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糖基化乳清分离蛋白制备共轭亚油酸 
水包油乳液稳定性分析 
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环境食品学教育部重点实验室, 武汉  430070) 

摘  要: 目的  研究糖基化乳清分离蛋白(whey protein isolate, WPI)对制备的共轭亚油酸(conjugated linoleic 

acid, CLA)乳液的物理稳定性、抗氧化能力及脂质氧化稳定性的影响。方法  以 CLA 为原料, 分别采用葡萄糖

(glucose, Glu)和半乳糖(galactose, Gal)对 WPI 进行糖基化改性, 超声破碎法制备 CLA 水包油乳液, 研究在不同盐

离子浓度、pH 和温度下 CLA 乳液平均粒径变化、抗氧化能力及贮藏过程中脂质氧化产物含量变化。结果  同

对照组 WPI-CLA 相比, 经糖基化改性后制备的 WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液受到盐离子浓度、pH 和

加热温度的影响, 其平均粒径变化较小, 且分布均匀。WPI-CLA、WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液对 1,1-

二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基达到 100%清除时的质量浓度分别为 10、4、

4 mg/mL, 对 2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐[2,2’-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate), 

ABTS]阳离子自由基达到 100%清除时的质量浓度分别为 8、6、6 mg/mL。在贮藏过程中, WPI-Glu-CLA 和

WPI-Gal-CLA 乳液的氢过氧化物及次级脂质氧化产物含量均低于对照组 WPI-CLA 乳液。结论  经糖基化改

性修饰, 增强了 CLA 乳液的物理稳定性, 提高了抗氧化能力, 有效减缓了脂质氧化产物的生成。 
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Preparation of conjugated linoleic acid oil-in-water emulsion by glycosylated 
whey protein isolate and its stability analysis 
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ABSTRACT: Objective  To study the effects of glycosylated whey protein isolate (WPI) on the physical stability, 
antioxidant capacity and lipid oxidation stability of conjugated linoleic acid (CLA) emulsion. Methods  With CLA as 
raw material, glucose (Glu) and galactose (Gal) were used to modify WPI, and CLA oil-in-water emulsion was prepared 
by ultrasonication. The average particle size change, antioxidant capacity and lipid oxidation product content of CLA 
emulsion under different salt ion concentration, pH and temperature were studied. Results  Compared with the control 
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group WPI-CLA, the WPI-Glu-CLA and WPI-Gal-CLA emulsions prepared by glycosylation modification were 
affected by salt ion concentration, pH and heating temperature. The average particle size changes were small and 
evenly distributed. The mass concentrations of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging of 
WPI-CLA, WPI-Glu-CLA and WPI-Gal-CLA emulsions were 10, 4 and 4 mg/mL, respectively. The mass concentrations 
of 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) radical scavenging were 8, 6 and 6 mg/mL, respectively. 
During storage, the content of hydroperoxides and secondary lipid oxidation products in WPI-Glu-CLA and 
WPI-Gal-CLA emulsions were lower than those in the control group WPI-CLA emulsion. Conclusion  After 
glycosylation modification, the physical stability of CLA emulsion is enhanced, the antioxidant capacity is improved, 
and the formation of lipid oxidation products is effectively slowed down. 
KEY WORDS: conjugated linoleic acid; glycosylation; ultrasonic crushing method; emulsion; stability 
 
 

