
损伤的严重程度有关，其有可能作为反映 !"# 患者白质损伤

严重程度的较特异性指标。
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: : 肝豆状核变性（;<=）系常染色体隐性遗传性铜蓄积性

疾病，是以肝脏和其他组织细胞内渐进性铜蓄积为发病基

础。患者因肝铜蓄积，致急、慢性肝炎，肝硬化和暴发性肝功

能衰竭等。在中枢神经系统，铜可致相应的损害，表现为多

种神经、精神异常。此外，尚可致肾脏、心脏损害及多种内分

泌紊乱等。

资料和方法

: : 我们于 $%%) 年 > 月至 $%%& 年 $ 月安徽中医学院神经

病学研究所附属医院外科手术获取 > 例 ;<= 患者和 ? 例正

常对照肝组织块，清洗、剪切并去除包膜、胶原酶温育消化、

过筛、离心 ? ,.3。接种于 6 孔培养板，)*@ ?A"B$ 培养箱

中行细 胞 培 养。定 时 换 液，& C D 1 后，倾 尽 生 长 培 养 液

（EF），随机编号，* 孔依次加入 EF、氯化铜（"）、" G HIF
（"H）、" G 矾酸钠（"!）、"! G HIF（"!H）、" G 长春新碱

（"B）、"B G HIF（"BH）培养液，继培养 $& J。吸尽培养液，

=’;-3KL 液 洗 涤，每 孔 加 入 %7 %? ,9/ M < IN.L’;"/ $ ,/
（2;DO 6），分离肝细胞，D%P 6% L 粉碎，细胞匀浆 & 次差速离

心，依次获取溶酶体、线粒体、微粒体和细胞浆。采用火焰原

子吸收分光光度法及 QN-1R9N1 法，检测各标本中实际铜含量

（34 M ,/）及实际蛋白含量（,4 M ,/）。以实际铜 M 实际蛋 白

（34 M ,4）代表各亚细胞器铜含量。

结 果

: : (O ;<= 组和正常组经 EF 培养后肝细胞铜含量结果：见

表 (。

$O 经 6 种铜培养后 ;<= 患者肝细胞铜含量测定结果：

见表 $。

讨 论

: : 铜是人体必需微量元素，但铜又具有一定的毒性，当细

胞内铜含量过高时，则可引起铜代谢障碍性疾病，如 ;<=。

;<= 蛋白（F 型 HIF*Q 酶）转运铜依赖于 HIF 供能，其活性

可被长春新碱激动及被矾酸钠抑制。;<= 基因发生突变时，

表 !" EF 培养正常及患者组肝细胞各亚细胞器

铜含量（!! S "，34 M ,4）

分组 例数 溶酶体［(］ 线粒体［$］ 微粒体［)］ 细胞浆［&］

正常 ? )67 ? S $7 * )(7 $ S &7 * )(7 ( S &7 $ )&D7 % S $&7 $
患者 > **7 * S D7 $ 6)7 ( S 67 & ??7 % S *7 ? *>67 ) S )$7 6

: : 注："：正常组［&］与其他 ) 亚细胞器铜含量均 # T %7 %(，而［(］、

［$］、［)］相互间均 # U %7 %?；V：患者组［(］、［$］、［)］、［&］各亚细胞

器铜含量均 # T %7 %(；患者组和正常组各对应亚细胞器铜含量均# T

%7 %(

表 #" 6 种铜培养后患者组肝细胞各亚细胞

器铜含量（$ W >，!! S "，34 M ,4）

亚细胞器 分组 " "! "B
溶酶体 无 HIF &(*7 6 S $67 D &)D7 ? S )?7 & &$&7 ) S $D7 6

含 HIF &%&7 * S $*7 * &$>7 > S ))7 * )**7 6 S ))7 &
线粒体 无 HIF &&D7 ) S )67 * &?%7 ? S )D7 > &&*7 % S &(7 6

含 HIF &)*7 6 S &>7 * &)D7 * S ??7 * &)>7 ( S ?67 $
微粒体 无 HIF )DD7 D S (>7 6 &%&7 ) S (>7 & )*>7 % S $*7 %

含 HIF )667 ? S $*7 % )D>7 $ S $*7 6 )$>7 & S )D7 *
细胞浆 无 HIF (?6(7 ( S $D7 ) (6$)7 $ S &&7 ( (&>)7 6 S &(7 $

含 HIF (&)67 $ S 6(7 ) (&D?7 * S ?>7 $ ()%$7 % S (((7 6

: : 注：含 HIF 组两两比较和 " M "H、"! M "!H、"B M "BH 比较，均

# T %7 %?

可引起 F 型 HIF*Q 酶功能或含量异常，发生铜代谢的紊乱。

本实验中，当采用 EF 培养时，正常肝细胞内铜主要分布

于细胞浆，余亚细胞器无明显差异；而 ;<= 患者除以细胞浆

为主外，其次以溶酶体较多，而线粒体和微粒体含量较少（表

(），说明后者确实存在不同程度的铜代谢障碍。

;<= 患者肝细胞除线粒体内的铜含量相对稳定外，余

三细胞器在 6 组铜培养中，仅当培养液中不含 HIF 时，铜含

量差异无统计学意义；而含 HIF 三组铜含量差异均有统计

学意义，且均较不含有 HIF 的相应组明显减少，提示线粒体

膜不存在依赖于 HIF 的铜转运酶，即 F 型 HIF*Q 酶；余三细

胞器膜上含有 HIF（表 $）。

另外，细胞质各组铜含量都极大高于其他细胞器。此结

果一方面提示细胞质膜上存在依赖于 HIF 的铜转运酶，另

一方面，治疗 ;<= 患者时，在一定的方案指导下，应用长春

新碱及 HIF 应有利于肝细胞向胆汁排铜。
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