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摘　　要
R 2藻红蛋白 (R 2PE) 从海洋红藻多管藻中分离获得, 然后用扫描隧道显微镜对其结构进行了研

究。结果表明当R 2PE 在基底高定向石墨 (HO PG) 上吸附时, 大部分蛋白分子聚集在一起, 少数单个

的蛋白分子分布于HO PG 的表面。进一步缩小扫描范围, 可以清楚地观察到R 2PE 分子为 圆盘状结

构, 但分子中央的孔洞不象C2藻蓝蛋白那样清晰, 这是由于 Χ亚基位于分子的中央孔洞内。
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藻胆蛋白是红藻、蓝藻、隐藻和某些甲藻中光合作用中的捕光色素。到目前发现的藻胆蛋白

有四大类, 分别是藻红蛋白 (PE)、藻蓝蛋白 (PC)、异藻蓝蛋白 (A PC) 和藻红蓝蛋白 (PEC) , 其中

每一大类又根据其性质的不同分成不同的类型, 如藻红蛋白分成R 2藻红蛋白、C2藻红蛋白、B 2藻
红蛋白和 b2藻红蛋白。藻胆蛋白在光合生物的进化过程中占有极其重要的位置, 研究它的结构

与功能, 对于了解藻类光能吸收与传递的机理具有重要的意义。加之藻胆蛋白含量丰富, 易于分

离, 在常温下非常稳定, 藻胆蛋白是目前研究的最清楚的光合色素[ 1 ]。过去用电子显微镜、X2射线

衍射等手段对藻胆蛋白的结构进行了大量的研究, 到目前为止, 已得到六聚体的 C2PC [ 224 ] , 三聚

体的 PEC [ 5 ]和六聚体的B 2PE [ 6 ]的高分辨X2射线衍射结构, 但由于电子显微镜分辨率较低, 而X2
射线衍射需首先得到蛋白质晶体, 因此到目前为止种类繁多的藻胆蛋白仅有为数很少的几种得

到了X2射线衍射结果。

扫描隧道显微镜 (STM ) 和原子力显微镜 (A FM ) 是八十年代初刚发明的新兴的表面分析技

术, 已广泛用于生物学研究[ 7 ]。我们首次将 STM 应用于藻胆蛋白的结构研究, 已得到了螺旋

C2藻蓝蛋白分子高分辨率的 STM 图像[ 8 ] , 本文报道多管藻R 2藻红蛋白的 STM 研究结果。

海洋红藻多管藻 (P oly sip hon ia u rceola ta ) 采自青岛汇泉湾畔。将藻体浸在蒸馏水中让其自

溶解, 过滤得到藻胆蛋白的粗提液。然后用羟基磷灰石柱层析纯化藻胆蛋白。R 2藻红蛋白 (R 2PE)

用 20mM 的磷酸缓冲液 (pH 710, 012M N aC l)洗脱, 重复洗脱四次, 即得到纯化的R 2PE。用岛津

UV 2240 分光光度计测定吸收光谱。根据最大吸收峰的OD 值计算藻胆蛋白的含量。

在 STM 实验之前将藻胆蛋白对 5mM (pH 710) 的磷酸缓冲液透析 48 小时, 除去溶液中的

N aC l, 实验时将透析液稀释到大约 5Λlöm l, 吸取 5Λl 样品溶液滴于刚揭开的高定向石墨 (HO PG)

上, 吸附 30s, 多余的溶液用滤纸轻轻吸干。STM 实验用中国科学院化学研究所生产的CSTM 2
9100 型 STM 在室温大气下进行, 采用恒流模式, 用电化学方法自制钨针尖。扫描时隧道电流为

0170nA , 偏压为 256mV。文章中的所有 STM 图像都是原始图像。

图 1 是多管藻 R 2藻红蛋白的吸收光谱, 多管藻的 R 2PE 有三个吸收峰, 分别为 498nm ,

545nm 和 565nm , 最大吸收峰 565nm 处的峰值与 278nm 处蛋白本身的吸收值之比为 3182, 说明

这R 2PE 已经纯化。
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图 2 是多管藻R 2PE 的 STM 图像, 多个R 2PE 分子面对面聚集在一起形成类似于藻胆体杆

