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摘　 要： 为了获得优于食品级的 Ｒ－藻红蛋白（Ｒ－ＰＥ），采用双水相体系从坛紫菜中分离纯化 Ｒ－ＰＥ．结果表明，聚乙二醇

（ＰＥＧ） ／ 酒石酸钾钠双水相体系，当 ＰＥＧ 相对分子质量为 １ ５００ 且 ｐＨ 为 ８．０６、系线长 ２２．３０％、体积比 ０．１２ 时纯化效果

最佳，Ｒ－ＰＥ 纯度由细胞破碎液的 ０．４３ 提高到 １．４７，回收率为 ８４．４２％．经过二次双水相纯度达 １．５５，纯化因子为 ３．６０．得
到的 Ｒ－ＰＥ 具有较高的生物活性．ＰＥＧ 相对分子质量 １５００ ／ 酒石酸钾钠双水相体系成功分离纯化 Ｒ－ＰＥ，操作简单，成本

低，适于工业化．
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　 　 Ｒ－藻红蛋白（Ｒ⁃ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ， Ｒ－ＰＥ ）是红

藻中的一种水溶性荧光色素蛋白［１］ ．其主要吸收

峰在 ４９０～５７０ ｎｍ［２］，是光合作用中重要的光能天

线分子．由于 Ｒ－ＰＥ 重要的生理功能及其高效的

荧光特性，广泛应用于食品、化妆品、医药保

健［３］、荧光分析以及化学光敏剂等领域［４］ ．尤其在

欧、美、日等发达国家，对藻红蛋白的开发十分重

视．由于蛋白纯化工艺的步骤繁多、成本高、 收率

低，每毫克藻红蛋白市场价格达 ５０ ～ １５０ 美

元［５－６］ ．坛紫菜属于红藻门，红毛菜亚纲，紫球藻

目，紫球藻科紫菜属的一种经济海藻［７］ ．我国每年

坛紫菜的产量约为 ３５ 万 ｔ，约占紫菜总产量的

７５％．坛紫菜中富含藻红蛋白，可达干质量的

２．４３％［８］ ．国外常用紫球藻作为提取藻红蛋白的原

料［９－１０］，国内常用条斑紫菜［１１］，极少应用坛紫菜

作为提取藻红蛋白的原料．
目前应用基因工程技术生产藻胆蛋白，一般

要经过藻胆蛋白的粗提，然后进行多级色谱柱层

析［１２］，操作步骤繁多、产量少［１３］ ．近来，一种新型

的分离纯化技术———双水相 （ ａｑｕｅｏｕｓ ｔｗｏ⁃ｐｈａｓｅ
ｓｙｓｔｅｍｓ，ＡＴＰＳ）分离技术备受关注．双水相萃取具

有生物相容性高、条件温和、成本低、易操作等特



点，已经在生物化学、细胞生物学、生物化工等学

科中物质分离提纯方面得到广泛应用［１４－１５］ ．但由

于传统双水相原料聚乙二醇和葡聚糖的成本太

高，目前真正工业化的例子还很少．国内外常采用

磷酸盐和硫酸盐作为双水相体系的盐相分离提纯

藻红蛋白，关于酒石酸钾钠的应用未见报道．本文

采用廉价的聚乙二醇 ／酒石酸钾钠双水相体系，研
究高效的 Ｒ－ＰＥ 分离纯化的可行性．探究双水相

分离纯化规律，分析分离萃取过程中，聚乙二醇和

盐的相互作用关系，以及各种条件的影响，进而优

化整个双水相体系．确定大规模、高效、低成本、易
操作的藻红蛋白提取工艺，为藻红蛋白广泛应用

提供依据．

１　 实　 验

１．１　 实验材料、试剂与仪器

坛紫菜（Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ）由中国海洋大

学生命科学学院保种．复苏，培养，离心，称取，弱
光干燥．剪切成粉．

聚乙二醇、酒石酸钾钠、磷酸氢二钾、磷酸二

氢钾、磷酸氢二钠、磷酸氢钠、硫酸铵均为分析纯，
购于国药集团化学试剂有限公司．

ＵＶ－２１０２ ＰＣ 型紫外－可见光分光光度计，中
国上 海 尤 尼 克 公 司； 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机

（ＴＧＬ－１６ＭＩ），长沙湘麓离心机有限公司．
１．２　 实验方法

１．２．１　 藻红蛋白细胞破碎液的制备

准确称取 ３ ｇ 干紫菜粉，溶于 ６０ ｍＬ 磷酸缓

冲液（０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．０），混合均匀．－２０ ℃冷冻，
室温融化， 反复冻融 ５ 次． ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，收集上清液，４ ℃保存备用．
１．２．２　 双水相体系

