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摘要：目的 以壳聚糖（Chitosan，CS）和酪蛋白（Casein，CA）为研究对象，通过探究多糖对蛋白质

结构的影响机制，以期改进多糖对蛋白质食品贮藏的效果。方法 采用荧光光谱法和傅里叶变换红外光谱

法，在不同 pH 条件下，研究 CS 与 CA 的结合反应，通过数学方程计算其结合常数、结合位点数和结合作

用力。结果 不同 pH 值条件下，CS 对 CA 均产生荧光猝灭，均属于静态猝灭，pH=5.2 时猝灭常数达到

最大值 4.702×103 L/mol，且结合常数达到最大值 9.914×103 L/mol。热力学分析表明，结合反应自发进行属

于放热反应，主要结合驱动力为静电相互作用。同步荧光光谱和三维荧光光谱表明，CS 与 CA 的相互作用

能够使 CA 的空间构象发生改变。傅里叶变换红外光谱说明 CS 加入和 pH 值的变化导致了 CA 二级结构发

生变化。结论 CS 与 CA 结合会导致 CA 的结构发生变化，这为蛋白质–多糖相互作用提供一定的理论依据，

也为以蛋白质–多糖为基础的乳制品贮藏及开发提供实验依据。 
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ABSTRACT: The work aims to improve the effect of polysaccharide on protein food storage by exploring the affecting 
mechanism of polysaccharide on protein structure with chitosan and casein as research objects. Fluorescence spectroscopy 
and Fourier transform infrared spectroscopy were used to study the binding reaction between chitosan and casein under 
different pH conditions, and the binding constant, number of binding sites and binding force were calculated by mathe-
matical equations. Under different pH conditions, chitosan quenched the fluorescence of casein, which belonged to static 
quenching. The quenching constant reached the maximum value of 4.702×103 L/mol at pH=5.2, and the binding constant 
reached the maximum value of 9.914×103 L/mol. Thermodynamic analysis showed that the spontaneous binding reaction 
was an exothermic reaction, and the main binding driving force was electrostatic interaction. Synchronous fluorescence 
spectroscopy and three-dimensional fluorescence spectroscopy indicated that the interaction of chitosan and casein could 
change the spatial conformation of casein. Fourier transform infrared spectroscopy illustrated that the addition of chitosan 
and the change of pH led to changes in the secondary structure of casein. The combination of chitosan and casein leads to 
structural changes in casein, which provides some theoretical basis for protein-polysaccharide interactions and also pro-
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vides some experimental basis for the storage and development of dairy products based on protein-polysaccharide. 
KEY WORDS: casein; chitosan; fluorescence quenching; pH 

