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慢性镉诱导小鼠巨噬细胞的吞噬功能活性抑制研究

单潇潇，周娟，陈龙，赵洁明

(南京师范大学生命科学学院生化与生物制品研究所，江苏南京210097)

[摘要] 选用60只健康雌性ICR小鼠，随机分为对照组、低剂量氯化镉组(L—Cd组)、高剂量氯化镉组(H．Cd

组)，每组20只．对照组每天给予普通全价饲料，L—cd和H—cd组分别饲喂含镉2和10 mg／kg的全价饲料，连续

9周．分别在第3、6、9周观察小鼠腹腔巨噬细胞吞噬率和吞噬指数的变化，并检测血浆TNF—a水平．结果显示，

在整个实验期内，L—cd和H—cd组腹腔巨噬细胞吞噬率明显低于对照组，且随剂量增加和时间的延长而明显下

降，而吞噬指数虽较对照组下降但无显著差异；血浆TNF．a水平变化不明显．提示慢性镉染毒诱发小鼠巨噬细

胞吞噬功能低下．
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Abstract：Sixty heahhy female ICR mice are chosen and divided randomly into control group，low dose

CdCl2 group(L—Cd group)and high dose CdCl2 group(H—Cd group)．During nine week experimental

period，the common complete diet is orally provided daily in control group，and the mice
in L—Cd and H—

Cd groups are given the diets with 2 and 1 0 mg of Cd per kg feed，respectively．Changes of phagocytic

rate and phagocytic index of macrophages in abdominal cavity of animals are investigated in the 3 rd．6 th

and 9 th weeks．respectively，with the analysis of plasma TNF—d level．The results show that during the

entire experimental period，phagocytic rates in macrophages of L—Cd and H—Cd groups reduce significantly

as compared with that of control group，and drop significantly with dosage increase and temporal elonga—

tion of Cd exposure．No obvious differences are observed though the phagocytic indice are lower in Cd—ex—

posed groups than in control group．The levels of plasma TNF—d among all groups remain unchanged．It is

suggested that chronic cadmium exposure induces the defect of macrophage functional activity in mice．

Key words：cadmium，mouse，macrophage，tumor necrosis factor—d

0引言

单核／巨噬细胞和树突状细胞在低等和高等生物的免疫应答中均发挥重要作用．成熟的单核细胞主要

分布在血液中，而单核细胞进一步分化形成的巨噬细胞则分布十分广泛，几乎存在于全身所有表皮和黏膜

下组织，这种分布特性决定了其在防御感染、自身稳定和免疫监视中起着重要作用．肿瘤坏死因子-Or．

(tumor necrosis factor OL，TNF．o【)是巨噬细胞分泌的最重要的细胞因子，其可以作用于巨噬细胞表面的

TNF．R，刺激巨噬细胞分泌其他细胞因子，同时，TNF—d还能促进许多与抗感染免疫应答有关的基因表
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达u。2 J．为此，本研究采用经食物慢性镉染毒，观察低、高剂量氯化镉诱导的小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能

