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红毛藻 R－藻红蛋白的高效制备
以及抗体标记与检测
刘 婷1，沈建东1，刘光明1，蓝伟光2，曹敏杰1，*

( 1.集美大学生物工程学院，福建厦门 361021;
2.三达膜科技( 厦门) 有限公司，福建厦门 361022)

摘 要:采用硫酸铵盐析和 DEAE－Sepharose阴离子交换柱层析相结合，从红毛藻( Bangia fusco－purpurea) 中分离纯化
到纯度系数( A565 /A280 ) 大于 6.0 的 R－藻红蛋白。SDS－PAGE结果显示，其亚基分子量分别为 19、21ku。用适宜摩尔浓
度的异型双功能交联剂 N－琥珀酰亚氨基－3－2－吡啶基二硫丙酸醇( SPDP) 将纯化的 R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG抗体
交联，利用 SDS－PAGE和荧光检测鉴定 R－藻红蛋白与抗体的交联效果。结果显示: R－藻红蛋白能与羊抗小鼠 IgG 成
功交联。分别采用 Dot blot和 Western blot对 R－藻红蛋白标记的抗体作为二次抗体，小鼠抗鲢鱼主要过敏原小清蛋白
单克隆抗体为一次抗体; 对鱼类小清蛋白进行免疫检测，结果显示: R－藻红蛋白标记的抗体能检测相关抗原的存在，
且有良好的特异性。利用藻红蛋白荧光探针可缩短免疫杂交的检测时间，简化操作过程。
关键词: R－藻红蛋白，荧光探针，交联，免疫检测
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Abstract: R－phycoerythrin( R－PE) was highly purified from red alga( Bangia fusco－purpurea) by ammonium sulfate
fractionation and DEAE－Sepharose anion－exchange column chromatography，the purity rate( A565 /A280 ) of R－PE
was over 6.0.SDS－PAGE demonstrated that relative molecular masses of R－PE subunits were about 19 and 21ku，
respectively.Optimum concentration of heterobifunctional reagent N－ succinimidyl－3 －2 － pyridyldithio propionate
( SPDP) was used to polymerize goat anti － mouse IgG antibody and the cross － linking was identified using
SDS－PAGE and fluorescence analysis.R－PE was successfully crosslinked with goat anti－mouse IgG as secondary
antibody.Detection of major allergen parvalbumin in fish using R－PE labelled IgG were carried out by Dot blot and
Western blot together with mouse anti－silver carp parvalbumin as primary antibody.The results demonstrated that
R－ PE labelled IgG could effectively detect the existence of parvalbumin and revealed good immunological
specificity.The application of R－ phycoerythrin as fluorescent probe is expected to shorten the detection time of
immune hybridization，and simplify the operation processes.
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荧光免疫分析是以荧光标记物作为探针的一种

标记免疫分析法，其灵敏高，可定性或定位地检测抗

原或抗体［1］。但是，传统的荧光素( 如 FITC 等) 由于
非特异荧光干扰，存在检测特异性低等问题［2－3］。
R－藻红蛋白( R－phycoerythrin，R－PE) 主要存在于红
藻和部分蓝藻中，是应用较广的一种色素蛋白［4－7］。

R－PE由脱辅基寡聚蛋白与开链四吡咯发色团共价
结合而成。组成寡聚蛋白的亚基有 α、β、γ 3 种。通
常，红藻中的 R－PE 以( αβ) 6γ 形式存在，分子量约
为 240ku，极少种类的 R－ PE 有不同亚基数目［8］。
R－PE色泽鲜艳，并具有抗癌、抗氧化等功效，可作为
天然色素应用［9－10］。由于色素分子的存在，R－PE 在
可见光区 480～570nm 波段有较强的吸收，且可产生
强烈的荧光［11］。R－PE具有荧光强度大，量子产率高
的特点，易与生物素、单克隆抗体等蛋白质结合，是
一种良好的荧光标记物，被广泛地应用于医学诊断

