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固相萃取-高效液相色谱-蒸发光散射法检测药食

同源食用酵素中 γ-氨基丁酸含量 

何嘉怡 1, 吴小艳 1, 王鹏泽 1, 张松姿 1, 贾福怀 1,2, 陆  伟 1* 

 (1. 宁波御坊堂生物科技有限公司, 宁波  315012; 2. 浙江大医德美生物科技有限公司, 宁波  315012) 

摘  要: 目的  建立一种基于固相萃取-高效液相色谱-蒸发光散射法(solid phase extraction-high performance 

liquid chromatography-evaporative light scattering detection, SPE-HPLC-ELSD)快速检测药食同源食用酵素中 γ-氨

基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)含量的分析方法。方法  选取西洋参发酵液为代表样品, 经离心(8000 r/min, 

10 min)、超声提取(10 min, 25 ℃)后, 对比不净化、分散固相萃取净化、亲水-亲脂平衡(hydrophilic-lipophilic 

balance, HLB)通过式固相萃取净化3种不同的处理方式优化样品前处理过程, 开发优化HPLC-ELSD仪器方法实

现含量准确测定, 并推广应用于其他多种药食同源食用酵素产品中的 GABA 含量测定。结果  选用优化后的

SPE-HPLC-ELSD 测定 GABA, 在 50~2000 μg/mL 质量浓度范围内线性指标良好 (r=0.999), 加标回收率在

85.93%~96.30%, 重复性相对标准偏差为 0.87% (n=6)。结论  本方法高效、准确, 适用于多种药食同源食用酵素中

GABA 定量分析, 也可为复杂基质下的 GABA 测定及强极性、低紫外吸收小分子化合物检测提供新的途径和参考。 
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Determination of γ-aminobutyric acid content in edible enzymes from 
medicinal and edible homologous sources by solid phase extraction-high 

performance liquid chromatography-evaporative light scattering detection 

HE Jia-Yi1, WU Xiao-Yan1, WANG Peng-Ze1, ZHANG Song-Zi1, JIA Fu-Huai1,2, LU Wei1* 
(1. Ningbo Yufangtang Biotechnology Co., Ltd., Ningbo 315012, China;  
2. Zhejiang Dayidemi Biotechnology Co., Ltd., Ningbo 315012, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid analysis method based on solid phase extraction-high performance 
liquid chromatography-evaporative light scattering detection (SPE-HPLC-ELSD) for determining the γ-aminobutyric 
acid (GABA) content in edible enzymes from medicinal and edible homologous sources. Methods  Fermented 
panacis quinquefolii radix liquid was selected as a representative sample. After centrifugation (8000 r/min, 10 min) 
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and ultrasonic extraction (10 min, 25 ℃), 3 kinds of different sample pretreatment methods—non-purification, 
dispersive solid phase extraction purification, and hydrophilic-lipophilic balance (HLB)-based solid phase extraction 
purification were compared and optimized. An optimized HPLC-ELSD instrumental method was developed to achieve 
accurate content determination. The method was then applied to determine the GABA content in other medicinal and 
edible homologous enzyme products. Results  GABA was determined by optimized SPE-HPLC-ELSD. GABA showed 
a good linear relationship (r=0.999) in the mass concentration range of 50–2000 μg/mL. The recovery rate ranged from 
85.93% to 96.30%, with a repeatability relative standard deviation of 0.87% (n=6). Conclusion  This method is 
efficient and accurate, suitable for the quantitative analysis of GABA in various medicinal and edible homologous 
enzymes. It also provides a new approach and reference for GABA determination in complex matrices and for 
detecting small molecules with strong polarity and low ultraviolet absorption. 
KEY WORDS: medicinal and edible homologous sources; γ-aminobutyric acid; edible enzymes; solid phase 

extraction-high performance liquid chromatography-evaporative light scattering detection; solid phase extraction 
 
 

0  引  言 

药食同源食用酵素是指以国家发布的“药食同源”目
录品种为原料, 经过可控的微生物定向发酵过程为途径, 
制得含有特定生物活性成分的食用酵素类产品[1–3]。药食同

