
藻胆蛋白是一类用途广泛!市场前景广阔的天然色素蛋白"但分离纯化困难# 粗提条件优化对最终获得的藻胆蛋白的得率和

纯度影响较大$ 研究了硫酸铵饱和度%盐析次数!分级盐析对海洋红藻多管藻 !"藻红蛋白&!#$’和 !%藻蓝蛋白&!&’’提取得率和

纯度的影响$ 结果表明"多管藻 !&$ 和 !&( 的得率随硫酸铵饱和度的提高而增加"饱和度为 )*+时得率最高"分别为 ,-./,+%

,0.,1+$饱和度 23+的硫酸铵仍能沉淀 40.5+的 !&$ 和 24.1+的 !&($!&$ 的纯度随硫酸铵饱和度的提高而降低"但 !&( 纯度
随硫酸铵饱和度的提高而增加"至饱和度为 4/+时纯度最高"之后随饱和度的提高而缓慢降低$ 饱和度6437时"!&$8!&( 得率比
随硫酸铵饱和度提高而增加( 饱和度94*+时"!&$8!&( 得率比趋于稳定# 硫酸铵盐析 2次与盐析 - 次相比"!&$%!&( 的得率降
低"但纯度提高#二步法盐析比一步法盐析 !&$%!&( 的纯度分别提高 -22.42+%-1.:0+"但得率降低#因此硫酸铵盐析提取多管藻

!&$%!&( 时"以饱和度 :;+为宜"盐析 2 次"二步法盐析有利于藻胆蛋白纯度的提高"二步法盐析时初次使用的硫酸铵饱和度应

62;+# 藻胆蛋白盐析条件优化可为藻胆蛋白的进一步分离纯化奠定基础#
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! 引言
藻胆蛋白是存在于蓝藻!红藻中的水溶性光合色素蛋白

的总称"分为藻红蛋白!藻蓝蛋白!别藻蓝蛋白三大类"每类
又根据来源和光谱特征分为多个小类" 辅以前缀 !"!#"!$%
等# 藻胆蛋白安全无毒"性质稳定"色泽鲜艳"荧光明亮"具有

抗氧化!增强免疫!抑制肿瘤等多种生物学活性"被广泛用作
食品或化妆品的天然色素!保健品$如免疫调节剂%抗氧化
剂&和药品$如荧光检测试剂%抑瘤剂%光敏治疗剂& &’"()# 试剂
级的藻胆蛋白售价高达 *+,美元-./#
多管藻$!"#$%&’(")&* +,-."#*/*&是生长于中国沿海地区潮

间带的野生海洋红藻 " 含有大量的 !0藻红蛋白 $!%
123456738279:; !<=&和 !0藻蓝蛋白$!01234543>:9:; !<$&"且
多糖含量相对较低"是分离纯化藻胆蛋白的良好材料 &?0@)# 多
管藻的野生资源丰富"春季繁盛"?’A 月份进入繁殖期"然后
大型世代消失"常年自生自灭# 多管藻不能作为食品或饲料
用"从中提取藻胆蛋白可变废为宝"创造巨大经济效益# 多管

藻 !<= 为典型的三峰型藻红蛋白" 最大吸收峰分别位于
@BC%DE+%AFD:."蓝绿光激发下能发出明亮的橘黄色荧光"是
理想的荧光标记物# 多管藻 !<$ 是唯一同时含有藻蓝胆素
$<$G&和藻红胆素$<=G&的藻胆蛋白"是研究荧光能量传递
的较好模型#
藻胆蛋白为胞内膜蛋白"藻细胞破碎后水溶性的藻胆蛋

白由胞内释放到胞外溶液中"但细胞壁中的多糖和杂质等也
同时释放出来"因此藻胆蛋白的提取和纯化比较困难# 藻胆
蛋白的分离纯化一直是研究的热点"近年来时有藻胆蛋白的
高效分离纯化方法报道"但对粗提条件优化研究较少# 硫酸
铵沉淀%活性炭吸附%等电点沉淀和超滤法等方法可去除大

