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柱层析法纯化藻胆蛋白的紫外
=

可见光谱特征研究与机理分析
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紫外
C

可见吸收光谱法不仅可以应用于分析藻胆蛋白种类以及纯度&还可以用于分析并指导其提取

纯化过程%以巢湖新鲜蓝藻为实验原料&以
3@((6_L9@:C%##

与羟基磷灰石为填料&运用柱层析法精致纯化藻

蓝蛋白和别藻蓝蛋白(根据两种填料对应的洗脱峰在洗脱曲线上的特点&充分利用藻红蛋白)藻蓝蛋白)别

藻蓝蛋白与核酸)类胡萝卜素)一般蛋白质的紫外
C

可见光谱特性的差别&研判洗脱峰组分与含量的动态变

化%通过紫外
C

可见吸收光谱法分段研究两种填料柱层析法精致纯化藻胆蛋白洗脱峰的光谱学特征及其变化

规律&能够定性定量地判断出各洗脱峰的组分和含量变化(结合两种填料的特性&能够分析出藻蓝蛋白)别

藻蓝蛋白)藻红蛋白等的电荷特性与配位能力强弱&从而揭示两种柱层析填料分段洗脱的内在机理和本质%

在
3@((6_L9@:C%##

纯化藻胆蛋白过程中&随着洗脱液的更换&洗脱曲线上会出现
.

个洗脱峰&经扫描取样点

的紫外
C

可见吸收光谱分析后发现'

'

峰主要成分为带正电荷或电中性的杂蛋白与类胡萝卜素(

(

峰主要成

分为带少量负电荷的藻红蛋白)杂蛋白与核酸(

$

峰主要成分为带有较多负电荷的高纯度藻蓝蛋白及少量

别藻蓝蛋白&且由于藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白未能完全分离&制约了藻蓝蛋白纯度的进一步提高(

"

峰主要成

分为带有大量负电荷的杂蛋白与低纯度藻蓝蛋白%在羟基磷灰石纯化藻胆蛋白过程中&随着洗脱液的更换&

洗脱曲线上出现
1

个洗脱峰&经扫描取样点的紫外
C

可见吸收光谱后发现'

'

峰主要表征为阳离子或碱性蛋

白质的杂蛋白)核酸与类胡萝卜素成分等(

(

峰主要表征为与钙离子结合生成较弱配位键的高纯度藻蓝蛋

白成分&且由于藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白能完全分离&有利于藻蓝蛋白纯度的进一步提升(

$

峰主要表征为与

钙离子结合生成较强配位键的高纯度别藻蓝蛋白成分%

关键词
!
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近年来&随着社会经济的快速发展&河流湖泊的富营养

化程度愈发严重&主要表现为夏季蓝藻大规模爆发&政府要

花大量资金打捞蓝藻&如何实现蓝藻减量化)资源化和无害

化是亟待解决的重要问题之一%目前的解决方案是把蓝藻作

为反应物消化掉&如好氧堆肥)产沼气)制备蓝藻基活性炭)

生产生物塑料制品等%这些方法虽在一定程度上缓解了蓝藻

的处置难题&但存在被动消化)附加值不高)经济效益低等

问题%

巢湖蓝藻体内有丰富的藻胆蛋白&高纯度的藻胆蛋白具

有良好的抗衰老性)抗癌性和荧光免疫性等*

"

+

%提取与纯化

高纯度藻胆蛋白既能实现主动消化)高附加值资源化的目

的&又可以推动进一步对藻胆蛋白特性的研究*

+

+

%紫外
C

可见

吸收光谱法已被证明可以在提取纯化藻胆蛋白过程中发挥重

要作用%这是由于藻胆蛋白!藻红蛋白)藻蓝蛋白)别藻蓝蛋

白"在紫外
C

可见波段!

+##

!

2##9&

"除了具有一般的蛋白吸

收峰!

