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儿茶素与卵黄免疫球蛋白互作的多重光谱分析及抑菌性变化
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鸡卵黄免疫球蛋白作为新生代抗体%具有安全*性质稳定且无药物残留等特点%对多种病原微生物

具有抑制作用%是抗生素最理想的替代品之一&但生产成本较高%易被蛋白酶分解导致抑菌活性降低%在一

定程度上限制了其大规模应用&因此%通过改性方式提升其经济效益及生物可利用度具有重要的意义&将儿

茶素与鸡卵黄免疫球蛋白!

I

<

H

"进行相互作用并制备其复合物%为提升鸡卵黄免疫球蛋白的抑菌性能制备更

加安全高效的抑菌剂提供支持&利用紫外
G

可见光谱*荧光光谱*傅里叶变换红外光谱研究儿茶素与鸡卵黄

免疫球蛋白的互作机制%并以鸡卵黄免疫球蛋白及鸡卵黄免疫球蛋白与儿茶素的混合物为对照%研究鸡卵

黄免疫球蛋白
G

儿茶素复合物的抑菌性能&随着儿茶素浓度的增加%鸡卵黄免疫球蛋白的紫外可见吸收峰逐

渐升高并发生蓝移'儿茶素对鸡卵黄免疫球蛋白的荧光猝灭类型主要为静态猝灭%二者结合形成结合位点

数接近于
#

的复合物%作用力类型为范德华力和氢键'相较于鸡卵黄免疫球蛋白%复合物二级结构中
"

G

折

叠*

"

G

转角含量无明显变化%

#

G

螺旋含量升高*无规卷曲含量降低%表明儿茶素的引入使蛋白质构象发生变

化'相较于鸡卵黄免疫球蛋白与混合物%复合物对金黄色葡萄球菌抑菌率平均分别提高了
#-%>0f

和

.>.%f

%在浓度大于
/>/%8

<

-

8T

g#时对大肠杆菌抑菌率分别平均提高了
#%>@$f

和
#->&@f

&儿茶素与鸡

卵黄免疫球蛋白能够相互作用形成复合物%相较于鸡卵黄免疫球蛋白与混合物%复合物表现出较优的抑菌

性能&该研究有助于了解儿茶素对鸡卵黄免疫球蛋白结构及功能的影响%可为制备更加安全高效的抗生素

替代品及其在食品加工过程中的性质变化提供理论指导&
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"因其安

全且具有较高稳定性等优点%在医药*功能食品*化工等领

域得到了广泛应用&作为一种新生代抗体%在人类保健*疾

病的诊断和防治等方面成效显著%具有极高的应用价值#

#G&

$
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目前有关于
I

<

H

的研究有很多%
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$等将益生菌与
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H

联用研究其对犊牛生长性能*腹泻发生率和免疫系统的

影响%结果表明
I

<

H

能提高犊牛免疫力并有效预防其腹泻'

贺维朝等#

$

$

*

_3Pa1(

等#

%

$对其提取工艺及其在畜禽细菌性

肠道疾病防治中的应用进行了研究%结果表明
I

<

H

在抑制有

害菌繁殖防治畜禽疾病方面可作为抗生素的替代品&

I
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H

对

多种病原微生物具有良好的抑菌效果%抑菌性能作为其一大

重要功能特性%在制备更加安全高效的抑菌剂%缓解抗生素

使用带来的药物残留及耐药性问题和制备高附加值天然产物

功能食品等方面具有重要意义&然而
I

<

H

生产成本高%且其

在胃肠消化过程中易被蛋白酶分解而失活%导致抗菌功效的

发挥受到阻碍%一定程度上限制了其大规模应用'通过物理

化学改性修饰等方式提高其生物利用率是目前亟待解决的

问题&

多酚类物质可与蛋白质相互作用结合形成可逆或不可逆

的复合物%进而影响蛋白质的功能特性及生物可利用度#

*

$

&

有报道将两者相互作用的机制对蛋白质性质及结构的影响进

行了大量研究%并将其广泛应用于功能食品及食品加工过

程&

S;1

等#
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$用多光谱和建模方法比较
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乳球蛋白与三种常



见多酚的结合相互作用机制%为多酚在乳品加工业中的应用

奠定了理论基础&

S;1

等#

0

$分析了
E,V,

与乳清分离蛋白进

行共价相互作用对其功能性质的影响%结果表明其起泡性和

乳化性均得到了提高&周绪霞等#

.

