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　　摘要:为探讨 N-乙酰半胱氨酸 (NAC)和α-硫辛酸 (LA)对汞急性肾功能损伤的影响 , 将 32只Wistar 大鼠随机分

成 4组:对照组 、 单纯染汞组 、 NAC干预组 、 LA 干预组。单纯染汞组先腹腔注射生理盐水 , 2 h 后 , 皮下注射 HgCl2 溶

液 9.2μmol/ kg。 NAC和 LA 干预组先分别腹腔注射NAC 溶液 2 mmol/kg 及LA溶液 0.35 mmol/kg , 2 h后 , 皮下注射HgCl2

溶液。对照组在相应时间内注射生理盐水。染毒后 12 h 将鼠移至代谢笼中收集 12 h 尿样 , 染毒后 48 h 腹主动脉取血并

切取肾脏 , 测定尿碱性磷酸酶 (ALP)、 乳酸脱氢酶 (LDH)、 N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶 (NAG)活性 , 尿蛋白 、 血清

尿素氮 (BUN)含量及尿和肾皮质中汞含量。与对照组比较 , 单纯染汞组尿汞 、 肾皮质汞含量 , 尿 ALP、 LDH、 NAG 活

性 , 尿蛋白 、 BUN 含量显著升高;NAC 干预组尿汞 、 肾皮质汞含量及 LA干预组肾皮质汞含量明显升高。与单纯染汞组

比较 , LA干预组尿汞含量显著降低 , 肾皮质汞含量明显升高;两干预组尿 ALP、 LDH 、 NAG 活性及尿蛋白 、 BUN含量

显著降低。说明NAC和 LA预处理对汞急性肾功损伤有一定的保护作用 , 但对 LA改变汞组织分布应进一步研究。
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Abstract:Thirty-two Wistar rats were randomly divided into four groups:control group , Hg group , N-Acetyl-L-Cysteine (NAC)

pretreated group andα-lipoic acid (LA)pretreated group.The control rats were only subcutaneously injected of 0.9% sodium chloride;

rats in Hg group were injected with HgCl2 9.2μmol/ kg subcutaneously.Other two groupsrats were pretreated with NAC 2 mmol/ kg or

LA 0.35 mmol/kg intraperitoneally respectively two hours before subcutaneous injection with HgCl2 9.2μmol/ kg.12 hour after the injec-

tion of HgCl2 , the rats were moved to the metabolic cages for 12 hour urine collection.At the 48th hour after injection of HgCl2 , the rats

were sacrificed , and collected the blood and renal cortex for the measurement of the urinary activities of alkaline phosphatase (ALP),

lactatedehydrogenase (LDH), N-Acetyl-α-D-Glucosaminidase (NAG), the urinary level of protein , the serum level of urea nitrogen

(BUN) and the Hg content in urine and renal cortex.Result showed that compared with the controls , the contents of Hg in urine and re-

nal cortex , the activities of urinary ALP , LDH , NAG , the contents of urinary protein and BUN in Hg group were all increased signifi-

cantly;the contents of Hg in urine and renal cortex in NAC pretreated group were also obviously rose as well as the renal Hg level in LA

pretreated group.While compared with Hg group , the Hg level of renal cortex in rats of LA pretreated group was significantly increased

and the urinary Hg obviously decreased;and the activities of urinary ALP , LDH , NAG , the contents of urinary protein and BUN were

all declined evidently in both groups pretreated with NAC or LA.Both pretreatment with NAC or LA all have some protective effect against

the acute nephrotoxicity of mercury.
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　　目前 , 无机汞的肾损伤分子机制尚未完全阐明 , 有人认

