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铁蛋白与绿原酸的非共价相互作用 
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摘要：该研究探讨了绿原酸与植物源铁蛋白的相互作用，结合荧光光谱、圆二色谱、透射电子显微镜、动态光散射等对二者相

互作用机制进行了表征和分析。结果显示，绿原酸能与重组大豆种子铁蛋白（rH-2）发生相互作用，引起铁蛋白三级/四级结构的变

化，而对其一级/二级结构无影响。荧光结果表明绿原酸并没有改变铁蛋白的特征发射峰 330 nm，且随着浓度的升高，铁蛋白荧光强

度下降，在这种非共价结合中氢键/范德华力起主要作用。在 25、37、55 ℃下，二者的结合常数 K 分别为 1.7×104 (mol/L)-1，1.4×104 

(mol/L)-1和 1.04×104 (mol/L)-1，结合位点数 n 分别为 156.8、132.1 和 93.9，表明随温度的升高，绿原酸与铁蛋白的相互作用强度呈下

降趋势。动态光散射结果显示加入绿原酸前后粒径分别为 7.61 nm 和 7.67 nm，未发生显著变化，表明绿原酸不能诱导铁蛋白之间的

聚合。铁蛋白-绿原酸复合物（FCAs）中绿原酸的抗氧化能力得以保留但略有下降。研究结果进一步提高了对不同食物组分尤其是铁

蛋白和酚酸相互作用机制的理解。 
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Abstract: The mechanisms by which chlorogenic acid (CA; a phenolic compound) and ferritin [from the recombinant soybean seed H-2 (rH-2)] 

interact with each other were examined using fluorescence spectroscopy, circular dichroism spectroscopy, transmission electron microscopy, and dynamic 

light scattering.  The results showed that CA could interact with phytoferritin, causing changes in the tertiary/quaternary structure of the iron-storing 

protein but not in its primary/secondary structure.  The phenolic compound did not change the characteristic emission peak of ferritin at 330 nm, the 

fluorescence intensity of which decreased with increasing CA concentrations. Hydrogen bonds/van der Waals forces played a major role in the 

non-covalent interactions between CA and ferritin, the binding constants (K) for which were 1.7×104, 1.4×104, and 1.04×104 (mol/L)-1, with 156.8, 132.1, 

and 93.9 binding sites (n), at 25, 37, and 55 , respectively. These results indicate that the strength of the interaction be℃ tween CA and ferritin decreases 

with increasing temperature. According to the dynamic light scattering results, the particle size of ferritin did not change significantly before (7.61) and 

after (7.67) the addition of CA, indicating that the phenolic compound does not induce the aggregation of ferritin molecules. Additionally, the 

antioxidative capacity of CA in the ferritin-CA complexes was preserved, albeit slightly decreased. These results further enhance understanding of the 

interactions between different food components, especially ferritin and phenolic acids. 
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铁蛋白（Ferritin，FRT）是一种普遍存在的铁储

存和解毒蛋白，广泛分布于植物、动物和细菌中[1-2]。

每个铁蛋白由 24 个亚基组成，每两个亚基反向平行形

成一组，构成 4-3-2 重轴高度对称的中空球状分子（外

径为 12~13 nm，内径为 7~8 nm）。此外，铁蛋白内部

空腔可储存 4500 个以无机矿物质形式存在的 Fe3+原

子[3-4]（图 1a）。铁蛋白由于外壳的保护，能够降低它
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对膳食中存在的螯合剂如植酸和鞣酸等的敏感性，是

