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大豆分离蛋白与卵磷脂间相互作用对O/W型 
乳状液稳定性的影响

毕  爽，朱  颖，齐宝坤，王中江，邹晓霜，李  杨，江连洲，隋晓楠*
（东北农业大学食品学院，黑龙江 哈尔滨 150030）

摘  要：研究大豆分离蛋白与卵磷脂的复合比例及相互作用对乳化体系稳定性及功能性质的影响。结果显示：乳状

液的乳化活性和粒径分布等性质受大豆分离蛋白与卵磷脂比例分配的影响较大。当大豆分离蛋白与卵磷脂间的质量

比为10∶1时，复合体系的乳化活性较高（98.1 m2/g），同时乳液的体积平均直径D4,3最小（13.34 μm），乳液双峰

分布程度较低。乳化稳定性和ζ-电位测试结果显示，复合体系中大豆分离蛋白与卵磷脂比例为1∶1或100∶1都不利于

体系稳定，此时激光共聚焦显微镜观测乳液出现相分离和不规则非球形液滴。这说明大豆分离蛋白与卵磷脂作为复

合乳化剂具有最适配比，在该比例下大豆分离蛋白与卵磷脂间的相互作用对食品级水包油（oil-in-water，O/W）乳

状液的稳定性是有利的。
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Abstract: The purpose of this study was to explore the effect of the ratio and interaction between soybean protein isolate and 

lecithin on the stability and functional properties of emulsion systems containing them. The results showed that emulsion 

activity index and droplet size distribution were affected by the ratio between soybean protein isolate and lecithin. When the 

ratio was 10:1, a higher emulsion activity index (98.1 m2/g) and the smallest D4,3 (volume average diameter, 13.34 μm) as 

well as a lower level of bimodal distribution were observed. A soybean protein isolate-to-lecithin ratio of 1:1 or 100:1 was 

not suitable due to poor emulsion stability, as demonstrated by the measurement of ζ-potential. Phase separation and large 

irregular non-spherical droplets were evident under confocal laser scanning microscopy. Therefore, there was an optimal 

soybean protein isolate-to-lecithin ratio that provided good stability of food-grade O/W emulsion.  
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大豆蛋白是大豆食品中重要的营养成分，可为食品

提供风味和质感[1-2]。但天然大豆蛋白的功能性质在加工

中会受到一定程度的破坏，尤其是当溶液的pH值接近蛋

白质的等电点时，蛋白质的各种性质大幅度下降，不能

满足生产和加工的需要[3-4]。大豆卵磷脂（lecithin，Lec）
是一种两性离子表面活性剂，具有特殊的表面活性，可

以保证食品级乳状液的稳定性。作为一种生物小分子，

它可与蛋白质发生相互作用[5-6]。
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蛋白质和磷脂之间的相互作用会改变复合体系的表

