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茶叶中γ－氨基丁酸提取、分离

及薄层扫描测定的研究

郑红发1，黄亚辉2,* ，黄怀生1，粟本文1，袁英芳1

(1.湖南省茶叶研究所，湖南 长沙      410125；2.华南农业大学园艺学院，广东 广州      510642)

摘   要：对茶叶中γ - 氨基丁酸的提取、分离及检测方法进行了研究，分别采用水和乙醇作为提取溶剂，结果发

现用水提取能达到更好的效果，γ - 氨基丁酸含量提高20%；同时采用离子交换树脂对γ - 氨基丁酸提取液进行分

离，提取液上732 阳离子树脂柱(2.5 × 50cm)，使用柠檬酸和氨水缓冲液进行pH 线性梯度洗脱，洗脱液中γ - 氨

基丁酸最高浓度达39%；采用薄层扫描仪对γ - 氨基丁酸的含量进行检测，研究并确定了检测的条件及参数。
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Abstract ：The method  has been studied to extractisolate and determine the γ-aminobutyric acid in tea. Taking water or alcohol

as solvent, it was discovered that water can achieve a better effect with, γ-aminobutyric acid content to be enhanced 20 %. With

the ion exchange resin for isolation and 732 positive ions resin columns (2.5×50 cm) for adsorption, and citric acid and ammonia

water as buffer liquids, so as to carry on pH linear gradient elution the results indicated that the γ-aminobutyric acid concentration

can reach roughly 39 %. By thin layer scanner to continue the mensuration, the assaying conditions and parameters can be

determined.
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γ - 氨基丁酸(GABA)是一种非蛋白质氨基酸，广泛

存在于哺乳动物脑和脊髓中，是一种重要的抑制性神经

传递物质，具有极强的生理活性。已有的研究表明[1-2]，

γ - 氨基丁酸具有激活脑内葡萄糖代谢、促乙酰胆碱合

成、降血氨、抗惊厥、降血压、恢复脑细胞的功能

等多种药理作用。由于γ - 氨基丁酸独特的药理作用，

富含γ-氨基丁酸的植物资源越来越引起科研人员的高度

重视，发芽糙米[3-4]、高γ - 氨基丁酸茶[5-6]等产品已经

成为比较成熟的富含γ - 氨基丁酸的保健产品。黄亚辉

等[7-8]对高γ-氨基丁酸茶加工过程中γ-氨基丁酸的动态

变化及其他游离氨基酸的变化进行了深入的研究，探明

了其变化规律，为高γ - 氨基丁酸茶的加工提供了理论

支持。虽说研究人员对提高植物资源中γ - 氨基丁酸的

含量进行了大量卓有成效的研究[9]，对γ - 氨基丁酸的

测定研究报道也较多[10-12]，但是对从植物资源中分离γ -

氨基丁酸的研究报道较少，本实验对茶叶中γ - 氨基丁

酸的提取、分离及检测方法进行了研究探索。

1 材料与方法

1.1 仪器

日本岛津CS-9000型薄层扫描仪；点样毛细管(5μl)；

旋转蒸发仪上海亚荣生化仪器厂；ED21 4 0 电子分析天

平；LGJ-12 多歧管压盖型冷冻干燥机  北京松源华兴科

技发展有限公司；GL-12M 高速冷冻离心机  上海卢湘仪

离心机仪器有限公司；φ 2.5cm × 50cm 玻璃层析柱。

1.2 材料与试剂
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样品1(普通加工的茶叶)；样品 2(湖南省茶叶研究

