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·药物分析·

HPLC法测定氧化型和还原型谷光甘肽

孙伟张3，于波涛“，蒋 燕“，周毛仔8(成都军区总医院，a．ET—CT中心：b．药剂科．四川成都610083)

[摘要] 目的 建立同时测定谷光甘肽原料及制剂中氧化型和还原型谷光甘肽的反相高效液相色谱法。方法 采用外

标法，以Hypersil C，；为色谱柱，25 mmol／L KH2PO。(pH2．5)：四氢呋喃(t00：1)为流动相，流速为1，0 ml／min，柱温为30

℃，检测波长230 nul，进行分离测定。结果 在3．12～2 490．0肛g／ml间，GSH线性关系良好(r=0．999 9)，测得回收率为

101．84％。在3．25～975．0斗g／ml间，GSSG线性关系良好(r=0．999 9)，测得回收率为97．84％。结论 所用方法准确可靠、

专属性强，可用于GSH和GSSG的同时测定。
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Determination of glutathione and oxidized glutathione by HPLC
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Department of Pharmacy，Chengdu 610083，China)

[Abstract] Objective To establish a method to determine GSH and GSSG by HPLC．Method The analytical column was

Hypersil C⋯The mobile phase consisted of 25m mol／L KH 2PO{(pH2．5)：tetrahydrofuran(100：1)．The flow rate was 1，0 ml／

min．Column temperature was 30 c|C and the detective wavelength was 230 am．Result The calibration CUlWe of GSH was linear within

the range of 3．12阻g／ml～2490．0 I．Lg／ml(r=0．999 9)and the average recovery was 101．84％．The calibration curve of GSSG was

linear within the range of 3．25 p。g／m]～975．0 ixg／ml(r=0．999 9)and the average recovery was 97，84％．Conclusion The method

was proved to be reliable and accurate，which could be used to determinate GSH and GSSG simultaneously．
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谷胱甘肽(glutathion)是由谷氨酸、甘氨酸、半

胱氨酸组成的三肽，是体内最重要的抗氧化剂和自

由基清除剂。糖尿病、爱滋病、青光跟以及各种肝脏

疾病都与体内GSH缺乏有关，因此，补充外源性

GSH，提高GSH血清水平，从而增加细胞内GSH量，

具有十分重要的临床意义。谷胱甘肽极易被氧化，

因此，本文建立了同时测定还原型谷胱甘肽(GSH)

和氧化型谷胱甘肽(GSSG)的HPLC，用于谷胱甘肽

制剂的工艺研究和质量评价。

1仪器和试药

1500型高效液相色谱仪(美国Alhech))；HA一

202型电子天平(日本A&D)；还原型谷胱甘肽对照

品(Sigma，北京百灵威公司)；氧化型谷胱甘肽对照

品(Boliman，迪马公司)；其余试剂均为AR级。

2方法与结果

2．1 色谱条件与系统适应性试验采用外标法，以
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Hypersil C18为色谱柱，25 mmol／L KH2P04(pH2．5)一

四氢呋喃(100：1)为流动相，流速为1．0 ml／min，柱

温为30℃，检测波长230 nm，进行分离测定。在上述

色谱条件下GSH保留时间约2．8 min，理论塔板数2

260，GSSG保留时间约4．8 min，理论塔板数3 070，二

者的分离度R为2．1。在选定的色谱条件下，GStt和

GSSG可得到较好的峰形且分离完全(图1)。

(min)2 8[IIIUl)
L

图1 GSH(A)和GSSG(B)对照品溶液HPLC色谱图

2．2线性关系的考察

2．2．1 GSH线性关系的考察取GSH对照品适量，
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精密称定，置25 ml量瓶中，用蒸馏水溶解、稀释至刻

度，摇匀，得浓度为2．49 mg／ml GSH对照品贮备液，

精密量取GSH对照品贮备液适量，以蒸馏水稀释成

浓度为2 490．0、1 245．0、249．0、49．8、24．9、12．45、6．

23、3．12¨g／ml的GSH对照品溶液。取上述不同浓

度GSH对照品溶液，进样20汕l，在选定的色谱条件

下进行分离测定，记录色谱图和GSH峰面积A，以浓

度c值为横坐标，A为纵坐标，直线回归，得GSH线

性方程，A=1 225．58C一26．525 1．r=0．999 9。

2．2．2 GSSG线性关系的考察取GSSG对照品适

量，精密称定，置25 ml容量瓶中，用蒸馏水溶解、稀

释至刻度，摇匀，得浓度为1．95 mg／ml GSSG对照品

贮备液，精密量取贮备液适量，以蒸馏水稀释成浓度

为975．0、312．01、156．0、78．0、39．0、13．0、6．5、3．25

I山g／ml的GSSG对照品溶液。取上述GSSG对照品

溶液，进样20肛】，在选定的色谱条件下分离测定，记

录色谱图和GSSG峰面积A，以浓度c为横坐标，A值

为纵坐标，直线回归，得GSSG线性方程：A=1 955．04C

+2 737．48，r=0．999 9。

2．3回收率实验

2．3．1 GSH回收率实验精密量取GSH对照品贮

备液适量，用蒸馏水稀释成高、中、低3种不同浓度的

GSH对照品溶液，按标准曲线制备方法进样，测定5

次，记录GSH色谱峰面积A，代入标准曲线方程，以

测得量与加入量之比计算回收率，结果见表1。

表2 GSH回收率试验结果(n=15)

