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提 要 肝豆状核变性 (w D )是一种较为常见的常染色体隐性遗传
、

铜代谢障碍性疾病
。

作者

从 80 年代初开展 w D 的研究
,

至今已对 w D 的临床表现
、

发病机理
、

病理改变
、

遗传学
、

诊断
、

治疗

等各方面进行了系统研究
,

研究手段从临床总结开始
,

接着开展生化
、

病理
、

影像学研究
,

进而采用

细胞培养
、

分子生物学等新技术
,

紧紧围绕患者早期诊断和杂合子检测这个中心
,

层层深入
,

取得

了很大进展
,

尤其是在 WD 离体培养皮肤成纤维细胞模型和分子生物
.

学研究方面已达到国际先进

水平
。
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成纤维细胞 ; 分

子生物学
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肝豆状核变性又称 W i l s o n
病 ( W D )

,

是

一种表现为铜代谢障碍的常染色体隐性遗传

性疾病
,

其患病率国外报道为 (0
.

05 一 0
.

5 )/

万 1[]
,

国内尚无大资料流行病学调查报道
。

根

据我科 1 9 8 1~ 1 9 9 2 年神经系统遗传病专科

门诊 9 55 例统计 2j[
,

W D 占神经系统遗传病

的 1 0
.

14 %
,

仅次于假肥大型肌营养不良症
,

可见本病并不少见
。

我科自 80 年代初始开展 W D 的研究
,

至今已对 W D 的临床表现
、

病理改变
、

遗传

学
、

诊断
、

治疗等各方面进行 了系统研究
,

尤

其是在离体培养皮肤成纤维细胞模型和分子

遗传学研究方面取得了较大的进展
,

.

现将本

研究的主要结果总结如下
。

1 临床研究

1 9 8 5 年作者 总结 了 W D 患者的临床表

现
,

发现其基本特征为
:
( l) 肝脏病史或 /及肝

脏病征 (占 79 % ) ; ( 2) 锥体外系病征 (占 97
.

6% ) ; (3 )角膜 K
一

F 环 阳性 (占 93 % )
。

全组

4 3 例中
,

具有以上 2 项病征者占 97
.

6%
,

3

项均具备者占 72 %
。

锥体外系病征中
,

常见

者依次为
:

震颤
、

言语障碍
、

肌张力增高
、

行走

障碍
、

吞咽障碍
。

首发症状中
,

肝损害最多见
,

神经损害次之
,

少数为肝和神经损害同时出

现
,

偶见以鼻蛆
、

肾损害
、

关节痛
、

精神症状首

发 [ , 〕
。

对 18 例 w D 患者进行各种眼部检查
,

发现除了全部均有角膜 K
一

F 环外
,

还有晶体

混浊 (2 例 )
、

暗适应机能下降 (8 例 )
、

外斜视

(9 例 )
、

集合力不足 (8 例 )
、

瞳孔反应迟钝 (4

例 )
、

调节减 弱 (6 例 )
,

说明患者可有 多种眼
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部功能和检查异常川
。

作者还研究了 W D 患者的智商改变
、

骨

关节异常以及皮肤损害
,

发现 71 %患者有不

同程度的智商下降
,

其中以语言智商下降最

明显 ; 9 6%患者有骨关节 X 线异常
,

以膝关

节
、

腕关节
、

手部关节最常见和最严重
,

可表

现为骨质溶解
、

吸收或增生
、

肥大等多种病理

改变
; 另外还发现 73 %患者可出现皮肤颜色

变黑
,

以小腿伸侧 明显
,

可随着病情好转而逐

渐转白
。

上述结果提示
,

智商下降
、

骨关节损

害和皮肤色素沉着也 是 W D 的主要临床表

现
,

对 w D 的诊断和鉴别诊断有一定的参考

价值 [5〕
。

另外
,

在研究 W D 患者在头颅 C T 异常

表现时发现
,

W D 的阳性率可达 85
.

