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提 要

比菌株系由盐田微生物层中分离获得的光合细菌株
。

具有丰富的天然色素
。

经活细胞色

素光谱吸收峰值测定
,

色素经有机溶剂提取
、

硅胶薄板层析
、

���
一�� � � 电泳等

,

结果表明 伙

菌株的主要色素包括细菌叶绿素 �
、

细菌脱镁叶绿素 �� �� �� �� ��� �� 叩�� �� �� 和三种类胡萝 卜素
。

总胡萝 卜素含量占细胞干重的 �� ��
,

胡萝 卜素蛋白复合体的分子量约 � �
,

� ��
。

培养条件的差

异对色素形成及相对含量有不同程度的影响
�

关键词 光合细菌
,

天然色素
,

细菌叶绿素 � ,

胡萝 卜素蛋白复合体

光合细菌细胞中含有丰富的天然色素
。

细菌叶绿素和类胡萝 卜素在光合作用过程 中

各 自执行着重要功能
,

它们是光合作用机理研究的关键部分
。

有关光合色素的研究很多
。

目前已知光合细菌中细菌叶绿素即有 � 种
,

包括细菌叶绿素
�

、

�
、

�
、

�
、

� 和罗
〕
。

由光合细菌

合成的类胡萝 卜素超过 �� 种 �� 
,

并不断有新的报道
�

光合细菌色素在特定培养条件下是具有特征性的
,

是分类鉴定的重要依据之一
。

此

外
,

天然色素是开发新产品的对象
,

在药品
、

食品添加剂等方面有着广 阔的应用前景 �� 
。

有关盐田微生物垫中光合细菌株色素的研究在国内尚未见有报道
。

本文将 巩菌株色

素分离纯化方法
、

组成分析
,

以及培养条件对色素的影响等研究结果报告如下
,

为进一步

深人研究提供科学依据和基础资料
。

� 材料与方法

�
�

� 菌种来源 代菌株系由我国海南省莺歌海盐田微生物垫中分离获得
。

� � 培养条件 根据实验要求对培养基成份
、

培养温度
、

��
、

盐分以及光照条件作适当的

组合
,

以 比较不同培养条件下活细胞色素吸收光谱峰值
。

采用 日本产岛津 �
�

�
一� ��� 双

光束分光光度计扫描
,

波长范围为 犯�一� �� ���
。

样品制备方法参照文献 【��
。

�
�

� 色素及色素蛋白的提纯和分析 载色体的提取
�

离心收集细胞
,

悬浮于蒸馏水 中
,

超

声波处理破碎细胞
。

离心收集上清液
,

等电点沉淀
,

再用 ��卜�
�

���� 沉淀
。

离心收集沉淀

物溶于少量 �� �
�� ��

。

� �  
�

� 的磷酸缓冲液中
,

对水透析 �� �
,

测定制备物的吸收光谱
。

‘
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色素提取和组份分析
�

色素用丙酮提取后
,

转人正 己烷或石油醚中
,

在惰性气流下浓

缩色素液
。

用硅胶薄板层析方法分析其组份
。

展层 剂为石油 醚 �� �
,

异丙 醇 ��
、

丙酮

�
�

��
、

甲醇 �
�

��
。

� �� 类胡萝 卜素纯化 制备型硅胶薄板层析纯化
,

展层剂与分析薄板层析同
。

展层后
,

取

下薄板上的不同色素带
,

加人丙酮溶出色素
,

离心取上清液
,

测吸收光谱
。

氧化铝柱层析分离纯化柱 �� � �
�

�� �
。

将氧化铝悬浮于石油醚中
,

湿法装柱
。

将溶于

石油醚中的色素上样
,

用含 ��一 �� � 丙酮的石油醚洗脱
,

分部收集类胡萝 卜素
,

除去洗脱

剂
,

将色素溶于丙酮或正 己烷中
。

� � 胡萝 卜素蛋白复合体的纯化 破细胞后加人含 �
�

�� 浓氨冷丙酮
,

充分提取
�
离心去

上清
,

蒸馏水洗涤
,

再离心去上清
,

加人 �
�

