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摘要：通 过 氨 基 酸 分 析 法、超 滤 法、凝 胶 层 析 柱 法、反 相 高 效

液相色谱法、超 高 分 辨 四 极 杆—飞 行 时 间 质 谱 法 等，研 究 紫

贻贝蛋白酶解过程中 各 种 呈 味 物 质 的 释 放 规 律 及 呈 味 肽 的

结构。结果表明，酶 解 过 程 中，大 分 子 肽 逐 渐 降 解 为 小 分 子

肽，游离呈味氨基酸含量、三甲胺含量升高，肽基呈味氨基酸

的含量先上升后下降，总 糖 含 量 变 化 不 明 显。ｐＨ 较 低 时 有

利于低分子量肽的生 成。总 酸 含 量 在 酶 解１ｈ、酶 解 温 度 为

５０℃时最高。在５０℃、ｐＨ　６．５条 件 下 酶 解２ｈ后，紫 贻 贝

酶解液中低分子量 肽 的 比 例 较 高，有 机 酸、糖 和 呈 味 氨 基 酸

的释放较充 分。紫 贻 贝 酶 解 液 中 海 鲜 风 味 肽 的 分 子 量＜１
ｋＤａ，其 结 构 为 Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｇｌｎ 或 Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｖａｌ－
Ａｓｎ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ，不同于任何已知序列的呈味肽，其呈味阈值为

０．１ｍｇ／ｍＬ。
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风味是影响食品品质的重要指标之一，酶解动物蛋白因

具有 自 然、醇 厚、浓 郁 的 特 征 风 味，已 经 逐 步 代 替 化 学 调 味

料，成为制备高档复合调味品的重要基料［１］。紫贻贝又称海

红，在中国资源丰富，年 产 量 达５０万ｔ［２］。紫 贻 贝 的 蛋 白 酶

解液含有丰富的呈味氨基酸、呈味肽、有机酸等呈味物质，营

养丰富、海鲜风 味 纯 正 自 然。本 课 题 组［２］在 前 期 研 究 中，已

通过响应面优化了酶解紫贻贝最佳工艺条件，制得呈味物质

含量较高、整体风味 良 好 的 紫 贻 贝 酶 解 液，并 对 其 中 呈 味 物

质进行了成分分析。结果发现，酶解液中呈味物质的含量随

酶解条件的改变表现出规律变化，且酶解液的风味特征与呈

味肽的结构之间存在一定联系。

关于水产蛋白，尤其是贝类蛋白酶解过程中呈味物质释

放规律的研究较少。肖如武等［３］研究表明，马氏珍珠贝肉蛋

白的酶解过 程 中，酶 解 液 中 游 离 氮 基 酸 和 可 溶 性 氮 含 量 增

加，肽分子量降低，鲜味增强、苦味先增强后减弱。崔春［４］研

究表明，海鱼蛋白酶 解 过 程 中，酶 解 液 中 游 离 氨 基 酸 含 量 持

续增加，多肽、总酸、总糖含量先增加后降低。赵珊珊等［５］研

究表明，不同酶解工艺条件下，游离氨基酸、呈味肽的释放量

和释放速率不同。呈味肽结构的研究，主要集中于肉味肽的
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分子量分布和氨基酸测序。研究呈味肽的结构，须对其进行

