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摘要：还原型谷胱甘肽(GSH)是生物体内一种具有重要生理功能的活性三肽，具有多种生理功能，发酵法是目前国内外生产 GSH

的主要方法。本文利用大孔吸附树脂A 对GSH 发酵抽提液分离纯化，结果表明：(1)大孔吸附树脂 A 对 GSH 具有良好的吸附作用，

当吸附进行到 150 min时，大孔吸附树脂A 对 GSH 的吸附呈现出吸附平衡状态；(2)当 pH=3.0时，大孔吸附树脂A 对GSH 吸附效果

最佳，吸附容量和吸附率均有最大值；(3)采用动态实验的方法，对洗脱条件如洗脱剂种类、洗脱剂浓度及洗脱剂流速等进行了确定，

并对其工艺过程进行了验证。在最佳实验条件下，即上柱 pH=3.0，洗脱剂为 0.2 mol/L 的磷酸缓冲液，洗脱液流速 2 mL/min，GSH

抽提液的纯度可由 58.5%提高到 95.3%，此时洗脱液中GSH 回收率>87%。 
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Abstract: Reduced glutathione (GSH) is a biologically active peptide compound with a variety of physiological functions, produced 

mainly by fermentation. In this study, macroporous resin A was used for purification of the GSH fermentation broth. The experimental results 

showed that the macroporous resin A had a good adsorption on GSH. The adsorption reached equilibrium state when the process was carried out 

for 150 minutes. At pH 3.0, the macroporous resin A had the strongest adsorption of GSH with the maximum adsorption capacity and adsorption 

rate. Then, feasible pH, eluting agent species, concentration and flow rate were determined and validated by dynamic adsorption. Under the best 

absorption conditions (pH 3.0, 0.2 mol/L phosphate buffer as eluting agent and the eluting agent rate 2 mL/min), the purity of glutathione can be 

increased from 58.5% to 95.3%, and the glutathione recovery ratio in the eluting agent  was > 87%, indicating that this method was effective for 

purification of GSH fermentation broth. 
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还原型谷胱甘肽（GSH）广泛的分布于动植物细

胞和微生物中，是一种生物活性化合物[1]和重要的抗

氧化剂，具有多种重要的生理功能[2~3]，在临床医药、

食品工业、饲料以及有关生物研究领域有着十分广泛

的应用[4~5]。 

目前，GSH的生产方法主要有溶剂萃取法、化学

合成法、酶法和发酵法。溶剂提取法生产工艺比较落

后，生产规模小，产量低，而且产品质量不高；化学

合成法[6]生产工艺已较成熟，但它存在成本高、反应

步骤多、反应时间长、操作复杂等缺点，更重要的是 
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通过化学合成法得到的 GSH是左、右旋体的混合物，

需要进行光学拆分，分离十分困难，并且存在着环境

污染等问题，限制了其应用。酶合成法[7]生产GSH虽

然工艺明确，产品纯度较高，但是操作较复杂，并且

需要底物氨基酸和昂贵的 ATP 做原料，生产成本较

高，目前还处于实验研究阶段。发酵法是以廉价的糖

类为原料，利用特定微生物体内物质的代谢将廉价原

料转化为 GSH。随着发酵工艺条件的优化及菌种选育

等多种方法的发展使得发酵法生产 GSH 不断得到改

进和完善，已经成为目前国内外生产 GSH 最普遍的

方法[8]。 

分离纯化是发酵法生产 GSH 的关键，要获得纯

度很高的 GSH，选择良好的提取及纯化方法极其重

要。大孔吸附树脂是 20世纪 60 年代出现的一类新型

高聚物吸附剂，主要是通过分子间作用力如范德华引
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力、氢键等对被吸附分子进行吸附，吸附剂表面的亲

水性或者疏水性基团决定了其不同的吸附特性。同时，

大孔吸附树脂本身的多孔性结构决定其具有一定的分

子筛作用。利用不同极性、不同孔径的大孔吸附树脂，

在吸附特性和分子筛作用下即可达到分离纯化不同化

合物的目的[9~10]。本文对大孔吸附树脂 A 分离纯化

GSH发酵液的工艺进行了探索。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

仪器：紫外分光光度计（UV-2450，岛津）；玻璃

层析柱（φ1.4×60 cm，广州市丛源仪器有限公司）；

精密 pH计（pHS-3B，上海虹益仪器仪表有限公司）；

电子天平（AL104，梅特勒-托利多仪器有限公司）；

高效液相色谱系统（Agilent 1100，美国 Agilent 公司）。 

试剂：GSH发酵液抽提液（工业用品，广东肇庆

星湖生物科技有限公司）；大孔吸附树脂 A（工业用品，

广东肇庆星湖生物科技有限公司）；四氧嘧啶（分析纯，

上海晶纯试剂有限公司）；其他试剂均为分析纯试剂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  树脂的预处理 

