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花青素对大豆蛋白质二级结构影响的多重光谱分析
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（东北农业大学食品学院，哈尔滨 １５００３０）

摘要：以大豆分离蛋白 花青素复合体系为研究对象，综合利用多重光谱技术对其进行分析。利用荧光光谱探究大

豆分离蛋白和花青素间的相互作用方式，采用同步荧光光谱和紫外 可见光谱探究花青素对大豆分离蛋白氨基酸

残基微环境的影响，从而得出花青素对大豆分离蛋白构象的影响，再采用傅里叶变换红外光谱法和圆二色谱法研

究花青素对大豆分离蛋白二级结构的影响。结果表明：花青素对大豆分离蛋白有较强的荧光猝灭作用且为静态猝

灭，其中，花青素与大豆分离蛋白在 ２９８、３０６、３１４Ｋ时相互作用的表观结合常数分别为 ３３４３×１０４、４５０７×１０４、

５５２５×１０４Ｌ／ｍｏｌ，对应的结合位点数分别为 ０９１７８、０９５４６、０９３８１。热力学数据分析结果表明：花青素与大豆

分离蛋白反应的作用力主要是疏水相互作用；同步荧光光谱和紫外 可见光谱结果表明花青素改变了芳香氨基酸

残基在空间结构中所处的微环境，使大豆分离蛋白的分子构象发生改变，且同步荧光光谱显示花青素与大豆分离

蛋白中色氨酸残基发生相互作用，使其周围的疏水作用减少。傅里叶变换红外光谱和圆二色谱结果表明花青素引

起大豆分离蛋白的二级结构发生改变。
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０　引言

大豆分离蛋白（ＳＰＩ）作为一种营养价值丰富的
食用蛋白资源，由于其较高的蛋白含量以及优良的

功能特性，目前已经被广泛地应用于食品加工

中
［１］
。为拓宽其应用前景与开发价值，大豆分离蛋

白的天然改性已经成为学者们的研究热点
［２－３］

。花

青素作为一种黄酮类含量丰富、广泛应用于食品中

的植物色素
［４］
，由于其可清除 ＤＰＰＨ自由基，具有很

强的抗氧化作用
［５］
，因而可以延缓衰老。此外花青

素还具有抑菌、预防癌症、抗心血管疾病等多种功

能
［６－８］

。由于花青素是一种小分子活性物质，并且

具有较强的蛋白亲和性，因此可以通过渗入到蛋白

微原纤间，与多肽链形成多种交联点
［９］
。在食品的

生产加工过程中，蛋白质不可避免地会受到这类小

分子的影响，研究表明蛋白可与多酚类发生交互作

用
［１０］
，由于蛋白、多酚结构的差异性，蛋白与多酚交

互作用可形成氢键、疏水作用、范德华力、离子作用

力及共价键等
［１１－１２］

。

目前已有文献对多酚类物质与蛋白质的相互作

用进行了部分研究。ＫＡＮＡＫＩＳ等［１３］
研究发现茶多

酚可以与牛奶蛋白通过疏水作用发生反应，并且茶

多酚的加入会改变牛奶蛋白的结构构象，使牛奶蛋

白结构更加稳定。ＷＡＮＧ等［１４］
研究发现橘皮苷对

牛血清白蛋白的猝灭机制为静态猝灭，并且通过疏

水相互作用与牛血清白蛋白发生作用。ＨＥ等［１５］
研

究发现锦葵色素３葡萄糖苷可诱导 β乳球蛋白通
过疏水作用与其发生交联，这些相互作用会影响蛋

白质的二级结构，同时提高锦葵色素３葡萄糖苷的
稳定性。刘勤勤等

［１６］
研究发现大豆分离蛋白与茶

多酚通过范德华力和氢键发生相互作用，且茶多酚

的加入导致大豆分离蛋白的二级结构发生改变。但

相关研究尚未涉及大豆分离蛋白与花青素的交互

作用。

黑米花青素的主要成分为矢车菊素３葡萄糖
苷和芍药色素３葡萄糖苷［１７］

，本文利用多重光谱技

术研究大豆分离蛋白（ＳＰＩ）与纯化黑米花青素