7%
,

主

要表现为脑萎缩
、

豆状核区低密度灶
、

脑干萎

缩
、

脑室扩大等
。

特别值得一提的是
,

发现肝

型与脑型患者头颅 C T 的阳性率无显著差

异
,

提示临床上没有脑症状 的患者
,

C T 检查

对诊断也 可能有帮助
。

本研究还发现 1 例患

者的无症状同胞
,

头颅 C T 示一侧豆状核低

密度灶
,

结合血清铜蓝蛋白降低
,

从而诊断为

症状前患者 e1[
。

W D 是一种累及多系统
、 .

多器官 的全身

代谢性疾病
,

其临床表现变异较大
,

误诊率相

当高
。

我们分析 W D 患者的误诊时间 (指出

现本病的基本病征至确诊所需时间 )
,

最短 1

个月
,

最长达 15 年
,

约 1 3/ 患者需 4 年以上

才获确诊
,

误诊病种多达 32 种
。

分析误诊的

原因
,

主要有
:
( l) 对本病的基本病征未能掌

握 ; ( 2) 对于以肢体震颤为神经系统首发症状

的年青患者警惕不够
; ( 3) 对本病的多式多样

神经症状认识不足
; ( 4) 对精神症状 明显的患

者往往误诊为功能性精神病
; ( 5) 对本病少见

类型不了解等等 .s[
, 〕

。

在总结本院及 国内 W D 患者的临床遗

传学状况时发现
:
( l) w D 的遗传方式基本符

合常染色体隐性遗传
; ( 2) 在催患家族中

,

同

胞发病数约为 1 3/ 而不是理论上的 l 4/ ; ( 3)

