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摘要：本研究发现在中性条件下可以利用酸热处理的大豆分离蛋白（SPI）并通过简单的一步均质法制备得到 W/O/W 双重乳液，

进一步研究了不同酸热处理时间对 SPI 在中性条件下的溶解度及其乳液性质（如乳析率、粒度）的变化。结果表明，不同时间的酸热

处理会导致 SPI 在中性条件下的溶解度出现不同程度的下降（未加热 SPI 高达 78.60%，酸热处理 SPI 为 36.02%~53.29%），可能是由

于形成了不溶性的蛋白纤维聚集体，维系这些不溶聚集体的主要作用力是氢键和二硫键。酸热处理可以显著改善 SPI 稳定的乳液的乳

析稳定性，且长时间的酸热处理效果更佳（如未加热SPI，38.70%；酸热处理2~6 h，34.90%~36.50%；酸热处理12~20 h，17.50%~19.70%），

但是酸热处理会导致乳滴粒度增大（如未加热 SPI，24.63 μm；酸热处理 SPI，28.12~33.97 μm）。增大乳液体系中的油含量也可以明

显降低乳液的乳析率和粒度，随着油含量从 20%增加到 60%，乳析率从 76.20%下降到 3.30%，粒度从 28.23 μm 减小到 19.06 μm。本

研究结果为制备性质可控的双重乳液提供了新方法。 

关键词：大豆蛋白；一步均质法；双重乳液 

文章篇号：1673-9078(2019)010-213-217                                        DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2019.10.029 
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Abstract: The present work found that at neutral pH, double emulsions could be simply fabricated with SPI preheated at acidic pH by 

one-step method. The effects of heating time on the solubility of SPI at pH 7.0 and the properties (e.g. cream rate, particle size) of double 

emulsions were further studied. The results showed that the acidic heating treatment decreased the solubility of SPI at pH 7.0 (native SPI, 

78.60%; preheated SPI, 36.02%~53.39%), and the behavior was dependent on the heating time. This phenomenon may be related to the 

formation of insoluble protein fibrillar aggregates, which are mainly sustained by hydrogen bond and disulfide bond. The acidic heating 

treatment obviously improved the creaming stability of emulsions, and the longer heating time resulted in better effects (native SPI, 38.70%; SPI 

preheated with 2~6 h, 34.90%~36.50%; SPI preheated with 12~20 h, 17.50%~19.70%). However, the droplet size of emulsions became larger 

(native SPI, 24.63 μm; preheated SPI, 28.12~33.97 μm). In addition, an increase in the oil content also decreased the cream rate and droplet size. 

With the oil content increased from 20% to 60%, the cream rate decreased from 76.20% to 3.30%, and the droplet size decreased from 28.23 μm 

to 19.06 μm. The present work provides a new way to fabricate double emulsions with controllable properties. 
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双重乳液（double emulsion）为复杂的多相分散

体系，指乳液内分散着更小的乳液系统，常见的类型

有 W/O/W 型和 O/W/O 型，在食品、化妆品和农药等

行业都有很大的应用潜力[1]。食品级的双重乳液主要

用于亲水性或疏水性生物活性物质的输送，起到保护 
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和控释作用。Aditya 等通过两步法制备由聚甘油蓖麻

醇酯（polyglycerol polyricinoleate）和吐温 80 稳定的 
W/O/W 型双重乳液，并同时荷载疏水性活性物质姜黄

素和亲水性活性物质儿茶素，结果发现姜黄素和儿茶

素的稳定性及生物可给性都显著提高[2]。另外，双重

乳液还可以降低乳液型食品的油脂含量，同时仍然保

持口腔中脂肪和口腔表面接触面积，不改变口感[3]。

然而，双重乳液的制备通常需要大量的表面活性剂及

复杂的多步骤生产工艺，严重阻碍了其在生产中的大

量应用。因此，发展一步法制备双重乳液是亟需解决
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的问题。 
Morais 等人的研究发现可以通过精心选择具有

合适的亲水亲油平衡值（hydrophilic lipophilic balance，
HLB）的表面活性剂组合来实现一步法制备双重乳液
[4]。随后，Patel 等人利用不相容的生物聚合物（刺槐

