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摘　要： 采 用 振 荡 提 取 法（Oscillatory extraction， OE）、高 速 匀 浆 提 取 法（High-speed homogenization 

extraction， HHE）、超 声 提 取 法（Ultrasonic extraction， UE）和 反 复 冻 融 提 取 法（Repeated freeze-thaw 

extraction， RFE）4种技术手段从钝顶螺旋藻（Spirulina platensis）中分离制备C-藻蓝蛋白，并系统分析其分子

结构特征、理化性质、功能特性及抗氧化生物活性效能。研究表明，4种提取方法所得C-藻蓝蛋白纯度都达到

了试剂级标准，其中反复冻融提取法和高速匀浆提取法提取得到的C-藻蓝蛋白具有较高的纯度，分别达到了

2.68和 2.37。红外光谱分析显示，反复冻融得到的C-藻蓝蛋白α-螺旋含量最高，说明其二级结构最稳定。C-

藻蓝蛋白的功能特性研究表明，其溶解度、乳化能力、起泡能力、持水性、持油性、最低凝胶浓度和表面疏水性

均表现为反复冻融提取法>高速匀浆提取法>超声提取法>振荡提取法（P<0.05）。由SDS-PAGE图谱可知，所

有提取方法得到的C-藻蓝蛋白均包含 α 和 β 两个螺旋亚基。抗氧化实验结果显示，C-藻蓝蛋白具有较强的

抗氧化特性，4种提取方式所得C-藻蓝蛋白清除DPPH和ABTS自由基能力表现为反复冻融提取法>高速匀浆

提取法>超声提取法>振荡提取法。综上所述，反复冻融提取法得到的 C-藻蓝蛋白纯度最高，二级结构最稳

定，具有最佳的功能特性，包括溶解度、乳化能力、起泡能力、持水性、持油性、最低凝胶浓度和表面疏水性，同

时具有较强的抗氧化性，这些研究结果为拓展C-藻蓝蛋白在食品、医药和化妆品等领域的应用提供理论支持

和研究基础。
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钝顶螺旋藻（Spirulina platensis）是一种属于

蓝藻门（Cyanophyta）颤藻科（Oscillatoriaceae）螺

旋藻属（Spirulina）的低等原核藻类生物［1］，通常

生长在热带和亚热带地区的高盐碱性水中［2］。全

球螺旋藻产量高达 20 000 t/年，近年来，中国的螺

旋藻养殖面积和产量均呈现出稳定的增长趋

势［3］。目前，中国每年螺旋藻产量超过 10 000 t，

占全球供应量的一半以上，中国拥有 60多个螺旋

藻养殖基地，年产值预计超过 40 亿元人民币［3］。

钝顶螺旋藻富含蛋白质、碳水化合物、维生素和

矿物质［4］，蛋白质含量超过 70%，被认为是未来食

品的理想选择［5-6］。此外，钝顶螺旋藻含有酚类化

合物、类胡萝卜素等生物活性物质，具有营养保

健品和功能食品的潜力［7-8］。美国食品药品监督

管理局（FDA）和膳食补充剂信息专家委员会

（DSI-EC）已认证钝顶螺旋藻为“公认安全”的食

品［9］。在墨西哥中部的特斯科科湖，钝顶螺旋藻被

养殖并加工成食品［2］。C-藻蓝蛋白是钝顶螺旋藻

中重要的蛋白质成分，由 2 个多肽 α 亚基（12~

19 ku）和β亚基（14~21 ku）［10-11］组成，具有稳定的水

溶性和促进健康的功能效益，包括抗氧化、抗肿瘤

和抗糖尿病等［7］。此外，C-藻蓝蛋白还被用于冰淇

淋和酸奶中，以增加营养价值［12- 13］。

钝顶螺旋藻具有多层结构，包含细胞壁，细

胞膜和细胞质等，C-藻蓝蛋白为细胞内化合物，

存在于钝顶螺旋藻细胞质内，因此破碎细胞对C-
藻蓝蛋白的提取至关重要。目前常用的 C-藻蓝

蛋白提取方法包括均质化、超声波、冻融法、脉冲
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电场法、溶菌酶法等［14］。然而，目前还没有关于

