
6 2013, Vol.34, No.23              食品科学 ※基础研究

笃斯越橘花青素与牛血清白蛋白的相互作用
姚惠芳，景 浩*

(中国农业大学食品科学与营养工程学院，植物源功能食品北京市重点实验室，北京 100083)

摘  要：采用荧光光谱、紫外-可见光谱和红外光谱法，研究笃斯越橘中花青素与牛血清白蛋白之间的相互作用。

结果表明：花青素对牛血清白蛋白有较强的荧光猝灭作用且为静态猝灭，并计算得出不同温度下其结合常数(KA)与

结合位点数(n)分别为：2.218×104、1.084(298K)，1.770×104、1.065(306K)，1.706×104、1.086(310K)。由热力学

参数确定它们之间的作用力主要是静电引力，并根据Förster能量转移理论求得其结合距离为2.1nm。同步荧光光谱

显示花青素主要与牛血清白蛋白中色氨酸残基发生相互作用，使其周围的疏水性增加。傅里叶变换红外光谱表明花

青素可引起牛血清白蛋白的构象发生改变，使α-螺旋结构改变。
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牛血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA)是球蛋

白，几乎所有的亲水基团都分布在分子外表面，形成亲

水的分子外壳，而疏水的基团则包埋在分子内部，形成

疏水空腔。BSA是由583个氨基酸组成的单链蛋白，C端

为丙氨酸残基，N端为天冬氨酸残基，含有35个半胱氨

酸残基，仅34位有一个巯基，其余都为二硫键。BSA的

二级结构主要为α-螺旋，除此以外还有β-折叠、转角以

及无规则卷曲等。BSA分子的高级结构包括3个结构相似

的功能域(结构域Ⅰ、结构域Ⅱ、结构域Ⅲ)，每个结构域

又包含两个亚结构域A和B，分别叫做ⅠA、ⅠB、ⅡA、

ⅡB、ⅢA和ⅢB。BSA分子中含有两个色氨酸残基，134

位色氨酸残基位于分子的表面，处于IA亚域；212位色氨

酸残基位于BSA分子的内部，处于IIA亚域[1]。BSA是血

浆中含量最丰富的载体蛋白，具有良好的生物相容性，

能够与广泛的内源物质(如代谢产物等)和外源物质(如药

物等)进行可逆性的非共价结合[2]。李满秀等[3]以BSA为

载体，研究其与金丝桃苷相互作用，发现金丝桃苷对

BSA的荧光猝灭类型是静态猝灭，可以引起BSA的构象



※基础研究                            食品科学 2013, Vol.34, No.23  7

变化。尚永辉等[4]以BSA为载体，研究其与木犀草素、芹

菜素和葛根素相互作用的机理，发现三者与BSA之间的

结合是通过非辐射能量转移而促使蛋白质的荧光猝灭，

它们之间的作用力主要是静电引力。方茹等[5]以BSA为载

体，研究其与槲皮素相互作用，发现槲皮素与BSA之间

由于氢键和疏水相互作用发生自发结合，并且能够形成

以槲皮素为芯材的纳米颗粒。以上研究表明，BSA可以

与脂溶性的小分子结合，结合方式有静电引力、氢键和

疏水相互作用等。但BSA与水溶性的小分子结合方式的

探讨未见报道。

花青素具有抗氧化[6]、抗肿瘤[7]、抗癌[8]等生物活性，

近年来受到广泛关注。花青素(anthocyanin，Acn)是黄酮

化合物中常见的一类，是2-苯基苯并吡喃型阳离子结构的

衍生物，由于取代基的数量和种类的不同可形成不同种的

花青素。常见的6类包括天竺葵色素、矢车菊色素、飞燕

草色素、牵牛花色素、芍药色素和锦葵色素。它们均易

溶于水和乙醇，在pH≤3的酸性条件下稳定，在碱性条件

下易分解[9]。花青素的氧化稳定性较差，其活泼的酚羟基

很容易被氧化成醌[5]。花青素与蛋白大分子的结合，可以

减缓自身氧化进程，从而实现被保护的目的。Zheng等[10]

