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摘要:目的:对多肽原料开展更精准的稳定性评价和品质

鉴别.方法:采用高分辨液质联用对不同批次原料进行

多肽组学分析,结合热度分析、主成分分析等就样品间共

性与差异特性展开探讨.结果:从每批次原料中鉴定到

多肽约１０００条,肽段长度分布均以短肽为主.多肽集合

分析发现批次间除共性多肽１０１条外还有众多差异性多

肽.此外,PCA主成分分析显示第５批次原料与其他原

料间存在较大差异.结论:在相同工艺条件下不同批次

间原料的多肽组成整体表现为共性与差异并存,在实际

生产过程中,应加强质控以逐步缩小差异增强共性,进而

提升工业制备稳定性.
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Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoanalyzethepeptide

compositionand evaluatethereproducibility ofthe soybean

oligopeptides．Methods:Highperformanceliquidchromatography
tandem highresolution massspectrometry wasemployedfor

peptidomicanalysisofthesoybeanoligopeptidespreparedatthe

sameconditionatdifferentbatches．Generalityandindividuality
ofthesampleswerealsodiscussedbasedontheheatmapanalysis

andprincipalcomponentanalysis(PCA)．Results:About１０００

peptideswereidentifiedfromeachofthematerialsandmostof

them wereshortpeptides．Fromthesetanalysis,１０１peptides

werefoundofdetectabilityfromallsamples,buttherewerealso

manypeptidesthatcouldbeonlydetectedfrom partofthe

samples．Moreover,differencesbetweenthefifthsampleand

other samples were evidently observed from the principal

componentanalysis．Conclusion:Thoughpreparedatthesame

conditions,commonalitiesanddifferencescoexistedacrossthe

samplesfrom different batches．In practical production of

oligopeptides,effortsshouldbemadetonarrowthedifferences

andincreasethecommonalities,sothatthereproducibilityofthe

productscanbeimproved．

Keywords:soybean;oligopeptides;reproducibility;peptidomics;

peptides;PCA

大豆低聚肽主要指大豆蛋白经深度生物酶解技术处

理后所形成的酶解产物,因具有绿色、安全、无毒副作用

等多种优良特点,备受广大消费者和科研学者青睐[１].

大豆低聚肽的分子量大多在１０００Da以下,在人体消化

系统中具有较好的消化吸收特性,且基本保留了大豆蛋

白原有的优质氨基酸组成,同时还具备了远优于大豆蛋

白的溶解性和生理活性[２].近年来,研究发现大豆低聚

肽具有抗氧化[３]、降血压[４]、抗疲劳[５]等多种生理活性,

极大地促进了大豆低聚肽产业的快速发展.与此同时,

大豆低聚肽的应用也在一定程度上改善了国内大豆粕或

大豆蛋白资源的利用情况,为充分挖掘低值蛋白资源的

营养价值、功能价值和经济价值提供了重要途径[６].

近年来,国内外相关研究大多聚焦于目标多肽的构

效关系和活性作用机理[７－９],而较少关注制备过程中多

肽的组成及变化情况.大豆低聚肽作为较早实现工业化

的植源性低聚肽之一,至今仍主要依赖于水解度、氨基

酸、肽分子量分布等间接或宏观技术指标进行质量控制

或评价[１０－１２],而关于其多肽的组成情况一直尚未见相关

报道.由于缺失酶解产物中多肽的分子组成信息,上述

技术指标在进行原料质控时,常呈现为特异性不足,为多

肽原料供应的稳定性评价和品质鉴别带来一定困扰[１３].
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尤其随着近年来多肽制备技术的不断推广和逐渐普及,
市场开始出现鱼龙混杂、品质良莠不齐等现象.为保障

和促进多肽产业的规范、良性发展,对多肽原料开展更精

准的稳定性评价和品质鉴别研究已迫在眉睫.
研究拟以相同工艺不同生产批次的大豆低聚肽为研

究对象,利用质谱多肽组学分析技术解析原料的多肽组

成,再结合集合分析、主成分分析等探讨批次间原料的共

性与差异性,以期为多肽原料的制备稳定性评价提供新思

路,并为相关原料的精准质控提供理论指导和实践依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

大豆低聚肽(A、B、C、D、E共５批次样品):完美(广
东)日用品有限公司;

乙腈、甲酸:质谱纯,美国Sigma公司;
超纯水:实验室自制;
色谱柱:１×１００mm HSST３(１．８μm,１mm),美国

Waters公司.

