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衍生化法测定山药中还原型谷胱甘肽(GSH)和 
总巯基(-SH)含量 

金京实, 沈  丽, 崔胜云* 
(延边大学长白山生物资源与功能分子教育部重点实验室, 延吉  133002) 

摘  要: 目的   用衍生化法测定山药中还原型谷胱甘肽 (GSH)和总巯基 (-SH)的含量。方法   利用 4,4′-

二硫代联吡啶 (4-DPS)和邻苯二甲醛 (OPA)为衍生化试剂 ,采用细胞破壁和衍生化为一体的样品前处理

方法 , 分别用 UV-vis分光光度法和荧光光谱法测定了山药鲜品中总巯基 (-SH)、GSH的含量。结果   山

药中含较丰富的总巯基和 GSH, 含量分别达 0.4556 µmol/g 和 0.1792 µmol/g。UV-vis 分光光度法和荧

光光谱法测定方法的检测限分别为 1.0458 µmol/L 和 0.5666 µmol/L, 回收率分别为 98.73%和 98.40%。

结论   本研究对山药中巯基化合物的含量、测定方法学和样品前处理方法提供了重要的基础数据和参

考依据。  
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Determination of reduced glutathione (GSH) and total thiols (-SH) in Rhizoma 
Dioscoreae by derivatization methods 

JIN Jing-Shi, SHEN Li, CUI Sheng-Yun* 
(Key Laboratory of Natural Resources & Functinal Molecules of Changbai Mountain, Ministry of Education, Yanbian 

University, Yanji 133002, China) 

ABSTRACT: Objective  To detect reduced glutathione (GSH) and total thiols (-SH) in Rhizoma Dioscoreae 
by derivatization methods. Methods  Total thiols and reduced glutathione in Rhizoma Dioscoreae were de-
termined by UV-vis spectrophotometry and fluorophotometry using 4,4′-dithiodipyridine (4-DPS) and 
o-phthaldehyde (OPA) as derivatization agents. Samples were prepared by simultaneous derivatization during 
cell rupture, Results  0.4556 µmol/g of total thiols and 0.1792 µmol/g of GSH were detected in the sample . 
The detection limits for UV-vis spectrophotometry and fluorophotometry were 1.0458 µmol/L and 0.5666 
µmol/L, and recoveries were 98.73% and 98.40%, respectively. Conclusion  This study provides useful data 
and references for the content of thiol compounds in Rhizoma Dioscore determination methodology and pre-
treatment methods for plant sample analysis. 
KEY WORDS: Rhizoma Dioscore; reduced glutathione; 4,4′-dithiodipyridine; o-phthaldehyde; derivatization 
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1  引  言 

山药(Rhizoma Dioscoreae)属多年生缠绕草本植
物的根茎, 既是中药, 又是一种常见蔬菜[1,2]。据报道, 
山药提取液中的活性成分具有保肝、抗炎、抗衰老、

抗疲劳、抗癌等作用[3-7]。目前山药中测定的活性成

分主要有山药多糖, 山药碱、氨基酸等[8,9], 但对含巯
基生物活性物质, 像还原型谷胱甘肽(GSH)等含量测
定还未见报道。 

植物中巯基化合物主要是半胱氨酸(CySH)和半
胱氨酸残基为组成成分的肽类和蛋白质, 具有代表
性的像还原型谷胱甘肽(GSH)﹑植物螯合素(PCs)和
金属硫蛋白(MT)等。这种含巯基化合物在人体内具
有抗衰老、提高机体免疫、促氨基酸吸收、重金属解

毒、抗癌、参与细胞信号转导等多重生理功能, 是机
体必不可少的重要活性物质[10-12]。因此, 通过分析筛
选富含巯基化合物的药食同源植物, 对合理膳食和
防病、治病都有实际意义。 

GSH 等巯基化合物的测定, 目前应用较多的是
利用衍生化试剂的光谱测定方法。其中常用的衍生

化试剂为 5,5′-二硫双-2-硝基苯甲酸(DTNB)和邻苯
二甲醛(OPA)[13-16]。由于前者与巯基发生衍生化作用

后定量释放出 4-硝基苯硫酚化合物有色离子
(TNBA), 而后者只与 GSH 发生衍生化作用生成三
环荧光衍生化产物。因此, 通过 UV-vis分光光度法
和荧光光谱法测定定量生成的有色产物和荧光衍生

化产物可间接测定总巯基(-SH)含量和 GSH的含量。
然而, DTNB衍生化法中, 有色产物 TNBA的吸收灵
敏度较低, 又由于样品前处理过程中巯基氧化变性
降低衍生化效率, 这给低含量总巯基含量测定带来
困难甚至漏检。 

为了改进上述不足 , 本研究选用了具有较高
光谱灵敏度的 4-DPS 和 OPA 作为衍生化试剂 , 采
用细胞破壁、衍生化为一体的同步衍生化提取方

法来提高衍生化效率并提高测定灵敏度 , 再通过
UV-vis 分光光度法和荧光光谱法分别测定定量释
放出的 4-硫代吡啶酮(4-TP)有色衍生化产物和三
环荧光衍生化产物的方法 , 测定了山药中的总巯
基含量和 GSH 的含量 , 以期对山药中巯基化合物
的含量及分析方法学及前处理方法提供重要的参

