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柚皮素及其糖苷化合物对燕麦蛋白功能性质
影响及相互作用机制研究

刘武珍1，李　俶1,2，耿　勤1，陈　军1,2，韩嘉龙1，刘成梅1,2，戴涛涛1,2, *

（1.食品科学与资源挖掘全国重点实验室，南昌大学，江西南昌 330047；
2.江西南大国创院食品科技有限公司，江西南昌 330200）

摘　要：为探究柚皮素及其糖苷衍生物（柚皮苷和芸香柚皮苷）对燕麦蛋白的起泡性、乳化性、及界面张力的影响

差异及相互作用机制。本文联合荧光光谱和圆二色谱明晰了燕麦蛋白-黄酮复合体系的相互作用机制及蛋白结构变

化，最后通过分子模拟技术将复合体系的相互作用可视化。结果表明，柚皮素、柚皮苷及芸香柚皮苷显著提升了

燕麦蛋白的起泡、乳化性能，降低了燕麦蛋白的界面张力，且糖苷类黄酮的效果更佳，即柚皮苷>芸香柚皮苷>柚
皮素。荧光及分子模拟结果共同表明三种黄酮与燕麦蛋白主要通过氢键作用和范德华力发生相互作用，常温下，

结合能力大小分别为芸香柚皮苷（11.05×104 L/mol）>柚皮素（6.25×104 L/mol）>柚皮苷（0.23×104 L/mol）。三种

黄酮改变燕麦蛋白的三级结构（荧光光谱红移）、二级结构（α-螺旋降低，β-折叠和无规则卷曲增加）、降低了表

面疏水性，使得燕麦蛋白功能性质提升（起泡、乳化）。本研究可为选择合适的黄酮应用在燕麦蛋白基产品中提

供理论参考。
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Effects of Naringenin and Its Glycosides on Functional Properties
of Oat Protein and Their Interaction Mechanism
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Abstract：To investigate  the  effect  of  naringenin  and  its  glycoside  (naringin  and  narirutin)  on  foaming,  emulsifying  and
interfacial tension of oat protein and their interaction mechanism, in this study, fluorescence spectra and circular dichroism
were used to elucidate the interaction mechanism and protein structure changes of oat  protein-flavonoid complex system.
The  interaction  of  oat  protein-flavonoid  complex  system  was  visualized  by  molecular  simulation  technique.  The  results
showed  that  naringenin,  naringin,  and  narirutin  significantly  improved  the  foaming  and  emulsifying  properties  of  oat
protein, and reduced the interfacial tension of oat protein, and the effect of glucoside flavonoids was better, namely naringin>
narirutin>naringenin.  The results  of  fluorescence and molecular  simulation showed that  the three flavonoids interact  with
oat protein mainly through hydrogen bonding and van der Waals force, and the binding constants at room temperature were
narirutin  (11.05×104  L/mol)>naringenin  (6.25×104  L/mol)>naringin  (0.23×104  L/mol).  The  three  flavonoids  changed  the
tertiary  structure  (fluorescence  spectral  redshift),  secondary  structure  (α-helix  decreased,  β-folding  and  random  curling
increased), and decreased surface hydrophobicity of oat protein, which resulted the and functional properties (foaming and  
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emulsification) of oat protein improved. These results can provide a theoretical reference for selecting suitable flavonoids
for oat protein-based products.

Key words：oat protein；naringenin；flavonoid glycosides；interactions；functional properties

