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基于 pH驱动法利用植物蛋白提升橙皮苷
稳定性及生物利用率

吕　燕1，陈　军1,2，胡秋连3，吕成良1，耿　勤1，邓利珍1,2，韩嘉龙1，李　俶1,2，戴涛涛1,2, *

（1.南昌大学 食品科学与资源挖掘全国重点实验室，江西南昌 330047；
2.江西南大国创院食品科技有限公司，江西南昌 330200；
3.江西省认证总院食品检验检测研究院，江西南昌 330052）

摘　要：采用 pH驱动法制备橙皮苷与不同植物蛋白（大米蛋白、豌豆蛋白、豌豆/大米复合蛋白）的复合物，以提

高橙皮苷的水溶性、环境稳定性以及生物利用率，并采用扫描电镜、动态散射光、X射线衍射技术等手段表征复

合物的形成，同时使用高效液相色谱法测定橙皮苷含量以分析复合物环境稳定性和生物利用率。结果表明，三种

植物蛋白均能提高橙皮苷水溶性，其中豌豆/大米复合蛋白提升了 19.6倍，使橙皮苷在水中溶解度达到 340.78 μg/mL。
橙皮苷-豌豆/大米复合蛋白复合物环境稳定性基本优于单一植物蛋白，其中热稳定效果最好，在 80 ℃ 加热 2 h橙
皮苷保留率在 65.09%。体外消化结果表明橙皮苷-豌豆/大米复合蛋白复合物的生物利用率最高，约为游离橙皮苷

的 5.22倍。本研究为提升橙皮苷稳定性和生物利用度提供了新思路，有助于拓展橙皮苷的应用范围。

关键词：橙皮苷，植物蛋白，pH 驱动法，稳定性，生物利用率
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Abstract：Complexes of hesperidin with different plant proteins (rice protein, pea protein, pea/rice complex protein) were
prepared by pH-driven method to  improve the  water  solubility,  environmental  stability,  and bioavailability  of  hesperidin.
The  complexes  were  characterized  by  scanning  electron  microscopy,  dynamically  scattered  light,  and  X-ray  diffraction.
Meanwhile,  the  high  performance  liquid  chromatography  was  used  to  determine  the  hesperidin  content  to  analyze  the
environmental  stability  of  complexes  and  bioavailability  of  hesperidin.  The  results  showed that  three  plant  proteins  were
able to improve the water solubility of hesperidin, among which the pea/rice complex protein improved 19.6-fold, and the
solubility of hesperidin in water reached 340.78 μg/mL. The environmental stability of hesperidin-pea/rice complex protein
complex was basically better than that of single plant protein, in which the heat stabilization was the most effective, and the  
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retention  of  hesperidin  was  at  65.09%  after  heating  at  80 ℃  for  2  h.  The  in  vitro  digestion  results  showed  that  the
bioavailability of hesperidin in hesperidin-pea/rice complex protein complex was the highest, which was about 5.22-fold of
free  hesperidin.  This  study  provided  a  new  idea  to  enhance  the  stability  and  bioavailability  of  hesperidin  and  helped  to
expand the application of hesperidin.

