
第 11卷第 3期 上 海 水 产 大 学 学 报 Vol.11，No.3
2002年 9月 J0URNAL 0F SHANGHAI FISHERIES UNIVERSITY Sep.，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
2002

文章编号：1004 - 7271（2002）03 - 0208 - 07

富硒极大螺旋藻整细胞、藻胆体

及藻蓝蛋白的光谱特性

收稿日期：2002-05-27
作者简介：周志刚（1964 -），男，安徽肥东人，理学博士，副研究员，主要从事海洋生物技术、分子生态学研究。

周志刚，尹长松

（上海水产大学渔业学院，上海 200090）

摘 要：对培养富硒极大螺旋藻的最佳硒处理浓度作了研究。结果表明，40mg / L的硒可促进该藻的生长。与
对照组相比，富硒极大螺旋藻的整细胞、藻胆体及藻蓝蛋白的光谱特性无显著差异，这表明硒没有影响到极大

螺旋藻光能的吸收与传递。
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Spectrum properties of intact cells，phycobilisomes and
phycocyanin from Se-rich !"iru&ina )a*i)a
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Abstract：The best ConCentration of selenium for Culturing Se-riCh Spirulina maxima was studied. The results
indiCated that 40 mg / L Se Can greatly inCrease the alga’s growth. The speCtra properties of intaCt Cells，
phyCobilisomes and phyCoCyanin from Se-riCh S . maxima and S . maxima were studied. No differenCe was found
between them. All these results showed that selenium did not affeCt the absorbanCe and transfer of solar energy in
S . maxima .
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硒是人体必需的微量元素之一，构成若干抗氧化酶的活性中心［1］。许多研究揭示，硒具有多种生物

学功能。我国在利用硒防治克山病、大骨节病及肿瘤等方面已取得可喜成就［2］。目前，对硒的研究已深

入到人和动物的营养、生理作用，以及抗癌机制研究。在动物和微生物体内亦已相继发现许多含硒酶和

硒蛋白，有些已深入到分子水平阐明其作用机理［3］。

但硒和其它的必需微量元素一样，在过量使用时（特别是无机状态的硒），又会对生物体造成毒害。

有机硒与无机硒相比，更容易被机体吸收和利用，生物活性更高而毒性却降低很多，因而利用动植物对

无机硒的吸收转化所获取的有机硒，就有普遍的食用和保健价值。目前已相继开发出一些富硒保健食

品，如富硒酵母、茶叶、灵芝、大豆等。

螺旋藻因其中丰富而均衡的营养被誉为“人类明天最理想的食品”，在食品及食品添加剂、饲（饵）料

及其添加剂、医药制品、化学化工上都有广泛的应用。但天然螺旋藻中微量活性元素硒的含量极少，而



微量硒培养的螺旋藻，其生长及抗氧化能力都有所提高［4］。加硒培养的钝顶螺旋藻可以保藏更长的时

间且颜色深而不变［5］。低浓度硒培养的钝顶螺旋藻其品质也得到改善，而且富含硒，这对提高人们膳食

中的硒含量具有重要的现实意义［6］。

周志刚［4］、李乐农［7］等发现了含硒藻蓝蛋白的存在。藻蓝蛋白是藻胆蛋白的一种，对螺旋藻本身有

两大功能：光能的吸收与传递功能，加宽了藻利用光的波长范围；蛋白质的贮藏功能，在氮源缺乏时提供

氮源。藻胆蛋白作为天然色素，可用于食品、化妆品、染料等工业上，也可以用来作为荧光探针，应用于

临床诊断、免疫化学等领域［8，9］。光谱特性是藻胆蛋白的主要特性。光谱学方法是研究藻胆体、藻胆蛋

白的结构和功能的重要方法。光谱特性的改变也能反应它们结构上的变化。对螺旋藻光谱特性系统而

完整的研究尚未见报道，零散的报道也集中在对钝顶螺旋藻的研究上。本论文研究的对象为另一生产

性藻种 极大螺旋藻，对其富硒培养的最佳加硒浓度作了研究，为生产富硒极大螺旋藻提供参考。并

从整细胞、藻胆体、藻蓝蛋白这三个水平上对其光谱特性作了系统的研究，希望对阐明藻胆蛋白吸收与

传递光能以及硒的影响等问题有所裨益。

1 材料与方法

1.1 极大螺旋藻的加硒培养及整细胞光谱特性
1 .1 .1 藻种及培养条件
藻种取自南京大学生命科学院藻种室。培养基为重蒸水配制的 Zarrouk培养基，以亚硒酸钠供硒，

