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　　摘要:目的　研究有机溶剂三氯乙烯 (TCE)对 BALB/c裸鼠皮肤组织的氧化损伤以及维生素 E 的保护作用 。方

法　将 BALB/ c裸鼠随机分成 100%TCE、 80%TCE 、 40%TCE、 20%TCE 、 10%TCE、 溶剂对照组 (橄榄油)、 阳性对照

组 (5%SLS)、 空白组和 5%、 10%、 20%维生素 E保护组 , 背部皮肤染毒 1 d , 观察皮肤损伤反应 , 取染毒皮肤进行

实验 , 比较各组MDA 含量 、 SOD活性。结果　各染毒剂量组皮肤组织的MDA含量 、 SOD活性的差异有统计学意义 ,

TCE浓度越高 , 氧化应激水平越高 , 但维生素 E保护组氧化应激水平不高。结论　TCE 可通过氧化应激对皮肤组织造

成损伤 , 维生素 E在一定浓度下对皮肤组织有保护作用。
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Damaging effect of trichloroethylene on skin and the protective effect of vitamine E

YU Jun-feng , ZHOU Cheng-fan , SHEN Tong , ZHU Qi-xing＊

(Department of Occupational and Environmental , School of Public Health , Anhui Medical University , Hefei 230032 , China)

Abstract:Objective To study the damaging effect of trichloroethylene , a organic solvent , on skin and the protective effect of vita-

min E on it.Method BALB/ c mice were randomly divided into several groups which were exposed to different concentrations of

trichloroethy lene , such as 100%TCE group , 80%TCE group , 40%TCE group , 20%TCE group , 10%TCE group , solvent(olive oil)

control group , positive control(SLS) group , 5%VitE treated group , 10%VitE treated group , 20%VitE treated group and control

group.The skin on the back of BALB/ c mice were exposed to TCE for one day , observing the damage of the skins and detecting the

level of MDA and activity of SOD in skin with kits.Result The MDA contents in TCE-exposed groups were gradually rose with the con-

centrations of TCE , the SOD activities were dropped ;while theMDA levels and SOD activities in vitamine E treated groups were gradu-

ally declined and rose respectively with the increase of Vit E concentration.Conclusion Trichloroethylene may induce skin damage

through its oxidation stress effect and vitamin E shows some protective effect on skin because of its antioxidative effect.
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　　三氯乙烯 (trichloroethylene , TCE)是一种重要的

有机溶剂 , 常常作为金属清洗剂 、 脱脂剂等应用于五

金 、电子 、 玩具等行业。研究表明 , TCE可以引起神

经系统 、 肝脏 、 肾脏和肺脏等器官的损害甚至具有潜

在的致癌作用 , 国际癌症研究署已将其定为 2A类致

癌物
[ 1 ,2]
。三氯乙烯还能引起皮肤损伤 , 主要表现为

原发性刺激 、急慢性职业性皮炎 , 甚至可致重症多形

红斑 、大疱性表皮坏死松解症等[ 3 ,4] 。对于 TCE引起

的职业人群皮肤损害的作用机制 , 目前多集中于变应

性接触性皮炎 (allergic contact dermatitis , ACD)的研

究[ 5] , 认为是 T细胞介导的Ⅳ型变态反应 , 然而 TCE

接触的工人中常见的皮肤红斑 、水肿和角质形成细胞

囊泡样变等显示免疫因素并不能完全解释其发病机

制[ 6] , 而刺激性接触性皮炎 (irritant contact dermatitis ,

ICD)占有重要的地位。

维生素 E (VitE)是一族脂溶性化合物 , 具有很

强的抗氧化作用 , 其中α-生育酚 (α-Tocopherol)的抗

氧化活性最强。维生素 E 作为一种强抗氧化剂和自

由基清除剂[ 7] , 是机体内非酶性抗氧化系统的主要成

员 , 通过捕捉氧自由基而发挥抗脂质过氧化作用 , 保

护生物膜免受氧化损伤
[ 8]
。本次研究拟从整体动物实

验的角度研究 TCE对皮肤的刺激性损伤及其引起 ICD

的可能途径 , 以及维生素 E 的保护作用 , 为职业人

群皮肤TCE损伤的预防及治疗提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　试剂

三氯乙烯 (Sigma 公司)、 月桂硫酸钠 (Sodium

lauryl sulphate , SLS)、 维生素 E (α-生育酚 , Sigma 公
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司产品)、 橄榄油 、 PBS 液 (phosphate buffered saline)、

无刺激性胶布 , 丙二醛 (MDA)、 超氧化物歧化酶

(SOD)试剂盒购自南京建成生物研究所。

1.2　实验动物

成年 BALB/c裸鼠 [购自上海市斯莱克动物实验

有限责任公司 , 实验动物质量许可证:3CXK (沪)

