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摘要摘要 为更大程度地开发利用鄂尔多斯螺旋藻藻蓝蛋白资源，获得螺旋藻藻蓝蛋白提取及保存过程中的最佳参数，对2藻种藻

蓝蛋白硫酸铵盐析饱和度、热稳定性、酸碱稳定性进行了比较。结果显示，在硫酸铵饱和度达到40%时，2藻种藻蓝蛋白纯度和

藻蓝蛋白提取率均达到最高，且鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白纯度为引进钝顶螺旋藻的1.67倍，两者的提取率持平。鄂尔多斯

螺旋藻藻蓝蛋白对温度较引进种敏感，除25℃时相差不大外，35、45、55℃等条件下均表现出相比引进种更大的纯度降低率，多

数为后者的两倍，但即使鄂尔多斯钝顶螺旋藻纯度降低率较大，降低后的纯度仍然比引进种最高纯度大，显示出鄂尔多斯钝顶螺

旋藻在藻蓝蛋白上的优势。在工艺及环境条件允许的情况下，提取鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白时，尽量保持在较低温度下操

作，如果兼顾提取率和纯度，宜选择55℃以内操作。2藻种藻蓝蛋白酸碱稳定性上表现出较一致的反应，pH值5~6可以保持藻

蓝蛋白的最大纯度。

关键词关键词 钝顶螺旋藻；藻蓝蛋白；热稳定性；酸碱稳定性

中图分类号中图分类号 Q513 文献标志码文献标志码 A doidoi 10.3981/j.issn.1000-7857.2014.21.004

Comparison of Phycocyanin Characterization of Spirulina Erdosensis
and the Imported Species

AbstractAbstract This paper presents a comparative study of the characteristics of phycocyanin between Spirulina Erdosensis and the
imported species to find out the characteristics of two spieces of spirulina platensis, and obtain the optimal parameters of phycocyanin
in the process of extraction and preservation. The results show that the purity and the yield of the two Spirulina species of
phycocyanin are the best and the phycocyanin purity of Spirulina Erdosensis is 1.67 times of the imported species and the yield of
phycocyanin of two Spirulina species is basically the same with 40% (NH4)2SO4 saturation. The phycocyanin is more sensitive to
temperature than the introduced species. The reduced percentage of the phycocyanin purity of Spirulina Erdosensis is larger than that
of the introduced species under the conditions of 35℃ , 45℃ , 55℃ , while it is twice as large under the conditions of 25℃ .
Nonetheless, the reduced purity of Spirulina Erdosensis is still higher than the highest purity of the introduced Spirulina species,
showing the advantages of Erdos Spirulina platensis on phycocyanin. The phycocyanin from Spirulina Erdosensis can be extracted at
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螺旋藻（Spirulina）是丝状的多细胞蓝藻，其藻体细胞内

