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基于荧光光谱及二维红外光谱技术研究 ECG
与牛肉肌球蛋白的相互作用机制

李　欣1，陈威风1，许美娟1，孙智达2，胡　燕1，邹　建1, *

（1.河南牧业经济学院食品科学学院，河南郑州 450000；
2.华中农业大学食品科学技术学院，湖北武汉 430070）

摘　要：为探究莲房原花青素（lotus seedpod proanthocyanidin，LSPC）抑制牛肉蛋白质氧化的作用机制，运用纳米

粒度仪、二维红外相关谱、荧光光谱等技术研究了 LSPC的重要组分表儿茶素没食子酸酯（Epicatechin gallate，
ECG）终浓度为 10~40 μmol/L时对牛肉肌球蛋白（Myosin）氧化聚集的影响以及两者相互作用类型、主要作用

力、作用位点、参与相互作用的基团、猝灭类型等。结果表明：与肌球蛋白相比，ECG终浓度为 10~30 μmol/L
时，ECG-肌球蛋白复合物 SDS-PAGE图谱中 250 kDa处条带变窄，Zeta电位绝对值增大、浊度降低，能够抑制蛋

白氧化交联。这与 ECG作为供氢体与肌球蛋白之间发生了非共价相互作用有关。荧光光谱及化学分析法结果显

示，ECG与肌球蛋白的结合是以氢键和疏水相互作用为主要作用力、熵驱动的可以自发进行的吸热反应，能够猝

灭肌球蛋白荧光。运用二维红外相关谱发现，ECG的 D环上的-OH作为供氢体，优先于酯键、醚键及骨架中的

C=C，与肌球蛋白 α-螺旋中 C=O及 N-H、C-H形成氢键、疏水相互作用，从而抑制了肌球蛋白氧化及分子间的交

联聚集。该研究为开发 LSPC作为天然植物抗氧化剂应用于肉及肉制品行业提供了理论依据与实验支撑。

关键词：莲房原花青素，肌球蛋白，荧光光谱，二维红外光谱，非共价结合，抗蛋白质氧化
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Interaction Mechanism between ECG and Beef Myosin Based
on Fluorescence Spectroscopy and Two-dimensional

Infrared Spectroscopy Techniques
LI Xin1，CHEN Weifeng1，XU Meijuan1，SUN Zhida2，HU Yan1，ZOU Jian1, *
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2.College of Food Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China）

Abstract： To elucidate  the  mechanism  underlying  the  inhibition  of  beef  protein  oxidation  by  lotus  seedpod   proantho-
cyanidin (LSPC), epicatechin gallate (ECG) at a final concentration of 10 to 40 μmol/L, was investigated using a combina-
tion of nanoparticle size analysis, two-dimensional infrared correlation spectroscopy (2D-IR COS), and fluorescence spec-
troscopy.  This  study  focused  on  how  ECG  affected  the  oxidative  aggregation  of  beef  myosin  as  well  as  the  interaction
mode, dominant binding forces, action sites, involved functional groups, and fluorescence quenching mechanism between
ECG  and  myosin.  The  results  indicated  that,  relative  to  native  myosin,  ECG  treatment  at  final  concentrations  of  10~
30 μmol/L resulted in a narrowed 250 kDa band in the sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis profiles
of  the  ECG-Myosin  complex,  an  increased  absolute  value  of  Zeta  potential,  and  reduced  turbidity.  These  observations  
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suggested  that  ECG  inhibited  oxidative  myosin  cross-linking  with  non-covalent  interactions  between  ECG  (acting  as  a
hydrogen  donor)  and  myosin.  Fluorescence  spectroscopy  and  chemical  probing  analyses  revealed  that  ECG  binding  to
myosin was an entropy-driven, thermodynamically favorable endothermic process, with hydrogen bonds and hydrophobic
interactions serving as the dominant forces. This interaction induced the static fluorescence quenching of myosin. Further-
more, 2D-IR COS demonstrated that the hydroxyl (-OH) groups on the D-ring of ECG, as hydrogen donors, preferentially
formed hydrogen bonds and hydrophobic interactions with carbonyl  (C=O),  amide (N-H),  and alkyl  (C-H) groups within
the α-helical  domains of myosin.  These interactions inhibited protein oxidation and intermolecular  cross-linking aggrega-
tion.  This  study  provides  a  theoretical  basis  and  experimental  support  for  LSPC  development  as  a  natural  plant-derived
antioxidant for meat and meat products industry-related applications.

Key words： lotus  seedpod  proanthocyanidin；myosin； fluorescence  spectroscopy； two-dimensional  infrared  spectroscopy；

