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摘　要：本文以冷榨脱皮菜籽饼为原料，采用单因素及响应面试验系统优化了盐溶法制备菜籽蛋白的工艺，并与碱

溶酸沉法菜籽蛋白的物化特性进行比较研究。结果表明，在对原料进行植酸酶-含水乙醇预处理的基础上，盐溶法

制备菜籽蛋白的最佳工艺参数为：0.75 mol/L离子强度的 CaCl2 提取介质、pH6.5、料液比 1:12 g/mL、53 ℃ 条件

下浸提 90 min，该条件下蛋白溶出率为 27.96%；经透析后得到的菜籽蛋白与碱溶酸沉法菜籽蛋白相比，具有较高

的蛋白纯度（77.12%±0.63%）及较低的植酸含量（0.13%±0.01%）；此外，SDS-PAGE结果显示盐溶法菜籽蛋白

富含白蛋白，二级结构中以 α-螺旋和 β-转角为主，结构兼具稳定性和灵活性，同时具有较优的溶解性能。本实验

为盐溶法制备高品质菜籽蛋白提供了基础。
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Abstract：The aim of the study was to provide a reference basis for the preparation of high-quality rapeseed protein by salt-
extraction.  Cold-pressed  dehulled  rapeseed  meal  was  used.  The  salt-extraction  process  was  optimized  using  single-factor
experiment and response surface experiments analysis, and the physicochemical properties were investigated and compared
with the protein obtained by alkali-extraction and acid-precipitation. The results showed that the optimal conditions were as
follows,  pretreatment  with  phytase  and  hydrated  ethanol,  0.75  mol/L  CaCl2  extracting  medium,  pH6.5,  solid-liquid  ratio
1:12 g/mL,  temperature  53 ℃  and extraction time 90 minutes,  and achieving a  protein  solubility  of  27.96% under  these
conditions. Furthermore, the resulted rapeseed protein achieved a higher protein purity at 77.12%±0.63% and a lower phytic
acid  content  of  0.13%±0.01%,  in  comparison  to  the  protein  obtained  by  alkali-extraction  and  acid-precipitation  method.
What's more, SDS-PAGE analysis revealed that the main components of salt-extracted protein were albumin. Its higher con-
tents of α-helices and β-turns dominated its stable and flexible structure, also leading to better solubility. This experiment  
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provides a basis for using the salt-solution method to prepare high-quality rapeseed protein.

