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紫薯花色苷-蛋白复合物的制备及结构表征
郭 莹，江 甜，李书艺，祝振洲，何静仁*

（武汉轻工大学食品科学与工程学院，湖北 武汉 430023）

摘  要：采用硫酸铵沉淀法制备紫薯花色苷-蛋白复合物，经二乙氨基乙基纤维素52和Sephadex G-75葡聚糖凝胶

纯化得紫薯纯蛋白，利用聚丙烯酰胺凝胶电泳测定紫薯蛋白及紫薯花色苷-蛋白复合物的分子质量，运用紫外、荧

光、红外和圆二色谱多种光谱方法对紫薯蛋白及紫薯花色苷-蛋白复合物进行结构表征。结果表明：紫薯蛋白及花

色苷-蛋白复合物的分子质量无明显差异，均存在4 种不同的分子质量分布：58、24、18 kD和14 kD。紫薯蛋白紫

外最大吸收峰位于200 nm波长处，复合物的紫外光谱略有红移且吸收增强。紫薯蛋白荧光光谱的最大发射波长是

340 nm，而复合物的荧光强度几乎完全猝灭。紫薯蛋白的红外光谱图具有酰胺带特征吸收，复合物的红外光谱峰

形和吸收强度发生明显变化。圆二色谱图显示紫薯蛋白二级结构以β-折叠（43.6%）和无规卷曲（45.7%）为主， 

β-转角（10.6%）次之，而复合物以β-折叠（72.2%）为主，无规卷曲（27.8%）含量降低，β-转角消失。
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Preparation and Structure Identification of Anthocyanins-Protein Complexes from Purple Sweet Potato
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Abstract: Purple sweet potato anthocyanins-protein complexes were extracted with hot water and precipitated by adding 

ammonium sulfate to 60% saturation. Purple sweet potato protein (PSPP) was further purified from the complexes by DEAE-52  

ion exchange chromatography and Sephadex G-75 gel filtration chromatography. The molecular weights of PSPP and the 

complexes were determined by SDS-PAGE. A series of spectroscopic methods were used to characterize their structures. 

Results showed that there was no difference between PSPP and its complexes with anthocyanins in molecular weight.  

SDS-PAGE analysis exhibited four bands with molecular weights of 58, 24, 18 and 14 kD, respectively. The UV absorption 

spectra of both PSPP and the complexes showed a peak at 200 nm, but additional peaks and red-shift phenomenon of the 

complexes were observed when compared to PSPP. The maximum fluorescence emission wavelength of PSPP was 340 nm, 

and the intensity for the complexes was almost entirely quenched. FTIR spectra of PSPP had characteristic amide bands, and 

the shape and intensity of the complexes revealed a significant change. Circular dichroism (CD) revealed that PSPP had a 

secondary structure characterized by β-sheets (43.6%) and random coils (45.7%), β-turns (10.6%), while the complexes had 

higher content of β-sheets (72.2%) and decreased content of random coils (27.8%), and showed the disappearance of β-turns.
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紫薯（Ipomoea batatas L.）又名黑薯，是我国常见

甘薯品种资源中一种特殊的品种，近年来因其富含花色

苷类物质而吸引着国内外诸多学者研究探讨。此外，紫

薯块根中约含有2%～10%的蛋白质，其中约80%为可溶

性蛋白[1]。紫薯蛋白氨基酸种类齐全，氨基酸组成能较好

的满足人体的需求。因赖氨酸是禾谷类粮食的第一限制

氨基酸，而紫薯蛋白中赖氨酸含量相对较高[2]，对其赖氨

酸不足进行补充，具有较高的营养价值。

农产品在加工、贮藏、食用等过程中，其活性成分与

蛋白质的相互作用不可避免[3]，以共价键[4]或非共价键[5-6] 

