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超高压均质制备大豆多肽纳米乳及其
粒径和稳定性分析

吕沛宣1，廖永红2，周晓宏1, *

（1.北京理工大学化学与化工学院，北京 100081；
2.北京工商大学轻工科学技术学院，北京 100048）

摘　要：大豆多肽是具有营养、呈味、抗氧化等生物活性的新型多功能天然乳化剂，为开发大豆多肽在食品乳液中

的应用，本研究探索了超高压均质技术制备大豆多肽纳米乳液的影响因素和加工效果。以大豆分离蛋白为原料酶

法制备大豆多肽（Soybean protein isolate hydrolysates，SPIH），考察了多肽质量浓度、均质压力和循环次数对纳

米乳平均粒径、粒度分布和物理稳定性的影响，在单因素实验基础上，以粒径和稳定性为指标，通过正交试验进

行工艺优化，并应用粒度仪和原子力显微镜表征了其储存稳定性和和微观形貌。结果表明，各因素最佳水平为：

20 mg/mL 多肽质量浓度，140 MPa 均质压力和 5 次循环，在此条件下制备得到粒径为 178.8 nm，稳定性指数

Ke=7.37% 的纳米乳液。超高压均质法制备的大豆多肽纳米乳具有均匀的液滴分布并可稳定储存 56 d 以上，随多

肽质量浓度增加纳米乳液滴聚集情况明显。研究为多肽乳化剂纳米乳液的制备和应用提供了参考。
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Soybean Isolate Protein Hydrolysate Nanoemulsions Prepared by
Ultra-High Pressure Homogenization: Size and Physical Stability
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Abstract：Soybean peptide is  a  new type of  multifunctional  natural  surfactant  with biological  activities  such as nutrition,
taste and antioxidant. In order to take better use of soybean peptide as emulsifier in food emulsions, soybean protein isolate
hydrolysates  (SPIH)  were  prepared  by  enzymolysis  of  soybean  protein  isolate,  and  SPIH-stabilized  nanoemulsions  were
firstly  prepared  by  ultra-high  pressure  homogenization  (UHPH)  in  this  study.  The  effects  of  emulsifier  concentrations,
homogenization  pressure  and  cycle  numbers  on  the  average  particle  size,  particle  size  distribution  (PDI)  and  physical
stability  (Ke  value)  of  nanoemulsions  were  explored.  The  three  preparation  conditions  were  optimized  by  orthogonal
experiment compromising between the mean particle size and Ke value. Particle size analyzer and atomic force microscope
(AFM)  were  applied  to  characterize  the  storage  stability  and  microstructure  of  the  nanoemulsion,  respectively.  Results
showed  that  the  optimal  conditions  were  SPIH  concentration  20  mg/mL,  homogenization  pressure  140  MPa  and  cycle
numbers  5,  while  the  nanoemulsion  with  particle  size  of  178.8  nm,  Ke=7.37%  was  obtained  under  this  condition,  and
stabilized for  more than 56 d.  AFM images showed that  droplets  of  the nanoemulsion distributed uniformly and droplets
aggregated  when  the  peptide  concentration  increased.  This  study  would  provide  a  reference  for  the  preparation  and
application of nanoemulsions with polypeptide emulsifiers.  
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纳米乳液是一种热力学不稳定的胶体分散体

