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中文摘要

铜是人体必需的微量元素
�
对机体的生理病理过程有着重要

的影响
�
同时也可以作为药物治疗许多疾病

。
祖国医学应用含铜

药物治疗包括肿瘤在内的疾病己有数千年的历史
�
近年来

�
含铜

中药复方治疗肿瘤在国内外临床实践或动物实验中已取得初步进

展
�
而且在一定程度上体现了中医

“
驱邪不伤正

”
的特点

�
但对

其作用机理的研究尚不够深入
。

本文从不同层次
�
不同角度对铜抗实验性肝癌作用和金属硫

蛋白在其中的诱导合成
、
分布代谢特点进行了较为深入的研究

�

初步明确了金属硫蛋白在铜抗癌作用及对机体保护作用的调控机

制
�
研究结果表明

:

1 铜具有一定程度的抗肝癌作用

本文对体内单独使用醋酸铜抗实验性肝癌作用进行了反复

摸索
�
证实了铜的抗癌作用是存在的

�
在 口服剂量为 150 m叭g

时
�
能明显地抑制肿瘤的生长

�
抑瘤率达到 55 %左右

�
效果稳定

�

重复性好
�
实验动物的状态也比较好

�
对肝肾功能和外周血没有

损害
;
腹腔注射给铜

�
能在一定程度延长荷瘤动物的生命时间

�

尤其在一次性注射剂量达 1O O m g/k g 时
�
实验动物的生命延长率可

达到 89
.

9 8%
�
但小鼠的状态比较差

�
体重明显减轻

�
体毛稀疏

。

体外细胞实验研究也证明一定剂量的铜对 H 刀 小鼠肝癌细胞及人

7 4 0 2 肝癌细胞均有强烈的生长抑制作用和直接的杀伤作用
。
体内

外实验结果均证实中医认为铜具有
“
破坚积

�
散微瘦积聚

”
的作

用是存在的
�
同时也提示在体内应用铜抗癌时必须掌握适当的剂



7

量和时间
�
剂量过大或时间过长就会发生铜的毒副作用

。

2 铜的抗癌作用是从影响肿瘤细胞 D N A 的合成和直接损伤

D N A 这一根本环节上发生的
。

研究结果证实铜抗癌作用包括下面三个环节
:

[l ]对肿瘤细胞 D N A 合成的影响 流式细胞分光光度计检测

结果发现
�
随着腹水癌小鼠腹腔给铜浓度的增大

�
G l 期细胞在

细胞周期中的比例 由对照组的 22
.

1%
�
上升到 34

.

4 % (2
.

SM )和

7 3
.

6 1% (5
.

o M )
�
S 期细胞由对照组的 6 0

.

9 % 下降到 4 0
.

4 6 % (2
.

5M )

和 14
.

8% (5
.

oM )
。
铜对癌细胞的影响主要作用在 G I 期和 s 期

�
由

于大部分的细胞被阻断在 G l 期
�
因而进入 D N A 合成 S 期细胞明

显减少
。

[2 ]对肿瘤细胞核酸大分子的直接损伤 应用激光共聚焦显

微镜观察铜对 压
2

细胞 D NA
、
R N A 损伤的情况

�
发现在 200 哪 铜作

用 4 8 小时后
�
细胞核酸大分子受到明显的损伤

�
其形态结构和染

色质的均质性发生了显著的变化
�
由正常形态结构比较完整

�
边

缘光滑变为染色质向周边浓缩
、
出芽或成不规则的锯齿样

�
菜花

状
�
最后形成许多染色质的小碎片

; 另外
�
在体外铜和过氧化氢

反应体系中同样发现对质粒 D NA 的强烈损伤作用
�
铜的浓度

、
反

应温度与 D NA 损伤强度之间有明显的正相关
�
铜的浓度越大

、
反

应温度越高
�
对质粒 DNA 的损伤也就越大

。

〔3〕诱导肿瘤细胞发生凋亡 将人 7 4 0 2和 MT
一7 4 0 2肝癌细胞在

去血清培养液中培养
�
加入 200 刚 铜离子

�
第三天收集细胞

�
提

取 D NA
�
电泳出现凋亡细胞特征性

“
梯形

”
条带

�
说明铜离子也

可以在去血清培养液的条件下
�
诱导细胞凋亡的发生

。



;

3 铜和金属硫蛋白在组织细胞中的分布
、
代谢特点显示出

M T 保护正常组织
�
增强铜抗癌作用这一

“
驱邪而不伤正

”
的双

向调节机制
。

肿瘤的发生发展对实验小鼠组织铜水平的影响以及负铜治

疗后铜在组织细胞中转运分布的研究结果显示
:

【11 荷瘤鼠与正常鼠比较 �
血清铜水平明显升高

�
肝

、
胃肠组

织铜的明显减少
; 铜治疗后

�
血清铜明显下降

�
肝

、
胃肠组织铜

的明显升高
。
同样 C u 64 示踪实验发现荷腹水癌小鼠组织器官的

C u 64 含量与对照小鼠比较均有不同程度的下降
�
腹水中的 C u 64 水

平逐渐升高
�
其中的 88

.

9 % 的 C u “ 集中在癌细胞中 。
提示荷瘤机

体血清铜升高是在肿瘤发生发展过程中组织器官间铜重新分布的

一种过渡反映
�
并不代表体内总铜的过剩

�
而肝脏等重要组织铜

的减少可能是导致机体衰竭的重要因素之一
。

[z1 小鼠给铜后
�
肝脏是机体最主要的铜富集器官

�
其含铜量

约占机体总量的 5 0 % 左右
。
肝脏也是负铜后机体诱导合成 M T 的

最主要的场所
。
研究表明

�
正常对照小鼠肝组织中的 M T 量非常

少
�
M T 中以锌为主

�
其锌铜比值为 8

.

5 :1 ;
经口给铜治疗后

�
肝

脏中诱导合成了大量的 M T
�
M T 中以铜为主

�
锌铜比值正常对

照小鼠为 1二62
.

5
�
荷瘤小鼠为 1 :175

�
提示荷瘤鼠肝脏 M T 中一

部分锌被铜取代
。

〔3」铜治疗实验性肝癌过程中 �
治疗组肝组织中 MT 含量明显

高于对照组 ( p <0
.

0 0 1 )
�
而肿瘤组织 MT 含量治疗组明显低于对

照组 ( p <0
.

05 ) ; 与此同时
�
治疗组肝组织和肿瘤组织铜水平均

高于对照组 ( p <0
.

0 0 1
�
p <0

.

05 )
。
进一步分析发现在肝组织铜



/

与诱导合成的 M T 比值为 1 : 2
.

78
�
而肿瘤组织铜与 M T 的比值为

1 :一40 8
。
提示铜在肝组织可以诱导合成 MT

�
而铜在肿瘤组织则

大量消耗荷瘤应激诱导合成的 MT
�
使肿瘤组织中自由铜的含量相

对增加
�
有利于发挥铜的抗癌作用

。
治疗小鼠正常的肝肾功能佐

证了 M T 的保护作用
;
体外铜与过氧化氢反应体系证明 M T 具有

良好的保护 D N A 作用
�
M T 浓度与 D N A 损伤成负相关

�
即 M T

浓度越高
�
清除自由基的能力越强

�
对 D N A 的保护效果也越好

。

【4] 应用免疫组织化学方法 Eg MT 单克隆抗体 DAB 显色检测 MT

在组织细胞中的分布
�
发现铜离子可以诱导肝脏组织合成大量的

铜一M T ;
而肿瘤组织

�
M T 染色为弱阳性或阴性

�
结果与银饱和法

测定的结果相一致
; 同时用 Rh

o d 别rU n e 化学染色检测铜的分布发

现
�
铜同样存在于肝细胞浆和细胞核中

�
与 M T 的分布完全一致

�

而且细胞的形态结构完好无损
;
在肿瘤组织

�
铜也同样存在于细

胞浆和核中
�
但在肿瘤的坏死组织区铜的颗粒相对更加集中

�
从

组织学上证明了铜的抗癌作用与 M T 对肝细胞保护作用之间的关

系
。

4 金属硫蛋白基因的高表达增强肿瘤细胞对铜毒性的敏感

性

将 p B Ac Ne
o M T n

一

A 质粒转染人肝癌 7 4 02 细胞
�
构建 M T

高表达的 M T
一

7 4 0 2 细胞
�
N o rt he m bl ot 分析证明 M T

一

7 4 02 细胞

M T ln R N A 的水平是 7 4 0 2 细胞的 2 0 倍
。
t匕较 7 4 0 2 和 M T

一

7 4 0 2 细

胞在不同浓度铜离子 ( 50 卿
、
100 四

、
200 哪 ) 中的生长曲线

�

发现转染 M T 基因的 M T 一7 4 0 2 细胞对铜毒性的耐受能力较 7 4 0 2 细

胞明显下降
�
尤其在用药的前三天更为显著

。
而且随着铜浓度的



增加
�
对细胞的杀伤作用也增强

�
说明 M T 基因的高表达使细胞对

铜毒性敏感性增强
�
有利于铜抗癌作用的发挥

。
另外我们发现

�

金属硫蛋白的高表达也有利于铜诱导肿瘤细胞发生凋亡
。

综上所述
�
本研究明确了铜抗实验性肝癌作用的机理和作用

环节
�
指出金属硫蛋白的诱导合成及特殊的分布转运特点在铜离

子抗癌和机体自我保护方面发挥了
“
驱邪而不伤正

”
的积极作用

�

为今后进一步开发含铜的抗癌药物奠定了理论基础
�
同时对通过

M T 基因调控治疗肿瘤作了有益的探索
。
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月叮青

铜是人体必需的微量元素
�
对人的生理病理过程有着重要的

影响
。
一千多年前

�
勤劳智慧的中国人就已经发现了铜的药理作

用
�
如成书于秦汉时期的 《神农本草经》中就记载了许多含铜药

物的性味和功效
�
并且基本上将它们归于

“
上品

” �
其中也阐述

了铜的抗肿瘤作用
。

中西医结合防治肿瘤是具有中国特色的有效治疗方法
�
尤其

对延长晚期肿瘤患者的生存期
�
改善生活质量有着良好的效果

。

含铜中药复方在动物试验和临床实践中所表现出来的
“
驱邪而不

伤正
”
的抗肿瘤效果使人们对此寄予希望

。

人们早就注意到金属硫蛋白 ( M et all ot hi o n e ln M T ) 对金属

离子在体内的代谢与转运以及对经 自由基的清除起着重要的作

用
。

研究铜的抗癌作用
�
探讨 入仃 在其中的调控机制是必需的

�

因为肿瘤细胞与人体正常细胞的本质差异使得 M T 在其中起的作

磨可能有别
。
目前 M T 与肿瘤相关研究表明

�
M T 的表达能够改

变多种致癌因素的体外毒性
�
并影响着不同种属不同组织器官对

致癌因素的毒性
。
一些肿瘤组织 M

I

T 表达异常增高
�
深刻影响肿

瘤的治疗与预后
。
M T 与肿瘤的研究不仅丰富而且更新了人们对

M T 的认识
�
也为肿瘤的预防

、
治疗和预后评估提供新的思路和

手段
。
本文从不同的水平和角度深入系统地研究了金属硫蛋白与

铜抗癌作用的相互关系
�
以期从现代病理生理角度了解铜的抗癌

机理和铜的毒性
�
为进一步开发含铜抗癌药物奠定现代医学理论

基础
�
同时也希望通过该工作积累的经验为其他金石类中药的深

入研究提供新的思路和方法
。



第一部分 铜抗癌机理研究

引言

应用含铜药物防治疾病在我国已有数千年的历史
�
现存最早的药物专

著 《神农本草经》【11 (简称 《本经》 ) 中就记载有
“
空青

” 、 “
曾青

” 、

“
绿青

” 、 “
扁青

” 、 “
白青

” 、 “
胆矾

”
等六种含铜药物

�
而且对其性

味
、

功效作了详细论述
� 《本草别录》 [2」(简称 《别录》 ) 对此又作了补

充
。

其中具有抗肿瘤作用的有 : 空青
“
通关节

�
破坚积

” 《别录》 ; 曾青
“
利关节

�
通九窍

�
破微痕积聚

” 《本经》 ; 扁青 “
破积聚

�
解毒气

” 《本
经》 ;

“
散微积

�
咳逆上气及鼠痊恶疮

” 《别录》 �
等

.

可见在当时的条

件下
�
人们对含铜矿物药的应用已有相当深人的了解

�
而且已经认识到

“
空

青
” 、 “

曾青
” 、 “

扁青
” “

胆矾
”
具有

“
破积聚

”
治疗肿瘤的作用

.

近年来
�
应用含铜药物铜绿治疗肿瘤受到人们的重视

�
而且在临床取

得了较好的效果
。

铜绿是祖国医学以毒攻毒
�
用于治疗肿瘤的代表药之

一
。

铜绿自然形成的方式是将铜制器皿置于潮湿环境中
�
或人工用醋喷在

铜器上
�
其表面产生的青绿色的铜锈

�
主要成分是含水的碱式碳酸铜或醋

酸铜口]
。

由于自然铜绿的产量较低
�
不能满足用药需求

�
遂以人工醋制铜

生产铜绿
�
如在明代李时珍 《本草纲目》中就已有 “

近时人以醋制铜生绿
�

收取晒干货之
”
的记载〔4 ]。 为了更好地控制药物的质量和更加精确的计

量
�
在所有的实验中

�
我们以优质的醋酸铜化学试剂代替铜绿

�
应用现代

实验方法和手段
�
从不同的层次和角度研究铜抗癌的机理

�
为更加充分认

识和了解铜的抗癌作用奠定现代医学理论基础
。

一
、

实验材料与方法

[一】实验材料
1 细胞

小鼠肝癌 H eP A H Z : 细胞 : 中日友好医院临床医学研究所病理生理室

传代保存
�
培养液 RP 呱16 40 含 10 % 胎牛血清

�
青霉素 loo U/ m l�链霉素

100 m g/ m l
�
5 % C o :

�
37 ℃培养; 7 4 0 2 人肝癌细胞 : 中日友好医院临床医

l



学研究所细胞室赵天德教授惠赠
�
培养液即呱16 4 0 含 20 % 胎牛血清

�
青

霉素 lo o U/ m l
�
链霉素 loom g/ m l

�
5% C仇

�
3 7 ℃培养 .

2 动物

B A L B /C 雄性小鼠
�
由本所动物室提供 ; N 刃日雄性小鼠

�
购自中国中

医研究院动物中心
。

体重为 2 0切
.

5 9
。

家兔
�
3 0 00 克左右

�
由本所动物室

提供
。

3 主要试剂

醋酸铜 河北省沧州化工厂

T r is
一

b as e S e rv a

S e Ph a d ex G 7 5
�
G s o

�
G- 2 5 S ig m a

4 主要仪器

激光共聚焦显微镜 M er idi an
一

A C A S 5 70 美国

水平电泳系统 北京六一仪器厂

显微摄影系统 Ol ym p as 日本

倒置显微镜 Ol y m p as C K 日本

二氧化碳孵箱 F o m a Sc ien ti fi c 美国

高速台式离心机 上海安亭科学仪器厂

流式细胞分光光度计 B e ct o n D ie ki n s o n F A C S 4 2 0 美国

【二】 实验方法
1 体内抑瘤实验〔5]
在严格无菌的条件下

�
抽取接种 H 七P A

一

玩
2 小鼠肝癌细胞 7

一

10 天的腹

水于 4 ℃ 10 00 转/分离心 5 分钟
�
用消毒的 1xP B S 轻轻吹散沉淀的细胞

�

混匀
�
先取 100 川以 l x P B S 稀释 10 0 倍

�
加 1: 4 稀释的台盼蓝染色

�
光镜

下计数活细胞三次
�
取其均值

�
根据实验要求调整细胞终浓度

�
在无菌条

件下将一定数量的细胞皮下接种于小鼠右腋下 1 c m
�
造成移植性肝癌实体

瘤模型 ; 或接种于小鼠腹腔中形成腹水癌模型
。

随机分组
�
分治疗组与对

照组
�
每组 10 只

�
于荷瘤次 日给药

.

根据不同实验要求
�
配制成不同浓度

�

灌胃或腹腔注射给药
.

对照组则用无菌生理盐水灌胃或腹腔注射
.

观察抑

瘤率时
�
实体瘤模型连续给药 10 天

�
第 11 天引颈处死小鼠

�
剥取瘤组织

称重 ; 腹水癌模型
�
根据给药途径决定给药天数

�
记录每只动物死亡时间

。



抑瘤率二
对照组瘤重

一

给药组瘤重

对照组瘤重
x 10 0 %

存活延长率 ( T/ C ) 二
给药组生存时间

一

对照组生存时间
义 10 0 %

对照组生存时间

2 体外细胞生长曲线及铜对细胞毒性实验【6]
细胞消化后

�
以一定数量的细胞接种于 24 孔板

�
接种后第一天至第

六天
�
每日消化记数

�
平行两孔

�
然后绘制细胞生长曲线

。

铜对细胞毒性

实验即于接种第一天加人不同浓度的铜
�
至第六天

�
每 日消化记数

�
平行

两孔
�
加 1 :4 稀释的台盼蓝染色

�
光镜下计数死活细胞三次

�
取其均值

�

然后绘制活细胞生长曲线及计算死活细胞比例
。

3 流式细胞分光光度计测量分析癌细胞细胞周期汇7 ]

荷腹水 H 2 2
细胞小 鼠

�
腹腔给醋酸铜一定时间后

�
抽取腹水

�

10 0 0甲耐m i
n �

s m in
�
用 l x p B s 洗细胞数次

�
固定于冰冷的 7 0% 乙醇中

�

4 ℃保存 。

测定前
�
细胞用 lxP B S 洗细胞三次

�
然后悬浮于 lxP B S 中

�
加

R N A 酶 ( 2 0林g/ m l )
、
p l ( 10协g/ m l ) 染色

�
过滤

�
室温 3 0 分钟后上机

测定细胞 D N A 含量
�
分析细胞周期的变化

.

4 激光共聚焦显微镜观测核酸形态的变化(A O 染色)【s]
将 z x lo 4/m l 甩2 细胞接种于含 2 0 0

卿 的 e u Z
+

含血清的 16 4 0 培养液

中 4 8 小时
�
10 00 印耐m in 离心收集细胞

�
涂片

�
速人 95 % 冰冷乙醇固定

10 一 巧 分钟
�
然后凉干; 1% 醋酸酸化 30 秒 ; 0. 01 %

”
厂咙橙染色 5 一 10

分钟 ; lx P B S 洗 1 分钟 ; 0
.

IM C a cl Z 分化 30 秒或数分钟
�
水洗 ; 随时在

荧光显微镜下观测
�
鉴别 D N A 和 R N A 到清楚为止 ; 1 x P B S 分三个染色

缸洗三次
�
每次数秒钟 ; 盖玻片封固

�
激光共聚焦显微镜观测

。

结果 : 细

胞核 D N A 呈亮绿色或黄绿色荧光 ; 细胞质和核仁 R N A 呈橘红色荧光; 癌

细胞的 D N A 呈亮绿色荧光
�
R N A 呈火红色荧光

。

缓冲液的配制 :

0
.

0 1% 丫咙橙 : 丫定橙 0
.

19 加人双蒸水
3

1O o o m l
�
作为原液保存 4 ℃冰箱 �



临用前 lm l原液加 l x p B S g m l ( P H 4
.

8 ): l x p B S ( P H 4 8 ): 月氏P 0 4

9
.

0 8 9 加双蒸水 lo o o m l : o
.

IM C a C I: : C a C I: 1 1
.

19 加双蒸水 x0 0 0 m l :

1% 醋酸
.

S D N A
“
L a d d e r ”

[9 l

人肝癌 7 4 02
、

M T
一

7 4 02 细胞传代贴壁汇合至 80
一

90 % 后
�
更换不含血

清的 164 。培养液 �
加人 c u 2+ 至浓度为 200 卿

�
继续培养一段时间后

�
收

集所有细胞
�
离心

�
用 lx P B S 洗两次

�
加 D N A 裂解液 3 80 闪

�

10 % S D S lo协l
�
0

.

1% R N as e lo林l
�
3 7 ℃温育 2 小时

�
加 P K ( lm g/ m l )

10 川
�
3 7 ℃温育 2 小时

。

酚氯仿抽提
�
乙醇沉淀

�
加 50 闪三蒸水溶解

�

20 闰 电泳
.

胶浓度 1
.

5 %
�
电压 50 V

�
电泳 3 小时

�
E B 染色

�
紫外灯下观

察照相
。

二
、

实验结果

[一l 铜对荷瘤实验动物的抑瘤效应

我们分别应用 B A B L /C
、
N D江小鼠在右腋皮下接种不同数量的 玩

: 细

胞造成实体瘤模型
�
观察醋酸铜对抑制移植性实体瘤的抑制效果

�
实验结

果显示
�
在剂量为 55 m 眺留d 和 1 10 m 妙留d 时其抑瘤率分别为 9

�

70 % 和

10
.

89 %
�
当铜的剂量增加到 15 o m 吵留d 时

�
其抑瘤率可以达到 43

.

05 %
、

66
.

47 % 及 51
.

97 %
�
且抑瘤效果稳定

�
平均瘤重在各治疗组与对照组之间

均有统计学意义 ( p<0
.

05
�
0

.

001 )
�
具有较好的重复性

�
而且实验小鼠的

状态 良好
。

组间统计也表 明 15 O m g/k g/ d 组抑瘤率与 55 m 叭留d 和
1 10 m g/k g/d 组比较也有显著的统计学差异 ( p < 0

.

0 5
�
0

.

0 0 1)(表 l
、

图 l)
。

同样
�
在 B A B L/ C 和 N U江小鼠腹腔中接种不同数量的姚

: 细胞造成腹

水癌模型以观察铜对实验小鼠生命延长的影响
�
连续 10 天口服 1S O m 叭澎d

时的生命延长率分别仅为 11
.

67 % 和 20
.

17%
�
但后者平均生命延长时间与

对照组相比仍有统计学意义 ( p <0
.

05 )
�
说明口服给药对小鼠生命延长仍有

一定的价值
.

腹腔给药 10 m 眺留d
、

20 m 眺留d
�
连续 5 天

�
小鼠的生命

延长率分别为 13
.

10 % 和 26
.

% %
�
与对照组 相 比均有统计学意义

4



( p < 0. 05 ); 当一次给予 loo m 眺岁d 时
�
小鼠的生命时间延长率可达到

89
.

98 %
�
与对照组相比有非常显著统计学意义 ( p<0

.

001 )
�
但小鼠的状态

较差
�
体重明显减轻

�
体毛稀疏缺少光泽(表 2

、

图 2)
。

实验结果显示给铜的途径对实体瘤的抑瘤率及生命时间延长率有较

大的影响
�
如 口服给铜对实体瘤的抑瘤效果较好

�
腹腔注射对小鼠生命时

间延长率则优于 口服给铜
。
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【二] 铜对肿瘤细胞的生长抑制
体外细胞培养实验发现在给予不同浓度的醋酸铜时

�
姚

: 细胞的生长

曲线发生了明显的变化
�
随着时间的延长对照组细胞数量不断增长

�
第三
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天增至 9. 63 业
.

38 ( 、 10编l
�
下略 )

�
与其他各组相比有明显统计学差异

( P <0
.

05 )
�
到第五天增至 16

.

3士6
.

12
�
与其他各组相比差异性非常显著

( P <0 00 1 )
�
至第七天进人平台期 ; 与此同时给铜的各组细胞生长受到

明显的抑制
�
细胞数量在一直在 5

.

0 上下波动
�
几乎处于

“
静止

”
状态(表

. 1
一

3
�
图 1

一

3)
。

由此证明铜对肿瘤细胞的生长有明显的抑制作用
。
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I三l 铜对肿瘤细胞的直接损伤

体外培养细胞比较不同浓度醋酸铜对 玩
: 细胞存活率的影响

�
发现在

给铜后第二天
�
高浓度铜 ( 1

.

s m M ) 已将 50 % 左右的细胞杀死
�
细胞存

活率仅为 51
.

30 士19
.

8%
�
第三天细胞存活率降到 23

.

30 士8
.

24 %
�
与对照组相

� 比有显著性差异 ( p <0 05 ); 低浓度铜(0. 3 m M )
�
在给铜后第五天细胞存

活率才降为 35
.

0肚 10. 21 %
�
与对照组相比有显著性差异 〔 p<0 .

05 )
�
至

第七天约将 80 % 的细胞杀死
�
细胞存活率为 24

.

80 场
.

78 % ; 而对照组细胞的

存活率则始终在 80 % 左右(表 1
一

4
�
图 1

一

4 )
。

同样
�
铜对人肝癌 7 4 02 细胞的

损伤也随着铜浓度的增加而增强 (见图 1
一

4 一 10 )
�
实验结果证实铜对肿

瘤细胞存在着直接的杀伤作用
。
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【四 l 铜对腹水癌细胞 H 22 H eP A 细胞周期的影响

对细胞周期的调控是目前抗癌的战略措施之一
�
我们应用 B A B U C 小

鼠腹腔无菌接种 姚
ZH eP A 细胞 1、 1夕/m 1 造成小鼠腹水癌模型

�
接种第二

天开始腹腔给铜
�
对照组腹腔注射生理盐水

�
每天一次

�
第十天抽取腹水

�

观察铜对肿瘤细胞生长周期的影响
。

经流式细胞分光光度计检测发现
�
铜

对腹水玖
: 细胞的细胞周期产生较大的影响

�
随着铜剂量的增大

�
G l
期细

胞占细胞周期的比例由对照组的 22
.

1% 上升到 34
.

4 % ( P < 0
.

05 )
�
和 73

.

61 %

( P < 0
.

05 )
�
S 期细胞占细胞周期的比例则由对照 60

.

9 %
�
下降为 40 46 %

( P <0
.

05 )
�
直至 14

.

8% ( P < 0. 05 )
。

由此可以看出铜在体内对玩
2 细胞

周期的影响主要作用在 G l 期和 S 期
。

由于大部分的细胞被阻断在 G l 期
�

因而进人 D N A 合成的 S 期细胞明显减少
.

高剂量铜 ( 5 O M ) 组 G l 期细

胞所占比例是小剂量 ( o
.

SM )的 3
.

5 倍
。

而 S 期细胞在高剂量铜 ( 5. OM )

组也仅是小剂量 〔O .

SM ) 铜组的 3
.

5 倍左右(表 1
一

5
�
图 1

一

1 1)
�
表明高剂量

铜更加有利于抗癌作用的发挥
。

本实验证实铜也可以通过对细胞周期影

响
�
抑制 D N A 合成而发挥其抗癌作用

。
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【五】铜对 D N A
、
R N A 损伤的形态学观察

我们应用激光共聚焦显微镜观察了体外 玩
: 细胞在 2 00 “ M 铜作用 48

小时后细胞 D N A
、
R N A 损伤的情况

。

正常对照细胞的 D N A 形态结构比

较完整 ( Fi g
.

1
一

13
、
1
一

14 )
�
荧光强度由中心向周边均匀减弱

�
层次分明

�

边缘光滑
�
F ig

.

1
一

14 左侧绿色代表细胞 D N A
�
右侧橘红色代表 R N A ; 而

铜作用过的细胞 D N A 损伤程度有轻重之别
�
形态各异

。
( F ig

.

1
一

15 ) 显

示在铜作用后 D N A 荧光强度分布不均匀
�
中间有一圆形空洞

�
染色质向

周边浓缩
�
外形不规则

�
边缘凹凸不平 ; ( F ig

.

1
一

16 ) 显示 D N A 向上方

集中
�
并且在右上方形成两个芽苞状结构

�
D N A 的形态结构发生了显著

的变化 ; ( Fi g
.

1
一

17 ) 则不仅表现为细胞核染色质均质性的改变
�
而且由

于细胞核膜的损伤使 D N A 从核中泄漏形成一长的 D N A
“
尾 巴

” ;

( Fi g
.

1
一

18 ) 利用激光共聚焦显微镜所具备的细胞断层扫描功能
�
发现外

形似乎正常的 D N A 在其结构中心部位均质性变化很大
�
其矢状面象锯齿

样; ( Fi g
.

1
一

19 )显示 D N A 在铜的作用下其形态结构变为菜花状
�
是 D N A

受到重度损害的一种表现 ; ( F ig
.

