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冷等离子体联合 L-谷氨酸与盐胁迫对红小豆
萌发富集 γ-氨基丁酸的效果及工艺条件

许庆鹏，姜秀杰，张家瑜，魏春红，周航庆，张东杰*

（黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江大庆 163319）

摘　要：为探究等离子体联合盐胁迫对红小豆萌发后 γ-氨基丁酸（γ-Aminobutyric acid，GABA）含量的富集作用及

效果。本实验以红小豆为原料，考察大气冷等离子电压、频率、时间处理种子对其发芽过程中 GABA含量的影

响，同时采用 L-谷氨酸（L-Glu）联合盐胁迫的发芽方法，通过考察单因素（发芽时间、CaCl2、L-Glu和 NaCl浓
度）对 GABA富集量的影响及响应面优化试验确定该法富集 GABA最佳工艺。结果表明，大气冷等离子体技术处

理种子对其萌发富集 γ-氨基丁酸有促进作用，电压 90 kV、频率 120 Hz、时间 20 min条件下大气冷等离子体处理

效果较好。在发芽时间为 58 h、CaCl2 浓度为 4.4 mmol/L、L-Glu浓度为 3.2 mg/mL、NaCl浓度为 66 mmol/L时，

发芽红小豆 GABA含量为 160.23±2.91 mg/100 g，是未发芽红小豆的 7.12倍。该方法高效可靠且成本低，为富含

GABA食品的工厂化生产提供技术参考。
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Effect and Process Conditions of Cold Plasma Combined with
L-Glutamic Acid and Salt Stress on Germination and Enrichment of

γ-Aminobutyric Acid in Adzuki Bean
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Abstract：This study aimed to investigate the effect of cold atmospheric pressure plasma (CAPP) treatment combined with
salt stress on the enrichment of gamma-aminobutyric acid (GABA) in adzuki beans after germination. The effect of CAPP
voltage, frequency, and duration of treatment of seeds, on their GABA content during germination was investigated using
adzuki  beans  as  raw material.  In  addition,  the  method  of  germination  using  L-glutamic  acid  (L-Glu)  combined  with  salt
stress was used to investigate the effect of single factors (germination time and concentrations of CaCl2, L-Glu, and NaCl)
on  enrichment  of  GABA.  The  optimal  process  conditions  for  enrichment  of  GABA using  response  surface  optimization
experiments were also determined. The results showed that the treatment of seeds with CAPP technology had a beneficial
effect  on  their  germination  and  enrichment  of  GABA.  The  CAPP  treatment  was  more  effective  under  the  following
conditions: voltage of 90 kV, frequency of 120 Hz, and duration of 20 min. When the germination time was 58 h and the
CaCl2, L-Glu, and NaCl concentrations were 4.4 mmol/L, 3.2 mg/mL, and 66 mmol/L, respectively, the GABA content of
germinated adzuki beans was 160.23±2.91 mg/100 g, which was 7.12 times higher than that of ungerminated adzuki beans.  
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This method is efficient, reliable, cost-effective, and provides a technical reference for the industrial production of GABA-
rich foods.

Key words：cold plasma；L-glutamic acid；salt stress；adzuki beans；γ-aminobutyric acid

红小豆是一种高蛋白、低脂肪、多营养的小杂

粮，在国际上有“红珍珠”的美称。γ-氨基丁酸（γ-
Aminobutyric acid，GABA）是一种非蛋白质氨基酸，

在动植物中微量存在但具有不可替代的作用。作为

植物中一种逆环境生长因子，GABA在植物萌发生

长阶段大量富集。GABA在动物体内是一种重要的

抑制性神经递质，除此之外，还有安神、保肝护肾、降

糖降压等多种生理功效。GABA在 2009年被中国列

为新资源食品，并规定其摄入量不得超过 500 mg/d[1]。
因此，利用植物富集法开发 GABA相关功能性食品

更容易得到消费者青睐。

豆类的发芽是一种植物凝集素积累，改善营养

均衡的最廉价处理方式。发芽可以使豆子中大分子

物质如淀粉、蛋白质和脂肪分解为小分子，还使其中

具有生物功能的活性成分如 GABA、多酚等急剧升

高。国内外学者研究发现以豆类为原料，提供其发芽

所需的一般或特殊环境条件，使其抗逆环境基因表

达，影响初级代谢、次级代谢物合成，培养成营养价

值更高的豆芽[2]。周一峰等[3] 研究正常发芽条件下

花豆发芽过程中 GABA的变化，发现 30 ℃ 浸泡 14 h，
35 ℃ 发芽 22 h，GABA的含量最高为 0.40 mg/g。
左娜等[4] 研究发现通过谷氨酸钠、抗坏血酸等诱导