为无机汞所致肾损伤与氧化应激有关。 N-乙酰半胱氨酸 (N-

acety l-L-cysteine , NAC)具有抗氧化作用 , 通过与 ROS (如OH·

和H2O2)的相互作用作为自由基的清除剂
[ 1] , 还可以协助肝

细胞合成谷胱甘肽 , 增加细胞内谷胱甘肽浓度。α-硫辛酸 (α-

lipoic acid , LA)是代谢性抗氧化剂 , 与其代谢产物二氢硫辛

酸联合可清除生物体内多种活性氧[ 2] , 并能够吸收进入细胞

内与重金属结合。本研究旨在观察 NAC和 LA两种抗氧化物质

对氯化汞所致急性肾损伤的干预作用。
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1　材料与方法

1.1　动物分组及染毒

　　中国医科大学实验动物中心提供的实验用Wistar大鼠 32只 ,

体重(190±10)g , 雌雄各半。正式实验前适应性喂饲 1周, 按体

重随机分成 4组, 每组8 只。第 1组为对照组, 第 2组为单纯染

汞组 , 第 3、 4组为 NAC和 LA 干预组。第 1、 2组腹腔注射生理

盐水, 第3、 4组分别腹腔注射NAC 溶液 2 mmol/kg、 LA溶液0.35

mmol/kg。2 h 后, 第1组皮下注射生理盐水, 其余 3组皮下注射

HgCl2溶液9.2 μmol/kg。注射容量均为 5 ml/kg。染毒后 12 h 将大

鼠移至代谢笼中收集尿样 , 染毒后 48 h 乙醚麻醉 , 腹主动脉取

血 , 切取肾脏, 剥离肾皮质, 制备 10%的组织匀浆。

1.2　测定指标和方法

尿汞 、 肾皮质汞的测定用冷原子吸收法[ 3] , 测定尿 ALP
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用金氏法[ 4] , 尿 LDH 用 2 , 4-二硝基苯肼比色法[ 5] , 尿 NAG

用发色底物法 (上海太阳生物技术公司 、 上海太阳医疗器械

有限公司), 尿总蛋白用考马斯亮蓝法[ 6] , 尿肌酐用苦味酸比

色法[ 7] , 血清尿素氮的测定用二乙酰一肟法[ 8] 。

1.3　统计分析

实验所得数据以平均值±标准差表示。 用 SPSS 软件单因

素方差分析方法 (ANOVA)进行组间差异的显著性检验 , 两

组间比较用 q 检验 (Student-Newman-Keuls)。

2　结果

2.1　尿 、 肾皮质汞含量变化

单纯染汞组尿汞 、 肾皮质汞含量显著高于对照组 (P <

0.01), NAC 干预组尿汞 、 肾皮质汞含量与染汞组差异无显著

性;LA干预组尿汞含量显著低于单纯染汞组和 NAC 干预组

(P<0.01), 肾皮质汞含量显著高于单纯染汞组和 NAC 干预组

(P<0.05 , P<0.01)。见表 1。

2.2　尿ALP、 LDH、 NAG活性和尿蛋白 、 BUN含量变化

单纯染汞组尿 ALP、 LDH 、 NAG 活性和尿蛋白 、 BUN含量

均显著高于对照组 (P <0.01), NAC 和 LA 干预组尿 ALP、

LDH、 NAG 活性和尿蛋白 、 BUN含量显著低于单纯染汞组 (P

<0.01)。见表 1。

表 1　4 组各项实验指标测定结果 (x±s)

组别 尿汞 (μmol/ g Cr)肾皮质汞(μg/g tissue)尿ALP (U/ g Cr) 尿 LDH (U/g Cr) 尿NAG (U/ g Cr) 尿蛋白 (mg/ g Cr) BUN (mmol/ L)

对照组　　 2.42±1.77　 　 2.04±0.27　　　 31.35±10.17　 0.74±0.34　 11.19±3.71　 0.40±0.20　 6.69±0.91　　

单纯染汞组 32.51±12.70△△　 106.23±24.30△△　　　507.00±149.55△△　 123.14±52.20△△ 143.27±47.40△△ 4.86±1.76△△ 32.23±14.32△△

NAC干预组 33.81±14.96△△　 94.92±24.04△△　　 75.87±32.04＊＊ 11.41±4.22＊＊ 23.54±6.37＊＊ 1.34±0.41＊＊ 7.09±1.62＊＊

LA干预组 13.23±9.77＊＊## 134.49±29.22△△＊## 63.36±20.45＊＊ 7.56±2.33＊＊ 26.12±12.83＊＊ 0.93±0.28＊＊ 7.23±1.83＊＊

　　与对照组比较 , △P<0.05, △△P<0.01;与单纯染汞组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与NAC干预组比较 , #P<0.05 , ##P<0.01

