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在红藻 (Rh od 叩hyta )
、

蓝绿藻 (Cy
a n o Phyta ) 和隐藻 (C r yp to p hyt :

) 中有着 不 同 的

藻胆蛋白
,

它们是这些藻类在光合作用中的辅助色素
。

藻胆蛋 白是藻红蛋 白
、

藻蓝蛋白和

变藻蓝蛋 白等的总称
。

这些蛋白质以共价键方式连结着开链的四毗咯发色基团
:
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藻蓝胆素
(Ph y e o ey a n o b ilin )

藻红蛋白依据吸收光谱特征进一步分为 R 一 , B一 ,

b一 和 c 一 藻红蛋白等
。

本文系从我国青岛海滨采集的两种红藻
—

多管藻 (尸ol yji户为o
刀招 “ rc 翻la’砂 和条斑

紫菜 (尸or phyr o ye zo 。。l’s ) 中分离出纯的 R-- 藻红蛋 白等光合作用辅助色素
,

并对其某些

特性进行的研究结果
。

一
、

分 离 和 纯 化图

将新鲜的多管藻用水浸泡
,

水溶液依次用纱布和硅藻土过滤
,

离心滤液得红色溶液
。

加人硫酸按饱和溶液
,

得红色沉淀
,

即为粗品
。

粗品用蒸馏水溶解
,

并经过从高到低不同

饱和度的硫酸铁溶液
,

反复溶解和沉淀使之进一步纯化
,

然后用磷酸缓冲溶液 (p H 6
.

5)

作洗脱剂
,

通过 SeP had ex G 一 100 凝胶柱过滤
。

红色收集液经 tri s一盐酸缓冲溶液 (pH 8
.

4 )

透析后
,

进行 D E A E 一纤维素柱层析
。

上述全过程反复二至四次
,

直到色素蛋白溶液的吸光度 A * ,

对 A糊 的比值达到约

* 本文在 19 51 年 11 月中美藻类学术讨论会(青岛 )上报告过
。

收稿 日期 : 19 8 2 年 1 月 夕日
。
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4
.

5 。 最后
,

将色素溶液用双蒸水透析
,

冰冻干燥后便得 R 一藻红蛋 白
。

避光贮存于冰 箱

中
。

所需 c 一藻蓝蛋白是从条斑紫菜中分离和纯化的
。

在制备条斑紫菜的 R 一藻红 蛋 白

时
,

从蓝色层析带中得到 C 一藻蓝蛋白
,

其分离和纯化

! 方法与制备多管藻中 R 一

藻红蛋白的方法基本一样
。

所需叶绿素
a

按常规方法
,

从
“

玻璃翠
”
(l , Pa tle

。 ;

沼l,a
o ii H oo k f

.

)叶子中用乙醇抽提并纯化
。

二
、

吸收光谱和荧光光谱观测
,,.1口月‘·了

、‘

⋯

/八月勺
,

姗东附川
。

赵架彭幼团怜
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图 I R 一藻红蛋白的吸收光谱
-

—
条斑紫菜 ; - - -

一 多管藻
。

在下述条件下测定以上 R-- 藻红蛋白的吸 收 光 谱

和荧光光谱
,

结果见表 1 。
,

1
.

在中性介质中

荧光光谱峰为 卯sn m
, ‘

在比较浓的溶液中
,

在

6 2 o n m 处有很弱的峰
。

不论用 4 9 8
,

5 4 0 或 S6 5 n m 波

长激发
,

其荧光发射光谱都是 5 7 8 n m 。

2
.

加人 SM 尿素或用 0. SN 盐酸调至 p H 3

在吸收光谱 中
, 5 4 0 和 5 6 5 n m 峰 合 并 成 一 个

5 5 6 n m 峰
。

这可能是经过处理后
,

色素的构型或构象

发生变化
,

使色素周围的蛋白质结构破坏所致
。

因为

一般吸收光谱很容易受周围环境变化的影响
。

从荧光光谱看出
: 激 发 波 长无论采用 4 98 或是

5 5 6nm
,

结果都得到同一荧光发射
。

这就表明激发光

能从藻尿胆素传到藻红胆素
。

虽然在这种条件下 4 9 8n m 吸收峰增高
,

但是荧光光谱带强

度并不相对增加
。

这意味着吸收光谱强度增加的部分对光能的传递并无贡献
。

表 1 不同条件下 R 一
藻红蛋白的吸收光谱和荧光光谱

条 件

中 性 介 质

吸收光谱 (
n rn

) 荧光光谱 (
n , n

)

5 4 0
,

5 6 0 (条斑紫菜)
*

SM 尿素
,
或 O

.