的蛋白质含量高且营养物质丰富，被世界粮农组织誉为21世
纪人类最理想的食品[1,2]。藻蓝蛋白（Phycocyanin，PC）是螺旋

藻细胞中重要的光合作用天然色素，螺旋藻中的藻蓝蛋白含

量高达 10％～20％，它在光合作用过程中起着重要作用 [3]。

因其水溶性强、无毒、清亮且着色力强等优点，藻蓝蛋白被广

泛用于食品着色剂和化妆品的添加剂[4]；它带有荧光，可用作

荧光标记物[5]。研究表明，藻蓝蛋白还具有提高人体免疫力[6]、

促进动物血细胞再生、抗肿瘤、抑制癌细胞[7]等医疗作用，同

时在抗辐射、抗疲劳、清除自由基等方面也具有一定的生理

活性[8]，因此螺旋藻藻蓝蛋白成为螺旋藻类蛋白研究的热点[9~11]。

本研究选用鄂尔多斯当地钝顶螺旋藻和引进的非洲乍

得湖钝顶螺旋藻为材料，用盐析沉淀法分离藻蓝蛋白，同时

研究温度和 pH值对藻蓝蛋白纯度和提取率的影响，以期为

进一步提取藻蓝蛋白和保存藻蓝蛋白提供依据。

1 材料与方法
1.1 实验材料及培养

藻种为鄂尔多斯碱湖分离纯化的钝顶螺旋藻和南京大

学引进的非洲乍得湖钝顶螺旋藻（以下简称引进藻种），采用

Zarrock培养基 [12]，接入藻种使藻液 OD值（光密度值）达到

0.2，培养温度 28℃，光暗比 12 h∶12 h，培养至OD值为 0.8时
采收、清洗、干燥后备用。

1.2 实验方法

1.2.1 粗藻蓝蛋白溶液制备

取50 g螺旋藻粉，加入500 mL 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液

（PBS）（pH值 7.0），搅拌均匀，在-20℃和 38℃间交替冻融数

次，静置 30 min后 8000 r/min 4℃离心 15 min，所得上清液即

为藻蓝蛋白粗提液。

1.2.2 藻蓝蛋白纯度和提取率测定

藻蓝蛋白的纯度用藻蓝蛋白在最大吸收（620 nm）处的

吸光度与蛋白质在280 nm处的吸光度的比值A620/A280表示[13]。

藻蓝蛋白提取率根据文献[14]所列方法测定和计算。

1.2.3 不同硫酸铵饱和度条件下盐析藻蓝蛋白的纯度及提

取率

各取藻蓝蛋白粗提液300 mL放入8个三角瓶中，加入硫

酸铵，分别调节溶液中硫酸铵饱和度为 20%、30%、40%、

50%、60%、70%、80%、90%，4℃ 8000 r/min离心 15 min，沉淀

溶于PBS中，定容至1000 mL，然后取1 mL上述溶液再用PBS
定容至 100 mL，采用 1.2.2节的方法测定藻蓝蛋白的纯度和

提取率。

1.2.4 藻蓝蛋白热稳定性

将藻蓝蛋白粗提液分别置于 25、35、45、55、65℃的水浴

中，每隔 1 h 测量上清液在 280、620 nm处的吸光度，计算藻

蓝蛋白的纯度，以考察不同温度及不同存放时间对藻蓝蛋白

稳定性的影响。

1.2.5 藻蓝蛋白酸碱稳定性

将藻蓝蛋白粗提液加入不同pH值（3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、
8.0、9.0、10.0、11.0）的 30 mmol/L磷酸氢二钠-柠檬酸、碳酸

钠-碳酸氢钠缓冲溶液中，室温保存并每隔1 h测量上清液在

280、620 nm处的吸光度，计算藻蓝蛋白的纯度，以考查不同

pH值及存放时间对藻蓝蛋白稳定性的影响。

2 结果与分析
2.1 硫酸铵饱和度对藻蓝蛋白纯度和提取率的影响

由图 1可以看出，鄂尔多斯藻种和引进藻种的最大藻蓝

蛋白纯度分别为 0.669和 0.4，前者为后者的 1.6725倍。硫酸

铵饱和度对鄂尔多斯当地藻种和引进藻种藻蓝蛋白纯度的

影响较大，两藻种都经历了随着硫酸铵饱和度的增加，藻蓝

蛋白纯度先增加后减小的变化。其中，硫酸铵饱和度为40%
时，两藻种的藻蓝蛋白纯度都达到最大。鄂尔多斯藻种的藻

蓝蛋白纯度变化幅度比引进藻种的大，但当硫酸铵饱和度超

过 50%后，鄂尔多斯藻种藻蓝蛋白纯度下降幅度较大，对于

引进藻种，硫酸铵浓度在30%~60%范围总体变化不大。

由图 2可以看出，当硫酸铵饱和度在 20%~40%时，藻蓝

蛋白提取率逐步增加，这与在此范围的 2藻种藻蓝蛋白纯度

变化规律一致；当硫酸铵饱和度达到 40%后，藻蓝蛋白提取

55℃ and the lowest temperature should be chosen for both extracting efficiency and purity in the permissible process and
environmental conditions. The phycocyanin purity of two Spirulina species is the largest when pH value takes 5-6, while the pH
stability of phycocyanin for two Spirulina species is quite consistent.
KeywordsKeywords Spirulina platensis; phycocyanin; thermostability; pH stability

图1 不同硫酸铵浓度下2藻种藻蓝蛋白纯度

Fig. 1 Phycocyanin purity under different
(NH4)2SO4 concentrations
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率的变化不明显，尤其对于引进藻种，藻蓝蛋白的减少率仅

