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摘要: Berthelot比色法作为目前一种相对简便、快速、准确和廉价的高通量测定植物叶片中GABA含量

的方法仍存在杂质干扰及显色稳定性等问题, 需进一步深度优化。基于Berthelot显色反应, 本研究从测定

波长、显色稳定性、显色试剂用量、显色条件、色素杂质去除和提取条件对其进行了系统优化。结果

表明, 选用甲醇作溶剂, 50°C水浴进行3次叶绿素去除可最大程度地减少叶绿素杂质对GABA测定的影响; 
80°C水浴0.5 h的GABA提取效率最高; 100 μL 2 mol·L−1氯化铝溶液可有效去除水溶性色素; 0.10 mol·L−1

四硼酸钠缓冲液、7%重蒸酚溶液和4%次氯酸钠溶液是最佳的显色剂组合, 80°C水浴20 min的显色效果

最佳; 显色后的颜色在10 min后稳定可进行比色, 最佳测定波长为645 nm。优化后的Berthelot比色法测定

体系将进一步提高植物叶片中GABA含量测定的精准度和灵敏度。
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Abstract: Berthelot colorimetry is regarded as a relatively simple, rapid, accurate and low-cost method for 
the determination of GABA content in plant leaves, but yet has problems such as impurity interference and 
chromogenic stability, and needs further optimization. In this experiment, based on Berthelot chromogenic 
reaction, the measuring wavelength, chromogenic stability, amount of chromogenic reagent, chromogenic 
conditions, removal of pigment impurities and extraction conditions in Berthelot colorimetry were systemati-
cally optimized. The results showed that the influence of chlorophyll impurity on GABA determination could 
be removed to the greatest extent by removing chlorophyll for three times in 50°C water bath. The extraction 
efficiency of GABA in 80°C water bath for 0.5 h was the highest. 100 μL 2 mol·L−1 AlCl3 solution could effec-
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γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, 缩写GABA)
又称氨酪酸, 是一种四碳非蛋白质氨基酸, 纯品外

观为白色结晶状粉末, 在快速加热下分解, 极易

溶于水, 微溶于热乙醇, 不溶于冷乙醇、乙醚和苯

(Rashmi等2018)。GABA属于天然活性成分, 广泛

存在于动植物及微生物体内。高等植物中, GABA
主要是由谷氨酸经谷氨酸脱羧酶催化脱羧形成, 
参与植物逆境胁迫响应、生长发育和害虫防御等

重要生命活动(张海龙等2020)。动物体内, GABA
是中枢神经系统中重要的抑制性神经递质, 有镇

静催眠、降血压、降血糖、抗氧化、保护肝脏等功效, 
被誉为“神经营养因子”和“心灵维他命” (Nik- 
maram等2017; Rashmi等2018)。微生物中, GABA
主要作用是提高微生物的耐酸能力及孢子的萌发

效率(Sarasa等2020)。若人体每日补充微量GABA, 
既利于心脑血压的缓解, 又能促进体内氨基酸代

谢的平衡, 调节免疫功能(Diez-Gutiérrez等2020)。
因此, GABA已被应用于食品、医药、化妆品和农

业等中, 具有广泛的开发和市场前景。

GABA普遍存在于生物体内, 但含量甚微, 动
物体内0.1~0.6 mg·g−1, 植物体内0.003~3.351 mg·g−1 
(FW), 这给简便快速、准确廉价和高通量的测定

带来了诸多困难(Rashmi等2018)。目前, 常用的测

定生物体内GABA含量的方法有质谱法(MS) (Park
等2018), 色谱法[高效液相色谱法(HPLC) (Lee等
2015)、超高效液相色谱法(UPLC) (丁素君和何新蕾

2018)、HPLC-串联质谱法(MS/MS) (Chen等2015)、
UPLC-MS/MS (付淑军等2017)和气相色谱质谱联

用法(GS-MS) (Pearson和Sharman 1975)], 氨基酸分

析仪法(李放等2016), 免疫法(酶联免疫吸附法和

放射性免疫法) (张敏等2019), 薄层层析法(TLC) 
(郑红发等2008), 电泳法[纸上电泳法(Li等2009)和
毛细管电泳-电化学检测法(CE-ED) (孔令瑶等2008)]