non-covalent binding；anti- oxidation protein

牛肉是人类摄入蛋白质的良好来源。肌原纤维

蛋白是牛肉中含量最丰富的蛋白质，而肌球蛋白则是

肌原纤维蛋白的最主要成分，其功能性质的表达受自

身分子量大小及氧化还原状态的影响，直接决定着冷

藏期间牛肉的品质[1]。肌球蛋白富含巯基，且在牛肉

生产、运输、销售中难免受光照、氧气等外界条件的

影响，极易发生蛋白质氧化，从而导致牛肉出现色泽

褐变、汁液流失、嫩度下降、营养价值降低等品质劣

变问题[2]，削弱消费者的购买欲。

随着人们健康意识的增强，相比人工合成抗氧化

剂，使用安全性更高的天然抗氧化剂逐渐成为肉类保

鲜的应用趋势[3]。植物多酚具有抗氧化、抗炎、抗菌

等特性，近年来受到研究者的关注，并被运用到肉品

保鲜中。如桑葚多酚、茶多酚、番石榴叶多酚等能够

延缓肉类蛋白质氧化聚集[4−6]，黑莓、桑叶的多酚提取

物质可以抑制冷鲜猪肉脂肪氧化，增强牛肉饼的抗氧

化稳定性，且具有抗菌性，能够延长肉品货架期[7−9]。

葡萄籽原花青素能有效抑制鸡肉蛋白质的降解、降

低菌落总数，具有明显的保鲜效果[10]。莲房原花青素

是从莲蓬壳中提取的一种以黄烷-3-醇为结构单元通

过 C4-C6键缩合而成的植物多酚，提取率约 2.66%，

主要组分为儿茶素、表儿茶素、表没食子儿茶素、表

儿茶素没食子酸酯及 B-型原花青素二聚体[11]，无不

良气味，剂量<5 g/kg时安全无毒，具有抗氧化、抑菌

等多种功效[12−13]。这为 LSPC作为绿色安全的天然

保鲜剂应用于食品加工提供了可能。禹华娟[14] 研究

表明，LSPC应用于火腿中可抑制油脂氧化。最近研

究证实，LSPC能够显著抑制冷藏期间冷鲜牛肉蛋白

质氧化，延长牛肉货架期 4~8 d[15]，说明 LSPC具有

作为天然植物保鲜剂应用于肉及肉品保鲜行业的潜

在价值。LSPC可以从废弃的莲蓬壳中提取，节约生

产成本，变废为宝，具有可观的经济效益及广阔的应

用前景。但目前 LSPC抗肉类蛋白质氧化机理尚不

清楚，这制约了 LSPC应用于肉及肉制品行业的开发

利用。

据报道，植物多酚与蛋白质共存于同一食品体

系中多发生非共价相互作用，不仅能改变蛋白的氧化

稳定性[16]，还可能改变蛋白质的理化、功能特性，最

终改变肉的品质。由于研究相互作用的精细化要求，

以及 LSPC组成成分复杂性，本文通过预实验筛选出

抗氧化能力最强、结合能最低的 ECG作为 LSPC的

代表性组分，通过荧光光谱法及二维红外技术探究

ECG与冷鲜牛肉肌球蛋白的相互作用类型、作用位

点等作用机制，从相互作用的角度揭示 LSPC抗蛋白

质氧化交联的机理，也为 LSPC作为天然保鲜剂的有

效开发及在肉与肉制品行业规模化生产中的应用提

供理论基础和实验支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

表儿茶素没食子酸酯（ECG，纯度大于 98%）　

成都普瑞法生物有限公司；冷鲜牛肉牛背最长肌　河

南焦作某公司，即西门塔尔杂交牛宰杀后冷却排酸，

通过 4 ℃ 冷链运输车快速运至实验室，立即用于实

验；β-巯基乙醇、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼、2,2-氨
基-双（3-乙基苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐、三（羟甲基）

氨基甲烷、2,4,6-三吡啶基三嗪、三磷酸腺苷（Adeno-
sine triphosphate，ATP）　均为色谱纯，上海麦克林科

技有限公司。

Zetasizer  Nano  ZS纳米粒度分析仪　英国

Malvern有限公司；UV1750紫外-可见分光光度计　

岛津（上海）实验器材有限公司；F-4600荧光光谱仪

　丹麦福斯集团公司；470 FT-IR傅里叶变换红外光

谱仪 　美国 Thermo Eletron Corporation。

 1.2　实验方法

 1.2.1   冷鲜牛肉肌球蛋白的提取　参考 Zhang等[17]

的方法，取冷鲜牛肉背最长肌，绞成肉糜。称取

50 g肉糜加入 10倍体积的试剂 A（0.1 mol/L KCl，
20 mmol/L Tris-HCl缓冲液，用 HCl调节 pH至 7.5），
4 ℃ 10000 r/min，均质 1 min。在 4 ℃ 下静置 15 min，
离心。取沉淀，加入 5倍体积的试剂 B（0.45 mol/L
KCl， 5  mmol/L  β-巯基乙醇 ， 0.2  mol/L乙酸镁 ，

1 mmol/L EGTA，20 mmol/L Tris-HCl缓冲液，用马

来酸调节 pH至 6.8），再加入 ATP使其最终浓度为

10 mmol/L，静置 90 min，离心。取上清液，加入 5倍

体积的 1 mmol/L KHCO3 缓慢稀释，静置 20 min，离
心。取沉淀，加入 2.5倍体积的试剂 C（0.5  mol/L
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KCl，5 mmol/L β-巯基乙醇，20 mmol/L Tris-HCl缓
冲液，pH7.5），静置 10 min，然后缓慢加入 7倍体积

