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　　摘要:目的　探讨二氯乙酰氯 (DCAC)是否在三氯乙烯药疹样皮炎发病过程中起到半抗原的作用。方法　按豚

鼠最大值试验 (GPMT)法 , 用 DCAC对白色豚鼠进行皮内和涂皮结合法致敏试验 , 并设阳性对照组 (二硝基氯苯)、

阴性对照组 (橄榄油和福氏完全佐剂), 观察各组动物皮肤的红斑和水肿等情况 , 求出致敏率和平均反应值 , 并且检

测 ALT和 AST以及计算各脏器系数。结果　DCAC实验组 、 阳性对照组和阴性对照组的致敏率分别为 0%、 100%和

0%;平均反应值分别为 0、 6.0和 0;各实验组豚鼠的 ALT和 AST以及脏器系数差异无统计学意义。结论　DCAC可

能在三氯乙烯药疹样皮炎发病过程中没有起到半抗原的作用 , 并且对实验动物没有明显肝功能损害。
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StudyonskinsensitizationeffectcausedbydichloroacetylchlorideinguineapigsusingGPMTmethod
HUANGYong-shun＊ , CHENJia-bin, XIEZhi-wei, JINJia-chun, SUIGang, FUChuan-dong, LIUCheng-wu, LIJuan

(＊:GuangdongProvicialPreventionandTreatmentCenterforOccupationalDiseases, Guangzhou510300, China)

Abstract:Objective　Toexplorewhetherthetrichloroethyleneinducedmedicamentosa-likedermatitisisinitiatedby

DCACashaptenornot.Methods　Amodifiedguineapigmaximizationtest(GPMT)wasused, andtheskinsigns, suchas

edemaanderythemawerecarefullyexaminedinguineapigstreatedwithDCAC, 2，4-dinitrochlorobenzene(positivecontrol)

andoliveoil(negativecontrolgroup), respectively.Meanwhile, theactivitiesofALTandASTinserumwerealsodetermined.

Results　TheresultsshowedthatthesensitizingratesandmeanresponsescoresinDCACtreatedgroup, positivecontrolgroup

andnegativecontrolgroupwere0%, 100%, 0%;and0, 6.0, 0, respectively.ThedifferencesofALTandASTaswellas

theorgancoefficientsamongthesegroupswerealsonotsignificant.Conclusion　ItwassuggestedthatDCACmaynotplayarole

ofhaptenduringtheonsetofmedicamentosa-likedermatitiscausedbyTCE.

Keywords:guineapigmaximizationtest(GPMT), dichloroacetylchloride, sensitizationeffect

　　广东从 1988年在国内首次发现三氯乙烯 (trichlo-

roethylene, TCE)引起的药疹样皮炎至今 , 根据各级

诊断机构的诊断结果 , 该组病例已达 394例
[ 1]
。该病

有较高的死亡率 , 已引起人们的高度重视
[ 2]
, 主要以

皮肤变应性损害和肝损害为主要表现 , 可能是 TCE或

其代谢产物所致的变应性接触性皮炎 , 与机体异常的

免疫应答过程有关 , 但发病机制尚不清楚 。基于传统

的半抗原理论
[ 3]
, 作为小分子物质的 TCE, 无法直接

作为抗原引发变应反应 , TCE需通过 TCE和 /或其代

谢产物 (半抗原)与体内某些物质 (尤其蛋白质等大

分子物质)结合形成全抗原引发变应反应 。据国外报

道 , 二氯乙酰氯 (dichloracetylchloride, DCAC)具有

强烈的酰化作用 , 能与机体内生物大分子物质发生加

合作用 , 可能发挥半抗原作用诱发自身免疫反应
[ 4]
,

DCAC能否作为半抗原诱发三氯乙烯药疹样皮炎值得

研究 。目前 , 国内未见 DCAC致敏的相关报道 , 本文

通过豚鼠最大值试验研究 DCAC的皮肤致敏性以及肝

功能损害情况 , 明确 DCAC在三氯乙烯药疹样皮炎发

病过程中是否起到半抗原的作用 , 为探索三氯乙烯药

疹样皮炎致病机制提供参考 。

1　材料与方法

1.1　材料

试验中使用的均为进口高纯度试剂 。动物采用

FMMU白色豚鼠 (合格证号:粤监证字第 2008A027

号 , SCXK(粤)2003-0002), 购于广东省实验动物

中心 , 体重 280 ～ 310 g, 雌雄各半;DCAC(≥

98.5%)为上海富蔗化工有限公司产品 , 橄榄油

(oliveoil)、 福氏万全佐剂 (Freund scompleteadju-

vant, FCA)为 Sigma公司产品;2，4-二硝基氯苯

(2，4-dinitrochlorobenzene, DNTB)购自日本东京化

成工业株式会社 。

1.2　受试物配制

1.2.1　最高耐受浓度试验受试物　先加入橄缆油 ,

后加 入 DCAC, 按体 积分 数 为 0.25%、 1.0%、

2.5%、 5.0%、 10.0%配制 DCAC溶液 , 立即用玻璃
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棒搅匀 , 然后用超声波振荡器混匀 , 用于皮内注射;

