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【摘要】  目的　 褪黑素已被证明具有神经保护作用，本研究旨在观察铜沉积对Wilson病（Wilson disease, WD）模型

TX小鼠认知功能的影响，以及肝豆补肾汤（Gandou Bushen Decoction, GDBSD）对Wilson病模型TX小鼠褪黑素合成及松果

体功能的影响及作用机制。方法　30只纯合TX小鼠随机分为3组，每组10只：WD组、GDBSD组、二巯丁二酸

（dimercaptosuccinic acid, DMSA）组。取10只DL小鼠作为正常对照组(NC组)。使用HE染色、ELISA、流式细胞术和蛋白

质印迹等方法检测松果体组织结构和铜含量、氧化应激和细胞凋亡相关标志物、血清褪黑素含量的变化。结果　 与

NC组相比，WD组小鼠学习认知能力下降（P<0.05），松果体组织结构受损，松果体组织中铜含量、活性氧占比和线粒体损

伤率升高（P<0.01），褪黑素和氧化应激相关标志物水平改变（P<0.05），促凋亡蛋白Bax、Caspase-3的表达水平上升，抗凋亡

蛋白Bcl-2表达减少（P<0.01）。使用肝豆补肾汤及DMSA后，SIRT3/FOXO3α信号通路被激活，松果体组织铜含量下降，氧

化应激、细胞凋亡等损伤情况被改善，学习记忆能力好转（P<0.05）。结论　 肝豆补肾汤可通过抑制松果体氧化应激和细

胞凋亡减轻Wilson病铜沉积引起的小鼠认知障碍，其分子机制与调节SIRT3/FOXO3α信号通路有关。
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[Abstract]   Objective　Melatonin has been shown to have neuroprotective effects. This study is aimed at observing
the  effects  of  copper  deposition  on cognitive  function  in  a  toxic  milk  (TX)  mouse  model  of  Wilson disease  (WD),  and
investigating the effects  and mechanisms of  action of  Gandou Bushen Decoction (GDBSD) on melatonin synthesis  and
pineal  function  in  the  WD  model  mice. Methods　A  total  of  30  homozygous  TX  mice  were  randomly  assigned  to  3
groups (n = 10 in each group), including a WD group, a GDBSD group, and a dimercaptosuccinic acid (DMSA) group. A
total of 10 DL mice were included in the normal control (NC) group. The structure and copper content of pineal gland
tissues,  oxidative  stress  and  apoptosis-related  markers,  and  serum  melatonin  levels  were  evaluated  using  hematoxylin-
eosin  (HE)  staining,  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA),  flow  cytometry,  and  Western  blot. Results　
Compared  with  the  NC group,  the  WD group exhibited  decreased  learning  and cognitive  abilities  (P <  0.05),  damaged
pineal gland structure, increased copper content, reactive oxygen species (ROS) levels, and mitochondrial damage rate in
the  pineal  gland  (P <  0.01),  altered  levels  of  melatonin  and  oxidative  stress-related  markers  (P <  0.05),  upregulated
expression levels of pro-apoptotic proteins Bax and Caspase-3, and decreased expression of the anti-apoptotic protein Bcl-
2 (P < 0.01). After treatment with GDBSD and DMSA, the SIRT3/FOXO3α signaling pathway was activated, the copper
content in the pineal gland was reduced, and oxidative stress and apoptosis-related damages were improved, leading to an
improvement in learning and memory abilities (P < 0.05). Conclusion　GDBSD can alleviate cognitive impairments in
WD mice caused by pineal gland copper deposition by inhibiting oxidative stress and apoptosis in the pineal gland. The
underlying molecular mechanism is associated with the regulation of the SIRT3/FOXO3α signaling pathway.
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Wilson病（Wilson disease, WD），又名肝豆状核变性