分离纯化，其方法主要有硫酸铵盐析、超滤法、阴离子交换树

脂分离、凝胶柱层析、高效液相质谱法等，氨基酸测序方法以

基质辅助激光解析—三级四级杆／飞行时间质谱法为主。目

前国内外大多研究中所采用的多肽分离纯化方法较为单一，

借助多 种 方 法 对 多 肽 进 行 逐 级 分 离 纯 化 的 研 究 较 少。伍

彬［６］采用超滤法、大孔吸附树脂和高效凝胶过滤色谱分离纯

化并鉴定了虾头自溶产物中的低分子量肽，结果表明鲜味肽

和甜味肽分子量主 要 集 中 在１～３ｋＤａ。肖 如 武［１］采 用 超 滤

技术、大孔吸附树脂、凝 胶 柱 层 析 分 离 纯 化 了 蓝 蛤 肉 酶 解 产

物肽，最终得到纯度 较 高 的 鲜 味 肽，其 鲜 味 强 度 为 谷 氨 酸 钠

的３倍。张艳萍等［７］对 紫 贻 贝 酶 解 物 中 的 降 血 压 肽 结 构 进

行测定，结果表明，相对分子质量＜１ｋＤａ肽占降血压肽总量

的９０．４２％。以上研究，均 未 对 呈 味 肽 的 释 放 规 律 和 结 构 之

间的内在联系作出深入探讨。

本试验拟研究紫贻贝酶解液中呈味物质的释放规律，测

定呈味肽结构，以探讨其构效关系。以不同条件下制备的紫

贻贝酶解液为研究对象，测定其总酸、总糖、三甲胺等呈味物

质含量，以及肽分子量分布、氨基酸组成，结合酶解液的感官

评分，研究各种呈味 物 质 的 释 放 规 律，并 以 酶 解 液 各 级 纯 化

产物的鲜味评分作 为 指 标，借 助 多 级 超 滤、凝 胶 柱 层 析 和 反

相高效液相色谱法对海鲜风味肽进行逐步分离纯化，采用超

高分辨四极杆—飞行 时 间 质 谱 确 定 海 鲜 风 味 肽 的 氨 基 酸 序

列，以期为紫贻贝蛋白呈味肽的制备、分离纯化、结构研究及

其在调味品中的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

紫贻贝：青岛城阳水产批发市场购买；

中性蛋白酶：５×１０４　Ｕ／ｇ，石 家 庄 市 兴 达 酶 制 剂 有 限 公

司；

木瓜蛋白酶：８×１０５　Ｕ／ｇ，郑 州 坤 利 食 品 添 加 剂 有 限 公

司；

葡聚糖 凝 胶 Ｇ－２５（Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５）：瑞 典Ｐｈａｒｍａｃｉａ公

司；

乙腈：色谱纯，天津恒兴化学试剂；

三氟乙酸（ＴＦＡ）：色谱纯，天津光复精细化工研究所；

肽分子量标准品：谷 胱 甘 肽（分 子 量０．３１ｋＤａ），血 管 紧

张素（分子量１．３０ｋＤａ），胰 岛 素（分 子 量５．８１ｋＤ），溶 菌 酶

（分子量１４．００ｋＤａ），美国Ｓｉｇｍａ公司。

其它试剂：均为分析纯。

１．２　试验仪器与设备

超高分辨 四 极 杆—飞 行 时 间 质 谱 仪：ＵＨＲ－Ｑ－ＴＯＦ型，

德国Ｂｒｕｋｅｒ公司；

高效液相色谱：ＬＣ－２０Ａ型，日本岛津公司；

全自动氨基酸分析仪：Ｌ－８９００型，日立高新技术公司；

酸度计：ＤＥＬＴＡ３２０型，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ集团；

超滤装置：ＥＺ－Ｆｉｔ　ＴＭ型，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；

电脑紫外检测器：ＨＤ－５型，上海青浦沪西仪器厂；

自动部分收集器：ＢＳＣ－１００型，上海青浦沪西仪器厂；

低速离心机：ＬＸＪ－ＩＩＢ型，上海安亭科学仪器厂。

１．３　方法

１．３．１　紫贻贝酶解液 的 制 备　根 据 文 献［２］制 备 紫 贻 贝 酶

解液（ｍｕｓｓｅｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｅｓ，ＭＰＨｓ）。取 冷 冻 紫 贻 贝 肉

