
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.7 

 

藻胆蛋白在大肠杆菌中的重组表达及其光谱学 
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摘要：在大肠杆菌中进行了藻胆蛋白的重组表达，对重组藻胆蛋白进行了分离纯化，测定了重组藻胆蛋白的光谱学性质和抗氧

化活性。结果表明，以 IPTG 为诱导物时，当菌液 OD600为 0.95 时，加入终浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG 和 5.0 mmol/L 的 5-氨基酮戊

酸（ALA），在 18 ℃条件下诱导 24 h 重组蛋白可获得较好表达效果，表达量达 149.5 mg/L；以乳糖为诱导物时，当菌液 OD600为 1.2

时，加入终浓度为 1.0 g/L 的乳糖和 5 mmol/L 的 ALA，在 18 ℃条件下诱导 26 h 重组蛋白可获得较好表达效果，表达量达 102.9 mg/L。

重组藻胆蛋白最大吸收峰位于 550 nm，最大荧光发射峰位于 562 nm，相对于 IPTG 诱导表达的重组藻胆蛋白，经乳糖诱导表达重组

藻胆蛋白，其 550 nm 处具有较强的光吸收，562 nm 处具有较高荧光强度，同时也具有较高的羟基自由基和超氧阴离子的清除能力。 
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Abstract: Recombinant phycobiliproteins were expressed in Escherichia coli. The overexpressed phycobiliproteins were isolated and 

purified, and their spectral properties and antioxidant activities were determined. The optimal conditions for the induction of recombinant 

phycobiliproteins with isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) were identified as following: adding 0.1 mmol/L of IPTG and 5 mmol/L 

of 5-aminolevulinic acid (5-ALA) into the growth medium at an optical density at 600 nm (OD600) of 0.95 and then incubating the cells at 18  ℃

for 24 h. Under these conditions, the expression level of the phycobiliproteins was 149.5 mg/L. The optimal conditions for the induction of 

recombinant phycobiliproteins with lactose were adding 1.0 g/L of lactose and 5 mmol/L of 5-ALA to the bacterial culture at an OD600 of 1.2, 

followed by incubation at 18  for 26 h. The expression level ℃ in this case was 120.9 mg/L. The recombinant phycobiliproteins exhibited 

maximum absorbance at 550 nm and maximum emission at 562 nm. Compared to recombinant proteins obtained upon induction by IPTG, the 

recombinant proteins obtained upon induction by lactose had a higher absorbance at 550 nm, higher fluorescence emission at 562 nm, and higher 

hydroxyl radical and superoxide anion-scavenging activities. 
Key words: phycobiliprotein; lactose; isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG); inducible expression; antioxidant activity 

 
藻胆蛋白(phycobiliproteins)是某些藻类特有的捕

光色素蛋白，主要存在于蓝藻、红藻、隐藻和少数一

些甲藻中，由开链吡咯结构的藻胆素(phycobilin)和脱 
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辅基蛋白通过硫醚键共价结合而成[1,2]。藻胆蛋白含有

丰富的人体必需氨基酸[3]，并且具有抗氧化和清除自

由基的作用[4,5]，在体内和体外都可以防止脂质体过氧
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化。因此，可以将藻胆蛋白和其成分制成药品或者口

