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牛血清白蛋白与柚皮素相互作用
及对柚皮素稳定性的影响
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3.华南农业大学教育部生物材料与能源重点实验室，广东广州 510630）

摘　要：为了研究牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）与柚皮素（naringenin，Nar）的相互作用机制及对

Nar稳定性的影响。本文首先采用多光谱法研究了 BSA与 Nar的猝灭机制、结合常数、结合位点，然后利用分子

动力学模拟研究了两者的结合自由能、关键残基、结合模式和相互作用，最后利用反溶剂法制备了 Nar/BSA纳米

颗粒并测定了抗氧化活性和体外释放特性。结果表明，Nar可以有效猝灭 BSA的内源荧光，猝灭机制为静态猝

灭。Nar主要通过氢键和疏水相互作用与 BSA形成稳定复合物，结合常数和结合自由能分别为 1.7×104 L/mol和
−14.78 kcal/mol。相互作用改变了 BSA的二级结构，α-螺旋含量由 79.39%变化为 77.67%。Nar与 BSA的结合位

点数约为 1且结合在位点Ⅰ，其中残基 Arg208、Ala212、Leu326和 Gly327与 Nar结合最紧密。此外，贮藏第 6 d，
浓度为 40 µg/mL时，Nar/BSA纳米颗粒和 Nar的 DPPH自由基清除率分别为 11.42%和 9.30%。体外释放 61 h
后，Nar/BSA纳米颗粒和 Nar在模拟胃液中的累计释放率分别为 62%和 79%，在模拟肠液中的累计释放率分别为

86%和 89%。由此表明，BSA与 Nar能够稳定结合且 BSA包封显著提高了 Nar的抗氧化活性并对 Nar在模拟胃

肠液中起到一定的缓释作用。
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Abstract：To investigate the interaction mechanism between bovine serum albumin (BSA) and naringenin (Nar), as well as
the impact on the stability of Nar, multi-spectroscopic techniques were initially utilized to study the quenching mechanism,
binding constant, and binding site of the BSA-Nar complex. Subsequently, molecular dynamics simulations were conducted
to explore the binding free energy, key residues, binding modes, and interactions. Finally, Nar/BSA nanoparticles (Nar/BSA  
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NPs) were prepared, and the antioxidant activity and in vitro release properties were examined. The findings indicated that
Nar  could  quench  the  intrinsic  fluorescence  of  BSA through  a  static  quenching  mechanism.  The  BSA-Nar  complex  was
primarily  formed  via  hydrogen  bonding  and  hydrophobic  interactions,  with  a  binding  constant  of  1.7×104  L/mol  and  a
binding free energy of -14.78 kcal/mol.  The secondary structure of  BSA was altered,  with the α-helix content  decreasing
from 79.39% to 77.67%. There was approximately one binding site between BSA and Nar, and Nar binds to site I of BSA.
Key residues Arg208, Ala212, Leu326, and Gly327 significantly contributed to the binding. Furthermore, after six days of
storage,  when  the  concentration  was  40  µg/mL,  the  DPPH free  radical  scavenging  rates  of  Nar/BSA NPs  and  Nar  were
11.42% and 9.30%, respectively. Following 61 hours of simulated gastric fluid digestion, the release rates of Nar/BSA NPs
and Nar were 62% and 79%, respectively. The corresponding release rates in simulated intestinal fluids were 86% and 89%,
respectively.  These  results  demonstrate  that  BSA  can  stably  bind  with  Nar,  and  the  antioxidant  activity  of  Nar  is
significantly  enhanced  upon  encapsulation  with  BSA.  Additionally,  the  release  rates  of  Nar  in  simulated  gastric  and
intestinal fluids are slowed when encapsulated within BSA.

Key  words： naringenin  (Nar)； bovine  serum  albumin  (BSA)； spectroscopy；molecular  dynamics  simulation； interaction