（hepatolenticular degeneration, HLD），是由基因ATP7B突

变导致的常染色体隐性遗传的铜代谢障碍性疾病[1]。铜

沉积可直接影响中枢神经系统，主要累及双侧基底节、丘

脑和脑干等，而铜性肝损害还可导致脑结构的形态和生

理改变[2-3]。认知功能障碍是WD的常见神经系统表现。

大量研究显示，铜沉积会对认知功能造成损伤[4]，可能的

机制包括诱导线粒体功能障碍、细胞凋亡、神经炎症、自

噬及铁死亡等等[5-7]。然而，目前关于WD伴认知障碍的发

生机制的研究还远远不够。

松果体是一个重要的神经内分泌器官，通过释放褪

黑素，对生殖、内分泌系统以及生物节律都表现出明显的

调节作用[8- 9]。松果体的主要作用是响应来自视交叉上核

的神经输入，以高度昼夜节律的方式产生褪黑素（melatonin,

MT），传播昼夜节律的信息，从而将外部世界与身体的生

化和生理内部需求相结合[10]。研究证实，在多种神经疾

病中存在着松果体体积及褪黑素浓度的下降[11-13]。褪黑

素除了具有镇静催眠、抑制性腺、调整生物钟等功能之

外，还有强大的抗氧化及清除自由基的能力，可保护线粒

体及膜脂质免受氧化损伤，维持神经胶质细胞功能等[14]。

研究证实，铜诱导的神经元线粒体功能障碍是引起认知

障碍的关键因素之一[15]。铜沉积会影响松果体吲哚胺的

合成，而褪黑素可以阻止铜对N -乙酰基转移酶的抑制作

用[16]。然而，关于褪黑素在Wilson病伴认知功能障碍中的

具体作用目前尚不明确。

《黄帝内经》中有言：“肾主骨，生髓，通于脑”。这揭

示了肾在人体生命活动中的核心地位，其与精、气、血、

阴、阳等生命要素紧密相连。若肾精亏虚，髓海亦显不

足，进而导致元神失养，健忘症状频发。WD患者存在认

知功能损害，作为我院自主研发的院内制剂，肝豆灵片已

明确显示出在改善WD患者临床症状方面的显著疗效[17-19]。

肝豆补肾汤（Gandou Bushen Decoction, GDBSD）是在祛

痰化瘀之肝豆灵的基础上，加用滋补肾脏的药物，意在培

补肾元，使肾精充沛，从而滋养全身脏腑，气血运行有力，

津液输布顺畅，化痰祛瘀，清窍通络，使邪去正安。现代

研究也证实，杜仲、菟丝子、熟地黄、淫羊藿及枸杞子对

认知功能障碍具有一定的改善作用[20-24]。我院前期研究

表明，湿热内蕴证仅为WD部分病程阶段的证候特征，而

痰瘀互结证则贯穿WD的整个病程[25]。目前，临床上常用

铜络合剂促进尿液中铜的排泄，而锌盐可降低肠道铜的

吸收[26]。中药对肝豆状核变性有较好的疗效，而且其副

作用小，可以长期使用[27]。本研究结合松果体其生理特

性及“肾生髓通脑”理论，通过动物实验探讨肝豆补肾汤

在WD伴认知功能障碍的作用及机制，对体内褪黑素稳态

在疾病治疗中的作用进行深入探究，为中医药防治WD伴

认知功能障碍提供科学的理论依据。 

1     材料与方法
 

1.1    实验动物

30只C3He-ATP7btx-j小鼠购自美国Jackson实验公司，

体质量（19±5） g，10只DL同系对照小鼠为正常对照组。实

