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摘要 目的　谷胱甘肽（GSH）是细胞中巯基（―SH）含量最丰富的非蛋白质化合物，在提供还原当量、直接中和有毒反

应物质以及维持细胞氧化还原平衡等方面发挥着至关重要的作用，因此，准确检测组织中的GSH含量具有重要意义。鉴于

电子顺磁共振 （EPR） 技术在 GSH 检测方面的应用报道相对较少，本文提出了一种基于 EPR 技术的 GSH 检测方法。         

方法　首先，将ABTS（2，2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）溶液与K2S2O8溶液混合并在避光条件下反应12~16 h制备

ABTS∙+溶液，借助UV-Vis对ABTS∙+溶液进行浓度测定。然后，基于ABTS∙+的EPR信号变化来检测GSH浓度，在此基础

上探究最适的反应时间和温度，建立ABTS∙+的EPR信号强度和GSH 浓度之间的标准方程。最后，采用计算得到的标准曲

线对C57BL/6J 小鼠全血的GSH浓度进行定量分析，并与文献结果进行比较，验证方法的准确性。结果　实验结果显示，

本方法对GSH的检测范围（50 nmol/L~15 μmol/L）分布超过两个数量级，检测限（LOD）低至0.50 nmol/L，检测到的小鼠

全血中GSH含量为（10 660±706） nmol/g （每克血红蛋白所含GSH纳摩尔数），与文献报道结果（（11 200±237） nmol/g）

接近。此外我们还使用类似的方法进一步发展了对GSSG的检测方法。结论　本文提出了一种基于EPR技术，使用ABTS∙+

快速检测GSH的方法。得益于EPR技术的独特优势，相比于传统的比色法，本方法具有更高的检测灵敏度，更宽的线性范

围。我们进一步拓展了其在血液样品中的检测应用，可以快速准确地检测全血中GSH的含量，为衡量组织中氧化还原平衡

状态提供数据支持，具有重要意义。
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在细胞内非蛋白质化合物中，谷胱甘肽（γ谷

氨酰 -L-半胱氨酰甘氨酸，GSH） 含有的巯基   

（―SH）比例最高。GSH在组织中的浓度范围通常

为1~10 mmol/L。在血浆等细胞外基质中，很大一

部分巯基以游离半胱氨酸形式存在，GSH水平较

低，一般为 2~20 μmol/L，约为细胞内浓度的        

1/1 000［1-2］。在哺乳动物细胞中，谷胱甘肽主要以

还原形式存在（GSH），而氧化型（GSSG）通常

占比不到 1%［3］。当机体处于低 GSH 水平或高

GSSG水平时，表明机体内氧化还原失衡和还原能

力下降。GSH在生物系统中发挥着多种重要作用，

例如，防御毒素和自由基、维持硫醇状态以及调节

细胞增殖等［4-5］。GSH/GSSG比例与多种人类疾病

包括癌症、艾滋病、肝损伤、糖尿病和衰老相关。

鉴于其生物学和临床意义，GSH的快速、灵敏检

测引起了人们的极大兴趣［6-8］。

迄今为止，检测GSH的方法主要有高效液相

色谱法［9］、比色法［10-11］、电化学法［12］、核磁共振

法［13］和荧光光谱检测［14-15］，然而，这些方法都存

在一定的局限性，例如探针制备复杂、检测耗时、

检测灵敏度低。考虑到GSH在细胞中含巯基化合

物的重要性和主导地位，有必要针对组织中的

GSH建立一种快速、直接的定量方法。

电 子 顺 磁 共 振 （electron paramagnetic 

resonance，EPR），也称电子自旋共振 （electron 
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spin resonance，ESR），是研究含未成对电子的物

