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钝顶螺旋藻藻胆蛋白性质的研究

彭卫 民 商树田 ② 傅友兰 刘国琴
中国农业大学生物学院

摘 要 采用经基磷灰石柱层析法对钝顶螺旋藻藻胆蛋白粗提液进行纯化
,

得到藻蓝蛋白 和别藻蓝蛋

白 纯化液
。

用紫外
一

可 见分光光度计测得 和 的最大可见吸收峰分别在 和 处

用荧光分光光度计测得它们的室温荧光发射峰分别在 和 “ 处
。

经 〕
一

八 法分析

由 和 召两个亚基组成
,

其分子量分别为 和 八 〕 也由 和 召两个亚基组成
,

其分子量分别

为 和
。

用高效液相色谱仪 对 和 八 的氨基酸组成作了测定
,

发现二者的氨基

酸组成比较相似
。
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‘ 一

螺旋藻 是蓝藻门
、

蓝藻纳
、

段殖体 目
、

颤藻科 中的 个属
。

螺旋藻富含许多有营养价值
、

医疗价值和其他有价

值的化学成分
,

其产品除可作为优良的纯天然食品和饲
、

饵料外
,

在医疗保健
、

精细化工和化妆品

等诸多领域均有着广阔的应用前景
’〕。 藻胆蛋白

,

是存在于某些藻类

主要是红藻
、

蓝藻 的藻胆体
,

中的一类色素复合蛋白
,

在藻细胞中主要起

、今
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捕获光能和传递光能的作用
。

藻胆蛋白既是研究光合作用的极好材料
,

又可作为天然色素用于

染料
、

化妆品和食品工业中
。

此外
,

它还可制成药品和荧光试剂用于医疗保健和医学临床诊断

等领域巨’
·

, 〕。 螺旋藻中藻胆蛋白的含量非常丰富
,

可达细胞干重的 以上
,

较其他蓝藻为

高〔
’
·

,
·

‘〕。 因此
,

对螺旋藻藻胆蛋白的研究十分有意义
。

材料与方法

材料

所用藻种为钝顶螺旋藻 八
一

朋 的 个优良藻株 品系 一
,

为本实验室

在生产研究上长期采用川
。

,

方法

藻液培养 将已纯化并扩大培养的藻种接种于容积为 的三角瓶 事先经高压

灭菌消毒
,

再加入 培养液
才

中
,

接种浓度为 浅
。一

,

置于室内靠窗边光亮处

培养
,

每天搅动 次
,

用光学显微镜及 型分光光度计监测其生长状况
,

待藻液 转。一

左右时即可采收
。

藻胆蛋 白的粗提〔卜幻 用 目网膜过滤采收
,

采收时用 自来水及蒸馏水分别冲洗

次
,

将藻泥装人烧杯中
,

加人适量
一 · 一 ’

缓冲液
,

含 月

琉基乙醇
· 一 ’ , ·

厂 ’
, · ’

文中如无特别说明
,

所用

缓冲液皆为
一

缓冲液
,

用黑色塑料膜包扎杯 口
,

置于冰箱冰冻室内
,

待其结冰

后取出
,

再置于冰箱低温室约 内融解
。

如此反复冻融 次
,

镜检冻融效果
。

然后离心
· 一 ’ , , ,

取上清液
,

即得藻胆蛋白粗提液
。

藻胆 蛋 白的纯化〔卜幻 取藻胆蛋白粗提液
,

缓慢加人 至 饱和度 盐

析
,

离心
· 一 ’ , , ,

收集沉淀
,

溶于适量
, 一 ’
缓冲液中

,

对沉

淀溶解液透析 过夜
,

中间更换 一 次 一
· 一 ’

