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酱油中鲜味二肽的分离鉴定及其呈味特性研究 
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摘要：为了明确酱油中鲜味肽的结构序列，本文对酱油中鲜味肽进行分离鉴定，并系统地研究了其呈味特性。酱油经超滤膜（膜

通量：5 ku、3 ku 和 1 ku）分离获得 4 个组分（F1，F2，F3 和 F4），通过感官评定筛选出鲜味最强的组分 F4（<1 ku）。该组分通过

Sephadex G-15 凝胶层析色谱继续分离得到 8 个组分（P1、P2、P3、P4、P5、P6、P7 和 P8），经感官评定筛选出鲜味最强的组分 P2。

采用超高压液相色谱串联质谱技术对 P2 组分进行多肽结构鉴定，通过手动 De novo 测序得到 4 条新的鲜味肽，其序列分别是 Asn-Pro

（230.1135 u）、Ala-His（227.1026 u）、Gly-Pro（173.0929 u）和 Gly-Leu（189.1230 u）。然后采用固相合成技术合成四条肽并通过感

官评定和电子舌分析，结果表明四条肽均具有明显的鲜味或鲜味增强作用。进一步研究发现，酱油的鲜味不仅来自于谷氨酸和天冬氨

酸等鲜味氨基酸，小分子肽类也是构成酱油鲜味的重要成分之一。 
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Abstract: In order to determine the structural sequence of the umami peptides in soy sauce, umami peptides were isolated and identified 

for systematic study on their taste characteristics. Four fractions (F1, F2, F3 and F4) were obtained through membrane ultrafiltration (membrane 

flux: 5 ku, 3 ku and 1 ku), with F4 (< 1 ku) having the strongest umami taste based on sensory evaluation. F4 was then selected for further 

separation by Sephadex G-15 gel chromatography to generate eight sub-fractions (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 and P8). Among which, P2 

exhibited the strongest umami taste in sensory analysis. P2 was analyzed by ultra-high pressure liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Four new umami peptides were identified through De novo sequencing. They were all dipeptides with sequences as Asn-Pro 

(230.1135 u), Ala-His (227.1026 u), Gly-Pro (173.0929 u) and Gly-Leu (189.1230 u), respectively. Then, four peptides were synthesized by 

solid-phase peptide synthesis and analyzed by sensory evaluation and electronic tongue analysis. The obtained results showed that all the four 

synthesized peptides had distinct umami taste or umami-enhancing effect. Further studies showed that the umami taste of soy sauce was not only 

derived from umami amino acids such as glutamic acid and aspartic acid, but also from certain small peptides (which were important 

contributors to the umami taste of soy sauce). 
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酱油是一种历史悠久的发酵调味品，作为亚洲饮

食文化的象征之一而备受人民的喜爱。酱油主要以大

豆、豆粕等植物蛋白原料，辅以小麦或麸皮等淀粉类

物质，在微生物的共同作用下经过长时间的发酵酿制 
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而成。这一过程形成的特殊香气、色泽、体态和滋味

使得酱油在食品加工、烹调或佐餐中都有不可替代的

作用[1]。 
鲜味肽是一类能够弥补或强化食品原有风味的

肽，它可以改善食品品质，提高味觉感知度，增进消

费者的食欲[2]。鲜味肽一般是通过动植物蛋白酶解或

发酵得到，其中部分固相合成的肽类也具有鲜味。在

鲜味肽研究中，科研工作者对牛肉美味肽的研究较为

广泛，牛肉美味肽最早是由 Yamasaki[3]等采用凝胶过

滤和离子交换色谱从牛肉木瓜蛋白水解液中分离纯化
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得到的一个八肽，经鉴定其一级结构是 Lys-Gly-Asp- 
Glu-Ser-Leu-Leu-Ala，经感官评价结果表明该肽具有

