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天然大豆分离蛋白稳定高内相乳液的制备及表征 
 

金银霜 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：本研究以天然大豆分离蛋白（SPI）为原料，探究了其稳定高内相乳液（HIPEs）的基本性质。对 SPI 的 SDS-PAGE 电泳、

平均粒径，ζ 电位进行表征与测定，探讨了蛋白浓度对稳定 HIPEs 显微结构、油滴粒径及流变性质的影响。结果表明：实验室制备

SPI 颗粒性质优良，为天然低变性率 SPI。新鲜制备的 HIPEs 呈凝胶状，将其放置在室温下储藏 6 个月后仍保持稳定，稳定性优于牛

血清白蛋白（BSA）及酪蛋白酸钠（SC）稳定的 HIPEs。显微结构图表明其内部存在紧密堆积的网络结构。蛋白浓度为 1.0 wt%时，

SPI 稳定 HIPEs 的最高油相体积分数为 0.87。油相体积分数为 0.8 时，SPI 稳定 HIPEs 的最低蛋白浓度为 0.6 wt%。流变性质表明 HIPEs

内部存在以弹性为主的凝胶网络结构，随着蛋白浓度的增大，油滴粒径逐渐减小且呈均匀分布，粘弹性能逐渐增大。本研究对于开发

新型高脂健康食品提供了新思路。 
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Fabrication and Characterization of High Internal Phase Emulsions 

Stabilized by Natural Soy Protein Isolates 
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(College of Food Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: In this study, natural soy protein isolate (SPI) was used as the raw material to explore the basic properties of SPI-stabilized high 

internal phase emulsions (HIPEs). Through SDS-PAGE, average particle size and zeta potential analyses of SPI, the effects of protein 

concentration on the microstructure, oil droplet size and rheological properties of stable HIPEs were examined. The results indicated that the SPI 

particles prepared in the laboratory were of high quality and belonged to those with low denaturation rates. The freshly prepared HIPEs were in 

the gel state, and remained stable after a 6-month storage at room temperature, with its stability better than those of bovine serum albumin 

(BSA)- and sodium caseinate (SC)-stabilized HIPEs. The micrographs revealed a tightly packed internal network structure. At a protein 

concentration of 1.0 wt%, the highest oil phase volume fraction of SPI-stabilized HIPEs was 0.87. At an oil phase volume fraction of 0.8, the 

minimum protein concentration of SPI-stabilized HIPEs was 0.6 wt%. The rheological analysis showed that there was an elasticity-dominated 

gel network structure inside HIPEs. With an increase of protein concentration, the particle size of oil droplets decreased and the viscoelasticity of 

HIPEs increased gradually with oil droplets evenly distributed. This study provides new ways to develop novel healthy foods high in fat. 
Key words: soy protein isolate; high internal phase emulsions; gel-like network microstructure; viscoelasticity properties 

 
大豆分离蛋白（SPI）是世界上产量最高的植物蛋

白质之一，含有九种人体必需氨基酸，此外还含有异

黄酮、维生素 E、皂苷等对人体有益的功能性生理活

性物质，常被冠之为“豆中之王”的美誉[1]。SPI 具有优

良的功能特性，主要包括溶解性、乳化性、起泡性、

凝胶性和聚集性等[2]，被广泛应用于食品加工中，改

善食品的质构特性。SPI 包括清蛋白和球蛋白，根据

大豆品种不同，约占总蛋白含量的 50%~90%。根据沉 
降系数，又可分为 15 S、11 S、7 S 和 2 S，其中 11 S （球 
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蛋白）和 7 S（β-伴大豆球蛋白）占比较高[3]。高内相