$研究了茶多酚对蛋清蛋白

的影响%得出相互作用后蛋白质的凝胶特性及乳化稳定性均

得到了提升&大量研究表明多酚与蛋白质之间的相互作用可

以优化大多数蛋白质的特性#

@G#/

$

&然而目前有关
I

<

H

改性以

改善其性质的研究主要集中在糖基化*

8BE,

修饰等对其稳

定性的影响%将多酚类物质与
I

<

H

进行相互作用制备复合物

并探究其结构及抑菌性能变化的研究鲜有报道&牛梦宪#

##

$

等考察了
-

种天然提取物对卵黄免疫球蛋白抑制胰脂肪酶作

用的影响%结果表明三种物质均表现出增效作用%其中茶多

酚效果最明显%但其增效机制尚不清楚&明确多酚类物质与

I

<

H

的互作机制对研究其结构*功能的变化及其在各领域内

的应用具有重要的意义&

故本研究通过多重光谱分析探究儿茶素与
I

<

H

的相互

作用机制%即紫外可见光谱法分析两者相互作用后蛋白质氨

基酸微环境的变化%荧光光谱法对其荧光猝灭机理*结合常

数*结合位点*热力学参数及相互作用力类型进行判定%傅

里叶变换红外光谱法分析相互作用后二级结构的变化&并研

究其复合物的抑菌性能变化&以期为提高
I

<

H

的生物利用度

及制备更加安全高效的抑菌剂用以替代抗生素提供新思路%

同时为
I

<

H

在功能食品中应用及加工过程中的性质变化提

供理论基础&
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提供&

!"$

!

仪器

U"[%G!B
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!混合物及复合物的制备

I
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的分离与纯化按照张曼等#

#&

$的方法并加以改进%将

硫酸铵沉淀法制得的
I

<

H

溶液在
$h

条件下透析!截留分子

量为
0///

!

#$///"1

"

$0:

除盐&经真空冷冻干燥制得
I

<

H

冻干粉&将
I

<

H

与儿茶素按照质量浓度为
#i#

混合%一份不

做任何处理%另一份室温下于磁力搅拌器中搅拌
*:

%经真

空冷冻干燥制得混合物及复合物微粒&
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紫外可见光谱法测定儿茶素与
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的相互作用
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配制成
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g#的溶液%分别移取
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于编号
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%

的离心管

中%加入
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不同质量浓度的儿茶素溶液%使其终浓度分

别为
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&充分混匀后静

置
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%扫描波长(
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荧光光谱法测定儿茶素与
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的相互作用

按照
#>->&

方法制备
-

组样品溶液%分别在
&.#

%

&.0

和

-#/c

条件下恒温水浴
%8;(

&测定条件为(激发波长!

&0/

(8

"%激发和发射狭缝!

#/(8

"%扫描范围!
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傅里叶红外光谱法测定儿茶素与
I
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H

的相互作用

将
I

<

H

与复合物分别与干燥后的溴化钾粉末按照
#i#//

!

*

+

*

"混匀研细后压片%分辨率为
$L8

g#

%扫描范围(

$///

!

$//L8

g#

&用
B31R\;9d$>#&

软件分析
I

<

H

与复合物酰胺

&

带蛋白质二级结构相对含量变化&

#>->%

!

菌悬液制备及抑菌活性的测定

参考文献#

#$

$的方法制备菌悬液并调整菌液浓度至

#/

*

!

#/

0

V\D

-

8T

g#

%将菌悬液与灭菌后的固体培养基按

照
#i#//

的比例混匀后铺于平板&采用打孔法测定抑菌活

性&每孔加入
&//

%

T

的
%8

<

-

8T

g#的样品%恒温培养箱中

-@h

培养
&$:

&

#>->*

!
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!混合物!复合物的抑菌率测定

参照文献#

#%

$方法并加以改进%取
@

只试管分别加入
$

8T

液体培养基灭菌后备用%向灭菌后的
#

.