验过程在保证动物够用的前提下，使用较少的动物。各组

小鼠使用独立通气鼠笼，于SPF级实验室中饲养，动物房温

度18～20 ℃，湿度50%～60%，自由采食，饮水。小鼠喂养

至60～90日龄后进行分组及给药。本实验通过合肥综合

性国家科学中心大健康研究院实验动物福利与伦理委员

会审查（IHM-AP-2024-051），遵从动物实验3R原则。 

1.2    主要实验药品

肝豆补肾汤为安徽中医药大学第一附属医院（安徽

省中医院）院内制剂肝豆灵片（皖药制字：Z20050071）加

中药颗粒剂熟地黄、当归、益母草、杜仲、枸杞子、苑丝

子、淫羊藿组成，颗粒剂由广东一方制药提供。二巯丁二

酸（dimercaptosuccinic acid, DMSA）胶囊：0.25 g/胶囊，（上

海新亚药业有限公司生产，国药准字：H10940167），以上

药物均购自安徽中医药大学第一附属医院。 

1.3    主要试剂与仪器

苏木素染液、伊红染液（ebiogo）；铜离子、丙二醛

（malondialdehyde, MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide

dismutase, SOD）、过氧化氢酶（catalase, CAT）、谷胱甘肽

（glutathione, GSH）和谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione

peroxidase, GSH-Px）试剂盒（中国南京建成生物工程研究

院）；SIRT3（Sirtuin-3）抗体（Bioss），FOXO3α（Forkhead

box O3α）抗体、Bax（Bcl2-associated X）抗体、Caspase-

3（Cysteine aspartate specific protease-3）抗体（Abcam）；

Bcl-2（B-cell lymphoma-2）、SOD2、β-actin抗体（Zsbio）；小

鼠褪黑素（中国武汉基因美科技有限公司）；线粒体膜电

位试剂盒、活性氧（reactive oxygen species, ROS）检测试

剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）。酶标仪（雷杜）；

超薄切片机（德国Lerica）；数码相机（德国蒙斯特）；流式

细胞仪（贝克曼）；离心机（上海和欣科教设备有限公司）。 

1.4    造模、分组及给药

3 0只T X小鼠随机分为3组（每组1 0只）：W D组、

GDBSD组、DMSA组。根据《药理实验方法学》人体与动

物的表面积比率换算给药剂量。GDBSD组：取肝豆灵片

15片与颗粒剂熟地黄10 g、当归10 g、益母草10 g、杜仲10 g、

枸杞子10 g、苑丝子6 g、淫羊藿6 g共同捣碎，融于100 mL
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温水中溶解稀释，每只小鼠按1.5 g/(kg·d)剂量灌胃给药，

