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体外模拟消化环境中乳清浓缩蛋白对 5-甲基
四氢叶酸钙生物可及性及微观结构的影响

张雨松，崔蔚然，唐祯玥，白红雨，邵美丽*

（东北农业大学食品学院，黑龙江哈尔滨 150000）

摘　要：生物可及性是 5-甲基四氢叶酸钙（5-methyltetrahydrocalcium folate，5-MTHF）发挥生物功能的前提，易受

到食品组分的影响。该文以乳清浓缩蛋白（whey protein concentrate，WPC）和 5-MTHF为研究对象，利用体外消

化系统，探究WPC在不同条件下（浓度、加工方式、胃肠 pH、消化时间）对 5-MTHF生物可及性的影响，并采

用胶体粒径电位仪与激光共聚焦观察消化前后粒子微观结构的变化。结果表明，在胃消化阶段，WPC可将 5-
MTHF紧密包裹，较好地保护了 5-MTHF，并成功转运至肠消化阶段完成释放，提高了 5-MTHF的生物可及性。

同时，WPC浓度、WPC加工方式、胃肠 pH、消化时间等均不同程度影响 5-MTHF的生物可及性和粒径、电位。

其中，在胃消化阶段，各 WPC-5-MTHF组均未检测出 5-MTHF，生物可及性为 0。在肠消化阶段，WPC-5-
MTHF组的生物可及性随WPC浓度的增加而提高，较 5-MTHF组的生物可及性提高了 11.1%~19.61%；超声处理

组、高压均质组、加热处理组的生物可及性较未加工处理组分别减少了 8.49%、9.52%、8.75%；在肠 pH为 7、消

化时间为 5 h时，WPC-5-MTHF组拥有最佳生物可及性，分别为 45.17%、42.32%，与 5-MTHF组相比，提高到

2倍左右。粒径和电位的结果显示，WPC-5-MTHF组较WPC拥有更小的粒径，更大的电位绝对值，并且WPC-5-
MTHF结构的变化会引起消化特性的改变，该研究为 5-甲基四氢叶酸钙在乳制品中的应用提供理论指导。
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Effects of Whey Protein Concentrate on the Bioaccessibility
and Microstructure of 5-Methyltetrahydrocalcium Folate

in Simulated Digestive Environment in Vitro
ZHANG Yusong，CUI Weiran，TANG Zhenyue，BAI Hongyu，SHAO Meili*

（College of Food Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150000, China）

Abstract： Bioaccessibility  is  a  prerequisite  for  5-methyltetrahydrocalcium  folate  (5-MTHF)  to  perform  their  health
functions and is susceptible to the influence of food components. Through in vitro simulated digestion, the effects of whey
protein  concentrate  (WPC)  on  the  bioaccessibility  of  5-MTHF  under  various  circumstances  (concentration,  processing
technique,  gastrointestinal  pH, and digesting duration) were examined.  The changes of  particle microstructure before and
after digestion were observed by colloid particle size potentiometer and laser confocal. According to the findings, 5-MTHF
could  be  securely  wrapped,  shielded  by  WPC  throughout  the  stomach  stage  of  digestion,  and  then  moved  to  the  small
intestine for full release. Additionally, during the digestive process, the bioaccessibility of WPC-5-MTHF tended to rise in
all groups. In the meanwhile, several factors such as WPC concentration, WPC processing technique, gastrointestinal pH,  
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and  digestion  duration  had  varied  effects  on  the  bioaccessibility  of  5-MTHF as  well  as  the  particle  size  and  potential  of
WPC-5-MTHF during  the  digestive  process.  Among them,  the  bioaccessibility  was  0  and  no  5-MTHF was  found in  any
WPC-5-MTHF group throughout the stomach digesting stage. When compared to the 5-MTHF group, the bioaccessibility
of  the  WPC-5-MTHF  group  improved  by  11.1%  to  19.61%  during  the  intestinal  digestion  stage,  exhibiting  a  positive
connection trend with the WPC concentration. When compared to the unprocessed treatment group, the bioaccessibility of
the  ultrasonic,  high  pressure  homogenization  groups  was  reduced  by  8.49%,  9.52%,  and  8.75%,  respectively.  At  an
intestinal pH of 7 and a digestion time of 5 hours, the WPC-5-MTHF group displayed the best bioaccessibility, which was
twice  as  high  as  that  of  the  5-MTHF  group,  at  45.17%  and  42.32%,  respectively.  The  results  of  particle  size  and  zeta
potential  showed  that  the  WPC-5-MTHF group  had  smaller  particle  size,  larger  absolute  value  of  zeta  potential,  and  the
structural changes of WPC-5-MTHF would cause changes in digestibility characteristics. Theoretical support for the use of
5-methyltetrahydrofolate calcium in dairy products is provided by this work.

