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蛋白质-EGCG复合物体外活性和结构
稳定性的相关性研究
康晶晶1,2，杨美花1,2，陈慧芳3，陈　晨1,2，殷明月1,2, *

（1.贵州医科大学公共卫生与健康学院，贵州贵阳 561113；
2.贵州医科大学环境污染与疾病监控教育部重点实验室，贵州贵阳 561113；

3.贵州中医药大学公共卫生学院，贵州贵阳 550025）

摘　要：本文以蛋白质（大豆分离蛋白、酪蛋白、鸡蛋清白蛋白和 β-乳球蛋白）和表没食子儿茶素没食子酸酯

（Epigallocatechin gallate，EGCG）为原料，分别采用混合搅拌、偶联、羟自由基和酶促反应的方法，制备出 1种
蛋白质-EGCG非共价物和 3种共价物。以 EGCG结合率、体外抗氧化和衰老酶抑制率等为评价指标，探讨蛋白种

类和结合方式对蛋白质-EGCG复合物结构和体外活性的影响，构建蛋白质-EGCG共价物消化过程中体外活性和结

构稳定性的相关性。结果显示，蛋白质-EGCG复合作用可增加 EGCG的自由基（DPPH·和 OH·）清除能力和衰老

酶（酪氨酸酶和弹性蛋白酶）抑制作用，具体效果因蛋白质种类和结合方式而不同；酪蛋白-EGCG复合物结合

EGCG量最高（0.175~0.225 mg/mg Pro），但其体外活性却整体上弱于同结合模式下的大豆分离蛋白-EGCG复合

物；羟自由基共价反应能显著增加蛋白质-EGCG非共价物的体外活性，使其 DPPH·清除率和酪氨酸酶抑制率分别

提升了 86.73%和 49.12%以上，而酶促反应和偶联反应却起到相反的作用。蛋白质-EGCG复合物体外活性与其

EGCG结合量无显著关系，大豆分离蛋白-EGCG羟自由基共价物的差消化稳定性（EGCG结合量为 0.06~0.15 mg/
mg Pro）和优越的体外抗氧化活性一定程度上证实了体外活性与结构稳定性的反相关性。

关键词：蛋白质-EGCG 复合物，结合方式，蛋白质种类，抗氧化活性，抗衰老活性，相关性研究
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Abstract：With epigallocatechin gallate (EGCG) and four proteins (soy protein isolate, casein, egg white albumin, and β-
lactoglobulin) as materials, one protein-EGCG non-covalent complex and three covalent complexes were prepared through
mixing, coupling reaction, hydroxyl radical reaction, and enzymatic reaction, respectively in this study. Indicators (such as
EGCG binding rate, antioxidant in vitro, and inhibition rate of aging enzymes) were detected to examine effects of protein
type  and  combination  mode  on  EGCG  binding  status  and  activities  in  vitro  of  protein-EGCG  complexes,  and  their  
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correlation  between  the  activity  in  vitro  and  structural  stability  during  the  digestive  process  were  determined.  Results
showed that when protein-EGCG complexes forming, abilities of EGCG to scavenge the free radical (DPPH· and OH·) and
inhibit  aging  (tyrosinase  and  elastase  inhibition)  were  enhanced  differently  with  the  varied  protein  type  and  the  binding
mode. Although having the largest EGCG binding amount (0.175~0.225 mg/mg Pro), casein-EGCG complexes were also
discovered lower activities in vitro than complexes containing soy protein isolate and EGCG under the same combination
mode. Activity of the protein-EGCG non-covalent complexes could be improved by the hydroxyl radical covalent reaction
owing  to  their  enhanced  DPPH·  scavenging  rate  and  tyrosinase  inhibition  rate  by  more  than  86.73%  and  49.12%
respectively,  while  effects  of  enzymatic  reactions  and  alkali  oxidation  reaction  were  opposite.  The  activities  in  vitro  of
protein-EGCG  complexes  were  found  irrelevant  to  their  EGCG  binding  amount,  soy  protein  isolate-EGCG  covalent
complex prepared by hydroxyl radical reaction, was discovered to show a poor digestive stability (EGCG binding amounts
ranging from 0.06 to 0.15 mg/mg Pro) but a superior extracellular antioxidant activity, confirming the inverse correlation
between the extracellular activity and the structural stability to some extent.