燕麦蛋白被认为是一种优质谷物蛋白，其蛋白

质含量约 15%~20%，显著高于其他大多数谷物，在

食品领域具有巨大的开发潜力[1]。从其组成上看，燕

麦蛋白由 70%~80%的球蛋白、4%~14%的醇溶蛋

白、1%~12%的白蛋白和 10%的谷蛋白组成[2]。燕

麦蛋白具有优越的氨基酸组成，其中赖氨酸和苏氨酸

等必需氨基酸显著高于其他谷物蛋白[3]。此外，燕麦

蛋白具有较高的消化率，其消化率可达 86.58%，可与

大豆蛋白的 87.67%相媲美[4]。然而，天然燕麦蛋白

的功能性质较差，如溶解性、乳化性、起泡性等，在实

际应用过程中具有较大的局限性[5−6]。已有多种改性

技术对燕麦蛋白进行改性，如酶解、糖基化、乙酰

化、琥珀酰化和脱酰胺化等，用于提升其溶解性、乳

化性、起泡性等以扩宽其应用范围[7−10]。然而，这些

方法在食品工业化应用方面均存在一定的局限

性[11]。目前研究发现，采用多酚与蛋白的天然亲和相

互作用来改善蛋白功能性质是一种简单、天然、绿色

的改性技术[12]。

黄酮类化合物是一种多酚类化合物，存在于蔬

菜、水果、坚果等植物性食品中，主要以糖苷的形式

存在，具有抗氧化、抗肿瘤和抗炎以及降低慢性疾病

的风险等多种有益的生理活性功能[13]。随着人们健

康需求的增加，对具有功能性复合食品体系的需求也

随之增加，功能性黄酮与膳食蛋白间相互作用的相关

研究也备受关注。黄酮化合物中的羟基会与蛋白质

的羟基、酰胺基及羧基发生相互作用，使得蛋白-黄酮

复合物结构显示出较强的抗氧化能力。黄酮类化合

物还能增加蛋白质的溶解度，原因是黄酮和蛋白的相

互作用会增强蛋白的表面电荷，通过静电斥力提高体

系的分散能力[14]。黄酮与蛋白的相互作用后还会改

变蛋白质的空间结构，进而影响蛋白质的溶解性[15]。

黄酮-蛋白的相互作用还能降低蛋白的界面吸附能

力、表面疏水性以及改变蛋白的二级结构，进而影响

其乳化和界面性能[16]。然而，缺乏黄酮化合物对燕麦

蛋白功能性质影响的研究，其相互作用机制也尚不

明晰。

柚皮素、柚皮苷和芸香柚皮苷是一类具有黄烷

酮结构的黄酮类化合物，是许多柑橘类水果的抗氧化

成分，主要存在于葡萄柚、橙子、橘子和柠檬中。柚

皮苷和芸香柚皮苷为柚皮素的二糖糖苷化合物，由柚

皮素 A环 7位 C与鼠李糖和葡萄糖连接形成。柚

皮苷由鼠李糖和葡萄糖通过 α-1,2糖苷键连接，而芸

香柚皮苷则由鼠李糖和葡萄糖通过 α-1,6糖苷键连

接[17]。除了结构上的差异外，三种黄酮在一些神经性

疾病上也展现出不同的药理活性[18]。研究表明柚皮

素、柚皮苷和芸香柚皮苷能提升人血清白蛋白的亲

和力，且它们的结构差异对蛋白亲和力起重要作

用[19]。然而，目前关于柚皮素、柚皮苷和芸香柚皮苷

之间的结构差异是否会对蛋白质的结构及功能性质

产生不同影响也尚不清楚。

因此，本研究以燕麦蛋白和柚皮素及柚皮苷、芸

香柚皮苷为代表性研究对象，通过多光谱学和分子对

接模拟技术探究柚皮素的糖苷结构对燕麦蛋白的结

构、起泡、乳化及界面张力等性质的影响，探明其相

互作用机制，以期为黄酮类化合物应用于燕麦蛋白产

品提供理论参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

燕麦蛋白（Oat protein，OPI，蛋白纯度≥80%）　

购自陕西宝禾生物科技有限公司；柚皮素（纯度≥

98%）、柚皮苷 （纯度≥98%）、8-苯胺 -1-萘磺酸

（ANS，纯度≥95%）、十二烷基硫酸钠 （SDS）、
Bradford试剂盒　均购自于中国上海阿拉丁化学试

剂有限公司；芸香柚皮苷（纯度≥98%）　购于上海源

叶生物科技有限公司；其他试剂均为分析级。

U-T1810紫外分光光度计　北京普析通用仪器

有限责任公司；F-7000荧光光谱仪　日本日立公司；

T25-DS25高速分散机　德国 IKA公司；ESr-O界面

流变扩张测量仪　德国 Data  physics公司；MOS-
450圆二色谱仪　法国 Bio-Logic SAS公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   燕麦蛋白和黄酮溶液的制备　称取适量的

OPI溶于超纯水中并将其 pH调节至 8.0，于 95 ℃
下加热搅拌 1 h，冷却后的 OPI溶液在 8000 r/min条

件下离心 20 min，取上清液，调节 pH至 7.0。使用

Bradford试剂盒测定 OPI上清液中蛋白含量，并采

用超纯水稀释其质量浓度至 10 mg/mL，并作为蛋白

母液使用。将柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷分别溶解

在无水乙醇中制备 1 mmol/L黄酮母液，调节 pH至

7.0。后续试验过程中分别采用超纯水和无水乙醇稀

释 OPI和三种黄酮母液至测试所需浓度。 

1.2.2   起泡性的测定　使用高速分散机在 12000 r/
min条件下剪切 OPI和 OPI-黄酮复合物（OPI质量

浓度为 5 mg/mL）120 s生成泡沫。观察并记录初始

气泡（V0）的体积，静置 10 min后，再次记录气泡体积

（V10）
[20]。采用公式（1）和（2）计算起泡能力和泡沫稳

定性。

起泡能力(%) =
V0 −VF

VF

×100 式（1）

泡沫稳定性(%) =
V10

V0

×100 式（2）
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式中，VF 为剪切前的溶液体积，V0 为剪切后的

