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肝豆状核变性皮肤成纤维细胞模型的研究
①

陈 嵘② 梁秀龄 刘悼霖 张影如

(中山医科大学第一附属医院神经科 ,广州
,
5 1 0 0 80)

提 要 通过比较不同浓度铜孵育肝豆状核变性患者皮肤成纤维细胞内铜
、

金属硫蛋白代谢

的改变
,

发现经高浓度铜孵育后
,

患者成纤维细胞胞浆内铜含量
、

金属硫蛋白含量及其铜结合量均

明显增高
,

表明高铜孵育能促进本病遗传缺陷在皮肤成纤维细胞内进一步表达
。

认为
,

肝豆状核变

性的离体培养皮肤成纤维细胞模型是一种较为理想的研究模型
.
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中图号 R 7 4 2
·

4

自从 1 9 5 0 年 e h a n
等 [` ]首次应用皮肤成

纤 维细胞模 型进行肝豆状 核变性 ( H L D )研

究以来
,

该模型已成为研究 H L D 发病机理
,

诊断等方面的有效方法
。

作为一种体外研究

模型
,

成纤维细胞 内 H L D 遗传缺陷的表达

程度及其促进因素的确定
,

是认识该模型价

值以及进一步采用的前提
。

本研究比较不同

浓度铜孵育对 H L D 患者皮肤成纤维细胞内

铜
、

金属 硫蛋 白 ( M T ) 代谢的影响
,

以 了解

H L D 遗传缺陷表达的合适条件
。

1 材料与方法

L l 实验对象

5 例 H L D 患者
,

男 3 例
,

女 2 例
,

年龄 8

一 2 5 岁
,

均有锥体外系症状
、

角膜 K
一

F 环以

及铜生化检查异常
; 5例对照组

,

男 3 例
,

女 2

例
,

年龄 9 ~ 55 岁
,

均经询问病史
、

神经系统

检查和铜生 化检查
,

排除 H L D 和其他遗传

病可能
。

1
.

2 皮肤成纤维细胞的离体培养

见文献 [幻文
。

1
.

3 铜孵育的条件

将 刚 融合 的 培 养 细 胞 分 别 采 用 C
; :

1 5
.

7 4 拼m o l / L
、

C
: : 7 8

.

7 0拼m o l / L
、

C 3 : 1 5 7
.

5 7拌m o l / L
、

C
` : 3 1 4

.

7 6拌m o l / L 4 种铜浓度的

培养液分别重新培养 3
、

6
、

1 2
、

2 4
、

3 6
、

4 8
、

6 0
、

72 h
,

然后收集细胞
、

粉碎
、

离心
,

分离细胞浆

液
。

经多批测定
,

基础培养液中铜离子含量为

1
.

8 9 ~ 3
.

1 5拜m o l / L
。

1
.

4 铜和蛋 白含最测定

分别采用原子吸收分光光度法和 B r a d
-

f o r d 法 [ ,〕测定
。

1
.

5 胞浆层析的条件

采用 S e p h a d e x G
一

7 5 凝胶分子筛层析
,

每次加入总蛋白含量为 1
.

sm g 的细胞浆液
。

柱 8 0 e rn X 1
.

s e m
,

洗 脱 液 为 0
.

0 5m o l / L

T r i s
一

H C I ( p H S
.

6 )
,

流 速 0
.

s m l /m i n
,

4℃冷

冻柜中进 行
,

收集 10 0 管
,

每管 1
.

s m l
,

紫外

检测 波长 为 2 8 On m
,

测 定各 收 集管 中铜 含

量
。

层析前用分子量标准蛋白校正层析柱
。

1
.

6 M T 含最的测定

取待测细胞浆液 0
.

2 5m l
,

加入 0
.

s m o l /

L 甘氨酸缓冲液 ( p H S
.

5 ) 1
.

s m l 和 l m l A g
-

N O
3

溶液 ( Z o x 一0 6 9 )
,

室温下放置 s m i n
,

加

入大 鼠血细胞溶解物闭 0
.

2m l
,

10 O C 水 浴

s m i n 后
,

室 温下 1 0 0 0 9 离心 sm i n
,

取上清

液再加入大鼠血细胞溶解物 2 次
,

均再水浴
、

离心
,

最后取上清液采用原子吸收分光光度

法测定银含量 ( C A g )
,

按下列公式计算 M T

暮
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含量
:

M T (产m o
l /L ) = 工0 7

.

8 X 1 7 X 0
.

2 5 (m l )

注
:
107

.

8 为银的原子量 , 17 为 M T 与银的结合

比例

2 结 果

2
.

1 不同浓度铜孵育后胞浆内铜 /蛋 白比值

的变化

一般培养条件下患者组胞浆 内的铜 /蛋

白比值 (C u/ )P 与对照组无显著性差异
;
患者

组和对照组 (各 2例 )培养细胞经 C
: 、

C
Z

浓度

铜 孵育后
,

各时间细胞浆内的 C u/ P 均无 明

显变化
; C

3

浓度铜孵育时
,

两组细胞的 C u / P

均随孵育时间的延长而逐渐增高
,

但两组间

无明显差异
; C

;

浓度铜孵育时
,

两组 细胞的

C u / P 也都随 时间的延长而逐渐增高
,

但患

者组的增高幅度 比对照组明显大
。

2
.

