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银杏叶提取物对三氯乙烯所致的角质
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　　摘要:目的　研究三氯乙烯 (TCE)对角质形成细胞 (KC)线粒体膜电位的影响以及银杏叶提取物 (GBE)的保护

作用 , 为预防三氯乙烯皮肤损害提供理论依据。方法　体外培养的人角质形成细胞以不同浓度 TCE 处理 8 h , GBE保护

实验则以不同浓度GBE 预处理2 h 后再进行 TCE 染毒 , 采用罗丹明 123 (Rh123)和碘化丙啶 (PI)双染色方法 , 通过流

式细胞仪检测线粒体膜电位的变化情况。结果　空白对照组 Rh123荧光强度为 18.73±0.45 , 正常和早期凋亡细胞分别

占 (77.10±2.08)%和 (12.33±1.39)%;2.0 mmol/L TCE染毒组 Rh123 荧光强度下降到 8.20±0.66 (与空白对照相比 ,

P<0.01), 正常和早期凋亡细胞比例分别为 (11.90±0.56)%和 (65.33±1.45)% (与空白对照相比 , 均 P<0.01)。 10

mg/ L的GBE 预处理对 2.0 mmol/ L TCE 所致的线粒体膜电位下降即显示有保护作用 , Rh123荧光强度为 13.80±0.92 , 正

常细胞占 (40.90±2.10)%, 早期凋亡细胞占 (32.10±1.25)% (与 2.0 mmol/ L TCE染毒组相比差异有统计学意义 , P <

0.01)。随着 GBE 浓度的增大 ,保护作用渐强 , 100 mg/L的 GBE 达到完全的保护作用 , 上述 3 项指标分别为 18.57±0.57 ,

(76.57±2.67)%和(11.63±1.07)%(与 2.0 mmol/ L TCE 染毒组相比 , P <0.01 , 而与空白对照组相比差异均无统计学意

义)。结论　TCE 可以剂量依赖性地诱导 KC线粒体膜电位的下降 , 使细胞进入凋亡状态;GBE 预处理能有效预防 TCE 所

致的线粒体膜电位的下降 ,并可降低 KC 凋亡。研究结果提示GBE 可能用作预防三氯乙烯皮肤损伤的有效保护剂。
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Effect of pretreatment with ginkgo biloba extract on declined mitochondrial membrane

potential caused by TCE in human keratinocyte

ZHU Qi-xing , MA Tai , SHEN Tong , YU Yun , YE Liang-ping

(Toxicology Center , School of Public Health , Anhui Medical University , Hefei 230032 , China)

　　Abstract:Objective To observe the change of mitochondrial membrane potential (MMP)in human keratinocytes after exposing to

trichloroethylene(TCE)and the effect of ginkgo biloba extract(GBE)pretreatment on it , thereby obtaining some basic data for prevention

of skin damage caused by trichloroethylene.Method Different groups of cultured human primary keratinocytes were treated with different

concentrations of TCE respectively for 8 hours as exposed groups , some other groups of cultured human primary keratinocytes were given

different concentrations of ginkgo biloba extract pre-incubation for 2 hours before exposure to TCE as the pretreatment groups.Double-

staining with Rhodamine 123(Rh123)and propidium iodide(PI)was used for cell stain , andMMPwas detected by flow cytometry.Result

The results showed that the fluorescence intensity of Rh123 in control group was 18.73±0.45 ,while in 2.0 mmol/ L TCE exposed group

was 8.20±0.66(P <0.01), the proportion of living cell (cluster A)and early apoptotic cell (cluster B)were(77.10±2.08)% and

(12.33±1.39)% in control group , but they were(11.90±0.56)% and (65.33±1.45)% respectively in 2.0 mmol/ L TCE exposed

group(P<0.01), while 10 mg/L GBE pretreatment might maintain the fluorescence intensity of Rh123 at 13.80±0.92(significantly dif-

fered from that of 2.0 mmol/ L TCE exposed group , P <0.01), the proportions of cluster A and cluster B were (40.90±2.10)% and

(32.10±1.25)% respectively(also significantly differed from that of 2.0 mmol/ L TCE group , P<0.01), 100 mg/ L of GBE showed a

fully protect effect on the decline of MMP caused by TCE , the three indices mentioned above were 18.57±0.57 , (76.57±2.67)% and

(11.63±1.07)%, respectively (nearly equal to control group).Conclusion Trichloroethylene can dose-dependently induce the decline of

MMP in human keratinocytes ,make keratinocytes enter apoptosis;and this change can be well prevented by pre-treating with GBE , suggest-

ing that GBE may be used as an effective protective agent for the skin damage caused by trichloroethy lene.

