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基于荧光猝灭法的复合ＧＡ／ＥＧＣＧ与热变性

乳清蛋白相互作用机制
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摘要：目的：开发新型食品功能因子载体，有效调控载体

在加工、运输和储存过程中功能因子的释放特性。方法：

在不同温度（２９８．２，３０４．２，３１０．２Ｋ）下，采用不同摩尔比

（１∶０，３∶１，１∶１，１∶３，０∶１）复配的没食子酸（ＧＡ）和

表没食子儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）与热变性乳清蛋白

（ＨＷＰＩ）之间相互作用，利用荧光猝灭法探究其相互作用

机制。结果：与 ＧＡ 相比，ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的亲和性更

强，二者共存时，互相抑制彼此与 ＨＷＰＩ的结合，结合常

数均减小，亲和性降低；ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的预先结合会促

进低浓度、却抑制高浓度ＧＡ与 ＨＷＰＩ的结合，而ＧＡ与

ＨＷＰＩ的预先结合会抑制 ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的进一步结

合。ＧＡ、ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ结合主要驱动力为离子作用力

和疏水作用力。与单一多酚体系相比，ＧＡ／ＥＧＣＧ（３∶１）

与 ＨＷＰＩ反应后，体系内离子作用力和疏水作用力增强；

ＧＡ／ＥＧＣＧ（１∶１）和ＧＡ／ＥＧＣＧ（１∶３）与 ＨＷＰＩ的体系

内主要以疏水相互作用为驱动力。结论：ＧＡ和ＥＧＣＧ与

ＨＷＰＩ三者之间发生竞争关系；ＧＡ／ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的

主要相互作用力与多酚复配比例有关，与二元体系相比，

ＧＡ／ＥＧＣＧ（３∶１）与 ＨＷＰＩ的三元体系内离子作用力和

疏水作用力最大。

关键词：乳清蛋白；没食子酸；表没食子儿茶素没食子酸

酯；相互作用；荧光猝灭
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乳清蛋白是奶酪或酪蛋白生产加工过程中产生的副

