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摘要： 目的　探讨低剂量镉暴露对大鼠破骨细胞形成的影响。 方法　２４只 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ 雄性大鼠随机分成 ３组，通过饮水
进行镉染毒，染毒剂量为 ２ ｍｇ／Ｌ和 １０ ｍｇ／Ｌ；对照组饮水中加入相同体积的生理盐水。 染毒后第 ２４ 周，收集血液、腰椎及两
侧胫骨，分别用于血抗酒酸酸性磷酸酶 ５ｂ测定、骨密度测定及组织形态分析。 通过酶组织化学染色，观察大鼠胫骨破骨细胞
形成情况。 结果　染毒组大鼠骨密度较对照组有不同程度下降，其中高剂量组大鼠骨密度和对照组相比有显著差异（P ＜
０．０５）。 骨组织形态分析显示镉作用后大鼠胫骨骨髓腔增宽，骨小梁数量及骨小梁连接明显减少。 组织化学染色显示镉染毒
可以增加大鼠胫骨破骨数量及面积，和对照组相比有显著差异（P ＜０．０５）。 染毒组大鼠血抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ水平显著
高于对照组（P ＜０．０５）。 结论　低剂量镉染毒能增加大鼠骨组织内破骨细胞数量，骨吸收的过度活跃可能是低剂量镉骨损害
的重要途径。
关键词： 镉；低剂量；破骨细胞；骨密度；骨组织形态；抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ
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Abstract： Objective　 To investigate the effect of long－term， low－dose exposure of cadmium （Cd） on the formation of
osteoclasts in rats．Methods 　Twenty－four male Sprague－Dawley rats were randomly divided into ３ groups．Rats were treated with
Cd via drinking water at the concentration of ０， ２， or １０ mg／L for ２４ weeks．The same volume of normal saline was additioned into
the water in the control group．After ２４ weeks， all the rats were sacrificed．The blood， the lumbar vertebrae and the bilateral tibias
was collected for the detection of tartrate resistant acid phosphatase ５b （Tracp５b）， bone mineral density （BMD） determination，
histolmorphometry．The enzyme histological staining was used for the observation of osteoclasts formation in the rat tibia．Results
　BMD of rats in Cd－treated group was lower than that in control group， and the decrease in １０ mg／L group was statistically
significant （P ＜０．０５）．Bone histomorphometry showed that after the intervention of Cd， the marrow cavity in the rat tibia
broadened， and the number and the connection of the bone trabecula reduced significantly．Histochemical investigation indicated that
Cd could increase the number and area of osteoclasts in the rat tibia， and the difference was significant （P ＜０．０５）．The Tracp ５b
levels in Cd－treated groups were significantly higher than that in control group （P ＜０．０５）．Conclusion　Long－term， low－dose
exposure of Cd can stimulate osteoclast formation．And excessive bone resorption medicated via osteoclasts may be an important way
of Cd toxic effect on bone．
Key words： Cadmium； Low dose； Osteoclasts； Bone mineral density； Bone histomorphology； Tartrate resistant acid phosphatase
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　　镉是一种重要的环境污染物。 流行病学研究表
明镉暴露可以引起骨丢失、骨质疏松以及增加骨折
的风险［１－３］ 。 近年来，大量研究表明环境水平的镉暴
露同样也是骨质疏松的重要危险因素之一［４］ 。 早
期研究认为，镉的骨损害可能继发于肾脏损害。 镉
可以抑制机体肠道的钙吸收及促进钙的排泄，并且
可以抑制肾脏活性维生素 Ｄ的合成［５，６］ 。 但是目前
关于低剂量镉骨损害的机理还不清楚。 我们的前期
体外研究显示，破骨细胞可能是低剂量镉损害的重
要靶细胞之一，低剂量镉暴露可以促进体外破骨细
胞的形成［７，８］ 。 本研究，我们将通过组织学方法观
察低剂量镉暴露对大鼠骨组织破骨细胞形成的影

响。

1　材料与方法
1．1　动物分组及染毒

２４ 只 ８周龄雄性 ＳＤ大鼠（上海西普尔－必凯实
验动物有限公司提供），体重 ２００ ±１２ ｇ，合格证号：
ＳＣＸＫ（沪）２００８－００１６。 饲养于 ＳＰＦ级屏障系统，１２ｈ
昼夜节律照明，环境温度为 ２２℃ ～２５℃，相对湿度
为 ５０ ～８０％，用标准饲料喂养，自由饮水。 适应 １
周后，随机分为 ３ 组，每组 ８ 只，通过饮水进行镉染
毒，染毒剂量为 ２ ｍｇ／Ｌ（低剂量组）和 １０ ｍｇ／Ｌ（高
剂量组），对照组加入相同体积的生理盐水。 染毒
２４周后，水合氯醛麻醉处死大鼠，收集血样、腰椎及
双侧胫骨。
1．2　骨密度测定

