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Персульфид глутатиона (GSSH) является важным метаболитом клетки, участвующим в редокс-ре-
гуляции, и  потенциальным терапевтическим агентом. Вследствие нестабильности и  отсутствия 
коммерческих стандартов GSSH, актуальной задачей является разработка методик его генерации 
in situ и количественного определения в различных тест-системах. В работе оптимизированы усло-
вия получения GSSH в реакции окисленного глутатиона с сульфидом натрия при флуоресцентном 
мониторинге высвобождающегося сероводорода. Для дериватизации генерируемых GSSH и вос-
становленного глутатиона (GSH) с образованием близких по величине количеств обоих производ-
ных реакцию проводили в присутствии избытка N-этилмалеимида. Описана методика определе-
ния GSSH по уровню GSH в модельной реакции методом ВЭЖХ-масс-спектрометрии в режиме 
мониторинга множественных реакций. Установлен вклад примеси GSH в растворе окисленного 
глутатиона в определяемое количество GSSH и предел обнаружения GSSH в реакционной смеси. 
Результаты представляют интерес для получения и масс-спектрометрического анализа биологиче-
ски значимых персульфидов с использованием различных дериватизирующих агентов. 

Ключевые слова: персульфид глутатиона, глутатион, сероводород, N-этилмалеимид, ВЭЖХ-масс-
спектрометрия. 
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Глутатион (GSH) является преобладающим 
антиоксидантом и  низкомолекулярным тио-
лом в  клетках животных, который выполняет 
жизненно важные функции, связанные с  за-
щитой от  окислительного стресса и  токсикан-
тов, а также редокс-регуляцией метаболических 
процессов [1]. GSH-опосредованная регуляция 
осуществляется во  взаимосвязи с  другими ре-
докс-активными метаболитами, и  она прояв-
ляется, в частности, в изменении соотношения 
пула тиольных и  дисульфидных групп цисте-
инсодержащих биомолекул и  в модификации 
цистеиновых остатков различных функциональ-
ных белков, что сопровождается изменением их 
структуры и активности [2]. К настоящему вре-
мени накопилось множество свидетельств о том, 
что наряду с  производными цистеина в  форме 

тиолов и дисульфидов важную физиологическую 
роль выполняют персульфиды и полисульфиды, 
включая персульфид глутатиона (GSSH) [3]. Од-
ним из  основных путей образования подобных 
лабильных метаболитов в клетках являются об-
ратимые реакции с  участием газотрансмитте-
ра сероводорода (H2S), выполняющего важные 
сигнальные функции [4]. 

Известно, что благодаря повышенной нуклео-
фильности, персульфидная группа по сравнению 
с тиольной сильнее ионизирована при физиоло-
гических значениях рН, быстрее реагирует с ак-
тивными формами кислорода (АФК) и при этом 
менее подвержена необратимому окислению 
в эндогенных условиях [3, 5]. С другой стороны, 
вследствие выраженной двойственной природы 
персульфидная группа способна реагировать 
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с  тиольной группой с  образованием дисульфи-
дов/полисульфидов и  высвобождением H2S. 
Вследствие реакционной способности и  отно-
сительно высокой внутриклеточной концентра-
ции (до 100 мкМ [6]) GSSH является важным 
показателем редокс-гомеостаза клеток в  норме 
и при патологии [5, 7], поэтому его определение 
представляет собой актуальную биоаналитиче-
скую задачу.