0  引  言 

以乳液、微胶囊、分散体和脂质体等形式可以提高对

疏水生物活性成分的保护, 其中水包油乳状液具有生物相

容性好、成本低、易于获取等优点, 可作为活性成分递送

的载体广泛使用[1]。然而, 油水乳状液是热力学不稳定的

体系, 容易通过絮凝、聚结和相分离而分解[2]。为提高乳

状液的稳定性, 良好乳化剂的选择是关键因素。乳清分离

蛋白(whey protein isolate, WPI)富含人体所需的多种氨基

酸且吸收率高, 具有良好的乳化性能[3], 但在加热过程中, 
WPI 易受温度影响发生变性使功能特性大大降低。有研究

表明, 当氨基(氨基酸、多肽或蛋白质)与还原糖之间发生美

拉德反应改性修饰后, 蛋白质的功能特性如溶解度、热稳

定性、胶体稳定性均能得到一定程度改善[4]。将番茄红素

包被在 WPI-低聚木糖的美拉德反应偶联物中, 显著提高

了番茄红素的生物利用度和乳液抗氧化能力[5]。 
共轭亚油酸(conjugated linoleic acid, CLA)是亚油酸

的衍生物, 它包括了共轭双键在不同位置和空间的多种异

构体[6]。研究表明, CLA 不仅在抗氧化、减少机体脂肪含

量和调节免疫等发挥重要作用, 还对抗肿瘤、抗癌有一定

成效[7–8]。但由于 CLA 以游离脂肪酸的形式存在, 容易发

生氧化, 产生难闻的风味, 降低其营养价值。 
本研究以最佳工艺下由山桐子油制备的 CLA 为原料, 

采用常用的两种单糖—葡萄糖 (glucose, Glu)和半乳糖

(galactose, Gal)对 WPI 进行糖基化改性修饰后, 超声破碎

法获得纳米级 CLA 水包油乳液, 并对乳液的物理稳定性、

抗氧化稳定性和脂质氧化稳定性进行分析, 为提高 CLA
在食品加工中稳定性, 保护 CLA 发挥其功能特性提供理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

以实验室山桐子油亚油酸碱异构化最佳工艺下制备

所得 CLA 产物为实验原料。 

WPI( 纯度 95%, 上海源叶生物科技有限公司 ); 
D-Gal(纯度 99%)、三氯乙酸、1,1,3,3-四乙氧基丙烷、硫代

巴比妥酸、邻苯二甲醛(o-phthalaldehyde, OPA)、β-巯基乙

醇、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻

唑-6-磺酸)二铵盐(上海麦克林生化科技有限公司); Glu、氢

氧化钠、四硼酸钠、甲醇、乙醇、异辛烷、正丁醇、异丙

醇、硫氰酸铵、氯化钡(分析纯, 国药集团化学试剂有限公

司)。 

1.2  仪器与设备 

BS 224 S 分析天平(精度 0.0001 g, 赛多利斯科学仪器

有限公司); WH-2 微型涡旋混合仪(上海沪西分析仪器厂有

限公司); 飞鸽 TDL-5-A 低速离心机(上海安亭科学仪器厂); 
HH-2 数显恒温水浴锅(常州国华电器有限公司); 纳米粒度

电位分析仪(英国马尔仪器有限公司); 超声破碎仪(美国

SONICS 公司); 722 型可见分光光度计(上海菁华科技仪器

有限公司); MULTISKAN Sky High 全波长酶标仪(上海赛

默飞世尔科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  糖基化乳清分离蛋白的制备 
参考 XZA 等[9]的方法, 稍作修改。将一定质量 WPI

溶于 100 mL 去离子水中, 并在室温下用磁力搅拌器保持

搅拌 2 h, 并将其在 4 ℃下过夜以充分溶解, 标记为 WPI。
将 Glu、Gal 按 WPI 与糖的质量比为 1.0:0.5、1.0:1.0、1.0:2.0、
1.0:3.0 (m:m)加入到 WPI 溶液中。随后, 用 5 mol/L NaOH
溶液调节混合溶液的 pH 至 8.0, 磁力搅拌 30 min 后, 在
80 ℃的水浴中加热 3 h 后, 将混合物在冰浴中快速冷却以

产生糖基化乳清蛋白分离物(标记为 WPI-Glu、WPI-Gal), 
然后在 4 ℃下储存用于进一步实验。 
1.3.2  糖基化程度的测定 

参考 HU 等[10]的方法, 稍作修改。将 40 mg OPA 溶于

1 mL 甲醇中, 然后与 25 mL 的 0.1 mol/L 四硼酸钠溶液、

2.5 mL 的 20%十二烷基硫酸钠溶液和 100 μL β-巯基乙醇

混合后, 加入蒸馏水将其定容至 50 mL。将样品稀释至质
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量浓度为 2 mg/mL, 取 200 μL 样品与 4 mL 上述溶液充分