初始泡沫体积，V10 为 10 min后的泡沫体积。 

1.2.3   乳化特性测定　将 OPI和 OPI-黄酮复合物溶

液（OPI质量浓度为 5.0 mg/mL）与大豆油按体积比

16:4混合，采用高速分散机在 12000 r/min下混合

60 s形成乳液。使用 0.1%质量分数 SDS，按体积

比 1:100稀释获得的乳液，采用紫外分光光度计，在

500 nm处测定乳液在 0 min和 10 min时的紫外吸

收。采用公式（3）和（4）计算得燕麦蛋白乳化活性和

乳化稳定性[21]。

乳化活性(m2/g) = 2×2.303×A0×DF
10000×(1−φ)×L×C 式（3）

乳化稳定性(%) =
A10

A0
×100 式（4）

式中，DF为稀释比（100）；C为蛋白质质量浓度

（mg/mL）；L为光程长度（1 cm），φ 为油的体积百分

比（0.25）；A0 和 A10 为剪切后 0 min和 10 min时的

吸光值。 

1.2.4   界面张力测定　采用悬滴法分析三种黄酮

（0.10 mg/mL）对 OPI（0.30 mg/mL）在油水界面的吸

附影响[22]。采用界面流变扩张测量仪测定 OPI和
OPI-黄酮复合物在油-水界面上的吸附。具体操作如

下：将连接到电动注射控制单元的不锈钢针（外径

1.65 mm，内径 1.19 mm）插入到含有大豆油（0.8719 g/
cm3）的矩形玻璃皿中，然后通过电动控制单元的注

射器注射 OPI或 OPI-黄酮复合物溶液。在针尖处形

成 14 μL液滴后，使用不锈钢针在水-油界面处吸附

120 min。通过 CCD摄像机系统连续记录和数字化

液滴的图像。通过图像处理软件 SCA20和 Young-
Laplace方程（5）和（6）获取和计算界面张力：

界面张力(mN/m) =
∆ρ ·g

C
式（5）

1
x ·

d
dx

(x · sinθ) =
2
b −C ·Z 式（6）

式中，Δρ 表示两相之间的密度差（g/cm3）；g表

示重力加速度（N/kg）；C表示毛细管常数；b表示液

滴固定点 P的曲率半径（cm）；x和 Z分别表示液滴

外部轮廓的平面上任何点的垂直和水平坐标；θ 表示

任意点的接触角（°）。 

1.2.5   荧光光谱测定　蛋白的自猝灭效应[23] 和配体

的内滤效应[24] 会影响荧光实验的准确性，因此需要

选择合适的蛋白和黄酮浓度来进行荧光实验。采用

紫外-可见光谱仪扫描柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷

在 200~400 nm处的紫外光谱。通过三种黄酮的紫

外吸收情况选择合适的黄酮浓度，尽可能地降低甚至

避免三种黄酮在后续荧光实验中产生的内滤效应。

具体操作如下：将 0.1 mL不同浓度黄酮（0.10、0.15、
0.20、0.25、0.30 mmol/L）加入到 3 mL的超纯水中，

充分复合后扫描其紫外光谱，评估黄酮配体的内滤效

应。采用荧光光谱仪扫描不同质量浓度的 OPI溶液

（0.10、0.15、0.20、0.25、0.30、0.35、0.40、0.45 mg/
mL）在 280 nm激发波长处的荧光强度，通过浓度与

荧光强度的线性关系选择合适的 OPI浓度。

向 3 mL优选浓度的 OPI溶液中添加不同浓度

的黄酮，随后扫描 OPI的内源荧光光谱。激发波长

固定在 280 nm，收集发射波长为 295~500 nm的荧

光光谱，激发和发射狭缝宽度均为 2.5 nm。分别于

298、304和 310 K的温度条件下收集 OPI-黄酮复合

物和 OPI的荧光光谱信息[25]。根据 Stern-Volmer方
程（7）判断 OPI与黄酮的荧光猝灭机制，再根据双对

数方程（8）计算 OPI与黄酮的结合常数（Ka）与结合

位点数（n）。

F0 −Fc

Fc
=Kqτ0[Q] = KSV[Q] 式（7）

lgF0 −Fc

Fc
=lgKa+nlg[Q] 式（8）

式中，F0 和 Fc 分别为 OPI和黄酮-OPI的荧光

强 度 ； [Q]为 黄 酮 浓 度 （ μmol/L） ； KSV 是 Stern-
Volmer猝灭常数；Kq （KSV/τ0）为生物分子猝灭速率

常数；τ0（10
−8 s）为无猝灭剂时荧光团的平均寿命。

通过热力学参数确定 OPI与三种黄酮的相互作

用驱动力，由 Van’t Hoff方程（9）和方程（10）计算二

者结合的焓变（ΔH）、熵变（ΔS）和吉布斯自由能变

（ΔG）。

ln Ka = -ΔHRT +
ΔS
R 式（9）

ΔG = ΔH−TΔS 式（10）
式中，Ka为对应温度下的结合常数；T、R分别

为实验温度（298、304、310 K）和气体常数（8.314 J·
mol−1·K−1）。 

1.2.6   圆二色谱测定　采用圆二色谱仪在 190~
240  nm范围内测定三种黄酮 （ 2.46  μmol/L）对

OPI（0.30 mg/mL）的圆二色谱吸收影响。根据获得

的圆二色谱吸收信息，利用 CONTIN程序计算

OPI和 OPI-黄酮复合物的 α-螺旋、β-折叠、β-转角和

无规则卷曲的含量[26]。 

1.2.7   表面疏水性测定　向 3 mL 0.30 mg/mL OPI溶
液中加入 16 μL 8 mmol/L的 ANS，然后在 OPI-ANS
溶液中逐渐加入 10 μL相应的黄酮（0.15 mmol/L）溶
液，逐次添加 10次。扣除黄酮对应的背景荧光，通

过 ANS-OPI的荧光强度变化表征 OPI的表面疏水

性。设置的实验参数分别为：激发波长为 380 nm，温

度为 298 K，激发和发射狭缝宽度分别为 5.0 nm和

2.5 nm，收集波长范围为 400~600 nm的 ANS荧光

光谱[27]。 

1.2.8   燕麦蛋白同源模型构建及分子对接模拟　由

于目前 OPI的三维结构尚未被解析，采用同源建模

方法构建 OPI的三维结构。12S球蛋白（GI号：
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134918）是 OPI的主成分蛋白[28]，因此，在本研究中