1
一

20 ) 则显示出 D N A 在铜的作用下其

形态结构完全被破坏
�
形成 D N A 的许多小碎片

�
说明铜的抗癌作用是从

对 D N A 这一根本环节上发生的
。
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‘六l 铜诱导癌细胞发生凋亡
’ 一 ’

将人 74 02 及 MT
一

74 02 肝癌细胞在含有 200 卿 Cuz
·
去血清培养液中

培养
� ’

第三天收集细胞
�

提取 DN “ �
电泳出现“ 亡” 胞特征性二梯哗

” ~

案帝
(图 卜2 1 )

�
说明铜离子也可以在去血清培养的条件下

� .

透
导
钾竺签

童滴
亡

一

_ 至于铜离子的浓度
、

温度及 PH 值对铜离子诱导细胞凋亡的影响

尚有待于进一步研究
。
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三
、

讨论
l一 l 铜的抗肿瘤作用

应用含铜制剂防治肿瘤的临床实验研究
�
国内外均有较多报道

。

19 73 年
�
日本学者 K am am

o to 报道醋酸铜能预防致癌诱变剂 D L
一

乙硫胺酸

在大鼠诱发的肝癌
�
而本身没有致突变性【101 ; Ra in es s 报道铜能对抗

U reth an
e 实验性诱发皮肤腺癌的作用【川 ; K n n c h eri a 发现 10 林留ml 的

C u伽伍)
2价口 和 C u C1 2 1入n

.

护 对艾氏腹水癌细胞能产生 100 % 的细胞毒性
�

同时使荷瘤小鼠生命延长 80 % 以上
�
体外培养发现该药对中华仓鼠卵巢细

胞生长抑制达 50一7 0 % [12 ]: S m ar aj it 等报道 C u
~

A T P 【C u 3(A T P )2 . 6 H 2 0 ]不
但有明显的抑瘤率

�
延长动物的生命时间

�
而且能显著升高荷瘤动物的血

细胞和血红蛋白水平【13] 。
D ab an ce ns 【141 报道用阿的平和硫酸铜 口服治

疗荷 T A3 M T X R 肿瘤细胞的小鼠
�
一个月后阿的平组有 5 0 % 的抑瘤率

�
阿

+ 铜组的抑瘤率为 80 %
。

作者认为阿的平与硫酸铜有协同的抗癌作用
.

另

外
�
还有许多研究者发现多种具有抗癌作用的含铜物质

�
如 C uD IP S

�

C u A T P
�
铜氨基酸及小分子的硫酸铜等〔15 一 18] .

临床研究方面
�
刘同庆用含铜铁中药复方

“
克癌 7 8 5 1

”
治疗肝癌

、

肺癌
、

胃癌
、

前列腺癌骨转移等取得了较好的疗效【19] ; 孙秉严用含铜绿
的

“
消瘤丸

”
(铜绿

�
娱蛤

�
黄药子

�
巴豆仁

�
雄黄 ) 治疗多种癌症也取

得了良好的效果[2 01
.

日本人白水俱弘应用
“
克癌 7 8 5 1

”
配合扶正中成药

治疗肝癌
、

大肠癌
、

胆囊癌
、
胃癌

、

乳腺癌等与单纯的放化疗对照组相比

有明显的优越性
�
认为该药特异性强

�
副作用少

�
对患者的生存质量有帮

助[2 1」。
【二l 铜抗肿瘤作用的机理

我们对醋酸铜的抗肝癌作用进行了反复摸索
�
证实了铜的抗癌作用是

存在的
�
不但能明显地抑制肿瘤的生长

�
而且能延长荷瘤动物的生命时

间
。

通过我们的工作发现铜的抗癌机理至少包括以下几个环节 :

1 直接抑制癌细胞 D N A 的合成 体外细胞实验证实当铜的浓度达到

50 协M 时就对肝癌细胞的生长有强烈的抑制作用
。

众所周知
�
肿瘤细胞的

恶性增生与 D N A 快速合成复制是分不开的
�
许多抗肿瘤药的作用环节就

在于抑制 D N A 的合成【22 ]。 流式细胞分光光度计的检测结果表明 �
随着给

铜浓度的增加
�
G l 期细胞由对照组的 22

.

1% 逐渐增加至 75
.

0 % 左右
�
S

2 0



期细胞则由对照组的 60
.

9 % 逐渐减少至 14
.

8%
�
说明肿瘤细胞的 D N A 合成

受到强烈抑制
�
细胞分裂基本被阻断在 G l 期

。

迟永春〔23 ]等研究也发现给
铜组腹水癌细胞的 D N A 含量明显低于对照组

�
给铜组 G l 期细胞明显增

多
�
癌细胞分裂增殖指数显著降低

.

同时他还认为铜离子可能有利于诱导

癌细胞的分化
。

Ki m 「24 ]也认为铜离子损害 L E C 大鼠肝细胞 D N A 的合

成
。

用 L E C 大鼠原位肝细胞在培养基中加人 E GF 和胰岛素生长刺激因子
�

观察铜毒性对 D N A 合成及蛋白磷酸化的影响
�
发现处于 D N A 合成的 S

期细胞数量明显少于对照的正常肝细胞
�
而与核蛋白磷酸化有关的指标没

有明显的区别
�
认为铜毒性影响了 D N A 的合成

�
但不是通过影响启动 D N A

合成所需的蛋白磷酸化的环节来损害细胞 D N A 合成的
。

2 对肿瘤细胞核酸大分子的直接破坏 体外实验发现 1500 协M 铜在

第二天可以杀死 50 % 左右的 姚
2
肝癌细胞

�
而在第三天可以杀死 80 % 左右

的肝癌细胞
�
表明了铜对肿瘤细胞的直接杀伤作用

。

通过激光共聚焦显微

镜我们发现铜对细胞核 D N A 和 R N A 造成了强烈的破坏作用
�
使 D N A 和

R N A 发生凝聚
�
出芽或者形成锯齿样

�
最终形成碎片

。

我们的实验结果与

F ue nt ea lb a[ 25 」用 X 线电子探针分析法研究铜对肝细胞毒性的的报告相

似
。

他指出铜并不存在对肝细胞溶酶体的降解或破坏作用
�
铜的毒性与细

胞核的不可逆损害有关
。

核中的铜直接使细胞核受损
�
进而导致细胞的死

亡
。

他给大鼠饲用含有 1 S O O PP m 铜的饮食 16 周
�
发现在第二周肝细胞核

染色质凝固
�
到三周末细胞核出现明显的锯齿形

�
至第四周细胞核出现不

可逆的断裂
。

至于铜对核酸大分子的破坏作用机理
�
主要是通过自由基发

生作用的价6 ]
。

我们的实验也证实 (见第二部分 )
�
单独铜或过氧化氢在

体外并不会导致质粒 D N A 的损伤
�
但两者一起反应则导致 D N A 的损伤

�

而且 D N A 损伤的程度与铜的浓度呈正相关
�
在过氧化氢浓度

、

温度及反

应时间一定的条件下
�
随着铜离子浓度的增加

�
D N A 被氧化形成的片段

也越小
�
说明铜与过氧化氢反应生成经自由基对 D N A 的破坏作用是非常强

烈的
。

铜在体内生成轻自由基必须有过氧化氢的参与
�
而体内生成过氧化

氢的条件很多
�
一方面通过酶促反应

�
如氨基酸氧化酶

、

半乳糖氧化酶
、

单胺氧化酶
、

二胺氧化酶
、

乳酸氧化酶及葡萄糖氧化酶等使氧分子发生二

电子还原
�
直接变为过氧化氢 ; 另外许多可以产生超氧阴离子的酶

�
如黄

嘿吟氧化酶
、

醛氧化酶
、
N A D P H 氧化酶

、

谷胧甘肤还原酶
、

二胺氧化酶
、

2 l



二氢乳清酸脱氢酶
、
N A D P H

一

细胞色素氧化酶
、

铁氧还蛋白
一

N A D P 还原酶

等与超氧化物岐化酶协同
�
也可以使超氧阴离子变为过氧化氢

.

还可以通

过超氧化物阴离子自动岐化的非酶促反应生成过氧化氢[2 7 1
。

至于经自由

基与细胞核相互反应导致细胞死亡的机理见 《文献综述》有关章节 。

铜对肿瘤细胞的直接杀伤
�
可能还与铜介导的细胞膜脂质过氧化反应

引致膜的损害有关
。

有人发现
�
当肝组织匀浆或肝细胞与铜反应时

�
肝脏

中的戊烷和丙二醛(m a lo d ia ld e hy d e )以及硫巴比妥酸反应物质 ( 佗A R S )

的增多就证实发生了脂质过氧化反应
。

而且
�
当大鼠服用过多的铜时

�
可

以引起线粒体脂质的过氧化反应使聚二烯和 T B A R S 含量增高
。

还可见肝

细胞线粒体内囊状脊的扩大以及肝脏损伤引起的其他生化和组织学的变

化
�
这些表现尤其在缺乏维生素 E 大鼠负铜的情况下更容易出现

�
提示铜

介导了对肝细胞的氧化损伤
。

而且与缺 V E
、

硒大鼠负铜的情况下胆汁中

检测到的自由基产物相符
。

这些结果都证明铜的毒性与脂质的过氧化反应

也有关系【28 ]。 我们在体外实验中也发现 �
当肝癌细胞与铜相互作用一段

时间后
�
细胞膜有皱宿现象

�
同时细胞的折光性下降

�
细胞内出现许多空

泡
�
还可见到细胞膜破裂后胞浆内容物从细胞中漏出

�
及至后期可以见到

许多细胞碎片
。
这些都说明细胞膜的脆性增强

�
韧性下降

�
细胞膜受到了

损伤
.

目前关于铜对细胞线粒体和溶酶体损伤的认识还有争论
。

3 铜诱导肿瘤细胞凋亡 细胞凋亡 (程序性细胞死亡 ) 目前已成为细

胞生物学研究的热点之一
�
作为一种特异的细胞死亡方式

�
凋亡的表现与

细胞坏死呈现完全不同的形态及生化特征
.

关于肿瘤与程序性细胞死亡之

间的关系
�
正在成为人们关注的热点

。

研究表明程序性死亡不但与肿瘤的

发生发展有关
�
而且与肿瘤的治疗及耐药性也有关

.

在肿瘤的发生过程

中
�
有关癌基因如 c 一fo s

、
c 一m yc 似乎可以引起肿瘤细胞程序化死亡的敏

感性
�
而抑癌基因 b d

一

2
、

P5 3 等参与了拮抗或阻碍程序性细胞死亡的过

程 ; 在肿瘤治疗方面
�
研究发现大多数抗癌药物如拓扑异构酶抑制剂

、

烷

化剂
、

抗代谢剂和激素拮抗剂
�
都在不同类型的敏感肿瘤细胞中诱导程序

化细胞死亡
�
抗癌药物的疗效不仅取决于这些药物与各自特异的靶细胞的

相互作用
�
而且也取决于这些药物诱导程序化细胞死亡的能力

�
能否诱导

程序化细胞死亡已成为筛选抗癌药物的新标准[2 91
。
我们研究结果证实

�

铜在血清饥饿条件下也能诱导细胞的程序化死亡
�
至于其作用机理

�
一般

2 2



认为程序性细胞死亡过程中核 D N A 的降解是由于一种 c扩+M 9 2+ 依赖的核

酸内切酶活化引起的[30 ]
。

但有许多研究结果表明自由基也可以诱导细胞

程序化死亡(P ro gr a m m ed ce ll de ath P C D )
�
在化学试剂刺激引起细胞内活性

氧 ( re aCt i
v e o x y g e n s p e e ie s R O S )代谢过程中

�
完全可以通过诱导细胞凋

亡来清除肿瘤细胞【3 1一3 3 ]。
S hi m izu 等[3 4 1报道 B cl

一

2 基因的表达及其相关蛋白 B cl
一

xL 可以阻止

低氧引起的细胞 P C D
�
他们认为 R O S 与低氧引起的 P C D 无关

�
B cl

一

2 和

B cl
一

xL 并不能通过调节细胞内 R O S 水平以阻止这种细胞死亡
。

可能是由

这些蛋白直接调节蛋白酶活性或蛋白激酶反应起作用的
。

Ja c o b son 和

R 班耳35 ]也报道
�
虽然近乏氧环境和抗氧化剂可以阻断由 R O S 剂诱导的

P C D
�
但是如此条件并不能阻断通过其他途径诱导的 P C D

�
B d

一

2 可以阻

断有氧或无氧状态下的细胞死亡
�
所以尽管 R O S 能够导致细胞 P C D

�
但

并不是绝对的
�
B d

一

2 保护细胞免于死亡就不是通过调节细胞内的 R O S 活

性达到的
。
C ant on i[ 3 6] 认为轻自由基也可以激活核酸内原酶活性

�
D N A

片段形成可能是通过此途径实现的
。

细胞核内出现微小 D N A 片段被公认为是细胞程序性死亡的特征

[3 7 ]
。
T san g [3 8 ]等人用 H 即G2 人肝癌细胞在铜化合物 1

�
10

一

p h e n ant hro lin e

(o
一

Ph en an th ro lin
e
�

oP )
�

cu
u (oP )2 作用下形成典型的具有凋亡特征核内

D N A 的片段
。

在低温条件下
�
D N A 片段被加人的抗坏血酸所抑制

�
认为

D N A 的片段形成是经自由基作用的直接结果
.

已有的研究结果证实在常温

条件下 c ull (o P)
: 可以通过细胞内氧分子的氧化还原反应生成轻自由基

。

在

低温下
�
抗坏血酸形成了还原反应环境

�
从而阻断了经自由基的形成

.

他

们最后指出细胞凋亡所形成的核内 D N A 片段化并非一定是 R O S 作用于内

源性核酸酶后的间接结果
�
经 自由基也可以直接作用于 D N A 形成凋亡

D N A 片段化
。

综上所述
�
我们通过一系列动物实验和体外实验从不同层次研究了铜

的抗癌作用
、

探讨了抗癌机理
�
证实铜在一定的剂量下具有一定的抗实验

性肝癌作用
�
包括抑制肿瘤细胞的生长

、

诱导细胞的程序性死亡和直接杀

灭肿瘤细胞
。

其抗癌作用的发挥可能是通过铜介导的自由基反应实现的
。
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第二部分 铜与金属硫蛋白的分布
、

转运研究

引言

在研究铜的抗癌过程中
�
有关铜毒性问题是人们普遍关注的焦点

。 《神
农本草经》〔l] 认为下列含铜药物如 : 绿青

“
寒酸无毒

” 、
扁青

“
小寒无毒

” 、

白青
“
甘酸咸平

�
无毒

” 、

胆矾
“
酸平寒

�
有毒

” 。

至于铜绿
� 《嘉佑本

草》口」认为属 “
平

�
微毒

”
; 《本草经疏》〔3 1认为属 “

酸苦涩
�
微毒

” �

《中药大辞典》〔4] 认为属 “
酸涩

�
平

�
有毒

” 。

实际上
�
铜的有毒

、

无毒

问题
�
涉及到铜在生物体内不同组织器官中的分布代谢状态

、
铜在组织细

胞中的分布及机体的自身反应方式等诸多环节
。

其中
�
金属硫蛋白的诱导

合成及分布是最为重要的因素之一
。

本篇将主要研究铜治疗实验性肝癌过

程中对肝肾功能的影响
、

铜和金属硫蛋白在组织器官中的分布转运过程及

在组织细胞中的分布特点
�
从而阐明金属硫蛋白在保护机体解铜毒及铜抗

癌过程中所发挥的重要作用
。

一
、

实验材料与方法

【一 ! 实验材料
1 主要试剂

E gM T 单克隆抗体
�
能识别 M T

一

I
�
M T

一

n 蛋白
�
由英国 U n iv e r s ity o f

w a le s C o lle g e o f M e d ic in e B
.

Jas a n i教授惠赠
。

M T 多克隆抗体
�
由英国 Ro w ett 营养研究所 Ian Br

e m ne r
教授惠赠

。

5
一

(4
一

D im eth y l
一

am in o b e n z y lid e n e )th o dan in e F lu k a

生物素化羊抗兔 Ig G
�
A B C 复合物 中山公司

A g
、
C u

、
Z n 元素测试标准液 中国标准测量中心

64 c u 和 ‘35 1一M T 中国原子能科学研究院惠增

C
一

m yc 质粒 北京医科大学病理系惠赠

30 % 过氧化氢 北京化工厂



S eP h a d e x G~ 7 5
�
G

一

5 0
�

G- 2 5

牛血红蛋白

2 主要实验仪器

班T A C 王n 180
一

80 型原子吸收分光光度计

核辐射监测器

水平电泳系统

S ig m a

北京华美生物工程公司

日本

D igi le rt T M 美国

北京六一仪器厂

【二l 实验方法
1 肝肾功能

、
外周血的测定

荷实体瘤 N 刀叹小鼠口服醋酸铜 150 m 妙酬
�
共十天

�
在抑瘤率为 42

.

8 %

的情况下
�
按常规方法检测正常对照组

、
荷瘤对照组

、

正常给铜组
、

荷瘤

给铜组的肝功能 ( S G P T )
、
肾功能 ( B U N )

、

血红蛋白 ( I肠 ) 和外周

血白细胞 ( W B C )

2 原子吸收分光光度计测定微量元素 (火焰法 ) 【5]
B A L B/ C 雄性小鼠

�
分正常对照组和荷实体瘤组

.

荷瘤后第七天
�
灌

胃给醋酸铜 3 m 梦o
.

4 m l/只
。

每批对照小鼠和荷瘤小鼠各 6 只
�
分别在给药

前及给药后 0. 5
、
2

、
5

、
8

、
12 小时摘眼球采血后处死

�
取出心

、
肝

、

肺
、
肾

、

胃肠(含胃及 Zc m 长的十二指肠)组织
�
荷瘤小鼠同时取出瘤组织

。

组织处理 :分离血清
�
用三蒸水配制的 0

.

9 % 的 N aC I洗涤凝血细胞三次;

切开胃肠
�
去除内容物

�
洗净胃肠粘膜; 肝

、
瘤组织各称重 0

.

5 9 左右
。

所

有组织均用三蒸水反复清洗干净
�
用吸水纸吸干

�
电子天平称重

.

组织消化所有玻璃器皿均泡酸
�
用三蒸水冲洗干净

。

根据文献方法
�
消

化液用硝酸
、

高氯酸
、
三蒸水按 3: 3: 3: 1(训v /v /g 组织)配制

�
加热消化至无色

�

用 IO m l容量瓶三蒸水定容
.

铜
、

锌
、

银的测定 : 用 扭T A C l a l 8 0
一

80 型原子吸收分光光度计(火焰

法)测定
。

测锌的条件 : L am p C u rr en t: 10
.

0 m A ; W av e L en gth
二 21 3

.

8tun ;S lit:
一3nm ; B u rn er : s tan d ar d T y p e ; B u rn e r 价ight 7

.

scrn ; ox idan t: A ir
�
1

.

6 k g/ cm
Z

(9 札/m i
n ); F u e l: e ZHZ

�
0

.

2 kg/c m
�
(2

.

o L /m i
n )



测铜的条件 :

B u m e r : S ta n d a rd

(9
.

4 L /l n in ); F u e l:
�

测银的条件
:

B u rn e r : S tan d ar d

(9
.

4 L /m in ); F u e l:

L am p C u rr e nt 二7
.

5m 人 W av e L e n gt h 二3 2 4
.

8nrn ;S lit : 1
.

3nm ;

T ” e ; B u m e r

He ig llt : 7
.

s e m ; Ox idan t: Ai r� 1 6 kg/c m Z

e尹
2 �0

.

3 k g/ e m
Z
(2

.

3 L /m in )

L am P C u rr e n t : 7
.

s m A ;W av e L en g th 二3 2 8
.

Inm ;S lit : 2
.

6 n m ;

T y p e ; B u m e r H e igh t 7
.

s e m ; o 劝dant
: A ir

�
l

.

6kg/
e m �

e ZHZ
�
0

.

3 k g/ cm
Z
(2

.

3 L zm in)

3 铜的化学染色 ( RO h d a n m in e 法 ) [6 ]

配制原液 : 100 m g Ro hd ~
in e/ ml 无水乙醇

。

取原液 6ml 加三蒸水至

1O O m l成染色液 ; 切片常规脱蜡 (二甲苯【IJ� 12 ]‘ f3 ]� 各 2 小时 )
、

水化

( 100 % 乙醇一 95 % 乙醇 一 80 % 乙醇
�
各半小时 ); 将切片置染色液中 37

℃温育 6 一 18 小时 ; 至少用蒸溜水洗切片 5 次
�
以去除过量的染料 ; 苏

木素快速复染 ;快速脱水 ( 8。% 乙醇‘ 95 % 乙醇一 10 0 % 乙醇
�
各 l 分钟 )

�

亮化 (二甲苯〔11 � [21一【3 ]� 各 1 分钟 )
�
中性树胶固定封片 ;

x l0 00 倍显

微镜下观察
�
在细胞浆或核中可见红色的铜颗粒

。

4 M T 的免疫组织化学染色〔7 ]
常规石腊切片 ( 4林m )

�
烤片 60 ℃ �

60 m in ; 石腊切片脱腊
�
脱水

.

:

二甲苯 2 小时
x 3 次 ; 乙醇 10 0 %

、
9 5%

�
8 0 % 各 3 m in ; 去离子水洗

�
2

次
�
Z m i可次 : 1 x P B S 洗

�
3 次

�
Z m i可次 : 0

.

3 % H Z O Z
�
甲醇封闭内源性

过氧化物酶 ( 5 0 m l甲醇+ 0
.

s m l 3 0 % 玩0
: )

�
l x P B S 洗

�
3 次

�
Z m i可次 :

0
.

1% 胰蛋白酶 3 7 ℃消化 20 分钟 ; lx P B S 洗
�
3 次 ; 正常小牛血清 l :

10 0 稀释封闭
�
3 7 ℃ 2 0 m in :加一抗

�
4 �C 过夜 �

或 3 7 oC I 小时 : l x P B S

洗
�
3 次

�
Z m i可次 : 加生物素化二抗 l : 10 0 稀释

�
3 7 ℃ 4 o m in : 1 x P B S

洗
�
3 次 :加 l : 10 0 稀释的 A B 复合液

�
3 7 ℃ 4 0 m in ; l x P B S 洗

�
3 次 ;

D A B
一

HZ O
: 染色

�
5一 10 m in

�
( lm l P B S + 10协9 D A B + 7协IH 2 0 : ) : 自来水

冲洗 ; 苏木素复染
�
自来水冲洗

�
返蓝

�
分化

�
乙醇脱水

�
二甲苯透明

�

中性树脂封闭
。

S 银饱和法测定金属硫蛋白[8]

醋酸铜用去离子水配成 15 0 m 叭g
�
荷瘤小鼠第二天灌胃给药

�
o

.

4 m l/

2 8



只/天
�
对照组给自来水

�
共 10 天

.

停药第二天
�
断颈处死小鼠

�
摘眼球

采血
�
分离血清及血细胞

�
取出瘤组织及心

、

肝
、

脾
、

肺
、

肾
、
胃肠等组

织称重
�
计算抑瘤率

.

组织 M T 的制备及测定 : (l) 用三蒸水反复冲洗组织
�
吸水纸吸尽水分 ;

(2 )称重 0
.

2
一

0
.

5 9
�
加 lm lo

.

2 5 M 蔗糖溶液
�
匀浆 : (3 )倒出匀浆液

�
加 lm l

醇仿液
�
洗净匀浆器

�
与原匀浆液充分混和 ; (4拼 ℃ �

10 00 印n 订角in
�

3 o m in : (5)取上清 50林l升置 l
.

s m l E P P e n do 汀管中
�
加 D 缓冲液 7 5 0协l

�

硝酸银缓冲液 50 0协l
�
2 0 ℃混匀 sm in : (6)加 2 % 的牛血红蛋白 20 0协1

�

2 0 ℃混匀 sm in ; (7 )10 0 ℃加热 3一m in
�
立即置冰水中 5

一

10m in ;

(8)1O 00rp m 加i
n �

10 分钟
�
取上清 : (9 )重复步骤(6 )

一

(8)两次 : (10 )取上清

lm l�原子吸收分光光度计(火焰法); 设立空白对照 (不加组织匀浆液 �
余相

同)测定银含量
�
根据一个 M T 分子结合 17 个银原子

�
计算 M T 浓度

.

缓冲液的配制 : D 缓冲液一o
.

SM 甘氨酸
一

氢氧化钠
�
p H 8

.

5
�
硝酸银

缓冲液一 缓冲液 100 m l加硝酸银 3
.

2 m g; 乙醇
一

绿仿液一 loo ml 无水乙醇

加 s m l氯仿

实验所有液体均用超声去气
�
用纯氮气充分饱和

�
置 4 ℃冰箱存放 .

离

心时离心管中也充满氮气
.

所有玻璃仪器均需泡酸
�
三蒸水冲洗干净

.

6 金属硫蛋白的分离【9 ]
将 0. 5

一

1
.

0 9 的 肝组织和 癌细胞置于 洁净的玻璃匀 浆器 中
�
加

2
.

o m lT ri s
~

H C I缓冲液(P H 7
.

5
�
0

.

o lm o比)
�
加人 10 0林l疏基乙醇

�
匀浆

.

倒

出匀浆液
�
加人 1

.

Oml 上述缓冲液洗涤匀浆器
�
4 0 00 rp m /m i

n 离心匀浆液

sm in
�
上清液置沸水中煮沸 3 m in

�
冰水中冷却

�
4 0 00 印n 口m in 离心

3 o m in
�
取上清液过柱 S e Ph ad e x

G- 7 5 ( l
.

6 x s ocm )
。
测定收集样品中的

金属元素及蛋白含量
。

7 锌
一

M T 的制备【10 1
( l )挑选 3。。。g 左右的健康家兔 �

皮下注射无菌的 0. 2 9/ m l硫酸锌溶

液 (第一天 0
.

s m l
�
第二天 1 0 m l

�
第四天 1

.

sm l
�
第六天 2

.

0 m l )
�
第七

天处死兔 ; ( 2 ) 取出肝脏
�
去除胆囊

�
洗净称重

�
切碎

�
按 1 :1 ( 耐

v )

加人 0. ol M T ri s 缓冲液
�
匀浆 ; 倒出匀浆液

�
按 1: 1 ( w /v ) 缓慢加人乙

2 9



醇
一

氯仿萃取液
�
搅拌 10 分钟 : ( 3 ) 50 0 0

一

6 0 0 0印m 了m in
�
离心 加 分钟

:

收集上清液 ; ( 4 ) 加人两倍体积冰冷的无水乙醇
�
轻轻搅拌

�
出现淡黄

色的沉淀 ; 〔5 ) 4 ℃保存过夜 �
弃上清

�
收集沉淀

�
5 0 0 0

一

6 0 0 0印m 加i
n �

3 0 m in ; ( 6 ) 弃上清
�
收集沉淀

�
加人 2 0 m lo

.

o lM T ri s 缓冲液
�
细心搅

拌
�
使沉淀物充分溶解 : ( 7 ) 5 0 0 0

一

6 0 0 0 rp ln/ m i
n �

3 0 m in
�
收集上清液;

〔8 ) 重复步骤 ( 6 )
、
( 7 )

�
合并所得上清液; ( 9 ) 上清液加人已

填充平衡好的 G- 50 柱中
�
调节流速

�
用 0. ol M T ris 缓冲液淋洗

�
收集中

间段 M T 液; ( 10 ) 将 M T 溶液加人已填充平衡好的 D E A E 柱中
�
调节

流速
�
用 O

.

01 M T ris 缓冲液淋洗 2 个柱体积
�
然后用 O

.

33 M N aC I淋洗 D E A E

柱
�
用紫外检测器 (波长置于 2 2 0n m 或 25 4n m ) 检测

�
吸附在凝胶上的

M T
一

1
、
M T

一

2 被同时洗脱下来
�

检测曲线只出现一个洗脱峰
�
收集此峰;

( 1 1 )分离 M T
一

1 和 M T
一

2
、
先用 0. 01 IM N aC I淋洗

� �
用紫外检测器 (波

长置于 2 2 0 n m 或 2 5 4 n m )检测
�
收集洗脱峰

�
得到 M T

一
l ;再用 0

.

0 3 3M N a C I

淋洗
� �

用紫外检测器 (波长置于 2 2 Onm 或 2 54 nm ) 检测
�
收集洗脱峰

�

得到 M T
一

2
。
( 12 ) 冷冻干燥 M T

一

1
、

M T
一

2 液
�
再用尽量少的蒸馏水溶

解后
�
分别将样品液上到 O

.

