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蓝隐藻藻蓝蛋白结构与功能稳定性研究 

李文军, 陈  敏 

(烟台大学 生命科学学院, 山东 烟台 264005) 

摘要: 以蓝隐藻(Chroomonas placiodea)藻蓝蛋白 PC-645 为材料, 通过改变环境 pH 和尿素质量浓度, 

监测其变性和复性过程中特征荧光谱和吸收谱的动力学变化, 以期了解隐藻藻蓝蛋白的色基和蛋白结

构稳定性及其与功能的关系。结果表明, PC-645 在很宽的 pH 范围和一定质量浓度的尿素中维持结构

和功能的稳定, 空间结构具有很强的柔性。pH 诱导的 PC-645 蛋白构象与功能变化可分为 3 个不同的

区段。(1)稳定区(pH 3.5~7): 吸收和荧光光谱都比较稳定, 显示蛋白质构象和功能在此区域都保持正

常。(2)次稳定区(pH 7~10): 光吸收依然保持平稳, 亚基内部的色基的状态和疏水微环境都没有改变, 

但荧光传递效率降低, 可能是由亚基表面局部构象变化、解离(四级结构变化)或者色素基团间的空间距

离变化引起。(3)不稳定区(pH<3.5 和 pH>10), 吸光度和荧光强度都呈快速下降, 色基在近紫外和可见

光区的吸收峰位变动, 蛋白构象处于快速崩溃期。PC-645 在酸性条件下的稳定性高于在碱性环境下, 

是与隐藻藻蓝蛋白所处的特殊环境及生理功能相适应的。  
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藻胆蛋白是存在于蓝藻、红藻、部分隐藻和甲

藻中的捕光色素蛋白复合物, 它们吸收 500~650 nm
的可见光, 并将吸收的光能传递给膜上的反应中心
进行光合作用。由于藻胆蛋白在可见光区和近紫外

区都有明显的特征吸收, 并且具有很高的荧光量子
产率 , 作为一个天然内标 , 其色基与蛋白质之间的
结合状态以及蛋白质所处的内部微环境的微小变化, 
都可以在其光谱性质上呈现出很灵敏的反映, 因此
是研究蛋白质结构与功能关系的难得材料。 

隐藻是一类单细胞、结构较为复杂的双鞭毛藻类, 
在淡水和海水中都有分布[1]。每种隐藻只含有一种藻胆

蛋白[2], 或者藻蓝蛋白(PC)或者藻红蛋白(PE)。目前, 对
于红、蓝藻中的藻胆蛋白, 无论结构、性质以及组装而
成的藻胆体等, 都有相当透彻的研究, 但是对于隐藻藻
胆蛋白却了解较少, 其蛋白亚基的性质、彼此之间的组
装和连接方式, 以及与膜上反应中心的接触等情况, 目
前都不完全确定 [3]。本文使用的蓝隐藻(Chroomonas 
placiodea)只含有一种藻蓝蛋白 PC-645。据报道, PC-645
含有 α1、α2和 β三种亚基, 通过半胱氨酸的硫醚键共价
连接多个色素基团 , 包括藻蓝胆素(phycocyanobilin, 
PCB),藻紫胆素(phycobiliviolin, PXB)和在长波端 697 nm
有最大吸收的一种色素基团(mesobiliverdin, 也称MBV)。
色基吸收的光能从 PXB 经 PCB、MBV, 最终传递给膜

上的叶绿素[4]。PC-645亚基通过折叠形成球形的三级结
构, 并以(α1β)(α2β)异二聚体方式形成四级结构, 为色素
基团提供了稳定的内环境, 并且使其相互靠近, 从而保
证能量传递功能的实现[5]。目前对藻胆蛋白结构、功能

和重折叠的研究只限于红、蓝藻藻胆蛋白, 而对隐藻藻
胆蛋白尚未有报道。由于隐藻藻胆蛋白是位于类囊体膜

内侧或堆积在膜腔中[6-7], 而不是伸展在叶绿体基质中, 
伴随着光合作用过程中叶绿体内环境的变化, 其结构和
构象的变化与位于基质中的红、蓝藻藻胆蛋白必然有所