缓冲液
,

再离心
· 一 ’ ,

, ,

取上清液
,

用 浓缩
,

上经基磷灰石
,

柱
,

用
·

一 ‘

缓冲液平衡
,

在低温
、

弱光下连续层析 次
,

用所配系列缓冲液作阶段梯度洗脱
。

经

连续 次 柱层析纯化之后
,

和 的纯度可达 以上 用藻胆蛋白液在最大可见吸

收峰波长的吸光值与蛋白质的特征吸光值之比 礼
。、

札 。 来表示其纯度川
,

即 纯度用

凡
。

礼
。

表示
,

纯度用 凡
。
礼
。

表示
。

将藻胆蛋白纯化液暂存于冰箱 内备用
。

藻胆蛋 白的光谱特性分析 用岛津
一

紫外可见分光光度计测定藻胆蛋白纯化

液的最大可见吸收峰波长 用 日立 型荧光分光光度计测定藻胆蛋白纯化液的最大荧光发

射峰波长
,

所用激发波长为 几
,

狭缝宽度为
,

扫描密度为
· 一 ’。

藻胆蛋 白的亚基组成分析 在室温下进行
一

垂直板电泳
,

电压为
,

时间约
,

固定与染色
,

脱色 过夜
,

直至看见清晰的蛋白条带为止
。

藻胆蛋 白氨墓酸组成分析 用高效液相色谱仪测定
。

样品用
决 · 一 ’

在 水解
。
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结果与讨论

藻胆蛋白的光谱特性

经经基磷灰石柱层析法分离
、

纯化所得 和 分别处于
· 一 ’

和
·

一 ’ 一

缓冲液中
。

光谱测定的结果表明
,

的最大可见吸收峰位于

处
,

的最大可见吸收峰位于 处 的室温荧光发射峰位于 处
,

的室

温 荧光发射峰位于 处
。

这与其他种 或品系 的螺旋藻藻胆蛋 白的光谱特征很接

近
,

,

‘〕。

藻胆蛋白的亚基组成分析

从电泳结果 图 看
,

和 皆由大小 亚基组成
。

以标准蛋白的相对迁移率 及

其对应的分子量的对数 为参数进行回归分析
,

所得回归方程为 “ 一 十

一
。

经计算
,

螺旋藻 一 的 亚基 小亚基 分子量约为
,

月亚基 大

亚基 分子量约为 的 亚墓分子量约为
,

夕亚基分子量约为
。

因

此
,

的最小分子量约为
,

的最小分子量约为
。

一 和 各亚

基的大小与其他种 品系 略有差异 , 习
。

图 一 的 和 的
一

图谱
’

旅胆蛋白的氮甚酸组成

用高效液相色谱 法分析 一 藻胆蛋白提取液的氨基酸组成 表
。

可见
,

和 的氨基酸组成比较相似
,

皆以苯丙氨酸的含量为最高 其次
,

天冬氨酸
,

谷氨酸和酪氮

酸含量也较高
,

而脯氨酸含量均很低
,

组氨酸含量更低
,

均未检测出
。

由于 和 的酸性

氨基酸含量明显高于碱性氨基酸的含量
,

因此 和 皆为酸性蛋白 又由于 中酸性氨

基酸 和 与碱性氨基酸
, 一 ,

含量之 比为
,

比 的 稍高
,

因

此
,

可 以推测 的等电点较 稍低
,

这与文献报道螺旋藻 和 的等电点分别为

和 的结果相符
。

此外
,

一 与其他种或品系的藻胆蛋白氨基酸组成也基本一致
‘〕。本

实验受样品纯度所限
,

尚无法计算出 和 分子的氨基酸残基数
。
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表 一 的 及 的氮基酸组成 户 、
· 一 ,

氛氛基酸 , 基酸 瓦 ⋯⋯, 基酸

。,
。
·
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· “

·
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·
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】
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·
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·
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·

。 ”
·

。
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·

,
·

, 。
·

。 。
·

‘ ,,

】
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·

“ “
·

’ ,
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·

“
·

,

” 。
·

。
·

’‘ 一 一一

需要指出的是
,

由于本实验是采用酸处理法处理样品
,

色氨酸被全部破坏
,

故不能检出
。

甲

硫氨酸和半胧氨酸也受盐酸水解法的局限未能测定
。

酪氨酸
、

丝氨酸和苏氨酸在盐酸水解中均

被部分破坏
,

因此
,

实际值应比测定结果要高些
。

另外
,

天冬酞胺和谷氨酞胺在酸水解处理后分

别转变为天冬氨酸和谷氨酸
。
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