取一定量的大孔吸附树脂 A，先用 2-3 倍树脂体

积的去离子水洗涤树脂，再用 2~3倍树脂体积的乙醇

或甲醇洗涤树脂，如此重复 2~3 次，以去除树脂中残

留的杂质及树脂破碎颗粒，最后以去离子水洗脱备用。 

1.2.2  静态吸附实验 

进行静态吸附实验时，先绘制静态吸附平衡曲线；

然后改变溶液 pH 值，通过计算吸附容量和吸附率，

确定最佳上柱 pH值。大孔吸附树脂 A对 GSH的吸附

容量及吸附率的计算分别见式(1)、(2)： 
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注：Q 为树脂吸附容量 mg/g，为大孔吸附树脂 A 对

GSH 的吸附率，C0为起始上清液中 GSH 浓度 mg/mL，Ci为平

衡后上清液中 GSH 浓度 mg/mL，V0为起始上清液体积 mL，

Vi为平衡后上清液体积mL，m 为树脂质量 g。 

1.2.3  动态吸附实验 
动态吸附实验步骤如下：(1)将经过处理的大孔吸

附树脂 A装入玻璃层析柱中，注意装柱时要无气泡产

生，并用平衡缓冲液平衡后备用，保证不干柱；(2)将

处理好的 GSH样品调节pH，以一定流速流入柱中；

(3)进样完后，用适量去离子水对柱子进行洗涤，直到

洗涤液中无 GSH 流出；(4)用合适浓度的平衡洗脱液

以一定的流速进行对 GSH 进行洗脱，并确定其洗脱

的工艺参数。 

1.2.4  GSH 的浓度及纯度测定 

GSH的浓度测定参考文献[11]，其纯度测定参考文

献[12]。 

2  结果与分析 

2.1  静态吸附平衡曲线 

大孔吸附树脂 A 对 GSH 的静态吸附平衡曲线如

图 1 所示，结果表明，大孔吸附树脂 A 吸附 GSH 的

效果良好。当吸附进行到 150 min 时，大孔吸附树脂

A对 GSH的吸附达到饱和，呈现出吸附平衡状态。 

2.2  pH 值对吸附的影响 

 
图 1 静态吸附平衡曲线 

Fig.1 Static adsorption equilibrium curve 

 
图 2 不同 pH 值对吸附的影响 

Fig.2 Effect of pH on the adsorption 

在不同 pH值下，大孔吸附树脂 A对 GSH的吸附

情况如图 2 所示。结果表明，当 GSH 浓料液 pH=3.0

时，大孔吸附树脂 A 对 GSH 的吸附容量和吸附率均

高于其他 pH下大孔吸附树脂 A对 GSH的吸附状态。

这是因为料液pH值的大小决定了 GSH在溶液中的状

态，从而也决定了其吸附的平衡特性。当溶液 pH 大

于等电点 2.83 时，GSH 以负离子状态存在，不易被

树脂所吸附，且 pH过大，GSH易被氧化，增大了其

损失率，降低了产品收率[13]。而当溶液 pH值过小时，

溶液中氢离子浓度增大，容易与 GSH 正离子形成竞
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争吸附，从而导致树脂对 GSH的吸附容量降低。 

2.3  洗脱剂种类的选择 

 
图 3 不同洗脱剂的洗脱效果 

Fig.3 The eluting efficiency of different eluting agents 

由于 GSH在 pH过大时不稳定，易被氧化，从而

使其损失率增大，不利于分离纯化过程的进行。因此，

实验仅考察了盐酸、氯化钠及磷酸平衡缓冲液对洗脱

效果的影响，结果见图 3。由图 3 可知，用氯化钠洗

脱时，GSH的峰值比较低，峰分布比较宽，不利于收

集。另外两种洗脱液的洗脱曲线类似，但磷酸缓冲液

的洗脱曲线峰值比用盐酸洗脱时高更，分布更为集中。

这可能是用盐酸洗脱时，柱子内溶液 pH 变化较为剧

烈，不利于洗脱过程的进行，而用磷酸缓冲液洗脱时，

柱子内溶液 pH 变化则较为平缓。因此，选用磷酸缓

冲液为大孔吸附树脂 A吸附 GSH的洗脱剂。 

2.4  洗脱剂浓度的确定 

 