根据以上方法 , 按体积分数为 5.0%、 7.5%、 10%

和 15%配制 DCAC溶液 , 用于涂皮组 。

1.2.2　豚鼠最大值试验受试物

1.2.2.1　DCAC实验组　 (1)0.25%DCAC(用于

皮内注射):称取 9.975g橄榄油 , 加入 DCAC至 10.0

g, 迅速摇匀 , 用超声波振荡器混匀; (2)0.25%

DCAC和 FCA(1∶1)混合物 (用于皮内注射):取

4.0 mlFCA注入灭菌离心管中 , 加入 0.25%DCAC

4.0ml, 超声波振荡器混匀;(3)7.5%DCAC(用于

致敏和激发):取 1个干净烧杯 , 称取 9.25g药用凡士

林 , 加入 DCAC至 10.0 g, 用玻璃棒混匀备用。

1.2.2.2　阳性对照组　 (1)0.1%DNTB(用于皮内

注射):称取 0.01 gDNTB, 加入 1.0 ml丙酮溶解

DNTB后快速加入橄榄油至 10.0 g, 立即用玻璃棒搅

匀 , 然后用超声波振荡器混匀; (2)0.1%DNTB和

FCA(1∶1)混合物 (用于皮内注射):使用一次性注

射器抽取 2.0mlFCA注入灭菌离心管中 , 加入 2ml已

灭菌 0.1%DNTB, 超声波振荡器混匀; (3)1.0%

DNTB(用于致敏):称取 0.05 gDNTB, 加入 1 ml丙

酮溶解 DNTB后快速加入 2.0ml橄榄油 , 用超声波振

荡器混匀后加入药用凡士林至 5.0g, 用玻璃棒混匀备

用;(4)0.1%DNTB(用于激发):称取 0.01 gDNTB,

加入 1.0ml丙酮溶解 DNTB后快速加入 2.0ml橄榄油 ,

用超声波振荡器混匀加入药用凡士林至 10.0g, 用玻璃

棒混匀备用。

1.2.2.3　阴性对照组　 (1)橄榄油 , 经紫外线照

射灭菌用于皮内注射;(2)橄榄油和 FCA(1∶1)混

合物 (用于皮内注射):取 4.0mlFCA注入灭菌离心

管中 , 加入 4.0 ml已灭菌橄榄油 , 超声波振荡器混

匀;(3)凡士林 , 用于激发 。

1.2.2.4　10%SLS:取 1个干净烧杯 , 称取 5.0g

SLS, 加入蒸馏水至 50.0 g, 溶解备用 。

1.3　方法

1.3.1　豚鼠最大值试验 (guineapigmaximization

test, GPMT)　豚鼠购入在本实验室观察 1周后 , 选

择健康动物随机分组供试 , 每笼 10只动物。用电动

剃刀去除背部毛 , 约为 4cm×6cm, 24 h后取皮肤完

整无损伤的动物随机分组供试 , DCAC实验组动物为

20只 , 阳性对照组 、阴性对照组各为 10只 (雌雄各

半)。DCAC实验组 、 阳性对照组和阴性对照组等 4

组分别皮内注射最高耐受浓度 , 从头部向尾部成对进

行 A、 B、 C、 D、 E、 F共 3对 6个点。各点间距 1.5

cm, 各对间距 3 cm。 A、 B两点注射 0.1 mlFCA;

