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　 　 摘要:　 为研究蓝细菌藻蓝蛋白脱辅基蛋白的抗氧化活性ꎬ分别从 ３ 种蓝细菌 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ、Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ
ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 和 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ 中克隆 Ｃ￣藻蓝蛋白 β 亚基编码基因 ｃｐｃＢＳｐ、 ｃｐｃＢＭａ和 ｃｐｃＢＮｏꎬ在大肠杆菌中表达ꎬ获得

了重组蛋白 ＣｐｃＢＳｐ、 ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＮｏꎮ 通过测定其对羟基自由基和 ＤＰＰＨ 自由基的清除率ꎬ比较它们的抗氧化活

性ꎮ 结果显示:３ 种重组蛋白对羟基自由基和 ＤＰＰＨ 自由基的清除率都随着蛋白质质量浓度的增加而升高ꎮ 当蛋

白质浓度达到 ２５０ ｍｇ / Ｌ时ꎬＣｐｃＢＳｐ、ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＮｏ对羟基自由基的清除率分别为 ８２％、８９％和 ９３％ꎬ对 ＤＰＰＨ 自

由基的清除率分别为 ４３％、４９％和 ５８％ꎮ 以上结果表明ꎬ３ 种重组藻蓝蛋白脱辅基蛋白都具有较高的抗氧化活性ꎬ
有潜力作为医疗上使用的抗氧化试剂ꎬ不同蓝细菌的同源藻蓝蛋白的抗氧化能力存在一定差异ꎬ选择不同蓝细菌

的藻蓝蛋白是提高重组藻蓝蛋白抗氧化能力的有效途径ꎮ
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　 　 藻蓝蛋白 (Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎꎬ ＰＣ) 是某些藻类中结

合四吡咯色素分子ꎬ具有蓝色的捕光色素蛋白复合

物[１]ꎬＣ￣藻蓝蛋白(Ｃ￣ＰＣ)是其主要的类型ꎮ Ｃ￣ＰＣ
由 α 和 β 亚基组成ꎬ在天然条件下ꎬ通常以(αβ)、
(αβ) ３或(αβ) ６等多聚体的形式存在[２]ꎮ 藻蓝蛋白

亚基由藻蓝色素和相应的脱辅基蛋白共价偶联而

成[３]ꎮ Ｃ￣ＰＣ 具有良好的生物相容性、无毒性、水溶

性、独特的颜色以及在可见光区强烈的吸收和荧光ꎬ
所以广泛使用在食品、化妆品、生物技术和生物医药

等领域[４￣５]ꎮ Ｃ￣ＰＣ 展现强烈的抗氧化效应ꎬ比如对

过氧化氢自由基、烷基自由基和羟基自由基的清除

活性[６￣８]ꎮ 同时 Ｃ￣ＰＣ 也有抗炎症、抗病菌、抗癌细

胞以及保护神经的医疗效用[９￣１１]ꎮ 由于大多数病理

特征伴随着活性氧自由基(ＲＯＳ)的产生ꎬ所以ꎬ这些

医疗特性也和 Ｃ￣ＰＣ 的抗氧化性密切相关ꎮ
Ｃ￣ＰＣ 一般从天然的藻类中直接提取ꎬ也能在大

肠杆菌中重组产生[５]ꎮ 研究结果表明ꎬ重组 Ｃ￣ＰＣ
比天然的 Ｃ￣ＰＣ 具有更强的抗氧化能力[１２￣１４]ꎮ Ｃ￣ＰＣ
的抗氧化机理最初主要认为仅是色素的抗氧化