豆角和 λ-卡拉胶）诱导两个水相之间的相分离也成功

制备得到 W/O/W 型双重乳液[5]。蛋白质是广泛应用于

食品乳液的稳定剂，但是它们的结构和亲水性质通常

不支持 W/O 型乳液的稳定，所以难以通过一步法制备

双重乳液。 
在酸热处理诱导下，蛋白的高级结构发生去折

叠，多肽从生物大分子中解离出来，蛋白分子表面的

高电荷导致较强的静电排斥，其与蛋白分子间的疏水

相互作用力相平衡，促使分子发生自组装形成纤维状

聚集体[6]。前期通过超滤手段对酸热诱导大豆分离蛋

白纤维聚集体和未聚集多肽进行分离，发现未聚集多

肽含有较少的疏水氨基酸和较多的负电氨基酸，在酸

性 pH 条件下以无定形聚集体的形式存在，而在中性

pH 下由于电荷量较高导致聚集体解离；纤维聚集体的

表面电荷和氨基酸组成与热处理蛋白相似，但在等电

点和中性 pH 处溶解度降低[7]。本研究发现经过酸热处

理的大豆分离蛋白 SPI 可以通过一步法制备双重乳

液。鉴于蛋白质的热聚集行为通常受到加热时间等因

素的影响，本研究还进一步探讨了加热时间对 SPI 在
中性条件下的溶解度及其双重乳液性质的影响。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

低温脱脂豆粕，购于山东禹王实业有限公司。大

豆分离蛋白（SPI），采用碱溶酸沉方法制备，经凯氏

定氮法测得 SPI 的蛋白含量为 88.94%±0.70%
（N×5.71，湿基）。 

1.2  主要仪器设备 

Delta 冷冻干燥机，德国 Christ 公司；UV 2300 紫

外分光光度计，上海天美公司；T25 高速剪切机，德

国 IKA 公司；M-110EH-30 高压微射流纳米均质机，

美国 Malvern 公司；Alpha-pH 500 精密 pH 计，美国

Thermo 公司；DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器，

巩义市矛华仪器有限公司；Leica TCS-SP2 激光共聚焦

显微镜，德国 Leica 公司；MasterSizer 3000 微米粒度

仪，英国 Malvern 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  酸性 pH 下 SPI 的热处理 
将 SPI 冻干粉溶解于去离子水中（1%，m/V），室

