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摘要    以基因重组别藻蓝蛋白三聚体为材料, 利用原子力显微镜观察到了单分子重组别藻蓝蛋白三聚体的纳米

级分辨率的三维图像(短轴约为1.5 nm, 长轴约为15 nm的盘状颗粒), 与通过透射电子显微镜和X射线晶体衍射得

到的天然APC三聚体的圆盘状结构的尺寸十分接近. 通过测量荧光发射光谱、吸光光谱和圆二色光谱, 对自组装

重组别藻蓝蛋白三聚体的正确组装进行了证实. 获得了较宽pH范围内的紫外光区(190~250 nm)和可见光区

(450~750 nm)圆二色谱数据, 通过紫外光区圆二色谱解析, 确定了螺旋是重组别藻蓝蛋白三聚体二级结构的主

要组成部分. 可见光区圆二色谱解析为别藻蓝蛋白三聚体中存在藻蓝胆素激子耦合对, 以及耦合体内以激子分裂

进行能量传递提供了证据. 本文结果进一步证实, 与天然别藻蓝蛋白三聚体相比较, 基因重组别藻蓝蛋白三聚体

有正确的能量传递功能. 
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太阳能是最丰富的可持续能源. 亿万年以来, 大

自然一直致力于开发和优化绿色植物、藻类、光合细

菌和蓝藻参与的光合作用. 经过亿万年的进化, 蓝藻

和红藻中的藻胆蛋白体系(即藻胆体)是两大主要的

太阳能捕获体系之一 . 藻胆体主要由核心部分和外

周部分组成, 其中核心部分包括核膜连接蛋白(Lcm), 

别藻蓝蛋白B(allophycocyanin-B, AP-B)及别藻蓝蛋

白(allophycocyanin, APC), 外周部分则包括藻蓝蛋白

(phycocyanin, PC)和藻红蛋白(phycoerythrin, PE)等[1]. 

APC三聚体作为藻胆体核的主要组成部分和能量传

递基本功能单元 , 在藻胆体能量传递过程中起到承

上启下的作用, 是高效的光子传递通路, 在藻类光合

作用中处于非常重要的位置. 虽然APC, PC, PE序列

之间只存在大约25%~30%的序列一致性 , 但是它们

的三维结构高度相似 , 但在自然条件下 , 相对于PC

和PE, APC的含量非常少. 来自于X射线晶体学研究

结果和电子显微镜观察获得的高分辨率图像 , 揭示

了4种来源于蓝藻的天然APC三聚体的结构细节 [2]. 

对Synechocystis sp. PCC 6803的电子显微镜直接观察

揭示了单个APC三聚体分子的结构细节 . 与之前所

观察到的其他种类蓝藻APC三聚体相似 , 此结构为

一个约12 nm长轴和3 nm短轴, 并且有一个约3 nm直

径中心孔的扁平盘状结构 [3]. 早期的实验表明 , 在

APC三聚体内部, 能量转移可能是以Förster能量共振

机制从作为供体的PCB84传递到作为受体的PCB84. 

但是 , 近年来原子尺度的高分辨率APC三聚体晶体
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结构分析表明 , 一些PCB色素对可能引起激子分裂

和激发离域现象; 而距离为34 Å以上的PCB色素对

之间可能会形成偶极-偶极相互作用. 因此, 短距离

的激子耦合理论和作用距离较长的Förster能量共振

传递理论两种非辐射能量传递理论 , 都被用来解释

APC内部的能量传递 [4,5]. 而皮秒级和飞秒级时间分

辨光谱以及结构生物学计算机模拟研究表明, APC三

聚体的的分子间存在激子 , 光子的能量在飞秒时间

尺度上, 以令人难以置信的效率, 在色基对之间多次

快速往返传递[6].  

2010年 , Liu等人 [7]将来源于 Synechocystis sp. 

PCC 6803的亚基、亚基的全长氨基酸、色基序列

和整个APC的生物合成途径转化到大肠杆菌中表达, 

获得了高度可溶、带有N末端组氨酸标签的基因重组

别藻蓝蛋白(recombinant allophycocyanin, rAPC)三聚

体 , 并通过荧光量子产率以及水解多肽的高效液相

色谱(high performance liquid chromatography, HPLC)

分析推测, 通过大肠杆菌表达得到的rAPC三聚体具

有与天然APC三聚体结构特性相似的藻胆蛋白高级

结构. 这是在大肠杆菌体内重组APC 和亚基并自

组装成具有天然APC结构特性和光谱学特性三聚体

的首次报道, 为进一步合成藻胆体迈出了关键一步, 

但是由于没有获得rAPC三聚体晶体, 未能对其结构

进行深入分析 . 2014年 , Peng等人 [8]报道了来源于

Synechocystis sp. PCC 6803的基因重组别藻蓝蛋白

B(AP-B)三聚体1.75 Å晶体结构. AP-B和APC都位于

藻胆体的核心部分, AP-B是藻胆体的能量终端发射

团之一, 将捕获的光能最终传递给光反应中心. AP-B

与APC结构和组成成分相似 , 唯一不同的是AP-B中

的亚基Apc A由其同源蛋白Apc D代替, 而Apc D结

合红移的PCB, 导致AP-B的吸收和荧光光谱较的红

移[9], 这为rAPC的结构解析提供了良好的基础.  

天然APC三聚体稳定的蛋白和色基结构及正确

折叠是其执行各种生物功能的基础 . 大量的前期研

究结果表明, 疏水相互作用力、二硫键及氢键对维持

蛋白质结构的稳定至关重要 , 而稳定的蛋白微环境

决定了色基的稳定和功能的正确. 圆二色谱(circular 

dichroism, CD)法可以研究不同条件下蛋白质二级结

构的变化 , 能够进一步探讨蛋白结构表面的氨基酸

在蛋白质结构稳定性中发挥的作用. 1984年Csatorday

等人[10]通过解叠合法得到天然APC三聚体的CD谱带

是包括两个正峰和两个负峰的组合谱带 , 与预期的

频谱激子分裂谱带相似, Csatorday推测中等强度的偶

极-偶极相互作用是造成复杂APC三聚体CD谱带的

原因. 1990年, Holzwarth等人[11]获得带有连接蛋白的

APC三聚体CD谱带, 其认为强耦合极限内的激子机

制与弱耦合极限内的偶极-偶极相互作用可能同时在

APC三聚体中存在 . 21世纪初 , Maccoll[3]和Eisele等

人[12]也通过CD谱等光谱数据建立了新的APC的能量

传递模型. 故CD光谱学的方法是研究rAPC三聚体结

构、亚基和色基之间关系、氨基酸残基与色基之间相

互作用以及能量传递途径的手段之一.  