不同的提取方法对从钝顶螺旋藻中提取的 C-藻
蓝蛋白及其结构、理化性质、功能特性、抗氧化的

系统性研究。因此，本研究选择了 4种提取方法

提取钝顶螺旋藻中的C-藻蓝蛋白，包括振荡提取

法（Oscillatory extraction，OE）、高速匀浆提取法

（High-speed homogenization extraction，HHE）、超

声提取法（Ultrasonic extraction，UE）和反复冻融

提取法（Repeated ftreeze-thaw extraction，RFE），

并对提取的藻蓝蛋白进行分离纯化，进一步解析

C-藻蓝蛋白的结构、理化性质、功能特性、抗氧化

性。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

主要材料与试剂：螺旋藻粉购自上海迈瑞尔

化学技术有限公司；大豆油购自金龙鱼官方旗舰

店；硫酸铵（AR，纯度 99%）购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；透析袋［RC，100%，22 mm

（MD34），MW：14 000］购自上海禾汽玻璃仪器有

限公司；MES SDS电泳缓冲液（20×）购自上海碧

云天生物技术股份有限公司；考马斯亮蓝 R-250

购自上海迈瑞尔化学技术有限公司；2，2-二苯基-1-
苦基肼（DPPH）购自上海麦克林生化科技股份有

限公司；2，2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸

（ABTS）购自上海麦克林生化科技股份有限公

司。所有其他化学试剂均购自上海麦克林生化

科技股份有限公司。

主要设备：恒温振荡器（CHA-S， 50 Hz，杭州

晶飞科技有限公司）；均质机（S10，宁波新知生物

科技有限公司）；超声波仪（KQ-300DE，昆山超声

波仪器有限公司）；实验室冷冻箱（DW-86L338，

中国青岛海尔股份有限公司）；高速离心机

（Avanti J-26XP，美国贝克曼库尔特公司）；扫描

电子显微镜（Scanning electron microscope，SEM，

SU500，日立中国有限公司）；傅里叶变换红外光

谱 仪 （Fourier transform infrared， FTIR，

PerkinElmer Spotlight 400，上海人和科学仪器有

限公司）。

1.2　钝顶螺旋藻C-藻蓝蛋白的提取和纯化

1.2.1　C-藻蓝蛋白的提取

通过 4 种方法提取钝顶螺旋藻中的 C-藻蓝

蛋白，包括振荡提取法、高速匀浆提取法、超声提

取法和反复冻融提取法。准确称取螺旋藻粉 2 g

溶于 40 mL去离子水中，提取比例为 1∶20。振荡

提取时，需要在恒温振荡器中以 25 ℃下振荡处

理 30 min。高速均质提取则需要使用均质机以

10 000 r/min 的速度均质 30 min。超声提取时则

需要使用超声波仪以 40 kHz的频率超声 30 min。

而反复冻融提取则需要将钝顶螺旋藻溶液在

-80 ℃冷冻箱内冷冻 1 h，再在室温下解冻 1 h，重

复 5 次。最后，提取液需要以 4 000 r/min 的速度

离心30 min，将上清液收集用于进一步纯化。

1.2.2　硫酸铵盐析结合透析法纯化C-藻蓝蛋白

C-藻蓝蛋白的粗提液采用硫酸铵盐析法与

透析纯化。粗提液通过 50%硫酸铵盐析沉淀后，

在 4 ℃下保存过夜。随后在 9 000 r/min 下离心

30 min以进行回收，然后将沉淀溶解于去离子水

中，4 ℃条件下，进行72 h的透析处理［15］。透析结

束后，收集纯化的 C-藻蓝蛋白沉淀，将透析结束

的溶液进行收集然后测定其纯度和得率。最后

进行冻干，收集冻干的C-藻蓝蛋白粉末并于 4 ℃

下储存备用。C-藻蓝蛋白的纯度（P）、质量浓度

（C）和得率（Y）的计算公式［16］：

P = A620A280
( )1

C = A620 - 0.7 × A6527.38 ( )2
Y = C × Vm ( )3

式中：P 为纯度；A620 为 620 nm 处吸光度；A280 为

280 nm 处吸光度；C 为质量浓度，mg/mL； A652为

652 nm处的吸光度； Y为得率，mg/g；V为透析后

收集所得溶液体积，mL；m为螺旋藻藻粉质量，g。

1.3　C-藻蓝蛋白的理化性质

本研究采用扫描电子显微镜研究钝顶螺

旋藻蛋白的形态特性。将螺旋藻蛋白粗提物

粉末负载在 10 nm 金层上，测量过程中，使用

5 kV 的电压，并将图像放大了 500 倍进行观察

分析［17］。

通过傅里叶变换红外光谱仪研究C-藻蓝蛋白

的二级结构。实验中扫描范围为400~4 000 cm-1［18］。

1.4　C-藻蓝蛋白功能特性

1.4.1　溶解度

本研究基于文献［19］的测定方法，经过轻微

修改测定 C-藻蓝蛋白的溶解度。首先，取 C-藻
蓝蛋白粉末溶解于去离子水中，搅拌 30 min 后，
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以 5 000 r/min 的速度离心 30 min。之后，使用

