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　　用64Cu 研究了铜在肝癌腹水小鼠中的代谢。研究结果表明,尾静脉注射的64Cu 在正常和肝癌

小鼠中都先聚集在肝脏,在癌腹水小鼠肝脏中聚集的64Cu 要比正常小鼠的少,其它组织中64Cu 的

分布也有一定的改变;癌细胞中的64Cu 占癌中的 85%以上。用 Sephadex G275柱分离小鼠肝脏匀

浆物时,发现64Cu 主要与金属硫蛋白结合。在研究腹腔注射125 I2(Cd, Zn)M T 的转运时发现,在所观

测的组织中,肝癌和肾脏中聚集的125 I2M T 最多。当腹腔注射后, 125 I2M T 很快到达肝癌细胞中,并

当腹水中125 I2M T 达到最大时,癌细胞中的125 I2M T 也最多。由此可见, 125 I2M T 可以穿过癌细胞膜

到达癌细胞。

　　关键词　铜的代谢　金属硫蛋白　125 I2M T

　　中图分类号: Q 502,Q 51

近年来,随着医学微量元素研究的日益深入,发现微量元素与各种疾病的关系非常密切。

作为机体必需的微量元素铜,在肿瘤的发生、发展和防治中的作用逐步引起研究者的重视。但

是,铜的吸收和代谢的化学机理尚不清楚[ 1 ] ,特别是在荷瘤动物中。一些研究报告说明[ 2, 3 ] ,在

肿瘤的发生和发展过程中,生物体内铜代谢发生改变。在肿瘤病人中血清铜水平的升高可以作

为诊断患恶性肿瘤的依据,在一些种类的肿瘤中,铜聚集在癌组织中,例如在大肠癌组织中铜

比正常值高 20% ,胃癌组织高 45% ,卵巢、子宫及宫颈癌组织高 72%。近 20多年来,刘同庆[ 4, 5 ]

将铜和铁配以清热解毒等中草药组成的铜铁复方在临床上治疗肿瘤取得了一定的效果。铜铁

复方中的铜具有显著的抑瘤效果,而且无明显的毒副作用。然而,正常人长期服用铜会发生中毒,
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为什么肿瘤患者长期服用铜未发现肝脏等器官的中毒现象呢? 因此有必要进一步研究荷瘤动

