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坛紫菜中藻胆蛋白的性质
.

与化学组成研究
*

高洪峰 曹文达 纪明侯
(中国科学 院海洋研究所

, 青岛 2 6 6 0 71 )

提要 坛紫菜 (于 1 9 8 8年采自青岛太平角海区人工养殖筏上 ) 的水溶性色素粗提物经

过硫酸按沉淀和经基磷灰石 ( H A )柱层听后
,

分离出藻蓝蛋白 ( R P C )
、

藻红蛋白 ( R P E )和变藻

蓝蛋白 ( A P C )
。

在中性介质中
,

其吸收光谱和荧光发射光谱与文献报道基本一致 ; 但在酸性

( pH ~ 3 )或碱性 ( p H ~ 1 2 ) 介质中
,
吸收光谱较在中性介质中有明显改变

,

原有的荧光性

质也消失
。

R P C 和 A P C 只分离到一种聚集休
,

但 R P E 有两种不同的聚集体
。

用 s o p h : d e 二

G 一 10 0 凝胶过滤方法测量藻胆蛋白的分子量分别为 : R P c l l 7 0 0 。 , A P C 1 2 2 0 0 0 ,
小 分 子

RP E3 8 0 0 0 , 大分子 R P E 2 3 2 0 0。 。

对三种藻胆蛋白的氨基酸分析的结果表明
,
三种藻胆蛋白

中都是酸性氨基酸的含量大于碱性氨基酸的含量
。

关键词 坛紫菜 藻胆蛋白 化学组成

户
_

一

人

藻胆蛋白是红藻
、

蓝藻和某些甲藻中的一类特有的光合作用天线色素
,

按其光谱特性

可分为
: 藻红蛋 白 、

藻蓝蛋 白和变藻蓝蛋白
。
红藻门中含有的藻红蛋白和藻蓝蛋 白又分

别称为 R 一

藻红蛋 白( R P E )和 R 一藻蓝蛋 白
,

( RP g )
。

坛紫菜是一种经济价值很高的红藻
,

本文对由南方移植北方养殖的坛紫菜所含藻胆蛋白的性质和化学组成进行了研究
。

1 材料与方法

1
.

1 样品的采集 坛紫菜 ( 尸
.

h ai t
na

。。 si ) 于准98 8年 11 月采自青岛太平角海区 人

工养殖筏
,

采后海水洗净
。

L Z 粗品混合藻胆蛋白的提取 将新鲜的坛紫菜用蒸馏水浸泡
,

放冰箱中 (约 4℃ ) 自

溶提取
,

时而搅拌 ;约一周后用纱布过滤
,

滤液离心 ( 5 o o o r
/m ni

,

4℃
,

巧 m i n ) 除去碎

屑
,

在澄清的紫红色溶液中加人硫酸按至饱和度约 5 , 多
,

放置冰箱中 (约 4℃ ) 沉淀过

夜 ;然后离心 ( 5 o o or /m ni
,

4℃
,

15m in)
,

弃去溶液
,

收集粗的藻胆蛋 白
。

粗的藻胆蛋白用尽量少的蒸馏水溶解
,

经蒸馏水透析至硫酸按除净
,

离心除去藻胆蛋

白变性物
,

溶液冻干
,

所得紫红色固体即为提取的混合藻胆蛋白
。

L 3 藻胆蛋白的分离和纯化 混合的藻胆蛋 白以经基磷灰石 (H y d r ox y l a p a
tit

e
) 为吸

附剂进行柱层析
,

经基磷灰石按 si e ge lm a n
等 ( 1 9 78) 的方法制备

。

洗脱剂为 0
.

0 05 一 0
.

2 ,

m ol /L 的磷酸钾缓冲液 ( pH 一 6
.

7 , 0
.

2m ol / L N
o

cl )
,

从低浓度到高浓度进行梯度洗

脱
, R P c , R P E 和 A P C 在柱上逐渐分离

,

依次被洗脱下来
,

分别收集 3 种藻胆蛋白溶液
,
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此时得到的 RP C
, R PE 和 A P C 的纯度 (指其在可见光区最大吸收处与 2 80 m m 处的 O

.

