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猪血浆蛋白微酸热纳米聚集体表征
及 Pickering乳化剂属性

段雨辰，闫　萍，康　旭，袁江兰*

（工业发酵省部共建协同创新中心，湖北工业大学生命科学与健康工程学院，湖北武汉 430068）

摘　要：为了提高猪血浆蛋白（Porcine plasma protein，PPP）的乳化性能，探究了不同 pH条件下加热所得 PPP纳

米颗粒（PPP nanoparticles，PPP-NP）的理化特征和稳定油水界面的能力。首先利用纳米粒度仪、圆二色光谱仪、

场发射扫描电镜和界面流变仪对 PPP-NP的粒径、电位、二级结构、微观形貌及降低油水界面张力的能力进行表

征，然后以 PPP-NP为乳化剂制备 Pickering油水乳液，并通过对贮藏期间乳液的粒度、表观粘度、Zeta电位、油

滴形貌等分析评估了 PPP-NP的乳化性及乳化稳定性，最后利用稳定性分析仪精确分析了乳液的稳定性。粒径、

Zeta-电位、场发射扫描电子显微镜、界面张力等分析结果表明，pH6.5时 PPP发生有序聚集，形成了平均粒径约

112 nm、多分散性系数（Polydispersity index，PDI）为 0.19的纳米颗粒，聚集体形态、大小均一，分散性好，具

有很强的降低油水界面张力的能力。相较于对照，这种由 PPP-NP稳定的 Pickering乳液粘度高、粒径大但均一性

和贮藏稳定性更好，经 45 ℃ 储藏 28 d后乳液更均一。激光共聚焦显微镜（Confocal laser scanning microscope，
CLSM）、背散射光强度和 Turbiscan稳定性指数（Turbiscan stability index，TSI）等结果表明，相应的 PPP-NP乳

液很稳定，油滴大小均匀无聚集，乳液的 TSI值相对较低，相比对照组降低了 71.4%。综合分析，PPP在 pH
6.5下加热可发生有序自组装形成乳化性能良好的纳米颗粒，这一发现为 PPP作为乳化剂在食品结构和功能设计中

的应用提供了指导。
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Abstract：To improve the emulsification properties of porcine plasma protein (PPP), this study focused on investigating the
physicochemical  characteristics  and  oil-water  interface  stabilization  capabilities  of  PPP  nanoparticles  (PPP-NP)  formed
through  thermal  treatment  under  different  pH  conditions.  Firstly,  particle  size,  zeta  potential,  secondary  structure,
microscopic  morphology,  and  oil-water  interfacial  tension  reduction  capacity  of  PPP-NP  were  characterized  by  the
instruments  including  nanoparticle  size  analyzer,  circular  dichroism  spectrometer,  field-emission  scanning  electron
microscope  (FE-SEM)  and  interfacial  rheometer.  Subsequently,  the  Pickering  emulsions  were  fabricated  through  using  
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PPP-NP as  emulsifier,  and  then  the  emulsibility  and  emulsification  stability  of  PPP-NP were  evaluated  by  analyzing  the
particle  size,  apparent  viscosity,  zeta  potential,  oil  droplet  morphology  of  the  emulsion  during  storage.  Finally,  emulsion
stability was quantitatively assessed through a stability analyzer. The results from analyzing the particle size, zeta potential,
FE-SEM, interfacial tension indicated that PPP aggregated orderly at pH6.5, and thereby formed the nanoparticles with an
average particle size of about 112 nm and a polydispersity index (PDI) of 0.19. The aggregates were uniform in shape and
size and showed good dispersibility and strong capability of reducing oil-water interfacial tension. Compared to the control
group, the PPP-NP-stabilized Pickering emulsion displayed high viscosity, relatively large droplet size but better uniformity
and  storage  stability.  After  28  days  of  storage  at  45 ℃,  the  emulsion  maintained  more  uniform droplet  distribution.  The
results  from  confocal  laser  scanning  microscope  (CLSM)  combined  with  backscattered  light  intensity  and  Turbiscan
stability index (TSI) analysis indicated that the corresponding PPP-NP-based emulsions at pH6.5 were very stable, and the
oil droplets in it were uniform in size without aggregation. The TSI values of the emulsion were relatively low, which were
71.4% lower than that of the control group. Overall, PPP could aggregate orderly and form the nanoparticles with excellent
emulsifying properties through heating the solution at pH6.5, and the finding could provide some valuable insights for the
application of PPP as emulsifier in the structural and functional design of food.

