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摘  要：铁蛋白与原花青素广泛存在于植物组织中，研究二者的相互作用对于认识食品多组分复杂体系具有重要的

意义．本文以分离纯化的脱铁红小豆铁蛋白(apo adzuki bean seed ferritin，aASF)和葡萄籽中提取的原花青素(grape 

seed proanthocyanidins，GSP)作为研究对象，采用荧光光谱法、动态光散射以及透射电子显微镜等方法，研究 GSP 诱导

的 aASF 聚合作用，并对其作用机理进行了初步探讨．结果表明：GSP 能与 aASF 结合并显著淬灭 aASF 的内源荧光；

GSP 能够诱导 aASF 发生聚合，并且随着 GSP 加入量的增多，其铁蛋白荧光淬灭和聚合程度也显著增强；透射电镜结

果显示形成的 GSP-aASF 复合物呈现多聚物形态．另外，抗氧化分析结果表明，相较于 GSP，GSP-aASF 复合物的抗氧

化能力显著降低，但保留了 70%,以上的抗氧化能力．该研究成果对进一步研究 GSP 与 aASF 相互作用形成复合物的

理化特性及在食品中的应用提供了参考． 
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Properties of Apo Adzuki Been Seed Ferritin Association Induced  

by Proanthocyanidins 
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Abstract：Ferritin and proanthocyanidins are widely distributed in plant tissues，and the interaction between ferritin and

proanthocyanidin is of great significance for understanding the food multicomponent system．Purified apo adzuki bean seed 

ferritin(aASF)and grape seed proanthocyanidins(GSP)were taken as the research materials．The association of aASF in-

duced by GSP was investigated using fluorescence spectrum ，dynamic light scattering and transmission electron 

microscopy，etc．The mechanism of interaction between GSP and aASF was also studied．Results suggested that the presence 

of GSP can lead to the quenching of aASF fluorescence and the association of aASF molecules．Furthermore，with the in-

crease of GSP concentration，the fluorescence quenching and aggregation degree were enhanced．Transmission electron mi-

croscopy showed that the aASF became aggregated when GSP was added．In addition，antioxidant analysis showed that，

compared with GSP，the antioxidizing capacity of GSP-aASF compounds significantly decreased．These findings are benefi-

cial for the further usage of GSP-aASF complex in food industry. 
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原花青素是一类广泛存在于自然界中的聚多酚

类混合物，由黄烷–3–醇或黄烷–3，4–二醇聚合而成，

属于生物黄酮类化合物，可从许多植物如葡萄、可

可、苹果、山楂、花旗松、野生刺葵等提取得到，主要

存在于核、皮或种籽中．多数来源的原花青素含量都

比较低，相比之下，葡萄(籽和皮)中原花青素的含量
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较高，近年来得到了比较深入的关注和研究[1–2]．葡