Key words：whey protein；5-methyltetrahydrocalcium folate；in vitro digestion simulation；bioaccessibility；microstructure

叶酸是人体必需的水溶性维生素，参与核酸合

成、氨基酸转化及细胞分化等[1]。目前合成叶酸是主

要的叶酸补充剂[2]，但合成叶酸缺乏辅酶活性，必须

还原为 5-甲基四氢叶酸才能被吸收利用，故其应用

存在局限性[3−5]。5-甲基四氢叶酸钙是 5-甲基四氢叶

酸的新型钙盐形式，呈黄色粉末状，分子量为 497.5，
具有较高的稳定性，且无需叶酸还原酶转化，可直接

被吸收利用。该专利产品作为新型叶酸补充剂，已允

许应用于调制乳粉和固体饮料[6]，推测未来会广泛应

用于更多乳制品及其他食品。目前，国内外对 5-甲
基四氢叶酸钙的研究主要集中于合成方法、含量检

测及疾病预防等[7−10]，在食品应用方面的研究甚少，

有关食品组分对 5-甲基四氢叶酸钙消化特性及生物

可及性的影响并不明确。

乳清蛋白是牛乳的主要成分，主要包括 β-乳球

蛋白（35%~65%）、α-乳白蛋白（12%~25%）、免疫球

蛋白（8%）、牛血清白蛋白（5%）及乳铁蛋白（1%），分

子量分别为 18.3、14.2、150、66.4、80 kDa。其具有

较高的营养价值和良好的功能特性，经常作为优质蛋

白添加于各种乳制品。乳清蛋白因含有多个结合位

点，可与多酚、多糖、维生素等多种食品功能因子相

互作用，影响其水溶性、抗氧化性及消化特性[11−13]。

已有研究表明，乳清蛋白可改善合成叶酸的稳定性和

消化特性，提高其生物可及性[14−16]，推测 5-甲基四氢

叶酸钙作为一种新型叶酸补充剂添加于乳制品，其消

化特性也会受到乳清蛋白等食品基质的影响。

生物可及性是衡量营养物质消化特性的重要指

标，主要指营养物质从基质释放到胃肠液中的量与总

量的比值，很大程度上决定后续的肠道吸收程度。利

用体外消化模型探究生物可及性具有简单易行、成

本低、可实时监控等优点，是监测营养物质胃肠消化

的常用手段。基于此，本研究利用体外消化模型，探

究乳清蛋白在不同条件下（浓度、加工方式、消化

pH、消化时间）对 5-甲基四氢叶酸钙的粒径、电位、

生物可及性及微观结构的影响，以期揭示 5-甲基四

氢叶酸钙作为补充剂添加到乳制品中时，乳清蛋白对

其消化阶段产生的影响，为 5-甲基四氢叶酸钙在乳

制品中的应用提供基础理论支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

乳清浓缩蛋白（WPC 80，蛋白含量为 77%）、5-
甲基四氢叶酸钙（纯度>97%）　雅培公司提供；5-甲
基四氢叶酸标准品　纯度>98%，Sigma公司；甲酸

（色谱纯）、乙腈（色谱纯）、α-唾液淀粉酶（1:4000）、
胃蛋白酶（1:10000）、胰蛋白酶（1:4000）、猪胆盐　

北京索莱宝科技有限公司。

1260Ⅱ型半制备高效液相色谱仪　美国安捷伦

公司；Mastersizer 2000激光粒度仪　英国马尔文帕

纳科技有限公司；FV3000激光共聚焦显微镜　日本

奥林巴斯公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   溶液的配制　a.乳清浓缩蛋白（whey protein
concentrate，WPC）溶液的制备。准确称取 WPC
粉末，溶于 0.01 mol/L，pH7.0的磷酸盐缓冲液（PBS）
中，在室温条件下涡旋 2 h，使其充分溶解，置于 4 ℃
冰箱过夜。

b.5-甲基四氢叶酸钙（5-methyltetrahydrocalcium
folate，5-MTHF）溶液的制备。称取 0.0027 g的 5-
MTHF粉末，溶于 0.01 mol/L，pH7.0的 PBS中，使

其终浓度为 0.27 μg/mL。室温下磁力搅拌至充分溶

解，制备过程完全避光。

c.乳清浓缩蛋白与 5-甲基四氢叶酸钙混合溶液

的制备（WPC-5-MTHF）。分别取 WPC溶液与 5-
MTHF溶液按照试验所需比例混合，在室温下磁力

搅拌 0.5 h后，4 ℃ 下保存 24 h，配制过程完全避光。 

1.2.2   体外消化模拟　体外消化模型与模拟消化液

的配制参照 Minekus等[17] 的体外模拟方法。建立胃

液、肠液模拟体系。模拟胃液（simulated  gastric
fluid，SGF）、模拟肠液 （ simulated  intestinal  fluid，
SIF）由相应的电解质原液、酶和水组成，其中电解质