于磷酸缓冲液（ｐＨ　５．５，６．０，６．５，７．０，７．５；０．２ｍｏｌ／Ｌ）中，按

固液比１∶３（ｍ∶Ｖ）进行匀浆，按酶活１∶１的比例加入一定

量中性蛋白酶和木 瓜 蛋 白 酶，适 宜 温 度 酶 解 一 定 时 间 后，沸

水浴灭酶２０ｍｉｎ，冷 却，４　０００ｒ／ｍｉｎ离 心２０ｍｉｎ，取 上 清 液

定容至５００ｍＬ，即得 ＭＰＨｓ。其中：分别在酶解时间２ｈ、酶

解温度５０℃、酶解ｐＨ　６．５的条件下，固定其中的２个因素，

在酶解时间１～３ｈ、酶解温度４０～６０℃、酶解ｐＨ　５．５～７．５

的范围内，改变另外１个因素进行试验。

１．３．２　紫贻贝酶解液中呈味物质的测定

（１）总酸的测定：根据ＡＳＴＭ　Ｄ２９４２－０２（２０１３）Ｓｔａｎｄａｒｄ

Ｔｅｓｔ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｔｏｔａｌ　Ａｃｉｄ　Ａｃｃｅｐｔａｎｃｅ　ｏｆ　Ｈａｌｏｇｅｎａｔｅｄ　Ｏｒ－

