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锌对铅染毒新生大鼠成骨细胞增殖分化的影响 *
刘国军 1 阎春生 1△ 姚海艳 1 他维玮 2 魏万倩 1

(1.兰州大学公共卫生学院营养与食品卫生研究所 甘肃兰州 730000; 2.兰州大学第二临床学院 甘肃兰州 730000)

摘要 目的：探讨铅锌联合染毒对乳鼠颅骨成骨细胞增殖分化的影响。方法：分离并培养原代成骨细胞,加入不同浓度铅、锌培养
48h,检测其对成骨细胞增殖的作用;用碱性磷酸酶试剂盒检测 ALP活力。结果：在染铅 48h后,当铅浓度≥10μmol/L时,细胞增殖
功能下降(P<0.05);加锌干预 48h后,铅 +锌组细胞增殖功能均高于各自单独染铅组,其中铅(1μmol/L、10μmol/L)+锌(50μmol/L)
组、铅(10)+锌(100)组与对照组间的差异具有统计学意义(P<0.05)。铅干预 48h后,100μmol/L铅组的 ALP活力显著下(P<0.05)，给
予锌干预的铅锌联合染毒组,各组 ALP活力均有增加，其中铅(1μmol/L、10μmol/L)+锌(50μmol/L)组 ALP活力均高于对照组,而
铅(100μmol/L)+锌(50μmol/L)组 ALP活力低于对照组，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论：铅对成骨细胞有毒性作用,影响其增
殖和分化功能；50μmol/L锌在一定程度上可以拮抗铅对成骨细胞增殖和分化功能的损伤,且对 ALP活力的作用更显著,为铅中毒
骨病的防治提供一定的科学依据。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of lead and zinc on proliferation and differentiation of osteoblasts in newborn rats.

Methods: OsteobLasts were isolated from the calvaria of newborn rats and cultured in α-MEM medium. Lead and Zinc acetate with
different concentration was administrated and cultivated for 48h.The proliferation response to lead and zinc was determined by MTT
methods. The activity of alkaline phosphatase (ALP) was measured by alkaline phosphatase kit. Results: Treated with different levels of
lead (10 μmol/L and 100 μmol/L) for 48h, the cell proliferation decreased(P<0.05); Treated with zinc and lead for 48h, cell proliferation
was higher than their single lead-treated group; differences were of statistical significance (P<0.05) between the lead (1 μmol/L) plus zinc
(50μmol/L), lead(10μmol/L) plus zinc (50μmol/L), lead(10μmol/L) plus zinc (100μmol/L) and control group. The activity of ALP was
significantly decreased in group treated with a dose of 100 μmol/L lead for 48h (P<0.05). When treated with zinc and lead for 48h, the
activity of ALP was higher than their single lead-treated group; the ALP activity in groups of lead (1 μmol/L,10μmol/L) plus zinc
(50μmol/L) were higher than the control group, while that in group of lead (100 μmol/L) plus zinc (50 μmol/L) was significantly lower
than the control group. All the difference was statistically significant (P<0.05). Conclusions: There were adverse effects of lead on
osteoblasts such as affecting their proliferation and differentiation. Zinc (50μmol/L) may have antagonistic joint action on lead in affec-
ting the proliferation and differentiation of osteoblasts. Moreover, it also has a notable role on the activity of ALP. So it provides some
proofs in preventing and curing lead poising bone diseases
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前言

铅是一种历史悠久、应用广泛的工业毒物,可造成机体全
身几乎所有组织脏器的损害[1]。铅可在骨骼中蓄积，铅中毒可以
直接和间接地改变骨细胞功能[2]。成骨细胞是体内参与骨形成
过程的主要细胞,对骨组织的生长、发育、骨代谢平衡及损伤修
复起关键作用[3]。锌是维持人和动物正常生命活动不可缺乏的

必需微量元素之一，与骨代谢及其机能有着密切的关系[4]，锌缺

乏、锌过量均可影响骨的生长[5]。为了解补锌后对铅致骨骼损伤
的改善作用，以及补充锌剂量的影响，本研究通过给予不同剂

量的锌干预铅对成骨细胞的损伤，试图从细胞分子水平研究铅

锌联合染毒对骨骼的影响，为铅锌矿区人群的骨健康积累资

料，和为铅锌矿区人群营养干预的合理性及防治铅中毒骨病

提供理论依据。
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图 2成骨细胞茜素红染色鉴定,染色后呈现红色阳性结节 40×

