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摘要：以具有代表性的三种二肽ＧｌｙＧｌｎ，ＡｌａＧｌｎ和ＧｌｙＧｌｙ为氮源，以葡萄糖为
糖源，制备了三种二肽Ａｍａｄｏｒｉ中间体（ＡＰｓ）．采用ＨＰＬＣ监控反应进程以比较
三种二肽的反应活性，其顺序依次为 ＡｌａＧｌｎ＞ＧｌｙＧｌｎ＞ＧｌｙＧｌｙ．采用 ＬＣＭＳ／
ＭＳ和ＥＳＩＭＳ／ＭＳ对三种二肽的ＡＰｓ的纯度及断裂模式进行表征和分析，结果
表明，三种二肽 ＡＰｓ的 ＬＣ／ＭＳ纯度分别可达９５％（ＧｌｙＧｌｎＡＰｓ）、９７％ （Ａｌａ
ＧｌｎＡＰｓ）和９８％ （ＧｌｙＧｌｙＡＰｓ），三种二肽ＡＰｓ断裂模式相似，主要碎片离子包
括丢失糖分子形成的［Ｍ－１６２］＋和［Ｍ－１８０］＋碎片离子，以及丢失水分子形成
的［Ｍ－３６］＋和［Ｍ－８４］＋离子．加香应用评价表明，三种二肽 ＡＰｓ皆能与烟香
谐调，提高香气量和烟气浓度，其中 ＡｌａＧｌｎＡＰｓ添加效果最好，对卷烟的香气
特征和口感特性皆有明显的正面作用．
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０　引言

Ｍａｉｌｌａｒｄ反应是一类非酶促棕色化反应，

是在氨基化合物与羰基化合物之间进行的一系

列复杂反应［１－２］．在烟草、食品加工过程中，

Ｍａｉｌｌａｒｄ反应是影响香味和颜色的重要反

应［３］，在烟叶调制、醇化及卷烟加工、贮藏、燃吸

等过程中 Ｍａｉｌｌａｒｄ反应始终在发生，是形成均

衡、丰富烟气香味不可缺少的因素．

Ａｍａｄｏｒｉ中间体（ＡＰｓ）是 Ｍａｉｌｌａｒｄ反应的

关键中间产物，它是 Ｍａｉｌｌａｒｄ反应初期由 Ｎ—

取代葡萄糖胺转化而来的［４］．Ｍａｉｌｌａｒｄ后续反

应从ＡＰｓ开始进行，ＡＰｓ自身是没有芳香气味

的非挥发性物质，但它能在不同的反应条件下

及卷烟燃吸过程中生成各种芳香物质，已经发

现ＡＰｓ是烟草［５］和食品的重要潜香物质．

肽广泛存在于食品和蛋白酶解物中，被认

为是Ｍａｉｌｌａｒｄ反应中重要的风味增香剂和前体

物［６－７］．小分子肽与还原糖发生的 Ｍａｉｌｌａｒｄ反

应同样会产生大量香味成分，其中有些香味成

分是肽类物质Ｍａｉｌｌａｒｄ反应所特有的．新鲜烟叶

通常含有较多的蛋白质［８］，烟叶在调制、复烤和

醇化过程中，蛋白质在蛋白酶的作用下不断分解

和转化，降解为游离氨基酸和低分子肽［９］．

目前，氨基酸与还原糖之间 Ｍａｉｌｌａｒｄ反应

的研究已广泛而深入，而有关肽和蛋白质作为

氮源的 Ｍａｉｌｌａｒｄ反应的研究相对较少．本项目

组前期研究对不同类型烟叶中游离二肽的组成

及含量差异进行了分析和比较［１０］，本文将筛选

具有代表性的三种二肽作为氮源，以葡萄糖为

糖源，进行二肽ＡＰｓ的制备，并评价其在烟草加

香中的作用．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
材料：甘氨酰－Ｌ－谷氨酰胺 －水合物（简

称甘谷二肽，ＧｌｙＧｌｎ）、Ｎ－（２）－Ｌ－丙氨酰 －

Ｌ－谷氨酰胺（简称丙谷二肽，ＡｌａＧｌｎ）、Ｎ－甘

氨酰甘氨酸（简称双甘氨肽，ＧｌｙＧｌｙ），纯度≥
９８％，均购自上海三杰生物技术有限公司；无水

葡萄糖、焦亚硫酸钠、甲醇、异丙醇，均为分析纯

级，购自国药集团；硼酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝１０．４）、氯甲酸－９－芴基甲酯（ＦｍｏｃＣｌ），