为 6.4%。而鄂尔多斯藻种，在硫酸铵饱和度 40%~50%范围

内，藻蓝蛋白提取率保持较高水平，从 60%开始提取率略有

下降，但变化不剧烈，减小率为 17.5%。从图 2还可看出，两

藻种的藻蓝蛋白最高提取率基本持平。

综合图1和图2，无论是鄂尔多斯藻种还是引进藻种，提

取藻蓝蛋白时最经济的硫酸铵饱和度范围为40%~50%。

2.2 藻蓝蛋白热稳定性

从图 3和表 1可以看出，鄂尔多斯钝顶螺旋藻种藻蓝蛋

白纯度在25℃下放置5 h内几乎没有下降，只是在6 h时有不

到2%的下降；从35℃开始，此藻种藻蓝蛋白纯度随放置时间

的增长开始下降，35℃时 6 h内，纯度下降率由 2.47%最大增

加到 9.73%；45℃时 6 h内纯度下降 10%~15%；55℃时 6 h内

纯度下降率维持在 20%左右；65℃时放置 6 h，纯度下降剧

烈。由此可知，鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白对温度比较敏

感，并且在较高的温度下，放置时间越长纯度下降越多。所

以，在提取、纯化鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白时，尽可能在

较短时间和较低温度下完成操作，如兼顾产量与纯度，可以

根据工艺条件选择适合的处理温度和操作时间。

从图 4和表 2可以看出，引进藻种的藻蓝蛋白纯度总体

上虽然比鄂尔多斯钝顶螺旋藻低，但其适应温度的能力比鄂

尔多斯钝顶螺旋藻强，25℃放置 6 h，纯度下降率在 1.19%~
2.38%，同比高于鄂尔多斯当地藻种。其余温度条件下，同比

均低于鄂尔多斯当地藻种。35℃时纯度下降率维持在4%左

右，45℃时纯度下降率维持在5%~10%，55℃时纯度下降率维

持在7%~15%，65℃时纯度下降率维持在42%~57%。尤其当

处理温度在55℃及以下时，引进藻种同比纯度下降率不到前

者的50%。

图2 不同硫酸铵饱和度下藻蓝蛋白提取率

Fig. 2 Phycocyanin extraction ratio under different
(NH4)2SO4 concentrations

表1 不同温度下鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白纯度

随时间的下降率

Table 1 Declining percentage with time of phycocyanin
purity of Ordos S. platensis

存放时间/h

1
2
3
4
5
6

藻蓝蛋白纯度下降率/%
25℃
0.14
0.14
0.14
0

0.14
1.92

35℃
2.47
3.84
5.21
8.63
9.73
7.26

45℃
10.27
12.19
13.97
17.81
15.75
14.66

55℃
20.20
22.60
25.34
27.12
29.86
30.00

65℃
43.30
47.41
53.01
57.76
60.27
61.62

图3 不同温度和存放时间下鄂尔多斯藻种藻蓝蛋白纯度

Fig. 3 Phycocyanin purity under different temperature and
storage time on S. platensis from Ordos

图4 不同温度和存放时间下引进藻种藻蓝蛋白纯度

Fig. 4 Phycocyanin purity under different temperatures
and storage times of introduced S. platensis

存放时间/h

1
2
3
4
5
6

藻蓝蛋白纯度下降率/%
25℃
1.19
1.43
1.67
1.90
2.14
2.38

35℃
3.33
3.57
3.81
3.98
4.20
4.29

45℃
5.00
6.43
9.05
9.52
10.48
10.95

55℃
7.12
10.23
13.88
12.93
14.29
15.15

65℃
42.07
48.52
53.94
54.30
55.00
56.87

表2 不同温度下引进藻种藻蓝蛋白纯度随时间下降百分率

Table 2 Declining percentage with time table on
phycocyanin purity of introduced S. platensis
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分析表 1、表 2、图 3和图 4可知，尽管在上述温度下鄂尔

多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白纯度下降率几乎是引进藻种的 2
倍，但下降后的纯度数值依然远高于引进藻种，从这一角度

