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摘  要：核桃蛋白因水溶性差、得率低等问题，在食品工业中的应用受限。选取五种蛋白酶（中性蛋

白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、胰蛋白酶、蛋白谷氨酰胺酶）分别对核桃蛋白进行低限度酶解改性，

并将改性后的核桃蛋白应用于乳液的制备。结果表明，低限度酶解改性可以显著提高核桃蛋白的溶解

性和乳化性。中性蛋白酶改性蛋白的乳化性最好，且稳定性高。电泳结果显示，核桃蛋白经低限度酶

解后大分子亚基被部分水解。酶改性后乳液粒径均减小到 5~8 μm 范围内，油滴显微体积减小且分散

更加均匀，乳析指数大大降低，且 30 天内均未超过 10%。综合分析，采用中性蛋白酶对核桃蛋白进

行低限度酶解，乳化性及乳化稳定性良好，更适于其在乳液中的应用。 

关键词：核桃蛋白；低限度酶改性；乳液；稳定性 

中图分类号：TS201.1; S-3    文献标识码：A    文章编号：1007-7561(2023)03-0033-08 

网络首发时间：2023-04-26 15:50:40 

网络首发地址：https://kns.cnki.net/kcms/detail/11.3863.TS.20230426.1310.008.html 
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Abstract: The application of walnut protein is limited due to its poor water solubility and low yield. Five 

proteases, neutral protease, papain, bromelain, trypsin and protein glutaminase, were selected to carry out 

limited enzymatic hydrolysis reaction on walnut protein, and the modified walnut protein was applied to 

prepare the emulsion. The results showed that the solubility and emulsification of walnut protein were 

significantly improved after modification. Neutral protease modified protein (WP-Z) had the best 

emulsification and high stability. SDS-PAGE results showed that the macromolecular subunits of walnut 

protein were partially decomposed after limited enzymatic hydrolysis. After the modification, the particle 

size of the emulsion was reduced to 5~8 μm, and micro-volume of oil droplets was reduced. In addition, the 

dispersion was more uniform, and the emulsion index was greatly reduced, which did not exceed 10% in 30 
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days. By comprehensive analysis, the particle size of the emulsion prepared by WP-Z was moderate, which 

was more suitable for the preparation of emulsion. 

Key words: walnut protein; limited enzyme modification; emulsion; stability 

脱脂核桃粕作为核桃油加工副产品，具有较

高的利用价值。脱脂核桃粕中蛋白质含量丰富（约

50%），以往大部分被当成饲料造成较大浪费。核

桃蛋白（Walnut protein, WP）的氨基酸组成合理，

营养价值高，但由于其功能性质与其他蛋白相比

有一定差距，尤其是目前从脱脂核桃粕中制备核

桃蛋白存在水溶性差、得率低等问题[1]，导致核

桃蛋白在食品工业中的应用受限。为充分利用核

桃蛋白，对其进行改性处理十分重要。 

许多物理化学方法已应用于核桃蛋白改性研

究中，物理改性方法主要影响蛋白质分子的高级

结构和蛋白质分子间的聚集形式，常用的方法主

要包括加热、高压、超声波、超髙压、微波辐射

等[2]。由于核桃蛋白中 70%以上为谷蛋白，且是

核桃蛋白水溶性差的重要原因，所以针对谷蛋白

的化学改性研究也较多，包括酰基化、磷酸化[3]

