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摘要:藻胆蛋白是某些藻类特有的捕光色素蛋白, 其中天然别藻蓝蛋白、藻蓝蛋白的抗氧化

活性已经被证明。实验以 2, 2�盐酸脒基丙烷( AAPH )为自由基生成者,应用藏红花素退色

反应为检测清除氢过氧自由基的方法,探讨了在大肠杆菌(Escher ichia coli )中表达并纯化的

带有 6� H is( 6� 组氨酸)标签和带有麦芽糖结合蛋白( M BP)标签的重组别藻蓝蛋白及其�、

�亚基的抗氧化活性。结果表明, 带有 His 标签的 6 � H is��APC、6 � H is��APC和 6 � H is�APC

均显示出一定的清除氢过氧自由基的能力, 其中 6 � H is��APC清除氢过氧自由基的 IC50值可

达到 27. 2 mg/ L , K a /K c (氢过氧自由基与重组别藻蓝蛋白和藏红花素反应的速度常数比)达

到 1. 24,大于带有色素基团的天然 APC 清除氢过氧自由基能力( IC50 57. 5 mg/ L ) ; 而带有

MBP 标签的重组别藻蓝蛋白亚基 M BP��APC和 MBP��APC和 MBP�APC( rAPC)则无明显的清

除能力。结果首次证实了脱辅基蛋白具有清除氢过氧自由基能力, 因而在天然藻胆蛋白中

脱辅基蛋白是清除自由基的贡献者之一, 这为进一步研究重组别藻蓝蛋白的抗肿瘤机理提

供了线索。
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� � 藻胆蛋白是某些藻类中特有的捕光色素蛋白,

由脱辅基蛋白和四吡咯结构的藻胆色素构成, 有很

高的营养和医疗诊断价值[ 1, 2]。国内外的文献表明,

天然的藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白均具有清除羟自由基

和氢过氧自由基的抗氧化活性[3~ 5]。在体内, 藻胆蛋

白还能抑制 Fe+ 2�Vc或自由基生成者 2, 2�盐酸脒基

丙烷( AAPH ) 引起的肝脏微粒脂过氧化物的生

成[4, 6]。同时,这种抗氧化活性也是其具有抗炎症、

抗肿瘤作用的基础[7, 8]。神经细胞保护作用机理研

究表明,藻胆蛋白有抗凋亡活性。它可清除细胞受破

坏后产生的自由基, 避免自由基导致的氧化性 DNA

损伤,而后者如不能及时修复, 积累到一定程度,会启

动凋亡程序,引起细胞凋亡[ 9, 10]。藻胆蛋白对细胞因

子作用的研究则发现, 藻蓝蛋白能消除氧化胁迫导

致的T NF��反应[ 11, 12]。藻胆蛋白抗肿瘤活性确切的

分子机制尚不清楚。从目前的一些研究结果来看,藻

胆蛋白的抗肿瘤活性的基础很可能是其抗氧化活

性。

Bhat等[ 13]发现藻蓝素有清除活性氧的活性, 但

是活性低于藻蓝蛋白。周站平等[5]报道采用 SDS、脲

及碱性条件对 C�PC 和 APC 进行变性, 蛋白质链解

构, 色基基团被暴露出来, 从而增强了 C� PC 和 APC

清除自由基的能力,因此认为藻胆蛋白清除自由基主

要是由藻胆色素完成的。但是,还没有分离脱辅基蛋

白并对其抗氧化作用作专门研究的报道, 因此, 不能

完全排除脱辅基蛋白也具有抗氧化活性的可能性。

秦松等[14] 从蓝藻 A nacy stis nidulans UT EX625

中克隆了 APC 基因, 并在大肠杆菌( Escherichia co�
li ) 表达了带有 MBP 标签的重组别 藻蓝蛋白

( rAPC)。研究表明, rAPC 对小鼠 S180 肉瘤具有显

著的抑制效果。体内抗肿瘤试验中, 静脉注射 rAPC

对小鼠 H 22 肝癌瘤模型也有显著的抑瘤效应, 并呈

显著的量效关系[ 15] , 但其抗肿瘤活性的机理仍未

知。

本实验室在此基础上 , 利用大肠杆菌表达带有
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MBP 标签的重组别藻蓝蛋白亚基 MBP��APC和 MBP�
�APC以及带有 H is 标签的 H is��APC、His��APC和 H is�
APC( H APC) 来分别进一步研究重组别藻蓝蛋白

