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N一乙酰半胱氨酸对醋酸铅致肾小管
上皮细胞损伤的保护作用

周蓉徐雅虹 陈闽东 沈杰 冯雪芳 陈希

(同济大学附属杨浦医院肾内科，上海市杨浦区中心医院肾内科，上海200090)

·论著-

【摘要】目的观察N一乙酰半胱氨酸(NAC)对醋酸铅致人肾小管上皮细胞系(HK一2)损伤过程中中性

粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白(NGAL)表达的影响，并探讨其机制。方法将体外培养至少2。5代对数生

长期的HK一2细胞分为空白对照组；醋酸铅刺激组(分别用5、50¨mol／L刺激以确定最佳刺激浓度)；NAC预

处理组(用5 Ixmol／L NAC预处理2 h后加入50 I_tm01]L醋酸铅)o采用CCK一8法检测HK一2的增殖能力，用流

式细胞术检测HK一2的细胞周期，用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测细胞上清液中NGAL水平，用流式细胞术

检测细胞活性氧(ROS)含量。结果各浓度醋酸铅刺激后6、12、24、48 h HK一2的增殖能力[吸光度(A)值]

均较空白对照组显著降低，且以50 lamol／L醋酸铅刺激组降低更显著(6 h为0．53±o．02比0．64±0．02，12 h为

0．464-0．02比0．65±0．02，24 h为0．35±0．02比0．68±0．02，48 h为0．26±0．02比0．74±0．02，均P<0．05)，12和

24 h HK一2的细胞周期均呈现GO／1期阻滞[5岬。帆醋酸铅刺激组12 h为(56．2±1．2)％，24 h为(60．6±0．7)％；
50 pmollL醋酸铅刺激组12 h为(71．2±2．0)％，24 h为(79．6±2．8)％]；刺激12、24、48、72 h各浓度醋酸铅

组HK一2上清液中NGAL含量均较空白对照组明显增加，以50 lam01]L醋酸铅刺激组刺激72 h增加更显著

(倒L：1．212±0．015比0．749±0．040，P<O．05 o 50 pmol／L，醋酸铅刺激组和NAC预处理组HK一2内ROS含量

均较空白对照组显著增多，但NAC预处理组低于醋酸铅刺激组(A值(×103)：34．72±1．67比68．31±I．53]；
50 p,moUL醋酸铅刺激组和NAC预处理组刺激24、48 h HK一2的增殖能力均低于空白对照组，但NAC预处理组

高于50岬ol几醋酸铅刺激组，以刺激48 h增加更显著(A值：0．65±0．01比0．57±0．01)；50 pmoUL醋酸铅刺

激组和NAC预处理组HK一2上清液中NGAL水平均较空白对照组显著增加，但NAC预处理组低于50 Ixmol／L

醋酸铅刺激组(州L：4．12±0．11比7．61±0．06，均P<0．05 o结论醋酸铅对HK一2有直接损伤作用，主要通

过诱导HK一2细胞生成过量的ROS、抑制其细胞分裂增殖；而抗氧化剂NAC可显著改善醋酸铅诱导的过氧化

应激。NGAL是判断急性铅性肾病的可靠的肾损伤标志物。

【关键词】醋酸铅； 中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白； 肾小管上皮细胞； N一乙酰半胱氨酸
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【Abstract]0bjective To investigate the effect of N—acetylcysteine fNACl on the expression of neutrophil

gelatinase—associated lipocalin(NGAL)in the course of the human renal tubule epithelial cell 1ine fHK一21 injury

induced by lead acetate and to approach its possible mechanism． Methods The HK一2 cells cultured in vitro

were divided into blank control group，5 IXmol／L and 50 ixmol／L lead acetate groups，NAC pretreatment group(after

pretreatment with 5斗mol／L NAC for 2 hours，50“m01／L lead acetate was added)．The proliferation of HK一2 cells was

tested by CCK一8 method，the cell cycle was tested by flow cytometry。and the 1evels of cell supernatant NGAL were

tested by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．The reactive oxygen species(ROS)generation was test with flow

cytometry．Results Th8 proliferation of HK-2 cells【absorbance但)value】was significantly lowered after 6，12，24，

48 hours cultivation with each lead acetate compared with those in the blank control group，and the degree of decrease in

