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基于非共价键作用的山梨酸钾对植物蛋白 

荧光淬灭性能研究 
 

蔡春生，胡勇，高永清，张杰良，侯方丽 

（广东药学院食品科学学院，广东中山 528458） 

摘要：利用荧光光谱研究了在不同温度下，山梨酸钾（PSS）分别与大豆分离蛋白（SPI）和小麦面筋蛋白（WG）在溶液中的

相互作用特性，探讨了山梨酸钾对这两种植物蛋白的荧光猝灭机理，测定了它们之间反应的表观结合常数及结合位点数。结果表明，

山梨酸钾与两种植物蛋白之间分别生成了新的复合物，属于静态荧光淬灭。其中，山梨酸钾与 SPI 之间的相互作用在 281 K、291 K

和 303 K 时的表观结合常数分别为 1.58×104 L/mol、1.49×103 L/mol和 1.11×102 L/mol，其对应的结合位点数分别为 1.25、0.96和 0.78，

而山梨酸钾与 WG 之间的相互作用在 281 K、291 K 和 303 K 时的表观结合常数分别为 2.90×104 L/mol、2.53×104 L/mol和 5.50×104 

L/mol，其对应的结合位点数分别为 1.04、1.06 和 1.15。热力学数据分析表明山梨酸钾与 SPI 反应作用力主要是范德华力和氢键作用，

而与 WG 反应作用力主要是疏水作用力和电子作用力。 
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Abstract: The interaction between potassium sorbate (PSS) and soy protein isolate (SPI) or wheat gluten (WG) under different 

temperatures in solution was investigated by fluorescence spectroscopy. The quenching mechanism was analyzed referring to PSS against the 

fluorescence of the vegetable protein. The apparent binding constants and the binding sites were also determined simultaneously based on the 

fluorescence. The experimental results clearly indicated that static quenching occurred in these systems because of the formation of new 

complexes among vegetable proteins and potassium sorbate. The apparent binding constants (KA) between PSS and SPI were 1.58×104 L/mol 

(281 K), 1.49×103 L/mol (291 K), and 1.11×102 L/mol (303 K), respectively. The corresponding binding sites values (n) were 1.25, 0.96 and 

0.78, respectively. The apparent binding constants between PSS and WG were 2.90×104 L/mol, 2.53×104 L/mol and 5.50×104 L/mol at 281 K, 

291 K and 303 K, respectively. And the, corresponding binding sites values (n) were 1.04, 1.06 and 1.15, respectively. The changes of entropy 

and enthalpy indicated that the interaction of PSS and SPI was driven mainly by Vander waals force and hydrogen bonding, while the interaction 

of PSS and WG was chiefly driven by hydrophobic interaction and electronic force.  
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植物蛋白是蛋白质的一种，其不仅营养丰富，在

人们的膳食中有很大的比重，而且也是制备可食用涂

膜包装的理想材料。目前，随着人们环保意识和食品

安全意识的日益增强，植物蛋白涂膜包装材料在食品

的防腐抗菌、延长货架期等应用中越来越广泛。比如

大豆蛋白膜具有营养价值高、来源丰富、阻氧性强等

优点，而用小麦面筋蛋白制成的可食膜也是一种良好 
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的成膜材料[1~3]。山梨酸钾（potassium sorbate, PSS）

是一种不饱和脂肪酸盐，可以被人体的代谢系统

吸收而迅速分解为二氧化碳和水，在体内无残留。

作为一种优良的食品防腐剂，PSS 不仅允许在多种食

品加工过程中使用，而且在抗菌活性包装材料中应用

也日益增多[4~5]。由此可见，基于山梨酸钾和植物蛋白

制备抗菌活性涂膜材料具有一定的理论和实际意义。

但是，制备植物蛋白抗菌活性涂膜材料，一方面要考

虑植物蛋白本身的理化性质，同时也要考虑山梨酸钾

在抗菌活性材料中的添加量和热稳定性。因此，研究
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山梨酸钾与植物蛋白之间的相互作用对于制备相应的

