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摘 要:目的 探讨青少年人群中多种重金属(砷、铅、镉、汞)联合暴露组及其与肾脏参数之间的关联。方法 本研究数

据来自美国国家健康和营养调查(NHANES)2009—2014的调查队列,涵盖2709名12~19岁青少年。通过无监督机器

学习中的k-medoids聚类算法,根据尿液砷、铅、镉、汞和血液铅、镉、汞的浓度,将样本分为不同的暴露风险组。在控制

人口学变量及其他关键协变量后,采用多重线性回归模型分析不同风险组的暴露与肾小球滤过率(eGFR)、血清尿酸

(SUA)、尿白蛋白(UA)、血尿素氮(BUN)及收缩压(SBP)之间的关联。结果 识别了血液和尿液中3种主要金属暴露

组,发现金属联合暴露组与部分肾脏参数存在显著的关联性。对于血液中的金属,第一组人群的镉、汞和铅水平最低;第
二组中汞浓度最高,其次是铅,而镉浓度最低;在第三组中,铅和镉的浓度高于汞,汞浓度处于最低水平。在第二组中,人
群的血清尿酸(SUA)显著高于第一组,效应值为0.163(95%CI:0.066~0.261,P=0.001)。尿液金属的联合暴露组

同样表现出显著差异。第一和第三组中4种尿液金属(砷、镉、汞、铅)分布相对均衡,但第三组的整体水平高于第一组。
第二组中的金属浓度分布差异显著,砷、镉、汞的浓度依次递增,而铅的含量显著低于其他两种。根据尿液金属第二组人

群的eGFR显著低于第一组,效应值为-12.893(95%CI:-18.905~-6.880,P<0.001);而第三组人群的eGFR显

著高于第一组,效应值为7.195(95%CI:2.274~12.117,P=0.004)。此外,第三组人群的收缩压显著低于第一组,效
应值为-1.411(95%CI:-2.807~-0.014,P=0.048)。结论 血液和尿液中金属联合暴露组与部分肾脏参数之间

有显著的关联性。高水平金属联合暴露组的人群有相对较低的eGFR和较高的血清尿酸值。
关键词:青少年;重金属联合暴露;k-medoids聚类;风险分层;肾脏参数
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  Abstract: Objective Toexploretheassociationbetweencombinedexposuregroupsofmultipleheavy
metals(arsenic,lead,cadmium,andmercury)andrenalparametersinadolescents. Methods Dataforthis
studywerederivedfromthe2009—2014NationalHealthandNutritionExaminationSurvey(NHANES)co-
hort,encompassing2709adolescentsaged12~19years.Usingthek-medoidsclusteringalgorithmfromunsu-
pervisedmachinelearning,sampleswerecategorizedintodifferentexposureriskgroupsbasedonurineconcen-
trationsofarsenic,lead,cadmium,andmercury,aswellasbloodconcentrationsoflead,cadmium,andmer-
cury.Multiplelinearregressionmodelswereemployedtoanalyzetheassociationsbetweenexposuresindiffer-
entriskgroupsandestimatedglomerularfiltrationrate(eGFR),serumuricacid (SUA),urinealbumin
(UA),bloodureanitrogen(BUN),andsystolicbloodpressure(SBP)aftercontrollingfordemographicvaria-
blesandotherkeycovariates. Results Threeprimarymetalexposuregroupsinbloodandurinewereidenti-
fied,andsignificantassociationswerefoundbetweencombinedmetalexposuregroupsandsomerenalparame-
ters.Formetalsinblood,Group1hadthelowestlevelsofcadmium,mercury,andlead;Group2hadthe
highestmercuryconcentrations,followedbylead,withthelowestcadmiumconcentrations;andinGroup3,

