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康复相关基础研究

·论著·

摘要：目的 在细胞水平探讨中药复方肝豆汤治疗肝豆状核变性 <=>?@的机制。方法 在以 =>? 患者的肝脏制备的肝细胞模型

中加入含肝豆汤兔血清，观察加入前后细胞模型中铜锌等微量元素含量的变化。结果 加入含肝豆汤兔血清 #!/ 后细胞内铜含量明

显减少，锌含量明显增加。结论 肝豆汤具有显著的细胞内排铜作用，同时可使细胞内锌含量显著增加。
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·本文重点·

=>? 作为少数几种可以有效治疗的遗传性疾病之一，

其效果与治疗早晚、能否长期维持治疗密切相关。

本实验在国内首次建立了 =>? 离体培养肝细胞模型，消

除了由于不同个体内环境的差异对细胞的影响，铜代谢

障碍的缺陷在细胞水平得以表达，纯化了研究过程，提高

了实验精确度，为 =>? 发病机制的研究提供了新的途

径。

%

%

·本文重点·

肝豆状核变性 </+G04)3+-42H730, *+I+-+,042)-5 =>?@ 又称 N23Q
K)- 病，是一种常染色体隐性遗传铜代谢障碍疾病，其基因定位于

%XU%!: X，H?;B 全长编码一种 Z 型铜转运 BEZ 酶 <BEZ&[0K+@ 5 故

又称 BEZ&[0K+ 基因，其含 ## 个外显子 \% ]。杨任民等 \# ]于 &$ 年代

首创中药复方肝豆汤治疗 =>?，初步取得了较好临床疗效。肝脏

是 =>? 最主要受累的靶器官之一，建立 =>? 患者离体培养肝细

胞模型对研究 =>? 发病机制及评价药物疗效具有重要意义。本

研究通过以 =>? 患者肝脏制备肝细胞模型中加入含肝豆汤的兔

血清，观察加入前后细胞模型中铜、锌等微量元素含量的变化，以

探讨 =>? 的发病机制和肝豆汤在细胞水平的排铜作用。

% 对象与方法

%: % 对象 实验组：随机选取临床表现及铜代谢检查均符合诊

断标准 \X ] 的 =>? 患者 %! 例，其中男 " 例，女 ’ 例；年龄 %$ ^ X’
岁，平均 <%Y: &’ _ %$: "@岁。对照组：%X 例患者均经病理学明确诊

断为原发性肝癌，其中男 " 例，女 ! 例；年龄 #Y ^ !’ 岁，平均

<X$: !’ _ ": Y& @ 岁。随机选取雄性成年新西兰白兔 %$ 只，体重

<#: ’ _ $: %@‘I，由安徽医科大学实验动物中心提供。

%: # 方法

%: #: % 含药血清的制备 肝豆汤组方：大黄 DI，泽泻 %’I，姜黄

DI，黄莲 DI，金钱草 %’I，生三七 %I，按文献 \! ] 制备肝豆汤浓缩液

%’$J3，移入棕色试剂瓶内，置 !a冷藏箱中备用。随机选取 ’ 只新

西兰白兔为一组，其余 ’ 只为另一组，实验前禁食 %*。随后逐日灌

服肝豆汤浓缩液 X$J3 b 只，# 次 b *，间隔 %#/，共给药 %$*。达到稳

态血浓度后 \’ ]，常规消毒下不经麻醉直接从兔心脏进针取血 <为避

免麻醉药物对肝细胞生长产生不良影响 @，取血瓶斜放 #/，待血清

析出后，置冷藏箱中过夜，次日吸取上层血清离心、抽滤、除菌后，

置 C #$a下保存备用。按同样方法取血制备空白血清。

%: #: # 肝细胞模型的制备 采用外科手术留取肝组织 % ^ #HJX

进行离体肝细胞培养，制备肝细胞模型，细胞培养参照汪谦、王小

军等 \D ]方法。将培养板置于倒置显微镜下观察，当细胞融合成片占

据整个视野的 Y$c左右，细胞数量绝对值 d %$’ 个时，即可检测

出细胞内铜、锌含量，构成一个细胞模型。每例均由 X 组相同的细

胞模型构成，一组未加血清，另两组分别加入 $: ’J3 空白血清和

等量的含药血清，分别编号为培养液组、空白血清组和含药血清

组，重新培养 #!/ 后以 $: #’c的胰蛋白酶消化吹打均匀，收获备

用。

%: #: X 细胞模型中 R7# S、T-# S和总蛋白含量测定。采用改良

>)P08 法 \& ]计算细胞模型中 R7# S、T-# S和总蛋白的含 量，以细胞模

型中 R7# S、T-# S含量与总蛋白含量的比值 <-I b JI@ 作为细胞模型

R7# S、T-# S含量测定值。

%: X 统计学处理方法 各组数据均以 < G H 9 @ 表示，配对资料分

析采用 ; 检验。

# 结果

#: % =>? 患者肝细胞的存活率及附壁时间 本组 =>? 患者即

时存活率可达 "’c，培养存活率可达标 "$c，肝细胞纯度可达标

"$c，’/ 肝细胞开始附壁，#!/ 约 ’$c存活细胞贴壁，XD/ 存活细

胞可完全贴壁，约有 ’c ^ %$c左右的受损伤细胞贴壁后会再次

脱落。

#: # %X 例非 =>? 患者 X 组肝细胞模型细胞内 R7# S、T-# S 含量和
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培养液组

空白血清组

含药血清组

$:;8 ;% < ="8 >?!

$!;8 "? < #;8 =>!

;?8 :$ < #=8 $:

:=8 ># < $$8 ?"!

:$8 =% < ;8 $?!