看，鄂尔多斯钝顶螺旋藻在藻蓝蛋白方面具有可开发优势。

以 55℃处理 6 h的数值为例，鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白

纯度为 0.511，而引进藻种藻蓝蛋白纯度为 0.3564，前者为后

者的1.43倍。从实际应用角度看，提取过程保持在55℃以下

即可使提取的藻蓝蛋白粉满足质量要求（纯度≥0.4）。
2.3 藻蓝蛋白酸碱稳定性

由图5可以看出，2藻种藻蓝蛋白纯度随pH值的变化趋

势基本一致，在pH=3时，其纯度都随时间的增加而降低，pH=
4时随时间的增加其纯度明显升高，pH值在 5~7时纯度基本

没有变化，然而 pH≥8时 2藻种藻蓝蛋白纯度均随时间增加

而明显下降。由此可知，2藻种藻蓝蛋白纯度的最适pH值范

围为 5~7，在此范围内可使其纯度保持较长时间。从表 3和

表4也可以看出，2藻种在不同pH值条件下的藻蓝蛋白纯度

下降率没有明显差异。在pH值为3、8、9、10、11时，2藻种藻

蓝蛋白纯度下降率均超过10%的，表明在上述pH值下，不适

合进行藻蓝蛋白提取纯化和保存等操作。在pH值为4时（除

引进藻种粗提液存放1 h藻蓝蛋白纯度下降率为4.61%外），2
藻种藻蓝蛋白纯度下降率均为负数，说明在此 pH值下藻蓝

蛋白的纯度在数值上都有大幅度的增加，但并不是该 pH值

下藻蓝蛋白纯度高，而是pH=4附近是藻蓝蛋白的等电点，在

此条件下藻蓝蛋白析出，致使溶液620 nm处吸光度增加，获

得比实际值偏大的数值（藻蓝蛋白经等电聚焦显示为一条

带，其等电点为 pH=4.3[15]）。尽管 pH值为 5、6、7条件下藻蓝

蛋白纯度下降率均较低，但 pH值 5和 6条件下，藻蓝蛋白纯

度随存放时间的下降率均较 pH=7时低，所以 pH值为 5和 6
是处理和保存2藻种藻蓝蛋白较好的酸碱条件。

图5 不同pH和存放时间下藻蓝蛋白纯度

Fig. 5 Phycocyanin purity under different temperatures and storage times of introduced S. platensis

存放时间/h

1
2
3
4
5
6

藻蓝蛋白纯度下降率/%
pH=3
11.52
22.46
31.49
48.97
56.69
59.83

pH=4
-2.60
-21.75
-20.42
-22.74
-28.25
-20.27

pH=5
1.43
0.35
2.16
1.33
2.33
3.45

pH=6
0.94
1.10
1.64
2.33
2.97
5.43

pH=7
3.73
2.59
2.31
8.53
8.09
8.21

pH=8
16.34
21.93
27.38
35.11
42.07
46.18

pH=9
62.80
70.38
75.88
82.63
84.66
85.82

pH=10
82.90
87.40
88.77
90.43
91.76
91.42

pH=11
88.50
89.73
90.82
91.46
91.59
91.96

表3 不同pH值下鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白纯度随存放时间下降率

Table 3 Declining percentage with pH of phycocyanin purity of Ordos S. platensis

（a）鄂尔多斯钝顶螺旋藻 （b）引进藻种
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3 讨论
藻蓝蛋白是螺旋藻的重要活性成分，也是近年来研究开

