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黑木耳蛋白质-多糖复合体系构建负载白藜芦醇的

Pickering乳液及特性分析

冯 嫣  李慧杰  王 莉

（吕梁学院生物与食品工程系，山西  吕梁  033001）

摘要：【目的】以黑木耳（Auricularia auricula）为原料制备黑木耳蛋白质-多糖复合物（APPC），以此为基础制

备负载白藜芦醇的 Pickering 乳液并对其进行结构表征，探究 APPC 负载白藜芦醇的 Pickering 乳液的稳定性

及作用机制。【方法】采用水提醇沉法制备 APPC，并对其组成和结构进行分析；进一步制备负载白藜芦醇的

Pickering乳液，通过测定 Zeta电位、三相接触角、流变特性及粒径等指标，探究该乳液的稳定性及作用机制。

【结果】APPC 具有独特的球-链结构且界面稳定性较强。以 APPC 制备的白藜芦醇 Pickering 乳液可形成稳

定的蛋白质-多糖三维网络结构，因此该乳液具有界面膜增强和空间位阻协同稳定机制，且表现出良好的 pH

稳定性、热稳定性和贮存稳定性。【结论】APPC 可通过界面膜增强和空间位阻效应抑制液滴聚集，提高

Pickering乳液的稳定性。该研究可为天然多糖类 Pickering乳化稳定剂的开发与应用提供参考。
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Construction and Characterization of Resveratrol-loaded Pickering Emulsions Based on 

Auricularia auricula Protein-polysaccharide Complex

FENG Yan LI Huijie WANG Li

(Department of Biological and Food Engineering, Lyuliang University, Lyuliang 033001, China)

Abstract: [Objective] The present study prepared the Auricularia auricula protein-polysaccharide complex 

(APPC) with Auricularia auricula as the raw material and then prepared and characterized resveratrol-loaded 

Pickering emulsions based on APPC, aiming to investigate the stability and functioning mechanisms of 

resveratrol-loaded Pickering emulsions based on APPC. [Method] APPC was obtained via the water extraction 

and alcohol precipitation method, and its composition and structure were systematically analyzed. Furthermore, 

resveratrol-loaded Pickering emulsions were fabricated. The stability and functioning mechanisms of the 

emulsions were investigated based on the Zeta potential, three-phase contact angle, rheological properties, and 

particle size distribution. [Result] APPC possessed a unique sphere-chain structure with high interfacial stability. 

The resveratrol-loaded Pickering emulsions based on APPC exhibited a stable 3D network structure formed by 

proteins and polysaccharides. Therefore, the emulsions showed a synergistic stabilization mechanism of enhanced 

interfacial film and steric hindrance, with favorable pH stability, thermal stability, and storage stability.

[Conclusion] APPC stabilizes Pickering emulsions through interfacial film reinforcement and steric hindrance 

effects. This study can provide a reference for the development and application of polysaccharide-based Pickering 

emulsions as stabilizers.
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白藜芦醇是一种非黄酮类天然多酚化合