Key words：protein-EGCG complex；combination  mode；protein  type；antioxidant  activity；antiaging  activity；correlation
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我国是全球茶叶的第一大生产和销售国。根据

最新的茶叶产销数据，2023年我国茶园面积达

5149.76万亩，茶叶产量达 355万吨，市场规模达到

3511.8亿元，总产值达 3296.68亿元，茶产业已成为

我国特色优势产业，在发展经济、扩大就业和乡村振

兴等方面发挥着重要的作用。茶多酚，茶叶的多酚类

化合物，是茶叶中主要的活性成分，具有抗氧化、抗

衰老、抗炎、抗菌和抗癌生理活性[1−3]。表没食子儿

茶素没食子酸酯占总茶多酚含量 65%左右，是茶多

酚中生物活性最强的一类物质[4]，凭借着天然安全、

活性显著、价廉易得等特点，在植源性活性成分研究

中备受青睐。然而，EGCG稳定性较差，在光、热、氧

化剂及中碱性环境等条件中易发生氧化或降解[5]，且

其生物利用度较低，仅为 0.14%[6]，一定程度上限制

了其在工业中的应用。为了提高 EGCG稳定性及吸

收效率，纳米载体[7]、化学改性[8]、脂质体包埋[9] 等相

关技术均用于研究，但这些技术是否能够改善 EGCG
生物活性则仍待商榷。随着生物大分子研究热潮的

出现，构建蛋白质-EGCG复合物（Pro-EGCG）已成为

改善 EGCG稳定性与生物活性的主要方案之一。

Pro-EGCG复合物就是蛋白质与 EGCG通过共

价或非共价作用获得的复合生物大分子，其中非共价

复合物主要是通过直接混匀搅拌法制得，蛋白质与

EGCG主要通过氢键、范德华力、静电相互作用等非

共价作用进行连接；而共价复合物则是蛋白质与

EGCG通过化学键进行交联，比非共价物展现出更

强的稳定性，常见的共价物制备方法有酶促法、自由

基法和碱法等[10]。日常食品应用中，EGCG多作为

添加剂与蛋白质发生不可避免相互作用，生成 Pro-
EGCG复合物。因此，研究 Pro-EGCG相互作用分

别对蛋白质和 EGCG理化性质及功能性的研究则具

有重要的应用价值。前期研究发现，Pro-EGCG复合

物能够改善原有 EGCG或蛋白质的稳定性、利用率

和生物活性，例如，Zhou等[11] 发现大豆分离蛋白与

EGCG形成共价复合物后更易消化，且 EGCG的稳

定性更强，且在LPS诱导的 RAW264.7细胞模型中，

CS-EGCG-CPP纳米复合物抗氧化、抗炎效果比同剂

量 EGCG更好[12]。目前，大多数研究主要集中在某

种 Pro-EGCG复合物与 EGCG生物活性的比较研

究，关于蛋白质种类及结合方式影响 Pro-EGCG复

合物活性的研究则相对较少，Pro-EGCG复合物活性

和结构的关系仍处于未知阶段。

本文特选用大豆分离蛋白（Soybean  protein
isolate，SPI）、鸡蛋清白蛋白（Egg white albumin，E）、
酪蛋白（Casein，C）和 β-乳球蛋白（β-Lactoglobulin，β-
L）4种常用蛋白质分别与 EGCG构建 Pro-EGCG非

共价物和共价化合物，通过比较其 EGCG结合状况

和体外活性（抗氧化和抗衰老），探讨蛋白种类和结合

方式对 Pro-EGCG复合物性质的影响，体外模拟消

化实验确定 Pro-EGCG共价物结构稳定性和体外生

物活性的相关性。该研究对提升 EGCG合理利用、

增强 EGCG生物活性、明确富含 EGCG食物活性机

理具有重要的意义，为 EGCG相关产品的开发和应

用提供一定的理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

大豆分离蛋白、鸡蛋清白蛋白、酪蛋白、β-乳
球蛋白、透明质酸钠、弹性蛋白酶（酶活力 30 U/
mg）、乙酰丙酮、L-酪氨酸、乙酸钠、冰醋酸、福林酚

　上海麦克林生化科技股份有限公司；酪氨酸酶（酶

活力为 2500 U/mg）、透明质酸酶（酶活力为 300~
500 U/mg）、胶原蛋白酶（酶活力为 135 U/mg）、N-
[3-（2-呋喃基）丙烯酰基 ]-亮氨酸-甘氨酸-脯氨酸-丙氨