一种新颖的、具有代表性的膳食铁源[5]。此外，铁蛋

白在铁代谢中起着关键作用，通过储存与释放铁离子

来调节体内铁的代谢平衡，因此，摄入铁蛋白是减缓

全球铁缺乏症的一种有效策略[6-7]。最近的研究表明，

植物多酚可以与蛋白质相互作用，从而改变蛋白质的

构象，如牛血清蛋白 BSA[8]等。此外，研究已经发现

EGCG 诱导的铁蛋白聚合能够抑制蛋白酶对蛋白质的

降解[9-10]。因此，蛋白质和多酚之间的相互作用为提

高蛋白的稳定性提供了可能。与广泛分布在食品中的

铁蛋白类似，绿原酸（chlorogenic acid，CA）是咖啡

中的主要多酚类物质，而咖啡是一种世界范围内广泛

消费的饮料[11]。作为肉桂酸家族中最常见的一种单体

化合物[12]，绿原酸也是大多数水果中具有代表性的一

类酚类化合物[13-14]（图 1b）。酚酸具有很强的抗氧化

性，增加酚酸的摄入量有助于降低人类患癌症和心血

管疾病的风险，因此近年来人们对酚酸的研究热度逐

渐上升[11]。鉴于绿原酸常与植物源的铁蛋白共存于食

品体系中，并且绿原酸具有很强的抗氧化活性，因此

研究这两种物质能否发生相互作用尤为重要，且对其

相互作用机制的了解会有助于设计更加稳定、生物利

用率更高的功能性食品。 
共价结合和非共价结合是多酚-蛋白质相互作用

的两种基本机制[15-16]。在多酚氧化酶存在下或在碱性

环境中，酚类化合物被氧化为醌时，通常会发生较为

强烈的而不可逆的共价结合[17-19]，因此非常适用于开

发稳定的蛋白质预处理组分[15]。据报道，温度和 pH
值是影响蛋白质-多酚共价作用的两个关键条件[16]。相

比较而言，由于反应条件相对温和，蛋白质与多酚的

非共价相互作用在食品中更为常见。酚类化合物与蛋

白质的非共价结合是指通过疏水相互作用、氢键、静

电吸引力和范德华力等发生的可逆的相互作用。在可

逆相互作用中，通常氢键和疏水相互作用是酚-蛋白质

络合最主要的非共价驱动力[15]，因为多酚的羟基和肽

链的羰基很容易形成氢键。此外，蛋白质氨基酸（苯

环和脂肪族侧链）的疏水区域以及多酚的芳香核在多

酚-蛋白质复合物的稳定中发挥着重要作用[16-18]。研究

表明，植物多酚与蛋白质相互作用可引发蛋白质结构、

热稳定性和消化率的变化[20]。例如，EGCG 降低了 α-
乳清蛋白的变性温度并提高了其抗氧化能力 [9]。

Arimbor 等[21]发现沙棘原花青素能使蛋白质聚合并抑

制消化酶的活性从而减少蛋白质的降解。此外，蛋白

质和多酚之间的相互作用被认为是影响多酚抗氧化活

性的主要原因。虽然已有很多关于铁蛋白-多酚相互作

用的研究，但不同温度条件下二者的相互作用方式及

结合差异鲜为人知，且鲜有研究使用铁蛋白-绿原酸作

为相互作用的研究模型。 
因此，本文系统研究了不同浓度的绿原酸（5-O-

咖啡酰奎宁酸）对重组大豆种子 H-2 亚基铁蛋白

（rH-2）理化性质的影响，重点研究了绿原酸与铁蛋

白在不同温度条件下的相互作用，通过方程拟合荧光

光谱数据计算其结合位点和结合常数，还测定了铁蛋

白-酚酸复合物的体外抗氧化能力，以了解单体酚类化

合物与铁蛋白之间非共价相互作用的本质和程度。本

研究为控制蛋白质与酚酸之间的相互作用，提高植物

源蛋白-酚酸复合物在食品中的功能性应用提供了理

论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 

绿原酸（纯度>98%）购自 Sigma-Aldrich（美国）；

重组 H-2 亚基铁蛋白（rH-2）表达菌株来自实验室保

存的菌液；蛋白电泳分子量 Marker、甘氨酸、福林酚、

溴酚蓝、SDS、Tris、考马斯亮蓝购自北京索莱宝生物

科技有限公司，其他所有试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

TGL-16A高速冷冻离心机，长沙平凡仪器；YC-2
层析实验冷柜，北京博医康实验仪器有限公司；立式

压力蒸汽灭菌器，上海博讯实业有限公司；VE180电泳

槽，天能公司；SCIENTZ-11D超声粉碎仪，宁波新芝；

磁力搅拌器，天津市欧诺仪器仪表有限公司；透射电

子显微镜，日本Hitachi公司；荧光光谱仪，美国Agilent
公司；动态光散射仪，英国Malvern公司；圆二色谱仪，

法国Bio-Logic公司。 

1.3  方法 

1.3.1  重组大豆种子 H-2 亚基铁蛋白（rH-2）
的制备 

重组大豆种子 H-2 亚基铁蛋白（rH-2）的制备参

照文献报道的方法制备[10,22-23]。重组基因载体由大肠

杆菌 BL21 菌株（具有 H-2 亚基的 cDNA 序列）表达。

所提取的粗蛋白通过凝胶过滤层析在聚丙烯酰胺-葡
聚糖凝胶柱（Sephacryl S-300）中进一步纯化，该柱

用 50 mmol/L Tris-HCl、0.15 mol/L NaCl 的缓冲液（pH 
7.5）进行平衡。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-和
Native-PAGE）表征蛋白纯度。采用 Lowry 法测定铁