服液，这在“功能食品”、“保健食品”和“设计食品”中
都将具有广泛的应用前景。此外，现代医学研究发现，

人工合成色素有增加人类致癌几率的危险，而藻胆蛋

白是一种安全无毒的纯天然色素，可取代人工合成的

色素和染料，用作食品和化妆品的添加剂[6]。 

目前藻胆蛋白主要是从蓝藻和红藻中提取，藻胆

蛋白的制备需要经过藻种选育、培养、回收与纯化等

过程，时间及经济成本高。利用代谢工程的方法实现

藻胆蛋白在大肠杆菌体内的生物合成[1]，为藻胆蛋白

的制备提供了一种新的途径[1,2]。本实验室在大肠杆菌

中构建了嗜热聚球藻别藻蓝蛋白 α 亚基生物合成途

径，不仅实现了脱辅基蛋白的高效表达，而且实现了

藻红胆素与脱辅基蛋白的共价结合，重组藻胆蛋白呈

现出鲜亮的红色。 
重组藻胆蛋白的重组表达主要是通过在培养液中

添加异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)来诱导目的蛋

白的表达，但是 IPTG 作为一种化学试剂，不能被菌

体所代谢，后期去除困难，影响藻胆蛋白后续的加工

利用；其次 IPTG 本身具有的潜在毒性和高昂的购买

价格也限制了其大规模应用。乳糖是一种无毒且廉价

易得的可被菌体作为碳源代谢利用的替代诱导物，被

称作是工业上最有潜力替代 IPTG 的诱导物[7]。本研究

确定了重组藻胆蛋白的表达条件，对重组藻胆蛋白进

行了分离纯化，并分析了其光谱学性质和抗氧化活性，

为重组藻胆蛋白的制备和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

载体 pCDF-apcA-cpcS 和 pRSF-PEB、大肠杆菌菌

株 E.coli BL21(DE3)，由中国科学院实验海洋生物学

重点实验室构建和保藏；卡那霉素、异丙基-β-D-硫代

半乳糖苷（IPTG）、乳糖、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、

Tris-HCl、EDTA、硫酸亚铁、盐酸、氯化钠、5-氨基

酮戊酸 (ALA) 、过氧化氢、邻二氮菲（ 1.10- 
phenanthroline)和邻苯三酚等试剂，均为分析纯。 

TB 发酵培养基：酵母提取物 24 g/L、胰蛋白胨

12 g/L、甘油 4 mL，用去离子水定容至 900 mL，121 ℃
高压蒸汽灭菌 20 min。磷酸盐缓冲液：2.31 g 磷酸二

氢钾，12.54 g 磷酸氢二钾，调节 pH 至 8.0，定容至

100 mL，121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。摇瓶发酵均采

用 50 mL 三角瓶，每瓶装 13.5 mL 的 TB 和 1.5 mL 磷

酸缓冲液。 
 

1.2  主要仪器设备 

超净工作台(AIR TECH 型，苏净集团安泰公司)，
恒温培养振荡器(ZWY-100H 型，上海智城分析仪器制

造有限公司)，立式压力蒸汽灭菌锅(YXQ-LS-75S11
型，上海博讯实业有限公司)，超声波细胞粉碎机

(JY92- DNⅡ 型，宁波新芝超声波仪器厂)，高速冷冻

离心机(3K15，德国 Sigma 公司)，电热恒温培养箱

(HH.B11.420 型，上海跃进医疗器械厂)，pH 计

(TOLEDO 型，METTLER 集团)，荧光分光光度计（F4 
500，HITACHI），紫外-可见分光光度计（UV 1801，
北分利瑞），蛋白分离纯化系统(AKTAavant25，GE)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  羟基自由基清除率的测定(邻二氮菲