物中铜的代谢。

金属硫蛋白 (M T )是一种低分子量蛋白,它的氨基酸组成的三分之一都是半胱氨酸,每分

子M T 可以结合 12个Cu (É )。由于M T 与Cu (É )具有很高的亲和性,当生物体内铜过量时,

已经存在和新诱导的M T 可以有效地抑制铜毒,因此M T 被认为在调节铜的代谢中起着重要

的作用[ 6 ]。

1　实验部分

111　动物模型

雄性昆明小鼠,体重 18—22g,每只小鼠腹腔皮下接种肝癌 (H 22)细胞 7×106 (0. 2 mL ) ,作

为小鼠肝腹水模型。

112　放射性64Cu代谢实验
64Cu 由中国原子能科学研究院提供,配成硝酸铜溶液,用N aOH 调其pH 为 3—4。给接种

肝癌 10天的小鼠和同年龄正常小鼠每只尾静脉注射 012 mL 64Cu (3. 7×104 Bq,放化纯度达

9915% )。每组随机取 4只小鼠。注射后,每隔一定时间用乙醚麻醉,剪断其颈动脉取血,然后

脱颈椎处死小鼠,取其心、肝、脾、肺、肾、胃肠和肝癌。各组织均用三次重蒸水反复冲洗,并用滤

纸吸去水后,称重,用阱形闪烁计数器测量64Cu 的放射性活度。测完腹水癌中64Cu 放射性活度

后,离心分离腹水与癌细胞,并用三次重蒸水清洗癌细胞 3次,离心后称重并测癌细胞中64Cu

放射性活度。

113　用凝胶色谱法分离正常和荷瘤小鼠肝脏中的M T

小鼠肝脏称重后,在含有 1% 22巯基乙醇的 0. 01 m o lödm 3 T ris2HC l (pH 8. 6)缓冲液中匀

浆,在 20℃下放置 3 h (巯基乙醇可以将部分聚合的Cu2M T 还原) ,匀浆物在 3000 röm in 离心

15 m in,若上清液不很澄清,可在 100℃下加热 2—3 m in。上清液通过预先用 0101 m o lödm 3

T ris2HC l缓冲溶液平衡好的 Sephadex G275柱 (<1. 6 cm×50 cm )分离,用相同的缓冲液洗脱,

测量流出液中64Cu 的放射性活度,过 4—5天 (64Cu 的 10个半衰期)后,用原子吸收法测量Cu

和 Zn 的含量。

114　腹腔注射125 I- (Zn , Cd)M T后的M T动态分布

本实验所用125 I2(Zn, Cd) 2M T 由北京大学余美祥博士提供。给荷瘤小鼠腹腔注射 0. 2 mL
125 I2(Zn, Cd) 2M T。其它步骤同实验 112。

2　实验结果

211　64Cu在正常和荷瘤小鼠中的动态分布

正常和荷瘤小鼠组织中64Cu 的摄取率随时间的变化示于图 1。由图 1 看出,在血液、心、

肝、肾和胃肠中,荷瘤小鼠64Cu 变化规律与正常小鼠中的相似,只有脾和肺中的变化规律略有

不同。除脾脏外,荷瘤小鼠64Cu 的摄取率均比正常小鼠中的低。

表 1列出了正常小鼠尾静脉注射64Cu后, 64Cu 在组织中的分布。由于实验只测量了心、肝、

脾、肺、肾、胃肠和血液中的64Cu 放射性活度,小鼠中其它组织和排泄物的放射性活度没有测

量,因此所观测到的放射性活度之和只占总放射性的 50%—60%。据Ow en [ 7, 8 ]报道,静脉注射
64Cu后 0—1 h 间,骨骼肌、骨和皮肤中放射性活度约占总放射性活度的 20%—30% , 1 h 后排
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图 1　正常和荷瘤小鼠注射64Cu 后铜的代谢

F ig. 1　M etabo lism of copper in the o rgan of m ice after i. v. in jection of 64Cu

○——正常小鼠, ●——荷瘤小鼠

泄物中放射性活度占 10%

以上, 24 h 以后约占 25% ,

2—3 d 后占 50%以上。本

文的实验结果与文献[7, 8 ]

吻合。表 2列出了荷瘤小鼠

静脉注射64Cu 后, 64Cu 在组

织中的分布。从表 2可知, 64

Cu 在荷瘤小鼠的各个组织

(除肿瘤外)中滞留均比正

常小鼠的低,这可能是由于

肿瘤组织也吸收了一部分64

Cu, 而且随注射后时间的

增加,绝大多数组织中64Cu

越来越少,而肿瘤组织中的
64Cu 不断增加。这说明肿瘤

组织中铜要从其它组织中

转移以满足需要。比较表 1

和表 2数据可知,荷瘤小鼠

所测组织中的放射性活度

与总活度之比比正常小鼠

的约低 10% , 这可能是由

于在荷瘤小鼠中还存在比

正常小鼠更易吸收铜的组织。在临床上发现,铜铁复方对那些发生广泛骨转移的癌症患者有

明显的疗效,服药数次后发现骨转移病灶消失[ 4 ]。由此可推测,这部分铜可能是被骨所吸收,这

还有待进一步证实。

将肝癌中的腹水与癌细胞分离,测得肝癌中 85%以上的64Cu 聚集在癌细胞中。

表 1　正常小鼠肝脏及其它被测组织中的64Cu

Table 1　The percen t of 64Cu in l iver and other tested organ s of normal m ice %

töh I肝 I其它 I所测组织

0. 25 0. 41 0. 17 0. 58

0. 5 0. 46 0. 09 0. 55

1 0. 51 0. 06 0. 57

2 0. 54 0. 06 0. 60

4 0. 49 0. 07 0. 56

8 0. 42 0. 08 0. 50

12 0. 26 0. 08 0. 34

24 0. 11 0. 14 0. 25

36 0. 09 0. 09 0. 18

48 0. 06 0. 09 0. 15

　　注: I 为组织中64Cu占注射64Cu 总量的百分数。
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表 2　荷瘤小鼠肝脏、肿瘤及其它被测组织中的64Cu

