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柚皮挥发性有机化合物与牛乳铁蛋白相互作用分子机制及指纹图谱
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摘要：目的 探究柚皮挥发性有机化合物（PVOC）与牛乳铁蛋白（BLF）相互作用分子机制及指纹图谱。

方法 利用顶空固相微萃取气相色谱-质谱（HS-SPME/GC-MS）技术分别获得琯溪蜜柚、南非葡萄柚和以色

列青柚（S1~S9）PVOC物质组与BLF间相互作用指纹图谱并筛选活性PVOC物质组。通过分子对接技术

建立PVOC物质组与BLF间结合的分子模型，结合荧光发射、同步荧光、圆二色性光谱及三维荧光光谱技术

和动力学模拟交叉验证PVOC物质组与BLF相互作用的分子机制。结果 通过HS-SPME/GC-MS技术共

鉴定出S1~S9中21种共有成分，并鉴定出D-柠檬烯（Dt）、乙酸芳樟酯（La）和圆柚酮（Nt）为活性特征成分。

PVOC物质组与BLF的分子对接模型表明，Dt上的双键及环己烯与BLF上的Trp560和Ala558联合产生交

叉疏水作用，同时周围还存在Thr636，Thr527和Arg531等氨基酸残基通过范德华力与之结合。La分子被

包 裹 在 BLF 由 Trp560，Thr636，Ser519，Thr527，Leu639，Gly525，Tyr524，Gly528，Glu521，Lys522，
Arg531及 Ala558形成的疏水口袋中；Nt分子被包裹在由 Asp509，Glu521，Asp508，Trp560，Ser519，
Lys520，Gly528，Thr527，Lys637，Glu635，Thr636，Ala558，Arg531，Glu353及Lys522形成的疏水口袋中。

光谱结果表明，PVOC 物质组能够引起BLF内源荧光猝灭，Dt和 La在 BLF 中存在独立结合位点与BLF形

成复合物，是静态猝灭机制，Nt在BLF中则有多个结合位点且存在协同关系；Dt，La，Nt和柚皮PVOC物质

组与BLF间的作用为非辐射能量转移，BLF 二级结构改变，α-螺旋松动和 β-折叠结构增多。计算结果表明，

BLF与PVOC物质组中含量最少的 Nt 亲和性最强，但结合力不强，对 La 的亲和性最弱，对含量最多的 Dt
亲和性较弱，但结合力最强，结合率 54.66%。结论 BLF与柚皮 PVOC物质组的选择结合强度取决于

PVOC分子的结构与含量，BLF更倾向选择结合含有羰基氧结构的醛酮类PVOC分子。PVOC物质组导入

后引起BLF二级结构的松动、伸展，构象改变是范德华力、疏水力和氢键共同作用的结果。
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柚皮挥发性有机化合物（pomelo volatile organic
compounds，PVOC）因具有独特的香味及存在大

量具有抗菌消炎的烯萜和醛酮类化合物，在医药食

品、化学化工等方面具有潜在应用价值［1］。而挥发

性活性物质的药理活性需要与载体蛋白结合转运

至相应作用靶点方能发挥作用［2］。蛋白质可与

PVOC分子发生可逆或不可逆结合，二者的相互作

用高度依赖于PVOC分子的性质、蛋白质的天然结

构、蛋白质与PVOC分子结合时的结构变化以及温

度和 pH等参数。探究两者的作用本质和规律是一

个系统且复杂的工作。在处理挥发性物质样品进行

分析时，确保其完整性非常重要。顶空固相微萃取

（headspace-solid phase microextraction，HS-SPME）
是一种无溶剂的样品处理技术，具有成本低、所需

样品少、灵敏度高、重现性好和操作简单快捷的特

点，能较准确地反映样品的挥发物组成［3］，可与气相

色谱 -质谱技术联用（gas chromatography-mass
spectrometry，GC-MS），实现挥发性样品成分的快

速分析［4-5］。光谱学可用于评估生理条件下蛋白质

配体相互作用。借助多光谱方法，如荧光猝灭、三
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维荧光、圆二色性光谱和紫外吸收，可研究蛋白质

分子相互作用和结构变化的主要作用力。分子建

模可以预测蛋白质和配体之间的最佳结合构象［6-7］。

牛乳铁蛋白（bovine lactoferrin，BLF）是一种源

自转铁蛋白的铁结合糖蛋白，主要从牛乳中提取。

BLF具有抗氧化、抗癌、抗炎防止微生物感染、维持

铁在正常范围内的平衡和调节铁在肠道的吸收等

一系列功能特性［8］，因此被广泛应用于营养补充剂

和婴儿配方食品中。而BLF若在胃内消化程度过

高，将失去一些生物活性功能，如失去输运铁和对

抗自由基的功能，可能引起食物过敏，降低在肠道

发挥生理功能的可能性［9-10］。为保证BLF作为一种

有效的铁转运蛋白，必须在到达特定受体之前保持

其稳定性。因此，寻找一种蛋白质-活性物复合物保

护机制来保持蛋白质稳定性尤为重要。

本研究对PVOC物质组与BLF的吸附结合进行

探索，选取低丰度蛋白BLF（图 1）作为PVOC物质

组小分子的蛋白受体，采用 HS-SPME/GC-MS技

术分离、鉴定 PVOC，采用光谱和分子建模技术从

微观角度探究PVOC与载体蛋白之间的相互作用

机制，结合组学阐释PVOC物质组与载体蛋白作用

的分子机制。

1 材料与方法

1.1 药材、主要试剂、仪器和软件

一、二和三级琯溪蜜柚及南非葡萄柚和以色列

青柚（3个品种各级挑选 1个样品，依次编号为

S1~S9）均采自福建省漳州市平和果园，所选柚子

长势相近，无病虫害，果实直径约 10 cm，采后 4℃
保存备用。D-柠檬烯〔（+）-dipentene，Dt，纯度≥
95%）〕，上海萨恩化学技术有限公司；乙酸芳樟酯