+<#9&

"外&还各自具有其相应的最大特征吸收峰*

1

+

%

如藻红蛋白在
%4%9&

有强吸收峰&藻蓝蛋白在
4+#9&

有强

吸收峰&别藻蓝蛋白在
4%#9&

有强吸收峰%通过对比测试

样品的吸收峰强度及位置变化&即可定性定量比较测试样品

的各组分浓度差异%紫外
C

可见吸收光谱法成为藻胆蛋白提

取纯化过程中评价提取纯化效果强有力的表征手段%本研究



以巢湖新鲜蓝藻为实验原料&以
3@((6_L9@:C%##

与羟基磷灰

石为柱层析填料&结合两种填料对应的洗脱峰在洗脱曲线上

的特点&在前人研究的基础上&充分利用藻红蛋白)藻蓝蛋

白)别藻蓝蛋白与一般蛋白质的紫外
C

可见光谱特性的差别&

研判洗脱峰组分的动态变化%通过研究进一步掌握收集高纯

度藻胆蛋白的时机&深入揭示了两种柱层析填料纯化藻胆蛋

白的机理&为蓝藻高附加值资源化提供一定的理论支撑%目

前提取新鲜蓝藻的生物质及相应理论的研究尚属稀缺&因此

开展的对藻胆蛋白纯化实验的光谱学分析将会为今后多维度

深层次综合利用蓝藻以及研究其他提取生物质实验的理论提

供一定的思路和参考%

"

!

实验部分

R'R

!

样品采集

巢湖新鲜藻泥&采自于合肥市巢湖西湖区水体距表层
"%

P&

处%直接打捞&经四层纱布过滤除去部分水分后&带回实

验室
$"<g

冷冻保存备用%

R'4

!

仪器与试剂

紫外
C

可见分光光度计!

b̀C"G%#

"&北京普析通用公司(

高速冷冻离心机!

VA3C"4#\O

"&安徽中科中佳科学仪器有

限公司(电子天平!

?:+##./

"&上海民桥精密科学仪器有限

公司(恒温磁力搅拌器!

<%C+:

"&江苏金城国胜仪器厂%

常用试剂'磷酸盐缓冲试剂!

Bc5

"&

/>3(

&

/>0\

&盐

酸&!

/\

.

"

+

50

.

!以上试剂均为分析纯"(

3@((6_L9@:C%##

&

aY

公司(羟基磷灰石!

3\̀ Cc

"&

cL'P>9>(

公司%

R'G

!

工艺流程

蓝藻藻泥
&

反复冻融提取
&

过滤
&

离心分离制备粗提液

&

一步盐析
&

离心收集上清液
&

二步盐析
&

透析脱盐
&

柱层

析!

3@((6_L9@:C%##

&羟基磷灰石"分离纯化
&

收集洗脱组分

&

紫外
C

可见吸收光谱法分析%

R'C

!

表征方法

根据藻胆蛋白的紫外
C

可见吸收特性&使用紫外
C

可见吸

收光谱法表征提取纯化藻胆蛋白过程中物质含量相应变化%

藻胆蛋白在紫外
C

可见波段!

+##

!

2##9&

"除了具有一般的蛋

白吸收峰!

+<#9&

"外&还各自具有相应的最大特征吸收峰%

对洗脱曲线在不同洗脱峰下根据峰的强度)面积大小选择相

应的取样点&对取样点对应的各溶液进行
+##

!

2##9&

全波

长扫描&得到各洗脱峰的光谱扫描变化图&以此表征分析各

组分随着时间的动态变化%

+

!

结果与讨论

4'R

!

>*662)%/*D=IUU

分离藻胆蛋白的紫外
=

可见光谱分析

图
"

为使用
3@((6_L9@:C%##

作为柱层析填料&用以分离

藻胆蛋白的典型洗脱峰的信号图%在加入缓冲液之后&会分

别出现对应的洗脱峰%根据不同洗脱峰的强度)面积大小选

择相应的取样点%将取样点相应的各溶液稀释后进行
+##

9&

!

2##9&

全波长扫描%由于取样点按照时间节点有序排

列&故得到各洗脱峰的光谱扫描变化图&以此分析各洗脱峰

的组分及其含量动态变化&如图
+

所示%

图
R

!

>*662)%/*D=IUU

分离藻胆蛋白的典型洗脱峰图
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&
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洗脱峰
'

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
+

!

>

"为图
"

中
B@>X"

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描后所绘制的光谱图%如图中所示&取样点

:

&

c

和
3

在
+<#

及
.".9&

均有吸收峰&这表明
B@>X"

所对

应的物质为杂蛋白及类胡萝卜素*

.

+

&且杂蛋白的浓度较高%

由于
3@((6_L9@:C%##

是阴离子交换填料&

c6__@N"

为平衡缓

冲液&故洗脱下来的杂蛋白和类胡萝卜素与填料不发生吸附

作用&应为阳离子或者电中性分子%类胡萝卜素的吸收峰为

.".9&

&则表明类胡萝卜素的主要成分为链孢红素%类胡萝

卜素积累的前提之一是高强度的光线&对应着夏季巢湖蓝藻

的大量爆发%此外&图
+

!