源经过微生物的定向发酵, 相比于传统的炮制或水提工艺, 
不仅可以改善口感风味, 同时在减毒增效、提高生物活性

和利用率等方面均具有不可替代的优势[4–8]。γ-氨基丁酸

(γ-aminobutyric acid, GABA)是一种非蛋白类氨基酸近年来

逐渐成为研究热点, 尤其是在其生物合成、代谢途径、生理

功能及食品应用等方面[9–12]。其结构简单并无明显的紫外吸

收, 因此常规的分光光度法和液相色谱紫外检测法具有较

大的局限, 往往只能通过化学衍生、氨基酸分析仪或者液相

色谱-质谱法等方法进行分析[13–15], 并常会遇到衍生效果不

佳、实验重复性差、耗时及设备要求高等问题。建立科学的

GABA 检测方法对于提高研发效率和质量, 确保其真实含

量和有效性、安全性具有重要的现实意义和应用价值。 
亲水-亲脂平衡(hydrophilic-lipophilic balance, HLB)通

过式固相萃取柱, 使用时直接将样品提取液加载到 HLB
固相萃取柱上, 通过液即为净化后的样品溶液, 操作简便

快捷, 不需要换相操作过程及额外的有机溶剂已逐渐被广

泛使用[16–18]。蒸发光散射检测器能够针对低紫外吸收化合

物的灵敏检测, 作为一种通用紫外检测器的补充应用于液

相色谱分析中, 而且相比示差折光检测器, 具有平衡时间

短, 可以采用梯度洗脱等优势; 相比于电喷雾式检测器也

具有测试成本低、稳定性好等优点[19–24]。 
本研究创新结合采用固相萃取-高效液相色谱-蒸发光

散射法检测(solid phase extraction-high performance liquid 
chromatography-evaporative light scattering detection, SPE- 
HPLC-ELSD)的方式, 针对基质较为复杂的药食同源食用

酵素中的 GABA 进行分析检测, 便于药食同源微生物发酵

过程中的过程监控和成品成分分析。不仅可以为复杂基质

状态下的 GABA 检测提供一条新的出路, 同时也可以为药

食同源质量研究及产品控制过程中低紫外吸收小分子化合

物的定性定量提供一种新的检测途径。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 
1.1.1  仪  器 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 
Alltech 3300 蒸发光散射检测器 ( 美国 Alltech 公司 ); 
SBL-10DT 超声波恒温清洗机(宁波新芝生物科技有限公司); 
XH-C 型旋涡混合器(常州朗越仪器制造有限公司); ASE-12
手动固相萃取装置(天津奥特赛恩斯仪器有限公司); ME 204
分析天平(精度 0.1 mg, 瑞士梅特勒-托利多公司); GWB-1 超

纯水机(北京普析通用仪器有限公司); Eu210-5L 实验室高级

发酵罐(安徽霍尔斯工程技术有限公司); MLS-830L 高压蒸

汽灭菌锅[普和希健康医疗器械(上海)有限公司]; VORTEX 
22K离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司); RE-3000B旋

转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂); PRiME HLB 通过式固相萃

取柱(6 cc/200 mg)、Oasis HLB 分散固相萃取柱(6 cc/200 mg) 
[沃特世科技(上海)有限公司]; XSelect HSS T3 色谱柱

(4.6 mm× 250 mm, 3.5 μm)、XSelect HSS T3色谱柱(4.6 mm× 
250 mm, 5 μm)、XBridge C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)、
XBridge C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm, 5 μm)、Atlantis T3 色谱

柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm) (美国 Waters 公司)。 
1.1.2  样品与试剂 

多种药食同源食用酵素样品由浙江大医德美有限公

司研发制备。 
三氟乙酸(色谱纯, 北京沃凯生物科技有限公司); 甲醇(色谱

纯, 美国 TEDIA 公司); 水(超纯水, 电阻率≥18.2 MΩ·cm); 
GABA标准品[含量为99.0%, 安谱云实验用品(上海)有限公司] 

1.2  实验方法 

1.2.1  药食同源食用酵素工艺流程图 
本研究所用的药食同源食用酵素工艺流程图见图 1。 
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图 1  工艺流程图 
Fig.1  Process flow diagram 

 

1.2.2  HPLC 色谱条件 
色谱柱: Waters XSelect HSS T3 柱(4.6 mm×250 mm, 

3.5 μm); 进样体积 2 μL; 柱温: 40 ℃; 流动相流速 0.7 mL/min; 
ELSD 气化温度: 95 ℃; 氮气流量: 1.8 L/min; 增益: 4; 运
行时间: 35 min; 数据结果以外标对数法计算; 液相梯度洗

脱程序和流动相如表 1 所示。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedures 

时间/min 
流动相 A  

(0.1%三氟乙酸水溶液)/% 
流动相 B  

(0.1%三氟乙酸甲醇溶液)/%
0 90 10 

 5.00 90 10 
25.00 10 90 
30.00 10 90 
30.01 90 10 
35.00 90 10 

 