ｇａｎｉｃ　Ｓｏｌｖｅｎｔｓ（Ｎｏｎｒｅｆｌｕｘ　Ｍｅｔｈｏｄｓ）及 ＧＢ／Ｔ　１２４５６—２００８
《食品中总酸的测定》规定的方法测定酶解液中总酸含量。

（２）总糖的测定：根 据 文 献［８］及ＧＢ／Ｔ　９６９５．３１—２００８
《肉制品 总糖含 量 测 定》，采 用 苯 酚—硫 酸 法 测 定 酶 解 液 中

总糖含量。

（３）三 甲 胺（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＴＭＡ）的 测 定：采 用 比 色

法［９］。

１．３．３　紫贻贝酶解液中的肽分子量分布和氨基酸分析

（１）肽分 子 量 分 布：根 据 文 献［１０］，采 用 ＨＰＬＣ法 测 定

紫贻贝酶解液中呈味物质的相对分子质量。色谱 条 件：Ｓｈｏ－

ｄｅｘ　ＫＷ－８０２．５（７．８ｍｍ×３００ｍｍ）色 谱 柱；流 动 相：乙 腈—

水—三 氟 乙 酸，三 者 体 积 比 ４５∶５５∶０．１；流 速：０．５

ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２２０ｎｍ；柱 温：３０℃。相 对 分 子 质 量 校

正曲线所用标准品：谷 胱 甘 肽（分 子 量０．３１ｋＤａ），血 管 紧 张

素（分子量１．３０ｋＤａ），胰岛素（分子量５．８１ｋＤ），溶菌酶（分

子量１４．００ｋＤａ）。根据混 合 标 准 样 的 洗 脱 时 间 得 到 标 准 曲

线方程：

ｌｇ　Ｍｗ＝ －０．２３５　８　ｔ＋４．２１３　９（Ｒ２＝０．９９３　２） （１）

式中：

Ｍｗ———相对分子质量，Ｄａ；

ｔ———出峰时间，ｍｉｎ。

取适量酶解物，溶解后经０．４５ｍ微孔滤膜过滤，进样分

析。根据肽标准曲线测定紫贻贝酶解液中肽的分子量。

（２）氨基酸分析：总氨基 酸 组 成、游 离 氨 基 酸 组 成：分 别

按照ＧＢ／Ｔ　５００９．１２４—２００３《食 品 中 氨 基 酸 的 测 定》、文 献

［１１］，采用全自动氨基酸分析仪测定。肽基氨基酸含量按式

（２）计算：

Ｘ＝ Ｘ１－Ｘ２ （２）

式中：

９１
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Ｘ———肽基氨基酸含量，ｍｇ／ｍＬ；

Ｘ１———总氨基酸含量，ｍｇ／ｍＬ；

Ｘ２———游离氨基酸含量，ｍｇ／ｍＬ。

１．３．４　紫贻贝海鲜风味肽的分离纯化

（１）紫贻贝海鲜风味肽的超滤分离：取适量在５０℃、ｐＨ

６．５条件下酶解２ｈ后 的 紫 贻 贝 酶 解 液，采 用 截 留 分 子 量 为

１０ｋＤａ的超滤膜在０．４ＭＰａ、（４±０．５）℃条件下进行分离，

当截留液体积减少到原样品液体积的１０％时停止，取透过液

进行下一级超滤处理，利用截留分子质量分别为５，３，１ｋＤａ

的超滤膜依次进行 上 述 操 作，收 集 各 级 超 滤 组 分，冷 冻 干 燥

后进行鲜味分析。

（２）凝胶柱层析法分离纯 化 紫 贻 贝 海 鲜 风 味 肽：将 超 滤

分离 所 得 的 鲜 味 最 高 的 组 分 配 成 质 量 浓 度 为４０ｍｇ／ｍＬ的

溶液，用Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５凝胶柱层析（２６ｍｍ×４００ｍｍ）进 行

分离。进 样 量 为１．０ｍＬ，洗 脱 液 为 去 离 子 水，流 速 为２

．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测２２０ｎｍ处 的 吸 光 值。对 各 分 离 组 分 峰 进

行收集，冷冻干燥后，进行风味分析，收集海鲜风味最佳的峰

冻干后备用。

（３）反相高效液相色谱法 分 离 纯 化 紫 贻 贝 海 鲜 风 味 肽：

将凝胶层 析 分 离 得 到 的 呈 味 组 分 溶 解 于９０％的 乙 腈 中，０

．２２μｍ滤膜过滤 后，参 照 文 献［１２］，采 用 岛 津 ＬＣ－２０Ａ高 效

液相色谱，Ｚｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ｃ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）反 相 色

谱柱验证纯度。

分离条件：进样量１０μＬ，流 速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，Ａ流 动 相，

含０．１％三氟乙酸的超纯水；Ｂ流 动 相，含０．１％三 氟 乙 酸 的

乙腈；以１０％Ｂ流动相等度洗脱；检测波长２２０，２８０ｎｍ。

１．３．５　超高分辨四极杆—飞行时间质谱仪测定海鲜风味肽

氨基酸序列　将反相 高 效 液 相 色 谱 分 离 得 到 的 海 鲜 风 味 肽

溶解于５０％乙腈溶液中（含有１‰甲酸），采用超高分辨四极

杆—飞行时间质谱仪测定氨基酸序列。

操作条件：离子源：ＥＳＩ；扫描模式：正离子，全扫描；扫描

范围（ｍ／ｚ）１０３～１　０００；碎 裂 电 压：１００Ｖ；毛 细 管 电 压：４

．５ｋＶ；干燥气温度：３５０℃；干 燥 气 流 速：１１Ｌ／ｍｉｎ；雾 化 气：

２．９０×１０５　Ｐａ。

１．３．６　感官评定　由８位经过适当培训的感官评价员组成

品尝小组，根据文献［１３］、［１４］的 方 法 进 行 感 官 评 定。对 紫

贻贝酶解液的各级超滤液鲜味、苦味进行评分，采用５分制，

０～５分 由 低 到 高，分 别 代 表 风 味 程 度“很 弱、较 弱、一 般、较

强、很强”。采用ＴＤＡ（ｔａｓｔｅ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ）法 对 海 鲜 风 味