蛋白浓度[24]。 

1.3.2  溶液的配置 
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用蒸馏水溶解绿原酸，制备终浓度为 10 mmol/L
的绿原酸母液，用 20 mmol/L Tris-HCl 稀释铁蛋白样

品得到终浓度为 0.5 μmol/L 的铁蛋白溶液，将二者放

置 4 ℃下备用，以便后续进行铁蛋白与绿原酸的相互

作用分析。 
1.3.3  圆二色谱分析 

配制摩尔浓度比为 40:1（FRT:CA，m/m）的铁蛋

白-绿原酸（FCAs）溶液，使用 MOS-450 型圆二色谱

仪，在 25 ℃、远紫外 190~260 nm 波长范围内扫描，

进行样品的圆二色谱分析。扫描速度为 60 nm/min，
分辨率为宽 1 nm，石英比色皿光径为 1 mm，扫描重

复三次。使用网络程序 K2D2 计算蛋白二级结构的比

例[5]，同时以相应浓度的铁蛋白溶液作为空白对照。 
1.3.4  荧光光谱分析 

用荧光分光光度计检测绿原酸对 rH-2 荧光强度

的影响。通过向 1.5 mL 的铁蛋白样品（0.5 μmol/L，
20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）中添加 0~12 μL 的绿原

酸溶液（10 mmol/L），得到不同摩尔比的铁蛋白/绿
原酸混合液（0，1:20~1:160），随后在 25、37 和 55 ℃
下反应 10 min 测定荧光强度。激发波长为 290 nm，

发射波长 300~500 nm。激发和发射狭缝宽度分别为 5 
nm 和 10 nm。为了获得化学计量比和结合常数，根据

先前描述的方法[25-27]，将数据拟合到方程式（1）中，

以计算绿原酸与铁蛋白的结合常数和结合位点数。 

20
0 0 0 0 0 0 0

0

1 1( ) [ [ ] [ ] ( [ ] [ ] ) 4 [ ] [ ]
2 [ ]
I II I C A n P C A n P n P C A

n P K K
∞−

= − × + + − + + −                     （1） 

式中： 

n——结合位点数； 

K——结合常数； 

[P]0——蛋白质的浓度； 

[CA]0——绿原酸的浓度； 

I0——结合位点完全饱和时，在没有绿原酸的情况下蛋白质的相对荧光强度； 

I∞——结合位点完全饱和时，在存在绿原酸的情况下蛋白质的相对荧光强度。 

1.3.5  动态光散射（DLS）分析 
使用动态光散射仪在 25 ℃下对铁蛋白和 FCAs

（1:40）进行 DLS 测量。在 DLS 测量之前，样品需

要静置 2 h，以确保反应充分。采用 Omnisize 2.0 软件

计算不同样品的粒径分布。 
1.3.6  透射电子显微镜分析 

透射电镜制样参照文献报道的方法[28]。将不同样

品用 50 mmol/L 的 Tris-HCl（pH 7.0）缓冲液稀释，然

后放置在碳膜包被的铜网上，静置 10 min，并用滤纸

吸去过量的溶液。待样品干燥后，将样品用 2%乙酸

铀酰染色 5 min，然后用滤纸吸掉多余的染液，待样

品晾干后，用透射电子显微镜在 80 kV 下进行观察。 
1.3.7  抗氧化能力 

使用市售的测定试剂盒（南京建城生物工程研究

所）测定铁蛋白、绿原酸以及铁蛋白-绿原酸复合物

（FCAs）不同样品的抗氧化能力。 

1.4  数据统计分析 

所有图表绘制均使用 Origin 8.5 软件，SPSS 软件

进行显著性差异分析，结构式由软件 Chem Draw 7.0
处理。所有检测均重复三次，结果用平均值±标准差

（SD）来表示。显著水平为 p<0.05。 

2  结果与分析 

 

 

