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摘  要：以油菜籽饼粕为原料，建立碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的优化工艺，研究透析袋制备油菜籽饼粕粗多肽

的工艺。在单因素试验的基础上采用正交试验研究酶解菜籽饼粕蛋白的最优条件，将水解产物透析不同的时间，探

究透析时间对油菜籽饼粕粗多肽制备工艺的影响。确定碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的最适条件为：酶解pH8.0、

酶解温度50℃、加酶量1200U/g、酶解时间40min；利用透析袋制备油菜籽饼粕粗多肽条件为：将菜籽饼粕蛋白酶

解液浓缩后，按体积比1:6与双蒸水混合，在5℃环境中透析48h，在该条件下，油菜籽饼粕粗多肽的肽氮含量为

96.78%，油菜籽饼粕粗多肽占菜籽饼粕蛋白的5.89%。
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Abstract：The current study aimed to develop an optimized procedure for preparing crude polypeptides by the alcalase-

catalyzed hydrolysis of rapeseed meal and subsequent dialysis. The results of optimization by orthogonal array design on 

the basis of one-factor-at-a-time experiments showed that the optimal conditions for enzymatic hydrolysis of rapeseed meal 

were found to be 40 min of reaction at 50 ℃ and initial pH 8.0 by the addition of 1200 U/g of alcalase. The hydrolysate was 

dialyzed against a 6-fold volume of double distilled water at 5 ℃ for 48 h. After subsequent lyophilization, the lyophilisate 

contained 96.78% polypeptides. 
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油菜籽饼粕中蛋白质含量高达30%～45%，却没有

很好的开发利用，80%的油菜籽饼粕被用做肥料[1]。油菜

籽蛋白氨基酸组成平衡，符合联合国粮食及农业组织的

要求，但是由于油菜籽饼粕中存在抗营养因子，因此目

前油菜籽饼粕主要作为饲料和肥料[2-4]。油菜籽多肽是油

菜籽蛋白经蛋白酶酶解后，得到的蛋白质水解产物，具

有增强免疫力、抗氧化、降血压、抑制肿瘤生长、抗艾

滋病的生理功能[5]。因此研究油菜籽饼粕粗多肽的制备

工艺，对于油菜籽蛋白资源的开发利用具有积极的现实

意义。目前为止，前人对油菜籽多肽的研究多集中于油

菜籽蛋白酶酶解最优工艺、油菜籽多肽功能性质和生物

活性、油菜籽多肽分离纯化。黄亮等[6]以油菜籽蛋白为原

料，探究不同酶酶解油菜籽蛋白的效果，最终确定碱性

蛋白酶酶解菜籽蛋白，水解度达32.19%；李菊芳等[7]研

究了微波辅助风味蛋白酶酶解油菜籽蛋白制备油菜籽多

肽的工艺，最终油菜籽蛋白水解度达25.64%，水解度偏

低；鞠兴荣等[8]用两环枯草芽孢杆菌固态发酵法来制备

油菜籽肽，最终获得的油菜籽多肽具有较高的清除DPPH

自由基能力；Sari等[9]详细研究了不同酶解油菜籽蛋白与

不同pH值下水解油菜籽蛋白获得不同的油菜籽蛋白水解

产物的抗ACE活性和防脂质氧化的活性，研究结果表明

油菜籽蛋白水解产物是一种抗ACE活性的功能性食品资

源。油菜籽蛋白酶解液一般先采用盐析、等电点沉淀、

超滤和有机溶剂分级等分离方法，去除大部分杂质或对
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溶液进行浓缩，再使用离子交换、凝胶过滤、吸附层