分析纯，Ｓｉｇｍａ公司产；空白卷烟，香料评价专

用，安徽中烟工业有限责任公司试制．

仪器：４０００ＱＴｒａｐ质谱仪，美国应用生物

系统公司产；ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ超高压液相色谱仪

（ＵＰＬＣ），美国 Ｗａｔｅｒｓ公司产；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水

仪，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产；ＲＥ－２０００旋转蒸发

仪，上海亚荣生化仪器厂产；ＪＫ－２５０Ｂ超声波

清洗器，合肥金尼克机械制造有限公司产；ＤＦ－

１０１Ｓ控温油浴锅，金坛市晶波实验仪器厂产．
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１．２　二肽ＡＰｓ的合成
优化文献［１１］方法合成三种二肽 ＡＰｓ：准

确称取１０ｇＤ－葡萄糖（５６ｍｍｏｌ）、２ｇ焦亚硫

酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ５，１０ｍｍｏｌ）、１．５ｇ水置于３个烧

瓶中，摇晃混匀后，置于 ９５℃油浴中加热

０．５ｈ，待瓶内混合物成为均匀糖浆状，且温度

稳定后，分别加入１３ｍｍｏｌ二肽（对应三种二肽

质量分别为 ＧｌｙＧｌｎ２．９ｇ，ＡｌａＧｌｎ２．８ｇ，Ｇｌｙ

Ｇｌｙ１．６ｇ），并不时搅拌，继续上述９５℃反应，

每０．５ｈ取样进行高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析，

２ｈ后停止反应，并冷却至室温．

在上述产物中加入２０ｍＬ甲醇，４０℃下超

声分散，冷却、离心后取上清液，搅拌下滴入

１００ｍＬ异丙醇中．将沉淀物抽滤，常温真空干

燥，得淡黄色固体粗产物，三种二肽ＡＰｓ粗产物

质量分别为 ＧｌｙＧｌｎＡＰｓ３．３ｇ，ＡｌａＧｌｎＡＰｓ

３．８ｇ，ＧｌｙＧｌｙＡＰｓ１．８ｇ．产物用甲醇重结晶，

得白色粉末状沉淀，对应的三种二肽 ＡＰｓ精提

物质量分别为 ＧｌｙＧｌｎＡＰｓ２．６ｇ，ＡｌａＧｌｎＡＰｓ

２．７ｇ，ＧｌｙＧｌｙＡＰｓ１．３ｇ，真空干燥后－１５℃冷

冻保存．

１．３　二肽的ＨＰＬＣ分析
依参考文献［１０，１２－１３］方法，取 ５００μｇ

上述反应混合物溶于２．５ｍＬ硼酸盐缓冲液中，

加入ＦｍｏｃＣｌ衍生化试剂（５００μＬ，５．８ｍｍｏｌ／Ｌ

于丙酮中），剧烈搅拌反应，反应产物分别用正

戊烷乙酸乙酯＝８０２０（质量比）的溶剂

２ｍＬ萃取两次，合并水相进行 ＨＰＬＣ分析．测

定条件如下．

色谱柱ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ－１８

柱（２．１ｍｍ ×５０ｍｍ×１．７μｍ）；柱温２５℃；

流动相为 ０．０４５％ＴＦＡ／水溶液（Ａ），０．０５０％

ＴＦＡ／８０％乙腈水溶液（Ｂ）；流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；

