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食盐对 β-乳球蛋白与花青素结合
及其分子动力学的影响
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摘要：［目的］探究食盐浓度对蛋白与小分子物质间结合的影响。［方法］分别以 β-乳球蛋白和花青素作为目标蛋白和小

分子，采用分子动力学模拟研究在 5 种食盐浓度下（0，0.25，0.50，0.75，1.00 mol/L）两者的结合规律和蛋白结构变化。

［结果］花青素主要结合在 β-乳球蛋白疏水腔处。在 150 ns 的分子动力学模拟中，各食盐浓度下蛋白结构均较稳定，其

与小分子的结合也比较平稳；但随 NaCl 浓度的增加，蛋白间氢键、疏水表面积和 α-螺旋均有所降低，同时 β-折叠在

0.75 mol/L 的食盐浓度下有所增加。两者的结合自由能先随食盐浓度的增加而增加，在 0.50 mol/L 达到最大值后逐渐

下降，1.00 mol/L 时甚至远低于对照组，主要是由于在 1.00 mol/L 的食盐浓度下，范德华力、氢键作用和疏水作用力同时

减弱引起的，小分子在蛋白的结合位置也从疏水腔内部向表面靠近。［结论］食品体系中食盐的添加量会显著影响蛋白

与植物小分子的结合，进而可能影响到蛋白的性质和小分子物质的生物活性。
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Abstract: ［［Objective］］ To investigate the effects of different NaCl concentrations on the binding of proteins to small molecules. ［［Methods］］ 

The β -lactoglobulin and anthocyanin were selected as the target protein and small molecule, respectively. Molecular dynamics simulations 

were conducted to study the binding patterns and protein structural changes under five NaCl concentrations (0, 0.25, 0.50, 0.75, and 

1.00 mol/L). ［［Results］］ Anthocyanin mainly bound to the hydrophobic cavity of β -lactoglobulin. In the 150 ns molecular dynamics 

simulations, the protein structure remained stable at each NaCl concentration, and its binding with the small molecule was steady. However, 

with the increase in NaCl concentration, the hydrogen bonds between proteins, hydrophobic surface area, and α -helix content decreased, 

while the β -sheet content increased within the 0.75 mol/L NaCl concentration range. The binding free energy of the two components first 

increased with NaCl concentration, reached a maximum at 0.50 mol/L, and then gradually decreased. At 1.00 mol/L, it was even much lower 

than the control group, mainly due to the simultaneous weakening of van der Waals forces, hydrogen bonding, and hydrophobic interactions 

under 1.00 mol/L NaCl. Small molecules also moved from the interior of the hydrophobic cavity toward the surface at the protein binding 

site. ［［Conclusion］］ The amount of NaCl added in the food system significantly affects the binding of proteins to small plant molecules, 

which may further affect the properties of proteins and the biological activity of small molecules.
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牛乳的营养十分丰富，除了直接饮用外，也常作为配

