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花青素对牛血清白蛋白的光谱特性
及构象的影响

赵旭红，夏彩芬*，周紫薇，庄文丽，郭梅英

（湖北工程学院化学与材料科学学院，湖北孝感 432000）

摘　要：为研究模拟生理条件下花青素（ACN）对牛血清白蛋白（BSA）的光谱特性及对 BSA 功能构象的影响，

本文采用荧光光谱法判定 ACN 对 BSA 的猝灭方式、结合位点数、结合位点、结合作用力类型以及是否发生非辐

射能量转移；利用紫外-可见吸收光谱法、圆二色谱法、傅利叶红外吸收光谱法进一步表征了 BSA 构象变化。结果

表明，在 ACN 的作用下，BSA 内源荧光被有规律的猝灭，猝灭机制主要为形成 ACN-BSA 复合物的静态猝灭和非

辐射能量转移。猝灭过程是自发进行的，结合位点数约为 1，结合位点位于 BSA 亚结构域的 site I，并使得

BSA 二级结构中 α-螺旋含量减少了 3.1%。ACN 对 BSA 有较强的结合能力，并能使 BSA 构象发生变化。
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Effects of Anthocyanins on Spectral Properties and Conformation of
Bovine Serum Album

ZHAO Xuhong，XIA Caifen *，ZHOU Ziwei，ZHUANG Wenli，GUO Meiying

（College of Chemistry and Materials Science, Hubei Engineering University, Xiaogan 432000, China）

Abstract：The  effect  of  spectral  properties  and  conformation  of  bovine  serum album (BSA)  by  anthocyanin  (ACN)  was
studied under simulated physiological  conditions.  Fluorescence spectroscopy was used to determine the quenching mode,
number  of  binding  sites,  binding  force  type  and  non  -  radiative  energy  transfer  between  ACN  and  BSA.  And  BSA
conformational changes were characterized by means of UV-Vis absorption spectrometry, circular dichroism spectroscopy
and  Fourier  infrared  absorption  spectroscopy.The  results  showed  that  BSA  endogenous  fluorescence  was  quenched
regularly with ACN, and the quenching mechanism was static quenching of ACN-BSA complex and non - radiative energy
transfer.  The  quenching  process  was  spontaneous  by  hydrophobic  force,  and  the  binding-site  number  was  about  1.
Furthermore, the binding sites were located in site 1 in the subdomain of BSA, and the α-helix of BSA was reduced by 3.1%
in the presence of ACN.The interaction of ACN and BSA is strong, which causes a conformational change of BSA.
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花青素（Anthocyanin, ACN）是一类水溶性天然

色素，属黄酮类化合物，主要来源于萝卜、爬山虎、紫

薯、葡萄、板栗等植物中[1−3]。花青素是天然抗氧化

剂，具有强效抗氧化性，可与生物体内其他分子相互

作用而产生抗氧化等功效，减少自由基对人体细胞的

伤害，起到抗氧化及抗衰老的作用，从而保护人体免

疫系统[4−7]。有研究表明，花青素有抑菌活性，能影响

肠道微生物菌群，可以抑制部分肠道病原菌数量，增  
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加双歧杆菌和乳酸杆菌等益生菌的数目，增强肠道屏

