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两步乳化法改善蛋白基高内相乳液稳定性 
 

张莉丽，唐传核 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：本研究以天然牛血清白蛋白（BSA）为蛋白模型，针对其制备的蛋白基高内相乳液（HIPEs）稳定性差的问题，在对蛋白

不改性的基础上，改变乳化方式即采用两步乳化法能产生显著的改善效果。先用高能均质方式（高速均质 30000 r/min、超声、微射

流）制备出油相（ϕ）为 0.2，体积平均粒径（d4,3）在 17.60~0.425 μm 范围内的初始乳液，即微乳滴；再用低能均质方式（高速均质

13500 r/min），以微乳滴为类 Pickering 稳定剂制备 ϕ为 0.8 的 HIPEs。通过改变蛋白浓度和制备初始乳液的均质能量，制备了不同特

性的 HIPEs，并对初始乳液的界面蛋白吸附率（AP%）、粒径进行了表征，同时对 HIPEs 室温存储 20 d 前后的外观、微观结构和流变

特征进行了观测。最后对初始乳液进行了去除游离蛋白的对比实验和 HIPEs 的热稳定性测试。结果显示蛋白浓度在 1 wt%最合适，但

即使低至 0.1 wt%依然可以制备出倒置不流动的 HIPEs。当微乳滴的 d4,3在 2.16 μm 及以下时可以有效提升 HIPEs 的稳定性。研究表

明，正是由于微乳滴的存在显著改善了 HIPEs 的储藏稳定性和热稳定性。 
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Abstract: In this study, taking native bovine serum albumin (BSA) as the protein model, two-step emulsification was used to improve the 

stability of protein-based high internal phase emulsions (HIPEs) without causing protein denaturation. Firstly, an initial emulsion (micro-droplets) 

with ϕ as 0.2 and d4,3 (volume-averaged diameter) in the range of 17.60~0.42 μm, was prepared by high-energy homogenization (high speed 

homogenization 30000 r/min, ultrasonication and microfluidization). Then, HIPEs (ϕ=0.8) were fabricated using micro-droplets as the Pickering 

stabilizer through low-energy homogenization (high speed homogenization at 13500 r/min). HIPEs with different properties were prepared by 

changing the protein concentrations and the homogenization energy for the preparation of initial emulsions. The interfacial protein adsorption 

rate (AP%), particle size of the initial emulsions were characterized, while their appearance, microstructure and rheological characteristics were 

examined before and after a 20 day storage at room temperature. Finally, a comparative experiment to remove free proteins and a thermal 

stability test of HIPEs were conducted. It was found that the most suitable protein concentration was 1 wt%, even at a concentration as low as 

0.1 wt%, HIPEs remained stable and still after being turned upside down. The stability of HIPEs was effectively improved when the d4,3 of 

micro-droplets was not higher than 2.16 μm. The results showed that the presence of micro-droplets significantly improved the storage stability 

and thermal stability of HIPEs. 
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乳液的存在由来已久，早已渗透人类生活的方方

面面。当乳液的内相体积分数大于等于 0.74 时即为高

内相乳液（HIPEs）[1]。由于内相体积高使其具有比普

通乳液远大得多的界面面积[2]、可控的凝胶状流变特

性[3]、低水分含量不易变质[4]等的优越性，在食品、化
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妆品、制药和化工等领域的应用研究掀起热潮。按传

