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H PLC法测定发芽糙米中γ -氨基丁酸含量
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摘   要：建立一种发芽糙米中γ-氨基丁酸含量的高效液相色谱测定法。采用AQC(6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚

氨基氨基甲酸酯)为柱前衍生试剂，色谱柱为Waters AccQ·Tag 氨基酸分析柱，梯度洗脱，紫外检测波长248.0nm。

γ-氨基丁酸的线性范围在0.10～1.0μmol/ml，线性关系良好，线性方程为Y=3.0×106X-7877.6，r=0.9999，回收

率为99.0%～100.5%。该方法易于操作、稳定、灵敏、准确。用该方法测定了16 种发芽糙米，结果显示其发

芽后的含量均显著高于未发芽糙米中的γ-氨基丁酸含量。
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Abstract ：A method for analysis of γ-aminobutyric acid(GABA) in germinated brown rice by high performance liquid

chromatography(HPLC) was developed. A gradient elution was used for the separation and quantification of GABA pre-column

derivatization with AQC. The column was Waters AccQ·Tag for free amino acids. GABA was determined with UV detector

at 248.0nm. Good linearities were observed within the ranges from 0.10 to 1.0 with equation of  Y=3.0×106X-7877.6 (r=0.9999).

And the recoveries were 99.0%～100.5% for GABA. The method is simple, steady, sensitive, accurate. GABAs in sixteen types

of germinated brown rice were determinated by the method. The results showed that the content of GABA in germinated brown

rice is significantly higher than that in normal brown rice.
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γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)是一种非

蛋白质氨基酸，广泛存在于动植物体内，是高等动物

神经系统内主要抑制性传递物质，作为神经递质或神经

递质的前体直接参与神经活动，具有降血压，抗动脉

硬化，促使脑血液流量活跃、增加脑供氧量、促进脑

细胞代谢、改善脑中风后遗症以及脑动脉硬化造成的头

痛、耳鸣、记忆力减退、情绪低落等症状，有改善

肝脏、肾脏功能，促进乙醇代谢，降血脂、防止肥

胖、消除体臭的作用[1～3]。糙米经发芽培养后可大大增

加γ- 氨基丁酸的含量。

发芽糙米是一种完美的功能性食品，是具有多种功

能疗效的“药食同源”产品，营养成分大大超过精白

米和糙米，含有丰富的抗脂质氧化的物质，如阿魏酸、

植酸、谷维素、三烯生育酚等，这些抗氧化成分能在

体内有效捕捉活性氧，清除其毒性，并能促进皮肤的

新陈代谢，预防和减轻老人斑的出现。糙米发芽后富

含较多的生育酚(VE)、三烯生育酚，生育酚可防止皮肤

氧化损伤，保持皮肤细胞中VE 的正常水平，抗血管硬

化；三烯生育酚可抑制癌的增殖，将生育酚与它莫西芬

合用，对抑制癌细胞增殖有协同作用，可用于治疗乳

癌。米芽中所含食物纤维有很强排毒效果，食物纤维

摄入量的增加能增加肠胃的蠕动，并改善消化道有益菌

群的环境，加大体内毒素的排出与排泄量，对改善便

秘有效。发芽糙米中还含有白米中很少或几乎不含的许
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多物质，已知的有：肌醇、植物甾醇、二十四醇、

二十六醇、二十八醇等。越来越多的研究资料证明，

这些物质含量虽少，但却有着不可低估的生物活性作用
[4]。发芽糙米的食用性接近于精白米，可直接与精白米

进行搭配作为主食产品；也可作为食品基料，用作米制

品、方便食品、饮料、糕点、食品添加剂的配料。

发芽糙米的生产实质上是糙米的活性化过程，糙米

芽体是具有旺盛生命力的活体，在浸泡的过程中，由

于温度和pH 的影响，各种酶被活化，谷氨酸经谷氨酸

脱羧酶催化转化生成GABA，发芽后其γ- 氨基丁酸含

量有显著提高，GAB A 含量的增加也与糙米品种有关，

多的可达到发芽前原糙米中GABA 含量的4～5 倍以上
[2]。1995 年富含GABA 的发芽糙米在日本实现了商品化
[3]，2001年日本发芽糙米产值约70亿日元[5]，2002年发

