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三种蛋白包覆纤维素纳米晶稳定皮克林乳液

的构建及体外消化特性

傅亮1，李雪影1，杨涛2，刘付1*

（1.暨南大学食品科学与工程系，广东广州 510632）（2.海南医学院药学院，海南海口 571199）

摘要：纤维素纳米晶（CNCs）由于其表面固有的强亲水性，往往需要修饰改性才能应用，如乳液稳定。该文

研究了三种蛋白（牛血清蛋白 BSA、酪蛋白酸钠 CAS 和大豆分离蛋白 SPI）通过静电修饰 CNCs 表面性质的可行性，

并研究了其对 CNCs 乳液体外消化特性的影响。首先研究了 pH 值 3.0 时蛋白与 CNCs 的作用模式、吸附比例、颗

粒结构特征，结果发现二者可以通过静电作用结合（Zeta 电位由 -35 mV 至 +20 mV），CNCs 表面蛋白吸附比例由

100%（蛋白浓度 0~0.1%，m/V）逐渐降低至 40%~60%（蛋白浓度 0.5%，m/V）。静电修饰引起 CNCs 絮凝，显著改

善其两亲性（接触角由 35°增加至 75°~80°）。然后研究了蛋白包覆 CNCs 的乳化性质，结果发现蛋白包覆 CNCs 形

成了粒径为 3~9 μm 的絮凝乳液，且凝聚稳定性更好，不同蛋白之间无显著差异。体外消化结果表明，与吐温 20 乳

液（~90%）相比，蛋白包覆 CNCs 稳定乳液具有更低的游离脂肪释放率（~80%），蛋白种类影响不显著。可见，三

种常见蛋白能够通过静电吸附方式修饰 CNCs 并将其转化为良好的 Pickering 稳定剂。该文研究结果能够极大丰富食

品级皮克林稳定剂的来源，并促进相关功能乳液食品的开发。
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Abstract: Cellulose nanocrystals (CNCs) are modified for emulsion stabilization purposes due to their intrinsic strong 

hydrophilicity. The purpose of this study was to investigate the feasibility of using three proteins (bovine serum protein/

BSA, sodium caseinate/CAS, and soy protein isolate/SPI) for modifying the surface properties of CNCs through electrostatic 

modification and their impacts on the in vitro digestion properties of CNC emulsions. The three proteins and CNCs were first 

investigated for their interaction profiles, protein adsorption percentages, and particle structure characteristics at pH 3.0. The 
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肥胖已经成为世界范围内的一个公共健康问

