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摘要：以菜籽多肽粗品为研究对象，利用粉末活性炭进行

脱色处理后，将多肽溶液吸附聚集到ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树

脂上，经乙醇解吸后，得到菜籽精制多肽（ＲＰ７５）。并分析

了菜籽精制多肽 （ＲＰ７５）的基本组成、抗血栓活性、抗炎活

性以及氨基酸组成特性。结果表明，ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树

脂精制的最适工艺是多肽浓度３０ｍｇ／ｍＬ，流速３ＢＶ／ｈ，

ｐＨ４．５，乙醇解吸浓度７５％。精制后菜籽多肽（ＲＰ７５）的肽

含量为７４．９４％，抗营养因子植酸、硫苷均未检出，有丰富氨

基酸组成，并具有良好的抗血栓活性（犐犆５０＝８．８２ｍｇ／ｍＬ）

和抗炎活性 （犐犆５０＝０．８０ｍｇ／ｍＬ），可以作为一种潜在促

进健康的可食用功能性产品。
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油菜的栽种历史悠久，中国作为主要的油菜生产国

之一，油菜籽产量超过１．４０×１０７ｔ。加工处理后，会产生

９．００×１０６ｔ的菜籽饼粕。菜籽饼粕中不仅含有丰富的多

糖、卵磷脂、维生素、微量元素等，还含有高达３５％～４２％

的蛋白质［１］。菜籽蛋白的氨基酸组成合理，与其它植物

蛋白相比，几乎不存在限制氨基酸，具有很好的营养

性［２］。以菜籽蛋白为原料，经生物酶法可以得到利用率

高、易吸收、抗原性低，不会产生过敏反应的小分子菜籽

多肽［３］，其生物活性受到广泛关注。研究表明，菜籽多肽

具有抗氧化［４－６］、抑制 ＡＣＥ
［７］、抑制肿瘤生长等生物活

性［８］，这类研究将促使菜籽多肽在功能性食品市场上有

广阔的前景。

菜籽蛋白在水解制备菜籽多肽的过程中，不仅要用

碱液来调节蛋白酶的最适ｐＨ值，还要通过不断的增加碱

液来维持体系的ｐＨ 值，导致样品中混入了大量的无机

盐。此外，水解液最终色泽呈现黑褐色，干燥后的产品色

泽也较深。这些因素使菜籽肽相关产品在食品、医药等

领域中的应用得到限制。目前在实验室及工业生产中多
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肽物质的精制通常包括脱色、脱盐等步骤，常用的脱色方

