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不同超声条件重组油体乳液制备及其稳定性研究
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摘要：为构建稳定的重组油体乳液，研究了不同超声功率（２００、４００Ｗ）和不同超声时间（６、１２、２４ｍｉｎ）对制备重组

油体乳液稳定性的影响。为揭示不同超声条件与重组油体乳液稳定性的关系，采用动态激光散射、激光共聚焦显

微镜和圆二色谱，研究了不同超声条件制备的重组油体乳液流体动力学半径、微观结构和 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白的二级结构

变化。结果表明，利用超声处理制备的重组油体乳液乳化性、储藏稳定性和界面吸附能力远高于未经超声处理的

乳液，并且随着超声时间的延长，乳液粒径逐渐变小，乳滴形状规则、分布均匀，乳液表面负电荷增加；当超声条件

为 ２００Ｗ、２４ｍｉｎ时，制备的重组油体乳液最为稳定，其乳化活性指数和乳化稳定性指数分别高达 ６５２２ｍ２／ｇ和

６０５２ｍｉｎ；不同超声处理改变了 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白的二级结构，影响其与磷脂酰胆碱的结合能力，进而改变乳液在油 水

界面吸附特性，证明适宜强度的超声处理有利于重组油体乳液的形成。
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０　引言

油体是植物种子中用来储存油脂的细胞器，为

种子发芽后生长提供能量。油体是由磷脂及油体结

合蛋白包裹的液态甘油三酯形成的球体结构，直径

通常为 ０５～２５μｍ。其中 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白是油体蛋
白的主要成分，且蛋白含量最为丰富（占油体结合

蛋白的 ８０％ ～９０％），是一类疏水、碱性小分子蛋
白，分子质量通常为 １６～２４ｋｕ［１］，在油体中起到稳
定油体、阻止油体融合等作用

［２］
，是一种良好的乳



化剂，可在节省原料的基础上作为乳化剂形成稳定

乳液
［３］
。文献 ［４］分析了油体结构模型，发现

Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白的中间疏水区以锚式结构插入甘油三
酯内部和磷脂疏水酰基端，其 Ｎ端和 Ｃ端分布其表
面。由于这种特殊结构，它们在极端条件下也不会

发生聚集，即使从种子中分离出来，也会保持稳

定
［５］
。然而，正是由于这种稳定性，天然油体较难

封装天然疏水性化合物，因而限制了其应用领域。

随着仿生技术的发展和油体研究的不断深入，

文献［６］通过混合甘油三酯、磷脂酰胆碱和 Ｃａｌｅｏｓｉｎ
蛋白成功制备出重组油体，但由于 Ｃａｌｅｏｓｉｎ蛋白占
油体结合蛋白的２％ ～３％［７］

，因此制备途径过于繁

琐复杂。为解决原料提取率低的问题，文献［４］将
油体结合蛋白中的主要成分 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白代替
Ｃａｌｅｏｓｉｎ蛋白制备重组油体，但由于 Ｏｌｅｏｓｉｎ含有较
长的疏水肽段，在水中溶解性较差，重组油体在 ６ｈ
后便出现严重的乳析和聚集现象。虽然之前有学者

构建了重组油体，但稳定性不佳，进而限制了重组油

体的应用。

超声是一种用于食品加工的新技术，具有安全、

无毒、环保等特性
［８］
。根据其频率范围，超声可分

为低功率和高功率超声
［８］
。低功率超声一直用于

确保食品质量和安全性，而高功率超声则用于改变

食品的功能特性，包括提高乳液的稳定性
［９］
。据文

献［１０－１１］报道，超声不能改变蛋白的一级结构，
但其二级结构会有微小的变化；超声可以展开部分

蛋白的三级结构，将巯基和亲水基团暴露于蛋白表

面，以提高蛋白质的溶解度，有利于乳液的形成。文

献［１２］研究表明，超声处理可以减小粒径，促进可
溶性蛋白质聚集体的形成，并促进在油、水界面处形

成更强的膜，以增加乳液的稳定性。因此，超声处理

是辅助构建重组油体的一种有效手段。

本文采用超声手段辅助模拟天然油体结构，以

甘油三酯、磷脂和 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白为原料构建重组油
体，探究超声条件对构建重组油体乳液及稳定性的

影响，明确重组的稳定和影响机制，以期为构建稳定

的重组油体乳液提供理论基础，并为后期重组油体

运载功能性物质提供研究基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
大豆（东农 ３６号），东北农业大学大豆研究所