（linalylacetate，La，纯度≥95%），上海梯希爱化成工

业发展有限公司；圆柚酮（nootkatone，Nt，纯度≥

98%）和BLF（80 ku，纯度≥95%），上海源叶生物科

技有限公司；醋酸钠（CH3COONa，NaAc，纯度≥
98%），国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ；冰 醋 酸

（CH3COOH，HAc，纯度≥98%），上海凌峰化学试剂

有限公司。7890A/5975C气相色谱-质谱联用仪和

DB-17MS色谱柱（30 m×250 μm×0.25 μm），美国

Agilent公司；AL204电子天平，上海梅特勒托利多

国际贸易有限公司；SPME手柄和固相微萃取头

（50 μm/30 μm DVB/CAR/PDMS），美国 Supelco
公司；F-4500型荧光分光光度计，日本HITACHI公
司；UV-2600型紫外光谱仪，日本SHIMADZU公司；

ZD -2型酸度计，上海精密科学仪器有限公司；

J-810CD光谱仪，日本 Jasco公司。ChemDraw
2019软件，美国 CambridgeSoft公司；Discovery
Studio 2.5软件，美国Biovia公司；AutoDock4.2.6软
件，美国Scripps Research公司；Origin 2021软件，

美国OriginLab公司。

1.2 顶空固相微萃取气质联用技术构建 PVOC指
纹图谱及其与牛乳铁蛋白吸附结合指纹图谱

配制 0.2 mol∙L-1 HAc-NaAc缓冲液（pH=7.4），
然后使用该缓冲液配制 BLF 5×103 mg∙L-1溶液。

PVOC 1.0×10-5 mol∙L-1单分子及混合液标准品均

使用无水乙醇配制。通过5次连续进样考察仪器的

精密度、稳定性及重复性。将采集的柚子样品取果

皮并切成小块（2 mm×2 mm），分别称取 0.5 g置于

顶空瓶中，25℃于固相微萃取仪上平衡萃取，萃取

结束后，采用GC-MS技术获得 PVOC指纹图谱。

样品在GC进样口热解吸2 min。色谱条件：氦气作

为载气，扫描速度 3.2 amu ·min-1，初始温度为

50℃，保持 1 min，然后以 10℃·min-1程序升温至

260℃，保持 2 min；前进样口、传输线、离子源和四

极杆温度分别为 260℃，260℃，230℃和150℃。质

谱条件：电子轰击源（electron Impact，EI）电离能量

为-70 eV，质量扫描范围为质荷比（m/z）50~500，
溶剂延迟时间为4.5 min。总运行时间24 min。

将收集的 9种柚皮 PVOC分别定量通入盛有

2 mL BLF蛋白溶液的顶空瓶中，密封。室温低转

速平衡搅拌10 min，使PVOC与BLF充分结合至饱

和后进行HS-SPME定时平衡萃取，采用GC-MS技

术获得PVOC与BLF吸附结合的指纹图谱［11］。空

白对照组（2 mL HAc-NaAc缓冲溶液0.05 mol·L-1）
按上述步骤操作。

在 NIST98.L标准谱库中对GC-MS分析得到

的质谱数据进行检索，查寻有关质谱资料，对基峰、

m/z和相对丰度等进行分析，分别对各峰所代表物

Fig.1 Three-dimensional structure of bovine lactofer⁃
rin（BLF）（low abundance）

·· 755



中国药理学与毒理学杂志2022年10月第36卷第10期 Chin J Pharmacol Toxicol，Vol 36，No 10，Oct 2022

质的化学结构和名称进行确认，获得PVOC物质组

成分信息［12］，采用峰面积归一法分析相对含量。采

用Origin 7.5软件建立GC-MS指纹图谱；以 9个柚

皮PVOC物质组共有成分相对含量为特征，采用离

差平方和法，选用欧式距离为测度，对样品进行聚

类分析［13］。

1.3 PVOC物质组与BLF结合的分子模型的建立

使用ChemDraw构建PVOC配体结构，并进行

MM2能量最优化处理，在Autodock软件中添加原

子类型后保存文件。PDB 蛋白质数据库导出

“1BLF”晶体结构作为BLF的对接模板。在Pymol
中打开配体文件对其进行去水和加氢的前期处理。

利用 Autodock 4.2.6软件添加 AD4原子类型并保

存。利用Autodock进行分子对接，体系盒子大小设

置为X：70，Y：70，Z：70（X，Y和Z分别表示各方向上

格点的数量），格点间隔默认0.375 Å（1 Å=0.1 nm），
格子的中心移至格子整体包覆住 Try523，Try524，
Try526和 Try560，采用拉马克遗传算法（LGA）进