DMSA组：用100 mL温水溶解3粒DMSA胶囊粉末，每只小

鼠按0.16 g/(kg·d)剂量给药。对照组和WD组每天早晨灌

胃同体积的生理盐水，每只小鼠0.2 mL/(10 g·d)，连续28 d。

于水迷宫实验次日清晨，通过腹腔注射1%戊巴比妥

钠（50 mg/kg）麻醉后，从腹主动脉采集血液，离心取血清

保存于－80 ℃的冰箱以备进行ELISA测定。随后取出松

果体，将其快速放入5%戊二酸固定液（4 ℃冷却）、制备石

蜡切片，并取部分新鲜松果体组织入流式细胞仪测

ROS及JC-1。 

1.5    Morris水迷宫实验

于安徽中医药大学新安医学研究中心动物行为研究

室进行了Morris水迷宫实验，主要用于进行小鼠空间记

忆、学习等方面的研究。在实验结束前一周做了水迷宫

实验。在实验开始的第1天，放置可视平台，使其接受记

忆训练。第2～6天，将之前的可视平台置于水下，以进行

逃逸实验。于实验第7天进行平台移除穿越实验，观察并

记录小鼠的游泳轨迹、目标平台逃逸潜伏期以及60 s内

跨越目标平台所在象限的次数等。 

1.6    HE染色

将新鲜松果体组织固定在体积分数为4%多聚甲醛

液中，固定时间为24～48 h，之后取出并进行流水冲洗；进

行两次梯度乙醇脱水，随后二甲苯透明化处理两次，各处

理30 min、15 min；石蜡包埋；制厚度为4 μm的连续切片，

并将其与多聚赖氨酸包覆在玻片上干燥备用。石蜡片脱

蜡，梯度乙醇脱水，苏木素浸片2～5 min，分化，碳酸锂溶

液中返蓝数秒；于伊红染液中2 min浸染；常规脱水、透

明、封片；于显微镜下观察松果体组织形态学变化。 

1.7    透射电镜

将1 mm3组织固定到2.5%戊二醛中6～12 h，随后用

PBS进行冲洗，置于1%锇酸中固定1～2 h；进行梯度乙醇

脱水处理，分别在环氧丙烷和环氧丙烷∶环氧树脂（1∶1）

的溶液中浸泡30 min和1.5 h，然后将样本包埋在纯环氧

树脂中，分别放入45 ℃和72 ℃的烤箱中烘烤12 h和24 h。

随后取出包埋块进行修剪，进行超薄切片（片厚70 nm）；

双染、冲洗；使用透射电镜观察和拍摄图像。观察松果体

中线粒体、粗面内质网等细胞器的结构、形态。 

1.8    络合比色法检测小鼠松果体内铜含量

根据铜离子检测试剂盒说明书，将双蒸水、标准品和

组织上清液加入到96孔板中。用全自动酶标仪，设置主

波长600 nm，辅助波长700 nm，检测吸光值。 

1.9    ELISA检测血清褪黑素含量

褪黑素浓度按150、100、50、25、12.5 pg/mL加样；加

酶，除空白孔外每孔50 μL；温育，37 ℃、30 min；配液，用

于后续洗涤；显色，显色剂AB分别各50 μL；终止测定，根

据标准品浓度曲线计算样品中MT水平。 

1.10    氧化指标的测定

根据试剂盒说明书，使用试剂盒进行检测。使用酶

标仪在450 nm波长下测定吸光度（A值），通过标准曲线计

算样品中MDA、GSH浓度和CAT、SOD、GSH-Px活性。 

1.11    松果体组织ROS含量

收集细胞并调整细胞浓度至（1～10）×106 mL－1。加

入活性氧荧光探针（DCFH-DA，10 μmol/L），37℃孵育

20 min，每隔3～5 min混匀一下，使探针和细胞充分作用，

并设置不染色的细胞作为阴性细胞对照。用PBS洗细胞

两次，去除未进入细胞内的活性氧荧光探针。上流式细

胞检测ROS。 

1.12    线粒体跨膜电位

取新鲜松果体组织研磨成细胞混悬液，离心获得细

胞沉淀；用PBS洗涤两次，取10～60万细胞，重悬于0.5 mL

培养基中；用500 μL JC-1染色工作液将细胞重悬，37 ℃下

培养箱孵育20 min；收集细胞，用JC-1染色缓冲液洗涤、

重悬；使用流式细胞仪分析JC-1阳性/阴性细胞百分率。 

1.13    蛋白质印迹分析

取约0.1 g的松果体组织样本，加入RIPA细胞裂解液

600 μL，用于提取蛋白质；将收集到的蛋白样本通过十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶分

离；将分离后的蛋白质转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上进

行印迹；用Western洗涤液漂洗膜5 min，然后用含有5%脱

脂奶粉的Western封闭液在室温下封闭1 h；参考说明书，

与抗SOD2、Bax、Caspase-3和Bcl-2蛋白的一抗孵育过夜，

然后用洗涤液（PBST）洗涤3次；按照二抗说明书的指导，

与相应的二抗在室温下孵育1.2 h，然后用洗涤液（PBST）

洗涤3次；采用ECL发光试剂盒检测蛋白印迹。通过扫描

X射线胶片并使用ImageJ软件分析蛋白质水平。 

1.14    统计学方法

x̄± s

本研究采用统计软件GraphPad Prism 10.1进行数据

分析。计量资料采用 表示，方差齐则多组间比较采

用单因素方差分析，进一步两两比较采用Bonferroni检

验。方差不齐时，采用Dunnetts T3法进行多组间比较。

若数据不符合正态分布，则采用非参数检验。P<0.05

为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠认知功能的影响

如表1、图1所示，在隐藏平台实验中，WD组小鼠的
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目标平台逃逸潜伏期比NC组高278.91%，目标象限逃逸

