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使用纯化硫酸酯酶水解硫酸化类固醇、毒性内源性物质与外源性物质，
用于硫酸化及非结合型化合物的定量分析
Nikki Sitasuwan, Amanda McGee, L. Andrew Lee*

Integrated Micro-Chromatography Systems, Inc, Irmo, SC

Substrate Sulfate  
position

Pseudomonas  
aeruginosa

Helix  
pomatia

Haliotis  
rufescens

Patella  
vulgata

Klebsiella  
pneumoniae

Cortisol sulfate 21 no data no data no data no data no data

Tapentadol sulfate aromatic no data no data no data no data no data

para-nitrophenyl sulfate  
(PNPS) aromatic 7 6 5 3 2

Estadiol sulfate (ES) aromatic 7 5 3 2 0

Dehydroepiandrosterone  
sulfate (DHEAS)

3β 3 3 3 1 0

Epiandrosterone sulfate  
(EAS)

3β 3 3 2 2 0

Andresterone sulfate (AS) 3α 0 0 0 0 0

Etiocholanolone sulfate  
(ECS) 3α 0 2 2 0 0

Testosterone sulfate (TS) 17β 2 1 1 0 0

Boldenon sulfate (BS) 17β 2 2 0 0 0

Nandrolone sulfate (NS) 17β 3 1 0 0 0

Epitestosterone sulfate  
(ETS)

17α 0 0 0 0 0

摘要 RESULTS
       在人体中，硫酸化和葡糖醛酸化是促进外源性及内源性化学物质与副产物清除的主要解毒过程。由于高纯度硫酸化参考物质数量有限且现有硫酸化参考材料成本高昂，硫酸化
代谢物的监测面临挑战。此外，使用气相色谱质谱法进行类固醇监测需要在衍生化步骤前裂解硫酸酯。然而，现有硫酸酯酶的效果有限，部分原因在于高质量试剂的缺乏及酶学特
性研究不足。本研究系统表征了一种能裂解多种硫酸化分析物的纯化硫酸酯酶。通过比较经硫酸酯酶处理与未经处理的血浆和尿液样本的质谱数据，进行非靶向代谢组学分析，以
评估大规模监测硫酸结合物的可行性。

       不同来源的硫酸酯酶对一系列硫酸化化合物（包括显色底物对硝基苯硫酸酯及九种不同硫酸化类固醇）的水解效率存在差异（文献1）。表1汇总的五种硫酸酯酶对 α 型硫酸
酯键无活性，且对硫酸化类固醇活性较差。其中，源自铜绿假单胞菌的硫酸酯酶活性最高，但所有受试酶对硫酸雄酮、硫酸本胆烷醇酮及硫酸表睾酮均未检测到或仅检测到微量
催化转化（表1）。

五种来源硫酸酯酶的底物作用范围（反应条件：100 µM 底物，37°C；数据改编自文献 (1)）

        目前市售的酶制剂多来源于蜗牛、帽贝或鲍鱼等生物，
这些粗提液中已知含有多种干扰性代谢物。为此，我们开
发了一种高纯度重组硫酸酯酶。据制造商说明，源自蜗牛
消化腺的粗酶兼具葡萄糖醛酸酶和硫酸酯酶活性。显色测
定不仅验证了该说明，还揭示出粗酶同时含有酯酶等其他
酶类（图2）。这种混合酶体系可能干扰硫酸化和葡萄糖
醛酸化代谢物的准确分析，而酯酶的存在可能进一步影响
结果。因此，筛选无酯酶和葡萄糖醛酸酶活性的纯硫酸酯
酶对确保硫酸化代谢物的精准监测至关重要。

       在早期表征研究中，我们还考察了皮质醇和他喷他多
代谢物两种底物。将添加已知浓度葡萄糖醛酸结合物或硫
酸结合物的合成尿液样本，分别与 IMCSzyme® 或 IMCS-
PSF 在 40°C 下孵育，结果显示结合物在孵育首小时内即
完全水解（图3a、3b）。由于血浆含有内源性皮质醇代谢
物，本研究仅监测他喷他多在血浆中的回收率。这些结合
物在 40°C 孵育 1 小时后水解趋于稳定，首小时内的定量
回收率超过 85%（图3c）。