Key words：rapeseed；slat extraction；protein quality；physiochemical properties

粮食安全关系人类永续发展和前途命运，当前

全球人口增长带来食物需求的刚性增长，预计到

2032年全球粮食消费将较基期值（2020~2022年）增

长 4%；蛋白质作为人体必需的主要营养素之一，高

收入国家人均蛋白供应量将上升至 88.4克/人/天，并

主要依赖于动物蛋白[1]。我国《国民营养计划（2017-
2030）》指出：到 2030年，我国居民膳食中要减少

50%动物蛋白摄入量。植物基食品作为动物性食品

的有效补充，可有效缓解动物性食品生产带来的资

源、环境、健康和伦理等方面压力，并有助于推动食

物系统向营养健康转型[2]。波士顿咨询报告预测，到

2035年替代蛋白市场规模有望达到 2900亿美元，其

中植物基制品的市场占比将达 69%[3]，植物蛋白市场

前景广阔。我国植物蛋白资源丰富，其中油料约含有

蛋白质 1753万吨[4]。菜籽饼粕作为我国第一大油料

作物油菜籽榨油的副产物，其蛋白质含量高、氨基酸

组成平衡，是一种潜力巨大的食用替代蛋白[5]，但因

其含有硫苷等抗营养物质，通常用于动物饲料或肥

料，附加值较低。菜籽蛋白的制备方法主要包括

pH分段控制法、盐溶法、醇法制备及反胶束制备等，

并以碱溶酸沉法应用最为广泛[6]，但利用该方法制备

的菜籽蛋白产品色泽深、抗营养因子含量高、溶解性

差，且能耗高对环境不友好[7]，开发高品质菜籽蛋白

的可持续制备技术是非常有必要的。

盐溶法作为目前唯一工业化制备可食用菜籽蛋

白的方法，可通过调整提取液中盐离子浓度提高蛋白

溶出效果，胶束沉淀或直接膜过滤获得高品质菜籽蛋

白；Burcon、DSM公司等通过盐法浸提结合超滤、膜

过滤等方法制备的菜籽分离蛋白产品已获得 FDA
的 GRAS认证[8−9]。此外，Fetzer等[10] 在系统探究盐

溶法制备菜籽蛋白中发现，酸性提取环境中添加

0.25 mol/L NaCl可有效提高蛋白得率，而碱性浸提

条件下盐离子浓度的增大反而会减弱蛋白的浸提效

果；梅钰琪等[11] 则发现酸性环境中（pH5.5）低浓度

的 NaCl有利于提高菜籽蛋白得率，并结合超滤可显

著降低目标蛋白中的植酸含量，且微波热压处理菜

籽粕的蛋白得率偏低；方雪莲等[12] 以冷榨脱脂菜籽

饼粕为原料，利用弱酸（pH6.5）高盐（150  mmol/L
MgCl2）提取酸沉的方法制备了植酸低、色泽浅和气

味佳的菜籽蛋白。即菜籽饼粕原料的处理方式、盐

离子种类及离子强度、pH等因素均会不同程度地影

响蛋白质的提取效果。因此，本文在前人研究的基础

上，以脱皮冷榨菜籽饼为原料，在进行抗营养因子脱

除预处理的基础上，通过单因素与响应面分析系统探

究了盐离子种类、离子强度、提取 pH等参数对菜籽

蛋白提取的影响，并以碱溶酸沉菜籽蛋白及市售菜

籽蛋白为对照，比较分析所获菜籽蛋白的物化特征，

以期为盐溶法制备菜籽蛋白提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

脱皮冷榨菜籽饼　贵州长顺八妹农副产品开发

有限公司提供；菜籽蛋白（记作 CAP）　陕西别样红

生物科技有限公司；植酸酶（5 U/mg）、黑芥子硫苷酸

钾一水、氯化钯、单宁酸　上海源叶生物科技有限公

司；Bradford法蛋白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE
凝胶制备试剂盒、预染蛋白 Marker（14.4~97.4 kDa）、
4×蛋白上样缓冲液（含 DTT）　北京索莱宝科技有限

公司；盐酸容量分析用溶液标准物质（0.1006 mol/L）
　北京海岸鸿蒙标准物质技术有限责任公司；其他试

剂均为国产分析纯。

BJ-150多功能粉碎机　德清拜杰电器有限公

司；卤素水分仪、FE28型 pH计　梅特勒托利多科技

（中国）有限公司；TGL-24M高速冷冻离心机　湖南

平凡科技有限公司；LGJ-30F冷冻干燥机　北京松源

华兴科技发展有限公司；UV-1780型紫外可见分光

光度计　岛津仪器（苏州）有限公司；KN680全自动

凯氏定氮仪　山东海能科学仪器有限公司 ；

YS3010分光测色仪　深圳市三恩时科技有限公司；

NS-90Z Plus纳米粒度及电位分析仪　海欧美克仪

器有限公司；FEI Tecnai G2 F30场发射透射电子显

微镜　美国 FEI公司；Olympus FV3000激光共聚焦

显微镜　奥林巴斯株式会社；Apreo C场发射扫描电

子显微镜　赛默飞世尔科技（中国）有限公司；

DYZC-MINI4型电泳仪、WD-9143B凝胶成像系统

　北京六一生物科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   盐溶法制备菜籽蛋白的工艺优化

 1.2.1.1   盐溶法制备菜籽蛋白工艺流程　

　　粉碎过筛：取适量脱皮冷榨菜籽饼，粉碎过

60目筛，取筛下物，即脱皮冷榨菜籽饼粉备用。

植酸酶-乙醇预处理：在前期实验基础上，采用

植酸酶复合乙醇前处理制备脱毒菜籽饼。取适量脱

皮冷榨菜籽饼粉，与水按料液比 1:8 g/mL混合，按

1 U/g加入植酸酶，用 1 mol/L盐酸调节溶液 pH5
后在 50 ℃ 条件下酶解 1  h后，4 ℃ 条件下离心

（8000 r/min、15 min）取沉淀，进一步用 70%乙醇在

料液比 1:8 g/mL、pH5、60 ℃ 条件下处理 1 h。
离心取沉淀：上述处理混合液，同样条件下离心

取沉淀，沉淀即为脱毒菜籽饼。

 

脱皮冷榨菜
籽饼 粉碎过筛

植酸酶-乙醇
预处理

离心取
沉淀

含盐溶液
提取

离心上清液透析冷冻干燥菜籽蛋白
SDP
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含盐溶液提取：以脱毒菜籽饼为原料，用含盐溶

液进行蛋白提取；提取液离心取上清，上清经透析、

冷冻干燥后即获得菜籽蛋白。

 1.2.1.2   菜籽蛋白盐溶法工艺优化　单因素实验：在

菜籽饼进行脱毒前处理基础上，以盐溶过程中蛋白质

溶出率为主要评价指标，依次考察盐种类、离子强度、

pH、料液比、温度及时间各因素的影响。具体为，固

定离子强度 0.5 mol/L、提取 pH6、料液比 1:8 g/mL、
浸提温度 50 ℃、浸提时间 90 min，盐种类为 NaCl、
KCl、MgCl2、CaCl2、Na2SO4、K2SO4、MgSO4；固定

CaCl2 提取介质、提取 pH6、料液比 1:8 g/mL、浸提

温度 50 ℃、浸提时间 90 min，离子强度为 0、0.05、
0.25、0.5、0.75、1 mol/L；固定离子强度为 0.75 mol/L
CaCl2、料液比 1:8 g/mL、浸提温度 50 ℃、浸提时间

