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提要 改进 了以往分离纯化 Cyt b6f的方法，进行 了海洋绿藻—— 假根羽藻(Bryopsis corticu— 

lans)Cyt b6f蛋白复合体分离纯的研究。结果表明，该 Cyt b6f制剂由Cytf、Cyt b Rieske[Fe— 

S]蛋白和亚基 IV四种主要的多肽亚基以及少量的Ch1．a和类胡萝 卜素组成。4个多肽亚基 

的表观分子量分别为34．8、24．0、18．7及 16．7kD，该 Cyt b6f制剂 的 Cyt b6／f比值接近 2．0，其 

纯度值为 9．9nmol Cytf／mg，其催化 电子传递 的活性(C 。一PQH：一PC)为 73e／s。上述分析表 

明，假根羽藻 Cyt b6f在组成、纯度和催化活性方面均与已报道的高等植物、淡水绿藻和光合细 

菌的 Cyt b6f制剂相似。 
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细胞色素 6 蛋白复合体(Cyt b6f)作为质 

体醌一质体蓝素氧化还原酶，在光合作用的电子传 

递及能量转化 过程 中扮 演着重要 的角色 。它一 

方面介导光系统 II(PSII)和光系统 I(PSI)之间的 

线性电子传递和围绕 PSI的循环电子传递，另一 

方面利用电子传递 过程 中释放出来 的 自由能将 

质子从类囊体膜的外侧跨膜传递到类囊体膜 的 

内侧 ，形成跨膜 的质子电化学梯度 ，为 ATP的合 

成提供能量(Cramer et al，1987；Hope，1993)。此 

外 ，它还 可以通过调控 LHCII激酶 的磷 酸化 ，在 

调节 PSII和 PSI之间激发能分配 中起作用 (An— 

derson，1992)。 

每个 Cyt b6f单体分子由4个大亚基(33／34— 

17kD)：含有一个c一型血红素的Cytf，含有两个 b一 

型血红素的 Cyt b ，Rieske[Fe—S]蛋白(含有一个 

2Fe-2S原子簇)与亚基 IV和 4个小于 5kD的小 

亚基组成 。四个大亚基 中，前三个亚基 的色基均 

为氧化还原中心 ，而亚基 IV则被视为 PQ的结合 

蛋 白(Li et al，1991)。另外，它还含有约 1分子的 

叶绿素 a和 1分子或低于 1分子的类胡萝 卜素。 

自 Hurt等 (1981)首 次分离纯化 出有活性的 

Cyt b6f以来，人们已从许多不同来源的植物中分 

离纯化出了Cyt b6f制剂，例如，高等植物中的菠 

菜和豌豆(Huang et al，1994；Phillips et al，1983)， 

淡水绿藻中的莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii) 

