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油料蛋白

菜籽清蛋白的主要成分分析

及急性毒性试验研究
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摘要：为了探讨菜籽清蛋白作为食品添加剂和蛋白强化剂的可能性，对从菜籽粕中提取的菜籽清蛋

白进行主要成分分析和急性毒性试验。结果表明：相比于菜籽粕，超声辅助提取的菜籽清蛋白中的

抗营养因子植酸、单宁和硫甙含量明显降低，蛋白质含量大幅提高，水分、灰分和粗脂肪含量有所降

低；急性毒性试验结果初步表明菜籽清蛋白无毒，可考虑将其作为蛋白添加剂或营养强化剂应用于

食品工业中。
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　　菜籽蛋白或菜籽肽具有降血压［１－２］、抑制肿

瘤［３－４］、结合胆汁酸［５］等多种生理活性，但多为实验

室研究阶段，目前尚未见其实际运用于临床药物或

保健品开发。菜籽清蛋白属于菜籽蛋白中的主要成

分之一，具有良好的抗氧化活性［６］，尤其是超声辅

助提取的菜籽清蛋白［７］。为保证菜籽清蛋白在食

品或药品中应用的安全性，本研究对菜籽清蛋白进

行主要成分分析和急性毒性试验。

急性毒性试验是指动物经一次性或２４ｈ内多
次给予受试物后短期内产生的毒性反应［８］。我国

对食品毒性一般分为６级，即极毒、剧毒、中等毒、低
毒、实际无毒和无毒，无毒时小鼠一次经口半数致死

量（ＬＤ５０）大于１５０００ｍｇ／ｋｇ
［９］。本研究根据经典急

性毒性试验原则，以昆明（ＫＭ）小鼠为研究对象，对
超声辅助提取的菜籽清蛋白进行毒性评价，观察灌

胃后毒性反应，为后期菜籽清蛋白的临床或工业化

应用提供依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂
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菜籽粕，益海嘉里（武汉）粮油工业有限公司；

ＫＭ小鼠，ＳＰＦ级，雌雄各半，体重范围１８～２２ｇ，由
湖北省疾病预防控制中心提供。

羧甲基纤维素钠（食品级），郑州强盛食品添加

剂有限公司；中性红（分析纯），天津市大茂化学试

剂厂；甲基紫（分析纯），天津市河东区红岩试剂厂；

无水乙醇（分析纯），国药集团化学试剂有限公司；

生理盐水（医药级），河北天成药业股份有限公司；

医用酒精（医药级），新泰市百胜酒精制品有限

公司。

１．１．２　仪器与设备
ＡＬ２０４分析天平，梅特勒 －托利多仪器（上海）

有限公司；ＫＱ２２００ＤＢ型数控超声波清洗器，昆山
市超声仪器有限公司；ＨＨ－２恒温水浴锅，金坛市
杰瑞尔电器有限公司；ＷＨ－２微型旋涡混合仪，上
海沪西分析仪器厂有限公司；１２号灌胃针头，北京
恒奥生物科技公司。

１．２　试验方法
１．２．１　菜籽清蛋白的制备

将菜籽粕粉碎后过６０目筛，用６０～９０℃石油
醚脱脂后进行超声辅助提取，提取条件参考赵蓓

等［１０］的方法，向提取液中加入 ７５％饱和度的硫酸
铵于２５℃下搅拌２ｈ，再于４℃下静置数小时以沉
淀蛋白，待蛋白充分沉淀后离心，弃去上清液，用５
倍体积７０％乙醇洗涤蛋白分离液进行脱色，再将其
倒入相对分子质量为８０００～１２０００Ｄａ的透析袋
中，置于４℃冰箱，浸于超纯水中透析２４ｈ，每８ｈ
换水一次。将蛋白透析袋中液体进行真空冷冻干燥