酸（FALGPA）、无水磷酸氢二钠、对二甲氨基苯甲

醛、无水碳酸钠、N-（甲氧基琥珀酰基）-L-丙氨酰-L-
丙氨酰-L-脯氨酰-L-缬氨酸 4-硝基苯胺（MAAPVN）

　上海源叶生物科技有限公司；氢氧化钠、氯化钠、

磷酸二氢钠、碳酸钙　天津市科密欧化学试剂有限

公司；2,2'-联氮双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵

盐（ABTS）、1,1-二苯基-2-苦基肼自由基（DPPH）、

Trolox　西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；盐酸

　重庆川东化工（集团）有限公司；无水乙醇　成都金

第  47 卷  第  10 期 康晶晶 ，等： 蛋白质-EGCG复合物体外活性和结构稳定性的相关性研究 · 99 · 



山化学试剂有限公司；表没食子儿茶素没食子酸酯　

西安东峰生物科技有限公司；以上所用试剂均属于分

析纯。

HMS-28电热恒温水浴锅　上海一恒科学仪器

有限公司；Multiskin酶标仪　美国 Thermo公司；

CN-LQC5003电子天平　昆山优科维特电子科技有

限公司；TS-111B恒温摇床　上海天呈实验仪器制

造有限公司；DZF-6050真空干燥箱　上海齐欣科学

仪器有限公司；DDSJ-308F pH计　上海仪电科学仪

器股份公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   Pro-EGCG复合物的制备

 1.2.1.1   Pro-EGCG非共价物的制备　Pro-EGCG非

共价物的制备参考杨美花等[13] 方法，即磷酸盐缓冲

液（1 mol/L，pH7.4）分别溶解定容 SPI、E、C、β-L样

品，得到 4种 5 mg/mL蛋白质溶液。该 4种蛋白溶

液分别与 1.25 mg/mL EGCG水溶液同体积混合，

25 ℃ 下 120 r/min搅拌 24 h，制成 Pro-EGCG非共

价物（Non-covalent complex，NC）。

 1.2.1.2   Pro-EGCG偶联共价物的制备　4种 10 mg/

mL蛋白磷酸盐缓冲液（pH7.4）与 2.5 mg/mL EGCG

水溶液同体积混合，用 1 mol/L NaOH调节 pH至

9.0，25 ℃ 下 120  r/min搅拌反应 24  h[14−15]，制成

Pro-EGCG偶联共价物（Alkaline covalent  complex，

AC）。

 1.2.1.3   Pro-EGCG羟自由基共价物的制备　1 g蛋

白质固体样品（SPI、E、C或 β-L）溶于 48 mL磷酸

盐缓冲液（pH7.2，0.02  mol/L），加入 1 mL的丙酸

钠溶液（0.2%）和 1 mL过氧化氢溶液（10 mol/L）后，

加入 0.25 g抗坏血酸粉末，混匀，25 ℃ 下 120 r/min

搅拌反应 2 h，加入 0.25 g EGCG粉末，混匀，25 ℃

下 120 r/min搅拌反应 24 h[16−17]。反应结束后，制

成 Pro-EGCG羟自由基共价物（Covalent  complex

formed by hydroxyl radicals，HC）。

 1.2.1.4   Pro-EGCG酶促共价物的制备　25 mL磷酸

盐缓冲液（pH6.5，0.02 mol/L）加入 50 mg蛋白固体

样品（SPI、E、C或 β-L）和 12.5  mg EGCG粉末溶

解，25 ℃ 下 120 r/min搅拌反应 2 h，加入 200 U酪

氨酸酶，25 ℃ 下 120 r/min搅拌反应 24 h[17−18]。反

应结束后，制成 Pro-EGCG酶促共价物（Enzymatic

covalent complex，EC）。

 1.2.2   Pro-EGCG复合物 EGCG结合状况的测定　

Pro-EGCG复合物 EGCG结合状况的测定参考杨美

花等[13] 方法，即在透析袋（500 Da）装入 10 mL Pro-