在极少数 W D 家系中
,

有连续两代发病的现

象
; (4 ) 本院及 国 内病例家 族史的阳性率

( 3 0 %一 4 1% )低于国外报道
; ( 5 ) W D 患者比

较集中于华北
、

华中
、

东北
、

华南地 区和 台湾

省 [8 ]
。

2 病理研究

对 1 例死于肝 昏迷 的 W D 患者进行国

内首例多器官病理和超微病理学研究
,

肉眼

观察时可见结节性肝硬化
、

脾肿大
、

脑萎缩和

豆状核软化灶
;
光镜显示有坏死后性肝硬化

,

并可见铜离子在肝细胞及其周围沉积
,

在基

底节可见散在的神经细胞变性及继发性神经

胶质增生
,

并可找到 A lhz ie m e r 型细 胞
; 同

时
,

对肝
、

肾
、

脑
、

脾和皮肤等器官组织进行电

镜观察
,

发现脑 豆状核神经细胞有变性
、

坏

死
、

核膜撕裂
、

核破碎
、

尼氏体溶解成空泡状
,

在其毛细血管基底膜可见高 电子 密度物质

(铜颗粒 )沉积
,

似 乎提示铜离子系经血液循

环沉积 于基底节而引起 后者的损害
。

在肝
、

肾
、

皮肤组织内也可见这种铜颗粒的沉着
,

从

超微结构的改变支持了作者于临床上发现患

者的皮肤变黑现象
,

说明皮肤组织也是 W D

的常见铜沉积部位川
。

3 生化研究

W D 的诊断主要根据 阳性家族史
、

临床

特点以及实验室检查
,

其中实验室是必不可

少的佐证
。

通过测定 32 例 w D 患者及 2 12 例

正常对照组 的血清铜 蓝蛋白 ( C P )
、

血清铜
、

血清锌
、

血清铜锌比值
、

尿铜 (包括青霉胺负

荷试验 )
、

尿锌等含量的变化
,

发现患者血清

C P 全部显著低于正常值
,

其中 2例先证者的

同胞是无症状的纯合子 (后经眼科裂隙灯检

查有角膜 K
一

F 环 )
,

血清铜仅 1 例在正常范

围内
,

尿铜全部显著增高
,

其平均值为对照组

的 10 倍以上
,

表明铜的代谢异常是 W D 患

者生化异常的显著特征
,

是本病诊断和鉴别
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诊断的主要依据
。

另外
,

还发现 W D 患者的

血清锌降低
、

血清铜锌 比值降低
、

尿锌增高
、

青霉胺负荷试验尿铜大幅度增高等的生化异

常
,

在 W D 的诊断中也有一定的意义 10[ 〕
。

杂合子的检 出是 W D 预 防中的一个重

要方面
。

准确地进行杂合子检出
,

阻止杂合子

之间的婚配
,

对有效地防止纯合子患者的出

生具有决定性的意义
。

我们研究发现
,

W D 杂

合子也可有血清 C P
、

血清铜
、

血清锌的降低

及尿锌 的增高
,

其中血清 C P 低于正常范围

的占 37
.

2写
,

尿铜超过正常值范围的占 37
,

2 %
,

青霉胺负荷试验 高于正常最高限的占

51
.

7 %
。

可见 W D 的生化检查对杂合子与正

常人之间的鉴别诊断具有一定意义
。

在鉴别

杂合子与患者时
,

也有类似情况
,

更需依赖综

合判断 [“
, ’ 2 1 。

4 皮肤成纤维细胞模型研究

近年我们进行 W D 的离体培养皮肤成纤

维细胞内铜含量的测定
,

虽然对不同样本一般

培养条件下 W D 患者和杂合子培养细胞内的

铜含量变化有不同的结果 13[
· `名」

,

但发现
,

经过

高浓度铜孵育
,

尤其是经过 0
.

0 20 9 / L 铜孵

育 12 h 或 24 h 后
,

w D 患者胞浆内铜 /蛋 白

比值远远高于杂合子组和对照组
,

且与后二组

完成无重叠
。

因此我们首先提出
,

对于早期
、

临

床表现不典型以及症状前患者进行诊断时
,

如

果经常规铜生化检查 (包括血清 C P
、

血清铜
、

尿铜 ) 尚不能作出明确诊断
,

可采用该指标测

定以明确诊断 l5[ 〕
。

我们还开展了一般培养条件下以及不同

时间
、

不同浓度铜孵育后
,

W D 患者
、

杂合子

及对照组皮肤成纤维细胞内铜
、

锌
、

金属硫蛋

白 ( M T )代谢的系统研 究
,

发现
:

丈1) W D 患

者培养细胞内的铜沉积部位主要在细胞浆和

溶酶体
; (2 )高浓度铜孵育后

,

W D 患者细胞

浆内的铜含量增高幅度明显大于杂合子和对

照组 ; ( 3) 一般培养条件下患者 M T 上的铜

含量明显高于另二组细胞
,

经更浓度铜孵育

后 患者 M T 上的铜含量进一步增高
; ( 4) 经

高浓度铜孵育后
,

同一孵育 时间患者的 M T

含量均比另二组高
; ( 5) W D 患者的培养细胞

进行铜孵 育后
,

大分子 蛋 白上的铜含 量在

24 h 即开始升高
,

36 h 达高峰
,

以后逐渐下

降至正 常
,

而低分子蛋 白 M T 的铜 含量在

36 h 才开始增高
,

以后随孵育时间的延长进

一步增高
; ( 6) 高浓度铜孵育后

,

W D 患者胞

浆内的锌含量早期即有升高
,

以后保持在较

高水平不下降
,

同时 M T 上的锌含量迅速降

低
,

大分子蛋白上的锌含量增高郎
一 ` , “

。

根据上述结果
,

我 们认为
:

( l) W D 细胞

内的铜沉积与 M T 密切相关
; ( 2) W D 中的

M T 可能具有原发高铜 亲和力和对铜的高诱

导性两种异常
,

可能是 W D 铜 沉积的主要原

因 ; ( 3 ) M T 异 常可 能是 W D 的原 发缺陷
;