在pH8.0和80℃加热60min的加速降解体系中，乳清蛋白与

笃斯越橘中花青素提取物(bog bilberry anthocyanin extract，

BBAE)相互作用可以有效阻止BBAE吸光度及其ABTS+·清

除率的降低(P＜0.05)。用乳清蛋白与蓝莓花青素提取物相互

作用，使蓝莓花青素提取物的降解率明显降低[11-12]。虽然花

青素与乳清蛋白相互作用的研究已有一些报道，但对于花青

素与BSA相互作用的机理研究则未见报道。

本研究运用紫外-可见光谱(UV-Vis)、荧光光谱、傅

里叶变换红外光谱(FT-IR)，详细研究了笃斯越橘中的花

青素与BSA相互作用的光谱特征，用Stern-Volmer和双对

数方程处理荧光光谱数据，深入分析花青素与BSA的结

合机理，结合方式，以及对BSA构象的影响。 

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

牛血清白蛋白(BSA，albumin bovine V，第5组分，

纯度大于98%，分子质量67200D，Cat. No.: A-0332) 美

国Amresco公司进口分装；笃斯越橘花青素(提取物中花

青素含量为25%；进一步经过XAD-7树脂柱分离纯化，

除去蛋白质和多糖，得到的笃斯越橘花青素纯化物，花

青素含量为35%，其中矢车菊素-3-葡萄糖苷占总花青素

含量的78.1%) 大兴安岭华野生物工程有限公司；其他

试剂均为国产分析纯；所用水为去离子水。

1.2 仪器与设备

F-7000型荧光光度计 日本Hitachi公司；Spectrum 

100 FT-IR型傅里叶变换红外光谱仪 美国Perkin Elmer

公司；UV-1800型紫外-可见分光光度计 上海美普达仪

器有限公司；PHS-3C+型酸度计 成都市纪方舟科技有

限公司；XB 220A型电子天平 德国Precisa Gravimetrics 

AG公司；QL-901型涡流振荡器 海门市其林贝尔仪器

制造有限公司；LGJ-10B型冷冻干燥机 北京四环科学

仪器厂有限公司。

1.3 方法

1.3.1 溶液配制

牛血清白蛋白用0.1mol/L的NaCl缓冲液(pH7.4)配成

1.5×10-4mol/L的储备液，将制备好的储备液保存于4℃的冰

箱中备用；花青素用去离子水(pH 6.3)配成1.5×10-2 mol/L的

储备液(为了计算方便，统一使用笃斯越橘中含量最高的

矢车菊素-3-葡萄糖苷的分子质量449.2D作为花青素的近

似分子质量进行处理)。实验中所用的花青素溶液都是现

用现配的，且在4h内完成测试。前期实验结果表明，在

pH7.4时，花青素的降解在4h内少于15%。

1.3.2 紫外光谱测定

先将花青素储备液用去离子水稀释成1.5×10-3mol/L的

工作液。在15mL离心管中，加入1mL BSA储备溶液，再

加入不同量的花青素工作液，配制BSA与花青素的浓度

比是1:0、1:1、1:2、1:4、1:6、1:8、1:10、1:12的溶液，

加0.1mol/L的NaCl缓冲液(pH7.4)定容至10mL。用涡流振

荡器混匀，室温下静置待用。用1.5×10-5mol/L的BSA作

为空白，在230～380nm范围内扫描紫外吸收光谱。

1.3.3 荧光光谱测定

先将花青素储备液用去离子水稀释成1.5×10-3mol/L

的工作液。在15mL离心管中，加入1mL BSA储备溶液，

再加入不同量的花青素工作液，配制BSA与花青素的浓

度比是1:0、1:1、1:2、1:4、1:6、1:8、1:10、1:12，加

0.1mol/L的NaCl缓冲液(pH7.4)定容至10mL。用涡流振荡

器混匀。分别在25℃(298K)、33℃(306K)和37℃(310K)