法是活性炭脱色，脱盐方法是大孔吸附树脂法［９］。大孔

吸附树脂法，主要是通过分子间疏水相互作用有选择性

地对分子进行吸附，不仅能降低其中可溶性成分，保留水

解物中的疏水性肽段，而且成本较低、重复利用性好［１０］。

目前针对多肽物质的脱盐工艺研究相对集中在大豆

肽及小麦麦胚多肽等［１１－１２］。对于菜籽多肽的研究较少，

而且已有研究基本集中于对分离纯化出的单一肽段进行

鉴定及功能评价，如谢慧慧等［８］从菜籽粕中分离纯化出

菜籽抗肿瘤肽，并结合 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析菜籽抗肿瘤肽

对肿瘤细胞生长及肿瘤细胞内凋亡相关蛋白表达的影

响，初步明确菜籽抗肿瘤肽的作用机理。针对菜籽肽产

品本身的精制研究工艺和产物特性研究还未见报道。本

试验在前期通过酶解菜籽粕制备菜籽多肽的基础上拟就

菜籽多肽的精制工艺中的脱盐进行探讨，以期为后续菜

籽多肽的功能性应用提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

宁杂１９号油菜籽粕：江苏省农业科学院所；

粉末状活性炭、凝血酶（１２ＩＵ／ｍＬ）、脂多糖 （ＬＰＳ）：

化学纯，北京索莱宝科技有限公司；

噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＤＭＥＭ 培养

基、胎牛血清（ＦＢＳ）、双抗（青霉素１０ｋＵ／ｍＬ，链霉素

１０ｍｇ／ｍＬ）：分析纯，美国Ｇｉｂｃｏ公司；

ＮＯ试剂盒：上海碧云天生物科技有限公司；

ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞：上海细胞库；

ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂：郑州勤实科技有限公司。

１．２　仪器与设备

数显恒温水浴锅：ＨＨ４型，国华电器有限公司；

纯水机：ＭｉｌｌｉＱ型，美国密理博公司；

台式冷冻干燥机：ＦｒｅｅＺｏｎｅ２．５Ｌ型，美国ＬＡＢＣＯＮ

ＣＯ公司；

紫外可见分光光度计：Ｕ３９００型，日本 ＨＩＴＡＣＨＩ

公司；

上下摇摆摇床：ＴＹ８０Ｂ型，南京大学；

生物安全柜：１３００Ａ型，美国赛默飞世尔科技有限

公司；

ＣＯ２ 培养箱：２５０ｉ型，美国赛默飞世尔科技有限

公司；

酶标仪：ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ２ｅ型，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ

公司；

氨基酸分析仪：Ｌ８９００型，日本 Ｈｉｔｔａｃｈｉ公司。

１．３　试验方法

１．３．１　菜籽肽粗品制备　根据实验室优化的条件，以宁

杂１９号油菜籽粕（由江苏省农业科学院所提供）为原料，

将菜籽饼粕粉碎、脱油后，利用碱提酸沉提取菜籽分离蛋

白，通过Ａｌｃａｌａｓｅ和Ｆｌａｖｏｕｒｚｙｍｅ分步水解制备菜籽蛋白

水解物，Ａｌｃａｌａｓｅ添加量６０００ＩＵ／ｇ，水解时间３ｈ；Ｆｌａ

ｖｏｕｒｚｙｍｅ添加量４０００ＩＵ／ｇ，水解时间２ｈ，制备得到菜

籽肽粗品。

１．３．２　粉末活性炭脱色处理　取一定量菜籽多肽液，根

据本实验室优化后的条件，采用粉末活性炭脱色。活性

炭添加量２％，脱色温度６０℃，脱色时间６０ｍｉｎ，ｐＨ３．５。

此时，多肽脱色率为８５．４１％，回收率为７１．５４％。将脱色

后的菜籽多肽冷冻干燥后于－２０℃储藏备用。

１．３．３　ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂精制工艺确定

（１）样品浓度的影响：将脱色后的菜籽多肽配置成

１５，３０，４５，６０，７５ｍｇ／ｍＬ。然后分别取一定量的菜籽多

肽脱色溶液以２ＢＶ／ｈ流速流经层析柱，上样吸附结束

后，用２ＢＶ蒸馏水洗脱，再用５０％乙醇解吸，流速与上样

流速一致，洗脱２ＢＶ后停止洗脱，旋转蒸发浓缩后，测定

脱盐率和肽的回收率。取水解液５ｍＬ，加入１０％三氯乙

酸溶液５ｍＬ，静置３０ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ（８０００×犵）。取

１ｍＬ上清液加入３ｍＬ双缩脲溶液（０．７５ｇ无水硫酸铜

和３ｇ酒石酸钾钠溶于２５０ｍＬ的蒸馏水，在搅拌时加入

１０％氢氧化钠溶液１５０ ｍＬ 和碘化钾０．５ｇ，定容至

５００ｍＬ），在２５℃条件下，静置３０ｍｉｎ后，在５４０ｎｍ处

测定吸光度。以牛血清蛋白为标准蛋白绘制标准曲线，

对照标准曲线求得样品溶液中的蛋白含量（ｍｇ／ｍＬ）。按

式（１）计算蛋白回收率。

犮＝
犿１

犿２
×１００％ ， （１）

式中：

犮———蛋白回收率，％；

犿１———菜籽蛋白水解液中蛋白含量，ｍｇ／ｍＬ；

犿２———菜籽粗蛋白含量，ｍｇ／ｍＬ。

（２）流速的影响：取一定量菜籽多肽脱色溶液，分别

以１，２，３，４，５ＢＶ／ｈ流速流经层析柱，上样吸附结束后，

用２ＢＶ蒸馏水洗脱，再用５０％乙醇解吸，流速与上样流

速一致，洗脱２ＢＶ后停止洗脱，旋转蒸发浓缩后，测定脱

盐率和肽回收率。

（３）ｐＨ的影响：取一定量的菜籽多肽脱色溶液，分

别调节ｐＨ为３．５，４．５，５．５，６．５，７．５，然后都以２ＢＶ／ｈ流

速流经层析柱，上样吸附结束后，用２ＢＶ蒸馏水洗脱，再

用５０％乙醇解吸，流速与上样流速一致，洗脱２ＢＶ后停

止洗脱，旋转蒸发浓缩后，按式（２）、（３）计算脱盐率和肽

回收率。

犮＝１－
犮１×狏１

犮２×狏２
×１００％， （２）

式中：

犮———脱盐率，％；
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犮１———脱盐后Ｃｌ
－浓度，ｍｇ／ｍＬ；

