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HPLC 法同时测定九苷肽蛹虫草软胶囊中还原型及氧化型谷胱甘肽含量 *

林宏琳 1，杨艳 1，童金华 2

（1. 福建省疾病预防控制中心，福州 350001；2. 福建农林大学菌草研究所，福州 350002）

摘要　目的：建立 HPLC-SPD 法同时测定九苷肽蛹虫草软胶囊中还原型和氧化型谷胱甘肽的含量。方法：

以流动相为提取溶剂对样品进行超声提取；选用 Atlantis T3（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱柱，以 0.1% 三

氟乙酸-乙腈（95∶5）为流动相，流速 1.0 mL·min-1，紫外检测波长 203 nm，柱温 35 ℃。结果：样品中还

原型和氧化型谷胱甘肽在 8 min 内得到很好的分离；质量浓度分别在 50.4~504 μg·mL-1（r=0.999 7）和

6.2~62μg·mL-1（r=0.999 4）线性良好；检测限分别为 0.44 和 0.12 mg·g-1；平均回收率（n=9）分别为 97.5%
和 93.4%；3 批样品中还原型和氧化型谷胱甘肽含量分别是 70.2、70.5、70.1 mg·g-1 和 1.3、1.4、1.3 mg·g-1，

其含氧化型谷胱甘肽均小于谷胱甘肽总量的 2.0%。结论：本方法能够满足日常分析检测的需要，为含谷胱

甘肽保健食品的质量控制提供科学依据。
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Simultaneous determination of reduced and oxidized glutathione in 
Jiugantai Yongchongcao softgel by HPLC-SPD*
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Abstract　Objective：To establish an HPLC-SPD method for the simultaneous determination of reduced and 
oxidized glutathione in Jiugantai Yongchongcao softgel．Methods：The samples were ultrasonically extracted with 
the mobile phase as extraction solvent；The chromatographic separation was achieved on an Atlantis T3 column

（4.6 mm×250 mm，5 μm），using 0.1% trifluoroacetic acid-acetonitrile（95∶5）as the mobile phase at a flow rate 
of 1.0 mL·min-1，the detection wavelength was set at 203 nm，and the column temperature was 35 ℃．Results：
Reduced and oxidized glutathione were well separated within 8 minutes；the calibration curves of reduced and 
oxidized glutathione showed good linearity in the range of 50.4-504 μg·mL-1（r=0.999 7）and 6.2-62 μg·mL-1

（r=0.999 4），respectively；the detection limits were 0.44 mg·g-1 and 0.12 mg·g-1，respectively；the average  
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recovery（n=9）were 97.5% and 93.4%，respectively；The contents of reduced and oxidized glutathione in three 
batches were 70.2，70.5，70.1 mg·g-1 and 1.3，1.4，1.3 mg·g-1，which containing oxidized glutathione were less 
than 2.0% of the total．Conclusion：This method can meet the needs of daily analytical testing for the quality 
control of health foods containing glutathione.
Keywords：glutathione；GSH；GSSG；active oligopeptide；mercapto low molecular peptide；Jiugantai 
Yongchongcao softgel；HPLC

的是液相色谱法（HPLC）：有用邻苯二甲醛（OPA）

衍生化后以荧光检测器（FLD）检测［10］，其样品前处

理操作烦琐，所用衍生化试剂即引入新的杂质并可能

损伤色谱柱；有采用蒸发光散射检测器（ELSD）［15］，

但 ELSD 并非通用检测器，还需要配置高压氮气或空

气，在实验室并不普及，其灵敏度远不如紫外检测器，

具有一定的的局限性；有的在甲醇流动相中加入磷酸

盐缓冲液与庚烷磺酸钠离子对试剂，在紫外波长 210 
nm 处检测［12］，由于烷基磺酸盐离子对试剂与色谱柱

的固定相结合需要较长的平衡时间，稳定性差，灵敏度

较低，加上磷酸盐都有可能破坏色谱系统，对色谱柱损

耗大，清洗难等，这些都给检测实验带来许多困难。

因此，本研究开发和验证了同时测定 GSH 和

GSSG 的简单、高效、快速、准确，且广泛适用的反相

高效液相色谱 - 紫外检测法，为谷胱甘肽产品的工

艺研究和质量控制、评价提供便捷、可靠的方法。

1　仪器与材料

LC 20 型高效液相色谱仪系统配 SPD-M20A
型二极管阵列检测器（岛津公司）；Atlantis T3（4.6 
mm×250 mm，5 μm；填料：高纯度硅胶及三官能团