料添加到各种食物中。现在人们越来越注重食物的保健

功能和营养价值，因此在一些非植物性食物中也经常加

入植物原料。植物原料中含有一些小分子物质，如黄酮、

花青素、类胡萝卜素，当植物原料与牛乳共存时，牛乳蛋

白与这些小分子间不可避免会发生结合，结合会影响蛋

白和小分子物质的功能性质，如蛋白的持水性与溶解性，

小分子的生物活性等。小分子与蛋白间结合主要靠范德

华力、疏水相互作用、氢键和静电相互作用等非共价键［1］，

一些学者对二者结合的机理进行过研究［2-5］。

大多数食物中或多或少都会加入一些调味料，特别

是食盐和食糖，食盐或食糖的加入不可避免地会影响到

其中蛋白的一些特性。目前关于食盐对蛋白结构与功能

的影响较多学者进行了报道［6-9］，但食盐的添加是否会影

响蛋白与小分子间的结合，以及不同浓度的食盐影响规

律的差异尚未见报道。

蛋白与小分子的结合主要研究手段有两种，一是光

谱技术等试验手段，但测得的只是蛋白的静态结构，而蛋

白多数条件下处于动态变化，为从分子水平认识蛋白的

动态变化，越来越多的研究者采用分子动力学模拟［10］，一

些学者用分子模拟的手段研究了茶多酚［11］、柑橘黄酮［12］、

姜黄素［13］、芹菜素［14］等与牛乳蛋白间的结合。这些模拟

大部分都是在水溶液中进行，在食盐溶液中的模拟很少，

陈星［15］用分子模拟手段研究了钠离子对胱抑素蛋白结构

稳定性的影响，关婧等［16］用分子模拟手段研究了溶菌酶

在食盐溶液中的聚集现象。但不同食盐浓度下蛋白与小

分子的结合规律还未见报道。

牛奶中蛋白主要由酪蛋白和乳清蛋白组成，其中

β-乳球蛋白含量最丰富，具有良好的功能与营养特性，对

疏水及两性配体均具有较好亲和力［17］，因而被广泛应用

在食品工业中。研究拟用分子模拟的手段探究不同食盐

浓度下，β-乳球蛋白与植物中常见的一种小分子花青素的

结合规律及相关机理，为进一步提高植物活性成分的高

值化利用提供一定的理论依据。

1　材料与方法

1.1　β-乳球蛋白与花青素间的分子对接

从 RCSB 网站下载 β -乳球蛋白初始结构 ID 号为

3npo，然后用 PyMOL 软件进行分子结构整理，除去结晶

水。花青素的三维结构用 ChemDraw Professional 17.1 和  

Chem3D 17.1 绘制，并进行能量最小化。分子对接使用

AutoDock Tools （1.5.6 版本）软件，方法和对接参数参考

孔庆新等［18］的方法。

1.2　β-乳球蛋白与花青素于不同食盐浓度下结合的分子

动力学模拟

以 1.1 中最优构象进行分子模拟，从复合物中剥离出

小分子后并在 ATB 网站生成其 top 文件。分子模拟使用

Gromacs（2019.6）软件［19］，先将小分子的 top 文件合并到

蛋白的 top 中。选用 GROMOS54a7 力场［20］和 SPC 水模

型，蛋白离盒子边缘最短距离设为 1 nm，向体系中添加食

盐使其达到预设浓度并保持电中性，能量最小化使用最

速下降法［21］。然后参考孔庆新等［22］的方法进行 NVT 和

NPT 平衡及 150 ns的分子动力学模拟。模拟结束后，使用

gmx 命令分析不同食盐浓度下小分子和蛋白的均方根误

差（RMSD）、蛋白残基波动（RMSF）、蛋白二级结构、可及

表面积、蛋白间氢键、回旋半径（Rg）等。其中 RMSD 采用

全部 150 ns 的数据，其他指标选取结构相对较稳定的后

50 ns（100~150 ns）数据。

1.3　花青素与 β-乳球蛋白间 MM-PBSA结合自由能计算

提取 5 组体系后 50 ns 的轨迹，借助 g_mmpbsa 计算工

具 ，利 用 MM-PBSA （molecular mechanics poisson-

boltzmann surface area）模块计算花青素与 β-乳球蛋白间

的结合自由能［23-24］。

1.4　花青素与 β-乳球蛋白结合的二维平面与表面结构图

提 取 5 组 复 合 物 在 100~150 ns 的 平 均 结 构 ，用

LigPlot+（V 2.2）分析二者在结合口袋处的相互作用；并

用 PyMOL 软件绘制蛋白与花青素结合的表面图［25］。

1.5　数据分析与处理

用 Excel 2019 对数据进行处理，结果用平均值±标准

差表示；作图用 Origin 8.0 软件。

2　结果与分析

2.1　花青素在 β-乳球蛋白中的结合位点

如图 1，花青素主要结合在 β -乳球蛋白上部的疏水

腔，分子对接的前 20 个优势构象全部在此处，只是结合姿

势有所不同，这与但倩誉［26］、刘婵［11］的研究结论一致。研

究［18-19］发现，茶多酚除了主要结合在疏水腔外，也结合到