%

号试管中加入

#//

%

T

菌液及
#8T

一定浓度的样品溶液使其终浓度分别为

/>/&%

%

/>/%

%

/>#

%

/>#%

和
/>&8

<

-

8T

g#

%

*

号试管加入
#

8T

灭菌后的蒸馏水及
#//

%

T

菌液作为阳性对照%

@

号试管

只加培养基作为阴性对照%置于恒温摇床中
-@h

培养
#&:

后
*//(8

下测定光密度!
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"值&

抑菌率
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值
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值
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阴性对照
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数据处理

每组试验均做
-

次平行%利用
W6;

<

;(.>/

软件对紫外光

谱*荧光光谱数据进行平滑预处理及作图%利用
"B+@>/%

软件进行显著性分析&

&

!

结果与讨论
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紫外可见光谱分析儿茶素与
M

*

S

的相互作用

小分子物质与蛋白质结合后会引起蛋白质结构发生改

变%紫外
G

可见光谱可通过峰强度及峰位的变化反映其如何

进行相互作用&峰强度及峰位的变化分别反映两者相互作用

的强弱及蛋白质大分子疏水氨基酸残基所处的微环境是否发

生了改变#

#*

$

&蛋白质中的色氨酸及酪氨酸残基在紫外
G

可见

光谱中吸收峰出现在
&0/(8

附近#

#-

$

&设定
I

<

H

浓度为
/>%

8

<

-

8T

g#

%向其中加入不同浓度的儿茶素后观察两者结合

的紫外吸收光谱%其光谱变化如图
#

所示&儿茶素浓度越大%

紫外吸收峰值越高%且随其浓度增强依次增大&最大吸收峰

波长从
&@.(8

蓝移至
&@*(8

%说明
I

<

H

的构象发生了改

变&原因可能是儿茶素的加入能够使
I

<

H

中肽链发生改变%

使其更加舒展%有助于蛋白质释放出分子内部的发色基团残

基中的芳香杂环%进而使其紫外吸收强度增加&
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不同质量浓度的儿茶素与
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结合的紫外光谱图
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荧光光谱分析儿茶素与
M

*

S

的相互作用

&>&>#

!

儿茶素与
I

<

H

结合的荧光光谱分析

蛋白质分子中的生色基团可以在特定波长下产生特征

峰%除去生色基团中自身发射荧光较弱且很容易被猝灭剂猝

灭的氨基酸残基%主要研究色氨酸!

-$0(8

"的荧光光谱变

化#

#@

$

&以
&0/(8

为激发波长%研究不同质量浓度的儿茶素

在
#0

%

&%

和
-@h

与
I

<

H

结合的荧光光谱%结果如图
&

!

1

%

2

%

L

"所示&
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儿茶素作为一种小分子物质与
I

<

H

结合%降低了蛋白质

分子中发射荧光物质的量子产率%使得其荧光强度降低%产

生荧光猝灭现象&图
&

显示了不同温度处理下不同质量浓度

的儿茶素与
I

<

H

结合的荧光光谱图&由图
&

可知%在同一温

度下%随着儿茶素浓度的增加%

I

<

H

的荧光猝灭效果均呈现

增强趋势%并发生红移现象&进一步表明两者之间产生了相

互作用%且在这种相互作用的促进下形成了荧光强度较低的

复合物&原因可能是儿茶素的加入导致
I

<

H

中色氨酸周围微

环境发生变化%促进两者之间疏水相互作用及氢键的形成&

文鹏程等#
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$研究了茶多酚对牛奶蛋白结构的影响%结果与

本文相似&热处理对
I

<

H

的荧光强度也有影响%在
&.#

!

-#/

c

温度范围内%随着温度的升高%

I

<

H

荧光强度呈现逐渐降

低的趋势%儿茶素存在时荧光猝灭效果也有类似的变化&

图
$

!

不同温度和质量浓度的儿茶素与
M

*

S

结合的荧光光谱图

!

1

"(

#0h

'!

2

"(

&%h

'!

L

"(

-@h

()

*

"$

!

(4>62-.0-:0-.

/

-0123675)77-2-:106:0-:1231)6:.67031-0,):.3:55)77-2-:11-8

/

-231>2-9):5):

*

16M

*

S

!

1

"(

#0h

'!

2

"(

&%h

'!

L

"(

-@h

&>&>&

!