Нестабильность GSSH и  отсутствие ком-
мерчески доступных доноров затрудняют раз-
работку способов определения этого мета-
болита [8]. Учитывая это, важной проблемой 
остается создание эффективной методики 
получения стандарта для определения GSSH 
в химических и биологических системах. В со-
временных метаболомных исследованиях не-
заменимым аналитическим инструментом 
является тандемная ВЭЖХ-масс-спектроме-
трия с  электрораспылительной ионизацией 
(ВЭЖХ-МС/МС), характеризующаяся широ-
ким спектром определяемых аналитов, высо-
кой селективностью и  чувствительностью [9]. 
Детектирование GSSH с помощью ВЭЖХ-МС/
МС требует предварительной дериватизации 
SH-группы подходящим агентом [10–12]. Опи-
саны способы получения дериватизированных 
стандартов персульфидов и  полисульфидов, 
выделенных с  использованием препаративной 
хроматографии [10], однако они являются тру-
доемкими для рутинных задач. Для нецелевого 
анализа подобные стандарты могут применять-
ся в сложной смеси без разделения, однако они 
не обеспечивают возможность количественно-
го определения метаболитов.

В настоящей работе описана методика in situ 
генерации GSSH с  сопутствующей дериватиза-
цией N-этилмалеимидом (NEM), образующим 
стабильные аддукты с тиольной [12] и персуль-
фидной [13] группами, и оптимизацией ВЭЖХ-
МС/МС-определения этих аддуктов. Получен-
ные результаты могут быть распространены 
на  получение и  ВЭЖХ-МС/МС-анализ образ-
цов сравнения других биологически значимых 
персульфидов и в сочетании с другими дерива-
тизирующими агентами. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и  материалы. Использовали вос-
становленный и окисленный L-глутатион (98%, 
Acros Organics, США), безводный сульфид на-
трия (98%, Sigma-Aldrich, США), N-этилмалеи-
мид (99%, BLDpharm, Китай), sulfidefluor-7 AM 
(TargetMol, США), трис-HCl (Suzhou Yacoo Sci-
ence, Китай), диметилсульфоксид х. ч. (Татхим-
продукт, Россия). Для ВЭЖХ-МС/МС исполь-
зовали растворители чистоты категории “для 
ВЭЖХ-МС” (Biosolve, Франция).

Аппаратура. Детектирование сероводорода 
в  растворе сульфида натрия (Na2S) проводили 
с помощью флуоресцентного зонда sulfidefluor-7 
AM (SF7-AM) на микропланшетном анализаторе 
Infinite M200 PRO (Tecan, Швейцария). Графики 
строили в программе GraphPad Prism 5.0.

Детектирование GSH и GSSH проводили ме-
тодом ВЭЖХ-МС/МС в  режиме мониторинга 
множественных реакций (MRM) с  использова-
нием ВЭЖХ-системы Infinity 1290 (Agilent, США) 
в  сочетании с  гибридным масс-спектрометром 
QTRAP 6500 с  ионизацией электрораспылени-
ем (AB Sciex, США), используемым в  режимах 
тройного квадруполя и  квадруполя  – линейной 
ионной ловушки. Для управления анализатором 
и  обработки данных использовали программу 
Analyst 1.6.2. Хроматографическое разделение 
проводили на  ВЭЖХ-колонке Discovery C18 
(5 мкм, 5 см × 2.1 мм, Supelco, США) с подвиж-
ными фазами, состоящими из А (99.7% вода, 0.3% 
муравьиная кислота) и Б (100% ацетонитрил), при 
скорости потока 0.4 мл/мин и объеме вводимого 
образца 10 мкл. Аналиты в образцах определяли 
с  использованием программы MultiQuant 3.0.2 
(ABSciex, США) по площади пиков специфичных 
МRМ-переходов.

Навески исследуемых соединений взвеши-
вали на весах Pioneer PX84 (OHAUS Corporation, 
США) с  точностью 0.0001 г. Реакционные сме-
си инкубировали в термостате TDB-120 (Biosan, 
Латвия).