Fig. 2 Osteoblast (alizarin bordeaux stain) 40 × Red represent positive

tubercle

图 1成骨细胞 ALP染色鉴定 40×

Fig.1 Osteoblast（ALP stain) 40×

1 材料与方法

1.1 实验动物
生后 24h的清洁级 SD大鼠 5只(雌雄不限)，由兰州大学
实验动物中心提供。
1.2 主要试剂及仪器
醋酸铅(分析纯,天津市化学试剂三厂)，硫酸锌(分析纯，西安化
学试剂厂)，α-MEM( Gibco),胎牛血清(杭州四季青)，Ⅱ型胶原
酶(Invitrogen公司)，胰蛋白酶( Gibco)；四甲基偶氮唑盐(MTT，
sigma公司)；碱性磷酸酶染色试剂盒、ALP试剂盒(南京建成)；
IMT-2 倒置显微镜 (Olympus,日本 )，细胞培养箱（heraeus，德
国)，酶联免疫检测仪(Bio-Tek，美国)。
1.3 成骨细胞的制备与培养
将生后 24h的 SD大鼠浸泡于 75%酒精中 10min后，断头
处死[6]。无菌取出颅盖骨，用眼科镊剔除附着的血管及结缔组
织，PBS冲洗 3遍。先加入适量的 0.25%胰酶，于 37℃气浴震荡
消化 20min后，再加入适量的 0.1 % II型胶原酶消化 2h。少量
15%α-MEM完全培养液终止消化，将消化液移入到离心管中，
1000 r/min离心 10 min，弃去上清液，用 α-MEM培养液洗涤，
1000 r/min离心 10 min，沉淀即为成骨细胞，用 15%α-MEM完
全培养液重悬、吹打均匀,接种到培养瓶中，37℃，5% CO2饱和

湿度下培养，24小时后换培养液,以后每 2-3天换液 1次。
1.4 成骨细胞的鉴定
将细胞按 5×104/ml密度接种于预置无菌盖玻片的 6孔板
中，每孔约 2-3m1[7]。培养 72h后取出盖玻片，按照 ALP染色试
剂盒的说明，固定 5min，风干后滴加底物液盖满样本部分,加盖
封口膜,放置湿盒中，37℃作用 30min,水洗、苏木素复染 5min，
水洗，晾干后光镜下观察。用本实验室培养的大鼠成纤维细胞
做对照染色。
另一块 6 孔板中的细胞 , 更换成 OB 诱导液 (在完全

α-MEM培养液中，添加 50mg/L的抗坏血酸、10mmol/L β-甘
油磷酸钠)继续培养，用倒置相差显微镜观察，第 15d时取出无
菌玻片进行茜素红法[5]染色鉴定。
1.5 实验分组
根据预实验结果分为对照组及不同剂量的实验组。对照

组：与培养液同步孵育。实验组：铅组、铅 +锌组。根据实验结
果 , 选择 50μmol/L、100μmol/L 作为锌的干预浓度。锌组：
10，25，50，100，150，200μmol/L；铅组：1，10，100μmol/L。
1.6 铅锌对成骨细胞影响的观察指标及检测方法
1.6.1 MTT比色法测定细胞相对存活率 将第二代成骨细胞按
4×103个 /ml密度接种于 96孔板,每孔 200μl。次日吸去全部
培养液,铅锌组换加含不同浓度锌的 a-MEM培养液,空白组、铅
组加 a-MEM完全培养液,每孔各 100μl。继续培养 24h后,各组
加含不同浓度铅的 a-MEM培养液, 终浓度分别为 1、10、100
μmol/L，每孔 100μl。继续培养 48h后,弃去培养液,每孔加入无
血清 a-MEM培养液 100μl和 5mg/ml的MTT 20μl, 继续培养
4h后加入三联液（SDS 10g，异丁醇 5ml，10M HCl 0.1ml用双
蒸水溶解配成 100ml溶液）100μl/孔,继续培养、溶解过夜,用酶
标仪在 570nm波长处检测各孔吸光度值(OD值)。
1.6.2 细胞内 ALP活性的测定 细胞培养至第 9d时，弃去旧培

养液，PBS清洗 2次，0.25%胰蛋白酶液消化，加入含 10%胎牛
血清的 a-MEM完全培养液，吹打均匀，制成细胞悬液，按 4×
103个 /ml密度接种于 96孔板，每孔 200μl。次日吸去全部培养
液，铅十锌组换加含不同浓度锌的 a-MEM培养液，空白组、铅
组加 a-MEM完全培养液，每孔各 100μl。继续培养 24h后,各组
加含不同浓度铅的 a-MEM培养液，终浓度分别为 0、1、10、100
μmol/L,每孔 100μl。培养 48h后，弃去培养液，并用 PBS清洗 3
次,采用南京建成 CKAP测定试剂盒测定,将收集的细胞用 PBS
冲洗，加入 0.1%的 TritonX-100，反复吹打，置 4℃30min，加入
加入基质液 0.05ml，细胞裂解液 0.03m1，缓冲液 0.05ml，移入
37℃水浴 15min，最后加入显色剂 0.15m1，空白管以三蒸水代
替细胞裂解液，充分混匀。用酶标仪在 490nm波长处检测各孔
吸光度值(OD值)。
1.7 统计分析
采用 SPSS16.0统计软件进行统计学分析，实验数据用 x

