
!"卷 #期
$%%"年 "月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：!%& ’ !%(

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+, $%%"

基金项目：广东省自然科学基金重点项目（%(&%#$-(）；广东省自然科学基金团队项目（%#-$&#）

作者简介：黄 峙（&-". /），男，河南省信阳市人，讲师，博士，主要研究方向为天然活性蛋白质。0,12345：."6$%6.($$%$&-；768491：:;<;=

>+*? ,@*? A+
收稿日期：$%%(6%-6%$；接受日期：$%%"6%&6$%；修回日期：$%%"6%$6%B

富硒螺旋藻中硒别藻蓝蛋白的纯化及其特性

黄 峙，杨 芳，郑文杰
（暨南大学生命科学技术学院 广州 (&%"#$）

摘 要：从富硒螺旋藻（C, D9A; !"#$%&#’( "&()*’+#+，C,6CE）中分离纯化高纯度的含硒别藻蓝蛋白（C,6AF+:49+9+G
411FH;IAFAI4+9+，C,6JEK）并观察其生化特性。羟基磷灰石和 L7J76($柱层析方法结合制备电泳技术纯化 C,6JEK；光
谱扫描、M4:9N,6EJO7、CLC6EJO7和 P73方法鉴定 C,6JEK生化特性；$，#6LJM荧光光度法检测蛋白质中 C,含量。结
果发现 #种高纯度 C,6JEK的光谱特征分别与 JEKP、JEKPP、JEKPPP吻合；电泳鉴定它们可能都是（!"）#，!、"亚基分别

为 &.Q#和 &(QB RL4，其 HP值分别为：!QB"、!Q.(和 (Q%$；#种 C,6JEK中 C,含量分别为 #&"、$B#和 !%.#G2G，C,6JEK经
%Q(8F12S M4CKM解聚和"6巯基乙醇变性处理后，蛋白质中 C,含量依次减低并趋于稳定。结果提示 C,6CE中 JEK可
结合 C,，JEK中 C,含量与其分子聚态有关，亚基中含 C,量稳定，可能是以共价键方式结合，C,6JEK生物活性及硒
在蛋白质中的结合位点值得深入研究。
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螺旋藻（!"#$%&#’(，CE）营养丰富均衡，并具有抗
氧化、抗癌、调节免疫等功效［&，$］。硒（C,1,+9*8，C,）
是人体必需的微量元素，已发现人体内有 $(种硒酶
和硒蛋白［#］发挥重要生理功能。富硒大蒜、富硒茶

和富硒椰菜等植物中含硒活性物质具有较高的医药

应用价值［!］。UF<*19<;N919 等［(］认为 CE 是进行富硒

和富碘的适宜载体；S9等［"］发现 CE可转化无机硒生
成有机硒，其中硒主要与蛋白质、多糖等生物大分子

结合，黄峙等［B］已建立富硒螺旋藻（C,1,+9*8 D9A;
!"#$%&#’(，C,6CE）培养方法。硒藻蓝蛋白（C, D9A;
H;IAFAI4+9+，C,6EK）的初步晶体学研究尚未揭示其
中硒的存在状态和结合位点［.］，但生物活性试验发

现 C,6EK可上调小鼠抗氧化硒酶活性，对 KK1! 诱导

的小鼠肝损伤具有拮抗作用［-］。K4<,<等［&%］也发现
螺旋藻含硒组分的生物利用度和生物活性较高。别

藻 蓝 蛋 白（ J11FH;IAFAI4+9+， JEK）是 藻 胆 体
（E;IAFV919<F8,，EWC）的重要组成部分，在光能捕获
和传递中极其重要，最近还发现 JEK 对肠病毒 B&
感染猴肾细胞诱导的细胞病理反应具有明显抑制作

用［&&］。本实验从 C,6CE中提取纯化含硒别藻蓝蛋白
（C,6AF+:49+9+G 411FH;IAFAI4+9+，C,6JEK），并对其生化
特性及硒结合特点进行研究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 藻种和培养：螺旋藻（ !"#$%&#’( "&()*’+#+）取自
暨南大学水生生物研究所。按文献［B］培养 C,6CE，
鲜藻泥含硒 (&Q"#G2G。
!"!"# 主要试剂和仪器：羟基磷灰石（XI@DF5I4H4:9:,，
XJ）、L7J76($、C,H;4@,5 O6$%%、高分子量蛋白标准购
自 E;4D84A94公司；丙烯酰胺、两性电解质（J8H;F1I:,）
购自 W9F6Y4@公司；低分子量蛋白标准购自华美公司；
其它试剂均为 JY 级；U9ADFAF+ ZU6&% 超滤管购自
U9119HFD,公司。使用仪器主要有宁波新芝 )Z-$6$型
超声波破碎仪，W,AR84+ 公司 S76.% 超高速离心机，
W9F6Y4@公司 UF@,1 !-&制备电泳槽和 U9+9 UF@,1 &&&
P73电泳槽，岛津 [\$!(%紫外分光光度计，上海分析
仪器厂 -B%KY0荧光分光光度计。
!"# $%&’()*的分离和纯化
取新鲜 C,6CE $%G，按文献［&$］密度梯度离心方