面活性及蛋白质结构。已有研究证明蛋白质-磷脂复合

体系的形成：在中性条件下，大豆分离蛋白（soybean 
protein isolate，SPI）和Lec可通过静电相互作用和疏水相

互作用自发组成复合体系[7]。Ohtsuru等[8]研究发现大豆蛋

白与Lec之间存在交互作用，Lec在水溶液中形成囊泡或胶

束，将蛋白质包裹其中。也有研究表明环境因素可以改变

蛋白质与磷脂间的交互作用，影响复合体系的功能性质。

Sunder[9]和McClements[10]等研究发现NaCl浓度的增加会导

致乳清蛋白-磷脂乳液粒径增大，易造成油滴聚集，降低

乳液稳定性。Ma Lei等[11]研究指出pH值可以修改蛋白质和

磷脂复合物的表面活性，同时改变液滴之间的流体动力学

作用。但现今研究未能清楚地揭示蛋白质与磷脂间的相互

作用对复合体系功能性质的影响，且大豆蛋白与磷脂间的

比例对复合体系稳定性的影响研究也鲜有报道。

因此，本研究为揭示SPI和Lec的比例及相互作用对

复合乳化体系功能性质和稳定性的影响，采用不同质量

比的SPI与Lec（1∶1、5∶1、10∶1、25∶1、50∶1、100∶1）
在高压均质处理（60 MPa）条件下形成乳状液，并对复

合乳化体系的乳化活性、乳化稳定性、粒径分布、ζ-电位

及乳液微观形态进行分析和表征，明确乳化界面上SPI与
Lec的交互作用及乳化剂比例对复合体系性质及乳液形貌

的影响。以期为高乳化活性SPI-Lec复合体系的食品加工

过程提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

SPI  东北农业大学食品学院粮油加工实验室自

制；葵花籽油 九三粮油工业集团有限公司；十二烷基

硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）、盐酸、氢氧化

钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠 北京新光化工试剂厂；

Lec、尼罗红、尼罗蓝 美国Sigma公司；其他试剂均

为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

ULTRA-TURRAX UTL2000乳化机 德国IKA仪器

设备公司；超高压均质机FB-110T 上海励途机械设备

工程有限公司；722型可见分光光度计 上海光谱仪器

有限公司；Mastersizer 2000 激光粒度仪 英国马尔文

仪器有限公司；ZetaPALS-Zeta电位仪 美国布鲁克海

文仪器公司；TCS SP2激光共聚焦显微镜（confocal laser 

scanning microscope，CLSM） 德国Leica公司。

1.3 方法

1.3.1 SPI的制备

脱脂豆粉与水混合后，用2 mol/L的NaOH调节溶液

的pH值至8.5，50 ℃条件下搅拌l.5 h后，将其悬浮液在

4 ℃、10 000×g条件下离心20 min，取上清液再用2 mol/L  
HCl调节pH值至4.5。静置后在4 ℃、6 000×g条件下离

心20 min，取蛋白沉淀水洗2 次，最后将沉淀分散于水

中并用2 mol/L NaOH调节pH值至7.0。将此蛋白溶液冷冻

干燥后粉碎即得粉末状SPI[12]，蛋白质含量的测定：依据

GB 5009.5—2010《食品中蛋白质的测定》，最终测得蛋

白质含量为（90.11±0.40）%。

1.3.2 高压均质制备SPI与Lec比例不同的乳状液

将SPI与Lec分别按1∶1、5∶1、10∶1、25∶1、50∶1、100∶1
的质量比置于烧杯中（蛋白质质量浓度为10 mg/mL）， 

搅拌1 h使SPI和Lec充分溶解并产生交互作用。向最终溶

液中添加葵花籽油，油相体积分数为25%。采用乳化机

20 000 r/min预乳化2 min制备初级乳液，二次乳化采用高

压均质机，均质压力为60 MPa。
1.3.3 乳化活性及乳化稳定性的测定

高压均质0 min和10 min的乳液样品底部各取50 μL，
再用0.1 g/100 mL SDS稀释200 倍，漩涡振荡混匀后用

分光光度计在500 nm波长处测其吸光度A，以SDS作空

白对照[13]。乳化活性（emulsifying activity index，EAI）
和乳化稳定性（emulsion stability index，ESI）分别如式

（1）、（2）所示。

EAI/ m2/g 2 2.303
          A0 N

ρ θ L 10 000
	 （1）

EAI/min T10－T0

    A0

A0 A10

 （2）

式（1）、（2）中：N为稀释倍数（200）；θ为油相

体积分数（1/4）；L为比色杯厚度（1 cm）；ρ为乳化液形

成前蛋白质水溶液中蛋白质质量浓度（10 g/mL）；A0、

A10为乳状液在0、10 min的吸光度；T10－T0＝10 min。
1.3.4 乳层析指数的测定

将制备好的乳液分别置于20 mL的具塞比色管中于

25 ℃静置7 d，每天观察SPI-Lec乳液的相分离现象并记

录。底部清液层高度Hc和乳液总高度Ht的比值代表乳液

的乳层析指数。按公式（3）计算[14]。

/% 100
Hc

Ht

	 （3）

1.3.5 粒径分布的测定

利用Mastersizer 2000激光粒度仪进行粒径分布测

定。对不同比例的SPI-Lec乳状液样品进行测定。参数

设置：分散剂折射率1.33，颗粒折射率1.46，吸收参数

0.001[15]。

1.3.6 ζ-电位的测定

采用电位仪测定样品的ζ-电位，SPI-Lec乳液适度稀

释，上样体积为1 mL，测定温度为25 ℃，平衡2 min[16]。

计算3 次重复得到的平均值为测定值。
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1.3.7 CLSM观测
蛋白质经尼罗蓝染液染色后呈现绿色荧光，葵花籽

