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摘要 ：

[ 背景 ]　铅染毒可引起肾脏损伤。研究表明环磷酸腺苷 / 蛋白激酶 A（cAMP/PKA）信号通路可
通过调节氧化酶活性介导活性氧过量产生，进而引起氧化应激和细胞凋亡。烟酰胺腺嘌呤
二核苷酸磷酸（NADPH）途径是肾脏活性氧的主要来源之一。

[ 目的 ]　探讨铅是否通过cAMP/PKA途径调节肾脏中NADPH氧化酶4（NOX4）活性引起肾脏损伤。

[ 方法 ]　30 只 SPF 级 ICR 雄性小鼠随机分为对照组和铅暴露组，每组 15 只。通过自由饮水的
方式进行铅暴露，乙酸铅浓度分别为 0、200 mg·L-1。连续染毒 90 d 后麻醉小鼠进行心脏采血，
取肾脏、称重，计算脏器系数。采用石墨炉原子吸收分光光度仪检测血液和肾脏中铅含量，
HE 染色观察肾脏组织形态学改变，TUNEL 法检测肾细胞凋亡水平 ；通过试剂盒检测肾组织
中总超氧化物歧化酶（T-SOD）、铜锌超氧化物歧化酶（Cu/Zn-SOD）活力，谷胱甘肽（GSH）、
丙二醛（MDA）和 cAMP 含量 ；采用实时荧光定量聚合酶链式反应法测定 PKA、NOX4 以及凋
亡相关基因 Bcl-2、Bax 和 caspase3 mRNA 相对表达水平。

[ 结果 ]　 两组小鼠体重和日饮水量差异无统计学意义。铅暴露组小鼠肾脏系数［（0.89±

0.02）%］、血 铅［（100.13±17.23）μg·L-1］和 肾 铅［（2.58±0.21）μg·g-1］水 平 均 高 于 对 照 组
［（0.78±0.02）%、（1.88±0.50）μg·L-1、（0.04±0.01）μg·g-1］（ 均 P < 0.05）。铅 暴 露 组 小 鼠 肾 脏

近曲小管和肾小球形态学损伤明显，细胞凋亡率高于对照组［（0.013±0.003）%、（0.006± 

0.002）%］；肾脏中 GSH 水平、T-SOD 和 Cu/Zn-SOD 活性降低（P < 0.05），MDA 含量升高（P < 

0.05）；Bcl-2 mRNA 相对表达量及 Bcl-2/Bax 值下降，caspase3 mRNA 相对表达量则增高（P < 

0.05）；肾组织中 cAMP 含量、PKA 和 NOX4 mRNA 相对表达量均升高，且 NOX4 mRNA 相对表
达量与 cAMP 含量之间呈正相关（r=0.486，P < 0.05）。 

[ 结论 ]　铅可改变小鼠氧化酶NOX4活性，引起肾脏组织损伤，可能与cAMP/PKA信号通路有关。
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Abstract: 

[Background] Lead can cause kidney damage. It has been shown that cyclic adenosine 
monophosphate/protein kinase A (cAMP/PKA) signaling pathway can mediate reactive oxygen 
species (ROS) overproduction by regulating the activity of oxidase and then cause oxidative stress 
and apoptosis. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) pathway is one of the 
main sources of ROS in kidney.

[Objective] This experiment investigates whether lead cause kidney damage by regulating the 
activity of NADPH oxidase 4 (NOX4) through cAMP/PKA pathway.

[Methods] Thirty SPF ICR mice were randomly divided into a control group and a lead exposure 
group, with 15 mice in each group. The animals were given free drinking water containing 0 
and 200 mg·L-1 lead acetate, respectively. After 90 days of continuous exposure, the mice were 
anesthetized to collect heart blood and kidney samples, weigh organs, and calculate organ 
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coefficients. The lead levels in both blood and kidney were measured with graphite furnace atomic absorption spectrometer. Renal 
histomorphology was observed by HE staining and apoptosis was detected by TUNEL. The activities of total superoxide dismutase (T-SOD) 
and Cu/Zn-superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD), and the levels of glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), and cAMP were detected using 
corresponding kits. The relative mRNA expression levels of PKA, NOX4, Bcl-2, Bax, and caspase3 were measured by quantitative real-time PCR.

