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HPLC 法测定发酵乳中γ-氨基丁酸条件的优化 

 

郭超，王昌禄，陈勉华，李贞景，王玉荣，李风娟 

（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：本文优化了乳酸菌发酵乳中 γ-氨基丁酸（GABA）的 HPLC 检测方法。以三氯乙酸-水溶液为提取液，通过 60 ℃水

浴、10000 r/min 离心 10 min 等方法去除样品中的杂质，对乳酸菌发酵乳制品中的 GABA 进行提取。通过调整流动相的洗脱方

式、流动相比例与 pH、柱温等条件，使用专用氨基酸分析柱、恒温柱温箱、自动进样器和仪器自动衍生程序，建立了一种高效

快速检测发酵乳制品中GABA 的方法。该方法对GABA 的检出限LOD（S/N=3）为 0.005 μg/mL（质量浓度），定量限LOQ（S/N=10）

为 0.02 μg/mL（质量浓度）。线性范围是 0.005~500 μg/mL（质量浓度），相关系数 R²=1。该方法具有准确度高、快速、环保、

经济等特点。采用该方法对功能食品样品、红曲米样品、乳酸菌发酵液样品中的 GABA 进行检测，均能得到满意的效果，证明

该法具有较广泛的适用性。 
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Abstract: Analysis of γ-aminobutyric acid (GABA) in fermented milk by HPLC was optimized. GABA was extracted from 

fermented milk with trichloroacetic acid - water solution. Sample solution was heated at 60 ℃ for 2 h, and centrifugated at 10000 r/min 

for 10 min. The most efficient and rapid detection method of GABA in fermented milk was established by adjusting the elution mode of mobile 

phase, mobile phase ratio, pH, and column temperature, as well as using amino acid column, automatic injector and instrument automatically 

derived procedures. The limit of detection (LOD) (S/N=3) and limit of quantification (LOQ) (S/N=10) for GABA were 0.005 μg/mL and 0.02 

μg/mL, respectively. The linear range was 0.0025~500 μg/mL with correlation coefficient (R²) of 1. This method could provide shorter detection 

time, more accurate results, less reagent waste and wider applicability. Meanwhile the results are satisfying for analysis of GABA in functional 

food samples, red yeast rice samples, and lactic acid fermentation broth samples. 
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γ-氨基丁酸（GABA）广泛分布于自然界，是哺

乳动物中枢神经系统中一种重要的抑制性神经递

质，具有非常重要的生理功能，包括降血压，改善

脑机能，提高精子活力，调节自主神经系统功能，

防止皮肤老化，促进新陈代谢，改善睡眠等[1]。早

在上世纪 80 年代，日本利用植物富集法开发了

GABA 茶功能性食品产品，并成功投入市场[1]。微

生物发酵法生产GABA是利用微生物自身的谷氨酸

脱羧酶（GAD），将谷氨酸（Glu）脱去一个羧基而 
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形成谷氨酸的衍生物 GABA[2]，早期的微生物发酵

法采用的生产菌为大肠杆菌，后经研究发现，乳酸

菌也具有较高的 GABA 产量。由于乳酸菌作为一种

食品安全级（GRAS）的微生物，在食品工业中具有

悠久的历史和广泛的应用[3]。因此，将乳酸菌作为

GABA 生产菌，无论是从发酵周期，生产成本以及

食用安全性方面来讲都具有非常大的潜力。 

GABA 的检测方法主要有氨基酸分析仪法[4]、比

色法[5]、纸层析法[6]、高效液相色谱法[7~8]、薄层扫

描法[9]等。其中氨基酸分析仪法、薄层扫描法仪器

价格昂贵且适用范围窄，而比色法和纸层析法的精

密度不高，不适于大量样品的准确分析。HPLC 具
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有应用范围广泛、自动化程度高等优点，可以大大