leadandcadmiumconcentrationswerehigherthanmercury,withmercuryatthelowestlevel.InGroup2,the
SUAwassignificantlyhigherthanthatinGroup1,withaneffectsizeof0.163(95%CI:0.066~0.261,P=
0.001).Combinedexposuregroupsforurinemetalsalsoshowedsignificantdifferences.Groups1and3had
relativelybalanceddistributionsofthefoururinemetals(arsenic,cadmium,mercury,andlead),buttheover-
alllevelsinGroup3werehigherthaninGroup1.InGroup2,thereweresignificantdifferencesinmetalcon-
centrationdistribution,withconcentrationsofarsenic,cadmium,andmercuryincreasingsequentially,while
leadcontentwassignificantlylowerthantheothertwometals.TheeGFRoftheurinemetalGroup2wassig-
nificantlylowerthanthatofGroup1,withaneffectsizeof-12.893(95%CI:-18.905~-6.880,P <
0.001);however,theeGFRofGroup3wassignificantlyhigherthanthatofGroup1,withaneffectsizeof
7.195(95%CI:2.274~12.117,P =0.004).Additionally,SBPinGroup3wassignificantlylowerthanin
Group1,withaneffectsizeof-1.411(95%CI:-2.807~-0.014,P =0.048). Conclusion Thereare
significantassociationsbetweencombinedmetalexposuregroupsinbloodandurineandsomerenalparameters.
Populationswithhigh-levelcombinedmetalexposuregroupshaverelativelylowereGFRandhigherSUAval-
ues.
  Keywords: adolescents;combinedexposuretoheavymetal;k-medoidsclustering;riskstratification;re-

nalparameters

  肾脏疾病在儿童和青少年群体中呈现逐年增长的

趋势,已成为全球公共健康的一大挑战[1-5]。研究表

明,儿童和青少年处于生长发育关键期,对环境中的重

金属尤为敏感,低水平环境重金属暴露是青少年肾脏

健康的风险因素之一[6-8]。越来越多的证据支持儿童

和青少年时期的肾脏健康可预测成年后的多种健康终

点,比如7岁时出现的高血压将持续影响成年期的心

脏代谢[9-11]。据世界卫生组织(WHO)的数据,高血压

作为全球最常见的慢性病之一,其直接和间接成本估

计每年高达数千亿美元[11-12]。因此,识别青少年肾脏

功能相关的环境风险因素,对于预防成年期慢性疾病,
降低医疗成本以及提升全生命周期的个体健康水平,
具有重要的公共卫生价值。

重金属之间的协同作用可能会放大对肾脏的负面

影响,因此多种重金属的联合暴露对健康的潜在危害

通常大于单一金属暴露[13]。在环境健康研究领域,评

估多种重金属联合暴露效应通常采用两类方法:基于

回归模型和基于无监督机器学习的方法。基于回归模

型的方法包括加权分位数回归(WeightedQuantile
Regression,WQR)[15-16]、贝叶斯核回归模型(Bayesian
KernelMachineRegression,BKMR)[15-17]和环境风险

评分(EnvironmentalRiskScore,ERS)等[18]。另一种

方法是由YAOX等[19]提出的无监督机器学习方法,
该方法首先利用聚类算法对人群基于重金属联合暴露

进行风险分层,然后分析这些风险亚组与健康结局之

间的关系。与回归模型相比,无监督机器学习方法的

优势在于其能从样本信息中充分挖掘信息,提取关键

特征对人群进行异质性分层,且不依赖于特定的健康

结局[19-20]。
本研究使用2009—2014年间参与美国国家健康

和营养调查(NationalHealthandNutritionExamina-
tionSurvey,NHANES)的12~19岁美国青少年的尿
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液和血液样本,分析了4种已在动物模型中证实具有

