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通气和金属离子双重胁迫对糙米萌发富集
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氨基丁酸的影响
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摘要!为缩短糙米的发芽周期!提高发芽糙米的
&

0

氨基丁

酸%

&
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D
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$

hM.M

&含量$研究了通气胁迫!

金属离子胁迫以及双重胁迫处理对糙米%镇糯
#,

号&发

芽效果%

hM.M

含量!发芽率和芽长&的影响"试验结果

表明#全程通气胁迫处理能显著加快糙米萌发速度并提

高发芽后期糙米中
hM.M

的含量$但是会导致芽体过长'

发芽
!#7

后进行通气胁迫处理%

,7

&能在提高
hM.M

含

量的同时$有效控制芽长在
";!>1

左右'采用钙离子

%

S2

!o

&或铝离子%

M4

*o

&进行胁迫萌发能大幅度提高发芽

糙米中
hM.M

的含量$当
S2

!o 浓度为
*)11E4

(

^

时$

hM.M

增长率达到
((;*W

'双重胁迫萌发的最佳工艺条

件为#糙米在
*)11E4

(

^

的
S2

!o溶液中浸泡发芽
!#7

后

以
#;)^

(

136

的通气量通气
,7

$共发芽
*"7

'在该条件

下$镇 糯
#,

号 胁 迫 萌 发 后
&

0

氨 基 丁 酸 含 量 达 到

!-;#-1

9

(

#""

9

$比正常发芽
*$7

的样品提高了
$(;(!W

$

发芽率提高了
!;$)W

"可见$通气和金属离子双重胁迫

可显著提高
hM.M

含量并缩短发芽周期"

关键词!糙米'胁迫萌发'

&

0

氨基丁酸'通气'金属离子
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糙米是稻谷经脱壳得到的颖果'在适宜的湿度和温

度下'米胚处长出芽体'即为发芽糙米(发芽的实质是糙

米内部多种酶活化的过程,

#

-

'淀粉酶,

!

-

+蛋白酶,

*

-等将大

分子物质分解成还原糖和游离氨基酸等物质,

(

-

'不仅为

芽体的生长提供助力而且能大幅度增加益生成分'提升

发芽糙米的抗氧化能力,

)N$

-和营养品质,

+

-

(

&

0

氨基丁酸#
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hM.M

%是发芽糙

米中最主要的功能性成分'具有提高脑活力+改善记忆+

抗焦虑抑郁+缓解神经紧张等生理功能,
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hM.M

含量受到底物谷氨酸和谷氨酸脱羧酶#

h48C213>

2>3==<>2IJE\

D

42B<

'

hM'

%的共同限制(据报道'在糙米发

芽过程中对糙米进行适当的刺激'如金属盐胁迫,

#"N##

-

+

低温刺激,

#!

-

+厌氧胁迫,

#*

-

+水浸胁迫,

#(

-等'能大幅度提

高
hM.M

含量'且
hM.M

的富集程度与胁迫条件有较大

的关系(陈志刚,

#)

-的研究表明低浓度的
S2

!o能提高辽

粳
!,(

的发芽率'最适浓度为
";)11E4

*

^

'发芽
*=

后芽

长可达
";)>1

'但未研究
hM.M

含量的变化情况(

O<3

等,

#"N##

-的研究表明
&<

!o 和
[6

!o 能促进糙米的发芽'

!)"

'

#""1

9

*

^

分别是最佳浓度'但
&<

!o 处理后
hM.M

比未胁迫的发芽糙米低
";,(W

而
[6

!o 处理则提高

-!;-W

(丁俊胄等,

#*

-用
V

!

和
SP

!

营造厌氧环境'结果发

现
SP

!

的促进效果明显优于
V

!

'胁迫
+!7

后
hM.M

可

达
,$);((1

9

*

#""

9

(尽管胁迫的方式很多'但是目前对

糙米发芽的胁迫处理大都只采用一种胁迫方式'而文献

,

#$N#-

-报道采用
!

种或
!

种以上处理的胁迫方式比单

一胁迫对植物积累
hM.M

更有效(虽然在蒋振辉,

#,

-的

研究中也有采用通气和
S2

!o胁迫'但是
S2

!o的梯度设置

少'只研究了
#;)^

*

136

通气量下
";)

'

!;)

'

#";"11E4

*

^

的氯化钙溶液的影响'未对交互作用做详细的探究(本

试验拟以镇糯
#,

号为胁迫工艺的研究对象'在研究单一

胁迫处理#金属离子胁迫+通气胁迫%对糙米发芽效果和

富集
hM.M

含量的影响的基础上'重点研究
!