和生物学等研究领域［10，12－13］。探索简易、可靠的分离
纯化技术和蛋白交联技术是藻红蛋白荧光探针研制
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和应用的关键环节之一。本文在前期研究的基础
上，对红毛藻 R－PE 的分离纯化进行了优化，并将高
纯度 R－PE与羊抗小鼠 IgG进行偶联，制备荧光探针
并应用于鱼类主要过敏原小清蛋白的检测，以期为

今后开发高灵敏度免疫荧光诊断试剂用于食品安全

检测提供参考。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
红毛藻( Bangia fusco－purpurea) 干品 福建省莆

田市南日岛养殖产品; DEAE－Sepharose、硝酸纤维素
膜 GE Healthcare 公司; 小鼠抗鲢鱼小清蛋白单克
隆抗体 本研究室制备; SDS－ PAGE 标准蛋白
Fermentas公司; N－琥珀酰亚胺－3－2－吡啶基二硫丙
酸酯( SPDP) 、2－亚氨基四氢噻吩( 2－ IT) Thermo
公司; 羊抗小鼠 IgG 厦门波生生物技术有限公司;
其它试剂 均为国产分析纯。

PT－2100 型组织捣碎机 瑞士 Kinematica 公司;
Avanti JA－25 型高速冷冻离心机 美国 Beckman 公
司; Biologic LP型蛋白质柱层析系统 美国 Bio－Rad
公司; G: BOX型凝胶成像仪 英国 Syngene公司; Bio
Photometer 型紫外分光光度计 德国 Eppendorf 公
司; pH计 美国 Beckman 公司; Fluorchem 型荧光化
学发光凝胶成像仪 法国 Alpha Innotech 公司;
WB－14型恒温水浴 德国 Memmert公司。

1.2 实验方法
1.2.1 R－藻红蛋白的分离纯化 取 10g 干燥的红毛
藻碾成粉末后，浸泡于 200mL 蒸馏水中，在－70℃和
常温下反复冻融三次。冻融液用磁力搅拌器搅拌
2h，用蒸馏水稀释至 400mL，经组织捣碎机捣碎、超
声波破碎、绢布过滤、离心 20min ( 15000 × g，4℃ ) 后
弃沉淀，所得的上清液即为藻胆蛋白粗提液。将粗
提液进行 35% ～ 50% 饱和度的硫酸铵沉淀，离心
20min后弃上清。将沉淀溶解于少量的 0.02mol /L磷
酸缓冲液( PBS，pH7.0) 中，即为藻红蛋白粗提液。
用 0.02mol /L PBS( pH5.6，含 0.05mol /L NaCl) 平

衡 DEAE－Sepharose 柱( 2.5cm × 10cm) ，将用初始缓
冲液透析过的藻红蛋白粗提液上样于该柱。充分洗
净未吸附蛋白后，在弱光条件下，使用相同体积的

0.02mol /L PBS( pH5.6，含 0.05mol /L NaCl) 和 0.2mol /L
NaH2PO4 ( pH4.1，含 0.2mol /L NaCl ) 作线性梯度洗
脱，洗脱液总体积为 500mL，流速为 1mL /min。收集洗
脱组分，每管收集 3mL，测其 A565、A620、A650、A280。根据
各组分的特征吸收值及色谱带的颜色，选取纯度较高，

即 A565 /A280 ＞5.0的组分避光保存于 4℃冰箱中备用。
1.2.2 R －藻红蛋白的纯度及分子量测定 参照
Laemmli法［14］，使用 15% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳
( SDS－PAGE) 和荧光检测来分析 R－藻红蛋白的分
子量及纯化效果，以标准蛋白质( 116.0～14.4ku) 作对
照。电泳结束后，采用化学发光荧光和可见光在
534nm的激发光源下对凝胶进行荧光成像，并使用
考马斯亮蓝 R－250 对蛋白进行染色。
1.2.3 R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG的交联 采用异
型双功能交联剂 SPDP和 2－IT( 2－亚氨基四氢噻吩)