将 12S球蛋白作为模型构建燕麦蛋白主要 3D模

型。12S球蛋白是分子量为 320 kDa的六聚体，由

54 kDa的亚基组成，每个亚基通过二硫键连接的酸

性亚基（32 kDa）和碱性亚基（22 kDa）组成[29]。利用

BLAST局部搜索算法对国家生物技术信息中心数

据库（NCBI）进行搜索比对，寻找与 OPI具有最高同

源性的蛋白（PDB：5WPW）。从 NCBI数据库中获

得 OPI（GI：134918）和模板（5WPW）的一级结构。

燕麦蛋白 3D结构的同源模型由 Discovery Studio

（DS）2019软件构建，并通过 Ramachandran plot图、

Profile-3D评分、X-ray进行模型质量评估。利用

DS中 CDOCKER对接算法分析黄酮与 OPI的结合

机制。从 PubChem数据库获取三种黄酮分子的

3D结构：柚皮素（CID：932），柚皮苷（CID：442428），

芸香柚皮苷（CID：442431）。将同源模型导入到

DS中并进行能量最低优化，黄酮分子结构导入

ChemBioOffice 2020软件中进行能量最低优化。优

化后的黄酮结构导入 DS中，将蛋白定义为受体、黄

酮定义为配体，并对二者赋予 CHARMm力场，最后

进行分子对接，具体对接参数参考 Dai等[26] 的研究，

通过对比对接后模型的能量，优选最佳的对接构象，

对最佳对接构象进行蛋白-黄酮相互作用的可视化。 

1.3　数据处理

每组样品重复测定三次，结果以均值±标准差表

示，使用 SPSS 25.0软件分析数据的显著性，P<0.05
为显著水平，在图中用不同字母表示样品间存在显著

性差异；通过 Origin 2022软件绘图。 

2　结果与分析 

2.1　3种黄酮对燕麦蛋白的起泡与乳化性能影响

蛋白质具有双亲性，可以快速吸附到空气/水界

面，降低表面张力，并在气泡周围形成粘弹性界面膜，
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图 1    柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷对燕麦蛋白起泡和乳化性能的影响

Fig.1    Effect of foaming and emulsifying properties of OPI with naringenin, naringin, and narirutin
注：图中不同字母表示差异显著 P<0.05；图 6同。
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支持泡沫的形成和稳定[30]，蛋白质的起泡能力对创制

新型功能食品具有重要意义。图 1A~1C显示了三

种黄酮对 OPI起泡性能的影响。由图 1A可知，

OPI的起泡性能力为 52.2%，当添加质量浓度为

0.05、0.10和 0.20 mg/mL的柚皮素后，起泡能力分

别提高到了 58.3%、70.0%和 63.3%。这说明柚皮

素能提升 OPI的起泡性，但柚皮素浓度达到一定阈

值后，OPI起泡性会被抑制。由图 1B可知，柚皮苷

也提高了 OPI的起泡能力，添加相应浓度的柚皮苷

后，OPI的起泡性能分别提高到了 73.3%、66.7%和

101.7%，起泡性随柚皮苷浓度出现了不规律波动。

这说明黄酮物质对蛋白质的起泡性的影响是多样性，

与具体的反应体系相关。曹艳芸[31] 也发现了乳清蛋

白-表儿茶素没食子酸（EGCG）体系的起泡性随 EGCG
浓度变化出现了类似的不规律变化。由图 1C可知，

高浓度（0.20 mg/mL）的芸香柚皮苷对 OPI的起泡能

力（53.3%）没有显著影响（P>0.05），但在低浓度

（0.05  mg/mL）时对 OPI的起泡能力有显著提高

（105%）。以上结果表明三种黄酮能对泡沫特性起改

善作用，改善效果则可能与黄酮的浓度及结构相关。

总体而言，三种黄酮对起泡特性的效果为：柚皮苷>
芸香柚皮苷>柚皮素，糖苷类黄酮改善效果更佳。

OPI起泡性能的改善可能归因于三种黄酮诱导展开

了部分蛋白质的空间结构[32]，增强了蛋白结构的柔韧

性，这使得蛋白更容易被吸附到空气-水界面上。此

外，添加相应浓度的黄酮后，蛋白质泡沫稳定性的变

化趋势与泡沫特性不同。两种糖苷化合物（柚皮苷、

芸香柚皮苷）在 0.05 mg/mL添加量时对 OPI的泡沫

稳定性有提升作用，而苷元柚皮素则在 0.10 mg/mL
添加量时能提升 OPI的泡沫稳定性。但当三种黄酮

含量增加到一定阈值（0.20 mg/mL）时，其泡沫稳定

性的改善作用均受到抑制。稳定性的提升可能是由

于三种黄酮与 OPI相互作用改变了 OPI的界面特

性，形成更稳定的界面膜[33]。这些可能的结构变化对

燕麦蛋白起泡性的影响在后续小节展开讨论。

乳化剂的制造、蛋白乳饮料等食品的制备主要

依赖于蛋白的乳化能力。蛋白可以通过快速扩散到

油水界面，降低界面张力，达到稳定效果[22]。食品蛋

白质的乳化能力通常可用乳化活性指数和乳化稳定

性指数来表征。由图 1D~1F可知，在 0.10 mg/mL
黄酮添加量时的 OPI的乳化活性达到最佳：OPI-柚
皮苷（12.58 m2/g）>OPI-芸香柚皮苷（12.11 m2/g）>
OPI-柚皮素（10.69 m2/g）>OPI（9.35 m2/g）。OPI-黄
酮复合物的乳化活性显著高于 OPI（P<0.05），这可能