( rAPC)的抗肿瘤机理。作者从体外清除氢过氧自由

基体系入手, 探讨了别藻蓝蛋白中脱辅基蛋白和结

合基团对其清除自由基作用的影响, 以试图找到重

组别藻蓝蛋白抗肿瘤的途径。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料及试剂
基因重组别藻蓝蛋白组分: H is��APC、H is��APC、

His�APC 和 MBP��APC、MBP��APC和 rAPC 由本实验

室表达并纯化; 螺旋藻 ( Sp ir ulina p latens is )粉购自

中国科学院海洋研究所。

金属离子螯合层析柱填料 Chelating Sepharo se

Fast Flow 购自 Amer sham Bio tech 公司; Amylose亲

和层析柱填料购自 New England Bio labs, I nc, Bev�
er ly USA ; AAPH ( 2, 2 �Azo�bis ( 2�amidinopr opane )
hydr ochlo ride)和藏红花素( cro cin)购自 sigma公司;

其他常用普通化学试剂均为国产分析纯。

1. 2 � 实验方法
1. 2. 1 � 重组别藻蓝蛋白的分离与纯化
1. 2. 1. 1 � 重组别藻蓝蛋白的分离

发酵获得的菌液以 8 000 r/ m in 离心 30 m in 收

集菌体。菌体按 1 ! 50 比例重悬于缓冲液 [ H is�
�APC、H is��APC、H is�APC 重悬 于 Start Buffer ( 20

mmol/ L Na2 H PO 4 , pH 7. 4, 500 mmo l/ L NaCl) ;

MBP��APC、M BP��APC、rAPC 重悬于 Column Buffer

( 10 mmol/ L T ris�HCl, 200 mmo l/ L NaCl, 0. 1

mmol/ L EDTA , pH 7. 4) ]中, 超声破碎细胞 (功率

40 W, 破碎 8 s,间隔 2 s,共 30 min, 冰浴)。完全破碎

后, 12 000 r/ min 离心 30 min, 上清液用 0. 45  m 无

菌硝酸纤维素膜过滤后用于上柱纯化。

1. 2. 1. 2 � 金属离子螯合层析
His��APC、H is��APC、H is�APC 的纯化采用 Amer�

sham Bio tech 公司的 Chelating Sephar ose Fast F low

凝胶填料, 根据说明书 ( 71�5001�87AC, 2003)装填并
预处理好柱料后, 以目的蛋白约 5 g / L 柱料的标准

上样,用含 50 mmol/ L 咪唑的 St art buffer 洗杂,用含

200 mmol/ L 咪唑的 St art buffer 洗脱目的蛋白。

1. 2. 1. 3 � Amylose亲和层析

MBP��APC、MBP��APC、rAPC 的纯化采用 Amy�
lose Resin E8021 填料 ( New Eng land Bio labs, Inc,

Bever ly USA )装填并预处理好柱料后,以目的蛋白约

3 g / L 柱料的标准上样, Co lumn Buffer洗杂, 含麦芽

糖的 Column Buffer 洗脱目的蛋白。

1. 2. 2 � 天然别藻蓝蛋白的分离纯化
将螺旋藻粉溶于磷酸缓冲液中,反复冻融破碎细

胞后, 提取液经硫酸铵沉淀, 透析,然后上羟基磷灰石

柱纯化。

1. 2. 3 � 藏红花素退色反应清除氢过氧自由基能力的
测定

参考 Bhat方法建立实验模型[ 4, 16, 17]。反应体系

中包括: 10  mol/ L 的藏红花素, 不同质量浓度的蛋

白样品溶液( 10, 20, 30, 40, 50 mg / L )及 10 mmol/ L

的 pH 7. 4的 PBS 溶液。加入 10 mmo l/ L 的 AAPH

后, 氢过氧自由基开始生成, 记录 2~ 5 min 中在 440

nm 处的光吸收值, 退色速率可用公式 V b / V a = 1+

( K a/ K c) � CA /CC计算。其中, V b是无蛋白样品时的

藏红花素的退色速率, V a是加入蛋白样品时的藏红

花素的退色速率。CA表示蛋白样品的浓度, CC 表示

藏红花素的浓度。K a和 K c表示氢过氧自由基分别

与重组别藻蓝蛋白和藏红花素反应的速度常数。作

图得一直线, 斜率即是 K a/K c。对照为尿酸。

2 � 结果与分析

2. 1 � 重组别藻蓝蛋白的纯化
金属离子螯合层析纯化后的重组别藻蓝蛋白

H is��APC、H is��APC、H is�APC, Am ylo se亲和层析纯化

后的重组别藻蓝蛋白 MBP��APC、MBP��APC、rAPC 经
SDS�PAGE 检测其纯度(图 1) , 经 VDS 型凝胶成像

系统( Pharmarcia, USA)对泳道进行扫描,再用 Image

M aster1D Eliter 软件( Amersham Pharmacia Biotech)

