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小珊瑚藻藻红蛋白提取及其稳定性研究 

刘广发，林均民，林  枫 

（厦门大学 生命科学学院 细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，福建 厦门  361005） 

摘要:以羟基磷灰石柱层析法从小珊瑚藻(Corallina  pilulifera )中提取出藻红蛋白，其纯度可

达 A565/A280大于 3，得率为 0.173 g/kg。该藻红蛋白在 498 nm和 565 nm处有两处荧光激发

峰，为双峰型。荧光发射光谱检测表明藻红蛋白在 pH 5.0~10.0溶液中具有较高的稳定性，

其中以 pH 6.0和 pH 10.0的稳定性最高。该藻红蛋白对光照敏感，光照度 800 lx照射 17 h

后荧光基本消失。对氧化剂（H2O2）敏感，在 9 ℃以 0.1％的 H2O2处理 24 h，荧光基本消

失。藻红蛋白不耐高温，80 ℃处理 0.5 h，导致蛋白液褪色，荧光消失。 
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红藻的光合色素是叶绿素 a和藻胆蛋白。藻红蛋

白（Phycoerythrin，PE）是藻胆蛋白的重要组分之一，
位于藻体光能传递链的第一环，属于前级捕光色素，

由辅基蛋白和开链四吡咯发色团经硫醚键共价结合

而成，可发出橙红色荧光[1]。提取并深入开展对藻红

蛋白的研究对阐明光合作用机理具有重要的意义[2]。

此外，令人感兴趣的是，藻胆蛋白上携带的生色基团

使藻胆蛋白呈现出红、蓝、紫等多种颜色，是天然食

用色素及潜在的海洋食品和饵料资源[3]。由于这两方

面的原因使得藻胆蛋白成为近年来藻类研究的热点

之一。 
吕彩真等[4]认为，温度、pH 值、铜离子、铁离

子及光照对红毛菜藻红蛋白粗提液的稳定性有很大

影响。作者以小珊瑚藻为研究对象，探讨其藻红蛋白

的制备及纯化方法，并对其在光照、高温、不同酸碱

度和氧化环境等因素作用下的稳定性进行了初步的

探讨，为今后开展藻红蛋白的利用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1 材料   
小珊瑚藻 (Corallina pilulifera)采于厦门鼓浪屿。 

1.2 试剂与仪器   
参照文献[5]制备羟基磷灰石，荧光扫描在日立

F-4010型荧光分光光度计上进行。 
1.3 方法 
1.3.1  藻胆蛋白粗提液制备 
样品清洗，吸干表面可见水分，称其质量。加入

少量 5 mmol/L K2HPO4-KH2PO4缓冲液(pH7.0，下同)，
匀浆后置-20 ℃冻结，避光室温解冻，重复 2~3次。
3 000 r/min离心 15 min，吸取上清，聚乙二醇浓缩提
取液[6]。 
1.3.2  藻红蛋白提取    

参照文献[7]的方法加以改进。羟基磷灰石湿法装
柱，5 mmol/L K2HPO4-KH2PO4缓冲液平衡。样品上

柱后，分别以 5，10 和 20 mmol/L K2HPO4-KH2PO4

缓冲液(含 0.2 mol/L NaCl，下同)洗脱不吸附组分、杂
蛋白和藻红蛋白；测定样品在 260 nm与 280 nm处的
吸光度 A值，计算藻红蛋白的质量浓度与得率。质量
浓度(g/L) = (1.55×A280－0.760×A260)×稀释倍数；以
20 mmol/L K2HPO4 - KH2PO4缓冲液将藻红蛋白的溶

液稀释 1倍，λ=590 nm，扫描 450~600 nm荧光激发
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光谱。 
1.3.3  藻红蛋白稳定性测试   

pH值对藻红蛋白稳定性的影响：分别用 pH3，4，
5， 6 的柠檬酸 -柠檬酸钠缓冲液， pH7， 8 的
K2HPO4-KH2PO4缓冲液，pH9，10的 Gly-NaOH缓冲
液将样品稀释 1倍，4 ℃恒温 24 h，扫描 550~600 nm
荧光发射光谱，绘制荧光强度随 pH变化的曲线图。 

H2O2对藻红蛋白稳定性的影响：用 0.02%、0.1%
的 H2O2溶液将样品稀释 1倍，9 ℃恒温 24 h，进行
光谱测定。 
光照对藻红蛋白稳定性的影响：将样品置于日光