键合十八烷基硅烷；Waters 公司）色谱柱；Millipore 
Direct-Q 纯水系统（Millipore 公司）；KQ-250DE 数

控超声波清洗器（昆山市仪器有限公司）；CPA225D
十万分之一电子天平（赛多利斯公司）。

还原型谷胱甘肽对照品（纯度≥98%，批号

SLBK1031V，SIGMA 公司），氧化型谷胱甘肽对照品

（纯度≥98%，批号 SLBM9313V，SIGMA 公司）；甲醇、

乙腈及三氟乙酸（TFA）为色谱纯。样品九苷肽蛹虫

草软胶囊（每粒 0.6 g）由江苏学府生物工程有限公

司提供，批号为 20140806、20140807、20140808。
2　溶液的制备

2.1　混合对照品溶液　分别准确称取对照品（按纯

度标示折算）GSH 50.42 mg 和 GSSG 6.18 mg，置于

50 mL 棕色量瓶中，以流动相溶解并定容至刻度，制

谷胱甘肽是生物体内抗氧化防御系统中最重要

的小分子活性寡肽［1］，是细胞内含量最丰富的巯基

低分子肽［2］，具有重要的抗氧化作用和整合解毒作 
用［3-4］，分为还原型谷胱甘肽（N-（N-L-γ- 谷氨酰

基 -L- 半胱氨酰基）甘氨酸，GSH）和氧化型谷胱甘

肽（N-（N-L-γ- 谷胺酰基 -L- 半胱胺酰基）甘氨

酸 -2，2- 二硫化物，GSSG）。谷胱甘肽与其他寡肽

不同，就在于含有 1 个由半胱氨酸氨基与谷氨酸的

γ- 羧基构成的特殊肽键［5］，主要功能基团半胱氨酸

巯基参与还原和共轭反应［6-7］。GSH 在自由基、抗氧

化剂与营养素及其代谢的协调关系中起着至关重要

的作用［8-10］，还可抑制某些病原体（病毒和细菌）的

复制或存活，具有免疫治疗剂的作用［11］。GSH 可清

除生物体内有害自由基或脂质过氧化物，使其转换成

脂肪酸和水，而 GSH 被氧化成 GSSG。GSH 固体较为

稳定，但在水溶液中很不稳定，易被氧化成为 GSSG，

失去其原有的生物活性，给生物体带来不良影响［8］。

有报道发现少量的 GSSG 共存下，对 GSH 清除自由

基有协同催化作用［1］，GSH/GSSG 的配比对自由基

清除率有明显影响：当 GSH/GSSG 的配比大于 50∶1
时，自由基清除率比同浓度的 GSH 大，且自由基清除

率随 GSH 和 GSSG 的绝对浓度的增加而明显增加。

2015 年版中国药典谷胱甘肽片质量标准的有关物质

检查项中新增关于 GSSG 含量控制的规定［12］，即含

氧化型谷胱甘肽不得过谷胱甘肽标示量的 2.0%。因

此，研究控制 GSH 中 GSSG 的含量，是谷胱甘肽相关

产品生产控制的重点之一。

已有研究表明蛹虫草与谷胱甘肽组方对酒精性

肝损伤具有保护作用［13］，其作用机制与清除自由基、

抑制脂质过氧化作用有关。九苷肽蛹虫草软胶囊以

蛹虫草、谷胱甘肽、天然维生素 E 等为主要原料，制

成具有对化学性肝损害有辅助保护功能、增强免疫力

功能的保健食品。目前，同时测定 GSH 和 GSSG 的

方法有液相色谱质谱联用（LC-MS）法［14］，报道更多
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成质量浓度分别为 1.008 mg·mL-1 和 0.124 mg·mL-1

的单一成分对照品溶液；各取 5 mL 上述 2 种溶液

于 10 mL 棕色量瓶中，以流动相制成质量浓度分别

为 0.504 mg·mL-1 和 0.062 mg·mL-1 的混合溶液；吸

取混合对照品溶液 0、1、2、4、5 mL，分别置于 10 mL
棕色量瓶中，以流动相定容至刻度，混匀，得 GSH 质

量浓度分别为 0、50.4、101、202、252、504 μg·mL-1 和

GSSG 质量浓度分别为 0、6.2、12、25、31、62 μg·mL-1

的混合对照品溶液系列。各溶液均临用新配，冰箱 
（4 ℃）保存。

2.2　供试品溶液　精密称取蛹虫草软胶囊内容物约

0.15 g 于 25 mL 棕色量瓶中，以流动相超声（500 W，

40 kHz）提取 10 min，定容，取上清液过 0.45 μm 滤

膜，即得。溶液均临用新配，冰箱（4 ℃）保存。

2.3　阴性样品溶液　根据九苷肽蛹虫草软胶囊配方

比例制备不含 GSH 和 GSSG 的阴性样品，按“2.2”项

下方法制备阴性样品溶液。溶液均临用新配，冰箱

（4 ℃）保存。

3　色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：Waters Atlantis T3（4.6 mm×250 mm，5 
μm）；流动相：0.1% 三氟乙酸 - 乙腈（95∶5）；流速：

