
第
=$

卷!第
%&

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
I2-Q=$

!

M2Q%&

!

,,

=%<<"<%<#

<&%$

年
%&

月
!!!!!!!!!!! !

B

,

.@)*29@2

,8

/0DB

,

.@)*/-40/-

8

9+9 F@)2W.*

!

<&%$

!

光谱法研究抗氧化剂*

)%%D

与人血清蛋白三元体系的作用

汤小玉%

!罗云敬%

#

!李曙光<

!林太凤%

!王
!

妍%

%_

北京工业大学生命科学与生物工程学院!环境与病毒肿瘤学北京市重点实验室!北京
!

%&&%<'

<_

北京市工业技师学院食品中心!北京
!

%&&&<=

摘
!

要
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选取几种天然抗氧化剂杨梅素'桑色素'辣椒碱'甜菜碱作为研究对象!运用荧光光谱法'同步荧

光光谱法以及三维荧光光谱法研究了几种抗氧化剂以及
G>>E

自由基与人血清蛋白相互作用!结果表明辣

椒碱'甜菜碱'

I

R

不与人血清蛋白发生猝灭反应!杨梅素'桑色素'

G>>E

均能够与人血清蛋白发生猝灭

反!反应均为形成了稳定复合物而导致的静态猝灭!通过疏水作用力与
EB4

结合!结合位点数均为
%

!主要

结合位点在色氨酸基团附近!

G>>E

与人血清蛋白猝灭过程改变了人血清蛋白结构的疏水性!引起蛋白质

构象发生变化!而杨梅素'桑色素与人血清蛋白相互作用未造成其构象发生了变化"运用荧光光谱法研究了

几种抗氧化剂抑制
G>>E

直接损伤人血清蛋白的能力!杨梅素'桑色素'辣椒碱'甜菜碱'

I

R

对
G>>E

损

伤
EB4

的抑制率分别为
<(V

!

%#Q=&V

!

#(Q=#V

!

'Q&<V

和
#'Q(#V

"根据分子结构分析辣椒碱主要通过清

除
G>>E

自由基作用从而抑制其损伤人血清蛋白!根据二元体系反应结果可知杨梅素与桑色素三元体系反

应过程中两种抗氧化剂与
G>>E

竞争结合位点!因此杨梅素'桑色素主要通过占据结合位点的方式抑制

G>>E

损伤人血清蛋白!而甜菜碱既不能占据结合位点也不能清除自由基!因而抑制能力最弱"分析表明几

种天然抗氧化剂的抑制能力与其分子结构中主要官能团结构密切相关"

关键词
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)是一种稳定的含氮自由基!具有强氧化性$

%"<

%

"能

够与具有抗氧化性物质的活性成分发生反应生成稳定的

G>>E

化合物!

G>>E

检测法常用于研究天然抗氧化活性成

分的抗氧化能力$

="5

%

"人血清蛋白(

1?C/09.*?C/-W?C+0

!

EB4

)在人体内能够与许多种化合物结合!起着贮存和运输

作用$

!"#

%

"因此若
EB4

与具有强氧化性的自由基结合引起构

象变化!则会影响人体正常生理代谢循环的运转&因此有必

要探究天然抗氧化剂与自由基以及
EB4

之间的相互作用机

制"

相关研究证明多种天然抗氧化剂具有清除自由基'抗氧

化的能力"

K1/0

7

等$

$

%研究证明杨梅素能够抑制生物体内超

氧根阴离子形成"

a/W..0

$

%&

%等研究证明桑色素在较低浓度时

即可对羟基自由基(+

FE

)产生良好的清除作用"刘安$

%%

%等

研究证明辣椒碱具有清除
G>>E

自由基!超氧根阴离子自由

基(+

F

6

<

)!以及+

FE

的能力"王策$

%<

%等研究证明+

FE

自

由基能够降低蛋白质结构中离子键与氢键作用力!致使蛋白

质二级结构发生变化"李学鹏$

%=

%等研究发现+

FE

自由基具

有强氧化性能够增加六线鱼肌原纤维蛋白表面疏水性!导致

六线鱼肌原纤维蛋白结构和性质发生改变"安鹏姣$
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%等研

究了三苯甲基自由基酯基衍生物与牛血清白蛋白(

W2X+0.9."

