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摘  要：采用离子交换法对酶法合成的 S-苄基-γ-L-谷氨酰-L-半胱氨酸(S-Bzl-GGC)进行了分离纯化. 研究了 Q 
Sephrose FF 阴离子交换树脂对 S-Bzl-GGC 的吸附等温线，很好地符合 Sips 吸附等温线模型. 考察了 pH 值、洗脱梯

度、流速和进样量等条件对纯化效果的影响，建立了一套基于 Q Sephrose FF 阴离子交换树脂的纯化方案. 结果表明，

在 pH 8.2、洗脱梯度 0~30% B(Tris-HCl 缓冲液+1 mol/L NaCl) 12 mL、流速 2 mL/min、进样量 500 µL 的优化条件下，

经一步分离，产物纯度可达 98.5%，经 1H-NMR 鉴定产物结构正确. 
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1  前 言 

γ-L-谷氨酰 -L-半胱氨酸 (γ-L-glutamyl-L-cysteine, 
GGC)是由 L-谷氨酸、L-半胱氨酸经肽键缩合而成的含

巯基的二肽化合物，是胞内谷胱甘肽(Glutathione, GSH)
的合成前体. 研究表明，GGC 具有与 GSH 相似的生理

功能，是生物体内重要的抗氧化剂，具有免疫及解毒作

用[1]；同时由于 GGC 可被很多细胞直接吸收，其提高

胞内GSH浓度的效果优于直接提供GSH或半胱氨酸[2]，

因此 GGC 在医药、化妆品及食品添加剂方面具有广阔

的应用前景. 目前，有关规模化制备 GGC 的研究十分

活跃，利用γ-谷氨酰转肽酶(γ-Glutamyl Transpeptidase, 
GGT)的转肽活性制备 S-苄基-γ-L-谷氨酰-L-半胱氨酸

(S-Bzl-GGC)[2]，再以电化学还原脱除苄基保护剂，可直

接获得 GGC，该方法极具产业化前景.  
由于 GGT 兼有转肽、自转肽和水解活性[3,4]，反应

产物中含有一些与 S-Bzl-GGC 结构类似的共存杂质，如

反应底物 S-苄基-L-半胱氨酸和 L-谷氨酰胺、少量自转

肽产物 L-谷氨酰谷氨酰胺和水解产物谷氨酸. 在上述

化学−酶法制备 GGC 的工艺中，中间产物 S-Bzl-GGC
的纯度直接影响后续反应与终产物 GGC 的分离. 因此，

建立简便且易于放大的 S-Bzl-GGC 下游纯化策略将有

助于进一步推进该技术的产业化. 目前，国内外相关研

究多集中在利用菌株生产 GGC[5]和 GGC 合成酶的催化

机理[6]、GGC 合成酶的纯化[7]等方面，对于 S-Bzl-GGC
纯化的研究尚未见报道. 

本工作以酶法制备 S-Bzl-GGC 反应体系，测定了 

S-Bzl-GGC 的吸附等温线，并在此基础上建立了基于离

子交换的高效产物分离纯化方法，考察了 pH 值、洗脱

梯度、流速及进样量等条件对纯化效果的影响，为规模

化制备 GGC 提供参考. 

2  实 验 

2.1 仪器与试剂 

主要仪器：ÄKTA FPLC 蛋白质层析仪、C 1/10 玻

璃层析柱(瑞典 Amersham Pharmcia 公司)，BECKMAN 
COULTER 高效液相色谱 (美国 Beckman 公司 )，
Millipore-Q Plus 超纯水系统(美国 Millipore 公司)，
JAP5003N 电子天平(上海精密仪器有限公司). 