２ｄ，冻干后于－１８℃冰箱保存。急性毒性试验临用
前用０．５％羧甲基纤维素钠溶液配制悬浮液［１１］。

１．２．２　菜籽粕和菜籽清蛋白中主要成分的测定
蛋白质含量的测定采用ＧＢ５００９．５—２０１０中的

凯氏定氮法；粗脂肪含量的测定采用 ＧＢ／Ｔ５５１２—
２００８中的索氏抽提法；水分含量的测定采用 ＧＢ
５００９．３—２０１０中的恒重法；灰分含量的测定采用
ＧＢ５００９．４—２０１０中的高温灼烧法；单宁含量的测
定参照 ＧＢ／Ｔ２７９８５—２０１１中的 Ｆｏｌｉｎ－Ｄｅｎｉｓ比色
法；植酸含量的测定参照 ＧＢ／Ｔ５００９．１５３—２００３中
的三氯化铁－磺基水杨酸法。

硫代葡萄糖甙含量的测定参照甘莉［１２］、王宁

惠［１３］等报道的氯化钯法，略做改动：取１００ｍｇ样品
置于１０ｍＬ刻度具塞试管，在沸水浴中干蒸１０ｍｉｎ，
加入５ｍＬ沸水后继续蒸煮３０ｍｉｎ，取出冷却后加入
蛋白质沉淀剂定容至１０ｍＬ，摇匀后过滤。取１ｍＬ
滤液于具塞试管，加入２ｍＬ０．１５％羧甲基纤维素钠

溶液并摇匀，再加入１ｍＬ８ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钯显色液，
摇匀后于２０～２５℃下放置２ｈ，以氯化钯 －羧甲基
纤维素钠溶液作空白，用分光光度计在５４０ｎｍ处测
其消光值。硫甙含量计算公式：总硫甙含量＝０．２＋
１８５．２×消光值。
１．２．３　急性毒性ＬＤ５０试验

取ＫＭ小鼠１２只，雌雄各半，按体重随机分为３
组：空白对照组、溶媒组和给药组。试验条件：给药

前禁食１２ｈ（不禁水），温度２０～２５℃，湿度６０％ ～
７０％，光照１２ｈ／１２ｈ。以吸入灌胃针头的菜籽清蛋
白悬浮液最大质量浓度为０．５ｇ／ｍＬ，按灌胃量２０
ｍＬ／ｋｇ进行灌胃给药，１ｈ后恢复饮食。空白组给
以等比例蒸馏水，溶媒组以等比例０．５％羧甲基纤
维素钠溶液代替。给药后观察小鼠有无毒性反应及

死亡情况，给药后４ｈ持续观察，此后每天观察一
次，记录各组小鼠的生理状况等急性毒性观察项目。

测定各组小鼠每天采食量及体重变化，在８ｄ时处
死小鼠并解剖，观察各脏器（心、肝、脾、肺、肾等）变

化。若过程中无死亡或中毒现象，则以最大给药量

进行灌胃继续试验。

１．２．４　最大耐受量（ＭＴＤ）试验
按体重将雌雄各半的 ＫＭ小鼠随机分为３组：

空白对照组、溶媒组和给药组，试验条件同１．２．３设
定。给药前禁食不禁水１２ｈ，给药组为０．５ｇ／ｍＬ的
菜籽清蛋白悬浮液，空白组为蒸馏水，溶媒组为

０５％的羧甲基纤维素钠溶液，给药量均按最大灌胃
量４０ｍＬ／ｋｇ进行。给药１ｈ后恢复自由饮食，根据
急性毒性观察项目持续观察小鼠４ｈ，以后每天观察
２次（上午、下午），共连续观察１４ｄ。测定各组小鼠
每天采食量及体重变化，试验结束处死小鼠，解剖观

察各脏器变化，剔除周围脂肪并用生理盐水清洗，称

重后计算脏器系数。脏器系数 ＝脏器质量／动物体
重×１０。
１．２．５　统计分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对试验数据进行单因素方
差分析，结果均以“平均值±标准差（ｘ±ｓ）”表示。
２　结果与讨论
２．１　主要成分分析

对菜籽粕和超声辅助提取的菜籽清蛋白进行主

要成分分析，结果见表１。
由表１可知，超声辅助提取的菜籽清蛋白中蛋

白质含量约为８２．４２％，大大高于菜籽粕中的蛋白
质含量３９０７％。所制备的菜籽清蛋白为浅灰色粉
末状，质地蓬松，焦香味，纯度在８０％左右，其中抗
营养因子含量较菜籽粕大幅度降低，植酸、单宁和硫
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甙含量分别由菜籽粕中的２．７５％、３．０６％和３６．１０
μｍｏｌ／ｇ降至０．１１％、１．２４％和４．９７μｍｏｌ／ｇ。植酸
会影响蛋白质的消化利用率，同时能抑制消化水解