法制备藻胆体（EWC），参照文献［&#，&!］分离和纯化
JEK。EWC用 (88F12S磷酸盐缓冲液（EW，HXBQ%）透
析 $!;，$%%%% ] G离心 $%89+，上清液上 XJ层析柱%
（(A8 ] &%A8），(%88F12S EW 洗去藻蓝蛋白，取顶层
吸附 JEK的 XJ填装在 XJ柱$（$Q(A8 ] $(A8）上
部，(% ’ #%%88F12S EW 线性梯度洗脱，流速为



!"#$%&$’(，)$%&管收集，监测 !*)#洗脱峰，按 !*)# &
!+,# - !")合并洗脱液，超滤浓缩后 ./0/1)+ 柱层
析（+")2$ 3 +)2$，!#$$45&% 67 平衡）纯化，!# 8
9##$$45&%线性梯度 67 液洗脱（流速 !"#$%&$’(），
收集 !*)# &!+,# - +") 的洗脱液，超滤浓缩后冻干保
存。:;<’=> 60?/制备电泳（@A 8 !)A的梯度分离
胶）按照 B4C>5 @D!制备电泳槽说明书及文献［!)］进
行，收集 !*)# &!+,# - @的高纯度 E>106F。

!"# 分析、检测与鉴定
室温下进行可见光谱扫描（))# 8 G)#($）和荧光

发射光谱扫描（扫描波长 *)# 8 G)#($、/H 波长
*)#($、/H 缝宽 )($、/B 缝宽 !#($）。梯度（@A 8
+#A）:;<’=> 60?/和梯度（)A 8 +)A）E.E160?/分
析按文献［!*］进行。按文献［!G］凝胶过滤法
（E>IJ;C>K ?1+##柱，+2$ 3 ,#2$）测定蛋白质分子量。
超薄 L/M 使用 @A聚丙烯酰胺凝胶（含 IN@ 8 *
0$IJ45O<> !")A和 !#A甘油），按 B’(’ B4C>5 !!! L/M
电泳槽说明书操作，聚焦完毕，沿电场方向每 #")2$
等距离切胶，将胶块浸泡于饱和 PF5 溶液中，测定
IN值，绘制 IN1长度图，计算蛋白质的等电点。电
泳胶片染色按文献［!*］方法操作，拍照保存。蛋白
质含量测定用 7Q;CR4QC比色法，以 7E0为标准。硒
含量测定采用 +，91.0:荧光分光光度法［*］。
!"$ %&’()*+的解聚和变性

E>106FS于 #")$45&% :;EF: 溶液中透析过夜，
使解聚为单体（!"）

［++］；用 !#$$45&%"1巯基乙醇和
!AE.E *#T加热 +#$’( 使 E>106FS完全变性，超滤
法除去游离硒，分别检测解聚和变性后蛋白中硒

含量。

, 结果和分析

,"! %&’()*+纯化和纯度鉴定
通过密度梯度离心制备纯度较高的完整藻胆

体，经光密度法测定 06F约占藻胆蛋白的 !9")A。
藻胆体在低离子强度缓冲液中可完全解离出藻胆蛋

白［!+］，N0柱层析方法是分离 06F的经典方法［!9，!@］，
得到 9 个 06F 组分的纯度系数（ !*)# &!+,#）分别为

!"),、!"*D、!"))；再经 ./0/1)+柱层析纯化，其纯度
系数分别提高到 +"D9、9"!*、9"++；进一步用制备电
泳纯化后，其纯度系数均 - @，为高纯度的 06F［++］。
:;<’=> 60?/和 L/M鉴定显示 9种 06F均为单一条
带，证明蛋白纯度较高。

,", %&’()*+分子量与亚基组成
9种纯化 E>106F在 :;<’=> 60?/中的迁移位置

与 !@#U.;蛋白标准接近（图 !10），进一步用凝胶过
滤方法测定它们的分子量分别为 !9#"D、D,"! 和
!#*"9#U.;（图 !1F）。由于 :;<’=> 60?/主要用于分
析蛋白质的均一性，不太适用于测定蛋白质分子量，