混合。35 ℃反应 2 min 后, 测量其在 340 nm 的吸光度记为

At, 以未反应的 WPI 和糖的混合物作为对照, 将测得的吸

光度记为 A0。糖基化程度用接枝度表示, 计算如公式(1):  

  接枝度/%= 0 t

0

A A
A
− ×100% (1) 

式中, At 为接枝物溶液在波长 340 nm 处的吸光值; A0 为

WPI 与糖的混合物在相同反应条件下在波长 340 nm 处的吸

光值。 
1.3.3  褐变程度的测定 

参考林泽钳等[11]的方法, 稍作修改。配制蛋白质量浓

度为 1 mg/mL 和 5 mg/mL 的样品, 测定在 294 nm 和 420 nm
的吸光度值, 去离子水作为空白对照。 
1.3.4  共轭亚油酸水包油乳液的制备 

参考林泽钳等[11]的方法, 稍作修改。将由山桐子油制

得的 CLA 产物与糖基化 WPI 以质量比 1:9 的比例混合形

成粗乳液, 然后使用超声细胞破碎仪进行破乳, 额定功率

300 W, 超声过程将乳液置于冰浴中, 将探针置于乳液中, 
超声 5 s, 间隔 5 s, 总超声时间为 15 min, 分别得到

WPI-Glu-CLA、WPI-Gal-CLA 乳液, 放置冰箱 4 ℃冷藏备

用。此外, 使用上述方法 WPI 负载的 CLA 乳液用作对照

组, 命名为 WPI-CLA。 
1.3.5  乳液物理稳定性的测定 

参考 YI 等[12]和姚弘彬等[13]的方法, 稍作修改。 
(1)离子强度稳定性 
将不同浓度的 NaCl 溶液加入新鲜制备的 CLA乳液中, 

使乳液中 Na+的浓度分别为 50~250 mmol/L, 室温下储存

24 h, 测量 CLA 乳液的平均粒径, 以评估离子强度对 CLA
乳液的物理稳定性的影响。 

(2)热稳定性 
将样品在 60~100 ℃下加热时间 30 min 后, 冰水浴冷

却至室温, 在室温下静置储存 24 h, 测量 CLA 乳液的平均

粒径, 评估食品加工过程中灭菌单元对 CLA 乳液物理稳

定性的影响。 
(3) pH 的影响 
用 0.5 mol/L NaOH 和 HCl 溶液调节 CLA 乳液的 pH

分别为 3~11, 室温下静置储存 24 h, 测量 CLA 乳液的平均

粒径, 评估不同 pH 对 CLA 乳液物理稳定性的影响。 
1.3.6  乳液抗氧化能力的测定 

(1) DPPH 自由基清除能力的测定 
参考 LIU 等[14]的方法, 并稍作修改。配制 0.1 mmol/L 

DPPH 标准溶液, 取 100 μL 样品稀释液, 依次加入 100 μL 
DPPH 溶液, 在黑暗中室温孵育 30 min, 在 517 nm 处测定

其吸光度 A1。按照公式(2)计算 DPPH 自由基清除率:  

 DPPH 自由基清除率/%=( 1 2

00
1 A A

A
−− )×100% (2) 

式中, A00 为 DPPH 溶液与无水乙醇的吸光度; A1 为 DPPH

溶液与样品稀释液的吸光度; A2 为无水乙醇与样品稀释液

的吸光度。 
(2) ABTS 阳离子自由基清除能力的测定 
参考 WU 等[15]的方法, 并稍作修改。取等体积 7 mmol/L

的ABTS溶液和4.9 mmol/L过硫酸钾储备溶液 1:1 (V:V)混合, 
室温下避光处放置 12~16 h 后用 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲溶液