自从1986年Binnig等人 [13]在扫描隧道显微镜的

基础上发明了原子力显微镜(atomic force microscopy, 

AFM), AFM提供了研究生物标本的新途径. 由于能

够提供吸附在基质表面的核酸 , 蛋白质单分子、脂

膜、2D蛋白质晶体和活细胞等生物系统的纳米级分

辨率三维图像 , 同时还可以观察空气中的干燥样品

或者在水溶液中进行操作 , 观察生理条件下的生物

样品 , AFM被广泛用于从活细胞到单个生物大分子

的种类繁多的生物标本研究[14~16]. 近年来, AFM也被

证明可以作为研究光合作用分子结构的良好技术 , 

利用AFM技术对紫细菌和高等植物的光合膜结构进

行的研究已有较多报道 [17], 但对藻类光合分子的研

究则较少. Liu等人[18]、Zhao等人[19]曾用AFM对紫球

藻Porphyridium cruentum的光合膜超分子结构进行

研究 , 表明AFM也可以为分析重组别藻蓝蛋白三聚

体的结构和功能提供显微镜观察证据.  

本文首先对吸附在云母片上的rAPC三聚体, 尤

其是单分子rAPC三聚体, 进行一系列AFM观测; 然

后再通过CD谱、荧光光谱和吸收光谱, 结合pH介导

的 rAPC三聚体二级结构动态构象改变和藻蓝胆素

(phycocyanobilin, PCB)色基的空间构象变化, 对其在

溶液中的柔性构象和光谱特性进行了研究 , 从多个

角度对rAPC三聚体的正确组装进行相互交叉验证 , 

同时得到关于rAPC三聚体的结构信息, 探讨了三聚

体装配过程中保守的酪氨酸(Tyr)残基与色基的相互

作用对rAPC三聚体吸收光谱的影响; 最后 , 通过分

析rAPC三聚体CD谱数据, 对其内部的能量传递途径

进行了探讨 , 为已报道的天然APC能量传递模型提

供进一步证据.  

1  材料与方法 

(ⅰ) rAPC三聚体的制备.  蓝藻别藻蓝蛋白三聚
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体在大肠杆菌体内的合成和组装、分离纯化方法参照

文献[7,20]. 首先将别藻蓝蛋白亚基脱辅基蛋白基

因与藻胆素生物合成酶基因ho1和pcyA克隆到一个表

达载体中; 其次将别藻蓝蛋白亚基脱辅基蛋白基因

与色基裂合酶基因cpcS和cpcU克隆到另一个载体上, 

将两个表达载体同时转化大肠杆菌, 筛选出同时表达

上述基因的工程菌. 取工程菌100 L接种于5 mL液体

LB培养基, 37℃震荡培养12 h, 然后转接于含200 mL

液体LB培养基的三角瓶, 37℃震荡培养4 h. 按照体

积比2%进行接种, 在5 L自动发酵罐中进行发酵. 将

所得发酵液离心 , 获得菌体沉淀 , 然后按照每升pH 

7.4磷酸缓冲液加入湿菌体80 g的比例将菌体重悬 , 

超声破碎细菌20 min, 15000×g 离心 , 收集上清液 , 

上样于Ni2+亲和色谱柱, 进行分离纯化, 所得的蓝色

流出液为即纯化后别藻蓝蛋白 . 利用灭菌后的超纯

水配制浓度为0.6, 0.8, 1.0和1.5 mol L1的蔗糖溶液, 

然后在12 mL容积薄壁开口管中制好蔗糖梯度, 用滴

管滴加1 mL收集的重组APC三聚体蛋白浓缩液; 4℃, 

190000×g, 离心19 h. 离心后所得rAPC条带, 用注射

器取出. 最后后加入pH 7.0的50 mmol L1磷酸钠缓

冲液, 经30 kD的Pall超滤离心管除去高浓度的蔗糖, 

获得蓝藻别藻蓝蛋白三聚体溶液.  

(ⅱ) rAPC三聚体单分子AFM表征.  在pH 7.0的
50 mmol L1磷酸钠缓冲液中, 调节重组APC三聚体

的浓度约为10 g mL1. 取2 L样品溶液均匀涂抹于

云母片表面使之铺展开, 吹氮气干燥. 云母片表面具

有原子级别的平整度, 可以作为制备样品的基底. 云

母片被固定在直径约为1 cm的圆形铁质底片上并置

于MultiMode Ⅷ型主系统和Nanoscope Ⅴ型控制器

(Veeco Metrology Group, 美国)样品台上, 使用美国

云母片和氮化硅探针 (Veeco Probes, 美国 ), 应用

ScanAsyst-air操作模式调节不同的放大倍数和分辨

率进行观察.  

(ⅲ) rAPC三聚体荧光光谱和吸收光谱性质测定.  

用LS55荧光分光光度计 (PerkinElmer, 美国 )在室温

下检测基因重组APC三聚体的荧光光谱 , 蛋白终浓

度为0.01 mg mL1, 光径1 cm; 采用TU-1900紫外-可

见分光光度计(北京普析通用仪器公司, 中国)检测吸收

光谱, 扫描范围400~750 nm, 蛋白终浓度为2 mg mL1, 

光径1 cm, 步长1 nm; 用J-180圆二色谱仪 (JASCO 

Corporation, 日本)检测CD光谱 , 光径0.1 cm; 使用

origin软件的Gauss公式对荧光发射峰和吸收光谱进

行了解叠.  