题，它会增加包括糖尿病、心血管病及癌症在内的

各种疾病风险 [1-4] 。高脂饮食是肥胖流行病的主要

驱动因素之一 [1,3] 。目前控制肥胖的方式主要有服用

药物和增强运动，前者有一定的副作用，后者有一

定的实现难度 [5] 。食品工业也在为抑制肥胖做出努

力，如寻找能够抑制消化酶（特别是脂肪酶）的天

然成分及设计食品结构控制脂肪消化吸收。食品结

构设计主要是基于“回肠刹车”机制 [6] ，即营养物

质到达回肠可激活胃肠道的反馈，抑制饥饿感产生，

进而减少主动摄入食物。因此，通过抑制或减缓脂

质消化，诱导回肠刹车机制，减少食欲和促进饱腹

感 [6,7] ，是干预肥胖的一种新策略。脂质消化是一

个界面过程，受消化酶、胆汁盐等影响 [7,8] 。乳液的

结构和稳定性可以在脂质消化和吸收中发挥重要作

用 [9] 。因此，许多研究人员致力于构建稳定的乳液，

并设计乳液的界面结构以延迟或抑制脂质消化 [10-13] 。

纤维素纳米晶（CNCs）具有来源广泛、生物相

容性、可生物降解 [14,15] 等优点而应用空间广阔 [16-20] 。

CNCs 不能被人体酶消化及具有高纵横比特征，能

在油水界面处提供较高的空间位阻和机械强度，在

调节脂质消化方面可以带来优于球形颗粒的优势 [8] 。

然而，由于 CNCs 表面过强的亲水性，往往需要改

性后使用，如稳定皮克林乳液 [21] 。常见的 CNCs 改
性包括化学改性和物理改性，前者主要涉及表面羟

基的共价化学（例如，酯化、醚化、聚合物接枝

等） [22,23] ，而后者涉及表面活性剂或聚合物的吸附。

这些方法不符合“清洁标签”要求，在食品行业应

用受限。

食物蛋白不仅具有很高的营养价值，还具有

良好的功能性质 [24] 。例如食物蛋白具有良好的两

亲性而常用于稳定乳液 [25,26] ，也可以吸附于其他颗

粒表面并赋予其两亲性进而稳定乳液 [16,27,28] 。我们

前期研究发现，少量牛血清白蛋白（Bovine Serum 
Albumin, BSA）修饰的 CNCs 可以稳定 Pickering 高

内相乳液 [29] 。乳铁蛋白在 pH 值 3.0 和 7.0 通过静电

作用吸附于 CNCs 表面改善其稳定乳液性质 [30] 。然

而，由于食物蛋白种类众多，且结构和性质差异大，

因此有必要研究不同蛋白对颗粒包覆修饰的差别。

本研究旨在利用三种蛋白对 CNCs 进行包覆修

饰，探究食物蛋白修饰 CNCs 的通用性及修饰颗粒

性质差异。我们基于动植物来源和蛋白结构特性选

取牛血清蛋白（BSA，动物性球状蛋白）、大豆分离

蛋白（SPI，植物性球蛋白）和酪蛋白酸钠（CAS，
动物性非球状蛋白）作为 CNCs 的修饰剂。首先研

究在 pH 值为 3.0 下三种蛋白（BSA、SPI 和 CAS）
对 CNCs 包覆修饰，并研究包覆修饰颗粒的基本性

质。然后研究了蛋白包覆的 CNCs 的乳化性质。

最后研究了蛋白包覆的 CNCs 稳定乳液的体外消

化特性。本研究结果不仅可以极大的拓宽食品级

颗粒乳化剂的来源范畴，还为新型功能性食品开

发提供帮助。

1  材料与方法 

1.1 原料 

CNCs（含量 8 wt.%）购于桂林奇宏科技有限

公司；BSA（含量＞98%）西格玛奥德里奇贸易有

限公司；CAS（含量＞80%）购于麦克林生物化学

有限公司；SPI（含量＞98%）实验室采取经典的“碱

溶酸沉”原理提取并经透析、冻干得到 [31] ；大豆油

购于当地（广州）超市。胃蛋白酶、胆汁提取物、

electrostatic interaction was found to be able to combine them (zeta potential between -35 and +20 mV). Meanwhile, the 

adsorption of proteins on CNC surfaces was gradually reduced from 100% ( protein concentration at 0~0.1% m/V ) to 40%~60% (protein 

concentration at 0.5% m/V ). Electrostatic modification caused CNCs to flocculate and become significantly more amphiphilic 

(contact angle increased from 35° to 75°~80°). It was found that protein-coated CNCs formed flocculated emulsions with 

particle sizes of 3~9 μm and had better coalescence stability, with no significant differences between the three proteins. The 

simulated in vitro digestion results show that protein-coated CNC-stabilized emulsions released less free fatty acid (~80%) 

than the Tween 20 emulsion (90%), with no significant difference between different protein coatings. It can be seen that the 

common three proteins can be used to modify CNCs by electrostatic adsorption and transform them into good Pickering 

stabilizers. The findings in this paper can greatly enrich the source of food-grade Pickering stabilizers and promote the 

development of related functional emulsions for the food industry.
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胰酶、脂肪酶、尼罗红、钙氟白荧光染料等购于西

格玛奥德里奇贸易有限公司；所有其他化学品均为

分析级。

1.2 主要仪器设备

Biosafer 超声波破碎仪，中国赛飞有限公司；

5810R 冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；Infinite 
200pro 光栅型多功能微孔板检测仪，瑞士 Tecan
公 司；Zetasizer Nano ZS 激 光 纳 米 粒 度 仪， 英