良好的滋味。随后，研究者们对鲜味肽进行了大量的

研究，如 Yu[4]等通过对蚕蛹（Bombyxmori L.）蛋白酶

解物分离纯化鉴定出四条具有鲜味及鲜味增强作用的

肽，分别为 VPY、TAY、AAPY 和 GFP；我们在前期

研究通过对花生粕（Arachis hypogaea Linn.）酶解产

物进行分离纯化鉴定出两条具有鲜味和鲜味增强作用

的肽，分别是 EGSEAPDGSSR 和 SSRDEQSR[5]；刘

源[6]等用热加工提取暗纹东方鲀（Takifugu obscurus）
肌肉中的呈味肽，并通过分离纯化鉴定出两条具有鲜

味的肽，分别是 CALTP 和 RPLGNC。 
酱油味感丰富，包括鲜、酸、甜、咸、苦等，其

中以鲜味最为突出。不同酱油由于原料种类、原料处

理方式、配方、生产制造工艺及生产过程中微生物的

作用不同而在风味上有所差异[7]。通过对酱油研究及

理化分析手段检测表明，酱油中含有数百种化学物质，

其中酱油原油中的鲜味主要来源于植物蛋白在发酵酶

解过程中分解产生的游离氨基酸（如谷氨酸等）。酱油

中鲜味物质还包括各类核苷酸，如肌苷酸、鸟苷酸、

三磷酸腺苷、二磷酸腺苷、腺苷酸、次黄嘌呤、次黄

嘌呤核苷等[8]。除此之外，研究表明酱油在发酵过程

中生成的短肽及其衍生物也具有鲜味和增鲜特性[9]，

这些物质通常含量较低，但对其他常见的鲜味物质（如

味精以及核苷酸）有显著的协同增效作用，同时还能

赋予酱油独特的滋味饱满感和持久感，如 Zhuang[10]

等在酱油中分离鉴定出 5 条具有鲜味和增鲜作用的

肽，分别是 EQQQQ、AQALQAQA、ALPEEV、LPEEV
和 EAGIQ；Frerot[11]等在酱油中鉴定出的 pED、pEE、
pEP、pEI、pEL、pEF，Kaneko[12]等在酱油中鉴定出

的 pEG、pEQ 均具有鲜味。 
为了探究实验所用酱油中关键鲜味肽的呈味特

性，本试验首先利用膜分离技术和凝胶色谱分离技术

对酱油中鲜味肽进行分离，随后结合感官评定和氨基

酸组成分析选定鲜味较佳的组分，通过超高压液相色

谱串联质谱技术（UPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS）对鲜味

肽进行鉴定。最后，采用多肽固相合成技术合成已知

序列结构呈味肽，通过感官评定以及电子舌技术对固

相合成的呈味肽进行呈味特性研究。研究结果表明四

条二肽均不含鲜味氨基酸（谷氨酸和天冬氨酸），却均

具有明显的鲜味或鲜味增强作用，说明小分子肽类也

是构成酱油鲜味的重要成分之一，庄明珠[13]研究结果

也表明具有一个或者两个鲜味氨基酸的肽不一定就具

有鲜味，鲜味肽也不一定具有一个或者两个鲜味氨基

酸。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

酱油由实验室制备[14]，具体制备方法：大豆→清洗除杂→

浸泡 8 h→蒸煮 20 min→加 0.05%米曲霉曲精和面粉或麸皮→

霉菌培养箱中制曲→培养 44 h 得到成曲→加 20%盐水→入发

酵罐发酵→发酵 90 d 得到酱油 

柠檬酸、蔗糖、咖啡因、味精、食盐由广东天企

生物科技有限公司提供；Sephadex G-15 填料购于广州

西谱实验室设备有限公司；乙腈和甲醇为色谱级；其

他试剂均有分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

电子天平（AL204 型），瑞士梅特勒-托利多集团；

冷冻干燥机（SCIENTZ-12N 型），宁波新芝生物科技

股份有限公司；凯式定氮仪（KDH-2C 型），上海纤检

仪器有限公司；消化炉（KDN-40 型），上海新嘉电子

有限公司；旋转蒸发仪（RE-52A 型），上海亚荣生化

仪器厂；超滤机（ZJMP10-002 型），美国 Millipore 公
司；全自动氨基酸分析仪（A300型），德国Membra Pure
公司；高效液相色谱仪（Waters600 型），美国 Waters
公司；超高效液相色谱仪（1290 型），美国 Agilent 公
司；超高分辨飞行时间质谱仪（maXis impact 型），德