性[１５]ꎬ通过克隆藻蓝蛋白的编码基因ꎬ在大肠杆菌

中表达藻蓝蛋白脱辅基蛋白ꎬ验证了脱辅基蛋白也

具有抗氧化活性[１６]ꎮ 这表明 Ｃ￣ＰＣ 的抗氧化性不仅

有色素的作用ꎬ还包括脱辅基蛋白的贡献ꎮ 色素蛋

白的生物合成过程复杂且不稳定ꎬ不仅需要藻蓝蛋

白脱辅基蛋白ꎬ还需要与血红素氧化酶、色素还原酶

以及裂合酶共表达ꎬ而仅用藻蓝蛋白脱辅基蛋白则

更为简单可靠[１７]ꎮ
尽管藻蓝蛋白脱辅基蛋白具有抗氧化特征ꎬ但

其抗氧化机制尚不清楚ꎮ 不同藻类藻蓝蛋白的蛋白

质结构和氨基酸组成存在一定的差异ꎬ这些差异可

能会影响其抗氧化能力ꎮ 本研究从螺旋藻 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ
ｓｕｂｓａｌｓａ、层理鞭枝藻 Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 和鱼腥

藻 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ 中克隆藻蓝蛋白 β 亚基 ＣｐｃＢＳｐ、
ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＮｏ的编码基因ꎬ分别在大肠杆菌中表

达ꎬ产生重组蛋白ꎬ并通过测定重组蛋白对 ＤＰＰＨ
自由基和羟基自由基的清除能力评估不同蓝细菌重

组蛋白的抗氧化活性ꎬ为研究藻蓝蛋白的抗氧化性

机理提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

螺旋藻 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ、层理鞭枝藻 Ｍａｓｔｉｇｏ￣
ｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 和鱼腥藻 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ 购自中

国科学院水生生物研究所ꎬ克隆载体 ｐＵＣ１９ 购自

ＴａＫａＲａ 公司ꎬ表达载体 ｐＥＴＤｕｅｔ￣１ 购自 Ｎｏｖａｇｅｎ 公

司ꎮ 表达宿主菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)为本实

验室提供ꎮ
限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＢＣＡ 蛋白质定

量分析试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、
蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自安诺伦(北京)生物科技有限公

司ꎬ质粒小提试剂盒、ＤＮＡ 纯化回收试剂盒、Ｔａｑ 酶、
ｄＮＴＰ 和其他 ＰＣＲ 试剂均购自天根(北京)生物科

技有限公司ꎬＩＰＴＧ (异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷)购

自博奥拓达(北京) 科技有限公司ꎬ蛋白胨( Ｔｒｙｐ￣
ｔｏｎｅ)和酵母粉(Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ)为英国 ＯＸＯＩＤ 公司

产品ꎬ氨苄西林为韩国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司产品ꎬ其他常规

试剂均为国产分析纯ꎮ 引物合成和基因测序由南京

金斯瑞生物科技有限公司完成ꎮ
１.２　 仪器与设备

Ｌａｂｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪ꎬ德国 ＳｅｎｓｏＱｕｅｓｔ 公司产品ꎻ
Ｌａｍｂｄａ ３６５ 紫外 /可见分光光度计ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌ￣
ｍｅｒ 公司产品ꎻＬＳ５５ 荧光分光光度计ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ 公司产品ꎻＭＩＫＲＯ ２００Ｒ 小型微量冷冻离心

机ꎬ德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司产品ꎻＧｅｎｏＳｅｎｓ１８５０ 凝胶成像

系统ꎬ上海勤翔科技有限公司产品ꎻ恒温混匀器ꎬ美
国 Ｇｒａｎｔ 公司产品ꎻＪＹ９６￣ⅡＮ 超声波细胞粉碎机ꎬ宁
波新芝生物科技股份有限公司产品ꎻＢｉｏ￣Ｒａｄ 蛋白

质电泳仪ꎬ美国伯乐公司产品ꎻＤＮＡ 电泳仪ꎬ北京六

一生物科技有限公司产品ꎮ
１.３　 蓝细菌的培养和基因组 ＤＮＡ 的提取

参照文献[１８]、[１９]的方法培养蓝细菌 Ｓｐｉｒｕｌｉ￣
ｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ、Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 和 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ
７１２０ꎮ