2．3．2 GSSG回收率实验精密量取GSSG对照品

贮备液适量，用蒸馏水稀释成高、中、低三种不同浓度

的GSSG对照品溶液，按标准曲线制备方法进样，测

定5次，记录GSSG色谱峰面积A，代人标准曲线方

程，以测得量与加入量之比计算回收率，结果见表2。

表2 GSSG回收率试验结果(n=】5)

2．4精密度测定

2．4．1 GSH测定的日内和日间精密度 按回收率

试验项下方法，测定GSH高、中、低三种不同浓度对

照品溶液，以一天内5次测定结果计算日内RSD，以

3天内15次测定结果计算日间RSD，结果见表3。

GSH日内RSD≤3．91，日间RSD≤5．12。

2．4．2 GSSG日内和日间精密度测定 按回收率试

验项下方法，测定GSSG高、中、低三种不同浓度对

照品溶液，以一天内3次测定结果计算日内RSD，以

5天内15次测定结果计算日间RSD，结果见表4。

GSSG日内RSD≤5．53％，日间RSD≤4．23％。

表3 GSH精密度实验结果

表4 GSSG精密度实验结果

2．5 GSH对照品溶液稳定性考察 取谷胱甘肽

(GSH)对照品适量，精密称定，用水溶解稀释成浓

度为498．0 p。g／ml谷胱甘肽对照品溶液。置冰箱
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的优势，为高年级学生设立“原创药物研发、质量标

准制定、药物剂型辅料研究、生物大分子化学标记、

绿色化学研究”等本科生科研方向；为低年级学生

组建实验联合课程的学习团体；建立相应的创新活

动实验室，丰富大学生创新活动，并开展大学生综合

技能竞赛活动。使整个实验教学过程充满灵动，研

究性教学成效显著。近年来，我校药学专业本科生

获学校大学生创新课题基金立项共45项，发表论文

36篇，作全国性大会报告4次，获得实用新型专利

授权8项，参加各类竞赛活动获奖14项，其中特等

奖、金奖、创新成果奖等全国性高等级奖项6项。

3．3 建设“服务军队需求，增强工作能力”的实践

训练环境依托“军队特需药品中试生产基地”(解

放军总后勤部立项建设)，在药剂学实验课程内，安

排学生进行参观、见习，使学生了解中试基地基本构

成、仪器设备特点等内容。根据基地生产任务情况

安排学生学习半固体制剂和固体制剂(片剂、胶囊)

的制备流程。利用中试基地生产间隙，让学生使用

基地中试设备进行如维生素C泡腾片制备、复方抗

疟三号制备等生产课题研究。拓展学生的实践领

域，缩短学生在校学习与实际工作间的距离，加快学

生毕业后适应工作岗位的时间，实现对学生军事素

质、创新实践综合能力的培养。

综上所述，在研究性教学的内容、组织形式和条

件建设的基础上，我们还在不断探索研究性教学的

可操作的评价方式．以及如何把研究性教学深入到

教学的各个方面。相信随着研究的深人和课程的扩

大化，研究性教学必将渗透到各专业各课程教学过

程中，具有广泛的适应性。
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4 cC放置，在不同时间取出测定其浓度，结果见表5。

由表5可见，谷胱甘肽对照品溶液宜临用新配。

表5 谷胱甘肽对照品溶液4℃贮存的稳定性结果

O

3

5

7

10

501 57

495．48

479 32

464 65

454．34

3讨论

GSH含量测定方法的文献报道主要有酶免疫测

定法和HPLC法。由于GSH紫外吸收较弱，文献报

道的方法多采用柱前衍生化后以紫外或荧光检测器

进行测定。为考察GSH的稳定性．需同时测定GSH

和GSSG，而GSSG是两GSH分子的一SH键脱氢缩合

而成，衍生化试剂如OPA试剂、Ellman’s试剂等与

GSH和GSSG均发生反应，不能区分二者，因此不宜

选用柱前衍生化法。研究中曾采用多种流动相进行

考察，如0．01 mol／L磷酸溶液一乙腈；0．02 mol／L醋酸

钠溶液一乙腈；磷酸钠缓冲液(pH6．5)一乙腈，均未有效

的分离GSH和GSSG。最后确定以0．025 mol／L磷酸

二氢钾溶液(pH2．5)一四氢呋喃(100：1)作流动相，

GSH和GSSG可较好的分离，测定峰形和保留时间均

较好。目前同时分离测定GSH和GSSG的方法尚未

见报道。该方法的建立为谷胱甘肽制剂的质量评价、

稳定性考察和胃肠道生物模型研究的进行奠定了基

础，试验证明，该方法简便、可靠。
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