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摘　要：为提升花椒籽高值化利用并开发新型花椒基专属调味料，本研究以花椒籽蛋白为原料，利用碱性蛋白酶和

风味蛋白酶分步酶解并经美拉德反应制备增鲜肽。以褐变程度和感官评价为指标，通过单因素实验、响应面试验

优化美拉德肽制备工艺，结合电子舌、分子量分布、氨基酸含量及肽段序列等特征性指标和评价手段，明确美拉

德反应对花椒籽蛋白酶解肽风味特性的影响。结果表明，花椒籽蛋白美拉德肽制备最佳条件为蛋白-糖比例

3:2（g/g）、反应温度 106 ℃、反应时间 52 min，该条件下产物电子舌响应值为 10.06，感官评分为 8.38，增鲜效

果显著（P<0.01），可将谷氨酸钠含量有效降低 44%。酶解肽经美拉德反应后分子量为 500~1000 Da的肽段占比

由 6.14%增至 14.88%，鲜味氨基酸含量提高了 8.95%，而苦味氨基酸含量减少了 5.32%，以上结果表明美拉德反

应能有效增强花椒籽蛋白肽的鲜味特性并丰富其风味层次。本研究为开发可替代钠盐的新型调味品提供了重要理论支持。

关键词：花椒籽蛋白，酶解，美拉德反应，增鲜肽，高效液相色谱-串联质谱法
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Preparation, Characterization, and Umami Enhancement Properties
of Maillard Peptides from Zanthoxylum Seed Protein
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Abstract：To enhance the  high-value  utilization of Zanthoxylum  seeds  and develop novel Zanthoxylum-based specialized
seasonings,  this  study  utilized  Zanthoxylum  seed  protein  as  the  raw  material,  subjecting  it  to  sequential  enzymatic
hydrolysis with alkaline protease and flavor protease, followed by the Maillard reaction to synthesize umami peptides. The
Maillard peptide preparation process was optimized by single-factor  experiments  and response surface methodology with
browning  degree  and  sensory  evaluation  as  indicators.  The  effects  of  Maillard  reaction  on  the  flavor  characteristics  of
Zanthoxylum  seed  protein  hydrolysates  were  investigated  using  an  electronic  tongue  in  combination  with  the  analysis  of
molecular  weight  distribution,  amino  acid  content,  peptide  sequence,  and  other  characteristic  indicators.  The  results
indicated that the optimal conditions for preparing Zanthoxylum seed protein Maillard peptides were as follows: Protein-to-
sugar ratio of 3:2 (g/g), reaction temperature of 106 ℃, and reaction time of 52 min. Under these conditions, the product
exhibited an electronic tongue response value of 10.06 and a sensory evaluation score of 8.38. The umami-enhancing effect  
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was statistically significant  (P<0.01),  achieving an effective 44% reduction in monosodium glutamate content.  Following
the Maillard reaction, the proportion of peptides within the 500~1000 Da molecular weight range increased from 6.14% to
14.88%, while the content  of  umami amino acids increased by 8.95% and the content  of  bitter  amino acids decreased by
5.32%. These results suggest that the Maillard reaction effectively enhances the umami taste of Zanthoxylum seed protein
peptides  and  enriches  their  flavor  complexity.  This  study  provides  important  theoretical  support  for  the  development  of
novel seasonings that can replace sodium salts.

Key words：Zanthoxylum seed protein；enzymatic hydrolysis；Maillard reaction；umami peptides；high performance liquid

