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摘　要：pH通常会影响蛋白颗粒的结构及理化性质，从而影响以其为乳化剂制备的 Pickering乳液的性质。本文着

重探究了燕麦分离蛋白（OPI）在不同 pH（3、5、7、9和 11）下的微观结构、Zeta电位和蛋白质亚基等特性，以

及不同 pH下以 OPI作乳化剂的 Pickering乳液（固定油水比为 3:7时）的乳化特性、氧化稳定性和体外消化特性

等。随着 OPI悬浊液 pH的升高，蛋白粒径先增大后减小，最小约 0.27 μm。蛋白溶解度和 Zeta电位绝对值先降低

后升高，溶解度最高约 12.96%，Zeta电位值最大约−38.01 mV。OPI悬浊液在 pH为 5时因靠近等电点而不稳定，

制备的乳液短时间内出现分层。体系 pH为 3、9和 11时，乳液粒径较小，乳化活性较高，流动性较强，并且显示

更多的纤维结构。其中，pH为 11时乳液液滴最小，约 0.93 μm，Zeta电位值约−62.69 mV，EAI约 38.70 m2/g，脂

质氧化较慢，乳液较稳定，且游离脂肪酸最终释放率高达 70.27%。结果表明，OPI在 pH为 3、9和 11时都可以

制备较稳定的 Pickering乳液。这将有助于拓宽 OPI的应用范围，并为 OPI稳定的 Pickering乳液提供一定理论

基础。
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Abstract： The  structural  and  physicochemical  properties  of  protein  particles  are  typically  modulated  by  pH  through
alterations  in  surface  charge  distribution  and  secondary  structural  conformations,  consequently  influencing  the  interfacial
adsorption  capacity  and  stability  of  Pickering  emulsions  stabilized  by  these  protein-based  emulsifiers  via  pH-dependent  
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interfacial  adsorption  mechanisms.  The  structural  and  functional  characteristics  of  oat  protein  isolate  (OPI)  were
systematically investigated across varying pH conditions (3, 5, 7, 9, and 11), with emphasis on microstructural properties,
Zeta  potential  dynamics,  and  protein  subunit  compositions.  Concurrently,  the  emulsification  performance,  oxidative
stability, and in vitro digestibility profiles of Pickering emulsions stabilized by OPI were comprehensively evaluated under
fixed oil-water phase ratio of 3:7. The particle size of oat protein isolate (OPI) was observed to initially increase followed
by  a  gradual  decrease  as  the  pH  of  the  suspension  was  elevated,  with  a  minimum  diameter  of  approximately  0.27  μm
recorded  under  alkaline  conditions.  Concurrently,  both  solubility  and  absolute  zeta  potential  demonstrated  parabolic
profiles,  with  solubility  peaking  at  12.96%  and  surface  charge  reaching  maximal  electronegativity  (−38.01  mV)  under
alkaline  conditions,  correlating  with  structural  rearrangements  observed  in  particle  aggregation-disaggregation  dynamics.
The colloidal  stability of  oat  protein isolate (OPI)  was critically compromised at  pH5.0 under near-isoelectric  conditions,
resulting in immediate emulsion phase separation within 30 minutes of preparation. In parallel experimental systems where
pH  was  systemically  modulated  to  3,  9,  or  11,  significant  improvements  were  quantified  including  reduced  emulsion
particle  dimensions,  enhanced  emulsifying  activity  indices,  improved  rheological  properties,  and  distinct  fibrous  network
formations  characterized  by  scanning  electron  microscopy.  The  pH-dependent  stabilization  mechanisms  of  oat  protein
isolate  (OPI)-based Pickering emulsions  were  systematically  elucidated.  Specifically,  at  pH11,  emulsion droplet  size  was
minimized  to  0.93  μm  through  electrostatic  repulsion  effects,  while  Zeta  potential  registered  a  peak  electronegativity  of
−62.69 mV, correlating with enhanced colloidal stability. Concurrently, emulsifying activity index (EAI) was quantified at
38.70  m2/g  under  alkaline  conditions.  Lipid  oxidation  kinetics  were  significantly  decelerated,  emulsion  stability  was
augmented  through  steric  hindrance  mechanisms,  and  free  fatty  acid  release  rate  was  elevated  to  70.27% during  in  vitro
digestion simulations. These findings validated that structurally stable Pickering emulsions could be successfully fabricated
using  OPI  emulsifiers  at  pH  3,  9,  and  11  via  pH-modulated  interfacial  engineering.  This  investigation  was  projected  to
expand the functional applications of plant-derived proteins in emulsion-based delivery systems, while mechanistic insights
into  OPI's  structure-function  relationships  were  established as  theoretical  guidelines  for  designing bio-stabilized  colloidal
matrices.