国 Malvern 公司；Nanoscope IIIa 原子力显微镜，

Bruker AXS 有限公司；SCIENTZ-10N 冷冻干燥机，

宁波新芝生物科技股份有限公司；Vector 70 傅里叶

转换红外光谱、D8 ADVANCE X- 射线衍射仪，美

国布鲁克科技有限公司；OCA 20 AMP 视频光学接

触角测量仪，德国 Dataphysics 公司；T25 高速剪切

机，德国 IKA 公司；BMC-500 光学显微镜，江西凤

凰光学股份有限公司；SALD-2300 粒度仪，日本岛

津公司；自动电位滴定仪，瑞士万通中国有限公司；

Zeiss LSM880 Airyscan 激光共聚焦显微镜，卡尔蔡

司股份有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 蛋白包覆-CNCs颗粒的制备

将 CNCs 用去离子水稀释至 1%（m/V），随后将

CNCs 分散液的 pH 值调至 3.0。分别称取 BSA、CAS、
SPI溶于去离子水中（1%，m/V），调节 pH值至 3.0，搅

拌 2 h，并 4 ℃过夜放置使其水合完全。次日将蛋白溶

液恢复至室温，并稀释至 0.02%~1%（m/V），然后与

1%（m/V）CNCs（pH 值 3.0）等体积混合并充

分搅拌 30 min。最终得到（0.01%~0.5%，m/V）
蛋白 -0.5%（m/V）CNCs 颗粒的分散液，这里用

（0.01%~0.5%，m/V）B-CNCs、（0.01%~0.5%，m/V）
C-CNCs、（0.01%~0.5%， m/V） S-CNCs，分别标记

0.5%（m/V）CNCs 经过不同浓度的 BSA、CAS、
SPI 改性得到的颗粒。同时以 0.5%（m/V）的 CNCs、
BSA、CAS 和 SPI 作为对照。将部分颗粒分散液冻

干用作后续表征。

1.3.2 蛋白包覆-CNCs颗粒的表征

1.3.2.1 蛋白吸附率及分散液外观

蛋白对 CNCs 的吸附通过吸附率表征，测定方

法参考 Liu 等  [32] 并略有修改。简单来说，将新鲜

混合的蛋白 -CNCs 悬浮液在 8 050 g 的条件下离

心 20 min，沉淀为蛋白 -CNCs 混合物，上清液为游

离（未吸附）的蛋白。用 Bradford 蛋白浓度测定试

剂盒测定上清液和初始蛋白溶液中的蛋白浓度，根

据以下公式（1）可计算出吸附百分比（AP, %）：

A =
C0-Cf

C0
×100%                                            （1）

式中：

A——蛋白吸附率（AP），% ；

C0——与 CNCs 混合前的初始蛋白浓度，%（m/V）；

Cf——与 CNCs 混合后离心上清液中蛋白浓度，%（m/V）。

取各悬浮液 5 mL 装入透明玻璃瓶中，于常温

下存储 30 d。储存期间通过肉眼观察及拍照评估分

散液储藏期间的物理稳定性。

1.3.2.2 Zeta电位

使用激光纳米粒度仪测定蛋白 -CNCs 分散液的

Zeta 电位，测量前将分散液用 pH 值 3 的去离子水

稀释 10 倍。测试温度为 25 ℃，平衡时间为 1 min，
所有样品测定三次取平均值。

1.3.2.3 X射线衍射分析

CNCs 经蛋白包覆修饰后的结晶度可通过 X
射线衍射分析（X-ray Diffraction, XRD）表征。

测定条件为：电压 40 kV，电流 40 mA，扫描角度

2θ为 5 °~30 °，扫描步长 0.02°，测试温度为 25 ℃。

1.3.2.4 傅里叶变换红外光谱仪（FT-IR）
CNCs 经蛋白包覆修饰前后的表面基团变化可

以通过傅里叶变换红外光谱仪（Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy, FT-IR）表征。称取 1~2 mg 样

品，按 1:100 质量比加入 KBr 粉末，混合均匀并

充分研磨，用压片机将混合粉末压成薄片。利用

Vector 70 型 FT-IR 仪器进行测定，测定条件为：波

长 400~4 000 cm-1，分辨率 2 cm-1，温度 25 ℃。

1.3.2.5 原子力显微镜（AFM）

0.5%（m/V）CNCs 经 0.05%（m/V）蛋白包覆

修饰前后的微观形貌可通过原子力显微镜（Atomic 
Force Microscopy, AFM）观察。将样品分散液用 pH
值 3 去离子水稀释至 5 μg/mL（以 CNCs 计），取

5 μL 稀释样品滴在新鲜剥开的云母片表面，常温下

自然风干。利用 Nanoscope IIIa 多模式扫描探针

显微镜成像，成像条件为：频率 150 kHz，扫描

速率 1.0 Hz。
1.3.2.6 接触角测定

经蛋白修饰前后的 CNCs 表面性质可通过测

定接触角进行表征，测定方法参考 Chen 等  [33] 并

略有修改。首先，将冻干的样品粉末压成直径为
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13 mm，厚度为 2 mm 的圆片。随后将圆片放进装

有大豆油的玻璃透光皿中，用高精准注射器将 5 μL
去离子水滴加到样品表面。水滴在圆片表面的湿润

情况由高速摄影机记录，经过 OCA 20 AMP 软件分

析可得到改性 CNCs 颗粒的接触角。所有样品重复

测定三次。

1.3.3 蛋白-CNCs颗粒稳定皮克林乳液的制备及表征

1.3.3.1 乳液制备

使用两步法制备乳液，方法参考文献并略作

修改 [29,34] 。将前述得到的蛋白 -CNCs 分散液与大

豆油以 8:2 的体积比混合，先使用高速剪切机（ika 
T25）在 13 000 r/min 的剪切速度下，乳化 1 min。
接着再经过超声波破碎仪在功率 40%、超声间隙时