（ＡＮ）的相互作用，通过荧光光谱研究黑米花青素对
大豆分离蛋白的猝灭类型，判断花青素与大豆分离

蛋白是否存在相互作用，并计算花青素与大豆分离

蛋白的结合常数、结合位点数以及相应的热力学参

数，探讨花青素与大豆分离蛋白间的相互作用机制。

使用同步荧光光谱、紫外光谱研究花青素对大豆分

离蛋白构象变化的影响，探究花青素对大豆分离蛋

白中酪氨酸、色氨酸所处微环境的极性的影响。使

用多重光谱探究花青素对大豆分离蛋白二级结构组

成的影响，进一步验证花青素与大豆分离蛋白间相

互作用的存在，为开发新的大豆蛋白产品提供理论

依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
大豆（ＧｌｙｃｉｎｅｍａｘＬ．），东北大豆；黑米（Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａＬ．，ｉｎｄｉｃａＢｌａｃｋｒｉｃｅ）花青素质量分数为
３５％；盐酸、氢氧化钠、磷酸二氢钠，北京新光化工试
剂厂；正己烷、乙酸乙酯、甲醇，天津北科化学品有限

责任公司；其他化学试剂均为分析纯试剂。

１２　仪器与设备
Ｆ ４５００型荧光分光光度计，日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公

司；Ｎｉｃｏｌｅｔ６７００型傅里叶变换红外光谱仪，美国
ＴｈｅｒｍｏＮｉｃｏｌｅｔ公司；ＪａｓｃｏＪ ８１５型圆二色光谱仪，
日本分光公司；Ｃａｒｙ５０型紫外光谱仪，美国 Ｖａｒｉａｎ
公司。

１３　实验方法
１３１　大豆分离蛋白制备

参考 ＭＥＩＮＬＳＣＨＭＩＤＴ等［１８］
的方法。将新鲜大

豆碾碎成粉后，与正己烷按照液料比 ３ｍＬ／ｇ混合，
室温（２０℃）下搅拌２ｈ进行３次脱脂。将脱脂豆粉
与去离子水按照液料比 １０ｍＬ／ｇ混合后，用 ＮａＯＨ
（２ｍｏｌ／Ｌ）将溶液的 ｐＨ值调节至 ８５，室温下搅拌
２ｈ后，溶液 ９０００ｇ离心 ２０ｍｉｎ，取上清液用 ＨＣｌ
（２ｍｏｌ／Ｌ）将溶液 ｐＨ值调节至 ４５。溶液静置 ２ｈ
后６０００ｇ离心２０ｍｉｎ得到蛋白沉淀，最后将蛋白沉
淀溶于去离子水，用 ＮａＯＨ（２ｍｏｌ／Ｌ）将蛋白质 ｐＨ
值调节至７０。将蛋白溶液冷冻干燥后得粉末状大
豆分离蛋白。

１３２　花青素提纯
参照 ＳＵＩ等［１９］

的方法，将富含花青素的黑米提

取物粉末溶于去离子水，使用固相萃取技术去除黑

米提取物中的杂质。具体纯化步骤为：首先用 ２倍
体积的酸化水去除不溶性成分，如糖、酸等，然后用

２倍体积的乙酸乙酯去除多酚类化合物，如酚酸、黄
酮等，最后用甲醇洗脱吸附在吸附柱上的花青素。

使用旋转蒸发器在 ４０℃的条件下除去甲醇，即可得
纯化后的花青素（ＡＮ），在 －２０℃条件下贮存，直至
使用。在 ２８０ｎｍ处使用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ
ＤＡＤ）检测花青素的纯度。
１３３　大豆蛋白 花青素溶液制备

将大豆分离蛋白（ＳＰＩ）粉末用 ００１ｍｏｌ／Ｌ磷酸
盐缓冲液（ｐＨ值 ７４）配置成 ００１ｇ／ｍＬ的大豆分
离蛋白溶液，为 ＳＰＩ对照样品。按照大豆蛋白与纯
化后花青素的质量比１００∶１、８０∶１、６０∶１、４０∶１、２０∶１
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将纯化后的花青素（质量分数约为 ２０％）加入到大
豆分离蛋白溶液中，室温下磁力搅拌 ９０ｍｉｎ制成大
豆分离蛋白 花青素复合体系，分别表示为 ＳＰＩ
ＡＮ １～ＳＰＩ ＡＮ ５。
１３４　荧光光谱测定

