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　　［摘　要］　目的　研究维生素Ｃ（ＶＣ）对慢性镉中毒小鼠黑质神经元的保护作用。方法　将７５只雄性昆明种小鼠随机分为３
组，每组２５只。镉中毒组皮下注射氯化镉（ＣｄＣｌ２），每周２次，每次２ｍｇ／ｋｇ，ＶＣ加镉组（ＶＣ组）上述方法和剂量染镉外，ＶＣ按每次
２５ｍｇ稀释后灌胃，正常组同时给予生理盐水。３个月后对小鼠进行Ｙ型迷宫学习能力检测，并通过光镜及透射电镜观察小鼠黑质
神经元的细微结构。结果　Ｙ型迷宫检测显示，ＶＣ组与镉中毒组相比，小鼠的学习、记忆能力均降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与正常组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。光镜和电镜结果显示，ＶＣ组小鼠中脑黑质区结构接近正常组，与镉中
毒组比较有明显差异。结论　抗氧化剂ＶＣ对慢性镉中毒组小鼠黑质神经元有显著的保护作用。
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　　镉（ｃａｄｍｉｕｍ，Ｃｄ）广泛存在于生产和生活中，是一
种有毒重金属，对机体可造成严重的损害。随着镉产

量和用量的增加，镉中毒在世界的不同地区发生。镉

除了对肾、肝、肺、骨、生殖和免疫等器官系统产生一系

列损伤外，对神经系统也有明显的毒性作用，且与其诱

导的氧化损伤密切相关［１２］。维生素Ｃ（ＶＣ）是一种有
效的抗氧化剂，它的最大特性是还原性，通过还原作用

消除有害氧自由基的毒性。但有关ＶＣ对慢性镉中毒
小鼠黑质区域的形态学研究尚未见报道。本实验通过

采用Ｙ型迷宫进行学习记忆能力测试，对正常组、镉

中毒组及ＶＣ组小鼠中脑黑质神经元进行ＨＥ染色、尼
氏染色、ＴＨ免疫组化染色和透射电镜观察，分析 ＶＣ
对慢性镉中毒小鼠学习记忆能力和黑质区神经元的形

态学影响，以期探讨 ＶＣ对慢性镉中毒小鼠黑质神经
元的保护作用，为研究镉中毒的危害及防治提供一定

的形态学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＬＥＩＣＡＲＭ２０１５回转式切片机（上海徕卡仪器有限公司）；
Ｈ６００型透射电镜（日本日立公司）。氯化镉（ＣｄＣｌ２，分析纯，
北京５７６０１化工厂，批号：１０８７３００５）；维生素Ｃ注射液（广州白

云山明兴制药有限公司，批号：Ｈ４４０２２３８３）；酪氨酸羟化酶抗体

（武汉博士德生物工程有限公司，批号：ＢＡ１４５４）。采用 Ｙ型迷

宫初步筛选出健康清洁级雄性３月龄昆明小鼠７５只，由贵阳

医学院动物中心提供，合格证号为：ＳＣＸＫ（黔）２００２０００１。
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１．２　方法
　　将小鼠随机分为正常组、镉中毒组、ＶＣ组，每组２５只。全
部小鼠在正常温控、光照及自由摄食条件下饲养。每周称量小

鼠体重，观察一般情况，注意小鼠的活动、食欲、饮食量、毛发、

反应等。定期用迷宫测定记忆力。镉中毒组用双蒸水配制的

氯化镉溶液按每次２ｍｇ／ｋｇ（给药体积为５ｍＬ／ｋｇ计算），经皮
下注射，每周２次。正常组经皮下注射等量生理盐水。ＶＣ组
除按上述方法和剂量染镉外，ＶＣ按每次２５ｍｇ经“金龙鱼”油
稀释后灌胃。

