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　　摘要:目的　探讨抗氧化剂丁羟甲苯在紫外线慢性暴露下对小鼠免疫系统的保护作用。方法　用单克隆抗体免疫法 、

中性红比色法 、MTT法检测郎格罕细胞 、腹腔巨噬细胞吞噬功能及脾脏 T细胞增殖功能。结果　无毛鼠耳部和背部皮肤在

紫外线慢性暴露下 ,表皮组织中免疫递呈细胞———郎格罕细胞数显著减少 ,脾脏 T细胞增殖功能明显下降 ,提示紫外线可

抑制细胞免疫。饮食中加入丁羟甲苯(BHT)可以减轻小鼠郎格罕细胞数的下降 ,差异有显著性(P<0.01), 表明丁羟甲苯能

拮抗紫外线对郎格罕细胞的免疫毒性。但丁羟甲苯对腹腔巨噬细胞吞噬功能 、脾脏 T 细胞作用不显著。结论　丁羟甲苯

在紫外线慢性暴露条件下 ,具有拮抗紫外线诱导的细胞免疫抑制的作用。
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Abstract:Objective　To explore protective action of bytylated hydroxytoluene(BHT)on immune system under chronic UV exposure.

Method　Monoclonal antibody immune analysis , neutral red colorimetry and MTT method were used to measure the number of Langerhans

cells (LC), phagocytosis of peritoneal macrophages (PM)and proliferating function of spleen T cell , respectively.Result After exposure to

UV the number of immune presentation cell—LC in epidermis and proliferating function of spleen T cell of the hairless mouse were all declined

significantly , UV could inhibit cellular immunity.Adding BHT into diet could significantly reduce the decline of LC number (P <0.01),

suggesting that BHT could antagonize the immunotoxicity of UV.However , obvious effect on phagocytosis of PM and proliferation of spleen T

cell could be seen .Conclusion BHT may partially antagonize cellular immunity toxicity induced by chronic UV exposure.
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　　众所周知 , 过量紫外线可使机体免疫受到抑制;

角朊细胞在紫外线 (UV)照射下 , 可产生单线态氧 、

H2O2 、 羟自由基等 , 是 UV免疫毒性的分子机制;丁

羟甲苯 (bytylated hydroxytoluene , BHT)是一种广泛应

用的食品抗氧化剂 , 但有关其在 UV慢性暴露下对免

疫系统的保护作用在我国尚未见报道。本实验是在

UV慢性暴露下 , 以与肿瘤免疫监视机制有直接关联

的 、参与细胞免疫反应的郎格罕细胞 (Langerhans

cell, LC)数量 、 脾脏 T 细胞 、 腹腔 巨噬细 胞

(peritoneal macrophage , PM)功能为指标 , 观察 BHT

在UV暴露中的作用。

1　材料与方法

1.1 　实验动物与分组

用北京医科大学实验动物中心提供的昆明种无毛
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小鼠[ 1] , 体重 18 ～ 22 g , 共 72只 , 雌雄各半 , 正式

实验前观察 2周 , 按体重随机分为 3组 。
表 1　实验动物分组

分组 UV照射 抗氧化剂

阴性对照组 - -

BHT 组　　 + +

阳性对照组 + -

1.2　紫外光源 、最小红斑剂量确定及照射方式

实验所用光源为 200 W高压汞灯 。经辽宁省计量

测试技术研究所检定 , 其光谱能量集中于 297 、 313

和 365 nm 处 , 为 UVA 、 UVB混合光源 。该光源经我

们对 10 只健康小鼠背部测定 , 一个最小红斑剂量

(MED)相当于在光源正下方 94 cm 处照射 5 min 。照

射前使紫外灯预热15 min , 待辐射强度稳定并经测定

后 , 将小鼠放置于法琅盘内进行照射 。

1.3　处理因素施加方式 、 观察指标及检测方法

1.3.1　处理因素施加方式　动物饲料由中国医科大

学动物实验中心配制 , 为 BHT 组提供足量全程 0.5%
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BHT的饲料[ 2] , 其他各组饲以正常饲料 。照射按照