萄籽原花青素具有多方面的生理活性：有很强的抗氧

化和消除自由基作用，在体内其抗氧化、清除自由基

的能力是维生素 E 的 50 倍、维生素 C 的 20 倍，是目

前发现最强效的氧自由基消除剂和脂质过氧化抑制

剂之一[1]；葡萄籽原花青素还具有抗炎、心血管保护、

降血脂、抗肿瘤等功能，因此被广泛应用于食品、药

品、保健品、化妆品等领域[3–5]． 

铁蛋白是广泛存在于细菌、动物和植物体内的一

种贮铁关键蛋白质[6]．基于铁蛋白具有铁储存及调节

体内铁平衡的功能，它能够将机体内的铁保持在可

溶、无毒且生物可利用的形式，在食品、药品、保健品

方面具有广泛的应用前景[7]． 

荧光光谱法分析可以利用蛋白质内源荧光对其

进行定量分析或结构研究[8]．铁蛋白独特的四重轴通

道 Trp 氨基酸分布特点为探索食源小分子与铁蛋白

的相互作用提供了很好的基础，铁蛋白构象的改变、

铁蛋白与底物的结合都会引起内源性荧光生色基团

局部环境的改变，从而引起荧光性质的变化[9]．食品

是多组分混合体系，葡萄籽原花青素作为一种多酚类

活性物质，其是否可以与大豆铁蛋白进行结合，其结

合方式如何，原花青素与铁蛋白相互作用对铁蛋白的

结构、形态、聚合性质以及对原花青素活性的影响都

是值得研究的课题． 

本研究采用荧光光谱法、动态光散射以及透射电

子显微镜等方法，分析葡萄籽原花青素与植物铁蛋白

的相互作用，阐明二者相互作用对多酚和蛋白的结构

和性质影响，为今后在食品中的应用提供依据． 

1 材料与方法 

1.1 原料、试剂与设备 

红小豆购于当地超市(天津)；葡萄籽原花青素，

天津市尖峰天然产物研究开发有限公司；聚乙烯吡烷

酮(分析纯)、KH2PO4、Na2HPO4、HCl、EDTA、NaN3、

柠檬酸三钠，天津市风船化学试剂科技有限公司；

NaCl、MgCl2、NaOH，天津市科密欧化学试剂有限公

司；过硫酸铵，天津市北方天医化学试剂厂；丙烯酰

胺、甲叉双丙烯酰胺、SDS、Tris、考马斯亮蓝 R-250、

蛋白质电泳 Marker，北京索莱宝科技有限公司；β–巯

基乙醇，美国 Amresco 公司；溴酚蓝、TEMED，上

海北诺生物科技有限公司；硫酸铵(分析纯)，天津市

光复科技发展有限公司；Sephacryl S-300 树脂、一次

性无菌针头滤器(0.22,μm)，江西丰临医用器械有限

公司；DPPH，梯希爱(上海)化成工业发展有限公司；

甲醇(分析纯)，天津康巢生物医药有限公司；其他试

剂为国产分析纯． 

TGL–16,A 型高速冷冻离心机，长沙平凡仪器仪

表有限公司；YC–2 型层析实验冷柜，北京博医康实

验仪器有限公司；K36616D 型微量移液器，德国

Eppendorf 公司；超滤膜、FG2 型酸度计，梅特勒–托

利多仪器有限公司；DYY–2C 型电泳槽，北京市六一

仪器厂；EMS-19 型磁力搅拌器，天津市欧诺仪器仪

表有限公司；RF–5301PC 型荧 光 光 谱仪，日本

Shimadzu 公司；动态光散射仪，英国 Malvern 公司；

Hitachi H-7650 型超高分辨率透射电子显微镜，日本

日立公司． 

1.2 脱铁红小豆铁蛋白的制备与纯化 

1.2.1 红小豆铁蛋白的制备 

红小豆铁蛋白(adzuki bean seed ferritin，ASF)的

制备依据李美良[10]的方法稍作修改．将 500,g 干红

小豆去杂之后置于 4,℃ 蒸馏水中浸泡过夜(约

12,h)，手工去皮；加入 2 倍体积含有 1%,聚乙烯吡咯

烷酮(PVP)的 50,mmol/L KH2PO4-Na2HPO4(pH 7.0)

溶液；匀浆机匀浆 3 次，每次 2,min；200 目滤网滤去

渣．4,℃、10,000,g 离心 10,min ，弃沉淀，取上清

液．向上清液中加入终浓度为 300,mmol/L MgCl2 晶

体后搅拌 60,min，再加入终浓度为 450,mmol/L 柠檬

酸三钠晶体，静置过夜．4,℃、10,000,g 离心 35,min，

收集褐色沉淀．将沉淀溶于 1.5 倍体积蒸馏水中，4,

℃、5,000,g 离心 10,min，弃上清液，重复 2 次进一步

除杂．再用 5 倍体积的 50,mmol/L Tris-HCl(pH 9.0)