(ⅳ) pH变化与基因重组APC三聚体光谱变化的

相关性 .  采用0.1 mol L1的HCL或0.1 mol L1的

NaOH溶液调节0.2 mmol L1磷酸氢二钠缓冲液的pH, 

经HANNA PH211台式酸度计(HANNA, 意大利)检测, 

配制成不同pH的缓冲液. 将浓缩后的重组APC三聚体

用相应pH的缓冲液稀释至蛋白终浓度为0.2 mg mL1, 

涡旋混匀后放置10 min, 分别用于吸收光谱和CD谱

的测定.  

2  结果与分析 

2.1  rAPC三聚体的制备 

为了得到纯度更高的重组APC三聚体 , 经过金

属亲和色谱柱分离和超滤离心管脱盐处理后 , 采用

蔗糖密度梯度超速离心方法 , 去除未能分离的杂蛋

白和不能重新结合成三聚体的多余的或不是1:1成对

等比例的亚基. 如图1(a)所示, 经过超速离心后, 有

两条主要的蓝色条带 , 而在两条主带周围有浅蓝色

弥散带, 这有可能是解离的PCB色基. 在离心管上方

有一条颜色较浅的蓝色条带(带1), 位于0.6~0.8 mol L1

蔗糖梯度的交界处, 说明该条带的蛋白分子量较小, 

应为解离的重组APC亚基或单体 ; 颜色较深的蓝色

条带表明大部分蛋白分布于下方0.8~1.0 mol L1蔗糖

梯度交界面(带2), 说明该条带蛋白分子量较大 , 因

此应为重组APC三聚体的条带 . 针管取样并除去蔗

糖后, 扫描紫外-可见光吸收光谱(图1(b)). 上层样品

得到最高峰在615~620 nm的光谱谱图 , 与APC三聚

体的亚基, 亚基以及单体的谱图一致. 下层蛋白测

得典型的三聚体吸收光谱谱图 , A650:A620=0.79: 

0.587=1.346, 接近于高纯度天然APC三聚体1.3~1.5

的结果. 将带2的样品进行SDS-PAGE和考马斯亮蓝

染色(图1(c)). 泳道1中经过超速离心进一步纯化的三

聚体样品没有了其他杂蛋白条带 , 可以确定得到了

高纯度重组APC三聚体.  

2.2  rAPC三聚体单分子AFM表征 

通过AFM表征了云母片基底上的rAPC三聚体样

品, 得到了1 mm×1 mm, 500 nm×500 nm, 200 nm× 

200 nm 3个扫描面积内不同分辨率的图像以及检测

数据, 分别如图2(a)和(d)、图2(b)和(e)、图2(c)和(f)

所示.  
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图 1  (网络版彩色)rAPC三聚体密度梯度超速离心后的分层图(a)、上层和下层蛋白吸光光谱(b)和下层蛋白电泳图(c) 

Figure 1  (Color online) Layered density gradient centrifugation of recombinant APC trimer (a), absorbance spectrum of up layer and low layer (b), 
and electrophoresis images of the low layer protein (c)  

 

图 2  (网络版彩色)扫描面积为 1 μm×1 μm ((a) and (d)), 500 nm×500 nm ((b) and (e)), 200 nm×200 nm ((c) and (f))的Height图和数据分析图 

Figure 2  (Color online) Height image on an area and analysis of 1 μm×1 μm ((a) and (d)), 500 nm×500 nm ((b) and (e)), 200 nm×200 nm ((c) and (f)) 

在图2(a)中可以看到有大片分散的小颗粒存在, 

局部蛋白有一些轻微凝聚 , 这在AFM表征单分子蛋

白的实验中是经常出现的现象 [21]. 这一现象由两种

可能的原因造成 , 其一是由于蛋白不均匀分散造成
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局部浓度过大, 进而导致局部聚集无法完全分散开; 

另外一个原因可能是分子间的相互作用 , 导致了蛋

白分子间的聚集现象. 本文选取其中的3个颗粒进行

三维尺寸测量, 数据分析所得结果见图2(d). 所选取

的0, 1, 2 3个不同点距离云母片基底的高度约为1.5 nm; 

直径分别为0.016, 0.016和0.018 m. 与已有报道的

通过透射电子显微镜和X射线晶体衍射观测到的圆

盘状结构APC三聚体尺寸相似 [2,4], 只是颗粒高度低

于3 nm, 而直径大于12 nm.  

本课题组又对同样的3个点在500 nm×500 nm扫

描面积上进行了更精细的测量 , 如图2(b)和(e)所示 . 

图2(b)可以更加清晰地看到存在单个小颗粒. 选取其

中3个颗粒进行三维尺寸测量, 数据分析所得结果见

图2(e). 所选取的0, 1, 2 3个点距离云母片基底的高

度 也 是 约 为 1.5 nm; 它 们 的 直 径 分 别 为 14.021, 

15.044和16.311 nm. 得到与上述实验相似的结果.  

最终选取了上述0和1两个APC三聚体的颗粒进行

了200 nm×200 nm扫描面积的更精细测量(图2(c)和

(f)). 图2(f)表明, 所选取的0和1两个个颗粒距离云母片

基底高度也是约为1.5 nm; 它们的直径分别为15.334

和16.400 nm. 同样获得了上述实验相似的结果.  

以上一系列AFM观测所得到的单颗粒三维尺寸

与天然APC三聚体在结晶状态下的晶体解析结果和

经过负染色后电子显微镜观察到的结果基本一致 , 

特别是最重要的颗粒直径尺寸数据相差并不显著 . 

除了单颗粒三维尺寸基本一致 , 结合圆盘状的三维

形态 , 观测到的2个颗粒应该是单分子rAPC三聚体; 

氮气吹干后rAPC三聚体失水或者吸附在云母片上形

态的变化可能是导致颗粒三维尺寸上存在细微差别

的原因.  

2.3  rAPC三聚体的吸收光谱和荧光光谱 

吸收光谱和荧光光谱能够反映rAPC三聚体内部

能量传递的特性. 首先对rAPC三聚体的吸收光谱进

行检测, 然后采用300~700 nm 进行连续激发, 测量

665 nm处的荧光发射值 , 获得荧光激发光谱; 随后

采用600 nm激发波长进行激发, 获得荧光发射光谱. 