2003-0003] , 选用体重 20 ～ 30 g 、 7 ～ 8 周雌性成年

BALB/c裸鼠 , 实验前在动物笼内观察 3 ～ 5 d , 使其

适应环境 , 并根据其健康状况决定是否进入实验 。实

验环境为 SPF 清洁级动物房 , 实验室认可编号为医动

字第 010号 。

1.3　实验方法

1.3.1　剂量与分组　将符合条件的55只雌性BALB/c

裸鼠 , 随机分成 100%TCE 、 80%TCE 、 40%TCE 、

20%TCE 、 10%TCE 、 溶剂对照组 (橄榄油)、阳性对

照组 (5%SLS)和空白对照组;并另外选取 3 组用

100%TCE 染毒 , 研究 5%、 10%和 20%维生素 E 的

保护作用 。

1.3.2　急性刺激染毒和维生素 E 的保护作用　用微

量移液器将 100μl不同浓度的 TCE 、溶剂对照物和阳

性对照物涂到裸鼠 2.5 cm×2.5 cm 大小的背部皮肤

上 , 用一层无刺激性的塑料膜覆盖 , 再用无刺激性胶

布加以固定 , 24 h后去除塑料薄膜覆盖物 , 用生理盐

水除去受试物。VitE处理组是将 100μl不同浓度的维

生素 E先涂到裸鼠 2.5 cm×2.5 cm 大小的背部皮肤

上 , 1 h后将 100μl 100%TCE涂到同样的位置 , 24 h

实验结束后用生理盐水除去受试物 。

1.3.3　皮肤刺激评价　染毒结束后用生理盐水除去

背部皮肤的残留受试物 , 10 min 后按照国家标准

GB7919—87 《化妆品安全性评价程序和方法》 中的皮

肤刺激评分标准进行皮肤刺激反应视觉评分和皮肤刺

激强度的评价。

1.3.4　制备皮肤组织匀浆 、 生化比色　裸鼠处死

后 , 迅速取下背部染毒皮肤 , 称重后切成小片 , 用少

量PBS 液冲洗 , 然后加入 4 ml的 PBS 液用玻璃匀浆

器制成 10%的组织匀浆 , 实验在冰水浴的低温环境

下进行 , 1 000 r/min离心 10 min , 取上清。生化比色

法测定皮肤MDA 含量和 SOD活性 , 并用 Lowry 法测

定组织匀浆中蛋白质的含量。

1.4　统计分析

用 Excel 录入数据 、 绘图 , 用 SPSS10.0 进行分

析 , 不同剂量组进行方差齐性检验 , 多组均数比较用

单因素方差分析 。方差一致性检验及均数比较的 P

值均取0.05。

2　结果

2.1　裸鼠皮肤的刺激反应

除去受试物后观察发现 , 低剂量染毒组的皮肤反

应轻微 , 有少许红斑 , 刺激强度为轻刺激性反应;而

80%TCE和 100%TCE染毒组反应明显 , 染毒皮肤有

严重的损伤 , 红斑 、 水肿 , 片状皮肤隆起甚至有片状

焦痂形成 , 5%SLS 组有大量紫色焦痂形成 , 损伤严

重 , 刺激强度为强刺激性 。保护组的反应较轻 , 有轻

微的红斑出现 , 而且保护作用逐渐增强 。视觉评分结

果见表1 , 2。

2.2　皮肤组织氧化应激水平的改变

2.2.1　MDA含量的测定　各染毒组实验结果见表 1。

方差齐性检验 P=0.118 , 方差分析各组MDA 含量的

差异有显著性 (P =0.003)。随着 TCE 浓度的增高 ,

组织中 MDA 含量逐渐升高 , 20%TCE 、 80%TCE 、

100%TCE 、 5%SLS与溶剂对照组比较差异有显著性 ,

但40%TCE与溶剂对照组差异无显著性 , 100%TCE 、

5%SLS与溶剂对照组比较 P<0.01。空白组与溶剂组

