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PepOSX在食品多肽组学鉴定分析中的应用与评价

刘万顺1，郑淋2，李文治3，刘磊1,4，岑幸仪1,4，陈天鸽1，周梓航1，徐巨才1,4*，赵谋明2*

（1.五邑大学药学与食品工程学院，广东江门 529020）（2.华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 

510640）（3.无限极（中国）有限公司，广东江门 529020）（4.江门市大健康国际创新研究院,广东江门 529020）

摘要：多肽组学分析是解析加工过程中多肽变化规律的关键。该文主要就 PepOSX 软件在已知肽混标和食源性

蛋白酶解产物中的多肽组学鉴定应用效果进行评价，并探讨了不同鉴定方式、工作参数对单多肽检出率和鉴定结果

准确率的影响。结果表明：Exhaust 引擎在不依赖序列库的条件下，对胶原肽和酪蛋白肽混标的鉴定结果准确率分别

为 67.86% 和 36.36%，对应准确检出率达 80% 和 100%，反映该引擎对发现未知短肽具有较好的适应性；Search 引

擎基于序列搜库，对前述混标的鉴定结果准确率分别高达 71.43% 和 90.48%，检出率分别高达 91.30% 和 100%，展

现对已知蛋白源样品分析的优越性能。将上述引擎联动用于酶解产物的组学分析，并将其与 SEQUEST、MyriMatch

和 X! Tandem 进行对比，发现 PepOSX 的准确检出率远优于其他三者，且在酪蛋白、大豆蛋白酶解产物的鉴定中获

得了约 3~4 倍于后者的鉴定数量，充分展示了 PepOSX 在非特异性多肽鉴定中的适用性与可靠性。未来，PepOSX

将有望为探索新活性肽或揭示多肽变化机制提供有效的技术支持。
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Abstract: Peptidomic analysis is the key to elucidating the changing trend of peptides during processing. In this paper, 

the performance of the PepOSX software in peptidomic identification of the peptides in food-derived protein hydrolysates 
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食源性生物活性肽广泛应用于生物医药、功能