硒浓度为 0到最大忍受剂量。通过滤空气培养，以日光灯为光源，光照强度为 3000lx，光周期为光 ：暗 =
14 ：10小时。在光照时选择温度 30℃，无光时为 25℃。每天定时用 752型分光光度计测定藻液在 560nm
的吸光值，以此绘制曲线来表征藻的生长。

1 .1 .2 整细胞的光谱测定
将培养至对数期的藻液用 Zarrouk培养基调 0D560为 0 . 35左右。用 amersham pharmaCial bioteCh公司

的 uv / visible speCtrophotometer，在室温下测 400nm到 750nm间的吸收光谱。用 Zarrouk培养基作对照。
荧光光谱测定时将藻液调至 0D560为 0 .05左右，用日立 850型荧光分光光度计在室温下测定。

1.2 藻胆体的分离纯化及其光谱特性
1 .2 .1 藻胆体的分离纯化
根据上一节的结果选用最佳硒浓度来培养富硒极大螺旋藻，对照组不加硒。藻液 0D560值达到 2 . 0

就可以收集藻体。藻胆体的提取根据 Gantt［10］和张玉忠［11］的方法有所改进，省去了对设备要求高的超
速离心这一步骤，首次将 Sepharose 4B凝胶过滤引入藻胆体的分离纯化工艺。具体步骤如下：
用 300目筛绢过滤收集，再用无硒新鲜培养基、蒸馏水、磷酸盐提取缓冲液分别洗三次，悬浮于 8到

10倍体积 1 .25mol / L的磷酸盐缓冲液（ pH 7.0）中，冰浴条件下 JY92-2D型细胞粉碎仪超声破碎 5次，每
次两分钟，间隔两分钟，共 20min，功率 200W。然后加曲拉通 X - 100至上述溶液中，终浓度为 2%，室温
下搅拌 30min，然后 8 000g离心 10min。用吸管小心去除上层的叶绿素并弃去上清。沉淀溶于 0 .5 mol / L
磷酸盐缓冲液（pH 7.0）中，加曲拉通 X - 100至终浓度为 2%，搅拌 30min后，10 000g离心 10min，去沉淀
和上层的叶绿素。取中部蓝紫色的溶液，加固体磷酸盐（K2HP04 ： KH2P04 = 1mol ： 1mol）至磷酸盐浓度为
0 .85mol / L，于 12 000g离心 20min，去除叶绿素，收集中部上清夜，加固体磷酸盐（K2HP04 ： KH2P04 = 1mol
： 1mol）至终浓度为 1 .5 mol / L，12 000g离心 15min，沉淀溶于 0 .5 mol / L磷酸盐缓冲液（pH 7.0）中，将该藻
胆体溶液过 Sepharose 4B柱层析，用 0 .9 mol / L磷酸盐缓冲液（pH 7. 0）洗脱，流速为 0 . 5mL / min，收集蓝
紫色溶液待用。

1 .2 .2 藻胆体的光谱测定
藻胆体用 0 .9 mol / L磷酸盐缓冲液（pH 7.0）调至适当浓度，用相同的缓冲溶液作对照，测紫外可见

吸收光谱。测定荧光光谱时用相同缓冲液调至蛋白浓度低于 20!g / mL。用 Bradford 法测定蛋白质浓
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度［12］。

1.3 藻蓝蛋白的分离纯化及其光谱特性
1 .3 .1 藻蓝蛋白的分离纯化
极大螺旋藻的培养、藻泥的收集同制备藻胆体时相同，只是最后将藻泥悬浮于低浓度（0 . 1 mol / L）

