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基于荧光及紫外光谱法对红松种鳞多酚与 

乳清蛋白相互作用的研究 
 

岳鑫，包怡红
 

（东北林业大学林学院，黑龙江哈尔滨 150040） 
摘要：利用紫外-可见吸收光谱法和荧光光谱法，研究了红松种鳞多酚与乳清蛋白之间的相互作用及其作用方式。紫外-可见吸收

光谱表明：红松种鳞多酚与乳清蛋白发生了相互作用并生成新的复合物，改变了蛋白质芳香族残基在空间结构中所处的微环境，诱导

乳清蛋白的构象发生改变。荧光光谱表明：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生成复合物的静态猝灭作用。

通过计算得出在不同温度下其二者相互作用的表观结合常数（KA）分别为：1.111×104 L/mol（25 ℃），2.201×104 L/mol（30 ℃），6.206×104 

L/mol（35 ℃），对应的结合位点数（n）分别为：0.885、0.937、1.043。由热力学参数分析确定红松种鳞多酚与乳清蛋白间的相互作

用反应是吸热过程，反应的主要作用力是疏水作用力。 
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Interaction between the Polyphenols from Pinus koraiensis Seeds Scales 

and Whey Protein Studied by Fluorescence and Ultraviolet Spectroscopy 
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Abstract: The interaction between the polyphenols from Pinus koraiensis seed scales and whey protein and associated modes of action 

were studied by ultraviolet-visible absorption spectroscopy and fluorescence spectroscopy. The analysis by ultraviolet-visible absorption 

spectroscopy revealed that the polyphenols from Pinus koraiensis seed scales interacted with whey protein and yielded new complexes, which 

also changed the microenvironment surrounding the spatial structures of the aromatic residues of proteins, and induced the conformational 

change of whey protein. The fluorescence spectroscopy analysis showed that the polyphenols had a strong fluorescence quenching effect on the 

whey protein, and the quenching type belonged to the static quenching of the formed complexes. The apparent binding constants (KA) of their 

interactions at different temperatures were calculated as: 1.111 × 104 L/mol (25 ℃), 2.201 × 104 L/mol (30 ℃), 6.206×104 L/mol (35 ℃), and the 

corresponding number of the binding sites (n) were 0.885, 0.937 and 1.043, respectively. The analysis of thermodynamic parameters revealed 

that the interaction between the polyphenols from Pinus koraiensis seed scales and whey protein was an endothermic process, and the main 

interactive force was hydrophobic interaction. 

Key words: polyphenols from Pinus koraiensis seed scales; whey protein; Interaction; ultraviolet-visible absorption spectroscopy; 
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红松（Pinus koraiensis），亦称果松、海松，常绿

乔木，广泛分布于我国的东北地区[1]。红松树皮、松

塔鳞片、松子壳都含有大量的多酚类化合物，一种天

然抗氧化剂[2]，由于其特殊的分子结构，红松多酚还

具有抗氧化[3~5]、抗肿瘤[6,7]、抗辐射[2,8]、增强免疫[9,10] 

收稿日期：2019-01-31 

基金项目：国家重点研发计划项目（2017YFC1601901） 

作者简介：岳鑫（1992-），女，硕士研究生，研究方向：功能食品 

通讯作者：包怡红（1970-），女，教授，博士后，研究方向：林下资源精深

加工及功能性食品  

的作用。松科植物多酚类物质在食品加工领域中的应

用主要用以澄清饮料和酒类，或作为食品保鲜剂和抗

氧化剂，并改善食品风味色泽[2]。 
乳清蛋白是指牛乳在pH 4.6下沉淀酪蛋白后分离

出的蛋白质总称，是一种具有较高生物效价的优质天

然蛋白，约占牛乳蛋白质的 20%[11]。乳清蛋白中含有

过氧化物酶、溶菌酶生长因子和大量氨基酸，令其具

有很高的营养价值[12]。同时，受到如氨基酸组成等内

在因素和加工条件等外在因素的影响，使乳清蛋白具

有包括发泡性[13]、乳化性[14]和持水性[15]在内的多种加
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工功能特性。这些功能特性使得乳清蛋白及其衍生产