    在我们 2017 年美国质谱学会会议上发表的先前研究中，主要使用葡萄糖醛酸酶（IMCSzyme®）以及 IMCSzyme® 与 IMCS-PSF 的混合酶对尿液中皮质醇及其代谢物的浓度
进行监测。该研究表明，在与蜗牛粗酶孵育时，aTHF 结合物的酶解速率最慢（图5）。IMCSzyme 能在 15 分钟内完全水解 aTHF 葡萄糖醛酸苷，且其回收率显著高于 4 小时蜗
牛粗酶孵育的结果（图5d）。Cuzzola 等人此前曾报道 aTHF 葡萄糖醛酸苷的水解速率较慢，但使用新一代 β-葡萄糖醛酸酶可能无需担忧此问题（文献4）。

纯化的 β-葡萄糖醛酸酶与硫酸酯酶可在温和孵育条件下处理生物样本，从而促进结合型代谢物的检测——这类代谢物若保持结合状态将难以通过质谱技术被识别。
使用粗酶制剂可能影响检测准确性，因其含有非特异性酯酶活性，在代谢物转化过程中可能引发副反应。采用独立纯化的酶制剂，既能通过质谱技术发现结合型外源
性或内源性代谢物，也能实现对其的准确定量分析

图 3. 已知浓度葡萄糖醛酸
化或硫酸化代谢物在 24 小
时内的水解曲线。
(a) 合成尿液（Surine™）
中皮质醇葡萄糖醛酸酯与硫
酸酯分别与 IMCSzyme® 或 
IMCS-PSF 孵育后的水解情
况。
(b) 合成尿液（Surine™）
中他喷他多葡萄糖醛酸酯与
硫酸酯分别与 IMCSzyme® 
或 IMCS-PSF 孵育后的水解
情况。
(c) 人血浆中他喷他多葡萄
糖醛酸酯与硫酸酯分别与 
IMCSzyme® 或 IMCS-PSF 
孵育后的水解情况。

图 4a. 皮质醇代谢组学。 皮质醇及其代谢物的化学结构。

Terbutaline

1a.

图1a. 特布他林代谢组学。特布他林可能的葡萄糖醛酸结合
产物与硫酸结合产物的化学结构
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图1b. 特布他林代谢组学。比较未加酶、IMCSzyme®、
IMCS-PSF 及粗制蜗牛酶水解条件下特布他林代谢物的
时间依赖性水解曲线。误差线代表 ±1个标准差（n=3）。
*p ≤ 0.001 基于方差分析（ANOVA）得出。

图1c. 特布他林代谢组学。硫酸结合型特布他林、葡
萄糖醛酸结合型特布他林与游离型特布他林的尿液浓
度变化曲线。各时间点收集的 100 µL 尿液，分别加
入50 µL 水、25 µL pH 8 的 1 M Tris HCl 缓冲液及
25 µL 水、IMCS-PS F或 IMCSzyme®。混合物于
45°C 孵育 1 小时。图1a 至 1c 改编自 文献（2）。

1c.
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        分别使用酚酞葡糖苷酸（25°C）、对硝基邻苯二酚硫酸酯（37°C）和 Calcein-AM（37°C）进行显色法测定葡萄糖醛酸酶、硫酸酯酶和酯酶活性。孵育时间为 30 分钟。

        将人尿液和血浆样品分为三组：第一组不进行酶水解处理，第二组用 β-葡萄糖醛酸酶孵育，第三组用硫酸酯酶孵育。所有孵育样品均设置三个平行重复，分析物采用反相
分散式吸头萃取技术进行分离。样品首先用 100% 甲醇洗脱，经 CentriVap 离心浓缩干燥后，用 20% 甲醇水溶液复溶，注入配备反相色谱柱的 UPLC-MS/MS 或 UPLC-qTOF系
统进行分析。对于 MS/MS 检测，采用 TSQ-Endura 质谱仪搭配 Vanquish 二元柔性液相系统，以优化硫酸化代谢物的水解条件。

图 4b. 皮质醇代谢组学。 
同一健康志愿者血浆与尿液中皮质醇代谢物的浓度。

4b.