Приготовление растворов. Для оценки зави-
симости сигнала SF7-AM от концентрации Na2S 
готовили стоковый 2 мМ раствор SF7-AM в ди-
метилсульфоксиде (ДМСО) и 0.1 М раствор Na2S 
в ультрачистой воде Milli-Q (Milli-Q® Advantage 
A10, Merck Millipore, США). Готовили растворы 
Na2S в серии разведений в диапазоне концентра-
ций от  20.0 до  0.4 мМ в  0.1 М трис-HCl буфер-
ном растворе (pH  7.4). Полученные растворы 
Na2S смешивали с  0.01 мМ раствором SF7-AM 
в соотношении 1 : 1 (по объему) и инкубировали 
смесь в течение 15 мин при 37°C. Флуоресцент-
ный сигнал SF7-AM регистрировали при λex = 
490 нм и λem = 530 нм (фактор усиления 87%, вре-
мя интеграции 20 мкс, количество вспышек 25). 
Анализ проводили в 384-луночном полистироло-
вом планшете для культивирования клеток (Wuxi 
NEST Biotechnology, Китай) в трех повторностях.

Для масс-спектрометрического анализа гото-
вили свежеприготовленные 0.1 М растворы GSH, 
окисленного глутатиона, NEM и Na2S в воде Mil-
li-Q. Смесь инкубировали 30 мин при 37°C.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Генерация H2S, персульфида глутатиона и  ад-
дуктов N-этилмалеимида. Для генерации H2S 
различные количества сульфида натрия (Na2S) 
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растворяли в 0.1 М трис-HCl буферном растворе 
(pH 7.4). Высвобождение H2S в растворенной фор-
ме оценивали в начальный период времени с по-
мощью флуоресцентного индикатора SF7-AM [14]. 
Установили, что интенсивность флуоресценции 
5 мкМ SF7-AM линейно зависит от концентрации 
Na2S в  диапазоне 0.2–5 мМ, где верхняя грани-
ца концентрации близка к насыщающей (рис. 1). 
Полученные результаты демонстрируют дозозави-
симую генерацию H2S в растворе Na2S в условиях 
эксперимента. Несмотря на частичное превраще-
ние сульфид-иона в  H2S и  улетучивание послед-
него [15], концентрация генерируемого в реакции 
H2S, по-видимому, находится в некотором избыт-
ке по отношению к индикатору SF7-AM. 

В дальнейшем в подобных условиях генери-
ровали GSSH посредством соинкубации окис-
ленного глутатиона (GSSG) с  5 мМ раствором 
Na2S. Поскольку восстановление GSSG серо-
водородом сопровождается образованием GSH 
и  GSSH исходно в  эквимолярных количествах 
[16–18], в  присутствии избытка NEM следует 
ожидать образования соответствующих аддук-
тов GS–NEM и GSS–NEM (схема 1) в соотно-
шении, близком к 1 : 1. 

Согласно данным [17] в  отсутствие дерива-
тизирующего агента в  равновесных условиях 
в  системе GSSG + H2S обнаруживаемая кон-
центрация генерируемого GSSH заметно ниже 
по сравнению с GSH, что объясняется побочной 
реакций GSSH с GSSG с образованием GSSSH 
и GSH. При изначальном присутствии в системе 
эффективного дериватизирующего агента вклад 
побочной реакции ожидаемо уменьшается, так 
что содержания аддуктов GSSH и  GSH стано-
вятся близкими [16, 18]. 

Для получения GSS–NEM в трис-HCl буфер-
ном растворе при 37°C смешивали GSSG и Na2S 
(здесь и далее конечная концентрация 1 и 5 мМ 
соответственно), инкубировали раствор 15 мин 
с последующим добавлением NEM (4 мМ) и до-
полнительной инкубацией смеси 30 мин. Таким 
образом получали реакционную смесь, содержа-
щую GS–NEM и GSS–NEM в неизвестных кон-
центрациях. В  аналогичных условиях получали 
образец сравнения GS–NEM посредством реак-
ции GSH в известной концентрации с избытком 
NEM [19]. 

Детектирование GS–NEM и  GSS–NEM. 
Реакционную смесь с  генерированным GSSH 
(GSS–NEM) и  GS–NEM разводили в  10 
и  100 раз соответственно, анализировали 

Рис. 1. Зависимость флуоресцентного сигнала SF7-
AM (λex = 490 нм) от концентрации Na2S. Условия: 
трис-HCl буферный раствор  (рН  7.4), 5 мкМ SF7-
AM, инкубация 15 мин при 37°C.

