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钝顶螺旋藻藻胆体的简易制备及褐藻酸钠对其稳定性的保护作

用3

张玉忠≠   周百成  曾呈奎

k中国科学院海洋研究所 青岛 uyysztl

提要  以钝顶螺旋藻为材料o用改进的简易方法分离得到完整藻胆体o室温最

大荧光发射峰位于 y{t ±° o加水解离后最大荧光发射峰蓝移到 yxx ±° oƒy{s有

两个峰o分别位于 yv{ ±° 和 yxs ±° o从而表明藻胆体是完整的∀用 wvy ±° 波长

激发o没有出现 ≤ «̄ ¤的特征荧光峰oƒzus的荧光激发光谱o也没有出现 ≤ «̄ ¤的

峰o表明藻胆体溶液中不含 ≤ «̄ ¤∀ 在藻胆体溶液中加入 t h 的褐藻酸钠o室温下

保存 tx §后o光谱特性没有变化o藻胆体依然完整o表明褐藻酸钠对藻胆体的稳

定性具有保护作用o可以延长完整藻胆体的保存时间o并对其可能的机理进行了

讨论∀

关键词  钝顶螺旋藻o藻胆体o荧光o褐藻酸钠

Ξ ≠ 藻胆体是红藻和蓝藻的主要光能捕获器o由于其

结构的独特性o因此在光合生物进化中占有极其重要

的地位∀�¤±··等≈t 在 t|zu年首先从红藻 Πορπηψριδ ι2

υµ χρυεντυµ 中分离出完整藻胆体∀ 此后许多人对分
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离方法进行了改进≈voxoyoz ∀ 但这些方法基本类似o并且

操作繁锁o对设备要求严格o并且分离得到的藻胆体不

稳定o从而大大限制了对各种不同来源的藻胆体进行

大量研究∀目前为止o仅对为数很少的几种在实验室内

培养的藻类的藻胆体进行了研究o 据此提出了 w种不

同的藻胆体类型≈w ∀ 从蓝藻到红藻的进化过程中藻胆

体的结构是如何变化的o到目前为止还知之甚少o而这

些问题的澄清需对多种不同进化类型的藻类的藻胆体

进行大量研究∀ 为此o 需要找到一种快速简便地分离

制备藻胆体的方法o并且寻找能在较长的时间内保持

其完整性的途径∀作者以钝顶螺旋藻为材料o对藻胆体

的分离方法进行了改进o并对完整藻胆体的长期保存

进行了初步探讨∀

t 材料和方法

钝顶螺旋藻kΣπιρυλινα πλατενσισl培养在 v sss ° ¯

图 t 钝顶螺旋藻藻胆体的吸收光谱

ƒ¬ªqt � ¥¶²µ³·¬²± ¶³̈ ¦·µ∏° ²©³«¼¦²¥¬̄¬¶²° ¶̈¬±

Σπιρυλινα πλατενσισ
) ) ) 室温保存~# 2# 2# 2加水解离~

222222加 t h 褐藻酸钠

图 u 钝顶螺旋藻藻胆体的室温荧光光谱
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荧光发射光谱

k¤l ∞¬x{s) ) 完整藻胆体~222222解离藻胆体~k¥l ∞¬wvy) ) 完整藻胆体~222222解离藻胆体

荧光激发光谱

k¤l) ) ) ) 完整藻胆体kƒy{sl~2# 2# 2# 2解离藻胆体kƒyxxl~

k¥l ) ) ) ) 完整藻胆体kƒzusl~2# 2# 2# 2解离藻胆体kƒzusl

锥形瓶中o置于光照培养箱中o用白炽灯照光o光强 xs

Λ∞ °
u# ¶o温度 vs? u ε ∀培养 z∗ { §o于对数生长期

收集藻体o用于分离藻胆体∀藻胆体的吸收光谱用岛津

� ∂ 2uws 紫外可见分光光度计测定o荧光光谱用日立

{xs荧光分光光度计测定o带宽 x ±° ∀

u 结果与讨论

2q1 完整藻胆体的简易制备及完整性鉴定
钝顶螺旋藻鲜藻体 sqzs ªo用 t ° ²̄ ��¤� u°� w2

�缓冲液k³� zqsltx ° ¯悬浮o在冰浴中用 wzts 系列
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xs2• ¤··� ²§̈ ¯超声破碎器破碎 x 次o每次 u °¬±o间