Key words：porcine plasma protein (PPP)；nanoparticles；Pickering emulsifier；stability

热处理是食品工业中常用的加工单元，蛋白质

经热处理会发生变性并进一步聚集，如果蛋白质浓度

高于临界凝胶浓度（Critical gel concentration，Cg），
则可能导致凝胶化[1−3]，如果蛋白质浓度低于 Cg，则
产生稳定的聚集体悬浮液[4]。聚集体的形态和大小

受很多因素的影响，包括 pH、离子强度、盐的类型和

蛋白质浓度等[5−6]。因此，可以通过控制热处理温度

和 pH来控制聚集体尺寸 [7]。在一定的温度和

pH下，蛋白会聚集形成球状纳米颗粒，已有文献报道

的包括马铃薯蛋白[8]、大豆球蛋白[9]、乳清蛋白[10]、

牛血清白蛋白[11] 等。研究发现这些蛋白质纳米颗粒

可以通过形成粘弹性更高的吸附层，从而极大地增强

蛋白质的乳化活性和乳液稳定性[12]。

Pickering乳液是一种由固体颗粒稳定并吸附于

乳液两相界面的新型乳化体系[13]。相较于传统乳液，

Pickering乳液拥有毒性更低、稳定性更高等优点[14]。

近年来，蛋白质纳米颗粒凭借其生物可降解性、良好

表面活性及生物相容性等特性，成为 Pickering乳液

稳定剂的研究热点[15]。值得注意的是，颗粒的乳化能

力与其理化特性（如颗粒形态、尺寸以及表面润湿

性）密切相关[16]。因此，通过优化制备条件（如 pH、

温度、离子强度等）调控蛋白质纳米颗粒的界面行

为，进而提升乳液稳定性，是当前食品领域的重要研

究方向。

猪血浆蛋白（Porcine plasma protein，PPP）主要

包括三大类蛋白：白蛋白（50%~60%）、球蛋白（40%~
50%）和纤维蛋白原（1%~3%）[17−18]。PPP具有优异

的乳化性、起泡性和凝胶性等功能特性[19]，通常在食

品中作为鱼糜凝胶增强剂、葡萄酒澄清剂、烘焙食品

中的发泡剂和鸡蛋替代品等。据联合国粮农组织统

计，2021年产生了约 34.6亿升猪血浆，理论上 PPP
的全球年产量约为 30.1万吨[20]。PPP不仅资源丰

富、价格低廉，而且营养丰富，已经被广泛应用于食

品。然而，PPP功能特性的呈现程度与其聚集状态具

有相关性，关于这方面鲜少有研究涉及。研究表明，

经加热形成的蛋白质纳米聚集体作为 Pickering乳液

乳化剂，其稳定乳液能力显著优于相应的未聚集蛋

白[21]，这为 PPP乳化能力的提高提供了新思路。

本文探究了不同 pH条件下热处理制备的 PPP

热聚集纳米颗粒（PPP heat aggregation nanoparticles，

PPP-NP），通过粒径、Zeta-电位和场发射扫描电子显

微镜等方法分析 pH对 PPP-NP粒径、结构、界面吸

附特性的影响，通过对 PPP-NP制备的 Pickering乳

液表观粘度、微观结构和稳定性的分析，阐明 PPP-

NP的乳化性能。本研究为 PPP作为乳化剂的深度

开发和应用提供了数据支持，为开发微酸体系的食品

乳液体系提供了新策略。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

喷雾干燥猪血浆蛋白粉　中国襄阳赢加生物科

技有限公司；中链甘油三脂（Medium-chain  trigly-

ceride, MCT）　广州永晟贸易有限公司；尼罗红（纯

度≥95%）　上海阿拉丁生化科技有限公司；其他试

剂均为分析级试剂；MD34型透析袋（截留分子量

7 kDa）　北京梦怡美生物科技有限公司。

SCIENTZ-10ND冷冻干燥机　宁波新芝生物科

技股份有限公司；FA25-D高剪切分散乳化机　上海

弗鲁克流体机械制造有限公司；LM10高压均质机　上

海帝博思生物科技有限公司；Zetasizer Nano ZS纳米

粒度电位仪、Mastersizer 2000激光粒度分析仪　英

国马尔文公司；J-1500圆二色光谱仪　日本 JASCO

公司；SU8010场发射扫描电子显微镜　日本日立公

司；LEICA SP8激光共聚焦显微镜　德国徕卡仪器

有限公司；TRACKER界面流变仪　法国 TECLIS

界面技术有限公司；MCR92安东帕流变仪　奥地利

安东帕仪器有限公司；TURBISCAN TOWER多重

光散射仪　法国 Formulaction仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   PPP的纯化　参考文献 [22]的方法纯化 PPP。
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将喷雾干燥的 PPP粉末溶解在超纯水中配制成

10.0% （w/v）的蛋白溶液，在 4 ℃ 条件下10000 r/min
离心 15 min以除去不溶性杂质，用透析袋（截留分子

量为 7 kDa）对上清液进行透析。最后将透析液冷冻

干燥即获得 PPP，密封后置于 4 ℃ 保存备用。

 1.2.2   不同 pH下 PPP-NP的制备　取 1.2.1制备获

得的 PPP配制 1% （w/v）的 PPP溶液，室温 300 r/min
搅拌 2 h，冰箱中静置过夜，充分水合，然后在 4 ℃ 条

件下 10000 r/min、15 min离心取上清液，调节 pH
至 4.0、6.5、7.0、7.5、8.0，在 85 ℃ 水浴加热 20 min
后，立即 4 ℃ 冰水浴冷却，获得不同 pH的 PPP-NP
的稳定悬浮液。同时设置对照样品，不做任何处理。