产物［１］，具有良好的溶解性、乳化和凝胶特性，以及参与

多种生理代谢的功效［２］，是构建乳液和凝胶传递体系的

良好蛋白质壁材。天然植物多酚是食品加工中广泛应用

的抗氧化剂［３］和生理活性物质，能够与蛋白质发生相互

作用，从而有效提高食品体系的氧化稳定性和营养价值。

现有研究大多利用多酚单体［４－５］或多酚提取物（混合

物）［６－７］改变蛋白质结构与功能性质。

目前，有关多酚单体与蛋白质的相互作用机制研究

进展的报道［８－９］很多；然而，多酚提取物中不同多酚单体

与蛋白质的相互作用机制研究却鲜有报道。复合多酚

中，不同种类多酚化合物与蛋白质之间的相互作用是否

相互影响尚不明确。

荧光光谱法是一种灵敏度高、选择性强、操作简便、

成本低的检测方法［１０－１１］，其原理是利用蛋白质与多酚相

互作用后最大荧光强度的改变，探究蛋白质与多酚相互

作用机制。范金波等［１２］通过荧光光谱法结合分子对接研

究５种多酚类物质和 Ａｍａ与β乳球蛋白（βＬｇ）结合的

竞争作用，发现在酸性条件下 Ａｍａ与５种多酚结合均不

存在竞争性，中性条件下Ａｍａ与５种多酚结合受配体添

加顺序影响其竞争作用；岳鑫等［１３］通过荧光光谱法研究

发现，红松种鳞多酚对乳清蛋白有较强的荧光猝灭作用

且猝灭类型为静态猝灭作用，反应过程吸热，反应主要驱

动力为疏水作用力；Ｄｕｆｏｕｒ等
［１４］通过多酚引起色氨酸荧

光猝灭的现象来研究多酚与蛋白质之间的相互作用。

没食子酸（ＧＡ）和表没儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）是

茶多酚中含量最高的酚酸和黄酮类物质，具有良好的水

溶性与抗氧化性［３］。课题组［１５］前期采用该两种多酚，分

别探究其对乳液凝胶体系的影响，发现 ＧＡ和ＥＧＣＧ对

蛋白质的交联效果和凝胶强度的影响效果不同。乳清蛋

白热处理是制备蛋白质乳液凝胶的第一步，并且有研

究［１６］表明，热处理乳清蛋白可以使蛋白质内部疏水基团

暴露，提高乳液稳定性，有利于蛋白质胶凝。

研究拟采用ＧＡ和ＥＧＣＧ两种多酚单体在不同复配

施用模式下，应用荧光猝灭法研究复配多酚与热变性乳

清蛋白质之间相互作用机制，以期为开发新型食品功能

因子载体、有效调控载体在加工、运输和贮藏过程中功能

因子的释放特性提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器

磁力搅拌器：ＭＳ１００型，上海达姆实业有限公司；

集热式恒温加热磁力搅拌器：ＤＦ１０１Ｓ型，巩义市予

华仪器有限责任公司；

高速剪切机：Ｔ１８ＤＳ２５型，德国ＩＫＡ公司；

荧光分光光度计：Ｆ４７００型，日本Ｉｔａｃｈｉ公司；

离心机：ＳｏｒｖａｌｌｐｒｉｍｏＲ型，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　试剂

乳清蛋白ＢｉＰＲＯ：９３％，美国Ｄａｖｉｓｃｏ公司；

氢氧化钠：分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司；

盐酸：３７％，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

金龙鱼玉米油：益海嘉里金龙鱼粮油食品股份有限

公司；

没食子酸（ＧＡ）：９８％，南京春秋生物工程有限公司；

表没食子儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）：９８％，南京春

秋生物工程有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　多酚对蛋白质修饰　乳清蛋白粉末（ＮＷＰＩ）均匀

地溶解于去离子水中得到质量浓度１００ｇ／Ｌ的 ＮＷＰＩ溶

液。在室温下，用磁力搅拌器（３００ｒ／ｍｉｎ）搅拌１ｈ，再置

于４℃冰箱中保存过夜。用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ或ＨＣｌ调

节蛋白溶液ｐＨ至７．０后将其置于８５℃的水浴锅中加热

２０ｍｉｎ得到热变性乳清蛋白（ＨＷＰＩ）溶液。乳清蛋白经

热处理后，内部疏水基团暴露，有利于蛋白质胶凝，是制

备蛋白质冷凝胶的重要步骤。ＨＷＰＩ溶液冷却至室温后

与多酚溶液进行下一步反应。

ＧＡ和ＥＧＣＧ贮液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）为新鲜配制并冷藏，

使用前稀释至适当浓度。

在中性（ｐＨ７．０）条件下，ＨＷＰＩ溶液与 ＧＡ、ＥＧＣＧ

溶液均匀混合，轻微震荡后在室温反应２ｈ。在ＨＷＰＩ多

酚溶液中，ＧＡ与ＥＧＣＧ采用摩尔比（１∶０，３∶１，１∶１，

１∶３，０∶１）。

１．３．２　二元体系中ＧＡ或ＥＧＣＧ与ＨＷＰＩ相互作用研究

考察单一ＧＡ或ＥＧＣＧ对 ＨＷＰＩ的荧光猝灭机制。

用磷酸钠缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０）将 ＨＷＰＩ多酚溶液

稀释至蛋白质终质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ，使最终反应溶

液中 ＧＡ浓度分别为０，３０，６０，９０，１２０，１５０μｍｏｌ／Ｌ，或

ＥＧＣＧ分别为０，１０，２０，３０，４０，５０μｍｏｌ／Ｌ，测定不同温度

（２９８．２，３０４．２，３１０．２Ｋ）下蛋白质的荧光光谱图。

１．３．３　三元体系中（ＧＡ／ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ）相互作用研究

（１）探究ＧＡ、ＥＧＣ与ＨＷＰＩ之间的相互作用力：ＧＡ

和ＥＧＣＧ贮液按照摩尔比３∶１，１∶１，１∶３配制成３种

混合多酚溶液。３种混合多酚溶液按照一定的浓度梯度

分别与蛋白质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ的 ＨＷＰＩ溶液反应

２ｈ，蛋白多酚溶液中总酚浓度梯度为０，３０，６０，９０，１２０，

１５０μｍｏｌ／Ｌ。测定２９８．２，３０４．２，３１０．２Ｋ３种温度下蛋白

质的荧光光谱图，分析相互作用力。

（２）探究 ＨＷＰＩ、ＧＡ和ＥＧＣＧ三元共存体系中竞争

性关系：用磷酸钠缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０）将 ＨＷＰＩ
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多酚溶液稀释至蛋白质终质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ。用新