原液具体配制见表 1。 

1.2.2.1   胃消化模拟　取配制好的 WPC、5-MTHF、
WPC-5-MTHF溶液 10 mL与模拟胃液按体积比为

1:1的比例混合，用 1 mol/L HCl调节混合液的 pH。

而后向混合液中加入胃蛋白酶，使其最终浓度为

第  46 卷  第  3 期 张雨松 ，等： 体外模拟消化环境中乳清浓缩蛋白对 5-甲基四氢叶酸钙生物可及性及微观结构的影响 · 93 · 



2000 U/mL，然后将其置于 37 ℃、85 r/min的恒温培

养箱消化 120 min，然后冰水浴 10 min，备用。 

1.2.2.2   肠消化模拟　取各组经胃消化后的溶液

10 mL与模拟肠液按体积比为 1:1的比例混合，用

1 mol/L NaOH调节混合液的 pH。而后向混合液中

加入胰酶和胆汁，使得胰酶的最终浓度为 100 U/
mL，胆汁的最终浓度为 0.16 mol/L，然后将其置于

37 ℃、85 r/min的恒温培养箱消化 120 min，然后冰

水浴 10 min，备用。

以上各消化阶段所取的样品待测液在 4 ℃ 条件

下，12000 r/min离心 20 min，收集上清液，于−80 ℃
冰箱中保存，用于后续指标测定。 

1.2.3   单因素实验 

1.2.3.1   不同浓度的 WPC对 5-MTHF消化特性的

影响　WPC浓度分别设为 0.5、1、2、3、4 g/100 mL，
5-MTHF浓度为 0.27  μg/mL。将 WPC、5-MTHF、
WPC-5-MTHF按照 1.2.2进行体外消化模拟后，测

定生物可及性、粒径、电位。 

1.2.3.2   不同加工方式的 WPC对 5-MTHF消化特

性的影响　WPC（3  g/100  mL）分别进行热处理

（60 ℃，30  min）、高压均质处理（100  MPa，均质

3次）、超声波处理（300 W，15 min），同时设定未处

理 WPC作为对照组，5-MTHF浓度为 0.27 μg/mL。
将 WPC、5-MTHF、WPC-5-MTHF按照 1.2.2进行

体外消化模拟后，测定生物可及性、粒径、电位。 

1.2.3.3   不同胃消化时间下 WPC对 5-MTHF消化

特性的影响　WPC、5-MTHF浓度分别设为 3  g/
100 mL、0.27 μg/mL。将 WPC、5-MTHF、WPC-5-
MTHF按照 1.2.2进行体外消化模拟，分别在胃消化

时间为 0.5、1、1.5、2、2.5 h取样，测定生物可及性、

粒径、电位。 

1.2.3.4   不同肠消化时间下WPC对 5-MTHF消化特

性的影响　WPC、5-MTHF浓度分别设为 3 g/100 mL、
0.27 μg/mL。将 WPC、5-MTHF、WPC-5-MTHF按

照 1.2.2进行体外消化模拟，分别在肠消化时间为

1、2、3、4、5 h取样，测定生物可及性、粒径、电位。 

1.2.3.5   不同胃 pH下 WPC对 5-MTHF消化特性的

影响　胃 pH分别设为 1.5、2、2.5、3、4；WPC、5-
MTHF浓度分别设为 3 g/100 mL、0.27 μg/mL。将

WPC、5-MTHF、WPC-5-MTHF按照 1.2.2进行体

外消化模拟后，测定生物可及性、粒径、电位。 

1.2.3.6   不同肠 pH下WPC对 5-MTHF消化特性的影

响　肠 pH分别设为 6、6.5、7、7.5、8；WPC、5-MTHF
浓度分别设为 3 g/100 mL与 0.27 μg/mL。将 WPC、
5-MTHF、WPC-5-MTHF按照 1.2.2进行体外消化

模拟后，测定生物可及性、粒径、电位。 

1.2.4   生物可及性的测定　经体外消化后的样品，

12000 r/min离心 20 min，收集上清液，通过 0.22 μm
的滤膜，然后利用高效液相色谱测定上清液中 5-
MTHF含量，并计算生物可及性，计算公式如下：