50 Ixmol／L lead acetate group was more obvious(6 hours：0．53±O．02 vs．0．64 4-0．02，12 hours：0．46土0．02 vs．

0．65±0．02，24 hours：0．35 4-0．02 vs．0．68±O．02，48 hours：0．26±O．02 vs．0．74±0．02，all P<0．05)．The cell cvcles

of HK一2 cells were blocked in G0／1 phase after 12 hours and 24 hours cultivation with 5 and 50 IXmoUL lcad acetate

solution[5 ixmol／L lead acetate group 12 hours：(56．2±1．2)％，24 hours：(60．6±0．7)％，50 Ixmol／L lead acetate group

12 hours：(71．2±2．o)％，24 hours：(79．6±2．8)％】．After 12，24，48，72 hours cultivation with various lead acetate groups，

the levels of supernatant NGAL were significantly higher than that in blank control group，and the degree of decrease in

50“mol／L lead acetate group after 72 hours of stimulation was the most significant(1．212±0．015 vs．0．749±0．040，

P<0．05)．In 50 It,m01]L lead acetate group and NAC pretreatment group．the levels of ROS were higher significantly
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than that in blank control group，but the level of ROS was lower in NAC pretreatment group than that in 50 Ix mol／L lead

acetate group【A value(×103)：34．72±1．67 VS．68．3 1±1．53，P<0．05]．In 50 mol[L lead acetate group and NAC

pretreatment group，after stimulation for 24，48 hours，the proliferation of HK-2 cells was lower significantly than that in

the blank control group，but the proliferation in NAC pretreatment group
was higher than that in 50 i山mol／L lead acetate

group，and the increase was more remarkable at 48 hours stimulation似ValLle：0．65±0．01 VS．0．57±0．01，P<0．05)．Both
in 50 trmol／L lead acetate group and NAC pretreatment group．the levels of NGAL in supernatant were higher than that

in the blank control group，but it was lower in NAC pretreatment group than that in 50 txmol／L lead acetate group(斗∥LI
4．12±0．1 1 VS．7．61±0．06．P<0．05)．Conclusions Lead acetate has direct HK-2 renal tubule epithelial cells

toxicity，mainly via inducing the cells generating excessive ROS and inhibiting the cell division and proliferation，while

NAC，an antioxidant，can markedly improve the peroxidation stress induced by lead acetate．NGAL may play a reliable

role as a renal injury biomarker to estimate acute renal disease induced by lead．

[Key words]Lead acetate；Neutrophil gelatinase—associated lipocalin；Kidney epithelial cell；