行内部构象搜索，通过AutoDock软件包的 python
脚本，运行 AutoGrid，进行分子对接，输出保存为

pdb格式。对接结束后，根据Autodock 4.2.6软件

内分子间结合能高低进行分子模型评估，首选对接排

名较高的对接结果。在这一步中，PyMol软件用于

pdb文件的可视化和生成。

1.4 紫外光谱、荧光光谱和紫外可见吸收光谱测定

PVOC物质组与BLF相互作用

使用 F-4500荧光分光光度计分别在 298和

310 K检测 BLF的固有荧光发射，激发波长设置

为 282 nm，发射波长设置为 270~450 nm。分别用

PVOC单分子（Dt，La和Nt）标准液及物质组（Dt，La
和Nt）混合液对BLF溶液进行连续滴定至饱和。对

于所有样品，滴定结束时乙醇的含量不超过 3%（V/
V）。根据式①进行内滤效应校正［14］。

FCorr=FObs×10
( AExc + AEmi) /2 ①

其中FObs和FCorr分别为初始荧光强度和内滤波效

应校正后的荧光强度。AExc和AEmi分别是PVOC在最

大激发波长处的荧光值和最大发射波长处的荧光值。

分别取BLF溶液、PVOC单分子标准液及物质

组混合液各 3 mL于比色皿中，测定 200 ~500 nm
紫外可见吸收光谱。收集BLF固有荧光发射数据

与 PVOC单分子的紫外吸收数据，根据 Förster的
偶极-偶极非辐射能量转移理论，得到蛋白质与配体

间作用结合距离［15］。

通过Stern-Volmer方程（式②）分析荧光猝灭数

据［16］，探索BLF与PVOC物质组结合机制。

F0
F
=1+KsvL=1+Kqτ0L ②

式中，F0，F，Kq，KSV，τ0（10-8 s）和 L分别表示无

猝灭剂和有猝灭剂时的荧光强度、猝灭速率常数、

Stern-Volmer猝灭常数、分子平均寿命和猝灭剂浓度。

确认荧光猝灭机制后，用双对数Stern-Volmer
方程（式③）计算PVOC物质组在BLF上的结合位

点数［17］。

lg[（F0-F）/F ]=lgK+nlgL ③
其中，K为结合常数，n为结合位点数，L为

PVOC样品浓度。

使用Hill方程（式④）消除约束模型中的假设，

减少建模条件之间的差异［18］。

lg
θ
1 - θ

=nHlgKα+nHlgL（θ=
F0 - F
F0 - Fsat

） ④

式中，θ为荧光饱和度，Fsat为蛋白荧光强度最

小时的荧光值，Ka为结合常数，nH为Hill系数，L为
PVOC物质组样品浓度。

1.5 理论方程计算PVOC物质组与BLF结合作用

力类型和结合距离

根据Ross理论［19］，可由体系的焓变（ΔH）、熵

变（ΔS）和自由能变（ΔG）来判断生物大分子与小分

子之间相互作用力的类型。配体与蛋白受体分子

作用的作用力有氢键、静电作用力、范德华力和疏

水作用力。体系的ΔH，ΔS和ΔG可反映蛋白受体

与配体之间相互作用力的类型，ΔS>0表示作用力

为疏水作用力和静电力；ΔS<0表示氢键和范德华

力；ΔH>0，ΔS>0表示疏水作用力；ΔH<0，ΔS<0表
示为氢键和范德华力［20］。通过荧光光谱极点测取，

并根据Van′ t Hoff方程（式⑤和⑥）［21-23］，得到体系

的ΔH和ΔG。
lnK1-lnK2=（ΔH/R）·（1/T1-1/T2） ⑤
ΔG=-RT lnK ⑥
根据Gibbs-Helmholtz方程（式⑦），计算获得

作用体系的ΔS。
ΔG=ΔH-T·ΔS ⑦
按照 Förster的偶极-偶极非辐射能量转移理

论，可求出蛋白质与配体间作用结合距离。结合距

离 r由FRET方程（式⑧，⑨和⑩）进行计算［24］。

E=1-F/F0=R
6
0/（R

6
0+r

6
） ⑧

R6
0=8.8×10-25K2N -4ΦJ ⑨

J=∫
0

∞
F ( λ ) ε ( λ ) λ4dλ/ ∫

0

∞
F ( λ ) d λ ⑩

式⑧中，E为能量转移效率，R0为能量转移效率

为 50%时分子间的距离，r为供受体分子间的实际
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距离。式⑨中，溶液折射常数N=1.336；供体的荧

光量子产率Φ=0.118；K2是取向因子，一般将溶液

中的供受体当作混乱取向，从而取K2=2/3计算R0；
式⑩中，J是蛋白荧光发射谱与猝灭剂紫外吸收谱

的重叠积分，λ为波长，F（λ）为波长 λ处的荧光值，

ε（λ）为波长λ处的紫外吸收值。

1.6 圆二色性光谱法测定BLF蛋白二级结构变化

移取BLF溶液3 mL于比色皿中，以HAc-NaAc
缓冲液为参比溶液，记录圆二色性（circular dichroism，

CD）光谱仪上BLF的远紫外-CD谱，再分别测定添

加等摩尔浓度的3种PVOC单分子及其混合物溶液

的CD谱。检测波长为190~260 nm。BLF的二级结

构中占主导作用的 α-螺旋含量变化由式⑩1计算得

出，将数据转换为摩尔椭圆率［θ］（deg · cm2 ·
dmol-1），并绘制CD谱图。BLF蛋白的α-螺旋结构

的特征是在 208 ~210 nm处出现负带［25］，β-折叠结

构的特征是在 190~200 nm处有一个强的正带，在

210 nm附近有一个负带。结合CD谱图及式⑩2计算

α-螺旋含量。以α-螺旋含量反映二级结构变化。

MER=θObs/（10×n×l ×Cp） ⑩1
α-螺旋（%）=[（-MER208-4000）/（33000-4000）]×
100% ⑩2
式中，θObs是仪器测定的CD光谱强度；MRE是