１．２　主要仪器设备

十万位分析电子天平:Secura１２５Ｇ１CN 型,德国赛多

利斯公司;
高分辨液相色谱—飞行时间质谱联用仪:X５００LCＧ

ESIＧQＧTOF型,美国 ABSCIEX公司;
纯水机:MilliＧQ型;德国 Millipore公司.

１．３　试验方法

１．３．１　样品的制备　以大豆低聚肽为样品,用超纯水配

置成２mg/mL溶液,充分溶解后过０．２２μm 滤膜上机

分析.

１．３．２　高分辨液质联用检测分析　参照Lenco等[１４]的方

法修改如下:流动相由体积比１∶９９９的甲酸水溶液(A)
和乙腈(B)组成,洗脱方法为:０．００~４．００min５．０％ B,

４．００~６．００ min５．０％ ~１０．０％ B,６．００~３０．００ min
１０．０％~４０．０％ B,３０．００~３４．００min４０．０％~９０．０％ B,

３４．００~４０．００ min９０％ B,４０．００~４２．００ min９０．０％~
５．０％ B,４２．００~５２．００min,５．０％ B,流速０．０５mL/min,
进样量 １μL,柱 温 ４０ ℃;质 谱 检 测 方 法:扫 描 周 期

０．６４２s,ESI离子源温度５００ ℃,正离子模式,喷雾电压

５５００V,TOF一级扫描范围１００~１２００Da,二级扫描范

围５０~１２００Da,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　多肽组学鉴定与分析　使用ProteoWizard３．０(美
国ProteoWizard公司)对质谱数据(wiff２)进行格式转换

(Mgf),再 分 别 采 用 Proteome Discoverer２．４(美 国

Thermo公司)进行长肽鉴定处理和 PepOS多肽组学分

析软件１．０(广东省五邑大学)进行短肽鉴定处理.其中

ProteomeDiscoverer２．４的参数设置为多肽长度６~２５,

一级母离子误差０．０２Da,二级子离子误差０．０２Da,解谱

引擎为 Sequest,蛋 白 序 列 库 为 从 UniProt下 载 得 到

(https://www．uniprot．org/,检索关键词“soybean”,下载

日期２０２１年１２月１日),鉴定离子簇类型为a、b和y离

子簇,错误发现率１％,其他参数使用默认设置;PepOS参

数设置为多肽长度２~５,一级母离子误差０．０２Da,二级

子离子误差０．０２Da,解谱引擎为 Exaust,鉴定离子簇类

型为a、b和y离子簇,评分阈值为１００分(须至少匹配一

种混和离子簇),并行 CPU 核心数１２.不同批次间样品

多肽序列交、并集运算采用 Python３．８、Matlab２０１５A 进

行.多肽离子批量抽提采用 SCIEX OS２．０ (美国 AB
SCIEX),高丰度多肽手动序列或结构确认采用 Biotools
３．２(德国Bruker公司).

１．３．４　主成分分析　基于样品在质谱中所检测到的一级

母离子,使用 MarkerView１．３(美国 ABSCIEX)对不同样

品 进 行 PCA 主 成 分 分 析 (Principal Component
Analysis),保留时间差异阈值设置０．５０min,质荷比差异

阈值０．０１Da,最大获取峰数量３０００,丰度阈值设置为

２０００,主成分分析因子权重方法为 Logarithm,评分方法

为 RangeScale.

１．３．５　数据辅助处理与可视化　采用 Excel２０１３、Origin
２０１８、Python３．８、Matlab２０１５a等软件进行数据辅助处

理与可视化.

