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　　摘要:目的 　探讨三氯乙烯 (trichloroethylene , TCE)、 四氯乙烯 (perchloroethylene , PCE)和二氯乙 烯

(dichloroethylene , DCE)对人角质形成细胞 (keratinocyte , KC)的细胞毒性作用以及其时间-剂量-效应关系。方法　利

用中性红吸收 (neutral red uptake , NRU)试验测定 TCE 、 PCE 和 DCE对人 KC 的中性红半数吸收浓度 (50% neutral red

uptake , NR50), 用乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase , LDH)释放试验研究三者对人 KC 细胞毒作用 , 并探讨其时间-剂

量-效应关系。结果　TCE、 PCE和 DCE对人 KC 的NR50分别 4.53 mmol/L、 2.16 mmol/ L和 5.57 mmol/ L, LDH 释放试验

表明三者对人角质形成细胞具有明显的细胞毒作用 , 且具有时间-剂量-效应关系。结论　TCE、 PCE 和 DCE 都对人 KC

具有细胞毒性 , 且 PCE>TCE>DCE。这可能与三者对人 KC的细胞膜损伤有关。

关键词:三氯乙烯;四氯乙烯;二氯乙烯;角质形成细胞;细胞毒性

中图分类号:R994.1　　文献标识码:A　　文章编号:1002-221X(2005)02-0076-04

Cytotoxicity of trichloroethylene , perchloroethylene and dichloroethylene on human keratinocytes
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Abstract:Objective To investigate the cytotoxicity of trichloroethylene (TCE), perchloroethylene (PCE) and dichloroethylene

(DCE) on human keratinocytes (KC) and its time-dose-effect relationship (TDER).Method Using 50% neutral red uptake test

(NR50) and lactate dehydrogenase (LDH) release assay to study the cytotoxicity of TCE , PCE , DCE on human KC and their TDER.

Result TCE , PCE and DCE all could inhibit the uptake ability of human KC to neutral red , the NR50 was 4.53 mmol/L、2.16 mmol/L

and 5.57 mmol/ L, respectively.LDH release assay also showed that the release rate of LDH increased with the increase of

concentration of TCE , PCE , DCE and incubation time.Conclusion TCE , PCE and DCE could produce cytotoxicity on human KC that

might be related to their damage effect on cell membrane of KC.
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　　三氯乙烯 (trichloroethylene , TCE)、 四氯乙烯

(perchloroethylene , PCE) 和 二 氯 乙 烯 (1 , 1-

dichloroethylene , DCE)是工业上广泛使用的常温常压

下呈液态的3种氯代烯烃。TCE和PCE在工业上作为

清洗剂 、溶剂和去脂剂广泛应用于五金 、 电子 、 玩

具 、 印刷等行业;DCE则作为单体原料广泛应用于塑

料制造业中。TCE 、 PCE 和 DCE 除对神经系统 、 肝

脏 、 肾脏和肺脏等器官损害以及致癌作用外[ 1～ 4] , 还

可引起皮肤损害 , 主要表现为原发性刺激 、 职业性皮

炎 、脱脂等[ 5] ;TCE引起的职业性皮肤损伤尚可表现

为过敏性接触性皮炎 (allergic contact dermatitis , ACD)

和刺激 性接触 性皮炎 (irritant contact dermatitis ,

ICD)[ 6] 。研究发现无论在 ACD 或 ICD 的发病中 , 角

质形成细胞(keratinocyte , KC)损伤都具有重要作

收稿日期:2004-09-27;修回日期:2004-11-10

基金项目:安徽省自然科学基金项目 (03043801);安徽省教育厅

自然科学重点科研项目 (2003KJ036ZD)

作者简介:周承藩 (1981—), 男 , 在读硕士研究生 , 研究方向:

皮肤毒理学。

用。KC 作为表皮的主要组成细胞 , 占表皮细胞的

80%以上 , 承担着屏障保护 、吸收代谢 、免疫反应等

多种功能;皮肤病学和毒理学研究证实 KC 的增殖 、

凋亡 、坏死 、角化异常等与不少皮肤病的发生 、 发展

密切相关 , 利用原代培养的 KC进行细胞生理学 、 毒

理学方面的研究可以较好地反映活体情况 , 具有快

速 、 灵敏的特点。本次实验通过中性红吸收试验

(neutral red uptake , NRU)和乳酸脱氢酶 (lactate

dehydrogenase , LDH)释放试验 , 研究 TCE 、 PCE 和

DCE对人 KC 细胞毒性以及剂量-时间-效应关系 , 现

报告如下 。

1　材料与方法

1.1　材料

TCE 、 PCE和 DCE (分析纯 , 98.6%)、单克隆抗

角蛋白抗体 (Monoclonal Anti-Pan Cytokeratin)为 Sigma

公司产品 , DMEM 培养基和 Keratinocyte-SFM 培养基

(Cat.No.17005)为Gibco公司产品 , 皮肤标本为泌

尿外科环切的正常无炎症的包皮 , 鼠-IgG免疫组化染

色试剂盒为天津市灏洋生物制品有限责任公司产品。
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中性红 (neutral red , NR)染料为 Sigma 公司产品 ,

