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摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定板栗种子中 γ-氨基丁酸的分析方法。方法  板栗样品使用 2,4-二硝

基氟苯乙腈进行衍生化前处理后, 以磷酸缓冲溶液(pH=7)、乙腈和水为流动相, 采取梯度洗脱的方式进行测

定, 柱温 35 ℃, 流速 1.0 mL/min, 进样量 20 μL, 使用紫外检测器, 测定波长为 360 nm。结果  本方法标准曲

线呈现良好的线性关系, 相关系数达到 0.9996。方法的回收率为 109%, 相对标准偏差为 0.4%, γ-氨基丁酸最

小检出限 0.05 μg/mL。精密度实验得出 5 次进样的相对标准偏差为 0.55%。对 3 种不同品种的板栗种子进行

测定时, 3 种样品的 RSD 分别为 3.077%、3.219%、5.333%, 平行性较好。结论  该方法快速、易操作, 具有

较高的测量精密度和准确度, 对实际样品进行测试时能避免杂质峰的干扰, 重现性好, 能够满足对板栗种子

中 γ-氨基丁酸含量的检测要求。 

关键词: 高效液相色谱法; γ-氨基丁酸; 板栗种子 

Determination of γ-amino butyric acid in chestnut seed by high performance 
liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of teraminobutyric acid in chestnut seeds by 

high performance liquid chromatography. Methods  After the sample was derivatized by 2, 4- dinitrofluorobenzene, 

it was determined by gradient elution with phosphate buffer solution (pH=7), acetonitrile and water as mobile phases. 

The column temperature was selected at 35 ℃, the flow rate was 1.0 mL/min, the injection volume was 20 μL, and 

the detection wavelength was 360 nm with ultraviolet detector. Results  The standard curve of this method showed a 

good linear relationship with a correlation coefficient of 0.9996. The recoveries were 109%, the relative standard 

deviations was 0.4%, and the limit of quantitation was 0.05 μg/mL. The precision experiment showed that the relative 

standard deviation of 5 injections was 0.55%. When the seeds of 3 different varieties of chestnut were measured, the 
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RSD of the three samples were 3.077%, 3.219%, and 5.333%, respectively, with good parallelism. Conclusion  The 

proposed method is fast and easy to operate, with high precision and accuracy of measurement, which can avoid the 

interference of impurity peaks when testing actual samples. It has good reproducibility, and is suitable for detecting 

γ-amino butyric acid in chestnut seeds. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; γ-amino butyric acid; chestnut seeds 
 
 

1  引  言 

γ-氨基丁酸(γ-amino butyric acid, GABA)是中枢神经

系统中一种很重要的抑制性神经递质, 具有降血压、抗惊

厥、镇痛和改善记忆等生理活性, 是很好的医疗药物及保

健品原料[1,2]。GB 2760–2011《食品安全国家标准 食品添

加剂使用标准》[3]中规定 GABA 可以作为食品用合成香料, 
目前已广泛使用于饮料、巧克力制品、糖果、膨化食品中

的制作过程中[4]。它也是一种天然活性成分, 广泛存在于

动植物体内。植物如豆属、参属、中草药等的种子、根茎

和组织液中都含有 GABA[5]。同时在植物中, GABA 参与了

包括调节细胞内 pH 环境、碳(C)、氮(N)营养平衡、花粉管

的发育、抑制昆虫啃食、氧化还原调控、渗透调节、信号

传递等在内的各种生理生化反应 [6,7] 。板栗 (Castanea 
mollissima BL.)是我国重要的经济林树种之一, 对展开胁

迫研究和营养价值研究都具有重要的意义, GABA 不只可

以作为营养评价的指标, 更是一种胁迫信号, 对于缓解胁

迫具有重要的意义。因此研究板栗种子中 GABA 的定性与

定量分析方法有着重要意义。 
目前 GABA 的测试方法主要有薄层扫描法、酶法、

毛细管电泳法、电极电位法、比色法、气相色谱法、液相

色谱法等[8-14]。随着色谱技术的发展, 高效液相色谱法因其

样品预处理简单, 方法准确度、精密度及灵敏度较高, 在
测定 GABA 的应用中日益广泛。由于对紫外、可见光不灵

敏, 目前对 GABA 的测定主要是采用衍生化法。本研究采

用 2,4-二硝基氟苯乙腈(2,4-dinitrofluorobenzene, DNFB)[15]

作衍生试剂, 对板栗种子中 GABA 进行衍生化处理后进行

测定。衍生产物相比于原目标物有更高的灵敏度和检出限, 
使得 GABA 可以通过紫外检测器进行测定。以往未发现有

针对板栗开展的 GABA 检测研究, 且由于不同研究对象中

杂质有很大区别, 选取文献中色谱条件时存在杂质干扰, 
本文旨在对板栗种子衍生后的色谱条件进行优化, 以期去

除干扰, 建立适用于板栗中 GABA 的液相色谱分析方法, 
为进一步研究 GABA 在板栗中的胁迫信号作用提供方法

基础。   

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Waters 2695 型液相色谱仪、2487 紫外检测器、

Empower 工作站、Sunfire 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 µm)、
KQ-600E 型 超 声 波 振 荡 器 ( 昆 山 舒 美 有 限 公 司 ); 
CR22GIII 型高速冷冻离心机(日本日立有限公司)。 

GABA 的标准品(纯度>99%, 美国 Sigma 公司); 衍
生试剂为 DNFB(源叶生物有限公司); 乙腈(色谱纯, 美
国 TEDIA 公司); 磷酸(分析纯, 北京化工厂); 水为 18.2 
Ω 的超纯水(英国 ELGA 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 
准确称取 GABA 标准品 10.0 mg 至 25 mL 容量瓶中, 