[Results] There were no significant differences in body weight and daily water intake between the two groups. The renal coefficient 
[(0.89±0.02)%], blood lead level [(100.13±17.23) μg·L-1], and renal lead level [(2.58±0.21) μg·g-1] in the lead exposure group were higher 
than those in the control group [(0.78±0.02)%, (1.88±0.50) μg·L-1, and (0.04±0.01) μg·g-1] (P < 0.05). In the lead exposure group, the 
morphological damage of renal proximal convoluted tubules and glomeruli was obvious, and the apoptosis rate increased compared with 
the control group [(0.013±0.003)% vs. (0.006±0.002)%]; the GSH level, T-SOD activity, and Cu/Zn-SOD activity in kidney decreased (P < 
0.05), while the MDA content increased (P < 0.05); the relative expression level of Bcl-2 mRNA and the ratio of Bcl-2/Bax decreased, and 
the relative expression level of caspase3 mRNA increased (P < 0.05); the level of cAMP and the relative expression levels of PKA and NOX4 
mRNA in renal tissues increased, and there was a positive correlation between the relative expression level of NOX4 mRNA and the level 
of cAMP (r=0.486, P < 0.05). 

[Conclusion] Lead can change the activity of NOX4 and cause kidney damage, which is related to cAMP/PKA signaling pathway.

Keywords: lead; kidney; cyclic adenosine monophosphate/protein kinase A; NADPH oxidase 4; oxidative damage

铅（Pb）是环境中常见的有毒重金属之一。铅经
消化道、呼吸道及皮肤进入体内，可对多个器官和系
统造成损伤［1］。肾脏既是铅的主要排泄器官也是其毒
作用靶器官［2］，研究显示血铅浓度为 100 μg·L-1 时，即
可引起肾脏病理改变和功能损伤［3-4］。

流行病学调查资料和动物实验研究结果均表明，
铅肾毒性机制与氧化应激效应密切相关［5-6］，其原因
是铅暴露可增加活性氧（reactive oxygen species，ROS）
的水平，破坏组织中氧化和抗氧化平衡，导致细胞氧
化损伤和细胞凋亡［7］。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，NADPH）
途径是 ROS 的主要来源之一。NADPH 氧化酶有 7 种亚
型，在肾脏中分布的主要是 NADPH 氧化酶 4（NADPH 

oxidase 4，NOX4）［8］。NOX4 活性改变可诱导肾脏氧化
应激反应，引起组织损伤，并促进肾间质纤维化等疾
病的进展［9-10］。研究显示，铅可增加单核细胞中 NOX4

的含量，促进慢性阻塞性肺病的发展［11］，但铅暴露对
肾脏中 NOX4 的影响尚未见报道。

环 磷 酸 腺 苷 / 蛋 白 激 酶 A（cyclic adenosine 

monophosphate/protein kinase A，cAMP/PKA）信 号 通
路是与氧化应激反应密切相关的主要环境传感机制
之一［12］，cAMP/PKA 通路的失调可导致氧化酶活性增
加，产生过量 ROS，进而引起氧化应激损伤，并促进
细胞凋亡［13］。本研究拟探讨低剂量铅暴露对小鼠肾
脏的损伤及 cAMP/PKA 信号通路的影响，为探索铅肾
毒性作用机制提供一定依据。