提供；三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（ＴｒｉｓＨＣｌ），北京百
奥莱博科技有限公司；蔗糖，天津科密欧化学试剂有

限公司；异辛烷，天津市富宇精细化工有限公司；异

丙醇、丁醇、甲醇、氯仿、丙酮、氢氧化钠，天津市天力

化学试剂有限公司；尼罗红、尼罗兰，美国 Ｓｉｇｍａ公
司；其他试剂均为分析纯。

１２　仪器与设备
ＫＣ ７０１型超微粉碎机，北京开创同和科技发

展有限公司；ＳＢ２５ １２ＤＴＤ型超声波细胞破碎仪，
宁波新芝生物科技股份有限公司；ＵＶ ２６００／２７００
型紫外 可见分光光度计，岛津企业管理（中国）有

限公司；Ｔａｎｏｎ ４８００型全自动化学凝胶成像仪，上
海天能设备有限公司；Ｎａｎｏ ＺＳ９０型粒度分析仪，
英国马尔文公司；ＰＨＳＪ ４Ａ型实验室 ｐＨ计，中国
上海雷磁公司；分析天平（００００１ｇ），北京赛多利斯
仪器系统有限公司；ＦＤ５ ３型冷冻干燥机，美国
ＳＩＭ公司；Ｊ ８１０型圆二色谱仪，日本 ＪＡＳＣＯ公司。
１３　方法
１３１　油体及 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白的提取纯化

参照文献［１３］的方法，并作适当修改。将大豆和
水以液料比５ｍＬ／ｇ浸泡在蒸馏水中，在４～６℃条件下
放置 １８～２０ｈ。用组织捣碎机以 １８０００ｒ／ｍｉｎ磨浆
９０ｓ，用４层脱脂纱布过滤除去豆渣，并收集滤液。
向滤液中加入 ２０％ 的蔗糖溶液，冰水浴搅拌
１５ｍｉｎ，并调节溶液 ｐＨ值至 １１，转移到离心管中，
在４℃条件下，１９０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上层乳
状物，并重复此步骤 ２次。最后收集的上浮物就是
大豆油体富集物。最后提取得到的上层乳状物用去

离子水清洗离心后即为大豆油脂体。放置于 ４℃冰
箱中备用。天然大豆油脂体化学组成测定方法：含

水率参考 ＡＯＡＣ９３０１５方法测定；游离脂肪酸含量
参照 ＡＯＣＳＯｆｆｉｃｉａｌＭｅｔｈｏｄＣａ５ａ ４０方法测定；蛋
白质含量参考 ＡＯＡＣ９７９０９方法测定；磷脂含量参
考 ＧＢ／Ｔ５５３７—２００８方法测定。每个样品测定
３次。

根据文献［３］的方法进行 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白的纯化。
将处理后的大豆油脂体与 ３倍体积的乙醚混合后，
以１００００ｇ离心１０ｍｉｎ除去中性脂质，该过程重复
３次。将获得的残渣再用氯仿／甲醇（体积比 ２∶１）
混合后，以１００００ｇ离心１０ｍｉｎ从 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白中去
除磷脂。使用３倍体积的冰丙酮沉淀蛋白，轻轻摇
动后，将试管以１００００ｇ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀即为
Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白。最后将 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白置于氮气下以除
去剩余的有机溶剂，冷冻干燥获得冻干的 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋
白用于进一步分析。

１３２　Ｏｌｏｅｓｉｎ蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳
采用文献［１４］的实验方式并稍作修改，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ（十二烷基硫酸钠 聚丙烯酰胺凝胶电泳）分

离胶质量分数为 １５％，浓缩胶质量分数为 ５％。将
Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白溶于水配制成质量浓度为 ３μｇ／ｍＬ的