W(%) =
Cs
Ct
×100

式中：W表示 5-MTHF生物可及性，%；Cs表示

上清液中游离的 5-MTHF含量，µg/mL；Ct：体系中

添加的 5-MTHF总含量，µg/mL。
高效液相色谱检测MTHF含量条件参考 Herbig

等[18] 方法，具体条件如下：

仪器：半制备高效液相色谱仪 1260II；色谱柱：

supersil AQ-C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；进

样量：20 μL；流速：0.8 mL/min；流动相：甲醇:甲酸

水=10:90；进样温度：30 ℃；荧光激发波长：295 nm；

发射波长：356 nm。 

1.2.5   粒径、Zeta电位的测定　将模拟消化后的样

品上清液稀释 100倍，用粒度电位分析仪的粒度测

定模式进行粒径测定，设定扫描次数 50次，单次扫

描时间 10 s，测量最终结果 3次；用粒度电位分析仪

的 Zeta电位测定模式进行 Zeta电位测定，设定扫描

次数 100次，测量最终结果 3次。 

1.2.6   激光共聚焦的观察　参考 Zema等[19] 的方法，

利用激光共聚焦扫描显微镜观察 5-MTHF、WPC、
WPC-5-MTHF体外消化前后样品的图像，图片使用

Fluo  View图像采集软件（奥林巴斯）获取 1024×
1024的 tif格式。其中，WPC浓度为 3 g/100 mL，5-
MTHF浓度为 0.27 μg/mL；胃消化 2 h，pH为 1.5；肠
消化 2 h，pH为 7。 

1.3　数据处理

本研究对 3次平行实验数据进行取平均值处

理。数据处理采用 Statistics 8.0的单因素方差分析，

以 P<0.05表示数据存在显著差异，采用 Origin 2018
软件对图表进行绘制。 

2　结果与分析 

2.1　不同浓度的WPC对 5-MTHF生物可及性以及粒

径、电位的影响 

2.1.1   不同浓度的 WPC对 5-MTHF生物可及性的

 

表 1    SGF、SIF电解液的配制

Table 1    Configuration of SGF and SIF electrolyte

组成
浓度

（mol/L）

SGF电解液 SIF电解液

pH1.5 pH7

体积
（mL）

终浓度
（mmol/L）

体积
（mL）

终浓度
（mmol/L）

KCl 0.5 6.9 6.9 6.8 6.8
KH2PO4 0.5 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO3 1 12.5 25 42.5 85
NaCl 2 11.8 47.2 9.6 38.4

MgCl2·6H2O 0.15 0.4 0.1 1.1 0.33

（NH4）2CO3 0.5 0.5 0.5 − −
HCl 6 1.3 15.6 0.7 8.4

蒸馏水 − 定容至
500 mL − 定容至

500 mL −
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影响　不同浓度的 WPC对 5-MTHF生物可及性的

影响见图 1，在胃消化阶段，不同浓度下的 WPC-5-
MTHF组生物可及性为 0；在肠消化阶段 5-MTHF
的生物可及性与蛋白浓度（0.5~4 g/100 mL）呈现正

相关，在蛋白浓度为 4 g/100 mL时，5-MTHF的生物

可及性达到最大，可达 39.71%。分析原因可能是在

胃消化阶段 WPC将 5-MTHF包裹，因 WPC具有较

好的抗胃蛋白酶水解能力，导致 5-MTHF未被释放，

在胃中未检测到 5-MTHF。而在肠消化过程中WPC-
5-MTHF被胰蛋白酶水解，5-MTHF得以释放[20]。
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图 1    不同浓度的WPC对 5-MTHF生物可及性的影响
Fig.1    Effects of different concentrations of WPC on

