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低氧与低温胁迫对发芽玉米籽粒中 
γ-氨基丁酸富集的影响

尹永祺1,2，吴进贤1，刘春泉3，李大婧3，杨润强1，顾振新1,*
（1.南京农业大学 农业部农畜产品加工与质量控制重点开放实验室，江苏 南京 210095；

2.扬州大学食品科学与工程学院，江苏 扬州 225127；3.江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏 南京 210014）

摘  要：以玉米籽粒为实验材料，研究低氧胁迫下发芽时间、低温胁迫与回温解冻下的温度及时间对发芽玉米中

γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）含量的影响，对其低氧和低温胁迫工艺进行了优化，同时对胁迫期间发

芽玉米籽粒中GABA代谢酶活性的变化进行了研究。结果表明：玉米经低氧胁迫发芽72 h后，在－18 ℃冷冻6 h和

25 ℃回温4 h条件下，发芽玉米中GABA含量增加29.9 倍，达到1.52 mg/g（以干质量计）；低氧胁迫下发芽玉米籽

粒主要是通过GABA支路富集GABA的。玉米籽粒是富集GABA的良好原料，且低氧与低温胁迫是富集发芽玉米中

GABA的有效方式。
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Effects of Hypoxia and Cold Stress on γ-Aminobutyric Acid Accumulation in Germinating Maize
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Abstract: The effects of hypoxia and cold stress on γ-aminobutyric acid (GABA) accumulation of germinating maize were 

investigated. The GABA content in germinating maize was monitored with respect to germination time under hypoxia stress 

and freezing or chilling followed by exposure to room temperature (25 ℃). Results suggested that the optimal conditions for 

GABA accumulation in 72 h-germinated maize during cold stress were freezing at -18 ℃  for 6 h followed by thawing for  

4 h at 25 ℃. Under these conditions, the maximum GABA level (1.52 mg/g DW) was obtained, which was 30.9 folds higher 

than that of the control. Moreover, it was also indicated that GABA synthesis in germinating maize was mainly achieved by 

the GABA shunt. Maize can be used as a good raw material to accumulate GABA. Besides, hypoxia stress and cold stress 

are confirmed as an effective way to accumulate GABA content in germinated maize.
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γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）是哺乳

动物中枢神经系统中主要的抑制性神经递质，已被国

家卫生部批准为新资源食品，其具有改善大脑血液循

环、降低血压、治疗癫痫和增强肝肾功能等作用 [1-2]。 

近年来，植物富集GABA受到国内外食品科学工作者

的高度关注。植物正常生长条件下G A B A含量仅为

0.3～32.5 μmol/g[3]，而在受到低氧、冷激、热激、盐胁

迫和机械伤害等逆境时，其GABA含量显著增加[4]。目

前，国内外已对GABA在粟谷[5]、蚕豆[6]、大豆[7]和糙米[8]

等植物性食品原料中的富集技术及其产品开发进行了大

量研究，以玉米为原料富集GABA主要通过酶法富集玉

米中GABA[8]，而以玉米籽粒为原料通过逆境胁迫发芽富

集发芽玉米中GABA的研究未见报道。

低氧与低温胁迫均是安全环保、操作方便的GABA

富集方式，二者均能激活有利于GABA合成的谷氨酸脱

羧酶（glutamate decarboxylase，GAD，EC 4.1.1.15）、
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二胺氧化酶（diamine oxidase，DAO，EC 1.4.3.6）和氨

基醛脱氢酶（aminoaldehyde dehydrogenase，AMADH，

EC 1.2.1.19）活性。低氧胁迫下，植物细胞中H+浓度提

高，引起植物细胞质酸化，为GABA合成提供条件[9]。低

温胁迫可促使细胞中Ca2+释放，提高钙调蛋白表达水平，

从而激活谷氨酸脱羧酶，以促进GABA积累[10]。

本研究以玉米为试材，研究低氧胁迫下发芽时

间、低温胁迫与回温解冻下的温度及时间对发芽玉米

中GABA生成的影响，对低氧和低温胁迫工艺进行了优

化，探讨了胁迫期间发芽玉米籽粒中GABA代谢酶活性

的变化，旨在探索低氧及低温胁迫下发芽玉米中GABA

富集规律，为开发功能性玉米食品提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

玉米籽粒品种为京甜紫花糯，2012年收获，由北京

燕禾金农业科技发展中心提供，原料封装于聚乙烯塑料

袋中，4 ℃保存；GABA标准品、对二甲氨基苯磺酰氯、

NAD+和4-氨基丁醛 美国Sigma公司；其余试剂均为国

产分析纯。

1.2 仪器与设备

Agilent 1200 Series高效液相色谱仪 美国Agilent公

司；UV-2802型紫外-可见分光光度计 尤尼柯（上海）

仪器有限公司；BCD-185HFA型冰箱 澳柯玛股份有限公

司；Orion818型pH测试仪 美国Orion科学仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 玉米浸泡处理 