间：3 s 开 /3 s 关的条件下，超声总用时为 1 min，
并辅以冰水浴防止过热。最终得到蛋白 -CNCs
稳定的皮克林乳液。对照组乳液（包括未改性

CNCs、纯蛋白及吐温 20）均按本方法制备，浓度

均为 0.5%（m/V），油水比例为 5:5。
1.3.3.2 乳液的外观及乳析指数

通过观察乳液在储藏过程中的界面（乳液层与

水层）位置变化情况，表征乳液的乳析稳定性。将

新鲜制备的乳液注入样品瓶中，室温下储存 30 d，
通过拍摄照片记录乳液外观的变化。同时持续测量

乳液层或下水层高度，通过以下公式（2）计算乳

析指数（CI, %）
 [35] ：

B =  
HS

HE
 ×100%                                                  （2）

式中：

B——乳析指数（CI），% ；

HE——玻璃管内乳液的总高度，cm ；

HS——玻璃管中下部透明水层或浑浊层的高度，cm。

1.3.3.3 乳液的微观结构

乳液的微观结构使用光学显微镜观察。先将各

乳液样品适当稀释，然后取一滴稀释乳液滴在载

玻片上，缓慢盖上盖玻片，防止产生气泡，使用

BMC-500 凤凰光学显微镜观察，并拍照记录。

部分乳液（模拟消化后的乳液）的微观结构

使用激光共聚焦显微镜（CLSM）观察，根据参考

文献方法对乳液染色  [36] 。取 500 μL 样品与 10 μL
尼罗红（染大豆油）、100 μL 钙氟白（染 CNCs）
混合，激发波长分别为 545 nm、405 nm。使用

CLSM 获得乳液微观结构的图像，并用 ZEN 2.3
软件分析图像。

1.3.3.4 乳液的粒径

乳液的液滴尺寸由 SALD-2300 粒度仪测定。

测量前样品先经去离子水稀释 10 倍，在搅拌模式、

折射率为 1.45-0.5i 的条件下测量，每个样品测 3 次

取平均值。

1.3.3.5 体外消化实验

体外胃肠道消化模型的构建参考文献的方法

并稍作修改  [9,37,38] ，研究乳液在不同消化阶段的稳

定情况以及脂质消化率。首先，用 pH 值 3 的去离

子水将乳液的油相浓度稀释到（4 wt.%）并预热至

37 ℃ [9] 。

模拟胃消化：事先配制好模拟胃液（SGF），取

2 g 氯化钠（NaCl）和 7 mL 盐酸（HCl）溶解到去

离子水中，定容至 1 L。取 15 mL 稀释乳液与 15 mL
含有胃蛋白酶的 SGF（3.2 mg/mL）混合，调节 pH
值至 2.5，然后在 100 r/min、37 ℃的条件下孵育 2 h。

模拟小肠消化：对于小肠阶段，将胃消化阶

段的混合物（30 mL）放入自动滴定装置的容器

中，然后加入 1 mL 盐溶液（110 mg CaCl2 溶于

PBS，pH 值 7）、4 mL 胆汁提取物溶液（187.5 mg
胆汁提取物溶于 PBS，pH 值 7.0），并将 pH 值调

回 7.0。随后加入 2.5 mL 新鲜酶溶液（60 mg 脂肪

酶和 20 mg 胰酶溶于 PBS，pH 值 7.0），反应过程

用 0.1 mol/L 的 NaOH 将 pH 值维持在 7.0，时间为

120 min。根据反应过程中 NaOH 消耗体积计算最终

游离脂肪酸（Free Fatty Acids, FFA）释放率，公式

（3）如下 [39] ：

D =
VNaOH ×CNaOH×Mlipid

2Wlipid
 ×100%                        （3）

式中：

D——游离脂肪酸释放率（FFA），100% ；

VNaOH——消耗的 NaOH 溶液的体积，mL ；

CNaOH——NaOH 溶液的摩尔浓度，mol/L ；

Mlipid——大豆油的分子量，800 g/mol ；

Wlipid——反应中最初存在的大豆油的质量，0.6 g。

消化过程中乳液粒径及微观结构表征同 1.3.3.2
和 1.3.3.4。

1.3.4 数据处理分析

实验数据均以“平均值 ± 标准差”的形式表
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示，使用 SPSS 26.0 软件对数据进行独立样品 t 检
验或单方差分析（ANOVA），并采用 Duncan 法作