EGCG复合物溶液 ，扎牢后放入烧杯中 ，加入

25 mL蒸馏水，37 ℃ 搅拌 24 h，福林酚比色法测定透

析袋外 EGCG含量，根据下列公式计算 Pro-EGCG

复合物 EGCG结合状况。

R1(%) =
(
ρ−ρ1

ρ

)
×100 式（1）

R2(mg/mg Pro) =
(
ρ−ρ1

ω

)
×v 式（2）

式中：R1 为 EGCG结合率，%；R2 为 EGCG结

合量，mg/mg Pro；ρ 为 Pro-EGCG复合物制备过程

中 EGCG浓度，mg/mL；v为 Pro-EGCG复合物体

积，mL；ρ1 为透析完成后，水溶液中 EGCG浓度，

mg/mL；ω 为 Pro-EGCG复合物中蛋白质质量，mg。

 1.2.3   Pro-EGCG复合物体外抗氧化活性实验　

Pro-EGCG复合物体外抗氧化活性主要由 DPPH·、

ABTS+·和羟自由基（·OH）清除率等指标衡量，具体

步骤如下。

DPPH·清除实验：0.4 mmol/L DPPH甲醇溶液

与 Pro-EGCG复合物上清液等体积混匀后，避光反

应 2 h，517 nm处测吸光度值[18−19]。

ABTS+·清除实验：等体积混合 2.45 mmol/L过

硫酸钾溶液和 7 mmol/L ABTS溶液，避光反应 12~

16 h，调整其 734 nm吸光度至 0.7±0.02，将其与 Pro-

EGCG复合物上清液按 30:1体积比混合，避光反应

30 min，734 nm处测吸光度值[18−19]。

OH·清除实验：9 mmol/L FeSO4 溶液、9 mmol/L

水杨酸-乙醇溶液与 Pro-EGCG复合物上清液等体

积混匀后，加入同体积 8.8 mmol/L H2O2 试液，混匀，

37 ℃ 反应 30 min，510 nm处测吸光度值[18−19]。

DPPH·、ABTS+·和 OH·清除率计算如公式（3）

所示：

X(%) = (1−Ai/A0)×100 式（3）

式中：X为自由基清除率，%；Ai 为样品吸光度；

A0 为空白的吸光度，即溶剂替代样品添加后的吸光度。

 1.2.4   Pro-EGCG复合物体外抗衰老实验　体外抗

衰老实验主要由抗酪氨酸酶实验、抗胶原蛋白酶实

验、抗弹性蛋白酶试验和抗透明质酸酶实验组成，具

体操作如下。

 1.2.4.1   抗酪氨酸酶实验　将 220 μL 1.7 mmol/L酪

氨酸磷酸盐溶液（pH6.8）、5 μL Pro-EGCG复合物溶

液和 15 μL酪氨酸酶（500 U/mL）混匀，37 ℃ 孵育

60 min，475 nm处测吸光度值，通过公式（4）计算

Pro-EGCG复合物的酪氨酸酶抑制率[17,20]。

Z(%) = (1−Ai/A0)×100 式（4）

式中：Z为酪氨酸酶抑制率，%；Ai 为样品吸光

度；A0 为空白的吸光度，即溶剂替代样品添加后的吸

光度。

 1.2.4.2   抗胶原蛋白酶实验　含有 0.4 mol/L NaCl

和 0.01 mol/L CaCl2 的混合液溶解甘氨酸制成浓度

为 50 mmol/L甘氨酸缓冲液，用来分别溶解 I型胶

原蛋白酶和 N-[3-（2-呋喃基）丙烯酰基 ]-亮氨酸-甘

氨酸-脯氨酸-丙氨酸等样品，制备 1.1 U/mL A液
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（I型胶原蛋白酶溶液）和 1 mmol/L的 B液。酶标

板中依次加入 50 μL Pro-EGCG溶液、20 μL A液

和 60 μL甘氨酸缓冲液混合，37 ℃ 反应 20 min，加
入 50 μL B液，摇匀，37 ℃ 反应 30 min，335 nm处

测其吸光度值[17,20]。

 1.2.4.3   抗弹性蛋白酶实验　酶标板依次加入

100 μL 0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液、50 μL 0.9 U/mL
弹性蛋白酶溶液和 50 μL Pro-EGCG复合物液混合，