物在食品生产加工中具有广泛的应用。 
在食品加工及人体消化过程中，多酚能与多种化

合物发生相互作用，其中蛋白质是最主要的化合物
[16]。已有研究表明植物多酚与蛋白质能够发生相互作

用，并对蛋白质的理化性质产生影响。如覃思[17]通过

试验发现，茶多酚能够提高乳清蛋白的乳化能力；

Sarker[18]等指出儿茶素能使 β-乳球蛋白的发泡能力提

高，并改善其泡沫稳定性；Harbourne[19]等人和

Staszewski[20]等人的研究都指出多酚的加入使酪蛋白

的凝胶强度增强。然而，以上的研究主要集中在多酚

对乳类蛋白理化活性的影响，但其二者相互作用的机

制研究讨论还较少。 
本研究运用紫外-可见光谱和荧光光谱，研究了红

松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的光谱特征。通过对

荧光光谱数据的处理，深入分析了两者之间的结合机

理、表观结合常数、结合位点数和作用力等重要信息，

为了解红松种鳞多酚与乳清蛋白的结合方式，以及红

松种鳞多酚在乳制品中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

红松种鳞多酚，实验室自制：原料预处理粉碎后

采用超声辅助提取，经过 AB-8 大孔树脂和聚酰胺进

行二次分离纯化，得到红松种鳞多酚纯化物，纯度

67.8%；乳清蛋白，纯度>80%，购自上海源叶生物科

技有限公司。 
试验中所用其他试剂均为国产分析纯；试验用水

为去离子水。 

1.2  仪器与设备 

F-4500 型荧光分光光度计，日本 Hitachi 公司；

UV-5500PC 型紫外可见分光光度计，上海元析仪器有

限公司；FJ-200 型中草药粉碎机，天津市泰斯特有限

责任公司；FA2004 型电子天平，上海天平仪器厂；

KQ-300DE 型数控超声波清洗器，昆山超声仪器有限

公司；DK-8D 型电热恒温水浴槽，上海一恒科学仪器

有限公司；SHB-Ⅲ G 循环式多用真空泵，郑州长城

科工贸有限公司；RE-5205 旋转蒸发器，上海亚荣生

化仪器厂；具砂板层析柱，上海三爱思试剂有限公司；

LGJ-10B 型冷冻干燥机，北京四环科学仪器有限公司；

PHS-3E 型 pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  溶液配制 
乳清蛋白用 pH 7.4 的 Tris-HCl 缓冲溶液（含 0.1 

mol/L NaCl 以维持离子强度）配制成 1.0×10-4 mol/L
储备液置于冰箱 0~4 ℃保存备用；红松种鳞多酚用去

离子水配制成 1.0×10-3 mol/L 储备液（为计算方便，

统一使用多酚标准品没食子酸的分子质量170.12作为

红松种鳞多酚的近似分子质量进行处理）。红松种鳞多

酚溶液现用现配。 
1.3.2  紫外-可见吸收光谱测定 

以相应试剂为空白参比，测定乳清蛋白添加了不

同浓度红松种鳞多酚后的紫外-可见吸收图谱，乳清蛋

白的浓度为 2×10-5 mol/L，加入不同体积红松种鳞多

酚溶液，使红松种鳞多酚浓度依次为 0、2.0、4.0、6.0、
8.0、10.0、12.0×10-5 mol/L。扫描区间：200~500 nm，

采样间隔 1 nm，相互作用反应时间：120 min。  
1.3.3  荧光光谱分析  
1.3.3.1  荧光光谱测定 

荧光试验在恒温条件下进行，恒温水浴温度分别

为 25 ℃、30 ℃和 35 ℃。乳清蛋白的浓度固定为

2×10-5 mol/L，分别加入不同体积红松种鳞多酚溶液，

使红松种鳞多酚浓度依次为 0、2.0、4.0、6.0、8.0、
10.0、12.0×10-5 mol/L，混匀，水浴 2 h 后进行荧光扫

描。荧光光谱测定条件：激发波长 280 nm，发射波长：

300~500 nm，激发和发射的狭缝宽度均设定为 5 nm。

比色皿厚度 10 mm，四面透光。 
1.3.3.2  猝灭常数计算 

利用 Stern-Volmer 方程对荧光数据进行分析，以

求得动态猝灭速率常数和动态猝灭常数： 

][+1=][+1= 0q
0

QKQτK
F
F

sv                   （1） 

式中：F0和 F 分别为荧光猝灭剂加入前后荧光分子的荧光

强度，[Q]为猝灭剂浓度，Kq为动态猝灭速率常数，Ksv为动态

猝灭常数，τ0 为猝灭剂不存在时荧光分子的平均寿命，生物大

分子的荧光平均寿命为 10-8 s。 

1.3.3.3  结合位点计算 
假设蛋白质上存在 n 个等同的独立结合位点，可

以采用以下方程来计算结合常数和结合位点： 
lg[(F0-F)/F]=lgKA+nlg[Q]                        （2） 
式中：F0和 F 分别为荧光猝灭剂加入前后荧光分子的荧光