Key words：hesperidin；plant protein；pH-driven method；stability；bioavailability

橙皮苷是橙皮素与芸香糖形成的糖苷，即橙皮

素-7-O-芸香糖苷，为二氢黄酮衍生物[1]，大量存在于

柑橘类水果（芸香科）中。橙皮苷以其广泛的生物活

性而闻名，包括降低毛细血管渗透性和脆弱性、抗

氧化、抗炎、抗菌、抗癌和抗过敏等[2−3]。但由于该

化合物的水溶性极差[4−5]，其在水中的溶解度仅有

0.02 mg/mL，限制了其在水中的溶解速率，导致生物

利用度相当低，极大地限制了其在食品、医药、化妆

品等工业产品中的应用[6]。目前对橙皮苷的研究大

多集中于脱糖基、甲基化等改性处理或微胶囊、乳液

等包封运载的方式来提升其溶解性和生物利用率，但

成功率低并且成本过高，因此探索出简便快捷且有效

的方式十分重要。

pH驱动法，也称为 pH转换法，是多酚类化合物

封装方法之一，它是一种绿色、无有机溶剂、低能耗

且易于扩展的技术。PAN等[7] 根据生物聚合物（蛋

白质）的“解离-重折叠”和植物多酚从碱性环境到酸

性环境的“去质子化-质子化”开发了该方法，并成功

地将水溶性差的姜黄素包封在酪蛋白胶束中，这是因

为姜黄素在水溶液中的溶解度强烈依赖于 pH。大

量研究表明，生物活性化合物通过与蛋白的非共价结

合制备复合粒子可以改善生物活性化合物的溶解

性、生物利用度和抗氧化活性[8]。目前，大多研究集

中于将动物蛋白与溶解性依赖 pH的酚类化合物复

合来改善酚类化合物的性质。XU等[9] 报道了通过

pH驱动方法制备负载白藜芦醇的乳清分离蛋白纳米

粒子在不同 pH条件下的超声处理，发现 pH12.0的

超声处理后有最高的包封率和负载量，这可能是由于

在 pH12.0条件下超声处理的蛋白质具有最高的表

面疏水性。KEVIJ等[10] 采用 pH驱动法将乳清分离

蛋白与姜黄素复合制备姜黄素-蛋白聚合物粒子，该

方法显著提高了姜黄素的水溶性、热稳定性和光稳

定性，且在 pH3.0时的稳定性高于 pH7.0时的稳定

性。同时乳清分离蛋白-姜黄素聚合物粒子在模拟肠

道条件下也显示出高的抗氧化活性和缓释特性。

PENG等[11] 基于纳米包封技术并结合 pH驱动法制

备姜黄素酪蛋白酸钠纳米粒子，所得的酪蛋白酸钠聚

合物粒子具有高负载率（27%），并且提升了姜黄素的

水分散性。ZHOU等[12] 采用酪蛋白酸盐通过 pH驱

动法来稳定百里酚，其负载能力高达 45.9%。然而，

使用植物蛋白通过 pH驱动法来提升酚类化合物的

性质研究报道较少，且复合植物蛋白在提升酚类化合

物稳定性的方面研究更为少见。

近年来，植物蛋白因其安全、环保、来源广泛、

价格低廉等优点，逐渐部分或完全取代了动物蛋白。

大米蛋白和豌豆蛋白均是低过敏性植物蛋白[13−14]。

研究表明大米蛋白和豌豆蛋白可作为运载体结合生

物活性小分子从而提升活性物质的性质。MA等[15]

研究发现大米蛋白与叶黄素通过非共价相互作用形

成纳米颗粒，显著提高了叶黄素的溶解度，荧光光谱

分析表明二者具有很强的亲和力。豌豆蛋白与蜂胶

形成微粒，对蜂胶的抗氧化性和抗菌活性均有显著

保护作用[16]。豌豆蛋白与葡萄籽原花青素通过氢键

形成胶体复合物，提高了葡萄籽原花青素的储藏稳定

性[17]。但由于大米蛋白的赖氨酸含量较低，是其第一

限制性氨基酸，单一大米蛋白无法充分地满足人体的

蛋白质需求，而豌豆蛋白富含赖氨酸。因此将大米蛋

白与豌豆蛋白复合，不仅可以解决大米蛋白氨基酸不

均衡以及溶解度差的缺点，还能提升大米蛋白的功能

性质。HU等[18] 研究发现豌豆/大米复合蛋白与甜菜

苷通过疏水相互作用复合后可以显著提升甜菜苷的

热稳定性，在 80 ℃ 加热 60 min后，甜菜苷的降解率

从 93.74%降至 56.48%，表明复合植物蛋白对甜菜

苷具有一定的热保护作用。

综上所述，本研究以豌豆蛋白、大米蛋白、豌

豆/大米复合蛋白为原料通过 pH驱动法分别与橙皮

苷复合，通过扫描电镜、动态散射光、X射线衍射技

术表征橙皮苷-蛋白复合物的形成，探究并比较不同

蛋白对橙皮苷环境稳定性的影响，提高橙皮苷的水溶

性和生物利用率，为拓展橙皮苷在食品等领域的应用

提供理论依据和指导。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

橙皮苷　纯度：95%，上海源叶生物科技有限公

司；大米蛋白　纯度：83.4%，江西恒顶食品有限公

司；豌豆蛋白　纯度：82.8%，烟台双塔食品股份有限

公司；氢氧化钠、0.1 mol/L盐酸标准液　阿拉丁试

剂有限公司（中国上海）。

RT-10磁力搅拌器　德国 IKA公司；Zetasizer
Nano ZS 纳米粒度仪　英国 Malvern公司；SU8100
扫描电子显微镜　日本 Hitachi公司；D8 Advance
X-射线衍射　德国 Bruker公司；1260 series高效液

相色谱仪　美国 Agilent公司；ME303E电子分析天

平　上海梅特勒-托利多仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   橙皮苷-蛋白复合物的制备　参照 HU等[18]

的方法处理植物蛋白，分别将豌豆蛋白、大米蛋白和

豌豆/大米复合蛋白（质量比=1:1）溶解在蒸馏水中，
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并用 1 mol/L氢氧化钠溶液将 pH调节至 12.0。搅