 1.2.3   粒径和 Zeta-电位测定　粒径和 Zeta-电位由

Nano ZS+MPT-2 Malvern纳米粒度分析仪测定。参

考文献 [23]的方法，并稍作修改。用相应 pH的超

纯水稀释至 0.4 mg/mL，在 25 ℃ 下平衡 120 s后测定。

 1.2.4   表面形貌观察　将 1.2.2制备的悬浮液使用

液氮进行速冻后，再对其进行冷冻干燥获得样品粉末

备用，将样品粉末均匀分散于导电胶上，使用场发射

扫描电子显微镜观察样品的表面形貌。

 1.2.5   圆二色光谱分析　参考文献 [24]的方法，并

在其基础上修改。用相应 pH的超纯水将 1.2.2制备

的悬浮液稀释至 1 mg/mL。利用 0.1 cm的石英比色

皿，在 190~240 nm的波长范围内进行扫描，取三次

扫描结果的平均值生成数据。

 1.2.6   界面张力测定　使用 Tracker界面流变仪测

量了不同 pH的 PPP-NP降低油水界面张力的能

力。参考文献 [25]的方法，稍作修改。将 1.2.2制备

的 PPP-NP用相应 pH的超纯水稀释 10倍，然后添

加到一个光学玻璃样品皿中 （ 40  mm×40  mm×
30 mm），油相 MCT添加到 U型注射器（弯曲 G18，
内径 0.84 mm，长度 10 cm）。在恒定的油滴体积下，

监测了 6000 s内界面张力值的变化，直到达到平

衡。所有测量均在 25 ℃ 下进行。

 1.2.7   不同 pH下 PPP-NP稳定的 Pickering乳液的

制备　将 1.2.2制备的悬浮液与油相（MCT）按体积

比 9:1混合，先高速剪切 3  min形成粗乳液，再

75 MPa高压均质制备 Pickering乳液。

 1.2.8   乳液的粒径测定　使用 Mastersizer 2000激

光粒度仪测定乳液液滴的大小和分布情况。测定乳

液液滴的大小和分布情况。参考文献 [26]的方法，

测定前使乳液与分散剂（去离子水）充分混匀后进行

测试，其中样品折射率设置为 1.47，分散剂折射率为

1.33；泵速为 2000 r/min。液滴的大小用体积加权平

均粒径（Volume-weighted diameter，d4,3）表示。其中

计算公式如下：

d4,3 =
(∑

nidi
4
) (∑

nidi
3
)

式中：di 表示油滴直径，μm；ni 表示直径为 di 的

油滴数量。

 1.2.9   乳液表观粘度的测定　通过安东帕 MCR92
流变仪中带有的不锈钢板和板的几何测量单元（pp-
25，直径 25 mm）对乳液的表观粘度进行测量。参考