加少量水超声波震荡至完全溶解, 加水定容至刻度线摇匀

后进行衍生处理。 
取 1%DNFB(避光)和 0.5 mol/L NaHCO3、标准溶液比

例按照 1:1:1 混合, 置于 60 ℃水浴中暗处理 1 h。处理后上

机待测。 
2.2.2  色谱条件 

柱温: 35 ℃; 检测波长: 360 nm; 流速 1.0 mL/min; 进
样量 20 μL。 

流动相 A 相 : 磷酸缓冲溶液 (pH=7): 0.2 mol/L 
NaHPO4 和 0.2 mol/L NaH2PO4 比例为 61:39, 混合后稀释 2
倍; B 相: 乙腈; C 相: 水。梯度洗脱见表 1。 

 

表 1  流动相梯度表 
Table 1  Gradient table of mobile phases 

序号 时间/min 流动相
A/% 

流动相
B/% 

流动相
C/% 

1 0 84 8 8 

2 20 20 35 45 

3 30 84 8 8 
 

2.2.3  实际样品的制备和测定 
在液氮冷却的条件下 , 将板栗种子研磨成粉末 , 取

0.4 g加入 2 mL蒸馏水, 回收 GABA处理取 0.4 g加入 1 mL
蒸馏水和 1 mL 50 µg/mL GABA, 沸水水浴 90 min, 离心取

上清液进行衍生化处理, 衍生方法同标准溶液。选择 3 个

品种的板栗种子, 每个处理 3 个重复。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

由于针对板栗种子中 GABA 的检测方法在文献中未
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见报道, 使用参考文献中的色谱条件进行分析时, 往往出

现干扰, 故对衍生后的色谱条件进行了优化。如流动相的

比例 , 色谱柱的选择等 , 色谱柱选择 Sunfire 色谱柱   
(4.6 mm×250 mm, 5 µm), 文献中流动相梯度见表 2, 色谱

条件改变前后样品色谱图见图 1、图 2。优化条件后避免了

杂质峰的干扰, 分离度更佳, 且峰的对称性很好。 

3.2  标准曲线的绘制 

取 20 μL 标准溶液在上述色谱条件下进行色谱分析, 
得到 GABA 的标准溶液色谱图(图 3)。重复进样 3 次, 求
标样的峰面积平均值, 外标法计算 GABA 含量。 

分别取 GABA 标准溶液 5、10、15、20、25、30 μL, 在

上述色谱条件下进行色谱分析, 以进样量与峰面积作标准

曲线, 得到标准样线性方程为 Y=5.25e+007X+6.17e+005, 相关

系数达到 0.9996, 呈良好的线性关系。 

 
表 2  参考文献中流动性梯度表 

Table 2  Gradient table of mobile phases in reference 

序号 时间/min 流动相
A/% 

流动相
B/% 

流动相
C/% 

1 0 84 8 8 

2 20 20 40 40 

3 30 84 8 8 

 
 
 
 

 
 
 
 

图 1  色谱条件改变前样品色谱图 
Fig.1  Sample chromatogram before changing chromatographic conditions 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

图 2  色谱条件改变后样品色谱图 
Fig.2  Sample chromatogram after changing chromatographic conditions 
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图 3  GABA 标准品色谱图 
Fig.3  Chromatogram of GABA standard 

 

3.3  方法回收率及检出限 

取 6 份等量样品, 其中 3 份加入 GABA 标准品按照

2.2.3 中方法制备样品溶液进行测定, 计算 GABA 的回收率, 
得出平均回收率为 109.2%, RSD 为 5.24%(n=3)。在选定的

色谱条件下, 以信噪比的 3 倍峰高对应的 GABA 含量为检

测限, 计算最小检测限为 0.05 µg/mL。表明本方法回收率稳

定, 灵敏度高, 可以满足对板栗样品中 GABA 的检测要求。 

3.4  精密度实验 

将 GABA 标准溶液连续进样 5 次(浓度为 0.2 mg/mL), 
每次进样 20 μL, 峰面积平均值为 14428265, RSD 为

0.55%。表明该方法具有较高的测量精密度。 

3.5  实际样品的测定 

3 种不同品种的板栗种子, 进行衍生化处理后上机测

试其中 GABA 的含量。测试结果见表 3 从表中可以看出, 
对实际样品进行测定时, 3 个样品的 RSD%分别为 3.077%、

3.219%、5.333%。平行性较好。 

 
表 3  实际样品中 GABA 的含量 

Table 3  The amount of GABA in the actual sample 

样品编号 GABA 含量
/(mg/100 g) 

平均值
/(mg/100 g) 

RSD/% 

1 

5.071 

4.914 3.077 4.900 

4.770 

2 

6.671 

6.662 3.219 6.443 

6.871 

3 

2.343 

2.493 5.333 2.595 

2.542 

4  结  论 

使用 2,4-二硝基氟苯乙腈作为衍生试剂对板栗种子中

的 GABA 进行衍生化前处理后, 应用高效液相色谱法对

GABA 含量进行测定。色谱条件为以磷酸缓冲溶液(pH=7)、
乙腈和水为流动相 , 采取梯度洗脱的方式 , 测定波长为

360 nm, 流速 1.0 mL/min。应用本方法测定, 前处理简单, 
过程损失较少, 回收率稳定, GABA的回收率为 109%, 精
密 度 实 验 相 对 标 准 偏 差 为 0.55%, 检 出 限 可 达 到     
0.05 μg/mL。对实际样品进行测试时发现, 目标峰分离度

好, 杂质影响小, 且对 3 种不同品种的板栗种子进行测试

时, 均能达到很好的重现性。表明该方法具有较高的测量

精密度和准确度, 能够满足对板栗种子中 GABA 含量的

检测要求。 
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