国 Bruker 公司；电子舌（TS-5000Z 型），日本 Insent
公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  蛋白含量、盐含量及 I+G 含量的测定 
蛋白含量的测定采用国家标准 GB 5009.5- 

2016[15]；盐含量的测定采用国家标准 GB 5009.42- 
2016[16]；I+G 含量的测定采用 HPLC 法[17]。 
1.3.2  水解氨基酸及游离氨基酸的测定 

水解氨基酸及游离氨基酸采用氨基酸分析仪进行

测定，前处理过程及试验方法参照庄明珠[13]和郑淋[18]

的方法。 
1.3.3  酱油中鲜味肽的超滤 

采用 Millipore 超滤系统及截留分子量为 5 ku、3 
ku、1 ku 的超滤膜进行分离。酱油在超滤前先通过旋

转蒸发仪浓缩，通过水分的蒸发减少使得酱油中大部

分的盐分结晶析出，然后加超纯水将浓缩后的酱油稀

释至固形物含量为 1%，稀释后的酱油首先通过 5 ku
的膜，随后透过液再逐步通过 3 ku 和 1 ku 的膜，分离

条件为：上样量 5 L，温度 4~8 ℃，压力 0.5 MPa。分

级后得到 4 个组分：>5 ku 组分、3~5 ku 组分、1~3 ku
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组分和<1 ku 组分，分别命名为 F1、F2、F3 和 F4，
将其浓缩冷冻干燥成粉末，储存于-20 ℃备用。 
1.3.4  酱油中鲜味肽的凝胶过滤层析 

将经超滤膜分离鲜味最好的组分用凝胶层析分

离，经 0.45 μm 水相滤膜过滤后，采用 Sephadex G-15
凝胶层析色谱分离纯化。分离条件为：层析柱（1.6 
cm×70 cm），洗脱液为超纯水，上样量 1 mL，流速 1 
mL/min，检测波长 220 nm，分别收集各凝胶层析组

分峰（P1、P2、P3、P4、P5、P6、P7 和 P8），将其浓

缩冷冻干燥成粉末，储存于-20 ℃备用。 
1.3.5  酱油中鲜味肽的结构鉴定 

参照修改的 Zhao[19]等方法，将经凝胶层析分离得

到鲜味最好的组分 P2 进行 UPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS
鉴定，进样浓度为蛋白含量 2 mg/mL。色谱柱：Acquity 
UPLC HSS T3 柱（2.1×100 mm，1.8 μm），以 0.1%（V/V）
甲酸-水溶液作为流动相 A 和乙腈溶液作为流动相 B
进行洗脱，流动相 B 在流动相 A 中以 0.2 mL/min 的

流速平衡。洗脱梯度为：0~2 min，10% B；2~10 min，
10%~50% B；10~13 min，50%~10% B；13~15 min，
10% B。柱温为 30 ℃，进样体积为 5 μL，洗脱流速为

0.2 mL/min，检测波长为 220 nm。采用电喷雾离子源

（ESI）在正离子模式下扫描，雾化气压力为 1.5 Bar，
干燥气温度为 180 ℃，干燥气流速为 8.0 L/min，质荷

比（m/z）扫描范围为 50~2000 u，并根据一级质谱信

号强度自动选取前 6 个母离子进行碰撞诱导裂解

（CID）获得二级质谱的数据。采用 Data Analysis 4.1
软件，进行手动 De novo 测序，最终得到的多肽序列

应满足测定的质量数跟理论计算的质量数误差为

±0.002 u。 
1.3.6  酱油中鲜味肽的合成 

采用多肽固相合成法[20]对鉴定得到已知序列结

构的呈味肽进行合成，并进行脱盐处理，使其纯度大

于 95%，委托上海吉尔生化有限公司合成。 
1.3.7  感官评定 

感官评定分析在温度为 23±2 ℃的感官评价室进

行，10 名专业的感官评价人员（5 男 5 女，年龄 25~35
岁之间）。酸、甜、苦、鲜、咸的标准品为别为 0.08%
柠檬酸、1%蔗糖、0.08%咖啡因、0.35%味精、0.35%
食盐以这 5 种溶液分别作为酸、甜、苦、鲜、咸味的

