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用荧光底物测定半乳糖6-硫酸醋酶的简易方法
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半乳糖6-硫酸醋酶 (Gal-6S）是粘多糖贮积症

IVA型 (MPS IVA）的缺陷酶。 以在，MPS IVA的

酶学诊断均采用同位素标记的放射性寡糖充当底物，

这种底物很不稳定，在贮存过程中需要反复的纯化才
能使用，很难实行商品化；而且，成本较高，操作程序复

杂费时，严重地限制了 MPS IVA诊断工作的开展。基

于上述种种不利因素，我们利用市销的 4一甲基伞型酮

半乳糖昔 (4 Mu-Gal),通过硫酸化的原理合成了一
种新的荧光底物：4一甲基伞型酮6-硫酸半乳糖营

(4Mu-Gal-6S)。通过对正常人和 MPS IVA病人的

各种样品进行应用，证明这种荧光底物是特异的，并较

放射性底物具有许多优点。现将这种荧光底物的制备

和应用简述如下。1.底物的合成：10 g 4 Mu-Gal溶

于500-1蒸馏过的毗咤中，加热至600C使其完全溶

解。然后，加入 0.5 g4一二甲氨基毗咙，混合后在。℃密

封条件下搅拌30分钟，再逐滴加入氯磺酸和二氯甲烷

的混合物（1:13夕40 ml,、继续搅拌3-4小时后，移到

25℃再搅拌2小时。加人100 ml冷蒸馏水终止上述

反应，在25℃下真空千燥。2．底物的纯化：溶解上述

干粉在100 ml蒸馏水中，离心 （3,000 r/min) 10分

钟后，取上清液加在用10 mM NH,A“平衡的 DEAE

纤维素(DE")离子交换柱上。以大约imlZmin/cm=

的流速冲洗后，逐步用，0, 100, 200和1000 mm的

NH,Ac, PH 6.0进行洗脱。通过在 31SnM 的分光值

监测柱子的洗脱，对高分光值的组分进行冷冻干燥，得

到纯化的底物。3，底物的检测及应用：用。.1M NaCl/

NaAc (PH 4.3）制成1mm的底物溶液。取待检的样
品细胞，加蒸馏水后进行超声破碎，然后离心（12,000

r加 in) 10分钟。 取上清液 10 p,加底物溶液 20 pl,

混合后在370C下温浴17小时（过液）。用200 ,tt1 0.5

M Na,C0,/NaHC03 (pH 10．7）终止反应后，侧定游
离 4 Mu的荧光值，计算酶的活性值。

我们合成的荧光底物（已经商品化）相当稳定，可

以长期保存。以此建立的 Gal一6S测定方法所需仪器

简单，操作方便，其成本还不足同位素方法的1%。灵
敏度高，病人和正常人间酶活性的差异达到了 100多

倍。更有意义的是，这种简单的荧光技术可以用来进

行 MPS IVA携带者的检出，这是优于放射性底物的

另一个重要特点。
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