壳聚糖（Chitosan，CS）作为天然生物大分子多

糖，因具有特殊的氨基结构，故性质稳定[1]。CS 可

作为食品保鲜剂应用在果蔬保鲜、肉制品保鲜以及水产

保鲜[2-5]；作为食品添加剂起到增稠、澄清的作用[6-7]，

还具有调节机体免疫力，改善胃肠道等功能[8-9]；除

此之外，在食品包装上也有所应用[10-11]。因此，CS
在食品领域的研究与开发具有广阔的前景。 

酪蛋白（Casein，CA）是牛乳中含量最丰富的蛋白

质[12]，其含有多种必需氨基酸，具有较高的营养价值[13]。

因其具有良好的乳化性、保水性、溶解性和发泡性，已

被成熟应用于肉制品、烘焙食品、人造奶油、干酪、饮

料等食品的加工中[14]。除此之外，还可用作蛋白基载

体来运输药物或多酚、黄酮类生物活性小分子[15]。 
食品中添加多糖较为常见，多糖的添加不仅可以

改善食品品质、风味，还可以延缓食品变质，延长货

架期[16-19]。乳制品货架期一直是消费者关注的焦点，

徐佳等 [20]研究表明在乳饮料中添加少量黄原胶、β–
葡聚糖等，可改善产品口感和外观，增强稳定性，延

长货架期。Zielinska 等[21]研究表明将低聚果糖添加在

发酵乳制品中，可提高该产品的感官黏度和质量，从

而延长贮藏期。目前，在乳制品中多糖的应用较为广

泛，但对研究 CA–多糖相互作用机制及机理的报道较

为少见，且 CA–多糖的相互作用易受到 pH、离子强

度、电荷密度等因素影响[17]。因此，本文选用牛乳中

含量最高的 CA 与在食品领域应用广泛的 CS 为研究

对象，在 3 种不同 pH 值（7.4、5.2、3.0）条件下，

探究 CS 与 CA 的结合作用，以及对 CA 结构的影响，

这对乳制品的贮藏和开发研究具有重要意义。 

1  实验 

1.1  材料与试剂  

主要材料与试剂：酪蛋白（98 %），北京索莱宝

科技有限公司；壳聚糖（分子质量≈30 000 u，纯度≥

95%），酷尔化学科技（北京）有限公司；其他实验

试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

主要仪器与设备：F–7000 荧光分光光度计，日
本日立高新技术公司；IRTracer–100 傅里叶变换红外
光谱仪，岛津企业管理（中国）有限公司；PHS–25 pH
计，仪电科学仪器（上海）股份有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  储备液的配制 

称取一定量的酪蛋白和壳聚糖，配制 2 mg/mL 的

CA 储备液和 8 mg/mL 的 CS 储备液（溶于体积分数

为 1%的乙酸溶液），配制浓度为 0.2 mol/L 的磷酸缓

冲液。 

1.3.2  荧光光谱 

1.3.2.1  荧光光谱测定 
向离心管中加入一定量的 PBS 缓冲液，再加入

30 μL CA 溶液，最后加入 CS 溶液，使之充分反应

30 min。最终离心管中体系的总体积为 3 mL，CA 的

质量浓度为 0.02 mg/mL，CA 与 CS 浓度比为 1 0∶ 、

1 9∶ 、1 18∶ 、1 27∶ 、1 36∶ 、1 45∶ （6 个不同浓度

比在图中分别以 1—6 表示）。在 298 K 和 310 K 温度

下，设置激发波长为 280 nm，狭缝宽度为 5.0 nm，

扫描范围为 290～500 nm 内的荧光发射光谱[22]，并在

3 种不同 pH 值（7.4、5.2、3.0）条件下进行测量。 
1.3.2.2  荧光猝灭机理和结合常数计算 

本实验采用 Stern–Volmer 方程（1）和 Hill 方程

（2）分析荧光猝灭机理[23]。 
[ ] [ ]0 q sv/ 1F F K Q K Qτ 0= = +      (1) 

( ) [ ]0 alg / 1 lg lgF F K n Q− = +        (2) 
式中：F0 和 F 为未加入和加入 CS 时 CS 的荧光

强度峰值；[Q]为 CS 在体系中浓度；τ0 为荧光团的平

均寿命（10−8 s）；Ksv 为猝灭常数；Kq 为生物分子猝

灭速率常数；Ka 为表观结合常数。 
1.3.2.3  热力学性质分析 

通过 Van't Hoff 方程（3）和热力学方程（4）计

算相关参数，分析其作用力类型[24]。 

2 1 2

1

1 1

ln K T T
K R

Η  Δ −    = 
 

                (3) 

alnG H T S RT KΔ = Δ − Δ = −              (4) 
式中：R 为气体常数，R=8.314 J/(mol·K)；K1 和

K2 为对应 T1、T2 的表观结合常数；ΔG 为结合反应的

吉布斯自由能变化；ΔS 为熵变。 

1.3.3  同步荧光光谱测定 

样品配制方法同 1.3.2.1 节，参考郝明皓[25]方法并

做修改，在 298 K 温度下，设置激发波长和发射波长间

隔 Δλ=60 nm 和 Δλ=15 nm，测定样品在 250～350 nm
范围内同步荧光光谱。分别在 3 种不同 pH（7.4、5.2、
3.0）条件下进行测量。 

1.3.4  三维荧光光谱测定 

固定 CA 质量浓度为 0.02 mg/mL，CS 质量浓度

为 0.36 mg/mL，设定激发波长为 200～350 nm，发射

波长为 200～450 nm，在 298 K 温度下，进行三维荧
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光光谱的测定[25]。分别在 3 种不同 pH（7.4、5.2、3.0）
条件下进行测量。 