及糖基化处理[4]。酶法改性主要通过采用酶制剂

有限度地水解肽键及酰胺键，或者进行分子间共

价交联，使蛋白质功能性质发生定向改变[5]。酶

法改性后的蛋白表面活性剂作用增强，乳化性、

溶解性等功能性质有所改善。因酶法改性其条件

温和、操作简单等优点，近年来得到了广泛的应

用，按照酶的种类可以将其对蛋白的作用机理分

为四类，包括共价交联作用、脱酰胺作用、磷酸

化作用以及水解作用[5]。高溶解性的核桃蛋白粉

酶解产物主要应用于蛋白饮料，然而较高的水解

度不仅会导致苦味肽的形成，还会由于蛋白结构

过度展开暴露更多疏水基团而降低乳化活性[6]。

而使用低限度酶往往能够得到各项指标综合改善

的蛋白产品。 

本研究通过选取不同酶制剂对核桃蛋白进行

低限度酶改性，进而制备乳液，旨在综合考察核桃

蛋白改性后制得的乳液的粒径、显微结构以及乳液

稳定性等指标，继而比较得出最利于核桃蛋白乳液

制备的酶种类，为核桃蛋白在食品研发方面的应用

提供理论参考，提高核桃粕的综合利用率。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

脱脂核桃粕：晨光生物科技有限公司；木瓜

蛋白酶、蛋白谷氨酰胺酶、胰蛋白酶、中性蛋白

酶、菠萝蛋白酶：市售；其他试剂均为分析纯。 

1.2  仪器设备 

FA25 型高速剪切机：上海 FLUKO 流体机械

制造有限公司；K9840 自动凯氏定氮仪：济南海

能仪器股份有限公司；OCA15EC 视频光学接触角

测量仪：德国德菲仪器股份有限公司；Mastersizer 

2000 型激光粒度分析仪：英国马尔文公司产品；

AH2010高压均质机：上海 ATS设备公司； PL-180

偏正光显微镜：上海光学仪器厂。 

1.3  实验方法 

1.3.1  核桃蛋白的提取 

采用碱溶酸沉法提取核桃蛋白[7]。将脱脂核桃

粕与去离子水按料液比 1∶10（w/v）混合，调节

pH 为 11.0，室温搅拌 90 min，6 000 rpm 离心 15 min

后，收集上清液，调节 pH 为 4.5，6 000 rpm 离心

15 min 后收集沉淀，加水复溶并调节体系 pH 至中

性，浓缩干燥后得到核桃蛋白粉，–20 ℃下保存备用。 

1.3.2  核桃蛋白酶法改性 

选用中性蛋白酶、菠萝蛋白酶、木瓜蛋白酶、

胰蛋白酶和蛋白谷氨酰胺酶这五种酶，将核桃蛋

白粉以料液比 1∶10 分散于去离子水中，保温至

各种蛋白酶的最适温度后，以酶添加量为 0.5%

（E/S，w/w）（以核桃蛋白质量计）加入酶反应

30 min，所有反应均在每种酶的最适温度和 pH 下

进行，酶解条件如表 1。 
 

表 1  不同酶的最适酶解条件 

Table 1  Optimum enzymolysis conditions of different enzymes 

酶种类 pH 温度/℃ 

中性蛋白酶 7.0 50 

菠萝蛋白酶 8.0 60 

木瓜蛋白酶 8.0 60 

胰蛋白酶 7.5 40 

谷氨酰胺酶 8.0 60 
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酶解结束后调节 pH 至中性，沸水浴灭酶，

然后冰水浴冷却后将酶解液浓缩干燥，–20 ℃保

存备用。 

1.3.3  酶改性核桃蛋白性质 

1.3.3.1  水解度的测定  核桃蛋白的水解度按照

pH-stat 方法测定，记录水解过程中标准 NaOH 溶

液的消耗量。水解度计算公式为： 

水解度（%）= b

tot

 B N 100
 

hpM
 
 

