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硒对急性镉中毒性肾损伤保护
作用的研究

刘爱萍　　赵金垣　　刘亚宁　　赵新华　　邵涵如　龙曼海

　　摘　要　研究硒对急性镉中毒性肾损伤的保护作用。给大鼠腹腔注射镉 ( CdCl2 15μmo l /kg )与

巯基乙醇 ( mercapto ethal, ME 300μmo l /kg ) 混合液的同时 , 皮下注射硒 ( Na2 SeO3 15μmo l /kg )。

结果显示: 加硒能明显降低肾皮质镉含量 ,降低肾线粒体、 胞浆氧自由基含量 , 并可拮抗镉所致大

鼠线粒体的脂质过氧化物含量 , 使 GSH-Px活性在 12小时后显著升高 ; 同时使镉所致肾功能及超

微结构损伤得到改善。 提示硒可能通过抗氧化作用来防治镉所致肾损伤。
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Abstract　 Pro tec tiv e effect of selenium on acute to xic r enal damage caused by cadmium was

studied. Rats we re injected simultaneously w ith a mix tur e o f cadmium chlo ride 15μmo l /kg and
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　　镉是环境和工业污染的重要毒物之一
〔1〕
。

镉污染环境可对人体健康造成严重损害。肾脏

是镉最重要的蓄积部位和靶器官 , 因此对镉毒

性肾损伤致病机制及防治方法的研究有重要

的临床意义。硒对镉在多种组织中的毒性表现

出防护作用〔 2～ 4〕 , 其中硒对抗镉睾丸毒性的机

制是通过抗氧化作用
〔 5〕
。有关硒对镉毒性肾损

伤的保护作用研究不多。本文研究了硒在清除

氧自由基 , 降低脂质过氧化物 , 防治镉肾毒性
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中的作用 , 为镉肾毒性的临床防治提供科学依

据。

1　材料与方法

1. 1　材料

氯化镉 ( CdCl2 ,北京化工厂 ,优级纯 )、巯

基乙醇 ( M E, Sigma产品 , 100% )、亚硒酸钠

( Na2 SeO3 , 北京中联化工试剂厂 , 分析纯 )。

1. 2　动物分组

健康雄性 Wistar大鼠 , 体重 200～ 240g

(北京医科大学实验动物部提供 )。

1. 2. 1　正常对照组　 5只 ,腹腔注射去离子水

1m l /100kgbw (预试结果表明正常对照各时间

点各指标波动范围不大 , 所以只设 12小时正

常对照组 )。

1. 2. 2　染镉组　共 3小组 , 15只 ,腹腔注射氯
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化镉 15μmo l /kg加巯基乙醇 300μmol /kg混合