chromatography-tandem mass spectrometry

花椒（Zanthoxylum bungeanum）是芸香科（Ru-
taceae）花椒属（Zanthoxylum）植物，因其独特的椒香

风味和浓郁的麻味，成为烹饪中不可或缺的香辛料，

尤其在中国及东南亚国家广受欢迎[1]。作为花椒主

产国，中国花椒年产量超 30万吨[2]。花椒籽约占花

椒产量的 60%，其压榨后的副产品花椒籽粕富含蛋

白质、脂肪及矿物质，蛋白质含量高达 20%，精氨酸

占比超 10%，是优质的呈味肽制备资源[3−4]。然而，

当前花椒籽粕主要被用作低附加值饲料，导致蛋白资

源浪费和利用率低下的问题亟待解决。

当前研究主要集中于花椒籽蛋白功能活性肽的

制备领域，市场上产品大多局限于抗氧化肽、降压肽

及抗菌肽等传统类别，导致产品线缺乏多样性，同质

化现象显著[5]。鲜味肽作为一种创新天然鲜味增强

剂，是一类补充或提升食品本味的新型呈味肽类物

质[6]。鉴于此，以“味料同源、咸鲜融组”的现代调味

基料加工理念为导向，利用酶解技术将花椒籽蛋白转

化为兼具鲜味与活性的功能性肽类已成为研究新趋

势，既可满足我国高品质多功能调味基料产品的消费

需求，亦可为花椒传统预制食品专属调味基料领域提

供新的选择。

美拉德肽是蛋白质/多肽经美拉德反应生成的一

类具有怡人风味的肽类衍生物，可赋予食品不同的风

味特征以提升其风味品质。目前已发现多种由植物

基水解蛋白制得的风味肽具有显著的增味潜力。据

报道，大豆、豌豆和葵花籽美拉德肽不仅具有咸味、

鲜味增强的作用，同时赋予产品不同的呈香特性，其

中木糖在美拉德反应过程中可产生肉味并提高鲜

味[7−10]。Wei等[11] 发现由葵花蛋白水解物和木糖产

生的美拉德肽不仅呈现较好的醇厚味、鲜味和肉

香。Ogasawara等[12] 发现分子量为 1~5 kDa的大豆

蛋白肽与木糖发生美拉德反应后呈现显著的增鲜效

果。Yan等[13] 发现低分子量豌豆蛋白深度酶解物与

木糖等还原糖反应得到的美拉德产物均具有鲜味增

强的作用。

本研究以花椒籽蛋白为原料，利用酶解后与木

糖发生美拉德反应制备增鲜肽，采用响应面试验优化

花椒籽蛋白美拉德肽最佳制备工艺。通过分析产物

的褐变程度、电子舌、分子量分布、氨基酸含量和序

列鉴定，明确美拉德反应对花椒籽蛋白酶解肽分子结

构及其呈味特性的具体调控策略，为花椒籽蛋白美拉

德肽在调味品领域的创新应用提供新思路，为进一步

挖掘其增鲜效应的分子机制及风味前体追溯奠定

基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

花椒籽蛋白（蛋白含量≥95%）　陕西为康生物

科技股份有限公司；碱性蛋白酶（200000 U/g）、风味

蛋白酶（10000 U/g）、胰酶（4000 U/g）、中性蛋白酶

（200000 U/g）、D-木糖、谷氨酸钠　南宁庞博生物工

程有限公司；食用纯碱　菱花集团有限公司；无水柠

檬酸　河南万邦实业有限公司；其他分析所用试剂均

为国产分析纯。

RIGOL L-3000高效液相色谱系统　北京普源

精电科技有限公司；SA402B型电子舌　日本 Insent

公司；GPC50型凝胶渗透色谱仪　美国 Agilent公司；

WH260-H型磁力搅拌器　德国 WIGGENS GmBH

公司；DF-101S型集热式恒温加热磁力搅拌器　巩

义市予华仪器有限责任公司；DGJ-9C型真空冷冻干

燥机　上海博登生物科技有限公司；普析 T9CS型紫

外分光光度计　北京普析通用仪器有限责任公司；

BSA224S-CW型电子天平　赛多利斯科学仪器（北

京）有限公司；ST3100型 pH计　奥豪斯仪器（常州）

有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   花椒籽蛋白酶解液的制备　称取 4.5 g花椒

籽蛋白溶于 75 mL的碱性水，混匀得到蛋白溶液，放

至磁力搅拌器上室温搅拌 1 h。将溶液加热至蛋白

酶的最适温度，用 10%（w/w）纯碱溶液调节 pH至最

适 pH，分别加入一定量碱性蛋白酶、风味蛋白酶、胰

酶和中性蛋白酶酶解 4 h，具体条件如表 1所示。复合

酶酶解液制备方法为：先添加 18000 U/g碱性蛋白酶

反应 2 h后，将溶液 pH调至 7.10，再加入 4500 U/g
 

表 1    不同蛋白酶的最适酶解条件及添加量

Table 1    Optimal enzymatic conditions and addition levels
for different proteases

蛋白酶 pH 温度（℃） 添加量（U/g）

碱性蛋白酶 8.70 55 18000
风味蛋白酶 7.10 50 4500

胰酶 7.40 50 1800
中性蛋白酶 7.30 45 18000
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风味蛋白酶酶解 2 h，在 90 ℃ 下加热灭酶 10 min得

