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Candida utilis提取液的组成对D001阳离子

交换树脂分离谷胱甘肽效率的影响

王 淼，苏晓晋

(江南大学食品学院，食品科学与安全教育部重点实验室，江苏 无锡       214036)

摘   要：研究富含谷胱甘肽(GSH)的Candida utilis WSH 02-08提取液的组成对其在D001阳离子交换树脂上交换效

率的影响。结果表明，提取液中大分子肽对 GSH 在 D001 阳离子交换树脂上交换效率有较大影响。采用超滤处理

酵母提取液和改进从酵母中提取GSH 的方法可以大大降低样品中大分子肽的含量，相对分子质量分别降低到小于

2000 和 4000，D001 阳离子交换树脂对其中GSH 的吸附性能明显改善，吸附效率从原来的40% 左右提高到70% 以

上 。
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Effects of Candida utilis Extract Compositions on Glutathione Seperation Efficiency of

D001 Cation Ion Exchange Resin Columns
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Abstract ：In this paper, the effects of the Candida utilis WSH 02-08 extract compositions on the glutathione (GSH) adsorption

efficiency of D001 cation ion exchange resin columns were studied. The results showed that the big molecular weight polypeptides

obviously affects the adsorption efficiency of D001 cation ion exchange resin for GSH. By ultrafiltraion treatment of the extract

with respect to a suitable extract method, the content of the big molecular weight polypeptides in sample decreases largely, down

to MW ＜2000 and MW＜4000 respectively, whereas the adsorption efficiency of D001 cation ion exchange resin for GSH

increases obviously from about 40% to above 70%.
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谷胱甘肽(简称 GSH)是具有重要生理功能的三肽，

近年来，在医药和食品领域倍受人们关注，并已得到

多方面的应用[1]。

谷胱甘肽的分离纯化是发酵法生产工艺中最重要的

部分之一，也是影响其工业化生产的限制因素之一。对

于作为功能性食品添加剂使用的 GSH，要求具有一定的
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GSH 吸附率(%) 蛋白质吸附率(%)

未超滤 41 78

超滤 72 46

表1    超滤对 GSH 和蛋白质吸附率的影响

Table 1      Effects of ultrafiltration on adsorption efficiency of GSH
and protein on ion exchange column

纯度，并且产品成本不宜过高。传统分离 G S H 的铜盐

法由于重金属铜的残留和残留铜去除成本高等问题，不

适合用作食品添加剂的 GSH 的生产。对于一些亲和层析

法分离 GSH 来讲，大多利用 GSH 的 -S H 与亲和材料的

特异性结合来分离，但该方法需要采用特殊的洗脱剂进

行洗脱，而且成本高，也不适用于食品行业。从理论

上来讲，采用离子交换法从酵母细胞提取液中分离 GSH

最具可行性。酵母细胞提取液是一种含多种组分的胶体

溶液，其中含有大量的蛋白质、肽类、氨基酸、核

苷酸等多种杂质，特别是一些寡肽和氨基酸，由于其

结构特征和性质与 G S H 接近，往往会影响离子交换效

率。在笔者对离子交换法从酵母细胞提取液中分离 GSH

的系统研究过程中体会到酵母提取液中的一些大分子肽

对阳离子交换效率有较大的影响。本实验研究了酵母提

取液、超滤液以及改进提取方法后获得的提取液的分子

量分布，考察了它们对其中的GSH 在 D001 阳离子交换

树脂上吸附效率的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

产朊假丝酵母(Candida utilis)WSH 02-08 GSH积累株：

江南大学生物工程学院，环境生物技术研究室提供。

D001阳离子交换树脂    西安蓝深交换吸附材料有限

责任公司；采用常规的处理方法处理成 H 型待用。

DTNB、98%GSH    Sigma 华美生物工程公司

分 装 。

1.2 方法

1.2.1 谷胱甘肽提取液的制备

热水抽提法[2]及其在此基础上的适当改进。

1.2.2 离子交换固定床对谷胱甘肽的分离纯化

1.2.3 酵母提取液的超滤

采用截留分子量为5000的超滤膜对富含GSH的酵母

提取液进行超滤[3]。

1.2.4  GSH 的含量分析

改良的 DT N B 法[4 ]。

1.2.5 蛋白质的含量分析

紫外分光光度法[5]。

2 结果与分析

2.1 提取液超滤后对谷胱甘肽在阳离子交换树脂上交换

行为的影响

将热水抽提的提取液直接进行离子交换，结果表

明，在上样过程中，会出现 G S H 顶出峰，这是由于提

取液中存在比 GSH 更强的吸附物质。采用截留分子量为

从图 1 和图 2 可以明显的看到，经过超滤后的 GSH

透过液和未经过超滤的 GSH 提取液，在阳离子交换树脂

上的交换行为发生了明显的变化。超滤后的 GSH 截留液

在进行阳离子交换时穿漏曲线并没有 GSH 的顶出峰，这

可能是由于超滤过程已经将提取液中强吸附物质除去。

由于没有强吸附物质和 G S H 竞争吸附，所以 G S H 的相

对选择系数增大。

5000 的超滤膜将酵母提取液进行超滤，以除去截留的大

分子的肽。将未经超滤和超滤后的pH 值为3.5 的 GSH 提

取液上固定床 D001 阳离子交换柱，GSH 在树脂上的交

换行为如图 1 和图 2 所示。
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图1    未超滤的提取液的离子交换穿漏曲线

Fig.1      GSH outflow curves of extract treated without
ultrafiltrafiltration ion exchange column
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Fig.2     GSH outflow curves of extract treated without
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从表1 中可以看出经过超滤后，树脂对GSH 的吸附

