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摘 要：建立测定白酒中 γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid ，GABA）和核苷类物质（腺苷、尿苷）的高效液相色谱分析

方法。确定检测 γ-氨基丁酸的色谱条件为流动相 A ∶ B（A-乙腈；B-50 mmol/L三水合乙酸钠）=35 ∶ 65（体积比），流速为

1.0 mL/min，柱温 40℃，检测波长为 436 nm；确定检测核苷类物质的色谱条件为：流动相 10%甲醇，流速为 0.8 mL/min，柱

温 40 ℃，检测波长为 254 nm。对 20 种白酒分析结果显示，不同香型白酒中功能成分差异明显。GABA 在浓香型白酒

中较高，其中 2号酒样中 GABA 含量达 0.867 mg/L。核苷类物质在芝麻香型和酱香型白酒中要高于浓香型，其中 9 号

达到 438.960 mg/L。该方法用于白酒中 GABA和核苷类物质的分析具有分离效果佳、精密度高、稳定性高的特点。
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中国白酒有悠远的历史，多以小麦、高粱、玉米、大
米和豌豆等粮食作物为主要原料，经过制曲、蒸梁、拌
料、堆积发酵和窖池发酵以及蒸酒等主要生产过程酿
造而成[1]。 环境中纷繁复杂的微生物类群经自然网罗
进入酿酒基质体系，最终由发酵代谢出以乙醇为主体
的品类繁多的有机化合物成分，赋予中国白酒特有的
“香和味”[2]。 白酒种类繁多，因香型差异可以将其划分
为清香型、浓香型、酱香型、米香型和其它各类香型。
白酒是我国一种独特的蒸馏酒，其酿造风格、口味独
特，且全球闻名，与世界其它著名蒸馏酒（如白兰地、威
士忌、朗姆酒等）齐名成为六大蒸馏酒之一[3]。

徐岩等[4-5]通过研究证明，中国白酒不等同于酒精，
而是含有各类醇、醛、酸、酯等丰富的风味物质且具保
健功能的混合饮品。 此外，有研究[6-7]报导中国白酒对
心脑血管疾病有保护作用，亦能提升机体抵抗氧化损
伤的能力，同时阻止体内代谢不良产物的生成，这进
一步证实了中国白酒具有保健功效。 白酒的生产经历
了多种微生物的混合发酵过程，在这一过程中，微生
物会代谢产生各种功能成分，如四甲基吡嗪、γ-氨基丁
酸和核苷类物质等[7]。γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，
GABA）具有保护心血管功能、降低血压、抗癫痫、镇痛
以及痛觉过敏等作用[8-11]，是有益于机体健康的氨基酸
之一。 此外，γ-氨基丁酸对胰岛 β 细胞能发挥保护和
再生作用， 还可以促进脑细胞的新陈代谢与恢复，增
强长期记忆[12-13]，还具有提高肝、肾机能等生理活性的
功能[14]。 核苷类化合物具有补益和增强免疫、保护神
经、抗氧化、抗癌等生物活性，研究发现[15-16]，腺苷能显
著提高细胞活力，并在机体的中枢神经系统、心血管
系统和凝血系统中发挥重要作用。 尿苷具有促进睡眠
和抗癫痫的作用，能改善记忆功能，影响神经元可塑
性。

高效液相色谱法具有分离效能高、 分析速度快、
样品用量少等优点，该方法已广泛用于生物发酵中各
种成分含量的测定，且使用的流动相简单并具有良好
的重现性[17-18]。 本研究采用高效液相色谱法，通过对色
谱检测条件的优化，建立以高效液相色谱法定量分析
中国白酒中 γ-氨基丁酸和核苷类物质（腺苷、尿苷）的
有效方法，并用所建方法对 20种白酒中的上述功能成

分进行了检测与分析，为进一步标准化中国白酒的品
质评价及开展相关研究奠定基础，同时对指导中国白
酒的生产改良、市场推广和深入科学研究有积极的作
用和意义。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