统的乳化机理，乳液随着油相的提高就需要用到大量

的小分子乳化剂（表面活性剂）、助表面活性剂[5]或一

些大分子乳化剂（蛋白）如 BSA、酪蛋白酸钠、乳清

蛋白等，且所制备的 HIPEs 稳定性效果差，对 pH 和

盐的干扰也非常敏感。而随后 Pickering 乳液的稳定机

理的发现[6]即具有两亲性颗粒能很好的稳定油水界

面，不仅乳化剂用量少（颗粒浓度可低至 0.5 wt%）[7]，

且具有超高的油滴聚结稳定性[8]。因此研究人员兵分

两路走，一方面则是对原有常用的材料进行各种修饰，

改性；一方面是不断去挖掘寻找符合作为 Pickering 稳

定剂的且尽可能天然绿色的胶体颗粒，如蛋白质、淀

粉颗粒、纤维素纳米晶等。这不仅耗时且经过修饰后

本身材料或引入的小分子对人体健康风险有待评估，

而源自食品中的新材料能否大规模的应用也需要时间

的验证。对于传统熟知的乳化性较好的牛血清白蛋白

（Bovine Serum Albumin，BSA），来源广泛、制取简

单、成本低廉且符合人们日常饮食需求或习惯，是研

究最为充分的蛋白型乳化剂之一。BSA 分子量约为

66.3~69.0 ku，水合粒径约 4.22~7.10 nm，每个单体含

有 1 个巯基和 17 对二硫键，是一种比较坚硬且表面疏

水性较高的球蛋白，但结构脆性较高，等电点 4.7~4.9，
温度稳定性在 60.4~67.5 ℃[9-11]。但是它在 HIPEs 的

领域中效果却大打折扣，以正己烷为油相为例，制备

成 HIPEs 所需蛋白浓度高达 10 wt%[12]。而在一些商

业用油为油相所制备的HIPEs储藏稳定性也很差，K.I. 
Al-Malah 采用电导率评估乳液的稳定性发现 0.5 wt%
最多能稳定 ϕ为 0.43 的大豆油和葵花籽油，0.33 的玉