the bioaccessibility of 5-MTHF
注：不同大写字母代表同组在不同蛋白浓度下差异显著
（P<0.05）。
  

2.1.2   不同浓度的 WPC对 5-MTHF粒径的影响　

由图 2可知 ，各组经过胃消化后粒径变小 ，与

Borreani等[21]、Liu等[22] 所观察到的结果一致。原

因是 WPC中牛血清白蛋白等难以抵抗胃蛋白酶的

水解，在消化过程中易降解为小分子物质 [23]。而

WPC与 5-MTHF结合后构象发生改变，部分水解位

点难以被靠近，WPC-5-MTHF结构更加紧密[23]，致

使 WPC-5-MTHF在胃消化阶段的粒径减小且小于

WPC。肠消化后二者粒径均变大，WPC-5-MTHF的

粒径始终大于 WPC，且与 WPC浓度呈正相关。这

是由于胰蛋白酶促进了粒子之间的聚集及胆盐等物

质附着在蛋白表面[24]。有研究发现与叶酸结合的 β-
乳球蛋白比单一 β-乳球蛋白更易被胰蛋白酶水

解[23]。所以推测与 WPC结合后的 5-MTHF更易被

水解释放，进而提高 5-MTHF的生物可及性。 

2.1.3   不同浓度的 WPC对 5-MTHF电位的影响　

由表 2可知，WPC-5-MTHF组在消化前后的电位绝

对值始终高于 WPC组，且与蛋白浓度呈现正相关的

趋势。WPC和 5-MTHF结合可能会诱导蛋白质分

子构象的改变，电泳迁移率发生细微变化，从而导致

Zeta电位绝对值增大[15]。经过胃消化后，WPC-5-

MTHF组电位由负值转为正值，这是由于进入胃环

境 pH为 1.5小于 WPC等电点（pI≈4.6）所致。在肠

消化期间，WPC-5-MTHF组电位绝对值随蛋白浓度

的升高而增加，推测是因有更多带有负电的胰酶、胆

盐附着[25]，这也导致了 WPC-5-MTHF更易被水解，

从而释放更多带负电的 5-MTHF。 

2.2　不同加工方式的WPC对 5-MTHF生物可及性以

及粒径、电位的影响 

2.2.1   不同加工方式的 WPC对 5-MTHF生物可及

性的影响　不同加工方式的 WPC对 5-MTHF生物

可及性的影响见图 3。各 WPC-5-MTHF组在胃消

化阶段，均未释放出 5-MTHF，使其 5-MTHF的生物

可及性为 0；而在肠消化阶段三个处理组的生物可及

性均显著小于未处理组且大于 5-MTHF组（P<0.05），
但三个处理组之间差异不显著（P>0.05），这表明各

WPC-5-MTHF组中的 WPC都会对 5-MTHF有较

好的保护作用。在肠消化阶段，各 WPC-5-MTHF组

均因 WPC被胰蛋白酶水解而使 5-MTHF释放，提

 

2500

2000

1500

1000

500

0
0.5 1 2 3 4

蛋白浓度 (g/100 mL)

粒
径

 (n
m

)

WPC
WPC-5-MTHF
WPC-胃
WPC-5-MTHF-胃
WPC-肠
WPC-5-MTHF-肠

Ac AcAc Ac Ac

Aa

Aa

Ab

Ac
Cc

Cb Cb

Cc

Ca Ca

ABc ABc ABbBc

Bb

Bb
BbBb

Ba

Ba

Bc Bc BcBcBc

图 2    不同浓度的WPC对 5-MTHF粒径的影响

Fig.2    Effects of different concentrations of WPC on
the particle size of 5-MTHF

注：不同大写字母代表同组在不同蛋白浓度下差异显著
（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一蛋白浓度下差异
显著（P<0.05）。

 

表 2    不同浓度的WPC对 5-MTHF电位的影响

Table 2    Effects of different concentrations of WPC on the potential of 5-MTHF

浓度（g/100 mL）
初始 胃消化 肠消化

WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV） WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV） WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV）

0.5 −27.29±0.55Ab −25.6±0.58Aa 15.7±10.7Ca 10.18±2.14Cb −35.78±0.63Ab −29.0±0.75Aa

1 −28.15±1.24Ab −26.6±1.57Aa 24.6±0.57Ba 19.33±1.20Ab −36.07±0.87Ab −30.1±0.4ABa

2 −30.16±0.28Ba −29.0±1.31Ba 24.8±1.13Ba 19.47±2.05Ab −37.81±1.06Bb −31.2±0.31Ba

3 −32.28±1.01Ca −31.4±1.29Ca 27.0±1.20Aa 17.1±0.75Bb −37.93±0.65Bb −31.7±0.58Ba

4 −33.1±1.07Ca −32.4±1.30Ca 26.7±0.69Aa 16.9±1.45Bb −38.31±0.13Bb −32.01±0.6Ba

注：不同大写字母代表同组在不同蛋白浓度下差异显著（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一蛋白浓度下差异显著（P<0.05）。
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高了生物可及性。但三个处理组可能由于改性后蛋

白的消化率提高，导致 5-MTHF被提早释放到消化

环境中而部分被降解[26]，致使其生物可及性低于未处

理组。
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图 3    不同加工方式的WPC对 5-MTHF生物可及性的影响
Fig.3    Effects of WPC with different processing methods on