为事后多重比较，置信区间为 95%。

2  结果与讨论

2.1 食物蛋白对CNCs的包覆修饰及表征

图 1 0.5%（m/V） CNCs 与不同蛋白（BSA、CAS、SPI，

浓度 0~0.5%，m/V）在溶液（pH 值 3.0）中的相互作用

Fig.1 Interaction of 0.5% (m/V ) CNCs with different proteins

 (BSA, CAS, SPI, with concentration of 0~0.5%, m/V ) in

 solution (pH value 3.0)

注：（A）0.5 %（m/V）CNCs 对不同蛋白的吸附率，  （B）

0.5%（m/V）CNCs 与不同蛋白混合后的 Zeta 电位，（C） 

0.5%（m/V）CNCs 与不同蛋白混合后的溶液储藏 30 d 后

的外观图，（D）原始 CNCs 与蛋白包覆修饰 CNCs 的原子

力显微镜图（a 为原始 CNCs，b 为 BSA-CNCs，c 为 CAS-

CNCs，d 为 SPI-CNCs）。

首先研究了溶液中 CNCs 与食物蛋白相互作用

情况，结果如图 1。电位结果（图 1B）表明，pH
值 3.0 时，食物蛋白带正电（Zeta 电位分别为 +25.7
（BSA）、+25.8（SPI）、+23.5 mV（CAS）），CNCs
带负电（Zeta 电位为 -31.3 mV），二者可以通过静电

作用结合 [28,40] 。当固定 CNCs 浓度为 0.5%（m/V）时，

增加蛋白的浓度（由 0%（m/V）至 0.1%（m/V）），
体系的电位值（负电荷）逐渐减小，在 0.1%（m/V）
左右接近 0 mV ；进一步增加蛋白浓度（0.1%（m/V）
至 0.5%（m/V）），体系电位转正并保持在 20 mV 左

右。由图 1A 可以看出，CNCs 对蛋白的吸附率与

蛋白浓度紧密相关。当 CNCs 浓度固定在 0.5% 时，

增加蛋白浓度至 0.1%，蛋白吸附率为 100%，表明

CNCs 和蛋白几乎完全结合 [29] 。而进一步增加蛋白

浓度，蛋白吸附率急剧下降，表明蛋白相对 CNCs
过量，更多的蛋白没有与 CNCs 作用。不同蛋白之

间呈现出一定差异，其中 CAS 对 CNCs 的吸附率下

降的比较慢一些，其次是SPI，最后是BSA，0.5%（m/V）
蛋白浓度时的蛋白吸附率分别为 55%（CAS）、38%
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（SPI）、35%（BSA）。上述结果表明，在蛋白浓