水浴箱中保持恒温，用1.5×10-5mol/L 的BSA作为空白，

准确移取3.0mL上述溶液于石英荧光池中，测定样品的

荧光光谱，条件如下：激发波长为280nm，激发狭缝为

2.5nm，发射狭缝为5nm。样品的同步荧光光谱测定条件

如下：室温下，分别固定Δλ=15nm和Δλ=60nm。

1.3.4 傅里叶变换红外光谱测定

将BSA溶液和BSA与花青素的样品混合溶液(BSA浓度

为1.5×10-5mol/L 的溶液，花青素浓度为1.5×10-5mol/L)冷

冻干燥，将冻干粉末放在干燥器中(室温)待测。取2.2mg

样品粉末与200mg KBr研细均匀后，置于模具中，用

5×107～10×107Pa压力在油压机上压成薄片，在32cm-1

的分辨率条件下扫描32次，450～4000cm-1的波数范围内

扫描红外光谱。
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2 结果与分析

2.1 花青素与牛血清白蛋白相互作用的荧光

2.1.1 花青素与牛血清白蛋相互作用的荧光猝灭光谱

蛋白分子中的色氨酸和酪氨酸均有荧光产生，其中

色氨酸的最大发射波长在340nm左右，酪氨酸的最大发

射波长在304nm。在激发波长为280nm时，BSA的最大发

射波长为343nm，在304nm没有荧光峰形成。酪氨酸的

荧光较弱，其荧光变化很难观察到；色氨酸荧光很强，

因此本研究着重观察色氨酸的荧光变化。由图1可知，

随着花青素浓度的增大，BSA荧光光谱发生了两方面的

改变，荧光峰位移和荧光猝灭。荧光峰从343nm蓝移到

342nm，这说明色氨酸区域变得更加疏水，荧光发生了

猝灭，说明BSA分子中色氨酸残基空间位置发生了改

变。花青素是水溶性的，可以与亲水的侧链残基相互作

用，因此可以进一步推断是BSA分子中位于表面的色氨

酸残基位置发生了改变[13]。
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BSA浓度为1.5×10-5mol/L；曲线1～8表示花青素浓度分别

为0、1.5×10-5、3.0×10-5、6.0×10-5、9.0×10-5、12.0×10-5、

15 .0×10 -5、18 .0×10 -5mo l /L；温度是298K。图6同。

图 1 不同浓度的花青素对BSA荧光光谱的影响

Fig.1 Effect of anthocyanin concentration on fluorescence emission 

spectra of BSA 

2.1.2 花青素与牛血清白蛋白相互作用的荧光猝灭机理

与结合常数

为了进一步阐明花青素对BSA荧光猝灭机理，用

Stem-Volmer方程对荧光数据进行分析：

F0/F=1＋KSV[Q] (1)

式中：F0和F分别是未加入和加入花青素时BSA的荧

光强度；KSV为动态猝灭常数；[Q]为花青素的浓度。

作出F0/F－[Q]关系图并计算出不同温度下的动态猝

灭常数，结果见图2和表1。

由表1可知，动态猝灭常数KSV值随着温度的升高而

减小，表明此荧光猝灭机理为静态猝灭过程。

区分静态猝灭和动态猝灭的另一种方法是考察荧

光体的吸收光谱。动态猝灭仅仅影响荧光体的激发态，

而不影响荧光谱的吸收光谱。基态配合物的形成会引起

荧光体的吸收光谱的变化。在pH7.4的NaCl缓冲液条件

下，测定花青素的紫外吸收曲线(曲线Acn)以及花青素

和BSA等物质的量混合物与BSA的紫外吸收差谱(曲线

[BSA+Acn]-BSA)，发现两曲线有很大的差别(图3)，说明

花青素与BSA作用生成了新的复合物，进一步证实荧光

猝灭机理为静态猝灭[14]。
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BSA浓度为1.5×10-5mol/L。

图 2 花青素与BSA作用的Stern-Volmer图

Fig.2 Stern-Volmer graph of BSA interacting with anthocyanin at 

different temperatures 

表 1 不同温度下花青素与BSA作用的猝灭常数KSV

Table 1 Quenching constants of BSA interacting with anthocyanin at 

different temperatures

温度/K Stern-Volmer方程(F0/F=1＋KSV[Q]) 动态猝灭常数KSV/(L/mol) 相关系数r
298 F0/F=0.913＋1.13×104[Q] 1.13×104 0.9920
306 F0/F =0.920＋1.09×104[Q] 1.09×104 0.9960
310 F0/F =0.998＋7.70×103[Q] 7.70×103 0.9940

注：BSA 浓度为 1.5×10-5mol/L。
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BSA浓度为1.5×10-5mol/L；花青素浓度为1.5×10-5mol/L。

图 3 BSA-花青素体系与BSA的紫外吸收差谱图

Fig.3 UV-Vis absorption spectra of BSA and BSA-anthocyanin systems

对于静态猝灭其结合常数KA、结合位点数n[15]可由公

式(2)确定。

lg((F0－F)/F)=lgKA＋n lg[Q] (2)

式中：F0和F分别是未加入和加入花青素时BSA的荧

光强度；KA为结合常数/(L/mol)；n为结合位点数；[Q]为

花青素的浓度/(mol/L)。

作出lg((F0－F)/F)－lg[Q]关系图并计算出不同温度下

的结合常数，结果见图4和表2。求得各自的结合常数(KA)