文献 [27]的方法并加以修改。将制备的新鲜乳液放

置在两个平行板之间，间隙高度设置为 1 mm。在

0.1~1000 s−1 的剪切速率范围内进行剪切扫描，研究

乳液表观粘度的变化。

 1.2.10   乳液的储藏稳定性　参考文献 [28]的方法

并加以修改。将新鲜制备的乳液（20 mL）转移到

30 mL玻璃瓶中，然后在 45 ℃ 进行加速实验，定期

监测乳液的视觉外观、粒径和电位的变化，观察其储

存稳定性。

 1.2.11   乳液的微观结构　采用 LEICA SP8共聚焦

激光扫描显微镜观察乳液的微观结构。参考文献

[29]的方法并稍加修改。将 20 µL的尼罗红（2 mg/
mL，溶于异丙醇）加入到 1 mL乳液中，充分混匀完

成染色。取染色后的乳液 10 µL涂在显微镜载玻片

上，然后用盖玻片覆盖。在 488 nm（Ar-Kr激光器）

激发波长下，在 25 ℃ 下采集物镜放大倍数为 63×，
像素为 1024×1024的乳液显微图像，并在 45 ℃ 的

加速储藏条件下定期监测其乳液微观结构的变化。

 1.2.12   多重光散射　利用多重光散射技术通过测定

稳定性指数（Turbiscan stability index，TSI）和相对背

散射光（Relative backscattered light，ΔBS）的变化来

评估 Pickering乳液的稳定性。实验过程中，将新鲜

制备的乳液（20 mL）转移到其样品瓶中，要求乳液不

能有气泡，仪器平衡后立即进行测定[30]。设置扫描程

序为 45 ℃ 扫描 48 h，每 1 h进行一次扫描，通过仪

器所带软件得到 Pickering乳液的整体 TSI值变化

情况以及 ΔBS随时间的变化曲线。通过样品的扫描

图谱变化情况，分析乳液的稳定性。

 1.3　数据处理

所有实验至少重复 3次，结果之间的差异用平

均值±标准差（Standard  deviation，SD）表示，使用

Origin Pro 2017对结果进行统计分析，实验数据采

用 SPSS 23进行统计学分析，应用 Duncan检验分析

样品之间差异的显著性，并且在 P<0.05时定义显著

差异。

 2　结果与分析

 2.1　pH对 PPP-NP粒径和 Zeta-电位的影响

蛋白质热聚集颗粒的形成是蛋白质分子之间的

静电和疏水相互作用的一种竞争现象。当蛋白质溶

液中的亲水基团能够提供足够的排斥力时，蛋白质的

聚集就会停止。相反，当疏水基团的作用很强时，会

给蛋白质的聚集带来动力[31]。粒径和多分散性系数

（Polydispersity index，PDI）测量通常用于表征溶液

中的聚合物聚集情况；Zeta-电位用于表征溶液的电

负性，分析溶液中分子间的静电相互作用[32]。研究表
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明，蛋白质分子之间的作用力不仅与它们自身的特性

有关，而且还取决于外部的加工环境条件[33]。图 1A

测定了不同 pH对 PPP-NP粒径的影响。如图 1A

所示，PPP-NP的粒径在 45~120 nm之间，在 pH6.5

时，PPP溶液的粒径在 110 nm左右，且拥有最低的

PDI（0.19），表明 PPP在 pH6.5下形成的 PPP-NP是

分布最均一的。由图 1B可知，PPP-NP电位的绝对

值随着 pH的增加而增大，大豆蛋白热聚集体也有相

同的趋势[34]。在 pH4.0时，Zeta-电位值为正，主要是

由于此时 pH<5.5（PPP的等电点（Isoelectric  point，

pI）为 5.5[18]），溶液带正电荷；当 pH≥6.5时，Zeta-电

位的绝对值随 pH增大的原因是此时溶液距离 pI越

来越远，携带更多的负电荷。综上所述，在 pH6.5下

PPP-NP粒径最大，为 110 nm。且 PDI值最低，说明

在此 pH下，PPP-NP的粒径分布集中，分散性好。
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图 1    不同 pH下 PPP-NP的粒径和 PDI（A）及 Zeta-电位（B）
Fig.1    Particle size, PDI (A) and Zeta- potential (B) of PPP-NP

at different pH
注：不同字母表示样品之间存在显著性差异，P<0.05。

 

 2.2　PPP-NP的表面形貌

用场发射扫描电子显微镜研究的 PPP-NP的形

态如图 2所示。根据粒径结果，可得出 pH6.5下

PPP-NP的 PDI值低，粒径分布集中，因此以 pH6.5

制备的 PPP-NP为代表。由图 2A所示，此条件下

PPP-NP尺寸均匀。在图 2B放大 5万倍下更为清晰

地观察到这一现象。颗粒尺寸大小和分布情况符合

图 2A的结果。这些 PPP-NP以适当的尺寸制造以

稳定 Pickering乳液。由图 2A可知 PPP-NP的粒径

大小在 45~120 nm之间，较小的颗粒具有较快的吸

附动力学，它们可以更快更准确地吸附在水包油界面

上，从而使界面得到更大程度的填充，从而形成更稳

定的 Pickering乳液[35]。均一的粒径分布和低 PDI

值是稳定 Pickering乳液的关键。在 pH6.5下制备

的 PPP-NP不仅粒径分布均匀一致，并且兼具吸附动

力学优势[36]，因此具有更高的应用价值。

 
 