Key words：oat protein isolate；Pickering emulsion；emulsification properties；rheological properties；in vitro digestion

Pickering乳液是由固体颗粒吸附在油水界面形

成屏障而稳定的乳液[1]，具有环保性、无毒无害、易

于降解、抗聚集稳定性[2] 和乳化剂用量少等优势。

可以包埋递送脂溶性营养成分和生物活性物质[3]，并

提高功能成分的生物利用率[4]，广泛应用于食品、制

药和化妆品[5] 等领域。选择合适的乳化剂是形成和

稳定 Pickering乳液的关键因素之一。目前，可食用

的常见乳化剂有蛋白、脂肪和大分子多糖[6]。其中，

植物蛋白质具有便宜、环保[7]、营养价值高[8] 和出色

的乳化性能[6] 等优势。通常被用于制备 Pickering乳

液。目前，大豆蛋白[9]，豌豆蛋白[10] 等已被用作乳化

剂稳定 Pickering乳液并进行广泛研究，对于 OPI稳
定 Pickering乳液的研究大多通过复配其他大分子物

质。例如，郑凯文[11] 将 OPI与虫胶结合制备稳定的

Pickering乳液的能力。汤辉煌[12] 将 OPI与果胶在

酸性条件下制备燕麦蛋白-果胶复合颗粒（OCPs）稳
定的 Pickering乳液。

OPI主要包含清蛋白（12%）、球蛋白（70%~
80%）、醇溶蛋白（4%~14%）和谷蛋白（10%），是一种

优质谷物蛋白[13]，在燕麦中含量高达 16%左右[14]。

它具有环保性[15]，并且来源丰富，易于提取。OPI含
有多种表面活性球蛋白（3S、7S、12S），能够降低表

面张力，促进乳液的形成[16]。其本身又具有一定的凝

胶性和脂肪结合能力[17]。pH对蛋白稳定 Pickering
乳液性质的研究较多，如 pH对玉米醇溶蛋白[18]，小

麦蛋白[19]，大豆蛋白[20] 等稳定 Pickering乳液的性质

都有影响。并且对不同来源的蛋白质影响有所不

同。pH的变化导致可溶性或不可溶性聚集体形成，

而不溶性聚集体正是影响蛋白质在水相体系中溶解

性以及稳定性的主要成分[21]。故 pH对 OPI及其稳

定 Pickering乳液的影响有待进一步探索。

基于此，本研究旨在探索 pH对 OPI及其稳定

的 Pickering乳液的影响。通过考察不同 pH（3、5、
7、9和 11）下 OPI的微观形态和理化性质，以及不

同 pH下 OPI稳定的 Pickering乳液的乳化活性、流

变特性和消化特性等，探讨 pH对其稳定性的影响。

本研究为制备 OPI稳定的 Pickering乳液提供了新

的策略。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

燕麦　张家口燕昕食品有限公司；葵花籽油

　安徽中粮油脂有限公司；尼罗蓝、尼罗红　上海麦

克林生化科技有限公司；十二烷基硫酸钠（SDS）、考

马斯亮蓝 R-250染色剂、其他试剂（均为分析纯）　

天津科密欧化学试剂有限公司；截留分子量 8000~
14000 Da的透析袋　北京索莱宝科技有限公司；本

文除特殊说明外均使用去离子水。

VCX750 型超声细胞破碎仪　美国声学与材料

公司；Zetasizer Pro型纳米粒度及 ZETA电位分析仪

　英国马尔文帕纳科公司；环境扫描电子显微镜

　美国赛默飞世尔科技公司；LSM900 型激光共聚焦

显微镜　德国卡尔蔡司公司；ECLIPSE Ci-L型生物
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显微镜　尼康公司；UV-2800 型紫外-可见分光光度

计　尤尼柯仪器有限公司；SYNERGY HTX 型酶标

仪　美国伯腾仪器有限公司；JY600E型电泳仪　美

国伯乐公司；全自动化学发光/荧光图像分析系统

　上海天能科技有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   燕麦分离蛋白的提取　将干燥的燕麦碾磨过

100目筛后，用石油醚脱脂，再用 80%乙醇溶液反复

浸泡，直至上层液体无色，晾干，得到脱脂燕麦粉。将

脱脂燕麦粉分散于去离子水（1:12，w/v）中，用

1 mol/L NaOH将 pH调节至 10。磁力搅拌 2 h以溶

解其中的 OPI，以 7000×g离心 15 min。用 1 mol/L
HCl将上清液 pH调节至 4.5，并再次以 7000×g离

心 15 min。用去离子水洗涤两次后得到 OPI沉淀，

将 OPI沉淀溶解并倒入透析袋中透析数天，直至透

析液的 pH呈现中性，倒出 OPI悬浮液，冻干，备用。

根据凯氏定氮法[22] 测得 OPI粉末中的蛋白质含量

为 97.84 g/100 g（N×5.83[23]），提取率为 52.27%。测

得 OPI的等电点为 pH4.5。 

1.2.2   Pickering乳液的制备　将 OPI（2%，w/w）分

散于去离子水中，在室温下磁力搅拌 2 h使其分散均

匀。添加叠氮化钠（0.02%，w/w）作为抗微生物剂。

充分溶胀后用 1 mol/L的 HCl或 NaOH调其 pH，得

到 pH分别为 3、5、7、9和 11的 OPI悬浮液后，磁

力搅拌 2 h使 OPI悬浮液完全水合，4 ℃ 下冷藏

12 h。分别按油水比 3:7加入葵花籽油，经超声细胞

破碎仪在 40%振幅（功率 300 W，频率 20 Hz）下以

脉冲模式超声 1 min（超声时间 2 s，间隙时间 2 s），得
到 Pickering乳液。 

1.2.3   燕麦分离蛋白的表征 

1.2.3.1   溶解性　制备不同 pH（3、5、7、9和 11）下
浓度为 2%的 OPI悬浮液。磁力搅拌 30  min后，

5000×g离心 15 min，并收集上清液。以牛血清蛋白

（BSA）为标准蛋白质溶液，使用 BCA蛋白测定试剂

盒来测定上清液中的 OPI含量。测定方法：20 μL样

品溶液与 200  μL  BCA溶液在 96孔板中混合后，

37 ℃ 下孵育 30 min。使用酶标仪在 562 nm处测量

混合物的吸光度[24]。溶解度计算公式如下：

溶解度(%) =
上清液中蛋白质含量

原始样品中总蛋白含量
×100 式（1）

 