质的电磁波谱法。由于电子具有更高的旋磁比，因

此 EPR 比其他的磁共振技术 （例如核磁共振

（nuclear magnetic resonance，NMR））在灵敏度方

面更具优势，对其研究对象的固有灵敏度比NMR

高出 3 个数量级。EPR 技术适用于多种体系的研

究，自由基、过渡/稀土金属离子及其化合物等样

品都可以作为其研究对象［16］。EPR因其测试灵敏

度高、检出限低、对样品的破坏性小以及不存在自

然背景信号等优势而受到广泛的关注［17-19］，因此，

在生物学、物理、化学、材料和医学等领域有着广

泛的应用［20］。

由ABTS（2，2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺

酸）氧化所产生的阳离子自由基（ABTS·+）是一种

相对稳定的自由基，它在415、645、734和815 nm

处具有 4 个不同的特征吸收峰［21-23］。ABTS·+常被

用于评估物质中的总抗氧化活性，也可以用于特定

条件下对单一抗氧化剂的检测，但ABTS·+在检测

特定生物样品方面的应用十分有限，这种局限性主

要源于ABTS·+对不同抗氧化剂的非特异性反应。

本文提出了一种基于EPR技术，使用ABTS·+

来检测GSH的方法。ABTS·+具有稳定、可定量的

EPR信号，当抗氧化剂被引入到ABTS·+溶液中时，

EPR谱图的信号强度会降低。EPR信号减少的幅度

与抗氧化剂的活性、浓度和反应时间等因素相关。

在反应前，ABTS·+具有明显的特征EPR信号，加

入一定浓度的GSH后，ABTS·+的EPR信号强度会

随之下降，GSH 的浓度越高，EPR 信号的下降幅

度越显著。EPR方法比传统比色法具有更高的检测

灵敏度和更广的线性范围，显著提升了GSH检测

的准确性。除此之外，本文提供的方法可以用于准

确检测哺乳动物全血中 GSH 浓度。本文使用

C57BL/6J小鼠的全血上清液作为测试样本，得到

的结果与文献报道符合［24］。此外，使用ABTS·+测

量二硫化物浓度（如GSSG）的方法报道较少，本

文也建立了一个检测体系中GSSG浓度的方案，同

样具有高灵敏度和宽检测范围两大优点。

1　材料与方法

1.1　实验试剂

ABTS （货号：A800764），甲萘醌 （货号：

M813096） 以 及 过 硫 酸 钾 （K2S2O8）（货 号 ：

P816371） 购自中国上海麦克林公司；磷酸盐

（PBS）缓冲液（货号：E607008）购自中国上海生

工生物公司；GSH （货号：387160），GSSG （货

号：229432），N-乙基马来酰亚胺（N-ethylmaleimide

（NEM），货号： 937101），三 氯 乙 酸 （货 号 ：

519758），二氯甲烷（货号：433893）以及肝素钠

（货号：542858）购自中国北京百灵威科技公司。

1.2　实验动物

健康C57BL/6J小鼠，6~8周龄，无特定病原体

（specific-pathogen-free，SPF） 级。小鼠进入动物

房后适应性饲养 3 d后开展实验，室内温度为 20~

26℃，湿度为 40%~70%，12 h 光照周期，照明时

间为每日7:30~19:30，给予实验动物良好的饲养条

件，优质的饲料，充足干净的饮用水，以及适宜的

饲养环境，保证实验动物在实验期间的生活质量。

动物实验在中国科学院合肥物质科学研究院伦理委

员会指导下进行，伦理审查编号为：DWLL(P)-

2024-70。

1.3　实验方法

1.3.1　ABTS·+溶液的制备及浓度标定

配制浓度为 2.0 mmol/L 的 ABTS 水溶液，用

pH值为 8.0的PBS缓冲液配置浓度为 28 mmol/L的

K2S2O8 溶液，将 2 ml K2S2O8 溶液添加到 98 ml 

ABTS 溶液中制备 ABTS·+溶液。在 25℃，避光环

境中反应 12~16 h 后得到 ABTS·+溶液［22-23］。使用

UV-Vis （Ultra-Violet Visible） 光谱仪测量 ABTS·+

溶液在734 nm处的吸光度［25］，根据其吸光度以及

对应的摩尔消光系数（ε734nm=15 000 L∙mol-1∙cm-1）

确定ABTS·+准确的浓度后，将ABTS·+溶液浓度稀