与比色法(赵国群和王维2015)等。不同的方法都有

自身的优缺点, HPLC、UPLC、GS及其串联质谱

法和氨基酸分析仪法的分离效果理想, 精密度和灵

敏度高, 稳定性和重复性好, 结果准确, 但仪器设备

昂贵、存在衍生污染、操作过程繁琐、耗时较长、

使用费用较高, 适用于少量样品的痕量分析, 大多

用于医药领域和科学研究, 不适用生产领域的大

量样品检测; 免疫法灵敏度高、特异性强, 但线性

范围大、精密度低且有潜在污染; 纸层析法简单易

行, 成本低廉, 但精准度不高和耗时较长, 不太适

合定量检测; 纸上电泳法和TLC的准确度高, 但精

密度和灵敏度不高, 操作较复杂; 比色法虽样品前

处理较复杂, 精密度和灵敏度不高, 但操作简便快

速, 仪器设备简单, 稳定性和重复性好, 成本较低, 
适用于成分相对单一介质的大批量样品常量检测, 
已成为适用领域和范围最广的方法。

Berthelot比色法是比色法测定GABA含量中

最广泛和最常用的方法, 但易受叶片中的色素、显

色液稳定性及游离氨等干扰。因此, 为排除不良因

素对测定结果的影响, 更好地扩大其适用领域和

范围, 非常有必要对现有的Berthelot比色法进行全

面系统地优化。韩延丽等(2013)对测定波长及测

定时间, 苯酚、次氯酸钠及样品用量进行了优化, 
黄柳舒等(2010)对水溶性色素去除、显色稳定性、

显色温度和时间及pH等进行优化, 郑红发等(2008)
开展了茶叶中GABA提取条件的研究, 但这些优化

分别是在不同条件下的不系统地优化, 彼此间缺

少关联性和可比性。本研究基于Berthelot显色反

应和以往优化方法, 从测定波长、显色稳定性、显

色试剂用量、显色条件、色素杂质去除和提取条

件对Berthelot比色法进行较全面系统地优化, 以期

建立一套十分简便、快速、准确和廉价的高通量

测定植物叶片中GABA含量的技术体系。

tively remove water-soluble pigment. 0.10 mol·L−1 sodium tetraborate buffer, 7% distilled phenol solution and 
4% sodium hypochlorite solution were the best combination of chromogenic agents. The best chromogenic 
effect was achieved by water bath at 80°C for 20 min. Chromogenic color was in a stable state after 10 min, 
and the optimal determination wavelength was 645 nm. The optimized Berthelot colorimetric determination 
system will further improve the determination accuracy and sensitivity of GABA content in plant leaves.
Key words: plant; leaf; γ-aminobutyric acid (GABA); Berthelot colorimetry; optimization of determination
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1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  植物材料

木姜叶柯[Lithocarpus litseifolius (Hance) Chun]
功能叶片, 为壳斗科(Fagaceae)、柯属(Lithocarpus)
的常绿乔木, 又名甜茶(通称)、胖椆(广东)、甜叶