食品与保健品等领域，是当前食品科学研究关注的

焦点之一 [1,2]。然而，由于酶解或发酵过程中蛋白序

列的降解缺乏特异性，产物中常呈现极其复杂的非

特异性多肽组成 [3]，尚缺乏有效的肽组学鉴定分析

技术，对探索加工过程中多肽的释放和变化规律形

成了阻碍，也制约了多肽相关科学研究和产业的进

一步发展。

目前，食品酶解或发酵产物中多肽的鉴定分析

大多借鉴采用蛋白质组学分析工具，如 MASCOT [4]、

SEQUEST [5]、MaxQuant、Peaks [7] 等。这些工具为

蛋白质组质谱数据的读取、特异性多肽鉴定和结果

可视化提供了高效而成熟的技术，并对非特异性多

肽的组学分析展现了一定的适应性 [8]。但值得注意

的是，蛋白质组学分析重点关注特异性多肽，以便

解析原样本中的蛋白组成，而多肽组学分析的主要

目的在于直接解析样本中的游离多肽组成情况，以

便探索新型多肽或其代谢、变化机制 [9]。这是二者

的本质区别，也正因此，基于序列搜库的蛋白质组

学工具被多次报道存在食源性多肽鉴定难、通量低

等问题 [10]。相比之下，基于从头测序的方法表现更

优，但其鉴定准确率仍有待提高 [11]。当下，研究建

立一种有效的多肽组学鉴定分析技术迫在眉睫。本

课题组前期以无穷枚举和序列搜库两种方式建立了

PepOSX 多肽组学鉴定分析技术 [12-14]，在食源性多

肽的组学鉴定分析中展示了巨大潜力 [15]。

基于此，本文系统研究 PepOSX 不同鉴定方式、

工作参数对已知多肽混合标准品鉴定效果的影响，

多角度评价其鉴定准确率，并将其与现有商业蛋白

质组学分析软件进行对比，以期为食品乃至生物医

药领域多肽组学分析提供的技术指导和实践依据。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

酪蛋白肽混合标准品、胶原蛋白肽混合标准品，

吉尔（上海）生化有限公司；大豆蛋白、胶原蛋白、

酪蛋白、玉米蛋白酶解产物，广东华肽生物科技有

限公司；乙腈、甲酸（质谱级），美国 Sigma 公司；

超纯水，Milli-Q 纯水机，德国 Millipore 公司自制。

1.2 主要仪器设备

Secura125-1CN 十万位电子分析天平，德国赛

多利斯公司；色谱柱 1×100 mm HSS T3（1.8 μm, 
100 Å），美国 Waters 公司；高分辨液相色谱 -飞行

时间质谱联用仪（X500R LC-ESI-Q-TOF），美国

AB SCIEX 公司。

1.3 试验方法

1.3.1 样品制备

使用超纯水配置混合标准品溶液（单一多肽质

量浓度 5 μg/mL）和样品溶液（质量浓度 2 mg/mL），
充分溶解后过 0.22 μm 滤膜，上机分析。

1.3.2 高分辨液质联用分析

使用 X500R LC-ESI-Q-TOF 高分辨液质联用

对样品进行分离和检测。流动相由 0.1%（V/V）的

spiked with known peptide standards was evaluated, and the effects of different identification approaches and working 

parameters on the detection rates and accuracy of single peptides were studied. For the sequence database-independent 

analysis of the known collagen and casein peptide standard mixtures, the accuracy rates of the Exhaust engine were 67.86% 

and 36.36%, respectively, and the corresponding detection rates reached 80% and 100%, respectively, indicating the good 

adaptivity of the engine for discovering unknown short peptides. The accuracy rates of the Search engine based on sequence 

database for the identification of the above-mentioned mixed standards were as high as 71.43% and 90.48%, respectively, 

with the corresponding detection rates being 91.30% and 100%, showing the superior capabilities of the engine in analyzing 

peptides from the samples with known protein sources. The above-mentioned engines were combined and applied in 

peptidomic analysis of protein hydrolysates. Compared with the performance of SEQUEST, MyriMatch and X! Tandem, PepOSX 

has a much higher accuracy rate, and the number of identified peptides rom the casein and soybean protein hydrolysates was 

about 3~4 times that of the latter. This fully demonstrated the applicability and reliability of the PepOSX workstation in the 

identification of non-specific peptides. In the future, PepOSX is expected to provide effective technical support for exploring 

new bio-active peptides or revealing the mechanism underlying the changes in peptides.

Key words: PepOSX; peptidomics; peptide; structure identification; bioactive peptides
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甲酸水溶液（A）和乙腈（B）组成，洗脱方法：

0~4.00 min 5.0% B，4.00~6.00 min 5.0~10.0% B，

6.00~30.00 min 10.0%~40.0% B，30.00~34.00 min 
40 .0%~90 .0% B，34 .00~40 .00  min  90% B，

40.00~42.00 min 90.0%~5.0% B，42.00~52.00 min，
5.0% B，流速 0.05 mL/min，进样量 1 μL，柱温 40 ℃；

质谱检测方法：扫描周期 0.642 s，ESI 离子源温度

500 ℃，正离子模式，喷雾电压 5 500 V，TOF 一

级扫描范围 100~1 200 Da，二级扫描范围 50~1 200 Da，
工作模式 IDA，最大候选离子数 4，开启动态排除，

其余参数使用蛋白质组学方法默认值。

1.3.3 多肽组学鉴定分析

使用 ProteoWizard 3.0 [16]（美国 ProteoWizard 公

司）对样品所采集的质谱数据（wiff2）进行格式

转换（Mgf），再采用 PepOS 2.0.3（广东五邑大

学）对样品进行鉴定分析，参数设置为一级母离

子误差 20 ppm，二级子离子误差 0.02 Da，鉴定离

子簇类型为 a、b 和 y 离子簇，其中 Exhaust 引擎

的参数设置为多肽长度 2~6，Search 引擎的参数设

置为多肽长度 2~10，FDR 1%。蛋白序列库下载自

UniProt [17] （https://www.uniprot.org/，关键词“casein”、
“collagen”、 “soybean” 和“collagen”，2023 年 11 月