活性和血浆中TNF—d水平变化，旨在探讨慢性镉诱导的病理生理发生发展过程中非特异性免疫细胞活性

变化．为进一步揭示镉对人类的免疫毒性作用提供科学依据．

1材料与方法

1．1实验动物

60只健康、体重24．04±0．18 g的成年雌性ICR小鼠，由南京医科大学实验动物中心提供，，经1周适

应性饲养后，随机分成对照组、低剂量氯化镉组(L．cd组)、高剂量氯化镉组(H—Cd组)，每组20只．实验过

程中，对照组饲喂普通全价饲料，低、高镉组分别饲喂含镉2和10 mg／kg饲料的全价饲料，进行慢性镉染

毒实验，连续9周．小鼠自由采食、饮水，饲养过程中，每天换水，隔日换垫料，环境温度20～25℃．

1．2样品采集和处理

分别于实验后第3、6、9周上午9：00，对各组小鼠称重，并从各组取已编号的6只小鼠，摘眼球采集血

样2 mL，迅速放人含有肝素钠(1：500)的塑料管内，混匀，然后将血液置4℃离心(3 000 r／min，20 rain)，取

出血浆置一20℃保存用于指标测定．

1．3测定指标和方法

巨噬细胞吞噬功能：取洗涤3次的5％鸡红细胞生理盐水悬液，每只小鼠腹腔注射1 mL，1 h后，再腹

腔注射生理盐水1 mL，脱臼处死，轻轻按摩腹部1 min，吸取腹腔液1 mL置试管内，37℃孵育30 min，l 000

r／min离心10 min，弃去上清液0．5 mL，然后吸取2滴沉渣涂片，甲醇固定，Wrights．Giemsa染色．油镜下计

数100个巨噬细胞中吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数目，计算出吞噬百分率，同时观察计数每个巨噬细胞所吞

噬的鸡红细胞数，求出吞噬指数．

血浆TNF—O／．：放射免疫分析法，试剂盒由中国人民解放军总医院放射免疫研究所提供，严格按说明书

方法进行．

1．4数据处理

以平均值±标准误(Mean±SEM)表示，用Statistica软件对数据作Students’t检验，确定差异显著性．
40

2结果

2．1小鼠表现

在实验过程中，高剂量镉组小鼠在染毒后期出现

腹胀、毛色紊乱等表现，在实验第7和8周分别死亡1

只，剖检发现，小鼠肝脏有紫黑色斑点，脾脏有白色斑

点．在整个实验期内，各组小鼠体重均随周龄增长而上

升，但组问无显著差异．

2．2慢性镉诱导小鼠巨噬细胞吞噬率的变化

在整个实验期内，镉诱导小鼠腹腔巨噬细胞的吞

噬率明显低于对照组，且随剂量增加和时间的延长而

明显下降(图1)．

2．3慢性镉诱导小鼠巨噬细胞吞噬指数的变化

由表1可见，在整个实验期里，L．Cd和H—Cd组小

鼠腹腔巨噬细胞吞噬指数均低于对照组，但无显著差异．
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图1慢性镉诱导小鼠巨噬细胞吞噬率的变化

表1慢性镉诱导小鼠巨噬细胞吞噬指数的变化(n=6，Mean±SEM)
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2．4慢性镉诱导小鼠血浆TNF-仅水平变化

表2显示，在整个实验期，血浆TNF一仅水平各组间无明显差异
表2慢性镉诱导小鼠血浆TNF-d水平变化(聆=6，Mean±SEM)