1.2.3.2   粒径和 Zeta电位　在室温下，使用纳米粒度

及 Zeta电位分析仪测量不同 pH（3、5、7、9和 11）
下 OPI的粒径和表面电位。将 OPI在相应 pH的去

离子水中稀释 100倍，设定水相折射率为 1.330，计
算 3次测量的平均值。 

1.2.3.3   内源性荧光光谱　将 OPI悬浮液用 1 mol/L
HCl或 NaOH调到相应的 pH（3、5、7、9和 11）。实

验参数设定为：激发波长为 290 nm，发射波长范围

为 300~400 nm，灵敏度设置为 2，激发和发射狭缝宽

均为 5 nm，以磷酸盐缓冲液为空白参考[25]。 

1.2.3.4   SDS-PAGE分析　制备不同 pH（3、5、7、
9和 11）下的 OPI悬浮液，分别与还原型上样缓冲

液 4:1混合，并在沸水中加热 5 min待用，在进行

SDS-PAGE分析时，第一个泳道加入 4 μL marker，
其余泳道分别加入 15  μL的混合物。在 80 V和

110 V条件下运行[26]。电泳结束后，使用含有考马斯

亮蓝 R250的染色液染色 4  h，并用 40%乙醇和

10%乙酸的混合溶液脱色 4 h，再用去离子水脱色直

至条带清晰，进行扫描分析。 

1.2.3.5   扫描电镜　通过环境扫描电子显微镜对冻

干后的粉末进行观察表征。将不同 pH（3、5、7、
9和 11）下的 OPI悬浮液冻干后的 OPI粉末均匀地

撒在导电胶上，进行喷金 1  min，在加速电压为

30  kV的条件下将 OPI放大 5000~10000倍进行

观察。 

1.2.4   OPI稳定的 Pickering乳液的表征 

1.2.4.1   乳化活性和乳化稳定性　将制备好的乳液

立即取样，取样点固定在离烧杯底部 0.5 cm 处，取

40 μL乳状液与 10 mL 0.1%（w/v）SDS溶液均匀混

合，在 500 nm波长处测定其吸光度值（A0），乳状液

静置 30 min后，采用相同的方法测定乳状液吸光度

值（A30），用 0.1% SDS做空白对照。按照公式计算

乳化活性（EAI）和乳化稳定性（ESI）：

EAI(m2/g) =
2×T×A0×N

2×a×c×φ×10000
式（2）

ESI(min) =
A0

A0 −A30
×30 式（3）

φ

式中：T=2.303；N表示稀释倍数，250；c表示乳

化液形成前蛋白质水溶液中蛋白质浓度，g/mL； 表

示乳化液中油的体积分数，0.3；a表示光程，1 cm。 

1.2.4.2   乳液的粒径和 Zeta电位　通过 ECLIPSE
Ci光学显微镜，选择 10×和 40×物镜拍摄，观察样品

的形貌。根据液滴的大小，通过 ImageJ[27] 从放大

100倍或 400倍的图像中随机选择至少 250个乳液

液滴计算其平均液滴大小。在室温下，将乳液在去离

子水中稀释 100倍，使用纳米粒度及 Zeta电位仪分

析乳液的 Zeta电位。测量 3次计算平均值。 

1.2.4.3   激光共聚焦显微镜（CLSM）　使用蔡司

LSM 900激光共聚焦显微镜对乳液的微观结构进行

表征。取 20 μL乳液样品，加入 1 mL 0.1 mol/L SDS、
20 μL 0.1%尼罗红和 20 μL 0.1%尼罗蓝，混合均

匀，滴在载玻片上，并用盖玻片覆盖。设置激发波长

为 488 nm和 633 nm[28]。 

1.2.4.4   乳液外观和乳析指数的测定　参考 Qi等[29]