%?8 #= < $"8 =:

#8 :> < "8 %;!

#8 :$ < "8 >#!

$8 #% < "8 :=
注：与加含药血清比较，! ! @ "8 "$

表 # $? 例 ABC 患者 = 组肝细胞模型细胞内 D5# E F+# E 含量和

D5# E G F+# E 比值的变化 H " # $ I
组别 D5# E H +J G KJ I F+# E H +J G KJ I D5# E G F+# E

表 $ $= 例非 ABC 患者 = 组肝细胞内 D5# E 、F+# E 含 量和 D5# E G
F+# E 比值的变化 H " # $ I

组别 D5# E H +J G KJ I F+# E H +J G KJ I D5# E G F+# E

培养液组

空白血清组

含药血清组

!:8 !# < $"8 =:
!#8 :> < ;8 >%
!"8 ;# < $$8 "?

"8 >$ < "8 #%
"8 %> < "8 #>
"8 %; < "8 =$

:;8 ?! < ;8 !:
:%8 =; < $"8 #>
:%8 ;# < ;8 "=

D5# E G F+# E 比值的变化 见表 $。

由表 $ 可见，$= 例非 ABC 患者肝细胞模型加入含肝豆汤的

兔血清培养后，细胞内 D5# E、F+# E 含量和 D5# E G F+# E 比值与培养

液组和空白血清组比较均无显著变化 H ! L "8 "!I。说明肝豆汤对

非 ABC 患者肝细胞模型无显著的细胞内排铜作用。

#8 = $? 例 ABC 患者 = 组肝细胞模型细胞内 D5# E、F+# E 含量和

D5# E G F+# E 比值的变化 见表 #。

从表 # 可见，$? 例 ABC 患者肝细胞模型加入含肝豆汤的兔

血清培养后，细胞内 D5# E含量较培养液和空白血清组显著减少

H ! @ "8 "$I，细胞内 F+# E含量显著增加 H ! @ "8 "$I，D5# E G F+# E比

值显著下降 H ! @ "8 "$I。说明肝豆汤对 ABC 患者肝细胞模型具

有显著的细胞内排铜作用，并能增加细胞内的锌含量。

= 讨论

对 ABC 治疗方法大体包括 = 个部分 H$ I代谢方法：饮食控制，

即高锌低铜为先，螯合促进排泄，亲合结合，产物替代；H# I基因和

基因产物治疗：基因替代、酶替代、同种移植；H= I 预防性治疗：杂

合子筛选、产前诊断。目前仍以排铜治疗为主导。近年来，国内外

大都采用青霉胺促进尿排铜治疗，虽然在临床上取得了较好疗

效，但因其毒副作用较多，而且尿排铜作用有随用药时间延长而

逐渐减弱的倾向。杨任民等根据大多数患者具有眼黄肤黑、口苦

口臭、尿黄便秘、舌质红、苔黄或黄腻、脉弦数或弦滑等征侯，推断

ABC 的主要病因病机为：铜毒内聚，肝胆湿热内蕴。故立清热躁湿

解毒，保肝利胆通淋之法结合现代研究取高锌低铜的中药组成复

方肝豆汤 M> N。临床观察证明：肝豆汤确有明显的向胆汁、大便及尿

中排铜作用，同时改善 ABC 患者的临床症状。本实验结果表明，

肝豆汤对 ABC 肝细胞模型确有显著的细胞内排铜作用和增加细

胞内锌的含量 H ! @ "8 "$I，细胞内铜锌比值显著降低 H ! @

"8 "$I，在细胞水平证明了肝豆汤的确切疗效。但肝豆汤对非 ABC
患者肝细胞模型并无明显的细胞内排铜作用 H ! L "8 "$ I，细胞内

锌含量和铜锌比值均无明显变化 H ! L "8 "$I，表明肝豆汤对正常

铜代谢的 ABC 患者并无排铜作用。

离体培养细胞模型直接取材于患者及正常人，每一个离体培

养的细胞内均含有供体的所有遗传信息，对 ABC 这一遗传性疾

病的研究、诊断及药理分析具有其它模型不可替代的优点。自

$;>" 年 D-.+ 等 M; N 首次将离体培养皮肤成纤维细胞用于 ABC 遗

传缺陷的研究以来，此模型被广泛用于该病的研究，目前已进入

较为成熟的阶段。ABC 是由于铜离子代谢障碍而引起的铜中毒性

疾病，肝脏是最主要的受累器官之一，离体培养肝细胞进行研究

应为最理想的模型。但由于培养条件复杂，另外与皮肤成纤维细

胞相比取材困难，目前国内尚未见报道。
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峰日为 > 月 =$ 日，高峰期为 : 月 # 日 a $$ 月 #% 日，而且发病

季节性规律与年龄没有关系，与华北地区发病基本类似，但本

研究更具体。我国 SO 发病集中在夏秋季，可能与夏秋季节较高

的胃肠道感染率有关。空肠弯曲菌作为人类急性胃肠炎的常见

致病菌之一，业已发现其与 SO 发病有重要的关系。A’ QT 等 M # N

在华北地区研究发现，=> 例 SO 患者中 ::b 病前有空肠弯曲菌

感染史。许庆成等 M % N 对南京及周围地区 ?" 例 SO 患者研究发

现，!"b 近期有空肠弯曲菌感染。在陕西地区，SO 患者中空肠

弯曲菌感染率如何无疑也是一个值得探讨的问题。

在陕西地区，通过应用圆形分布法研究发现 SO 发病具有

明显的季节性规律，可以促进我们对其病因进行进一步探讨 M > N，

同时也可以有意识的在夏秋季节进行预防。
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