和斜生栅列藻(Scenedesmus obliquus)(Wynn et al， 

1988)，以及蓝 细 菌 中 的钝 顶螺 旋 藻 (Spirulina 

platensis)、项 圈藻 (Anabaena variabilis)和集胞藻 

(Synechocystis PCC6803)(Hauska，2003) 。迄今 

为止，尚未见到有关海洋绿藻 Cyt b6f的报道。假 

根羽藻 (Bryopsis corticula)是管藻 目的多核单 细 

胞海生绿藻，它生长在潮 间带 ，细胞壁较薄 ，含有 

较多藻胶 ，在我 国东南沿海 分布较广 ，是一种分 

离、纯化类囊体膜蛋白复合体的比较理想的实验 

材料。因此 ，本研究中作者改进 了以往分离纯化 

Cyt b6f的方法(Yan et al，2001)，成功地从假根羽 

藻中分离纯化 出了其类囊体膜 的 Cyt b6f提取物， 

并对该提取物的组成和生物活性进行了鉴定。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

假根羽藻于 2001年 9月采 自青岛汇泉湾。 

分离纯化 Cyt 6 使用的卢-辛基葡萄糖苷(卢-OG)、苯 

甲基磺酰氟(PMSF)、胆酸钠(sc)、癸基质体醌 

(C10-PQ：)等购 自Sigma公司(USA)。 

1．2 多肽组成分析 

参照 Laemmili(1970)的十二烷基硫酸钠-聚 

丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)方法进行。分离 

胶浓度为 15％ ，浓缩胶浓度为 4％。考马斯亮蓝 

G-250染色。电泳于室温条件下进行。 

1．3 氧化还原差光谱的测定 

Cyt b6f的氧化还原差光谱分析，采用岛津 

UV-2550型双光束分光光度计测定。测定时用铁 

氰化钾[K，Fe(CN) ]使 Cyt b6f氧化，用抗坏血酸 

使 Cytf还原，用连二亚硫酸钠使 Cyt b 还原。样 

品中 Cyt f和 Cyt b 的浓度通过测定其氧化还原差 

异光谱确定，计算时 Cytf和 Cyt b 的消光系数分 

另0采用 18mM cm(-55I4—540 )和 20mM一 cm(-563I一575 ) 

(Hurt et al，1981)。 

1．4 质体蓝素的制备 

质体蓝素(PC)按 Ellefson等(1980)的方法 

从新鲜的菠菜叶中制备 ，菠菜购 自香 山市场。 

1．5 电子传递活性的测定 

Cyt b6f催化电子传递活性的测定参照 Rich 

等 (1987)的方法 进 行。本实 验 中所测 Cyt b6f 

的酶活性是指它催化电子供体 C10-PQH 至电子 

受体 Pc-K Fe(CN) 的电子传递速率。Pc和 

K3Fe(CN)6的消光系数分别为 4．8mM～cmf59-I 5 、 

和 1．0ram～cm(-4I20 )。 

电子供体还原态癸基质体醌(Clo-PQH )的 

制备 ：在 C PQ 乙醇溶 液 中加少 量 硼 氢化 钾 

(KBH )，然后用添加少量 HCI使KBH 降解并放 

氢的方法使 Clo~PQ 还原为 Clo~PQH 。 

电子受体溶液：由 50mmol／L Mes(pH＆2)， 

2mmol／L EDTA，5p．rnol／L PC和 lmmol／L Fe(CN)6 

组成。 

活性的测定：添加 Clo~PQH 到电子受体溶液 

中使其浓度达到 201~mol／L，测定反应速度 1，添 

加 Cyt b6f到电子受体一电子供体溶液使其浓度达 

到20nmol／L，然后测反应速率 2。反应速率 2减 

速率 1即得 Cyt b6f催化电子传递的速率。电子 

传递活性以K，Fe(CN) 在420nm处吸收的变化 

来计算。 

1．6 总蛋白测定 

按 Lowry等(1951)方法进行 。 

1．7 Cyt b6f制剂中色素的反相 HPLC分析及其 

吸收光谱的测定 

Cyt b6f中色素的抽提 ：将 Cyt b6f样 品置 于 

80％ 的丙 酮 中超声 波处理 2min，离心 收集上 清 

液，将沉淀再用上述方法抽提一次，合并上清液 

即为色素的完整抽提液。 

反相 HPLC：色素的反相 HPLC分析用 Dis— 

covery C一18柱 (Supweleco．，25×4．6mm，5micro) 

在 Waters 600HPLC仪上进行。上样前用甲醇将 

柱子预平衡 10min，上样后 ，线性梯度 洗脱 1min 

到甲醇：正己烷 =4：1(预混合好)，然后用甲醇： 

正己烷 =4：1(预 混 合 好 )洗 脱 16rain。上 样 

20 l，洗脱速度 1ml／min，洗脱出的色素成分用 

Water 996光电二级管阵列检测 器在 440nm处进 

行检测 。 

洗脱出的色素成分的吸收光谱测定：在 Wa— 

ter 996光电二级 管阵列检测 器连续检测 的条件 

下，洗脱出的色素成分的吸收光谱用仪器的管理 

系统 Millennium 2010在洗脱峰处给出。 

2 结果与分析 

2．1 Cyt b6f的分离纯化 

预实验结果表明，按照从菠菜类囊体膜中分 

离纯化 Cyt b6f的方法 (Yan et al，2001)不能有效 

地从假根羽藻的类囊体膜中纯化出该蛋 白复合 

体。绝大部分的 Cyt b6f已于最后一步硫酸铵沉 

淀前析出，最终仅得到极少量的 Cyt b6f制剂，且 

其纯度很低。为此 ，作者调整 了 Cyt b6f的粗制品 

透析后硫 酸铵沉淀 的饱 和度 ，将透析 后 38％一 

45％饱和度的硫酸铵沉淀物确定 为需要 收集的 

Cyt b6f组分。调整后 的分离 纯化步骤得 到 了较 

大量的 Cyt b6f制剂 ，但 SDS-PAGE分析显示 ，除 4 

种主要 的多肽外 ，还含有微量 的 40— 60kD的杂 

蛋白。为更好的去除杂蛋白，参照 Huang等(1994) 