物［1］，具有抗炎、诱导癌细胞凋亡、保护神经、清除

自由基以及改善缺血性损伤等多种药理活性［2］。

由于分子间氢键作用力较强，白藜芦醇在纯水中

的溶解度仅为 0.03 g/L，且自身稳定性较差，极大

限制了其在功能食品领域的应用。

黑木耳（Auricularia auricula）是一种富含多

糖、蛋白质、黑色素、微量元素的可食用菌［3］。其

中，黑木耳多糖具有降血糖、降血脂、抗菌、抗辐

射、抗氧化等多种生物活性。刘楠楠［4］采用水提

醇沉法提取黑木耳多糖，并证实其具有显著的降

血糖作用。李雪等［5］制备磷酸化黑木耳多糖脂质

体，并验证了其具有体外抗氧化能力。黑木耳蛋

白质则具有免疫调节功能和抗病毒潜力。已有研

究表明，当单一多糖作为乳液稳定剂时，因界面保

护作用较弱，易导致乳液货架期缩短［6］；而当单一

蛋白质作为乳液稳定剂时，两相界面相互作用会

引发乳液结构展开、重排与脱附，造成油相析出，

乳液稳态结构崩塌［7］。黑木耳蛋白质与多糖可通

过非共价相互作用形成稳定复合物，较强的静电

相互作用能够暴露疏水基团、提高表面活性，赋予

复合物良好的稳定性，在食品加工中可作为乳化

剂应用。因此黑木耳蛋白质与多糖复合形成的物

质具有良好的生物相容性，可有效负载和保护疏

水性物质［8］。

Pickering 乳液是一类以固体颗粒替代传统表

面活性剂的新型乳液体系［9］，具有无表面活性剂、

毒 性 低 、抗 聚 结 、稳 定 性 强 等 优 势［10］。 传 统

Pickering 乳液常利用无机粒子、有机合成粒子等

非食品级胶体颗粒作为乳化稳定剂，存在一定的

食品安全隐患［11］。杨丽等［12］通过构建岩藻多糖修

饰的小麦醇溶蛋白纳米载体系统，成功实现了紫

檀芪的高效包封，为开发疏水性活性成分的纳米

递送体系提供了参考。白海娜等［13］通过考察白藜

芦醇与黑木耳多糖复合体系的 ABTS+自由基清除

能力，证实两者之间存在显著的协同抗氧化效应。

李庆伟等［14］系统综述了黑木耳多糖的提取方法、

分子结构、保健功能等，为黑木耳多糖的基本性质

和药理作用研究提供了理论支撑。Wu 等［15］研究

发现，黑木耳富含膳食纤维，其水提取物具有高黏

度特性，可有效抑制 α-淀粉酶活性，对调节餐后血

糖水平具有积极作用。基于此，作者以高稳定性、

高安全性的黑木耳蛋白质-多糖复合物为固体乳

化颗粒，探究该复合物对油相白藜芦醇的保护效

果，以及乳液的稳定性与作用机制，为天然多糖类

Pickering 乳化稳定剂的开发与应用提供理论

参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

中链甘油三酯：广州瑞林生物科技有限公司；

白藜芦醇、考马斯亮蓝 G250：上海源叶生物科技

有限公司；无水乙醇、溴化钾：天津市致远化学试

剂有限公司；尼罗蓝染色剂：山东科源生化有限公

司；尼罗红染色剂：上海士峰生物科技有限公司。

1.2　仪器与设备

全 自 动 酶 标 仪 ：Sepctramaxi3X 型 ，美 国

Molecular Devices公司；磁力搅拌器：85-1型，常州

国华电器有限公司；高速冷冻离心机：HC-3018R

型，安徽中科中佳科学仪器有限公司；真空冷冻干

燥机：SCINTZ-10YD/A 型，宁波新芝冻干设备有

限公司；流变仪：RH-10 型，美国 TA 仪器公司；高

剪切均质乳化机：HR-500D 型，上海沪析实业有限

公司；光学显微镜：DM2700P 型，北京顺能电子仪

器有限公司；旋转蒸发仪：RE-52AA 型，上海亚荣

生化仪器厂；超声波清洗仪：LC-MUC-300 型，上

海力承西仪器科技有限公司；荧光光谱仪：FL970

型，上海天美科学仪器有限公司；激光共聚焦显微

镜（CLSM）：TCS SP8 型，德国徕卡有限公司；激光

粒度分析仪：Nano-ZS 型，英国 Malvern 公司；傅里

叶红外光谱（FTIR）仪：FTIR-850 型，天津港东科

技发展股份有限公司；多功能粉碎机：800A 型，永

康市红太阳机电有限公司；视频光学接触角测量

仪：DSA100型，美国科诺公司。

1.3　APPC 的制备

将干燥的黑木耳去除杂质、粉碎后过 60目筛，

按料液比 1 g∶30 mL 配制黑木耳与蒸馏水的混合

液。于 90 ℃水浴加热 2 h，离心后取上清液，取滤

渣进行重复浸提，将合并后的滤液浓缩至原体积

的 1/4，随后进行乙醇沉淀处理，冷冻干燥后得

到 APPC。

1.4　APPC 理化特性测定

1.4.1　基本成分测定　

以葡萄糖为标准品，采用苯酚-硫酸法测定样
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品中多糖质量分数［15］。以牛血清白蛋白为标准品，