的形式结合形成新的复合物[7]。烟草中蛋白质含量丰富，

可与多种多酚类化合物结合形成多酚蛋白复合物，具有

卓越的抗紫外能力[8]。紫薯富含花色苷与蛋白质，而关

于紫薯蛋白及其花色苷复合物的研究鲜见报道。本实验

采用硫酸铵沉淀法制备紫薯花色苷-蛋白复合物，运用紫

外、荧光、红外和圆二色谱等光谱方法对紫薯纯蛋白及

其花色苷复合物的结构进行表征，为紫薯营养的物质基

础研究及其功效评价提供依据和参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

紫薯品种为美国黑薯，由湖北郧府薯业有限公司

提供。

硫酸铵、氯化钠、碳酸钠、盐酸、氯化钾、乙酸、

乙酸钠、十二烷基磺酸钠（sodium dodecyl sulfate，
SDS）、甘氨酸、过硫氨酸  国药集团化学试剂有

限公司；三羟甲基氨基甲烷（Tris (hydroxymethyl ) 
a m i n o m e t h a n e，T r i s）  上海如吉生物科技发

展有限公司；交联聚乙烯吡咯烷酮（ c r o s s l i n k i n g 
polyvingypyrrolidone，PVPP） 上海阿拉丁试剂有限公

司；透析袋（压平宽度10 mm，截留分子质量3 500 D） 
美国Viskase公司；没食子酸 美国Sigma公司；福林-酚 

试剂 上海荔达生物科技有限公司；蛋白质分子质量标

准Marker（15～250 kD） 美国Bio-Rad公司；二乙氨基

乙基纤维素（diethyl-aminoethanol，DEAE）-52 上海源叶

变换生物科技有限公司；Sephadex G-75葡聚糖凝胶 武汉

市盖云天生物技术有限公司；所有试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

PCL-2紫外检测器 上海金达生化仪器有限公司；

Mini-Protean-3电泳仪配电泳槽 美国Bio-Rad公司；

Evolution 220紫外-可见分光光度计 美国Thermo Fisher
公司；F-4600荧光光谱仪 日本日立公司；NEXUS670
傅里叶变换红外光谱仪 美国尼高力仪器公司；J-1500
圆二色谱仪 日本JASCO公司。

1.3 方法

1.3.1 紫薯花色苷-蛋白复合物的制备[8]

紫薯洗净后切块，加入3 倍体积蒸馏水，打浆，

40 ℃水浴提取3 h，4 000 r/min离心30 min，取上清液。

重复1 次，合并上清液。上清液中添加硫酸铵至饱和度

60%，在4 ℃条件下缓慢搅拌1 h，4 000 r/min、4 ℃离心

30 min取沉淀，用适量蒸馏水溶解沉淀后透析，冷冻干

燥后即得到紫薯花色苷-蛋白复合物。

1.3.2 紫薯花色苷-蛋白复合物中蛋白质的分离纯化

取紫薯花色苷-蛋白复合物0.1 g溶于20 mL蒸馏水

中，加入1g PVPP[9] 涡旋后放置1 h，6 000 r/min离心

30 min，上清液经0.22 μm的微孔滤膜过滤后，上DEAE-52 
阴离子交换层析柱（2.6 cm×23 cm）。用含0.3 mol/L  
NaCl的50 mmol/L Tris的HCl 缓冲液（pH 7.5）进行洗