黄豆和绿豆发芽，GABA富集量分别达到 0.3025
mg/g和 0.2783 mg/g。Jiang等[5] 研究发现，真空联

合谷氨酸钠胁迫发芽使红小豆中的 GABA含量显著

提高，并对相关基因的表达研究发现谷氨酸脱羧酶

（Glutamic  acid  decarboxylase，GAD）基因表达与

GABA的积累呈正相关。吕秋洁等[6] 研究比较了 L-
谷氨酸（L-Glutamic acid，L-Glu）和谷氨酸钠（Mono-
sodium glutamate，MSG）诱导紫糙米发芽，发现 L-
Glu较 MSG更利于 GABA的积累。曾晴等[7] 研究

不同盐种类对大豆发芽富集 GABA的影响，发现氯

化钠和氯化钙胁迫发芽 GABA含量明显高于氯化

钾、氯化镁、氯化铁等其他盐类。因此，通过低氧、

超声[8]、冻融[9]、化学物质诱导等技术方法生产高

GABA豆芽或者其他食品是可行的且潜力巨大，尤

其是在低温大气压等离子体[10]、酸性电生功能水[11]

等新兴技术诱导粮食种子发芽生产高 GABA食品方

面缺乏探索性研究。

冷等离子体（Cold Plasma，CP）被认为是物质的

第四种状态，仅次于固态、液态和气态。物理上，它

是部分或完全电离的气体混合物，含有活性物质，如

激发态粒子、活性氧（Reactive oxygen species，ROS）、
活性氮（Reactive nitrogen species，RNS）和 OH自由

基[12]。现代研究发现等离子体和种子发芽之间的相

互作用包括种皮改性、反应物种、种子灭菌、热量和

紫外线辐射与分子现象（包括转录和表观遗传调控）

相关的表达，可以促进生物活性物质积累，提高芽的

生物活性[13−14]。因此使用 CP提高豆芽中生物活性

成分是芽菜行业可持续发展的一项有前途的技术。

与热加工技术相比，冷等离子体技术具有节能环保、

加工效率高、成本低、适用于大型系统等特点[15]。

Chen等 [16] 研究了冷等离子体处理对发芽糙米中

GABA含量变化的影响，糙米经冷等离子体处理

（3000 kV，10 min）后发芽，其 GABA的含量达到最

高为 28 mg/100 g。CP技术产品种类有很多，其中

在大气压力下产生的非热等离子体，称之冷大气压

力 等 离 子 体 （ Cold  atmospheric  pressure  plasma，
CAPP）[17]。考虑到未来工厂化生产的简便性及可行

性，CAPP的优点在于不使用低压设备和通入惰性气

体的方法下也可产生等离子体气体，因此 CAPP更

适用于高 GABA芽菜工厂化生产的实际情况。

目前，CP已被证明在提高谷物 GABA积累方

面具有潜在的作用，但对发芽豆类的研究较少。因

此，本实验旨在探究 CAPP处理对红小豆发芽期

GABA的影响，为冷等离子体技术在提高谷物活性

物质应用提供研究基础。利用响应面试验对 CAPP
处理的红小豆发芽培养液进行优化，以期为高 GABA
芽菜生产提供一些理论参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

红小豆　品种珍珠红，大小均匀，直径约 0.5 cm，

大庆农贸市场购置；γ-氨基丁酸（≥99.9%）　Sigma
公司；次氯酸钠、苯酚、乙醇、硼酸　分析纯，上海陆

都化学试剂厂。

HH-2数显恒温水浴锅　金坛市科兴仪器厂；

CPX3800H-C超声波清洗机　EMERSON公司 ；

TU-1810PC紫外可见分光光度计　北京普析通用仪

器有限责任公司；LPWS恒温恒湿培养箱　上海陆

谱科技有限公司；CPS-1型大气压冷等离子体杀菌机

　南京农业大学协同苏州屹润食品科技有限公司及

南京屹润等离子科技有限公司联合开发。 

1.2　实验方法 

1.2.1   红小豆处理及萌发工艺流程　红小豆种子→
等离子体处理→培养液浸泡→培养箱发芽→测定芽

豆 GABA 

1.2.2   冷等离子体处理　将随机选取的红小豆种子

（每组约 200个）置于样品盒中平铺成一层，将样品盒

塑封。打开箱门，将样品盒放在移动平台上缓慢上升

至极板距离为 40 mm处，设置冷等离子处理条件为：

电压 90 kV，频率 120 Hz，反应时间 20 min（放电时
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间 60 s/次，放电次数 20次）。关闭箱门，开始反应。 