采用考马斯亮蓝 G250法测定样品中蛋白质质量分

数［16］。采用加热干燥法测定样品中水分质量分

数［17］。采用干灰化法测定样品中灰分质量分数［17］。

1.4.2　FTIR 检测　

取 1 mg 磨碎的 APPC 冻干粉，与 100 mg 溴化

钾粉末充分研磨后压片。先采集背景光谱，再将

样品放入仪器中采集光谱数据［18］。检测范围为

4 000~400 cm-1，分辨率为 2 cm-1。

1.5　APPC 的微观形貌与结构表征

1.5.1　冷冻扫描电镜（Cryo-SEM）观察　

取 0.2 g APPC，加入 20 mL 去离子水，于 60 ℃

通过磁力搅拌器充分溶解。将新制备的溶液置于

液氮中快速冷冻，制备超薄切片，随后将切片升温

至-90 ℃，冷冻干燥处理 20 min。将干燥后的样品

表面喷涂 10 nm 厚金箔，在 10.0 kV 的加速电压下

观察并采集图像［19］。

1.5.2　荧光光谱（FL）测定　

为研究 APPC 的内源荧光，将 APPC 溶于去离

子水中，调节溶液 pH 至 7.0~12.0，采用对应 pH 的

去离子水将样品稀释为 0.05 mg/mL。最后将样品

置于 F-7000 荧光光谱仪下于 25 ℃扫描得到荧光

谱线［16］。设置激发波长为 280 nm，发射波长为

300~450 nm。

1.5.3　Zeta电位测定　

将 APPC 溶于去离子水中，调节溶液 pH 至

2.0~12.0，采用对应 pH 的去离子水将样品稀释为

1 mg/mL。在 25 ℃下，用马尔文电位仪测定 APPC

溶液的 Zeta电位，每组样品重复测定 3次［19］。

1.5.4　三相接触角（TPCA）测定　

将 APPC 溶液的 pH 分别调至 3.0、5.0、7.0、

9.0，冷冻干燥后获得不同 pH 处理的冻干粉，将冻

干粉压制成圆饼状样品。将样品浸泡在花生油中

20 min，采用微量注射器精确量取 2 μL 去离子水，

均匀滴加于圆饼样品表面，立即采集图像，计算样

品的 TPCA［19］。

1.6　负载白藜芦醇的 Pickering乳液的制备

1.6.1　白藜芦醇油相制备　

采用体积分数 90% 中链甘油三酯与体积分数

10% 无水乙醇复配的混合溶剂体系，配制 5 mg/mL

的白藜芦醇溶液。在避光条件下用高剪切均质乳

化机均质 3 min，使白藜芦醇充分溶解。

1.6.2　负载白藜芦醇的 Pickering乳液的制备　

将 1.6.1 中制备的白藜芦醇油相溶液与 APPC

水溶液（1.5 mg/mL）按体积比 3∶7 混合，采用高剪

切均质乳化机，以 10 000 g转速均质 5 min，制得负

载白藜芦醇的 Pickering乳液［20-21］。

1.6.3　乳液中白藜芦醇包埋率的测定　

取适量负载白藜芦醇的乳液置于离心管中，

于 4 ℃、10 000 g 离心 30 min，收集下层清液，在

306 nm 测定白藜芦醇的吸光度。依据白藜芦醇的

标准曲线（y=0.030 3x+0.227 1，R2=0.997 7）计算游

离白藜芦醇质量浓度［21］。白藜芦醇包埋率按式

（1）计算。

η =
A − B

A
（1）

式中：

η——白藜芦醇包埋率，%；

A——白藜芦醇质量浓度，µg/mL；

B——游离白藜芦醇质量浓度，µg/mL。

1.7　乳液流变学测定

采用 RH-10 流变仪测定 Pickering 乳液的流变

学性质［19］。设定好测量参数后，用胶头滴管取

5 mL 新制备的乳液滴到载物台上，测定温度恒定

在 25 ℃，GAP间隙设定为 1 mm［22］。

1.8　乳液粒径测定

将新制备的乳液分散于一定量的超纯水中，

采用激光粒度分析仪在适宜折光率参数下对乳液

体系进行粒径表征，得到粒径分布图，同步采集平

均粒径［19］。

1.9　乳液的微观形貌表征

1.9.1　光学显微镜观察　

将光学显微镜置于平稳、无阳光直射的试验

台面上，用移液枪移取 50 μL 新制备的乳液，迅速

滴到载玻片表面并用盖玻片盖好。调节显微镜至

图像清晰，观察乳液微观形貌并拍照记录。

1.9.2　CLSM 观察　

以乙醇为溶剂，分别配制 0.1 mg/mL 的尼罗蓝

染液和尼罗红染液，用锡箔纸包裹避光，置于冰箱

冷藏保存。取 1 mL新制备的 Pickering乳液置于避

光试管中，分别加入 40 μL 尼罗红染液和尼罗蓝染

液，振荡混匀，置于冰箱避光反应 15 min。吸取少

量混合液滴于载玻片上，在激发波长为 552 nm 和

633 nm 下进行拍摄，获得 CLSM 图［21］。
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1.10　乳液稳定性测定