缓冲液溶解沉淀，4,℃、5,000,g 离心 10,min，弃沉淀，

收集合并上清液．红小豆铁蛋白盐析后的溶液用

50,mmol/L Tris-HCl(pH 9.0)缓冲液进行透析，中间

每隔 6,h 换 1 次缓冲液，然后过夜透析．将透析得到

的溶液用 0.22,μm 的水系膜过滤，滤过液进行弱阴

离子交换柱层析． 

1.2.2 ASF 的脱铁 

ASF 经脱铁后制成脱铁红小豆铁蛋白(apo ad-

zuki bean seed ferritin ，aASF) ，脱铁工艺参照

Bauminger 等[11]和 Treffry 等[12]的方法并改进．在无

氧条件下，将 ASF放入透析袋，置于 50,mmol/L Tris-

HCl(pH 8.0)缓冲液中，然后使用含 1%,连二亚硫酸

钠的脱气溶液，透析铁蛋白溶液，使 ASF 中的 Fe
3+逐

步还原为 Fe
2+并透析除去，随后加入 2,mmol/L 2，2′–

联吡啶螯合去掉 ASF 外壳上吸附的铁离子，最后用

pH 8.0 的 50,mmol/L MOPS缓冲液透析除去 2，2′–联
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吡啶，获得 aASF． 

1.2.3 aASF 的纯化 

将粗蛋白进行凝胶过滤柱层析进一步纯化，上样

前均需过 0.22,μm 滤膜．用含 0.15,mol/L NaCl 的

50,mmol/L Tris-HCl(pH 8.5)缓冲液平衡 Sephacryl S-

300 聚丙烯酰胺葡聚凝胶柱．待凝胶柱平衡后，将样

品上柱后再洗脱，流量为 0.5,mL/min，分管收集样

品，每管 5,mL．用聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)