Key words:Ginkgo biloba extract (GBE);Trichloroethylene (TCE);Keratinocyte;Mitochondrial membrane potential (MMP)

　　线粒体膜电位 (mitochondrial membrane potential ,

MMP)是线粒体功能得以发挥的基础 , 膜电位的下降

可以引起线粒体能量产生障碍 、活性氧生成增多 、细

胞钙稳态失调以及诱导细胞发生凋亡 , 这些变化均和
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组 织 细 胞 的 损 伤 密 切 相 关[ 1] 。 三 氯 乙 烯

(trichloroethylene , TCE)是常见的引起皮肤严重损害

的有机溶剂 , 研究表明 , 角质形成细胞 (keratinocyte ,

KC)的损伤和凋亡在其皮肤毒性机制中发挥重要的

作用[ 2] 。银杏叶提取物 (ginkgo biloba extract , GBE)

具有公认的抗氧化作用 , 还能够保护线粒体功能形

态 、 抗衰老和细胞凋亡
[ 3 ～ 5]

。本研究通过观察 TCE

作用下 , 皮肤角质形成细胞线粒体膜电位的改变以及

GBE预处理对其的影响 , 以深入揭示 TCE 的皮肤毒

性机制并为开发研制皮肤防护用品提供理论资料 。

1　材料与方法

1.1　试剂和材料

三氯乙烯 (99.5%AR , 美国 Alfa Aesar 公司),

银杏叶提取物 (含 24%的银杏黄酮类和 6%的萜烯内

酯类)由江苏扬子江药业提供 , 胰蛋白酶 、 DMEM 、

Defined Keratinocyte-SFM培养基 (KC 专用无血清培养

基)均购自 Invitrogen公司 , 胎牛血清 (FBS)为杭州

四季青生物工程材料有限公司产品。24孔细胞培养

板 (Corning 公司), 罗丹明 123 (Rh123)染料 (Sigma

公司), DNA-PrepTM Stain (含碘化丙啶 , 美国 Beckman

Coulte公司), 低速台式离心机 (北京雷勃尔公司),

EPICS 流式细胞仪 (美国 Beckman Coulter公司)。

1.2　角质形成细胞的分离和培养

临床泌尿外科包皮环切术后的正常皮肤用 D-

Hanks液漂洗 3次并去除皮下组织 , 剪成 1 cm ×0.5

cm 大小的皮片 , 经 0.25%胰蛋白酶在 4℃消化 10 h

分离出表皮 , 再以 0.25%胰蛋白酶 37℃消化 10 min ,

吹打 、过滤 、离心后分离得到 KC ,用 DMEM 培养基(含

10%FBS)于 37℃、5%CO2 条件下进行培养 ,贴壁后换

成KC专用无血清培养基继续培养用于实验研究 。

1.3　细胞处理

根据苔盼蓝染色细胞活力在 90%以上的细胞用

于实验 , 将细胞以 5×105/ml的密度接种至 6孔培养

板中 。待细胞贴壁后 , 以不同浓度 TCE (0 、 0.125 、

0.5和2.0 mmol/L)染毒8 h;银杏叶提取物预处理组

首先加入不同浓度的银杏叶提取物 (0 、 10 、 50 、

100 、 150 mg/L)置培养箱内预适应 2 h , 再以 2.0

mmol/L的 TCE染毒 8 h , 每个处理组设 3个重复孔 。

1.4　膜电位变化检测

染毒后 8 h终止培养 , 收集细胞 , PBS 轻轻洗涤

一遍。细胞沉淀加入 1 ml 2μg/ml的 Rh123溶液重悬

后于 37℃孵育 30 min。800 r/min 离心 5 min弃上清 ,

PBS洗涤细胞 2遍 , 加入 500 μl碘化丙啶 (PI)染料

(DNA-PrepTM Stain), 室温避光染色 30min后进行流式

细胞仪检测 , 激发光波长为488 nm 。根据 Rh123和 PI

的荧光强度高低将细胞分为 4群 。A:Rh123高/PI低

的细胞代表正常活细胞;B:Rh123低/PI低的细胞代

表膜电位减小而胞膜完整的细胞 , 即将进入凋亡;

