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摘  要  采用从昆明滇池机械收获的产毒水华蓝藻为材料, 通过采用抽提、粗过滤、微滤、超滤脱毒 (截留

分子量 100 kDa)、低温静置离心、真空干燥等提取纯化方法, 从 1kg微囊藻粉中制备纯度 (A
620
/A

280
) 高

达 11 80的 57g藻蓝蛋白干粉. 小鼠急性毒性试验显示, 纯化的藻蓝蛋白无毒性; LD50大于 31 71 g# kg- 1,

而对照原料藻粉的 LD50为 0110 g# kg- 1. Am es试验结果显示, 5个藻蓝蛋白剂量组回变菌落数均未超过阴

性对照菌落数 2倍, 亦无剂量-效应关系, Am es实验结果阴性, 初步通过食品安全性毒理学评价程序.
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  目前, 机械收藻已应用到滇池蓝藻水华污染治理工作中 [ 1]
. 这种机械方法大量收获蓝藻, 能在短

期内减少蓝藻生物量、降低内源水体中氮、磷营养水平并能加快水体生态恢复, 但收获蓝藻的巨大生

物量如何进行安全处置, 成为了一个待解决的新问题. 滇池蓝藻具有生物量大和蛋白质含量高的特点,

其中藻蓝蛋白含量达细胞干重的 5%以上
[ 2]
. 藻蓝蛋白可用于食品着色剂, 作为一种天然的蓝色色素,

可取代对人类健康不利的合成色素, 同时具有免疫调节能力和抗癌作用, 具有很高的利用价值
[ 3]
.

  本文就如何有效地对收获的蓝藻合理利用, 达到既能有效消除环境污染的同时又能有效产生经济

效益展开了深入的研究.

1 实验部分

111 藻蓝蛋白干粉制备
  微囊藻干粉用机械收获的方法 [ 1]

采集自云南滇池, 晒干粉碎后低温干燥保存. 1kg干藻粉加入

20L 011mo l# l
- 1
磷酸盐缓冲液 ( pH618), 室温下搅拌抽提 3h, 用孔径 50Lm的尼龙筛绢滤布过滤, 取

滤液. 滤渣继续添加 10L 011mo l# l
- 1
磷酸盐缓冲液搅拌抽提, 过滤后合并滤液. 用 PP-6型蠕动泵

(上海离心机械研究所 )做动力, 先后将滤液通过 2Lm和 0145Lm微滤器 (核工业部第八研究所, JA-

3011)进行微滤处理, 得到澄清的藻提取液.

  使用 UF-I-50型中空纤维超滤柱 (核工业部第八研究所, 截留分子量 100 kD a)与蠕动泵配套使用

进行超滤, 操作压力差不超过 0105MPa. 超滤截留下的藻蓝蛋白溶液添加等体积蒸馏水后继续超滤,
至超滤效率显著下降时, 继续补充蒸馏水, 如此反复超滤 10次, 最大程度除去微囊藻毒素等小分子

杂蛋白. 超滤脱毒处理后的浓缩藻蓝蛋白溶液在 4e 静置 48h后, 有大量浅色的絮状沉淀形成. 离心

( 6000r# m in- 1, 15m in) 除去这一部分沉淀. 浓缩的藻蓝蛋白溶液用真空干燥器 ( Yamato, NEOCO-

OL)干燥后, 制备得到深蓝色的藻蓝蛋白干粉.

  藻蓝蛋白纯度测定根据 H errera等
[ 4]
方法, 以 A 620 /A 280作为藻蓝蛋白纯度指标. 藻蓝蛋白含量测

定依 Soni
[ 5]
推荐的公式计算. 溶液中藻蓝蛋白含量 = (A 620 - 017 A 650 ) /7138(mg# m l

- 1
) .