的 1 mmol/L KHCO3，同时加入 MgCl2 使其终浓度

为 10 mmol/L。4 ℃ 静置 12 h，离心，沉淀即为肌

球蛋白。用 20 mmol/L Tris-HCl缓冲液（pH7.5，含
0.5 mol/L NaCl）溶解肌球蛋白，测定蛋白浓度后，

4 ℃ 保存备用，48 h内用完。

 1.2.2   ECG-肌球蛋白复合物样液的制备　配制 20、
40、60、80 μmol/L的 ECG水溶液，各取适量分别与

等体积的 1 mg/mL肌球蛋白溶液混匀，用蒸馏水代

替 ECG水溶液作为空白对照组，使各组实验样品中

肌球蛋白的浓度为 0.5 mg/mL，ECG终浓度分别为

0、10、20、30、40 μmol/L。4 ℃ 下静置 12 h，得到不

同浓度的 ECG与肌球蛋白复合物（ECG-肌球蛋白复

合物），即为样液，用于指标测定。

 1.2.3   Zeta电位与粒度测定　参考 Zhang等[17] 的方

法，取 1 mL 0.2 mg/mL的 ECG-肌球蛋白复合物样

液，采用 Zetasizer Nano ZS纳米粒度分析仪，测定样

品的粒度和 Zeta电位。

 1.2.4   浊度测定　取适量 ECG-肌球蛋白复合物样

液，运用紫外-可见分光光度计在 600 nm处测量吸光

度，即为样品浊度[18]。

 1.2.5   SDS-PAGE分析　使用超快 SDS-PAGE凝胶

制备试剂盒进行凝胶板的制备，分离胶浓度为 12%，

浓缩胶浓度为 4%。选择 13孔梳，取离心后上清液

上样，每孔上样量 20 µL，蛋白 Marker上样量 7 µL。
电泳仪初始电压设定为 80 V，当样品到达浓缩胶与

分离胶的分界线时，将电压调为 120 V。当样品达到

距离玻璃板底端边缘 1 cm处，关闭电泳仪。将凝胶

板取出转移至染色盒中，加入 0.1%的考马斯亮蓝

R250染色液在摇床上染色 3 h后，加入脱色液震荡

脱色，直至凝胶底色脱尽，蛋白条带清晰后，拍摄电

泳图。

 1.2.6   荧光光谱法分析　按照 Huang等[19] 的方法测

定样品的荧光猝灭光谱。取 5份 1 mL 1 mg/mL的

肌球蛋白溶液，分别加入 1 mL不同浓度的 ECG梯

度混匀后（ECG终浓度范围：0~40 μmol/L），在 277、
298、310 K下反应 2 h后，使用荧光光谱仪测定样品

的荧光猝灭光谱，测试条件为：激发波长 280 nm，狭

缝宽度为 5 nm，收集 300~450 nm范围内的发射光

谱。运用 Stern-Volmer方程式（1）来确定荧光猝灭

机制。最后通过双对数方程式（2）计算出 ECG与肌

球蛋白的结合常数和结合位点数。

F0

F = 1+Kqτ0[Q]=1+Ksv[Q] 式（1）

lg
[
F0 −F
F

]
= lgKa +nlg[Q] 式（2）

式中：F0 为未加入猝灭剂时的荧光强度；F为加

入猝灭剂后的荧光强度；Kq为双分子猝灭过程速率

常数（L/mol·s）；Ksv为 Stern-Volmer动态猝灭常数

（L/mol）；[Q]为猝灭剂 ECG的浓度（mol/L）；τ0 为猝

灭剂不存在条件下生物大分子的平均荧光寿命（约

为 10－8 s）；Ka 为结合常数（L/mol）；n为结合位点数。

根据不同温度下的荧光数据，运用 Van’t Hoff

方程式（3）和热力学方程式（4）计算出热力学参数，判

断作用力类型。

lnKa =
∆H
RT +

∆S
R 式（3）

∆G = ∆H−T∆S 式（4）

式中，Ka 为结合常数；T为绝对温度（K）；R为

气体常数 8.314 J∙mol−1∙K−1；∆H表示焓变（kJ/mol）；

∆S表示熵变（ J/mol·K）；∆G表示吉布斯自由能

（kJ/mol）。

 1.2.7   化学作用力分析　参考 Zhang等[17] 的方法，

按照样品制备方法同比例调大浓度，使样品肌球蛋白

最终浓度为 10 mg/mL。取 1 mL ECG-肌球蛋白复

合物样液分别与 5 mL 0.05 mol/L NaCl（溶液 A）、

0.6 mol/L NaCl（溶液 B）、0.6 mol/L NaCl（溶液 C，含

1.5 mol/L尿素），0.6 mol/L NaCl（溶液 D，含 8 mol/L

尿素），0.6 mol/L NaCl（溶液 E，分别含有 8 mol/L尿

素和 0.05 mol/L β-巯基乙醇）混匀，7000 r/min，均质

30 s，离心（4 ℃，10000 r/min，5 min），用考马斯亮蓝

法测定上清液中的蛋白浓度。各种化学力的计算方

法如下：

离子键(静电相互作用) =溶液B的蛋白含量−
溶液A的蛋白含量

式（5）

氢键 =溶液C中蛋白含量−溶液B中蛋白含量

式（6）

疏水相互作用 =溶液D中蛋白含量−
溶液C中蛋白含量 式（7）

二硫键 =溶液E的蛋白含量−溶液D的蛋白含量

式（8）

 1.2.8   二维红外相关光谱测定　参考 Li等[20] 的方

法将 1mg/mL肌球蛋白溶液分别与不同浓度（20~
120 μmol/L）的 ECG溶液按体积比 1:1混合后，4 ℃
下静置 12 h后，冷冻干燥并研磨成粉末，取 30 mg样

品粉末与 1.5 g干燥的 KBr粉末（1:50）研磨成混合

粉末。准确称量 200 mg混合粉末，压制成片进行

FT-IR测定，得到一系列 ECG-肌球蛋白复合物的

FT-IR光谱，并通过 2Dshige软件（version 1.3）进行

数据处理与分析，得到二维红外相关谱。

 1.3　数据处理

采用 SPSS Statistics 20.0进行 ANOVA单因素

方差分析和邓肯多重比较法进行差异显著性分析。
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P<0.05表示结果具有显著性差异。运用 Origin9.0

软件（Origin Lab Inc. USA）作图，所有实验均重复

3次，结果用平均值±标准差表示。

 2　结果与分析

 2.1　ECG对牛肉肌球蛋白 Zeta电位与粒径的影响

冷藏条件下 ECG对肌球蛋白 Zeta电位和粒径

的影响见图 1。图 1A显示，各组样品 Zeta电位均小

于 0，说明样品表面氨基酸均带负电荷。空白对照

组肌球蛋白 Zeta电位为−4.7 mV，随着 ECG浓度增

大，Zeta电位绝对值逐渐升高。当 ECG终浓度为

30 μmol/L时，ECG-肌球蛋白复合物 Zeta电位绝对

值最大（6.97 mV）。值得注意的是，ECG终浓度增至

40 μmol/L时，Zeta电位绝对值反而降至 6.28 mV，

但差异不显著，这归因于过高的 ECG浓度对肌球蛋

白表面的负电荷产生了屏蔽作用，肌球蛋白分子间的

静电斥力减弱，出现聚集的倾向[21]。
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图 1    ECG对肌球蛋白 Zeta电位（A）和粒径（B）的影响
Fig.1    Effects of ECG on Zeta potential (A) and Average