释至300 μmol/L后于-20°C储存。在该存储条件下，

样品的EPR信号强度在3个月内没有显著衰减。

1.3.2　确定ABTS·+对GSH和GSSG的化学计量比

由于 EPR 谱仪只能确定 ABTS·+ 的检测限

（limit of detection， LOD），为了得到本方法对

GSH以及GSSG的LOD，需要分别计算ABTS·+对

GSH 和 GSSG 的化学计量比。在 37℃条件下，配

制 不 同 浓 度 的 GSH 溶 液 （0.1、 1、 5、 10、          

15 μmol/L），与 ABTS·+溶液孵育 20 min 后进行

UV-Vis测试，记录734 nm特征吸收处的吸光度值，

建立GSH浓度和ABTS·+吸光度值之间的关系，根

据朗伯 -比尔 （Lambert-Beer law） 定律，计算出

ABTS·+的浓度变化，从而确定 ABTS·+对 GSH 反

应的化学计量比。在 60℃条件下，配制不同浓度

的GSSG溶液，与ABTS·+溶液孵育 60 min后进行

UV-Vis测试，后续步骤与确定ABTS·+对GSH反应

的化学计量比的方法相同。
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1.3.3　建立标准曲线

在构建 GSH-ABTS·+标准曲线时，将 200 μl 

ABTS·+ （150 μmol/L）溶液、X μl GSH或GSSG以

及（200-X） μl PBS缓冲液依次加入试管中。将最

终体积为 400 μl 的样品溶液在 37℃水浴中孵育    

20 min （对 GSH 适用） 或在 60℃ 水浴中孵育       

60 min （对GSSG适用）。将 40 μl样品转移至内径

为0.8 mm的玻璃毛细管中，并将毛细管底部封口。

然后将该管放置在直径4 mm的石英管中，随后将

其插入A300 EPR谱仪的谐振腔中，在37℃下采集

EPR谱图。为了确保平行实验的一致性，固定石英

管在谐振腔中的位置，在测量不同样品时，只更换

毛细管［26］。处理EPR数据时，需对EPR谱图进行

二次积分，所得数值作为溶液中ABTS·+浓度的定

量标准。随后，根据换算关系建立 GSH 或 GSSG

浓度与EPR信号强度之间的标准方程。

1.3.4　EPR测试参数设置及数据处理

EPR 谱仪测试参数如下：磁场扫描范围为      

3 330~3 390 Gauss，微波频率约为9.43 GHz，微波

功率为5 mW，调制幅度为0.6 Gauss，时间常数为

10.24 ms，转换时间为 20 ms，每张谱图采集 2 048

个数据点，扫描次数为10。

对EPR谱图进行二次积分获取信号强度作为 y

轴，GSH或GSSG的浓度作为 x轴绘图，最终得到

GSH或GSSG浓度与ABTS·+的EPR信号强度之间

的线性方程。

1.3.5　C57BL/6J小鼠全血上清液中GSH含量的

检测

C57BL/6J 小鼠麻醉后，从心脏采集全血至预

装有肝素的试管中。随后，加入等体积15% （v/v）

的三氯乙酸（TCA）酸化血液，并以 14 000 r/min

离心 2 min。然后用超纯水将所得上清液稀释 100

倍，并将 pH 重新调至 7.4［27］。使用 Sysmex XT-

1800i血液分析仪对小鼠血液样本中的血红蛋白浓

度进行定量。每个测试平行进行3组，以确保实验

测量的可靠性。

1.3.6　对HCT 116细胞总抗氧化能力检测

HCT116 细胞于 37℃、5% 二氧化碳培养箱培

养24 h后，实验组加入100 μmol/L甲萘醌（VK3），

对照组中加入相同体积的 DMSO，然后继续培养  

4 h［28］。随后，用 PBS 缓冲液洗涤细胞以除去

DMEM培养基，减少培养基中氧化还原成分对测

试的干扰。细胞经超声破碎后离心取上清液用于

检测。

2　结果与讨论

2.1　ABTS·+与GSH反应机制

ABTS与K2S2O8发生氧化还原反应，形成稳定

的自由基阳离子 ABTS·+ （图 1a）。EPR 谱仪可以

直接检测ABTS·+的信号，无需额外的探针。然而，

一旦ABTS·+被GSH还原为ABTS，它就不再具有

EPR 信号。GSH 被 ABTS·+氧化并生成硫自由基