强度，KA为表观结合常数，n 为结合位点，[Q]为猝灭剂浓度。 

1.3.3.4  热力学参数计算 
各热力学参数值通过以下公式进行计算： 
ΔG=-RTlnKA                           （3） 
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ΔG=ΔH-TΔS                            （5） 
式中：R 为摩尔气体常数，8.314 J/(mol·K)，T 为试验温

度，KA为对应温度下表观结合常数。 

1.3.4  数据分析  
本文运用 Origin 2018、Microsoft Excel 2007 等软

件处理试验数据，获得红松种鳞多酚与乳清蛋白相互

作用的紫外-可见吸收光谱、荧光光谱，并由谱图变化

来分析两者相互作用机制。  

2  结果与分析 

2.1  红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的紫

外-可见吸收光谱分析 

由于组成蛋白质的部分氨基酸残基具有紫外吸收

性质，故紫外-可见吸收光谱法是研究小分子与蛋白质

相互作用的常用方法[21]。通常，氨基酸残基的构象是

由蛋白质分子的微环境决定，微环境改变导致构象改

变，生色基团的紫外吸收光谱随之发生改变[22]。当蛋

白质与小分子发生作用后会发生吸收峰的位移、吸光

度的变化。根据蛋白与小分子结合前后吸收光谱的差

异可以判断两者是否发生了相互作用和蛋白质分子在

配体的作用下其结构和构象的动态变化过程[23]等。在

本试验中，测定了红松种鳞多酚添加前后乳清蛋白的

紫外-可见吸收光谱。红松种鳞多酚对乳清蛋白紫外-
可见吸收光谱的影响如图 1 所示。 

 
图1 红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的紫外-可见光谱 

Fig.1 UV-Vis absorption spectrum of interaction between 

polyphenols from Pinus koraiensis seeds and whey protein 

注：（1~7）乳清蛋白：2×10-5 mol/L；红松种鳞多酚：0、

2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0 (×10-5 mol/L)。 

由图 1 可以看出，加入红松种鳞多酚后，乳清蛋

白的吸收峰强度增大。乳清蛋白吸收峰值随着多酚浓

度的增加而增大，当多酚浓度为 12.0×10-5 mol/L 时，

乳清蛋白的吸收峰值最大，且最大吸收峰波长发生 3 
nm 的蓝移。这说明红松种鳞多酚对乳清蛋白的结构

产生了影响，两者发生了相互作用生成了新的产物。

相互作用导致了乳清蛋白的结构骨架变得松散，肽链

伸展，使得蛋白分子内部疏水区域的酪氨酸残基和色

氨酸疏水基团裸露，所处微环境的疏水性减小，使乳

清蛋白构象改变。吸光度的增强表明这种构象的变化

有利于蛋白质分子中色氨酸残基和酪氨酸残基中芳香

环的 π-π*跃迁。 

2.2  红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的荧

光光谱分析 

2.2.1  红松种鳞多酚对乳清蛋白内源性荧光光

谱的影响 
乳清蛋白分子中存在色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸

残基，这些残基含有的苯环结构或共轭双键使其在一

定的波长下能够发射荧光，故乳清蛋白具有内源性荧

光[24]。色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基因为生色基团

不同而分别在 348 nm、303 nm、282 nm 波长处出现

荧光峰。由于蛋白质分子中苯丙氨酸残基的荧光极弱

且易被猝灭，荧光的产生主要是酪氨酸和色氨酸[25]。

在 280 nm 激发波长下，乳清蛋白的最大发射波长为

350.6 nm，且在 303 nm 波长处未见荧光峰出现，故本

试验主要观察的是色氨酸荧光信息的变化。同时，红

松种鳞多酚本身的荧光发射信号非常弱，对乳清蛋白

的荧光信号基本不产生干扰，因此不需考虑荧光内滤

效应的干扰。 
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图 2 红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的荧光光谱 

