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大豆低聚肽的分离纯化及呈鲜序列鉴定 

 
穆伟豪，石可歆，胡海玥，杨 晨，汪建明 

(天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为了分析大豆低聚肽中鲜味肽成分，本文通过纳滤分离结合感官评价对大豆低聚肽进行了初步分离得到鲜

味最佳组分 Pb-3，通过凝胶过滤层析从 Pb-3 中分离出鲜味和增鲜效果最强的 Fb-2，进一步采用反相高效液相色谱分

离出鲜味效果最佳的 Kb-2，采用超高效液相色谱-串联质谱法从 Kb-2 中鉴定出鲜味肽．结果显示：与对照组相比，相

对分子质量为 300～500 的大豆低聚肽 Kb-2 具有较强的鲜味和增鲜效果；鉴定出 3 种鲜味肽，分别为 2 个四肽 Val-

Thr-Val-Glu(VTVE)、Leu-Glu-Lys-Asp(LEKD)和 1 个三肽 Trp-Glu-Arg(WER)．本研究为大豆低聚肽生产复合调味品

提供了理论支持． 
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Optimization of Separation and Purification Process of Soybean  

Oligopeptide and Fresh Sequence Research 

MU Weihao，SHI Kexin，HU Haiyue，YANG Chen，WANG Jianming 

(College of Food Science and Engineering，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In order to analyze umami peptides in soybean oligopeptides，fractionation guided by sensory evaluation of the 

extract was performed through nanofiltration and obtained the best umami component Pb-3. Fraction Fb-2，which was found 

to make the greatest contribution to the strongest umami and umami enhancement，was further fractionated by gel filtration 

chromatography. A Kb-2 with the best umami effect was further isolated by reversed-phase high performance liquid chroma-

tography. In addition，the umami peptides from Kb-2 were identified by ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry. The results showed that，compared with the control group，the soybean oligopeptide Kb-2 at relative mo-

lecular mass 300-500 had stronger umami and fresh-increasing effects. Three umami peptides were identified，including two 

tetrapeptides Val-Thr-Val-Glu(VTVE)，Leu-Glu-Lys-Asp(LEKD)and one tripeptide Trp-Glu-Arg(WER). This study has

provided theoretical support for soybean oligopeptide production of complex flavoring. 

Key words：soybean oligopeptides；nanofiltration separation；gel filtration chromatography；reversed phase high per-

formance liquid chromatography；umami peptide 
 

大豆富含蛋白质、脂肪、碳水化合物等营养素及

钙、磷、铁等矿物质，是自然界中蛋白质含量最高的

植物[1]．大豆低聚肽是大豆蛋白通过酶解而获得的小

分子水解产物[2]，具有抗氧化、抗疲劳、降血糖、提高

免疫力、调节肠道功能等多种生理功能[3]．大豆低聚

肽不仅具有大豆蛋白质所不具备的良好的溶解性及

吸水性[4]，而且其含有的鲜味肽序列对于食品的鲜味

具有非常重要的贡献[5]．大豆的鲜味也被证实与其他

味道存在相互作用，其中一个显著特点就是抑制苦 

味[6]．Kim 等[7]从大豆中提取了 5 种鲜味肽，其中

Glu-Glu 鲜味肽序列可以通过与苦味受体结合抑制苦

味．因此，探究大豆低聚肽的分离纯化以及鲜味肽的

序列对大豆低聚肽的开发应用非常必要． 

目前低聚肽的分离纯化方法主要有大孔树脂层
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析法[8]、膜分离法[9]、凝胶过滤层析(gel filtration chro-