米油[13]。因此，本研究基于 Pickering 乳液稳定机理的

启示，对 BSA 在不经过改性的基础上改变均质方法，

即采用两步乳化法，先制备出粒径在 0.4~2 μm 的微乳

滴，再用这些微乳滴去稳定剩余的油相从而制备出

HIPEs，这样制备出的 HIPEs 储藏稳定性得到显著的

提升，且可抵御一定离子强度的干扰。由于 BSA 本就

在医药方面有广泛的应用，这使得它所稳定的 HIPEs
作为生物活性物质缓释载体体系在保健食品、特殊医

疗食品方面有了更宽广的应用价值。亦为那些对离子

强度敏感的可食用蛋白在复杂的高油食品体系中应用

的局限性提供了新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

主要试剂：牛血清白蛋白（BSA），购于上海源

叶生物有限公司；一级大豆油（福临门），购于广州当

地超市；其余所用试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

主要仪器：冷冻离心机 KH20R-150B，湖南凯达

科学仪器；激光纳米粒度仪 Zetasizer Nano ZS、激光

粒 度 分 布 仪 Mastersizer 3000 ， 英 国 Malvern 
Panalytical；超声细胞破碎仪 Scientz-IID，宁波新芝生

物科技股份；光学显微镜 BX51，日本 Olympus；激

光共聚焦显微镜 TCS SPE，德国 Leica；旋转流变仪

Discovery HR-3，美国 TA Instruments。 

1.3  实验方法 

1.3.1  BSA 溶液配置 
将一定量的牛血清白蛋白（BSA）粉末溶于含 5 

mM 的磷酸缓冲液中，使得蛋白溶液浓度为 6~0.2 
wt%，并含 50 mM NaCl。室温下磁力搅拌 2 h，蛋白

充分溶解后加入 0.02% (W/V)叠氮化钠（NaN3）以抑

制微生物生长，用 1 M NaOH 或 1 M HCl 把蛋白溶液

调为中性（pH=7.0），然后将其置于 4 ℃冰箱中过夜，

使蛋白充分水化，在使用前恢复至室温并将 pH 复调

为 7.0。 
1.3.2  乳液的制备 
1.3.2.1  一步乳化法 

直接将不同浓度的蛋白溶液与大豆油以 1:4 的体

积比经 13500 r/min 剪切均质 2 min 成油相（ϕ）为 0.8
的高内相乳液（HIPEs）。 
1.3.2.2  两步乳化法 

不同 BSA 浓度：第一步先低速均质成 ϕ=0.2 的粗

乳，再用冰浴超声（570 W，5 min）制备初始乳液；

第二步取 1.25 mL 初始乳液，补充 3.75 mL 的大豆油

（确保最终 ϕ=0.8），后经 13500 r/min 剪切均质 2 min
成 HIPEs。 

不同均质能量：第一步控制粗乳的蛋白浓度为 1 
wt%，ϕ=0.2，采用 3 种均质方式制备初始乳液：于

30000 r/min 高速剪切均质 3 min，记为“HS”；冰浴超

声处理（超声功率分别为 57 W、570 W）8 min，分别

记为“US-57 W、US-570 W”；微射流均质一次，设两

个压力值 40 MPa、80 MPa，记为 MF-40 MPa、MF-80 
MPa。第二步同上制备成相应的 HIPEs。 
1.3.2.3  去除游离蛋白的乳液 

选用US-570W初始乳液，12000 r/min离心20 min
后去除下清液，用相同的水相溶液对上层乳液进行洗

涤然后再次离心，如此循环 3 次，保证最后一次整体

乳液的质量与第一次离心前一致，再用冰浴超声（570 
W）8 min 得到重分散乳液，检测其界面蛋白吸附率，
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并用其制备的高内相乳液记为 re-HIPEs。 
1.3.3  初始乳液的性质表征 

1.3.3.1  乳滴粒径测量 
采用 Mastersizer 3000 粒度分布仪测定乳液的粒

径，分散剂为蒸馏水。乳液的相对折射率为 1.095，由

大豆油的折光系数 1.456 与水的折光系数 1.33 的比值

得到，搅拌桨转速为 2000 r/min。每个乳液样品重复

测量三次，取平均值，用体积加权平均粒径 d4,3 和表

面积加权平均粒径 d3,2 表示，计算公式（由仪器说明

书提供）如下： 
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1.3.3.2  zeta-电势 
采用 Zetasizer Nano-ZS 的动态光散射技术，测定