拌 1 h后，用 0.1 mol/L盐酸溶液将 pH重新调节至

7.0。以 4800 r/min离心 30 min后，取上清液备用。

经 pH循环处理后的豌豆蛋白、大米蛋白和豌豆/大
米复合蛋白的溶解度分别从 12.2、0.5、4.1 mg/mL
提升到 99、31.2、36.4 mg/mL。将经 pH循环制备的

豌豆蛋白（PP）、大米蛋白（RP）、豌豆/大米复合蛋白

（PP-RP）用蒸馏水稀释至 10 mg/mL，磁力搅拌 2 h
充分水化后使用 3 mol/L的氢氧化钠溶液将蛋白溶

液调到 pH12.0，磁力搅拌 80 min后分别加入一定量

的橙皮苷粉末使橙皮苷浓度分别为 0.5、1、2、3、
4 mg/mL，继续搅拌 20 min，使用 2 mol/L的盐酸溶

液将 pH调到 7.0并持续搅拌 30 min，后经 4800 r/
min离心 20 min后取上清液分别制得橙皮苷-豌豆

蛋白复合物（PP-H）、橙皮苷-大米蛋白复合物（RP-H）

和橙皮苷-豌豆/大米复合蛋白复合物（PP-RP-H）。 

1.2.2   橙皮苷浓度测定　采用高效液相色谱法对橙

皮苷-蛋白复合物进行检测，色谱柱为 Agilent C18 分

析柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A为 0.1%甲

酸水溶液，流动相 B为乙腈，采用紫外可见光检测

器，紫外检测波长为 283 nm，柱温为 35 ℃，进样量

为 20 μL，一个梯度程序的跑样时间为 30 min，流速

为 1 mL/min。应用以下梯度程序：0~1 min，85% A；

1~5  min， 85%~75%  A； 5~15  min， 75%~60%  A；

15~25 min，60%~50% A；25~30 min，50%~85% A[19]。 

1.2.3   橙皮苷-蛋白复合物的基本性质表征　 

1.2.3.1   包封率和载药量的测定　参考 TIAN等[8]

的方法稍作修改，取 1 mL橙皮苷-蛋白复合物与 29 mL
甲醇溶液混合均匀，涡旋 2 min，然后在 4800 r/min
离心 15 min。离心后取上清液。使用高效液相色谱

