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低氧胁迫下大豆发芽富集γ-氨基丁酸品种 
筛选及培养条件优化

王淑芳，杨润强，顾振新*
（南京农业大学食品科技学院，江苏 南京 210095）

摘  要：比较理想M-7、95-优1、苏青1号和YH-NJ大豆品种培养4 d后的生理生化变化情况，结果表明：YH-NJ的

发芽率、芽长和呼吸强度显著高于其他品种，发芽4 d后YH-NJ的蛋白酶活力、游离氨基酸含量的增加量也显著高

于其他品种，γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）产量及增加量均为最大。由此筛选出大豆YH-NJ是发芽富

集GABA的良好品种。以YH-NJ为原料，在单因素试验结果的基础上，通过正交试验，得到发芽大豆富集GABA的

最佳培养条件为：正常培养4 d、低氧胁迫培养48 h、培养液pH 5.0、发芽温度30 ℃。在此条件下，GABA产量达到

1.97 mg/g，是随机组的1.56 倍。
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Cultivar Selection and Culture Condition Optimization for γ-Amino Butyric Acid (GABA) Accumulation in   

Germinating Soybean under Hypoxia Stress
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Abstract: After 4-day germination, the germination percentage, sprout length and respiratory rate of the soybean cultivar 

YH-NJ were higher than those of all other cultivars tested. The increment of soluble protein, free amino acids and protease 

activity in YH-NJ sprouts were higher than those of the other cultivars. The content of (GABA) was increased and its level 

in YH-NJ sprouts was the highest. Thus, the cultivar YH-NJ was selected for GABA accumulation in further experiments. 

Using orthogonal design method, the optimal culture conditions for GABA accumulation in 4-day germinated YH-NJ sprouts were 

determined as germination in a culture solution at pH 5.0 for another 48 h under hypoxia stress at 30 ℃. Under these conditions, 

the content of GABA was 1.97 mg/g DW, which was 1.56 times higher than the control.
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大豆发芽后，可提高蛋白质和淀粉消化率以及某

些限制性氨基酸和维生素等物质含量，同时可降低或

消除抗营养因子含量 [1]，尤其可富集对人体有生理调

节功能的γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）等物质[2]。

植物正常生长条件下体内G A B A产量很低，通常在 

0.3～32.5 μmol/g之间，但受到热激、机械损伤、低氧等

逆境胁迫或植物激素作用时会提高数倍甚至数十倍[3-4]，

机械伤害可在1～5 min内使大豆叶片内的GABA含量

提高17 倍，冷激5～15 min可使大豆叶片GABA含量

提高19 倍。随着年龄的增大，人体内合成GABA的能

力愈来愈低，不能满足生理需要。因此，提高食品中

GABA产量的方法成为研究的热点。植物中，GABA合

成通过谷氨酸直接脱羧和多胺降解途径，其中谷氨酸脱

羧酶（glutamate decarboxylase，GAD）和二胺氧化酶

（diamine oxidase，DAO）分别为关键限速酶[5]。低氧处

理对发芽大豆GABA富集的影响已有报道，但是前人研

究中在籽粒发芽初期采用低氧胁迫处理，严重抑制大豆

芽生长，从而降低了大豆芽菜的生物量[6]。

本实验以大豆为试材，比较研究了不同品种的大豆

在发芽过程中生理生化特性、蛋白质等营养成分含量变
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化，筛选发芽率高、GABA富集量大的品种。以此品种