( 4) w D 的培养细胞内可能存在铜 进入 细胞

后从大分子蛋 白向低分子蛋白 M T 转移
,

再

经溶酶体排 出细胞外的过程
; ( 5) 随着 w D

中 M T 与铜结合
,

M T 上原有的锌被铜置换
,

新合成的 M T 基本不与锌结合等 20[
一 2 , “

。

我们又研究 W D 皮肤成纤维 细胞 内的

锌代谢变化时发现
:
( 1) 培养细胞胞浆内的锌

/蛋白比值与杂合子组及对照组无 显著性差

别
; ( 2) 差速离心发现患者细胞浆内锌分布比

例降低
; ( 3) 将细胞浆液进行 S e p h a d ex G 一

75 层析时
,

发现患者大分子蛋 白和 M T 上锌

结合量增加
。

因此对 W D 中的锌代谢情况 目

前 尚难肯定
,

有待今后的进一步研究卿
,

2们
。

锌剂治疗本病的作用机理 目前尚不清

楚
,

我们利用 W D 的离体培养皮肤成纤维细

胞模型
,

研究了不同时间
、

不同浓度锌孵育对

W D 患者
、

杂合子及对 照组培养细 胞 内铜
、

锌
、

M T 代谢 的影 响
,

发现经锌 孵育后
,

W D

患者胞浆内的铜含量逐渐增加
,

细胞内增高

的铜主要结合在 M T 上
,

这些结果似乎支持

锌剂是通过 M T 结合大量铜离子而起作用

的观点 c Z。〕 。

5 分子生物学研究
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我们利用 S o ut h er
n
印迹分子杂交技术

研究了中国人群 中 5 个 W D 基因位点附近

的 D N A 标记在 B a m H I
、

T a q l
、

R s a l
、

B a n l
、

A p al 切点的等位基因频率及杂合子频率
,

其

中 P
, , 3M ` · `

/ B a m H I
、

P
` SR s ,

·

。

/ R s a l
、

D
1 3

S
S,

/ B a n

I
、

E s D
一 c D N A / A p a l 属国内首次报道

。

发现

P “ sR
.2 “

/ R s a l 切点 的杂合子频率仅为 43 %
,

与国外文献报道有较大差异
,

比较了 5 个切

点 D N A 多态性
,

认为 P
, “ , M ,

· “ 、

p
“ , Rs ,

·

。 、

D
, 3

5
3,

标记多态信息含量较高
,

适于作 W D 基因连

锁分析的遗传路标
。

另外
,

发现 1D
3
S

S ,

标记

P R I
一

4 / B a n l 多态信息值较大与国外报道不

一致
,

提出该切点多态性在中国人群与白种

人群存在差异
。

应 用 P
, ” M ,

· “
/ B a m H z

、

D : 3 5 3:

/ T a q l 切

点
,

开展配对连锁分析
,

研究了其多态性在

W D 家 系 中 的限 制 性 片段 长 度 多 态 性

( R F L P )连锁情况
,

首次确定 了中国人 W D

基因在 13 号染色体的较精确定位及其遗传

图谱 (着丝点
一

R b
, 一 D 1 3 S 31 一

w N D ,

R b
:

为视网

膜母细胞瘤易感基因 )
,

计算了 R b
,

位点
、

1D
3

S
, 1

位点与 W D 基因位点的重组 O值 (分别为

0
.

0 5 和 0
.

0 0 )和 L o d s
值 (分别为 3

.

8 4 6 和

5
.

7 4 )
。

最近
,

我 们联 合应 用 P ,么 3M ,
·

“ 、

P `

8SR
,

4 “
及

D 1 3
5

3 1

位点对 1 8 个 W D 家 系 9 9 名成员进行

R F L P 连锁分析
,

在 45 个未催患同胞中获得

连锁分析信息 33 名
,

占 73
.

3 %
,

其 中确定为

W D 症状前患者 6 名
,

正常纯合子 10 合
,

W D

杂合子 1 7 名 c ,
卜

, : z
。
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