待测酒样共 20 个，1 号~9 号白酒为河北山庄老
酒；10号~20号白酒为市售酒样。 γ-氨基丁酸、腺苷标
准品、丹磺酰氯（（纯度均＞99%）、尿苷（纯度≥98%）：
美国 Sigma 公司；甲醇、乙腈（色谱纯）：天津一方科技
有限公司；乙酸钠、碳酸氢钠（分析纯）：天津索罗门生
物科技有限公司。
1.2 仪器与设备

1260高效液相色谱仪： 美国安捷伦公司；EDAA-
2300TH超声波清洗器：上海安谱实验科技股份有限公
司；BSA224S 电子分析天平： 爱来宝医疗科技有限公
司；HH-S6恒温水浴锅：上海一凯仪器设备有限公司。
1.3 方法
1.3.1 标准品及样品溶液的配制
1.3.1.1 标准品溶液配制

γ-氨基丁酸标准品溶液：准确称取 GABA 的标准
品 10.00 mg 置于 100 mL 容量瓶中， 用乙腈溶解并定
容，配制成 100 mg/L的 γ-氨基丁酸标样母液。 随后倍
比稀释，配制成 0.10、0.20、0.50、1.0、2.0、5.0、10、20 mg/L
的系列标准溶液，现配现用。

核苷类物质标准品：精确称取尿苷的标准品 1.00mg
和腺苷的标准品 10.00 mg 置于同一 10 mL 容量瓶中，
用 10%甲醇溶解并定容，可得尿苷浓度为 100 mg/L 和
腺苷浓度为 1 000 mg/L的混合标样母液。 倍比稀释即
可得到混合标准工作溶液中尿苷溶度为 0.5、1.0、2.0、
5.0、10 mg/L；腺苷浓度为 5、10、20、50、100 mg/L。
1.3.1.2 样品溶液的配制

测定 γ-氨基丁酸： 测定前需对样品衍生化处理，
准确吸取 1 mL 的酒样或标准溶液置于具塞试管中，
加入 0.20 mL 的碳酸氢钠溶液和 0.40 mL 的丹磺酰氯
衍生试剂， 混匀后在 70 ℃水浴中反应 20 min，用
0.22 μm的微孔滤膜过滤后待测。

引文格式：
郭莹，李景辉，李霄霄，等. HPLC 法测定中国白酒中的 γ-氨基丁酸和核苷类物质[J]. 食品研究与开发，2021， 42（1）：
153-158.
GUO Ying， LI Jinghui， LI Xiaoxiao， et al. Determination of γ-Aminobutyric Acid and Nucleosides in Chinese Liquor by
HPLC[J]. Food Research and Development，2021， 42（1）：153-158.
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测定核苷类物质：取 2 mL 酒样用 0.22 μm 的微孔
滤膜过滤后待测。
1.3.2 检测方法

色谱柱：Agilent C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；检
测 γ-氨基丁酸的流动相 A 为乙腈，B 为 50 mmol/L 三
水合乙酸钠； 检测核苷类物质流动相 A 为甲醇，B 为
水，具体色谱条件见表 1。

1.3.3 标准曲线绘制
取 1.3.1.1 中的系列标准工作溶液在 1.3.2 相应的

色谱条件下进行测定，以标准物浓度（C）为横坐标，其
对应峰面积值（S）为纵坐标，分别建立 γ-氨基丁酸和
核苷类物质的标准曲线。
1.3.4 精密度试验

取 0.50 mg/L 的 γ-氨基丁酸标准品和核苷类物质
混合标准品（尿苷：1.00 mg/L；腺苷：10.00 mg/L）各
6份，分别在 1.3.2 相应的色谱条件下测定含量，计算
相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）。
1.3.5 加标回收率试验

取 2 号酒样分别添加 0.5、1.0、2.0 mg/L 的 3 种浓
度的 γ-氨基丁酸标准品，随后衍生化处理；另取 2 号
酒样添加尿苷浓度分别为 1、2、5 mg/L，腺苷浓度分别为
10、20、50 mg/L混合标准工作溶液，以上加标样品均用
0.22 μm 的微孔滤膜过滤后，在 1.3.2 相应的色谱条件
下重复测定 3次，计算加标回收率和相对标准偏差。
1.3.6 数据处理

