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葛仙米藻胆蛋白与色度降解动力学
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（1.湖北民族学院 生物资源保护与利用湖北省重点实验室，湖北 恩施 445000；2.湖北民族学院生物科学与技术学院， 

湖北 恩施 445000；3.西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨凌 712100）

摘  要：以葛仙米藻胆蛋白为原料，研究pH值、温度和光照对其色度和含量的影响，建立葛仙米藻蓝蛋白及其

色度的降解动力学，结果发现pH 3色素溶液在可见光区几乎没有藻蓝蛋白特征吸收峰，随pH值增加藻蓝蛋白特征

吸收峰值逐渐增强，至pH 6达最高，之后逐渐下降；pH值增加藻蓝蛋白特征峰有轻微的蓝移效应。pH 4色素溶液

Hunter-b最小，其蓝色最深，且每种pH值色素溶液的Hunter-b差异极显著。藻蓝蛋白在50 ℃半衰期分别是60 ℃和

70 ℃的8.09 倍和11.05 倍；而色度在50 ℃半衰期分别是60 ℃和70 ℃的29.17 倍和72.74 倍。
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Degradation Dynamics of Phycocyanin and Its Chroma from Nostoc sphaeroides Kützing
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Abstract: In this article, using phycobiliprotein of Nostoc sphaeroides Küting as raw material, the influence of pH, 

temperature and light on the chroma and concentration of phycobiliprotien were studied, and established the degradation 

kinetics of phycocyanin and its chroma of Nostoc sphaeroides Küting. The results showed that aqueous phycocyanin at pH 3 

exhibited almost no characteristic absorption peaks in the visible region, and characteristic absorption peaks appeared and the 

peak values gradually increased along with increasing pH, reaching the maximum at pH 6, followed by a gradual decrease. 

The characteristic absorption peaks of phycocyanin displayed a slight blue shift at higher pH levels. The Hunter-b value of 

phycocyanin was the lowest at pH 4, and its darkest color was blue. There was a significant difference in Hunter-b value at 

all pH levels tested. The half-life of phycocyanin at 50 ℃ was 8.09 and 11.05 times higher than those at 60 ℃ and 70 ℃, 

respectively and the half-life of chroma at 50 ℃ was 29.17 and 72.74 times higher than those 60 ℃ and 70 ℃ respectively.
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在构成藻胆蛋白的蛋白质中，由于其所含色基不

同产生的颜色也有差异，如藻蓝蛋白主要呈现蓝色，

藻红蛋白主要呈现紫红色，别藻蓝蛋白显示的是浅蓝

色[1]。近年来人们对藻胆蛋白稳定性进行了一些研究，

如螺旋藻蛋白干粉在暗处和室内自然光下较稳定，直

射光下稍差。螺旋藻蛋白色素在10%乙醇溶液或50%甘

油溶液中较稳定，Cu2+可破坏其稳定性，乙二胺四乙酸

（ethylenediamine tetraacetic acid，EDTA）和柠檬酸可

使其稳定性增强，山梨酸可保护溶液色泽[2]。张以芳等[3]

发现藻蓝蛋白在低于40 ℃、pH 4.0～8.5较稳定，45 ℃以

上有变色现象，荧光性减弱，糖可提高藻蓝蛋白对热稳

定性，光照对藻蓝蛋白影响较小。当酒精体积分数低于

40%，温度低于30 ℃，pH 4～10钝顶螺旋藻藻蓝蛋白可

保持较好生物结构和活性[4]。陈新美等[5]发现螺旋藻藻蓝

蛋白提取物在pH 4.0～8.5、40 ℃以下和弱光环境中表现

稳定。但毕海等[6]发现紫外辐照抑制了钝顶螺旋藻中藻蓝

蛋白含量和纯度，藻蓝素的结构也发生了明显改变。螺

旋藻藻蓝蛋白在20 ℃和30 ℃时保持稳定，pH值为中性时

藻蓝蛋白稳定性良好[7]。范刚等[8]发现葛仙米藻蓝蛋白在

低于30 ℃、乙醇体积分数小于10%、pH 6～8条件下比较
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稳定。以上研究主要集中在光照、乙醇、温度、pH值、

