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　 　 γ－氨基丁酸(ＧＡＢＡ)是一种有天然活性的非蛋白质氨

基酸ꎬ广泛分布于动物和植物体内ꎬ有多种生理功能[１－２] ꎮ 富

含 ＧＡＢＡ 的茶树〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｋｕｎｔｚｅ〕叶片有降

血压和减少细胞凋亡等生物活性[３－５] ꎬ因而ꎬ提高茶叶中

ＧＡＢＡ 含量可提升茶叶的保健功效ꎮ 目前ꎬ茶叶 ＧＡＢＡ 的富

集主要采用厌氧处理ꎬ邢志强[６] 采用多种胁迫方法研究了茶

叶中 ＧＡＢＡ 的富集效应ꎬ认为水浸渍、真空、紫外线和冷冻处

理富集 ＧＡＢＡ 的效果均低于各类厌氧处理ꎻ然而ꎬ虽然厌氧处

理富集 ＧＡＢＡ 效果较好ꎬ但会导致茶叶的色泽与性质发生变

化ꎬ对茶叶品质有较大影响[７－８] ꎬ因而ꎬ探究既能富集茶叶中

ＧＡＢＡ 又对茶叶品质影响较小的处理技术十分必要ꎮ
目前ꎬ低温处理富集 ＧＡＢＡ 在桑(Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ Ｌｉｎｎ.) [２] 和

马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌｉｎｎ.) [９]等植物中已得到验证ꎮ 低

温处理在茶叶运输和贮藏等环节有重要作用ꎬ可延缓茶叶品

质劣变ꎮ 为明确低温处理对茶叶中 ＧＡＢＡ 富集的影响ꎬ探讨

ＧＡＢＡ 含量与茶叶品质的关系ꎬ作者以茶树品种‘龙井 ４３’
(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｌｏｎｇｊｉｎｇ ４３’)为研究对象ꎬ测定 ４ ℃低温

处理不同时间后茶树叶片中 ＧＡＢＡ 和其他活性成分含量的变

化ꎬ以期为茶叶中 ＧＡＢＡ 含量富集技术及品质调控奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试茶树品种‘龙井 ４３’于 ２０１８ 年 ４ 月 ２８ 日采自南京中

山陵园管理局中山陵茶厂试验茶园(东沟一区地)ꎬ采摘标准

为一芽一叶至一芽二叶ꎬ共采集叶片约 ２００ ｇꎮ 将鲜叶置于

４ ℃下分别处理 ０(对照)、３、６ 和 ９ ｈꎬ微波(７５ Ｗ)杀青、揉捻

后ꎬ于 ８０ ℃烘干至恒质量ꎬ冷却后磨成粉ꎬ待用ꎮ
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主要仪器:ＵＨ５３００ 双光束分光光度计(日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公
司)、Ｌ－ ８９００ 氨基酸全自动分析仪(日立高新技术公司)、
Ａｇｉｌｅｎｔ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ １２９０ 超高压液相色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎮ
标准品: ＧＡＢＡ (纯度大于等于 ９９. ９０％)、 咖啡碱 (纯度

９９.９０％)以及儿茶素类(包括没食子儿茶素、表没食子儿茶

素、儿茶素、表儿茶素、表没食子儿茶素没食子酸酯和表儿茶

素没食子酸酯ꎬ纯度 ９９.９９％)标准品均购自上海源叶生物科

技有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＧＡＢＡ 标准品测定和标准曲线绘制 　 用超纯水将

１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ＧＡＢＡ 标准品母液逐级稀释至 ０.５、１.０、１.５、２.０ 和

２.５ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 各取 ２００ μＬ 样品ꎬ加入 １００ μＬ ＯＰＡ 衍生试剂

〔０.０５ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 硼酸缓冲液(ｐＨ ９.５) ５０ ｍＬ 和 ０.２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＮａＯＨ 溶液 ２３ ｍＬ 的混合溶液〕反应 １ ｍｉｎꎬ加入 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＫＨ２ＰＯ４溶液 ２００ μＬꎬ即为对照品溶液ꎮ 按照下述色谱条件对

标准品溶液进行测定ꎮ
色谱条件: ＺＯＲＢＡＸ ＲＲＨＤ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８柱(２.１ ｍｍ×

５０ ｍｍꎬ１.８ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙酸ꎬ流动相 Ｂ 为

Ｖ(２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１乙酸) ∶ Ｖ(甲醇) ∶ Ｖ(乙腈) ＝ １ ∶ ２ ∶ ２的混