发育性肾毒性的重金属(砷 As、镉 Cd、铅 Pb和汞

Hg)[21-23]。采用无监督聚类方法,根据联合重金属暴

露风险将青少年人群进行分层,并探讨不同风险分组

与多种肾脏参数之间的关联性。

1 材料与方法

1.1 研 究 人 群  本 研 究 数 据 来 源 于 NHANES
2009—2010年、2011—2012年、2013—2014年3个连

续周期。NHANES是一项评估美国成人和儿童的健

康和营养状况的研究,从该调查中所得的数据可应用

于流行病学研究和健康科学研究[24]。本研究纳入具

有完整协变量,完整血液金属铅、镉、汞测量数据或者

完整尿液金属铅、镉、汞、砷数据,以及至少一个肾脏结

果的青少年人群。NHANES是一个公开的数据库,
所有参与者都签署了知情同意书,符合伦理学标准。

1.2 研究变量 ①血液和尿液中金属:专业人员通过

电感耦合等离子体动态反应质谱 (ICP-DRC-MS)对

各种金属进行分析;②肾脏参数:包括肾小球滤过率

(eGFR)、血清尿酸(SUA)、尿白蛋白(UA)、血尿素氮

(BUN)和收缩压(SBP),5个肾脏相关参数均为连续

变量。其中,使用Schwartz公式计算eGFR=[k×身

高(cm)/血清肌酐(mg/dL)],对于13岁及以上的青

春期男孩,k=0.7,对于青春期女孩和13岁以下的男

孩,k=0.55。对于SBP,本研究使用前3个测量值的

平均值;③协变量:包括性别、年龄、种族/民族、户主学

历程度、身高、BMI、血清可替宁、尿肌酐和过去30d
内食用鱼情况。

1.3 统计学方法 由于本队列中临床肾脏功能障碍

的患病率较低,且本研究主要关注青少年的亚临床人

群水平变化,因此选择将肾脏参数作为连续变量进行

分析,而非基于临床阈值进行分类。首先,对数据进行

标准化处理,通过对重金属浓度取对数以确保其近似

正态分布。连续变量计算其均值和标准差,分类变量

则统计其计数和百分比。在调整协变量后,计算血液

和尿液中重金属浓度的两两偏相关性,并用相关系数

热图展示这些偏相关性。采用k-medoids聚类算法,
基于血液和尿液中的重金属浓度对青少年人群进行风

险分层。本研究使用平均轮廓系数(averagesilhou-
ettewidth)和肘部法则(elbowmethod)来确定k-me-
doids聚类算法的最佳簇数。在控制混杂因素后,对与

暴露风险亚组相关的5个肾脏参数构建线性回归模型

进行关联分析。本研究使用R软件(版本4.2.3)进行

数据分析和结果可视化。所有检验均为双边检验,检
验水平为0.05。

2 结果

2.1 研究人群的基本情况 本研究共纳入了2709
名12~19岁的参与者,其中血液金属数据完整的人数

为2382名,尿液金属数据完整的人数为958名。其

中957名同时具有完整的血液和尿液金属数据。总人

群和两个亚群的基本特征数据,见表1。研究人群的

中位年龄为15.00岁,其中女性占48.14%。48.03%
的参与者报告户主的学历程度至少为大学学历。此

外,有44.04%的参与者表示在过去30d内有食用鱼

的记录。删除缺失数据后血液或者尿液金属检测数据

完整的人群与总人群具有相似的协变量分布和肾脏参

数分布。图1为对数转化后的血液和尿液中金属浓度

与肾脏参数的相关关系图。由图1可知,血液和尿液

中金属之间具有中等程度的相关性,每个肾脏参数与

单个金属的边际相关性较弱。

表1 研究人群的基本特征

变量
总人群

(n=2709)
血液金属数据完整人数

(n=2382)
尿液金属数据完整

人数(n=958)
年龄/岁 15.00(13.00,17.00) 15.00(13.00,17.00) 15.00(14.00,17.00)
性别

 男性 1405(51.86) 1243(52.18) 493(51.46)

 女性 1304(48.14) 1139(47.82) 465(48.54)
种族

 西班牙裔 945(34.88) 820(34.42) 316(32.99)

 非西班牙裔白人 741(27.35) 657(27.58) 268(27.97)

 非西班牙裔黑人 668(24.66) 601(25.23) 241(25.16)

 其他 355(13.10) 304(12.76) 133(13.88)
学历程度

 高中毕业及以下 1408(51.97) 1227(51.51) 491(51.25)

 大学毕业 774(28.57) 678(28.46) 278(29.02)

 大学毕业以上 527(19.45) 477(20.03) 189(19.73)
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表1(续) 研究人群的基本特征