LDH试剂盒为南京建成生物研究所产品。

1.2　人 KC的分离 、培养与鉴定

取人体皮肤标本用 0.25%的胰蛋白酶经冷温两

步消化分离后
[ 7]
, 用单克隆抗角蛋白抗体和鼠-IgG免

疫组化试剂盒进行细胞鉴定 , 将来源于 3个个体标本

的细胞混合 , 用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液在

5%CO2 、 37 ℃培养于 60 mm平皿中 , 接种后每 2 ～ 3

d换液 1次 。待细胞 80%融合时 , 收集细胞 , 以 2×

105/孔转种至预铺鼠尾胶原的 24孔培养板 , 改用无

血清 Keratinocyte-SFM 培养液继续培养 , 每 2 ～ 3 d换

液1次 , 待细胞 80%融合时用于以下试验 。

1.3　NRU检测细胞活力

按照 NRU 试验的标准化操作程序 (standard

operating procedure , SOP)来检测TCE 、 PCE和 DCE对

人KC细胞活力的影响
[ 8]
。将人 KC 以 2.0×10

5
/孔接

种于预铺鼠尾胶原的 24 孔培养板 , 用 Keratinocyte-

SFM培养液于 37 ℃培养 3 d。第 4天 , 使用0 、 0.01 、

0.0316 、 0.1 、 0.316 、 1 、 3.16 、 10 、 31.6 mmol/L 的

TCE 、 PCE 和 0 、 0.1 、 0.215 、 0.464 、 1.0 、 2.15 、

4.64 、 10 、 21.5 mmol/L的 DCE进行染毒处理 , TCE 、

PCE和DCE在使用前均用丙酮助溶 (丙酮在培养液

中的终浓度为 1%)。分别用月桂基硫酸钠 (sodium

lauryl sulphate , SLS)、 含 1%丙 酮 的 培 养 液 和

Keratinocyte-SFM培养液作阳性对照 、溶剂对照及空白

对照 , 每个剂量组重复 8 个孔。48 h 后 , 弃去染毒

液 , 向各孔加入含质量分数为 5×10-6的 NR染料的

Keratinocyte-SFM培养液 , 继续培养 3 h , 小心吸去含

NR染料的培养液 , 用 PBS 迅速冲洗细胞单层 2 遍 ,

用0.5%甲醛 1%CaCl2固定 2 min , 再向各孔加入 0.2

ml 1%冰乙酸/50%乙醇 , 于摇床上振荡20 min , 使细

胞内吸收的 NR染料释放出来 , 用酶标仪于540 nm波

长下测定其吸光度 (OD值)。根据下式计算细胞存活

率:

存活率%(NRU)=
试验组OD值
对照组OD值

×100%

1.4　LDH 释放率的测定

根据 NRU 试验的结果 , 取约 1/10 NR50 (即 0.5

mmol/L TCE 、 0.2 mmol/L PCE和0.7 mmol/L DCE)为

中剂量 , 以倍数关系分别上下外推两个剂量 , 研究

TCE 、 PCE和DCE对人 KC的 LDH释放率影响。即将

0.125 、 0.25 、 0.5 、 1.0 、 2.0 mmol/L 的 TCE和 0.05 、

0.1 、 0.2 、 0.4 、 0.8 mmol/L 的 PCE 以及 0.175 、

0.35 、 0.7 、 1.4 、 2.8 mmol/L 的 DCE 分别作用于人

KC 1 、 2 、 3 、 4 h后 , 每个剂量组重复 8个孔 , 按说

明书进行操作 , 检测细胞内 LDH 的释放率。用含 1%

丙酮的培养液作为溶剂对照 , 新鲜 Keratinocyte-SFM

培养液作为空白对照 。按下式计算 LDH释放率:

释放率(%)=[ LDH上清/(LDH上清 +LDH细胞)] ×

100%

1.5　统计学处理

所得数据采用 SPSS10.0软件处理 ,用 Excel软件

绘图。使用回归分析计算 NR50 ,用 t 检验进行显著性

检验 、方差分析进行组间比较。显著性水平取 P =

0.05。

2　结果

用单克隆抗角蛋白抗体和鼠-IgG免疫组化试剂盒

对KC进行鉴定 , 镜下可见表达角蛋白的细胞被染成

棕黄色 , 阴性对照细胞被染成浅蓝色 , 观察结果表明

95%以上的细胞为 KC , 未见成纤维细胞污染 。

2.1　TCE 、 PCE和 DCE对细胞活力的影响

利用 NRU 试验检测经 0 、 0.01 、 0.0316 、 0.1 、

0.316 、 1 、 3.16 、 10 、 31.6 mmol/L TCE 、 PCE和 SLS ,

0 、 0.1 、 0.215 、 0.464 、 1.0 、 2.15 、 4.64 、 10 、 21.5

mmol/L DCE作用 48 h 后 , 其对人 KC 细胞活力的影

响 , 结果显示 (图 1A , B)随着 TCE 、 PCE 、 DCE和

SLS 浓度的增加 , 活细胞的比例明显下降。

图 1A　中性红吸收试验检测不同浓度TCE、 PCE

和 SLS 对人角质形成细胞活力的影响

通过回归分析 , 结果显示 DCE 、 TCE 、 PCE的NR

半数吸收浓度 (50%neutral red uptake , NR50)分别为

5.57 mmol/L 、 4.53 mmol/L 、 2.16 mmol/L;SLS 的

NR50为 0.28 mmol/L , 在 NRU试验标准化操作程序所

提供的标准值质量控制范围 (0.24 ～ 0.40 mmol/L)

之内
[ 8]
(表1)。
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图 1B　中性红吸收试验检测不同浓度 DCE 对人