芽糙米的产值约100 亿日元[6]，并且呈稳步增加的趋势。

发芽糙米被称为21世纪的主食产品，国内外正在掀起发

芽糙米的热潮，进而也带动了对发芽工艺和发芽设备的

开发，但是测定发芽糙米中γ- 氨基丁酸方法的研究目

前还鲜有报道。

由于γ-氨基丁酸对电化学和紫外-可见光的不灵敏

性，因此用直接方法进行测定比较困难。目前，国内

外测定γ-氨基丁酸的高效液相色谱(HPLC)方法多采用邻

苯二甲醛(OPA)和异硫氰酸苯酯(PITC)，芴甲氧羰酰氯

(FMOC-Cl)与氨基酸发生衍生化反应[7～13]，衍生物经过

HPLC 分离，紫外或者荧光检测，并且分析对象多为γ-

氨基丁酸含量较高的脑脊液和血清，应用上述方法测定

发芽糙米中γ- 氨基丁酸时，未能很好的检测γ- 氨基丁

酸的含量。

本文用AQC(6-氨基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚氨基氨

基甲酸酯)作衍生剂与γ- 氨基丁酸反应。AQC 中，带

有羟基琥珀酰亚胺反应活性基团的氨基甲酸酯是迅速定

量衍生氨基化合物的关键，由于其能迅速水解生成6-氨

基喹啉而失活，故可限制非期望的副反应的发生。衍

生产物中的喹啉基团是提高检测灵敏度的关键，生成在

室温下可稳定一周的高稳定性的脲，衍生物经HPLC 分

离后经紫外检测器检测，可得到理想的结果。本文建

立的高效液相色谱方法已应用于发芽糙米生产中γ-氨基

丁酸的定量检测。

AQ C 与 G A B A 的反应方程式如下：

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

Waters 2695 分离单元；2996二极管矩阵检测器；

Empower 色谱管理软件    美国Waters公司；超声波清洗

器；X W - 8 0 0 型涡旋混合器；旋转蒸发仪；索氏抽提

器；6 × 5 0 m m 样品管。

γ-氨基丁酸标准样品    美国Sigma公司；AccQ·

FlourTM衍生试剂包    Waters公司；超纯水(18МΩ)；

无水乙醇    北京化学试剂厂。

1.2 色谱条件

色谱柱：Waters AccQ·TagTM氨基酸分析柱(3.9mm

× 150mm，4μm)。流动相：流动相A 为140mmol/L 醋

酸钠加17mmol/L三乙胺，用稀H3PO 4调整pH到5.02；

流动相B 为乙腈；流动相C 为水。流速为1ml/min，梯

度洗脱条件如表1 所示，紫外检测波长248.0nm，柱温

37℃，进样量10μl。

时间(min) 流速(ml/min) A(%) B(%) C(%) 曲线

0 1.0 100 0 0 *

0.5 1.0 99 1 0 11

18 1.0 95 5 0 6

19 1.0 91 9 0 6

29 1.0 82 18 0 6

33 1.0 0 60 40 11

36 1.0 100 0 0 11