蓝细菌基因组 ＤＮＡ 的提取参照朱万鹏的方

９９９伍贤军等:３ 种蓝细菌藻蓝蛋白 β 亚基脱辅基蛋白基因的克隆、表达及重组蛋白的抗氧化活性



法[２０]ꎮ 离心收集的蓝细菌重悬于 ＴＥ(ｐＨ ８􀆰 ０) 缓冲

液中ꎬ向重悬的菌液中加入适量十二烷基硫酸钠

(ＳＤＳ)和石英砂ꎬ在振荡器上振荡ꎬ尽量使细胞全部

破碎ꎮ 用酚 /氯仿 /异戊醇(体积比 ２５ ∶ ２４ ∶ １)的混

合液抽提 ２ 次ꎬ离心取上清液ꎬ再用氯仿抽提 １ 次ꎬ离
心取上清液ꎬ加入 ２ 倍体积无水乙醇ꎬ－２０ ℃沉淀 ３０
ｍｉｎꎬ离心沉淀 ＤＮＡꎬ溶于 ２０ μｌ ＴＥ 缓冲液备用ꎮ
１.４　 引物设计及 ＰＣＲ 扩增

根据 ＮＣＢＩ 数据库中 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ Ｃ￣藻蓝蛋

白编码基因 ｃｐｃＢＮｏ(ＧｅｎＢａｎＫ 登录号:ＮＣ＿００３２７２)、
Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ Ｃ￣藻蓝蛋白编码基因 ｃｐｃＢＭａ

(ＧｅｎＢａｎＫ 登录号: ＷＰ ＿ ００９４５４９６４) 和 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ
ｓｕｂｓａｌｓａ Ｃ￣藻蓝蛋白编码基因 ｃｐｃＢＳｐ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号:ＡＹ８０４２１６)的 ＤＮＡ 序列设计引物ꎬ引物序列见

表 １ꎮ ＰＣＲ 条件:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０
ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ最
终 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳

确认后ꎬ送至金斯瑞基因公司测序ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 扩增藻蓝蛋白编码基因 ｃｐｃＢ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｐｃＢ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ

基因名称 　 　 　 　 　 　 　 引物序列 酶切位点

ｃｐｃＢＮｏ Ｐ１: ５′￣ＣＴＣＧＡＧＣＴＣＧＡＴＧＡＣＡＴＴＡＧＡＣＧＴ￣３′ Ｓａｃ Ｉ

Ｐ２: ５′￣ＣＡＣＡＡＧＣＴＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＣＡＡＣＡ￣３′ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ

ｃｐｃＢＭａ Ｐ３: ５′￣ＴＡＡＧＡＧＣＴＣＧＣＡＴＡＣＧＡＴＧＴＡＴＴＣＡＣＣＡＡＧ￣３′ Ｓａｃ Ｉ

Ｐ４: ５′￣ＡＡＧＣＴＴＡＧＴＡＡＡＡＴＴＴＡＡＧＣＡＡＣＴＧＣＡＧ￣３′ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ

ｃｐｃＢＳｐ Ｐ５: ５′￣ＣＡＣＧＡＧＣＴＣＴＡＴＧＴＴＴＧＡＣＧＣＡＴＴＴＡＣＡＡＧＧＧＴＴＧ￣３′ Ｓａｃ Ｉ

Ｐ６: ５′￣ＴＡＴＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧ￣３′ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ

１.５　 表达载体的构建及转化

为了构建表达载体ꎬ鉴定后的 ＰＣＲ 产物用限制

性内切酶 Ｓａｃ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切ꎬ插入经过同样双

酶切的空载体 ｐＥＴＤｕｅｔ￣１ꎬ用 ＣａＣｌ２法转化到已经制

备好的感受态细胞 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５αꎬ涂布在加

有氨苄抗生素的 ＬＢ 固体培养基上ꎬ置于恒温培养

箱 ３７ ℃过夜倒置培养 １６ ｈꎬ挑取单菌落于 ５ ｍｌ ＬＢ
液体培养基ꎬ３７ ℃、２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡 ８ ｈꎬ小量提取重

组质粒ꎬ用 Ｓａｃ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切质粒ꎬ进行琼脂

糖凝胶电泳验证ꎮ 重组质粒用 ＣａＣｌ２法转入表达宿

主菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ获得含重组质

粒的重组菌株ꎬ并用 ５０％的甘油与菌液以体积比为

１ ∶ ２ 的比例混匀ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
１.６　 目的蛋白的表达、纯化及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