椭圆率；CP是蛋白物质的量分数；l是样品池的厚

度；n是氨基酸残基基团的数目。

1.7 三维荧光光谱法测定BLF蛋白三级结构变化

使用 F-4500型荧光分光光度计在 298 K检测

记录BLF的三维荧光数据，然后再分别测定添加等

体积的3种PVOC单分子及其混合物溶液时BLF三
维荧光数据。激发波长（λEx）范围为220~310 nm，增

量为10 nm；发射波长（λEm）范围为220~500 nm，增

量为 5 nm。将三维荧光数据导出，使用Origin2021
软件进行可视化分析。以 λMax红移程度或蓝移程

度反映蛋白质构象变化的程度。以特征峰 λEX=
280 nm处 Peak1的变化反映 Tyr和 Trp残基的光

谱特征；以 λEX=230 nm处 Peak2的变化反映多肽

骨架结构荧光特征，同时反映蛋白二级结构特征。

1.8 分子动力学模拟软件分析BLF-PVOC最佳结

合模型构象稳定性

选择PVOC物质组单分子（Dt，La和Nt）分别在

BLF上的最佳结合模型进行配体与蛋白的分离，将

蛋白与配体分别导入到分子动力学模拟软件中，将

蛋白置于盒子中心且距离盒子边缘 3 nm，采用

AMBER3力场，并向盒子中填充TIP3P周期性水模

型，并添加Na+/Cl-以中和电荷，保证体系的稳定性。

能量优化首先采用最陡下降法进行 1000步能量优

化，再采用共轭梯度法进行 2000步能量优化，之后

再进行压力和温度平衡。最后系统温度为 298 K，
时间步长设置为2.5 fs。每隔100 ps保存一次能量

和坐标信息，体系进行 100 ns的非限制动力学模

拟。非键分子间作用距离截断值设置为 10.0 Å，每
100 ps保存一次能量和坐标信息。结合能计算采

用MM/PBSA方法［26］。最后对 100 ns模拟结果进

行Cα原子的均方根偏差（root mean square devia⁃
tion，RMSD）和氨基酸残基均方根浮动（root mean
square fluctuation，RMSF）分析，以此判断对接模

型的构象稳定性。

2 结果

2.1 9种柚皮挥发物指纹图谱及牛乳铁蛋白吸附结

合指纹图谱

方法学考察结果表明，各共有峰的相对保留时

间及相对峰面积RSD均<3%，说明仪器的精密度、

稳定性和重复性良好。以出峰最多且峰型较完整

的一级以色列青柚挥发物作为样品对照峰，测定

S1~S9 PVOC物质组的总离子流色谱（total ionic
chromatography，TIC）（图 2A），共筛选出 21种共

有成分（表 1）；通过峰面积归一化法确定PVOC的

相对含量，并采用平方和法和欧氏距离进行聚类分

析，经聚类分析筛选出Dt，La和Nt等活性PVOC物

质组特征成分［27］。利用 HS -SPME/GC -MS测定

BLF对柚皮PVOC物质组平衡吸附的GC-MS总离

子流图（图2B），BLF对柚皮PVOC物质组平衡吸附

的GC-MS数字化指纹图谱见表2。
由图 2可知，排除溶剂干扰，9种柚皮的PVOC

在与BLF溶液平衡吸附后，指纹图谱中峰高均有不

同程度降低，表明BLF吸附结合柚皮PVOC的能力

较强。琯溪蜜柚和南非葡萄柚的共有特征峰峰高

明显降低，由于出峰位置基本未变，初步判断该成

分与BLF进行结合。比较图2A和2B中共有峰峰高

并结合表 2中缓冲液与 BLF溶液对挥发物吸附数

据，可见BLF溶液对9种柚皮的PVOC的吸附量>缓
冲液对挥发物的吸附量，因此可排除溶剂吸附挥发

物的影响。

对 BLF与 9种柚皮 PVOC共有吸附结合程度

结果进行聚类分析，以组间分类距离为横坐标，样

品编号为纵坐标绘制聚类分析图（图3）。结果在组

间距离为10时，存在3条直线能够连接所有样品组

分，因此 PVOC与 BLF的吸附结合程度也被分为
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3类，即一、二和三级以色列青柚（S7~S9）PVOC是

第一类；一、二和三级南非葡萄柚（S4~S6）PVOC
为第二类；一、二和三级琯溪蜜柚（S1~S3）PVOC
则是第三类。根据表2分别计算3类PVOC与BLF
的吸附结合程度总和，发现琯溪蜜柚PVOC与BLF
的吸附结合程度最强是27.492，其次是以色列青柚

（21.856）和南非葡萄柚（17.280）。

2.2 PVOC物质组与BLF结合的分子模型

由建立的 PVOC物质组与 BLF结合的分子模

型（图 4）可知，3种PVOC单分子Dt，La和Nt均与

BLF上的活性位点Trp560存在氢键及不同类型的

疏水作用力（图4B~D）。疏水性配体Nt的羰基氧以

4.54 Å的距离与 BLF上的 Thr636产生氢键作用，

并被 BLF中的 Trp560，Asp508，Asp509，Glu521，

Peak number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Retention time/min

4.53

5.27

5.90

6.86

7.14

7.32

7.80

8.35

8.51

8.83

9.15

9.38

10.34

10.89

11.05

11.47

11.57

11.89

12.21

12.40

12.70

Ingredient

（3R，4E）-3，7-Dimethyl-1，4，6-octatriene

Limonene

4-Methylidene-1-（propan-2-yl）bicyclo［3.1.0］hexane

Beta-myrcene

（3R，6S）-6-Isopropenyl-3-methyl-1-cyclohexen-1-ol

1-Methyl-4-（1-methylethyl）-1，4-cyclohexadiene

1-Methyl-4-（1-methylethylidene）-cyclohexene

3，7-Dimethyl-1，6-octadiene-3-acetate

3-Carene

3，7，7-Trimethylbicyclo［4.1.0］-2-heptene

4-（1-Methylethenyl）-1-cyclohexene-1-methanol

3，7-Dimethyl-1，6-octadien-3-ol（linalool）

（Z）-3，7-Dimethyl-2，6-octadien-1-ol（nerol）

Camphene

2，2-Dimethyl-3-methylene dicyclic［2.2.1］heptane

Dihydrocelery acetate

（+/-）-Lavandulol acetate

（4S，4aR，6S）-6-Isopropenyl-4，4a-dimethyl-4，4a，5，6，7，8-hexahydro-
3H-naphthalen-2-one

2，5-Dimethyl-3-methylene-1，5-heptadiene

2-Methyl-5-（1-methylethenyl cyclohexanol

2，6-Dimethyl-1，8-naphthylidene

CAS No.