the bioaccessibility of 5-MTHF
注：不同大写字母代表同组在不同蛋白加工方式下差异显著
（P<0.05）。
  

2.2.2   不同加工方式的 WPC对 5-MTHF粒径的影

响　由图 4可以看出，消化前 WPC-5-MTHF组粒径

均小于 WPC组。经超声处理、高压均质、加热处理

的 WPC-5-MTHF组粒径相较于未处理组的粒径显

著降低（P<0.05），这是由于蛋白经处理后，二级结构

发生改变，粒径减小[27−30]。高压均质、加热处理的

WPC-5-MTHF组经胃消化后，粒径显著大于未处理

与超声处理组（P<0.05），推测是高压均质、加热处理

后的体系表面疏水性增加，改变了蛋白消化过程中的

水解度[31]，使其更易被水解而发生聚集所致。在肠消

化阶段，加热处理组粒径显著低于其他 WPC-5-
MTHF组（P<0.05）。加热处理后疏水基团大量暴

露，可能会导致胰蛋白酶、胆汁盐的结合位点增加，

WPC被快速水解为小分子[32]，导致粒径减小，同时

5-MTHF被提前释放到消化环境中，由此导致生物可

及性较低。 

2.2.3   不同加工方式的 WPC对 5-MTHF电位的影

响　由表 3所示，消化前后的三个处理组电位绝对

值均大于未处理组，与张思雨等[30]、刘培玲等[33]、

Zhao等[34] 的研究结果一致，这是由于经过处理后的

蛋白电荷发生重排，更多的负电荷暴露出来。经过胃

消化后电位由负值转为正值；在肠消化阶段，三个处

理组的 WPC-5-MTHF、WPC的电位绝对值均大于

未经处理组，推测 WPC经过处理后更易被水解出带

负电小分子所致。 

2.3　不同胃、肠消化时间下WPC对 5-MTHF生物可

及性以及粒径、电位的影响 

2.3.1   不同胃、肠消化时间下 WPC对 5-MTHF生

物可及性的影响　不同胃肠消化时间下 WPC对 5-
MTHF生物可及性的影响见图 5。在胃消化阶段，

WPC-5-MTHF组未检测到 5-MTHF释放，5-MTHF
的生物可及性为 0。在肠消化阶段，随着消化时间的

延长，WPC-5-MTHF组的生物可及性不断升高，可

能是在肠消化过程中 WPC持续被胰酶水解，从而将

包裹住的 5-MTHF不断释放出来。在肠消化时间

为 5.0 h时，WPC-5-MTHF组的生物可及性最高为

42.32%，与 5-MTHF组相比，可将 5-MTHF的生物

可及性提高到近 2倍。 

2.3.2   不同胃、肠消化时间下 WPC对 5-MTHF粒

径的影响　由图 6可知，在胃消化时间为 0.5 h时，

WPC-5-MTHF组粒径显著减小（P<0.05）。但随着

时间的延长，粒径大小趋于平稳。这是由于 WPC在

胃消化 30 min后，牛血清白蛋白、α-乳白蛋白等蛋白

被完全水解，粒径减小[35]。在肠消化时间 1~4 h内，

WPC-5-MTHF组粒径随消化时间的延长而显著增
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图 4    不同加工方式的WPC对 5-MTHF粒径的影响

Fig.4    Effects of WPC with different processing methods on
the particle size of 5-MTHF

注：不同大写字母代表同组在不同蛋白加工方式下差异显著
（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一蛋白加工方式下
差异显著（P<0.05）。
 

表 3    不同加工方式的WPC对 5-MTHF电位的影响

Table 3    Effects of WPC with different processing methods on the potential of 5-MTHF

加工方式
初始 胃消化 肠消化

WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV） WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV） WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV）

未经处理 −34.7±1.1Ab −30.73±0.90Aa 13.3±0.55Ca 12.01±0.56Cb −30.46±0.31Ab −29.52±0.18Aa

超声处理 −37.1±1.1Cb −34.77±0.21Da 17.05±1.13Aa 15.06±0.74Ab −31.43±0.59Bb −30.47±0.56Ba

高压均质 −36.4±1.2Bb −33.93±0.85Ca 14.38±1.05Ba 13.67±0.59Ba −31.5±0.34Ba −31.15±0.66Ca

加热处理 −34.9±1.5Ab −32.1±1.01Ba 14.01±0.19Ba 12.4±0.50BCb −31.68±0.74Bb −30.29±0.93Ba

注：不同大写字母代表同组在不同蛋白加工方式下差异显著（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一蛋白加工方式下差异显著（P<0.05）。
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大（P<0.05），推测此时不断有胆盐、胰酶等物质附着

在蛋白表面所致，且与 5-MTHF结合后的 WPC更

易与消化酶结合，由此导致 WPC-5-MTHF组的粒径

始终大于 WPC组。在肠消化时间为 5 h时，粒径减

小。可能是蛋白开始被大量水解，此时的 5-MTHF
可能得到完整的释放。
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Fig.6    Effects of WPC on the particle size of 5-MTHF

under different gastrointestinal digestion times
注：不同大写字母代表同组在不同消化时间下差异显著
（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一消化时间下差异
显著（P<0.05）。
  