向１０ｍＬ大豆分离蛋白溶液（１０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）中
分别逐滴加入１００μＬ２０×１０－６、４０×１０－６、６０×
１０－６、８０×１０－６、１０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ浓度的花青素溶
液，漩涡震荡后，分别在 ２５、３３、４１℃恒温水浴锅中
保温 ５ｍｉｎ。选择激发波长为 ２８０ｎｍ、激发狭缝为
５ｎｍ、扫描速率为１２０００ｎｍ／ｍｉｎ，连续扫描，记录发
射波长为３００～５００ｎｍ。样品的同步荧光光谱测定
条件如下：室温条件下，分别固定 Δλ＝１５ｎｍ和Δλ＝
６０ｎｍ，Δλ表示两波长差，进行同步荧光光谱扫描。
１３５　紫外 可见光谱分析

移取３ｍＬ的大豆分离蛋白溶液于石英比色池
中，扫描２５０～３５０ｎｍ波长范围内的吸收光谱。扫
描完毕后，将 ＳＰＩ ＡＮ １～ＳＰＩ ＡＮ ５分别于石
英比色池中扫描吸收光谱。以相同质量浓度的大豆

分离蛋白溶液作空白，记录大豆分离蛋白溶液的紫

外 可见吸收光谱。

１３６　傅里叶变换红外光谱分析
将大豆分离蛋白溶液和大豆分离蛋白溶液与花

青素的混合溶液 ＳＰＩ ＡＮ １～ＳＰＩ ＡＮ ５冷冻干
燥，按样品粉末与溴化钾粉末质量比 １∶１００的比例
混合，研细均匀后，置于模具中压片，在３２ｃｍ－１

分辨

率条件下扫描３２次，４０００～４００ｃｍ－１
波数范围内扫

描红外光谱。

１３７　圆二色谱分析
将样品在１９０～２５０ｎｍ远紫外区进行扫描，扫

描速度为６０ｎｍ／ｍｉｎ，光谱分辨率为 ０２ｎｍ，响应时
间为 ０２５ｓ，狭缝宽度为 １ｎｍ。采用 Ｏｒｉｇｉｎ８０作
图，并使用 ＣＤｐｒｏ软件拟合蛋白质二级结构的组成
与含量。

１３８　数据统计与分析
每组数据均重复 ３次，利用 Ｏｒｉｇｉｎ８５软件处

理数据作图。利用 ＳＰＳＳＶ１７０软件对数据进行
ＡＮＯＶＡ差异显著性分析及相关性分析。

２　结果与讨论

首先采用荧光光谱法，测定大豆分离蛋白和花

青素间的相互作用方式，再通过同步荧光光谱法、紫

外 可见光谱探究花青素对大豆分离蛋白氨基酸残

基微环境的影响，进而得出花青素对大豆分离蛋白

构象的影响，最后通过傅里叶变换红外光谱法和圆

二色谱法分析花青素对复合物中大豆分离蛋白二级

结构组成的变化。荧光光谱分析可以明确花青素与

大豆分离蛋白的作用方式，同步荧光光谱和紫外 可

见光谱的测定是通过测量发射波长偏移来直观反映

花青素对大豆分离蛋白构象的影响。红外光谱法和

圆二色谱法可直接测量计算出蛋白质各类型二级结

构的含量，可以定量测定加入花青素前后大豆蛋白

二级结构含量的变化，直观地分析花青素对互作体

系中蛋白质二级结构的影响，进一步验证花青素与

大豆分离蛋白的相互作用。

２１　荧光分析
２１１　花青素对大豆分离蛋白内源荧光光谱的影响

蛋白质的内源荧光主要依赖于色氨酸（Ｔｒｐ）、酪
氨酸（Ｔｙｒ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ），在激发波长为 ２８０ｎｍ
时，只考虑色氨酸和酪氨酸，苯丙氨酸可以忽略

［１３］
。

图１表示在 ２５℃、ｐＨ值 ７４的条件下，固定激发波
长为２８０ｎｍ，扫描 ３００～５００ｎｍ波长范围内随花青
素的增加内源荧光发射光谱的变化。从图１可以看
出，固定 ＳＰＩ溶液浓度，随着花青素的不断加入，ＳＰＩ
荧光强度逐渐降低，说明花青素对 ＳＰＩ的内源荧光
产生了猝灭作用。同时发现 ＳＰＩ的最大荧光发射波
长发生了红移，ＳＰＩ从 ３４２ｎｍ红移至 ３５２８ｎｍ，红移
了１０８ｎｍ，这说明花青素与大豆分离蛋白发生了
结合，从而改变了 ＳＰＩ的结构构象，Ｔｒｐ和 Ｔｙｒ的微
环境发生改变，由疏水环境变为亲水环境，肽链结构