是黄酮与蛋白的相互作用增加了蛋白结构的柔性，形

成了更为稳定的界面膜，从而提升了蛋白的乳化活

性[34]。OPI-黄酮复合物的乳化稳定性也明显优于

OPI。乳化稳定性的提高可能是黄酮导致乳状液中

吸附在油滴表面的蛋白质亲水性增强，油滴在水相中

分布更稳定，难聚集成大颗粒，从而提高了乳液的稳

定性[35]。 

2.2　3种黄酮对燕麦蛋白的界面张力影响

图 2展示了 OPI和 OPI-黄酮复合物在油水界

面的界面张力随时间的变化。OPI的界面张力随着

时间的增加逐渐下降并趋于稳定，7200 s后，OPI溶
液的界面张力为 20.38 mN/m。加入柚皮素、柚皮

苷、芸香柚皮苷后，OPI的界面张力分别降至 18.49、
14.38和 18.30 mN/m。这一结果可能是黄酮-蛋白复

合物的形成导致燕麦蛋白构象发生变化，降低了蛋白

质的表面疏水性，提高了油水界面的吸附速度和吸附

容量[36]。蛋白-黄酮间的相互作用可能抑制了蛋白的

聚集，乳液表面张力降低，最终导致乳化活性和乳化

稳定性升高。三种黄酮对 OPI的界面张力有不同的

影响，柚皮苷的影响最大，这一结果趋势与乳化能力

结果一致。
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Fig.2    Impacts of naringenin, naringin, and narirutin
on interfacial tension of OPI

  

2.3　燕麦蛋白和 3种黄酮荧光浓度优化

内滤效应包括配体小分子的内滤效应和蛋白质

自身的内滤效应（自猝灭效应）。在高浓度的蛋白溶

液中，激发光束被样品衰减导致荧光强度下降，这种

衰减称为内滤效应[37]。内滤效应是荧光测量中常见

的问题，可能会导致荧光光谱失真和光谱信号丢失，

因此在测量过程中需消除或避免内滤效应。避免蛋

白自身内滤效应最好的方法是测定不同浓度下的蛋

白荧光强度，采用的蛋白浓度在浓度的线性区间内。

如图 3A所示，OPI的荧光强度在 0.10~0.30 mg/mL
浓度内有良好的线性关系（R2=0.9997）。因此，选用

0.30 mg/mL的 OPI进行荧光实验。在荧光实验中，

OPI会受到激发而发射荧光，因此在测定黄酮对

OPI的荧光影响时，也可能产生巨大的内滤效应。在

荧光测定实验中，可通过校正方程和控制黄酮的浓度

来消除或避免黄酮引起的内滤效应。虽然有许多荧

光内滤效应可以采用校正方程，但都是有许多前提条

件，最好控制荧光内滤效应的方法是最小化其影响，

如控制配体在激发波长和发射波长处其吸收低于

0.1 cm−1[38]。如图 3B~3D所示，浓度为 4.84 μmol/L
的柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷在 280 nm激发波长

处的紫外吸收相当小，分别为 0.0635、00934、0.0671，
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且最大发射波长 340 nm处的吸收几乎没有。非常

