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摘 要
:

【目的】对 Tx 小 鼠的铜代谢特征和肝脏的组织病理学及超微结构进行研究
。

【方法」Tx 小 鼠 16 只

以及同系 D L 小鼠 16 只分别作为病例组和对照组
,

测定各自的血清铜
、

铜蓝蛋白等铜生化指标
,

用光学显微镜常

规 H E 染 色及 电镜观察肝脏病理学特点
。

【结果 】按 干体质量 的肝铜含 量成年 xT 小 鼠显 著高于对照 小 鼠
,
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光镜下肝细胞排列紊乱
,

细胞肿胀
,

部分胞核增大呈空

泡状
,

伴有大量的炎性细胞浸润
,

同时可见活跃增生的卵圆细胞
。

电镜下可见多数肝细胞 的溶酶体结构有较多的

颗粒状 电子致密物沉积
,

伴有线粒体增多肿胀
。

【结论】xT 小 鼠铜代谢特点和肝铜沉积的组织病理学特征 与W ll
-

so n
病相符

,

是 W ils on 病研究较理想的动物模型
。
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W ils on 病是一种 以遗传性铜代谢障碍为特征

的全身性疾病
。

受限于合适的动物模型
,

国内 w il
-

s o n 病研究一直未能深人
。

T X ( t o x i 。 m i lk )小 鼠的致

病基 因与人 W ils on 病的致病基因—
A T 7P B 基因

同源
,

但目前国内外尚没有对 TX 小 鼠肝组织铜沉

积的生化
、

病理学系统研究的报告
。

因此
,

作者从澳

大利亚引进了 TX 小 鼠
,

对其铜生化特征和肝组织

病理学及超微结构的特点进行研究
,

评价其作为
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W o lsi n病动物模型的可行性
。

1
.

材料和方法

1
.

1实验动物

T x小 鼠雌雄各 s只 (
= n 16 )

,

3 6 周龄
,

作为病

例组 ; 对照组 D L 小鼠雌雄各 8 只 (
n = 16 )

,

36 周

龄
。

上述实验动物由澳大利亚 Dea ik n
大学 Jul ian

M e r e e r
教授惠赠

。

1
.

2 血清铜蓝蛋白测定

100 9 / L 水合氯醛 (4 00 m g / k g ) 麻醉动物后
,

开胸心脏穿刺取血 0
.

5 m L
,

4 0 0 0 r / m in (
: 二 0

.

16

m )离心 10 m in 取血清
。

对苯二胺法检测铜蓝蛋白

活性
,

高温石墨炉原子吸收法测定血清铜含量
。

各

组数据取均数和标准差后行 t 检验
。

1
.

3 组织学检查

取上述实验动物的肝脏组织以 40 9 / L 多聚甲

醛固定
,

常规脱水
、

包埋
、

切片
,

切片厚度 0
.

5 协m
,

行 H E 染色
,

光学显微镜检查
。

1
.

4 组织铜含量测定

取实验动物的新鲜肝
、

脑
、

脾
、

肾
、

心脏
、

肺
、

骨

骼肌以及皮肤组织等
,

置于 80 ℃烤箱中灰化 8 一 12

h 至反复称量质量恒定
,

用浓硝酸和高氯酸混合溶

解至澄清
,

高温石墨炉法测定溶液中铜含量
,

并相

应计算各组织中铜含量
。

1
.

5 电镜检查

新鲜肝组织 25 9 / L 戊二醛前固定
,

10 9 / L 饿

酸后固定
,

常规电镜切片
,

观察
。

2 结 果

2
.

1 T x 小 鼠的各项铜生化指标

与正常对照组比
,

XT 小鼠的血清铜与血清铜蓝

蛋白活性显著降低
,

而各组织的铜含量显著增高
,

其

中肝组织铜含量甚至是正常的 40
一
50 倍 (见表 1 )

。

2
.

2 大体解剖

表 I XT 小鼠与对照 D L 小鼠的各项铜生化指标的比较
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TX 小鼠的肝脏包括左叶
、

右叶
、

中叶和尾叶与

正常对照相 比
,

颜色灰黄
,

质地较韧
,

但大小正常
,

约 1
.

5 。 m x 1
.

0 c m
,

表面光滑
,

无结节状增生
。

2
.

3 组织学观察

肝细胞排列紊乱
,

丧失了正常的肝索结构
,

部分

肝实质细胞肿胀呈玻璃样改变
,

胞浆内含有较多脂

滴
,

细胞核肿大甚至表现空泡状
,

另有部分肝细胞为

双核
。

同时可见肝血窦或肝索内有增生活跃的卵圆

细胞
,

胞核较小
,

细胞体积约为正常肝细胞的 1 / 4 左

右
。

肝血窦内有较多的淋巴细胞浸润 (图 1 )
。

2
.