01 M 碳酸馁平衡好的 G- 25 脱盐柱上
�
用 O

.

ol M

碳酸按淋洗
�
紫外检测器 (波长置于 2 20 nm 或 2 54 nln ) 检测

�
收集第一

个洗脱峰
�
得到 M T 溶液

。
( 13 ) 冷冻干燥

�
碳酸按和水一起被除去

�

得到白色絮状 M T
�
装人棕色瓶中

�
冷冻储存

。

( 14 ) 根据疏基含量
、

锌含量检测 M T 的质量和纯度
。

5 64 e u 和
‘3
愁M T 的转运和代谢[1 1]

荷腹水瘤及正常 B A L B /c 小鼠
�
7 天后尾静脉注射 64 c u卿仇)

: 0
.

2 m u

只(约 l林e i
�
0

.

1 扒9 e u /只
�
其放化纯度达 9 9

.

5% ): ‘3 �I
研

用 B o 一to n枷
n ter

试剂标记 M T
�
腹腔注射 0. 2 m l/只

。

在注射后
�
每隔一定时间

�
用乙醚麻

映 醉小鼠
�
取出血

、

腹水
、
心

、

肝
、
脾

、

肺
、
肾

、
胃肠等组织

。

离心分离腹

水及癌细胞 ; 用去离子水反复冲洗实质脏器
�
分别称其重量

�
测其放射性

强度
�
以单位质量所占放射性总强度的百分数进行比较

。

9 铜和 氏O
: 对质粒 D N A 的损伤及锌

一

M T 保护〔12]
调整醋酸铜溶液的 p H 为 7

.

0
一

7
.

4
�
配制成不同浓度

�
过滤灭菌 ; 锌

-

30



M T
一

n 配制成不同浓度
。

反应体系为: 5以 C
一

m yc D N A 质粒 ( 20 0n 留以 )

+2 贝醋酸铜+2 闪3 0 % 玩仇+4 闪锌
一

M T
一

n
�
加三蒸水至总体积 26 闪

。

反应在

不同条件下 (浓度
、

温度和时间 )进行
�
反应结束时

�
加 2川 0

.

SM E D T A
�

2闪 L oa di ng B u fl笼r
�
1% 的琼脂糖凝胶电泳

�
拍照

�
以对照质粒 D N A 的泳

动距离为参照零点
�
测量其他 D N A 的相对迁移距离

。

二
、

实验结果

[一 l 铜对实验动物肝肾功能
、
外周血的影响

一般认为铜对肝肾功能有较大的影响
�

L E C 大鼠由于先天性胆道系

统发育不完善
�

铜不能从胆汁中排出而大量积聚在肝脏中
�
最后发生爆发

性肝炎而死亡
。

我们用荷实体瘤 N 刀旺小鼠口服醋酸铜 150 m 眺酬
/ 10d

� �

在抑瘤率为 42
.

8% 的情况下
�
发现 SGP T 水平在荷瘤对照组为 85 月 1

( U 几
�
下略 )

、

正常给铜组 89 6 8
、

荷瘤给铜组 74 且5
�
均低于正常对

照组的 100 士54
。

尤其令人感兴趣的是给铜两组 SGP T 水平不但没有升高
�

反而低于对照组
�
似乎表明大量铜的摄人并没有损害肝功能

�
相反可能有

某种保护机制起了作用
。

尽管统计学显示 4 组之间 SGP T 水平没有显著性

差别
�
但这一趋势值得重视

。
同样在 B U N 水平上也反映了与 S G P T 相同

的趋势
�
即肾功能没有受到摄人大量铜的损害

�
可能由于铜的摄人调动了

体内某种机制起到了一定的保护作用 (表 2
一

1 )
。

检测结果说明铜的摄人

T a b
.

2
一
1 E ffe

e t o f C u
一a c e ta te o n S G P T

�
B U N

�
H b

� a n d W B C

E xP
.

g ro 叩 S G P T B U N

m m o比

H b

叭
W B C
x 10 9

n o
rm

a l e o n tro l 10 0 士 5 4 19
.

1 士 2 1 14
.

5 士 0
.

9 5
�

6 士 2
.

0

e a n c er e o n tr ’O 1 8 5 士 3 1 * 2 0
.

3 士 2
.

0 * 13
.

7 士 0
.

8 今 9
.

1 土 3
.

2 *

C u
一a e e ta te to 89 士 3 8 * 18

.

2 土 2
.

5 * 13
‘

9 士 0
.

9 * 5
.

5 土 2
.

8 *

n o r n l a l m ie e

C u
一a e e ta te to 7 4 土 2 5 * 17

.

6 土 1
.

5 * 13 5 士 0
.

9 * 7
一

2 士 2
.

1*

C a n C e f n l lC e

组间 t检验 P > 0
.

O S P > 0
.

0 5 P > 0
‘

0 5 P > 0
.

0 5

对机体的影响是多方面的
�
复杂的

�
就肝肾功能而言

�
实验剂量铜的摄人

没有损害作用
。

因此
�
在一定的时间

、

适当的剂量下应用含铜制剂是相对



安全的
。

至于在负铜时机体的自我保护机制将在下文中探讨
。

[二】肿瘤生长对铜分布的影响
在肿瘤的发生发展过程中

�
某些器官组织中微量元素铜水平发生了显

著的变化
。

检测结果显示 (表 2
一

2 )
�
铜含量在肝脏由正常对照的

4
.

15切
.

5 8 p p m (下同
�
略)降低为 3

.

7 0切
.

16
�
有显著性差异 ( p < 0

.

0 0 1 )
�

胃肠铜水平由对照的 6
.

13 士 0
.

67 下降为 2 4 3切
.

55 ( p<0 0 0 1 ); 而脾脏铜

水平由对照的 1
.

10 士 0
.

19 升高到 1
.

7 9士。.

64 ( p < 0
.

05 )
�
血清铜水平则由

0
.

87 切
.

03 升高到 1
.

06 士0
.

09 ( p < 0
.

0 01 )
。

正常对照鼠组织铜含量的高低

次序是心脏
、

胃肠
、

肝脏
、

肾脏
、

血细胞
、

肺脏
、

脾脏
、

血清 ; 而荷瘤鼠

组织铜含量的高低次序是心脏
、

肾脏
、

肝脏
、

血细胞
、

肺脏
、

胃肠
、

脾脏
、

肿瘤
、
血清

。

可见在正常情况下
�
实验小鼠所有组织中以心脏的铜含量最

高
�
肝脏

、
肾脏铜的

T a b
.

2
一

2 T h e e ffe
e t o f tu m o r d e vel

o P 山e n t o n th e C u (P P m )lev d in th e

v a ri o u s ti S S u e S o f m iC e

TTT is s u e sss C uuu P v a tu eee

nnn 二666666666666666666666666666666666666666666666666666666666

BBBBB e ari
n g tu m o r C o n tr o l g r o u PPPPP

ggggg f O U PPPPP

lllll h e a rttt 6
.

14 士0
.

6 7 6
.

6 9士0
.

5 111 > 0
.

0 555

22222 liv errr 3
.

7 0士0
.

1 6 4
�

15士 0
.

5 888 < 0 0 0 111

33333 sP le e nnn 1
.

7 9 土0
.

6 4 1
.

10士 0
.

1999 ( 0
.

0 555

44444 lu n ggg 2
.

4 5士0
.

9 7 2
�

4 5 士0
.

1000 > 0
.

0 555

55555 k id n e yyy 4
.

3 5土0
.

9 4 3
.

9 9 士0
.

2 222 > 0
.

0 555

66666 sto m a e hhh 2
.

4 3 士0
.

5 5 6
.

13土 0
.

6 777 < 0 0 0 111

77777 拟m o rrr 1
.

2 2 士0
.

0 444 <0
、

0 0 111

88888 S e n ll】111 l
�
0 6 土0

.

0 9 0 8 7士 0
.

0 333 > 0
.

0 555

99999 b lo od c e llll 2
.

4 9士0
.

6 4 2 4 9 士0
.

2 66666

PPP v al u eee 2 : l
�
3 : 1

�
4 : l

�
5 : l

�
6 : l

�
2 : l

�
3 : l

�
4 : 1

�
5 : l

�
8 : l

���

<<< 0
.

0 555 7 : l
�
8 : l

�
9 : l

�
3 :2

�
4 :2

�
9 : l

�
3 :2

�
4 :2

�
6 :2

�
8 :2

���

66666 :2
�
7 :2

�
8 :2

�
9 :2

�
5 :3

�
9 :2

�
4 : 3

�
5 : 3

�
6 :3

�
9 : 3

���

88888 : 3
�
5 :4

�
7 :4

�
8 :4

�
6 : 5

�
5 :4

�
6 :4

�
8 :4

�
6 :5

�
8 : 5

���

77777 : 5
�
8 : 5

�
9 : 5

�
7 :6

�
8 :6

�
9 : 5

�
8 :6

�
9 :6

�
9 : 88888

99999 : 7
�
9 :8



水平均 明显低于心脏 ( p <0
.

05 )
�
同样也低于 胃肠组织 ( p <0 05 )o

由于肿瘤 的生长
�
荷瘤 鼠肝脏

、
胃肠组织 中的铜含量 明显下降

�

而脾脏
、
血清中的铜水平显著地升高

�
体内原有组织器官间铜的

相互关系被打破
�
发生 了重新分布

�
使各组织的次序有所变化

�.

肝脏
、

胃肠铜水平明显低于心
、

肾 ( p < 0. 05 )
.

另外
�
由于肿瘤

的生长
�
体内总铜水平由正常对照 的 27

.

87 士2
.

0 6 下降为 25
.

63 士4
.

70

(表 2
一

2 )
。

可见
�
血清铜升高仅是肿瘤生长过程中体内铜重新分

布 的一个中间环节
�
并不代表体内总体铜水平的过剩

�
而有可能

是机体铜 匾乏时
�
代偿的一种表现

。

[三1 口服醋酸铜后铜在不同组织动态分布规律

为了解负铜过程对荷实体瘤小鼠不同组织铜水平的影响
�
我们观察荷

氏
: 实体瘤 10 天的小鼠在醋酸铜灌胃 12 小时内各组织铜的动态分布规

律
�
结果如下 (表 2

一

3
�
图 2

一

l 一 3 ) :

T a b
.

2
一
3

二\
.

一
-

枷使
、

t iS S U e

h e 一 r t

1iv e r

T h e k in e t ie d is t r ib u t io n o f e o P P e r (P P m ) in t h e t is s u e s o f m ie e

a ft e r o r a l a d m in is t r a t io n o f e o P P e r a e e t a t e (n = 6 )

0
�
5

7
.

3 3 土0
.

9 4

1 4
.

9 0 士 7
.

1 6

7
.

3 6 土0
�

5 5 6
.

0 3 士0
.

4 5 7
.

3 4 土0
.

3 7 5 5 9 士0
.

7 9

1 4
.

5 9 士3
.

3 5 1 5
.

5 9 士 3
.

3 5 1 7
.

6 2 士 5
.

1 8 2 3
.

2 9 士 8
.

3 3

s P le o n

lu n g

k id n e y

s to m a e h

tU lll o r

吕C f U 口】

5
.

1 3 士0
.

9 9 5
.

9 8 土2
.

4 1 4
.

4 1土2
.

5 6 2
.

9 4 士0
.

8 5 2
.

6 0 土0
.

8 7

6
.

5 1士 1
.

7 3 9
.

2 3 士 1
.

1 0 4 4 1士 1
.

0 2 4
.

5 5 士0
.

9 2 3
.

8 1士0
.

8 8

8
.

3 4 士 1
.

8 1 9
.

5 1土2
.

7 3 4
.

9 9 土0
.

3 2 5
.

1 3 士 1
.

1 2 3
.

8 3 士0
�

9 0

2 8 2
.

1 4 士 4 5
.

9 9 2 8 4
.

0 7 士 5 5
.

7 8 1 9 4 4 8土2 7
.

7 0 1 0 8
.

0 6 士9
.

7 1 2 4
.

0 0 士 1 2
.

9 0

2
.

9 1士 1
.

5 4 4
.

7 5 士 1
.

0 0 2
�

4 5土 1
.

1 2 2
.

4 0 士0
.

2 9 1
.

9 7 士0
.

4 6

]
.

0 8 士 0
.

0 3 1
.

1 2 土 0
.

2 7 ] 8 士 0
.

2 2 0
.

夕6 士 0
.

2 6 0
.

8 8 士0
.

0 9

b lo o d
o e ll

3
.

2 2 士0
.

1 9 1
.

8 4 士0
.

8 6 1
.

3 2 上0
.

1 3 2
.

1 1士0
.

2 9 2
.

4 0 士0
.

7 3

心脏 : 在负铜后半小时即到高值
�
8 小时铜含量仍处于高水平

�
但在 5

小时有一低谷
�
12 小时心脏铜已降至本底水平 ;

肝脏 : 是铜富集的主要器官
�
在负铜后半小时内铜含量迅速升高

�
然后

平缓富集
�
12 小时铜的含量仍然在升高 ;

脾脏 : 在给铜后半小时
�
铜即迅速升高

�
2 小时到达最高值

�
然后下

3 3



降;

肺脏 : 在负铜后 2 小时铜升至最高值
�
然后渐降;

肾脏 : 负铜后
�
在 2 小时至最高值

�
然后下降;

胃肠 : 口服负铜时
�
胃肠道是主要的负铜器官

�
因此在给铜半小时其

铜水平已达高值
�
随着时间的推移

�
转运人血的铜不断增加

�
胃肠道粘膜

细胞累积的铜很快下降;

肿瘤 : 负铜后
�
肿瘤组织铜含量在 2 小时到达高值

�
然后下降 ;

血细胞 : 在负铜后半小时
�
铜含量已达高值

�
然后迅速下降至正常水

平的一半左右
�
再缓缓上升至正常水平 ;

血清 : 负铜后
�
铜水平缓缓上升

�
在 5 小时升至高值

�
然后渐降

�
8 小

时至正常水平
。

结果显示
�
心脏

、

脾脏
、

肺脏
、

肾脏
、

胃肠等组织在半小时到 2 小时

出现铜高值
�
血细胞在半小时出现最高值

�
肿瘤组织在 2 小时为最高值

�

血清在 5 小时出现最高值
�
而肝脏在 12 小时仍然在富集铜

。
可见

�
荷瘤

小鼠口服醋酸铜后铜的动态分布规律因组织不同而异
�
肝脏是富集铜的最

主要组织器官
。

F 19
.
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一
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�
liv e r

� s p le e n
�
lu n g

�

a n d k id n e y tis s u e o f th e b e a rin g tu m o r m ie e a ff e r o ra I a d m in ist ra tio n

O f e o P P er a c e ta te 万n 12 h o u rs



\
\

\

\

幼匆知幼佃

仁卜改

心

、\

\ 、\

\ \ \

一
.

1
!ll
les

l
les!Jl

l|
eelesll

|
.

8印。

4 0 12

日以乃
日9 2-2 TI祀 d st 川比im J “ 林习.

in at a 拢划旧浓妞ire ti S S u e

J 块曰i勺 tL刀n 了币ce 城甘 。创 a 幻j而动甘沁n 叮“ 详甘盆以目睡
in 12 卜汉招

乞

州 O U FS

F 19
.

2
一

3 T h e d ist ru b ito n o f c O P P e r in tu m o r
�
b lO O d c e ll a n d S e r u m

o f b e a rin g tu m o r m ic e a tt e r o ra l a d m in ist ra tio n O f c O P P e r a c et at e

in 1 2 h U O rS

3 5



卿 l “ cu 在腹水型肝癌小鼠中的转运特点

通过在肝腹水癌模型小鼠尾静脉注射
“ 4 c 。 (% 协c魂 w et wt

.

)
�
以了解

64 cu 在不同组织中的转运与代谢特点
。

发现
6 4 c u 在荷瘤小鼠的血液

、

心

脏
、

肝脏
、 ’
肾脏及胃肠中的变化规律与正常对照小鼠基本一致

�
但在量上

�

正常对照小鼠比荷瘤小鼠要高
�
其原因可能是随着时间的推移

� 6 4 c u 逐渐

集中在腹水中
。

各组织的变化规律如下(表 2
一

4 一
s):

心脏 :正常对照组在注射 64 c u 后 。一30 分钟内 � “ 4 c u 的量从 2
.

77 降至

1
.

79
�
30 分钟后又渐升高

�
至 48 小时达 4

.

68 ; 腹水癌组与正常对照组相

比其变化趋势基本相同
�
3 6 小时 64 c u 总量较对照组有所降低

�
但没有统

计学意义 ( P > 0
.

0 5 ) (图 2
一

3 )
。

肝脏 : 正常对照组在注射
6 4 c u 后很快在肝脏富集

�
在 巧 分钟其 6 4 c u

是其他脏器的 10- 巧 倍
�
在 2 小时达到峰值

�
然后逐渐降低 ; 腹水癌组与

正常对照组相比其变化趋势基本相同
�
但 3 6 小时

6 4 c u 总量较对照组明显

降低
�
有统计学意义 ( P< 0. 05 )

�
说明在 36 小时内腹水癌鼠肝脏中近 40 %

〔 13 .

3 9/3 3
.

% ) 的 64 c 。 转移到腹水或其他组织中 〔如脾脏 )
。

另外正常

对照小鼠肝脏中集中了近 66 % 的铜
�
而 53

.

07 % 的铜集中在腹水癌小鼠的

肝脏中
�
表明肝脏确实是小鼠负铜后铜储存转运的主要器官 (图 2

一

4 )
.
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脾脏 : 腹水鼠和对照鼠脾脏中 64 c u 的变化程度较平缓
�
但在所有组织

中惟有腹水鼠脾脏 36 小时
6 4 c u 的平均水平较正常对照有所升高

�
尽管没

有统计学意义
�
但提示脾脏作为机体主要的免疫反应器官

�
在荷瘤应激情

况下对铜的需求有所增加 (图 2
一

5 )
。

肺脏
: 腹水鼠在注射 30 分钟后

�
肺脏

6 4 c u 降至最低点
�
随后逐渐上

升
�
在 4 小时即达到极大值

.

正常对照小鼠 12 小时达到极值
。

腹水鼠肺

36 小时
“ 4 c u 的平均水平较正常对照明显降低

�
显示出统计学差异

( p < 0
.

05 )
�
提示腹水癌鼠肺中的铜有部分向腹水或脾脏中转移 (图 2

一

6 )
。

肾脏 : 相对肝脏而言
�
64 c u 在肾脏中的富集程度较低

�
除开始有一高

值
�
一小时后变化趋于平缓

.

腹水鼠肾中的 36 小时
6 4 c u 的平均水平较正

常对照略低
�
但无统计学意义 ( p > 0

.

05 ) 〔图 2
一

7 )
。

胃肠 : 注射 64 c u 后
�
在胃肠组织中的变化平缓

�
但腹水鼠胃肠组织

3 6 小时
6 4 c u 的平均水平较正常对照降低

�
尽管无统计学意义 ( p>0

.

05 )
�

但也提示胃肠组织中的铜有向腹水转移的倾向 (图 2
一

8 )
。

腹水 : 随着时间的延长
�
腹水中的 64 c u 含量逐渐增加

�
其占总放射剂

量的比例由第 12 小时的 2
.

9 % 升至第 36 小时的 11
.

72 %
�
说明机体组织 (除

脾脏 )中的铜在缓慢地向腹水中转移
。

将第 4 小时的腹水离心收集癌细胞
�

经过数次洗涤
�
至 6 4 c u 放射性记数稳定

�
发现腹水中 8 8

.

90/0 的 64 c u 集中

在癌细胞中 (图 2
一

9 )
.



血液 : 在注射后 巧 分钟内
�
64 c u 明显处于高值

�
随后一直处于低水

平波动
。

腹水鼠血液 3 6 小时
6 4 c u 的平均水平较正常对照略低

�
但无统计

学意义 ( P > 0
.

0 5 ) (图 2
一

10 )
。

通过静脉注射 64 c u 观察其在正常鼠和荷腹水癌鼠中的转运代谢特点
�

同样发现肝脏是铜富集的主要器官
�
按照 36 小时

“ 4 c u 在组织脏器中的平

均富集程度
�
在正常对照鼠

�
其次序是肝脏

、

肾脏
、
胃肠

、

肺脏
、
心脏

、

血液
、

脾脏 ; 在腹水鼠
�
其次序是肝脏

、

肾脏
、

胃肠
、

肺脏
、

心脏
、

脾脏
、

腹水
、

血液
。

显示
6 4 c u 水平在腹水鼠脾脏中有所上升

�
腹水中的含量超过

血液
。
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[五l 铜诱导金属硫蛋白在组织脏器中的分布特点

在铜治疗实验性肝癌的过程中
�
必然伴随着肝组织金属硫蛋白的诱导

合成
。

我们应用银饱和法测定 M T 的含量
�
观察了正常对照小鼠

、

荷瘤对

照小鼠
、

正常小鼠口服给铜
、

荷瘤小鼠口服铜等四种条件下肝脏合成 M T

的情况
�
以了解荷瘤过程对肝脏诱导合成 M T 能力的影响

�
发现在不负铜

的情况下
�
正常对照和荷瘤对照小鼠铜和 M T 的比值均约为 0. 01 左右

�

负铜 10 天后 (醋酸铜 1S O m g/k g/ d )
�
正常对照和荷瘤对照小鼠铜与 M T

的比值升至 0
.

13
一。.

14 左右(表 2
一

6
�
图 2

一

1 1)
。

结果提示荷瘤小鼠肝组织对

由铜诱导合成 M T 的能力并没有受到肿瘤生长的影响
。

当铜治疗组实体瘤的抑瘤率为 48
.

3 % 时
�
肝组织中的 M T 含量为

4 2 6 7 0士16
.

2扭9/ 9
�
下同)

�
明显高于对照组 3 8 0

.

10 业2
.

6 ( p < 0
.

0 0 1 ) 水

平
�
而治疗组肿瘤组织中的 M T 含量仅为 155

.

6士16
.

5
�
明显低于对照组的

19 1 3士19. 3 水平 ( p < 0. 05 ) (表 2
一

7
�
图 2

一

12 )
。

同时测定组织中的铜

含量
�
发现治疗组肝脏和肿瘤组织中的铜分别为 64

.

3士16
.

7 ( PP m
�
下同 )

和 4
.

7 0切
.

4
�
均高于对照组 6

.

18士0
.

2 0 和 3 3 0切
.

4 0 ( p 均 < o
.

0 0 l X 表 2
一

8 )
。

计算治疗前后肝脏与肿瘤组织中的 M T 水平发现
�
在肝组织

�
每一个 c u 2+

可以诱导合成 2
.

78 个 M T ; 而在肿瘤组织则不仅未见有 M T 的诱导合成
�

反而每一个 c u 2+ 消耗 4 08 个 M T
�
致使铜与 M T 形成负比值 (表 2

一

9
�
图

2
一

13 )
。

结果提示
�
肝脏组织由于铜的聚集诱导了 M T 的大量合成

�
而肿

瘤组织则由于铜的存在不但不能诱导 M T 的合成
�
相反破坏了因荷瘤应激

而产生的 M T
�
使肿瘤组织中自由的铜离子相对增多

�
使铜的抗癌作用得

以实现
。

其它组织尽管在治疗前后铜的含量发生了变化
�
M T 的水平也有

所波动但均没有统计学意义的差别
。

另外
�
治疗组和荷瘤对照组血清铜的变化 (表 2

一

8 ) 很有意义
�
尽管

其他组织在铜治疗后铜水平有所上升
�
但治疗组的血清铜低于荷瘤对照组

铜
�
进一步证明荷瘤鼠血清铜升高并不是体内铜含量的过剩

�
相反提示是

机体铜匾乏的一种征兆
。
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I六】铜与 M T 在细胞中的分布特点
用 孙

。da ni ne 化学染色检测肝组织中铜的分布
�
结果发现铜治疗组肝

组织内出现大量铜的红色颗粒
�
不但分布于细胞浆中

�
而且在细胞核中也

大量出现
�
但肝细胞的胞膜与核膜形态结构均完好无损(图 2

一

15) ; 在铜治

疗组肿瘤组织
�
铜颗粒也同样存在于细胞浆和核中

�
而且在坏死的肿瘤组

织区铜的颗粒更加集中(图 2
一

16) ; 正常对照肝组织和肿瘤组织均没有检测

出铜的颗粒
。

与此同时我们应用免疫组织化学 D A B 染色法检测了肝组织

中 M T 的分布
�
发现在铜治疗组

�
铜诱导合成的 M T 棕色信号相当广泛地

分布于肝组织内
�
尤其在汇管区和中央静脉区更加明显(图 2

一

17)
�
这一结

果反映了在铜的转运通道中高浓度铜诱导合成 M T 的剂量效应
。

在肝细胞

中
�
M T 不但出现在细胞浆中

�
细胞核中也有大量 M T 信号出现(图 2

一

18)
�

与铜颗粒分布规律相一致
�
证明 M T 是由铜诱导合成的

。

而在铜治疗组肿

瘤组织
�
M T 染色为弱阳性或阴性

�
同样在正常对照肝组织和肿瘤组织

M T 也为阴性
�
其结果与用银饱和法测定的结果相一致

。
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【七l 肝脏 、
肿瘤组织中 M T 金属组成特点

我们应用 G- 75 柱洗脱结合原子吸收分光光度法检测了肝脏组织和肿

瘤组织中的 M T 的金属组成
�
发现正常对照小鼠和荷瘤小鼠肝脏 M T 的量

较低
�
金属离子主要以锌为主

�
正常对照小鼠肝脏 M T 峰值中的锌铜比例

约为 8
.

5 :
l( 图 2

一

19 ); 荷瘤小鼠肝脏 M T 峰值中的锌铜比例约为 5
.

75 : 1

(图 2
一

2 0 )
�
提示荷瘤鼠肝脏 M T 中锌比例有所减少

。

在口服负铜 (醋酸

铜 150 m g/ kg/ d )情况下肝脏 M T 峰的金属成分主要是铜
�
正常给铜对照小

鼠肝脏 M T 峰值中的锌铜比例约为 1 : 62
·

5 ( 图 2
一

21 ); 荷瘤给铜治疗

小鼠肝脏 M T 峰值中的锌铜比例约为 l : 17 5 (图 2
一

22 )
�
是前者的 2

.

8

倍
�
提示在荷瘤的情况下

�
肝脏 M T 组成中的一部分锌被铜取代

�
以适应

机体荷瘤应激反应
�

提供对肿瘤治疗所需的足够铜源
。

小鼠尾静脉注射
“ 4 c u 后肝脏很快有 M T 的诱导合成

。

我们分别选取注

射
6‘C u 后 4 小时的正常对照小鼠 (图 2

一

2 3 ) 和腹水癌小鼠 (图 2
一

2 4 )
�

检测结果发现
� 6 4 c u 峰与 MT 峰 C u 的位置相吻合

�
证明所形成的 MT 是

由静脉注射
‘4 C u 诱导合成的

。

其肝脏 M T 峰值的铜锌比例分别为 2
.

27 二1

和 2
.

12: 1
�
说明静脉给铜对其 M T 金属元素的组成影响不大

。

静脉给铜对

诱导腹水癌细胞合成 M T 的能力非常有限
�
几乎检测不到 M T 〔图 2

一

25 )
。
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[j 日 腹腔注射 M T 的分布转运特点

为了探讨 M T 在体内的分布代谢特点
�
我们应用

‘
吸 标记的 M T 注射

到腹水癌小鼠的腹腔中
�
发现 ‘25 1一

MT 极其优先地富集在肾脏 (图 2
一

26 )
�

而在肝脏中的水平是意外的低
�
低于在腹水及癌细胞中的 M T 量

�
也低于

进人血中的水平 (图 2
一

27 )
。

在注射后 1 小时
�
肾脏中的

’25 1一
MT 为 7

.

2 2 (单

位 : % of 林 C 万9
.

tis sue
�
下同)

�
肝脏为 仓45

�
胃肠为 1

.

27
�
腹水为 5

.

07
�

癌细胞为 2
.

18
�
血清为 0

.

82 ; 注射后 4 小时
�
肾脏为 8

.

18
�
肝脏为 1 01

�

胃肠为 3
.

18
�
腹水为 3 21

�
癌细胞为 1

.

28
�
血清为 1

.

14 ; 注射后 12 小

时
�
肾脏为 2. 42

�
肝脏为 0. 06

�
胃肠为 0

.

30
�
腹水为 住43

�
癌细胞为 0

.

33
�

血清为 0
.