障功能，花青素基于天然色素和抗氧化性这两个特

性，在医药、食品及化妆品工业均有所应用[5,7−10]。

牛血清白蛋白（BSA）常用作小分子药物研究的

作用靶标，同时基于 BSA 中三个发射荧光氨基酸残

基（色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸），ACN 与 BSA 结合，

能减缓 BSA 的氧化进程，从而起到保护 BSA 的作

用[11]。为了进一步研究 ACN 与 BSA 作用机理及

对 BSA 功能构象的影响，本文采用荧光光谱法、紫

外-可见光吸收法、圆二色谱法、傅利叶红外光谱法

等联用的方式分析了 ACN 与 BSA 相互作用过程中

的光谱变化情况，获取 BSA 荧光强度、发射峰、吸收

峰特征等指标。通过理论模型对这些指标参数的分

析，计算得到结合常数、结合位点数、结合距离等信

息，从而阐明 ACN 与 BSA 相互作用的机理及对

BSA 功能结构的影响，为 ACN 在医药、食品及化妆

品工业的发展提供可靠的科学依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

花青素（anthocyanin，ACN）　分析纯，大连美仑

生物技术有限公司，实验中浓度为 4×10−3 mol/L；牛
血清白蛋白（BSA）　Sigma 公司；华法林　分析纯，

山东西亚化学工业有限公司；布洛芬　分析纯，上海

萨恩化学技术有限公司；实验用水　均为超纯水。

FLS920 荧光光谱仪　英国爱丁堡仪器有限公

司；TU-1901 双光束紫外可见分光光度计　北京普

析通用仪器有限责任公司；Chirascan 圆二色光谱仪

　英国应用光物理公司；Nicolet-380 傅利叶红外光

谱仪　美国热电高力公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   溶液配制　BSA 溶液：将 BSA（Mr=66430）溶
于 PBS 缓冲溶液中，配制成浓度为 1×10−3 mol/L
的 BSA 储备液，保存于 4 ℃ 冰箱备用，使用时根据

需要以 PBS 稀释至所需浓度；ACN 溶液：用无水乙醇

配制成本体浓度为 4×10−3 mol/L 的 ACN 储备液[2−3]。 

1.2.2   荧光光谱　荧光实验中设置比色皿内 BSA 溶

液终浓度为 1×10−5 mol/L，ACN 溶液本体浓度为

4×10−3 mol/L。各荧光实验中滴入的 ACN 含量呈浓

度梯度增加[2]。 

1.2.2.1   变温荧光　设置 ACN 与 BSA 浓度比为

0:1（a）、1:1（b）、2:1（c）、3:1（d）、4:1（e）、5:1（f）、
6:1（g）、7:1（h）、8:1（i）。在激发波长 280 nm 和狭

缝 3  nm 条件下，分别扫描 298、304 和 310 K 时，

ACN-BSA 体系的荧光光谱，波长范围为300~500 nm[2]。 

1.2.2.2   同步荧光　设置 ACN 与 BSA 浓度比为

0:1（a）、1:1（b）、2:1（c）、3:1（d）、4:1（e）、5:1（f）、
6:1（g）、7:1（h）、8:1（i）。固定Δλ=15 nm 和Δλ=60 nm，

在激发波长 280 nm、狭缝宽度 3 nm 和发射波长

340 nm、狭缝宽度 5 nm 的条件下，扫描 250~400 nm

范围内 BSA 和 ACN 溶剂体系的同步荧光光谱[2, 6]。 

1.2.2.3   位点竞争　设置 ACN 与 BSA 混合后的浓

度比例分别为 1:1、2:1、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1。
选用两种位点竞争剂布洛芬和华法林，固定激发波长

为 280 nm，在 298 K 的条件下分别测定不同探针下

的荧光光谱[12]。 

1.2.3   紫外-可见吸收光谱　据文献 [3] 报道，ACN 加

入会导致 BSA 在 280 nm 处吸光度下降，经过重复

实验，本研究中设置紫外光谱实验中 BSA 浓度为

1×10−5 mol/L(a)，ACN 与 BSA 混合后的浓度比例分

别为 1:1（b）、2:1（c）、3:1（d）、4:1（e）、5:1（f）、6:1（g）。
固定扫描区间为 190~400 nm，测定在 298 K 条件下

的紫外-可见吸收光谱。 

1.2.4   圆二色谱　BSA 终浓度为 5×10−6 mol/L(a)，
ACN 和 BSA 混合液浓度比分别为 1:1（b）和 2:1（c），
固定波长在 180 ~260 nm 之间，在持续通氮气的条