评价标准品，采用 10 点线性坐标，以标准品为 5 分，

将某一滋味极弱计作 0，某一滋味极强计作 10。配置

超滤各组分、凝胶层析各组分、合成肽的蛋白浓度为

5 mg/mL，并控制盐含量及 I+G 含量在同一浓度。评

价员对每个样品（约 1 mL）进行感官品尝，评价完一

个样品后，评价员需要使用纯净水漱口再进行下一个

样品的品尝。对酸、甜、苦、鲜、咸味进行感官评价，

分析结果采用雷达图进行标识[20]。 
1.3.8  电子舌测定 

参照李露芳[21]等的方法，利用电子舌对合成肽进

行味觉评价，将不同合成肽加超纯水统一稀释至蛋白

浓度为 1 mg/mL，置于电子舌专用烧杯中，于室温条

件下进行数据采集。评价指标包括酸、甜、苦、鲜、

咸味，其标准品分别是 0.03 mg/mL 的柠檬酸、300 
mg/mL 的蔗糖、0.03 mg/mL 的咖啡因、1 mg/mL 的味

精和 1 mg/mL 的食盐。设置采集条件为：每个样本进

行 4 次采集，每次采集时间为 120 s，每次采集结束后

以味觉标准溶液进行两步清洗，待测样品和清洗液按

照交替的序列进行分析检测。 
1.3.9  数据分析 

所有测试均重复三次，单因素方差分析采用 SPSS 
14.0 软件的 one-way ANOVA(SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA)统计分析软件进行数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  鲜味肽的分离 

2.1.1  膜超滤法分离酱油鲜味肽 

 
图1 不同酱油超滤得到的组分的感官雷达图 

Fig.1 Taste characteristics of different soy sauce fractions 

separated by ultrafiltration 

膜超滤法是利用不同孔径的人工膜对混合液料按

照分子大小进行筛选的分离方法[22]。由于其高通量的

分离效率及温和的分离条件，因此广泛地用于蛋白质、

肽类物质以及热敏性原料的分离纯化。稀释后的酱油

依次通过 5 ku、3 ku 和 1 ku 的超滤膜后，分别得到 4
个组分（F1、F2、F3 和 F4），由于酱油中原本含有较

高含量的盐分和核苷酸（I+G），它们对分离组分的鲜

味感官评分影响较大，故在统一各组分蛋白含量（5 
mg/mL）的基础上，统一其盐含量及 I+G 含量（以盐

含量、I+G 含量最高的组分为指标）后进行感官评定，

结果如图 1 所示。从图 1 中可以看出，各肽段均具有
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多种味感，其中 F4 组分的鲜味最强，其次分别是 F3
组分、F2 组分和 F1 组分，该结果与 Rhyu[23]等研究结

