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　　摘要:目的　研究三氯乙烯 (TCE)对人角质形成细胞 (KC)一氧化氮 (NO)合成以及细胞活力的影响 , 探讨

三氯乙烯引起皮肤细胞毒性的机制。方法　体外培养的人角质形成细胞以 0.125、 0.25、 0.5、 1.0、 2.0 mmol/L浓度

的 TCE染毒 4 h, 另以诱导型一氧化氮合酶 (iNOS)抑制剂氨基胍 (AG)100 μmol/L预处理细胞 30 min后再行 TCE

处理 , 分别于染毒后 12h、 24 h、 48 h、 72 h时检测细胞上清中 NO的含量 , MTT法观察细胞活力。结果　低剂量的

TCE不引起 NO含量改变 (与溶剂对照比较 , P>0.05), 0.5、 1.0、 2.0 mmol/L浓度的 TCE染毒组 NO含量分别在染

毒后的 24h、 48 h和 72h开始升高 (P<0.05), 对应的细胞活力则相应下降 (P<0.05);AG预处理的 0.5、 1.0和

2.0mmol/LTCE染毒组在处理 48 h后 NO含量开始下降 (与对应的 TCE染毒组比较 , P<0.05), 且回复到正常溶剂

对照水平 (P>0.05), 其所对应的细胞活力逐步回升 (与对应的 TCE染毒组比较 , P<0.05)。 结论　TCE以剂量和

时间依赖方式诱导人 KC产生 NO, 而过量的 NO可能介导了 TCE的 KC细胞毒性。
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Abstract:Objective Toobservetheeffectoftrichloroethylene(TCE)onnitricoxide(NO)andcellactivityinhuman

keratinocytes(KC), andfurtherexplorethemechanismofdermatotoxicitycausedbytrichloroethylene.Methods　Culturedhu-

mankeratinocyteswereexposedto0, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mmol/Ltrichloroethylenefor4hwithorwithoutthe30min

pretreatmentwith100μmol/Laminoguanidine(AG), aspecificinhibitorofiNOS.After12h, 24h, 48hand72hincubation,

theNOconcentrationsinthemediumsweredetected, thecellviabilitywasdeterminedbyMTTtestaswell.Results Itwas

shownthattherewasnoobviousincreaseinNOlevelwhenKCtreatedwithlowerconcentrationsofTCEsuchas0.125 mmol/L

and0.25mmol/L(P<0.05, comparedwiththecontrols);whilehigherdosesofTCE(suchas0.5 to2.0 mmol/L)mightin-

ducetheriseofNOlevels(P<0.05), meanwhile, cellviabilitywasalsomarkedlydecreased.Thepretreatmentwithamin-

oguanidinemighteffectivelylowertheriseofNOlevelinhigherdosagegroupsespeciallyat48handthecellviabilitieswerealso

restoredtobaselinelevels.Conclusions TrichloroethylenecaninducekeratinocytestoproduceNOinthedose-andtime-

dependentmanner, andtheoverdoseofNOmightplayaroleinthecytotoxicityofTCEonkeratinocytes.
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　　在生产和使用三氯乙烯(trichloroethylene, TCE)过程