前需将样品的蛋白浓度稀释到 0.1 wt%，每个样品分

别用0.22 μm水系滤膜过滤过的蒸馏水和50 mM NaCl
溶液来稀释。测量结果取三次读数的平均值。 
1.3.3.3  界面蛋白吸附率 AP% 

参考 Liang 等[14]的方法测定乳液的界面蛋白吸附

率（AP%）。取 1.5 mL 初始乳液于 2.0 mL 离心管中，

于 12000 r/min 离心 20 min，并用 0.22 μm 水系滤膜过

滤清液一次。然后用 lowry 法分别测定乳化前连续相

和离心后下清液的蛋白浓度 C0 和 Cf，AP%的计算公

式如下： 

%100%
0
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−

=
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AP f  

1.3.4  HIPEs 的性质表征 
1.3.4.1  微观结构 

光学显微镜观察：采用 10、40、100 倍的物镜

（Olympus DP70 camera）对新鲜制备及不同储藏时间

段的 HIPEs 的微观结构进行观察对比。 
激光共聚焦显微镜观察：采用 LEICA 激光共聚焦

显微镜（型号 TCS SPE）进行观察。参考 Gallier.S 的

方法[15]，乳液样品用染色剂（Nile Red 和 Nile Blue
各 0.1%的混合染料）进行染色。将染色后的样品置于

带有凹槽的载玻片中心，盖上盖玻片，注意不要产生

气泡，在盖玻片上滴一滴香柏油，然后用油镜（63 倍）

进行观察。在 488 nm 和 633 nm 波长下同时激发，发

散波长设置在稍大于相应的激发波长的范围内，相应

的接收波长应设置在激发波长 10 nm 后的位置，调节

好后在尽短的时间里采集图像，以免荧光淬灭。 
1.3.4.2  稳定性测定 

储藏稳定性：将在直径为 2 cm 玻璃瓶中制备好的

HIPEs，用盖子密封好，置于室温 20 d。热稳定性：

将密封好的玻璃瓶中的HIPEs置于100 ℃的水浴锅中

加热 15 min，后立即冰浴迅速恢复至室温。对这两种

形式处理前后样品的外观和微观结构进行观察，并用

流变仪测定其粘弹性的变化。 
1.3.4.3  流变学特征 

乳液的粘弹性可通过旋转流变仪（DHR）的频率

扫描模式（Oscillation）测得的乳液的粘弹性进行表征，

频率扫描范围为 0.1~10 rad/s，应变设为 0.5%，并保

持室温 25 ℃。 
1.3.5  数据分析 

上述实验均设置 3 次平行，所得的数据用 Excel 
2016 和 origin 2017 进行整理和绘制，并对数据基于

Tukey 检验模式进行单因素方差分析和显著性分析

（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  不同 BSA 浓度一步法与两步法所制备的

HIPEs 的储藏外观图 

从图 1a 可知，BSA 从 6 wt%~0.2 wt%经一步法乳

化制备的 HIPEs 在室温静置 1 h 后均发生了不同程度

的破乳现象，12 h 后出现明显的分层。随着蛋白浓度

的增加，所制备的 HIPEs 的破乳速度就越快，BSA 浓

度为 2 wt%及以上的乳液打成后 5 min 内即破乳，1 
wt%~0.2 wt%则是在 1 h 后能明显看到破乳现象的出

现。且 0.2 wt%的样品流动性较强，无法倒置。之所

以破乳速度如此快，有可能是因为盐离子的存在产生

了静电屏蔽的效应（BSA在纯水中的电势为-19.9 mV，

在 50 mM NaCl 溶液中为-9.15 mV，与[16]相符），均质

后形成的乳滴由于其表面上蛋白与蛋白分子之间的因

为斥力的减弱而易发生絮凝。随蛋白浓度的升高，加

剧了蛋白的团聚程度，高频率的碰撞使水相中的多余

未吸附到油水界面的蛋白与被吸附蛋白之间的作用力

超过了界面吸附力，从而把被吸附的蛋白从界面脱离

下来导致油滴变大；另一方面，蛋白分子大量团聚会

掩盖蛋白表面的疏水基团从而降低蛋白的乳化性[7]。 
相比于图 1b，经两步乳化法制备的 HIPEs 即使蛋

白浓度为 6 wt%时室温储藏 20 d 其外观没有明显变

化，甚至稳定 HIPEs 所需的最低蛋白浓度相比一步乳

化法可低至 0.1 wt%，且倒置不流动，这比起传统的

用表面活性剂（5 wt%~50 wt%）才能制备稳定的

HIPEs[17]，乳化剂的用量显著降低。而当蛋白浓度低

到 0.08 wt%时，无法有效的将油相全部包裹住，但仍

可倒置；而其他系列浓度的样品室温放置 20 d 后均未
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出现破乳和倒置流动情况，这说明两步乳化法确实能

显著提升 BSA 稳定的 HIPEs 的储藏稳定性，且能有

效抵御一定离子强度的干扰（50 mM NaCl）。针对此

现象做了如下探究。 

  
图1 不同蛋白浓度制备 ϕ为0.8的 HIPEs的储藏外观图 

Fig.1 The storage appearance figures of HIPEs (ϕ=0.8) stabilized by a series of protein concentrations 

注：a：一步乳化法；b：两步乳化法。 

 

  
图2 a：光学显微图；b：流变特征图；c：不同蛋白浓度的初始乳液的AP%及微乳滴粒径 

Fig.2 a: optical micrographs of HIPEs prepared by two-step emulsification at 0 d, 7 d, and 20 d with different protein concentrations; b: 

the rheology of fresh HIPEs; c: the AP% and micro-droplets size of the initial emulsion with different protein concentrations 

注：a 图标尺为 100 μm；b 图 G’弹性模量，G’’粘性模量。 

2.2  不同 BSA 浓度两步乳化法所制备的

HIPEs 及初始乳液的性质表征 

由图 2a 可知，随着蛋白浓度的降低，HIPEs 的乳

滴粒径也逐渐增大。因为一定油相中，乳化剂比例越

低，可以稳定的界面面积就越小，因此形成的乳滴粒

径也会变大[18]。虽然室温储藏 20 d 前后外观图没有明

显变化，但微观图的变化却有很大的差异。不同蛋白

浓度造成这种差异可对应划分为 3 个区间，在高蛋白

浓度 2 wt%~6 wt%区间，小乳滴之间会出现越来越多

的大乳滴，体现了聚结不稳定性。且 6%的比 2%更明
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显，形成的大乳滴也更大更多；到了中等蛋白浓度 1 
wt%时，乳滴粒径和外形都没有太大的变化，只是略