称取成熟饱满未破损的玉米籽粒20 g，经体积分数

1%的次氯酸钠溶液浸泡消毒30 min，用离子水冲洗至pH

值中性后，置于培养箱中于30 ℃黑暗条件下浸泡12 h。

1.3.2 低氧胁迫

浸泡后的玉米籽粒用去离子水润洗数次后，以200 mL

去离子水为培养液，通入空气（通气量1.0 L/min，即溶氧

量为4.6 mg/L），于30 ℃浸泡发芽4 d，每隔12 h取样测

定GABA含量和酶活力。玉米发芽期间，每隔12 h更换培

养液，直至培养结束。

1.3.3 低温胁迫

低温胁迫温度和时间实验：取经低氧胁迫发芽72 h

的发芽玉米，除去表面水分后，分别于5、－5、－18 ℃

贮存10 h，每隔2 h取样并将其置于密封袋中，于25 ℃解

冻4 h，测定发芽玉米中GABA含量及GAD酶活力。

回温解冻温度和时间实验：取经低氧胁迫发芽72 h

的发芽玉米，除去表面水分，分别于5、－5、－18 ℃贮

存12 h后，将玉米置于密封袋中，于25 ℃解冻8 h，解

冻期间每隔1 h取样，测定测定发芽玉米中GABA含量及

GAD酶活力。

1.3.4 指标测定

GABA含量：参照Yang Runqiang等[11]方法测定，结

果以干质量计；GAD活力：参照Li Yan等[6]的方法测定，

结果以干质量计。

DAO活力：参照何生根等 [12 ]的方法，并略作修

改。取待测玉米2 g，加入6 mL酶提取液（70 mmol/L 

磷酸钾缓冲液pH 6.5，体积分数10%甘油），冰浴研

磨成浆后10 000 r/min冷冻离心15 min，上清液即为

DAO酶粗提液。DAO活力测定的反应混合液含2 mL磷

酸钾缓冲液（70 mmol/L，pH 6.5）、0.2 mL愈创木酚

（25 mmol/L）、0.1 mL过氧化物酶溶液（250 U/mL）及

0.5 mL DAO提取液。混合液于37 ℃水浴预保温3 min后

分别加入0.1 mL 腐胺（50 mmol/L）启动反应，于555 nm

波长处连续测定吸光度5 min。以每分钟A555 nm变化0.01 个

单位为1 个酶活力单位（U），结果以干质量计。

AMADH活力：称取1 g玉米，加入5 mL预冷酶提取

液（0.1 mol/L pH 8.0 磷酸钾缓冲液，5 mmol/L 二硫苏糖

醇，1mmol/L乙二胺四乙酸二钠，10 g/100 mL蔗糖），

冰浴研磨成浆后于12 000 r/min冷冻离心30 min；上清液

即为粗酶液。取适量酶液加入0.1 mol/L pH 8.0 Tris-盐酸

缓冲液，内含1 mmol/L NAD+，加入终体积为1 mmol/L的

4-氨基丁醛启动反应，37 ℃于340 nm波长处连续测定吸

光度，以每分钟A340 nm变化0.01 个单位为1 个酶活力单位

（U）[13]，结果以干质量计。

1.4 数据处理与统计分析

实验设3 次重复，结果以 ±s表示，数据采用统计分

析软件SPSS 18.0进行统计分析，均值间比较采用Tukey’s
多重比较，在0.05水平上进行显著性检验。

2 结果与分析

2.1 低氧胁迫发芽时间对GABA含量的影响
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图 1 玉米低氧胁迫发芽期间GABA含量的变化

Fig.1 Changes in GABA contents of maize during germination under hypoxia 

由图1可知，玉米在低氧条件下发芽0～9 6  h期

间，GABA含量呈先增加后减少趋势。发芽0～24 h阶

段GABA含量增加缓慢，其后GABA含量快速增加，

72～84 h时GABA含量最高。发芽72 h时其GABA含量是

发芽初始的13.15 倍。
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2.2 低氧胁迫发芽过程中GAD活力变化
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小写字母不同表示处理间GAD活力差异达显著水平（P＜0.05）。下同。