112 藻蓝蛋白干粉的急性毒性实验
  小鼠急性毒性试验 [ 6]

: 上述藻蓝蛋白干粉用蒸馏水溶解后, 选雌雄各 10只 20g左右的 SPF级昆

明小鼠, 经口灌胃给予藻蓝蛋白溶液 (灌胃前 16h停食 ) , 连续灌胃三次, 间隔 4h, 累计灌胃剂量为

5125g# kg
- 1
藻蓝蛋白溶液. 观察 7d并记录动物中毒症状及死亡数. 同时, 采用小鼠生物测试的方

法
[ 7]
对比测定藻粉和纯化的藻蓝蛋白的毒性.
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113 鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验 ( Am es试验 )

  用经鉴定符合生物学要求的鼠伤寒沙门氏菌组氨酸缺陷型 TA97, TA 98, TA100和 TA102四株菌

株进行实验; 多氯联苯诱导的大鼠肝均浆作为体外活化系统 ( + S9)
[ 6]
. 分为 5个剂量组, 每培养皿

加入量为不同浓度的 011m l藻蓝蛋白水溶液, 剂量分别为 012, 015, 1, 215和 5mg. 同时设置空白

对照组. TA 97, TA 98, TA102: - S9阳性对照物为 5010Lg敌克松, TA100: - S9阳性对照物为

215Lg NaN 3, TA 97, TA98, TA100: + S9阳性对照物为 10Lg 2-氨基芴, TA102: + S9阳性对照物为

50Lg 1, 8-二羟基蒽醌. 平板渗入法记录二次重复的平行样品结果并用 SPSS 1210软件对数据进行统计
分析.

2 结果与讨论

211 藻蓝蛋白固体粉的纯化
  以 1kg干藻粉为原料制备得到 57g深蓝色的藻蓝蛋白固体粉末. 经过滤布过滤、 2Lm微滤、

0145Lm微滤、超滤和低温静置离心分离纯化步骤, 藻蓝蛋白纯度 (A 620 /A 280 ) 分别为: 0134, 0137,
0140, 1102和 1180. 纯度最终提高 5129倍. 其中, 超滤和低温静置离心是提高藻蓝蛋白纯度的两个
关键步骤. 经过低温静置后离心处理, 藻蓝蛋白纯度提升效果最为明显.

  图 1A是第一次超滤纯化时, 以 10L提取液为例, 藻蓝蛋白纯度 (A 620 /A 280 )、藻蓝蛋白含量和提

取液体积的变化情况. 超滤后, 藻蓝蛋白纯度从 0140上升到 0187, 含量从 113mg# m l
- 1
上升至 416

mg# m l- 1
, 提取液体积由 10L减少到 214L. 超滤对藻蓝蛋白纯化的效果十分明显.

  经过进一步加水持续超滤 10次后 (图 1B) , 藻蓝蛋白纯度有进一步的提升, 从 0187提升到 1102,
和第一次的超滤相比较提升效果不特别显著, 但藻蓝蛋白含量则从 416 mg# m l

- 1
大幅提高到 1515

mg# m l- 1
, 上升 314倍, 有利于藻蓝蛋白的真空干燥.

图 1 超滤纯化中藻蓝蛋白纯度、浓度和滤液体积的变化
▼藻蓝蛋白纯度; w藻蓝蛋白浓度; t 超滤液体积

Fig11 E ffects of u ltrafiltration on phycocyan in pur ification, concentration and so lution vo lum e

  将纯化得到的高度浓缩的藻蓝蛋白提取液 4e 静置 48h后有大量浅色沉淀形成. 通过测定离心前

后的 A 280和 A 620表明: 提取液中作为蛋白质吸收峰的 A 280从 11009下降到 01575 (稀释 25倍后测定

值 ) , 而纯度指标 A 620 /A 280从 1102提高到 1180, 提高 1176倍. 初步分析, 浅色沉淀为在高度浓缩的
条件下, 随温度降低而析出的杂蛋白, 可见低温静置后离心是简单而有效的纯化步骤.

