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摘摇 要: 为了提高香菇柄中 5忆鄄核苷酸的提取得率和提高香菇柄的附加值,研究以香菇柄为原料,
通过单因素实验研究了纤维素酶加酶量、液固比、酶解温度、酶解时间、pH 值对 5忆鄄核苷酸得率的影

响,并采用正交试验对纤维素酶酶解提取 5忆鄄核苷酸工艺进行优化,最后利用高效液相色谱法

(HPLC)对提取得到的 5忆鄄核苷酸组成进行分析。 结果表明,在单因素实验结果基础上,通过正交试

验优化,纤维素酶酶解提取香菇柄中 5忆鄄核苷酸的优化,工艺参数为:液固比(mL颐 g)20 颐 1,加酶量

0郾 8% ,酶解温度 40 益,pH 值 5郾 4,酶解时间 4 h,此时 5忆鄄核苷酸得率为 4郾 08 mg·g - 1,与 HPLC 检测

结果(4郾 57 mg·g - 1)相近。 纤维素酶酶解提取香菇柄 5忆鄄核苷酸由 5忆鄄鸟苷酸、5忆鄄尿苷酸、5忆鄄胞苷酸、
5忆鄄腺苷酸、5忆鄄肌苷酸、5忆鄄黄苷酸组成,其中呈鲜味核苷酸占 5忆鄄核苷酸的 62郾 63% 。
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摇 摇 香菇是一种营养丰富、风味独特的药食同源食

用菌[1],其含有的多糖、多酚、不饱和脂肪酸和膳食

纤维等功能活性成分,在提高人体免疫力、抗肿瘤、
降血脂、抗氧化等方面都具有良好的保健功效[2 - 6],
深受消费者喜爱。 而且,文献[7]指出,与其他可食

蘑菇相比,香菇中的 5忆鄄核糖核苷酸含量较高,尤其

是 5忆鄄鸟苷酸(5忆鄄GMP)、5忆鄄肌苷酸(5忆鄄IMP)和 5忆鄄黄
苷酸(5忆鄄XMP)和 5忆鄄腺苷酸(5忆鄄AMP)对香菇的鲜味

有增效作用。 鲜味是人体味觉的第五感,具有开胃、
可口和令人愉悦的感觉[8]。 近年来的研究表明,鲜
味可以调控人体的食欲和对食物的满足感,可减少

对高能量和高糖高脂食物的摄取量,从而降低肥胖,
也可帮助病人或老年人改善食欲[9]。

香菇柄是香菇深加工过程中的副产物,约占香

菇干质量的 15% ~30% 。 研究表明,香菇柄不仅在

营养成分上与香菇菇盖基本接近,而且膳食纤维含

量远高出香菇菇盖[10]。 然而,由于菇柄中含有较多

的纤维素类物质,致其口感粗糙,咀嚼度差,大多数

被废弃处理,全国每年废弃的香菇柄有数万吨,造成

了极大的资源浪费[11]。 也正是由于菇柄中纤维类

物质的包裹,使得菇柄中的风味成分很难释放,其鲜

香味远不如香菇菇盖浓郁醇厚[12]。
与香菇开发利用的研究报道相比,对香菇柄加

工利用的报道现在较少。 目前,仅有关于香菇柄面

包[13]、香菇柄蜜饯[14]、香菇柄松[15]、香菇柄酒精饮

料[16]等菇柄加工产品的报道,而关于香菇柄中呈鲜

物质提取和利用的报道较少[12, 17]。 相较于香菇菇

盖,香菇柄中纤维含量较高,本文采用纤维素酶酶解

香菇柄提取 5忆鄄核苷酸,并分析其组成比例和含量,
以期为香菇柄风味物质的利用和香菇柄调味料的开
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发提供参考。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

香菇柄,购自郑州信基调味品城;纤维素酶(食
品级,10 000 U·g - 1),南宁庞博生物工程有限公司;
磷酸二氢钾、高碘酸钠、乙二醇、抗坏血酸、四水合钼

酸铵等均为国产分析纯;5忆鄄鸟苷酸(5忆鄄GMP)、5忆鄄尿
苷酸(5忆鄄UMP)、5忆鄄胞苷酸(5忆鄄CMP)、5忆鄄腺苷酸(5忆鄄
AMP)、5忆鄄肌苷酸 (5忆鄄IMP),购自 Sigma鄄Aldrich 公

司;5忆鄄黄苷酸(5忆鄄XMP),购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司;实验用水为蒸馏水。
1郾 2摇 实验方法