Table 2　The percen t of 64Cu in l iver and other tested organ of tum or bear ing m ice %

töh I肝 I肿瘤 I其它 I所测组织

0. 25 0. 29 0. 02 0. 31 0162
0. 5 0. 41 0. 02 0. 07 0150

1 0. 41 0. 02 0. 05 0148
2 0. 34 0. 03 0. 05 0142
4 0. 30 0. 03 0. 07 0140
8 0. 28 0. 03 0. 06 0137
12 0. 18 0. 04 0. 07 0129
24 0. 06 0. 08 0. 07 0121
36 0. 07 0. 09 0. 07 0123

图 2　小鼠肝脏匀浆物通过 Sephadex G275柱的淋洗

　　F ig. 2　E lu tion cu rves of 64 Cu, Cu, Zn in the liver homogenate on

Sephadex G275 co lum n

×——64Cu, ●——Cu, □——Zn

(a)——注射后 1 h, (b)——注射后 4 h, (c)——注射后 12 h

　　注: I 为组织中64Cu占注射64Cu 总量的百分数。

正常和荷瘤小鼠的肝

脏优先聚集注射的铜, 在

0—4 h 间约一半的64Cu 聚

集在肝脏。但是,铜在荷瘤

小鼠肝脏滞留的比正常小

鼠的要少,在其它组织中也

发生了不同程度的改变,因

此我们认为肿瘤的存在影

响了铜在荷瘤小鼠中的吸

收和代谢。

212　分离肝脏中M T

正常和荷瘤小鼠,以及

正常小鼠注射前口服醋酸

铜 (以含铜 5 mm o l·dm - 3

·kg- 1体重计) , 尾静脉注

射64Cu后 1、4、12 h,小鼠肝

脏匀浆物通过 Sephadex

G275柱的淋洗图分别示于

图 2 (a)、(b)和 (c)。从图 2

(a ) 和 (b ) 看出, M T 峰中
64Cu的放射性活度与第三

峰之比大于原子吸收法测

得的两峰中铜含量之比,因

此可以认为注射后在肝脏

中的64Cu主要以M T 的形

式结合。在图 2 (c)中,M T

峰中64Cu放射性活度与第

三峰之比与两峰间铜含量
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图 3　荷瘤小鼠腹腔注射125 I2M T 后的代谢

　　F ig. 3　M etabo lism of 125 I of tumo r bearing m ice after i. v.