降低检测成本并提高检测效率。据报道，采用 HPLC

法测定氨基酸时大都添加了三乙醇胺（TEA）、四

氢呋喃（THF）、乙二胺四乙酸（EDTA）等扫尾剂
[7~10]，这些试剂不仅污染环境，而且有损检测人员

的健康。由于样品种类繁多，检测条件也不同，不

能采用一种方法进行检测。发酵乳制品中氨基酸含

量高，种类复杂，且性质相近，快速准确分析乳制

品中 GABA 含量的 HPLC 法还鲜见报道。本文在前

人的基础上[8 ]，优化了一种高效快速精准环保低成

本的高效液相色谱检测 GABA 的方法，为乳制品中

GABA 的检测提供了参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

乳酸菌发酵乳，菌株来源：天津科技大学食品

生物技术研究室；乙腈、甲醇（色谱纯），德国 CNW

公司；GABA 标准品，纯度≥99%；美国 sigma 公司；

三氯乙酸（TCA）（分析纯），天津市福晨化学试

剂三厂；邻苯二甲醛（OPA）（生化试剂）；Sigma

化学试剂公司；硼酸（分析纯），天津大学科威公

司。 

1.2  主要设备 

高速冷冻离心机，贝克曼库尔特（中国）有限

公司；Agilent 8453 紫外可见分光光度计，美国安捷

伦科技有限公司；Angilent1200 高效液相色谱仪，

配备在线脱气机、二元泵、自动进样器、紫外检测

器及色谱工作站（安捷伦科技有限公司）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品处理 

准确量取 5 mL 样品于试管内，加入等体积质量

分数为 5% TCA 溶液置于恒温水浴锅中，60 ℃水浴

2 h，转至离心管中，10000 r/min 离心 10 min，取上

清，用质量分数 5% TCA 溶液定容至 5 mL，过 0.22 

μm 滤膜，待检测用。 

1.3.2  溶液的配制 

标准品溶液的配制：准确称量 5.0 mg γ-氨基丁

酸标品置 5 mL 容量瓶中，用纯净水定容至 5mL，

使用时稀释成不同浓度过 0.22 μm 滤膜，待检测用。 

TCA 溶液的配制：2.00g TCA，50 mL 水；衍生

剂的配制：邻苯二甲醛（OPA）80.0 mg，β-巯基乙

醇 80 μL，甲醇 10 mL；硼酸缓冲液的配制：硼酸 2.47 

g，水 100 mL，用 NaOH 调 pH 至 10.40。 

1.3.3  检测波长的选择 

取 1 mg/mL 的标品溶液 400 μL，加入 1 mL 硼

酸缓冲液（pH10.4）和 400 μL 衍生剂，振荡反应 5 

min，以水为空白，用紫外可见分光光度计进行紫外

扫描。 

1.3.4  色谱条件 

色谱柱：Angilent ZORBAX Ec lipse-AAA 氨基

酸专用分析柱（5 μm，4.6 mm×150 mm）、Angilent 

ZORBAX Eclipse-AAA 分析保护柱（5 μm，4.6 

mm×12.5 mm）；流动相：A：NaCOOH·3H2O（质

量分数 1.6‰），B：NaCOOH·3H2O（质量分数 1.6‰）：

甲醇:乙腈=1:4.5:4.5，（甲醇与乙腈混合之初流动相

温度波动较大，室温过夜静置后会逐渐恢复温度，

又因温度变化会影响到 pH，从而影响检测结果，因

此，流动相需提前 24 h 配制，使用前再用冰乙酸调

整 pH）；流速：1 mL/min；检测器：紫外检测器，

检测波长：λ=334 nm；进样量 2 μL；使用安捷伦自

动衍生进样程序：取硼酸缓冲液 10 μL，样品 2 μL，

混合 3 次，用水洗针，抽取 OPA 衍生剂 2 μL，用水

洗针，共 14 μL 衍生液混合 15 次，进样。 

1.3.5  流动相梯度的选择 

1.3.5.1  等度洗脱  

分别使用体积分数为 30%、体积分数为 20%有

机相泵比例等梯度洗脱，确定梯度洗脱程序的初始

梯度。 

1.3.5.2  梯度洗脱 

以 B 泵体积分数为 20%流动相为初始梯度，设

置 3 个中间梯度不同的梯度洗脱程序分别对样品和

标品进样。梯度洗脱程序设置为：0 min，体积分数

为 20% B 流动相；2 min，体积分数为 20% B 流动

相；18 min，体积分数为 50%（梯度 1）、体积分数

为 60%（梯度 2）、体积分数为 70%（梯度 3）B 流

动相；19 min，体积分数为 20% B 流动相。 

1.3.6  柱温的选择 

按照梯度 2 的梯度程序分别对样品和标品

GABA 进行洗脱，并设置 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃

四个温度，流动相 pH 固定为 7.2。 

1.3.7  pH 的选择 

按照梯度 2 的梯度程序，25 ℃柱温对样品和标

品 GABA 进行洗脱，流动相 A 和流动相 B 的 pH 用

冰乙酸分别调整至 7.20、7.15 和 7.10，充分平衡色

谱柱之后进样检测。 

1.3.8  检测条件确定 

色谱条件：柱温为 25 ℃；流动相 pH 为 7.2；洗
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脱方式为梯度洗脱：0~2 min，体积分数 20%B 泵；

