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摘  要：矢车菊素-3-O-葡萄糖苷（C3G）在不同 pH 值环境中的主要存在形式不同，其抗氧化能力也有所差

异。黑豆蛋白作为一种常见的膳食蛋白，具有作为不稳定生物活性化合物载体的潜力，了解黑豆蛋白与 C3G

的相互作用机制有利于它们在食品体系中的应用。通过多种光谱学分析和分子对接实验研究了在 pH 值为 

2.0、5.0 和 7.0 条件下黑豆β-伴大豆球蛋白（7S）和大豆球蛋白（11S）与 C3G 的相互作用及其对 C3G 氧化

稳定性和抗氧化能力的影响。研究结果表明，在 pH 值为 2.0 和 5.0 条件下，C3G 与 7S 和 11S 结合不仅导

致 Tyr 残基周围的疏水环境减少，极性增加，而且使 7S 和 11S 中α-螺旋增加，β-折叠比例下降。在 pH 值

为 7.0 条件下，C3G 的存在使 7S 和 11S 中α-螺旋和β-折叠的百分比呈增加趋势，但β-转角比例降低。此外，

C3G 与 7S 和 11S 结合是一个放热过程，在不同 pH 值条件下，C3G 与 7S 和 11S 主要通过氢键和范德华力

相互作用使 7S 和 11S 静态荧光猝灭。7S 和 11S 均在 pH 值为 7.0 条件下对 C3G 亲和力最强。分子对接结

果表明，7S 上的 GLU229、ARG356 和 PRO101 残基，11S 上的 ARG161、VAL162、ILE171 和 THR176 残

基在与 C3G 结合中起关键作用。在不同 pH 值条件下，7S、11S 与 C3G 结合后均显著增强了 C3G 的氧化

稳定性和抗氧化能力。
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Abstract：Cyanidin-3-O-glucoside (C3G) exists in different forms in various pH environments, leading to 

differences in its antioxidant capacity．Black bean protein，a common dietary protein, has the potential to serve as 

a carrier for unstable bioactive compounds．Understanding the interaction mechanism between black bean protein 

and C3G is beneficial for their application in food systems．Interactions between β-conglycinin（7S）and glycinin

（11S）soybean proteins with C3G and their effects on the oxidative stability and antioxidant capacity of C3G at 

pH 2.0，5.0，and 7.0 were investigated using various spectroscopic analyses and molecular docking experiments．The 

results showed that binding of C3G with 7S and 11S at pH 2.0 and 5.0 not only reduced the hydrophobic environment 

around Tyr residues but also increased their polarity，while α-helical content increased and β-sheet content decreased 

in both 7S and 11S．Under pH 7.0 condition，the presence of C3G led to an increase in both α-helical and β-sheet 

content in 7S and 11S except for β-turns．Furthermore，the binding of C3G with 7S and 11S was an exothermic 

process，and at different pH conditions，hydrogen bonding and van der Waals forces were the main driving forces 

for the interaction between C3G and 7S/11S，resulting in static fluorescence quenching of 7S and 11S. Both 7S and 
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11S exhibited the highest affinity for C3G at pH 7.0. Molecular docking revealed that GLU229，ARG356，and 

PRO101 residues on 7S，and ARG161，VAL162，ILE171，and THR176 residues on 11S played key roles in the 

binding with C3G．Moreover，the binding of 7S and 11S with C3G significantly enhanced the oxidative stability 

and antioxidant capacity of C3G at different pH conditions． 

Keywords：cyanidin-3-O-glucoside；7S globulin；11S globulin；mechanism analysis；molecular simulation 

矢车菊素-3-O-葡萄糖（C3G）是谷物中普遍存在的一种花青素，具有较强的抗氧化、抗炎、抗菌

等有益活性[1]。然而，由于 C3G 的稳定性易受到 pH 值、温度、氧、光、酶、糖和矿物质等多种环境

因素的影响[2]，限制了其在食品中的使用范围。近年来，有研究表明花青素与蛋白质结合可以提高花

青素的稳定性[3-4]。 Fu 等 [5]研究发现在酸性和中性条件下，卵清蛋白均能不同程度地增强花青素的热

稳定性。Attaribo 等[6]研究发现 C3G 的加入降低了预热蚕蛹蛋白中α-螺旋的含量，增加了β-折叠和β-
转角的数量。而添加质量分数为 0.1%的多肽（ε-聚赖氨酸）也显著提高了花青素的颜色稳定性[7]。 

豆类是人类获取优质植物性蛋白质的重要资源。黑豆中的蛋白质被认为是完全蛋白质，因为它含

有人体所需的 8 种必需氨基酸。黑豆的总氨基酸含量高达 36%，其中有约 13%是必需氨基酸。在黑豆

的蛋白质中，主要成分有 7S 和 11S 球蛋白，它们分别约占黑豆总蛋白的 30%和 40%[8]。黑豆豆皮中

富含花青素，C3G 含量约占总花青素含量的 98%[9]。前期研究结果表明，黑豆皮中的花青素可以通过

与黑豆分离蛋白相互作用来增强其稳定性[10]。然而，关于不同 pH 值环境下黑豆表皮 C3G 与 7S 和 11S
相互作用的研究相对缺乏，且大多数蛋白质和花青素相互作用的研究都是在中性环境中进行的，这可

能不能代表完整的食品加工条件。因此，本研究以 C3G（黑豆外皮花青素）和黑豆蛋白（7S 和 11S）
为实验材料，研究了 7S 和 11S 对 C3G 氧化稳定性的保护作用以及 7S 和 11S 与 C3G 的结合机制，希