将混合溶液稀释, 使该溶液在 734 nm 下的吸光度值在

0.7±0.02 左右, 得到 ABTS 工作溶液(现用现配)。在 96 孔

板中, 取 50 μL 样品稀释液, 依次加入 100 μL ABTS 溶液, 
在黑暗中室温孵育 30 min, 在 734 nm 处测定其吸光度 B1, 
用无水乙醇代替试液, 测定空白对照吸光度 B0。按照公式

(3)计算 ABTS 阳离子自由基清除率:  

ABTS 阳离子自由基清除率/%=( 1 2

0
1 B B

B
−− )×100%  (3) 

式中, B0 为 ABTS 溶液与无水乙醇的吸光度; B1 为 ABTS 溶

液与样品稀释液的吸光度; B2 为无水乙醇与样品稀释液的

吸光度。 
1.3.7  脂质氧化稳定性的测定 

参考 WANG 等[16]的方法, 稍作修改。将新鲜制备的

CLA 乳液样品放入样品瓶中, 确保瓶中有足够的氧气, 然
后在 37 ℃下, 分别测定贮藏 0~12 d CLA 乳液样品的脂质

氧化稳定性。 
(1)乳液氢过氧化物的测定 
将 0.3 mL 的乳状液与 1.5 mL 异辛烷/异丙醇(3:1, V:V)

混合, 然后在 4000 r/min 的条件下离心 5 min 提取氢过氧

化物。取0.2 mL上清液与2.8 mL甲醇/正丁醇(2:1, V:V)混合。

然后依次加入 15 μL 的 3.94 mol/L 硫氰酸铵溶液和 15 μL 的

0.072 mol/L 亚铁溶液。亚铁溶液从 25 mL 氯化钡溶液和

25 mL 0.144 mol/L 硫酸亚铁溶液的混合物上清液中获得。

以甲醇/正丁醇(2:1, V:V)为空白, 20 min 后, 使用分光光度计

测量样品在 510 nm 处的吸光度。使用 30%过氧化氢溶液制

备系列标准溶液(50~500 μmol/L)绘制标准曲线, 用过氧化

氢标准曲线计算乳液的过氧化值(peroxide value, POV)。 
(2)硫代巴比妥酸值的测定 
采取硫代巴比妥酸法进行测定。将 0.375 g 硫代巴比

妥酸、15 g 三氯乙酸、1.76 mL 12 mol/L 盐酸溶液、82.9 mL
去离子水均匀混合。取 0.2 g 乳液, 加入 1.8 mL 去离子水

和 4 mL 硫代巴比妥酸试剂混合于试管中, 漩涡 30 s。将试

管在沸水中加热 20 min 后在室温下冷却 10 min, 将上层清

液用 0.22 μm 的水系微孔滤膜进行过滤, 于 532 nm 下测定

滤液的吸光度。根据 1,1,3,3-四乙氧基丙烷标准曲线计算乳

液中硫代巴比妥酸反应产物 (thiobarbituric acid reactive 
substance, TBARS)的浓度。 

1.4  数据处理 

每组实验进行 3 次平行, 用平均值±标准偏差表示实

验结果。采用 Excel 2019 和 SPSS 26.0 进行数据处理, 采
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用 Origin 2021 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  糖基化程度及褐变程度测定 

糖基化反应由蛋白质提供的氨基酸残基与还原糖之间

发生缩合而形成, 通常用接枝度来反映糖基化的程度[17]。探

究 WPI 与糖的比例对糖基化反应及褐变程度的影响如图 1
所示。由图 1(a)可知, 在 WPI 与糖的比例为 1.0:0.5~1.0:3.0 
(m:m)范围内, 随着 Glu 添加量的增加, 糖基化反应的接枝