法测定上清液中橙皮苷对应的峰面积。将橙皮苷标

准品溶解于甲醇溶液中配制橙皮苷标准溶液，采用高

效液相色谱法测定其峰面积，建立标准曲线用于计算

稀释上清液中的橙皮苷浓度，利用下述公式计算包封

率和载药量。

包封率(%) =
C1

C0
×100 式（1）

载药量(%) =
C1

C2
×100 式（2）

式中：C1 表示离心后上清液橙皮苷的浓度，

mg/mL；C0 表示制备橙皮苷-蛋白复合物时添加的橙

皮苷浓度，mg/mL；C2 表示蛋白浓度，mg/mL。 

1.2.3.2   保留率和溶解浓度的测定　将贮藏 3 d后的

三种橙皮苷-蛋白复合物分别在 4800 r/min条件下离

心 30 min，取上清液并采用 1.2.2方法进行橙皮苷浓

度测定，通过以下公式计算保留率：

保留率(%) =
C3

C0
×100 式（3）

式中，C3 表示贮藏 3 d后的样品离心后上清液

橙皮苷的浓度；C0 表示橙皮苷-蛋白复合物贮藏前的

橙皮苷初始浓度。

将橙皮苷添加量为 2 mg/mL所制备好的橙皮

苷-蛋白复合物采用 1.2.2方法对其橙皮苷浓度进行

测定，所得橙皮苷浓度即为橙皮苷实际溶解浓度。 

1.2.3.3   橙皮苷-蛋白复合物粒径及电位的测定　通

过马尔文纳米粒度电位仪在室温下测定橙皮苷-蛋白

复合物的粒径、电位，蛋白质和水的折射率分别为

1.45和 1.33。为避免多次散射效应，同时产生足够

大的信号，在测定之前，橙皮苷-蛋白复合物采用去离

子水进行适当稀释[20]。 

1.2.3.4   橙皮苷-蛋白复合物表面形态的测定　将橙

皮苷-蛋白复合物冻干，采用扫描电镜对冻干后的橙

皮苷-蛋白复合物进行微观形态的观察。取少量样品

均匀平铺于双面导电胶上，经过离子溅射镀膜仪将样

品镀金至 250~500 nm的水平，在 Quanta 200扫描

电镜中观察颗粒形貌结构，工作电压为 3 kV，放大倍

数为 25000倍[20]。 

1.2.3.5   X射线衍射（XRD）分析　采用 XRD技术分

别考察橙皮苷、蛋白和橙皮苷-蛋白复合物的结晶形

态。发射和接收狭缝分别设置为 1°和 0.1 mm，扫描

速度为 2°/min，扫描范围（2θ）为 5°~50°[21]。 

1.2.4   橙皮苷-蛋白复合物环境稳定性研究　 

1.2.4.1   热稳定性　考察温度对橙皮苷-蛋白复合物

热稳定性的影响，将橙皮苷-蛋白复合物在 20~90 ℃
的温度下处理 2 h，测定处理后的橙皮苷-蛋白复合物

平均粒径的变化以及经 4800 r/min离心 20 min后

上清液的橙皮苷保留率。

保留率(%) =
CH

C0
×100 式（4）

式中：CH 表示样品加热后橙皮苷所剩浓度，

mg/mL；C0 表示未处理样品的初始橙皮苷浓度，

mg/mL。 

1.2.4.2   pH稳定性　使用 HCl和 NaOH溶液，将橙

皮苷-蛋白复合物的 pH调至 2.0~8.0，平衡 12 h后，

用激光纳米粒度仪测定其平均粒径和表面电位变化，

并用摄像机记录外观变化。 

1.2.4.3   离子稳定性　参照彭盛峰[22] 的方法，在一价

阳离子和二价阳离子中各自选取一种食品工业中最

常见的阳离子，分别为 NaCl和 CaCl2，然后向橙皮

苷-蛋白复合物中加入不同浓度 NaCl溶液和 CaCl2
溶液，在室温下平衡 1 h后，测定处理后经 4800 r/
min离心 20 min的上清液橙皮苷保留率的变化，用

摄像机记录离子处理后的外观变化。

保留率(%) =
CI

C0
×100 式（5）

式中：CI 表示样品加入阳离子后橙皮苷所剩浓

度，mg/mL；C0 表示未处理样品的初始橙皮苷浓度，

mg/mL。 
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1.2.4.4   贮藏稳定性　将橙皮苷-蛋白复合物溶液贮

藏在 4 ℃ 和 25 ℃ 中，考察贮藏时间对橙皮苷-蛋白

复合物的稳定性影响，测定一个月内平均粒径以及

经 4800 r/min离心 20 min后上清液的橙皮苷保留

率的变化，用摄像机记录贮藏前后的外观变化。

保留率(%) =
CS

C0
×100 式（6）

式中：CS 表示样品贮藏一段时间后上清液橙皮

苷所剩浓度，mg/mL；C0 表示未处理样品的初始橙皮

苷浓度，mg/mL。 

1.2.5   体外消化　体外消化实验参照 ZHANG等[23]

的方法略做修改。在消化前将配制好的消化液进行

灭菌操作，保持无菌状态。

口腔阶段：将 7.5  mL橙皮苷-蛋白复合物与

7.5 mL配制好的模拟口腔液（氯化钠 1.594 mg/mL、
硝酸铵 0.328 mg/mL、氯化钾 0.202 mg/mL、磷酸二

氢钾 0.636 mg/mL、柠檬酸钾 0.308 mg/mL、尿酸钠

0.021 mg/mL、尿素 0.198 mg/mL、乳酸钠 0.146 mg/
mL、口腔粘膜蛋白 3.0  mg/mL）混合，将 pH调至

6.8，37 ℃ 下 100 r/min振荡 10 min。
胃阶段：在上述溶液中加入含有胃蛋白酶

（3.2 mg/mL）、氯化钠（2 mg/mL）和盐酸（7 mL/L）的
模拟胃液（1:1 v/v）。将混合溶液的 pH调至 2.0，在
37 ℃ 水浴中以 100 r/min振荡 2 h，模拟人胃内消化