所实验生产的高γ - 氨基丁酸茶叶)。样品粉碎，分别

装入干燥的磨口瓶中；γ -氨基丁酸标准品    湖南省生

物制品检定所；薄层层析硅胶G    青岛海洋化工有限公

司；水合茚三酮(AR)西德进口分装；正丁醇(AR)国药集

团化学试剂有限公司；冰醋酸(AR)上海试剂一厂；732

树脂    南开大学化工厂；其他试剂均为分析纯。

1.3 方法

1.3.1 γ - 氨基丁酸提取

1.3.1.1 水提取法

茶粉50g→加去离子水400ml→ 55℃浸提2h→过滤

→保留滤液；滤渣→加去离子水400ml → 55℃浸提3h→

过滤→合并滤液；滤渣→去离子水300ml → 55℃浸提2h

→过滤→合并滤液；滤渣弃掉→55℃减压浓缩至50ml→

离心(5000r/min)15min→清液加无水乙醇100ml→静置3h

→过滤→去乙醇→取上层清液，保留待用。

1.3.1.2 乙醇提取法

茶样50g→加 70% 乙醇 400ml →浸提2h→过滤→保

留滤液；滤渣→加70% 乙醇 400ml →浸提3h →过滤→合

并滤液；滤渣→70% 乙醇 300ml →浸提2h →过滤→合并

滤液；滤渣弃掉→55℃减压浓缩至50ml →离心(5000r/

min)15min →取上层清液，保留待用。

1.3.2 γ - 氨基丁酸薄层检测实验

1.3.2.1 展开剂的选择

展开剂的选择采用纸层析法对展开剂系统进行考

察，将点好样品(水提液)的滤纸板，分别放进加有叔丁

醇:乙酸:水(7:3:1 V/V)；正丁醇:醋酸:水(7:3:1 V/V)；正丁

醇:醋酸:水(4:1:1 V/V)；正丁醇:醋酸:水(7:5:1 V/V)的不同

溶剂系统的层析缸中进行单向展开。同时也采用双向展

开法对①正丁醇:甲乙酮:水:28%氨水(25:15:7:3 V/V)，正

丁醇:乙酸:水(4:1:5 V/V)；②叔丁醇:乙酸:水(7:3:1 V/V)，

苯酚:氨水(1:1 V/V)；③正丁醇:乙酸:水(4:1:5 V/V)，间苯

酚:苯酚(1:1 V/V)三组展开溶剂系统进行考察。

1.3.2.2 扫描波长对的确定

取γ - 氨基丁酸标准品，加蒸馏水溶解配成1mg/ml

的标准溶液，分别吸取标准品溶液1μl 点于自制的硅胶

G薄层板上，以正丁醇:醋酸:水体积比4:1:1为展开剂，取

出晾干后用体积分数0.2%茚三酮乙醇溶液显色，105℃烘

数分钟，直至获最大斑点，进行不同波长的薄层扫描。

1.3.2.3 回收率和精密度

准确称取已知含量的样品约1.0g，分别加入浓度为

1.0mg/ml 的对照品溶液3、5和 8ml，并按样品测定方法

点样、展开、显色烘干后扫描，测定其含量。

1.3.2.4 检测限和线性范围

在硅胶板上分别点样γ - 氨基丁酸标准溶液，浓度

分别为0.5、1.0、3.0、5.0、7.0、9.0、12、15μg/μl，

按薄层层析条件展开，显色烘干后扫描测定。

1.3.2.5 不同提取方法γ - 氨基丁酸的含量测定

分别取水提液和乙醇提取液各1μl，在硅胶G 板上

点样，然后放入层析缸中展开，显色烘干测定色斑面

积 。

1.3.3 732 阳离子交换树脂吸附γ - 氨基丁酸实验

1.3.3.1 吸附量的测定

准确称取预处理好的树脂5.0g，装入具塞磨口三角

瓶中，准确加入已知浓度的γ - 氨基丁酸粗提液 20ml，

恒温水浴振荡 2 4 h ，充分吸附后，过滤，测定溶液中

γ - 氨基丁酸的浓度(采用HPLC法[13])。同时按照下式计

算各种树脂的吸附量。

                     
吸附液初始浓度－吸附液最后浓度(mg/ml)

吸附量(mg/g)=———————————————————×溶液体积(ml)

                                          
 树脂质量(g)

1.3.3.2 解吸率的测定

准确称取按照测定吸附量处理好的树脂5.0g，准确

加入50ml 95%(V/V)的乙醇，恒温水浴振荡24h，过滤，

测定滤液中γ - 氨基丁酸的浓度(采用HPLC法[13])，按照

下式计算各种树脂的解吸率。

                    
解吸液体积(ml)×解吸液浓度(mg/ml)

