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研究报告 

一种水华蓝藻气囊的分离纯化及气囊结构蛋白的鉴定 

许柏英 1,2*  苗娅 1 
(1. 重庆师范大学生命科学学院  重庆  401331) 

(2. 中国科学技术大学生命科学学院  安徽 合肥  230026) 

 
 

摘  要：【目的】从水华蓝藻铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa PCC 7806)的细胞中分离纯化出高

纯度且完整的气囊，并对气囊的结构组成蛋白进行鉴定。【方法】采用渗透冲击与溶菌酶处理相结

合的方法，进行多次低速离心提纯气囊，纯化所得气囊用负染色透射电镜观察气囊的纯度、完整

度和形态。将纯化得到的气囊溶解后进行 SDS-PAGE 电泳，电泳后的蛋白条带运用 LC-MS 质谱法

完成鉴定。【结果】从气囊的电镜照片可以看出提纯后的气囊纯度高，完整性好。气囊是两端呈锥

状的圆柱体状，各气囊的直径大小一致，约 120 nm，但长度不同，从约 500 nm 到 1 500 nm 不等。

SDS-PAGE 电泳和质谱法鉴定出气囊的两种主要结构组成蛋白 GvpA 和 GvpC。【结论】这些研究

对后续揭示气囊的精细结构和深入研究水华蓝藻浮力调节机制具有重要的意义。 
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Isolation and structural proteins determination of gas vesicles  
from a bloom-forming cyanobacterium 

XU Bo-Ying1,2*  MIAO Ya1 

(1. College of Life Sciences, Chong Qing Normal University, Chongqing 401331, China) 
(2. School of Life Sciences, University of Science and Technology of China, Hefei, Anhui 230026, China) 

Abstract: [Objective] In order to isolate high-purity and intact gas vesicles from the cells of 
bloom-forming cyanobacterium Microcystis aeruginosa PCC 7806, and to identify structural proteins 
of gas vesicles. [Methods] Osmotic shock combined with lysozyme treatment and low speed 
centrifugation were used to isolate and purify gas vesicles. The purity, integrity and characteristic 
shape of gas vesicles were examined by negative staining and transmission electron microscope. The 
structural proteins of gas vesicles were detected and identified by SDS-PAGE electrophoresis and 
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LC-MS. [Results] Electron microscopic examination indicated that the isolated gas vesicles had high 
purity and showed good integrity. They took a cylinder shape with conical end caps and had a similar 
diameter of about 120 nm and the variable lengths from 500 to 1 500 nm. GvpA and GvpC identified 
by SDS-PAGE electrophoresis and LC-MS were two main structural proteins of gas vesicles. 
[Conclusion] Our findings would have great significance to reveal the fine structure of gas vesicles 
and to further study the buoyancy regulation mechanism of bloom-forming cyanobacteria. 

Keywords: Microcystis aeruginosa, Gas vesicles, Isolation, Structural protein, Electron microscopic 
observation, Mass spectrometry identification 