系，由互不相溶的两相液体组成，其中一相在乳化剂

的作用下形成小液滴分散到另一种液体中，液滴直径

通常小于 200 nm[1−2]。乳液的许多特性，如稳定性、

流变性、外观、颜色、质地和保质期等都取决于粒径

和分布[3]。液滴的布朗运动速率与其粒径呈负相关，

纳米乳由于粒径较小，布朗运动的增强可使纳米乳液

的小液滴克服重力实现均匀分布[4]，因此，纳米乳液

较常规乳液有着稳定性好、光学透明度高及被包封

物质生物利用度高等优点[5]。许多最新的研究致力

于纳米乳液的制备、表征和利用作为亲脂性物质的

包封和递送系统[6−7]。

乳化剂对于纳米乳的形成和稳定至关重要，人

们对饮食健康的关注使食品行业强调食品添加剂的

“天然、营养、多功能”[8]，以天然成分代替合成成分

和植物来源代替动物来源成为趋势。在天然植物乳

化剂中，大豆蛋白因其营养价值高、成本低已被广泛

报道，但作为乳化剂主要应用于高稠度乳剂如肉糜食

品，在稀乳液中的应用非常有限[9−10]，主要原因之一

是许多商业大豆蛋白产品的溶解性和分散性差，从而

降低了乳化能力[11]。与大豆蛋白相比，大豆多肽分子

量更低，分子延展性更强，对油水界面的吸附更快，具

有更好的溶解性和乳化性[12−13]，此外，大豆蛋白经酶

解后可释放一些具有特殊生理活性的肽，如抗氧化

肽[14]、抗高血压肽[15] 和降胆固醇肽[16] 等，因此，可以

应用于功能食品。然而大豆多肽乳化剂研究鲜有报

道，更未见市场应用。

纳米乳的形成需要外加能量，根据能量的多少

分为低能乳化法和高能乳化法。相变温度法、相变

组分法等低能法多依赖于乳化剂和乳液组分的性质，

一般不适合工业化生产。高压均质化、高压微射流

和超声破碎等高能法为制备纳米级液滴提供了克服

界面能垒所需的机械能，可用于大规模的商业食品加

工。其中超高压均质是一种应用于流体处理的新技

术，可有效减小液滴尺寸，增强乳液的物理和氧化稳

定性 [17−18]，并且对营养价值和感官特性的影响最

小[19]，然而尚未有关于超高压均质技术用于制备大豆

多肽纳米乳的报道。

因此，本研究的主要目的集中在两个方面：超高

压均质技术制备大豆多肽纳米乳液的影响因素分析

并通过正交试验优化工艺条件以制备稳定的小粒径

乳液；纳米乳的储存稳定性和微观形貌表征。研究为

多肽乳化剂在食品中的应用及多肽纳米乳的开发提

供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

大豆分离蛋白（纯度≥90%）　山东禹王生态食

业有限公司；Alcalase 2.4 L 碱性蛋白酶（6.4×105 U/mL）
　诺维信（中国）生物技术有限公司；酪蛋白　北京博

奥拓达科技有限公司；金龙鱼大豆油　益海嘉里食品

营销有限公司；ProClean 950 抑菌防腐剂　上海碧云

天生物技术有限公司。

HR-6B 高速匀浆机　上海沪析实业有限公司；

UV-9600 紫外/可见分光光度计　北京北分瑞利分析

仪器（集团）有限责任公司；EmulsiFlexC3 超高压纳

米均质机　加拿大 Avestin 公司；纳米粒度及 zeta 电

位分析仪　ZS90 英国马尔文公司；Cypher VRS 多

功能单分子力谱仪　英国牛津仪器集团。 

1.2　实验方法 

1.2.1   大豆多肽乳化剂的酶法制备　大豆分离蛋白

按 11%（w/v）分散于去离子水中，1 mol/L Na2CO3 溶

液调节 pH 至 7.5，添加 2%（v/w）底物浓度的碱性蛋

白酶酶解 8 h 后 100 ℃ 水浴加热灭酶 10 min 获得

大豆多肽分散液，凯氏定氮法[20] 确定多肽质量浓度

为 90  mg/mL，甲醛滴定法 [21] 测得水解度为 17%，

4 ℃ 储存。 

1.2.2   纳米乳液制备　使用高速匀浆机将稀释到所

需质量浓度的多肽分散液和大豆油以 97:3（v/v）的
比例在 23000 r/min 下预混 2 min 得到粗乳液，然后

将粗乳液立即转移到超高压均质机中，在不同的均质

压力和循环次数下制备大豆多肽纳米乳液。 

1.2.3   乳液粒径和分布测试　使用纳米粒度分析仪

测定大豆多肽纳米乳液的平均粒径和分布，用去离子

水将大豆多肽纳米乳液稀释 100 倍，以避免多重光

散射效应。参数设定：分散相折射率设置为 RI-
1.450，连续相折射率设置为 RI-1.330，测定乳液平均

粒径和多分散性指数（particle distribution index，PDI）。 

1.2.4   物理稳定性测定　离心稳定性常数（Ke）是确

定纳米乳液物理稳定性的最常用指标之一，Ke 值越

低，纳米乳液的物理稳定性越好。按照 Li 等[22] 的方

法，将纳米乳液用去离子水稀释 100 倍，在离心机中

以 2000 g 离心 20 min，从离心管底部取 5 mL 样品

并用涡旋混合器混合 5 s，利用分光光度计测定每个

样品在 500 nm 波长处的吸光度。Ke 值计算公式如下：

Ke(%) =
A0 −A

A0

×100

式中：A0 和 A 分别为稀释的纳米乳离心前后的

吸光度值。 

1.2.5   单因素实验　 

1.2.5.1   多肽质量浓度对纳米乳粒径和稳定性的影

响　取 194 mL 质量浓度分别为 5、10、30、60 和

90 mg/mL 的大豆多肽分散液与 6 mL 豆油制备粗乳

液，然后以 60 MPa 的压力均质 3 次，测定乳液粒径、
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PDI 和 Ke 值。 

