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·实验研究·

铜过量负荷导致肝细胞凋亡及其对 ＢａｘＢｃｌ２基因表达的影响

李毓雯１，万小华１，宁琴２，罗小平１

（华中科技大学同济医学院附属同济医院１．儿科，２．感染科，湖北 武汉　４３００３０）

　　［摘　要］　目的　建立肝豆状核变性铜过量负荷大鼠模型，并研究肝铜沉积对肝细胞凋亡及 Ｂａｘ，Ｂｃｌ２基因
表达的影响。方法　建立铜过量负荷大鼠模型，检测肝脏和血清铜以及血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）含量；用末
端脱氧核苷酸转移酶介导生物素标记（ＴＵＮＥＬ）技术、ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学方法分别检测铜过量负荷大鼠肝细
胞凋亡、凋亡相关基因Ｂａｘ，Ｂｃｌ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，并利用图像分析系统观察阳性细胞的变化规律。结果
　随着铜负荷时间的延长，铜过量负荷大鼠肝组织铜含量、血清 ＡＬＴ水平逐渐升高，同时肝细胞的凋亡也逐渐增多，
凋亡指数（ＡＩ）逐步升高。铜过量负荷大鼠肝组织Ｂａｘ基因的表达水平明显高于对照组，且随着铜负荷时间的延长
有升高趋势；Ｂｃｌ２基因的表达水平高于对照组，且随着铜负荷时间的延长也有升高趋势，但升高幅度低于 Ｂａｘ，故
Ｂｃｌ２与Ｂａｘ的比值（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）随着铜负荷时间的延长而降低。结论　 成功建立肝豆状核变性铜过量负荷大鼠
模型，铜过量负荷通过相对上调促凋亡基因Ｂａｘ表达水平来诱导肝细胞的凋亡。
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　　肝豆状核变性（ｈｅｐａｔｏｌｅｎｔｉｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，
ＨＬＤ）又称 Ｗｉｌｓｏｎ病（Ｗｉｌｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＷＤ），是一
种由常染色体单基因隐性遗传所致的先天性铜代谢

障碍性疾病，其特征为铜在肝、肾、脑、角膜等组织

的过量蓄积，引起一系列临床症状［１～３］。肝脏是

ＷＤ最先受累的脏器之一，发病年龄越小，以肝病为

唯一临床表现的可能性越大，肝病临床表现似急或

慢性肝炎反复发作，甚至出现肝硬化表现。目前用

于该病研究的模型主要有 ＬＥＣ大鼠，ＴＸ小鼠以及
ＡＴＰ７Ｂ基因敲除小鼠，但各模型与 ＷＤ的病理生理
改变并不完全一致，且不易得到，使其进一步研究受

限［４］。有研究显示，在 ＷＤ患者及其动物模型 ＬＥＣ

·２４·
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大鼠中，肝炎的发生可能与铜在肝内的过量蓄积有

关［５，６］。本研究首次提出通过饮食过量铜离子建立

ＷＤ铜过量负荷大鼠模型。该模型可以较好地模拟
肝铜沉积诱导肝脏损伤的过程，且具有简单实用，重

复性好等特点，为ＷＤ肝脏损伤发病机制的研究提
供了一个良好的平台。我们在建立该模型的基础

上，观察肝损伤指标、肝细胞凋亡以及凋亡相关蛋白

的表达情况，初步探讨肝铜沉积在肝损伤发病机制

中的作用。

１　材料与方法

１．１　铜负荷大鼠模型
清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性，月龄均为３个月，平

均体重１７７±２５ｇ，购自华中科技大学同济医学院动
物实验中心。

将大鼠随机分 ４组，每组各 ８只。对照组
（ＣＯＮ组），铜负荷４周组（Ｃｕ４组），铜负荷８周组
（Ｃｕ８组），铜负荷１２周组（Ｃｕ１２组）。所有大鼠
均按标准饲养１２周，Ｃｕ４组、Ｃｕ８组、Ｃｕ１２组分别
从第８周、第４周和第１周起给予含硫酸铜（天津巴
斯夫化工公司）１ｇ／ｋｇ的饲料和０．１８５％硫酸铜（天
津巴斯夫化工公司）的水。