果相似，发现大豆提取液中的小分子肽（分子量为

500~1000 u）具有最强的鲜味特性。相对于其他三个

组分，F1 组分的苦味最为突出，这可能是因为酱油中

含有较多大分子美拉德反应产物，许多通过反应聚合

而成的美拉德反应产物通常具有突出的焦苦味，康乐
[24]等通过研究发现分子量>3 ku 的糖肽交联产物对苦

味具有一定贡献。因此选定 F4 组分进行下一步的

Sephadex G-15 凝胶分离。 
2.1.2  凝胶层析法分离酱油鲜味肽 

与膜分离法类似，凝胶层析法主基于分子筛原理。

凝胶层析色谱的介质是一些表面亲水性的多孔微球，

在分离过程中由于小分子物质要连续不断地穿入介质

的内部，这样的小分子物质不但其运动路程长，而且

受到来自介质内部的阻力也很大，所以分子量越小的

物质把它们从凝胶柱洗脱下来的时间也越长；而大分

子物质可直接从介质之间的缝隙首先被洗脱下来，从

而达到分离的效果[25]。除此之外，介质表面还有微量

羧基或其他基团，从而对分离物有轻微的交互保留作

用。如图2所示，F4组分溶液（蛋白含量为100 mg/mL）
经凝胶层析分离后获得 8 个不同组分（P1、P2、P3、
P4、P5、P6、P7 和 P8）。在感官预实验中，由于 P5~P8
组分鲜味较低，且样品即使在 0.1 mg/mL 浓度下其苦

味依旧十分突出，因此在最终感官实验中不予考虑。

在统一P1~P4组分蛋白含量（5 mg/mL），盐含量及 I+G
含量（以盐含量、I+G 含量最高的组分为指标）的条

件下进行感官评定，感官评定结果如图 3 所示。其中

P2 组分鲜味评分最高，P1 组分其次，而 P3 和 P4 组

分鲜味强度无显著性差异。除此之外，各组分还兼具

其他基本滋味，如 P1、P2 组分咸味明显，酸味和甜

味较弱且没有苦味；但 P3 和 P4 组分则五种基本滋味

较均衡，其中咸味稍强。从四个组分的水解氨基酸和

游离氨基酸结果（表 1）可知，氨基酸组成对各组分

的呈味特性有重要影响，P1 和 P2 组分中均含有较高

比例的鲜味氨基酸和亲水性氨基酸，这可能是它们具

有较好鲜味的主要原因。值得注意的是，P1 组分的游

离谷氨酸和天冬氨酸含量均显著高于 P2 组分（p< 
0.05），但 P1 组分的鲜味强度却弱于 P2 组分，这说明

各组分的鲜味强度并不完全取决于游离鲜味氨基酸含

量，由表 1 可知 P2 组分中大量鲜味氨基酸和亲水性

氨基酸以非游离形态（肽的形式）存在于样品当中，

这说明各组分中的短肽同样对鲜味具有重要作用：它

们本身具鲜味或与其他鲜味物质产生协同增效作用。

张佳男[26]在研究花生粕酶解物不同浓度乙醇分离组

分时也发现类似结果，其中用 40%浓度乙醇处理后的

花生粕酶解液中游离鲜味氨基酸含量较高，但整体滋

味却比较平淡。相比于 P1 和 P2 组分，P3 和 P4 组分

苦味突出，这可能与其具有较高含量的疏水性氨基酸

（如 Tyr、Phe 等）有关。故选定 P2 组分进行接下来

的 UPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS 分析。 

 
图2 F4组分的凝胶层析（Sephadex G-15）分离图 

Fig.2 Sephadex G-15 gel chromatographic profile of fraction F4 

 
图3 不同Sephadex G-15凝胶层析得到的组分的感官雷达图 

Fig.3 Taste characteristics of different fractions separated by 

Sephadex G-15 gel chromatography 
表1 不同凝胶组分水解氨基酸和游离氨基酸含量表 

Table 1 Contents of total amino acids and free amino acids of different fractions separated by gel chromatography 

氨基酸 
水解氨基酸/(mg/g) 

P1 P2 P3 P4 

天冬氨酸 88.10±0.20a 77.73±0.04b - - 

谷氨酸 201.19±0.48a 180.43±0.32b 4.66±0.14c - 

苏氨酸 18.71±0.05a 19.99±0.11b - - 

转下页
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丝氨酸 38.80±0.33a 36.93±0.08b - - 