检测蛋白纯度．蛋白质纯化过程中均在 4,℃以下低

温操作． 

1.2.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

参照 Laemmli
[13]方法，进行 SDS-PAGE 检验分

离纯化后的 aASF 的纯度．凝胶为 4%～20%,梯度胶，

胶板大小为 80,mm×73,mm×0.75,mm．每孔点样

10,µL，Marker 6,µL．电泳在 17,mA 恒流下进行，电

泳完成后用考马斯亮蓝 R-250 进行染色． 

1.3 葡萄籽原花青素与 aASF相互作用 

配制 2.0,mg/mL 葡萄籽原花青素(GSP)溶液，加

入 0.1,mol/L 的 NaCl 溶液以维持溶液的离子强度，

于 4,℃下避光待用．在编号分别为 0—6 的 10,mL 离

心管中，依次加入 pH 7.0 的 Tris-HCl 缓冲液

2.0,mL、0.5,μmol/L aASF 溶液 5,mL 以及原花青素溶

液，使 GSP 与 aASF 质量比分别为 0﹕50、1﹕50、 

1﹕25、1﹕15、1﹕10、1﹕5、1﹕2、1﹕1，室温搅拌

20,min，使其充分混合，在一定温度下恒温 1,h，随后

将上述溶液装入透析液为 20,mmol/L Tris-HCl 缓冲

液(pH 7.0)的透析袋(相对分子质量 1.0×10
4
)中，在

4,℃层析柜中避光换液 4 次(每隔 6,h 换 1 次透析

液)，逐渐去除游离的未结合在铁蛋白表面的 GSP 分

子．透析后，将溶液取出，置于 4,℃下避光保存． 

1.4 荧光光谱分析 

在 8支 5,mL 的比色管中，分别加入 3.0,mL GSP

与 aASF 质量比分别为 0﹕50、1﹕50、1﹕25、1﹕15、

1﹕10、1﹕5、1﹕2、1﹕1 的上述混合液，用荧光光谱

仪扫描混合液的荧光光谱，测定样品的荧光光谱．荧

光条件：激发波长 280,nm，激发狭缝 2.5,nm，发射狭

缝 5,nm，扫描发射光谱波长范围 290～500,nm． 

为测定添加一定比例 GSP 后溶液中复合物颗粒

大小的变化，设定激发波长和激发狭缝均为 680,nm，

发射狭缝 5,nm，检测 120,s 内静态光散射强度变化趋

势，光散射强度越大，表示颗粒物尺寸越大[14]． 

1.5 动态光散射实验 

为观察 aASF 和不同量的 GSP 作用效果，参照 

荧光光谱分析步骤，对 GSP 与 aASF 质量比分别为 

0﹕50、1﹕10、1﹕6、1﹕2 的混合液，在 25,℃下于恒

温样品室 280,µL 石英比色皿中进行动态光散射

(dynamic light scattering，DLS)实验．在 DLS 实验

前，待测样品需在室温下静置 10,min 使组分反应完

全，使用 DLS 测量悬浮颗粒产生的散射光强度随时

间变化而获取其散射颗粒的水合半径(RH)，随后利

用 Omni SIZE 3.0 软件拟合 aASF 和不同 GSP 添加

比例形成的 GSP-aASF复合物的分子尺寸． 

1.6 透射电子显微镜 

透射电镜制样按照 Douglas 等[15]所述方法．将碳

膜包被的铜网放置在干净的封口膜上，用吸管将制备

好的样品滴加在铜网上，静置 10,min．随后用滤纸吸

掉铜网上的样品，待样品干燥后，在铜网上滴加 2%,

的醋酸铀染液 5,µL，并静置染色 5,min．用滤纸吸掉

多余的染液，待样品晾干后进行透射电子显微镜 

观测． 

1.7 DPPH·清除抗氧化性实验 

二苯基苦味肼基自由基 DPPH·是一种稳定的自

由基，其甲醇溶液呈紫色，在 DPPH·甲醇溶液中加入

葡萄籽原花青素后，原花青素与 DPPH·结合或发生

替代，使 DPPH·数量减少，溶液颜色变浅．因此，可通

过检测葡萄籽原花青素对 DPPH·的清除效果分析其

抗氧化能力[16]． 

以甲醇为溶剂，配制 0.01、0.02、0.03,mg/mL 的

GSP-aASF 复合物溶液(GSP 与 ASF 质量比为 1﹕

6)，以相同质量浓度的 GSP 溶液作为对照，分别取

0.1,mL样液，加入 3.9,mL 25,mg/L DPPH·标准液(现

用现配)，将混合溶液摇匀，测定 515,nm 下吸光度，

比较 GSP 和 GSP-aASF复合物对 DPPH·清除能力的

大小． 

1.8 数据处理 

采用 SPSS 11.5软件进行数据统计．样品抗氧化

能力分析均作 3 次平行实验，测定结果以“平均值±

标准差”表示，实验数据采用 ANOVA 进行邓肯氏

(Dunken)差异分析，*表示有显著差异(P＜0.05)． 

2 结果与讨论 

2.1 aASF的制备与表征 

将纯化后的 aASF 通过 SDS-PAGE 进行纯度鉴

定，结果如图 1 所示．纯化后的 aASF 在 2.8×10
4处

呈现单一条带，纯化后的 aASF符合实验要求． 
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M. 蛋白 marker；1. aASF 

图 1 脱铁红小豆铁蛋白 aASF的 SDS-PAGE电泳图 

Fig. 1 SDS-PAGE analyses of aASF  

2.2 荧光淬灭分析 

采用荧光光谱法研究 GSP 和 aASF 的相互作

用．图 2 为 GSP 与 aASF 的质量比分别为 0﹕50、 

1﹕50、1﹕25、1﹕15、1﹕10、1﹕5、1﹕2、1﹕1 的混

合液中，aASF 与不同添加量的 GSP 相互作用的荧光

淬灭光谱图．未加入 GSP 时，在 330,nm 处 aASF 的

荧光最强；在加入 GSP 后，虽然 aASF 的荧光发射峰

的峰位不变，但其内源荧光强度在 330,nm 处显著下

降，产生了明显的淬灭现象．而且，随着 GSP 的比例

增大，其荧光强度进一步降低． 

 