1.2.3   培养液浸泡　将冷等离子体处理的红小豆清

水洗 5遍并除去悬浮瘪粒，然后用 0.1%的次氯酸钠

浸泡 20 min，用蒸馏水冲洗 3遍，分别用 CaCl2 溶
液、NaCl溶液、L-Glu溶液和蒸馏水浸泡 15 h。 

1.2.4   培养箱发芽　将浸泡后的红小豆放入发芽盒，

盖上 4层纱布，放入温度 35 ℃ 湿度 85%的培养箱

中培养，平均每 2 h向培养箱中红小豆喷淋 1次相应

溶液。 

1.2.5   单因素实验设计　 

1.2.5.1   冷等离子体处理时间对 GABA含量的影响

　控制等离子体电压 90 kV，频率 120 Hz，设置反应

时间为：0 min（放电时间 60 s/次，放电次数 0次）、

10 min（放电时间 60 s/次，放电次数 10次）、20 min
（放电时间 60 s/次，放电次数 20次）、30 min（放电时

间 60 s/次，放电次数 30次）。使用蒸馏水培养液浸

泡和喷淋，放入培养箱中发芽，每 12 h取一次样，测

定红小豆 GABA含量。 

1.2.5.2   冷等离子体处理电压对 GABA含量的影响

　控制等离子体频率 120 Hz，反应时间 20 min，设置

电压为：30、60、90、120 kV。使用蒸馏水培养液浸

泡和喷淋，放入培养箱中发芽，每 12 h取一次样，测

定红小豆 GABA含量。 

1.2.5.3   冷等离子体处理频率对 GABA含量的影响

　控制等离子体电压 90 kV，反应时间 20 min，设置

频率为：60、90、120、150 Hz。使用蒸馏水培养液浸

泡和喷淋，放入培养箱中发芽，每 12 h取一次样，测

定红小豆 GABA含量。 

1.2.5.4   NaCl浓度对 GABA含量的影响　控制等

离子体电压 90 kV，频率 120 Hz，反应时间 20 min。
培养液分别使用 25、50、75 mmol/L的 NaCl溶液浸

泡和喷淋，放入培养箱中发芽，每 12 h取一次样，测

定红小豆 GABA含量。 

1.2.5.5   CaCl2 浓度对 GABA含量的影响　控制等

离子体电压 90 kV，频率 120 Hz，反应时间 20 min。
培养液分别使用 2、4、6 mmol/L的 CaCl2 溶液浸泡

和喷淋，放入培养箱中发芽，每 12 h取一次样，测定

红小豆 GABA含量。 

1.2.5.6   L-Glu浓度对 GABA含量的影响　控制等

离子体电压 90 kV，频率 120 Hz，反应时间 20 min。
培养液分别使用 1、2、3 mg/mL的 L-Glu溶液浸泡

和喷淋，放入培养箱中发芽，每 12 h取一次样，测定

红小豆 GABA含量。 

1.2.6   红小豆芽培养液优化设计　通过对单因素实

验结果的分析，按照 Box-Behnken试验设计方案，

以 GABA含量为响应值，对发芽时间、CaCl2 浓度、

L-Glu浓度、NaCl浓度四个因素分别取三个水平进

行响应面试验，通过 Design Expert 13软件对 29组

试验数据进行分析，并预测等离子体处理富集 γ-氨

基丁酸的最佳工艺条件。试验因素及水平如表 1所示。
 
 

表 1    Box-Behnken试验因素及水平
Table 1    Factors and levels of Box-Behnken experiment

水平

因素

A 发芽时间
（h）

B CaCl2浓度
（mmol/L）

C L-Glu浓度
（mg/mL）

D NaCl浓度
（mmol/L）

−1 36 2 1 25
0 48 4 2 50
1 60 6 3 75

  