Fig.2 Fluorescence spectra of interaction between polyphenols 

from Pinus koraiensis seeds and whey protein at different 

temperature 

注：a：298 K，b：303 K，c：308 K；1~7 乳清蛋白：2×10-5 

mol/L，红松种鳞多酚：0×10-5、2.0×10-5、4.0×10-5、6.0×10-5、

8.0×10-5、10.0×10-5、12.0×10-5 mol/L。 

红松种鳞多酚在结合过程中对乳清蛋白内源荧光

光谱的影响如图 2 所示。在 298 K、303 K 及 308 K 试

验温度下，保持乳清蛋白浓度固定不变，随着红松种

鳞多酚添加量的增加，乳清蛋白的荧光光谱产生两方

面变化：荧光猝灭和荧光峰位移。加入多酚后，蛋白

分子荧光发射峰的峰形基本未发生变化，而其在 350.6 
nm 波长处的荧光发射强度逐渐下降。这说明红松种

鳞多酚与乳清蛋白之间发生了相互作用。同时，红松

种鳞多酚的加入使得乳清蛋白的最大荧光发射波长产

生 2 nm 红移。研究表明，蛋白质分子最大荧光发射

波长的变化，在一定程度上能够反映蛋白质分子中荧

光发色基团本身及其周围环境的变化[26]。红松种鳞多

酚的加入使得乳清蛋白荧光峰产生位移，说明色氨酸

残基的亲水性增强，其肽链的伸展程度也有所增加，

导致最大发射波长的变化[27]。以上结果表明，红松种

鳞多酚与乳清蛋白之间发生相互作用，生成不发射荧

光的基态配合物，使得乳清蛋白的内源荧光发生猝灭，

改变了色氨酸残基的微环境及蛋白质的构象。 
2.2.2  红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的荧

光猝灭机理 
小分子物质与蛋白结合的荧光猝灭机理主要分为

动态猝灭和静态猝灭两种[28]。动态猝灭，是指荧光发

射物质的激发态分子与荧光猝灭剂之间发生相互作用

的过程。静态猝灭，是指荧光发射物质分子与荧光猝

灭剂在基态时发生配合反应生成不发射荧光的基态配

合物的过程。这两种猝灭机理可以根据荧光猝灭常数

随温度的变化来区分：动态猝灭表现为随着温度的升

高，荧光猝灭常数增大，静态猝灭相反[29]。因此，可

根据不同试验温度下红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作

用的猝灭常数判断多酚对蛋白的猝灭机制。 
根据 Stern-Volmer 方程，以[Q]为自变量，F0/F 为

因变量进行线性拟合得图 3。进而计算得到红松种鳞

多酚与乳清蛋白相互作用的 Ksv和 Kq，结果见表 1。 

 
图3 红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的Stern-Volmer曲线 

Fig.3 Stern-Volmer plots of interaction between polyphenols 

from Pinus koraiensis seeds and whey protein at different 

temperatures 

表1 不同温度下红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的Stern-Volmer猝灭常数 

Table 1 Stern-Volmer constants of interaction polyphenols from Pinus koraiensis seeds and whey protein at different temperatures 

Temperature/K KSV/(×104 L/mol) Kq/[×1012 L/(mol·s)] R2 

298 4.536 4.536 0.9972 

303 4.030 4.030 0.9938 

308 3.706 3.706 0.9975 

结果表明，不同温度下红松种鳞多酚与乳清蛋白

相互作用的 Stern-Volmer 曲线均呈现出良好的线性关

系。通过比较得知，此反应的 Kq值均大于各类猝灭剂

对生物大分子的最大扩散猝灭常数 2.0×10-10 
L/(mol·s)，这表明它们之间的猝灭过程是由于乳清蛋

白在基态时与红松种鳞多酚之间反应结合形成新的基

态复合物所引起的静态猝灭。且由表 1 可知，随着温

度的升高，猝灭常数 Ksv 值减小。而如果猝灭类型为

动态猝灭，随着温度的升高，体系的扩散系数也增大，

会导致猝灭常数的增大。从而进一步说明红松种鳞多

酚对乳清蛋白的猝灭是形成了稳定复合物的静态猝灭

而不是通过相互碰撞的动态猝灭，即温度升高会引起

复合物的稳定性降低。 
此外，紫外可见吸收光谱分析也可以辅助判断猝

灭类型：动态猝灭是由小分子与蛋白质动态碰撞引起

的，蛋白质的吸收光谱不会发生改变；静态猝灭是由
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形成复合物引起的，蛋白质的吸收光谱将发生变化
[30]。与红松种鳞多酚发生作用后，乳清蛋白的紫外吸

