
 生 物 工 程 学 报                                               Chin J Biotech 2011, April 25; 27(4): 614−619           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn  ©2011 CJB, All rights reserved. 

   

                           

Received: June 23, 2010; Accepted: October 18, 2010 
Supported by: National High Technology Research and Development Program of China (863 Program) (Nos. 2006AA10Z323, 2007AA09Z406), 
Shanghai Education Commission Key Discipline Program (No. S30701). 
Corresponding author: Peimin He. Tel: +86-21-61900423; E-mail: pmhe@shou.edu.cn 
国家高技术研究发展计划 (863 计划) (Nos. 2006AA10Z323, 2007AA09Z406)，上海市教委优势 (重点) 学科项目 (No. S30701) 资助。 

 

海洋生物技术                                                               

坛紫菜藻红蛋白的规模化制备 

李春霞，严岱原，倪静，郭子叶，蔡春尔，何培民 
上海海洋大学 水产与生命学院，上海 201306 

摘  要: 为了优化坛紫菜粗提工艺以减轻纯化的压力，研究了我国主要经济红藻之一坛紫菜藻红蛋白大规模制备方法。

实验采用“溶胀+组织捣碎”法破碎坛紫菜叶状体细胞，对比了多次硫酸铵梯度盐析对破碎液中藻红蛋白的影响，并进

一步用羟基磷灰石层析制备藻红蛋白，最后对所得蛋白做了光谱和电泳鉴定。结果表明，经过 4 次盐析，藻红蛋白

吸收光谱纯度达到 0.9 (A564/A280)，每次的最佳盐析浓度分别为 15％、50％、10％和 40％；7 kg 阴干紫菜经过 4 次盐

析和 1 次羟基磷灰石层析后可获得 507.82 mg 藻红蛋白 (A564/A280＞3.2)，为进一步研究规模高效分离纯化藻红蛋白提供

了参考。 
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Scale-up preparation of phycoerythrin from  
Porphyra haitanensis 
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Abstract:  We developed large-scale preparation of phycoerythrin from Porphyra haitanensis, a main economic red algae in 
China. Firstly, P. haitanensis thallus was broken by using “swelling and smash” method. Then times of grads ammonium sulfate 
precipitation applied to the crude extraction were compared. Desalted solution was further purified with one-step chromatography 
using hydroxyapatite and properties on spectrum and molecular weight were identified finally. The results indicated that after four 
times of ammonium sulfate precipitation (15%, 50%, 10% and 40%), the absorption spectrum purity of P. haitanensis achieved 0.9 
(A564/A280), and 507.82 mg phycoerythrin (A564/A280>3.2) was obtained from 7 kg fresh algae after further hydroxyapatite 
chromatography. This research provides a potential way for preparation of phycoerythrin in large sclae. 

Keywords:  Porphyra haitanensis, phycoerythrin, step-precipitation, hydroxyapatite chromatography 
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藻胆蛋白为藻类吸收、传递光能的天线色素，