particle size (B)
注：不同字母代表经不同处理的样品之间存在显著性差异
（P<0.05）；图 2、图 8同。
 

蛋白粒径是蛋白质聚集的直观反映。图 1B中，

空白对照肌球蛋白平均粒径为 6084.33 nm，ECG终

浓度为 10、20、30 μmol/L的 ECG-肌球蛋白复合物

粒径略有升高，但无显著性差异。然而经 40 μmol/L
ECG处理的肌球蛋白，粒径陡增至 10765.33 nm，显

著高于空白对照组（P<0.05）。以上结果表明，10~
30 μmol/L ECG在抑制肌球蛋白自氧化的同时未引

起蛋白分子间交联聚集，有效维持了 ECG-肌球蛋白

复合物溶液体系的稳定性。但当浓度≥40 μmol/L
时，ECG-肌球蛋白复合物粒径略陡增。这可能是因

为中低浓度的 ECG（10~30 μmol/L）可能作为供氢体

抑制了蛋白质氧化，且能诱导蛋白结构适当展开，抑

制了肌球蛋白氧化交联。过量的 ECG（40≥μmol/L）
则促使了肌球蛋白表面疏水性升高，而疏水作用是蛋

白质交联聚集的主要作用力，这种聚集在一定程度上

影响了蛋白质分子的粒径分布。此外，过量 ECG对

肌球蛋白表面负电荷的屏蔽作用降低了蛋白稳定性，

也会增大其粒径[22−23]。前人研究也发现氧化多酚会

诱导肉类蛋白质的聚集，如周扬等[24] 报道，加入高浓

度迷迭香也会促进猪肉肌球蛋白的聚集，促使蛋白粒

径增加。曹云刚[25] 也报道了高浓度绿原酸会引起猪

肉肌原纤维蛋白交联聚集。

 2.2　ECG对牛肉肌球蛋白浊度的影响

浊度可以指示大分子和聚电解质的非共价络合，

以及聚集和非聚集的胶体，常被用于研究多酚与蛋白

质之间发生共价或非共价相互作用的复杂行为[26]。

图 2显示，空白对照组肌球蛋白浊度为 0.183，随着

ECG浓度升高，ECG-肌球蛋白复合物的浊度先降低

后升高。ECG浓度为 30 μmol/L的 ECG-肌球蛋白

复合物浊度显著降低至 0.158（P<0.05），因为 2.1中

低浓度的 ECG（10~30 μmol/L）增高 Zeta电位，且抑

制了肌球蛋白发生氧化交联，维持了 ECG-肌球蛋白

复合物溶液体系的稳定性，与空白对照组相比浊度降

低。而 ECG终浓度增加至 40 μmol/L时，ECG-肌球

蛋白复合物的浊度则增至 0.185。这是因为此时

Zeta电位绝对值降低，粒径增大，ECG-肌球蛋白复合

物溶液体系不稳定，浊度增大。该结果与此前相关报

道结果一致[27]。
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图 2    ECG对肌球蛋白浊度的影响
Fig.2    Effect of ECG on turbidity of myosin

 

 2.3　SDS-PAGE
肌球蛋白易发生自氧化，导致分子内和分子间

二硫键及其他共价键交联，因此，采用 SDS-PAGE分

析 ECG加入对于肌球蛋白氧化交联的影响，并初步

分析两者之间的相互作用。由图 3可知，4 ℃ 冷藏

放置 12 h后，空白对照组（a道）在 250 kDa处条带

变宽，证实了肌球蛋白发生了自氧化与交联。ECG
终浓度为 10~30 μmol/L的 ECG-肌球蛋白复合物，

250 kDa处条带较窄，表明中低浓度下 ECG能够抑

制肌球蛋白自氧化与交联聚集。但 ECG终浓度为

40 μmol/L时（e道），与 d道相比，该处条带略有变
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宽，说明过量的 ECG会促使蛋白质分子交联聚集，

这印证了 2.1、2.2中 ECG终浓度为 10~30 μmol/L
时能够抑制蛋白质交联聚集，降低粒径与浊度，而高

浓度 ECG（40 μmol/L）促使肌球蛋白粒径增大、浊度

增大的原因。各组样品均未发现新的条带，说明

ECG与肌球蛋白之间发生了非共价相互作用。
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图 3    不同处理组样品的 SDS-PAGE电泳图
Fig.3    SDS-PAGE electrophoresis of samples in different treat-

ment groups
注：a~e表示 ECG浓度分别为 0、10、20、30、40 μmol/L（4 ℃
静置 12 h）；f：刚提取出的肌球蛋白。
 

 2.4　荧光光谱分析

 2.4.1   猝灭荧光光谱分析　当激发波长设置为

280 nm时，肌球蛋白在 331 nm处出现特征荧光吸收

峰，这是肌球蛋白固有的荧光（见图 4），主要来源于

其结构中的色氨酸和酪氨酸[20]。在 277、298、310 K
三个不同温度下，随着 ECG浓度的增加，肌球蛋白

在 331 nm处的特征吸收峰强度均逐渐降低，表明

ECG能够猝灭肌球蛋白固有荧光。

 2.4.2   猝灭机理分析　蛋白质荧光猝灭通常分为动

态和静态猝灭[28]。为确定 ECG对肌球蛋白荧光猝

灭作用类型，运用经典的 Stern-Volmer方程对图 4
中荧光猝灭数据进行分析。277、298、310 K条件

下 ECG对肌球蛋白荧光猝灭的 Stern-Volmer方程

拟合见图 5，具体猝灭常数见表 1。
由以上结果可知，ECG与肌球蛋白之间的 Stern-

Volmer方程中 F0/F和 ECG浓度 [Q]之间具有线性

相关性（见图 5及表 1）。3个不同温度下的猝灭速

率常数 Kq最小为 1.094×1012，明显大于最大动态猝

灭常数 2.0×1010 L/（mol·s），且随着温度升高，猝灭常

数 Ksv降低，说明 ECG对肌球蛋白的荧光猝灭属于

静态猝灭。

 2.4.3   结合常数和结合位点数　通过式（2）静态猝灭

公式计算得到静态猝灭中荧光猝灭剂与荧光物质之

间 lg[（F0-F）/F]与 lg[Q]的方程及相关常数见图 6
及表 2。

由表 2可知，结合常数 Ka随着温度的升高而增

大，表明 ECG与肌球蛋白的结合可能为吸热反应，

这将在下面的∆H中进一步验证。

 2.4.4   ECG与肌球蛋白之间相互作用力类型分析　

根据上文相关数据，按照 1.2.6中式（3）、式（4），计算

得到 ECG与肌球蛋白结合的热力学参数（见表 3）。
由结果可知，∆H>0，∆S>0，表明 ECG和肌球蛋白主

要通过疏水相互作用发生非共价结合；∆S>0表明两

者结合的过程是熵驱动的过程；∆H>0表明两者结合
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图 4    不同浓度的 ECG在 277、298和 310 K对肌球蛋白的
荧光猝灭光谱