-Fe2+氧化法)[8] 
取 0.75 mol/L 邻二氮菲溶液 1 mL 于试管中，依

次加入磷酸缓冲液(pH 7.4) 2 mL 和超纯水 1 mL，充分

混匀后，加入 0.75 mmol/L 硫酸亚铁 1 mL，混匀，加

0.01% H2O2 1 mL，于 37 ℃下温育 60 min，536 nm 处

测其吸光度 AP。用 1 mL 超纯水代替 1 mL H2O2，测

得的吸光度 AB，分别加入蛋白样品 100、200、300、
400、500 µL 用超纯水补齐至 1 mL，测得的吸光度位

AS，清除率(D)计算公式： 
D(%)=(AS-AP)/(AB-AP)×100% 

1.3.2  清除 O-
2·能力的测定(邻苯三酚自养化

法)[9] 
取 0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.2) 4.5 mL，置

于 25 ℃水浴中预热 20 min，分别加入蛋白样品 200、
400、600、800、1000 µL 用超纯水补齐至 1 mL，加

入 0.4 mL、25 mmol/L 邻苯三酚溶液，混匀后于 25 ℃
水浴中反应 5 min，加入 8 mol/L HCl 1 mL 终止反应，

299 nm 处测定吸光度(Ai)，空白对照组以相同体积的

超纯水代替样品，测定吸光度(A0)，清除率(D)计算公

式： 
D(%)=(A0-Ai)/A0×100% 

1.3.3  蛋白浓度定量 

考马斯亮蓝染色法测定蛋白浓度。标准曲线的绘

制：参照标准曲线制作方法的操作，测定光密度值

（OD595），按公式计算可溶蛋白的含量。 
1.3.4  诱导表达条件的优化 

三角瓶加入 15 mL 的 TB 发酵培养基，过夜的种

子液按照 2%的接种量接种，37 ℃，200 r/min 摇菌。

诱导物浓度的优化：菌体生长到对数期 OD600等于 1.0 
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时添加 IPTG 诱导物至终浓度为（mmol/L）：0.05、0.1、
0.2、0.4、0.6、0.8、1.0；乳糖组添加不同量乳糖至终

浓度为（g/L）：0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、16、20。于

18 ℃条件下 200 r/min 培养 24 h，取发酵液 1 mL 离心

收集菌体，磷酸缓冲液悬浮菌体冰水浴中超声破碎，

离心收集上清，样品用磷酸缓冲液稀释 370 倍后检测

荧光值。 
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最佳诱导时机的优化：按上述方法接种，分别在

不同 OD600值下取出三角瓶，20 ℃水浴降温，分别加

入 0.1 mmol/L 的 IPTG 和 1.0 g/L 的乳糖，18 ℃，200 
r/min 培养 24 h，按上述方法取样处理后测其荧光值。 

最佳诱导温度的优化：在最佳诱导时机和最佳诱

导物浓度条件下，分别在 15、18、21、24、27 ℃温

度条件下，200 r/min 继续培养 24 h，按上述方法取样

处理后测其荧光值。 
最佳 ALA 浓度的优化：菌体生长到最佳 OD 值

时，在各组分分别添加 ALA 至终浓度为（mmol/L）：
0、1、5、10、15 和 20。分别加入 0.1 mmol/L 的 IPTG
和 1.0 g/L 的乳糖后在 18 ℃、200 r/min 继续培养 24 h，
按上述方法取样处理后测其荧光值。 

