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高纯度藻胆蛋白的分离纯化研究进展 
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摘要: 藻胆蛋白在食品、化妆品等领域中具有广泛的应用前景, 同时也可以作为医学研究中的荧光标

记物和氧化应激疾病的潜在治疗药物。高纯度藻胆蛋白的分离纯化一直是国内外的研究热点。目前, 蓝

藻中的螺旋藻和红藻中的微藻紫球藻是研究较多的材料, 龙须菜近年来的广泛种植, 扩大了原材料的

来源。藻胆蛋白的粗提主要是由物理破碎和化学沉淀组成, 破碎的方法因原料的不同而具有一定的差

异。高纯度的藻胆蛋白获取主要是通过离子交换, 疏水层析等方法, 这些方法耗时长, 回收率低; 双水

相萃取, 利凡诺沉淀, 壳聚糖和活性碳吸附沉淀为人们分离纯化藻胆蛋白提供了新的思路。  
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藻胆蛋白(phycobiliprotein, PBP)是除叶绿素 a之

外的另一类光合色素蛋白, 存在于蓝藻、红藻、隐藻

和少数甲藻中。根据藻胆蛋白紫外吸收光谱的特点

藻胆蛋白可以分为三类: 藻蓝蛋白(phycocyanin, PC, 

λmax 610~620 nm), 别藻蓝蛋白(allophycocyanin, APC, 

λmax 650~655 nm)和藻红蛋白(phycoerythrin, PE, λmax 

540~570 nm); 通常 PE 根据来源和光谱特性的不同

又可分为 B-PE, R-PE和 C-PE[1]。藻胆蛋白是由脱辅

基蛋白和以四毗咯为基本结构的几种色基组成, 其

蛋白部分是一类寡聚蛋白, 基本构建单位是 α 和 β

亚基, 在 PE 中还存在少量的 γ 亚基[2]。藻胆蛋白在

光合作用中作为捕光色素系统进行吸收和传递能量, 

在藻体细胞中还作为储存蛋白能够使藻类在氮源缺

乏的季节得以生存[3]。 

藻胆蛋白作为一种水溶性的色素蛋白, 用途极

为广泛。一般合成的着色剂具有毒性和致癌等不安

全因素, 因此藻胆蛋白做为天然色素可以广泛应用

于食品工业(糖果、口香糖、冰激凌、乳制品、软饮

料、芥末酱等), 在亚洲一些国家藻胆蛋白也被用于

化妆品行业(眼脸膏、眼线膏、口红); 藻胆蛋白尤

其是 PE具有吸收系数大, 荧光量子产率高, 斯托克

位移宽, 稳定性强等特性常做为荧光试剂应用于生

物医学分析(流式细胞仪、荧光活细胞分选、 荧光

免疫分析、荧光显微镜等)[4-6]; 同时藻胆蛋白还是

一种重要的生理活性物质 , 如抗氧化 , 抗肿瘤 , 抗

病毒, 提高人体免疫力等[7-14](如表 1), 可制成食品

和药品用于医疗保健上; 此外 , 藻胆蛋白也是一种

最具有开发潜力的光敏剂, 可介导肿瘤光动力学治

疗等[15]。 

藻胆蛋白在不同领域应用时对其纯度 (Aλmax/ 

A280)要求不同
[16-17], 一般纯度大于 0.7 是食品级, 大

于 3.0 是医药级, 大于 3.9 是反应级, 试剂级大于

4.0。藻胆蛋白在不同领域中应用时, 因其纯度要求

不同 , 所以藻胆蛋白的价格也不尽相同。2014 年

Sigma公司生产的试剂级R-PE的价格为 1572.48元/mg, 

APC 的价格为 1233.76 元/mg; C-PC(A620/A280 >3.5)

的价格为 1590.03 元/mg。基于藻胆蛋白较强的生理

活性和荧光特性, 以及在其强大的经济利益驱动下, 

使藻胆蛋白尤其高纯度的藻胆蛋白分离纯化方法成

为国内外研究的热点。 

本文主要基于近年来已发表的文献对高纯度藻

胆蛋白的分离纯化方法的研究进行了综述, 以期为

读者提供一个完整的有关藻胆蛋白分离纯化发展趋

势的构架。 
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表 1  藻胆蛋白生理特性和机制  
Tab.1  Physiological property and mechanisms of phycobiliprotein 