部分杂质"利于提高最终获得的藻胆蛋白的纯度和效率# 硫
酸铵盐析具有初步纯化和浓缩双重效果"常被用于藻胆蛋白
的分离纯化# 通常采用饱和度 ?HI的硫酸铵沉淀去除杂质"
?+IJK+I饱和度的硫酸铵溶液沉淀藻胆蛋白"但不同材料来
源和种类的藻胆蛋白硫酸铵盐析时要筛选适宜的饱和度# 螺
旋藻%条斑紫菜%红毛藻藻胆蛋白盐析条件优化已有报道 &A0K)#

本课题组曾报道溶胀法提取多管藻藻胆蛋白 &L)"本研究分析
硫酸铵饱和度%盐析次数%分级盐析对海洋红藻多管藻中 !0

藻红蛋白和 !0藻蓝蛋白提取得率和纯度的影响#

" 材料与方法
"#" 材料
多管藻(采自青岛太平角潮间带"去除杂藻"挤干水分"冷

冻保存#
硫酸铵(分析纯$国产&#

"#$ 仪器
紫外0可见光分光光度计"MN-NOP%DDH 型$日本 Q>R45 公

司&#
离心机"DCHE!型$=116:S57T公司&#

"#% 实验方法
"#%#" 多管藻藻胆蛋白溶液制备
取冷冻保存的多管藻"按 *U*H$/-.V&比例加入 DH..5W-V

<#P缓冲液$1X 值 YZH&"置 E!溶胀破壁 [S# 多层纱布过滤"
挤尽红色汁液"离心"上清即为藻胆蛋白粗提液# 测定吸光
度"计算 !<=%!<$的含量及纯度#
"#%#$ 藻胆蛋白纯度和浓度测定
藻胆蛋白的纯度用其最大可见光吸收峰的吸光度与其

在 [LH:. 处的蛋白质吸光度的比值$0!.>\-0[LH&表示# 藻胆蛋
白的浓度以 G6::688 ] G5/57>S$’BK?&的公式计算&B)(

&<$)^ _‘a*D%HbEKE"_‘aD[

Db?E

&c<$)^ _‘aD[%Hb[HL"_‘a*D

DbHB

&<=)^ _‘Da[%[bE*"&<$)%HbLEB"&c<$)
Bba[

式中" 藻胆蛋白的浓度单位为 ./-.V"<$为藻蓝蛋白"<= 为
藻红蛋白"c<$ 为别藻蓝蛋白#
"#%#% 硫酸铵饱和度对藻胆蛋白提取得率和纯度的影响
取藻胆蛋白粗提液"每份 DH.V"置磁力搅拌器上"冰浴中

缓慢加入研磨的硫酸铵粉末"边加边搅拌"待硫酸铵全部溶
解后再继续搅拌 ?H.9:" 使溶液中硫酸铵的饱和度分别达到
*HI%*DI%[HI%[DI%?HI%?DI %EHI%EDI%DHI %DDI%aHI%

KHI%LHI"E!过夜"*HHHH7-.9: 离心 [H.9:$E!&"沉淀用适量
<GP重溶"测定吸收光谱"计算 !<=%!<$ 得率%纯度#

BKbBLI; 76R16489d6W3b [HI R>8e7>895: 45eWS R89WW 17649198>86 EKb?I 5T !<= >:S [EbLI 5T !<$b f26 1e7983 5T !<= 9R S6476>R6S g982 9:476>R9:/
R>W8 45:46:87>895:b X5g6d67; !<$ 1e7983 9R 9:476>R6S g982 9:476>R9:/ >..5:9e. ReWT>86 R>8e7>895:; >8 EDI R>8e7>895:; 826 1e7983 76>426R 826
29/26R8; >:S 826: RW5gW3 S6476>R6R >R 826 R>8e7>895: Te78267 9:476>R6Rb ‘e79:/ 826 R>8e7>895: 5T [HIJEHI; 826 7645d673 7>895 5T !<= >:S !<$
9:476>R6R g982 9:476>R9:/ R>W8 45:46:87>895:h >8 EHI; 826 7>895 76>426R 826 29/26R8; 826: 9R R8>i9W9j6S >i5d6 EHIb f26 8g946 >..5:9e. ReWT>86
17649198>895: 9R i68867 82>: 5:46 T57 !<= >:S !<$ 6\87>4895:; 82697 396WSR T>WW; ie8 82697 1e7983 9R 9:476>R6Sb c..5:9e. ReWT>86 T7>4895:>895:
45eWS R9/:9T94>:8W3 9:476>R6 826 1e7983 5T !<= >:S !<$; i3 *[[bE[I >:S *CbaYI ; >R 45.1>76S 85 5:6 0R861 R>W89:/; ie8 82697 396WS 9R
S6476>R6S R9/:9T94>:8W3b P5 aHI R>8e7>895: 5T >..5:9e. ReWT>86 9R Re98>iW6 T57 6\87>4895: 5T !<= >:S !<$ T75. 1"2$%&’(")&* +,-."2*/*; 8g946
R>W89:/ >:S 8g50R861 T7>4895:>895: >76 /55S T57 1e7983 9:476>R9:/; ie8 826 T97R8 T7>4895:>895: R>8e7>895: 5T >..5:9e. ReWT>86 R25eWS i6 i6W5g
[HIb f29R R8eS3 4>: i6 > 26W1 T57 826 12345i9W9175869:R 1e79T94>895:b

