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肝豆状核变性患者肝细胞中 型     酶
水平及功能的研究
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  !摘要" 目的  探讨肝豆状核变性     患者肝细胞中 型     酶水平及功能 方法  采用细胞

培养技术 将 例    患者和 例非    脾破裂或胆囊疾病患者 对照组 的肝细胞行体外培养 采用

        电泳及             蛋白印迹技术 测定两组肝细胞中 型     酶水平并进行比较 结果  
与对照组相比  例    患者均出现电泳条带的改变 其中 例于       处的条带接近正常  例未见明

显条带  例该条带有不同程度稀薄 色淡  例出现异常的特异性反应条带 结论     患者肝细胞内存

在     基因各种形式的变异 程度不等的 型     酶量和 或质的异常是导致铜代谢障碍的原因 

!关键词" 肝豆状核变性 肝细胞  型     酶
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  肝豆状核变性     是一种常染色体隐性遗传
性铜代谢障碍性疾病 是      基因         变
异 使 型     酶水平及功能异常引发的铜代谢
障碍所致      本实验采用体外细胞培养技术及

            蛋白印迹技术 定量分析并比较    
患者与对照者之间的差异 

  对象与方法

    对象        组     年  月～    年 
月在我院确诊住院的 例    患者 符合杨任民等
的诊断标准      其中男 例 女 例 年龄  ～  
岁 平均           岁 病程    ～    年 平均
         年    对照组 男 例 女 例 年龄

  ～  岁 平均           岁 其中 例为外伤
性脾破裂  例为胆囊炎和 或胆囊结石 均需行外科
手术治疗 并排除     

    方法

      肝细胞标本采集     组肝组织标本来自
肝活检 对照组取自医院外科无菌手术台 标本从人
体分离后 立即放入   含双抗液的细胞生长培养
液的青霉素瓶中      内送实验室无菌操作台 
所采集的标本    患者依次为   ～ 及对照组为

  ～  分别进行培养 

      肝细胞培养    的        液清洗肝标
本 在生长培养液中剪切至      大小并去除包

膜等 肝组织碎屑以     w 型胶原酶温育消化成
单个肝细胞 通过   目细胞筛         离心 
        的台盼兰染色计数肝细胞密度及成活
率 最终调至       个    接种于 孔培养板 

置         培养箱中进行细胞培养  ～  细
胞约占底面积    倾尽生长培养液 待行电泳检
测 

              电泳   孔培养板置于  平台
上 加入单去污剂裂解缓冲液       孔 静置  
    收集肝细胞裂解的产物 以         离心 
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    获取上清液并以         处理 蛋白样品  
对照组 份上清液混匀 合并 先后灌注  分离胶
及  浓缩胶于垂直电泳槽 待聚合后依次加样 左
侧第 列为蛋白         接通电源 稳压在     
       当染料进入分离胶时 将电压提高至    

         继续电泳直至染料达到分离胶底部 关
闭电源 取下凝胶 采用考马斯亮蓝染色   取出
凝胶并脱色处理至凝胶近乎完全脱色 而蛋白色带仍
保留为止 

                  印迹分析  电转槽中进行电转
膜 将蛋白从   聚丙烯酰胺凝胶转移至硝酸纤维
素滤膜上 切去滤膜左下角 以作标记 室温条件下 
氨基黑染色滤膜 于脱色摇床上   液漂洗滤膜至
滤膜近乎完全脱色 而蛋白色带仍保留为止 按二抗
试剂盒要求 用封闭液封闭滤膜上非特异性蛋白结合
位点 继以兔抗人多克隆抗体应用液 一抗应用液 

   结合位点多克隆抗体应用液 抗     温育滤
膜               振荡洗涤滤膜 再以山羊抗
兔多克隆抗体应用液  二抗应用液 温育滤膜  
                振荡洗涤滤膜 取出并    
显色 

      结果分析  采用              凝胶成像
系统 观察特异性条带数目 并自动分析相对分子质
量 计算每一条带密度的深浅 取两次的均值  加以
分析 处理 对第 条带  型      酶 密度深浅
的比较 反映对照组和  例    患者间  型

     酶含量及 或性质的差异 

  结  果

对照组及患者肝细胞 型     酶         
    印迹图  见图  

图  对照组及患者肝细胞 型     酶             印迹图

 ! 为标准蛋白       "    为对照组"    分别为 例   

患者# ! 处相对分子质量为       $       $       $

      $       种蛋白

对照组  ～ 出现 条带 相对分子质量约为    

    密度为             患者中 除  未见

明显条带外   和  见两条带 第 条带相对分子

质量和密度分别为                 和    
              第 条带为            也见两

条带 第 条带相对分子质量均为        密度分
别为         和           第 条带相对分
子质量为                   各 条带 每患者
第 条带依次 相对分子质量         密度为

                                    

                             第 及第 条
带位于       及   ～       处 与对照组相
比 在相对分子质量为       条带处         

的密度差异有显著性 均 ＜           差异有极

显著性 均 ＜        密度为          无明显

差异 

  讨  论

通过             蛋白印迹分析技术 配合免
疫组化法对 例    患者及 例对照者的  型

     酶进行定量分析 发现    患者的铜转运
酶除 例    未见明显条带外 其他 例患者均于
    ～        间存在对一抗 二抗特异性反应条
带 相对分子质量为    ～        的条带是 型