洗脱梯度为 ９５％Ａ＋５％Ｂ（０～２ｍｉｎ），４０％

Ａ＋６０％Ｂ（２～１０ｍｉｎ），０％Ａ（１０～１９ｍｉｎ），

９５％Ａ＋５％Ｂ（１９～２０ｍｉｎ）；进样量１０μＬ．紫

外吸收检测器，吸收波长２６５ｎｍ．

１．４　二肽ＡＰｓ的ＬＣＭＳ／ＭＳ表征
准确称取１ｍｇ二肽 ＡＰｓ于１００ｍＬ水中，

进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析，测定条件如下．

色谱柱ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ－１８

柱（２．１ｍｍ×５０ｍｍ×１．７μｍ）；流动相为甲醇

（６０％）和 ０．１％醋酸铵水溶液（４０％）；流速

０．３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１０μＬ．电离模式为电喷雾

（ＥＳＩ）正离子模式；电喷雾电压５５００Ｖ；离子源

温度５５０℃；去簇电压（ＤＰ）为４０Ｖ；扫描时间

１ｓ．检测模式为全扫描（ＳＣＡＮ）及多反应监测

模式（ＭＲＭ），通过针泵进样优化ＭＲＭ参数，优

化结果见表１．

表１　二肽ＡＰｓＭＲＭ参数

Ｔａｂｌｅ１　ＭＲＭｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｄｉｐｅｐｔｉｄｅｓＡＰｓ

二肽 ＡＰｓ ［Ｍ＋Ｈ］＋（ｍ／ｚ） ＭＳ／ＭＳ离子（ｍ／ｚ）丢失（ｍ／ｚ） 丢失碎片 ＣＥ／Ｖ ＣＸＰ／Ｖ

ＧｌｙＧｌｎ

单糖化 ３８３ ３４８ ３６ －２Ｈ２Ｏ １２ ９
２０３ １８０ －Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ １３ １２

双糖化 ５４６ ５１０ ３６ －２Ｈ２Ｏ １２ ７
３６６ １８０ －Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ １４ ７

ＡｌａＧｌｎ

单糖化 ３８０ ２９６ ８４ －３Ｈ２Ｏ－ＣＨＯＨ ２２ ５
２１８ １６２ －Ｃ６Ｈ１２Ｏ５ ２３ １３

双糖化 ５４２ ４５８ ８４ －３Ｈ２Ｏ－ＣＨＯＨ ２７ ７
３２６ ２１６ －２Ｈ２Ｏ－Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ ３０ １１

ＧｌｙＧｌｙ
单糖化 ２９５ ２１１ ８４ －３Ｈ２Ｏ－ＣＨＯＨ ２１ １４
双糖化 １３３ １６２ －Ｃ６Ｈ１２Ｏ５ ２５ ７
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１．５　二肽ＡＰｓ的加香应用评价
分别取０．１ｇ二肽 ＡＰｓ，用７５％酒精稀释

定容至１００ｍＬ，采用加香注射机对每支卷烟加
香注射２０μＬ，折算加香量为３０μｇ／ｇ．将加香
的卷烟样品置于温度（２２±１）℃，相对湿度
（６０±３）％的环境下平衡４８ｈ，而后进行评吸．

感官评吸组由９位专业评委组成，全体评
委统一评吸．以未加香卷烟作为对照样，采用对
比评吸的方法进行评价．每位评吸人员比较试
验样品与对照样品感官差异程度，并描述加香

