
细胞损伤 , 可使其携氧或供氧能力下降 , 从而使中枢神经细

胞缺氧 , 间接引起神经细胞的损伤。
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低浓度苯对大鼠 T细胞亚群的影响

Effect of low level benzene exposure on T-lymphocyte subpopulation of rats
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　　摘要:目的　探讨低浓度苯对大鼠 T 淋巴细胞亚群和 -

干扰素 (IFN- )、 白细胞介素-4 (IL-4)的影响。方法 　把

Wistar大鼠随机分为 4 组:20 mg/m3、 30 mg/m3、 40 mg/ m3 染

毒组和对照组 , 每组 30只 , 雌雄各半。采用静式吸入染毒法 ,

每天1 次 , 每次 2 小时 , 每周连染 5天 , 持续 1 至 3 个月。结

果　与对照组比较 , 染毒早期 , 使 CD+3 、 CD
+
4 、 IFN- 、 IL-4

增加 , 之后 , 出现 CD+3 、 CD
+
4 减少。结论　较长期低浓度接

苯 (30 ～ 40 mg/ m3)可能会引起外周血象 T 淋巴细胞亚群及功

能上的改变。

关键词:苯;大鼠;T淋巴细胞亚群; -干扰素;白细胞

介素-4
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研究证明 ,苯可抑制机体的免疫功能[ 1 ～ 3] 。随着科技发展

及生产工艺改革 , 职业性苯接触的浓度已大大降低 , 因而急性

中毒和症状明显的慢性中毒已较少见 , 而低浓度苯接触所致的

亚临床危害日益受到重视。 为了进一步探讨低浓度苯对 T 淋

巴细胞亚群和 IFN- 、IL-4 的影响 ,并为健康监护提供线索 ,特进

行了此次实验研究。

1　材料与方法

收稿日期:2002-06-24;修回日期:2002-08-07
作者简介:李华 (1965—), 女 , 辽宁沈阳人 , 副主任检验师 , 从

事医学检验工作。

1.1　材料　苯 (优级纯)由北京双环化学试剂厂出品 , 含量

>99.7%。实验动物Wistar大鼠 (二级)由中国人民解放军军

事医学科学院实验动物中心提供。 IFN- 和 IL-4 试剂由法国

Diaclone公司生产的大鼠 IFN- 、 IL-4 专用 ELISA 试剂盒。 T 淋

巴细胞亚群检测试剂:T淋巴细胞亚群单抗由卫生部武汉生物

制品研究所提供;RPMI-1640 为 Serva 公司生产。检测仪器为

伯乐 450 酶标仪。

1.2　染毒方法　将120只体质量 120 ～ 160 g 大鼠随机分为 4

组:苯浓度 20 mg/m3、 30 mg/m3 、 40 mg/m3 染毒组和对照组 ,

每组 30 只 , 雌雄各半。染毒方法:在静式染毒柜中 , 采用静

式吸入染毒法 , 每天染毒 1 次 , 每次染毒 2 小时 , 每周连续 5

天 , 持续 1至 3 个月。 于开始染毒后 1 个月 、 2 个月 、 3 个月

时 , 分 3批各组处死 10 只动物 , 检测各项指标。染毒柜内苯

浓度用气相色谱法测定。

1.3　观察指标和方法　IFN- 、 IL-4 实验步骤:加 100 μl标准

液 (标准液浓度 12.5 , 25 , 50 , 100 , 200 , 400 pg/ ml)或样本

于实验孔内 , 加 50 μl生物素标记的抗 IFN- 或抗 IL-4 , 室温

下 (18～ 25 ℃)孵育 2 h , 洗涤后 , 加 100 μl HRP , 室温下孵

育 0.5 h , 洗涤 , 加100μl TMB , 室温下孵育 12～ 15 min , 用伯

乐 450 , 450 nm 波长读取 OD 值。结果分析:制作一条标准曲

线 , 平均光吸收值作 Y 轴 , 对应的 IFN- 和 IL-4 浓度作 X 轴 ,

各样本中的 IFN- 和 IL-4 含量通过标准曲线上样本 OD 值确

定。 T淋巴细胞亚群测定:分离淋巴细胞 , 参照侯林浦等[ 4] 方

法 , 将分离获得的淋巴细胞用 Hanks 液调至 5×106/ml , 37℃
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预培养 45 min。去除粘附细胞 , 将按要求配制的不同致敏红细