植物蛋白抗菌活性涂膜材料显得很有必要。 

目前，关于山梨酸钾与植物蛋白之间相互作用的

研究几乎未见相关报道。本文利用荧光光谱对山梨酸

钾与大豆分离蛋白（SPI）和小麦面筋蛋白（WG）在

溶液中的相互作用进行了对比研究，分别探讨了山梨

酸钾对 SPI、WG 的荧光猝灭机理，得到了一些关于

山梨酸钾与 SPI、WG 相互作用之间表观结合常数、

结合位点数、热力学参数、作用力等重要信息。这对

于了解山梨酸钾与植物蛋白的结合方式，明确山梨酸

钾在复合型植物蛋白抗菌活性涂膜材料中的迁移溶出

过程，进而提高其抗菌保鲜效果具有一定的指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

RF-5301PC 型荧光分光光度计（日本岛津公司）；

PHS-10A 型精密 pH 计（上海雷磁仪器厂）；FC-204

电子分析天平（上海天平仪器厂）；电磁搅拌器；高

速离心机；恒温水浴锅。 

称取 0.02 g 山梨酸钾于烧杯中加少量水搅拌、溶

解、定容，制成 0.02% (m/V)山梨酸钾预备液；分别称

取 30.00 g 大豆分离蛋白和小麦面筋蛋白，分别加水

200 mL放于磁力搅拌器上搅拌，调节 pH 至 8.0，在

离心机中以 3500 r/min 离心悬浊液 5 min，收集上清

液，用水清洗沉淀物并收集滤液，合并上清液得大豆

分离蛋白预备液和小麦面筋蛋白预备液。所有预备液

都要置于冰箱中保存。准确称取若干磷酸氢二钾，溶

解、定容，配成 0.20 mo/L 的溶液，使用时与不同体

积的 0.l0 mol/L柠檬酸溶液混合，制备一系列pH值不

同的磷酸盐缓冲溶液。 

所有的化学试剂最低都是化学纯级别，并且在使

用前没有进一步纯化。所有的实验用水为去离子水, 

经检验无荧光杂质。 

1.2  试验方法 

在一系列 10 mL容量瓶中依次加入溶液 2.00 mL

磷酸盐缓冲溶液、一定量的山梨酸钾储备液，然后加

入 2.00 mL 植物蛋白储备液, 然后用去离子水定容为

10.00 mL，搅拌至混合均匀再用超声波超声5 min。待

放置一段时间后用于测试。选择激发波长为 285 nm，

用激发和发射通带均为 1.5 nm 的 RF-5301PC 荧光分

光光度计测定一定室内温度（281 K、291 K、303 K）

时两种植物蛋白在PSA作用下的荧光光谱。 

2  结果与讨论 

2.1  荧光光谱 

 

 
图1 PSS对SPI(a)和WG(b)荧光光谱的影响 

Fig.1 Effect of PSS on the fluorescence of SPI (a) and WG (b) 

图1为SPI和WG在其相应的激发波长下测得含不

同浓度的PSS时体系的荧光光谱图。由图1可以看出，

固定两种植物蛋白溶液浓度，随着PSS浓度的增加，SPI

和WG的荧光强度分别逐渐减小。这说明PSS与SPI 和

WG彼此间发生了相互作用，且这种作用可能引起SPI 

和WG的荧光发色团的微环境及其分子构象的变化[6]。

此外，PSS在水中电离后产生的羧基，属于吸电子基团，

会妨碍分子的电子共轭性，可能也会影响SPI和WG的

荧光发射强度。 

通过对比图1a和图1b可知，SPI的荧光强度比WG

要大的多，但PSS对WG的荧光猝灭效果较好，荧光幅

度变化大而稳定，对大豆分离蛋白的荧光猝灭效果却

较差，荧光幅度变化小而有部分重叠。这显示出两种

植物蛋白在荧光生色团结构上存着明显的区别。 

2.2  荧光猝灭机理 

荧光猝灭可以有多种作用机理, 通常可分为动态

猝灭和静态猝灭。动态猝灭主要是由于荧光物质与猝

灭剂分子碰撞损失能量，或荧光物质自身浓度过高使

其自身分子间碰撞概率增加损失能量而造成；而静态

猝灭则主要是荧光分子和猝灭剂分子作用，形成本身

不发光的复合物。动态和静态猝灭可以由他们对体系

温度的变化趋势以及荧光寿命来判断。高温可以引起
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扩散的增大从而更多的碰撞使得动态猝灭常数增大。

对于静态猝灭,高温将会导致复合物的分解从而降低静

态猝灭常数。对于动态猝灭，其作用机理可以用

Stern-Volmer方程来表达[7]。 

qSVqq CKCK
F

F
 11 0

0                 (1) 

对于静态猝灭, 其作用机理可用Lineweaver-Burk

方程来表达。 

11

0

11

0

1

0 )(   qLB CFKFFF              (2) 