脱，流速为1 mL/min，在280 nm波长处用紫外检测器在

线检测，收集峰组分，透析后冻干，得到粗蛋白粉末。

取1 0   m g粗蛋白粉溶于1   m L蒸馏水中，配制成

10 mg/mL的蛋白液，上样于Sephadex G-75葡聚糖凝胶柱

（2.6 cm×20 cm）进一步纯化，用蒸馏水进行洗脱，流速

为1 mL/min，在280 nm波长用处紫外检测器在线检测，收

集蛋白质峰的洗脱液，冻干，得到较纯的蛋白粉末样品。

1.3.3 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物成分的测定

1.3.3.1 蛋白质含量的测定

参照GB 5009.5—2010《食品中蛋白质的测定》[10]，

采用凯氏定氮法测定。

1.3.3.2 总酚含量测定

采用福林-酚法测定紫薯花色苷-蛋白复合物的总

酚含量 [11]。准确吸取1 mL样品于10 mL刻度试管中，

加5 mL蒸馏水与0.5 mL福林-酚试剂，摇匀1 min后加入

1.5 mL 20% Na2CO3溶液，用蒸馏水稀释至刻度，室温

避光反应2 h后在760 nm波长处测定吸光度。以没食子酸

（gallic acid，GA）为标准品绘制标准曲线，总酚含量以

没食子酸当量记，单位为mg GA/g。
1.3.3.3 总花色苷含量测定

采用pH示差法测定紫薯花色苷-蛋白复合物的总花色

苷含量[12]。1 mL样品分别用pH 1.0、4.5缓冲液稀释，在

最大吸收波长λmax和700 nm波长处测定吸光度。总花色苷

含量按矢车菊素-3-葡萄糖苷含量记，计算公式如下：

c＝   ×MW×D×
Ab V

mεL
式中：c为总花色苷含量/（mg/g）；Ab=（Aλmax－

A700 nm）pH 1.0－（Aλmax－A700 nm）pH 4.5；ε为矢车菊素-3-葡
萄糖苷的摩尔消光系数（26 900 L/（mol·cm））； 

L 为 比 色 皿 宽 度 （ 1   c m ） ； M W 为 矢 车 菊

素 - 3 - 葡萄糖苷的摩尔质量（ 4 4 9 . 2  g / m o l ）； 

D为稀释倍数；V为样品体积/mL；m为样品质量/g。
1.3.4 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis，SDS-PAGE）实验

根据Laemmli[13]的方法进行SDS-PAGE，分离胶的体
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积分数为12%，浓缩胶的体积分数为5%，紫薯蛋白与紫

薯花色苷-蛋白复合物样品用去离子水溶解，按照每4 μL
蛋白样品加入1 μL蛋白上样缓冲液的比例，混合蛋白样

品和蛋白上样缓冲液，沸水浴10 min以充分变性蛋白，

冷却至室温后，直接上样到SDS-PAGE胶点样孔中，上样

量为10 μL。60 V电泳40 min，然后120 V电泳约2 h。采

用0.25%的考马斯亮蓝R-250对分离胶进行染色，然后在

7.5%乙酸中脱色。利用凝胶成像系统对凝胶拍照。

1.3.5 紫外吸收光谱分析

利用10 mmol/L的磷酸盐缓冲液（phosphate buffered 
saline，PBS）（pH 7.0）调整紫薯蛋白和紫薯花色苷-蛋
白复合物样品质量浓度到0.1 mg/mL，在190～700 nm进

行光谱扫描，波长间隔为1 nm。

1.3.6 荧光光谱分析

紫薯蛋白和紫薯花色苷-蛋白复合物样品溶解在10 mmol/L 
的PBS（pH 7.0）中，调节质量浓度到0.1 mg/mL，固定激发

波长为280 nm，测定290～450 nm的荧光发射光谱，激发

和发射狭缝宽均为2.5 nm。

1.3.7 傅里叶变换红外光谱分析

取紫薯蛋白和紫薯花色苷-蛋白复合物冻干样品各

1 mg与100 mg溴化钾粉末混合，在玛瑙研钵中磨细后压

成透明薄片，在4 000～400 cm－1波数范围内扫描，每个样

品扫描16 次，采用Omnic 8.2软件对数据进行处理分析。

1.3.8 圆二色谱分析

在室温条件下对紫薯蛋白和紫薯花色苷-蛋白复合

物样品进行远紫外区圆二色谱分析，配制样品质量浓度

为0.1 mg/mL，扫描范围为190～240 nm，样品池光程为

2 mm。扫描速率为100 nm/mim，光谱带宽为1 nm，扫描

3 次。

2 结果与分析

2.1 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物成分含量

紫薯花色苷 - 蛋白复合物冻干后为深紫色粉

末，蛋白质含量为（ 5 4 . 3 5 ± 0 . 6 2 ） % ，总酚含

量为（ 1 2 8 . 6 2± 4 . 5 4）  m g / g，总花色苷含量为

（47.41±0.73） mg/g。纯化后的紫薯蛋白为白色粉末，

蛋白质含量为（94.43±1.16）%。

2.2 SDS-PAGE图谱

紫薯花色苷-蛋白复合物与紫薯蛋白的SDS-PAGE图
谱如图1所示。与紫薯花色苷-蛋白复合物相比，经纯化

处理后的蛋白条带更为清晰。紫薯花色苷-蛋白复合物与

紫薯蛋白的分子质量并无明显差异，均在10 kD以上，有

4 个明显的区域：58、24、18 kD和14 kD，其中分子质量

为24 kD的染色带最粗，推断为紫薯中可溶性蛋白质的主

要亚基。有相关报道表明SDS可破坏蛋白质与其他分子

之间的非共价作用，而蛋白质与多酚反应形成的共价复

合物的电泳条带会向上迁移[14]，因而初步推断该紫薯花

色苷-蛋白复合物是紫薯花色苷与紫薯蛋白反应形成的非

共价复合物。
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泳道1. 紫薯花色苷-蛋白复合物；泳道2. 紫薯蛋白。