１８３第 １１期　　　　　　　　　　　　李杨 等：不同超声条件重组油体乳液制备及其稳定性研究



溶液，取样品加上样缓冲液煮沸 ５ｍｉｎ。上样量
１５μＬ，在８０Ｖ条件下运行 ３０ｍｉｎ，进入分离胶后增
至１２０Ｖ。采用考马斯亮蓝溶液凝胶染色后进行
脱色。

１３３　重组油体乳液制备
经测得天然油体的蛋白质质量分数 ５６５％、磷

脂质量分数３６７％、甘油三酯质量分数 ４０７９％、含
水率 ４９８９％，故本实验依照天然油体的组成构建
重组油体，具体方法如下：将 ２２５ｍｇ／ｍＬＯｌｅｏｓｉｎ蛋
白与１５０ｍｇ／ｍＬ磷脂酰胆碱混合于５０ｍＬ锥形瓶中
搅拌２ｈ后，加入 １８ｇ／ｍＬ大豆油，在 １０００ｒ／ｍｉｎ
条件下粗均３ｍｉｎ，再将超声波处理器的钛探头（直
径０６３６ｃｍ）插入液面下，距离锥形瓶底部１ｃｍ处，
频率２０ｋＨｚ、输出功率分别为２００、４００Ｗ下处理 ６、
１２、２４ｍｉｎ，超声波处理时间 ４ｓ，间隔时间 ２ｓ，并每
隔５ｍｉｎ向冰水混合物中加入冰块保持低温，以未
经超声处理样品作为空白对照。

１３４　乳化活性及乳化稳定性测定
乳化性的测定参照文献［１５］的方法。将均质

的乳状液用 ０１％ ＳＤＳ溶液稀释 １００倍，在波长
５００ｎｍ处用紫外分光光度计测定吸光度，并计算乳
化活性指数（Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＥＡＩ）。静置
３０ｍｉｎ后测定吸光度，并计算乳化稳定性指数
（Ｅｍｕｌｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＥＳＩ）。乳化活性指数和乳
化稳定性指数计算公式为

Ｅ１＝２×２３０３
Ａ０Ｎ

Ｃφ１００００
（１）

Ｅ２＝
３０Ａ０
Ａ０－Ａ３０

（２）

式中　Ｅ１———乳化活性指数，ｍ
２／ｇ

Ｅ２———乳化稳定性指数，ｍｉｎ
Ｎ———稀释倍数，取１００
Ｃ———乳化液形成前蛋白质水溶液中蛋白质

质量浓度，ｇ／ｍＬ
φ———乳化液中油相体积分数，％
Ａ０———０ｍｉｎ时的吸光度
Ａ３０———３０ｍｉｎ时的吸光度

１３５　粒径、ζ电位测定
采用 ＭａｌｖｅｒｎＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ型电位仪测定

乳液 ζ电位，利用 ＭａｌｖｅｒｎＭａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００型激光
粒度仪测定乳液的液滴直径。稀释比（以体积计）

约为１∶１０００，乳液液滴的平均粒径采用体积平均直
径 Ｄ４，３来表示。所有的测试均在 ２５℃条件下进行，
平行测定３次。
１３６　激光共聚焦显微镜成像

激光共聚焦显微镜 （Ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＳＭ）的成像根据文献［１６］的方法并
稍作修改，乳液样品的测定在室温（２０℃）条件下进
行，采用 Ａｒ／Ｋ和 Ｈｅ／Ｎｅ双通道激光模式，激发波长
分别是４８８ｎｍ和 ６３３ｎｍ。尼罗红和尼罗兰分别以
液料比 １０００ｍＬ／ｇ溶解在异丙醇里，制成染色液。
１ｍＬ乳液样品加入４０μＬ配制好的染色液，混合均
匀，染色３０ｍｉｎ，取一滴染色的乳液样品放在带凹槽
的载玻片上，盖上盖玻片并用甘油密封。油镜进行

图像采集，分辨率为 １０２４像素 ×１０２４像素，图像
采集的范围为５～４５μｍ（直径），避免玻片上污染物
对图像的影响。

１３７　絮凝指数测定
乳滴絮凝指数（Ｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＦＩ）的测定根

据文献［１７］的方法并稍作修改，将新制备和储存
２４ｈ的重组油体乳液分别在蒸馏水、１％ ＳＤＳ下稀
释１０００倍，采用 ＭａｌｖｅｒｎＭａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００型激光粒
度分析仪对稀释后的乳液粒度进行测定，每个样品

重复测定 ３次。测定参数设置为：测定温度 ２５℃，
颗粒折射率１５２０，颗粒吸收率０００１，分散剂为水，
分散剂折射率１３３０。试验采用 Ｄ４，３表征体积平均
粒径，絮凝指数计算公式为