图3的吸收光谱表明, rAPC具有620和650 nm两个吸

收峰; 发射光谱表明, rAPC在660 nm处有最大荧光

发射峰 , 同时在640 nm处有一个肩峰; 激发光谱表

明rAPC在620和650 nm处有峰值, 这与天然APC三聚

体对应的谱图特性相吻合[22,23].  

rAPC三聚体的荧光发射光谱与吸收光谱相比, 肩

峰位置由620 nm红移至640 nm, 最高峰位置由650 nm

红移至660 nm, 分别红移了10~20 nm. 这是由于激

发可以使PCB色基处于较高的激发态能级 , 但是荧

光发射是源自最低的电子激发态向基态的跃迁 , 导

致了吸收光谱到荧光光谱峰位的红移 , 这是藻胆蛋

白能量传递功能的基础 , 与天然藻胆蛋白的相关研

究结果也是相符的[24].  

 

图 3  (网络版彩色)重组APC三聚体的吸收光谱和荧光发射光谱 

Figure 3  (Color online) Absorbance spectrum and fluorescence emission spectrum of the rAPC trimer 
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2.4  pH为7时rAPC三聚体的圆二色谱 

在190~250 nm的远紫外光区肽链是主要生色基

团, 反映肽键的圆二色性, 蛋白质主链构象信息包含

在这一波长范围的CD谱中. 因为蛋白质或多肽不同

的二级结构而产生位置、吸收强弱都不同的一系列独

特CD谱带能够给出蛋白质或多肽链二级结构的详细

信息. 与小于208 nm波长的区域相比, 208~240 nm作

为被选择区域, 螺旋、折叠、无规卷曲3种基本结

构CD谱对非发色团侧链和溶剂的变化似乎不太敏

感, 另外发色团在这一地区的影响也较小 [24,25]. 螺
旋结构主导的CD谱表现出位于209和222 nm处的两

个负峰, 并且由一个215 nm处的明显缺口分开, 同时

在192 nm处有一个正峰; 折叠结构主导的CD谱表现

出在216 nm有一个负峰, 在185~200 nm处有一个正

峰的CD谱带[26,27].  

如图4(a)所示, 在pH 7条件下, rAPC的紫外光区

CD谱具有209和222 nm两个负峰, 以及215 nm处的

一个明显缺口清晰可辨 . 这是螺旋占主导的典型

CD谱图, 计算得到的rAPC三聚体二级结构的含量分

别为72.0%的螺旋、0.0%的折叠、0.0%的转角、

28.0%的无规则卷曲, RMS:为8.205. 目前通过X射线

晶体衍射得到的结构表明, APC亚基由9个螺旋(x-y- 

a-b-e-f-f’-g-h)通过不规则的卷曲结构连接; 其中7个

螺旋(x-y-a-b-e-f-f’-g-h)组成与球蛋白家族其他成员

相似的羧基末端球状结构域, 成为中心结构; 位于N

末端的两个反平行短螺旋(x和y), 延伸出球状结构

域之外作为单体和更高级结构组装的接触面[5,28]. 紫

外光区CD谱结果与目前通过X射线晶体衍射得到的

结果高度吻合.  

在波长大于450 nm的可见光区域, 对CD谱的主

要贡献来自生色团, 可见光区CD谱图反映的是色基

处于特定空间构象的吸收光谱. CD谱能够很好地检

测发色团吸收光谱中相互重叠的部分 , 同时能够灵

敏反映APC三聚体的聚集状态. 目前已有报道中, 通

过解叠法得到的APC三聚体可见光区CD谱是包括两

个正峰(625, 658 nm)和两个负峰(589, 645 nm)的组合

谱带, 体现了APC三聚体CD谱的复杂性[10,29].  

如图4(b)所示, 在pH 7条件下, rAPC三聚体的可

见光区CD谱尽管存在较强的背景噪音, 但是清晰显

示了3个明显的峰位: 约660 nm处正峰、620 nm处的

正峰和645 nm处的负峰. 与天然APC三聚体特征峰位

中的658 nm正峰、625 nm正峰和643 nm负峰位置基本

相同, 而且645 nm处的负峰非常明显. 在约650 nm处

是正负峰的交点, 与重组APC三聚体吸收光谱的最大

吸收峰位于同一个波长处. rAPC三聚体可见光区CD

谱反映了其高级结构与天然APC三聚体基本相同.  

 

图 4  pH为 7 条件下的rAPC三聚体紫外区(a)和可见光区(b) CD谱 

Figure 4  CD spectrum of the rAPC trimer on UV range (a) and visible range (b) at pH 7 
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2.5  pH变化与rAPC三聚体紫外区CD谱变化的相

关性 

在190~250 nm的远紫外CD谱带能够表征蛋白质

二级结构的变化. 用不同pH的缓冲液处理rAPC三聚

体, 检测其CD谱, 将得到pH变化对二级结构影响的

信息.  

图5为pH 2~12条件下的CD谱, 虽然195 nm处的

正峰在pH为2~3, 10~12的条件下非常明显 , 但是在

pH为4~9的条件下, 却严重的红移到200 nm处并且峰

值很低 . 这是因为 , 紫外光区较可见光区灵敏度高, 

检测上限较低, 在做全光谱CD谱扫描时, 为了保证

可见光区能够检出, 检测样本的蛋白浓度较高, 导致

紫外光区的检测被干扰, 不能正确显示195 nm处的

正峰 . 此外 , 试验中紫外光区的监测电压数值升高 , 

也证实了以上的推测 . 在此以两个能够清晰分辨的

209和222 nm处的两个负峰作为检验点, 定性说明pH 

2~12范围变化的溶液对rAPC三聚体聚集状态的影响.  