度 0.1%（m/V）以下时，蛋白在 CNCs 表面可能以

单层形式吸附，而在蛋白浓度 0.1%（m/V）以上可能

形成多层结构。Liu 等 [29] 也发现 BSA 在 0.08%（m/V）
以下全部吸附到 CNCs 表面而高于 0.08%（m/V）则

吸附率很快下降。Li 等 [30] 利用乳铁蛋白也发现了类

似的结果。

静电作用可能导致聚集甚至沉淀。蛋白与

CNCs 作用后的外观（0 d 及 30 d）如图 1D，从

图中可以看出，蛋白加入后，溶液变得明显浑浊，

储藏 30 d 后部分出现分层，出现分层最明显样品

是蛋白浓度在 0.08%（m/V）附近的样品。这些

结果与前述电位数据及蛋白吸附率数据吻合，即

在电位值最低，吸附率最高，分层最明显。尽管

储藏后出现分层，但轻轻摇匀后仍然可以恢复到

刚制备时情况，表明二者作用后形成的絮凝或沉

淀为松散结构  [29] 。从原子力显微镜（图 1D）可

以进一步观察到 CNCs 与蛋白作用后的结构变化。原

始 CNCs 呈现分散的针状结构（见图 1D-a），尺寸为

100~200 nm（长）和 10 nm（直径），与经典的

CNCs 尺寸相吻合  [36] 。在与蛋白复合后，CNCs
发生明显的絮凝或聚集现象，但不同蛋白之间差

异不大。这种絮凝现象也有文献报道的 BSA 修饰

CNCs 和乳铁蛋白（LF）修饰 CNCs 场合  [29,30] 。 

图 2 不同蛋白（a~c）包覆修饰 CNCs 的 FT-IR

图（a~c）和接触角（d）

Fig.2 FT-IR (a~c) and contact angles (d) of CNCs modified 

with different protein

注：a 为 BSA，b 为 CAS，c 为 SPI。FT-IR 图中虚线分别

表示波数 2 907、1 655、1 535 cm-1 的位置。

为了进一步确认蛋白与 CNCs 之间的相互作用，

对 CNCs、蛋白及蛋白 -CNCs 做了傅里叶变换红外

光谱（FT-IR）（图 2a~2c）。如图所示，可以清楚的

看到 CNCs 典型的特征峰：3 350 cm-1 附近的 O-H
拉伸，2 900 cm-1 附近的 -C-H 拉伸，1 640 cm-1 附

近的吸附水的 O-H 弯曲，1 500~700 cm-1 的典型纤

维素特征峰 [41]。纯蛋白的 FT-IR 与之前文献报道的

基本一致 [29]。3 000 至 3 600 cm-1 范围内的宽峰分别对

应于水分子和肽键（酰胺）的 OH 和 NH 振动伸展 [17]。

2 958 cm-1 处的峰对应 C-H 伸展。这里有两条酰胺

带（酰胺 I 和 II）与蛋白质肽键振动有关，分别位

于 1 664 和 1 555 cm-1 区域 [18,19]。此外，在 1 242 cm-1

处还出现了一个小的酰胺 III 带。1 400 cm-1 附近的

带归因于 CH2 的对称弯曲。1 079 cm-1 处的峰值对应

于 CO 拉伸振动。与纯 CNCs 相比，蛋白修饰后的

CNCs 显示出 CNCs 和蛋白的特征峰，包括 O-H 振动 /
N-H2 拉伸（3 300 cm-1），C-H 拉伸（2 900 cm-1），吸附

水分子（1 640 cm-1），蛋白的酰胺 I 和 II（1 664 cm-1
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和 1 550 cm-1）以及纤维素特征峰（1 500~700 cm-1）。

其中 1 540 cm-1 处的峰属于蛋白的酰胺 -I 带，其强

度随蛋白含量增加而增加，表明蛋白与 CNCs 发生

了相互作用。经蛋白修饰后 3 350 cm-1 附近特征峰

变得更宽，表明氢键的强化 [42]。红外结果表明，蛋

白与 CNCs 之间除了静电作用外，还有氢键参与。

一些研究也报道了壳聚糖与 CNCs、BSA 与 CNCs
之间存在静电和氢键作用 [42,43]。不同蛋白修饰的

CNCs 的 FT-IR 图比较相似，没有明显的差异。

三相接触角常用来衡量材料或颗粒表面的润湿

性或亲疏水情况，与其乳化性质密切相关。较小的

接触角（小于 90°）一般表示表面是高度润湿的或

亲水的；较高的接触角（大于 90°）一般表示润湿

性差或疏水的。从图 2d 中可以看出，未修饰 CNCs
的接触角为 36°，表明其亲水性较强。CNCs 接触

角结果与文献基本一致 [44] ，主要是因为表面含有大

量的羟基。蛋白修饰后，CNCs 的接触角明显提高。

Feng 等 [27] 利用酪蛋白酸钠修饰玉米醇溶蛋白颗粒也

得到了相似的结果。CNCs 接触角的提高跟蛋白种

类和浓度相关，其中蛋白浓度关联更大。具体地，

当蛋白浓度增加至 0.02%（m/V），CNCs 接触角增

加至 51°~58°。进一步提高蛋白浓度至 0.1%（m/V），
CNCs 接触角也随之增加至 76°~85°。当蛋白浓度为

0.1%（m/V）时，不同蛋白修饰 CNCs 的接触角分

别为 84.2°（BSA）、76.2°（CAS）和 81.6°（SPI）。
CNCs 经过蛋白的修饰得到了较好的两亲性，且 θ
接近 90°，具有稳定水包油皮克林乳液的潜力。酪