1.2.3  标准品溶液配制 
精密称取 GABA 标准品 50.0 mg(精确至 0.1 mg)至

25 mL 容量瓶中, 加纯水溶解稀释至刻度定容。以此溶液

为标准品储备溶液, 并逐级用纯水进行稀释至不同浓度, 
4 ℃可保存 24 h, 备用。 
1.2.4  样品前处理 

取西洋参发酵液或其他食用酵素原液, 8000 r/min 离

心 10 min 去除残留药材及沉淀, 混合均匀后, 准确移取

1.0 mL 至 10 mL 容量瓶中 , 加水 8 mL, 25 ℃超声提取

10 min。静置至室温后定容, 摇匀, 取 3 mL 上清液, 分别

先采用不净化、分散固相萃取净化和 HLB 通过式固相萃取

3 种不同形式的净化方式, 再过水相滤膜(0.22 μm), 4 ℃可

保存 20 h, 备用待测。 
1.2.5  含量测定 

分别吸取 2 μL 样品溶液注入 HPLC-ELSD 仪器中, 以
保留时间定性, 外标对数法定量(ELSD 的响应值与样品浓

度的对数呈线性关系), 测定不同药食同源食用酵素样品

中的 GABA 含量。 

1.3  数据处理 

本研究采用 Agilent OpenLab CDS 软件进行色谱数据

的采集和数据处理。其中, 实验平行重复测定 3 次, 结果

以平均值标识, 并通过Mocrosoft Excel 2010和Origin 2016
软件进行数据的再分析和图表的绘制。 

2  结果与分析 

2.1  净化方式的选择 

药食同源食用酵素经乳酸菌发酵后, 发酵液经过离

心分离, 仍会有发酵产物、药渣、菌体、培养基、生物酶

等各类基质的干扰[25–28], 而GABA化学性质又是极性较大, 
出峰靠前。本研究以西洋参发酵液为样本, 考察了前处理

提取液的净化方式, 分别采用不净化、分散固相萃取净化

和 HLB 通过式固相萃取 3 种不同形式的净化方式, 以加标

回收率作为结果表征手段。具体回收率结果见图 2。 
样品不净化时, 目标峰存在一定的基质干扰, 基线明

显整体抬高, 影响色谱峰分离, 加标回收率受积分方式和

程度影响较大, 准确性由此必受影响; 传统的分散固相萃

取净化能够通过去除样品中的磷脂、脂肪、盐、蛋白质等

干扰降低基线问题, 然而相比于 HLB 通过式固相萃取回

收率结果不具有优势。同时 HLB 通过式固相萃取净化在样

品前处理的时间和操作复杂程度上更优, 无需活化步骤、

不消耗额外的有机溶剂、不用换相。故对于基质复杂的酵

素样品或其他含有 GABA 的复杂样品而言, HLB 通过式固

相萃取具有显著的优势。不同前处理的色谱图见图 3。因

此, 选择 HLB 通过式固相萃取作为样品净化方法。 
 

 
 

图 2  不同净化方式下的样品加标回收率比对 
Fig.2  Comparison of sample spike recovery rates under different 

purification methods 
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图 3  不同前处理下 GABA 色谱图 
Fig.3  Chromatogram of GABA under different pretreatment 

 
2.2  色谱柱的选择与优化 

基于药食同源发酵基质复杂的特性, 及 GABA 水溶

性好, 极性强的特性, 在液相分离过程中往往会遇到基质

干扰、出峰过于靠前等问题[29–30]。因此在色谱柱的选择上

进行了优化, 实验比对不同类型色谱柱[XSelect HSS T3 柱

(4.6 mm×250 mm, 3.5 μm)、XSelect HSS T3柱(4.6 mm×250 mm, 
5 μm)、XBridge C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)、XBridge C18 (4.6 mm× 
150 mm, 5 μm)、Atlantis T3 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)]。尝试

多种药食同源食用酵素样品, 对比主峰分离度和峰型。发

现 XBridge C18和 Atlantis T3填料类型的色谱柱对于 GABA
的保留效果不及亲水性保留效果更好的 XSelect HSS T3 柱, 
GABA 会和溶剂峰及杂质峰部分重合, 影响定量。而 3.5 μm
小粒径的 XSelect HSS T3 柱相比于 5 μm 分离效果也会更