角质形成细胞活力的影响

表 1　NRU试验检测 DCE、 TCE 和 PCE对人 KC的 NR50影响

化学物 NR50 (mmol/ L) 95%CI

DCE 5.57 3.26～ 7.88

TCE 4.53 3.92～ 5.13

PCE 2.16 1.27～ 3.07

SLS 0.28 0.20～ 0.36

2.2　TCE 、 PCE和 DCE对 LDH释放率的影响

利用 LDH 释放试验研究经 0.125 、 0.25 、 0.5 、

1.0 、 2.0 mmol/L TCE 作用 1 、 2 、 3 、 4 h后 , 其对人

KC细胞毒性的时间-剂量-效应关系 , 结果显示随着

时间的延长和剂量的增加细胞内 LDH 的释放率都增

加。方差分析结果显示 , 在相同浓度 TCE 作用不同

时间时 , 当 TCE 浓度为 0.125 mmol/L 和 0.25 mmol/

L 、 作用时间达 3 h以上时 , 剂量组的 LDH 释放率与

溶剂对照组差异有显著性 (P <0.05);当 TCE浓度

为0.5 mmol/L 、 1.0 mmol/L 和2.0 mmol/L , 作用时间

达2 h以上时 , 剂量组的LDH 释放率与溶剂对照组差

异就有显著性 (P<0.05)。

经 0.05 、 0.1 、 0.2 、 0.4 、 0.8 mmol/L PCE 作用

1 、 2 、 3 、 4 h后 , 结果显示随着时间的延长和剂量的

增加细胞内 LDH 的释放率都增加。方差分析结果显

示 , 在相同浓度 PCE作用不同时间时 , 当 PCE 浓度

为0.1 mmol/L 和 0.2 mmol/L , 作用时间达 3 h 以上

时 , 剂量组的 LDH 释放率与溶剂对照组差异有显著

性 (P <0.05);当 PCE 浓度为 0.4 mmol/L 和 0.8

mmol/L , 作用时间达2 h以上时 , 剂量组的LDH 释放

率与溶剂对照组差异就有显著性 (P <0.05)。

经 0.175 、 0.35 、 0.7 、 1.4 、 2.8 mmol/L DCE 作

用1 、 2 、 3 、 4 h 后 , 结果显示随着时间的延长和剂

量的增加细胞内 LDH 的释放率都增加。方差分析结

果显示 , 在相同浓度 DCE 作用不同时间时 , 当 DCE

浓度为0.7 mmol/L , 作用时间达 3 h以上时 , 剂量组

的LDH 释放率与溶剂对照组差异有显著性 (P <

0.05);当DCE浓度为 1.4 mmol/L 和 2.8 mmol/L , 作

用时间达 2 h以上时 , 剂量组的 LDH释放率与溶剂对

照组差异就有显著性 (P<0.05)。

3　讨论

近年来 , TCE 、 PCE和 DCE所致的接触工人皮肤

损伤的报道越来越多 , 其中个别病例甚至会发生严重

的药疹样皮炎 , 主要表现为剥脱性皮炎 、重症多形红

斑 、 多形红斑和大疱性表皮坏死松解症[ 5] 。许多学者

认为其造成的皮肤损伤属于T 淋巴细胞介导的Ⅳ型迟

发性变态反应 , 然而临床上仅用T 淋巴细胞介导的Ⅳ

型迟发性变态反应尚不能完全解释其皮肤损伤机

制
[ 9]
。KC是表皮的主要构成细胞 , 大多数外源性或

内源性化合物所致的皮肤损伤或皮炎都与其 KC细胞

毒性相关[ 10～ 12] , 所以探讨化学物对角质形成细胞的

细胞毒性机制对阐明其所致皮肤损伤或皮炎的发病机

制具有重要意义 。

NRU试验最初由 Borenfreund 和 Puerner 建立[ 13] ,

它是一种细胞活力化学敏感试验 , 利用体外活细胞吸

收并结合 NR 染料的量来检测细胞活力 。目前

BALB /c小鼠 3T3细胞株和正常人 KC 细胞株 (normal

human keratinocyte , NHK)的 NRU 试验被 ICCVAM 、

NTP和 NICEATM推荐为检测外源化学物细胞毒性试

验的国际标准方法 , 已用于对大量化学物的细胞毒性

评价 , 但在已建立的化学物细胞毒性数据库中尚没有

TCE 、 PCE和 DCE对 KC 的细胞毒性数据。本次实验

利用NRU试验 , 研究不同浓度 TCE 、 PCE 和 DCE处

理48 h 后细胞活力的变化 , 进而研究 TCE 、 PCE 和

DCE对KC的细胞毒性作用 , 结果显示 KC 细胞活力

随着 3种化学物浓度的增加明显下降 , 提示该 3种化

学物都能明显地抑制人 KC 的细胞活力。通过回归分

析 , 结果显示 DCE 、 TCE 、 PCE 和 SLS 的 NR50分别

5.57 mmol/L 、 4.53 mmol/L 、 2.16 mmol/L 和 0.28

mmol/L , 表明化学物对细胞活力影响程度顺序为 PCE

>TCE>DCE , 这提示氯代烯烃的人角质形成细胞毒

性可能与取代的氯原子数相关 , 氯原子数越多毒性越

强。

LDH则是细胞质内存在的一种酶 , 能够催化乳

酸生成丙酮酸 , 丙酮酸能与 2 , 4-二硝基苯肼反应生

成丙酮酸二硝基苯肼 , 其在碱性溶液中呈棕红色 。通

过比色可反映细胞释放 LDH 的量 , 通过比较培养液

中LDH量与总 LDH 量的比例可反映总细胞中损伤细
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胞所占比例。Lash 等[ 14 ,15] 通过 LDH 释放试验研究

TCE对 F344 大鼠肾皮质细胞损伤作用 , 结果发现

TCE 、 PCE对雄性大鼠肾皮质细胞毒性呈时间-剂量-

反应关系。提示 TCE和 PCE都对雄性大鼠肾皮质细

胞产生细胞毒性。本次实验中 , 利用 LDH 释放试验

研究TCE 、 PCE和DCE对人KC细胞毒性的时间-剂量

-反应关系 , 结果显示经 TCE 、 PCE 和 DCE处理后人

KC的 LDH释放率与溶剂对照组相比也呈浓度 、时间

依赖性增加 , 且当 TCE浓度为 0.125 mmol/L 、 PCE浓

度为 0.1 mmol/L 和 DCE浓度为 0.7 mmol/L 以上作用

时间达3 h以上时 , 处理组的LDH 释放量与溶剂对照

组差异有显著性;当TCE浓度为 0.5mmol/L 、 PCE浓

度为 0.4 mmol/L 和 DCE浓度为 1.4 mmol/L 以上作用

时间达2 h以上时 , 处理组的LDH 释放量与溶剂对照

组差异有显著性 , 与 Lash 等实验结果相似 , 提示

TCE 、 PCE和 DCE对 KC 都具有细胞毒性作用 , 且呈

现时间-浓度-效应关系 , 但其具体作用机制尚需进一

步研究探讨。
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(上接第 75 页)其机制有待进一步探讨。本研究中

HSP90 β与细胞存活率呈显著的负相关关系 , 提示其

在本实验中对体外培养神经元可能起保护作用 , 亦可

用作损害程度的标志 。目前尚未见同类实验研究报

道 , 这种负相关关系是否存在于其他有害因素引起的

应激过程中尚不清楚 。

由于 BaP 神经毒性方面的研究资料很少 , 许多问

题尚无法定论 , 但本研究的结果则表明有必要在这一

方面进行深入的研究 , 如选用更敏感的指标研究低剂

量 BaP对神经系统的损害情况及其机制 , 进一步再研

究如何预防 、治疗等 。另外 , 由于 BaP 是环境中的常

见毒物 , 常与其他毒物及有害因素共同存在 , 其联合

毒作用是将来研究的主要方向 。
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