选择聚合物 ／盐双水相体系．绘制体系相图，
根据相图选取多种体系组成．其中的聚合物选择

聚乙二醇（ＰＥＧ），储备液质量分数 ５０％；盐溶液

分别选择酒石酸钾钠、磷酸钠、磷酸钾、硫酸铵，储
备液质量分数 ３０％．按相图成相要求，选取不同配

比与粗提液混合均匀，体系总质量 １５ ｇ．４ ℃静置，
待上、下相完全分层，分别记录上、下相体积，各取

０．２ ｍＬ 待测．
１．２．３　 双水相系统参数的测定

系线长（ＬＴＬ）：双水相系统的上相和下相质量

浓度总组成的关系，通常反映了 ＡＴＰＳ 系统构成

对分离材料的影响效果．
体积比（Ｖｒ）：体系上相和下相的体积比．
分配系数（Ｋ）：目的蛋白在上相和下相质量

浓度的比值．Ｒ－ＰＥ 极易溶于上相．实验证明其在

上相的质量浓度为 ０．１３ ｇ ／ Ｌ 时，在下相质量浓度

小于 ０．２ ｍｇ ／ Ｌ．因此下相的回收率可忽略．
纯度（Ｐ）：目的蛋白在 ５６５ ｎｍ 处的特征吸光

值和总蛋白在 ２８０ ｎｍ 处吸光值的比值［３， １２］ ．
纯化因子（Ｆ）：目的产物提纯后的纯度与粗

提液纯度的比值［３］ ．
１．２．４　 Ｒ－ＰＥ 的重复双水相纯化

将上一次 ＡＴＰＳ 获得的上相溶液，按照一次

双水相配比，将上相 ＰＥＧ 与同种盐混合均匀，
４ ℃静置，待上、下相完全分层，分别记录上、下相

体积，各取少量待测．
１．２．５　 分析与鉴定方法

采用紫外 －可见光分光光度计对上清液从

２５０ 到 ７００ ｎｍ 进行全波长扫描．记录 ２８０，５６５，
６２０，６５０ ｎｍ 处的吸光值．

藻红蛋白纯度的计算公式为 Ｐ ＝ Ａ５６５ ／ Ａ２８０，式
中：Ｐ 为 Ｒ－ＰＥ 的纯度；Ａ５６５为 Ｒ－ＰＥ 在 ５６５ ｎｍ 处

的特征吸光值；Ａ２８０为总蛋白在 ２８０ ｎｍ 处的特征

吸光值．
采用荧光发射光谱测定 Ｒ－ＰＥ 的活性．荧光

发射光谱的激发波长为 ５００ ｎｍ，扫描范围为

５２０～６８０ ｎｍ．
数据分析运用 ＯＲＩＧＮ ８．５，ＭＡＴＬＡＢ Ｒ２００８ａ．

２　 结果与分析

２．１　 坛紫菜的细胞学形态

光学显微镜（目镜 １０ 倍）下观察坛紫菜的细

胞学形态（见图 １）．

图 １　 光镜下坛紫菜的细胞学形态

２．２　 不同种类的盐相对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响

在系线长（ＬＴＬ ＝ （２４．５±１） ％）、体积比（Ｖｒ ＝
１）和 ＰＥＧ 相对分子质量一定的情况下，比较不同

的盐相（磷酸钾、磷酸钠、酒石酸钾钠和硫酸铵）
对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响，结果见图 ２．可以看出，ＰＥＧ
相对分子质量从 １ ０００ ～ ４ ０００ 的各双水相体系

中，酒石酸钾钠构成的双水相体系对 Ｒ－ＰＥ 提取
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效果最好．当 ＰＥＧ 相对分子质量一定时，酒石酸