Hansen等提出的并为国外常用的 UV诱发皮肤癌的剂

量递增照射法。5 d为 1个周期 , 间隔 2 d继续照射 。

第1 ～ 5 周 , 每天为 1 MED , 第 6周开始 , 照射剂量

每周递增 0.2 MED , 至 15周时照射剂量达到 3 MED 。

保持此剂量继续照射 2 周 , 第 17 周照射结束 。观察

15周后处死 , 检测耳 、背部 LC 数 , 脾脏 T 细胞增殖

功能 , PM 吞噬功能 。

1.3.2　观察指标及检测方法

1.3.2.1　LC 检测　取小鼠背部 、耳部皮肤 , 刮除皮

下组织 , 切成约 1 cm
2
小块 , 置于 pH 7.2的 EDTA缓

冲液中 , 37 ℃孵育 2 h , 在解剖显微镜下分离表皮与

真皮 , 把表皮立即放入 pH 7.3 的磷酸盐缓冲液

(PBS)中 , 于室温下洗涤 20min , 在纯丙酮内固定20

min。用 PBS 再洗涤 1 h , 置于小鼠 IgG 单克隆抗体

OX4 内 , 37 ℃孵育 2 h , 用 PBS洗涤 90 min , 与FITC-

山羊 IgG的 F (ab′)片段在 37 ℃孵育 60 min , 用 PBS

洗涤 60 min , 置表皮于载片上 , 真皮侧朝上 , 滴甘

油∶PBS =9∶1 , 加盖片后用落射式荧光显微镜计

数[ 3 ,4] 。

1.3.2.2　脾脏 T细胞增殖功能测定　采用刀豆球蛋

白A (ConA)刺激淋巴细胞转化实验 (MTT 法)。无

菌解剖小鼠 , 取脾脏研磨成单个细胞悬液 , 1 500 r/

min , 离心 10 min 后洗涤细胞 2 次 , 以含质量分数

10%胎牛血清 (FCS)的 RPIM 1640完全培养液调整

细胞浓度为 5 ×10
6
个/ml , 分 2孔加入 24 孔培养板

中 , 每孔 1ml , 其中1孔加 50 μl ConA (5 μg/ml), 另

1孔不加 ConA 作为对照 。放入 37 ℃、体积分数 5%

CO2温箱孵育 68 h , 取出培养板加入四甲基偶氮唑蓝

(MTT) (5 mg/ml)50 μl/孔 , 在温箱孵育中继续培养

4 h 取出 , 每孔加入 0.4 mol/L SDS 1ml , 吹打混匀 ,

比色定量活 T 细胞还原 MTT 的量 (570 nm 处吸光

度), 以加入 ConA 孔的吸光度 (A)与不加 ConA 孔

的吸光度 (A)之差代表脾脏 T 细胞的增殖功

能
[ 5 ,6]

。 　　　　

1.3.2.3 　小鼠 PM 吞噬功能测定　颈椎脱臼处死小

鼠 , 腹腔内注入 5 ml冷 Hanks液 , 轻揉腹部数分钟 ,

小心吸取腹腔液 , 装入离心管中 , 计数细胞数 , 调整

细胞浓度为 2×10
6
个/ml , 于 24孔培养板中 , 每孔加

入1 ml ,在 37 ℃、 CO2温箱中孵育 4 h , 使其贴壁 , 用

含 10%FCS 的 RPMI 1640完全培养液洗涤 3次 , 每孔

加入 0.1%中性红 1 ml , 放置 37 ℃、 CO2 温箱中孵育

20 min后 , 用PBS洗 3遍 , 每孔加入 1ml细胞溶解液

(无水乙醇∶冰乙酸=1∶1), 置室温 1 h后混匀 , 比色

定量PM 吞噬中性红的量 (540 nm处吸光度)[ 5] 。

1.4　试剂与仪器

1.4.1　试剂　OX4 :小鼠 IgG单克隆抗体 (能与小鼠

Ia 抗原特异结合), 来自英国 Sera实验室;FITC-山羊

IgG (抗小鼠 IgM):Capple Company , USA ;BHT 为上

海生物化学试剂商店分装日本进口产品;刀豆 ConA

为 Sigma公司出口;FCS 由天津市生化制品厂生产 。

其他试剂均为分析纯 , 同一批号 , 实验分析用水均为

2次蒸馏去离子水。

1.4.2　仪器 　UVX RADIOMETER :MODEL UVX-31 ,

ULTRA-VIOLET PRODUCTS. INCSAN GABRIEL ,

CALIFORNIA 91778 , USA ;722 分光光度计:上海第

三分析仪器厂;CO2培养箱;荧光显微镜 。

1.5　数据处理

实验所得数据输入计算机 , 用 SPSS 软件进行 t

检验分析。

2 　结果

2.1　BHT 对UV诱导的郎格罕细胞免疫毒性的保护

作用

雄性和雌性 BHT 组 、阳性对照组的耳部 LC 皆比

阴性对照组低 , P <0.01 , 且 BHT组皆高于阳性对照

组 , P <0.01。雄性背部 LC 数 BHT 组高于阴性对照

组 , 但两者差异无显著性。阳性对照组低于阴性对照

组 , P <0.01。BHT 组高于阳性对照组 , P <0.01。

雌性背部 LC其 BHT 组和阳性对照组皆低于阴性对照

组 , P <0.01。BHT 组高于阳性对照组 , P <0.01。

见表 2。
表 2　各处理组耳部 、 背部 LC 数 (x±s)