１．２　方法
１．２．１　标本取材　　第１２周结束，在２％的戊巴
比妥钠腹腔麻醉下，分别留取血清、肝组织标本。

肝组织液氮速冻后存于 －８０℃冰箱，用于铜离子测
定和 ＲＮＡ提取。另将部分肝组织置于４％多聚甲
醛中４℃固定１２ｈ，常规石蜡包埋切片，连续切片，
５μｍ／片，用于免疫组化和细胞凋亡的检测。
１．２．２　血清、肝组织铜（Ｃｕ）测定　　血清铜检测
以待测血清用去离子水１∶１０稀释后混匀，采用原
子吸收分光光度计测量。肝组织３００～５００ｍｇ，先
用０．９％ ＮａＣｌ反复洗净，再用干净滤纸吸干，用浓
硝酸（分析纯）１０ｍＬ低温加热进行消化，等组织完
全溶解至黄色澄清透明后，用原子吸收法（原子吸

收分光光度计，３６１ＭＣ，上海精密仪器有限公司）测
铜含量。

１．２．３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　　实验步骤按试
剂盒（武汉博士德公司）说明进行。结果判定：肝细

胞核呈棕黄色为阳性细胞，即凋亡细胞。每例标本

随机取１０个高倍视野（４００倍），至少记数１０００
个细胞中凋亡细胞所占的百分比，即凋亡指数（ａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ　　利用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（上海生工生

物工程技术服务有限公司）提取肝组织总 ＲＮＡ，
ＤＵ５３０ＤＮＡ／Ｐｒｏｔｅｉｎ分析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ）测定 ＲＮＡ浓
度，逆转录反应体系为 ２μｇ总 ＲＮＡ，１μＬＯｌｉｇｏ
（ｄＴ）１５，１μＬｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬＲｎａ
ｓｉｎＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ／μＬ），１μＬＭＭｕＬＶ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ，２００ Ｕ／μＬ），共
２０μＬ。以ＧＡＰＤＨ做内参照，引物及其反应步骤见
表１。ＰＣＲ反应体系包括２μＬｃＤＮＡ，上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，３μＬＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬ
ｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＴａｑ聚合酶（１Ｕ／μＬ），
共５０μＬ。各取１０μＬ目的基因和内参照ＰＣＲ产物
２．５％琼脂糖凝胶（含 ０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭）电泳
（６０Ｖ，２５ｍｉｎ，美国ＢＩＯＲＡＤ公司电泳仪）。

利用凝胶成像分析系统（美国 ＵＶＰ公司），测
定目的基因 ＰＣＲ产物条带与 ＧＡＰＤＨＰＣＲ产物条
带的吸光度（Ａ），计算两者比值作为目的基因的相
对表达量。

１．２．５　免疫组化　　采用 ＳＰ９００１试剂盒（北京中
山生物技术公司）检测。切片脱蜡至水（二甲苯

１０ｍｉｎ×２，无水乙醇５ｍｉｎ×２，９０％、８０％、７０％乙
醇各５ｍｉｎ），高压抗原修复，０．３％Ｈ２Ｏ２甲醇封闭
３０ｍｉｎ，正常羊血清封闭３０ｍｉｎ，分别加入１∶１００稀
释的兔抗鼠 Ｂａｘ一抗及 １∶１００兔抗鼠 Ｂｃｌ２一抗
（武汉博士德公司），４℃过夜，０．０１ＭＰＢＳ充分洗涤
后加入生物素标记的羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，
加入辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素 ３７℃ ３０
ｍｉｎ，ＤＡＢ（北京中山生物技术公司）显色约１ｍｉｎ。
结果判定以细胞浆有棕黄色颗粒沉着为阳性细胞。

苏木素轻度复染，脱水，透明，封片，镜下观察。阴性

对照为０．０１ＭＰＢＳ替代一抗。每例随机抽取染色清
晰的切片５张，每张切片于光镜下（×４００）随机选
取１０个视野，固定窗口面积，利用 ＨＭＩＡＳ２０００高
清晰度彩色医学图文分析系统，测定平均吸光度

（Ａ）以表示阳性产物的强度。
１．３　统计学分析

数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，用 ｔ检验进
行统计学处理，Ｐ＜０．０５认为有统计学意义。

２　结果

２．１　铜负荷大鼠血清和肝组织的铜含量以及血清
ＡＬＴ的变化

表２显示，肝组织的铜含量 Ｃｕ４组显著高于
ＣＯＮ组（ｔ＝３．３１，Ｐ＜０．０５），Ｃｕ８组显著高于Ｃｕ４
组（ｔ＝９．０４，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２组显著高于Ｃｕ８组
·３４·
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表１　ＧＡＰＤＨ、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２引物序列及ＰＣＲ反应条件