考依据。  

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

UV-2500PC 紫外分光光度仪(日本岛津公司); 
RF-5301PC 荧光分光光度仪 (日本岛津公司 ); 
SCIENTZ-IID 超声波细胞粉碎机 (宁波新芝生物
科技股份有限公司); KQ-500DE 数控超声波清洗
器; pHS-3C型实验室酸度计。还原型谷胱甘肽(国
药试剂  99.0%), 4,4-二硫代联吡啶 (Alfa Aesar 
98.0%), 邻苯 二 甲 醛 (国 药 试 剂 ), 半 胱 氨酸
(AppliChem 公司), 其它试剂均为分析纯, 实验用
水为三次蒸馏水。 

2.2  样品前处理和供试品的制备 

将市售山药鲜品(郑州源鼎商贸有限公司)用蒸
馏水淋洗、低温烘干去掉表面水分, 再用粉碎机粉
碎。取 2 g 样品加入含有一定浓度过量衍生化试剂
(4-DPS=3×10-5 mol/L, OPA=1×10-3 mol/L)的  0.20 
mol/L PBs (pH=8) 缓冲液, 用超声细胞粉碎仪破壁 5 
min, 超声 30 min, 离心取上清液。取 10 mL上清液, 
加入 2 倍体积的乙醇、放置 30 min, 然后在 8000 
r/min 转速下离心 5 min 除蛋白, 取离心后上清液作
为供试品溶液。 

2.3  分析方法 

2.3.1  总巯基(-SH)的测定 
总巯基(-SH)含量测定采用 4-DPS 衍生化法。

该衍生化试剂在 PBs 缓冲溶液中与巯基化合物反
应生成二硫键交换产物并定量释放出有色产物 4-
硫代吡啶酮(4-TP)[17,18](见下图 1)。4-TP在∼323 nm
处有灵敏的吸收峰。由于 4-DPS 与巯基化合物衍
生化反应无选择性 (包括含巯基蛋白质 , Pro-
tein-SH), 释放出的 4-TP 的量能间接反映总巯基
的含量。因此 , 利用 UV-vis 分光光度法间接测定
总巯基含量。  

 

图 1  巯基化合物与 4-DPS衍生化反应. 
Fig. 1  Derivatization reactions between thiol compounds 

and 4-DPS 
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2.3.2  GSH 的测定 
GSH的定量分析是基于衍生化试剂 OPA在 PBs

缓冲溶液中与 GSH 反应衍生化作用定量生成三环荧
光衍生化产物[19,20](见下图 2)。该衍生化产物在激发
波长λem=350 nm时, 在λem=431 nm处发射灵敏的荧
光发射峰, 借此利用荧光光度法测定 GSH的含量。 

 

图 2  GSH与 OPA的衍生化反应 
Fig. 2  Derivatization reaction between GSH and OPA 

 

3  结果与讨论 

3.1  4-DPS 和 OPA 与巯基化合物衍生化产物的

光谱测定 

为了探讨本实验条件下衍生化产物的光谱特性, 
分别用CySH和GSH标准品测定了与 4-DPS和OPA衍
生化作用产物的吸收光谱和荧光光谱, 结果见下图 3。 

如图 3A 所示, 4-DPS在λmax=246 nm出现芳香环
的吸收峰, 而在波长 300 nm以上只有微弱的末端吸
收。当溶液中含有等浓度的 GSH 和 CySH 时, 分别
在λmax=323 nm处出现强度几近相同的灵敏的衍生化

产物 4-T P的吸收峰, 而在等浓度的GSH和 CySH混
合溶液中, 吸光度具有明显的加合性, 说明 GSH 和
CySH与 4-DPS的衍生化反应无选择性。由于 4-DPS
衍生化试剂本身在 4-TP 最大吸收波长范围内有微弱
的末端吸收, 因此定量测定时必须扣除试剂空白。图
3B结果显示, OPA、OPA和 CySH混合溶液在激发波
长为 350 nm 时无明显的荧光发射强度, 而 OPA 和
GSH 的混合溶液 , 由于生成三环荧光衍生化产物, 
在λem=431 nm出现灵敏的荧光发射峰。 

3.2  样品前处理对测定的影响 

为了探讨衍生化之前的细胞破壁、去蛋白等分离

操作导致的巯基氧化变性对衍生化反应的影响, 分
别平行对样品采用如图 4所示的前处理方法, 得到三
种供试品。 

如图4所示, 样品前处理包括植物组织细胞超声
破壁提取、衍生化、除蛋白三个步骤。前处理方法 1 
(Procedure1)中, 采用含衍生化试剂的 PBs 缓冲液进
行超声破壁、衍生化为一体的同步衍生化处理。前处