酶的活性［１４－１５］；单宁具有苦涩味和辛辣味，适口性

较差［１６］；硫甙在芥子酶的作用下水解生成的硫氰酸

盐、异硫氰酸盐、腈类等都具有一定的毒性［１７］。这

些抗营养因子的降低表明超声辅助提取的菜籽清蛋

白的安全性有所提高，为了保证菜籽清蛋白在食品

或药品中应用的安全性，本研究进一步对菜籽清蛋

白进行了急性毒性试验。

表１　样品的主要成分含量（ｘ±ｓ）

主要成分 　菜籽粕 菜籽清蛋白

水分／％ ８．３４±１．４１ ５．７３±０．８２
灰分／％ ８．０５±０．２６ １．０８±０．２１
蛋白质／％ ３９．０７±２．０１ ８２．４２±４．３７
粗脂肪／％ ２．４７±０．０６ ０．７８±０．０７
植酸／％ ２．７５±０．１１ ０．１１±０．０６
单宁／％ ３．０６±０．０８ １．２４±０．０９
硫甙／（μｍｏｌ／ｇ） ３６．１０±２．８１ ４．９７±０．１６

２．２　ＬＤ５０试验
灌胃后各组小鼠最初活动量均有所减少，安静

倦怠，２ｈ后活动量增加，７ｄ内小鼠活动正常、排泄
无异常、体毛光滑、色泽泛亮、无任何呼吸异常行为、

口鼻眼均无异常分泌物，无小鼠死亡现象，并且３组
间小鼠表现基本无变化。

给药１ｈ后恢复自由饮食，７ｄ各组小鼠的平均
采食量及体重变化分别见表２和图１。

由表２可知，给药后小鼠的平均采食量刚开始
比较低，后随时间延长逐渐增加，６ｄ后采食量增加
变得缓慢，并且各组间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。结

合图１中小鼠自身的体重变化可发现，１ｄ时小鼠体
重有所减少，之后每天体重呈现稳定上升趋势，溶媒

组小鼠体重变化与给药组小鼠体重变化趋势相近，

差异不显著。

表２　ＬＤ５０试验中小鼠平均采食量的变化（ｘ±ｓ）

给药后

时间／ｄ
平均采食量／（ｇ／只）

空白组 溶媒组 给药组

１ ４．４８±０．２１ ４．５３±０．１９ ４．３２±０．３７
２ ４．６２±０．２３ ４．８８±０．２８ ４．４２±０．２８
３ ５．９６±０．３２ ５．８４±０．３３ ５．７２±０．４１
４ ６．３３±０．３３ ６．１２±０．４１ ６．３１±０．３５
５ ６．０５±０．４１ ６．４１±０．３１ ６．２８±０．５２
６ ６．５７±０．４６ ６．６１±０．２９ ６．３９±０．３７
７ ６．８１±０．５２ ６．６３±０．４２ ６．９２±０．４３

图１　ＬＤ５０试验中小鼠体重的变化

　　ＬＤ５０试验过程中无小鼠死亡，肉眼观察各器官
的质地、颜色、体积均无异常，各小鼠的脏器系数见

表３。由表３可知，与空白组和溶媒组进行对比，给
药组小鼠的心脏系数、肝脏系数、脾脏系数、肺脏系

数、肾脏系数的差异性均不显著（Ｐ＞０．０５），说明该
试验过程中各小鼠器官生长正常。由于该试验未能

测出ＬＤ５０值，后期将以最大给药量进行灌胃。

表３　ＬＤ５０试验中小鼠的脏器系数（ｘ±ｓ） ｍｇ／ｇ

组别 心脏系数 肝脏系数 脾脏系数 肺脏系数 肾脏系数

空白组 ５．２６±０．０９ ４８．１６±０．６１ ３．１９±０．１１ ６．１４±０．０４ １３．６６±０．２１
溶媒组 ５．２４±０．１３ ４７．１４±０．８５ ３．１４±０．１８ ６．０３±０．０６ １３．２７±０．７６
给药组 ５．１９±０．１１ ４７．７４±０．３４ ３．０３±０．０５ ６．１１±０．０９ １３．６２±０．３１