的结构, 说明纯化的R 2藻红蛋白也倾向于以聚合体的形式存在, 这也是生物大分子的共同特性。

聚集态的形成主要取决于R 2PE 在溶液中的浓度及在HO PG 上的吸附时间。在聚集体的边缘,

分布着数个单个的R 2PE 分子, 分子与分子间的微小差异是由于蛋白分子在HO PG 表面上不同

的吸附方式所致。

图 1　多管藻R 2PE 的吸收光谱 图 2　多管藻R 2PE 的 STM 图像 (128nm ×128nm )

　 (a) 40nm ×70nm 　 (b) 25nm ×40nm

　图 3　多管藻R 2PE 的 STM 图像

进一步缩小扫描范围, 可以得到更清晰的

R 2PE单个分子 STM 图像 (图 3)。从中可以看出

R 2PE分子为椭圆盘状结构, 长径 18220nm , 短径

11—13nm , 盘状分子的中央没有类似于C2PC [ 8 ]分

子的孔洞, 常万瑞等 (1995) [ 9 ]根据 X2射线衍射结

果推断出多管藻R 2PE 为圆盘状结构, 晶胞参数 a

= b= 18199nm , 与 STM 结果有点差异, 可能由于

R 2PE 分子在HO PG 表面吸附时蛋白分子发生扭

曲, 加之, 在 STM 扫描过程中由于针尖与样品间

的相互作用, 蛋白分子有时会变形。另外, 值得注

意的是蛋白质在晶体状态的构象与在溶液中的构

象是否完全一致, 还有待于进一步的研究。R 2PE

的分子聚集态是 (ΑΒ) 6 Χ, Χ亚基位于 (ΑΒ) 6 的中央

孔洞里[ 9 ] , 使得中央的孔洞不清楚, 此外由于R 2PE

的分子量较大, 外形较厚, 导致分子的导电性能

差, 针尖与样品的相互作用加强, 使得分辨率降

低, 今后用 STM 研究藻胆蛋白时需进一步改进制样方法, 提高 STM 图像的分辨率, 以便更好地

发挥 STM 的优势。

STM 和A FM 的最大特点是分辨率高、能够实时实空地直接观察生物大分子 (DNA , 蛋白质

等) 的结构, 可以在空气、溶液或低温下进行, 使生物大分子保持近似天然的状态, 使我们能够在

纳米尺度上把生物大分子的结构与功能直接联系起来[ 7 ]。我们首次将 STM 应用于藻胆蛋白的

结构研究, 进一步证实了 STM 的独特优势。今后结合蛋白质化学技术及快速时间分辨光谱技
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术, 可以用 STM 来直接观察藻胆蛋白在光能的吸收与快速传递过程中色素基团与蛋白质之间

的相互作用, 为藻胆蛋白的结构、功能与进化的研究开辟新的途径。
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Abstract
R 2PE w as iso lated from m arine red alga P oly sip hon ia u rceola ta, and STM w as used to invest igate its topo2

graphy. It w as show n that mo st of the R 2phycoeryth rin mo lecu les assem b led together w h ile abso rb ing on the

h igh ly o rien ted pyro lyt ic graph ite (HO PG) su rface; at the m ean tim e, a few of single mo lecu les distribu ted on

HO PG surface. W ith h igher reso lu t ion, the topography of the R 2PE mo lecu les w ere observed clearly,w h ich w ere

disc2like in shape. O therw ise, no obvious channel in the cen tre of the disc like that in C2phycocyan in w as seen,

w h ich w as due to the effect of the Χ sunun it in the channel.

Keywords　scann ing tunneling m icro scope　　m arine red alga　　R 2phycoeryth rin
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