C、 D两点注射 0.1 ml受试物;E、 F两点注射 0.1

mlFCA与受试物的等量混合物。阴性对照组分别仅

注射 A、 B两点 。第 7天 , 在注射部位涂抹 10%十二

烷基硫酸钠。第 8天 , 用 3 cm×5 cm滤纸涂以用适

当的凡士林配制的受试物 (涂皮法最高耐受浓度),

敷在注射部位 , 封闭固定 48h, 阴性对照组用橄榄油

涂抹。第 15天 , 分别用 2cm×2 cm滤纸涂以用凡士

林配制的受试物 (激发), 再次敷在去毛区 , 持续封

闭固定 24h。阴性对照组用凡士林。去除斑贴后 24、

48和 72 h观察和记录受试区皮肤反应情况 。

1.3.2　仪器　日立 7080生化仪检测肝脏功能指标。

1.3.3　病理学检查　取 DCAC实验组 、 阳性对照组

和阴性对照组激发部位皮肤 HE染色进行常规病理学

检查 , 心脏 、肝 、脾 、肺和肾等脏器进行称重 , 并计

算脏器系数 。

2　结果

2.1　皮肤最大耐受浓度

DCAC豚鼠最大可耐受体积分数为 7.5%, 以该

浓度涂皮 , 皮肤未出现红斑和坏死;体积分数为

0.25%时 , 皮内注射处皮肤无红斑 、 水肿等变化出

现;橄榄油对豚鼠皮肤无刺激作用。

2.2　皮肤致敏试验

试验过程中 DCAC实验组共有 2只豚鼠死亡 , 经

解剖没有发现异常死亡情况。实验结束时 , 观察和记

录实验动物皮肤的红斑和水肿情况。按标准方法 , 记

录皮肤反应强度评价的积分 , 统计平均反应值和致敏

率 (阳性动物数占试验动物数的百分比)平均反应

值:DCAC实验组为 0, 阳性对照组为 6.0, 阴性对

照组为 0。致敏率:DCAC实验组为 0, 阳性对照组

为 100%, 阴性对照组为 0。各组实验动物皮肤表现:

DCAC实验组及阴性对照组豚鼠斑贴部位皮肤未出现

红斑和水肿;阳性对照组 , 斑贴部位皮肤出现明显红

斑和水肿 , 并扩展到周围皮肤 。

2.3　各实验组豚鼠肝功能主要生化结果

DCAC实验组 、阳性对照性 、阴性对照组各指标

差异均无统计学意义 (P>0.05), 见表 1。
表 1　各实验组豚鼠肝功能主要生化指标的比较 U/L

组别 动物数 ALT AST

DCAC实验组 18 128.00±32.09 316.67±108.88

阳性对照组 10 131.90±29.68 394.30±128.01

阴性对照组 10 130.20±43.70 375.30±172.21

2.4　DCAC对动物脏器指数的影响

3组各指标差异均无统计学意义 (P>0.05),

具体结果见表 2。
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表 2　各实验组豚鼠脏器指数的影响 %

组别　　　 动物数 体重 (g) 心指数 肝指数 脾指数 肺指数 肾指数 脑指数

DCAC实验组 18 316±35 0.36±0.04 2.95±0.23 0.17±0.04 0.86±0.16 0.95±0.07 1.06±0.12
阳性对照组 10 307±54 0.37±0.06 2.95±0.14 0.13±0.01 0.90±0.16 0.97±0.06 1.12±0.15
阴性对照组 10 319±48 0.38±0.04 2.88±0.22 0.15±0.03 0.83±0.16 0.92±0.08 1.07±0.12

2.5　皮肤病理组织学检查

阳性对照组角质层 、 粒细胞层中炎症细胞浸润 ,

粒细胞轻度肿胀 , 基底层细胞未见异常 , 真皮层也有

散在炎症细胞浸润 , 毛细血管扩张 , 水肿 。DCAC实

验组 、 阴性对照组角质层角化完全 , 棘层无增厚 , 真

皮内未见毛细管扩张 、水肿和炎症细胞浸润。

3　讨论

小分子化学物诱导的变应性接触性皮炎被认为是一

种由 T淋巴细胞介导的迟发型超敏反应 , 是以细胞免疫为

主的过程
[ 5, 6]
。BoerrigterGH等和 ScheperRJ等分别在

DNCB致敏的豚鼠体内检测到了半抗原特异性抗体和特异

性 T淋巴细胞 , 证明了 T、 B淋巴细胞同时参与了机体的

过敏性反应
[ 7, 8]
。TCE在体内的代谢过程非常复杂 , 中间

活性代谢产物较多 , 目前尚不清楚哪一种代谢产物作为半

抗原引发了机体的变应反应。通过本研究发现 DCAC可能

在 TCE诱发变应性皮炎过程中 , 没有发挥中间活性代谢

产物作用。而李来玉等
[ 9]
用该方法评价三氯乙烯对豚鼠的

致敏率为 71.14%, 属于强致敏物 , 皮肤病理组织学检查

也发现了表皮棘细胞层增厚 , 真皮内毛细血管扩张 、水

肿 , 以及单核细胞浸润 , TCE代谢产物三氯乙酸致敏率为

58.13%, 为中度致敏物 , 而三氯乙醇及水合三氯乙醛的

致敏率为 0。本次研究 DCAC实验的致敏率为 0, 结果暂

不支持 DCAC在 TCE诱发变应性皮炎中的作用。

本次研究还发现 DCAC实验组与其他两个组别

ALT、 AST检测值差异无统计学意义 , 没有发现

DCAC对豚鼠产生肝损害作用 。有研究
[ 10]
证明了

TCE氧化通路的代谢产物是产生细胞毒性和肝损伤

的主要物质 , DCAC也是三氯乙烯经细胞色素 P450

途径中间的活性代谢产物 , 但本研究认为 DCAC可能

不是 TCE产生细胞毒性和肝损伤的中间代谢产物。

本研究缺乏 TCE对照组对比资料 , 无法进一步深入

分析。在未来的研究中 , 应同时设立 TCE以及其他代谢

产物作为对照 , 以进一步阐明 DCAC以及其他代谢产物

在 TCE致敏以及造成肝损害过程中的作用。
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