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Se(IV)对藻蓝蛋白分子的氧化及纳米 Se(0)的生成 
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摘要: 从钝顶螺旋藻(Spirulina platensis)中提取纯化藻蓝蛋白(Phycocyanin, PC), 光吸收值 A620/A280 为

3.1, 观察 Se(Ⅳ)与 PC 相互作用的光谱行为及红硒化现象。光谱检测发现, 加入 SeO3
2-后, PC 在 620 nm

的特征光吸收减弱, 并随 Se(Ⅳ)浓度增加和时间延长单调降低, 278 nm 和 347 nm 的光吸收增强; PC 的

荧光发射和荧光激发也均呈现衰减。另外, PC 与 Na2SeO3 相互作用后, 观察到红硒化现象, 透射电镜

(TEM)证明主要存在形态为红色纳米硒。结果提示 PC 可能是 SeO3
2−作用的敏感靶点, Se(Ⅳ)对 PC 主要

表现为氧化损伤, 而 Se(Ⅳ)被还原为红色纳米硒。 
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藻蓝蛋白(phycocyanin, PC)是藻胆体的主要捕
光色素蛋白, 也是目前发现的最高效的捕光色素蛋
白之一[1]。大量研究表明, PC是亚硫酸盐[2]、UV-B[3]、

盐胁迫[4]及重金属[5]对藻细胞损伤的主要靶分子。PC
损伤主要表现为氧化作用并导致能量传递受阻, 光
谱学分析是研究 PC 功能状态及光能传递的主要手
段之一。 

硒对螺旋藻具有低浓度生长促进和高浓度毒性

双重效应[6]。一方面, 螺旋藻作为硒的生物有机化载
体 , 可以富集和转化硒 , 其中有机硒主要与蛋白质
结合, 已发现硒藻蓝蛋白含硒量可达 267 µg/g, 动物
实验发现富硒 PC 对小鼠肝氧化损伤有明显的保护作
用[7]。Cases等也报道[8], 富硒螺旋藻提取物中, >30 ku
的含硒组分生物活性最高, 而其中主要成分为藻蓝
蛋白, 说明 PC是结合硒的主要效应分子。另一方面, 
微生物通过一系列氧化还原反应 , 实现 Se(0)、
Se(Ⅱ )、Se(Ⅳ )、Se(Ⅵ )不同价态的转换 , 在细菌
Rhodospirillum rubrum中红色 Se(0)的产生是缓解硒
毒的一种主要方式[9]。但迄今为止, 微藻拮抗硒毒性
的机制和分子靶点还不明确。作者利用纯化的 PC在
体外与 Se(IV)相互作用, 发现 PC氧化损伤的光谱行
为改变, 并伴随纳米红色 Se(0)微粒的形成。 

1  材料与方法 

1.1  钝顶螺旋藻的培养 

钝顶螺旋藻(Spirulina platensis) 藻种取自暨南
大学水生物研究所, 实验室保种。采用 Zarrouk标准

培养基培养, 2 000 mL三角瓶中, 加入 500 mL培养
液, 取对数生长期(第 4天)的藻细胞接种并调节初始
A560=0.10, 置于无菌光照培养室中, 光强度 5 000 lx
左右, 光照时间 24 h/d, 温度 30℃±1℃, pH 8.5, 通
气培养, 每天添加适量蒸馏水以补充水分蒸发, 第 9
天采收。  

1.2  藻蓝蛋白的提取纯化 
参照文献方法[10], 简言之, 取干藻粉 2.0 g悬浮

于 30 mL 50 mmol/L 的 NaH2PO4-K2HPO4 缓冲液

(pH7.0)中, 冰浴中超声波破碎(工作 30 min, 间隔 10 
min, 电压 120 V, 10个循环), 4℃条件下 5 000 r/min
离心 15 min, 上清液依次用 25%、45%饱和度硫酸铵
沉淀 , 将沉淀蛋白用少量缓冲液溶解 , 超滤浓缩并
脱盐后上 DEAE-52 纤维素柱(60 cm×2.5 cm)层析, 
分部收集, 提取纯化后 PC 光吸收值 A620/A280为 3.1, 
PC 吸收光谱测定结果(图 1)表明含少量别藻蓝蛋白
(Allophycocyanin, APC)。 

1.3  藻蓝蛋白与 Se(IV)作用 
把上述所得的藻蓝蛋白装入透析袋(截留分子量: 

8~10 ku)中 , 4℃下 , 用 50 mmol/L 的 NaH2PO4- 
K2HPO4缓冲液(pH7.0)透析 2 d。藻蓝蛋白的浓度按
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(αβ)单体的摩尔浓度计量 , (αβ)单体分子质量为   
35 ku[11], 藻蓝蛋白浓度以下列公式[12]计算:  