度呈现先上升后下降的趋势, 在 WPI 与 Glu 的比例为

1.0:2.0 (m:m)时, 接枝度达到最大为 32.46%; 由图 1(b)可知, 
WPI 与 Gal 之间的糖基化程度变化与 Glu 类似, 在 WPI 与
Gal 的比例为 1.0:0.5~1.0:2.0 (m:m)范围内, 其接枝度随着

糖的用量增加由 12.40%增加至 28.77%, 继续增加糖的用

量后接枝度下降。原因可能是增加糖的比例, 反应体系中

还原端羰基的数量增加, 提高了与游离氨基共价结合的可

能性, 促进了糖基化反应的进行; 而当糖的添加量过大时, 
反应中固形物含量增加, 溶液黏度增大, 降低了分子间碰

撞的可能性, 同时, 已经形成的蛋白质-糖接枝物使空间位

阻增大而产生聚集[18], 从而导致接枝度下降。综合考虑, 
在后期的实验中选择 WPI 与糖的比例为 1.0:2.0 (m:m)时最

为适宜。 
糖基化反应前期会产生一些醛、酮类小分子物质, 在

294 nm 处有特征吸收, 而在中后期会褐变, 生成棕色含氮

化合物类黑精, 在 420 nm 处有吸收[19], 因此, 通过测定产

物在 294 nm 和 420 nm 的吸光值判断反应的进度及褐变程

度。由图 1 可知, 随着糖的用量增加, 在 294 nm 和 420 nm
的吸光值整体均呈现上升的趋势, 表明当蛋白与糖的比例

达到最佳时, 继续添加糖的用量, 会加剧褐变反应的发生, 
导致产生更多的有害物质类黑精。由于褐变反应会影响产

物的品质, 综合考虑, 在后期的实验中选择 WPI 与糖的比

例为 1.0:2.0 (m:m)时最为适宜。 

2.2  CLA 乳液物理稳定性分析 

2.2.1  离子强度对稳定性的影响 
由乳液制备的食品中通常会含有一定浓度的离子 , 

而盐离子在一定程度上会引起蛋白质发生絮凝和沉淀, 因
此探究离子浓度对 CLA 乳液稳定的影响具有一定意义。图

2 为 WPI-CLA 乳液、糖基化制备的 WPI-Glu-CLA 和

WPI-Gal-CLA 乳液稳定性受不同 NaCl 浓度的影响, 在
NaCl 浓度为 50~250 mmol/L 的范围内, 3 种乳液的平均粒

径均在 250 mmol/L时最大, 原因可能是随着体系中盐离子

浓度的增大, 产生较强的静电屏蔽, 降低了颗粒间的静电斥

力, 促使液滴发生聚集, 从而导致乳液的平均粒径增大[20]。

此外, WPI-CLA 乳液的稳定性受离子浓度的影响最大, 其
平均粒径变化程度最大由 221.00 nm 增加至 386.53 nm, 而
WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液受离子浓度的影响变

化较小, 对盐离子具有较好的耐受性。这可能是因为糖基

化反应过程中, 蛋白质中游离氨基与糖的羰基共价结合增

加了体系中的静电排斥和空间排斥效应[21], 防止液滴进一

步聚集, 因此粒径变化较小。 
2.2.2  温度对稳定性的影响 

在食品加工过程中, 加热杀菌处理是必不可少的单

元操作, 通过考察不同温度对 CLA 乳液稳定性的影响, 可
为其在食品中的应用提供参考。图 3 为 WPI-CLA、

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液在不同温度下平均粒

径的变化, 在 60~100 ℃范围内, 随着加热温度的增加,  
WPI-CLA乳液平均粒径由 283.21 nm增加至 426.70 nm, 呈
现显著增大的趋势(P<0.05); WPI-Glu-CLA 乳液的平均粒

径由 60 ℃时的 231.76 nm 增大到 80 ℃时的 307.50 nm, 而
继续增加反应温度, 粒径虽略有上升, 但差异性并不显著

(P>0.05); WPI-Gal-CLA 乳液随着温度的增加, 粒径由

223.34 nm增加至 283.74 nm, 在 60~100 ℃范围内粒径基本 
 

 
 