�� �� ��
。

���
�

� 的磷酸缓冲液
,

充分提取
,

离心取

上清
,

硫酸按分部沉淀
、

透析
,

再离心收集胡萝 卜素蛋白复合体
。

�
�

� �  �一� � � � 分离胶为 �
�

�� 浓度薄型板状凝胶
,

稳压 ��� 电泳
,

染色液为考马斯

亮兰 �� �� ��
�

�� � 溶于含异丙醇 �� �
,

冰醋酸 �� � 水溶液中�
�
胶板浸人 �� 甘油水溶液中

过夜
。

然后在室温下干燥
,

封人塑料薄膜中保存
。

��� 凝胶电泳分子量标记为 ��� � � 产品

� � �一�
,

牛血清 白蛋 白 �� �
,

� � � �
,

磷酸一�一甘油醛脱氢酶 �� �
,

� � � �
,

碳酸醉酶 �� �
,

� � � �
,

胰

蛋白酶原 �� �
,

� � � �
,

胰蛋 白酶抑制剂 �� �
,

� � � �和 �一乳清蛋 白 ���
,

��� �
。

� 结果与讨论

�
�

� 不同培养条件下 凡菌株细胞色素光谱吸收曲线的比较

在不同培养基 �� 或 � �
、

光照 �白炽灯或 日光灯�
、

温度
、

盐份和 � � 条件下
,

玖菌株细

胞色素光谱吸收曲线检测结果有不同程度的差异 �表 ��
。

表 � 培养条件对坑菌株细胞色素光谱吸收峰值的影响

� ��
�

� � �� �

�� !
� �  �� �

��’�
� � � � �� � �� ��� � � � � �

蜘
� � � � � � �� ��� �� � � � �� �� �� � � � ��  � � �  

编编号号 培养基
’��� � � �� ��� ���� 温度℃℃ 光照照 色素光谱吸收峰值��   

��� �
���

� �山山���� ���� ��� ���� �� � �� �� �
� ���� 川 � �   � ! �� � ��� ��� ��� �】��

�� �� �� � � � �� � �� ����
����� ���  

�

��� �  ��� ! ��� 日光灯灯 � � � ��  � � �
�

� �  �  ! � ∀    

��� ��� ��� �
�

��� �刀刀 � ��� 日光灯灯 � � � � � � �� � � � �
�
� � � �  � � � ���

����� ���  
�

��� �
�

��� � ��� 日光灯灯 � �  ! ∀ ! # ∃
�

� �  �  �
�

� �   

��� ��� ��� �
�

��� �
�

��� � ��� 日光灯灯 � � � �� � � �  � � � � � �  � � � �! ∀∀∀

������ ��� �石石 �
�

��� � ��� 日光灯灯 � �� �� � � �  
�

� �  �  �
�

� �   

������ ��� �
�

��� �
�

��� � ��� 白炽灯灯 � �  �� � � � � � � � � � � � �  � �� �
���

������    �
�

��� �
�
   !    白炽灯灯 375 520 590* 676 805* 830 850***

lll222 RRR 3
.
666 7

.
000 2555 日光灯灯 380 4 88 590 676 805 8 5666

lll777 RRR 3
,

666 7

.

000 2 555 日光灯灯 380 490 590 676 805 85888

lll000 RRR 3
.
666 8

.
000 3000 日光灯灯 382 527 590* 680 80 5 83000

55555 RRR 5
一

OOO 7

.