子树(云南)、多穗柯和多穗石柯(中国科学院《中

国植物志》编辑委员会1988)。
1.1.2  化学试剂

甲苯、乙醇、乙酸乙酯、甲醇、丙酮、重蒸酚、

四硼酸钠、次氯酸钠、氯化铝(AlCl3)、氢氧化钾

(KOH)、蒸馏水和GABA标品, 试剂均购自于国药

集团化学试剂有限公司, 纯度均为分析纯。

1.2  GABA测定方法优化

基于Berthelot比色法测定GABA含量的原理, 
不同浓度的重蒸酚与次氯酸钠能与GABA产生

深浅不一的蓝绿色吲哚酚类物质(李无双等2018), 
在645 nm处测定光密度(optical density, O.D.)。为保

证测定溶液体积相同配制一系列不同浓度的显色液

进行显色反应, 通过O.D.大小确定最佳检测GABA
含量的方法。

1.2.1  测定波长优化

参考范霞等(2016)对藤茶中GABA含量测定

方法的流程进行试验, 在600~680 nm间每隔2 nm
测定1次吸光值。

1.2.2  GABA颜色稳定性优化

用测定GABA最佳波长的方法进行GABA颜

色稳定性试验, 在室温25°C放置0~180 min, 每隔10 
min测定1次吸光值。

1.2.3  显色试剂用量优化

对显色试剂用量进行了单因素试验, 探究了

四硼酸钠浓度分别为0.04、0.05、0.06、0.07、0.08、
0.09、0.10 mol·L−1, 重蒸酚质量分数分别为4%、5%、

6%、7%、8%、9%、10%, 次氯酸钠质量分数分

别为1%、2%、3%、4%、5%对显色反应的影响。

在其他条件不变下, 根据上述试验中显色剂

的最佳用量进行组合试验。

1.2.4  最佳显色温度和时间的选择

对显色反应的温度和时间进行单因素试验, 

探究了显色温度分别为80、85、90、95、100°C, 
显色时间分别为5、10、15、20、25、30 min对显

色反应的影响。

根据上述试验中的最佳显色时间和温度进行

两两组合试验。

1.3  色素杂质去除方法的优化

1.3.1  去除叶绿素的有机溶剂选择

在0.1 g样品中分别加入4.0 mL乙醇、丙酮、

乙酸乙酯、甲醇、甲苯, 同时进行50°C水浴和室

温(25°C)浸提5、10、15 min处理, 并进行1、2、3
次去叶绿素的处理。取上清液于652 nm处测得总

叶绿素O.D.。
1.3.2  叶绿素去除的有机溶剂混合比例选择

在其他反应条件不变的情况下, 以甲醇:丙酮

体积分数为1:1、1:2、1:3、2:1、3:1的有机溶剂混

合液进行试验。

1.3.3  不同有机溶剂对GABA含量测定的影响

对有较好去除总叶绿素的有机溶剂处理后的

叶片进行GABA含量的测定。

1.3.4  AlCl3对去除水溶性色素的影响

向定容至1.0 mL的提取液样品中分别加入0、
50、100、150、200 μL 2 mol·L−1 AlCl3溶液, 同时

为保证反应体系体积相同 , 相应加入200、150、
100、50、0 μL蒸馏水, 室温震荡离心后加入KOH
溶液, 在340 nm处测得水溶性色素O.D.。
1.4  GABA提取方法的优化

对提取GABA的水浴时间和温度进行单因素

试验, 探究了在50°C分别水浴1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 
h以及在50、60、70、80、90°C下分别水浴1.5 h
的条件下对GABA提取量和提取效率的影响。

1.5  数据处理

试验数据进行单因素方差分析和F检验, 采用

SSR法对平均数据进行多重比较(P<0.05)。

2  实验结果

2.1  测定GABA方法的优化

2.1.1  GABA测定的最佳波长

图1实测值(实线)显示, 从波长600 nm开始 , 
O.D.随波长增加而增加, 到644~646 nm处达最大, 此
后O.D.随波长增加而减小; 虚线为趋势线(开口向



万蓝婷等: Berthelot比色法测定植物叶片中γ-氨基丁酸(GABA)含量的体系优化 1465

图1  不同测定波长对吸光值的影响

Fig. 1  The influence of different measured  
wavelength on absorbance value

图2  不同显色时间对吸光值的影响

Fig. 2  The inf﻿luence of different color developing 
time on absorbance value

不同小写字母表示差异显著性(P<0.05), 后图同此。

下的抛物线), 与实测的拟合度极好(R2=0.975 190**), 
根据拟合方程计算最佳波长为644.6 nm, 故测定

GABA的最佳波长为645 nm。

2.1.2  GABA显色稳定性

比色法测定GABA含量时, GABA浓度越高, 
反应液蓝绿色越深, 反应液色泽的稳定性对测定

结果有很大影响, 在反应液体系反应完全且处于

稳定时测定O.D.能提高结果的准确性。由图2可知, 

图3  不同显色剂浓度对吸光值的影响

Fig. 3  The influence of different chromogenic concentrations on absorbance value 