（GS∙）。这些硫自由基不稳定，可以相互反应形成

谷胱甘肽二硫化物（GSSG）（图1b）。EPR测量基

于在 GSH 存在下 ABTS·+的还原，ABTS·+的 EPR

信号强度与GSH浓度成反比，通过监测ABTS·+信

号强度下降的幅度，可以确定出GSH浓度。实验

发现，6 min 的反应时间不足以使 GSH 与 ABTS·+

充分反应，但是，60 min或更长的反应时间会使实

验流程变得过于耗时［29］。为了保证检测结果更加

可靠，监测了 37℃条件下，不同浓度的 GSH        

溶 液 （0.1、 1、 5、 10 μmol/L） 加 入 ABTS·+             

（150 μmol/L）后的EPR信号强度随时间的变化曲

线（图1c）。该实验中，反应的前1 min未被记录，

因为这段时间需要将样品装入谐振腔并完成调谐，

程序设置每2 min采集一次谱图。如图1c所示，当

GSH浓度较低时（小于 1 μmol/L），反应很快达到

平衡。当GSH浓度为5或10 μmol/L时，ABTS·+与

GSH的反应也可在 20 min内达到平衡。最终本文

将 GSH 检测方法的反应条件确定为 37°C 下孵育 

20 min。这种选择既保证了测试过程的便利性，又

保证了数据的准确性，在 EPR 测试时，使用布鲁

克可变温度控制单元将样品温度维持在 37℃ （对

GSH）或60℃ （对GSSG）。ABTS·+的工作浓度为

150 μmol/L。当 GSH 存在时，ABTS·+的 EPR 谱信

号强度呈下降趋势（图1d）。另一方面，先前的研

究［29］ 表明，由于二硫键 S 原子的进一步氧化，

GSSG 也可以与 ABTS·+缓慢反应，但需要指出的

是，GSSG在 37°C时对ABTS·+表现出较差的反应

性，不会干扰GSH的反应。在后续的实验中，增

加了对GSSG的检测，并对反应条件进行了具体的

优化。

2.2　确定 EPR 谱仪对 GSH 和 GSSG 的检测限

（LOD）
本文中提出的EPR测定中的LOD取决于EPR

谱仪和反应中的样品。首先要计算的是谱仪对

ABTS·+的LOD，由于无法直接通过测试获得谱仪

对GSH和GSSG的LOD，还需计算ABTS·+对GSH
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以及 GSSG 的化学计量比 （该反应中 ABTS·+对

GSH/GSSG 的摩尔比例）来计算本方法对 GSH 和

GSSG 的LOD。由于ABTS·+的EPR信号存在大量

的超精细裂分，准确测量单个裂分的振幅是存在困

难的，于是，选择以 EPR 信号二次积分后的强度

来代表当前 EPR 信号强度。利用 EPR 测量不同浓

度 ABTS·+ （20、40、60、80、100 和 120 μmol/L）

的信号强度 （图 2a），建立 EPR 信号强度与

ABTS·+浓度之间的标准方程（图 2b，方程 1），通

过记录空白样品 （PBS 缓冲液，10 mmol/L） 的

EPR光谱（图2c），计算出空白样品信号的标准差，

根据 IUPAC对LOD的定义，基于S=3δ确定EPR谱

仪对 ABTS·+的 LOD 为 3.04 nmol/L。随后，通过

UV-Vis 测定 ABTS·+对 GSH （图 3a，b） 和 GSSG

（图3c，d）的化学计量比，图3b，d中拟合得到的

线性方程分别为方程2和方程3。公式1和2分别给

出了ABTS·+对GSH和GSSG化学计量比的计算过

程，最终计算出 EPR 谱仪对 GSH 和 GSSG 的 LOD

分别为0.50 nmol/L和4.99 nmol/L。

                                          Signal intensity = 3.60 × 105[ABTS∙+] + 3.9 × 105                                           方程1

                                           Signal intensity = -1.051 9 × 10-2[GSH] + 0.253                                            方程2