D

值之比 )分别为 5
, 4

.

5 和 6 。

分别经蒸馏水透析
,

冻千
,

得 3 种固体藻胆蛋白
。

将在经基磷灰石层析柱上洗脱下来并经纯化的 R P C
, R P E 和 A P C

,

再经 s e p ha d e x

G
一 10 0 ( 1

.

2 x 9 0 e m ) 凝 胶柱层析
,

洗脱液为 0
.

0 5 m o l / L 磷酸钾缓冲液 ( pH ~ 7
.

0 , 0
.

x

m o l / L N a CI )
, R P C 和 A P C 仍为一个色带

,

但 R P E 得到两个红色带
。

L 4 吸收光谱和荧光发射光谱测定 经纯化后的 3 种藻胆蛋白
,
分别在中性 ( pH ~ 7

左右的蒸馏水中 )
、

酸性 (用 0
.

5m ol / L H CI 调至 pH 一 3 )
、

碱性 (用 o
.

sm ol / L N a 0 H 调

至 声一 1 2 )介质的条件下测定可见光区的吸收光谱 (用岛津
’

U V 一 2斗0 分光光度计 )和荧

光发射光谱 (用日立 85 0荧光光度计 )
。

L S 分子量测定 将纯化的各藻胆蛋 白分别经 S Pe ha d xe G
一 1 00 凝胶柱 ( 1

.

2 x 90 cm )

层析
,

用 0
.

0 5m ol / L 磷酸钾缓冲液 ( pH 一 7
.

0 , 0
.

l m ol / L N a CI ) 平衡和洗脱
,

以 P h盯 m
-

a c i a 成套的蛋白质标准溶液作洗脱峰位置和洗脱体积的标准曲线
·

,

查得各藻胆蛋白样品

的分子量
。

L 6 等电点测定 采用 7% 聚丙烯酞胺凝胶等电聚焦 电泳法 (上 海植物 生 理 学 会
,

1 98 5 )
。

·

HP 为 3
.

5一 1 0 。

上槽液为 5多 H少 o
;

溶液
,

下槽液为 2多Na OH 溶液
。

L 7 氨基酸分析 量取已知浓度的藻胆蛋 白溶液 1
.

5m l于小玻璃管 中
,

加人 浓 H cl
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兰500

( 12 m
o l / L ) 1

.

sm l
,

使 H C I 的浓度为 6m o l /

L ;封管
, 1 10 ℃ 水解 2 4址 水解液加少量蒸馏

水
,

过滤除去残渣
,

在水浴上蒸干
,

定容
,

用 日

立 8 3 5
, 5 0 氨基酸分析仪测定

。

2 结果与讨论

2
.

1 藻胆蛋白的吸收光谱和荧 光 发 射光谱

荧光发射光谱的测定结果 (图 l
、

.

图 约如下
。

( )l 在中性介质 ( p H 一 7 ) 中
,

无论用

5 5 0 n m 或 61 n5 m 波长激发
, R P C 的荧光发射

光谱都是 6 4 I n m ; 用 4 9 8 n m
,

5 4 o n m 或 5 6 5

n m 波长激发
,
R P E 的荧光光谱都是 57 n8 m ;

用 6 2 0 n m 或 6 5 0 nm 波长激发
, A P e 的荧光

光谱都是 6 6 3 n m
。

( )z 用 0 .5 m ol /L H CI 调至 p H 一 3或

用 0
.

s m ol / L N
a
0 H 调至 pH 一 12 后

,

无

图 1 坛紫菜中 R 一

藻蓝蛋白的吸收光谱

F 19
。

1 A b s o r P t i o n s P e e t r a o f R P C f r o m

P
。

h a i才a 月 口件 5 1̀

— 在中性介质中 ; 一 ` 在酸性介质中 ;

一
·

一一在碱性介质中
。

图 2 同
。

论采用何种波长的光激发
, R PC

, R P E 和 A PC 3 种藻胆蛋白都无荧光发射光谱
。

根据 O
’

C a r r a
等报道 ( 19 7 6 )