Cortisol (F) Cortisone (E) Allo-tetrahydrocortisol  
(aTHF)

Tetrahydrocortisol  
(THF)

a. b. c.
Tetrahydrocortisone  

(THE)

d.

Plasma + IMCSzyme® Plasma + IMCS-PSF

Urine + IMCS-PSFUrine + IMCSzyme®

图 2. 用于检测 IMCSzyme、IMCS-PSF 及粗制蜗牛酶相对活性的显色测定。
(a) 使用酚酞葡糖苷酸测定葡萄糖醛酸酶活性，反应温度 25°C。
(b) 使用对硝基邻苯二酚硫酸酯测定硫酸酯酶活性，反应温度 37°C。
(c) 使用 Calcein-AM 测定酯酶活性，反应温度 37°C。

a. b. c.

Incubation Time (hours) Incubation Time (hours) Incubation Time (hours)

       皮质醇是肾上腺皮质产生的主要糖皮质激素产物，其代谢途径如图4a所示，临床诊断通常基于这些代谢产物的比值。在肾脏和结肠中，11β-羟基类固醇脱氢酶2型（11β-HSD2）
将皮质醇（F）失活转化为可的松（E）；而在肝脏和脂肪组织中，11β-羟基类固醇脱氢酶1型（11β-HSD1）可将 E 重新转化为 F（文献 3）。此外，A环还原酶（5α、5β和3α还原
酶）能将皮质醇和可的松转化为四氢代谢物，分别称为别四氢皮质醇（aTHF）、四氢皮质醇（THF）和四氢可的松（THE）。游离及总 aTHF/THF 比值可用于辅助诊断与皮质醇
代谢相关的病理状态，如多囊卵巢综合征（文献 4）。

        本研究比较了同一位志愿者血浆与尿液中皮质醇代谢物的分布情况。样本分别采用无酶处理、IMCSzyme®处理或 IMCS-PSF 处理。与血浆相比，尿液中的代谢物分布存在
显著差异：血浆中 F 水平高于尿液，而尿液中失活型E水平则高于血浆（图4b）。酶水解并未显著增加 F 或 E 的水平，表明这两种代谢物在血浆和尿液基质中均未发生葡萄糖醛
酸化或硫酸化修饰。分析物 F 和 E 在尿液和血浆中均能被检测到，而代谢产物（aTHF、THF、THE）仅存在于尿液中。在假定 IMCS-PSF 能有效水解皮质醇代谢产物的前提下，
通过不同酶处理样本的回收率表明，aTHF、THF 和 THE 在尿液中主要以葡萄糖醛酸化形式分泌（图4b）。

表 1       
        由 IMCS 提供纯化酶制剂，如
IMCSzyme®（一种基因工程化 β-葡萄糖醛
酸苷酶），用于临床与法医毒理学领域。尽
管葡萄糖醛酸苷酶在药物监测研究中已较为
深入，但针对磺酸化分析物高效转化的报道
仍十分有限。为准确研究硫酸结合代谢物，
需要特性明确的高质量硫酸酯酶以确保分析
物代谢路径归属正确。为此，我们推出纯化
硫酸酯酶 IMCS-PSF，作为高质量酶产品系列
的新成员，用于监测 II相代谢的另一类产
物——硫酸化代谢物。

       近期一项关于特布他林代谢物水解特性
的研究（文献2）比较了纯化 β-葡萄糖醛酸
苷酶、纯化硫酸酯酶与粗制蜗牛酶混合物的
效果。特布他林在II相代谢中可发生葡萄糖醛
酸化或硫酸化（图1a）。使用独立的纯化酶
可分别定量硫酸化与葡萄糖醛酸化程度。初
步研究表明，单例患者尿样结果显示尿液中
特布他林代谢物以硫酸化形式为主，IMCS-
PSF 在 15 分钟孵育内即可实现完全转化（图
1b）。

a. b. c.