舒展
［１４］
。

图 １　花青素对 ＳＰＩ荧光光谱的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＮｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＳＰＩｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
　
２１２　表观结合常数和结合位点数

荧光猝灭一般可分为动态猝灭和静态猝灭两种

作用机制。可以应用 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ方程判断猝灭
类型

［２０］
，公式为

Ｆ０
Ｆ
＝１＋ＫｓｖＱ＝１＋Ｋｑτ０Ｑ （１）

式中　Ｆ０、Ｆ———未加入和加入猝灭剂花青素时 ＳＰＩ
溶液的荧光强度

Ｑ———花青素的浓度，ｍｏｌ／Ｌ
Ｋｑ———双分子猝灭速率常数，Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）
Ｋｓｖ———动态猝灭常数，Ｌ／ｍｏｌ

τ０———猝灭剂不存在时荧光体的寿命，生物

大分子的平均寿命约为１０－８ｓ［２１］
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根据 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ方程，以 Ｑ为自变量，Ｆ０／Ｆ为因
变量，作图２，根据图中直线的斜率可以计算出花青
素 ＳＰＩ复合物的 Ｋｓｖ和 Ｋｑ，结果见表 １。对于动态
猝灭，随着温度的升高，猝灭常数增大，即 Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ曲线斜率增大。如果是静态猝灭则相反。
通过图２和表 １可以看出，随着温度的升高，大豆分离
蛋白的Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ曲线斜率逐渐变小，说明花青素
对ＳＰＩ的荧光猝灭机制是静态猝灭。猝灭剂对于生物
大分子最大猝灭速率常数一般为２×１０１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ），
而花青素对 ＳＰＩ的荧光猝灭速率数量级均为 １０１２，
这进一步表明花青素对 ＳＰＩ的作用机制为静态
猝灭。

图２　不同温度条件下花青素猝灭 ＳＰＩ的 Ｓｔｅｒｎ Ｖｏｌｍｅｒ图

Ｆｉｇ．２　Ｓｔｅｒｎ ＶｏｌｍｅｒｐｌｏｔｆｏｒｑｕｅｎｃｈｉｎｇｏｎＳＰＩｂｙＡＮａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　

表 １　不同温度 ＳＰＩ ＡＮ复合物的荧光猝灭

常数及其决定系数

Ｔａｂ．１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓａｎｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆ

ｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ（ＳＰＩ ＡＮ）

ｃｏｍｐｌｅｘｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

温度／Ｋ Ｋｓｖ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１） Ｋｑ／（Ｌ·（ｍｏｌ·ｓ）

－１） Ｒ２

２９８ ８１１×１０４ ８１１×１０１２ ０９９４５

３０６ ７８９×１０４ ７８９×１０１２ ０９９０５

３１４ ６８９×１０４ ６８９×１０１２ ０９８８３

　　对于静态猝灭过程，结合位点数 ｎ满足公式

ｌｇ
Ｆ０－Ｆ
Ｆ

＝ｌｇＫｓ＋ｎｌｇＱ （２）

式中　Ｋｓ———表观结合常数，Ｌ／ｍｏｌ
以 ｌｇ（（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ）对 ｌｇＱ作图得图 ３，根据直线斜
率和截距可以得到花青素与热处理 ＳＰＩ间的表观结
合常数 Ｋｓ和结合位点数 ｎ（表 ２）。从表 ２可以看
出，花青素与 ＳＰＩ间的表观结合常数 Ｋｓ数量级为

１０４，说明花青素与大豆分离蛋白发生了紧密的结
合，且均形成了结合位点数接近于１的复合物。
２１３　热力学参数和作用力

生物小分子和蛋白质之间的相互作用力包括氢

键、静电作用、范德华力和疏水作用力４种。研究表
明，蛋白质和配体之间的作用力可根据热力学参数

来进行表征：当焓变 ΔＨ＞０、熵变 ΔＳ＜０时，分子间
作 用力主要是静电引力和疏水作用力；当ΔＨ＞０、

图３　不同温度条件下花青素猝灭热处理 ＳＰＩ的双对数图

Ｆｉｇ．３　ＤｏｕｂｌｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｃｕｒｖｅｓｏｆＳＰＩｑｕｅｎｃｈｅｄｂｙ

ＡＮａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　

表 ２　不同温度 ＳＰＩ ＡＮ复合物的结合位点数、

表观结合常数及其决定系数

Ｔａｂ．２　Ａｐｐａｒｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ

ｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆＳＰＩ ＡＮ

ｃｏｍｐｌｅｘａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

温度／Ｋ Ｋｓ／（Ｌ·ｍｏｌ
－１） ｎ Ｒ２

２９８ ３３４３×１０４ ０９１７８ ０９９７３

３０６ ４５０７×１０４ ０９５４６ ０９９４３

３１４ ５５２５×１０４ ０９３８１ ０９９７６

ΔＳ＞０时，分子间作用力主要是疏水作用力；当
ΔＨ＜０、ΔＳ＜０时，分子间作用力主要是范德华力、
氢键或质子化等作用；当 ΔＨ＜０、ΔＳ＞０时，分子间
作用力主要是静电引力

［２２－２３］
。假设在测定温度范

围内焓变变化不大，则计算公式为

ｌｎ
Ｋ２
Ｋ１
＝－ΔＨ(Ｒ

１
Ｔ２
－１
Ｔ )
１

（３）

ΔＧ＝－ＲＴｌｎＫ （４）
ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ （５）

式中　Ｋ———在相应温度下体系的结合常数
Ｒ———理想气体常数［２４］

ΔＧ———吉布斯自由能
通过计算得大豆蛋白与花青素相互作用的焓变

ΔＨ、熵变 ΔＳ和吉布斯自由能 ΔＧ，如表３所示。

表 ３　不同温度下 ＳＰＩ ＡＮ结合的热力学参数

Ｔａｂ．３　ＴｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＳＰＩ ＡＮ

ｂｉｎｄｉｎｇａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

温度／Ｋ ΔＨ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１） ΔＳ／（Ｊ·（ｍｏｌ·Ｋ）－１） ΔＧ／（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

２９８ ２８１８ １３４４６ －１１８９

３０６ ２８１８ １４２１５ －１５３２

３１４ ２８１８ １４６５６ －１７８４

　　由表３可知，ΔＧ＜０，说明花青素与大豆蛋白的
结合可以自发进行。该反应的 ΔＨ＞０，表明花青素
与大豆分离蛋白之间的相互作用为吸热反应，升温

有利于反应的进行，这与表观结合常数 Ｋｓ随着温度
的升高而逐渐升高相吻合。由体系的 ΔＨ＞０和
ΔＳ＞０可说明花青素与大豆分离蛋白之间的作用力
主要是疏水作用力。
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２２　花青素对大豆分离蛋白构象的影响
２２１　同步荧光光谱分析

同步荧光光谱法用于反映对应氨基酸附近环境

的极性情况，广泛应用于小分子和生物大分子相互作

用的研究领域中。同步荧光光谱法是一种广泛应用

的通过测量发射波长偏移来研究氨基酸残基微环境

的方法，能够反映花青素对大豆分离蛋白构象的影

响。固定激发和发射单色器的波长差（Δλ），以固定
的 Δλ得到同步荧光光谱，从而获得关于生色团分子
周围环境的信息。当Δλ＝１５ｎｍ时，只显示酪氨酸残
基的特征荧光光谱；当 Δλ＝６０ｎｍ时，只显示色氨酸
残基的特征荧光光谱，由此可判断大豆分离蛋白中酪

氨酸残基和色氨酸残基微环境的极性变化
［２５］
。

由图４可知，随着花青素浓度的增加，大豆分离

蛋白中酪氨酸残基（Δλ＝１５ｎｍ）和色氨酸残基
（Δλ＝６０ｎｍ）的特征荧光吸收峰不断猝灭，Δλ＝
１５ｎｍ和Δλ＝６０ｎｍ的最大发射峰均有红移，表明
加入花青素后，大豆分离蛋白中色氨酸和酪氨酸附

近的微环境有所改变，极性增加。色氨酸最大发射

峰红移５ｎｍ（从２８６ｎｍ红移至２９１ｎｍ）（图４ｂ），酪
氨酸最大发射峰红移２ｎｍ（从２９３ｎｍ红移至２９５ｎｍ
（图４ａ），说明花青素与大豆分离蛋白作用的结合位
点更接近于色氨酸残基