Схема 1. Структуры аддуктов N-этилмалиемида с восстановленным глутатионом (GS–NEM) и его персульфидом 
(GSS–NEM) (Mi – моноизотопная молекулярная масса).



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 11	 2024

1240	 ИШКАЕВА и др.

масс-спектрометрически в  однократном (МС), 
тандемном (МС/МС) и трехкратном (МС/МС/
МС) режимах при прямом вводе образца в источ-
ник ионизации (7 мкл/мин). Детектировали 
отрицательно заряженные ионы, полученные 
с  помощью электрораспылительной иониза-
ции в  источнике Turbo Spray IonDrive при сле-
дующих параметрах: напряжение на  капилля-
ре – 4500 В, давление газа завесы 2.41 × 105 Па, 
давление газа-распылителя и вспомогательного 
газа 1.03 × 105 Па, без нагревания. 

Масс-спектр GS–NEM содержал сиг-
нал с  m/z 431.01, соответствующий основно-
му иону [GS–NEM]– (рис. 2а). В  режиме MС/
МС он  фрагментировался с  образованием 
иона с  m/z 306.01, соответствующего фрагмен-
ту [GS]– (рис. 2б), а  также ионов, характерных 

для спектра фрагментации [GS]– в режиме отри-
цательной ионизации [20]. 

В масс-спектре реакционной смеси, содер-
жащей GS–NEM и GSS–NEM, наряду с сигна-
лами [GS–NEM]– дополнительно детектировали 
сигнал с m/z 463.07, соответствующий основно-
му иону [GSS–NEM]– (рис. 3а). В режиме MС/
МС он фрагментировался с образованием иона 
с m/z 306.07, соответствующего фрагменту [GS]–, 
а  также ионов, характерных для спектра фраг-
ментации [GS]– (рис. 3б). Дополнительно прове-
ли измерение в режиме MC/MC/МС для ионов 
с m/z 463.07–306.07, которое показало совпаде-
ние спектра фрагментации [GS]– (рис. 3в). Это 
подтверждает, что фрагмент с m/z 306.07 в спек-
тре МС/МС (рис. 3б) относится к  иону [GS]–, 
образующемуся после отрыва фрагмента NEM 

Рис. 2. МС- (а) и МС/МС-спектры (б) отрицательных ионов в растворе GS–NEM (д/с – количество детектирова-
ний ионов в секунду). (а) Масса основного пика совпадает с расчетной. (б) Фрагментация иона с m/z 431.01. 
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Рис. 3. МС- (а), МС/МС-спектры для иона с m/z 463.07 (б); МС/МС/МС-спектр для ионов m/z 463.07–306.07 (в) 
продуктов реакционной смеси GSSG + H2S + NEM при отрицательной полярности ионизации. 
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и  одного атома серы от  основного иона [GSS–
NEM]–.

С помощью программы Analyst 1.6.2 провели 
автоматическую оптимизацию MRM-перехо-
дов при отрицательной ионизации для аддуктов 
GS–NEM и  GSS–NEM; результаты обобщены 
в табл. 1. 

С использованием выбранных MRM-
переходов разработали ВЭЖХ-МС/МС-методи-
ку. Использовали подвижную фазу, состоящую 
из  0.3% муравьиной кислоты в  воде (А) и  аце-
тонитрила (Б). Оптимизировали градиентный 
режим элюирования (фаза Б): 0–2.0 мин – 5%, 
2.0–4.0 мин  – 5→90%; 4.0–4.5 мин  – 90%; 4.5–
4.6 мин – 90→5%, 4.6–6.5 мин  – 95% со скоро-
стью потока 0.4 мл/мин и  температурой тер-
мостата колонок 40°C. Определили параметры 
ионизации: напряжение на капилляре – 4500 В, 
давление газа завесы 2.41 × 105 Па, давление 

газа-распылителя и  вспомогательного газа 
3.1 × 105 Па, температура 450°C. Установлен-
ное время накопления для регистрации всех 
MRM-переходов составило 40 мс. 