水资源是人类生存必需的物质基础之一，但是

近年来由于城市生活、农业生产和社会工业化快速

发展使得我国水体富营养化加剧，最终导致蓝藻水

华暴发，严重影响了人们的生产生活。据统计，目

前我国已有超 60%的水体暴发水华，包括滇池、巢

湖、太湖以及长江的三峡库区等[1-2]。其实不仅仅是

我们国家，世界各国的生态系统都面临蓝藻水华的

威胁。因此，防治蓝藻水华已是当前水资源保护研

究的重要问题之一。 

蓝藻，因呈蓝绿和暗绿色又名蓝绿藻，和细菌

一样具有原核和裂殖的特征，又被称为蓝细菌，是

一种革兰氏阴性的光合自养原核生物，也是地球上

最古老的生物之一[3-4]。研究证实造成淡水湖泊生态

系统暴发蓝藻水华较为常见的蓝藻种类包括微囊

藻属、鱼腥藻属、束丝藻属等。其中铜绿微囊藻

(Microcystis aeruginosa PCC 7806)不仅是我国太湖、

巢湖、滇池等三湖水华形成的最优势藻种，也是世

界范围内分布广、规模大、水华时间持续长的一类

代谢生物毒素的藻类。 

目前，蓝藻水华暴发的原因有多方面的理论研

究假说[5]。其中，浮力调节机理假说认为蓝藻可通过

一种亚细胞器来改变细胞密度为自身提供浮力，从

而迁移至有利于其生长的水层来获取竞争优势[6]。

这种亚细胞器结构就叫气囊(Gas vesicle)。100 多

年前，德国微生物学家在水华蓝藻中发现伪空胞

(Gas vacuole)结构[7]。后续研究发现这些伪空胞是

由一簇簇中空的圆柱状囊泡堆叠而成的[8]，这些

囊泡即被命名为气囊。成熟的气囊是呈现纺锤体

状或者圆柱体状，宽度为 0.045 μm−0.200 μm，长

度为 0.1 μm−2.0 μm。气囊壁的厚度约为 2 nm，允

许气体通过[9]。气囊结构稳定，但当暴露于一定压

力下就会出现不可逆的破裂，这个压力即为临界压

力，从 0.09 MPa 到超过 1 MPa 不等[9-10]。研究表明，

气囊仅由蛋白质组成，气囊的合成涉及多个不同的

气囊蛋白 Gvp (Gas vesicle proteins)，其中 GvpA 和

GvpC 是主要结构组成蛋白。疏水性很强的蛋白

GvpA 是气囊的最主要结构蛋白，它在气囊壁上形

成间距为 4.6 nm 的棱纹[9]。GvpC 则位于气囊壁的

最外表面，与 GvpA 相互作用来增强气囊壁的强度，

从而稳定气囊的结构[9,11]。除了 GvpA 和 GvpC 外，

我们还鉴定出铜绿微囊藻(M. aeruginosa PCC 7806)

气囊蛋白 GvpF 可能是气囊的结构组成蛋白之一[12]，

但其余结构组分至今尚不清楚。虽然人们对气囊的研

究迄今已有 50 多年[8]，但是它的结构细节仍然是一

个谜。而且气囊形态发生的起始以及哪些 Gvp 蛋白

参与合成起始和圆柱体的生长过程均不清楚。 

将气囊从藻细胞中分离纯化出来，才能更好地

研究它的形态特点、物理性质和结构组成。前人

通过摸索建立了一些气囊的纯化方法，比如单独

采用渗透冲击破裂细胞[13-14]或者溶菌酶处理破裂

细胞[15]。后续为了获得高纯度的气囊，采用滤膜过

滤[16]或者柱层析[13,17]的方法进一步纯化气囊。本研

究是对铜绿微囊藻(M. aeruginosa PCC 7806)的气囊

进行分离纯化，依据铜绿微囊藻的藻细胞及气囊特

征，基于前人建立的气囊纯化方法，在此基础上做

了一定的改进。本研究在培养蓝藻时加入青霉素 G

和 Mg2+，这样可以抑制粘肽整合到细胞壁而弱化细

胞壁的强度。后续再综合运用渗透冲击结合溶菌酶
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处理的方法，在不破坏气囊完整度的前提下能更有

效的裂解藻细胞。同时为得到高纯度且完整的气

囊，依据气囊低于其它细胞组分密度的特性，简化

了纯化步骤，仅利用长时间、多次低速离心加速气

囊漂浮的方法分离气囊。因为使用滤膜过滤或者柱

层析的方法得到的气囊破裂程度较大，且气囊的得

率和纯度均不高。通过改进的纯化方法成功地对铜

绿微囊藻(M. aeruginosa PCC 7806)的气囊进行了分

离纯化，结合负染色电镜观察纯化后气囊的纯度和

完整度，并通过 SDS-PAGE 和质谱结果初步鉴定了

气囊结构蛋白的组成。这为后续进一步研究气囊的

精细结构和合成过程奠定了基础，也对研究蓝藻特

别是微囊藻的浮力调控和垂直迁移特征以及水华

形成机制有着十分重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料、主要试剂和仪器 

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa PCC 7806)

原始菌株购自中国科学院水生生物研究所淡水藻

种库。青霉素 G 和溶菌酶等为 BBI 公司生产，购自

生工生物工程(上海)股份有限公司；其它常用生化

试剂均为国产分析纯。Tecnai G2 F20 穿透电镜，美

国 FEI 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  铜绿微囊藻的室内培养：铜绿微囊藻(M. 