1.10.1　pH 稳定性　

取等体积乳液，分别调节 pH 至 3.0、5.0、7.0、

9.0，室温静置 5 h。采用相同 pH 的超纯水将乳液

稀释 1 000 倍，测定各乳液的平均粒径，分析乳液

的 pH 稳定性［18］。

1.10.2　热稳定性　

将乳液分别置于 50 ℃和 90 ℃水浴锅中加热

10 min，用超纯水将乳液稀释 1 000 倍后测定各乳

液的平均粒径，分析乳液的热稳定性［18］。

1.10.3　贮存稳定性　

将乳液置于 4 ℃贮存 15 d，观察乳液是否出现分

层或油滴析出现象，再看乳液能否通过倒置试验［21］。

1.11　数据分析

所有试验均重复测定 3 次，结果以平均值±标

准差表示。采用 SPSS 软件进行数据分析，采用

Duncan 多重比较进行显著性分析，P<0.05 表示差

异显著。采用 Origin 2021软件绘图。

2　结果与讨论

2.1　APPC 的基本成分结果

APPC 基本成分检测结果表明，样品中蛋白质

质量分数为 21.7%，多糖质量分数为 65.1%，水分

质量分数为 3.9%，灰分质量分数为 2.8%。

2.2　FTIR 结果

APPC的 FTIR结果见图 1。在 3 389.7 cm-1附近

出现的宽吸收峰归属于 N—H 伸缩振动，是蛋白质

结构中氢键的特征吸收峰［22］；2 921.5 cm-1处的吸收

峰对应C—H伸缩振动［23］；1 645.2 cm-1处的吸收峰为

蛋白质C＝O伸缩振动［24］；1 537.5 cm-1处的吸收峰为

苯环的特征吸收峰［25］；1 367.6 cm-1和 1 243.3 cm-1处的

吸收峰为糖类C—H变角振动所致［26］；1 048.6 cm-1处

的吸收峰归属于 C—O—C伸缩振动，为呋喃糖的特

征吸收峰［27］。综上，APPC的 FTIR结果同时出现了

多糖与蛋白质的特征吸收峰，证实经水提醇沉法制

备的黑木耳提取物为黑木耳蛋白质-多糖复合物。

2.3　APPC 的微观形貌与结构表征结果

2.3.1　Cryo-SEM 结果　

APPC 的 Cryo-SEM 结果见图 2。高倍视野下

可观察到样品呈絮状团聚结构，主体颗粒直径为

1.5~2.0 μm，表面凹凸不平且具有多孔结构，见图

2（a）。中倍视野下可观测到多孔网络结构，孔径

分布在 1.0~10.0 μm，符合溶胶-凝胶转变特征，见

图 2（b）~（c）。部分纤维末端锚定于孔壁结构，表

明样品表层结构由内部纤维网络延伸构建而成。

低倍视野下样品整体呈海绵状多孔结构，大孔

（>10.0 μm）与小孔（<1.0 μm）共存，这可能与 APPC

的高持水性相关，见图 2（d）。

2.3.2　FL结果　

芳香族氨基酸能够在 280 nm 激发波长下产

生内源荧光［17］。作者通过 FL 对不同 pH 处理的

APPC样品进行结构表征，见图 3。在 280 nm激发波

长下，不同 pH 处理的样品均在 350 nm 处出现特征

荧光发射峰。随着溶液 pH 升高，相对荧光强度呈

先增强后减弱的趋势。当 pH 为 7.0~8.0 时，APPC

因发生质子化与聚集行为，破坏了分子间的静电

相互作用，使得相对荧光强度增强；当 pH>9.0 时，

分子发生去质子化并引发电子转移，荧光光谱发

生红移，APPC 所处的微环境极性增强，亲水性提

高。pH升高诱导的荧光强度变化，表明 APPC分子

构象逐渐展开。这种构象变化可暴露更多潜在的

白藜芦醇结合位点，有利于负载更多的白藜芦醇分

子，为其稳定包埋白藜芦醇提供了结构基础。

2.3.3　Zeta电位结果　

Gref等［28］研究发现，Zeta 电位的绝对值越高，

体系静电相互作用越强，溶液稳定性越好。不同

pH 条件下 APPC 溶液的 Zeta 电位均为负值，这是

由于多糖带有负电荷，或其分子结构中含有可在

水中解离出负电荷的基团，见图 4。当 pH>6.0 时，