 （1） 

式中，B：NaOH 溶液的消耗量（mL）；Nb：

NaOH 的摩尔浓度（mol/L）；Mp：核桃蛋白的质

量（g）；htot：核桃蛋白肽键总数（mmol/g），核

桃蛋白为 7.35 mmol/g；α：α-氨基的解离度，1/α

为校准因子，对于中性蛋白酶和谷氨酰胺酶，1/α

为 2.27；对于菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶，1/α 为

1.08；对于胰蛋白酶，1/α 为 3.60。  

1.3.3.2  氮溶指数 (NSI)的测定   参考张丽娜的

方法[9]略作修改，精确称量 1.0 g 样品，分散于去

离子水中，定容至 50 mL。室温下振荡 2 h，于

4 500 r/min 的条件下离心 10 min。氮溶指数按下

式计算∶ 

NSI = 1N
N

×100% （2） 

式中，NSI 为样品氮溶指数/%；N1 为上清液

中的可溶性氮总量/g；N 为 1 g 样品中的总氮/g。 

1.3.3.3  乳化性（EAI）和乳化稳定性（ESI）的

测定  根据 Pearce 等[8]的方法，略作修改。配制

0.5%（w/v）样品溶液，以油相分数为 10%加入

大豆油，10 000 rpm 剪切 2 min，分别在剪切后

0 min 和 10 min 时迅速取 50 μL 乳液溶于 5 mL 

0.1%SDS 中，混匀，在波长 500 nm 处进行比色。

以 0.1%SDS 溶液作为空白。样品蛋白质浓度用凯

氏定氮法测定。 

EAI/m2/g = 0 2 2.303 A N
 

c φ 10000

  
 

  （3） 

ESI/min = 0

0 10

A

A A
×10 （4） 

其中，A0—均质后 0 min 测定的吸光度；

A10—均质后 10 min 时的吸光度；N—稀释倍数，

100；c—蛋白溶液的质量浓度，g/mL；φ—油占

总乳液的体积分数，0.10。 

1.3.3.4  起泡性及起泡稳定性  取 60 mL 样品溶

液置于 200 mL 烧杯中，使用剪切机以 10 000 rpm

的速度高速剪切 2 min，记录剪切后泡沫液面的高

度，记为 V0。静置 30 min 后再次记录泡沫液面高

度，记为 V30。起泡能力（FC）和泡沫稳定性（FS）

采用如下公式表示[12]: 

起泡能力（FC）= 0

0

(V V)

V


 （5） 

泡沫稳定性（FS）= 30

30

(V V)

(V V)




 （6） 

1.3.3.5  电泳表征相对分子质量分布   参考

Schagger 的 Tricine-SDS-PAGE 分析方法[9]，略作

修改。取 0.5 mL 待测样品与样品溶解液（4%SDS、

20%甘油，pH6.8，0.125 mol/L Tris-HCl 缓冲液）

混合，稀释至蛋白浓度为 1 mg/mL，再加入

10 µL10%AP，10 µL 溴酚蓝指示剂，还原电泳需

加入 20 μLDTT（1 mol/L）煮沸 5 min，上样 10 μL。

浓缩胶和分离胶浓度分别为 4%和 16%，样品在

浓缩胶中电压为 30 V，等进入分离胶调整电压为

100 V，直至电泳结束。将所得凝胶固定、染色和

脱色后用凝胶成像仪扫描拍照，最后用 Image Lab

软件（伯乐，美国）分析电泳条带。 

1.3.3.6  界面张力测定  油水界面张力的测定采

用 OCA15EC 视频光学接触角测量仪。 

1.3.4  乳液的制备 

配制 0.5%（w/v）蛋白溶液，以油相分数为

10%（w/v）加入大豆油，以 10 000 rpm 剪切 2 min，

再于 40 MPa 下均质两次，均质后的乳液于 80 ℃

下热处理 30 min 后测定乳液的热稳定性。 

1.3.4.1  乳液粒径测定  乳液的粒径大小和粒径

分布通过激光粒度分析仪测定。实验采用体积平

均粒径（d4,3）来表征乳液的粒径大小，粒径的分

散程度通过跨度（Span）值来表示，Span 值可由

下式得出。 

Span = (90) (10)

(50)

d d
d


 （7） 

1.3.4.2  乳液微观结构观察   通过配备有 CCD

摄像机的 PL-180 偏正光显微镜观察（20x 物镜）

乳液中脂肪球的分布状态。 
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1.3.4.3  乳液稳定性  取乳液至 30 mL 样品瓶