PC(µmol/L)＝(A'615－A'650×0.474)/0.187       
A'615=A615－A750, A'650=A650－A750 
A615、A650、A750分别为 615、650、750nm 处的

吸光度。 
测定吸收光谱的藻蓝蛋白溶液浓度为 3.5 µmol/L, 

以 Se(IV)与藻蓝蛋白摩尔比(R)为 0.1、1、10、100
确定 Se(IV)溶液的加入量。荧光光谱的藻蓝蛋白浓
度为 0.11 µmol/L, 同样以 Se(IV)与藻蓝蛋白摩尔比
(R)为 1、10、100、1000。上述溶液均用 50 mmol/L
的 NaH2PO4-K2HPO4缓冲液(pH7.0)配制。25℃下, 避
光、密封保存。光谱测定在室温下进行。 

1.4  红色纳米硒的电镜观察 
将 PC 与 Se(IV)作用一定时间(观察到有红色 Se

的实验组)所得的红色硒蛋白溶胶涂在附有碳膜的铜
网上, 迅速干燥后用透射电子显微镜观察粒子形状、
分散情况。 

1.5  仪器 
JY92-II 型超声波细胞破碎机; UV-1100 型紫外/

可见光度计; 970CRT荧光分光光度计(上海三科仪器
总厂); TECNAI 10(PHILIPS)透射电子显微镜。 

2  结果与讨论 

PC 含有α和β亚基, 发色团(PCB)位于α亚基的

半胱氨酸残基(cysteine, Cys) Cys84 (λmax: 580~590 
nm)和β亚基的 Cys84、Cys155(λmax: 615~620 nm)[13], 

599 nm的激发峰属于α亚基的 PCB, 629 nm的激发峰
属于β亚基的 PCB。纯化的 PC具有典型的光谱特性
(图 1), 特征吸收峰位于 620 nm; 650 nm处的肩峰提
示含少量 APC, 但不影响本研究的实验观察。荧光
光谱(图 2)显示 1个荧光发射峰(657 nm)和 2个荧光
激发峰(599、629 nm)。螺旋藻 PCB均结合于 Cys残
基, 可能是硒氧化损伤的敏感位点。 

2.1  Se(IV)对 PC 吸收光谱影响 
如图 1所示, 随 Se(IV)浓度增加和作用时间延长, 

PC 620 nm的吸光度单调降低, 而 278 nm和 347 nm
的吸光度增强, 并与 620 nm 光吸收的变化趋势相

反。Se(IV)对 PC的损伤可能涉及破坏氢键、氧化作
用、静电作用等, 影响蛋白质空间构象与功能。实验
中低 R [Se(IV)对 PC 的摩尔比]即引起 PC 吸收光谱
的明显变化, 但对样品中 650 nm肩峰(样品中存在少
量别藻蓝蛋白)影响不大, 鉴于藻蓝蛋白和别藻蓝蛋
白的性质和结构相似性, 推测 Na2SeO3 的电解质效

应对 PC的损伤不是主要因素。有报道[14]藻蓝蛋白是

Cu2+等重金属离子的作用靶分子, Cu2+等重金属离子

带正电荷, 通过强配位中心体影响带负电荷以及有
配位功能的基团。本实验观察到 Se(IV)对 PC光谱的
影响与 Cu2+离子相似, 表现出 620 nm 吸光度减弱, 
可能是 SeO3

2−带负电荷且具有较强的氧化性, 可攻
击藻蓝蛋白分子中带正电和不带电荷或具有还原性

的氨基酸侧链, 如 Cys 残基中的-SH, 引起 PC 构象
松散, “暴露”PC 分子中一部分“埋藏”的酪氨酸
或色氨酸残基 , 导致 278 nm 光吸收增强。同时 , 
Se(IV)可能通过氧化损伤作用对 PCB 活性产生影响,  

 
图 1  Se(IV)与 PC相互作用的吸收光谱 (R= Se(IV):PC, 摩尔比) 

Fig. 1  Absorption spectra of interaction between Se(IV) and PC (R= Se(IV):PC, molar ratio) 
a. 不同 Se(IV): PC摩尔比的吸收光谱 (8 h)    b. 随时间变化的吸收光谱(R＝10) 

a. Absorption spectra of different molar ratio of Se(IV) to PC (8 h)    b. Absorption spectra of different time(R＝10) 
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从而使 620 nm 的吸收减弱。PC 分子的结构是保证
藻蓝蛋白内 PCB 正常光谱性质的前提[15], 所以, 光
谱分析结果可为环境与微藻应答的敏感性之间关系