存在于蓝藻、红藻、隐藻和甲藻中，包括藻红蛋白 

(PE)、藻蓝蛋白 (PC)、别藻蓝蛋白 (APC) 和藻红

蓝蛋白 (PEC)[1]。藻胆蛋白颜色鲜艳，并具有抗癌、

抗病毒、抗氧化、促进血细胞再生等功效，在食用

天然色素、保健食品、生物化学、荧光免疫和细胞

学实验检测试剂等方面应用广泛[2-4]。 

藻胆蛋白制备的常规方法主要包括藻体破碎，

蛋白粗提和蛋白纯化 3 个步骤[5]，不同方法使用效

果因原料而异 [6]，且纯化阶段成本高、时间长、

产率低，是制约整个流程的瓶颈。广泛的应用价值

和繁琐的制备工艺使得该类蛋白的价格一直居高

不下[7]。 

坛紫菜 Porphyra haitanensis 含有丰富的 PE，又

是我国最主要的栽培经济藻类之一，还是唯一原产

自我国的紫菜。因此从坛紫菜中提取纯化 PE，具有

原料、价格上的优势。本研究旨在通过优化坛紫菜

PE 粗提工艺以减轻纯化的压力，并尝试大规模制备

较高纯度的 PE。 

1  材料与方法 

1.1  原料 
坛紫菜叶状体于 2010 年 1 月采自我国 3 大紫菜

产区之一福建省福鼎市。藻体用清洁海水洗净，10 ℃

下阴干后，密封置于−20 ℃冰箱保存备用。 

1.2  仪器与药品 
Supra 22k 高速冷冻离心机为 Hanil Science 公司

产品；Ultrospec 2000 紫外分光光度计为 Pharmacia 

Biotech 公司产品；EPS 601 电泳仪为 Amersham 

Biosciences 公司产品；F-4500 荧光分光光度计为

Hitachi 公司产品。 

常规化学药品 (试剂纯) 购自国药集团。 

1.3  藻胆蛋白破碎液的制备 
称取 400 g 冻干坛紫菜，加 2 000 mL 磷酸钠缓

冲液 (pH 6.8，含 1 mmol/L EDTA) 浸泡，4 ℃存放

36 h，组织捣碎。捣碎液在 4 ℃、10 000×g 离心

20 min，取上清，为藻胆蛋白破碎液。 

1.4  硫酸铵第 1 次盐析 
取藻胆蛋白破碎液 75 mL，分 3 管，每管 25 mL，

分别加至 15％、20％、25％饱和度。4 ℃静置 8 h，

10 000×g 离心 20 min，取上清液测量体积和吸光

值。确定最佳盐析饱和度，将剩余捣碎液用该饱和

度盐析。 

1.5  硫酸铵第 2 次盐析 
取第 1 次盐析上清 80 mL，分 4 管，每管 20 mL，

分别加至 45％、50％、55％、60％饱和度。4 ℃静

置 8 h，10 000×g 离心 20 min，沉淀用适量缓冲液

溶解后测体积和吸光值。确定最佳盐析饱和度，将

剩余第 1 次盐析液用该饱和度盐析。 

1.6  硫酸铵第 3 次盐析 
取第 2次盐析溶解液 60 mL，分 3管，每管 20 mL，

分别加至 5％、10％、15％饱和度。4 ℃静置 8 h，

10 000×g 离心 20 min，取上清液测量体积和吸光值。

确定最佳盐析饱和度，将剩余第 2 次盐析液用该饱

和度盐析。 

1.7  硫酸铵第 4 次盐析 
取第 3次盐析的上清 80 mL，分 4管，每管 20 mL，

分别加至 35％、40％、45％、50％饱和度。4 ℃静

置 8 h，10 000×g 离心 20 min，取沉淀，沉淀用适量

缓冲液溶解后测体积和吸光值。确定最佳盐析饱和

度，将剩余第 3 次盐析液用该饱和度盐析。 

1.8  坛紫菜藻红蛋白大规模制备 
取 7 kg 阴干坛紫菜捣碎，参照上述盐析梯度制

备盐析液，再用 Sephadex G-25 脱盐，上样于预平衡

的自制羟基磷灰石层析柱，缓冲液梯度洗脱，洗脱

液测纯度和产率。 

1.9  坛紫菜藻红蛋白性质鉴定 
对纯化所得的坛紫菜 PE 进行光谱鉴定和电泳

鉴定。光谱鉴定扫描了紫外吸收光谱和荧光发色光

谱。用 Native-PAGE 和 SDS-PAGE 测定蛋白四级结

构和三级结构的分子量，两种电泳均分别用醋酸锌
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和考马斯亮蓝染色。 

