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微量元素锌在镉性肾损伤中的作用

龙曼海　赵金垣　王世俊　刘爱萍

　　摘　要　为了解微量元素锌在镉性肾损伤中的作用 , 在给大鼠腹腔注射镉 ( CdCl2 15μmo l /kg ) 与

巯基乙醇 ( M E 300μmo l /kg ) 混合液的同时及 2小时后 , 皮下注射锌 ( ZnSO4 15μmo l /kg )。结果显示:

加锌可使镉所降低的线粒体锌恢复至正常水平 ,使被镉降低的线粒体超氧化物歧化酶 ( SOD)活力有所

恢复 ,并使胞核内镉的转移速率加快 ,同时受损的肾功能及超微结构得到一定程度的改善。提示锌在镉

性肾损伤的防护中可能具有一定价值。
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Abstract To study the effect o f Zn on toxic r enal damage induced by Cd, Wistar rats w ere injec ted

int raperitoneally with 15μmol /kg CdCl2 mixed with 300μmo l /kg M E, at the same time and 2 hour s la t-

er af ter injection of CdCl2 the 15μmo l /kg ZnSO4 w as g iv en subcutaneously. The results show ed that the

added Zn could make mitochondria decreased Zn by Cd returned to normal lev el, the dec reased activ ity

o f SOD w as also resumed in some deg r ee. Zn could also increase the tr ansfe r speed of Cd f rom nuclei,

im prove the injured r enal function and ultrastr uc ture caused by Cd. It w as suggested that Zn might have

im po rtant pr eventiv e ro le in tox ic r ena l damage induced by Cd.
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　　镉 ( Cd)所致的肾损伤已被公认为慢性镉

中毒的特征性表现。锌 ( Zn)作为体内最重要

的必需微量元素 , 参与许多基本分子机能 , 是

100多种金属结合酶的组成成分 , 同时还是细

胞结构的组成成分〔1〕。 国内外对于 Zn、 Cd之

间作用的研究大多只限于器官组织水平 ,对于

两者在亚细胞水平的相互作用 , 尤其是对 Cd

的主要靶器官肾脏中两者关系的研究甚少 ,由

于 Cd致肾损伤与脂质过氧化有关
〔2〕

, Zn作为

抗氧化剂超氧化物歧化酶 ( SOD) 的重要成
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分 ,究竟对 Cd的肾脏毒性有何影响尚不清楚 ,

本文拟对此进行探讨 ,以进一步澄清镉性肾损

伤的具体机制 ,并为镉性肾损伤的防治途径提

供一些新线索。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

由北京医科大学实验动物中心提供健康

雄性 Wistar大鼠 ,体重 220～ 240g ,随机分为

正常对照组、 染 Cd组、 Zn与 Cd联合组 (分

为 Zn、 Cd同时给予组和给 Cd后 2h再给 Zn

组 ) , 并设立锌对照组 , 共计 60只 , 置不锈钢

代谢笼中 , 自由饮食。

1. 2　染毒及样本采集

正常对照组: 以 1ml /100g的剂量给大鼠

一次腹腔注射去离子水 , 12h后处死动物。
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染 Cd组: 给大鼠一次腹腔注射氯化镉

( CdCl2 ) 与巯基乙醇 ( M E) 混合液 (剂量为

15μmol /kg Cd Cl2+ 300μmol /kg M E)后 ,间隔

2, 4, 12小时后分别处死动物。

Zn与 Cd联合组: ( 1) Zn、 Cd同时给予组:

于大鼠一侧一次腹腔注射 CdCl2+ ME混合液

的同时于其另一侧一次皮下注射 15μmol /kg

的 ZnSO4水溶液 , 给药后间隔 2, 4, 12小时

分别处死动物 ; ( 2)给 Cd后 2小时再给 Zn组:

于大鼠一侧一次腹腔注射 CdCl2+ ME混合液

后间隔 2小时于其另一侧一次皮下注射

15μmol /kg的 ZnSO4水溶液 ,于给 Cd后 4, 12

小时分别处死动物。

锌对照组: 于大鼠一侧一次腹腔注射

1ml /100g的去离子水的同时于其另一侧一次

皮下注射 15μmo l /kg的 Zn SO4水溶液 , 给药

后间隔 2, 4, 12小时分别处死动物。

各受试动物于观察期内定期收集尿液 ,处

死后制备血浆 , 分离肾皮质 , 以差速离心法分

离肾细胞的胞核、 线粒体及胞液等亚细胞成

分 , 用优级纯的混合酸 ( HNO3∶ HClO4= 4∶

1)消化肾皮质、血浆、 尿及亚细胞成分 ,去离

子水定容后分析测定各指标。

1. 3　样本测定方法

肾功能指标: 常规测定尿渗透压 (直接测

定法 )、 尿钠浓度 (直接测定法 )、 尿总蛋白

(改良考马斯亮蓝比色法 )、 内生肌酐清除率

( CCr ) (碱性苦味酸比色法 )。

用火焰原子吸收分光光度法测定血、 尿、

肾皮质 Cd含量 (仪器: HIT ACH180-80型原

子吸收分光光度计 ) ; 用电感耦合等离子体发

射光谱法 ( ICP-AES)同时测定亚细胞成分中

除硒 ( Se) 以外的微量元素 (仪器: 美国产 I-

CAP-9000型等离子光量计 ) ;原子荧光法测定

Se含量 (仪器: 国产 XDY-2双道原子荧光光

谱仪 ) ; 以 GBW08551猪肝 (商业部食品检测

科学研究所提供 ) 作为标准参照物。

用化学比色法测定 SOD活性及丙二醛

( MDA) 水平 (由南京建成生物工程研究所提

供试剂盒 ) , 用 DTNB直接法测定谷胱甘肽过

氧化物酶 ( GSH-Px ) 活性
〔 3〕
。

按电镜常规制作肾皮质标本 , 在 HI-

T ACH-600A型透射电子显微镜下观察、 摄

像。

1. 4　数据统计分析

用 SPSS /PC
+ 统计软件对所有结果进行

方差分析、 t检验。

2　结果

2. 1　生物材料中 Cd含量与肾功能、 超微结

构的改变

染 Cd后肾皮质、 尿、 血 Cd含量明显增

加 , 肾功能明显受损 , 超微结构明显异常 ; 染

Cd同时给予 Zn,则使肾皮质 Cd含量及血、尿

中的 Cd含量下降 ,受损的肾功能有所恢复 ,如

使尿钠浓度降至正常水平 ;超微结构的改变也

比染 Cd组轻。若给 Cd后 2小时再给予 Zn,则

既不能降低肾皮质 Cd含量 , 也不能使肾功能

障碍有所改善 (表 1, 2)。
表 1　实验大鼠生物材料中 Cd含量与肾功能指标 ( x± s)

分组

Cd含量 肾功能

肾皮质

μg /g湿重

血浆

μg /ml

　尿

μg /mg Cr

　 CC r

ml /min

尿渗透压

mOsm / L

尿钠浓度

mmol /L

尿蛋白

mg /mg Cr

对　照 未检出 未检出 未检出 0. 91± 0. 5 2046± 249 48. 3± 13 3. 02± 0. 2

锌对照 未检出 未检出 未检出 1. 60± 0. 9 1642± 307 52. 3± 34 3. 24± 0. 9

染　 Cd 29. 5± 4. 7 0. 28± 0. 08 1. 14± 0. 9 0. 52± 0. 4 1221± 189 80. 0± 13 8. 13± 1. 6

Zn+ Cd ( 1) 21. 1± 3. 6* 0. 13± 0. 09* 0. 35± 0. 19* 0. 58± 0. 2 1088± 154 44. 7± 7. 3* 7. 15± 4. 1

Zn+ Cd ( 2) 25. 9± 3. 1 未检出 未检出 0. 56± 0. 2 1053± 92 56. 0± 22 15. 9± 11

　　* P < 0. 05, 与染 Cd组比较

注: Zn+ Cd ( 1): Zn、 Cd同时给予组 ; Zn+ Cd ( 2): 给 Cd 2h后再给 Zn组。
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表 2　实验大鼠肾细胞超微结构改变

　　病变 染 Cd组 Cd+ Zn组

线粒体肿胀 + + + +

线粒体结构模糊 + + + +

溶酶体数目增多 + + + +

溶酶体颜色变深 + + + +

核糖体脱落 + + + +

内质网扩张、 增多 + + -

胞浆空泡变性 + + + +

微绒毛脱落 + + -

　　注: “- ” 无异常变化 ; “+ ” 仅少数结构有轻微改变 ;