分图D中各符号代表处理如下, A1: 0.10 mol·L−1四硼酸钠溶液; A2: 0.09 mol·L−1四硼酸钠溶液; B1: 7%苯酚溶液; B2: 
10%苯酚溶液; C1: 3%次氯酸钠溶液; C2: 4%次氯酸钠溶液。

在0~10 min内, O.D.逐渐增加, 在10 min后无明显

差异; 这表明, 反应液在室温25°C放置10 min后就

已稳定, 可进行O.D.测定。

2.1.3  显色剂浓度的确定

四硼酸钠缓冲液的浓度对GABA显色反应吸

光值产生的影响如图3-A所示, 当添加0.09 mol·L−1

与0.10 mol·L−1的四硼酸钠溶液1.0 mL时, GABA的
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O.D.达最大且无显著差异, 这可能是由于四硼酸钠

添加量已达维持反应发生条件的pH。

比色法测定GABA的原理是基于重蒸酚和次

氯酸钠会与游离氨发生反应, 生成蓝绿色的吲哚

酚类物质, 通过测定O.D.来确定GABA的含量。因

此, 重蒸酚与次氯酸钠的添加量会对GABA的显色

反应产生很大的影响。由图3-B可知, 重蒸酚体积

分数在7%和10%时, O.D.达最大且无显著差异。

由图3-C可知, 次氯酸钠的浓度在3%和4%时, 
O.D.达最大且无明显差异。

基于上述结果, 对四硼酸钠浓度0.09 mol·L−1 
(A2)和0.10 mol·L−1 (A1), 重蒸酚质量分数7% (B1)
和10% (B2), 次氯酸钠质量分数3% (C1)和4% (C2)
进行组合试验。由图3-D可知 , 当试剂组合为

A1B1C2、A1B2C2、A2B1C1、A2B2C2时, O.D.达
最大且彼此间无显著差异。但当重蒸酚浓度体积

分数为10%及次氯酸钠浓度为3%时, 反应液易出

现白色絮状沉淀, 影响反应液O.D.的测定。因此, 
GABA显色反应试剂的最佳组合是四硼酸钠浓度

0.10 mol·L−1、质量分数为7%的重蒸酚和4%的次

氯酸钠。

2.1.4  显色时间与温度对测定的影响

发生显色反应时水浴的温度与时间是影响反

应进程的重要因素, 当水浴温度为100°C, 水浴时

间在20与30 min时吸光值达最大且无显著性差异

(图4-A)。
由图4-B可知, 在水浴温度为80、85、90°C时, 

吸光值达最大且无显著差异, 当温度继续升高时

吸光值下降, 这可能是因80~90°C水浴温度促进了

显色反应, 但当温度继续上升将破坏GABA的稳定

性, 造成GABA的损失而导致吸光值降低。

将水浴温度为80°C (A1)、85°C (A2)、90°C (A3)
和水浴时间20 min (B1)、30 min (B2)进行组合试验, 
由图4-C可知, 组合间均无显著差异。在考虑时耗

和能耗的情况下, 选择水浴时间20 min, 水浴温度

为80°C为最佳显色反应条件。

2.2  色素杂质的去除

2.2.1  叶绿素去除的有机溶剂及次数

用5种有机溶剂处理粉碎过筛后的样品, 甲醇、

丙酮、乙醇处理过后的溶液颜色深, 叶绿素去除效

果好, 而甲苯和乙酸乙酯处理过后的溶液颜色浅, 
叶绿素去除效果差。对叶绿素的去除效果为甲醇> 

图4  显色时间、温度对吸光值的影响

Fig. 4  The influence of color developing time and temperature on absorbance value