最佳诱导时间的优化：在最佳诱导条件下，在 200 
r/min 下诱导至 18 h 后开始每隔 2~4 h 取出 1 mL 菌液

离心，弃上清菌体于-20 ℃保存，待取样时间达 30 h
后结束取样处理并检测其荧光值。 

最佳诱导条件下重组藻胆蛋白的表达效果比较：

分别以 IPTG 和乳糖为诱导物，在最适诱导条件下诱

导藻胆蛋白的表达，每组设置三个平行。待发酵结束

后，每样各取出 1 mL 菌液按上述相同方法处理后测

其荧光值。在最佳诱导条件下大量发酵，发酵菌液经

离心后加入一定量的磷酸缓冲液悬浮冰浴条件下超声

波破碎，4 ℃条件下 6500 r/min 离心收集菌体，结合

缓冲液悬浮菌体，冰水浴超声破碎 30 min，4 ℃条件

下 9500 r/min 离心 15 min，收集上清液，细胞破碎沉

淀用磷酸缓冲液悬浮取 1 mL 备用。根据目的蛋白所

带 His 标签利用金属螯合亲和层析纯化重组藻胆蛋

白。分别取 160 µL 的细胞破碎沉淀液、上清液、和纯

化后蛋白液作 SDS-PAGE 电泳，并通过考马斯亮蓝染

色法对纯化后蛋白浓度进行蛋白定量，分别测定纯化

后蛋白的吸收光谱、荧光发射光谱和抗氧化活性。 

2  结果与讨论 

2.1  诱导物浓度对重组蛋白表达的影响 

IPTG 和乳糖是两种常见的诱导物，图 1 为两种

诱导物在不同浓度下诱导藻胆蛋白的表达情况。由图

1a 可以看出添加少量浓度的 IPTG 即可显著增加重组

藻胆蛋白表达量，当诱导物浓度为 0.1 mmol/L 时，诱

导重组藻胆蛋白的表达量最高，继续增加 IPTG 浓度

导致重组蛋白表达量下降。IPTG 可以进入菌体内部发

挥诱导作用，但高浓度 IPTG 对细胞会有一定的毒害

作用[10]，随着 IPTG 浓度不断增加会降低细胞生长而 
使蛋白的表达量减少；同时高浓度的 IPTG 还会增加

发酵成本。图 1b 为添加不同浓度的乳糖诱导重组藻胆

蛋白的表达效果，添加乳糖量达 1.0 g/L 时即可有效诱

导重组藻胆蛋白的表达，随着乳糖浓度的不断增加其

表达量反而会有下降的趋势，这与乳糖的利用方式有

关，大肠杆菌以主动运输的方式将乳糖转运进入细胞，

而主动运输方式需要消耗大量的质子推动力[11]，过高

浓度的乳糖会导致菌体能量浪费而造成其蛋白表达量

的降低。因此，根据上述实验结果，IPTG 和乳糖最适

的诱导浓度分别确定为 0.1 mmol/L 和 1.0 g/L。 

 
图1 IPTG(a)和乳糖(b)浓度对重组藻胆蛋白表达的影响 

Fig.1 Effects of IPTG (a) and lactose (b) concentrations on the 

expression of recombinant proteins 

2.2  诱导时机对重组蛋白表达的影响 

图 2 为诱导时机对重组藻胆蛋白表达量的影响。

从图 2 可以看出，诱导时机对重组蛋白的表达具有显

著的影响；如图 2a 所示，在菌液 OD600达到 0.95 时，

IPTG 具有最佳的诱导效果，过早或过晚加入诱导物均

显著的降低重组蛋白表达量。如图 2b 所示，在菌液

OD600值为 1.20 时加入乳糖诱导重组蛋白可达到最大
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表达量，小于或大于 1.2 时均显著降低重组蛋白的表

达。因此，当 OD600为 0.95 和 1.20 时作为 IPTG 和乳

糖的最佳诱导时机。 

 
图3 诱导温度对重组蛋白表达的影响 

Fig.3 Effects of induction temperature on the expression of 

recombinant proteins 

注：a 表示 IPTG；b 表示乳糖。 

2.4  5-氨基酮戊酸(ALA)浓度对重组蛋白表达

的影响 

 
图2 诱导时机对重组藻胆蛋白蛋白表达的影响 

Fig.2 Effects of induction start time on the expression of 

recombinant proteins 

注：a 表示 IPTG；b 表示乳糖。 

2.3  诱导温度对重组藻胆蛋白表达的影响 

图 3 为最适诱导温度的优化。温度是诱导蛋白表

达的重要因素之一，特别是可溶蛋白的表达。较高的

温度有利于菌体细胞的大量增殖，但是外源蛋白表达

过快容易形成不溶性包涵体，较低的诱导温度虽然会

导致目的蛋白合成速率降低，但是有利于多肽链正确

折叠形成有活性的蛋白[12]。从图 3 可以看出不论是

IPTG 诱导还是乳糖诱导最适温度均为 18 ℃，而随着

温度的升高和降低均降低重组藻胆蛋白的表达。 
 

图4 5-氨基酮戊酸(ALA)浓度对重组蛋白表达的影响 

Fig.4 Effects of ALA concentration on the expression of 

recombinant proteins 

注：a 表示 IPTG；b 表示乳糖。 

在本研究中，藻胆色素是以大肠杆菌中的血红素

为前体，在血红素加氧酶和胆氯素还原酶的作用下生

产的。已有研究表明，在培养基中加入血红素生物合

成的前体 ALA 可以促进血红素的生物合成[13,14]，因此

本研究尝试通过添加 ALA，促进藻胆色素的生物合

成，进而提高重组蛋白的表达量。图 4 是添加不同浓
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度的 ALA 对重组蛋白表达的影响，以 IPTG 为诱导剂