鲜配制的ＧＡ和ＥＧＣＧ贮液分别与 ＨＷＰＩ溶液反应，得

到ＨＷＰＩＧＡ溶液（ＧＡ浓度９０μｍｏｌ／Ｌ）和ＨＷＰＩＥＧＣＧ

溶液（ＥＧＣＧ浓度３０μｍｏｌ／Ｌ）。然后，将ＧＡ贮液按照浓

度梯度 （０，３０，６０，９０，１２０，１５０μｍｏｌ／Ｌ）加入 ＨＷＰＩ

ＥＧＣＧ溶液，反应２ｈ；ＥＧＣＧ贮液按浓度梯度（０，１０，２０，

３０，４０，５０μｍｏｌ／Ｌ）加入 ＨＷＰＩＧＡ溶液中，反应２ｈ。测

定温度２９８．２Ｋ时的蛋白质荧光光谱图，分析探究在乳清

蛋白、ＧＡ和ＥＧＣＧ三元共存体系中，两种多酚与蛋白质

的相互作用机制。

１．３．４　荧光猝灭测定　根据 Ｕｍｅｓｈａ等
［１７］方法修改如

下：在激发波长２８０ｎｍ下，收集蛋白质３００～４５０ｎｍ波

长范围内的发射光谱，选取发射光谱中最大的荧光强度

值作为 ＨＰＷＩ荧光强度测量值。

（１）荧光猝灭常数：对荧光强度数据用ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ

方程［见式（１）］进一步分析得到不同温度下多酚对蛋白

质的猝灭参数。

犉０／犉＝１＋犓ｑτ０［犙］＝１＋犓ｓｖ［犙］， （１）

式中：

犉０———未添加猝灭剂（多酚）的蛋白荧光强度；

犉———添加了多酚后的蛋白荧光强度；

犓ｓｖ———ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程的猝灭常数，Ｌ／ｍｏｌ；

犓ｑ———ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ 方 程 的 猝 灭 速 率 常 数，

Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）；

τ０———未加入多酚时蛋白质的荧光寿命，１０
－８ｓ

［１８］；

［犙］———荧光猝灭剂的浓度，ｍｏｌ／Ｌ。

（２）结合位点和表观结合常数的分析计算：

ｌｇ（犉０－犉）／犉＝ｌｇ犓ａ＋狀ｌｇ［犙］， （２）

式中：

犉０———未添加猝灭剂（多酚）的蛋白荧光强度；

犉———添加了多酚后的蛋白荧光强度；

［犙］———荧光猝灭剂的浓度，ｍｏｌ／Ｌ；

犓ａ———蛋白质与多酚的结合常数，Ｌ／ｍｏｌ；

狀———蛋白质与多酚的结合位点个数。

（３）多酚和蛋白质相互作用力分析：根据Ｖａｎ’ｔＨｏｆｆ

方程［式（３）］分析多酚和蛋白质之间的相互作用驱

动力［１９］。

ｌｎ犓ａ＝－Δ犎０／犚犜＋Δ犛０／犚， （３）

吉布斯自由能变化（Δ犌０）由如式（４）表示
［２０］。

Δ犌０＝Δ犎０－犜Δ犛０＝－犚犜ｌｎ犓ａ， （４）

式中：

犓ａ———蛋白质与多酚的结合常数，Ｌ／ｍｏｌ；

犚———气体常数，８．３１４Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）。

通过ｌｎ犓ａ比１／犜 求得基本的热力学参数犎０（焓）和

犛０（熵）的变化，分析获得蛋白质与多酚结合过程中起重

要作用的相互作用力类型，如静电作用力、疏水作用力、

氢键和范德华作用力。

１．３．５　数据分析　试验均设置３组平行对照，且重复

３次，结果表示为平均值±标准偏差。试验数据采用

Ｓｔａｔｉｓｔｉｘ９．０进行方差分析，用ＬＳＤ程序检验是否存在显