*?C/-W?C+0

!

B̀4

)之间的相互作用"

目前关于抗氧化剂与自由基以及自由基与蛋白质之间相

互作用已有一定的研究!但是关于抗氧化剂'自由基以及蛋

白质三元体系的相关研究甚少"运用同步荧光光谱法以及三

维荧光光谱法研究了
G>>E

'杨梅素'桑色素'辣椒碱'甜

菜碱与
EB4

之间的相互作用!以及几种天然抗氧化剂对

G>>E

与
EB4

之间相互作用的影响"几种抗氧化剂的分子

结构见图
%

"本次研究对进一步天然抗氧化剂抑制自由基损

伤能力提供了实验基础和理论依据!对于药物'保健品以及



食品添加剂行业健康化发展具有重要意义"

图
!

!

几种抗氧化剂分子结构图
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材料与仪器

G>>E

购自于上海阿拉丁!维生素
R

'无水乙醇购自于

天津市福晨化学试剂厂!氢氧化钠'盐酸购自于北京化工

厂!甲醇(

N̂

)'杨梅素'辣椒碱'桑色素'甜菜碱购自于上

海安谱科学实验仪器有限公司!三羟甲基氨基甲烷购自于国

药集团化学试剂有限公司"杨梅素'辣椒碱'桑色素'甜菜

碱'

G>>E

用无水乙醇配置成
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C2-

+

J

6%的储备液"
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R

用超纯水配置成
%P%&

6=

C2-

+

J

6%的储备液"

A"'(&&

荧光分光光度计!

B̀"<%&B

电子天平购于上海舜

宇恒平科学仪器有限公司!电热恒温水槽购自于上海森信实

验仪器有限公司!

>EB"<(

数显酸度计购自于上海精密科学

仪器公司!

>̂ &<&ee\%

纯水机购自于北京
>4JJ

纯水公

司"
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方法

准确称取
=Q$C

7

G>>E

于
%&CJ

的容量瓶中!用无水

乙醇定容得
%P%&

6=

C2-

+

J

6%的储备液"

天然抗氧化剂以及
G>>E

和人血清蛋相互作用#无水乙

醇配置
%P%&

6=

C2-

+

J

6%的
G>>E

储备液!无水乙醇梯度稀

释
G>>E

储备液浓度分别为
=P%&
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!

(P%&

65

!

%P%&

6(

!

<

P%&

6(

!

=P%&

6(

!

(P%&

6(和
%P%&

6'

C2-

+

J

6%

"取一定浓

度的
G>>E

溶液
&Q<CJ

于
(CJ

的离心管中!加入
&Q#CJ

浓度为
%P%&

65

C2-

+

J

6%的
EB4

溶液!混匀后加入
<CJ

预热至
=!U

的
,

E

为
!Q'

的
3*+9"ER-

缓冲溶液!混匀后于

=!U

水浴保温
=&C+0

"取出上述反应液倒入
%@C

的荧光比

色皿中!随后进行波长差为
%$

T%(0C

和
%$

T5&0C

进行同

步荧光光谱检测!以及三维荧光检测"几种天然抗氧化剂进

行相同的实验!

I

R

进行阳性对照"实验三次结果取平均值"

三元体系之间相互作用#在
(CJ

的离心管中加入
&Q#

CJ

浓度为
%P%&

65

C2-

+

J

6%的
EB4

溶液!加入
,

E

为
!Q'

的
3*+9"ER-

缓冲溶液!随后加入
&Q<CJ

浓度为
=P%&

6(

C2-

+

J

6%的天然抗氧化剂溶液!混匀后于
=!U

水浴避光反

应
%&C+0

!反应后加入
&Q<CJ

不同浓度的
G>>E

溶液(浓

度分别为#

=P%&

65

!

(P%&

65
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!
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6(

!

=P%&
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!

(P%&
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!

%P%&

6'

C2-
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J

6%

)混匀后于
=!U

水浴避光反应

=&C+0

"反应结束后于
%@C

荧光比色皿中依次检测荧光强

度"本实验使用
I

R

作为阳性对照!实验结果重复三次取平

均值"

荧光检测条件#荧光光谱仪检测
;

e

T<#&0C

!

