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盐泽螺旋藻藻蓝蛋白的分离纯化
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摘 要：固体硫酸铵沉淀盐泽螺旋藻藻胆蛋白，羟基磷灰石(HA)柱分离纯化具光敏效应的藻蓝蛋

白(C—PC)，光谱、电泳鉴定其纯度。体外细胞实验表明C—PC经光敏作用能更有效的抑制肿瘤细胞

的生长。
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Isolation and Purification of C。phycocyanin from Spirulina subsalsa
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Abstract：In this study，Precipitated C—phycocyanin(C—PC)from Spirulina subsalsa by solid

ammonium sulphate and chromatographed on a hydroxylapatite column；The isolated C—

phycocyanin then identified its purity by spectrum and electrophoresis．Furthremore，C—PC could

inhibit tumor cells by photosensitization prominently．
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光动力治疗是借助于在病灶富集的光敏剂光

照下产生自由基和活泼态氧实现对肿瘤细胞的杀

伤作用。由于在正常细胞和肿瘤细胞的选择性上，

光动力疗法更优于放疔和化疗，所以深受人们重

视。

藻蓝蛋白有光敏作用，且安全无毒，是一种有

潜力的光敏剂，可用于肿瘤的光动力治疗[卜引。我

们以目前国内外较少研究的盐泽螺旋藻为材料，分

离纯化藻蓝蛋白，通过体外肿瘤细胞实验验证盐泽

螺旋藻的藻蓝蛋白是否具有较强的光敏作用，以期

为它在肿瘤的光动力治疗中的应用提供一定的理

论依据。

l 材料与方法

1．1实验材料

盐泽螺旋藻(Spirulina subsalsa)由以色列本

古里昂大学沙漠研究所微藻生物技术实验室提供。

生长于Zarrouk培养基中，冷白荧光灯作为光源，光

暗周期为14：10，光强为3 000 lux，在28℃恒温室

通气培养，一般生长5 d后于其对数生长后期收获。

A375为人的恶性皮肤黑色素瘤细胞，U251为

人的神经瘤细胞，L02为人的肝细胞，均为作者所
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在实验室购买并保存。

1．2试验方法

藻蓝蛋白的分离纯化对数期藻体反复冻融抽

提藻胆蛋白，60％(w／v)饱和度的硫酸铵沉淀。沉

淀溶于最小体积的1 mmol／L的磷酸盐缓冲液(pH

值7．O)中，并透析。经羟基磷灰石(HA)柱层析，磷

酸盐缓冲液(pH值7．0)分步洗脱，立即进行280

am光谱测定，收集峰尖部分[4]。

1．3藻蓝蛋白的纯度及活性鉴定

1。3．1 纯度鉴定 经Sephadex G-100柱层析和

7．5％的PAGE鉴定藻蓝蛋白的纯度。

1．3．2 活性鉴定 藻蓝蛋白吸收光谱用日立557

紫外可见光扫描仪测定(200～900 nm)。室温荧光

光谱用日立MPF一4型荧光分光光度计测定，激发

波长580 nmL5』。

1．4藻蓝蛋白亚单位的分离与鉴定

若藻蓝蛋白的PAGE电泳为单一条带，再以

12％的SDS—PAGE分析其亚单位¨]。

1．5肿瘤细胞、正常细胞的继代培养

细胞生长的培养基为RPMI—1640(含10％的小

牛血清，100 pg／mL链霉素，100单位／mL青霉

素)，体积分数5％CO：、37℃的培养箱中培养。

1．6藻蓝蛋白光敏作用研究

细胞加样方法同前，加样后24 h将96孔板置

于400 W的碘钨灯下，隔30 cm高的水柱及四层玻

璃辐照，每次5 rain，共3次。照光后继续于体积分

数5％CO：、37℃的培养箱中9呼育，12 h后进行形态

观察及SRB法测定。

1．7细胞形态变化的观察

倒置显微镜观察，Leica数码相机拍照。

1．8 SRB法

细胞培养结束后，三氯乙酸(TCA)固定细胞，

磺基罗丹明B(SRB)染色。用空白对照调零，所用

波长为490 nm。对每种细胞的处理重复3次，进行

数据统计，并计算样品对肿瘤细胞的体外抑制率。

抑制率一(对照孔OD值一样品孔OD值)／对

照孔0D值×100％

2 实验结果

2．1藻蓝蛋白的分离纯化

藻胆蛋白经HA柱层析，如图1。峰1为柱穿

过组分(1 mmol／L洗脱)，可见光谱扫描发现在560

nm处有吸收峰，为藻红蛋白；峰2为变性的藻胆蛋

白(10 mmol／L洗脱)；峰3为藻蓝蛋白(30 mmol／L

洗脱)；峰4为别藻蓝蛋白(100 mmol／L洗脱)。

2．2藻蓝蛋白的纯度及活性鉴定

2．2．1 纯度鉴定 HA柱层析后的藻蓝蛋白过

Sephadex G一100柱洗脱，为单一洗脱峰。
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图1 藻胆蛋白HA柱层析