中 ,少数接触者会发生职业性三氯乙烯药疹样皮炎(occu-

pationalmedicamentosa-likedermatitisinducedbytrichloro-

ethylene),表现为迅速出现的表皮剥脱 、松解和皮肤细胞

的损伤 、死亡 ,而多数皮肤接触三氯乙烯的工人 ,则有不

同程度的皮肤刺激性损伤 ,其发病机制亟待探讨
[ 1, 2]
。NO

是一种由一氧化氮合酶(nitricoxidesynthase, NOS)催化

产生的具有重要生理和病理功能的信使分子 ,参与皮肤

疾病中的细胞损伤和炎症反应。NOS分为结构型 NOS

(cNOS)和诱导型 NOS(iNOS),在人角质形成细胞(kerati-

nocyte, KC)中 cNOS通常固有表达 ,催化产生少量的 NO

(pmol),对细胞产生一种生理性的保护作用;而 KC中

iNOS正常状态下多不表达 ,一经促炎性细胞因子和环境

损伤因子(如紫外线 、LPS等)刺激激活后可催化合成超

量的 NO,促进皮肤细胞损伤 ,更多地参与机体的病理过

程
[ 3, 4]
。本实验拟通过 TCE直接作用于人皮肤 KC以及

用 iNOS抑制剂氨基胍(aminoguanidine, AG)预处理细胞

再行 TCE染毒后 ,观察 TCE诱导体外培养的 KC合成 NO

的量 ,以及细胞活力的变化状况 ,探讨 TCE引起 KC细胞

毒性的作用机制。
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1　材料与方法

1.1　试剂和材料

三氯乙烯 (99.5%AR, 美国 AlfaAesar公司),

胰蛋白酶 、 DMEM、 DefinedKeratinocyte-SFM培养基

(KC专用无血清培养基)均购自 GIBCO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 , 96孔细胞培养板 (美国 Corning公司), 甲基噻

唑基四唑 (MTT)、 氨基胍 (AG)为美国 Sigma公司

产品 , NO检测试剂盒 (南京建成生物工程有限公

司), uQuabt
TM
酶标仪 (美国 Bio-Tek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次并去除皮下组织后 , 剪成 1 cm×

0.5cm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 KC, 用含 10%FBS

的 DMEM培养基于 37℃、 5%CO2条件下进行培养 ,

贴壁后换成 DefinedKeratinocyte-SFM培养基继续培

养 , 待细胞长至 80%汇合后用于实验研究。

1.3　细胞处理

调整细胞密度为 5×10
4
个 /ml, 将细胞悬液以每

孔 0.1ml接种至 96孔培养板中。实验分两组 , 染毒

组以 0、 0.125、 0.25、 0.5、 1.0和 2.0 mmol/L浓度

的 TCE染毒 4h, 弃去染毒液换新鲜培养基孵育至

12 h、 24 h、 48h和 72 h, 使用含 1%体积分数的丙

酮 (助溶剂)的培养基作为溶剂对照 , 新鲜培养基

作为空白对照 , 每个组别设 3个重复孔;AG预处理

组 , 于染毒前 30 min加入 100 μmol/L的 AG, 弃去

含 AG的培养基后 , 按上述方法染毒。

1.4　NO测定

染毒结束后每孔取细胞培养上清 0.1ml, 按照一

氧化氮试剂盒说明书测定 NO含量 。

1.5　细胞活力检测

吸去 细 胞 上 清 的 96 孔 板 , 每 孔 加 入

50 μl0.5mg/ml的 MTT工作液孵育 4 h, 加入

50 μl10%的 SDS-0.1NHCl溶液终止反应 , 置培养

箱内放置过夜后 , 酶标仪上 590 nm处测定吸光度 ,

计算细胞存活率 (细胞存活率 =处理组 A590 nm/对照

组 A590nm×100%)。

1.6　统计学处理

所有数据采用 SPSS12.0统计软件包进行录入和

处理 , 结果以x±s表示 , 统计方法采用单因素方差

分析。

2　结果

2.1　NO含量变化

1%丙酮(溶剂对照)作用于角质形成细胞 12、24、48

和72h,未见 NO活力改变 ,与空白对照组比较 ,差异无统

计学意义(P>0.05)。 0.125和 0.25mmol/LTCE组在各

时间段 NO的含量与溶剂对照组比较差异无统计学意义;

0.5和 1.0mmol/LTCE组 NO含量于染毒后 72h和 48h

开始升高 ,与对应的溶剂对照组相比 , P<0.05;2.0mmol/

LTCE组则在作用 24 h后 NO含量升高 ,与溶剂对照比

较 , P<0.05。随着 TCE浓度增加和作用时间延长 , NO含

量呈总体上升趋势。

用 AG预处理细胞 , 可以明显降低 TCE诱导的

NO的表达。作用至 48 h和 72 h, AG预处理的 0.5、

1.0和 2.0mmol/LTCE染毒组 NO含量下降 , 与对应

的 TCE染毒组比较 , P<0.05, 且回复到正常细胞水

平 (与溶剂对照相比 , P>0.05), 见表 1。

2.2　细胞活力变化

MTT法是经典的检测细胞活力的方法 ,根据 OD590nm

计算得到的细胞活力变化情况见表 1。
表 1　TCE作用KC后及 AG预处理对 NO含量和细胞活力的影响(n=3, x±s)