图 2 不同 GSP加入量时 aASF的荧光光谱 

Fig. 2  Fluorescence quenching spectra of aASF at differ-

ent concentrations of GSP 

aASF 中的色氨酸和酪氨酸均有荧光产生，其中

色氨酸的发射波长在 330,nm 左右，酪氨酸的发射波

长 304,nm
[17]．在激发波长为 280,nm 时，氨基酸产生

的荧光几乎全都是色氨酸的贡献．色氨酸残基在

GSP 分子与 aASF 作用时对微环境的改变敏感而使

得荧光的强度有变化．这些结果说明了 GSP 与 aASF

发生了很强的相互作用，主要作用于 aASF 的色氨酸

残基区域．在 aASF 铁蛋白结构中，色氨酸只存在于

铁蛋白的四重轴通道位置，因此 GSP 可能与铁蛋白

的四重轴通道(图 3)
[18]产生作用，改变了色氨酸位置

的疏水性环境，从而导致了荧光的淬灭． 

2.3 荧光静态光散射分析 

有研究[19]表明，唾液蛋白与 GSP 的相互作用产

生的聚合物是由于两种物质的氢键和疏水基相互作

用力．利用荧光光谱的散射分析模式，可以获得溶液

中颗粒物的相对强度变化，对多组分相互作用导致的

蛋白溶液尺寸变化具有很好的指示作用． 

 

图 3 铁蛋白四重轴通道空间结构图 

Fig. 3 Graphic representation of the ferritin structure of 

a four-fold axis 

  当把 GSP加入到 aASF 中(GSP 与 aASF 的质量

比 1﹕8)去时，其光散射强度迅速上升，在 130,min

内光散射强度达到了它的最大值(图 4)，这说明

aASF 与 GSP 的相互作用使 aASF 的聚合度发生了改

变．随着时间的推移，其光散射强度一直维持在上升

状态而未发生下降趋势，表明由 GSP 诱导的 aASF

发生的聚合在实验条件下是不可逆的，其形成的蛋白

质聚合物是稳定的[20]． 

 

图 4 GSP 与 aASF 的质量比 1∶8 时光散射变化动力学

谱图 

Fig. 4 Scatter light intensity of aASF aggregation induced 

by GSP at a ratio of 1∶8 

2.4 动态光散射分析 

利用动态光散射技术可以测量蛋白质的粒径，其

粒径的大小变化可以直接反映蛋白分子的相互作用

和尺寸变化[21]．aASF添加不同比例 GSP 后的尺寸分

布如图 5所示． 

在未加入 GSP 时，aASF 体系中蛋白水合半径

(RH)为 7.6,nm，与文献报道结果一致[20]．当 GSP 与

aASF 质量比为 1﹕10 时，复合物的尺寸显著增加，

并且出现了少量 RH＝19.2,nm 的聚集体．当 GSP 与

aASF 质量比为 1﹕6 时，复合物的 RH则主要分布于

7.5,nm 和 26.3,nm 附近，其中单体的复合物较少，大
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部分形成了较大的 26.3,nm 的复合物颗粒．随着 GSP

浓度的上升，当 GSP 与 aASF 质量比为 1﹕2 时，其

复合物也越来越大，单体形式的复合物消失，形成了

尺寸更大的 RH＝60.2,nm 的聚集体．该结果表明

GSP 与 aASF 的结合能够诱导 aASF 分子之间的聚

合，并且 GSP 的添加浓度越大，复合物聚合的程度越

大．因此 GSP 对铁蛋白具有较强的诱导聚合作用． 

 

图 5 aASF添加不同比例 GSP后的尺寸分布图 

Fig. 5  Distribution of different particle sizes of aASF in 

the presence and absence of GSP 

2.5 透射电镜分析 

aASF 在加入 GSP 后对其形态变化如图 6 所

示．当未加入 GSP 时，aASF 在溶液中没有明显的聚

集态，呈现均匀的分布状态；当加入 GSP 时，aASF

呈现出较多的聚合态，聚合物尺寸明显大于 aASF 单

体尺寸(12,nm)．该结果与动态光散射结果一致．这

种 GSP 导致的 aASF 聚合可能是由于铁蛋白外表面

的氨基酸残基与 GSP 通过疏水作用或者范德华力作

用，诱导铁蛋白表面的结构或疏水性质改变引起的. 