BCA蛋白检测试剂盒（上海碧云天生物技术股份

有限公司）分别测定离心前后蛋白质的质量浓度

（上清液）并计算蛋白含量。样品在室温下与

BCA 反应溶液反应 2 h，并在 562 nm 处测量吸光

度。蛋白溶解度的计算公式：

S = C1C2 × 100% ( )4
式中：S 为蛋白溶解度，%；C1为上清液蛋白质量

浓度，mg/mL；C2为离心前溶液总蛋白质量浓度，

mg/mL。

1.4.2　乳化性能

根 据 DU［20］ 的 方 法 测 定 乳 化 能 力

（Emulsifying capacity，E1）和 乳 化 稳 定 性

（Emulsion stability，E2）。首先，将蛋白质溶液

与等体积大豆油混合，在室温下均质化 5 min

以获得乳液。此时管内乳液体积为 V0，接着以

5 000 r/min 将乳液离心 20 min，所得乳液测量

体积记为 V1，之后，将乳液在 4 ℃冰箱中保存

过夜，随后 90 ℃孵育 30 min，再次以 5 000 r/

min 离心 20 min，冷却至室温（25 ℃），冷却后

乳液测量体积记为 V2。蛋白乳化能力和乳化

稳定性的计算公式：

E1 = V1V0 × 100% ( )5
E2 = V2V1 × 100% ( )6

式中：E1为蛋白的乳化能力，%；E2为蛋白的乳化

稳定性，%；V0为乳液体系初始体积，mL；V1为离

心后乳液体积，mL；V2为离心前乳液体系体积，

mL。

1.4.3　发泡性能

根据 ZHENG 等［21］的方法测定发泡能力

（Foaming ability，F1）和 泡 沫 稳 定 性（Foaming 

stability，F2）。实验过程包括蛋白溶解、均质和静

置等步骤。首先，准确称取 30 mg的C-藻蓝蛋白

粉末溶解于 10 mL去离子水中，测量该蛋白溶液

体积记为 V3，然后通过高速匀浆机以 10 000 r/

min的速度均质 1 min，此时该蛋白溶液体积记为

V4。之后让混合液在室温下静置 30 min，观察泡

沫体积的变化，静置后的蛋白质溶液体积记为

V5。

F1 = V4V3 × 100% ( )7

F2 = V5V4 × 100% ( )8
式中：F1为蛋白发泡能力，%；F2为蛋白泡沫稳定

性，%；V3为原蛋白溶液体积，mL；V4为均质 1 min

后蛋白溶液体积，mL；V5为室温下静置 30 min 后

的蛋白质溶液体积，mL。

1.4.4　持油能力和持水能力

为了测定蛋白质的持油能力（Oil holding 

capacity，A1）和持水能力（Water holding capacity，

A2），将C-藻蓝蛋白分为两组进行操作：一组将蛋

白质与大豆油按 1∶1.2 混合，另一组蛋白质与去

离子水按 1∶20混合，两组分开进行实验，分别测

定蛋白持油能力和持水能力。然后将混合溶

液在室温下涡旋混合 5 min，5 000 r/min 离心

25 min。接着去除上清液，收集沉淀并称重。根

据OMURA等［22］的方法，计算蛋白持油能力和持

水能力，公式：

A1 = m1 - m0
m0

× 100% ( )9
A2 = m2 - m0

m0
× 100% （10）

式中：A1 为蛋白持油能力，%；A2 为蛋白持水能

力，%；m1为大豆油混合组离心后的沉淀质量（湿

重），mg；m0为离心前的蛋白质质量（干重），mg；

m2为去离子水混合组离心后的沉淀质量（湿重）。

1.4.5　最低凝胶浓度的测定

根据 DENG 等［23］改良的方法评估最低凝胶

浓度（Least gel concentration，L）。将C-藻蓝蛋白

粉末分散在5 mL蒸馏水中，使其浓度分别为5%、

10%、15%、20%和 25%，之后涡旋 5 min使其混合

均匀。接着将这些分散液置于 100 ℃水浴中保

持 1 h，随后迅速在流动的水中冷却，并将其存放

在 4 °C 下 2 h。当试管倒置时，C-藻蓝蛋白不下

降或不滑落的最低浓度被记录为最低凝胶浓度。

1.4.6　表面疏水性

C-藻蓝蛋白的表面疏水性测定根据前人的

方法进行了修改［24］。采用溴酚蓝固定（BPB 

bound）法计算不同蛋白组分的表面疏水性。将

1 mL 的 C-藻蓝蛋白溶液（5 mg/mL，溶于去离子

水）加入 200 μL BPB（1 mg/mL）中。对照组不含

蛋白质。将混合物在 25 °C下搅拌 10 min并且在

4 000 r/min 下离心 15 min。在 595 nm 处测定上

清液的吸光度。蛋白表面疏水性的计算方式：
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WBPB = 200 × A595C - A595SA595C
( )11