情况。

小肠阶段：胃消化后，将溶液的 pH调至 7.0，然
后加入 2.5  mL胰酶（24  mg/mL）、2.5  mL脂肪酶

（24 mg/mL）、3.5 mL胆盐（全部溶解于 5 mmol/L磷

酸盐缓冲液溶液 ， pH7.0）和 1.5  mL模拟肠液

（36.7 mg/mL氯化钙、218.7 mg/mL氯化钠），在 37 ℃
条件下以 100 r/min消化 2 h，采用电位滴定仪监测

pH保持在 7.0，模拟人小肠消化情况。

分别取胃消化、肠消化后的终产物，按照 1.2.2
的方法测定橙皮苷体外消化后的含量。

参考彭盛峰[22] 的方法，完成模拟体外消化后，将

消化液离心（4800 r/min，30 min）后取上清液，用液相

色谱分析橙皮苷含量，上清液被认为是包含了已吸收

的橙皮苷的混合胶束部分。橙皮苷的转化率和生物

可接受率通过以下公式计算：

转化率(%) =
CC

C0
×100 式（7）

生物可接受率(%) =
CM

CC
×100 式（8）

生物利用率(%) =转化率×生物可接受率×100

式（9）
式中：CC 表示食糜（经过口腔、胃、肠三个消化

阶段后得到的最终全部产物）中橙皮苷的浓度，

mg/mL；C0 表示初始样品橙皮苷的浓度，mg/mL；
CM 表示混合胶束（上清液中的全部混合物）中橙皮苷

的浓度，mg/mL。 

1.3　数据处理

所有实验均至少重复三次，采用 IBM SPSS

Statistics 26统计学分析软件对数据进行方差分析和

显著性差异检验，不同字母表示存在显著性差异

（P<0.05）。采用 Origin 2021软件进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　橙皮苷-蛋白复合物的包封率及载药量

如图 1（A）所示，随橙皮苷浓度的增加，三种植物

蛋白的包封率呈现下降的趋势，分别由 19.18%、

73.89%、60.29%下降到 12.23%、9.01%、13.07%。

TIAN等[8] 也报道了类似现象，这可能是由于橙皮苷

的添加浓度高于蛋白包封能力的范围，导致很多橙皮

苷没有与蛋白结合，从而出现包封率随橙皮苷浓度增

高而下降的趋势。由图 1（B）可以看到在橙皮苷浓

度大于 0.5 mg/mL时，载药量基本呈现上升的趋势。

PP-H和 PP-RP-H在橙皮苷浓度为 4 mg/mL时，载

药量仍有显著提升（P<0.05），而 RP-H无显著性变化

（P>0.05），表明 PP与 PP-RP的载药能力高于 RP。

除橙皮苷浓度为 0.5 mg/mL外，PP-RP-H的包封率

及载药量均优于两种单一蛋白。由图 1（A）可观察到

在橙皮苷浓度为 0.5 mg/mL以及 1 mg/mL时的包封

率显著高于其他橙皮苷浓度（P<0.05），但由图 2（B）

可以看到，在 4 ℃ 条件下贮藏 3 d后这两种浓度出
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图 1    橙皮苷浓度对橙皮苷-蛋白复合物包封率（A）和载药量
（B）的影响

Fig.1    Effect of hesperidin concentration on the encapsulation
rate (A) and drug loading (B) of hesperidin-protein complexes

注：大写字母表示相同蛋白对应不同橙皮苷浓度间的显著性
（P<0.05）；小写字母表示相同橙皮苷浓度对应不同蛋白间的
显著性（P<0.05）；图 2同。
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现明显的沉淀，且由图 2（A）可以看到橙皮苷保留率