,

R p C 的辅基由藻蓝胆素 ( p h y
e o c y a n o b i l i n

,

p C B ) 不比

藻红胆素
、

( p h y
c o e r y t h r o b i l i n

,

p E B ) 组成 ; R p E 的辅基 由藻红胆素和藻尿胆素 ( p h y
e o -

ur bo iil n ,

P U B) 组成 ; A P C 的辅基由藻蓝胆素组成
。

藻胆色素由于与不同的脱辅基蛋白

相连而呈现不同的蛋白调节类型
,

因而
,

天然藻胆蛋白的光谱性质是由所含藻胆色素与脱

辅基蛋白两者作用的结果决定 的
。

在 R P C 的吸收光谱中
, 5 5 n0 m 的吸收峰为蛋白调节的

卫E B 所引起的 ; 6 1如m 吸收峰为蛋白调节的 P C B 引起的
。
当用 H cl 调至 HP 一

3 使 R P c
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图 2坛紫菜中 R一

藻红蛋白 (
a

)和变藻蓝蛋白 (b )的吸收光谱

F i g
.

2 Ab so rP t io n s p e et a o rf P R E(
a

)
a n d A

、

pC (b )f o rmP
.

ha it a n 。 。 了 i`

变性后
,

其吸收峰分别移至 5 6 2n m 和 6 6 5 nm
。

在 A P C 的吸收光谱中
,

6 5 0n m 的吸收峰是

与 R P C 中不同的另一种蛋白调节的 P C B 所引起的 ; 6 2 On 。 的吸收肩可能是 6 5 0n m 吸收

的 P C B 的整体特点
,

或者是 6 1 ns m 吸收的 P C B 残余部分所派生的结果 ;当酸化至 p H ~

3 时
,

吸收峰移至 6 2 n8 m
。

在 R P E 的吸收光谱中
,

5 6 5n m 和 54 0n m 的吸收是两种蛋白调

节的 P E B 所引起的 ; 4 9 8 n m 的吸收是 由 P u B 所引起的
。

当 pH 调至 3 时
,

5 6 5 n m 和 5 4 0

n m 的吸收合并成 5 6 0 n m 的吸收峰
,

而 4 9 8 n m 的吸收峰不动
,

这两个吸收峰恰是 PE B 和

p u B 所特有的吸收峰
。

用 0
.

5 m o l / L H e l 调至 pH 一 3 或用 0
.

, m o l /L N aO H 调至 pH ~ 12 后
,

无论

采用何种波长的光激发
,

R P C , R PE 和 A P C 3 种藻胆蛋白都无荧光发射光谱
。

这说明
,

经酸或碱处理后
,

色素的构型或构象发生了变化
,

色素周围的蛋白质结构被破坏
,

使藻胆

蛋白原有的荧光消失
。

由两种不同聚集体的 R P E 在中性介质中测定的吸收光谱和荧光发射光谱可见图 3 。

大分子 RP E 的吸收光谱和分离前 R P E 的相同
。

小分子 R P E 的 4 9 8n m 峰和 5 4 0 n m

吸收肩与分离前 R P E 的相同
,

但 , 6 5n m 峰移至 5 5, n m
,

向短波方向移动了 1n0 m
,

且强度

明显减弱
,

几乎和 , 4 n0 m 吸收肩相同
。

两者的荧光光谱也有所差异
,

采用 4 9 8n m
,

5 4 0n m

和 5 6 5n m 的波长激发
,

大分子 R P E 的荧光光谱峰都为 5 7 8n m
,

和分离前 R P E 相同 ; 而小

分子 R P E 为 5 7 5n m
,

向短波方向移动了 3 n m
。

V a n d e r V e l d e
( 1 9 7 3 ) 认为

,

小分子 R P E
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是由大分子 R PE发生解聚的产物
,

这种解聚是不可逆的
。

由此可见
,

聚集体发生解聚可

\
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导致吸收光谱和荧光光谱峰向短波方 向 移动
。

由于大分子 R P E 的光谱性质与分离前 R P E 的

相同
,

小分子 R P E 的存在并没有改变 原 R P E

的光谱性质
,

说明只有一小部分 R P E 发 生 解

聚
。

早期的研究结果表明
, R P E 的光量子吸收

由 P U B 传到 5 4 0 n m 型的 PE B
,

再高效率地传

到 , 6 5 nm 型的 P E B ; 5 4 0 n m 和 5 6 5 n m 的 P E B

分 别 称 为 敏 化 (
s
卜 P E B 和 荧 光 ( f卜 P E B

( O
’