收峰发生位移，也进一步证明了红松种鳞多酚对乳清

蛋白的荧光猝灭过程为静态猝灭。 
2.2.3  红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的结

合常数及结合位点数 
根据公式（2），以 lg[Q]为自变量，lg[(F0-F)/F]为

因变量进行线性拟合得图 4。根据直线的截距和斜率

求得各个温度下相应的 KA和 n 的值，结果见表 2。 

 
图4 红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的双对数曲线 

Fig.4 Double-log plots of interaction between polyphenols from 

Pinus koraiensis seeds and whey protein at different 

temperatures 

表2 红松种鳞多酚-乳清蛋白复合物的结合位点数、表观结合

常数及线性相关系数  

Table 2 Apparent binding constants, binding sites numbers and 

correlation coefficients of polyphenols from Pinus koraiensis 

seeds and whey protein 

Temperature/K KA/(×104 L/mol) n R2 

298 1.111 0.885 0.9924

303 2.201 0.937 0.9931

308 6.206 1.043 0.9938

所得数据显示，在不同试验温度下，红松种鳞多

酚与乳清蛋白之间都存在较强的结合力，均形成了结

合位点接近于 1 的复合物，且随着温度的变化不明显。

这表示两者之间有 1 个结合位点，即每个蛋白分子能

够结合 1 个多酚分子。随着温度的升高，结合常数增

大，这说明红松种鳞多酚与乳清蛋白的相互作用应为

吸热反应。 
2.2.4  红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的热

力学参数及作用力类型 
蛋白质分子与配体间的相互作用力可以根据热力

学参数焓变 ΔH、熵变 ΔS 和吉布斯自由能变 ΔG 进行

判断：ΔH>0、ΔS>0，主要表现为疏水作用；ΔH>0、
ΔS<0，主要表现为静电相互作用和疏水作用；ΔH<0、
ΔS<0，主要表现为范德华力或氢键；ΔH<0、ΔS>0，

主要表现为静电作用[31]。 
为了确定红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用中起

主导作用的作用力类型，对相关的热力学参数进行计

算。当温度变化不明显时，ΔH 可认为是常数。根据

公式（3）~（5）计算热力学参数，结果见表 3，柱状

图如图 5。 
表3 红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的热力学参数  

Table 3 Thermodynamic parameters of interaction between 

polyphenols from Pinus koraiensis seeds and whey protein 

Temperature/K ΔH/(kJ/mol) ΔG/(kJ/mol) ΔS/[J/(mol·K)]

298  -23.08 82.43 

303 1.49 -25.19 88.04 

308  -28.26 96.57 

 
图5 红松种鳞多酚与乳清蛋白相互作用的热力学参数柱状图 

Fig.5 The bar diagram of thermodynamic parameters for 

interaction between polyphenols from Pinus koraiensis seeds 

and whey protein at different temperatures 

由表 3 和图 5 可知，红松种鳞多酚与乳清蛋白相

互作用的 ΔH>0、ΔS>0、ΔG<0，表明这两者的结合是

一个熵增、自由能降低的过程。不同反应温度下的吉

布斯自由能变 ΔG 的数值均为负，表明红松种鳞多酚

与乳清蛋白的结合是一个自发过程。且 ΔH 和 ΔS 的

数值为正，即相互作用的主导作用是疏水作用力。其

中，ΔH>0，说明红松种鳞多酚与乳清蛋白的结合过程

吸热，这也解释了表观结合常数 KA 随着温度的升高

而增大的现象。 

3  结论 

本文采用紫外-可见吸收光谱和荧光光谱法研究

了红松种鳞多酚与乳清蛋白的相互作用机制。研究结

果表明，两者之间存在相互作用，红松种鳞多酚对乳

清蛋白内源荧光的猝灭机制为形成新复合物的静态猝

灭。且结合位点数为 1，即两者按照 1:1 的比例结合

形成新的静态复合物。通过对淬灭过程热力学参数及

作用力类型的计算和分析可知，红松种鳞多酚与乳清

蛋白的结合为自发进行，两者在结合过程中疏水作用
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力是主要驱动力。紫外-可见吸收光谱的分析表明红松

种鳞多酚与乳清蛋白的相互作用能改变蛋白质芳香族

氨基酸残基在空间结构中所处的微环境，引起乳清蛋

白的构象变化。且吸收峰出现蓝移的现象进一步证明

了红松种鳞多酚对乳清蛋白的荧光猝灭过程为静态淬

灭。研究结果对进一步研究红松种鳞多酚与乳清蛋白

相互作用所形成复合物的性质和红松种鳞多酚作为食

品添加剂提供理论基础。 
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