下降到 82.8%以下，其中在橙皮苷浓度为 2 mg/mL
时保留率最高，即此时橙皮苷-蛋白复合物最为稳定，

并且 PP-RP的橙皮苷保留率高于另两种蛋白，在

96.73%左右，TIAN等[8] 报道了高含量橙皮苷复合

物的包封率和载药量在 24 h内保持稳定，而低含量

橙皮苷复合物的包封率和载药量在储存过程中显著

下降，并表明高浓度的橙皮苷可以改善复合物的稳定

性。由图 3可知经高效液相色谱分析得到在橙皮苷

添加浓度为 2 mg/mL时，PP-H、RP-H和 PP-RP-H
三种复合物最终上清液橙皮苷浓度分别为 298.06、

270.76和 340.78 μg/mL，相较于游离橙皮苷在水中

溶解度（17.40 μg/mL），最高提升了近 19.6倍，表明

三种蛋白均对橙皮苷的水溶性有显著的提升效果，这

可能是因为处理后的植物蛋白的溶解度远高于橙皮

苷，蛋白表面疏水基团与橙皮苷的疏水基团结合后形

成新的复合物阻断了橙皮苷在水中的自结晶从而使

得橙皮苷的水溶性大幅提升[24−25]。其中当橙皮苷浓

度为 2 mg/mL时，PP-RP-H复合物包封率和载药量

最高，分别为 17.04%、3.41%，且经 3 d贮藏后 PP-RP-
H橙皮苷的保留率也最高，为 96.73%，表明复合蛋白

对橙皮苷的负载效果要优于单一蛋白，不同蛋白包封

效果不同的原因可能是蛋白之间分子量及结构的不

同[22]。 

2.2　橙皮苷-蛋白复合物的结构表征 

2.2.1   粒径与电位　由图 4可知，橙皮苷与不同蛋白

复合均在橙皮苷浓度为 2 mg/mL时平均粒径最小，

分别为 147.93、150.33、144.90 nm，其 PDI值较小，

均在 0.7以下，分别为 0.28、0.25、0.57。PDI值（多

分散系数）越小表明样品粒径尺寸越均一，反之表明

粒径分布不均匀，部分发生聚集现象，表明橙皮苷浓

度为 2 mg/mL时，复合物在水中分散最为均匀稳
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图 2    橙皮苷浓度对复合物贮藏 3 d后橙皮苷保留率（A）的
影响以及外观形貌（B）的变化

Fig.2    Effect of hesperidin concentration on hesperidin
retention after three days of storage of the complexes (A)

and changes in appearance and morphology (B)
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图 3    橙皮苷添加浓度为 2 mg/mL时的实际溶解浓度

Fig.3    Actual dissolved concentration of hesperidin added at a
concentration of 2 mg/mL

注：不同字母表示存在显著性差异（P<0.05）；图 4、图 11同。
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Fig.4    Effect of hesperidin concentration on the average particle size, PDI value, and potential of hesperidin-protein complexes
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定。一般情况下，电位绝对值越大，带有相同电荷粒

子之间的静电斥力越大，纳米粒子越不容易发生聚集

沉淀，有利于维持体系的稳定[26]。橙皮苷浓度为

2  mg/mL时电位的绝对值最大 ，分别为−29.53、
−29.77、−31.47 mV，说明橙皮苷浓度为 2 mg/mL时

形成的复合物最为稳定，与 3 d贮藏后的橙皮苷保留

率结果一致，因此后续实验均使用橙皮苷浓度为

2 mg/mL的复合物作为研究对象。 

2.2.2   蛋白质以及橙皮苷-蛋白复合物的表面形态　

橙皮苷与蛋白复合后，会改变蛋白表面形态，如图 5
所示，通过扫描电子显微镜在放大 25000倍的条件

下观测前处理后的蛋白以及橙皮苷-蛋白复合物的表

面形态，发现在与橙皮苷复合后三种蛋白的表面均由

原来的粗糙多孔变得平滑且孔隙结构明显减少，说明

橙皮苷与蛋白复合后改变了蛋白的表面形态，也进一

步说明了橙皮苷与蛋白的成功复合。 

2.2.3   X射线衍射（XRD）分析　通过采用 X射线衍

射技术来考察橙皮苷在复合物中的晶体结构的变化，

如图 6所示，橙皮苷在 2θ 衍射角 5°~30°的范围内具

有多个尖锐的衍射峰，表明在该范围内橙皮苷的结晶

度较高，蛋白质仅在 20°附近有一个宽且平坦光滑的

峰，表明蛋白质主要以无定形状态存在。橙皮苷与蛋

白复合之后，可以明显地观察到原本存在的尖锐的特

征结晶峰全部消失了，说明成功将橙皮苷包埋在蛋白

质的疏水腔并有效地抑制了橙皮苷的结晶，使橙皮苷

由结晶态变为无定形态，并且发现橙皮苷-蛋白复合

物的衍射图谱在 31°和 45°产生了新的衍射峰，这可

能是由于使用 pH驱动法将橙皮苷与蛋白复合的过

程中使用了 NaOH和 HCl从而引入了 NaCl，产生的

新衍射峰恰好是 NaCl的特征峰，KEVIJ等 [10] 和

ZHAN等[27] 也报道了类似的现象。总体而言，植物

蛋白均有效抑制了橙皮苷的结晶，不同的植物蛋白没

有显著区别。 

2.3　橙皮苷-蛋白复合物的环境稳定性 

2.3.1   热稳定性　由于橙皮苷为黄酮苷类化合物，其

在水溶液中可能发生水解，酚羟基可能被氧化破坏，

而温度会加速降解反应的进程，因此探究橙皮苷复合

物的热稳定性具有重要意义。由图 7（A）可以看出经

过不同温度加热 2 h后，不同蛋白对与橙皮苷的保护

效果不同，橙皮苷保留率总体趋势均为先下降后上

升，在温度超过 80 ℃ 时橙皮苷保留率有所提升，可

能是因为在 90 ℃ 时蛋白发生了热变性从而形成了

热聚集体将部分橙皮苷再次包封[28]，根据彭盛峰[22]