组别 动物数

　　　　　雄　　　　　　性　　　　　

耳　　部 背　　部

　　　　　雌　　　　　　性　　　　　

耳　　部 背　　部

阴性对照 12 809±81 694±76 1 184±144 774±88

BHT组　 12 659±61＊ # 746±72# 618±76＊# 499±45＊#

阳性对照 12 334±70＊ 372±71＊ 339±76＊ 278±29＊

　　＊与阴性对照组比较 , P <0.01;#与阳性对照组比较 , P <0.01。
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2.2　经 UV暴露后 , BHT 对脾脏 T 细胞 、 腹腔巨噬

细胞的保护作用

经 t 检验 , 雌 、 雄性鼠的巨噬细胞吞噬功能 、 T

细胞增殖功能差异无显著性 , 故把两者放在一起比

较。由表 3得知 , 巨噬细胞吞噬功能 3组相比差异无

显著性。脾脏 T 细胞增殖功能 BHT 组 、阳性对照组

均低于阴性对照组 , P <0.01。
表 3　各处理组 T细胞增殖功能 (570 nm , 吸光度)

腹腔巨噬细胞吞噬功能 (540 nm , 吸光度)比较 (x±s)

组别 n 巨噬细胞吞噬功能 T 细胞增殖功能

阴性对照 24 0.414±0.029 0.378±0.030

BHT组　 24 0.408±0.019 0.284±0.021＊

阳性对照 24 0.398±0.023 0.279±0.025＊

　　与阴性对照组比较 , ＊P <0.01。

3　讨论

臭氧层破坏是当今重大的环境问题 , 其后果是使

到达地面的紫外线量增加。过量的 UV 照射可导致皮

肤 、眼睛和免疫系统的损伤。Kripke 等在研究 UV 照

射诱发小鼠皮肤肿瘤的抗原特性时首先观察到 UV 的

这种致免疫损伤作用 。他们发现将许多具有强抗原性

的肿瘤移植到正常的同基因系小鼠的皮肤上时 , 会产

生强烈的免疫排斥反应;而将受体的小鼠预先照射

UVB后 , 则不产生这种排斥反应 , 继而可引发肿瘤产

生。这表明 UVB 照射可抑制小鼠的免疫排斥反应 ,

这是 UV致癌的重要原因。后又经进一步研究证实 ,

此抑制作用可通过 T 细胞被动转移 , 故认为 UVB 的

抑制作用与机体的细胞免疫有关
[ 7]

。UVB照射可诱导

局部和系统免疫抑制 , 局部免疫抑制效应体现在表皮

LC形态及活性改变及可抑制对 UVB诱发的肿瘤产生

的免疫反应;UVB诱导的系统免疫抑制效应在人和鼠

中均抑制细胞因子产生 , 抑制机体对皮肤和眼肿瘤的

免疫反应[ 8] 。

近年来 , 随着对自由基研究的逐步深入 , 人们认

识到 , 自由基与许多病理生理现象有关 。Halliday 等

所做的慢性低剂量UV 混合光源实验表明 , 抗氧化剂

VE有效地防止了 UV诱导的 LC数量下降[ 9] 。从而提

示抗氧化剂在 UV诱导的免疫抑制中发挥了一定的拮

抗作用。

研究证实 , 表皮 LC 是UVB的靶位点 。UVB暴露

能改变LC的形态 , 使其数量下降 、 Ia抗原表达减少 ,

表面标志丧失。我们所做的 UV 慢性暴露研究结果表

明 , 与阴性对照组相比 , 雄性鼠 BHT 组耳部 LC 数下

降了 19%, 阳性对照组则下降了 59%;雌性鼠 BHT

组耳部 LC 数下降了 48%, 阳性对照组则下降了

71%。雄性鼠背部 LC 数 , BHT 组高于阴性对照组 ,

与阴性对照组相比 , 阳性对照组的 LC 数下降了

46%。雌性 BHT组背部 LC 数与阴性对照组相比 , 下

降了 36%, 阳性对照组则下降了 64%。从而得知 ,

在本实验条件下 , BHT 在耳部具有较好的拮抗 LC减

少的作用 , 但在背部则显示部分拮抗 UV暴露所诱发

的 LC数下降的作用。

T细胞 、 巨噬细胞通过抗原递呈和产生适量的细

胞因子在免疫反应中发挥重要作用 , 同时它们也具备

免疫调解作用 , 既可增强亦可抑制免疫应答 , 发挥其

正负两方面的调节作用 , 在正相调节方面 , 可分泌具

有不同生物学活性的物质 , 增强免疫反应;在负相调

节方面 , 当人体受到过度的刺激作用后 , 会通过细胞

本身或其所分泌的物质来抑制免疫应答。

本次实验结果显示 , 在 UV 慢性暴露条件下 ,

BHT在提高腹腔巨噬细胞吞噬功能及脾脏 T 细胞增殖

功能方面的作用不明显 。有关 BHT 在 UV暴露中的作

用 , 还需今后进一步研究。
(本实验承蒙中国医科大学第一附属医院国家重点皮肤免疫实验

室王亚坤老师 , 中国医科大学基础医学院微生物免疫研究室杨晓临老

师大力协助 , 在此一并致谢 ！ )
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