与结合位点数(n)分别为：2.218×104、1.084 (298K)，

1.770×104、1.065(306K)，1.706×104、1.086 (310K)。
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BSA浓度为1.5×10-5mol/L；花青素浓度分别为0、1.5×10-5、3.0×10-5、 

6.0×10-5、9.0×10-5、12.0×10-5、15.0×10-5、18.0×10-5mol/L。

图 4 BSA-花青素体系的lg((F0－F)/F)对lg[Q]图

Fig.4 Plots of lg((F0－F)/F)vs. lg [Q] for BSA-anthocyanin system at 

different temperatures

表 2 不同温度下花青素与BSA作用的结合位点数n和结合常数KA

Table 2 N and KA of BSA-anthocyanin system at different 

temperatures

温度/K 双对数方程(lg((F0－F)/F)=lgKA＋nlg[Q]) 结合常数KA/(L/mol) 结合位点数n 相关系数r
298 lg ((F0－F)/F)=4.346＋1.084lg [Q] 2.218×104 1.084 0.9980

306 lg ((F0－F)/F)=4.248＋1.065lg [Q] 1.770×104 1.065 0.9965

310 lg ((F0－F)/F)=4.232＋1.086lg [Q] 1.706×104 1.086 0.9970

注：BSA 浓度为 1.5×10-5mol/L；花青素浓度分别为 0、1.5×10-5、3.0×10-5、

6.0×10-5、9.0×10-5、12.0×10-5、15.0×10-5、18.0×10-5mol/L。

2.1.3 花青素与牛血清白蛋白相互作用的热力学参数和

作用力

在温度变化不大时，可以近似认为反应的ΔH为一常

数。根据热力学参数之间的关系式：

ln (K2/K1)=[1/T1－1/T2]ΔH/R (3)

ΔG=ΔH－TΔS= －RTlnK (4)

可以分别求得焓变ΔH、熵变ΔS和吉布斯自由能

ΔG(表3)。根据Ross等[16]总结出判断生物大分子与小分子

结合力性质和生物大分子自身结合力性质的热力学规律，

以小分子与生物大分子反应的热力学参数的变化判断药

物与蛋白质之间的主要作用力类型的规律。即当ΔS＞0，
ΔH＞0为典型的疏水作用力；ΔS＜0，ΔH＜0为氢键和范德

华力；当ΔS＞0，ΔH＜0时，主要存在静电相互作用。花

青素与BSA的结合是一个熵增加、自由能降低的自发过程 

(ΔG＜0)，花青素与BSA结合反应的ΔS＞0，ΔH＜0可以认

为花青素与BSA分子间主要表现为静电引力。

表 3 不同温度下花青素与BSA作用的热力学参数

Table 3 Thermodynamics parameters of BSA-anthocyanin system at 

different temperatures

温度/K 焓变ΔH/(kJ/mol) 熵变ΔS/(J/mol) 吉布斯自由能ΔG/(kJ/mol)

298 －15.15 83.147 －24.793

306 －15.15 81.321 －24.884

310 －15.15 81.016 －25.115

2.1.4 花青素与牛血清白蛋白相互作用的结合距离

根据Förster偶极-偶极非辐射能量转移理论，当供体蛋

白的荧光发射光谱与受体花青素的吸收光谱有一定程度的

重叠，且二者间的最大距离小于7nm的范围内时，将会发

生非辐射能量转移现象，从而使荧光体荧光猝灭[17]。能量

转移效率为：

E=1－F/F0=R0
6/(R0

6＋r0
6) (5)

式中：F0和F分别是BSA和花青素-BSA(浓度比1:1)的

荧光发射峰强度；R0为能量转移效率E=50%时的临界

距离/nm；r0是供体偶极中心与受体偶极中心之间的距

离/nm，其中：

R0
6=8.8×10-25K2N-4ΦJ (6)

式中：K2为偶极空间取向因子(取供体蛋白质-受体小

分子各向随机分布的平均值K2=2/3)；N为介质的折射指

数(取水和有机物的平均值N=1.36)；Φ为供体BSA的荧光

量子产率；J为供体BSA荧光光谱与受体花青素吸收光谱

的重叠积分，其表达式为：

J =
∫  F(λ)dλ0

∞

∫  F(λ)ε(λ)λ4dλ0

∞

 (7)