1.3.5  傅里叶变换红外光谱测定  

样品溶液配制方法同 1.3.2 节，参考张超等[26]的

方法，将反应完全的样品通过真空冷冻干燥制成粉末

状固体，分别称取待测样品和 KBr，使待测样品和

KBr 质量比约为 1 100∶ ，混合均匀并进行充分研磨，

制成待测薄片；放入傅里叶变换红外光谱仪中，设置

扫描范围为 400~4 000 cm−1，进行光谱扫描并记录。 

1.4  数据处理 

实验均重复 3 次，实验数据表示为平均值±标准
差；实验数据采用 IBM SPSS Statistics 21 软件进行处
理，使用 Origin 2022 软件进行绘图。 

2   结果与分析 

2.1  荧光光谱分析 

如图 1 所示，在不同条件下，CS 对 CA 均产生荧 
 

 
 

图 1  pH 对 CS 与 CA 相互作用影响的荧光光谱 
Fig.1 Fluorescence spectra for the effect of pH on the interaction between chitosan on casein 
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光猝灭效应，且在 340 nm 附近出现荧光最大吸收

峰。在 298 K 时，3 种 pH 条件下，CA 的荧光强度

峰值分别降低了 57.5%、61.9%和 58.1%；当 pH=7.4
时，最大发射波长（λmax）发生微弱的红移；pH=5.2
时，λmax 红移 6 nm（335～341）；pH=3.0 时，λmax

发生红移 4 nm（336～340）。在 310 K 时，CA 的荧

光强度峰值分别降低了 59%、61.7%和 59.7%，且均

发生红移；在相同 pH 条件下，与 298 K 相比较，λmax

也发生轻微的变化。这说明 pH 的变化，使二者相

互作用的微环境发生改变，同时温度也改变了二者

发生反应的微环境。由图 1g、h 可知，随着 CS 浓

度的逐渐升高，猝灭率也随之增大，且 pH=5.2 时猝

灭率最高。 

2.2  荧光猝灭机理和结合常数 

本文通过分析荧光猝灭机理，探究 CS 与 CA 之

间的相互作用。荧光猝灭类型包括动态猝灭和静态猝

灭，2 种方式均可以降低 CA 的荧光强度[27-28]。本文

采用方程（1）和方程（2）计算，并分析 CS 与 CA
相互作用的荧光猝灭机理[29]。 

由表 1 可知，在同一 pH 值条件下，在 CA 中加

入 CS，Ksv 与温度呈现负相关关系，但 Kq 均大于最

大散射碰撞猝灭常数（2×1010 M−1·s−1），说明 CS 对

CA 产生静态猝灭，且二者结合形成新的复合物。在

pH=5.2 时，猝灭常数 Ksv 最大，与图 1g、h 的结果一

致。由 Hill 方程计算出来的结合常数 Ka 都在 103 数

量级，说明 CS 与 CA 的结合能力较强。在不同 pH
条件下，n 均在 1 左右，这表明 CA 结构中至少有一

个结合位点与 CS 相结合[30]，与前人的研究结果相一

致[26]。R2 的值越接近于 1，说明数据越精确。 

2.3  热力学性质分析和作用力类型 

当生物大分子与小分子相互作用时，主要通过氢

键、范德华力、静电相互作用等作用力相连接[31-32]。

本文通过 Van't Hoff 方程（3）和热力学方程（4）来

分析其反应的热力学性质和作用力类型[33-34]。 
由表 2、3 可知，ΔG<0，ΔS>0 说明 CS 与 CA 结

合均为熵增加的自发反应。当 pH=7.4 和 pH=3.0 时，

ΔH<0，说明在这 2 个 pH 条件下，该反应为放热反应，

与表 1 中随着温度升高 Ka 减小相呼应。由此可推断

在此 pH 条件下，静电相互作用为主要驱动力；在

pH=5.2 时，ΔH>0，二者反应为吸热反应，可推断出

二者通过疏水相互作用结合，与前人结果相一致[26]。

在 pH=5.2 时，热力学常数的方向发生变化，且 pH=5.2
更接近于 CA 的等电点。由此可推断 pH 值的变化影

响了 CA 与 CS 结合的微环境。 
 
 