A B

2.00 μm 1.00 μm

图 2    PPP-NP的扫描电子显微镜图
Fig.2    Scanning electron microscope image of PPP-NP

注：A、B分别为 PPP-NP放大 20000、50000倍的扫描电子显
微镜图。
 

 2.3　pH对 PPP-NP二级结构的影响

使用远紫外圆二色光谱测量 pH对 PPP-NP二

级结构的影响。图 3为圆二色光谱图，表 1为二级

结构的定量分析。由表 1可知，PPP含有 α-螺旋、β-
折叠、β-转角和无规卷曲四种二级结构组分：α-螺旋

和 β-折叠代表蛋白质的有序结构；β-转角和无规卷曲

则代表蛋白质的无序结构。与未经任何处理的对照

（control group，con）相比，在调节 pH后经过加热的

样品，α-螺旋结构含量显著减少约 19.2%~34.5%，β-
折叠含量显著增加 6.9%~47.2%，无规卷曲含量降低

8.7%~20.2%。α-螺旋减少的原因是由于热处理会导

致 α-螺旋中的氢键损伤，而氢键是稳定蛋白质二级

结构的主要作用力[37]。β-折叠含量增加是由于热处

理能打开蛋白结构，暴露疏水性基团，增强了蛋白质

间的相互作用，进而通过分子间 β-折叠形成蛋白聚

集体[38]。与中性和碱性条件相比，酸性（pH4.0）条件

下的 α-螺旋含量较低，这可能是由于 α-螺旋主要是

由氢键稳定的，而 PPP的 pI约 5.5，此时蛋白是带负

电荷，酸性环境可能会增加由于电荷中和而增加蛋白

质之间的静电作用力，从而影响氢键的稳定性。静电

作用力和氢键的变化会导致酸性条件下 α-螺旋的损

失[39]。研究表明，其他来源的蛋白二级结构变化也有

相似的规律，例如，Wu等 [40] 将芸豆蛋白进行低

pH热处理，蛋白结构发生变形和重组，从而使 β-折
叠含量增加。在 pH6.5~8.0范围内，α-螺旋和 β-折叠

 

20000

15000

10000

pH4.0
pH6.5
pH7.0
pH7.5

190 200 210 220 230 240

pH8.05000

波长 (nm)

0

−5000

−10000

−15000平
均

摩
尔

椭
圆

率
 (L

·m
ol

−1
·c

m
−1

) con

图 3    不同 pH条件下 PPP-NP的圆二色光谱图

Fig.3    Circular dichroic spectra of PPP-NP at different pH
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含量变化不显著，说明在此范围内的 pH的变化不足

以引起蛋白质二级结构的变化。并且，在此范围内，

pH6.5下 PPP-NP的 β-折叠含量相对最高。已经有

相关研究表明，β-折叠含量的增加可能会提高颗粒的

界面吸附能力[41]。因此，pH6.5下 PPP-NP具有较强

的降低界面张力能力，这与后面的界面吸附特性实验

结果相互论证。

 2.4　pH对 PPP-NP界面吸附特性的影响

由于从乳液界面去除吸附颗粒需要巨大的解吸

能量，因此颗粒的界面吸附被认为是一个不可逆的过

程[42]。PPP-NP在油-水界面的吸附可能包括至少两

个阶段：第一阶段 PPP-NP接近乳液界面并渗透到

油-水界面，第二阶段颗粒附着在界面，导致粘弹性界

面膜的形成。由于乳化剂的界面特性是评估其稳定

乳液能力的关键因素[43]，因此测定了不同 pH条件下

PPP-NP的界面张力的变化。如图 4所示，所有样品

在前 200 s内界面张力值急剧下降，这是由于 PPP-
NP开始附着在油水界面上。界面张力的快速下降

是 PPP-NP具有有效乳化剂的一个基本特征[44]。随

后，界面张力值下降速度减慢直至达到平衡，这是由

于颗粒在油水界面的堆积和结构重排，接近平衡状态

意味着颗粒即将终止分子构象的重排。在所有 pH
条件下，界面张力值均随着时间的推移而降低，表明

PPP可以在各种 pH条件下在油水界面处吸附[45]。

界面张力的降低会降低吉布斯表面自由能，从而提高

界面层的稳定性[44]。与 con相比，所有样品的最终

平衡值均小于 con，这可能是由于 con未经加热处

理，而实验组在热处理过程中球状蛋白质的展开（以

及疏水部分的暴露）的结果[46]，说明 PPP-NP的乳化

性优于 PPP。有些蛋白加热聚集后降低界面张力的

能力增加，因此稳定油水界面能力增强，乳化性和乳

化稳定性改善[47]。

 2.5　pH对 PPP-NP稳定 Pickering乳液粒径分布的

影响

乳液在不同 pH下的粒径分布如图 5所示。大

多数乳液呈现双峰分布，但峰均不同。这可能是由

于 PPP-NP在油水界面上的重组和重排可能使液滴

桥接，从而导致其呈双峰分布[48]。con与 pH4.0的乳

液的粒径分布在较宽的范围内变化，而在中性及碱性

条件下（pH7.0~8.0），乳液的液滴尺寸分布在小范围

内相对均匀。乳液液滴粒径分布范围越窄、峰值越

小表明乳液越稳定；因此，碱性条件下制备的

Pickering乳液相对稳定。事实上，较多种类的蛋白

质在碱性条件下的热变性和适度聚集均会导致其乳

化性增强，包括乳清分离蛋白[10]、卵白蛋白等。而

且，虽然 pH6.5乳液的粒径分布比较窄，但其峰值远

远大于其余各组，与较大的液滴尺寸相对应的乳液的

峰面积可能是由于桥接机制形成的絮凝[49]。因此可

能导致 pH6.5乳液的长期稳定性低于碱性条件下制

备的 Pickering乳液。
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图 5    不同 pH条件下 PPP-NP稳定 Pickering乳液的
粒度分布