随着 GSP 的添加，大量的弱键作用改变了铁蛋白表

面的水合性质，引发了更大的铁蛋白聚合体的形成． 

 

     (a)未加入 GSP    (b)GSP 与 aASF 质量比 1∶8 

图 6 透射电镜图 

Fig. 6 Electron microscope 

2.6 GSP抗氧化作用分析 

清除自由基和抗氧化是原花青素各种生理功能

的基础，主要是由于其独特的分子结构以及分子中的

酚羟基的存在，其抗氧化机制为酚羟基与自由基反应

生成较稳定的自由基，从而终止了自由基的链式反 

应[22]．因此，利用 DPPH·法测定 GSP-aASF 复合物和

GSP 同时对应于不同溶液浓度条件下清除自由基的

能力来反映 aASF 的复合对 GSP 抗氧化性能的影响. 

GSP 和 GSP-aASF 复合物在不同浓度条件时清

除自由基的能力如图 7所示． 

 

图 7 GSP 和 GSP-aASF 复合物在不同浓度条件时清除

DPPH·的能力 

Fig. 7 GSP and GSP-aASF complexes with different con-

centration to clear free DPPH radicals 

由图 7 可知，样品对 DPPH·的清除能力基本与

GSP 的含量相关，随着溶液中 GSP浓度的增大，其清

除自由基能力也上升．当质量浓度为 0.01、0.02、

0.03,mg/mL 时，游离 GSP 的清除 DPPH·能力显著性

高于 GSP-aASF 复合物(P＜0.05)，说明 aASF 对

GSP 的包埋作用在一定程度上会削弱 GSP 清除自由

基的能力．研究[23]表明酚羟基基团可以增强或减弱

抗氧化剂对自由基的反应活性，氢键是增强还是减弱

抗氧化剂清除自由基的能力取决于从反应物到中间

过渡态时氢键带来的稳定性是增强还是减弱．该实

验结果证实了复合物的形成显著降低了 GSP 的活

性，可能原因是 GSP 是通过氢键与铁蛋白相互作用，

而且在过渡态时氢键带来的稳定性是减弱的，所以导

致铁蛋白–原花青素复合物的抗氧化性都低于原花青

素化合物．但是，aASF-GSP复合物保留了 GSP 70%,

以上的抗氧化能力，因此，在可能的食品领域应用

中，可以制备成 aASF-GSP 复合物添加剂，具有一定

的开发前景． 

3 结 论 

以 aASF 和葡萄籽原花青素为原料，探究两者之

间的相互作用．根据荧光光谱图，GSP 能引起 aASF

的内源荧光淬灭，且随着 GSP 加入量的增多而增

强．根据透射电镜和光动力散射色谱图，GSP 能够诱
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导 aASF 分子之间发生聚合，形成的 GSP-aASF 复合

物呈现多聚物形态，并且随着 GSP加入量的增多，铁

蛋白的聚合程度也增强．荧光静态光散射分析表明，

由 GSP 诱导 aASF 发生的聚合是不可逆的，而且所

形成的聚合蛋白是稳定的．抗氧化分析结果表明，复

合物的抗氧化能力与 GSP 相比显著降低．该研究成

果在一定程度上提高了对 aASF 的结构和 GSP 的稳

定性的认识，对进一步研究 GSP-aASF复合物的理化

性质及其应用具有重要的借鉴意义． 
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