分图C中各符号代表处理如下, A1: 80°C; A2: 85°C; A3: 90°C; B1: 20 min; B2: 30 min。
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丙酮>乙醇>乙酸乙酯>甲苯。由表1可知, 整体而言, 
1次去叶绿素处理中, 甲醇进行浸提、水浴有较好

的去除叶绿素效果; 2次去叶绿素处理中, 甲醇、丙

酮进行水浴有较好的去除叶绿素效果; 3次去叶绿

素处理中, 甲醇进行浸提、水浴有较好的去除叶绿

素效果, 且水浴效果更好。对有更好叶绿素去除效

果的甲醇和丙酮而言, 甲醇水浴10、15 min, 丙酮

水浴15 min都能达到较好的去除效果。

2.2.2  去除叶绿素的最佳有机溶剂比例及次数

在5种有机溶剂中, 无论是水浴还是浸提处理, 
甲醇与丙酮去除叶绿素的效果都要明显优于其他

3种。由表2可知, 1次去叶绿素处理中, 除1:2外, 其
余比例的有机溶剂组合均有较好的去除效果; 2次
去叶绿素处理中, 比例为1:1、1:2、2:1的有机溶剂

组合在水浴处理下具有较好的去除效果; 3次去叶

绿素处理中, 比例为1:2的有机溶剂组合在浸提以

表1  不同有机溶剂和处理方式对叶绿素去除的影响

Table 1  The influence of different organic solvents and treatment methods on chlorophyll removal