matography ，GFC) 法 [10] 、反 相 高 效 液 相 色 谱

(reversed-phase high performance liquid chromatogra-

phy，RP-HPLC)法[11]、离子交换色谱法[12]等．随着生

物技术的发展，使用单一的分离纯化技术很难将低聚

肽从样品中准确分离，必须结合多种方法从而达到最

好的分离和纯化效果．Rhyu 等[3]使用膜分离技术对

韩国豆酱中的低聚肽进行分离纯化，结果表明一种相

对分子质量在 500～1 000 的低聚肽具有较高的鲜味

强度．Kim 等[13]通过离子交换色谱法结合高效液相

色谱法对鳕鱼皮水解物中的抗氧化肽进行分离纯化，

结果表明抗氧化肽 C 端存在 Gly-Pro-Hyp 的重复序

列. Zhuang 等[14]结合感觉引导分离法、大孔树脂层析

法、中压液相色谱法和反相高效液相色谱法，从酱油

中分离出5 种鲜味肽，并通过超高效液相色谱-串联质

谱鉴定肽序列为 ALPEEV、LPEEV、AQALQAQA、

EQQQQ 和 EAGIQ．Deng 等[15]采用连续超滤、凝胶

过滤层析和反相高效液相色谱对虾肉进行分离纯化，

使用纳米高效液相色谱-质谱联用技术鉴定了 5 条肽

段，氨基酸序列分别为 APAP、ASEFFR、AEASALR、

LGDVLVR、WDDMEK．邓静[16]通过超滤、凝胶过滤

层析、反相高效液相色谱法对雅鱼鲜味肽进行分离纯

化，得到组分 F4 的鲜味值和鲜味提升值最高． 

前期研究[5, 7]表明，大豆低聚肽的不同氨基酸序

列在一定程度上影响了食物的鲜味，而通过多种方法

结合进行分离纯化得到的低聚肽可以使鲜味肽的呈

鲜序列更加准确．该方法优化大豆低聚肽的生产工

艺，指导大豆低聚肽作为鲜味剂的开发应用．本研究

将纳滤分离法、凝胶过滤层析、反相高效液相色谱 3

种方法进行结合，依次对大豆低聚肽进行分离纯化，

缩小鲜味肽的相对分子质量，并结合鲜味、增鲜效果

等感官评价对其呈味特性进行分析，得到呈鲜效果最

好的组分；利用超高效液相色谱-串联质谱法(ultra 

performance，liquid chromatography-tandem mass spec-

trometry，UPLC-MS/MS)
[17]从中鉴定出鲜味肽的氨

基酸序列，对纳滤分离后的鲜味肽进行抑苦作用的研

究．本研究旨在为大豆低聚肽调味品的开发应用提

供一定的理论依据，为改善食品风味的研究提供新的

选择． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 原料与试剂 

大豆低聚肽(Pb)购自山东天博食品配料有限 

公司． 

葡聚糖凝胶 Sephadex G-15，分析纯，上海源叶

生物技术有限公司；乙腈、甲酸，色谱纯，天津市津科

精细化工研究所；三氟乙酸(TFA)，色谱纯，上海麦

克林生化科技有限公司． 

1.1.2 仪器与设备 

FD-1A-50 型冷冻干燥机，北京博医康实验仪器

有限公司；U120Pro型紫外-可见分光光度计，翱艺仪

器(上海)有限公司；BS-100A 型凝胶柱层析系统，上

海青浦沪西仪器厂；半制备反相高效液相色谱仪，德

国安捷伦公司；U3000 型高效液相色谱仪，美国

Waters 公司；U3000 型超高效液相色谱-串联质谱

仪，美国布鲁克公司． 

1.2 方法 

1.2.1 大豆低聚肽相对分子质量分布测定 

根据GB/T 22492—2008《大豆肽粉》，在 220 nm

的紫外吸收波长下，使用高效凝胶过滤法进行测定，

得到大豆低聚肽的相对分子质量及其分布范围． 

1.2.2 纳滤分离法分离大豆低聚肽 

纳滤分离法具有操作便捷、条件温和等优点，随

着膜技术以及制造工艺的发展，纳滤分离法已经应用

于食品、医学等各个领域[18]．将质量分数为 2% 的 Pb

溶液依次透过截留相对分子质量为 1 000、500、300

的纳滤膜进行分离，得 4 个组分，分别为 Pb-1(Mr＞

1 000) ，Pb-2(500 ＜Mr≤ 1 000) ，Pb-3(300≤Mr≤

500)，Pb-4(Mr＜300)，各组分浓缩、冷冻干燥后(质

量为 m)，放于干燥器中保存待用．按照式(1)计算各

组分的得率(R)，即各个组分在 Pb 溶液(Pb 的质量为

m0)中的占比． 

   
0

100%= ×m
R

m
 (1)