到花椒籽蛋白酶解液，冻干后粉末储存在-20 ℃ 下

备用。

 1.2.2   花椒籽蛋白酶解液水解度（DH）的测定　水解

度（DH）的测定采用 pH-stat法。在酶解过程中每间

隔 30 min测定 pH，并用 1 mL注射器加入 0.1 mol/L
NaOH溶液直至 pH达到初始 pH，记录加入碱液的

体积。加碱的量可直接表征蛋白质水解程度，计算公

式如下：

DH(%) =
BC

Mαhtot

×100 式（1）

α

式中，B为水解过程中消耗的碱液的体积（mL）；
C为 NaOH溶液的摩尔浓度（mol/L）；M是底物中蛋

白质的质量（g）； 为氨基的解离度，根据计算所得为

0.99；htot 为单位质量蛋白质中的肽键总数（mmol/g），
花椒籽蛋白的 htot 为 6.44 mmol/g[14]。

 1.2.3   花椒籽蛋白美拉德肽的制备　花椒籽蛋白美

拉德肽的制备基于前人的方法并改进[15]。称取 2.5 g
花椒籽蛋白酶解肽和 D-木糖于 100 mL耐压瓶中，

加入 50 mL水使其溶解。调节 pH至 7.5，将盖旋紧，

置于磁力搅拌器的油浴中加热一定时间，反应结束后

常温冷却 10  min，再冰水冷却 10  min，8000  r/min
离心 10 min后取上清液，即为花椒籽蛋白酶解液美

拉德反应产物，冻干后粉末储存在−20 ℃ 下用于分

析及感官评定。

 1.2.4   花椒籽蛋白美拉德肽制备工艺单因素实验　

选取蛋白-糖比例、反应温度和反应时间，进行美拉德

肽制备工艺单因素实验，分别研究 3个因素对美拉德

反应产物的褐变程度（A420、A294）和感官评分的影

响。每个单因素设置七个水平，其中固定因素水平为

蛋白 -糖比例3:2、反应温度 110 ℃ 和反应时间

60 min。蛋白-糖比例设定为：5:2、2:1、3:2、1:1、
2:3、1:2、2:5；反应时间设定为：40、60、80、100、
120、140、160 min；反应温度设定为：90、100、110、
120、130、140、150 ℃。依据单因素实验结果确定

响应面设计的因素水平。

 1.2.5   花椒籽蛋白美拉德肽制备工艺响应面优化设

计　在单因素实验基础上，采用 Box-Behnken响应

面设计，以美拉德反应产物的感官评分为响应值，选

择蛋白-糖比例、反应温度和反应时间 3个因素进行

优化，其因素水平及编码见表 2。

 1.2.6   褐变程度测定　以蒸馏水为参比，使用双光束

紫外分光光度计测定样品在 294 nm和 420 nm处的

吸光度。

 1.2.7   感官分析

 1.2.7.1   感官强度　感官方法参照 Li等[16] 的方法改

进。由 10名具有丰富感官评价经验人员（20~30岁）

组成感官评定小组，实验开始前需进行相关感官培

训。采用 9分制对样品溶液的味道特征的强度进行

评定，包括焦糊味、酸味、甜味、苦味、咸味和鲜味

（主要为增鲜）。0分表示无味道，9分表示味道最

强。对照溶液为 1.0%（w/v）谷氨酸钠和 0.5%（w/v）
氯化钠（NaCl）组成的混合溶液，鲜味和咸味的分值

为 5。

 1.2.7.2   鲜味增强度　为确定鲜味增强效果，采用

9分法对 6种不同浓度（0、1、3、5、7、9 mg/mL）的
谷氨酸钠溶液进行评价，并建立鲜味强度标准曲线，

得到公式为 y=0.835x+0.3659，R2=0.9932。将不同浓

度的美拉德肽加至 5 mg/mL谷氨酸钠参比溶液中，

评价其增鲜效果并根据如下线性方程计算出鲜味增

强率。

鲜味增强率(%) =
x2 −x1

x1

×100 式（2）

式中，x1 是 5 mg/mL谷氨酸钠溶液的鲜味强

度；x2 是样品的鲜味强度。

 1.2.8   电子舌测定　本次分析采用分析系统为苦味

分析系统 C00、AE1、CA0、CT0、AAE共 5个传感

器及 2个标准电极见表 3。传感器经活化、校正后

测样。样品溶于 5 mg/mL的谷氨酸钠溶液，4000
r/min离心 3 min，经滤纸过滤后取 70 mL上机检

测。谷氨酸钠溶液（5 mg/mL）为对照样品。
  

表 3    传感器与味觉值的匹配信息
Table 3    Matching information between sensors and taste

values

传感器 对应的味觉
味觉信息

先味 回味

C00 酸性苦味 苦味 酸性苦味回味

AE1 涩味 涩味 涩味回味

CA0 酸味 酸味 ×

CT0 咸味 咸味 ×

AAE 鲜味 鲜味 丰富度
 

 1.2.9   多肽分子量分布测定　采用凝胶渗透色谱法

测定样品的分子量范围。样品通过 0.45 μm的薄膜

过滤后注入 Waters 2695高效液相色谱系统（Waters，
Milford， MA， U.S.A.） 中 的 TSK-GEL  G2000
SWXL柱（7.8×300 mm）。流动相为 40%（V/V）乙腈