25 ℃ 反应 20 min，加入 50 μL MAAPVN二甲基亚

砜溶液摇匀，25 ℃ 反应 1 h，410 nm处测其吸光度

值[17,20]。

 1.2.4.4   抗透明质酸酶实验　5 mL离心管中加入

12.5 μL Pro-EGCG复合物溶液和 0.5 mL 600 U/mL
透明质酸酶溶液，混匀，37 ℃ 反应 20  min，加入

0.1  mL氯化钙溶液（2.5  mmol/L），37 ℃ 下反应

20 min，加入 0.5 mL透明质酸钠溶液（0.5 mg/mL），
37 ℃ 反应 30 min，常温静置 5 min，加入 0.5 mL乙

酰丙酮 Na2CO3 溶液（即 1.4 mL乙酰丙酮与 20 mL
1 mol/L  Na2CO3 溶液混合）和 0.1  mL NaOH溶液

（0.4 mol/L），沸水浴 15 min后立即冰浴，加 1 mL埃

尔利希试剂（0.8 g对二甲氨基苯甲醛溶于 15 mL
浓盐酸和 15 mL无水乙醇），常温下显色 20 min，
530 nm处测定吸光度值[21]。胶原蛋白酶、弹性蛋白

酶和透明质酸酶的抑制率计算参考公式（5）。

Y(%) = [1− (A0−A1)/(B0−B1)×100 式（5）

式中：Y为酶抑制率，%；B0 为不加样品液的反

应体系的吸光度值；B1 为不加样品液和底物液的反

应体系吸光度值；A0 为样品和底物溶液均添加的反

应体系吸光度值；A1 为不加底物的反应体系吸光度值。

 1.2.5   Pro-EGCG复合物体外模拟消化　体外模拟

消化步骤参考 Ye等[22] 方法，具体操作如下：

口腔消化阶段：蒸馏水溶解 0.119 g Na2HPO4、

0.0095  g  KH2PO4 和 0.4  g  NaCl，并定容到 50  mL，
调 pH至 6.75，预热至 37 ℃，作为口腔消化液待用。

等体积量取 Pro-EGCG复合物样品与口腔消化液，

混匀，NaOH溶液调 pH至 6.8，置于摇床中，37 ℃
下 100 r/min孵育 10 min。

胃消化阶段：蒸馏水溶解 2 g NaCl，加入 7 mL
HCl，蒸馏水定容至 1 L，调 pH至 1.2，用于溶解胃蛋

白酶，使蛋白酶浓度为 3.2 mg/mL，预热至 37 ℃，作

为胃消化液待用。等体积量取胃消化液和口腔消化

产物，调 pH至 2.5，置于摇床中，37 ℃ 100 r/min孵

育 2 h。
小肠消化阶段：蒸馏水溶解胰酶和胆盐制备肠

消化液（24 mg/mL胰酶和 50 mg/mL胆盐），预热至

37 ℃ 待用。30 mL胃消化产物调 pH至 7.0后，加

入 2.5 mL肠消化液和 3.5 mL盐溶液（含 0.5 mol/L
CaCl2 和 5.6 mol/L NaCl），调 pH至 7.0，置于摇床，

37 ℃ 下 100 r/min孵育 2 h，NaOH溶液保持消化液

体系 pH为 7.0。检测各消化阶段中蛋白质-EGCG
复合物的 EGCG结合率和体外抗氧化活性的变化。

 1.3　数据处理

实验重复三次取平均值±标准偏差，Origin 2018
绘图，SPSS 26因素显著性分析，P<0.05为差异显著

的判断标准。

 2　结果与分析

 2.1　Pro-EGCG复合物的 EGCG结合状况

Pro-EGCG复合物的 EGCG结合状况因蛋白质

组成和结合方式不同而异。由图 1可知，偶联结合

能最大程度地提高 Pro-EGCG复合物的 EGCG结合

率和结合量，即 SPI-EGCG-AC、C-EGCG-AC、E-
EGCG-AC和 β-L-EGCG-AC的 EGCG结合率分别

达到 91.03%、95.31%、90.05%和 91.06%，展现出

0.228、0.238、0.225和 0.228 mg/mg Pro的 EGCG结

合量。与 NC组比较，酶促反应改善 Pro-EGCG复合

物 EGCG结合状况不显著（P>0.05），而羟自由基反

应却一定程度地抑制蛋白质结合 EGCG，SPI-EGCG-
HC、C-EGCG-HC、E-EGCG-HC和 β-L-EGCG-HC
的 EGCG结合率较其 NC分别降低了 54.06%、