1.2.3 凝胶过滤层析(GFC)分离呈味肽 

根据 Kong 等[19]、梁佳明[20]的方法加以改进．凝

胶 层 析柱 (1.6 cm× 70 cm)填料为葡聚 糖 凝 胶

Sephadex G-15，超纯水平衡 3 h．Pb 组分用超纯水配

制成质量浓度为 20 mg/mL 的溶液，进样量 2 mL，超

纯水洗脱流量为 2 mL/min，在 214 nm 波长下检测紫

外吸收峰，混合收集同一峰下的组分，以 Fb 命名，经

浓缩、冷冻干燥后，放于干燥器中备用． 

1.2.4 反相高效液相色谱法分离呈味肽 

根据 Kong 等 [19]、Zhuang 等 [14]的方法加以改

进．对经凝胶过滤层析得到的感官评分最高的 Fb 组

分用半制备反相高效液相色谱法进行分离纯化．用

超纯水配制成质量浓度 20 mg/mL 的溶液，使用色谱
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柱为 Shim-pack GIST C18(10 mm×250 mm，5 µm)，

流动相为 0.05%  TFA-乙腈溶液(A)和 0.05%  TFA-

水溶液(B)，流量 5 mL/min，进样量 100 µL．洗脱梯

度：0～＜10 min，20%  A；10～20 min，20% ～50%  A，

洗脱液在紫外检测器 214 nm 波长下检测，混合收集

同一峰下的组分，以 Kb 命名，经浓缩、冷冻干燥后，

在-20 ℃条件下保存备用． 

1.2.5 感官评价 

20 名专业的感官评价人员(10 名男士，10 名女

士，年龄 25～35 岁)在温度为(23±2)℃的感官评价

室内采用定量分析法对分离纯化的 Pb 组分进行感官

评价[21]，比较分离后各组分与标准组分的味道，感官

评价人员对分离后的各组分进行 0～20 分的味觉评

分，并以标准组分的味道评分为 10 分进行比较．大

豆低聚肽的感官评价标准见表 1． 

表 1 大豆低聚肽的感官评价标准 

Tab. 1 Sensory evaluation of soybean oligopeptide 

感官评价 得分/分 

味道可有可无 0～2 

味道较弱 3～4 

味道中等 5～7 

味道较强 8～10 

味道强烈 11～20 

 