45 1.0 100 0 0 11

表1    梯度洗脱程序表

Table 1    Gradien t elution p rogram

1.3 标准溶液及样品制备

1.3.1 标准溶液配制

准确称取γ- 氨基丁酸标准品，用超纯水溶解配成

1.0μmol/ml 的γ- 氨基丁酸标准溶液，摇匀备用。

1.3.2 样品制备

将发芽糙米用粉碎机充分粉碎后全部过80目筛，然

后准确称取3g 发芽糙米粉于叠好的滤纸包内，放入索

氏抽提器内，加入乙醇–水(3:2，V/V)溶液200ml，在

98℃电子调温电热套上加热回流4 次，用旋转蒸发仪将

提取液浓缩至25ml，经0.2μm 滤膜过滤后备用。

1.4 样品衍生化

取10μl滤液至干净的6×50mm样品管底部， 吸取

70μl硼酸盐缓冲液(pH8.8)至样品管中，短暂涡旋混合，

再吸取20μl AQC 衍生试剂至样品管中，立即旋涡混匀

15s，室温放置1min；用石蜡膜封口，置55℃烘箱内

加热10min，取出转移置样品管中，10μl 进样。。此

衍生产物可在室温下保存1 周。

2 结果与分析

2.1 色谱行为

在上述色谱条件下，标准液和样品液在 A c c Q ·
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TagTM色谱柱上得到了良好的洗脱和分离，γ- 氨基丁酸

在柱上的保留时间是23.05min。图1 为GABA的标准色

谱图，图2 为发芽糙米样品的色谱图。从色谱图可以看

出，其他杂质对测定没有干扰，该方法能很好地对

G A B A 进行分离。

2.2 标准曲线

精密量取上述配制好的1.0μmol/mlγ-氨基丁酸标准

液配制成0.10、0.25、0.50、0.75、1.0μmol/ml 的系列

标准液，按照样品衍生步骤衍生并用HPLC 测定，以峰

面积A对浓度C(μmol/ml)绘制标准曲线，回归方程为：

Y=3.0×106X-7877.6，相关系数为0.9999(n=5)，最小检

测浓度为0.01μmol/ml。

2.3 精密度试验

精确吸取某一样品的超滤液3份，按上述衍生法处理

测定，γ-氨基丁酸测定结果的相对标准偏差小于1.1%。

2.4 回收率试验

精确称取γ- 氨基丁酸标准品，加入发芽糙米粉

中，按样品制备方法处理后，进行 H P L C 测定，其平

均回收率为99.7%。结果如表2 所示。

2.5 样品测定结果

收集了全国不同地区的16 种稻米品种，将稻谷脱

壳后于20℃水浴中浸泡6h，然后在40℃条件下发芽培

养36h，按上述条件制备样品，所测结果如表3 所示。

从表3 可以看出，糙米经发芽培养后所含GABA 的量远

远高于未发芽糙米中所含GABA 的量，糙米品种对发芽

后 G A B A 的含量变化有很大影响，其中外引 7 号所含

样品 原有量(mg) 实际添加量(mg) 加标后测得量(mg) 回收率(%)