Fig.4    Different ECG concentrations at 277, 298 and 310 K
for fluorescence quenching spectra of myosin

注：a~e表示 ECG浓度依次为 0、10、20、30、40 μmol/L。
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图 5    277、298、310 K温度下 ECG对肌球蛋白荧光猝灭的
Stern-Volmer方程拟合图

Fig.5    Plots of Stern-Volmer equation of myosin fluorescence
quenching by ECG at 277, 298 and 310 K
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反应为吸热反应；∆G<0说明两者的非共价结合是自

发过程。目前研究也有类似报道，如槲皮素与牛血清

蛋白之间的非共价结合也以疏水相互作用为主[29]。

 2.4.5   同步荧光光谱分析　色氨酸残基和酪氨酸残

基的同步荧光光谱如图 7所示，对比可知，色氨酸残

基的荧光强度强于酪氨酸，表明前者对肌球蛋白自身

的荧光贡献大于后者。图 7A表明，当∆λ 为 15
nm时，ECG浓度越大，酪氨酸残基的荧光强度越弱，

并且最大吸收波长出现了轻微的红移，说明酪氨酸所

处环境中疏水性减弱[19]，这是因为 ECG的加入引入

羟基等亲水性基团，可能形成更多氢键，增强了酪氨

酸残基所处的微环境极性，降低了疏水性，这将在二

维红外研究中得到验证。由图 7可知，当∆λ 为 60
nm时，ECG浓度越大，色氨酸的荧光强度越低，但最

大吸收峰峰值并未发生位移变化。以上结果表明，

ECG与肌球蛋白之间的非共价相互作用会导致酪氨

酸和色氨酸发生荧光猝灭，对酪氨酸残基的荧光猝灭

高于对色氨酸残基的荧光猝灭作用，这可能与

ECG与二者的相互作用差异有关。

 2.5　化学作用力分析

多酚与蛋白质之间的相互作用比较复杂，用一

种方法很难分析全面，通常需要多种分析方法综合

验证。因此，采用化学作用力法进一步研究 ECG与

肌球蛋白之间的相互作用。各组样品化学作用力的

变化见图 8，由图 8可知，随着 ECG浓度的增大，疏

水相互作用、氢键逐渐增强，离子键逐渐减弱，

二硫键无显著变化。当 ECG浓度增大到 200 μmol/L
时，疏水相互作用、氢键分别比未添加 ECG的肌球

 

表 1    277、298、310 K温度下 ECG对肌球蛋白荧光猝灭的 Stern-Volmer方程及猝灭常数 Ksv
Table 1    Stern-Volmer equation and quenching constant Ksv for myosin fluorescence quenching by ECG 277, 298 and 310 K

温度（K） 线性回归方程 Kq（L/（mol·s）） Ksv（L/mol） 相关系数r

277 F0/F=0.1532×10
5[Q]+0.9676 1.532×1012 1.532×104 0.9944

298 F0/F=0.1504×10
5[Q]+0.9162 1.504×1012 1.504×104 0.9982

310 F0/F=0.1094×10
5[Q]+0.9403 1.094×1012 1.094×104 0.9991

 

表 2    277、298、310 K温度下 ECG对肌球蛋白荧光猝灭曲线方程及相关常数

Table 2    Fluorescence quenching curve equation and related constants of myosin by ECG at 277, 298 and 310 K

温度（K） 线性回归方程 Ka（L/mol） n 相关系数r

277 lg[（F0−F）/F]=0.9491lg[Q]+2.7420 8.483×105 0.95 0.9972

298 lg[（F0−F）/F]=1.4444lg[Q]+6.0821 1.208×106 1.44 0.9922

310 lg[（F0−F）/F]=1.4755lg[Q]+6.0877 1.223×106 1.48 0.9932
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图 6    277、298、310 K温度下 ECG对肌球蛋白的
荧光猝灭对数曲线

Fig.6    Logarithm curves of fluorescence quenching of myosin
by ECG at 277, 298 and 310 K

 

表 3    ECG与肌球蛋白结合的热力学参数

Table 3    Thermodynamic parameters of ECG –Myosin
interactions

温度（K） ∆H（kJ/mol） ∆S（J/mol·K） ∆G（k/mol）

277
107.27 462.47

−20.83
298 −34.73
310 −36.09
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图 7    ECG与牛肉肌球蛋白的同步荧光光谱

Fig.7    Synchronous fluorescence spectra of ECG and beef
myosin

注：A. 酪氨酸同步荧光光谱，∆λ=15 nm；B. 色氨酸同步荧光
光谱∆λ=60  nm； a~e表示 ECG浓度依次为 0、 10、 20、 30、
40 μmol/L。
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蛋白显著升高了 20.36%（ P<0.05） 、 73.91%（ P<
0.05），离子键显著下降了 81.92%（P<0.05），二硫键