表 1  CS 与 CA 相互作用的常数 
Tab.1 Constants for the interaction between chitosan and casein 

pH 温度/K Ksv/(103 L·mol−1) Kq/(L·mol−1·s−1） 2
1R Ka/(103 L·mol−1) 2

 2R n 

7.4 
298 3.692±0.047 3.692±0.047 0.995 4 3.778±0.085 0.968 0 1.398 

310 4.072±0.055 4.072±0.055 0.997 5 3.280±0.135 0.984 7 1.352 

5.2 
298 4.503±0.063 4.503±0.063 0.998 5 2.965±0.046 0.993 1 0.9336 

310 4.702±0.046 4.702±0.046 0.998 0 9.914±0.054 0.943 5 1.121 

3.0 
298 3.575±0.093 3.575±0.093 0.998 1 1.170±0.033 0.992 5 1.202 

310 3.735±0.035 3.735±0.035 0.996 6 1.021±0.078 0.975 9 1.175 
 

 

表 2  CS 与 CA 相互作用的热力学参数 
Tab.2 Thermodynamic constants for interaction between chitosan and casein 

pH 值 T/K ΔG/(kJ·mol−1) ΔH/(kJ·mol−1) ΔS/(J·mol−1·K−1) 

7.4 
298 –20.41±0.045 

–9.047±0.976 38.12±3.430 
310 –20.66±0.224 

5.2 
298 –19.81±0.033 

77.257±0.527 306.58±1.661 
310 –23.72±0.012 

3.0 
298 –17.50±0.057 

–8.828±0.526 29.48±1.671 
310 –17.86±0.163 
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表 3  热力学常数与相互作用力的关系 
Tab.3 Relationship between thermodynamic  

constants and interaction forces 

ΔH 与 ΔS 主要作用力 

ΔH<0 或 ΔH≈0，ΔS>0 静电相互作用 

ΔH>0，ΔS<0 静电相互作用、疏水相互作用

ΔH<0，ΔS< 0 氢键、范德华力 

ΔH>0，ΔS>0 疏水相互作用 
 

2.4  同步荧光光谱的分析 

同步荧光光谱通过对荧光团氨基酸残基——酪

氨酸（Tyr）和色氨酸（Trp）的微环境变化进行分析，

判断蛋白质构象是否发生改变 [35]。在同步荧光光谱

中，Tyr 的微环境变化在 Δλ=15 nm 处，Trp 的微环境

变化在 Δλ=60 nm 处[36]。本文通过同步荧光光谱中

λmax 的偏移情况，判断 CA 构象是否发生改变。 
如图 2 所示，在 pH=7.4 时，Tyr 和 Trp 残基的 λmax

均发生轻微红移，说明对应氨基酸残基附近暴露的微环

境的亲水性增强；当 pH=5.2 时，λmax 未发生明显变化；

当 pH=3.0 时，Trp 残基的 λmax 红移 4 nm，这反映出 Trp
残基附近的微环境极性增强，更容易在环境中暴露；而

Tyr 残基的 λmax 没有发生偏移。以上结果可推测出 CS
的存在和 pH 值共同使 CA 的构象发生了变化。 

 

 
 

图 2  温度为 298 K 时，CS 与 CA 相互作用的同步荧光光谱 
Fig.2 Synchronous fluorescence spectra of interaction between chitosan and casein at 298 K 
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2.5  三维荧光光谱分析 