油经脂溶性荧光探针尼罗红染色后呈现红色荧光。分别

将适量尼罗红和尼罗蓝溶解在丙醇中，漩涡混合30 s后对

SPI-Lec乳液染色30 min。染色结束后取10 μL乳液于载玻

片上，采用CLSM观测SPI-Lec乳液的显微结构[17]。

2 结果与分析

2.1 乳化活性及乳化稳定性分析
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图 1 SPI与Lec的比例对SPI-Lec乳液乳化活性及乳化稳定性的影响

Fig. 1 Effect of SPI/lecithin ratio on emulsion activity index and 

stability index of SPI-lecithin emulsion 

大豆蛋白和大豆Lec是天然的表面活性剂，在食品乳

状液加工中常用作乳化剂，维持水包油型液滴的稳定。图1 
为不同比例的Lec含量对SPI乳化活性以及乳化稳定性的

影响。当SPI与Lec比例为1∶1时，乳化活性为75.4 m2/g， 

复合体系中蛋白比例的增加可以提高乳化活性和乳化稳

定性。当SPI与Lec比例达到10∶1时，蛋白质的乳化活性

为98.1 m2/g，较1∶1时提高30.11%，蛋白质的乳化稳定性

较1∶1时提高18.60%。已有研究显示，蛋白质的溶解度和

表面疏水性对乳化活性的改变有显著影响[18]。Sunder等[9]

研究显示，乳清蛋白-Lec乳液中蛋白质的乳化活性在一

定范围内随着乳清蛋白浓度的增加而上升，同时界面的

表面张力降低。随着可溶性蛋白质含量增加，其在油-水
界面上分散均匀，疏水基团与充分溶解后的Lec发生疏水

相互作用。Lec诱导SPI的疏水基团暴露从而增加了乳化

活性，一部分Lec占据在蛋白质未占据的油-水界面上，

也起到乳化的作用。然而，当蛋白质比例继续增加，乳

化活性和乳化稳定性又有所下降。Torrezan等[19]曾研究指

出在弱酸性或接近中性pH值条件下，蛋白质浓度过高会

导致乳化活性的降低。这与本实验结果相似。有研究指

出大豆蛋白在油-水界面可形成30～40 nm的吸附层，吸

附层的厚度说明大豆蛋白在界面上是以聚集体的形式吸

附的，大豆蛋白浓度增加的同时界面上蛋白质聚集体的

数量也随之增加，但是蛋白质聚集体柔性程度较低，在

油-水表面上并不利于与Lec发生交互作用，并且聚集的

蛋白质构象稳定性更强，不易解折叠及快速在油-水界面

上稳定，因此导致乳化活性的降低。SPI-Lec复合体系的乳

化稳定性变化趋势与乳化活性相似。总体上看，复合体系

中蛋白质的乳化活性和乳化稳定性随着SPI比例含量的增

加呈现先升高后下降的趋势。乳液的粒径也是影响乳液稳

定性的一个重要因素，相比于小液滴来说，大液滴更不利

于稳定
[20]。因此，粒径大小与乳化稳定性之间的相关性值

得探讨。

2.2 乳层析指数分析
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图 2 SPI与Lec的比例对SPI-Lec乳液乳层析指数的影响