蛋白下部的其他位置，但结合自由能低于疏水腔，这与

Al-Shabib 等［27］研究芦丁与蛋白结合时得到的结论一致；

Li等［28］发现小分子主要吸附在乳球蛋白的表面而非疏水

腔，这些差异可能与小分子结构或模拟条件不同有关。

图 1 为分子对接中能量最高的构象，后续分子模拟将以此

构象为初始结构。

2.2　β-乳球蛋白与花青素在不同食盐浓度下结合的分子

动力学分析

2.2.1　食盐浓度对均方根误差（RMSD）的影响　图 2 和

图 3 分别为不同食盐浓度模拟体系中 β-乳球蛋白和花青

素的 RMSD。从图 2 可以看出，蛋白的 RMSD 在整个模拟
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中较为恒定，特别是 80 ns 后，只有 1.0 mol/L 溶液中蛋白

的 RMSD 波动较大，因此后续部分指标分析时选取结构

较稳定的 100~150 ns 数据。具体而言，100 ns 后，随食盐

浓度的增加，蛋白平均 RMSD 分别为 0.272，0.258，0.243，

0.266，0.324 nm。关婧等［16］报道在 0.5 mol/L 的 NaCl 溶液

中溶菌酶的 RMSD 大于对照组，而试验中食盐浓度为

1.0 mol/L 时的 RMSD 平均值远大于其他浓度的且波动较

大，这种差异可能是体系不同引起的。

如图 3 所示，小分子的波动总体上大于蛋白，这与研

究不同 pH 条件下茶多酚与 β-乳球蛋白结合时得到的结

论 类 似［22］。 小 分 子 也 是 在 100 ns 后 保 持 稳 定 ，除

0.25 mol/L 溶液中波动较大，其余 4 个样品都较稳定。与

蛋白的 RMSD 有所不同，对照组小分子的 RMSD 波动最

大，平均值为 0.827 nm，随食盐浓度增加依次为 0.676，

0.611，0.654，0.624 nm，说明在食盐溶液中小分子相对更

稳定。Gholami 等［3］、Al-shabib 等［27］在分别研究柚皮苷、

芦丁与 β-乳球蛋白结合时，前者认为小分子波动比蛋白

小，后者则发现两者波动相当。

2.2.2 食盐浓度对回旋半径（Rg）的影响  分析 100 ns 后

的平均回旋半径，如图 4 所示，食盐浓度为 0.25 mol/L 时

平均回旋半径最大，为 1.507 nm，随食盐浓度增加，回旋半

径 有 减 小 的 趋 势 ，0.75，1.00 mol/L 时 分 别 为 1.491，

1.478 nm，说明食盐浓度越大，蛋白越容易形成相对致密

的结构。陈星［15］研究钠离子对鸡胱抑素蛋白结构的影响

时也发现钠离子会增加蛋白的回旋半径。

2.2.3　食盐浓度对残基波动（RMSF）的影响　如图 5 所

示，不同食盐浓度对蛋白氨基酸残基波动的影响不大，因

此选取食盐浓度为 0，0.25，1.00 mol/L 的 3 组 RMSF 相对

差异较大的数据进行分析。随食盐浓度的增加，平均残

基波动依次为 0.123 8，0.145 7，0.135 3 nm，与研究不同压

力或 pH 条件下 β-乳球蛋白时得到的数据基本一致［18-19］。

朱玉珍等［29］报道在浓度分别为 0.1，0.3，1.0 mol/L 的食盐

溶液中，人类神经元钙传感蛋白的柔性也随食盐浓度升

高而增加。就具体氨基酸残基而言，波动较大的有 35、

51、62、63、64、65、77、85、86、87、88、89、112、113、114、

115 号氨基酸残基，其中与小分子结合口袋或相邻处的有

112 号位的 Glu 和 113 号位的 Pro。

图 1　β-乳球蛋白与花青素的分子对接结果

Figure 1　Molecular docking results of β -lactoglobulin and 

anthocyanin

图 2　食盐浓度对蛋白 RMSD 的影响

Figure 2　Effect of different salt concentrations on protein 

RMSD

图 3　食盐浓度对小分子 RMSD 的影响

Figure 3　Effect of different salt concentrations on small 

molecule RMSD

图 4　食盐浓度对蛋白回旋半径的影响

Figure 4　Effect of different salt concentrations on protein 

Radius of gyration
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2.2.4　食盐浓度对蛋白间氢键的影响　由图 6 可知，在研