来实现 R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG ( 二抗) 的偶
联［15］。SPDP在 R－藻红蛋白上衍生吡啶二硫基团，
生成 R－藻红蛋白的 SPDP 衍生物; 羊抗小鼠 IgG 经
2－IT活化后引入游离的外源性－ SH 基团，将携带吡
啶二硫键的 R－藻红蛋白与携带－SH的羊抗小鼠 IgG
按一定摩尔比交联，制备荧光标记抗体。具体步骤
参考 Thermo公司说明书和文献［12］，并略做修改。
R－ 藻红蛋白在使用前需用 0.02mol /L 的 PBS
( pH7.5) 进行脱盐，之后向 R－藻红蛋白和羊抗小鼠
IgG中分别加入适量浓度的 SPDP溶液和 2－IT溶液，
混合均匀后在室温下避光振荡反应 2h，超滤离心除
去游离的 SPDP和 2－IT。调整衍生化的 R－藻红蛋白
与巯基化的羊抗小鼠 IgG的摩尔比，混匀后在室温下
避光振荡反应 18h，完成交联反应。
1.2.4 R－藻红蛋白荧光交联物的鉴定 R－藻红蛋
白与抗体标记完成后，上样于 15% SDS－PAGE。电
泳结束后，采用化学发光荧光和可见光在 534nm 的
激发光源下对凝胶进行荧光成像，并使用考马斯亮

蓝 R－250 染色分析偶联结果。
1.2.5 R－藻红蛋白荧光交联物的免疫检测 R－藻
红蛋白标记羊抗小鼠 IgG 的免疫检测通过免疫印迹
( Western blot ) 和点杂交( Dot blot ) 实现。Western
blot参照 Towbin法［16］进行，以牛血清白蛋白为对照，
即鲫鱼小清蛋白 ( 过敏原) 和牛血清白蛋白经

SDS－PAGE后，转膜，以 5%的脱脂奶封闭后，采用小
鼠抗鲢鱼小清蛋白单克隆抗体 1∶1000 稀释为一抗，
R－藻红蛋白标记的羊抗小鼠 IgG 1∶200 稀释为二抗
进行免疫印迹反应，分析检测结果。

Dot blot方法如下: 将鲫鱼小清蛋白稀释至浓度
为 0.3、0.1、0.03、0.01mg /mL 后，从左至右依次点样
1.2μL于 NC膜上，以 5%的脱脂奶封闭后，采用小鼠
抗鲢鱼小清蛋白单克隆抗体( 1 ∶1000 稀释) 为一抗，
R－藻红蛋白标记的羊抗小鼠 IgG( 1 ∶400 稀释) 为二
抗进行点杂交，分析检测结果。

2 结果与讨论
2.1 R－藻红蛋白的分离纯化
红毛藻 R－藻红蛋白粗提液透析后上样于 DEAE

－Sepharose阴离子交换柱，经过 0.05～0.2mol /L NaCl
线性梯度和 pH4.1～5.6 线性梯度相结合洗脱后，在
R－藻红蛋白的最大特征吸收峰对应的波长 565nm
下，可检测到一个较高的蛋白峰( 图 1 ) 。R－藻红蛋
白纯度以该溶液在 R－藻红蛋白最大可见吸收峰对
应波长下的吸光值与蛋白质的特征吸光值之比

( A565 /A280 ) 来表示
［5，8－9］。经 DEAE－Sepharose 阴离子

交换柱层析，R －藻红蛋白纯度系数达到 6.25，而
A620 /A280和 A650 /A280均小于 0.01，说明溶液中不存在
其它的藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白，同时测得 A620 /A565 ＜
0.02，即达到 R－藻红蛋白作为荧光标记物的要求。
前期的报道显示，R－藻红蛋白需采用两次或更