Результаты хроматографического разделения 
образца сравнения GS–NEM и  реакционной 
смеси, содержащей GS–NEM и GSS–NEM, при 
детектировании в  режиме MRM представлены 
на  рис. 4. В  случае GS–NEM обнаружили два 
пика с  временами удерживания 1.37 и  1.57 мин 
(рис. 4а), соответствующие образующейся смеси 
диастереомеров аддукта GS–NEM [19]. В случае 
реакционной смеси наблюдались как указан-
ные пики GS–NEM, так и два пика с времена-
ми удерживания 2.30 и 2.48 мин с характерными 
для GSS–NEM переходами, что также указывает 
на образование диастереомеров (рис. 4б). Боль-
шее время удерживания GSS–NEM по  срав-
нению с  GS–NEM объясняется некоторым 

Таблица 1. Параметры переходов в режиме мониторинга множественных реакций (MRM) для соединений 
GS–NEM и GSS–NEM

Аддукт Обозначение перехода 
MRM Переход (m/z) Энергия столкновений, В

GS-NEM GS-NEM 1 431.13 → 306.08 –18.0

GS-NEM GS-NEM 2 431.13 → 272.00 –24.0

GS-NEM GS-NEM 3 431.13 → 142.96 –30.0

GSS-NEM GSS-NEM 1 463.10 → 306.08 –16.0

GSS-NEM GSS-NEM 2 463.10 → 272.00 –26.0

GSS-NEM GSS-NEM 3 463.10 → 142.96 –40.0

Рис. 4. Хроматограммы по выбранным MRM-переходам образца сравнения GS–NEM (10 мкМ) (а) и реакционной 
смеси GSSG + H2S + NEM (фактор разведения 1 : 100) (б).
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повышением гидрофобности аддукта вследствие 
присутствия дополнительного атома серы. 

Разработанную методику применили для опре-
деления содержания в реакционной смеси GSSH 
(аддукта GSS–NEM) по  содержанию GSH (ад-
дукта GS–NEM). Для количественной оценки 
использовали MRM-переходы 431.13  →  306.08 
и 463.10 → 306.08 соответственно, тогда как осталь-
ные переходы (табл. 1) служили для дополнитель-
ной идентификации пиков. Для  этого получали 
градуировочный график аддукта GS–NEM по-
средством разведения 1 мМ стандарта в диапазо-
не концентраций от 0.1 до 100 мкM, т.е. в пределах 
ожидаемых концентраций аналитов в  реакци-
онной смеси. Градуировочный график линеен 
(y = 8988.2x + 4619.4; r2 = 0.9999) в указанных ус-
ловиях. По данным дериватизации исходного рас-
твора GSSG обнаружено наличие в GSSG неболь-
шой примеси GSH (0.13 мас. %). 

Установили, что в  условиях проводимой 
реакции GSSG (1 мM) c Na2S (5 мM) концен-
трация образующегося в  реакции GS–NEM 
с поправкой на уровень примеси GSH и, следо-
вательно, концентрация GSS–NEM составляет 
66.93 ± 2.75 мкМ. Это значение, по-видимому, 
сопоставимо с  концентрацией генерируемого 
в жидкой фазе H2S, который в присутствии из-
бытка GSSG превращается в  GSSH. Несмотря 
на  относительно низкое фоновое содержание 
GSH (GS–NEM) в GSSG (не более 3.5% от об-
щего обнаруженного GS–NEM после проведе-
ния реакции), это содержание необходимо учи-
тывать при получении стандартов вследствие его 
возможной вариабельности в различных препа-
ратах и растворах. 