感官效果，按照 ＡＢＣ三级（Ａ级为具有应用价
值的新型香原料，能提升香气品质而无负面作

用；Ｂ级具有较好的香气特性，能提供某些特色；
Ｃ级单独使用时，作用很小或具有负面作用．）
进行打分，结果取各评吸人员打分的均值．

２　结果与讨论

２．１　三种二肽反应活性比较
图１为 ＡｌａＧｌｎ与葡萄糖反应０．５ｈ后取

样ＨＰＬＣ测试结果，可以看出，通过 ＨＰＬＣ测定
反应体系中游离二肽的含量变化，可以监控二

肽的反应活性和反应进程．
图２为三种二肽反应体系的反应进程比

较．从图中可看出，三种二肽的反应活性顺序依
次为ＡｌａＧｌｎ＞ＧｌｙＧｌｎ＞ＧｌｙＧｌｙ，由极性氨基

图１　ＡｌａＧｌｎ反应体系的ＨＰＬＣ图

（反应０．５ｈ后）

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ

ｃｏｎｔａｎｉｎｇＡｌａＧｌｎａｎｄｇｌｕｃｏｓｅａｆｔｅｒ０．５ｈｏｆｈｅａｔｉｎｇ

图２　三种二肽反应体系的反应进程比较

Ｆｉｇ．２　Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｓ

ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｂｙｄｉｐｅｐｔｉｄｅｓ

酸Ｇｌｙ构成的双甘氨肽ＧｌｙＧｌｙ反应活性最低，

而包含非极性的氨基酸基团（如 Ａｌａ，Ｇｌｎ），能

够明显提高二肽的反应活性，这与前人的研究

结论［１４］是吻合的．三种二肽的反应体系在反应

１２０ｍｉｎ后均趋于稳定，为减少更多副反应的发

生，实验选择反应时间为１２０ｍｉｎ．

２．２　二肽ＡＰｓ的ＬＣＭＳ／ＭＳ表征
图３为三种二肽 ＡＰｓ在 ＬＣＭＳ中的全扫

描质谱图．由图３可以看出，ＧｌｙＧｌｎ和 ＡｌａＧｌｎ

两种二肽由于存在两个游离氨基，其 ＡＰｓ不仅

有单糖化化合物，还存在部分双糖化化合物．通

过外标法计算三种二肽 ＡＰｓ的 ＬＣＭＳ纯度分

别可达 ９５％（ＧｌｙＧｌｎＡＰｓ），９７％ （ＡｌａＧｌｎ

ＡＰｓ）和９８％（ＧｌｙＧｌｙＡＰｓ）．前人研究对于ＡＰｓ

的提纯往往需要通过柱层析［１４－１６］或者柱分

离［１１，１７］等方式，操作繁琐且难以实现工业化．

本方法合成与提纯简便，适用于 ＡＰｓ的规模化

生产，具有较好的应用前景．

图４以ＧｌｙＧｌｎＡＰｓ为例，说明了二肽ＡＰｓ

在 ＥＳＩＭＳ／ＭＳ电离模式下的断裂模式．结合

表１可以看出，三种二肽ＡＰｓ断裂模式相似，主

要碎片离子包括丢失糖分子形成的［Ｍ－

１６２］＋和［Ｍ－１８０］＋碎片离子，以及丢失水分

子形成的［Ｍ－３６］＋和［Ｍ－８４］＋离子，这与前

人研究中对于氨基酸Ａｍａｄｏｒｉ中间体在ＥＳＩ中

·１１·
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图３　三种二肽ＡＰｓ的ＬＣＭＳ图

Ｆｉｇ．３　ＬＣＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｄｉｐｅｐｔｉｄｅｓＡＰｓ

的断裂模式是一致的［１５－１６］．

２．３　二肽ＡＰｓ的加香应用评价
三种二肽ＡＰｓ分别以３０μｇ／ｇ的比例添加

到试制卷烟中，评价其在卷烟中的添加效果，结

果见表２．

从表２可以看出，三种二肽 ＡＰｓ皆能与烟

香谐调，能够提高香气量和烟气浓度，其中Ａｌａ

ＧｌｎＡＰｓ增香效果最好，对卷烟的香气特征和

口感特性皆有明显的正面作用．

３　结论

１）以具代表性的三种二肽 ＧｌｙＧｌｎ，Ａｌａ

Ｇｌｎ和 ＧｌｙＧｌｙ为氮源，以葡萄糖为糖源，制备

出了三种二肽ＡＰｓ，其合成及提纯方法简便，具

有较好的应用前景．

２）采用ＨＰＬＣ监控反应进程，比较了三种

二肽的反应活性，活性顺序依次为 ＡｌａＧｌｎ＞

ＧｌｙＧｌｎ＞ＧｌｙＧｌｙ．

３）分别采用 ＬＣＭＳ／ＭＳ和 ＥＳＩＭＳ／ＭＳ对

三种二肽ＡＰｓ的纯度与断裂模式进行了表征和

分析．三种二肽 ＡＰｓ的 ＬＣ／ＭＳ纯度分别可达

９５％（ＧｌｙＧｌｎＡｐｓ）、９７％ （ＡｌａＧｌｎＡｐｓ）和

９８％ （ＧｌｙＧｌｙＡｐｓ）．三种二肽ＡＰｓ断裂模式相

似，主要碎片离子包括丢失糖分子形成的［Ｍ－

１６２］＋和［Ｍ－１８０］＋碎片离子，以及丢失水分

子形成的［Ｍ－３６］＋和［Ｍ－８４］＋离子．

４）加香应用评价结果表明，三种二肽 ＡＰｓ

皆能与烟香谐调，能够提高香气量和烟气浓度，

其中ＡｌａＧｌｎＡＰｓ增香效果最好，对卷烟的香气

特征和口感特性皆有明显的正面作用．
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