钾钠体系获得的 Ｒ－ＰＥ 纯度均高于其他 ３ 种盐，
在 ＰＥＧ 相对分子质量为 １ ５００ 时，获得最大纯度

０．６９．双水相体系中的盐相，因为正负离子的存在

对体系中两相有不同的亲和力，使两相之间产生

电位差，不同的盐相改变蛋白质的疏水性和相间

电位的程度不同．因此，选择最佳的盐相对Ｒ－ＰＥ
的提纯非常重要．Ｒ－ＰＥ 的等电点为 ４．０．硫酸铵、
磷酸钠、磷酸钾、酒石酸钾钠构成的双水相体系的

ｐＨ 分别为 ４．８，５．８，６．８，８．０６，均超过等电点，这 ４
种盐均适合提取 Ｒ－ＰＥ．体系 ｐＨ 可以改变蛋白质

所带的电荷，影响蛋白质解离度．实验结果证明，
体系 ｐＨ 为 ８．０６ 时，提取 Ｒ－ＰＥ 效果最佳．这与从

紫球藻中提取 Ｂ－ＰＥ 的双水相最佳 ｐＨ ８．０［１０］ 很

接近．也可通过向磷酸盐体系中加入氢氧化钠或

氢氧化钾达到 ｐＨ ８．０ 的目的，但是在常温下，调
节后的溶液经常有盐析出．因此，选择酒石酸钾钠

作为盐相进行后续试验．
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图 ２　 不同盐相对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响

２．３　 不同 ＰＥＧ相对分子质量对 Ｒ－ＰＥ纯度的影响

在 ＰＥＧ（１４．２６ ％）和酒石酸钾钠（１６．８６ ％）
双水相体系中，比较不同的 ＰＥＧ 相对分子质量

（１ ０００，１ ５００，２ ０００，４ ０００）对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影

响，结果见图 ３．可以看出，相对分子质量 １ ５００ 的

ＰＥＧ 体系提取效果最好．ＰＥＧ 分子中含有很多游

离的亲水性羟基．在 ＰＥＧ 相组成一定时，随着相

对分子质量的增加，分子链长增加，游离的羟基减

少，极性减小，使得富含 ＰＥＧ 的上相疏水性增加．
Ｒ－ＰＥ 是一种亲水性蛋白，低相对分子质量的

ＰＥＧ 有利于 Ｒ－ＰＥ 富集于富含 ＰＥＧ 的上相．此
外，ＰＥＧ 相对分子质量的增加，使得体系黏度增

加，空间阻力增大，界面张力改变，可能引起目的

蛋白在界面沉析，从而导致 Ｒ－ＰＥ 纯度降低．但
ＰＥＧ 相对分子质量 １ ０００ 并不适合提取 Ｒ－ＰＥ
（相对分子质量为 ２３２ ０００），可能是因为 Ｒ－ＰＥ

相对分子质量较大，而对于相对分子质量较小的

藻蓝蛋白（相对分子质量为 ４４ ０００），ＰＥＧ １ ０００
的提取效果最好［１６］ ．对于 Ｒ－ＰＥ，ＰＥＧ １ ５００ 提取

效果最好，基本符合了相对分子质量越低越利于

蛋白质富集的规律．
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图 ３　 ＰＥＧ 相对分子质量对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响

２．４　 ＬＴＬ和 Ｖｒ对 Ｒ－ＰＥ 纯度和回收率的影响

高相对分子质量（ ＞１０ ０００）的亲水性蛋白，
更容易富集于低相对分子质量的 ＰＥＧ（ ＜４ ０００）
和中、短的 ＬＴＬ（ ＜ ４０％） ［１７］ 双水相体系．因此，在
ＰＥＧ １ ５００ 和酒石酸钾钠双水相体系中，选择 ＬＴＬ

为 ２２．３０％、２６．７５％、３０．１５％、３３．４２％、３５．５３％和同

一 ＬＴＬ 上不同的 Ｖｒ（０． １２，０． ３３，０． ６２，１． ０，１． ３２，
１．６７），比较不同 ＬＴＬ和不同 Ｖｒ对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影

响，结果见图 ４．不同 ＬＴＬ和不同 Ｖｒ对 Ｒ－ＰＥ 回收率

的影响见图 ５．
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图 ４　 ＬＴＬ和 Ｖｒ对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响

Ｒ－ＰＥ 的纯度与 ＬＴＬ和 Ｖｒ均呈现负相关．当 ＬＴＬ

一定时，纯度随着 Ｖｒ的减少呈上升趋势；当 Ｖｒ一

定时，纯度随 ＬＴＬ的减少呈上升趋势．即 ＬＴＬ越短，
Ｖｒ越小，Ｒ－ＰＥ 纯度越高．在 ＬＴＬ 为 ２２．３０％、Ｖｒ 为

０．１２时，Ｒ－ＰＥ 的纯度最高达 １．４７．ＬＴＬ是双水相体

系的一个重要因素，反映了系统平衡时上、下相组
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成浓度的关系．ＰＥＧ 和盐相的浓度越高，ＬＴＬ越长．
聚合物 ＰＥＧ 对蛋白质有保护作用，但盐浓度过