      处理方式            处理时间/min	 有机溶剂
                                  总叶绿素含量/mg·g−1		

 	                                   1次去叶绿素                  2次去叶绿素                   3次去叶绿素

室温(25°C)浸提 5	 乙醇 27.51±1.75d,β	 41.17±1.16c,α	 38.95±0.79e,α

  丙酮 31.49±1.77c,β	 34.01±0.75c,α	 41.12±1.99de,α

  乙酸乙酯 16.30±0.44f,γ	 21.34±1.46g,β	 26.84±1.56g,α

  甲醇 35.55±0.77b,β	 45.36±1.99bc,α	 50.23±0.62ab,α

  甲苯   9.54±0.70g,β	 12.88±0.37h,α	 14.77±0.41i,α

 10	 乙醇 25.56±1.74d,β	 38.01±1.47d,α	 39.61±1.67de,α

  丙酮 28.37±1.33d,β	 37.22±1.37de,β	 40.13±1.03de,α

  乙酸乙酯 16.72±0.11f,β	 20.00±0.40g,α	 30.15±2.00f,α

  甲醇 35.09±1.48b,β	 42.78±1.69c,β	 47.65±1.28bc,α

  甲苯 10.45±1.35g,γ	 11.23±0.07h,β	 15.33±0.76i,α

 15	 乙醇 29.25±1.35cd,β	 40.26±2.04c,α	 46.90±2.41bc,α

  丙酮 33.24±1.27bc,β	 34.39±1.64e,α	 41.14±0.66de,α

  乙酸乙酯 17.50±1.07f,γ	 22.73±0.40g,β	 31.59±0.64f,α

  甲醇 37.29±1.01ab,γ	 45.57±2.37bc,β	 47.80±0.31bc,α

  甲苯 10.35±0.58g,γ	 12.57±1.38h,β	 16.00±1.23hi,α

50°C水浴提取 5	 乙醇 28.89±0.46cd,γ	 43.48±2.13bc,β	 38.30±1.24e,α

  丙酮 29.06±0.01cd,γ	 39.38±2.93d,β	 44.91±0.51c,α

  乙酸乙酯 19.46±0.93ef,γ	 24.02±0.76fg,β	 30.99±0.56f,α

  甲醇 38.53±0.55ab,γ	 47.82±2.04ab,β	 49.27±0.51b,α

  甲苯 10.64±0.63g,γ	 12.90±0.31h,β	 16.44±1.44hi,α

 10	 乙醇 28.83±5.62cd,β	 39.06±1.65d,α	 42.10±1.57d,α

  丙酮 34.60±1.00b,β	 42.07±0.01c,α	 43.92±2.01cd,α

  乙酸乙酯 20.78±1.11e,β	 25.73±0.68f,α	 29.29±1.01fg,α

  甲醇 37.83±1.50ab,β	 48.75±1.48ab,α	 52.44±2.09a,α

  甲苯 10.46±0.52g,γ	 12.98±0.23h,β	 17.33±1.50hi,α

 15	 乙醇 33.21±1.59bc,β	 45.89±1.79b,β	 45.32±1.69c,α

  丙酮 34.66±2.37b,β	 50.30±1.95a,β	 48.97±1.88b,α

  乙酸乙酯 20.26±0.75ef,β	 26.67±1.32f,β	 30.88±1.90f,α

  甲醇 38.82±0.80a,γ	 49.53±1.65a,β	 48.28±1.61b,α

  甲苯 11.01±0.09g,γ	 12.78±0.14h,β	 18.58±0.85h,α

同列数值用不同小写英文字母表示显著性差异(P<0.05), 同行数值用不同小写希腊字母表示差异显著性(P<0.05)。表2同此。
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表2  不同有机溶剂比例和处理方式对叶绿素去除的影响

Table 2  The influence of different organic solvent proportions and treatment methods on chlorophyll removal

     处理方式               处理时间/min     甲醇:丙酮
                                      总叶绿素含量/mg·g−1		