及 Hurt等(1981)的方法 ，在原流程的基础上 ，增 

加一次用 2moL／L NaBr的洗膜过程 ，收到了理想 

的效果 (图 1)。用此改进的方法 ，获得 了高纯度 、 

高活性 的假根羽藻 Cyt b6f，且有很好 的重复性 。 

具体的分离纯化流程如图2所示，整个分离纯化 

过程均在弱光 4~C下完成。分离纯化过程中的具 

体数据见表 1。 
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图 1 假根羽藻 Cyt brf制剂 15％ SDS-PAGE图谱 

Fig．1 1 5％ SDS—PAGE of preparation for Cyt 

66f from Bryopsis corticulans 

1．纯化的假根羽藻 Cyt brf蛋白复合体；2．标准蛋白 

通常用样品中 Cytf的含量与蛋 白含量 的比 

值来估算 Cyt brf的纯度。Cyt brf单体的分子量 

约为 100--104kD，因此，当其纯度为 100％时，样 

品中 Cytf的含量为 9．6—10nm0l Cytf／mg。表 1 

结果表明，38％一45％的硫铵沉淀后，Cyt f的含 

量为 9．9nmol Cyt f／mg，说明用此改进方法获得 

的 Cyt b6f的纯度已很高。Cyt b6f制剂的产率为 

19．50％(表 1)。 

2．2 Cyt b6f的特征分析 

2．2．1 Cyt b6f制剂的多肽组成分析 图 1为 

纯化的假根羽藻 Cyt b6f样品的 SDS—PAGE图谱。 

从 中可 以看 出，按照迁 移率 增大 的顺序 依次是 

Cyt
．
厂、Cyt b 、Rieske．FeS蛋 白及亚基 IV，表观分子 

量分 别 为 34．8kD、24．0kD、18．7kD 及 16．7kD。 

从电泳 图谱 (图 1)还可 以看出，该假根羽藻 Cyt 

6 
．

厂具有较高的纯度。由于在每个 Cyt b6f蛋白 

复合体的 b 亚基上结合有两个 b一型的血红素 

(Heme bru和Heme b6 )，，亚基上结合有一个 c一型 

表 1 Cyt b,f的纯度及产 率在 纯化 过程 中的变化 

Tab．1 Variation in purity and yield of Cyt b6f during purification 

的血红素(Hemef)，因此 ，一个完整的 Cyt b6f中 

Cyt b 与 Cytf的比值应 为 2：1，此 比值也常被用 

来鉴定 Cyt b6f制剂 的完整性。图 3为 Cyt b6f的 

氧化还原差光谱，从中可以看出，源于 Cyt b 的 

564nm处的最 大吸收峰与源于的 Cytf的 554nm 

处的最大吸收峰之比等于 2．02，表明在分离纯化 

的过程 中 Cyt b 或 Cytf均没有丢失。 

2．2．2 Cyt b6f制剂的色素组成 图4是用 

80％丙酮从假根羽藻Cyt b6f制剂中抽提出的色素 

的反相 HPLC图谱 ，从 中可以看出，在此 图谱上有 

3个 主要 的洗脱 峰(分别在 9．54min，14．07min和 

14．38min)。其中9．54min洗脱 出来的色素的吸 

收峰峰位在 431．6nm和 664．4nm(叶绿素 口的特 

征峰)，所以此色素为叶绿素 o。其前的两个小 

洗脱峰也 是 叶 绿 素 o(吸 收 图谱 未示 出 )。在 

14．07min洗脱 出 的色 素吸 收 峰 的峰位 分 别 为 

443．2nm和471．4nm；14．38rain洗脱出的色素分 

子 ，除在 438．4nm和 465．6nm有两个主要的吸收 

峰外 ，还在 330．2nm处有一个较弱的吸收峰。从 

吸收峰的形状可以判断，在 14．07min和 14．38min 

洗脱出的色素应为类胡萝 卜素分子。 

2．2．3 催化电子传递的活性 以 C PQH 为 

电子供体，菠菜的 PC为电子受体，参照 Rich等 

(1986)及 Pierre等(1995)的方法，用光谱法对 

Cyt b6 催化电子传递的活性进行了测定。结果 

表明(图5)，1分子的 Cyt b6f每秒可以催化73个 

电子发生转移(73e／s)。 

3 讨论 

本研究结果表明，用于从菠菜类囊体膜中分 

离纯化 Cyt b6f的方法不适合假根羽藻 Cyt b6f的 