Fig.5    Particle size distribution of PPP-NP stabilized Pickering
emulsion at different pH

 

 2.6　pH对 PPP-NP稳定 Pickering乳液表观粘度的

影响

如图 6所示，所有乳液的表观粘度均随着剪切

速率的增加而下降，表现出剪切稀释行为。在 pH 4.0
（低于 pI）和 6.5时，乳液的表观粘度相似，表现出最

高的粘度和剪切稀释行为。这时由于乳液液滴的高

度絮凝，乳液表现出最高的粘度和剪切稀化行为，这

与文献的分析结果一致[50−51]。对于球状蛋白质包裹

的油滴，当 pH接近吸附蛋白质的 pI时，油滴之间的

静电斥力降低，导致油滴聚集[52]。与非絮凝乳液相

比，絮凝乳液表现出更高的粘度和剪切稀化行为，因

为聚集体在其结构中保留了一些连续相，这导致粘度

增加。在施加的剪切作用下，絮凝结构的破坏导致剪

 

表 1    pH对 PPP-NP二级结构的影响

Table 1    Effect of pH on secondary structure of PPP-NP

样品 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲

con 34.1±1.27a 32.75±4.59c 7.35±2.61a 25.8±0.71c

pH4.0 22.35±0.92c 48.2±1.69a 1.4±0.42b 28.05±0.35b

pH6.5 24.45±1.48bc 43.2±3.11ab 2.2±0.85b 30.15±0.78a

pH7.0 26.2±2.12b 39.3±3.67bc 4.05±0.78b 30.45±0.78a

pH7.5 26.9±0.42b 38.85±0.07bc 3.25±0.64b 31±1.13a

pH8.0 27.55±0.35b 35±0.42c 8.05±0.35a 29.4±0.78a

注： 同列不同小写字母表示显著差异，P<0.05。
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切变稀行为。然而，在高于 pI的 pH（pH7.0~8.0）下，

乳液表现出明显较低的粘度，表明液滴絮凝较低。油

水界面处蛋白较高程度的聚集会增加乳液的表观粘

度[53]。根据 2.1的结果可得，碱性条件下形成的热聚

集体粒径较小，界面处蛋白聚集程度较低，因此碱性

条件下所制备的乳液表现出低粘度。
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图 6    不同 pH条件下 PPP-NP稳定 Pickering乳液的
表观粘度

Fig.6    Apparent viscosity of PPP-NP stabilized Pickering
emulsion at different pH

 

 2.7　pH对 PPP-NP稳定 Pickering乳液储藏稳定性的

影响

制备了不同 pH下 PPP-NP稳定的水包油 Picke-

ring乳液，并在 45 ℃ 下加速储存 28 d，每 7 d进行

拍照记录其视觉外观的变化。乳液的视觉外观监测

照片如图 7所示。con和 pH4.0的乳液在加速储藏

7 d后发生分层和聚结等现象；pH6.5的乳液在第

14 d时底部出现分层现象；pH7.0~8.0的乳液在储藏

28 d后仍保持良好的视觉外观，未出现相分离、聚结

等现象，在整个实验过程中均保持均匀稳定。这些现

象直观地表明 PPP-NP具有良好的乳化能力，且制备

出的乳液具有较好的稳定性，这可能与蛋白聚集体表

面疏水性提高，从而有效降低其在油水界面上吸附所

需的能量[54]。

粒径和 Zeta-电位是用于评估乳液体系稳定性

的重要指标[55]。在 45 ℃ 下储存 4周，在制备出后立

即测量液滴大小和 Zeta-电位，在为期 4周的储存期

间每 7 d测量一次。d4,3 用于评估乳液的粒径，发现

其随 pH而变化。如表 2所示，第 0 d时，pH7.0~8.0

的乳液粒径为纳米级；con、pH4.0、pH6.5的乳液粒

径则为微米级。较小的粒径会形成更稳定的乳液[56]，

表明 pH7.0~8.0乳液的长期稳定性可能优于其他

组。由图 1A可知，在 pH8.0时的 PPP-NP粒径明显

小于其他 pH条件下的，因此更容易吸附到油水界面

上降低界面张力值，从而拥有更优异的乳化性能，这
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图 7    Pickering乳液在 45 ℃ 储藏 28 d的视觉直观图

Fig.7    Visual visualization of Pickering emulsion stored at 45 ℃ for 28 d
 

表 2    Pickering乳液在 45 ℃ 储藏 28 d的粒径监测

Table 2    Particle size monitoring of Pickering emulsions stored at 45 ℃ for 28 d