“+ + ” 改变较明显 ; “+ + + ” 改变非常明显。

2. 2　亚细胞成分中的微量元素改变

染 Cd后 , 线粒体内 Se、 Zn含量明显降

低 , M n含量在后期也明显降低 , Cd则明显增

加 ; Zn、 Cd同时给予大鼠 ,结果发现于给药后

4h使 Cd所引起的线粒体 Zn降低升高并恢复

至正常水平 , 后期也使线粒体 Mn有所恢复 ,

但对 Cd所致的线粒体 Se降低无大的影响 ,亦

不能明显降低线粒体内 Cd (表 3)。

　

表 3　实验大鼠肾细胞线粒体中微量元素含量 ( x± s) μg /g蛋白

给 Cd /Zn

时间 (h )
Cd Zn

微量元素

　　 Cu 　　 Zn 　　M n 　　 Se 　　 Cd

- + 29. 9± 6. 3 101± 57 7. 97± 1. 6 2. 53± 1. 8 　　 0

2 + - 41. 1± 11 63. 6± 12△ 8. 63± 2. 5 3. 20± 0. 6△ 102± 45△

+ + 26. 7± 7. 0 94. 3± 26 3. 81± 1. 2* 2. 11± 1. 7 84. 0± 50△

- + 39. 9± 0. 8 94. 5± 8. 7 4. 98± 0. 8 2. 82± 0. 9 　　 0

4 + - 78. 1± 9. 1 86. 5± 9. 8△ 7. 43± 0. 2 1. 29± 0. 2△ 95. 5± 14△

+ + 40. 0± 19* 122± 63* 4. 84± 3. 5 2. 45± 1. 2 121± 43△

- + 38. 6± 4. 4 101± 14 5. 26± 0. 1 1. 69± 0. 7 　　 0

12 + - 51. 7± 7. 6 63. 4± 4. 1△ 0. 36± 0. 2△ 1. 89± 0. 7△ 87. 7± 28△

+ + 34. 8± 9. 1 127± 22* 4. 93± 2. 6* 3. 32± 0. 9 80. 3± 44△

对照组 - - 61. 8± 9. 4 142± 29 9. 65± 1. 6 4. 09± 1. 6 　　 0

　　* P < 0. 05, 与染 Cd组比较 ; 　　△ P < 0. 05, 与对照组比较

注: “+ ” 加入 Cd或 Zn; “ - ” 不加 Cd或 Zn。

　　单独给 Cd使胞液内 Cu、 Zn含量增加 , Se

含量降低 , Cd含量明显增加 ; 若给 Cd同时给

予 Zn,则使胞液 Cu维持于正常水平 ,胞液 Cd

有所降低 , 对 Cd所致的其他元素的改变影响

不大 (表 4)。

表 4　实验大鼠肾细胞胞液中微量元素含量 ( x± s) μg /g蛋白

给 Cd /Zn

时间 (h )
Cd Zn

微量元素

　　 Cu 　　 Zn 　　M n 　　 Se 　　 Cd

- + 10. 7± 6. 6 75. 7± 14 1. 05± 0. 4 0. 95± 0. 03 　　 0

2 + - 33. 7± 9. 8△ 102± 30△ 2. 39± 0. 9△ 0. 58± 0. 22△ 143± 33△

+ + 12. 5± 4. 9* 72. 5± 41 1. 98± 0. 9 1. 12± 0. 68 85. 8± 54*

- + 12. 7± 1. 6 72. 9± 12 1. 57± 0. 4 1. 81± 1. 3 　　 0

4 + - 37. 3± 6. 4△ 123± 32△ 2. 39± 0. 9△ 0. 66± 0. 23△ 136± 46△

+ + 14. 7± 3. 8 102± 26 2. 47± 0. 8 1. 78± 0. 58 123± 32

- + 16. 7± 4. 8 79. 4± 28 1. 63± 1. 0 0. 36± 0. 14 　　 0

12 + - 21. 5± 9. 6△ 90. 5± 19△ 2. 30± 0. 6△ 0. 81± 0. 33△ 82. 5± 7. 3

+ + 13. 3± 6. 1 102± 39 1. 41± 0. 8 1. 75± 0. 91 54. 7± 7. 7

对　照 - - 11. 2± 2. 5 51. 6± 16 1. 15± 0. 7 1. 62± 0. 61 　　 0

　　* P < 0. 05, 与染 Cd组比较 ; △　 P < 0. 05, 与对照组比较

注: “+ ” 加入 Cd或 Zn; “ - ” 不加 Cd或 Zn。
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　　单独给 Cd时 , Cd首先进入胞液和线粒