4 1
。

M T 这种脏器分布特点似乎反映了肝脏仅是 M T 的诱导合成

器官
�
肝脏对外源完整的 M T 的亲和能力是低下的

�
而肾脏则是 M T 代谢

转运的主要器官
�
具有较高的亲和能力

。

.
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【九l 铜与过氧化氢对质粒 D N A 的损伤及 M T 的保护作用

、 铜的细胞毒作用一般认为是通过铜在体内由 c u Z琳c ul
十

价位转换过程

中产生的经自由基实现的
。

我们应用 C
一

m yc 质粒 D N A 作为靶 D N A
�
通

过铜与过氧化氢体系生成经自由基对 D N A 产生的损害了解体内铜对 D N A

的损伤情况
�
并同时观察 Z n

一

M T
一

n 清除轻自由基
�
保护 D N A 的能力

。

通

过测量 D N A 电泳的相对迁移距离的大小来反映 D N A 损伤的轻重程度
�

D N A 损伤越重
�
质粒 D N A 被分解的片断越小

�
分子量也越小

�
相对迁移

距离越大
�
甚至于弥散为连续的小片段

。

5 4 3 2 1 1月目e F ig. 2
一

2 8 Th
e o b s e rv at io n o f p l朋m id D N A

d am
a罗d b y e o P P e r

�
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P r o te e te d b y M T
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F ig Z
一

2 5 显示在室温 3 0 m in
�
单独铜 ( C u 3

.

12 5旧刀2林l )和单独过氧化

氢(3 o % /2 川)都没有造成对 C
一

m yc 质粒 D N A 损伤
�
仍电泳为三个条带 ; 但

铜和过氧化氢联合作用时
�
D N A 被全部分解为弥散的小片段 ; 反应体系

加人 M T ( 2
.

5网四2川 )
�
则 D N A 的损伤得到部分的保护

�
仍有部分被

分解为弥散的小片段
。
Fi g

.

2
一

29 显示在 4 ℃ 、

30 分钟相同的反应体系中
�

不同浓度铜对 D N A 的损伤情况
。
通过测量 D N A 电泳的相对迁移距离

�
发

现小浓度的铜 ( 3
.

125 林叨2川 ) D N A 的相对迁移距离为 7 m m
�
而

25 件M/ 2闪 铜 D N A 的 相 对 迁 移 距 离 为 1 1m m
�
平 均 迁 移 距 离 为

8
.

0业
.

58 m m
�
铜浓度与 D N A 的相对迁移距离之间存在线性正相关

( 二0
.

98
�

P< o
.

00 5 )
�
提示随着铜浓度的增加

�
D N A 被损伤的程度也越

大
。

而在相同反应体系中加人 5林树2川 M T 后
�
D N A 电泳的相对迁移距

离减少为 4
.

75 士 2
.

50 m m
�
说明 M T 在体外确有一定的保护 D N A 免受自

由基损伤的作用
�
但铜浓度与 D N A 的相对迁移距离之间仍然存在线性正

相关 ( 。0 .

9 6
�
p < 0

.

0 1 ) (表 2
一

10
�
图 2

一

3 2 )
。
F ig

.

2
一

3 0 反映在相同的反

应体系中
�

不同浓度 M T 保护 D N A 免受自由基损伤的剂量效应
。

结果发

现随着 M T 浓度的成倍增加
�
D N A 的相对迁移距离相应缩短

�
M T 浓度

与相对迁移距离之间存在线性负相关 ( 二
一

0. 98
�
p<0

.

05 ) (表 2
一

1 1
�
图

2
一

3 3 )
。

提示在体外
�
随着 M T 浓度的增加

�
M T 对 D N A 有更好的保护

作用
。

另外
�
我们还观察了温度对该反应体系的影响 (图 2

一

3 1 )
�
实验结

果发现随着温度的逐渐升高
�
反应强度增加

�
对 D N A 的破坏作用也逐渐

加大
�
温度与 D N A 电泳距离呈线性正相关 ( 二0. 9 95

�

P< O
.

0 05 )( 表 2
一

12
�

图 2
一

3 4 )
。

实验结果提示
�
铜对 D N A 的损伤强度随着温度的升高

、

铜离子的浓度

增加而逐渐加强
。

Z n
一

M T
一

n 具有一定程度的抗自由基对 D N A 的损伤作

用
�
随着 M T 浓度的逐渐加大

�
保护作用也相应增加

�
但这种保护作用是

有限的
�
不能完全避免铜与过氧化氢对质粒 D N A 的损伤

。
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三
、

讨论

l一l 铜治疗实验性肿瘤过程中的的毒性

铜作为机体必需的微量元素之一与机体的许多生理生化功能密切关

联
�
但用铜作为药物治疗肿瘤显然超越了其生理意义的范畴

�
伴随而来的

毒副作用一直是人们所关心的
.

首先
�
我们认为铜作为抗肿瘤物质与其他

抗肿瘤的化疗药物一样是有一定毒性的
�
因为只有通过细胞毒性作用才能

抑制肿瘤细胞的生长
�
直接杀死肿瘤细胞

�
也才能诱导细胞的程序性死

亡
。

第二
�
铜的毒性也是有限的

�
尤其在肝脏

�
通过诱导 M T 的合成而发

挥解铜毒的作用
�
这与放化疗过程有根本的不同

�
这也就是中医所认为

“
微

毒
”
的机理

。

我们的实验已经说明在一定的时间
、

一定的剂量下铜对肝功

能
、 ’
肾功能

、

外周血没有影响
�
该结果与 S ug an w ar a 对 L E C 大鼠研究的结

果相似
.

他们发现
�
尽管 L E C 大鼠中肝细胞中铜含量高达 227

.

5坦 1
.

6林昨
组织

�
比正常对照 Fi sch er 大鼠肝细胞中铜 5

.

2切
�

1林留g 高出 43 倍
�
其

SGP T
、
S G O T 及 B I JN

、
C R E 等肝肾功能指标仍然没有受到影响【131 �

可见机体对铜的耐受能力是非常强大的
。

但不同的是
�
对正常人而言

�
通

过胆道系统排除铜是主要的途径
�
和 L E C 大鼠先天性胆道系统发育不完

善
�
以至铜在肝脏中大量累积有本质的区别

。
尽管这样

�
在考虑用铜作为

治疗肿瘤的药物时
�
掌握使用的时间和剂量仍然是必须的

。

【二] 血清铜的升高在肿瘤生长过程中的意义
国内外大量资料证实

�
消化

、

呼吸及神经系统的恶性肿瘤患者血清铜
、

铜锌比值增高〔141 。

M ia tt o 等研究了 36 例原发性肝癌饼例胆管细胞癌
�

32 例肝细胞癌其中 10 例伴有肝硬化)和 47 例肝硬化患者
�
发现肝癌患者

血清铜为 4 7
.

17林g/ d l
�
显著高于肝硬化的 2 5

.

9 0林g/ d l (P < 0
.

0 0 1)
�
9 例肝癌

患者肿瘤切除后
�
血清铜下降 ; 但另 5 例病情发展

�
血清铜水平升高

。
存

活期长的病人血清铜水平低
�
提示血清铜水平可作为早期肿瘤监测的一种

筛选方法
。

作者认为血清铜水平 160 林澎dl 可作为监测肝癌的阂值【15] 。

本实验的结果表明
�
小鼠荷瘤 10 天后

�
血清铜水平明显比正常对照组

高
�
与有关报道相符

。

但肝脏
�
胃肠组织的铜含量明显降低

�
而脾脏

、

肾

脏铜含量有所升高
�
可见荷瘤小鼠随着时间的推移

�
体内铜的分布发生了

变化
�
血清铜的升高仅是整体变化的一部分

。

铜的重新分布显然是荷瘤的
60



结果
�
可能是一种有利于肿瘤生、七的继发性病理性变化

�
对正常机体则可

能会造成伤害
�
尤其肝脏组织铜的降低

�
显然会引起诸多需铜酶合成的减

少或酶活性的降低
�
从而影响机体正常生理功能的发挥

。

张宏印〔16 1等人
研究证实

�
荷瘤鼠肝细胞含铜细胞色素 C 氧化酶比活性明显低于正常对照

组
。

Ha rr is[ 17 ]等研究认为
�
铜锌 S O D 的功能活性是由铜决定的

�
限制食

物铜能迅速地损害许多组织铜锌 S O D 的催化活性
。
可见正常组织器官铜

亏耗对需铜酶功能活性影响非常大
。
我们的实验发现

�
血清铜的含量在铜

治疗组明显低于荷瘤对照组 ( P< 0
.

05 )
。

我们认为血清铜的升高只是体内

铜重新分布
、

转运过程中的过渡性变化
�
既是肿瘤生长所必需

�
又是以肝

脏
、

胃肠等重要组织铜不断耗竭为代价的虚假的
“
铜过剩

”
表现

�
可能是

肿瘤后期导致机体衰竭的重要原因之一 血清铜的升高并非意味机体总铜

的增多
�
相反表明机体处于相对的铜饥饿状态

�
动物负铜治疗后血清铜不

但不升高反而降至正常水平即是很好的佐证
。

[三l 铜在荷瘤动物组织细胞中的分布规律

荷瘤小鼠口服醋酸铜后铜的动态分布规律因组织不同而异
。

铜高值出

现在半小时到 2 小时的组织有心脏
、

脾脏
、

肺脏
、

肾脏
、

胃肠等
�
血细胞

在半小时出现最高值
�
肿瘤组织在 2 小时为最高值

�
血清在 5 小时出现最高

值
�
而肝脏在 12 小时仍然在富集铜

。

肿瘤组织基础的铜水平与其他组织相比处于明显的低值
�
而且给铜后

组织铜的变化表现相对的平稳
�
说明在组织生长过程中需要铜

�
但非常有

限
�
属微量元素范畴

。

另外
�
在出现铜的高值时同时出现特别高水平的锌

值(51
.

33 八3
.

94
�
相当正常水平的 4 倍)

�
表明肿瘤组织对高铜有较强的敏感

性
�
较低的存储和耐受能力

�
这可能就是含铜药物治疗肿瘤需要长期用药

的病理生理根据
.

关于锌铜比值变化的机制和意义有待进一步研究
。

64 cu 尾静脉注射到腹水癌小鼠后各个组织脏器的分布规律证明了给

药方式的差异可以引起不同的变化
�
但均表明肝脏是铜的主要富集器官

。

不同的是
�
口服负铜时实体瘤组织富集的铜较少

�
2 小时即达到极值

�
随

后下降 ; 而静脉负铜时
�
腹水中的铜含量随着时间的推移不断升高

�
最后

大部分铜均聚集在癌细胞中
。

表明不同的给铜途径
�
使铜在机体组织中分

布代谢出现不同的特点
�
因此尚需要进一步研究最佳的给铜途径以取得最

佳的治疗效果
。
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关于铜在肿瘤细胞中的分布
�
我们应用组织化学方法发现

�
铜的颗粒

不但分布在胞浆中
�
而且在细胞核中也出现铜的积聚

�
尤其在坏死的部位

更为集中
�
这一变化可作为铜对癌细胞起直接杀伤作用的佐证

。
有意思的

是
�
铜的颗粒也分布在肝细胞的胞浆和核中

�
但是肝细胞的形态结构均是

完整的
�
说明了正常肝细胞和肝癌细胞对铜的不同反应状况和耐受能力

�

从细胞形态学方面更明确地了解铜的抗癌作用与机体自我保护作用的相

对统一性
。

[四 ] 铜抗肿瘤过程中 M T 的组织细胞分布

在铜的抗癌过程中
�
M T 的诱导合成及其作用是非常重要的

。
M T 是

一种小分子蛋白质
�
含有 61 个氨基酸

�
其中约三分之一是半胧氨酸

�
缺少

赖氨酸和其他的芳香簇氨基酸
�
由于其特殊的组成结构

�
M T 具有(l) 鳌合

金属离子
�
调节金属离子在体内的平衡

、

代谢
、

及转运作用【15] ; (2) 具有
较强的清除自由基作用

�
尤且对轻自由基的清除作用是 S O D 的 6 75 倍

flg」; (3 )有良好的热稳定性 �
85 ℃存在 10 分钟不被破坏

�
因此常应用加

热法和其他蛋白进行分离〔2 01 ; (4 )在各种应激条件下(如物理 、

化学应激
、

重金属中毒)易于被诱导合成
�
因此 M T 又被称为

“
应激蛋白

”
[21 1

。

我们应用银饱和法测定了铜治疗后荷瘤小鼠组织中的 M T 水平
.

银饱

和法是 S e heu ham m
e r 和 C h e ri a n 在 19 8 6 年建立[2 2 ]

�
B ie n e n gr a b e r 等 19 9 5

改进的
�
比锡饱和法灵敏可靠[23 ]

。

实验结果显示
�
在铜有效的抗癌清况

下
�
口服醋酸铜可以诱导肝脏组织合成大量的 M T

�
而荷瘤对照组则明显

低于治疗组
。

令人感兴趣的是肿瘤组织中的 M T 水平
�
荷瘤治疗组比荷瘤

对照组低
。

但 A A S 测定微量元素铜的结果显示
�
无论肝脏组织还是肿瘤

组织
�
治疗组铜都比对照组高

。

进一步研究发现在肝组织每一个 c u 2+ 可以

诱导合成 2
.

78 个 M T
�
而肿瘤组织每一个 c u 2+ 可以消耗 4 08 个 M T

�
使肿

瘤组织中自由的铜离子相对增多
。

这样
�
尽管治疗组肝脏中含有大量的铜

�

但通过 M T 的合成
�
有效地防止铜的毒性

。
肿瘤组织由于相对升高的铜水平

和较低的 M T 水平
�
发挥了铜的抗癌作用

.

关于肿瘤组织中 M T 诱导合成的报道很多
�
在甲状腺癌

、

精源细胞癌
、

唾液腺癌
、

膀胧癌
、

乳腺和大肠腺癌都有 M T 的表达
�
而且认为 M T 的高

表达与肿瘤组织的抗药性有关汇24 ]
。

但诱导肿瘤组织 M l
�

表达的因素目前
6 2



还不清楚
�
可能与各种物理或化学应激有关

�
尤其与肿瘤发生发展过程中

各种细胞因子的刺激有关
。

因为有报道白细胞介素 l
�
6

、

肿瘤坏死因子

[2 5
一

26 ]等都可以诱导 M T 的合成
�
而且 M T 中的金属主要以锌为主

。

我们

应用 6 4 c u 示踪法结合 G- 75 柱洗脱和原子吸收分光光度法检测了 M T 的金

属组成
�
发现正常对照小鼠肝脏 M T 中 Z 可C u 比例约为 8

.

5 : 1
�
M T 的

量很低 ; 在负铜情况下肝脏 M T 峰值的金属成分主要是铜
�
Z 可C u 比约为

1 : 6 2
.

5 ; 在荷瘤的情况下
�
小鼠肝脏 M T 中 Z 可C u 比例约为 5

.

7 5 : l
。

通过 6 4 c u 示踪法同样发现
�
在注射

6 4 c u 4 小时后的肝脏淋洗图中
�
荷瘤小

鼠肝脏中 M T 的 Z 可C u 比约为 2 : 1
�
与正常对照小鼠相似

。

应用免疫组织化学 E g
一

M TI 单克隆抗体 D A B 显色
�
我们检测了 M T

在肝细胞中的分布
�
发现治疗组肝细胞中 M T 的分布与铜的分布基本一

致
�
不但胞浆 中有 M T 颗粒

�
细胞核 中也分布有大量的 M T

�
与

P a n e m an g a lo r e (19 8 3 )E le m e r (19 8 7 )报道在胎儿或新生大鼠的肝细胞核中有

铜 M T
、

负铜大鼠的肝细胞核中有铜 M T 的阳性染色颗粒的结果一致[2 7
-

28 ]
。

对照组肝细胞和肿瘤细胞中 M T 的阳性颗粒较少或呈阴性
.

有研究指

出口9 ]
�
给铜的途径也影响着 M T 的合成

。

肌肉注射铜能够很容易诱导合

成 M T
�
而且肝脏中差不多一半的铜以 M T 的方式存在 ; 如果经 口给铜

�

只有肝脏中的铜的浓度达到 6 00 环吮才能诱导合成 M T
�
而且也只有少量

的铜与 M T 结合
。

肝脏如此
�
对于肿瘤细胞而言

�
通过 口服铜诱导 M T 的

能力必然显得更弱
.

【五1 M T 在肝肾 、

肿瘤组织中的意义

肝脏中 M T 的高表达对保护肝脏是非常重要的
。

大量的资料证实 M T

有很强的清除自由基作用
�
尤其对经自由基的清除能力是 S O D 的 67 5 倍

.

我们的实验结果也证实 Z n
一

M T n 能有效地保护质粒 D N A 免受铜和过氧化

氢生成的经自由基的损害
�
而且其保护能力与 M T 的浓度呈正相关

�
M T

浓度越大
�
对自由基的清除能力也越强

。
S ug an wa ra� N 发现即使 L E C 大

鼠中肝细胞中铜含量达 22 7
.

5公 1
.

6协留g 组织
�
比正常对照 Fi sc he r 大鼠肝细

胞中铜 5. 2切
.

1协眺 高出 43 倍时
�
SGP T

、
S G O T 及 B U N

、
C RE 等肝肾

功能指标均没有受到影响
�
在 L E C 大鼠肝细胞浆中

�
% % 的铜

、
66 % 的

锌是与 M T 结合的
�
M T 的铜锌比值在 L E C 大鼠中是 5 9士o

.

lj l
�
而正常

6 3



Fi sc he : 大鼠仅为 2/ 7
.

1切
.

8
�
说明 L E C 大鼠通过 M T 的合成在一定程度上

保护了肝脏[2 8J
.

在体外实验研究中
�
W all a ce [2 9 ]等用高表达的 M T 载体

转染到中国仓鼠卵巢细胞中
�
分别比较了 M T 与铜和铁对细胞 D N A 的损

伤情况
�
发现在有 M T 高表达的细胞中 D N A 损伤非常少

�
而几乎没有 M T

表达的野生型细胞株 D N A 受到铜的损伤非常严重
�
铁对各种细胞 (无论

是否有 M T 的表达 ) 的损伤情况基本一致
。

他们认为大量的 M T 的表达稳

定了铜 (一价 ) 的状态
�
阻止了铜参于氧化还原反应及 Fe

n to n
�
s 反应

�
因

而避免了经自由基的形成
�
保护了 D N A

。

铁则不存在这种机制
。

结果证

明机体尤其是肝脏通过诱导合成 M T 减低了铜对机体的损伤
�
阐发了铜

“
微

毒
”
的现代生理病理学特性

。

关于对肾功能的保护作用
�
可能是通过两方面的机制实现的

。
我们的

实验结果表明
�
在口服给铜过程中

�
给铜组铜水平与对照组相比尽管略有

升高
�
但并没有统计学差异

�
证明肾脏累积的铜较少

�
; 另一方面

�
也可

能是通过 M T 实现的
.

很早就有人证实通过皮下注射铜可以诱导肾脏 M T

的合成【30 1�而且 Pi sc at or 在六十年代就发现肝脏合成的锡 M T 可以通过血

液循环转移到肾脏〔川 。

Br
e m ne r 也认为铜 M T 可以象镐 M T 一样通过血

液循环转移到肾脏【3 2] �
而且

�
在大鼠皮下注射铜 M l

�

后
�
M l

�

也极其优

先地转移到肾脏〔33 ]。 我们应用 ’Z
sl- M T 注射到腹水癌小鼠的腹腔中

�
发现

M T 极其优先地富集在肾脏
�
而到肝脏的 M T 水平最低

。

反映了肝脏仅是

M T 的诱导合成器官
�
肝脏对外源完整的 M T 的亲和能力是低下的

�
而 M T

确实可以通过血液循环转移到肾脏
�
肾脏则是 M T 代谢转运的主要器官

�

具有较高的亲和能力
。

所以
�
铜离子和 M T 分布代谢的特异性

�
使 M T 对

肾脏的保护作用得以充分发挥
。

对于铜治疗的肿瘤组织
�
我们已经知道

�
铜的进人不但不能诱导 M T

的合成
�
反而一个 c u 2+ 消耗 4 08 个 M T

�
明显降低了肿瘤组织原有的 M T

水平
�
而铜离子的含量相对明显升高

�
使铜的抗癌作用得以发挥

.

但肿瘤

细胞中 M T 的表达与铜抗癌之间的关系尚需进一步研究
。
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第三部分 M T 基因表达与铜抗癌作用

引言

M T 的表达对于肿瘤治疗的利弊已经引起人们广泛争论和关注
�
许多

人认为肿瘤细胞中 M T 的高表达不利于肿瘤的放化疗
�
将其归人耐药基因

范畴〔11 。

我们的实验发现在铜有效治疗实验性肝癌过程中
�
肝组织中 M T

含量明显升高
�
而肿瘤组织中 M T 含量却显著下降

�
M T 与铜之间的关系

耐人寻味
�
为此我们将人 M T

一

n 基因转人人 7 4 02 肝癌细胞
�
以了解肿瘤细

胞内高表达的 M T 对铜抗癌作用的影响
。

实验材料与方法

【一 } 实验材料

l 细菌

E
.

Co l谊 B 101
�
北京医科大学病理系肿瘤研究室提供

。

2 质粒

p B A c N co 二含有部分 P B邢22 片断
�
可在 E

.

C of i中复制
�
并具有 A m p

抗性
。

由早期 S V 40 启动子驱动的 E
.

C oli N co 基因使得该质粒转染的细胞

能在 G- 41 8 选择培养基中生长
。
p B A cN oo M T n

一

A : 由卜A cti
n 启动子驱

动的全常人 M T n
一

A cD N A 克隆在姆A cN eo 质粒上
。

上述质粒由美国纽约医学院 D r
.

P rt er J
.

S ci av ol ino 惠赠
�
第四军医大学

邓欣珠博士转赠
。

3 酶

限制性内切酶 ( B am H
一

I
�
E co R- I ) P ro m eg “

R N as e �蛋白酶 M e r e k

4 同位素
a

一 3
争 d C冲 亚辉公司

5 探针

卜ac tin 2. 0冲 天象人生物工程公司

6 其它重要试剂



D M E M
�
R 卫加11

一

16 4 0
�
L po fe ct am in e

�

D E P C

T ri s
一

b as e �
S D S

低熔点琼脂糖
�
小牛血清白蛋白

�

M O P S
�
D A B

�
甲酞胺

E th id iu m B ro m id e (E B )

Y e as t E x tr a c t

X 光片

胎牛血清

G
~

4 18 G ibco

日本化学工业株式会社

S e r v a

5 ig llla

F lu k a

英国 O X O m

F U ll 日本

天津奶牛研究所

【二! 实验方法
1 质粒的扩增与制备价]

1
.

1 质粒转染细菌 :

洗净配套的玻璃平皿 2一3 个及 5 00- 10 00 毫升的三角烧瓶一个
�
空干 ;

称取 A G A R (琼脂 ) 3 克
�
L B Z oo 毫升

�
倒人三角烧瓶中

�
混匀 ; 玻璃

平皿及 L B 置高压锅中高压消毒 3 0一40 分钟 ; 在超净台中
�
待 L B 凉达 50

℃ �
加氨节青霉素 ( 1” g/ m l ) 20 0川 �

混匀
�
每个平皿中倒人 L B 20 毫升

。

冷却后置 4 ℃冰箱保存 。

从液氮罐中取出制备好的感受态菌 100 闪置 1
.

sml

的 EP 管冰中; 稀释质粒
: 1川 ( 5 50n g/ m l )加 50 贝三蒸水; 将稀释质粒

加人 l
.

s m l 的 E P 管中与感受态菌混匀
�
立即置冰水中 30 分钟左右 ; 取

出
�
4 2 ℃水浴 1 分钟 ; 加人 L B 液 500 国 混匀

�
37 ℃水浴 1 小时 ; 在

超净台中铺板
�
将上 L B 液倒人上平皿中

�
用推手将平皿铺平

�
平皿倒置

�

放人 37 ℃孵箱中 15 一
24 小时 ;在出现菌落后

�
挑其中 1个放人含有 lm lL B

液和 1贝氨节青霉素消毒好的 10 ml 试管中
�
用封 口膜封好瓶口

�
37 ℃摇

床 15 一 2 4 小时 ;取一只 10 0 0 m l消毒好的三角烧瓶
�
加 L B 液 2 0 0 一 3 0 0 m l

�

菌液 2 0 0 一 3 0 0林l
�
氨节青霉素 2 0 0 一 3 0 0 件l

�
混匀

�
3 7 ℃摇床 10 一 12

小时
�
速度 12 0 一 14 0 次/分; 测 O D 6 0 0 值=0

.

0 6
。

1
.

2 质粒的提取

收集转染菌
�
3 0 00 印m /m in 离心 15 分钟

�
倒置离心管

�
用吸水纸吸干液

体 : 离心管放冰水中: 加 Z m l溶液 I ( T ri s
一

H C I p H 8
.

0 2 5 m M
�

印T A p

H 7
.

0 10 m M
�
G lu e o s e 5 0 m M )

�
用枪吹打悬浮细菌

�
冰水中 10 分钟 :

6 8



加 4 m l溶液 11 ( l% S D S
�
0

.

16N N aO H )
�
冰水中 10 分钟

�
反复混匀

�
形

成粘稠状液体 ; 加 3 ml 溶液班 ( SM 醋酸钾 )
�
冰水中 巧 分钟

�
轻轻地反

复混匀
�
形成豆腐渣状混浊液; 3 0 0 0印耐m in 离心 加 分钟

�
弃去致密沉

淀
�
收集上清 ; 加 gm] 等体积的用 Ti s

一Cl 饱和的重蒸酚
�
混匀

�

3 0 0 0印m /m in 离心 10 分钟
�
收集上清 ; 加 4

.

sm l用 Ti s
.

H C I饱和的重蒸酚

及 4
.

sm l氯仿 : 异戊醇 ( 2 4 : 1 )
�
混匀

�
3 0 0 0 rp n 订m in 离心 10 分钟

�

收集上清 ;加 g m l等体积的氯仿 二异戊醇 ( 24 : 1 )
�
混匀

�
3 0 00 甲m 加in

离心 10 分钟
�
收集上清 ; 加 18 m l 两倍体积的冰冷无水乙醇

�
混匀

� 一

20

℃冰箱中置 1 小时 ; 3 000 印n 订m in 离心 加 分钟
�
去上清

�
在乳白色的沉淀

中加三蒸水 2州
�
溶解后

�
加 10浏的 R N as e �

37 ℃水浴 2 小时消化 R N A ;

将液体分装至 3 个 E P 管中
�
加等体积的 P E G

�
混匀

�
置 o ℃ 1 小时 ;

10
�
0 0 0甲m /m in 离心 10 分钟

�
去上清 :加 7 0% 的乙醇 50 0林l

�
10

�
0 0 0甲m /m in

离心 5 分钟
�
去上清

�
洗 2 次 ; 每管加三蒸水 50 川

�
混匀溶解 D N A

�
取

2川电泳
�
检查提取质粒 D N A 的量

�
余者

一

20 ℃保存

2 M T
一

n A 质粒 D N A 片段的回收 (透析袋法 ) [3]

M T
一

II A 质粒 D N A 经限制性内切酶 B 剐m H
一

I消化后
�
在 1 0 % 的琼脂糖

胶中电泳
�
待目的片段与载体 D N A 分开后

�
切下目的片段 D N A

�
置于处

理后的透析袋中
�
在 0

.

sx TB E 电泳缓冲液中 loo V 电压电泳 1 小时
�
回收

袋中的液体
�
经酚氯仿抽提

�
乙醇沉淀和漂洗

�
溶于三蒸水中

�
电泳定量

�

用做 D N A 和 R N A 杂交
。

3 脂质体 LI Po fe c ta m ine R e a ge nt 介导的 M T
.

n A 基因转染砰]

3 1 M T
一

H A 质粒 D N A 的纯化与无菌处理

高压消毒 E P 管和三蒸水备用 ; 提取的质粒 D N A 用无菌三蒸水扩大体

积至 200 闪
�
再次用酚

一

氯仿抽提
�
离心 10 0 00 转/分

�
10 分钟

�
回收上层

水相 ; 水相加 2 倍体积
一

20 ℃储藏的冰冷无水乙醇及 1/ 10 体积的 3M 的醋

酸钠
�
混匀置

一

20 ℃ 1 小时
�
10 0 00 转/分离心 10 分钟 ; 冰冷 7 0% 乙醇洗

2 次
�
除盐 ; 无水乙醇洗一次

�
置超净台中晾干 ; 无菌三蒸水 40 川溶解质

粒 D N A
� 一

20 ℃储藏备用 。

3
.