图 1 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物的SDS-PAGE图谱

Fig. 1 SDS-PAGE of PSPP and complexes

2.3 紫外光谱分析
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图 2 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物的紫外光谱

Fig. 2 Ultraviolet absorption spectra of PSPP and complexes

紫薯花色苷-蛋白复合物与紫薯蛋白的紫外吸收曲线

如图2所示。紫薯蛋白主要有两个特征吸收峰，约200 nm
波长处的强吸收峰是肽键的特征吸收峰，在280 nm波长

附近出现的较弱的峰，一般为蛋白中色氨酸残基和酪氨

酸残基的吸收峰。紫薯花色苷-蛋白复合物除具有此两峰

外，还存在另两个吸收峰，330 nm波长处为花色苷中酰

化结构的吸收峰，540 nm为花色苷在可见区的最大吸收

波长。与紫薯蛋白相比，紫薯花色苷-蛋白复合物的紫外

吸收增强，并发生了轻微的红移，说明花色苷与蛋白质

发生了相互作用，芳香族氨基酸微环境疏水性增强。Zuo 
Huijun等[15]发现飞燕草素-3-葡萄糖苷与牛血清白蛋白结

合后其紫外光谱会发生红移。

2.4 荧光光谱分析

图3为紫薯花色苷-蛋白复合物与紫薯蛋白的荧光光

谱。蛋白质具有内源性荧光，主要来自色氨酸、酪氨酸

和苯丙氨酸，其中色氨酸的荧光强度最强，最大发射波

长为340 nm左右。固定激发波长为280 nm时，紫薯蛋白
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的最大发射波长是340 nm，表现了色氨酸的荧光特性。

与紫薯蛋白的荧光光谱相比，紫薯花色苷-蛋白复合物的

荧光强度显著降低，几乎完全猝灭，且出现了明显的蓝

移，说明色氨酸残基空间位置发生了变化，周围微环境

的疏水性增强。Wiese等[16]得到类似的研究结果：矢车菊

素-3-葡萄糖苷与人血清蛋白的相互作用会导致蛋白荧光

强度的猝灭。
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图 3 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物的荧光光谱

Fig. 3 Fluorescence emission spectra of PSPP and complexes

2.5 傅里叶变换红外光谱分析
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图 4 紫薯蛋白（a）与紫薯花色苷-蛋白复合物（b）的FTIR