发的热点，很多企业也在开展规模化生产藻蓝蛋白的工作，

但不同产地的螺旋藻藻种藻蓝蛋白纯度不同，温度和 pH值

对藻蓝蛋白影响范围也不尽相同，所以研究最适的螺旋藻盐

析浓度以及温度和 pH值对藻蓝蛋白纯度的影响意义重大。

尤其对于鄂尔多斯钝顶螺旋藻来说，藻蓝蛋白的研究仍存在

很多空白，其特性还不为人所知，给有效开发利用鄂尔多斯

钝顶螺旋藻造成一定影响。为此本研究对比分析了硫酸铵

饱和度、温度、pH值等对鄂尔多斯钝顶螺旋藻和国外引进的

钝顶螺旋藻的藻蓝蛋白的影响。

从实验结果看，鄂尔多斯钝顶螺旋藻在粗提条件下藻蓝

蛋白纯度明显高于引进藻种，这对于产业化开发鄂尔多斯钝

顶螺旋藻有着重要的意义。从提取率看，2藻种基本持平，在

硫酸铵饱和度较低时，提取率逐步增大，当硫酸铵浓度在

40%~50%时，2藻种藻蓝蛋白提取率均达到最大，但随后随着

硫酸铵饱和度的继续增大，2藻种藻蓝蛋白提取率虽然有一

定程度的下降但下降幅度不大，这可能是多余的硫酸铵使部

分藻蓝蛋白发生了变性，致使在高硫酸铵浓度下出现较低藻

蓝蛋白提取率的现象。

刘杨等[16]实验证明，50%的硫酸铵有利于螺旋藻藻蓝蛋

白的富集分离，本实验中，藻蓝蛋白分离的最佳硫酸铵浓度

为40%~50%，即可以选用40%的硫酸铵进行藻蓝蛋白的富集

分离，这样不仅节省硫酸铵的投入，也可以减少硫酸铵在藻

蓝蛋白中的残留量。

实验证明鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白比引进藻种藻

蓝蛋白对温度更加敏感，当处理温度超过 35℃时，前者藻蓝

蛋白纯度下降率较高，约为后者的2倍，这也与2藻种生存环

境正相关。鄂尔多斯钝顶螺旋藻生活在温带大陆性干旱半

干旱气候区的高原碱湖中 [17]，该地区四季分明，冬季寒冷漫

长，夏季温热短暂，寒暑变化剧烈，气温日、年变化较大，年均

温度6.4℃，极端最低气温为-30~-31℃（1月），极端最高气温

为 36.5~36.7℃（7月），≥10℃积温 2796~2820℃，无霜期 130~

136 d[18]，鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻种在进化过程中已经适应了

当地的气候条件，所以表现出藻蓝蛋白在较低温度下保持较

高活性的特性。相对于鄂尔多斯钝顶螺旋藻，引进的钝顶螺

旋藻藻蓝蛋白活性在相对较高温度下表现出较强的适应

性。引进的钝顶螺旋藻来源于非洲乍得湖，该地区气候属于

热带沙漠气候，靠近撒哈拉沙漠，全年高温干旱少雨[18]，在这

样的环境下，乍得湖中的螺旋藻必然有着适应高温环境的特

性，这也与本实验中引进藻种藻蓝蛋白在较高温度下纯度下

降率较低的结果相吻合。

有研究表明，藻蓝蛋白纯度在超过 40℃时就会明显下

降，藻蓝蛋白应该在低于40℃条件下保存[19,20]，但目前的主要

问题不是保存，因为保存藻蓝蛋白需要的低温环境在现实条

件下是可以非常容易实现的，主要是藻蓝蛋白规模化提取纯

化过程的保护问题，因为在提取纯化过程中，需经历破壁、离

心、超滤、脱盐、浓缩、干燥等过程，这些过程一方面增加了藻

蓝蛋白在空气中暴露的时间，另外，可增加了低温操作的能

耗和工艺难度，从本实验数据可以看出，对于鄂尔多斯钝顶

螺旋藻来说，规模化提取藻蓝蛋白完全可以在≤55℃温度条

件下进行，因为一方面鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白纯度明

显高于引进钝顶螺旋藻，另外通过减少处理时间，实现提取

过程中藻蓝蛋白纯度降低率控制在10%~20%，尽管纯度有了

一定程度的降低，但因生产效率提高，可以实现规模化生产，

兼顾了效率与纯度的问题。

2藻种在酸碱稳定性上表现出较一致的特性，在pH值5~
6的条件下具有最低的藻蓝蛋白纯度降低率，说明此pH值范

围是保存和提取纯化藻蓝蛋白的最佳酸碱性条件，pH≤4及
pH≥7的酸碱度均可能使藻蓝蛋白发生一定的变性，致使纯

度降低。

4 结论
在提取藻蓝蛋白过程中，用于盐析螺旋藻藻蓝蛋白的硫

酸铵饱和度应为40%~50%，这样既可以保持较高的藻蓝蛋白

纯度，同时能保持硫酸铵的适中用量，降低了提取成本。

表4 不同pH值下引进藻种藻蓝蛋白纯度随存放时间下降率

Table 4 Percentage of declining with pH on phycocyanin purity of introduced S. platensis

存放时间/h

1
2
3
4
5
6

藻蓝蛋白纯度下降率/%
pH=3
24.66
27.92
31.82
46.30
53.09
56.88

pH=4
4.61

-22.99
-27.50
-32.54
-32.10
-34.13

pH=5
1.35
0.09
0.92
-0.36
-2.42
-0.47

pH=6
1.19
1.26
0.40
1.97
1.28
1.61

pH=7
4.49
7.93
7.76
11.61
9.66
14.86

pH=8
18.37
25.56
30.58
36.50
40.03
41.83

pH=9
49.36
57.56
61.28
65.38
65.32
68.41

pH=10
73.44
74.93
73.94
76.05
76.71
76.80

pH=11
73.83
75.15
75.71
76.25
78.72
77.64
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运用常规冻融破碎细胞、硫酸铵盐析方法提取藻蓝蛋

白，在2藻种中，鄂尔多斯钝顶螺旋藻粗藻蓝蛋白纯度最大值

为引进藻种的1.67倍，但两者在此提取条件下的提取率较接

近。总体来看，鄂尔多斯钝顶螺旋藻藻蓝蛋白对温度较引进

藻种敏感，藻蓝蛋白规模提取过程中只要温度控制在55℃以

下，即可保持藻蓝蛋白较高的活性。提取液的 pH值对藻蓝

蛋白的纯度影响较大，2藻种在pH值5~6的条件下均可保持

藻蓝蛋白的最大纯度。
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