有增大；而低蛋白浓度区间时，乳滴从球形逐渐被挤

压成不规则的多边形，并出现不同程度的局部破乳现

象，即使浓度为 0.5 wt%时储藏 7 d 无明显变化但在

20 d 时也出现类似的情况。 
而图 2b 展示了新鲜制备的高、中、低蛋白浓度对

应 HIPEs 的流变特征。1 wt%的弹性模量显著高于 0.2 
wt%，而 6 wt%的弹性最弱。一般具有高弹性模量（G’）
的 HIPEs 的稳定性较高，因为越高的 G’意味着形成的

凝胶弹性网络结构越强，乳液内部的乳滴间不易滑动，

抗聚结稳定性就越高，因此这个流变图与图 2a 相符。

再来看图 2c，初始乳液的 AP%随着蛋白浓度的下降

而上升，在 2 wt%及以上时 AP%低于 30%；但蛋白浓

度在 1 wt%及以下时，AP%分别为 40.34%、51.96%、

77.18%、75.97%。这说明在高蛋白浓度区间的初始乳

液中还剩有大量的游离蛋白，即第二步均质剩余的油

相主要是靠游离的蛋白来稳定。这时的 HIPEs 属于浓

缩型乳液，微乳滴起不到 Pickering 效应，因此易于因

为聚集而不稳定。加上盐离子的静电屏蔽作用极大的

降低了乳滴间的静电斥力更加剧了乳滴的聚结不稳定

性，不稳定程度也随蛋白浓度的增大而加剧。蛋白浓

度除了影响初始乳液的 AP%，还影响其乳滴粒径，新

鲜制备的初始乳液粒径无论是 d3,2 (0.293~1.95 μm)还
是 d4,3 (0.593~3.11μm)，都随着蛋白浓度的减小而增

大。 
因此，通过上述实验发现 BSA 在 1 wt%时用两步

乳化法制备的 HIPEs 具有最佳的储藏稳定性。在中等

蛋白浓度时，初始乳液的粒径和数量适宜，一般而言

乳滴粒径越小乳液稳定性越高[18]。微乳滴界面上蛋白

排列充分，而游离的蛋白占比也相对较低，这时 HIPEs
体系中微乳滴和游离的蛋白会共同吸附到大油滴界面

上，对稳定起到协同作用，微乳滴起到了一定的

Pickering 效应，而游离的蛋白在油滴之间的空隙处起

到降低界面张力的作用，形成网络结构非常稳定的体

系。 

2.3  验证初始乳液的微乳滴对稳定 HIPEs 是

否起主导作用 

 
图3 去除游离蛋白与否的初始乳液制备HIPEs的储藏外观及光学显微图(左标尺100 μm；右标尺50 μm) 

Fig.3 Storage appearances and optical micrographs of HIPEs stabilized by initial emulsions with or without unabsorbed proteins before 

and after 20 days at room temperature (scale bar: left 100 μm, right 50 μm) 