 	                            1次去叶绿素                    2次去叶绿素 3次去叶绿素

室温(25°C)浸提 5	 1:1	 37.00±1.05bc,β	 46.64±1.42bc,α	 47.37±2.07c,α

  1:2	 34.82±3.37c,β	 39.16±1.61c,β	 53.86±4.13ab,α

  1:3	 36.02±2.93c,β	 39.43±0.27c,β	 44.97±2.16c,α

  2:1	 42.48±2.24ab,α	 46.72±2.25b,α	 42.74±0.89c,α

  3:1	 41.41±1.69b,β	 42.58±1.89c,αβ	 46.72±1.65c,α

 10	 1:1	 36.33±2.88c,β	 46.85±3.64bc,α	 48.95±0.26bc,α

  1:2	 36.65±1.81c,β	 43.00±2.61c,αβ	 50.77±5.02bc,α

  1:3	 36.21±1.20c,β	 41.97±2.93c,α	 46.84±2.34c,α

  2:1	 40.97±2.38bc,β	 46.53±3.08b,αβ	 49.43±0.67bc,α

  3:1	 44.90±1.02ab,α	 43.49±2.34c,αβ	 47.46±0.75c,α

 15	 1:1	 41.29±1.34b,β	 45.63±2.26bc,α	 48.91±0.49bc,α

  1:2	 34.37±2.58c,β	 39.00±0.11c,β	 50.57±3.77bc,α

  1:3	 34.71±1.46c,β	 43.59±3.62c,α	 45.71±3.84c,α

  2:1	 35.20±0.58c,β	 47.48±1.93b,α	 45.88±2.15c,α

  3:1	 40.64±2.65bc,β	 47.15±1.51bc,α	 49.68±2.38bc,α

50°C水浴提取 5	 1:1	 42.74±1.01ab,γ	 49.33±2.03a,β	 54.63±2.70ab,α

  1:2	 40.80±3.14bc,γ	 48.54±2.82b,β	 58.25±1.24a,α

  1:3	 43.64±0.01ab,β	 43.59±0.54c,β	 52.76±2.64b,α

  2:1	 34.54±1.41c,β	 50.00±2.68ab,α	 46.19±2.50c,α

  3:1	 41.48±1.56b,γ	 46.13±0.96bc,β	 51.77±0.94bc,α

 10	 1:1	 46.74±3.11a,α	 51.57±2.95ab,α	 52.12±2.84bc,α

  1:2	 40.94±4.06bc,γ	 48.45±2.34bc,β	 56.00±1.07ab,α

  1:3	 43.88±1.21ab,γ	 47.48±0.80bc,β	 56.23±1.33ab,α

  2:1	 42.39±4.31ab,α	 51.32±4.27ab,α	 50.19±4.38bc,α

  3:1	 41.30±0.17b,γ	 46.83±0.15bc,β	 54.55±1.82ab,α

 15	 1:1	 45.93±2.66ab,β	 53.58±0.71a,α	 53.95±1.56ab,α

  1:2	 40.52±1.17b,β	 52.92±4.48ab,α	 55.78±3.25ab,α

  1:3	 43.60±2.60ab,β	 47.33±0.35bc,β	 55.18±0.42ab,α

  2:1	 41.23±1.46b,β	 52.77±4.71ab,α	 48.64±4.79bc,αβ

  3:1	 43.65±3.25ab,β	 48.34±0.92bc,β	 56.37±0.42ab,α

及水浴处理都具有较好的去除效果, 1:1、1:3、3:1
的比例在水浴处理下具有较好的去除效果。分析

不同次数的叶绿素去除处理可知, 水浴3次去叶绿

素的处理都具有较好的去除效果, 其中比例为1:2
的有机溶剂组合在水浴和浸提处理中都具有更好

的叶绿素去除效果。

2.2.3  最佳有机溶剂对测定的影响

由上述不同去除叶绿素的试验结果可知, 水
浴10、15 min 3次去叶绿素处理效果较好, 而甲醇、

丙酮、甲醇:丙酮=1:2三种有机溶剂的叶绿素去除

效果较好。由图5-A可知, 就去除叶绿素效果而言, 
甲醇、丙酮、甲醇:丙酮=1:2水浴10、15 min无显

著差异。

在选择有机溶剂对叶绿素的去除效果的同时

还需考虑有机溶剂是否可能去除了GABA, 由图

5-B可知, 甲醇、甲醇:丙酮=1:2水浴10 min, 甲醇、

丙酮水浴15 min对GABA含量去除的影响小于其

他处理且彼此间无显著差异; 因丙酮属于限制性
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图5  不同去除叶绿素方式对吸光值的影响

Fig. 5  The influence of different chlorophyll removal methods on absorbance value

试剂购买难及考虑到能耗, 故选择甲醇水浴10 min 
3次去叶绿素处理作为最佳处理。

2.2.4  去除水溶性色素的AlCl3用量

样品经AlCl3溶液处理后可与水溶性色素形成

不溶性络合物, 减少水溶性色素及杂质对O.D.的影

响, 由图6可知, 在AlCl3溶液的添加量为0~100 μL
时, 水溶性色素的O.D.逐渐降低, 即水溶性色素在

此AlCl3溶液的添加范围内的去除效果逐渐增强, 
在添加量为100~200 μL时, 水溶性色素O.D.又逐渐

增加。因此, 在1.0 mL的样品提取液中加入100 μL
的2 mol·L−1 AlCl3溶液时就可有效去除其中的水溶

性色素。

2.3  GABA提取条件的优化

样品中GABA的提取含量和提取时间与温度

有很大关系, 在提取温度为50°C, 提取时间为1.5、
2.0、2.5 h时, GABA提取量最高且无显著差异(图

7-A)。在提取时间为1.5 h时 , 改变提取温度 , 在
80°C时提取量达最高(图7-B)。在80°C时, 0.5~2.0 
h的提取时间对GABA提取无明显差异(图7-C)。因

此, 在提取GABA时, 控制提取温度在80°C, 时间

0.5 h最佳。

3  讨论

Berthelot比色法目前已被广泛应用于植物中

GABA含量的测定, 但此方法对不同材料仍有局限

性, 故许多科技人员根据自己的测定目的和意义

对Berthelot比色法的所用试剂和步骤进行了优化。

对本试验从测定波长、显色稳定性、显色试剂用量、

显色条件、色素杂质去除和提取条件得出的较全

面系统的优化结果作如下讨论:
3.1  GABA测定中的显色反应

黄柳舒等(2010)和韩延丽等(2013)发现, 优化

测定方法后的GABA在630~645 nm处有较大O.D., 
与本研究的结论相符合。对四硼酸钠的浓度而言, 
与汤彩云等(2018)的结果相符。在以往的优化方

法中, 重蒸酚试剂浓度一般在4%~6%, 体积400~ 
1 200 μL; 次氯酸钠浓度5%~8%, 体积600~1 500 
μL (李秀娟等2014; 张扬等2015; 汤彩云等2018)。
本试验优化结果与上述方法相比, 在重蒸酚和次