荧光猝灭机理的判定

猝灭剂对蛋白质分子的荧光猝灭类型分为两种&一种是

由于离子扩散导致猝灭常数随温度的升高而增大的动态猝

灭'另一种为形成了复合物而导致猝灭常数变化趋势与其相

反的静态猝灭&在多酚与蛋白质相互作用的研究中%常用

+936(Ge5'836

方程判断其猝灭类型&

.

/

.

$

#

'

/

^

"

/

#

0

$

$

#

'

/

7d

#

0

$ !

&

"

式!

&

"中(

.

/

和
.

分别为未添加儿茶素和儿茶素浓度为
0

时

I

<

H

的荧光强度%#

0

$为儿茶素的浓度!

85'

-

T

g#

"%式!

-

"

同'

/

^

为猝灭速率常数%

/

7d

为动态猝灭常数'

"

/

为猝灭剂

不存在时生物大分子的平均寿命%约为
#/

g0

7

&

!!

以
.

/

+

.

为因变量%对#

0

$进行线性拟合%结果如图
-

所

示%进而通过式!

&

"得出
/

^

及
/

7d

%结果如表
#

所示&由图
-

及表
#

可知%儿茶素与
I

<

H

的
+936(Ge5'836

曲线具有良好的

线性关系&

/

7d

随着温度的升高呈现降低趋势%这表明儿茶素

与
I

<

H

相互作用的猝灭机制可能是静态猝灭&经研究表明%

各类猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭常数为
&>/j

#/

#/

85'

-!

T

-

7

"

g#

&由表
#

可知%

&.#

%

&.0

和
-#/c

条件下

/

^

均远远大于
&>/j#/

#/

85'

-!

T

-

7

"

g#

%进一步表明两者

相互作用的猝灭机制主要为儿茶素与
I

<

H

结合形成了基态

稳定复合物而导致的静态猝灭&王晨等#

#.

$在花青素与小麦

蛋白相互作用研究中发现花青素与麦谷蛋白相互作用的荧光

猝灭方式为静态猝灭&与本研究结果相似&
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图
%

!

不同温度条件下儿茶素猝灭
M

*

S

的
&1-2:DP648-2

图
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-231>2-.

表
!

!

儿茶素
DM

*

S

复合物的荧光猝灭常数及线性相关系数
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!

V
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/
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$
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#&

/>..&*
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!

结合常数和结合位点的计算

对于猝灭类型为静态猝灭的小分子与蛋白质的相互作

用%可采用式!

-

"计算其结合常数
/

=

及结合位点
2

&

'

<

.

/

&

.

.

$

'

<

/

=

'

2'

<

#

0

$ !

-

"

!!

根据式!

-

"将数据经拟合后绘制双对数图%并计算出
/

=

和
2

%结果如图
$

和表
&

所示&由表
&

可知%

-

个温度下%儿

茶素与
I

<

H

均存在着强烈的相互作用&均形成了结合位点数

接近于
#

的静态复合物%即二者结合比例接近
#i#

&

图
;

!

不同温度条件下
M

*

SD

儿茶素复合物的双对数图

()

*

";

!

W6

*

32)1,8)05)3

*

23867M

*

SD031-0,):

068

/

4-O-.315)77-2-:11-8

/

-231>2-.

表
$

!

儿茶素
DM

*

S

复合物的表观结合常数&

结合位点数及线性相关系数

+394-$

!

K

//

32-:19):5):

*

06:.13:1

%

:>89-2679):5):

*

.)1-.

3:5 4):-32 0622-431)6: 06-77)0)-:1 67 031-0,):D

M

*
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/

4-O

温度+
c /

=

+!

T

-

85'

g#

"

2

1

&

&.#

&>$%%j#/

$

#>/0. />.@.

&.0

#>*.$j#/

$

#>/*@ />.*#

-#/

#>#0-j#/

$

#>/$& />.0$

&>&>$

!

热力学参数及相互作用力类型判定

热力学参数焓变
'

3

*吉布斯自由能变化
'

4

*熵变
'

5

根据刘建垒#

&/

$等的方法进行计算并进行作用力类型判断%

结果如表
-

所示&由表
-

可知%儿茶素与
I

<

H

互作结合可自

发进行%且该过程为放热反应%这与
&>&>-

中
/

=

随温度变

化的趋势结果一致&由
'

3

及
'

5

均小于
/

可以得出%范德

华力及氢键作用力是儿茶素与
I

<

H

互作结合形成复合物的

主要作用力类型&

表
%

!