种不同的

胁迫处理对糙米的影响'优化了双重胁迫的处理方式和

工艺条件'并以其他
-

种不同品种的糙米进行验证'以期

为糙米的深加工利用提供参考(

#

!

材料与方法
#;#

!

材料与仪器

#;#;#

!

材料与试剂

稻谷#来源与类型见表
#

%$

!"#+

年
##

月收获'砻谷后

的糙米经过分级筛除杂和挑选后'于
(_

避光保存&

无水氯化钙+次氯酸钠+无水乙酸钠等$分析纯'国药

集团化学试剂有限公司&

hM.M

标准品$中国百灵威公司&

邻苯二甲醛#

PLM

%$生化试剂'美国
M

9

34<6C

公司&

衍生缓冲液$美国
M

9

34<6C

公司&

甲醇+乙腈$色谱纯'美国
Y3

9

12

公司(

#;#;!

!

主要仪器与设备

数显恒温水浴锅$

TTY0!#0$

型'上海博讯实业有限

公司&

电热恒温鼓风干燥箱$

'Th0,"*"

型'上海恒科学仪

器有限公司&

高效 液 相 色 谱 仪$

M

9

34<6C#!$" Y<I3<B

型'美 国

M

9

34<6C

公司&

液 相 色 谱 柱$

[P@.M? Y.0M

i

型'

(;$ 11 b

#)"11

'美国
M

9

34<6C

公司&

表
#

!

,

种稻谷类型及来源

A2J4<#

!

V36<C

DH

<B26=BE8I><BEGI3><

糙米 类型 来源

镇糯
#,

糯稻 江苏淮安米市

皖糯
#

糯稻 江苏淮安米市

凤台圆糯 糯稻 江苏无锡米市

嘉花 粳稻 江苏无锡羊尖粮食管理所

,#"-

粳稻 江苏无锡羊尖粮食管理所

淮五 粳稻 江苏淮安米市

湘早籼
(!

籼稻 湖南农丰种业有限公司

中浙优
#

籼稻 湖南农丰种业有限公司

湘晚籼
#*

籼稻 湖南农丰种业有限公司

!!

气泵$

SA0!"!

型'江苏森森休闲用品贸易有限公司&

游标卡尺$

)*"0#"-

型'瑞士
A/YM

公司(

#;!

!

方法

#;!;#

!

糙米萌发
!

称取
!)

9

糙米样品#镇糯
#,

%'用体积

分数
";)W

的次氯酸钠浸泡消毒
*"136

'再用去离子水清

洗数遍(将洗净沥干的糙米移入带有铁丝网的烧杯'铁

丝网距杯底约
#>1

'添加
*

#

(

倍体积的去离子水使去离

子水液面略高于糙米'将烧杯置于
*"_

的水浴锅中浸泡

#!7

后'在同样条件下进行发芽'每隔
#!7

换水'并取样

测定发芽率+芽长和
hM.M

含量'发芽结束后于
)"_

热

风干燥
)7

(

#

#

%通气胁迫$将不同通气量的气泵泵头置于铁丝网

与烧杯底部的空隙中'对浸泡液中鼓入新鲜的空气'通气

量分别为
";"

'

";)

'

#;"

'

#;)

'

!;"^

*

136

'浸泡液为去离子

水(对照样设为去离子水浸泡发芽
*$7

且未通气处理的

发芽糙米(

#

!

%金属离子胁迫$选择
)

种金属离子浸泡液'分别

为硫酸锌+氯化镁+氯化钙+硫酸铜+硫酸铝'浓度参见

表
!

'其中低浓度分别参考了
O<3

等,

##

-和李晓丹等,

!"

-

的'高浓度为
)

倍低浓度'发芽时间为
*"7

(对照样设为

去离子水浸泡发芽
*$7

且未通气处理的发芽糙米(

!!

#

*

%双重胁迫$在确定通气方式和金属离子浸泡液种

类的基础上'以
hM.M

含量为主要指标'优化双重胁迫萌

表
!

!

)

种金属离子浸泡液的种类和浓度

A2J4<!

!