的研究发现，随着加热温度的升高姜黄素的保留率降

低，这是由于加热过程中部分姜黄素与蛋白发生解吸

附导致保留率下降，与此同时泄露率呈现先上升后下

降的趋势，这可能是由于蛋白的热聚集作用导致

90 ℃ 条件下再次包埋部分游离姜黄素。其中 PP-

RP的热保护效果优于另两种蛋白，80 ℃ 时 PP-H、

RP-H、PP-RP-H的橙皮苷保留率分别为 54.57%、

55.37%、65.09%。由图 7（B）可以看出热处理后的复

合物的平均粒径先上升后下降，PP-H、RP-H、PP-RP-

H的粒径分别由最初的 154.83、133.83、149.33 nm

上升到在 80 ℃ 条件下的粒径 218.60、 256.97、
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图 5    不同植物蛋白以及橙皮苷-蛋白复合物的微观结构

Fig.5    Microstructure of different plant proteins as well as hesperidin-protein complexes
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Fig.6    XRD patterns of hesperidin, phycobiliprotein and
hesperidin-protein complexes
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192.47 nm，其中 PP-RP-H的粒径变化最小，表明该

复合物的热稳定性优于 PP-H和 RP-H。 

2.3.2   pH稳定性　考察橙皮苷-蛋白复合物在不同

pH条件下理化性质的变化，以反映不同 pH对其稳

定性的影响。如图 8（A）所示，随着 pH由 2.0升高

到 8.0，三种复合物的表面电位逐渐下降，由带正电

变为带负电，其中 RP-H、PP-RP-H两种复合物的电

位变化较 PP-H小。通过图 8（C）可以明显看到出现

絮凝和沉淀现象，这是由于蛋白在等电点附近稳定性

较差，而三种蛋白的等电点均在 pH为 4.0~5.0之

间。如图 8（B）所示，由于蛋白在等电点附近产生沉

淀导致三种复合物的粒径在 pH为 4.0和 5.0极度增

大，在 pH2.0强酸的条件下 PP-H、RP-H、PP-RP-H
三者平均粒径分别为 328.47、129.07、172.27 nm，在

pH8.0弱碱条件下平均粒径分别为 193.80、247.77、
201  nm，相较于在 pH7.0中性条件下的平均粒径

149.33、153.70、151.23 nm，RP-H和 PP-RP-H的粒

径变化相比 PP-H较大，在强酸和弱碱条件下相比

PP较为稳定。 

2.3.3   离子稳定性　考察橙皮苷-蛋白复合物在不同

离子浓度下的稳定性，选取食品工业中较常用的

NaCl和 CaCl2 分别作为考察一价阳离子和二价阳离

子对离子稳定性影响的离子种类。如图 9所示，橙

皮苷-蛋白在 0~1000 mmol/L NaCl浓度下，三种复

合物的橙皮苷保留率均较高，其中 PP-H的稳定性优

于另外两种复合物，其在 1000 mmol/L NaCl浓度下

橙皮苷保留率为 95.96%。RP的稳定性较差，不仅保

留率最低且在高浓度的 NaCl条件下出现了沉淀现

象。在 0~150 mmol/L CaCl2 条件下，可以看出 PP-
RP-H最稳定，其橙皮苷的保留率为 92.95%，明显高

于另两种复合物，且从图 9（D）可以看出 PP-H和

RP-H在高浓度 CaCl2 条件下，出现了明显的沉淀现

象，这可能是由于 Ca2+与蛋白结合，降低了表面电

位，发生了桥接，导致沉淀。此外，盐溶液浓度升高，

溶液中离子强度增加，极性增强，蛋白质可能发生
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Fig.7    Changes in hesperidin retention (A) and average particle
size (B) of hesperidin-protein complexes at different heating

temperatures
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“盐析”现象，同时蛋白质包被的颗粒由于静电排斥

的屏蔽而在高盐浓度下聚集[29−30]。 

2.3.4   贮藏稳定性　随着贮藏时间延长，橙皮苷-蛋
白复合物会发生降解、沉淀，橙皮苷与蛋白部分发生

解吸附，导致橙皮苷在水溶液中的保留率下降，通过

探究在不同温度下贮藏时间对橙皮苷-蛋白复合物的

影响，来对比稳定性的优劣。如图 10（A）所示，在 4 ℃

条件下贮藏时复合物的稳定性为 PP-H>PP-RP-H>
RP-H，贮藏 28 d后 PP-H的橙皮苷保留率最高，为

40.22%，且粒径变化最小，由 144.80  nm增加到

194.17 nm，PP-RP-H和 RP-H在 28 d贮藏后，橙皮

苷保留率分别为 34.07%和 18.87%，粒径分别从

144.90  nm和 145.50  nm增 加 到 212.87  nm和

252.90 nm。如图 10（B）所示，在 25 ℃ 条件下贮藏

时复合物的稳定性为 PP-RP-H>PP-H>RP-H，贮藏

28 d后 PP-RP-H的橙皮苷保留率最高，为 21.65%±

0.11%，且粒径变化最小 ，由 144.90  nm增加到

227.93 nm，PP-H和 RP-H在 28 d贮藏后，橙皮苷保
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留率分别为 19.40%和 2.09%，粒径分别从 147.93 nm
和 150.33 nm增加到 296.93 nm和 393.30 nm。 