mechanism

柚皮素（Naringenin，Nar）是广泛存在于柑橘类

水果（如葡萄柚、柠檬等）中的一种天然黄烷酮类化

合物，具有抗氧化、抗炎、抗癌等多种生理功能[1]。

Nar进入人体后，能够通过减少氧化应激、调控基因

表达保护人体的肠胃、肝脏和心血管等免受外来物

质侵害，在功能食品领域具有较高的研究价值和应用

前景[2]。然而，Nar水溶性差，生物利用度较低等特点

限制了其广泛应用。因此，利用有效的载体提高

Nar溶解度和稳定性，从而提高其生物利用度具有非

常重要的意义。

牛血清白蛋白（Bovine serum albumin，BSA）被

广泛用于构建高效递送体系，具有较好的配体结合特

性和生物降解性，在体内代谢过程中不会产生有害物

质。BSA由 583个氨基酸组成，共有 3个同源结构

域，分别为 Domain Ⅰ、Domain Ⅱ和 Domain Ⅲ。

每个结构域可分为两个亚结构域 A和 B。其中，亚

结构域 IIA（位点 I）和 IIIA（位点 II）是多酚类化合物

在 BSA上的主要结合位点[3]。近年来，已有研究者

利用多光谱与分子对接相结合的方法研究了 BSA
与多酚类化合物的相互作用，结果表明姜辣素、山奈

酚和羟基酪醇与 BSA形成了稳定的复合物，且姜辣

素结合在 BSA的亚结构域 II，羟基酪醇结合在亚结

构域 IIA和 IIB之间[4−6]。重要的是，BSA与多酚类

化合物的结合有助于提高其稳定性和生物利用度[7]。

然而，上述研究主要集中于静态相互作用。分子

动力学模拟能够模拟蛋白的运动轨迹，从而反映蛋白

构象在原子水平的变化，是研究分子间相互作用的重

要工具[8−9]。因此，多光谱与分子动力学模拟相结合

可以提供更全面的相互作用信息。然而，多光谱与分

子动力学模拟相结合研究 BSA与 Nar之间相互作

用机制的研究较少，且 BSA能否有效负载 Nar并提

高其稳定性有待进一步探究。

本研究首先通过紫外可见吸收光谱、荧光光谱、

圆二色谱分析 Nar与 BSA之间的猝灭机制、结合常

数和结合位点。然后进行 100 ns的分子动力学模

拟，分析两者间的结合自由能、关键残基、接触数、

结合模式和相互作用。最后制备 Nar/BSA纳米颗粒

（Nar/BSA NPs），并探究 BSA对 Nar抗氧化活性和

体外释放特性的影响。以期为 BSA有效负载 Nar
提供理论基础，为拓宽 Nar在功能食品领域的应用

范围提供数据支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

牛血清白蛋白（纯度≥98%，无脂肪酸）、柚皮素

（纯度≥98%，HPLC）　上海源叶生物科技有限公司；

DMSO（纯度≥99.8%）　安徽泽升科技有限公司；

2,4,6-三（2-吡啶基）-1,3,5-三嗪（TPTZ）、二苯基肼自

由基（DPPH）　西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公

司；2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐　

上海麦克林生化科技有限公司；所用试剂均为分析

纯；实验用水为蒸馏水。

UB-7 pH计　德国赛多利斯科学仪器有限公

司；TU-1901双光束紫外分光光度计　北京普析通

用仪器有限责任公司；F98荧光分光光度计　上海棱

光技术有限公司；J-815圆二色谱仪　日本 JASCO
公司；LGJ-30F真空冷冻干燥机　河南信陵仪器设备

有限公司；Nano ZSE纳米粒度仪　马尔文派纳利提

克公司；JS94Zeta电位仪　上海中晨数字技术设备

有限公司；傅里叶红外光谱仪　Bruker（布鲁克）公

司；SpectraMax M2多功能酶标仪　美国 Molecular
Devices公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   紫外可见吸收光谱测定　向 BSA溶液中加

入不同体积的 Nar溶液，使得体系中 BSA浓度为

5.0×10−6 mol/L，Nar浓度为 0、1.5、3、4.5、6、7.5、
9×10−5  mol/L。充分混匀后室温静置 40  min，以
PBS缓冲液为参比，扫描样品液在 190~400 nm区间

的紫外可见吸收光谱[10]。

 1.2.2   荧光光谱测定　将 BSA溶液与不同体积

的 Nar溶液充分混合，使得体系中 BSA浓度为 1×
10−6 mol/L，Nar浓度为 0、2.5、5、7.5、10、12.5、15、
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17.5、20 ×10−6 mol/L。在 298、304、310 K温度条件

下静置 40 min，使用 F98荧光分光光度计记录各样

品液 300~500 nm区间的荧光发射光谱图[10−12]。激

发波长为 280 nm，激发和发射狭缝均为 5 nm，增益

为 900 V，样品光谱均扣除了 PBS缓冲液背景。通

过内滤光校正公式（1）对数据进行校正，并使用校正

后数据作图。

Fcorr = Fobs×10
(Aex+Aem)