的方法。将制备好的乳液在室温下贮藏 28 d，拍下

0 d和 28 d的照片，并观察乳液在贮藏期间的分层状

态。分别记录乳液和水相的高度，分析不同乳液的乳

析指数：
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CI(%) = Hs

Ht
×30 式（4）

式中：Hs 表示析出水的高度，cm；Ht 表示乳液的

总高度，cm。 

1.2.4.5   流变特性分析　使用流变仪分析不同 pH
（3、5、7、9和 11）下的 OPI稳定 Pickering乳液乳化

层的流变学性质。

稳态流动曲线：参考 Li等[30] 的方法并稍作修

改。测试在 25 ℃ 下均匀预热 5 min，剪切速率从

0.1~100 s−1 按对数增加，记录黏度随剪切速率变化

曲线。

频率扫描：参考雷丹丹等[31] 的方法并稍作修

改。固定应变为 0.1%，温度为 25 ℃，测量头间隙

1 mm，频率变化设定为 0.01~10 Hz。测定 Pickering
乳液的储能模量（G'）和损耗模量（G''）随频率变化

关系。 

1.2.4.6   氧化稳定性　初级氧化产物（POV）：测定初

级氧化产物参照马昉新等[32] 的方法，并稍作修改。

将 1.0 mL乳液和 5.0 mL异辛烷/异丙醇（3:1，v/v）
在 15.0 mL离心管中混合并涡旋 3次（10 s/次），使用

冷冻离心机将样品离心（4 ℃，5000×g，10 min）。离

心后，取 200.0 μL上清液，与 2.8 mL甲醇/正丁醇混

合物 （ 2:1， v/v）混合 ，将混合物中添加 40.0  μL
3.94 mol/L硫氰酸铵和 40.0 μL Fe2+溶液（通过混合

0.132  mol/L氯化钡和 0.144  mol/L硫酸亚铁，1:1，
v/v制备）。将样品涡旋并在黑暗中孵育 20 min后将

样品转移至石英比色皿（光路，1.0  cm）中。使用

UV5紫外-可见分光光度计在 510 nm处测吸光度。

使用过氧化氢标准曲线来计算每个样品中的最终氢

过氧化水平。

次级氧化产物（TBARS）：次级氧化产物的测定

参照 Chen等[33] 的方法，并稍作修改。将 3.0 mL乳

液和 6.0  mL硫代巴比妥酸混合物 （15%TCA和

0.375%TBA混合在 0.25 mol/L HCl中）混合，将混

合物涡旋并煮沸 30  min。取冷却后的反应产物

3.0 mL与 3.0 mL三氯甲烷在 15.0 mL离心管中混

合，使用冷冻离心机将混合物离心（4 ℃，10000×g，
10 min）。最后取上清液转移至石英比色皿（光路，

1.0 cm）中，使用 UV紫外-可见分光光度计在 532 nm

处测吸光度。通过使用 1,1,3,3-四乙氧基丙烷标准曲

线计算每个样品的 TBARS水平。 

1.2.4.7   体外消化特性　根据 Minekus等 [34] 方法，

按表 1制备模拟唾液（SSF）、模拟胃液（SGF）或模拟

肠液（SIF）等各种消化液的电解质储备液，将电解质

溶液中的 NaHCO3 以相同摩尔比替换为 NaCl[35]，
并用 HCl（10.0 mol/L）和 NaOH（1.0 mol/L）调节电

解质储备液的 pH，在体外消化的每个阶段（口服、胃

和肠道）之后, 分别取适量模拟口腔、胃和模拟小肠

消化后的乳液，用于观察微观结构。

口腔消化阶段：将不同乳液样品分别取 5.0 mL
（25.0 mg/mL）与 3.5 mL SSF混合在 50.0 mL离心

管中。向每个试管中加入 0.5 mL α-唾液淀粉酶溶液

（1500.0  U/mL）后，加入 25.0  μL  CaCl2（0.3  mol/L）
和 975.0 μL蒸馏水充分混合。将混合后的溶液置

于 37 ℃ 的恒温培养箱振荡器中，并以 300 r/min连

续搅拌 2 min。
胃消化阶段：模拟口腔消化后，将 10.0 mL上述

口腔消化液与 7.5 mL SGF、1.6 mL猪胃蛋白酶储备

溶液（25000.0 U/mL）、10.0 μL CaCl2（0.3 mol/L）和
0.695 mL蒸馏水混合。使用 HCl（1.0 mol/L）将混合

物的最终 pH调节至 3.0，以模拟胃消化环境。最后，

将混合物在 37 ℃ 下以 300 r/min连续搅拌 2 h。

肠道消化阶段：模拟胃消化后，将乳液样品的

20.0 mL胃消化产物与 11.0 mL SIF、5.0 mL胰酶溶

液（100.0 U/mL）、40.0 μL CaCl2（0.3 mol/L）、3.81 mL

蒸馏水和 0.15  mL  NaOH（1.0  mol/L）混合，调节

pH至 7后，将最终混合物在 37 ℃ 下连续搅拌 2 h，

此过程产生的游离脂肪酸会导致体系的 pH降低。

故使用 10 mL滴定管连续加入 0.1 mol/L NaOH，以

保持 pH稳定在 7。记录消化过程中加入 NaOH的

量。并使用下式计算脂肪酸释放率：

脂肪酸释放率(%) = VNaOH×CNaOH×Moil

Woil×2
×100

式（5）

式中：VNaOH 表示消耗的体积，L；CNaOH 表示浓

度，mol/L；Moil 表示油相的平均相对分子量，g/mol；

Woil 表示存在于乳液中的油相的含量，g。 

 

表 1    模拟唾液（SSF）、模拟胃液（SGF）和模拟肠液（SIF）中电解质浓度

Table 1    Electrolyte concentrations in simulated saliva (SSF), simulated gastric fluid (SGF) and simulated intestinal fluid (SIF)

组成 浓度（mol/L）
SSF（pH7.0） SGF（pH3.0） SIF（pH7.0）

体积 （mL） 最终浓度（mol/L） 体积（mL） 最终浓度（mol/L） 体积（mL） 最终浓度（mol/L）

KCl 0.5 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KH2PO4 0.5 3.7 3.7 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO3 1.0 6.8 13.6 12.5 25 42.5 85
NaCl 2.0 11.8 47.2 9.6 38.4