1.2.7   GABA含量测定　参照姜秀杰等[18] 的方法稍

作修改，将样品烘干粉碎，过 100目筛。用蒸馏水定

容到 50 mL（样品为 1.0 g），30 ℃ 超声提取 2 h，滤纸

过滤。8000 r/min离心 10 min，取上清液备用。将

GABA标品配制成 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL的

标准溶液绘制成标准曲线。取不同浓度标准液或样

品上清液 1 mL，加入 1 mL硼酸缓冲溶液（pH9.0），
2 mL 5%重篜酚溶液（w/v），1 mL 10%次氯酸钠溶

液，充分混匀。沸水浴 10 min，冰水浴降温约 15 min，
溶液颜色由黄色慢慢变为蓝绿色，待化合物颜色稳定

后加入 60%乙醇 2 mL，再次混合均匀。645 nm波

长下测定吸光度。 

1.3　数据处理

所有实验结果均重复 3次，使用 Origin 2022软

件作图和 IBM SPSS Statistics 26软件对数据进行显

著性分析，使用 Design-Expert  13软件进行 Box-
Behnken试验设计及处理。 

2　结果与分析 

2.1　未处理与不同 CAPP时间处理对红小豆发芽过程

中 GABA含量的影响

本实验中从种子吸水达到饱和的状态开始计

时，即发芽 0 h。在正常发芽情况下，发芽 72 h红小

豆的营养生长阶段基本结束并开始生殖生长阶段[19]，

此时其内部结构发生较大改变不再适合人类食用，因

此发芽时间在 72 h之后的芽豆不再测定 GABA。

GABA属于抗逆环境的活性物质，起促进生长

代谢作用，随发芽时间不断延长，在芽成熟后植物体

内便也达到平衡状态[20−21]。观察未处理与处理组红

小豆发芽过程中 GABA富集量的变化见图 1，在发

芽 0~72 h内，红小豆在正常发芽条件（未等离子体处

理）下，随发芽时间的延长 GABA含量不断增加；

CAPP处理的红小豆随发芽时间的增加 GABA含量

不断增加，但在发芽 48 h后不再明显升高。造成这

种现象的原因是等离子体可以缩短种子萌发期，

Filatova等[22] 研究等离子体有促进种子早熟作用，结

果表明石竹种子在等离子体作用下，种子胚内的生命

物质被激活，种皮软化，从而加快了种子萌发和出苗

的速度。

未处理与不同 CAPP时间处理的红小豆在同一

发芽时间 GABA富集量的变化见图 1。在发芽
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0~24 h阶段，正常发芽的红小豆 GABA含量缓慢上

升，而等离子体处理组 GABA含量增加明显。造成

该现象的原因可能是 CAPP处理的红小豆吸水速度

快，吸水程度高，快速激活了种子中的内源酶。种子

吸收水分程度取决于三个因素：种子的组成、种皮的

湿润性和水分[23]。相同种子和水分情况下，等离子体

处理可以改变种子表面的化学结构和粗糙度，导致种

子的湿润性发生巨大变化。已有研究证实空气等离

子体处理后种皮与水的表观接触角急剧减小，导致种

子的湿润性增加[24−25]。ALVES JUNIOR等[26] 更深

入研究等离子体处理对豆科种子吸水两大部位（珠孔

和肺门）的变化，发现离子体处理增加肺门的水分吸

收量，同时珠孔表现出更开放的形态。在发芽 24~
48 h时，CAPP处理 20 min和 30 min的红小豆GABA
富集效果都较好。在发芽 48~72 h时，只有 CAPP
处理 20 min组的 GABA富集效果较好，且含量较