多次的柱层析才达到较好的纯化效果，如 Sun等［7］用
Sepharose CL － 4B、Sephadex G － 200 和 DEAE
Sepharose Fast Flow 三次柱层析从海藻( macroalga
Heterosiphonia japonica) 中得到纯度为 4.89 的 R－藻红
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图 1 R－藻红蛋白的 DEAE－Sepharose柱层析纯化结果
Fig.1 DEAE－Sepharose chromatography

of R－Phycoerythrin from Bangia fusco－purpurea

蛋白。Rossano 等［11］采用 hydroxyapatite column 以及
Superdex 75 柱 层 析 从 地 中 海 红 藻 ( Corallina
elongata) 中纯化出纯度大于 5.3 的 R－藻红蛋白。本
研究仅采用 DEAE Sepharose 一次柱层析，能分离纯
化得到纯度为 6.25 的 R－藻红蛋白，步骤更少，方法
和操作简单快速，且重复性好，并且获得的 R－藻红
蛋白纯度也高于 Liu［5］等采用 DEAE Sepharose Fast
Flow一次柱层析从 Polysiphonia urceolatak 中得到的
R－藻红蛋白( 纯度系数为 5.6) 。
2.2 R－藻红蛋白的纯化效果及分子量测定

SDS－PAGE 结果显示，纯化得到的 R－藻红蛋白
的 α亚基和 β 亚基的相对分子质量分别约为 19、
21ku( 图 2A) ，因两者的相对分子质量接近，所以出现
了部分重叠现象，这与文献［7，11］报道的 R－藻红蛋白的
亚基分子量大小相近，而 γ亚基由于含量太少而未能
检测出一致。藻红蛋白的荧光检测结果如图 2B 所
示，在藻红蛋白的 α和 β亚基的位置出现相应的明亮
荧光条带，而 γ亚基由于含量少，故在相应的位置没有
观察到荧光条带，说明纯化的 R－藻红蛋白荧光较强。

图 2 R－藻红蛋白的 SDS－PAGE( A) ，荧光检测( B)
Fig.2 SDS－PAGE( A) ，Fluorescent detection( B)

of purified R－Phycoerythrin from Bangia fusco－purpurea
注: M: 标准分子量蛋白; 1: R－藻红蛋白。

2.3 R－藻红蛋白荧光交联物的鉴定
R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG 分别经异型双功能

交联剂 SPDP 和 2－ IT 作用后进行交联，结果如图 3
所示。SDS－PAGE( 图 3A) 显示，在分离胶顶部出现
大分子量的聚合物，推测该聚合物可能是 R－藻红蛋
白与羊抗小鼠 IgG 交联后的生成物。对蛋白进行荧
光检测结果如图 3B 所示，除 R－藻红蛋白的荧光条
带外，在分离胶的顶部也有荧光亮带出现，与

SDS－PAGE中大分子量聚合物的位置一致。由于羊
抗小鼠 IgG 不会产生荧光，说明 R－藻红蛋白与羊抗

小鼠 IgG已经成功交联。分离胶顶部的大分子量聚
合物即为 R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG 的交联物，且
荧光强度较高。

图 3 R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG交联后的
SDS－PAGE( A) 和荧光检测( B)

Fig.3 SDS－PAGE( A) and Fluorescent detection( B)
of cross－linking reaction of R－Phycoerythrin

and goat anti－mouse IgG
注: M: 标准分子量蛋白; 1: R－藻红蛋白; 2: 羊抗小鼠 IgG;

3: R－藻红蛋白与羊抗小鼠 IgG的交联物。

R－藻红蛋白标记抗体的鉴定一般是采用荧光分
光光度计检测交联物的荧光发射光谱［13，17］。颜世敢
等［18］采用 SDS－ PAGE 对 R－藻红蛋白标记的抗鸡
IgG进行了检测，但未对其进行荧光检测。本文采
用的 SDS－PAGE 结合荧光检测方法可直接通过观
察蛋白及相应的荧光条带鉴定 R－藻红蛋白与抗体
是否成功偶联，较光谱扫描等方法更加直观和