1.2.5.2   均质压力对纳米乳粒径和稳定性的影响　

取 194 mL 稀释到 10 mg/mL 的大豆多肽分散液与

6 mL 豆油制备粗乳液，分别以 0、60、120 和 180 MPa
的压力循环均质 3 次，测定乳液粒径、PDI 和 Ke 值。 

1.2.5.3   循环次数对纳米乳粒径和稳定性的影响　

取 194 mL 稀释到 10 mg/mL 的大豆多肽分散液与

6 mL 豆油制备粗乳液，以 60 MPa 的压力分别循环

均质 1、3、5、7 和 9 次，测定乳液粒径、PDI 和 Ke 值。 

1.2.6   正交试验　为优化大豆多肽纳米乳的制备工

艺，以纳米乳的平均粒径和 Ke 为评价指标，设计了

3 因素 3 水平的正交试验，如表 1 所示。
 
 

表 1    大豆多肽纳米乳超高压制备工艺正交试验因素水平
Table 1    Factors and levels of orthogonal array design for

optimization of SPIH nanoemulsion prepared by UHPH

水平
因素

A多肽质量浓度（mg/mL） B均质压力（MPa） C循环次数

1 10 100 4
2 20 120 5
3 30 140 6

  

1.2.7   原子力显微镜（atomic force microscopy，AFM）

表征纳米乳形貌　通过 Cypher VRS 多功能单分子

力谱仪观察样品的形貌，使用 Gwyddion 软件对图像

进行处理和分析。样品用蒸馏水稀释 100 倍，在云

母片上滴加 5 μL 至自然干燥，将样品固定在金属板

上并以轻敲模式观察，驱动频率设置为 300 kHz，扫
描频率设置为 1.0 Hz。 

1.2.8   储存稳定性测试　通过测定纳米乳在 4 ℃ 下

储存 0~56 d（每 7 d 测一次）的粒径变化，考察其储存

稳定性，设置不添加防腐剂和添加 0.1% ProClean
950 抑菌防腐剂两组实验。 

1.3　数据处理

每组实验重复三次，图表由 Origin 2021 软件生

成，使用 SPSS 26 软件进行单因素方差分析，确定数

据之间具有显著性差异（P<0.05）。 

2　结果与分析 

2.1　大豆多肽质量浓度对纳米乳粒径和稳定性的影响

纳米乳液滴的形成与稳定需要多肽吸附在油水

界面并形成界面膜，多肽质量浓度对乳液粒径和分布

的影响如图 1a 所示，粒径随其浓度增加而逐渐增大，

PDI 则先降后升。多肽在油水界面上不同于传统乳

化剂的单层排布，而是由于分子间相互作用在“油

核”外层形成网状的“肽壳”结构[23]，多肽浓度增加使

得壳层增厚及液滴间的聚集，从而导致粒径增大和分

布变宽。同样的也可以解释 Ke 值随多肽浓度增加

而减小（图 1b），因为界面的层状肽有利于维持乳液

稳定性[24]，多肽浓度低时形成的界面膜抗性差导致离

心时发生破乳，难以维持乳液稳定，而高多肽浓度形

成的液滴则可承受较大离心力。因此，对于多肽乳化

剂浓度的选择要兼顾粒径和稳定性两个指标。
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图 1    多肽质量浓度对纳米乳粒径和分布（a）及
稳定性（b）的影响

Fig.1    Effects of SPIH concentration on nanoemulsion particle
size, distribution (a) and stability (b)

  

