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高效毛细管电泳法测定泰特中还原型

和氧化型谷胱甘肽

 

徐志利　邓兆勇　杨仲元

(广州市药品检验所 ,广州 510160)

摘　要　用高效毛细管电泳法测定泰特中还原型和氧化型谷光甘肽含量。电泳系统由 100 mmol /L硼酸盐

缓冲液和 10 mmo l /L N -[2-羟基 -1, 1-二羟甲基 -乙基 ]甘氨酸 ( tricine)组成 ( pH 8. 5);工作电压 20 kV ,检测波长

200 nm, 6 min内两组分达到基线分离。 选用脲苷作内标物进行测定 ,两组分在 20～ 500μg /ml范围内呈线性。
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　　谷胱甘肽广泛分布于机体各器官内 ,防止自由

基和其它氧化物质损伤细胞 ,为维持细胞生物功能

所必需 ,以还原型 ( GS H)和氧化型 ( GSSH)两种形

式存在 ,其中 GSH为主要存在形式
[1 ]
。泰特是意大

利福斯卡马生化公司生产的一种谷胱甘肽粉针剂 ,

作为外源性谷胱甘肽 ,用于药物中毒、酒精中毒及

其它化学中毒的治疗。主成分为 GS H钠盐 , GSSH

为限量杂质 ,测定方法为 HPLC法。有文献报道用

高效毛细管电泳 ( HPCE)测定红细胞中的 GSH和

GSSH
[1 ] ,由于是内源性谷胱甘肽 ,所处环境比较复

杂 ,所以测定条件非常苛刻 ,需用特殊的键合亲水

性涂层毛细管柱 ,缓冲液为强酸性 ( pH 2. 1)。本文

建立一种外源性谷胱甘肽 HPCE测定方法 ,采用

普通非涂层毛细管柱、碱性缓冲液 ,用于泰特中

GSH和 GSSH含量测定。

1　材料和方法

1. 1　仪器和试药

Bio Focus 3000型毛细管电泳仪 (美国 Bio-

Rad公司 ) ,带操作积分软件和快速扫描紫外检测

器 ; N -[ 2-羟基 -1, 1-二羟 甲基 -乙基 ]甘氨 酸

( t ricine) ( Bio-Rad公司产品 ) ,硼酸、氢氧化钠和盐

酸均为分析纯 ,实验用水为二次蒸馏水 (自制 ) ;还

原型谷胱甘肽和氧化型谷胱甘肽 ( Sigma公司 ) ,脲

苷 (意大利 Li fe Phama公司 )。泰特 (批号: 36051,

35040, 35110) , 意大利 Foscam a公司产品。

1. 2　电泳条件

非涂层毛细管柱 50 cm× 50μm (有效长度为

45. 5 cm) ;电泳缓冲液由 100 m mol /L硼酸盐缓冲

液和 10 mmol /L tricine组成 ( pH 8. 5) ,操作电压

为 20 kV,检测波长 200 nm,柱温 20℃ ,进样由正

极至负极 , 10 Psi* Sec压力进样 (相当于 15 nl )。

电泳缓冲液使用前经 0. 45μm微孔滤膜过滤。

每次用毛细管柱时 ,先用 0. 1 mol /L氢氧化钠

溶液冲洗 5 min,再用去离子水冲洗 5 min,最后用

电泳缓冲液平衡 10 min, 2次测定之间用电泳缓冲

液冲洗毛细管 3 min。

2　结果与讨论

2. 1　标准曲线

　　精密称取 GSH和 GSSH对照品适量 ,置于同

一量瓶中 ,用水溶解 ,制成浓度均为 5 mg /ml的对

照品储备液 ;分别量取该储备液 0. 1, 0. 2, 0. 5, 1. 0

和 2. 5 ml置 25 ml量瓶中 ,分别精密加入用水制

成的浓度为 1. 5 mg /m l的内标脲苷溶液 1. 0 m l,

用水定容 ,进样分析。 以待测组分峰面积与内标峰

面积比值为纵坐标 (Y ) ,浓度为横坐标 ( X ) ,作工作

曲线 , GSH线性方程为: Y= 0. 0180X+ 0. 0735, r

= 0. 9996(n= 5) ; GSSH线性方程为 Y= 0. 0154X

+ 0. 0035, r= 0. 9999(n= 5) ;线性范围均为 20～
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500μg /ml。