2~18 min，体积分数 20%~体积分数 60%B 泵；18~19 

min，体积分数 60%~体积分数 20%B 泵；19~25 min，

体积分数 20%B 泵。 

其它色谱条件与 1.3.4 相同。 

2  结果与分析 

2.1  检测波长的选择 

使用紫外可见分光光度计对衍生后的标品进行

全波长扫描，扫描结果见图 1[11]。 

 
图 1 GABA 标准品的紫外光扫描图 

Fig.1 UV-Light scan spectrum of GABA standard 

由图 1 可以看出，GABA 标准品衍生之后的物

质的最大吸收波长在 334 nm 处，因此，选择 334 nm

为 HPLC 检测时所使用的波长。 

2.2  流动相梯度的选择 

2.2.1  等度洗脱 

用含有体积分数为 30%、20%有机相比例的流

动相对样品和标品进行洗脱，30%有机相等度洗脱

条件下， GABA 洗脱情况并不理想，GABA 的色谱

峰与其他物质的出峰相连，不能很好分离，且峰宽

较宽，分析其原因是由于该洗脱条件不适合样品中

GABA 的检测，使得样品中各组分不能很好地分离，

造成峰形差，检测结果不理想。采用 20%等度条件

进行洗脱时，标准品和样品均未出峰。由以上结果

可以看出，等梯度洗脱不适合于检测乳制品中的

GABA，洗脱效果差，不能达到分离的目的，有必

要开发针对乳制品样品中GABA的梯度洗脱检测条

件。体积分数为 20%有机相比例时样品中的 GABA

被洗脱的峰形已经达到不能分辨的程度，考虑将其

作为梯度洗脱程序的初始梯度。 

2.2.2  梯度洗脱 

参考文献，按照 1.3.5.2 设置的 3 种不同中间梯

度体积分数为 50%（梯度 1）、体积分数为 60%（梯

度 2）、体积分数为 70%（梯度 3）洗脱样品和标准

品，检测结果见图 2。 

梯度 1、梯度 2、梯度 3 条件下，随着中间梯度

有机相比例的逐步提高，标准品的保留时间逐渐缩

短，样品中 GABA 的保留时间也在逐渐缩短。对 3

种梯度条件下的样品色谱图进行比较，梯度 1 峰宽

较宽，梯度 2 和梯度 3 峰形优于梯度 1，且出峰时

间早，有利于缩短检测时间。在梯度 2 条件下，样

品与标准品 GABA 附近组分出峰时间，峰前起始于

基线，峰后回归基线，与其他物质的分离度达到要

求。采用 HPLC 法，若峰尾还未回归基线即有下一

种物质被洗脱出来，说明被检测组分与其他组分的

分离度不够，会影响到样品中被检测组分的定量。

与梯度 3 条件相比，在梯度 2 条件下，有机溶剂的

使用量减少，有利于检测成本的降低。因此，选择

中间梯度为体积分数 60%的 B泵比例为最终的梯度

洗脱程序。 

 
图 2 梯度 1、梯度2、梯度 3条件下分别洗脱样品的 HPLC色谱

图 

Fig.2 HPLC of gradient elute samples with different organic 

fractions 

2.2.3  柱温的选择 

 

图 3 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃梯度洗脱样品的 HPLC 色谱

图 

Fig.3 HPLC of gradient elute samples with different 

temperatures 

分别设定柱温为 25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃为
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检测条件，按照梯度 2 设定梯度程序，检测样品及

标准品中的 GABA，在相同条件下，GABA 标准品

的保留时间随着温度的提高而缩短，样品中 GABA

的保留时间也相应缩短，样品中各种组分的出峰时

间有所改变，柱温为 40 ℃时样品中 GABA 与其他

组分一同被洗脱出来，达不到分离要求，柱温为

25 ℃、30 ℃和 35 ℃条件下，样品中 GABA 组分的

分离度都可以达到要求。根据文献报道，在 HPLC

方法中，柱温的提高可以使待测组分提前出峰，同

时有可能改变样品中各组分的保留时间，对色谱图

稍有影响，与本实验结果一致。由于 25 ℃实验条件

容易满足，考虑到要在达到实验目标的条件下尽量

节约环保，选择 25 ℃为最终检测柱温。 

2.2.4  pH 的选择 

 

