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【化学测定方法】

反相高效液相色谱法测定食品中 γ － 氨基丁酸的研究
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［摘要］ 目的: 建立反相 － HPLC 法测定食品中 γ － 氨基丁酸( GABA) 的测定方法。方法: 用正亮氨酸作为内标物，样品

中的 γ － 氨基丁酸和正亮氨酸与 2，4 二硝基氟苯( FDNB) 反应转化成稳定的衍生物并用乙醚萃取，挥发后，残余物溶解在

NaOH 溶液中，处理液注入反相 － HPLC 中，用甲醇溶液在盐酸缓冲液中线性梯度洗脱，于 400 nm 处检测。结果: GABA、
正亮氨酸分别和 FDNB 反应 60 min 后达到平衡，流出液检测峰位分别在 45 min 和 60 min。GABA 在 1 ng /ml ～ 100 ng /ml
范围内具有良好的线性，其相关系数大于 0． 999，检出限为 1 ng /ml，实际样品加标回收率为 98． 4 ± 2． 3%。结论: 此方法

简单、准确，用于实际样品检测，结果满意。
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Research on determination of γ － aminobutyric acid in food by RP －HPLC
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［Abstract］ Objective: To develop an analytical method to determine γ － aminobutyric acid ( GABA) concentration in food u-
sing RP － HPLC． Methods: GABA in samples reacts with 1 － fluoro － 2，4 － dinitrobenzene ( FDNB) to form a stable derivative，

which is extracted by ether． After evaporation，residue is re － dissolved in NaOH solution and injected into a RP － HPLC． The
stable derivative is washed out in a methanol Tris － HCl gradient and detected at 400 nm． Isoleucine is used as an internal stand-
ard． Results: The derivatisation reactions with FDNB take 60 minutes to reach equilibriums for both GABA and isoleucine． The
GABA － derivative and isoleucine － derivative have retention time of 45 min and 60 min respectively． There is a good linear rela-
tionship between peak area and GABA concentration in the range of 1 ng /ml ～ 100 ng /ml． The linear correlation coefficient is o-
ver 0． 999． The detection limit for GABA is 1 ng /ml． The recovery rate for food samples is 98． 4 + 2． 3% ． Conclusion: The ana-
lytical method described here is simple and accurate． It has been tested to analyse food samples with satisfactory results．
［Key words］ γ － aminobutyric acid ( GABA) ; RP － HPLC; Isoleucine

γ － 氨基丁酸( GABA) 是中枢神经系统中很重要的抑制性

神经递质，它是一种天然存在的非蛋白组成的氨基酸，具有极

其重要的生理功能。能够促进脑的活化性，健脑益智，抗癫

痫，促睡眠，美容润肤，延缓脑衰老机制，降低血压，促进肾机

能改善和保护作用，抑制脂肪肝和肥胖症，活化肝功能。近年

来，富含 γ － 氨基丁酸( GABA) 的功能食品有了很大的发展。
因此，发展和评估含有 GABA 的功能性食品，简单有效的定量

分析食品中所含的 GABA 是很重要的。目前检测 GABA 的方

法有分光光度法［2］和改良纸层析法［1］等，由于 GABA 在紫外

光区和可见光区及荧光区没有显著的吸收，需要被转化成在

UV 或可见光区及荧光区有强吸收的物质来测定，天然产品中

又含有其它能被紫外或荧光吸收的物质可能干扰吸收，因此

需要用高效液相色谱( HPLC) 分离天然产品中的干扰物质，这

种方法还只能在特定的实验室使用氨基酸分析仪来测定，易

受检测条件限制。因此本文研究利用 GABA 与 FDNB 反应生

成稳定的衍生物，在普通的 HPLC 条件下检测食品中的 GA-
BA。

1 材料与方法

1． 1 主要仪器与试剂

岛津 LC20A 高效液相色谱仪( 日本岛津公司) ，检测器 :

UV 检测器; 色谱柱: 3． 9 × 150 nm C18柱; 进样量: 50 μl; 0． 2 μm
滤膜; 岛津氨基酸分析仪( LC － 10ADvp) 台式离心机( GT10 － 2
型) ; 2，4 二硝基氟苯( FDNB) ( 色谱纯) 、正亮氨酸，用氨基酸

分析仪测定。
1． 2 色谱条件

Tris － HCl 缓冲液( 10 mM，pH 6) 中甲醇的梯度洗脱( 0%
～80% ) ． 流速: 0． 5 ml /min 检测波长: 400 nm，进样量: 50 μl。
1． 3 样品前处理

1． 3． 1 取 0． 2 ml 含有 GABA 和作为内标物的正亮氨酸( 正亮

氨酸已用氨基酸分析仪测定) 样品，加入到 2 ml 的 500 mM
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NaHCO3，加入 0． 4 ml 含 5% 的 FDNB 的乙醇溶液，混合液在