加 0.1%（V/V）三氟乙酸，流速为 0.5 mL/min，检测

220 nm处吸光度。

 1.2.10   氨基酸含量测定　参照 Liyanaarachchi等[17]

的方法并改进。取适量样本于 2 mL离心管中，准确

 

表 2    响应面试验设计因素水平编码表

Table 2    Factor level coding table for response surface
experimental design

因素
水平

−1 0 1

蛋白-糖比例 6:5 3:2 9:5
反应温度（℃） 100 110 120
反应时间（min） 50 60 70
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加入 600 μL 10%甲酸甲醇溶液-水（1:1，V/V）。涡

漩振荡 30 s后，在组织研磨器中 55 Hz研磨 90 s。
12000 r/min、4 ℃ 离心 5 min。取上清液 100 μL，加
入 20 ng/mL的 Trp-d3内标 100 μL，涡漩振荡 30 s，
过 0.22 μm滤膜后加至检测瓶中。采用 ACQUITY
UPLC ® BEH C18 色谱柱（2.1×100 mm，1.7 μm），进

样量 5 μL，柱温 40 ℃，流动相 A：50%甲醇水（含

0.1%甲酸），B：10%甲醇水（含 0.1%甲酸）。

 1.2.11   多肽序列测定分析　参照陈荣荣等[18] 的方

法并稍作修改。色谱条件：流动相 A液为 0.1%甲酸

溶液，B液为 0.125%甲酸-乙腈溶液。使用 10 µL A
液溶解冻干粉末，4 ℃ 下 14000×g离心 20 min，取上

清 1 µg进样，液质检测。梯度洗脱：0~7 min，92%~
88% A，8%~12% B；7~55 min，88%~70% A，12%~30%
B；55~65 min，70%~60% A，30%~40% B；65~66 min，
60%~5% A，40%~95% B；66~80 min，5% A，95% B。质

谱条件：使用 Orbitrap Exploris™ 480质谱仪，采用

数据依赖型采集模式，质谱全扫描范围为 m/z 350~
1500，一级质谱分辨率设为 120000，离子最大注入时

间为 50 ms；二级质谱检测采用“Top Speed”模式，分

辨率设为 15000，离子最大注入时间为 22 ms，肽段

碎裂碰撞能量设为 33%，生成质谱检测原始数据。

 1.3　数据处理

每组实验至少重复 3次。测量的数据结果表示

为平均值±标准差，并均使用 IBM SPSS Statistics 20
确定显著性差异。进行单因素方差分析（ANOVA），

平均值之间的差异采用 Duncan的多范围检验来确

定。在 P<0.05水平上有显著性差异则具有统计学

意义。

 2　结果与分析

 2.1　不同蛋白酶对花椒籽蛋白酶解液水解度的影响

水解度是蛋白质分解的关键指标，表明裂解的

肽键相对于蛋白质底物中键总数的程度[19]。如图 1
所示，水解 4 h后，单酶水解中碱性蛋白酶酶解效果

最好，水解度达到 11.69%，胰酶次之，中性蛋白酶的

酶解效果最差，仅有 1.97%。这可能由于碱性蛋白酶

是具有广泛作用位点的内切酶，能够水解肽键、酯

键、酰胺键，从而切割羧基侧链的疏水性氨基酸和芳

香族氨基酸[20]。然而，其水解过程中会生成含疏水性

氨基酸的多肽末端，导致苦味等不良风味[21]。风味蛋

白酶含有多种外切酶，可在肽链末端破坏肽键，将苦

味肽降解为氨基酸，并使精氨酸和赖氨酸等暴露，从

而实现苦味降低、鲜味增强[22−23]。图 1中所示复合

酶为碱性蛋白酶和风味蛋白酶依次分步酶解 2 h，水
解度可达到 13.45%，显著高于中性蛋白酶等单酶酶

解（P<0.05）。因此，选择复合酶酶解花椒籽蛋白制

备酶解肽。

 2.2　花椒籽蛋白酶解肽美拉德反应工艺条件的优化

 2.2.1   单因素实验　紫外可见光谱反映美拉德反应

的进程，其中 A420 值表明美拉德反应产物（Maillard
reaction products，MRP）的褐变程度，而 A294 值则表

明美拉德反应中间产物的形成[24]。如图 2A1 所示，

A294 和 A420 随糖添加比例增大而逐渐增加，表明美

拉德反应效率增加且伴随焦糖化反应使类黑精素逐

渐累积，褐变程度加深，同时图 2B1 显示鲜味强度随

糖添加量增加而呈现先增加后降低的趋势，当蛋白-
糖比例为 3:2时，鲜味评分最高（P<0.01）。当蛋白-
糖比例小于 2:3后，焦糊味明显增加（P<0.01），酸味