解吸率(%)=——————————————————×100%

                          
 树脂质量(g)×吸附率(mg/g)

1.3.3.3 静态吸附动力学特性测定

准确称取阳离子交换树脂 5. 0 g，装入具塞三角瓶

中，准确加入已知浓度的γ - 氨基丁酸茶粗提液 50ml，

恒温水浴振荡，在 12h 内，每小时取 0.5ml 测定其γ -

氨基丁酸含量(采用HPLC法[13])，绘制静态吸附动力学曲线。

1.3.3.4 阳离子交换树脂动态吸附以及洗脱实验

通过阳离子交换树脂对γ - 氨基丁酸茶粗提液的静

态吸附实验，对筛选出的阳离子交换树脂进行动态吸附

实验，包括洗脱流速、上样液体的 p H 值和上样液体的

浓度。将预处理好的阳离子交换树脂装入玻璃层析柱

中，将γ - 氨基丁酸茶粗提液上柱，控制一定的流速，

分步收集(2ml/ 试管)，当流出液出现与标准品同一线上

的斑点时，认为已经有γ - 氨基丁酸透过，停止上样，

然后按照不同pH(3.0、4.0、5.0、6.0 和 8.0～9.0)洗脱

液进行洗脱，分步收集。按照下式计算吸附量。

吸附量(mg)=上样液浓度(mg/ml)×流出液体积(ml)

1.3.4 γ - 氨基丁酸分离、纯化实验

1.3.4.1 732 阳离子交换树脂的处理

取732 阳离子树脂约100ml，装入2.5 × 50cm 的柱
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子中，用2mol/L 的 HCl 200～300ml 冲洗，再用蒸馏水

洗至中性，接着用2mol/L的 NaOH 200～300ml冲洗用蒸

馏水洗至中性，然后再用2mol/L 的 HCl 200～300ml 冲

洗，最后用蒸馏水洗至中性即可以，整个冲洗流速控

制在3.0ml/min。

1.3.4.2 过柱

取样品2 提取液(水提取法)40ml，调溶液pH3，过

73 2 离子交换柱，用 pH 为 3、4、5、6 的柠檬酸缓冲

液和0.25mol/L 氨水，0.5mol/L 氨水各80ml 依次洗脱，

流速控制在3ml/min，每 3ml 左右收集一管，编号，待

测 。

1.3.4.3 薄层分析

分别吸取5μl γ - 氨基丁酸标准品溶液和样品洗脱

液，点于自制的硅胶 G 薄层板上，以正丁醇:醋酸:水体

积比为4:1:1为展开剂展开，取出晾干，用体积分数0.2%

茚三酮乙醇溶液显色，105℃烘数分钟，直至获最大斑

点，薄层扫描测定。

2 结果与分析

2.1 γ - 氨基丁酸薄层检测方法

2.1.1 展开剂

通过纸层析实验发现，单向展开能够完全分开目标

物质，因而不需要进行双向展开操作；通过不同展开剂

在层析缸中展开实验发现，以正丁醇:醋酸:水(4:1:1 V/V)

分离效果最好，Rf 值为 0.46。

2.1.2 扫描波长对

通过不同波长扫描研究发现，γ-氨基丁酸在500nm

处有最大吸收峰，600nm 后吸收最低。因而选择扫描波

长为λS=515nm，λR=680nm。为了避免分离度不佳的其

他氨基酸相互干扰和提高灵敏度，实验采用双波长扫描

法 。

2.1.3 回收率和精密度

研究发现平均回收率为98.75%，RSD=2.21%(n=6)，

精密度高(见表1)。

样品 对照品 加入量 测得量 回收 平均回收 R S D

(g) 量(mg) (mg) (mg) 率(%) 率(%) (%)