望为理解不同 pH 值条件下花青素与黑豆蛋白的相互作用提供理论依据。 
1. 材料与方法 
1.1 实验材料 

乌皮青仁黑豆，产自黑龙江省双鸭山市，购自上海亿升农产品有限公司。ABTS（纯度 98%）、

DPPH（纯度 98%），上海阿拉丁生化科技股份有限公司，其余试剂均为分析纯，天津科米尔化学试剂

有限公司。 
1.2 仪器与设备 

GDA-20 型凯氏定氮仪，山东格林凯瑞公司；UV- 6100s 型紫外分光光度计，上海美谱达公司；

F-7100 型荧光光谱仪，日本日立公司；ALPHA 型傅里叶变换红外光谱仪，德国布鲁克公司。 
1.3 实验方法 
1.3.1 β-伴大豆球蛋白、大豆球蛋白和矢车菊素-3-O-葡萄糖苷的提取 

β-伴大豆球蛋白（7S）和大豆球蛋白（11S）的分离提取参照 Wu 等[11]的方法。首先，将 40 g 脱

脂黑豆粉与 600 mL 超纯水混合。然后添加 3.12g NaHSO3和适量的 NaOH，使混合溶液的 pH 值达到

8.65。室温下搅拌蛋白质溶液 2 h 后，离心去除沉淀物并收集上清液。将上清液的 pH 值调整至 6.40，
并在 4℃、8000r/min 的条件下离心 20 min，得到沉淀。将沉淀物在 pH 值为 7.0 的超纯水中室温搅拌

2 h 使其溶解，然后在 4℃、10000 r/min 的条件下离心 30 min，得到 11S 沉淀物。收集上清液后，将

其 pH 值调整至 5.5，并添加少量 NaCl 使其浓度达到 0.25 mol/L。然后，在室温下搅拌 20 min，4℃、

9000 r/min 的条件下离心 15 min。离心后，用相同体积的超纯水稀释上清液并将其 pH 值调整至 4.80。
在相同条件下，继续离心 20 min，收集到的沉淀为 7S 蛋白。将得到的 7S 和 11S 沉淀物溶解在 10 倍

体积的超纯水中，并将溶液的 pH 值调节至 7.20。使用分子质量为 7 kDa 的透析袋，在 4℃的冰箱中

透析溶液，每 12 h 更换一次透析液。透析结束后，将溶液冷冻干燥 36 h，即可获得 7S 和 11S 蛋白粉。

采用凯氏定氮法测定 7S 和 11S 的蛋白质质量分数分别为 97.4%±0.5%和 95.6%±0.3%。 
矢车菊素-3-O-葡萄糖苷（C3G）的提取参考文献[9]，纯度为 97%。 

1.3.2 7S、11S 和 C3G 复合溶液的配制 
参考 Nagy 等[12]的方法并稍加修改。7S、11S 粉末分散在 pH 值为 2.0、5.0 和 7.0 的磷酸盐缓冲液
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（0.2 mol/L）中，室温下充分搅拌 2 h 使黑豆蛋白的最终质量浓度为 1.0 mg/mL，在 4℃冰箱静置 12 
h 使蛋白质彻底水化。C3G 样品同样分散在 pH 值为 2.0、5.0 和 7.0 的磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L）中

充分搅拌使其终质量浓度为 0.4 mg/mL。将配好的 7S、11S 溶液与 C3G 溶液混合，在黑暗环境中搅拌

30 min（150 r/min），得到 7S、11S 与 C3G 的复合溶液，复合溶液现配现用。 
1.3.3 紫外可见光谱测定 

参考 Chen 等[1]方法并稍加修改。稀释 1.3.2 节配制的蛋白质溶液和 C3G 溶液，配制蛋白溶液质

量浓度为 0.1 mg/mL，C3G 溶液质量浓度为 0、0.01、0.02、0.03、0.04、0.05 mg/mL 的复合溶液，使

用紫外分光光度计在 200~400 nm 扫描 7S-C3G、11S-C3G 复合物的紫外光谱。 
1.3.4 荧光光谱测定 

采用荧光光谱仪测定黑豆球蛋白的荧光光谱。7S 和 11S 的狭缝宽度分别设置为 10 nm 和 5 nm，

在激发波长 280 nm 和发射波长 300~450 nm 采集光谱。进行相互作用和数据分析之前，对荧光强度进

行内滤和稀释效应的校正[13]。同步荧光光谱波长为 200~400 nm，以∆λ = 15 nm 或∆λ = 60 nm 的分辨率

进行测量。7S-C3G 和 11S-C3G 复合物中蛋白质和 C3G 含量分别为 0.4 µmol/L 和 0~60 µmol/L。 
1.3.5 红外光谱测定 

红外光谱采用傅里叶变换红外光谱法。红外光谱波长为 4000 ~ 400 cm-1，分辨率为 32 cm-1，扫描

16 次。7S-C3G 和 11S-C3G 复合物中的蛋白质质量浓度为 0.1 mg/mL，C3G 质量浓度为 0.05 mg/mL，
蛋白质二级结构含量由积分面积计算得出。 
1.3.6 分子对接研究 