添加剂对藻胆蛋白稳定性的影响，这些因素对藻胆蛋白

的色度影响还是未知，而在红曲色素和叶绿素等方面已

经有报道[9-10]。此外藻胆蛋白具有较强的抗氧化、抗癌和

抗炎作用，可以作为荧光探针进行医疗检测等，但这些

作用的发挥依赖于藻胆蛋白的稳定性，因此本实验以葛

仙米藻胆蛋白为原料，研究pH值、温度和光照对其色度

和与之关联的藻蓝蛋白的影响，为探讨高效利用葛仙米

藻胆蛋白提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

葛仙米 湖北省恩施市鹤峰县。

乙酸、磷酸氢二钾、乙酸钠、氢氧化钠、硫酸铵、

山梨酸钾（分析纯） 国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

CR-400色度计 Sensing公司；UV-1700 SPC型紫

外-可见分光光度计 日本Shimadzu公司；高速冷冻离

心机、Ф660pH/Temp/Mv Meter Beckman公司；DF-

101S集热式恒温加热磁力搅拌器 郑州长城科工贸有限

公司；SH045恒定湿热试验箱 上海实验仪器总厂。

1.3 方法

1.3.1 葛仙米藻胆蛋白制备

称取脱脂葛仙米粉30 g，复水后于－20 ℃反复冻融

3 次，后高速匀浆，4 ℃、pH 7.3的50 mmol/L KH2PO4-

NaOH缓冲液浸提，10 000 r/min离心15 min，20%饱和硫

酸铵去除杂蛋白后上清液接着用60%饱和硫酸铵沉淀，

透析过羟基磷灰石柱层析后冷冻干燥得产品[11]。

1.3.2 葛仙米藻蓝蛋白含量测定

参考Román等[12]的方法略微进行了修改，由于葛仙

米藻胆蛋白中不含别藻蓝蛋白，因此原公式中的别藻蓝

蛋白的部分去掉。

/ mg/mL =
A613 nm

7.38  （1）

式中：A613 nm为藻蓝蛋白在613 nm波长处的吸光度。

1.3.3 色度测定

配制5 mg/mL葛仙米藻胆蛋白色素溶液，用色度

仪测试样品的Hunter-L和Hunter-b值。Hunter L表示亮

度，Hunter b值在色相环中表示黄色（－Hunter b值表

示蓝色）[13]。

1.3.4 葛仙米藻蓝蛋白在不同光照下的稳定性

采用乙酸-乙酸钠缓冲液配制pH 5.0的5 mg/mL葛仙

米藻胆蛋白溶液，在所有处理中加入0.2%山梨酸钾以

防止溶液腐败。22 ℃于黑暗、日光和蓝光照射3 种条件

下，间隔1 d测定Hunter-b值和藻蓝蛋白含量变化。

1.3.5 pH 5的葛仙米藻胆蛋白色素溶液的热稳定性

采用乙酸-乙酸钠缓冲液配制pH 5的5 mg/mL藻胆蛋

白色素溶液，将色素溶液分别在50、60、70 ℃条件下恒

温加热处理，每隔一定时间取样，为保证受热均匀水浴

时注意不断摇匀，样品在热处理之后用流水迅速冷却。

冷却后测定溶液的Hunter-b值和藻蓝蛋白含量。

对葛仙米藻胆蛋白不同温度处理下的含量变化，做

动力学分析如下：降解动力学方程的反应速率常数（k）
和半衰期（t1/2）可采用下面公式计算得出[14]。

ln（ρ/ρ0） = －k×t；t1/2
 = －ln0.5×k-1 （2）

此公式可以用来表明藻蓝蛋白和色度对温度依赖

性。活化能Ea和频率常数K0可以从一级反应速率常数的

对数（lnk）对绝对温度的倒数（1/T）的作图中求出。

k= K0 exp（－Ea/RT）；lnk =－Ea/RT＋ln K0 （3）

式中：ρ0为初始质量浓度/（mg/mL）；ρ为在选择温度

下加热t段时间后的质量浓度/（mg/mL）；k为一级反应速

率常数/min-1；K0为频率常数/min-1；t为热处理时间/h；Ea为

活化能/（kJ/mol）；R为气体常数，取8.314 J/（mol·K）；

T为绝对温度/K。

1.4 数据分析

每组重复测定10 次取平均值，采用Origin8.0软件作

图，SPSS16.0软件对数据结果进行分析。

2 结果与分析

2.1 不同pH值缓冲液中葛仙米藻蓝蛋白吸收光谱
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图 1 不同pH值缓冲液中葛仙米藻蓝蛋白吸收光谱