亦小幅增加。因此选择蛋白-糖比例为 3:2时花椒籽

蛋白美拉德肽整体风味最佳。

图 2A2 和图 2B2 反映了反应时间对 MRP的反

应程度和感官评分的影响。反应时间为 60 min时鲜

味和咸味的感官评分均显著高于其他反应时间

（P<0.01），且产物在 294 nm处的吸光度达到最大，

说明此时中间产物生成最多，最有利于美拉德反应的

发生。从 40 min开始，反应时间越长，A420 值越大，

表明在反应过程中终产物类黑素的积累逐渐增加，并

生成含氮杂环化合物和有害物质，不仅影响最终产物

色泽，还伴有苦味和焦糊味等杂味生成[25]。由此可

见，60 min为花椒籽蛋白肽美拉德反应的最适反应

时间。

反应温度影响美拉德反应进行的不同途径，进

而生成不同风味的产物[26]。由图 2A3 和图 2B3 可见，

反应温度超过 130 ℃ 后，产物在 294 nm和 420 nm
处的吸光值均明显增加，焦糊味显著增加（P<0.01），
这是由于反应温度过高破坏了美拉德反应产物的稳

定性导致最终产物类黑素快速累积[27]。反应温度较

低时如 90 ℃ 和 100 ℃，反应速率较慢，产物较少，

呈味物质较少。当反应温度为 110 ℃ 时，产物在

294 nm处的吸光值最高，且鲜味评分最高（P<0.01）。
综上，选择 110 ℃ 作为最适反应温度。

 2.2.2   响应面试验　根据 Box-Behnken响应面设

计，结合单因素实验数据结果，以蛋白-糖比例（A）、

反应温度（B）、反应时间（C）为自变量，鲜味评分为响

应值，所得三因素三水平试验结果如表 4所示。利

用 Desingn-Expert软件对上述结果进行多元二次回

归拟合，得到鲜味感官评分的二次多项回归方程为：
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图 1    不同蛋白酶对花椒籽蛋白酶解液水解度的影响

Fig.1    Effects of different proteases on the hydrolysis degree
of enzymatic hydrolysate of Zanthoxylum seed protein
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Y=7.98−0.5574A−0.7598B−1.1971C−0.5745AB+

0.4173AC+0.372BC−0.9951A2−1.9624B2−1.2056C2，

其中 R2 值为 0.9688。为验证方程的可靠性，对相关

实验数据进行方差分析，结果如表 5所示，B、C、

A2、B2、C2 对响应值的影响极显著（P<0.01），A显著

（P<0.05），交互项 AB显著（P<0.05）。模型极显著

（P<0.01），失拟项不显著（P>0.05），表明回归方程极

显著，说明根据该回归方程拟合得到的最优条件可

靠。根据 F 值可得三因素对鲜味评分的主次影响依

次为 C>B>A。根据数据结果绘制各因素响应面交

互作用如图 3所示，交互项响应面坡度陡峭且等高

线较密集接近椭圆形，其中坡度陡峭程度 AB>

BC>AC，则蛋白-糖比和反应温度的交互作用对鲜味

感官评分具有较大影响。回归方程模型预测最佳工

艺条件为蛋白-糖比 36:25，反应温度 106.43 ℃，反

应时间 52.21 h，预测此时鲜味评分为 8.40分。为验

证模型预测准确性，根据实际情况将预测条件调整
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图 2    花椒籽蛋白酶解肽美拉德反应单因素实验结果

Fig.2    Single factor test results of enzymatic hydrolysate of Zanthoxylum seed protein Maillard reaction
注：A.不同因素对美拉德反应产物在 294 nm和 420 nm处吸光度的影响；B.美拉德反应产物感官结果雷达图；下标 1~3分别表示
蛋白-糖比例、反应时间、反应温度；*表示酶解肽与美拉德肽组间差异显著，P<0.05；**表示差异极显著，P<0.01。