（直径 2.5 cm，高度 6.0 cm），在室温下放置并定

期测定乳液的底部清层高度和总高度；另取

10 mL 新鲜乳液于带刻度离心管中，4 000 rpm 离

心 8 min 后测出下层析出的乳清高度。以乳析指

数（creaming index，CI）表征乳液稳定性。乳析

指数计算如式所示。 

CI（%）= a

t

H
 
H

 × 100 （8） 

式中：CI，乳析指数；Ha，清层高度（cm）；

Ht，乳液的总高度（cm）。 

1.3.5  数据分析 

所有实验重复三次，结果表述为平均值±标准

偏差，数据分析通过 SPSS 软件进行，ANOVA 分

析或 t 检验评估显著性差异，使用 Origin 8.5 和

Excel 绘图分析。 

2  结果与分析 

在酶解之前对原料脱脂核桃粕的粗蛋白含量

进行了测定，核桃粕蛋白质含量为 50.98%。核桃

蛋白经中性蛋白酶、菠萝蛋白酶、木瓜蛋白酶、

胰蛋白酶和蛋白谷氨酰胺酶处理 30 min 后，样品

分别标记为 WP-Z、WP-B、WP-M、WP-Y 和 WP-P。 

2.1  核桃蛋白及其水解产物的特性 

2.1.1  蛋白水解度与氮溶指数 

经过五种酶酶解 30 min 后核桃蛋白的水解度

见表 2。 
 

表 2  核桃蛋白及其酶解产物的水解度及氮溶指数 

Table 2  Hydrolysis degree and nitrogen solubility index of  

walnut protein and its enzymatic hydrolysis products   % 

 水解度 氮溶指数 

WP —— 6.69±0.46i 

WP-Z 1.22±0.08cd 54.96±0.13d 

WP-M 1.38±0.17c 69.35±0.47b 

WP-B 0.98±0.20d 48.53±0.06e 

WP-Y 3.18±0.21a 58.99±0.15c 

WP-P 2.34±0.43b 82.59±0.40a 

注：数值上标的不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

Note: Different lowercase letters on the upper index indicate 
significant difference (P<0.05). 

 

由表 2 可知，胰蛋白酶和蛋白谷氨酰胺酶处

理后的核桃蛋白水解度最大，其次是中性蛋白酶

和木瓜蛋白酶，两者水解度接近，水解度最小的

是菠萝蛋白酶。可见在较低的酶添加量和较短的

反应时间内，小范围反应条件的波动对蛋白水解

度的影响较小，而蛋白水解位点的不同是造成水

解度差异的主要因素。 

不同蛋白酶水解产物的氮溶指数反映对应蛋

白的溶解度。其中 WP-P 溶解度最高，WP-B 氮

溶指数最小。PG 酶的脱酰胺作用能使谷氨酰胺变

为谷氨酸[10]，进而增加蛋白溶解度，而 WP-B 水

解度较小或直接导致其较低的溶解度。 

2.1.2  乳化性与乳化稳定性 

核桃蛋白及其酶解产物的乳化性及乳化稳定

性如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  酶解改性后核桃蛋白的乳化性与乳化稳定性 

Fig.1  Emulsification and stability of walnut protein  
modified by enzymatic hydrolysis 

 

由图 1 可见，经酶解改性核桃蛋白的乳化性

由 34.5 m2/g 提高至 39.0~54.1 m2/g，其中 WP-P

的乳化性最好。乳化性与蛋白结构相关，酶解后

核桃蛋白会产生更多亲水基团从而整体降低疏水

作用，乳液油滴表面吸附的肽层之间的静电斥力

随之增加[11]；其次，酶解加热处理的温度不同可

能会导致核桃蛋白的展开程度不同，产生不同程

度蛋白表面疏水基团的暴露，进而影响油水界面

的吸附作用[12]。 

此外，WP-Z 的乳化稳定性最高，随后依次为

WP-P、WP-B、WP-M 和 WP-Y。在疏水基团的暴

露和二硫键的共同作用下，热处理后的蛋白可能

会产生不稳定的聚集体，因此不同酶处理后蛋白

乳化稳定性存在差异[13]。酶水解核桃蛋白更易吸

附在油滴表面，其产生的空间斥力阻止了油滴的

紧密接触，并减少了絮凝和聚结，使乳液体系更
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加稳定[14]。 