aeruginosa PCC 7806)菌株在超净台完成接种后，用

BG11 培养基[14]在控温摇床中进行扩大培养。培养条

件为恒温 30 °C、持续光照 30 μmol/(m2·s)、200 r/min

振荡培养。培养至 OD750 达到 1.0 即可用于后续实验。 

1.2.2  气囊的分离纯化：气囊的分离和纯化主要参考

Weathers 等[14]的方法，但做了进一步的改进。当蓝藻

培养至 OD750 达到 0.66−1.00 之间时，加入青霉素   

G (终浓度为 0.16 mg/L)和 Mg2+ (终浓度为 1 mmol/L)，

继续振荡培养 5 h。培养结束后 4 °C、1 000×g 低速

离心 15 min 收集藻细胞。离心力的大小要考虑微囊

藻的临界压力，铜绿微囊藻 M. aeruginosa PCC 7806

的平均临界压力是 0.65±0.09 MPa[18]，最大离心力可

依照公式 g=(Pc/h)×100 (g 代表离心力，Pc 是临界压

力，h 是收集的藻液高度，单位 mm)计算得出[19]。 

将离心后漂浮于表层以及沉淀的藻细胞均重

悬于合适体积的 BG11 培养基中，加入终浓度    

1 mg/mL 的溶菌酶裂解细胞壁，37 °C 恒温箱中静

置孵育至少 1 h。然后加入终浓度为 1 mol/L 的甘油，

用玻棒轻轻搅拌约 15 min。再迅速加入 3 倍体积的

20 mmol/L Tris-HCl pH 7.7，对藻细胞进行渗透冲

击，4 °C 静置过夜使细胞被充分裂解。 

次日将裂解后的藻细胞 4 °C、300×g 离心至少

6 h 以上，用 1 mL 移液器收集离心后表面呈弯月形

的淡蓝色藻液层。将收集的藻液层用灭菌的双蒸水

稀释后再低速离心。这样重复操作至弯月形藻液层

的淡蓝色褪去时止。最后将藻液层吸出后置于 1.5 mL 

EP 管中，用双蒸水稀释后再以 300×g 离心至少 6 h

以上。这样重复操作至能看见呈弯月形的乳白色藻

液层。最后一次可以加速至 3 000×g 离心，之后吸

出分离的气囊即位于液面的乳白色浑浊物。最终纯

化的气囊保存在 6.3 mmol/L NH4HCO3 和 5 mmol/L 

NaCN 的溶液中[13-14]。 

1.2.3  气囊的负染色电镜观察：将亲水处理后的圆

形 400 目的铜网倒扣在已纯化的浓度合适的气囊溶

液液滴上，保持实验周围环境干净，静置结合 1 min

左右。然后用滤纸靠铜网边缘吸去多余的气囊溶液，

用 2%醋酸铀染色铜网，室温晾干后置于 Tecnai G2 

F20 穿透电镜(放大倍数最大是 750 000，电压 200 kV)

下观察。操作电镜按放大倍数由小到大调节焦距，

找出浓度最合适且染色均匀的视野观察气囊。 

1.2.4  聚丙烯酰胺凝胶电泳和质谱鉴定气囊蛋白：

取纯化的气囊约 1.5 μg 和裂解的藻细胞约 30 μg，向

其中均加入终浓度是 2.5%的 SDS 和等体积的 2×制样

缓冲液(60 mmol/L Tris-HCl，pH 6.8，20% Glycerol，

0.2 mol/L Dithiothreitol DTT，5% Sodium dodecyl 

sulfate SDS，0.02% Bromophenol blue)，吹吸混合后，

置金属浴上 95 °C 加热煮 10 min。然后待冷却至室温

4 000×g 离心 30 s 后，将样品上样到 15% SDS-PAGE

中电泳鉴定气囊蛋白。其中气囊蛋白浓度是测定
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500 nm 的 光 吸 收 波 长 下 的 压 力 敏 感 的 光 密 度

(Pressure-sensitive optical density，PSOD)，1 mg/mL

气囊蛋白的 PSOD 是 20.8[18,20]。电泳结束后切出气

囊对应泳道的蛋白条带进行 LC-MS 质谱鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  气囊的分离纯化 

气囊纯化至最后步骤，在经过多次低速离心过

程后，可观察到 EP 管中的气囊会逐渐由蓝绿色变

为乳白色(图 1A)。将分离纯化获得的铜绿微囊藻

M. aeruginosa PCC 7806 的气囊进行负染后透射电

镜观察，以鉴定气囊的纯度、完整性以及形态。从 

拍摄的气囊的电镜照片可以看出纯化的气囊纯度

很高，没有其它细胞质杂质或细胞碎片的污染。而

且从整体上来说，纯化出的气囊的形态完整性比较

好，没有出现大量气囊的破损和断裂(图 1B 和 1D)。 

另外，从气囊的电镜照片还可以看出铜绿微囊

藻 M. aeruginosa PCC 7806 的气囊是两端呈双锥状

的圆柱体状。电镜照片中各气囊的圆柱体直径大小

差不多一致，大约 120 nm (图 1C)。但长度不同，

一般是从约 500 nm 到 1 500 nm 不等(图 1D)。照片

中显示气囊的外表面有规则间隔分布的棱纹，与气

囊长轴近乎垂直(图 1C)。 

2.2  气囊结构蛋白的鉴定 

将纯化的气囊溶解处理后进行 SDS-PAGE 电泳

检测，从电泳胶图上可以看出在分离胶上只出现 

一条蛋白条带(图 2)，LC-MS 质谱鉴定为蛋白 GvpC。 
 

 
 