13877-91-3

5989-27-5

3387-41-5

123-35-3

5113-87-1

99-85-4

586-62-9

115-95-7

13466-78-9

84304-13-2

536-59-4

78-70-6

106-25-2

79-92-5

5794-03-6

57287-13-5

50373-59-6

4674-50-4

74663-83-5

20549-47-7

26488-98-2

Similarity/%

80

83

83

86

53

78

90

59

47

80

72

83

43

47

64

86

72

83

50

47

80

Tab.1 Identification results of peaks of PVOCs in 9 pomelo peels in Fig.2A

Fig.2 Total ion chromatography of volatile organic compounds（PVOCs）of 9 pomelo peels before（A）and after
adsorption with BLF（B）. S1-S3，S4-S6 and S7-S9：the first，second and third grade Guanxi pomelo（S1-S3），South African
grapefruit（S4-S6）and Israel green pomelo（S7-S9），respectively；R：contrast fingerprint of volatile compounds in pomelo peels.
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Lys522，Glu353，Arg531，Ala558，Thr636，Glu635，
Lys637，Thr527，Gly528，Lys520形成的疏水封闭

球型包裹。

La的 2个酯基氧分别以 5.77 Å和 5.74 Å的距

离与BLF上的Trp560和Arg531产生氢键作用，整

个 La 分子被包裹在 BLF 中由 Trp560，Thr636，
Ser519，Thr527，Leu639，Gly525，Tyr524，Gly528，
Glu521，Lys522，Arg531及 Ala558形成的疏水口

袋中。Dt结构中不存在氧原子，与 BLF无氢键作

用，但其上的双键及环己烯基与 BLF上的 Trp560

和Ala558联合产生交叉疏水作用，同时周围还存在

Thr636，Thr527和 Arg531等范德华力辅助结合

作用。

2.3 PVOC物质组与BLF的相互作用

由荧光谱（图5）可见，Nt和PVOC物质组混合

液均能强烈猝灭BLF的内源荧光，由于Dt和 La对
BLF内源荧光的猝灭效果相较于Nt不明显，因此未

展示结果。对比图 5A和 5B可看出，在相同的浓度

比条件下，PVOC物质组对BLF内源荧光的猝灭程

度强于Nt。在进行的10次滴定过程中，BLF的内源

荧光强度共降低了 372，同时引起BLF荧光发射谱

红移 34 nm。表明 PVOC物质组与 BLF结合后，

BLF的 Tyr残基所处的微环境疏水性降低，极性增

加。从而推断PVOC物质组与BLF发生了较强的

结合作用。对比图5A和5B可以看出，Nt与BLF的
相互作用则无PVOC物质组强烈，前者引起BLF荧
光猝灭的程度是后者的 1/2倍，且未引起BLF荧光

发射峰红移或蓝移现象。表明Nt与BLF间的相互

作用对 BLF结合位点氨基酸残基的微环境影响

较小。

从图 5C和 5D可以看出，温度升高时，Nt和
PVOC物质组与BLF的结合位点数 n值（方程斜率

值）增高，分别从2.03，2.23升高到2.58与2.59。表

明PVOC分子与蛋白相互作用时温度增大（蛋白活

性范围内），PVOC分子热运动剧增，触碰蛋白的活

性位点机会增多。

System

Buffer+S1

BLF+S1

BLF+S2

BLF+S3

Buffer+S4

BLF+S4

BLF+S5

BLF+S6

Buffer+S7

BLF+S7

BLF+S8

BLF+S9

Amount of compound corresponding to each peak adsorbed by buffer or BLF solution

Peak 2

0.035

0.142

0.131

0.105

0.046

0.157

0.113

0.096

0.040

0.599

0.551

0.585

Peak 3

0.080

0.123

0.134

0.141

0.091

0.227

0.225

0.188

0.166

0.416

0.433

0.454

Peak 8

0.165

0.771

0.671

0.420

0.191

0.316

0.193

0.493

0.026

0.921

0.910

0.837

Peak 11

0.130

0.886

0.936

0.967

0.175

0.775

0.879

0.789

0.142

0.683

0.918

0.904

Peak 13

0.148

0.576

0.510

0.473

0.074

0.427

0.418

0.520

0.114

0.928

0.478

0.502

Peak 14

0.038

0.800

0.683

0.577

0.072

0.456

0.385

0.324

0.166

0.765

0.418

0.455

Peak 15

0.192

0.890

0.854

0.809

0.103

0.485

0.252

0.526

0.101

0.585

0.397

0.462

Peak 16

0.048

0.931

0.915

0.872

0.187

0.523

0.487

0.471

0.150

0.647

0.267

0.371

Peak 17

0.291

0.960

0.907

0.892

0.099

0.549

0.362

0.514

0.170

0.457

0.390

0.287

Peak 18

0.142

0.840

0.827

0.896

0.180

0.786

0.559

0.489

0.181

0.529

0.490

0.579

Peak 19

0.128

0.847

0.840

0.798

0.138

0.494

0.491

0.615

0.057

0.500

0.509

0.492

Peak 20

0.169

0.930

0.900

0.826

0.107

0.491

0.371

0.454

0.064

0.468

0.480

0.443

Peak 21

0.190

0.960

0.902

0.850

0.113

0.423

0.437

0.520

0.046

0.569

0.593

0.584

Fig. 3 Systematic cluster analysis tree of degree of
common aroma adsorption and binding between BLF
and PVOCs of 9 pomelo peels

Tab. 2 Digital fingerprint of adsorption and binding degree of common aroma between BLF and PVOCs of 9
pomelo peels

The data in Tab.2 were peak area rations of corresponding peaks in Fig.2A and Fig.2B.
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Fig.4 Optimal conformation of BLF combined with PVOCs. A：distribution of PVOCs on BLF；B，C and D：molecular
docking model of PVOCs monomolecular Dt，La and Nt binding with BLF，respectively.