                                            Signal intensity = -1.050 × 10-3[GSH] + 0.102                                              方程3

                           
∆cABTS·+

∆cGSH
= ∆A734 nm

εb∆cGSH
= |

|
||||
-0.010 519

εb
× 106 |

|
|||| = 10 519

15 000 × 0.115 = 6.098                              公式1

                            
∆cABTS·+

∆cGSSG
= ∆A734 nm

εb∆cGSSG
= |

|
||||
-0.001 05

εb
× 106 |

|
|||| = 1 050
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(a) Chemical structures of ABTS·+ (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radical cation)). (b) Mechanism of oxidation of GSH by 

ABTS·+ to form GSSG. (c) Reaction of different concentrations of GSH with ABTS·+ (150 μmol/L), the first 1 min of the reaction is not recorded as 

the time is needed to transfer the sample into the resonator. (d) EPR spectra of ABTS·+ in the presence (—) and absence (—) of GSH.
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2.3　确定本方法对GSH和GSSG的检测范围

如图4a所示，GSH浓度的增加导致ABTS·+的

EPR信号强度在特定范围内线性减弱。图 4b展示

了 37℃ 孵育 20 min 后获得的 GSH 浓度 （0.05~     

15 μmol/L）与ABTS·+的EPR信号强度之间的线性

方程（方程 4），得到的EPR信号强度与GSH浓度

之间具有良好的线性关系 （R2=0.996 7）。由于

ABTS·+也能与 GSSG 发生反应，所以也发展了对

GSSG 的检测。但 GSSG 在 37℃下与 ABTS·+的反

应速率较慢，为了提高GSSG和ABTS·+之间的反

应速率，本文将反应温度提高到 60℃。图 4c展示

了ABTS·+的EPR信号强度与GSSG浓度之间的关

系。对EPR信号进行处理后，在ABTS·+的EPR信

号强度和 GSSG 浓度 （100 nmol/L~50 μmol/L） 之

间绘制线性拟合曲线 （图 4d）。得到的线性方程

（方程5）。

Signal intensity = -2.43 × 1011[GSH] + 5.40 × 1012

方程4

Signal intensity = -2.62 × 1010[GSSG ] + 2.48 × 1012

方程5

在整个实验过程中，将反应体系的 pH值维持

在7.4。虽然ABTS·+在酸性条件下更稳定，但在生

理pH条件下对其进行分析更有实际意义。在37℃

时，ABTS·+的信号衰减较为缓慢，在 60℃时，其

信号衰减较为明显。与检测GSH相比，当检测浓

度较低（50 nmol/L）的GSSG时，反应温度的升高

引入了更大的误差并降低了可重复性，导致无法准

确检测到 50 nmol/L的GSSG。将本文的GSH 检测

方法与文献中发表的其他方法的LOD和检测范围

进行比较（表 1），发现与表 1 中从 0.72 pmol/L 到    

5 μmol/L 的 LOD 相比，本方法表现出相对较低的

LOD（0.50 nmol/L）。
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Fig. 4　Sensitive detection of GSH and GSSG by ABTS·+

(a) EPR spectra for ABTS·+ in the presence of different concentrations of GSH (0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 15 μmol/L). (b) Plot of EPR signal vs GSH 

concentration and its linear fit. Each experiment was conducted three times, the error bars represent standard deviation. (c) EPR spectra for ABTS·+ in 
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linear fit. Each experiment was conducted three times, the error bars represent standard deviation.
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2.4　评估37℃条件下GSSG对GSH检测的干扰