由图5可知, 从中性pH开始, 向极酸和极碱变化

所引起的紫外光区CD谱的变化很相似. 209和222 nm

处两个负峰的绝对值不断减小, 表明螺旋的含量开

始减少. 在pH从7向2变化过程中, 当pH从7到4变化

时, CD谱的变化并不明显, 表明rAPC的二级结构还 

是比较稳定的, 即使rAPC三聚体结构已经开始解聚, 

但是两种亚基结构没有解体 , 螺旋的量变化不大 . 

pH从4到3再从3到2的过程中 , 变化显著 , 表明在较

低的pH条件下, rAPC三聚体的螺旋开始减少. pH从

7向12变化过程中, 与酸性条件下相比, CD谱的变化

缓慢而持续; 但是pH从9~10改变的过程中CD谱发生

了突然变化 , 表明rAPC三聚体的螺旋随pH的增加

而不断减少.  

因此紫外光区CD谱结果表明, rAPC三聚体主要

由　螺旋结构构成 , 组氨酸标签对其二级结构的组

装影响不大, 在二级结构这一层面上能够正确组装. 

并且在4~9的pH范围内重组APC三聚体以螺旋为主

的二级结构能够保持相对稳定 , 但是相对于酸性溶

液, 碱性溶液对rAPC三聚体有较强的破坏作用.  

2.6  pH变化与rAPC三聚体可见光区CD谱变化的

相关性 

可见光区CD谱能够精确地反映色基分子的不对

称性或者空间构象的不对称性, 可以通过不同pH条

件下的动态CD谱和吸收光谱, 来研究rAPC三聚体的

高级构象, 加深对其结构、组装和功能的理解.  

在pH 2~12的变化范围内, 对rAPC三聚体的可见 

 

图 5  (网络版彩色)pH 2~12 对rAPC三聚体紫外光区CD谱的影响. (a) pH 2~7; (b) pH 7~12 

Figure 5  (Color online) Influences of CD spectrum of the rAPC trimer at pH 2–12. (a) pH 2–7; (b) pH 7–12 
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光区CD谱和吸收光谱进行检测(图6). 以较强背景噪

音干扰下, 能够清晰分辨的660 nm正峰和645 nm负峰

作为检验点, 随着pH从7向2或12变化, CD谱在660 nm

正峰值逐渐减小 , 而645 nm处负峰值逐渐趋近于0. 

与图5中pH变化引起的紫外光区CD谱变化很相似 : 

pH从4到3再从3到2的过程中, 660 nm正峰有2个较大

的突然变化; 而pH从9到10, 从10到11, 再从11到12

的过程中, 660 nm正峰有3个较大的突然变化. 而CD

谱对应的吸收光谱也表现出了相同变化规律 . 这表

明在4~9的pH范围内rAPC能够保持三聚体的聚集状

态 , 但是相对于酸性溶液 , 碱性溶液对rAPC三聚体

有较强的破坏作用 . 据报道 , APC单体的CD光谱只

显示阳性谱峰, 并且在rAPC三聚体不断解聚为单体

的过程中643 nm处的负峰逐渐减小, 当完全解聚为

单体后643 nm处的负峰完全消失 [29]. 因此在pH为2

的极酸和pH为12的极碱条件下, rAPC三聚体几乎完

全 解 聚 , 与 天 然 APC 解 聚 对 应 的 CD 谱 变 化 相

似 [3,22,29]. 相对于APC三聚体解叠得到的包含两个正

峰和两个负峰的谱图, 随着643 nm处负峰的消失, 单

体CD光谱将解叠得到两个正带, 这个结果在一定程

度上表明单体中没有任何强于Förster共振能量转移

所需的色基之间相互作用 , 即单体之间不存在短距

离的激子耦合能量传递过程; 这是发色团相距足够

远, 不存在rAPC三聚体聚合状态下的间距小于20 Å

的两个单体(单体1的PCB84和单体2的PCB84)形成

的色基对所对应的预期结果[3,10]. 同时这一结果也从

能量传递方式, 也是功能正确的角度佐证了rAPC三

聚体组装的正确性.  

3  讨论 

3.1  rAPC三聚体荧光和吸收光谱分析 

蓝藻Synechocystis sp. PCC 6803藻胆体内的能量

传递是沿着PC→APC的方向, 最终在APC三聚体组

成的藻胆体核心通过连接的末端能量受体传递到反

应中心叶绿素 .  在藻胆体内藻胆蛋白的吸收峰从  

 

图 6  pH 2~12 对rAPC三聚体可见光区吸收光谱((a)和(c))和CD((b)和(d))的影响 

Figure 6  Influences of absorbance spectrum ((a) and (c)) and CD spectrum ((b) and (d)) of the rAPC trimer on visible range at pH 2–12 



 
 
 

 

  1707 

论 文 

617 nm增加到670 nm, 通过这种最大吸收峰波长逐

级红移来与上一级藻胆蛋白的荧光发射谱实现重叠, 

每一种藻胆蛋白都能够吸收来自上一级的能量 , 从

而完成光子能量的传递[3,23,30~33]. 

在APC三聚体中, 和亚基自组装成一个APC单

体(), 每个APC单体两个亚基的Cys84位点都共价

结合一个PCB色基; 3个单体()自组装为APC三聚

体()3. 由于激发光光子传递到 PCB84或 PCB84

色基的能量不能向下游受体传递 , 色基中的电子从

激发态跃迁回基态而产生发射荧光并释放能量 . 色

基的量子态能级差决定了荧光发射光子的频率 , 而

色基的量子态具有很强的特异性 , 这就决定了其荧

光发射也同样具有很强的特异性. X射线晶体衍射数

据解析表明 , APC三聚体中 3个相同亚基上的 

PCB84色基自身分子构象相同, 所处的蛋白微环境相

似, 靠近三聚体的中央腔; 而3个相同亚基上的3个

 PCB84色基自身分子构象也相同, 所处的蛋白微环

境也相似 , 但是接近三聚体的外周 [3,4]. 在APC单体

中, PCB有614 nm处的最大吸收, 荧光发射峰在640 nm

左右; 但在三聚体中 , 则显示在650 nm处的一个最

大吸收峰和620 nm左右处的一个肩峰, 最大荧光发

射波长为660 nm左右[3,7,34].  