高。造成这种情况的原因可能是等离子体处理种子

的时间越长，ROS和 RNS对种子的刺激越大，伤害

越深。因此，在红小豆发芽前期等离子体刺激越大合

成 GABA越多。当等离子体时间为 20 min，在发芽

48 h就达到顶峰，为 104.601±1.192 mg/100 g。发

芽 72 h时最高为 106.718±1.030 mg/100 g，但从成

本方面考虑选择等离子体处理时间为 20 min，发芽

时间 48 h。 

2.2　CAPP电压对红小豆发芽过程中 GABA含量的

影响

控制冷等离子体装置的时间为 20 min，频率为

120 Hz不变，观察红小豆正常发芽与不同等离子体

电压在发芽过程中 GABA富集量的变化。由图 2
可知，使用不同电压等离子体处理的红小豆，其

GABA含量随发芽时间延长而不断增加，最后趋于

平衡。其中等离子体电压为 120 kV处理红小豆，其

GABA含量呈先上升后下降趋势。除电压为 120 kV

外，各组等离子处理的红小豆都呈上升趋势，且电压

越大，红小豆 GABA含量越高。原因可能是种子在

等离子体处理过程中，电压越高空气被电离的混合物

越多，混合物中多种活性基团和粒子能够与种皮及表

面微生物的发生更强烈的反应[27]，从而促进种子吸

水，阻碍微生物生长，使种子更易发芽，GABA含量

升高。若对红小豆离子体处理电压过高，则没有上述

的生长代谢趋势，反而有部分的豆子表面出现明显的

电流打击的伤痕，其伤口破坏了豆子的免疫屏障，容

易被有害微生物入侵。当等离体电压为 120 kV，红

小豆发芽时间为 24~72 h阶段内，其 GABA呈先下

降后不变的趋势，说明电压过大时对种子的萌发以

及 GABA富集有抑制作用，其抑制机理有待深入研

究。何瑞等[28] 研究也发现相同结果，当大气压等离

子体处理电压为 3.4 kV时最有利于穿心莲种子萌

发，继续加大电压，当大气压等离子体处理电压为

5.95 kV时则对穿心莲种子的萌发有强烈抑制作

用。因此控制一个合适的等离子体电压才能最有利

于种子萌发，针对不同种子其最佳等离子体电压也不

同。因此，针对 CAPP处理红小豆种子最佳电压为

90 kV。

  

0 12 24 36 48 60 72
0

20

40

60

80

100

120

G
A

B
A

 (m
g/

10
0 

g)

发芽时间 (h)

CAPP 30 kV
CAPP 60 kV
CAPP 90 kV
CAPP 120 kV

a
bcc

dde

aa

bbccdd

aaa

b
c

de

ab
c cd cde de e

*
*

*
**

***

*
***

**
****

**
****

**
**

图 2    CAPP电压对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响
Fig.2    Effect of CAPP voltage on GABA content during

germination of adzuki bean
  

2.3　CAPP频率对红小豆发芽过程中 GABA含量的

影响

控制冷等离子体装置的时间为 20 min，电压为

90 kV不变，观察不同等离子体频率条件下红小豆发

芽过程中 GABA富集量的变化。由图 3可知，不同

频率的等离子体处理红小豆，随萌发时间的延长，其

GABA含量呈先升高后平稳的趋势。等离子体处理

频率越高其 GABA富集的含量也越高。120 Hz和
150 Hz等离子体处理红小豆，发芽 48 h之后 GABA
含量分别达到最高为 104.601±1.192 mg/100   g和

101.467±2.225 mg/100 g，两者无显著性差异，继续发

芽其 GABA含量也无明显变化。已有研究表明通过

优化原料基质特性（如水分含量）和调整等离子体电

源设置（电压，频率）以增加反应物质的产生，可以提

高微生物灭活效率[29]。但因红小豆表面呈拓扑结构，
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图 1    未处理和不同 CAPP时间对红小豆发芽过程中
GABA含量的影响

Fig.1    Effects of untreated and different CAPP time treatments
on GABA content during germination of adzuki bean

注：同一处理条件不同发芽时间之间差异显著用不同小写字
母表示（P<0.05）；同一发芽时间不同处理条件之间差异显著
用*表示（P<0.05），差异极显著用**表示（P<0.01），图 2~图 6同。
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具有空隙和波纹化的粗糙表面可以在一定程度上保

护植物细胞和表面微生物免受等离子体产生的

ROS和 RNS侵害[30]。改变冷大气压等离子体机器

的频率是加速种子吸水，发芽，增加植物幼苗生长的

有效手段。频率小于 90 Hz时等离子体的处理效率

较低，对微生物抑制作用较低，对刺激红小豆发芽作

用也较弱，频率在 120~150 Hz时等离子体处理对红

小豆的刺激较大，有利 GABA的富集。因此，为延长

机器使用寿命，等离子体处理红小豆的最佳频率为

120 Hz。
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图 3    CAPP频率对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响
Fig.3    Effect of CAPP frequency on GABA content during

germination of adzuki bean
  

2.4　NaCl对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响

将等离子体处理的红小豆分为 4组，依次喷洒

不同浓度的 NaCl溶液，观察不同浓度 NaCl溶液处

理的红小豆发芽过程中 GABA的富集情况。由图 4
可知，CAPP+NaCl处理组的 GABA含量高于等离子

体处理组。随着 NaCl的浓度增加，GABA的含量呈

先升高后减小的趋势，当发芽时间为 48 h，NaCl浓度

为 50 mmol/L时，GABA含量达到最高为 122.456±
1.888 mg/100 g。这是因为 NaCl对植物富集 GABA
的两条途径都有促进效果。AL-QURAAN等[31] 研

究 NaCl对发芽小麦进行处理发现 5个品种小麦的

GAD 基因表达上调。因此，在 GABA支路途径中

NaCl会上调红小豆 GAD的相关基因表达，提高 GAD

酶活性，富集 GABA。在多胺降解途径中，XING
等[32] 研究表明在 NaCl处理下，大豆胚根的二胺氧化

酶（Diamine  oxidase，DAO）活性增强，促进多胺

（Polyamines，PAS）降解，富集 GABA。Yang等 [33]