图 2 玉米低氧胁迫发芽期间GAD活力变化

Fig.2 Changes in GAD activity of maize during germination under hypoxia

由图2可知，低氧胁迫发芽期间，GAD活力呈先增加

后降低趋势。在发芽36～48 h阶段GAD活力最高，是发

芽0 h的2.14 倍，发芽48～72 h内GAD活力维持在较高水

平，其后酶活力显著下降。

2.3 低氧胁迫发芽过程中DAO和AMADH活力变化
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图 3 玉米低氧胁迫发芽期间GAD（A）和AMADH（B）活力变化

Fig.3 Changes in GAD (A) and AMADH (B) activities in maize during 

germination under hypoxia

由图3A可知，在玉米低氧胁迫发芽96 h期间，多胺

降解途径中合成GABA的限速酶——DAO活力总体呈下

降趋势，72 h时其酶活力仅为发芽初始36.8%，其后无显

著性变化。

AMADH是多胺降解途径合成GABA最后一步反应的

酶。图3B显示，玉米中AMADH活力在低氧胁迫发芽72 h

内呈较稳定趋势，72 h后其酶活力显著下降。

2.4 低温胁迫及回温解冻的温度和时间对GABA含量的

影响

由图4A可知，玉米低温胁迫0～10 h后，在常温

条件（25 ℃）回温解冻4 h时GABA含量呈现逐渐增

加而后降低的趋势。其中－18 ℃冷冻玉米0～6 h再解

冻4 h后发芽玉米GABA含量显著增加，直至达到峰值 

（1.38 mg/g），是未低温处理者的2.3 倍，其后无显著变

化。5 ℃低温处理的效果最差，但低温处理后GABA含量

比未处理者增加0.91 倍。－5 ℃低温处理8 h后GABA富

集量达到1.19 mg/g。

由图4 B可知，玉米低温胁迫1 2  h后在常温条件

（25 ℃）回温解冻0～8 h，GABA含量呈现逐渐增加的

趋势，其中以在－18 ℃条件下冷冻后回温解冻的玉米

GABA含量最高，回温4 h后为未低温处理者的1.44 倍，

含量高达1.57 mg/g，其后无显著增加。－5 ℃冷冻后回

温处理的GABA含量达到1.42 mg/g。5 ℃处理的玉米效果

较差，但其GABA含量比未低温处理的增加36.5%。解冻

4 h后玉米中GABA含量无显著变化。

0 2 4 6 8 10

0.6
0.8

d

c

b
a a ab

1.6 A
1.4
1.2
1.0

0.4

/h

G
A

B
A

/
m

g/
g

18 
5 

5 

0 1 3 5 6 7 84

aaa

b

c
d

2

1.8 B
1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

/h

G
A

B
A

/
m

g/
g

18 
5 

5 

图 4 玉米低温胁迫（A）及回温解冻（B）对GABA含量的影响

Fig.4 Effect of freezing-thawing (A) or chilling-warming (B) on GABA 

contents of maize

2.5 低温胁迫及回温解冻过程中GAD活力变化

如图5A所示，发芽玉米经过不同程度低温胁迫并经

历不同时间后，在常温（25 ℃）下回温解冻4 h后，GAD

活力对比未处理组均有提高，且其变化趋势与GABA变

化趋势一致。对比3 种低温处理，以－18 ℃处理GAD

活力提高效果最好，其GAD活力在处理过程中一直高于 

－5 ℃和5 ℃处理，冷冻6 h、解冻4 h后，玉米GAD活

力是未冷冻常温放置4 h玉米的2.13 倍。其次为－5 ℃处

理，冷冻4 h后再解冻后其GAD活力均能保持7.5 U/g的水

平，5 ℃处理条件下玉米GAD活力增加最少。

由图5 B可知，发芽玉米经低温处理并解冻后其

GAD活力变化趋势一致，均呈先下降后趋于稳定趋势。 

－18 ℃条件下冷冻的玉米解冻过程中其GAD活力持续高

于－5 ℃和5 ℃处理。
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图 5 低温胁迫（A）及回温解冻过程（B）中玉米GAD活力的变化

Fig.5 Changes in GAD activity of maize during freezing-thawing (A) 

or chilling-warming (B)