三维荧光光谱与荧光发射光谱相比，对 CA 的荧

光强度和峰的信息展示更全面、更直观。其中峰 a 表

示 Trp 残基的光谱特征峰，峰 b 反映的是 CA 多肽骨

架光谱变化[37]。 
由图 3 可观察出，当 CS 加入后，峰 a 和峰 b 的

荧光强度都发生了不同程度的降低。由表 4 可知，加

入 CS 后，当 pH=7.4 时，Trp 残基的光谱特征峰 a 的

λmax 蓝移 6 nm，荧光强度降低 4.54%，峰 b 的 λmax 红

移 3 nm，荧光强度降低了 12.98%；当 pH=5.2 时，峰 

a 的 λmax 蓝移 5 nm，峰 b 的 λmax 红移 2 nm，荧光强

度分别降低了 17.72%和 40.20%；当 pH=3.0 时，峰 a
的 λmax 蓝移 4 nm，峰 b 的 λmax 红移 4 nm，荧光强度

分别降低 6.75%和 29.05%。pH=5.2 时猝灭效果最强，

与前文发射荧光光谱中的结果相一致。以上结果表明

在不同 pH 条件下，与 CA 三维荧光光谱相比，加入

后 CS，峰 a 均发生明显蓝移，蛋白荧光基团残基微

环境的非极性增强，且峰 b 均发生不同程度红移，反

映出蛋白荧光基团残基的微环境的亲水性增强。由此

可推测，CS 的加入和 pH 值的影响，使得 CA 的构象

发生改变。 
 

 
 

图 3  温度为 298 K 时，CS 与 CA 相互作用的三维荧光光谱 
 Fig.3 Three-dimensional fluorescence spectra of interaction between chitosan and casein at 298 K 

 
表 4  CA 和 CA–CS 的三维荧光特征参数 

Tab.4 Three-dimensional fluorescence characteristic parameters of casein and casein-chitosan 

样品 峰 a 位置/nm ∆λ/nm 荧光强度 峰 b 位置/nm ∆λ/nm 荧光强度 

酪蛋白 280/350 70 6 085 225/340 115 5 662 
pH=7.4（CA–CS） 280/344 64 5 809 228/340 112 4 927 
pH=5.2（CA–CS） 280/345 65 5 250 227/340 113 3 386 
pH=3.0（CA–CS） 280/346 66 5 674 229/340 111 4 017 
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2.6  傅里叶变换红外光谱分析 

傅里叶变换红外光谱可用来进一步研究蛋白质

二级结构的变化。通常根据光谱中酰胺Ⅰ带（1 700~ 
1 600 cm−1）和酰胺Ⅱ带（1 600~1 500 cm−1）的偏振情

况，分析出蛋白质结构的变化，从而进一步说明蛋白

质与配体发生了相互作用[38]。也可通过光谱中的酰胺

A 带（3 400~3 300 cm−1）的改变来辅助说明[39]。 
由图 4 可知，CA 在酰胺Ⅰ带和酰胺 A 带有较明显的

特征吸收峰。在 pH=7.4 的条件下，CA 与 CS 发生作用

后，酰胺Ⅰ带的峰位从 1 688.94 cm–1偏移到 1 653.49 cm–1；

同时酰胺 A 带的峰位从 3 445.72 cm–1 偏移到 3 433.98 
cm–1。pH=5.2 时，与 pH=7.4 时相比，酰胺Ⅰ带的峰位从 1 
653.49 cm–1 偏移到 1 638.31 cm–1，且酰胺 A 带也发生

了偏移；当 pH=3.0 时，酰胺Ⅰ带的峰位发生偏移，酰

胺 A 带未发生偏移。以上结果表明 CA 的结构在与

CS 结合后发生了变化，同时 pH 值的变化也会影响

CA 与 CS 结合后的构象。 
 

 
 

图 4  温度为 298 K 时，CS 与 CA 相互作用的 
傅里叶变换红外光谱 

Fig.4 FTIR spectra of interaction between  
chitosan and casein at 298 K 

 

3  结语 

本文通过荧光光谱法、同步荧光光谱法、三维荧

光光谱法以及傅里叶变换红外光谱法探究 CA 与 CS
的相互作用，以及 CS 的加入对 CA 产生的影响。研

究结果表明，在 3 种 pH 条件下，CS 的加入，使 CA
产生荧光猝灭现象。通过对荧光猝灭机理和热力学分

析可知，该猝灭类型属于静态猝灭，二者通过静电相

互作用结合。在 pH=5.2 时，猝灭效果最为明显，这

可能与 CA 的等电点有关。同步荧光光谱和三维荧光

光谱表明，CS 的加入和 pH 值的影响改变了 CA 的空

间构象；傅里叶变换红外光谱中酰胺Ⅰ带和酰胺 A 带

的偏振情况表明 CA 的结构发生了变化。实验结果表

明，CS 的加入使得 CA 的结构发生变化，同时，pH
值的变化也影响到了二者的结合。这将为蛋白质–多
糖的相互作用提供实验依据，对乳制品的贮藏及开发

具有重要意义。 
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