90 min，提取 pH为 5.5、6、6.5、7、8；固定离子强度

为 0.75 mol/L CaCl2、提取 pH6.5、浸提温度 50 ℃、

浸提时间 90 min，料液比为 1:8、1:12、1:16、1:20 g/
mL；固定离子强度为 0.75 mol/L CaCl2、浸提 pH6.5、
料液比 1:12 g/mL、浸提时间 90 min，浸提温度 30、
40、 50、 60、 70 ℃；固定离子强度为 0.75  mol/L
CaCl2、提取 pH6.5、料液比 1:12 g/mL、浸提温度

50 ℃，浸提时间为 30、60、90、120、150 min。
响应面优化试验：在单因素实验的基础上，确定

盐离子种类为 CaCl2、料液比为 1:12 g/mL、提取时

间 90 min，利用响应面分析法对 pH、离子强度、温

度 3个因素进一步优化。根据 Box Behnken试验设

计原理，选取 pH（A）、离子强度（B）及温度（C）为自

变量，以蛋白质溶出率为响应值（Y）进行三因素三水

平的响应面分析，优化菜籽蛋白盐溶法工艺条件，试

验因素与水平设计见表 1。
 
 

表 1    响应面试验因素与水平
Table 1    Factors and levels of response surface experiment

水平
因素

A：pH B：离子强度（mol/L） C：温度（℃）

−1 5.5 0.5 40
0 6.5 0.75 50
1 7.5 1 60

 