2.3.3   不同胃、肠消化时间下 WPC对 5-MTHF电

位的影响　表 4可见，在胃消化期间，WPC-5-MTHF
组较 WPC组具有更大的电位绝对值，0.5 h后随着

胃消化时间的延长，各组电位值不发生显著变化。在

肠消化过程中 WPC-5-MTHF组的电位绝对值始终

大于 WPC，且随着时间的延长，Zeta电位的绝对值

不断增大，可能是蛋白不断水解出带负电的小分子所

致。随着蛋白的不断水解，5-MTHF不断被释放，进

而提高其生物可及性。 

2.4　不同胃、肠 pH下 WPC对 5-MTHF生物可及性

以及粒径、电位的影响 

2.4.1   不同胃、肠 pH下WPC对 5-MTHF生物可及性

的影响　不同胃肠 pH下WPC对 5-MTHF生物可及

性的影响见图 7。在胃消化阶段，WPC-5-MTHF组

未检测到 5-MTHF释放。5-MTHF组生物可及性随

pH的增加不断增大，这可能是由于随着 pH的增加，

胃蛋白酶对 5-MTHF的包裹减少所致[36]。在肠消化

阶段，WPC-5-MTHF组的生物可及性显著大于 5-MT-
HF组（P<0.05），且随着 pH增大呈现先增大后减小的

趋势。在 pH为 7时，WPC-5-MTHF组生物可及性

达到最大，推测在此条件下胰蛋白酶拥有较好酶活

性，对蛋白的水解率最大，5-MTHF达到最好的释放。
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图 7    不同胃肠 pH下WPC对 5-MTHF生物可及性的影响
Fig.7    Effects of WPC on the bioaccessibility of 5-MTHF

at different gastrointestinal pH
注：不同大写字母代表同组在不同胃肠 pH下差异显著
（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一胃肠 pH下差异显
著（P<0.05）。
  

2.4.2   不同胃、肠 pH下 WPC对 5-MTHF粒径的影

响　由图 8所示，在胃 pH为 1.5~3时，WPC-5-MTHF
组的粒径变化并不显著。在 pH为 4时，粒径剧增，

是由于此时靠近 WPC的等电点（pI≈4.6），溶解性最

小，形成较大的颗粒团，导致粒径激增，同时与 5-
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图 5    不同胃肠消化时间下WPC对 5-MTHF生物可
及性的影响

Fig.5    Effects of WPC on the bioaccessibility of 5-MTHF under
different gastrointestinal digestion times

注：不同大写字母代表同组在不同消化时间下差异显著
（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一消化时间下差异
显著（P<0.05）。

 

表 4    不同胃肠消化时间下WPC对 5-MTHF电位的影响

Table 4    Effects of WPC on the potential of 5-MTHF under different gastrointestinal digestion times

胃消化时间（h） WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV） 肠消化时间（h） WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV）

初始 −30.19±0.91Cb −28.47±0.63Ba

0.5 20.68±0.86ABa 18.14±0.62Ab 1 −25.72±0.84Aa −25.55±0.47Aa

1 20.34±0.73Ba 18.12±0.47Ab 2 −27.43±0.20Ba −26.75±0.68Ba

1.5 21.28±0.59Aa 18.47±0.63Ab 3 −27.68±0.59Ba −27.0±0.41Ba

2 20.15±0.55Ba 17.62±0.76Ab 4 −27.73±0.47Ba −27.22±0.04Ba

2.5 20.08±0.38Ba 18.18±0.80Ab 5 −28.07±0.69Ba −27.29±0.50Ba

注：不同大写字母代表同组在不同消化时间下差异显著（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一消化时间下差异显著（P<0.05）。
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MTHF结合后的 WPC结构发生变化，表面电荷数改

变导致等电点偏移，由此 WPC-5-MTHF组的粒径大

于 WPC组。肠消化阶段，WPC-5-MTHF组粒径呈

现先增加后减小的趋势，在 pH为 7.0时有最大的粒

径，推测此时胰蛋白酶有较好的活性，蛋白表面有更

多的胰蛋白酶结合，同时与 5-MTHF结合后的

WPC会更易与消化酶结合，导致 WPC-5-MTHF组

的粒径大于WPC组。
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图 8    不同胃肠 pH下WPC对 5-MTH粒径的影响
Fig.8    Effects of WPC on the particle size of 5-MTHF

at different gastrointestinal pH
注：不同大写字母代表同组在不同胃肠 pH下差异显著（P<0.05），
不同小写字母代表不同组在同一胃肠 pH下差异显著（P<0.05）。
  

