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,

武汉�

提 要

盐泽螺旋藻 ��� 介戚“
‘
沥

‘

�� 
“

� 的水溶性色素粗提物经过硫酸钱沉淀和径基磷灰石�� � �

柱层析后可以分出两种藻胆蛋白
,

即藻蓝蛋白�
� 一�� � 和别藻蓝蛋白�� ���

。

它们的纯度�指其

在可见光部分的最大吸收与 � � � � � 处吸收之比�可分别达到 夕
�

�� �
“一��� 和 �

�

�� �� ���
。

而

一般认可的纯度标准
, �� 为 , , � �� 为 � 。 纯化后的

� 一�� 和 � � � 在聚丙烯酸胺凝胶电泳

��人� � � 中仅见一条色带
,

其最大吸收峰分别在 � � �
� �
和 ‘�。

二二 ,

其室温荧光发射峰分别为

石� �
� �

和 � �  
� � �

通过十二烷基硫酸钠
一

聚丙烯酸胺凝胶电泳�� � �
一� � � � �

,

无论胶浓度在 � �
�

�肠 或是在 �一

�� 肠的梯度中
, �一�� 均可分为 “ 和 月两个亚单位

,

而 � �  除 “ 和 召两个亚单位外
,

在 �一

�� 够 梯度 �� � 一 �� � � 中还偶见一个 �拉� 左右的无色多肤
,

它可能与 � � � 结合较紧密
,

为藻

胆体
“

核
, ,

亚结构的组分
,

类似于 � �� � � � �� � � ��
〔” ’

报道的聚胞藻 ��,
。 。 �‘� �夕� , �, � � � � � 中的

�� �� 多肤
。

盐泽螺旋藻的
�一� �和 �� � 的亚单位分子量分别为 � � 一�� 一 二

,

� �
�

�� �
� � 一� � 一民

� �
�

� �� � � � � 一�
,

� �
�

, � � � � � � 一月
,

� �
�

� �  
。

依此推算该藻的
� 一 � � 和 � � � 的最小分子量应为

� 弓
�

� � � 和 � �
�

� � �
。

它与钝顶螺旋藻 ��户�
产“��� � 户�� “, ‘�‘� 相比显得稍低

,

但又略高于其它几

种蓝藻
。

经等电电泳法测定
,

其
� 一� � 和 � � 的等电点分别在 �

�

� 和 �
�

� ,

它与以往报道的一些

蓝藻大抵相当
。

盐泽螺旋藻的藻胆蛋白占细胞干重的 � �
·

斗� 左右
,

可望成为人类优良的蛋白源
。

关键词 蓝藻 盐泽螺旋藻 藻胆蛋白 �� �一 �� � �

藻胆蛋白为蓝藻
、

红藻和隐藻的主要捕获光能色素蛋白
〔

们
�
加 ,根据在可见光吸收范围

内的最大吸收波长位置
,

藻胆蛋 白被分成 � 个主要大类�� !
� � 藻蓝蛋 白 其中有

� 一 ��

� 又�
� � � �� �� � , 又二

� � ��� � � �
、 � 一� � �又�

� � �工�
,

���
� � , 又二

。� �� �
� � � 和隐藻的 �� 一 � ��

、� � 一 � � 和

� � 一�� � 以及最近报道的存在于蓝色 裸 甲藻 � � �。
� �� �成“。 ‘�� 叮“� � 中的 �� 一 ��� 和

� � 一 � �� 〔� , �〕� � 别藻蓝蛋白 �
有 � �� �又�

� 二 � �� � � � 又二
� 二 � � � � � � 和 � �� 一� � 兄二

� 二 � � � ,

石�� 。 � � 又黑
。�

� � �
� � � � � 藻红蓝蛋 白� 包括 � 一��以

� � 二 �� �
� 二 � 又盖

� � � � � � � �
、

�一�� �又�
� � ��� ,

�� � � � � 又二
� 、 � � � � � � 和 � 一� � �又�

� 二 � � � , ��� 和 �� � � � � 又黑
二 二

弓� � � 。 �
。

此外
,

还有藻红蓝

蛋 白以
二 � 二 � � �� � �

。

在
。一� �

、 � �� 和 � � 一� 中均包含了同样的藻蓝素发色团 �� � � � � 在 � 一� � 中

除含有 �� � 外还含有藻红素发色团 � �� � � � 在 � 一 �� 和 �一 �� 中仅有 � � � ,

而在 � 一� �

� 本工作承黎尚豪教授关心宁爷
,

特此致谢 �

�� � �年��月 �� 日收到
。
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和 �一�� 中还含有藻尿胆素 �� � �� � 在藻红蓝蛋白 �� � �� 中更有一个未知结构的胆