2 M T
一

n A 质粒 D N A 的基因转染
6 9



在 37 ℃ �
5% C 0 2 孵箱中

�
待 7 4 02 细胞贴壁生长至 50 一 8 0% 密度时

( 60 m m 培养瓶 )
�
去除含血清的 164 0 培养液

�
用无血清的 1640 培养液

洗细胞 2 次
�
备 A

、
B 液 :

A 液 : 含无血清的 164 0 培养液 100 闪及质粒 D N A I 一 2林g

B 液 : 含无血清 的 1640 培养液 90 以 及脂质体 Li po fe ct am ine

Re
a g e nt lo协l

。

将 A B 两管溶液合并一起
�
轻轻混匀

�
在室温下放置 30 分钟

�
以形成脂质

体 D N A 的复合物 ; 在培养瓶中
�
加人 lml 无血清的 164 0 培养液

�
同时将

A B 复合液加人其中
�
轻轻混匀 ; 在 37 ℃ �

5% C O Z孵箱中培养转染细胞

12 小时
�
去除培养液

�
加人含血清的 16 4 0 培养液

�
继续培养 24 一 72 小

时 ; 待细胞基本长满
�
按 1 : 3 传细胞

�
细胞贴壁后

�
进行下一步骤

4 新霉素筛选转染细胞【5]
7 4 0 2 细胞消化后

�
以 5 0 0 0 个/孔接种 2 4 孔板

�
培养基不加抗生素

。

待细胞贴壁后
�
按不同浓度加人 G4 18

�
每个浓度平行两孔

�
细胞培养 14

天时显微镜下观察细胞存活情况
�
确定杀死细胞的最低浓度; 待细胞贴壁

生长密度达 5 0
一

70 % 左右汇合时
�
去掉培养液

�
更换人浓度为 800 协留m lG4 18

培养液中进行筛选 (伴有未加转染液的细胞作为对照 )
�
当作为对照的细

胞大部分死亡时 (约 3
一

5 天 )
�
再更换一次浓度为 2 00 协留角IG4 18 培养液

�

以维持筛选作用
�
直至有细胞克隆出现

.

倒置显微镜下观察细胞克隆的大小
�
在平皿底做标记

。

一般选 5 一 6

个 ; 在超静台里
�
将含 0

.

25 % 胰蛋白酶
~

E D T A 消化液小心加人标记好的细

胞克隆上
�
5 一 10 分钟后

�
小心谨慎地吹打细胞

�
将不同克隆的细胞分

别移人不同的培养瓶中
�
加人完全培养液继续培养

�
至下一步作转染基因

鉴定
。

5 标记探针〔6]
采用随机引物法标记

。

取 D N A 探针 50 林g
�
100 ℃水浴变性 5 分钟

�

冰浴冷却后加人反应体系 ( 含 d T T P
�
d A TP

�
d GT P�50 “ Ci a

一 3 2P
-

dC仰
�
B S A )

�
最后加人 l林1 K len o w E n z y m e

�
使反应体积为 2 0闪

�
3 7 ℃

温育 12
一

18 小时
�
加三蒸水至体积为 10 0川

�
应用酚氯仿抽提

�
乙醇沉淀

7 0



回收探针
。

6 S o u th e r n B lo t[7]

6
.

1 提取细胞大分子 D N A

细胞生长满瓶
�
用 1 x P B S 洗 2 次 ; 细胞刷刮下细胞

�

EP 管收集离

心
�
10 0 0 转/分

�
2 分钟

。

两瓶细胞收集为一管;加 S E 细胞裂解液 3 8 0闪
�

10 % s D s 10 川
�
R N A 酶 10 川

�
悬浮细胞 ; 37 ℃孵育 1 小时 ; 用等体积

4 0 0川 T ri s
一

H C I饱和重蒸酚抽提一次
�
1 : 1 的酚和氯仿 (氯仿 二异戊醇

二2 4 : 1 ) 抽提一次
�
再用等体积 4 00 闪 氯仿 (氯仿 二异戊醇二24 : 1 )

抽提一次
�
以彻底去除蛋白 ; (注意二 在加液混匀时

�
不可剧烈

�
以免

机械剪力破坏大分子 D N A ); 加入 2 倍体积的冰冷无水乙醇
�
1/ 10 体积

的 3 M 醋酸钠
�
沉淀 D N A ; 挑出沉淀的大分子 D N A

�
70 % 乙醇洗两次 ;

加 17 5协l三蒸水溶解 D N A
�
4 ℃保存 。

6. 2 大分子 D N A 的酶切
、

电泳及转膜

待 D N A 完全溶解
�
加限制性内切酶 E co

一

1 5闪
�
10 x B u fl飞r20 川

�

37 ℃孵育
过夜

�
1% 琼脂糖凝胶电泳 ; 电泳完毕

�
分别用酸性液 (0. Z m of 几 H CI

�

10 分钟
�
2 次)

�
碱性液 ( 0

.

s m o l几 N aO H
�
1 5 m o l几 N aC I

�
2 0 分钟

�
2

次 )
�

中性液 (一mo 比 T ri s
一

b as e �
1

.

sm o比 N a C I
�
2 0 分钟

�
2 次) 处理胶

�

使 D N A 变性 ;采用毛细管法将变性 D N A 转移到硝酸纤维素膜上
�
Z O xS S C

作为转移缓冲液
�
转移 24 小时

�
将膜浸在 6 x S S C 中 5 分钟

�
然后室温晾

干
�
8 0 ℃烤箱干烤 2 小时

�
备用

。

6
.

3 预杂交及杂交

将硝酸纤维素膜放进杂交袋中
�
加 人预杂交液 ( 6 xS S C

�

sx D en h ar dr 试剂
�

0
.

5% SD S
�
10 0林创ml 变性并断裂成片段的蛙精

D N A ) ; 6 8 ℃水浴中温育 4 小时
。

倒出预杂交液
�
重新加人预杂交液 3ml

�
变性蛙精 D N A 及 a 一

32P

探针
�
赶走气泡

�
封口

�
68 ℃水浴 24 小时 。

6
.

4 洗膜

迅速将杂交袋沿三边剪开
�
取出硝酸纤维素膜放人溶液 I ( 6

/

S S C
�
0 5% S D S

�
10 分钟

x l 次
�
6 8 �C ) �

溶液 fl ( 2
x S S C

�

0
.

1% S D S
�
2 0 分钟

/ 4 次
�
6 8 ℃ ) 中 。

若本底太高
�
可用洗液 ( 0 5

、

S S C
�
0

.

1% S D S
�
10 分钟

x Z 次 ) 再处理一次
�
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6
.

5 放射自显影

取出硝酸纤维素膜在吸水纸上稍晾干
�
用封口膜将硝酸纤维素膜上下

包好
� 一

70 ℃放射自显影 。

时间视标记探针的放射强度而定
。

7 N o rt h e r n B lo t【8]
7

.

1 R N A 的提取

用冰冷的 1 x P B S 洗细胞
�
2 次

�
细胞刷收集细胞(以下操作尽可能在 O -

4 ℃或在冰水中进行 �
所有试剂均由 D EP C 水配制

�
所有玻璃器皿均干烤

18 0 ℃ �
6 小时

。
); 再用冰冷的 l x P B S 洗细胞

�
2 次 ; 加冰冷的溶液 D 5 0 0 协飞

(4 M 异硫氰酸肌
�

25 m M 柠檬酸钠
�
0

.

5 % N
一

S ar k o e yl
�
0

.

IM 乃
一

疏基乙醇)
�
用

枪混匀
�
使细胞裂解 ; 加 卜琉基乙醇 3

.

5闪 ; 加 50 川 ZM 醋酸钠 ( 0
.

1 体

积 ) 5 0 0协l水饱和酚 ( 1 体积 ) 10 0协l氯仿 : 异戊醇 ( 4 9 : l ) ( 0
.

2 体

积 )混匀 10 秒钟
�
置冰水 15 分钟 ; 12 000 rp 耐m in

�
离心 20 分钟

�
取水相 ;

加异丙醇 6 0 0 ‘:l � 一

2 0 oC 放置 l 小时 : 12 o o o rp m /m i
n �
离心 2 0 分钟

�
弃上

清 : 加 3 0 0林l溶液 D 及 卜琉基乙醇 2
.

1协l
�
混匀 : 加 3 0 0协l 异丙醇

� 一

2 0

℃放置 1 小时 ; 12 0 00 甲m /m in�离心 20 分钟 �
弃上清; 75 % 的乙醇洗沉淀

2 次 ; 室温晾干去除残存的乙醇
� 一

20 一70 ℃保存 。

7. 2 R N A 电泳及转膜

R N A 经 65 ℃变性 巧 分钟
�
冰浴冷却

�
在胶浓度 1

.

2 % 的甲醛变性胶

上进行电泳
�
电压 70 伏

�
电泳 4 小时

�
将胶取下后用 D E P C 水冲洗

�
0. 05 M

N a O H 浸泡 2 0 分钟
�
Z O x S S C 冲洗

�
采用毛细管法将变性的 R N A 转移到

硝酸纤维素膜上
�
Z O x S S C 作为转移缓冲液

�
转移 24 小时

�
将膜浸泡在

6 x S S C 中 5 分钟
�
室温晾干

�
80 ℃烤箱干烤 2 小时

�
备用

。

7
.

3 杂交及洗膜

将转移上 R N A 的硝酸纤维素膜在 42 ℃ 甲酞胺体系进行预杂交
( s x S S C

�
50 % 甲酞胺

�
s x D en hard

t ) : 5 小时后
�
赶出预杂交液

�
重

新加人预杂交液 3ml
�
探针及蛙精 D N A 7 林 l

�
42 ℃水浴杂交 24 小时 。

从杂交袋中取出硝酸纤维素膜放在洗液 1 ( s x S S C ) 中
�
42 ℃ �

15

分钟
x Z 次 ; 洗液 2 ( l x S S C

�
0

.

1% S D S ) 15 分钟
x Z 次 : 洗液 3

( 0
.

lx S S C
�
0

.

1% S D S ) 15 分钟
x Z 次

�
将膜用滤纸吸干

�
用保鲜膜包好

�

置暗盒
一

70 ℃放射自显影 �
时间视标记探针的放射性强度而定

。
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8 软琼脂生长实验[9 ]

底层琼脂 : 1 2 % 的软琼脂灭菌后与等体积的 Zx D N [E

牛血清
�
Z O O U /in l青霉素

�
2 0 0件留m l链霉素 ) 混合均匀

�

7 、4 c m 培养瓶中
�
冷却凝固

。

M (含 20 % 的胎

以 sm l分装于

顶层琼脂制备及培养: 0
.

6 % 软琼脂灭菌后与等体积

2 0% 的胎牛血清
�
Zoo U /m l 青霉素

�

分装于试管
�
冷却至

2 0 0林翻m l 链霉素 )

Z x D N [E M (含

混合均匀以 3 m l

胞 10 0 0
一

2 0 0 0 个
�

生长集落
。

37 ℃时 �
分别加人转染和未转染 M T 质粒的 7 4 02 细

混匀后倒在底层琼脂上
�
37 ℃密闭培养 3 周

�
镜下查找

g D N A
“
L a d d e r

”
[10 ]

细胞传代贴壁汇合至 80
一

90 % 后
�
更换不含血清的 164 。

培养一段时间后
�
收集所有细胞

�
离心

�
用 1 x P B S 洗两次

�

液 3 8 0林l
�

( lm g/ m l )

三蒸水溶解
�

10 % S D S 10林l
�
0

.

1% R N as e 10林l
�

培养液
�
继续

加 D N A 裂解

37 ℃温育 2 小时
�

10协l
�
3 7 ℃温育 2 小时

.

2 0 卜l电泳
。

胶浓度 1
.

5%
�

色
�
紫外灯下观察照相

。

酚氯仿抽提
�
乙醇沉淀

�

电压 5 0 V
�
电泳 3 小时

�

加 P K

加 5 0尽l

E B 染

二
、

实验结果

I一】 p B A c N eo M T
.

n A 的限制性酶切鉴定

载体 PB A c 长约处b
�
含有 3 个 B a m H I

电泳可见 6. 3
、

隆到 PB A c N e o

3
一

2 )
。

酶切位点 ‘图 3
一

2 )
�
酶切后

2 2
、
0

.

6k b 三个片段
�
将人 M T

一

n Ac D N A

载体上经酶切
�
电泳可见 6. 3

、
2. 2

、
0. 6kb

( 0
�

4 kb ) 克

三个片段 (图



B

州
‘
~

2A

N d e k

P B R3 2

O ll 子
一Pst l

护
s 、 、。

’

\
二

预黔生尸
二、amH ‘

MMM 七 bbb

Fi g
.

3
一
l、飞e to r m 即 ot’ p B Ac tN E O

2 3 L a fl C

3
一

2 质粒 D N A 酶切 电泳图
�

M T 质粒被切成三个条带
�
其长度

分别为 6
.

3
、
2

.

2
、
0

.

6 k b

la n e 1 M ar k e r

la n e
.

2 M T P la sm id

lan e 3 M T P la s m id d ig e s te d b y

B a m H I

[二1 脂质体 L IP o fe c ta m in e Re
a g e n t 介导的 M T

.

n A 基因转染人 7 4 0 2 细

胞

7 4 0 2 细胞在含 G 4 18 5 0
、
10 0

、
1 5 0

、
2 0 0

、
3 0 0

、
4 0 0 及 5 0 0协留m l

的 16 4 0 培养液中培养 14 天
�

G
一

4 18 杀死全部细胞 的最低浓度为

2 0 0 协留ml
�
本实验以 8 0 0 林留ml 的 G

一

4 18 加人到转染细胞的选择培养基中

进行筛选 (伴有未加转染液的细胞作为对照 )
�
当作为对照的细胞大部分

死亡时 (约 3
一

5 天 )
�
再更换一次浓度为 2 00 协岁m l G4 18 培养液

�
以维持

筛选作用
�
直至有细胞克隆出现

。

分别挑选多个细胞克隆
�
扩大培养

�
命

名为 M T
一

7 4 0 2 系列细胞
。
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[三l 转染细胞 M T 的表达和形态
、
生长特点

分别用 S o u th e r n B lo t 及 N o rt h e r n B lo t 检测 M T
~

D N A 的水平和转录

活性
。
S o u th e rn B lo t结果显示 M T

一

7 4 0 2 细胞的 D N A 拷贝有 5个
�
对照 7 4 0 2

细胞的 D N A 拷贝有 3 个 (图 3
一

3 ); 在 R N A 上样量基本相同时 (图 3
一

4 )
�

N o rt h e m B fo t结果显示 M T
一

7 4 02 细胞的 M T
一

m R N A 是对照 7 4 02 细胞的 20

倍(图 3
一

5)
。

7 4 0 2 细胞与 M T
一

7 4 02 细胞相比
�
在形态上 7 4 0 2 细胞大多以梯形为主

�

折光性强
�
轮廓清晰

�
贴壁生长的有序性较好

�
细胞生长失去接触抑制(图

3
一

6) ; M T
一

74 0 2 细胞以梭型为主
�
细胞形态更加饱满

�
体积较大

�
折光性

较弱
�
轮廓欠清晰

�
贴壁生长的有序性较差

�
细胞生长也失去接触抑制 (图

3
一

7 )
。

两种细胞的生长曲线显示 7 4 0 2 与 M T
一

7 4 02 细胞的生长速度基本一

致
�
均在第六天细胞增殖至平台期 (图 3

一

8 )
。

1 Z L a n e

口曰心. 月目口巴期爪川点碑〕冷懊势叱�、份‘
F ig. 3

一

3 S o u th e r n b lo t

L a n e 1 7 4 0 2 e e lls

L a n e 2 M T
一

IIA g e n e tr an sfe e ta n t M T
一

7 4 0 2

c e lls

5 4 3 2 1 L a n e F ig
.

3
一

4 7 4 0 2 e e U s P ie tu r e

R N A e le e tr o P h o re s is a g r o s

s ta in d b y E B
.

L an e l M T
一

7 4 0 2 a

L a n e Z M T
一

7 4 0 2b

L an
e 3 M 7

一

7 4 0 2 e

L a n e 4 7 4 0 2 a

L an e 5 74 0 2 b



5 L a n e
F ig

.

3
一

5
.

N o rt h e r n b lo t o f M T in

7 4 0 2 a n d M T
.

74 0 2 此115

L a n e 1 M T
一

7 4 0 2 a

L a n e 2 7 4 0 2 a

L a n e 3 M T
一

74 0 2 e

L a n e 4 7 4 0 2b

L a n e s 7 4 0 2 e

F ig. 3
一
6 M T 74 02 e e lls P ie tu rc

F ig
.

3
一

7 74 0 2 c e召15 P ic tu re
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T a b
.

3
一
1 T h e g r o wt h

e u 口e o f 7 4 0 2 e el l a n d M T
一

7 4 0 2 cel l
.

CCC e llll 1 2 3 4 5 6 777

777 4 0 222 8
.

8 8士 14
.

30士 2 1
.

19士 50
.

3 8士 10 9
.

2 5士 2 1 1
.

8 8士 18 5
.

3士士

22222
.

2 3 4
.

2 9 6 3 6 2 1
.

5 7 3 5
.

8 9 4 0
.

64 3 2
.

7222

MMM T
...

9
.

8 8土 17
.

5土 50
.

7 5土 7 5
.

2 5士 14 4
.

50士 2 5 3
.

13士 18 2
.

5士士

777 4 0 222 3
.

18 3
.

3 1 10 2 6 30
�

2 2 4 5
.

58 50
.

4 4 2 8
.

6 666

PPP v al u eee >()
.

0 5 > 0 0 5 < 0
.

0 5 >()
.

0 5 >()
.

0 5 >()
.

0 5 >()
.

0 555

L�口y 。
F ig

.

3
一

8 T h e g『o wt h c u v e r o f 7 4 0 2 ce l!5 a n d
M T

一

7 4 0 2 C e l!5 in 功tm

【四 1 M T 对人 7 4 02 肝癌细胞恶性表达的影响

用 M T
一

7 4 0 2 细胞与 74 02 细胞进行软琼脂培养
�
发现两种细胞皆有细

胞集落形成(图 3
一

9
�
3
一

10)
�
说明转染 M T 基因后 M T

一

7 4 02 细胞的恶性程

F ig 3
一

9 M T- 74 0 2 e e ll e lo n e fo r m e d in

s o ft a gr o s m e d iu m
.

F ig
.

3
一

10 74 0 2 c e ll e lo n e fo r m e d in s o ft

a gr o s m e d iu m
.



度
�
均丧失了正常细胞的停泊依赖性

。

【五1 M T 对铜抗癌作用的影响

为了研究细胞内高表达 M T 对细胞耐受铜毒性的影响
�
我们在含有不

同浓度的铜 ( 50 砰M
、

10 0协M
、
2 00 卜以 )培养基中平行观察 7 4 02 细胞和

M T
一

7 4 0 2 细胞的生长曲线
�
发现转染 M T 基因的 M T

一

7 4 02 细胞对铜毒性的

耐受能力较 7 4 02 细胞明显下降(表 3
一

2)
。

实验第 2 天 50 ” M 组 M T 一

7 4 02 细

胞从 8 4
.

0 0士1 1
.

2 8 下降到 3 9
.

2 6士5
.

3 0
�
显著减少(P < 0

.

0 0 1)
�
而 7 4 0 2 细胞的

细胞数却略有上升
�
M T

一

7 4 0 2 组与 7 4 0 2 组细胞数相 比有显著性差异

(P < 0
.

0 5 ) (图 3
一

1 1 ) : 同样
�
10 0协M 组 M T

一

7 4 0 2 细胞也从 84
.

0 0士1 1
.

2 8 下

降 到 5 6
.

2 5� .

2 4 (p < 0
.

0 5 )
�

7 4 0 2 组 细 胞 却 从 8 4
.

0 4士10
�

2 2 上 升 到

10 0
.

8 7士1 1
.

2 3 (p > 0
.

0 5) (图 3
一

12 )
�
M T

一

7 4 0 2 组与 7 4 0 2 组细胞数相比
�

有显著性差异(P <0
.

05 ); 2 00 林M 组 M T
一
7 4 02 细胞也从 84

.

00 士H
.

28 下降到

3 5
.

2 5士3
.

9 2 (p < 0
.

0 0 1)
�
7 4 0 2 组细胞却从 8 4

.

0 4士10
.

2 2 上升到 9 0
.

7 5 土 6
.

4 8

(p > 0
.

0 5)
�
M T

一

7 4 0 2 组与 7 4 0 2 组细胞数相比
�
有显著性差异(p < 0

.

0 5) (图

3
一

13 )
。

第 3一4 天
�
5 0

、
10 0

、
2 0 0 卜以 组的 M T

一

7 4 0 2 与 7 4 0 2 细胞数相

比均有统计学差异 ( p < 0
.

0 0 1 或 p < 0
.

0 5 )
�
到第五天 2 0 0 以M 组的 M T

一

7 4 0 2

组与 74 02 组细胞数相比无统计学差异 ; 到第六天 100 林M 组的 M T
一

74 02 细

胞与 74 02 细胞相比无统计学差异(p > 0
.

0 5)
。

T a b
.

3
一

2 T h e s u rv iv al e e ll g r o袱h
e u rv e o f 74 0 2 e e ll an d M T

一

7 4 0 2 e e ll(
x 10 4/m l)

w h e n e x P o sed to 山ffe
r
en t e o n e e n tr a tio n o f e o P P e r a e et a te

.

(问M )

DDDDD 5 000 1 0 000 2 0 000

77777 402 姐一4 0 2 PPP 7 402 MT
一
7 402 PPP 7‘0 2 姗

一

74 02 PPP

lllll 84
.

04 土 84
.

0 0士士 84
.

04士 84
.

0 0士士 84
.

04 士 84
.

0 0士士

22222 10
.

2 2 1 1
.

2 888 10
.

2 2 1 1
.

2 888 10
.

2 2 1 1
.

2 888

33333 84
.

5 6士 3 9
.

2 6士 *** 10 0
一

87士 56 2 5土
* *** 9 0

.

7 5士 3 5 2 5士
今 ***

44444 15
‘

4 2 5
.

3000 1 1
.

2 3 4
.

2 444 6
.

4 8 3
.

9 222

55555 10 9
.

8 8士 2 4
.

5 7士 * *** 8 5 8 8士 2 3
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.
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.
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.
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.

5 8士 * *** 4 8
.
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.
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.

9666

1111137
.

6 3土 8 0 2 5士 * *** 8 7
.

3 8士 50
.

2 5士
*** 3 8

.

7 5士 3 0
.
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.
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.
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.
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.
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.
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.
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.
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.
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从整个生长趋势看
�
M T

一

7 4 0 2 细胞无论是在 5 0
、
10 0

、
2 0 0林M 组

均在给铜第二天出现明显的生长抑制效果
�
到第三天出现级小值

�
第四天

又逐渐上升
�
但均不超过第一天的细胞数 (图 3

一

14 )
。

而 7 4 02 细胞生长

趋势显示出明显的剂量效应
�
50 林M 组细胞不但没有减少

�
反而有所升

. 高
�
在第五天出现极大值

�
与第一天相比有非常显著性差异 ( p < 0. 0 0 1 )�

10 0 林M 组细胞在前五天内基本处于
“
静止

”
状态

�
至第六天明显降低

( P< 0. 05 ); 而 2 0 0 林M 组细胞在前五天内逐渐下降
�
第五天出现级小值

�

第六天回升 (图 3
一

巧 )
。

可见高 M T 表达的 M T
一

7 4 02 细胞与 7 402 细胞相

比对铜毒性的敏感性明显加强
�
耐受性降低

�
发挥细胞毒作用所需铜剂量

也明显减少
。

所以细胞内固有的高表达的 M T 更加有利于铜抗癌作用的发

挥

U a y S
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.

3
一
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一
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I六】M T 对诱导细胞凋亡的影响
、 在 7 4 02 和 MT

一

7 4 02 细胞的去血清培养液中
�
加人 200 卿 铜

�
第三

天两种细胞均开始发生凋亡
�
表现为 : 细胞脱壁

�
细胞皱缩

�
核染色质断

裂成小片段向周边聚集
�
或为出芽状

�
但 M T

一

7 4 02 细胞凋亡数量多
�
而

7 4 0 2 细胞则变化较轻
�
凋亡细胞数量少

。

收集细胞
�
提取 D N A

�
电泳出

现凋亡细胞特征性
“
梯形

”
条带 (图 1

一

2 1 )
�
但 M T

一

74 02 D N A 含量较 7 4 02

高
。

说明 M T 使细胞对去血清诱导凋亡的敏感性增强
�
有利于铜离子诱导

细胞凋亡的发生
。

三
、

讨论
. 【一l 上调 M T 基因表达水平方法的评价

为了研究 M T 在微量元素铜抗癌过程中的作用
�
我们用上调 M T 基因

表达方式进行了评价
。

上调 M T 基因表达的方法有三种 :

1 诱导剂诱导 : 根据 M T 基因启动子区存在着金属和激素的反应元

件
�
常用锌

、

福
、

铜等金属元素及糖皮质激素作为诱导物与之结合
�
加速

M T 在转录水平的合成 ;



2 脱甲基作用 :
某些组织细胞如小鼠胸腺细胞

、
大鼠皋丸细胞等的

M T 基因会因高度甲基化而沉默不表达
�
用 5

一

氮杂胞昔可使基因脱甲基而

被激活 ;

3 基因转染 : 以脂质体为载体
�
将 M T 及其亚型基因的表达载体转

人受体细胞
�
并使之表达 ; 下调 M T 基因的表达可将 M T 反义基因表达载

体导人细胞
�
封闭 M T 基因的活性

。

我们将含人全长 M T
.

n A c D N A 的质粒以脂质体为介导转人人肝癌

7 4 0 2 细胞
�
因被转染的 D N A 在 7 4 02 细胞的基因组是随机插人

�
各个细胞

株 M T 的表达水平和在细胞内的分布不尽相同
�
经筛选得到的转基因细胞

株 M T
一

74 02 的 M T m R N A 水平是对照细胞 74 02 的 20 倍
。

在整个实验过程

的多次传代培养中
�
上调 M T 基因表达的 M T 7 4 02 细胞生长速度与 7 4 02

细胞基本一致
�
而且软琼脂实验也证明这转染的 M T 7 4 02 细胞的恶性表达

与 74 0 2 相同
�
状态稳定

�
为研究 M T 的生物学功能奠定了良好的基础

。

[二l 肿瘤细胞内 M T 高表达可增加细胞的铜毒性

转染的 M T
一

74 02 细胞 M T m R N A 水平是对照细胞 7 4 02 的 20 倍
�
其蛋

白表达也是稳定的
。

邓氏用相同的 M T 质粒转染 N lll 3T3 小鼠成纤维细

胞
�
其 M T m R N A 水平是对照细胞的 17

、
14 倍

�
免疫组织化学染色证明

M T 基因转染细胞显示了不同程度的 M T 蛋白表达【川 。

我们用不同浓度的铜 ( 50 林M
、
100 林M

、
2 00 卜以 )观察肿瘤细胞内

高表达 M T 对铜细胞毒性耐受影响时发现
�
转染 M T 基因的 M T

一

7 4 02 细胞

对铜毒性的耐受能力较 7 4 02 细胞明显下降
�
尤其在用药的前三天更为显

著
。

随着铜浓度的增加
�
对细胞的杀伤作用也增强

�
说明转染的 M 飞飞7 4 02

细胞对铜毒性的敏感性较 7 4 02 细胞明显增强
�
有利于铜的抗癌作用

。

我

们推测由于肿瘤细胞 M T 的高表达
�
使得铜更早更快更多地进人细胞内与

M T 结合
�
在由 c u 2+ 转换为 c u ‘十过程中产生的自由基不断消耗 M T 中的不

饱和的琉基形成双硫键
�
破坏 M T 的结构

�
释放大量的 c u

’+ �
再通过 Fe nt

o n ’s

反应
�
产生毒性更强的经自由基

�
不但在细胞浆中

�
而且进人细胞核后与

D N A 结合损伤 D N A
。

这可能就是铜离子不但能够抗癌
�
而且一个铜离子

消耗 4 08 个 M T 的机理所在
。

既然 M T 作为金属离子的鳌合剂和经自由基的清除剂
�
为什么在肿瘤

82



细胞中的高表达又促进铜对肿瘤细胞的损伤呢 ? 我们知道
�
M T 基因是高

度保守的基因
�
在一般情况下是不表达的

�
当机体受到各种应激反应和金

属离子的诱导时
�
M T 才大量表达以清除理化应激产生的自由基和鳌合金

属离子
�
保护机体的正常生理功能【12] 。

但是
�
当肿瘤细胞转染上调的 M T

基因大量表达时
�
即在固有的高表达的 M T 存在时

�
再给予铜离子

�
与未

转染 M T 基因的细胞相比
�
可以使肿瘤细胞在更短的时间内结合更多的铜

离子进人胞浆和胞核中
�
通过细胞内代谢所产生的过氧化氢生成经自由基

直接损伤 D N A
�
引起细胞死亡或程序化死亡【13 ]� 或者通过脂质过氧化反

应损伤细胞的膜结构导致细胞的损害「14 ]. 作为经自由基的清除剂 �
铜 M T

的作用是有限的
。

我们的实验已经证实锌 M T
一

2 对由过氧化氢和铜一起应

用造成的质粒 D N A 的损伤起一定的保护作用
�
但随着铜离子浓度的增加

�

产生的经自由基增多
�
铜 M T 对 D N A 的保护作用逐渐下降

�
他们之间存

在线性正相关
.