微弱的紫外吸收对荧光猝灭数据的影响可以忽略不

计 [24]。因此，实验荧光使用的三种黄酮浓度为

4.84 μmol/L。 

2.4　3种黄酮对燕麦蛋白的荧光光谱影响

荧光分析可以提供关于蛋白质和小分子之间相

互作用的关键信息，因为蛋白质的内源荧光对微环境

的变化非常敏感[37]。图 4A1~C3为 OPI-黄酮复合物

在不同温度下的荧光光谱，OPI经 280 nm激发后，

在约 340 nm处出现最大发射峰，加入三种黄酮后，

OPI的最大发射峰发生红移。此外 OPI的最大荧光

强度也随着黄酮浓度的增加逐渐降低，这表明柚皮

素、柚皮苷和芸香柚皮苷可以猝灭 OPI的内源荧

光。三种黄酮对 OPI的内源荧光的猝灭能力不同，

在 298 K和最大荧光浓度（4.839 μmol/L）条件下，三

种黄酮的荧光猝灭效果为柚皮素（29.30%）>柚皮苷

（28.61%）>芸香柚皮苷（27.57%）。这表明黄酮的结

构差异会影响黄酮的荧光猝灭能力。Cao等[39] 也观

察到黄酮猝灭蛋白质荧光的能力与其结构有关。 

2.5　3种黄酮与燕麦蛋白的猝灭机制及结合参数

荧光猝灭机制主要分为动态猝灭、静态猝灭以

及内滤效应三种[40]。内滤效应已在上述实验中排除，

采用 Stern-Volmer方程确定三种黄酮与 OPI的荧光

猝灭机制。图 5A1~A3描述了三种黄酮在不同温度

下与 OPI相互作用的 Stern-Volmer曲线及猝灭常数

（Ksv）。三种黄酮的 Stern-Volmer方程均具有良好

的线性关系，说明三种黄酮与 OPI的猝灭机制为动

态或静态机制中的一种。柚皮素和柚皮苷的 Ksv
值随着温度的升高而降低，而芸香柚皮苷的 Ksv值

则随着温度的升高而升高。Ksv降低可能是温度高

时，形成复合物不稳定所导致的。如表 1所示，在

298 K时，OPI-柚皮素 -复合体系的猝灭速率 Kq
（KSV/τ0）值为 9.26×1012 L/mol/s，OPI-柚皮苷复合体

系为 8.52×1012 L/mol/s，OPI-芸香柚皮苷复合体系

为 7.57×1012 L/mol/s。这些数值均显著大于生物大

分子的最大碰撞猝灭常数（2×1010 L/mol/s），说明三

种黄酮的猝灭机制都是静态猝灭[41]。

在静态猝灭的前提下，常通过双对数方程来计

算结合常数（Ka）和结合位点数（n）。如图 5B1~
B3所示，在 298、304、310 K温度下，三种黄酮与

OPI的双对数方 B程线性拟合良好。OPI与柚皮素

和芸香柚皮苷的 Ka随温度升高而降低，而 OPI与柚

皮苷的 Ka则随温度升高而增加。在 298 K时，从三

种黄酮-OPI复合物的 Ka可以得出 OPI与三种黄酮

的结合能力的强弱关系：OPI-芸香柚皮苷>OPI-柚皮

素>OPI-柚皮苷。就柚皮苷而言，虽然与芸香柚皮苷

一样含有许多羟基，但其 Ka却显著小于芸香柚皮苷

（P<0.05），这可能与它们连接的糖基片段类型有

关[42]。如图 5C1~C3，OPI与柚皮素、柚皮苷、芸香

柚皮苷相互作用的  Van’t Hoff  方程分别为  Y=
10814.53X−25.21（R2=0.9897）、Y=−19488.09X+73.14
（R2=0.9994）、Y=15622.08X−40.76（R2=0.9921），热
力学参数 ΔH和 ΔS可由方程的斜率和截距计算得

出。蛋白质和小分子的结合常涉及一些非共价键作

用力，如氢键、疏水相互作用、范德华力、静电相互

作用力。ΔH和 ΔS的大小和正负特性决定了蛋白-
配体质复合物的结合方式以及作用在配体和蛋白质
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图 3    不同浓度燕麦蛋白的荧光强度及不同浓度黄酮
的紫外光谱

Fig.3    Fluorescence intensity of OPI at different concentrations
and UV spectra of flavonoids at different concentrations

注：a~e分别表示三种黄酮的浓度为 3.23、4.84、6.45、8.06、
9.68 μmol/L。
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图 4    不同浓度柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷对燕麦蛋白的荧光猝灭

Fig.4    Fluorescence quenching of OPI at different concentrations of naringenin, naringin, and narirutin
注：a~k分别表示三种黄酮的浓度为 0、0.498、0.993、1.485、1.974、2.459、2.941、3.420、3.896、4.369、4.839 μmol/L。
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图 5    燕麦蛋白-黄酮化合物在 298、304和 310 K温度下的 Stern-Volmer拟合、静态猝灭方程的拟合和 Van't Hoff方程拟合

Fig.5    Stern-Volmer fitting, static quenching equation fitting and Van't Hoff equation fitting at 298, 304 and 310 K for OPI
and flavonoids

注：A1~C1：柚皮素；A2~C2：柚皮苷；A3~C3：芸香柚皮苷。
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上的主要作用力类型。通常，当 ΔH<0，ΔS<0时，氢