2 不同浓度案咸姆育后 M T 上铜含 t 的变化

一般培养条件下患者组胞浆 内 M T 上

的铜含量明显 比对照组高
; C

l 、

C
`

浓度铜孵

育后对照组胞浆内 M T 上的铜含量均无 明

显变化
; H L D 患者组在 C

,

铜孵育 36 h 后逐

渐升高
,

以后随孵育时间的延长继续升高
,

C
`

浓度时 2 h4 后开始 升高
,

7 h2 最高
,

且 24 一

7 2 h 各点含量均比 C
;

浓度时高
。

2
.

3 不 同浓度铜孵育后 M T 含里的变化

一般培 养条件下患者组胞浆内 M T 含

量与对照组无显著性差异
; C

; 、

C : 、

C
:

浓度铜

孵育后患者组 和对照组 M T 含量均无明显

变化
; 但 C

`

浓度铜孵育时
,

两组细胞 M T 含

量均有逐 渐增高
,

患者组增高幅度 明显大于

对照组
。

3 讨 论

建立某疾病研究模型的前提是该模型与

某病要 具 有 一定 的相 似性
。

1 9 80 年 C h a n

等川首次发现 H L D 患者皮肤成纤维细胞内

的铜 含量明显高于对 照组
,

提 出 H L D 的 皮

肤成纤 维细胞能表达 H L D 的遗传缺陷
,

可

以成为 H L D 研究的体外模型
。

虽然后来的

研究对 H L D 患者成纤维细胞内铜含量测定

结果有较大的争论 .5[
`〕 ,

但由于其他的研究发

现 H L D 患者的培养细胞还可以出现酶组化

染色 7j[
。

铜摄取 8[J 等异常
,

至今尚无人对该模

型的有效性提出争议
。

本研究也证实即使在

一般培养条件下 (低铜培养 )
,

H L D 患者皮肤

成纤维细胞胞浆 内 M T 上 的铜结 合量 明显

高于对照组
,

与 H L D 患者肝细胞 内 M T 上

铜含量增高的结 果图一致
,

提示一般培养条

件下
,

H L D 患者皮肤成纤维细胞确实能表达

H L D 的遗传缺陷
。

多年的研究 已完全肯定
,

H L D 是一种铜

代谢障碍性疾病
,

H L D 患者肝
、

脑
、

肾等多种

组织器官内铜含量明显增高
,

佐藤充等 9[] 还

发现 H L D 患者肝 细胞 内 M T 含量明显高于

对照组
,

但本实验 中发现在一般培养条件下

患者皮肤成纤维细胞胞浆内铜含量与对照组

无 明显 区别
,

其胞浆内的 M T 含量 也无增

高
,

与在体研究的结果不一致
,

表明一般培养

条件下 H L D 患者皮肤成纤维细胞对 H L D

遗传缺陷的表达是相当有限的
,

即低铜培养

并非 H L D 遗传缺陷表达的最佳条件
。

进一步采用不同浓度铜孵育
,

本实验发

现
:

① H L D 患者和对照组培养细胞在 C
`

浓

度铜孵育后
,

胞浆内铜含量均随着 孵育时间

的延长逐渐增高
,

但患者的增高幅度明显高

于对照组
;② C

`

浓度铜 孵育 4 8 h 后
,

H L D 患

者胞浆内 M T 上铜含量明显高于对照组
; ③

C
`

浓度铜孵育后患者胞浆内 M T 含量的增

高幅度也明显大于对照组
;④我们还发现一

般培养条件下 H L D 患者成纤维细胞的超微

结构无明显改变
,

但经过高铜孵育
,

患者胞浆

内一种电子密度高
、

与肝细胞富铜颗粒大小

类似的颗粒明显增加 2[]
。

以上从 H L D 患者离

体培养皮肤成 纤维细 胞 内获得 的结果与

H L D 患者在体研究的结果类似
,

即高铜孵育

后 H L D 患者培养细胞内的铜
、

M T 代谢异常

比一般培养条件时更 为明显
,

更加接近于患
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者的在体研究
。

因此
,

我们提出
,

高铜孵育能

促进 H L D 的遗传缺陷在离体培养皮肤成纤

维细胞内进一步表达
。

我们相信
,

利用 H L D

遗传缺陷表达的差异性
,

即低铜培养时的局

限性和高铜培养的促进作用
,

将对今后 H L D

发病机理的动态研究起到重要的作用
。

另外
,

H L D 的离体培养 皮肤成纤维 细胞模型
,

与

H L D 的其他模型 (如 B e d l i n g t o n T e r r ie r
等 )

相 比
,

具有来源广泛
,

操作容易
,

材料丰富
,

较

易控制及改变实验条件
,

结论更为直接
、

可靠

等优点
,

是一种较为理想的研究方法
。
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