MgCl2（H2O）6 0.15 0.5 0.15 0.4 0.12 1.1 0.33
（NH4）2CO3 0.5 0.06 0.06 0.5 0.5

HCl 6.0 0.09 1.1 1.3 15.6 0.7 8.4
CaCl2（H2O）2 0.3 0.025 1.5 0.005 0.15 0.04 0.6
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1.3　数据处理

试验结果用平均值±标准差表示。SPSS 26.0 统

计软件对试验数据进行单因素方差分析（analysis of

variance，ANOVA）和邓肯（Duncan）多重比较，当

P<0.05时表示差异显著。采用 Origin  2018软件

绘图。 

2　结果与分析 

2.1　不同 pH下 OPI的表征 

2.1.1   溶解度　不同 pH（3、5、7、9和 11）下 OPI的

溶解度如图 1（A）所示。pH为 5时，OPI的溶解度低

至 0.57%±0.05%。这可能是由于蛋白质在等电点附

近，表面净电荷接近于零，分子相互之间的静电斥力

小，颗粒碰撞后发生絮凝，产生沉淀，溶解度小。pH

为 7时，蛋白溶解度为 4.54%±0.13%，pH为 3、9和

11时，OPI的溶解度显著升高（P<0.05），最高约

12.96%。这可能是由于远离等电点时，酸或碱处理

破坏了 OPI聚集体，使 OPI颗粒能够更好的分散。

在水溶液中，OPI表面积较大，从而增加了水-蛋白质

相互作用的能力，能够更好地水合[24]。也可能是酸性

或碱性环境导致 OPI的结构展开，提供了更多的水

结合位点。张庆等[36] 的研究中，pH下降使大分子蛋

白质解聚，二硫键断裂，OPI的溶解度增加。 

2.1.2   粒径和 Zeta电位　如图 1（B）所示，随着蛋白

溶液 pH的升高，OPI的粒径先增大后减小。pH为

5时粒径最大，约 4.14 μm。这可能是由于在等电点

附近，蛋白表面电荷几乎为零，液滴之间静电斥力较

低，蛋白颗粒形成较大的聚集体，蛋白溶解度降低。

pH为 7时，蛋白粒径显著减小至 0.55 μm（P<0.05）。
pH为 3、9和 11时，OPI的粒径最小为 0.27 μm，且

相互之间无显著差异（P>0.05）。这可能是由于在等

电点附近，蛋白表面电荷几乎为零，液滴之间静电斥

力较低，蛋白颗粒形成较大的聚集体，蛋白溶解度降

低。当溶液的 pH远离蛋白等电点时，蛋白分子间的

电荷数增多，分子之间的静电斥力增加导致蛋白分

散，溶解度升高，这与图 1（A）结果相一致。

如图 1（C）所示，随着蛋白溶液 pH的升高，

Zeta电位从正值变为负值。这可能是由于当蛋白溶

液 pH低于等电点时，氨基基团带正电荷，羧基基团

呈中性。当蛋白溶液 pH高于等电点时，氨基基团呈

中性而羧基基团带负电荷。Zeta电位绝对值先减小

后增大。pH为 5时，Zeta电位绝对值低至 8.43 mV。

pH远离等电点时，Zeta电位的绝对值逐渐增大，最

大约为 38.01 mV。这可能是由于 pH远离等电点

时，表面所带的电荷较多，电荷间的静电斥力会使

OPI溶液更稳定，聚集减少，蛋白的溶解度增大。 

2.1.3   内源性荧光光谱　OPI的荧光峰实际上是色

氨酸残基的荧光峰，内源性荧光分析可以反映蛋白质

小分子之间相互作用的信息[37]。由图 2可知，在不

同的 pH条件下，OPI具有不同的荧光强度。pH为

3和 11时，蛋白荧光强度较低，分别为 772.64 a.u.和
820.55 a.u.。可能是由于酸或碱处理导致蛋白质变

性，色氨酸残基广泛暴露于亲水环境，引起荧光猝

灭[38]。当 pH从 3增加到 5时，观察到最大发射波长

的红移（从 335.2 nm移至 334.4 nm处）。可能是由
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图 1    不同 pH下 OPI的溶解度（A）、平均粒径（B）和
Zeta电位（C）

Fig.1    Solubility (A), average particle size (B) and Zeta
potential (C) of OPI at different pH

注 ：小写字母不同代表不同 pH下样品存在显著差异
（P<0.05），图 5~图 6、图 11同。
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图 2    不同 pH下 OPI的内源性荧光光谱

Fig.2    Endogenous fluorescence spectra of OPI at different pH
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于蛋白质分子聚集膨胀，减少了内部荧光猝灭。

pH从 7增加到 11时，最大发射波长出现明显的蓝

移（从 331.4 nm移至 335.4 nm处）。这可能是由于

酸或碱处理导致蛋白质的三级或四级结构发生改变，

色氨酸残基暴露，使得发射波长变大[39]。 

2.1.4   SDS-PAGE分析　不同 pH下 OPI的电泳图

谱如图 3所示。OPI在 15~75  kDa之间有 6个条

带。36 kDa和 22 kDa条带分别对应 12 S球蛋白的

酸性亚基与碱性亚基，该蛋白是 OPI的主要储藏蛋

白。吴寒等 [40] 的结果中，OPI泳道的条带集中在

27.76~35.08 kDa和 21.18~23.83 kDa之间，这与其

他学者的研究结论一致[41]。其中 65 kDa和 55 kDa
可观察到的条带是 7S球蛋白的成分。29~30 kDa
对应清蛋白，在 43~50 kDa之间观察到燕麦谷蛋白