N—acetylcysteine

铅广泛分布于自然界，可污染空气、饮水、土壤

和食品，长期低剂量的铅进入机体后，由于其蓄积作

用，可侵害机体的多个系统器官。肾脏是铅毒性作

用的主要靶器官之一，铅性肾病危害隐匿，很难早期

发现。既往研究证实，铅中毒肾损伤主要表现为肾

小管上皮细胞肿胀、坏死，但目前尚缺乏能及时有效

提示铅性肾损伤的生物标志物¨。2 o。探讨目前急性

肾损伤(AKI)早期标志物中性粒细胞明胶酶相关脂

质运载蛋白(NGAL)在铅性肾病早期肾小管上皮细

胞中的表达情况，为临床铅性肾病的治疗提供理论

依据。

1材料与方法

1．1主要实验材料和试剂：人肾小管上皮细胞系

(HK一2)购于中国科学院；RPMll640培养基和0．05％

胰酶(美国Hyclone公司)；胎牛血清(杭州四季青

生物工程材料有限公司)；醋酸铅(德国Sigma公

司)；N一乙酰半胱氨酸(NAC)试剂(上海基尔顿

公司)；2一(2一甲氧基一4一硝苯基)一3一(4一硝苯

基)一5一(2，4一二磺基苯)一2H一四唑单钠盐(CCK一8，

株式会社日本同仁产品)；NGAL酶联免疫吸附试

验(ELISA)试剂盒(美国R&D公司)。流式细胞仪

(型号：FACSCalibur，德国BD公司)；全自动酶标

仪(型号：ELx800，美国伯腾公司)；CO，细胞培养箱

(型号：Therm08000，美国Thermo公司)。

1．2实验分组：用含15％小牛血清的RPMll640

培养基于37 cC、5％二氧化碳(CO，)培养箱中常

规培养HK一2细胞，取培养第2～5代对数生长期

的细胞进行试验。将细胞分为空白对照组和5、

50 pm01]L醋酸铅刺激组；NAC预处理组(5}tmol／L

NAC预处理2 h后加入50¨mol／L醋酸铅)。

1．3实验方法

1．3．1 CCK一8法细胞增殖试验：制备HK一2细胞，用

胰蛋白酶消化，稀释至浓度为(1～5)×104个／mL，

取100止置于96孔培养板，每组细胞每块板接种

3个复孑L，每孑L(1～5)×103个；各组加人相应刺激

液，空白对照加入100血培养液。将细胞培养板置

于37 oC、5％CO，的培养箱中培养过夜，每个：fUJi口

入100止按1：10体积比混合CCK一8，继续孵育

1 h，然后用微板分光光度计测定450 llm波长处的

吸光度(A值)。

1．3．2用流式细胞仪检测细胞周期的变化：制备

HK一2悬液，均匀接种于6孑L板内，待细胞生长至

80％～90％融合状态时，加无血清RPMI 1640培养

液培养2 h后，加醋酸铅刺激12、24 h，将培养好的

细胞用0．25％胰酶消化，使其成为单个细胞，充分吹

打混匀细胞悬液并收集至流式专用管中；离心收集

细胞，弃上清液后用磷酸缓冲液(PBS)洗涤2～3次，

加入1 mL的上样缓冲液[含20血碘化丙啶(PI)、

50汕核糖核酸酶(RNA)酶、1肛L 20％乙基苯基聚

乙二醇(NP一40)、1 mL PBS]，重悬后室温避光放置

10 rain，用流式细胞仪分析细胞周期。

1．3．3用ELISA法检测HK一2细胞上清液中NGAL

水平：制备细胞悬液接种于6孔板中，待细胞融合

后，加不含血清的RPMI 1640培养液2 h，各组加人

相应刺激液，检测刺激前和刺激12、24、48、72 h后

各组NGAL含量，每组3个复孔，操作严格按说明书

进行。

1．3．4用流式细胞术检测各组HK一2中活性氧

(ROS)含量：制备HK一2悬液接种于6孔板上，待细

胞生长至80％～90％融合状态时，加无血清RPMI

1640培养液2 h后，各组加入相应刺激液，培养24 h

后，制备成细胞悬液，PBS洗涤2。3次，离心收集细

胞，加人50 pmol／L染色工作液100止，制成1 000¨L

的混匀细胞液，在暗室静置10 rain后检测ROS含量，

每组3个复孔。

1．4统计学方法：使用SPSS 1 3．0软件进行数据统
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表1不同浓度醋酸铅溶液刺激HK一2细胞后细胞增殖能力及细胞培养上清液中NGAL表达的变化比较(；±一)

计，计量资料以均数±标准差(孑±s)表示，组间比

较采用单因素方差分析(ANOVA)，P<0．05为差异

有统计学意义。

2结果

2．1细胞增殖试验结果(表1)：5、50斗mol／L醋酸

铅刺激组刺激6、12、24、48 h HK一2细胞的增殖能

力均较空白对照组显著降低，且50 p。mol／L醋酸铅

刺激组各时间点HK一2细胞增殖能力均显著低于

5 tunol／L醋酸铅刺激组(均尸<0．05)。

2．2细胞周期变化(图1；表2)：采用5、50 p。mol／L

浓度的醋酸铅溶液分别刺激HK一2细胞12、24 h，

均能使HK一2细胞阻滞在G0／1期，并呈时间依赖性，

差异均有统计学意义(均P<0．05)。

2．3 各组HK一2细胞培养上清液中的NGAL水

平(表1)：5、50 p．mol／L醋酸铅刺激组刺激12、

24、48、72 h后HK一2细胞NGAL分泌量均较空白

对照组显著增加，且50 tamol／L醋酸铅刺激组各时间

点的NGAL分泌量均高于5 I．tmol／L醋酸铅刺激组

(均P<0．05)。

2．4各组细胞ROS含量(表3)：50 Ltmol／L醋酸铅

刺激组和NAC预处理组HK一2细胞内ROS含量均

较空白对照组显著增多；但NAC预处理组显著低

于50 pmol／L醋酸铅刺激组(均P<0．05)。

表3各刺激组HK一2细胞ROS含量和

NGAL分泌量比较(i±、)

注：与空白对照组比较．“P<005；与50Ⅲol／L醋酸铅刺激组比较
“P<O．05

2．5 NAC对HK一2细胞增殖能力的影响(表4)：

50 txmol／L醋酸铅刺激组、NAC预处理组刺激后

24、48 h HK一2细胞增殖能力均显著低于空白对照

组，但NAC预处理组HK一2细胞增殖能力要高于

50／．zmol／L醋酸铅刺激组(均P<0．05)。
F：5为5 I．tmol／L，10为50 ttmt，1／1。；与刺激Im(；()／I期比较，

。P<0 05：‘j刺激1 2 h(,0／1期比较．“P<()．05 表4各刺激组IlK一2细胞增殖能力的比较(；±s)