20.30%、15.78%和 11.60%。相对于碱性环境和酪

氨酸酶，过氧化氢作为强氧化剂和弱还原剂，不仅可

以破坏蛋白质原有的空间结构，还可替代 EGCG与

蛋白质发生反应，导致原 Pro-EGCG复合物体系中

的 EGCG结合率显著下降（P<0.05）。蛋白质种类影

响 EGCG结合状况方面，C-EGCG复合物整体上的
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图 1    Pro-EGCG复合物的 EGCG结合状况

Fig.1    EGCG binding status of protein-EGCG complexes
注：小写 a、b、c、d不同字母代表一种 Pro-EGCG复合物不同
结合形式间的差异显著性（P<0.05）；大写 A、B、C、D不同字
母代表相同结合形式下四种 Pro-EGCG复合物间的差异性
（P<0.05）；图 2~图 3同。
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EGCG结合状况最好（0.175~0.238 mg/mg Pro），SPI-

EGCG（0.098~0.228 mg/mg Pro）和 E-EGCG复合物

（0.162~0.225 mg/mg Pro）次之，β-L-EGCG复合物最

弱，这种蛋白质种类对 Pro-EGCG复合物 EGCG结

合状况的影响可能是蛋白质空间结构及 EGCG结合

位点的差异性引起的。综合比较发现，C-EGCG-

AC具有最好的 EGCG结合状况（EGCG结合率和

EGCG结合量分别为 95.31%和 0.238 mg/mg Pro），

SPI-EGCG-AC次之，E-EGCG-AC最低。然而，Pro-

EGCG复合物是否仍展现出优越的体外活性则有待

进一步验证。

 2.2　Pro-EGCG复合物的体外抗氧化活性

由图 2可知，Pro-EGCG复合物比游离 EGCG

具有更高的 DPPH·和 OH·清除率。DPPH·清除方面，

羟自由基共价反应能显著增强蛋白质-EGCG非共价

物的体外活性（P<0.05），使其 DPPH·清除率提升了

86.73%，达到 90%以上，酶促反应次之，Pro-EGCG-

EC的 DPPH·清除率为 55%以上，Pro-EGCG-NC

和 Pro-EGCG-AC的 DPPH·清除能力最弱，低于

50%。OH·清除方面，C-EGCG复合物的形成阻碍

了 EGCG清除 OH·活性，而其他 Pro-EGCG-HC的

OH·清除率却整体上达到 80%以上，Pro-EGCG-
NC和 Pro-EGCG-AC的 OH·清除率为 70%~80%，

清除能力次之，而 Pro-EGCG-EC最差。与结合形式

的影响相似，蛋白质种类也显著影响 Pro-EGCG
复合物的自由基清除活性（P<0.05）；例如，E-EGCG
复合物整体清除 DPPH·效果（37.34%~96.50%）显