3　讨论

汞及其化合物进入体内初期 , 在体内各组织的分布大致

平衡 , 组织中的含量仅与该组织的血流量有关 , 数小时后即

开始向肾脏集中。尿汞量在低毒性剂量无机汞致急性肾病期

间与近曲小管乳头部损伤水平有关。本研究给大鼠皮下注射

氯化汞溶液 , 使汞的体负荷增加 , 主要表现为尿汞 、 肾皮质

汞含量明显增加。给予NAC 2 mmol/kg 干预后 , 尿汞 、 肾皮质

汞含量显著高于对照组 , 与单纯染汞组比较差异无显著性。

可以看出 , NAC 不影响肾皮质汞的蓄积量及尿汞排泄量。给

予LA 0.35 mmol/kg 干预后 , 尿汞含量显著低于单纯染汞组 ,

肾皮质汞含量显著高于单纯染汞组。可以看出 , LA 增加了肾

皮质汞的蓄积量 , 减少尿汞排泄量 , 改变了汞的组织分布。

其原因有待进一步探讨。

氯化汞暴露引起肾损伤 , 早期主要是肾小管上皮细胞受

损 , 以致细胞内各种酶随尿排出。近端肾小管的刷状缘最先

受到肾毒物损伤 , Stroo 等指出刷状缘酶可作为敏感酶[ 9] 。肾

损伤严重时 , 细胞内乳酸脱氢酶的尿排出量和尿蛋白含量增

加 , 表明肾小管功能有明显障碍。尿酶中的 NAG 是细胞内酸

性水解酶之一 , 广泛存在于全身各组织器官 , 而于肾皮质近

曲小管上皮细胞的溶酶体内活性最高。 当肾脏受到损害时 ,

特别是肾近曲小管受到损害时 , 尿 NAG 活性可以明显升

高[ 10] 。通过检测尿 NAG活性可判断肾损害程度及治疗后恢复

情况[ 11] 。研究显示尿酶中 NAG在反映慢性职业性肾脏过量汞

接触方面较其他指标更为敏感。 目前用于检测汞造成的肾小

管损伤的常用方法是测量尿酶的排出量[ 12] , 选择适当的尿酶

谱有助于判断早期肾损伤的部位和程度。本实验显示 , 单纯

染汞组大鼠尿ALP、 LDH、 NAG活性均显著高于对照组 , 给予

NAC 和 LA 干预后 , 尿 ALP、 LDH、 NAG 活性显著低于单纯染

汞组。两干预组比较尿酶活性差异无显著性。可见 NAC 和 LA

干预可显著减轻肾小管的损害 , 从而减少尿酶的排出量。

大部分肾脏近曲小管功能性损害后 , 肾近曲小管重吸收能

力降低 , 尿蛋白含量增加。 BUN高于正常时说明有效肾单位的

60%～ 70%已受到损害, BUN 作为肾脏疾病晚期诊断指标有价

值 , 其增高程度与病情严重性成正比。本实验显示 , 单纯染汞

使大鼠尿蛋白 、 BUN含量均显著高于对照组 , 分别为对照组的

12.15 及4.82倍。给予 NAC 干预后 , 尿蛋白 、 BUN 含量显著低

于单纯染汞组 , 分别为单纯染汞组的 0.28 及 0.22 倍。 LA 干预

后 , 尿蛋白 、 BUN含量分别为单纯染汞组的 0.19 及0.22倍。两

干预组比较尿蛋白含量及 BUN 含量差异无显著性。由此可以看

出 , NAC 和 LA干预显著减轻了氯化汞对肾脏近曲小管的损害,

对汞所致急性肾功能损伤有一定的保护作用。
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1.2　方法

1.2.1　现场调查与采样　从事混苯作业女工混苯接触水平

(PC—STEL)采用 GBZ/T160.42—2004 方法在接触混苯车间分

不同工种进行采样 , 以100 ml/ min 流量在劳动者工作时的呼吸

带使用热解吸型活性炭管采样 15 min , 样品经热解吸后气相色

谱仪测定。

1.2.2　彗星实验检测方法　单细胞凝胶电泳参照 Singh 等[ 1]