色谱数据分析采用仪器自带软件 Agilent Chem－
Station进行处理。所有线性方程、精密度及回收率试验
的数据均由 Office Excel 2016处理得出。

2 结果与分析
2.1 色谱条件的优化

γ-氨基丁酸色谱条件的优化： 通过对 γ-氨
基丁酸标准样品的全波长扫描发现，γ-氨基丁酸在
436 nm处具有最大吸收峰， 因此确定检测波长为
436 nm。本试验分别采用 50%、55%、60%、65%、70%、
75%这 6 种比例的流动相 B 进行试验。 结果显示，
当流动相 B 为 65%时，γ-氨基丁酸的峰型对称，基线
稳定。 当流速由 0.6 mL/min 逐渐递增到 1.2 mL/min

时，γ-氨基丁酸的峰均能分离， 但峰保留时间变短
且柱压出现波动式变化， 使得峰型较差。 当流速为
1.0 mL/min 时，柱压稳定，色谱峰保留时间未发生偏
移且峰型最佳。 本试验发现在 4 种不同的柱温条件
下，γ-氨基丁酸的分离效果均较好，说明柱温对其影
响较小。 综合峰型、对色谱柱的保护和柱压稳定性的
因素，确定了最佳色谱检测条件：进样量 5 μL，流动
相 A ∶B=35 ∶65（体积比），流速为 1.0 mL/min，柱温 40℃，
检测波长为 436 nm。 该色谱条件下 γ-氨基丁酸标准
溶液的色谱图见图 1。

由图 1可知，GABA的保留时间为 5.321 min。
核苷类物质检测色谱条件的优化：查阅测定核苷

类物质的相关文献[19]，确定色谱检测波长为 254 nm；本
试验分别采用 10%、20%、30%、40%、50%这 5 种甲醇
浓度的流动相，发现随着甲醇浓度的升高，腺苷、尿苷
与样品中其他组分的分离度降低，出现峰分裂和小峰
的现象。 当甲醇浓度为 10%时，样品中腺苷、尿苷的峰
型良好，分离度高，且无拖尾现象。 另外，本文考察了
0.6、0.8、1.0、1.2 mL/min 这 4 种流速下的分离效果，结
果发现在这 4种流速下，腺苷和尿苷都完全分离，流速
增大虽改善了标准色谱峰与杂质峰的分离度，但流速
过高会使峰形变差，柱压显著波动。 发现柱温在 30 ℃
到 50℃之间对色谱峰型与分离效果无明显影响。综合
上述结果，确定了最佳色谱检测条件：进样量 10 μL，
流动相 10%甲醇，体积流量为 0.8 mL/min，柱温 40 ℃，
检测波长为 254 nm。 该色谱条件下核苷类物质混合标
准溶液的色谱图见图 2。 可知，尿苷、腺苷的保留时间
分别为 4.191、11.625 min。
2.2 标准曲线

将 γ-氨基丁酸的系列标准溶液以及尿苷和腺苷
的混合系列标准溶液分别在 2.1 的色谱条件下测定，
以标准品的浓度为横坐标（C），标准品峰面积为纵坐
标（S），绘制标准曲线，得回归方程，结果见表 2。

表 1 色谱条件

Table 1 The chromatographic conditions

检测物质
流动相 A ∶B
（体积比）

进样量/
μL

流速/
（mL/min）

柱温/
℃

波长/
nm

γ-氨基丁酸 35 ∶ 65 5 1.0 40 436

核苷类物质 10 ∶ 90 10 0.8 40 254

图 1 γ-氨基丁酸标准溶液色谱图

Fig.1 The GABA standard solution chromatogram
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图 2 核苷类物质标准溶液色谱图

Fig.2 The two nucleoside substances standard solution

chromatogram
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表 2 回归曲线、相关系数、线性范围