研究发现 NaCl处理使豆芽氨基醛脱氢酶（Amino-
aldehyde  dehydrogenase，AMADH）、GAD和 DAO
活性分别提高了 39.7%、28.4%和 21.2%。除此之

外，还有研究表明 NaCl刺激植物产生氧化应激，不

仅会提高超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性，还能增

加苯丙氨酸氨裂解酶，肉桂酸 4-羟化酶和 4-香豆酸

辅酶 A连接酶的活性和表达，这些反应与表达也会

减小 GABA合成抑制剂的作用 [34−35]。因此，25~
75 mmol/L的 NaCl培养液有利于 CAPP红小豆富

集 GABA，50 mmol/L NaCl培养液效果最佳。 

2.5　CaCl2 对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响

将正常发芽的红小豆分为 4组，依次喷洒不同

浓度的 CaCl2 溶液，观察不同浓度 CaCl2 溶液处理

的红小豆发芽过程中 GABA的富集情况。由图 5
可知，CAPP+CaCl2 处理的豆子随发芽时间延长，

GABA呈先升高后降低的趋势。2和 4 mmol/L CaCl2
处理的红小豆在发芽在 48 h后才有明显差异，4 mmol/L
CaCl2 处理的红小豆富集效果更好。4 mmol/L CaCl2
处理的红小豆在发芽 48 h时达到最高为 114.62±
1.593  mg/100  g。植物中的 GABA合成主要来自

GABA支路中由谷氨酸脱羧酶（GAD）催化的不可逆

的 α-谷氨酸脱羧反应[36]。GAD是一种 Ca2+/钙调蛋

白依赖型酶，具有一个钙调蛋白结合区，其活性受

Ca2+/Ca M控制[37]。王珊珊等[38] 研究表明提高培养

液中 Ca2+浓度，促进 Ca M区域与钙离子结合可以提

高 GAD的活性，从而加快谷氨酸合成 GABA。朱云

辉等[39] 研究发现 Ca2+浓度达到 6.0 mmol/L时，发芽

苦荞中GABA含量达到最大，此后随着 Ca2+浓度增大，

GABA含量呈减小趋势。因此，CaCl2 在 2~6 mmol/L
范围内处理红小豆发芽有助于富集 GABA，4 mmol/L
的 CaCl2 培养液效果最佳。
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图 5    CaCl2 对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响
Fig.5    Effect of CaCl2 on GABA content during germination of

adzuki bean 
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2.6　L-Glu对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响

将正常发芽的红小豆分为 4组，依次喷洒不同

浓度的 L-Glu溶液，观察不同浓度 L-Glu溶液处理

的 CAPP红小豆发芽过程中 GABA的富集情况。

由图 6可知，随发芽时间的延长，GABA的含量呈先

增加后下降的趋势，当使用 L-Glu浓度为 1、2 mg/mL
处理 CAPP红小豆时，发芽 48 h达到最大为 117.518±
1.634、118.264±1.804 mg/100 g。L-Glu是谷氨酸脱

羧酶（GAD）的唯一底物[40]。在外源溶液中添加 L-
Glu可以提高植物的渗透调节能力，增加底物从而增

加 GABA含量。长时间限制谷氨酰胺合成，或减少

蛋白质合成，或增加蛋白质降解，可使 GABA富集，

这是由于谷氨酸含量增多可使 GABA支路中碳流量

增加，并调节谷氨酸脱羧酶的活性[41]。陈慧等[42] 用

1.0 mg/mL的 MSG溶液处理蚕豆发芽，结果发现

GAD活性变化趋势与 GABA含量变化相似。因此，

使用 1~3 mg/mL的 L-Glu培养液可以提高红小豆

GAD的酶活，增加 GABA含量。2和 3 mg/mL的

L-Glu培养液效果都较好，且差别不大。
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图 6    L-Glu对红小豆发芽过程中 GABA含量的影响
Fig.6    Effect of L-Glu on GABA content during germination of