率大大提高，相对的蛋白质吸附率却相应的减少很多。

因此，为了使树脂对 G S H 的交换容量尽可能大，应该

尽量除去离子交换上样液中的大分子蛋白质。为了进一

步了解这种强吸附的物质是小分子的寡肽、氨基酸还是

大分子的多肽，超滤前后提取液中肽的分子量分布情

况，本研究还采用 HPLC 测定了超滤前后提取液中肽的

分子量分布。从实验结果可以看出，大分子的多肽对

阳离子交换树脂的交换效率的确有较大影响。经过超滤

除去了分子量大于3000 的肽，虽然从分子量分布来看，

酵母提取液中大分子的肽占的比例并不多，但它对D001

阳离子交换树脂的交换效率有较大影响。超滤是除去酵

母提取液中大分子蛋白质的有效方法之一。同时也可以

看出，除去提取液中大分子的肽可以有效提高离子交换

效 率 。

2.3 细胞碎片对离子交换效率的影响

前面的研究表明D001阳离子交换树脂在一定条件下

对 G S H 的吸附具有选择性。因此，G S H 的分离纯化过

程中如能采用带菌体直接上固定床离子交换柱，既省

时、节能，又可以减少操作步骤，减少在分离纯化过

程中 G S H 的损失，降低成本，提高生产效率。

将含有细胞碎片的提取液和离心超滤后的谷胱甘肽

提取液分别在同样条件下上柱吸附，其吸附情况见图 7

和图 8 所示。

从图 7、8 可以看出，含有细胞碎片的提取液和超

滤后提取液在D001 阳离子交换树脂上的吸附情况相似，

均无 G S H 的顶出峰，且各胱甘肽的吸附率接近，约

73 %～75 %。因此，用含有细胞碎片的提取液直接上柱

吸附来分离 G S H 里可行的。
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图3    超滤前 GSH 提取液中肽的相对分子质量分布

Fig.3     Peptide molecular weight distribution of GSH extract
treated without ultrafiltration
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图4    超滤后 GSH 提取液中肽的相对分子质量分布

Fig.4     Peptide molecular weight distribution of GSH extract
treated with ultrafiltration

2.2 酵母中 GSH 的提取方法对离子交换效率的影响

为了降低提取液中杂蛋白、肽对离子交换效率的影

响，本研究采用 H P L C 分析了提取液中肽的分子量分

布，并对提取工艺加以改进，使酵母中大分子蛋白质

尽可能少的溶出。从图 4 的实验结果可以看出，改进后

的提取液中大分子蛋白质明显的减少，其蛋白质去除率

较改进前的工艺提高34.48%。
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图5    酵母提取液中肽的相对分子质量分布

Fig.5      Peptide molecular weight distribution of GSH extract
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图6     改进提取方法后酵母提取液中肽的相对分子质量分布

Fig.6     Peptide molecular weight distribution of modified
GSH extract
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GSH 竞争与树脂的功能基团的结合，影响离子交换树脂

的吸附效率。

3.2 采用超滤处理酵母提取液和改进从酵母中提取GSH

的方法可以大大降低样品中大分子肽的含量，超滤处理

酵母提取液后样品中肽的相对分子质量可以降低到小于

20 0 0；改进从酵母中提取 GS H 的方法后，样品中肽的

相对分子质量可以降低到 4000 以下。

3.3 采用超滤处理酵母提取液和改进从酵母中提取GSH

的方法使D001 阳离子交换树脂对其中GSH 的吸附性能明

显改善，吸附效率从原来的 40% 左右提高到 70% 以上。
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图8    超滤后的提取液上柱 GSH 的吸附情况

Fig.8      GSH adsorption curves of extract treated with ultrafiltra-
tion on ion exchange column

项目 含有细胞碎片的提取液 超滤后提取液

GSH 吸附率(%) 75.5 73.5

回收率(%) 80.1 80.2

蛋白质去除率(%) 68 60

浓缩倍数 2.9 2.5

纯化倍数 5 3.9

表2    带菌上柱和超滤后上柱的效果比较

Table 2     Comparison of ion exchange efficiency with extraction
with cell and extraction treated with ultrafiltration

3 结  论

3.1 酵母提取液中的较大分子的多肽是除离子交换操作

条件外，影响离子交换效率的主要因素之一；多肽与
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图7    提取液带菌体上柱 GSH 的吸附情况

Fig.7      GSH adsorption curves of extract with cell on ion
exchange column

美国研究称人体皮肤上至少寄生180种细菌

纽约大学医学院微生物学家马丁·布莱瑟博士指出，人体皮肤上至少寄生 18 0 种细菌，真正的数目可能更多，

估计有 2 5 0 多种，当中有长住的(而且应该住很久了)，有些则只是路过串门；而不同性别的“房东”原来也会影

响住客的种类。

细菌的数目以大比数 1 0 : 1 压倒我们身边细胞的数目，不过不用怕，因为活在我们体内的，绝大部分是“好”

细菌，还挺热心地一直帮助我们这些“房东”。虽然正常皮肤上有很多细菌，但一般不会引起感染。细菌性皮

肤感染可影响很小，只出现小脓疱，也可在几小时内扩散累及一大片皮肤。皮肤感染的严重程度从很小的痤疮到

危及生命，如葡萄球菌皮肤烫伤样综合征。

马丁博士说：“没有好细菌，我们根本活不下来。”细菌在动物身上已经住了 1 0 亿年了，它们的出现和组

合绝非偶然，“它们跟我们一起进化。”所以，研究人员建议我们不应过于频繁地清洁身体，因为这样只会洗掉

我们的保护层而已。