著强于 β-L-EGCG（27.39%~96.14%）和 SPI-EGCG
（28.73%~95.94%）复合物，而 β-L-EGCG共价物清除

OH·效果（74.69%~91.92%）则整体优于 E-EGCG共

价物（74.90%~89.14%）和 SPI-EGCG复合物（70.53%~
90.49%）。

与 DPPH·和 OH·相比，Pro-EGCG复合物清除

ABTS+·的能力较弱。蛋白质种类的影响中，β-L-
EGCG复合物清除 ABTS+·最强，ABTS+·清除率为

30.49%~34.02%，SPI-EGCG复合物次之（ABTS+·清
除率为 18.95%~25.05%），C-EGCG与 E-EGCG复

合物清除能力较弱。其中，β-L-EGCG复合物清除

ABTS+·效果不受结合方式的影响（P>0.05）；而所有

SPI-EGCG复合物中 SPI-EGCG-HC的 ABTS+·清除

率较 SPI-EGCG-NC提高了 32.19%，结合方式对其

ABTS+·清除能力的影响显著（P<0.05）；但对于 C-
EGCG-NC和 E-EGCG-NC复合物来讲，共价结合反

应却降低了其 ABTS+·清除能力。

整体上看，Pro-EGCG-HC的 DPPH·和 OH·清
除能力最好，以 β-L-EGCG-HC和 SPI-EGCG-HC的

自由基清除效果最好，其 DPPH·清除率分别为

96.14%和 95.94%，OH·清除率分别为 91.92%和

90.49%。

 2.3　Pro-EGCG复合物的体外抗衰老活性

Pro-EGCG复合物体外抗衰老活性的测定由酪

氨酸酶、透明质酸酶、胶原蛋白酶和弹性蛋白酶抑

制率 4个指标组成，分别涉及黑色素合成[23−24]、皮肤

松弛[25−26]、皮肤结构和弹性[27−28] 状况，这些指标共同

表征人体衰老的程度。

由图 3可知，Pro-EGCG复合物比游离 EGCG
具有更高的酪氨酸酶和弹性蛋白酶抑制率，且酶抑制

率因 Pro-EGCG复合物蛋白种类和结合方式而有所

差异。酪氨酸酶抑制方面；羟自由基共价反应能显著

（P<0.05）增加蛋白质-EGCG非共价物的酪氨酸酶

抑制率，使其提升 49.12%以上。Pro-EGCG-HC的

酶抑制率最高（91.12%~93.34%），Pro-EGCG-NC和

Pro-EGCG-AC次之（26.17%~55.20%），Pro-EGCG-
EC最低（18.49%~36.99%）；相对于其他蛋白质，SPI
和 β-L组成的 Pro-EGCG-NC和 Pro-EGCG-EC酪

氨酸酶抑制率整体较高 ，而 C-EGCG-HC和 C-
EGCG-AC的酪氨酸酶抑制作用最强，抑制率分别为

93.34%和 45.16%。弹性蛋白酶抑制方面，C-EGCG-
EC和 SPI-EGCG-EC的酶抑制作用较好，约 50%左

右；而 SPI-EGCG-NC和 SPI-EGCG-AC则显著弱于

相同制备模式下的其它 Pro-EGCG复合物（P<0.05）。
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图 2    Pro-EGCG复合物的体外抗氧化活性

Fig.2    Antioxidant activity in vitro of protein-EGCG complexes
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与同剂量游离 EGCG相比，Pro-EGCG复合物的胶

原蛋白酶和透明质酸酶抑制作用整体较弱，可能是

游离态 EGCG小分子能够竞争性结合胶原蛋白酶和

透明质酸酶，一定程度上阻碍了这两种酶对其底物

的催化作用，展现出较强的酶抑制性；而蛋白质的加

入及作用改变了原体系 EGCG的分子状态，使得

EGCG结合胶原蛋白酶和透明质酸酶的难度增大，

恢复了酶和底物的催化反应，呈现出酶抑制率的下

降。相同结合模式下，SPI-EGCG复合物的胶原蛋白

酶抑制作用整体强于其它 Pro-EGCG复合物，可能

与 SPI的空间分子结构和分子量有关。四种结合方

式对 SPI-EGCG复合物的胶原蛋白酶抑制率影响显

著（P<0.05），其中碱环境下制备的 SPI-EGCG-AC
胶原蛋白酶抑制率最高（为 26.05%），可能是结合方

式影响 SPI-EGCG复合物的空间分子结构和具体分

子组成，进而改变其与胶原蛋白酶的结合作用，致使

胶原蛋白酶活性的变动。

综合发现，SPI-EGCG-HC体外抗衰老活性整体

较好，该结果与体外抗氧化实验结果相似。比较

16种 Pro-EGCG复合物 EGCG结合量与体外活性

的相关性发现，两者无显著关系，Pro-EGCG复合物

的体外活性可能更多由其结构稳定性和生物利用率

决定的[29]。采用体外消化模型，模拟 Pro-EGCG复

合物在口腔和胃肠道等生理条件下的消化情况，探讨

各消化阶段 Pro-EGCG复合物 EGCG结合状况和体

外活性的关系，可以准确地评估 Pro-EGCG复合物

结构稳定性和体外活性的相关性[30]。为了更好地区

分消化过程中 Pro-EGCG复合物的结构，特参考

EGCG结合量数据，选择两种结构迥异的 Pro-EGCG
复合物（C-EGCG-AC和 SPI-EGCG-HC）用于后续

的实验，来探讨消化过程中 Pro-EGCG复合物结构

稳定性和生物活性的关系。

 2.4　体外消化过程中 Pro-EGCG复合物的结构稳定性

由图 4可知，随着消化的进行，C-EGCG-AC的

EGCG结合量逐渐降低，由最初的 0.238 mg/mg Pro
降至 0.133 mg/mg Pro（肠消化后），降幅达 44.07%；

而 SPI-EGCG-HC却呈波浪形发展，即口腔和肠消化

后 SPI-EGCG-HC产物的 EGCG结合量较于其原始

态和胃部消化态分别提高了 56.12%和 55.56%。

SPI-EGCG-HC的 EGCG结合量均显著低于同消化

阶段的 C-EGCG-AC（P<0.01），意味着消化过程中

C-EGCG-AC的结构稳定性高于 SPI-EGCG-HC。
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Fig.4    Changes of protein-EGCG complexes in the EGCG
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SPI-EGCG-HC经口腔消化后 EGCG结合量增加