adzuki bean
  

2.7　响应面优化 GABA富集工艺 

2.7.1   回归模型的建立及方差分析　通过单因素实

验结果 ，发现冷等离子体处理 90  kV， 120  Hz，
20 min红小豆种子有利于发芽和富集 GABA，且

NaCl、CaCl2 和 L-Glu溶液三种诱导环境下，红小豆

发芽后 GABA的富集量都明显提高。确定了 4个

因素对 L-Glu联合盐胁迫发芽 CAPP红小豆富集

GABA的影响的 4水平，对 29个试验组进行 3次重

复测量，响应面试验设计及结果见表 2。
在此基础上，利用 Design-Expert 13软件对响应

面进行设计与分析，并建立回归模型，得出二元回归

方程为：

R1=157.01+12.85A+3.56B−1.94C+7.66D−0.9194AB−
3.53AC+9.10AD+0.9840BC+4.80BD+7.89CD−11.95A2−
11.05B2−11.72C2−8.08D2

回归模型方差分析结果见表 3。由表 3可知，一

次项 A、D与交互项 AD和二次项 A2、B2、C2、

D2 表现为高度显著（P<0.01），一次项 B与交互项 CD

表现为显著（P<0.05）。模型总体极显著（P<0.0001），
说明预测结果与真实结果有相关性，决定系数

R2=0.8970，失拟项不显著（P˃0.05），说明残差是由随

 

表 2    响应面试验设计及结果

Table 2    Response surface design and results

实验号
因素

GABA含量（mg/100 g）
A B C D

1 1 1 0 0 146.92±5.08
2 1 0 0 -1 137.74±6.31
3 0 0 0 0 157.01±7.06
4 −1 0 0 1 114.76±1.09
5 0 −1 −1 0 130.07±2.78
6 0 0 0 0 160.34±2.09
7 0 0 0 0 159.32±4.88
8 0 0 0 0 152.48±3.38
9 −1 1 0 0 128.94±4.49
10 −1 0 −1 0 123.56±4.74
11 0 1 0 1 151.84±6.19
12 −1 −1 0 0 119.56±4.89
13 0 −1 1 0 120.30±3.97
14 1 0 1 0 139.03±5.92
15 0 0 1 −1 122.17±6.28
16 0 1 0 −1 125.91±4.86
17 1 0 0 1 166.11±6.38
18 0 0 −1 −1 133.12±6.96
19 0 −1 0 1 143.23±5.95
20 1 −1 0 0 141.22±3.39
21 0 −1 0 −1 136.52±4.18
22 −1 0 1 0 121.96±7.12
23 0 0 0 0 155.92±5.02
24 0 1 −1 0 142.95±5.25
25 −1 0 0 −1 122.77±3.29
26 1 0 −1 0 154.75±4.69
27 0 0 −1 1 136.78±2.94
28 0 1 1 0 137.11±5.86
29 0 0 1 1 157.37±7.75

 

表 3    响应面回归模型方差分析

Table 3    Analysis of variance with response surface
regression model

来源 偏平方和 自由度 均方和 F值 P值 显著性

模型 5583.97 14 398.85 12.30 <0.0001 significant
A 1981.87 1 1981.87 61.11 <0.0001
B 152.44 1 152.44 4.70 0.0479
C 45.27 1 45.27 1.40 0.2571
D 703.19 1 703.19 21.68 0.0004
AB 3.38 1 3.38 0.1043 0.7516
AC 49.86 1 49.86 1.54 0.2354
AD 330.96 1 330.96 10.21 0.0065
BC 3.87 1 3.87 0.1194 0.7348
BD 92.34 1 92.34 2.85 0.1137
CD 248.79 1 248.79 7.67 0.0150
A² 926.77 1 926.77 28.58 0.0001
B² 791.57 1 791.57 24.41 0.0002
C² 891.33 1 891.33 27.49 0.0001
D² 423.43 1 423.43 13.06 0.0028

残差 454.01 14 32.43
失拟项 415.86 10 41.59 4.36 0.0843 not significant
纯误差 38.15 4 9.54
总和 6037.97 28
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机误差引起。因此可知该模型拟合度较高，且误差在

可接受范围内，表明可用于预测 L-Glu联合盐胁迫

发芽 CAPP红小豆富集 GABA工艺参数。根据二

元回归方程中一次项系数绝对值的大小，判定各因素

对响应值影响的主次顺序为发芽时间（A）˃NaCl浓
度（D）˃CaCl2 浓度（B）˃L-Glu浓度（C）。 

2.7.2   响应面交互作用分析　响应面是用于描述因

素与响应值之间关系的三维空间曲面图，可直观反映

出各因素之间的交互作用，及其对 L-Glu联合盐胁

迫发芽富集 CAPP红小豆 GABA含量的影响程度。

图 7~图 8呈现的是对红小豆富集 GABA有显著交

互作用的响应面和等高线图。响应面坡度越陡峭，则

表明响应值越敏感。
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图 7    发芽时间和 NaCl浓度交互作用的响应面图
Fig.7    Response surface plots of the interaction between