组别
NO含量(μmol/L)

12h 24h 48h 72h　　

细胞存活率(%)

12h 24h　 48h　 72h　　

空白对照 19.80±2.81 20.23±2.99 22.20±3.11 24.12±3.18 — —　 —　 —　

溶剂对照 19.61±2.82 20.14±3.31 23.96±3.51 24.27±3.72 96.10±5.78 93.39±5.20 94.74±5.83 94.64±7.15
0.125mmol/LTCE 19.22±2.99 21.66±2.82 24.22±3.31 25.13±4.68 99.45±4.99 97.34±7.99 90.29±8.04 88.52±7.55
0.25 mmol/LTCE 20.13±3.05 23.08±4.54 26.17±3.87 27.76±5.10 93.22±7.44 98.20±8.27 85.69±6.93 84.79±8.39

0.5mmol/LTCE 20.92±3.47 23.84±3.89 30.21±4.42 35.29±5.75＊ 91.77±8.89 90.10±7.22 83.04±7.46 80.46±5.14＊

1.0mmol/LTCE 21.38±2.95 26.34±3.55 33.59±5.54＊ 38.30±5.49＊ 92.41±8.21 87.70±8.14 80.13±7.00＊ 74.48±6.34＊

2.0mmol/LTCE 22.63±3.28 28.17±3.91＊ 35.70±6.27＊ 42.22±5.45＊＊ 89.81±7.14 80.17±7.81＊ 75.92±6.70＊ 68.87±6.32＊＊

Vehicle+100μmol/LAG 18.16±3.26 19.51±3.51 19.19±2.55 21.85±3.56 95.40±7.02 93.88±6.55 94.24±6.21 93.91±6.69
0.125mmol/LTCE+100μmol/LAG 17.83±3.09 19.86±3.10 18.89±3.09 22.20±2.11 93.37±6.55 93.66±7.43 91.53±8.51 90.85±9.56

0.25mmol/LTCE+100μmol/LAG 18.50±3.65 20.88±4.22 19.62±4.22 21.57±3.65 93.60±8.88 96.85±6.29 90.81±5.52 90.68±9.89

0.5 mmol/LTCE+100μmol/LAG 19.16±3.56 20.24±3.09 20.26±3.26# 23.58±3.51# 93.33±6.78 93.94±7.06 93.35±6.45 91.88±5.98#

1.0 mmol/LTCE+100μmol/LAG 19.84±2.55 21.92±4.99 19.93±3.10# 22.76±3.26# 95.54±5.69 92.99±7.03 91.52±6.96# 90.39±7.25#

2.0 mmol/LTCE+100μmol/LAG 20.18±2.93 22.22±3.65 22.96±4.53# 24.99±4.57# 93.28±8.06 89.24±8.64 91.34±6.84# 89.06±6.94#

　　与溶剂对照组比较, ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与对应的TCE染毒组比较 , #P<0.05
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　　0.125和 0.25 mmol/LTCE组对细胞活力无明显改

变 ,与相应的溶剂对照组比较 , P>0.05。而 0.5和 1.0

mmol/LTCE组分别在染毒 72h和 48 h后细胞活力较溶

剂对照组明显降低(P<0.05), 2.0mmol/LTCE组则在染

毒 24h后 ,细胞活力出现下降(P<0.05)。

AG对 TCE引起的细胞活力下降具有明显的保护作

用。用 AG预处理的 0.5 mmol/LTCE的染毒组在 72 h

后细胞活力上升 ,而 1.0和 2.0 mmol/LTCE组则在 48h

后细胞活力回升 ,与对应的 TCE染毒组比较 , P<0.05,且

与溶剂对照组差异无统计学意义(P>0.05)。

3　讨论

KC是皮肤表皮的重要组成细胞 , 也是外来化学

物产生皮肤损伤最早作用的靶细胞。通常 KC合成的

NO作为生物信使分子自由穿透细胞膜 , 传递信息用

以维护皮肤稳态 , 但是经内源性和外源性刺激因子刺

激后大量产生的 NO却在炎症性和免疫性皮肤细胞损

害中起着显著作用 , 而 iNOS则是体内 NO过量产生

的基础 。在某些皮肤病如银屑病 、紫外线皮肤损伤 、

遗传过敏性皮炎 、 接触性皮炎等其皮损表皮 KC的

iNOS表达异常升高 , NO大量合成 , 用 iNOS抑制剂

治疗时均有一定的疗效 , 说明 NO参与了这些疾病的

病理过程
[ 3, 5, 6]