取 Ｌ１－Ｌ５腰椎，尽量去除周围肌肉等软组织，用
冷的生理盐水纱布包裹，应用双能 Ｘ 线骨密度仪
（Ｈｏｌｏｇｉｃ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｗｉ，美国）测定骨密度，仪器精度
为 １％，变异系数（ＣＶ） ＜１％。
1．3　骨组织形态及组织化学分析

取左侧胫骨，去除周围肌肉及软组织后，４ 固定
３天。 然后梯度酒精（４０％ ～１００％）脱水。 左侧胫
骨经过二甲苯透明，甲基丙烯酸甲酯浸润及包埋。
修整去除多余包埋材料后，用硬组织切片机切片，切
片厚度为 ８ μｍ。 烘干后，进行 Ｇｏｌｄｎｅｒ’ ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ
染色。 中性胶封片，显微镜下拍照。 骨小梁染成亮
绿色。
取右侧胫骨，同样去除周围肌肉及软组织后，

４％多聚甲醛 ４℃固定 ３ 天。 然后 １０％ＥＤＴＡ 脱钙
液，４℃脱钙 １０ ～１４ 天，石蜡包埋，切片，５０℃烘烤
３０ ｍｉｎ，二甲苯脱蜡两次，每次 １５ ｍｉｎ，梯度酒精水
化（１００％～４０％），应用试剂盒（Ｓｉｇｍａ ３８７－Ａ）进行

抗酒石酸酸性磷酸酶染色。 水化，中性胶封片，显微
镜下拍照，分析破骨细胞的数量及面积。
1．4　血抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ（Ｔｒａｃｐ５ｂ）测定

应用 ＥＩＡ试剂盒（ＲＡＴ ＴＲＡＰ Ａｓｓａｙ， ＩＤＳ， ＵＫ）
测定大鼠血清 Ｔｒａｃｐ５ｂ 水平。 试剂盒批内变异
枙８％，样品回收率为 ８３ ～１０６％。 标准品浓度为 １．８
Ｕ／Ｌ，测得浓度为 １．７ Ｕ／Ｌ。 试剂盒检测下限为 ０．１
Ｕ／Ｌ。
1．5　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１６．０ 统计分析软件进行 ＯＮＥＷＡＹ－
ＡＮＯＶＡ分析，数据以 珋x ±s 表示，P ＜０．０５， 有统计
学意义。

2　结果
2．1　镉染毒对大鼠腰椎骨密度的影响

染毒组大鼠腰椎骨密度都较对照组有不同程度

下降（图 １），并呈现一定剂量效应关系。 高剂量组
大鼠骨密度显著低于对照组，差异有统计学意义（P
＜０．０５）。

图 1　低剂量镉染毒对大鼠骨密度的影响
与对照组比较，* P ＜０．０５

Fig．1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｏｎ ｂｏｎｅ
ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，*

P ＜０．０５
　

2．2　镉对大鼠胫骨骨微结构的影响
镉作用对大鼠胫骨骨微结构有明显损害。

Ｇｏｌｄｎｅｒ’ ｓ ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ 显示镉染毒组大鼠骨髓腔明显
增宽，骨小梁数量明显减少，骨小梁连续性降低，骨
小梁之间连接减少，骨体积分数明显降低（图 ２）。
特别是高剂量组，骨微结构的损害更加明显。
2．3　镉对大鼠血 Ｔｒａｃｐ５ｂ水平的影响

染毒组大鼠血 Ｔｒａｃｐ５ｂ水平有显著升高。 和对
照组相比，２ ｍｇ Ｃｄ／Ｌ和 １０ ｍｇ Ｃｄ／Ｌ染毒组大鼠血
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图 2　低剂量镉染毒对大鼠骨微观结构的影响
Fig．2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｏｎ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ

　

清 Ｔｒａｃｐ５ｂ水平分别增加了 ６０％和 １４０％（图 ３）。

图 4　低剂量镉染毒对大鼠胫骨破骨细胞形成的影响
Fig．4　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｏｎ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ　

图 3　低剂量镉染毒对大鼠血 Ｔｒａｃｐ５ｂ水平的影响
与对照组比较，*P ＜０．０５，**P ＜０．０１

Fig．3 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｏｎ
ｓｅｒｕｍ Ｔｒａｃｐ５ｂ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，*P ＜０．０５，**P ＜０．０１
　