1.10  蛋白纯度与含量计算方法 
藻胆蛋白吸收光谱纯度计算参考 Siegelman

等[8]的方法。 

藻胆蛋白含量计算参考高洪峰等[9]的方法。 

2  结果与分析 

2.1  不同饱和度盐析结果 
在不同的硫酸铵饱和度中，坛紫菜藻红蛋白的

纯度和含量不同。第 1 次盐析中，当饱和度为 15％

时，PE 的纯化效果最佳，纯度为 0.29，得率为 80％。

第 2 次盐析中，当饱和度为 50％时纯化效果最佳，

PE 纯度达到 0.76，得率为 74.％。第 3 次盐析中，当

饱和度为 10％时纯化效果最佳，PE 的纯度为 0.82，

得率为 95％。第 4 次盐析中，当饱和度为 40％时纯

化效果最佳，PE 的纯度为 0.93，得率为 87％。4 次

盐析结果如图 1~4 所示。 

 

图 1  坛紫菜第 1 次盐析效果 
Fig. 1  Effect of 1st crude salting out. 

 

图 2  坛紫菜第 2 次盐析结果 
Fig. 2  Effect of 2nd crude salting out.  

 

图 3  坛紫菜第 3 次盐析结果 
Fig. 3  Effect of 3rd crude salting out.  

 

图 4  坛紫菜第 4 次盐析结果 
Fig. 4  Effect of 4th crude salting out.  
 
2.2  坛紫菜藻红蛋白大规模制备结果 

7 kg 阴干坛紫菜经过捣碎、多次盐析、脱盐、

及一次层析后，得到 508 mg PE (A564/A280＞3.2)。

随着纯化流程的进行，坛紫菜藻红蛋白的纯度依次

上升，在一步羟基磷灰石层析后，藻红蛋白的纯度

由层析前的 0.95 升高至 3.65，得率由 65％下降为

10.6％ (图 5)。 

 

图 5  新鲜坛紫菜纯化结果 
Fig. 5  Results of purification from fresh Porphyra 
haitanensis. 1: crude extract; 2−5: extract after 1st, 2nd, 3rd, 4th 
saltout, repectively; 6: extract after desalting; 7: purified PE 
after chromatography. 
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2.3  规模制备的藻红蛋白性质鉴定 
层析所得坛紫菜 PE的紫外吸收光谱中在 497 nm

和 566 nm 处各有一个吸收峰  (λmax=566 nm)，在

538 nm 处有一肩峰 (图 6)，是典型的 R-PE 吸收峰

特征 [10]。对坛紫菜 PE 进行荧光扫描，激发波波长

介于 300~600 nm (图 7)，其中用 561 nm 光激发时

得到的发射波的峰值最大，此发射峰的波长为

580 nm (图 8)，是典型的 R-PE 发射峰特征 [11]。

PE Native-PAGE 显示蛋白的四级结构分子量约为

120 kDa (图 9 1a，1b)，SDS-PAGE 显示 PE 的三级结

构含有两种亚基，分子量分别约为 18 kDa 和 21 kDa 

(图 9 2a，2b)，推测为 α 亚基和 β 亚基。由于 PE 为

α、β 亚基的多聚体，即 (αβ)n，本实验所得 PE 的四

级结构为 (αβ)3。 

 

图 6  坛紫菜 PE 吸收光谱 
Fig. 6  Absorption spectra of PE from Porphyra haitanensis. 

 

图 7  坛紫菜 PE 荧光扫描 3D 图谱 
Fig. 7  3D fluorescence spectrum of PE from Porphyra 
haitanensis. EX means exciting wavelength , and EM is equal to 
emission wavelength. 

3  讨论 

3.1  关于硫酸铵盐析的效果 
为了减轻藻胆蛋白规模制备时纯化的压力，改 

 

图 8  坛紫菜 PE 荧光发射图谱 
Fig. 8  Emission spectrum of PE from Porphyra haitanensis. 
EX means exciting wavelength , and EM is equal to emission 
wavelength. 