变量
总人群

(n=2709)
血液金属数据完整人数

(n=2382)
尿液金属数据完整

人数(n=958)
身高/cm 165(158,172) 165(158,172) 165(158,172)

BMI/(kg·m-2) 22.7(19.9,27.0) 22.6(19.9,26.9) 23(20,27)
血清可替宁/(ng·mL-1) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
尿肌酐/(mg·dL-1) 134(79,198) 135(80,199) 128(76,193)
过去30d吃过鱼 1193(44.04) 1071(44.96) 417(43.53)

eGFR/[mL/(min·1.73m2)] 142(125,162) 142(125,162) 142(125,163)

BUN/(mg·dL-1) 10.0(8.0,12.0) 10.0(8.0,12.0) 10.0(8.0,12.0)

SUA/(mg·dL-1) 4.90(4.10,5.80) 4.90(4.10,5.80) 4.90(4.20,5.80)

UA/(μg·mL-1) 10(5,21) 10(5,21) 9(5,19)

SBP/kPa 14.50(13.57,15.30) 14.50(13.57,15.30) 14.36(13.57~15.30)
铅 0.59(0.43,0.84) 0.29(0.17,0.48)
镉 0.14(0.11,0.24) 0.08(0.40,0.14)
汞 0.44(0.23,0.81) 0.24(0.11,0.53)
砷 5.90(3.34,10.78)

 注:计量资料以 M (Q1,Q3)表示;计数资料以n(%)表示;eGFR:估算肾小球滤过率,BUN:血尿素氮,SUA:血清尿酸,UA:尿白

蛋白,SBP:收缩压;铅、镉、汞在血液和尿液中均有测量,砷只在尿液中测量。

注:金属的浓度均经过了对数转换。符号×表示相关系数

在0.05水平上不相关。LBCD:血液镉;LBHG:血液汞;

LBPB:血液铅;UAS:尿砷;UCD:尿镉;UHG:尿汞;

UPB:尿铅。eGFR:估算肾小球滤过率;BUN:血尿素

氮;SUA:血清尿酸;UA:尿白蛋白;SBP:收缩压。

图1 血液镉、铅、汞和尿液镉、铅、

汞、总砷的皮尔逊相关性热图

2.2 基于k-medoids聚类算法的人群风险分层 基

于血液中的3种金属和尿液中的4种金属分别对青少

年人群进行无监督K-medoids聚类,Silhouette轮廓系

数显示根据血液和尿液金属的最佳类别数为3。根据

血液中铅、镉、汞的浓度人群分为3个亚组(975/698/

709名受试者),根据尿液中铅、镉、汞、砷的浓度分为3
个亚组(441/221/296名受试者)。图2中基于t-Dis-
tributedStochasticNeighborEmbedding(t-SNE)降维

聚类可视化结果显示基于血液和尿液金属水平的暴露

分组并不完全一致。在图3中,用桑基图展示了具有

完整血液金属和尿液金属数据的957名参与者两种分

组结果。从图中可以看出,血液分组与尿液分组之间

不完全一致。具体来说,血液金属亚组1的434名参

与者中,208名被分配到尿液亚组1,153名进入尿液

亚组2,73名进入尿液亚组3。血液金属亚组2的261
名参与者中,97名进入尿液亚组1,28名进入尿液亚

组2136名进入尿液亚组3。血液金属亚组3的262
名参与者中,135名进入尿液亚组1,40名进入尿液亚

组2,87名进入尿液亚组3。图4展示了血液和尿液中

金属亚组的单个金属浓度分布组。在血液金属亚组

中,各组展现出不同的分布组:第一组中镉、汞和铅的

水平最低;第二组和第三组的这三种金属的平均浓度

均高于第一组,但各有其特点。具体来说,第二组中汞

浓度最高,其次是铅,镉浓度最低;而在第三组中,汞浓

度最低,铅和镉的浓度则高于汞。尿液金属亚组的分

布组也呈现出差异,第一组和第三组的4种金属(砷、
镉、汞、铅)分布较为均衡,其中第三组的整体水平高于

第一组。第二组中的金属分布差异较大,砷、镉、汞的

浓度依次递增,而铅的含量显著低于其他两组。
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图2 根据血液镉、铅、汞(A)和尿液镉、铅、汞、砷浓度(B)分别对人群进行