提取，这可能与假根羽藻中藻胶含量较高、膜表 

面的其他蛋白组分较复杂有关。据此，作者对菠 
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叶绿体 (约含500mgllt-绿素) 

I一一一一加X1L1Ommol／L Tricine．NaOH(pH 8．0) 
低渗 涨破 

1O00g离心35min 

弃上清液 收集类囊体沉淀 

l／一一 一用450mlTBBS[1 Ommol／L Tricine．NaOH 

8000g~心2o in (pH 8．o)．2mol／L NaBr．0．4mol／L蔗糖】． 

厂—————————————_ l 洗膜除去杂蛋白 

弃上清液 收集沉淀 

I 
按上步操作增JJI]--~2mol／L NaBr~ ，8000g~ L,2Omin后收集沉淀 

8000g~ t；,2Omin 

弃上清液 收集沉淀 

3000g~ L,2Omin 

~500ml 0．i 5mol／L NaCI洗去类囊体膜 

中残 余的NaBr 

用130ml~有30mmol／L ．OG的样品增溶液 

将 Cytbqc从类 囊体膜 上抽 提 出来 

弃沉淀 收集上清液 

I 
硫酸铵分级分离，6000g~心l0min 

弃上清液 0~ 45％一6O％的沉淀(CytbJ粗制品) 
l 

l ， 一 -]=5mlT3SP[30mmol／L Tris．Suc(pH 7．o) 
+ 1％SC．4Opmol／LPMSF】溶液中 

在5OOmlTSNP溶液中透析12h以便去除Cyt 66厂粗制品中的硫酸铵 

I 

4000g离 L,50min 

弃上清液 收集沉淀(半纯化的
Cyt／~) 
用~'30mmol／L ．OG~20mmol／L 

Tricine·NaOH(pH 8．O)将Cyt 66厂的 
浓度调整为20mmol／L 

硫酸铵分级分离，6000gN L,5min 

弃上清液 0~ 38％一45％的沉淀即为纯化的cyt 6 制剂 

图2 假根羽藻 Cyt 6 ，蛋白复合体分离纯化流程示意图 

Fig·2 Purificatio procedures of Bryop5is corticulans Cyt bj co p1ex 
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波长／lqm 

图 3 Cyt b6f制 剂的氧化 还原差光谱 

Fig．3 The redox difference in spectra of Cyt b6f preparation 

— — 为连二 亚硫 酸钠 还原．抗 坏血 酸还 原 的差异 吸收 光 

谱；⋯ 一为抗坏血酸还原．铁氰化钾氧化的差异吸收光谱 

0．06 

o．04 

o．oz 

O．OO 

菜 Cyt b6f分离纯化流程中硫酸铵沉淀的饱 和度 

进行了调整 ，为去除 40— 60kD的杂蛋白，在原流 

程 的基础上 ，增加 了一次用 2mol／L NaBr的洗膜 

过程。结果表明，这种改进取得了较好的效果(图 

1)，所得 Cyt b6f制剂 的纯度达到 了 9．9nmol Cyt 

f／mg，其纯度接 近 100％。然 而用 改进后 的流程 

纯化假根羽藻 Cyt b6f时，Cyt b6f的产率却仅有 

19．5％ ，与 已报道 的 Cyt b6f产 率相 比，下 降 了 

1．5—2倍 (Pierre et al，1995；Doyle et al，1985)， 

这可能是 由于对分离纯化流程 中硫酸铵沉淀饱 

和度的调 整或进 一步 NaBr洗膜 去除 杂蛋 白造 

成 的。 

本 Cyt b6f制剂的 4个大亚基的表观分 子量 

由 大 到 小 依 次 为 34．8kD、24kD、18．7kD 及 

16．7kD。相近条件下的电泳结果表明 ，C．reinha． 

9．54 j 14．O7 14．38 气 

一  617．42 

圭 
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洗 脱时 间／min 

图 4 假根羽藻 Cyt b6f制剂中色素的 HPLC图谱 

Fig．4 HPLC chromatogram of pigments extracted from Bryopsis corticulans Cyt b6f preparation 