1郾 2郾 1 摇 纤维素酶酶解提取香菇柄中 5忆鄄核苷酸

单因素实验

香菇柄 40 益烘干后,粉碎过 60 目筛,称取香菇

柄粉 2郾 0 g,分别考察纤维素酶不同加酶量(0郾 1% 、
0郾 2% 、0郾 4% 、0郾 6% 、0郾 8% 、1郾 0% )、液固比(mL颐 g)
(10颐 1、20颐 1、30颐 1、40 颐 1、50 颐 1)、酶解温度(30、40、
50、60、70 益)、酶解时间(0郾 5、1、2、3、4、5 h)、酶解

pH 值(3郾 0、3郾 8、4郾 6、5郾 4、6郾 2、7郾 0)对香菇柄中 5忆鄄
核苷酸提取得率的影响。 采用过碘酸氧化法[18] 测

定 5忆鄄核苷酸,每组实验重复 3 次,取平均值。
1郾 2郾 2摇 纤维素酶酶解提取香菇柄中 5忆鄄核苷酸正交

试验设计

在单因素实验的基础上,选取加酶量、酶解温

度、酶解 pH 值、酶解时间 4 个因素,采用 L9(34)正
交设计对纤维素酶酶解提取 5忆鄄核苷酸工艺进行优

化。 正交试验设计与水平见表 1。

表 1摇 正交因素水平

Tab. 1摇 Factor levels of orthogonal test

水平

因素

A
加酶量 / %

B
酶解温度 / 益

C
酶解 pH 值

D
酶解时间 / h

1 0郾 4 30 3郾 8 3

2 0郾 6 40 4郾 6 4

3 0郾 8 50 5郾 4 5

1郾 2郾 3摇 纤维素酶酶解提取香菇柄中 5忆鄄核苷酸的

组成分析

5忆鄄核苷酸的组成测定参考 Taylor 等[19] 和 Mau
等[20]方法并稍作修改。

1郾 2郾 3郾 1摇 色谱条件

HPLC 为美国戴安 Ultimate 3000,配有 PDA鄄
3000 检测器;色谱柱为安捷伦 ZORBAX Eclipse Plus
C18色谱柱(5 滋m,4郾 6 伊250 mm);流动相为 0郾 2 mol·L -1

磷酸二氢钾颐 水 = 30 颐 70;检测波长为 254 nm;进样

量 10 滋L;柱温 30 益;流速 1郾 0 mL·min - 1。
1郾 2郾 3郾 2摇 标品及混合标品的配制

准确称取 5忆鄄GMP、5忆鄄UMP、5忆鄄CMP、5忆鄄AMP、5忆鄄
IMP、5忆鄄XMP 各 0郾 100 g,用超纯水溶解后配成 1
mg·mL - 1各核苷酸标准液。 取核苷酸标准液各 1
mL,定容至 10 mL,得 6 混标溶液,各单核苷酸质量

浓度为 100 滋g·mL - 1,并依次配成 70、50、30、10
滋g·mL - 1核苷酸混合标准液,分别吸取 10 滋L 测定,
依据峰面积绘制各 5忆鄄核苷酸标准曲线。
1郾 2郾 3郾 3摇 香菇柄 5忆鄄核苷酸组成测定

纤维素酶酶解提取得到的香菇柄 5忆鄄核苷酸过

0郾 2 滋m 滤膜,取 10 滋L 上样测定,并依据保留时间

确定各 5忆鄄核苷酸,然后按峰面积计算各 5忆鄄核苷酸

含量。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 单因素实验

2郾 1郾 1摇 加酶量对 5忆鄄核苷酸得率的影响

在液固比为 20颐 1,酶解温度为 50 益,酶解时间

为 2 h,酶解 pH 值为 5郾 4 的条件下,采用不同加酶量

(0郾 1% 、0郾 2% 、0郾 4% 、0郾 6% 、0郾 8% 、1郾 0% )进行酶

解提取,考察加酶量对香菇柄中 5忆鄄核苷酸提取得率

的影响。 加酶量对 5忆鄄核苷酸得率的影响见图 1。

图 1摇 加酶量对 5忆鄄核苷酸得率的影响

Fig. 1摇 Effect of cellulase amount on
5忆鄄nucleotides content

摇

从图 1 可以看出,在加酶量为 0郾 1% ~ 0郾 6%
时,随着加酶量的增大,5忆鄄核苷酸得率呈逐渐增大
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的趋势,并在加酶量为 0郾 6%时,5忆鄄核苷酸得率达到