 

表 5    回归模型方差分析

Table 5    Analysis of variance of regression model

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 50.39 9 5.60 24.15 0.0002
A蛋白-糖比例 2.49 1 2.49 10.72 0.0136
B反应温度 4.62 1 4.62 19.91 0.0029
C反应时间 11.46 1 11.46 49.44 0.0002

AB 1.32 1 1.32 5.69 0.0485
AC 0.6964 1 0.6964 3.00 0.1267
BC 0.5535 1 0.5535 2.39 0.1663
A2 4.17 1 4.17 17.98 0.0038
B2 16.21 1 16.21 69.92 <0.0001
C2 6.12 1 6.12 26.39 0.0013

残差 1.62 7 0.2319
失拟项 1.02 3 0.3388 2.23 0.2268
误差 0.6070 4 0.1517
总和 52.02 16

 

表 4    响应面试验设计及结果

Table 4    Design and results of response surface test

实验号 A蛋白-糖比例 B反应温度（℃） C反应时间（min） 鲜味评分（分）

1 3:2 110 60 7.667

2 9:5 110 70 4.023

3 6:5 100 60 5.354

4 3:2 120 70 3.235

5 3:2 110 60 7.971

6 6:5 120 60 5.125

7 3:2 110 60 8.459

8 3:2 100 70 4.152

9 6:5 110 50 8.37

10 6:5 110 70 4.984

11 3:2 110 60 7.536

12 3:2 120 50 4.728

13 9:5 110 50 5.74

14 3:2 100 50 7.133

15 9:5 120 60 3.542

16 9:5 100 60 6.069

17 3:2 110 60 8.267
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为：蛋白-糖比例 3:2（g/g），反应温度 106 ℃，反应时

间 52 min，在此条件下测得产物平均鲜味感官评分

为 8.38分，与模型预测值无显著差异，表明该方程具

有实际意义。

 2.3　美拉德反应对花椒籽蛋白酶解肽电子舌风味特征

的影响

电子舌可通过传感器模仿人类的味觉来客观定

量地评价样品的滋味差异[28]。使用电子舌设备测定

样品的酸味、苦味、涩味、苦味回味、涩味回味、鲜

味、丰富性和咸味，结果如图 4所示。与空白对照组

（5 mg/mL的谷氨酸钠溶液）相比，酶解肽和美拉德肽

的鲜味和咸味均极显著提高（P<0.01），且经美拉德

反应后花椒籽蛋白肽的鲜味、咸味及丰富性的响应

值均极显著提高（P<0.01），表明美拉德肽可表现出

更强的鲜味和更高的丰富性，这与感官结果一致。美

拉德反应前后酸味、涩味及涩味回味值均低于无味

点值（响应值为 0的点），说明不呈现酸味和涩味。综

上，美拉德反应产物，即含鲜味氨基酸的肽类和糖基

化多肽可在与谷氨酸钠协同作用下增强鲜味，使风味

层次更加丰富而不会带来负面味觉影响，整体风味更

趋平衡和鲜美，因此作为鲜味调味剂具有良好的市场

前景。

 2.4　花椒籽蛋白美拉德肽鲜味增强分析

图 5为根据公式（2）计算得出的鲜味增强率。

结果表明，花椒籽蛋白美拉德肽具有明显增鲜作用，

当肽添加量为 3.5  mg/mL时 ，鲜味增强率达到

61.69%，鲜味感官评分接近 9 mg/mL谷氨酸钠溶液

（P>0.05），表明浓度为 3.5 mg/mL的花椒籽蛋白美

拉德肽増鲜效果显著，可将谷氨酸钠含量有效降低

44%。鲜味增强源于美拉德反应过程中产生的呈味

肽，Zhang等[29] 从花生分离蛋白美拉德肽中鉴定出

鲜味肽和鲜味增强肽，因此利用花椒籽蛋白 MRP的

增鲜作用实现减盐减钠不减味的新型増鲜调味品创

制具有重要意义。
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图 5    花椒籽蛋白美拉德肽的感官评价鲜味增强度
Fig.5    Sensory evaluation of Maillard peptides from
Zanthoxylum seed protein for enhancing umami taste

注：不同字母表示具有显著性差异，P<0.05。
 

 2.5　美拉德反应对花椒籽蛋白酶解肽分子量分布的

影响

采用 GPC法评估花椒籽蛋白肽美拉德反应前

后产物的分子量分布情况如图 6所示。与酶解肽相

比，经美拉德反应后分子量>5000 Da的肽段占比显

著降低（P<0.05），而分子量为<500 Da、500~1000 Da、
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图 3    蛋白-糖比例、反应温度和反应时间对花椒籽蛋白美拉德肽感官评分的影响

