
遗传 HEREDITAS (Beijing) 17(4): 1-3 1995

·遗 传 快 报 ·

一个Hunter综合征家系粘多糖电泳分析①

宋光江② 李桂信 季启清 孙安堂 宋兴军 杜克明 刘京升
（山东省泰山医学院生物教研室，泰安 271000)

摘 要 CT所见肝脏肿大占据左右上腹，纠正了既往把肝左叶当做脾大的结论；B超发现前所没有报道

的二尖瓣赘生物将给患者终生致残；标准品DS行双向电泳．首次发现其分离为DS。与GS：两个斑点；

杂合子、患者尿GAG均出现DS。斑点，而正常人则不出现．实验显示，DS,的出现在杂合子检出和患

者确诊上有重要意义．
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Hunter综合征家系 （图1)，已追踪10年〔’，，其上、下4代共10名患者，表型正常的女性也往往是杂合

子．家系在扩大，患者在增多．该遗传病连街坊邻居都望而生畏．患儿母亲多次咨询，盼求了解 自身情况及如何

避免患儿出生问题．鉴于此，特对该家系患者、肯定杂合子的尿液进行电泳分析，以试图检出杂合子．

图I Hunter综合征家系

I材‘料 与 方 法
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1.1.1体检 班-1, 4, 5, 8, 13，分别为26, 22, 20, 23, 14岁，其成年者身高均在110cm左右，已丧失劳

动能力．所有患者均神志清楚，鸭行步态，舟状头，发粗硬，蛙状突眼，角膜透明，听力减低．III-1, 4, 5, 8

心尖3/6级吹风样收缩期杂音．CT所见：II1-4, 5, 13头部脑回、脑室、脑沟结构正常，肝大占据左右上腹，

将正常脾脏挤至左后方．B超所见：皿-4, 5, 13，均见心脏二尖瓣前叶左房面赘生物，其大小分别是：1.3 x

1.2cm; 1．1 x 1.Ocm; 0.5 x 0.5cm.

1.1.2尿样 正常人尿取自5-50岁人晨尿，该家系中取6例肯定杂合子 （II-2, 5, 7和III-2, 6, 9)和9

例患者 （w一l, 4, 5, 8,、13和Iv一1, 2, 3, 4）晨尿．

1.2试 剂

1.2.1标准品粘多糖 (GAG)溶液 DS（硫酸皮肤素）、HS（硫酸类肝素）、CS（硫酸软骨素）为Sigma公

司产品，HA（透明质酸）为中国医学科学院基础医学研究所遗传室赠．以上样品分别用蒸馏水配成1 mg / ml,

置4℃保存．

1.2.2 0.05％阿尔新蓝溶液 以含50mmol / L氯化镁和SOmmol / L醋酸钠溶液配制，pH5.8.

1.2.3 4mol / L氯化钠一甲醇混合液 用时按4mol / L氯化钠一甲醇为2：1混合．

1.2.4 0.02mol / L碳酸钠溶液 将1.06g无水碳酸钠溶于500m]蒸馏水中．

1.2.5 第1向电泳缓冲液 按毗咙一醋酸一蒸馏水为100 : 10 : 890混合使用，pH6.0.

1.2.6 第11向电泳缓冲液 0.15mol / L醋酸锌溶液，pH5.8.

1.2.7 洗脱液 含500mmol / L氯化镁和500mmol／L醋酸钠水溶液，pH5.8.