Fig．1 Washing figure of phycobi¨protein

图2为不同批次纯化后的藻蓝蛋白经7．5％的

PAGE鉴定纯度。均为单一条带，说明纯化后的藻

蓝蛋白已达到电泳纯，称为C—PC。

图2 藻蓝蛋臼PAGE图

Fig．2 PAGE of C-phycocyanin

2．2．2 活性鉴定 藻胆蛋白有多种组分，且

A。。。。／A：。。。。一1．48。纯化后的藻蓝蛋白的紫外可

见光扫描图见图3，最大吸收峰位于615 nm，而360

am处为保持活性藻蓝蛋白四吡咯环的特征吸收

峰，且A。。。。。／A：，。。．=4．7，达到纯化标准。
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图3藻蓝蛋白紫外可见光扫描

Fig．3 Scan figure

藻蓝蛋白吸收光能发出红色荧光，被别藻蓝蛋

白吸收，这样光能就从藻蓝蛋白传到别藻蓝蛋白，
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继而进行能量的传递。若藻蓝蛋白变性则荧光减 C—PC对非肿瘤细胞如L02没有显著的抑制作

弱或消失，所以把荧光光谱作为一项鉴定藻蓝蛋白 用。

活性的指标。如图4，藻蓝蛋白的室温荧光发射峰

位于641．3 rim处，与别藻蓝蛋白的特征吸收峰650

am相近，所以分离得到了具有活性的藻蓝蛋白。

600
^，nm

748

图4藻蓝蛋白荧光光谱

Fig．4 Fluorescence emission

图5 SDS—PAGE

Fig．5 SDS—PAGE

2．3 C-PC亚单位的分离与鉴定

12％的SDS—PAGE见图5，其中左道为已知相

对分子质量的标准蛋白，右道为C—PC。可见C—PC

由仅和8两个亚单位组成，其相对分子质量约为

16 000和20 500，推算C—PC的最小相对分子质量为

36 500。

2．4 C-PC对细胞的影响

先经SRB检测，选择100 pg／rnL为C—PC的有

效作用浓度，24 h为&PC的有效作用时间。C～PC

加入A375细胞，并经过碘钨灯照射后，细胞形态就

出现明显的差异，继续孵育12 h后细胞会变圆(图

6d)，到24 h后细胞会漂离培养瓶(表述不准确)，说

明C-PC经光敏作用后更为显著的抑制A375细胞

的生长。图6a是不经碘钨灯照射的对照组细胞，图

6b是经碘钨灯照射后的对照组细胞。

SRB实验结果表明：碘钨灯照射对对照组

A375细胞没有显著的影响；C—PC对A375细胞有

一定的抑制作用，碘钨灯光照后抑制作用更为显

著。光敏作用前，C—PC对A375细胞的抑制率为

9．3％；光敏作用后，抑制率为31．0％(图7)。对于

其它细胞如U251也有类似结果(图8)。

(d)

图6(a)对照组A375细胞；(b)碘钨灯照射的对照组

A375细胞；(C)藻蓝蛋白无光敏处理的A375细

胞；(d)藻蓝蛋白光敏处理的A375细胞

Fig．6 (a)A375 cells of control without illumination(×

20)：(b)A375 cells of control with illumination

(x 20 l；(c)A375cells added phycocyanin with-

out illumination(x 20)；(dl A375 cells added

phycocyanin with illumination(X 20)
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a．未经光敏处理的细胞；b．光敏处理细胞；c．对照

图8 SRB法测定藻蓝蛋白对U251细胞的影响

Fig．8 SRB method inspect photosensitive effect to effect

tO U25l cells
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3 结 语

体外细胞实验发现盐泽螺旋藻藻蓝蛋白经光

敏作用可以更有效的抑制肿瘤细胞。藻蓝蛋白是

首先证明有光动力功能的藻胆蛋白，1989年，美国

专利介绍应用藻蓝蛋白作为光敏剂处理动脉粥样
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