合液ꎬ０ ~ ４ ｍｉｎ 体积分数 ６５％流动相 Ａꎬ４ ~ ８ ｍｉｎ 体积分数

６０％流动相 Ａꎬ８ ~ １３ ｍｉｎ 体积分数 ５０％流动相 Ａꎬ再运行

３ ｍｉｎꎻ流速 ０.３ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ柱温 ４０ ℃ꎬ激发光 ３５０ ｎｍ、发射光

４５０ ｎｍꎻ进样量 ２ μＬꎮ 以峰面积为纵坐标、ＧＡＢＡ 标准品溶液

质量浓度为横坐标绘制标准曲线ꎬ拟合方程为 ｙ ＝ ３３１.１１３ｘ－
１８.０７８(Ｒ２ ＝ ０.９９８)ꎬ线性范围 ０.００５~２.５００ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ
１.２.２　 样品中 ＧＡＢＡ 提取和测定　 称取 ０.５ ｇ 样品粉末ꎬ加入

２５ ｍＬ 蒸馏水ꎬ于 ８５ ℃水浴提取 ２ ｈꎻ取 ５ ｍＬ 提取液ꎬ室温下

１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎻ取上清液 ３ ｍＬꎬ加入 ６００ μＬ 三氯

甲烷ꎬ室温下 １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎻ取上清液 ８００ μＬꎬ

用 ０.２ μｍ 聚四氟乙烯滤膜过滤ꎬ得到样品溶液ꎮ 按上述

ＧＡＢＡ 标准品的测定方法和色谱条件测定样品溶液中的

ＧＡＢＡ 含量ꎮ 按照峰面积归一化法计算样品中 ＧＡＢＡ 含量ꎮ
１.２.３　 样品中其他成分含量测定　 根据 ＧＢ / Ｔ ８３０５—２０１３ 中

的方法测定水浸出物含量ꎬ根据 ＧＢ / Ｔ ８３１４—２０１３ 中的方法

测定游离氨基酸含量ꎬ根据 ＧＢ / Ｔ ８３１３—２０１８ 中的方法测定

咖啡碱、茶多酚和儿茶素类含量ꎮ

２　 结果和分析

在 ４ ℃ 低温处理 ０(对照)、３、６ 和 ９ ｈ 后ꎬ茶树叶片中

ＧＡＢＡ 含量的变化见图 １ꎬ茶树叶片中水浸出物、游离氨基酸、
咖啡碱、茶多酚和儿茶素类含量变化见表 １ꎮ

不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

图 １　 ４ ℃低温处理不同时间对茶树品种‘龙井 ４３’叶片中 γ－氨基丁
酸(ＧＡＢＡ)含量的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ４ ℃ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
ｏｎ γ￣ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ( ＧＡＢＡ ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
‘Ｌｏｎｇｊｉｎｇ ４３’ ｌｅａｆ

表 １　 ４ ℃低温处理不同时间对茶树品种‘龙井 ４３’叶片中主要活性成分含量的影响(􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ４ ℃ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍａｉｎ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｌｏｎｇｊｉｎｇ ４３’
ｌｅａｆ (􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

处理时间 / ｈ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ

各成分的含量 / ％　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

水浸出物
Ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ

游离氨基酸
Ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

咖啡碱
Ｃａｆｆｅｉｎｅ

茶多酚
Ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ

儿茶素类
Ｃａｔｅｃｈｉｎｓ

０(ＣＫ) ５５.４２±０.０１ｃ ３.５７±０.００ｄ ５.１６±０.２４ａ ２５.１９±０.０１ａ １５.５７±０.３２ａ
３ ５７.０２±０.０１ｂ ３.９５±０.０１ａ ５.０２±０.５３ａ ２５.２７±０.００ａ １４.４４±１.１９ａｂ
６ ５９.０６±０.００ａ ３.８６±０.００ｂ ４.７８±０.０６ａ ２５.２２±０.０１ａ １３.９０±０.７７ａｂ
９ ５８.２５±０.０１ａ ３.６１±０.０１ｃ ４.８８±０.０６ａ ２１.７０±０.０１ｂ １２.１９±０.０２ｂ