方法略加改进后进行 , 主要有以下步骤:(1)分离细胞 , 取静

脉血 10 ml , 肝素抗凝 、 离心 , 分离出白细胞 , 用淋巴细胞分

离液分离出淋巴细胞 , 用 PBS 调整细胞浓度为 106 ～ 107 个/ml。

(2)制片 , 在磨毛玻片两端 (一端做平行对照)各铺 200 μl正

常熔点琼脂糖 (MPA), 分别加上盖玻片 , 4℃冷凝 , 10 min后

揭去盖玻片 , 取 30μl细胞悬液与 45 μl低熔点琼脂糖(LMPA)

混匀后铺于第一层琼脂上 ,加上盖玻片 , 4℃冷凝 10 min[ 2] 。(3)

裂解 ,揭去盖玻片 , 将胶板轻轻放入预冷的(用前加入体积分数

为1%的 Triton X-100)裂解液中 , 裂解至少1 h。(4)电泳 ,将胶板

放入新配制的电泳缓冲液中 ,静置 20 min ,使 DNA 双链解螺旋 ,

然后在 25 V 、300 mA条件下电泳 20 min。(5)中和及染色 , 以

0.4 mol/ L Tris 中和后 , 用碘化丙啶染色。 (6)彗星图像分析 ,

荧光显微镜 (400倍)下观察 , 每片计数 100 个细胞。 DNA 损

伤选用彗星尾部长度占总长的比例判断 , 阴性<5%, 阳性

5%～ 95%。以 50～ 200 μmol/ L H2O2室温 (12℃)培养正常人

淋巴细胞 1 h , 作为阳性对照。

1.2.3　统计学分析方法　淋巴细胞 DNA损伤率的比较均采用

χ2 检验 , 取α=0.05。

2　结果

2.1　现场调查采样检测表明 , 该皮鞋厂接触混苯车间空气中

主要以苯 、 甲苯 、 二甲苯为主 , 所有样品的浓度远低于国家

卫生标准。见表 1。

表 1　混苯车间三苯浓度检测结果 mg/m3

毒物 样本数 x±s 卫生标准

苯　　 10 0.56±0.27 10

甲苯　 10 11.21±3.60 100

二甲苯 10 0.59±0.33 100

2.2　接触组与对照组淋巴细胞 DNA损伤率的差异存在显著性

(P<0.05), 见表 2。

表 2　接触组与对照组 DNA 损伤的检测结果

组别 人数 细胞数
DNA损伤
细胞数

DNA 损伤率
(%)

接触组 35 3 500 206 5.89

对照组 20 2 000 86 4.30

　　χ2=6.37 , P<0.025

3　讨论

工作场所和环境中存在的遗传毒物对人群健康的影响已

经引起人们的广泛关注。职业苯暴露能够引起显著的 DNA 损

伤 (链断裂)[ 3 , 4] 。本次研究发现低于短时间接触容许浓度的

苯暴露亦可引起显著的 DNA损伤 , 说明目前的短时间接触容

许水平和阈限值可能并不是预防遗传毒性作用的安全剂量。

苯代谢物的遗传毒性可能是由于细胞色素 P450 2E1 和髓

过氧化物酶将苯代谢为相关的毒性代谢产物所致。苯的毒性

代谢物酚和对苯二酚首先通过 CYP 2E1 的催化作用被激活而

引起骨髓毒性。甲苯可以减少血液和骨髓细胞中苯的毒性[ 5] ,

可能是抑制了 CYP 2E1的代谢作用从而减少苯的代谢作用。但

也有报道 , 苯与甲苯混合暴露的工人外周血淋巴细胞 DNA 损

伤明显增加
[ 6]
, 说明甲苯的损伤作用不可低估 , 甲苯的遗传

毒性机制还有待进一步研究。苯及其代谢物不象电离辐射 、

氧化剂那样直接诱导 DNA损伤 , 而是与 DNA 共价结合形成加

合物[ 7] , 在核酸内切酶的作用下进行切除修复 , 增加 DNA 的

不稳定性 , 导致基因突变和染色体畸变[ 8] 。 DNA 损伤与肿瘤

发生有一定的关系 , 由于单细胞凝胶电泳实验对低水平 DNA

损伤的分析极其敏感 , 所以可作为职业有害因素对健康影响

的一项早期生物标志物加以开发利用 。
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