２　结果与讨论

２．１　不同批次低聚肽的液质联用分离

由图１可知,相同工艺不同批次的大豆低聚肽热度

宏观分布基本一致,但存在细小差异,可能是由于色谱峰

的漂移或自身组成差异所致.样品在 T３色谱柱中的分

离区间主要集中于１~２５min,而在２５min后的高有机相

洗脱区域仅极少组分流出,这主要与食源性低聚肽中极

性肽段较多有关.食源性低聚肽在制备过程中,所用酶

制剂常为粗酶,且作用位点大多广泛,故酶解产物中多肽

的特异性较差,且产物中易存在大量的极性多肽[１０,１５].
这些多肽在反相色谱分离过程中,常在洗脱初期出现一

簇或多簇强响应洗脱峰.T３色谱柱在常规 C１８色谱柱的

基础上,采用键合技术敲除柱填料表面的部分烷基疏水

图１　不同批次大豆低聚肽的热度图

Figure１　Heatmapsforsoybeanoligopeptidesfrom
differentbatches
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链,因而较常规C１８色谱柱更适于食源性低聚肽的液质分

离[１６].此外,试验中,所用 T３色谱柱为窄内径色谱柱

(内径仅为１mm),对于提升多肽离子在微升级质谱离子

源中的灵敏度亦具有重要作用[１４].

２．２　多肽组学分析效果评价

对上述质谱数据进行多肽组学分析鉴定,统计各批

次样品的谱图和多肽鉴定情况如图２所示.其中,谱图

鉴定量(PeptideSpectraMatches,PSMs)描述了不同批次

样品在分析过程中所采集到的多肽二级谱图鉴定量,包
含重复鉴定为同一肽段的二级谱图[１７];多肽鉴定量描述了

不同批次样品经分析鉴定得到的非重复性多肽数量;由
图２可知,不同批次样品的组学分析效果相近,平均每个

样品有约２０００张谱图(PSMs)得到鉴定,平均非重复性多

肽鉴定数量接近１０００,平均每条肽段的鉴定支持谱图数

量约为２,说明鉴定结果具有良好的谱图数据支撑,可靠性

较高;不同批次样品的制备具有较好的宏观稳定性.

图２　多肽鉴定效果评价

Figure２　Performanceevaluationofthepeptidomicanalyses

　　值得注意的是,上述已鉴定多肽大部分为短肽(长度

２~５),仅有极少部分多肽为长肽.推测这主要与食源性

蛋白质在酶解过程中常采用广谱性粗酶有关.广谱性粗

酶纯度较低,同时作用位点较为广泛,因而其作用蛋白质

后所得产物常呈现为大量的短肽[１８].为进一步对上述现

象进行验证,对样品 A 的多肽组学数据进行进一步统计

分析,结果如图３所示.由图３可知,低聚肽样品 A的肽

段分布以２~５为主,尤以３~５居多;低聚肽样品 A中大

部分多肽长度为２~５,尤以２~４的离子峰面积占比较

高.这充分验证了上述理论推测,同时,大量短肽的存在

亦较好地解释了大豆蛋白经生物酶处理后其溶解性、鲜
味特性、消化特性等得以显著提升的原因.

２．３　不同批次间样品的多肽集合分析

由图４可知,不同批次样品间存在共性多肽１０１条,
其中长肽１０条,短肽９１条.与此同时,每个批次样品中

均有部分肽段无法在其他批次中被检测到,可能与食源

性蛋白质酶解过程的重现性和随机性有关,蛋白酶分子

与蛋白底物的相遇和结合在物料反应体系中具有一定的

随机性,酶催化位点的断裂亦存在一定的概率随机性,因
此其终产物多肽组成分布可能存在一定差异[１９];也可能

与质谱检测过程中色谱峰的漂移和离子抑制等有关,当
色谱峰存在漂移时,其引发的不同程度的离子抑制可导

致多肽质谱检测谱图出现差异,进而导致鉴定结果出现

差异[２０].此外,在质谱母离子轰击过程中,亦可能因杂离

图３　大豆低聚肽样品的多肽长度分布特性

Figure３　Lengthdistributionsofsoybeanoligopeptides
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图４　不同批次间样品的多肽集合分析

Figure４　Venndiagramsofpeptidesfromsamplesofdifferentbatches

子的干扰导致检测结果出现差异[２１].目前,消除这些检

测差异仍有待质谱技术和多肽组学分析方法的进一步发

展.但可以肯定的是,不同批次样品间多肽的组成共性

与差异并存.绝对的重现性制备在实际生产中是不存在

的,生产过程中任何一种因素的变化都可能导致产物的

多肽组成差异.未来,不断提升设备自动化程度和重现

性操控能力,将是不断缩小差异提升共性,实现“求同存

异”的 关 键.值 得 注 意 的 是,样 品 E 的 独 有 多 肽 数 量

(１９８)明显高于其他批次样品,在一定程度上反映样品 E
与其他批次样品之间可能存在较大差异.