C:Rh123低/PI高为死亡细胞;D:Rh123高/PI高为

机械损伤的细胞 。分别检测各群细胞所占的百分比以

及 Rh123的荧光强度 , A群细胞的增加和 B群细胞的

减少意味着线粒体膜电位降低 , 细胞进入凋亡阶段。

1.5　统计学处理

所有数据采用 SPSS11.5 统计软件包进行处理。

结果以 x ±s表示 , 组间各指标差异比较采用单因素

方差分析 (最小有意义差异 t检验 , LSD-t 检验)。

2　结果

2.1　不同浓度TCE对KC线粒体膜电位的影响

由表 1 可见 , 0.125 、 0.5 和 2.0 mmol/L 的 TCE

均能显著降低 KC线粒体膜电位水平 (Rh123荧光强

度低于对照组 , P <0.01), 且随着染毒剂量的增加 ,

Rh123荧光强度逐渐减弱 , 呈明显的剂量-效应关系。

从细胞比例的变化来看 , 各染毒组 A 群细胞比例较

空白对照组下降 (P <0.01), B和C群细胞比例则有

所上升 (P <0.01)。A 群细胞的减少和 B 群细胞的

增加呈剂量依赖性变化 , 提示 TCE 诱导细胞由正常

(A群)进入凋亡状态 (B群)(图 1a ～ e)。

2.2　不同浓度银杏叶提取物预处理对 KC 线粒体膜

电位的影响

如表 1所示 , KC 经不同浓度的 GBE 预处理 2 h

后再以2.0 mmol/L TCE染毒 8 h后进行检测 , 10 mg/

L GBE 预处理的细胞 Rh123 荧光强度较单纯 2.0

mmol/L TCE染毒有所增加 (P <0.01), 图 1f ～ g 示A

群细胞比例减少 (P <0.01), B群和 C群细胞比例增

加 (P <0.01);随着银杏叶提取物的增加 , 这种作

用更为明显 , A群 (正常)细胞向 B群 (凋亡)细胞

转化逐渐得到抑制 (图 1f ～ i), 100 和 150 mg/L 的

GBE预处理组 Rh123荧光强度 、 A和 B群细胞比例分

别与 2.0 mmol/L TCE 相比差异有统计学意义 (P <

0.01), 但与空白对照组相比则未见差异 (P >0.05),

即TCE所致的线粒体膜电位下降得到完全的保护。

3　讨论

细胞在能量代谢的过程中 , 线粒体内膜呼吸链酶

复合体在传递电子的同时将 H+泵出至膜间隙内 , 形

成的内膜内电位低于内膜外的电位即线粒体的膜电

位 , 用 ΔΧm 来表示。 ΔΧm 不仅是推动 ATP 合成的

动力 , 而且影响着细胞内钙稳态的调节并对细胞的存

活和功能至关重要。因此 ΔΧm 是反映线粒体和细胞
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　　a:空白对照　　　　　　b:GBE对照　　　　　　c:染毒组 1　　　　　　d:染毒组 2 e:染毒组 3

　　f:预处理组 1　　　　　　　g:预处理组 2　　　　　　　h:预处理组 3 i:预处理组 4

图 1　不同浓度 TCE 和GBE 对KC 线粒体膜电位和细胞各群分布的影响 (Rh123和 PI双染法)

表 1　不同浓度TCE 和GBE 对 KC 线粒体膜电位的影响 (x ±s , n=3)

组别
GBE

(mg/ L)

TCE

(mmol/ L)
Rh123荧光强度

细胞分布比例 (%)

A B 　　C 　　D

空白对照 0 0 18.73±0.45 　77.10±2.08 　12.33±1.39 　6.10±2.03 4.47±2.12

GBE对照 150 0 18.67±0.71 　77.53±1.88 12.40±0.80 6.27±0.80 3.80±0.36

染毒组 1 0 0.125 16.23±0.45＊＊ 　57.57±0.65＊＊ 25.63±1.20＊＊ 9.33±0.78＊＊ 7.47±1.17

染毒组 2 0 0.5 12.10±0.46＊＊ 　30.10±1.54＊＊ 42.47±1.14＊＊ 16.17±1.11＊＊ 11.27±1.33

染毒组 3 0 2.0 8.20±0.66＊＊ 　11.90±0.56＊＊ 65.33±1.45＊＊ 12.70±1.87＊＊ 10.07±1.47

预处理组 1 10 2.0 13.80±0.92＊＊## 　40.90±2.10＊＊## 32.10±1.25＊＊## 15.83±1.50＊＊## 11.17±1.07