以最佳盐溶法工艺进行菜籽蛋白提取，离心

（8000 r/min，20 min，4 ℃）后取上清液，用透析袋

（3.5 kDa）在蒸馏水中透析 2 d后，取截流液冷冻干

燥得菜籽蛋白，记作 SDP。

 1.2.2   碱溶酸沉法制备菜籽蛋白　参考张杰等[13] 方

法制备碱溶酸沉蛋白，取适量过 60目筛的脱皮冷榨

菜籽饼粉，脱毒处理后，按料液比 1:10与去离子水

混合，用 NaOH调节体系 pH至 12，在 60 ℃ 条件下

浸提 90 min后，离心（8000 r/min，20 min，4 ℃）取上

清液，用 1 mol/L的 HCl调节 pH至 4.5，静置 4 h后

离心（8000 r/min，10 min，4 ℃）取沉淀，冷冻干燥后

的菜籽蛋白样品，记作 AAP。

 1.2.3   菜籽饼理化指标测定

 1.2.3.1   菜籽饼水分和蛋白质含量的测定　采用卤

素水分仪测定菜籽饼样品的水分含量。参考 GB
5009.5-2016中凯氏定氮法（蛋白质换算系数 N=
6.25）测定原料脱皮冷榨菜籽饼和脱毒菜籽饼的蛋白

质含量。

 1.2.3.2   菜籽饼中抗营养因子含量的测定　硫苷

含量：采用氯化钯方法测定样品中的硫苷含量[14]，

以黑芥子硫苷酸钾一水标准品绘制标准曲线为

Y=0.55637X+0.03658，R2=0.9996（X表示黑芥子硫

苷酸钾一水浓度（μmol/mL）、Y表示溶液吸光度）。

准确称取脱皮冷榨菜籽饼或脱毒菜籽饼 0.1 g于

15 mL试管中，沸水浴中干蒸 l0 min灭活，加入约

90 ℃ 的热水 8 mL并蒸煮 40 min，静置冷却后用水

稀释至 10 mL，过滤后取 2 mL与 0.1%羧甲基纤维

素钠 3 mL和 4.0 mmol/L氯化钯 2 mL混合；在室温

反应 1 h后，于 520 nm处测定吸光值，根据标准曲线

求出试样中硫苷的含量。

植酸含量：采用三氯化铁滴定法测定样品中的植

酸含量，称取样品 0.05 g加入 25 mL稀盐酸（pH2），

混匀后 60 ℃ 条件下保持 30 min，加入 0.25 mL 0.3%

的磺基水杨酸溶液，用 0.02 mol/L的三氯化铁溶液

滴定至紫红色且颜色不褪[15]。

植酸含量(%) =
C×V×0.2357

W
×100 式（1）

式中：C为三氯化铁溶液的浓度（mol/L）；V为滴

定消耗的三氯化铁溶液体积（mL）；0.2357代表每分

子植酸可配合 2.8个 Fe3+，即 1 mmol三氯化铁消耗

0.2357 g植酸；W为样品的质量（g）。

总酚含量：参考赵秋伶等[16] 方法采用福林酚显

色法测定菜籽饼中的总酚含量，并作适当修改。具体

为，取不同浓度的没食子酸校准品 1 mL与 0.5 mL

福林酚试剂、2 mL的 7.5%碳酸钠溶液和 7.5 mL的

超纯水涡旋混匀，70 ℃ 保持 30 min后，在 750 nm

下测定吸光值，得标准曲线 Y=0.00975X+0.00616，

R2=0.998（X表示没食子酸浓度（mg/mL）、Y表示溶

液吸光度）。取待测样品 1 g，加入 10 mL 70%的甲

醇于室温下涡旋混合 5 min，离心取上清（6000 r/

min，20 min），取 1 mL上清液按上述方法处理，测定

其在 750 nm下的吸光值，根据标准曲线求出试样中

总酚的含量。

 1.2.3.3   菜籽及菜籽饼的微观结构　采用激光共聚焦

显微镜（confocal laser scanning microscopy，CLSM）

对菜籽、脱皮冷榨菜籽饼及脱毒菜籽饼的微观结构

进行观察[17]。取样品加入 1 mL 2.5%戊二醛固定

24 h后，使用冰冻切片机将样品切成 30 μm的切片，

依次使用 0.02%FITC、 0.01%尼罗红和 1%  Cal-

cofluor White Stain对切片进行染色，室温避光染色

15 min，分别在 488、545和 405 nm下进行观察。
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 1.2.4   盐溶过程菜籽蛋白溶出率的测定　采用 Brad-