 

 

图 9  坛紫菜 PE 电泳鉴定图谱 
Fig. 9  Electrophoresis of PE from Porphyra haitanensis. The 
purified PE was examined by Native-PAGE and SDS-PAGE. 
(1a) Fluorescent bands of the R-PE chromophore-carrying 
subunits exhibited under ultraviolet light at 365 nm after the gel 
was stained with 0.2 mol/L zinc acetate in Native-PAGE. (1b) 
Polypeptide bands of the R-PE showed by Coomassie Blue 
G-250 staining in Native-PAGE. (2a) Bands after zinc acetate 
staining in SDS-PAGE. (2b) Bands after Coomassie Blue G-250 
staining in SDS-PAGE. 
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进蛋白粗提工艺是方法之一。藻胆蛋白粗提制备中

最常用的是硫酸铵盐析法。目前主要有 3 种：1) 一

步沉淀法，如将红毛藻粗提液加至 60％饱和度，得

到纯度 0.42 的 PE[12]。2) 分步沉淀法，如以新鲜蓝

藻或红藻为对象，用 25％、35％和 60％饱和度分步

沉淀出 PE、PC 和 APC[8]；但 30％和 50％饱和度无

法将纯顶螺旋藻 PC 和 APC 分开[13]。3) 分段梯度

盐析法，如以纯顶螺旋藻 Sp (NS)-90020 为对象，先

用 25％饱和度沉淀杂质，再以 55％沉淀目标蛋白，

沉淀溶解后逐渐缩小硫酸铵浓度区域。经过 9 次盐

析，PC 纯度达到 3.7，而 APC 纯度为 1.1[14]。本实

验结果显示，前 2 种方法无法得到较高纯度的 PE 粗

提液 (图 1，2)。第 3 种方法盐析次数太多，不仅费

时费力，且其中 28％~32％和 35％~48％盐析段过于

狭窄，不易把握。 

本实验经过 4 次硫酸铵盐析后，粗提液中 PE

的纯度由破碎液中的 0.29 提高为 0.93，产率降为

49％。该方法是对盐析次数和盐析药品用量的平衡，

既提高了纯度，保证了得率，又降低了人力和经济

成本。 

3.2  关于坛紫菜藻红蛋白规模纯化 
对于藻胆蛋白规模纯化前人有不少研究，如采

用 DEAE 琼脂糖凝胶层析纯化 550 g 铜绿微囊藻

Microcystis aeruginosa 得到 33 g 纯度 3.4 的 PC 和

2.3 g 纯度 4 的 APC[15]，采用疏水层析纯化 700 g 龙

须菜 Gracilaria verrucosa 得到 98 mg 纯度 4.4 的

PE[16]，纯化 550 g 掌状红皮藻 Palmaria palmata 得

到 67 mg 纯度 3.5 的 PE[17]，可见不同的原料其产率

相差很大。 

而坛紫菜的规模提纯却未见报道，本实验采用

7 000 g 新鲜坛紫菜在纯化时只过一次羟基磷灰石柱

即可获得 508 mg 纯度大于 3.2 的 PE，省时省力。且

HA 的成本低，适合放大。 

3.3  本方法的社会、生态效益和应用前景 
目前虽然海洋经济在中国国民经济中的地位不

断上升，但海边的渔民却面临渔业资源日趋衰竭、

转产转业困难等问题。而坛紫菜 PE 生产规模的扩大

需要原料的大量供应，这为海边的紫菜养殖户开辟

了新的市场渠道，有利于提高农民收入。紫菜养殖

不仅可为渔民带来效益，也有利于净化海区环境。

条斑紫菜治理海区富营养化的实验证明紫菜养殖可

大量去除氮、磷元素[18]，栽培期间规模化文蛤养殖

未发生死亡现象，表明紫菜栽培去富营养化作用和

生态修复功能十分明显。 

由于使用了廉价的经济海藻作为原料 (坛紫菜

市价 6 元/kg)，简单和低成本的粗提工艺 (硫酸铵市

价 16 元/kg)，自制的层析填料 (HA)，加之较高的

蛋白产率和纯度，使得本方法具有较高的经济效益

及规模可持续扩大的潜力。因此使用本方法能够在

生产出高附加值藻胆蛋白的同时，也能为海区的渔

民提供就业渠道，还能为治理海区的污染作出贡献，

兼经济、社会、生态效益于一体。 

致谢：感谢上海海洋大学严兴洪老师提供的坛紫菜。 
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