乳液（HIPEs）定义为内相体积分数超过 0.74 的乳液

体系[4]。由于内相体积分数和黏度极高，通常也称其

为乳液凝胶，广泛应用于化妆品、食品、催化剂载体、

医药、生物反应器及组织工程领域[4,5]。传统的 HIPEs
一般是由大量表面活性剂稳定的，近年来固态胶体颗

粒稳定的 HIPEs 被多次报道，它更安全且用量少，具

有极大应用前景，其内部油滴具有抗聚结稳定性，形

成粘弹性可调控的凝胶网络结构[6]，对食品质量保持

和质构调控均有一定作用。HIPEs 体系固有的低水分

含量可提高其抑菌稳定性[7]，降低自身变质速率，减

少防腐剂用量，从而延长食品的货架期。迄今为止，
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一系列有机或无机颗粒已被报道可作为高效乳化剂稳

定 HIPEs，比如微凝胶[8]、蛋白基颗粒[9,10]、多糖基颗

粒[4,11,12]、改性二氧化硅颗粒[13]、羟磷灰石[14]、二氧化

钛颗粒[15]、各种合成高聚物[16~18]等，其中只有极少一

部分是食品级颗粒或适用于食品生产的。 
在过去的几十年间，科研工作者对 SPI 开展了大

量工作，但关于其稳定 HIPEs 的研究鲜有报道。我们

日常生活中的高浓度食品体系主要有蛋黄酱、冰淇淋、

人造奶油等，然而这些产品所使用的乳化剂多为蛋黄、

酯类等，长期食用对人体有害无益，因此近年来零添

加表面活性剂的可食性乳液技术研究方兴未艾。研究

表明，SPI 具有丰富的营养成分，良好的乳化性质[8]，

在此基础上，我们探究其在高浓度食品体系中是否仍

具有优越性。本文以天然 SPI 为原料，用 SDS-PAGE
电泳、DSC 热分析、颗粒粒径、ζ电位表征颗粒性质，

通过乳液的外观、光学显微镜和动态震荡扫描，探究

SPI稳定HIPEs的性质以及蛋白浓度对HIPEs的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

低温脱脂豆粕；福临门一级大豆油，购于广州华

润万家；盐酸、氢氧化钠等化学试剂均为分析纯；酪

蛋白酸钠（SC）、牛血清白蛋白（BSA）购于上海晶

纯生化科技股份有限公司。 

1.2  仪器与设备 

电泳槽，北京六一仪器厂；电泳仪，美国 Bio-Rad
公司；Malvern Zetasizer Nano ZS 粒度仪，英国 Malvern
公司；高速分散器，宁波新芝生物科技股份有限公司；

光学显微镜，日本奥林巴斯公司；哈克流变仪，德国

Hakke 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  SPI 的制备 
参考 Liu[9]的方法制备 SPI，并稍作修改。首先，

将低温脱脂豆粕与去离子水按 1:15 (W/W)比例混匀，

用 2 M NaOH 将其 pH 调至 8.0，低温搅拌 2 h（每隔

30 min 复调 pH 至 8.0），将混合液于 8000 g 离心 30 
min，去除豆渣。然后用 2 M HCl 将收集的上清液 pH
调至 4.5，于 6500 r/min 离心 20 min 后，留取沉淀，

用去离子水复溶，同时将溶液 pH 调至 7.0 直至沉淀完

全溶解。最后将溶液置于 4 ℃冰箱，用去离子水透析

48 h（每隔 12 h 换一次水），冻干备用。 
1.3.2  SPI 的还原型十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析 
参考 Zhu[19]的方法进行 SPI 的 SDS-PAGE，并稍

作修改。将 2.0 wt% SPI 使用样品缓冲液稀释至 0.1 
wt%，涡旋 10 s 后，在 100 ℃下加热 5 min 后冷却，

于 10000 r/min 下离心 5 min 后，立刻取上清液 10 μL
加入样品槽（浓缩胶为 5.0 wt%，分离胶浓度为 12.0 
wt%），标准蛋白质（Marker 分子量为 14.4~97.4 ku）
在 100 ℃下加热 5 min 冷却后直接上样。向电泳槽中