亚基[13]。该结果表明提取的 OPI中主要是燕麦球蛋

白和部分清蛋白以及谷蛋白。

  
250 kDa
150 kDa
100 kDa
70 kDa 65 kDa

55 kDa

43 kDa

36 kDa
29 kDa

22 kDa

50 kDa
40 kDa
35 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa
pH3 pH5 pH7 pH9 pH11

图 3    不同 pH下 OPI的凝胶电泳
Fig.3    Gel electrophoresis of OPI at different pH

  

2.1.5   扫描电镜观察结果　如图 4所示，可以观察

到 pH为 5和 7时，悬浊液为乳白色。其他组（pH
为 3、9和 11）的悬浊液呈现不同程度的棕色。这是

由于肽键-CONH在酸或碱的作用下发生断裂，致使

蛋白构象发生变化。蛋白质分子的电离状态发生改

变，从而导致颜色和沉淀的变化。静置 1  h后，

pH为 5、7和 9的蛋白悬浊液出现不同程度的分

层。这是由于溶液的 pH靠近蛋白等电点时，蛋白溶

解度较低，粒径较大，这与上述图 1（A）结果相一致。

在不同 pH下，OPI的微观形貌存在较明显的差别。

在 pH为 5时，蛋白溶解度低，颗粒倾向于球形结构，

比远离等电点的其他 pH（3、7、9和 11）处出现更多

的纤维结构和更粗糙的表面。这可能是由于在等电

点附近 OPI分子间的静电斥力减小，以颗粒形式聚

沉析出。在 pH为 3、7、9 和 11时蛋白颗粒形成层

状结构，这可能是由于 OPI在远离等电点的 pH溶解

度较高，从而在干燥过程中形成层状结构。也可能是

由于蛋白的 pH远离等电点时，蛋白质表面的电荷就

越多。由于静电排斥较小，带电极性基团的侧链和亚

基趋于展开，形成柔性构象[42]。远离等电点时，OPI
的亲水基团暴露较多，导致 pH为 3和 11的蛋白显

示更多的纤维结构，具有较大的纵横比。 

2.2　不同 pH下 OPI稳定 Pickering乳液的特性 

2.2.1   乳液的乳化活性和乳化稳定性　不同 pH下

OPI稳定的 Pickering乳液乳化活性指数（EAI）和乳

化稳定性指数（ESI）的变化见图 5。随着体系 pH的

升高，乳液的 EAI和 ESI先降低后增加。体系

pH为 5时，乳液的 EAI和 ESI分别为 6.13±0.70 m2/g
和 176.52±17.80 min。乳液乳化活性最低。这是由

于接近 OPI等电点，蛋白质分子间静电斥力较弱，溶

解度较低，蛋白质发生絮凝沉淀，无法吸附于油水界

面。体系 pH为 3、9和 11的乳液的乳化活性和稳

定性较好。尤其体系 pH为 11时，EAI和 ESI分别

为 38.70±0.35 m2/g和 1271.36±72.48 min，此时乳化

活性最高。这是由于 pH高于或低于蛋白质等电点

时，OPI携带净负电荷或净正电荷，分子间静电斥力

增加，蛋白溶解度较高，Zeta电位绝对值较大，乳液

乳化性能增强。刘炯娜等[43] 的研究中也发现了类似

结果，核桃蛋白纳米颗粒 Pickering乳液在 pH为

8.0时乳化活性最大 32.79 m2/g。 
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图 4    不同 pH下 OPI的悬浊液状态和扫描电镜观察

Fig.4    State of OPI suspensions and scanning electron microscopy images under different pH conditions
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2.2.2   乳液的粒径和 Zeta电位　由图 6（A）和