SN H C I, p H 3 斗9 8 和 55 6

5夕8 , 6 2 0 (在较浓溶液中荧光很弱 )

5 7 8

0
.

SN K o H s p H 14

Z n
(o A C )

:

一水

5 1 2
,
5 4 7 和 5 89

5 12
,
5 40 , 5 6 5

5 2 0 和 6 0 4

5 2 0 (很弱)
, 5 7 8

* 除注明为自条斑紫菜中获得外
,

其他得自多管藻
。

3
.

加人 0. 5 N 氢氧化钾调至 p H 14

吸收光谱见表 l。 用盐酸酸化使 p H 回到 p H 3 后
,

吸收光谱峰便可逆地出现 斗98

和 5 5 6n m 的吸收峰
。

这可能是由于某些氢键的破坏
,

导致吸收最大值
,

光谱形状和强度

发生变化
。

这说明藻胆蛋白的周围环境发生了变化
。

出现了两个荧光光谱峰
。

激发波长

5 1 2 n m
,

产生 5 2 0 荧光发射峰(来 自藻尿胆素)
。

激发波长 5 4 7 或 s sg n m 都产生 6 o 4 n m

荧光发射峰(来自藻红胆素 )
。

藻尿胆素 (Ph vc ou
r

ob ili n) 是不带蛋 白质的一种藻胆色素
,
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结构未完全肯定
,

根据文献 〔1 3 ]
, R 一藻红蛋白 (R 一hyc oer 帅 ri砂 由二种藻胆色素组成

,

一为藻尿胆素
,

一为藻红胆素 (Pll yco er yth rob ilin )
。

在变性的藻红蛋白中
,

光能不能从藻尿胆素传到藻红胆素
。

这结果证实了前人认为

R-- 藻红蛋 白内存在藻尿胆素的论点t13
, 2] 。 D

.

J
.

Ch aP m an IZJ 曾否认藻尿胆素的存在
,

他

认为所谓藻尿胆素不过是蛋白质
一

藻红胆素复合物具有此吸收峰 (4夕sn m ) 而已
,

但通过

不同生物学家的实际验证
,

已基本否定了 C haP m an 的论点
。

4
.

加人醋酸锌

用激发波长 s lZ n m 产生 5 2 o n m 荧光发射峰(很弱)
。

用激发波长 5 斗ofun 或 s6 sn m

激发产生 5 78 nln 荧光发射峰
。

5
.

用太阳光或白炽灯光照射 {

随照射时 间延长
,

吸收光谱 4 9 8 n m 峰增强
,

同时 5 6 5 n m 和 5 4() nm 峰减弱
, 5 6 5 n

m

峰下降最快
。

最后
,

光照试样不发射荧光
。

三
、

激发能量传递

E
.

G a n t : 。: 过
.

“
,

,
】

‘,
研究了紫球藻 印

。 ,
·

户勺ri 、i“ , c r u en tu m ) 中色素蛋白的激发能量

传递
。

并设计出在完整细胞中藻胆体的各种藻胆蛋白之间激发能量传递的模型 (图 2 )
。

G an tt 这个建议是根据色素释放的动力学
,

伴随的能量解偶联和电镜的研究结果提出的
。

这个模型可以很成功地解释共振能量如何由外面

的 B一藻红蛋白逐步传递给 R 一藻蓝蛋白
,

变藻蓝

蛋 白
,

最后到叶绿素
: ,

光能效率可达 95 一 99 %
。

我们通过几个藻胆蛋白和叶绿素
a

及户胡罗

卜素
,

比较这些辅助色素在水溶液中光谱的变化
,

研究了条斑紫菜的激发能量传递
,

结果如下
。

1
.

R 一藻红蛋白

激发波长 4 8 0 n m 产生 5 7 8 n m 的荧光发射

峰
。

激发波长 , 斗o n m 或 s 6 5 n m 同样产生 5 7 sn m

的荧光发射峰
。

这表明通过 斗8 0n m 波长照射后

激发能量可以有效地传递
。

(在中心处靠近光合作用膜的是变藻蓝
蛋白

。
R 一藻蓝蛋白围绕着变藻蓝蛋白

,

而 B一藻红蛋白组成外围
。

中间黑色的

是藻胆体和类囊体所共有的蛋白质
, 它

可能用以将藻胆体固着于类囊体上)

2
.