的磷酸盐缓冲液（pH7.0）中。冰浴条件下超声波破碎，工作 1seC，间歇 1seC，功率 550W左右，全程 6min
（以下操作均在 4℃进行）。10 000g离心 15min，除去细胞碎屑，量取上清，取 20 ~ 40%硫酸铵的分级沉
淀部分，用少量提取缓冲液溶解。对 0 . 01 mol / L的磷酸盐缓冲液（pH 7. 0）透析，透析液用聚乙二醇浓
缩。浓缩液过 Sephadex G-100柱层析，用 0 .01 mol / L的磷酸盐缓冲液（pH 7. 0）洗脱，收集特征吸收峰为
620nm的洗脱液。蓝紫色的洗脱液直接上自制的羟基磷灰石柱，用 0 .01 mol / L到 0 .1 mol / L的磷酸盐缓
冲液（pH 7.0）以 0 .4mL / min的流速洗脱。收集特征吸收峰在 620nm的组分，对 0 . 01 mol / LTris-HCl 缓冲
液（pH 7.3）透析 24h，将透析后的样品直接上 DEAE-纤维素 52柱层析，用含 0到 0 . 5 mol / L KCl Tris-HCl
缓冲液（pH 7.3）进行梯度洗脱，收集蓝紫色洗脱液，对 0 .01 mol / L的磷酸盐缓冲液（pH 7.0）透析 24h，用
聚乙二醇浓缩后，再过一次 Sephadex G-100柱层析。藻蓝蛋白组分透析浓缩后，- 20℃保存。
羟基磷灰石为自制，参照文献［13，14］，用溶解度大的 K2HP04代替溶解度小的 Na2HP04，防止 Na2HP04

在低于室温条件下的析出，在增大浓度的同时，可以减少反应容器的体积。

1 .3 .2 藻蓝蛋白的光谱测定
藻蓝蛋白溶液用 0 .01 mol / L的磷酸盐缓冲液（pH 7.0）调 620nm处的吸光度小于 2 .0，用相同的缓冲

溶液作对照，测紫外可见吸收光谱。荧光光谱测定时用相同的缓冲液调蛋白浓度为 20!g / mL左右。

2 结果与讨论

图 1 极大螺旋藻的生长曲线
Fig.1 The growth Curves of S . maxima

2.1 硒对极大螺旋藻生长的影响
图 1-a是根据 560nm处的光吸收值描绘极大螺旋藻在不同硒浓度下的生长曲线。由该图可看出

20mg Se / L、40mg Se / L对极大螺旋藻的生长有促进作用，但高于 60mg / L的硒则起抑制作用。硒浓度越
高，抑制作用越强，对数生长期明显滞后。硒对螺旋藻生长双重影响的原因可能是生物体内一些重要的

含硒酶（如 GSH-PX）的活性中心是硒代半胱氨酸，低浓度的硒可能增加了这些酶的活性以及硒的抗氧化
性，能更有效地清除细胞内的活性氧自由基或其它过氧化物，从而增加细胞活力，延缓衰老，因此对极大

螺旋藻的生长具促进作用。而高浓度的硒对极大螺旋藻生长的抑制，甚至死亡效应，可能是硒与硫存在

一定的差异所致。硒一旦过多取代蛋白质中的硫，就有可能引起蛋白质空间结构和功能的明显改变，从
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而使正常生命活动紊乱，进而抑制藻细胞的生长［15］。对于硒的这种双重作用，徐辉碧［2］认为与活性氧

形成的能力有关。硒化合物既可以清除体内的自由基，又能产生自由基。在较低浓度下可能以清除自

由基为主要倾向，表现出有益的生理效应，即促进作用；而在高浓度下则以产生自由基（活性氧）为主，导

致毒性作用。

图 1-b是用 560nm处的光吸收值描绘高浓度硒（300 mg / L）培养的极大螺旋藻在不同接种浓度下的
生长曲线。可以看出，高浓度硒（300 mg / L）对极大螺旋藻生长的影响与藻液的接种浓度有很大关系。
藻液的初始浓度越低，硒的抑制作用越明显，藻也越晚进入对数期。从显微形态上看，低硒浓度下培养