2.1.3  起泡性与泡沫稳定性 

核桃蛋白同时具有亲水基团和疏水基团，具

有一定的起泡能力。核桃蛋白及其酶解产物的起

泡能力和起泡稳定性如图 2 所示。 

 

 
 

图 2  核桃蛋白及其酶解产物的泡沫能力和起泡稳定性 

Fig.2  Foaming ability and stability of walnut protein  
and its enzymatic hydrolysis products 

 

不同蛋白酶水解核桃蛋白，由于其水解作用

位点的差异，产生不同的蛋白肽段，具有不同的

亲疏水性，从而直接影响了其在气水界面的性质。

由图 2 可见，酶解样品的起泡性均显著高于核桃

蛋白。推测其原因是酶处理后核桃蛋白极性基团

增多提高了蛋白表面的疏水性，经快速搅打剪切

后能够在空气–水界面上快速吸附，导致表面张力

迅速降低[15]。泡沫稳定性与液膜的强度有关，起

泡性增强后表面吸附膜的坚固性降低可能与泡沫

稳定性降低有关。 

2.1.4  SDS-PAGE 分析 

不同酶水解后的核桃蛋白经考马斯亮蓝染色

后的还原 SDS-PAGE 图谱如图 3。核桃蛋白还原

电泳有四个主要区域，其分子量（MW）分别为

9~12 kDa、18~24 kDa、31~35 kDa 和 50~72 kDa。 

由图 3 可见，采用不同蛋白酶对核桃蛋白进

行低限度水解后，酶解核桃蛋白的高相对分子质

量条带均发生一定程度的水解，生成较低相对分

子质量的条带，特别是豆球蛋白和 7S 球蛋白。

其中 WP-Z 和 WP-Y 的 35 kDa 条带消失，转化为

13~17 kDa 的条带。但综合来看，低限度酶水解

核桃蛋白中大分子量亚基仍占主导地位，进一步

说明通过低限度水解，实现了对核桃蛋白的增溶

作用。 

 
 

图 3  核桃蛋白不同酶解产物的 SDS-PAGE 图谱 

Fig.3  SDS-PAGE patterns of different enzymatic hydrolysis  
products of walnut protein 

 

2.1.5  界面张力 

核桃蛋白及其酶解产物制得的蛋白溶液的油–

水界面张力，如图 4 所示。 
 

 
 

图 4  核桃蛋白及其酶解产物制得的蛋白溶液的油-水界面张力 

Fig.4  Oil-water interfacial tension of walnut protein  
solution and its enzymolysis products 

 

室温下，油水两相的界面张力测得为32 mN/m。

表面疏水性能够驱动蛋白质在油水界面上的初始

锚定，进而降低油水界面张力[16]。酶解使蛋白质

内部疏水基团暴露，界面张力降低。此外，谷氨

酰胺酶的脱酰胺作用增强了蛋白质的亲水性[17]，

进一步促进了水解蛋白和脂质之间的相互作用，

WP-Z 的界面张力随时间的变化幅度小，趋势平

缓，与乳化稳定性的结果相一致。 

2.2  核桃蛋白乳液的性质研究 

2.2.1  乳液粒径分布 

核桃蛋白及其酶解产物制得的乳液平均粒径
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见表 3。 
 

表 3  酶改性后后核桃蛋白乳液的平均粒径 

Table 3  Average droplet size of walnut protein emulsion  
after enzyme modification 

 原乳液 加入 1% SDS 

 平均粒径/μm 跨度值 平均粒径/μm 跨度值 

WP 18.85±0.43a 1.94±0.08d 11.25±0.38a 1.85±0.04d

WP-Z 5.03±0.13e 4.15±0.13b 1.01±0.03e 4.16±0.19b

WP-M 6.45±0.17c 4.23±0.10b 2.73±0.12c 2.32±0.10c

WP-B 8.87±0.25b 5.10±0.18a 3.47±0.16b 4.22±0.11ab

WP-Y 5.94±0.21d 3.42±0.15c 1.41±0.09d 4.38±0.15a

WP-P 6.19±0.27cd 1.96±0.21d 0.96±0.02e 1.15±0.04e

注：数值上标的不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

Note: Different lowercase letters on the upper index indicate 
significant difference (P<0.05). 