了 56.12%，却在胃蛋白酶作用下降低到最初 EGCG
结合量的 64.29%，可能是胃蛋白酶分解了 SPI-EGCG-
HC，向溶剂体系中释放出大量的 EGCG[31]，进而促

进了 SPI-EGCG-HC体外活性的发挥[32]。为了验证
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图 3    Pro-EGCG复合物的体外抗衰老活性

Fig.3    Anti-aging activity in vitro of protein-EGCG complexes
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这个猜测，检测消化过程中两种 Pro-EGCG共价物

体外活性的变化则势在必行。本课题组研究发现，消

化过程中的 Pro-EGCG共价物体系掺入了大量的金

属离子、蛋白酶及酸碱性离子，这些成分势必会影响

衰老酶原有活性的发挥，干扰 Pro-EGCG共价物对

衰老酶的作用效果，导致检测结果混乱而有效性不

足[33]；而体外抗氧化实验则主要是对体系中自由基浓

度的检测，检测结果受溶剂介质的干扰较小，结果相

对有效，故体外消化过程中 Pro-EGCG复合物的体外

活性主要聚焦于其体外抗氧化活性的监测。

 2.5　体外消化过程中 Pro-EGCG复合物的抗氧化稳

定性

由图 5可知，消化过程中 SPI-EGCG-HC的自

由基清除率显著高于同消化阶段的 C-EGCG-AC

（P<0.05），展现出较好的体外抗氧化活性。消化过程

中 SPI-EGCG-HC的 DPPH·和 ABTS+·清除率均随

消化进行呈波浪式发展，即相对于 SPI-EGCG-HC口

腔和肠消化态的 DPPH·和 ABTS+·清除率比其原始

态和胃消化态低，变化趋势与其 EGCG结合量相

反。基于这种变化，SPI-EGCG-HC较好的 DPPH·和
ABTS+·清除效果可能与其体系中较高的游离态

EGCG含量密切正相关。相对而言，SPI-EGCG-HC
的 OH·清除率则随消化进程呈 U形变化，即 SPI-
EGCG-HC口腔和胃消化态的 OH·清除率较低，分别

为 48.20%和 35.92%；SPI-EGCG-HC可能存在潜在

的 OH·活性位点，口腔消化液中矿物质对 SPI-
EGCG-HC的 OH·活性位点占据及胃蛋白酶对 SPI-
EGCG-HC原有 OH·清除活性位点的破坏均会不利

于 SPI-EGCG-HC的 OH·清除活性的发挥[34]。由此

可知，消化过程中 SPI-EGCG-HC的分子稳定性与其

体外抗氧化活性反相关。

 3　结论
本研究发现，Pro-EGCG复合物的形成有助于提

高 EGCG的 DPPH·清除率、OH·清除率、酪氨酸抑

制率和弹性蛋白酶抑制率，改善效果因蛋白质种类及

结合方式有所差异。蛋白质种类影响方面，C结合

EGCG的含量最高，SPI次之，E和 β-L最少，且蛋白

质种类对 Pro-EGCG复合物体外活性的影响因活性

指标不同而有所差异，其中，SPI-EGCG和 C-EGCG
复合物的作用效果较其它 Pro-EGCG复合物更稳定。

结合方式影响方面，偶联反应能显著提高 Pro-EGCG
非共价物的 EGCG结合量，酶促反应次之，羟自由基

反应效果最差。Pro-EGCG复合物体外活性与其

EGCG结合量无显著关系，消化过程中 Pro-EGCG
复合物的体外抗氧化活性与其结构稳定性密切相关，

SPI-EGCG-HC的消化结构稳定较差，容易释放游离

EGCG，展现出更强的体外抗氧化活性。
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