样品 0 d 7 d 14 d 21 d 28 d

con 1.396±0.83Cc 22.740±2.66Ab 26.306±1.70Bb 28.245±0.81Bb 44.876±6.72Ba

pH4.0 3.490±1.12Bd 20.372±2.39ABd 78.791±17.33Ac 123.222±21.95Ab 171.663±14.99Aa

pH6.5 9.963±0.70Ac 18.250±0.95Bb 23.499±1.32Ba 24.003±0.78Ba 23.169±0.48Ca

pH7.0 0.431±0.01Cb 0.452±0.005Cb 0.493±0.004Cb 0.606±0.11Ca 0.658±0.004Da

pH7.5 0.373±0.006Cb 0.376±0.006Cb 0.378±0.007Cb 0.379±0.002Cb 0.428±0.004Da

pH8.0 0.280±0.01Cbc 0.278±0.005Cc 0.292±0.004Cab 0.291±0.106Cabc 0.302±0.004Da

注：同列不同大写字母表示同样储藏时间不同pH乳液存在显著性差异；同行不同小写字母表示同一pH不同储藏时间乳液存在显著性差异，P<0.05，表3同。
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与 Lee等[57] 获得的结果相似。Gao等[58] 也报道了

SPI稳定的乳液在碱性 pH下稳定性更好。当储藏

第 7 d时，con和 pH4.0乳液粒径显著增加，说明其

稳定性差，这与图 7的外观图的表现一致。pH4.0的

乳液稳定性差的原因是蛋白质之间的静电排斥不足

以克服吸引相互作用，导致颗粒聚集从而粒径增

加 [55]。PPP-NP稳定的乳液在酸性条件下的 d4,3
随着贮藏天数的延长而逐渐增加，但随着 pH的升

高 ， d4,3 的增长速度逐渐减慢 ；当 pH大于等于

7.0时，其乳液粒径未发生显著性增加，说明乳液在碱

性条件下保持稳定。可以得出结论，PPP-NP稳定的

Pickering乳液的稳定性随着水相从酸性变为碱性而

增加，这可能是由于 pH对 PPP吸附的影响。

还监测了不同 pH条件下乳液液滴的 Zeta-电位

值。如表 3所示，在第 0 d时，随着 pH从 4.0变化

到 8.0，Zeta-电位值从正值（37.90±0.69）变为负值

（−44.83±1.84）。这种趋势可归因于 PPP的 pI出现

在 5.5左右，且 Zeta-电位的绝对值随着 pH从 6.5
增加到 8.0而显著增加，这是由于高于蛋白质的

pI时的静电排斥从而抑制液滴的絮凝[51]。除 pH7.0~
8.0外，其他样品的 Zeta-电位的绝对值随着储藏天数

的延长而显著降低（P<0.05），同表 2的粒径监测变化

趋势相似。综上所述，pH6.5下 PPP-NP制备的乳液

的初始稳定性良好，但于 14 d后出现分层，因此

pH6.5更适应于需要快速乳化的应用情况，比如肉制

品加工；而中性和碱性条件下的 PPP-NP制备的乳

液，通过静电排斥机制可以较好的维持长期稳定性，

适合储存型食品体系。

 2.8　pH对 PPP-NP稳定 Pickering乳液微观结构的

影响

共聚焦激光扫描显微镜（Confocal laser scanning
microscope，CLSM）常用于分析乳液的微观结构，它

可以内在地反映乳液颗粒的尺寸分布、分散性和

稳定性[51]。不同 pH下形成的 PPP-NP稳定的 Picke-
ring乳液如图 8所示。油滴被尼罗红染色显示绿色，

因此绿色区域代表油滴。由于乳液液滴的粒径较小，

因此在 CLSM下显现出满屏的绿色小点。由图 8可

知，当储藏 14 d时，Con、pH4.0的乳液均出现大面

积的油滴聚集，pH6.5的乳液出现局部小聚集，而

pH7.0~8.0的乳液微观结构显示其分布仍然均匀，无

任何油滴聚集现象。当储藏 28 d后，Con、pH4.0、

pH6.5的乳液中聚集程度明显加强，pH7.0的乳液也

有较微弱的局部小聚集现象；而 pH7.5与 pH8.0的

乳液仍保持良好的分布状态，这与图 7的视觉直观

图、表 2粒径监测和表 3电位监测的结果保持一

致。CLSM的结果再次证实 PPP-NP稳定的乳液酸

性条件下的长期稳定性较差，在中性和碱性条件下有

着更好的乳液稳定性。这一结果与 He等[59] 的结果

相似，其所制备的样品同样在碱性条件下稳定性

更高。

 
 

0 d

con pH4.0 pH6.5 pH7.0 pH7.5 pH8.0

14 d

28 d

图 8    通过 CLSM监测 Pickering乳液的微观结构的变化
Fig.8    Microstructural evolution of Pickering emulsions

monitored by CLSM
注：图像在 65×放大倍数下记录和捕捉，比例尺为 25 μm。

 