蛋白酸钠修饰玉米醇溶蛋白颗粒可以将其接触角从

~30° 提高至 ~80°，显著改善颗粒润湿性 [27] 。

2.2 蛋白包覆CNCs稳定乳液

蛋白修饰 CNCs 稳定乳液情况如图 3 和图 4。
如图 3 所示，超声乳化后，原始 CNCs 能暂时形成

粒径为 2.2 μm 的乳液（见图 3a 和 3b）。各蛋白修

饰 CNCs 能形成乳液平均粒径在 3~9 μm，均大于原

始 CNCs 乳液。在 BSA 和 CAS 修饰 -CNCs 稳定的

乳液中，乳液粒径大体随蛋白浓度增加而增加，最

大粒径出现在蛋白浓度为 0.08%~0.1%（m/V）处

（7~9 μm）；而在 SPI 修饰 CNCs 稳定乳液中，乳液

粒径先随蛋白浓度增加而先增加（至 6 μm）再略微

减小。通过乳液显微镜图（图 3a）可以看出，原始

CNCs 乳液的乳滴呈现分散状态，而蛋白修饰 CNCs
稳定乳液均有较大程度的絮凝发生。因此，上述蛋

白修饰 CNCs 稳定乳液场合中，乳液粒径反映的是

絮凝乳滴而非单个液滴。由前述颗粒表征结果可知，

蛋白包覆 CNCs 主要依靠静电作用，修饰后 CNCs 所
带电荷密度下降（最小值在 0.08%~0.1%（m/V）附

近），因此，蛋白修饰 CNCs 稳定乳液的絮凝情况

可归因于 CNCs 颗粒带电性质差异。我们前期的

一项研究也已证实 BSA- 修饰的 CNCs 具有优异的

乳化性，在剪切均质下能够形成絮凝的皮克林乳

液，但没有本文絮凝情况严重。由于 CNCs 的晶

体结构以及蛋白质在 CNCs 表面的完全吸附，我

们推测高能量的超声乳化主要是强化了乳液的絮凝

程度
 [29,30] 。

图 3 不同蛋白包覆 CNCs 稳定乳液的显微镜图和平均粒径 

Fig.3 Microscope images and average particle size of 

emulsions stabilized by CNCs coated with different proteins

注：其中蛋白分别为 BSA、CAS 和 SPI，蛋白浓度为

0%、0.02%、0.05%、0.08% 和 0.1%，m/V。显微镜图比例尺为

20 μm。

乳液的储藏稳定性结果如图 4a 和 4b 所示。从

图 4a 中可以看出，乳液在储藏过程中均发生了脂

肪上浮现象。脂肪上浮可以通过乳析指数（CI%）

来衡量，见图 4b。从图中可以看出，各乳液的 CI
随储藏时间的延长先快速提高而后缓慢增加甚至

保持不变，说明脂肪上浮在乳液制备后短时间内

即达到一个平衡。在储藏 30 d 后，各乳液 CI 大小
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顺序为：原始 CNCs（81%）＞ 0.02% 蛋白 -CNCs
（38%~47%）＞ 0.05% 蛋白 -CNCs（23%~30%）＞

0.08% 蛋白 -CNCs（22%~26%）≈ 0.1% 蛋白 -CNCs
（23%）。结合前面乳液微观结构和粒径可知，蛋白

修饰 CNCs 乳液发生分层主要归因于絮凝程度的不

同。而原始 CNCs 没有发生明显絮凝，反而乳析指

数最大，且储藏 30 d 后表面有油析出，表明原始

CNCs 乳液主要发生了凝聚，乳化稳定性最差，与

许多文献报道一致。这些结果表明，原始 CNCs 由
于亲水性强，不能很好的稳定乳液，而经过蛋白静

电修饰后可以显著提升 CNCs 的乳化性和乳液稳定

性（主要是凝聚稳定性）。一些文献也报道过类似

的吸附蛋白或多糖进而改善颗粒乳化性，包括疏水

蛋白修饰的无机硅颗粒 [45] 、酪蛋白酸钠修饰玉米醇

溶蛋白颗粒 [27] 、壳聚糖修饰 CNCs [42] 、乳铁蛋白修

饰 CNCs [30] 、酪蛋白酸钠修饰 CNCs [46] 。接下来进

一步探究蛋白修饰 CNCs 位于油水界面以及絮凝结

构如何影响乳液的脂肪消化特性。

图 4 不同蛋白包覆 CNCs 稳定乳液的外观（a）

及乳析指数 CI（b~d）

Fig.4 Visual photos (a) and CI (b~d) of emulsions prepared 

with different types and concentrations of protein-CNCs

注：其中蛋白种类为（b）BSA、（c）CAS 和（d）SPI，

蛋白浓度为 0%、0.02%、0.05%、0.08% 和 0.1%，m/V。

2.3 蛋白包覆CNCs稳定乳液的体外消化特性

利用两段胃肠消化模型评价蛋白修饰 CNCs 对
其稳定乳液脂肪消化的影响，结果见图 5。由图 5a
可以看出，游离脂肪酸（FFA）释放率曲线呈现典

型的先快后慢模式，在模拟小肠消化 30 min 即能达

到 70%~85% 的脂肪释放率，而后消化时间内缓慢

增加直至终点。与对照吐温 20 乳液相比，蛋白修

饰 CNCs 稳定乳液的脂肪消化率总体偏低。在消

化终点，对照吐温 20 乳液的脂肪消化率为 89%，

而 0.05%（m/V）B-CNCs 为 83.5%，0.05%（m/V）C-CNCs
为 81.2%，0.05%（m/V）S-CNCs 为 81.3%。由图 5c
可以看出，消化前，对照吐温 20 乳液呈现均匀单分
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散状态，而蛋白修饰 CNCs 乳液呈现明显絮凝结构，