不同, 并可能导致其能量传递效率的改变。为此, 本文
以蓝隐藻(C.placiodea)PC-645 为材料, 在不同 pH 和不
同质量浓度尿素中, 通过对荧光光谱、吸收光谱的监测, 
研究蓝隐藻 PC-645 蛋白的变性和复性动力学, 以及蛋
白结构和能量传递功能的关系。  

1  材料与方法 

1.1  PC-645 样品制备 
蓝隐藻(C. placiodea)的培养和 PC-645的制备、纯
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化方法参照文献[8]。纯化的 80%硫酸铵沉淀的 PC-645, 
经 Pall 30kDa 超滤管浓缩, 并调整蛋白质量浓度为
50 g/L待用。以下操作全部于室温、弱光下进行。 

1.2  pH 变性及复性实验  
采用 0.1 mol/L的 HCL或 0.1 mol/L的 NaOH溶

液调节 0.2 mmol/L 的磷酸氢二钾缓冲液 pH, 经
HANNA PH211台式酸度计检测, 配制成不同 pH缓
冲液。将浓缩后的 PC-645 用相应 pH 的缓冲液稀释
至蛋白终质量浓度为 2 g/L和 0.1g/L, 涡旋混匀后放
置 10 min, 分别用于吸收和荧光光谱的测定[9-10]。 

1.3  极端 pH 下时间耐受性实验  
如 1.2操作, 在 pH3条件下分别调节 PC-645蛋

白终质量浓度为 2 g/L和 0.1g/L, 在 60 min内间隔取
样, 分别用于测定吸收和荧光光谱。 

1.4  尿素变性及复性实验  
高质量浓度尿素变性实验中, PC-645 被稀释至不

同pH值的尿素溶液中, 尿素终质量浓度为8 mol/L, 蛋
白终质量浓度为 2 g/L; 尿素复性实验时, 蛋白质量浓
度为 2 g/L的 PC-645在终质量浓度为 3 mol/L的尿素
(含 50 mmol PBS)缓冲液中变性 1h后, 置于半透膜中
对纯水透析除去尿素, 定时取样测定吸收光谱。  

1.5  吸收光谱测定  
采用 TU-1900紫外-可见分光光度计检测, 扫描范

围 250~750 nm, 蛋白终质量浓度为 2 g/L, 光径 1 cm, 
步长 1 nm。 

1.6  荧光光谱测定  
用 PerkinElmer LS55 荧光分光光度计检测, 蛋

白终质量浓度为 0.1 g/L, 光径 1 cm。 

2  pH 耐受光谱动力学 

2.1  吸收光谱 
天然状态下的 PC-645 在可见光区有 582、625

和 645 nm三个特征峰吸收峰[11], 其中 582 nm峰对
应于 PXB色基的吸收, 625 nm吸收肩峰对应于 PCB, 
两者以 1:1关系存在于β亚基上; 而 645 nm吸收对应
于 MBV, 其吸收范围可跨越 640~695 nm, 为α亚基
所仅有[12]。随着环境中 pH的降低, 藻蓝蛋白光吸收
逐渐减弱(图 1A)。在 pH低于 3时, 吸光度下降非常
快, 原 582 nm和 650 nm最大光吸收红移, 在 pH低
于 2.5 时, 吸收峰融合为一个 600~700 nm的较宽吸