±s 表示，各指标组间比较采用单因素方差分析，后采用 LSD
检验进行两两比较，检验水准为 α=0.05。

2 结果

2.1 成骨细胞的鉴定
本实验培养的细胞经碱性磷酸酶染色试剂盒染色，可见细

胞胞浆中出现棕褐色或棕红色颗粒状，苏木素复染后细胞核呈

紫色，且功能活跃细胞着色较深，相反，着色就较淡(见图 1)。证
实本次采用碱性磷酸酶染色的细胞具有成骨细胞表型。成骨细
胞培养 15天可使细胞外基质矿化，可见多个钙化结节融合在
一起，并形成了大量矿化结节，茜素红染色后呈现大小、形态不
一的红色阳性结节(见图 2)，说明本实验培养的为成骨细胞。
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Note: *Compare with the control,P<0.05;△ compare with the common dose and single group, P<0.05

Note:* Compared with the control,P<0.05;△Compared with the commen dose and single lead group,P<0.05

表 1铅锌对成骨细胞增殖的影响（x±s )

Table 1 The effect of lead and zinc on osteoblast' proliferation

表 2铅锌对成骨细胞 ALP活性的影响( x±s）

Table 2 The effect of Lead and zinc to the osteoblast 'ALP activity

剂量组(Dose group) 孔数(Hole counte) OD值(OD valules)

0μmol/L 6 0.4390±0.0416

1μmol/L Pb 6 0.4742±0.0760

10μmol/L Pb 6 0.4413±0.0521

100μmol/L Pb 6 0.2503±0.0563*

50μmol/L Zn+1μmol/L Pb 6 0.5562±0.0420*△

50μmol/L Zn +10μmol/L Pb 6 0.5098±0.0386*△

50μmol/L Zn +100μmol/L Pb 6 0.3575±0.0418*△

剂量组 Dose group 孔数 Hole count OD值 OD valules

0μmol/L 6 0.5287±0.0090

1μmol/L Pb 6 0.4993±0.0210

10μmol/L Pb 6 0.4887±0.0244*

100μmol/L Pb 6 0.4678±0.0187*

50μmol/L Zn +1μmol/L Pb 6 0.5288±0.0204△

50μmol/L Zn +10μmol/L Pb 6 0.5092±0.0201△

50μmol/L Zn+100μmol/L Pb 6 0.4837±0.0301*

2.2 铅锌对成骨细胞增殖功能的影响
由表 2可见,染铅 48h后，细胞增殖功能随染毒浓度的增

高呈逐渐下降，其中单独染铅的中、高剂量组以及铅(100
μmol/L)+锌(50μmol/L)组与对照组间的差异具有统计学意义
(P<0.05)。铅 +锌组干预 48h后，细胞增殖功能均高于各自单独
染铅组，其中铅(1μmol/L)+锌(50μmol/L)组、铅(10μmol/L)+锌
(50μmol/L)组与对照组间的差异具有统计学意义(P<0.05)。
2.3 铅锌对成骨细胞 ALP活力的影响
由表 3可见，不同剂量组乳鼠成骨细胞 ALP活力不同。染

铅 48h后，100μmol/L铅组与对照组相比，ALP活力显著下降，
且差异有统计学意义(P<0.05)。给予 50μmol/L锌干预的铅锌联
合染毒组，与单独染铅组相比，各组 ALP活力均有显著增加，
且差异有统计学意义 (P<0.05)；其中铅 (1 μmol/L)+ 锌
(50μmol/L)组、铅(10μmol/L)+ 锌(50μmol/L)组 ALP 活力均高
于对照组，而铅(100μmol/L)+锌(50μmol/L)组 ALP活力低于对
照组，差异均有统计学意义(P<0.05)。
2.4 各组 ALP基因的相对表达量的检测

Note:* P<0.05，Compared with the control

剂量组(Dose group(μmol/L) 48h表达量(48h ecpress measrure)