　 　 将重组菌株接种到 ５ ｍｌ 含 １００ ｍｇ / Ｌ氨苄抗生

素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ置于恒温摇床 ３７ ℃、２５０
ｒ / ｍｉｎ培养 １０ ｈꎬ接种 ３ ｍｌ 浓菌液到 ３００ ｍｌ 液体 ＬＢ
培养基中ꎬ３７ ℃、２５０ ｒ / ｍｉｎ继续培养ꎬ直到 ＯＤ６００为

０.４~０􀆰 ５ 左右ꎬ冰浴 ３０ ｍｉｎꎬ加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
的诱导剂 ＩＰＴＧ 置于摇床诱导表达ꎬ摇床转速为 １５０
ｒ / ｍｉｎꎬ表达温度为 ２０ ℃ꎬ表达时间为 １２ ｈꎮ 用台式

离心机６ ５００ ｒ / ｍｉｎ收集表达后的细胞ꎬ用去离子水

清洗 ３ 遍ꎬ加入磷酸盐缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＨ２ＰＯ４￣
Ｋ２ＨＰＯ４＋５００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ｐＨ ７􀆰 ２) 充分悬浮细

胞ꎬ取少量的细胞制备样品ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白质

电泳ꎬ对重组蛋白进行分析和鉴定ꎮ 其余通过超声

破碎仪裂解破碎(４００ Ｗꎬ超声 ５ ｓꎬ间歇 １０ ｓꎬ共超声

１５ ｍｉｎ)ꎬ裂解液 ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ收
集包含可溶性目的蛋白的上清液ꎮ

由于表达载体的 Ｎ 端融合了组氨酸 Ｈｉｓ 标签ꎬ
故可以利用镍离子亲和层析柱(ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)进行

蛋白质的纯化ꎮ 结合镍离子的亲和层析胶用 Ｓｔａｒｔ
ｂｕｆｆｅｒ 平衡液处理后ꎬ加入收集到的上清液ꎬ用 １０ 倍

的 Ｓｔａｒｔ ｂｕｆｆｅｒ 平衡液冲洗ꎬ再用 ２ 倍体积包含 ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的 Ｓｔａｒｔ ｂｕｆｆｅｒ 进行冲洗ꎬ最后用包含

５００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的 Ｓｔａｒｔ ｂｕｆｆｅｒ 收集重组蛋白溶液ꎮ
蛋白质溶液装入透析袋ꎬ 置于透析缓冲液 ( ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＰＢ 缓冲液ꎬ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬｐＨ ７􀆰 ２)中
透析 ８~１２ ｈ 以充分去除咪唑ꎬ透析期间更换透析

液ꎮ 使用 ＢＣＡ 蛋白定量分析试剂盒按照标准方法

测定蛋白质浓度ꎮ 取少量蛋白质制备样品ꎬ进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ对重组蛋白进行分析和鉴定ꎮ
１.７　 羟基自由基清除率测定

利用稍作修改后的脱氧核糖法[１３] 评估蛋白质
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对羟基自由基的清除能力ꎮ 方法如下:配制包含 ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＰＢ 缓冲液 (ＫＨ２ＰＯ４￣Ｋ２ＨＰＯ４ꎬｐＨ ７􀆰 ２)、
２􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ 脱 氧 核 糖、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 双 氧 水、 １００
μｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 的反应液ꎬ往反应液中加入样品ꎬ使
样品在反应液中的终浓度分别为 ５０ μｇ / ｍｌ、１００
μｇ / ｍｌ、１５０ μｇ / ｍｌ、２００ μｇ / ｍｌ、２５０ μｇ / ｍｌꎬ往反应液

中加入终浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ的抗坏血酸和 １００
μｍｏｌ / Ｌ三氯化铁( ＦｅＣｌ３ ) 以启动反应ꎬ总体积为