图 4 pH7.20、pH7.15、pH7.10 梯度洗脱样品的 HPLC 色谱图 

Fig.4 HPLC of gradient elute samples with different pH 

HPLC 法检测时可以通过添加缓冲盐改变离子

强度或降低流动相 pH 的方法进行峰形的优化[12]；

在检测氨基酸及其衍生物时，流动相的 pH 对于样

品中待测组分的检测非常重要。分别将流动相 A 和

流动相 B 的 pH 用冰醋酸调整至 7.20、7.15 和 7.10，

检测样品和标品中的 GABA，由图 4 可知，随着流

动相 pH 的降低，不仅 GABA 标准品的保留时间逐

渐延长，而且样品中 GABA 组分与样品中其他组分

的分离度也逐渐降低，其他组分的出峰时间逐渐提

前，导致与 GABA 的出峰混在一起，无法达到定量

的分离度。只有在 pH 为 7.20 时，样品中的 GABA

与其他组分的分离度可以达到要求，因此，选择最

终检测 pH 为 7.20。 

2.3  标准曲线的绘制及检出限 

将 500 μg/mL 的 GABA 标准品母液，逐级稀释

配制成质量浓度为 0.0010、0.0025、0.0050、0.010、

0.1、1、5、10、100、250 μg/mL 的标准溶液系列。

标准品色谱图见图 5。以峰面积-浓度作图，得到标

准曲线回归方程 y=5.9101x+2.553，线性范围是质量

浓度 0.005~500 μg/mL，相关系数良好 R² =1。该方

法的检出限 LOD 为质量浓度（S/N=3）0.005 μg/mL，

定量限 LOQ（S/N=10）为质量浓度 0.02 μg/mL。 

 
图 5 GABA 标准品的 HPLC 色谱图 

Fig.5 HPLC of GABA standard 

2.4  精密度和准确度 

重复测定已知浓度的标准溶液 10 次，将其进

行计算得到相对标准偏差（RSD）。见表 1。 

 

表 1 日内精密度实验（n=10） 

Table 1 Intra-day accuracy (n=10) 

测定浓度/(μg/mL) 
 

日内精密度/% 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 RSD/% 

9.28 9.39 9.39 9.26 9.39 9.12 9.04 8.40 9.41 9.41  0.31 

采用在已知 GABA 浓度的样品中分别加入质量

浓度为 0.5、5、50 μg/mL GABA 标品的方法，进行

加标回收率和日间精密度实验，每个浓度水平连续

6d 重复进行操作，将得出的数据进行处理，其结果

见表 2。 

2.5  方法适用性 

 

该方法适用于氨基酸和蛋白质含量较为复杂的

发酵乳制品中 GABA 的检测，对于其它成分较为单

一的样品同样适用。为验证这一方法，使用该方法

检测了 GABA 功能性食品样品、红曲米样品、乳酸

菌发酵液样品，检测结果见图 5、图 6、图 7。 

3  结论 
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表 2 加标回收率和日间精密度（n=6） 

Table 2 Recovery rate and inter-day accuracy 

添加浓度 

/(μg/mL) 

回收值 

/(μg/mL) 

回收平均值 

/(μg/mL) 

回收 

率/% 

平均回 

收率/% 

日间精密 

度RSD/% 

0.5 

0.55 

0.51 

111 

101.83 0.054 

0.50 101 

0.51 102 

0.58 116 

0.43 87 

0.47 94 

5 

5.20 

5.80 

104 

116 0.37 

5.66 113 

5.90 118 

6.34 127 

5.91 118 

5.78 116 

50 

39.24 

49.81 

78 

99.67 5.43 

51.41 103 

53.23 106 

49.82 100 

54.31 109 

50.83 102 

 
图 5 HPLC 法检测功能性食品中的 GABA 色谱图 

Fig.5 Analysis of GABA in functional foods by HPLC 

 

图 6 HPLC 法检测红曲米中的 GABA 色谱图 

Fig.6 Analysis of GABA in red rice by HPLC 

 

图 7 HPLC 法检测乳酸菌发酵液中的 GABA 色谱图 

Fig.7 Analysis of GABA in fermentation broth of Lactobacillus 

by HPLC 

采用高效液相色谱法对乳制品中 GABA 的含量

进行了检测条件的优化。通过优化流动相梯度比例

与 pH、柱温等，确定了最佳检测条件，并对该方法

检测功能性食品、红曲米、乳酸菌发酵液中GABA 的

适用性进行了验证，在保证分离度、准确度的前提

下，实现了快速、环保、经济地检测样品中 GABA

含量的目的，对 GABA 的检测和功能性乳制品的研

究具有一定意义。 
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