R ee
藻红蛋白和 C一藻蓝蛋 白的混合物

激发波长不论是 4 9 8 , 5 40 或 5 6 5n m 都产生 5 7 8n m 的荧光发射峰
。

激 发 波 长

6 1 8 n m 产生 6 6 0n m 荧光发射峰
,

亦是变藻蓝蛋白的荧光发射峰
。

而纯的 C一藻蓝蛋白的

荧光发射峰则是在 6 4 8 n m 处
。

因此
,

所谓的 。藻蓝蛋白也含有变藻蓝蛋白
。

换言之
,

激发能量不能直接从 R 一藻红蛋白传到变藻蓝蛋白
。

上述现象表明激发能传递中断
。

3
.

R 一
藻红蛋白和 C一藻蓝蛋白的混合物中加人含叶绿案 a 和 夕

一
胡罗 卜素的乙醉

水溶液l)o

1) 定性实验
,

不计量(作者注 )o
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激发波长不论是 4 9 8 n m 或是 5 6 5 n m 都产生 6 78 n m 荧光发射峰
,

67 8
nln 是叶绿

素
a

的荧光发射波长
。

这就表明这种激发能量可以从藻尿胆素传到叶绿素
a ,

但传递效

率并不高
。

由以上结果看来激发共振能量由 R 一 藻红蛋 白 (其中藻尿胆素
,

又。 4 9 8 n m 传到藻

几
e、e

650

下带 上带

儿
x e
5 7o

八。
x e
5 40

通
。、
洪80

\-

一 , 一 5
_ _ , 一 , /

52 0 56 0 6 00 匕4 U b石t-

彼 长(n m )

图 3 R 一藻红蛋白
,

含变藻蓝蛋白的
c 一

藻蓝蛋白
, 月一胡罗 卜素和叶绿素

a

的含乙醇水溶液
,
用各种波长激

发的荧光发射光谱图

?

八料日日一
、

‘l

||
:
,

|川到引刻
l

图 4 凝胶电泳与扫描图谱

(电泳后用 , OOn m 波长对凝胶

进行扫描
, 记录速度是扫描速度

的两倍)

、
·、‘心I、‘万.
夸
..1·呀。.县

:‘1
1

l
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1
.
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创采曹
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波长(
:, n l

)

5 00 6 00
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图 5 电泳后直接测定凝胶上

两条红色谱带的吸收光谱图

—
上带 ;

- - -

一 下带
。

图 6 用 15 % 三氯乙酸浸泡 巧 小时后测量

凝胶上两条红色带的吸收光谱图

—
上带 ; - - -

一 下带
。
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红胆素
,

兄。 到。
,

, 6 , n m ) 传到 C一藻蓝蛋白 (免。 ~ 6 1 8n m ) 再传到变藻蓝蛋白 (又。 ~

6 5 On m )
,

最后到叶绿素
a

以
. 大~ 6 7 on m )

。

但在含醇水溶液 中
,

很难像 G an tt 模型那样保持各藻胆蛋白彼此间的整齐排列
,

因而

能量传递效率不高
。

四
、

亚 基 测 定 [0]

应用 sD s一不连续聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

研究了多管藻中 R 一藻红蛋白分子的亚基
。

小孔胶的浓度是 13 多
,

可以将这种色素蛋 白分成有明显区别的两条红色谱带 (图 4 )
。

用色谱扫描器扫描凝胶上的这两条谱带
,

发现吸收峰极大值都移至 5 1 0n m 处(图 , )
。

5 1 On m 波长峰是两种色素在变性状态下的吸收峰
。

将凝胶浸泡在 15 务 三氯乙酸中过夜后
,

用色谱扫描器对它们再进行吸收光谱测量
,

发现 5 1 o n m 谱带的吸收光谱特征又回复到它们各 自的发色基团的峰 (图 6 )
。

这是由于

在不 同 p H 的介质中吸收峰不同 (表 1 )
。

可以设想
,

上带的吸收光谱峰是藻红胆素和藻尿

胆素这两者所构成 ;下带则主要是藻红胆素所构成
。

五
、

亚基的分子量 [”]

依据用已知分子量的标准蛋白同时进 行 sD , 聚丙烯酸胺凝胶电泳得到的结果
,

上带

‘几、�O�、月�‘”U

自凸竹�jti气刁扁J,J勺
‘

护。一又�胡十李

( 重亚基 ) 的分子量是 19
,

40 oda 】t。 ; 下带 (轻亚基 ) 的分

子量是 17
,

s o od a lt o n
( 图 7 )

。

电泳后
,

用考马氏蓝对凝胶上的两个亚基染色
,

再用

色谱扫描器测量这两个亚基染色后的光密度
。

假定染色

后的蛋 白质 (重亚基对轻亚基)光密度正比于相应的蛋白

质含量
。

测出了这两个亚基的覆盖面积之比是 1 : 1
.