2 式（1）

其中，Fobs 与 Fcorr 分别是校正前后的荧光强度；

Aex 与 Aem 分别是激发和发射波长下对应浓度 Nar

溶液的吸光度。

采用 Stern-Volmer方程（2）计算猝灭常数以确

定猝灭机制。

F0

F = 1+Ksv
[Q] = 1+Kqτ0

[Q] 式（2）

其中，F0 和 F分别为无 Nar和 Nar存在时 BSA

的荧光强度；[Q]为 Nar的浓度；KSV 和 Kq 分别为猝

灭常数和猝灭速率常数；τ0 为生物大分子猝灭平均寿

命 10−8 s。

采用 Stern-Volmer方程（3）计算 Nar与 BSA相

互作用的结合常数（Ka）和结合位点数（n）：

lg
F0 −F
F = lgKa+nlg[Q] 式（3）

 1.2.3   时间分辨荧光光谱测定　将 BSA溶液与等体

积的 Nar溶液充分混合，使得体系中 BSA浓度为 5×

10−5 mol/L，Nar浓度为 2×10−5 mol/L。在室温条件

下静置 15 min，使用 Edinburgh FLS1000稳态/瞬态

荧光光谱仪（PL）记录各样品液的荧光衰减曲线[13]。

激发和发射波长分别为 280 nm和 350 nm。使用

Fluoracle软件对荧光衰减曲线进行拟合获得荧光寿

命值，所得数据通过 χ2 值进行评估。采用公式（4）计

算平均荧光寿命（τ）：

<τ> = f1τ1 + f2τ2 式（4）

其中，<τ>表示平均寿命，ns；τi 和 fi 分别代表不

同组分在衰减过程中的寿命（ns）和前指数因子。

 1.2.4   同步荧光光谱测定　同步荧光光谱样品液制

备参照 1.2.2。在 298 K温度下，使用 F98荧光分光

光度计记录样品液∆λ（∆λ=λem−λex）为 15和 60 nm时

的荧光光谱数据。激发和发射狭缝均为 20 nm，增

益为 750  V，样品光谱均扣除了 PBS缓冲液背

景[14−15]。

 1.2.5   三维荧光光谱测定　将 BSA溶液与不同体积

的 Nar溶液充分混合，使得体系中 BSA浓度为 1×

10−6 mol/L，Nar浓度为 0、12.5、17.5、22.5×10−6 mol/

L。298 K静置 40 min后，使用 F98荧光分光光度

计扫描样品液的三维荧光光谱。激发和发射波长范

围均为 200~400 nm，激发波长扫描间隔为 5 nm，激

发和发射狭缝分别为 10 nm和 5 nm，增益为 800 V，

扫描速率为 3000 nm/min[16]。

 1.2.6   位点竞争实验　选用华法林、布洛芬分别作

为 BSA结合位点 I和位点 II的探针试剂。将 BSA

（1×10−6 mol/L）和 Nar（2×10−6 mol/L）的混合液在

室温下静置 40 min，每次分别向 BSA-Nar混合液

中加入 10  μL华法林和布洛芬溶液 （ 2.0×10−6~

2.0×10−5 mol/L）。采用 F98荧光分光光度计记录激

发波长为 280 nm和发射波长为 300~500 nm下各混合

液的荧光光谱[6]。激发和发射狭缝为 5 nm，增益为

750 V，样品光谱均扣除了 PBS缓冲液的背景光谱。

采用公式（5）计算探针置换率：

探针置换率 (%) = F2

F1

×100 式（5）

其中，F1 和 F2 分别是未添加和添加探针试剂

时 BSA-Nar混合液的荧光强度。

 1.2.7   圆二色谱测定　将 BSA溶液与不同体积的

Nar溶液充分混合，使得体系中 BSA浓度为 0.75×

10−6 mol/L，Nar浓度为 0、6和 15 ×10−6 mol/L，室温

静置 40 min。在恒定充氮条件下，采用 Jasco J-815

圆二色光谱仪记录各样品液的圆二色谱[17]。波长扫

描范围为 190~400 nm，扫描间隔为 0.5 nm、扫描速

度为 100 nm/min。样品光谱均扣除了 PBS缓冲液

背景光谱，浓度为 15×10−6 mol/L Nar的光谱作为对

照。利用 Dichr-Web网址进行 SELCON3程序分

析，用平均残基摩尔椭圆率计算 BSA二级结构 α-螺
旋、β-折叠、β-转角、无规则卷曲的含量。

 1.2.8   分子对接　运用 AutoDock  Vina软件进行

分子对接，BSA的晶体结构（PDB ID：4OR0）下载

于 PDB数据库，Nar（CID：445972）的三维结构下载

于 Pubchem数据库。运用 AutoDock Tools工具对

BSA和 Nar结构预处理并生成 pdbqt文件，盒子大

小设为 36 Å×36 Å×28 Å，格点间距设为 1 Å，其他参

数均为默认值。选择结合亲和力最强的对接构象作

为分子动力学模拟的初始结构，利用 PyMOL软件可

视化对接结果。

 1.2.9   分子动力学模拟　利用 GROMACS 2016.4软

件进行分子动力学模拟，分别采用 Amber ff99SB[18]

和 GAFF[19] 参数化 BSA和 Nar。将 Nar-BSA复合

物置于立方体溶剂盒子中，体系原子到盒子边缘的最

小距离设为 10 Å，随后加入 Na+和 Cl−以中和体系

电荷。接着采用最陡下降法和共轭梯度法进行能

量最小化，以消除不良相互作用和原子碰撞。之后

依次进行 1  ns  NVT和 NPT平衡，使用 V-rescale

和 Parrinello-Rahma方法分别将体系温度和压力

控制在 300 K和 1 atm。最后进行 100 ns分子动力

学模拟，并将轨迹以 1.0 ps为时间间隔保存用于后续

分析。短程非键相互作用截断值设为 10 Å，采用

Particle Mesh Ewald算法计算长程静电相互作用，使

用 LINCS算法约束氢原子。使用 mindist程序计算
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BSA与 Nar的分子间接触数，利用 VMD 1.9.3计算

Nar-BSA体系的氢键占有率。

 1.2.10   结合自由能计算　采用分子力学泊松-玻尔兹

曼表面积法（molecular mechanics Poisson-Boltzmann
surface area，MM-PBSA）计算 Nar-BSA体系的结合

自由能（ΔG）[20]。从 50~100 ns平衡轨迹中采集 500
帧构象用于计算 ΔG，公式如下：

∆G =Gcomplex − (Gprotein +Gligand) 式（6）

∆G = ∆EMM +∆Gsol −T∆S 式（7）

∆EMM = ∆Evdw +∆Eele 式（8）

∆Gsol = ∆EPB +∆ESA 式（9）

∆G = ∆Evdw +∆Eele +∆EPB +∆ESA 式（10）

其中，Gcomplex、Gprotein 和Gligand 分别为Nar-BSA、

BSA和 Nar的自由能；ΔG为气相结合能（ΔEMM）、

溶剂化结合能（ΔGsol）和熵贡献（−TΔS）之和；ΔEMM

为范德华相互作用能（ΔEvdw）和静电相互作用能

（ΔEele）之和；ΔGsol 可分解为极性溶剂化自由能

（ΔEPB）和非极性溶剂化自由能（ΔESA）；TΔS是熵变

对结合自由能的影响，由于熵变计算耗时较长，因此

忽略不计。为得到对 Nar结合有重要贡献的残基，

对结合自由能进行分解，将能量小于−1 kcal/mol
的残基视为关键残基。

 1.2.11   Nar/BSA NPs的制备　将 BSA溶于蒸馏水，

使其浓度为 0.4×10−3 mol/L，室温下 800 r/min磁力

搅拌 2 h以便充分水化。将 Nar溶于无水乙醇，得到

浓度为 2.4×10−3 mol/L溶液。以体积比 5:1将 Nar
溶液以 2 mL/min速度滴入 BSA溶液，继续磁力搅

拌 3 h，离心得到上清液（10000 r/min，15 min），旋蒸

除去乙醇，−20 ℃ 预冻 12 h，真空冷冻干燥 24 h得

到 Nar/BSA NPs[21]。以体积比 5:1加入无水乙醇，

其他操作与 Nar/BSA NPs相同，制备 BSA纳米颗粒

（BSA NPs）。

 1.2.12   载药量与包封率的测定　将 5 mg Nar/BSA
NPs溶于蒸馏水，涡旋 30 s至完全溶解，用体积比

为 10:1的乙酸乙酯和无水乙醇提取剂提取，超

声20  min，涡旋 30  s重复 3次，离心得到上清液

（10000 r/min，15 min） [22]。稀释至所需浓度，测定

289 nm处吸光度，代入标准曲线（y=0.0768x+0.0263，
R2=0.9953）计算 Nar含量。包封率和载药量计算如

公式（11）和公式（12）所示：

载药量(mg/g) = Nar/BSA NPs中 Nar的质量
Nar/BSA NPs质量

式（11）

包封率(%) = Nar/BSA NPs中 Nar的质量
初始加入 Nar的质量

×100

式（12）

 1.2.13   粒径、分散系数及 Zeta电位的测定　将

Nar/BSA NPs和 BSA NPs溶于蒸馏水，制备成浓度

为 100 μg/mL的分散液，使用 Zeta sizer Nano ZSE
粒度仪记录样品的平均粒径和分散系数，用 Zeta
JS94电位仪测定 Zeta电位[23]。