7S （PDB ID:3AUP）和 11S （PDB ID:1OD5）结构从蛋白质数据库（https://www.rcsb.org/）下载，

使用 Discovery Studio 4.0 （Biovia，美国）中的 Clean 和 Prepare 模块对下载的晶体结构进行处理，以

完成加氢、去水、补全不完整残基等操作。C3G 的结构从 PubChem 数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov/）下载，不同 pH 值条件下 C3G 的结构由欧洲分子生物学实验室的 Chembl 数据库（https://w
ww.ebi.ac.uk/chembl/）构建得到。通过 DS4.0 将小分子的 2D 结构进行 Ligand Prepare 得到 3D 结构，

以便与晶体对接测试。 
1.3.7 C3G 保留率的测定 

通过测定 C3G 的含量，考察了 C3G 在不同 pH 值条件（pH= 2.0、5.0、7.0）下的氧化稳定性。实

验通过向样品中加入不同浓度的 H2O2，混合搅拌 30min[6]。7S-C3G 和 11S-C3G 复合物中蛋白质和 C3G
质量浓度分别为 0.3 mg/mL 和 0.05 mg/mL。用 0.2 mol/L 盐酸-氯化钾和 0.2 mol/L 乙酸-乙酸钠分别制

备 pH 值为 1.0 和 4.5 的缓冲液，然后将 0.4 mL 样品溶液与 3.2 mL 缓冲溶液混合，在 510 nm 和 700 
nm 处暗置 20 min 后测定吸光度，用 pH 示差法测定 C3G 的含量。C3G 的保留率按式（1）计算[14]。 

𝐶𝐶3𝐺𝐺保留率 = （𝐴𝐴pH1.0−𝐴𝐴pH4.5）×𝑀𝑀×𝐷𝐷𝐷𝐷×1000

𝐶𝐶×𝜀𝜀×𝐷𝐷
× 100%  。（1） 

式（1）中，ApH1.0，pH 值为 1.0 时，溶液 510nm 和 710nm 的吸光度差；ApH4.5，pH 值为 4.5 时，

溶液 510nm 和 710nm 的吸光度差；M，C3G 的摩尔质量，449.2 g·mol-1；DF，稀释因子，10；C，
C3G 的质量浓度，0.05mg/mL；ε，C3G 的吸收系数，26900 L·mol-1·cm-1；D，光程，1cm。 
1.3.8 自由基清除率测定 

1）ABTS+自由基。参考 Pellegrini 等[15]的方法并稍加修改。将 7 mmol/L ABTS 原液与 2.45 mmol/L
过硫酸钾按体积比 1:1 混合放置黑暗环境中产生 ABTS+自由基，然后将 0.3mL 样品溶液与 2.7mL 的

ABTS+溶液均匀混合后在黑暗环境中静置 20 min，之后测定样品在 734 nm 处的吸光度。 
2）DPPH 自由基。参考 Brand-Williams 等[16]的方法并稍加修改。将 0.3 mL 样品溶液与 2.7 mL

的 80 µmol/L 的 DPPH 溶液均匀混合后在黑暗环境中静置 30 min，测定样品在 515 nm 处的吸光度。 
ABTS+自由基和 DPPH 自由基清除率按式（2）计算。 

自由基清除率 = �1 − 𝐴𝐴1−𝐴𝐴2
𝐴𝐴0

� × 100%   。  （2） 
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式（2）中，A0为 ABTS+、DPPH 空白对照的吸光度；A1为样品溶液的吸光度；A2为不含 ABTS+、

DPPH 的样品溶液的吸光度。 
1.4 数据处理 

所有实验均重复 3 次，数据以平均值±标准偏差表示。P < 0.05 为差异显著。使用 Microsoft Office 
Excel 2003 对数据进行整理，IBM SPSS Statistics 19.0 对数据进行统计分析。 
2. 结果与分析 
2.1 紫外可见光谱分析 

7S、11S 与 C3G 相互作用的紫外光谱如图 1。由图 1 可以看出，7S 和 11S 在 280 nm 左右有一个

较强的吸收峰，主要来自色氨酸、酪氨酸和一些酚羟基的吸收[17]。与 C3G 复合后，7S 和 11S 的吸收

强度都逐渐增加，且随着 C3G 质量浓度的增加，7S 和 11S 的紫外吸光度有规律的增加，出现明显的

吸光效应，最大吸收波长略有偏移，说明 C3G 改变了蛋白质氨基酸残基的微环境，证实了 C3G 与 7S
和 11S 之间的相互作用。此外，在不同 pH 值条件下，7S 和 11S 在 280 nm 左右的吸收强度由高到低

依次为 pH 值 2.0、 pH 值 7.0、pH 值 5.0，这可能是由于酸性条件下蛋白质变性，暴露出更多的发光

氨基酸残基，增加了吸收强度；而 pH 值 5.0 接近蛋白质的等电点，导致蛋白质沉淀，吸收强度降低，

这与 Yang 等[18]的研究结果一致。 
 

a~f 分别代表 C3G 质量浓度为 0、0.01、0.02、0.03、0.04、0.05 mg/mL 时蛋白质的紫外光谱 

图 1    不同 pH 值时 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物的紫外光谱 

     Fig.1    UV–vis spectra of 7S-C3G and 11S-C3G complexes at different pH  

2.2 荧光光谱分析 
荧光光谱是研究蛋白质-小分子相互作用的一种简单、灵敏的方法。在 280 nm 激发波长下，7S 和

11S 的荧光强度主要来源于酪氨酸（Tyr）、色氨酸（Trp）和苯丙氨酸（Phe）残基[17]。图 2 显示了加

入 C3G 后 7S 和 11S 的荧光光谱。随着 C3G 浓度的增加，7S 和 11S 的荧光强度都逐渐降低，这可能

与氨基酸残基的猝灭有关。在 pH 值为 2.0、5.0 和 7.0 时，7S 蛋白的最大发射波长分别为 315、314 、
342 nm，可以推测在酸性条件下，7S 蛋白质的荧光主要来自于酪氨酸（Tyr）残基，而在中性条件下，