儿茶素
DM

*

S

复合物的热力学参数

+394-%

!

+,-2865

@

:38)0

/

3238-1-2.67031-0,):DM

*

S068

/

4-O

温度+

c

'
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!
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-

85'
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'
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!
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-

85'

g#

"

'
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+

!

S

-
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g#

"
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!

傅里叶变换红外光谱分析儿茶素与
M

*

S

的相互作用

通过傅里叶变换红外光谱进一步研究
I

<

H

与复合物蛋

白质构象的变化%结果如图
%

所示&

图
=

!

M

*

S

和
M

*

SD

儿茶素复合物的傅里叶变换红外光谱图

()

*

"=

!

(6>2)-2123:.7628):7232-5.

/

-0123

67M

*

S3:5M

*

SD031-0,):.068

/

4-O

!!

由图
%

可知%相较于
I

<

H

%复合物酰胺
&

带的峰位从

#*$*>./L8

g#蓝移至
#*-#>#$L8

g#

&酰胺
(

带从
#%&.>$.

L8

g#蓝移至
#%&/>.$L8

g#

%说明儿茶素的引入使
I

<

H

的二

级结构发生了变化&刘勤勤等#

&#

$研究发现茶多酚与大豆分

离蛋白相互作用也引起其酰胺
&

带和酰胺
(

带发生蓝移%与

本研究结果一致&

-%//

!

-&//L8

g#范围内的吸收峰为

//-&

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
$&

卷



W

.

K

的特征峰%由图
%

可以看出%复合物此范围内的峰形

较
I

<

H

变宽%说明复合物形成了新的氢键%相比于
I

<

H

%其

缔合程度增大&对酰胺
I

带进行去卷积处理%通过
,1F77;1(

拟合计算峰面积进而得出各类二级结构的相对百分含量%结

果如表
$

所示&由表
$

可知%相较于
I

<

H

%复合物
"

G

折叠*

"

G

转角含量变化不明显%

#

G

螺旋含量升高%无规卷曲含量降低&

#

G

螺旋是蛋白质二级结构中的主要有序结构%与
"

G

折叠相

同%二者皆通过分子内氢键维持&

#

G

螺旋含量的升高表明儿

茶素的引入促进蛋白质分子内新的氢键的形成%推测新的氢

键可能为儿茶素的酚羟基与
I

<

H

中的羰基结合导致氢键的

重排所致&与上述结果一致&

表
;

!

M

*

S

与
M

*

SD

儿茶素复合物酰胺
!

带蛋白质

二级结构相对含量

+394-;

!

+,-2-431)<-06:1-:167.-06:532

@
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/
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):38)5-

!

93:567M

*

S3:5M

*

SD031-0,):068

/

4-O

样品 "

G

折叠

+

f

无规卷曲

+

f

#

G

螺旋

+

f

"

G

转角

+

f

I

<

H $&>0# &->#& #.>*0 #$>-.

复合物
$&>%- #@>0$ &%>#* #$>$@

$";

!

M

*

S

&混合物及复合物抑菌性能对比分析

有研究表明%鸡卵黄免疫球蛋白
I

<

H

能够使细胞聚集%

通过降低细菌细胞膜表面疏水性及粘附性进而抑制多种病原

微生物的生长和繁殖#

&&

$

&其抑菌活性具有重要的生理意义%

尤其当这种抑制作用发生在肠道消化过程时%

I

<

H

有利于抑

制有害菌的生长并将其排除体外%这也使得其有望成为抗生

素的理想替代品之一&本研究将儿茶素与
I

<

H

进行相互作用

制备其复合物并以
I

<

H

与儿茶素的混合物为对照组%对其抑

菌性能进行了研究&结果如图
*

及表
%

所示&

图
A

!

M

*

S

&混合物与
M

*

SD

儿茶素复合物的抑菌效果图

()

*

"A

!
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*

S

%
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3:5M

*

SD031-0,):068

/

4-O

表
=

!