甘氨酸 30.35±0.11a 28.73±0.28b 3.94±0.18c - 

丙氨酸 24.21±0.13a 23.83±0.10a 2.05±0.02b - 

缬氨酸 27.90±0.02a 28.00±0.04a 6.52±0.05b - 

异亮氨酸 35.18±0.18a 33.09±0.19b 12.97±0.22c - 

亮氨酸 60.25±0.08a 58.08±0.24b 32.49±0.32c - 

苯丙氨酸 50.98±0.11a 43.39±0.30b 318.74±0.47c 93.57±0.46d 

组氨酸 19.34±0.20a 17.41±0.16b - - 

精氨酸 30.09±0.17a 113.12±0.45b - - 

甲硫氨酸 - 5.94±0.02a 12.61±0.33b - 

赖氨酸 54.59±0.23a 41.55±0.15b - - 

脯氨酸 55.19±0.10a 47.36±0.13b - - 

半胱氨酸 9.53±0.34a 5.35±0.16b - - 

酪氨酸 22.12±0.02a 21.57±0.30a 11.72±0.10b 202.12±0.69c 
总计 766.50±1.61a 782.53±1.96b 405.70±1.13c 295.69±0.91d 

氨基酸 
游离氨基酸/(mg/g) 

P1 P2 P3 P4 

天冬氨酸 77.30±0.21a 15.93±0.11b - - 

谷氨酸 109.08±0.17a 14.38±0.09b - - 

苏氨酸 2.10±0.25a 16.01±0.32b - - 

丝氨酸 2.08±0.05a 33.70±0.19b - - 

甘氨酸 2.89±0.11a 16.49±0.24b - - 

丙氨酸 - 22.52±0.02a - - 

缬氨酸 1.03±0.02a 26.79±0.05b 1.60±0.16c - 

异亮氨酸 1.88±0.09a 26.22±0.14b 3.29±0.13c - 

亮氨酸 2.74±0.21a 41.64±22b 7.07±0.23c - 

苯丙氨酸 4.49±0.26a 0.93±0.01b 65.46±0.41c 11.76±0.11d 

组氨酸 7.21±0.01a 8.31±0.11b - - 

精氨酸 26.17±0.41a 35.39±0.28b - - 

甲硫氨酸 - 2.27±0.16a 4.65±0.32b - 

赖氨酸 6.12±0.32a 3.61±0.01b - - 

脯氨酸 33.44±0.05a 24.89±0.45b - - 

半胱氨酸 3.72±0.20a - - - 

酪氨酸 2.93±0.12a 3.44±0.20b 2.25±0.02c 170.59±0.15d 

总计 283.17±2.02a 292.52±2.21b 84.32±0.67c 182.34±0.36d 

注：“-”表示未检出；同行不同角标者表示具有显著性差异（p<0.05）。 

2.2  酱油中鲜味肽的结构鉴定 

超高压液相色谱串联质谱技术（UPLC-ESI-Q- 
TOF-MS/MS）包括超高压液相色谱技术、电喷雾电离

技术以及质谱技术三个部分，是一种应用范围极广的

分离、鉴定方法，具有高效、快速、灵敏度高等特点
[27]。超高压液相色谱技术（UPLC）是一种全新的分

离检测方法，涵盖了小颗粒填料、低系统体积及快速

检测手段等全新技术；电喷雾电离（ESI）是一种软电

离技术，能够电离分子量为 10~106 u 的蛋白质、肽等

中等极性或者离子化合物；质谱技术（MS/MS）是利

用电场和磁场将运动的离子按它们的质核比分离后进

行检测的方法。本研究采用 UPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS
对 P2 组分进行进一步分离和多肽结构鉴定，自动对

质谱数据进行 Deconvolute 去卷积处理，选定二级质

谱图中的母离子峰，采用 Data Analysis 4.1 软件，进
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行手动 De novo 测序，得到氨基酸序列为 Asn-Pro、
Ala-His、Gly-Pro 和 Gly-Leu 四条二肽，它们的质核比

（m/z）分别是 230.1135 u、227.1026 u、173.0929 u 和

189.1230 u。其二级质谱图如图 4 所示。 

 

 

 