图1 5、50itmol／L醋酸铅溶液刺激HK-2细胞后
细胞周期的变化

表2 5、50 iLLmol／L醋酸铅溶液刺激HK-2细胞后

细胞周期的变化(j±一)

注：与空白对照组比较．“P<0．05；与50pmol／L醋酸铅刺激组l七较

P<0．05

2．6 NAC对HK一2细胞分泌NGAL的影响(表3)：

50 tmaol／L醋酸铅刺激组和NAC预处理组HK-2细

∞
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胞NGAL分泌量均高于空白对照组，但NAC预处理

组HK一2细胞NGAL分泌量则显著低于50 ptmol／L

醋酸铅刺激组(均P<0．05 o

3讨论

随着环境污染的日趋严重，人类生活与铅的联

系El益密切。既往研究提示，铅中毒可引起肾脏损

害阳‘5j，铅所导致的慢性肾损伤严重影响着铅作业

工人的健康。6—7。。铅对肾脏的损害主要分为3个时

期：早期为铅对。肾小管的可逆性损害，主要表现在近

曲小管机能异常，形成特征性的铅包涵体等；中期

为慢性不可恢复的慢性肾脏病，主要表现在。肾小管

问质纤维化、萎缩等；晚期为肾脏功能衰竭⋯。铅

性肾病危害隐匿，缺乏有效的检测手段和治疗方法。

本研究发现，醋酸铅能够通过氧化应激机制直接损

伤肾小管上皮细胞，且损伤呈时间依赖性和浓度依

赖性，抗氧化剂NAC能够有效预防肾小管上皮细胞

的损伤，NGAL则能及时提示肾小管上皮细胞的损

伤程度。分析其机制，可以发现醋酸铅能够诱导。肾

小管上皮细胞产生过量氧化应激产物，从而损伤肾

小管上皮细胞，这说明氧化应激是醋酸铅致肾小管

上皮细胞损伤的主要机制之一，这与既往文献。5’驯

报道相一致。

NAC是一种常用的抗氧化剂，能有效缓解氧化

应激产物的过度生成，文献报道NAC能够进入体内

合成大量谷胱甘肽(GSH)，改变细胞氧化还原状态，

对治疗肺缺血，再灌注(I／R)损伤诱导的细胞凋亡、

高氧肺损伤、肺纤维化均有显著疗效。9—3I；更有研

究提示，在脓毒症大鼠模型中应用NAC能够显著改

善脓毒性休克大鼠的预后¨4I。然而，NAC在重金

属肾损伤中的应用却少有报道，有文献报道急性肾

小管性损伤的主要病理表现为炎性细胞的侵入，大

量炎性因子与氧化应激产物的堆积对。肾脏的损害

尤为重要¨5。。本研究使用5 pmol／L的NAC预处理

HK一2 2 h后，显示能够有效减少醋酸铅诱导HK一2

细胞内过量ROS产物的生成，并改善HK一2细胞在

铅性环境下的活性和周期阻滞。在职业性铅接触人

群中，能定期给予小剂量的NAC类药物或许能改善

铅接触人群的肾脏损害。

根据GBZ79—2013职业性急性中毒性肾病诊断

标准¨6|，当血铅≥2．9 pmol／L或尿铅／>0．58 pmol／L

就可考虑铅中毒肾损伤，并且最新的诊断指南中增

加了以48 h内肌酐和尿量的动态变化作为主要的

诊断标准，揭示了铅性肾病早期诊断的重要性。然

而以血肌酐(SCr)作为评价肾功能状态有着一定的

局限性，例如SCr明显升高需要一定的时间窗，对

于老年人适用性差。此外，SCr水平与个体胖瘦、营

养、性别等诸多因素相关，更限制了SCr作为。肾损伤

早期标志的应用。既往曾报道p：一微球蛋白、视黄

醇结合蛋白、o【，一微球蛋白、NAG等可作为铅性肾

病损伤的早期尿液标志物，但研究也发现，这些生物

标志物在提示铅所致肾早期损伤的时间窗较晚心j。

因此，能否发现更早期、更敏感的铅性肾病。肾损伤标

志物将有助于患者的诊断与治疗。

NGAL是最早由瑞典Venge和丹麦Kjeldsen在
人中性粒细胞B颗粒中发现的一种糖蛋白。在正

常肾组织中，NGAL呈低水平表达，当接触肾毒性物