无显著性变化。

以上变化表明，ECG的加入极大增强了疏水相

互作用和氢键作用，弱化了离子键作用。也就是说，

ECG与肌球蛋白之间的非共价相互作用驱动力是疏

水相互作用和氢键。这与目前相关报道结果一致，即

冷藏条件下疏水-疏水相互作用是参与蛋白质-多酚

偶联物形成的主要作用力[30−31]。这与多酚和蛋白质

中氨基酸的结构密切相关。ECG具有联苯二酚、联

苯三酚结构，可作为供氢体，与蛋白质中的 C=O以

及肽链氨基酸的羟基和氨基形成氢键[32]；其非极性芳

香环的疏水取代基可以和肌球蛋白头部聚集的酪氨

酸等大量疏水性氨基酸形成疏水相互作用。这些结

构特点为两者之间发生非共价结合提供了条件。

 2.6　二维红外相关光谱分析

由于采用了干涉的信号检测手段，对一维红外

中的部分重叠峰作了进一步处理，二维红外相关光谱

包含各频率光的相位信息，使其能够被观察到，从而

增加了图谱的分辨率[33]。图 9、图 11中的空白区和

阴影区分别表示官能团间相互作用正相关及负相关

的强度，通常阴影区代表负峰，表示相消干涉产生的

信号；空白区代表正峰，表示相长干涉产生的信号。

3600~3200 cm−1 高波数区同步相关谱图和异步

相关谱图如图 9所示。同步相关谱图中（图 9A），

3375、3426、3475、3517、3537 cm−1 处观察到位于

对角线上的 5个自动峰。根据官能团特征及 Wang
等[11] 报道，3537、3469、3375 cm−1 的吸收峰归属于

ECG苯环上不同位置（见图 10中 B环的 3、4号位

或者 D环的 3、4、5号位）的-O-H伸缩振动吸收。

因此，图 9A中（3300，3537），（3375，3537），（3469，
3537）处的正交叉峰是 ECG分子内苯环上不同位置

羟基的振动具有相同取向的结果。

图 11A显示，1800~1000 cm−1 同步相关谱中，对

角线上有 1044、1323、1363、1650 cm−1 8个自动峰

（依次对应图 11A中 1~8号峰），各自动峰的归属分

析见表 4。在非对角度线区域还出现了交叉峰，说

明 ECG与肌球蛋白之间既有分子内相互作用，也有

分子间相互作用，其中（1455，1323）、（1455，1240）、

（1455，1147）、（1455，1085）、（1455，1045）均大于 0，

表明 1455 cm−1 归属于 ECG骨架上的-CH2 振动。

在以上峰归属的基础上继续分析图 11B异步相

关谱发现，（1147，1650）、（1044，1650）、（1323，1550）、

（1213，1550）、（1147，1550）、（1085，1550）均为负

峰，说明微扰过程中，肌球蛋白的 C=O伸缩振动、N-

H摇摆振动和 N-H面内变形振动与 ECG骨架上的-

O-H以及醚键、酯键上的-C-O发生了相互作用。

（1654，1240）、（1550，1240）处均出现较弱的负峰，说

明 1240 cm−1 处是肌球蛋白酰胺Ⅲ带与 ECG酯键上

的-C-O-伸缩振动吸收耦合的结果。异步峰中有交叉

峰，说明两者之间存在相互作用。（1240，1363）、

（1240，1618）、（1240，1680）虽为正峰，但在异步谱
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Fig.8    Analysis of intermolecular chemical forces between ECG
and myosin
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Fig.9    2D FTIR spectra of the ECG-Myosin compound
注：A为同步相关谱（3600~3200 cm−1）；B为异步相关谱（3600~
3200 cm−1）；空白部分为正峰，阴影部分为负峰。
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Fig.10    Chemical structure of ECG
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中显示均有交叉负峰，说明此处 ECG、肌球蛋白均

存在分子间相互作用，同时也存在分子内相互作

用。1240 cm−1 归属于酰胺Ⅲ带的吸收，1618 cm−1、

1680 cm−1 分别归属于 ECG的-C=C-骨架伸缩振动

以及苯环上的 C=O的振动。

综合二维红外同步、异步相关图谱分析结果，证

实了 ECG和肌球蛋白之间存在复杂的非共价相互

作用，且表明 ECG的一些官能团参与了两者之间的

相互作用（详见表 5、表 6），具体为：肌球蛋白酰胺

Ⅲ带 C-N与 ECG的 C=C骨架、苯环上的 C=O进

行结合；肌球蛋白酰胺Ⅱ带中 N-H、C-H与 ECG中

D环上的-O-H-以及酯键上的-C-O-进行结合；肌球蛋

白酰胺Ⅰ带的 α-螺旋中 C=O与ECG中 D环上-O-

H的变形振动以及醚键上的-C-O-伸缩振动进行结

合。据 Sun等[31] 报道，植物多酚苯环上的酚羟基被

认为是极好的供氢基团，它可以与蛋白质的 C=O基

团、羟基（-OH）和氨基（-NH2）形成氢键。上述结果

中，肌球蛋白酰胺Ⅱ带、酰胺Ⅰ带中基团的结合促使

ECG与肌球蛋白之间形成氢键；疏水相互作用主要

是由多酚的芳香环和肌球蛋白中酪氨酸等疏水性氨

基酸残基等引起[30]。而蛋白质酰胺Ⅲ带吸收峰主

要来源于氨基酸残基中 C-N伸缩振动和 N-H面内

弯曲振动[34]。酰胺Ⅲ带、酰胺Ⅱ带中 N-H、C-H与

D环上的 -O-H-以及酯键上的 -C-O-结合，促进了

ECG与肌球蛋白之间疏水相互作用的形成。这有力

揭示了 2.5中 ECG与肌球蛋白之间非共价结合主要
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图 11    ECG-肌球蛋白复合物的二维红外相关光谱

Fig.11    2D FT-IR correlation spectroscopy of the ECG-Myosin
compound

注：A. 同步相关谱（1800~1000 cm−1）；B. 异步相关谱（1800~
1000 cm−1）；空白部分为正峰，阴影部分为负峰。
 

表 4    ECG与肌球蛋白的二维红外相关光谱（1800~1000 cm−1）部分自动峰归属（cm−1）

Table 4    Partial automatic peak assignment of 2D FT-IR correlation spectroscopy (1800~1000 cm−1) of ECG and myosin (cm−1)