germination time and NaCl concentration
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图 8    CaCl2 和 NaCl浓度交互作用的响应面图
Fig.8    Response surface plots of the interaction between CaCl2

and NaCl concentrations
 

发芽时间、NaCl浓度二次项对发芽红小豆

GABA含量有显著影响，且等高线图呈椭圆状。由

图 7可知，A、D因素在较高水平条件下，响应值随着

每个因素水平的增大而增大，当响应值增大到极值

后，又逐渐减小。由于 GABA是红小豆在发芽时期

合成的抗逆环境活性物质，尤其是在胚部分含量较

多，随着胚芽发育其不断合成，当胚芽发育成熟其

GABA含量便不会明显增加。还有一种观点也认为

NaCl浓度增加会促进红小豆合成 GABA，尹永祺

等[43] 研究发现 NaCl胁迫下多胺降解途径对大豆发

芽富集 GABA贡献率大于 30%。但盐离子浓度过

高，超过植物承受的极限，就会导致 GABA的含量降

低，最终表现为 GABA含量增加到极点后又逐渐减

少。由图 8可知，NaCl浓度和 CaCl2 浓度都增加对

发芽红小豆 GABA含量明显提高，呈相互促进作

用。任珺等[44] 研究发现 CaCl2 有助于苦豆子的萌发

和生长，有减轻盐胁迫的作用。当外源 Na+将细胞质

膜上的 Ca2+取代，引起 Na+浓度增加，Na+/Ca2+比值

的平衡遭到破坏，此时外源 Ca2+会通过细胞质膜和

内膜的钙通道进入细胞质中，促进 Ca M区域与钙离

子结合提高 GAD的活性，从而加快谷氨酸合成

GABA[45]。外源 Ca2+的施加也能促进细胞对 K+和

NO3
−的吸收，补充细胞内 Ca2+的不足，保护膜的稳定

性，降低盐胁迫下离子毒害作用[46]。 

2.7.3   最优条件的确定及验证　利用 Design-Expert
13软件对回归模型进行典型分析得到：发芽时间

A=0.810551、CaCl2 浓度 B=0.179352、L-Glu浓度

C=0.21802、NaCl浓度 D=0.638318，将四个因素编

码值转换成实际值为：发芽时间 57.72 h、CaCl2 浓
度 4.36  mmol/L、L-Glu浓度 3.22  mg/mL、NaCl浓
度 65.95 mmol/L，上述为 L-Glu联合盐胁迫发芽富

集 CAPP红小豆 GABA的最优工艺参数，在此条件

下发芽 CAPP红小豆的 GABA含量是 166.111 mg/
100 g，为了验证回归分析的可靠性，将前期回归模型

优化工艺参数调整为：发芽时间 58 h、CaCl2 浓度

4.4  mmol/L、 L-Glu浓 度 3.2  mg/mL、 NaCl浓 度

66 mmol/L。按照上述最优发芽条件参数进行三次

验证实验，结果得出发芽 CAPP红小豆 GABA含量

的实际值是（160.23±2.91 mg/100 g），理论值与实际

值的相对误差仅为 3.54%，说明上述模型拟合较好，

具有实际应用价值。 

3　结论
本实验使用大气压冷等离子体装置处理红小豆

种子联合盐胁迫的方法探究对其发芽富集 GABA的

影响，发现大气压冷等离子体 90 kV，120 Hz，20 min

处理的红小豆种子最有利于发芽富集 GABA。NaCl、

CaCl2 和 L-Glu都具有诱导豆类发芽富集 GABA的

作用，且 NaCl˃CaCl2˃L-Glu。再利用响应面优化最

佳条件为发芽时间 58 h、CaCl2 浓度 4.4 mmol/L、L-

Glu浓度 3.2 mg/mL、NaCl浓度 66 mmol/L，此条件

下发芽 CAPP红小豆 GABA含量为 160.23±2.91 mg/

100 g，是原料红小豆 GABA（22.5±0.2 mg/100 g）的

7.12倍。说明 CAPP红小豆在发芽过程中，辅以 L-

谷氨酸和盐处理，可有效提高 GABA富集量，进一步

证明了萌芽有利于提升红小豆中营养活性成分，为合

理利用杂粮豆类资源以及开发高 GABA功能食品提

供新的思路和理论支持。但对于 L-谷氨酸联合盐胁

迫 CAPP红小豆发芽富集 GABA过程中体内的离

子浓度及酶活力的变化未进一步探究，为深入了解红

小豆发芽富集 GABA机制，后续可对 GABA合成相
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关酶的酶活及代谢途径进行研究。
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