收峰, 可能是α亚基构象改变, MBV 色基暴露的结
果。PC-645的 α亚基含有较多碱性氨基酸[4, 13], 当外
界 pH环境较低时, α亚基更易于受到影响, 所带负电
荷减少, 亚基变性伸展, 结合在 Cys α19 上的 MBV
色基暴露, 表现吸收峰红移。在碱性溶液中, 藻蓝蛋
白吸收光谱在 pH 7~10时较为稳定(图 1B), 而 pH超
过 10.25时, 吸收光谱强度下降显著。与酸性环境中
相同的是, 582 nm最大光吸收处出现红移; 不同的是, 
645 nm 处最大光吸收处出现了蓝移, 并且没有属于
MBV的 670~700 nm长波吸收峰显现; 显然 α亚基在
碱性条件下似乎相对稳定。另外, 伴随着 645 nm处光
吸收强度的快速下降, 582 nm处峰位的吸收值的下降
则要缓慢的多。这是由于 582 nm 处吸收峰来自于

PXB, 相比于 PCB, PXB通过 β50和 β61两个半胱氨
酸残基与 PC-645连接, 而 PCB仅靠一个半胱氨酸残
基与 PC-645 β82相连, 所以 PXB表现出更高的稳定
性。当 pH 高于 10.75 时, 各个吸收峰相互融合为一
个 550~640 nm的峰, PC-645的特征吸收峰消失, 表
明藻胆素色基所处蛋白内部的微环境构象变化, 指
示藻蓝蛋白亚基的三级结构已经解体[14]。 

 

图 1  pH对 PC-645吸收光谱的影响     
Fig.1  Effects of solvent pH on the absorption spectra of 

PC-645     
A. pH 7-2; B. pH 7-12 
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近紫外区 374 nm和 340 nm是藻胆素特征吸收
峰, 与色基本身的构象和状态有关。在 pH 3.25~7和
pH 7~10.25之间, 374 nm和 340 nm处的吸收值略有
下降和浮动, 但变化幅度较小; 而到达 pH 3.25以下
或 pH 10.25 以上时, 两个峰的吸收值迅速升高。此
结果说明 , 藻胆素色基所处的蛋白环境在 pH 
3.25~10.25之间相对稳定, 因而色基状态变化有限。
而当处于极酸和极碱的时候, 光吸收值的快速增高, 
可能是因为 PC-645 亚基变性伸展, 处于结构内部的
藻胆素逐渐暴露, 也可能是因为 pH变化对藻胆素产
生了不可逆的修饰。此外, 远紫外区属于芳香族氨基

酸的 280 nm吸收峰也呈现类似的变化趋势, 由于疏
水的芳香族氨基酸通常位于蛋白质内部疏水区, 因
此其吸收变化也可提示蛋白构象变化的信息。 

2.2  荧光光谱 

选择 582, 625和 645 nm三个波长的激发光分别
对 PC-645进行激发。其中 582、625 nm是位于β亚基

上的 PXB和 PCB的最大吸收, 而 645 nm被认为与α

亚基上的 MBV有关。在 PC-645内部, 色基吸收的能
量将沿着 PXB→PCB→MBV 方向传递, 最终产生
660~662 nm 的末端发射。如图 2 所示, 采用三个不

 

图 2  pH对 PC-645荧光发射谱的影响    
Fig.2  Effect of pH on fluorescence emission spectra of PC-645 

A, C, E溶液为 pH 7~2; B, D, F为 pH 7~12 

A, C, E: pH 7~2; B, D, F: pH 7~12 
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同波长进行激发 PC-645都只产生 662 nm特征荧光, 
pH 条件变化 , 仅影响发射的荧光强度 , 不影响峰
的位置。在 pH 3~7 范围内 , 荧光发射峰强度都随
pH 的降低有所降低 , 但幅度很小 ; 当 pH 降低到 3
时 , PC发射峰强度开始骤降 ; 而 pH低于 2.5时 , 荧
光发射峰几近消失。在碱性范围内 , 当 pH 从 7 逐
渐升到 10 的过程中 , 荧光强度同样逐渐降低 , 但
下降速度明显快于酸性条件 ; 当 pH升高到 10.5时 , 
荧光强度可降至 pH7 时的 50%以下。结合吸收光
谱测定结果 , 说明在 pH 3.5~10 之间时 , PC-645 不
仅结构相对稳定 , 并且保持了较高的内部能量传
递能力。  