注: 不同大写字母或者小写字母表示组间在P<0.05有显著差异, 下同。 
图1  WPI与Glu的比例(a)、WPI与Gal的比例(b)对接枝度及褐变程度的影响 

Fig.1  Effects of the ratio of WPI to glucose (a) and the ratio of WPI to galactose (b) on the degree of grafting and browning 
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保持不变, 差异性较小(P>0.05)。乳液的粒径在一定程度上

随热处理而增加, 原因可能是随着加热温度上升, 油水界

面层形成的蛋白界面膜受损, 蛋白质发生不同程度的变性, 
导致乳液稳定性降低[22]。而 WPI-Gal-CLA 乳液的平均粒

径随温度变化略有增加, 但变化不显著, 可能是由于糖基

化反应增大了蛋白质的空间位阻, 阻碍了分子之间发生热

聚集, 提高了乳液对温度的耐受性, 使乳液具有良好的热

稳定性[23]。 
 

 
 

图2  NaCl浓度对CLA乳液稳定性的影响 
Fig.2  Effects of NaCl concentration on the stabilities of CLA emulsion 

 

 
 

图3  加热温度对CLA乳液稳定性的影响 
Fig.3  Effects of heating temperature on the stabilities of CLA emulsion 

 

2.2.3  pH 对稳定性的影响 
乳液产品生产过程中也要考虑酸碱条件带来的变化, 

探究不同 pH 对 WPI-CLA、WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA
乳液的稳定性的影响, 如图 4 所示。在 pH 为 7~11 范围内, 
3 种 CLA 乳液的平均粒径差异性较小, 比较稳定, 而当 pH
由 7 降低到 5 时, WPI-CLA 的平均粒径由 226.10 nm 增加

至 1424.17 nm, 扩大了约 7 倍, 发生了较明显的两相分离; 
由糖基化修饰后的 WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液的

平均粒径分别增加至 1214.39 nm、863.29 nm, 可见当 pH
范围为 3~11 时, 上述 3 种乳液在 pH 为 5 时稳定性均存在

显著性差异(P<0.05)。这是因为 WPI 的等电点接近于 5, 正负

电荷近似相等, 即乳液体系中的静电斥力几乎为零, 液滴之

间极易发生絮凝沉淀, 导致粒径增加, 表现出不稳定性[24]。

同 WPI-CLA 乳液相比, WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液

在 pH 接近等电点时, 液滴的变化程度较小, 这种现象的发

生可能是蛋白质与糖形成的配合物吸附在乳液表面形成紧

密的蛋白质层, 液滴之间形成的静电斥力显著增加了乳液

的稳定性[25]。 
 

 
 

图4  pH对CLA乳液稳定性的影响 
Fig.4  Effects of pH on the stabilities of CLA emulsion 

 

2.3  CLA 乳液抗氧化能力分析 

2.3.1  DPPH 自由基清除能力 
评价抗氧化活性的方式多样, 基于各方法特定的测

定原理及使用范围, 仅凭借一种方法衡量物质的抗氧化能

力并不确切, 因此通过测定 CLA 乳液的 DPPH 自由基清除

能力和 ABTS 阳离子自由基清除能力反映其抗氧化活性。

不 同 质 量 浓 度 条 件 下 , 油 样 CLA 与 WPI-CLA 、

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液对 DPPH 自由基清除

能力如图 5 所示。在质量浓度为 2~10 mg/mL 范围内, CLA
随着质量浓度的增加, 其对 DPPH 自由基清除率由 26.65%
增加至 77.18%, 较 CLA 而言, WPI-CLA、WPI-Glu-CLA 和