液。

1. 2. 3　硒保护组　共 3小组 , 15只 ,先给大鼠

一 侧 腹 腔 注 射 CdCl2 ( 15μmo l /kg ) +

ME ( 300μmo l /kg )混合液 ,同时在另一侧皮下

注射 Na2 SeO315μmo l /kg。

1. 3　观察指标及测定方法

各组动物注射后置于不锈钢代谢笼收集

2、 4、 12小时尿 , 测定尿镉、 尿总蛋白、 尿渗

透压、尿肌酐。对照组于注射后 12小时断头处

死 , 其余各组分别于 2、 4、 12小时断头处死后

将左侧肾组织固定于冰冷的 2. 5%戊二醛中 ,

常规电镜标本制作 , HIT ACH-600A型透射电

镜检查 ; 并取抗凝血及右侧肾组织按文献〔6〕分

离亚细胞测定下列指标。

1. 3. 1　大鼠肾皮质镉及血镉和尿镉含量采用

原子吸收 (日立 180-80) 火焰法测定 , 灵敏度

检测限 10- 9 , 测定时间 5秒。

1. 3. 2　尿总蛋白含量采用考马斯亮蓝比色

法
〔 7〕
。

1. 3. 3　尿渗透压采用 ERM A Clncal折射计

测定尿液折光率 , 换算成尿液渗透压。

1. 3. 4　血、 尿肌酐测定采用碱性苦味酸比色

法
〔 8〕
。

1. 3. 5　肾线粒体、 胞浆氧自由基水平采用

KZL-1型超微弱发光测定仪 (空军总医院临床

检验科发光室自制 )测定脂质过氧化发光强度

以评价氧自由基水平 ; 具体方法为取分离出的

胞浆线粒体 1ml放入 1cm光程石英杯中 ,置样

品池中测光强 ,每个样品测读 10个数 ,取其平

均值。

1. 3. 6　肾线粒体 MDA含量采用南京建成生

物工程研究所 MDA试剂盒测定。

1. 3. 7　肾亚细胞 SOD活性采用南京建成生

物工程研究所 SO D试剂盒测定。

1. 3. 8　肾亚细胞 GSH-Px 活性采用 D TNB

法
〔 9〕
。

1. 4　分析方法

全部资料输入微机 , 用 Foxbase软件建立

数据库 , 用 SAS软件进行统计处理。

2　结果

2. 1　肾皮质镉、尿镉和血镉含量的变化 ,见表

1。

如表 1所示硒保护组各时间点肾镉水平

显著低于染镉组 (P < 0. 01) , 约下降 12% ～

52% ; 加硒未使尿镉排出增加 (未列出 ) ; 加硒

明显增加血浆镉含量。

　　表 1 实验大鼠肾皮质镉和血镉含量

　　处　　　　理　　　　时　　　　间　　　　 (小时 ) 　　

2 4 12

肾皮质镉含量
(μg /g湿重 )

染镉组 38. 470± 5. 986 25. 918± 3. 060 24. 187± 4. 999

硒保护组 3. 745± 1. 038* * 11. 679± 5. 058* * 12. 646± 4. 951*

血镉含量
(μg /ml)

染镉组 0. 294± 0. 091 0. 259± 0. 087 0. 289± 0. 056

硒保护组 4. 250± 1. 870* * 7. 689± 3. 080* * 6. 048± 2. 890* *

　　注: 正常对照组均未检出镉 , 结果未列出 ; 与相应染镉组比较* * P < 0. 001,* P < 0. 01

2. 2　肾功能改变见表 2。

如表 2所示 ,硒保护组各时间点尿总蛋白

排出量维持在正常水平 , 至 12小时肾小球滤

过率 ( GFR)显著高于相应染镉组 , 并使尿渗

透压在观察期内呈升高趋势 , 4、 12小时均显

著高于相应染镉组。

2. 3　肾线粒体、 胞浆氧自由基生成的变化

硒保护组可使镉染毒后 2、 4小时本应增

加的线粒体氧自由基生成基本保持不变 ,但对

12小时线粒体氧自由基生成增加无影响 ; 硒
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　　表 2 实验大鼠肾功能的变化 ( x± s)

指标 组别
　　处　　　　理　　　　时　　　　间　　　　 (小时 ) 　　

2 4 12

尿总蛋白 正常对照组 3. 02± 0. 15 3. 02± 0. 15 3. 02± 0. 15

( mg /mgCr) 染 镉 组 4. 09± 2. 15 5. 89± 0. 72△△ 14. 41± 1. 86△

硒保护组 3. 81± 0. 54 2. 92± 0. 88* * 4. 13± 1. 48* *

GFR 正常对照组 0. 91± 0. 59 0. 91± 0. 59 0. 91± 0. 59

( ml /min) 染镉组 0. 77± 0. 53 0. 57± 0. 36 0. 21± 0. 17

硒保护组 0. 48± 0. 35 0. 45± 0. 29 0. 55± 0. 22*

尿渗透压 正常对照组 　　 2046± 249 　　 2046± 249 　　 2046± 249

( mosm /kg H2O) 染镉组 　　 1339± 151△ 　　 1280± 244△ 　　 1045± 174△

硒保护组 　　 1550± 150 　　 2217± 580* 　　 1857± 314* *

　　与对照组比较△ P < 0. 05,△△ P < 0. 001; 与相应染镉组比较* P < 0. 05, * * P < 0. 001

对胞浆氧自由基生成的影响不大 ,仅见 4小时

时氧自由基生成稍有抑制 (表 3、 4)。

2. 4　肾线粒体 MDA含量的变化

　　染镉组各时间点线粒体 MDA含量显著

高于对照组。 硒保护组各时间点线粒体 MDA

含量均显著低于相应染镉组 , 与对照组相近

(表 3)。

2. 5　肾线粒体、 胞浆 SO D活性的变化

染镉使各时间点肾线粒体、 胞浆 SOD活

性较正常对照组均有非常显著性下降 ; 硒保护

组不能使线粒体 SOD活性有明显恢复 , 可使

胞浆 SOD活性在 4小时后较相应染镉组有所

升高 , 但仍显著低于对照组 (表 3、 4)。

2. 6　肾线粒体、 胞浆 GSH-Px活性的变化

染镉使肾线粒体、胞浆 GSH-Px活性显著

低于对照组 ;硒保护组可使线粒体 GSH-Px活

性在 4小时后基本恢复至正常水平 ;但对胞浆

GSH-Px活性无明显影响 , 与相应染镉组相比

差异无显著意义 (表 3、 4)。

2. 7　超微结构的变化

染镉 2小时即见肾小管上皮细胞线粒体

肿胀、结构不清 ,至 12小时可见大量线粒体肿

胀、 破损 , 内、 外膜裂开 , 线粒体腔部分空泡

化 , 嵴减少或消失 , 个别线粒体发生崩解、 坏

　　表 3 实验大鼠肾线粒体氧自由基、 MDA、 SOD、 GSH-Px的变化 ( x± s)