１．３　小鼠学习记忆能力检测方法
　　采用Ｙ型迷宫随机休息法进行学习能力的检测。在３个
月后进行Ｙ型迷宫测验，在安静、较暗环境下进行。安全区以
无规则次序变换，以训练小鼠辨别灯光刺激及安全方位的能

力。小鼠受电击后逃到安全区后，灯光继续作用１０～１５ｓ，熄
灯后结束１次测试，小鼠所在支臂就作为下一次测试的起点，
间隔３０ｓ后再进行第２次测试，依次重复。每天每只小鼠连续
测试１０次，有９次以上正确逃到安全区作为学习正确判定标
准。正确逃避数定为Ａ，以Ａ／１０表示学习的正确率，此值越高
说明学习能力越好。于学习能力测试完休息２４ｈ后，再以同样
方法进行测试小鼠记忆保持能力。观察各组小鼠在１０次切换
中有几次正确反应。

１．４　染色方法
１．４．１　取材与制片　　３个月后将小鼠处死并取心脏做灌注
固定，开颅取脑。整个中脑用 Ｂｏｕｉｎ液进一步固定，石蜡包埋、
切片、染色（包括ＨＥ、尼氏法、ＴＨ免疫组化 ＡＢＣ法）并用光镜
观察。电镜观察部分每组随机取３只小鼠，麻醉后用２．５％戊
二醛磷酸缓冲液灌注固定。取黑质区域１ｍｍ大小组织块，用
锇酸（１０ｇ／Ｌ）固定 ４ｈ，丙酮梯度脱水，Ｅｐｏｎ８１２包埋，ＵＬ
ＴＲＡＣＵＴＥ型超薄切片机切片，制作超薄切片。本实验所观察
的黑质区域平面是参考ＰａｘｉｏｎｓＷａｔｓｏｎ图谱经上丘和脚间核的
冠状切面。

１．４．２　染色方法　　ＴＨ免疫组化 ＡＢＣ法染色，步骤如下：切
片分别经３％过氧化氢１０ｍｉｎ，原修复液１０ｍｉｎ，正常血清封闭
液２０ｍｉｎ，ＴＨ抗原（１∶１６００）３７℃孵育 １ｈ，生物素化二抗
３７℃孵育１ｈ，ＡＢＣ３７℃孵育１ｈ，ＤＡＢ显色。以上各步骤间
均用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液洗３次，每次５ｍｉｎ。结果判定：以胞浆
中出现棕黄色颗粒为阳性反应。电镜样品超薄切片经醋酸铀

和柠檬酸铅双重染色，在８０ｋＶ电压下用日立Ｈ６００型透射电
镜观察并摄片。

１．４．３　计量分析　　文中数据采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，用ＳＰＳＳ软件，方差分析，ｑ检验比较，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　精神行为表现
　　正常组小鼠体重增加，被毛光滑，食欲、活动、反应正常。
镉中毒组小鼠２周后出现活动及反应性明显减少，行动迟缓，
显得无精打采，进食量明显减少，体重下降，毛发稀疏、脱落，少

数小鼠步态不稳。ＶＣ组小鼠活动未见明显减少，饮食稍差，体
重未见明显下降。染毒后第１个月、第２个月和第３个月与镉
中毒组比较，正常组、ＶＣ组小鼠体重较高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；而正常组和 ＶＣ组比较，差异无统计学意义，
见表１。

表１　各组小鼠体重变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２５，ｇ）

组别 染毒前 第１个月 第２个月 第３个月

正常组 ２５．３２±０．３５２８．１０±０．５８ ２９．２５±０．１７ ２９．５８±０．８９

镉中毒组 ２５．２５±０．４１２４．００±０．１２ ２３．６４±０．２６ ２３．２９±０．４０

ＶＣ组 ２５．２６±０．５２２７．０５±０．５６ ２７．５５±０．１４ ２７．８７±０．２５

：与正常组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　小鼠学习记忆的变化
　　经Ｙ型迷宫检测，正常组的学习正确率和记忆保持率分别
为：２９．１２±０．３４和８５．１２±０．５５，镉中毒组和 ＶＣ组分别为：
２１．５３±０．３８、７２．２８±０．３９和２８．５６±０．３２、８４．６７±０．５７。与
正常组和ＶＣ组相比，镉中毒组小鼠学习、记忆能力均降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＶＣ组与正常组相比，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．３　光镜观察
　　正常组ＨＥ染色可见黑质区域细胞密集成群，绝大部分细
胞为大多角形或锥体形，神经元胞体及胞核较大，核仁清晰，胞