16 日）。

1.3.4 多肽组学分析应用对比

采用 Proteome Discoverer 2.4 [18]（配备 SEQUEST
引 擎， 美 国 Thermo 公 司 ）、SearchGUI [19]（ 配 备

MyriMatch 和 X! Tandem 引擎，比利时 Ghent 大学）

与 PepOS 2.0.3（广东五邑大学）分别进行多肽鉴

定处理和分析对比。其中，Proteome Discoverer 2.4
多肽长度设置 4~25，SearchGUI 多肽长度设置为

2~25，FDR 1%，其余参数同 PepOS 或使用默认设置。

1.3.5 多肽鉴定效果评价

为便于对多肽鉴定效果进行准确率评价，分别

计算鉴定结果准确率（Accuracy rate, Ar）和多肽准

确检出率（Recall rate, Rr）如下：

Ar = 

Ni

Nt
×100%                                                   （1）

Rr = 

Na

Nk
×100%                                                   （2）

式中：

Ni——多肽鉴定数量；

Nt——多肽鉴定总数量；

Na——多肽准确检出数量；

Nk——混标中已知多肽数量。

1.3.6 多肽活性匹配与统计

勾选PepOS 2.0.3 Data Base Match analysis选项，

使用内置活性肽数据库对鉴定结果进行活性匹配和

统计。

2  结果与讨论

2.1 Exhaust引擎在短肽分析中的应用

图 1 Exhaust 在混合标准品中多肽鉴定的应用评价

Fig.1 Application of the Exhaust engine in identifing peptides

 from the standard mixtures

注：残基检出率阈值设置为 0。

Exhaust 是 PepOSX 工作站利用枚举法设计的一

种解谱引擎，其解谱过程可不依赖于数据库并对鉴

定结果进行独立 IonsEva 打分 [12]，因而特别适用于

食源性短肽的解谱和结构鉴定。采用 Exhaust 引擎

在不同 IonsEva 评分阈值下对胶原肽和酪蛋白肽混

合标准品进行鉴定，鉴定结果准确率的变化情况如

图 1 所示。由图 1 可知，随着评分阈值的增加，鉴

定结果准确率迅速上升，并在分值超过 75 之后趋

于稳定，分别达到 67.86% 和 36.36%。分析二者之

间差异的主要原因在于酪蛋白肽混标中含有较多长

度超过 6 的长肽，Exhaust 解谱范围未能覆盖长肽

范围，导致鉴定结果准确率偏低。取评分阈值为 75
时的鉴定结果计算短肽准确检出率，分别达到 80%
和 100%，反映引擎具有极优的未知多肽探索能力。

与此同时，短肽准确检出率较高，而鉴定结果准确

率偏低，亦说明质谱数据中可能存在部分冗余谱图，

导致冗余鉴定，这些冗余鉴定结果一方面可能源自

质谱污染或残留物，另一方面可能与已知多肽在溶

液中的降解有关。本实验表明合理的评分阈值对于

保障 Exhaust 引擎的准确率具有重要意义，同时亦
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充分展示了 Exhaust 在发现和鉴定未知多肽中的突