1.0741 18.5819 3.00 21.5807 99.96

1.0315 18.5819 3.00 21.5954 100.45

0.9735 18.5819 5.00 23.3984 96.33 98.75 2.21

1.1573 18.5819 5.00 23.3609 95.58

1.2178 18.5819 8.00 26.5795 99.97

1.0104 18.5819 8.00 26.5995 100.22

表1   回收率实验

Table 1     Recovery experiment

2.1.4 检测限和线性范围

通过线性范围实验，我们发现，在扫描条件：反

射式双波长锯齿扫描，λS=5 1 5 n m，λR= 6 8 0 n m，狭缝

5.0 × 0.45mm，SX=1。用最小二乘法对标准溶液点样

量和色谱峰面积值进行回归分析，得到回归方程

A=13172.9C－ 6832.6，相关系数r=0.9952，线性范围：

0.5～15μg/μl，检测底限为0.5μl。

2.1.5 不同提取方法对γ - 氨基丁酸含量的影响

取采用水提取法和乙醇提取法后，提取液中γ - 氨

基丁酸的含量见表 2，由表可知普通茶叶采用水提取方

法比采用乙醇提取方法γ - 氨基丁酸含量要提高21.4%，

高γ - 氨基丁酸实验茶采用水提取方法比采用乙醇提取

方法γ - 氨基丁酸含量要提高 19.3%，总体上看，采用

水提取方法比采用乙醇提取方法γ - 氨基丁酸含量要提

高 2 0 % 左右。

样品
体积数 总干 扫描峰 γ-氨基丁酸

(ml) 重(g) 面积 含量(%)

水提取(普通茶叶) 5 1.1413 18716.5 0.17

水提取(高γ-氨基丁酸实验茶) 5 0.8626 189579.2 1.73

乙醇提取(普通茶叶) 5 1.0884 13229.3 0.14

乙醇提取(高γ-氨基丁酸实验茶) 5 0.8375 153209.7 1.45

表2    不同提取方法对γ -氨基丁酸含量的影响

Table 2    Effects on different extract technique to the content of
γ - amino butyric acid

2.2 732 阳离子交换树脂吸附γ-氨基丁酸的条件

2.2.1 732 树脂静态吸附

图1   732阳离子树脂吸附量与时间关系

Fig.1     Relations between 732 positive resin adsorption quantity
and time
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利用732阳离子树脂对实验茶中γ-氨基丁酸初提液

进行处理，在初始浓度1.608mg/ml 的条件下，测定其

吸附后平衡浓度(即树脂充分吸附或吸附达到平衡后溶液

浓度)，可以得到732 阳离子树脂对茶叶中γ - 氨基丁酸

的吸附量为32.9mg/g。上述方法充分吸附的树脂再利用

0.5mol/L NH3·H2O 在 25℃的条件下进行解吸，测定解

吸率为98.08%。

同时考虑吸附量以及解吸率，对732 阳离子树脂进

行吸附动力学实验。实验结果表明(图 1)，732 阳离子

树脂在 1 h 内的吸附速度非常快，基本已经超过其吸附
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量的 7 0 % ，到 5 h 后已经超过了 9 0 % 。从吸附量、解

吸率和吸附率三方面来考虑，732 阳离子树脂很适合分

离纯化茶叶中γ - 氨基丁酸。

2.2.2 732 阳离子树脂动态吸附

将实验茶γ -氨基丁酸提取液调节成不同的pH(2.0、

2.5、3.0、3.5、4.0 和 7.0)上样，进行吸附实验(结果

见图2)。在样液 pH 值很小(即强酸性)下，如图中的pH

值为 2 . 0 时，树脂的吸附量较低；随着 p H 值的升高，

树脂的吸附量渐渐增加，当 pH 值为 3.0 时，树脂的吸

附量达到最大值，为32.9mg/g 树脂。而随着pH 的进一

步增大，树脂的吸附量反而呈现下降的趋势。造成此

种结果的原因是γ - 氨基丁酸本身就是一种酸，同时也

带有碱性基团氨基。在酸性环境中氨基结合一个质子而

成阳离子状态，容易被树脂吸附；而在碱性条件下羧基

电离一个质子而带负电呈阴离子状态，从而很难被阳离

子交换树脂吸附。

图2   不同上样pH对吸附量的影响

Fig.2     Effects of pH values on adsorption capacity
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不同的吸附流速，物质与树脂的接触时间不同，