理方法 2 (Procedure2) 采用 PBs缓冲液超声破壁提取, 
然后分别衍生化和去蛋白。前处理方法 3 (Procedure3) 
采用 PBs缓冲液超声破壁提取、除蛋白, 最后行衍生
化。图 5是分别为三种前处理方法得到的山药供试品
的 UV-vis吸收光谱图和荧光光谱图。 

 

图 3  4-DPS 与 GSH, CySH混合溶液的 UV-vi吸收光谱图(A)和 OPA和 GSH混合溶液的荧光光谱图(B) 
注: 溶液分别用 PBs缓冲溶液配制。 

Fig. 3  UV-vis spectra obtained from mixture solutions of GSH+CySH+4-DPS (A) and fluorescent spectra for the mixture solu-
tions of GSH+OPA (B) 

Note: All solutions were prepared with PBs buffer. 
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图 4  不同样品前处理模式图 
Fig. 4  Pretreatment procedures for different samples 

 

图 5  不同前处理方法得到的山药供试品的 UV-vis吸收光谱图(A)和荧光发射光谱图(B) 
Fig. 5  UV-vis spectra (A) and fluorescent spectra (B) of Rhizoma Dioscoreae samples obtained by different pretreatments 

 
图 5结果表明; 前处理方法 1得到的供试品, 分

别在λmax=323 nm处和λem=430 nm处具有最强的吸
收强度和荧光发射强度, 前处理方法 2 和前处理方
法 3 得到的供试品对应的光谱强度依次降低。这一
结果说明; 山药中 GSH 等巯基化合物, 当组织细胞
破壁之后发生明显的巯基的氧化变性并阻止有效的

衍生化, 从而导致分析信号信噪比大大降低。而细
胞破壁和衍生化为一体的前处理方法 1 得到的样品
提取液, 因细胞破壁瞬间生成衍生化产物, 从而阻

止巯基在前处理过程中的氧化变性并得到了相对灵

敏的分析信号。 

3.3  山药提取液中总巯基和 GSH 含量 

3.3.1  校正曲线的绘制  

校正曲线是用测得的数据得线性回归曲线来绘

出。取样品提取液和标准系列 GSH 溶液三份, 用光
谱仪重复测定三次、取最大波长处的光谱强度均值, 
然后以标准系列 GSH 浓度为自变量, 最大波长处的
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光谱强度为因变量, 求直线方程并制作回归曲线。
λmax=323 nm 处的吸收光谱与加入的 GSH 浓度呈良
好的线性关系 , 其线性回归方程为 Y=0.3347+ 
0.02199X, 相关系数γ=0.9999, λem=431 nm 处的荧光
发强度与加入的 GSH 的浓度也呈良好的线性关系, 
其线性回归方程为 Y=21.0455+7.05716X, 相关系数 
γ=0.9998。 
3.3.2  山药中总巯基和 GSH 含量、回收率和检测限 

样品中总巯基和 GSH含量用加入法测定。回收
率测定步骤如下: 分别取 1 mL山药提取液于 10 mL
比色管中, 加入不同浓度的 GSH 标准系列溶液,然后

依次用 PBS 缓冲液定容至 10 mL、测定其强度、计
算回收率。检测线的测定是分别对空白溶液(PBS 缓

冲液样品提取液)平行测定 6 次, 其荧光值( x ±s)为
3.204±0.6378( 吸 收 值 为 0.02442±0.000042) 。 据
YE=µ+kσ(YE指可被检测出的最小分析信号值, µ指
空白的平均信号值, k 是与置信度有关的整数, 这里
取 k=3), 则 YE=3.204+3×0.6378=5.1174(YE=0.02442 
+3×0.000042=0.02454), 将其代入回归曲线方程得荧
光光谱测定和紫外光谱测定方法的检测线[20]。样品

中总巯基、GSH含量, 回收率和检测限测定结果, 见
下表 1。 

表 1  样品测定值、回收率和检测限 
Table 1  Determination results, recoveries and detection limits 

方法 
含量（µmol/g） 样品 

(mL) 
加入量 

(μmol/L) 
回收量 

(μmol/L) 
回收率均值 

(%) 
检测限 

(μmol/L)平行 1 平行 2 平行 3 均值 

UV-Vis (-SH) 0.4391 0.4734 0.4542 0.4556 1.0 

2.00 2.0407 

98.73 1.0458 4.00 3.9608 

6.00 5.9906 

荧光 (GSH) 0.1773 0.1801 0.1802 0.1792 1.0 

0.30 0.3018 

98.40 0.5666 0.60 0.5854 

0.90 0.8523 

 

4  结  论 

山药鲜品中含有较通常蔬菜类丰富的巯基化合

物和谷胱甘肽 (GSH) [21], 其中总巯基含量为 0.4556 
µmol/g, GSH含量为 0.1792 µmol/g. 说明山药具有的
许多生物活性功能可能与其含丰富的巯基化合物有

关。 
衍生化之前的细胞破壁提取、去蛋白过程会导致

样品巯基发生氧化变性导致衍生化效率降低, 从而
导致测定灵敏度大大降低甚至漏检。采用细胞破壁、

衍生化为一体的样品提取方法可大大提高测定灵敏

度。 
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