由表 3 可知，核桃蛋白乳液的平均粒径为

18.85 μm，酶解样品粒径均显著减小，为 5~8 μm，

其中 WP-P 的粒径分布较为集中。多种峰形形态

可能与乳液易失稳相关。添加 1%SDS 中后，样

品的平均粒径均显著减小。颗粒大小会直接影响

乳液的稳定性，说明原样品发生了脂肪球的聚结

或部分聚结[18]。 

2.2.2  乳液显微结构 

显微结构可直观反映乳液中油滴的分散状

态。核桃蛋白及其酶解产物所制得乳液的显微结

构图 5 所示。 

 

 
 

图 5  低限度酶改性对乳液微观结构的影响 

Fig.5  Effect of limited enzyme modification on microstructure of emulsion 

 

如图 5 可见，WP 在观察区域中出现了聚集

体和较大的颗粒，说明乳液已经发生了絮凝和聚

结，导致体系失稳。酶解样品中油滴颗粒显著减

小，水解暴露出的疏水基团促进了蛋白质在油水

界面的吸附，使各油滴之间能保持独立。部分酶

解后的样品也出现了聚集，推测其原因是酶解后

过小的多肽分子也可能不足以提供双亲集团，从

而降低了界面吸附蛋白的活性导致油脂与蛋白之

间的亲和力降低，被蛋白包裹的乳滴出现聚集[19]。 

2.2.3  乳液稳定性 

核桃蛋白及其酶解产物制得的乳液静置不同

天数后的乳析指数如图 6 所示。 

 
 

图 6  室温静置不同天数后各样品的乳析指数 

Fig.6  Creaming index of samples after standing at room 
temperature for different days 

 

乳液在外力或者静置一段时间后会发生乳析

现象，宏观表现为乳液底部析出清液。乳液指数
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越大，说明体系中油滴的絮凝、聚集程度越高。

低乳化指数乳液表现出良好的乳化性和乳液稳定

性。由图 6 可见，核桃蛋白在静置期间的乳析指

数持续增加，而酶解可显著减缓乳析的发生，且

静置 30 d 的乳析指数仍小于 10%，表现出良好的

乳液稳定性。 

为更直观观测乳液的热稳定性，将核桃蛋白

及其各酶解样品制得的乳液在室温下静置并记录

乳析分层状态，结果如图 7 所示。 

由图 7 可见，核桃蛋白制成的乳液在放置 1

天后出现严重失稳，而酶解样品在短期内均保持

较好的稳定性，静置 7 d 部分酶解样品底部也出

现了较少的析水现象，静置时间达到 15 d 后，

WP-B、WP-M 和 WP-Y 上层出现明显的析油，且

分层状态随着时间的推移越来越明显，推测其内

部已产生了聚集絮凝。在第 30 天，WP-P 也出现

了上层析油以及下层微量的析水现象，所有样品

中 WP-Z 的乳液体系最稳定。 
 

 
 

图 7  室温静置不同天数后乳液直观图 

Fig.7  Direct view of emulsion after standing at room temperature 
 

3  结论 

本文研究了低限度酶改性对核桃蛋白各项性

质的影响，并用改性后的核桃蛋白制得乳液。结

果表明：改性后的核桃蛋白的溶解性、乳化性及

起泡性均有较大提高，其中 WP-P 表现出最好的

溶解性，WP-Z 的乳化性和乳化稳定性最好；电

泳分析表明核桃蛋白发生了低限度酶水解。各酶

解样品制得的乳液平均粒径均减小到 5~8 μm 范

围内，油滴颗粒显微体积减小且分散更加均匀，

乳析指数也大大降低（30 天内均未超过 10%），

具有良好的乳化稳定性。 
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