;

\

为

=&&

"

(&&0C

的发射光谱与三维荧光光谱!随后进行波长差

为
%$

T%(0C

和
%$

T5&0C

进行同步荧光光谱检测"荧光参

数如下#扫描模式#

;C+99+20

*

="GB@/0

!数据模式#

A-?2*.9"

@.0@.

!激发波长#

<#&0C

!发射波长范围#

=&&

"

'(&0C

!扫

描速度#

%<&&0C

+

C+0

6%

!激发狭缝#

%&Q&0C

!发射狭缝#

(Q&0C

"

<

!

结果与讨论

#"!

!

抗氧化剂!
)%%D

与
D6*

的二元体系相互作用检测结

果

<Q%Q%

!

抗氧化剂#
G>>E

与
EB4

之间荧光猝灭光谱

=!U

下
EB4

与不同浓度抗氧化剂'

G>>E

相互作用的

荧光光谱如图
<

"不同浓度猝灭率见表
%

"

!!

由图
<

可知随着杨梅素'桑色素'

G>>E

浓度的增大

EB4

的峰值明显降低!说明杨梅素'桑色素'

G>>E

与

EB4

均发生猝灭反应!辣椒碱在该浓度范围不与
EB4

发生

猝灭反应!甜菜碱
"EB4

'

I

R

"EB4

检测结果同辣椒碱"

<Q%Q<

!

抗氧化剂#
G>>E

与
EB4

之间相互作用猝灭类型

根据
B).*0"I2-C.*

方程(

%

)与
J+0.d./X.*"̀?*Y

方程(

<

)

进行分析
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和
"

分别为加入猝灭剂与加入猝灭剂时反应荧光强

度!

%

S

是蛋白质的猝灭速率常数&

%

BI

为
B).*0"I2-C.*

猝灭

常数"

#

&

指蛋白质未加入猝灭剂时的平均荧光寿命(通常为

%&

6#

9

)!

%

4

为结合常数&

'

是指猝灭剂浓度"以猝灭剂浓度

'

为
-

轴!

"

&

*

"

为
<

轴作
B).*0"I2-C.*

曲线!如果猝灭反

应类型是单一的静态猝灭或者动态猝灭!则
B).*0"I2-C.*

曲

线呈线性"如果猝灭反应类型为静态与动态共同参与的混合

猝灭!则
B).*0"I2-C.*

曲线呈弯曲的非线性曲线"以
-

7

$

'

%

为
-

轴!

-

7

$(

"

&

6"

)*

"

%为
<

轴作
J+0.d./X.*"̀?*Y

曲线!

G>>E

'杨梅素'桑色素的
B).*0"I2-C.*

曲线见图
=

(

/

)!

J+0.d./X.*"̀?*Y

曲线见图
=

(

W

)"

!!

由图
=

(

/

)可知杨梅素'桑色素'

G>>E

与
EB4

!之间作

用的猝灭率呈良好线性关系!说明该浓度范围杨梅素'桑色

素'

G>>E

与
EB4

发生作用为单一类型的猝灭&从线性关

系斜率可知杨梅素
"EB4

'桑色素
"EB4

'

G>>E"EB4

的
%

BI

值分别为
%Q!=P%&

'

!

=Q#<P%&

'和
<Q<'P%&

'

J

+

C2-

6%

!推

算出
%

S

的值分别为
%Q!=P%&

%<

!

=Q#<P%&

%<和
<Q<'P%&
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J

+

C2-

6%

+

9

6%

"

%

S

大于
<P%&
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C2-
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+

9

6%

(
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S

T<P

%&
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J

+

C2-
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+

9

6%为蛋白质的动态猝灭速率常数的最大

值)!表明杨梅素'桑色素'

G>>E

和
EB4

的猝灭反应均为
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第
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形成了稳定复合物而导致的静态猝灭"根据图
=
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%与
-

7

$

'

%线性关系的斜率和截距可算出杨梅素
"

EB4

'桑色素
"EB4

'

G>>E"EB4

结合位点数分别为
&Q!=

!

%Q<&

和
&Q!$

!均约等于
%

"结果表明!

G>>E

与
EB4

'杨梅

素与
EB4

的结合摩尔比均为
%q%

"

图
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!