2.3  藻蓝蛋白在极端 pH 下时间耐受性实验 
由于隐藻 PC-645在 pH > 3时变性缓慢, 而 pH < 3

时荧光光谱与吸收光谱都呈快速持续下降趋势, 因此选
择 pH3条件下, 观测 PC-645的光谱随时间变化。如图 3
所示, 在此极端酸性条件下, PC-645的荧光发射强度在
10 min 内迅速下降, 之后进入一个相对稳定的平台期, 
而吸收峰值在 60 min 内则是呈持续下降趋势。这表明
PC-645 在 pH3 条件下, 其能量传递功能的消失和蛋白
空间结构的变化并非同步过程 ,  能量传递功能的 

 

图 3  pH3时 PC-645荧光强度(A)与吸收值(B)随时间的变化 
Fig.3  Changes of the relative fluorescence intensity (A) 

and absorption value (B) of PC-645 with time at pH3 

失去先于结构变化。因为亚基解离、三级或者二级

结构解体、色基修饰等结构变化是一个复杂的动态

过程, 过程中任何一步都可能影响到色基的相对距
离和排布, 导致能量传递功能丧失。因此, 为了获得
稳定、重复的光谱测定结果, 实验中变性时间严格控
制为 10 min。 

2.4  藻蓝蛋白在 pH 复性过程中的吸收光谱 

将缓冲液从 pH 极端酸性或碱性逐渐调回中性, 
PC-645 吸收光谱的变化情况如图 4。结果显示 , 
PC-645在 pH为 3时尽管吸收强度下降, 但吸收峰形
依然保持完整。将 pH从 3调整到 7后, 吸收峰形并
无改变(图 4B), 但是强度明显增加, 可以达到极高
的复性效率。当 pH降低到 2后, 尽管复性后的吸收
峰形可有一定程度的恢复(图 4A), 但强度增加有限, 
并且出现了 675~700 nm 的一个长波吸收。说明 pH
为 3 时, PC-645 的大部分蛋白构象变化和色基状态
改变依然是可逆的, 在酸性区可逆变性和不可逆变
性的临界点可以达到 3 以下, 低于其他藻胆蛋白类
型[5]。而在碱性范围内, 从 pH11 或者 pH12 恢复到
pH7时, PC-645吸收峰的形状略有恢复, 但强度没有
明显的恢复(图 4C、图 4D)。表明在极端碱性 pH 条
件下 , 仅有局部的蛋白会发生复性 , 绝大部分蛋白
的变性剧烈, 基本是不可逆的。 

3  尿素光谱动力学 

3.1  尿素与 pH 变性比较 
通常认为, 高质量浓度的尿素可使蛋白质达到

完全变性[15]。如图 5所示, 当用 pH为 12的碱性尿
素变性时, 其效果与单纯使用碱性溶液时结果相似, 
在 580~650 nm 范围的吸收大幅下降, 645、625 和
582 nm吸收峰合并为一个 590~600 nm的吸收单峰, 
而 350~400 nm属于色基的吸收明显增加, 并且280 nm
芳香族氨基酸的吸收增加。但使用 pH2的酸性尿素
变性时, 发现藻蓝蛋白变性程度反而不及单纯的酸
性条件时剧烈, 这可能因为尿素氨基的质子化消耗
了部分氢质子, 延缓了 pH降低的效应。在含 8mol/L
尿素、pH为 7的中性条件下, PC-645在 10 min内即
可完全变性, 且变性的结果与碱变性所得的图谱更
为近似。因此 , 可见光区吸收值降低 , 特征吸收峰
形单峰化, 以及近紫外区色基吸收明显增加等光谱
特征 , 可以看作是藻蓝蛋白完全变性 , 亚基构象破
坏的标志。 



 

 Marine Sciences / Vol. 37, No. 7 / 2013 37 

 

图 4  pH复性过程中 PC-645的吸收光谱 
Fig.4  Absorption spectra of PC-645 in protein refolding induced by pH adjustment 