快捷。
2.4 R－藻红蛋白荧光交联物的免疫检测
2.4.1 R－藻红蛋白标记羊抗小鼠 IgG的Western blot
检测 用小鼠抗鲢鱼小清蛋白单克隆抗体( 一抗) ，

R－藻红蛋白标记的羊抗小鼠 IgG( 二抗) 对鲫鱼小清
蛋白进行免疫反应的 Western blot 结果如图 4 所示。
在分子量为 10ku处有一个明亮的特异性反应条带，
说明 R－藻红蛋白标记的羊抗小鼠 IgG能间接快速地
检测过敏原( 鲫鱼小清蛋白) 的存在。通过观察荧光
强度和位置，即可直观快速地确定过敏原的存在，提

高了检测速度和灵敏度。此外，该抗体与牛血清白
蛋白不产生反应，说明其具有良好的特异性。
2.4.2 R－藻红蛋白标记羊抗小鼠 IgG 的 Dot blot 检
测 将不同浓度的鲫鱼小清蛋白与小鼠抗鲢鱼小清

蛋白单克隆抗体反应后，用 R－藻红蛋白标记的羊抗小
鼠 IgG进行免疫反应。结果如图 5 所示，从图中荧光
亮度可知，当鲫鱼小清蛋白浓度为 0.03mg /mL 时仍能
被检测到，说明 R－藻红蛋白标记的羊抗小鼠 IgG有较
高的灵敏度，能较好地应用于免疫检测领域。
小清蛋白是鱼类的主要过敏原，痕量的过敏原

即可能导致过敏患者产生严重的过敏反应。目前对
鱼类过敏原的分析主要采用 ELISA、PCR、SDS－PAGE
等方法进行检测［19］，如 Faste等［20］采用抗鳕鱼小清蛋
白多克隆抗体建立了双抗夹心 ELISA 检测食物中小
清蛋白的存在情况，但操作复杂且费时费力。Sun
等［21］采用 RT－PCR 对小清蛋白进行了检测，但该法
不能从蛋白水平如实反应食品中过敏原的存在情

况。而本研究采用 R－藻红蛋白标记二次抗体的
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图 4 鲫鱼小清蛋白的 SDS－PAGE( A)
和 R－藻红蛋白标记羊抗小鼠 IgG的免疫检测( B)

Fig.4 SDS－PAGE of crucian carp parvalbumin( A) and
Western blot detection of parvalbumin using

R－Phycoerythrin－conjugated goat anti－mouse IgG( B)
注: A: M，标准分子量蛋白; 1: 鲫鱼小清蛋白;
2: 牛血清白蛋白; B: M，预染标准分子量蛋白。

图 5 R－藻红蛋白标记羊抗小鼠 IgG的 Dot blot检测
Fig.5 Dot blot detection of parvalbumin using

R－Phycoerythrin－conjugated
goat anti－mouse IgG

注: 1、2、3、4 分别表示鲫鱼小清蛋白浓度为
0.3、0.1、0.03、0.01mg /mL。

Western blot和 Dot blot检测方法，操作简单，直接通
过观察荧光强度和位置即可确定过敏原( 小清蛋白)

的存在，能如实反映水产食品中过敏原的存在情况，

提高了检测速度。

3 结论
本实验采用硫酸铵盐析并结合一次阴离子交换

柱层析技术，能够快速高效地从红毛藻中分离纯化

出高纯度( A565 /A280 ＞ 6.0) 并具有良好的荧光特性的
R－藻红蛋白。在异型双功能交联剂 SPDP 和 2－ IT
的共同作用下，R－藻红蛋白可与羊抗小鼠 IgG 成功
交联。该标记物可用于快速检测鱼类主要过敏原小
清蛋白的存在，且抗体活性损失小，灵敏度高。
对食物过敏原小清蛋白可靠定量检测方法的建

立将有助于规范水产食品标签，保证消费者的安全。
同时，也可为今后开发针对鱼类过敏原的快速检测

试剂盒提供重要的参考。
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