究的食盐浓度范围内，蛋白间氢键总体变化不大。选取

100 ns 后氢键数目的均值，可以看出，随着食盐浓度的增

加，蛋白间氢键有减小的趋势，特别是 0.75 mol/L 时蛋白

间氢键从对照组的 122.1 减少到 119.2，这可能是食盐浓度

的增加破坏了蛋白间氢键，也可能是 Na+或 Cl-与蛋白形

成了氢键。相关的研究［15-16］也表明，食盐会破坏蛋白间

氢键。

2.2.5　食盐浓度对蛋白溶剂可及表面积的影响　如表 1

所示，总可及表面积在食盐浓度为 0.75 mol/L 以下，与对

照 组（即 0 mol/L 的 样 品）比 较 有 所 增 加 ，而 浓 度 为

1.00 mol/L 时则低于对照组。疏水表面积随食盐浓度的

增加先增加后减少，0.50 mol/L 时达最大值，只有浓度

1.00 mol/L 时 小 于 对 照 体 系 ，说 明 食 盐 浓 度 较 低 时

（<1.00 mol/L 时）会增加蛋白的疏水表面，这与部分研究

者得到的结论一致，其中胡远辉等［30］认为随着食盐浓度

增大，鱼肌原纤维蛋白表面疏水性先显著上升，0.4 mol/L

时最大，后随食盐浓度的增大呈下降趋势；宋世超［31］研究

0.2~0.6 mol/L NaCl对鸡肉肌原纤维蛋白结构的影响时发

现，蛋白表面疏水性随 NaCl浓度升高而增大，主要是在盐

溶液中蛋白有更多的疏水部分暴露出来，导致蛋白的整

体疏水性增加。食盐浓度为 1.0 mol/L 时疏水性的降低可

能是蛋白结构受到破坏。

2.2.6　蛋白二级结构受食盐浓度的影响　从表 2 可以看

出，不同食盐条件下蛋白二级结构变化规律不一致。

0.25 mol/L 时除了 β -折叠略有升高外，其他与对照组相

当；随食盐浓度继续升高，α-螺旋逐渐降低，这可能与高盐

浓度下蛋白间氢键的减少有关，氢键对 α-螺旋的稳定起

着重要影响［32］；在 0.25~0.75 mol/L 浓度下 α-螺旋的下降

与 β-折叠的增加是相对应的。食盐浓度为 1.00 mol/L 时

β-折叠和 α-螺旋同时降低，加上无规卷曲和转角总数量在

食盐浓度较高时明显增加，说明当食盐浓度超过一定限

值时，对蛋白二级结构存在明显破坏作用，这与 RMSD 的

结果一致。陈星［15］通过分子模拟得到类似的结论；胡远

辉等［30］和楼宵玮等［9］通过试验手段也得到类似的结论；

但陈画［7］的研究表明适度的盐浓度造成了牛肉肌原纤维

蛋白二级结构由 β-折叠向 α-螺旋转变，这可能是试验条

件不同引起的，陈画的研究是 NaCl 对热诱导肌原纤维蛋

白二级结构的影响，而且未采用分子模拟手段。

2.3　花青素与蛋白间的结合自由能

从表 3 可见，β-乳球蛋白与花青素的结合力主要为范

德华力和静电作用，极性溶剂化能对两者的结合起阻碍

作用。总结合能随食盐浓度的增加先增加然后减少，在

0.50 mol/L 时最大，其主要是由范德华力的增加引起的；

而在 1.00 mol/L 时两者的结合能远低于对照组，主要也是

由范德华力的减少所致，虽然静电作用力有所增加，但被

增加的极性溶剂化能所屏蔽［33］；非溶剂化自由能主要反

映疏水作用，其对总结合自由能的贡献不大，0.50 mol/L

时的增加和 1.00 mol/L 时的降低与疏水表面积的变化基

本一致。Ji 等［6］报道添加 NaCl 导致的静电屏蔽削弱了蛋

图 5　食盐浓度对蛋白 RMSF 的影响

Figure 5　Effect of different salt concentrations on protein 

RMSF

图 6　食盐浓度对蛋白间氢键的影响

Figure 6　Effect of different salt concentrations on 

hydrogen bonds between proteins

表 1　食盐浓度对蛋白溶剂可及表面积的影响

Table 1　Effect of different salt concentrations on the 

solvent accessible surface area of lactoglobulin

食盐浓度/

（mol·L-1）