4 超微结构观察

电镜下 (图 2 )见肝细胞排列紧密
,

可见桥粒
。

细胞大小不均一
,

粗面内质网有断裂现象
,

线粒体

增多肿胀
,

溶酶体可见典型的板层结构并有大量的

电子致密物沉积 ; 细胞核大且大小不等
,

核形不规

则
,

异染色质边集浓染
。

图 1 T X 小 鼠肝脏的组织病理学特征

F ig
.
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图 Z XT 小鼠肝组织的超微结构

F i g
.

2 U lt r a s t r u c tu r e fe a t u r e s of T X m i e e li v e r

A
: s h o w i n g n z a s s i v e h i g h

一
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一
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a o d m a
l fo

r m a t i o n 。 f t h e 。 w e l l i n m i t o o
h o n d r i o n s ( 义 6 0 0 0 ) ; B : s

h o w i n g

e o pp e r

` e u m ul 甜
o n i n ly s o s

om
e a

nd lP
a sm a ( x 12 0 0 0 )

3 讨 论

3
.

1 T X 小鼠的临床生化特征

XT 小鼠最早出现于 19 7 4 年
,

是 由同系繁殖到

F 6 8 的 D L 小鼠所产生的 自然突变品系
,

其突变形

式为
e t 13 8 6V a l川

。

本研究是国内首次引进 XT 小鼠
,

并进行了系

统的铜生化指标的分析
。

结果显示
,

XT 小鼠的铜生

化特征与临床所见的 W il s
on 病的铜生化改变基本

一致
,

表现为血清铜蓝蛋白和血清铜含量显著降

低
,

仅为正常的 l / 3 左右 ; 而其器官尤其是肝组织

表现为大量铜沉 积
,

犯 周 龄时甚至高达正常的

4 0 一
50 倍

,

具有非常显著的差异
。

ATP 7 B 是一种仅

在肝细胞 中大量表达的铜离子转运 A TP 酶
,

当肝

细胞 内铜浓度较低时
,

定位于高尔基体并协助合成

全铜蓝蛋白 ; 当肝细胞内铜含量升高时
,

AT P7 B 发

生重定位
,

携带铜离子经胆汁排 出体外
。

A T 7P B 基

因突变造成编码产物的功能缺陷
,

合成铜蓝蛋 白和

经胆汁排铜 的主要功能丧失
,

相应引起全铜蓝蛋白

低下
,

肝铜含量增高
.̀2 3 } ;另外

,

血清中约 95 %左右的

铜离子是结合在全铜蓝蛋白上的
,

全铜蓝蛋白的降

低也会造成血清铜含量的降低
〔4]

,

故而 XT 小鼠同时

也表现为血清铜低下 ; 由于机体铜排出障碍大量沉

积
,

因而各个脏器表现为显著的铜含量增加
,

这些均

与临床 W il s
on 病人的铜生化特征完全一致

。

3
.

2 T X 小鼠的肝脏病理表现

XT 小 鼠肝组织光镜下表现为为小结节样肝细

胞增生
,

细胞排列紊乱
。

这些增生肝细胞多成对附

着于肝板结构
,

有的为双核 ; 原有肝实质细胞则表

现为肿胀
、

胞浆内含有较多脂滴
,

混杂生长以至肝

组织的正常肝板结构丧失
,

血窦中有大量的炎性细

胞浸润
,

与人 W ils on 病的肝组织病理改变相似
。

究

其原因
,

可能是因为铜离子是一种具有活跃的氧化

还原能力的金属离子
,

具有类似 F en ton 反应的重金

属毒性作用
。

当胞内铜离子含量增高时
,

产生大量

的轻 自由基
,

直接损害胞浆内的各种细胞器如线粒

体
、

内质网出现相应的形态学改变
,

引起肝细胞发

生肿胀
、

甚至玻璃样改变 l5]
。

另外
,

轻 自由基还可以

直接穿过核膜
,

损害 DN A 结构
,

可导致肝细胞核形

态变化并呈现空泡样
。

本研究中
,

病变肝组织的超

微结构研究也证实了这一点
。

另外的一个显著特征

是由于铜离子被溶酶体反复吞噬所表现出的电镜

下溶酶体板层结构间的电子致密物沉积
。

另外值得注意的是
,

本研究的病理切片显示
,

在血窦附近可以见到活跃增生的肝卵圆细胞
,

近年

来肝卵圆细胞作为一种可能的肝前体细胞而受到

极大的重视 l6]
。

是否肝铜沉积引起的慢性肝损害微

环境会促进卵圆细胞的增生还未有定论
,

但毫无疑

问
,

这提示通过肝前体细胞移植来治疗 W il s on 病

有着广阔的前景
。

XT 小 鼠的遗传背景
、

铜生化特征以及病理特

点与 Wll s on 病相似
。

因此
,

TX 小 鼠是 W II s on 病研

究较理想的动物模型
。
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