潜伏期比NC组高191.94%，进入目标象限的次数比NC组

少51.61%，总游泳路径长度则少了20.93%（P<0.05），以上

结果说明铜沉积引起了小鼠的学习记忆障碍。而补充了

肝豆补肾汤及DMSA后，与WD组相比，肝豆补肾汤组小

鼠的目标平台逃逸潜伏期下降了45.82%，目标象限逃逸

潜伏期下降了40.74%（P<0.05）。DMSA组与WD组相比

目标平台逃逸潜伏期下降了55.87%，目标象限逃逸潜伏

期下降了68.14%，进入目标区域的次数及总游泳路径长

度均有所提升，差异有统计学意义（P<0.05）。这些结果

表明肝豆补肾汤和DMSA排铜治疗均可减轻铜沉积引起

的小鼠认知障碍。 

2.2    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体组织病

理学影响

HE染色发现，NC组松果体细胞排列密集，细胞核明

显，染色加深，胞浆着色淡，细胞膜完整。大多数胶质细胞

为梭形或星状，形状规整，有明显的核仁，未见明显的细胞

损害。相比之下，WD组小鼠的松果体细胞数目减少，细胞

边界模糊，细胞体积较小、排列无序、松散，空泡化变性增

多，细胞核固缩，同时胶质细胞减少。说明铜沉积对松果

体造成了组织结构上的损伤。GDBSD组及DMSA组松果

体细胞排列轻度紊乱，少量核固缩，与WD组相比，细胞数

目增多，空泡变性减少，形态恢复效果较好（图2）。 

2.3    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体超微结

构的影响

电镜下观察了松果体组织的线粒体凋亡情况，发现

NC组松果体细胞形态规则，染色质分布均匀，胞浆内细

胞器丰富，可见结构清晰的线粒体及溶酶体。WD组细胞

胞浆内细胞器减少，线粒体数量减少，大量线粒体出现明

显的肿胀变形，空泡化，线粒体嵴断裂。与WD组相比，

GDBSD组及DMSA组细胞胞浆内细胞器增多，正常线粒

体数量增加 ，线粒体肿胀、嵴断裂、固缩情况好转

（P<0.05）（表2、图3）。 

2.4    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体铜含量

的影响

使用络合比色法对松果体中铜含量进行检测，发现

与NC组相比，WD组松果体铜含量升高（图4A），而使用

肝豆补肾汤及DMSA后，松果体组织中铜含量均降低，差

异有统计学意义（P<0.05）。 

2.5    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠血清褪黑素的

影响

ELISA法检测各组小鼠血清褪黑素水平，结果显示，

 

表 1    各组小鼠逃逸潜伏期时间、穿越目标象限次数、总路程

Table 1    Escape latency time, number of trips across the target quadrant, and total distance travelled by mice in each group 

Group n Target platform escape latency/s Target quadrant escape latency/s Number of crossings of the target quadrant Total swimming distance/cm

NC 10 11.18±6.06 6.18±3.94 6.20±1.10 1 031.44±178.20

WD 10 42.37±10.21# 18.04±4.89# 3.00±0.71# 815.00±91.01#

GDBSD 10 22.96±7.47* 10.69±4.52* 5.00±1.22 977.46±106.80*

DMSA 10 18.70±7.73* 5.75±3.31* 6.60±1.95* 1 156.38±137.77*

　# P < 0.05, vs. NC group; * P < 0.05, vs. WD group. WD: Wilson disease; GDBSD: Gandou Bushen decoction.
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图 1  隐蔽平台实验中具有代表性的小鼠跟踪轨迹

Fig 1  Representative mouse tracking trajectories in the concealed platform experiment
 

NC
20 μm 20 μm

20 μm 20 μm

WD

GDBSD DMSA
 

图 2  HE染色观察TX小鼠松果体组织形态变化（×400）

Fig 2  Morphological changes in the pineal gland tissues of TX mice
observed by HE staining (× 400)
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WD组小鼠血清褪黑素较NC组小鼠降低（P<0.01），这与