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

总可及表面

积/nm2

89.64±1.49

92.26±1.68

92.17±1.67

91.47±1.59

89.50±1.55

疏水表面积/

nm2

35.60±1.10

35.94±1.11

37.65±1.12

36.71±1.11

34.78±1.02

亲水表面积/

nm2

54.03±1.33

56.33±1.18

54.52±1.42

54.76±1.23

54.72±1.36
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白分子之间的静电排斥因而使静电相互作用有所增加。

但试验过程中只有当食盐在 0.75 mol/L 及以上浓度时，静

电作用增加的效果才比较明显。

很多研究者都报道了小分子与蛋白间的结合自由

能，孔庆新等［18-19］研究了不同压力和 pH 条件下茶多酚与

β-乳球蛋白间的结合自由能，得到的结合自由能数值基本

一致；Al-shabib 等［27］报道芦丁和 β-乳球蛋白间的结合自

由能相对较大，可能与小分子结构差异或计算方法不同

有关。Zhan 等［33］发现 β-乳球蛋白与辣椒素结合时结合自

由能也以范德华作用为主。

为进一步探究不同氨基酸残基对结合自由能的贡

献，将食盐浓度为 0.50，1.00 mol/L（结合自由能分别最大

和 最 小）体 系 中 对 小 分 子 与 蛋 白 结 合 有 显 著 贡 献

（＜-1.0 kJ/mol）或阻碍作用（＞1.0 kJ/mol）的氨基酸及

其能量贡献单独进行分析。如图 7 所示，当食盐浓度为

0.50 mol/L 时，有 19 个氨基酸对小分子与蛋白的结合起显

著贡献作用，5 个氨基酸起阻碍作用，特别是 60 位的赖氨

酸；而食盐浓度为 1.00 mol/L 时，对两者结合有显著贡献

的氨基酸残基减少到 10 个，起阻碍作用的依然是 5 个，特

别是 62 位的氨基酸从正作用到负作用，62 和 90 位氨基酸

的阻碍作用也显著增加。上述作用的综合结果导致食盐

浓 度 为 0.50 mol/L 时 小 分 子 与 蛋 白 的 结 合 能 远 大 于

1.00 mol/L 时的。

2.4　花青素与 β-乳球蛋白可能的结合机制分析

为进一步探究食盐对花青素与 β-乳球蛋白间结合的

影响，以结合能最高和最低的两个体系为例进行分析，

图 8 为 0.50，1.00 mol/L 食盐浓度下小分子与蛋白结合口

袋处的二维平面图，可以看出，食盐浓度为 0.50 mol/L 时，

表 2　食盐浓度对蛋白二级结构的影响

Table 2　Effect of different salt concentrations on the secondary structure of lactoglobulin

食盐浓度/（mol·L-1）

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

无规卷曲/个

34.72±2.55

34.35±2.32

35.33±2.13

34.16±2.62

35.44±2.20

β-折叠/个

63.17±2.75

64.50±2.20

64.77±2.19

64.00±2.62

62.25±2.16

弯曲/个

28.45±3.01

27.94±2.92

29.50±2.81

27.48±2.52

28.35±2.58

旋转/个

11.88±3.68

11.72±3.32

12.20±3.52

14.25±3.01

14.41±2.82

α-螺旋/个

21.52±3.58

21.27±3.52

20.37±3.17

20.00±3.04

18.37±2.82

表 3　不同食盐浓度对蛋白与花青素结合自由能的影响

Table 3　Effect of different salt concentrations on the binding affinity between protein and anthocyanin