M

*

S

&混合物与
M

*

SD

儿茶素复合物的抑菌率
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C301-2)6.131)0231-67M

*
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*

SD031-0,):068
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菌种 样品
抑菌率+

f

/>/&%8

<

-

8T

g#

/>/%8

<

-

8T

g#

/>#8

<

-

8T

g#

/>#%8

<

-

8T

g#

/>&8

<

-

8T

g#

I

<

H &&>/0k/>0*2 &->.0k/>$$2 &.>00k/>&#2 -/>@%k/>##2 -&>##k#>#%2

大肠杆菌 混合物
&@>*/k/>*01 &.>/@k#>/-1 &.>$0k/>@-2 -#>#@k/>#@2 -$>&*k/>$/2

复合物
&&>--k/>0*2 &$>-0k/>0&2 -$>#$k/>&#1 -%>$#k/>*&1 -@>0-k/>@*1

I

<

H &$>.@k#>&@L &$>0%k/>.#L &*>..k#>#-L $#>0%k#>0*L %$>$.k#>%-L

金黄色葡萄球菌 混合物
*#>%0k#>&/2 *@>#.k/>&.2 *0>/#k/>#-2 @/>$*k#>#*2 @$>#&k/>&%2

复合物
*0>&.k/>-/1 @&>#*k/>0-1 @%>/*k/>$.1 @.>#%k/>&.1 0/>@.k#>#&1

注(同列字母
1

%

2

%

L

表示在
6

#

/>/%

水平上差异显著

J593

(

+;

<

(;4;L1(9P;44363(L37

!

1

%

2

%

L

"

19

6

#

/>/%;7;(P;L193P2

O

P;44363(9'399367;(9:37183

<

65F

N

!!

由表
%

结果可知%

I

<

H

*混合物及复合物浓度与其对大

肠杆菌以及金黄色葡萄球菌的抑菌率呈现正相关%当浓度小

于
/>/%8

<

-

8T

g#时%对大肠杆菌的抑制率从大到小表现为

混合物
$

复合物
$

I

<

H

'而当浓度大于
/>/%8

<

-

8T

g#时%

复合物表现出最好的抑制作用%对大肠杆菌的抑菌率较
I

<

H

和混合物分别平均提高了
#%>@$f

和
#->&@f

&对于金黄色

葡萄球菌%抑菌率表现为复合物
$

混合物
$

I

<

H

%复合物较

I

<

H

和混合物抑菌率分别平均提高了
#-%>0f

和
.>.%f

&图

*

为三种样品浓度为
%8

<

-

8T

g#时的抑菌圈结果%在培养

&$:

的情况下%

I

<

H

抑菌圈较小%原因可能是培养时间较长%

菌浓度较大%

I

<

H

部分成为了氮源导致的&结合图
*

可以看

出%复合物的抑菌效果最好&以混合物为对照进一步证实了

复合物的形成%且表明抑菌效果的提升来源于复合物&

-

!

结
!

论

!!

!

#

"儿茶素与
I

<

H

相互作用的多重光谱分析结果表明(

蛋白质构象发生了改变%儿茶素与
I

<

H

两者相互作用结合形

成了结合位点接近于
#

的基态稳定复合物%其荧光猝灭机制

主要为静态猝灭%范德华力及氢键为二者互作结合的主要作

用力&与
I

<

H

相比%复合物二级结构含量发生改变%其中
"

G

折叠*

"

G

转角含量无明显变化%

#

g

螺旋含量升高*无规卷曲

含量降低&

!

&

"对比分析
I

<

H

*混合物*复合物的抑菌效果&得出相

比于
I

<

H

和混合物%复合物对金黄色葡萄球菌的抑菌率分别

平均提高了
#-%>0f

和
.>.%f

%在浓度大于
/>/%8

<

-

8T

g#

时对大肠杆菌的抑菌率分别平均提高了
#%>@$f

和
#->&@f

&

复合物表现出最好的抑菌效果&

!

-

"结合多重光谱分析与抑菌效果分析%得出儿茶素与

I

<

H

可相互作用结合形成复合物%其抑菌效果优于
I

<

H

%可

为抗生素替代品的制备提供理论指导及为
I

<

H

在食品加工

中的应用提供理论支持&
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