　　　　处　　　　理　　　　时　　　　间　　　　 (小时 ) 　　　　

2 4 12

氧自由基 〔发光计数 / ( 10S· mgpr)〕

正常对照组 9. 88± 0. 05 9. 88± 0. 05 9. 88± 0. 05

染镉组 13. 70± 1. 18△△△ 10. 39± 0. 55 14. 99± 2. 40△△△

硒保护组 8. 51± 0. 29* * 9. 92± 2. 41 14. 71± 2. 39△△△

M DA ( nM /mg pr)

正常对照组 0. 94± 0. 04 0. 94± 0. 04 0. 94± 0. 04

染镉组 1. 64± 0. 15△△△ 1. 54± 0. 33△△△ 2. 38± 0. 31△△△

硒保护组 0. 87± 0. 18* * 0. 89± 0. 15* * 0. 93± 0. 29* *

SOD ( NU /mgp r)
正常对照组 131. 45± 14. 26 131. 45± 14. 26 131. 45± 14. 26

染镉组 30. 02± 1. 04△△△ 47. 80± 3. 18△△△ 39. 65± 3. 61△△△

硒保护组 34. 26± 3. 95△△△ 32. 27± 7. 92△△△ 37. 72± 6. 09△△△

GSH-Px 〔U / ( min· mgpr)〕
正常对照组 10. 35± 1. 91 10. 35± 1. 91 10. 35± 1. 91

染镉组 5. 00± 1. 08△△△ 14. 16± 2. 23△△ 6. 54± 1. 77△

硒保护组 6. 28± 0. 87△△△ 7. 94± 2. 16 9. 03± 1. 81

　　与正常对照组比△ P < 0. 05,△△ P < 0. 01,△△△ P < 0. 001; 与相应染镉组比* * P < 0. 001
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　　表 4 实验大鼠胞浆氧自由基、 SOD、 GSH-Px的变化 ( x± s)

　　　　处　　　　理　　　　时　　　　间　　　　 (小时 ) 　　　　

2 4 12

氧自由基 〔发光计数 / ( 10S· mgpr)〕

　　正常对照组 7. 58± 0. 63 7. 58± 0. 63 7. 58± 0. 63

　　染镉组 13. 63± 3. 10△△ 12. 92± 3. 45△△ 12. 70± 1. 77△△△

　　硒保护组 14. 32± 1. 26△△△ 6. 13± 0. 95△△ 8. 95± 0. 34△△

SOD ( NU /mgp r)

　　正常对照组 241. 87± 26. 51 241. 87± 26. 51 241. 87± 26. 51

　　染镉组 138. 73± 6. 15△△△ 104. 99± 9. 26△△△ 97. 81± 16. 78△△△

　　硒保护组 148. 73± 5. 82△△△ 135. 86± 9. 73△△△* * 151. 87± 14. 24△△△* *

GSH-Px 〔U / ( min· mgpr)〕

　　正常对照组 18. 22± 3. 22 18. 22± 3. 22 18. 22± 3. 22

　　染镉组 10. 93± 1. 89△△ 12. 84± 2. 60△△ 11. 18± 2. 41△△

　　硒保护组 10. 07± 1. 63△△ 8. 99± 1. 13△△△ 12. 89± 1. 05△△

　　与正常对照组比△ P < 0. 05,△△ P < 0. 01,△△△ P < 0. 001; 与相应染镉组比* * P < 0. 001

死 ; 溶酶体增多增大 ,致密度增高 ,内有空泡 ;