为了评估 37°C 下 GSSG 对 GSH 检测的干扰，

设计了两组实验以进一步验证所提出的 EPR 方法

的可靠性。在第一组实验中，测试前将不同浓度的

GSSG （0、 5、 10、 20、 50 μmol/L） 与 ABTS·+

（150 μmol/L） 在 37°C 下孵育 20 min。未加 GSSG

的组作为对照组。计算实验组和对照组 EPR 信号

的相对强度 （图 5a），发现在当前反应条件下，

GSSG 对 GSH 的分析结果没有显著影响。图 5b 使

用Görüşük等［10］提出的方法来量化每个测试组中

GSH和GSSG对ABTS·+的反应性，确保每个测试

组中硫醇化合物的N-乙酰半胱氨酸当量（N-acetyl 

cysteine equivalent，NACE）一致。分析不同浓度

的 GSH 和 GSSG 的混合溶液时，观察到 EPR 信号

强度和 GSH 浓度仍然呈现线性关系，并且 GSSG

的引入并没有影响这种线性关系，也就说明在

37℃孵育20 min的反应条件下GSSG的存在不会干

扰GSH的检测。此外，考虑到生理环境中GSH的

浓度显著高于GSSG （GSH在毫摩尔范围，GSSG

在微摩尔范围，低近 3个数量级），并且它们在体

内都维持在一个相对稳定的浓度范围内，因此，在

生理条件下 GSSG 的存在不会干扰 GSH 检测。因

此，在实际测试场景中，可以忽略 GSSG 对 GSH

造成的潜在偏差。

此外，还制备了 GSH/GSSG 混合溶液，对混

合溶液中 GSH 和 GSSG 浓度进行了定量检测。在

测定GSSG浓度时，为了防止GSH对GSSG测试造

成干扰，预先添加 20 mmol/L NEM 以掩蔽游离巯

基［27］。再使用 3 倍样品体积的二氯甲烷萃取多余

的 NEM，取上层清液进行测试。表 2 中给出了理

Table 1　Comparison of analytical performance of our work with other publications for the detection of GSH

Method

Centri-Voltammetric

luminescent probe

HPLC-UV

UV-Vis

Nanozyme

Hyper-dendritic rolling circle amplification

This work
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ABTS

2-Chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate

Fe3O4/N-HCS

Circular nucleic acid template
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LOD (linearity range)

20 nmol/L (20×10-3-1×103 μmol/L)
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Fig. 5　Interference studies of GSSG on GSH and ABTS·+ responses at 37°C
(a) Determination of the effects of different concentrations of GSSG (5, 10, 20, 50 μmol/L) on EPR signals. (b) Determination of the correlation 

between GSH and ABTS·+ intensity in mixed samples of GSH and GSSG.
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论上的 GSH 与 GSSG 浓度以及实际检测到的 GSH

和GSSG浓度，使用本文的方法，成功实现了对体

系中不同形式谷胱甘肽的准确检测。

2.5　GSH检测方法在生物样品中的应用

为了评估基于EPR技术的GSH检测方法的实

用性和可靠性，本文分别设计了两组对生物样品进

行定性和定量检测实验。研究发现，低浓度的

VK3可通过抑制线粒体呼吸功能来抑制细胞增殖；

相反，高浓度的 VK3 会导致细胞内活性氧类

（ROS）水平显著增加，从而诱导由ROS介导的细

胞死亡［28］。为获得具有显著差异的结果，在

HCT116细胞培养24 h后加入100 μmol/L VK3继续

培养 4 h，获取细胞破碎上清液，进行测试以测定

EPR信号强度。实验结果如图 6a所示，与空白对

照组（ABTS·++PBS）相比，未添加VK3的实验组

的 EPR 信号强度明显下降，这表明该实验组中拥

有较高浓度的还原性物质。添加较高浓度的 VK3

会引起细胞氧化应激，从而显著降低还原性物质的

浓度，这导致ABTS·+信号强度仅有限的下降。这

些实验结果与预期一致。

血液中GSH的含量是机体氧化还原状态的重

要指标。在哺乳动物血液中，谷胱甘肽主要以其还

原型（GSH）存在，占其总浓度的 99% 以上。为

了证明本文方法的实用性，采集了C57BL/6J小鼠

的全血，并测定上清液中GSH的浓度。为了保证

检测的精确性，通过梯度稀释将测试样品的 GSH

浓度保持在 1~10 μmol/L的范围内。浓度计算基于

图 4b所示的标准曲线。此外，由于血液中的GSH

主要存在于细胞内，而血浆中 GSH 浓度很低，

GSH 的浓度与血红蛋白浓度是密切相关的，通常

将全血中GSH的浓度值表示为每克血红蛋白所含

GSH的纳摩尔数（nmol/g）。本实验中小鼠的血红

蛋白浓度通过血液分析仪测量得出，最终结果如图

6b 所示。本文报道的方法得到的全血上清液中

GSH 浓度为 （10 660±706） nmol/g，与文献报道

Table 2　Determination of GSH and GSSG concentrations in mixture based on EPR method
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Fig. 6　Application of GSH detection methods in biological samples
(a) Qualitative assessment of redox state in HCT116 cells: analysis of total antioxidant capacity in the blank control group, within cell lysates, and in 