出潜力。

2.2 Search引擎在已知蛋白源样品分析中的
应用

Search 是 PepOSX 工作站基于序列搜库方法构

建的一种解谱引擎，旨在利用相对概率打分（BMS）
设计消除长度歧视，可用于库依赖性全长度多肽的

解谱 [13]。在不同评分阈值下，两种多肽混合标准品

的鉴定结果准确率变化情况如图 2 所示。由图可知，

评分阈值为 0 时，胶原蛋白和酪蛋白肽混标鉴定结

果准确率仅分别为 37.10% 和 22.22%，而随着评分

阈值的增加，鉴定结果准确率迅速上升，并在阈值

分别达到 75 和 50 后趋于稳定，分别达到 71.43%
和 90.48%。同时，取评分阈值 75 时的鉴定结果进

一步计算胶原肽和酪蛋白肽混标的多肽准确检出率

分别高达 91.30% 和 100%，这充分体现了 Search 引

擎在库依赖性多肽鉴定中的突出优越性、准确性及

实用性，同时也再次说明了打分评价机制在多肽鉴

定结果筛选中的重要性。

图 2 Search 引擎在混合标准品中多肽鉴定的应用评价

Fig.2 Evaluation of Search engine in identifing peptides 

from the standard mixtures

注：残基检出率阈值设置为 0。

2.3 双引擎联用在样品分析中的应用

2.3.1 双引擎联用在混合标准品分析中的应用评价

综上可知，Exhaust 和 Search 引擎具有不同的

肽组学解谱适用性，在复杂样品体系的分析应用中，

二者联用可有助于改善解谱效果。图 3a 为双引擎联

用在两种混合标准品中的应用情况，由图可知，设

置相对概率打分阈值 75 可有效区分正确和错误的

鉴定结果，提升鉴定结果准确率和有效性。进一步

探究残基检出率阈值（指多肽候选序列中残基检出

数量与所有残基数量的百分比值）对鉴定结果准确

率的影响如图 3b 所示。图中，随着残基检出率阈

值的不断增加，鉴定结果准确率迅速提升，在阈值

达到 80% 以后，逐渐趋于平缓，达到 71.43% 和

86.96%。这一方面说明残基检出率阈值的优化可

明显改善多肽鉴定效果，进而提升鉴定结果准确

率。另一方面，变化残基检出率阈值与前述 BMS
评分阈值所得鉴定结果准确率的变化趋势相似，

这间接反映二者之间的一定关联性，残基检出率

阈值增加，对应候选结果的可信度和评分值也相

应增大，利用这种协同作用机制可有效提高谱图

鉴定效果。

图 3 双引擎联用在混合标准品分析中的应用评价

Fig.3 The combined application and evaluation of the dual 

enginesin identifying peptides from the standard mixtures

注：图 a 的残基检出率阈值设置为 0，图 b 的评分阈值

设置为 0。

2.3.2 双引擎联用在实际样本分析中的应用

基于前述优化的解谱工作参数，将 PepOSX 双

引擎联动用于食源性蛋白酶解产物的多肽组学分

析，结果如图 4a 所示。由图可知，软件在不同样

品中的多肽鉴定量存在较大差异，分析原因这主要

与样品在高分辨液质中的谱图采集情况有关，这也

反映了高效色谱分离和质谱检测方法在多肽组学分

析中的重要性 [20]。本次分析中，玉米蛋白酶解物解

谱效果最好，尽管相关数据采集自微升级质谱，但
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仍鉴定了谱图 1 332 张，反映软件在实际样本分析

中的应用能力与巨大发展潜力。进一步统计和分析

酶解产物中已鉴定多肽的长度分布、等电点分布和

疏水性分布如图 4b~4d 所示。由图 4b 可知，各酶

解产物的多肽组成主要以 2~5 肽为主，同时含有部

分长肽，这一分析结果与食源性蛋白质酶解产物的

加工特点相一致。因普遍使用粗酶及广谱性酶制剂，

食源性蛋白质在酶解过程中常产生大量的非特异性

多肽，尤以短肽居多 [21]。图 4c 表明多肽的等电点集

中分布在 3 和 5，说明酶解产物在酸性食品体系中

的应用仍将受到一定限制，可能出现多肽沉淀，但

在中性和弱碱性食品应用中将较为稳定。图 4d 反

映多肽的疏水性分布主要集中于 -1.5~1 范围内，具

有良好的亲水性，在水相食品体系中具有较好的应

用前景。

 

图 4 PepOSX 双引擎联用在食源性蛋白质酶解

产物鉴定分析中的应用

Fig.4 Application of the PepOSX with dual engines enabled 

in analyzing food-derived protein hydrolysates

2.3.3 酶解产物中多肽的活性匹配与分析

图 5 不同蛋白来源酶解产物中多肽的活性分析

Fig.5 Activity analysis of peptides identified from from 

different protein hydrolysates

PepOSX 通过查阅文献和数据整理，构建了本

地活性肽数据库 PepDBX，以用于活性肽的活性匹

配与分析，目前数据库已收录 51 种活性肽，并仍

在不断发展和完善。利用内置数据库对酶解产物中

的多肽进行活性分析，结果如图 5 所示。图 5 中，

完全匹配指多肽与已知活性肽序列完全一致，具有

相应已知报道的活性，部分匹配指该肽段的部分子
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序列与已知活性肽序列一致，拥有已知报道活性。