3"2$%4’(")4* +,-."2*/*h 12345i9W9175869:h !0123456738279:h !01234543>:9:h 7645d673h 1e7983h >..5:9e. ReWT>86 17649198>895:
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!"#"$ 硫酸铵盐析次数对藻胆蛋白提取得率和纯度的影响
分别用饱和度为 !"#的硫酸铵盐析 $!%!& 次 " 计算

’()!’(*得率和纯度#
取藻胆蛋白粗提液 +",-" 按 $.&.& 的方法用饱和度为

!"#的硫酸铵盐析 $ 次"离心 "弃上清液 "取沉淀 "用 +",-
(/0 重溶" 测定溶液的吸收光谱" 计算硫酸铵盐析一次的

’()!’(*得率!纯度$ 在上述重溶液中再次用饱和度为 !"#
硫酸铵沉淀" 依次获得硫酸铵盐析二% 三次的 ’()!’(* 得
率!纯度$

!"#"% 硫酸铵分级沉淀对藻胆蛋白提取得率和纯度的影响
按 $.&.& 的方法"先用饱和度 %"#的硫酸铵盐析"离心"

去沉淀"上清液中继续加硫酸铵至终饱和度为 !"#"比较分
级沉淀与直接用饱和度 !"#的硫酸铵盐析对藻胆蛋白的得
率和纯度的影响$

& 结果与分析
&"! 硫酸铵饱和度对多管藻 ’()!’(* 得率的影响
随硫酸铵的饱和度提高"’()!’(*得率增加" 至硫酸铵

饱和度为 !"#时"’()和 ’(* 的得率最高" 分别为 1$.+1#!

12.13#"然后二者得率随着硫酸铵饱和度增加而降低$ 硫酸
铵饱和度为 4"#53"#时"’()和 ’(* 得率维持在 3"#以上$
饱和度 %"#的硫酸铵仍能沉淀出 42.&#的 ’() 和 %4.3#的
’(*" 这提示在硫酸铵分级沉淀藻胆蛋白时" 硫酸铵饱和度
应6%"#"否则会损失一部分藻胆蛋白"尤其是显著降低 ’()
得率$ 结果见图 $$

&"& 硫酸铵饱和度对 ’()!’(*纯度的影响
多管藻 ’() 的纯度随着硫酸铵的饱和度增加而缓慢降

低"这与硫酸铵盐析对红毛藻 ’() 纯度影响规律一致 7!8$硫酸
铵饱和度为 %"#时"’() 的纯度为 ".2"&&& 硫酸铵饱和度为
3"#时"’() 的纯度为 ".4+!+$’(*的纯度随着硫酸铵的饱和

度增加而缓慢提高" 至硫酸铵饱和度为 4+#时"’(* 的纯度
最高"然后缓慢降低’图 %(#

&"# 硫酸铵饱和度对 ’()+’(* 得率比的影响
’(*9’()得率比随硫酸铵饱和度增加而缓慢增加"饱和

度:4"#时维持在一个相对稳定的水平# 硫酸铵饱和度64"#
时 ’(*沉淀量少"’() 分子量大而容易沉淀" 所以 ’(*9’()
比值低&硫酸铵饱和度:4"#时"二者的沉淀量都增加"所以比
值变大# 结果见图 &#