1.0 mL·min-1；检测波长：203 nm；进样量：10 μL；柱
温：35 ℃。

在上述色谱条件下，理论塔板数均大于 5 000，
混合对照品、样品、阴性样品色谱图见图１。结果表

明，GSH 和 GSSG 的色谱峰与相邻峰的分离度均大

于 1.5，样品中的其他成分对 2 个待测成分的测定无

干扰。

1．GSH　2．GSSG

图 1　混合对照品（A）、样品（B）及阴性样品（C）HPLC 色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference substances（A），sample（B）and negative sample without GSH and GSSG（C）

4　含量测定方法学验证结果

4.1　线性关系考察及检测限测定　取“2.1”项下系

列混合对照品溶液进样分析，以谷胱甘肽的质量浓度

X 与对应的峰面积 Y 进行线性回归，GSH 和 GSSG 在

各自的线性范围内呈良好线性；将混合对照品溶液

以流动相逐级稀释后进样测定，按实际样品的处理

过程计算，得到 2 个组分的 LOD（S/N=3）。GSH 和

GSSG 的线性关系考察结果及方法检测结果见表１。

表 1　GSH 和 GSSG 的线性关系考察及方法检测限测定结果

Tab. 1　Results of linear and LODs of GSH and GSSG

成分

（component）
线性范围

（linearity range）/（mg·mL-1）

回归方程

（regression equation）
r

检测限

（detection limit）/（mg·g-1）

GSH 0.050 4~0.50 4 Y=6.881 13×106X+5.010 00×105 0.999 7 0.44 

GSSG 0.006 2~0.06 2 Y=2.515 45×107X+1.901 8×104 0.999 1 0.12 
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4.2　精密度实验　精密量取同一供试品溶液 10 
μL，连续进样６次，结果 GSH 和 GSSG 峰面积的

RSD 为 1.7% 和 3.0%，表明仪器精密度良好。

4.3　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于 0、4、
8、12、24 h 进样 10 μL 进行分析测定，24 h 结果供试

品溶液中 GSH 和 GSSG 峰面积的 RSD 分别为 3.7%
和 4.1%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。