Ｆ (＝ Ｄ４，３ｗａｔｅｒ
Ｄ４，３ＳＤＳ )－１０ ×１００％ （３）

式中　Ｄ４，３ｗａｔｅｒ、Ｄ４，３ＳＤＳ———乳液在水和 １％ ＳＤＳ分
散剂中的体积平均粒径

１３８　储藏稳定性测定
重组油体乳液储藏稳定性的测 定参照文

献［１８］的方法。取新鲜乳液至 １０ｍＬ透明玻璃瓶
中，封口密闭，置于室温，避光储存每隔 ７ｄ观察一
次，上层为乳析层，下层为清液层。乳层析指数

（Ｃｒｅａｍｉｎｇｉｎｄｅｘ，ＣＩ）计算公式为

ＣＩ＝
Ｈｃ
Ｈｔ
×１００％ （４）

式中　Ｈｃ———下层清液高度，ｃｍ
Ｈｔ———整个乳化液的高度，ｃｍ

１３９　圆二色谱分析
参照文献［１９］的方法并稍作修改，将新鲜的重

组油体乳液在室温下 １００００ｇ离心 ３０ｍｉｎ，取出上
层的乳化层，将乳化层与冷冻的丙酮（按液料比

２０ｍＬ／ｇ）在 －１８℃下反应 ２ｈ，离心分离（１００００ｇ，
１５ｍｉｎ，４℃）得到沉淀的蛋白，之后用丙酮清洗５～６
次，最后得到的蛋白沉淀进行冷冻干燥，得到界面蛋

白的粉末。利用圆二色谱测定界面蛋白二级结构的

变化，将样品溶于 ０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液中（ｐＨ
值７４），并用去离子水将样品浓度稀释到０５ｍｏｌ／Ｌ，
２５℃下，以１００ｎｍ／ｍｉｎ扫描速率在 １９０～２６０ｎｍ范
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围内扫描，样品池光程为 １ｍｍ，分辨率 ０１ｎｍ。采
用 ＣＤＰｒｏ曲线拟合软件对数据处理分析求得二级
结构相对含量，每组样品重复测定３次。
１４　数据统计分析

所有的实验进行 ３次，结果表示为平均数 ±标
准差，利用 ＳＰＳＳ２２０软件对数据进行 ＡＮＯＶＡ差异
显著性分析，Ｐ＜００５为显著性差异。采用 Ｏｒｉｇｉｎ
９１软件等进行数据分析、图表处理及图谱分析
处理。

２　结果与分析

２１　天然油体分析及 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ
天然油体含有较高含量的甘油三酯，属于一种

高含油结构，仅需５６５％蛋白和３６７％磷脂的包裹
即可保护油体的稳定，本实验依照天然油体的组成

构建重组油体，具体添加量为：２２５ｍｇ／ｍＬＯｌｅｏｓｉｎ、
１５０ｍｇ／ｍＬ磷脂酰胆碱和 １８ｇ／ｍＬ大豆油，在
０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ值 ７４）中进行油体
的重组。

Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱如图 １所示，结
果表明，采用文献［１３］方法所提取的 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白
除去了油体表面大部分的其他结合蛋白，其中２４ｋｕ
被认为是 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白，通过凝胶成像仪表明
Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白质量分数高达 ９５６％，满足实验纯度
要求。

图 １　Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ ＰＡＧＥｏｆＯｌｅｏｓｉｎ
　
２２　乳化活性及乳化稳定性分析

乳化活性及乳化稳定性是表征乳状液乳化特性

及稳定状态的最重要指标之一。其中 ＥＡＩ表示的
是重组油体乳液形成油 水界面的能力，ＥＳＩ是指乳
状液形成小液滴的稳定能力

［２０］
。不同超声处理条

件下重组油体的 ＥＡＩ和 ＥＳＩ如表 １所示，与未经过
超声处理的重组油体乳液相比，经过超声处理后，重

组油体的 ＥＡＩ及 ＥＳＩ明显提高（Ｐ＜００５）。随着超
声时间的延长，乳液的 ＥＡＩ和 ＥＳＩ也随之增加，这可
能是由于重组油体表面电荷分布发生变化

［２１］
。在

２００Ｗ超声处理 ２４ｍｉｎ时重组油体显示出最大的
ＥＡＩ（６５２２ｍ２／ｇ）和ＥＳＩ（６０５２ｍｉｎ），这是由于此条
件下油 水界面层一部分被 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白占据，一部
分被磷脂酰胆碱所占据，形成第１层稳定乳化膜；另
外，超声作用使 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白的疏水基团充分暴露，
与磷脂通过疏水相互作用形成第 ２层乳化膜，因此
ＥＡＩ及 ＥＳＩ显著提升。但当超声功率增加到 ４００Ｗ
时，乳液的 ＥＡＩ和 ＥＳＩ不再升高反而降低，可能是由
于超声处理使重油体的蛋白疏水基团暴露到极端环