处理时间 / ｈ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ

各成分的含量 / ％　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

没食子儿茶素
Ｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ

表没食子儿茶素
Ｅｐｉ￣ｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ

儿茶素
Ｃａｔｅｃｈｉｎ

表儿茶素
Ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ

表没食子儿茶素没食子酸酯
Ｅｐｉ￣ｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ

儿茶素没食子酸酯
Ｅｐｉ￣ｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ

０(ＣＫ) １.４６±０.０７ａ １.０１±０.１１ａ １.２７±０.０５ａ ０.３１±０.０１ａ ７.４５±０.１１ａ ４.０８±０.２９ａ
３ １.３０±０.０２ａ １.１１±０.０７ａ １.３９±０.１９ａ ０.３１±０.０１ａ ７.１４±０.５３ａ ３.１９±０.４０ａｂ
６ １.３７±０.０９ａ １.１７±０.０５ａ １.３２±０.０１ａ ０.３０±０.００ａ ６.５９±０.５９ａｂ ３.１４±０.２１ａｂ
９ １.４９±０.１８ａ ０.９７±０.０７ａ １.２１±０.１０ａ ０.３１±０.００ａ ５.５０±０.０３ｂ ２.７１±０.１４ｂ

　 １)同列中不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

６７
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　 　 由图 １ 可见:随低温处理时间的延长ꎬ茶树叶片中的

ＧＡＢＡ 含量呈先升高后降低的变化趋势ꎬ并在处理 ６ ｈ 后达到

最高(０.９８ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬ在处理 ９ ｈ 后降至最低(０.８０ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬ
且二者与对照(处理 ０ ｈ)和其他处理时间均存在显著(Ｐ<
０.０５)差异ꎮ

由表 １ 可见:经 ４ ℃低温处理不同时间后ꎬ茶树叶片中的

水浸出物、游离氨基酸、茶多酚和儿茶素类含量存在一定差

异ꎬ而咖啡碱含量无显著差异ꎮ 其中ꎬ处理 ３~９ ｈ 后水浸出物

和游离氨基酸的含量均显著高于对照ꎬ处理 ９ ｈ 后茶多酚和

儿茶素类含量均显著低于对照ꎬ但其他处理时间均与对照无

显著差异ꎮ
由表 １ 还可见:经 ４ ℃低温处理不同时间后ꎬ没食子儿茶

素、表没食子儿茶素、儿茶素和表儿茶素含量均无显著变化ꎬ
而表没食子儿茶素没食子酸酯和儿茶素没食子酸酯含量在处

理 ９ ｈ 后显著低于对照ꎬ但其他处理时间均与对照无显著

差异ꎮ
总体上看ꎬ４ ℃低温处理 ３ 和 ６ ｈ 后茶树叶片中的水浸出

物和游离氨基酸含量显著高于对照ꎬ咖啡碱、茶多酚和儿茶素

类含量与对照无显著差异ꎮ

３　 讨论和结论

已有研究结果表明:在低温环境下菠菜(Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ
Ｌｉｎｎ.) [１０] 、胡萝卜(Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ.) [１１] 和荔枝

(Ｌｉｔｃｈｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ.) [１２] 叶中的 ＧＡＢＡ 含量均不同程度升

高ꎻ而本研究中ꎬ４ ℃低温处理 ６ ｈ 后ꎬ茶树叶片中 ＧＡＢＡ 含量

显著(Ｐ<０.０５)高于对照(处理 ０ ｈ)ꎬ说明低温处理可富集茶

树叶片中 ＧＡＢＡꎮ 这是由于低温处理可加速蛋白质分解ꎬ活
化 ＧＡＢＡ 合成酶谷氨酸脱羧酶 ( ＧＡＤ) 催化谷氨酸合成

ＧＡＢＡꎬ同时在低温条件下 ＧＡＢＡ 代谢酶(ＧＡＢＡ－Ｔ)的活性降

低ꎬ阻碍了 ＧＡＢＡ 代谢ꎬ使 ＧＡＢＡ 得到富集[７ꎬ１３] ꎮ
尽管厌氧处理具有明显的 ＧＡＢＡ 富集效应ꎬ但长时间厌

氧处理易造成茶叶品质和口感变化[１ꎬ７－８] ꎮ 经４ ℃ 低温处理

３ 和６ ｈ 后ꎬ茶树叶片中的水浸出物和游离氨基酸含量显著增

加ꎬ而咖啡碱含量、茶多酚和儿茶素类含量无显著变化ꎬ其中

酯型儿茶素类成分(苦涩味成分)含量一定程度降低ꎬ表明

４ ℃低温处理 ３~６ ｈ 既可保持茶叶品质ꎬ又能富集 ＧＡＢＡꎮ
由于本实验设计较为粗放ꎬ涉及的茶叶品种单一ꎬ因而ꎬ

后续将细化低温处理条件(包括处理温度和处理时间)ꎬ扩大

茶树品种范围ꎬ针对不同茶树品种筛选出各自适宜的低温处

理条件ꎬ以期为茶叶中 ＧＡＢＡ 富集技术的开发应用提供基础
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