cell lysates post-VK3 induction. (b) Detection of GSH in whole blood supernatant of mice. Comparison of analytical performance of the work with 

other publications for the determination of GSH in whole blood supernatant of C57BL/6J mouse.
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（（11 200±237） nmol/g）比较吻合［24］。需要说明

的是，本方案不适合血浆或其他细胞外液，因为它

们的 GSH 浓度明显偏低（约 1~2 μmol/L，即约为

全血的1/1 000），同时细胞外液中其他硫醇（例如

半胱氨酸）的存在会对检测造成严重干扰。因此，

我们不建议将本方案应用于这种情况。

3　结 论

这项工作提出了一种新型的基于 EPR 的 GSH

检测方法，与更为常见的ABTS·+比色法相比，这

种基于 EPR 开发的检测方法具有更高的灵敏度和

更宽的检测范围。基于 EPR 出色的灵敏度优势，

它可以检测低至 0.50 nmol/L的GSH和 4.99 nmol/L

的GSSG，而且检测范围均超过两个数量级。该方

法不仅能够快速检测生物硫醇（还原型），而且在

改变反应温度和时间后，也可以实现对应的氧化型

硫醇的检测，无需化学还原步骤或谷胱甘肽还原

酶。此外，它还可以进一步开发用于检测溶液中总

硫醇化合物或总二硫化物含量。该方法已成功应用

于小鼠全血中GSH含量的检测，具有简便、快速、

准确、灵敏度高等优点。
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Abstract　 Objective  Glutathione (γ -glutamyl-L-cysteinylglycine, GSH) is the most abundant non-protein 

compound containing sulfhydryl (―SH) groups in cells. It serves as a source of reducing equivalents, effectively 

neutralizing harmful reactive substances, and playing a crucial role in maintaining cellular redox balance. 

Therefore, sensitive detection and accurate measurement of GSH levels in tissues are of great importance. In this 

work, we presents a novel method for GSH detection utilizing electron paramagnetic resonance (EPR) 

spectroscopy. Methods  Initially, ABTS (2, 2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate acid)) solution was 

mixed with K2S2O8 solution and reacted in the dark for 12 to 16 h to prepare ABTS·+ solution, which was then 

quantified using UV-Vis spectroscopy. Subsequently, the concentration of glutathione (GSH) was determined 

based on the changes in the EPR signal of ABTS·+. On this basis, the optimal reaction time and temperature were 

explored to establish a standard equation correlating the EPR signal intensity of ABTS·+ with GSH concentration. 

Finally, the derived standard curve was employed to quantitatively analyze the GSH concentration in whole blood 
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from C57BL/6J mice, and the results were compared with those reported in the literature to verify the accuracy of 

the method. Results  The experimental results demonstrate that this method has a linear detection range from   

50 nmol/L to 15 μmol/L for GSH, spanning two orders of magnitude, with a limit of detection (LOD) at           

0.50 nmol/L. The measured GSH content in mouse whole blood is (10 660±706) nmol/g Hb, which agrees with 

the value of (11 200±237) nmol/g Hb as previously reported. Furthermore, a similar method was developed for 

detection of glutathione disulfide (GSSG) at higher reaction temperature. Conclusion  This article presents a 

novel assay for the rapid detection of GSH using the intensity of EPR signal from ABTS·+ as indicator. This 

method demonstrates enhanced detection sensitivity and a broader linear range compared to conventional 

colorimetric methods. Furthermore, we have extended the application of this method to detect GSH content in 

blood samples efficiently and accurately, offering valuable information for assessing tissue redox balance, thus 

holding significant potentials.
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