试剂：Q Sephrose FF 树脂(美国 GE Healthcare 公

司)，S-Bzl-GGC 标准品(本实验室自制，纯度>99%)，
甲醇、乙腈(色谱纯，沃凯公司)，其他药品均为分析纯. 
2.2 S-Bzl-GGC 的液相分析 

样品中 S-Bzl-GGC含量以HPLC方法定量分析. 色
谱条件为：色谱柱 Kromasil C18 柱(4.6 mm×250 mm)，
检测波长 220 nm，流速 1 mL/min，流动相为 A(20 
mmol/L KH2PO4):B(甲醇)=60:40，进样量 20 µL. 
2.3 吸附等温线的测定 

在 6 个砂芯试管中分别加入 0.15 g Q Sephrose FF
树脂和 10 mL 不同浓度的 S-Bzl-GGC 溶液，室温下摇

床振荡至吸附平衡，将样品溶液分别滤出，测定其中

S-Bzl-GGC 浓度，树脂的平衡吸附量 Qe (mg/g)以下式计

算[8]： 
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Qe=(C0−Ce)V/W,                (1) 

式中，C0和 Ce分别为吸附前后溶液中 S-Bzl-GGC 的浓

度(mg/L)，V 为溶液体积(L)，W 为 Q Sephrose FF 树脂

的干重(g). 
2.4 离子交换分离 S-Bzl-GGC 

以阴离子交换树脂 Q Sepharose FF 为分离介质，填

充于玻璃层析柱中(Amersham Pharmacia, 1 cm ×10 cm)，
最终柱床体积为 6 mL. 分别考察 pH 值、洗脱梯度、流

速及进样量等因素对分离效果的影响. 

3  结果与讨论 

3.1 吸附等温线的测定 

溶质的吸附平衡行为是评价吸附剂性能的重要指

标，也是分析和设计吸附过程的理论基础. 分别配制不

同初始浓度(80~1500 mg/L)的 S-Bzl-GGC 母液，加入一

定量树脂后于室温下吸附平衡，16 h 后测定该温度下树

脂的平衡吸附量，结果如图 1 所示. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 Q Sepharose FF 树脂对 S-Bzl-GGC 的吸附等温线 

Fig.1 Adsorption isotherm of S-Bzl-GGC on Q Sepharose FF resin 

目前常用的描述溶质在树脂上吸附行为的等温吸

附模型有 Langmuir 和 Freundlich 吸附等温式[9]，但生物

分子吸附行为往往不满足其假设[10]，在实际吸附体系中

模型的拟合度难以令人满意 . Sips 模型是综合了

Langmuir和 Freundlich吸附等温式提出的一种针对生物

吸附的经验性等温吸附模型 [11] ，因此，又称为

Langmuir−Freundlich 吸附等温线模型[式(2)]，该模型可

理解为溶质吸附偏离Langmuir单分子层吸附的程度[12]： 

Qe=Qe,thKepCe
n/(1+KepCe

n),             (2) 

其中，Qe,th为理论最大吸附量(mg/g)，Kep为平衡结合常

数(L/mg)，n 为非均匀吸附参数. 
用 Origin Pro 8.0 软件对实验数据以 Sips 吸附等温

模型进行拟合，结果显示，在实验范围内 Sips 吸附等温

模型可较好地拟合实验数据(图 1, R=0.99962)，拟合参

数分别为 Qe,th=132.34 mg/g, Kep=1.161×10−5 L/mg，n= 
1.353. 结果说明1个树脂活性位点上发生多个溶质分子

的吸附，原因是 Q Sephrose FF 树脂是强碱性树脂，活

性基团为季胺，通过离子键(静电作用)与 S-Bzl-GGC 的

羧基相结合；同时，溶液中的溶质分子还可通过氢键与

树脂表面吸附的 S-Bzl-GGC 分子形成分子间缔合，从而

表现为多分子层吸附. 由于 Kep 较小，当溶质浓度较低

时，树脂平衡吸附量与吸附质的平衡浓度近似呈线性关

系[13]，与拟合图一致. 
3.2 离子交换分离 S-Bzl-GGC 

采用固定床吸附分离方式对实际反应液中的

S-Bzl-GGC 进行纯化，考察 pH 值、洗脱梯度、进样量

及流速等操作参数对分离效果的影响. 
3.2.1 pH 对分离效果的影响 

分离体系的 pH 值可改变溶液中待分离物质的表面

电荷性质和数量，从而改变分配系数，影响分离效果[14]. 
分别配制不同 pH 的 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液作为 A
相，B 相为含 1 mol/L NaCl 的相应 pH 缓冲液，检测波