狏１———收集液体积，ｍＬ；

犮２———脱盐前Ｃｌ
－浓度，ｍｇ／ｍＬ；

狏２———上样体积，ｍＬ，

犮１＝
犿３

犿４
×１００％， （３）

式中：

犮１———肽回收率，％；

犿３———脱盐后样品多肽含量，ｍｇ／ｍＬ；

犿４———脱盐前样品多肽含量，ｍｇ／ｍＬ。

（４）解吸剂的影响：不同体积分数的乙醇解吸试验经

脱色条件处理，并确定大孔吸附树脂精制工艺后，在解吸

阶段分别采用体积分数２５％，５０％，７５％，１００％的乙醇解

吸，经过旋转蒸发、冷冻干燥后得到４个菜籽肽组分，分

别是ＲＰ２５、ＲＰ５０、ＲＰ７５、ＲＰ１００。按式（４）计算精制肽回

收率。

犮２＝
犿５

犿６
×１００％， （４）

式中：

犮２———精制肽回收率，％；

犿５———冻干后各组分的多肽含量，ｍｇ／ｍＬ；

犿６———解吸前样品多肽含量，ｍｇ／ｍＬ。

１．３．４　产物特性测定

（１）多肽含量：参照文献［１３］。

（２）含盐量：参照文献［１４］。

（３）灰分：按ＧＢ／Ｔ５００９．４—２００３执行。

（４）单宁含量：采用邻二氮菲—铁（Ⅲ）分光光度

法［１５］。称取一定量的样品溶于水中，在９５℃中水浴１ｈ

后，冷却至室温，过滤，将滤液移至１００ｍＬ容量瓶中并定

容。从１００ｍＬ容量瓶中取稀释液１ｍＬ于５０ｍＬ容量

瓶中，分别加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ的铁（Ⅲ）溶液（称取２．４１ｇ硫

酸铁铵溶于５００ｍＬ蒸馏水，并加入０．５ｍＬ浓硫酸）

３ｍＬ，置于８０℃水浴２５ｍｉｎ。冷却至室温后依次加入缓

冲液（１５ｇ冰醋酸和２０ｇ醋酸钠溶于２５０ｍＬ蒸馏水，配

成ｐＨ４．４的溶液）４ｍＬ、０．０１５ｍｏｌ／Ｌ的邻二氮菲溶液

（取邻二氮菲 １．４８５ｇ溶于 ５００ ｍＬ 蒸馏水）６ ｍＬ、

０．０５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ 溶 液 （０．２５ｇＥＤＴＡ 二 钠 盐 溶 于

５００ｍＬ蒸馏水）１ ｍＬ，定容至 ５０ ｍＬ 后摇匀，静置

１０ｍｉｎ，在５１０ｎｍ波长测定 ＯＤ值。对照单宁标准曲线

求得样品溶液中单宁的含量。

（５）植酸含量：采用三氯化铁滴定法
［１６］。取２ｇ样品

于５０ｍＬ容量瓶，采用盐酸浸提，离心后取２ｍＬ上清液，

稀释至１０ｍＬ。加入１０ｇ／１００ｍＬ磺基水杨酸溶液２滴，

用三氯化铁溶液滴定至紫色不褪去。

（６）硫苷含量：采用氯化钯法
［１７］。称取样品０．１ｇ于

１０ｍＬ试管中，在沸水浴中干蒸１０ｍｉｎ，加入８ｍＬ的沸

水，接着在沸水浴中蒸煮４０ｍｉｎ，搅拌后，取出来静置冷

却后，稀释至１０ｍＬ。取０．５ｍＬ过滤后，加入０．１％羧甲

基纤维素钠２ｍＬ，再加入氯化钯显色溶液（称取１７７ｍｇ

的氯化钯加入６．２％的盐酸溶液２ｍＬ和２０ｍＬ的蒸馏

水，加热溶解后定容至２５０ｍＬ）１ｍＬ，然后在２４℃恒温

箱中放置３ｈ，在５４０ｎｍ测 ＯＤ值。经换算得出硫苷含

量，并以氯化钯、羧甲基纤维素钠空白溶液作为参比

溶液。

（７）产物体外抗血栓活性：酶标仪温度设置３７℃，检

测波长４０５ｎｍ。不同浓度的样品溶液、凝血酶溶液和纤

维蛋白溶液都以０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ和０．１２ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＮａＣｌ混合缓冲溶液配置（ｐＨ７．２）。在９６孔板里加入