分析, 目的蛋白纯度达到 95%以上。

图 1 � 重组别藻蓝蛋白及其亚基 SDS�PAGE电泳结果

Fig. 1 � SDS�PAGE analysis of recombinant alloph ycocyanin

and it s subun it s

1. His��APC ; 2. H is��APC ; 3. H is�A PC; 4. M BP��APC ;

5. MBP��APC ; 6. rA PC

M. 标准蛋白质; M. standard protein markers

2. 2 � 天然别藻蓝蛋白的纯化
天然别藻蓝蛋白经硫酸铵沉淀和两次羟基磷灰

石柱层析后, 室温下 APC 的最大吸收峰为 650 nm,
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荧光发射峰为 665 nm, 与文献报道吻合, APC 的

A 650 / A 280= 4. 1, 大于 4. 0, 可以用于抗氧化实验研

究。

2. 3 � 重组别藻蓝蛋白及天然别藻蓝蛋白抗

氧化活性比较

2. 3. 1 � 带有 MBP标签的重组别藻蓝蛋白及其亚基

清除氢过氧自由基的能力

图 2 比较了蛋白样品质量浓度为 50 mg/ L 时清

除氢过氧自由基的能力, 结果显示除带有 MBP 标签

的重组别藻蓝蛋白 MBP��APC显示出很低的清除自由

基的能力外, MBP��APC和 rAPC 均无明显的清除自

由基的能力。与之相反,天然别藻蓝蛋白和带有 H is

标签的重组脱辅基别藻蓝蛋白及其亚基则不同程度

上表现出了清除自由基的能力。这说明, MBP 基团

在对重组别藻蓝蛋白清除自由基的能力上只起了反

作用。这可能是由于其与脱辅基蛋白或亚基的结合

改变了其空间结构, 也可能是由于其本身在一定浓

度下就自身产生自由基。

图 2 � 相同质量浓度下( 50 mg/ L)不同重组别藻蓝蛋白清除

自由基能力

Fig. 2 � The scavenging abilit y of dif ferent recombinant allophy�

cocyanins at the same concentrat ion ( 50 mg/ L)