为试材，经减菌化处理后，正常培养4 d，使豆芽生长

生物量大量累积，然后进行低氧胁迫处理，研究大豆发

芽条件对其蛋白质、氨基酸和GABA含量变化，之后以

GABA为指标通过正交试验，优化出最适富集条件。

1 材料与方法

1.1 材料

大豆：供试的大豆品种有理想M-7、95-优1、苏青1号

和YH-NJ（表1），购自江苏省农业科学院；所有大豆籽

粒均采收于2013年，置于－20 ℃条件下贮存，备用。

表 1 大豆品种编号、特性及产区

Table 1 Description of soybean cultivars

品种 编号 千粒质量/g 产区

理想M-7 LXM-7 336.26 中国东北

95-优1 95-Y1 285.76 中国东北

苏青1号 SQ-1 387.23 中国东北

YH-NJ YH-NJ 178.05 中国东北

1.2 试剂与仪器

GABA标准品（纯度≥99%） 美国Sigma公司；亮

氨酸、考马斯亮蓝G-250、茚三酮 国药集团（上海）

化学试剂公司；牛血清白蛋白（bovine serum albumin，

BSA） 上海蓝季科技发展有限公司；三乙胺 成都

市科龙化工试剂厂；乙腈 上海陆都化学试剂厂。

Orion818型pH测试仪 美国Orion Research公司；

755B型分光光度计  上海精密科学仪器有限公司；

Agilent 1200液相色谱仪 安捷伦公司；TDL-40B离心机 

上海安亭科学仪器厂；PYX-DHS-BS型隔水电热恒温培

养箱 上海跃进医疗器械厂。

1.3 籽粒发芽

取30 g不同品种大豆籽粒，用1%的次氯酸钠水溶液

浸泡消毒15 min，去离子水冲洗至pH值中性，于30 ℃黑

暗条件下浸泡6 h。浸泡后的籽粒置于24 ℃、相对湿度

85%的发芽机中，以水为培养液发芽。培养4 d后，用去

离子水清洗发芽籽粒并吸干表面水分，测定发芽率、芽

长、呼吸速率和蛋白酶活性。鲜样干燥后粉碎过筛，测

定可溶性蛋白、游离氨基酸含量等。

1.4 试验设计

将30 ℃条件下发芽4 d后的大豆芽菜置于具塞培养瓶

（d 5 cm×18.5 cm）中低氧胁迫条件下（通气量为0.9 L/min）

培养，以柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液（10 mmol/L）作为

培养液，培养期间，每隔12 h更换1 次培养液，直至培养

结束。

1.4.1 单因素试验

低氧胁迫下大豆发芽富集GABA，待确定的培养条

件有培养液pH值、发芽温度和发芽时间。限定培养液pH

值范围为3.0～6.5，发芽温度为22～38 ℃，发芽时间为

0～72 h，进行单因素试验。

1.4.2 培养条件优化试验

在单因素试验的基础上，以低氧胁迫条件下培养液

pH值、培养温度与时间为考察因素，以GABA含量为指

标，进行正交试验。

1.5 测定指标与方法

发芽率：按照国家标准GB/T 5520—85《粮食、油

料检验 种子发芽试验》测定；芽长：采用游标卡尺测

量，每30 粒发芽大豆作为一个样本；呼吸速率：采用小篮

子法测定[7]；蛋白酶活力：参照文献[8]方法测定，以鲜质

量计；水分含量：用105 ℃恒质量法测定；可溶性蛋白含

量：采用考马斯亮蓝法测定，以BSA为标准蛋白[7]；游离氨

基酸：采用茚三酮溶液显色法测定，以亮氨酸为标准[7]；

GABA产量：参照Bai Qingyun等[9]的方法测定，以干质

量计。

1.6 数据处理与统计分析

每组实验设3 次重复，结果以 ±s表示，数据采用

SAS 9.0软件进行统计分析，设置显著性水平为P＜0.05。

2 结果与分析

2.1 大豆品种筛选

表 2 大豆发芽过程中主要生理生化指标变化

Table 2 Changes in primary physiological and biochemical indexes 

during soybean germination

品种 发芽率/% 芽长/cm 呼吸速率/
（mg CO2/（g·h））

蛋白酶活力/（U/g）

发芽0 d 发芽4 d

理想M-7 84.29±2.65ab 12.07±1.13b 0.20±0.01b 41.73±0.06d 320.85±0.09d

95-优1 79.39±12.60b 11.04±1.23bc 0.24±0.04b 211.12±0.03b 378.66±0.23b

苏青1号 69.70±1.91b 10.20±1.08c 0.20±0.01b 223.45±0.16a 386.65±0.30a