长 214 nm，流速 1 mL/min，进样量 100 µL. 采用梯度

洗脱方式纯化 S-Bzl-GGC(0∼50% B 12 mL)，结果见图 2. 
当缓冲体系 pH 为 7 时，反应底物与产物均在穿透

中流出；随 pH 提高，产物的保留时间逐渐延长，分离

效果也逐渐改善. 但当缓冲液的 pH>8.5 时，一方面产物

的分离度下降明显，另一方面产物的保留过强，造成洗

脱难度加大，这对实际分离操作不利. 综合以上实验结

果，缓冲液 pH 为 8.2 时产物的分离效果最好. 
3.2.2 洗脱梯度对分离效果的影响 

在液相色谱分离过程中，洗脱方案的优化可进一步

改善分离效果 . 本实验采用 3 种不同洗脱梯度对

S-Bzl-GGC 进行分离纯化，pH 为 8.2，其余条件同上，

结果如图 3 所示. 随洗脱梯度趋缓，样品保留时间略有

推后，但分离度明显改善. 3 种不同洗脱梯度(B 0~50%, 
0~40%, 0~30%)下产物与杂质的分离度Rs值分别为0.83, 
1.27, 1.54. 考虑到洗脱梯度趋缓虽然可提高分离度，但

也将导致洗脱液体积增加和产物浓度降低，因此，确定

最适的洗脱梯度是 0~30% B 12 mL. 
3.2.3 流速对分离效果的影响 

最佳洗脱条件下(pH 8.2的50 mmol/L Tris-HCl缓冲

液作为 A 相，B 相为含 1 mol/L NaCl 的相应 pH 缓冲液，

洗脱梯度 0∼30% B 12 mL，检测波长 214 nm，流速 1 
mL/min，进样量 100 µL)进一步考察流速对 S-Bzl-GGC
分离效果的影响，结果(图 4)表明，系统流速为 1 和 2 
mL/min 时的分离度优于流速为 4 mL/min 时的分离度. 
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图 2 pH 对分离 S-Bzl-GGC 的影响 
Fig.2 Influence of pH value on separation of S-Bzl-GGC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

图 3 洗脱梯度对分离 S-Bzl-GGC 的影响 
Fig.3 Influence of elution gradient on separation of S-Bzl-GGC 

 

 

 

 

 

 

  

图 4 流速对分离 S-Bzl-GGC 的影响 
Fig.4 Influence of flow rate on separation of S-Bzl-GGC
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根据范⋅弟姆特方程[15] 

H=A+B/u+Cu,                 (3) 

其中，H 为理论塔板高度(cm), A 为涡流扩散项(cm), B/u
为分子扩散项(cm)，Cu 为传质阻力项(cm)，u 为流动相

的线速度(cm/s). 在液相色谱中，当流动相的线流速较

大时，可以忽略分子扩散项对柱效的影响，影响柱效的

主要因素是传质阻力项. 本实验中随流速增加，理论塔

板高度加大，理论塔板数(柱效)随之降低，表现为峰宽

变宽，分离度下降. 同时 HPLC 检测的纯化产物的纯度

和回收率也随流速增加而降低. 考虑到流速过低会增加

操作时间，不具备大规模分离的操作可行性，确定分离

优化流速为 2 mL/min. 
3.2.4 进样量对分离效果的影响 

在样品浓度及其他条件不变的情况下，考察不同的

进样量对分离效果的影响，结果如图 5 所示. 