A. His��APC ; B. H is��APC ; C . H is�APC;

D. 天然 APC; E. M BP��APC ; F. rAPC;

G. MBP��APC ; H . 尿酸

2. 3. 2 � 带有 H is 标签的重组别藻蓝蛋白及其亚基清

除氢过氧自由基的能力

图 3 显示了不同浓度下带有 H is 标签的重组别

藻蓝蛋白及其亚基与天然 APC 清除自由基的情况,

His��APC、H is��APC和 H is�APC 均高于天然 APC, 且

随着浓度的提高, 清除能力随之提高。其中, H is�

�APC、H is��APC、H is�APC、APC、尿酸的 IC50值分别是

45. 9, 27. 2, 54. 8, 57. 5, 7. 8 mg/ L ; K a/ K c值分别是

0. 81, 1. 24, 0. 19, 3. 27, 1. 33(表 1)。

图 3 � 带有 His 标签的重组别藻蓝蛋白 His�APC及其亚基

(H is��APC和 His��APC )与天然 APC的抗氧化能力比较

Fig. 3 � Ant ioxidan t activity of H is�t agged APC and it s sub�

unit s ( H is��APC and H is��APC ) w ith native allophy�

cocyan in

表 1 � His��APC、His��APC、His�APC和 APC对 AAPH 产生的

氢过氧自由基清除作用的比较

Tab. 1 � Effect of His��APC, His��APC, His�APC and native

APC on scavenging peroxyl radical generated from

AAPH

样品 IC50( mg/ L) K a / K c

H is��APC 45. 9 0. 81

His��APC 27. 2 1. 24

H is�APC 54. 8 0. 19

APC 57. 5 1. 33

尿酸 7. 8 3. 27

由于带有藻胆色素的天然别藻蓝蛋白在光照条

件下可以生成自由基, 随着浓度提高, 不能饱和吸收

光能才表现出清除自由基的能力[5] ,天然藻胆蛋白中

脱辅基蛋白的清除自由基能力被光合传递过程中其

生成自由基的能力所抵消。故当把脱辅基蛋白及其

亚基分别连接上一个小分子的H is 标签重组表达后,

由于没有了藻胆色素, 生成自由基的能力大大减弱,

其较强的抗氧化能力才分别显现出来。另外, H is�

�APC和 H is��APC清除自由基能力的不同, 显示出不同

亚基对藻胆蛋白抗氧化能力的贡献也是不一样的。

而且, H is�APC 的抗氧化能力低于分别表达的 H is�

�APC和 H is��APC的结果暗示�、�的空间结构对其抗氧

化活性也有着一定的影响。
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3 � 讨论

藻胆蛋白是由藻胆色素和脱辅基蛋白组成, 是螺

旋藻中重要的捕光色素蛋白, 其光能传递效率可达

90%以上。在天然状态下, 藻胆蛋白在光照条件下,

当存在合适电子供体或受体时, 能够给出电子[18] , 从

而产生自由基。另外,藻胆蛋白的藻胆色素中的双键

存在的异构体的可逆变化及其在光动力治疗中可产

生单线态氧和其他氢过氧自由基说明藻胆蛋白还能

够产生自由基。由于天然状态不是自由基清除的理

想状态[5] ,限制了其在抗氧化方面的运用。

本研究对应用基因工程技术获得的重组别藻蓝

蛋白进行了对偶氮化合物 AAPH ( 2, 2 �Azo�bis ( 2�
amidinopropane) hydro chlor ide )产生的氢过氧自由

基清除作用的测定。已有相关的文献报道,偶氮化合

物 AAPH 生成的自由基使藏红花素(一种类胡萝卜

素的衍生物)退色的反应是有效评价抗氧化能力的

一种方法[16]。本实验运用此法对大肠杆菌中表达的

几种重组别藻蓝蛋白及其 �、�亚基 MBP��APC , MBP�

�APC , rAPC 和 His��APC , H is��APC , H is�APC 以及天
然 APC 清除氢过氧自由基的能力进行了测定。发现

带有 H is 标签的重组别藻蓝蛋白对氢过氧自由基均

有一定的清除作用。其中, H is��APC 的 IC50 值为

27. 2 mg / L , 高于天然 APC( IC50值 57. 5 mg/ L)。带

有 MBP标签的重组别藻蓝蛋白则没有表现出明显

的氢过氧自由基清除能力。

结果表明, 带有 H is 标签的重组脱辅基别藻蓝

蛋白及其亚基没有结合藻胆色素, 仍具有清除自由

基的能力,且 H is��APC > H is��APC > His�APC。因此
推测,在天然藻胆蛋白中, 脱辅基蛋白也是清除自由

基的贡献者之一, 因而证实了关于藻胆蛋白是从脱

辅基蛋白和藻胆色素两个水平上清除自由基的推

论[3]。另外,本试验室早先对重组别藻蓝蛋白清除羟

自由基的活性进行过比较研究, 其中结合 MBP 标签

的脱辅基蛋白 rAPC 的清除羟自由基的 IC50值达到

488mg/ L [19] , 而在本试验中基本没有清除氢过氧自

由基的能力。这表明 rAPC 通过清除特定的自由基

来达到抗氧化作用。在所有已知的活性氧种类中,羟

自由基具有最广泛的靶标, 它可以氧化和切割蛋白、

羟基化蛋白质和 DNA 中的芳香环, 致使 DNA 断

裂[20] , 这为进一步揭示 rAPC 的抗肿瘤机理提供了

一条有益的思路。
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Abstract: T he apo�a llophycocyanin and its subunits expr essed in Escher ichia coli in our lab w ere purified

with amy lo se affinity co lumn o r N i+ � chelating affinity co lumn. T heir per oxyl radical ( generated by AAPH )

scaveng ing proper ties w er e evaluated by competition kinetics of crocin bleaching . The results showed t hat only

recombinant a llophycocyanin fused with 6 H is�tag and its � o r � subunit can scavenge peroxy l r adical success�
fully , and the separated� subunit had a higher inhibition effect on pero xy l radical than o ther s, with an IC50 val�
ue of 27. 2mg / L and the rate constant ratio of 1. 24, higher t han the native allophycocyanin w ith an IC50 value

of 57. 5mg/ L. We also observed that recombinant allophycocyanin fused w ith MBP� tag and its � o r � subunit

had no r ema rkable scavenging ability on per oxyl r adical. These r esult s clear ly suggested that apo�allophycocya�
nin is invo lv ed in the antiox idant and radical scaveng ing activ ity of allophycocyanin. The antio xidant act ivity

may be par tially responsible for the anti�tumo r effect of the recombinant allophycocyanin.
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