ford法测定不同盐溶条件下菜籽蛋白的溶出量，得到

蛋白质浓度的标曲为：Y=1.95901X+0.002322，R2=

0.9925（X表示 BSA当量（mg）、Y表示溶液吸光度）。

蛋白质溶出率(%) =
盐溶液中BSA当量

脱皮冷榨菜籽饼蛋白质含量
×100

式（2）

 1.2.5   菜籽蛋白提取溶液的形貌观察　采用电子显

微镜（transmission electron microscope，TEM）测定最

佳盐溶条件下菜籽蛋白提取上清液的形貌特征，提取

液过 0.22 μm膜后于碳膜铜网上沉淀 10 min，滴加

醋酸双氧铀染色液染色 2 min，自然晾干，在 300 kV

加速电压下进行观察。

 1.2.6   不同菜籽蛋白理化指标测定

 1.2.6.1   菜籽蛋白色泽分析　采用 YS3010分光测

色仪测定菜籽蛋白样品的 L*、a*、b*值，测试参数为

D65光源、直径 8 mm测量区、10°观测角，进行白板

校正和黑板校正后，取适量样品粉末平铺在桌面上，

将粉末压紧实后置于测色仪测量口下端，保持稳定并

进行测定。

 1.2.6.2   蛋白质的基本组成　参照上述 1.2.3.1和

1.2.3.2的方法测定 SDP（盐溶透析蛋白）、AAP（碱溶

酸沉蛋白）、CAP（市售菜籽蛋白）三种不同菜籽蛋白

的蛋白质含量及抗营养因子含量。

 1.2.6.3   SDS-PAGE凝胶电泳检测　参照 Wang
等[18] 的实验方法进行 SDS-PAGE凝胶电泳，并作适

当修改。具体方法为，配制 5%的浓缩胶和 12%的

分离胶，取适量蛋白溶液与上样缓冲液 1:1等体积

混合，煮沸 5 min后离心（6000 r/min，5 min），取上清

液 10 μL进行上样。在恒压下进行电泳操作，初始电

压 80 V跑 30 min调至 120 V。电泳结束后采用考

马斯亮蓝快速染色液过夜染色，去离子水脱色至条带

清晰。

 1.2.6.4   傅里叶红外光谱（fourier transform infrared

spectrometer，FTIR）测定　采用 FTIR测定不同蛋白

质的二级结构，称取一定量样品与 KBr以 1:10混合

均匀，压薄片后于红外光谱仪中做全波段（400~

4000  cm−1） 扫 描 ， 然 后 用 Omnic软 件 取 1600~

1700 cm−1 波段图谱进行放大，用 Peak Fit 4.12软件

分析蛋白质的二级结构。

 1.2.6.5   菜籽蛋白的溶解特性　参照冶梓芩等[19] 的

方法并作适当修改，取适量样品分散在去离子水中配

制 1 mg/mL的样品溶液，常温下混匀振荡 1 h后，用

1  mol/L的 HCl和 1  mol/L的 NaOH调整溶液 pH

至 3~12间不同值，常温下继续混匀 0.5 h，随后离心

10 min（4 ℃，8000 r/min）取上清液，用 Bradford法测

定上清液中蛋白质含量，并按下式计算不同 pH环境

中蛋白质的溶解度：

蛋白质溶解度(%) =
上清液中蛋白质当量

样品中蛋白质含量
×100

式（3）
同时测定不同 pH条件下蛋白质溶液中的 Zeta

电位。

 1.3　数据处理

所有实验均重复 3次，结果表示为平均值±标准

差，采用 SPSS 20对实验数据进行处理和 ANOVA
显著性分析，P<0.05为显著性差异，采用 Origin
2021软件作图。

 2　结果与分析

 2.1　植酸酶-乙醇预处理对菜籽饼的影响

高抗营养因子含量是限制菜籽饼广泛应用的

主要因素之一[20]。如表 2所示，植酸酶联合含水乙

醇预处理可有效脱除菜籽饼中的抗营养因子，处理

后的菜籽饼其植酸、硫苷和总酚含量可分别降低至

约 0.84%、 27.91  μmol/g和 0.65  mg/g，符合 GB/T
22514-2008《菜籽粕》中低硫苷菜籽粕（硫甙含量≤

35.0 μmol/g）的要求，同时伴随着粗蛋白含量提升，这

可能也与菜籽饼中部分脂肪的脱除有关。如图 1所

示，油菜籽细胞内部被蛋白质和油脂充斥，其中部分

油脂沿细胞壁均匀分布，且蛋白质尺寸明显大于油脂

（图 1a）；经脱皮压榨后，原有细胞结构破碎、油脂与

蛋白从细胞中释放，大部分残余脂肪与蛋白紧密结合

成均一的球状（图 1b），即两者间存在较强的亲和

力[17]；进一步进行抗营养因子脱除处理后，可明显发

现大量的脂肪与蛋白复合物被脱除。
 
 

表 2    菜籽饼的组分及含量
Table 2    Chemical composition and content of rapeseed cakes

原料
水分
（%）

粗蛋白
（%）

植酸
（%）

硫苷
（μmol/g）

总酚
（mg/g）

脱皮冷榨菜籽饼 7.28±
0.13a

38.44±
0.26b

4.0±
0.16a

127.37±
1.08a

17.61±
0.02a

脱毒菜籽饼 5.97±
0.23b

40.14±
0.33a

0.84±
0.01b

27.91±
0.18b

0.65±
0.04b

注：不同小写字母表示同一指标数据差异显著（P<0.05），表5~表6同。
 
 
 

细胞壁 蛋白质 脂肪 复合图像
a

10 μm 10 μm 10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm 10 μm

b

c

图 1    菜籽及菜籽饼的微观结构 CLSM图
Fig.1    CLSM images of rapeseed and rapeseed cakes
注：a：油菜籽，b：脱皮冷榨菜籽饼，c：脱毒菜籽饼。
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 2.2　菜籽蛋白盐溶条件优化

 2.2.1   菜籽蛋白盐溶提取单因素实验　盐离子种类

可直接影响蛋白质的盐溶效果[21]。由图 2a可知，相

同离子强度条件下盐离子种类一定程度上会影响菜

籽蛋白的溶出效果，其中 NaCl溶液的蛋白溶出率最

高为 14.33%±0.30%，其次是 CaCl2 溶液，且两者之

间无显著性差异（P>0.05），相比之下 MgSO4 的蛋白

溶出率明显低于其他盐类；此外，相同阳离子盐体系

中，氯化盐的菜籽蛋白促溶效果优于硫酸盐，与

Hofmeister效应的阴离子次序相一致[22]；再者，利用

CaCl2 提取的蛋白溶液中植酸含量显著低于其他盐

类处理组（P<0.05），仅为 0.12%±0.003%，这可能是

因为植酸与钙离子络合，改变了植酸的存在形式使其

沉淀[23]。综合考虑 CaCl2 处理时高蛋白溶出率及低

植酸残留率，选择 CaCl2 进行盐溶法提取蛋白的

优化。
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图 2    提取因素对菜籽蛋白溶出效果的影响
Fig.2    Influences of extraction parameters on rapeseed protein

extraction effect
注：不同字母表示同一指标数据差异显著（P<0.05）。

 