的研究提供线索。 

2.2  Se(IV)对 PC 荧光光谱影响 
图 2表明, 随 Se(IV)浓度的增加, PC荧光发射

和激发强度均逐渐减弱 , 但峰位置均无明显的改

变。Se(IV)对 PC的 2个荧光激发峰的影响程度不同, 
如图 2a所示, 在 R值为 1时, 599 nm激发峰强度即
开始减弱, 629 nm处激发峰的强度基本不变, 随着
R 值的增大 , 2 个激发峰强度虽然均有所减弱 , 但
599 nm比 629 nm相对荧光强度的减弱更为明显。
表明 Se(IV)对α和β亚基上 PCB发色团均有作用, 但
有差异。 

 
图 2  Se(IV)与 PC相互作用的荧光光谱 

Fig. 2  Fluorescence spectra of interaction between Se(IV) and PC 
a. 激发光谱 (λem=657 nm,8 h)   b. 发射光谱 (λex=599 nm,8 h) 

a. excitation spectra (λem=657 nm,8 h)  b. emission spectra (λex=599 nm,8 h) 
 

藻蓝蛋白在可见光区有特征吸收峰, 并具有较
强的荧光。这种特性是螺旋藻中藻蓝蛋白吸收和转

化光能的基础。Se(IV)与 PC作用后, PC在可见光区
的光吸收和荧光强度都减弱, 说明 PC是 Se(IV)的靶
分子, 直接使 PC分子产生损伤。这种作用的结果会
导致藻在生长过程中对光能的吸收减少, 光能传递
受阻, 从而抑制光合作用过程。从 PC 和 APC 对
Se(IV)的不同敏感程度来看, Se(IV)对藻的捕光系统
影响主要是作用在 PC上。 

2.3  藻蓝蛋白对 Se(IV)的红硒化 
Se(IV)与 PC 作用 92 h 后, 观察到 R>1 实验组

出现红硒化, 提示 Se(IV)对 PC结构与功能产生影响
的同时, PC中的某些基团把 Se(IV)还原为 Se(0)。PC
与 Se(IV)作用 240 h 后得到的红色硒溶胶中粒子的
TEM照片(图 3), 粒径为 3~160 nm。推测其形成的大
致过程如下: 首先 Se(IV)被还原并形成直径一般<30 
nm的硒粒子(图 3a, 3b), 由于其表面能很高, 易进一
步团聚, 同时硒原子有空的 4 d轨道, 是亲电子粒子, 
可作为配位体接受蛋白质侧链上带孤对电子的基团

配位, 此外, 蛋白质肽链中的肽单位 O＝C─N链段, 
在它们三个原子形成的平面上羟基的π电子有些离

域的作用, 即易于与 Se(0)的 4d轨道通过共用π电子 

 
图 3  PC还原 Se(IV)生成的 Se(0)纳米粒子的 TEM形貌 

Fig. 3  TEM morphology of nano-Se(0) reduced from Se(IV) by PC 
a、b 为< 30nm的 Se(0)粒子; c、d 为 Se(0)聚集成更大的粒子 

a and b are Se(0) particles less than 30nm; c and d are bigger parcels accumulated by Se(0) 
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而连接起来。在本实验条件下, 蛋白分子带负电荷, 
因此, 硒纳米粒子容易吸附在蛋白质的酰胺平面上, 
结合成以蛋白分子为核, 小纳米粒子为壳的笼状粒
子(图 3-c, d), 其详细的作用机制尚有待进一步验证。
红色纳米硒本身具有一定的生物活性 [16,17], 与具有
生物活性的 PC 分子结合而成的这种特殊结构的笼
状粒子预期有着不同寻常的功能。 

另外 , 在富硒螺旋藻的培养中 , 也观察到培养
液中有 Se(0)的形成。初步研究结果表明藻体对 Se(IV)
转化生成的 Se(0)为纳米簇状聚集态, 呈红色, 但尚
未证明是在螺旋藻胞内还是胞外产生, 还是两者兼
之, 离体藻蓝蛋白与 Se(IV)作用产生 Se(0)的实验事
实提示了在螺旋藻胞内首先产生 Se(0)的可能的分子
机制, 即 PC 是 SeO3

2−的靶分子。因此, 证实 SeO3
2−

的氧化作用是导致 PC分子损伤的主要原因之一。而
在本文观察中, SeO3

2−对 PC的氧化作用是使 PC变性
从而引起一系列光谱变化的主要原因。 

3  结论 
通过上述观察可以得出以下结论: 藻蓝蛋白分

子是 Se(IV)的主要靶分子之一, Se(IV)对藻蓝蛋白分
子可能具有多重作用 , 但氧化损伤是主要的 ; 藻蓝
蛋白分子对 Se(IV)的还原产物是藻蓝蛋白分散的红
色纳米 Se(0), 其还原作用提示螺旋藻在 Se(IV)胁迫
环境下细胞内产生红色纳米 Se(0)的分子机制;  PC
对 Se(IV)的还原及红色纳米硒的生成提供了一种制
备纳米硒的简便易行的新方法, 可能具有潜在的应
用前景。 
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