件下，分别测定 298 K 时不同溶剂体系的圆二色

谱图[12]。 

1.2.5   红外光谱　BSA 终浓度为 1×10−5 mol/L，BSA
与 ACN 混合体系的浓度比为 1:6。固定扫描区间

为 2000~1600 cm−1，利用液膜法分别测定不同溶剂

体系的红外光谱[2]。 

1.3　数据处理

本文运用 Origin 2018、OMNIC 8.0、CDNN 等

软件处理实验数据，获得 ACN 与 BSA 相互作用的

机理及热力学特征。根据热力学公式计算得到

ACN 与 BSA 之间的热力学常数。 

2　结果与分析 

2.1　荧光光谱分析 

2.1.1   变温荧光分析　 

2.1.1.1   ACN 对 BSA 猝灭方式的判定　荧光猝灭类

型分为动态猝灭和静态猝灭，可以依据体系对温度的

变化趋势来判断动态和静态猝灭[12]，动态猝灭常数随

着温度的增大而增大，而静态猝灭常数随着温度的增

大而减小。假设 ACN 对 BSA 的荧光猝灭为静态猝

灭，则该猝灭服从 Stern-Volmer 方程[13−15]：

F0/F = 1+Kqτ0[Q] = 1+Ksv[Q] 式（1）

式（1）中：F0、F 为未加入和已加入 ACN 时

BSA 的荧光强度；[Q] 为 ACN 的摩尔浓度；Ksv 为猝

灭常数；Kq 为猝灭速率常数；τ0 为无 ACN 存在时荧

光分子的平均寿命，一般 τ0 约为 10−8 s[16]。

作出 F0/F-[Q] 关系图并计算出不同温度下的静

态猝灭常数 Ksv，结果如图 1 和表 1。随着 ACN 的

加入，BSA 荧光强度减小，BSA 的最大发射波长发生

微小蓝移，表明 ACN 对 BSA 的内源荧光有明显的

猝灭作用，说明 ACN 与 BSA 发生了结合作用使其

构象发生改变。随着温度的升高，猝灭常数 Ksv 减

小，表明 ACN 与 BSA 的荧光猝灭类型属于静态
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猝灭。 

2.1.1.2   ACN 对 BSA 结合常数和结合位点数的计算
　在蛋白质和小分子相互作用的过程中，结合常数用

来表示二者结合的强度，结合位点数表示二者结合时

数量之比。可由式（1）得[17]：

lg[(F0−F)/F]= lgKa+nlg[Q] 式（2）

式（2）中：F0、F 分别为未加入和已加入 ACN 时

BSA 的荧光强度；[Q] 为 ACN 的浓度；Ka 为结合常

数；n 为结合位点数。

作出 lg[(F0-F)/F]-lg[Q] 关系图并计算出不同温

度下的结合常数 Ka 和结合位点数 n，结果如图 2 和

表 2 所示。Ka 随温度升高呈下降趋势，表明 ACN
和 BSA 结合能力不断降低；n 值从 1.12 增至 1.61，
总体趋近于 1，表明 ACN 在 BSA 上主要有一个结

合位点。 

2.1.1.3   ACN 对 BSA 结合作用力的判定　静态猝灭

反应的焓变 ΔH、熵变 ΔS 和吉布斯自由能变 ΔG 可

通过不同温度下 ACN 与 BSA 作用的静态猝灭常

数 Ksv 求出。假设该反应的焓变 ΔH 不随温度的改

变而改变，故热力学参数可采用以下方程计算[18]：

lnKa = −
∆H
RT
+
∆S
R

式（3）

∆G = ∆H−T∆S 式（4）

式（3）中：R 为气体摩尔常数，8.31 J·mol−1·K−1；

Ka 为结合常数。

结合 Ross 和 Subramanian 利用小分子与蛋白

质反应的热力学参数的变化判断其作用力类型的规

律[19−20]，由表 3 可知，ΔH>0，ΔS>0 时结合作用力是

疏水作用力，即 ACN 进入 BSA 的疏水空腔内部是

利用疏水作用力完成的，进而形成较稳定的配合物。

结合猝灭反应的 ΔG<0 和 ΔH>0，说明该反应自发正

向进行。

 
 

表 3    ACN 与 BSA 相互作用的热力学参数

Table 3    Thermodynamic parameters of the interaction between
ACN and BSA

温度（K） ΔG（kJ·mol−1） ΔH（kJ·mol−1） ΔS（J·K·mol−1）

298 −31.98 18.74 170.20
304 −32.25 18.74 167.73
310 −32.45 18.74 165.13

 
 

2.1.1.4   ACN 与 BSA 结合距离的计算　根据 Forster

偶极-偶极非辐射能量转移机理及下列关系式[11]：

E = R6
0/(R

6
0+ r6) = 1−F/F0 式（5）

R6
0 = 8.8×10−25K2N−4ϕJ 式（6）
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图 1    ACN 与 BSA 作用的荧光猝灭图（A，298 K）和 Stern-Volmer 曲线（B）

Fig.1    Fluorescence spectra (A，298 K) and Stern-Volmer curve(B) of interaction between ACN and BSA
 

 

表 1    不同温度下 ACN 与 BSA 作用的
Stern-Volmer 猝灭常数

Table 1    Stern-Volmer quenching constants of interaction
between ACN and BSA at different temperatures

T（K） F0/F=1+Ksv[Q] Ksv (L/mol） Kq (L/mol/s)

298 F0/F=0.40[Q]+0.41 4.40×105 4.04×107

304 F0/F=0.35[Q]+0.65 3.48×105 3.48×107

310 F0/F=0.29[Q]+0.77 2.94×105 2.94×107

 