3讨论

本研究显示，整个实验期内对照组和低镉组动物采食、活动、外观特征均比较正常，高镉组小鼠在实验

前期也无异常表现，但染毒后期出现腹胀、毛色紊乱等变化，在实验第7和8周分别死亡1只．各组动物生

长发育没有明显差异．提示本实验采用的慢性镉染毒方式温和，也未见迅速广泛诱导机体多种系统器官机

能活动障碍．

随着现代工业的迅猛发展，镉污染的问题已日益严重化．上世纪中期日本爆发了由镉引起的“骨痛

病”事件，此后，诸如此类的事件时有发生，并引起国际的共同关注．镉是环境中最常见且不易消除的重金

属污染物，它在环境中虽然含量很低，但经食物链富集可达相当高的浓度，且在机体内生物半衰期长达10

～35年旧’4J．1972年，FAO／WHO把镉列为第三位优先研究的食品污染物，1974年联合国环境规划局将其

定为重点污染物，后美国毒物管理委员会(ATSDR)将其列为第六位危机人类健康的有毒物质．镉被人体

吸收进入血液后可迅速与血浆白蛋白等成分结合，并随血流分布到各器官，对人和动物具有多器官、组织、

细胞毒性-5 J．已有研究证实，镉是一种免疫抑制物。6 J．巨噬细胞是一种重要的多功能免疫细胞，不仅能吞

噬老化细胞、细胞碎片、细菌、精子，还是重要的抗原识别提呈细胞．正常巨噬细胞在不同的组织中表现为

不同形式，如肝脏Kupffer细胞¨o、肺泡巨噬细胞、脾脏中的游走及固定巨噬细胞、胸腹膜腔巨噬细胞

等⋯．当巨噬细胞被激活后，可分泌TNF．仪、NO及PGE2等大量生物活性介质，这些生物介质参与广谱杀

瘤作用，在巨噬细胞的免疫功能中发挥重要作用。8’9I．因此，巨噬细胞的杀伤活性是衡量其功能状态的重

要指标。10|．有实验报道，饮水染镉能抑制年老的BDFl雌鼠巨噬细胞免疫功能¨1I，腹腔注射

0．3～1．2 mg／kg的CdCl，染毒小鼠腹腔灌洗液中巨噬细胞总数减少012 3；体外实验证明，培养的鼠巨噬细胞

(RAW 246．7)暴露在CdO(25、50 mg)或CdCl，(30、40 mmol／L)下2～24 h内，其噬菌能力随着时间的推移

逐步下降¨引．本研究结果显示，不同剂量镉染毒小鼠巨噬细胞吞噬率均显著低于对照组，而吞噬指数与对

照组相比降低但无显著差异，说明慢性镉负荷导致机体巨噬细胞功能活性低下，影响机体的非特异性免疫

功能．有研究分析认为，镉致巨噬细胞免疫毒性机制可能与镉引起巨噬细胞凋亡和坏死有关．凋亡的发生

一般认为是细胞内钙离子浓度增加，使核酸内切酶激活，在核小体连接处将DNA链切断所致．Lomann等

的研究表明，镉可引起细胞内游离钙离子浓度增加-l4。，吴静等人推测低浓度镉通过此途径病理性的引起

巨噬细胞凋亡‘1 5|；而镉在较高浓度时，有可能引起磷脂酶的广泛活化而导致细胞坏死。16。．

TNF一仅是由单核一巨噬细胞分泌的细胞因子．成熟的单核细胞主要分布在血液中，而单核细胞进一步

分化形成的巨噬细胞则分布十分广泛，几乎存在于全身所有表皮和黏膜下组织，这种分布特性决定了其在

防御感染、自身稳定和免疫监视中起着重要作用．在机体发生炎性反应时，血液中和组织中单核一巨噬细

胞被激活可产生并释放大量诸如自由基、PGs、LTs、TXs、TNF．o【、IL．1等，其中一个最关键因子可能就是其

分泌的TNF一仅．它可进一步介导吞噬细胞分泌包括自由基在内各种活性分子，进而发挥杀伤作用．但是，如

果机体内致病因素不能及时地遏制或清除，体内这些分子可能就会产生过量，造成正常组织的伤害，起致

炎作用．它们作为炎症介质在加重局部炎症的同时，还可通过循环引起远处组织损伤，严重者导致多系统

器官障碍、衰竭¨川．因此，检测体液和组织中TNF一仅水平的变化，可以很好地了解和评价机体病理生理

反应状态．有研究认为，镉对巨噬细胞的吞噬和分泌功能均有影响，另有实验显示，低浓度镉使得IL一1、

TNF—d的mRNA的表达量增高，而高镉组表达量没有明显变化。1扎19 J．本研究结果表明，在整个实验期，慢

性镉染毒后血浆中TNF一仅水平变化不明显，由此也可进一步说明，慢性镉染毒没有对机体产生剧烈损伤

和表现多系统器官障碍，可能与没有诱导TNF—d过量释放有关．

一82—  万方数据



单潇潇，等：慢性镉诱导小鼠巨噬细胞的吞噬功能活性抑制研究

综上所述，经食物慢性镉染毒诱发小鼠巨噬细胞的吞噬功能低下，并有剂量效应和时间效应，但由于

染毒的剂量和方式的温和性，其血浆中的TNF一仅含量并未有明显变化．
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