序号 BPB 生理活性 实验体系 文献

一、抗氧化和自由基清除 

1 减少药物阿霉素对心脏毒性, 清除氧自由基 大鼠心肌胞 [7] 

2 阻止硫代乙酰胺诱导的肝性脑病, 防止脂质过氧化 体内, 大鼠 [7] 

3 阻止草酸诱导形成肾结石, 防止脂质过氧化 体内, 大鼠 [7] 

4 预防和治疗全脑缺血再灌注损伤, 防止脂质过氧化 体内, 沙鼠 [8] 

5 

C-PC 

防止三丁基锡所诱导的胸腺萎缩, 清除氧自由基 体内, 大鼠 [9] 

6 防止 CCl4毒性所诱导的肝肾损伤, 清除氧自由基 体内, 大鼠 [10]

7 
C-PE 改善糖尿病综合征和低密度脂蛋白动脉粥样硬化, 减少氧化应激和

低密度脂蛋白氧化 
体内, 大鼠 [11]

二、影响基因的表达和酶抑制 

1 抗发炎, 抑制 NO合酶的表达, 减少烟硝酸盐合成 单核巨噬细胞系 [7] 

2 抗血小板聚集, 主要由于抑制环氧化酶活性 兔血浆 [7] 

3 抗癌, 诱导骨髓性白血病细胞凋亡 骨髓性白血病母细胞 [7] 

4 

C-PC 

抗癌, 抑制耐药基因(MDR1) 人肝癌细胞 [12]

5 B-PE 抗肿瘤, 抑制恩悉尼塔斯髓肿瘤细胞增殖 髓肿瘤细胞 [13]

6 R-PE 抗发炎, 抑制肥大细胞的去颗粒作用 嗜碱性白血病细胞 [14]

注: 此表是根据 Eriksen等[7]修改后的表 

 

1  高纯度藻胆蛋白的制备 

用于分离纯化藻胆蛋白的材料很多, 它们在细

胞结构 , 藻胆蛋白种类和含量等方面差别很大 , 以

至今日都没有形成一个标准的方法来分离纯化藻胆

蛋白[5]。一般藻胆蛋白的分离纯化流程为三步(图 1), 

首先是植物组织体的破碎 , 浸提获得粗提液 ; 其次

是粗提 , 此步主要为进一步的分离纯化做准备 ; 最

后就是分离纯化制备出高纯度的藻胆蛋白。 

  

图 1  藻胆蛋白的分离纯化流程 

Fig. 1  Progress on isolation and purification of phycobiliprotein 

1.1  提取原料 

目前, 分离纯化比较多的藻胆蛋白主要为来自

于蓝藻中的 PC, APC及来自红藻中R-PE和B-PE; 蓝

藻中的螺旋藻和红藻中的微藻紫球藻是研究较多的

材料[1, 18]。 

螺旋藻自 20 世纪 80 年代初引入我国, 经过近

30 年的快速发展, 在我国螺旋藻养殖业已占据重要

地位; 我国的沿海大部分地区和部分内陆地区都有

大规模的螺旋藻养殖基地。张学成等[19]统计我国螺

旋藻养殖面积约 750 万 m3, 养殖基地多达 60 余家, 

年产量高达 9600 t, 经济价值约 40 亿元。螺旋藻当

中生物活性物质含量多且比较丰富, 干细胞中蛋白

质的含量达到 50%以上, 其中藻蓝蛋白占 10%~15%, 

这为人们提取 PC 提供了充足的原材料。除此之外, 

Miyamoto 等[20-23]利用 Aphanizomen flos-aquae,  Ar-

thronema africanum,  Phormidium ceylanicum, Phor-
midium fragile等来分离纯化藻蓝蛋白; Parmar等[24-27]

从 Halomicronema sp. A32DM, Leptolyngbya sp. 