倒入电泳缓冲液直至液面没过胶片，通电开始电泳，

蓝色条带在浓缩胶内的电流设定为 50 mA，进入分离

胶后调至 80 mA，待其下移至距分离胶底部 3~5 mm
处关闭电泳仪。最后，使用染色液将取出的胶片染色

1 h，用脱色液脱色 24 h，期间更换两次脱色液。（电

泳缓冲液的配制方法：3.0 g 三异丙基乙磺酰、14.4 g
甘氨酸和 1.0 g 十二烷基磺酸钠加去离子水定容至

1000 mL。样品缓冲液的配制方法：0.6 mL 1 mol/L 
Tris-HCl（pH=6.8）、1.0 mL 1.0%溴酚蓝、5.0 mL 50%
甘油、2.0 mL 10% SDS、0.25 mL 2-ME 和 0.9 mL 去

离子水。 
1.3.3  蛋白粒径及 ζ电位的测定 

采用动态光散射技术（DLS）测定制备 SPI 的粒

径分布及平均粒径。为避免多重光散射，测试之前需

用 0.05 mol/L PBS 将 SPI 溶液稀释至 0.1 wt%。为降低

大颗粒杂质影响最终结果的可能，将去离子水过膜

（0.22 μm）处理后，测定 SPI 的平均粒径和 ζ电位。 
1.3.4  乳液的制备 

准确称取一定量的 SPI、SC、BSA 溶于去离子水

中(含有 0.02 wt%叠氮钠)，室温搅拌 2 h 至充分溶解，

并过夜水化。 
13.4.1  不同油相体积分数（ϕ）下 SPI 稳定的乳液 

将上述 SPI 溶液稀释至所需浓度（1.0 wt%），一

次性加入大豆油 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、
0.75、0.87、0.88 ，用高速分散机将油水混合物于 5000 
r/min 均质 2 min，形成乳液，4 ℃保存备用。 
1.3.4.2  不同蛋白浓度（c）下 SPI 稳定的乳液 

将上述 SPI 溶液分别稀释至 c 为 0.4、0.6、1.0、
1.5、2.0 wt%，固定 ϕ为 0.8，用高速分散机将油水混

合物于 5000 r/min 均质 2 min，形成乳液，4 ℃保存备

用。 
1.3.4.3  不同蛋白颗粒稳定的乳液 

将上述 SPI、SC、BSA 溶液分别稀释至 c 为 0.6 
wt%，固定 ϕ 为 0.8，用高速分散机将油水混合物于

5000 r/min 均质 2 min，形成乳液。 
1.3.5  乳液的流变性能 

乳液的粘弹性用哈克流变仪（德国）表征。将样
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品置于平行板（直径为 27.83 mm）之间，间隙设为 1 
mm，抹去过多的样品，在样品裸露的边缘涂上一层