２．４　不同批次低聚肽的PCA主成分分析

对不同批次大豆低聚肽样品进行 PCA 主成分分析,
通过对多维质谱数据的降维处理[２２－２３],将数据维度和信

息简化,并通过得分图中样品间的距离显示样品间差异.
图５中,样品 A~D均集中于得分图下半部分,基本形成

同类聚集,而样品E与其他样品相距较远,在PC２轴上显

示较大差异,这一现象与图４中样品 E独有多肽数量差

异较大的结果相一致.二者均提示样品 E有别于其他批

次样品,反映大豆低聚肽的工业生产稳定性仍有待进一

步增强.

２．５　高丰度多肽分析

基于图４中所述５个批次样品１０１条共性多肽进行

离子抽提和峰面积积分,结合非标定量法对上述多肽的

图５　不同批次低聚肽的PCA主成分分析

Figure５　PCAanalysisofsamplesfromdifferentbatches

平均相对组成进行简要分析,并对丰度前１０多肽进行手

动序列结构确认,结果见表１.由表１可知,丰度前１０的

多肽大多链长较短,长度以２~４居多,但值得注意的是,
长肽(SEGGLIE)在相对组成中亦占据了不小的比值.说

明大豆蛋白经过深度酶促水解处理后,虽然产生了大量

的短肽,但与此同时,仍有部分长肽得以保留.这些长肽

的保留现象可能与酶制剂的作用特性有关,尽管食品用

酶制剂大多为广谱性粗酶,但酶解过程中酶切位点的识

别和断裂可能依旧与酶制剂的种类具有一定关联性,不
同的酶制剂可能表现出不同的酶切倾向[６].研究和掌握

这些酶的作用倾向及规律,可为未来活性肽的靶向制备

提供关键信息指引.

３　结论
采用肽组学分析技术,对不同批次大豆低聚肽样品

中多肽的组成共性与差异展开探讨,评价了大豆低聚肽

的工业制备稳定性.不同批次样品的质谱总离子流曲线

基本一致,且多肽组学分析效果相近,每种样品的多肽鉴

定量均为１０００左右,组成均以短肽居多,反映不同批次

大豆低聚肽之间具有较好的宏观一致性.然而,进一步

表１　丰度前１０共性多肽

Table１　Toptenabundantpeptidespresentedacross
thesamplesofdifferentbatches

序号 序列
单电荷离子

质荷比(m/z)
保留时

间/min

相对组成

占比/％

１ FR ３２２．１８７４ ４．６７ １０．６１±０．８２

２ SGDAL ４６２．２１９４ １１．５６ ５．７０±０．５３

３ TF ２６７．１３４０ １０．２７ ５．００±０．９４

４ LY ２９５．１６５２ １１．１２ ４．８３±０．９１

５ EDGL ４３３．１９２９ ６．６０ ４．６１±０．３４

６ VVPQ ４４２．２６６０ ６．６０ ４．０３±０．３０

７ SEGGLIE ７０４．３４６１ １５．９７ ３．３１±０．２６

８ VVN ３３１．１９７６ ２．６３ ２．７７±０．２０

９ EFE ４２４．１７１４ １１．０５ ２．６４±０．２１

１０ FQPE ５２０．２４０２ １４．３３ １．９７±０．１３
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的多肽集合分析和 PCA 分析均提示第５批次样品与其

他样品间多肽组成差异较大,反映目前大豆低聚肽的工

业生产稳定性仍有待进一步加强.相同工艺条件下,不
同批次间原料的多肽组成整体表现为共性与差异并存,
但在实际生产过程中,应加强质控以逐步缩小差异增强

共性,进而提升工业制备的稳定性.未来,在宏观质控的

基础上,利用高丰度共性多肽对原料进行精准微观质控,
将是多肽质量研究的重要发展方向之一.
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