的螺旋藻与不加硒的对照组没什么差异，而高浓度硒培养的螺旋藻卷曲程度大，藻体直径变细，颜色淡

而显黄色。

现有的报道中，硒对螺旋藻的致死浓度有较大差异［5，6，15］。从我们的实验结果来看，这除了与藻

种、培养方法、硒源及添加方式有关外，与初始的藻液浓度也有很大关系。高浓度的藻液能耐受高浓度

的硒，可能是接种前后的营养条件更一致，因此总的逆境胁迫较弱，导致高的生物量有较强的抗硒能力。

某些硒积聚植物在野外生长时能散发出类似大蒜似的特殊气味，这是由于存在一些挥发性硒化合物，其

中一种被证明为二甲基二硒醚，挥发性硒化合物产生的量与培养基中的硒化合物的形式有关［5］。我们

在用亚硒酸钠培养极大螺旋藻时也发现有特殊气味的产生，这可能是一些挥发性的硒化合物，它使得培

养液中硒的浓度有所降低，加上驯化作用，极大螺旋藻在培养一段时间后就能耐受高浓度的硒，进入对

数生长期。高浓度藻液能挥发掉较多的硒，抗逆能力也较强，因此比低浓度藻液更快进入对数生长期。

图 2 整细胞吸收光谱
Fig.2 The absorption speCtrum of intaCt Cells

2 .2 整细胞的光谱特性
图 2为不加硒培养的螺旋藻、加 40 mg / L硒培

养的螺旋藻和 300mg / L 硒培养的螺旋藻在 Zarrouk
氏培养基中的吸收光谱。440nm处为叶绿素的吸收
峰，495 nm处的肩峰为胡萝卜素的吸收峰，620 nm
处的吸收峰为藻蓝蛋白的吸收峰，680 nm的吸收峰
为别藻蓝蛋白和叶绿素的吸收峰［16］。这些在低硒

浓度下和高硒浓度下培养的螺旋藻中没有差异，但

高硒浓度下培养的螺旋藻各个峰的值较低，表明色

素含量偏低，尤其是叶绿素的含量，这在藻液的颜色

上也有体现：高浓度硒培养的藻液颜色偏黄。

图 3-a为 0mg / L的硒和 40mg / L 的硒培养的藻
液在 440nm激发所测得的发射光谱，两者峰值都相
同，682nm处为别藻蓝蛋白-B的发射峰，735nm处为
叶绿素的发射峰。没有发现藻蓝蛋白（648nm）和别

藻蓝蛋白（660nm）的荧光发射峰，说明藻胆体内能量传递的效率极高，藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白吸收的光
能均能传递给别藻蓝蛋白-B和叶绿素。而 682nm的荧光激发光谱（图 3-b）的峰值在 622nm处，没有发
现别藻蓝蛋白的激发峰，说明在活体内，别藻蓝蛋白-B发射的荧光主要来源于藻蓝蛋白，因而藻蓝蛋白
是主要的捕光色素蛋白，而别藻蓝蛋白主要是传递光能的，对捕光的贡献较小。这和各种藻胆体模型中

别藻蓝蛋白处于核心，而藻蓝蛋白分布在外围的棒状结构中的结论相一致［17］。

2.3 藻胆体的分离纯化及其光谱特性
图 4为富硒极大螺旋藻及其对照中提取的藻胆体的紫外可见吸收光谱。620nm的峰值为藻蓝蛋白

的特征吸收峰；藻蓝蛋白在 595nm处也有一吸收肩峰；650nm的肩峰为别藻蓝蛋白的特征吸收峰，由于
这些吸收峰较近，吸收也强，因此在 500nm到 700nm间形成一个既宽且强的吸收峰。280nm是蛋白中芳
香族氨基酸的吸收峰，325nm处的吸收峰可能来自二硫键。藻胆体与含硒藻胆体的紫外可见吸收光谱