序号 峰位分析 峰归属

1号
（1044，1044）

（1044，1044）>0、（1044，1240）>0、（1044，1213）>0、
（1044，1650）<0、（1044，1550）<0

ECG分子内相互作用形成的峰，归属于ECGC/D环上的醚键上-C-O-的
伸缩振动

2号
（1085，1085）

（1085，1085）>0、（1085，1213）>0、（1085，1550）<0
ECG分子内相互作用形成的峰，归属于ECG C/D环上的醚键上-C-O-的

伸缩振动

3号
（1147，1147）

（1147，1147）>0、（1147，1240）>0、（1147，1650）<0、
（1147，1550）<0

ECG分子内相互作用形成的峰，归属于ECG C/D环上的醚键上-C-O-的
伸缩振动

4号
（1213，1213）

（1213，1213）>0、（1213，1044）>0、（1213，1085）>0、
（1213，1240）>0、（1213，1650）<0

ECG分子内相互作用形成的峰，归属于ECG酯键上的-C-O-伸缩振动

5号
（1240，1240）

（1240，1240）>0、（1240，1044）>0、（1240，1085）>0、
（1240、1147）>0

ECG分子内相互作用、肌球蛋白分子内相互作用或两者之间的相互作用，归
属于ECG D环酯键上的-C-O-的伸缩振动或肌球蛋白酰胺Ⅲ带-C-N-的伸缩

振动或两种官能团间的相互作用

6号
（1323，1323）

（1323，1323）>0、（1323，1650）<0、（1323，1550）<0 ECG分子内相互作用形成的峰，归属于ECG的-O-H变形振动

7号
（1363，1363）

（1363，1363）>0、（1363，1240）>0、（1363，1147）>0 ECG分子内相互作用形成的峰，归属于ECG的-O-H变形振动

8号
（1650，1650）

（1650，1650）>0、（1650，1213）<0、（1650，1044）<0
肌球蛋白分子内相互作用，归属于肌球蛋白酰胺Ⅰ带α-螺旋-C=O-的

特征吸收峰

 

表 5    参与相互作用的 ECG官能团及与之结合的肌球蛋白官能团（cm−1）

Table 5    ECG functional groups involved in the interaction and myosin functional groups bound to them (cm−1)

参与反应的肌球蛋白基团 与之结合的ECG基团

酰胺Ⅰ带α-螺旋的C=O（1658，1650） C/D环上的醚键上-C-O-（1044、1085、1147）

酰胺Ⅱ带N-H、C-H（1550） D环上的-O-H-（1323）D环酯键上的-C-O-（1213）C/D环上的醚键上-C-O-（1085、1147）

酰胺Ⅲ带C-N（1240） -C=C-骨架（1618）苯环上的C=O骨架（1680）
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以氢键和疏水相互作用为主要驱动力的根本原因。

根据表 5、表 6中精细的吸收峰归属以及 Noda

规则[35]，分析 ECG或肌球蛋白中参与相互作用的主

要官能团反应顺序。同步相关谱中峰 Φ（v1，v2）与异

步相关谱中峰 Ψ（v1，v2）同为正或者同为负，说明

v1 代表的官能团优先于 v2 代表的官能团优先发生

反应，标记为 v1 先于 v2。若同一峰位在同步相关谱

和异步相关谱中一正一负，则说明 v2 优先于 v1 发生

反应，标记为 v1 后于 v2
[36−37]。

首先对 ECG、肌球蛋白分子内相互作用的官能

团反应顺序进行分析，详见表 7、表 8。其次再对

ECG和肌球蛋白相互作用的官能团进行比较分析，

进一步探究 ECG和肌球蛋白在受到外界微扰动时

官能团参与结合的活泼程度，详见表 9。

对 ECG、肌球蛋白中参与分子间相互作用以及

ECG分子内相互作用的官能团进行总结，分析主要

基团参与两者相互作用的反应顺序，见表 10、表 11。

 

表 6    ECG与肌球蛋白相互作用位点的精细分析表（cm−1）

Table 6    Detailed analysis of ECG and myosin interaction
sites (cm−1)

官能团名称 ECG 肌球蛋白

D环上-C=O伸缩振动 1680
-C=C-骨架伸缩振动 1618
-O-H-变形振动 1323

C环上-CH2变形振动 1455
C/D环上的醚键上-C-O- 1085、1147

D环酯键上的-C-O- 1213、1240

酰胺Ⅰ带中-C=O- 1658、1650

酰胺Ⅱ带-N-H- 1550
酰胺Ⅲ带-C-N- 1238

 

表 7    ECG分子内相互作用主要基团反应顺序总结

Table 7    Summary of main group reaction sequence of ECG intramolecular interaction

物质 范围（cm−1） 顺序

ECG
3600~3250 -OH（3303，3380 cm−1先于3537 cm−1先于3375，3475 cm−1）

1200~1700
-CH2变形振动（1455 cm−1）/D环上的-O-H-（1323 cm−1）先于C/D环上的醚键上-C-O-（1085 cm−1）先于D环上酯键-C-O-

（1213 cm−1）/C/D环上的醚键上-C-O-（1147，1047 cm−1）

 

表 8    ECG分子内相互作用主要基团反应顺序

Table 8    Reaction sequence of major groups in ECG intramolecular interactions

编号 同步相关谱（cm−1） 异步相关谱（cm−1） 归属 变化顺序（cm−1）

1 Φ（3475，3380）>0 Ψ（3475，3380）<0 （ECG，ECG） 3475后于3380

2 Φ（3303，3475）>0 Ψ（3303，3475）>0 （ECG，ECG） 3303先于3475

3 Φ（3475，3537）>0 Ψ（3475，3537）<0 （ECG，ECG） 3475后于3537

4 Φ（3375，3537）>0 Ψ（3375，3537）<0 （ECG，ECG） 3375后于3537

5 Φ（3303，3537）>0 Ψ（3303，3537）>0 （ECG，ECG） 3303先于3537

6 Φ（1455，1147）>0 Ψ（1455，1147）>0 （ECG，ECG） 1455先于1147

7 Φ（1363，1147）>0 Ψ（1363，1147）>0 （ECG，ECG） 1363先于1147

8 Φ（1213，1085）>0 Ψ（1213，1085）<0 （ECG，ECG） 1213后于1085

9 Φ（1147，1085）>0 Ψ（1147，1085）<0 （ECG，ECG） 1147后于1085

10 Φ（1047,1085）>0 Ψ（1047,1085）<0 （ECG，ECG） 1047后于1085

11 Φ（1240,1044）>0 Ψ（1240,1044）>0 （ECG，ECG） 1240先于1044

12 Φ（1240,1147）>0 Ψ（1240,1147）>0 （ECG，ECG） 1240先于1147

13 Φ（1240,1213）>0 Ψ（1240,1213）>0 （ECG，ECG） 1240先于1213

 