2.2　均质压力对纳米乳粒径和稳定性的影响

均质压力是纳米乳液制备的重要加工参数，如

图 2 所示，纳米乳粒径、PDI 和 Ke 值均随均质压力

升高而先减小后增大。压力由 0 到 60 MPa，粒径由

672 nm 降至 236 nm、PDI 由 0.600 降至 0.242、Ke
值由 66% 降至 22%，变化极显著（P<0.01），说明超

高压均质处理是减小大豆多肽乳液粒径、促使液滴

均匀分布和提高稳定性的有效手段。随着压力增大，

均质机产生的撞击、剪切和空化效应增强，油相被破

碎成更小的液滴并增强表面活性剂在液滴表面的吸

附[25]，小粒径乳液通常有着较好的稳定性，在 120 MPa
下粒径和 Ke 值均出现最低点。然而当压力升至

180 MPa，粒径反而增大同时稳定性降低（P<0.05），
在 Wang 等[26] 的报道中也提到这一现象，推测是过

度的均质压力造成小颗粒相互吸引和聚集。如果液

滴碰撞速度较表面活性剂吸附速率更快，则新界面不

会被完全覆盖，从而导致聚结[27]。这意味着虽然乳化

过程中的能量输入增加了，但得到的乳状液具有更大

的粒径，并非预期的更小的尺寸。 

2.3　循环次数对纳米乳粒径和稳定性的影响

循环次数与加工耗时密切相关，确定合理的循

环次数有利于在最短时间内获得产品。由图 3 可看

出，大豆多肽纳米乳的粒径、PDI 和 Ke 值在 1~3 次

循环内减小极显著（P<0.01），5 次循环出现各项最小
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值，但随后波动性增加。少数循环时的粒径减小、分

布变均匀和稳定性增强是由于超高压均质持续向乳

液输出克服表面张力形成小液滴的能量，但循环次数

增加，液滴在较大压力下持续碰撞和接触可能发生聚

集，造成粒径增大和分布不均，同时对乳液稳定也无

益，这与耿宏庆等[28] 采用高压微射流制备乳液的结

果一致。9 次循环时各指标较 7 次明显下降推测是

聚集体再次被分散，这可能是多肽乳化剂区别于传统

乳化剂的纳米乳加工过程，王玙璇等[29] 以卵磷脂为

乳化剂采用高压均质法制备神经酰胺纳米乳，7 次循

环后粒径无明显变化。 

2.4　大豆多肽纳米乳超高压制备工艺参数优化

大豆多肽纳米乳超高压制备工艺正交试验结果

如表 2 所示，根据极差（R）分析得到各因素对纳米乳

粒径影响主次顺序为 A>C>B，即多肽质量浓度>循
环次数>均质压力，最优组合为 A1B3C2；各因素对纳

米乳物理稳定性影响主次顺序为 A>B>C，即多肽质

量浓度>均质压力>循环次数，最优组合为 A3B3C2。

两指标结果差异集中在多肽质量浓度上，同时该因素

也是最主要影响因素，为制备稳定的小粒径纳米乳，

运用综合平衡法确定综合最佳工艺条件为 A2B3C2，

即多肽质量浓度 20  mg/mL，均质压力 140  MPa，
循环次数 5 次。按该方案进行实验，纳米乳粒径为

178.8 nm，Ke 值为 7.37%。
 
 

表 2    大豆多肽纳米乳超高压制备工艺正交试验结果
Table 2    Results of orthogonal test of SPIH nanoemulsion

prepared by UHPH

实验号 A
多肽质量浓度（mg/mL）

B
压力（Mpa）

C
循环次数

粒径（nm） Ke（%）

1 10 100 4 237.4 25.06
2 10 120 5 168.3 14.59
3 10 140 6 163.8 17.09
4 20 100 6 185.3 12.92
5 20 120 4 246.3 11.44
6 20 140 5 178.8 7.37
7 30 100 5 264.9 8.51
8 30 120 6 287.3 7.18
9 30 140 4 292.6 3.85

粒径

K1 189.8 229.2 258.8

因素主次
A>C>B

最优方案
A1B3C2

K2 203.5 234.0 204.0
K3 281.6 211.7 212.1
R 91.8 22.2 54.8

Ke
k1 18.91 15.50 13.45

因素主次
A>B>C

最优方案
A3B3C2

k2 10.58 11.07 10.16
k3 6.51 9.43 12.40
R 12.40 6.06 3.29

综合平衡最优方案A2B3C2

  

2.5　大豆多肽纳米乳液的表面形貌

在正交试验中多肽浓度是最主要的影响因素，

为观察纳米乳微观形貌并进一步探究多肽浓度对纳

米乳粒径的影响，采用 AFM 表征纳米乳液的形貌和

液滴分布，根据正交试验结果设置多肽浓度不同的两

组实验：在 140 MPa 和 5 次循环下分别制备了多肽

质量浓度为 20 和 30 mg/mL 的乳液，图像如图 4 所

示。图 4a 可以观察到稀释 100 倍的乳液液滴呈规

整球状均匀分布在云母片表面，偶有少量聚集，不算

聚集体在内，每测量面积（1×1 μm）的颗粒数为 67，
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图 2    均质压力对纳米乳粒径和分布（a）及稳定性（b）的影响