图 6（B）可知，随着体系 pH的增加，乳液的粒径先增

大后减小。电位由正值变为负值。pH为 3、9和

11时，粒径均小于 1.19 μm，且无显著差异（P>0.05）。
pH为 5时，Zeta电位绝对值为 24.97±3.20 mV。液

滴之间的静电斥力小，OPI溶解度低，液滴粒径大，易

发生聚集，乳液不稳定。体系 pH为 7时，Zeta电位

绝对值为 33.47±0.28 mV，乳液相对稳定。酸或碱处

理后，Zeta电位绝对值均高于 39.2 mV。蛋白包裹的

液滴表面净电荷量增大，液滴之间的静电斥力增大，

能使液滴之间保持平衡而不发生聚集，液滴分布均

匀。尤其体系 pH为 3、9和 11时，OPI溶解度较

高，Zeta电位绝对值较高，乳液粒径较小，乳液较稳

定。体系 pH为 11时，Zeta电位绝对值高达 62.69±
1.55 mV，乳液最稳定。结果表明，pH为 5时，OPI

颗粒发生聚集，不容易形成稳定的 Pickering乳液。

其他 pH（3、7、9和 11）下 OPI颗粒都能很好地稳定

Pickering乳液。Karolina等[44] 的研究中，远离蛋白

等电点的乳液粒径较小，Zeta电位绝对值较高，与本

实验结果一致。 

2.2.3   激光共聚焦扫描显微镜　通过激光共聚焦扫

描显微镜有助于明确蛋白质颗粒在油水界面处的定

位，并判断乳液的类型。如图 7所示，绿色的油滴外

均匀的吸附了一层红色的蛋白颗粒，表明形成了稳定

的水包油 Pickering乳液。Zhang等[45] 的研究与此

结论一致。随着体系 pH的增大，乳液的粒径先增大

后减小。体系 pH为 5时，蛋白表面电荷较低，颗粒

粒径较大，溶解度较低。形成的乳液液滴分布不均

匀，尺寸不规整，液滴边缘和水相中均存在粒径较大

的蛋白质聚集体。不能有效地稳定油水界面。这与

溶解度结果相一致。而体系 pH在 3、7、9和 11时，

OPI溶解度较高，Zeta电位绝对值较大，制备的乳液

粒径较小，液滴分布较均匀。水相中的 OPI聚集体

较少，油滴界面均吸附着红色的蛋白膜。表明蛋白有

效吸附在油水界面。这些结果表明，酸或碱处理改善

了 OPI稳定乳液的微观结构和液滴分布。
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Fig.7    Laser confocal microscopy of OPI Pickering emulsion

at different pH
  

2.2.4   乳液的外观和乳析指数　不同体系 pH下，乳

液在室温静置 28 d的外观及乳析指数见图 8（A）和
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图 8（B），体系 pH为 5时，制备的乳液短时间内出现

分层现象，24 d后乳析指数达到 38.10%±0.55%，说

明乳液不稳定。其他组（pH为 3、7、9和 11）乳液静

置 3 d并无明显分层，静置 28 d后，乳析指数均低于

8.70%。其中，体系 pH为 3和 11时，乳液在储藏期

间无明显分层，乳液稳定性较高。分析原因可能是体

系 pH为 5时，蛋白溶解度较低，表面电荷减少，液滴

聚集，乳液粒径较大，乳液絮凝分层[46]。酸或碱处理

后，蛋白溶解度较高，粒子间电荷排斥力升高，分散性

较好，导致乳液粒径较小，乳液较稳定。
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图 8    不同 pH下 OPI Pickering乳液贮存 0 d和 28 d的外观
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Fig.8    Appearance of OPI Pickering emulsion stored at
different pH for 0 d and 28 d (A) and creaming index (B)

  

2.2.5   流变特性　不同体系 pH（3、5、7、9和 11）下

的乳液表观黏度如图 9（A）。表观黏度随着剪切速率

的增加而降低，表明乳液产生剪切稀化行为[47]。在剪

切力作用下，粒子产生流动，乳液粒子的结构被破坏，

网络结构弱化，导致这些分子在一定程度上被分离出

来。体系 pH为 5时，乳液的初始表观黏度最大。这

可能是由于乳液粒径大，分子间相互排斥力较弱，颗

粒极易凝聚，这些聚合物溶液具有较大的内部阻力阻

碍流动。反之，体系 pH为 3、9和 11时，表观黏度

较小。这可能是由于远离等电点，蛋白溶解度高，颗

粒间静电斥力大，乳液粒径小，分散性好，表观黏度较

小。总体来看，在不同 pH条件下的乳液黏度都较

小，乳液流动性较强。

不同体系 pH（3、5、7、9和 11）下的乳液在

0.5~10 Hz频率下的储能模量（G'）和损耗模量（G''）

变化如图 9（B）所示。相同 pH条件下乳液的 G'值高

于整个频率范围内的 G''值，表明乳液为黏弹性结

构[48]。从整体来看，体系 pH为 5的乳液 G'和 G''大
于其他 pH下的乳液。并且随着频率的增加，乳液模

量也随之上升。这是由于此条件下乳化剂无法稳定

油水界面，较大粒径的乳液对剪切力具有较强的抵抗

作用。其他组乳液的 G'和 G''几乎不受频率的影响，

表明在整个频率范围内，乳液具有相对较高的凝胶强

度。随着体系 pH（3、7、9和 11）的升高，乳液的模量

（G'和 G''）降低。可能是由于乳液表面电荷增加、粒

径较小，导致凝胶强度降低。 

2.2.6   乳液的氧化稳定性　过氧化氢值（POV）反映

了油脂中氢过氧化物的含量，是衡量油脂质量的一个

关键理化指标[45]。储藏 14 d内五组乳液的 POV值

变化如图 10（A）所示。随着储存时间的延长，乳液

的 POV值呈持续增长的趋势。体系 pH为 3时，乳

液在 7~10 d氧化速度较快，10 d时达到了 4.80±
0.04  mmol/kg， 14  d后 POV值 增 加 到 了 6.79±
0.10 mmol/kg，这可能是由于 pH为 3的蛋白带负电