0 no detectable activity

1 0.005-0.05

2 0.05-0.5

3 0.5-5

4 5-50

5 50-500

6 500-5000

7 5000-50000

反应条件：100 µM 底物，
37°C。
酶活性以 μmol·min-1·[g 
蛋白]-1 表示，并采用对数
刻度标示，其中：

        而源自蜗牛消化腺的粗制酶对结合态特布他林无明显释放作用（图1b）。通过使用纯化硫酸酯酶与葡萄糖醛酸苷酶，研究报道了尿液中硫酸结合型、葡萄糖醛酸结合型。
及游离型特布他林的排泄规律（图1c）。通过监测硫酸化与葡萄糖醛酸化代谢物，可在摄入特布他林后 3 天内检出其代谢痕迹。

        在 IMCS-PSF 的早期特性研究中，我们使用这种纯化硫酸酯酶，在尿液和血浆基质中测试了多种市售硫酸化代谢物的水解特性曲线。
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图 6. 经 IMCSzyme® 或 IMCS-PSF 处理的血浆和尿液
样本的云图，与未经酶处理的对应生物基质进行比较。
展示倍数变化 ≥ 3 的特征峰，并以色调表示变化方向
（黄色：强度增加，红色：强度降低），同时标注保留
时间与质荷比。每个气泡的大小对应特征峰的对数倍数
变化：气泡越大，倍数变化越大。各特征峰的纵坐标对
应质谱测定的化合物质荷比。
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图 5. 对含有最高含量别四氢皮质醇（aTHF）的人尿液样本进行水解，以测定水解效率与孵育时间的关系。

水解百分比以最大水解量为 100% 计算：(a) 皮质醇，(b) 可的松，(c) 四氢可的松，(d) 别四氢皮质醇，(e) 四氢皮质醇。使用 IMCSzyme 与 IMCS-PSF 两种酶孵育 10 分钟后，
水解反应达到平台期，表明水解完全。

本研究进一步探索了利用两种纯化酶通过鸟枪法代谢组学分析技术在血浆和尿液中广泛筛查葡萄糖醛酸化及硫酸化化合物的应用方法。通过对比经酶处理与未处理样本
的 UPLC-qTOF 质谱数据，我们筛选出因去结合反应导致的化合物浓度升高信号。当使用纯化 β-葡萄糖醛酸酶处理时，质荷比偏移 176.13 对应O-连接葡萄糖醛酸苷，偏移

139.67 对应 N-连接葡萄糖醛酸苷；而经纯
化硫酸酯酶处理后，质荷比偏移 79.89 则与
硫酸基团的解离相关。通过 UPLC-qTOF 采
集的初步数据经全局代谢组学云图分析（文
献5）显示，样本经 IMCSzyme 或 IMCS-
PSF 处理后出现多个特征峰变化（图6），
表明存在多种代谢物的非结合形态。总体而
言，血浆与尿液中的葡萄糖醛酸化及硫酸化
模式存在差异。通过鉴定这些葡萄糖醛酸化
与硫酸化代谢物，我们计划构建商业化β-葡
萄糖醛酸酶和硫酸酯酶产品对不同代谢物水
解效率的特性表征表。

Glucuronidase Activity Sulfatase Activity Esterase Activity

IMCSzymeIMCSzyme         IMCS -PSF Crude Snail IMCS-PSF       Crude Snail IMCSzyme IMCS-PSF       Crude Snail

Re
la

tiv
e 

Fl
uo

re
sc

en
ce

 U
ni

t

Re
la

tiv
e 

Fl
uo

re
sc

en
ce

 U
ni

t

Re
la

tiv
e 

Fl
uo

re
sc

en
ce

 U
ni

t

Interested in more information
about my poster?

Scan the QR code. I will follow up with you by  
email after the conference.

mailto:lee@imcstips.com