引物 产物大小（ｂｐ） 引物序列 ＰＣＲ反应条件

ＧＡＰＤＨ ５７１ｂｐ
上游５′ＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧ３′
下游５′ＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ３′

９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃终末延伸１０ｍｉｎ

Ｂａｘ １８５ｂｐ
上游５′ＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧ３′
下游５′ＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴＣＡＧＣＴＣＧ３′

９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃终末延伸１０ｍｉｎ

Ｂｃｌ２ ３９８ｂｐ
上游５′ＡＧＣＣＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＡ３′
下游５′ＣＣＡＣＣＡＣＣＴＣＣＴＴＧＡＧＡＡＧＴ３′

９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃终末延伸１０ｍｉｎ

　　表２　铜负荷大鼠血清和肝组织的铜含量以及ＡＬＴ
的测定结果 （ｎ＝８，ｘ±ｓ）

组别 肝组织Ｃｕ（ｍｇ／ｋｇ）血清Ｃｕ（ｍｇ／ｍＬ） 血清ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）
ＣＯＮ ０．４３±０．２９ ２．０２±０．３３ ３８．１７±１．１５
Ｃｕ４ ０．９１±０．３５ｂ ２．２４±０．４８ ７５．３７±７．７５ａ

Ｃｕ８ ４．１６±０．５９ ３．６５±０．５８ １１７．２５±１４．３５
Ｃｕ１２ １６．４３±４．５１ａ ４．５３±０．４４ａ ２００．５０±１６．１５ａ

　　注：ａ：与ＣＯＮ组比较 Ｐ＜０．０１；ｂ：Ｐ＜０．０５。

（ｔ＝１０．０１，Ｐ＜０．０１），血清铜含量 Ｃｕ４组与 ＣＯＮ
组差异不显著，Ｃｕ８组显著高于 Ｃｕ４组（ｔ＝４．２２，
Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２组显著高于 Ｃｕ８组（ｔ＝３．９８，
Ｐ＜０．０１），说明随着铜负荷时间的延长，肝组织和
血清铜含量逐渐升高，但肝组织的铜含量升高现象

出现的更早，且升高幅度也更高。血清 ＡＬＴ水平
Ｃｕ４组显著高于ＣＯＮ组（ｔ＝１３．７１，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ
８组显著高于 Ｃｕ４组（ｔ＝７．０４，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２
组显著高于Ｃｕ８组（ｔ＝９．９１，Ｐ＜０．０１），说明随铜
负荷时间的延长，血清ＡＬＴ水平也逐渐升高。
２．２　肝细胞凋亡的发生

大鼠肝组织石蜡切片，凋亡检测 ＴＵＮＥＬ法
ＤＡＢ染色。显微镜下显示凋亡细胞的胞核呈棕黄
色颗粒状，散在分布，也可见少量呈阳性染色的血管

内皮细胞及浸润淋巴细胞（图１）。肝细胞凋亡指数
Ｃｕ４组显著高于ＣＯＮ组（ｔ＝６．２８，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ８
组显著高于Ｃｕ４组（ｔ＝５．８５，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２组
显著高于Ｃｕ８组（ｔ＝１２．９９，Ｐ＜０．０１），说明随着铜
负荷时间的延长，Ｃｕ４，Ｃｕ８，Ｃｕ１２组的肝细胞凋
亡逐渐增多（图２）。
２．３　肝组织Ｂａｘ，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ水平的表达

各组大鼠肝组织提取总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ后电泳
结果显示，ＢａｘｍＲＮＡ表达水平 Ｃｕ４组显著高于
ＣＯＮ组（ｔ＝４．１４，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ８组显著高于 Ｃｕ４
组（ｔ＝３．９５，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２组显著高于 Ｃｕ８组
（ｔ＝４．７１，Ｐ＜０．０１），说明随着铜负荷时间的延长，
ＢａｘｍＲＮＡ表达水平逐渐升高；Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水
平Ｃｕ４组与ＣＯＮ组差异不显著，Ｃｕ８组显著高于
Ｃｕ４组（ｔ＝４．４３，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２组显著高于 Ｃｕ
８组（ｔ＝６．２７，Ｐ＜０．０１），说明随着铜负荷时间的延
长，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平也逐渐升高，但上升幅度

均低于同组Ｂａｘ的表达水平，因此随着铜负荷时间
的延长，ｍＲＮＡ表达水平 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ有逐渐减小的
趋势（图３）。
２．４　肝组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白水平的表达