溶液的 Zeta 电位绝对值接近 20，此时多糖溶液稳

定性较好；当 pH<6.0 时，溶液的 Zeta 电位绝对值

随 pH 降低呈下降趋势，在 pH 为 4.0 时降至 10 mV

以下，表明此时 APPC 溶液稳定性显著降低［21］。

图 1　FTIR 结果

Fig. 1　FTIR results
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2.3.4　TPCA 结果　

如图 5 所示，随着 pH 的升高，APPC 的 TPCA

呈现先升高后降低的趋势。酸性条件下，蛋白质

发生质子化，导致分子收缩、接触角增大；而分子

间氢键网络增强又会使接触角减小。两者共同

作用导致 TPCA 呈现规律性变化，该现象可能与

APPC 中多糖质量分数较高有关。当 pH 为 7.0

时，APPC 的 TPCA 为 57.26°，此时的界面稳定性

较高。

2.4　APPC 负载白藜芦醇的 Pickering乳液性质

2.4.1　乳液中白藜芦醇包埋率及流变学结果　

研究结果表明，乳液中白藜芦醇包埋率为

图 5　TPCA 结果

Fig. 5　TPCA results

图 3　APPC 在不同 pH 下的相对荧光强度

Fig. 3　Relative fluorescence intensity of APPC at different pH 

levels

图 2　Cryo-SEM 结果

Fig. 2　Cryo-SEM results

不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 4　APPC 在不同 pH 下的 Zeta电位

Fig. 4　Zeta potential of APPC at different pH levels
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75.4%。从图 6可以看出，随着角频率的升高，乳液

的储能模量（G'）与损耗模量（G''）呈现出不同的变

化规律，表明 Pickering 乳液表现出不同的黏弹

性［29］。在角频率逐渐升高的过程中，G'' >G'；当角

频率达到 62 rad/s时，G'和 G''曲线出现交点，该交点

为体系的凝胶点，标志着乳液从液体状态过渡至弹

性主导的弱凝胶状态［28］。这些结果表明，液滴间非

共价相互作用增强，局部形成了弱凝胶网络。

2.4.2　乳液粒径结果　

激光粒度分析仪结果显示，该乳液粒径分布

范围为 0.100~1.000 μm，平均粒径为 0.671 μm，多

分散指数为 0.76。整体来看，制备的乳液粒径较

小且分布均匀，具备良好的稳定性。

2.5　乳液的微观形貌结果

2.5.1　光学显微镜结果　

乳液的光学显微镜结果见图 7。其中，对照

组乳液的液滴分布不均匀，大量小液滴发生聚

集，乳液稳定性较差。新鲜 Pickering 乳液的液

滴分布均匀、结构致密、轮廓清晰，形成了致密的

油包水的三维网络结构。贮存 15 d的 Pickering乳

液部分液滴颗粒发生聚集、液滴增大，分布状况

略有变化，但整体仍保持相对稳定的状态。贮

存 15 d 的 Pickering 乳液液滴增大，可能是由于

乳液液滴大小与其内部液滴相互挤压程度有

关。挤压程度越强，单个液滴体积越小，乳液性

能更优，长时间放置后，乳液液滴受到的挤压程

度减小，部分小液滴汇聚成大液滴，而其他液滴

未出现明显的聚集现象，进一步证明乳液状态

较稳定。

图 7　光学显微镜结果

Fig. 7　Optical microscopy results

图 6　乳液的流变学结果

Fig. 6　Rheological results of emulsions
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2.5.2　CLSM 结果　