YH-NJ 98.54±0.43a 13.38±0.50a 0.36±0.01a 55.95±0.06c 365.96±0.02c

注：同列小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）。下同。

发芽率、芽长、呼吸速率及蛋白酶活力反映了大豆

的生长状况。由表2可知，YH-NJ在发芽4 d后发芽率显

著高于其他品种，比发芽率最低的苏青1号高28.84%。发

芽4 d后各品种大豆芽长均大于10 cm，且YH-NJ最长，

苏青1号最短。YH-NJ呼吸速率是理想M-7和苏青1号的

1.79 倍、95-优1的1.48 倍。供试各品种大豆发芽后蛋白酶

活力均显著增强，其中YH-NJ的蛋白酶活力增加量最大，

达到310.01 U/g，其次为理想M-7、95-优1和苏青1号。由

此可见，YH-NJ的生命活动代谢最为旺盛。

由表3可知，供试各大豆品种在发芽4 d后含水量

均达到较高值，YH-NJ、理想M-7、95-优1和苏青1号

分别为86.91%、82.45%、81.61%和79.18%。可溶性蛋

白在发芽前后变化不同，理想M-7、95-优1和苏青1号
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在发芽4 d后可溶性蛋白含量均高于其未发芽大豆，而

YH-NJ则在发芽4 d后比未发芽的可溶性蛋白含量减少了 

9.37 mg/g。由此可见，大豆发芽过程中可溶性蛋白既

有合成也有分解。发芽4 d后，各品种游离氨基酸含量

明显增加，其增加量以YH-NJ最高，达到9.39 mg/g；同

时，发芽后YH-NJ的游离氨基酸含量也显著高于其他品

种，比发芽后95-优1中高5.62 mg/g。在发芽0 d时，各

品种GABA产量均较低，在发芽4 d后均有显著提高，其

中YH-NJ发芽后GABA产量是发芽前的29.17 倍，达到

840.81 µg/g，这也显著高于其他品种发芽后的含量。表

明发芽过程有利于大豆体内GABA的积累。

表 3 大豆发芽过程中水和主要含氮物质含量变化

Table 3 Change in nitrogenous components during soybean germination

品种 水分含量/%
可溶性蛋白含量/（mg/g） 游离氨基酸含量/（mg/g） GABA产量/（µg/g）

发芽0 d 发芽4 d 发芽0 d 发芽4 d 发芽0 d 发芽4 d

理想M-7 82.45±0.70bc 181.06±3.25c 204.5±12.96b 1.17±0.06a 6.08±0.76b 9.81±0.20c 387.44±0.36c

95-优1 81.61±2.16b 191.06±17.52bc 204.19±14.39b 0.77±0.05b 3.77±0.35b 2.10±0.23d 567.19±0.63b

苏青1号 79.18±0.56c 197.31±6.47b 202.00±10.57b 1.45±0.22a 4.70±1.55b 48.98±0.13a 357.13±0.30d

YH-NJ 86.91±0.23a 282.31±6.60a 272.94±7.69a 0.61±0.37b 9.39±3.58a 28.82±0.21b 840.81±0.36a

综上所述，4 个品种大豆在培养4 d后，YH-NJ的发

芽率、芽长和呼吸强度显著高于其他品种。与原料相

比，发芽4 d后YH-NJ的蛋白酶活力、游离氨基酸含量的

增加量也显著高于其他品种，GABA产量及增加量均为

最大。因此，YH-NJ是大豆发芽富集GABA的良好品种。

2.2 培养条件优化

2.2.1 培养液pH值的选择

表 4 培养液pH值对大豆芽菜GABA富集的影响

Table 4 Effect of pH of buffer solution on GABA accumulation in 

germinating soybean

指标 pH 3.0 pH 3.5 pH 4.0 pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 pH 6.0 pH 6.5

芽长/mm 16.26±0.50a 17.62±0.35a 19.31±0.55a 18.25±0.70a 19.29±0.31a 18.00±1.27a 19.55±1.13a 18.33±0.73a