0.6

0.4

0.2

0

−0.2
−0.4
−0.6
−0.8
−1.0

0 0.2 0.4
lg[Q]

lg
[(

F
0
−F

)/
F

]

0.6 0.8 1.0

304 K
310 K

298 K

图 2    不同温度下 ACN 与 BSA 作用的结合常数拟合图

Fig.2    Fitting diagram of binding constants of interaction
between ACN and BSA at different temperatures

 

 

表 2    不同温度下 ACN 与 BSA 作用的结合常数 Ka
和结合位点数 n

Table 2    The binding constants Ka and the number of
binding sites n for the interaction between ACN

and BSA at different temperatures

T（K） lg[F0-F)/F]=lgKa+nlg[Q] Ka (L/mol） n

298 lg[(F0-F])/F]=1.12[Q]−0.71 0.19 1.12

304 lg[(F0-F)/F]=1.31[Q]−0.80 0.16 1.31

310 lg[(F0-F)/F]=1.61[Q]−1.02 0.10 1.61
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J =
∑

F(λ)ε(λ)λ4∆λ/
∑

F(λ)∆λ 式（7）

ϕ

式（5）中：F0 是荧光发射强度，F 是荧光发射体与

荧光受体浓度比为 1:1 时的荧光强度，R0 为临界转

移能量距离，r 为花青素与 BSA 结合时结合位置处

BSA 分子中荧光发射基团之间的距离；式（6）中，K、

N、 、J 分别表示偶极空间取向因子、介质的折射常

数、BSA 的荧光量子产率、BSA 的荧光发射谱与花

青素的吸收光谱的重叠积分；式（7）中：F（λ）是 BSA
在波长 λ 处的荧光强度，ε（λ）是花青素在波长 λ 处的

摩尔吸光系数。

在进行非辐射能量转移效率及结合距离的计算

时，J 值是通过实验浓度条件下猝灭剂 ACN 紫外谱

和荧光体 BSA 的荧光谱重叠获得（如图 3 中阴影部

分面积）。根据 Forster 能量转移理论公式可以确定，

K2、N−4、φ 分别取 1.5、1.36、0.15，ACN 与 BSA 间

的能量转移效率 E 为 9.43%，转移效率为 50% 时的

临界距离R0 为 1 nm，ACN 与BSA 的结合距离为 1 nm，

小于 7 nm，说明二者发生了非辐射能量转移[21]。
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图 3    BSA 的荧光光谱与 ACN 的紫外吸收光谱重叠图
Fig.3    Overlapping absorbance spectra of ACN and

fluorescence spectra of BSA
  

2.1.2   同步荧光分析　BSA 分子中的酪氨酸、色氨

酸、苯丙氨酸能产生荧光，但 BSA 的荧光强度主要

取决于色氨酸残基。蛋白质的荧光强度与其氨基酸

残基所处环境的极性密切相关，在蛋白质的同步荧光

光谱中，∆λ=15 nm 表示的是酪氨酸残基的光谱性

质，∆λ=60 nm 表示的是色氨酸残基的光谱性质[6]。

由图 4 可知，随着 ACN 浓度的增加，BSA 荧光强度

均下降，酪氨酸的荧光发射峰的位置红移了 2 nm，色

氨酸的荧光发射峰的位置蓝移了 6  nm，表明

ACN 受到酪氨酸残基的影响作用很小，主要受到色

氨酸残基的影响，则 ACN 与 BSA 的结合位点主要

是色氨酸残基。 

2.1.3   位点竞争分析　朱国飞等[21] 通过研究发现，布

洛芬和华法林的结合位点主要是 site II 和 site I，本
实验分别采用布洛芬和华法林作为位点竞争探针，进

一步确定 ACN 在 BSA 上的结合位点。

由式（2）计算得知，无位点探针时结合常数为

0.13，加入布洛芬后结合常数为 0.084，加入华法林后

结合常数为 0.062。结合图 5 可知，加入华法林后结

合常数降低的幅度比加入布洛芬的大，说明华法林探

针对 ACN 与 BSA 作用的影响效果更强，表明 ACN

与 BSA 结合位点是在 site I。
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图 5    在不同探针下 ACN 与 BSA 相互作用图
Fig.5    Interaction diagram of ACN and BSA under

different probes
 
 

2.2　紫外-可见吸收光谱分析

在小分子与蛋白质相互作用的研究中，紫外-可

见吸收光谱是常用的研究方法。BSA 与不同浓度

的 ACN 作用后的紫外吸收光谱图如图 6 所示。

由图 6 可知，278 nm 处的吸收峰是由 BSA 分

子上的色氨酸和酪氨酸残基的芳杂环 π-π*跃迁引起

 

2.5
a

i

2.0

1.5

1.0

0.5

0
260 280 300 320 340 360 380 400

λ (nm)

Δλ=15 nm

ln
t/

1
0

6
 (

a.
u
.)