键相互作用和范德华力占主导地位；当 ΔH>0、
ΔS>0时，疏水相互作用是关键驱动力；当 ΔH<0，
ΔS>0时，静电相互作用为主要作用力[43]。如表 1所

示，ΔG为负值表明 OPI-黄酮复合物的形成为自发结

合过程，ΔH、ΔS为负值说明三种黄酮与 OPI形成复

合物的形成是由焓驱动的，且氢键和范德华力是关键

驱动力[44]。三种复合物的 n值都大致约为 1，说明

OPI与三种黄酮以 1:1的摩尔比例形成复合物。 

2.6　3种黄酮对燕麦蛋白的二级结构影响

圆二色谱主要反映蛋白质二级结构的变化。如

图 6A，OPI的圆二色谱在 216 nm附近出现一个负

椭圆峰，这是二级结构 β-折叠的特征峰。当与柚皮

素、柚皮苷、芸香柚皮苷结合后，负峰强度逐渐减小，

说明三种黄酮的加入影响了 OPI的二级结构。如图

6B，OPI的初始二级结构相对含量为 18.8%的 α-螺
旋，27.6%的 β-折叠，21.6%的 β-转角，32.1%的无

规则卷曲。当与柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷结合

后，OPI的 α-螺旋相对含量分别从 18.8%下降到

9.7%、10.9%和 13.2%，β-折叠相对含量则分别从

27.6%增加到 36.2%、29.7%和 30.5%，而 β-转角相

对含量变化不显著。柚皮素对 OPI的无规卷曲相对

含量影响不显著，而与其糖苷化合物（柚皮苷、芸香

柚皮苷）结合后，无规卷曲相对含量则从 32.1%增至

到 34.3%和 35.6%。以上变化说明三种黄酮改变了

OPI的二级结构，且对 OPI结构的影响程度与黄酮

的结构差异有关。推测这些变化可能是由于 OPI与
三种黄酮的相互作用导致蛋白质多肽链的展开并重

排，并破坏了维持 OPI二级结构的氢键，从而使 OPI
的结构变得更疏松[45]。这些燕麦蛋白二级结构的变

化可能是导致其功能性质（乳化性、起泡性）增强的

重要原因，正如结果与分析中的 2.1所示。 

2.7　3种黄酮对燕麦蛋白的表面疏水性影响

蛋白质的表面疏水性与其界面特性密切相关。

如图 7A~C所示，OPI的表面疏水性随着黄酮浓度的

增加而逐渐降低。这可能是黄酮分子与 OPI表面的

疏水性基团结合，从而阻止 ANS与 OPI的疏水性表

面结合，ANS和 OPI的结合位点减少，疏水性降

低[46]。另外一种可能是黄酮的复合改变了 OPI的结

构，从而改变了 OPI表面疏水氨基酸残基的分

布[47]。Meng等[48] 发现，黄酮结构上的羰基、羟基等

极性基团可以结合在鹰嘴豆蛋白上，使二者结合后蛋

白结构发生变化，增强了其表面亲水性。这些燕麦蛋

白表面疏水性的降低可能也是导致其功能性质（乳化

性、起泡性）增强的重要原因，正如结果与分析中的

2.1所示。 

 

表 1    不同温度下燕麦蛋白与三种黄酮反应的荧光猝灭常数及热力学参数

Table 1    Fluorescence quenching constants and thermodynamic parameters of OPI reaction with three flavonoids
at different temperatures

样品 T（K） Ksv（10
4 L/mol） Kq（10

12 L/mol/s） Ka（104 L/mol） n ΔH（kJ/mol） ΔS（J/mol） ΔG（kJ/mol）

298 9.26±0.002b 9.26±0.002b 6.25±0.02b 0.97±0.03 −27.36
OPI-柚皮素 304 8.26±0.01e 8.26±0.01e 3.53±0.01d 0.93±0.02 −25.19±9.16 −209.46±30.14 −26.46

310 7.02±0.001h 7.02±0.001h 1.53±0.01f 0.88±0.02 −24.83
298 8.52±0.002d 8.52±0.002d 0.23±0.01i 0.71±0.02 −19.22

OPI-柚皮苷 304 8.27±0.001e 8.27±0.001e 0.81±0.02h 0.82±0.03 −162.02±3.85 −608.06±12.65 −22.74
310 8.02±0.09f 8.02±0.09f 2.94±0.01e 0.92±0.02 −26.52
298 7.57±0.08g 7.57±0.08g 11.05±0.01a 1.03±0.02 −28.77

OPI-芸香柚皮苷 304 9.01±0.002c 9.01±0.002c 4.59±0.02c 0.95±0.04 −129.88±11.57 −338.87±38.08 −27.13
310 9.67±0.002a 9.67±0.002a 1.45±0.01fg 0.85±0.02 −24.70

注：T代表温度；Ksv、Kq、Ka、n分别代表荧光猝灭常数、猝灭速率、结合常数及结合位点数；ΔH、ΔS和ΔG则分别代表焓变、熵变和吉布斯自由能变；不同
小写字母表示同一列中Ksv、Kq和Ka的值有显著差异（P<0.05）。
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Fig.6    Effects of naringenin, naringin, and narirutin on the
circular dichroism and secondary structure content of OPI
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2.8　燕麦蛋白同源模型质量评估及分子对接模拟

蛋白质结构预测需要模型质量估计，模型的正

确性决定了它在实际场景中的实用程度。图 8A为

OPI（GI号：134918）与同源模板 5WPW的氨基酸序

列比对，二者序列相似性为 47%、序列一致性为

51.3%。蛋白三维结构往往比较保守，当与模板同源

性达到 40%时，可以利用模板文件构建蛋白的三维

结构[49]，构建的 3D结构如图 8B所示。X-ray数据

显示同源模型中有 96.5%的氨基酸处于合适的位

置，绝大多数氨基酸序列是正确的，这表明所建立的

模型是可信的。Ramachandran plot是蛋白质或肽空

间结构中肽键内 α 碳原子和羰基碳原子间的键的旋

转度（psi）对 α 碳原子和氮原子之间键的旋转度（phi）

的作图，主要用来指明蛋白质或肽类中氨基酸残基

的允许和不允许的构象[50]，可用于表征同源建模结果

的合理性。如图 8C所示，同源模型的绝大部分氨基

酸（绿色）位于蓝色圈内，说明模型是合理的。Profi-

le-3D主要用于评估所构建的同源模型蛋白的 3D结

构与氨基酸序列的兼容性，其分析的重点是氨基酸

侧链构象的合理性[51]。如图 8D所示，同源模型的氨

基酸 Profile-3D评分结果显示，绝大多数氨基酸

（89.1%）得分大于 0.1，说明所建立的同源模型是可

信的。综上所述，构建的 OPI的 3D结构可用于分子

对接模拟。

分子对接可以可视化 OPI与三种黄酮类化合物

之间的相互作用。根据 CDOCKER模拟程序，具有
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图 7    柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷对燕麦蛋白表面疏水性的影响