C a r r a , e t a l
. ,

2 9 7 6 )
。

在本工作的小分 子

R P E 的吸收光谱中
,
5 6 5n m 峰移至 5 5 5 n m

,

表

明大分子 R P E 在解聚过程中
,

f一 P E B 同蛋白之

间可能发生了微环境的变化
,

从而导致发色团

整体结构的变化
,

也即 f
一
P E B 比 s 一 P E B 更易

受解聚过程的影响
。

.2 2 藻胆 蛋 白 的分子 量 通 过 S Pe h a d e x

G 一 1 00 凝胶过滤方法
,

测得 R P C 的分子 量 为

1 1 7 0 0 0 , A P C 的分子量为 1 2 2 0 0 0 ;小分子 R P E

和大分子 R PE 的分 子 量 分 别 为 3 8 0 0 0 和

2 3 2 0 0 0。

据 O
’

C a r r a
等 ( 1 9 7 6 ) 报道

, R P C 在

pH 一 .6 5 时测得 分子量 为 1 3 4 0 0 ;0 p H 低 于

6
.

5 时
, R P C 分 子 发 生 二聚形 成 分 子 量为

2 6 2 0 00 的聚集体
。

由于本工作是在 pH ~ 7
.

0

. /
、 、 一 、

、 、 、 、 ~ ~

6 00 7Q O

波长 (八m )

图 3 坛紫菜中两种 R 一

藻红蛋白在

中性介质中的吸收光谱

F i g
.

3 A b s o r P t i o n s p e e t r a o f t w o t y P o s

o f R P E f r o m P
。

无a i t a 月考” ` i` i n

n e u t u a l m e d i u m

— 大分子聚集体的 R
一

藻红蛋白 ;
-

一 小

分子聚集体的 R
一

藻红蛋白
。

进行测定的
,

分子量与 1 3 4 0 0 0 较为接近
。

M i z u n o
等 ( 1 9 8 2 )对 日本产甘紫菜 ( P

.

t e , e r a
)

和条斑紫菜 ( .P yc oz 。 。 si :
) 的 R P C 用超速离心沉降平衡法测得分子量分别为 产5 1 0 00

和 2 6 5 0 0 0。 与 R P c 不同的是
,

A P c 在很宽的 p H 值范围内只存在一种聚集体
,

其文献报

道的分子量范围为 9 6 0 0 0一 1 3 4 0 0 0 ( O
’

C a r r a , e t a l
. ,

1 9 7 6 )
。

R P E 在 p H ~ 3一
。 范 围

内稳定
,

但在碱性介质中分子则断裂成较小单位
。

多管藻 ( p
o l , s`P h o o i a 二 , c e o l a t a ) 中

的 R P E
,

用 sPe h a d ex G 一 2 00 凝胶过滤 方法测定其分子量
,

发现存在两种不同的聚集体
,

分子量分别为 3 3 2 0 0 0 和 , 0 0 0 0 0 (马金石等
, 1 9 8 1 )

。

条斑紫菜的 R PE 中也存在两种不

同的聚集体
,

用同样的凝胶过滤法测得的分子量分别为 3 3 0 0 00 和 7 9 0 00
,

而用超速离心

沉降平衡法测定的分子量分别为 2 2 6 0 00 和 3 9 0 00
,

都比凝胶过滤法的测定值低 ( 曾繁杰

等
, 1 9 8 6 )

。

由此可见
,

在不同条件下用不同的方法测得的分子量不尽一致
,

说明藻胆蛋白

的聚集状态与环境条件 (如 p H 值
、

离子强度
、

蛋白质浓度等 )有密切的关系
。

.2 3 藻胆蛋白的等电点和氨基酸组成 应用等 电聚焦电泳法侧得 R P C
, A P C 的等电

点分别为 .4 62 和 4
.