主要来自于色氨酸（Trp）残基[19]。相比之下，酸碱条件对 11S 的最大发射波长似乎影响不大，这与

以往的研究一致[20]。此外，即使添加过量的 C3G（60µmol/L），7S、11S 只有部分荧光猝灭，说明有

一部分荧光基团是 C3G 无法接近的[21]。荧光猝灭一般可分为静态猝灭、动态猝灭和动静结合猝灭 3
种。为了解猝灭机理，采用 Stern-Volmer 方程[式（3）]对荧光数据进行分析[22]。 
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（a）pH值为2.0时7S-C3G复合物
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（b）pH值为5.0时7S-C3G复合物
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（c）pH值为7.0时7S-C3G复合物

250 300 350
0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

吸
光
度

λ/nm

a

f

（d）pH值为2.0时11S-C3G复合物
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 𝐹𝐹0
𝐹𝐹

= 1 + 𝐾𝐾𝑆𝑆𝑆𝑆[𝑄𝑄] = 1 + 𝐾𝐾𝑞𝑞𝜏𝜏0[𝑄𝑄]   。    （3） 

式（3）中，F0为 7S 和 11S 的荧光强度；F 为 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物的荧光强度；Ksv为 F0/F
的值和[Q]的线性方程的斜率；[Q]为猝灭剂浓度；Kq为双分子荧光猝灭速率常数；τ0是材料在没有淬

灭剂的情况下的荧光平均寿命，一般生物分子的荧光平均寿命为 1×10-8 s。 
C3G 诱导的 7S 和 11S 荧光猝灭的 Stern-Volmer 曲线均呈线性，见图 2 右图。7S-C3G/11S-C3G 体

系在 pH 值为 2.0、5.0 和 7.0 时的猝灭常数（Ksv、Kq和 Ka）和结合位点数（n）见表 1。C3G 对 7S 和

11S 的猝灭速率常数 Kq 在 5.64×1011 ~ 1.608×1012，说明所有反应都属于静态猝灭模式。在相同 pH
值条件下，7S-C3G 和 11S-C3G 复合物的 Ksv随温度升高而降低，说明 C3G 与蛋白质之间能形成一定

量的复合物。根据 2.1 节紫外光谱结果（图 1），波形没有变化，但蛋白质构象发生了变化，这说明猝

灭是静态的。因为静态猝灭只影响猝灭分子的激发态，对猝灭物质的吸收光谱没有影响[23]。从这三个

方面，得出了 7S、11S 和 C3G 之间的猝灭机制为静态猝灭。静态淬灭中的结合常数（Ka）和结合位

点（n）由式（4）计算[24]。 

𝑙𝑙𝑙𝑙 �𝐹𝐹0−𝐹𝐹
𝐹𝐹
� = 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝐾𝐾𝑎𝑎 + 𝑛𝑛 𝑙𝑙𝑙𝑙[𝑄𝑄]   。   （4） 

Ka表示蛋白质与猝灭剂结合的亲和力，而 Ksv则是反映荧光基团对猝灭剂的敏感性。从表 1 的结果可

以看出，在 298K，3 种 pH 值条件下的 Ka 由大到小依次为 11S-C3G （pH 7.0）、7S-C3G （pH 7.0）、
7S-C3G （pH 2.0）、11S-C3G （pH 2.0）、7S-C3G （pH 5.0）、11S-C3G （pH 5.0），说明 pH 值和蛋白质

种类都影响蛋白质与 C3G 的相互作用。Yang 等[25]研究报道，当 pH 值接近等电点时，乳清蛋白对原

花青素的亲和力增强。然而，7S-C3G 在 pH 值为 2.0 时也具有较高的结合，这可能是因为酸性条件使

7S 变性并暴露出更多的结合位点。同样 pH 值条件下，7S-C3G 和 11S-C3G 的 Ka 值均随温度的升高

而降低，这表明 7S、11S 与 C3G 的相互作用是一个放热过程。此外，7S、11S 和 C3G 在 3 种 pH 值

条件下的结合位点都是 1 左右，表明 7S、11S 和 C3G 倾向于形成 1:1 的复合物，这与 Ma 等[26]的结果

一致。 
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a~g 分别代表 C3G 浓度 0、10、20、30、40、50、60µM 时蛋白质的荧光光谱。 
图 2    7S-C3G、11S-C3G 复合物的荧光光谱和淬灭机理分析 

Fig.2    Fluorescence spectra and quenching mechanism analysis of 7S-C3G and 11S-C3G complexes 

 

表 1    不同 pH 值时 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物的猝灭常数和结合位点数 