 

 

图 5  尿素(8mol/L)在不同pH条件下对PC-645吸收光谱的影响 
Fig.5  Influence of urea (8mol/L) on the absorption spectra 

of PC-645 at different pH 

3.2  PC-645 的尿素复性过程中的吸收光谱 
以往有报道, 尿素导致的蛋白质变性的动力学

过程呈现 S型, 质量浓度高于 4 mol/L时, 蛋白变性
速度极快 [16], 因此实验选择 3 mol/L 尿素处理
PC-645并观测其变性过程的光谱变化。结果如图 6。 

PC-645 在尿素中变性的结果, 只是导致 582、
625和 645 nm特征吸收峰值下降和 350~400 nm色基
的吸收的小幅度增加 , 但峰形基本不变 , 即使变性
时间长达 24 h, 也只有 645 nm峰降低相对略快(图 6A)。
说明低质量浓度尿素最初影响的只是 PC-645的外部
结构 , 或者亚基的聚合状态 , 而色基所处的内部蛋
白环境没有被波及, 表现出一定的耐受性。透析除去
尿素时, PC-645 在最初复性的 1h 内, 特征吸收峰吸
收值逐渐增加 , 峰形更为完整 , 说明藻蓝蛋白活性
可逐渐恢复。但时间更长以后, 由于透析袋内藻蓝蛋
白样品被稀释, 表观吸收值反而下降。 

4  讨论 
PC-645 作为一种捕光色素蛋白, 其最重要的生

理功能就是吸收和传递光能。光能的吸收由 PXB、
PCB和MBV三种藻胆素色基共同承担, 它们在可见 
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图 6  PC-645在 3mol/L尿素中的变性和复性过程吸收谱 
Fig.6  Absorption spectra of PC-645 in 3mol/L urea during 

denaturation and renaturation 
 

光区和紫外区都呈现特征的吸收, 当色基所处的蛋
白质微环境不同或者发生变化时, 相同的色基也可
产生不同的吸收谱峰。因此吸收光谱的变化是色基

所处蛋白质内环境变化的探针, 直接反映亚基二、三
级空间结构状态。此外, PC-645色基吸收的能量是次
第传递的, PXB、PCB和 MBV任何一种色基激发后, 
PC-645 在缺少能量受体的情况下都可发射并且只发
射来自 MBV 的 660~662nm 特征荧光(图 3), 说明在
PC-645中 PXB和 PCB都是敏化基团, 只有MBV是
发色基团, 此荧光强度的变化直接反应能量传递效
率的高低。由于这些色基分别位于不同亚基上, 要保
证能量传递功能的实现, 要求蛋白质亚基要具备完
整的二、三级甚至四级结构。因此, 改变环境条件, 
综合观测藻蓝蛋白吸收和荧光光谱, 可给出大量的
结构与功能信息。 

如图 7所示, pH诱导的 PC-645蛋白构象与功能
变化可分为三个不同的区段。(1)稳定区: 在 pH 3.5~7
区域 , 吸收和荧光谱都比较稳定 , 显示蛋白质构象
和功能在此区域都保持正常。(2)次稳定区: 在 pH在
7~10 时, 荧光强度缓步下降, 但光吸收依然保持平
稳, 说明位于亚基内部的色素基团的状态、所处的疏 

 

图 7  pH对 PC-645吸收光谱、荧光光谱的影响 
Fig.7  Influence of pH on the traces of peak intensities of 

absorbance and fluorescence of PC-645  
 

水微环境都没有改变, 二、三级结构大部分完好; 荧
光传递效率的降低, 可能是亚基局部区域构象变化
或者色素基团间的空间距离变化(如四级结构微扰)
引起。(3)不稳定区: pH 在 2.75~3.5 和 pH 为 10~11
时 , 吸光度和荧光强度都呈快速下降 , 色基在近紫
外和可见光区的吸收峰位变动, 蛋白构象处于快速
崩溃期。 