&3F<C

DH

<B26=>E6><6CI2C3E6BEGC7<36G8B3E6

BE48C3E6 1

9

&

^

浸泡液种类 低浓度 高浓度

硫酸锌
)"" !)""

氯化镁
#""" )"""

氯化钙
### )))

硫酸铜
$" *""

硫酸铝
#""" )"""

&%
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&eV'MR/VAM̂ @/Y/M@ST

总第
!##

期
"

!"#,

年
)

月
"



发的工艺条件(对照样设为去离子水浸泡发芽
*$7

且未

通气处理的发芽糙米(

#;!;!

!

芽长及发芽率的测定
!

#

#

%芽长$参照
h.

*

A*)(*;(

)

#,,)

'修改如下$随机

选取
*"

粒发芽糙米籽粒'使用游标卡尺测定其长度'然

后取平均值作为芽长(

#

!

%发芽率$参照温坤芳等,

!#

-的方法'修改如下$取

!)

9

糙米样品在一定条件下进行发芽试验'发芽结束后

确定发芽颗粒数和未发芽颗粒数并计算发芽率(

#;!;*

!

hM.M

含量的测定
!

参照张继红等,

!!

-和李勇等,

!*

-

的方法采用柱前衍生法测定'其中
hM.M

的测量使用紫外

检测器于
*--61

处进行检测'流动相
M

为
";"(1E4

*

^

的

乙酸钠溶液#

H

T

为
+;!

%'流动相
.

为甲醇)乙腈)水#体

积比
!

&

!

&

#

%'洗脱时间
*-136

'柱温
("_

(

#;!;(

!

验证实验
!

分别选粳米+籼米各
*

种和糯米
!

种

进行双重胁迫萌发效果的验证(浸泡液为
*)11E4

*

^

的

氯化钙溶液'培养温度
*"_

'培养时间
*"7

(在发芽至

!#7

时进行通气'通气量为
#;)^

*

136

'发芽
*"7

时停止

通气'共通气
,7

(发芽糙米样品经干燥后按照
#;!;*

方

法测定
hM.M

含量(以去离子水浸泡发芽
*$7

且未通

气处理的发芽糙米为对照样(

#;*

!

数据分析

所有试验均重复
*

次'结果以#平均值
`

标准差%表

示(应用
YLYY

软件进行方差分析'显著性分析采用

'8>26rB

多重检验'

L

#

";")

表示差异显著'

L

#

";"#

表示

差异极显著(

!

!

结果与分析
!;#

!

通气胁迫萌发

全程通气处理对发芽糙米
hM.M

含量和芽长的影响

如图
#

#

2

%+#

J

%所示(浸泡液为去离子水时'发芽糙米中

hM.M

含量随着通气处理时间的变化呈不同的趋势,图
#

#

2

%-(发芽
!(7

之前'通气胁迫萌发样品的
hM.M

含量

略低于对照样'可能是发芽初期糙米处于吸水复苏阶段'

当吸水率达到糙米自重的
#)W

#

#-W

时开始发芽'

*"W

时可正常发芽,

!(

-

(通气向浸泡液中鼓入空气#室温%可能

会降低浸泡液温度#

*"_

%从而降低糙米的吸水速率(此

外'通气会增加水中溶解氧的含量'而未通气的糙米在耗

尽浸泡液中的氧气后处于低氧环境'以无氧呼吸为主'糙

米产生应激反应导致
hM'

活性更高,

!)

-

'有利于
hM.M

的生成(发芽
!(7

的糙米吸水已达到饱和状态'此时吸

水速率降到最低'呼吸速率达到最高'通气处理为芽体的

生长提供充足的氧气'芽体在延长过程中
hM.M

大量生

成(

#;"^

*

136

通气处理
*"7

的糙米
hM.M

含量为

!(;!(1

9

*

#""

9

'与对照相比提高
#)W

(通气量再增大'

hM.M

含量反而有所下降(这表明'在发芽后期适当的

通气处理有利于糙米中
hM.M

含量的提高(如图
#

#

J

%

所示'通气胁迫萌发初期'糙米胚芽缓慢生长(发芽
*"7

图
#

!

通气处理对发芽糙米
hM.M

含量!芽长和发芽率的影响
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8I<#
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后'芽体生长速率加快'芽长可达到
";)>1

左右'此时未

通气的糙米芽长约为
";!>1

'通气处理对芽长的影响在

糙米外观图#图
!