所以与凝胶过滤测得的分子量存在较大差异。E.E1
60?/（图 !17）显示提取纯化的 E>106F#，$和%均
含有!、"亚基，其相对分子量分别为 !,"9U.; 和
!)"GU.;，其中 E>106F#还存在明显的&（9+U.;）亚
基，采用常规 E.E160?/ 分析未观察到 06F%所含
低分子量（, 8 !#U.;）连接肽 %F。根据所测定的完

整蛋白质及其亚基的分子量，表明 9种纯化 E>106F
的分子大小与（!"）9 聚体吻合，其中 E>106F#可能
为（!"）9&，E>106F%则可能是（!"）9 %

F。利用超薄 L/M
检测 9种 E>106F的 IL值分别为：@"G*、@",)和 )"#+
（图 +10、7）。

图 ! 纯化 %&’()*+的电泳鉴定和分子量测定
M’VW! 6XQ’R’>C E>106FS Y>Q> ;(;5OZ>C [O（0）:;<’=> 60?/ ;(C（7）E.E160?/，<J>’Q $45>2X5;Q Y>’VJ< Y;S C><>2<>C 4( E>IJ;C>K ?1+## 254X$(（F）W %;(>

!，+ ;(C 9 ’( 0 ;(C 7 Y;S E>106F#，$，% Q>SI>2<’=>5O；%;(>@ Y;S IJO24[’5’S4$>（67E）W B6 24(<;’(S $45>2X5;Q $;SS（U.;）$;QU>QS 5’S<>C ;< 5>R< S’C>W

B45>2X5;Q Y>’VJ<（B\）S<;(C;QC 2XQ=> 4( E>IJ;C>K ? +## 245X$( Y;S SJ4Y( ’( F［!，R4Q S<;(C;QCS 4R !，]’[4(X25>;S>（!9"GU.;）；+，/VV ;5[X$’(
（@)U.;）；9，74=’(> S>QX$ ;5[X$’(（*GU.;）;(C @，?;$$;&1V54[X5’(（!*)U.;）］W

+#@ N^0:? _J’ "# $% W &!&#$ ’(&)*+(*%*,(&$ -(.(&$（+##*）@*（9）



图 ! 纯化 "#$%&’(的 )*+图及其等电点测定
!"#$% &’! ()**+,- ./ (0,"/"+1 2+34567（4）)-1 1+*+,8"-)*".- ./ *9+", (&

:);0+7（<）$

!,- "#$%&’(的光谱性质
吸收光谱（图 =34）显示，纯化的 =种 2+34567的

最大特征吸收峰分别位于 >?@、>AB 和 >AC-8，其中
2+3456!在 >>@-8 处明显有一肩峰，与 D";"-7E)7
等［C@］发现 456!在 >>@-8长波处具有吸收的结果
一致。与 2+3456!和 2+3456"相比，2+3456#的半
峰宽较大，和 456#的光谱解叠结果［CF］一致，456#
带有连接蛋白，因而解叠出 % 个组份（>C%-8 和
>AB-8），表现出平缓的峰形和较大的半峰宽。相应
地，=种 2+34567荧光发射光谱（图 =3<）显示，456"
和 456#的最大荧光发射分别位于 >AF和 >>B-8，而
456!则位于 >G%-8，相差 C%-8正好与 456!长波
吸收光谱吻合。

图 - 纯化 "#$%&’(的吸收光谱及荧光发射光谱
!"#$= 4H7.,(*".- 7(+I*,)（4）)-1 /;0.,+7I+-I+ +8"77".- 7(+I*,)（<）./

(0,"/"+1 2+34567$

!,. "#$%&’(的硒含量
图 ?可见，纯化的 2+3456!、"和#蛋白中含

硒量分别为 =C>、%G= 和 ?B@$#J#。经 BKA8.;JL M26N
处理后，（%&）= 解聚为单体，其中硒含量降低约

%AO。进一步用&3巯基乙醇和 2P2 进行变性处理
（>BQ加热 %B8"-），使（%&）单体解离为亚基，蛋白质
中硒含量以及硒与 456摩尔比值均进一步降低且
趋于稳定，完全变性蛋白质中的平均硒含量为

C=%$#J#。

图 . 纯化 "#$%&’(及其解聚和变性后的硒含量
!"#$? 2+ I.-*+-* ./ -)*":+ 2+34567 )-1 +//+I* ./ 1+3)##,+#)*".- .,

1+-)*0,)*".- *,+)*8+-*7 .- "* $ 4：2+ I.-*+-* "- (,.*+"-；<：R.;), ,)*". ./

2+：456$

- 讨论
一般认为，456可分为!，<，" 和#，相对含

量大约为：456!CAO S %BO、456"?BO S ABO、
456# ?BO S ?AO、45<估计小于 %O［C?，CF］，最大吸
收光谱位于 >?@ S >AB-8。D";"-7E)7等［C@］发现 456!
和 <在 >>@和 >GF-8长波处具有吸收，而 456"和