  
图1 铁蛋白的四倍轴通道结构（a）、绿原酸的化学结构

（b）、铁蛋白rH-2的非变性凝胶电泳图（c）和变性电泳

SDS-PAGE图（d） 

Fig.1 Crystal structure of ferritin with views down the 4-fold 

axes (channels) of the protein shell (a); Chemical structure of 

chlorogenic acid (b); Native PAGE (c) and SDS-PAGE analyses 

of rH-2 ferritin (d) 
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2.1  铁蛋白（rH-2）的表征 

提取纯化的 rH-2 的电泳条带如图 1c、1d 所示。

Native-PAGE 显示铁蛋白为单条带，分子量约为 560 
ku（图 1c），SDS-PAGE 显示 rH-2 仅包含一个分子量

为 28 ku 的亚基（图 1d），这与之前文献报道的一致[24]，

蛋白纯度能够满足后续的实验要求，表明铁蛋白 rH-2
制备成功。 

2.2  铁蛋白-绿原酸复合物（FCAs）的圆二色

谱分析 

 
图2 有无绿原酸时rH-2的圆二光谱图 

Fig.2 CD spectra of rH-2 in the presence and absence of CAs 

加入绿原酸后，rH-2 的 Native-和 SDS-PAGE 上

的电泳条带没有改变（数据未显示），表明绿原酸对

rH-2 的一级结构没有影响。随后，用圆二色谱仪研究

了铁蛋白 rH-2 的二级结构，远紫外-圆二色谱的变化

对应于蛋白质整体二级结构的变化。如图 2 所示，rH-2
在远紫外光谱中有两个负椭圆度，分别为 208 和 222 
nm，这与文献报道[3]的大豆铁蛋白的二级结构非常吻

合，使用 K2D2 程序估算的铁蛋白 α-螺旋含量为

45.20%，β-折叠含量为 17.00%，无规则卷曲含量为

37.80%。在加入绿原酸后，蛋白质的圆二光谱几乎与

未加绿原酸铁蛋白样品的光谱重叠（图 2），表明绿

原酸对铁蛋白二级结构的影响也很小。这些结果表明

铁蛋白 rH-2 的二级结构相对稳定。此外，一些研究表

明经单宁酸、原花青素、没食子酸及其衍生物或超高

压处理后，rH-2 的二级结构没有发生变化，本文的结

果与这些研究结论一致[5,6,10,14]。 

2.3  荧光光谱分析铁蛋白与绿原酸的相互作用 

为了进一步阐明二者的相互作用机理，使用公式

（1）分析了荧光猝灭数据。计算出结合常数 K 为

1.7×104 (mol/L)-1，结合位点数 n 为 156.8，表明约有

156.8 个（摩尔比）绿原酸附着到铁蛋白分子上（图

3b）。更重要的是，这些结果表明，氢键和范德华力等

弱键在绿原酸与铁蛋白的相互作用中起着重要作用
[25]。除 25 ℃外，上述实验也在 37 ℃（图 3c）和 55 ℃
（图 3e）下进行了比较分析。绿原酸与铁蛋白相互作

用后，结合常数 K 分别为 1.4×104 (mol/L)-1（图 3d）
和 1.04×104 (mol/L)-1（图 3f），结合位点数 n 分别为

132.1 和 93.9。这些数据表明，随着温度的升高（25、
37 和 55 ℃），绿原酸与铁蛋白的相互作用强度呈下降

趋势。 
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图3 在 25 ℃（a）、37 ℃（c）、55 ℃（e）下分别加入不同浓

度绿原酸的铁蛋白rH-2的荧光光谱图；根据公式（1）的荧光

强度的相应拟合曲线为（b）、（d）、（f） 

Fig.3 Fluorescence spectra of rH-2 treated with CAs at 

different concentrations, respectively at 25  (a), 37 ℃ ℃ (c), 

55  (e) and the corresponding fitting curves of fluorescenc℃ e 

intensity according to Eq. (1) were (b), (d), (f) 