 
图4 合成肽的二级质谱图 

Fig.4 MS/MS spectrum of synthetic peptides 

注：a、b、c、d 分别代表 Asn-Pro、Ala-His、Gly-Pro、

Gly-Leu 的二级质谱图。 

表2 合成肽的感官评分和电子舌评分表 

Table 2 Sensory scores and e-tongue scores of synthetic peptides 

样品 
感官评分 

酸 甜 苦 咸 鲜 

标准品 5.00±0.00 5.00±0.00 5.00±0.00 5.00± 0.00 5.00±0.00 

Gly-Pro 1.75±0.49 1.75±0.49 2.17±0.71 1.25±0.35 2.72±0.39 

Gly-Leu 1.80±0.40 1.40±0.50 2.55±0.51 0.75±0.53 2.55±0.51 

Asn-Pro 1.50±0.45 0.70±0.47 1.10±0.32 1.80±0.42 3.84±0.42 
Ala-His 4.05±0.55 1.60±0.52 1.15±0.34 1.35±0.63 2.90±0.32 

样品 
电子舌评分 

酸 甜 苦 咸 鲜 

标准品 6.63±0.00 25.85±0.00 30.22±0.00 20.16±0.00 9.97±0.00 

Gly-Pro -23.28±0.65 19.59±0.44 11.63±0.10 -17.13±0.27 3.88±0.29 

Gly-Leu -28.50±0.79 21.65±0.72 15.62±0.61 -20.45±0.49 3.94±0.46 

Asn-Pro -30.41±0.50 10.64±0.34 6.76±0.06 12.17±0.15 7.65±0.15 

Ala-His -17.58±0.41 18.56±0.39 8.07±0.23 -5.30±0.57 4.09±0.24 

2.3  酱油鲜味肽的呈味特性分析 

为验证四条肽的呈味特性，利用固相合成法分别

合成四条二肽并结合高效液相色谱法对其进行分离纯

化，经检测纯度达 95%以上。对合成的四条肽首先比

较了其在相同质量浓度下基本滋味的感官评定和电子

舌分析结果（表 2）。感官评价结果显示，Asn-Pro 的

鲜味强度最高，评分达 3.84 分；其次为 Ala-His（2.90
分）和 Gly-Pro（2.72 分），Gly-Leu 鲜味最弱（2.55
分）。同时酱油鲜味肽在口腔中还呈现其他基本滋味，

如 Asn-Pro 同时也具有较强的酸味（4.05 分），而

Gly-Leu 苦味突出（2.55 分）。日本 Insent 公司的

TS-5000Z 电子舌基于模拟人舌头感知原理对样品进

行滋味评价，具有客观和结果稳定等优势。电子舌输
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出值显示二肽Asn-Pro具有最强的鲜味强度（7.65分），

其次为 Ala-His（4.09 分）、Gly-Leu（3.94 分）和 Gly-Pro
（3.88 分），三者差异则较小。除此之外，多肽的其他

基本滋味在电子舌数据上也有体现，如 Ala-His 的强

酸味和 Gly-Leu 的强苦味。整体上感官评定数据与电

子舌数据相吻合，说明感官评价员在多肽基本滋味品

评方面具有较高的可信性。 
为了进一步确认酱油鲜味肽的鲜味和对味精的协

同能力，采用前期实验方法[20]，分别利用滋味稀释分

析法（TDA）和比较滋味稀释分析分析法（cTDA）

分析合成肽的鲜味阈值和增鲜阈值。鲜味阈值是指当

一半以上的感官评价员能感知样品加到超纯水中与两

个空白样品（超纯水）的差别的质量浓度；增鲜阈值

是指当一半以上的感官评价员能感知样品加到 300 
mg/L 的 MSG 溶液中与两个空白样品（300 mg/L 的

MSG 溶液）的差别的质量浓度。四条肽中 Ala-His 鲜
味阈值最低，约为MSG鲜味阈值的一半，为160 mg/L；
其次为二肽 Asn-Pro（175 mg/L）。同时，四条酱油鲜