2.4.3   不同胃、肠 pH下 WPC对 5-MTHF电位的影

响　表 5可知，在胃消化阶段，随着 pH增大，WPC-
5-MTHF组、WPC组的电位绝对值不断降低，在 pH
为 4时，WPC组的电位值接近于 0，而WPC-5-MTHF
组的电位值为-6.79 mV，这是由于与 5-MTHF结合

后 WPC的结构发生改变，暴露在蛋白表面的电荷数

也发生改变，进而改变了它的等电点[37]。在肠消化阶

段，随着 pH增大，电位绝对值不断增加，且 WPC-5-
MTHF组的电位绝对值始终大于 WPC组，pH的改

变可能会影响胰蛋白酶的活性，进一步影响 WPC的

水解程度，从而造成电位的差异。 

2.5　激光共聚焦的观察

图 9显示为 5-MTHF、WPC、WPC-5-MTHF进

行体外消化前后样品的图像，其中绿色荧光为叶酸，

红色荧光为蛋白。在消化前，WPC组、WPC-5-
MTHF组的分布较为均匀，未见聚集物出现。而 5-
MTHF组呈现较为紧密的聚集状态。在胃消化阶

段，5-MTHF组结构较为松散，荧光强度减弱。而

WPC-5-MTHF组的 WPC对 5-MTHF呈现紧密的

“包裹”状态，几乎无 5-MTHF释放，以此抵抗胃环境

对 5-MTHF的降解，使得 5-MTHF在胃消化阶段的

生物可及性几乎为 0。到达肠消化阶段，在胆盐与胰

蛋白酶的作用下，WPC-5-MTHF组、WPC组均有较

大的聚集体形成，并且可见 WPC-5-MTHF组绿色荧

光较胃阶段明显增强，说明在胰蛋白酶的作用下，

WPC被水解，5-MTHF被成功释放出来，由此提高

5-MTHF的生物可及性；同时 WPC-5-MTHF组的荧

光强度明显大于 5-MTHF组，说明 WPC在消化期

间对 5-MTHF有较好的保护作用。
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图 9    5-MTHF、WPC、WPC-5-MTHF经体外消化前后激光
共聚焦成像

Fig.9    Confocal laser imaging before and after digestion
of 5-MTHF, WPC, and WPC-5-MTHF

 
 

表 5    不同胃肠 pH下WPC对 5-MTHF电位的影响

Table 5    Effects of WPC on the potential of 5-MTHF at different gastrointestinal pH

胃pH WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV） 肠pH WPC-5-MTHF（mV） WPC（mV）

初始 −29.43±0.36Eb −26.01±0.66Ea

1.5 21.26±0.35Aa 20.16±0.92Aa 6 −25.78±0.64Ab −24.87±1.41Aa

2 18.49±0.49Ba 16.05±1.47Bb 6.5 −28.49±0.38Bb −26.93±0.24Ba

2.5 16.92±1.80Ba 14.23±1.18Bb 7 −29.26±0.40Cb −26.69±0.61Ba

3 8.93±0.57Ca 7.68±0.47Ca 7.5 −29.11±0.65Cb −26.64±1.32Ba

4 −6.79±0.82Db 1.04±0.58Da 8 −29.77±0.31Cb −27.9±0.62Ca

注：不同大写字母代表同组在不同胃肠pH下差异显著（P<0.05），不同小写字母代表不同组在同一胃肠pH下差异显著（P<0.05）。
 
 

3　结论
本研究通过体外消化模拟系统探究在不同浓

度、加工方式、胃肠 pH、胃肠消化时间条件下，WPC

对 5-MTHF生物可及性及其微观结构的影响。研究

结果发现，WPC-5-MTHF组较 WPC组拥有更小的

粒径，更大的电位绝对值，表明 WPC的构象发生改

变，这进一步影响 WPC-5-MTHF组中 5-MTHF的

释放。在胃消化阶段，由于 WPC可将 5-MTHF包
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裹，所以未检测到 5-MTHF。在肠消化阶段，各WPC-
5-MTHF组的生物可及性均显著高于 5-MTHF组

（P<0.05），其中，在 WPC浓度为 4  g/100  mL时，

WPC-5-MTHF组的生物可及性较 5-MTHF组提高

到近两倍；经超声、高压均质、加热处理的 WPC-5-
MTHF组由于易被消化导致其生物可及性显著低于

未处理组（P<0.05）；在肠 pH为 7、消化时间为 5 h
时，WPC-5-MTHF组的生物可及性较 5-MTHF组分

别提高了 27%、18%。该研究为 5-MTHF作为食品

强化剂应用于乳制品提供理论依据，有助于推动 5-
MTHF在食品中的广泛应用，拓展其市场潜力。
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distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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