浆比较丰富。尼氏染色黑质区域有成群分布的大多角形或锥

体形细胞，胞浆内尼氏体丰富。ＴＨ免疫组化染色可见黑质区
大量的ＴＨ阳性细胞，胞浆内有丰富的棕黄色 ＴＨ阳性反应颗
粒。镉中毒组ＨＥ染色可见黑质区神经元数量明显减少，部分
神经元丧失大多角形或锥体形状，少数细胞核固缩，胞浆减少，

胞浆内可见大小不等的嗜酸性颗粒。小鼠黑质区域可见较大

的软化灶，病灶呈圆形或卵圆形，边界清楚，灶内呈镂空筛网

状，绝大多数神经元消失。大部分小鼠黑质区域内尚见广泛的

淋巴细胞浸润，形成血管套。尼氏染色黑质区神经元明显减

少，胞浆内尼氏体减少或消失，着色浅。ＴＨ免疫组化染色黑质
区ＴＨ阳性细胞也明显减少，胞浆内 ＴＨ阳性反应颗粒较少。
ＶＣ组ＨＥ染色黑质区神经元有少量减少，部分神经元变性，细
胞呈圆形或卵圆形。小鼠黑质区有散在小面积软化灶形成，残

留神经元胞体变小，胞核固缩。黑质区可见弥漫性淋巴细胞浸

润，部分淋巴细胞围绕在小血管周围形成血管套。尼氏染色细

胞形态大多正常，胞浆内尼氏体有少量减少。ＴＨ免疫组化染
色黑质区有大量ＴＨ阳性反应神经元，胞浆内 ＴＨ阳性反应颗
粒较正常组有所减少（图１）。

２．４　电镜观察
　　正常组神经元胞体较大，核周质内有较发达细胞器，核膜
光滑、完整，染色质分布均匀。镉中毒组神经元胞体缩小，胞核

浓缩变形，核染色质电子密度增高、边聚，核膜断裂。核周隙可

见扩张，核周质内细胞器减少和消失。ＶＣ组核膜边界清晰完
整，核染色质轻度边聚，核周细胞器有所减少，线粒体有轻度肿

胀，偶见空泡化（图２）。

·１２１·
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ａ：正常组黑质区神经元（ＨＥ染色）；ｂ：镉中毒组黑质区较大的软化灶（ＨＥ染色）；ｃ：镉中毒组黑质区血管套（ＨＥ染色）；ｄ：ＶＣ组黑
质区较小的软化灶（ＨＥ染色）；ｅ：ＶＣ组黑质区淋巴细胞浸润（ＨＥ染色）；ｆ：正常组黑质区神经元（尼氏染色）；ｇ：镉中毒组黑质区神
经元（尼氏染色）；ｈ：ＶＣ组黑质区神经元（尼氏染色）；ｉ：正常组黑质区ＴＨ阳性反应神经元（ＴＨ免疫组化染色，ＳＡＢＣ法）；ｊ：镉中毒
组黑质区ＴＨ阳性反应神经元（ＴＨ免疫组化染色，ＳＡＢＣ法）；ｋ：ＶＣ组黑质区ＴＨ阳性反应神经元（ＴＨ免疫组化染色，ＳＡＢＣ法）

图１　黑质区神经元光镜观察（×３００）

ａ：正常组；ｂ：镉中毒组；ｃ：ＶＣ组
图２　黑质区神经元透射电镜观察（×１００００）
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３　讨论