rdtii及 S．obliquus Cyt b6f制剂 的4个亚基的表观 

分子量分别为 35kD、23kD、19kD、16kD及 35kD、 

23kD、20kD、16KD(Black et al，1987)；菠菜 的表 

观分子 量 为 33kD、23kD、20kD、17kD(Huang et 

al，1994)；M．1aminosus的表观 分 子量 为 33kD、 

24kD、21kD、18kD；Synechosystis PCC6803的表 观 

分子量为 38kD、24kD、19kD、15kD(Roegner et a1． 

1990)。由此可以看 出，假根羽藻 Cyt b6f的表观 

分子量与 C．reinhardtii和 S．obliquus的表观分子 

量更为接近。在早期的研究 中，Cyt b6f中的色素 

分子被认 为是污染 ，近来 的研 究表 明，它们为 Cyt 

6 的天然成分 ，每分子纯化 的 Cyt b6f制剂 中含 

有约 1—1．5分子的叶绿素 a和 1分子或低 于 1 

分子的JB-胡萝 卜素(Pierre et al，1997；Zhang et al， 

1999；Yan et al，2001)，Cyt b6f的晶体结构研究表 

明，每个 Cyt b6f单体分子中含有1分子的叶绿素 

a和1分子的口．胡萝 卜素(Kurisu et al，2003；Stro— 

ebel et al，2003)。反相 HPLC分析表 明，假根羽 

藻 Cyt b6f制剂中同样含有叶绿 素 a及类胡萝 卜 

素分子。在 目前已纯化出的 Cyt b6f制剂中，除蓝 

细菌 Synechosystis PCC6803的 Cyt b6f含有的类胡 

萝 卜素为 JB．胡萝 卜素一4酮外 (Boronowsky et al， 

∞ ∞ 

O  O  ∞ 加 

gc＼ 
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擎 

时间／rain 

图 5 Cyt b,f的电子传递活性 

Fig．5 Electron transfor activity of Cyt b6f preparation 

1．PC+Cl0PQH2+K3Fe(CN)6； 

2．PC+Cl0PQH2+K3Fe(CN)6+Cyt b6f 

2001)，其它 Cyt b6f中的类胡萝 卜素均为 一胡萝 

卜素(Zhang et al，1999；Yan et al，2001)，并且它 

们多具有 9一cis的构型 (Yan et al，2001)。 -胡萝 

卜素．4酮的吸收峰位于 458nm，9．cis ．胡萝 卜素 

的主要吸收峰位于 444nm和 471nm，与本制剂中 

14．07min和 14．38min洗脱出的类胡萝 卜素 的吸 

收峰 峰位 (443．2，471．4nm；438．4，465．6nm)有 

较大的差别。由此可见 ，假根羽藻 Cyt b6f中的类 

胡萝 卜素可能是另一种类的类胡萝 卜素分子。 

对 比分析结果表明，提取 的类胡萝 卜素的吸收谱 

与报道的 ．胡萝 卜素的吸收谱较为接近。 

本文中纯化的 Cyt b6f催化 电子传递的活性 

为73e／s(图5)，该速率比Wynn等(1988)报道的 

淡水绿藻 Cyt b6f的活性 高出 2—10倍 ，和 Huang 

等(1994)、Black等(1987)及作者测定的菠菜 Cyt 

6 的活性相近。这说明作者纯化的假根羽藻叶 

绿体 Cyt b6f不仅具有高的纯度，而且还具有较 

高的活性 ，是 进行 Cyt b6f结构与 功能研究 的理 

想样品。 
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ISOLATION AND PURIFICATION OF CYT b6f COMPLEX 

FR‘)M  BRYoPSlS CoRTlCULANS 

LI Bin—Xing ，MAO Da—Zhang ，GAO Zhen—Pan ．LI Liang．Bi1①
．

KUANG Ting—Yunl(!) 