8
a

i

6

4

2

0
260 180 300 320 340 360 380 400

ln
t/

1
0

6
 (

a.
u
.)

λ (nm)

Δλ=60 nm

图 4    ACN 与 BSA 相互作用的同步荧光光谱

Fig.4    Synchronous luorescence spectroscopy of the interaction
between CAN and BSA
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的[22−23]，随着 ACN 浓度的增加，BSA 在 278 nm 处

的吸收峰强度降低，同时伴随着微小红移，表明

ACN 的加入使 BSA 的构象发生了变化，进一步证明

了 ACN 和 BSA 的作用类型以静态猝灭为主。
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图 6    BSA 与 ACN 相互作用的紫外-可见吸收光谱
Fig.6    UV-Vis absorption spectra of interaction between

BSA and ACN
  

2.3　圆二色谱分析

为进一步研究 ACN 对 BSA 构象的影响，运用

圆二色谱进行分析，ACN 与 BSA 作用结果如图 7 所示。

由图 7 可知，BSA 分子在 208 和 222 nm 处具

有负峰，这是 α-螺旋结构的特征吸收峰[23]，随着加入

ACN 浓度的升高，这两处的负峰所表示的摩尔椭圆

率降低，表明 ACN 与 BSA 结合破坏了其分子内氢

键[24]，根据仪器自带的 CDNN 计算软件可知，随着

ACN 浓度的增大，α-螺旋含量降低了 3.1%，β-折叠

含量增加了 0.6%，疏水性降低，无规则卷曲含量降低

了 1.0%，推测 ACN 的加入使 BSA 分子的生理结构

发生了改变，所以发生了猝灭现象。
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图 7    ACN 与 BSA 作用的圆二色谱图
Fig.7    Circular dichroic diagram of ACN and BSA

  

2.4　红外光谱分析

红外光谱可以明确提供蛋白质各二级结构含量

的详细数据，因而被广泛应用于蛋白质结构研究。与

蛋白质二级结构密切相关的有酰胺Ⅰ带（1600~

1700 cm−1）和酰胺Ⅱ带（1500~1600 cm−1）[25−27]。酰

胺Ⅰ带主要由 C=O 键伸缩振动引起，而酰胺Ⅱ带由

C-N 的伸缩振动和 N-H 的弯曲振动造成，其中酰胺

Ⅰ带的研究价值更高[28]。

由于 C=O 双键的存在，ACN 与 BSA 中都含有

酰胺Ⅰ带。由图 8 可知，加入 ACN 后，BSA 的酰胺

Ⅰ带由 1636.4 cm−1 蓝移到 1637.3 cm−1，酰胺Ⅱ带改

变不明显。所以随着 ACN 浓度增加，酰胺Ⅰ带的改

变更明显，进一步证明 ACN 与 BSA 发生相互作用

并对 BSA 的二级结构产生了影响。

  

2000 1900 1800 1700
波数 (cm−1)

1600

1636.4

ACN

BSA

透
过

率
 (

%
)

ACN+BSA

1637.3

1638.8

1500 1400 1300 1200

图 8    ACN 对 BSA 红外光谱的影响
Fig.8    Influence of ACN on BSA by infrared spectrum

  

3　结论
本实验在模拟生理环境的情况下，研究 ACN

与 BSA 结合机理及对 BSA 生理功能的影响。结果

表明：ACN 对 BSA 的猝灭类型是静态猝灭，计算得

到的热力学参数说明二者间作用力类型是疏水作用

力，反应过程自发进行。ACN 与 BSA 结合位点数约

为 1，位于 site  I，此位点更接近于色氨酸残基，

ACN 的加入引起 BSA 中酪氨酸残基、色氨酸残基

所处的环境极性增强，从而改变了 BSA 的二级结

构，使 BSA 的功能构象发生变化。本研究为 ACN
在医药、食品及化妆品工业的发展提供了可靠的科

学依据和实际参考价值。然而，本研究仅对 ACN 与

BSA 的作用机理进行了探讨，ACN 的稳定性及吸收

效果还需进一步研究。
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