肽进行评定，其中不少于６名感官评定员能够准确评价的最

高样品浓度，即为样品在水中的呈味阈值。

２　结果与分析

２．１　呈味物质的释放规律

２．１．１　酶解条件对酶解液中总酸和总糖含量的影响　贝类

中的酸主要包括乳酸、丙酸、琥珀酸等有机酸，具有提高酶解

液缓冲能力、增强呈味特性的作用［５］。酶解液中的总糖包括

以游离形式存在的葡萄糖、半乳糖、果糖等，各种糖的含量均

远低于其呈味阈值，故其对酶解液甜味的影响不大［５］。但糖

与其他 物 质 之 间 的 相 互 作 用 可 能 影 响 酶 解 液 的 整 体 风

味［１３］。由图１可知，随着酶解时间的延长、酶解温度的升高，

紫贻贝酶解液的总酸含量均呈先升高后降低的趋势，分别在

酶解时间１ｈ、酶解温度５０℃时达到最大值。随着酶解时间

的延长、酶解温度的升高，总糖含量基本不变。随着酶解ｐＨ

的升高，总酸及总糖含量均 呈 降 低 的 趋 势，当ｐＨ为５．５时，

总酸、总糖含量最 高，这 说 明 较 低 酶 解ｐＨ 更 利 于 紫 贻 贝 肉

中各种酸和糖的释放。

２．１．２　酶解条件对酶解液中三甲胺含量的影响　三甲胺可

与组织中的脂肪共 同 作 用 产 生 腥 味，且 呈 味 阈 值 较 低，从 而

对酶解液的 风 味 产 生 一 定 的 影 响［１４］。由 图２可 知，随 酶 解

时间的延长，紫 贻 贝 酶 解 液 中 三 甲 胺 含 量 呈 逐 渐 上 升 的 趋

势，酶解时间超过１ｈ后，三 甲 胺 含 量 的 增 加 趋 缓。随 着 酶

解温度、酶解ｐＨ的 升 高，酶 解 液 中 三 甲 胺 含 量 均 呈 先 升 高

后降低的趋势，在酶解温度为５０℃、ｐＨ为６．０时，三甲胺含

量达到最大值。同时由图２可知，紫贻贝酶解液中三甲胺含

量低于１．２ｍｇ／１００ｇ。而在新鲜鱼中，三甲胺可接受的最大

量为１０～１５ｍｇ／１００ｇ［９］。因此紫贻贝酶解液中三甲胺含量

在可接受范围之内，其腥味不影响酶解液的整体风味。 
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图１　酶解条件对紫贻贝酶解液中总酸和总糖的影响
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图２　酶解条件对紫贻贝酶解液中三甲胺含量的影响
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２．１．３　酶解条件对酶解液肽分子量分布的影响　由图３可

知，随着酶解时间的延长，分子量≥１０ｋＤａ的肽比例降低，分

子量５～１０ｋＤａ的肽比例无明显变化，分子量１～５ｋＤａ的肽

比例先升高后趋缓，分 子 量＜１ｋＤａ的 肽 比 例 不 断 升 高。这

说明酶解过程中，肽逐渐分子量逐渐降低。随着酶解温度的

升高，分子量＜１ｋＤａ的肽比例呈先上升后下降的趋势，而１

～５ｋＤａ、分子量≥１０ｋＤａ的 肽 比 例 均 呈 先 下 降 后 上 升 的 趋

势，５～１０ｋＤａ的肽比例无明显变化。随着酶解ｐＨ的升高，

分子量＜１ｋＤａ的肽比 例 降 低，分 子 量１～１０ｋＤａ的 肽 比 例

先升高后降低，分子量≥１０ｋＤａ的 肽 比 例 升 高。这 说 明ｐＨ

较低时，有利于低分子量肽的生成。酶解过程中产生的肽类

物质对酶解液风味的影响，主要是部分寡肽与其他呈味物质

发生相乘作用，使酶解 液 风 味 饱 满、口 感 协 调［１５］。紫 贻 贝 酶

解液中的呈味肽，很可能是分子量较低的肽。
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２．１．４　酶解过程中 氨 基 酸 的 释 放　酶 解 过 程 中，紫 贻 贝 蛋