时，添加 ALA 浓度在低于 5 mmol/L 时随着添加浓度

的增加其重组蛋白的表达量略有上升，而高于 5 
mmol/L 时随着浓度继续增加而显著抑制其表达（图

4a）。以乳糖为诱导剂时，当添加 ALA 浓度低于 5 
mmol/L 时随浓度的增加重组蛋白表达量显著增加，继

续增加 ALA 浓度对重组蛋白表达无显著影响，当升

高到 20 mmol/L 后 ALA 反而会对重组藻胆蛋白的表

达产生抑制作用(图 4b)。 
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2.5  诱导时长的优化 

图 5 为诱导时长的优化结果。IPTG 是小分子物

质可以直接进入细胞内，诱导蛋白表达机制简单；而

乳糖诱导蛋白表达机制比较复杂，乳糖需在细胞本底

表达的 β-半乳糖苷透过酶作用下进入细胞，然后在 β-
半乳糖苷酶作用下进一步转化为异乳糖才能发挥诱导

作用。较短的诱导时间不利于外源蛋白的高效表达，

而较长的诱导时间不仅会增加能耗，还会因细胞裂解

导致重组蛋白表达量的下降。从图 5a 看出，以 IPTG
为诱导物，诱导时长在 18~24 h 时，重组藻胆蛋白的

表达量快速积累，继续诱导其表达量不再增加反而会

出现一定的降低。由图 5b 结果显示，当以乳糖为诱导

物时，诱导时长在 18~26 h 时重组藻胆蛋白的表达量

呈明显的线性增加，在 26 h 时重组蛋白表达量达到最

高值。由图 5 结果可知，无论是以 IPTG 为诱导物还

是以乳糖为诱导物，其诱导时长过短或过长都不利于

重组藻胆蛋白表达量的累积。最终确定 IPTG 为诱导

物的最适诱导时长为 24 h，而以乳糖为诱导物的最适

诱导时长为 26 h。 

 
图5 诱导时长对重组藻胆蛋白表达影响 

Fig.5 Effects of post-induction time on the expression of 

recombinant proteins 

注：a 表示 IPTG；b 表示乳糖。 

2.6  重组藻胆蛋白的表达与分离纯化 

 
表1 IPTG和乳糖诱导重组藻胆蛋白表达的最佳条件 

Table 1 Optimal conditions for the expression of recombinant proteins with IPTG or lactose as inducer 

诱导剂 诱导剂浓度 ALA 浓度/(mmol/L) 诱导温度/℃ 诱导时间/h 蛋白表达量/(mg/L)OD600 

IPTG/(mmol/L) 0.1 0.95 5 18 24 149.5 
乳糖/(g/L) 1.0 1.20 5 18 26 102.9 

 

图 6 SDS-PAGE分析 

Fig.6 SDS-PAGE analysis 

注：泳道M-蛋白Mark；泳道1-IPTG诱导沉淀；泳道2-IPTG

诱导上清；泳道 3-IPTG 诱导纯化液；泳道 4-乳糖诱导沉淀；

泳道 5-乳糖诱导上清；泳道 6-乳糖诱导纯化液。 

根据以上实验的优化结果，确定了 IPTG 和乳糖

作为诱导剂的最佳发酵条件见表 1。 
采用最佳表达条件进行重组藻胆蛋白的表达，用

考马斯亮蓝染色法计算纯化后的藻胆蛋白浓度，并分

别计算重组藻胆蛋白的表达量，以 IPTG 作为诱导物

诱导重组藻胆蛋白表达量为 149.5 mg/L，高于当乳糖

作为诱导物时诱导重组藻胆蛋白的表达量（102.9 
mg/L）。 

根据目的蛋白所带 His 标签利用金属螯合亲和层

析纯化重组藻胆蛋白，纯化后蛋白样品经 SDS-PAGE
检测。根据 SDS-PAGE 结果分析（图 6），在 17 ku 和

26 ku 中间有一明显的蛋白条带，根据碱基数量推断目
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的蛋白条带大小结果与实验结果一致，可以确定其为