Tab.1    Quenching constants and number of binding sites for the 7S-C3G and 11S-C3G complexes at different pH 

 pH T/（K） 
KSV 

/（×104L·mol−1） 

Kq 

/

（×1012L·mol−1·S−1

） 

R2 

Ka 

 /（×104 

L·mol−1） 

n R2 

7S-C3G 

 298 1.462±0.032 1.462±0.032 0.9994 1143±38.35 1.69 0.9825 

2.0 308 1.347±0.101 1.347±0.101 0.9995 10.28±2.053 1.20 0.9986 

 318 1.059±0.013 1.059±0.013 0.9986 6.538±0.893 1.15 0.9791 

 298 0.728±0.215 0.728±0.215 0.9998 12.12±1.382 1.31 0.9083 

5.0 308 0.675±0.043 0.675±0.043 0.9998 1.218±0.018 1.05 0.9902 

 318 0.564±0.010 0.564±0.010 0.9994 0.736±0.052 1.01 0.9507 

 298 1.255±0.120 1.255±0.120 0.9973 1342±56.99 1.49 0.9258 

7.0 308 0.794±0.205 0.794±0.205 0.9996 500.7±19.23 1.33 0.9351 

 318 0.798±0.194 0.798±0.194 0.9999 5.789±0.326 1.19 0.9712 

11S-C3G 

 298 1.357±0.039 1.357±0.039 0.9881 842.2±41.52 1.64 0.9756 

2.0 308 1.253±0.056 1.253±0.056 0.9991 82.13±9.397 1.42 0.9984 

 318 1.142±0.093 1.142±0.093 0.9987 14.57±1.399 1.24 0.9977 

 298 0.777±0.152 0.777±0.152 0.9995 3.643±0.038 1.18 0.9990 

5.0 308 0.594±0.017 0.594±0.017 0.9999 3.191±0.031 1.17 0.9921 

 318 0.565±0.021 0.565±0.021 0.9998 0.070±0.013 0.77 0.8883 

 298 1.068±0.146 1.068±0.146 0.9998 2750±103.9 1.36 0.9627 

7.0 308 1.123±0.098 1.123±0.098 0.9979 364.0±18.77 1.27 0.9960 

 318 1.264±0.176 1.264±0.176 0.9985 3.179±0.152 1.07 0.9988 

 
2.3 热力学参数分析 

复合物的热力学参数由范特霍夫方程[式（5）、式（6）]计算。 

∆𝐺𝐺 = −𝑅𝑅𝑅𝑅 𝑙𝑙𝑛𝑛𝐾𝐾𝑎𝑎   ；   （5） 
∆𝐺𝐺 = ∆𝐻𝐻 − 𝑅𝑅∆𝑆𝑆 。    （6）  

式（5）、式（6）中，R 为气体常数 8.314 J/mol；T 为实验温度；∆G、∆H、∆S 分别为吉布斯自由

能变化、焓变、熵变。 
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∆H 和∆S 的正负关系表征 3 种相互作用力：1）∆H > 0 和∆S > 0，为疏水相互作用；2）∆H < 0 和

∆S < 0，范德华力和氢键；3）∆H < 0，∆S > 0，静电相互作用[27]。7S-C3G、11S -C3G 复合物在 pH 值

为 2.0、5.0、7.0 时的热力学参数见表 2。由表 2 可以看出，7S、11S 和 C3G 在 3 种 pH 条件下相互作

用的∆G 为负，说明它们之间的相互作用为自发过程。在 pH 值为 5.0 时，7S、11S 与 C3G 主要通过静

电相互作用形成 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物，在 pH 值为 2.0 和 7.0 时，7S、11S 与 C3G 主要通过范

德华力和氢键相互作用形成 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物。 
表 2    不同 pH 值时 7S-C3G、11S -C3G 复合物的热力学参数 

Tab.2    Thermodynamic parameters of 7S-C3G and 11S-C3G complexes at different pH 

 pH ∆G/ （kJ∙mol-1） ∆H /（kJ∙mol-1） ∆S/ （J∙mol-1∙K-1） 

 2.0 -40.36±0.12a -52.24±1.30a -547.46±8.01a 

7S 5.0 -33.73±0.97b -20.77±0.67c 42.093±3.33c 

 7.0 -29.05±0.58c -32.82±1.21b -206.31±7.15b 

 2.0 -25.76±1.64c -38.05±0.98b -418.59±0.91c 

11S 5.0 -27.21±0.60b -8.32±0.74c 811.34±7.47a 

 7.0 -42.46±1.80a -62.56±2.3a -751.55±5.75b 

不同小写字母表示同种蛋白质不同 pH 值时数据差异显著（P < 0.05）。 
2.4 同步荧光光谱分析 

同步荧光光谱可以通过测量 Tyr （∆λ= 15 nm）或 Trp （∆λ= 60 nm）残基的微环境信息来反映蛋

白质结构的变化[28]，见图 3。从图 3 可以看出，随着 C3G 浓度的增加，蛋白质的荧光强度变弱，说明

C3G 与蛋白质发生了相互作用。此外，当 pH 值从 2.0 增加到 7.0 时，∆λ= 15 nm 处 7S 的最大发射波

长从 284.0 nm 增加到 285.2 nm，11S 的最大发射波长从 286.2 nm 增加到 290.0 nm，而在∆λ = 60 nm 处

7S、11S 的发射波长似乎不受影响，说明 pH 值可以诱导蛋白质中 Tyr 残基的最大发射波长的变化。

与 C3G 复合后，∆λ= 15 nm 时的 7S-C3G （pH 2.0）、7S-C3G （pH 5.0）、11S-C3G （pH 2.0）、11S-C3G 

（pH 5.0）、11S-C3G （pH 7.0）分别红移 1.3 、1.2 、2.4 、0.8 、1.0 nm，表明酸性条件下 C3G 与 7S
和 11S 之间复合物的形成导致 Tyr 残基周围的疏水环境减弱，而极性增加[26]。 
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a~g 分别代表 C3G 浓度 0、10、20、30、40、50、60µM 时蛋白质的同步荧光光谱。 