KC45, Lyngbya arboricola和 Pseud anabaena sp.中分

别分离纯化得到了高纯度的 C-PE。红藻作为提取 PE

的主要原材料, 在我国也有广泛的种植。紫球藻是我

们分离纯化 PE的理想材料, 但其目前在我国还没有

取得大规模的种植; 而红藻中的龙须菜在我国具有

广泛的种植。自 2000年, 张学成等[28]选育的国家水
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产新品种“龙须菜良种 981”在广东汕头南澳岛示范

栽培获得成功以来 , 龙须菜栽培面积不断扩大 , 目

前南澳龙须菜养殖已形成规模化, 平均达到 5kg/m2, 

养殖周期从原产地春秋两季各 45天延长至 5个月以

上。全国龙须菜的栽培面积超过 1.3万 hm2, 年产量

15 万 t 干品, 成为继海带和紫菜之后第三大海藻栽

培业, 这为大规模分离纯化 PE提供了可能。Rossano

等[29-31]从 Corallina elongata, Heterosiphonia japonica

和 Polysiphonia urceolata 等红藻中也分离纯化得到

高纯度的 R-PE。 

Zhao等[32]利用裂解酶(PecE和 PecF)催化体外重

组的藻蓝蛋白 α 亚基与藻蓝胆素结合, 获得了具有

荧光特性的重组 α 亚基。这使得转基因和酶催化相

结合的方法生产具有荧光活性的藻胆蛋白成为可能, 

此方法为获取藻胆蛋白提供了新的来源。 

1.2  藻胆蛋白的粗提 

藻胆蛋白是水溶性的胞内蛋白, 要获得高纯度、

高回收率的藻胆蛋白, 对藻体的破碎显得尤为重要。

目前用于藻体破碎的方法主要是物理法破碎。Gantar

等[21-22, 33-36]将藻体在–20℃和 4℃到 30℃之间进行反

复冻融 , 此方法利于蛋白溶出并且易于放大。Liao

等 [37-41]利用超声波破碎的方法对藻体进行破碎, 发

现可以大大提高藻胆蛋白的溶出率, 但此方法不利

于大规模制备藻胆蛋白, 并且生产的过程会产生热

量, 这对藻胆蛋白活性有很大影响, 应用范围有限。

Patil 等[42]利用从渗透压破碎法破碎 Spirulina plat-

ensis, 该操作简单, 是比较理想的细胞破碎法, 但该

方法对处理的样品有要求, 一般大型藻类很难直接

运用此方法对藻体进行破碎。除此之外, 还有液氮研

磨破碎等方法。上述方法都有一定的局限性, 实际生

产中 , 常常几种方法经常混合使用 , 以最大的限度

破碎使藻胆蛋白溶出。 

破碎后的藻体按一定的物料比与不同的提取液

混合浸提获得藻胆蛋白的粗提液。由于此粗提液里

常含有其他蛋白和多糖等成分, 一般在传统的藻胆

蛋白分离纯化前多先经过粗提, 传统的粗提方法有

(NH4)2SO4 盐析, 丙酮沉淀等[26], 进年还来出现了利

凡诺沉淀, 壳聚糖和活性碳吸附等新方法处理粗提

液[33, 41-49], 为下进一步的分离纯化做准备。 

1.3  藻胆蛋白的分离纯化 

1.3.1  传统分离纯化藻胆蛋白的方法 

对于不同藻类藻胆蛋白的分离纯化方法有很多

种(表 2), 传统上都是通过数次的羟基磷灰石柱层析

结合离子交换层析或凝胶过滤层析来进行的。 

Miyamoto等[20]通过硫酸铵盐析并结合羟基磷灰

石柱层析对 Aphanizomenon flos-aquae中的 PC进行

纯化, 获得了纯度超过大于 4.0 的 PC; Liu 等[31]用

DEAE-Sepharose FF进行 PH梯度洗脱(pH 5.6~4.0), 

最终获得藻红蛋白的纯度达到 5.6, 回收率达到

67.33%。Mishra 等[27]利用两步色谱技术分离纯化假

鱼腥藻中的 C-PE, 首先将粗提液用硫酸铵分级盐析

(25%~60%); 然后用 Sephadex G-150层析柱(35cm× 

1 cm, 柱床高 25cm)分离, 收集样品; 最后用 DEAE- 

cellulose层析柱进行NaCl(0~0.5 mol/L)梯度洗脱, 洗