Fig.1 Absorption spectra of phycocyanin from Nostoc sphaeroides 

Kützing in different pH buffers 

分别配制5 mg/mL的不同pH 3～8的葛仙米藻胆蛋白色

素溶液，在400～700 nm进行紫外扫描，结果见图1。pH 3
色素溶液几乎无色，在可见光区几乎没有藻蓝蛋白特征吸

收峰，可能是因为在极端pH值条件下藻胆蛋白的聚合度发

生改变，影响其光吸收能力，当pH值低于4或高于10时，

会导致别藻蓝蛋白三聚体发生解聚，二级结构发生剧烈

变化，其光能吸收被破坏[15-16]，本结果与此对应，说明藻

蓝蛋白也可能发生类似的结构变化。此外随pH值增加，

色素溶液特征吸收峰逐渐增强，至pH 6藻蓝蛋白特征吸收
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（A613 nm）达最高值，之后开始逐渐下降；可能是pH值对

藻蓝蛋白中与色基结合的蛋白构象的影响不同，进而影响

整体发色。此外pH值会影响葛仙米藻蓝蛋白特征吸收峰位

置，pH值增加藻蓝蛋白特征峰有轻微的蓝移效应。

2.2 不同pH值葛仙米藻蓝蛋白溶液的色泽指数

2.2.1 葛仙米藻蓝蛋白溶液不同pH值下色素亮度指数和

彩度指数
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图 2 葛仙米藻蓝蛋白溶液不同pH值下色素亮度指数和彩度指数

Fig.2 Hunter-L and Hunter-C values of phycocyanin from Nostoc 
sphaeroides Kützing at different pH values

由图2可知，不同pH值的葛仙米藻胆蛋白色素溶液的

亮度值Hunter-L随pH值增加逐渐减弱，即pH 3.0色素溶液

亮度最高，说明其中的有色物质少，相反随pH值增加亮

度减弱，有色物质含量逐渐增加，这与图1结果一致。而

彩度值Hunter-C在pH 3.0最低，至pH 5.0达到最高，之后

逐渐下降，彩度值Hunter-C其实是指色素溶液颜色的饱

和度，pH 5之后溶液的彩度下降是因为随pH值增加色素

溶液中藻红蛋白所占比例上升（对应图1的紫外扫描图谱

的A565 nm的吸收峰），这使得藻蓝蛋白的彩度下降。

2.2.2 葛仙米藻蓝蛋白溶液不同pH值条件下的Hunter-b

表 1 不同pH值藻蓝蛋白色素溶液的Hunter-b差异性比较

Table 1 Comparison of Hunter-b values of phycocyanin from Nostoc 
sphaeroides Kützing at different pH values

pH 3 4 5 6 7 8

Hunter-b －6.920±0.010Bb －11.027±0.013Ff －8.788±0.020Ee －8.537±0.022 Dd －7.577±0.021Cc －1.803±0.004Aa

注：大写字母表示差异极显著（P ＜ 0.01）；小写字母表示差异显著 

（P ＜ 0.05）。

由表1的Hunter-b可以看出，随pH值增加，葛仙米

藻胆蛋白色素溶液Hunter-b逐渐增加，但是在pH 4.0陡然

下降，而pH 8.0色素溶液的Hunter-b是最低的，Hunter-b
负值越小，说明这种色素溶液的蓝色越深；因此pH4色

素溶液蓝色最深，后随pH值增加蓝色逐渐变浅。通过

SPSS16.0软件分析每种pH值色素溶液的Hunter-b差异极

显著（P＜0.01）。

2.3 光照对葛仙米藻蓝蛋白色素稳定性的影响

实验过程中发现pH 6.0和pH 7.0缓冲液配制的藻胆

蛋白（phycobiliprotein，PBP）溶液，光照2 d后易出现

混浊，从而影响吸光度测定，因此本部分实验只进行了

pH 5.0缓冲液光照降解实验，具体结果见图3和图4。
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图 3 藻胆蛋白溶液光处理时的藻蓝蛋白（A）及其色泽的降解（B）

Fig.3 Degradation of phycocyanin (A) from Nostoc sphaeroides 

Kützing and its color (B) under different light conditions
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图 4 光处理过程中藻蓝蛋白与色泽降解的关系图