５００ μｌ 的反应体系置于 ３７ ℃ 中保持 ３０ ｍｉｎꎬ加入

２５０ μｌ 三氯乙酸 (质量浓度为 ２􀆰 ８％ꎬ溶于去离子

水) 终止反应ꎬ加入 ２５０ μｌ 硫代巴比妥酸 (ＴＢＡꎬ质
量浓度为 １％ꎬ溶于 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ)ꎬ煮沸 １５ ｍｉｎ
进行显色反应ꎬ１ ｍｌ 反应液冷却后用 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＫＰＢ 缓冲液稀释 ２ 倍 (ｐＨ ７􀆰 ２)ꎬ测定 ５３２ ｎｍ 处的

吸光度ꎮ 阳性对照甘露醇和蛋白质样品的吸光度为

Ａ１ꎬ空白对照 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＰＢ 缓冲液吸光度为 Ａ０ꎬ
则羟基自由基的清除活性计算公式为:羟基自由基

清除活性＝ [(Ａ０－Ａ１) / Ａ０]×１００％ꎮ
１.８　 ＤＰＰＨ 自由基清除率测定

参照 Ｐｉｎｇ 等的方法[１４] 进行 ＤＰＰＨ 自由基清除

试验ꎬ稍作修改ꎮ 加入 １ ｍｌ 终浓度分别为 ５０
μｇ / ｍｌ、 １００ μｇ / ｍｌ、 １５０ μｇ / ｍｌ、 ２００ μｇ / ｍｌ、 ２５０

μｇ / ｍｌ的重组蛋白样品到 ２ ｍｌ 含有 ６.５×１０￣５ ｍｏｌ / Ｌ
ＤＰＰＨ 的甲醇溶液中ꎬ混匀ꎬ２５ ℃避光静置 ３０ ｍｉｎꎬ
测定 ５１７ ｎｍ 处的吸光度ꎮ ＤＰＰＨ 自由基清除率计

算公式:清除率 ＝ [ (Ａ０－Ａ１＋Ａ２) / Ａ０] ×１００％ꎬ式中ꎬ
Ａ０为未加样品的吸光度ꎬＡ１为样品吸光度ꎬＡ２为空白

(未加 ＤＰＰＨ)吸光度ꎮ 用抗坏血酸 ＶＣ作为参照ꎮ
１.９　 数据分析

所有试验均进行 ３ 次重复ꎬ取平均值ꎮ 应用

ＳＰＳＳ ２２.０ 统计软件进行分析ꎬ采用 Ｏｒｉｇｉｎ ９.１ 软件

作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ３ 种蓝细菌藻蓝蛋白 β 亚基的同源性

利用 ＣＬＵＳＴＡＬＷ(２.１)软件将 ３ 种蓝细菌 Ｓｐｉｒ￣
ｕｌｉｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ、Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 和 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ
７１２０ 的 Ｃ￣藻 蓝 蛋 白 β 亚 基 ( ＣｐｃＢＳｐ、 ＣｐｃＢＭａ 和

ＣｐｃＢＮｏ)氨基酸序列进行同源性比较ꎮ 结果(图 １)
显示ꎬ３ 种 Ｃ￣藻蓝蛋白 β 亚基的氨基酸序列同源性

为 ７９％ꎮ 其中ꎬＣｐｃＢＳｐ和 ＣｐｃＢＭａ的同源性为 ８４％ꎬ
ＣｐｃＢＳｐ和 ＣｐｃＢＮｏ的同源性为 ８５％ꎬＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＮｏ

的同源性为 ９０％ꎮ 它们之间表现出较高的同源性ꎬ
但也具有一定的差异ꎮ

Ｎｏ:来自于 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ 的 ＣｐｃＢꎻＭａ:来自于 Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 的 ＣｐｃＢꎻＳｐ:来自于 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ 的 ＣｐｃＢꎮ “∗”表示完全一致ꎻ
“:”表示强相似性ꎻ“.”表示弱相似性ꎮ

图 １　 ３ 种藻蓝蛋白 β 亚基氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ β￣ｓｕｂｕｎｉｔｓ

２.２　 藻蓝蛋白 β 亚基编码基因 ＰＣＲ 扩增产物鉴定

提取蓝藻 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ、Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎ￣
ｏｓｕｓ 和 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ 的基因组 ＤＮＡꎮ 以 Ｎｏｓｔｏｃ