图 3    不同 pH 值时 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物的同步荧光光谱 

Fig.3    Synchronous fluorescence spectra of 7S-C3G and 11S-C3G complexes at different pH 

2.5 红外光谱分析 
红外光谱可以通过酰胺 I 波段吸光度峰的变化来反映蛋白质的二级结构[29]。7S 和 11S 含有 4 种

二级结构（α-螺旋结构、β-折叠结构、β-转角结构和无规则螺旋结构），其中α-螺旋结构含量较低。在

pH 值为 2.0、5.0 和 7.0 时 C3G 与 7S 和 11S 相互作用的二级结构含量见表 3。由表 3 数据可知，在

相同的 pH 值变化下，7S 和 11S 二级结构的比例变化趋势几乎一致。此外，pH 值为 2.0 和 5.0 时，所

有样品的α-螺旋含量普遍低于 pH 值为 7.0 时的α-螺旋含量，这可能是酸性环境会影响氢键的稳定性，

从而导致α-螺旋的损失[30]。在 pH 值为 2.0 和 5.0 时，C3G 的存在导致 7S 和 11S 中α-螺旋和无规则螺

旋结构的增加，而β-折叠比例下降，这与 Ren 等[31]的结果一致。pH 值为 7.0 时，C3G 存在的 7S 和 11S
中α-螺旋和β-折叠的含量呈增加趋势，但β-转角相反[17]。结果表明，不同 pH 值条件下，C3G 的存在

均引起了 7S、11S 二级结构比例的变化。 
表 3    在不同 pH 值时 C3G 与 7S 和 11S 相互作用的二级结构 

Tab. 3    Secondary structure of C3G interaction with 7S and 11S at different pH 

不同小写字母表示同一物质不同 pH 值时同种二级结构含量差异显著（P<0.05），不同大写字母表

示相同 pH 值时不同物质的同种二级结构含量差异显著（P<0.05）。 
2.6 C3G 与 7S、11S 的分子对接结果分析 

为进一步从理论上理解 7S-C3G 和 11S-C3G 之间相互作用的本质，使用 Discovery Studio 4.0 
（Biovia Lnc，美国）软件模拟复合物的分子对接。强酸条件下 C3G 的主要结构为黄烊盐阳离子，弱

酸及中性条件下的结构主要为甲醇假碱、查尔酮和醌式碱。关于这 4 种物质的基本结构和性质，参考

Fernando Pina 等[32]的研究。 
C3G 与 7S、11S 的分子对接结果见图 4。由图 4 可知，黄烊盐阳离子与 7S 中 9 个氨基酸残基

（LEU96、HIS46、SER98、GLN277、GLY44、GLY228、SER267、PRO101、GLN105）形成范德华

力与 7 个氨基酸残基（MET97、ASN45、ASN43、ARG356、GLN104、THR106、ASP41）形成氢键，

其中 ASN43 与 A 环上 5-OH 形成氢键，ASP41 与 A 环上 7-OH 形成氢键，氢键距离分别为 1.90 Å 和

2.66 Å；GLN104 与 B 环上的 3'-OH 形成氢键，氢键距离为 1.88 Å；ASN45 与糖基的 6-OH 形成氢键，

氢键距离为 2.77 Å；ARG356 与 C 环上的氧离子形成氢键，氢键距离为 2.86 Å。黄烊盐阳离子与 11S
的 MET177、ASN159、PRO160、TYR164、PRO169、ASP170 和 SER203 形成范德华力相互作用，与

THR176、GLU172、HIS173、VAL204 和 GLY202 形成氢键相互作用，其中 GLU172 和 HIS173 与 B
环上的 4'-OH 形成氢键，氢键距离分别为 2.60 Å 和 2.12 Å；GLY202 与 A 环上的 7-OH 形成氢键，氢

键距离为 1.95 Å；THR176 与糖基上的 2-OH、3-OH 形成氢键，氢键距离分别为 2.27 Å 和 2.24 Å。 
C3G 的甲醇假碱结构与 7S 中的 8 个氨基酸残基（HIS46、SER98、ASN45、MET97、GLY44、

THR99、ASN43 和 GLN104）形成范德华力相互作用，与 5 个氨基酸残基（THR106、GLN227、ASP41、

 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲 

 pH2.0 pH5.0 pH7.0 pH2.0 pH5.0 pH7.0 pH2.0 pH5.0 pH7.0 pH2.0 pH5.0 pH7.0 

7S 13.51±0.50bA  12.74±0.54aA 16.27±0.45cA 33.09±0.57aC 42.51±0.43cB 37.49±0.39bA 39.42±0.86bC 24.72±0.86aA 25.09±0.59aB 13.98±0.79aA 20.03±1.17bB 21.15±0.44bC 

7S-

C3G 
17.33±0.59bB 14.52±0.48aC 18.62±0.49cC 31.21±0.26aB 39.97±0.77bA 39.26±0.33bC 35.12±0.86bA 26.14±0.49aB 21.33±1.11aA 16.34±0.67aB 19.37±0.48bB 20.79±1.08bBC 

11S 14.69±0.38bA 13.20±1.11aB 17.35±0.90cB 30.27±0.62aB 40.79±0.76bB 38.21±0.62bB 40.81±2.52bC 27.38±1.35aB 25.44±0.23aB 14.23±0.99aA 18.63±1.10bA 19.02±0.15bB 