胞悬液混合 , 置室温 10 min , 500 r/min , 离心 10 min , 室温继

续放置 1 h 后于 4 ℃过夜 , 涂片固定 , Giemsa 染色 , 镜下观

察。结果判断:不同淋巴细胞周围以粘附3 个以上相应红细胞

者为花环试验阳性细胞 , 共计数 200 个淋巴细胞。

1.4　统计方法　t检验。

2　结果

2.1　染苯时间 、 苯浓度对大鼠 T淋巴细胞的影响　见表1。

　　从表 1 结果可见 , 苯浓度 20 mg/m3 1 个月后 , CD+3 、 CD
+
4

与对照组比较 , 结果升高 , 差异有统计学意义;染苯 2 个月

后 , 20、 30 mg/m3 组 CD+4 升高 , 各浓度组 CD+8 减少差异有统

计学意义;染苯 3个月组 , 苯浓度40 mg/m3 , CD+3 、 CD
+
4 减少

差异有统计学意义。

2.2　染苯时间 、 苯浓度对大鼠 IFN- 、 IL-4的影响　见表 1。

从表 1 结果可见 , 染苯 1 个月后 , 苯浓度 30 mg/ m3、 40

mg/m3 组 , IFN- 、 IL-4 升高 , 差异有统计学意义。
表 1　染苯时间 、 苯浓度对大鼠免疫指标的影响

染苯

时间
浓度

(mg/m3)

例数 IFN-γ(pg/ml) IL-4 (pg/ml) CD3
+ CD4

+ CD8
+ CD4

+/ CD8
+　 WBC (×109/L)

1个月 20 10 419.08±152.84 33.35±26.95 89.00±4.45＊＊ 60.50±9.10＊ 28.50±8.36 2.54±1.64 14.99±6.64＊

30 10 521.88±217.52＊ 36.73±31.37 86.20±8.97 54.90±12.41 31.30±5.98 1.78±0.88 9.47±3.63

40 10 588.58±202.51＊＊ 42.74±25.61＊ 87.30±5.68＊ 59.70±6.98 27.60±3.03 2.17±0.44 9.66±4.24

对照组 10 342.72±124.16 18.06±20.01 80.44±6.71 51.78±10.40 29.56±5.77 1.87±0.69 8.33±2.22

2个月 20 10 281.56±112.69 27.02±21.79 82.70±29.46 73.33±5.39＊ 18.56±2.65＊＊ 4.04±0.75＊＊ 8.54±1.36

30 10 257.36±193.08 29.77±23.58 91.60±3.17 72.60±5.21＊ 19.00±4.00＊＊ 4.02±1.07＊＊ 7.18±2.65

40 10 283.09±132.71 37.28±43.78 87.89±6.83 70.22±8.54 17.67±3.87＊＊ 4.24±1.48＊＊ 8.07±2.03

对照组 10 308.30±137.96 15.80±13.10 91.80±3.49 64.70±7.65 27.10±4.79 2.51±0.76 8.92±2.78

3个月 20 10 388.93±184.13 150.08±298.94 68.90±7.55 34.20±11.26 34.70±7.97 1.11±0.65 8.45±3.03

30 10 293.98±148.15 22.54±13.85 71.60±5.21 39.30±5.85 32.30±5.91 1.28±0.39 6.73±1.97

40 10 362.77±99.07 31.89±21.37 60.58±7.04＊＊ 28.42±6.46＊＊ 32.17±5.32 0.91±0.27 7.71±2.41

对照组 10 296.80±200.68 30.96±35.81 74.27±7.25 38.18±8.53 36.09±6.16 1.11±0.42 7.55±1.91