正如 Br e m ne r 指出铜 M T 在 L E C 大鼠中的表现一样
� “
这

种认为 M T 起到拮抗铜毒性的认识在 L E C 大鼠对铜毒性的极端敏感性方面

是难以解释清楚的
。
L E C 大鼠可以在肝脏中迅速积累大量的铜

�
4个月龄

时发展为爆发性肝炎
。

相同含量的铜对 L E C 大鼠肝脏的损伤程度较正常大

鼠要严重的多
�
而在 L E C 大鼠中的铜大部分是与 M T 结合的

�
即以铜 M T

的方式存在的
” 【15 ]。 正常肝脏有完善的胆道系统以排泄过剩的铜 �

而 L E C

大鼠先天性胆道系统发育异常
�
不能从胆汁排泄过剩的铜

�
所以尽管绝大

部分的铜与 M T 结合
�
但不能防止铜对肝细胞的损害

。
M T

一

7 4 0 2 肿瘤细胞

对铜 的极端敏感性的情况也与此类似
。

因而 M T
一

7 4 02 细胞在给铜

( 50 卜以 ) 的第二天细胞数仅为第一天细胞数的 46
.

8%
�
( p<0

.

0 01 ) 而

7 4 0 2 细胞数非但不降低
�
反而略有增加 ; 第二天

�
M T

一

74 02 细胞数仅为

第一天细胞数的 29 .2 5% ( p < 0. 0 01 )
�
相反 7 4 02 细胞总数却增加了

30
.

75 %
。

所以我们认为肿瘤细胞内固有的高水平 M T 基因的表达对铜毒性

发生了积极影响
�
有利于铜的抗癌效果

。

[三1 M T 对铜离子诱导肿瘤细胞凋亡的影响

在铜的抗癌作用研究中
�
已经分析了 c u Z

+

引起细胞凋亡的机理
�
但我

们发现在浓度为 2 00 “ M 铜离子去血清诱导 M T 一

7 4 02 细胞及 7 4 02 细胞凋亡

的过程中
�
M T

一

7 4 0 2 细胞比 7 4 02 细胞更早
、

更多地诱导细胞发生凋亡而



且 M T
一

74 02 细胞
“
D N A L ad de r ”

含量比 7 4 02 细胞高
�
由此看出在铜离

子诱导细胞凋亡的过程中
�
M T 的表达起到了敏化促进作用

。

究其原因
�

关键仍然在于 M T 的高表达
�
使细胞内在短期内聚集了大量的铜离子

�
通

过生成经自由基直接引起细胞的程序性死亡
。

M T 本身与细胞凋亡关系的

研究目前还不清楚
�
有人推测 M T 可能是一可诱导的凋亡基因〔16 ]� 由于

细胞凋亡所涉及到的复杂因素和作用机制
�
M T 对其他在生理

、

病理
、

药

理等因素作用下细胞凋亡过程的影响尚难确定
�
但对由铜离子介导的细胞

凋亡起到的敏化促进作用是肯定的
.
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文献综述

一
、

祖国医学对微量元素铜的认识

l一] 历史回顾

在中华民族悠久的历史中
�
勤劳智慧的中国人民在远古时代就利用 自

然界的矿物和岩石 (含有丰富的微量元素 ) 直接人药用以防治疾病
�
可以

说中医药很早就和微量元素紧密联系在一起
�
在发现微量元素和疾病的关

系以及在使用含微量元素的药物进行治疗方面在世界上都是最早的
。

如在

公元前 3 0 0 0 年 《庄子》一书中 �
就已有有关碘

、
汞与疾病关系的知识 ;

在长沙马王堆出土文物中公元前 1000 年西周时代的 《五十二病方》是我
国现在发现的最早的古医方

�
其中就记载有 21 种矿物药及其组成的方剂 ;

在秦汉时代成书的 《神农本草经》是我国目前已知最早的药物学专著 �
就

收载包括含铜的矿物药 46 种
�
分列为上

、

中
、

下三品
�
该书详述了药物

的性味和功效〔11 。

随着时代的进步
�
人们对矿物药的认识更加深人

�
如唐

代医家孙思邀的 《千斤要方》〔2〕、 南北朝时期的练丹大家葛洪 《抱朴子》 、

陶弘景 《神农本草经集注》【3 ]、 北齐人徐之才 《雷公药对》[’] 、

明代李时

珍的 《本草纲 目》〔5] 等等对矿物药的炮制 、
剂型

、

用法及相互之间的配伍

都有深刻精辟的阐述
。

在对含铜矿物药研究方面
� 《神农本草经》【l] (简称 《本经》 ) 就记

载有
“
空青

” 、 “
曾青

” 、 “
绿青

�’ 、 “
扁青

” 、 “
白青

” 、 “
胆矾

”
等

六种药物
�
而且对其性味

、

功效作了详细论述
� 《本草别录》[6」(简称 《别

录》 ) 对此又作了补充
�
分述如下 :

空青 (杨梅青 ) : 《本经》 “
味甘寒

�
主治青盲

、
耳聋

。
明目

�
利九

窍
�
通血脉

�
养精神

�
久服轻身延年不老

” ; 《别录》 “
疗目赤痛

�
去肤

翁
�
止泪出

�
利水道

�
下乳汁

�
通关节

�
破坚积

�
令人不忘

�
志高神仙

” 。

曾青 : 《本经》 “
味酸小寒

。
主治目痛

�
止泪出

�
风痹

�
利关节

�
通

九窍
�
破微瘾积聚

。

久服轻身不老
” ; 《别录》 “

养肝胆
�
除寒热

�
杀百

虫
�
疗头风脑中寒

�
止烦渴

�
补不足

�
盛阴气

” 。

绿青 (石绿
、

大绿 ) : 《本经》 “
寒酸无毒

。

益气
�
止泄痢

�
疗 鼻

�
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吐风痰甚效
” 。

扁青 (石青
、

大青 ) : 《本经》 “
小寒无毒

。

主治目痛
。

明目
�
折跌

�

痈肿
�
金疮不廖

�
破积聚

�
解毒气

�
利精神

.

久服轻身不老
” ; 《别录》

“
去寒热风痹

�
及丈夫茎中百病

�
益精

” .

白青 (碧青
、

鱼目青 ) : 《本经》 “
甘酸咸平

�
无毒

。

明目
�
利九窍

�

耳聋
�
心下邪气

�
令人吐

�
杀诸毒三虫

。

久服通神明轻身
” 。

胆矾 (石胆
、

铜勒
、

君石
、
毕石 ) : 《本经》 “

酸平寒
�
有毒

。

明目
�

目痛
�
金疮诸痈痉

�
女子阴蚀痛

�
石淋寒热

�
崩中下血

�
诸邪毒气

�
令人

有子
。

炼饵服之
�
不老

。

久服
�
增寿神仙

” ; 《别录》 “
散微积

�
咳逆上

气及鼠疹恶疮
” 。

可见在当时的条件下
�
人们对含铜矿物药的应用 已有相当深人的了解

和认识
�
而且已经认识到

“
空青

” 、 “
曾青

” 、 “
扁青

”
具有

“
破积聚

”

治疗肿瘤的作用
。

在唐代
.

陈藏器 《本草拾遗》【7』中还有用含铜药物治疗
骨折的记载

: “
赤铜屑主折疡

�
能焊人骨

�
及六畜有损者

�
细研酒服

�
直

人骨伤处
�
六畜死后取骨视之

�
犹如焊痕

�
可验

” �
说明通过动物实验可

以证实铜的疗效
。

又如在 《本草纲目》【s] 中记载了铜和乌梅配伍以 “
去青

黑痣
�
蚀恶肉

�
治噎脆

”
的具体服用方法 : “

乌梅二七枚
�
水五升

�
煮一

沸
�
纳大钱二七枚

�
煮至二升半

�
顿服之

。 ”
铜与乌梅在酸性条件下

�
将

会有所溶解
�
显然铜是参与了治疗作用

。

后世医家对含铜药物应用
�
主要代表药物为

“
铜绿

” 。 “
铜绿

”
又名

“
铜青

” �
最早见于 《抱朴子》 �

李时珍 《本草纲 目》〔5] 称为 “
铜绿

” 。

《本草拾遗》【7]谓 : “
生熟铜皆有青

�
即是铜之精华

�
大者即空绿

�
以次

空青也
。
铜绿独在铜器上

�
绿色者是

。 ”
指出铜绿的生成部位是在铜器上

.

自然铜绿的生成方式是
“
取铜器久置潮湿处

�
或用醋喷在铜器上

�
其表面

产生青绿色的铜锈
�
刮取后

�
干燥之

” 〔9 ]。 用醋制铜绿的方法在李时珍《本
草纲目》〔5了中就有记载 : “

近时人以醋制铜生绿
�
收取晒干货之

。 ”
说明

当时以这种方法生产铜绿已成为商业行为
。

铜绿的性味
� 《药对》〔41 认为属 “

寒
” ; 《嘉佑本草》【10] 认为属 “

平
�

微毒
” ; 《本草经疏》〔川认为属 “

酸苦涩
�
微毒

” �
现在一般认为属

“
酸

涩
�
平

�
有毒

。 ”
[9 ]

铜绿的归经
�
主要

“
人肝

、

胆经
” �

但 《玉揪药解》【11 〕认为 “
人手
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太阴肺
、

足厥阴肝经
” .

铜绿的功用
�
有

“
退翁

�
去腐

�
敛疮

�
杀虫

�
吐风痰

”
的作用

�
治疗

“
目登

�
烂炫风眼

�
疽

、
痔恶疮…… ”

等〔9 1。 但 《嘉佑本草》【1 11认为可
以

“
治妇人血气心痛

” �
有疏肝活血的作用 ; 《本草纲 目》则认为可以 “

治

恶疮
�
疮疮

�
吐风痰

�
杀虫

” �
有解毒敛疮之功【5]。

铜绿的宜忌
�
一般认为

“
体弱血虚者忌服

。 ” 《本草经疏》〔12 ]认为
“
目痛肤翁不由风热外侵而因于肝血虚少者非所宜用

” ; 而 《本草汇言》
〔13 」则指出 “

多服
、

常服
�
有燥耗津液

�
枯损血气之患

。 ”
故在过去铜绿

常作为外用药使用
�
以防内服之患

.

【二l 现代研究
现代中医中药对微量元素的认识是随着时代的进步

、

科技的发展而逐

渐深人的
�
以至目前发展成为

“
中医药微量元素学

” �
是

“
从微量元素角

度来探讨中医药理论和实践有关问题的相关性及规律性的一 门学科
”

【14 ]. 目前这门学科所研究的已涉及到下面一系列问题 �
包括 : 中医理论

和微量元素的关系 ; 中医病因
、

症侯
、

临床诊断及治疗微量元素的关系 ;

中药理论
、

中药有效化学成分
、

中药制剂
、

炮制
、

鉴定
、

栽培
、

中药生产
、

中药质量与微量元素的关系 ; 中医针灸
、

气功及其它中医药方面的问题与

微量元素的关系 ; 生物地球化学及环境科学与中医药微量元素学的关系 ;

等等〔14〕。 可见目前无论从广度还是深度中医药对微量元素的认识都远远
超出过去单纯从临床治疗去认识微量元素的水平

�
而且在这一领域我国还

处在世界领先地位
。

在这样的大环境中
�
对微量元素铜的认识水平也较过

去有较大提高
�
主要表现之一为突破了单一因子研究模式

�
将多种元素的

变化结合起来综合研究
�
如铜和锌的关系

�
两者之间的动态变化在中医药

研究的许多领域引起人们广泛的关注
。

1 在中医基础理论方面
�
王秀萍等〔15] 研究了血淤证与血浆锌铜的关

系
�
发现血淤模型组锌值明显低于对照组

�
而铜却明显高于对照组

�
锌铜

比值差异非常显著
.

陈友香〔161 探讨了女性更年期阴虚阳亢和肝郁气滞患
者与微量元素的关系

�
发现阴虚阳亢者锌明显降低

�
铜镁水平上升 ; 肝郁

气滞患者锰镁含量降低
�
锌铁铜升高

.

张育轩【17 ]研究报道阴虚患者血清
铜水平明显升高

�
锌铜比值显著降低

。
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2 在中医临床诊断方面
�
陆组才【18] 等研究了 37 例原发性肝癌的舌象

与微量元素的关系
�
血淤舌与淡红舌比较

�
前者发铜含量升高有显著性差

异 ; 黄腻苔与簿白苔比较
�
前者发铜

、

锌含量稍有升高
�
但无统计学意义

�

铁的含量显著下降 ; 异常舌脉与正常舌脉比较
�
发铜及铜锌比值均显著升

高
.

; 张世平〔19] 等观察了重症肌无力 一

脾虚证型的头发微量元素
�
结果证

实患者的铜水平明显低于正常对照 ( P <0 刀5 )
�
发现患者的锌铜比值升

高
�
提示应考虑该型患者可能存在铜的代谢障碍

。

3 在中医治疗方面
�
有人报道〔2 0] �

气虚病人淋巴细胞刺激指数明显

降低
�
血清中的铜锌处于低水平

�
但铜锌比值接近正常水平 ; 用温补中药

淫羊蕾治疗后
�
气虚症状明显改善

�
同时血清锌镁水平降低

�
但铜锌比值

显著升高
。

尤泊海〔2 11 观察了脑栓塞患者的血清中的微量元素和抗栓中药
中的微量元素之间的关系

�
发现脑栓塞患者的血清中的铜锌均低于正常对

照水平
�
而血清铭水平高于正常对照水平

�
而抗栓中药维脑路通

、

蝮蛇抗

栓酶含有较高的铜和锌
�
似乎之间存在着互补的关系

�
认为这可能是药物

治疗机理之一
。

孙恩亭等【22 ]用动物大鼠脾虚模型研究了微量元素与中医
�’I 卑主肌肉 ”

的关系
�
发现脾虚组大鼠骨骼肌中的铜

、

钾
、

钠的含量显著

减少
�
经黄蔑四君子汤治疗后

�
上述变化得到了矫正而逐步趋于正常

。

证

明微量元素与脾虚证的发生
、

发展有密切的关系
。
同样

�
赵光[2 3] 等也用

脾虚大鼠模型研究了脾虚与微量元素之间的关系
�
证实脾虚证大鼠血清锌

含量降低
�
铜锌比值明显升高

�
四君子汤对脾虚证引起的铜锌变化有明显

的调整恢复作用
。

4 在中药微量元素的研究方面
�
近年来取得了突飞猛进的进展

�
研究

的领域涉及到中药的各个方面
�
如性味

、

归经
、
升降沉浮

、

十八反十九畏
、

中药的炮制
、
地道药材

、

药效以及若干方法
、

技术等与现代科技相结合的

前沿性问题
�
呈现百家争鸣的热烈局面

。

秦俊法等【24 1根据药物性味归经
探讨了药物阴阳与微量元素的关系

。

其中四气与微量元素的关系
: 热药中

锰的含量最高
�
铁

、

铜
、

锌的含量最低 ; 寒凉药中铁高锰低 ; 在四类药中

(热温寒凉 ) 铜与钥呈负相关
。

五味与微量元素的关系
:
辛药锰高钻低 ;

酸药锰低锯高 ; 酸药与咸药中铁
、

铜
、

锌趋势相反
�
前者最低

�
后者最高

。

药物归经与微量元素关系
: 肺经药锰最高 ; 肝经药铁铜最高; 肾经药镍最

高
。

将归经药中的微量元素
、

含量分布与相应脏器中的分布相比较
�
则发
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现 : 肝脏与归肝经药中都是锌锰铜含量最高; 脾脏铁含量最高但脾经药中

铁含量最低 ; 所有元素中
�
铜在各脏器中的分布模式与各归经药中的分布

模式最为一致
.

补益药与微量元素的关系: 补血药中钾
、

锌含量高 ; 补阳

药中锰锌较高 ; 补阴药中铁铜较低而钻较高
。

龚跃新〔25 ]等人统计了五年
国内期刊发表的一百八十多种中药中微量元素的分析结果后发现

�
归肝肾

二经的明目中药中
�
铁

、

锌
、
铜

、

锰的含量最高
�
这与肝脏内富含这些元

素相符
�
也与

“
肝藏血

�
开窍于目

”
的中医理论相符

。

张志民〔2 6 ]检测了
七十种抗癌中药微量元素水平

�
发现龙葵

、

全蝎
、

花生红衣等中药含铜最

高
�
娱蛤

、

全蝎
、

地龙含锌量最高; 蝉衣
、

青黛
、

蒲公英中含铁最高
。

另外
�
管竞环等人[2 7

一

3 0] 研究了
“
微量元素在植物类中药中的总体分

布规律
” 、 “

稀土元素与中药药性阴阳属性关系
” 、

并制订了
“
植物类中

药微量元素含量区间尺
” �

探讨了用微量元素确定
“
植物类中药四性的客

观定量指标
”
的可能性

�
并在上述研究中取得了一定成果

。

他们选择了 105

味常用的植物类中药
�
通过精确检测 42 中微量元素的含量

�
绘制出每个

元素的
“
含量离散概率密度

”
的直方图和曲线图

�
发现他们的图形只存在

对数曲线和山形曲线两种情况
�
证明这 42 种元素在植物类中药总体中均

服从于威布尔分布规律
�
对确定各种元素在植物类中药中含量的相对水平

和计算各种微量元素在植物类中药中的理论含量均值有很大意义
。
对于稀

土元素与中药药性之间的相对关系
�
他们发现

�
在一定的限度内

�
随着药

物中稀土元素含量的逐步上升
�
药性随之由阴转阳 ; 反之

� �
随着药物中

稀土元素含量的逐步下降
�
药性随之由阳转阴 ; 当超过上限时

�
药性又逐

渐由阳转阴 ; 当超过下限时
�
药性又逐渐由阴转阳

。
这种中药中稀土元素

含量的升高和降低
�
伴随着药性寒凉和温热不同属性的消长和转换过程

�

揭示出中医阴阳学说确实具有其客观的物质基础
。

在微量元素与中药复方研究中
�
孙陪桐等【3 11 检测了四君子汤 、

四物

汤
、

八珍汤及十全大补汤中的微量元素
�
发现各药溶出液中熟地铁的含量

最高
�
肉桂锰的含量最高

、

白术中高锌
、
黄蔑中高铜 ; 方剂中微量元素的

溶出量不是各单味药中元素的简单相加 ; 首煎药的元素溶出率显著高于二

煎 ; 四君子汤中以铁
、

锰
、

锌
、

铜
、

钙
、

钻的含量较为丰富 ; 十全大补汤

中锰的含量最高
�
优于其他方剂 ; 汤清国[32 1等在研究中医辨证治疗肝炎

与微量元素的关系时发现单味中药茵陈中的铜含量为 134 林岁g
�
而复方茵

8 9



陈篙汤中的铜含量仅为 0
.

10协吮
�
折换每克计算仅为单味茵陈生药的 25 0

分之一
�
尽管急性肝炎的血铜明显升高

�
用茵陈篙汤清热利湿不仅不会加

重病情反而有良好的治疗效果
�
指出中药治疗肝炎决不是单纯的微量元素

的辛卜充
。

综上所述
�
尽管微量元素铜与中医药研究的各个方面都有联系

�
但由

于资料的零散和研究方法上的差异
�
发现其中的规律性还是比较困难

。

要

想在中医药与微量元素这个研究领域有所突破
�
曹治权教授【33 ]认为 :

( 1 ) 必须正确认识中医药的宏观化和微观化的辨证关系
�
既保持中医宏

观特色
�
又能在此基础上进行微观研究

�
相互促进 ; ( 2 ) 多学科研究中

医药是中医药微观化研究必由之路
�
微量元素研究仅是其中的一部分

�
不

能以偏盖全 ; ( 3 ) 中医药微观化研究不应该过分简单化
�
在微量元素研

究方面
�
反对过分强调微量元素作用的

“
微量元素对号人座论

” ; ( 4 )

摆正中医药微量元素研究在中医药微观化研究中的地位
�
并不是在中医药

研究的所有领域微量元素研究都很重要
�‘
有的可能很重要

�
有的可能一

般
�
而有的可能是不重要的 ; ( 5 ) 要正确评价中医药微量元素研究在中

医药微观化研究中的作用
�
要大胆创新

�
用先进的理论和方法

、

科技手段

开创中医药微量元素研究新局面
�
促进中医药微观化研究的不断深人

。
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二
、

微量元素铜的生理病理研究

I一] 微量元素铜的生理功能

微量元素铜在古代即有所发现
�
18 07 年 v a u gu eli n 从动物中检出铜

�

184 7 年 H ar les s 提出动物体内的铜具有重要作用
�
187 8 年 F r e deri ck 首先

报道血蓝蛋白中含有铜
�
19 21 年 B ro d an s啼 在人脑中发现铜

�
直到 19 28

年 H art 确认铜是动物体内必需的营养素 ( e s s e n tia l n u tr ie n t ) [l]
。

目前已

表 1 铜蛋白与铜酶 (根据 O e h ia i
�
1 9 7 7 表修改 )

铜蛋白 (酶 ) 铜原子数 分子量 来源 功能

‘��‘血蓝蛋白

超氧化物岐化酶

血浆铜蓝蛋白

细胞色素 c 氧化酶

酪氨酸酶

7 ~ 8 x l0 6

3 5 0 0 0

15 1 0 0 0

1 19 0 0 0

头足类腹足类甲壳类

哺乳动物红血球

人血浆等

线粒体

哺乳动物组织

�一4

漆酶 4
一

6

4

抗坏血酸氧化酶

单胺氧化酶

双胺氧化酶

D
一

半乳糖氧化酶

多巴胺p
一

轻化酶

天青色素

质体蓝素

S te lla e ya n in

金属硫蛋白

12 0 0 0 0
一

14 1 0 0 0 漆树
6 0 0 0 0 变色多空菌

14 0 0 0 0 新鲜水果
、

瓜类

17 0 0 0 0 牛血浆

9 6 0 0 0 豌豆苗

18 5 0 0 0 猪肾

7 5 0 0 0 D a e ty lium d e n dxo id e s

29 0 00 0 牛肾上腺髓质

14 6 0 0
一

17 0 0 0 绿脓杆菌

10 5 0 0 菠菜
、

小球藻

16 8 0 0 漆树

12 0 0 0 大部分生物体内

微生物
、

哺乳动物

运送 0 2
-

0 :
一

歧化

氧化 Fe 卜

氧化细胞色素 c

氧化有机底物
、

单氧合作用

氧化有机底物

氧化有机底物

氧化有机底物

氧化有机底物

氧化有机底物

单氧合作用

电子传递

电子传递

电子传递

鳌合金属离

清除自由基

�.且‘.且�.丈

知微量元素铜具有重要的生理功能
�
包括循环

、

排泌
、
呼吸

、
消化

、

神经
、

内分泌以及新陈代谢和生殖过程都与铜相联系
�
铜的生理功能主要是通过

与铜相关的铜蛋白 (酶 ) 实现的
�
这些铜蛋白 (酶 ) 包括血蓝蛋白

、

超养

92



化物歧化酶
、

血浆铜蓝蛋白
、
细胞色素 C 氧化酶

、

酪氨酸酶
、

漆酶
、

抗坏

血酸氧化酶
、

单胺氧化酶
、

双胺氧化酶
、
D

一

半乳糖氧化酶
、

多巴胺p
一

氧化

酶
、

天青色素
、

质体蓝素
�
St ell ac y an in 以及铜金属硫蛋白等 巧 种

�
它们

的有关概况见表 1[2 ]

[二l 微量元素铜的吸收与转运

微量元素铜的吸收与转运目前基本清楚
。

图 1 显示经口给铜
�
铜由胃

一

小肠

吸收进人血液与血浆中的白蛋白
、

氨基酸结合
�
进人肝脏

�
形成铜蓝蛋白

再分泌人血
�
以血铜蓝蛋白(c eru loP las m in

�
C P) 的形式转运铜进人机体组

织 ; 此外过剩的铜由肝脏以 C p
、

M T 等形式通过胆汁分泌进人小肠
�
由

粪便排出体外
�
一部分血浆 C p 也可以经肾脏由小便排出〔3 1。

图 2 显示了小肠粘摸细胞吸收铜锌的过程
�
口服或内源性的铜锌进人

小肠粘膜细胞后
�
首先进人铜锌池中

�
其中大部分铜锌刺激 M T 基因启动

其表达形成 m R N A
�
进一步翻译生成 ap 。一

M T 蛋白
�
在与铜锌结合后形成

ho lo
一

M T
.

其中的铜锌可以相互交换
�
锌是 M T 结构稳定所必须的

�
而铜

与 M T 的亲和力比锌强
�
如果大量的铜进人机体

�
生成的 M T 就是以 C u

-

M T 为主
。

M T 作为铜锌储存的仓库
�
不断释放铜锌进人血液

�
形成白蛋

白铜和白蛋白锌进一步转运至肝脏〔4 ]。
图 3 显示在血浆铜进人肝脏后

�
肝脏中有关铜蛋白之间的相互转运关

系
。

首先与还原型的谷胧昔肤结合形成谷胧昔肤铜
�
c u 2+ 被还原为 c u 卜

并被释放出来
�
一部分 c u ‘+与 ap 。一

M T 结合形成 c u
一

MT
�
一部分 c ul

十

与

内织网中 a p o
一

s o D 结合形成 h o lo
一

s o D
�
还有一部分 e u ‘+则与 lo 4 o a p o

一

e p

结合形成 h ol 。一

C p
�
在肝细胞的高尔机体进一步加工以 叩。一

C p 和 ho l。
一

C p

两种形式进入血液 ; 同时 c u
.

M T 中的 c u ‘十也可以转移到内织网中与 ap 。-

S O D 结合形成 h o lo
一

S O D 释放人血[5 ]
。
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.

1 T h e s k e t e h f o r c o P P e r a b s o r b tio n in tis s u e s

C e r u lo P la s m in

T iS S u e s

U I’tIl n e

F ig
.

2 S c h e m a ti e re P res
e n ta ti o n o f in te s ti n a l m u e o s a l e e ll a n d

P r o b a le s ites o f d ie ta 叮 c o P P e r a n d z in e in te ra e ti o n

D ie ta ry

Al b
u m in

\ C 丫

血d og e n o u s

D ie ta ry Z

面d鳍
e n o u s

L U m e n P la s m a

D av ids on [6 ]用 c u 67
一

铜蓝蛋白研究了 K 562 细胞的铜颗粒通道的特性
�

发现大部分的铜从铜蓝蛋白进人 K 5 62 细胞时先被膜样筛孔的囊胞包裹和

封闭
�
离心分析该囊胞的密度为 1

.

05 1酬1
�
认为这就是绝大部分铜进人细

胞的颗粒通道
。

目前已知【71 �
在铜从小肠到肝脏的转运方面铜的结合位点

在 N- 端的组氨酸残基上
。

在体内实验中发现小量的铜和锌还可以与金属硫

蛋白结合
�
而且铜可以替换锌导致肾脏中的铜吸收增加

�
以铜一 M T 的方

式从小便中排出
。
F ree d m an [51 用野生型肝癌细胞 H A C 及耐铜毒性

、

有大

量铜累积和金属硫蛋白高表达的 H A C 600 细胞研究了细胞内铜的代谢机

制
。
结果发现

�
在耐铜毒细胞中与活性氧代谢有关的酶中只有谷胧昔肤过

氧化物酶的活性升高了 3井 倍
�
提示细胞内过氧化氢的水平是增加的

。
从



这两种细胞浆中分离的铜复合物超过 60 % 是 G s H 铜
�
c u 67 的动态转运结

果表明在与 M T 结合以前 e u 6 7 是与 G sH 结合的
�
用 b i止io n in e s u irox im in e

消耗细胞内的 G s H 后
�
阻断了 50 % 以上的 c u 67 与 MT 结合

�
推测铜在进

人细胞后首先与 G S H 结合
�
然后转运到 M T 中储存

。
H A C 6 00 细胞耐铜毒

的机制可能与细胞内高水平的 G S H
、
M T 有关

。

F ig
.