０．１ｇ／１００ｍＬ纤维蛋白原溶液 １４０μＬ 和 样 品 溶 液

４０μＬ，混合均匀后在４０５ｎｍ处读数（犛犅）。加入１０μＬ

的凝血酶溶液（１２ＩＵ／ｍＬ），启动反应１０ ｍｉｎ后，在

４０５ｎｍ 处读数（犛）。取４０μＬ的缓冲液代替样品溶液，

重复上述步骤，读数分别是犆犅 和犆
［１８］。样品凝血酶的

抑制率按式（５）计算：

犮０＝
（犆－犆犅）－（犛－犛犅）

（犆－犆犅）
×１００％， （５）

式中：

犮０———凝血酶的抑制率，％；

犆———缓冲液启动反应 １０ ｍｉｎ 后 在 ４０５ｎｍ 处

ＯＤ值；

犆犅———缓冲液混合均匀后在４０５ｎｍ处ＯＤ值；

犛———样品溶液启动反应１０ｍｉｎ后在４０５ｎｍ 处

ＯＤ值；

犛犅———样品溶液缓冲液混合均匀后在４０５ｎｍ 处

ＯＤ值。

（８）产物体外抗炎活性：将小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７

放置于培养基ＤＭＥＭ（１０％ ＦＢＳ，０．１％青霉素—链霉素

溶液）中生长，并在３７℃、５％ ＣＯ２条件下进行培养。将

１００μＬ的小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７接种于９６孔板中

（２× １０５ 个／孔），加 入 不 同 浓 度 （１００，２００，５００，

１０００μｇ／ｍＬ）的样品。１ｈ后加入浓度为１μｇ／ｍＬ的

ＬＰＳ（脂多糖），在培养箱（３７℃，５％ ＣＯ２）中孵育２４ｈ。

２４ｈ后使用ＮＯ试剂盒测定上清液 ＮＯ的释放量，吸取

５０μＬ的上清液于９６孔板中，并加入ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔＩ和

ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔＩＩ试剂各５０μＬ反应１０ｍｉｎ，在５４０ｎｍ

测定吸光度。ＮＯ很不稳定，会在细胞中迅速代谢生成

ＮＯ－２ 、ＮＯ
－
３ 。通过测定其中亚硝基盐含量来间接反映细

胞中ＮＯ的释放量。ＮＯ－２ 浓度用不同浓度的亚硝酸钠

替代样品做标准曲线来确定。

犮＝
犮１－犮２

犮１
×１００％， （６）

式中：
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犮———ＮＯ抑制率，％；

犮１———只加入 ＬＰＳ（脂多糖）所产生的亚硝酸盐浓

度，μｇ／ｍＬ；

犮２———加入不同浓度样品和ＬＰＳ（脂多糖）所产生的

亚硝酸盐浓度，μｇ／ｍＬ。

（９）产物氨基酸组成分析：取０．２ｇ样品置于水解管

中，加入６ｍｏｌ／Ｌ的盐酸，真空封口，在１１０℃条件下水

解２４ｈ。反应结束后经过滤浓缩后采用０．０２ｍｏｌ／ｍＬ的

ＨＣｌ溶液定容至５０ｍＬ，再经０．２２μｍ的过滤器过滤后，

采用氨基酸分析仪进行氨基酸组分的分析。

１．４　数据处理

每组试验均重复３次，结果表示为平均值±标准偏

差。利用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行方差分析，显著性水平

为Ｐ＜０．０５。

２　结果与讨论
２．１　ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂精制工艺研究

２．１．１　样品浓度的影响　样品浓度对脱盐率和多肽回收

率的影响见图１。由图１可知，随着多肽液浓度的升高，

多肽回收率呈下降趋势，当多肽液浓度＞３０ｍｇ／ｍＬ时，

多肽回收率下降趋势加剧。多肽液浓度较低时，肽能够

与大孔树脂充分地接触，在疏水相互作用下，尽可能多地

被吸附。但随多肽液浓度的降低，生产周期就会延长，

图１表明，整体上多肽液浓度对脱盐率没有明显影响。

综合考虑，多肽液浓度可选择３０ｍｇ／ｍＬ。

图１　样品浓度对多肽回收率和脱盐率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ

ｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｄｅｓａｌｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