析、高效液相色谱等方法进行下一步分离纯化[10-11]。

对于油菜籽多肽而言，酶解液中的杂质大多为大分

子物质，而这些杂质可采用调节蛋白酶解液的pH值，

使未水解的蛋白质沉淀，从而除去部分杂质；也可以采

用超滤，按膜的截留相对分子质量对物料进行分离，从

而使酶解液中油菜籽多肽分离出来。但是鉴于以上方法

存在操作复杂的问题，因此有必要找到一种操作简单的

制备油菜籽多肽的新方法。本实验在单因素试验的基础

上，利用正交试验优化碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的

工艺，以期在最优工艺的基础上初步探究利用透析袋截

留相对分子质量的差异来制备油菜籽饼粕粗多肽的可能

性，为油菜籽饼粕粗多肽的制备提供新的研究方法。

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂

油菜籽饼粕购自陕西安康恒口镇油菜籽油生产企

业，油菜籽品种是秦优7号。

碱性蛋白酶(Alcalase，10000U/g) 西安市森博生物

有限责任公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

LGJ-18C真空冷冻干燥机 北京四环科学仪器厂；

Kjeltec2300全自动凯氏定氮仪 瑞典福斯公司；722型

可见分光光度计 上海光谱仪器有限公司；PHS-3C精

密pH计 上海精密科学仪器有限公司；GZX-9146MBE

数显鼓风干燥箱 上海博讯实业有限公司医疗设备厂。

1.3 方法

1.3.1 指标测定 

蛋白质含量的测定：GB5009.5—2010《食品安全国家标

准 食品中蛋白质的测定》；水分含量的测定：GB5009.3—

2010；硫苷葡萄糖苷的测定，参照氯化钯快速检测法[12]；

水解度的测定采用pH-stat法[13]；肽氮含量的测定采用电位

滴定法：肽氮=总氮含量－氨基酸态氮，总氮含量的测定：

GB5009.5—2010《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测

定》，氨基酸态氮采用甲醛滴定法测定[14]；菜籽饼粕蛋白

的提取参照Wu等[15]的方法；菜籽饼粕蛋白的沉淀采用醇沉

法；菜籽饼粕蛋白的纯化参照Chabanon等[16]的方法。

1.3.2 菜籽饼粕蛋白制备

1.3.2.1 油菜籽饼粕脱脂脱毒工艺  

油菜籽饼粕脱脂脱毒工艺参考何国菊[17]、李菊芳[18]