Fig.3    Effects of protein sugar ratio, reaction temperature, and reaction time on sensory evaluation of Maillard peptides
from Zanthoxylum seed protein

注：A：蛋白-糖比例和反应温度；B：蛋白-糖比例和反应时间；C：反应温度和反应时间。
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1000~2000 Da、2000~3000 Da和 3000~5000 Da五个

组分占比均显著增加（P<0.05）。在美拉德反应进程

中，一方面高温条件致使大分子量肽链发生断裂、降

解和重组，生成新低分子量肽段和游离氨基酸，使得

高分子量肽段含量降低；另一方面部分肽链发生结构

重排和交联作用，或肽链中氨基酸残基与木糖发生糖

肽交联反应，致使中间段分子量产物含量增加[30]。分

子量为 500~1000 Da的产物经美拉德反应后含量占

比由 6.14%增至 14.88%（P<0.05），Zhang等[31] 分离

鉴定出呈鲜味的肽段一般为<1000 Da的小分子量肽

段，这可能与花椒籽蛋白肽经美拉德反应后鲜味增强

有关。
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图 6    花椒籽蛋白酶解肽（A）与美拉德肽（B）分子量分布
Fig.6    Molecular weight distribution of enzymatic peptides (A)

and Maillard peptides (B) from Zanthoxylum seed protein
 

 2.6　美拉德反应对花椒籽蛋白酶解肽游离氨基酸含量

的影响

美拉德反应后氨基酸组成可以反映游离氨基酸

参与反应的程度，并通过氨基酸比例的改变揭示经美

拉德反应后产物味觉特性的变化[32]。表 6为美拉德

反应前后游离氨基酸组成及含量占比。美拉德肽中

共检测出 21种氨基酸，比反应前减少 1种，这是由于

高半胱氨酸中的硫原子使其参与反应而不再以氨基

酸的形式存在[33]。反应后各游离氨基酸含量占比大

部分呈降低趋势，表明花椒籽蛋白酶解肽在美拉德反

应进程中，游离氨基酸与木糖发生羰氨反应，致使游

离氨基酸被消耗[34−35]。值得注意的是，谷氨酰胺含量

显著增加 10.28%（P<0.05），谷氨酰胺分解后可产生

吡嗪类物质并呈现鲜味，结合感官评定结果表明经美

拉德反应后花椒籽蛋白肽的整体风味特性有效提升，

尤其是鲜味和风味的丰富性[36]。有研究表明疏水性

氨基酸（Pro、Tyr、Val、Met、Ile、Leu和 Phe）在加热

时会产生苦味[16]。美拉德反应后，总疏水性氨基酸含

量占比由 37.08%下降至 33.08%，表明更多的疏水

性氨基酸参与了美拉德反应，这也是苦味减少、风味

改善的原因之一[37−38]。同时，美拉德反应后鲜味氨基

酸（Glu、Asp、Gln和 Asn）占比增加 8.95%（P<0.05），

苦味氨基酸（Arg、His、Phe、Tyr、Met、Leu和 Ile）占

比减少 5.32%（P<0.05），进一步表明美拉德肽可呈现

出更加鲜美的风味。这一变化主要归因于美拉德反

应过程中肽与还原糖或糖降解产物进行热降解反应

和交联反应，改变游离氨基酸的组成，增强鲜味并降

低苦味，从而提升产物整体风味质量[13,39]。

 2.7　花椒籽蛋白美拉德肽序列鉴定

利用 HPLC-MS/MS对花椒籽蛋白美拉德肽进

行序列鉴定分析，结果如表 7所示，经鉴定多肽含有

6~16个氨基酸，分子量分布于 791.4177~1752.81 Da。

根据感官评价与电子舌分析结果证实花椒籽蛋白美

拉德肽确实对味觉特征尤其是鲜味和咸味存在关

键增强作用。而已有研究表明豌豆蛋白、大米蛋白

美拉德肽能有效增强咸味、鲜味或肉味，且糖基化反

应的关键修饰位点位于 Asn残基[15,40]。所得肽段序

列中均含有亲水性氨基酸尤其是谷氨酸（E）、天冬氨

酸（D）、丝氨酸（S）和天冬酰胺（N）中的一种或几种，

且大多具有连续酸性氨基酸结构（DD、DE、ED、EE），

据报道上述氨基酸残基是鲜味蛋白受体结合的活

性位点且有助于肽呈鲜[41−42]。为进一步探究花椒籽

 