 1.2.14   傅里叶红外光谱　将 1 mg Nar/BSA NPs和
BSA NPs与 100 mg溴化钾粉末混合，将混合物充分

研磨并用压片机压成透明薄片，使用傅里叶红外光谱

仪记录 4000~400 cm−1 区间的红外光谱。扫描次数

为 32次，分辨率为 4 cm−1，样品光谱均扣除溴化钾

的背景光谱[24]。

 1.2.15   抗氧化活性的测定　将适量 Nar和 Nar/
BSA NPs溶于蒸馏水，涡旋 1 min，磁力搅拌 2 h，
12000 r/min离心 15 min，得到上清液。稀释至样品

液中 Nar含量相同，并将 BSA NPs设为对照组。将

Nar、Nar/BSA NPs、BSA NPs溶液储存于具塞试管

中，室温保存 6 d。每 24 h抽取少量样品进行自由基

清除活性和铁离子还原能力测定，评估储存时间内

Nar和 Nar/BSA NPs的抗氧化活性 [25−26]。具体步

骤：将 100 μL样品溶液（40 µg/mL）与 100 μL DPPH
溶液充分混合，避光反应 30 min，在 517 nm处测定

吸光度并使用公式（13）计算 DPPH自由基清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
[
A1 − (A2 −A0)

A1

]
×100

式（13）
其中，A2 为样品组的吸光度；A1 为对照组的吸

光度；A0 为空白组的吸光度。

将 100 μL样品溶液（25 µg/mL）与 100 μL ABTS
溶液充分混合，避光反应 6 min，在 734 nm处测定吸

光度，使用公式（14）计算 ABTS+自由基清除率。

ABTS+自由基清除率(%) =
[
A1 − (A2 −A0)

A1

]
×100

式（14）
其中，A2 为样品组的吸光度；A1 为对照组的吸

光度；A0 为空白组的吸光度。

将 180 μL样品溶液 （1 mg/mL）与 30 μL FRAP
工作液充分混合，37 ℃ 避光反应 30  min，测定

593 nm处吸光度，铁离子还原能力以 Fe2+的毫摩尔

数当量（mmol/L）表示。

 1.2.16   体外模拟消化实验　采用静态模型进行 Nar
和 Nar/BSA NPs的体外模拟消化实验[27]。将 2.0 g
氯化钠溶于 7.0 mL 12 mol/L盐酸，加入 2.5%吐温

80，蒸馏水定容至 1 L以制备模拟胃液（pH=1.2）。
向 6.8 g磷酸二氢钾和 0.89 g NaOH中加入 2.5%吐

温 80，蒸馏水定容至 1 L，使 pH为 6.8以得到模拟

肠液。将 Nar和 Nar/BSA  NPs（含 2  mg  Nar）分

别溶于 2  mL 37 ℃ 释放介质，置于 Mw为 8000~
14000 Da的透析袋，将透析袋完全浸没于 50 mL模

拟胃液和肠液，放入 37 ℃ 空气振荡器（100 r/min）进
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行 61 h体外模拟消化实验，定时取样 1 mL，并立即