薄薄的硅油以防止水分蒸发。扫描频率范围设定为

0.1~10 Hz，应变 γ固定为 0.5%，确保所有的测量在线

性粘弹性区域，并记录样品的储能模量（G'）和损耗

模量（G''）。 
1.3.6  数据统计分析 

在相同实验条件下，所有数据均至少重复测量三

次，使用 origin 软件的 Turkey 检验方法计算误差。 

2  结果与讨论 

2.1  SPI的 SDS-PAGE 分析 

 
图1 SPI的 SDS-PAGE凝胶电泳 

Fig.1 SDS-PAGE profile of SPI 

以还原型十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳

（SDS-PAGE）鉴定实验室制备 SPI 的主要成分及其

纯度。SPI 所含 7S 球蛋白中 α’、α和 β亚基的分子量

分别为 72 ku、68 ku 和 52 ku，11S 球蛋白中 AS 和 BS
亚基的分子量分别为 35 ku、20 ku[3]。电泳图 1 显示出

了 7 S 球蛋白、11 S 球蛋白的特征条带以及部分蛋白

或亚基的大分子聚集体，这与 Shen 和 Wu 的报道结果

相符[20,21]。结果证实，实验室制备 SPI 纯度较高。 

2.2  SPI的粒径、ζ电位 

为进一步确定实验室制备 SPI 的颗粒性质，将其

分散液稀释到 0.1 wt%测定平均粒径和 ζ电位。结果表

明：SPI 分散液中粒径呈单峰分布，分布范围较窄（约

4~20 nm），具有良好均一性。SPI 的平均粒径为 57.27 
nm，和文献中[22,23]报道的 50~70 nm 基本一致。ζ电位

是带电粒子双电层产生的电势，用以反映纳米级颗粒

表面带电性质[24]。SPI 的 ζ 电位为-43.7 mV，略高于

Malhotra[25]报道的-50 mV，这可能是由于制备方法及

原料产地不同所致。以上数据再次证实实验室制备

SPI 为低变性蛋白。作为纳米级颗粒，SPI 粒径分布均

匀，表面带有大量负电荷，这在一定程度上抑制了颗

粒间聚集行为。SPI 良好的颗粒性质为其乳化功能的

实现-稳定 HIPEs 提供了基础。 

 
图2 SPI的粒径分布图 

Fig.2 Typical particle size distribution profiles of SPI 

2.3  不同蛋白颗粒稳定的HIPEs 

 
图3 SC、BSA与 SPI稳定HIPEs外观 

Fig.3 HIPEs stabilized by SC BSA and SPI 

注：a：新鲜制备；b：室温直立放置 1 d 后。 

图 3 为在 c=0.6 wt%，ϕ=0.8 时，三种蛋白稳定

HIPEs 新鲜制备和放置 1 d 后的外观。选择常见且具

有代表性的SC、BSA为对比蛋白，探究SPI稳定HIPEs
的优越性。结果显示，新鲜制备的 HIPEs 均表现出良

好的稳定性。在室温下放置 1 d 后，SC 及 BSA 稳定

的 HIPEs 倾斜放置均开始流动，而 SPI 稳定的 HIPEs
仍保持稳定，储藏稳定性弱于 SPI 稳定的 HIPEs，这

可能是因为 SC 及 BSA 稳定的 HIPEs 结构强度低，流

动性较强，这在 Tatiana[26]的研究中也有体现。因此本

实验所使用 SPI 稳定 HIPEs 具有结构强度高，储藏稳

定性好的优越性。 

2.4  不同油相体积分数下SPI稳定乳液的外观

和微观结构 

图 4a 为 SPI 稳定系列乳液的外观图，c=1.0 wt%，

ϕ=0.1-0.88。可以看出，ϕ≤0.7 时，乳液迅速发生相分

离形成两层：脂肪上浮层（上层）和水相层（下层）。

脂肪上浮层厚度随着 ϕ的增加而增加（直至 ϕ=0.75 ）。
当 0.75≤ϕ≤0.87 时，SPI 构建了稳定的 HIPEs，呈倒置

不流动的凝胶状，这种外观也体现在壳聚糖或纤维素

纳米晶[4,11,12]、微凝胶[8]、疏水改性后的二氧化硅粒子
[27]、蛋白基颗粒[10]及蛋白-多糖、蛋白-果胶复合物[28,29]
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稳定的 HIPEs 中。ϕ=0.88 时，SPI 将无法稳定 HIPEs，
发生相分离，表明此时 SPI 颗粒数量及连续相体积不

足以稳定乳液所产生界面面积，这在 Zhang[30]和 Li[8]

的研究中也有体现。 
图 4b、c 为脂肪上浮型乳液和 HIPEs 的光学显微

结构图，不难发现，乳液内部油滴尺寸分布广泛（从

几微米到几十微米），这可能是因为实验采用的均质方

式能量输入较低，难以形成内部结构高度均一，油滴

粒径小的乳液[31]。 

 
图4 SPI稳定系列油相体积分数的HIPEs及相应显微结构图 

Fig.4 HIPEs stabilized by SPI at series ϕ and corresponding microstructures 

注：a 为 SPI 稳定乳液的外观（室温放置 12 h 后拍摄，c=1.0 wt%，ϕ=0.1~0.88）；b~f、g~k 为 SPI 稳定的脂肪上浮乳液或凝胶样