 2.9　pH对 PPP-NP稳定 Pickering的背散射光强度

和 TSI的影响

作为稳定性研究的一部分，在 45 ℃ 连续测量

48 h的乳液光散射衍射。这些测量可用于评估乳液

短期或长期稳定性，并阐明不稳定机制。图 9A显示

了在不同 pH条件下 PPP-NP稳定的 Pickering乳

液 ΔBS的演变。乳液稳定性的定义表明，如果液滴

的数量、尺寸分布和空间分布不随时间变化，则乳液

是稳定的[60]。而 BS则可直观反映乳化体系整体或

局部的不稳定现象。因此，乳液越稳定，观察到的

BS变化就越小。由图 9A可知，con的 ΔBS随扫描

时间的延长出现大尺度平行平移，说明类似光强对应

的液体体积在增加，结合视觉直观图，该乳液出现明

显的相分离，大液滴上升，小液滴残留。pH4.0的底

部（0~15 mm）曲线下移，这表明发生了明显的聚结/
絮凝现象[60]，这与 Cao等[61] 报道的 pH4.0下界面蛋

白桥接絮凝机制相吻合。pH6.5~8.0的 ΔBS曲线基

本保持不变，说明 pH6.5~8.0的乳液稳定性较好。

虽然 BS可以直观反映乳液体系的局部不稳定

现象，但无法量化比较多个样品的不稳定程度。因此

 

表 3    Pickering乳液在 45 ℃ 储藏 28 d的 Zeta-电位

Table 3    Zeta-potential of Pickering emulsions stored at 45 ℃ for 28 d

样品 0 d 7 d 14 d 21 d 28 d

con 21.03±1.10Ba 13.63±2.63Ab 12.43±1.60Abc 9.33±1.53Ac 6.13±0.51Ad

pH4.0 37.90±0.69Aa 9.80±0.80Bb 4.54±0.38Bc 3.40±0.15Bd 1.75±0.46Be

pH6.5 −31.20±0.36Cc −29.27±1.75Cbc −27.37±0.80Cb −27.47±0.81Cb −22.97±0.61Ca

pH7.0 −35.73±0.35Dbc −36.93±1.03Dc −34.00±2.46Dbc −33.20±1.42Dab −30.53±0.50Da

pH7.5 −38.67±0.78Ec −37.87±1.17Dbc −37.63±0.76Ebc −35.80±2.46DEab −34.26±0.58Ea

pH8.0 −44.33±1.84Fc −38.67±0.78Db −37.57±0.90Eb −37.43±0.95Eab −35.23±0.75Ea
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乳液稳定性也可以使用 TSI值[62] 来表征。TSI可以

表征多种不稳定现象对光强度变化的综合影响，还可

以比较出不同样品间的稳定性差异；TSI值越大，乳

液体系越不稳定。不同 pH制备的 PPP-NP稳定的

Pickering乳液的 TSI如图 9B所示。所有样品的

TSI值均随着扫描时间的增加而增大。从图 9B

可以看出，乳液稳定性结果为 pH8.0>pH7.5>pH7.0>
pH6.5>pH4.0>con。这与图 7的储藏稳定性直观图

相一致。在瓶装直观图中，肉眼仅方便观察并记录由

乳液液滴上升引起的乳液分层，然而，在 TSI测量

中，TSI值不仅记录了分层现象，而且还记录了絮凝

和聚结。絮凝和聚结被认为是乳液稳定性中影响因

素的一部分。因此 TSI值的变化能更全面、系统的

表征乳状液体系的稳定性。

 3　结论
在 pH6.5条件下，PPP通过有序自组装形成平

均粒径为 112 nm、PDI低至 0.19的纳米粒子，显著

优于其他 pH条件的 PPP-NP。场发射扫描电镜实验

进一步证实了 pH6.5下 PPP-NP的均一形态和优异

分散性，表明 pH6.5是调控 PPP聚集行为的理想

pH条件。界面张力实验表明，PPP-NP在 200秒内

迅速降低油水界面张力至平衡值，这归因于热处理后

疏水基团的暴露及分子间 β-折叠结构的增加。此类

结构特性增强了颗粒在界面的粘弹性膜形成能力，从

而提升乳化效率。表观粘度和乳液稳定性实验表明，

pH6.5制备的 Pickering乳液在中短期内具有显著稳

定性优势，其表观粘度最高，液滴粒径分布集中，且

在 45 ℃ 加速储存 14 d后仍保持均匀。尽管中性/

碱性条件（pH7.0~8.0）的乳液在长期储存（28 d）中表

现更优（TSI值最低），但其较小的颗粒尺寸（0.28~

0.43 μm）可能需更高能量输入以实现快速乳化。因

此，pH6.5在加工效率与稳定性之间取得了平衡，尤

其适用于肉制品等需即时乳化的场景。综上所述，

pH6.5条件下制备的 PPP-NP凭借均一的纳米结构、

快速界面吸附及中短期稳定性，为更优异的食品乳化

剂的开发提供了新思路，并为接下来设计一种更有效

的活性物质递送系统提供了新的策略和理论

基础。
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