佳。在优化后的 0.7 mL/min 的流速条件下, 使用 3.5 μm 小

粒径的也不会超过液相仪器的最高使用压力。各食用酵素

样品中 GABA 主峰与杂质峰、溶剂峰分离度≥1.5, 理论塔

板数>8000, 满足色谱定量要求。最终选用 XSelect HSS T3

柱(4.6 mm×250 mm, 3.5 μm), 可以满足不同药食同源食用

酵素样品中 GABA 的有效保留和高效分离。 

以下参照《中华人民共和国药典》2020 版四部 通则

9101 “分析方法验证指导原则”和 GB 5009.295—2023《食

品安全国家标准 化学分析方法验证通则》中规定的内容

进行本分析方法的验证研究。 

2.3  专属性考察 

根据上述优化后的样品前处理及色谱条件, 以西洋

参发酵液为典型, 考察色谱条件的专属性, 分别针对空白

溶液、西洋参发酵液样品溶液、GABA 标准品溶液进行仪

器分析, 结果表明在此方法下 GABA 得到良好分离和保留, 
具体详见图 4。标准品和样品溶液中的 GABA 出峰保留时

间完全一致, 色谱峰型良好对称, 理论塔板数大于 9300, 
拖尾因子为 1.07, 与前后杂质峰的分离度分别为 1.84 和

2.33, 达到分离要求。表明方法专属性良好, 能够满足样品

中低含量 GABA 的准确定量。 
 

 
 

图 4  方法专属性考察图谱 
Fig.4  Chromatograms of method specificity 

 
2.4  线性和范围 

分别配制 50、150、300、600、1000、2000 μg/mL 不

同质量浓度的 6 个 GABA 标准品溶液, 依次由低到高注入

HPLC中, 通过ELSD检测色谱峰面积, 以质量浓度的对数

为横坐标(X, μg/mL), 峰面积的对数为纵坐标(Y), 重复平
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行操作 3 次取平均值, 进行线性回归曲线的绘制。最终得

到线性回归方程 Y=1.6245X+3.1926, 相关系数 r=0.999, 表
明方法线性较好, 范围合适, 适用于各类不同 GABA 含量

水平样品的定量分析。 

2.5  检出限和定量限 

仪器检出限和定量限: 通过标准品溶液的逐级稀释进

样, 以色谱峰主峰信噪比 S/N≥10.0 时对应的 GABA 浓度作

为定量限, 以 S/N≥3.0 时对应的 GABA 浓度作为检出限。

最终得到本方法在标准品溶液质量浓度为 15 μg/mL 时, 
检出限为 4.6, 满足检出限要求; 标准品溶液质量浓度为

30 μg/mL 时, 定量限为 11.1, 满足定量限要求。 
方法检出限和定量限 : 按照上述方法 , 通过对于西

洋参发酵液样品经逐级稀释后, 再经过样品前处理和色

谱检测, 得到西洋参发酵液样品中 GABA 质量浓度分别

为 20 μg/mL 和 40 μg/mL 时, 满足 S/N≥3.0 和 S/N≥10.0
要求, 即为本方法的检出限和定量限。 

2.6  精密度考察 

2.6.1  仪器精密度考察 
取已制备西洋参发酵液样品提取溶液和标准品溶液

(0.6 mg/mL)按上述色谱分析条件采取连续进样 6 次, 记录

色谱峰面积响应值 , 计算相对标准偏差(relative standard 
deviation, RSD)。结果样品溶液连续进样 RSD 为 0.73%; 标
准品溶液连续进样 RSD 为 0.39%, 表明本方法仪器精密度

考察结果较好。 
2.6.2  重复性考察 

选取同批次的西洋参发酵液, 重复 6 次样品前处理和

仪器检测过程 , 考察本分析方法的重复性 , 计算得到

GABA 含量的 RSD 值为 0.87%, 证明方法重复性良好。 
2.6.3  中间精密度考察 

为考察随机变动因素 , 在同个实验室 , 不同研究人

员、不同日期及不同仪器水平上进行同批次实际样品进行

检测, 连续平行实验 3 次, 考察方法中间精密度。结果 2 位

实验人员在不同实验日期 6 组的实验数据中表现基本一致, 
6 次实验结果的 RSD 为 2.73%, 符合中间精密度考察要求。 

2.7  样品溶液稳定性考察 

基于室温、避光的贮存条件下放置的已通过样品前处

理后的西洋参发酵液样品溶液, 进行样品溶液稳定性考察, 
通过一定的色谱自动进样程序, 分别在 0、5、10、15、20、
25、30 h 的时间段进行进样分析, 记录相应的 GABA 色谱

峰面积, 考察样品溶液在一定存放时间内的稳定性。结果

发现在 0~20 h 时间段内, GBAB 峰面积基本无显著变化, 
前 5 次进样峰面积的 RSD 在 0.97%范围中, 而后续 25 h、
30 h 后逐渐出现缓慢分解下降趋势。同个样品在室温、避

