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摘  要：采用内源荧光光谱、同步荧光光谱、三维荧光光谱和紫外-可见光谱法研究表没食子儿茶

素没食子酸酯（Epigallocatechin gallate，EGCG）和小米谷糠蛋白在模拟人体生理状态条件下的相

互作用。结果表明：EGCG 可以大幅度淬灭小米谷糠蛋白的内源荧光，淬灭机制为静态和动态混

合淬灭; 同步荧光光谱、紫外-可见光谱和三维荧光光谱表明 EGCG 影响小米谷糠蛋白肽链骨架结

构和芳香族氨基酸残基的微环境；同步荧光结果表明 EGCG 主要影响色氨酸残基周围微环境，降

低其周围微环境疏水性。在 290、298、310 K 时，EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用的表观结合常

数（KA）为 8.691 6×104、1.317 0×106、7.868 6×106 L/mol，对应的结合位点数(n)为 1.084 8、1.300 9、

1.489 3。热力学参数表明 EGCG 与小米谷糠蛋白以疏水相互作用结合形成复合物。根据 Föster 非

辐射转移理论计算了 EGCG 与小米谷糠蛋白结合距离（r）为 2.341 8 nm；构建了 EGCG 与小米

谷糠蛋白在不同温度条件下结合率的理论模型，表明随着 EGCG 浓度增大，两者的结合率逐渐减

小，温度变化影响两者的结合率。 
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synchronous fluorescence spectroscopy, Three-dimensional fluorescence spectroscopy and ultraviolet-visible 

spectroscopy. The results indicated that EGCG can greatly quench the endogenous fluorescence of millet 

bran protein in the mixed of static mode and dynamic mode. Synchronous fluorescence spectroscopy, 

ultraviolet-visible spectroscopy and three-dimensional fluorescence spectroscopy indicated that EGCG 

changed the protein peptide backbone and microenvironment of aromatic amino acid residues of millet bran 

protein. The synchronous fluorescence results showed that they mainly affected the microenvironment 

around tryptophan residues and reduced the hydrophobicity of the surrounding microenvironment. The 

binding constants (KA) and site numbers (n) between EGCG and millet bran protein obtained at different 

temperatures were 8.691 6×104 L/moL, 1.084 8 (290 K); 1.317 0×106 L/moL, 1.300 9 (298 K); 7.868 6×106 

L/moL, 1.489 3 (310 K), respectively. According to the thermodynamic parameters, EGCG and millet bran 

protein were combined by hydrophobic interaction to form a complex. The binding distance (r) between 

EGCG and millet bran protein was calculated to be about 2.341 8 nm based on the theory of Föster’s 

non-radiation energy transfer. The theoretical model of the binding ratio between EGCG and millet bran 

protein at different temperatures was established, and the binding ratio between EGCG and millet bran 

protein decreased as concentration of EGCG increased, while the temperature had effect on the binding ratio. 

Key words: epigallocatechin gallate (EGCG); millet bran protein; interaction; fluorescence spectroscopy; 