乳液的光学显微结构图，ϕ分别为 0.3、0.5、0.7、0.85、0.87。图中比例尺长度代表 100 μm。 

随着 ϕ增加（ϕ≤0.75），油滴上包裹的蛋白膜由厚

变薄，这是由于在 ϕ较低时，乳液中有大量的 SPI 颗
粒可以用于稳定油滴，在界面上覆盖多层颗粒。同时，

显微结构图显示油滴粒径以肉眼可见的速度增大，这

和 Liu[9]所观察到的现象一致，可能是由于 SPI 浓度不

足以稳定新产生的界面面积。当 0.75≤ϕ≤0.87 时，乳

液中油滴均处于紧密接触的状态，彼此间相互联系，

类似于凝胶网络结构，这和文献中报道的一致[4,7,8]，

当 ϕ超过随机排列极限时，油滴将被固定在网络结构

中不能再发生相对移动，这也是 HIPEs 呈类固体-凝胶

状外观的原因[32]。 

2.5  不同SPI浓度下稳定HIPEs的外观和微观

结构 

图 5 为当 ϕ=0.8 ，c=0.4、0.6、1.0、1.5、2.0 wt%
时，SPI 稳定 HIPEs 的外观和微观结构图。ϕ固定时，

HIPEs的性质极大地取决于连续相中SPI的颗粒浓度。

c≤0.4 wt%时，由于连续相颗粒不足，无法形成稳定的

HIPEs。c=0.5 wt%时，形成的 HIPEs 流动性较强，这

可能是由于 SPI 颗粒刚刚可以稳定油滴产生的高界面

面积，处于临界浓度，内部网络结构强度弱，宏观上

表现为流动型 HIPEs。传统的 HIPEs 一般需要 10~50 
wt%的表面活性剂[33,34]稳定，而我们发现，当 SPI 的

c≥0.6 wt%时，即可形成凝胶样 HIPEs，外观呈乳白色，

滴入水中可分散均匀，是典型的水包油型（O/W）乳

液。它具有较强的脂肪上浮稳定性，室温储藏 6 个月

后仍保持稳定。 
通过显微结构图 5c、d，可以观察到大量油滴处

于高度紧密堆积、相互联系的状态。随着 c 逐渐增大

（0.6→2.0 wt%），HIPEs 的油滴粒径逐渐减小，并趋

向于均匀分布，这在 Tan[35]的研究中也有体现，是由

于增加颗粒浓度为乳化提供了更多稳定剂，可稳定的

界面面积更大。这在实际应用很重要，因为油滴大小

及包埋脂溶活性物质负载率可通过变化蛋白浓度进行

调节[35]。ϕ 如此高但油滴并未发生大范围凝聚，可能

是因为油滴界面覆盖的颗粒与连续相中未吸附至界面

的颗粒发生相互作用，把油滴嵌入三维网络中，形成

空间壁垒阻止油滴凝聚[36,37]。 
另外，当蛋白浓度较低时，颗粒不足以稳定高速
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剪切所形成的高界面面积，油滴逐渐发生融合形成相

对较大的体积，直至蛋白颗粒可以稳定为止。此时油

滴体积较大，覆盖在其表面的蛋白颗粒较少难以发生

絮凝，油滴易于发生融合，凝胶网络结构较弱。蛋白

浓度较高时，颗粒足以稳定高速剪切所形成的油滴界

面，在油滴表面形成致密的多层蛋白颗粒，颗粒表面

所带负电荷使其在引力和斥力间保持平衡，减慢了油

滴凝聚的速率。 

 
图5 系列SPI浓度稳定的HIPEs及相应显微结构图 

Fig.5 HIPEs stabilized by SPI at series c and corresponding microstructures 

注：a、b 为新鲜制备和储藏 6 个月后 SPI 稳定 HIPEs 的外观（ϕ=0.8，c 分别为 0.4、0.6、1.0、1.5、2.0 wt%）；c~f、d~j 为新鲜