#则没有，这可能是引起 456"和#与 456!相比
最大荧光发射相差 CB S %B-8的原因。本实验从 2+3
25中纯化获得 =种高纯度 2+3456，其光谱特性分别
与 456!，"和#基本吻合。已报道的螺旋藻 456
都是由%、&两种亚基组成，形成（%&）= 和（%&）>，但藻
体中 456 异 聚 体 呈 现 多 态 性，如 !"#$%&%’(
)#*&#+%’( 的 456&由%（C@EP)）、&（CGEP)）、’（=AEP)）
=个亚基构成，而 4563<由 C>KC和 CAK=EP)的 %个
亚基构成［%B］；,"-./#+)%$# ).$)%$$# 含有 =种 456，分
别由%（%%K=）、%（CFKA）、&（CGK?）、&（CAKG）、&（CAKC）及
?种连接肽 L（C=K@）、L（CCK=）、L（FKA）、L（@K=）构成
不同的异聚体［CA］；0.+12"+# "34.3$/%/ 456由于亚基构
成及堆叠方式的变化引起发色团与其它肽链间相互
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作用改变，进而影响能量传递［!"］。通过电泳分析和

分子量测定表明 #种高纯度的 $%&’()的分子大小
与（!"）#聚体基本一致，其中 $%&’()#因含有$亚
基导致分子量较大，$%&’()%不含有其它连接肽而
分子量最小，$%&’()&分子量比 $%&’()%大 *+!,-.
则可能因为结合有连接肽 /)。
富硒螺旋藻培养及硒的形态和分布研究表

明［0］，硒的有机化作用主要形成含硒蛋白质。硒对

藻细胞生长具有双重性，硒的毒性抑制或生长促进

作用机制及靶分子还有待阐明，从硒的化学性质推

测，硒的结合可能对藻胆体的光能传递及转换产生

影响。本实验提取纯化的 $%&’()#，%和&的生化
特性及其光谱行为与以往文献报道相似，说明 ’()
中掺入微量硒可能对其结构和能量传递无明显影

响。

尽管在原核生物和动物体内已相继发现几十种

硒蛋白（$%1%234536%72）［#］，但植物体内还未能普遍确
定硒蛋白基因的存在及相应的调控元件，推测其中

硒的结合形式可能有：硒代蛋氨酸随机插入、&$&$%&
$&、硒代胱氨酸及非共价结合等。本文对 # 种含硒
别藻蓝蛋白复合体中硒含量及硒的结合稳定性进行

了检测。按照 8.9)311 等［!!］报道的方法，采用
:+;<31=/ >.$)>将 ’()由（!"）# 聚体解聚为（!"）单
体，用 ":<<31=/"&巯基乙醇和 "? $-$ 处理使之完
全变性还原为亚基，结合超滤方法去除游离硒，证明

’()亚基可稳定结合少量硒，可能以硒代氨基酸共
价形式结合，而多聚体则可能通过多种方式结合硒，

表现出不稳定性。有关 $%&’()的生物活性及其中
硒的确切结合形式还有待进一步研究。
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微生物学案头百科

由 3456784 9:;<6:;=6>原著、?756@86>出版的《微生物学案头百科》（!"# $#%& ’()*)+,-#./0 ,1 2/)3,4/,+,5*）一书文导读版（导读专
家：中国科学院微生物研究所高福教授等）已于 ’$$%年 .月由科学出版社科爱翻译中心推出。
本书旨在将庞杂、大量的微生物学知识和论题在有限的篇幅内以一种便于把握的形式进行组织、阐述。内容广泛，且查

阅方便。在一本书的篇幅内综合了已出版的多卷本的《微生物学百科全书》的内容。

这是一本适合于放在案头随时查阅或经常翻阅的参考书，由本领域的众多杰出的专家共同倾力撰写，内容涵盖了从微生

物学的基础知识，直到与其相关的热点前沿课题的全部。对准备讲稿、写论文和报告均很有价值。

所谓导读版，简言之就是：英文原版 A中文导读。本书保留了全部英文原文，并由国内专家在研读全书的基础上，给书中
的每一个条目加了一个中文的摘要和评述，同时将其目录等功能性辅文译成了中文，以便读者快速查阅。

本书大 #%开精装，共 #&$$页，定价 ’%$元。出版社可办理邮购业务、电话订购业务。欲购者请与科学出版社周文宇联系，
电话：（$#$）%.$#+"-#；地址：北京东黄城根北街 #%号，科学出版社，邮编：#$$+#+，还办理网上订购，详情请登陆：BBB( C6<8:6D=6> (
:4E或者 BBB( 5:86D:6F( :4E。
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