000 3 000 日光灯灯 382 527 590* 680 80 5* 83000

* 肩峰

l) 李勤生
、

卫翔
、

王若雪
。

光合细菌H
3菌株的分离及其生物学特性研究

,

水生生物学报 (待发表)
.
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在 R 和 N 两种不同培养基 中
,

凡 菌株 细胞 色 素吸 收峰值有 所不

同
,

如 26 号培养物在 856
、

4 9 0

n

m 处

出现有吸收峰
,

而 2 号在 R 培养基中

则在 83 0nln 处有一吸收峰
。

当盐份

提高至 1
.
5% 时

,

加上温度的差别
,

3

号 和 22 号培 养物 除后 者有 875 nln

吸收峰外
,

其它却是相似的
。

1 3

、

1 4

、

巧 号培养物在盐分
、

p H

、

温度均相同

的条件下
,

仅光照条件有别
,

白炽灯

光照者有 一85 0nrn 肩峰
。

当培养物

在 20一25 ℃ 培养时
,

它们 的吸收峰

值亦与 30 ℃培养者有 明显 的差别
,

如 12
、

17 号培养物与相应培养物 比

较即可发现
。

在本试验中差异不甚

500 600 700

波长 W
av elon g rh (n m )

80 0 90 0

图 l

R g
.
在不 同培养条件下 比菌株活细胞吸收光谱 (一 )

A bsorp ti on spe ctra of living eells of H3
stnlln

un d
er diffe re

nt eultu re eond itions (l)
.

显著的是在 pH 7一8
、

四种不同浓度盐份培养物之间
,

但在吸收峰值相似的培养物中
,

各吸

波长w
avelength (nrn )

图2 在不同培养条件 下比菌株活细胞吸收光谱(二)

日9 2 A be
o
rp ti
o n s

pe
e
tra

o f liv in g e e lls o f 比
s
咖
n under

di ffe rent culture eollditions (2)
.

收 峰的相 对 比例量是 有差别 的
,

如

14 号培养物 527 nm 和 830 nm 处两吸

收峰的比例量约为 1:1
,

而在 3 号培

养物 中
,

此两峰的比例量为 1
.
05 :l 左

右
。

这种 差别在不 同培养物 中均可

发现 (图 1
,

2)

,

表明其中色素组 成量

上有所变化
。

在 R 培养基 中培 养的

从菌株细胞类胡萝 卜素含量约 占细

胞干重的 0
.
6%

。

光合细菌色素复杂多样
,

许多因

素都可能影响其色素合成和积累
,

以

表 2

plgm ents

H :菌株色素光谱吸收峰值测定结果

of H 3 slraj n 勿
e】lro m a to g ra P场 on silica gel 田ld A1

2
O : e o l

urn

n

色素光谱吸收峰值 (nm )
S详e回

abso甲tion val ues

486 5 16

48 1 520

486 52 1

358* 3 81 523* 676 747*

359* 4 31 573* 676 * 772*

375 4 81 520

380 4 84 5 14

11xIV111v

Ta bZ A bs orp tion spe e比
。至

组别 G roups

硅胶

薄板

层析

on slliea

氧化铝柱层析

C hrom atog ra phy on A 12O 〕 c o
l
um

n
!

1 1

主峰
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500 600 700

波长 W a
velengtl、 ( n n 、)

图 3

R g
.
3

比 菌株整细胞 与载色体色素光谱吸收曲线比较

l:整细胞
,

2

:

载色体

C om Pars on of abs orp tio n spe etra be tw een l一v 一n g c e
ll
s

an
d

e
h
r o
m
a t o P h

o
re

o
f
H3

s t佃
n.