之前观察到的松果体组织结构受损的征象相符合。使用

肝豆补肾汤及DMSA之后，如图4B所示，GDBSD组和

DMSA组小鼠的血清褪黑素水平均较WD组升高（P<

0.01），显示肝豆补肾汤及铜螯合剂DMSA均可改善WD模

型TX小鼠血清褪黑素的水平。 

2.6    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体组织

ROS的影响

为了测定线粒体功能，进一步使用细胞流式术检测

了松果体组织中ROS的含量。如图5结果显示，NC组小

鼠松果体组织中ROS占比为77.62%；WD组小鼠松果体组

织中的R O S占比为9 2 . 8 3 %，与N C组相比增多（P<

0.01）；DMSA组及肝豆补肾汤组小鼠松果体组织中的

R O S占比分别为8 4 . 0 1 %和8 0 . 5 7 %，与W D组相比，

DMSA组及肝豆补肾汤组松果体组织中ROS含量下降

（P<0.01）。
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图 5  流式细胞术测定细胞内ROS水平

Fig 5  Intracellular ROS levels determined by flow cytometry
A, Levels of ROS expressed in the pineal gland as determined by flow

cytometry; B, quantitative analysis of the mean ROS fluorescence level (n = 3).
# P < 0.01, vs. NC group; * P < 0.01, vs. WD group.
  

2.7    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体组织线

粒体膜电位的影响

线粒体膜电位检测结果（图6）显示，NC组线粒体损

 

表 2    各组小鼠松果体组织线粒体损伤率

Table 2    Rate of mitochondrial damage in the pineal tissues of mice in
each group 

Group n Mitochondrial damage rate/%

NC 10 17.18±4.55

WD 10 49.16±7.84#

GDBSD 10 27.45±6.94*

DMSA 10 21.84±6.42*

　# P < 0.05, vs. NC group; * P < 0.05, vs. WD group. All abbreviations are
explained in the first footnote to Table 1.
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图 3  各组小鼠松果体电镜下超微结构变化

Fig 3  Electron microscopic observation of ultrastructural changes in the
pineal gland of mice in each group

Red arrows point to mitochondria.
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图 4  各组小鼠松果体铜含量及血清褪黑素

Fig 4  Pineal copper content and serum melatonin level in the mice in
each group

A, Pineal gland copper content (n = 5); B, serum melatonin concentration

(n = 6). # P < 0.05, vs. NC group; * P < 0.05, vs. WD group.
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伤率为 5 9 . 9 % ，W D组为 8 5 . 6 % ，与N C组相比上升

（P<0.01）。而肝豆补肾汤及DMSA组的线粒体损伤率与

WD相比则降低（P<0.01）。
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图 6  小鼠松果体线粒体膜电位

Fig 6  Mitochondrial membrane potential of the pineal gland of the mice
A, Dot plot of mitochondrial membrane potential; B, mitochondrial damage

rate (n = 3). # P < 0.01, vs. NC group; * P < 0.01, vs. WD group.
  