Для оценки диапазонов линейности и посто-
янства соотношения MRM-сигналов GS–NEM 
и  GSS–NEM проанализировали серию разве-
дений реакционной смеси. В исследуемом диа-
пазоне разведений от  1/10 до  1/20 000 зависи-
мость MRM-сигнала от разведения линейна как 
для GS–NEM (r2 = 0.9988), так и для GSS–NEM 
(r2 = 0.9979), а  соотношение MRM-сигналов 
GSS–NEM/GS–NEM постоянно и  составило 
0.4, что свидетельствует о  возможности опо-
средованного определения GSS–NEM в  иссле-
дованном диапазоне разведений реакционной 
смеси. С  учетом установленной концентрации 
GSS–NEM предел количественного определе-
ния этого аналита (по выполнению условия сиг-
нал/шум > 10) и, следовательно, GSSH в тести-
руемом растворе составил 6.69 нM.

Согласно данным дополнительного ВЭЖХ-
анализа с УФ-детектированием при 280 нм про-
дукты реакционной смеси GSSG + H2S + NEM, 
соответствующие GS–NEM и  GSS–NEM, 
имеют близкое соотношение площадей пиков 
(~1.2, данные не  показаны), что подтвержда-
ет незначительное преобладание относительно 

стабильного GSH по  сравнению с  лабильным 
GSSH в  условиях моделируемой реакции, что 
согласуется с  результатами работы [16]. Воз-
можное по этой причине некоторое завышение 
содержания генерируемого in situ образца срав-
нения GSS–NEM, определяемого по  уровню 
GS–NEM, по мнению авторов, не должно огра-
ничивать возможности масс-спектрометриче-
ского определения GSSH в  биологических об-
разцах, в вариабельность которого повышенный 
вклад вносят иные факторы. Более того, подоб-
ным завышением можно полностью пренебречь 
при применении описанной методики для вы-
явления относительных изменений содержания 
GSSH в сложных матрицах, что может быть до-
статочным для решения многих биологических 
и фармакологических задач.

* * *

Предложены методики контролируемой ге-
нерации персульфида глутатиона (GSSH) в  ре-
акции окисленного глутатиона с  сульфидом 
натрия и  его дериватизации с  NEM, а  также 
ВЭЖХ-масс-спектрометрического определения 
GSSH в  режиме мониторинга множественных 
реакций по  уровню образующегося восстанов-
ленного глутатиона. Полученные результаты 
могут быть использованы для определения со-
держания GSSH в различных химических и био-
логических тест-системах, в том числе для изу-
чения новых соединений-доноров H2S и GSSH, 
рассматриваемых в настоящее время в качестве 
перспективных терапевтических агентов [21]. 
Результаты представляют интерес для получения 
и  определения других биологически значимых 
персульфидов, в том числе в сочетании с други-
ми дериватизирующими агентами.
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Abstract. Glutathione persulfide (GSSH) is an important cell metabolite involved in redox regulation and 
a potential therapeutic agent. Due to the instability and lack of commercial GSSH standards, an urgent 
task is to develop methods for its in situ generation and quantification in various test systems. The paper 
optimizes the conditions for obtaining GSSH in the reaction of oxidized glutathione with sodium sulfide 
with the aid of fluorescent monitoring of released hydrogen sulfide. The reaction was performed in the 
presence of an excess of N-ethylmaleimide to derivatize the generated GSSH and reduced glutathione 
(GSH) in similar amounts of both derivatives. A technique for determining GSSH by the level of GSH in 
a model reaction by HPLC‑mass spectrometry in the multiple reactions monitoring mode is described. 
The contribution of the GSH impurity in the oxidized glutathione solution to the determined amount of 
GSSH as well as the detection limit of GSSH in the reaction mixture have been established. The results are 
of interest for the preparation and mass spectrometric analysis of biologically significant persulfides using 
various derivatizing agents. 

Keywords: glutathione persulfide, glutathione, hydrogen sulfide, N-ethylmaleimide, HPLC mass spec-
trometry.
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