食盐浓度/

（mol·L-1）

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

范德华力/

（kJ·mol-1）

224.708±14.088

221.661±21.017

241.658±22.224

205.828±18.324

177.747±14.624

静电作用力/

（kJ·mol-1）

-43.770±15.565

-38.786±10.892

-36.741±14.191

-62.601±13.622

-74.021±20.235

极性溶剂化能/

（kJ·mol-1）

160.898±34.896

141.137±21.378

158.768±36.653

159.704±20.605

190.971±24.933

非极性溶剂化能/

（kJ·mol-1）

-25.830±1.170

-24.472±1.999

-27.064±1.685

-23.674±1.508

-22.609±1.298

总吸附能/

（kJ·mol-1）

133.410±25.654

143.783±20.799

146.696±22.071

132.359±23.361

-83.406±21.694

图 7　主要残基对蛋白与花青素结合的能量贡献

Figure 7　Energy contribution of major residues to protein-anthocyanin binding
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小 分 子 UNK 与 蛋 白 形 成 了 5 个 氢 键 ；而 食 盐 浓 度 为

1.00 mol/L 时，只形成 3 个氢键。另外，从疏水环境来看，

0.50，1.00 mol/L 时周围分别有 11，10 种氨基酸，只有 6 个

氨基酸相同，真正的疏水氨基酸分别为 6，4 个，贡献总能

量为-20.98，-13.94 kJ/mol，说明前者小分子与蛋白间

的疏水作用力强于后者。

Cheng 等［34］发现矢车菊素 -3-O-葡萄糖苷与 β-乳球蛋

白间作用力主要是氢键和疏水作用；贾晶晶［35］发现茶多

酚与 β-乳球蛋白以疏水结合力为主，同时也有部分范德

华力和氢键。试验中，花青素与 β-乳球蛋白的结合同时

有氢键、疏水作用、静电作用与范德华力，1.00 mol/L 食盐

浓度下小分子与蛋白的结合自由能显著低于 0.50 mol/L

浓度下的，主要是由于范德华力、氢键作用和疏水作用力

同时减弱所致。有研究表明，不同 pH 下 EGCG 与 β-乳球

蛋白间结合自由能的差异主要与范德华力、氢键和疏水

作用的差异有关［22］，而不同压力条件下则主要与范德华

力和氢键作用有关［18］。

用 PyMOL 软件绘制了 0.50，1.00 mol/L 食盐浓度下

β-乳球蛋白和花青素结合的表面结构图，如图 9 所示，两

者蛋白表面结构差异较大，食盐浓度为 0.50 mol/L 时，小

分子的结合更靠近蛋白内部，结合前面的平面图分析也

可以得出，0.50 mol/L 时小分子与蛋白间形成的氢键更

多，周围的疏水环境也更强。因此，食盐浓度为 0.50 mol/L

相比浓度为 1.00 mol/L 小分子与蛋白间无论结合位置、结

合机理都发生了较大变化。

3　结论

将不同浓度的食盐加入到 β-乳球蛋白溶液中，对蛋

白结构和稳定性影响较小，在食盐浓度低于 0.75 mol/L 时

α-螺旋和蛋白间氢键减少，而 β-折叠和疏水表面积有所增

加。但不同浓度的食盐会显著影响 β-乳球蛋白与小分子

（花青素）的结合，结合自由能在 0.50 mol/L 食盐浓度时最

大，而随后由于疏水作用、氢键相互作用、范德华力的减

小，结合自由能显著降低，到 1.00 mol/L 食盐浓度时甚至

远低于对照组。因此，不超过 0.50 mol/L 的食盐添加量可

促进食品体系中蛋白与小分子的结合，而食盐浓度过高

时不仅影响身体健康，也会减弱小分子活性物质于蛋白

的吸附作用，进而可能影响其活性功能。
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