２．１．２　流速的影响　流速对脱盐率和多肽回收率的影响

见图２。由图２可知，洗脱流速不同对多肽回收率有显著

的影响，洗脱流速１ＢＶ／ｈ时比５ＢＶ／ｈ多肽回收率高出

１２．０２％；而整体来看，流速对脱盐率显著性不明显。因为

洗脱流速３ＢＶ／ｈ时比１ＢＶ／ｈ多肽回收率没有明显的降

低，且流速越快生产周期越短，所以选择３ＢＶ／ｈ较为

合理。

２．１．３　ｐＨ的影响　ｐＨ对脱盐率和多肽回收率的影响见

图２　流速对多肽回收率和脱盐率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｌｏｗｒａｔｅｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅａｎｄ

ｄｅｓａｌｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

图３。图３表明，ｐＨ 对脱盐率影响不大，而在 ｐＨ 为

４．５～５．５时多肽回收率较大，当ｐＨ为４．５时多肽回收率

最大，可能是当ｐＨ值在蛋白质等电点时，蛋白质分子所

带净电荷少，分子间的静电斥力小，吸引力增强，所以不

易被水洗脱，选择ｐＨ４．５较为合理。

２．１．４　解吸剂的影响　图４为不同体积分数乙醇解吸所

得的多肽回收率。７５％乙醇解吸所得组分的多肽回收率

最高（７４．４０％）。随着乙醇体积分数的增加，解吸率增加，

图３　ｐＨ对多肽回收率和脱盐率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｅｐｔｉｄｅａｎｄ

ｄｅｓａｌｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图４　乙醇体积分数对多肽回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｅｔｈａｎｏｌｏｎｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｏｖｅｒｙ
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但乙醇浓度太高，达到１００％时，肽类物质难以溶解，解吸

液也出现了浑浊现象［１９－２０］。解吸时，不同体积分数乙醇

的极性不同，导致与不同肽段亲和力不一样，所以以不同

体积分数乙醇对菜籽肽进行洗脱，可能得到具有不同生

物活性的菜籽多肽［２１］。

２．２　ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂精制过程中解吸剂浓度对

多肽功能特性的影响

　　不同体积分数乙醇洗脱组分的凝血酶抑制率见图５；

不同体积分数的乙醇洗脱组分对ＬＰＳ刺激诱导小鼠巨噬

细胞ＲＡＷ２６４．７释放ＮＯ的抑制作用见图６。抑制凝血

酶催化形成纤维蛋白能力，即凝血酶抑制率可以用来评

价体外抗血栓的能力。由图５可知，随着浓度的不断增

加（２．５～２０．０ｍｇ／ｍＬ），４个组分（ＲＰ２５、ＲＰ５０、ＲＰ７５、

ＲＰ１００）的凝血酶抑制率也不断增加，ＲＰ２５、ＲＰ５０、ＲＰ７５、

ＲＰ１００的犐犆５０值分别是１６．９４，１３．１３，８．８２，９．０８ｍｇ／ｍＬ，

其中ＲＰ７５的抑制凝血酶催化形成纤维蛋白的能力最强。

　　本试验中，采用ＬＰＳ刺激诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７

不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图５　不同体积分数的乙醇洗脱组分的凝血酶抑制率

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｒｏｍｂｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｅｔｈａｎｏｌｅｌｕｔｉｏｎ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ

图６　不同体积分数乙醇洗脱组分对ＬＰＳ诱导小鼠

巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７释放ＮＯ的抑制作用

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌｅｌｕｔｉｏｎｃｏｍｐｏ

ｎｅｎｔｓ ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｎ ＮＯ

ｒｅａｅａｓｅｉｎＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

释放ＮＯ的炎症模型来评价体外抗炎活性。由图６可

知，ＲＰ２５、ＲＰ５０、ＲＰ７５、ＲＰ１００在０．１～０．２ｍｇ／ｍＬ时，

ＬＰＳ刺激诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７产生的ＮＯ释放

量没有显著性差异（Ｐ＞０．０５），ＲＰ２５、ＲＰ５０、ＲＰ７５、ＲＰ１００

在０．５ｍｇ／ｍＬ后，ＬＰＳ刺激诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７

产生的ＮＯ释放量有了显著性差异（Ｐ＜０．０５）。ＲＰ２５、

ＲＰ５０、ＲＰ７５、ＲＰ１００抑制 ＬＰＳ刺激诱导小鼠巨噬细胞

ＲＡＷ２６４．７释放ＮＯ的犐犆５０值分别是０．９７，１．０１，０．８０，

０．７８ｍｇ／ｍＬ。结合２．１．４，精制工艺中解吸时乙醇的体积

分数选择７５％较为合理，此时，ＲＰ７５具有良好的抗血栓

活性 （犐犆５０ ＝８．８２ ｍｇ／ｍＬ）和 抗 炎 活 性 （犐犆５０＝

０．８０ｍｇ／ｍＬ）。Ｚｈｏｎｇ 等
［２２］发 现 大 豆 蛋 白 水 解 物 用

ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂处理时，经７５％乙醇洗脱的组分

具有最高的降胆固醇活性；Ｚｈａｎｇ等
［２３］研究发现草鱼鱼

鳞肽经８０％乙醇洗脱的组分具有最高的ＡＣＥ抑制活性；

Ｚｈａｎｇ等
［２４］认为ＲＰＨ５５（ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂纯化菜

籽蛋白水解液时，经５５％乙醇洗脱的菜籽肽组分）总抗氧

化高于ＲＰＨ２５和ＲＰＨ８５，所以ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂

可以用不同体积分数的乙醇解吸来分离纯化肽类以满足

不同功能活性的需求。

２．３　菜籽精制多肽（ＲＰ７５）的基本组成

从表１来看，经ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂精制后的菜

籽多肽，肽含量高达７４．９４％，灰分含量为２．２５％，单宁含

量为０．６０％，而植酸和硫苷均未检出。菜籽精制多肽

（ＲＰ７５）抗营养因子总体含量较低，肽含量较高，无机物含

量较低，基本满足食用要求。

表１　菜籽精制肽的组成

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｒａｐｅｓｅｅｄｒｅｆｉｎｅｄｐｅｐｔｉｄｅ

肽／％ 灰分／％ 单宁／％ 植酸 硫苷

７４．９４±０．８５ ２．２５±０．２３ ０．６０±０．０９ 未检出 未检出

２．４　菜籽精制多肽（ＲＰ７５）的氨基酸组成特性

从表２可以看出，菜籽精制多肽（ＲＰ７５）是由丰富氨

基酸组成的植物蛋白肽。菜籽精制多肽（ＲＰ７５）中 Ｇｌｕ、

必需氨基酸、疏水性氨基酸以及带正电荷氨基酸含量较

高，分别占氨基酸总量的１６．５０％，３４．７７％，３６．１０％，

１４．８８％。研究表明，疏水性氨基酸和Ｇｌｕ残基含量可能

在抗血栓活性方面起到了重要的作用［２５－２６］；带正电荷的

氨基酸和疏水性氨基酸被认为在肽的抗炎活性方面起到

了作用［２７］，由此可以推断 ＲＰ７５可能具有较好的抗血栓

和抗炎活性。

３　结论
本研究发现利用ＤＡ２０１Ｃ大孔吸附树脂精制菜籽肽

的最佳工艺条件为多肽浓度３０ｍｇ／ｍＬ，流速３ＢＶ／ｈ，

ｐＨ４．５，乙醇解吸浓度７５％。经测定利用该方法制得的
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表２　菜籽精制多肽（ＲＰ７５）的氨基酸组成