Ｂａｘ与Ｂｃｌ２阳性染色主要位于肝细胞胞浆，
呈棕黄色，略呈细颗粒状，成片状或簇状分布（图

４）。经 ＨＭＩＡＳ２０００图文分析系统处理后结果显
示，Ｂａｘ蛋白表达水平Ｃｕ４组显著高于ＣＯＮ组（ｔ＝
１６．２１，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ８组显著高于 Ｃｕ４组（ｔ＝
４．０５，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ１２组显著高于 Ｃｕ８组（ｔ＝
１１．５１，Ｐ＜０．０１），说明随着铜负荷时间的延长，Ｂａｘ
蛋白表达水平逐渐升高；Ｂｃｌ２蛋白表达水平 Ｃｕ４
组显著高于ＣＯＮ组（ｔ＝４．９６，Ｐ＜０．０１），Ｃｕ８组与
Ｃｕ４组差异不显著，Ｃｕ１２组显著高于 Ｃｕ８组（ｔ＝
２．８２，Ｐ＜０．０５），说明随着铜负荷时间的延长，Ｂｃｌ２
蛋白表达水平大体上也逐渐升高，但上升幅度均低

于同组Ｂａｘ的表达水平，因此随着铜负荷时间的延
长，蛋白表达水平 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ有逐渐减小的趋势，
与图３Ｂ中ｍＲＮＡ表达水平 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ变化基本一
致（图５）。

３　讨论

文献报道 ＷＤ的发病率为３０／１００００００，遗传
率为１／１８０，基因频率约为０．５６％，杂合子频率估计
为１／１００～１／２００［７］。由于铜转运失调导致患者体
内肝脏和大脑铜蓄积，肝上皮实质细胞胞浆中铜蓄

积会导致肝坏死，同时释放大量铜进入血液，使红细

胞膜破裂，引发溶血性贫血［８］，铜也可在大脑、肾脏

和角膜等组织脏器中沉积。临床特征有好发于青少

年、肝硬变、脑部尤其是基底节变性、角膜 ＫＦ环、
肾损害等［９，１０］。ＷＤ的具体发病机制至今仍不清
楚。其发病年龄从２岁到４０岁不等，患者可表现为
肝脏或神经系统方面的症状，也可表现为溶血性贫

血、关节炎等。临床表现形式多种多样，大部分患者

的血浆铜兰蛋白低于正常，但部分病人可正常［１１，１２］。

铜是人体的必需微量元素之一，它可以和蛋白

质结合形成铜蛋白，具有保护细胞的功能，铜还是许

·４４·
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　　图１　铜过量负荷导致大鼠肝细胞凋亡的情况（ＴＵＮＥＬ法，４００×）。Ａ：ＣＯＮ组可见个别凋亡细胞；Ｂ：Ｃｕ４组可见少量
凋亡细胞；Ｃ：Ｃｕ８组可见较多凋亡细胞；Ｄ：Ｃｕ１２组可见大量凋亡细胞。箭头所指为阳性细胞，胞核呈棕黄色颗粒状，散在分布。
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图２　铜过量负荷大鼠肝细胞凋亡指数变化。ａ：Ｃｕ４组
与ＣＯＮ组相比；ｂ：Ｃｕ８组与Ｃｕ４组相比；ｃ：Ｃｕ１２组与Ｃｕ８组相

比，均Ｐ＜０．０１。
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图３　铜过量负荷导致大鼠肝细胞Ｂｃｌ２类基因ｍＲＮＡ
表达水平的变化。ａ：Ｃｕ４组与 ＣＯＮ组相比；ｂ：Ｃｕ８组与 Ｃｕ４

组相比；ｃ：Ｃｕ１２组与Ｃｕ８组相比，均Ｐ＜０．０１；ｄ：Ｃｕ８组与 Ｃｕ４

组相比；ｅ：Ｃｕ１２组与Ｃｕ８组相比，均Ｐ＜０．０５。

图４　铜过量负荷导致大鼠肝细胞Ｂｃｌ２类基因蛋白表达水平的变化　　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为ＣＯＮ组、Ｃｕ４组、Ｃｕ８组
和Ｃｕ１２组大鼠肝细胞Ｂａｘ蛋白表达水平；Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ分别为ＣＯＮ组、Ｃｕ４组、Ｃｕ８组和 Ｃｕ１２组大鼠肝细胞 Ｂｃｌ２蛋白表达水平。