1   材料与方法
1.1   材料
1.1.1   实验动物和饲养条件   从北京维通利华实验动

物技术有限公司购买 30 只 SPF 级雄性 ICR 小鼠（合格
证号 ：11400700321630），3~4 周龄，体重 10~12 g。每
笼 5 只，将实验小鼠按照 SPF 级饲养标准喂养在屏障
系统动物房，12 h/12 h 昼夜交替，温度为（20±2）℃，
湿度 50%~60%。动物实验根据武汉大学动物中心的实
验动物使用计划执行，实验过程中遵循动物伦理学要
求，本研究已获武汉大学医学部伦理委员会批准（编
号 ：2019YF2027）。
1.1.2   试剂与仪器   乙酸铅、乙醇、氯化钠和硝酸（国
药集团化学试剂有限公司，中国），质量分数为 4%

的多聚甲醛 / 通用型组织固定液 （武汉赛维尔生物
科 技 有 限 公 司，中 国 ），总 超 氧 化 物 歧 化 酶（total 

superoxide dismutase，T-SOD）、铜锌超氧化物歧化酶
（Cu/Zn-superoxide dismutase，Cu/Zn-SOD）、 丙 二 醛
（malondialdehyde，MDA）和还原型谷胱甘肽（glutathione，

GSH）测定试剂盒（南京建成生物工程研究所，中国），
二喹啉甲酸蛋白测定试剂盒（碧云天有限公司，中
国），小鼠 / 大鼠 cAMP 检测试剂盒（R&D Systems，美
国），伊红染液、苏木素染液和 TUNEL 试剂盒（武汉
赛维尔生物科技有限公司，中国），Trizol 提取试剂

（Invitrogen，美国），转录试剂盒（Takara，日本），引物
由北京擎科生物科技有限公司设计并合成。

石墨炉原子吸收分光光度仪（型号 ：AA240FS-

GTA120 ，Varian，美国），光学显微镜（尼康，日本），
Synergy2 酶标仪（BioTek，美国），荧光定量聚合酶链
式反应仪（型号 ：CFX 3.1，Bio-Rad，美国）。
1.2   方法
1.2.1   动物处理和样本采集   世界卫生组织［14］和中
国［15］都将 100 μg·L-1 作为儿童及非职业铅接触人群血
铅水平的参考值。据文献报道该剂量下能观察到人体
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肾功能受损［3-4］，经饮水铅暴露（200 mg·L-1）一定时间，
鼠类血铅含量为 100 μg·L-1 左右［16-17］。结合预实验和前
期结果［18］，本研究仅选定 200 mg·L-1 作为实验小鼠饮水
途径铅染毒剂量，观察在接近人群血铅参考值水平的
较低剂量铅对实验小鼠肾脏及 cAMP/PKA 途径的影响。

30 只 ICR 小鼠随机分为两组，对照组和铅暴露组，
每组 15 只。通过自由饮水的方式进行铅暴露，乙酸铅
浓度分别设为 0、200 mg·L-1。实验期内每周称重、记
录饮水和饲料消耗量。连续染毒 90 d 后，异氟烷麻醉
处死小鼠，心脏取血备用，取双侧肾脏称重，计算肾
脏的脏器系数，脏器系数 = 脏器重量（g）/ 体重（g）× 