ＰＣＣ ７１２０ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬＰ１ 和 Ｐ２ 为引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ产物经琼脂糖凝胶电泳后获得 ５００ ｂｐ 左

右的 ＤＮＡ 条带(图 ２)ꎬＰＣＲ 产物测序结果显示其碱
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基序列与已报道的 Ｎｏｓｔｏｃ ＰＣＣ ７１２０ 中的 ｃｐｃＢ 完全一

致ꎬ命名为 ｃｐｃＢＮｏꎻ以 Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎｏｓｕｓ 基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬＰ３ 和 Ｐ４ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物经

琼脂糖凝胶电泳后获得 ５００ ｂｐ 左右的 ＤＮＡ 条带ꎬ
ＰＣＲ 产物碱基序列与已报道的 Ｍａｓｔｉｇｏｃｌａｄｕｓ ｌａｍｉｎ￣
ｏｓｕｓ 中的 ｃｐｃＢ 完全一致ꎬ命名为 ｃｐｃＢＭａꎻ以 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ
ｓｕｂｓａｌｓａ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬＰ５ 和 Ｐ６ 为引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ产物经琼脂糖凝胶电泳后获得 ５００ ｂｐ 左

右的 ＤＮＡ 条带ꎬＰＣＲ 产物测序结果显示其大小为

５１９ ｂｐꎬ与目的基因大小一致ꎬ命名为 ｃｐｃＢＳｐꎬ其基因

碱基序列与已报道的 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａ ｓｕｂｓａｌｓａ 中 ｃｐｃＢ 的相

似度为 ９０％ꎬ翻译后的氨基酸序列相似度为 ９５％ꎬ跨
度为 １００％ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ １:ｃｐｃＢＮｏꎻ２:ｃｐｃＢＭａꎻ３:ｃｐｃＢＳｐꎮ

图 ２　 藻蓝蛋白 β 亚基编码基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ β￣ｓｕｂｕｎｉｔ ｇｅｎｅ

２.３ 　 重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＮｏ、ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＭａ

和 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＳｐ的构建
　 　 将扩增得到的目的基因 ｃｐｃＢＮｏ、ｃｐｃＢＭａ、ｃｐｃＢＳｐ和

表达载体 ｐＥＴＤｕｅｔ￣１ 分别进行双酶切ꎬ琼脂糖凝胶电

泳纯化并回收酶切产物ꎬ过夜连接ꎬ连接产物转化大

肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ置于恒温培养箱中过夜培

养ꎬ挑取单克隆菌落ꎬ提取重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＮｏ、
ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＭａ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＳｐꎮ 新质粒分别用

Ｓａｃ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切ꎮ 琼脂糖凝胶电泳检测结果

(图 ３)显示ꎬ在 ５００ ｂｐ 左右处观察到 ＤＮＡ 条带ꎬ与预

测的目的基因大小一致ꎬ表明重组质粒构建成功ꎮ
２.４　 重组藻蓝蛋白的表达和纯化

将重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＮｏ、ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＭａ和

ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｃｐｃＢＳｐ转入 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ
在 ＩＰＴＧ 的诱导下表达ꎬ产生重组蛋白 ＣｐｃＢＮｏ、
ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＳｐꎮ 收集的细胞进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

１:ｃｐｃＢＮｏꎻ２:ｃｐｃＢＭａꎻ３:ｃｐｃＢＳｐꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒꎮ

图 ３　 重组质粒酶切产物琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ.３　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ

检测ꎬ结果(图 ４)显示目的蛋白分子量为 ２.０×１０４左

右ꎬ与预期基本相符ꎮ 用亲和层析法提纯重组蛋白

后ꎬ进一步进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎬ结果(图 ４)显
示蛋白质大小和预期的基本一致ꎬ目的条带清晰ꎬ没
有杂带ꎬ纯度较高ꎮ

１:包含 ＣｐｃＢＮｏ的细胞ꎻ２:包含 ＣｐｃＢＭａ的细胞ꎻ３:包含 ＣｐｃＢＳｐ的

细胞ꎻ Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ４:纯化后 ＣｐｃＢＮｏꎻ５:纯化后 ＣｐｃＢＭａꎻ６:纯化后