1.2.8 无水乙醇．

1.3方 法（7,S)
1.3.1 GAG提取和纯化 尿液经水浴沸腾5分钟，以除去蛋白质．然后取尿液2m1，加人20m1阿尔新蓝溶

液，混匀，室温静置数分钟，离心 （3000r / m) 20分钟，弃上清液，在沉淀物中加人 4mol / L氯化钠一甲醇馄

合液0.3ml，振摇后加人0.02mol / L碳酸钠溶液0.5m1,静置30分钟，离心，吸取上清液0.2m1，加人无水乙醇

0.3m1混匀，室温静置后离心，弃上清液，将胶状沉淀物置37r-烘箱内干燥后取出．加入三蒸水10川，使纯化

GAG溶解．

1.3.2 GAG双向电泳 将醋酸纤维膜（约8 x 8cm)浸人第1向缓冲液中30分钟，取出并平置于洁净的玻璃板

(8.5 x 8.5cm）上，用滤纸吸干．分别吸取标准品GAG溶液】ul或纯化GAG3ul，各点于薄膜一角，距两邻边

各l cm处．将载有薄膜的玻璃板固定于盛有第1向缓冲液的电泳槽内，用滤纸搭桥，平衡3分钟后电泳，电压

7.SV/cm．电泳75分钟后取下薄膜，在室内通风处干燥．然后取上述薄膜于第II向缓冲液中，待完全湿润后取

出，平置于玻璃板上，吸去多余溶液，将玻璃板转90度置第II向缓冲液的电泳槽内，平衡后电泳3小时，电压

同上．电泳毕立即取薄膜人阿尔新蓝溶液中染色5分钟，取出用洗脱液洗涤3次，薄膜上则显现GAG组份的蓝

色斑点。

2结 果

2.1标准品粘多糖DS, DS+HA+CS+HS电泳

图2, 3显示DS分离为DS,, DSZ，又经DS分别与CS, HA, HS混合电泳，不仅显示第II向电泳处各

GAG相对位置 （图3)，而且在第I向处只有DS,，从而排除了其它GAG的掺杂．

2.2正常人和杂合子尿GAG电泳

10例正常人尿GAG电泳，无DS出现，仅在第II向电泳处留有CS（或少量HA）斑点．6例杂合子尿

GAG电泳，在第I、II向龟泳处分别留有着色极淡的DS,, DS,斑点．
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2.3患者尿GAG电泳

9例患者尿GAG电泳（图4)，在第I向处留有一DS，斑点．第且向处GAG各斑点迁移率与标准品相同．

图2标准品粘多糖 DS双向电泳 图3标准品DS+HA+CS+HS双向电泳 图4患者尿 GAG双向电泳

3讨 论

3.1体检分析

长期以来，本病“肝脾肿大”一说多有描述〔2)．但CT所见肝大占据左右上腹，脾脏正常，既往体检所触及

的“肝脾肿大”实为肝大的肝左叶；B超扫描，发现临床尚未报道的心脏内赘生物致患者终生残疾；CT颅脑平

扫，脑室大小、形态、脑组织密度正常，说明脑组织GAG沉积不显著，与患者智力无显著变化一致。

3.2电泳分析

DS分离为DS；和DS2，说明DS本身的不均一性．DS由艾杜糖醛酸和半乳糖胺两个糖单位构成〔”，但由
于DS在多糖链合成后许多葡萄糖醛酸差向异构化而成为艾杜糖醛酸，使糖醛酸出现了两种，导致了DS本身的

电荷密度差异而呈现不均一性，从而使DS在两种不同缓冲液中电泳时发生分离；正常人尿无DS出现，仅有

CS（或还有极微量HA)，结果与文献所报正常人尿CS占90-100％结果一致〔A；肯定杂合子均出现DS：和

DS,，尽管电泳斑点着色极淡 （特别是DS,)，亦能显示杂合子酶活性偏低，致使GAG代谢异常．我国李氏用

琼脂糖凝胶电泳也发现杂合子尿中有DS出现〔，，，认为大多数杂合子酶活性仅为正常对照的50 “）；患者尿

GAG电泳，DS；明显可见．其它各斑点与标准品DS十CS十HA+HS电泳迁移率一致．说明DS, HS降解完全受

阻而致病。尿中也相应排出多量的DS与HS②。

上述尿GAG电泳，具有分辨率高，，操作简便，省时、省费用等优点，可适用于一般实验室。另外，独居第

1向处的DS,斑点具有特异性，其在杂合子检出及患者确诊上是一个有意义的指标．
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