［２６］
。酪氨酸、色氨酸残基所

处微环境的改变可能部分归因于蛋白质结构发生部

分变化，因此花青素造成蛋白构象的变化。刘勤勤

等
［１６］
研究茶多酚与大豆蛋白的相互作用发现茶多

酚的加入导致大豆蛋白结构发生变化，与本实验研

究结果一致。

图 ４　ＳＰＩ ＡＮ复合体系的同步荧光光谱

Ｆｉｇ．４　ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＰＩ ＡＮｃｏｍｐｌｅｘｓｙｓｔｅｍ
　

２２２　紫外 可见吸收光谱分析

紫外 可见光谱广泛应用于小分子与生物大分

子作用的研究中。一般来说，峰的强度变化是两

者相互作用强弱的标志，而峰位的改变通常认为

是由蛋白质大分子疏水氨基酸残基微环境变化引

起构象变化导致的。大多数蛋白质分子由于色氨

酸（Ｔｒｐ）和酪氨酸（Ｔｙｒ）等氨基酸中芳香杂环对光
的吸收，故在 ２７０ｎｍ波长附近有一个吸收峰。蛋
白质分子中芳香族氨基酸残基所处微环境发生改

变，会引起蛋白质吸收波长变化，因而可以利用蛋

白质的紫外 可见吸收光谱初步探讨蛋白质结构

的变化
［２７－２８］

。

图５显示了不同浓度花青素对大豆分离蛋白紫
外 可见吸收光谱的影响。从图中可以看出，随着花

青素浓度增加，大豆分离蛋白的紫外 可见吸收光谱

峰值依次升高，并且发生蓝移，最大吸收峰波长由

２７７ｎｍ蓝移至２７１ｎｍ，说明花青素诱导大豆分离蛋
白分子肽链伸展，使得深埋在大豆分离蛋白分子内

部酪氨酸残基和色氨酸残基中的芳香杂环疏水基团

裸露出来，造成了大豆分离蛋白构象发生改变，进而

增强了吸光度。这种构象的改变更有利于大豆分离

蛋白分子中色氨酸残基和酪氨酸残基中芳香杂环的

π π跃迁。

图 ５　不同浓度花青素对 ＳＰＩ溶液紫外 可见吸收

光谱的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＮｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＵＶ Ｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＳＰＩ
　
２２３　红外光谱分析

红外光谱是物质定性重要方法之一
［２９］
。通过

红外光谱来进一步考察蛋白质构象的变化，蛋白质

酰胺Ⅰ带在 １７００～１６００ｃｍ－１
范围内（主要是 Ｃ Ｏ

伸缩振动）有吸收；酰胺Ⅱ带在１６００～１５００ｃｍ－１
范围

内（主要是 Ｃ—Ｎ伸缩振动和 Ｎ—Ｈ弯曲振动）有吸
收

［３０］
。酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ带红外吸收峰的变化反

映了蛋白质二级结构的变化。加入不同浓度花青素

的大豆分离蛋白的红外光谱如图 ６所示，由图 ６可
知，花青素的加入引起了大豆分离蛋白酰胺Ⅰ带
１６３２９３ｃｍ－１

红移至 １６３７７５ｃｍ－１
，酰胺Ⅱ带从

１５３０２４ｃｍ－１
红移至１５３３６１ｃｍ－１

，说明花青素引

起大豆分离蛋白二级结构的变化。同时，花青素的
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加入引起大豆分离蛋白的酰胺 Ｉ带、ＩＩ带强度出现
减弱，这可能是由于花青素上的氧原子、羟基与大豆