ＣｐｃＢＳｐꎮ

图 ４　 包含重组蛋白的大肠杆菌细胞和纯化产物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
分析

Ｆｉｇ.４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｕ￣
ｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.５　 ３ 种重组藻蓝蛋白的抗氧化性

测定不同质量浓度的重组蛋白 ＣｐｃＢＮｏ、ＣｐｃＢＭａ

和 ＣｐｃＢＳｐ的抗氧化能力ꎬ包括对羟基自由基和 ＤＰ￣
ＰＨ 自由基的清除能力ꎮ 结果(图 ５)表明ꎬ重组蛋白

对羟基自由基的清除率依赖于所测重组蛋白的质量

浓度ꎬ随着重组蛋白的质量浓度的增加而不断升高ꎮ
质量浓度为 ５０ μｇ / ｍｌ、１００ μｇ / ｍｌ、 １５０ μｇ / ｍｌ、 ２００
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μｇ / ｍｌ、２５０ μｇ / ｍｌ的 ＣｐｃＢＳｐ对羟基自由基的清除能

力分别为 ４５％、７１％、７３％、７９％和 ８２％ꎬ不同质量浓

度 ＣｐｃＢＭａ对羟基自由基的清除能力分别为 ５１％、
７２％、７６％、８３％和 ８９％ ꎬ不同质量浓度 ＣｐｃＢＮｏ对羟

基自由基的清除能力分别为 ５６％、７６％、８３％、８８％
和 ９３％ꎮ 在各种蛋白质质量浓度下ꎬＣｐｃＢＮｏ对羟基

自由基的清除率均显著高于 ＣｐｃＢＳｐꎻ在 １００ μｇ / ｍｌ、
１５０ μｇ / ｍｌ、 ２００ μｇ / ｍｌ 的质量浓度下ꎬ ＣｐｃＢＳｐ 和

ＣｐｃＢＭａ对羟基自由基的清除率无显著差异ꎻ在 ５０
μｇ / ｍｌ和 ２５０ μｇ / ｍｌ的质量浓度下ꎬＣｐｃＢＭａ对羟基自

由基的清除能力显著高于 ＣｐｃＢＳｐꎮ 重组蛋白对羟基

自由基的清除能力都高于对照甘露醇ꎮ

重组蛋白对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力也随着

重组蛋白浓度的升高而逐步提高(图 ５)ꎮ 重组蛋白

质量浓度为 ５０ μｇ / ｍｌ、 １００ μｇ / ｍｌ、１５０ μｇ / ｍｌ、 ２００
μｇ / ｍｌ、 ２５０ μｇ / ｍｌ时ꎬＣｐｃＢＳｐ对 ＤＰＰＨ 自由基的清

除能力分别为 ３％、１１％、２０％、２７％和 ４３％ꎬＣｐｃＢＭａ

对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力分别为 ７％、１４％、２５％、
３７％和 ４９％ꎬＣｐｃＢＮｏ对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力分

别为 ８％、１５％、２６％、４０％和 ５８％ꎮ 在较高浓度(２５０
μｇ / ｍｌ)时ꎬＣｐｃＢＮｏ明显比 ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＳｐ具有更强

的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力ꎬ但是它们的清除能力都

低于对照抗坏血酸ꎮ ３ 种重组蛋白对羟基自由基的

清除能力比对 ＤＰＰＨ 自由基的清除能力都要强ꎮ

同一质量浓度下不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ５　 重组蛋白 ＣｐｃＢＳｐ、ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＮｏ对自由基的清除能力

Ｆｉｇ.５　 Ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣｐｃＢＳｐꎬ ＣｐｃＢＭａ ａｎｄ ＣｐｃＢＮｏ