Fig.5 Fluorescence spectra and Hill equation fitting curve of BLF combined with Nt and PVOCs mix. A and B：the
fluorescence spectra of BLF combined with Nt and PVOCs at 298 K；C and D：fitting curves of Hill equation for BLF+Nt system and BLF+
PVOCs system at 298 and 310 K. Curves 1→10 correspond to different concentrations of PVOCs（0-8.64×10-6 mol·L-1，pH 7.4）. The
variation of fluorescence spectra at 310 K is similar to that at 298 K，not given in the figure.
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System

BLF+Dt

BLF+La

BLF+Nt

PVOCs mix+BLF

Stern-Volmer and double logarithmic model

Ksv /L·mol·s-1

3.09×104

5.67×104

9.64×103

3.56×103

Kq /L·mol·s-1

3.09×1012

5.67×1012

9.64×1011

3.56×1012

R2

0.9582

0.9763

0.9836

0.9829

n

0.81

1.41

0.87

1.38

Binding parameters of Hill model

nH

1.64

1.38

2.03

2.23

Ka2 /L·mol-1

1.04×105

5.83×104

9.45×104

1.42×104

R2

0.9667

0.9054

0.9547

0.9806

Tab.3 Binding characteristics of BLF with Dt，La，Nt and PVOCs mix at 298 K by fitting fluorescence quenching
data with Stern-Volmer and double logarithmic model and Hill model

Ksv：the Stern-Volmer quenching constant；Kq：the bimolecular quenching rate constant；R2：the correlation coefficient；n：the number
of binding sites；nH：the Hill coefficient；Ka2：Hill binding constant obtained by fluorescence spectroscopy.

由图 5C和 5D中Nt和PVOC物质组与BLF作
用后R 2高线性趋势可排除同时发生静态和动态猝

灭现象的可能性［28-29］。此外，PVOC物质组与BLF
作用后Kq均高于 2×1010 L·mol·s-1，证实二者的结

合是静态猝灭机制。Hill方程对荧光猝灭数据的拟

合结果见表 3。Dt，La，Nt和 PVOC物质组与 BLF
结合的 nH值分别为 1.64，1.38，2.03和 2.23，Dt和
La与BLF结合的结合位点数更接近 1，而物质组和

Nt与BLF结合的结合位点数大于 2。表明Dt和 La
在BLF中存在独立结合位点，而物质组和Nt在BLF
中则有多个结合位点且依然存在协同关系。此外，

Dt，La，Nt和PVOC物质组与BLF作用后R2均具有较

高的线性相关度，同时Kq值均高于2×1010 L·mol·s-1，
进一步表明Dt，La，Nt和PVOC物质组与BLF形成

复合物是静态猝灭机制。

2.4 PVOC物质组与BLF结合的作用力类型和结

合距离

由Van′t Hoff方程及Gibbs-Helmholtz方程计

算所得各体系焓变ΔH、自由能变ΔG和熵变ΔS结

果见表 4。PVOC物质组与BLF的自由能变ΔG均

为负值，以焓为驱动力自发结合，且随温度升高，该

自发趋势增大。此外，Dt+BLF，Nt+BLF和PVOCs
mix+BLF体系中ΔH<0，ΔS<0，表明范德华力和氢

键是其主要分子间相互作用力。而La+BLF体系中

ΔS>0，ΔH<0，表明疏水作用力和范德华力是其主

要分子间相互作用力。与图 4分子对接显示的

PVOC物质组与BLF结合的主要作用力类型一致。

分子间作用的能量转移机制分为辐射和非辐

射2种，前者会导致生物大分子荧光峰形发生畸变，

而后者不会导致生物大分子的荧光发射峰峰形发

生畸变。 PVOC与 BLF相互作用的荧光光谱中，

BLF的荧光发射峰形状未发生畸变（图 5），可判断

Dt，La和Nt及PVOC物质组与BLF间的作用荧光

谱为非辐射能量转移。根据Förster的偶极-偶极非

辐射能量转移理论，得到Dt，La和Nt及PVOC物质

组与 BLF的结合距离 r（图 6）分别为 3.99，4.76，
1.27和 1.64 nm。以上 4个体系通过计算得出

0.5 R0<r<1.5 R0，即PVOC与BLF间的作用距离均<
7 nm，说明PVOC与BLF间的作用为短程分子间作

用，进一步验证了PVOC与BLF间发生了分子间作

用，同时也说明Dt，La和Nt与BLF的能量转移主要

是通过非辐射荧光共振能量转移进行的。

2.5 PVOC对BLF蛋白二级结构的影响

将得出的CD光谱数据通过Origin2021软件进

行可视化分析，如图7所示。

Dt和 La分别与BLF结合后，BLF α-螺旋结构

的负带特征峰增强，β-折叠结构的正带特征峰增强

（图 7A和 7B），α-螺旋结构和 β-折叠结构所占比例

均有所增大（图 7E）。Nt与 BLF结合后，BLF的

α-螺旋负带特征峰削弱，而对 β-折叠结构在 190~

Tab.4 Spontaneous tendency and main binding force types of Dt，La，Nt and PVOCs mix with BLF

r：the binding distance.