  藻蓝蛋白提取的第一步是破碎藻细胞壁. 通常采用的方法是冻融法、超声破碎法等 [ 8 ]
, 研究中发

现, 超声破碎提取法获得的藻蓝蛋白提取液所含细胞碎片及杂蛋白较多, 后处理困难; 而冻融提取法

也存在提取时间较长, 细胞破碎效率低的缺点. 因此本研究采用直接抽提干燥后的藻粉的方法, 对在

干燥过程中细胞壁遭到破坏的藻细胞进行多次抽提, 可以高效地提取藻蓝蛋白, 同时避免了其它细胞

碎片的干扰.

  目前, 国内外大规模制备纯化藻蓝蛋白主要是利用盐析、凝胶过滤、吸附色谱及离子交换色谱以
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及其它更昂贵的方法, 将超滤应用于藻蓝蛋白纯化的文献较少. Re is等
[ 9]
在其纯化藻蓝蛋白中采用了

超滤处理, 超滤后的藻蓝蛋白纯度达到 110, H errear等 [ 4]
也使用超滤纯化方法, 但藻蓝蛋白纯度仅提

高到 0172. 而本研究中采用多步超滤结合低温静置离心的方法, 制备的藻蓝蛋白纯度达 1180.
212 藻蓝蛋白固体粉的毒性
  通过对滇池同期同一采样点的水华蓝藻样品的显微镜观察, 铜绿微囊藻的优势度在 90%以上.

经 HPLC方法检测
[ 10 ]
, 藻粉中微囊藻毒素总含量为 01818mg# g

- 1
, 包含 MC-RR和 MC-LR两种异构

体, 含量分别为 01720mg# g
- 1
和 01098 mg# g

- 1
. 而微囊藻毒素用常规净水工艺无法有效去除

[ 11]
,

因此有必要对藻蓝蛋白产品的生物安全性进行进一步的检测.

  根据小鼠急性毒性试验的结果, 通过累计三次灌胃总量相当于 5125g# kg
- 1
的藻蓝蛋白溶液, 1

周内未观察到动物中毒症状及死亡发生. 按急性毒性分级, 制备得到的藻蓝蛋白属实际无毒级; 同时

生物测试的结果进一步表明, 藻粉的 LD50为 0110 g# kg
- 1
, 而经过超滤纯化后得到的藻蓝蛋白的 LD50

> 3171 g# kg
- 1
, 毒性至少下降 9713%以上, 和 G ijsbertsen-Abraham se等

[ 12]
采用超滤、纳米过滤去除

藻毒素的实验结果大致相同.

  二次平行的 Ames实验结果均显示 (表 1) , 鼠伤寒沙门氏菌 TA97, TA98, TA100和 TA102 4个实

验菌株, 在加与不加体外代谢活化系统 S9时, 5个藻蓝蛋白剂量组的平均回变菌落数与平均自发回

变数的比值均小于 2; 样品组与阳性对照组相比有显著差异 ( P < 0101) . 同时, 不同剂量藻蓝蛋白组
回变菌落数, 在 TA97, TA 98, TA100和 TA 102组的活化与非活化条件下, 差异无统计学意义 (P >

0105) . 数据证明浓度不同并未带来毒理学上的不同影响, 无剂量-效应关系. 结果表明藻蓝蛋白制品
对鼠伤寒沙门氏菌无诱变活性, 无致突变作用. Ames实验结果阴性.

表 1 藻蓝蛋白 Am es实验结果

Tab le 1 Am es test results of phycocyan in

试样来源  剂量 /Lg
回变菌落数 /个# 皿 - 1

TA97- S9 TA97+ S9 TA98- S9 TA98+ S9 TA100- S9 TA100+ S9 TA102- S9 TA102+ S9

阴性对照 159 ? 916 159 ? 712 43 ? 216 42 ? 216 149 ? 215 163 ? 610 232 ? 216 234 ? 1117

157 ? 814 155 ? 615 45 ? 419 44 ? 211 158 ? 614 161 ? 712 238 ? 715 235 ? 612

自发回变 158 ? 916 159 ? 210 43 ? 216 45 ? 412 159 ? 811 162 ? 513 241 ? 310 232 ? 1210