上述两式中，F0和F分别为无和有猝灭剂（山梨酸

钾）存在时的荧光强度；Kq为猝灭剂对生物大分子的

荧光猝灭常数；KSV为动态猝灭常数，KLB为静态猝灭

常数；τ0为无猝灭剂时荧光基团的荧光寿命，Cq为猝灭

剂的浓度；对于生物大分子，τ0的平均值为10-8秒左右。

F0和F可通过荧光光谱数据得知，Cq和τ0同样已知，则

可以求出KLB和KSV，进而求得Kq。 

 

 
图2 基于荧光猝灭的PSS对SPI的Stern-Volmer曲线(a)和

Lineweaver-Burk 双倒数曲线(b) 

Fig.2 The Stern-Volmer curves (a) and Lineweaver -Burk curves 

(b) of the reaction between PSS  and SPI based on the 

fluorescence quenching 

根据Stern-Volmer方程，以Cq自变量，F0/F为因变

量，通过线性拟合得图2。根据Lineweaver-Burk方程，

以Cq
-1为自变量，以(F0-F)-1为因变量通过线性拟合得双

倒数曲线图3。 

 

 
图3 基于荧光猝灭的PSS对WG的Stern-Volmer曲线(a)和

Lineweaver-Burk 双倒数曲线(b) 

Fig.3 The Stern-Volmer curves (a) and Lineweaver -Burk curves 

(b) of the reaction between PSS and WG based on the 

fluorescence quenching 

由图2至图3中直线的斜率和τ0的值，可算出在各温

度下SPI和小WG的动态猝灭常数KSV，静态猝灭结合常

数KLB和双分子猝灭常数Kq，见表1和表2。 

表1 基于荧光淬灭所计算PSS对SPI的淬灭常数 

Table 1 The quenching constants of the reaction between 

PSS and SPI from the data of Fig.2 

T/K KSV/(L/mol) Kq/[L/(mol·s)] KLB/(L/mol) 

281 1.88×103 1.88×1011 1.57×104 

291 1.69×103 1.69×1011 1.31×104 

303 0.95×103 0.95×1011 2.36×104 

表2 基于荧光猝灭计算PSS对WG的猝灭常数 

Table 2 The quenching constants of the reaction between 

PSS and WG from the data of Fig.3 

T/K KSV/(L/mol) Kq/[L/(mol·s)] KLB/(L/mol) 

281 2.52×104 2.52×1012 0.85×104 

291 1.92×104 1.92×1012 1.83×104 

303 1.68×104 1.68×1012 2.11×104 

结果表明，PSS对SPI和WG的Stern-Volmer曲线均

呈现良好的线性关系，但随着温度升高，两种植物蛋

白的Stern-Volmer曲线斜率都有不同程度的减小，即其

静态猝灭常数下降[8]。这说明了PSS无论是对SPI，还是

对WG的荧光猝灭效应都应归于静态猝灭机制。在动态
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猝灭中，各类猝灭剂对生物大分子荧光寿命衰减速率

的最大值为2.0×1010L/(mol·s)，而两种植物蛋白计算所

得的Kq均远要大于这个数值。这进一步说明它们的猝

灭过程都不属于由分子扩散和碰撞而引起的动态猝

灭，而是分子之间结合形成化合物所引起的静态猝灭。

此外，基于SPI荧光淬灭的Lineweaver-Burk方程于281 

K、291 K和303 K的线性相关系数R依次为0.974、0.982、

0.917；而基于WG荧光淬灭的Lineweaver-Burk方程于

281 K、291 K和303 K的线性相关系数R依次为0.999、

0.984、0.997。由此可见两个植物蛋白体系的双倒数方

程亦呈现良好的线性关系, 即可再次确定为静态猝灭。 

2.3  结合常数和位点数的计算 

蛋白质结合位点，也称活性位点，是指蛋白质的

一些基团在空间结构上彼此靠近，组成具有特定空间

结构的区域，它能与其他物质相结合并起着重要的作

用。小分子与蛋白质之间的相互作用一般采用位点结

合模型来描述荧光强度F、猝灭剂浓度Cq与表观结合常

数KA及结合位点数n之间的关系[9]。 

)(lglg
)(

lg 0 PSScnK
F

FF
A 

              (3) 

 

 
图4 基于PSS对SPI荧光猝灭(a)和WG淬灭(b)的双对数曲线图 

Fig.4 The double-logarithm relation of lg(F0 -F)/F vs lgCPSS 

based on the reaction between PS S and SPI(a)or WG (b) 