较高水平(2郾 62 mg·g - 1),此后继续增大加酶量,5忆鄄
核苷酸得率虽有所增加,但与加酶量为 0郾 6% 时的

得率相比较无显著差异(p > 0郾 05)。 这可能是由于

在较低酶浓度条件下,底物能够完全与酶结合破坏

细胞壁,促使内容物释放,但在较高酶浓度情况下,
底物不能对酶达到饱和而使一部分酶分子无法发挥

作用[12, 21]。 因此,从经济方面考虑,选择加酶量为

0郾 6%较为适宜。
2郾 1郾 2摇 液固比对 5忆鄄核苷酸得率的影响

在加酶量为 0郾 6% ,酶解温度为 50 益,酶解时

间为 2 h,酶解 pH 值为 5郾 4 条件下,考察不同液固比

10颐 1、20颐 1、30颐 1、40颐 1、50颐 1对香菇柄中 5忆鄄核苷酸

提取得率的影响(见图 2)。 由图 2 可知,当液固比

由 10颐 1增加到 20颐 1时,5忆鄄核苷酸得率由 2郾 44 mg·g -1显

著升高至 2郾 76 mg·g - 1,此后继续增大液固比,5忆鄄核
苷酸得率呈缓慢升高趋势,与液固比为 20颐 1时相比

较,5忆鄄核苷酸得率均未达到显著水平(p > 0郾 05),并
且当液固比增大至 50颐 1时,5忆鄄核苷酸得率仅比液固比

为 20颐 1时增加了 0郾 16 mg·g -1,考虑后续工作和节约资

源等综合因素,选择液固比20颐 1较为合适。

图 2摇 液固比对 5忆鄄核苷酸得率的影响

Fig. 2摇 Effect of liquid鄄solid ratios on
yield of 5忆鄄nucleotides

2郾 1郾 3摇 酶解温度对 5忆鄄核苷酸得率的影响

在加酶量为 0郾 6% ,液固比(mL颐 g)为 20 颐 1,酶
解时间为 2 h,酶解 pH 值为 5郾 4 条件下,考察不同酶

解温度(30、40、50、60、70 益)对香菇柄中 5忆鄄核苷酸

提取得率的影响。 随着酶解温度的升高,5忆鄄核苷酸

得率呈先升高后下降的趋势(见图 3)。 在酶解温度

为 40 益时,5忆鄄核苷酸得率最高,为 3郾 18 mg·g - 1,这
一结果可能与酶的性质有关,每种酶都有一个最适

作用温度,在较低温度下,随着温度上升酶活不断增

强,酶解破壁作用加强,但温度超过最适温度后,随

着温度的上升酶部分或全部变性而失去酶活

力[12,17,21]。 故选择 40 益作为适宜的酶解温度进行

后续实验。

图 3摇 酶解温度对 5忆鄄核苷酸得率的影响

Fig. 3摇 Effect of enzymatic hydrolysis temperatures
on yield of 5忆鄄nucleotides

2郾 1郾 4摇 酶解时间对 5忆鄄核苷酸得率的影响

在加酶量为 0郾 6% ,液固比 20 颐 1,酶解温度为

40 益,酶解 pH 值为 5郾 4 条件下,考察不同酶解时间

(0郾 5、1、2、3、4、5 h)对香菇柄中 5忆鄄核苷酸提取得率

的影响(见图 4)。 从图 4 可以看出,随酶解时间的

延长,5忆鄄核苷酸得率呈逐渐升高趋势,当酶解时间

为 4 h 时,5忆鄄核苷酸得率达到较高水平(3郾 66 mg·g -1),
为酶解时间在 0郾 5 h 时得率的 1郾 77 倍,此后继续延

长酶解时间至 5 h 时,其 5忆鄄核苷酸得率仅比 4 h 时

高了 1郾 45% 。 这是由于随着酶解时间的延长,纤维

素酶能充分地与底物反应,破坏细胞壁,从而使 5忆鄄
核苷酸不断溶出;当细胞壁被破坏到一定程度时,继
续延长酶解时间,5忆鄄核苷酸得率升高趋缓[12,17,21]。
故选取 4 h 作为较佳酶解时间。

图 4摇 酶解时间对 5忆鄄核苷酸得率的影响

Fig. 4摇 Effect of enzymatic hydrolysis time on
yield of 5忆鄄nucleotides

摇

2郾 1郾 5摇 酶解 pH 值对 5忆鄄核苷酸得率的影响

在加酶量为 0郾 6% ,液固比 20 颐 1,酶解温度为
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40 益,酶解时间为 4 h 条件下,考察不同酶解 pH 值