Fig.2    Effects of homogenization pressure on nanoemulsion
particle size, distribution (a) and stability (b)
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图 3    循环次数对纳米乳粒径和分布（a）及稳定性（b）的影响

Fig.3    Effects of cycle number on nanoemulsion particle size,
distribution (a) and stability (b)
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Nano Measurer 软件计算的平均直径仅为 46.80 nm。

根据瑞丽散射定律，团聚体对小液滴有光强掩蔽作

用，因此，推测 SPIH 纳米乳液的实际液滴尺寸可能

小于激光粒度仪测算值，Cheng 等[23] 也有同样的猜

测。图 4b 中可明显看到聚集现象多于图 4a，验证了

多肽质量浓度的增加导致液滴聚结的推测。此外，还

发现液滴直径远大于其高度，其原因可能是多肽构成

弹性界面膜，干燥后液滴在重力作用下从球形变成了

“饼状”。AFM 图像表明正交优化条件制备的大豆

多肽纳米乳具有较小粒径和均匀分布。
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图 4    纳米乳稀释 100 倍的 AFM 相位图和形貌图
Fig.4    Phase image and morphology image of the nanoemulsion

diluted 100 times
注：a：纳米乳制备条件：多肽质量浓度 20 mg/mL、均质压力
140  MPa、循环 5 次；b：纳米乳制备条件：多肽质量浓度
30 mg/mL、均质压力 140 MPa、循环 5 次。
  

2.6　纳米乳储存稳定性

储存稳定性关乎乳液的保质期，记录了正交最

优组合条件下制备的纳米乳液在无防腐剂和有防腐

剂两种情况下，4 ℃ 下储存 56 d 内液滴尺寸的变

化。图 5 显示添加防腐剂后，粒径在 56 d 内无显著

变化（P>0.05），未添加防腐剂组乳液粒径则不断增

大。乳液外观可表征其宏观稳定性，添加防腐剂组在

储存过程中外观无变化，对照组在变质情况下仅底部

出现一薄层乳析层（图 6）。相较于大豆蛋白纳米乳

在储存期间粒径不断增大[30]，以及超声制备的大豆多

肽纳米乳在 28 d 时粒径发生显著变化[13]，超高压均

质制备的大豆多肽纳米乳表现出更好的储存稳定性，

多肽在界面上形成的弹性膜可有效阻止油滴的桥接

絮凝和聚结[31]。对照组液滴大小增加可能是多肽被

微生物分解成氨基酸或短肽，其乳化性能较差[32]，且

微生物活动也对激光粒度测量产生影响，推测实际粒

度小于测量值，可对应其乳析层较薄现象。
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图 5    储存时间对纳米乳粒径的影响
Fig.5    Effect of storage time on nanoemulsion particle size
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图 6    储存时间对纳米乳液外观的影响
Fig.6    Effect of storage time on appearance of nanoemulsions
注：a：0 d；b：56 d；1：未添加防腐剂样品；2：添加防腐剂样品。
  

3　结论
为开发大豆多肽作为食品乳化剂的应用潜力，

本研究以超高压均质技术为加工手段制备大豆多肽

纳米乳。探究了多肽质量浓度、均质压力和循环次

数单因素条件对纳米乳平均粒径、粒度分布和物理

稳定性的影响，实验结果表明：多肽浓度增加导致粒

径增大和分布不均，但有利于乳液稳定，这是因为多

肽分子间存在相互作用，浓度增加时界面膜增厚同时

发生聚集；各指标随均质压力增大先降低后升高，

120 MPa 时乳液粒径最小最稳定；少数循环可显著降

低粒径、PDI 和 Ke 值，5 次循环最佳，多次循环后指标

波动性变化。在单因素实验基础上进行正交试验，各

因素对粒径影响顺序为多肽质量浓度>循环次数>
均质压力，对乳液稳定性影响顺序为多肽质量浓度>
均质压力>循环次数，由于多肽质量浓度对粒径和稳

定性的影响相反，最终综合平衡确定超高压均质技术

制备大豆多肽纳米乳的最佳工艺条件：20 mg/mL
多肽质量浓度，140 MPa 均质压力和 5 次循环，在此

条件下制备的纳米乳液粒径为 178.8 nm，Ke=7.37%，

可维持 56 d 的稳定，AFM 图像显示乳液液滴分布均

匀，多肽界面为弹性膜结构，同时验证了多肽质量浓

度增加会导致液滴聚集。因此，大豆多肽是一种有潜

力的食品乳化剂，超高压均质技术制备的大豆多肽纳

米乳也有望作为包封系统应用于食品工业。
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