ultraviolet-visible spectroscopy 

小米谷糠是小米加工过程中产生的副产物。

小米谷糠中蛋白质组分含量约占 15%，小米谷糠

蛋白是人们广泛食用的优质谷物蛋白，小米谷糠

蛋白氨基酸组成合理，比较接近世界卫生组织推

荐的蛋白质的氨基酸比例，小米谷糠蛋白消化率

高并且具有很低的过敏性，非常适合开发特殊人

群及婴幼儿营养食品。小米谷糠蛋白还具有保健

及抑制肿瘤细胞的作用[1]。 

表没食子儿茶素没食子酸酯（Epigallocatechin 

gallate，EGCG）在绿茶儿茶素成分中占比最高，

EGCG 含有多个酚羟基，具有抗菌、抗氧化、抗

炎及抗病毒等特性[2]。由于 EGCG 安全性高且生

物活性强，能够提高食品中蛋白质的营养价值或

赋予食品更好的性能，延长食品保质期，因而广

泛应用于各类食品[3]。 

在食品体系中，EGCG 会和蛋白质发生相互

作用，进而改变食品体系中蛋白质的结构、功能，

并进一步影响蛋白质的消化性质。因此 EGCG 与

食品蛋白质相互作用的研究成为热点。近年来富含

小米谷糠蛋白和 EGCG 的相关食品已有报道[4-6]，

而并没有 EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用的研

究，本文采用内源荧光光谱、同步荧光光谱、三

维荧光光谱和紫外-可见光谱法研究 EGCG 与小 

米谷糠蛋白的相互作用，为开发含有 EGCG 和小

米谷糠蛋白天然成分的复合食品及改善其品质提

供相应的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

小米谷糠：河北威县保荣米业有限公司；

EGCG（纯度≥98%）：上海源纯生物科技有限公

司；其它试剂均为分析纯：国药集团化学试剂有

限公司等。 

1.2  主要仪器与设备 

Sorvall LYNX 6000 高速落地离心机：美国

Thermo Fisher 公司；真空冷冻干燥机：北京亚星

仪科科技发展有限公司；F4700 荧光分光光度计：

日本日立公司；T6 紫外可见分光光度计：北京普

析通用仪器有限责任公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  小米谷糠蛋白提取 

参考曹阔[7]的方法并稍作修改。以小米谷糠

为原料，磨粉过 80 目筛，然后用正己烷充分浸泡

小米谷糠，料液比为 1∶5（w/v），然后密封置于

35 ℃的恒温箱中浸泡 12 h，后倒出上层溶剂，
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重复进行上述操作。抽滤后自然晾干就可得到脱