３　 讨 论

藻蓝蛋白具有抗氧化性ꎬ可以直接从蓝细菌中

提取[２１]ꎮ 由于分子克隆技术的运用和藻蓝蛋白生

物合成机制的解析ꎬ藻蓝蛋白也能重组产生ꎬ且表现

出更好的抗氧化效应[１２￣１４]ꎮ 从大肠杆菌中提取蛋

白质比从蓝藻中提取更为简单ꎬ故重组藻蓝蛋白引

起广泛关注[４￣５]ꎮ 藻蓝蛋白的抗氧化性不仅与色素

有关ꎬ也有脱辅基蛋白的贡献[２２]ꎮ 利用脱辅基蛋白

的抗氧化能力可以避免复杂的色素蛋白合成过程ꎬ
提高重组的稳定性和蛋白质产量ꎮ 本研究中ꎬ我们

在大肠杆菌中重组 ３ 种蓝细菌藻蓝蛋白 β 亚基的脱

辅基蛋白并评估其抗氧化能力ꎮ 结果表明ꎬ３ 种藻

蓝蛋白对羟基自由基的清除效率均与质量浓度有

关ꎬ当蛋白质质量浓度为 １００ μｇ / ｍｌ时ꎬ ＣｐｃＢＮｏ、
ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＳｐ对羟基自由基的清除率均已超过

５０％ꎬ分别为 ７６％、７２％和 ７１％ꎬ三者较为接近ꎬ它们

的蛋白质氨基酸序列有高达 ７９％的同源性ꎮ Ｃｈｅｒｄ￣
ｋｉａｔｉｋｕｌ 等[１７]也报道钝顶螺旋藻 ＣｐｃＢ 的抗氧化性ꎬ
样品质量浓度为 １００ μｇ / ｍｌ时ꎬ对羟基自由基的清

除率未超过 ５０％ꎮ 这种差异可能并不完全反映其

抗氧化能力的差异ꎬ也有试验过程的原因ꎬ但对照甘

露醇对羟基自由基清除率与先前的报道[２３] 基本一

致ꎮ ３ 种重组蛋白中 ＣｐｃＢＮｏ的羟基自由基清除率最

高ꎮ 基于氨基酸序列的在线预测工具预测结果显

示ꎬＣｐｃＢＮｏ的水溶性参数高于 ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＳｐꎬ它
们的水溶性参数分别为 ４７％、３５％和 ３３％ꎬ这是造成

它们抗氧化性差异的原因之一ꎬ但也有可能是其抗

氧化活性位点并未完全处在保守性区域ꎬ其分布表

现同质性ꎮ 藻蓝蛋白对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率比

对羟基自由基的清除率要低得多ꎮ 质量浓度达到

１００ μｇ / ｍｌ时ꎬＣｐｃＢＮｏ、ＣｐｃＢＭａ和 ＣｐｃＢＳｐ对 ＤＰＰＨ 自

由基的清除率均未超过 １５％ꎬ分别为 １５％、１４％和

１１％ꎮ 但对 ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 能 力 仍 表 现 为

３００１伍贤军等:３ 种蓝细菌藻蓝蛋白 β 亚基脱辅基蛋白基因的克隆、表达及重组蛋白的抗氧化活性



ＣｐｃＢＮｏ>ＣｐｃＢＭａ> ＣｐｃＢＳｐꎬ其趋势与对羟基自由基清

除能力一致ꎮ 这也再次说明鱼腥藻 ＣｐｃＢ 具有较好

的抗氧化潜力ꎮ
总之ꎬ３ 种重组蛋白具有显著的抗氧化潜力ꎬ可

以开发为抗氧化试剂ꎮ 不同蓝藻的重组藻蓝蛋白的

抗氧化性较为接近ꎬ这归因于它们的氨基酸序列具

有较高的同源性ꎮ 重组藻蓝蛋白抗氧化性也存在一

定差异ꎬ这表明通过选择不同蓝细菌藻蓝蛋白是提

高重组藻蓝蛋白抗氧化能力的有效途径ꎮ 藻蓝蛋白

脱辅基蛋白的抗氧化机理还需更多的研究证实ꎮ 研

究不同藻种的藻蓝蛋白抗氧化能力及其差异是研究

其抗氧化机制的重要途径ꎮ 也可以通过蛋白质遗传

改造的方式提高藻蓝蛋白的抗氧化活性ꎬ为藻蓝蛋

白在食品加工和医疗上的广泛应用奠定基础ꎮ
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