在确定盐离子种类的基础上，进一步分析离子

强度等参数对蛋白溶出效果的影响，结果如图 2b所

示。首先，蛋白质溶出率随离子强度的增大呈现先升

高后降低的趋势，离子强度为 0~0.75 mol/L时，蛋白

质的溶出率由 0.12%±0.02%提高至 13.19%±0.18%，

随后随着离子强度的增大，蛋白溶出率略有下降，这

与方雪莲等[12] 利用 MgCl2 提取菜籽蛋白的研究趋

势相一致；这可能是因为随着离子强度的增大、即盐

离子浓度的增加，蛋白质与介质中水分子相互作用增

强，从而促进蛋白质溶解，但当离子强度进一步增大

时，离子直接改变水体结构，降低其与蛋白质的相互

作用，从而抑制蛋白质的溶出 [24]，因此优选 0.75
mol/L的离子强度。其次，蛋白质溶出率在 pH6.5条

件下达到最高为 15.84%±0.12%，并在 pH7条件下

表现最低为 13.74%±0.34%（P<0.05），推测与菜籽

12S球蛋白等电点约为 7.2有关[25]，因此优选 pH6.5
进行下一步实验。再者，当料液比从 1:8增加至

1:12时，蛋白溶出率从 17.23%±0.90%显著增加至

26.22%±1.81%（P<0.05），当料液比继续增加时，料液

比 1:12、 1:16、 1:20的溶出率分别为 26.22%±
1.81%、28.39%±2.44%、29.71%±1.68%，蛋白溶出率

虽逐步增高，但增速明显放缓，且组间无显著性差异

（P>0.05）；已知料液比的增加必然会使物料与介质充

分接触从而促进蛋白的溶出转移，但考虑到实际生产

中料液比不宜过大，因此优选 1:12为最佳料液比。

进一步，蛋白溶出率受浸提温度和时间的影响相近，

均表现为先增加后下降的趋势，具体在 50 ℃ 时达

到 27.13%±0.52%、在 90 min的提取时间内提高至

28.39%±0.04%，推测与蛋白质的溶出已达到平衡并

趋于停滞有关[26]，且随着时间的延长，已溶出的蛋白

质可能会发生聚集沉淀从而导致蛋白质表观溶出率

降低；因此优选 90 min为最佳浸提时间。

 2.2.2   菜籽蛋白盐溶提取响应面试验　在单因素优

化的基础上，确定选用 CaCl2 溶液、料液比 1:12、浸

提时间 90 min，利用响应面进一步对 pH、离子强度

和温度进行优化。根据 Box-Behnken原理进行 3因

素 3水平试验设计，试验方案和结果如表 3所示。
  

表 3    响应面试验设计与结果
Table 3    Design and results of response surface experiment

试验号 A：pH B：离子强度 C：温度 蛋白质溶出率（%）

1 0 −1 −1 23.967
2 −1 −1 0 22.087
3 0 0 0 27.360
4 0 0 0 27.903
5 1 −1 0 20.430
6 0 1 1 25.082
7 0 −1 1 24.300
8 0 0 0 28.765
9 1 1 0 20.333
10 0 0 0 27.297
11 0 1 −1 21.401
12 −1 1 0 21.822
13 −1 0 1 23.550
14 −1 0 −1 23.616
15 0 0 0 28.121
16 1 0 −1 20.265
17 1 0 1 23.179

 

 2.2.2.1   蛋白质溶出率回归模型的建立与方差分析

　利用 Design Expert8.0.6软件对结果进行方差分

析（表 4），对拟合回归方程进行方差分析和显著

性检验，将数据进行二次多元回归拟合，得到蛋白质

溶出率（Y）与 pH（A）、离子强度（B）和浸提温度（C）
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的回归方程为：Y=−155.83067+45.7058A+49.3294B+
0.70903C+0.168AB+0.0745AC+0.3348BC−3.8781A2−
45.489B2−0.013586C2。由表 4可知 ，模型 P 值 <
0.0001，表明模型拟合效果显著，能很好地反映变量

与响应变量之间的关系；回归模型的失拟项为

0.7452，即失拟不显著，较好呈现了蛋白溶出率与

pH、离子强度和温度之间的关系；多元决定系数

R2=0.9858，拟合效果较好。进一步的，一次项（A、

C）和二次项（A2、B2、C2）的 P 值均<0.01，交互项

AC、BC的 P 值<0.05，即各变量系数对模型影响

显著。
  

表 4    回归模型方差分析
Table 4    Analysis of variance for regression models

来源模型 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 132.62 9 14.74 53.84 <0.0001 **
A 5.90 1 5.90 21.54 0.0024 **
B 0.58 1 0.58 2.10 0.1903
C 5.89 1 5.89 21.51 0.0024 **
AB 0.000705 1 0.000705 0.026 0.8770
AC 2.22 1 2.22 8.11 0.0248 *
BC 2.80 1 2.80 10.24 0.0151 *
A2 63.32 1 63.32 231.37 <0.0001 **
B2 34.03 1 34.03 124.35 <0.0001 **
C2 7.77 1 7.77 28.40 0.0011 **

残差 1.92 7 0.27
失拟项 0.46 3 0.15 0.43 0.7452
纯误差 1.45 4 0.36
所有项 134.54 16

R2 0.9858 9 R2
adj 0.9675

注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。
 

 2.2.2.2   响应面交互作用分析　在模型分析的基础

上，进一步分析了盐溶工艺中交互因素对蛋白质溶出

率的影响。如图 3所示，模型中交互因素的响应曲

面较为陡峭、开口向下，等高线呈椭圆形，菜籽蛋白

溶出率随提取介质 pH（A）、离子强度（B）及提取温

度（C）的增大呈现先升高后降低的趋势，说明在响应

曲面上存在最大响应值，模型建立良好。同时结合拟

合方程，交互作用 AC、BC对蛋白质溶出率影响显

著（P<0.05），二次项 A2、B2、C2 对蛋白质溶出率影响

极显著（P<0.01）。以蛋白质溶出率最大，分析优化得

到的盐溶提取条件为 pH6.42、离子强度 0.75 mol/
L、浸提温度 52.91 ℃，该条件下理论蛋白溶出率为

28.05%。考虑实际操作，经修正确定最终工艺参数

为以 CaCl2 为盐离子进行提取，离子强度 0.75 mol/
L、pH6.5、浸提温度 53 ℃、料液比 1:12 g/mL、提取

时间 90 min，此条件下进行 3次平行实验，得到蛋白

质溶出率为 27.96%±0.54%，与理论值相当，实验值

和预测值具有良好的相关性，说明该响应面模型和最

优化条件是有效的。

 2.2.2.3   菜籽蛋白提取液形貌分析　对最优条件下

的菜籽蛋白提取溶液进行形貌观察。由图 4可知，

盐溶提取液中菜籽蛋白大部分以均一的球状或类球

状形式存在（直径约 25 nm），少数呈短棒状或聚集

簇，可能为蛋白聚集体，其中部分颗粒呈“珍珠项链”