in ject ion of 125 I2M T

1——腹水癌, 2——癌细胞, 3——肾, 4——胃2肠, 5——血, 6——肝

之比近似一致,这可能是由于64Cu在

肝脏中与以前存在的铜发生了同位

素交换反应。另外,从图 2 (a) , (b)和

(c)M T 峰中金属含量的多少可以得

知, (c)中金属含量大于 (a)和 (b) ,因

此 (c)中M T 含量比其它的高, 这是

由于事先口服醋酸铜的原因。

213　125 I-标记的 (Cd, Zn )M T 在组

织中的动态分布

为了检测125 I2M T 是否可以通过

癌细胞膜进入癌细胞中,用125 I2(Cd,

Zn)M T 腹腔注射肝癌腹水小鼠。

Bo lton2H un ter 试剂是以肽键与M T

结合, 难以断裂, 除非有能使肽键断

裂的其它因素存在。 125 I是以共价键

结合到Bo lton2H un ter 试剂上的, 在

腹水的 pH 为中性的情况下,一定时

间是稳定的。

肝癌腹水、癌细胞及部分组织对
125 I2(Cd, Zn)M T 的摄取率示于图 3。

由图 3 可知,这几种组织在注射后 2

h, 125 I2M T 达到最大,特别是血液,几

分钟后就达到最大值。在所观测的组

织中,肝癌和肾脏聚集了大约 20%以上的125 I2M T。另外, 125 I2M T 可以很快进入肝癌细胞中,

并且随着腹水中125 I2M T 达到最大值时,癌细胞中的放射性活度也到达最大值。因而可以认

为, 125 I2M T可以通过癌细胞膜到达癌细胞中。

3　讨　论

在生物体中铜含量增加会使超氧阴离子自由基 (O -
2 )和H 2O 2 的生物毒性急剧增加[ 9 ] ,例

如,失去各种酶活性, DNA 的单链和双链断裂以及使蛋白质变性等[ 10 ] ,因此肿瘤组织中铜离

子的聚集可以带来细胞的损伤,最终表现为抗癌性。但是,在正常组织中铜的聚集仍然可以引

起组织损伤。从实验结果可知,荷瘤小鼠几乎所有的组织中的64Cu 都少于正常小鼠。对荷瘤动

物来说,由于肿瘤组织的存在,影响了体内正常组织的铜吸收,这也可能是肿瘤病人长期服用

铜复方未出现副作用的原因之一。

肝脏是铜离子的主要储存器官,铜中毒的症状主要出现在肝脏。本实验结果表明,注射后

肝脏中的64Cu 主要是以M T 的形式存在。由于M T 与铜离子的结合是非特异性的,而且结合

得非常紧密,使细胞中游离的铜离子不存在, 从而防止了铜离子与其它蛋白质、酶或DNA、

RNA 结合,破坏了它们的结构[ 11 ] ,因此,M T 具有可解铜毒的作用。据文献[ 12 ]报道,进入肝

脏中的铜在与其它蛋白,例如超氧化物歧化酶,线粒体和核酸等结合之前,先与M T 结合。另
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外,当机体内铜不足时,M T 又可以降解,释放出铜离子以供其它蛋白或酶的需要,因此M T 具

有参与铜储存和转运的作用。

由于Cu2M T 的代谢与Cd2M T 的近似[ 13 ] ,但Cu2M T 极易被氧化,因此我们用125 I标记的

(Cd, Zn) 2M T 来研究Cu2M T 是否可以通过癌细胞膜到达癌细胞中。实验结果表明, 125 I2M T

可以通过癌细胞膜进入癌细胞。但是尽管如此, Cu2M T 也不能作为药物来应用,其原因是: (1)

Cu2M T 极易被氧化,氧化后的蛋白会发生聚合而不溶于水,同时铜离子从蛋白质上解离下来;

(2) 文献[14 ]报道,给动物血液中注射Cu2M T ,其生物半衰期只有几分钟,因此 Cu2M T 不能

通过血液到达全身。

感谢中国原子能科学院贺佑丰研究员提供64Cu,感谢北京大学余美祥博士提供125 I2M T。
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M ETABOL ISM OF 64Cu AND TRANSFER OF
125 I-M T IN THE BEAR ING L IVER ASC ITES TUMOR (H22) M ICE

H uai Q ing　Fang X ingw ang　W ang W enqing

(T echn ica l P hy sics D ep artm en t of P ek ing U niversity ,B eij ing 100871)

H uang Guo jian　　Zhou Shu

(T he Ch ina2J ap an F riend sh ip H osp ita l,B eij ing 100029)

ABSTRA CT

T he m etabo lism of 64Cu in som e tissues of the bearing liver ascites tum o r m ice has been

stud ied. T he liver in no rm al and tum o r bearing m ice p referen t ia lly accum u la tes in travenou s

in ject ion copper, how ever, the liver in the la ter m ice accum u la tes m uch less copper than tha t

of the fo rm er. It suggests tha t in the bearing ascites tum o r m ice, ascites tum o r influences the

m etabo lism of copper. It is found tha t the con ten t of 64Cu in the tum o r cell is m o re than 85%

in ascites tum o r. Gel filt ra t ion p rofile of m ice liver hom ogenate on Sephadex G275 show s tha t

in jected 64Cu is m ain ly bound w ith m eta llo th ionein. T he t issues up take of 125 I2labelled (Cd,

Zn) 2M T w h ich is g iven in abdom inal cavity are a lso repo rted. O f the t issues stud ied, the as2
cites tum o r and k idney accum u la te the h ighest concen tra t ion of g iven 125 I2M T , since over 20%

of en t ire do se accum u la ted in them. A fter 125 I2M T is given, it soon goes in to ascites tum o r,

and reaches the m ax im um in ascites as w ell as in tum o r cell. T herefo re, 125 I2M T can go

th rough the m em b rane of tum o r cell and reaches in the tum o r cell.

Key words　　M etabo lism of copper　M eta llo th ionein　125 I2M T
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