箭头所指为阳性细胞，胞浆呈棕黄色，胞核呈深蓝色。

多重要酶的组成部分或激活剂。血浆中的铜９５％
与α球蛋白结合形成铜蓝蛋白，５％与白蛋白结合，
极少量游离。ＷＤ由于铜蓝蛋白减少，结合铜生成
减少，游离铜沉积于脏器内，故血清铜含量下降，尿

铜排出增加。铜离子具有较强的产生自由基的能

力，所以过量的铜又具有潜在的毒性，Ａｓｔｏｎ等［１３］报

道用不同浓度的铜观察 ＨｅｐＧ２细胞株发的现铜中
毒可以影响肝细胞的增殖和复制，促进细胞的凋亡。

但在ＷＤ中铜是如何导致肝脏的一系列变化的体内

研究并不多见。本实验通过饮食添加硫酸铜制造铜

负荷Ｗｉｓｔａｒ大鼠模型，我们在铜负荷６，８，１２周后可
以观察到肝组织的大量铜离子沉积，最高达到正常

组数十倍，同时也发现铜负荷后大鼠血清转氨酶也

随之升高，说明了铜离子在肝脏的过量沉积可以导

致肝细胞的破坏。另外发现除肝组织的铜离子水平

的增高以外，血清铜离子在铜负荷后也有一定的升

高，最高可达到正常的２倍，可能由于铜离子的过量
摄入后导致铜兰蛋白代偿性的升高而所致，与 ＷＤ
·５４·
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　图５　铜过量负荷导致大鼠肝细胞Ｂｃｌ２类基因蛋白的表
达水平变化规律　　ａ：Ｃｕ４组与ＣＯＮ组相比；ｂ：Ｃｕ８组与Ｃｕ４

组相比；ｃ：Ｃｕ１２组与Ｃｕ８组相比，均Ｐ＜０．０１；ｄ：Ｃｕ１２组与Ｃｕ

８组相比，Ｐ＜０．０５。

患者血清铜降低的表现并不一致。虽然该动物模型

与ＷＤ有较多的差异，但在疾病的最终阶段具有一
致性，且具有价格低廉，重复性好，以及便于饲养等

优点，因此可用于ＷＤ肝铜沉积导致的肝损伤发病
机制的研究。

在众多肝病发病机制的研究中，肝细胞凋亡往

往发生在肝损伤的早期阶段，凋亡信号的增强，持续

性的肝细胞凋亡进一步促进肝细胞不可逆性坏死。

细胞凋亡是受多个基因调控的，细胞凋亡调控基因

中最受关注的就是Ｂｃｌ２家族，其中 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ都
是Ｂｃｌ２家族成员，Ｂｃｌ２的生理功能主要是抑制细
胞凋亡，延长细胞寿命［１４～１６］。Ｂａｘ的功能与 Ｂｃｌ２
相反，主要是促进细胞凋亡，Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２分别可以
以同源二聚体形式存在，他们之间也可形成异源二

聚体，ＢａｘＢｃｌ２异源二聚体较稳定，无诱导凋亡的
作用，而当 Ｂａｘ较 Ｂｃｌ２绝对或相对增高，即细胞内
二者之比 （Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值）下降时，ＢａｘＢａｘ同源二聚
体形成，便诱导凋亡［１７，１８］。本研究通过铜负荷大鼠

模型发现随铜负荷时间的延长，大鼠肝铜沉积的程

度也越高，同时肝细胞的凋亡指数也越大，说明铜离

子在肝脏的过量沉积是导致肝细胞凋亡的直接原

因。同时我们也在 ｍＲＮＡ和蛋白水平检测了肝组
织凋亡相关基因 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达情况，发现随
铜负荷时间的延长，Ｂａｘ和Ｂｃｌ２基因的表达都有上
调的趋势，但促凋亡基因 Ｂａｘ表达上调程度要远高
于抑凋亡基因 Ｂｃｌ２，因此 Ｂａｘ表达相对量增高，即
细胞内 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ下降，ＢａｘＢａｘ同源二聚体形成，
最终诱导大量肝细胞凋亡。

目前对于肝铜沉积所致的肝细胞凋亡上下游通

路仍待进一步研究，例如 Ｂｃｌ２蛋白家族如何活化，

ｃａｓｐａｓｅ非依赖途径具体机制。对细胞凋亡机制的
研究仍局限于动物实验，临床 ＷＤ的肝细胞凋亡极
其发生机制的研究需要进一步证实，动物模型的这

些研究结果将为临床研究提供一定的参考。
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