光的贮存条件下 25 h 和 30 h 后峰面积将分别下降 1.4 %和

3.6%。由此, 本样品前处理后的样品溶液, 在室温、避光

的贮存条件下建议存放 20 h 内进行色谱分析, 以达到最佳

的定量检测结果。 

2.8  耐用性考察 
改变一定区间内的色谱条件参数, 以考察分析方法

的耐用性及不同实验室间的重现性, 结果发现在流速变化

±0.05 mL/min, 氮气流量 0.3 mL/min 以及柱温, ELSD 气化

温度变动±3 ℃的条件下, 样品提取溶液及标准品峰型依

旧保持对称良好, GABA 色谱峰理论塔板数在 8642~9314
区间内波动; 与主峰最近杂质的分离度在 1.78~2.11 区间

内波动; 以峰面积定量结果恒定, 不将显著影响检测结果, 
证明方法耐用性较佳。  

2.9  准确度考察 
选取已测样品西洋参发酵液, 分别加入不同浓度的

低、中、高 3 种标准品, 按优化后的样品前处理稀释、

超声提取、净化后, 同样进行仪器测定, 计算加标回收率

结果, 以考察本方法的准确程度。具体数据见表 2, 不同

浓度下的加标回收率在范围 85.93%~96.30%内, 平均回

收率范围在 89.40%~94.35%之间, RSDs 为 1.86%~3.90%, 
说明本分析方法准确性良好。 

 

表 2  加标回收率实验结果 
Table 2  Results of spiked recovery rate experiment 

测试序号 移取体积 样品中原有量/μg 标准品添加量/μg 测定结果/μg 回收率/% RSDs/% 平均回收率/%

1 1.00  150.5 

75 

221.4 94.53  

3.90 89.60  2 1.00  150.5 215.6 86.80  

3 1.00  150.5 216.1 87.47  

4 1.00  150.5 

150 

284.3 89.20  

3.26 89.40  5 1.00  150.5 290.1 93.07  

6 1.00  150.5 279.4 85.93  

7 1.00  150.5 

200 

334.6 92.05  

1.86 94.35  8 1.00  150.5 343.1 96.30  

9 1.00  150.5 339.9 94.70  
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2.10  方法适用性研究 

选取除西洋参发酵液之外的 10 款已研究开发的药食

同源食用酵素产品进行适用性研究, 结果表明本方法可以

适用于多种不同品类的药食同源食用酵素产品中 GABA
的低含量分析, 色谱分离良好, 检测稳定, 且适用于多品

类不同浓度水平的样品检测。具体数据详见表 3。相比于传

统衍生剂衍生紫外光谱检测的标准方法, 尤其是在基质复

杂、含量较低的终产品检测过程中, 改进后的方法准确度和

检测效率具有明显的优势。同时, 针对已研究开发下述 10
款食用酵素产品中的 GABA 含量进行分析, 发现实测数据

远高于QB/T 5323《植物酵素》中关于GABA的限量要求, 也
证明本研究设计开发的食用酵素工艺及配方较为成功。 

 
表 3  多种药食同源食用酵素产品中 GABA 测定结果 

Table 3  Determination results of GABA in various edible 
enzymes from medicinal and edible homologous sources 

序号 样品名称 批号 GABA 含量
/(μg/mL) 

1 山楂发酵液  20240101 314 

2 灵芝发酵液 20240101 127 

3 人参发酵液 20240201 1251 

4 沙棘发酵液 20240201 4109 

5 桑叶发酵液 20240301 555 

6 铁皮石斛发酵液 20240301 258 

7 百合发酵液 20240301 194 

8 陈皮发酵液 20240401 4989 

9 余甘子发酵液 20240501 484 

10 枸杞子发酵液 20240601 2221 

 

3  结  论 

本研究建立了一种基于 SPE-HPLC-ELSD的色谱分析

方法, 可以简便、快速、高准确度地针对药食同源食用酵

素产品中的 GABA 进行分析检测。相比于传统的化学衍生

或质谱分析等技术手段, 本方法不仅具有良好的抗基质干

扰能力, 同时效率更高、操作更易。同时通过优化样品称

样量及稀释倍数, 本方法同样适用于其他功能果蔬食用酵

素、天然食品、GABA 原料及复杂基质下含 GABA 的功能

保健食品产品中 GABA 的定量分析, 可为复杂样品中强极

性、低紫外吸收化学小分子的定性定量分析提供一种新的

途径和方向。 
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