表 6    花椒籽蛋白酶解肽和美拉德肽游离氨基酸含量占比

Table 6    Amino acid content of enzymatic peptides
and Maillard peptides from Zanthoxylum seed protein

氨基酸种类 酶解肽含量（%） 美拉德肽含量（%）

谷氨酸（Glu） 2.87±0.07a 2.47±0.03b

天冬氨酸（Asp） 1.25±0.00a 0.94±0.01b

谷氨酰胺（Gln） 11.37±0.14b 21.54±0.16a

赖氨酸（Lys） 3.56±0.04a 3.61±0.03a

脯氨酸（Pro） 0.65±0.01a 0.43±0.00b

苏氨酸（Thr） 4.03±0.16a 3.27±0.04b

亮氨酸（Leu） 7.37±0.17a 6.63±0.02b

异亮氨酸（Ile） 3.87±0.01a 3.37±0.01b

缬氨酸（Val） 6.04±0.06a 5.43±0.02b

丙氨酸（Ala） 2.46±0.03a 1.79±0.00b

甘氨酸（Gly） 0.87±0.01a 0.59±0.00b

丝氨酸（Ser） 4.39±0.07a 3.40±0.01b

甲硫氨酸（Met） 2.61±0.02a 2.45±0.01a

天冬酰胺（Asn） 2.94±0.08a 2.42±0.03b

精氨酸（Arg） 24.15±0.09a 22.17±0.05b

组氨酸（His） 3.00±0.022a 2.84±0.02a

苯丙氨酸（Phe） 4.79±0.05a 4.27±0.02b

酪氨酸（Tyr） 11.76±0.29a 10.50±0.02b

色氨酸（Trp） 1.22±0.08a 1.23±0.01a

鸟氨酸盐酸盐（Orn） 0.59±0.01a 0.59±0.00a

γ-氨基丁酸（GABA） 0.08±0.00a 0.06±0.00a

高半胱氨酸（Hcy） 0.17±0.00a −
疏水性氨基酸（HAA） 37.08±0.12a 33.08±0.04b

鲜味氨基酸（UAA） 18.43±0.01b 27.38±0.20a

苦味氨基酸（BAA） 57.54±0.06a 52.22±0.09b

注：不同小写字母表示同行数据差异显著，P<0.05；“−”表示未检出。
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蛋白美拉德肽的关键前体蛋白，借助 Peaks 8软件

数据库进行了肽序列来源分析，经拟合比对 AQ-9、
EL-10、EF-9、EY-9、EL-6、FE-8、FR-9、GE-9、VL-8、
VR-9由 Cupin型蛋白、甘氨酸富集蛋白和 11S球蛋

白 X3、X4中释放，这与先前的研究一致，Bao等[43]

也发现葵花籽水解蛋白鲜味肽来源于 11S球蛋白。

 3　结论
本研究以花椒籽蛋白为原料，通过优化酶解与

美拉德反应条件制备花椒籽蛋白美拉德反应增鲜

肽。结果显示：以水解度为指标，筛选出碱性蛋白酶

和风味蛋白酶进行分步酶解；以褐变度和感官评分为

指标，通过单因素实验和响应面试验得到花椒籽蛋白

美拉德肽最佳制备工艺条件为蛋白-糖比例 3:2（g/g），
反应温度 106 ℃，反应时间 52 min。花椒籽蛋白美

拉德肽以 3.5 mg/mL的浓度加入谷氨酸钠溶液中，

鲜味增强率可达到 61.69%。电子舌结果与感官评价

结果一致，鲜味均显著提高。经美拉德反应后，分子

量分布于 500~1000 Da的肽段含量占比由 6.14%增

至 14.88%，其中鲜味氨基酸占比增加 8.95%，苦味氨

基酸占比减少 5.32%，进一步表明美拉德反应使花椒

籽蛋白肽增鲜能力增强且整体风味更加协调。序

列鉴定分析结果表明鲜味肽的关键前体蛋白源于

Cupin型蛋白、甘氨酸富集蛋白和 11S球蛋白，其氨

基酸残基分布模式存在多个利于呈鲜的鲜味受体结

合的活性位点。然而由于美拉德反应的复杂性及鲜

味物质存在的多样性，美拉德肽与鲜味受体蛋白间的

具体作用机制仍需进一步探索，未来需结合计算模拟

与组学技术，建立从分子结构到感官特性的系统性评

价方法，以期为呈味机理的解析提供新视角。本研究

为花椒籽蛋白精深加工及花椒基专属咸鲜融组调味

基料的创制提供了理论基础与实践依据。
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