆体室温荧光和液氮温度荧光
。

本文报道了这方面研究结果并对如何根据

荧光发射特性来判断藻胆体的完整性和解离程度提出了我们的看法
。

材 料 与 方 法

实验材料
�
采用多变鱼腥藻 �� � �� � �� � � �

,

由美国俄亥俄州黄泉的凯特林实验室

供给
。

藻在 � 公升锥形瓶中培养
,

用 �� ��� 和 � � �� �
培养基 �� ,

日光灯连续照光
,

�� ℃
,

通

空气
,

当叶绿素
� 含量为 , 一 � 微克 �毫升藻培养液时用离心方法进行收获

。

叶绿素
� 的测定 �

取 �� 毫升藻培养液
,

离心 �� � � � � � � � 分钟
。

留沉淀
,

加 � 毫升甲

醇
,

混合充分
。

离心 �� � � � � � � � 分钟
。

取上清液
,

测定 � � , � � 的光密度
。

根据 �
� � � �� � ��

报道的叶绿素
�

的消光系数阁
,

按以下公式计算叶绿素
� 含量 �

叶绿素
。 微克 �毫升藻培养液 一 �

�

�
�

�

胡� � �
�

夕�
。

细胞破碎
� 用上海超声波仪器厂生产的 ���一 � 型超声波粉碎机破碎细胞

。

吸收光谱测定 � 用日立 � �� 型双光束双波长分光光度计测定
。

荧光光谱测定
� 用 日立 ���

一 � 型荧光分光光度计测定室温和液氮温度�一 �� ℃�荧

光
。

激发光波长为 � � � � �
。

激发光狭缝宽度为 �� �
。

波长误差为 士 �� �
。

试剂
� 磷酸二氢钠

、

磷酸氢二钾和蔗糖系国产分析纯试剂
。

�� �� � � 一 � �� 系 � �  �

的特纯产品
。

结 果

�
�

藻胆体的分离

��� 超声波破碎细胞 将收获的 � 克鲜重藻体用 �
�

�� 磷酸二氢钠
一

磷酸氢二钾缓冲

溶液
, �� �

�

� �以下简称磷酸缓冲液�洗二次
,

然后将离心后沉淀的藻体悬浮在 �� 毫升磷

酸缓冲溶液中
。

在冰浴中用 � ��
一 � 型超声波粉碎机破碎细胞 巧一�� 分 钟 �每次破碎 �

分钟
,

间隔 � 分钟�
。

用显微镜检查破碎情况
。

�� � �� �� � � 一 � �� 处理 加 � � �� �� � 一 � �� 溶液至以上 �� 毫升破碎的藻细胞悬浮液

中
,

使 � �� !∀ � 一 ��� 的浓度为 �并
。

室温保温 �� 分钟
,

连续和缓搅拌
。

离心���
,

。�� 义 � �

�� 分钟
,

�� ℃
。

仔细取 出离心管中部蓝色溶液作为进行以下蔗糖密度梯度离心的样品
。

�� � 蔗糖密度梯度离心 蔗糖溶液用 。
�

�� 磷酸缓冲溶液配制
。

在 � 毫升离心管

中自下而上放人以下浓度和体积的蔗糖溶液 �
·

� , � �� � ��
, �

�

�� ��� ��
, �

�

� �材 �� � ��
,

�
�

� � ��� ��和 �
·

� �� ��� ��
。

在 �
·

� � � 蔗糖溶液上部加 �
�

� 毫升样品
。

用 �� � 一 � �万型

离心机
,

水平旋转离心头离心 ��斗�
,

� � � 火 � � � 小时
, � �℃

。

蔗糖密度梯度离心后带的分布有时为四条
,

有时为三条�图 ��
。

带 � 位于顶部
,

呈黄

绿色
,

含有叶绿素和类胡萝 卜素
。

带 � 为浅蓝色
,

含有解离的藻胆蛋白
,

有时缺少此带
。

带

� 为深蓝色
,

是藻胆体的主带
。

带 � 为蓝色
,

也是藻胆体带
,

但含量较少
,

因此颜色也较

浅
。
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带 � 黄绿色

带 � 浅蓝色

带 �黄绿色

带 � 浅蓝色

带 � 深蓝色

带 � 蓝色
带 � 深蓝色

图 � 蔗塘密度涕度离心后带的分布图示

� ��
�

� � � �  � �� � � �
�
�� � � � � � �� � � � � � �工�� � ��� �  � � � � ��� � � � �� �

�

表 � 多变鱼腥藻蕊胆体的分离程序

� � � � � � �� � � � � � � � � �  � � �� � � � ���� � � � � � � 刁
�

� ‘� �� �!�∀

克鲜重藻体悬浮在 10 m l 。
·

9 肘 磷 酸缓冲液 中
,

p H

{

用 C PS一 1 型超声波粉碎机

}
在冰浴中进行

。

破碎细胞 处理 巧一20 分钟
。

每次
破碎 2 分钟

,

间隔 2 分钟

T ritoo X 一
1 0 0 处理

T riton X 一 1 0 0 浓度为 2%
,

室温下保温30分钟
,

连续搅拌
。

离心
,

3 0
,
0 0 0 丫g

,
3 0 分钟

,
2 0 ℃

{
仔细取 出中部蓝色溶液部分作为进行蔗糖

密度梯度离心的样品

!
蔗糖密度梯 度离心

,
1斗斗

,
0 0 0 丫g

,
5 小时

,

20 ℃
。

蔗糖浓度和体积 : 0
.
85M (Zm l) ,

0

.

7 弄了( 2
:。
l
)

,

。
.
5 5 几了( Z m l)

,
0

.

4 人z ( Z m l)
,

0

.

2 5 几了( 2
, 11

1
)

,

样品 0
.
6m l。

2

.

藻胆体的吸收光谱 藻胆体的吸收光谱峰位于 618n m
。

完整藻胆体与不完整藻

胆体在吸收峰位置方面无明显差别 (图 2)
。

3

.

藻胆体的荧光发射光谱

(l) 室温荧光
:
完整的藻胆体的荧光峰位于 678nm ,

不完整的藻胆体的荧光峰位于

67onm (图 3)
。

这是由于在不完整的藻胆体中藻胆蛋白之间光能传递效率低
,

有一部分光

能没有最终地传给别藻蓝蛋白
一B

,

这一部分光能是以其他藻胆蛋 白的荧 光 形 式 消 耗掉

了
。

因此长波长荧光 (别藻蓝蛋白
一B 荧光)强度相对减弱

,

而短波长荧光增强
,

从而使荧

光峰的位置向短波长位移
。

(
2
) 液氮温度荧光

: 完整藻胆体的液氮温度(一 l% ℃)荧光峰位于 686
nm ,

在 666
nm
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图 2 多变鱼腥藻藻胆体的吸收光谱
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图 4 多变鱼腥藻藻胆休的 液氮温度(一 19 6℃)荧光发射光谱
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处有一小的荧光峰
,

在 655
om 处荧光很弱

。

不完整藻胆体荧光峰位于 684
nm

,

在 666nm

有明显的荧光峰
,

在 6, s n m 有一荧光发射肩(图 幼
。

完整藻胆体与不完整藻胆体在长波长荧光 (686
nm 荧光) 与短波长荧光 (655

nm 和

66 6nm 荧光 )的相对强度比值方面有显著差别
。

完整藻胆体的 F
68 ‘与 F “

6
的比值为 12

.
0;

F68 6与 F 。
,

的比值为 26
.
0 。 而不完整藻胆体此比值依次为 3

.
4 和 5

.
0 (表 2)

。

裹 2 F 6:。 与只
, ,

和 巩
6。
相对荧光强度比

T able 2 T he ratio of relative fluoreseenee in teo sity of F os6 to F 6, , a n
d F

6 。。

注: F
6o6: F o6。 和 F 6, , 分别代表 686nn , ,

6 6 6
n

m 和 655n ,n 荧光
。

F 6 5 5 F 6 6 6 F 6 8 6

5 4 0 6 0 0 5 4 0 6 0 0

八J今曰
n
��
U

侧票叙袱权毕

(
n m )

图 弓

F lg
.
5 L iq u id

F
6, 5 ,

F
。。。

和 F 。:。 的液氮温度荧光的激发光谱

n itro ge几 t e ln p e r
a tu r e

f l
u o r e se e n e c e x c

i
t a tio n s p

e e tr a

o
f F

。, , ,
F

66 6 a n ‘
1 F

6 s‘.