为了排除游离蛋白的干扰，验证初始乳液中的微

乳滴是否对稳定 HIPEs 起主导作用。以 US-570W 新

鲜制备的蛋白浓度 1 wt%初始乳液为例对其进行去除

游离蛋白的处理，再将其通过同等条件重新分散得到

几乎不含游离蛋白的初始乳液（记为 re-Initial 
emulsions，测得游离的蛋白浓度约为 0.035 wt%）。然

后再用于制备高内相乳液（记为 re-HIPEs），并与未去

除游离蛋白的HIPEs室温储藏20 d前后的外观图和微

观图进行了对比，如图 3。新鲜制备的 re-HIPEs 的乳

滴粒径要偏大，是因为初始乳液中大部分的游离蛋白

已除去，总体的蛋白浓度约 0.4 wt%，且大部分的蛋

白已吸附在微乳滴上。在进一步放大的微观图（40 倍）

中，发现大乳滴间都填充着大量的初始乳液中的微乳

滴，而新鲜制备的 re-HIPEs 的微乳滴明显要更多且略

大一些。在放置 20 d 后，两者的大乳滴粒径和形貌变

化不大，外观也未出现破乳漏油现象，且 40 倍的微观

图中两者更加相近。这说明初始乳液中的微乳滴对稳

定 HIPEs 是可以起到主导作用。 

2.4  对采用不同均质方式所制备的初始乳液

及对应 HIPEs 的性质表征 

经过上述实验探究可知BSA在1 wt%时用两步乳

化法制备的 HIPEs 的储藏稳定性最佳。而它所对应的

初始乳液的微乳滴粒径约为 d3,2=0.467 μm，d4,3=0.982 
μm。鉴于 Pickering 乳液稳定剂的尺寸效应也是一个
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重要影响因素（多数颗粒直径约 0.2~1 μm[19,20]）。因

此接下来固定蛋白浓度为 1 wt%，采用不同均质方式

以调控所输入的均质能量来改变微乳滴粒径，一定范

围内均质能量越高乳液的乳滴粒径会越小[21]。虽然改

变初始乳液的 ϕ也能调控微乳滴粒径的大小，但是在

稳定第二步的剩余油相的体积就会不同，引入两个同

时变化的因素使得结果难以归因。因此仍保持初始乳

液的 ϕ 为 0.2，只是改变输入的均质能量来调控微乳

滴粒径，以此来探究第二步所稳定的HIPEs的稳定性。 

 

 

 

 

 
图4 a：不同均质方式所制备的初始乳液放置20 d前后的微乳

滴粒径分布图；b：一步乳化法与不同均质方式所制备的初始乳

液对应的HIPEs室温储藏20 d前后的外观图；c：对应HIPEs

的流变特征；d：对应HIPEs的光学显微图；e：对应HIPEs的

激光共聚焦显微图 

Fig.4 a: The micro-droplets size distribution of the initial 

emulsions prepared by different homogenization methods 

before and after 20 d; b: The appearances of HIPEs emulsified 

by one-step or two-step with initial emulsions prepared by 

different homogenization methods before and after 20 d at 

room temperature; c: The rheology of HIPEs; d: The optical 

micrographs of HIPEs; e: The confocal laser scanning 

microscope images of HIPEs 

注：图 a 中*表示未测量数据，该样品出现明显的油水分

层，不符合仪器使用条件；图 c 中 G’弹性模量，G’’粘性模量；

图 d 中 10×标尺 100 μm，100×标尺 10 μm；图 e 中红色代表蛋

白，绿色代表油滴，标尺 20 μm。 

结合图 4a 和表 1 可知，微乳滴的粒径逐渐减小同

时对应处理的 AP%随之增大，故认为制备初始乳液的

均质能量是不同的。图 4a 显示 HS、US-57 W 初始乳

液粒径呈多峰分布，其他 3 种则是单峰分布，放置 20 
d 后，乳液粒径有略微增大，其中超声制备的样品曲

线右移较明显，而 HS 的样品则是因为 20 d 出现油水

分层现象，不符合仪器测量条件。由图 4b 可知，HS
的样品是用 30000 r/min 高速均质制备出的初始乳液

（油滴粒径 d3,2=5.59 μm，d4,3=17.60 μm），并不能有

效提升 HIPEs 的储藏稳定性。而只有采用超声或高压

微射流后所制备的初始乳液，即微乳滴在 d3,2=1.06 
μm，d4,3=2.16 μm 以下时，才能有效提升 HIPEs 的储

藏稳定性。图 4c 是选取了两个比较代表性的 HIPEs
即 US-570 W、MF-80 MPa 室温储藏 20 d 前后的流变

特征，发现后者的 G’比前者要低些。放置 20 d 后，

两者的 G’对频率变化的依赖程度减小，即以弹性为主

的凝胶网络结构有所增强。再由图 4d、e 分析可得，

超声和微射流处理的HIPEs的大乳滴的间隙中填充和

附着着密密麻麻的微乳滴（红色箭头指示），而一步

乳化法和 HS 的则没有。再来看表 1，zeta 电位值在没
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有静电屏蔽的条件下，主要呈现出随乳液粒径的减小