似的线性排列，考虑到蛋白提取液 pH在 6左右及大

量 Ca2+（0.25 mol/L）的存在，推测钙盐作为凝固剂促

进了提取液中蛋白质的聚集[27]。

 2.3　菜籽蛋白的理化性质

 2.3.1   不同菜籽蛋白的色泽　不同制备方式所获菜

籽蛋白的表观色泽如表 5所示。可以看出，SDP和

AAP的 L*、a*、b*间差异显著（P<0.05），其中 SDP呈

淡黄绿色、AAP呈深黄褐色，与 CAP的淡黄色存在

明显的差距（图 5），通常认为酚类化合物在碱性条件

下会形成酮类物质，而酮类物质会与蛋白质反应产生
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图 3    各试验因素响应曲面图

Fig.3    Surface plot of responses to each test factor
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图 4    盐溶蛋白提取液的 TEM图

Fig.4    TEM images of salt-extracted rapeseed protein solution
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深绿色或棕色物质[28]。总体而言，盐溶透析法获得的

菜籽蛋白色泽较碱提酸沉法的浅，与方雪莲等[12] 利

用弱酸高盐法获得的菜籽蛋白结果一致。

  

图 5    不同菜籽蛋白的光学照片
Fig.5    Optical images of different rapeseed proteins

注：从左向右依次为：盐溶透析蛋白、碱溶酸沉蛋白、市售菜
籽蛋白。
 

 2.3.2   不同菜籽蛋白的成分组成及含量　制备方

式可以显著影响蛋白质的物质组成[6]。如表 6所

示，SDP的粗蛋白含量为 77.12%±0.63%，显著高于

AAP（P<0.05），与前期盐溶法制备所获菜籽蛋白的

纯度相近 [11−12]，但显著低于 Jia等 [29] 利用 NaCl盐
提超滤联合透析法制备的分离菜籽蛋白 94.39%±
1.70%的纯度，推测一方面与其弱碱性环境提取以及

采用脱脂菜籽粕有关，另一方面盐溶蛋白提取液在经

过超滤-透析双重处理后其纯度必然会提升。在

抗营养因子含量方面，SDP的植酸含量最低仅为

0.13%±0.01%，这可能是盐溶过程中 Ca2+与植酸螯合

沉淀的原因，而碱溶过程中植酸则会与蛋白一起溶

出；但 SDP的硫苷含量显著高于 AAP，这与方雪莲

等[12] 利用弱酸高盐法制备的菜籽蛋白中未检出硫

苷、碱溶酸沉蛋白则含有 21.7 μmol/g的结果相反；

但另有研究指出，在酸性 pH（3~7）范围内硫苷的提

取率几乎不受 pH影响[30]，而在碱性条件下其提取率

随 pH升高显著增加[31]，即碱性环境更易于菜籽蛋白

中硫苷的脱除；SDP中的多酚含量与 CAP相近，并

均明显低于 AAP，这也是 AAP颜色较深的原因。
  

表 6    菜籽蛋白的组分及含量
Table 6    Chemical composition and content of rapeseed protein

原料 粗蛋白（%） 植酸（%） 硫苷（μmol/g） 总酚（mg/g）

SDP 77.12±0.63b 0.13±0.01c 3.43±0.13a 0.13±0.02b

AAP 72.75±1.59c 0.61±0.06a 1.95±0.29b 0.43±0.02a

CAP 80.74±0.87a 0.27±0.01b 0.20±0.03c 0.12±0.008b

 

 2.3.3   不同菜籽蛋白的 SDS-PAGE　采用 SDS-
PAGE分析盐溶透析法与碱溶酸沉法对制备菜籽蛋

白的影响。前期研究报道，典型的菜籽蛋白主要由

12S球蛋白（Cruciferin）和 2S白蛋白（Napin）组成，

其中球蛋白为碱性蛋白，由 α-多肽链（30.0~40.0 kDa）

和 β-多肽链（20.0 kDa）以二硫键连接组成，白蛋白

为酸溶蛋白，由两条多肽链（4~5 kDa的小链和 9~

10 kDa的大链）组成[6,32]。从图 6可看出，SDP明显

呈现出 3条条带，分子量分别在~31、~20.1、<14.4 kDa，

并以<14.4 kDa条带为主，说明 SDP中以 Napin组

分居多；相比，APP与 CAP样品中无明显<14.4 kDa

的条带，这主要是因为 Napin为酸溶性蛋白且等电

点约为 11[33]。
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图 6    菜籽蛋白的 SDS-PAGE图谱
Fig.6    SDS-PAGE diagram of rapeseed protein

 