式中：F(λ)为荧光供体在波长λ处的荧光强度；ε(λ)为

受体在波长λ处的摩尔吸光系数。

图5表明，花青素的吸收光谱和BSA的荧光光谱具

有一定程度的重叠，因此花青素和BSA之间可能发生

Förster偶极-偶极非辐射能量转移。根据公式可以求得花

青素与BSA的重叠积分J=5.81×10-15cm3/mol，R0=2.2nm，

E=0.57。可得花青素和BSA之间的结合距离r0=2.1nm。由

于r0＜7nm，且0.5R0＜r0＜1.5R0，因此可以推断花青素和

BSA之间存在有Förster偶极-偶极非辐射能量转移，能量

转移可能是荧光猝灭的重要原因之一，表明花青素的部

分片段能够插入BSA分子内部。
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BSA浓度为1.5×10-5mol/L；花青素浓度为1.5×10-5mol/L。

图 5 花青素的吸收光谱(a)和BSA的荧光光谱(b)

Fig.5 UV-Vis absorption spectrum of anthocyanin (a) and fluorescence 

emission spectrum of BSA (b)

2.2 花青素对牛血清白蛋白构象的影响

2.2.1 同步荧光光谱

同步荧光光谱的变化可研究蛋白质构象，近年来越

来越广泛地被应用在小分子和生物大分子的相互作用的

研究领域中。芳香氨基酸残基的最大发射波长与其所处

环境极性有关，由发射波长的改变可判断BSA中芳香氨基酸
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残基所处微环境的变化。Δλ=15nm和Δλ=60nm的同步荧光光

谱分别显示蛋白质中酪氨酸残基和色氨酸残基的光谱性质。

图6为花青素和BSA相互作用的同步荧光光谱。结果表

明：酪氨酸残基和色氨酸残基的荧光均随花青素浓度的增

加而逐渐被猝灭，在猝灭过程中酪氨酸残基的荧光峰波长

无明显移动(图6A)，表明花青素对酪氨酸残基微环境构象

的改变不大；而色氨酸荧光峰波长发生了蓝移，从280nm蓝

移至278nm(图6B)，表明色氨酸残基所处的微环境疏水性增

加，亲水性降低。并且色氨酸残基荧光猝灭程度比酪氨酸

残基更显著，表明结合位点更接近于色氨酸残基。
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图 6 不同浓度花青素存在下BSA的同步荧光光谱

Fig.6 Synchronous scanning fluorescence spectra of BSA-anthocyanin 

system at different anthocyanin concentrations

2.2.2 傅里叶变换红外光谱
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BSA浓度为1.5×10-5mol/L；曲线a、b花青素浓度分别为0、1.5×10-5mol/L。

图 7 BSA-花青素(a)和BSA(b)的傅里叶红外变换光谱图

Fig.7 Fourier transform infrared spectra of BSA-anthocyanin (a) and BSA (b)

蛋白质构象的变化可以进一步通过红外光谱来考

察。傅里叶变换红外光谱技术是研究氢键的强有力手

段。蛋白的二级结构与其分子内形成的氢键紧密相关。

蛋白质在红外区有若干特征吸收带，主要有酰胺 I带

(1600～1700cm-1)和酰胺II带(1500～1600cm-1)。酰胺I带

主要是由蛋白骨架肽链C＝O的伸缩振动引起的，酰胺II

带则包含了C－N的伸缩振动和N－H的弯曲振动。其中

酰胺I带对于研究蛋白质二级结构最有价值。目前认为

α-螺旋位于1650～1658cm-1，β结构位于1620～1640cm-1

及1675cm-1[18]。由图7可知，花青素的加入引起牛血清白

蛋白的酰胺I带从1653.90cm-1红移到1657.97cm-1，而酰胺

II带基本没有移动。红外光谱的变化说明花青素引起了

BSA α-螺旋结构的改变。花青素和BSA形成复合物，导

致肽链上羰基氢键网的重排，最终引起α-螺旋二级结构

的改变。α-螺旋二级结构的改变可能部分归因于BSA结

构发生部分变化，因此花青素造成BSA构象的变化。

3 结 论

笃斯越橘花青素与BSA之间有较强的相互作用，静

电引力是其主要作用力。依据Förster的偶极-偶极非辐射

能量转移理论，表明花青素的部分片断能够插入BSA分

子内部，以静态猝灭和非辐射能量转移的方式导致BSA

内源荧光减弱。同步荧光光谱和傅里叶变换红外光谱表

明花青素对BSA的构象有影响，使其α-螺旋结构改变。
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