%中表现的更为直观(根据
'.*!

*

A

!*",

)

!"#*

/发芽糙米通用规范0'发芽糙米的芽长应在

";!>1

以内'显然全程通气工艺并不适用(

!!

结合全程通气对
hM.M

含量和芽长的影响'考虑缩

短通气时间并采用发芽后期通气的方式'即从发芽
!#7

后开始通气'通气时间为
,7

'共发芽
*"7

(由图
#

#

>

%可

知'通气
,7

发芽的糙米中
hM.M

含量高于不通气的对

照样(通气量低于
#;)^

*

136

时'

hM.M

含量随通气量增

大而升高'但高于
#;)^

*

136

后略微下降(这与王玉萍

图
!

!

全程通气条件下发芽糙米的外观图

&3

9

8I<!

!

M

HH

<2I26><12

H

EG

9

<I1362C<=JIE56I3><

53C7=3GG<I<6CF<6C342C3E6

等,

!$

-的结果一致'但最佳通气量稍有不同'可能是糙米原

料存在差异(同时'采用发芽后期通气处理
,7

的工艺能

有效控制发芽糙米的芽长'其中通气量为
#;)^

*

136

的芽

长约为
";!>1

'符合标准(此外'通气处理还略微提升了

糙米的发芽率'如图
#

#

=

%所示'未通气处理的糙米发芽率

为
--;#"W

'而经
,7

通气处理的糙米发芽率均可达到

,"W

(因 此'确 定 通 气 条 件 为 浸 泡 发 芽
!#7

后 以

#;)^

*

136

的速率进行通气处理
,7

'共发芽
*"7

(

!;!

!

金属离子胁迫萌发

分别选择硫酸锌+氯化镁+氯化钙+硫酸铜和硫酸铝

)

种金属盐作为浸泡液探究金属离子对发芽效果的影响'

对照样为去离子水发芽
*$7

的糙米(如图
*

#

2

%所示'氯

化钙和硫酸铝处理能显著提高发芽糙米中
hM.M

含量'

而且高浓度比低浓度更能促进糙米产生
hM.M

(

hM'

催化谷氨酸脱羧生成
hM.M

'而调控该过程的
hM'

被激

活的前提是
hM'

结合位点与钙离子和钙调蛋白的复合物

相结合'因此'

S2

!o的添加能促进激活
hM'

,

#$

-

'从而促进

hM.M

的生成(

M4

*o对
hM.M

富集效果的研究还未见报

道'李晓丹等,

!"

-发现
M4

*o能够胁迫苦荞起到富集黄酮的

效果'具体的机理目前仍不清楚'还有待进一步的研究(

经测定'氯化钙+硫酸铝胁迫发芽
*"7

的糙米中钙和铝的

残留量分别为
!"-

'

**(1

9

*

K

9

,图
*

#

J

%-'铝残留量高于
h.

!+$!

)

!"")

/食品中污染物限量标准0中规定的上限

#

#""1

9

*

K

9

%(因此'

S2

!o更适合用于糙米的胁迫萌发(

图
*

!

金属离子胁迫萌发对发芽糙米中
hM.M

含量的影响
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!!

如 图
*

#

>

%所 示'糙 米 在 浓 度 梯 度 为
";#

#

#"";"11E4

*

^

的氯化钙中浸泡发芽'

hM.M

含量呈阶梯

式上升趋势(这与韩永斌等,

!+

-的报道稍有不同'并非严

格意义上的低浓度促进+高浓度抑制(在氯化钙浓度为

("11E4

*

^

时'

hM.M

含量呈现最高值'因此选择
*"

#

)"11E4

*

^

梯度进一步试验(由图
*

#

=

%可知'氯化钙浓

度为
*)11E4

*

^

时'

hM.M

含量最高为
!(;+#1

9

*

#""

9

'

继续提高
S2

!o浓度'

hM.M

含量呈下降趋势(因此'在随

后的双重胁迫萌发的研究中'金属离子选用
S2

!o

'考察浓

度为
!)

#

()11E4

*

^

(

!;*

!

糙米双重胁迫萌发

!;*;#

!

S2

!o浓度对糙米双重胁迫萌发效果的影响
!

由

图
(

#

2

%可知'在
#;)^

*

136

通气的条件下'

hM.M

含量随

着氯化钙浓度的增加呈先上升后降低的趋势'当氯化钙

浓度为
*)11E4

*

^

时'达到最高值
!$;(+1

9

*

#""

9

(这

图
(

!