脱速度为 0.5 ml/min获得的藻红蛋白纯度为 6.8, 回

收率为 46%。膨胀床吸附技术也常常被用于分离纯

化藻红蛋白, Bermejo等[49]探究了膨胀床结合离子交

换技术对螺旋藻藻蓝蛋白分离纯化的效果, 并在不

同水平上进行了研究 ; 在实验室水平上 , 其能够获

得纯度大于 4.0, 回收率为 69%的藻蓝蛋白, 在中试

水平上, 生产出来的藻蓝蛋白纯度大于 4.0, 回收率

为 59%。 

目前 , 使用羟基磷灰石柱层析分离时间长 , 易

使蛋白变性 ; 而离子交换柱虽然成本高 , 但有处理

量大, 分离时间短, 效果好等特点; 膨胀床吸附层析

技术兼有流化床和填充床层析的优点, 不需预先除

去料液中的颗粒而可以直接从料液中吸附目标产

物。现多采用一步离子交换层析法, 并且常常是其他

分离方法与离子交换相结合。 

文献中报道的藻胆蛋白常用提纯方法在实际工

业化生产过程中存在操作步骤复杂, 动力能耗高以

及操作周期长等缺点 ; 据文献报道 , 分离纯化的成

本占产品成本的 50%~90%[43], 此外, 由于步骤过多

而导致产量损失大, 通常每增加一步层析过程目标

蛋白就会减少 20%, 这对工业化生产来说成本无疑

是十分昂贵的。因此, 一种高效, 经济, 易于放大的

分离纯化方法对于生产高纯度和高回收率的藻胆蛋

白来说是十分必要的。 

1.3.2  新型分离纯化藻胆蛋白的方法 

随着技术的进步, 近年来出现了一些分离纯化

藻胆蛋白的新方法 , 如 : 双水相萃取法分离纯化藻

胆蛋白具有操作步骤少, 时间短, 回收率高等优点, 

分离纯化的同时还能使藻胆蛋白在一相中浓缩, 因

此, 近年该方法获得了许多学者的青睐。 

Patil 等[16, 43]采用 12.28%的聚乙二醇和 11.63% 
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表 2  不同藻类的藻胆蛋白分离纯化方法比较 
Tab. 2  Methods on isolation and purification of phycobiliprotein from different marine algaes 

原材料 PBP 纯化过程 纯度 回收率(%) 文献

蓝藻 

Aphanizomen flos-aquae C-PC P1, CH4 4.78 — [20]

Arthronema africanum C-PC E1, CD3, P2, P1, CH2(Sephadex G-25) 4.52 55.00 [21]

Arthrospira maxima C-PC E2, C2, P1 3.80 29.50 [42]

Arthrospira fusiformis C-PC P1 & P2, CH2 (Sephadex G-25), P2 4.30 46.00 [41]

Halomicronema sp. A32DM C-PE E1, P1, CH2(Sephadex G-150) 4.00 66.20 [24]

Leptolyngbya sp. KC45 C-PE CD2, E1, P1, C2, CH4, CH2, CH5 17.38 0.006 [25]

Limnothrix sp.strain 37-2-1 C-PE E3, CD3, A1, A2, P1, C2 4.30 8.00 [33]

Lyngbya arboricola C-PE E1, CD2, P3, CH2(Sephacryl S300HR),  
P1, CH1(DEAE-cellulose) 

5.25 — [26]

Lyngbya sp. A09DM C-PE E1, P1, CH2(Sephadex G-150) 3.70 64.90 [24]

Oscillatoria quadripunctulata C-PC CD3, P1, CH2(Sephadex G-150), CH1(DEAE cellulose) 3.31 68.00 [34]