WPI-Gal-CLA 乳液对 DPPH 自由基的清除能力显著增加

(P<0.05), 表现出较强的抗氧化活性。其中, WPI-CLA 乳液

在质量浓度为 2 mg/mL 时, DPPH 自由基清除率为 56.83%, 
是油样 CLA 的 2 倍, 在 10 mg/mL 时清除率达到最大, 这可

能是因为 WPI 表面含有一定量的巯基和芳香族氨基酸, 抑
制了自由基链式反应的传递[26], 从而提高了抗氧化活性。

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液在质量浓度为 4 mg/mL
时, 对 DPPH 自由基清除能力均达到 100%, 显著提高了

CLA 乳液的抗氧化能力, 这可能与糖基化反应有一定关系, 
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反应过程中会产生抗氧化活性较强的物质, 包括还原性酮

类、类黑素和一些挥发性杂环化合物 [27], 因此提高了对

DPPH 自由基的清除能力, 且具有较高接枝度的糖基化产

物具有更强的清除和淬灭自由基的能力 [28], 这也是

WPI-Glu-CLA 乳液具有较高抗氧化性的原因。 
 

 
 

图5  CLA与CLA乳液DPPH自由基清除能力比较 
Fig.5  Comparison of DPPH free radical scavenging abilities between 

CLA and CLA emulsion 
 

2.3.2  ABTS 阳离子自由基清除能力 
探究不同质量浓度条件下, 油样 CLA 与 WPI-CLA、

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液对 ABTS 阳离子自由

基清除能力如图 6 所示。质量浓度在 2~10 mg/mL 时, 样品

CLA 与 3 种 CLA 乳液对 ABTS 阳离子自由基的清除率均

与质量浓度呈现正相关, 在质量浓度为 4 mg/mL 时, CLA
对于 ABTS 阳离子自由基清除率为 66.30%, WPI-CLA、

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液分别为 85.98%、

96.18%、88.68%, 同 CLA 相比, 对 ABTS 阳离子自由基清

除率显著增加(P<0.05)。继续增加样品质量浓度, CLA 在

10 mg/mL 时 ABTS 阳离子自由基清除率达到最大为

97.96%, WPI-CLA 乳液在 8 mg/mL 时对 ABTS 阳离子自由

基达到 100%清除, 而经糖基化稳定的 WPI-Glu-CLA 和

WPI-Gal-CLA 乳液在 6 mg/mL 达到最大清除率。这表明, 
CLA 经乳液形式稳定后, 抗氧化能力显著提升, 且经糖基

化制备的 CLA 乳液的抗氧化活性进一步增加, 这与 DPPH
自由基清除能力变化相似。 

2.4  CLA 乳液脂质氧化稳定性分析 

2.4.1  乳液氢过氧化物的测定 
脂质乳液产品发生变质通常是由氧化引起, 同时伴

随着活性成分的氧化分解, 并产生异味和有毒有害物质, 
极大地降低了产品的贮藏稳定性[29]。脂质氧化初始阶段产

生氢过氧化物, 以 POV 衡量其含量变化, 评估乳液氧化的

反应速率。图 7 反映了在贮藏过程中 3 种 CLA 乳液 POV 

 
 

图6  CLA与CLA乳液ABTS阳离子自由基清除能力比较 
Fig.6  Comparison of ABTS positive ion free radical scavenging abilities  

between CLA and CLA emulsions 
 

值 的变化情况 , 在 0 d 时新鲜制备的 WPI-CLA 、

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液的 POV 值分别为 0.06、
0.04、0.05 mmol/L, 在 2~12 d 时, 随着贮藏时间的增加, 3
种CLA乳液的POV值整体呈现先增加后下降的趋势, 其中, 
对照组 WPI-CLA 乳液由储藏 4 d 开始 POV 值显著增加, 在
第 8 d 时达到最大为 0.30 mmol/L; WPI-Glu-CLA 和