灯下光照度 800 lx处，恒温 5 ℃分别照射 4，8，12，
15，17 h，进行光谱测定。 
温度对藻红蛋白稳定性的影响：将样品置于 26，

40和 60 ℃下恒温 1 h，80 ℃下恒温 0.5 h，进行光
谱测定。 

添加剂对藻红蛋白稳定性的影响：分别以 2 %
的淀粉溶液、40 %的蔗糖液、95 %的乙醇和 5 % VC

溶液将样品稀释 1倍，4 ℃恒温 24 h，进行光谱测定。 

2  结果与讨论 

2.1  藻红蛋白得率   
实验表明，所得样品纯度指标 A565/A280大于 3，

符合要求。藻红蛋白质量浓度为 0.20 g/L，得率为
0.173 g/kg。小珊瑚藻富含石灰质组分，细胞破碎较
完全，细胞残片离心也较彻底，得率较高。此外从小

珊瑚藻中提取出的藻红蛋白溶液色泽鲜艳清亮，因而

以小珊瑚藻作为色素提取原料有较大的优越性。 
2.2  小珊瑚藻的藻红蛋白荧光激发光谱   
小珊瑚藻在分类上属真红藻纲的隐丝藻目珊瑚

藻科。荧光激发光谱显示其藻红蛋白为Ⅰ型 R-藻红
蛋白，在 498 nm和 565 nm处有荧光激发峰，在 540 
nm处为一肩峰，即双峰型（图 1）。有学者认为，Ⅱ
型藻红蛋白（在 540 nm处为一正常荧光激发峰，即
三峰型）在系统进化地位上优于Ⅰ型 R-藻红蛋白[8]，

因而鉴别藻红蛋白的光谱类型具有一定的分类学意

义。温少红等[9]报道，紫球藻（Porphyridium cruentum）
的 B-藻红蛋白在 545 nm和 563 nm各有一个峰，在
498 nm 有一肩峰。同是红藻，紫球藻和本实验的小
珊瑚藻的藻红蛋白荧光激发光谱稍有差别，或许是由

于种间的特异性所决定的。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1 小珊瑚藻藻红蛋白的荧光激发光谱 

Fig.1  The fluorescence emission spectra of phycoerythrin 

of Corallina pilulifera 

 
2.3  pH值对藻红蛋白的影响   
小珊瑚藻藻红蛋白溶液的荧光强度随 pH值变化

的情况比较复杂（图 2~4）。pH在 6~9范围内变化时，
荧光强度随 pH值的升高呈下降趋势，但强度下降不
大；pH 5时荧光强度介于 pH 6和 pH 7之间。pH 4
时荧光强度降至 pH 7时的 45 %左右，pH 3时荧光消
失，而在 pH 10时荧光强度反而显著升高。有证据表
明藻红蛋白可见光吸收光谱能稳定在较大的 pH范围
内（pH 4~11），因此荧光强度的变化可能主要由蛋白
质结构变化引起。在近中性的环境中，藻红蛋白分子

的整体结构较稳定。pH 6时蛋白分子存在一个中性的
构像，对于色素基团的荧光发射最为有利。酸性太强

（pH＜4时）对蛋白结构有明显的破坏作用，荧光猝
灭；碱性太强（pH＞10）则很可能使蛋白结构出现大
幅度翻转，导致荧光强度陡增。 
2.4  H2O2对藻红蛋白的影响 

H2O2 提供了一个氧化性的环境，发射光谱清楚
地显示随着 H2O2浓度的升高，藻红蛋白荧光强度剧

烈下降（图 5）。当 H2O2体积分数大于 0.1 ％时，荧
光基本消失。H2O2 不仅能作用于分子表面的 Cys，
Met，Trp 残基及二硫键，对藻红蛋白中大量的碳-碳
双键也有强烈的破坏作用。观察可见，随着氧化剂浓

度的升高，蛋白液的红色明显消褪。 
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图 2  酸性溶液对藻红蛋白的作用 

Fig.2  Effect of acid solution on phycoerythrin 

a.pH6，b.pH5，c.pH4，d. pH3 

图 3  碱性溶液对藻红蛋白的作用 

Fig.3  Effect of basic solution on phycoerythrin 

a.pH10，b. pH7，c. pH8，d. pH9

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  pH值对藻红蛋白的作用                                 图 5  H2O2对藻红蛋白的影响 