Phormidium ceylanicum C-PC CD3, C2, CH1 4.15 63.50 [22]

Phormidium fragile C-PC CD1, P1, CH5 4.52 62.00 [23]

Phormidium sp. A27DM C-PE E1, P1, CH2(Sephadex G-150) 3.90 62.60 [24]

Pseudanabaena sp. C-PE E1, CD3, CH2(SephadexG-150), CH1(DEAE cellulose) 6.86 47.00 [27]

C-PC E2(PEG4000/potassium phosphate) 4.05 85.00 [16]

C-PC CD3, P1, C1, CH1(DEAE-Sepharose, FF) 5.59 67.00 [35]

C-PC A2, E2, CH1 6.69 — [43]

C-PC CD1, E1, P1, C1, CH2 4.98 — [44]

C-PC CD2, E1, A1&A2, C2, CH1(DEAE Sephadex A-25) 4.30 42.30 [37]

C-PC CH3 (Phenyl-Sepharose) 2.87 3.10 

C-PC CH1 3.20 0.77 

C-PC CH4 3.20 0.45 

[45]

C-PC CD4, E2(PEG4000/potassium phosphate) 4.02 78.58 [40]

Spirulina platensis 

APC E1, CD3, CD2, D1, CH4 5.16 — [36]

Spirulina platensis LEB 52 C-PC E3, P1, CH1(Q-Sepharose FF) 4.00 — [46]

Synechococcus sp. ECS-18 C-PE CD1, E1, C1, CH1(DEAE-Sephacel), CH2(Sephacryl S-300) 3.37 5.60 [47]

红藻 

Corallina elongata R-PE E1, C2, CH4, CH2 6.70 — [29]

Heterosiphonia japonica R-PE CD2, P1, CH2, CH1 4.89 — [30]

R-PE E3, P1, CH3,  CH1(Q-Sepharose) 3.26 25.00 

R-PE E3, P1, CH3, CH4(Phenyl-Sepharose) 3.90 22.00 

[48]Polysiphonia urceolata 

R-PE E1, P1, CH1(DEAE-Sepharose, FF) 5.60 67.30 [31]

E1, CD2, P1, C1, CH1(DEAE-Cellulose),  
CH2 (Sephadex G-100) 

10.00 — [38]Porphyridium cruentum B-PE 

E3, CD2, E2 3.20 90.00 [39]

注: 1、细胞破碎(Cell disruption, CD): 液氮研磨(CD1), 超声波破碎(CD2), 反复冻融(CD3),  渗透压破碎法(CD4); 2、抽提(Extraction, E): 

缓冲液(E1), 双水相萃取(E2), 水抽提(E3); 3、沉淀(Precipitation, P): (NH4)2S04盐析(P1), 利凡诺沉淀(P2), 丙酮沉淀(P3); 4、杂质吸附(Impurity 

adsorption, A): 活性碳吸附(A1), 壳聚糖吸附(A2); 5、浓缩(Concentration, C): 透析(C1), 膜超滤(C2);  6、色谱层析(Chromatography, CH): 离子

交换色谱(CH1), 凝胶层析(CH2), 膨胀床吸附层析(CH3), 羟基磷灰石层析(CH4), 疏水层析(CH5)  

 
的磷酸钾缓冲液形成的双水相体系对藻胆蛋白进行

分离, 研究发现, 在 PH 7.2 时萃取 C-PC, 一次萃取

后 , 其纯度从 3.96 提高到 5.22, 经双水相萃取的

C-PC 再经 DEAE-Sephadex 离子交换柱纯化, 达到
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6.69。对双水相萃取过程进行放大, 提取的 C-PC 纯