制备乳液的光学显微结构图，c 分别为 0.6、1.0、1.5、2.0 wt%。比例尺代表的长度为 100 μm。 

2.6  不同蛋白浓度下SPI稳定HIPEs的粘弹性

能 

 
图6 HIPEs的储能模量G'和损耗模量G''的频率依赖图 

Fig.6 Representative frequency dependence profiles of storage 

(G': filled) or loss (G'': open) moduli for the corresponding 

HIPEs 

注：所有频率扫描实验都在粘弹性范围内（应变 γ 为

0.5%）。 

流变学测试为认识乳液的复杂结构提供了途径，

它常常在食品开发领域作为一种指标进行评估[30]。为

了确定 SPI 浓度对 HIPEs 网络结构强度的影响，通过

动态震荡扫描表征其流变学特性。 
如图 6 所示，在测试频率范围内（0.1~10 Hz），

所有 HIPEs 的储能模量（G'）远远大于损耗模量（G''），
说明它是以弹性为主导的凝胶网络结构。一方面，与

传统的表面活性剂稳定的 HIPEs 呈现的塑性流动不

同，Dimitrova 的研究揭示，刚性蛋白稳定的 HIPEs
往往具有高粘弹性的特征[26]。另一方面，在所有的蛋

白浓度下形成的 HIPEs 内部油滴均排列紧凑（图 5c、
5d），这是 HIPEs 的普遍特性[6,10,11]，Aken[38]认为不同

油滴上吸附的蛋白膜之间可能发生物理交联（比如疏

水相互作用、氢键）和化学交联（比如二硫键）作用。

这两方面因素促使HIPEs形成以弹性为主的凝胶网络

结构。G'和 G''随着震荡频率的增加呈略微上升的趋

势，这在 Liu[39]所研究的低温冷致大豆蛋白凝胶样乳

液中也有体现，这表明凝胶网络结构与热诱导蛋白凝

胶类似，是由非共价物理交联所致[40]。 
在特定测试频率范围内，HIPEs 的 G'和 G''随 c

增加（0.6→2.0 wt%）而增大（图 6），表明凝胶网络
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结构强度增大。这可能是两方面因素所致，一方面，

SPI 分散液中可能存在部分颗粒聚集体，c 增加使颗粒

聚集体随之增多。研究表明，水相中颗粒的弱聚集作

用可以提高乳液稳定性，对此可能的解释是：由于聚

集体比单个颗粒的相对惯性大，使其在高速分散时更

容易吸附至油水界面[39,41]，界面膜厚度增大，粘弹性

质增强。另一方面，HIPEs 的显微结构图表明（图 5），
随着蛋白浓度的增加，油滴粒径逐渐减小且呈均一化。

小油滴数目增加，使网络结构更加致密，易于界面蛋

白颗粒间发生物理交联，增强网络结构强度。这与明

胶颗粒[6]、麦醇溶蛋白[10]等稳定的 O/W HIPEs 中观察

到的现象一致。 

3  结论 

本实验以低温脱脂豆粕为原料，使用“碱溶酸沉

法”制备了 SPI。采用一步乳化法制备 HIPEs，探究了

SPI 稳定 HIPEs 的能力。研究证实 SPI 可作为高效乳

化剂稳定 O/W HIPEs，外观呈凝胶状，倒置不流动，

内部油滴呈紧密堆积状态，在室温下储藏 6 个月后仍

保持稳定。SPI稳定HIPEs的最高油相体积分数为0.87
（c=1.0 wt%），形成 HIPEs 的最低蛋白浓度为 0.6 wt%
（ϕ=0.8）。流变特性表明 HIPEs 是以弹性为主的凝胶

网络结构。提高 SPI 浓度可降低 HIPEs 的油滴粒径，

并促进粒径均匀分布，增大凝胶网络结构强度，增强

粘弹性质。SPI 作为 HIPEs 的稳定剂实现了脱脂豆粕

的二次利用。制备方法方便快捷，形成 HIPEs 储藏稳

定性好，在实际工厂化生产中具备较强的可操作性。

本工作对高脂健康食品的开发具有一定指导意义。 
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