及其组成的变化
。

为了进一

步深人研究影响从菌株色素

合成 的调控 因子
,

增加新的

试 验组合
,

扩大各组 间培养

条 件的差异程度
,

将有 可能

发 现易被忽略 的各种 变化
,

探讨其调控机制为人类定 向

合成和积累某类天然色素提

供科 学依据
,

是有 其理论和

应用价值的
。

2. 2 色素 和色素蛋 白的提

取和分析

2. 2. 1 载色体的提取
:
由图 3

可见
,

载色体与整细胞光谱吸收峰值相似
,

说明采用等 电点沉淀
、

硫酸钱分部沉淀方法获

得的载色体基本保存了细胞色素的特性
,

提取效果是好的
。

2. 2. 2 色素组 成分 析
:
硅 胶薄板层 析结果 表 明 H

3
菌株含 有 5 种 主要 色 素

。

I

、

H

、

n l

均 属类 胡 萝 卜素
;v 为 细菌 叶绿 素

a ,

I v 与细 菌脱 镁 叶绿 素光 谱 吸收 峰相 似 [5]
。

氧

化铝 柱层 析所 收集的类 胡萝 卜素已 达相 当纯度
,

其中残 留的细菌 叶绿素甚少
。

(表

2)
。

2. 2. 3 类胡 萝 卜素的提 纯
:
丙 酮和正 己 烷均 可用于提 纯此 种色素

。

但 比较 两种有

机溶 剂提 纯 的效 果 发现
,

在本样 品中 以正 己烷 为佳
,

其 中残留的细 菌 叶绿 素量较

之丙酮提取液少得多 (图 4)
。

经检测三种类胡萝 卜素的最大吸收峰值为 481 一486
nm

,

5 1 6 一 52 I
nm (I一11 1 )

。

与 已 有 文 献 记 载 数 据 比 较
,

它 们 与 3
,

4
一 脱 氢 玫 红 品

(3
,

4
一
De

h y d
r o
rh
o
d
o p i

n
)
、

奥 氏 酮 (O k
eno ne

)
、

红 极 毛 杆 菌烯 酮 (S p hero id eno ne)
、

紫

菌 红 醇 (Rh
odo vibri n )

、

脱 水 紫 菌 红 醇 (A nh ydro rhod ov ib五n )等 相 似 [
6]。 这 几 种

丫
.
准多七400500600700800900

波长 W
avelengtl、( n m )

洲B070605040知20加�.!。叫X)�1李
·

lo
日�翻十众钾一

30 5 0

R f( X 100 )

图 4 比菌株类胡萝 卜素提取液光谱吸收曲线

A

—
丙酮提取液

,

B

—
正 己烷提取液

R g
.
4 A bs o甲tion s伴etia

of e
aro
te nolds of 城

s
腼

A
—
In朗eto ne ,

B

—
Inhexane

图 5 比 菌株类胡萝 卜素蛋白复合体

分子量电泳测定

Fl g s A nal ysls of m oleeul ar w elght

ear ote n oPro te 一n o
f 比 st皿

n.
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色素仅从光谱吸收峰值上难 以区分
。

根据 从菌株生物学特性研究结果看来
,

应属于着色

菌属 (C hro m atium ) 成员
。

此类细菌包含色素种类丰富
,

上述色素多在其中
,

看来这两方面

的结果还是相当吻合的 (图 4)
。

2. 2.
4 胡萝 卜素蛋 白复合 体纯化及分子量的测定

:
图 5 所示 SD S一P A G E 图谱可见纯化效

果 良好
,

杂蛋 白几乎除尽
。

与几种标准蛋白比较
,

此色素蛋 白分子量 约 11
,

0
00

。

图 5 中
,

A B
一牛血清 白蛋 白(66

,

0 0 0 )

,

C A
一
碳酸醉酶 (29

,

0 0 0 )

,

T I-- 胰蛋 白酶抑制剂 (20
,

0 0 0 )

,

C 卜

胡萝 卜素蛋 白 (11
,

0 0 0 )

,

C E
卜磷酸

一
3
一甘油醛脱氢酶 (36

,

0 0 0 )

,

T

G
胰蛋白酶原 (24

,

0 0 0 )

,

L
刁c 一a 一乳清蛋 白(14

,

0 0 0
)

。

光合细菌色素种类多
,

因细菌种类不同而异
,

同时也受环境因子的影响
。

光合细菌色

素之间的差别往往只是分子结构的微小变化
,

准确地鉴定它们必须十分谨慎
。

以上研究

结果为 从菌株色素组成提供了有价值的科学资料
,

进一步研究 尚在进行中
。
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