２．３　ＭＴＤ试验
按照最大灌胃量进行灌胃后，最初小鼠均活动

量减少，２ｈ内活动恢复正常，排泄无异常、体毛光
滑、色泽泛亮、黏膜无水肿出血现象、无任何呼吸异

常行为、口鼻眼均无异常分泌物，１４ｄ内各组小鼠
均无死亡现象，表现基本无差异。ＭＴＤ试验中，各
组小鼠的平均采食量变化及小鼠体重的变化分别见

图２、图３。由图２可知，小鼠的采食量在前两天无
明显变化，３～６ｄ均出现明显增加，７ｄ后增加缓慢
并趋于平稳，并且各组间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

图２　ＭＴＤ试验中小鼠平均采食量的变化

　　由图３可知，给药１ｄ各组小鼠体重均出现降
低现象，２ｄ时则开始恢复体重并上升，与空白组对
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比，溶媒组体重变化出现显著差异（Ｐ＜０．０５），给药
组无显著变化，３ｄ后各组小鼠的体重变化均无差
异变化，且小鼠体重增加幅度变大，８ｄ后体重变化
率增加变缓，且呈稳定缓慢增加并趋于平稳的趋势，

各组小鼠的体重变化率无显著差异。

对小鼠解剖后发现，各主要脏器（心、肝、脾、

肺、肾等）色泽、体积、质地均无异常，进行脏器系数

计算后结果见表４。由表４可知，与空白组进行对
照，溶媒组和给药组的脏器系数比较恒定，无显著性

差异，表明该试验过程中各器官无水肿、充血、增生

肥大、萎缩或其他退行性变化现象，没有对这些器官

造成毒性损坏。且该过程无小鼠死亡现象，表明小

鼠对菜籽清蛋白的１ｄ最大耐受量大于２０ｇ／ｋｇ，可
基本确定为无毒。

图３　ＭＴＤ试验中小鼠体重的变化

表４　ＭＴＤ试验中小鼠的脏器系数（ｘ±ｓ） ｍｇ／ｇ

组别 心脏系数 肝脏系数 脾脏系数 肺脏系数 肾脏系数

空白组 ５．２７±０．４１ ４６．９２±０．８１ ２．９４±０．０７ ５．９３±０．３４ １４．３８±０．７９
溶媒组 ４．９８±０．０８ ４４．０３±０．０８ ２．８１±０．２８ ５．７６±０．２８ １３．９９±０．８３
给药组 ４．９６±０．１２ ４５．０５±０．０６ ２．９３±０．１２ ５．９８±０．３４ １３．７７±０．７２

３　结　论
超声辅助提取的菜籽清蛋白为浅灰色粉末状，

质地蓬松，焦香味，纯度在８０％左右，其蛋白质含量
大大高于菜籽粕中的蛋白质含量，水分、灰分、粗脂

肪含量均低于菜籽粕，其抗营养因子植酸、单宁和硫

甙含量较菜籽粕大幅度降低，在一定程度上提高了

菜籽清蛋白的安全性和适口性。为评价菜籽清蛋白

的急性毒性，通过小鼠灌胃给药方式进行试验，试验

结果显示未测出半数致死量（ＬＤ５０）；后以１ｄ最大
给药量２０ｇ／ｋｇ灌胃并连续观察１４ｄ，给药组小鼠
无死亡，活动表现、体重增长率及平均采食量与空白

组和溶媒组无显著差异，且动物处死后主要器官

（心、肝、脾、肺、肾等）未发现病理学改变，各组间脏

器系数差异性不显著，且菜籽清蛋白的１ｄ最大耐
受量大于２０ｇ／ｋｇ，高于１５０００ｍｇ／ｋｇ，可基本确定
为无毒。因此，可考虑将菜籽清蛋白作为添加剂或

营养强化剂应用于食品工业中。
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