图 1  分离纯化的铜绿微囊藻的气囊 
Figure 1  Purified gas vesicles from M. aeruginosa PCC 7806 

注：A：纯化过程中的浅蓝色气囊和乳白色气囊；B：铜绿微囊藻 M. aeruginosa PCC 7806 气囊的电镜图；C 和 D：气囊的尺寸，气

囊的直径和不同长度的大小均在图中分别标出. 

Note: A: Light blue and milky white gas vesicles in the purification process; B: Electron micrographs of highly purified intact gas vesicles 
from M. aeruginosa PCC 7806; C and D: Dimensions of gas vesicles; Intact gas vesicles were negatively stained with uranyl acetate; The 
diameter and different lengths of gas vesicles are labeled respectively. 
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图 2  气囊的 SDS-PAGE 电泳检测 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of purified gas vesicles 
注：M：蛋白标签；1：纯化的气囊，GvpA 和 GvpC 蛋白已被

标出；2：细胞裂解液；3：对照 BSA. 

Note: M: Protein marker; 1: Purified gas vesicles with GvpA and 
GvpC labeled on lane 1; 2: Cell lysates; 3: BSA (control). 
 

同时，仔细观察胶图同一泳道的上样孔处，可以看

出有蛋白样品沉淀在胶孔处或积层胶与分离胶的

交界处，并没有随着电泳进入分离胶中(图 2)。依据

文献报道由于气囊的结构蛋白 GvpA 具有非常强的

疏水性质，一般以不溶状态或多聚体形式存在，由

此可推测此蛋白为 GvpA，而质谱结果也验证了这

一推测。气囊蛋白的电泳鉴定结果与前人的研究结

果一致[21-22]。 

3  结论与讨论 

基于前人建立的气囊纯化方法，我们又摸索条

件做了几个方面的改进。第一，运用渗透冲击结合

溶菌酶处理的方法裂解藻细胞，两种温和方法的结

合使用能更有效的裂解藻细胞，且不会破坏气囊的

完整性。第二，为了获得高纯度的气囊，有的文献

中用滤膜过滤[16]或者柱层析[13,17]的方法使气囊进

一步纯化。我们也尝试了使用这两种方法，但是发

现得到的气囊破裂程度较大，且气囊的得率和纯度

均不高。第三，为了得到纯度和完整度均较高的气

囊，依据气囊比其它细胞组分密度低的特性，简化

纯化步骤，仅利用低速离心加速气囊漂浮，从而达

到分离的目的。离心时需先根据气囊的临界压力来

计算最大离心力。通过多次用水或缓冲液稀释分离

的气囊后再多次低速离心的简易方法，即可分离出

纯度高且完整的气囊。 

运用 SDS-PAGE 和质谱鉴定相结合的方法分析

纯化获得的气囊的蛋白质组成，结果只鉴定出气囊

的两种主要结构蛋白 GvpA 和 GvpC。虽然只鉴定

出这两种含量最大的结构蛋白，但这一结果并不能

说明气囊的结构组成蛋白只有两种，可能其它的结

构蛋白含量很少，仅通过 SDS-PAGE 和质谱的方法

还不能够被检测出，需要摸索其它更为灵敏的方法

进行鉴定。另外，纯化气囊是在蓝藻生长的对数期

或对数末期开始的，有可能某些结构蛋白在对数期

已经降解或尚未开始表达，所以未被检测出来。 

蓝藻气囊的研究历史已经有半个多世纪，但是

气囊的精细结构仍有一些未解之谜。从藻细胞中提

纯出高纯度且完整的气囊是气囊结构研究的第一

步，因此气囊的分离纯化方法则显得尤为重要。而

我们摸索建立的这种改进了的气囊纯化方法则满

足了纯化气囊的要求。但是在气囊结构蛋白鉴定方

面，后续还需要综合考虑气囊结构蛋白的含量及鉴

定方法的灵敏度，还有气囊的生长和降解过程，需

从多方面进行严谨的实验设计，并尝试更多先进更

为灵敏的技术方法进行气囊结构组成蛋白的鉴定。

总之，本研究的结果为后续揭示气囊的精细结构打

下了前期的研究基础，对深入研究水华蓝藻浮力调

节的分子机制具有重要的意义。 
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