>

"中浓度关系为'

c

'

:

'

3

&对应

着图
"

中
B@>X"

取样点
c

的峰值%

+,",+

!

洗脱峰
(

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
+

!

J

"为图
"

中
B@>X+

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描后所绘制的光谱图%如图中所示&取样点

:

&

c

和
3

除了在
+4<9&

有最大吸收峰外&在
%.#

及
%4%9&

均有强吸收峰&这表明
B@>X+

所对应的物质为藻红蛋白*

%

+

)

杂蛋白及部分核酸(且由于核酸的存在&最大吸收峰波长由

+<#9&

蓝移至
+4<9&

处%藻红蛋白浓度不高且难以大量富

集&提取纯化价值不大&应考虑作为杂蛋白去除%

c6__@N+

为

添加低浓度盐的缓冲液&这表明此时去除的物质与填料发生

弱吸附作用&应为带少量负电荷的物质&如核酸)藻红蛋白

等&这也表明藻红蛋白的等电点高于藻蓝蛋白%对比
:

&

c

和
3

三点变化趋势&可看出
+4<9&

处的峰强度降低后&导

致
%4%9&

处的峰强度超过
+4<9&

处&藻红蛋白的纯度略有

上升&这表明核酸比藻红蛋白优先被去除%

+,",1

!

洗脱峰
$

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
+

!

P

"为图
"

中
B@>X1

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描后所绘制的光谱图%如图中所示&取样点

:

&

c

&

3

&

A

和
Y

除了在
+229&

有强吸收峰外&在
4+#9&

有最大吸收峰以及
1%<9&

有副吸收峰&与图
1

中藻蓝蛋白

标准光谱图中典型的最大吸收峰!

4+#9&

处"和蛋白质吸收

峰!

+229&

处"一致&表明
B@>X1

所对应的物质为高纯度藻蓝

蛋白(对比
:

&

c

&

3

&

A

和
Y

取样点的变化趋势&可看出
4+#

9&

处的峰强度先上升然后保持稳定最后下降&这表明藻蓝

<#""
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蛋白的浓度先上升后下降&且在
3

点处达到最大%

c

&

3

和
A

点藻蓝蛋白纯度均超过
.,#

&这表明
c

点到
A

点为高纯度藻

蓝蛋白的最佳收集段(但
c

点纯度最高&达到
.,+4

&与浓度

变化略有不同%为了探究其中缘由&在
B@>X1

出峰时间!

.1

!

%1&L9

"间隔半分钟测藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白相对含量&

如图
.

所示%

图
4

!

各洗脱峰取样点的紫外
=

可见吸收光谱变化图

!

>

"'峰!

'

"(!

J

"'峰!

(

"(!

P

"'峰!

$

"(!

K

"'峰!

"

"

$%

&

'4

!

WP=P%8%#6*"#8-.

1

,%-/8

1

*+,.20+7"/

&

*-)8"0

1

6%/

&1

-%/,8-)*"+7*62,%/

&1

*"T

!

>

"'

B@>X

!

'

"(!

J

"'

B@>X

!

(

"(!

P

"'

B@>X

!

$

"(!

K

"'

B@>X

!

"

"

!!

图
.

中藻蓝蛋白的相对含量先上升后下降&最高达到

G%,+*

&且相对集中分布于前半段&这表明藻蓝蛋白与别藻

蓝蛋白未能完全分离&从而制约了藻蓝蛋白纯度的进一步提

高%由于
c6__@N1

的离子强度进一步提升&非吸附作用特别

强的组分均会被洗脱下来&故藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白应带有

较多负电荷&且数量接近%由于藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白的浓

度比约为
+k"

&故藻蓝蛋白会相对集中的被分离出&但不能

完全排除别藻蓝蛋白的干扰%

图
G

!

藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白的标准光谱图

$%

&

'G

!

A,"/3".38

1
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1

7
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+-+
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"/%/"/3"66-

1

7

9

+-+
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"/%/

图
C

!#

峰藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白相对含量变化图

$%

&

'C

!
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&
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!

洗脱峰
"

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
+

!

K

"为图
"

中
B@>X.

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描后所绘制的光谱扫描图%如图中所示&取

样点
:

&

c

和
3

除了在
+249&

有最大吸收峰外&还在
4"%

9&

有强吸收峰&这表明
B@>X.

所对应的物质为杂蛋白及低

纯度藻蓝蛋白%由于
c6__@N.