System

Dt+BLF

La+BLF

Nt+BLF

PVOCs mix+BLF

ΔH/
kJ·mol-1

-3.35

-30.68

-7.79

-10.52

ΔS/
J·mol-1·K-1

-84.81

11.71

-69.09

-63.33

Main force type

Hydrogen bonds and van der Waals forces

Hydrophobic force and van der Waals force

Hydrogen bonds and van der Waals forces

Hydrogen bonds and van der Waals forces

ΔG/kJ·mol-1

298 K

-28.62

-27.19

-28.38

-29.39

310 K

-29.64

-27.05

-29.21

-30.15

Docking score/
kJ·mol-1

-3.35

-5.14

-4.18

-5.31

r /nm

3.99

4.76

1.27

1.64
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200 nm处的正带特征峰正性增强（图 7C），说明Nt
的介入使BLF的α-螺旋结构减少，β-折叠结构增加

（图 7E）。而PVOC物质组与BLF结合则使得α-螺

旋负带特征峰负性和在190~200 nm处的正带特征

峰正性增加，说明其与BLF结合后导致BLF的α-螺

旋松动和β-折叠结构增多。

2.6 三维荧光光谱法分析PVOC对BLF蛋白三级

结构的影响

BLF与Nt和PVOC物质组间作用前后的三维

荧光光谱见图 8。与二维荧光结果一致，Nt与
PVOC物质组均能有效猝灭BLF内源荧光；同样，

由于Dt和La对BLF内源荧光的猝灭效果相较于Nt
不明显，因此结果未展示。BLF+Nt、BLF+PVOC物

质组相互作用体系三维荧光光谱中2个主要检测峰

Peak1和Peak2的变化结果见表 5。表 5中可以看

出BLF由于Nt和物质组的介入，使得 λEX=230 nm
处 Peak2有较明显的红移，且荧光强度降低也较

为显著，这说明，Nt和物质组对BLF的二级结构影

Fig.6 Fluorescence-UV overlapping spectra of Dt（A），La（B），Nt（C）and PVOCs（D）combined with BLF.

Fig.7 Circular dichrogram of BLF combined with PVOCs. A-D：the change of circular dichromatography before and after
BLF was combined with Dt，La，Nt and PVOCs mix；E：the change of the proportion of α-helix，β-sheet，β-turn and other secondary
structure in BLF.
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响较大，导致 BLF中大量的 α -螺旋松动及部分

β-折叠结构增加，这与圆二色性光谱所得结果高度

一致。

如等高线图（图 8）所示，Nt和PVOC物质组与

BLF结合后Peak1的荧光强度下降，且伴随轻微的

红移，说明Nt和PVOC物质组与BLF发生了结合，

并分别结合在BLF的荧光基团当中。同时也说明

相互作用引起蛋白荧光基团残基微环境的改变，对

其三级结构产生了影响。结合图 4分子对接结果，

Nt结合在 BLF上的 Trp560残基上，结合距离为

3.60 Å。而 Trp560是BLF上的荧光基团残基。表

明光谱实验与分子模拟的结果一致。

2.7 BLF-PVOC最佳结合模型的构象稳定性

为了探索 PVOC物质组与不同蛋白受体相互

作用规律，分别对BLF受体蛋白单体体系和由分子

对接甄选出的Dt+BLF，La+BLF，Nt+BLF最佳结合

模型体系进行100 ns的分子动力学模拟，在各个体

系中均以初始蛋白构象为参照，在模拟时间内对系统

Cα原子的RMSD进行计算。BLF蛋白质单体系的

主链RMSD平均值为0.208 Å，>0.2 Å，各二元复合

物体系 Dt+BLF，La+BLF，Nt+BLF的蛋白质主链

RMSD平均值分别为 0.187 Å，0.191 Å和 0198 Å

（图 9A~C），所有结果均<0.2 Å，表明所有的动态模

拟轨迹平衡性是合理的，而且当PVOC物质组单分

子进入BLF蛋白质活性位点后，使得二元复合物体

系的稳定性增强。

Dt+BLF，La+BLF和Nt+BLF最佳结合模型的

稳定性通过分子动力学模拟估算后，对各个体系分

子动力学平衡后氨基酸残基波动情况进行分析（图

9A~C）。结果表明，BLF在被Dt，La和Nt分子进攻

结合前，整个氨基酸残基RMSF波动值波动较大，

当Nt配体分子进入BLF蛋白活性位点之后，RMSF
波动值的波动幅度减弱，说明BLF氨基酸残基能够

与Nt或溶剂产生某种程度的结合作用。结合对接

可视化结果，Nt与BLF Thr636残基以 4.54 Å的距

离产生氢键作用（图 4D）可能导致了BLF构象的改

变。如图 9D所示，Dt进入 BLF蛋白活性位点后，

BLF整个氨基酸残基RMSF波动值波动幅度减小，

且 BLF Trp560残基RMSF波动值明显减小，说明

Dt的介入使得BLF蛋白氨基酸残基刚性增大。结

合图 4B对接可视化结果，Dt的双键及环己烯基于

BLF Trp560和Ala558残基联合产生交叉疏水作用

可能导致了BLF构象的变化，这与CD光谱得出的

结论较为一致。

Fig.8 3D contour spectra of BLF combined with Nt（A）and PVOCs mix（B）

Tab.5 Three-dimensional fluorescence spectra of BLF before and after combination with Nt and PVOCs mix

PVOCs mix represent the mixed pharmacodynamic activity of PVOCs group；Peak1 means the peak at λEx=280 nm；Peak2 means the
peak at λEx=230 nm；DI=λEm–λEx.