等的方法，并略作修改。将油菜籽饼粕用万能粉碎机粉

碎，过40目筛备用；称取粉碎后的油菜籽饼粕25.00g于

1000mL磨口三角烧瓶内，加入氯仿-甲醇提取液300mL，

再加入10mL蒸馏水，连接氯仿甲醇提取装置进行提取，

提取结束后抽滤，收集滤渣，80℃干燥约1h，冷却至室

温粉碎过40目筛备用；称取脱脂油菜籽饼粕200g于磁力

搅拌器中，按料液比1:6(m/V)加入浸洗液甲(硫酸-甲醇-

水体积比4:90:6)，于室温下用磁力搅拌器搅拌浸洗30min

后，抽滤，留滤渣；再按料液比1:6(m/V)加入浸洗液甲，

于室温下用磁力搅拌器搅拌浸洗20min，抽滤，留滤

渣；最后按料液比1:6(m/V)加入浸洗液乙(甲醇-水体积比

90:10)，于室温下用磁力搅拌器搅拌浸洗10min，抽滤，

留滤渣并于80℃烘干1h，过40目筛备用。

1.3.2.2 菜籽饼粕蛋白提取工艺  

菜籽饼粕蛋白的提取参照Wu等[15]的方法，并加以修

改。称取50g脱脂脱毒油菜籽饼粕，按料液比1:10(m/V)加

入pH8.0、0.05mol/L的磷酸盐缓冲液，再加入0.5mol氯化

钠，搅拌均匀，室温下振荡提取1h，离心获得上清液。

菜籽饼粕蛋白的沉淀采用醇沉法：设置乙醇体积分数：

65%、70%、75%、80%、85%，探究最佳醇沉时乙醇的体

积浓度。对醇沉菜籽饼粕蛋白的纯化参照Chabanon等[16]的

方法，并作如下修改。截留分子质量为12kD的透析袋剪

成20cm长的小段，菜籽饼粕蛋白沉淀物按1:6(m/V)溶于

蒸馏水中，混合摇匀，再将混合液注入透析袋中约15cm

处，然后将透析袋浸没于透析液(去离子水)中于5℃中透

析48h，于12、24h分别更换去离子水。醇沉菜籽饼粕蛋

白纯化后真空冷冻干燥得到菜籽饼粕蛋白，于－4℃冰箱

中保存，备用。

1.3.3 碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白

1.3.3.1 酶解pH值对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响  

称取2g碱性蛋白酶溶解于100mL蒸馏水中(现配现

用)配制成碱性蛋白酶液，称取20g菜籽饼粕蛋白溶解于

1000mL蒸馏水中制成菜籽饼粕蛋白溶液。设置酶解pH

值梯度：7.0、7.5、8.0、8.5、9.0，在50℃、加酶量为

1000U/g的条件下，酶解30min。采用加热灭酶法[19]：沸

水浴10min灭酶，冷却至室温测定菜籽饼粕蛋白水解度。

1.3.3.2 酶解温度对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响

设置酶解温度梯度：30、40、50、60、70℃，在

pH8.0、加酶量为1000U/g的条件下，酶解30min，沸水浴

10min灭酶，冷却至室温测定菜籽饼粕蛋白水解度。

1.3.3.3 加酶量对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响  

设置加酶量为：200、600、1000、1400、1800U/g，

在50℃、pH8的条件下，酶解30min，沸水浴10min灭

酶，冷却至室温测定菜籽饼粕蛋白水解度。

1.3.3.4 酶解时间对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响 

设置酶解时间梯度：10、20、30、40、50min，在

pH8.0、加酶量为1000U/g、50℃条件下酶解，沸水浴

10min灭酶，冷却至室温后测定菜籽饼粕蛋白水解度。

1.3.3.5 碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的正交试验设计  

根据以上结果，选用L16(4
5)正交表设计试验，对pH

值、酶解温度、加酶量、酶解时间4个因素进行优化。
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1.3.4 油菜籽饼粕粗多肽制备

按照上述最优酶解条件，添加碱性蛋白酶酶解菜籽

饼粕蛋白，在45℃的环境下真空浓缩酶解液到25mL，冷

却至室温。将浓缩液与双蒸水按积比1:6混合摇匀，再用

截留分子质量为3.5kD的透析袋浸没于透析液(去离子水)

中于5℃的冰箱中透析，设置透析时间：12、24、48h，

收集透析液，真空冷冻干燥，测定油菜籽饼粕粗多肽的

质量和氮含量。

2 结果与分析

2.1 菜籽饼粕蛋白的制备

沉淀菜籽饼粕蛋白的最佳乙醇体积分数为75%，测

定菜籽饼粕蛋白等几种组分的含量见表1。菜籽饼粕蛋白

含量为85.73%，硫代葡萄糖苷未检出。菜籽饼粕蛋白提

取率为76.69%，得率为47.84%，油菜籽饼粕经过脱脂脱

毒，大部分的硫代葡萄糖苷、植酸、单宁等抗营养成分

可能均被脱除，醇溶性蛋白质和少量的水溶性蛋白质也

被脱除。在醇沉过程中，菜籽饼粕蛋白沉淀可能也会伴

随着一些糖和纤维素的沉淀以及一些醇溶性蛋白质的溶

解，使菜籽饼粕蛋白的蛋白质含量只达到85.73%。透析

过程中，理论上小分子物质和无机盐均被脱除，但是也

可能因为一些小分子物质与菜籽饼粕蛋白有弱相作用，

如氢键、偶极作用等，导致这些小分子物质无法被透析

掉，所以制备的菜籽饼粕蛋白呈现出淡黄色。

表 1 油菜籽饼粕、脱毒脱脂油菜籽饼粕、菜籽饼粕蛋白的部分成分含量

Table 1 Composition of rapeseed meal, detoxicated and defatted 

rapeseed meal and rapeseed protein

样品 蛋白质含量/% 水分含量/% 硫代葡萄糖苷含量/(mg/g)

油菜籽饼粕 34.88 13.37 9.8

脱脂脱毒油菜籽饼粕 46.34 10.78

菜籽饼粕蛋白 85.73

2.2 碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的单因素试验

2.2.1 酶解pH值对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响
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图 1 pH值对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响