图3中, rAPC三聚体可见光区扫描激发所得到的

两个荧光发射峰与吸收光谱中的肩峰和最大吸收峰

的波长吻合. 这是由于与其他激发波长相比, 620和

650 nm的两个激发波长, 对应吸收光谱中肩峰和最

大吸收峰 , 在这两个波长下重组APC三聚体能够吸

收相对高的能量 , 所以当吸收的能量释放时能够得

到较高荧光发射峰 . 这两个光谱曲线最大峰值的符

合进一步说明了重组APC三聚体能够正确完成能量

传递的功能. 在吸收光谱中650 nm处的吸收要高于

620 nm处的吸收, 而在荧光发射光谱中650 nm处的

峰值却低于620 nm处的峰值. 这可能是由两个原因

造成: (ⅰ) 因为荧光强度与激发光的波长有关, 650 nm

波长激发的荧光强度低于620 nm波长激发时的荧光

强度. (ⅱ) 620 nm波长激发时, rAPC三聚体中由于微

环境导致构象改变的两个不同最大吸收峰的色基 

PCB84,  PCB84都能够吸收激发光子, 再进行能量传

递最终释放荧光; 而650 nm波长激发时, rAPC三聚

体中 PCB84,  PCB84中只有一个色基能够吸收激发

光子, 再进行能量传递最终释放荧光, 因吸收的能量

比620 nm波长激发时少, 从而释放时得到较低荧光

发射强度. 之前关于天然APC的报道普遍认为, APC

单体中的一个PCB色基(有可能为 PCB84)由于与三

聚体结构中的脱辅基蛋白相互作用而改变 , 导致其

构象或所处环境改变, 产生了650 nm的最大吸收峰, 

而另外的 PCB84色基保留了其在单体中的原有构象

产生了620 nm的肩峰 , 从而形成了天然APC三聚体

的吸光光谱. 应该是同样的原因造成了rAPC三聚体

荧光发射光谱中650 nm处的峰值低于620 nm处的峰

值这一结果 [22,23]. 而在紫外光区310~400 nm区间的

扫描激发, 所得到的荧光发射强度较弱. 这部分由紫

外区的光子激发并能够在可见光区检测到的较弱荧

光发射 , 有可能是构成APC三聚体的芳香族氨基酸

吸收了紫外区的激发光 , 然后将能量传递到了PCB

色基 , 然后由色基在可见光区发出荧光 . 这与苏海

楠 [22]曾提出的藻胆蛋白中可能存在芳香族氨基酸向

藻胆色素的能量传递途径—通过藻胆蛋白和亚
基中含有的大量芳香族氨基酸的芳香环与临近PCB

色基的紧密联系 , 使芳香族氨基酸可以直接向藻蓝

胆素传递能量; 藻蓝胆素能够接收被激发的芳香族

氨基酸传递来能量, 并且在可见光区发射出荧光[23].  

rAPC三聚体与天然APC三聚体所测得的光谱谱

图相似, 表明两者有相似的荧光光谱特性. 荧光光谱

反映的是藻胆蛋白内部能量转移的能力 , 以及可以

用来识别分子的强特异性的色基分子量子态 . 相似

的荧光性质表明 , 重组APC三聚体能够正确完成能

量传递功能, 由于结构对功能的决定作用, 这一结果

能够反向证明色基组装正确 , 并且色基所处的是相

似蛋白微环境; 同时表明rAPC三聚体与天然APC三

聚体的量子态结构几乎相同 . 进一步证明了重组

APC三聚体高级结构组装的正确性.  

从单体组装成三聚体的结构转变中 , 吸收光谱

的变化可能是由于单体中的一个PCB, 有可能为 

PCB84, 与三聚体结构中的脱辅基蛋白相互作用, 导

致其构象或蛋白微环境改变, 产生了红移到650 nm

的最大吸收峰; 而 PCB84保留了其在单体中的原有

构象产生了620 nm附近的肩峰[23]. 使用origin软件的

Gauss公式对图3中的吸收光谱和荧光发射光谱进行

解叠(图7). 图7(a)表明, rAPC三聚体的吸收光谱解叠

后得到两个峰: 一个是在吸收光谱的肩峰处, 最大峰

位在616 nm; 另外一个在吸收光谱的最大峰值处 , 

最大峰位在652 nm处; Gauss解叠得到的R2为0.98814, 

解叠结果与吸收光谱曲线很好地吻合. 
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图 7  (网络版彩色)重组APC三聚体吸收光谱(a)和荧光发射光谱(b)解叠结果 

Figure 7  (Color online) Deconvolution of absorbance spectrum (a) and fluorescence emission spectrum (b) of the rAPC trimer 

当采用600 nm波长激发光 , 激发重组APC三聚

体产生的荧光发射图谱解叠结果见图7(b). 600 nm波

长激发得到的图谱进行峰形解叠后得到两个峰: (ⅰ) 

在荧光发射图谱的肩峰处, 最大峰位在636 nm; (ⅱ) 

在荧光发射图谱的最大峰值处, 最大峰位在661 nm; 

Gauss解叠得到的R2为0.99328, 解叠结果与荧光发射

光谱曲线能够很好地吻合. 在已发表的论文中, 苏海

楠对天然APC三聚体荧光发射光谱的解叠得到了两

个峰值分别位于640和660 nm的光谱组分; 且认为这

两种自身构象不同的PCB形成了两个不同荧光发射

源, PCB84发射出了单体的640 nm荧光, 而构象改变

的PCB84发射出了红移到660 nm的荧光. 图7(b)所显

示的 rAPC三聚体的荧光发射光谱解叠结果与之   

相似[22].  

