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肝豆状核变性患者离体皮肤成纤维

细胞系的建立和生物学鉴定

张影如 梁秀龄 刘悼霖 陈 嵘

( 第一附属医院神经科 )

提 要 肝豆状核变性( WD ) 的离体培养皮肤成纤维细胞模型可用于 WD 铜代谢的进一步研究
,

并有可能提供 WD 患者早期诊断的有效方法
。

作者 建立了 W D 患者和对照组各 5 例的离体培养皮肤

成纤维细胞系
,

并进行了各细胞系在不同代数培养时胞浆内铜含量的测定
,

为进一步研究该模型打下

基础
。

关扭饲 肝豆状核变性 ; 离休培养皮肤成纤维细胞 ; 铜含量测定

中图号 R 7 42
·
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肝 豆 状 核 变性 又 称 w i l s o n , 5 d i s e a se

( WD )
,

是一种较为常见的常 染 色体 隐 性遗

传
、

铜代谢障碍性疾病
。

其最突出的病理改变

是躯体组织
,

尤其是肝
、

脑
、

肾
、

角膜中有大

量的铜沉积
,

这种异常铜沉积的原因至今尚未

完全明缭 ; 临床上对早 期 w D 患者 ( 包 括症

状前患者 ) 的诊断尚缺乏有效的 检 查 方 法
。

1 9 8 0 年 C h a n 等
〔’ 〕
曾提出

,

WD 离体培养皮肤

成纤维细胞因能表达 w D 的遗传缺 陷
,

可 以

成为 W D 研究的体外模型
,

并有可能成为 WD

患者诊断的有效方法
。

开展不同培养代数 w D

患者和正常人皮肤成纤维细胞内铜 含 量 的研

究
,

是进一步开 展 W D 患者 培养细胞内铜代

谢研究的必要前提
,

但国内外至今尚缺乏这方

面的研究报道
。

鉴于国内尚未见有 WD 患者离

体培养皮肤成纤维细胞系建系工作的报道
,

现

报告本实验室建立 WD 患者和对照 组 各 5 例

皮肤成纤维细胞系的情况及其生物学鉴定 ( 包

括铜含量测定 ) 的结果
。

材 朴 和 方 法

实脸对象 5 例 确 诊 的 W D 患者
,

男 3

例
,

女 2 例
,

年龄 8~ 25 岁
,

均经神经系统和

铜生化检查确诊 , 5例对照组
,

男 3例
,

女 2

例
,

年龄 5一 55 岁
,

均为神经科住 院病 人
,

经

询问家族史
、

神经系统和铜生化检查排除 W D

和其他遗传病可能
。

细胞培养 皮肤标本取自供皮者上臂内侧

或腹部
。

常规消毒
,

局麻后切取约 I c m x lc m

的皮肤组织
。

送入超 净 台 后
,

将组织剪成约

1 m m
`

的碎块
,

分散贴附于培养瓶内底面
,

翻转

培养瓶
,

加入培养液 ( E ag le 培养基 加 10 %胎

牛血清及青
、

链 霉 素 各 z o o U / m l , p H 了
。

2~

7
.

3 )
,

密 封
,

37 ℃ 培养
, 6~ s h 后翻转培养

瓶
。

待从组织块边缘长出成纤维细胞融合成片

时
,

用 0
.

25 %胰蛋白酶 消 化
,

培养 液终止
,

1 , 2 比例分装传代
。

生长曲线的侧定 取 已长满细 胞 的 培 养

瓶
,

0
.

25 %胰蛋 白酶消化
,

计数
,

按每个培养

瓶 4 义 10
5

个细胞共分装 21 瓶
,

重新 培 养
,

每

天随机取出 3 个培养瓶
,

消化
、

计数
,

计算 3

瓶平均值
。

活细胞摄影和 HE 染色 ( 1) 选择传代后

重 新 培养 不 同时间的培养细胞
,

倒置显微镜

下进行活细胞摄影
。

( 2) 培养细胞传代时
,

在

培养瓶内放入条状盖玻片
,

重新培 养 不 同 时

间后
,

取出盖玻 片
,

常 规 H E 染色
,

显 微 摄

影
。

染色体标本的制奋 参见周 焕 庚 等
` , ,
一

文
。
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培养细胞的收获
、

粉碎及细胞 浆 液 分 离

取已长满细胞的培养瓶
,

倾去培养液
,

--D H an k s

液冲洗
,

加入 0
.