预处理组 2 50 2.0 16.73±0.55＊＊## 　65.00±1.68＊＊## 17.83±2.11＊＊## 9.60±0.56＊＊## 7.57±1.01

预处理组 3 100 2.0 18.57±0.57## 　76.57±2.67## 11.63±1.07## 5.43±0.42## 6.37±2.15

预处理组 4 150 2.0 18.57±1.03## 　78.43±2.29## 12.30±1.25## 5.23±1.11## 4.03±1.17

　　与空白对照组相比 , ＊＊P <0.01;与染毒组 3相比 , ##P<0.01

功能变化的敏感指标 。罗丹明 123是一种亲脂性阳离

子染料 , 能够穿透胞膜并依赖线粒体膜电位进入线粒

体基质 , Rh123进入线粒体的量与线粒体膜电位成正

比 , 因而用 Rh123的荧光强度可以反映出线粒体膜电

位水平[ 6] 。碘化丙啶则是一种亲核染料 , 但不能穿透

细胞膜 , 因此 PI可以反映出细胞的损伤情况。本研

究采用 Rh123和 PI 双染色的方法来同时反映线粒体

膜电位变化情况和细胞的存活状态 。

研究表明 , TCE可以使 KC 线粒体膜电位下降 ,

并呈剂量依赖关系。而且从细胞各群分布来看 , 随着

TCE染毒剂量的增大 , 正常细胞比例减少 , 进入早期

凋亡的细胞增多 。前期研究结果已经证实 TCE 可以

诱导体外培养的 KC损伤并发生凋亡
[ 2]

。结合本研究

结果 , 推测线粒体膜电位的下降可能参与了这一细胞

毒性作用 。因为 ΔΧm 的下降可以直接影响细胞 ATP

产生 、 Ca2+稳态并使活性氧产生增多[ 7] 。除此之外 ,

ΔΧm 下降后线粒体细胞色素 C 等蛋白释放入胞浆 ,

激活胞浆内的 caspase , 引起凋亡的发生 , 而且 ΔΧm

一旦丧失 , 细胞凋亡不可避免[ 8] 。

GBE是天然的抗氧化物质 , 其有效成分主要包括

银杏黄酮和萜烯内酯两大类物质。大量研究证明 GBE

对线粒体具有全面的保护作用 。GBE保护线粒体呼吸

功能 , 提高呼吸控制比[ 9] , 改善线粒体呼吸链酶复合

体的功能[ 10]并上调其基因表达[ 11] 。Sastre 等[ 4] 还发

现其可以阻止衰老导致的线粒体形态学改变 、线粒体

内过氧化物的形成和线粒体 DNA 的氧化性损伤。除

此之外 , GBE可以保护细胞线粒体膜电位的下降[ 3 ,12]

和膜的完整性 , 抑制线粒体细胞色素 C 的释放和细

胞凋亡的发生[ 5] 。因此 GBE 被认为是线粒体有效的

保护剂 。本研究利用不同浓度 GBE预处理 KC后再进

行TCE染毒 , 发现GBE对KC线粒体膜电位具有保护

作用 , 10 mg/L GBE就可以明显保护 TCE所致的线粒

体膜电位的下降和正常细胞进入早期凋亡状态。100

mg/L 的GBE则对线粒体膜电位和细胞凋亡转变起到

完全的保护作用。GBE 可能是 TCE 皮肤细胞毒性有

效的保护剂 , 但还需进一步的资料加以证实 。本研究
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为研制和开发皮肤防护用品提供了理论依据 。
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·病例报道·
急性三氯异氰尿酸中毒 1例报告

A case of acute trichloroisocyanuric acid poisoning

刘瑞莹1 , 胡丹丹2 , 王涤新3

(1.鞍山市职业病防治院 , 辽宁 鞍山　114014;

2.北京航天总医院 , 北京　100076;3.首都医科

大学附属朝阳医院 , 北京　100020)