由图 8 可以看出，新鲜 Pickering 乳液的油水

界面形成了较为完整的界面膜，可有效抑制油滴

上浮；油滴之间相互挤压，呈现出不规则的多边形

结构。APPC 可吸附于油滴表面，表明 APPC 可构

筑稳定的油水界面，对乳液体系起到良好的稳定

作用。Pickering 乳液在 4 ℃贮存 15 d 后，少量小

液滴发生絮凝，出现较大的颗粒，这可能是由于乳

液体系空间位阻下降、静电斥力减弱导致的。但

体系中大多数小液滴仍保持独立分散状态，界面

膜维持较为完整的形态，证实该乳液的贮存稳定

性较好。

2.6　乳液稳定性结果

2.6.1　pH 稳定性结果　

由图 9 可知，当 pH 为 3.0~7.0 时，随着 pH 的

升高，乳液平均粒径逐渐增大。这可能是由于体

系 pH 接近等电点时，Zeta 电位下降，颗粒间静电

斥力减弱；同时低 pH 环境下 APPC 表面基团发

生质子化 ，颗粒疏水性增强。当 pH 为 7.0~9.0

时，乳液平均粒径随 pH 升高逐渐减小，这可能是

由于碱性条件下 APPC 表面基团发生去质子化，

高分子链段充分伸展，体系空间位阻增强。其

中，当 pH 为 7.0 时乳液粒径呈单峰分布，颗粒尺

寸均一、比表面积波动较小，可有效保障白藜芦

醇的包埋率。

2.6.2　热稳定性结果　

由图 10可知，热处理对乳液粒径的影响较小。

标尺均为 200 μm。

图 8　CLSM 结果

Fig. 8　CLSM results

图 9　pH 稳定性结果

Fig. 9　Results of pH stability

86



Vol. 45 No. 3 冯 嫣等： 黑木耳蛋白质-多糖复合体系构建负载白藜芦醇的 Pickering乳液及特性分析

当温度从 50 ℃ 升至 90 ℃ 时 ，负载白藜芦醇的

Pickering 乳液的平均粒径由 23.463 μm 提高至

26.640 μm，仅发生小幅变化。高温条件下仅有极

少数小颗粒团聚成大颗粒，乳液整体粒径分布基

本 保 持 稳 定 ，表 明 Pickering 乳 液 的 热 稳 定 性

较好。

2.6.3　贮存稳定性结果　

由图 11 可以看出，乳液贮存 15 d 后可顺利

通过倒置试验，未出现破乳、油滴渗出等现象，

且乳液色泽与新鲜 Pickering 乳液无明显色差 ；

而未添加 APPC 作为稳定剂的对照组出现明显

的分层现象，未通过倒置试验。结果表明，基于

APPC 负载白藜芦醇的 Pickering 乳液具有较强

的稳定性。

3　结论

作者以黑木耳水提醇沉法制备的APPC为稳定

剂，将白藜芦醇油相与 APPC 水溶液按体积比 3∶7

混合，构建负载白藜芦醇的 Pickering乳液，并对其

进行表征。结果表明，APPC 中蛋白质量分数为

21.7%、多糖质量分数为 65.1%，具有独特的球-链

结构；利用 APPC 负载白藜芦醇制备的 Pickering

乳液其蛋白质与多糖可形成稳定的三维网络结

构，依靠界面膜增强与空间位阻的协同作用稳定

Pickering 乳液；Pickering 乳液经 50、90 ℃分别加

热处理 10 min 后粒径未发生明显变化，4 ℃贮藏

15 d 后未出现分层现象，表明其具有较高的热稳

定性和贮存稳定性；另外，Pickering 乳液具有良好

的凝胶性。本研究制备的 Pickering乳液可用于功

能性饮品、酸奶、低脂酱料、人造奶油等产品，亦可

作为 3D 食品打印原料，具有广阔的应用前景。但

本研究仅进行了短期稳定性评价，乳液长期贮存

稳定性仍有待后续研究。
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