Fig. 2 Effect of SPI/lecithin ratio on creaming index of SPI-lecithin emulsion

SPI与大豆Lec在不同比例下形成的乳状液乳层析指

数如图2所示。乳层析指数表征的是乳液抵抗重力分层的

能力，当SPI的添加量为Lec添加量的10 倍时，样品乳液

的乳层析指数最低，说明乳液的稳定性最好。大部分样

品在室温条件下放置24 h内即出现相分离现象（SPI与Lec
质量比为10∶1除外），可能是由于乳液表面的组成物电

荷含量较低的缘故，未能通过为液滴间提供足够的排斥

力阻止乳层析的发生[21]。乳层析现象与粒径分布情况具

有很大相关性。乳层析指数越高的样品，粒径双峰分布

程度越大。除此之外，乳化剂的组成也是影响乳层析指

数的重要因素[16]。乳液主要是由大豆蛋白、大豆Lec和
脂肪组成，其中大豆蛋白在油-水界面上作为主要成分

阻止乳液重力分层，也可与Lec发生疏水相互作用或静

电相互作用形成更为致密的乳化层，使乳液在几天之内保

持相对稳定。因此，SPI-Lec乳液（SPI与Lec质量为10∶1）
显示连续稳定的原因可能是乳化剂的组成成分中，蛋白柔

性结构舒张与Lec对接后复合体系的构象发生改变而提高

两者之间的相互作用。蛋白质含量过少，乳化效果较差；

蛋白质含量若过高，则高浓度的聚集体阻止蛋白质与Lec
相互作用的发生，乳液的稳定性由此受到影响。

2.3 乳液粒径分析

SPI和Lec不同比例下复合乳化体系的体积平均直径

D4,3可衡量乳液液滴的平均大小。高压均质处理使液滴

的破碎与重聚同时发生，但粒径D4,3的测量可迅速捕捉

液滴平均粒径的变化。SPI-Lec乳液的体积平均径和粒径

分布变化如图3所示。当SPI与Lec的比例为1∶1时，形成

的乳液体积平均径为27.14 μm，随着Lec含量的增加，

乳液的体积平均径逐渐降低，SPI与Lec的比例为10∶1时



82  2017, Vol.38, No.09             食品科学	 ※基础研究

D4,3最小，为13.34 μm。Chen等[22]研究发现磷脂的添加

对乳状液的乳析动力学和粒子密度产生影响，粒径减小

与界面层电荷增加有关，阻止乳液发生絮凝和聚沉。然

而，当SPI与Lec的比例达到25∶1以后，乳液的体积平均

径逐渐增加，当比例达到100∶1时，D4,3达到36.25 μm。

Scuriatti等[23]指出随着蛋白含量的添加，天然蛋白-磷脂

乳液的粒径增加，高含量蛋白给乳液带来一定程度的聚

沉。可能是过量的蛋白导致油-水界面上的磷脂分子被替

换，蛋白质与磷脂间的相互作用减弱，不能维持油以小

液滴存在，所以体系的粒径较小[24]。复合乳化体系液滴

粒径呈双峰分布，且主要分布在1～100 μm之间。SPI与
Lec以1∶1比例复合后，1 μm左右的峰值相对体积较低，

10～100 μm处的峰值较高。随蛋白质比例增加，粒径分布

曲线明显向小粒径方向移动。当SPI与Lec比例增加到10∶1
时，体系中部分小粒径粒子存在，大粒径粒子分布峰较

窄，且分布在3～30 μm之间。随着SPI含量进一步增加，

10～100 μm处的峰分布较宽，说明体系呈现大粒子化。
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图 3 SPI与Lec的比例对SPI-Lec乳液体积平均粒径D4,3和粒径分布的影响