0 5 m o l / L T r i二H c l ( p H s
.

6 )

Z m l ,

将细胞从瓶壁上 刮 落
,

超 声 粉 碎 ( 功

率
: s 0 w

,
6 0 5 )

,

将 细胞 粉 碎 液在 4 ℃
、

1 0 5 0 0 0 9 离心 6 0 m i n
,

取上清 掖进行 铜
、

蛋

白含量测定
。

细胞桨液中铜离子和蛋白质含班测定 分

别采用原子吸收分光光度法和rB ad f or d氏法
〔` ’ 。

结 果 和 讨 论

培养细胞生长的活细胞观寮和生长曲线

原代培养 3 一 7 d 即可见组织块周围形成

细胞生长晕
,

以后从生长晕边缘出现成纤维细

胞
。

细胞呈梭形
,

胞质 向外伸出2一 3个长短不

同的突起
,

中央有单个圆形或椭圆形的细胞核
,

细胞生长时可呈放射状
,

漩涡状或条状走行
。

一般至 2 一 3周 时成纤维细胞已铺满瓶底
,

偶

见少许成纤维细胞呈重叠交叉
,

即可传代
。

传

代时经胰蛋白酶消化
,

成纤维细胞突起收缩
,

细胞变圆
。

再培养 12 h后绝大部分细胞重新粘

附贴壁
,

逐渐恢复俊形
,

继续生长繁殖
,

一般

3 一 4 d 后细胞融合
,

可 再 传 代 培 养
。

w D

患者与对照组培养细胞的生长特性及活细胞形

态观察无明显区别
。

培养细胞的生长曲线如 图 1
。

由 图 中 可

见
,

WD 患者与对照组培养细胞的生长曲线无

明显差异
。

培养细胞传代培养后第 , 天细胞总

数略有下降
,

可能是由于细胞受到物理
、

化学

因素的刺激及生存环境改变所致
。

随后细胞进

入对数生长期
,

按 aP tt er son 公式
〔” 计算

,
3

组培养细胞的群体 倍 增 时 间 均 在 30 ~ 40 h

之间
,

无明显区别
。

以后细胞分裂逐渐减少
,

从第 3 ~ 4 天开始细胞 因密 度 抑 制 ( D助 ist y

I hn i ib it on )而基本停止生长
,

符合非恶性细胞

的生长特性
。

培养细胞 H E 染色后形态

H
·

.E 染色后光镜下观察
,

培 养 细胞的长

梭形更为清晰
,

两端各有一个长突起
,

内含一

个椭圆形或圆形的细胞核
,

着 蓝 色
,

界 限清

细饱数
`

)、 常乡
护

一

节一
-

一一一一—
-
一 一~

{

泊 》一竹犷二 。 ` l

附图 WD 患者及对照组离体培养细胞的生长曲线

( ①④患者
,

⑦⑨对照组 )

楚
,

核仁 1 一 3 个
,

清晰可见
,

胞 浆 呈 淡 红

色
,

高倍镜下可见有空泡存在
,

细胞呈规则放

射状生长
。

W D 患者与对 照 组 细 胞 H E 染色

后观察无明显区别
。

培养细胞的染色体分析结果

由子不同传代水平培养细胞的染色体分析

结果可有不 同
〔 6 ’ ,

因此
,

我们选择传至 6~ 10 代

的培养细胞进行常规染色体标本制备
,

随机选

择 50 个中期分裂相分析
,

结果见表 1
。

从表中可以看出
,

对照组例 6
、

例 7 的染

色体数目异常 率 ( 分 别 为 14 %
、

28 % ) 和结

构异常率 ( 分别为 4 %
、

O ) 均低于国 际 上 限

标准
汇6 , ” ,

仅例 7 的亚二倍体数 ( 22 % ) 略超

过国际上限标准
; 拐对照组相比

,

患者组例 3

的染色体裂隙增多 ( 为 6% )
,

但仍在 国 际标准

范围之内
,

只有多倍体数 (分别为 10 %和 6% )

略高于国际标准
。

不同代数培养细胞胞桨内铜含皿的浦定

本实验分别测定了 w D 患者和对照组 (各
5 例 ) 培养细胞在第 i 一 5 代

、
6 ~ 2 0 代

、

1 1一

15 代
、

16 ~ 20 代四组代数时细胞浆内的铜 /蛋

白比值 ( C
u
/ P )

,

发现对照组第 i一 5代细胞浆内

的 C u / P 明显比后 3 组 代 数 高
,

差别均有极

其显著性 ( P 均 < 0
.