2.4  铁蛋白-绿原酸复合物(FCAs)的粒径分析 

运用动态光散射仪研究了绿原酸对铁蛋白粒径的

影响，结果如图 4 所示。在单一的铁蛋白样品中，粒

径分布主要为 7.9 nm（图 4a），约占总体的 98%，这

与文献报道的铁蛋白 rH-2 流体动力学半径较为一致
[24]。然而，在向铁蛋白中添加绿原酸后，粒径分布主

要为 7.67 nm，粒径大小分布没有明显改变，表明绿

原酸即使在高剂量下也不能诱导铁蛋白之间的聚合

（图 4b）。为了进一步证实这一结果，用透射电镜观

察铁蛋白的形态。在照片中可以看到大多数铁蛋白

rH-2 粒子在未加入绿原酸的情况下是单分散的，且较

为均匀（图 4c）。铁蛋白暴露于绿原酸后，大多数蛋

白颗粒不会聚合在一起，分子之间有大约 5~10 nm 的

空间，像单独铁蛋白一样分散均匀（图 4d）。这些发

现证实了以下结论：尽管绿原酸可以结合在铁蛋白上，

但无法促进铁蛋白之间的聚合。该结果也不同于之前

报道的单宁酸在很大程度上能够诱导铁蛋白聚集[6]。

一个单宁酸分子可能通过氢键将两个或两个以上的蛋

白分子聚合在一起，可能因为它比绿原酸含有更多的

羟基[10]。而绿原酸只能结合单个铁蛋白分子上，但其

具体原因有待进一步研究。 

 

 

  
图4 在未加入（a）和加入绿原酸（b）时铁蛋白rH-2的粒径

分布图（rH-2/CAs，1:40）；在不存在（c）和存在（d）绿原酸

的情况下铁蛋白rH-2的透射电子显微照片。 

Fig.4 Relative scattered light intensity distribution curves for 

rH-2 in absence (a) and presence of CA(b) (rH-2/CAs, 1:40); 

Transmission electron micrographs of apo rH-2 in the absence 

(c) and presence (d) of CA 

2.5  相互作用对绿原酸抗氧化活性的影响 

绿原酸是一种酚酸，具有很强的抗氧化和清除自

由基的活性[11]。保留绿原酸在 FCAs 中的抗氧化能力

将有助于扩大其在功能性添加剂方面的应用。为了评

估铁蛋白是否对绿原酸的抗氧化活性有影响，本研究

进行了 ABTS+·的清除试验。如图 5 所示，未加入绿原

酸时，铁蛋白 rH-2 的抗氧化能力 0.703 mmol/L，显著

低于游离的绿原酸和 FCAs。加入绿原酸后，在 1:25、
1:40 和 1:100（铁蛋白/绿原酸）的摩尔比时，复合物
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FCAs 的抗氧化能力分别为 0.756、0.816 和 1.01 
mmol/L，随着绿原酸浓度的增加，FCAs 清除自由基

的能力显著增强，高于单独的铁蛋白但比相同摩尔浓

度的游离绿原酸要低（p<0.05）。这与之前多酚与蛋

白相互作用的研究结果一致[11]。据报道，绿原酸的抗

氧化活性与其羟基密切相关[31]。据此推断绿原酸中的

一些羟基可能在与铁蛋白结合时被掩盖，这是导致

FCAs 抗氧化活性降低的一个重要原因[11]。此外，绿

原酸的抗氧化活性与样品的供氢能力密切相关[20]。绿

原酸与铁蛋白结合后，绿原酸与铁蛋白的相互作用改

变了绿原酸的供氢能力，氢键的存在削弱了绿原酸的

供氢能力，导致复合物的抗氧化能力较游离的绿原酸

有所下降。虽然二者相互作用后其抗氧化能力有所降

低，但铁蛋白-绿原酸复合物既可以作为一种很好的补

铁功能食品，又保留了绿原酸的部分抗氧化能力，同

时也为以后进一步改善复合物的功能特性提供了研究

依据。 

 

图5 铁蛋白、复合物FCAs以及游离绿原酸的ABTS+·清除能力 

Fig 5 ABTS+· radical-scavenging ability of rH-2, FCAs, and 

free CA  

注：***0.0001<p<0.001，**0.001<p<0.01。 

3  结论 

在本研究中，证明了绿原酸可以与铁蛋白相互作

用，并且首次研究了它们在不同温度下相互作用的程

度。这种相互作用仅对铁蛋白的三级/四级结构有影

响，而没有影响其一级和二级结构。此外，绿原酸与

铁蛋白相互作用时，其抗氧化活性显著下降。这些结

果可以帮助理解复杂食品基质中蛋白质与酚酸之间的

相互作用，并为扩大蛋白质-酚酸非共价复合物在功能

食品中的应用和功能改善提供了理论参考。 
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