可溶性蛋白含量/（mg/g） 98.00±7.92a 54.93±2.07de 39.87±0.75f 48.53±4.71ef 52.80±2.45de 73.20±1.89b 60.00±1.32cd 64.13±2.64c

游离氨基酸含量/（mg/g） 20.48±1.58d 24.75±2.16bc 26.48±1.02bc 30.69±0.21a 27.87±1.50ab 25.47±0.90bc 24.90±2.18bc 23.42±0.44cd

GABA产量/（µg/g） 660±10f 1 220±20d 1 220±10d 1 320±30c 1 580±10a 1 390±20b 1 230±20d 1 150±20e

注：限定发芽温度为 30 ℃，发芽时间为 48 h。

由表4可知，在培养液pH值为3.0～6.5时，大豆芽

长无显著差别，这表明培养液pH值对大豆芽长无显著影

响。可溶性蛋白含量随培养液pH值的增加呈先降低后增

加再降低的趋势，在pH 3.0和pH 5.5时可溶性蛋白含量

较高，在pH 4.0时含量最低，仅为39.87 mg/g。游离氨基

酸含量在pH 3.0～6.5之间呈先增大后减小的变化趋势，

在pH 4.5时达到最大值30.69 mg/g，显著高于其他pH值

条件下的含量。不同培养液pH值对GABA富集的影响

不同，低pH 3.0～4.0对GABA的积累有抑制作用，而高

pH 6.0～6.5也不利于GABA的富集。当培养液pH值为5.0

时，发芽大豆GABA产量最高（1 580 µg/g）。因此，确

定低氧胁迫下大豆发芽富集GABA培养液pH值为5.0。

2.2.2 发芽温度的选择

表 5 低氧发芽温度对大豆芽菜GABA富集的影响

Table 5 Effect of germination temperature on GABA accumulation in 

germinating soybean

指标
发芽温度/℃

22 26 30 34 38

芽长/mm 17.42±0.80b 19.33±1.01a 19.29±0.31a 17.58±0.31ab 14.44±0.31c

可溶性蛋白含量/（mg/g） 34.72±1.10e 48.45±1.59d 53.31±0.70c 64.15±0.90b 68.31±1.20a

游离氨基酸含量/（mg/g）13.88±0.51cd 17.86±0.57b 22.86±1.13a 17.29±0.77bc 12.55±1.84d

GABA产量/（µg/g） 1 270±40d 1 570±50b 1 710±10a 1 500±10c 1 110±30e

注：限定发芽 pH 值为 5.0，发芽时间为 48 h。

由表5可知，随发芽温度的升高，发芽大豆芽长呈

现先增高后降低的趋势，在38 ℃时大豆芽长最短，表明

34 ℃以上的高温条件并不适合大豆生长。在发芽温度为

22～38 ℃之间时，可溶性蛋白含量呈上升趋势，在38 ℃

时含量最多，是22 ℃时的1.97 倍。表明发芽温度的升

高，有利于可溶性蛋白的积累。GABA产量变化与游离

氨基酸相似，均随发芽温度的升高呈现先升高后降低的

趋势，在30 ℃时，GABA产量也达到最大值，而在38 ℃

时其产量最低。表明GABA产量变化和游离氨基酸含量

变化基本一致。

2.2.3 发芽时间的选择

表 6 发芽时间对大豆芽菜GABA富集的影响

Table 6 Effect of germination time on GABA accumulation in 

germinating soybean

指标
发芽时间/h

0 12 24 36 48 60 72

芽长/mm 11.32±1.00e 14.53±1.11d 17.00±0.49c 17.47±0.74c 18.87±1.08b 19.52±0.63b 20.50±0.72a

可溶性蛋白含量/（mg/g） 93.52±1.20a 92.89±0.35a 59.30±0.30b 56.76±1.10b 49.65±0.55c 28.17±1.05e 37.61±1.10d

游离氨基酸含量/（mg/g） 11.85±0.23f 16.24±0.42e 19.35±1.67d 23.20±1.03c 22.86±1.13c 27.36±0.67b 31.34±0.64a

GABA产量/（µg/g） 850±10e 1 290±30d 1 290±20d 1 530±30bc 1 680±20a 1 540±20b 1 480±10c