11S-

C3G 
16.90±1.19bB 14.63±0.42aC 19.07±0.34cD 26.94±1.04aA 38.63±0.69bA 39.64±0.40bC 37.55±0.30cB 27.72±1.06bB 22.57±0.64aA 18.61±0.34aC 19.02±0.16aB 18.72±0.56aA 
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（g） pH 值为2.0时11S-C3G复合物
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SER267 和 ARG356）形成氢键相互作用，与 PRO101 形成疏水相互作用，与 GLU229 形成静电相互

作用。其中 ASP41 和 SER267 与 A 环上的 7-OH 形成氢键，距离为 1.99 Å 和 2.59 Å；GLN227 与 C
环上的 2-OH 形成氢键，距离为 1.99 Å；ARG356 和糖基上的 2-OH 形成氢键，距离为 1.97 Å；TRH
与糖基上的 6-OH 形成氢键，距离为 1.89 Å。C3G 的甲醇假碱结构与 11S 中的 THR176、VAL162 和

GLY202 形成氢键相互作用，与 MET177、ILE171 和 ARG161 形成疏水相互作用，其中 VAL 与 A 环

上的 5-OH 形成氢键，距离为 3.08 Å；THR176 与 A 环上的 7-OH 形成氢键，距离为 1.96 Å；VAL162
与 A 环上的 6-OH 形成氢键，距离为 2.14 Å。 

C3G 的查尔酮结构与 7S 的 MET97、ASN43、THR99、ARG356 和 GLN104 形成氢键相互作用。

其中 ARG356 与 A 环上的 5-OH 形成氢键，距离为 2.74 Å；ARG356 与糖基上的 6-OH 形成氢键，距

离为 2.06 Å；MET97 与 B 环上的 3’-OH 形成氢键，距离为 1.88 Å；ASN43 与 C 环开环形成的羟基形

成氢键，距离为 2.10 Å。C3G 的查尔酮结构与 11S 的 ASN159、ILE171、HIS173、PHE163、GLU172、
MET177、PRO169 和 GLY201 形成范德华力相互作用，与 ARG161、PRO160、THR176 和 VAL162 形

成氢键相互作用。其中 PRO160 与糖基上的 2-OH 和 3-OH 形成氢键，距离为 3.03 Å 和 1.99 Å；THR176
与 C 环上开环形成的羟基形成氢键，距离为 2.07 Å；ARG161 与 C 环上开环形成的羰基形成氢键，距

离为 2.42 Å。 
花青素 C3G 在碱性条件下主要以醌式碱结构存在，醌式碱与 7S 的 MET97、THR99、SER98、

HIS46、ASN45、GIY44、ASN43 和 GLN104 形成范德华力相互作用，与 ARG356、GLN227、SER267、
ASP41 和 THR106 形成氢键相互作用。其中 ASP41 和 SER267 与 A 环上的 7-OH 形成氢键，氢键距

离分别为 1.96 Å 和 2.83 Å；ARG356 和糖基上的 2-OH 形成氢键，THR106 和糖基上的 6-OH 形成氢

键，氢键距离分别为 2.65 Å 和 1.91 Å。与 11S 中的 ASP170、TYR164、VAL204、HIS173、MET177
和 ASN159 形成范德华力相互作用，与 GLU172、PRO160、ARG161 和 THR176 形成氢键相互作用，

与 VAL162、ILE171、ARG161 和 PHE163 形成疏水相互作用。其中 PRO160 与 A 环上 5-OH 形成氢

键，距离为 1.80 Å；GLU172 与 A 环上的 7-OH 形成氢键，距离为 2.15 Å；THR176 与糖基上的 2-OH
形成氢键，距离为 2.10 Å；ARG161 与糖基上的氧、6-OH 形成氢键，距离为 2.84 Å 和 1.78 Å。 

结果表明，在酸性及中性条件下，C3G 与 7S、11S 主要通过范德华力和氢键相互作用，这与之前

的热力学分析结果一致。许多学者利用密度泛函数理论研究了 C3G 结构的活性，研究结果表明 C3G
结构 A 环和 B 环上的氢氧根是影响花青素抗氧化活性的关键基团[33-34]。只有特定的氨基酸残基与 C3G
羟基形成氢键。从分子对接结果可以看出，C3G 在不同结构下，不同的氨基酸残基能与 A 环和 B 环

上的羟基相互作用形成氢键。由此可以推断，在 C3G 与 7S、11S 结合过程中，酚羟基和氨基酸残基

通过氢键相互作用辅助两者结合，有利于配体分子在蛋白质活性位点上更好地发挥靶向作用总的来说，

在这 3 种 pH 值条件下，C3G 更容易通过范德华力和氢键与 7S 和 11S 相互作用，同时也会涉到少量

的疏水相互作用和静电相互作用。 
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上排图片为 C3G 与 7S、11S 相互作用后的三维对接模式；中排图片为氨基酸残基与 C3G 结合形成的氢键表面，紫色和绿

色代表氢键的供体和受体；下排图片为 C3G 与 7S、11S 相互作用的二维原理。 

图 4    C3G 不同结构与 7S、11S 的对接结果 

Fig. 4    Docking results of C3G with different structures and 7S， 11S  

2.7 7S、11S 对氧化环境中 C3G 氧化稳定性的影响 
7S、11S 对 C3G 氧化稳定性的保护作用如图 5。实验结果表明，在不同 pH 值条件下，随着 H2O2