2.8    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体组织

SIRT3/FOXO3α通路的影响

Western blot结果（图7）显示，WD组小鼠松果体组织

中SIRT3蛋白受到抑制，其下游的FOXO3α蛋白的表达也

随之降低（P<0.05），而在使用肝豆补肾汤及DMSA药物

后，SIRT3蛋白、FOXO3α蛋白表达增强（P<0.05） 。 

2.9    肝豆补肾汤Wilson病模型TX小鼠松果体组织氧化

应激标志物的影响

蛋白质印迹检测SOD2蛋白水平显示，与NC组相

比，WD组小鼠松果体组织中SOD2蛋白表达水平降低（P<

0.01）（图8A、8B）。MDA水平升高，SOD、CAT、总

GSH、GSH-Px水平下降（P<0.05）；使用肝豆补肾汤及

DMSA药物干预后，小鼠松果体中SOD2蛋白表达水平

升高，MDA水平下降，SOD、CAT、总GSH、GSH-Px水平

升高（P<0.05） （图8C～8G）。 

2.10    肝豆补肾汤对Wilson病模型TX小鼠松果体凋亡蛋

白的影响

为了验证肝豆补肾汤是否能减轻松果体组织细胞凋

亡水平，进行了蛋白质印迹实验。如图9所示，与NC组相

比，WD组小鼠松果体中促凋亡蛋白Bax、Caspase-3的表

达水平上升，抗凋亡蛋白Bcl-2表达减少（P<0.05）；使用肝

豆补肾汤药物干预后，促凋亡蛋白Bax、Caspase-3表达水

平下降，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平上升（P<0.05）。 

3     讨论
 

3.1    Wilson病和铜沉积损害TX小鼠空间学习记忆功能

过量的铜沉积在身体各个部位是肝豆状核变性的特

征性表现。而小鼠脑组织中这种过量的铜积累会诱导小

鼠学习记忆障碍，并通过氧化损伤和细胞凋亡诱导脑组

织病理损伤[2]。二巯丁二酸为金属螯合剂，可与多种重金

属形成络合物排出体外，常用于治疗重金属中毒，包括

铅、汞、镉和铜引起的中毒。研究表明，使用二巯丁二酸

进行排铜治疗可以减少大脑中的金属沉积，从而改善相

应的神经系统症状[28]。本研究通过Morris水迷宫行为学

实验观察WD模型TX小鼠的空间记忆与学习能力以及肝

豆补肾汤的作用。在Morris水迷宫试验中，WD组小鼠存

在明显的学习记忆障碍，而补充DMSA及肝豆补肾汤后，

小鼠穿越目标象限次数及路径长度均增加，目标象限逃

逸潜伏期和目标平台逃逸潜伏期减少。实验数据表明，
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图 7  蛋白质印迹检测各组SIRT3和FOXO3α蛋白表达

Fig 7  Western blot was performed to determine the protein expressions of SIRT3 and FOXO3α in each group

A, Original protein bands; B, SIRT3; C, FOXO3α (n = 3). # P < 0.05, vs. NC group; * P < 0.05, vs. WD group.
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铜沉积引起了WD模型TX小鼠的学习记忆障碍，而补充

DMSA或者肝豆补肾汤有助于预防或治疗这种缺陷。 

3.2    肝豆补肾汤改善Wilson病模型TX小鼠褪黑素水平

基于行为学实验结果，为了探究铜引起WD模型
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图 8  小鼠松果体氧化应激标志物

Fig 8  Markers of oxidative stress in the mouse pineal gland

A, Original protein bands of SOD2 protein; B, relative intensity of SOD2 (n = 3); C, SOD; D, CAT activity; E, MDA; F, GSH; G, GSH-Px activity (n = 6).
# P < 0.05, vs. NC group; * P < 0.05, vs. WD group.
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图 9  小鼠松果体细胞凋亡标志物

Fig 9  Apoptosis markers in the mouse pineal gland

A, Original protein bands; B, Bax protein; C, Bcl-2 protein; D, Caspase-3 protein. n = 3. # P < 0.05, vs. NC group; * P < 0.05, vs. WD group.
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TX小鼠认知障碍的损伤机制，以及DMSA和肝豆补肾汤