 

 

 

 

 

  

 
 

图 5 进样量对分离 S-Bzl-GGC 的影响 
Fig.5 Influence of sample quantity on separation of S-Bzl-GGC

对于固定的离子交换层析柱，进样量对分离程度有

很大影响. 由图 5 可知，随进样量增加，样品与后一个

杂质峰之间的分离效果逐渐变差. 分析表明，进样量为

500 µL 与进样量为 100 µL 时样品纯度和回收率均相差

不大；而进样量加大到 2000 µL 时，样品峰过载，产物 

表 1 不同进样量对纯化 S-Bzl-GGC 效果的影响 

Table 1  Effect of sample quantity on purification of S-Bzl-GGC 
Sample 

quantity (µL) 
Concentration 

(mg/mL) 
Purity (%) 

Recovery rate 
(%) 

100 0.0319 98.87 84.6 
500 0.1094 98.45 87.2 

2 000 0.0809 74.39 72.9 

的纯度及回收率均明显下降(表 1). 考虑到层析柱柱床

体积的限制，确定最适的进样量为 500 µL. 

4  S-苄基-γ-L-谷氨酰-L-半胱氨酸的

纯度分析及 NMR 表征 

在建立了一整套纯化工艺的基础上，对被纯化物质

进行纯度及结构确认是非常重要的. 本工作对分离纯化

后的 S-Bzl-GGC 进行了 HPLC 定量分析和核磁鉴定，结

果如图 6 和 7 所示，最终产物纯度达 98.5%，且结构是

正确的. 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 6 HPLC 对纯化的 S-Bzl-GGC 的分析                     图 7 1H-NMR 对纯化的 S-Bzl-GGC 的分析 
Fig.6 HPLC analysis of purified S-Bzl-GG                     Fig.7 1H-NMR analysis of purified S-Bzl-GGC
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5  结 论 

以固定床吸附方式考察了实际反应体系中 S-苄基

-γ-L-谷氨酰-L-半胱氨酸(S-Bzl-GGC)分离的各种操作参

数，建立了一套基于离子交换法分离纯化 S-Bzl-GGC 的

策略，由实验结果得出以下结论： 
(1) S-Bzl-GGC在阴离子交换树脂Q Sephrose FF 树

脂表面的吸附不满足单分子层吸附条件，在实验考察范

围内树脂对 S-Bzl-GGC 的吸附符合 Sips 等温吸附模型. 
(2) 确定适宜的分离条件为：A 相为 pH 8.2 的

Tris-HCl 缓冲液，B 相为 pH 8.2 的 Tris-HCl 缓冲液+1 
mol/L NaCl，流速 2 mL/min，洗脱梯度 0~30% B 12 mL，
进样浓度 1.68 mg/mL，进样量 500 µL. 在此条件下可得

到最佳的纯化效果. 
(3) 纯化后的 S-Bzl-GGC 经 HPLC 分析纯度达到

98.5%，且 1H-NMR 分析结果正确. 
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Separation of S-Benzyl-γ-L-glutamyl-L-cysteine Using Ion-exchange Method 

LIU Bu-yun, ZHOU Zhi, YAO Zhong , WU Ming-gang, SONG Xi-wen, SHE Wei-na, XIAO Yan-ling, WEI Ping 

(State Key Lab. Material-oriented Chem. Eng., Col. Food Sci. & Light Ind., Nanjing Univ. Technol., Nanjing, Jiangsu 210009, China) 

Abstract: The synthesized S-benzyl-γ-L-glutamyl-L-cysteine (S-Bzl-GGC) with enzymatic methods was purified with ion-exchange 
method by using Q sepharose FF as adsorbent. The adsorption isotherm was investigated, and Sips equation provided the best fitting of 
experimental data. The influences of pH value, elution gradient, flow rate and sample quantity on the separation process were also 
discussed. The results showed that S-Bzl-GGC could be well separated at the conditions of pH 8.2, salt elution gradient of 0∼30% B, 12 
mL, flow rate of 2 mL/min and sample size of 500 µL. Under the optimal conditions, the purity of product was 98.5% after one step 
purification and the structure of product was further identified by 1H-NMR. 
Key words: S-benzyl-γ-L-glutamyl-L-cysteine; adsorption isotherm; ion exchange; purification 