无监督聚类和基于t-SNE降维可视化。不同颜色和图形表示不同的分组

注:图中展示的血液和尿液中均有完整金属的样本(n=957)。

图3 基于血液金属和尿液金属聚类的亚组个体对应关系的桑基图

注:LBCD为血液镉;LBHG为血液汞;LBPB为血液铅;

UAS为尿砷;UCD为尿镉;UHG为尿汞;UPB为尿铅。

图4 血液和尿液金属亚组中各个金属浓度的箱线图
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2.3 金属联合暴露风险分组与肾脏参数之间的关联

研究 在控制包括性别、种族/民族、年龄、户主的学历

程度、身高、BMI、血清可替宁、尿肌酐和过去30d内食

用鱼情况这些重要协变量后,回归分析结果如表2所

示。对于血液金属联合暴露,第二组的SUA显著地高

于第一组,效应值为0.163(95%CI:0.066~0.261,

P=0.001)。对于尿液金属联合暴露,第二组eGFR

显著地低于第一组,效应值为-12.893(95%CI:

-18.905~-6.880,P<0.001);第三组的eGFR显

著地高于第一组,效应值为7.195(95%CI:2.274~
12.117,P=0.004);第三组的SBP显著低于第一组,
效应值为-1.411(95%CI:-2.807~ -0.014,P=
0.048)。

表2 控制其他重要协变量后不同肾脏参数与金属联合暴露之间的关联分析结果

肾脏

参数

组

类别

血液金属

coef sd 95%CI t P

尿液金属

coef sd 95%CI t P

BUN 2 0.123 0.165 -0.200~0.446 0.747 0.455 0.277 0.298 -0.309~0.862 0.927 0.354
BUN 3 0.043 0.167 -0.285~0.371 0.258 0.797 -0.123 0.244 -0.603~0.356 -0.506 0.613
eGFR 2 -1.988 1.471 -4.873~0.896 -1.352 0.177 -12.893 3.064 -18.905~-6.880 -4.208 <0.001
eGFR 3 -1.360 1.494 -4.289~1.569 -0.910 0.363 7.195 2.508 2.274~12.117 2.869 0.004
SBP 2 0.137 0.463 -0.772~1.045 0.295 0.768 0.993 0.869 -0.714~2.699 1.142 0.254
SBP 3 -0.498 0.470 -1.420~0.425 -1.058 0.290 -1.411 0.712 -2.807~-0.014 -1.982 0.048
SUA 2 0.163 0.050 0.066~0.261 3.279 0.001 0.075 0.098 -0.116~0.267 0.772 0.440
SUA 3 0.085 0.051 -0.014~0.184 1.682 0.093 -0.021 0.080 -0.178~0.136 -0.265 0.791
UA 2 14.931 9.431 -3.562~33.425 1.583 0.114 7.447 8.200 -8.645~23.539 0.908 0.364
UA 3 -8.984 9.576 -27.762~9.794 -0.938 0.348 0.536 6.711 -12.635~13.707 0.080 0.936