蛋白上 Ｃ Ｏ、Ｃ—Ｎ基团通过疏水相互作用等结合
形成复合物

［３１］
，导致大豆蛋白肽链重排，最终引起

大豆分离蛋白二级结构的改变
［３２］
。这也可以通过

３３００～３４００ｃｍ－１
酰胺 Ａ带（Ｎ—Ｈ伸缩振动）的改

变来辅证
［３３］
。在加入花青素后，大豆分离蛋白的酰胺

Ａ带从 ３３２００５ｃｍ－１红移至 ３３１１７４ｃｍ－１。ＳＨＥＮ
等

［３４］
研究卵清蛋白和茶多酚的相互作用发现，在

ｐＨ值为７５的条件下加入茶多酚后卵清蛋白的酰
胺Ⅰ、Ⅱ带发生蓝移，这可能是由蛋白与多酚类型和
结构的不同导致的。

图 ６　ＳＰＩ和 ＳＰＩ ＡＮ的傅里叶变换红外光谱图

Ｆｉｇ．６　Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆ

ＳＰＩａｎｄＳＰＩ ＡＮ
　
２２４　圆二色谱分析

圆二色谱是一种测量蛋白二级结构快速、准确

且灵敏的技术，可以在水溶性蛋白溶液中直接测量

计算出蛋白质各类型二级结构的相对含量
［３５］
。通

过 ＣＤ谱图法可以定量测定加入花青素前后大豆分
离蛋白质二级结构含量的变化，进一步验证花青素

与大豆分离蛋白的相互作用
［３６］
。大豆蛋白质在加

入花青素前后的 ＣＤ谱图通过 ＣＤｐｒｏ软件拟合出的
二级结构含量如表４所示。

经过不同浓度的花青素复合后，蛋白质中二级

结构含量均发生了明显的变化。如表 ４所示，所有
样品均表现出 α螺旋相对含量降低，β折叠相对含
量升高的现象，样品中蛋白质二级结构以 β结构为
主。与 ＨＥ等［１５］

的研究一致，可能是花青素结合到

大豆蛋白 α螺旋结构中的疏水性氨基酸区域，从而
使蛋白质分子展开改变其空间构象。ＬＩＵ等［３７］

研

究乳铁蛋白与绿原酸、没食子酸相互作用，结果表明

　　

表 ４　圆二色谱测定加入花青素后复合物中 ＳＰＩ的

二级结构相对含量

Ｔａｂ．４　ＳｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳＰＩｉｎ

ＡＮｃｏｍｐｌｅｘｅｓｔｉｍａｔｅｄｆｒｏｍｃｉｒｃｕｌａｒｄｉｃｈｒｏｉｓｍｓｐｅｃｔｒａ

％

组别 α螺旋 β折叠 β转角
无规则

卷曲

未添加 ＡＮ （１９５±０２）ａ （３２３±０３）ｆ （２１７±０２）ｂｃ （２６５±０１）ａ

ＳＰＩ ＡＮ １ （１９０±０１）ｂ （３２９±０２）ｅ （２２３±０４）ａｂ （２５８±０３）ｂｃ

ＳＰＩ ＡＮ ２ （１８２±０２）ｃ （３３７±０１）ｇ （２２０±０３）ａｂｃ （２６１±０３）ａｂ

ＳＰＩ ＡＮ ３ （１７８±０３）ｄ （３４４±０１）ｃ （２１４±０４）ｃ （２６４±０２）ａｂ

ＳＰＩ ＡＮ ４ （１７１±０１）ｅ （３４８±０５）ｂ （２１８±０５）ｂｃ （２６３±０２）ａｂ

ＳＰＩ ＡＮ ５ （１６６±０１）ｆ （３５４±０２）ａ （２２６±０１）ａ （２５４±０４）ｃ

　　注：同一列数据后不同字母表示样品间差异显著（Ｐ＜００５）。

在乳铁蛋白 绿原酸和乳铁蛋白 没食子酸复合物的

二级结构中蛋白质的 α螺旋结构相对含量均降低，
β折叠相对含量均增加，与本文研究结果一致。

总体来说，圆二色谱结果证明了花青素与大豆

蛋白的相互作用导致大豆蛋白二级结构的变化
［３８］
，

结果与红外光谱一致。

３　结论

（１）花青素对大豆分离蛋白的荧光猝灭机制属
于静态猝灭，大豆蛋白与花青素之间的作用力主要

是疏水作用力，通过疏水相互作用大豆蛋白和花青

素可以形成结合位点数接近于１的复合物。
（２）同步荧光光谱和紫外 可见光谱结果说明

花青素的加入导致大豆蛋白中酪氨酸、色氨酸残基

所处微环境的改变，从而引起大豆蛋白结构发生部

分变化，且花青素与大豆分离蛋白作用的结合位点

更接近于色氨酸残基。

（３）红外光谱和圆二色谱结果说明花青素引起
大豆蛋白二级结构发生改变，进一步说明大豆蛋白

和花青素发生了相互作用。

（４）花青素和大豆蛋白间主要作用力是疏水
相互作用，花青素的加入导致大豆蛋白中酪氨酸、

色氨酸残基所处微环境的改变，使大豆分离蛋白

的分子构象发生改变，从而引起大豆蛋白二级结

构发生变化。
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