42 ;小分子 R P E 和大分子 R P E 的等电点分别为 4
.

52 和 4
,

8 3。

从两种

R P E 的等电点的不同可以看出
,

藻胆蛋白发生解聚
,

改变了多肤链上活性酸碱基团的相

对比例
,

从而导致了等电点的差异
。
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3种藻胆蛋白的氨基酸分析结果见表 1。

可以看出
,

在 R P E 和 R P C 中都是以丙氨酸

含量为最高
,

亮氨基和撷氨酸次之
。
而在 A PC 中是以亮氨酸和异亮氨酸含量最高

,

其次

才是丙氨酸和撷氨酸
。

但 3 种藻胆蛋 白的共同特点
,

都是以丙氨酸
、

亮氨酸
、

撷氨酸等具

有疏水基团的氨基酸为主要组分
。

而且各藻胆蛋白中所含的酸性氨基酸 (天冬氨酸和谷

氨酸 )总量都大于碱性氨基酸 (精氨酸
、

赖氨酸和组氨酸 )的含量
。

从测得的等电点偏酸性

即说明了这个特点
。

另外
,

在 R P C 中未测出脯氨酸 ; A P C 中未侧 出酪氨酸
。

这可能是含

量较低所致
,

在 A P C 中缺乏组氨酸也与一般报道一致
。

表 l 坛紫菜中藻红蛋白 ( R P E )
,

藻蓝蛋白 ( R P C )和变藻蓝蛋白 ( A P c )的氨墓酸组成

T a b
.

1 C o m P a r i s o n o f t h e a m in o a c id e o m P o s i t io n s o 上 R P E
,

R P C

a n d A P C f r o m P
。

h a i了a 移 e n ` i了

! 藻胆蛋白中氨基酸的含量 (% )

氨基酸
R P C A P C
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6
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..
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矛O今Jl,片勿了了nnnQZ
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撷氨酸

蛋氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

酩氨酸

苯丙氨酸

赖氨酸

组氨酸

精氨酸

脯氨酸

色氨酸
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0
.
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2
。
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2
。

4 2

未测

5
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5
。
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8
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0 7

4
。
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6
.
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12
。
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9
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0
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5 5

7
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3 6
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0
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2 6

4
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3 8

0
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1 9
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2
。
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2
。
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未测
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碱性氨基酸 ::;:

未测

1 0
。

8 3

6
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0 3

1 0
。

12

8
。
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}

8 0
.

, ,

}
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.

8 7
7 8
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日本对甘紫菜中的 R P E 和 R PC 进行了氨基酸分析 ( F
u iiw a r a ,

19 5 6 )
。

结果表明
,

R P E 以丙氨酸含量最高
,

天冬氨酸和丝氨酸次之 ; R P C 以天冬氨酸含量最高
,

丙氨酸和亮

氨酸次之
。
对脐形紫菜 ( p

.

u m b i l i c a l i s ) 中 3 种藻胆蛋白的氨基酸分析 ( o
’

C a r r a , e t

a l
. ,

1 9 7 6 ) 表明
, R P E

, R PC 和 A P C 都是以丙氨酸含量最高
,

其次为天冬氨酸
、

谷氨酸

和撷氨酸
。

纪明侯等 ( 1 9 8 1 )对中国条斑紫菜的游离氨基酸和总氨基酸的分析表明
,

都是

丙氨酸含量最高
,

其次为谷氨酸和天冬氨酸
。

这无疑是反映了条斑紫菜中藻胆蛋白含量

的
。

不同产地的紫菜氨基酸含量不尽一致
)l ,

江苏省吕四海产的和青岛海产的条斑紫菜以

)l 曾繁杰等
, 1, 8, , 中国坛紫菜和条斑紫菜中氨基酸的定量侧定

, 第二届全国藻类学会会员大会暨学术年会论文

摘要集
, 8 2一 8 3

。 `
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丙氨酸含量最高
,

其次为谷氨酸和天冬氨酸
,

而福建省晋江海产的条斑紫菜和坛紫菜都是

以谷氨酸
、

含量最高
。

由此可见
,

氨基酸含量与生长海区
、

养殖条件等有密切关系
。
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