3 Th
e r e lat io n shi P b e tw

e e n e e
rul

o P la s m in
�
e u

一

z n
一

s o n

即d m e tall o thi o n e in in live r c e ll

L ive r

C u Z +
严气)os sG

C 犷
’
一二乙伽C

u �花

a p } M T

一u 一

M T )

叫059 /C P 10 4 叫队二u心P 10 4

ho l6
一

S O D

E n d o P la sha
c

r e ti e u lu
G o lgi b o d斗 }

“
解‘ ho �‘p

ap o 一

C P h o fo
一

C P (B lo o d)

I三 l 微量元素铜代谢异常疾病研究

有关铜代谢异常的研究非常多
�
最常见的有 Me

n k’ s 病和 W il s o n’ s 病
�
是

与人类相关的先天性铜代谢疾病
。

W il son
’s 病的基本表现就是铜在肝脏中

的大量积累导致肝脏的损害
�
血浆中的铜蓝蛋白水平和胆汁中的铜含量显

著地减少
�
提示存在铜在肝脏中的排泄障碍〔8 �

9]
。

相反
�
M e
nk

’
s 病则

主要是肝铜的缺乏
�
表现为铜的吸收减少

�
肝脏铜水平及铜依赖酶活力的

降低汇10 1
�
然而

�
铜在其他组织中如肾脏

、

肠中的水平是升高的
�
反映出

铜在某些组织中的转运存在障碍
。

奇怪的是锌的水平在这两种疾病中是基

本正常的
。
19 9 3 年

�
M e r e e r[1 1]等人成功地克隆出了 M e n k

’
s 基因

�
虽然

M e
nk

�s 基因的表达产物还没有分离出来
�
但其结构通过 cD N A 已经推导出

来
�
基因的表达产物含有 1500 个氨基酸

�
有 6 个伸展的疏水氨基酸结构

�

典型的跨膜蛋白的转膜区域
�
这种跨膜蛋白在 N

一

端含有 5
一

6 个重复的金属

9 5



结合序列
�
类似于抗 C d 和 H g 细菌系统中 P 型 A T P 酶结构以调节金属离

子的流动
。

另外
�
在单个氨基酸序列 10 4 4

一

10 50 中含有一个天门冬氨酸残

基可以作为启动 A T P 离子泵磷酸化的重要位点
。

据信可以调节金属离子的

流动
�
就象 Na

一

K
一

A 仰 泵调节钠
、
钾离子一样调节细胞内钠离子浓度

。

M en k’ s 基因可以在肠中
、

肾脏
、

胰腺
、

心脏
、

肺脏
、

大脑及肌肉中表达
�

但有意思的是在肝脏中没有表达〔12 ]. 缺少转运铜离子的 A T卫酶必然会影

响铜从肝细胞内流出
�
这可能就是 M e nk

’
s 病的发病的分子机制

.

对 W ils o n
’s 病基因结构研究表明

�
该病也与编码转运铜的 A TP 酶有关

L13 ]
。

该基因与 M en r s 基因非常相似
�
同源性达 5 0 %

�
而且 79 % 与转导

、

通道
、

磷酸化和 A TP 结合部位有关
。

有意义的是 W ils on
’s
病基因主要在

肝脏和肾脏中表达
�
和临床发病相一致

.

令人感性趣的是该基因在它的每

个金属结合部位都含有 c ys X X c ys 结构
�
而且在基因转导区也含有一个

cy s x X cy s 结构
。

相似的结构在许多微量金属结合蛋白中都可以发现
�
尤其

在金属硫蛋白中大量存在
�
使结合铜保持还原状态

。

这种还原铜的能力
�

是使铜能与裸铜蓝蛋白结合形成完整蛋白以及从胆汁中分泌所必须的
�
而

w ils on
’s 病在这方面的机制却有缺陷

。

对于所谓的转铜 A T P 酶在不同组织中的分布差异
�
W ils on

’
s 病基因

与 M e n k’ s 基因的发现为我们研究铜在正常组织和病理状态下铜的转运提

供了新的认识
。

细菌
、

动物和人类中所发生相应的高水平金属转运能力说

明这些对于它们是非常重要的
�
而更加复杂的蛋白结构仍有待进一步研

究
。

匡参考文献习

【l]瓦e C
.

h d u e ti o n o f c o pp er A dv an ces 认 五冲eri m en ta I M
e成cln

e an d Bi 口亡侧分 1�胆;2 58: 1
一
2

[21 周井炎 铜 见王夔主编 兰希拜学中时甜量元雳 厂第二鹿少
�
中国汁量出鹿袱 2卯7 年 2 刀

第二鹿
.

P S I� .

[3JC o u
s in s R

.

J
.

月妙成耐呼ca l R 曰jews
1 9 8 5�. 衍:” �.

[4」C o us in s R .

J
.

助声止
。之0乡ca l R ev i曰护5 19 8又盯:

洲1
.

【51F re e dm an J
.

H
�
C
~

10 M
.

R
·

an d P e ida c h J 八
e
Jo

u r n al of Bi o l呻cal Ch 曰栩流口
.

1夕89 :2 “ : 万卯8-

乡‘口j
【6 ]D av id s o n �

L
.

A
·�
M e o 的刀o n d

�
5

.

L
.

an d 11自币s � E
.

D
.

及优几jm ica et 及叩妙s应ca A d ‘ 19列�.2 2 1 :1一‘
[7] B

rernner
l 玩: M eta llo th io ne in n :

介
。c e e‘
娜 of t* e Znd in ro n at i。。a z 秒用少仍iu m on

名
甘刁口“ 口跳云雌疏n an d o th er l� nto lecu lar 、d g人t m et 以.

bin 凌ng P r ot 云低 I 9 8 7 P p
.

S I
一
1口刀沃 H. 凡



知乡an d Y K oj俪乓
已
血

口

可丑此己亡及r
肋

a u 写巴r 碑命�泛唱
[slG ib b s

�
K an d W ai s h e

�
J

.

M
.

L an 侧 11
�
I始口厂打8- 分�

.

[91 S ug ~
�
N.

�
Li

�
D.

�
阳d su g曰刃越a� C

.

et ai R 巴e ar ch co

~
“ 以诬ons 认 Ch ~ caI

户公功 0 1侧理

an d Ph
a 了洲陀

~ 泛侧到 19 刃; 81
: 4乡刃

【10 1D 也止s � D .

M
.

In : 丁五e m e ta bo li e basi
s o f 劝Lh e ri te d di �溉巧巴s �19 8 9 : PP

.

14 1 1
一

14 3 1[C
.

R
.

S e ri v er� A
.

B ea ud
e t an d W

.

J
.

S ly et al
.

E di to rS 1
.

N eW Y O r k M c目ra w
‘
巧11

.

t川M
e r c er J

.

F
.

B.
�
Li v in g s to n

�
J

.

姐d E巨11
�
B

.

et al 万叮u re G 动翻cs 19 刃�.3: 2 0- 2万

【12 』V u 1P e � c. �
L ev ir 巧o 氏 B

.

叨d 认飞iin e y s
�
et ai

.

N 讨盯e 石7e�.
eti “ 19 刃; J : 7- 13

[13』B ul l尹.

C
. �
T五。m a s G. R

.

an d Ro
n u n

ens
�
J

.

M
.

e t al 刃讨u r e G 七” 改cs 1 9刃; 余J Z不了3 2

三
、

铜
、

自由基与抗肿瘤

l一] 铜与自由基生成

铜的抗肿瘤作用往往与细胞膜
、

细胞核的氧化损害有关
。

铜离子作为

活跃氧化还原反应的金属离子
�
通过催化 H ab er

一

W ei ss 反应生成轻自由基
.
0 一2 + e u Z

+

冷0
2 + e u

+

e u
+ +践0

2
分e

u Z + + o H 一+
.
o H

通过分析 D N A 损伤的产物
�
芳香族化合物的轻化反应

、

特殊的 E S R 检测

手段等都可以证实轻自由基的形成
.

E S R 技术已经可以直接用来检测大

鼠体内由铜与抗坏血酸反应形成的经自由基【1]。 此外 �
铜也可以通过谷胧

昔肤和 M T 的氧化还原反应产生超氧阴离子〔2 1 (图 4 )

F ig
.

4 S e h e m a ti c d ia g r a m o f e e llu la r c o P P e r Ine ta b 0 U s m

C u (I) C u (11)



I二】铜与脂质过氧化反应
由铜介导形成的活性氧也可以引起脂质过氧化反应

。

当肝组织匀浆或

肝细胞与铜反应时
�
肝脏中的戊烷和丙二醛(m al od ial deh y de )以及硫巴比妥

酸反应物质 ( TB A R S ) 的增多就证实发生了脂质过氧化反应
.

而且
�
当

大鼠服用过多的铜时
�
可 以引起线粒体脂质的过氧化反应使聚二烯和

T B A R S 含量增高汇2 1
。

还可见肝细胞线粒体内囊状脊的扩大以及肝脏损伤

引起的其他生化和组织学的变化
�
这些表现尤其在缺乏维生素 E 的大鼠负

铜的情况下更容易出现
�
提示铜介导了对肝细胞的氧化损伤

.

而且与缺

V E
、

硒大鼠负铜的情况下胆汁中检测到的自由基产物相符【3 ]. 如果大鼠
给予 v E 和硒

�
则在大鼠胆汁中不能检测到自由基产物

�
这些结果都证明

铜的毒性与脂质的过氧化反应也有关系
。

一般认为线粒体是铜介导的肝损害最先作用的靶器官
�
负铜大鼠线粒

体功能受到损害
�
当有几个电子体作用于线粒体时

�
其呼吸功能和呼吸调

控率减弱卜」. 分析线粒体电子转移蛋白复合物氧化还原酶活性发现细胞色
素 C 氧化酶的活性降低

�
线粒体功能发生的如此变化使细胞能量供应减

少
�
线粒体中的钙离子流人胞浆增多

�
细胞受到高水平的过氧化物作用

�

从而使肝细胞功能发生障碍
.

铜介导的脂质过氧化作用也可以发生在负铜大鼠肝细胞溶酶体中
.

测

定分离的肝细胞溶酶体膜中的 TB A R S 浓度是正常水平的两倍
�
膜脆性明

显升高
�
膜韧性降低

�
而且膜中脂肪成分发生了变化

�
即多链不饱和脂肪

酸增加
。

由于溶酶体中的 pH 值增加
�
溶酶体膜的变化必然会影响离子泵

A T P 酶功能的正常工作〔5] 。

[三 l 铜与 D N A 损伤

1 铜一N A 理化研究

19 6 8 年
�
Ei c h h o m 和 S hi n[ 6 ]探讨了二价金属离子与 D N A 稳定性的关

系
�
他们发现 M g Z指挂够稳定 D N A 的结构

�
而与核酸碱基结合紧密的其它

金属离子如 c d 2+
、
c了

+

则使 D N A 的双螺旋结构的稳定性下降
。
19 87 年

�

S to ew
e【71发现铜离子与 D N A 的亲合力比最强

�
而且认定这正是铜离子通

过过氧化氢氧化 D N A 的能力比铁离子强 50 倍的主要原因
.

19 91 年



K ag aw al sl 等人将双螺旋 D N A 溶于 C u CI : 溶液中测定了二价铜离子与双螺

旋结构 D
NA 结合的晶体结构

�
发现 c u 2+ 与 D N A 形成了规则的八面体

�
在

中纬线平面有 4 个水的配体
�
在轴心位置鸟嗓吟的 N

一

7 连接着第五个水分

子
。

还有人四]研究了 c u 2+
一

G N 田 复合物的结构发现邻近的 G N 田5
�
端磷酸中

的氧原子也能够与铜形成平面配体
�
这种情况在双螺旋结构 D N A 中却还

没有发现
.

腺嗓吟残端与铜的结构中也不存在八面体结构
�
但在鸟嘿吟与

腺缥吟两个残端可以与铜相互作用形成以铜为轴心的三角形的双嚓咙复

合物[10 ]

虽然二价铜与 D N A 结合后可以使其双螺旋结构稳定性下降
�
但一价

铜却有稳定作用〔1 2了可能涉及到使某些 D N A 区域由 B 形转变为 Z 形〔12) 。

实际上
�
M inc he n k o v a 和 Iv an o v 〔131 认识到铜的氧化态在控制 D N A 形成双

螺旋结构过程中形态变化起着重要的作用
。

2 D N A 损伤机理

铜作为活跃的氧化还原金属离子
�
在体内通过产生经自由基损伤 D N A

已经受到越来越多的重视
。

如 Li 【14 ]发现铜通过 C u ( n ) /C u ( I) 的氧化

还原机制强烈地氧化苯代谢产物
一

氢醒生成过氧化氢和苯醒
�
同时引起质粒

甲x- 174 RF I D N A 的损伤 ; Ju n 一

ich i[ 151 证实寡聚肤
一

C u ( 11 ) 复合物与过氧

化氢反应也可以引起 D N A 的损伤
。

通过检测 D N A 与 C u ( H )
、

玩O
:

、 、

还原剂温育时产生的经基产物
�
可以证实 D N A

一

C u (川 能够促进经自由

基的形成[16 ]
。
Y am am

o to 和 K aw an i
s h i[17 ]认为

�
在 D N A

一

C u ( fl ) 与过

氧化氢相互作用形成氧化产物时
�
相邻 D N A 鸟漂吟碱基残端与铜中心之

间形成的过氧化桥 ( p er ox id e br id ge ) 比形成电子转移更重要
。

运用 E sR
自旋捕获技术可以检测到 D N A 与 C u (且 )

、

玩O
: 、

抗坏血酸 ( as co rb at e�

As
c ) 温育时产生的经自由基

�
反应如下〔15] :

D N A
一

C u 2+ 十A sc Z一份D N A
一

C u+ + A sc -

o N A
一

e u
+ +姚0

2
分o N A

一

e u Z
+ + . 0价o H--

B h atl lg ]等研究发现
�
在 C u ( 11 ) 与揉酸体系中

�
不需要其他还原剂

或疏基就可以通过产生经自由基导致嗜菌体的失活和 D N A 的损伤
�
并认

为 C u ( I) 在这个反应体系中是剪断 D N A 的必需中间产物 ; 他还发现〔20 ]�
揉酸在有氧分子及 C u (n ) 存在的情况下损伤 D N A 的序列和部位都是特

异的
�
优先结合于 D N A 的 A

一

T 碱基序列
。

每个揉酸分子可以还原 6 个 C u



( H ) 分C u ( I )
�
并通过 H 剐七er- W

e is s 反应和 F e n to n 反应生成经自由基
。

在 D N A 附近产生的经自由基是导致 D N A 断裂的主要原因
。

Jo s h i
.

[2 一]用高效液相和
’‘p .

N M R 方法研究了 e u ( n 卜d e sre r a l (d e srer
a l

/ d es fe 币。x
am in 气 DF O )对 C T D N A 的损伤

�
发现生成的经自由基最先攻击

的是 D A N 小槽中的糖分子 Cl
’ �
氧化形成 5

一

亚甲基峡喃酮(5
一

m e th y len e

fu ran on e)
�
C 4

’
位的过程较轻

�
而 C S

’
则没有这种反应发生

。

F e ld lb e rg 汇2 2 ]指出 H2 0
: 与 C u (H )反应可以引起多个 ( dG- C ) 的损害

而非 ( d A
一

T )
。
19 8 9 年

�
S a gn iP an ti[2 3 1在体外实验中发现单独铜 ( 10

‘

ZM ) 或过氧化氢 ( 10
.

2
M ) 不能引起质粒 DN

A (p z 18 9 )的断裂
�
而 10 -ha

的铜与 10
‘
SM 过氧化氢一起反应时可以导致 D N A 的断裂

�
抑制其转化活

性
。

链的断裂与反应温度
、
铜与过氧化氢的浓度等有关

。

金属离子的鳌合

剂
、

过氧化氢酶以及自由基的清除剂均能抑制 D N A 的断裂
。

但 S O D 对此

反应没有影响
�
说明过氧化物自由基没有参与 D N A 的损伤

。
D N A 序列分

析表明
�
在鸟嘿吟的 2 个或多个位点中最容易形成六氢毗咙热敏感型的

D N A 片段
�
鸟嘿吟核昔是最易受铜与过氧化氢反应生成的经自由基攻击的

部位 :

3’ 一
T A 40 A A CT A T A CT A C G C G G G G C G A A G G G C A A T T C C CT C GT C C G G

T以TT T c G T 从飞迫A 以cc Ac cc C A A 旦旦旦cT cG c c旦旦T T
‘20 一

5
’ �
同时也证实其

特异性损伤的部位在 G
一

C 而非 A
一

T
.

S a gn iP ant i肆3 1还发现单独的一价铜也可以造成 D N A 的损伤
�
但不存在

鸟嗓吟多位点特异性损伤现象
.

P ru tz W
.

A
.

[2 4〕等人通过加人还原剂或
者通过Y 射线还原二价铜可以很快得到还原型的超氧化自由基

�
以研究一

价铜与 D N A 相互作用关系
。

风0 斗
.
O H ( 0

.

2 8 )
�e 、(0

�

2 8)
�
H .

(0
.

0 6 )
. O H 十H C 0 2一分H 全0 + C O

Z一

e
偏阶)+ o

Z
o C o

Z + 0 2 -

0 2一+ e了
+。0 2 + e u +

应用这种方法
�
他们测定 D N A

一

C u (l) 紫外吸收的波谱特征
�
发现

C u ( I ) 优先结合于 鸟嘿吟和胞 喃咙碱基中
�
同时伴随着烯醇化

( en of izat io
n )

�
质子从 N

一
1
一

鸟漂吟转移到 N
一

3
一

胞嚓睫以及 D N A 形态的



改变
。

Gu nt he r[ 25 ]证实一价铜与过氧化氢反应也可以生成经自由基
.

c hi u s
.

M
.

肆61 研究发现铁和y 射线对 v 79 核染色体的损伤是无规律

的
�
铁离子非特异地结合于 D N A 的某些区域

。

而铜离子介导产生的 D N A

片段
�
大小约为 10 0

一

2 00 kb p
. �
铜离子则结合于 D N A 双链基质的非组蛋白

区域
�
说明金属离子对 D N A 的损伤与它们在 D N A 的结合位点有关

。
D N A

中的组蛋白对铁 (n ) 介导的 D N A 损伤有保护作用
�
但对 C u( fl) 则否

�
与

铜结合位点远离组蛋白有关
。

该研究阐明了铜和铁对 D N A 损伤的不同特

占

至于铜与过氧化氢损伤 D N A 的机理
�
S a gn iP an ti [23 ]推测认为包括下

面几个步骤 : 首先
�
D N A 损伤形成碱基序列的特异性提示铜结合的负电

子区至少含有 2 个鸟凛吟核昔
。

鸟漂岭核昔是极性负电子碱基
�
有关铜离

子与鸟嘿吟核昔结合的证据[27 �2 s] 提示在 D N A 分子中相邻的鸟嘿吟核昔

之间也一样是极性负电子部位[29 」; 第二 �
C u( ll) 与 D N A 反应

.

通过质子

转移到鸟嘿吟
�
与铜和其他物质的方式一样

�
C u (n )通过还原反应生成鸟

嘿吟的氧化产物
�
这种产物是六氢毗陡热敏感型的而不是碱敏感型

�
在体

外不能阻断 D N A 的聚合作用 ; 最后
�

风0
: 与处于 D N A 结合状态的 C u( l)

反应或在 D N A 附近与 C u( D反应
�
生成经自由基和 C u( u)

�
反过来经自由

基引起六氢毗咙热敏感型碱基损害
�
或者在 C u( n) 与 D N A 结合原始部位引

起小范围链的断裂
。

3 铜引起细胞凋亡

在氧化应激条件下引起 D N A 的损伤既可以通过活性氧的直接作用
�

也可以通过内源性核酸酶引起细胞凋亡
。
将 H eP GZ 人肝癌细胞与邻二氮杂

菲铜化合物共同温育
�
可以形成典型的核酸内源性 D N A 凋亡片段【3 0] 。

然

而
�
在低温或在培养液中加人抗坏血酸

�
D N A 片段就不再出现

�
说明经

自由基可以攻击 D N A 形成 D N A 片段
.

在低温时抗坏血酸形成一种还原环

境
�
因而可以阻断经自由基的产生

。
当分离的肝细胞核酸与 1

�
10

一

邻二氮杂

菲温育时也可以导致内源性核酸断裂
�
如果再加人抗坏血酸盐和过氧化

氢
�
则更加重核酸损伤〔3 1] .

D N A 中含有 8
一

经基去氧鸟嗓吟
�
证实是经自

由基的氧化作用
。

上述结果和正常染色体中存在 1
�
10

一

邻二氮杂菲铜结合物

引起经自由基依赖的 D N A 损伤的观点相吻合
。

有人已经在体内实验中检
10 1



测到长时间负铜的大鼠的肝脏和肾脏中 8
一

经基去氧鸟喋吟浓度升高
�
直接

支持了铜可以介导对 D N A 碱基的氧化损伤[犯]
。
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四
、

铜金属硫蛋白研究

19 57 年 M a rgo s he s 和 V al lee 〔l] 在研究偏的生物学作用时 �
从蓄积锅的

马肾中分离出(C d
�
Z n)

~

M T
.

19 62 年
�
P o rt e r【2] 从新生牛和新生儿的肝脏

中 分 离 出 一 种 富 含 铜 的 蛋 白 质
�
称 为

“
线 粒 体 铜 蛋 白

( Mi to ch on dro cu p re in )
”
是一种分子量高

、

含有大量半胧氨酸残基

( C ys )
、
不溶于水的蛋白

�
后被证明是一种 C u

一

M T 的多聚体〔3 一5] .

1976

年
�
B re m ne r[ 61 通过给小鼠注射铜

�
在低温无氧的条件下分离肝脏的铜蛋

白取得了成功(含有 3 0 % 左右的 C y s
�
不超过 一% 的亮氨酸 )

�
而 w in g e [15 1[7 1

在常规条件下分离 C u
一

M T 得到的则是含有少量的 ( 5% )半胧氨酸残基和

高比例 6
一

9 % 的亮氨酸 ( L eu )和异亮氨酸 ( Iso leu )
�
证明在常温有氧的

条件下
�
M T 易发生降解聚合生成 C u

一

M T 的多聚体
。

l一】C u 一

M T 的诱导合成

铜 M T 具有很强的可诱导性汇8
一

9 ]
�
一般在动物生长的早期 (如胚胎期

、

新生儿期 )
、

患有影响铜代谢的疾病 (如 W ils o n
’5 n iseas

e �
M e n k

’
5 n iseas

e )

及给动物喂食或注射含铜物质
�
均可以诱导生成 C u

一

M T 【10 一 12] .

但它的诱

导能力受许多因素的影响
�
例如生物的种类

、

性别
、

组织内锌的含量和摄

人铜盐的方式等
。

侧ch a r d s〔13 ]等人发现 �
与锌锡相比

�
铜缺少对 M l

�

m R N A

诱导的能力
�
铜比等量的锌和锡对肝脏和肾脏 M T 合成能力都要弱

.

对于

这种现象的解释提出了 aP 。一

M T 抑制转录 ( R e p r es si on of tr
ans cri Pti on )理

论[14 ]: 即 aP 。一

M T 结合金属离子后
�
其构象发生了改变减少了对转录的

抑制作用
�
转录一直在进行直到过量的 a p 0

.

州叮 被合成
�
此时 a P O

一

M T 与

基因启动子相结合
�
中止反应进行

。

金属诱导的不同机理可能在于金属离

子与染色质上 ap 。一

M T 结合的不同
。

如果 M T 的a
一

do m ai n 是与 D N A 的主

要结合部位
�
锌铜与 M T 的两个 do m ai n 的结合顺序的不同可能是锌更适

合诱导 M T 的原因
.

C u
一

M T 在肝脏的合成与同在肝脏中的聚集程度有关
。

给小鼠注射一次

铜后
�
鼠肝铜量在 18 小时后到达最大

�
在第四天降低到原始水平【1SJ .

给

铜的途径也影响着 M T 的合成
�
肌肉注射铜能够很容易诱导合成 M T

�
而

且肝脏中差不多一半的铜以 M T 的方式存在 ; 如果经口给铜
�
只有肝脏中
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铜的浓度达到 500 协吮 才能诱导合成 M T
�
而且也只有少量的铜与 M T 结

合〔161 �
而当肝浓度高于此值时

�
肝 M T 浓度的增加与肝铜含量的增加成

正比
。

说明不同的给药途径诱导合成 M T 的效率是不一样的【171 .

M T 中的铜往往是以一价的方式存在的【18 一 19] �
体外实验发现

�
aP 。-

M T 只与 C u ( I) 发生重组反应
�
因此细胞内的 C u ( n ) 必须还原为 C u

(I) 才与 ap 。~

M T 结合
。
C u (I) 在细胞内的潜在来源是 G S F U G S S G 还原

体系[20 ]
。
G S H 被认为是在诱导 M T 之前防御福和铜的第一道防线

�
C u

(I )
一

G S H 可能是 C u ( I ) 与 叩。一

M T 结合的 C u ( I ) 给予体
。

[三] 锌对 C u
一

M T 的影响

在动物体内生成的铜 M T 往往含有锌原子
�
即为 C u

一

Z n
.

M T
� 。

至于

锌在铜 M T 中的作用
�
Ian B re m n er [2 l] 等强调锌对铜 M T 的稳定性非常重

要
�
给缺锌鼠诱导的高浓度 M T 存在的生命期要比给锌鼠诱导的 M T 短

�

而且富含锌的 M T 降解时间和速度要慢的多
。

他们还证实铜 M T 的降解速

度要比其他蛋白降解速度快
�
含锌的 C u

一

M T 的半生命期为 16
.

9士1
.

0 小时
�

缺锌的 C u
一

M T 的半生命期为 12
.

3功
.

5 小时
�
胞浆中蛋白的半生命期为 90

小时
.

C u
一

M T 的降解代谢是与金属离子脱离蛋白同时发生的
.

在组织中

M T 浓度主要取决于锌而几乎很少依赖铜
�
这和锌

、

铜诱导合成 M T 的能

力是一致的
。

几乎不变的是
�
当肝脏中的锌浓度超过域值时

�
绝大部分锌

与 M T 结合
�
而肝脏中的铜与 M T 结合的情况是很不同的

�
与许多因素如

物种
、
摄人铜的途径以及锌的状态有关【22 ]. 一般情况下 M T 中含有一个

锌原子
�
但在极端负铜情况下

�
可以是铜出现而没有锌原子

。

但是
�
在缺

锌的动物中往往不可能合成铜 M T
�
尽管铜的浓度很高或者在一般情况下

铜能诱导这种动物合成 M T
�
这种现象可以部分地通过缺锌动物 M T 的生

物学半生命时间明显减少反映出来
.

肝脏中 M T 与铜结合的范围非常大
�
可以低于 5% 或者超过 80 %

。

铜与

M T 结合后常常分布在胞浆或细胞器中 (如溶酶体 )
�
但是如果缺锌

�
则

几乎没有铜能与 M T 结合
�
说明在肝脏中锌的含量和铜锌比影响着结合到

M T 中的铜的数量
.

在正常情况下结合到 M T 中的铜是非常少的[23 ]
。

【四】C u 一

M T 的生物学功能



C u
一

M T 的生物学功能是多方面的
�
它关系到微量元素铜的生理生化功

能的各个方面
。

1 对胃肠道铜吸收的影响

在肠道对铜的吸收过程中
�
口服

6 4 c u 发现
� 6 4 c u 和小鼠和牛的十二指

. 肠 M T 相结合「24 ]。 F is ch er 等人〔25 一

28 ]发现
�
给小鼠喂含镐或锌的饲料

�

放射性铜转移到血浆的量减少
�
但是以 C u

一

M T 形式存在于粘膜的量增加
.

由于铜与 M T 结合的比锌或镐要强
�
所以铜可以置换 M T 上的锌或镐

�
铜

与粘膜 M T 的集合作用阻碍了铜的血液转移
�
因此它被认为在调节铜的吸

收过程中有重要的作用
。

Fe lix 等[2 91 认为
�
M T 除了参与吸收过程

�
它还

在铜或锌的粘膜
一

浆膜流动过程中起着重要的作用
�
当它与 C u ( I) 以稳定

的 C u ( I ) 一 簇结合时
�
M T 被认为是粘膜

一

浆膜流动过程中相当好的一

种蛋白
.