表 9    ECG和肌球蛋白中参与分子间相互作用主要基团的反应顺序表

Table 9    Reaction sequence of major groups involved in intermolecular interactions in ECG and myosin

编号 同步相关谱（cm−1） 异步相关谱（cm−1） 归属 变化顺序（cm−1）

1 Φ（1147，1650）<0 Ψ（1147，1650）<0 （ECG，Myosin） 1147先于1650

2 Φ（1044，1650）<0 Ψ（1044，1650）<0 （ECG，Myosin） 1044先于1650

3 Φ（1323，1550）<0 Ψ（1323，1550）<0 （ECG，Myosin） 1323先于1550

4 Φ（1323，1650）<0 Ψ（1323，1650）<0 （ECG，Myosin） 1323先于1650

5 Φ（1213，1550）<0 Ψ（1213，1550）<0 （ECG，Myosin） 1213先于1550

6 Φ（1147，1550）<0 Ψ（1147，1550）<0 （ECG，Myosin） 1147先于1550

7 Φ（1085，1550）<0 Ψ（1085，1550）<0 （ECG，Myosin） 1085先于1550

8 Φ（1618，1240）>0 Ψ（1618，1240）>0 （ECG，Myosin） 1618先于1240

9 Φ（1680，1240）>0 Ψ（1680，1240）>0 （ECG，Myosin） 1680先于1240

10 Φ（1240，1650）<0 Ψ（1240，1650）<0 （ECG，Myosin） 1240先于1650

11 Φ（1240，1554）<0 Ψ（1240，1554）<0 （ECG，Myosin） 1240先于1554
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综上所述，根据二维红外得到参与相互作用基

团类别、结合情况及先后顺序表明，小分子 ECG优

先于肌球蛋白参与两者结合。在 ECG内部，D环上

的-OH先于酯键，优于醚键-C-O-，先于骨架中 C=C

键参与两者反应；在肌球蛋白中，酰胺Ⅲ带中 C-N先

于酰胺Ⅰ带中 C=O、酰胺Ⅱ带中 N-H、C-H参与两

者反应。

 3　结论
本文运用纳米粒度仪、紫外分光光度计、荧光光

谱、二维红外光谱等测定了 LSPC的重要组分 ECG
终浓度为 10~40 μmol/L时对牛肉肌球蛋白 Zeta电
位、粒径及浊氧化及氧化交联的影响，重点运用荧光

光谱、化学分析法、二维红外研究了 ECG与肌球蛋

白的相互作用类型、结合位点及参与相互作用基团，

以揭示 LSPC抑制肉类蛋白质氧化的机理。研究发

现，中低浓度的 ECG（10~30 μmol/L）使 ECG-肌球蛋

白复合物 SDS-PAGE图谱中 250 kDa处条带变窄，

增大 Zeta电位绝对值、降低浊度，能够抑制肌球蛋

白自氧化与交联聚集，维持复合物溶液稳定性；高浓

度 ECG（40 μmol/L）则促使肌球蛋白交联聚集，Zeta
电位绝对值降低，浊度增大，溶液体系稳定性降低，这

与 ECG作为供氢体与肌球蛋白之间发生了非共价

相互作用有关，提示将 ECG、LSPC等植物多酚作为

抗氧化剂应用于肉品保鲜时应选择适宜的浓度与用

量。运用二维红外相关谱、荧光光谱等技术进一步

研究发现，ECG与肌球蛋白之间发生了以氢键和疏

水相互作用为主要作用力的非共价结合，是熵驱动的

可以自发进行的吸热反应，能够猝灭肌球蛋白荧光。

结合过程中 ECG的 D环上的-OH作为供氢体，优先

于酯键、醚键及骨架中的 C=C，与肌球蛋白 α-螺旋

中 C=O及 N-H、C-H形成氢键、疏水相互作用，从

而降低了 ECG-肌球蛋白复合物 Zeta电位、粒径和

浊度，发挥了抗蛋白质氧化聚集的作用，维持了溶液

的稳定性。本研究为 LSPC的开发及作为天然抗氧

化剂在改善肉及肉制品品质中的应用提供了理论依

据和应用指导。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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表 10    ECG和肌球蛋白中参与分子间相互作用主要基团的反应顺序比较表

Table 10    Comparison of the reaction sequence of major groups involved in intermolecular interactions in ECG and myosin

肌球蛋白 顺序 ECG

酰胺I带α-螺旋的C=O（1658，1650） 后于
D环上的-O-H-（1323 cm−1）先于D环上酯键-C-O-（1240~1213 cm−1）先于C/D环上的醚键上-

C-O-（1044 cm−1、1147 cm−1）

酰胺Ⅱ带N-H、C-H（1550 cm−1，1554 cm−1） 后于
D环上的-O-H-（1323 cm−1）先于D环上酯键-C-O-（1213 cm−1、1240 cm−1）先于C/D环上的醚

键上-C-O-（1044 cm−1、1085 cm−1、1147 cm−1）

酰胺Ⅲ带C-N伸缩振动和N-H（1240 cm−1） 后于 -C=C-骨架（1618 cm−1）先于苯环上的C=O（1680 cm−1）

 

表 11    ECG和肌球蛋白中参与分子内相互作用主要基团的反应顺序总结表

Table 11    Summary of the reaction order of major groups involved in intramolecular interactions in ECG and myosin

物质 反应顺序

ECG
第一反应序列：D环上的-O-H-（1323 cm−1）先于D环上酯键-C-O-（1213~1240 cm−1）先于C/D环上的醚键上-C-O-（1044、1085、1147 cm−1）

第二反应序列：-C=C-骨架（1618 cm−1）先于苯环上的C=O（1680 cm−1）

肌球蛋白 酰胺Ⅲ带（1240 cm−1）先于酰胺Ⅱ带（1550 cm−1，1554 cm−1）先于酰胺Ⅰ带（1650 cm−1）
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