补充等温等体积新鲜介质以保持模拟消化条件。用

紫外分光光度计测定 289 nm处的吸光度，代入胃、

肠液标准曲线计算 Nar含量，累计释放率计算如公

式（15）所示。

Er(%) =
Ve
∑n−1

1 Ci +CnV0

mdrug
×100 式（15）

其中，Er 为累计释放率（%）；Ve 为 PBS的置换

体积（mL）；V0 为释放介质总体积（mL）；Ci 为第 i次
置换取样时释放液的浓度（mg/mL）；mdrug 为纳米颗

粒载药总质量（mg）；n为置换 PBS的次数。

 1.3　数据处理

所有实验重复三次，结果以平均值±标准差表

示。利用 Origin 2018软件作图，利用 SPSS 25.0软

件进行方差分析，P<0.05表示差异显著。

 2　结果与分析

 2.1　紫外可见吸收光谱分析

BSA的紫外可见吸收光谱在 280 nm附近有特

征吸收峰，该峰由 BSA芳香族氨基酸苯环的电子转

移（π-π*跃迁）产生，如酪氨酸（tyrosine，Tyr）、色氨酸

（tryptophan，Trp）和苯丙氨酸（Phenylalanine，Phe）[28]。
通过分析紫外光谱特征吸收峰强度和位移变化可

以了解 Nar对 BSA构象的影响。BSA与不同浓度

Nar的紫外吸收光谱如图 1所示。由图 1可知，

Nar的吸收峰位于 322 nm处。随着 Nar浓度增加，

BSA在 280 nm处的特征吸收峰强度增加并伴随轻

微红移，表明 BSA-Nar复合物的形成。二者的结合

使得 BSA结构趋于舒展，内部的芳香族氨基酸暴露

出来。刘丽莉等[29] 发现 4种植物多酚与牛血清白蛋

白相互作用导致牛血清白蛋白的紫外吸收峰的峰值

与峰位发生改变，本研究结果与之类似。

 2.2　荧光光谱分析

荧光光谱被广泛用于多酚类化合物与蛋白质相

互作用机理研究。BSA的内源荧光主要由 Trp、Tyr、

Phe产生，并会与多酚类化合物相互作用猝灭[30]。

在 298、304、310 K温度下，BSA与不同浓度 Nar的

内源荧光光谱如图 2所示。由图 2可知，BSA在

340 nm处有一个特征荧光发射峰，荧光强度随 Nar

浓度增加不断下降，并分别伴随 8、4 和 7 nm红移。

表明 Nar与 BSA发生了相互作用，使 BSA亲水性

增加，与紫外光谱结果一致。梁鑫富等[31] 研究了柠

檬苦素与牛血清白蛋白的荧光光谱，发现随着柠檬苦

素的加入牛血清白蛋白的荧光强度逐渐降低。

 2.3　猝灭机制与结合常数分析

由于 Nar可以猝灭 BSA的内源荧光，因此对猝

灭机制进行了分析。猝灭机制一般分为动态猝灭和

静态猝灭，前者与蛋白质荧光团和猝灭剂之间的碰撞

有关，后者则是由复合物的形成引起 [32]。Nar与

BSA相互作用的 Stern-Volmer曲线如图 3所示。

由图 3可知，在所测浓度下，[Q]与 F/F0 呈线性相

关，表明猝灭机制为静态或动态单一猝灭类型。不同

温度下，Nar与 BSA相互作用的猝灭常数、结合常

数和结合位点数如表 1所示。由表 1可知，温度为

298 K时，Ksv 值为 4.13×104 L/mol，且随着温度的升

高逐渐降低，但变化不显著。然而，三个温度下的

Kq 值均大于最大动态猝灭常数（2.0×1010 L/mol）[33]，

表明 Nar猝灭 BSA的机制为静态猝灭。

采用双对数曲线计算了 Nar与 BSA的结合常

数 Ka 和结合位点数 n，分别对应斜率和截距，结果见

表 1。由表 1可知，不同温度下 Nar与 BSA的 Ka 和

n值分别为 0.17×105 L/mol（0.92）、1.47×105 L/mol

（1.13）和 3.65×105 L/mol（1.20），表明 Nar与 BSA之

间只存在 1个结合位点。胡夏恬等[34] 的研究表明，
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图 1    Nar与 BSA相互作用的紫外光谱

Fig.1    UV spectrum of the interaction between Nar and BSA
注：a→g表示混合液中 Nar的浓度为 0~9×10−5 mol/L，h表示
最大浓度的 Nar溶液（9×10−5 mol/L）。
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图 2    298 K（A）、304 K（B）、310 K（C）下不同浓度 Nar与 BSA相互作用的荧光光谱

Fig.2    Fluorescence spectra of the interaction between different concentrations of Nar and BSA at 298 K (A), 304 K (B) and 310 K (C)
注：a→i表示混合液中 Nar的浓度为 0~20×10−6 mol/L；x表示最大浓度的 Nar溶液（2×10−5 mol/L）。
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298 K温度下苦丁皂苷与牛血清白蛋白的结合常数

为 5.74×102 L/mol，小于本研究结果，说明 Nar与
BSA之间的结合亲和力较强。

 2.4　时间分辨荧光光谱分析

时间分辨荧光光谱可用来验证猝灭机制。蛋白

与多酚结合过程中平均荧光寿命（τ）的显著变化表明

存在动态猝灭机制，而稳定的荧光寿命值则对应静态

猝灭机制[35]。如图 4所示，BSA的时间分辨荧光光

谱呈双指数分布，且 Nar对 BSA光谱的影响不大，

谱图几乎重合。fi、τi、χ2 和 τ 的结果见表 2。由表 2

可知，χ2 值均小于 1.3，说明曲线拟合良好。此外，

BSA的 τ 值为 6.45 ns，加入 Nar后的 τ 值为 6.08 ns，

说明平均荧光寿命未发生显著变化，即 τ0/τ~1
[36]。由

此推测 Nar猝灭 BSA的机制为静态猝灭，这与荧光

光谱结果一致。
 
 

表 2    Nar和 BSA-Nar的荧光寿命衰减参数
Table 2    Fluorescence life time decay parameters of Nar

and BSA-Nar

样品 τ1（ns） τ2（ns） f1 f2 <τ>（ns） χ2

BSA 6.1956 23.7479 0.9854 0.0146 6.45186358 1.0757

BSA-Nar 5.0177 7.1379 0.501 0.499 6.0756798 0.9777
 

 2.5　同步荧光光谱分析

同步荧光光谱可用来表征 Nar对 BSA的 Tyr

（∆λ=15 nm）和 Trp（∆λ=60 nm）微环境的影响[37]。由

图 5可知，随着 Nar浓度增加，Tyr和 Trp荧光均发

生不同程度的猝灭，表明 Nar结合在 Tyr和 Trp附

近。此外，Tyr和 Trp的特征吸收峰分别发生蓝移和

红移，表明 Tyr周围微环境的疏水性增强，Trp周围

 

表 1    不同温度下 Nar与 BSA的猝灭常数、结合常数和结合位点数

Table 1    Quenching constant, binding constant and number of binding sites between Nar and BSA

T（K） Ksv（×10
4 L/mol） Kq（×10

12 L/mol/s） R2 Ka（×10
5 L/mol） n R2

298 4.13±0.03 4.13±0.03 0.98±0.01 0.17±0.02 0.92±0.01 0.98±0.00

304 4.10±0.03 4.1±0.03 0.94±0.01 1.47±0.41 1.13±0.08 0.91±0.01

310 4.00±0.02 4.00±0.02 0.93±0.00 3.65±1.12 1.20±0.04 0.95±0.00
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图 3    不同温度下 Nar对 BSA荧光猝灭的 Stern-Volmer图
（A）和双对数图（B）

Fig.3    Stern-Volmer diagram (A) and double-log diagram (B)
of fluorescence quenching of BSA by Nar at different

temperatures

 