注：限定发芽 pH 值为 5.0，发芽温度为 30 ℃。

由表6可知，随大豆发芽时间的延长其芽长逐渐增

长，在72 h时值最大；同时，随着芽长的不断增长，大豆

芽菜腐败和褐变现象也逐渐明显。在大豆生命活动中可

溶性蛋白是一个合成代谢与分解代谢共同进行的过程，

在发芽0～60 h过程中逐渐降低，60 h时可溶性蛋白含量

仅为发芽0 h的30%，而72 h含量又变为增加，表明在发

芽60 h前，大豆分解代谢大于合成代谢，而60 h后合成代

谢大于分解代谢。随发芽时间的延长，大豆芽菜中游离

氨基酸含量逐渐增加。发芽72 h时游离氨基酸含量分别为

发芽0、24、48 h的2.65、1.62、1.37 倍。表明增加发芽

时间，更多的大分子蛋白质逐渐分解为氨基酸等小分子

物质。GABA产量在发芽0～72 h呈现先升高后降低的趋

势，在发芽48 h时达到最大值，是发芽0 h的1.98 倍，是

未发芽大豆的58.35 倍。表明低氧胁迫下发芽48 h有利于

GABA的富集。
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2.2.4 培养条件优化

2.2.4.1 正交试验设计及结果

以GABA产量为指标，选择影响大豆发芽富集GABA

的主要因素，培养液pH值、发芽温度和发芽时间，进行

三因素三水平正交试验。

表 7 正交试验结果及分析

Table 7 Orthogonal array design results and analysis

试验号
因素 GABA产量/

（µg/g）A培养液pH B发芽温度/℃ C发芽时间/h
1 1（4.5） 1（26） 1（36） 1 350±30
2 1 2（30） 2（48） 1 730±50
3 1 3（34） 3（60） 1 330±50
4 2（5.0） 1 2 1 880±20
5 2 2 3 1 740±40
6 2 3 1 1 460±10
7 3（5.5） 1 3 1 610±60
8 3 2 1 1 500±70
9 3 3 2 1 550±30
k1 1 470 1 613 1 437
k2 1 693 1 657 1 720
k3 1 553 1 447 1 560