37℃，搅拌平衡 1 h，用 6 ml 的乙醚萃取除去多余的 FDNB。在

37℃，1 h 内 GABA 和正亮氨酸完全与 FDNB 反应，水相含有

DNP － GABA 和 DNP － 正亮氨酸，水相用 0． 4 ml，6 M 的 HCl
调至 pH = 2，然后提取物用 6 ml 乙醚分两次提取，集中提取物

并在 37℃减压干燥，含有 DNP － GABA 和 DNP － 正亮氨酸的

黄色干燥残留物溶解在 3 ml 的 NaOH 中并且 40 倍稀释，用

0． 1 M Tris － HCl( pH = 6 ) 调至 pH = 8，用 0． 2 μm 滤膜过滤，

HPLC 法待测。
1． 3． 2 取 250 μmol 正亮氨酸加入样品中作为内标。采 2 g 含

有 GABA 和正亮氨酸样品，用 200 ml 80℃水浸取、保温 1 h，离

心，沉淀部分化合物的浸取液用热水重复操作，混合浸取液并

减压浓缩至 40 ml，浓缩液中成分和内标物与 FDNB 反应，并且

HPLC 法待测，如上所述。
1． 4 样品分析

反相 HPLC 色谱条件下，在 10 mM Tris － HCl 缓冲液( pH
= 6． 0) 中甲醇作为流动相线性梯度洗脱，在波长 400 nm 处检

测，根据色谱峰的保留时间确定色谱峰的归属。运用内标法

确定正亮氨酸和 GABA 的回收率。

2 结果与讨论

2． 1 根据流出液检测的峰位确定检测物质成分

为了从提取液干扰物质中分离出 GABA 和正亮氨酸衍生

物，将提取液注入到经 Tris － HCl( 10 mM，pH = 6) 缓冲液平

衡过的 AtlantisTM dC18 ( 3． 9 nm × 150 nm) 色谱柱。样品在同样

的缓冲溶液中用 0% ～80%的甲醇溶液线性坡度洗脱 80 min，

检测系统在 400 nm 处检测流出物的吸收( 已通过相同的色谱

分析条件，用标准物质，准确的检测 DNP － GABA 和 DNP － 正

亮氨酸流出时间) 。DNP － GABA 和 DNP － 正亮氨酸色谱图表

明: DNP － GABA 和 DNP － 正亮氨酸的单一峰位流出时间分别

为 45 min 和 60 min( 色谱图 1) 。

黑色箭头标注的为 DNP － GABA 衍生物的吸收峰，白色箭头标

注的为 DNP － 正亮氨酸衍生物的吸收峰。未标注为溶剂峰。
图 1 DNP －GABA 衍生物和 DNP － 正亮氨酸衍生物的

HPLC 色谱图

2． 2 GABA、正亮氨酸与 FDNB 反应时间的比较( 图 2)

60 min 后，GABA 和正亮氨酸与 FDNB 的反应分别达到了

平衡，完全反应，GABA 和正亮氨酸等量地转化成了相应的衍

生物。GABA 和正亮氨酸的衍生物能够最少稳定数小时。因

此，选择 GABA 和正亮氨酸与 FDNB 的反应平衡 1 h 后测定，

并且 GABA 和正亮氨酸等量地转化成了相应的衍生物。
2． 3 方法的线性范围和检测限，加标回收率

采用本方法测定 GABA 和正亮氨酸的线性关系和最低检

出限等指标，见表 1。
以 5 倍信噪比计算，进样量 50 μl。

●，DNP － GABA 衍生物; ○，DNP － 正亮氨酸衍生物。
图 2 GABA、正亮氨酸与 FDNB 的衍生物的

峰面积与反应时间的关系

表 1 方法线性范围、相关系数和加标回收率

化合物
线性范围

( ng /ml)
相关系数

( r)
检出限

( ng /ml)
检测次数

( n)

加标回收率

( % )

GABA
正亮氨酸

1 ～ 100
1 ～ 100

0． 999
0． 999

1
1

5
5

98． 4 ± 2． 3
98． 0 ± 2． 5

2． 4 检测计算

反相高效液相色谱法测定正亮氨酸加标回收率计算: A =
100 × ( B /C)

A: 正亮氨酸加标回收率( % ) ，B: 正亮氨酸加标从食物中

回收量，C: 正亮氨酸加标量。
食品中 GABA 含量计算公式: 食品中 GABA 含量 = 检测

到 GABA 总量 × 100 /A
A: 得到的正亮氨酸回收率。

2． 5 样品检测

选择市场采集豆豉( 黄豆发酵制作) 、绿茶、优酸乳饮料，

采用本办法检测。为了准确地检测样品中 GABA 总量，样品

中加入 250 μmol 的正亮氨酸做内标物。取 2 g 样品( 加入内

标物) 加入 200 ml 80℃水中浸泡 1 h，然后离心，沉淀物上面方

法重复提取，混合提取物并减压浓缩至 40 ml，各成分与 FDNB
反应，如上文所述，液相色谱法待测，色谱条件如上，进样量:

50 μl，见图 3。

A: 豆豉 B: 绿茶 C: 优酸乳饮料。黑色箭头标注的为 DNP －
GABA 衍生物的吸收峰，白色箭头标注的为 DNP － 正亮氨酸

衍生物的吸收峰。
图 3 利用正亮氨酸内标法测量食品中 GABA 的含量

( 下转第 2182 页)
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2 结果

2． 1 消化液体系的选择

GBZ /T160． 22 － 2004 中采用的是硫酸 － 硝酸混合酸体系

消化样品，该方法需要严格控制电热板温度( 140℃ ～ 160℃ ) ，

还需赶尽硫酸。消化温度过高会生成难溶性焦硫酸盐或二氧

化锡，造成结果偏低。若硫酸未赶尽，会产生分子吸收，同样

也会造成实验结果的偏低。采用传统的硝酸和高氯酸混合酸

体系消化，样品溶液在消化过程中也极易出现混浊，造成回收

率偏低。黄忠科等［4］曾报道用盐酸消化样品，但需要严格控

制消化时间，消化时间过长极易造成样品碳化，消化终点难于

控制。我们采用 3． 0 ml 盐酸混合 0． 5 ml 硝酸的混合酸体系消

化样品，易于掌握消化终点并获得了满意的结果。
2． 2 消化温度的选择

我们选择了 150℃ ～ 300℃ 来消化样品，发现温度高于
300℃，会有二氧化锡沉淀产生而造成结果偏低。温度高于
200℃，溶液极易爆沸，也会造成样品损失。而消化温度过低，

消化时间会过长。最终，我们选择了 200℃做为电热板的消化

温度。
2． 3 燃气流量的选择

我们选择浓度为 20． 0 μg /ml 的锡标准溶液为调试液，火

焰点着后，上下调整乙炔的流量。当乙炔流量为 1． 8 L /min，

火焰稳定，测试液的吸光度值最高，仪器测定锡的效果达到最

佳状态。
2． 4 精密度和回收率实验

2． 4． 1 精密度实验 为验证本方法的重复性，取 6 份空白滤

膜，分别加入 100 μg /ml 锡标准溶液 1． 0 ml，按本法步骤消化

后进行精密度实验，相对标准偏差( RSD) 为 4． 3%，见表 1。

表 1 精密度结果

试样浓度

μg /ml

吸光度

平行样 1 平行样 2 平行样 3 平行样 4 平行样 5 平行样 6 均值 RSD%

10． 0 0． 047 0． 048 0． 048 0． 052 0． 047 0． 051 0． 049 4． 3

2． 4． 2 准确度及回收率实验 为了验证本方法的准确性，测

定了标准物质 ZK021 － 1 和 ZK021 － 2 滤膜中锡的含量，结果

见表 2; 取了 3 份空白滤膜进行回收率实验，分别加入高、中、
低浓度的锡标准溶液，结果见表 3。

表 2 标准物质测定结果

编号 标准值( μg /张) 测定值( μg /张)

ZK021 － 1 200 ± 10 204

ZK021 － 2 400 ± 15 407

表 3 回收率测定结果

样品编号 加标浓度( μg /ml) 测定值( μg /ml) 回收率( % )

1 5 4． 6 92

2 15 14． 5 97

3 30 30． 2 101

3 结论

本方法采用盐酸混合硝酸的混合酸体系消化样品，选择

乙炔流量在 1． 8 L /min 测 定 滤 膜 中 的 锡，回 收 率 为 92% ～
101%。方法简便、快速、准确，可以作为日常检测空气中锡及

其化合物的有效方法。
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表 2 样品测定结果

样品名称 GABA 含量 标准方差( n = 4)

豆豉 14． 82( mg /g) 0． 01

绿茶 1． 02 ( mg /g) 0． 01

乳饮料 10． 83( mg /100ml) 0． 16

3 结论

在实际检测中由于实验分析的敏感性的不同，并且很难

消除仪器误差，为了克服这个问题，选择加入一种和待测物质

能够等量测定的内标物质是一个办法，本法测定 GABA 选择

正亮氨酸作为内标物有以下优点: 其在自然界中比较少见，并

与 FDNB 定量反应; 正亮氨酸并不干扰其他生化物质与 FDNB
发生反应。

目前紫外吸收和荧光法检测 GABA 虽存在缺陷，但在现

实中较多使用。本文研究利用 GABA 与 FDNB 反应转变成稳

定的衍生物，通过反相高效液相色谱在 400 nm 处检测吸收，来

定量测定 GABA，为食品中的 GABA 测定提供了更加准确的方

法。
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