温搅拌 2 h 后调节 pH 为 2.0，置于 4 ℃水化过夜。将

蛋白溶液分装至带盖瓶中于 85 ℃水浴中分别加热 0、
2、6、12、20 h。热处理后，样品迅速冰浴冷却备用。 
1.3.2  溶解度 

将经过酸热处理的蛋白样品稀释成1 mg/mL并调

节 pH 为 7.0，10000×g 离心 20 min 后取上清液。采用

Lorry 法测定上清液的可溶性蛋白含量，以牛血清蛋

白为标准蛋白制作标准曲线。溶解性为上清液蛋白含

量与总蛋白含量的比值。 
1.3.3  中性 pH 条件下酸热处理蛋白聚集体形

成及维系的相互作用力 
将经过酸热处理的蛋白样品的 pH 调至 7.0，并稀

释成最终蛋白浓度为 1 mg/mL。分别加入固体 NaCl、
尿素（urea）、十二万基硫酸钠（SDS）和二流苏糖醇

（DTT）使其在蛋白溶液中的终浓度分别为 0.5 M、6 
M、1%（W/V）、10 mM。不加蛋白扰动剂的酸热处理

SPI 样品设为对照（ck）。最后采用 1.3.2 方法测定溶

液中的蛋白浓度。 
1.3.4  乳液的制备 

将回调至 pH 7.0 的酸热处理 SPI与玉米油按一定

比例混合，并加入 0.02%（W/V）的叠氮化钠以抑制

微生物的生长。常温下，混合物经预均质后（8000 
r/min，2 min）进行高压微射流均质 2 次。乳液体系中

SPI 的浓度为 1%。同时考察了热处理时间（0、2、6、
12、20 h）及油含量（20%、30%、40%、50%、60%，

W/V）对乳液的影响。 
1.3.5  乳液粒度的测定 

采用 MasterSizer 3000 粒度分布仪测定乳液油滴

的粒径大小。参数设置：水的折射率为 1.330；玉米油

的折射率为 1.520。采用 d4,3，即体积平均直径表征油

滴粒度的平均大小。 
1.3.6  乳液的微观结构观察 

光学显微镜：将新鲜乳液滴到载玻片上，并用盖

玻片盖好后置于载物台，用 20 倍物镜观察。 
激光共聚焦显微镜：首先配制含有 0.10%（W/V）

尼罗蓝的染料。观察时，在新鲜乳液样品中加入终浓

度为 1 mg/mL 的尼罗蓝。尼罗蓝的激发波长为 633 
nm。 
1.3.7  数据分析 

用 Excel 软件对数据进行统计和分析，所有数据

取三次重复的平均值；用 Origin 8.0 软件对数据进行

图形处理。 
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2  结果与讨论 

2.1  加热时间对酸热处理SPI在pH 7.0条件下

的溶解度的影响 

在酸热条件下，SPI 可以水解成多肽并自组装形

成纤维聚集体，这个过程通常受到加热时间的影响[8]。

蛋白质的纤维化是在 pH 2.0 条件下加热诱导形成，鉴

于大多数食品的 pH 处于中性，本文研究了不同时间

酸热处理后的 SPI 在 pH 7.0 的稳定性，结果如图 1 所

示。未经酸热处理的 SPI 的溶解度高达 78.60%，而所

有经过酸热处理的 SPI 的溶解度都显著降低（溶解度

为 36.02%~53.39%），说明酸热处理会导致 SPI 在中性

条件下溶解度的降低。陈震东等人的研究发现酸热处

理 SPI 的主要组分是蛋白纤维聚集体及未自组装聚集

的多肽分子，其中蛋白纤维聚集体在中性条件下主要

以沉淀的形式存在，溶解的蛋白以多肽为主[9]。由此，

推测酸热处理 SPI 溶解度的降低可能主要是由于不溶

性蛋白纤维聚集体的存在。另外，酸热处理 SPI 的溶

解度依赖于加热时间的变化：先随着加热时间的延长

溶解度逐渐提高，加热至 12 h 时溶解度达到最高，随

后又出现轻微下降的趋势。这结果与经过酸热处理的

大豆 7S 和 11S 在中性条件的溶解度变化一致[10]，可

能与溶液体系中蛋白纤维聚集体和多肽的比例有关。 

 
图1 加热时间对酸热处理SPI在 pH 7.0条件下的溶解度的影

响 

Fig.1 The effect of heating time at acidic pH on the solubility of 

SPI at pH 7.0 

注：柱状图上标不同小写字母表示差异显著（p<0.05）,

下同。 

2.2  酸热处理SPI在pH 7.0条件下的不溶聚集

体形成及维系的相互作用力分析 

为了明确酸热处理 SPI在 pH 7.0 条件下不溶聚集

体的内部作用力，我们研究了不同的蛋白扰动剂如 0.5 
M NaCl、10 mM DTT、1% SDS 和 6 M 尿素单独或同

时存在时酸热处理 SPI 溶解度的变化，结果如图 2 所

示。从图中可以看出，DTT 和尿素单独或同时存在都

导致酸热处理 SPI 溶解度显著提高。相反，NaCl 和

SDS 单独存在时，酸热处理 SPI 溶解度显著下降，尤

其是 SDS 导致的下降程度更大。类似的溶解度降低现

象在尿素和 SDS 同时存在时也可以观察到，但是下降

的程度较低，可能是由于尿素在一定程度上提高了酸

热处理 SPI 的溶解度。当尿素、DTT 和 SDS 三者同时

存在时，酸热处理 SPI 的溶解度基本不变，可能是由

于尿素和 DTT 对酸热处理 SPI 溶解度的促进作用与

SDS 的抑制作用相当。通常情况下，NaCl、DTT、SDS
和尿素分别是用来破坏静电作用、二硫键、疏水作用

和氢键[11,12]。因此，上述结果表明，在 pH 7.0 条件下

维持酸热处理 SPI 不溶聚集体的主要作用力是氢键和

二硫键，并且二者共同起作用。 

 
图2 不同的蛋白扰动剂对酸热处理SPI在 pH 7.0条件下溶解

度的影响 

Fig.2 The effect of various protein-perturbing solvents on the 

solubility of preheated SPI at pH 7.0 

2.3  酸热处理SPI在pH 7.0条件下制备双重乳

液 

2.3.1  不同加热时间对双重乳液微结构、乳析

率及粒度的影响 
图 3 和 4 为经过不同时间酸热处理的 SPI 在 pH 

7.0 条件下制备的乳液的微观结构图。从光学显微镜图

和 CLSM 图都可以清晰地看到，酸热处理 SPI 稳定的

乳液中 O/W 乳滴内包含有大量的 W/O 小乳滴，表明

经过酸热处理的 SPI 可以通过简单的一步法均质形成

W/O/W 双重乳液。未经酸热处理的 SPI 稳定的乳液虽

然也有少量的双重乳液出现，但是O/W乳滴内的W/O
小乳滴数量极少。在 pH 7.0 条件下，酸热处理 SPI 中
的纤维聚集体主要以不溶的沉淀颗粒形式存在，且其
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氨基酸组成和天然 SPI 相近。酸热处理 SPI 多肽分子

在 pH 7.0 的粒径分布主要集中在 0.4~2 nm，其疏水性

氨基酸和不带电氨基酸分别比热处理 SPI 纤维聚集体

少 3.71%和 1.54%，表明酸热处理 SPI 多肽的亲水性

比纤维聚集体强[9]。王金梅的研究表明酸热处理后 SPI
的纤维转率低于 20%，大部分为未转化成纤维的多肽
[10]。由此推测双重乳液形成过程中，内部的 W/O 乳