色素�� � � �山�
。

所有已知结构的发色团都是开链 的四咄咯环
,

当它们与天然蛋 白的
“
和

夕亚单位通过醋键或硫醚键共价相连后便产生了捕获光能的作用
��
�� 

蓝藻和红藻普遍包含
。一�� 或 �

一� � 和 � ��� 川
。

在一些蓝藻和所有红藻中则含有

��
。

大部分蓝藻和红藻还含有少量的 � ��
一� 。 此外

,

在部分缺乏 PE 而有异形胞的蓝

藻中
:
还存在PE Co

藻胆蛋白以近乎 100 务 的高效率把光能优先地传递给光系统 11 (P Sl l) 反应中心叶

绿素 atl o,1
, ]。

其能量传递顺序为叫
:

A PB (A PC
一
B 的

“
亚单位 )

e一 ,

B
一

或 R 一 P E

或 P E C

c一
P C { {

“

R
一
P C 一 A PC 核

一

膜联结多肤

(又m
a二
、 56 5nm )

。 或

(沈
m ax 七 62 0n二

)

m :x 七 650nm )
( 又。

ax
6 8 0

。
m

)

蓝藻的藻胆蛋白甚至 占到细胞可溶性蛋白的 60 外 (干重的 20 多)
L61。

每当氮饥饿时

藻胆蛋 白随之减少
,

因此藻胆蛋白可视为蓝藻的氮库
[
火

盐泽螺旋藻生长块
、

蛋白含量高1)
,

作为人类蛋白的直接或间接来源是一个很有希望

的材料
幻。

因而
,

无论是从探索光合作用光能捕获器的角度还是从寻求人类蛋白新来源的

角度对盐泽螺旋藻藻胆蛋 白的研究都是颇有意义的
。

作者另文对盐泽螺碑藻藻胆体的多
肤组分和光谱特性作了报道阎 ;本文则是对其有色多肤部分(即藻胆蛋白)进行 了分离

、

纯

化及其特性研究的结果
。

材 料 与 方 法

藻体培养
:
所用盐泽螺旋藻 (SP 行耐i

, 。 :“
bs al sa va

r
.

) 为南京大学赵英华老师赠送
。

生长于修改的 Zar rou k 氏培养基中 (其中 N aH co : 和 K ZH P O ; 均减半)
。

冷白荧光灯

连续光照
,

光强约 1” 产E m
一2 5 一‘,

温度在 30 ℃ 左右
,

通空气培养
。

一般生长 5天后
,

于其

对数生长后期离心收获
。

藻胆蛋 白粗提物的制备
:
将离心收集的藻体用蒸馏水离心洗涤两次后

,

重新悬浮于

等体积的 0
.
00 1m al /L (pH 7. 0) 的磷酸盐缓冲液中

,

并置于液氮中冷冻
。

融化时尽量维

持在 5℃ 左右
。

继以超声波破碎细胞 (JC
一
3 超声处理机

,

振幅 50
,

每超声 30 秒间隙 20

秒)
,

并辅以显微镜观察
,

直至几乎全部细胞破碎为止
,

随后离心 (斗0 00 o x g
,

30 分钟 )
,

取

蓝色上清液
。

其中的
。一

P C 和 A P C 浓度按《藻类学方法手册》圈中的公式计算
。

藻胆蛋白的分离与纯化
:
先将上述离心所得的蓝色上清液用 50 多 (w /V )饱和度的

硫酸钱沉淀
,

然后离心 (10 oo o X g
,

10 分钟) 收集沉淀并溶于少量 o
.
00 1m ol /L (i> H 7

.
0)

1)
、 ’

劝

赵英华等
, 1 9 8 5

。

第二届藻类学会论文集
。

水生所第五研究室生化组工作报告
。

L
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的磷酸盐缓冲液中
,

随即对着 0
.
001 m ol /L (pH 7

.
0) 的磷酸盐缓冲液彻底地透析至平衡

(约更换缓冲液 3一4 次
,

至少 斗小时)
。

当离心 (40 000 x g
,

10 分钟 ) 除去变性蛋白后
,

其上清液直接上已用 o
.
OO lm ol /L (pH 7

.
0) 的磷酸盐缓冲液预平衡 了的 H A 层析柱 (IX

4c m )
。

在洗脱过程中不断增加磷酸盐缓冲液的离子强度
,

并分别收集不同离子强度缓冲

液的洗脱液
。

立即进行光谱测定或暂贮于低温冰箱
。

所用的磷酸盐缓冲液均含有 0
.
2m ol /L N

aCI (以利 H A 对蛋 白的吸收)
、

o

.