脂小米谷糠。将小米谷糠与去离子水混合，料液

比为 1∶10（w/v），超声 30 min 后，将料液置于

45 ℃的恒温搅拌器中充分搅拌 4 h，搅拌期间不

断用 1 mol/L NaOH 调整料液 pH，并使得 pH 值

始终保持在 9.0，然后在 4 ℃，8 500 r/min 的条

件下，将悬浮液离心 15 min，并将上清液用

1 mol/L HCL调 pH至 4，静置 20 min，然后在 4 ℃，

8 000 r/min 的条件下将料液离心 20 min，沉淀用

水洗 3 次，加入适量的去离子水，将蛋白沉淀分

散均匀，并用 1 mol/L NaOH 将蛋白调 pH 至 7.0，

冷冻干燥后得到实验用小米谷糠蛋白。 

1.3.2  内源荧光光谱测定 

用 pH 7.4 的 0.02 mol/L 磷酸盐缓冲液配制小

米谷糠蛋白溶液浓度至 1.5 mg/mL，将 2 mL 小米

谷糠蛋白溶液加入 10 mL 试管中，随后加入不同

体积浓度为 2 mg/mL 的 EGCG 溶液，再用 pH 7.4

的 0.02 mol/L 磷酸盐缓冲液将体积定容至 3 mL，

使得小米谷糠蛋白最终浓度为 1 mg/mL，得到质

量比为（1∶0、1∶0.005、1∶0.01、1∶0.02、1∶

0.04、1∶0.06、1∶0.08、1∶0.10，小米谷糠蛋

白∶EGCG，w/w）的小米谷糠蛋白- EGCG 混合

液，并将两者充分混合均匀，扫描前将样品置于

17、25、37 ℃的恒温水浴锅中保温 5 min。激发

波长设置为 290 nm，发射波长设置为 300~450 

nm，激发和发射狭缝宽度依次设置为 5 和 10 nm，

扫描速度设置为 1 200 nm/min，在上述条件下测

定小米谷糠蛋白的内源荧光光谱。 

1.3.3  同步荧光光谱测定 

样品制备方式同 1.3.2，测定温度条件为 298 K，

分别设置 Δλ＝15 nm 和 Δλ＝60 nm，激发狭缝宽度

为 5 nm，发射狭缝宽度为 10 nm，扫描速度设置

为 1 200 nm/min，扫描波长范围为 250~450 nm 的

小米谷糠蛋白同步荧光光谱。 

1.3.4  三维荧光光谱测定 

样品制备方式同 1.3.2，测定温度条件为 298 

K，起始激发波长设置为 200 nm，激发波长范围

为 200~350 nm，发射波长范围为 300~500 nm，

激发狭缝宽度为 5 nm，发射狭缝宽度为 10 nm，

扫描速度设置为 1 200 nm/min，每间隔 10 nm 记

录 1 次，共扫描 21 次。 

1.3.5  紫外-可见光谱测定 

配置浓度为 1 mg/mL 的小米谷糠蛋白溶液，

取 3 mL 上述蛋白溶液于石英比色池中，扫描波

长范围为 250~500 nm 内的吸收光谱，测定温度

条件为 298 K，扫描完毕后，将不同质量浓度的

小米谷糠蛋白 -EGCG 混合液充分混匀后静置

5 min 加入到比色池中，在温度条件为 298 K 时

扫描吸收光谱。将浓度为 1 mg/mL 的小米谷糠蛋

白溶液作为空白，记录小米谷糠蛋白溶液的紫外-

可见吸收差谱。 

1.3.6  EGCG 与小米谷糠蛋白结合距离的测定 

配制浓度均为 2×10–5 mol/L 的小米谷糠蛋白

和 EGCG 溶液，在 25 ℃的条件下恒温水浴保温

5 min。EGCG 的紫外光谱测定：移取 2×10–5 mol/L

的 EGCG 溶液 3 mL 于石英比色池中，扫描 300~ 

400 nm 的紫外吸收光谱。小米谷糠蛋白溶液荧光

光谱测定：移取 3 mL 小米谷糠蛋白溶液于石英比

色池中，激发波长设置为 290 nm，发射波长范围

为 300~400 nm，激发狭缝宽度为 5 nm，发射狭

缝宽度为 10 nm，扫描速度设置为 1 200 nm/min，

测定温度条件为 298 K。 

1.4  数据分析 

所有实验平行测定 3 次。采用 Microsoft Excel 

2010 和 Origin Pro 8 处理数据和绘制图形。 

2  结果与分析 

2.1  EGCG与小米谷糠蛋白相互作用的荧光光谱 

2.1.1  EGCG 浓度对小米谷糠蛋白内源荧光光谱

的影响 

小米谷糠蛋白的内源荧光光谱可以反映蛋白

中色氨酸、酪氨酸及苯丙氨酸残基附近微环境的

改变。在本实验条件下，由于 EGCG 的浓度很小，

所产生的荧光发射信号很弱，可以忽略 EGCG 对

小米谷糠蛋白荧光信号的干扰，因而不考虑文中

“内滤光效应”的干扰问题[8]。图 1 表明，随着

EGCG 浓度的增大，小米谷糠蛋白的荧光强度显

著降低，说明 EGCG 大幅度淬灭了小米谷糠蛋白

的内源荧光；同时，小米谷糠蛋白最大荧光发射

波长由 345 nm 红移至 368 nm，表明随着 EGCG 
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图 1  不同浓度 EGCG 对小米谷糠蛋白内源荧光光谱的影响 

Fig.1  Endogenous fluorescence spectra of millet bran  
protein at different concentrations of EGCG 

注：小米谷糠蛋白质量浓度为 1 mg/mL；1~8：EGCG 质

量浓度分别为 0、0.005、0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10 mg/mL。

图 2、图 4 同。 

Note: The mass concentration of millet gluten protein is 
1 mg/mL; 1-8: the mass concentration of EGCG is 0, 0.005, 0.01, 
0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 mg/mL for curves 1 to 8. Figures 2 and 
4 are the same as this one. 