Fig.1 Effects of initial pH on the alcalse-catalyzed hydrolysis of 

rapeseed protein

由图1可知，pH值低于8.0时，水解度随着pH值的增

加而增加；当pH值高于8.0时，水解度随着pH值的增加而

降低。当pH值为8.0时，碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的

效果最好，达到26%，所以选择酶解pH值为8.0。

2.2.2 酶解温度对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响
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图 2 酶解温度对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响

Fig.2 Effect of hydrolysis temperature on the alcalase-catalyzed 

hydrolysis of rapeseed protein

由图2可知，温度低于50℃时，水解度随着温度的

升高而增加；温度高于50℃时，水解度随着温度的升高

而急剧下降，这是由于酶解温度超过50℃，导致碱性蛋

白酶失活，而加热导致菜籽饼粕蛋白内部化学键断裂发

生水解，所以菜籽饼粕蛋白仍有一定程度的水解。当酶

解温度为50℃时，菜籽饼粕蛋白的水解度达到最大值

23%，所以选择酶解温度为50℃。

2.2.3 加酶量对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响
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图 3 加酶量对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响

Fig.3 Effect of enzyme/substrate ratio on the alcalase-catalyzed 

hydrolysis of rapeseed protein

由图3可知，加酶量小于1000U/g时，随着酶液体积的

增加，水解度也增加；当加酶量大于1000U/g时，随着酶液

体积的增加，水解度基本保持不变。当加酶量为1000U/g

时，水解度达到最大值23%，所以选择加酶量为1000U/g。

2.2.4 酶解时间对蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响

由图4可知，随着时间的延长，水解度呈现提高的趋

势，随后水解度提高的速率几乎为0。30min之前，酶解

反应还在继续进行，水解度随着时间的延长而提高的；

30min之后，酶解反应基本达平衡，故而水解度基本不再

变化。当酶解时间30min左右，水解度达到最大值28%，

所以选择酶解时间为30min。
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图 4 酶解时间对碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的影响