著性差异（犘＜０．０５）。

２　结果与讨论

２．１　复合ＧＡ／ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ反应驱动力分析

多酚分子与 ＨＷＰＩ的结合主要由静电作用力、疏水

作用力、氢键和范德华力等相互作用力的驱动。可以通

过基本的热力学参数焓变（Δ犎０）和熵变（Δ犛０）来分析获

得结合过程中的主要驱动力。根据经典的Ｖａｎ’ｔＨｏｆｆ方

程中ｌｎ犓ａ与１／犜 的关系，计算出其斜率和截距来确定结

合过程中焓变和熵变的数值。试验中，部分样品的ｌｎ犓ａ

与１／犜 先后呈现出两种线性关系，２９８．２，３０４．２Ｋ之间斜

率记为Δ犎１，截距记为Δ犛１；３０４．２，３１０．２Ｋ之间斜率记

为Δ犎２，截距记为Δ犛２。２９８．２，３０４．２，３１０．２Ｋ条件下，反

应焓变、熵变和吉布斯自由能见表１。

　　由表１可知，单一多酚和复合多酚与 ＨＷＰＩ反应时

的Δ犌 均小于０，说明反应自发进行。ＧＡ、ＥＧＣＧ 与

ＨＷＰＩ的相互作用力主要有两种。第一种是以离子键为

主导驱动力，Δ犎１＜０，这是由于ＧＡ和ＥＧＣＧ与蛋白质

带正电的氨基酸残基之间形成离子键，此外，根据 Ｌｉ

等［２１］报道，ＧＡ、ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ之间的氢键和范德华力

对Δ犎１也具有负贡献。Δ犛１＜０说明多酚与 ＨＷＰＩ体系

中，游离多酚减少，这与多酚与蛋白质之间的离子键有

关。第二种是以疏水相互作用为主要驱动力。Δ犎２＞０，

Δ犛２＞０，说明蛋白质与多酚结合时的疏水相互作用促使

蛋白和多酚分子周围的水分子从有序状态变为无序状

态，该疏水相互作用主要发生于多酚的疏水苯环结构与

ＨＷＰＩ的疏水基团之间，同时，疏水相互作用对Δ犎２亦做

出了正贡献［２２－２３］。

与单一多酚组相比，ＧＡ／ＥＧＣＧ（３∶１）与 ＨＷＰＩ反应

后，体系Δ犎１绝对值增大，说明复合多酚ＧＡ／ＥＧＣＧ（３∶

１）与 ＨＷＰＩ之间的离子力更强，Δ犛 绝对值增大，说明

ＧＡ／ＥＧＣＧ（３∶１）与 ＨＷＰＩ的疏水作用增强。ＧＡ／

ＥＧＣＧ（１∶１）和ＧＡ／ＥＧＣＧ（１∶３）与 ＨＷＰＩ的相互作用

主要以疏水相互作用为驱动力。

２．２　多酚与蛋白质相互作用竞争性分析

２．２．１　不同多酚添加顺序下蛋白质的荧光猝灭机制　如

图１所示，未与多酚作用的 ＨＷＰＩ的荧光强度在３３６ｎｍ

处呈现出峰值，当与多酚反应后，其荧光强度降低，且总

酚浓度越高，其荧光强度降低程度越大。ＥＧＣＧ浓度达

到３０μｍｏｌ／Ｌ或者ＧＡ浓度达到９０μｍｏｌ／Ｌ时，对ＨＷＰＩ

的荧光猝灭率达到约５０％，由此可知，ＥＧＣＧ对 ＨＷＰＩ

的荧光猝灭效果强于ＧＡ。另外，随着ＧＡ浓度升高，
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表１　不同温度下ＧＡ／ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ结合的热力学参数

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆＧＡ／ＥＧＣＧｗｉｔｈＨＷＰＩｉｎｂｉｎａｒｙｓｙｓｔｅｍａｎｄ