1123期 周志刚等：富硒极大螺旋藻整细胞、藻胆体及藻蓝蛋白的光谱特性



没有什么差异。

图 3 富栖极大螺旋藻及对照的荧光光谱
Fig.3 The fluoresCenCe speCtrum of intaCt Cells from Se-riCh S . maxima and the Control

图 4 富栖极大螺旋藻藻胆体及
对照的紫外可见吸收光谱

Fig.4 The ultraviolet and visible absorption speCtrum of
phyCobilisomes form Se-riCh S . maxima and the Control

图 5-a为富硒极大螺旋藻及其对照中提取的藻
胆体在 440nm激发所得的发射光谱，峰值在 682nm，
表明藻胆体是完整的。没有发现叶绿素的荧光发射

峰，表明提取的藻胆体中没有叶绿素污染。它们在

682nm的荧光激发光谱（图 5-b）中有别藻蓝蛋白和
藻蓝蛋白的激发峰，峰值分别在 655nm和 622nm处，
这在含硒藻胆体与对照藻胆体中一样。但和整细胞

在 682nm的荧光激发光谱（图 3-b）相比，多了别藻蓝
蛋白的激发峰 655nm的峰。表明整细胞的藻胆
体荧光发射峰主要源于藻蓝蛋白吸收的能量，别藻

蓝蛋白贡献较小。而离体的藻胆体中，别藻蓝蛋白

- B的荧光有很大一部分是由别藻蓝蛋白贡献的，
可能是离体的藻胆体在结构上有所变化，使得处于

藻胆体核心的别藻蓝蛋白比在活体时更容易吸收光

能。完整藻胆体的荧光发射峰在 682nm处，该峰值
是 APC-B的荧光发射峰。说明在完整的藻胆体内，PC和 APC吸收的光能均能高效地传给 APC-B。但藻
胆体 682nm的荧光激发光谱（图 5-b）只有 620nm和 655nm两处，分别来自于 PC和 APC，而没有 APC-B的
荧光峰（670nm左右），表明藻胆体 682nm荧光发射峰的能量来自于 PC和 APC，而不是来自 APC-B本身
吸收的光能，或者是 APC-B浓度太低而无法检测到。

2.4 藻蓝蛋白的分离纯化及其光谱特性
图 6为富硒极大螺旋藻及其对照中提取的藻蓝蛋白的紫外可见吸收光谱。两者没有什么显著差
异。在 280nm、325nm和 620nm处有三个明显的吸收峰，在 595nm有一吸收肩峰，这些都是 C -藻蓝蛋白
的典型特征吸收峰［16］。

图 7为它们的荧光光谱，7-a是在 440nm处激发的荧光发射光谱，荧光发射峰均在 648nm处，这是藻
蓝蛋白的特征发射峰［16］。648nm的荧光激发光谱也是一致的（图 7-b），峰值均在 325nm处，而可见光区
没有明显的激发峰，或者是离入em太近而无法观察到。
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图 5 富栖极大螺旋藻藻胆体及对照的荧光光谱
Fig.5 The fluoresCenCe speCtrum of phyCobilisome from S . maxima and the Control

图 6 富栖极大螺旋藻藻蓝蛋白及其
对照的紫外可见吸收光谱

Fig.6 The ultraviolet and visible absorption speCtrum of
phyCyanin form Se-riCh S . maxima and the Control

3 结论

用不同浓度的硒培养极大螺旋藻，结果显示低

浓度的硒促进藻的生长，而高浓度的硒则起抑制作

用。接种时高浓度的藻液能耐受更高浓度的硒。

40mg / L的硒是培养富硒极大螺旋藻的适宜浓度。
用改进的方法提取藻胆体和藻蓝蛋白。富硒极大螺

旋藻整细胞、藻胆体、藻蓝蛋白与对照相比，紫外可

见吸收光谱和荧光光谱没有明显差异，表明硒对藻

生长的影响不是通过影响光能的吸收与传递，而是

通过另外的途径来实现的，其具体机理有待于进一

步研究。

图 7 富栖极大螺旋藻藻蓝蛋白及对照荧光光谱
Fig.7 The The fluorseCenCe speCtrum of phyCoCyanin form Se-riCh S . maxima and the Control
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