以lg（F0-F）/F对lgc作图，由图4(a)中的直线斜率

及截距可分别计算出在281 K、291 K、303 K时，PSS

与SPI的表观结合常数依次为1.58×104 L/mol、1.49×103 

L/mol和1.11×102 L/mol，其相对应的结合位点数分别为

1.25、0.96和0.78（见表3）。从表3可知，在281 K时，

PSS与SPI之间存在强烈的相互作用，随着温度升高，

大豆分离蛋白的表观结合常数出现较大幅度的变化，

说明PSS与SPI之间的相互作用减弱且不稳定，这可能

是温度的升高导致了体系分子扩散程度的增加，从而

降低其复合物的稳定性。同样，由图4(b)可计算出分别

在281 K、291 K、303 K时，PSS与WG的表观结合常数

依次为2.90×104 L/mol、2.53×104 L/mol和5.50×104 

L/mol，其相对应的结合位点数分别为1.04、1.06和1.15

（见表4）。从表4可看出，PSS与WG在上述三个温度点

都存在着强烈的相互作用，与其作用时均具有1个独立

的结合部位，且随温度变化不明显。 

表3 大豆分离蛋白与PSS的表观结合常数、结合位点数及线性相

关系数 

Table 3 The apparent binding constants, binding sites numbers 

and correlation coefficients of SPI and PSS  

T/K KA/(L/mol) n r 

281K 1.58×104 1.25 0.982 

291K 1.49×103 0.96 0.994 

303K 1.11×102 0.78 0.977 

表4 小麦面筋蛋白与PSS的表观结合常数、结合位点数及线性相

关系数 

Table 4 The apparent binding constants, binding sites numbers 

and correlation coefficients of WG and PSS  

T/K KA/(L/mol) n r 

281K 2.90×104 1.04 0.993 

291K 2.53×104 1.06 0.988 

303K 5.50×104 1.15 0.999 

2.4  热力学分析和作用力分析 

猝灭体和生物大分子的相互作用力主要有氢键，

范德华力，静电引力和疏水力几种类型[10]：∆H>0和∆

S>0，主要是疏水作用；∆H<0和∆S<0，主要是范德华力

和氢键作用；∆H<0和∆S>0，则是电子作用力。当温度

相差不大时，焓变可视之为常数，故由不同温度下的

结合常数KA，根据下列方程即可计算出反应过程中的

自由能、反应焓变和熵变。 

KRTG ln                          (4) 

)11(ln 21

1

2 TT
R

H

K

K



                      (5) 

STHG                         (6) 

R为气体状态常数，T是实验温度，K1和K2是在不

同温度下的结合常数。由上式所计算出来的热力学参

数见表5和表6。从表5中可以看出，体系的ΔG<0，∆S<0，
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∆H<0，说明反应过程是自发进行的，作用力主要是范

德华力和氢键作用。从表6可以看出，体系的ΔG<0，

∆H>0，∆S>0，则表明他们之间的结合力主要是疏水力

作用。 

表5 大豆分离蛋白与PSS结合的相关热力学参数 

Table 5 The corresponding thermodynamic parameters in 

interaction between PSS and SPI 

T/K ΔH/(kJ/mol) ΔS/(J/K) ΔG/(kJ/mol) 

281 -160.53 -562.1 -22.58 

291 -160.53 -490.89 -17.68 

303 -160.53 -490.73 -11.84 

表6 小麦面筋蛋白与PSS结合的相关热力学参数 

Table 6 The corresponding thermodynamic parameters in 

interaction between PSS and WG 

T/K ΔH/(kJ/mol) ΔS/(J/K) ΔG/(kJ/mol) 

281 19.58 155.09 -24.00 

291 19.58 151.58 -24.53 

303 19.58 155.38 -27.50 

3  结论 

通过荧光光谱，探讨了山梨酸钾对大豆分离蛋白

和小麦面筋蛋白的荧光猝灭机理。结果表明，山梨酸

钾与大豆分离蛋白以及小麦面筋蛋白之间的相互作用

均属于静态猝灭。山梨酸钾主要以范德华力和氢键作

用力与大豆分离蛋白相结合，而山梨酸钾与小麦面筋

蛋白相结合时则以疏水作用力为主。山梨酸钾与这两

种蛋白的结合均服从位点结合模型。山梨酸钾与小麦

面筋蛋白在281 K、291 K和303 K时均近似形成一个结

合位点，而与大豆分离蛋白则仅在291 K时近似形成1

个结合位点。 
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