155 ? 615 156 ? 417 41 ? 216 41 ? 211 163 ? 815 164 ? 517 235 ? 913 227 ? 1513

藻蓝蛋白 200 141 ? 110 142 ? 110 45 ? 215 43 ? 215 164 ? 312 163 ? 210 263 ? 115 263 ? 312

145 ? 115 145 ? 115 43 ? 415 46 ? 112 161 ? 210 162 ? 110 262 ? 415 264 ? 110

500 144 ? 110 145 ? 215 45 ? 115 44 ? 310 164 ? 215 163 ? 412 265 ? 216 265 ? 414

144 ? 211 144 ? 410 44 ? 410 46 ? 115 163 ? 115 163 ? 211 265 ? 211 263 ? 216

1000 145 ? 211 142 ? 712 47 ? 110 46 ? 110 164 ? 110 165 ? 210 262 ? 216 267 ? 312

145 ? 412 144 ? 115 42 ? 215 46 ? 211 163 ? 318 163 ? 311 265 ? 211 263 ? 216

2500 147 ? 210 143 ? 216 46 ? 115 45 ? 115 163 ? 210 163 ? 310 266 ? 211 265 ? 311

142 ? 115 146 ? 310 44 ? 410 47 ? 115 165 ? 211 164 ? 115 269 ? 115 267 ? 519

5000 146 ? 110 146 ? 115 46 ? 110 45 ? 115 165 ? 115 164 ? 110 267 ? 210 266 ? 311

147 ? 311 147 ? 513 44 ? 410 46 ? 419 164 ? 312 165 ? 412 268 ? 215 264 ? 315

阳性对照

N aN 3 215 ) ) ) 1517 ? 18115 ) ) )

) ) ) 1640 ? 6214 ) ) )

2-AF 1010 1093 ? 102 ) 1883 ? 7012 ) 1947 ? 6811 ) )

1103 ? 5619 ) 1887 ? 8018 ) 1950 ? 5219 ) )

敌克松 5010 2357 ? 165 ) 2153 ? 5511 ) ) ) 1020 ? 1010 )

2543 ? 146 ) 2230 ? 193 ) ) ) 1113 ? 8510 )

1, 8-二羟 5010 ) ) ) ) ) ) 1493 ? 7511

基蒽醌 ) ) ) ) ) ) 1527 ? 6111
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  小鼠急性毒性试验和 Ames试验结果表明, 纯化的藻蓝蛋白粉能初步通过食品安全性毒理学评价

程序的检验. 本研究获得的藻蓝蛋白安全无毒的原因有可能是采取多步超滤的结果. 由于微囊藻毒素

分子量在 1000左右, 远小于 10万, 且易溶于水, 能随水分透过中空纤维超滤柱排出. 因此, 通过持

续补充水分反复超滤, 微囊藻毒素会持续随水分排出, 其浓度将不断降低而达到较彻底的脱毒, 水分

补充的越多, 脱毒效果就越好. 利用水华蓝藻来分离藻蓝蛋白, 有必要进行持续加水超滤这一关键的

脱毒纯化步骤.

  根据文献, 国内外研究藻蓝蛋白纯化所采用的原料, 多以螺旋藻为主; 很少涉及到藻类来源及纯

化的藻蓝蛋白的毒性研究. 由于藻类在生长过程容易受到重金属、有机污染物的污染
[ 13, 14]

, 同时市

售的螺旋藻中可能混杂有产毒藻类, 且某些种类螺旋藻本身产毒
[ 15 ]
, 可能对人类健康产生潜在的危

害. 据此本研究对超滤纯化后藻蓝蛋白进行了小鼠急性毒性实验和 Ames试验的安全性评价, 结果发

现经过本研究工艺流程所获得的藻蓝蛋白是无毒安全的.