(3郾 0、3郾 8、4郾 6、5郾 4、6郾 2、7郾 0)对香菇柄中 5忆鄄核苷酸

提取得率的影响(见图 5)。 由图 5 可知,在实验范

围内,随着 pH 值升高,5忆鄄核苷酸得率逐渐升高,在
pH 值 4郾 6 时,5忆鄄核苷酸得率达到最大(3郾 89 mg·g -1),
随着 pH 值继续增大,5忆鄄核苷酸得率呈逐渐下降的

趋势。 这可能是由于在适宜的 pH 值作用范围内,
酶活性较高,能充分发挥酶的专一水解作用[21],故
选择 4郾 6 作为较适宜酶解 pH 值。

图 5摇 酶解 pH 值对 5忆鄄核苷酸得率的影响

Fig. 5摇 Effect of enzymatic hydrolysis pH values
on yield of 5忆鄄nucleotides

2郾 2摇 正交优化试验

以 5忆鄄核苷酸得率为指标,对香菇柄 5忆鄄核苷酸的

纤维素酶酶解条件进行优化,正交试验结果见表 2。

表 2摇 正交试验设计及结果

Tab. 2摇 Design and results of orthogonal test

序号
A

加酶量

B
酶解温度

C
酶解 pH 值

D
酶解时间

5忆鄄核苷酸得率 /

(mg·g - 1)

1 1 1 1 1 2郾 12

2 1 2 2 2 3郾 31

3 1 3 3 3 2郾 54

4 2 1 2 3 2郾 00

5 2 2 3 1 3郾 26

6 2 3 1 2 2郾 68

7 3 1 3 1 2郾 98

8 3 2 1 3 2郾 89

9 3 3 2 1 2郾 31
k1 2郾 66 2郾 36 2郾 56 2郾 56
k2 2郾 64 3郾 15 2郾 54 2郾 99
k3 2郾 73 2郾 51 2郾 93 2郾 48

R 0郾 08 0郾 79 0郾 39 0郾 51

摇 摇 从表 2 中的极差 R 可以看出,各因素对 5忆鄄核苷

酸得率影响大小依次为 B > D > C > A,即影响 5忆鄄核

苷酸得率的最主要因素是酶解温度,其他依次为酶

解时间、酶解 pH 值、加酶量。 由表 2 中的 k 值可以

看出,在液固比 20 颐 1条件下,纤维素酶酶解提取香

菇柄中 5忆鄄核苷酸的优化工艺组合为 A3B2C3D2,即
加酶量 0郾 8% ,酶解温度 40 益,pH 值为 5郾 4,酶解时

间 4 h。 经验证,在此优化条件下纤维素酶酶解提取

香菇柄中 5忆鄄核苷酸得率为(4郾 08 依 0郾 11)mg·g - 1,
高于单因素实验结果和正交表内组合结果。 但这一

结果,显著低于吴关威等[17]采用分光光度法测定纤

维素酶提取的香菇柄中呈味核苷酸( I + G)的含量

(32郾 8 mg·g - 1 ),这可能与采用的测定方法不同有

关[18],本文采用的过碘酸氧化法可以专一测定 5忆鄄
核苷酸。

图 6摇 纤维素酶酶解提取香菇柄中 5忆鄄核苷酸各组分含量

Fig. 6摇 Contents of 5忆鄄nucleotides components from shiitake
mushroom stipe extracted by cellulase

2郾 3摇 5忆鄄核苷酸组成分析

研究采用 HPLC 测定纤维素酶酶解提取香菇柄

5忆鄄核苷酸含量(4郾 57 mg·g - 1),如图 6。 高于分光光

度法所测结果,说明 5忆鄄核苷酸含量高低受所采用测

定方法的影响。 因 HPLC 法可直接测定各 5忆鄄单核

苷酸含量,是一种比较适宜的 5忆鄄核苷酸测定方法。
与前人研究相比,本研究结果与 Chen 等[22] 所测定

香菇柄 5忆鄄核苷酸含量(4郾 23 mg·g - 1)相近,高于赵

静等[23]香菇菌汤中 5忆鄄核苷酸含量(1郾 50 mg·g - 1)。
本研究所得 5忆鄄核苷酸由 5忆鄄GMP、5忆鄄UMP、5忆鄄CMP、
5忆鄄AMP、5忆鄄IMP 和 5忆鄄XMP 组成,且所提取 5忆鄄核苷