Fig.4 Effects of hydrolysis time on the alcalase-catalyzed hydrolysis of 

rapeseed protein

2.3 碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的正交试验 

表 2 碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白L16(4
5)正交试验分析

Table 2 Orthgonal array design L16(4
5) and results for the alcalase-

catalyzed hydrolysis of rapeseed protein

序号
因素 粗多肽氮 

含量/%A酶解pH B酶解温度/℃ C加酶量/(U/g) D酶解时间/min E空列

1 1(7.5) 1(46) 1(600) 1(25) 1 74.23

2 1 2(48) 2(800) 2(30) 2 78.71

3 1 3(50) 3(1000) 3(35) 3 76.17

4 1 4(52) 4(1200) 4(40) 4 79.43

5 2(8.0) 1 2 3 4 87.34

6 2 2 1 4 3 85.56

7 2 3 4 1 2 89.62

8 2 4 3 2 1 78.89

9 3(8.5) 1 3 4 2 87.89

10 3 2 4 3 1 85.13

11 3 3 1 2 4 81.92

12 3 4 2 1 3 82.45

13 4(9.0) 1 4 2 3 79.61

14 4 2 3 1 4 76.73

15 4 3 2 4 1 82.63

16 4 4 1 3 2 70.78

K1 77.135 82.2675 78.1225 80.7575 80.22

K2 85.3525 81.5325 82.7825 79.7825 81.75

K3 84.3475 82.585 79.92 79.855 80.9475

K4 77.4375 77.8875 83.4475 83.8775 81.355

R 8.2175 4.6975 5.325 4.095 3.6855

较优组合 A2B3C4D4

因素主次 A＞C＞B＞D

表 3 碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白实验因素方差分析表

Table 3 Analysis of variance for the acalase-catalyzed hydrolysis of 

rapeseed protein 

因素 自由度 偏差平方和 F比 F0.05(3,3) 显著性

酶解pH值 3 231.04432 45.08649 9.280 *

酶解温度 3 56.28572 10.98372 9.280 *

加酶量 3 74.38162 14.51499 9.280 *

酶解时间 3 44.45432 8.67491 9.280

误差 3 5.1245

注：*. 差异显著 (P ＜ 0.05)。

由表2可知，影响油菜籽饼粕粗多肽的氮含量的4个

因素的主次顺序依次为A＞C＞B＞D，工艺组合为A2、

B3、C4、D4，即酶解pH值为8.0、酶解温度50℃、加酶量

1200U/g、酶解时间40min。由表3可知，酶解pH值、酶

解温度和加酶量对菜籽饼粕蛋白的酶解效果影响显著，

与正交试验的直观分析结果一致。较优组合未出现在正

交试验中，对较优组合A2、B3、C4、D4进行3次重复验

证，得到油菜籽饼粕粗多肽的肽氮含量为90.05%，此时

水解度为9.95%。酶解菜籽饼粕蛋白的水解度与由油菜

籽饼粕粗多肽的肽氮含量计算出来的水解度有些误差，

可能是由于在油菜籽饼粕粗多肽的肽氮含量的测定过程

中，没有完全除去蛋白态氮的缘故。但是，油菜籽饼粕

粗多肽的肽氮含量仍能够作为碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕

蛋白的实验指标，反映酶解效果。

2.4 油菜籽饼粕粗多肽制备工艺

透析时间不足48h时，所获得的油菜籽饼粕粗多肽色

泽较差质量也小，所以选择透析时间为48h。按照优化后

的工艺进行试验，得到油菜籽饼粕粗多肽的肽氮含量达

96.78%，色泽较好，为淡乳白色，油菜籽饼粕粗多肽的

肽氮占菜籽饼粕蛋白总氮含量5.89%，肽氮含量较高，油

菜籽饼粕粗多肽获得量较低，虽然此种方法具有简单易

行的特点，但是还需要进一步探究完善。易起达等[20]也

利用碱性蛋白酶制备油菜籽蛋白肽，水解度为14.71%，

油菜籽肽得率为73.02%，但其没有测定油菜籽肽的纯

度，与本研究有所不同。

3 结 论

碱性蛋白酶酶解菜籽饼粕蛋白的最佳工艺条件为：

酶解pH8.0、酶解温度50℃、加酶量1200U/g、酶解时间

40min。在该酶解工艺条件下，得到油菜籽饼粕粗多肽肽

氮含量为90.05%、水解度为9.95%的酶解液。

油菜籽饼粕粗多肽制备工艺为：将酶解液浓缩

后，按体积比1:6与双蒸水混合摇匀后，用截留分子质

量为3500D的透析袋在5℃环境中透析48h后，将透析

液进行冷冻干燥。在该工艺下，获得油菜籽饼粕粗多

肽，其多肽氮含量为96.78%，油菜籽饼粕粗多肽占油

菜籽蛋白的5.89%。

制备的油菜籽饼粕粗多肽仍然含有其他的小分子物

质，因而油菜籽饼粕粗多肽的肽氮含量为96.78%。油菜

籽饼粕粗多肽的肽氮占菜籽饼粕蛋白总氮含量5.89%，

可能有两个原因：1)碱性蛋白酶作用于油菜籽蛋白时，

酶解片段过大，只有少量的油菜籽饼粕多肽进入到透析

液中；2)透析袋及透析的条件对于透析过程有很大的影

响。所获得的油菜籽饼粕粗多肽，分子质量都应小于

3.5kD，与利用离子交换、凝胶过滤、吸附层析、高效液

相色谱等方法分离纯化所得的油菜籽饼粕粗多肽略显不

足。关于油菜籽饼粕粗多肽的制备研究，虽有较多的研
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究报道，但是大多在于酶解菜籽饼粕蛋白的研究和酶解

产物的功能特性及生物活性的研究。本实验提供了一种

制备油菜籽饼粕粗多肽的可行方法，但油菜籽饼粕粗多

肽组分的探究以及油菜籽饼粕粗多肽的功能特性及生物

活性等问题，有待于进一步深入研究。
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