在纳滤分离实验中，以质量分数为 1% 的 Pb 溶

液为标准品，以酸味、甜味、苦味、咸味、鲜味及增鲜

作用为标准指标，进行感官评价．在凝胶过滤层析分

离纯化中，以质量分数 1% 的感官评价最好的纳滤分

离组分为标准品，以鲜味及增鲜作用为标准指标进行

感官评分，对凝胶过滤层析分离各组分的滋味特性与

标准品的对应滋味进行比较．在半制备反相高效液

相色谱分离纯化过程中，分别以质量分数为 1% 的鲜

味和增鲜作用最好的组分为标准品，对其鲜味及增鲜

效果进行感官评分，其 RP-HPLC 分离各组分的滋味

特性与标准品的对应滋味进行比较． 

1.2.6 超高效液相色谱-串联质谱法鉴定鲜味肽结构 

根据 Liu 等[22]的方法加以改进．经过纳滤分离、

凝胶过滤层析、反相高效液相色谱三步分离所得的鲜

味 和 增 鲜 效 果 评 分 最 高 的 组 分 Kb 进 行 UPLC-

MS/MS 鉴定．色谱条件：进样质量浓度为 2 mg/mL，

色谱柱为 RP-C18(0.15 mm×150 mm，1.8 µm)，流动

相为 0.1%甲酸-水溶液(A)和 0.1%甲酸-乙腈溶液

(B)，柱温 30 ℃，进样量 5 µL，洗脱流量 0.2 mL/min，

检测波长 220 nm．洗脱梯度：0～＜50 min，4% ～

50%  B；50～＜54 min，50% ～100%  B；54～60 min，

100%  B．质谱条件：电喷雾离子源(ESI)正离子模式

扫描，雾化气压力 150 kPa，干燥气温度 180 ℃，干燥

气流量 8.0 L/min，质荷比(m/z)扫描范围 50～2 000，

并根据一级质谱信号强度选取前 10 个母离子进行碰

撞诱导裂解(CID)获得二级质谱． 

1.3 数据处理 

采用 Origin 2018、SPSS 26.0软件进行数据统计

分析．每组实验平行 3 次，测定结果以平均值表示． 

2 结果与分析 

2.1 大豆低聚肽的纳滤分离 

低聚肽往往采用超滤或纳滤等膜分离技术进行

初次分离[23]．本研究采用截留相对分子质量≤1 000

的不同纳滤膜依次对 Pb 溶液进行分离，按照 1.2.2

节的方法，将 20 mg/mL 的 Pb 溶液依次通过截留相

对分子质量为 1 000、500、300 的纳滤膜，得到 Pb-

1(Mr＞1 000)、Pb-2(500＜Mr≤1 000)、Pb-3(300≤ 

Mr≤500)、Pb-4(Mr＜300)．大豆低聚肽纳滤分离各

组分得率如图 1 所示． 

 

图 1 大豆低聚肽纳滤分离各组分得率 

Fig. 1 Separation rates of each component in Pb nanofil-

tration separations 

由图 1 可知，Pb-3(300≤Mr≤500)为 Pb 中占比

最多的组分．纳滤分离法是一种依靠压力推动的机械

过滤过程，分离过程比较粗糙，受氨基酸的极性、纳

滤分离过程中的肽聚集、肽分子本身具有的吸附性、

溶液中盐离子带有的正负电荷、纳滤膜孔隙形状等多

种因素的影响，在这种过程中很难分离出相对分子质

量精确的多肽，所以进一步采用凝胶过滤层析进行纯

化，以获得更精确的组分[24]． 

按照 1.2.4 节的方法对经过纳滤分离后的大豆低

聚肽组分 Pb-1、Pb-2、Pb-3、Pb-4 进行感官评价，结果

如图 2 所示． 

经纳滤分离得到的 4 个组分感官评价的酸味、苦

味、咸味、鲜味强度和增鲜效果都随着相对分子质量

的增大呈先增强后减弱的趋势，Pb-2 的苦味最强， 
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Pb-3 的咸味、鲜味和增鲜效果则显著高于其他 3 个

组分，Pb-4 的各种滋味评分均为所有组分中的最低

值．不同的呈味效果与低聚肽的相对分子质量密切相

关，而 Pb-4 组分的相对分子质量过小，溶液中几乎不

含有其他类呈味物质，呈味效果并不明显．类似的

有，Feng 等[25]对双孢蘑菇中呈鲜低聚肽成分进行了

分离优化，结果表明，通过超滤分离的小分子肽 U-Ⅱ

(300≤Mr≤ 3 000)具 有 较 强 的 鲜 味 ，U-Ⅰ (Mr＞

3 000)具有微弱的鲜味和苦味，U-Ⅲ(Mr＜300)几乎

不具有呈鲜作用；Liu 等[6]对不同相对分子质量组分

A1(Mr≤3 000)、A2(Mr＞3 000)进行了感官评价，发

现与 A2 相比，A1 的鲜味更强，苦味强度相对较弱，结

果表明低相对分子质量组分 A1 是影响鲜味的关键活

性组分．因此说明，不同相对分子质量的低聚肽对于

组分的感官评价起着重要的作用，可以通过膜分离技

术得到具有不同风味的低聚肽. 