2．4　镉对大鼠胫骨破骨细胞的影响
对照组大鼠胫骨干骺端可以看到有少量 ＴＲＡＰ

阳性细胞。 镉染毒对大鼠胫骨干骺端破骨细胞数量
有显著影响（图 ４）。 染毒组大鼠破骨细胞数量及面
积都显著高于对照组（图 ５），差异有统计学意义。

3　讨论
骨骼是镉损害的重要靶器官之一。 研究认为镉

引起的骨质疏松继发于镉的肾脏损害，特别是镉可
以抑制活性维生素 Ｄ的生成［５，６］ 。 但是也有流行病
学研究表明低水平的镉暴露引起的骨损害与活性维

生素 Ｄ的水平无关［９］ 。 我们的前期体外研究表明，
低剂量镉暴露可以抑制成骨细胞活性和矿化［１０］ 。
此外，体外研究也显示，低剂量镉暴露可以刺激破骨
细胞的形成［７，８，１１］ 。 本研究显示，长期低剂量镉暴露
可以刺激大鼠体内破骨细胞的形成。
长期低剂量镉暴露后可以降低大鼠骨密度并影

响骨的微观结构，主要表现为骨小梁数量的减少，骨
小梁分离度增加，骨连接减少。 根据文献报道，２ ｍｇ
Ｃｄ／Ｌ及 １０ ｍｇ Ｃｄ／Ｌ的剂量分别接近于环境水平暴
露及低污染地区暴露［１２，１３］ 。 本研究所使用的染毒
剂量尽管较低，但是长期暴露仍然可以诱导出明显
骨损害。
尽管有研究表明镉的骨损害继发于其肾脏损

害，但是体外研究表明镉可以直接影响成骨细胞代
谢及活性。 镉可以抑制成骨细胞的增殖、分化及矿
化。 但是有研究提示镉对骨形成相关基因没有显著
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图 5　低剂量镉染毒对大鼠胫骨破骨细胞面积和数量的影响
与对照组比较，*P ＜０．０５，**P ＜０．０１

Fig．5　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ａｒｅａ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ ｉｎ ｒａｔｓ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，*P ＜０．０５，**P ＜０．０１

　

影响，但是可以影响骨吸收相关基因的表达［１４］ 。 我
们推测破骨细胞可能是镉骨损害的靶细胞之一。 早
期研究显示镉可以促进破骨细胞前体细胞向破骨细

胞分化并能增强破骨细胞活性［１１］ 。 我们前期研究
也表明镉可以刺激 ＲＡＷ２６４．７细胞，一种单核－巨噬
细胞，向破骨细胞分化［８］ 。 但是，目前少有研究探
讨低剂量镉暴露是否可以影响在体破骨细胞的形

成。 本研究从组织学角度证实低剂量镉染毒后可以
显著增加大鼠胫骨破骨细胞数量，提示骨吸收的过
度活跃可能是长期低剂量镉骨损害的重要途径。
抗酒石酸酸型磷酸酶（Ｔｒａｃｐ）是由破骨细胞和

有活力的巨噬细胞释放［１５］ 。 血液循环中的 ＴＲＡＣＰ
有 Ｔｒａｃｐ ５ｂ 和 Ｔｒａｃｐ ５ａ 两种形式［１６］ ，Ｔｒａｃｐ５ｂ 来源
于破骨细胞，Ｔｒａｃｐ ５ａ 来源于巨噬细胞［１７， １８］ 。 由于
Ｔｒａｃｐ ５ｂ 能反映骨吸收的情况，并且不受肾脏及肝
脏代谢影响［１９］ ，被用来作为新型的骨代谢标志物。
近来研究表明，Ｔｒａｃｐ ５ｂ 主要反映破骨细胞的数量，
并且能够预测将来的骨丢失［２０］ 。 血清 Ｔｒａｃｐ５ｂ 值
可以代替组织学检测对大鼠骨组织中破骨细胞数量

进行评估［２０， ２１］ 。 我们应用 ＥＩＡ 的方法测定各组大
鼠的血 Ｔｒａｃｐ ５ｂ，结果表明镉能显著增加大鼠血
Ｔｒａｃｐ ５ｂ 水平。 该结果同样提示低剂量镉可能通过
增加破骨细胞活性／数量，增加骨吸收能力，进而引
起骨代谢紊乱。
本研究表明长期低剂量镉染毒可以显著影响骨

密度及骨微观结构。 低剂量镉骨损害可能与其诱导
破骨细胞形成，进而导致骨吸收过度活跃有关。
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作者单位更改申明

本刊第 ８期论著篇名《腺病毒介导的 ＢＭＰ－２和 ＥＧＦＰ基因转染兔骨髓基质干细胞及种植脱钙骨的体外
观察》，因作者本人疏忽，误将第一作者单位写错，现将第一作者陈佳滨，单位由桂林医学院更改为桂林医学
院附属医院，特此申明。
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