3 讨论

多项研究已显示,单一重金属暴露与青少年的肾

脏功能下降、肾脏损伤的生物标志物或血压变化相关

联[25-26]。本研究是运用机器学习方法来探讨在血液或

尿液中测得的金属联合暴露与青少年肾脏参数间的关

系。本研究采取了分阶段的双步骤分析策略:首先分

析青少年人群的血液和尿液中多种金属暴露数据,以
识别人群的异质性和特征,然后探讨其与关键肾脏功

能参数的关联。本研究识别了血液和尿液中3种主要

的金属暴露组,并发现这些有毒金属的联合暴露组与

肾脏参数具有不同的关联性。例如,血中的镉、汞、铅
浓度与SUA的升高相关,镉、汞和铅的毒性可以通过

损害肾脏的排泄功能、增加氧化应激和促进炎症反应,
导致体内尿酸积累,从而引起SUA水平升高。这些重

金属的共同作用干扰了正常的尿酸代谢过程[13]。尿中

的砷、镉、汞、铅与eGFR的升高相关。原因包括金属

联合暴露可能导致肾小球过滤功能增强,这与先前关

于微量金属暴露(如砷、镉和铅)与超滤的相关性的研

究结果相符。临床上,超滤常常先于蛋白尿出现,通常

被视为慢性肾病的前兆。因此,生命早期的超滤可能

是终身肾脏健康的重要指标[27-30]。
研究结果显示,尿液中铅、砷、汞和镉水平的增加

与SBP呈负相关,P 值接近显著性水平,这一发现与

文献中类似人群的研究基本一致。例如,SANDERSA
P等[8]的研究虽然未在儿童和青少年中发现这4种金

属与收缩压的关联达到统计学显著水平,但也呈现出

相似的负相关趋势。这种负相关关系可能是多种生物

学机制共同作用的结果。首先,机体在低剂量重金属

暴露下可能启动适应性调节机制,例如通过抗氧化应

激引发血管扩张,从而降低血压。其次,儿童和青少年

处于发育阶段,其对重金属的敏感性不同于成年人,可
能在一定暴露水平下出现血压降低的现象。此外,尿
液中的重金属水平反映近期暴露,短期内机体的排泄

调节可能带来暂时的血压降低效应。联合金属暴露还

可能引起重金属间的拮抗作用,影响血压调节。个体

在代谢和排泄重金属能力上的差异也可能导致这种负

相关趋势[31]。总之,这种负相关关系体现了机体应对

重金属暴露的复杂调节过程,未来研究需要进一步探

讨这些潜在机制。
目前,大多数相关研究仍主要采用监督方法(如回

归模型),并且在青少年人群中针对金属联合暴露与肾

脏健康之间的关联的研究相对较少,主要依赖于单因

素或多元回归模型来探讨临床疾病终点与单一或多种

重金属之间的关系[31-35]。尽管多重金属联合暴露的效

应可以通过ERS(暴露响应分数)总结,但ERS的构建

仍需依赖于确定替代终点的选择,而这些替代终点是

否能有效预测临床终点,取决于它们是否是连接重金

属和临床终点的重要生物标志物[18]。本研究采用无监

督机器学习方法,能够基于多种重金属的同时暴露情

况对人群进行分类,这种分类反映了多种重金属联合

暴露的结果。无监督机器学习方法不依赖于终点数据

的类型,适用于解决实际问题中任何类型的终点指标
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与环境暴露之间的关联分析,包括连续性数据、离散数

据及生存数据,能够为未来的受试者或患者分配暴露

组,其分析结果具有普遍性和稳健性[19-20]。
本研究基于尿液中4种金属和血液中3种金属的

人群分层结果并不完全一致。一方面由于具有完整血

液和尿液金属数据的样本数量不同,完整尿液数据的

样本为958例,而完整血液金属数据的样本为2382
例。另一方面,尿液金属分析包含了铅、砷、汞和镉4
种金属,而血液金属分析仅涵盖其中的3种,这也可能

导致分析结果的差异。聚类结果的展示与随机种子的

设定密切相关,不同的随机种子可能会导致组别标签

发生变化,但这并不影响整体人群分组及后续的关联

分析结果。然而,在解释关联分析结果时,仍需结合各

亚组的具体特征进行解读。
总体而言,本研究提供了一种新的方法,通过基于

金属联合暴露的潜在信息对NHANES青少年人群中

的有毒金属暴露组进行分层。然而,本研究基于横断

面数据,无法得出金属暴露与肾脏结局之间关系的因

果推断,且反向因果关系的问题仍然存在。本研究结

果支持先前关于尿液金属评估在肾脏功能研究中具有

挑战性解释的观察结果。早期生活中接触多种金属对

肾脏功能的影响可能会在以后的生活中对高血压、肾
脏疾病和肾功能不全的发展产生深远的影响[8]。纵向

研究应进一步评估金属和其他肾毒性物质的联合效应

是否是早期亚临床功能障碍的风险因素。
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