式中：WBPB为溴酚蓝固定量，μg；200 为样品中加

入的溴酚蓝质量，μg；A595C为对照组 595 nm 处吸

光度；A595S为样品组595 nm处吸光度。

1.5　十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）按照之前的方法进行修改［25］。将

10 μL蛋白溶液与 10 μL蛋白上样缓冲液混合，并

将混合物涡旋 1 min，以 3 000 r/min 离心 2 min。

置于 95 °C 水浴中 10 min 后加样，负载凝胶板在

200 V 下电泳 60 min。然后用考马斯亮蓝 R-250

溶液过夜染色，之后用去离子水去除。

1.6　抗氧化特性

1.6.1　1，1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基清除活

性测定

1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基清

除活性测定［17］：将不同质量浓度的 C-藻蓝蛋白

（25 、50、100 、150 、200 和 250 μg/mL）与预先制

备的DPPH自由基溶液混合均匀，混合液于 25 ℃

条件下避光处理30 min后，测定517 nm条件下的

吸光度，并作空白对照。C-藻蓝蛋白的 DPPH自

由基清除活性计算方法：

RDPPH = (1 - A517CA517 ) × 100% ( )12
式中：RDPPH 为 DPPH 自由基清除活性，%；A517 和

A517C分别为 DPPH 溶液在 517 nm 处的吸光度及

添加 C-藻蓝蛋白到 DPPH 溶液反应 30 min 后在

517 nm处的吸光度。

1.6.2　2，2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸

自由基清除活性测定

2，2'-联氮 -双 -3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸

（ABTS）自由基清除活性测定［17］：将不同质量

浓度的 C-藻蓝蛋白（25 、50 、100 、150 、200 和

250 μg/mL）与预先制备的 ABTS 自由基溶液混

合均匀，混合液于 25 ℃条件下避光处理 30 min

后，测定 734 nm 条件下的吸光度，并作空白对

照。C-藻蓝蛋白的 ABTS 自由基清除活性计算

方法：

RABTS = (1 - A734CA734 ) × 100% ( )13
式中：RABTS 为 ABTS 自由基清除活性，%；A734 和

A734C分别为 ABTS 溶液在 734 nm 处的吸光度及

添加 C-藻蓝蛋白到 ABTS 溶液反应 30 min 后在

734 nm处的吸光度。

1.7　统计分析

结果使用 SPSS 软件（version 19.0，IBM 公

司，纽约，美国）进行分析。数据以平均值±标准

差（Mean±SD）表示。采用 One-way ANOVA 和

Duncan's检验进行统计学分析（P<0.05）。

2　结果

2.1　C-藻蓝蛋白的纯度和得率

4种提取方法获得的C-藻蓝蛋白纯度和得率

见表 1。C-藻蓝蛋白纯度和得率以反复冻融提取

和高速匀浆提取最高，其次为超声提取和振荡提

取（P<0.05）。4种提取方法所得C-藻蓝蛋白纯度

都达到了试剂级［26］，其中反复冻融提取和高速匀

浆提取处理的C-藻蓝蛋白纯度达到 2.68和 2.37，

此结果与 MAITY 等［15］和 MUNAWAROH 等［27］的

报告结果相符，均高于 AMARANTE等［26］报道的

C-藻蓝蛋白纯度1.8。

2.2　C-藻蓝蛋白的理化性质

2.2.1　扫描电子显微镜

钝顶螺旋藻蛋白粗提物的扫描电子显微镜

所得图谱如图 1所示，钝顶螺旋藻蛋白粗提物为

扁平的粗糙颗粒状，这与YANG等［28］实验数据一

致，验证了螺旋藻蛋白粗提物在形态上的一致