差异无显著性 , 提示溶剂对皮肤无刺激性 , 满足实验

要求 。

2.2.2　SOD活性的测定　实验结果见表 1。方差齐性

检验 P =0.09 ,方差分析各剂量组 SOD的活性差异有显

著性(P =0.023)。随着 TCE 浓度的增高 ,组织中 SOD

的活性逐渐降低 , 20%TCE 、40%TCE 、80%TCE 、100%

TCE 、5%SLS与溶剂对照组的比较差异有显著性 ,而且

80%TCE 、100%TCE 、5%SLS 剂量组与溶剂对照组的差

异P <0.01 ,空白组与溶剂组差异无统计学意义。对

SOD和 MDA作相关分析 , r =-0.276(P =0.041),SOD

活性与MDA含量呈负相关 。

2.3　维生素 E的保护作用

3组不同VitE 剂量组的 MDA含量与溶剂对照组

比较差异无统计学意义 , 当VitE浓度在 5%时对皮肤

损伤有保护作用 , 而且 20%VitE 保护组与 100%TCE

组的差异有显著性 。5%VitE保护组的 SOD活性低于

溶剂对照组 , 差异有统计学意义 。但是 10%VitE 保

护组的 SOD 水平恢复明显 , 与溶剂对照组的差异无

显著性 , SOD的活性得到有效的保护;20%VitE保护

组与 100%TCE组相比差异有显著性 (P <0.05), 提

示SOD活力达到与溶剂对照组相近的水平。见表 2。

3　讨论

近年来有关 TCE 中毒的案例时有报道 , 尤其以

南部沿海地区为多 , 中毒的靶器官主要是肝脏 、 肾

脏 、 神经 、皮肤等
[ 9 ,10]

, 甚至有死亡病例的报道。有

资料表明长期接触TCE的工人其体内血清氧化应激
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表 1　不同浓度 TCE对皮肤组织氧化应激 2 项指标的影响 (n=5 , x±s)

组别 皮肤反应评分 皮肤刺激程度 MDA (nmol/mg pro) SOD (U/mg pro)

空白对照 0 无红斑 、 无水肿 483.30±92.49 3 141.65±364.34

溶剂对照 0.20±0.45 无红斑 、 无水肿 487.39±51.38 3 171.93±160.88

10%TCE 0.40±0.55 红斑不明显 516.38±93.53 2 876.00±145.92

20%TCE 1.80±0.45 轻微红斑 、 水肿 577.92±75.35＊ 2 711.26±244.84＊

40%TCE 3.80±0.44 大片红斑 、 皮肤略隆起 586.28±52.94 2 619.09±207.06＊

80%TCE 6.20±0.84 有严重的红斑 、 水肿 624.38±53.18＊ 2 362.50±352.50＊＊

100%TCE 7.20±0.87 有片状焦痂形成 680.20±81.14＊＊ 2 589.71±226.73＊＊

5%SLS 7.60±0.54 大量紫色焦痂形成 , 皮肤隆起 769.57±77.51＊＊ 2 400.24±273.46＊＊

　　与溶剂对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

表 2　不同浓度维生素 E 对 TCE染毒皮肤组织氧化应激的影响 (n=5 , x±s)

组别 皮肤反应评分 皮肤刺激程度 　　MDA (nmol/mg pro) SOD (U/mg pro)