由图 5a 可知，四种不同的酶解产物中均含有较多

完全匹配的 DPP- Ⅳ抑制肽、抗血压肽，此外，还

含有较多的抗氧化肽、ACE 抑制多肽；基于部分匹

配活性分析的结果图 5b 可知，各样品中所鉴定多

肽大多含有抗氧化、抗高血压、抗菌、ACE 抑制、

DPP- Ⅳ抑制活性，是制备以上活性多肽的潜在优质

原料。这可为筛选产物中的目标活性多肽或分析多

肽活性来源提供一定的理论参考，并为充分挖掘蛋

白酶解产物的营养价值、功能价值和经济价值提供

一定的理论指导与实践依据。

2.4 不同软件的应用效果对比与评价

图 6 不同软件的应用效果对比与评价

Fig.6 Comparison of different softwares in peptidomic analysis

为进一步客观评价 PepOSX 在食品多肽组学

分析中的应用能力与适用性，将其与现有蛋白质

组学工具进行对比，结果如图 6 所示。由图 6a 可

知，从多肽准确检出率来看，PepOSX 在胶原肽和

酪蛋白肽混标的检出率最高，分别高达 91.3% 和

100%，其次为 SEQUEST 工具，多肽准确检出率分

别为 0%（胶原肽混标）和 66.67%（酪蛋白肽混标），

X!Tandem 工具的多肽准确检出率最低，仅分别为

0%（胶原肽混标）和 33.33%（酪蛋白肽混标）。由

此可见，PepOSX 在发现和探索新型食源性多肽的

能力明显优于另外三种蛋白质组学分析工具。此外，

从鉴定结果准确率来看（图 6b），PepOSX 在胶原

肽混标上的鉴定表现依旧明显优于其他三种蛋白质

组学工具，但值得注意的是，PepOSX 在酪蛋白肽

混标的鉴定结果准确率略低于其他三种工具，推测

一方面主要原因是蛋白质组学工具整体鉴定结果较

少，多肽检出率偏低，故冗余结果较少；另一方面，

PepOSX 对谱图解谱率和检出率较高，但同时鉴定

结果冗余亦较多，从而导致其鉴定结果准确率略下

降。将四种组学分析工具应用于食源性蛋白质酶解

产物的实践分析（图 6c），对比可知 PepOSX 软件

明显优于其他三种工具，其在酪蛋白、大豆蛋白酶

解产物的解谱分析中获得了 3~4 倍于其他工具的多

肽鉴定数量。这些实验充分表明了 PepOSX 软件在

食源性多肽分析中的适用性、实用性与先进性，未

来对于探索食源性新活性肽或多肽释放及反应变化

机制将具有重要价值。

3  结论

本文通过研究 PepOSX 不同鉴定方式、工作参

数对已知多肽混合标准品鉴定效果的影响，多角度

评价了其在食源性多肽组学鉴定中的适用性。结果

表明，PepOSX Exhaust 引擎对胶原肽和酪蛋白肽

混标的短肽准确检出率分别高达 80% 和 100%，对

发现和探索样本中的未知短肽具有较好的适应性；

PepOSX Search 引擎基于序列搜库，对胶原肽和

酪蛋白肽混标的鉴定结果准确率分别高达 71.43%
和 90.48%，多肽准确检出率分别高达 91.30% 和

100%，展现出对已知蛋白源酶解产物肽组学分析的

优越性能。进一步将上述两种引擎联动用于混合标

准品和食源性蛋白酶解产物的多肽组学分析，并将

其与 SEQUEST、MyriMatch 和 X! Tandem 三种蛋

白质组学分析工具进行对比，发现 PepOSX 的多肽

准确检出率远优于其他三种工具，在酪蛋白、大豆

蛋白酶解产物的解谱分析中亦获得了 3~4 倍于其他

工具的多肽鉴定数量。本文充分展示了 PepOSX 软
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件在食源性多肽分析中的适用性、实用性与先进性，

将有望为探索食源性新活性肽或揭示多肽释放及反

应变化机制提供有力的理论指导与技术支撑。
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