WPI-Gal-CLA 乳液的 POV 变化程度较小, 分别在第 8 d 和第

6 d 达到最大值为 0.15 mmol/L、0.17 mmol/L, 显著低于对照

组 WPI-CLA (P<0.05)。这种现象可能的原因是糖基化反应使

糖类物质与蛋白质形成紧密的物理屏障, 增加油水界面层厚

度, 有效地降低了氧化因子或自由基与乳状液油滴接触的可

能性, 从而抑制了脂质氧化的发生[30]。而随着贮藏时间的延

长, POV 值下降, 原因可能是脂质氧化速率由于氧气浓度的

降低而减缓, 氢过氧化物的不稳定性使其进一步氧化成次级

产物, 分解速度大于生成速度, 因此 POV 值明显减少。 
 

 
 

图7  CLA乳液贮藏过程中POV值的变化 
Fig.7  Changes of POV value of CLA emulsion during storage 
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2.4.2  硫代巴比妥酸反应产物的测定 
TBARS 通常反映脂质发生进一步氧化的过程, 用于

衡量次级氧化产物丙二醛的含量。图 8 为 3 种 CLA 乳液在

贮藏过程中 TBARS 的变化情况, 由 WPI、WPI-Glu 和

WPI-Gal 制备的 CLA 乳液在第 0 d 时的 TBARS 值分别为

14.33、6.15、12.62 μmol/kg, 在贮藏的初期, 3 种乳液的

TBARS 值增加较为缓慢, 同第 6 d 相比, 在第 8 d 时显著增

加(P<0.05), 第 12 d 时, WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液

TBARS值达到最大, 分别为 26.32 μmol/kg、29.55 μmol/kg, 
对照组 WPI-CLA 乳液在第 10 d 时 TBARS 值最大为

32.60 μmol/kg, 与 12 d 时无显著性差异(P>0.05), 说明 3
种乳液在贮藏过程中均发生不同程度的脂质氧化, 随着

时间的延长 , 次级氧化产物丙二醛含量不断积累, 这是

因为在油水界面处 , 氧化因子与液滴表面的氢过氧化物

接触, 使其进一步氧化分解, 从而导致脂质稳定性下降。

同对照组 WPI-CLA 相比, 由糖基化反应稳定的 CLA 乳液

的 TBARS 减少, 这可能是由于糖蛋白颗粒在液滴周围分

布, 形成稳定界面层, 增加了空间位阻和静电斥力, 从而

减少了促氧化因子和氧化底物之间的接触[31], 且 Glu 的糖

基化程度高于 Gal, 这可能也是其 TBARS 较低的原因。 
 

 
 

图8  CLA乳液贮藏过程中TBARS值的变化 
Fig.8  Changes of TBARS value of CLA emulsion  

during storage 
 

3  讨论与结论 

本研究在 Glu、Gal 分别与 WPI 发生糖基化反应的基

础上制备 CLA 乳液。结果表明, 当 WPI 与糖的比例增加, 
Glu和 Gal糖基化反应的接枝度均在 1.0:2.0 (m:m)时达到最

大, 分别为 32.46%、28.77%, 且在 294 nm 和 420 nm 的吸

光值均持续上升, 表明反应过程中发生不同程度的褐变。

同对照组 WPI-CLA 相比 , 经糖基化改性后制备的

WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液受到盐离子浓度、pH
和加热温度的影响, 其平均粒径变化程度较小, 且分布均

匀。WPI-CLA、WPI-Glu-CLA 和 WPI-Gal-CLA 乳液对

DPPH 自由基达到 100%清除时的质量浓度分别为 10、4、
4 mg/mL, 对 ABTS 阳离子自由基达到 100%清除时的质量

浓度分别为 8、6、6 mg/mL, 表明 WPI 糖基化改性显著提升

了 CLA 乳液的抗氧化能力。在贮藏过程中, WPI-Glu-CLA
和 WPI-Gal-CLA 乳液的氢过氧化物及次级脂质氧化产物

含量均低于对照组 WPI-CLA 乳液, 表明经糖基化改性, 
CLA 乳液稳定性增强, 有效减缓了 CLA 的氧化。对改善

CLA 的稳定性和提升山桐子油及 CLA 产品的综合开发利

用具有实际参考价值。 
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