Fig.4  Effect of pH on phycoerythrin                            Fig.5  Effect of H2O2 on phycoerythrin 

a.0.01%，  b.0.05% 

2.5  光照对藻红蛋白的影响   
随着样品接受光照时间的延长，藻红蛋白荧光

强度趋于下降（图 6）。藻红蛋白是藻类的捕光色素
之一，在光合作用中行使捕集光能和传递光能的作

用。而这种功能的实现与其结构，特别是构像的变化

密切相关。离体的连续光照必然导致藻红蛋白构像的

不可逆变化。此外，光照对色素基团的激发作用使其

位于较高的能级，易受环境中各种理化因子的作用而

被破坏，这也是荧光强度下降的一个原因。 
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2.6  温度对藻红蛋白的影响   
藻红蛋白在室温中受激发能发出较强的荧光，

但荧光强度随着温度的升高而明显下降（图 7）。在
温度低于 60℃时，荧光强度仍能维持一定水平。温
度升高至 80℃，短时间内蛋白分子变性，色素基团
遭破坏，蛋白液褪色，荧光消失，因此图 7中未能出
现 80 ℃处理的曲线。近年MacColl等[10]报道，即使

在南极厚厚的冰层下（2 ℃）下采集到的心形银杏藻
（Iridaea cordata）和 Phyllophora antarctica,其藻红蛋
白还能正常工作，只不过它在 482 nm有一个较强的
吸收峰，而本实验的 2种红藻的较强的吸收峰稍稍红
移至 498 nm。作者的实验进一步论证了藻红蛋白耐
寒不耐热的特性。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

图 6  光照时间对藻红蛋白的影响                                图 7  温度对藻红蛋白的影响 

Fig.6  Effect of light on phycoerythrin                        Fig.7  Effect of temperature on phycoerythrin 

a.4 h，b.8 h，c.12 h，d.15 h，e.17 h                                  a. 26 ℃, b. 40 ℃, c. 60 ℃ 

 
2.7  添加剂对藻红蛋白的影响   
藻红蛋白溶液中分别添加终质量分数为 1 %的淀

粉和 20  %的蔗糖导致荧光峰剧增（图 8），蛋白液
保持红色和澄清状态，有利于对藻红蛋白溶液的保

存，这与螺旋藻藻胆蛋白溶液的特性是一致的[11]。

47.5 %的乙醇和 2.5 %的维生素 C对藻红蛋白有沉淀
作用，溶液荧光消失，因此图 8中未见这两条曲线。
所不同的是乙醇沉淀的蛋白仍为红色，而维生素 C沉
淀的则呈紫色。作者曾经尝试了真江篱（Gracilaria 
confervoideus）的藻红蛋白的提取，发现提取液也呈
紫色，但静置后无沉淀。实验表明，几种藻胆色素的

结构只有微细的差异，共轭双键数目的微小变化都会

使其吸收波长出现明显的迁移，如藻红胆素甚至能转

变为藻蓝胆素。有学者认为紫色的藻红蛋白就是藻红

蛋白的变性颜色[11]。据此，作者推测藻红蛋白在乙醇

中的沉淀主要是由于该蛋白在乙醇中的溶解度较低，

而某些还原性基团很可能与色素基团发生了强烈的

相互作用，使其开环卟啉结构的共轭双键体系受到影

响，导致吸收光波红移的结果。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 8  添加剂对藻红蛋白的影响 

Fig.8  Effect of chemical additives on phycoerythrin 

a. 淀粉, b. 蔗糖 

a. starch, b. sucrose 
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Abstract：  The phycoerythrin of Corallina pilulifera has been extracted as the purity more than 3.0 by the 

ratio of A565/A280 by hydroxylapatite column chromatography. 0.173 g phycoerythrin could be obtained from every 1 

kg fresh C. pilulifera. The phycoerythrin showed two fluorescence emission apexes，ie，498 nm and 565 nm. So it 

belongs to the double-apexe type of phycoerythrin. Its fluorescence emission spectra showed that the phycoerythrin 

was high stable in the solution with pH ranged from 5.0~10.0，and that the two high stable points of phycoerythrin 

appeared at pH 6.0 and pH 10.0 respectively. It was sensitive to light. The fluorescence was generally disappeared 

after exposing under 800 lx for 17 h. It was also sensitive to oxidants, which make fluorescence disappeare after 

exposing to H2O2 (0.1 %) under 9 ℃ for 24 h. The color of the phycoerythrin could be faded and its fluorescence 

losed when it was treated under high temperature 80 ℃ for 0.5 h.  
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