 
浓度的逐渐增大，小米谷糠蛋白的芳香族氨基酸

残基微环境疏水性降低，极性增强，小米谷糠蛋

白空间结构逐渐变得更加延伸[9]。 

2.1.2  EGCG 浓度对小米谷糠蛋白同步荧光光谱

的影响 

同步荧光光谱不仅可以区分开小米谷糠蛋白

酪氨酸残基和色氨酸残基特征光谱，还可进一步  

判断 EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用位点更接近

酪氨酸残基或色氨酸残基。Δλ=15 nm 和 Δλ= 

60 nm 时分别显示酪氨酸残基和色氨酸残基的光 

谱特征[10]。由图 2 可以看出，Δλ=15 时，小米谷

糠蛋白酪氨酸残基的同步荧光强度随着 EGCG 浓

度的增加而降低，最大发射波长由 359.4 nm 红移

至 367.4 nm，当 Δλ=60 nm 时，小米谷糠蛋白色

氨酸残基的同步荧光强度随着 EGCG 浓度的增加

降低，最大发射波长由 289.4 nm红移至 292.2 nm，

随着 EGCG 浓度的升高，色氨酸残基的同步荧光

强度降低程度更明显，表明 EGCG 和小米谷糠蛋

白相互作用同时影响酪氨酸残基和色氨酸残基

微环境的疏水性，但对色氨酸残基周围微境影响

程度更大，EGCG 在小米谷糠蛋白上的结合位点

更靠近色氨酸残基，小米谷糠蛋白结构变得疏松，

与内源荧光光谱结果一致。由于不考虑“内滤光

效应”的干扰，Δλ=15 nm 的光谱峰型出现锯齿

状，笔者认为其与灵敏度参数设置有关，具体原

因有待进一步研究。 

2.1.3  EGCG 浓度对小米谷糠蛋白三维荧光光谱

的影响 

三维荧光光谱中的峰位、颜色和指纹信息可

以反映蛋白质的荧光强度和构象变化。如图 3 所

示，峰 a（Ex=Em）为瑞利散射峰，峰 b（Em= 2Ex）

为二级散射峰，峰 1 为小米谷糠蛋白色氨酸和酪

氨酸残基特征峰，峰 2 代表多肽链主链上的 C==O

结构的 π→π*跃迁产生的荧光峰[9]。如图 3 所示，

加入 EGCG 后，峰 1 颜色明显变浅，等高线变得

明显稀疏，表明 EGCG 能淬灭小米谷糠蛋白荧光，

EGCG 与小米谷糠蛋白之间存在相互作用。峰 2

颜色变浅，面积发生改变，表明小米谷糠蛋白质

多肽链骨架结构发生改变。表 1 中的峰 1 数据显

示，小米谷糠蛋白的色氨酸和酪氨酸残基的最大

发射波长出现了红移，说明小米谷糠蛋白色氨酸

和酪氨酸残基周围的微环境极性增强，疏水性降 

 

 
 

图 2  不同浓度 EGCG 对小米谷糠蛋白同步荧光光谱的影响 

Fig.2  Synchronous fluorescence spectra of millet bran protein with different concentrations of EGCG 
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图 3  未添加 EGCG 和 EGCG 浓度为 0.04 mg/mL 的小米谷糠蛋白等高线图 

Fig.3  Contour map of millet bran protein and EGCG-millet bran protein system (0.04 mg/mL) 

 

低，与小米谷糠蛋白的内源荧光和同步荧光光谱

变化结果一致。峰 b 的荧光强度下降的原因可能

是两者相互作用使小米谷糠蛋白表面的保护水层

受到破坏，小米谷糠蛋白更加分散，导致小米谷

糠蛋白粒径变小，降低了小米谷糠蛋白的光散射

作用，从而降低二级散射峰的荧光强度，表明

EGCG 和小米谷糠蛋白相互作用形成不发光基态

复合物。 

 
表 1  EGCG-小米谷糠蛋白体系三维荧光光谱特征参数 

Table 1  Characteristic parameters for the three-dimensional 
fluorescence spectra of EGCG and millet bran protein system 

体系 峰类型 
峰位置 

λEx/λEm/(nm/nm) 
荧光强度 

峰 1 290/350 778.5 

峰 2 235/350 121.5 

峰 a 290/290→350/350 
9 999.9→9 

999.9 

小米谷糠蛋白 

峰 b 200/400→250/500 82.76→356.5

峰 1 290/360 122.4 

峰 2 240/390 53.5 

峰 a 310/310→350/350 
9 999.9→9 

999.9 

EGCG 
（0.04 mg/mL）+

小米谷糠蛋白 

峰 b 200/400→250/500 78.95→146.2

 

2.2  EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用的紫外-可

见吸收光谱 

紫外-可见吸收光谱是研究复合物形成和蛋 

白质结构变化的简单而有效的方法[11]。动态猝灭

只影响到蛋白分子的激发态，不会改变蛋白的紫

外吸收光谱，静态猝灭由于生成新的基态复合物

而导致吸收光谱的改变。蛋白的特征吸收峰（大

约 280 nm）主要是包括色氨酸、酪氨酸、苯丙氨

酸在内的芳香族氨基酸的吸收峰[12]。由图 4 可得，

随着 EGCG 含量增加，小米谷糠蛋白吸光度逐渐

上升，表明 EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用形成

基态复合物。随着 EGCG 浓度的增加，芳香族氨

基酸最大吸收峰波长发生红移，与同步荧光结果

的变化一致，一方面可能是由于小米谷糠蛋白中

色氨基酸残基被 EGCG 结合，另一方面可能是两

者相互作用使色氨酸残基位置发生移动，新的共

轭体系由此产生，使 π-π*跃迁能量增大[13]。耿子

蔚 [12]等研究不同茶汤与乳清蛋白相互作用时紫

外-可见吸收光谱峰型也出现锯齿状，笔者认为

其与灵敏度参数设置有关，具体原因有待进一步

研究。 

 