Fig.4 Linear relationships between the degradation of phycocyanin 

from Nostoc sphaeroides Kützing and its color under different light 

conditions

由图3、4可知，不同光照对pH5.0的葛仙米藻胆蛋白

色素溶液的藻蓝蛋白的含量影响不同，日光灯照射最易

导致藻蓝蛋白降解，蓝光对其有一定的保护作用，但相

比较黑暗条件而言，仍有部分降解；图4表明藻蓝蛋白及

其色度的光降解符合线性关系。He等[17]曾报道在光照条

件下藻蓝蛋白具有产生自由基的作用，而暗处具有清除

自由基的作用，所以光照导致藻蓝蛋白色度下降可能是

产生的自由基的作用。Madhyastha等[18]发现暴露在蓝光

下的C-藻蓝蛋白具有清除能力，所以蓝光对藻蓝蛋白及

其色度具有一定的保护作用。

2.4 温度对葛仙米藻胆蛋白色素稳定性的影响

由图5、6可知，选择光照处理组对应的pH 5.0缓冲液

的进行温度稳定性的实验，结果发现葛仙米藻蓝蛋白色

素溶液在高温处理时会有明显的褪色现象，并且温度越

高褪色越明显，分别测定不同温度处理下藻蓝蛋白的保

留率和Hunter-b值的变化。
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图 5 葛仙米藻蓝蛋白在热处理过程中的降解

Fig.5 Degradation of phycocyanin from Nostoc sphaeroides Kützing 

during thermal treatment    
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图 6 葛仙米藻胆蛋白色泽在热处理过程中的降解

Fig.6 Color degradation of phycocyanin from Nostoc sphaeroides 

Kützing during thermal treatment
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图 7 热处理过程中藻蓝蛋白与色泽降解的关系图

Fig.7 Linear relationships between the degradation of phycocyanin 

from Nostoc sphaeroides Kützing and its color during thermal treatment

表 2 葛仙米藻胆蛋白溶液热处理过程中藻蓝蛋白和色泽的热降解参数

Table 2 Thermal degradation parameters of phycocyanin from Nostoc 
sphaeroides Kützing and its color during thermal treatment

温度/℃
藻蓝蛋白（pH 5.0） 色泽

t1/2 /h Ea/（kJ/mol） t1/2/h Ea/（kJ/mol）

50 9.242

108.958

4.837

194.07960 1.141 0.166

70 0.837 0.067

图5、6表明pH 5.0时藻蓝蛋白热降解符合一级反应动力

学，且R2均大于0.90。图7为热处理过程中藻蓝蛋白的降解

与色度降解有线性相关性。热处理过程中藻蓝蛋白和色度

热降解参数如表2所示，在所选择温度下，随温度升高，体

系中藻蓝蛋白和色度降解变快，半衰期变短。藻蓝蛋白在

50 ℃半衰期分别是60 ℃和70 ℃的8.09 倍和11.05 倍；而色度

在50 ℃半衰期分别是60 ℃和70 ℃的29.17 倍和72.74 倍。

3 讨 论

溶液pH值改变会在很大程度上影响葛仙米藻胆蛋白

的色度，夏安东等[19]发现在低pH值（3.9、4.7和7.0）别

藻蓝蛋白聚合度下降，而三聚体状态的发色团分子更趋

于卷曲和折叠状态。同时苏海楠[20]发现藻蓝蛋白在酸性

溶液中，藻蓝蛋白高聚态会发生解离，解离程度受溶液

pH值及离子强度影响。本实验结果可以看出pH 3的色素

溶液在可见光区几乎没有藻蓝蛋白特征吸收峰，随pH值

增加这两种蛋白的特征吸收峰逐渐增强，至pH 6溶液藻

蓝蛋白的特征吸收达到最高值，之后开始逐渐下降。不

同pH值色素溶液的Hunter-b差异极显著，pH 4.0的色素

溶液的蓝色较深，这也说明pH值会影响到与藻胆蛋白色基

结合的蛋白构象，构象直接影响藻蓝蛋白对光的吸收[16]，

进而影响到藻胆蛋白整体发色。

光照会导致藻蓝蛋白及其色度的降解，暗处最稳

定，蓝光对其有一定的保护作用，日光灯照射最易导致

藻蓝蛋白降解。葛仙米藻蓝蛋白色素溶液在高温处理时

会有明显的褪色现象，并且温度越高褪色越明显，半衰

期越短。因此为了保证充分的发挥藻蓝蛋白功能，提取

和处理藻蓝蛋白时最好采用黑暗、低于50 ℃的条件。
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