Fig.7    Effects of naringenin, naringin, and narirutin on the surface hydrophobicity of OPI
注：a~k分别表示三种黄酮的浓度为 0、0.496、0.988、1.477、1.963、2.446、2.926、3.402、3.876、4.346、4.814 μmol/L。
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图 8    燕麦蛋白同源模型的构建与质量评估

Fig.8    Construction and quality evaluation of OPI homologous model
注：A：目标蛋白氨基酸序列（OPI）和模板蛋白序列（5WPW）的比对；B：同源模型推导的 OPI空间结构图；C：OPI的拉式分析图；
D：OPI结构 Profile -3D的评分。

第  46 卷  第  3 期 刘武珍 ，等： 柚皮素及其糖苷化合物对燕麦蛋白功能性质影响及相互作用机制研究 · 79 · 



最低能量分数的构型与最稳定的分子构象相关。因

此，本研究选取具有最低 CDOCKER能和 CDOC-
KER相互作用能的 OPI-黄酮复合物最佳构象来进

一步分析蛋白-黄酮相互作用。三种黄酮与 OPI对
接后的结合位置、相互作用氨基酸和作用力如图

9A~C所示。根据能量最低原则，OPI-柚皮素、OPI-
柚皮苷、OPI-芸香柚皮苷最低 CDOCKER能分别

为−29.06、−6.87、−5.63  kcal/mol，最低 CDOCKER
相互作用能分别−31.82、−63.81、−66.53 kcal/mol。
这说明三种黄酮的构象与 OPI具有最高的结合可能

性。蛋白质氢键的三维、表面、二维相互作用为黄酮

与蛋白质的结合提供了更加直观的可视化效果。对

二维相互作用原理图的分析如下：

如图 9A所示，柚皮素与 OPI之间主导的作用

力是氢键和范德华力。OPI的 Glu 230与柚皮素

B环上的 4′-羟基发生氢键相互作用，作用距离为

2.46 Å。OPI的 Ile 49与柚皮素 A环上的羰基通过

疏水作用相连，作用距离为 4.27 Å。柚皮素还通过

范德华力与 OPI的多个氨基酸作用，如 Leu 135、
Val  100、Tyr  28、Gln  237、Phe  133、Thr  234、Asn
30、Leu 126、Gly 231、Gln 235、Tyr 236、Phe 153、
Phe 150。

如图 9B所示，柚皮苷与 OPI的相互作用结果

显示，氢键是二者相互作用的主要驱动力。OPI的
Gly 231与柚皮苷葡萄糖吡喃基环上的羟基发生氢

键相互作用，Gln 237和 Gly 98则分别与柚皮苷鼠李

糖吡喃基环上的羟基通过氢键相互作用。OPI的

Phe 133、Ile 149和 Try 236与柚皮苷 A环上的羰基

通过 Pi-Pi堆叠疏水作用力相连，Try 236与柚皮苷

B环上的羰基通过 Pi-烷基疏水作用力相连。Leu
126、Glu 230、Asn 30、Val 97、Pro 49、Ser 238、Ile
99、Gln 235、Leu 158、Phe 150、Phe 153、Leu 135、
Tyr 28、Val 100、Thy 234、Ser 233等氨基酸残基则

通过范德华力与柚皮苷相互作用。

如图 9C所示，芸香柚皮苷与 OPI之间的主要

相互作用力也是氢键。OPI的 Asn 30和 Glu 230与

芸香柚皮苷鼠李糖吡喃基环上的羟基发生氢键相互

作用，OPI的 Gly 98与芸香柚皮苷的葡萄糖吡喃基

环上的羟基通过氢键作用。OPI的 Ile 149与芸香柚

皮苷 A环上的羰基通过 Pi-烷基疏水相互作用相

连。综上，OPI与三种黄酮之间存在不同的作用力

（氢键、疏水相互作用、范德华力等），但 OPI与三种

黄酮的相互作用力都以氢键和范德华力为主，这与荧

光热力学结果一致。 

3　结论
本研究通过多种光谱学联合分子模拟技术对比

研究了三种结构相似的代表性黄酮（柚皮素、柚皮苷

及芸香柚皮苷）与燕麦蛋白的相互作用机理，并探讨

了三种黄酮的结构差异对燕麦蛋白的乳化、起泡、界

面及结构性质的影响。结果表明，柚皮素、柚皮苷及

芸香柚皮苷与蛋白结合后，显著提升了燕麦蛋白的起

泡、乳化性能，降低了燕麦蛋白的界面张力，且糖苷

类黄酮的效果更佳，即柚皮苷>芸香柚皮苷>柚皮

素。荧光及分子模拟结果共同表明三种黄酮与燕麦
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图 9    燕麦蛋白与柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮苷的相互作用模式及键能

Fig.9    Interaction mode and bonding energy of OPI with naringenin, naringin, and narirutin
注：氨基酸残基的颜色是根据二维相互作用模式中的作用力绘制的。
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蛋白主要通过氢键作用和范德华力发生相互作用，且

常温下结合能力大小分别为芸香柚皮苷（11.05×
104 L/mol）>柚皮素（6.25×104 L/mol）>柚皮苷（0.23×
104 L/mol）。三种黄酮与燕麦蛋白的结合显著改变

蛋白的三级结构、二级结构（α-螺旋降低，β-折叠和无

规则卷曲增加）、降低了表面疏水性。本研究对燕麦

蛋白和黄酮化合物的利用具有实际意义，并为燕麦蛋

白的功能性质改善提供了理论基础。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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