S2

!o浓度对糙米双重胁迫萌发效果的影响

&3

9

8I<(

!
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36

9
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可能是
!(7

前只有氯化钙胁迫'此阶段氯化钙对
hM.M

的作用与单一胁迫阶段相同'

!(7

后加入通气处理'糙米

有氧呼吸速率提高'

hM.M

生成量比单一胁迫阶段高(

hM.M

的生成与消耗是一个动态平衡的过程,

!-

-

'即
hM'

将谷氨酸转化为
hM.M

的同时'

hM.M

作为
hM.M

转氨

酶的底物也在源源不断地被消耗(当
hM.M

累积到一定

程度'在
hM.M

转氨酶的作用下'

hM.M

转化为琥珀酸半

醛的速度也相应增加'从而导致
hM.M

含量呈下降趋势(

不同氯化钙浓度条件下'双重胁迫萌发后糙米的发芽率

和芽长分别见图
(

#

J

%+#

>

%(双重胁迫萌发的糙米'发芽

率显著高于对照组'但是不同
S2

!o浓度条件下糙米发芽

率的区别不明显(发芽糙米的芽长均在
";!>1

以内'不

同
S2

!o浓度条件下糙米芽长区别不大(因此'最佳的氯

化钙溶液浓度是
*)11E4

*

^

(

!;*;!

!

通气量对糙米双重胁迫萌发效果的影响
!

由

图
)

#

2

%可知'在
*)11E4

*

^

的氯化钙溶液浸泡下'随着

图
)

!

通气量对糙米双重胁迫萌发效果的影响
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通气量的增加'糙米中
hM.M

含量呈先缓慢增长后下降

的趋势(相比于单一的
,7

通气处理'

*)11E4

*

^

的氯化

钙胁迫能大幅度提高
hM.M

产率'因此不同通气量条件

下'

hM.M

的变化较小(由图
)

#

J

%+#

>

%可知'通气处理的

糙米发芽率显著高于不通气处理的'双重胁迫的糙米发

芽率#

,!W

以上%也高于发芽
*$7

的对照组#

-,;-,W

%(

可见'通气处理对糙米的发芽率略有提升的作用(此外'

双重胁迫处理的糙米芽长均在
";!>1

左右(因此'以

hM.M

含量为主要参考指标'确定了糙米双重胁迫萌发

的工艺为$在
*)11E4

*

^

的氯化钙溶液中浸泡发芽
!#7

后以
#;)^

*

136

的通气量通气
,7

'共发芽
*"7

(

!;(

!

糙米双重胁迫萌发效果验证

采用所确定的双重胁迫萌发工艺'对其他
-

种糯米+

粳米和籼米分别进行发芽试验(结果表明'经过双重胁

迫发芽的糙米中
hM.M

含量显著高于对照样的#图
$

%'

且
hM.M

的增长率均
%

)"W

'表明双重胁迫萌发工艺对

各品种的糙米具有普遍适用性(其中'中浙优
#

和湘晚

籼
#*

这 两 种 糙 米 的
hM.M

的 增 长 率 分 别 达 到 了

#*(;("W

和
##$;)!W

'提升效果突出(

图
$

!

双重胁迫萌发处理对不同品种糙米
hM.M

含量的影响
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结论
经过对发芽糙米进行双重胁迫萌发的探究'确定最佳

萌发工艺条件为$

*)11E4

*

^

的氯化钙溶液为浸泡液'发

芽至
!#7

时以
#;)^

*

136

的通气量通气处理'共发芽
*"7

'

此工艺下制备的发芽糙米
hM.M

含量为
!-;#)1

9

*

#""

9

'

经验证'双重胁迫萌发的糙米
hM.M

含量均比未胁迫的

提高
)"W

(同时'在通气和
S2

!o的胁迫处理下'发芽周

期比普通发芽糙米短'发芽率也比普通发芽糙米高'并且

该工艺适用于多种糙米品种(利用通气胁迫能有效减缓

微生物的滋生与无氧发酵'但是本研究采用的浸泡式发

芽方法会产生大量的废水'废水的处理与利用仍有待进

一步的研究'由于废水中可能存在大量的
hM.M

'废弃浸

泡液中
hM.M

的提取与纯化也是研究的一个方向(
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