由于电子激发态和电子基态有相似的振动能级

分布, 基态与激发态之间的跃迁概率很相近, 荧光发

射光强又与跃迁概率成正比 , 因此吸收光谱与荧光

光谱形成左右对称 , 推测APC单体和三聚体的荧光

发射光谱差异也应该是相似原因造成的 . 苏海楠对

螺旋藻天然APC三聚体晶体结构数据的分析和荧光

发射光谱的解叠结果表明,  PCB84周围有3个距离较

近的Tyr, 其中有两个相距4 Å以内,  PCB84的4个吡

咯环大致处于同一平面;  PCB84周围有4个距离较近

的Tyr, 全部相距4 Å以内, 并且与单体所不同的是 

PCB84的4个吡咯环并不处于同一平面, 其中D吡咯环

有一个明显的空间扭转 . 荧光发射光谱的解叠得到

了2个峰值分别位于640和660 nm的光谱组分. 这两

种自身构象不同的PCB形成了两个不同荧光发射源, 
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 PCB84发射出了单体的640 nm荧光, 而构象改变的

 PCB84发射出了红移到660 nm的荧光[22]. 目前对于

APC的光谱理论模型研究表明 , 色基的吸收光谱和

荧光光谱主峰来自于4个吡咯环的电子激发. PCB色

基被质子化后色素分子中单双键区分更不明显 , 表

现出明显的离域效应 , 或是处于更延展的构象形式

使得PCB共轭吡咯环上-性质的电子激发态能量

降低 , 从而导致吸收光谱和激发光谱最大吸收峰位

发生红移 [35,36]. 再结合天然APC三聚体晶体结构中 , 

 PCB84周围有4个距离较近的Tyr且全部相距4 Å以

内 . 可能是形成APC三聚体后 , 其中一个Tyr羧基上

原本与氧原子成键的质子转移到了 PCB84吡咯环的

氮原子上 , 使这个Tyr与 PCB84形成氢键 , 导致 

PCB84的质子化和D吡咯环的一个明显扭转. 当然也

可能存在其他PCB与周围蛋白质环境的长程或短程

相互作用, 但氢键的形成应该是一个主要原因, 然而

具体是哪一个Tyr与 PCB84相互作用还不是很清楚. 

然而这种扭转会减小色基体系的共轭性导致最大吸

收峰蓝移 , 但是在色基内部不同的电子离域程度和

单双键的综合影响下, 最终相比于APC单体, APC三

聚体的吸光光谱和荧光发射光谱的最大峰出现了明

显的红移. 结合以上证据再联系APC三聚体中的3个

 PCB84色基靠近三聚体中央腔; 而3个 PCB84色基

接近三聚体外周,  PCB84色基构象变化造成的最大

吸收峰红移正好可以使能量流从 PCB84传递到 

PCB84, 从而形成从圆盘最外侧向内侧中心的高效能

量收集器 . 这与APC三聚体所应具有的能量单向传

递功能是完全一致的.  

3.2  rAPC三聚体CD光谱分析 

当两个或两个以上发色团相互靠近且产生相互

作用时 , 发色团吸收的能量会转变为高能态和低能

态两种状态, 在CD谱中常表现为相邻的正峰和负峰. 

在正负峰相交处有很大的可能存在色基对 , 因此根

据此实验的结果可知在约650 nm处很可能存在PCB

色基对 . 原子尺度的高分辨率APC三聚体晶体结构

数据分析表明了一些可能PCB色基对的存在 , 例如 , 

两个相邻单体1上的 PCB84和单体2上的 PCB84之

间的距离小于20 Å; 两个相邻单体1的 PCB84和单

体2的 PCB84; 两个相邻单体2的 PCB84和单体2的

 PCB84为相距34 Å以上的PCB色素对[3~5,31]. 相距小

于20 Å的PCB色基对 , 在强耦合极限内发生相互作

用, 这可能引起激子分裂和激发离域现象, 使得光子

的激发能在色基对之间多次往返传递形成准平衡分

布; 所得到的CD谱将分成高能带和低能带, 两个CD

谱峰中的一个是负峰, 另外一个是正峰[6,37,38].  

图8表明 , 在可见光区间扫描激发的Em 665曲

线, 在约650 nm激发波长处得到的强荧光发射峰, 因

为在rAPC三聚体溶液这一孤立体系中发射荧光是激

发能的最主要消耗途径, 这正好与rAPC三聚体的吸

收光谱中的最大吸收峰的值吻合; 同时在pH为7的可

见光区CD谱中650 nm这个波长处正好对应660 nm正

峰和645 nm负峰形成的正负峰相交点上. 根据CD谱

的测定原理, 当存在正、负峰相交时就很可能存在色

基对 , 结合重组APC三聚体吸收光谱中650 nm处的

尖锐吸收峰符合一些激子分裂谱带的特征这一证据, 

推测在660 nm处的正峰和645 nm处的负峰应该对应

间距小于20 Å的两个PCB(单体1的 PCB84和单体2

的 PCB84)形成的色基对 . 重组APC三聚体CD谱与

晶体解析数据相符, 并且重组三聚体被正确组装, 各

个色基处于与天然三聚体相似的位置 . 之前有文献

报道, APC三聚体吸收光谱中650 nm处的吸收峰很尖

锐, 符合一些激子分裂谱带的特征, 可能是由于激子

分裂产生的[3].  

3.3  pH变化与rAPC三聚体可见光区CD谱变化的

相关性 

组装成APC三聚体后, PCB色基分别位于不同亚

基上, 为了保证能量传递功能的实现, 亚基除了要具

备正确的二级结构 , 蛋白三级和四级结构的正确性

也是必不可少的 . 当PCB色基所处蛋白质微环境发

生变化时, 相同色基产生的吸收谱峰也不同, 因此吸

收光谱的变化可以直接反映亚基二、三级空间结构状

态和色基所处的蛋白质内环境变化; 加之CD谱对于

色基空间构象的高敏感性, 因此改变环境条件, 综合

观测重组APC三聚体可见光区的吸收光谱和CD谱的

变化, 可给出大量与结构和功能相关的信息. 在此对

不同pH下吸收光谱中的A650, A620和CD谱中的660 nm

正峰和645 nm负峰进行综合分析, 得出pH诱导的重

组APC三聚体构象与功能变化可分为3个不同的区段

(图9). 