100%。每组小鼠取 15 个右侧肾脏和 10 个左侧肾脏置
于冻存管中，液氮冷冻 2 h，然后转移至 -80℃冰箱储
存备用。另 5 只小鼠的左肾脏置于装有 3 mL 4% 多聚
甲醛 / 通用型组织固定液管中，于 4℃保存。
1.2.2   血铅、肾铅含量检测   100 μL 全血、0.10 g 肾组
织（均来自右侧肾脏）经 65% HNO3 和 30% H2O2 热消
解，放置过夜后赶酸，用 0.5% HNO3 定容至 2 mL。采用
石墨炉原子吸收分光光度仪（λ=283.3 nm）测定样品
光密度值，根据标准曲线计算样品铅浓度。在本实验
中，测得方法的检出限为 0.094 9 μg·L-1，加标回收率为
96%~103%。
1.2.3   肾脏组织形态学的观察   每组各 5 个左侧肾脏
经组织固定液在 4℃固定 24 h 后进行石蜡包埋与切
片。行 HE 染色，光镜下观察并采集图像。
1.2.4   TUNEL 法检测小鼠肾细胞凋亡水平   取肾组织
石蜡切片，参照 TUNEL 试剂盒说明书染色，观察肾
脏细胞凋亡情况。每张切片随机选择 5 个视野，通过
Image J 1.47 软件计算细胞凋亡率。
1.2.5   氧化和抗氧化指标测定   称取各组 5 只小鼠左
侧肾脏 0.1 g，加入 0.9 mL 生理盐水，机械匀浆。组织
匀浆中 T-SOD 和 Cu/Zn-SOD 活性、GSH 和 MDA 含量的
测定均按照试剂盒说明书的方法进行。
1.2.6   肾组织 cAMP 含量检测   称取各组 5 只小鼠左
侧肾脏 0.1 g，按重量（g）∶体积（mL）=1∶5 的比例加
入 0.1 mol·L-1 HCl 机械匀浆，然后加入 0.1 mol·L-1 NaOH

中和匀浆液。采用酶联免疫吸附法检测组织匀浆中
cAMP 含量，按照试剂盒说明书进行操作。
1.2.7   目的基因 mRNA 水平检测   称取各组 5 只小鼠
左侧肾组织 0.1 g，依次进行 RNA 提取、RNA 纯度及完
整性的鉴定、cDNA 合成，利用实时荧光定量聚合酶链
式反应（quantitative real-time PCR，qRT-PCR）方法检
测肾脏中氧化应激、凋亡等相关基因 mRNA 的水平。

引物序列见表 1。

表 1   小鼠肾脏氧化应激、凋亡相关基因 qRT-PCR 引物序列 
Table 1   qRT-PCR primer sequences of renal genes related to 

oxidative stress and apoptosis of mice

基因名称 引物序列（5’-3’）
PKA 正向引物 ：CTCGGGACGGGTTCCTTTG

反向引物 ：CTCGGGACGGGTTCCTTTG

NOX4 正向引物 ：GAAGGGGTTAAACACCTCTGC

反向引物 ：ATGCTCTGCTTAAACACAATCCT

Bax 正向引物 ：TGAAGACAGGGGCCTTTTTG

反向引物 ：AATTCGCCGGAGACACTCG

Bcl-2 正向引物 ：ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC

反向引物 ：GGTATGCACCCAGAGTGATGC

caspase3 正向引物 ：TGGTGATGAAGGGGTCATTTATG

反向引物 ：TTCGGCTTTCCAGTCAGACTC

GAPDH 正向引物 ：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

反向引物 ：TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

1.3   统计学分析 
使用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。计量资料以

x±s 表示，组间比较采用 t 检验 ；计数资料以率表示，
组间比较采用 χ2 检验。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   铅对小鼠肾脏脏器系数及血铅、肾铅水平的影响

在 90 d 的实验期间，所有小鼠的日常活动和外
观没有差异，均未出现死亡现象。铅暴露组小鼠体重

［（42.59±4.62）g］和日饮水量［（5.12±0.40）mL］与对
照组［（41.96±5.14）g、（5.36±0.53）mL］相比，差异均
无统计学意义。但与对照组比较，铅暴露组小鼠肾脏
的脏器系数上升（P < 0.05），血铅和肾铅含量均升高

（P < 0.05）。见表 2。

表 2   90 d 铅暴露后小鼠肾脏脏器系数以及血铅和肾铅水平
（x±s，n=15）

Table 2   Renal organ coefficient and lead levels in blood and 
kidney of mice following a 90-day lead exposure (x±s, n=15)