细胞内粗面内质网破损、 扩张伴有核糖体脱

失 ; 并可见游离面微绒毛肿胀、 脱失。硒保护

组使上述病变减轻 , 表现为线粒体肿胀减轻 ,

且结构完整 ,溶酶体数量和体积均较染镉组明

显减少和减小 ; 粗面内质网扩张减轻 , 核糖体

脱失明显减少 ,未见上皮细胞游离面微绒毛的

脱失。

3　讨论

同时腹腔注射氯化镉和巯基乙醇混合液

可明显增加肾脏对镉的摄取而形成镉中毒性

急性肾损伤。本研究即用此法制备镉中毒性肾

损伤的动物模型。结果显示 , 染镉后 2小时肾

皮质镉负荷即达高峰 ( 38μg /g湿重 ) , 电镜观

察证实染镉后 2小时肾小管上皮细胞已有超

微结构改变。而中毒性肾损害的表现如尿总蛋

白排出增多等 , 在 4小时方出现 , 至 12小时

GFR亦明显下降 ,出现肾功能不全。同时可见

肾线粒体、 胞浆氧自由基生成增多 , SOD、

GSH-Px活性下降 , 线粒体 MDA含量增高 ,

说明镉中毒性肾损伤可能与肾组织氧自由基

生成增多、 过氧化作用增强有关。

有关硒对镉毒性的作用尚不十分清楚。有

研究提出硒可拮抗镉的毒性 ,原因是硒与镉可

在体内形成 Se-Cd复合物〔 10〕 , 硒还是一种抗

氧化剂 ,其抗氧化机制也被认为是对抗镉毒性

的一种可能机理〔 5, 11〕。本研究观察到 , 投硒可

拮抗镉引起的大鼠肾线粒体的脂质过氧化反

应 , 此时肾功能损害亦得以减轻 , 表现为尿总

蛋白、尿渗透压均可维持于正常水平 , GFR亦

较镉组显著升高 ; 电镜下可见超微结构改变明

显减轻 ,证实了氧自由基反应在镉所致的肾损

伤中具有重要作用 ;硒对氧自由基反应的清除

可能是其拮抗镉的肾脏毒性的重要机制。

本研究还观察到染镉同时注射硒化合物

使肾皮质镉含量降低 12% ～ 52% , 而血镉明

显升高 , 与 Wahha研究结果一致
〔12〕 , 但尿中

镉排出并无明显增加 ,与何瑞结果一致
〔13〕

,推

测硒可能促使蓄积在肾中的镉进入血循环 ,进

行再分配或通过其他途径排出
〔12〕
。提示硒拮

抗镉引起的大鼠肾脏的脂质过氧化反应可能

并非通过在肾脏形成 Se-Cd复合物的途径 ,而

是由硒直接拮抗过氧化作用而实现的。

GSH-Px是催化过氧化物分解的一个重
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要的酶 , Ro truck
〔14〕
等人证实硒是 GSH-Px的

必需组分 , 其活性中心为硒半胱氨酸 , 硒半胱

氨酸残基易被自由基链反应产生的多种有机

过氧化物所氧化 ,通过补硒可增加 GSH-Px的

活性。综合本次研究结果可以看出 , 染镉同时

给予硒 , 肾线粒体脂质过氧化作用可被拮抗 ,

并使染镉 2小时的氧自由基水平降至正常范

围 , 提示氧自由基被基本清除 , 与硒清除超氧

阴离子 ( O
-·
2 )、 羟自由基 (· OH)、 抑制脂类

自由基产生的功能相吻合〔 15, 16〕 , 但此时 SOD、

GSH-Px活性并无明显增强。 Shina zu等
〔 17〕曾

指出 GSH-Px中的硒仅占人体总硒量的 1 /3,

其余的硒则在体内形成非蛋白硒化物 ; 由于投

硒后体内 GSH-Px活性并无明显增强 ,因此推

测在给硒早期 , 硒在体内并非通过提高 GSH-

Px活性发挥其抗氧化作用 , 而是可能通过非

蛋白硒化物的中心自由基 ( Rse
·或 Rse-Se)发

挥其直接清除脂氧自由基作用 [ 18]。染镉 4小时

后肾线粒体 GSH-Px活性甚至高于对照组 ,推

测可能属于机体对镉毒性的代偿作用 ,此种代

偿可使过多的氧自由基被及时清除 ,脂质过氧

化程度有所抑制。投硒后 12小时 ,线粒体 SO D

活性仍未恢复 , 但氧自由基生成又见增加 , 提

示此时非蛋白硒并不能完全清除镉引起生成

过程达顶峰阶段的大量氧自由基 , 由于此时

GSH-Px活性已恢复至正常水平 , 同时 MDA

含量亦降至正常水平 ,表明通过补硒可代偿性

增高的 GSH-Px主要功能在于清除氧自由基

引起的脂质过氧化产物。可见随着氧自由基产

生的增多和脂质过氧化反应的加剧 ,硒一方面

通过其非蛋白化合物发挥直接清除氧自由基

的作用 ,另一方面还可通过 GSH-Px合成增加

提高其活性以清除脂质过氧化产物如 MDA,

进一步加强其抗氧化能力。

上述结果表明 ,氧自由基生成增多及肾脏

抗氧化能力下降是镉性肾损伤的主要机制之

一。硒主要通过抗氧化能力起到保护作用。
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