所以吸附量也有所差异。将实验茶γ - 氨基丁酸提取液

按照1.0、3.0、5.0、7.0ml/min和9.0ml/min的流速上样。

从图3 可以看出，当流速达到5.0ml/min 后，树脂的吸

附量明显的下降，到9.0ml/min 后，树脂的吸附量只有

在3.0ml/min时的75%，而在流速为1.0ml/min时，虽然

树脂的吸附量较高，但是导致实验周期延长，因而将

吸附流速控制在3.0ml/min。

图3   不同吸附流速对吸附量的影响

Fig.3    Effects of different adsorption speed of flow on adsorption
capacity
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不同 pH 的洗脱液对γ - 氨基丁酸的洗脱程度不同，

将吸附好的树脂柱分别用pH 为 3.0、4.0、5.0、6.0、

8.0 和 9.0 的柠檬酸缓冲液和NH3·H2O 缓冲液进行洗脱。

从表 3 可以看到，使用低 pH 值(5.0 以下)洗脱液洗脱，

γ - 氨基丁酸不能被洗脱，虽然在pH6.0 时有少部分被

洗脱，但主要集中在pH 值 8.0～9.0，因而我们在收集

样品时，也从这一点开始。

收集液 薄层显色(与标准品对照)

穿漏收集液 无色斑

pH3.0的洗脱液 无色斑

pH4.0的洗脱液 无色斑

pH5.0的洗脱液 无色斑

pH6.0的洗脱液 有微略色斑，需对光观看

pH8.0～9.0的洗脱液 有明显色斑，颜色比标准色斑深

表3   不同pH洗脱液对γ -氨基丁酸的洗脱影响

Table 3   Effects of pH values of fluid to γ - amino butyric acid

2.3 γ - 氨基丁酸分离、纯化结果

2.3.1 洗脱液梯度分布情况：

1～19 号：pH3 的洗脱液；20～46 号：pH4 的洗

脱液；47～77 号：pH5 的洗脱液；78～12 1 号：pH 6

的洗脱液；122～166 号：pH8～9 的洗脱液。

2.3.2 洗脱液颜色分布情况

1 号：无色；2 ～5 号：深褐色，与提取液相似，

3，4 号颜色较深；6～12 有浅黄色，颜色渐浅；13～

112 号：无色；113～123 号：有浅黄色，颜色依次渐

深；124～130 号：深褐色，颜色依次渐深；131～148

号：深褐色，颜色渐浅；1 4 9 ～1 6 6 号：深黄色。

2.3.3 薄层显色初筛结果

1～115 号标准色斑水平线上无色斑，不含γ - 氨基

丁酸；116～120 号：有微略色斑，需对光观看；121～

1 2 5：有明显色斑，颜色深浅与标准色斑一致；12 6～

130 号：有明显色斑，颜色深浅比标准色斑深；131～

1 6 6 号：无γ - 氨基丁酸色斑，不含γ - 氨基丁酸。

2.3.4 薄层扫描分析

薄层扫描色斑明显的121～130号，同时把120～130

号试管冷冻干燥，测量干物质重量，结果见表 4 。研

究表明，γ -氨基丁酸在以0.25mol/L氨水为洗脱液进行

洗脱时可以与其他物质很好地分离被集中洗脱下来，洗

脱液中含有高纯度的γ - 氨基丁酸，其中126号试管γ -

氨基丁酸含量高达39.15%(表 4)。

3 讨  论

本次实验首次对茶叶中γ - 氨基丁酸的提取和分离

进行了研究。根已报道的米胚芽中γ - 氨基丁酸的提取

方法相比[14]，由于茶叶本身浸出率很高，γ - 氨基丁酸

相对容易提取，因此使用水作为提取溶剂效果非常好。
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实验还对γ - 氨基丁酸的分离技术进行了研究，通过离

子交换树脂，然后进行 p H 线性梯度洗脱，能够分离出

含量很高的γ - 氨基丁酸提取物。采用其它的分离方法

以及不同类型的离子交换树脂是否能得到更好的分离效

果，有待进一步的实验研究。
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