味肽具有不同程度的增鲜能力，其中增鲜阈值最低的

是 Asn-Pro，在 10 mg/L 时就能对 300 mg/L 的 MSG
溶液起到显著的鲜味增强作用。 

表3 合成肽的鲜味阈值及增鲜阈值 

Table 3 Umami threshold and umami-enhancing threshold of 

synthetic peptides 

样品 鲜味阈值/(mg/L) 增鲜阈值/(mg/L) 

Gly-Pro 430 35 

Gly-Leu 350 28 

Asn-Pro 175 10 

Ala-His 160 13 

为了进一步验证合成肽的味道并非独立氨基酸混

合物味道的简单叠加，因此将合成肽与其等质量配比

的氨基酸混合物进行感官评价对比分析。参照

Zhuang[10]等方法并做适当修改，分别将 Asn-Pro、
Ala-His、Gly-Leu 和 Gly-Pro 与其等质量配比的氨基酸

混合物配置成 5 mg/mL 的溶液进行感官评分对比，结

果见图 5。 

 

 

 

 
图5 合成肽与等质量配比的氨基酸混合物的感官评价分析对

比图 

Fig.5 Sensory evalution of synthetic peptides and their artificial 

amino acids solution by the same quality 

注：a、b、c、d 分别代表 Asn-Pro、Ala-His、Gly-Pro、

Gly-Leu 与等质量配比的氨基酸混合物的感官评价分析对比

图；“*”表示两者具有显著性差异（p <0.05）。 

四条肽的呈味特性与其等质量配比的氨基酸混合

物的呈味特性均存在明显差异。Asn-Pro 与其等质量

配比的氨基酸混合物在甜味、咸味及鲜味之间存在显

著性差异（p<0.05），Asn-Pro 本身以鲜味为主，而其

等质量配比的氨基酸混合物以甜味为主，其甜味主要

由天冬酰胺引起；Ala-His 与其等质量配比的氨基酸混

合物在酸、甜、苦、咸、鲜味之间均存在显著性差异

（p<0.05），Ala-His 本身以酸味和鲜味为主，而其等

质量配比的氨基酸混合物以甜味为主，其甜味主要由

丙氨酸引起；Gly-Pro 和 Gly-Leu 两者与其等质量配比

的氨基酸混合物在酸、甜、苦、鲜味之间存在显著性



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.5 

14 

差异（p<0.05），Gly-Pro 和 Gly-Leu 两者本身以苦味

和鲜味为主，而 Gly-Pro 的等质量配比的氨基酸混合

物以甜味为主，其甜味主要由甘氨酸引起，而 Gly-Leu
的等质量配比的氨基酸混合物以苦味为主，这主要是

因为亮氨酸为强苦味氨基酸，能掩盖甘氨酸提供的甜

味。这说明肽的呈味特性并非是由单个氨基酸味道的

叠加而成，而是氨基酸通过肽键形成特定的结构与各

滋味受体结合方式不同引起的，说明空间结构是化合

物呈味特性的决定性因素之一。Ohyama[28]等发现二肽

Asp-Leu 具有鲜味，而其氨基酸混合物主要呈现苦味；

Tamura[29]等发现 Lys-Gly 具有鲜味和咸味，而其氨基

酸混合物主要呈现甜味。 

3  结论 

本文首先根据分子量大小分别采用超滤和凝胶层

析技术从酱油中分离纯化得到较强鲜味的肽类物质，

然后采用 UPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS 对其进行结构鉴

定，其中四条二肽分别为 Asn-Pro、Ala-His、Gly-Leu
和 Gly-Pro。采用感官评定和电子舌分析发现四条固相

合成的二肽均具有明显鲜味或鲜味增强作用，其中

Ala-His 鲜味阈值最低，Asn-Pro 增鲜能力最强，表明

小分子肽类是构成酱油鲜味的重要成分之一。合成肽

和等质量配比的组成氨基酸混合物的呈味特性之间的

差异说明肽的呈味特性并不是单个氨基酸味道的简单

叠加，而是氨基酸通过肽键形成特定的结构造成的。 
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