2.4　体外消化

橙皮苷是由黄酮环与鼠李糖和葡萄糖糖基单糖

连接组成，由于糖苷键的存在，降低了橙皮苷的溶解

性，使其不容易透过生物膜被肠道吸收利用，造成生

物利用率低[31−34]。通过体外消化模拟来考察橙皮苷-
蛋白复合物的生物利用率，体外消化结果以转化率、

生物可接受率和生物利用率三个指标来评估，转化率

主要是表现酚类活性物质经体外消化过程后仍保持

其活性的质量比[21,35]，生物可接受率是指在经消化后

活性物质释放在消化液中可被小肠吸收的部分占消

化液中总量的比例[36−37]，生物利用率是指在经消化后

活性物质释放在消化液中可被小肠吸收的部分占摄

入总量的比例。由图 11所示，PP-H、RP-H、PP-RP-
H的转化率分别为 22.76%、8.45%、26.66%，游离橙

皮苷的转化率为 86.81%高于橙皮苷-蛋白复合物，

这是由于游离的橙皮苷是以晶体的形式存在，其晶核

相较于水分散性较好的橙皮苷-蛋白复合物与水相接

触的表面积小，因此相较于复合物更不易被降解，所

以转化率显著高于橙皮苷-蛋白复合物。由于橙皮

苷-蛋白复合物的水溶性远高于游离橙皮苷，因此复

合物的生物可接受率显著高于游离橙皮苷，PP-H、

RP-H、PP-RP-H的生物可接受率分别为 91.33%、

90.44%、88.63%，差异较小，三种复合物的生物可接

受率几乎是游离橙皮苷（5.22%±0.03%）的 17倍左

右。经计算可得，游离橙皮苷、PP-H、RP-H、PP-RP-
H的生物利用率分别为 4.53%±0.03%、 20.79%±
0.14%、7.64%±0.01%、23.63%±0.02%，其中 PP-RP-
H的生物利用率最高约为游离橙皮苷的 5.22倍，这

是由于无定型形态的复合物粒径小且与水接触的表

面积更大，从而更易被吸收。以上结果说明，三种植

物蛋白均能在不同程度上提高橙皮苷的生物利用率，

其中豌豆/大米复合蛋白的效果最好。 

3　结论
本研究以经过前处理后的高溶豌豆蛋白、大米

蛋白以及豌豆/大米复合蛋白为原料，采用 pH驱动

法成功制备出三种橙皮苷-蛋白复合物。结果表明，

复合蛋白的包封率、载药量优于另两种单一蛋白，当

橙皮苷浓度在 2 mg/mL时复合物比较稳定，且在该

浓度下复合蛋白的增溶效果最好，是游离橙皮苷水中

溶解度的 19.6倍。扫描电镜、X射线衍射技术的结

果验证了橙皮苷与蛋白成功复合，由难溶的结晶态变

为水溶性较好的无定型形态。通过对环境稳定性的

测定比较三种蛋白的稳定效果，结果表明橙皮苷-豌
豆/大米蛋白复合物的热稳定性最好，豌豆蛋白和复

合蛋白与橙皮苷形成的复合物在强酸和弱碱条件下

较为稳定，三种复合物均有较好离子稳定性，其中橙

皮苷-豌豆复合物的钠离子稳定性最好，橙皮苷-豌
豆/大米复合蛋白的钙离子稳定性最好，在 4 ℃ 贮藏

条件下，贮藏稳定性效果豌豆蛋白>豌豆/大米复合蛋

白>大米蛋白，在 25 ℃ 贮藏条件下，复合物的稳定性

豌豆/大米复合蛋白>豌豆蛋白>大米蛋白。体外消化

结果表明橙皮苷-豌豆/大米复合蛋白复合物的生物

利用率最高，约为游离橙皮苷的 5.22倍。这些研究

为利用蛋白质以及 pH驱动法来提升橙皮苷稳定性

及生物利用率提供了实践基础，拓宽了提高橙皮苷的
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水溶性、稳定性以及生物利用率的思路与方法，对促

进橙皮苷在食品、医药中的应用以及产品开发具有

重要意义。
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