 

图 2 大豆低聚肽纳滤分离各组分感官评价结果 

Fig. 2  Sensory evaluation results of each component in

Pb nanofiltration separation 

上述结果表明，Pb-3 具有最高的鲜味强度和鲜

味增强作用，由此可以推断 300≤Mr≤500 的低聚肽

对样品的鲜味起到重要作用，因此收集组分 Pb-3 进

行下一步的分离纯化． 

2.2 大豆低聚肽的凝胶过滤层析分离 

将 Pb 经纳滤分离后鲜味强度最高、增鲜效果最

好的组分 Pb-3 通过 Sephadex G-15 凝胶过滤层析分

离纯化．如图 3 所示，Pb-3 经凝胶过滤层析后，在保

留时间 10～60 min 内被洗脱出 3 个峰，分别标记为

Fb-1、Fb-2、Fb-3．分别收集多次凝胶过滤层析分离后

同一吸收峰下的组分进行感官评价分析． 

组分 Pb-3 凝胶过滤层析分离纯化各组分的鲜味

及鲜味增强特性如图 4 所示．将 Pb-3 组分与凝胶分

离组分进行分析对比，以 Pb-3 组分为 10 分标准，通

过凝胶色谱分离得到的 Fb-2 的鲜味得分为 10.5 分，

增鲜得分为 14.9 分，是组分中最高的且均大于 Pb-3

组分，说明 Fb-2 具有较高的鲜味强度和较强的鲜味

增强效果．与前期研究结果[26]保持一致，即低相对分

子质量的组分是食品中的主要味觉活性化合物．凝

胶过滤层析分离是利用凝胶的网状结构，相对分子质

量大的组分在介质中渗透路径越短，在色谱柱中的保

留时间就越短，从而达到分离的目的[27]，其对低聚肽

的分离效果受到过滤介质、过滤柱高度、流速等不同

因素的影响[28]．选取鲜味和增鲜效果都较好的组分

Fb-2继续进行下一步的分离纯化． 

 

图 3 凝胶过滤层析分离纯化组分 Pb-3色谱图 

Fig. 3 Separation and purification of component Pb-3 by 

Gel filtration chromatography 

 

图 4 组分 Pb-3 凝胶过滤层析分离纯化各组分的鲜味及

鲜味增强特性 

Fig. 4 Umami flavor and umami enhancement charac-

teristics of component Pb-3 and Pb-3 separated by 

gel filtration chromatography 

2.3 大豆低聚肽的反相高效液相色谱分离 

反相高效液相色谱分离是通过分子疏水性的强

弱对物质进行分离纯化，具有安全、高效等优点. 李

晓明[29]通过 RP-HPLC 对白玉菇中的鲜味肽进行分

离纯化，得到组分 P1、P2、P3、P4，其中 P1 的出峰时

间最短，其疏水作用较弱，具有最佳的鲜味和鲜味增

强效果．庄明珠[30]对酱油中的鲜味肽进行分离纯化

后得到组分 HPLC-1、HPLC-2、HPLC-3、HPLC-4，结

果表明分离的 HPLC-3 组分的鲜味比其他组分的好. 

将本研究的凝胶过滤层析分离所得的最优组分 Fb-2

进一步通过反相高效液相色谱法进行分离纯化，共得
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到 3 个组分，分别为 Kb-1、Kb-2、Kb-3，其色谱图如

图 5 所示． 

 

图 5  反相高效液相色谱法分离纯化组分 Fb-2色谱图 

Fig. 5  Separation and purification of component Fb-2 by 

RP-HPLC 

分别收集多次分离后的各个组分进行鲜味及增

鲜效果感官评价分析，RP-HPLC 分离纯化组分 Fb-2

各组分的鲜味及鲜味增强特性结果如图 6 所示，3 个

组分中 Kb-2 的鲜味和增鲜效果最佳，其次为 Kb-1，

而 Kb-3 的鲜味评分低于未经过 RP-HPLC 分离的组

分 Fb-2，表明呈鲜效果较差．选取组分 Kb-2 采用

UPLC-MS/MS 进一步鉴定其氨基酸序列． 

 