 2.3.4   不同菜籽蛋白的 FTIR光谱　利用傅里叶红

外光谱对蛋白质的二级结构进行分析，通常将光谱的

酰胺 I带（1600~1700 cm−1）进行去卷积处理预测不

同制备方法菜籽蛋白中 α-螺旋、β-折叠、β-转角和无

规则卷曲的相对含量[34]。图 7为三种菜籽蛋白 FTIR

谱图的二阶导光谱，其中 1612~1631  cm−1、1689~

1701cm−1 与 β-折叠结构有关，1631~1645 cm−1 与无

规则卷曲有关，1645~1678 cm−1 与 α-螺旋结构有关，

1678~1689 cm−1 与 β-转角结构有关。由表 7可知，

AAP与 CAP二级结构组成类似，具有较高含量 β-折

 

表 5    不同菜籽蛋白的色泽

Table 5    Color of different kinds of rapeseed protein

样品 盐溶透析蛋白SDP 碱溶酸沉蛋白AAP 市售菜籽蛋白CAP

L* 87.73±1.02b 70.93±0.34c 97.02±0.12a

a* 0.48±0.02c 6.06±0.15a 2.40±0.06b

b* 20.46±0.19b 29.73±0.13a 16.64±0.14c

△E 21.62±0.62b 39.33±0.16a 15.90±0.12c

 

1600162016401660168017001720

 SDP
 AAP
 CAP

β-
sh

ee
t

β-
sh

ee
t

β-
tu

rn

α-
he

lix

R
an

do
m

 c
oi

l

1696
1691

1657

1681
1639

16271619
16411659

波数 (cm−1)

d2 A
/d

v2

图 7    菜籽蛋白的 FTIR光谱

Fig.7    FTIR spectra of the rapeseed protein
 

表 7    菜籽蛋白的二级结构

Table 7    Secondary structure of rapeseed protein

样品 β-折叠（%） 无规则卷曲（%） α-螺旋（%） β-转角（%）

SDP 22.44 17.37 20.41 39.78
AAP 34.78 17.58 17.40 30.24
CAP 35.48 17.78 17.00 29.74
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叠，推测碱溶酸沉的过程会诱导蛋白部分发生变性，

从而形成了更为规则的 β-折叠结构；SDP中相对较

高的 α-螺旋和 β-转角含量与其富含 Napin（天然

Napin具有较高比例的 α-螺旋）有关[35]，推测其具有

更加稳定的结构及柔韧性。此外，不同蛋白间的无规

则卷曲含量无明显差异。总体说明盐溶透析法所制

备的菜籽蛋白具有更加稳定的二级结构，与冶梓芩

等[19] 的研究结果相一致。

 2.3.5   不同菜籽蛋白的溶解特性　蛋白质溶解性是

植物蛋白最重要的功能特性 [36]。如图 8所示，在

pH3~12范围内，SDP、AAP和 CAP的溶解性均随

着 pH的升高表现出先降低后升高的趋势，且相同条

件下 SDP（29.29%±0.99%~75.17%±2.77%）与 AAP
（17.26%±1.22%~76.59%±1.09%）相比具有更高的溶

解度，与以往研究趋势相一致[11]，但却明显低于梅钰

琪等[11] 采用盐溶结合超滤提取蛋白 85%以上溶解

度（pH2~12），推测是其微波处理提高了菜籽蛋白的

溶解度。进一步的，AAP和 CAP的溶解度均在

pH≈4处最小，而 SDP则在 pH≈5附近溶解度最小，

推测与 AAP采用酸沉（pH4.5）进行蛋白回收且组分

以球蛋白为主，而 SDP以 Napin为主有关。此外，相

对应的，AAP和 CAP均在 pH4条件下 Zeta电位绝

对值最小，SDP在 pH5时 Zeta电位接近 0 mV。
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图 8    不同 pH条件下菜籽蛋白的溶解特性
Fig.8    Solubility characteristics of rapeseed protein

under different pH conditions
注：a：溶解度；b：Zeta电位；不同字母表示同一条件下样品间
数据绝对值差异显著（P<0.05）。
 

 3　结论
本文对菜籽蛋白的盐法提取工艺进行了系统优

化，并对菜籽蛋白的物化特性进行了表征。结果表

明，以脱皮冷榨菜籽饼为原料，在进行植酸酶-含水乙

醇梯次前处理的基础上，以 CaCl2 溶液为提取介质，

在离子强度 0.75 mol/L、pH6.5、料液比 1:12 g/mL、
53 ℃ 条件下浸提 90 min，经离心透析冻后可获得蛋

白含量高、抗营养因子含量低的菜籽蛋白；与碱溶酸

沉蛋白相比，盐溶透析菜籽蛋白色泽良好、富含

Napin组分、具有更加稳定的蛋白结构及更优的溶解

特性。综上，盐溶法可作为高品质菜籽蛋白制备的有

效路径之一，可进一步探究前处理对盐溶法制备菜籽

蛋白的影响，为其高效高质开发提供支撑。
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