不同浓度的抗氧化剂以及
)%%D

与人血清蛋白作用的荧光光谱
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荧光峰值
3

与猝灭剂浓度
%

之间的线性关系

(

/

)和(

W

)分别为杨梅素
"EB4

'桑色素
"EB4

'

G>>E"EB4

的
B).*0"I2-C.*

曲线与
J+0.d./X.*"̀?*Y

曲线
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\2*+0"EB4/0DG>>E"EB4

<Q%Q'

!

杨梅素$桑色素$

G>>E

与人血清蛋白猝灭作用同步

荧光光谱

当
%$

的值分别为
5&

和
%(0C

!同步荧光分别显示出色

氨酸和酪氨酸残基的特征信息"几种抗氧化剂同步荧光光谱

图见图
'

"

!!

由图
'

可知酪氨酸和色氨酸残基的荧光强度随着猝灭剂

浓度的增加逐渐降低!杨梅素
"EB4

体系中酪氨酸荧光光谱

发生蓝移(从
<##0C

到
<#(0C

)!疏水性增加!而色氨酸荧

光光谱呈红移(从
<#<0C

到
<#50C

)!疏水性降低"桑色素
"

EB4

检测结果与杨梅素
"EB4

体系相同"

G>>E"EB4

体系

中色氨酸最大发射波长发生了轻微红移现象(从
<#<0C

到

<#(0C

)!疏水性降低"由图
(

荧光猝灭效率曲线可知几种

体系中
%$

T5&0C

的曲线始终比
%$

T%(0C

低!表明在所研

究浓度范围内!两种物质主要猝灭的是人血清蛋白的色氨酸

残基!说明杨梅素'桑色素'

G>>E

是通过疏水作用力与

EB4

结合!在
EB4

上的结合位点距离酪氨酸较远!主要在

色氨酸附近"
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图
F

!

不同浓度抗氧化剂和
)%%D

与
D6*

作用的同步荧光光谱图
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图
E

!

二元体系同步荧光猝灭效率曲线

(

/
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"EB4
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W

)#桑色素
"EB4

&(

@
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G>>E"EB4
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O
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5
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N
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N
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(

/
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\

8

*+@.)+0"EB4

&(

W

)#

\2*+0"EB4

&(

@

)#

G>>E"EB4

<Q%Q(

!

杨梅素$桑色素$

G>>E

与人血清蛋白猝灭作用三维

荧光光谱分析

三维荧光光谱见图
5

"
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图
P

!

二元体系三维荧光光谱图
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!!

根据图
5

三维荧光检测结果可知!

EB4

的三维荧光峰

中峰
%q

峰
<T5#(%q'&&%T%Q!%q%

&

G>>E"EB4

峰
%q

峰
<T(&'=q<%<!T<Q=!q%

!桑色素
"EB4

峰
%q

峰
<T

=%#!q%#<%T%Q!(q%

&杨梅素
"EB4

峰
%q

峰
<T'<5&q

<'5<T%Q!=q%

!说明在猝灭反应过程中
G>>E

对峰
<

的猝

灭作用更加明显!可能是因为几乎所有的疏水腔都存在于

EB4

的圆筒状结构峰"

G>>E

的猝灭作用导致疏水性发生

改变!从而导致
EB4

构象发生变化!而杨梅素'桑色素与

EB4

相互作用时未造成
EB4

构象发生了变化"

#"#

!

抗氧化剂
2)%%D2D6*

三元体系检测结果

由图
%

(

D

)与图
!

对比可知
G>>E"EB4

二元体系的荧光

猝灭反应效率强于杨梅素'桑色素'辣椒碱'

I

R

三元体系猝

灭反应过程!甜菜碱
"G>>E"EB4

的猝灭效果与
G>>E"EB4

相比无明显变化"由图
#

可知杨梅素'桑色素'辣椒碱'

I

R

降低了
G>>E"EB4

的猝灭效率!而甜菜碱
"G>>E"EB4

体

系猝灭效率与
G>>E"EB4

体系相比无明显变化"

<Q<Q<

!

三元体系猝灭机理

根据式(

=

)计算抗氧化剂对
G>>E

6与
EB4

结合损伤的

抑制率"

抑制率
#

$(

%

BI

2

%G

BI

)*

%

BI

%

)

%&&V

(

=

)

式中!