Fig. 4 FTIR spectra of PSPP and complexes

图4为紫薯花色苷-蛋白复合物与紫薯蛋白的红外光

谱图。酰胺A在3 400～3 440 cm－1处有吸收峰，与N—H 
伸缩振动有关。紫薯蛋白的酰胺A在3 299.37 cm－1处出

现，发生红移现象，来源于酰胺A的N—H伸缩振动与氢

键形成的缔合体，其对应波数会向低波数方向移动，一

般在3 300 cm－1左右[17]。紫薯花色苷-蛋白复合物中此峰

消失，说明分子内与分子间的氢键缔合消失[18]。紫薯蛋

白在2 962.63 cm－1处有弱吸收，是由酰胺B的—CH2不

对称伸缩引起的，而紫薯花色苷-蛋白复合物中此峰在

2 958.27 cm－1处，较之略有红移。此外，紫薯花色苷-蛋
白复合物中有2 个新峰出现，3 452.30 cm－1处可能是羟基

伸缩振动吸收峰，2 920.29 cm－1处可能是甲氧基中C—H
伸缩振动吸收峰，2 850.96 cm－1处可能是亚甲峰[19]。

紫薯蛋白在1 659.12 cm－1和1 642.22 cm－1处的强吸

收峰，来自酰胺Ⅰ带的C＝O伸缩振动。紫薯花色苷-蛋
白复合物中酰胺Ⅰ带吸收峰强度明显减弱，且分别红移

至1 658.48、1 640.37 cm－1处。紫薯蛋白和紫薯花色苷-蛋
白复合物在1 550.70、1 549.68 cm－1处的吸收是酰胺Ⅱ带

的特征吸收峰，反映了蛋白质的C—N伸缩振动和N—H 
弯曲振动。紫薯蛋白在1 465.64 cm－1和1 388.50 cm－1处

的弱吸收是由C—H弯曲振动引起的，1 241.93 cm－1处为

酰胺Ⅲ带（由C—N伸缩振动和N—H弯曲振动引起）的

特征吸收，1 060.66 cm－1处为C—O伸缩振动。紫薯花色

苷-蛋白复合物中这几处的特征吸收消失，并出现两个新

峰，1 384.66 cm－1处可能是甲氧基中C—H面内弯曲振动

吸收峰，1 079.33 cm－1处可能是C—O—C伸缩振动吸收

峰[20]，综合见表1。

由图4b可知，复合物中有羟基、甲氧基和含氧杂环等

特征基团，这些基团也是花色苷类物质的特征基团。紫薯

花色苷－蛋白复合物中酰胺带的峰形发生明显变化，可能

是花色苷类物质与蛋白结合，导致蛋白结构发生变化[21]。

表 1 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物的红外光谱吸收峰位置

Table 1 FTIR spectral peak locations of PSPP and complexes

特征
吸收带

吸收峰波数/cm－1

形成机理[22-23]

紫薯蛋白
紫薯花色苷-蛋白 

复合物

酰胺A 3 299.37 N—H伸缩振动和氢键的缔合体

酰胺B 2 962.63 2 958.27 —CH2不对称伸缩

3 452.30 羟基伸缩振动

2 920.29 甲氧基中C—H伸缩振动

2 850.96 亚甲峰

酰胺Ⅰ 1 659.12、1 642.22 1 658.48、1 640.37 C=O伸缩振动

酰胺Ⅱ 1 550.70 1 549.68 C—N伸缩振动和N—H弯曲振动

1 465.64、1 388.50 C—H弯曲振动

酰胺Ⅲ 1 241.93 N—H变形振动

1 060.66 C—O伸缩振动

1 384.66 甲氧基中C—H面内弯曲振动

1 079.33 C—O—C伸缩振动

2.6 圆二色光谱分析

远紫外圆二色谱常用来分析蛋白质的二级结构，它

对蛋白质的构象变化极其灵敏，从圆二色光谱的变化可

推导出构象的变化。由图5可知，紫薯蛋白在193 nm波长

处的正峰和218 nm波长处的负峰为β-折叠[24]的特征峰，

而紫薯花色苷-蛋白复合物中β-折叠的特征峰有所偏移，

分别移动至195 nm和214 nm波长处，并且峰强度明显增

强。无规卷曲构象在紫薯蛋白中表现为200 nm波长处的

强负峰和212 nm波长处的正峰[24]，而紫薯花色苷-蛋白复

合物在203 nm和210 nm波长处的特征峰强度显著减小。

利用Yang氏算法计算得到蛋白的二级结构百分含量，结
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果如表2所示。紫薯蛋白的二级结构主要为β-折叠和无规

卷曲，此结果与Sun Minjie等[25]制备的甘薯蛋白的圆二色

光谱结果类似。紫薯花色苷-蛋白复合物中β-折叠含量增

加，β-转角和无规卷曲含量降低，α-螺旋含量没有变化。
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图 5 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物的圆二色光谱

Fig. 5 CD spectra of PSPP and complexes

表 2 紫薯蛋白与紫薯花色苷-蛋白复合物的二级结构含量

Table 2 Secondary structure contents of PSPP and complexes

%

二级结构 紫薯蛋白 紫薯花色苷-蛋白复合物

α-螺旋 0.0 0.0
β-折叠 43.6 72.2
β-转角 10.6 0.0

无规卷曲 45.7 27.8

3 结 论

采用硫酸铵沉淀法提取紫薯花色苷-蛋白复合物，柱

层析系统分离纯化得紫薯纯蛋白。凝胶电泳图谱显示两

者分子质量无明显差异，亚基分布在14～58 kD。但二者

在结构上有一定的差异，可能是花色苷与蛋白质结合对

蛋白的结构和构象产生了一定影响。

紫薯蛋白紫外最大吸收峰位于200 nm波长处，紫薯

花色苷-蛋白复合物的紫外吸收增强，并略有红移。紫薯

蛋白的最大发射波长是340 nm，紫薯花色苷-蛋白复合

物复合物荧光强度显著降低，几乎完全猝灭。紫薯蛋白

的红外光谱具有明显的酰胺带吸收，紫薯花色苷-蛋白复

合物的峰形和吸收强度发生变化。圆二色光谱图谱显示

紫薯蛋白二级结构以β-折叠和无规卷曲为主，紫薯花色 

苷-蛋白复合物中β-折叠含量较高，空间构象更为有序。
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