　　＊与对照组比较 P<0.05;＊＊P<0.01。

3　讨论

3.1　有研究表明 , 当空气中苯的质量浓度波动在 40 mg/m
3
或

超过 1～ 2倍时 , 接触后对血细胞就可产生不同程度的影响[ 5] ,

苯进入机体可产生多种生物学效应[ 6] , 包括对机体的免疫系

统 , 影响 T淋巴细胞的功能[ 7] 。 CD+4 包括有诱导 T 细胞及辅

助T 细胞 , 总的作用是使免疫应答增强。而 CD+8 细胞除了含

有产生免疫杀伤作用的 T 细胞外 , 还包括对免疫应答产生负

效应的抑制 T细胞。T 淋巴细胞亚群 , 尤其是 CD+4 / CD
+
8 比值

是反映人体免疫系统内环境稳定的一个最主要指标。正是由

于CD+4 与 CD+8 亚群的细微平衡决定了免疫反应的发生与否 、

发生类型及发生的总效应[ 8] 。

本实验结果表明 , 苯亚急性染毒者达一定剂量 (20 或 40

mg/m3), 一定时间 (1 个月)后 , 可引起外周血血象和 T 淋巴

细胞亚群的改变。据报道苯毒刺激骨髓后首先白细胞系统增

生 , 引起 CD+3 与 CD+4 增加
[ 9] , 由于苯毒的刺激使 T淋巴细胞

活化 , 并由 CD+4 细胞中的辅助性 T 细胞分泌淋巴因子 , 使

IFN- 、 IL-4 增加[ 10] 。

3.2　IFN- 的增加较 IL-4 出现早且在 2 个染苯浓度 (30 mg/

m3 , 40 mg/m3)中都出现 , 因此 , IFN- 抑制了 T 细胞的增

殖[ 10] , 使 T细胞恢复到正常范围。 之后 , 由于接苯时间的增

加 , 苯对白细胞系统毒副作用的影响 , 引起骨髓白细胞系统

受抑制 , 表现为苯毒先抑制 CD+8 细胞 , 使 CD+8 减少和 CD+4 /

CD+8 比值增加 , 对机体免疫水平的抑制作用减弱。 最后抑制

CD+3 和 CD+4 细胞 , 出现 CD+3 和 CD+4 减少。 本研究结果还提

示 , 这种效应是在不影响白细胞总体水平的前提下产生的。

因此 , 长期低剂量苯接触虽未导致临床症状 , 但其产生的亚

临床危害 , 同样应引起人们的重视[ 11] 。

3.3　国际上常把低于32 mg/m3 苯接触作为低浓度接触水平 ,

许多国家也将 32 mg/m3 作为控制标准 , 我国为 40 mg/m3。 随

着对苯毒性认识的不断深入 , 其接触的职业性限值也在降低 ,

美国已由原来的 32 mg/m3降为 3.2 mg/ m3[ 1] 。建议我国进一步

修订苯的卫生标准。
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表 4　1 , 2-二氯乙烷的采样效率

采样流速

(ml/min)

采样时间

(min)

前段浓度

(mg/m3)

后段浓度

(mg/m3)

采样效率

(%)

30 480 67.2 0.000 100

30 480 112.4 0.025 99.98

200 20 22.7 0.070 99.69

200 20 54.2 0.011 99.98

表 4的结果表明 , 当空气中的 1 , 2-二氯乙烷浓度为 22.7

～ 112.4mg/ m3时 , 活性炭的采样效率为 99.69%～ 100%, 均

符合 《车间空气监测检验方法研究规范》 的要求。

2.8　现场应用

利用本法对深圳市某纸品实业有限公司生产场所内的 3

个不同作业点进行检测 , 结果见表 5。

表 5　某公司印刷车间测定结果 mg/ m3

采样地点 1 , 2-二氯乙烷 正己烷 甲苯 三氯甲烷

新五色机 3号工位 7.6 55 1.8 16

旧四色机 2号工位 40 469 4.3 31

旧五色机 5号工位 41 310 4.1 22

　　测得结果与现场情况相符合。

3　小结

应用活性炭管采集空气中 1 , 2-二氯乙烷 , 热解吸后 , 气

相色谱法氢火焰离子化检测器测定 , 结果表明活性炭管对

1 , 2-二氯乙烷的吸附效果良好 , 100 mg 活性炭对 1 , 2-二氯乙

烷的穿透容量大于 13.2 mg , 当 1 , 2-二氯乙烷的浓度为 22.7 ～

112.4 mg/m3时 , 采样效率均达 99.69%～ 100%;样品在炭管

中至少可保存 8天 , 方法的重现性好 , 不同浓度的相对标准偏

差为 1.7%～ 7.4%;平均解吸效率为 83.8%～ 89.4%;方法的

最低检测浓度为 0.73 mg/m3;空气中与 1 , 2-二氯乙烷共存苯 、

甲苯 、 正己烷 、 三氯甲烷等在本方法条件下不干扰测定 。
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表 2　两组肺功能测定结果比较 (x±s)

肺功能指标　　　
观察组

男(n=25) 女 (n=17)

对照组

男 (n=25) 女 (n=17)

FVC (L) 4.18±0.69 3.11±0.55 4.49±0.58 3.33±0.35

FEV 1.0 (L) 3.86±0.64 2.81±0.37 3.96±0.55 2.91±0.38

FEV 1.0% 88.26±4.78 86.45±4.94 88.96±5.91 87.36±4.63

MMF (L/ s) 5.45±1.34 3.73±0.93 5.59±1.18 3.90±0.90

V
·
75 (L/s) 8.07±1.65 5.66±1.22 8.56±1.79 5.85±1.44

V
·

50 (L/s) 6.07±1.40 4.21±1.00 6.38±1.43 4.37±0.99

V
·
25 (L/s) 3.09±1.20 2.07±0.69 3.11±0.93 2.14±0.66

2.3　X线胸片结果　观察组 X 线胸片的主要异常表现为两

中 、 下肺纹理增强 , 检出的 7例中男性 3 例 , 女性 4 例 , 其中

1 例有散在的结节状阴影。肺门 、 胸膜等未发现异常改变。

3　小结

该陶瓷纤维制品生产企业 , 虽然生产设备比较先进 , 主

要尘源安装通风除尘设备 , 但作业场所粉尘浓度仍不同程度

超出国家卫生标准。调查发现 , 粉尘对机体的刺激作用比较

明显 , 夏季尤甚。肺功能测定结果 , 各项肺功能指标均不同

程度低于对照组 , X线胸片结果认为与接触此类纤维 、 粉尘有

关。建议陶瓷纤维制品生产企业应按照国际劳工局颁发的

“安全使用合成玻璃纤维隔热棉 (玻璃棉 、 岩棉 、 渣棉)实用

规程” 进行操作 , 以确保陶瓷纤维制品生产工人的身体健康。
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