的离子强度进一步升高&吸附

作用强的组分一般也会被洗脱下来&此时洗脱的组分应带有

G#""
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大量负电荷%对比
:

&

c

和
3

取样点的变化趋势&可看出藻

蓝蛋白吸收峰波长由
4+#9&

蓝移至
4"%9&

处&而
+249&

处吸收峰的强度增加%这表明低纯度藻蓝蛋白先于杂蛋白被

洗脱&这可能是由于这部分杂蛋白等电点更低)带有更多负

电荷所导致%

4'4

!

羟基磷灰石分离藻胆蛋白的紫外
=

可见光谱分析

图
%

为使用羟基磷灰石作为柱层析填料&用以分离藻胆

蛋白的典型洗脱峰的信号图%如图
%

在加入缓冲液之后&会

分别出现对应的洗脱峰%根据不同洗脱峰的强度)面积大小

选择相应的取样点%然后将取样点相应的各溶液稀释后进行

+##

!

2##9&

全波长扫描%由于取样点按照时间节点有序排

列&故得到各洗脱峰的光谱扫描变化图&以此分析各洗脱峰

的组分及其含量动态变化&如图
%

所示%

图
I

!

羟基磷灰石分离藻胆蛋白的典型洗脱峰图

$%

&

'I

!

5

91

%+"6*62,%-/

1

*"T0"

1

-)

1

7

9

+-#%6%

1

.-,*%/

8*

1

".",*3#

9

X

9

3.-K

9

"

1

",%,*

+,+,"

!

洗脱峰
'

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
4

!

>

"为图
%

中
B@>X"

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描光谱图%如图中所示&取样点
:

&

c

和
3

在
+4#9&

!

+2+9&

"处均有最大吸收峰&在
.".

&

%.#

及
%4%

9&

均有吸收峰&表明
B@>X"

所对应的物质为杂蛋白)核酸)

少量类胡萝卜素和藻红蛋白&且杂蛋白与核酸的含量较高%

由于羟基磷灰石是金属螯合亲和填料&

c6__@N"

为平衡缓冲

液&故洗脱下来的杂蛋白)核酸)藻红蛋白和类胡萝卜素与

填料不发生螯合反应&应为碱性蛋白质或正离子%此外&图

4

!

>

"中
c

点
+4#

&

%.#

与
%4%9&

峰的强度均高于
:

与
3

点&

这表明在
c

点处藻红蛋白与核酸浓度高于两边&对应着图
%

中
B@>X"

取样点
c

峰值%

+,+,+

!

洗脱峰
(

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
4

!

J

"为图
%

中
B@>X+

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描的光谱图%如图中所示&取样点
:

&

c

&

3

&

A

和
Y

在
4+#9&

!

4"%9&

"处均有最大吸收峰&在
+2<

及

1%<9&

均有吸收峰&与图
1

中藻蓝蛋白标准谱图中典型的

最大吸收峰和蛋白质吸收峰一致&这表明
B@>X+

所对应的物

质为高纯度藻蓝蛋白%由于
c6__@N+

增加了磷酸盐缓冲液浓

度&故会竞争性地置换结合蛋白质&使与钙离子形成较弱配

位键的组分发生解吸反应%因此&藻蓝蛋白应为酸性蛋白

质&与钙离子可发生较弱的螯合反应%此外&图
4

!

J

"中
:

和

图
V

!

各洗脱峰取样点的紫外
=

可见吸收光谱变化图

!

>

"'峰!

'

"(!

J

"'峰!

(

"(!

P

"'峰!

$

"

$%

&

'V

!

WP=P%8%#6*"#8-.

1

,%-/8

1

*+,.20+7"/

&

*

-)8"0

1

6%/

&1

-%/,8-)*"+7*62,%/

&1

*"T

!

>

"'

B@>X

!

'

"(!

J

"'

B@>X

!

(

"(!

P

"'

B@>X

!

$

"

图
!

!$

峰藻蓝蛋白与别藻蓝蛋白相对含量变化图
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Y

两点最大吸收峰为
4"%9&

处&这可能是由于
:

和
Y

两点

尚存在少量杂蛋白(随着纯度的增加&最大吸收峰逐渐红移

至
4+#9&

处%到
3

点时纯度最高&可达
.,4+

&高于
3@(C

(6_L9@:C%##

柱纯化的藻蓝蛋白&为了探究其中缘由&在
B@>X

+

出峰时间!

..

!

%%&L9

"间隔半分钟测藻蓝蛋白与别藻蓝蛋

白相对含量&如图
2

所示%

!!

图
2

中藻蓝蛋白的相对含量先上升后下降&最高达到

"##*

&且于
.4

!