性。反复冻融（图 1d）和高速匀浆（图 1b）提取的

钝顶螺旋藻蛋白粗提物中有较多不规则的颗粒

和碎片，表明这 2 种提取方式和另外 2 种提取方

式相比对细胞壁的破坏更强。

表1　从4种提取方法获得的C-藻蓝蛋白的纯度和得率
Tab. 1　Purity and yield of C-phycocyanin obtained 

from four extraction methods

提取方式
Extraction Methods

振荡提取法OE

高速匀浆提取法HHE

超声提取法UE

反复冻融提取法RFE

得率
Y/（mg/g）

13.37±1.10b

15.56±0.28a

13.20±0.74b

16.18±0.15a

纯度
P

1.92±0.11c

2.37±0.17b

2.09±0.09bc

2.68±0.22a

注：同一列不同字母表示统计学显著差异（P<0.05）。
Notes： Different letters in the same column indicate statistically 
significant differences （P<0.05）.
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2.2.2　红外光谱

根据 FTIR 光谱分析（图 2），C-藻蓝蛋白在

3 280 cm-1处有一个特征峰，是由于OH拉伸和分

子间氢键作用形成［29］。另外，2 911 cm-1处有一吸

收峰源于脂肪酸侧链中甲基的振动［30］。在

1 600~1 700 cm−1和 1500~1 600 cm−1区域分别与

Ⅰ型酰胺带（C=O）和Ⅱ型酰胺带（N-H和C-n）相

关［31］。其中，Ⅰ型酰胺带（C=O）代表二级结构，

主要源于酰胺基的 C=O 拉伸振动与 N-H 键弯曲

和 C-n 键拉伸相结合［28］。C-藻蓝蛋白的二级结

构含量表如表 2所示，实验表明，不同提取方法得

到的C-藻蓝蛋白二级结构含量也有所不同，反复

冻融提取法提取得到的蛋白质 α-螺旋含量明显

高于其他类型（P<0.05），表明结构更稳定［21］。提

取方式不同会导致C-藻蓝蛋白的FTIR吸收峰强

度变化，而反复冻融处理方式显示出最大的峰面

积和最强的峰值强度，与 α-螺旋的含量呈正相

关［32］。因此，反复冻融提取法提取得到的C-藻蓝

蛋白比其他提取方法得到的更稳定。

表2　C-藻蓝蛋白的二级结构含量
Tab. 2　Secondary structure content of C- phycocyanin %

提取方式
Extraction methods

振荡提取法OE

高速匀浆提取法HHE

超声提取法UE

反复冻融提取法RFE

α-螺旋
α-helix

17.02±0c

19.38±0.03b

17.34±0.08bc

20.60±0.25a

β-折叠
β-sheet

37.33±0.34b

39.45±0.08a

35.39±1.36c

36.50±0.10bc

β -转角
β-turn

27.80±0.40b

20.42±0.08c

29.59±1.77a

21.25±0.10c

无规则卷曲
Random coil

17.85±0.06c

20.75±0.03b

17.68±0.33c

21.65±0.06a

注：同一列不同字母表示统计学显著差异（P<0.05）。
Notes： Different letters in the same column indicate statistically significant differences （P<0.05）.

图1　C-藻蓝蛋白的扫描电子显微镜（×500）
Fig. 1　SEM analysis of C-phycocyanin（×500）
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2.3　C-藻蓝蛋白的功能特性