　　Ｃｄ是一种对人体健康危害严重的环境污染物。
它在神经系统累积时就会损伤脑功能，其含量过高，会

造成以降低智力、神经元退化和细胞死亡为特征的脑

病，即使含量很低，也可有不同程度的损害。给大鼠一

次性皮下注射氯化镉１０ｍｇ／ｋｇ，可引起急性出血性病
变，并选择性地损害半月神经节和脊神经的感觉神经

节。主要病理改变为神经节细胞周围出血，某些神经

节细胞呈核固缩，核裂解，细胞溶解［３］。Ｃｄ对神经系
统不仅造成形态学上的改变，也影响精神行为方面。

Ｇａｂｂｉａｎｉ等［４］指出，成年鼠染 Ｃｄ后显得无精打采，但
是对痛苦的刺激反应敏感且表现强烈。有研究发现精

神发育迟缓与学龄儿童头发中 Ｃｄ含量的增加有一定
关系。提示Ｃｄ可能引起肉眼可见的畸形，或通过改变
神经递质的传递，引起细微的行为影响［５］。本实验中，

Ｃｄ中毒小鼠中脑黑质受损，出现了类似的结构和功能
的改变。主要改变有：①神经元变性、坏死；②黑质区
有严重的软化灶形成；③炎症反应，以淋巴细胞浸润为
主，并形成血管套；④黑质区 ＴＨ阳性反应神经元明显
减少；⑤精神行为改变。
　　Ｃｄ的神经系统毒性机制较为复杂，主要是：①抑
制一些含巯基酶的活性及影响中枢神经递质的含量；

②ＣｄＣａ相互作用，Ｃｄ的毒性可能是使细胞内 Ｃａ稳
态失衡而引起；③Ｃｄ参与氧化损伤，镉可以通过增强
细胞膜系统的脂质过氧化反应，产生大量自由基，造成

细胞氧化损伤［６］。Ｃｄ可致脂质过氧化水平升高，抑制
抗氧化酶如超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）及谷胱甘肽还原酶
（ＧＳＨＰｘ）的活性，影响ＧＳＨ和ＶＥ的水平［７］。随着研

究的不断深入，Ｃｄ所诱导的氧化损伤已成为神经系统
毒性机制的主要方面。

　　ＶＣ由于具有潜在的抗氧化反应和清除自由基的
能力而受到广泛关注［８９］。有报道在 ＶＣ慢性给药中，
大鼠急性应激状态时脑组织 ＳＯＤ活力未见明显改变，
提示维生素Ｃ具有非常强的抗自由基作用，基本能消
除自由基对神经细胞的损害，从而具有神经保护作

用［１０］。本实验结果显示：镉中毒组小鼠活动及反应性

明显减少，行动迟缓，进食量明显减少，体重下降，毛发

稀疏、脱落，少数小鼠步态不稳；Ｙ迷宫实验表明镉染

毒显著降低了小鼠的学习和记忆能力。而 ＶＣ组小鼠
不仅精神行为表现较正常，Ｙ迷宫实验也显示 ＶＣ对
小鼠学习记忆能力有明显保护作用。此外黑质区神经

元的变性、退化及坏死程度均明显改善。与镉中毒组

相比，仅有初期轻微的软化灶形成，少数小鼠出现淋巴

细胞浸润，ＴＨ免疫组化染色 ＴＨ阳性反应颗粒稍有减
少；电镜观察ＶＣ组小鼠胞核核膜完整清晰，核染色质
轻度边聚，线粒体嵴断裂、空泡化程度都相对较轻。这

些形态学的表现说明经 ＶＣ处理后黑质神经元的损伤
程度减轻，结构和功能接近正常，进一步从形态学方面

证实了 ＶＣ可保护神经组织免受 Ｃｄ引起的自由基增
多及氧化损伤所造成的损害［１１］，为镉中毒的危害及防

治提供一定的形态学依据。
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