o
01 m al

/

L 疏基乙醇和 o
.
00l m ol /L 叠氮钠

。

全实验均在弱光和低温下进行
。

藻胆蛋白亚单位的分离
:
先将从 H A 层析柱洗脱下的已达到吸收光谱纯度的藻胆蛋

白
,

用 7. 5异 PA G E 作进一步电泳鉴定[14
]。
如为一条色带

,

再以 n
.
5% 或梯度为 7一 15 多

的 SD S一 P A G E 分析其亚单位
。

凝胶配制和电极缓冲液系统基本按 W
ober等方法

〔2习。 电

泳在 10 m A
,

60
v 下进行

,

并维持在 10 ℃ 左右
。

电泳后用考马斯亮蓝 G 一
25

0 染色
,

醋

酸
一
甲醇

一
水褪色

。

测定分子量的标准蛋 白为
:
牛血清蜜白(68 00。)

、

过氧化氢酶(60 000)
、

卵白蛋白(43 0 00 )
、

狗铁蛋 白单体 (18 500) 和溶菌酶 (14 300)
o

等电点测定
:
采 用 7. 7多 聚丙烯酸胺凝胶等电电泳法

。
p
H 范围 4一10

。

上槽液为

0
.
2拓 H

ZSO , ,

下槽液为 0
.
4务 乙二胺

。

氨基酸分析
:
样品按常规处理

。

用 日立 835
一
5 0 型氨基酸分析仪测定

。

光谱分析: 吸收光谱用 日立 5分 紫外分光光度计测定
。

室温荧光发射光谱 用 日立

M PF 一 4 型荧光分光光度计测定
。

狭缝 1on m
。

激发波长 580n m
。

密度扫描
:、
以 Chrom os ca n 200 型密度计测定

。

蛋白测定
:
采用 F oli

n
酚试剂法

。

结 果 与 讨 论

盐泽螺旋藻的水溶性粗提物 先以 50 界 饱和度的硫酸按沉淀
。

经一次 H A 柱层析后
,

其
。一

P c 和 A PC 的纯度分别达到了7
.
27 和 6

.
5 5。 两者均超过了一般认可的纯度圈

。

其

洗脱顺序为
。一

P C 在前
,

A P C 在后
。

两者被洗脱的离子强度分别约为 o
.
O05 m ol /L (

c一
P C

)

和 0
.
10 m 。

l/
L

( A
P
C) 磷酸钾缓冲液 (pH 7

.
0)

。

显然
,

盐泽螺旋藻的藻胆蛋白粗提物通

过一次硫酸按沉淀和一次径基磷灰石层析柱是完全可以达到纯化的
,

其成败关键在于选

择大小合适的 H A 粒度
、

降低层析柱的洗脱流速并在低温(< 10 ℃ )条件下进行
。

纯化后的盐泽螺旋藻的
c一

P C 和 A P C 的 最 大 吸 收峰分别位 于 620n m 和 650n m

(图 l); 室温荧光发射峰分别位于 6斗Z
n m 和 657

nm (图 2)
。

这些和一般报道的蓝藻
,

诸

如: 鱼腥藻 (A
, 召b 探

e , ‘ s P
.

)

、

聚球藻 (S夕
, 。c五oco cc。 , s P

,

)

、

隐球藻 (A Ph
anocaP , 口 sp

.

) 以及

钝顶螺旋藻 (SPi
rol￡, a

Pl
a , e , , 1 5

)
〔‘6 , 3 , , J

相近似
。

通过 n
.
5 % SD S 聚内烯酸胺凝胶电泳(或在 7一15% 梯 度 sD S

一
聚丙烯酸胺凝胶板

状电泳中)可见
c一

P C 由 “
和 夕两个亚单位组成

,

其分子量分别为 16 000 和 19 500 ;A PC

亦由两个亚单位构成它们的分子量分别为 15 50 0 (a) 和 18 00 0(夕) (图 3
.
4)

。

若用 7一

15务 SD S一 P A G E
,

染色后偶见 A PC 带着一个小分子的无色多肤
,

分子量约为 14
.
0k D

,

它可能与 A P C 结合较紧密
,

为藻胆体
“

核
”
亚单位组分之一

,

类似于 Gl az er 等山
,
(

1 9 8 5 )
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所报道的聚胞藻(sy
oec人oc夕了r艺s) 6 7 0 1 中 的 lok D

620
n 650. ‘

0.7 0.8叫
。。u璐
q
�50必月

。
.
4

0
.
3

。之扫门工。之
斟荟孚蓄

500 600 700

波长 (n m )
W 抑ele

ngth (nm )

多肤
。

由以上亚单位的分子量推算盐泽螺

旋藻的
c一

P C 和 A P C 的最小分子量

分别为 35
.
5kD 和 33

.
5k D

,

较钝顶螺旋

藻 (5
.
Plat。。st’s) 的 PC 和 A P C 低

(它们分别为 44
.
Ok D 和 38

.
ok D )

。

然

而
,

盐泽螺旋藻的
。一

P C 最小分子量

与鱼腥藻 (A
n abaena sp

.
,

3 6 0 0 0
) 相

近
,

并高于层理鞭枝藻 (M as ti go cl
a
du

,

l a m i , 0 5“了 ,
2 8 0 0 0

)

〔, , ; 而其 A p e 的最

小分子量却又高于鱼腥藻 (A 加b
召e

。
sp
.