体 , 逐渐向胞核转移 ; 而 Zn、 Cd同时给予时 ,

表 5　 Cd在实验大鼠肾细胞内亚细胞分布

给 Cd /Zn

时间 (h )
Cd Zn 线粒体 胞液 胞核

- + 0　 0　 0　
2 + - 102 143 80. 4

+ + 84. 9 85. 8 124

- + 0 0 0

4 + - 95. 5 136 69. 4

+ + 121 123 122
- + 0 0 0

12 + - 87. 7 82. 5 170

+ + 80. 3 54. 7 116

　　注: “+ ” 加入 Cd或 Zn; “ - ” 不加 Cd或 Zn。

则加快 Cd进入胞核的速度 , 且胞核内 Cd有

逐渐降低的趋势 (表 5)。

　　给 Cd 2小时后再给 Zn, 则对 Cd所引起

的亚细胞内微量元素的改变无大的影响。

2. 3　亚细胞成分中抗氧化酶活性及脂质过氧

化水平

染 Cd后 , 线粒体、胞液内 SOD、 GSH-Px

活性均明显下降 , 线粒体内 MDA水平明显升

高 ; Zn、 Cd同时给予大鼠 , 则使线粒体、胞液

内 SOD活性较单独给 Cd组高 ,但仍低于正常

对照 , GSH-Px活性、 MDA水平与单独给 Cd

组无显著差异 (表 6)。

表 6　实验大鼠亚细胞成分中抗氧化酶活性及 MDA水平 ( x± s)

给 Cd /Zn

时间 (h )
Cd Zn

线粒体 胞液

　 GSH-Px 　 SOD 　 M DA 　 GSH-Px 　 SOD

- + 10. 4± 3. 9 111± 29* 1. 27± 0. 13* 3. 98± 1. 2△ 150± 13

2 + - 4. 99± 1. 1△ 30. 0± 1. 0△ 1. 64± 0. 15△ 10. 9± 1. 9△ 138± 6. 2△

+ + 4. 17± 1. 1△ 31. 2± 4. 8△ 1. 16± 0. 39* 5. 57± 0. 6* △ 99. 4± 11△

- + 11. 2± 0. 5 127± 8. 5* 1. 33± 0. 09* 3. 64± 0. 6△ 116± 8. 1

4 + - 14. 2± 2. 2△ 47. 8± 3. 2△ 1. 54± 0. 33△ 12. 8± 2. 6△ 105± 9. 3△

+ + 12. 4± 1. 04 57. 6± 7. 8* △ 1. 47± 0. 38△ 6. 57± 0. 9* △ 104± 14△

- + 5. 27± 1. 1 94. 0± 6. 9* 1. 45± 0. 52* 4. 19± 0. 3△ 202± 6. 5*

12 + - 6. 54± 1. 8△ 39. 7± 3. 6△ 2. 38± 0. 31△ 11. 2± 2. 4△ 97. 8± 17△

+ + 8. 21± 1. 4 55. 4± 9. 4* △ 1. 92± 0. 54△ 10. 2± 2. 9△ 120± 12* △

对照 - - 10. 3± 1. 9 131± 14 0. 94± 0. 04 18. 2± 3. 2 242± 27

　　* P < 0. 05, 与染 Cd组比较 ;△ P < 0. 05, 与对照组比较

注: ( 1) “+ ” 加入 Cd或 Zn; “ - ” 不加 Cd或 Zn;