白逐渐被水解成 小 分 子 肽 和 游 离 氨 基 酸。酶 解 液 中 的 肽 类

具有复杂的呈味功能，其中鲜味肽、苦味肽、甜味肽能够赋予

酶解液协调、细腻、醇厚浓郁的整体味感；游离氨基酸主要包

括鲜味氨基酸（谷 氨 酸、天 门 冬 氨 酸）、甜 味 氨 基 酸（苏 氨 酸、

丙氨酸、甘氨酸等）、苦味氨基酸（缬氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、

精氨酸等），呈味氨基 酸 的 含 量 和 比 例 也 是 影 响 酶 解 液 风 味

的重要因素之一。

紫贻贝酶解液中，氨基酸 主 要 有 两 种 类 型：① 游 离 氨 基

酸；② 仍存在于未被水解 的 肽 中。由 图４可 知，随 酶 解 时 间

的延长，样品中氨基酸种类不发生变化，但释放的总氨基酸、

游离氨基酸、肽 含 量 变 化 明 显。与 未 经 酶 解 的 样 品 相 比，酶

解后的样品中总氨 基 酸、游 离 氨 基 酸、肽 基 氨 基 酸 含 量 明 显

升高，且所有氨基酸的含量均迅 速 增 加。酶 解１ｈ样 品 的 总

氨基酸、游 离 氨 基 酸、肽 基 氨 基 酸 含 量 分 别 为 是１１．１９０，４

．７９８，６．３８９ｍｇ／ｍＬ，比 酶 解 前 氨 基 酸 总 量 分 别 增 加 了２７６

．８％，２２９．５％，３２１．９％。随着酶解时 间 的 延 长，氨 基 酸 总 量

增加速度减缓，酶解２ｈ后，总氨 基 酸、游 离 氨 基 酸 总 量 增 加

缓慢，肽基氨基酸含量开始降低。

随着酶解时间 的 延 长，鲜 味 氨 基 酸、甜 味 氨 基 酸 及 苦 味

氨基酸含量均明显提高。其中，大部分苦味氨基酸及甜味氨

基酸的含量低于其呈味阈值，因此其含量的增加基本不影响

酶解液的苦味和甜 味；鲜 味 氨 基 酸 含 量 与 其 呈 味 阈 值 接 近，

并能与 盐、有 机 酸 发 生 相 乘 作 用 而 明 显 增 加 酶 解 液 的 鲜

味［１５］。鲜味肽、甜 味 肽、苦 味 肽 含 量 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋

势。
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经过不同时间的酶解后，酶解液中均检测出１７种氨基酸

图４　不同酶解时间后紫贻贝酶解液的氨基酸组成和含量
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　　综合比较紫贻 贝 酶 解 液 的 肽 得 率、肽 分 子 量 分 布、氨 基