&"$ 硫酸铵盐析次数对 ’()!’(*得率和纯度的影响
!"#硫酸铵盐析 $%%%& 次对 ’()%’(* 得率和纯度的影

响结果见图 4#盐析 % 次比盐析 $次 ’()%’(*的得率分别由
1$."4# %33.4&#下降为 2$.42# %!%.!4# " 纯度由 ".+!"&%
".$&43 提高为 ".3333%".$31&& 盐析 & 次与盐析 % 次对 ’()%
’(* 的得率和纯度影响不明显# 实际提取藻胆蛋白时考虑到
时间%试剂成本"硫酸铵盐析提取藻胆蛋白以 % 次为宜#
&"% 硫酸铵分级沉淀对 ’()!’(*得率和纯度的影响
先用 %"#硫酸铵盐析" 再用 !"#饱和度硫酸铵分级盐

图 ! 硫酸铵饱和度对多管藻 ’()!’(* 得率影响
,-." ! ’/012/34 15 ’() 678 ’(* 659/3 8-55/3/79
0170/79369-17: 15 6;;17-<; :<=569/ >3/0->-969-17

图 & 硫酸铵饱和度对多管藻 ’()!’(* 纯度影响
,-." & (<3-94 15 ’() 678 ’(* 659/3 8-55/3/79

0170/79369-17: 15 6;;17-<; :<=569/ >3/0->-969-17

图 # 硫酸铵饱和度对多管藻 ’(*+’() 得率比影响
,-." # ’/012/34 369-1 15 ’(* 91 ’() 659/3 8-55/3/79
0170/79369-17: 15 6;;17-<; :<=569/ >3/0->-969-17
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! 讨论
藻细胞中藻胆蛋白的含量约占细胞干重的 !"#$%&#!目

前国际上普遍采用从天然或人工培养的藻中提取藻胆蛋白"
藻红蛋白通常从条斑紫菜#坛紫菜#红毛菜#紫球藻中提取!藻
蓝蛋白和别藻蓝蛋白通常从螺旋藻中提取" 为揭示藻类的遗
传进化规律#光合作用机理!各国学者仍在探索从不同区域#
生境# 种类的藻中分离纯化藻胆蛋白" 多管藻藻胆蛋白含量
高!琼胶#卡拉胶等多糖含量低!是提取三峰型 ’()的好材料"
在此基础上!中国许多学者对多管藻藻胆蛋白的特性#结构与
功能进行了深入研究!高分辨率 ’()#’(*的晶体结构相继解
析出来!中国多管藻藻胆蛋白研究走在了世界的前列 +,-%.!&-!/0"

多管藻藻胆蛋白的分离纯化研究侧重于运用阴离子交

换层析#扩张床层析等方法高效纯化 +%.!&0!对粗提条件优化研

究较少" 硫酸铵盐析预处理藻胆蛋白!能够收到初步纯化和
浓缩双重效果!有利于后续的藻胆蛋白的纯化"
盐析的原理是利用高浓度的盐离子在蛋白质溶液中与

蛋白质竞争水分子!破坏蛋白质表面的水化膜!降低其溶解
度!使之从溶液中沉淀出来" 每种蛋白质带电荷数#分子量#
溶解度不同! 可利用不同浓度的盐溶液来沉淀不同的蛋白
质" 通常蛋白质的分子量越大#电荷越多沉淀时需要硫酸铵
的饱和度越低" 一般情况下饱和度 "&#的硫酸铵溶液可将大
部分藻胆蛋白沉淀出来" 为使藻胆蛋白沉淀完全!可将硫酸
铵的饱和度加大至 /&#$1&#" 分级沉淀法可提高纯度!如用

!"#$,&#饱和度的硫酸铵溶液沉淀去除杂质!然后再用 /&#
$1&#饱和度的硫酸铵沉淀藻胆蛋白"
由于蛋白质带电荷数#分子量不同!硫酸铵沉淀藻胆蛋

析!对多管藻藻胆蛋白的得率和纯度的影响结果见图 ""二步
法盐析比一步法盐析提取多管藻 ’()#’(* 的得率明显降
低!但纯度明显提高" 一步法盐析提取 ’()#’(*的得率分别
为 2"3!4# #4&3/2# ! 而二步法盐析的得率仅为 "23!%# #

/%325#!这是因为 5&#的硫酸铵在去除杂质的同时也沉淀了
部分藻胆蛋白" 一步法盐析提取多管藻 ’()#’(* 的纯度分
别为 &3"/5#&3!//! 而二步法盐析 ’()#’(* 的纯度为 !35"#
&3!41!二步法盐析使 ’()的纯度提高 !553%5#"