2.3.1　溶解度

C-藻蓝蛋白的溶解度如图 3a所示。本研究

详细探讨了 C-藻蓝蛋白在 pH 为 2~10 时的溶解

度变化，pH 为 2~4 时，溶解度呈降低趋势；而 pH

为 4~10时，溶解度则呈现增加趋势。这种变化与

蛋白质等电点有关，在等电点附近，蛋白质由于

强烈的分子间相互作用而聚集，导致与水的相互

作用减少，从而降低蛋白质的溶解度［33］。尤其是

在等电点（pH=4）［34］时其溶解度最低，在远离等电

点的 pH 下显示出良好的溶解度曲线。此外，研

究［35］表明碱性 pH 处理可以显著提高蛋白溶解

度。实验数据还表明，不同的提取方式对C-藻蓝

蛋白的溶解度产生了影响，反复冻融提取法处理

的C-藻蓝蛋白溶解度最高，高速匀浆提取法和超

声提取法次之，振荡提取法最低（P<0.05）。蛋白

质的溶解度与表面疏水性有一定关系，溶解度越

高，蛋白质暴露的疏水表面也越多［24］。因此，通

过不同的提取处理方法，如反复冻融提取和高速

匀浆提取，可以改变蛋白质的表面电荷和二级构

象［36］，从而影响其溶解度。这些发现对于进一步

了解蛋白质功能和性质具有重要意义。

2.3.2　乳化性能

C-藻蓝蛋白的乳液性能如图 3b 和 3c 所示。

C-藻蓝蛋白的乳液性受 pH的影响，在 4~8时，乳

化能力和乳化稳定性逐渐增强，呈现上升趋势。

溶解度是形成乳液能力的决定因素［37］，pH 通过

影响溶解度影响蛋白乳液性能，溶解度的增加导

致蛋白质在油水界面聚集，使得油水界面的蛋白

质吸附增强，降低了蛋白质的表面张力，能够增

加表面疏水性的同时，促使可溶性聚集体的形

成，最终提高乳化性能［38］。同时根据研究结果，

反复冻融提取法所得的 C-藻蓝蛋白表现出最高

的乳液性能，其次为高速匀浆提取法、超声提取

法和振荡提取法（P<0.05）。反复冻融提取法所

得的C-藻蓝蛋白分子内相互作用较强，影响了蛋

白质的结构，在二级结构中，反复冻融提取法所

得的 α-螺旋含量最高，α-螺旋比例的增加意味着

蛋白质分子的结构更加紧凑，这有助于在整个乳

液形成和储存过程中保持蛋白质的结构完整

性［39］，这与乳化能力趋势保持一致。

2.3.3　发泡性能

图 3d和 3e为C-藻蓝蛋白发泡性能。C-藻蓝

蛋白在 pH为 4~8时，发泡能力和泡沫稳定性呈上

升趋势。实验表明，不同的提取方法对C-藻蓝蛋

白的发泡能力和泡沫稳定性有着显著的影响。

反复冻融提取法所得的C-藻蓝蛋白结果最高，其

次为高速匀浆提取法、超声提取法和振荡提取法

（P<0.05）。不同提取方式和不同 pH 的变化导致

C-藻蓝蛋白表面电荷发生变化，从而引起强静电

斥力和强界面黏弹性，增强乳液和泡沫的动力学

稳定性［40］。其中反复冻融提取法是一种有效提

取C-藻蓝蛋白的方法，可以得到具有较好发泡性

能和泡沫稳定性的产品。蛋白溶解度与其发泡

性能密切相关，溶解度优良的蛋白质往往具有较

好的起泡能力［41］，实验中其溶解度趋势和发泡性

能趋势一致。此外表面疏水性和发泡能力也有

一定的关系，表面疏水性的增加降低了表面张

力，从而可以获得更好的发泡能力和泡沫稳定

性［42］。

2.3.4　持油能力和持水能力

C-藻蓝蛋白的持油能力和持水能力如图 3f

和 3g所示。反复冻融提取法获得的C-藻蓝蛋白

的持油能力和持水能力最高，高速匀浆和超声提

取法次之，振荡提取法最低（P<0.05）。这表明不

同的提取方法对 C-藻蓝蛋白的持油能力和持水

能力有着显著的影响。蛋白的持油能力和持水

能力与其溶解度、表面疏水性密切相关［43-44］。不

同处理方式会影响 C-藻蓝蛋白的解离程度和疏

水基团的暴露程度，即通过影响溶解度和表面疏

水性，直接影响其持水性和持油性［45］。反复冻融

提取法所得到的 C-藻蓝蛋白在水和油中的溶解

图2　C-藻蓝蛋白的FTIR光谱
Fig. 2　FTIR spectra of C- phycocyanin
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和保持能力最好。反复冻融提取法所得的 C-藻
蓝蛋白的部分解离较多，解离的样品与水分子相