%

BI

为
G>>E

对
EB4

的猝灭常数&

%s

BI

为加入抗氧化

剂后
G>>E

对
EB4

的猝灭常数"

!!

由图
$

可知三元体系猝灭反应为单一的猝灭!由表
%

可

知
%

S

%

<P%&

%&

(

%

S

T<P%&

%&

J

+

C2-

6%

+

9

6%为蛋白质的动

5<%=
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图
4

!

三元体系荧光光谱图
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图
R

!

)%%D2D6*

与三元体系猝灭效率对比图

30

5

"R

!

W.9

?

:-0>./.<

O

,8/170/

5

8<<0108/1

N

=8;@88/ )%%D2

D6*:/&;8-/:-

N

>

N

>;89

图
\

!

三元体系
6;8-/2H.+98-

曲线图
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表
!

!

)%%D2D6*

与三元体系的
&

6H

和
&

O

值

C:=+8!

!

C78&

6H

:/&&

O

A:+,8>

.<)%%D2D6*:/&;8-/:-

N

>

N

>;89

体系
%

BI

*(

J

+

C2-

6%

)

%

S

*(

J

+

C2-

6%

+

9

6%

)

G>>E"EB4

<Q<'P%&

'

<Q<'P%&

%<

杨梅素
"G>>E"EB4

%Q5#P%&

'

%Q5#P%&

%<

桑色素
"G>>E"EB4

%Q#=P%&

'

%Q#=P%&

%<

辣椒碱
"G>>E"EB4

=Q!P%&

=

=Q!P%&

%%

甜菜碱
"G>>E"EB4

<Q%(P%&

'

<Q%(P%&

%<

I

R

"G>>E"EB4

=Q$P%&

=

=Q$P%&

%%

态猝灭速率常数的最大值)!表明三元体系反应为静态猝灭!

三元体系猝灭速率常数
%

BI

比
G>>E"EB4

的
%

BI

低"在
=P

%&

65

"

%P%&

6'

C2-

+

J

6%浓度范围内杨梅素'桑色素'辣椒

碱'甜菜碱'

I

R

对
G>>E

直接与
EB4

结合损伤的抑制率分

别为
<(V

!

%#Q=&V

!

#(Q=#V

!

'Q&<V

和
#'Q(#V

"因为!游

离的天然抗氧化剂中含有不同的抗氧化活性结构!能够起到

抑制
G>>E

的作用"所以!含有较多
FE

基团与共轭基团的

I

R

具有较强的抑制能力&辣椒碱分子结构中含有酚羟基'

R R

''

'

R F

''

' 0

ME

等活性基团!因此辣椒碱与
I

R

是

通过清除
G>>E

的方式从而抑制其损伤
EB4

"结合二元体

系实验结果分析!杨梅素'桑色素'

G>>E

和
EB4

二元体系

猝灭反应过程均是通过疏水作用力与
EB4

结合!有
%

个接

近色氨酸附近的结合位点!说明杨梅素'桑色素三元体系反

应过程中主要通过占据结合位点的方式抑制
G>>E

损伤

EB4

"甜菜碱
"G>>E"EB4

三元体系反应过程中甜菜碱既不

能占据结合位点也不能清除自由基!因而抑制能力最弱"基

于上述分析!抗氧化剂对
G>>E

损伤
EB4

的抑制作用主要

通过占据结合位点和自身自由基清除能力两种因素!在两种

因素中自身自由基清除能力占主导作用"

=

!

结
!

论

!!

运用荧光光谱法'同步荧光光谱法以及三维荧光光谱法

研究了抗氧化剂'

G>>E

与人血清蛋白三元体系的作用!结

果显示
G>>E

能够与
EB4

发生猝灭反应!并引起
EB4

构

象变化"三元体系中杨梅素与桑色素主要是通过占据结合位

!<%=
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点的方式减少损伤!辣椒碱与
I

R

是通过其抗氧化活性基团

抑制自由基损伤蛋白"本次研究的实验方法适用于研究一些

天然化合物的活性成分的抗氧化性!以及化学食品添加剂对

蛋白质的损伤研究!有助于保护食品安全'药品安全'维护

人体健康"
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