目的蛋白。经柱纯化后目的蛋白的纯度较高，符合后

续实验的纯度要求。 

2.7  重组藻胆蛋白的光谱学性质和抗氧化活

性 
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图7 重组藻胆蛋白的吸收光谱和荧光发射光谱 

Fig.7 UV-Vis absorption spectra and fluorescence emission 

spectra of the recombinant proteins expressed under IPTG or 

lactose induction 

注：a，吸收光谱；b，荧光发射光谱。 

分别对 IPTG 和乳糖最佳诱导条件下表达的重组

藻胆蛋白进行吸收光谱和荧光发射光谱的检测。图 7a
是相同蛋白浓度下重组藻胆蛋白的吸收光谱，重组藻

胆蛋白最大吸收峰位于 550 nm，最大荧光发射峰位于

562 nm。在相同蛋白浓度相同的情况下，经过乳糖诱

导表达藻胆蛋白在 550 nm 处的吸收值明显高于 IPTG
诱导表达蛋白；根据图 7b 结果显示，乳糖诱导的重组

藻胆蛋白的 562 nm 荧光发射峰值要高于 IPTG 组。结

果表明，用乳糖诱导表达重组藻胆蛋白具有更高的藻

胆色素结合率。 
图 8 是分别用 IPTG 和乳糖作为诱导物时重组藻

胆蛋白的抗氧化活性实验结果。图 8a 是重组藻胆蛋白

清除羟自由基的实验结果，重组藻胆蛋白对·OH 的清

除率与蛋白浓度在 0~120 µg/mL 范围内呈现较好的量

效关系；图 8b 是重组表达藻胆蛋白对超氧阴离子的清

除率实验，实验结果显示当蛋白浓度在浓度 0~100 
μg/mL 范围内，随浓度增加，重组藻胆蛋白对 O2

-·的
清除率明显增强，但当其浓度在高于 100 μg/mL 时，

随浓度的增加，对 O2
-·的清除作用变化不明显。整体

而言，经乳糖诱导表达重组藻胆蛋白的抗氧化活性优

于 IPTG 诱导表达效果。 
已有研究结果表明，藻胆蛋白的抗氧化活性主要

是由于其含有的藻胆色素发挥作用[15]，而本文前面的

实验结果表明乳糖诱导藻胆蛋白的藻胆素的结合率高

于 IPTG，因此，乳糖诱导表达蛋白的抗氧化活性自然

会高于 IPTG 的诱导效果，这也与该实验结果相符。 

 
图8 IPTG和乳糖诱导表达的重组藻胆蛋白抗氧化活性比较 

Fig.8 Comparison of the antioxidant activities of recombinant 

proteins expressed under IPTG or lactose induction 

注：a，清除·OH 活性的量效关系；b，清除 O2
-·活性的量

效关系。 

3  结论 

IPTG 和乳糖均可作为重组藻胆蛋白的有效诱导

物。以 IPTG 为诱导物时的最优条件是：菌体 OD600

为 0.95 时加入终浓度为 0.1 mmol/L 的 IPTG 和 5 
mmol/L 的 ALA 在 18 ℃分别诱导 24 h 后可达到其最

佳表达效果，重组蛋白表达量达到 149.5 mg/L；以乳

糖为诱导物时最优条件是：菌体 OD600 为 1.2 时加入

终浓度为 1.0 g/L 的乳糖和 5 mmol/L 的 ALA 在 18 ℃
诱导 26 h 后可达到其最佳表达效果，重组藻胆蛋白表

达量达到 102.9 mg/L。相对于 IPTG 诱导表达的重组
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蛋白，经乳糖诱导表达重组藻胆蛋白，其 550 nm 处

具有较强的光吸收，562 nm 处具有较高荧光强度，同

时也具有较高的抗氧化活性。 
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