1000

800

600

400

200

0

0 10 20 30 40
时间 (ns)

荧
光

强
度

BSA-Nar
BSA
IRF

图 4    BSA, Nar和 BSA-Nar的荧光衰减曲线

Fig.4    Fluorescence decay curves of BSA, Nar and BSA-Nar
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图 5    Nar与 BSA相互作用的同步荧光光谱

Fig.5    Synchronous fluorescence spectra of the interaction
between Nar and BSA

注：a→j表示混合液中 Nar的浓度为 0~22.5×10−6 mol/L。
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的亲水性增强。相比于 Tyr，同浓度 Nar对 Trp的荧

光猝灭程度更大，说明 Nar与 BSA的结合更靠近

Trp，这与薛燕斌等[38] 对高良姜素与人血清白蛋白相

互作用的研究结果类似。

 2.6　三维荧光光谱分析

三维荧光光谱能够同时表征 Tyr和 Trp周围微

环境的变化[39]。图 6为加入不同浓度 Nar后 BSA

的三维荧光光谱。表 3为 BSA与不同浓度 Nar混

合液三维荧光的特征信息。由图 6和表 3可知，峰

a（λex=λem）为瑞利散射峰，峰 1为 BSA的特征荧光吸

收峰（λex=285 nm，λem=352 nm），主要反映 Trp和 Tyr

的光谱特征。随着 Nar浓度增加，荧光吸收峰强度逐

渐减弱，且发射波长峰位置发生了轻微红移（3 nm），

说明 Nar与 BSA相互作用改变了 Tyr和 Trp周围

微环境的极性，最终导致蛋白构象发生改变。该结果

进一步验证了紫外光谱和荧光光谱的结果。

 2.7　结合位点分析

BSA主要有两个配体结合位点，一是位于亚结

构域 IIA的位点 I，另一个是位于亚结构域 IIIA的位

点Ⅱ[40]。华法林和布洛芬分别特异结合在 BSA的

位点 I和位点 II。为了确定 Nar在 BSA上的结合

位点，分别以华法林和布洛芬为荧光探针进行了位点

竞争实验。由图 7可知，随着标记物浓度的增加，华

法林的置换率下降至 82%，而布洛芬仅下降到 93%，

相比之下，布洛芬对 BSA与 Nar的相互作用几乎无

干扰作用。这表明华法林对 BSA与 Nar结合位点

的竞争强于布洛芬。由此推断，Nar可能结合在位

点 I，该结果将通过分子动力学模拟进行验证。

 2.8　圆二色谱分析

圆二色谱法可以定量分析蛋白质的二级结构。

由图 8可知，BSA的圆二色谱在 208 nm和 220 nm
处显示两个负峰，是 α-螺旋的特征峰[41]。不同浓度

的 Nar对峰形基本无影响，但导致峰强度减弱。经

SELCON3程序计算所得 BSA二级结构含量结果

如表 4所示。由表 4可知，BSA的二级结构组成

为 79.39% α-螺旋，0.20% β-折叠，5.59% β-转角和

14.82%无规则卷曲。加入浓度为 0.15×10−6 mol/L
的 Nar后，α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则卷曲含

量分别为 77.67%、0.77%、5.97%和 15.50%。说明

BSA的 α-螺旋部分转变为 β-折叠、β-转角和无规则

 

表 3    BSA和 Nar-BSA的三维荧光的特征信息

Table 3    Characteristic parameters of BSA and Nar-BSA
obtained from 3D fluorescence experiments

Nar（μmol/L） 峰
峰位置

[λex/λem（nm/nm）]
荧光强度

0 a
1

400/400
285/352

8360
1839

12.5 a
1

400/400
285/354

9935
955.5

17.5 a
1

400/400
285/357

9951
806.7

22.5 a
1

400/400
285/355

10000
631
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图 6    Nar与 BSA相互作用的三维荧光光谱

Fig.6    Three-dimensional fluorescence spectra of the interaction between Nar and BSA
注：A~D分别为 Nar浓度为 0、12.5、17.5、22.5 μmol/L的光谱。
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卷曲，Nar与 BSA结合一定程度上改变了 BSA的内

部氢键网络，这与王靖蕊等[42] 的研究结果类似。

 2.9　RMSD分析

RMSD能反映模拟过程中蛋白结构与初始构象

的平均偏差，是衡量体系稳定性的重要指标[43]。本研

究选取 Nar附近 20 Å残基用于 RMSD计算以考察

Nar-BSA体系在分子动力学模拟过程中的稳定性。

选取与 Nar-BSA体系相同的残基计算 BSA体系

RMSD，结果见图 9。由图 9可知，Nar-BSA体系的

RMSD值基本恒定在 2.5 Å。而 BSA体系 5~55 ns

的 RMSD值波动在 3.4 Å附近，55~70 ns的 RMSD

值高达 4 Å。由此可见，Nar-BSA比 BSA体系更稳

定，可能是因为 Nar结合提高了 BSA的结构稳定性。

 2.10　RMSF分析

RMSF主要用于表征蛋白构象的柔性，反映氨

基酸残基的波动程度[44]。RMSF越大，BSA柔性越

强，反之 BSA刚性越强。由图 10可知，BSA与 Nar-

BSA体系 RMSF值的变化趋势类似，但整体来

看 Nar-BSA体系的 RMSF值小于 BSA体系，如残

基 Glu229的 RMSF值分别为 1.53 Å和 2.76 Å，与

RMSD结果一致。
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图 10    BSA和 Nar-BSA体系在模拟过程中的 RMSF
Fig.10    RMSF of the BSA and Nar-BSA systems during