　　三氯异氰尿酸是新型的含氯消毒剂 , 具有分解彻底 、 低

残留 、 易清洗等优点 , 近年来被广泛应用于医院 、 游泳池 、

餐馆等食品卫生器皿消毒。本品为低毒类物质 , 有轻度刺激

性 , 大鼠经口 LD50为 700 ～ 800 mg/ kg , 尚未见其中毒的报告。

现将使用三氯异氰尿酸消毒引发急性中毒 1 例报告如下。

1　临床资料

患者 , 男 , 55 岁 , 京郊某个体养鱼池工人 , 既往体健 ,

于 2006年 3 月 23日上午消毒鱼池时 , 将约 2 kg三氯异氰尿酸

粉末溶于 50 L清水中 , 并乘船将其洒入鱼池。工作中无任何

防护措施 , 约 30 min 后出现流泪 、 流涕 、 咳嗽 、 咳痰 , 继而

出现胸闷 、 气短 、 大汗 、 胸痛 , 送往当地医院急救。 经吸氧 、

静脉滴注维生素 C、 氟美松等对症治疗 , 病情仍无好转 , 7 h

后转北京朝阳医院急诊收住院。入院查体:R 32 次/min , BP

128/83 mmHg , 意识清 , 精神萎靡 , 急性病容 , 吸吸急促 , 不

能平卧。双肺可闻及大量湿 音 , P 86 次/min , 律齐 , 心脏

听诊各瓣区未闻及病理性杂音 , 腹软 , 肝脾未及 , 双下肢无

水肿。 急查血常规 WBC 14.3 ×109/ L;血气分析 pH 7.33 ,

PCO2 42 mm Hg , PO2 55 mm Hg , SO2 0.82;胸片示右肺上下野

及左肺中野可见大小不等的淡薄斑片影 , 边缘较模糊 , 考虑

为肺水肿。肝功能 、 肾功能 、 离子 、 血糖 、 血脂 、 尿常规检

查均正常。给予地塞米松 20 mg 静脉滴注 q d , 控制肺水肿;

间断无创呼吸机辅助通气 (IPAP 12 cm H2O , EPAP 4 cm H2O)

纠正低氧血症;左氧氟沙星 0.5g静脉滴注抗感染治疗。 3 d 后

症状明显好转 , 患者仍咳嗽 、 咳痰 , 无胸闷 , 双肺湿 音明

显减少 , 血气分析示 PCO241 mm Hg , PO287 mm Hg , SO2 0.96 ,

停用无创呼吸机通气 , 改用低流量持续吸氧;停地塞米松静

脉滴注。入院 15 d 后咳嗽 、 咳痰 、 胸闷 、 气短 、 胸痛等症状

消失 , 查体双肺呼吸音清 , 未闻及干湿 音 , 复查血常规 、

血气分析 、 胸片结果均正常 , 临床治愈出院。

2　讨论

三氯异氰尿酸有粉剂及片剂 , 目前常用的健之素片含 3%

～ 6%三氯异氰尿酸 , 消毒时配制成水溶液 , 其水溶液含游离

Cl-, 而粉剂易潮解生成 HCl。二者对皮肤 、 黏膜均有较强刺

激性。原液使用不当或误服可引起中毒 , 皮肤接触可引起红

肿 、 瘙痒;吸入后表现为咳嗽和气短 , 严重时发生肺水肿;

食入后造成黏膜腐蚀 , 剧烈灼痛 、 呕吐 、 声音嘶哑 , 咽喉部

水肿 , 严重者 2～ 3 d 后引起消化道穿孔 、 昏迷和休克。该患

者用三氯异氰尿酸粉剂直接倾倒入 50 L水中 , 配制时有白色

刺激性药雾吸入 , 其浓度为 4%, 远高于普通消毒液要求的浓

度 (0.065%～ 0.26%), 并且患者在配制消毒液及施药过程中

无任何个人防护 , 致其吸入大量三氯异氰尿酸粉末及原液挥

发出的含氯化合物 , 直接刺激呼吸道黏膜导致中毒。

本病例在治疗上及时 、 短程应用了肾上腺糖皮质激素 ,

减轻了机体对外源刺激物的反应性 , 同时给予无创呼吸机辅

助通气 、 雾化吸入 、 抗感染等综合对症治疗 , 急性肺水肿被

迅速控制 , 患者住院 15 d 后痊愈。

该例再次提示 , 使用三氯异氰尿酸时使用者应严格按照

说明配制溶液 , 同时做好个人防护 , 避免此类中毒的发生。
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