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提 要  为探讨急性镉中毒后自由基产生和损伤的部位及机

理,给予大鼠尾静脉注射氯化镉建立急性镉中毒模型, 电镜观

察自由基过氧化氢 ( H2O 2)的定位及细胞损伤, 并测定抗氧化

酶和氧化剂的变化。结果表明: H2O2- CeCl3 的阳性颗粒沉积

在肝细胞膜上,最早出现在中毒后 1h, 3h 最严重, 24h 消失; 抗

氧化酶活力受抑, 以 3h 最严重 ( p< 0101) , 6h 后渐渐恢复; 而

GSH 的含量在 3h 前均高于正常 ( p< 0105) , 以后逐步减少。

提示自由基是急性镉中毒所致肝脏损伤的重要因素。
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  To study the localization and mechanism of free radical pro-

duction and injury by cadmium, we set up the tox ical model by in-

travenous injecting cadmium chloride into r ats. Then injury of hep-

atocytes and free radical( H2O2 ) localization were studied by elec-

tron microscopy, and contents of antiox idation were determinated.

Results Showed H2O2-CeCl3 positive pr ecipitation on outer plasma

membrane of hepatocytes first appeared at 1h after cadmium-expo-

sure, increased obviously at 3h and disappeared at 24h. Activities of

antiox idase decreased clearly and w ith the ser ious in 3h ( p <

0101) , recovered pro gressiv ely in 6h. But GSH content increased

obviously before 3h( p< 01 05) , and decreased step by step. Con-

clusion: Free radical production is the important factor on injury of

hepatocytes after cadmium-exposure.
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镉是环境中普遍存在的有毒重金属,它在工业产品的生产

和使用中对环境的污染日见严重,因而有关镉中毒的机理研究

正受到广泛关注。有研究表明自由基是镉导致的组织损伤的

关键因素112,但对自由基的产生和作用的部位尚无明显结论。

过氧化氢( H2O2 )和超氧阴离子及羟自由基等均为体内起主要

损害作用的自由基。为了解急性镉中毒后肝脏自由基损伤的

机理, 本文以大鼠为实验对象, 采用电镜技术探讨镉中毒时

H2O 2的定位; 以及与 H2O2 产生和清除有关的过氧化酶 (超氧

化物歧化酶- SOD、谷光甘肽过氧化物酶- GSHpx、过氧化氢

酶- CAT )及抗氧化剂谷胱甘肽 ( GSH)的变化, 为镉中毒的自

由基损伤机制提供依据。

1  材料和方法

111  动物  雄性健康 Sprague- Daw ley( SD)大鼠, 240~ 300g,

上海西普尔- 必凯实验动物有限公司提供。

112  试剂和仪器  三羟甲基氨基甲烷、胆酸钠( E. M . K 公司,

德国) ;二硫二硝基苯甲酸 ( DTNB)、还原型谷光甘肽 ( GSH)