酸主要由 5忆鄄CMP、5忆鄄AMP 和 5忆鄄XMP 组成,分别占

5忆鄄核苷酸的 36郾 67% 、43郾 69%和 16郾 01% 。 而 Chen
等[22]仅检测到香菇柄中的 4 种 5忆鄄核苷酸,未检测

到 5忆鄄IMP 和 5忆鄄XMP。 本研究所测定纤维素酶酶解

香菇柄所 得 的 5忆鄄GMP 和 5忆鄄AMP 含 量 为 2郾 00
mg·g - 1,高于 And侪[24] 报道的香菇柄中 5忆鄄GMP 和
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5忆鄄AMP 的含量(0郾 8 mg·g - 1)。 呈鲜味核苷酸由 5忆鄄
GMP、5忆鄄IMP、5忆鄄XMP 和 5忆鄄AMP 组成[20],本研究所

测香菇柄中含有所有的呈鲜味核苷酸,所提取的香

菇柄中呈鲜味核苷酸质量比为 2郾 86 mg·g - 1,占 5忆鄄
核苷酸的 62郾 63% ,高于 Chen 等[22]所测定香菇柄中

呈鲜味核苷酸质量比 1郾 00 mg·g - 1,其占 5忆鄄核苷酸

23郾 64%的结果,这可能与所测定到的 5忆鄄核苷酸组

成有关。

3摇 结摇 论

通过单因素实验和正交试验纤维素酶酶解反应

条件的优化,得出纤维素酶酶解提取香菇柄中 5忆鄄核
苷酸的优选工艺条件为液固比 20颐 1,加酶量 0郾 8% ,
酶解温度 40 益,pH 值 5郾 4,酶解时间 4 h,此时 5忆鄄核
苷酸得率为 4郾 08 mg·g - 1。

经 HPLC 检测,纤维素酶酶解提取香菇柄 5忆鄄核
苷酸由 5忆鄄GMP、5忆鄄UMP、5忆鄄CMP、5忆鄄AMP、5忆鄄IMP 和

5忆鄄XMP 组成,5忆鄄核苷酸含量高于采用过碘酸氧化

法所测定结果,其中呈鲜味核苷酸占 5忆鄄核苷酸的

62郾 63% 。
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Enzymatic Extraction and Composition Analysis of 5忆鄄Nucleotides
from Shiitake Mushroom Stipe

LI Shunfeng1, 摇 WANG Anjian1, 摇 ZHANG Xueyan2, 摇 TIAN Guangrui1, 摇 LIU Lina1, 摇
WEI Shuxin1, 摇 GAO Shuaiping1

(1郾 Institute Center of Agro鄄products Processing, Henan Academy of Agricultural Sciences,
Zhengzhou 450002, China;

2郾 Institute of Food Science and Technology, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China)

Abstract: To improve the yield of 5忆鄄nucleotides and increase the economic value of shiitake mushroom
stipe, 5忆鄄nucleotides were extracted from shiitake mushroom stipe by cellulase. The effects of cellulase
amount, liquid鄄solid ratio, enzymatic hydrolysis temperature, enzymatic hydrolysis time and pH on the
yield of 5忆鄄nucleotides were investigated by single factor experiments, and the orthogonal test was used to
optimize the parameters. The 5忆鄄nucleotides composition was also analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC). Results showed that on the basis of single factor experiments, the parameters
of cellulase extraction on 5忆鄄nucleotides optimized by orthogonal test were as follows: liquid鄄solid ratio
20颐 1 (mL颐 g), cellulase amount 0郾 8% , enzymatic hydrolysis temperature 40 益, enzymatic hydrolysis
time 4 h, and pH 5郾 4. Under these optimum conditions, the yield of 5忆鄄nucleotides was 4郾 08 mg·g - 1 .
This result was close to the content (4郾 57 mg·g - 1) measured by HPLC. The 5忆鄄nucleotides extracted
from shiitake mushroom stipe using cellulase were composed by 5忆鄄guanosine monophosphate, 5忆鄄uridine
monophosphate, 5忆鄄cytosine monophosphate, 5忆鄄adenosine monophosphate, 5忆鄄inosine monophosphate,
5忆鄄xanthosine monophosphate, and umami taste nucleotides accounted for 62郾 63% of 5忆鄄nucleotides.

Keywords: shiitake mushroom stipe; cellulase; extraction; 5忆鄄nucleotides; HPLC; components analysis
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