ｔｅｒｎａｒｙｓｙｓｔｅｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

多酚体系
犜／

Ｋ

犓ａ／

（１０４Ｌ·ｍｏｌ－１）

Δ犌／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

Δ犎１／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

Δ犎２／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

Δ犛１／

（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）

Δ犛２／

（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）

ＧＡ ２９８．２ ８６．１４ －１４．６２ －１５２．４７ １１２．２０ －４６２．２９ ４０７．７０

３０４．２ ４．８０ －１１．８４

３１０．２ ３３．５８ －１４．２９

ＧＡ／ＥＧＣＧ（３∶１） ２９８．２ １０３２．５２ －１２．８３ －１８３．１２ １４２．０７ －５５５．７６ ５１３．２０

３０４．２ ３６．０７ －１１．０６

３１０．２ ４４０．１５ －１２．２９

ＧＡ／ＥＧＣＧ（１∶１） ２９８．２ １２．８６ －１０．３４ ４２．１０ ４２．１０ １８３．０５ １８３．０５

３０４．２ １７．００ －１１．６１

３１０．２ ５７．９７ －１３．１６

ＧＡ／ＥＧＣＧ（１∶３） ２９８．２ １．４９ －１２．６７ ５９．８２ ５９．８２ ２３４．８３ ２３４．８３

３０４．２ ３．９１ －１３．２３

３１０．２ １２．７２ －１４．８６

ＥＧＣＧ ２９８．２ １０．３１ －１７．３９ －１００．３８ ５０．９３ －２９３．６１ ２０３．７０

３０４．２ １．４４ －１４．０５

３１０．２ ３．２８ －１７．１３

图１　不同多酚添加模式下 ＨＷＰＩ的荧光光谱图
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ＨＷＰＩ最大荧光发射波长逐渐从 ３３８．４ｎｍ 迁移到

３３８．８ｎｍ；而随着ＥＧＣＧ浓度增加，ＨＷＰＩ最大荧光发射

波长逐渐从３３８．６ｎｍ转变为３４０．２ｎｍ，即ＧＡ和ＥＧＣＧ

均引起 ＨＷＰＩ荧光发射波长红移，且ＥＧＣＧ造成红移现

象更加明显。当加入多酚后，蛋白质内源荧光基团（色氨

酸和酪氨酸）由于周围环境的极性增加而荧光强度减弱，

在相同激发光波长下，蛋白质的最大发射波长会由于能

量损失而发生红移［２４］。在Ｊｉａ等
［２５］关于ＥＧＣＧ与天然乳

清蛋白的相互作用机制的研究中，也曾发现ＥＧＣＧ引起

蛋白质内源荧光最大发射波长红移的现象。

由图１（ｃ）和图１（ｄ）可知，在ＨＷＰＩＥＧＣＧ和ＨＷＰＩ

ＧＡ体系中各自添加不同浓度的ＧＡ和ＥＧＣＧ，其荧光强

度都减弱，荧光发射峰值均发生红移现象，并随着ＧＡ和

ＥＧＣＧ浓度的增大其荧光强度逐渐减弱。说明ＥＧＣＧ和

ＧＡ同时存在时能进一步对 ＨＷＰＩ的三级结构造成影

响，反映出 ＨＷＰＩ具有多个与ＧＡ和ＥＧＣＧ的结合位点。

　　运用ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ公式进一步分析多酚与ＨＷＰＩ的

相互作用参数（图２和表２），ＥＧＣＧ的犓ｓｖ随着温度升高

逐渐变大，而 ＧＡ的犓ｓｖ随温度的升高呈先降后升的趋

势。通常，动态猝灭依赖于扩散，因此荧光物质的猝灭常

数随温度升高而增大；静态猝灭常数随着温度的升高会

减小，这是由于温度升高导致基态配合物稳定性下降。

然而，ＧＡ 和 ＥＧＣＧ 的 犓ｑ均远大于最大动态 犓ｑ值

［２．０×１０１０Ｌ／（ｍｏｌ·ｓ）］
［２６］。因此，推断ＧＡ和ＥＧＣＧ与

图２　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒｃｕｒｖｅ

表２　不同添加顺序下多酚与 ＨＷＰＩ相互作用的ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ猝灭常数（犓ｓｖ）和猝灭速率常数（犓ｑ）

Ｔａｂｌｅ２　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒｑｕｅｎｃｈｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔａｎｄｑｕｅｎｃｈｉｎｇｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｈｅｎｏｌｉｃ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｎｄＨＷＰＩｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｒｄｅｒ

蛋白多酚体系 犜／Ｋ 犓ｓｖ／（×１０４Ｌ·ｍｏｌ－１）犓ｑ／（×１０１２Ｌ·ｍｏｌ－１·ｓ－１） 犚２

ＨＷＰＩ＋ＧＡ ２９８．２ ０．８０ ０．８０ ０．９８８２

３０４．２ ０．６５ ０．６５ ０．９９５８

３１０．２ １．００ １．００ ０．９８５２

ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ ２９８．０ ４．１５ ４．１５ ０．９９４７

３０４．２ ４．６２ ４．６２ ０．９９７２

３１０．２ ５．４９ ５．４９ ０．９９６９

（ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ）＋ＧＡ ２９８．０ ０．７２ ０．７２ ０．９８６５

（ＨＷＰＩ＋ＧＡ）＋ＥＧＣＧ ２９８．０ ２．７３ ２．７３ ０．９９０１

８３

基础研究ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬＲＥＳＥＡＲＣＨ 总第２６２期｜２０２３年８月｜