 
 

图 4  不同浓度 EGCG 对小米谷糠蛋白紫外- 

可见吸收光谱的影响 

Fig.4  UV-Vis absorption spectra of millet bran protein  
with different mass concentrations of EGCG 
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2.3  EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用机制 

2.3.1  荧光淬灭机制 

内源荧光光谱结果表明，EGCG 能显著淬灭

小米谷糠蛋白的荧光，分析它们的淬灭机制可以

更准确地判断两者相互作用是否形成了复合物。

荧光淬灭机制总共包括 3 类，分别为静态淬灭机

制、动态淬灭机制和动态静态混合淬灭机制。动

态猝灭是猝灭剂和处在激发态的荧光物质碰撞而

引发，随着温度升高，动态猝灭常数增大。静态

猝灭是猝灭剂和处于基态的荧光物质形成了复合

物，随着温度升高，复合物的稳定性下降，因此

猝 灭 常 数随着温度升高而降低 [14] 。可采用

Stern-Volmer 方程 [13]计算不同温度下的淬灭常

数，由此判断 EGCG 与小米谷糠蛋白相互作用淬

灭机制。 

Stern-Volmer 方程如下： 

0

0 1 [ ] 1 [ ]q sv
F

K Q K Q
F      （1） 

式中：F0 和 F 分别是 EGCG 加入前后的小米

谷糠蛋白荧光强度；[Q]是 EGCG 浓度（mol/L）；

Kq 为双分子猝灭速率常数（L/(mol·s)）；Ksv 为动

态猝灭常数（L/mol）；τ0 为不存在猝灭剂时荧光

体的寿命（生物大分子的平均寿命约为 10–8 s）。 

由图 5 中直线的斜率得到 Ksv，由 τ0 得到 Kq

（表 2）。当 R2 不大于 0.98 时，表明淬灭机制可

能为动态静态混合淬灭[15]。由图 5 所示，EGCG

浓度较低时，Stern-Volmer 曲线呈现较好的线性

关系，EGCG 浓度较高时，Stern-Volmer 曲线逐 

 

 
 

图 5  不同温度条件下 EGCG 对小米谷糠蛋白 

荧光猝灭的 Stern-Volmer 方程曲线图 

Fig.5  Stern-Volmer plots of millet bran protein  
interacting with EGCG at different temperatures 

表 2  EGCG-小米谷糠蛋白复合物的荧光淬灭常数及相关系数 

Table 2  Quenching rate constants and correlation  
coefficients of millet bran protein and EGCG 

温度/K Ksv/(L/moL) Kq/(L/(mol·s)) 相关系数 R2

290 4.761 0×104 4.761 0×1012 0.910 3 

298 1.276 4×105 1.276 4×1013 0.940 0 

310 1.439 7×105 1.439 7×1013 0.928 2 

 

渐偏向纵坐标轴，表明 EGCG 与小米谷糠蛋白相

互作用同时存在静态淬灭和动态淬灭[16]，随着温

度升高，Ksv 的值不断增大，表明 EGCG 与小米

谷糠蛋白相互作用存在动态淬灭机制。另外，由

于不同温度下 Kq 达到 1012 或 1013，显著高于最大

动态猝灭速率常数（约为 2×1010 L/(mol·s)），表

明 EGCG 对小米谷糠蛋白的猝灭机制也存在静

态淬灭，结合分析荧光光谱和紫外-可见吸收光谱

的变化结果，静态淬灭在 EGCG 淬灭小米谷糠蛋

白荧光过程中起主导作用 [17]。 

2.3.2  EGCG-小米谷糠蛋白复合物的结合常数、

结合位点数 

可以采用以下等式确定结合常数（KA）和结

合位点数（n）[12]： 

0lg lg lg[ ]A
F F

K n Q
F

    
 

 （2） 

式中：F0表示没有加入 EGCG 时的荧光强度；

F 表示加入 EGCG 时的荧光强度；KA 为表观结合

常数；n 为结合位点数；[Q]为 EGCG 的浓度。 

从图 6 和表 3 中可以看出，结合常数 KA 的数

量级为 106，相关研究报道 EGCG 与乳清蛋白[12]