2.6 低氧和低温胁迫对发芽玉米GABA富集作用的影响
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图 6 低氧与低温胁迫对GABA含量的影响

Fig.6 Effect of hypoxia stress and cold stress on GABA content 

由图6可知，玉米经低氧胁迫和低温胁迫处理后其

GABA含量达1.52 mg/g，是浸泡后玉米的30.9 倍，其中

低氧胁迫和低温胁迫阶段产生的GABA含量分别占玉米

富集GABA总含量的37.4%和59.4%。

3 讨 论

植物受到洪涝缺氧、干旱、盐胁迫、冷激和热激等

逆境胁迫时，体内GABA含量显著增加[4]，其中以低氧胁

迫诱导植物积累GABA量最大[14]。植物在低氧环境中呼

吸受到抑制，氧的亏缺造成代谢过程电子传递中断，糖

类多转化为丙酮酸，最终分解为乳酸和乙醇，导致细胞

质酸化。存在于植物细胞质中的GAD在酸性条件下被激

活，催化Glu脱羧生成GABA，从而达到富集GABA的效

果[4]。玉米ZHN在低氧胁迫发芽0～96 h期间GABA含量

呈现先增加后下降的变化趋势。从萌发至发芽24 h阶段，

GABA增加缓慢，这可能是玉米在此萌发阶段需氧量

小、低氧环境对其发芽胁迫不显著的缘故，其后GABA

含量显著增加，直至72 h；玉米发芽84 h后GABA含量下

降，可能是内部营养物质逐渐消耗，导致合成GABA的

底物不足，同时，GABA合成时消耗用于合成其他蛋白

质和氨基酸[15]，进而影响GABA的富集。

高等植物主要通过GABA支路和多胺降解途径合成

GABA。GAD作为GABA支路中合成GABA的限速酶[16]，

在玉米籽粒发芽早期其活力显著提高，由此GABA含量

逐步提高。GAD活力在36～72 h阶段保持较高水平，

同期GABA含量成倍增加。姚森等[17]在研究糙米后均指

出，GABA和GAD呈显著正相关。DAO是多胺降解途径

富集GABA的关键酶[18]，AMADH则是该途径的限速酶。

本研究显示低氧胁迫下玉米发芽过程中DAO活力一直处

于低水平，这与Yang Runqiang等[11]低氧胁迫下发芽蚕

豆富集GABA研究中的DAO活力有两个数量级的差距，

而与陈惠等[19]采用DAO专一抑制剂——氨基胍抑制低氧

联合盐胁迫蚕豆发芽后DAO活力相当。由此推测，多胺

降解途径对于低氧胁迫下玉米发芽富集GABA贡献率不

高。AMADH活力水平低也证实多胺降解途径对玉米富

集GABA影响有限。

Mazzucotelli等[10]在阐述低温胁迫对大麦幼苗GABA

积累的影响机制时表明，－3 ℃处理大麦幼苗16 h后正

常发芽48 h时，GABA含量比对照提高30 倍。本研究中 

－18、－5 ℃和5 ℃处理低氧胁迫发芽的玉米后GABA含

量均有提高，其中以－18 ℃处理8 h再常温解冻4 h后的

玉米中GABA含量最高。低温处理及回温解冻后增加的

GABA含量主要在解冻0～2 h内完成，同期GAD活力较高

但快速下降。这表明低温处理是富集GABA的预处理，

解冻过程才是GABA的富集阶段。推测其原因是低温冷

冻过程中细胞内形成冰晶并不断“长大”，以至严重损

伤细胞膜结构，当回温解冻后，冰晶消融，细胞液流动

性增加，此时Ca2+和H+迅速进入细胞质，激活GAD，催

化底物谷氨酸脱羧形成GABA。

本研究中，玉米籽粒经低氧胁迫发芽72 h后，在 

－18 ℃冷冻6  h和25 ℃回温4  h条件下，发芽玉米中

GABA含量达1.52 mg/g，较原料中其含量增加29.9 倍。

据报道，发芽粟谷[5]、发芽大豆[20]和发芽蚕豆[19]中GABA

含量分别为 0.24、1.20、6.14 mg/g。经富集后原料中

GABA含量有所不同可能是由于物种差异导致，但玉米

经胁迫处理后其GABA含量是原料中的30.9 倍，这提示

玉米籽粒是富集GABA的良好原料，且低氧与低温胁迫

是富集发芽玉米中GABA的有效方式。
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