质或发生缺血性损伤后，皮质肾小管、血液、尿液中

就会大量蓄积⋯1。因此，NGAL因其出现时间早，

检测环境稳定，特异性高，被认为是目前AKI的最

佳标志物之一¨引，然而NGAL在铅性肾病中的研究

资料较少。本研究发现，当醋酸铅刺激HK一2后，

HK一2能够向外界分泌释放NGAL，并且NGAL的

分泌量和醋酸铅的浓度和作用时间相关，呈显著的

剂量依赖性和时间依赖性。当使用5 pmol／L低浓度

醋酸铅溶液刺激HK一2细胞12 h后，HK一2细胞上

清液中即可检测出高水平的NGAL，并且NGAL的

分泌时间可持续72 h。而预先给予NAC溶液能显

著缓解HK一2细胞的氧化应激损伤，同时也能减少

细胞上清液中NGAL的分泌，并且当HK一2细胞出

现细胞周期停滞时，NGAL即能出现显著变化，提示

NGAL可能可以作为急性铅性肾损伤良好的早期标

志物。然而，限于本实验为体外实验，NGAL是否能

应用于临床并及时反映急性铅性肾病的早期损伤，

有待于临床大样本铅接触人群尿液分析的进一步证

实，这也是本课题组今后进一步的研究方向。

综上所述，醋酸铅对HK一2细胞有直接损伤作

用，主要通过诱导HK一2细胞生成过量的ROS，从而

抑制其细胞分裂增殖；抗氧化剂NAC可显著改善

醋酸铅诱导的过氧化应激。AKI标志物NGAL能够

及时提示醋酸铅对HK一2的损伤，可能是判断急性

铅性肾病可靠的肾损伤标志物。
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·会讯-

首期中国腹部心肺复苏技术高级救护师培训班成功举办

本着“借鉴国际心肺复苏指南、践行中国心肺复苏方略”的指导思想，由中国研究型医院学会主办、中国研究型医院学会

心肺复苏学专业委员会组织多家相关学术团体承办的国家继续教育项目“首期中国腹部心肺复苏技术高级救护师培训班”于

2015年12月1 1日至13日在北京成功举行。开幕式上，中国急诊心肺复苏奠基人、南京医科大学终身教授王一镗及中国工

程院院士、武警总医院院长郑静晨为“中国腹部心肺复苏培训中心”揭牌，并授予德美瑞公司为“中国腹部心肺复苏技术培训

发展中心”，标志着中国开始组织并推动全国腹部心肺复苏技术普及培训。

培训班上，王一镗教授，郑静晨院士，中国医学科学院、中国协和医科大学院校学术

委员会委员兼心脑肺专题委员会主任程显声教授，中国研究型医院学会心肺复苏学专

业委员会主任委员、中华医学会科普分会主任委员、中国腹部心肺复苏学创始人、全军

“十二五”医学科技心肺复苏重点项目首席专家、武警总医院急救医学中心主任王立祥

教授等，就腹部心肺复苏技术的理论机制及在急救医学、灾害救援、心肺脑复苏等领域

的应用进行了精彩讲述。整个培训课程汇聚了30余位专家学者有关腹部心肺复苏技

术的最新科研和临床实践，旁征博引，引经据典，培训课程后进行了腹部提压心肺复苏

实践操作培训。学员们完成全部培训课程并顺利通过理论知识及实践操作考试，从王

一镗教授及王立祥教授手中接过腹部心肺复苏高级救护师资质证书，成为中国腹部心

肺复苏技术的使用者和推广者，并将在今后的临床工作中造福更多的患者!

I矿譬’，◆]
[：篮：i：』]
王一镗教授亲自操作腹部提压心肺复苏仪

此次培训班是我国的第一个腹部心肺复苏技术培训班，也是腹部心肺复苏技术面向医务工作者及社会群众普及的一个重

大转折点，腹部心肺复苏新技术将应用于更加广泛的急救领域，并被更多的人所熟知认同。同时，腹部提压心肺复苏技术不仅

属于中国，更将走向世界，在全球心肺复苏领域打造出属于中国的原创标签，开辟具有中国特色的个体化心肺复苏之路。

(刘亚华．马文君)
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