Fig. 3 Effect of SPI/lecithin ratio on D4,3 and droplet size distribution 

of SPI-lecithin emulsion

2.4 ζ-电位分析

0

4

8

12

16

20

1 1 5 1 10 1 25 1 50 1 100 1
SPI Lec

ξ-
/m

V

图 4 SPI与Lec的比例对SPI-Lec乳液ζ-电位的影响

Fig. 4 Effect of SPI/lecithin ratio on ζ-potential of SPI-lecithin emulsion

不同样品的ζ-电位实验结果如图4所示。在中性条件

下，SPI-Lec乳液均具有负电性，当SPI与Lec的比例为1∶1
时，复合乳化体系液滴表面的电位为－15 mV左右，随着

SPI复合比例的增加，液滴ζ-电位绝对值增加缓慢，10∶1
时到达拐点，ζ-电位值达到－19 mV左右。随着Lec比例

的进一步减小，ζ-电位绝对值呈现急剧下降的趋势，当

SPI与Lec比例达到100∶1时，液滴的电位值为－12 mV左

右。ζ-电位的绝对值较高，说明乳液液滴表面的同种电荷

含量较高，彼此间的静电斥力保证乳液在储存期间发生

液滴扰动，因此稳定性较强[25]。实验结果说明Lec的复合

比例可改变复合乳化体系的表面电位。SPI与Lec的比例

为10∶1时可以提高复合乳化体系ζ-电位的绝对值，由于静

电排斥而维持了乳液的稳定性，抑制乳液在储存期间液

滴的扰动。该结果可支持2.1节中样品乳化稳定性较好的

结果。

2.5 CLSM乳液显微结构
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A～F. SPI与Lec质量比分别为1∶1、5∶1、10∶1、25∶1、50∶1、100∶1。
图 5 不同SPI与Lec比例下乳液CLSM图

Fig. 5 Confocal laser scanning microscopic pictures of SPI-lecithin 

emulsions with different SPI/lecithin ratios

CLSM图（图5）中呈红色荧光的核心是乳状液的油

相-葵花籽油，呈现绿色荧光的外围边界是SPI（图中未

能显示），其中Lec也分布于蛋白质周围或与蛋白质通过

疏水相互作用形成复合体系存在[26-27]。当SPI与Lec的比例

为1∶1时，形成的乳液液滴较大，具有一定的结构性。可

见少部分蛋白质分散在油-水界面上，液滴直径差异性较

大。随着体系中蛋白质含量的增加，乳液结构性得到加

强，形成了凝胶状的结构。两亲性的Lec分子可以和蛋白

质同时占据在油-水界面层上，或者是Lec与蛋白质通过
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疏水相互作用结合到一起形成第二层乳化层。因此，乳

滴稳定存在且球形状态更加规则。然而，蛋白质浓度较

高时乳液产生微小的相分离，同时部分液滴呈现出不规

则的非球状[28]。Thivilliers等[29]研究指出乳滴形态的改变

说明表面活性剂的状态变化。在本实验中，可能与该条

件下蛋白质在水相溶液中不溶性聚集体产生有关[30]。复

合乳化体系微观结构的改变，与粒径分布及乳液稳定性

分析结果一致。

本研究采用功能表达与结构变化同步分析、宏/微观

的讨论模式，探究了SPI与Lec比例及相互作用对复合乳

化体系功能性质和乳液微观结构的影响。乳化活性与粒

径关系密切，乳液的稳定性可通过乳化稳定性和ζ-电位共

同表征。CLSM可同时衡量乳液的粒滴分布和稳定情况。

因此，分析手段有利于探究大豆蛋白与磷脂的交互程度

对复合乳化体系功能性质的影响。

3 结 论

本研究制备了不同比例下SPI与Lec（1∶1、5∶1、
10∶1、25∶1、50∶1、100∶1）的复合乳化体系，以探究

SPI和Lec的比例及相互作用程度对复合乳化体系功能性

质的影响，主要结论如下：

SPI-Lec复合乳化体系的乳化活性、乳化稳定性等功

能性质因SPI与Lec比例的不同而具有差异性，且当SPI与
Lec的比例为10∶1时，复合体系的乳化活性和乳化稳定性

最高。乳液粒径减小、分散均匀、外观均一，表明SPI与
Lec的适宜配比易于两者交互作用产生，提高复合体系的

乳化活性。

样品乳层析指数和ζ-电位绝对值分析表明，当SPI与
Lec添加量的比值过高或过低都不能使SPI-Lec复合乳化

体系形成稳定乳液。体系通过增加颗粒表面的净电荷含

量提高O/W型乳状液的稳定性，说明样品中Lec的复合对

蛋白质乳液的稳定性产生很大影响。适宜含量的SPI与
Lec在电中性条件下可发生疏水相互作用而保持乳化层致

密且完整。

CLSM图表明当SPI与Lec比例为10∶1时形成的乳

液分散更均匀，表面蛋白吸附量较高，液滴直径减

小。而当SPI所占比例较小时液滴直径大小差异大、双

峰分布较为明显；当SPI所占比例过大时，乳液产生不

规则的非球状，对乳液的微观结构破坏较大，不利于

乳液均一。
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