     酶 经过密度对比 除     和  与对照组

无明显差异外      和  与对照组差异有显著性

 均 ＜      而      差异有极显著性  均 ＜
      说明    患者多数存在 型      酶合
成量的不足 或虽然该酶合成充足 但可能于    
结合功能区存在某些突变 即   区性质的改变  
致使抗   抗体 一抗 结合于   区障碍 
就                 尚于       附近出现

的第 条特异性反应条带 有 种可能    是全长为

       的 型      酶的降解产物         
等   也曾应用 型     酶的   结合位点多克
隆抗体 抗    在肝癌细胞株      中检测出除
了         型     酶 外 尚发现       的

第 条特异性反应条带 并认为系该酶的降解产物 
   可能因为      基因的改变 致使该酶不能完
全合成         等     发现部分    患者尚存在

 条 较 短 的  型      酶      可 能 因 为

     基因的某些突变 致使转录提前终止所致 最
终表达产物约含有    个氨基酸残基 相对分子质
量约为         该     主要出现在脑组织中 
肝脏中较少 符合于本实验       的条带相对较

窄且暗淡的结果    可能是体外培养条件下的细胞
不能完全等同于体内细胞 因此 亦可能是某些蛋白
有一部分合成不完全 

                  例患者尚于   ～    
   处存在 条特异性反应条带 有文献报道      
如果在单去污剂裂解缓冲液中不加入裂解酶抑制剂

 即苯甲基磺酰氟化物 抑酞酶等  或肝细胞裂解后

                                     



放置较长时间 则       处特异性反应条带变淡

甚至消失 然而      处可出现特异性反应条带或

更加明显 甚至可以出现更小相对分子质量的特异性
反应条带 因此 本实验中   ～       处的条带

可认为系 型      全酶在单去污剂裂解缓冲液
中降解所致 
检测 型      酶的结果中   未见明显条

带 该患者男性   岁 病程   年 临床虽以言语
不清 流涎 行走不稳等锥体外系为主要表现 但肝功
能异常及肝纤维化指标显著升高 角膜   环 卅  
腹部 超示肝脏回声增粗 增强 分布不均匀 呈岩
层征 脾肿大 前缘达腹正中线 明显重于其他患者 
该患者于    ～        处未见明显特异性反应

条带 严重缺乏 型      酶 故可解释其严重铜
代谢异常的临床表现 
总之 本实验发现    患者出现铜排泄障碍

可能是其体内存在多种形式的     基因突变 肝
细胞内 型     酶发生了不同程度的功能异常 
最终导致铜在体内蓄积 引发不同的临床表现形式 
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 病例报告 

     综合征被误诊为慢性              综合征 例报告

邱金华!罗伟良

#中图分类号$       #文献标识码$    #文章编号$                         

作者单位        广东省惠州市中心人民医院神经内科

       综合征是进行性多神经病变 脏器肿大 内分泌

病变  蛋白血症 皮肤改变以及浆细胞恶性增生为特征的一

种较少见的系统性疾病 现报告 例曾被误诊为慢性      

          综合征     的患者如下 

  病例  女   岁 进行性四肢麻木 无力 年于    年 
月 日入院 患者 年前因四肢麻木 无力 并逐渐加重分别

在 所医院就诊     年及    年分别腰穿行脑脊液     

检查 均示总蛋白            升高 两次肌电图检查分

别示运动神经传导速度明显小于正常   及多发性周围神

经损害 诊断为慢性    曾用糖皮质激素及血浆置换治疗 

病情不能控制    及肌电图复查无改变 查体  全身皮肤明

显着色 双下肢凹陷性水肿 浅表淋巴结未触及 双上肢肌力

w级 下肢皿级 全身深感觉明显减退 病理征    腹部 
超示肝 胆 脾 胰未见异常 胸部 线片示左胸腔少量积液 

骨髓穿刺显示浆细胞系占     其中原浆占   幼浆占

   余为成熟浆细胞 诊断为     综合征 患者因经济

困难放弃治疗 自动出院 

  讨论       于    年首先由日本学者      等作为

一个独立的综合征报道 临床表现各异 可累及多个系统 

        提出 个方面表现     慢性进行性多发性周围神经

病    脏器肿大    内分泌紊乱     蛋白血症 浆细胞增

生    皮肤改变    全身性水肿    视盘水肿    蛋白增

高 其他可有低热 多汗 肺动脉高压 缺血性心肌病等 其中

   和   为诊断的必备条件 加其余 项中的 项便可诊断

为本综合征 本例有慢性进行性多发性周围神经病 浆细胞

增生 全身皮肤色素沉着 胸腔积液    蛋白增高 故诊断为

     综合征 误诊的主要原因为          少见不为

临床医师熟悉    病史长 有全身感觉障碍 渐进性肌无力 

   蛋白 细胞分离 易误诊为慢性    通过此例提醒临床

医师 对具有感觉障碍 肌无力    蛋白细胞分离 酷似慢性

   的患者 长期糖皮质激素治疗无效 应详细追问病史 详

细体格检查 完善腹部 超 骨髓等检查 以免误诊 
 收稿日期           修回日期             

     临床神经病学杂志    年第  卷第 期