境中，出现一定程度的变性，形成不溶性蛋白质聚集

体，由于聚集体表面电荷分布不均匀，因此吸附在油

水界面层上的蛋白质含量下降，导致水包油型乳液

乳化性降低。这与文献［２１］的研究结果一致。

表 １　不同超声处理制备重组油体乳液的 ＥＡＩ及 ＥＳＩ
Ｔａｂ．１　ＥＡＩａｎｄＥＳＩｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｉｌｂｏｄｙｅｍｕｌｓｉｏｎ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

超声功率／Ｗ 超声时间／ｍｉｎ ＥＡＩ／（ｍ２·ｇ－１） ＥＳＩ／ｍｉｎ

６ （４２７４±１０１）ｃ （３２１８±２５６）ｃ

２００ １２ （５９５３±１３９）ｂ （５３５２±１０４）ｂ

２４ （６５２２±２４３）ａ （６０５２±１７１）ａ

６ （３７０２±８７）ｄ （１８２７±２５１）ｅ

４００ １２ （３２４５±２３４）ｄ （２２９６±１７２）ｄ

２４ （２０２３±１２８）ｅ （１６４５±９７）ｅ

０ ０ （７８６±６２）ｆ （１８８±８３）ｆ

　　注：同列不同字母表示样品差异显著（Ｐ＜００５），下同。

２３　重组油体粒径及微观结构分析
采用动态光散射技术探究不同超声条件制备重

组油体乳液粒径分布情况，并利用激光共聚焦显微

镜技术观察重组油体的聚集状态，结果如图２所示。
数据显示，未经超声处理的样品粒径最大且出现了

明显的聚集，但随着超声条件的改变，乳液的粒径减

小，聚集现象有所改善。当超声功率为２００Ｗ时，随
着超声时间的增加，重组油体乳液的平均粒径

（表２）从４４８３ｎｍ减小到３３７５ｎｍ，这可能由于超
声时间延长导致的湍流现象延长，该湍流可以使大

多数液滴得到有效破碎，从而使粒径减小。当超声

功率增加到４００Ｗ时，重组油体的粒径又增大，说明
在该功率下可溶性蛋白聚集体通过共价键和非共价

键结合重新聚集成不可溶性聚集体，弱化重组油体

表面蛋白与磷脂酰胆碱间的疏水相互作用，导致乳

液的稳定性降低。粒径分布图像呈现多峰分布的状

态，４００Ｗ出现聚集现象，说明较高强度的超声处理
会造成乳液无规律的聚集，不利于形成均一稳定的

乳液。在２００Ｗ超声波处理时，湍流和微流效应增
加分子间的碰撞和聚集，在空化作用下形成微小液

滴，尤其是延长超声波时间至 ２４ｍｉｎ后，变化更加
明显，平均粒径只有 ３３７５ｎｍ，且共聚焦图像表明
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图 ２　不同超声条件下制备重组油体乳液激光共聚焦显微结构及粒径分布图

Ｆｉｇ．２　ＣＬＳＭａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｉｌｂｏｄｙｅｍｕｌｓｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　

表 ２　不同超声条件制备重组油体乳液的 Ｄ４，３及 ＦＩ变化

Ｔａｂ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＤ４，３ａｎｄＦＩｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｏｉｌｅｍｕｌｓｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