相互作用 KA 数量级是 104，表明 EGCG 与小米谷 

 

 
 

图 6  不同温度条件下 EGCG 荧光猝灭 

小米谷糠蛋白的双对数曲线 

Fig.6  Double logarithmic curves of millet bran protein 
quenched by EGCG at different temperatures 
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表 3  EGCG-小米谷糠蛋白复合物的结合位 

点数、表观结合常数及相关系数 

Table 3  Apparent binding constants, binding sites numbers, 
and correlation coefficients of millet bran protein and EGCG 

温度/K KA/(L/moL) 结合位点 n 相关系数 R2

290 8.691 6×104 1.084 8 0.973 0 

298 1.317 0×106 1.300 9 0.969 9 

310 7.868 6×106 1.489 3 0.994 0 

 

糠蛋白之间结合力更强，可能是由于小米谷糠蛋

白与乳清蛋白结构不同导致两者数量级出现差

异。随着温度升高，KA 值不断增大，一方面说明

EGCG 对小米谷糠蛋白的淬灭反应是吸热反应，

同样也表明其淬灭过程有动态淬灭。在三个不同

温度条件下，结合位点数 n 全部约等于 1，表明

EGCG 和小米谷糠蛋白形成 1 个结合位点。 

2.3.3  EGCG-小米谷糠蛋白复合物的热力学参

数和作用力类型 

反应条件相对温和时（如酸性、中性等），多

酚类小分子和蛋白质形成复合物的作用力主要包

括疏水相互作用、氢键、范德华力、静电引力等

非共价结合作用，作用力的主要类型由热力学参

数 ΔH 和 ΔS 是来判断。当 ΔH>0、ΔS>0 时，作

用力主要是疏水相互作用；当 ΔH<0、ΔS<0 时，

作用力主要是氢键和范德华力；当 ΔH<0、ΔS>0

时，作用力是静电引力；当 ΔH>0、ΔS<0 时，分

子间的作用力类型主要是疏水相互作用和静电引

力[18]。可采用 Van’t Hoff 方程[18]来判断 EGCG 与

小米谷糠蛋白的作用力类型。 

ln A
H S

K
RT R

 
    （3） 

G H T S      （4） 

式中：R 为气体常数 8.314 J/(K·mol)；T 为

实验温度；KA 为不同温度的结合常数（见表 3）。 

如表 4 所示，ΔG<0，表明 EGCG 与小米谷 

 
表 4  不同温度下 EGCG 与小米谷糠蛋白 

相互作用的热力学参数 

Table 4  Thermodynamic parameters for interaction  
between EGCG and millet bran protein 

温度/K ΔH/(kJ/mol) ΔS/(J/(mol·K)) ΔG/(kJ/mol) 

290 164.891 6 665.851 6 –28.205 4 

298 164.891 6 665.851 6 –33.534 2 

310 164.891 6 665.851 6 –41.522 4 

糠蛋白的反应可自发进行。ΔH>0，表明 EGCG

与小米谷糠蛋白之间反应为吸热反应，升温有利

于反应进行，这与表 3 计算的 KA 随温度升高而增

大一致。ΔH>0、ΔS>0 表明 EGCG 与小米谷糠蛋

白相互作用力类型主要是疏水相互作用。 

2.3.4  EGCG 与小米谷糠蛋白的能量转移和结合

距离 

根据 Föster’s 偶极-偶极非辐射能量转移理

论，蛋白质和小分子配体之间发生能量转移需要

满足以下条件：蛋白质给体能发射荧光，蛋白荧

光发射光谱与小分子配体的紫外吸收光谱有重

叠，蛋白质与配体间结合距离小于 7 nm。由以下

公式可计算两者重叠积分 J、能量转移效率 E、结

合距离 r 及临界能量转移距离 R0
[19]。 

4( ) ( )

( )

F
J

F

    
 








 （5） 

6
0

6 6
0 0

1
RF

E
F R r

  


