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　　 藻胆蛋白存在于红藻、蓝藻、隐藻和某些甲藻中, 它们是这些藻类在光合作用中的

捕光色素。藻胆蛋白在光合生物的进化过程中占有极其重要的地位, 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。过去用X 射线衍射方法等手

段对藻胆蛋白的三维结构进行了大量的研究, 到目前为止已得到六聚体的C2PC [ 1, 2 ]、三

聚体的藻红蓝蛋白 (PEC) 和六聚体的B 2藻红蛋白 (B 2PE) 等高分辨X 射线衍射结构,

但由于X 射线衍射方法需要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X 射线衍射结果。扫描隧道显微镜 (STM ) 和原子力显微

镜 (A FM ) 是80年代初刚发明的新兴的表面分析技术, 现已广泛用于生物学研究, 兴起

了一门新的学科——纳米生物学 (N anob io logy)。在过去几年中, STM öA FM 已经用来

观察高等植物叶绿体、光合细菌膜[ 3 ]以及光合细菌反应中心[ 4 ]的结构。我们首次将 STM

应用于藻胆蛋白的结构研究, 试图为藻胆蛋白的结构研究开辟新的途径。

1. 1　供试材料

钝顶螺旋藻 (S p iru lina p la tensis) 由中国科学院海洋研究所实验海洋生物学开放研

究实验室的研究人员自己分离和培养。用白炽灯照光, 光强50 ΛEõm - 2õs- 1, 温度 (30±

2)℃。培养7～ 8天, 于对数生长期进行收集。

1. 2　藻胆蛋白的分离和纯化

用改进的羟基磷灰石柱层析纯化钝顶螺旋藻C2藻蓝蛋白 (C2PC)。用30 mm o löL 的
磷酸缓冲液 (pH 7. 0, 含0. 2 m o löL N aC l) 进行洗脱, 收集较浓的部分, 重复洗脱3次。用

岛津UV 2240分光光度计测定吸收光谱。

1. 3　藻胆蛋白结构的 STM 观察

实验前将C2PC 透析48小时, 实验时用5 mm o löL 的磷酸缓冲液 (pH 7. 0) 稀释到蛋

白含量大约5 Λgöm l, 吸取5 Λl样品溶液滴于刚揭开的高定向石墨 (HO PG) 上, 吸附30

～ 60 s, 多余的溶液用滤纸吸干。用CSTM 29100型 STM , 电化学方法自制钨针尖, 采用
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恒流模式, 在室温大气下进行观察。扫描时的隧道电流0. 61 nA ,偏压235 mV。

1. 4　C-藻蓝蛋白的分离与光谱特性

F ig. 1　A bso rp tion spectrum of C2PC in

S p iru lina p la tensis

　　 从钝顶螺旋藻中, 我们用改进的羟基磷灰

石柱层析简易方法得到纯化的C2藻蓝蛋白 (C2
PC ) , 图1是蓝藻钝顶螺旋藻 C2PC 的吸收光

谱, C2PC 的最大吸收峰在618 nm , 与文献报

道一致。此峰值与278 nm 处蛋白质本身的紫外

吸收峰的比值接近4, 表明 C2PC 已经纯化。C2
PC 在低离子强度下以 (ΑΒ) 3的形式存在, 并且

其光谱类型也与文献中报道的 (ΑΒ) 3的光谱类

型一致。用这种简易方法可快速制备纯化的藻

胆蛋白。

1. 5　C-藻蓝蛋白在高定向石墨上的吸附与分

散

由于生物样品的导电性能较差, 较柔软,

在基底上容易移动; 另外, 样品溶液中盐分的

影响, 使得 STM 在观察生物样品时分辨率降

低, 很难达到原子级分辨率。所以, 生物大分子需牢固地吸附在基底上, 只有这样才能得

到高分辨率的 STM 图象。生物大分子在石墨基底上的分布主要取决于样品的浓度、样品

本身的大小及样品在基底上的吸附时间。实验表明5～ 10 Λgöm l的蛋白浓度为 C2PC

STM 实验的最佳浓度, 30～ 60 s为最佳的样品吸附时间。最后, 我们能够通过控制 C2
PC 样品的浓度及其在石墨基底上的吸附时间, 使少数C2PC 分子聚集在一起, 而大部分

C2PC 分子均匀地分布在石墨基底上 (图2a)。因为样品在实验前经过透析, 溶液中仅含

有5 mm o löL 磷酸盐, 实验表明如此少量的盐分已不足以影响 STM 实验。在我们的实验

中选用高定向石墨为基底, 因为石墨导电性能好, 并且有大范围的原子级平面。但是用

石墨作基底也有不足之处, 主要是由于石墨表面容易出现一些类似于生物大分子, 特别

是DNA 分子的一些假象。由于石墨的 STM 图象在大范围改变扫描参数时仍比较稳定,

而生物样品的 STM 图象随着扫描参数的改变而变化较大。因此, 可以采用多次重复实

验和改变 STM 的扫描参数 (隧道电流和偏压)来区分基底的假象和吸附于基底上的生物

大分子的真实图象。

1. 6　C-藻蓝蛋白分子的 STM 图象

图2a 是钝顶螺旋藻 C2PC 在石墨上的 STM 图象。由于扫描范围较大, 很难观察到

C2PC 分子的精细结构, 但可以看出C2PC 分子为圆盘状, 圆盘的平均横向直径是24 nm。

比X 射线衍射结果大, 这主要是由于 STM 针尖引入的系统误差。缩小扫描范围, 可以较

清楚地观察到C2PC 分子圆盘状的分子形貌。C2PC 分子圆盘的中央有一孔洞, 孔径11～

14 nm , 亚基在四周呈圆环状排列 (图2b)。该图象经过滤波处理, 除去其中的一些低频干

扰信号, 可以观察到C2PC 分子的更精细结构 (图3a)。图3b 是进一步放大的 STM 图象。

从中可以清楚地观察到C2PC 分子中央的孔洞及蛋白质链折叠。从其中的一个分子还可
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以看出C2PC 分子环状排列的亚基分成3块, 每一块呈“弯月”构象。根据X 射线衍射结