图 " 硫酸铵盐析次数对多管藻 #$%!#$& 得率和纯度影响
’()* " $+,(-. /01 ,23452,. 46 #$% /01 #$& /6-2, 1(662,20- -(728 46 /7740(+7 8+96/-2 :,23(:(-/-(40

图 ; 硫酸铵分级盐析对多管藻 #$%!#$& 得率和纯度的影响
’()* ; #23452,. /01 :+,(-. 46 #$% /01 #$& /6-2, -<4=8-2: /7740(+7 8+96/-2 :,23(:(-/-(40
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白时要筛选适宜的饱和度! 硫酸铵盐析螺旋藻藻胆蛋白时"
用 !"#硫酸铵沉淀去除杂质"$"#硫酸铵沉淀 %&藻蓝蛋白"
’$#硫酸铵沉淀别藻蓝蛋白 ()*! $$#硫酸铵可沉淀条斑紫菜
+,-和 %&藻蓝蛋白"多次盐析能提高纯度($*!’"#硫酸铵改良
结晶法盐析红毛藻藻胆蛋白效果最好 (’*! 本研究分析了盐析
条件对多管藻藻胆蛋白提取效果的影响! ’"#硫酸铵盐析多
管藻 +,-#+,% 得率最高"+,- 的纯度随硫酸铵饱和度增加
而降低".$#硫酸铵盐析多管藻 +,% 纯度最高" 分级沉淀或
多次盐析能提高多管藻藻胆蛋白纯度! 本次研究发现 /"#的
硫酸铵即可沉淀出一定量的 +,- 和 +,%"这与红毛藻#螺旋
藻藻胆蛋白盐析条件差别较大 (’&)*! 为避免分离纯化过程中造
成藻胆蛋白损失"硫酸铵分级沉淀多管藻藻胆蛋白去除杂质
时选用饱和度应小于 /"#"甚至可以直接用饱和度 ’"#硫酸
铵沉淀法粗提!

硫酸铵沉淀粗提藻胆蛋白效果较好"盐析时藻胆蛋白溶
液的浓度以 /0$#1!0"#为宜"浓度太大会发生蛋白质共沉淀!
硫酸铵要研磨细"边缓慢加入边搅拌"并在冰浴上进行! 硫酸
铵加完后要继续搅拌半小时".!静置 .2 以上"使藻胆蛋白完
全析出! 调节溶液 34 到等电点附近" 有利于藻胆蛋白的析
出!

! 结论
5$ 研究了硫酸铵饱和度#盐析次数#分级盐析对海洋红

藻多管藻 +&藻红蛋白%+,-$和 +&藻蓝蛋白%+,%$提取得率
和纯度的影响"为藻胆蛋白的进一步分离纯化奠定了基础!

/$ 硫酸铵饱和度对多管藻 +,-和 +,%的得率和纯度影
响较大! +,-和 +,%得率随硫酸铵饱和度的提高而增加"至
饱和度为 ’"#时 +,-#+,% 得率最高 " 分别为 650$6# #

6)067# ! 饱和度 /"#的硫酸铵仍能沉淀 .)0!#的 +,- 和
/.07#的 +,%" 因此分级沉淀藻胆蛋白时初次采用的硫酸铵
饱和度应8/"#! +,- 的纯度随硫酸铵饱和度提高而降低&
+,% 纯度随硫酸铵饱和度提高而增加"至饱和度为 .$#时纯
度最高" 之后随饱和度提高而缓慢降低 ! 饱和度8."#时"
+,-9+,% 得率比随硫酸铵饱和度提高而增加& 饱和度:."#
时"+,-9+,%得率比趋于稳定!

!$ 硫酸铵盐析 / 次与盐析 5 次相比"+,-#,+% 的纯度
提高"但盐析 ! 次与盐析 / 次相比"对得率和纯度影响不明
显!

.$ 硫酸铵二步法盐析能提高 +,- 和 +,%的纯度" 但得
率明显降低! 一步法盐析比二步法盐析 +,-#+,% 的得率分
别提高 /)0"$##/$07.#" 而二步法盐析比一步法盐析 +,-#
+,%的纯度分别提高 5//0./##570’)#!
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