超声功率／

Ｗ

超声时间／

ｍｉｎ

Ｄ４，３／ｎｍ

水 ＳＤＳ 水（７２ｈ） ＳＤＳ（７２ｈ）
ＦＩ／％ ＦＩ（７２ｈ）／％

６ （４４８３±１９２）ｅ （３４８１±１１２）ｅ （５３１８±７３）ｅ （４０３５±５５）ｅ （２８７±１４）ｃｄ （３１８±０１）ｄ

２００ １２ （３９９９±２７）ｆ （３１８５±１１０）ｆ （４６５６±５６）ｆ （３６２４±７９）ｆ （２５６±３４）ｄ （２８５±４３）ｅ

２４ （３３７５±４６）ｇ （２９１２±６３）ｇ （４１５９±４６）ｇ （３３８７±３５）ｇ （１５８±０９）ｅ （２２７±０１）ｆ

６ （７６１０±２１５）ｂ （５５３９±１４７）ｂ （８５０２±９６）ｂ （６０３５±１０３）ｂ （３７３±０２）ｂ （４１０±０８）ｂ

４００ １２ （６０２９±１０３）ｃ （４５７８±７７）ｃ （７２０６±５３）ｃ （５２７４±７１）ｃ （３１７±０１）ｃ （３６７±０８）ｃ

２４ （４９７９±１７０）ｄ （４２３７±４２）ｄ （６０４５±７１）ｄ （４９８３±４９）ｄ （１７５±２８）ｅ （２１３±０２）ｆ

０ ０ （１７１７０±５８２）ａ （７８１９±２２７）ａ （１９７８２±３０４）ａ （８５３５±１５２）ａ （１１９６±１２）ａ （１３１８±０５）ａ

乳液整体分布比较均匀，颗粒度明显较小，显示其稳

定性最好，这与表２中重组油体乳液的 Ｄ４，３及 ＦＩ变
化趋势一致。说明适当强度的超声处理可以加速重

组油体乳液的形成，这与文献［２２］结果一致。
２４　重组油体的电位分析

乳液体系的稳定性可以通过ζ电位的绝对值进
行判断，绝对值越高，分散粒子间的排斥力越大，越

不易发生相互碰撞产生聚集，呈现出稳定的乳液体

系。反之，绝对值越低，粒子间越倾向于相互吸引而

发生聚集
［２３］
。由图３（图中不同字母表示样品差异

显著，Ｐ＜００５）可知，未经过超声处理样品的 ζ电
位绝对值最低为７９ｍＶ，经过超声处理后各样品的
ζ电位绝对值均明显增加。随着超声时间和超声功
率的增加，重组油体乳液的 ζ电位绝对值呈现增大
的趋势，这与文献［２４］研究结果相一致。随着超声
处理时间的增加，重组油体乳液的 ζ电位绝对值增
加，这可能是由于长时间的超声作用可以增强

Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白与磷脂间的疏水相互作用，增加颗粒间
的静电斥力，导致乳液稳定性增加

［２５］
。其中在超声

功率为２００Ｗ、超声时间为２４ｍｉｎ时，重组油体乳液
的 ζ电位绝对值最高，表明在此条件下重组油体乳
液表面有较高的静电斥力，可防止液滴发生聚集，

此时制备的重组油体乳液具有较高的稳定性。

２５　凝絮指数分析
除乳化能力外，油滴的凝絮状态是影响乳液稳

定性的另一个重要指标，乳液的凝絮指数可以间接

地表示乳化体系的稳定程度
［２６］
，表 ２为不同超声条

件下制备重组油体的 ＦＩ和 Ｄ４，３的变化。所有样品
的 ＦＩ值均在 ７２ｈ后出现增大的现象，这表明乳液
７２ｈ后均发生聚集现象。与未经过超声处理乳液相
比，经超声处理的凝絮指数较小，且随着超声时间的

增加，凝絮指数不断降低。在超声功率为 ４００Ｗ，超
声时间为６ｍｉｎ时乳液凝絮指数最大，这说明在此
时重组油体乳液最容易发生聚集，表现出较弱的抗
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图 ３　不同超声处理制备重组油体乳液的 ζ电位变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆζｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｉｌｂｏｄｙ

ｅｍｕｌｓｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　
凝絮稳定性，该现象可能是由于超声功率的增加导

致油滴间相互作用力加强，Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白与磷脂酰胆
碱之间的相互作用较弱，所形成的界面膜无法完全