4

.

藻胆体液氮温度荧光的激发光谱 我们进行了多变鱼腥藻藻胆体 F
655,

F
“‘和 F68’

的液氮温度荧光激发光谱的测定
。

F
6 5 ,

激发光谱峰位于 61Z
nm 和 622n m ; F 66

。

激发光谱峰

位 于 6zZ
nm

,

6 2 2
n

m 和 656
nm ; F 686的激发光谱峰位于 622

nrn 和 657nm (图 5 )
。

讨 论

多变鱼腥藻藻胆体在液氮温度 (一 l% ℃ )下有三个荧光发射带
,

分别命名为 F
65。 ,

F 666
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和 F686
。

它们依次为 C
一

藻蓝蛋白
,

别藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白
一B 的荧光发射峰

。

在完整的

藻胆体 中
,

藻红蓝蛋白
,
c
一

藻蓝蛋白
,

别藻蓝蛋白和别藻蓝蛋 白
一B 在无色蛋白作用下呈有

序排列并紧密结合在一起
,

能高效率地传递光能并把绝大部分已捕获的光能传递给别藻

蓝蛋白
一
B

。

因此别藻蓝蛋白
一
B 相对荧光 (F 686 ) 强度高

,

而其他藻胆蛋 白相对荧光 (F
6, ,
和

F* ) 强度低
。

F
6 。 6与 F65

5
和 F* 的相对荧光强度比值就大

。

不完整的藻胆体
,

也就是部分

解离的藻胆体
,

在藻胆蛋白之间发生了结构上的解离
,

不能很好地进行光能传递
,

因此光

能传递效率低
,

只能将一部分光能传递至别藻蓝蛋 白
一
B

,

而其它光能便用于发射 C
一

藻蓝

蛋白和别藻蓝蛋白的荧光
。

因而 F
6, 6
与 F65

5
和 F. 相对荧光强度比值就降低

。

G
an

tt 提出完整藻胆体室温荧光峰位于 670 一675
nm ,

液氮温度荧光峰位于 678 一685

nm [41 。

根据我们实验结果表明
,

多变鱼腥藻完整藻胆体室温荧光峰位于 678
nm ,

而 当藻

胆体荧光峰位于 67onm 时
,

藻胆体已发生解离
。

藻胆体解离程度愈大
,

室温荧光峰位置

愈向短波长位移
。

我们试验又进一步说明用液氮温度荧光峰的波长位置来判断多变鱼腥藻藻胆体的完

整性是一个不灵敏的指标 ; 因为完整藻胆体与部分解离的不完整藻胆体的液氮温度荧光

峰的波长位置没有显著差异
。

我们提出判断藻胆体完整性和解离程度的最灵敏 指 标 是

F686与 F65
,

和 F、 的相对荧光强度比值
。

在制备藻胆体时
,

为了获得完整的藻胆体制品
,

除了要注意藻体生长正常
、

新鲜以及

超声波破碎细胞要适 当和 Tr iton x 一
1
00 处理时间要恰当外

,

尚需特别注意以下两点
:

一是磷酸缓冲溶液浓度的选择
: 藻胆体在 0

.
9M 磷酸缓冲溶液中很稳定

,

而在低浓

度磷酸缓冲溶液中则发生解离
,

浓度愈低解离程度愈大
,

解离速度也愈快
。

因此在制备藻

胆体中
,

以采用 O
.
gM 磷酸缓冲溶液为好

。

二是温度选择
: 除了超声波破碎细胞是在冰浴中进行以防止过热外

,

其他操作是在

室温中进行
,

因为藻胆体在 20 一25 ℃下最稳定
,

在低温中则易解离[’J
。

这与制备叶绿体

需在 4℃ 下进行是不同的
。
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