其次 M T 在铜的血清转运中的作用
�
似乎还不明确

�
在血浆中

M T 的含量极低
�
实验发现「30 〕� 给成年鼠血管注射的 C u

一

M T 会很快消失
�

其半衰期只有几分钟
。

2 肝脏中的 C u
一

M T

肝脏是铜的主要代谢储存器官
�
也是 C u

一

M T 的主要生成场所
。

目前已

知在肝脏中的主要含铜蛋白有铜蓝蛋白 ( C e ru loP las m in
�
C P )

、
C u

一

Z n
-

S O D
、
C u

一

z n
一

M T
�
实际上还有许多未确定的高分子量的铜结合蛋白

�
它

们之间存在着密切的相互依存
、

转运关系【31 ]。 W eb b[ 犯]研究发现 C u
一

M T

可以向其他的需铜蛋白如 S O D
、

细胞色素 C 氧化酶及铜蓝蛋白提供铜
。

给动物过量的铜
�
在其肝细胞质中会发现铜存在于高分子量的蛋白中 (包

括 M T )
�
其中 50 % 以上是与 M T 集合在一起的

�
这说明 M T 在肝脏中铜

的代谢中起着重要的作用
。

M T 参与肝脏铜代谢是很复杂的
�
因为肝脏中铜与 M T 的结合受多种

因素的影响
。
已经知道在肝脏的细胞浆中铜主要与 M T 结合

�
以减少金属

的毒性〔3 3 一3 5]� 铜 M T 在肝脏中的合成可以通过铜诱导 M T 基因转录增加
而实现〔3 6 ]。 M a C art er 等人〔3 7」已经得到蛙鱼中肝 M T 含量与铜毒性耐受
性的关系

�
对铜的细胞解毒是 M T 的一个重要功能

�
铜的吸收与温度

、

能

量和
一

S H 含量有关【3 8] 。

su g~ ara 【39 ]研究发现 �
当 LE C 大鼠肝细胞中

铜含量达 2 27
.

5业 1
.

6协留g 组织 比正常对照 Fi sc he r 大 鼠肝细胞中铜
10 5



5
.

2功
�

1林魄 高出 43 倍时
�
SGP T

、
S G O T 及 B L〕N 、

C R E 等肝肾功能指

标均没有受到影响
�
但 L E C 大鼠的铜蓝蛋白活力明显下降

�
胆汁

、

血清中

铜含量也降低
。

在 L E C 大鼠肝细胞浆中
�
% % 的铜

、

66 % 的锌是与 M T

结合的
�
M T 的铜锌比值在 LE C 大鼠中是 5

.

9切
.

1/ 1
�
而正常 Fi s ch er 大鼠

仅为 2/ 7
.

1切
.

8
�
说明 L E C 大鼠肝脏中铜替代了锌与 M T 结合

�
M T

一

C u 浓

度是 Fi s ch er 大鼠的 13 0 倍
�
锌是 6 倍

。
Li u[ 40 ]等人发现 M T 裸鼠的肝细

胞对铜毒性的敏感性较正常肝细胞要高
。

但有人〔4 1] 发现赖受铜毒性肝癌
细胞株中

�
由于 M T 基因的拷贝数增加及转录速度加快使其 M T 含量非常

丰富
�
认为 M T 的高表达是细胞耐铜毒性的重要原因

.

有人〔42 ]认为负铜
动物对铜的适应能力

�
不但与铜从肝脏中转移到肾脏有关

�
也与铜结合到

M T 中的数量不断增加有关
.

然而
�
这种认为 M T 起到拮抗铜毒性的认识在 L E C 大鼠对铜毒性的极

端敏感性方面是难以解释清楚的[4 3 ]
。
L E C 大鼠可以在肝脏中迅速积累大

量的铜
�
4 个月龄时发展为爆发性肝炎

.

相同含量的铜对 L E C 大鼠肝脏的

损伤程度较正常大鼠要严重的多
�
而在 L E C 大鼠中的铜大部分是与 M T

结合的
�
即以铜 M T 的方式存在的

E v eri ng 〔44 ].

认为组织化学法染铜和组织中铜浓度之间的相关性不太

好
�
通过免疫组织化学方法测定铜 M T 来反映组织中的铜含量则有更好的

相关性
。

因为组织中锌的含量是相对恒定的
�
M T 染色的密度加深可以反

映铜 M T 的增加
�
而且免疫组织化学方法测定铜含量要比组织化学法更加

敏感
�
更可靠

。

在肝脏的门静脉和中央区是铜染色和 M T 集中的区域
。

M T 常常被认为是胞浆中的蛋白
�
如在负铜肝细胞的溶酶体中也可以

见到 M T 蛋白的积聚[4 5〕( Br em ne r 1 19 87 )
。

但免疫组织化学技术证明

在细胞核中也存在 M T
�
P an e m an ga lor e 【4 6」已发现在胎儿或新生大鼠的

肝细胞核中有铜 M T
。

El em er 〔4 7〕应用免疫组织化学法证实负铜大鼠的肝
细胞核中有铜 M T 的阳性染色颗粒

。

但胞浆和核中的 M T 的意义是不同

的
。

核中的 M T 一般出现在细胞增殖期
�
如在上皮生长刺激因子作用下处

于增殖 S 期的肝细胞核中[4 8]
、

在肝切除后再生肝细胞的细胞核中[4 9 ]
、

在

胎儿生长期的肝细胞中都可见核 M T 〔50] 。
E v eri

n g [4 4〕认为核中出现
M T

�
可能具有病理性的意义

。
已经认识到的是 M T 蛋白过多可以导致肝

细胞的坏死
�
也可以说高表达的 M T 是一个细胞致死因子

。
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C u
一

M T 同样参与肝脏铜的排出【川 。

肝铜的释放主要是通过胆汁从粪

便排出体外
。

M T 通过胞吐方式从肝脏溶酶体释放到胆汁
�
甚至在未给金

属的动物中 M T 释放高胆汁中的量比到血液的 10 倍还多
。

进一步实验证

明
�
给小鼠喂铜含量很高的食物

�
几个星期后发现

�
胆汁 M T 浓度的增加

与肝 M T 的增加成正比
�
但在注射铜的小鼠实验中发现

�
胆汁清除的速度

为肝脏合成 M T 速度的 1
一

2 %
�
说明在肝脏中还存在着另外机理清除 M T

。

如果胆汁的排泄通道发生障碍
�
则必然会导致铜在肝脏中的大量累积

�
发

生疾病如 W ils on
’
s 病【52 〕� 这种病的特征是血浆中的铜蓝蛋白缺少而肝脏

中的铜出奇的高
�
在此病的早期阶段

�
肝脏能够结合正常铜浓度的 3 0

一

50

倍而没有临床症状
�
这可能是因为肝脏中大量的铜 M T 结合

�
发挥其解毒

作用
。

[五I C u
一

M T 与自由基

关于铜 M T 与自由基的关系
�
M ies el 等人【5 3] 实验发现 �

与 C u
一

M T 结

合的 18 o m o l
.

d m
一�铜可以抑制活跃的人血吞噬细胞 5 0 % 的过氧化生成物

�

而且发现 C u
一

M T 可以清除
. O H 自由基和单线态氧

�
与白蛋白和 C P 相比

�

C u
一

M T 清除
. o H 自由基约强一倍

。

但 S a ku
r a [5 4 ]等人用 L E C ( L o n g

一

E v a n s

Ci nn am on ) 大鼠观擦到
�
在 L E C 大鼠肝脏中产生的 C u

一

M T 在 H Z O : 存在

时可以产生
.
O H

�
但正常鼠 C u

一

M T 或兔肝 M T
一

1
�
M T

一

2 在有 H Z O : 存在

时几乎不产生
.
O H

�
其原因可能与 L E C 大鼠肝脏过量铜的存在有关

�
实

际上是 C u
一

M T 不能充分清除铜与 残0
2
产生的自由基

。

另外铜 M T 在介导脂质过氧化反应方面也发挥重要作用
。

由氧代谢

形成的自由基常常引起细胞膜不饱和脂肪酸的氧化【5 5]� 细胞内许多反应
体系

�
包括超氧化物岐化酶

、

过氧化氢酶
、

过氧化物酶
、
谷光普肤 ( G S H )

和 V
一

E 都可以防止这种损害〔56 ]。 在体内金属硫蛋白也可以与轻自由基 、

超氧自由基反应
�
经自由基

、

超氧自由基都是引起脂质过氧化反应的重要

物质[5 7 ]
.

A rt h u r J
.

R
.

等人[5 8 ]用猪肝 C u
一

Z n
一

M T
一

1 和大鼠肝脏 z n
一

M T
一

2

研究它们对脂质过氧化反应的影响
�
发现在黄嘿岭/黄嘿岭氧化酶反应体系

中 C u
一

Z n
一

M T
一

1 可以引发脂质过氧化反应
�
而 Z n

一

M T
一

2 则没有作用
�

Se pha de x G
一

75 柱色谱分析表明 C u
一

Z n
一

M T
一

1 与黄嗓吻黄嘿岭氧化酶发生

了聚合作用
�
证明铜参与了脂质过氧化反应

。

黄嘿岭/黄嘿吟氧化酶一般启
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动生成过氧化氢和超氧阴离子的过氧化反应
�
进而生成经自由基

�
尽管在

体内 M T 能清除该体系生成的过氧化氢和超氧阴离子
�
但不能阻止脂质过

氧化反应
�
表明 M T 这种作用间接的依赖于铜离子的存在状态

�
如果铜离

子以 C u
一

Z n
一

M T
一

1 状态存在
�
就有利于细胞内的脂质过氧化反应

。

I六I C u
一

M T 与肿瘤
C u

~

州汀 与肿瘤的关系
�
目前研究的较少

�
主要是由于铜与肿瘤的关系

引起人们的兴趣
。
已有大量的资料证实【59] �

血清铜浓度的升高与癌症病

情的发生发展呈正相关
�
而当病情缓解或好转时

�
血清铜浓度下降

。

同样

在许多种类的肿瘤组织中存在着铜的积累
。
K o nto zo gl ou 等人t6 0

一

6 11 报

道
�
在肝肿瘤病人中 C u

一

M T 含量升高
�
可以作为诊断治疗的依据

。

他们

认为 C u
一

M T 类似甲胎球蛋白
�
通常在胎儿生长期合成

�
在后天生长阶段

逐渐消失
�
但可以在肿瘤生长发展阶段重新出现

。

还有许多报道〔6 2 1证实
在甲状腺癌

、

肇丸胚胎癌
、

卵巢癌
、

肝癌
、

胃癌
、

膀胧癌
、

乳腺癌等癌组

织中发现 M T
�
但这些 M T 是否为铜 M T

�
尚不清楚

�
M T 对肿瘤治疗的

、 影响也还存在争论
�

总之
�
铜金属硫蛋白在维持体内铜的平衡

�
调节铜的代谢与转运等方

面起着重要的作用
�
尤且在肿瘤的诊断治疗方面的作用尚须认真探讨

�
因

而有必要从分子生物学角度深入研究
。
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金属硫蛋白基因研究

金属硫蛋白 ( M et all ot h io ne in M T ) 是一群小分子量的
、

富含半胧氨

酸与重金属结合的蛋白质
�
几乎所有脊椎动物 M T 长度为 61 或 62 个氨基

酸
�
其中约 1/3 为高度保守的半胧氨酸残端

。

在七十年代人们知道 M T 家

族中主要有 M T
一

1 和 M T
一

2〔l] 。
以后又发现了其他不同的亚型 [2〕。 人类 M T

基因家族含有 10- 12 个成员
�
其中仅有一半基因能够在蛋白水平上表达

。

198 2 年 Ka rin 和 死ch ard
s
[3] 分离了 M T 基因中的大部分

�
并确定了具有独特

功能的 川叭T
一

n A 基因核昔酸序列 ; 19 84 年由瓦ch ard
s砰l从人 D N A 中鉴定

出 4 个串联的类 川迈T
一

1 基因
�
分别为 川讨T

一

IA
、
扣叭T

一

IB
、
hM T

一

Ic 和

川城T
一

ID
�
其中 hM T

一

l̂ 基因可以编码抗重金属的功能性蛋白质
�
这种基因

可以在培养的人细胞株中表达
�
但其表达的基础水平低于 扣叭T

一

n A 基因
。

与 川城T
一

IIa 基因相比
�
扣城T

一

l.& 基因对重金属和糖皮质激素诱导的反应性

有所不同
�
是因为基因中调节部位和反应性的启动子不同

�
如 C d料

�
z n+

+

和糖皮质激素是 扣叭T
一

n A 基因启动子的活化因子
�
而 扣随T

一

l̂ 基因启动子

的活化因子仅是 C d ++
。

以后又陆续分离鉴定出 M T I
一

E[ s l
、

M T I
一

F「6 ]和
M T I

一

G 口]
。

所有 M T 基因都位于人第 16 条染色体上
�
包括三个外含子和



两个内含子的三重结构
。

成熟的 M T m R N A 在 3
’
端和 5

’
端分别有 75 和 14 2

个不能翻译的核昔酸fsl
。

另外除了普遍存在的 M T
一

I和 M T
一

11 基因表达外
�

又在大脑和鳞状上皮细胞中分别发现了 M T
一

m 和 M T
一

Iv 〔9 ]。
I一】M T 基因的诱导和表达

许多金属离子如 Z n
、
C u

、
C d 等以及许多病理生理因子都可以直接

启动 M T 基因转录或间接通过细胞因子的变化以诱导 M T 的合成〔101 。

Du m
a m 〔1 1〕发现 M T 一

1 基因几乎在所有的细胞中都能够表达
�
然而组织之

间的表达水平是不同的
�
肝组织有高水平的表达

�
而脑组织的 M T

一

I 基因

表达是最低下的
�
通过外源性的不同刺激如重金属

、

糖皮质激素
、
肿瘤生

长因子
、

离子射线
、

蛋白质抑制剂
、
D N A 的合成等都可以诱导转录水平

的 M T 基因表达【121 �
M T 基因含有多个与金属诱导有关的金属调节因子

�

S eg ui n[ 13] 研究发现小鼠 M T
一

1 基因的金属调节因子特异性的与分子量为

10 8 0 0 的核蛋白相互作用
�
而这种蛋白与转录因子 SP I 完全不同

。
G a rg 〔14 ]

从大鼠的肝脏和脑组织中提取片段化的和非片段化的的核酸
�
研究克隆小

鼠 M T
一

1 基因在组织中的转录变化
�
发现在肝细胞核酸提取物中的 M T

一

1

基因转录水平是脑组织的 10 倍
�
而两者组蛋白 H 4 基因的转录水平基本相

同
。

在肝脏
�
与 M T

一

1 基因高表达相关的转录起始位点位于 5
’

端上游序列
一

148 到
一

4 2 b p 之间的 lo 6 bP
。

进一步研究证实仅限于肝脏中存在这 lo 6 b p

的正调控因子才使得 M T
一

1 基因在肝脏中的转录水平高于脑组织
。

B lal o c k 〔151 研究发现锌和铜对诱导金属硫蛋白表达的差异性与物
种

、

组织和细胞的不同有关
�
与金属离子的摄取方法也有很大的影响

.

例

如给大鼠高铜饮食 ( 36 m g/ k g )
�
M T m R N A 在肾脏中的表达非常高

�
而

在小肠中几乎没有表达 ;然而
�
给大鼠高锌饮食 ( 180 m g/k g )则 M

l

l
�

m R N A

在肾脏和小肠中都有高表达
。

L eh m an
一

M c K e em an 〔16] 认为在相同染色体中存在的不同基因所表达
的 M T 异构体之间也有相互影响

�
M T 异构体基因的不同表达以及对不同

诱导物的反应差异性值得注意
。

例如 Pe ter son 〔171发现羊中至少存在 4 种具

有功能性的 M T 基因
。
比较铜和铁对培养的羊纤维母细胞这几种基因的诱

导情况
�
P et e rs on 和 M er c er 【18] 发现铜对 M T 一

lc 基因的诱导能力很弱
。

进

一步研究发现【19 �
20 ]

�
异构体基因在翻译控制方面有许多差异性

。

目前

对 M T 异构体在功能方面的差异性了解方面还不多
�
值得注意的是

�
M T

1 1 1



中的半胧氨酸残基在异构体之间是高度保守的
�
各个 M T 异构体的特性是

由其他 2
一

25 % 的氨基酸决定的
。

【二】M T 的解毒作用
M T 蛋白已经显示出对重金属的解毒

、

平衡
、
和清除自由基作用

。

金

属的解毒作用是非常明确的〔21 �
221

�
因为通过敲除目的基因的方法破坏

M T
一

I 和 M T
一

11 基因
�
可使小鼠对镐的敏感性增强

。

Ab sh ire 等[2 3 1研究发

现锅可以诱导大鼠 L 6 成肌细胞 C
一

m yc
、
C jun 原癌基因的活性表达

�
而

用锌预先治疗大鼠 L 6 成肌细胞可以降低由 C d 诱导的 C
一

my
c 、

C 一un 原癌

基因的活性
�
他们认为可能是通过锌诱导细胞内 M T 基因的高表达

�
然后

在镐的诱导下
�
在转录水平上产生的 M T 蛋白增多

�
M T 与锡结合减低细

胞内自由的锡水平
�
从而降低其毒性和致癌作用

。
C oo g an 汇2 4 ]等研究发现

50 0卜承至的 C dCI :
在两小时内有单链 D N A 损伤的累积

�
如果先在低浓度的

C d C 12 10 协M 中培养 2 4 小时
�
就可以防止在两小时内 5 0 0 拼M 的 C d C I

:
对 D N A

的损伤
。

低浓度的锅可以诱导大鼠肝细胞 T R L
一

12巧 M T
一

1 基因的表达
。

在

2 4
一

2 8 小时 M T 可以增加 3
.

3
一

6
.

4 倍
�
同时发现细胞内的镐浓度也增加了 2

.

6

倍
。

证实可以通过诱导 M T 的表达防止镐毒性
。
C z aj a[ 25 ]等人研究了体外

培养的耐铜毒性细胞的 M T
一

1和 M T
一

2 基因的表达水平
�
发现在含有 6 00 卜M

铜离子培养液中传代生长的 H A C 6。。 耐铜毒细胞
�
M T

一

1 和 M T
一

2 基因

m R N A 水平均有明显的提高
�
其中 M T I

~

m R N A 水平提高了 n 倍
�
M T

-

Z m R N A 水平提高了 巧 倍
�
而在正常铜浓度培养一年的 H A C 60 oN M 耐铜毒

细胞中的 M T
一

lm R N A 和 M T
一

Z m R N A 水平分别提高了 8 到 10 倍
。

提示在

这些细胞中存在着 M T 基因调控的后转录机制
。

〔四】M T 基因表达与细胞顺铂抗性的关系
M T 基因表达与化疗药物顺铂 [e is

一

d ie h lo ro d iam m i
n e p lat in u m (Il )

�

C D D P] 细胞抗性之间的关系引起争论
。
K ra k er 〔2 6 ]等人发现一些长期培养

在锅培养液 中的哺乳细胞含有高表达 M T
�
同时对镐产生抗性 ;

K as ah ar a[ 27 ]也发现一些对 C D D P 有抗性的肿瘤细胞也可以有高表达的

M T
。
19 8 8 年 K e lly〔2 8)将 M T 一

1 IA 基因转人 C 12 7 细胞
�
发现其对 C D D p

的抗性提高了 4
.

4 倍
�
但这些细胞一直是在镐存在的条件下生长的

�
这样

1 12



可能对细胞有无法预期的改变 ; 1990 年
�
S ch il de r[ 29 ]将培养液中的镐换

成锌后
�
发现这些细胞并不具有对 C D D P 的抗性

。
K ai na 〔30 了用 C H O 细胞

转染相似的质粒后发现对 C D D P 的抗性与对照组比较并不显著
。

同样其他

的实验也证明高表达的 M T 与 C D D P 的抗性之间并不存在相关性
。

19 90

年
�
S ch il de r[ 2 9 ]检测了对 C D D P 有抗性的卵巢癌细胞

�
发现这些细胞并没

有高表达的 M T
�
但却存在对锅的抗性

�
显然提示可能有其他的对 C D D P

产生抗性的机制
。

至于具有 C D D P 抗性的肿瘤细胞中 M T 表达机制
�

An ge lfs ll 研究发

现在快速分裂的细胞或在胚胎细胞的特殊阶段 M T 基因的表达是非常活跃

的 ; 另外他〔犯]还发现肿瘤促进剂或致癌剂也可以诱导 M T 基因的转录
�

sc hr oe de r口31 认为与肿瘤生长相关的细胞因子如 几
一

6 等能够促进 M T 的合

成 ;而且 S ch m idr 〔34 ]发现 ras 癌基因与 M T 的合成也有相关性
。

M o rt o n[ 3 51

将小鼠的 M T
一

1 基因转人 N ll 刃3 T 3 细胞同样发现高表达的 M T 并没有对

N ll 刃3 T 3 细胞产生对 C D D P 的抗性
�
即对细胞的保护作用

。
因此

�
C D D P

抗性的肿瘤细胞含有高表达的 M T 可能是肿瘤细胞生长过程中自发产生

的
�
而不是 C D D P 作用的结果

。

[五】M TF 一
1 研究概况

P al m it e r 首先注意到在所有的 M T 基因启动子中存在着一段保守的

D N A 序列
�
以后被命名为金属反应子(m et a l

一r e s P o n s iv e e le m e n t M [R E )[3 6 ]
。

[3 71 通过它向异源性目的基因提供具有可诱导性的重金属
.

se 祖ing 〔3 81 将
M T 基因的上游序列插人到 S V

一

40 基因组中
�
构建了金属依赖性的病毒

�

发现这段上游基因序列作为金属反应的增强子能够远距离地发挥作用
。

然

后
�
有许多研究者发现了能与金属反应性 D N A 相结合的蛋白

�
即转录因

子 M T F
一

1
�
它能够特异性地与 M T 基因启动子的 M 卫E 结合[39 ]

�
19 93 年

M T F
一

1 被克隆出来[4 0]
�
应用染色体缺失法分析 M TF

一

Ic D N A
�
发现了锌

指 D N A 结合区域和转录活性区域
。

在转染细胞的表达中
�
M T F

一

I 可以通

过金属反应启动子激活转录过程
�
但这种转录主要表现为基础水平的提高

而不是锌诱导的转录活性提高
�
似乎表明内源性的金属反应体系已经处于

饱和状态而不能对额外的 M TF
一

1 发生响应
。

进一步研究证实 州汀F
一

1 是一

个分子量为 72
.

skD
a 的蛋白质

�
它有 6 个

“
锌指

”
结构和多个转录活性区

1 13



域
。
19 94 年 H eu ch el 〔4 1] 等在小鼠E S 细胞中应用敲除目的基因的方法去除

M TF
一

1 的表达
�
发现在失去 M T F

一

1 基因的表达后
�
无论是由天然的还是

合成的金属反应启动子都不能激活基础水平的或锌诱导的 M T 转录过程 ;

如果共转染含有 M 作
一

l 基因的载体则原有的转录过程基本全部得以恢

复
。

结果表明州叮F
一

1是诱导 M T 基因表达的关键性的转录因子
�
同样 M T F

一

1

也是正常生理条件下 M T
一

1 和 M T
一

2 基因基础水平表达所必须的转录因

子
。
至于锌诱导 M T 基因的表达

�
P al m it er f4 21 推测 : 可能有一种抑制蛋白

在正常情况下与锌指或 M TF
一

l 结合因而阻止 M R E 与它们的反应
�
在锌离

子存在时
�
抑制蛋白从锌指或 M T F

一

1 中分离
�
使转录过程得以进行

。

将含

有 M T
一

入仅E
一

p
一

半乳糖昔酶基因载体及含有病毒启动子的 M T F
一

1 载体转染

至 B H K 细胞研究 M T 基因的转录
�
结果发现由铜诱导的p

一

半乳糖昔酶的

表达高度依赖与培养基中锌的存在
�
而 C d 的诱导对锌的依赖性不明显

�

他推测 M T F
一

1 是由一种被称为 M T I 的锌敏感抑制因子所调控的基本因

子
�
理解金属调节的关键在于鉴别这样的抑制因子

、

确认它是怎样和

M T F
一

1 起作用以及对金属的反应
。

但至目前金属离子激活 M T F
一

1 因子的

确切过程还不清楚
。
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致谢

三年的光阴在时间的长河中是微不足道的
�
对于人的一生而

言同样是短暂的
�
但它的意义和价值

�
每个人的理解和感受各不

相同
。
对我而言

�
19 9 4 年到 19 9 7 年是极其不平常的三年

�
其中

经历的各种体验使我永难忘怀
�
终生受益

。

我是幸运的
�
因为我是周舒教授的学生 ! 去年

�
美国的 B us ch

博士曾对我说
“ D r

.

a u a n g
�
y o u a re 一u e甸

e n o u g h fo r y o u h a v e

p ro r. z h o u a s y o u d ir e e to r ” 。
她的话千真万确 ! 19 9 4 年

�
我从

江苏南京中医药大学考入中国协和医科大学攻读博士学位
�
开始

时揣揣不安的心情
�
高处不胜寒的感觉

�
曾经使我迷惘和颓丧

�

怀疑我自己是否有能力按期完成所要求的博士生课题
。
我的导师

�

全国著名的中西医结合专家
�
周舒教授及时地安慰我

�
鼓励我

�

全力支持我的工作
�
关心我的生活

�
使我很快适应了新的工作生

活环境
。
三年来

�
周舒教授独特的人格力量深深地影响着我

�
她

的吃苦耐劳
、
坚韧不拔

、
永远向前的生活态度

�
平等待人

、
善于

思考
、
严谨细致的科研作风

�
使我相信

�
这就是她成功的奥秘

。

可以说
�
没有周舒教授的栽培

�
就没有我的今天

�
也就没有我的

未来
。
衷心地感谢您一周舒教授 !

三年来
�
在科研上

�
我还幸运地得到了北京大学技术物理系

吴济南教授
、
王文清教授的悉心指导

�
和他们的学生方兴旺博士

、

淮清博士
、
余美祥博士进行了愉快的合作

�
在有关 M T 的制备

、

铜的转运和代谢研究等方面得到了有意义的结果
�
并且彼此之间

结下了深厚的友谊
。
同样幸运的是在有关体外细胞实验

、
组织学

检测以及分子生物学研究方面
�
北京医科大学分子病理系博士

-

张波教授
、
中日友好医院病理科李婷教授始终给予了热情的支持

和帮助
�
使这些方面的工作取得了重要进展

。
如果没有他们的帮

助
�
独立完成是难以想象的

�
在此向他们表示深深的敬意

。
此外

�

我忘不了北京大学分校生化教研室的文静教授在爪 测定
、

由国



、侧

口叭

中医研究院针灸研究所的李瑞午教授在激光共聚焦显微镜观察

D N A 形态学变化方面给予的帮助
; 北京市公安交通研究所达庆东

博士在论文的编辑印刷中所给予的大力支持以及科教处鲍新潮处

长在我三年的学习生涯中所给予的许多关照
。

同时
�
衷心感谢中日友好临床医学研究所的叶智文教授

、
赵

天得教授
、
杜皓萍老师和徐梅老师在我实验的各个阶段始终给予

的关心和 帮助
;
另外

�
向未 曾谋面 的英 国 B

.

Jas 如 教授

( U ni v e r sit y o f W al e s C o ll e g e o f M e di e in e )
、
世界著名的 M T 专

家
�
英国 Ro w

e tt 营养研究所 Ian B r e兹In e r 教授表示感谢
�
他们不

但惠赠了M T 单克隆和多克隆抗体
�
Ian B r e lr 田e r 教授还提供了大

量的有关 M T 最新研究的资料
�
他们所给予的支持体现了科学无

国界的国际主义精神
。

我要感谢我的父母
�
他们不但给予了我血肉之躯和无私的爱

�

他们的节俭
、
质朴和勤劳使我懂得奢侈和懒惰就是犯罪

�
不思进

取定将一事无成
。

衷心感谢我的爱妻一温柔善良
、
美丽大方的胡小洁 ! 结婚一

年多来
�
她在生活上的悉心照顾

、
工作上的全力支持为我按期完

成实验提供了保障
�
同时为照料我们可爱的小宝宝付出了巨大心

血
口

我要对她说
: 1 L O V E Y O U F O R E V E R ! 向所有关心我的家

人
、
朋友

、
同事一并致以谢意 !

最后
�
向参加今天答辩的各位专家表示最崇高的敬意 ! 作为

年轻的科学工作者
�
我要学习您们老一代科学家为科学而献身的

高尚情操
�
为祖国中西医结合事业的不断发展贡献自己全部力量

。

谢谢 !

黄国健

19 9 7 年 5 月 15 日
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