包裹油滴，使乳液不稳定。在超声条件为２００Ｗ、
２４ｍｉｎ时重组油体的 ＦＩ最小，此时蛋白质内部分子
骨链结构伸展适宜，与磷脂酰胆碱结合紧密，形成的

重组油体界面膜最稳定，能完全包裹油滴，延缓乳液

凝絮现象的发生，这与激光共聚焦显微镜及电位数

据结论一致。

２６　重组油体储藏稳定性分析
乳层析指数可以反映乳液在储存过程中的稳定

性变化
［２７］
。由图 ４可知，不同超声处理制备的重组

油体乳液在室温储存 ２８ｄ后出现不同程度的分层
现象，这表明不同超声处理下制备的重组油体乳液

储存稳定性各有差异。其中，未经超声处理的样品

乳层析指数最大为４６３％，这与表 ２中乳液的絮凝
指数变化趋势一致，说明乳液中的油滴发生了脂肪

上浮现象
［２８］
。相比之下，超声处理制备的重组乳液

在储存期间显示较好的稳定性，当超声功率 ２００Ｗ、
超声时间 ２４ｍｉｎ时显示出最低的乳层析指数
（２５５％），表明它具有最佳的稳定性。

图４　不同超声处理制备重组油体乳液的乳层析指数变化曲线

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣＩｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｉｌｂｏｄｙｅｓｔｉｍａｔｅｄ

ｕｓｉｎｇｃｉｒｃｕｌａｒｄｉｃｈｒｏｉｓｍｓｐｅｃｔｒａ
　

２７　圆二色谱分析

圆二色谱是一种精准分析蛋白质二级结构的常

用手段，能够在蛋白液体中直接测定
［２９］
。测定结果

如表３所示。经过不同超声处理后，蛋白质的二级
结构均发生了明显的变化，其柔性结构增加，蛋白质

分子由无序变得有序，其中 α螺旋降低，β折叠、
β转角和无规则卷曲升高，且相对含量变化较为明
显，这与文献［３０］的研究结果一致。文献［３１］研究
发现 β折叠在蛋白质二级结构中可促进蛋白聚集
和网络结构的形成，因此随着超声功率的增加

（４００Ｗ）重组油体中蛋白 β折叠结构相对含量增加
较多，促进了乳液中表面蛋白空间结构伸展，有利于

蛋白与蛋白之间的聚集，导致重组油体乳液的粒径

部分增大，与本研究粒径的测定结果相一致。在超

声波处理条件２００Ｗ、２４ｍｉｎ时，超声处理表现出最
小的 α螺旋相对含量（１０４％）和最高的 β折叠相
对含量（３３０％），可能是由于 Ｏｌｅｏｓｉｎ蛋白和磷脂
酰胆碱在此条件下相互作用更完全，结合其他数据

变化趋势表明这种结构的改变更有利于形成稳定的

重组油体乳液。

表 ３　不同超声处理制备重组油体乳液中蛋白质的二级结构相对含量

Ｔａｂ．３　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｉｌｂｏｄｙｅｓｔｉｍａｔｅｄｕｓｉｎｇｃｉｒｃｕｌａｒｄｉｃｈｒｏｉｓｍｓｐｅｃｔｒａ

超声功率／Ｗ 超声时间／ｍｉｎ
相对含量／％

α螺旋 β折叠 β转角 无规则卷曲

６ （１５３±０１）ｅ （２９０±０１）ｃ （１８５±０１）ｅ （３７２±０１）ｂ

２００ １２ （１３８±０１）ｈ （３１２±０２）ｂ （１８６±０１）ｄ （３６４±０１）ｅ

２４ （１０４±０２）ｊ （３３０±０１）ａ （１８１±０１）ｆ （３８５±０１）ａ

６ （１６７±０１）ｂ （２６４±０１）ｅ （２０１±０１）ｃ （３６８±０２）ｄ

４００ １２ （１５６±０２）ｃ （２７１±０１）ｄ （２０４±０１）ｂ （３６９±０１）ｃ

２４ （１４０±０１）ｇ （２７２±０２）ｄ （２２５±０１）ａ （３６３±０１）ｆ

０ ０ （１９２±０１）ａ （２６４±０１）ｅ （１８６±０１）ｄ （３５８±０１）ｇ

３　结束语

当超声条件为２００Ｗ、２４ｍｉｎ时，制备的重组油

体乳液粒径均匀稳定，激光共聚焦显微镜观察到的

乳滴形状规则，表现出较好的乳化性和较低的乳层

析指数。同时，超声处理改变了重组油体蛋白的二
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级结构，从而使乳化能力得到提高，重组油体蛋白的

α螺旋结构相对含量最少，重组油体表面蛋白构象
发生转变，使其更易形成稳定的重组油体乳液。本

研究发现，超声功率为２００Ｗ、超声时间２４ｍｉｎ时所
制备的重组油体乳液最稳定，该结果为重组油体的

构建和应用提供了一定的理论依据。
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