1 0.84
2.0 2.85 100.5

5.0 5.83 99.8

2 0.57
1.5 2.06 99.3

1.0 1.56 99.0

表2   γ-氨基丁酸的回收率

Table 2     The recoveries of GABA

稻谷品种
发芽前GABA 含量 发芽后GABA 含量

(mg/100g) (mg/100g)
增加倍数

外引7号 0.82 18.37 22.4

安徽早籼 2.60 12.58 4.8

桂林金优 3.68 24.31 6.6

武育梗3号 4.62 6.15 1.3

粤杂448 2.52 40.84 16.2

矮秀占 2.88 30.63 10.6

294水稻 3.52 34.55 9.8

粤215 2.90 30.13 10.4

粤丰占2号 1.98 24.92 12.6

籼优63 3.91 24.92 6.4

二优725 3.83 42.94 11.2

博优122 5.84 25.75 4.4

吉五龙 4.77 31.21 6.5

吉8945 1.60 17.08 10.7

香稻 4.37 31.22 7.1

粘稻 3.18 31.67 10.0

表3    不同稻谷γ-氨基丁酸测定结果

Table 3    The γ -aminobutyric acid content of different rice

s a m p l e

GABA由发芽前的0.82mg/100g提高到18.37mg/100g，增

加了22.4倍；而二优725由发芽前的3.83mg/100g提高到

42.94mg/100g，是所有16种稻米发芽后GABA含量最高

的一种稻米。

3 讨  论

AQC(6-氨基喹啉基-N- 羟基琥珀酰亚氨基氨基甲酸

酯)是具有反应活性的杂环氨基甲酸酯，是一种新型的

氨基衍生化试剂，能与氨基酸迅速反应，生成高稳定

性的脲，生成的衍生物在室温下可稳定一周。这与其

它方法形成了鲜明的对比，例如用PITC 衍生，某些氨

基酸衍生物在24h 内即降解；OPA 衍生的某些氨基酸也

只能稳定几分钟。而在使用AQC 衍生氨基酸的反应中，

过量的试剂可在一步慢反应中完全水解，生成不干扰测

定的副产物：AMQ(6-Aminoquinoline，6-氨基喹啉)，

NHS(N-Hydroxy Succinimide，N-羟基琥珀酰亚胺)和二

氧化碳。

主要的水解产物A M Q 产生微弱的荧光，在色谱图

上只产生一个易于辨认的峰；而NHS 和二氧化碳对分析

没有干扰。当用UV 检测时,可通过色谱梯度的调整使

AM Q 峰与衍生后的氨基酸充分分离，因而不会干扰氨

基酸的定量分析。稳定的 A Q C 衍生样品可批量处理，
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图2   发芽糙米色谱图

Fig.2     Chromatogram of the germinated brown rice powder
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图1   GABA标准品色谱图

Fig.1    Chromatogram of γ-aminobutyric acid standard
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保存和重复测试。在样品量很低时，A Q C 衍生物的定

量仍有很高的重现性，Cohen和 Michaud 报告了50pmol

氨基酸标样十次进样的分离重现性，峰相应的平均偏差

(CV)为 0.86%[14]。由于AQC衍生后的氨基酸的UV 最大

吸收值在248nm，故设置在250nm的固定波长检测器以

及可调 U V 检测器都适宜于分析。
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做200 字左右的中、英文摘要和3～8 个关键词，表题、图题请用中英文对照。

4.凡属于重大科技获奖的论文和国家级省部级资助项目的研究报告、论文，请来稿注明批准号，我刊将优先刊登。

5.来稿内容涉及配方时，须写明配料的名称和配比，勿用代号；工艺过程要完整，不要省略；插图、表格需放在正

文的相应地方，不要集中；引用图表要有出处，计量要用法定单位。

6.文稿中的参考文献不得超过40 条，其格式请按如下规定表达：

[期刊]主要责任者.文献题名[J].刊名,年,卷(期):起止页码.

[书籍]主要责任者.文献题名[文献类型标识].出版地:出版者,出版年.起止页码 (任选).

附 文献类型标识

专著[M]、论文集[C]、报纸文章[N]、期刊文章[J]、学位论文[D]、报告[R]、标准[S]、专利[P]

7.来稿请注明详细地址和电话，便于通知联系。

8.电子信箱(E-mail)：chnfood@chnfood.cn

9.来稿请寄：100076 北京市大兴区西红门路8号《食品科学》编辑部

10.审稿结果在6个月内公布于我刊网站www.chnfood.cn，查询方式：点击我刊网站→食品科学→来稿查询→输入第一作

者姓名或文章题目

1 1 . 由于我刊被《中国期刊网》、《万方数据库》、《台湾华艺思博网》全文收录，故向本刊投稿者若未声明，均视

为其文稿刊登后可供以上数据库收录、转载并上网发行；其作者文章著作权使用费与稿酬一次付清，本刊不再另付

其他报酬。若作者不同意自己的文章在以上数据库刊载，请投稿时在稿件中注明。

12. 联系电话：010-60256914/24/34/44/54-0
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