( 2) GSH-Px的单位　 U /min /mg蛋白 , SOD的单位　 NU /mg蛋白 , M DA的单位　 nM /mg蛋白。

2. 4　标准参照物 GBW08551猪肝测定结果

为评估测定微量元素方法的准确性 ,用与

亚细胞微量元素测定相同的方法测定了标准

参照物 GBW08551猪肝中的相应微量元素 ,

结果与推荐值差异无显著意义 (表 7)。

表 7　标准参照物 GBW08551猪肝中微量元素测定值

元素 测定值 (μg /g) 参考值 (μg /g) 方法 P值

Se 0. 91± 0. 05 0. 94± 0. 05 原子荧光法 > 0. 05

Cu 15. 5± 1. 30 17. 2± 1. 00 ICP-AES > 0. 05

Zn 163± 6. 10 172± 8. 00 ICP-AES > 0. 05

Mn 8. 03± 0. 84 8. 32± 0. 38 ICP-AES > 0. 05

Cd 0. 064± 0. 016 0. 067± 0. 004 ICP-AES > 0. 05
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3　讨论

本研究所制备的镉中毒性肾损伤动物模

型的实验结果与文献〔 4〕报道一致 , 表明该动物

模型是成功可靠的 ; 同时测定的标准参照物中

微量元素的结果与参考值吻合 ,表明微量元素

的测定方法与结果亦是准确可信的。

Cd与 Zn的电子构型与配位空间化学性

质很相似 , 在自然界常常是共存的 , 但它们的

生物学作用却迥然不同 , Cd是对人体有害的

重金属 , 而 Zn则是体内最重要的微量元素之

一 , 对于维持机体的正常功能十分重要 , 两者

在许多方面均存在相互拮抗作用。本研究结果

亦表明 , 与 Cd同时给予 Zn, 能降低肾皮质内

Cd含量 , 肾功能及超微结构有一定改善。

加 Zn后 , 可使线粒体内 Cd所降低的 Zn

恢复至正常水平 , SOD活性有一定恢复 ,但恢

复尚不完全。在以前的研究中我们曾发现 , 镉

中毒性肾损伤时线粒体内 SOD活性的下降可

能与 Zn降低有关 , 本研究进一步提示线粒体

内 SOD活性下降可能与 Zn降低有关。 由于

Zn的加入对 Cd所致的线粒体 Se降低无升高

作用 , GSH-Px活性亦未见增加 , MDA水平也

未见明显降低 , 另有研究表明 , 当 GSH-Px活

性降低时 ,细胞内 H2O2浓度增高 ,这种升高会

使 SOD内部的金属活性基团还原 , 使酶失

活〔 5〕 , 故本研究中 SOD活性恢复不完全的原

因可能与 GSH-Px活性恢复不全有关 ,同时表

明 Se本身在清除 Cd引起的过氧化损伤方面 ,

似比 Zn更重要。

在胞液中 ,加 Zn可使 Cd所致的 Cu升高

降至正常水平 , 但对 Zn、 Mn影响不大 , SO D

活性仍降低 ,提示虽然 Cu是 SO D活性表达的

必需元素〔 6〕 , 但 Cd所致的 SOD活性降低 , 似

乎还存在其他影响因素。

加 Zn对 Cd的亚细胞分布有明显影响 ,

使 Cd进入胞核的时间提前 , 胞核内 Cd的转

移速率亦有所加快。 Koizum等的体外试验结

果也表明 , 用 Zn预处理的 Cd染毒睾丸间质

细胞中 , Cd从细胞核移至线粒体、胞液等成分

的过程加快 , 使 Cd在游离细胞的胞核内的蓄

积快速减少 , 认为 Zn对 Cd的细胞毒性的防

护机制可能主要是通过降低 Cd在细胞核中的

蓄积而实现的〔 7〕。但本实验见此时肾功能、 超

微结构改善不甚明显 ,考虑可能与本实验采用

的硫酸锌剂量较低 (与氯化镉等剂量 ) ,给药方

式为与 Cd同时投用 , 而 Koizum等的研究用

Zn量远高于 Cd,给药方式为用 Zn预处理 ,且

本研究发现给 Cd 2小时后再给 Zn,既无驱 Cd

作用 , 也无改善肾功能的作用 , 可见投 Zn剂

量、 给药方式对于 Zn对镉性肾损伤的防护效

果有重要影响。本研究采用较低剂量的硫酸锌

对镉性肾损伤也显示一定的防护作用 , 表明

Zn对于镉性肾损伤的防护可能具有一定价

值 , 值得进一步研究。
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