Sample

BLF

Nt+BLF

BLF

PVOCs mix+BLF

Peak1

280/335

280/341

280/335

280/337

Dl/nm

55

61

55

57

Intensity

412.5

318.4

411.8

298.4

Peak2

230/251

230/278

230/251

230/398

Dl/nm

21

48

21

168

Intensity

9.96

5.13

22.67

5.13
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3 讨论

本研究利用HS-SPME/GC-MS、多光谱验证、

理论计算及分子建模研究柚皮 PVOC物质组与

BLF的相互作用，发现BLF对柚皮PVOC物质组有

较强的亲和力，结合常数为1.42×105 L·mol-1。BLF
对烯类PVOC的亲和力及结合力均较强，对酮类及

酯类的均较弱。但若将烯类、酯类及酮类同时与

BLF进行结合作用，BLF对柚皮PVOC物质组的亲

和力及结合力的总和增大，说明柚皮PVOC物质组

对BLF的结合作用可能存在强抵消和弱助长的协

同作用关系。在BLF作为载体时，与BLF亲和力较

低但活性高的 PVOC单分子能与亲和力较高的

PVOC单分子混合作用于BLF载体蛋白，这可能为

提高柚皮PVOC物质组单分子的生物利用度提供可

行途径。

BLF与柚皮 PVOC物质组结合后，BLF的 Tyr
残基所处的微环境疏水性降低，极性增加，PVOC
分子热运动剧增，触碰蛋白的活性位点机会增多。

Dt和La在BLF中存在独立结合位点与BLF形成复

合物是静态猝灭机制，而物质组和Nt在BLF中则有

多个结合位点且依然存在协同关系。Dt，La，Nt和
柚皮PVOC物质组与BLF间的作用荧光谱为非辐

射能量转移。二级结构上PVOC物质组与BLF结
合使得α-螺旋负带特征峰负性和在190~200 nm处

的正带特征峰正性增加，α-螺旋松动和 β-折叠结构

增多。考虑到BLF由于小分子的嵌入结合，可能导

致的蛋白三维结构疏松不利于保持蛋白的结构稳

定性，本研究对蛋白结合柚皮PVOC物质组前后进

行了分子动力学模拟，从模拟的RMSD结果可以得

出，BLF与柚皮PVOC物质组的结合对蛋白的分子

结构不会有较大影响，反而在于物质组结合后蛋白

的构象更趋于稳定；但是通过RMSF结果发现，由

于物质组的结合，BLF分子运动的自由度受到了限

制。这也可能对维持蛋白的结构稳定性有一定的

促进作用。另外，光谱及分子模拟共同评估了柚皮

PVOC物质组与BLF的结合作用的结合距离、结合

作用力、结合位置、结合前后蛋白的二和三级结构

变化及束缚 PVOC气体分子的关键氨基酸残基。

组学角度下综合阐述柚皮PVOC物质组与载体蛋白

的选择结合的分子机制，可为深入研究活性化合物的

药理学及毒理学提供有益参考。
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Molecular mechanism and fingerprint of interactions of whole matter
group of volatile organic compounds in pomelo peels

binding with bovine lactoferrin

GENG Zhao-ming1, ZHOU Qing-teng1, GUO Ming1, HU Zhi-yan2, ZHU Jie-li2

(1. College of Chemistry and Materials Engineering, Zhejiang Agriculture and Forestry University,
Hangzhou 311300, China; 2. Zhejiang Academy of Forestry, Hangzhou 310023, China)

Abstract: OBJECTIVE To explore the molecular mechanism and interaction fingerprint between
volatile organic compounds in pomelo peels (PVOCs) and bovine lactoferrin (BLF). METHODS Head⁃
space solid phase microextraction gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME /GC-MS) was
used to obtain the interaction fingerprint of PVOCs from Guanxi honey pomelo, South African grape⁃
fruit and Israel green pomelo (3 samples for each kind, S1-S9) with BLF, and the active PVOCs substances
were screened. A molecular model of PVOCs binding with BLF was established by molecular docking
technology, and the molecular mechanism of the interactions between PVOCs and BLF was cross-veri⁃
fied by combining fluorescence emission, synchronous fluorescence, three-dimensional fluorescence,
circular dichroism spectroscopy and kinetic simulation. RESULTS Twenty-one common components
of PVOCs in S1-S9 were identified by HS-SPME /GC-MS, and D-limonene (Dt), linalool acetate (La)
and naringone (Nt) were confirmed as the characteristic components. The molecular docking model of
PVOCs interacting with BLF showed that the double bond and cyclohexene on Dt combined with
Trp560 and Ala558 on BLF to produce cross-hydrophobic interaction. At the same time, amino acids
Thr636, Thr527, Arg531 and other amino acids were bound to them by van der Waals forces. La molecule
was encapsulated in hydrophobic pockets formed by Trp560, Thr636, Ser519, Thr527, Leu639,
Gly525, Tyr524, Gly528, Glu521, Lys522, Arg531 and Ala558. The Nt molecule was wrapped in the hydro⁃
phobic pockets composed of Asp509, Glu521, Asp508, Trp560, Ser519, Lys520, Gly528, Thr527,
Lys637, Glu635, Thr636, Ala558, Arg531, Glu353 and Lys522. The spectral results showed that
PVOCs could cause endogenous fluorescence quenching of BLF. Dt and La had independent binding
sites of BLF to form a complex , which was a static quenching mechanism. Nt had multiple binding
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sites in BLF and there was a synergistic relationship. The interactions between Dt, La, Nt, PVOCs and
BLF were non-radiation energy transfer, and the secondary structure change of BLF. CONCLUSION
The binding strength of BLF and pomelo peel PVOCs group depends on the structure and content of
PVOC molecules, and BLF is more inclined to select aldehyde and ketone PVOC molecules containing
carbonyl oxygen structure. The introduction of the pharmacodynamically active PVOCs group causes
the loosening and stretching of the BLF secondary structure, and the conformational change is the result of
the combined action of van der Waals force, hydrophobic force and hydrogen bonding.

Key words: pomelo volatile organic compounds; bovine lactoferrin; headspace solid phase microex⁃
traction gas chromatography-mass spectrometry (HS-SPME/GC-MS); multispectral; molecular modeling
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