 （6） 

6 25 2 4
0 8.8 10R K N J    （7） 

式中，F(λ)为蛋白质给体在波长 λ 处的荧光

强度；E 为能量转移效率；F 和 F0 分别表示添加

淬灭剂前后蛋白荧光强度；ε(λ)则为小分子配体

在波长 λ 处摩尔消光系数；J 是重叠面积积分；

R0 是指能 E=50%时的临界距离；r 为结合距离；

K2 为偶极空间取向因子（值为 2/3）；N 为介质折

射指数（值为 1.336）；Φ为给体荧光量子效率（值

为 0.118）。 

 

 
 

图 7  EGCG 紫外吸收光谱和小米谷糠 

蛋白荧光发射光谱重叠图 

Fig.7  Spectral overlap of EGCG absorption spectrum and 
millet bran protein fluorescence spectrum 
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由图 7 根据公式（7）计算得 J=1.207 2×   

10–14 (cm3·L/mol)，E=0.602 9，R0=2.530 1 nm，

r=2.341 8 nm。结合距离远远小于 7 nm，而且结

合距离符合 0.5 R0<r<1.5 R0，这表明小米谷糠蛋

白与 EGCG 存在非辐射能量转移。EGCG 淬灭小

米谷糠蛋白荧光原因可能是两者之间存在非辐射

能量转移引起的[19]。同时，EGCG 与小米谷糠蛋

白结合距离 r 值较小同样表明两者之间存在相互

作用。 

2.3.5  EGCG 与小米谷糠蛋白结合率的预测 

EGCG 的小米谷糠蛋白结合率能直观的体现

出 EGCG-小米谷糠相互作用强度。当两者相互作

用达到动态平衡时，同时两者结合位点数接近 1

时，可以建立两者结合率的理论模型。以下公

式可表征结合常数（KA）和结合率（Y）之间的

关系 [20]：  

2
21 1

4

2

A A A A A

A

K K X K K X K X
P P

Y
K X

           
    （8） 

式中，Y 是结合率；KA 结合常数；P 是小米

谷糠蛋白浓度；X 是 EGCG 与小米谷糠蛋白的浓

度比。运用公式（8）计算不同温度时 EGCG 的

小米谷糠蛋白结合率。 

如图 8 所示，EGCG 的小米谷糠蛋白结合率

具有明显的浓度依赖性，随着 EGCG 浓度增大，

结合率逐渐减小，温度变化对结合率产生影响，

尤其是 290 K 时变化较明显。由图 8 得到温度

290、298、310 K 时的两者浓度比与结合率曲线

方程如下： 

0.345 2 1

( 1)
X

Y Y
 


 （9） 

0.022 78 1

( 1)
X

Y Y
 


 （10） 

0.003 813 1

( 1)
X

Y Y
 


 （11） 

由公式可见，当 EGCG 与小米谷糠蛋白浓度

在一定范围内波动时，EGCG 的小米谷糠蛋白结 

合率可能出现指数级变化，可以通过测定 EGCG

和小米谷糠蛋白浓度比，由公式（9）~（11）计

算其结合率。 

 
 

图 8  不同温度条件下 EGCG 与小米谷糠蛋白的结合率 

Fig.8  Binding rate of millet bran protein and  
EGCG at different temperatures 

 

3  结论 

通过内源荧光光谱、同步荧光光谱、三维荧

光光谱和紫外-可见光谱法研究了 EGCG 与小米

谷糠蛋白的相互作用，内源荧光光谱结果和同步

荧光光谱结果均表明 EGCG 与小米谷糠蛋白之间

存在相互作用，主要影响的是色氨酸残基在空间

结构中所处的微环境。三维荧光、紫外-可见光谱

均证明 EGCG 影响了色氨酸和酪氨酸残基微环境

并使小米谷糠蛋白质多肽链的骨架发生变化。

EGCG 引起的小米谷糠蛋白荧光淬灭机制是动静

态混合猝灭，但以静态淬灭为主。EGCG 和小米

谷糠蛋白结合常数 KA 的数量级可达 106，且结合

位点数约为 1。热力学参数表明 EGCG 和小米谷

糠蛋白主要以疏水相互作用结合形成复合物，反

应可自发进行。同时，EGCG 与小米谷糠蛋白之

间结合距离远小于 7 nm，两者存在能量转移。最

后，建立了 EGCG 与小米谷糠蛋白结合率的理论

模型，发现 EGCG 的小米谷糠蛋白结合率随着

EGCG 浓度的增大而减小，温度变化对 EGCG 的

小米谷糠蛋白结合率产生影响。 
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