%#&L9

内均可以保持&表明这段时间内藻

蓝蛋白与别藻蓝蛋白能够完全分离&从而较大程度上提高了

藻蓝蛋白的纯度%分析认为由于配位键的存在&使得金属螯

合亲和色谱的特异性高于阴阳离子交换色谱&因此羟基磷灰

石的纯化分辨率大于
3@((6_L9@:C%##

&故能完全分离藻蓝蛋

白和别藻蓝蛋白%

+,+,1

!

洗脱峰
$

的紫外
C

可见光谱图变化分析

图
4

!

P

"为图
%

中
B@>X1

中所选取的取样点进行
+##

!

2##9&

全波长扫描后所绘制的光谱图%如图中所示&取样点

:

&

c

和
3

在
4%#

与
4+#9&

处有显著吸收峰&在
+249&

处

有相应蛋白吸收峰&与图
1

中别藻蓝蛋白标准谱图中典型的

最大吸收峰!

4%#9&

处"和蛋白质吸收峰一致&这表明
B@>X

1

所对应的物质为别藻蓝蛋白与少量藻蓝蛋白%由于
c6__@N

1

进一步增加了磷酸盐缓冲液浓度&故会竞争性地置换结合

蛋白质&显著降低柱容量&使与钙离子形成较强配位键的组

分也发生解吸反应%因此&别藻蓝蛋白应为酸性蛋白质&与

钙离子可发生较强的螯合反应&配位键强度大于藻蓝蛋白与

钙离子生成的配位键%此外&图
4

中
:

和
3

两点在
4+#9&

处均有强吸收峰&而非
c

点处的副吸收峰&这可能是由于藻

蓝蛋白与别藻蓝蛋白的浓度比约为
+k"

&故
:

和
3

处两点

尚存在少量藻蓝蛋白&使得在
4+#9&

处的吸收峰强度增加(

随着纯度的增加&

4+#9&

处的吸收峰强度逐渐下降&而
4%#

9&

处的吸收峰强度逐渐上升%到
c

点时纯度最高&可达

.,11

&而
3@((6_L9@:C%##

却无法达到这种分离效果&这是由

于二者纯化机理不同所导致的%

1

!

结
!

论

!!

3@((6_L9@:C%##

填料能够有效地将藻红蛋白)核酸)类

胡萝卜素与杂蛋白从藻胆蛋白初步纯化液中去除&最终获得

纯度为
.,+

的试剂级藻蓝蛋白&但不能完全分离藻蓝蛋白和

别藻蓝蛋白(羟基磷灰石填料不仅能够有效地将藻红蛋白)

核酸)类胡萝卜素与杂蛋白从藻胆蛋白初步纯化液中去除&

还能够有效分离藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白&同时获得试剂级藻

蓝蛋白和试剂级别藻蓝蛋白%

运用紫外
C

可见吸收光谱变化图逐一分析各洗脱峰&能

够有效鉴别各洗脱峰的组分和分离变化过程&动态演绎了两

种柱层析填料分离杂质)纯化藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白的过

程&阐明了两种柱层析填料的作用机理%本工作对藻胆蛋白

纯化实验的光谱学分析将会为今后多维度深层次综合利用蓝

藻以及研究其他提取生物质实验的理论提供一定的思路和参

考%
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&光谱学与光谱分析'对来稿英文摘要的要求

!!

来稿英文摘要不符合下列要求者&本刊要求作者重写&这可能要推迟论文发表的时间%

",

请用符合语法的英文&要求言简意明)确切地论述文章的主要内容&突出创新之处%

+,

应拥有与论文同等量的主要信息&包括四个要素&即研究目的)方法)结果)结论%其中后两个要

素最重要%有时一个句子即可包含前两个要素&例如 -用某种改进的
-3BC:Y5

测量了鱼池水样的痕量铅.%

但有些情况下&英文摘要可包括研究工作的主要对象和范围&以及具有情报价值的其他重要信息%在结果

部分最好有定量数据&如检测限)相对标准偏差等(结论部分最好指出方法或结果的优点和意义%

1,

句型力求简单&尽量采用被动式&建议经专业英语翻译机构润色&与中文摘要相对应%用
:.

复印

纸单面打印%

.,

摘要不应有引言中出现的内容&换言之&摘要中必须写进的内容应尽量避免在引言中出现%摘要也

不要对论文内容作解释和评论&不得简单重复题名中已有的信息(不用非公知公用的符号和术语(不用引

文&除非该论文证实或否定了他人已发表的论文%缩略语)略称)代号&除相邻专业的读者也能清楚地理

解外&在首次出现时必须加以说明&例如用括号写出全称%

+"""

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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