互作用，提高蛋白质水合程度，同时反复冻融提

取法暴露了较多疏水基团，这增强了油和蛋白质

之间的相互作用，因此反复冻融方式所得的C-藻
蓝蛋白的持水性、持油性较高。

2.3.5　最低凝胶浓度

C-藻蓝蛋白的最低凝胶浓度如图 3h 所示。

最低凝胶浓度的值越低代表蛋白的凝胶能力越

好［46］。4 种提取方式中，反复冻融提取法所得的

C-藻蓝蛋白的最低凝胶浓度最低，其次为高速匀

浆提取法、超声提取法和振荡提取法（P<0.05）。

反复冻融提取法所得的 C-藻蓝蛋白的发泡能力

更易形成稳定的泡沫，所得结果与最低凝胶浓度

保持一致。蛋白最低凝胶浓度和其表面疏水性

也有一定关系，表面疏水性是促进凝胶形成的主

要原因之一［46］。

2.3.6　表面疏水性

C-藻蓝蛋白的表面疏水性如图 3i所示。C-
藻蓝蛋白表面疏水性反复冻融提取法最高，高速

匀浆提取法次之，最后是超声提取法和振荡提取

法（P<0.05）。蛋白质分子的表面疏水性与其溶

解度密切相关，溶解度越高的蛋白质分子通常具

有更强的表面疏水性，能够更有效地降低界面的

张力［40］。蛋白质的表面疏水性与发泡行为呈正

相关。由于蛋白质分子结构中的疏水区域促进

了其在界面上的吸附并引起部分去折叠，未折叠

蛋白降低了液体-空气界面处的表面张力并保持

了泡沫的稳定性［23］。反复冻融提取法得到的蛋

白具有最强的表面疏水性，二级结构中 α-螺旋含

量最高，稳定性最强。表面疏水性是促进凝胶网

络形成和稳定的主要分子驱动力［46］。
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2.4　SDS-PAGE

C-藻蓝蛋白的 SDS-PAGE 分析如图 4 所示。

4种处理方法纯化的凝胶过滤提取物电泳条带较

少且清晰，显示出 2个小于 20 ku的特征亚单位。

这与KATARI等［47］的研究一致，C-藻蓝蛋白包含

2个分子量较小的亚基，包括α-亚基和β-亚基，分

别在10~19和14~21 ku。

同一列不同字母表示统计学显著差异（P<0.05）。
Different letters in the same column indicate statistically significant differences （P<0.05）.

图3　藻蓝蛋白的功能特性
Fig. 3　Functional properties of phycocyanin
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2.5　C-藻蓝蛋白的抗氧化特性

图5显示不同浓度的C-藻蓝蛋白的清除DPPH

和ABTS自由基能力。实验表明，随着C-藻蓝蛋白

质量浓度由25 μg/mL逐渐增加至250 μg/mL，其清

除DPPH和ABTS自由基的能力逐渐增加，即质量

浓度越高对自由基的清除活性越强。此外，不同提

取方式也会影响藻蓝蛋白的清除活性，4种提取方

式中，反复冻融提取法所得的 C-藻蓝蛋白清除

DPPH和ABTS自由基能力最强，其次是高速匀浆

提取法，之后是超声提取法和振荡提取法（P<0.05）。

其中反复冻融提取法所得的C-藻蓝蛋白在250 μg/

mL时清除DPPH和ABTS自由基能力最强，分别为

76.35% 和 61.36%，与 RENUGADEVI等［48］的实验

中藻蓝蛋白DPPH清除率（78.75%）比较数值相近。

反复冻融提取法所得的 C-藻蓝蛋白 IC50值最低

（P<0.05），C-藻蓝蛋白在 250 μg/mL时其 IC50值为

145.59 和 189.87 μg/mL。有害活性氧产生与身体

修复机制之间的不平衡是造成许多疾病和衰老的

主要原因［49］，而 C-藻蓝蛋白可用于清除 DPPH和

ABTS自由基，从而减少对身体的损害。

3　讨论

本研究通过 4种不同的提取方法（振荡提取

法、高速匀浆提取法、超声提取法和反复冻融提

取法）从螺旋藻中提取 C-藻蓝蛋白，并对其理化

性质、功能特性和抗氧化活性进行了详细的分析

比较。结果表明，反复冻融提取法和高速匀浆提

取法得到的 C-藻蓝蛋白纯度最高。在理化性质

方面，扫描电子显微镜观察结果显示螺旋藻蛋白

粗提物具有特定的形态特征，FTIR分析揭示了不

同提取方法所得C-藻蓝蛋白二级结构的差异，其

中反复冻融提取法得到的蛋白质 α-螺旋含量最

高，表明其具有更稳定的结构。这些结果为理解

C-藻蓝蛋白的性质提供了重要依据。

1-4 分别为振荡提取法、高速匀浆提取法、超声提取法和反复冻
融提取法4种处理方式所得的C-藻蓝蛋白电泳条带。
Lane 1-4 was C- phycocyanin from OE， HHE， UE， and RFE.