对照组(Control group) 1.1903±0.0471

1μmol/L Pb 1.1803±0.0372

10μmol/L Pb 1.1308±0.0156

100μmol/L Pb 0.9472±0.0602**

50μmol/L Zn+1μmol/L Pb 1.1913±0.0284

50μmol/L Zn +10μmol/L Pb 1.1727±0.0286

50μmol/L Zn +100μmol/L Pb 0.9443±0.1472**

表 3各组 ALP基因的相对表达量（n=4，x±s）

Table 3 The relative expression of each group of the gene of ALP

3 讨论

成骨细胞是骨代谢过程中的重要核心细胞，负责骨基质的

合成、分泌和矿化[8]，对骨组织的生长发育、骨代谢平衡、骨量维
持和损伤修复起着关键作用。因此，建立一种简单、快速和纯度
高的原代成骨细胞培养方法，是研究骨代谢、骨骼疾病以及各
种重金属元素对骨骼生长发育损伤机制的基础。分离出和培养
成功的成骨细胞具有典型的生化和组织化学特征，成骨细胞富

含 ALP、合成型胶原，在含有维生素 C及 β-甘油磷酸钠的培养
基内生长可以钙化(茜素红染色阳性)[9]。长期以来，均以上述特
征来鉴定成骨细胞，本试验 ALP试剂盒染色和茜素红法鉴定
结果均呈阳性，表明本试验分离的细胞确为成骨细胞，可以作

为进一步试验的种子细胞。
铅是应用广泛的重金属毒物[10]。越来越多的研究表明，骨

骼是铅毒性重要的靶器官 [11]，且可以直接改变成骨细胞的功

能，从而造成骨骼损伤。本研究通过铅对成骨细胞的直接毒性
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研究及锌的营养干预，间接推测铅锌矿区人群中体内铅锌的毒

作用水平。许多研究证明[12]铅对成骨细胞的增殖及分化有不利

的影响。本研究对成骨细胞增殖功能的检测结果显示，在染铅
48h后,当铅浓度 10μmol/L时,细胞增殖功能下降(P<0.05)。ALP
是一种胞内酶,存在于成骨细胞的细胞膜，是成骨细胞分化的
早期指标，在细胞中表达的多少反映了细胞的分化程度和功能

状态[11]。本研究在给予不同浓度铅干预 48h后，100μmol/L铅组
的 ALP活力显著下降 (P<0.05)。由此可以看出醋酸铅对新生
SD大鼠成骨细胞增殖及分化的影响，证实了铅对成骨细胞的
毒作用,可能是铅影响骨骼发育的机制之一。
锌是骨形成和代谢过程中不可缺少的微量元素，被称为骨

骼生长、发育的 "激活因子 "；锌缺乏可引起骨的生长迟缓，适
量的锌则可促进骨的生长及钙化,锌通过氨酰基转移核糖核酸
合成酶刺激体外成骨细胞的蛋白质合成[12-13]。锌能够促进体外
培养大鼠成骨细胞的增殖及分化[14-16]。本实验结果表明,低浓度
的锌可以促进细胞增殖,但是浓度增高到一定水平时,锌对细胞
也可产生毒作用。锌作用于成骨细胞 24h后，50μmol/L浓度组
对细胞无明显损伤，而从 100μmol/L开始则对细胞有损伤作
用, 因此选择 50μmol/L、100μmol/L浓度作为拮抗铅毒作用的
浓度。铅和锌都是二价阳离子,在理化性质上有许多相似之处,
进入机体后不易被细胞所区分,因此在体内许多部位都存在着
交互作用。给予锌干预的染铅组成骨细胞的增殖功能、分化能
力均高于同剂量单独染铅组,且分化作用更显著。其中加入浓
度为 50μmol/L的硫酸锌后，低、中铅组 ALP活性不仅高于同
剂量单独染铅组且高于对照组，而锌拮抗高剂量铅组低于对照

组。
骨骼系统是全身的重力支持系统，铅会对其通过影响其神

经营养因子及神经胶质营养因子、影响成骨细胞内环境稳态等
产生毒作用而使其骨质疏松。因此，我们认为，醋酸铅会对成骨
细胞的增殖和其活性产生损害作用，而锌对其毒作用有明显的

干预作用。本研究发现，染铅组 ALP基因表达随着剂量增加而
增加(P<0.05)。提示铅可诱发 ALP基因表达增加；故认为铅可
使 OB活性降低，适量的锌在一定程度上可以拮抗铅对成骨细
胞的毒作用。由于本实验采用乳鼠成骨细胞作为研究对象，故
对于儿童铅中毒时对其骨骼系统的影响有较为重要的理论认

知意义，也将为铅中毒的防治提供一个新的思路和方法，为进

一步阐明其作用机制及采取相应防治措施提供理论依据。
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