的保护作用，本研究对松果体组织进行观察。通过HE染

色发现，WD铜沉积造成松果体组织一定程度的损伤，这

与行为学实验结果相符合。此外，在电镜下发现，WD组

小鼠松果体组织中线粒体出现大量肿胀，线粒体损伤率

明显上升。

松果体功能障碍与神经发生受损有关，并可能导致

大脑的记忆丧失[29]。国内外多项研究显示，褪黑素的调

节能力在多种认知功能下降模型中都发挥着重要作用，

褪黑素的合成受阻可能是影响认知功能的靶点之一[30-31]。

褪黑素的主要产生部位为松果体组织，其亲脂性质使其

很容易穿越细胞膜，并能穿透血脑屏障[32]。作为一种两

亲性分子，褪黑素被证实可以减少活性氧，影响能量代

谢，并具有各种神经保护特性，在改善神经发生和突触可

塑性方面具有重要作用。在本研究中，WD模型TX小鼠

松果体显示出组织结构破坏的征象，褪黑素含量也明显

减少。而肝豆补肾汤组以及DMSA组小鼠的血清褪黑素

表现出整体上升的趋势，表明排铜或者补充肝豆补肾汤

可改善松果体的损伤，促进褪黑素的合成。 

3.3    肝豆补肾汤通过SIRT3/FOXO3α通路改善Wilson病

模型TX小鼠松果体氧化应激、细胞凋亡

线粒体在促进神经发育过程中起到关键作用，线粒体

肿胀是孤立线粒体发生通透性转换的结构变化，可能是

由于ROS生成增多[33]。本研究电镜下发现松果体组织中

出现大量线粒体肿胀现象，进一步对松果体组织中的

ROS水平进行检测，发现Wilson病模型TX小鼠松果体中

ROS水平明显升高。研究证实，铜诱导的ROS产生不仅导

致GSH氧化和脂质过氧化，还可以破坏线粒体膜的完整

性并打开线粒体膜通透性转换孔[34]。本研究中WD组小

鼠ROS、MDA的水平和JC-1阳性细胞率的上升验证了这

一点。

沉默信息调节因子相关酶3（SIRT3）是具有NAD+依

赖的蛋白去乙酰化酶活性的蛋白家族成员，调节许多关

键的细胞过程，在脑中高表达[35]，对氧化应激、线粒体功

能、线粒体自噬、焦缩、凋亡[36]有显著影响。SIRT3作为

线粒体内重要的去乙酰化酶，可通过去乙酰化不同的下

游蛋白发挥功能并平衡ROS稳态，对线粒体起到调节作

用。其中包括在氧化应激中被广泛研究的抗氧化蛋白

SOD2和PRDX3（peroxiredoxin 3）[37-38]。FOXO3α是第一个

被SIRT3调节的转录因子，已被证明在氧化应激中发挥着

复杂的作用，该因子不仅可以诱导氧化应激状态下细胞

的凋亡，还可以抑制氧化应激的发生[39-40]。本研究结果发

现铜沉积对松果体造成了组织病理形态学和超微结构损

伤，并且与NC组相比，WD小鼠松果体中SOD2的表达被

抑制，CAT、总GSH和GSH–Px的水平下降，脂质过氧化物

MDA的水平增加，这些结果均提示铜沉积诱导了小鼠松

果体的氧化损伤。与WD组小鼠相比，肝豆补肾汤治疗

后，调节SIRT3及FOXO3α的表达水平明显上升，松果体

氧化应激程度得到改善。

褪黑素除了强大的抗氧化能力，还能通过改变Bcl-

2及Bax表达来抑制细胞凋亡 [4 1 ]。本研究结果显示，与

WD组相比，肝豆补肾汤组及DMSA组小鼠松果体中促凋

亡蛋白Bax、Caspase-3表达减少，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水

平也增加，这也显示出肝豆补肾汤具有改善松果体组织

中细胞凋亡水平的能力。

综上所述，本研究结果证明，Wilson病模型TX小鼠松

果体组织中过量的铜引起了SIRT3和FOXO3α的表达下

降，氧化还原动态平衡被打破，加剧了松果体内线粒体

ROS的产生、细胞凋亡和脂质过氧化，褪黑素水平下降，

并引起了认知功能障碍。而肝豆补肾汤及DMSA可能通

过SIRT3/FOXO3α通路减轻松果体组织氧化应激和细胞

凋亡，缓解松果体细胞损伤，调节褪黑素水平，从而对

WD伴认知功能障碍起到改善作用。肝豆补肾汤为WD

伴认知功能障碍的临床治疗提供了新的途径。但本研究

主要集中于肝豆补肾汤对松果体氧化应激损伤和细胞凋

亡的保护作用，而对于肝豆补肾汤在WD伴认知功能障碍

中的全面作用了解可能存在不足，需要进一步探讨。
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