( Fluka 公司, 德国) ; 其余试剂均为国产分析纯。Hiachi himic

CR21低温高速离心机、Hitachi 800 透射电镜 (日立公司, 日

本) ; 721分光光度计(上海第三分析仪器厂)。

11 3 方法

11 311  大鼠镉中毒模型的建立和取材  40只 SD大鼠随机分

为 5 组,实验前自由进食和水。1 组为对照组 ,尾静脉注射生

理盐水。其余 4组为实验组,按 21 5mg Cd2+ / kg 体重剂量尾静

脉注射氯化镉( CdCl2 ) ,于注射后 1h、3h、6h、24h 处死, 取无血

肝组织匀浆、离心, 取上清测定 SOD、GSHpx、CAT 和 GSH。

11 312  H2O2的电镜细胞化学定位(氯化亚铈-CeCl3法)  大鼠肝

门静脉灌注CeCl3平衡液及戊二醛固定液,取肝细胞切成 1mm3小

块,经常规固定、脱水包埋后切片,铅-铀染色,电镜观察。

11 313  各项指标的测定  SOD 活力测定用邻苯三酚自氧化

反应终止法122, 结果以酶活力单位 u/ mg蛋白表示。GSHpx 活

力测定用催化 GSH 氧化法132, 以 37e 每分钟催化 1Lmol/ L

GSH 氧化所需的酶量为 1 个 GSHpx 活力单位,结果以 GSHpx

活力单位 u/ g蛋白表示。CAT 活力测定用比色法142, 结果以

CAT 活力 K/ mg蛋白表示。GSH 测定采用 DT NB 法152。蛋白

质含量测定用染料法。

11 4 统计学方法  结果以�X ? S 表示,采用 t 检验比较组与组

间的差异。

2 结果

21 1 镉中毒后自由基 ( H2O 2) 电镜细胞化学定位  CeCl3 -

H2O2 阳性沉积物在中毒后 1h 开始出现, 分布在内皮细胞、

Kupffercs 细胞膜上,少见于直接暴露于血窦的肝细胞膜上, 沉

淀呈点状分布(图 1)。在中毒后 3h,可见大量 CeCl3- H2O2 阳

性沉淀沿肝细胞游离端细胞膜和内皮细胞膜连续分布(图 2)。

中毒后 6h, 仍可见肝细胞膜表面有 CeCl3- H2O2 沉淀 ,但已大

为减少(图 3)。中毒后 24h, 虽然细胞已大量破碎, 但未见 Ce-

Cl3- H2O2沉淀颗粒(图 4)。

图 1  镉中毒后 1h

ER 扩张,核糖体已大部脱落,线粒体轻度肿胀;可见少量 Ce

呈点状沉积在肝实质细胞( PC)、内皮细胞( EC)膜上 @ 12000
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图 2  镉中毒后 3h

ER 扩张,线粒体膨胀,内外膜模糊不清;见大量 Ce沉积

在肝实质细胞( PC)、内皮细胞( EC)和 Kupf fer. s细胞膜上 @ 15000

图 3  镉中毒后 6h

处于不可逆改变状态的肝细胞胞浆清亮,少有细胞器;

仍可见少量 Ce沉淀在肝细胞和内皮细胞膜上 @ 5500

图 4  镉中毒后 24h

可见破碎的肝细胞,胞内膜结构

大多已不清晰;未见 Ce的沉积 @ 7000

212  镉中毒后大鼠肝脏抗氧化酶和 GSH 水平的变化  在所

有观察时间内,中毒组的 GSHpx 和 CAT 的活力均显著低于正

常对照组( p< 01 05) , 3h 活力最低, 6h 后有所恢复; SOD 活力

在3h 内显著低于对照组 ( p< 0105) , 6h 时已恢复至正常的

96% , 24h恢复正常。而 GSH 在 3h 前明显高于正常组, 3h 后

逐步下降(表 1)。

表 1  急性镉中毒后大鼠肝脏各项指标的变化

SOD

( u/ mg prot. )

GSHpx

( u/ g prot. )

CAT

( K/ mg prot. )

GSH

( Lmol/ mg prot. )

对照组 225170 ? 18137 1401 10 ? 211 50 2911 73 ? 111 99 01 911 ? 01 103

1h 165171 ? 12123* 421 10 ? 161 87** 1821 32 ? 381 06** 11 438 ? 01 201**

3h 152144 ? 19107* 431 14 ? 111 67** 1051 30 ? 141 82** 11 056 ? 01 118

6h 216153 ? 23147 901 36 ? 211 05* 1631 05 ? 141 00** 01 860 ? 01 153

24h 211117 ? 13199 1061 53 ? 211 86* 1641 56 ? 221 54** 01 747 ? 01 121

  * P< 0105, * * P< 0101, n= 8

3 讨论

上述结果提示, 急性镉中毒严重抑制抗氧化酶 ( SOD、

GSHpx、CAT )的活力,镉造成抗氧化酶活力抑制的机理可能是

镉与这些金属依赖酶中的金属发生竞争性替代作用, 改变了酶

的活力。Hussain162曾报道, 镉可通过竞争置换 SOD 中的金属

锌而影响 SOD的活力, Weisig er 通过凝胶层析发现有 5% 的镉

与分子量 34000Da的蛋白结合, 而这些与铜/锌 SOD的分子量

相符。镉还可与硒、铁等金属作用, 影响含硒的 GSHpx 和含铁

的 CAT 的活力。抗氧化酶是体内主要清除自由基的酶,抗氧

化酶活力降低提示肝脏清除自由基的能力减低, 即 SOD对超

氧阴离子的清除、CAT 清除 H2O2、GSHpx 清除 H2O2及脂质过

氧化物能力均明显受抑, 同时实验结果显示, 自由基 H2O 2 主

要定位和作用于肝脏内皮细胞膜、肝细胞膜及 Kupffer. s 细胞

上, H2O2 作用于膜的不饱和脂肪酸, 造成脂质过氧化, 引起细

胞损伤。而 GSH 的含量变化与酶活力变化正相反, 说明在中

毒最初的 3h GSH 主要起保护细胞和减轻氧化损伤的作用, 与

文献报道一致172。

综上所述,急性镉中毒后, 氧自由基的产生和消失与抗氧

化酶的活力变化和抗氧化剂的变化彼此有着密切的消长时相

关系, 非致死剂量的镉中毒早期即可造成肝细胞的损伤, 这种

损伤表现在肝组织的抗氧化酶活力受抑, 自由基 H2O2 浓度升

高,膜破碎和细胞溶解。
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