simulations
 

 2.11　结合自由能分析

结合自由能是评估蛋白质与多酚之间结合亲

和力的关键指标。本研究采用 MM-PBSA方法计

算了 Nar-BSA体系 50~100 ns稳定轨迹的 ΔG，结果

为−14.78 kcal/mol，略低于 BSA-Que体系[45]。说明

复合物可以自发形成且 Nar与 BSA的结合亲和力

较强。此外，对相互作用成分的能量贡献进行了详

细解析。ΔEpolar,total 和 ΔEnonpolar,total 分别为 21.68±

3.44和−36.46±1.12 kcal/mol，说明总非极性能有利

于结合，而总极性能不利于结合。两者可进一步分

解为 ΔEele+ΔEPB 和 ΔEvdw+ΔESA，分别为 −15.61、

37.29、−33.01和−3.45 kcal/mol，说明范德华作用能

和非极性溶剂化有利于结合。静电作用能也有利于

结合，但被极性溶剂化能抵消。Nar-BSA体系的静

电作用能强于 BSA-Que体系，这可能与 Nar结构中

更多的羟基有关[45]。总的来说，总非极性相互作用

是 Nar与 BSA结合过程中的主要驱动力。

 2.12　结合能分解

将结合自由能分解以得到对 Nar结合起关键
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Fig.7    Effects of warfarin and ibuprofen on the fluorescence
spectra of BSA-Nar
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图 8    Nar与 BSA相互作用的圆二色谱

Fig.8    Circular dichroism spectra of the interaction between Nar
and BSA

注：a→c表示混合液中 Nar的浓度为 0~1.5×10−5 mol/L；x为
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表 4    BSA与 Nar相互作用的二级结构含量

Table 4    Secondary structure content of the interaction between
BSA and Nar

多酚
浓度

（×10−6 mol/L）
α-螺旋（%） β-折叠（%） β-转角（%）

无规则卷曲
（%）

Nar
0 79.39 0.20 5.59 14.82
6 77.81 0.77 6.05 15.37
15 77.67 0.77 5.97 15.50
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图 9    BSA和 Nar-BSA体系在模拟过程中的 RMSD
Fig.9    RMSD of the BSA and Nar-BSA systems during

simulations
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作用的残基，本文将能量贡献小于−1 kcal/mol的

残基视为关键残基[46]。由图 11可知，关键残基为

Arg208、Ala212、Leu326和 Gly327。其中 Leu326

的能量贡献最大，为−1.67 kcal/mol。Arg208、Ala212

和 Gly327的能量贡献分别为−1.31、−1.42和−1.09

kcal/mol，推测 Nar结合在芳香族氨基酸 Trp213附

近，验证了同步荧光光谱结果。Val215和 Leu330也

参与了 Nar结合，能量贡献分别为−0.84和−0.89

kcal/mol。
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图 11    Nar-BSA体系的残基结合能分解
Fig.11    Residue binding free energy decomposition of the

Nar-BSA system
 

 2.13　接触数分析

为了在结构层面确定 Nar的结合区域，计算了

Nar-BSA体系的分子间接触数，将接触数大于 10的

残基视为重要残基[47]。由图 12可知，重要残基为

Arg208、Lys211、Val215、Phe227、Thr231、Val234、

Asp323、Leu326、Leu330，其中 Arg208和 Lys211

与 Nar结合最紧密，接触数均为 22。Leu326的贡献

次之，与 Nar的平均接触数为 19。Val215、Phe227、

Thr231、Val234、Leu326和 Leu330的接触数贡献

分别为 13、10、13、11、19和 16，这与结合自由能结

果类似。

 2.14　相互作用分析

接下来分析 Nar与 BSA之间的相互作用，首先

计算了 Nar-BSA体系在分子动力学模拟过程中氢

键占有率。氢键是维持蛋白结构稳定性的主要作用

力[44]。Nar的 O4原子易与极性氨基酸 Thr231形成

氢键，占有率为 86.16%。Nar的 O3原子与极性氨基

酸 Glu353的 OE1和 OE2原子分别形成了占有率

为 40.52%和 35.34%的氢键。Nar与 BSA的结合

模式见图 13，Nar被残基 Leu326、Val215、Glu353、

Lys211和 Thr231的 侧 链 包 围 ， 其 中 Leu326和

Val215与 Nar形成了紧密的疏水相互作用。说明氢

键和疏水相互作用是维持 Nar-BSA复合物稳定的主

要作用力。

 
 

图 13    Nar-BSA体系的结合模式
Fig.13    Binding mode of the Nar-BSA system

注：氢键和疏水相互作用分别表示为绿色和灰色虚线。
 

 2.15　载药量、包封率、粒径和 Zeta电位分析

载药量和包封率是评价纳米颗粒包封性能的重

要指标。Nar/BSA NPs的包封率为 87.13%，高于大

豆分离蛋白-叶黄素纳米颗粒的包封率[48]。Nar/BSA

NPs的载药量为 41.27 mg/g，与玉米醇溶蛋白-海藻

酸钠对姜黄素的载药量基本相当（43.4 mg/g）[49]。说

明 BSA是负载 Nar的良好载体，用 BSA包封 Nar

可能是提高其活性的有效手段。

BSA NPs和 Nar/BSA NPs的平均粒径、分散

系数和 Zeta电位如表 5所示。BSA NPs平均粒径

为 126.13±5.87 nm，加入 Nar后纳米颗粒的粒径为

582.73±98.91 nm，这可能是因为 Nar结合使得 BSA

疏水区域暴露，表面电荷被剥夺，静电排斥效应减小，

颗粒尺寸变大[50]。分散系数代表粒径分布的均匀性，
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图 12    BSA和 Nar之间的平均接触数

Fig.12    Average contact numbers between BSA and Nar
 

表 5    BSA NPs和 Nar/BSA NPs的平均粒径、分散系数和 Zeta电位

Table 5    Average particle size, polydispersity index and Zeta potential of BSA NPs and Nar /BSA NPs