极差R 223 210 283

由表7可知，极差分析表明培养液pH值、发芽温度

和发芽时间三因素对大豆发芽富集GABA影响大小顺序

依次为发芽时间＞培养液pH值＞发芽温度。大豆发芽

富集GABA最适培养条件为：培养液pH 5.0、发芽温度

30 ℃、发芽时间48 h。

表 8 正交试验结果方差分析

Table 8 Analysis of variance

变异来源 平方和 自由度 方差 F 显著性

A 76 422.22 2.0 38 211.11 17.82 **

B 73 755.56 2.0 36 877.78 17.20 *

C 121 088.89 2.0 60 544.44 28.23 **

误差 4 288.89 2.0 2 144.44

总变异 275 555.56 8.0 34 444.44

注：*. 差异极显著（P ＜ 0.10）；**. 差异显著（P ＜ 0.05）。

由方差分析（表8）可知，培养液pH值和发芽时间对

GABA产量影响显著（P＜0.05），发芽温度对GABA积

累的影响极显著（P＜0.10）。

2.2.4.2 验证实验结果

根据正交试验结果，分析得到发芽大豆富集GABA
的最佳培养条件为：发芽机中正常培养4 d，再低氧胁迫

培养48 h，培养液pH 5.0，发芽温度30 ℃。为了验证实验

结果的准确性，在正交试验设计的各因素范围之内，随

机选择一组试验组合（发芽机中正常培养4 d，再低氧胁

迫培养60 h，培养液pH 4.5，发芽温度34 ℃），与正交试

验所得最佳试验组合进行验证实验。最佳组合在芽长、

游离氨基酸和GABA产量上均高于随机组合，其中GABA
产量也高于正交试验中的最高含量（1.88 mg/g）。验证

实验结果进一步证明试验结果是可靠的。

3 讨论与结论

籽粒萌发时，酶系统形成及激活，贮藏物质降解，为

呼吸等生理活动提供底物，表现为籽粒内物质组成和含量

发生变化。薛云皓等[10]研究得出，玉米发芽期间可溶性

蛋白质含量逐渐增加。糙米随着发芽时间的延长，可溶

性蛋白含量先增加后减少，游离氨基酸含量增加，增加

的可溶性蛋白来自于贮藏蛋白的水解和新蛋白合成[11]。

本实验结果表明，大豆发芽4 d后，不同品种大豆发芽

率、含水量、呼吸速率呈显著差异，蛋白酶活力升高，

可溶性蛋白降低，游离氨基酸含量升高。YH-NJ的生命

活动最为旺盛，蛋白酶活力变化大，可溶性蛋白含量

高，游离氨基酸合成量多。

籽粒发芽过程中，蛋白酶活性增强，使难溶的蛋白

水解为易溶的小分子蛋白、肽或氨基酸，再将氨基酸运

转到胚的生长部位，然后以不同的方式加以利用，使氨

基酸含量和比例以及蛋白质组成发生变化，此时对人体

的营养价值大为提高[1]。GABA作为一种功能性氨基酸，

在发芽过程中得到了积累。发芽显著地提高了糙米的

GABA产量[12]。房克敏等[13]研究了16 个品种稻米，测定

其GABA产量，结果表明发芽后糙米GABA产量显著增

加，也证实了糙米品种对发芽后GABA产量变化有很大

影响。本实验结果表明，发芽能够增加大豆体内GABA

产量，但不同品种大豆间GABA增幅存在差异，YH-NJ增

幅量最大，最适宜作为富GABA大豆芽菜食品原料。

植物体内可溶性蛋白和游离氨基酸含量是反映植物

代谢情况较为敏感的指标[14]。卢太白等[15]发现，小麦在

低温胁迫下的生长状况与游离氨基酸的积累正相关。不

同条件下大豆芽菜可溶性蛋白与游离氨基酸含量不同反

应了其体内代谢情况不同。

温度影响籽粒发芽，还影响酶蛋白质构象、酶与激

活剂的亲和力及参与酶促反应功能团的解离等[16]。大多

数植物GAD的最适温度范围在35～40 ℃，DAO最适温

度为40 ℃[16-17]。糙米发芽期间随温度升高GAD活性被激

活，GABA得到积累[18]。通常植物中GAD的最适反应pH

值在5.5～6.0之间，DAO的最适反应pH值在6.5左右，表

明植物体内GAD在酸性环境下活性高。由于植物体内

L-Glu脱羧，造成反应体系pH值升高，偏离了GAD的最

适pH值，使GABA富集速率下降[19-20]。Bai Qingyun等[9]研

究表明，粟谷富集GABA的最适pH值为5.8，与GAD的最

适pH值相近。李岩等[21]则采用pH 3.19的柠檬酸-磷酸缓

冲液富集蚕豆GABA。Carroll等[22]的实验表明，酸性环

境激活了胡萝卜细胞的GAD活性，导致GABA积累，当

胞质pH值恢复正常后GAD活性降低，这些实验为植物细

胞质pH值变化影响GABA合成提供了证据。本研究筛选

出大豆芽菜富集GABA的最优温度为30 ℃，低于最适温
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度，是因为大豆发芽是生命活动的过程，过高温度不利

生长；最适pH值为5.0，表明植物在微酸性环境下GAD活

性提高。

大豆籽粒发芽4 d后，YH-NJ的发芽率、芽长和呼吸

强度显著高于理想M-7、95-优1和苏青1号品种。发芽4 d

后YH-NJ的蛋白酶活力，游离氨基酸增加量也显著高于

其他品种，GABA增加量为最大。YH-NJ是大豆发芽富集

GABA的合适品种。大豆富集GABA的最佳培养条件为：

正常培养4 d后，低氧胁迫培养48 h，培养液pH 5.0，发芽

温度30 ℃。在此条件下，GABA产量达到1.97 mg/g，是

随机组的1.56 倍。
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