滴界面可能主要是由纤维聚集体沉淀颗粒稳定，而外

部的 O/W 乳滴界面主要由未转化成纤维的多肽稳定。 

   

   

 

图3 经过不同时间酸热处理的SPI稳定的双重乳液光学显微镜

微结构 

Fig.3 The optical microstructure of double emulsions stabilized 

by SPI preheated at acidic pH with various heating time 

  
图4 经过20 h酸热处理的SPI稳定的双重乳液激光共聚焦显

微镜微结构 

Fig.4 The CLSM microstructure of double emulsions stabilized 

by SPI preheated at acidic pH for 20 h 

注：绿色代表油相。 

图 5a 和 5b 分别为不同加热时间对酸热处理 SPI
稳定的双重乳液的乳析率和粒度分布的影响。从图 5a
的乳液外观图可以看出所有乳液样品经过 0.5 h 贮藏

后都出现了明显的乳析现象。经过不同时间酸热处理

的 SPI 稳定的双重乳液的乳析率在短时间贮藏后都迅

速增长，到贮藏 24 h 后基本趋于稳定，其中未经酸热

处理的 SPI 稳定的乳液的乳析率最高，说明酸热处理

可以显著改善 SPI 稳定的乳液的乳析稳定性。另外，

酸热处理 SPI 稳定的乳液的乳析稳定性也依赖于加热

时间，表现为 12 h>20 h>2 h>6 h，说明长时间酸热处

理可以更好地提高乳液的乳析稳定性。不同时间酸热

处理的 SPI 稳定的乳液的粒径分布图都只呈现一个窄

峰（结果未提供），且经过酸热处理的 SPI 稳定的乳液

粒径增大（图 5b）。可能是因为在 pH 7.0 条件下，经

过酸热处理后的 SPI 纤维聚集体形成沉淀，粒径变大，

且 SPI 多肽的亲水性变强，从而导致酸热处理 SPI 上
界面的速率降低。陈震东的研究也发现在 pH 7.0 条件

下由酸热处理的 SPI 纤维聚集体和甜菜果胶复合物稳

定的乳液粒度随着SPI加热时间的增大而轻微增大[7]。 

 

 
图5 不同加热时间对酸热处理SPI稳定的双重乳液的乳析率

（图a）和粒度（图b）的影响 

Fig.5 The effect of heating time on the cream rate (a) and 

particle size (b) of double emulsions stabilized by preheated SPI 

注：a 图内的图片为放置 0.5 h 后的双重乳液，从左至右

分别为 0、2、6、12、20 h。 

2.3.2  不同油含量对双重乳液乳析率及粒度的

影响 
图 6a、b 分别为不同油含量对经过 20 h 酸热处理

的 SPI 稳定的双重乳液的乳析率和粒度的影响。从图

6a 能看出当油含量为 20%~50%时，双重乳液的乳析

率都是随着贮藏时间的延长而增大，贮藏 12 h 以后基

本保持不变，而且乳析率随油含量的增加而减小；当

油含量增加到60%时，双重乳液几乎不出现乳析现象。 
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这些结果表明油含量的增加可以提高乳析稳定

性，主要是由于油含量的增加使乳液体系中的乳滴含

量增加，促进乳滴网络的形成，从而抑制了乳析行为。

不同油含量的酸热处理 SPI 稳定的乳液粒径分布图都

只呈现一个窄峰（结果未提供），且随着油含量的增大，

乳液粒径逐渐变小（图 6b）。类似的结果在麦醇溶蛋

白/壳聚糖复合胶体颗粒稳定的乳液[13]和大豆分离蛋

白热聚集体颗粒稳定的乳液[14]中也有观察到。 

 

 
图6 不同油含量对经过20 h酸热处理的SPI稳定的双重乳液

的乳析率（图a）和粒度（图b）的影响 

Fig.6 The effect of oil content on the cream rate (a) and particle 

size (b) of double emulsions stabilized by SPI heated with 20 h 

注：a 图内的图片为放置 0.5 h 后的双重乳液，从左至右

分别为 20%、30%、40%、50%、60%。 

3  结论 

本文在中性条件下利用酸热处理的 SPI 并通过简

单的一步均质法制备得到 W/O/W 型双重乳液，并研

究了不同酸热处理时间对 SPI 在中性条件下的溶解度

及其双重乳液性质的影响。结果表明，不同时间的酸

热处理会导致 SPI 在中性条件下的溶解度出现不同程

度的下降，推测是由于形成了不溶性蛋白纤维聚集体。

进一步分析发现，维系这些不溶聚集体的主要作用力

是氢键和二硫键。酸热处理可以明显改善 SPI 稳定的

乳液的乳析稳定性，且长时间的酸热处理效果更佳，

但是会导致乳滴粒径增大。另外，增大乳液体系中的

油含量可以明显降低乳液的乳析率和粒度。 
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