酸分析结果可知，不 同 酶 解 条 件 下 制 备 的 酶 解 液 中，分 子 量

＜１ｋＤａ的 肽 均 占 较 大 比 例，且 随 着 酶 解 条 件 的 变 化，肽 得

率、肽基呈味氨基酸含量变化趋势大致相同。赵谋明等［４］指

出，分子量＜１ｋＤａ的肽具有特殊的呈味特性。由此推测，紫

贻贝酶解液中具有海鲜特征风味的呈味肽，大部分是分子量

＜１ｋＤａ的肽。酶解条件为２．０ｈ、５０℃、ｐＨ　６．５时，紫贻贝

酶解液的肽得率、水 解 度 和 低 分 子 量 肽 的 比 例 较 高，呈 味 物

质和氨基酸的释 放 较 充 分。在 此 条 件 下 大 量 制 备 紫 贻 贝 酶

解液，进行风味肽的分离纯化。

２．２　紫贻贝酶解液中海鲜风味肽的分离纯化

２．２．１　紫贻贝海鲜风味肽的超滤分离　超滤膜可将紫贻贝

酶解液中的肽与蛋白质等其他物质进行分离，同时将海鲜风

味肽与其他分子量的肽进行分离［１］。由图５可知，与其他分

子量肽段相比，酶 解 原 液 的 鲜 味 最 低、苦 味 最 高。超 滤 可 明

显提升酶解液 的 风 味，使 鲜 味 评 分 升 高，苦 味 评 分 降 低。鲜

味值随着截 留 分 子 量 的 减 少 而 呈 逐 渐 增 大 的 趋 势，其 中１

ｋＤａ滤膜透过液的鲜味值最高，且相对原酶解液有显著提高。

苦味 值 随 截 留 分 子 量 的 减 少 而 呈 逐 渐 减 小 的 趋 势，其

中，１０ｋＤａ超 滤 膜 对 于 酶 解 液 超 滤 祛 苦 的 效 果 最 明 显，而
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ｕｎｄｅｒ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

１ｋＤａ滤膜透过液的 苦 味 值 最 低，且 明 显 低 于 原 酶 解 液。这

可能是由于酶解液中引起苦味的疏水性短肽分子量较大，截

留分子量逐级减 小 的 超 滤 膜 可 以 将 它 们 有 效 去 除。与 此 同

时，逐级超滤对鲜味 物 质 起 到 了 一 定 的 浓 缩 作 用，使 得 超 滤

液的鲜味值逐渐升高［１４］。

超滤液的风味分析 结 果 表 明，鲜 味 肽 大 量 存 在 于１ｋＤａ

滤膜透过液中，这证实了 海 鲜 风 味 肽 是 分 子 量＜１ｋＤａ的 肽

这一推测。这与伍彬等［６］的研究结果一致。由于１ｋＤａ滤膜

透过液与３ｋＤａ滤膜透过液的风味 相 差 较 小，综 合 鲜 味 和 苦

味的评分，大量制备３ｋＤａ滤膜透过液用作下一步分离纯化。

２．２．２　紫贻 贝 海 鲜 风 味 肽 的 凝 胶 柱 层 析 分 离　由 图６可

知，３ｋＤａ滤膜透过液 在 洗 脱 时 得 到４个 峰Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ，其

中峰－Ⅱ的风味最佳，鲜 味 浓 郁、苦 味 极 低；而 峰－Ⅰ、峰－Ⅲ和

峰－Ⅳ的鲜味不明显，且苦味较高。故对峰－Ⅱ进行大量收集，

用于反相高效液相色谱分析。

２．２．３　紫贻贝海鲜风味肽的反相高效液相色谱分析　由图

７可知，经反相 高 效 液 相 色 谱 分 析 后，峰－Ⅱ组 分 仍 然 包 括３

个样品峰－Ｖ、峰－ＶＩ、峰－ＶＩＩ，峰－ＶＩ和 峰－ＶＩＩ在２２０ｎｍ和２８０

ｎｍ处的强度均明显低于峰－Ｖ。经风味分析可 知，峰－Ｖ的 鲜

味值为４．８，明 显 高 于 峰－ＶＩ和 峰－ＶＩＩ（２．０和１．５），故 选 取

峰－Ｖ进行收集，用于 紫 贻 贝 海 鲜 风 味 肽 的 结 构 鉴 定 及 构 效

分析。

２．２．４　ＵＨＲ—Ｑ—ＴＯＦ质 谱 分 析 紫 贻 贝 海 鲜 风 味 肽 峰－Ｖ

的氨基酸序列　图８是 紫 贻 贝 风 味 肽 峰－Ｖ的 一 级 质 谱 图，

其中主要包含质荷比分别为３４０．７６０　５，６７９．５１０　３，７０１．４９２　４

的３种组分。３种组分为同一种物质的３种不同表现形式，

其中３４０．７６０　５是带２个 电 荷 的，６７９．５１０　３是 单 电 荷 形 式

的，７０１．４９２　４ 是 ［Ｍ＋Ｎａ］峰，因 此，只 需 对 质 荷 比 为

６７９．５１０　３的这个肽链进行二级质谱分析。根据氨基酸平均

分子量１２８可推断，峰－Ｖ的组分是由５至６个氨基酸组成的

寡肽。伍彬［６］、王娟［１６］的研究也表明，凡纳滨对虾虾头自溶

产物、金华火腿中的鲜味肽均为寡肽。

２２
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图７　紫贻贝风味肽组分峰－Ⅱ和溶剂峰的反相高效液相色谱图
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图８　紫贻贝风味肽组分峰－Ｖ的一级质谱图
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　　图９为母离子ｍ／ｚ＝６７９．５１０　３的二级质谱图。母离子