体积分数的增加，C3G 残留含量逐渐降低；7S-C3G、11S-C3G 复合物的 C3G 含量显著高于 C3G 对照

（c）醌式碱与 7S （d）醌式碱与 11S （b）黄烊盐阳离子与 11S （a）黄烊盐阳离子与7S 

（g）查耳酮与 7S （e）甲醇假碱与 7S （h）查耳酮与 11S （f）甲醇假碱与 11S 
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组（P< 0.05），C3G 的残留量在 pH 值为 2.0 时最高，在 pH 值为 7.0 时最低，说明在酸性条件下，C3G
具有更高的氧化稳定性。这是因为酸性条件下 C3G 主要以黄烊盐阳离子的形式存在，中性条件下是

以黄烊盐阳离子、甲醇假碱、查尔酮和醌式碱共存的形式存在[35]。在 pH 值为 2.0 时，0.02% （体积分

数）H2O2条件下，各样品组的 C3G 残留量均大于 75.00%，C3G 对照组、7S-C3G 和 11S-C3G 中 C3G
残留量分别为 75.25%、86.88%和 80.20%。结果表明，在 pH 值为 2.0 条件下，7S 比 11S 更能增强 C3G
的氧化稳定性。相反，在 pH 值为 7.0 条件下，各样品组中 C3G 的残留量均小于 30.00%，并且在 0.01％
和 0.02％H2O2浓度下，11S-C3G 中 C3G 残留量均高于 7S-C3G，分别为 28.10％和 23.60％。实验结果

表明，在 pH 值为 2.0、5.0 和 7.0 时，7S、11S 与 C3G 的相互作用均可增强 C3G 的氧化稳定性。 

不同小写字母表示相同 H2O2含量时数据差异显（P<0.05）。 
图 5  不同 pH 值时 7S、11S 对 C3G 氧化稳定性的影响 

Fig. 5    Effect of 7S， 11S on the oxidative stability of C3G at different pH  

2.8 7S、11S 在氧化环境中对 C3G 抗氧化活性的影响 
研究证明，花青素与蛋白质相互作用有利于提高其抗氧化能力[36]。以 ABTS+和 DPPH 自由基清

除率为指标评估了在氧化环境下 7S、11S 对花青素 C3G 抗氧化活性的影响，见图 6。由图 6 可知，

在不同 pH 值条件下，C3G 与 7S、11S 相互作用均增强了 C3G 的抗氧化能力。在 pH 值为 5.0 的条

件下，样品组均具有最高的自由基清除率，表明弱酸环境中更有利于发挥 C3G 的抗氧化活性。在 p
H 值为 2.0 时，7S、11S 对 C3G 抗氧化活性的保护作用一方面来源于酸性条件下 C3G 结构的稳定，

另一方面是蛋白质在酸性环境下发生部分变性，无规则卷曲结构增加更易于 ABTS+、DPPH 自由基

发生反应[37]。在 pH 值为 7.0 时，7S-C3G 复合物的抗氧化活性要强于 11S-C3G 复合物，这可能是因

为 7S 具有更多的疏水区域，与 C3G 作用力更强。 
 

 

NT 表示未经过 H2O2处理的 C3G，不同小写字母表示组间差异显著（P < 0.05）。 

图 6    不同 pH 值条件下不同体系在的 ABTS 和 DPPH 自由基清除率 

Fig 6    The free radical scavenging rate of ABTS and DPPH in different systems at different pH  
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3. 结论 
本研究利用紫外光谱、荧光色谱、红外色谱等多种光谱学技术结合热力学分析和分子对接技术考

察了 pH 值为 2.0、5.0、7.0 时，7S、11S 与 C3G 相互作用的机理及相互作用后对 C3G 氧化稳定性的

影响。研究结果表明，在不同 pH 值条件下，C3G 与 7S、11S 球蛋白的主要结合力不同，在 pH 值为

5.0 时，7S、11S 与 C3G 主要通过静电相互作用形成 7S-C3G 和 11S-C3G 复合物，在 pH 值为 2.0 和

7.0 时，7S、11S 与 C3G 主要通过范德华力和氢键相互作用形成 7S-C3G 和 11S-C3G。C3G 通过静态

猝灭模式使 7S、11S 的荧光基团猝灭。C3G 与 7S、11S 复合会改变蛋白质的二级结构，在 pH 值为 2.0
和 5.0 时，C3G 使 7S 和 11S 结构中的部分β-折叠转化为α-螺旋，在 pH 值为 7.0 条件下，7S 和 11S 蛋

白中的α-螺旋和β-折叠的呈现出增加的趋势，但β-转角相反。此外，分子对接结果表明，C3G 的不同

结构与 7S、11S 球蛋白主要通过氢键和范德华力相互作用结合，7S 上的 GLU229、ARG356 和 PRO101
残基，11S 上的 ARG161、VAL162、ILE171 和 THR176 残基在与 C3G 结合中起关键作用，7S、11S
通过与 C3G 的酚羟基结合进一步保护 C3G 的氧化稳定性。 

实验研究的结果不仅有助于理解不同 pH 值条件下 7S-C3G、11S-C3G 的作用机制，而且表明 7S
和 11S 作为 C3G 的载体在功能食品或具有更高营养价值的改性天然色素添加剂的配方中具有广阔的

应用前景。未来，将继续进一步研究 7S-C3G、11S-C3G 复合物的活性和稳定性，以最大限度地发挥

该复合物在不同食物体系中的生物活性。 
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