Table 2 The standard curve，correlation index，linearity range

检测
物质

线性方程
相关系数
（R2）

线性范围/
（mg/L）

GABA S=68.683 319 6C＋95.081 9 0.995 72 0.1~20

尿苷 S=57.246 339 6C+0.0289 66 0.999 99 0.5~100

腺苷 S=69.636 283 8C+48.589 542 0.999 88 5~1 000

表 3 γ-氨基丁酸精密度试验结果（n=6）

Table 3 Results of GABA precision detection（n=6）

测定次数 仪器测定值/（mg/L） 均值/（mg/L） RSD/%

1 0.503 0.505 2.37

2 0.489

3 0.521

4 0.513

5 0.495

6 0.511

表 4 核苷类物质精密度试验结果（n=6）

Table 4 Results of nucleoside substances precision detection（n=6）

项目 测定次数 仪器测定值/（mg/L） 均值/（mg/L） RSD/%

尿苷 1 1.025 0.999 1.76

2 1.010

3 0.976

4 0.986

5 1.005

6 0.994

腺苷 1 10.143 10.049 1.99

2 9.896

3 9.797

4 10.075

5 10.371

6 10.015

表 5 GABA加标回收率试验结果（n=3）

Table 5 Results of GABA adding standard recovery rate tests（n=3）

样品含量/
（mg/L）

加标量/
（mg/L）

实测均值/
（mg/L）

回收率/% RSD/%

0.867 0.50 1.338 97.93 3.50

0.867 1.00 1.860 99.67 1.01

0.867 2.00 2.859 99.72 2.17

表 6 核苷类物质加标回收率试验结果（n=3）

Table 6 Results of nucleoside substances adding standard recovery

rate tests（n=3）

项目
样品含量/
（mg/L）

加标量/
（mg/L）

实测均值/
（mg/L）

回收率/
%

RSD/
%

尿苷 1.056 1.0 2.035 97.90 4.84

1.056 2.0 3.079 101.15 4.14

1.056 5.0 6.057 100.00 2.96

腺苷 27.518 10.0 37.407 98.89 3.39

27.518 20.0 47.403 99.43 2.93

27.518 50.0 77.260 99.48 1.60

检测分析

由表 2可知， 所测物质线性相关系数 R2≥0.995。
采用此方法 γ-氨基丁酸在 0.1mg/L~20 mg/L具有良好
的线性， 尿苷在 0.5 mg/L~100 mg/L 具有良好的线性，
腺苷在 5 mg/L~1 000 mg/L具有良好的线性，完全满足
试验要求。
2.3 精密度试验

通过标准曲线得 γ-氨基丁酸、 腺苷和尿苷含量，
计算相对标准偏差值，结果见表 3和表 4。

由表 3 和表 4 可知，γ-氨基丁酸的 RSD 值为
2.37%，尿苷的 RSD 为 1.76%，腺苷的 RSD 为 1.99%，
均＜5%，可见此法的精密度良好，满足分析要求。
2.4 加标回收率

γ-氨基丁酸和核苷类物质的加标回收率结果分
别见表 5和表 6。

由表 5和表 6可知，GABA加标回收率在 97.93%~
99.72%之间， 核苷类物质回收率在 97.90%~101.15%，

RSD 均<5.0%，表明本方法准确可靠，可以满足测定的
要求。
2.5 样品测定

应用 2.1 确定的色谱条件对 20 种白酒进行测定
见表 7。

γ-氨基丁酸在 20种白酒中的含量在 0.102 mg/L~
0.867 mg/L之间，其中酱香型白酒的含量在 0.143 mg/L~
0.188 mg/L 之间， 浓香型白酒的含量在 0.102 mg/L~
0.867 mg/L之间， 芝麻香型白酒和部分酱香型白酒中
未检测到。 李波等[20]发现 GABA 在发酵过程中可以作
为酵母的氮源被酵母很好的利用。 部分白酒中未检测
到 GABA，可能是由于在发酵过程中被消耗，进而未
检测出。 此外，1 号~9 号白酒中浓香型白酒 GABA 的
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表 7 样品测定结果

Table 7 The results of samples

样品 香型/酒度 GABA/（mg/L） 尿苷/（mg/L） 腺苷/（mg/L） 样品 香型/酒度 GABA /（mg/L） 尿苷/（mg/L） 腺苷/（mg/L）