样品 平均粒径（nm） 分散系数 Zeta电位（mV）

BSA NPs 126.13±5.87a 0.28±0.04a −64.64±15.72b

Nar/BSA NPs 582.73±98.91b 0.61±0.13b −28.92±3.24a

注：不同小写英文字母表示同列数据差异显著，P<0.05。

第  47 卷  第  10 期 施凯欣 ，等： 牛血清白蛋白与柚皮素相互作用及对柚皮素稳定性的影响 · 115 · 



分散系数越低表示粒径大小越均匀。Nar/BSA NPs
的分散系数为 0.61±0.13，说明纳米颗粒分布较为均

匀。Nar/BSA NPs的 Zeta电位为−28.92±3.24 mV，

绝对值接近 30 mV，说明制备的 Nar/BSA NPs稳定

性较好，这与两者间的疏水和范德华力有关[51−52]。

 2.16　傅里叶红外光谱

Nar、BSA NPs和 Nar/BSA NPs的红外光谱如

图 14所示。BSA的特征吸收带主要有酰胺 I带
（1600~1700 cm−1）、酰胺 II带（1500~1600 cm−1）和

O-H伸缩振动（3300~3400 cm−1）[53]。由图 14可知，

相比于 BSA NPs，Nar/BSA NPs特征吸收带的强度

和位置均发生了变化。酰胺 I带和酰胺 II带分别由

1655.3和 1538.4 cm−1 移动至 1648.3和 1523.8 cm−1，

O-H伸缩振动由 3291.6 cm−1 移动至 3285.4 cm−1，这

可能是由于氢键和疏水相互作用参与了 BSA与

Nar的结合[53]。Nar在 1463和 1082 cm−1 处的特征

吸收带分别代表 O-H弯曲和 C-O伸缩 [54]。然而，

Nar/BSA NPs的光谱中不存在 Nar的这些特征吸收

带，表明 Nar成功包封于 BSA纳米颗粒中。
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图 14    Nar、BSA NPs和 Nar/BSA NPs的红外光谱
Fig.14    FTIR spectra of Nar, BSA NPs and Nar/BSA NPs

 

 2.17　抗氧化活性分析

Nar由于酚羟基的存在具有较强的抗氧化活

性[55]。为了评估 BSA对 Nar抗氧化活性的影响，测

定了 DPPH、ABTS+自由基清除活性和铁离子还原

能力。Nar、BSA NPs和 Nar/BSA NPs的 DPPH自

由基清除活性如图 15（A）所示。由图 15（A）可知，

随着贮藏时间增加，各样品 DPPH自由基清除活性

均下降，这可能是由于样品的降解造成的。然而，

Nar/BSA NPs DPPH自由基清除活性始终大于游离

Nar。贮藏第 6 d，Nar和 Nar/BSA NPs的 DPPH自

由基清除率分别为 9.30%和 11.42%，这可能是

BSA包封提高了 Nar的水溶性[56]。此外，BSA可能

对 Nar活性基团起到一定保护作用。

ABTS+自由基清除活性结果与 DPPH自由基结

果整体趋势相似（图 15（B））。贮藏 4 d后，游离

Nar的 ABTS+自由基清除活性强于 Nar/BSA NPs，
可能是由于 Nar的活性基团被掩盖[21]。铁离子还原

能力结果如图 15（C）所示。由图 15（C）可知 ，

Nar/BSA NPs的铁离子还原能力强于游离 Nar。此

外，Nar/BSA NPs前期的铁离子还原能力大于游离

Nar和 BSA NPs的理论相加值，说明 BSA包封对

Nar抗氧化能力有增效作用。铁离子还原能力与自

由基清除结果略有差异，可能是由于铁离子空间位阻

小，更易与 Nar/BSA NPs相互作用[57]。因此三种方

法联用可以综合评估 BSA对 Nar抗氧化活性的

影响。

 2.18　体外消化释放特性

通过测定游离 Nar和 Nar/BSA NPs的胃肠道释

放特性评估其生物可及性[58]。如图 16所示，前 3 h

Nar在两种介质中的释放速度相近，3 h后差异明显，

在模拟肠液中累积释放率较高，35 h后释放率趋于

平衡。继续释放 26 h，Nar在模拟胃液和肠液的累积

释放率分别为 79%和 89%。然而，Nar/BSA NPs在

模拟胃液和肠液的累积释放率分别为 62%和 86%，

说明 BSA包封对 Nar产生了较好的缓释效果，提高

了 Nar的生物可及性。此外，Nar/BSA NPs在模拟

肠液的释放率高于胃液，有利于 Nar的吸收利用。
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Fig.15    DPPH radical scavenging activity (A), ABTS+ radical
scavenging activity (B) and ferric ion reducing antioxidant

power (C) of BSA, Nar and Nar/BSA NPs
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 3　结论
本文通过多光谱法和分子动力学模拟研究了

BSA与 Nar的相互作用机制，并探讨了 BSA对 Nar
抗氧化活性和体外释放特性的影响。紫外光谱结果

表明，Nar导致 BSA的特征吸收峰发生了轻微的红

移。荧光光谱和时间分辨荧光光谱结果表明，Nar导
致 BSA的内源荧光发生猝灭，猝灭类型为静态猝

灭。Nar在 BSA上只有 1个结合位点且结合常数

为 1.7×104 L/mol。同步荧光光谱结果表明，Nar的
结合改变了 BSA中 Tyr和 Trp的微环境，且对 Trp
的荧光猝灭效率大于 Tyr。位点竞争结果表明，

Nar结合在 BSA的位点Ⅰ。分子动力学模拟验证了

多光谱实验结果，表明 Nar与 BSA的结合自由能为

−14.78 kcal/mol，主要作用力为氢键和疏水相互作

用，与 Nar结合最紧密的残基为 Arg208、Ala212、
Leu326和 Gly327。此外，BSA包封提高了 Nar的
抗氧化活性，且对 Nar在模拟胃肠液中的释放起到一

定缓释作用。本研究为 BSA有效负载 Nar提供了

思路，为 Nar应用于功能食品领域提供了理论基础。
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