光谱分析结果说明, 蓝隐藻 PC-645 在酸性范围
比在碱性范围内更稳定, 这一点在 pH复性实验中再
次得到证实(图 4)。这可能与隐藻藻胆蛋白所处的生
理环境特殊有关。蓝藻藻胆蛋白附着在类囊体膜的

表面与光合系统 II 相连接, 红藻藻胆蛋白附着在类
囊体膜的外表面 , 与叶绿体基质相接触 , 而隐藻藻
胆蛋白处于类囊体腔中。伴随着光合作用的进行, 光
驱动电子传递的结果, 使叶绿体基质 pH 升高, 而类
囊体腔则逐步酸化 , 所以对于隐藻藻胆蛋白而言 , 
在酸性条件下维持结构和功能的稳定具有更为重要

的生理意义。 
隐藻 PC-645 在很宽的 pH 范围以及一定质量浓

度的尿素中均保持稳定, 表现出构象与功能对环境
变化的高度适应性。推测其亚基间可能存在一些关

键位点, 在受到一定程度的 pH 环境干扰时, 这些位
点能够比较稳定的维持蛋白的结构状态; 而在蛋白
结构的一些非关键区域中, 肽链的结构则允许呈现
一定的柔性变化而不影响功能的发挥 [17]。隐藻

PC-645 的两种 α 亚基均含有大量的碱性氨基酸, 其
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中 α1 亚基等电点大于 9[18], 说明这些碱性残基大多
位于蛋白质表面; 而 PC-645的 β亚基 PI为 5.7~6.0, 
偏于酸性。显然在隐藻 PC-645两种亚基聚合或四级
结构形成中 , 除了疏水力之外 , 静电相互作用可能
扮演着重要角色。pH变化可影响氨基酸残基的解离, 
从而影响如盐键等静电相互作用而导致蛋白质变性; 
而尿素则既可作为质子受体也可作为质子供体, 通
过形成氢键使蛋白质肽链伸展[15]。PC-645能在广泛
pH 条件下保持能量传递功能稳定, 并且在低质量浓
度尿素中维持吸收状态较长时间不变, 说明其亚基
结构相当致密, 并且四级结构稳定。由于 PC-645 在
酸性区变性的临界 pH 在 3~3.5 附近, 接近羧基侧链
的解离区段, 推测酸性 β 亚基上的羧基侧链可能参
与了亚基之间的关键作用, 当环境 pH 低于羧基的
pK 值时, 大部分羧基质子化而失去负电荷, 导致蛋
白空间结构崩溃、解体。 
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Abstract: In this paper, we explored the structural stability of bilins as well as protein and functional variation of 

phycocyanin (PC) 645 from Chroomonas placoidea by means of monitoring the dynamic fluorescence and absorb-

ance spectra during denaturation and renatuaration with different pH or different concentrations of urea. The results 

showed that PC-645 exhibited both structural and functional stability in wide range of pH and certain concentration 

of urea, which indicated a strong flexibility of three-dimensional structure of this protein. The pH-induced confor-

mational and functional dynamics could be divided into three regions: (1) Stable region (pH 3.5 ~ 7): in which both 

fluorescence and absorbance spectra were stable, presenting that the conformation together with the function of 

protein maintained normal. (2) Metastable region (pH 7~10): absorbance spectra were still stable, which implied 

that the state of bilins and hydrophobic micro-environment inside the subunits kept unchanged. But small amplitude 

of decrease of fluorescence transfer efficiency could be observed. This may be caused by local conformational 

changes on the surface of subunit, subunit dissociation or changes of distance among billins. (3) Unstable region 

(pH < 3 or pH > 10): The fluorescent intensity and absorbance value decreased quickly, companied by absorption 

shifting of bilins at both near ultraviolet and visible region, which indicated rapid collapse of protein conformation. 

The result that PC-645 was more stable in acid condition than in alkali condition is in compliance with its distinct 

environment and physiological function. 
 

                                                                       (本文编辑: 梁德海) 
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