7 。

若

在 R 一藻红蛋 白分子中
,

重亚基对轻亚基的个数之 比 为

1 : 2
,

那么其分子量之比应为

1 9
,

4 0 0 : ( 一7
,

5 0 0 X Z) 一 l : 1
.

5 。

这个推论与测量值十分接近
,

所 以 其 聚 集 体 可 能 是

(氏夕)
。

或 (
。 ,

月
,
了)

, 。

用 SM 尿素的凝胶等电聚焦电

泳
,

也只得到两条红色的分离带
。

因此
,

我们可以设想多

管藻中 R 一藻红蛋白的
“

吸收单位
”

( R 一藻红蛋白的最小

单位) 是
。尹

。

而它们的聚集体分子组成可能是 (妈刃
, 。

图 7 用 s D S一不连续聚丙烯酸

胺凝胶电泳测量多 管 藻 R 一

藻

红蛋白的亚基分子量

文献 中曾报道了不同藻类 R 一藻

表 2 两个亚基与标准蛋白的分子且和 凡 值的关系

蛋 白 } 分 子 量 R 二 值 分 子 量 I R ,
值

片/I
t成U
心

1n目,土,‘
J

汗
.

⋯
磷酸化酶 B

牛血清白蛋白

卵清白蛋白

碳酸醉酶

9 4
,
0 0 0

6 8
,

0 00

4 3
,

00 0

30
,
0 0 0

56△血
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红蛋白聚集体有 (叩)
‘〔, 3 , ,

(叩)
‘了〔,

,
吕, ,

(久)
6【, 们 等不同形式

。

六
、

聚集体的分子量

通过 seP had ex G 一2 00 凝胶过滤方法
〔幻 ,

发现从多管藻中分离出的 R 一藻红蛋白有两

个分子量不同的聚集体 (图 s)
。

这两个聚集体分子量分别为大约 3 3 2
,

0 0 0 和 5 0 0
,

0 0 0da hon

(图 9 )
。

依据亚基分子量计算和上述可能的亚基组成的结构
,

这两个聚集体分子组成是

(丙刃
‘ 和 (碗沁

, 。 在实验中还发现有分子量更大的 R 一藻红蛋白聚集体
,

尚有待进一步确

证
。

nUn曰n�n曰nUn口�U公口们了尸ns
‘

月,qj弓‘
J

‘。�认�碉伟尔

并切6动11n"士心层冷一降

201816州1012既
.

()6叫O�曰n曰nUnIJn自11曰U门
八U曰Cq乙,上

场141210080604
nU�UnU乃日nU
、“.八曰
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图 8 多管藻中 R 一
藻红蛋白通过

s e p h a d e x G 一 2 0 0 凝胶过滤

—
色素蛋白的 2 80 nl n 吸收 ;

”·

⋯ 色素蛋白的 5 65 n m 吸收
。

S e p h a d e x G 一2 00 柱以 O
.

OSM tr is一H C I 缓冲

液 ( p H 7
.

5 , 含 0
.

I M K C I ) 平衡及洗脱
, 凝

胶柱 2
.

6 火 58
c m , 洗脱速度 6 m l/h

, 在 斗℃

进行
。

图 , 用 s e p h a
d e x G 一2 0 0 ( 2

.

6 x 5 8 e m )
凝胶过滤法

〔‘J
测定分子量 (外水体积 v 。

用蓝聚糖
一 2 0 0 0 测定 )

0

—
标准分子量蛋白

: 1
.

腺酶 ; 2
.

铁蛋

白 ; 3
.

过氧化氢酶 ; 斗
.

醛缩酶 5
.

伴刀豆

球蛋白 A ; 6
.

乳过氧化物酶
。

△

—
R 一藻红蛋白

:
( N ) ( 。

:

召)
。

; ( H )

(
a :

月)
, 。

应用 A n dr c w s
提 出的方法

’刀 ,

将作标志用的球蛋白的洗脱体积对扩散系数倒数 1『
‘

/ D

作图
,

求出上述两种聚集体 (
。2

夕)
。

和 (
a Z

夕)
, 的扩散系数 D

Z。 , w 分别为 3
·

6 5 X 1 0 一 , c m , s一 ,

和 3
·

3 1 X 1 0 一, c
m

, s 一 ‘。

七
、

N 一

端 氨 基 酸图

应用 E d m an 降解法测定了多管藻 中 R 一 藻红蛋白的 N 一端氨基酸
,

发现只有蛋氨酸

一种
。 0

’

Ca
r
ra [1z , 报道所有藻红蛋白 N 一端氨基酸都是蛋氨酸

,

我们的结果符合这种论

断
。

八
、

R 一

藻红蛋白的荧光碎灭

文献中业已报道藻胆蛋 白在溶液中存在着各种形式的聚集体
,

其分子量依据蛋白质
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浓度( m g / m l)
51 0 5 5 0 凡9 0 6 3 0

波长 (
n m )

o 在5 7 8 n m △ 在6 2 On , n 火 F
‘: 。。 。

/ F
, , : 。 .