荷，体系更容易发生氧化反应。体系 pH为 5时，乳

液的氧化产物浓度为 2.69±0.04 mmol/kg。这是由

于 pH在蛋白等电点附近时，分子间静电斥力减弱，

颗粒凝聚而产生沉淀，蛋白不能很好地包裹油脂，这

增加了油脂和氧气的接触，发生了油脂氧化反应。其

他组乳液在储藏 14  d后 POV值均低于 1.73±
0.03 mmol/kg。可能是由于碱性条件下，H+浓度太

低，不易发生氧化反应。

五组乳液的次级氧化产物（TBARS）变化如

图 10（B）所示。乳化表现较好的乳液（pH为 3和

11）对 TBARS的抑制作用上要弱于体系 pH为
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7和 9的乳液。体系 pH为 11时，TBARS含量最高为

0.65±0.01 μmol/kg。这是由于乳液液滴能够相对均

匀地分散在体系中，能较多机会地接触到氧分子，以

引起油脂氧化反应。体系 pH为 5时，贮藏 14 d后

TBARS含量达到 1.18±0.06 μmol/kg，氧化最严重。

这可能与乳液在蛋白等电点处的聚集有关。体

系 pH为 7时，TBARS含量最少，14 d仅有 0.50±

0.03 μmol/kg。表明中性条件下乳液的氧化稳定性

最高。其原因可能是 OPI的粒径较小，在油水界面

处可负载的颗粒数量较多。形成了一个较厚的物理

边界层，致密的三维网状结构能够防止脂质氧化引发

剂渗透到油相中，同时抑制了氢过氧化物和自由基等

在脂质内部的扩散迁移[49]。以上结果表明，OPI稳定

的 Pickering乳液在中性条件下具有更好的抗氧化

性。而脂质氧化在体系 pH为 11时比 pH为 3时

慢，这归因于 OPI稳定的 Pickering乳液在碱性条件

下具有更高的抗氧化活性。这些结果强调了界面组

成和溶液 pH对乳液氧化稳定性的重要性。Taherian

等[50] 研究发现，在 pH 为 3.4 时，乳清蛋白分离物稳

定乳液的较低表面电荷和较高表面积促进了脂质氧

化和己醛的产生。与本实验结果一致。 

2.2.7   体外消化特性　不同体系 pH（3、5、7、9和

11）下的乳液的体外消化结果见图 11，乳液的微观状

态变化趋势基本一致。三个阶段乳液的粒径均有不
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同程度的增大。在口腔阶段，乳液液滴均没有明显变

化，这可能是由于在模拟口腔阶段的时间相对较短。

胃部消化结束时，乳液液滴部分被分解，消化液呈淡

黄色，液面未见大油滴漂浮，粒径稍有增加，乳液液滴

开始破裂。这是由于在模拟胃液中，乳液受 pH、酶

和盐离子浓度的影响。也可能是存在的强酸和胃蛋

白酶对蛋白质界面层造成了一定程度的破坏。肠消

化阶段，体系 pH会在较短时间升高到 7左右。乳液

液滴表面会带大量负电荷，其静电排斥作用增强，油

相和 OPI发生明显分离。这可能是肠道中的胰酶渗

透到微粒中，导致其界面层受到侵蚀，油相不能被很

好的覆盖和保护。小肠消化结束时，乳液粒径明显

增加。

不同体系 pH的乳液在模拟小肠消化阶段的游

离脂肪酸释放率（FFA）曲线如图 11（B）所示。在消

化 120 min左右时，体系 pH为 5和 11的乳液 FFA

分别为 61.03%±1.89%和 70.27%±2.51%。表明油

滴外包裹的蛋白质层不会阻碍肠道对 FFA的吸收，

但是不同体系 pH的乳液消化速率有所不同。体系

pH为 5时，乳液消化速率最低，FFA低至 61.03%±

1.89%。可能是由于 pH在 OPI等电点处，界面容易

形成更多的蛋白质聚集体，以抵抗蛋白酶的消化，最

终粒径达到 24.93±0.29 μm。而其他组在肠消化阶

段粒径最高约为 16.27 μm。体系 pH为 3和 7时，

FFA分别为 65.70%±4.03%和 68.44%±3.10%。表

明在极酸或中性环境下制备的乳液，可以减少胰脂肪

酶通过界面颗粒扩散或渗透到油滴表面，从而相对减

缓活性物质的释放[51]。除了 pH在等电点附近的乳

液以外，其他乳液中的脂肪酸最终释放率都在

65.33%±4.93%以上，可以实现人体的有效利用。 

3　结论
本文考察了不同 pH（3、5、7、9和 11）下 OPI及

其稳定的 Pickering乳液的理化性质。结果表明，可

以通过调节 pH改变蛋白的分子结构，以改善其乳化

活性，并获得稳定性更高的 Pickering乳液。当

pH远离等电点时，蛋白间的疏水作用降低，溶解度得

到改善，蛋白的三级结构展开，加强了其凝胶网络结

构，乳液的乳化活性也随之增强，粒径和表观黏度随

之减小。此外，pH为 11时，Pickering乳液的综合性

能最佳，EAI达 38.70 m2/g，平均粒径仅为 0.93 μm，

乳析指数较低。本研究也为 OPI作为乳化剂稳定

Pickering乳液提供理论参考，在蛋白、乳液体系等食

品工业中具有理论指导意义以及潜在的应用价值。

然而，本研究仅表征了乳液的特性，针对包埋活性物

质以提高生物利用率等实际应用的研究还有待进一

步探讨。
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