ＨＷＰＩ之间同时存在动态和静态猝灭，静态猝灭占主导。

在２９８．２Ｋ时，ＨＷＰＩ与ＧＡ和ＥＧＣＧ的犓ｓｖ分别为０．８×

１０４，０．７２×１０４Ｌ／ｍｏｌ，可见与ＧＡ相比，ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ

的亲和性更强，这与最大荧光发射波长红移现象、巯基含

量、三级结构的分析结果相符合。

　　当 ＨＷＰＩ＋ＧＡ体系内存在ＥＧＣＧ时，ＨＷＰＩ与ＧＡ

的犓ｓｖ从０．８×１０
４ Ｌ／ｍｏｌ减小至０．７２×１０４ Ｌ／ｍｏｌ；当

ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ体系内存在 ＧＡ时，ＨＷＰＩ与 ＥＧＣＧ的

犓ｓｖ从４．１５×１０
４Ｌ／ｍｏｌ减小至２．７３×１０４Ｌ／ｍｏｌ，该现象

说明当ＧＡ和ＥＧＣＧ共同与 ＨＷＰＩ反应时，虽然二者均

能改变 ＨＷＰＩ的三级结构，但是它们也会互相抑制彼此

与ＨＷＰＩ的结合，降低其与ＨＷＰＩ之间的亲和性，从而表

现出各自的结合常数变小。这也初步表明ＥＧＣＧ和ＧＡ

共同存在时，它们与 ＨＷＰＩ结合时，两种多酚之间存在着

一定的竞争关系。

ＨＷＰＩ与ＧＡ和ＥＧＣＧ的结合常数和结合位点数如

表３所示。在同一温度下，单一ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的结合

常数明显小于 ＧＡ，且ＥＧＣＧ的结合位点明显少于 ＧＡ。

温度是影响化学反应速率的重要因素之一，在蛋白质与

多酚的体系中，温度主要会影响氢键和疏水相互作用。

当温度升高时，氢键作用力减弱甚至消失，而疏水作用会

增强。Ｓａｓｔｒｙ等
［２７］曾报道葵花籽蛋白１１Ｓ与绿原酸的相

互作用随温度升高而减弱，当温度升高至５５℃时，非共

价作用力已基本消失；Ｔｈｏｍａｓ等
［２８］认为ＢＳＡ与原花青

素衍生物的沉淀与温度变化无关。试验中，随着温度的

升高，单一ＧＡ和ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的结合常数均先变小

后增大，说明在不同温度下，多酚与 ＨＷＰＩ结合的主要驱

动力会发生改变。

２．２．２　竞争性分析　在２９８．２Ｋ 条件下，在激发波长

２８０ｎｍ处，考察恒定浓度ＧＡ对 ＨＷＰＩＥＧＣＧ，以及恒定

浓度ＥＧＣＧ对 ＨＷＰＩＧＡ体系的荧光猝灭情况。并通过

对比二元体系（单一多酚）和三元体系（复合多酚）的荧光

猝灭曲线来分析ＧＡ和ＥＧＣＧ共存时其与 ＨＷＰＩ之间的

竞争关系。

如图３（ａ）所示，反应初始阶段，在 ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ中

加入ＧＡ能使 ＨＷＰＩ进一步发生荧光猝灭，三元体系荧

光猝灭的点（红色）出现在上方，说明ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的

预先结合可以促进低浓度ＧＡ与 ＨＷＰＩ的相互作用；随

着体系中ＧＡ浓度的升高，三元体系、二元体系中 ＨＷＰＩ

的荧光猝灭效果逐渐趋于相同，当添加 ＧＡ 浓度达到

１２０μｍｏｌ／Ｌ时，三元体系的猝灭点出现在二元体系的下

方，说明此时三元体系中 ＧＡ 与蛋白质亲和性降低，

ＥＧＣＧ的共存阻碍了高浓度 ＧＡ与 ＨＷＰＩ之间的结合。

由图３（ｂ）可知，（ＨＷＰＩ＋ＧＡ）＋ＥＧＣＧ的荧光猝灭曲线

一直出现在ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ曲线的下方，说明ＧＡ的预先

结合对ＥＧＣＧＨＷＰＩ相互作用产生负影响（犓ｓｖ降低），使

三元体系中 ＨＷＰＩ的荧光猝灭程度小于二元体系，从而

减小了 ＨＷＰＩ的荧光猝灭程度，推断出ＧＡ与ＥＧＣＧ之

间发生竞争性关系。

由结合位点的结果（表３）可知，在２９８．２Ｋ条件下，

表３　不同添加顺序下多酚与 ＨＷＰＩ结合常数（犓ａ）和结合位点（狀）

Ｔａｂｌｅ３　ＢｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆＧＡ／ＥＧＣＧｗｉｔｈＨＷＰＩｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｒｄｅｒ

多酚体系
犓ａ／（×１０４Ｌ·ｍｏｌ－１）

２９８．２Ｋ ３０４．２Ｋ ３１０．２Ｋ

狀

２９８．２Ｋ ３０４．２Ｋ ３１０．２Ｋ

ＧＡ ７１．９８ ４．８２ ３３．５８ １．５３ １．２３ １．４１

ＥＧＣＧ ２０．８４ ３．８９ １０．１６ １．１７ ０．９８ １．０７

ＥＧＣＧ＋ＧＡ ３．１１ １．１７

ＧＡ＋ＥＧＣＧ １５６．０６ １．４２

图３　ＧＡ和ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ竞争性结合荧光光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆＧＡａｎｄＥＧＣＧｗｉｔｈＨＷＰＩ
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ＧＡ与 ＨＷＰＩ的结合位点为１．５３，ＧＡ与 ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ

的结合位点略降低（１．１７），在 ＨＷＰＩ＋ＥＧＣＧ体系中加入

ＧＡ时，ＧＡ 浓度较低时，ＥＧＣＧ 的预结合促进 ＧＡ 与

ＨＷＰＩ的结合，ＧＡ与 ＨＷＰＩ在不同的结合位点发生结

合，使 ＨＷＰＩ进一步发生荧光猝灭；然而随着体系中ＧＡ

浓度的升高，ＥＧＣＧ和 ＧＡ之间逐渐出现竞争，抑制 ＧＡ

的结合。ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的结合位点为１．１７，在 ＨＷＰＩ

ＧＡ体系中添加ＥＧＣＧ时，ＥＧＣＧ的结合位点从原先增加

为１．４２，虽然ＧＡ的预先结合会降低ＥＧＣＧ与 ＨＷＰＩ的

犓ｓｖ，但是ＧＡ的预结合使得最终ＥＧＣＧ的结合位点有所

增加。

３　结论
采用荧光猝灭法，通过二元体系（没食子酸或表没食

子儿茶素没食子酸酯与热变性乳清蛋白）中多酚与热变

性乳清蛋白之间的表观结合常数和三元体系（没食子酸／

表没食子儿茶素没食子酸酯与热变性乳清蛋白）中没食

子酸与表没食子儿茶素没食子酸酯之间竞争相互作用分

析，并结合二元、三元体系中多酚与热变性乳清蛋白的作

用力类型，探究不同复配比例的没食子酸／表没食子儿茶

素没食子酸酯与热变性乳清蛋白之间的相互作用机制。

研究结果显示，没食子酸和表没食子儿茶素没食子酸酯

与热变性乳清蛋白反应时，二者互相抑制彼此与热变性

乳清蛋白的结合，从而导致三元体系内两种多酚与热变

性乳清蛋白的结合常数减小，亲和性降低；三元体系内，

表没食子儿茶素没食子酸酯与热变性乳清蛋白的预先结

合会促进低浓度而抑制高浓度没食子酸与热变性乳清蛋

白结合，没食子酸与热变性乳清蛋白的预先结合会抑制

表没食子儿茶素没食子酸酯与热变性乳清蛋白的进一步

结合，使三元体系中热变性乳清蛋白的荧光猝灭程度小

于二元体系，说明没食子酸和表没食子儿茶素没食子酸

酯与热变性乳清蛋白发生竞争关系。复合没食子酸／表

没食子儿茶素没食子酸酯与热变性乳清蛋白的主要相互

作用力与多酚复配比例有关。其中，没食子酸、表没食子

儿茶素没食子酸酯、没食子酸／表没食子儿茶素没食子酸

酯（３∶１）与热变性乳清蛋白之间均存在离子作用力与疏

水作用力两种相互作用方式，与二元体系相比，复配多酚

没食子酸／表没食子儿茶素没食子酸酯（３∶１）与热变性

乳清蛋白的三元体系内离子作用力和疏水作用力最大。
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