ｍ／ｚ＝６７９．５１０　３经碰撞诱导解离（ＣＩＤ）后，可 能 产 生３种 类

型的碎片离 子，包 括 序 列 离 子、中 间 碎 片 离 子 和 卫 星 离 子。

但是在ＣＩＤ的裂解能量不高时，肽链中的肽键（酰胺键）更易

发生断裂，从而更易产生ｂ型离子和ｙ型离子。结合紫贻贝

海鲜风味肽的氨基酸分析结果，采用从头测序（ｄｅ　ｎｏｖｏ）的方

法对未知肽 段 进 行 氨 基 酸 序 列 分 析 可 知，其 氨 基 酸 序 列 为

ＣＳＶＱＤＱ或ＱＡＶＮＦＴ，即Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｇｌｎ或Ｇｌｎ－

Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ。经计算其 相 对 分 子 质 量 理 论 值 分 别

为１２１＋１０５＋１１７＋１４６＋１３３＋１４６－１８×５＝６７９－１和１４６

＋８９＋１１７＋１３２＋１６５＋１１９－１８×５＝６７９－１，与 质 谱 测 定

结果一致。

Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ａｓｐ、Ａｓｎ之 间 相 互 结 合 形 成 的 短 肽 或 它 们 与

Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｍｅｔ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒ、Ｃｙｓ相 互 结 合 形 成 的 多 元 酸 钠 盐 可

以呈现较为明 显 的 鲜 味 特 征［１７］。Ｃｅｒｎｙ等［１８］发 现 含 有 Ｇｌｕ

或Ａｓｐ的肽与一定浓度 的 盐 或 味 精 等 呈 味 成 分 有 较 强 的 协

同增鲜功能。研究发现，部分游离氨基酸具有一定的鲜味特

征，但其呈鲜味的特 性 远 低 于 鲜 味 肽，这 是 由 于 氨 基 酸 通 过

肽键的连接后，相互 作 用 明 显 增 强，从 而 使 鲜 味 特 性 显 著 提

高［１，２，１７］。本研 究 分 离 纯 化 出 的 六 肽Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－

Ｇｌｎ或Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ含有以上特征氨基酸，但氨

基酸序列独特，不同于任何目前已知序列的呈味肽。

３２
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　　根据ＴＤＡ法 分 析 得 到 紫 贻 贝 海 鲜 风 味 肽 峰－Ｖ的 呈 味

阈值为０．１ｍｇ／ｍＬ，明显低于谷氨酸 一 钠（味 精，ＭＳＧ）的 呈

味阈值（０．３ｍｇ／ｍＬ）［１９］。

３　结论

紫贻贝酶解过程中，总酸、总糖、三甲胺、多肽、氨基酸等

含量的变化均遵循一定规律，其共同作用决定了酶解液的风

味特征。海鲜风味肽为 低 分 子 量 肽，ｐＨ 较 低 的 条 件 利 于 其

生成。这为水产蛋白，尤其是贝类蛋白酶解过程中呈味物质

释放规律的研究提供了理论参考。经超滤、凝胶层析和反相

高效液相色谱分离纯化得到的呈味肽纯度较高，此方法适用

于海鲜风味 肽 的 分 离 纯 化。海 鲜 风 味 肽 的 结 构 为Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－

Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｇｌｎ或 Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ，不 同 于 任 何

目前已知序列的 呈 味 肽。其 呈 味 阈 值 明 显 低 于 ＭＳＧ，作 为

鲜味剂，具有潜在的应用价值。
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