组别 肾脏系数 /% 血铅浓度 /μg·L-1 肾铅浓度 /μg·g-1

对照组 0.78±0.02 1.88±0.50 0.04±0.01

铅暴露组 0.89±0.02* 100.13±17.23* 2.58±0.21*

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。

2.2   铅对小鼠肾脏组织损害及凋亡的影响
HE 染色结果显示，对照组小鼠的近曲小管和肾小

球结构正常，未发现细胞坏死（图 1A 和 B）；铅暴露
组（图 1C 和 D）近曲小管结构被破坏，上皮细胞充血、
脱落，肾小球体积萎缩，出现空泡样变性，且肾小球
毛细血管极度扩张，充满红细胞。图 2 为 TUNEL 法检
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测肾脏细胞凋亡结果，细胞核固缩且呈棕色为凋亡细
胞。每组每张切片随机 5 个视野的观察结果显示，铅

暴露组肾脏细胞凋亡率［（0.013±0.003）%］高于对照
组［（0.006±0.002）%］，P < 0.05。 

［注］A、B 分别对照组近曲小管、肾小球 ；C、D 分别为铅暴露组近曲小管（箭头所指为结构破坏）、肾小球（箭头所指为空泡样变）。
图 1   90 d 铅暴露后小鼠肾脏组织的病理变化（HE，×200）

Figure 1   Pathological changes in renal tissues of mice following a 90-day lead exposure (HE staining, ×200)

［注］A~E ：对照组 ；F~J ：铅暴露组。箭头所指为凋亡细胞。
图 2   90 d 铅暴露后小鼠肾脏细胞凋亡情况（n=5，Tunel，×200） 

Figure 2   Apoptosis in renal cells of mice following a 90-day lead exposure (n=5, Tunel, ×200)

2.3   铅对小鼠肾脏组织氧化应激的影响    
铅暴露组肾脏组织中 T-SOD、Cu/Zn-SOD 活力均低

于对照组（P < 0.05）；与对照组相比，铅暴露组 GSH

含量下降（P < 0.05），而 MDA 的含量升高（P < 0.05）。
见表 3。
表 3   90 d 铅暴露后小鼠肾脏组织氧化应激指标结果（x±s，n=5）

Table 3   Renal oxidative stress levels of mice following a 90-day 
lead exposure (x±s, n=5)

组别
T-SOD 活力 /

U·mg-1

（以蛋白计）

Cu/Zn-SOD 活力 /
U·mg-1

（以蛋白计）

GSH 含量 /
μmol·g-1

（以蛋白计）

MDA 含量 /
μmol·g-1

（以蛋白计）
对照组 22.44±0.43 15.21±0.20 4.20±0.49 2.06±0.24

铅暴露组 19.32±0.12* 13.06±0.43* 2.75±0.47* 2.44±0.23*

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。

2.4   铅对小鼠肾脏组织抗凋亡和凋亡基因表达的影响
图 3 结 果 显 示，两 组 促 凋 亡 基 因 Bax mRNA 相

对表达量接近（P > 0.05）；但铅暴露组抗凋亡基因
Bcl-2 mRNA 相 对 表 达 量 低 于 对 照 组，Bcl-2/Bax 值

（0.625±0.102）较 对 照 组（1.011±0.169）明 显 下 降
（t=4.372，P < 0.05），凋亡执行蛋白 caspase3 的 mRNA

相对表达量则高于对照组（P < 0.05）。
2.5   铅对小鼠肾脏组织 cAMP 含量、PKA 和 NOX4 
mRNA 水平的影响

铅 暴 露 组 cAMP 的 含 量［（112.4±13.43）nmol·L-1］
高于对照组［（82.14±7.36）nmol·L-1］，差异有统计学
意义（P < 0.01）。铅暴露组 PKA、NOX4 mRNA 相对表达
量（1.16±0.06、1.17±0.13）均高于对照组（1.01±0.11、
1.00±0.07）（P < 0.05）。见 图 3。相 关 分 析 显 示 NOX4 

mRNA 相对表达量与 cAMP 含量之间呈正相关（r=0.486，
P < 0.05）。
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［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。
图 3   90 d 铅暴露后小鼠肾脏中相关基因 mRNA 相对表达量