果[ 1 ]可以推断每一块是一个 (ΑΒ) 单聚体, 但从图象中很难分辨出单个的 Α或 Β亚基及亚
基上的色素基团。C2PC 分子与分子之间的大小和中央孔径存在差异是由于蛋白分子在

石墨基底上吸附方式的不同和分子间本身存在的差异造成的。研究资料表明, C2PC 分子

在低离子强度下是以 (ΑΒ) 3的形式存在, 并且从本文得到的C2PC 吸收光谱的特征与C2
PC (ΑΒ) 3的特征相同, 因此, 可以断定本文得到的C2PC 分子的 STM 图象是 (ΑΒ) 3的表

面形貌。

F ig. 2　STM im age of C2PC in S p iru lina p la tensis

Scan area a, 350 nm × 350 nm; b, 100 nm × 100 nm.

F ig. 3　STM im age of C2PC in S p iru lina p la tensis w ith filter treatm en t

1. 7　讨论

Sch iem er等[ 1, 2 ] (1986, 1987年)根据X 射线衍射结果推断出的A . qud rup lica tum C2

PC (ΑΒ) 3和 (ΑΒ) 6的结构模型。该模型认为C2PC (ΑΒ) 3呈空心齿缘盘状构象, (ΑΒ) 6呈厚缘

盘状构象, 它是由两个 (ΑΒ) 3面对面极性相互作用而成。本文首次将 STM 应用于藻胆蛋

白的结构研究, 并从实际空间直接证实C2PC 分子的齿缘盘状构象及中央空洞的存在。
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X 射线衍射方法是目前研究藻胆蛋白及其他蛋白质晶体结构的有效手段, 并且分辨

率很高。但这一方法首先必须要求得到蛋白质的晶体, 所以, 种类繁多的藻胆蛋白到目

前为止仅有为数很少的几种得到X 射线衍射结果。而藻胆蛋白的构象对它的功能影响很

大, 具有功能的藻胆蛋白需要有一个特定的构象。本文结果表明用 STM 可以直接观察非

晶体状态下的藻胆蛋白的结构。与A FM 相比, STM 的分辨率较高, 用 STM 在高真空下

观察到了DNA 分子的原子特征, 与根据X 射线衍射结果推出的DNA 结构模型高度一

致。C2PC (ΑΒ) 3只有3 nm 的厚度, 本文结果表明对这样薄的生物样品, 用 STM 可以得到

很高的分辨率。STM 要求样品必须导电, 而大多数生物样品的导电性较差, 如何提高生

物样品的导电性是进一步拓宽 STM 在生物学研究中的主要问题。L ee 等[ 5 ] (1995年) 将

铂引入光合作用 PS I反应中心, 并用 STM 成功地对其结构进行了观察。另外, 在光合作

用研究方面, STM 具有A FM 所无法替代的作用, 因为 STM 可以用来探测光合作用反

应中心及其捕光色素蛋白复合体的光电转换特性。Facci等[ 4 ] (1994年) 用 STM 对光合细

菌反应中心在光激发下的光电转换特性进行了研究。今后结合生物化学技术及快速时间

分辨光谱技术, 可以用 STM 来直接观察藻胆蛋白构象变化对光能的吸收与传递功能的

影响以及藻胆蛋白中色素基团与脱辅基蛋白质之间的相互作用, 为藻胆蛋白吸收与传递

光能的机理的最终澄清提供直接证据。
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Study on the Structure of C-Phycocyan in in Sp iru lina p la tens is

w ith Scann ing Tunnel ing M icroscope

ZHAN G Yu2Zhong1, 2, SH IDong2X ia1, ZHOU Bai2Cheng2,

C. K. T seng2 (ZEN G Cheng2Ku i) and PAN G Sh i2J in1

(1 B eij ing L abora tory of V acuum P hy sics, Ch inese A cad emy of S ciences, P. O. B ox 2724,

B eij ing 100080, Ch ina)

(2 Institu te of O ceanology , Ch inese A cad emy of S ciences, Q ing d ao 266071, Ch ina)

ABSTRACT

　　 T he C2phycocyan in (C2PC) trimm er w as iso la ted from the b lue2green a lga S p iru li2
na p la tensis, and scann ing tunneling m icro scope ( STM ) w as u sed to invest iga te its

st ructu re. H igh reso lu t ion STM im ages of C2PC w ere ob ta ined. F rom the STM im ages,

it cou ld be ob served tha t the C2PC m o lecu les w ere d isk2like in shape and the subun its of

C2PC arranged in ring2like pa t tern w ith a channel in the cen ter. A fter f ilter t rea tm en t,

the fo ld ing of the po lypep t ide cha in s cou ld be seen clearly. T h is is the first t im e to ob2
serve d irect ly the topography of phycob ilip ro tein, and the resu lts show ed STM to be a

pow erfu l too l fo r the structu ra l study of phycob ilip ro tein s.

KEY WORD S: 　　S p iru lina p la tensis; C2phycocyan in; Scann ing tunneling m icro scope

(STM )
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