图4　C-藻蓝蛋白的SDS-PAGE
Fig. 4　SDS-PAGE of C- phycocyanin

图5　不同处理方式对藻蓝蛋白清除自由基能力
Fig. 5　Effects of different extraction methods on the ability of phycocyanin to scavenge
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在功能特性方面，反复冻融提取法所得的C-
藻蓝蛋白表现出最佳的溶解度、乳化性能、发泡性

能、最低凝胶浓度、持油能力和持水能力，以及最

高的表面疏水性，这可能与其特殊的提取过程导

致蛋白质结构变化有关，这些特性使其在食品工

业中具有潜在的应用价值。此外，SDS-PAGE 分

析确认了 C-藻蓝蛋白的 2个特征亚单位，进一步

验证了提取过程的有效性和所获得蛋白的纯度。

此外，本研究还考察了C-藻蓝蛋白的抗氧化

特性，发现其具有良好的自由基清除能力。反复

冻融提取法所得的 C-藻蓝蛋白在 250 μg/mL 时

展现出最强的清除能力，其DPPH和ABTS的 IC50

值最小且分别为 145.59 和 189.87 μg/mL，表明其

在抗氧化方面的潜力。综上所述，反复冻融提取

法是一种有效提取C-藻蓝蛋白的方法，能够得到

具有优良理化性质和功能特性的 C-藻蓝蛋白产

品，为深入理解和优化C-藻蓝蛋白的提取工艺及

其功能特性的开发提供了重要的理论依据和实

践指导。
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Extraction and characterization of C-phycocyanin from Spirulina platensis

LI Xianghe1， XU Jingwen1， ZHAO Yong1，2，3

（1. College of Food Sciences and Technology，Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China； 2. Shanghai 

Engineering Research Center of Aquatic-Product Processing & Preservation， Shanghai  201306， China； 3. Laboratory of 
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Abstract: The objective of this study is to extract C-phycocyanin from Spirulina platensis using four 

different extraction methods and to investigate its structural， physicochemical， functional properties， and 

antioxidant activity. The four extraction methods include oscillatory extraction （OE）， high-speed 

homogenate extraction （HHE）， ultrasonic extraction （UE）， and repeated freeze-thaw extraction （RFE）. 

The results showed that the purity of C-phycocyanin obtained by the four extraction methods reached the 

standard of reagent grade. The purity of C-phycocyanin obtained by repeated freeze-thawing and high-
speed homogenization methods reached 2.68 and 2.37， respectively. FTIR analysis showed that C-
phycocyanin α-helix obtained by repeated freezing and thawing had the highest content， indicating that its 

secondary structure was the most stable. The physicochemical and functional properties of C-phycocyanin 

showed that its solubility， emulsification ability， foaming ability， water holding capacity， oil holding 

capacity， minimum gel concentration and surface hydrophobicity all showed the following characteristics： 

repeated freeze-thaw extraction > high-speed homogenate extraction > ultrasonic extraction > oscillating 

extraction （P<0.05）. As shown by SDS-PAGE profiles， C-phycocyanin obtained by all extraction methods 

contained two helical subunits， α and β . The results of antioxidant experiments showed that C-phycocyanin 

had strong antioxidant properties. The ability of C-phycocyanin to scour DPPH and ABTS free radicals 

obtained by the four extraction methods was shown as repeated freeze-thaw extraction， high-speed 

homogenate extraction， ultrasonic extraction， oscillation extraction. In conclusion， C-phycocyanin 

extracted by repeated freezing and thawing has the highest purity， the most stable secondary structure， the 

best solubility， emulsification ability， foamability， water holding capacity， oil holding capacity， minimum 

gel concentration and surface hydrophobicity， and strong antioxidant ability. These results provide 

theoretical support and research basis for expanding the application of C-phycocyanin in food， medicine 

and cosmetics.

Key words: Spirulina platensis； C-phycocyanin； extract； physical and chemical properties； functional 

characteristics； resistance to oxidation
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