凡峰峰

图 2 0 不同浓度 ( 15 , 7
.

5 , 3
.

7 , 1
·

8 ,

0
.

9 , 0
.

斗5 , 0
.

2 3
: n g / m l) 下的 R 一藻红蛋

白的荧光发射光谱 (激发波长为 4 9 8 n m )
- - -

一 最低浓 度的荧光光谱在 5 7 8n m

归一化到与最高浓度的荧光光谱强度所

得到的谱线 ;
· ··

⋯⋯ 最高浓度谱线与最低浓度归一化

所得谱线之差的光谱
,

得6 0 0 n m 和 6 2 0n 。

的峰
。

图 11 R 一

藻红蛋白荧光光谱中 5 7 8 n m

峰( 0 )和 6 2 0 n m 峰( △ )的荧光强度随
浓度的变化图

一 火一 火一 F
‘
”

。 . 对浓度作图 ;

一 O 一 O 一

一△一△一

5 7 8 n m

6 2 0 n m

在溶液中的浓度而发生变化
t 10 洲

。

我们在 0
.

ol M p H 6. 8 磷酸缓冲溶液中测定了不同浓度的 R 一藻红蛋白的荧光光谱

( 图 1 0)
。 5 夕sn m 处的荧光峰归结为 R 一藻红蛋白吸收单位 (单体或寡聚物)

,

而 6 20
n m

处的荧光峰归结为某种形式的聚集体
。

将各种浓度的荧光谱带在 5 7 8n m 规一化时
,

就能

看出 6 2 0 n m 峰的强度随溶液浓度增加而增强
。

而 R 一藻红蛋白浓度增加时
,

6 2 0 n m 峰

的强度的相对增加率比 5夕sn m 峰者要快
。

这就表明这两个荧光峰是从两种形式的 R一藻

红蛋白产生的
。

6 O0 n m 吸收波长的峰与变性的蛋 白相近
,

此变性蛋白推想是在测定过程中产生的
。

·

将 5 7 8 n m 和 6 2 0 n m 荧光峰强度对相应的溶液浓度分别作图
,

便得到两条曲线
。

将

6 2 0 n m 与 5 7 8 n m 峰强度间的比值 F6
2 o

nm / F578 二 对 卜藻红蛋白浓度作图
,

在发生浓度碎

灭后便得到具有微小斜率的直线 (图 1 1)
。

荧光发射涉及激发单重态荧光
。

荧光碎灭剂就是使用一种化学试剂以碎灭某一激发

单重态的荧光使其恢复到基态
。

使用
“

荧光碎灭
”的现象以分辨单体与聚集体或不同聚集

体的存在
。

因为一个荧光碎灭剂对单体和不同聚集体的碎灭效率是不同的
。

碘离子是一个常用的荧光碎灭剂
〔3 , 。 由于它是一种带电荷的

、

较大的 ( 2
.

1 6 凡) 水合
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图 1 2 用碘化钾碎灭 R 一
藻红

蛋白的荧光光谱

( R一藻红蛋白浓度为 si n g / 。 l, 每次加
人 6 0 m g K l 避光放置 15 分钟后进行

侧定 )

图 招 用碘离子碎灭 R 一
藻红蛋白

荧光的改进 s to r n 一 v o lm e 。
图

一 。一 。 一 5 7 8n m 峰 ;

一△一△ 一 6 2 On m 峰
。

性离子
,

因而它是一种很好的 R 一藻红蛋白碎灭剂
。

将不加碘离子时的荧光强度 ( F0 ) 同不加碘离子时对加碘离子时的荧 光 强 度 之 差

(△F) 的比值 F0 /△F 对碘离子浓度的倒数作图
,

结果得到一条服从 St er n 一

vo lm
e ; 规则的

直线 (图 1 3 )
。

从图 13 看出
,

6 2 o n m 峰的碎灭效率比 5 7 8 n m 峰的碎灭效率要高
。

这意味着 R 一藻

红蛋白的周围排列有更易受碘离子攻击的一种形式的聚集态分子
。

这结果也是 R 一藻红

蛋白有聚集体存在的另一个证据
。
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