Ｔａｂｌｅ２　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｒａｐｅｓｅｅｄｒｅｆｉｎｅｄ

ｐｅｐｔｉｄｅ ｇ／１００ｇ

氨基酸 含量 氨基酸 含量

Ａｓｐ ６．８５ Ｔｙｒ ３．３９

Ｔｈｒ ３．７４ Ｐｈｅ ３．６２

Ｓｅｒ ３．４９ Ｌｙｓ ３．９９

Ｇｌｕ １３．３３ Ｈｉｓ ２．３１

Ｇｌｙ ３．９６ Ａｒｇ ５．７２

Ａｌａ ４．７２ Ｐｒｏ ４．０９

Ｃｙｓ ４．８３ ＥＡＡ ２８．０８

Ｖａｌ １．５４ ＰＣＡＡ １２．０２

Ｍｅｔ ０．０３ ＨＡＡ ２９．１６

Ｉｌｅ ３．３８ 总量 ８０．７７

Ｌｅｕ １１．７８



　　必需氨基酸（ＥＡＡ）：Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ、Ｔｈｒ、Ｐｈｅ、Ｌｙｓ；疏水

性氨基酸（ＨＡＡ）：Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｒｏ、Ａｌａ；带正电

荷氨基酸（ＰＣＡＡ）：Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ｈｉｓ。

菜籽精制多肽（ＲＰ７５）中抗营养因子总体含量较低，肽含

量较高，有丰富氨基酸，并具有良好的抗血栓活性和抗炎

活性。

但是本研究仅通过成分分析、体外抗血栓及抗炎活

性测定进行了研究，后续将在此基础上通过细胞试验及

分子生物学评价手段对菜籽多肽的功能特性和作用机制

进行进一步的探究，以期为其功能性应用提供理论依据。
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表５　主成分因子旋转后的载荷矩阵

Ｔａｂｌｅ５　Ｌｏａｄｍａｔｒｉｘａｆｔｅｒｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｆａｃｔｏｒｒｏｔａｔｉｏｎ

变量 因子１ 因子２ 因子３ 因子４

总香味量 ０．８５８ ０．１３９ ０．３９９ ０．１１９

新植二烯 ０．０１８ ０．７９６ ０．１５８ －０．０１５

酮类　　 ０．８５３ －０．０１０ ０．０８２ －０．０３８

醛类　　 ０．８１７ ０．１６９ －０．２０１ ０．１７２

醇类　　 －０．０８６ ０．１３４ ０．７９９ －０．１０１

酯类　　 ０．６８９ ０．３２６ ０．１０３ ０．４２５

呋喃类　 ０．４３８ ０．１５８ －０．０５８ ０．８８９

酚类　　 ０．８８７ －０．１７１ ０．０１１ －０．２１３

氮杂环类 ０．４３２ ０．４９３ ０．０５１ ０．０９９

　　犉２ ＝０．１３９犡１ ＋０．７９６犡２ －０．０１犡３ ＋０．１６９犡４ ＋

０．１３４犡５＋０．３２６犡６＋０．１５８犡７－０．１７１犡８＋０．４９３犡９，（４）

犉３＝０．３９９犡１＋０．１５８犡２＋０．０８２犡３ －０．２０１犡４ ＋

０．７９９犡５＋０．１０３犡６－０．０５８犡７＋０．０１１犡８＋０．０５１犡９，（５）

犉４＝０．１１９犡１－０．０１５犡２－０．０３８犡３ ＋０．１７２犡４ －

０．１０１犡５＋０．４２５犡６－０．８８９犡７－０．２１３犡８－０．０９９犡９。（６）

从关系表达式可看出，总香味含量、醛类、酚类和酮

类在第１主成分上有较高的正载荷，说明第１主成分可

以体现这些指标的信息；氮杂环类和新植二烯对第２主

成分影响较大；总香味含量和醇类对第３主成分影响较

大；对第４主成分影响较大的是呋喃类和酯类。

３　结论
（１）不同卷烟烟丝中致香成分和评吸质量之间具有

一定的相关性，其中，卷烟评吸指标香气和杂气与所含的

总香味物质以及大部分香味物质呈显著正相关；刺激性

和余味与各类致香物质不具有相关性。由此，在追求卷

烟烟香的同时，要充分考虑致香物质附带的杂气对卷烟

感官质量的负面影响，针对不同叶组配方可通过精确的

量化配比试验，确定卷烟的最佳致香状态。

（２）对致香成分和评吸指标进行多元线性逐步回归

分析，得到香气和谐调的２个预测模型方程，经显著性测

验均达到了极显著水平，均可为预测和估计卷烟香气和

谐调性提供参考依据。另外，总香味含量、酮类、新植二

烯、酚类和醛类作为影响卷烟感官质量的主要影响因子，

总香味含量对感官质量的影响尤为关键。该结果对卷烟

产品维护及新型卷烟配方的设计具有积极意义。

烟丝挥发性香味物质与类型卷烟感官质量相关性研

究有助于为卷烟配方制定及维护提供标准设定依据，从

而实现稳定卷烟产品的感官质量和吸食品质的目的。但

当前尚未能形成烟丝挥发性香味物质标准数据库，如能

构建标准数据库，将有助于排除因不同评吸人员感官差

异造成的卷烟产品香味不稳定因素，这也是下一步研究

的方向。
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