与前述乳液光学显微镜结果一致。在经过模拟胃部消

化后，乳液中絮凝结构明显减少，但仍然可见絮凝结

构。经过模拟小肠消化后，对照吐温 20 乳液仅剩少

量未消化油脂，而蛋白修饰 CNCs 乳液可见剩下大块

油滴（红色），主要是未消化油脂部分。絮凝结构对

乳液脂肪消化的影响也见于乳铁蛋白 -CNCs 乳液 [30] 。

图 5 蛋白包覆 CNCs 乳液在模拟消化中的 FFA 释放曲线

（a）、最终 FFA 释放率（b）及激光共聚焦图片（c）

Fig.5 FFA release curve (a), final FFA release (b) and CLSM

 images (c) of emulsions stabilized by protein-coated CNCs

注：图中标尺为 20 μm （大豆油被染成红色，CNC 被染

成蓝色）。

图 6 各浓度、各种类的蛋白 -CNCs 乳液在模拟消化

中的 FFA 释放率

Fig.6 FFA release rates from protein-CNCs emulsions at 

various concentrations and classes in simulated digestion

注：修饰 CNCs 的蛋白分别为（a）BSA、（b）CAS、

（c）SPI。

表面蛋白覆盖程度（蛋白 /CNCs 比例）对其稳

定乳液游离脂肪释放率的影响，结果见图 6。如

图 6 所示，不同蛋白 /CNCs 比例对乳液脂肪模拟消

化仍然呈现典型的先快后慢的趋势，不同种类蛋白

之间略有不同。在B-CNCs中，消化过程中 0.1%（m/V）
B-CNCs 总体上消化程度明显要小一些；在 C-CNCs
中，不同蛋白浓度修饰的 CNCs 没有明显差异；在

S-CNCs 中，0.08%（m/V）或 0.1%（m/V）S-CNCs
乳液的脂肪消化程度比 0.05%（m/V）S-CNCs 要高

一些。尽管不同蛋白浓度对消化过程中 FFA 有一定

的影响，但不影响最终的脂肪消化程度（~80%）。上
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述结果表明，食物蛋白通过静电作用修饰 CNCs 颗粒，

形成絮凝乳液，该结构对模拟消化中乳液脂肪消化有

一定的抑制作用，但效果有限（机理示意图见图 7）。

图 7 不同类型乳液模拟消化过程的示意图

Fig.7 Schematic diagram of the simulated digestion process 

for different types of emulsions

3  结论

本文验证了食物蛋白静电修饰能够改善带电

亲水性颗粒（CNCs）表面疏水性进而改善其乳化

性质的可行性。蛋白静电修饰 CNCs 与浓度紧密相

关，在低蛋白浓度下（＜0.1%，m/V）蛋白完全吸

附到 CNCs 表面。蛋白修饰后的 CNCs 更容易发生

絮凝，絮凝程度与修饰蛋白用量紧密关联，蛋白 /
CNCs 比例为 ~1:5 时絮凝程度最大。蛋白静电修饰

显著提高了 CNCs 表面的疏水性，且随修饰蛋白用

量增加疏水性进一步增加（接触角接近 90°）。蛋白

修饰后的 CNCs 稳定的乳液虽然出现絮凝现象，但

凝聚稳定性很好。与传统表面活性剂 Tween 20 相

比，蛋白 -CNCs 乳液的脂质消化率下降了 10% 左

右，主要归因于乳液絮凝结构限制了酶与底物脂质

的接触。同时，不同蛋白种类仅对蛋白 -CNCs 颗粒

乳液脂肪消化速率有一定影响，对最终的消化程度

（FFA 为 ~80%）没有显著影响。因此，本文结果表

明食物蛋白静电修饰是一条绿色改性带电亲水性颗

粒（乳化性质）的通用性方法。本研究为拓宽纳米

纤维素在食品工业中的应用（如抗消化功能食品）

提供了新的思路。
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