度为 5.22, 回收率为 66%, 证实了该方法具有现实可

行性。后来, Patil等[40]研究了双水相结合膜超滤技术

分离纯化新鲜螺旋藻的藻蓝蛋白, 在 PEG4000/磷酸

钾双水相体系中, 当系线长度为 18.64%, 相比 1.45

时, 藻蓝蛋白的纯度由起始是的 1.18 达到 3.23, 别

藻蓝蛋白纯度由 0.41 升到 0.74; 在经过三步萃取后

藻蓝蛋白的纯度达到了 4.02, 最后作者利用膜超滤

技术除盐 , 不仅将盐除去 , 而且别藻蓝蛋白的纯度

由 0.74 升到了 1.5, 回收率分别达到 78.58%和

51.73%。刘杨等[50]利用磷酸钾-PEG6000双水相体系

同时分离纯化APC和 PC, 在 pH 7.0系线长度为 34%

的时候, PC和 APC的纯化系数分别为 10.64和 0.57, 

此方法可以同时达到分离 PC和 APC的目的。 

双水相萃取技术具有原料丰富廉价、溶剂黏度

小、易回收、传质和分相速度快、操作简单、设备

要求低、节约能耗等优点, 已经在众多领域展现出工

业化前景。但目前该技术在藻胆蛋白提纯的工业化

中还没有被广泛利用, 阻碍双水相萃取技术走向工

业化的最大问题是构成双水相成相组分的价格昂

贵。随着对双水相体系研究的不断深入, 性能优良的

新型成相物质不断发现以及相关技术的发展, 双水

相萃取技术必将在生物下游产业中起到越来越重要

的作用[51]。 

除了双水相萃取之外 , 利凡诺沉淀 , 壳聚糖和

活性碳吸附沉淀也为人们分离纯化藻胆蛋白提供了

新的思路。Minkova 等[41]在细胞破碎液中加入利凡

诺试剂反复沉淀重复 4 次得纯度为 3.90 的 C-PC。

Minkova等[21]后来对该方法还对该法进行改良, C-PC最

终纯度达 4.52, 回收率为 55.00%。Gantar 等[33]向获得

的粗提液中加入活性炭和壳聚糖, 离心获得的 C-PC

溶液纯度为 3.60, 随后对 C-PC溶液进行盐析和超滤

最终纯度达到 4.30, 含量占干重的 8.00%。 

利凡诺沉淀, 壳聚糖和活性碳吸附沉淀分离纯

化藻胆蛋白能避免层析纯化过程中的繁杂步骤, 提

高了纯化效率, 而且产量高, 成本低, 易于扩大。 

2  展望 

藻胆蛋白是一种具有广泛用途的活性物质, 当

前藻胆蛋白的应用正由食品, 化妆品行业逐渐延伸

到医学诊断, 光疗和药物领域中去。现已有公司在从

事与藻胆蛋白相关的生产 , 2008 年 , Sekar 和

Chandramohan两家公司就已经有了 297 项与藻胆蛋

白有关的专利[52]。我国拥有丰富的螺旋藻和龙须菜

等海藻植物资源, 这为藻胆蛋白的来源提供丰富的

原材料。但藻胆蛋白的分离纯化过程较为繁杂, 回收

率低 , 耗时长 , 目前还没有一种高效的分离纯化方

法应用到高纯度藻胆蛋白的纯化中去, 这使得高纯

度藻胆蛋白的大范围使用受到了很大的限制, 如何

开发出短时高效, 纯度高和回收率高的提取纯化技

术仍然是今后研究的重点。 
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Abstract: Phycobiliprotein has promising applications in nutrient ingredient and natural color for food and cos-

metics. It is also used as potential therapeutic agent in oxidative stress-induced diseases and as fluorescent markers 

in biomedical research. Recently, more and more reseachs are concentrated on isolation and purification of 

high-purified phycobiliprotein. Currently, Spirulina platensis and Porphyridium cruentum are used primarily to 

extract phycobiliprotein. The extensive cultivation of Gracilaria lemaneiformis expanded the sources of raw mate-

rials. Crude extract of phycobiliprotein is used by physical fragmentation and chemical deposition. Several methods 

have been developed for purification of phycobiliprotein such as ion exchange chromatography and hydrophobic 

interaction chromatography. However, theses methods are time consuming and the recovery of phycobiliprotein is 

low. Aqueous two phase extraction, rivanol precipitation, chitosan-active carbon adsorption and precipitation are the 

potential purification techniques. 
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