2. 2　精密度试验

本实验条件下 ,内标物脲苷、 GSH和 GSS H在

6 min内达到基线分离 (见图 1) ,迁移时间 RSD分

别为 0. 4% , 0. 6%和 0. 5% ;峰面积 RSD分别为

1. 1% , 2. 2%和 1. 0% (n= 5)。

Fig 1. Spectra of g lutathione

1. Uridine( 4. 77 min ) ; 2. GS H( 5. 23 min) ; 3. GS SH(5. 55 min)

2. 3　加样回收率

精密量取 GSH和 GSSH对照品储备液适量 ,

加到已知含量的泰特样品 (批号: 36051)中 ,并加入

内标脲苷储备液 1 ml,进样分析。 计算回收率 ,结

果见表 1。
Tab 1. The recovery test (n= 3)

No. Ad ded

μg /ml

Fou nd

μg /ml

Recov ery

%
x-

RSD

%

GS H 1 37. 66 37. 10 98. 5 98. 1 1. 0

2 37. 66 36. 53 97. 0

3 37. 66 37. 21 98. 8

GSS H 1 56. 50 55. 82 98. 8 99. 5 0. 9

2 56. 50 56. 10 99. 3

3 56. 50 56. 78 100. 5

2. 4　样品测定

精密称取泰特样品适量 ,用水溶解 ,用 0. 1

m ol /L盐酸调 pH至 3. 0,加入内标脲苷储备液 1

m l。3次测得各组分峰面积与内标物峰面积之比平

均值代入标准曲线方程 ,计算 GSH和 GSS H含量

并与 HPLC法测定结果进行比较 ,见表 2。

2. 5　实验条件优化

2. 5. 1　缓冲液 pH的影响　电泳缓冲液 p H对

GSH和 GSSH的迁移行为影响很大。当 p H < 2. 5

时 , GSSH迁移率大于 GSH,由于电渗流较小 ,迁

移时间长达 15 min,峰形展宽严重 , p H= 6. 0时 ,

GSH和 GSS H迁移率基本无差别 ; pH> 7. 5时 ,

GSH的迁移率开始快过 GSSH;值得一提的是 pH

= 8. 0时 , GSH峰出现分裂。色谱峰的分裂是体内

药物分析中存在的一个较为普遍的问题 [ 2] ,但此处

的峰形分裂是何机理 ,尚有待于进一步研究 , pH=

8. 5时 , GSH峰的分裂消失 ,迁移时间在 6 min内 ,

且峰形对称 ,故选择 p H 8. 5。
Tab 2. Conten t of GS H and GS SH in TAD(n= 3)

Batch No.
GS H(% ) GS SH(% )

HPC E HPLC HPCE HPLC

36051 89. 3 90. 2 1. 4 1. 0

35040 90. 1 90. 4 1. 5 1. 0

35110 90. 0 91. 2 1. 4 1. 2

2. 5. 2　 tricine浓度的影响　 t ricine是一种两性电

解质 , pKa = 8. 15,它的加入可增加缓冲液离子强

度但不增加电导率
[ 3]

, 不会增加焦耳热的产生。本

实验中 , t ricine的加入及其浓度大小对 GSSH峰

形基本无影响 ,但对 GSH峰形影响很大 ,作用类似

于 HPLC中的峰形扫尾剂 ,当不加入 t ricine或浓

度低于 10 m mol /L时 , GSH峰拖尾严重 ,加入 10

mmo l /L tricine时 , GSH峰对称性好。
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Determination of Reduced and Oxidized Glutathione in TAD by High-

Performance Capillary Electrophoresis
Xu Zhili, Deng Zhaoyong , Yang Zhongyuan

Guangzhou Municipal Institute for Drug Control , Guangzhou 510160

Abstract　 A high-perfo rmance capi llary elect ropho resis( HPCE) method fo r the separation and determi-

nation of reduced and oxidized g lutathione in T AD w as developed. The run buffer contained 100 mmo l /

L bo rate and 10 mmo l /L N -[2-hydroxy-1, 1-bis( hydroxym ethyl) -ethyl ] g lycine( tricine) ( pH 8. 5) , and

the applied voltag e was 20 kV with the detection w aveleng th of 200 nm. A baseline separation o f the tw o

types of glutathione could be achiev ed in 6 minutes. The standard curv es w ere both linear f rom 20 to 500

μg /ml, using uridine as internal standard.

Key words　 T AD; Reduced g lutathione; Oxidized g luta thione; High-perfo rm ance capi llary elec-

trophoresis
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