,
2 9 6 0 0

) 并与聚球藻 (Sy
n 己c h o c -

o c c “ 了 s
p

·

,
3 3 0 0 0

)

「, , ‘2〕
相近

。

这些差

异多半是种的不同造成
,

当然也不能

排除实验条件的影响
。

经密度扫描
,

染色后的
c一

P C 和

A P C 的 SD S一 P A G E 胶片明显可见

�.尸3
6

爬八曰i\
....二.二.‘吸....‘...,.

图 1 盐泽螺旋藻的藻蓝蛋白(一
·

一
·

一)和别

藻蓝蛋白(
—
)的吸收光谱 (分别在 。

.
O 05 m 。

灯
L (p H 7

.
0)和 0.lm o l/L ( pH 7

.o) 的磷酸盐缓

冲液中)

F 19
. 1 A b sorp tioa sp eetra o f p h y eo cy :n in

(
-·

一、ao d a llo p h y e o e y a n in (

—
)isolat。d

f
r o

m s 户爹r:‘“n a , “
b
s a ‘a 。口 ,

. ,
i

n 0
.

O o s m
o

l
/

L

a n
d 0

.

l m
o

l
/

L K
一
P h

o s P h
a t e

一
0
.
2 m

o
l
/
L N

a e
l

b
u 仃。r

(
P H 7

.
0
)

, r e s
p

e e t i
v e

l y

补1窃已。侧注

0
.
4

�。u‘u的。�no工J翅州�呆似节璐

图 2 盐泽螺旋藻的藻蓝蛋白(一
·

一
·

一)和别

藻蓝蛋白 (
—
)的室温荧光发射光谱。

分别在
0

·

o
o s

m
o

l
/

L 和 o .lm ol/L ( pH 7
.o ) 的磷酸盐

缓冲液中
。

激发波长 5 8O
n m ,

狭缝 IOn m q‘

2

厂19
.
2 R o o m

一

f l
u o r e s e e n c e e

m i
s s

i
o n s

P
e c t r a

o
f 占对

, : ‘
li
n a s , , 沙, a

l
s a o a r

.

p 五y e o e y a n i n (
-

一)and allophyeoeyanin (
—

、 in 0
.
o o s m o l / L

an d o
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图 3 盐泽螺旋藻的藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白 SD s一 P A G E 图谱
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两者的差别和其所含的二梭基氨基酸及碱性氨基酸的不同比例相关
。

由表 1可见

奋PG 所含的二竣基氨基酸 (天冬氨酸和谷氨酸) 与碱性氨基酸(赖氨酸
、

精氨酸和组氨

酸)之比略高于 A p C ,

因此其 IE P 稍低于 A PC 。

这与鱼腥藻 6411 (刀
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e。 夕 sP
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6 4 1 1 )
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和多变鱼腥藻 (A
.
、;.i ab ili ,

) 的情况类似
,

即 A PC 的 IE P 高于 PC ,

但盐泽螺旋藻

的
。一

P C 和 A P C 的等电点低于以上两种鱼腥藻
,

它们分别为 4
.
92 和 5

.
18 以及 4

.
76 和

4
.
92〔, ,。 若同聚球藻 (Sy

neeh oeoceus sp
.
) 和隐球藻 (A P入

an o caP , a s P
.

) 比较
,

盐泽螺旋

藻 A P C 的 IE P 显得较高
,

它们分别为 4
.
2 2 和 4. 26

,

而其 P C 的 IE P 却又低于上述两

种藻 (分别为 4
.
76 和 4

.
, 4 )

t, , , 。

盐泽螺旋藻的
c一P C 和 A PC 的氨基酸组成列于表 l。 两者的苯丙氨酸和蛋氨酸均

较高
。

在 A P C 中未测出脯氨酸和酪氨酸
,

在
c一

P C 中未测出脯氨酸
、

酪氨酸
、

精氨酸和

组氨酸很可能是含量较低所致
。

在 A PC 中缺乏组氨酸与一般报道相一致
。

盐泽螺旋藻所含藻胆蛋白占细胞干重的 28
.
4多

,

与一般蓝藻相比是较高的
,

可望成为

人类新兴的蛋白源
。
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