高，使体系离子浓度过强，可能引起蛋白质变性，
配基不能发生作用．所以，ＬＴＬ越短越有利于 Ｒ－ＰＥ
的提取．Ｖｒ变小，上相体积减少，使上相可利用空

间减少，导致非目的蛋白更多分配到下相，上相中

总蛋白含量减少，纯度提高．
ＬＴＬ一定时，Ｒ－ＰＥ 的回收率与 Ｖｒ呈现明显的

正相关，随 Ｖｒ的增加，回收率呈上升趋势．在 ＬＴＬ为

３０．１５％、 Ｖｒ 为 １． ６７ 处 Ｒ － ＰＥ 的最高回收率达

９８．８９％．相同 Ｖｒ时，ＬＴＬ对回收率没有显著影响．所
有选点的回收率均高于 ８０％．
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图 ５　 ＬＴＬ和 Ｖｒ对 Ｒ－ＰＥ 回收率的影响

２．５　 相组成质量分数对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响

分别在不同 ＬＴＬ上选取不同 ＰＥＧ１ ５００ 和酒石

酸钾钠相组成质量分数配比建立双水相体系，确
定最优组成，结果见图 ６．４． ７４％的 ＰＥＧ１ ５００ 和

２１％的酒石酸钾钠组成的双水相体系， ｐＨ ８．０６、
系线长 ２２．３０％、体积比 ０．１２ 纯化效果最佳，此时

Ｒ－ＰＥ 的纯度由 ０． ４３ 提高到 １． ４７，纯化因子为

３．４２，回收率为 ８４．４２％．
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图 ６　 相组成质量分数对 Ｒ－ＰＥ 纯度的影响

与双水相体系提取紫球藻中的 Ｂ －藻红蛋

白，采用 ２４． ９％ 的 ＰＥＧ１ ４５０［３］ 相比， ４． ７４％ 的

ＰＥＧ１ ５００与其相对分子质量相当，但质量分数减

少很多，使整个提取过程更廉价．
２．６　 多次 ＡＴＰＳ 对纯度的影响

选择上述最优配比建立一次双水相体系，取
富含 Ｒ－ＰＥ 的上相 ＰＥＧ，加入一定量的酒石酸钾

钠，建立多次双水相体系，结果见图 ７．二次 ＡＴＰＳ
提取的纯化因子最高达 ３．６０，略高于一次 ＡＴＰＳ，３
次和 ４ 次的提纯结果显示纯度没有明显提高，反
而下降．多次 ＡＴＰＳ 可以大幅提高蛋白的纯度［１６］，
这个规律并不适合 Ｒ－ＰＥ 的提取．虽然二次 ＡＴＰＳ
提取的 Ｒ－ＰＥ 的纯度高于一次，但提高幅度很小，
并且多次 ＡＴＰＳ 必然导致回收率的下降［３］ ．
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图 ７　 多次 ＡＴＰＳ 对 Ｒ－ＰＥ 纯化因子的影响

２．７　 Ｒ－ＰＥ 的生物活性测定

测定二次 ＡＴＰＳ 提取的 Ｒ－ＰＥ 的荧光光谱，
结果见图 ８．在特定波长的激发下，Ｒ－ＰＥ 能发射

强烈的荧光［５］ ．经过双水相萃取提纯的 Ｒ－ＰＥ 在

５７２．４ ｎｍ 处具有荧光发射峰，荧光相对光强为

６１０．７．因此，获得的 Ｒ－ＰＥ 生物活性很好．

650

520

390

260

130

0

510 540 570 600 630 660 690
λ/nm

荧
光
光
强

图 ８　 Ｒ－ＰＥ 的荧光发射光谱

３　 结　 语

采用系统的双水相提取方法，从坛紫菜中分

离纯化藻红蛋白．结果表明，双水相体系质量分数
为 ４．７４％ 的 ＰＥＧ１ ５００、２１％的酒石酸钾钠、ＬＴＬ为
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２２．３０％、Ｖｒ为 ０．１２、ｐＨ 为 ８．０６ 时，蛋白的纯度为

１．４７，回收率为 ８４．４２％．经过二次双水相藻红蛋白

纯度可达 １．５５，纯化因子为 ３．６０．经测定获得的蛋

白具有较高的生物活性．如果提高细胞破碎液纯

度，可得到更高纯度的 Ｒ－ＰＥ．
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