而增大的趋势，但在 50 mM 的 NaCl 溶液中电位值显

著下降且下降后的电位值的差异没有显著性。因此结

合图 3 说明这些粒径小到一定程度的微乳滴的存在是

提升 HIPEs 稳定性的重要原因。 
表1 不同均质方式所制备的初始乳液的电位值和AP%值 

Table 1 The Zeta-potential and AP% of the initial emulsions 

prepared by different homogenization methods 

初始乳液 
ζ/mV 

AP% 
去离子水 50 mM NaCl 

HS -27.9±1.25ef -16.27±1.29ag 2.68±0.43d

US-57W -31.17±1.04df -16.37±0.71ag 17.53±1.46c

US-570W -38.23±0.50bf -17.13±0.64ag 40.34±3.56b

MF-40MPa -35.27±0.90cf -16.40±1.15ag 46.78±0.79a

MF-80MPa -43.33±0.87af -16.47±1.53ag 48.28±0.33a

注：a~e 为纵向显著性对比，f~g 为横向显著性对比。 

2.5  热稳定测试 

 

 
图5 a：一步乳化法与两步乳化法所制备的HIPEs 100 oC 加热

15 min前后外观及光学显微图；b：两步乳化法所制备的HIPEs 

100 oC加热15 min前后的流变图 

Fig.5 a: The appearances and optical micrographs of HIPEs 

emulsified by one-step or two-step before and after heating at 

100  for 15 min℃ ; b: The rheology of HIPEs emulsified by the 

two-step before and after heating 

注：a 图标尺为 100 μm；b 图 G’弹性模量，G’’粘性模量。 

两步乳化法除了显著提升了HIPEs的储藏稳定性

外，还赋予了其较佳的热稳定性。图 5a 表明一步乳化

法制备的 HIPEs 加热后出现破乳，而两步乳化法制备

的并未因高温处理而出现失稳现象且光学显微图显示

微观结构依然完整，只是乳滴粒径有所增大。此外，

加热后 G’显著上升，是因为高温使 BSA 结构被破坏，

更多的非共价或共价（二硫键）结合位点暴露出来，

这使得无论是否吸附在油水界面上的 BSA 分子之间

发生更大程度的物理或化学交联，从而使凝胶网络结

构更坚实，类似的结果见于卵清蛋白制备 HIPEs 的研

究报道中[1]。 

3  结论 

本研究以天然的BSA为蛋白模型，结合Pickering
乳液稳定机理，以高能均质方式制备的微乳滴为类

Pickering稳定剂，通过两步乳化法显著提高了蛋白基

HIPEs的稳定性。以ϕ为0.2的初始乳液为例，改变不同

蛋白浓度和均质能量，通过表征其特性，发现蛋白浓

度在1 wt%最合适。微乳滴的体积平均粒径在2.16 μm
及以下时可以有效提升HIPEs的稳定性，但若小于

0.425 μm时HIPEs的弹性反而会下降。这是因为同体积

初始乳液的粒径越小则微乳滴数量越多，从而超过

HIPEs桥联絮凝的颗粒浓度阈值，使其转变成流动性

更强的空缺絮凝状态。结合微观结构表征及去除游离

蛋白的对比实验结果，表明初始乳液中的微乳滴的存

在是提升HIPEs稳定性的主导原因。这种两步乳化法，

除了蛋白乳化剂外，也适用于一些小分子乳化剂[22]。

综上，本文提升了由BSA制备的HIPEs在保健食品、

特殊医疗食品方面的应用潜力，亦为其他类型乳化剂

稳定HIPEs带来一些启示。 
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