0 1 )
,

而后 3 组代 数两两之

间比较均无显著性差异 ( p 均 > 0
.

05 )
;
在患者

组内也有类似情况
,

即第 1~ 5 代细胞 浆内的

C u/ P 显著高于后 3 组 代数
,

后 3 组间无显著

差别
,

见表 2
。
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入 l 各 绷 胞 系 染 色 体 畸 变 分 析 结 果 ( % )
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表 2 w D 患者和对照组不同代数培养细胞胞浆内的 C u /P 测定 (n g / m g)
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在作者的检索范围内
,

研究培养代数对皮

肤成纤维细胞内铜含量影 响 的 报 道 仅 G O k a

等 t 日’ 一篇
。

G ok
a
等发现

,

对照 组 ( 部分为非

铜代谢障碍性遗传病患者 ) 培养细胞内的 C u /

P 到第 15 代时仍在 95 %的 可 信 限 之 内
,

而

M en k e “ `

卷发综合症 ( M K I刃D ,

另一种铜代谢

障碍性遗 传 病 ) 患 者 培 养 细 胞 内 的 C u / P

随代谢增加可有轻微的增高
,

故以后人们在进

行 M K H D 和 w D 培养细胞内铜代谢研究时
,

一般采用 6一 13 代培养
。

本实验结 果 提 示
,

w D 患者和对照组第 1一 5 代皮肤成纤维细胞

内 C u / P 较以后代数高
,

且变 异 较 大
,

而 第

6~ 2 0代培养细胞的铜代谢均较为稳定
,

适合于

铜代谢 的进一步研究
,

而且 由于代数范围较大
,

可以为实验提供大量的材料
。

另外
,

本实验还发现在每一 组 代 数 内
.

W D 患者培养皮肤成纤维细胞胞浆内的 C u / P

与对照组相比
,

差别均无显著性 ( p > 。
.

05 )
,

见

表 2 ,

提示一般培养条件下离体培养皮肤成纤

维细胞内铜含量测定不能 成 为 w D 患者 诊断

的有效方法
,

支持 v a n D en B e gr 等
〔’ 〕的观点

,

不 同于 C h a n 等
〔 , ’
的结果

。

但是佐藤充
〔` 。 ’
曾发

现
,

经高浓度铜离子孵育后
,

WD 患者培养细

胞内的铜含量比正常人明显增高
,

我们目前正

在进行 WD 患者离体培养皮肤成纤维细 胞 经

不 同时间
、

不 同浓度铜孵育后细胞浆内铜含量

的研究
,

希望从中寻找出能有效 进 行 W D 患

者诊断的方法
。
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E S T A B L I S H M E[ N T O F C U L T U R E D S K IN F I B R O B L A S T

L IN E S P A T I E N T S YV I T H NV I L S O N
,

S

D IS E A S E A N D C O N T R O L S

Z h a n g Y i n g r u L i a n g X i u l i n g L i u Z u o l i n C h e n R o n g

( D eP a r tm en t of Ne ur lO o g y
,

F主sr t A ff i l i a t e d H o

sjP t a l )

C u l t u r e d s k i n f ib r o b l a s t 介 o m P a t i e n t s w i t h W i l s o n , 5 d i s e a s e
(WD ) ha s be e n s u gg e s tde

t o be u s de i n t h e s t u d y fO C o PeP r m e ta b o l i s m i n W D a n d i n t h e d i a g n o s i s fO W D 如 ti e
-

n t s
.

N o w f i v e e u l t u r e d s k i n f ibr o b l a s t l i n e s fr o m WD P a t i e n t s a n d f i v e f r o m e o址 r o l s

h a v e be en
e s t a b l i s h de i n o u r l a b or a t o r y , a n d t he i r e o P P e r e o n t e n t s i n e y t o s o l s of ea e h

l i en s i n v a r i o u s P a s s a g e g r o u P s w e r e a l s o d e t e r m i n e d
.

hT
e g r o w t h a n d m o r Ph o l o g y ( l i v i n s

a dn H
.

E
.

s t a i n i n s ) o f f i b r ob l a s t s f r o m WD P a t i e n t s a r e d i s t ign
u i s h a b l e f r o m
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