溶剂对照 0.20±0.45 无红斑 、 无水肿 487.39±51.38 3 171.93±160.88

100%TCE 7.20±0.87 有片状焦痂形成 680.20±81.14 2 589.71±226.73

5%VitE+100%TCE 3.60±0.55 有片状红斑 、 水肿 598.45±52.18 2 470.74±69.76＊＊

10%VitE+100%TCE 2.40±0.66 少量红斑 、 水肿不明显 548.66±64.99 2 936.51±322.37

20%VitE+100%TCE 0.60±0.84 红斑 、 水肿不明显 467.01±57.87# 3 115.34±124.52#

　　与溶剂对照组比较 , ＊＊P<0.01;与 100%TCE组比 , #P<0.05

水平明显升高[ 8 ,11] , 致肝 、 肾功能不全 。动物实验表

明肝脏 、 肾脏内的氧化应激水平升高 , 且与 TCE的

浓度有关联 , 体外实验也提示氧化应激在 TCE 引起

的皮肤损伤中有很重要的作用[ 12] 。本次采用了整体

动物实验的方法选用非酶性抗氧化剂维生素 E 作为

保护性因素[ 13] , 研究 TCE引起的刺激性皮炎的可能

作用机制 , 选用成年 BALB/c 裸鼠进行皮肤刺激实

验 , 裸鼠皮肤的结构特点以及对毒物的吸收数据与豚

鼠 、昆明小鼠 、 兔相比更接近于人[ 14] , 并且实验在

SPF 级别的环境中进行 , 保证了实验结果的可靠性 。

实验结果表明 , 裸鼠接触低剂量 TCE 有轻微的

红斑 、无水肿 , 损伤不明显 , 而高剂量组 、 阳性对照

组损伤较重 , 皮肤有明显的结痂 , 广泛的水肿 、 隆

起 , 表明 TCE 对皮肤有刺激性损伤 , 且随着剂量的

增加 , 损伤逐渐加重 。组织中 MDA 是自由基攻击生

物膜的多不饱和脂肪酸引起脂质过氧化后形成的产

物 , 可以衡量体内脂质过氧化的水平 , 实验中不同剂

量组的裸鼠皮肤中 MDA 含量的差异有统计学意义 ,

低剂量组与溶剂对照无差异 , 氧化应激水平不高 , 然

而高剂量组和阳性对照组的皮肤MDA含量明显升高 ,

提示高浓度 TCE 染毒裸鼠的皮肤组织内自由基生成

增多 , 氧化应激水平升高 , 脂质过氧化产物生成增

多。SOD是体内的酶性抗氧化剂 , 其通过清除超氧阴

离子保护细胞免受自由基的过氧化损伤 , 但若组织中

有过量的氧自由基 , 则可消耗 SOD , 其活性降低 ,

SOD活性的变化可间接地反映体内自由基产生的多少

及体内氧化应激水平的高低。实验中裸鼠皮肤组织的

SOD活性测定显示 20%TCE 、 40%TCE 、 80%TCE 、

100%TCE染毒组及 5%SLS阳性对照组与溶剂对照组

的差异均有统计学意义 , 表明 TCE 能够引起皮肤组

织的氧自由基产生增多 , SOD活力降低 , 并且随着

TCE浓度的升高皮肤组织氧化应激的水平逐渐增高 ,

MDA含量逐渐增多 , SOD的活性与MDA 含量呈负相

关。3组维生素 E 保护组皮肤组织的 MDA含量与溶

剂对照组相比差异无显著性 , 提示维生素 E 可拮抗

TCE对皮肤生物膜的氧化性损伤 , 降低组织内的自由

基含量 , 而且 20%VitE保护组与 100%TCE染毒组相

比差异有显著性 , 提示该组得到了有效的保护 。5%

VitE保护组的SOD活性与溶剂对照组差异有显著性 ,

表明有过量自由基生成 , SOD活性降低 , 该剂量组没

有得到有效的保护 , 但是 10%VitE 、 20%VitE 保护组

与溶剂对照组的差异无统计学意义 , 对皮肤组织的保

护作用增强 , 实验结果提示随着维生素 E 浓度的增

高 , 维生素 E拮抗 TCE的作用逐渐增强 , 实验动物

的皮肤反应减轻 。综上 , 三氯乙烯对皮肤组织有急性

刺激毒性 , 脂质过氧化在三氯乙烯引起的皮肤损害中

起了重要作用 。同时 , 维生素 E对三氯乙烯所致的

皮肤刺激性损伤具有较好的保护作用。
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皮肤刺激性检测是化学品安全性评价的一项重要

内容。皮肤对化学物质的屏障部位主要在角质层 ,其

次是皮肤表面的氢离子浓度对酸 、碱的缓冲能力。化

学品接触皮肤表面后穿透皮肤的角质层到达深层组

织 ,对皮肤结构的破坏产生了对皮肤的刺激作用。本

实验室构建的检测模型是利用组织工程学方法 ,以牛

胶原为支架 ,人体正常皮肤作为细胞来源而构建的三

维立体皮肤替代物。光镜下观察含有基底层 、棘层 、颗

粒层和角质层。透射电镜观察结果显示 ,生物活性皮

肤表皮层中 ,棘层细胞之间以桥粒连接 ,并具有天然皮

肤中的板层体 、张力纤维和脂滴等结构 ,具有与天然皮

肤类似的各种超微结构[ 10] 。如化学品具有刺激性 ,则

能在一定的接触时间和面积范围内通过扩散穿过皮肤

的角质层到达深层组织 ,影响细胞的活性 ,测定细胞活

力便可以界定它的刺激性 。本实验设计的检测用组织

工程皮肤模型应用MTT实验定量细胞活力 ,以相对细

胞活力值为标准 ,能判定所选 10种化学品中 7种的刺

激性。有 3种非刺激性的化学品羟基香茅醛 、甲基棕

榈酸盐 、1-溴戊烷错判为刺激性物质。与 EpiDerm 和

Episkin评价结果相比 ,我们的检测模型敏感性较低 ,

准确性也与上述两种产品有差距 ,考虑与我们测试的

化学品种类较少和不同批次的检测结果差异较大有

关 ,其构建工艺的稳定性还有待改进。

组织工程皮肤作为检测模型具有构建工艺固定 、

性质稳定 、应用范围广 、 一致性强的优点 , 且组织工

程皮肤中含有来源于人体 、能够代谢的活细胞 , 因而

能够更加真实地模拟人皮肤受到各种刺激后的反应 ,

其检测结果应更具有说服力。与传统的检测方法相比

成本低 、 可信度高 、 更符合伦理学要求 。下一步拟扩

大化学品的检测范围 , 稳定构建工艺 , 同时进行实验

室内评价 、实验室间评价 、实验数据库开发 、实验方

法评价四个阶段的研究 , 以进一步验证该组织工程皮

肤用于化学品刺激性检测的可靠性 。
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