(ⅰ) 较稳定区 .  在pH 4~7区间变化时 , 重组

APC三聚体的吸收光谱峰值和可见光区CD光谱峰值

都比较稳定, 相同pH下A650的值大于A620, 表明蛋白 
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图 8  (网络版彩色)rAPC三聚体的可见光区CD谱、吸收光谱和荧光发射光谱 

Figure 8  (Color online) CD spectrum on visible range, absorbance spectrum and fluorescence emission spectrum of the rAPC trimer 

 

图 9  pH在 2~12 范围内重组APC三聚体的吸收光谱(a)和CD(b)光谱的变化 

Figure 9  Differences of absorbance spectrum (a) and CD spectrum (b) of the recombinant APC trimer at pH 2–12 

和色基的构象及功能在此区域都保持正常. 

(ⅱ) 次级稳定区.  在pH 7~9区间变化时, 吸收

光谱峰值缓步下降 , 虽然相同pH下A650的值依然大

于A620, 但逐渐趋近并最终相交; 可见光区CD谱峰值

的绝对值也在缓步下降; 说明虽然蛋白和色基的构

象及功能在缓慢改变, 但是还能够基本上保持稳定, 

局部区域构象变化或者色素基团间的空间距离、方向

等可能发生了较小变化.  

(ⅲ) 不稳定区.  pH在2~4区间和9~12区间变化

时, 吸收光谱峰值和可见光区CD光谱峰值强度都呈

快速下降或不规则变化, 尤其是pH在9~12区间变化

时相同pH下A620值大于A650, 表明蛋白和色基的构象

及功能在此区域处于快速崩溃期 , 重组APC三聚体

完全解聚[29].  

重组APC三聚体在很宽的pH范围内均能够保持

构象的稳定性 , 且表现出与天然APC三聚体相似的

动态变化特征 [22]. 由于构象稳定性与功能稳定性是

一致的 , 这表明重组APC三聚体与天然APC三聚体

有相似的色基空间状态. 同时动态变化特征形似, 说

明两者在空间结构的关键连接区域 , 即为应对环境
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改变 , 产生柔性构象变化从而维护其进行正确能量

传递的区域(一般为非螺旋的二级结构区)是相似的. 

这进一步证明了重组APC三聚体在蛋白质三级或四

级的高级结构层次和色基的空间状态上与天然APC

三聚体相似, 是正确组装的. 

4  结论 

本文利用原子力显微镜成功观察到了单分子重

组APC三聚体颗粒. 通过分析CD谱, 荧光发射光谱和

吸收光谱数据, 从蛋白质二级结构, 三级和四级空间

结构状态, 色基空间状态, 关键的柔性连接区域, 以

及能量传递路径等方面, 从正确结构完成正确功能出

发, 多层次多角度相互交叉验证了rAPC三聚体的正

确组装. 同时结合光谱数据, 为rAPC三聚体中存在产

生激子分裂的PCB色基对, 并且在其内部存在短距离

激子耦合能量传递过程提供了一定的实验证据.  
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1 Yantai Institute of Coastal Zone Research, Chinese Academy of Sciences, Yantai 264003, China;  
2 School of Agriculture, Ludong University, Yantai 264025, China;  
3 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 
† Equally contributed to this work 
* Corresponding author, E-mail: cpra_yic@sina.com 

Nature has been developing and optimizing photosynthesis billions years, including green plants, algae, photosynthetic 
bacteria and cyanobacteria. Phycobiliproteins system, as the phycobilisomes, in cyanobacteria and red algae is the one of 
two major light-harvesting systems, after evolution in billions years. Allophycocyanin (APC) trimer is a primary 
composition of phycobilisomes core for efficient lower-energy photons funneling pathway. In 2009, Liu et al. have firstly 
assembled the highly soluble self-assembled recombinant APC trimer with N-terminus polyhistidine, which the entire 
biosynthesis pathway of APC trimer was reconstituted in Escherichia coli strain with the full-length genes of apoprotein 
 subunit and  subunit from Synechocystis sp. PCC 6803. The recombinant APC trimer was used to be the subject in 
this research. An optimum protocol with immobilized metal-ion affinity chromatography with chelating transition metal 
ion (Ni2+) was used to purify the recombinant protein. Then, the second purification was performed to obtain APC trimer 
with a higher purity (A650/A620=1.346), using density gradient centrifugation. Single molecules of recombinant APC 
trimers were investigated with atomic force microscopy. Three-dimensional images with resolution at nanoscale 
indicated that the recombinant allophycocyanin trimers were approximately 1.5 nm in short axis, and 15 nm in long axis, 
which were in accordance with the sizes of natural allophycocyanin trimer measured by transmission electron 
microscopy or X-ray crystallography. Moreover, the correct conformation of recombinant allophycocyanin trimer was 
confirmed by fluorescence spectra (studied energy transfer ability), absorption spectra (studied the light-harvesting 
ability), and circular dichroism (CD) spectra (studied changes of secondary structure and aggregation state). The CD 
spectra of recombinant allophycocyanin induced by a wide range of pH were analyzed both at wavelengths in ultraviolet 
range (190–250 nm) and visible range (450–750 nm). The -helices were the dominant secondary structure in 
recombinant allophycocyanin trimer by analysis of CD spectra in ultraviolet range, while the analysis of CD spectra in 
visible range suggested the existence of exciton-coupled pairs of phycocyanobilins, in which the energy transfer was 
mainly in the form of exciton splitting. By studying its spectra property variations in response to pH changes, we found 
that recombinant APC trimer showed good absorbance and fluorescence stability at varying pH. The conformation of 
chromophores in recombinant APC trimer was relatively stable, between the range of pH 4–9, which was revealed by the 
stable absorption and fluorescence spectra properties of recombinant APC trimer. The trimeric structure of recombinant 
APC was maintained while local variations of protein peptides were also shown in response to the environmental 
disturbance. Beyond this pH range, secondary structure as well as overall conformation of recombinant APC dramatically 
changed, and the energy absorption and transfer ability were also disrupted. This work demonstrated that correct function 
in energy transfer was retained in the recombinant allophycocyanin trimer compared with nature allophycocyanin trimer. 

recombinant allophycocyanin trimer, exciton-coupled pairs, absorption spectrum, fluorescence spectrum, circular 
dichroism spectra, conformational stability 

doi: 10.1360/N972016-01416 
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