隔 v °¬±o破碎时的输出功率为 tu • o然后加 × µ¬·²±

÷ 2tss 至上述溶液中o终浓度为 u h o 室温下搅拌 vs

°¬±o

然后用�⁄x2u� 型离心机w sssµ³° 离心 ts°¬±o

取中部上清液用��tx2• 型高速台式离心机tv sss

µ³° 离心 ts °¬±o再次取中部上清液用 ��tx2• 型高

速离心机 tv sss µ³° 离心 ts °¬±o收集中部上清液做

光谱检测∀ 将藻胆体提取液分成三部分} 一部分室温

kut∗ uv ε l下保存~一部分用重蒸水稀释两倍o使其

在低离子强度下解离~第三部分加入褐藻酸钠至终浓

度为 t h o室温下保存∀

图 t是螺旋藻藻胆体的吸收光谱∀ 吸收光谱峰位

于 ytx ±° o在 yxs ±° 处有一肩峰o这说明藻胆体溶液

中同时有 ≤ 2°≤ 和 � °≤ o但没有 ≤ «̄ ¤的特征吸收峰o

说明藻胆体溶液中不含有 ≤ «̄ ¤∀ 加水解离后o峰值红

移到 yus ±° ~加入褐藻酸钠后o 峰值没有变化∀

用 x{s ±° 波长的光激发o螺旋藻藻胆体室温荧

光发射峰位于 y{t ±° k图 u¤lo这与文献报道的一

致≈u ∀用 wvy ±° 波长激发o荧光发射光谱与 x{s ±° 激

发时相同o没有出现 ≤ «̄ ¤的特征荧光峰o证明藻胆体

溶液中不含有 ≤ «̄ ¤k图 u¥l∀螺旋藻藻胆体的荧光激发

光谱表明oƒy{s 有两个峰o分别位于 yv{ ±° 和 yxs

±° o前者是 ≤ 2藻蓝蛋白的峰o后者是异藻蓝蛋白的

峰∀ ƒ zus 的荧光激发光谱与 ƒy{s 相似o没有出现

≤ «̄ ¤的峰o进一步证实分离得到的藻胆体中不含有

≤ «̄ ¤o并且初步断定藻胆体是完整的∀

将藻胆体用蒸馏水稀释 u 倍o室温下解离 uw «o

然后测定荧光光谱k图 ul∀ 解离后o藻胆体的荧光发射

峰 蓝移至 yxx ±° k∞¬x{slo ƒyxx 激发光谱只在

yv{±° 处出现一个峰值o即 ≤ 2藻蓝蛋白的峰o异藻蓝

蛋白 yxs ±° 的峰消失o说明能量已不能从 ≤ 2藻蓝蛋

白传至异藻蓝蛋白∀ 解离实验也证实用上述快速简便

的方法制备的藻胆体是完整的∀

本文在前人工作的基础上o对分离方法进行了改

进o省去蔗糖密度梯度超速离心o用常规离心方法 vs

°¬± 即可分离得到了不含 ≤ «̄ ¤的完整藻胆体o从而大

大简化了完整藻胆体的制备方法∀ 用这种简易方法可

对不同进化类型!不同生态类型的多种藻类的藻胆体

进行快速制备o为藻胆体的结构!功能与进化的研究奠

定了方法学基础∀

2q2 褐藻酸钠对螺旋藻藻胆体完整性的保护

作用

图 v 藻胆体溶液中加入 t h 褐藻酸钠后室温荧光光谱的室温荧光光谱

k¤l完整藻胆体室温保存 tx §~k¥l室温保存 tx §后再加水解离

荧光发射光谱) ) k¤l ∞¬x{s~k¥l ∞¬x{s

荧光激发光谱2222 k¤l ƒy{s~k¥l ƒyxx 
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  在分离的藻胆体样品中加入 t h 褐藻酸钠o然后

在室温下贮存o蓝色的藻胆体沉降在试管的底部o上

清液澄清∀ 保存 tx §后依然如此o上清液中没有出现

白色的絮状物∀ 相反o未加入褐藻酸钠的藻胆体样品

在室温下保存 tx §后o溶液中出现了大量的白色絮状

物o表明藻胆蛋白已经变性∀ 图 v¤在室温下保存 tx §

后的荧光光谱∀ 从中可以看出o加入 t h 褐藻酸钠的

样品室温保存 tx §后o荧光发射光谱及荧光激发光谱

与刚分离的藻胆体相比基本上没有变化o荧光发射峰

在 y{s ±° oƒy{s 的两个激发峰分别位于 xv{ ±° 和
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yxs ±° ∀在上述样品中加入重蒸水o使藻胆体解离o荧

光发射峰蓝移至 yxx ±° o ƒyxx 荧光激发峰只有 yv{

±° oyxs ±° 的峰消失k图 v¥lo从而证实加入褐藻酸钠

贮存的藻胆体是完整的∀

分离之后的藻胆体在 s∗ w ε 下最不稳定ous∗

ux ε 比较稳定o然而即使在室温下藻胆体也很难长

时间保存≈{ ∀ 本文结果表明o加入 t h 褐藻酸钠的藻

胆体在室温下保存 tx §后o藻胆体依然完整k藻胆体

在室温下保存如此长的时间尚未见报道lo表明褐藻

胶对藻胆体完整性具有一定的保护作用∀ 其机制可能

是褐藻酸钠吸附于藻胆体的周围o使藻胆体免受溶液

中水分子的作用~同时褐藻酸钠本身也能够吸附大量

水分子o使得藻胆体溶液中水分子的活度降低o从而

阻止藻胆体的解离∀ 此外o褐藻酸钠对藻胆蛋白分子

本身也可能具有保护作用o使其保持天然状态o因此o

在藻胆体的分离液中o加入一定浓度的褐藻酸钠o可

以延长完整保存藻胆体的保存时间o这将有助于深入

研究藻胆体的结构与功能∀
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