氯酸钠添加体积不变的情况下, 重蒸酚浓度由4%
增至7%, 次氯酸钠由8%减至4%, 增加了75%的重

蒸酚使用量, 但同时也降低了50%的次氯酸钠用

量, 这可能与苯酚、次氯酸钠与游离氨基酸的反应

过程及原理有关, 根据苯酚、次氯酸钠与游离氨基

酸的反应过程(张珺等2014)可知, 4%次氯酸钠溶

图6  AlCl3用量对水溶性色素吸光值的影响

Fig. 6  The influence of the amount of aluminum chlo-
ride on absorbance value of water-soluble pigments
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液600 μL可与样品中的GABA反应完全, 而7%重

蒸酚溶液400 μL则可将中间产物NH2Cl(CH2)3CHOH
完全转化为蓝绿色物质, 两种显色剂用量的物质

量之比接近1:1, 且重蒸酚稍微过量, 确保该反应完

全, 最大程度上检测出样品中GABA的含量。前人

对显色反应稳定性的优化表明, 10~180 min内为测

量GABA吸光值的最佳时间段(韩延丽等2013), 本
研究也证明了这点, 但要求环境温度在25°C左右。

有些研究对显色反应所需时间和水浴温度进行优

化, 李秀娟等(2014)和汤彩云等(2018)认为10~15 
min的沸水浴为最佳反应条件, 黄柳舒等(2010)认
为15 min的85~93°C水浴为最佳反应条件, 而本研

究结论为20 min的80°C水浴是最佳反应条件, 本研

究虽反应时间较长, 但反应所需温度较低, 可节约

用电量, 更可避免沸水浴造成中反应液的挥发及

GABA的损失。

3.2  样品色素杂质的去除

甲醇和丙酮是在Berthelot比色法中应用较多

的去除叶绿素的有机溶剂, 范霞等(2016)采用丙酮

去除桑叶中的叶绿素, 黄柳舒等(2010)采用甲醇室

温振荡10 min去除叶绿素, 本试验优化采用易购买

且价格低廉的甲醇作为色素去除剂, 在50°C水浴

下连续3次去除叶绿素, 尽管比前人实验需要多消

耗部分电量及实验试剂, 但能实现既可最完全地

去除叶绿素干扰又能最大程度地减少GABA损失

的双重效果, 进而提高GABA含量测定的准确度和

精确度。对去除提取液中的水溶性色素而言, 黄柳

舒等(2010)发现, 采用150 μL 2 mol·L−1AlCl3溶液可

达最好的去除效果 , 本研究表明 , 采用100 μL 2 
mol·L−1 AlCl3溶液便能最大程度地去除提取液中

的水溶性色素, 相比于黄柳舒等减少了1/3的AlCl3

试剂用量。

3.3  样品中GABA的提取

本研究表明, 在80°C水浴条件下提取30 min就
可达最佳的GABA提取效果, 比黄柳舒等(2010)采
用50°C水浴条件提取2 h的方法来提取桑叶中的

GABA可减少75%的水浴时间, 节约75%左右的电

量, 既可提高实验效率又可提高经济效率, 同时更

适应于大批量样品的测定。

综上, 系统优化后的Berthelot比色法(图8)是一

个十分简便、快速、准确和廉价的高通量测定植

物叶片中GABA含量的技术体系, 为高通量检测植

物组织中GABA含量提供了一个更为经济、可靠

和理想的方法。

图7  提取时间和温度对吸光值的影响

Fig. 7  The influence of extraction time and temperature on absorbance value
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