(1．Key Laboratory of Photosynthesis and Environmental Molecular Physiology，Institute of Botany， 

Chinese Academy of Sciences，Beijing 100093； 

2．Key Laboratory of Experimental Marine Biology，Institute of Oceanology， 

Chinese Academy of Sciences，Qingdao，26607 1) 

Abstract As a plastoquinol-plastocyanin oxidoreductase，cytochrome b6f complex plays an important role 

in electron transfer and energy transduction in photosynthesis．It mediates the linear electron flow between PSII 

and PSI，catalyzes the cyclic electron flow around PSI，and sets up a transmembrane proton electrochemical 

potential to support energy to form ATP．In addition，cytochrome b6f complex is also involved in the regulation 

of balanced light excitation energy distribution between photosystems since its redox states governs the activa． 

tion of LHCII kinase．It consists of four major subunits(Cyt f，Cyt b，Rieske iron．sulfur protein，and subunit 

IV)and four small subunits(pet G，L，M，and N)．Besides，about one chlorophyll a molecule and one or 

less than one carotenoid molecule have been found in each cytochrome b6f monomer．The cytochrome b6f 

complex has been purified from higher plants，freshwater green algae and cyanobacteria
． However．no case has 

been reported of this complex from marine green alga．In this work
， the cytochrome b6f complex was purified 

from a marine green alga— — B )，叩 corticulans successfully by an improved method
． its composition and ac． 

tivity were studied in this paper． 

According to the purification of spinach b6f complex，Cyt b6f was not isolated from Bryopsis corticulans 

thylakoid．It was shown that most of the b6f complex has gone before last ammonium sulfate fractionati0ns．T0 

solve this problem，ammonium sulfate concentration was adjusted．Although this modification was proved t0 be 

useful，some 40— 60kD extrinsic proteins still existed
． To effectively remove these extrinsic proteins，2m0l／，L 

NaBr membrane washing was repeated after that the extrinsic proteins were removed successfullv sh0wn bv 

SDS-PAGE．This modified purification procedures for Bryopsis corticulans 6
6，complex are：Chloroplasts were 

isolated from 2kg pre-chilled fresh Bryopsis corticulans as regular way
． After osmoticallv broken．the chi0ro． 

plasts were resuspended in 2mol／L NaBr，lOmmoL／L Tricine．NaOH(pH 8．0)，0．4mol sucr0se and the c0n． 

centration of chloroplasts was diluted to 1 ms／ml，then centrifuged at 8000g for 20min
． This step(2m0l／，L 
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NaBr membrane washing)was repeated．Cytochrome b6f extraction was carried out as regular way．The crude 

66f complex then precipitated by raising ammonium sulfate concentration from 45％一 60％ and was resus— 

pended in 30mmol／L Tis—SUC(pH 7．0)，containing 1％ sodium cholate．After dialyzed f0r 12h against 

30mmol／L Tis—SUC(pH 7．0)，25 mmolfL sucrose，10mmol／L NaC1 and 40 p~mol／L PMSF，the protein solu— 

tion was centrifuged at 40000g for 5min．the cytochrome b6f pellet was resuspended to about 20 p~mol／L Cytf 

in 20mmol Tricine—NaOH(pH 8．0)，containing 30mmolfL B—OG and 0．5％ sodium eholate and was subjec— 

ted to further ammonium sulfate fractionations．Precipitate formed in fractions from 38％ 一 45％ was the end 

product of purified cytochrome b6f．All the tests were performed at 4~C under dim light． 

Using this improved method，a pure and active Cyt b6f was purified from marine green alga Bryopsis cor— 

ticulas．It was shown that the purity of this complex neared 100％ (9．9nmol cyt f／mg)and its activity was 

73e／s(CloPQH2_÷PC)．Molecular masses of the four major polypeptides were 34．8kD，24kD，18．7kD，and 

16．7kD．The ratio of Cyt b6 to Cyt f was 2．02：1．Besides Ch1．a，there are two kinds of carotenoids in this 

complex and their intensity peaks were around 443．2 and 471．4nm ，438．4 and 465．6nm，respectively．They 

were different from the carotenoids reported in b6f complex and their absorption spectra were similar to those of 
— carotene．Ongoing investigation is in progress． 

Key words Marine green alga，Bryopsis corticulans，Cyt b6f complex，Isolation，Purification 
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