4.4　回收率和重复性试验　选取样品约 75 mg 于

25 mL 量瓶中，对 GSH 和 GSSG 进行了 3 个添加水

平（分别加入 GSH 和 GSSG 的单一对照品溶液各 1、
3、5 mL），每个添加水平 3 份，共 9 份，按“2.2”项方

法制备供试溶液，进样分析，考察方法的回收率和重

复性。结果 GSH 的低、中、高浓度的回收率（n=3）
分 别 为 101.3%、95.2%、96.1%，RSD 分 别 为 3.3%、

1.6%、2.9%，平均回收率（n=9）为 97.5%；GSSG 的

低、中、高浓度的回收率（n=3）分别为 98.5%、93.7%、

88.1%，RSD 分别为 3.1%、2.9%、3.8%，平均回收率

（n=9）为 93.4%。结果表明样品在不同的添加水平

下的回收率及重复性良好。

5　样品测定

分别取３批次的样品各 3 份进行平行测定，以

外标法计算含量样品中 GSH 和 GSSG，结果见表２，

表明 3 批样品中 GSSG 的量均小于谷胱甘肽总量的

2.0%。

表 2　样品中谷胱甘肽的含量（mg·g-1，n=3）

Tab. 2　Contents of Glutathione in capsules

样品批号（batch No.） GSH GSSG 总量（total）

20140806 70.2 1.3 71.5

20140807 70.5 1.4   71.9

20140808 70.1 1.3   71.4

6　讨论

6.1　色谱柱的选择　分别采用 Waters Symmetry C18

（十八烷基硅烷键合硅胶，4.6 mm×250 mm，5 μm）、

Thermo Beta Basic-18（十八烷基硅烷键合硅胶，4.6 
mm×250 mm，5 μm）及 Waters Atlantis T3（三官能

团键合十八烷基硅烷硅胶，4.6 mm×250 mm，5 μm）

对 GSH 和 GSSG 混合对照品溶液进样分析，发现 2
个 C18 柱分析 GSH 和 GSSG，均未能全部检测出目标

峰，而用 T3 柱则 2 个成分均能出峰且分离良好。C18

柱是长链烷基键合相，有较好的疏水性，适用于分析

非极性化合物，而 Atlantis T3 色谱柱采用三官能团键

合 C18 烷基键合相，保证键合密度，以及优化的孔径

和端基封尾技术［16］，能提升极性化合物的保留，并能

平衡一对不同极性的化合物均有合适的保留。实验

表明，T3 柱的确适合保留和分析谷胱甘肽，GSH 与

GSSG 在 8 min 内能有效分离，并且方法开发简便快

速，HPLC 图谱峰形好，不拖尾，基线相对平稳，灵敏

度也满足分析要求。

6.2　流动相的选择　现行方法［7］在甲醇流动相中加

入磷酸盐缓冲液与庚烷磺酸钠离子对试剂，在紫外波

长 210 nm 处检测。由于烷基磺酸盐离子对试剂与色

谱柱的固定相结合需要较长的平衡时间，出峰稳定性

差，灵敏度较低，加上磷酸盐都有可能破坏色谱系统，

对色谱柱损耗大，清洗难等。三氟乙酸（TFA）是反

相色谱分离肽类物质中常用的离子修饰剂。TFA 通

过与疏水键合相和残留的极性表面以多种模式相互

作用，来改善峰形，克服峰展宽和拖尾问题。TFA 与

肽上的正电荷及极性基团相结合以减少极性保留，

并把肽带回到疏水的反相表面。同样，TFA 屏蔽了

固定相上残留的极性表面。TFA 容易挥发，低浓度

（0.1%）的 TFA 对色谱系统损耗小并易除去。TFA
的紫外最大吸收峰低于 200 nm，对多肽在低波长处

的检测干扰很小。考察 0.1%TFA-乙腈（95∶5）和

0.1%TFA-甲醇（90∶10）等度洗脱效果，结果表明以

0.1%TFA-甲醇为流动相时，目标峰附近杂峰干扰严

重，基线不平整；而使用 0.1%TFA-乙腈时，各目标峰

得到完全分离，且基线较平，峰形良好。

6.3　检测波长的选择　对 GSH 和 GSSG 对照品溶液

进行紫外扫描，得到各组分峰的最大吸收波长均在

203 nm 左右，观察 203 nm 下样品色谱图，其基线稳

定且主峰附近并无干扰峰，因此选定作为检测波长。

6.4　柱温的选择　考察 30、35、40℃ 3 种柱温对供

试品溶液中 GSH 和 GSSG 分离效果的影响，结果 30 
℃时，主成分峰形不够尖锐，GSSG 峰拖尾；35 ℃时，

主成分特别是 GSSG，峰形对称，分离度也满足要求；

40 ℃时，GSSG 分离度 <1.5。因此柱温定为 35 ℃。

6.5　溶液的稳定性　谷胱甘肽的固体较为稳定，但

其在水溶液中很不稳定。为进一步研究谷胱甘肽的

稳定性变化，分别选取 0.1%TFA-乙腈（95∶5）与纯

水为提取溶剂，制成小样，分别比较置于棕色瓶与透

明瓶，存于冰箱（4℃）与室温（30℃），GSH 与 GSSG
随时间的变化：每 24 h 进样分析，记录峰面积。结果

表明：样品以 0.1%TFA-乙腈（95∶5）提取，置于棕色
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瓶，存于冰箱冷藏，更有利于 GSH 的稳定性，GSH 和

GSSG 的峰面积在 48 h 内 RSD 均 <4.9%。而纯水提

取，置于透明瓶，室温条件下，GSH 含量随着时间的

延长减少较明显。因此对照品溶液与供试品溶液应

临用新配，并存于棕色瓶，低温，并及时进样。

6.6　有关物质检查　鉴于中国药典（2015 年版）谷

胱甘肽片［7］质量标准中有关物质检查项中新增关于

对其主要降解产物 GSSG 含量控制的规定，即含氧化

型谷胱甘肽不得过谷胱甘肽标示量的 2.0%。本产品

谷胱甘肽中含 GSSG 的量 3 批次分别为 1.8%、1.9%、

1.8%，均小于 2.0%。目前，保健食品中谷胱甘肽还未

有相关质量标准，因此，建议增加含谷胱甘肽保健食

品中 GSSG 的含量控制。

6.7　小结　谷胱甘肽片为常用肝病辅助用药，中国

药典（2015 年版）修订了其质量标准中有关物质检

查项，新增关于 GSSG 含量控制的规定，含量测定采

用高效液相色谱紫外检测法，在甲醇流动相中加入磷

酸盐缓冲液与庚烷磺酸钠离子对试剂。保健食品中

的谷胱甘肽目前并无相关质量标准。本文所建立的

蛹虫草软胶囊中 GSH 和 GSSG 含量测定方法，采用

Waters Atlantis T3 色谱柱，以 0.1%TFA-乙腈（95∶5）
为流动相，检测波长 203 nm，方法专属性强，结果准

确可靠，操作简单快捷，并建议增加含谷胱甘肽保健

食品中 GSSG 的含量控制，为保健食品中谷胱甘肽的

质量控制提供一定的科学依据。
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