（n=5）
Figure 3   Relative mRNA expression levels of genes in kidney of 

mice following a 90-day exposure (n=5)

3   讨论
目前我国非职业接触人群血铅参考值为 100 μg·L-1，

但国外研究表明血铅浓度≥ 50 μg·L-1 时即可对儿童造
成智力损伤［19-20］，血铅浓度≥ 100 μg·L-1 可影响人体肾
脏功能［3-4］。本研究建立 200 mg·L-1 乙酸铅饮水途径暴
露模型，小鼠血铅含量为（100.13±17.23）μg·L-1，在此
低剂量铅暴露下肾脏组织即出现明显病理损伤，并
伴有氧化应激和细胞凋亡现象。尽管动物实验结果
不能直接外推到人群，但人比小鼠对毒物更敏感［21］，
提示我国现行人群血铅参考值的安全性有限。德国
2010 年取消血铅安全阈值的设定［22］，美国 2015 年将
成人血铅安全范围降为 50 μg·L-1［23］。

氧化应激反应的增强是铅诱导肾毒性的重要机
制。研究表明铅可抑制谷胱甘肽过氧化物酶、过氧化
氢酶和 SOD 等抗氧化酶的活性［24］。铅还可直接产生
ROS，诱导脂质过氧化，促使氧化应激和细胞凋亡的
发生［6］。本研究中各组小鼠体重变化差异无统计学意
义，而铅暴露组小鼠肾脏明显肿大，抗氧化酶 T-SOD、
Cu/Zn-SOD 活性降低、GSH 水平降低，脂质过氧化物
MDA 水平上升，表明该水平铅暴露可导致小鼠肾组
织氧化应激反应的发生，这与其他文献报道一致［25］。
TUNEL 结果显示肾细胞凋亡数量增加，qRT-PCR 结果
分析显示，铅对促凋亡蛋白 Bax mRNA 表达量无明显
影 响，但 能 下 调 抗 凋 亡 相 关 蛋 白 Bcl-2 mRNA 表 达，
Bcl-2/Bax 值下降，同时激活细胞内 caspase3 mRNA 表
达，导致肾细胞凋亡。

众所周知，细胞内 ROS 来源于多种途径，其中氧
化酶被过度激活是氧化应激反应增强的重要过程［8-9］，
NOX4 与肾脏中 ROS 所致的氧化应激损伤密切相关［26］，

过量 NOX4 产生的 H2O2，导致肾脏氧化与抗氧化失衡，
促进多种肾脏疾病的发生［27］。本研究显示，铅暴露
导致肾脏组织中 NOX4 mRNA 表达量升高，提示 NOX4

过表达是铅肾损伤的重要因素。cAMP/PKA 信号通路
调节 NOX4 的表达，破坏细胞氧化 - 抗氧化平衡［28］。
Fujimori 等［28］指出 cAMP/PKA 途径影响氧化酶途径的
ROS 生成机制，Qiao 等［29］研究发现在大鼠肾小管上
皮细胞中阻断 cAMP/PKA 通路，NOX4 的表达受抑制，
减轻了氧化损伤导致的肾纤维化。Shimizu 等［30］在人
肾小管上皮细胞中发现 cAMP 可激活 NOX4 的表达。
在本研究中，cAMP 含量、PKA mRNA 表达量也明显增
加，且 NOX4 mRNA 相对表达量与 cAMP 含量之间呈正
相关，故推测铅可能通过 cAMP/PKA 信号通路介导肾
脏 NOX4 酶活性增加，进而诱导肾脏氧化损伤。 

综上所述，低剂量铅暴露可导致小鼠肾脏氧化损
伤及细胞凋亡。铅诱导肾脏细胞氧化酶 NOX4 表达增
加，破坏氧化和抗氧化平衡，进而产生肾脏组织氧化
应激效应和细胞凋亡现象 ；在肾脏组织损伤过程中
cAMP/PKA 信号途径也受到影响。
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