1 浓香/38° 0.659 - 10.043 11 浓香/38° 0.285 0.670 30.920

2 浓香/38° 0.867 1.056 27.518 12 浓香/38° 0.102 1.350 32.050

3 浓香/60° 0.239 2.800 51.371 13 浓香/42° - 0.770 15.970

4 酱香/52° 0.188 8.657 69.600 14 浓香/42° 0.154 1.200 29.900

5 酱香/53° 0.143 6.584 94.418 15 浓香/42° - 1.020 20.960

6 酱香/53° nd 3.368 66.421 16 浓香/42° 0.154 0.580 13.810

7 酱香/56° nd 8.140 145.600 17 浓香/52° - 3.030 39.270

8 芝麻香/60° nd 4.570 140.560 18 浓香/52° 0.129 1.770 59.280

9 芝麻香/52° nd 5.500 433.460 19 浓香/52° - 2.640 53.760

10 浓香/38° nd 0.890 19.480 20 浓香/60° nd 2.870 70.160

注：nd表示未检出；-表示不在线性范围内。

检测分析

含量在 0.239 mg/L~0.867 mg/L之间，高于酱香型白酒，
同时也高于大部分市售酒样。 2号浓香型白酒中 GA－
BA的含量最高，达到 0.867 mg/L，其次为 1 号酒样达
到 0.659 mg/L。 因 2号样品储存时间相比其他样品久，
在本次试验中，储存时间越长，GABA 的含量越高。 但
储存时间的长短与 GABA 的含量之间是否有一定的
规律性还需进行大量试验验证。

酒样中核苷类成分检测率为 100%，检测到 20 种
白酒中腺苷的含量在 10.043 mg/L~433.460 mg/L之间，
尿苷的含量在 0.580 mg/L~8.657 mg/L之间。 相比于酱
香型和浓香型白酒， 芝麻香型白酒中腺苷的含量较
高，9号达到 433.460 mg/L。 酱香型白酒中尿苷含量最
高，4号达到 8.657 mg/L；其次为芝麻香型白酒，浓香型
白酒含量最低。测定结果表明，该酒厂中酱香型（4号~
6 号）和芝麻香型（8 号、9 号）白酒中这两种核苷类物
质含量高于市售酒样，而浓香型白酒（1 号~3 号）则与
市售酒样相差不大。

可见，不同香型酒之间 GABA 和核苷类物质的含
量均存在差异。 研究报道[21-23]，酿造工艺（如原料、酒曲
等）对发酵产品中 GABA 的含量影响显著。 不同香型
白酒酿造工艺不同，各地气候、环境及微生物的差异
很大，但酿造工艺是如何使得不同白酒中 GABA、核苷
类物质在含量上产生以上差异还需要进一步探究。 核
苷类物质含量差异与制曲、堆积工艺等关系也需进一
步的研究。 因此，采用简便快捷的方法测定白酒中的
GABA 和核苷类物质， 对未来探究不同香型白酒中
GABA和核苷类物质差异原因有着重要意义。

3 结论
本文建立利用高效液相色谱法精确测定白酒中

GABA以及核苷类物质（尿苷、腺苷）的方法，并对 20种
白酒其功能成分进行测定， 发现不同种类的白酒中含量
不尽相同。 20 种白酒中 GABA 的含量在 0.102 mg/L~
0.870mg/L之间， 腺苷的含量在 10.043mg/L~433.460mg/L
之间，尿苷的含量在 0.580 mg/L~8.657 mg/L之间。分析
结果显示，GABA在浓香型白酒中较高，核苷类物质在
芝麻香型和酱香型白酒中要高于浓香型白酒。 本研究
通过对色谱条件的优化以及对精密度、回收率的测定，
充分证明了试验的可行性，具有较高的参考价值。 本
文建立的方法操作简便，灵敏度高，适用范围广，适用
于大量样本的测定，为后期探索功能成分合成机制以
及酿造工艺如何影响其在白酒中的含量奠定了技术
基础。
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