图 6  RP-HPLC 分离纯化组分 Fb-2 各组分的鲜味及鲜

味增强特性 

Fig. 6  Umami flavor and umami enhancement charac-

teristics of component Fb-2 separated by RP-

HPLC 

2.4 UPLC-MS/MS对鲜味肽的鉴定 

组分 Kb-2 经 UPLC-MS/MS 鉴定出的肽序列结

构图如图 7 所示．通过 UPLC-MS/MS 对经过纳滤分

离、GFC 分离、RP-HPLC 分离纯化得到的鲜味和增

鲜效果最佳的 Kb-2 组分进行鉴定，得到了 2 个相对

分子质量分别为 446.24、503.26 的四肽 Val-Thr-Val-

Glu(VTVE)、Leu-Glu-Lys-Asp(LEKD)和 1 个相对分

子质量为 489.23 的三肽 Trp-Glu-Arg(WER)．3 种大

豆低聚肽的相对分子质量集中在 440～510 之间，表

明大豆低聚肽具有良好的呈鲜效果． 

 

(a) VTVE 

 

(b) LEKD 

 

(c) WER 

图 7 组分 Kb-2 经 UPLC-MS/MS 鉴定出的肽序列结构

图 

Fig. 7 Peptide sequence structure of component Kb-2 

identified by UPLC-MS/MS 

梁佳明[20]使用纳升级超高效液相色谱-串联质谱

对牛肝菌中的鲜味肽序列进行分析，共鉴定出 2 条多

肽分别为 LEFKQIAGSF、TVIDAPGHRD，其中含有

较高的鲜味氨基酸，其水溶液有明显的鲜味．温志 

鹏
[31]通过 UPLC-MS/MS 对海带鲜味组分进行分析

鉴定，发现 3 种海带鲜味肽，其氨基酸序列分别为

TDIRPY、KMGYWDA、ESGVIPY．已有研究[14]表明

VE、LE、EK、KD、ER 这些氨基酸组成结构都具有强

烈的鲜味作用，而在 Kb-2 组分中鉴定出的 VTVE、

LEKD、WER 这 3 条肽链中含有上述氨基酸序列，因

此，这 3 条肽链对鲜味有重要的贡献．从氨基酸组成

来看，鲜味氨基酸以天冬氨酸(D)和谷氨酸(E)为主，

组氨酸(H)和缬氨酸(V)可能引起多肽的鲜味．此

外，谷氨酰胺(Q)、丝氨酸(S)、丙氨酸(A)、甘氨酸
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(G)和苏氨酸(T)被认为是甜氨基酸，它们也能引起

鲜味[32-33]．精氨酸(R)或赖氨酸(K)作为 C 端氨基酸

有助于多肽和鲜味受体的相互作用，导致多肽的鲜味

强度更高[31]． 

3 结 语 

使用纳滤分离、凝胶过滤层析、RP-HPLC 依次对

大豆低聚肽进行三步分离纯化，结合感官评价结果，

得到了鲜味和增鲜效果最强的组分 Kb-2，显示大豆

低聚肽具有较强的鲜味和增鲜效果，且相对分子质量

集中在 300～500．对比单一的分离纯化方法，对大豆

低聚肽进行逐步分离纯化，更加准确地分离出大豆低

聚肽呈鲜部分序列，用 UPLC-MS/MS 对大豆低聚肽

进 一步鉴 定 ，得 出 2 个四肽 Val-Thr-Val-Glu 

(VTVE)、Leu-Glu-Lys-Asp(LEKD)和 1 个三肽 Trp-

Glu-Arg(WER)． 

研究表明，大豆低聚肽中特定的氨基酸序列具有

较高的风味活性，可以作为一种新型鲜味剂使用．同

时，在鲜味肽分离纯化过程中，区别于目前应用广泛

的超滤，采用截留相对分子质量≤1 000 的纳滤膜进

行低聚肽的第一次分离纯化，使分离效果更精准．对

鲜味肽的鉴定只通过 UPLC-MS/MS 法进行分析，因

此需要进一步通过不同的分离鉴定方法对其肽序列

进行鉴定．文章重点研究了不同相对分子质量低聚

肽的不同呈味效果，对于分离后的低聚肽的纯度并没

有研究，接下来需进一步研究不同分离方法对大豆低

聚肽分离纯度的影响，为大豆低聚肽的进一步开发利

用提供一定的理论依据． 
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