图 4 不同浓度洗脱剂对洗脱的影响 

Fig.4 Effect of different eluting concentration on the elution 

process 

实验考查了不同浓度的磷酸缓冲液对柱子的洗脱

过程，结果如图 4 所示。由图 4 可见，在不同浓度条

件下，磷酸缓冲液均可以将 GSH 从大孔吸附树脂 A

上洗脱下来。但洗脱剂浓度对洗脱效果有明显影响，

其出峰位置及峰值有一定差别；用较低磷酸缓冲液浓

度洗脱时，出峰时间较晚，且峰型比较平缓，其峰值

也比较小，不利于收集产品；随着磷酸缓冲液的浓度

提高，出峰时间逐步提前，峰型变窄，其峰值也逐步

提高，有利于产品收集。但是，当洗脱剂中磷酸缓冲

液浓度过高时，会提高进入洗脱液中的磷酸盐的浓度，

使得洗脱液中 GSH 纯度降低，后续甚至还得增加除

盐工艺，增大生产成本。综合比较，适宜的洗脱剂为

0.20 mol/L磷酸缓冲液。 

2.5  洗脱流速的确定 

 
图 5 不同洗脱流速对洗脱的影响 

Fig.5 Effect of different flow rate on the elution 

洗脱过程是一个典型的色谱过程，选择适宜的流

速有利于保证分离效果及后续工作的进行。实验研究

了不同流速对洗脱过程的影响，结果如图 5所示。图

5 表明，洗脱剂流速越快，固液接触时间越短，洗脱

液和吸附在树脂上的 GSH 来不及交换，导致洗脱的

程度也就越不完全，峰也更加平缓，这样不利于 GSH

的收集。较慢的流速可以使得固液两相有充足的接触

时间，从而使得洗脱过程越完全。但是，流速过慢将

会延长洗脱时间，对生产不利，且会增大 GSH 的氧

化损失率，因此洗脱剂流速不宜太慢。综合考虑，洗

脱流速以 2.00 mL/min 为宜。 

2.6  大孔吸附树脂 A 纯化 GSH 的工艺效果 

 
图 6 不同样品的 HPLC 分析结果 

Fig.6 HPLC results of different samples 

综上所述，本文确定大孔吸附树脂 A 纯化 GSH

的适宜工艺条件为：上柱料液 pH=3.0，选用 0.20 mol/L

的磷酸缓冲液作为洗脱剂，并以 2.00 mL/min 的流速

匀速洗脱，根据紫外出峰情况收集其洗脱液。洗脱峰

经减压浓缩，真空冷冻干燥得到 GSH 干品，用高效
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液相色谱分析其纯度。在上述条件下处理样品，以

GSH标准品（a）为对比样，采用 HPLC 对 GSH发酵

抽提液（b）和处理后样品（c）进行纯度分析，结果

见图 6。结果表明，发酵抽提液中 GSH 纯度仅为

58.50%，而处理后样品中 GSH 纯度达到了 95.30%，

此时 GSH 回收率可达到 87.15%，可见采用大孔吸附

树脂 A处理 GSH发酵抽提液是有效的。 

3  结论 

3.1  测定了大孔吸附树脂 A 对谷胱甘肽的静态吸附

平衡曲线，结果表明大孔吸附树脂 A对谷胱甘肽具有

良好的吸附作用，静态吸附平衡时间为 150 min。 

3.2  静态吸附实验表明，pH值对吸附过程影响明显，

当 pH=3.0 时，与谷胱甘肽的等电点 2.83 相近，此时

大孔吸附树脂 A 对谷胱甘肽吸附效果最佳，吸附容

量>5.10 mg/g。 

3.3  洗脱剂种类、浓度和洗脱流速均有较大影响，通

过动态吸附实验确定的适宜工艺条件为：上柱 pH = 

3.0，洗脱剂为0.20 mol/L的磷酸缓冲液，洗脱液流速

2.00 mL/min。在上述适宜条件下，GSH发酵液的纯度

可由 58.50%提高到 95.30%，该过程洗脱液中GSH回

收率达 87.15%。可见，采用大孔吸附树脂 A处理 GSH

发酵抽提液是有效的，达到了分离纯化的目的。 
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