3 结论

  本研究采用抽提、微滤、超滤等方法, 从水华蓝藻干粉中获得了大量较高纯度的藻蓝蛋白

(A 620 /A 280 = 1102), 结合低温静置离心法进一步提高藻蓝蛋白纯度, 获得了高品质的藻蓝蛋白产品
(A 620 /A280 = 118) ; 从 1kg微囊藻藻粉中纯化得到 57g深蓝色的藻蓝蛋白, 纯度达 1180. 小鼠毒性试
验结果显示纯化的藻蓝蛋白为无毒级, LD 50大于 3171 g# kg

- 1
, 而藻粉的 LD50为 0110 g# kg

- 1
, 纯化

得到的藻蓝蛋白产品是安全的. Ames试验结果显示, 5个藻蓝蛋白剂量组的回变菌落数均未超过阴

性对照菌落数 2倍, 亦无剂量-效应关系, Ames实验结果阴性, 表明纯化的藻蓝蛋白是安全无毒的.
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STUDIES ON PURI FI CATION AND TOXICITY OF

PHYCOCYANIN FROM WATERBLOOM

FORM ING CYANOBACTERIA IN DIANCHI LAKE

SHEN Qiang
1   SHEN Yin-wu

2   LI U Yong-ding
2   LI U B i-feng1

( 1 Col lege of Life Science, H uazhong U n ivers ity of Science and T echnology, Wuh an, 430074, C h ina;

2 In stitu te ofH ydrob iology, Ch in ese Academ y of Sciences, Wuh an, 430072, C h ina)

ABSTRACT

  A h igh efficient purificat ionmethod had been deve loped to obtain h igh purity phycocyan in from the tox ic

cyanobacteria l bloom harvested from D ianch i lake, w hich included extract ion, colat ion, m icrof iltra tion, ultra-

filtration ( 100000MW cu-t o ff un it) , centrifuga lizat ion after cold preservation and vacuum drying1W ith th is

method, 57g h igh purity phycocyan in (A 620 /A 280 = 1180) was got from 1kg dry powder o fm icrocy stis1The
acute tox ic ity tests in m ice show ed the pur ified phycocyan in w as nontox ic and LD 50 of it w as g reater than 3171

g# kg
- 1

as determ ined in the m ice by intraperitoneal in ject ion, wh ile that o f dry pow der of cyanobacteria l

bloom was 0110 g# kg
- 11 Ames test resu lts a lso w ere negative, wh ich ind icated the product of phycocyan in

passed procedures for tox icological assessment of food1
  Keywords: cyanobacteria, D ianch i lake, phycocyan in, m icrocystin, u ltrafiltrat ion, tox icity.

第四届中国环博会将在上海新国际博览中心举办

  为配合上海世博会, 原定于 2010年 7月举办的第四届中国环博会 (双年展 )现提前至 2010年 5月

4日至 6日在上海新国际博览中心举办.

  本届中国环博会将和 5月 1日开幕的 2010年上海世博会同期开展, 令众多展商和观众能够在参

与环博会之外获得参与世博会的机会. /第四届中国环博会以环保解决方案为主线, 也十分切合 2010

年世博会的口号 ) ) ) 城市, 让生活更美好. 0 德国慕尼黑国际博览集团副总裁艾欧恒先生解释说.

  除了和世博会同期举办的优势外, 还有诸多因素令德国慕尼黑国际博览集团坚信本届中国环博会

将续写辉煌: 2008年第三届中国环博会吸引了来自 25个国家的 362家展商, 较 2006年增长达 27%,

以及来自 72个国家的 10500名观众, 较 2006年增长了近 10% .

  同时, 世界规模最大的国际环保科技博览会第 16届德国慕尼黑国际环博会 ( IFAT)由 3年一届改

为 2年一届, 将提前至 2010年 9月 13) 17日举办. 正是由于目前环境市场不断增长的势头以及行业

对 IFAT展会期待的加深, 使得慕尼黑国际博览集团做出了缩短展会周期的决定.

本刊讯