。但是在 TCE引起的皮肤损伤以及职

业性三氯乙烯药疹样皮炎发病机制中 NO究竟发挥何

种作用尚不十分清楚 。

本实验结果显示 TCE可诱导人 KC合成 NO,且呈剂

量和时间依赖性 ,同时 NO含量的升高伴随细胞活力的下

降 ,两者有一定的相关性。研究还发现细胞活力的显著

降低仅发生在高剂量 TCE暴露所引起的 NO含量升高的

情况下 ,提示 TCE引起的 NO合成只有超过一定的阈值

才可产生细胞毒性 ,低水平的 NO不足以损伤细胞。这与

Szabo等
[ 7]
的研究结果相似。为进一步证实 NO在 KC细

胞损伤中的作用 ,本课题组使用 iNOS抑制剂 AG对细胞

进行预处理 ,结果显示处理后的细胞 NO含量下降 ,细胞

活力回复到正常水平 ,提示 iNOS抑制剂 AG可以拮抗

TCE引起的细胞损伤 ,也表明 NO在 TCE引起 KC的细胞

毒性中发挥重要作用。

关于过量 NO产生的毒作用机制 , 有学者认为

NO及其衍生物 (如 ONOO
-
)可作用于线粒体 , 破

坏线粒体结构的完整性 , 线粒体通透性转换孔

(MPTP)开放导致线粒体膜间隙促凋亡蛋白 CytC释

放 , 激活 caspase级联反应诱导凋亡
[ 8]
。 NO和

ONOO
-
还被证实可以可逆或不可逆地抑制线粒体呼

吸链的中间反应 , 干扰细胞的能量代谢 , 影响 ATP

的合成
[ 9]
。ATP合成量轻微减少且在细胞代偿范围

内 , 不影响细胞活性;细胞受损但仍可合成凋亡所需

的 ATP, 那么细胞选择凋亡的方式死亡;ATP一旦衰

竭 , 细胞将以坏死的方式消亡
[ 10, 11]

。这似乎可以解

释 NO引起细胞毒性中存在的阈值问题。本课题组前

期的研究也发现 TCE可通过线粒体途径诱使体外培

养的 KC发生损伤和凋亡
[ 12]
, 结合本次研究结果可

推测 , TCE促使 KC催化产生大量的 NO, NO以及在

氧化状态下转化生成的衍生物作用于线粒体 , 导致线

粒体功能紊乱从而介导 TCE对 KC的细胞毒性 。当然

NO引起的细胞损伤是一个复杂的网络调控过程 , NO

生物学作用的广泛性和两面性使其作用机制更加复杂

化 , 阐明 NO在 TCE诱导的 KC细胞毒性中的作用还

需要做大量的工作。

参考文献:
[ 1] 黄汉林 , 李来玉 , 陈秉炯.广东省三氯乙烯职业危害新问题研究

进展 [ J] .中国职业医学 , 2002, 29 (3): 2-3.

[ 2] 徐新云.职业接触三氯乙烯的皮肤损害特点及诊断探讨 [ J] .中

国公共卫生 , 2004, 20 (2):251-252.

[ 3] PaunelAN, DejamA, ThelenS, etal.Enzyme-independentnitric

oxideformationduringUVAchallengeofhumanskin:characteriza-

tion, molecularsources, andmechanisms[ J] .FreeRadicBiol

Med, 2005, 38 (5):606-615.

[ 4] NakaiK, KadiiskaMB, JiangJJ, etal.Freeradicalproductionre-

quiresbothinduciblenitricoxidesynthaseandxanthineoxidaseinLPS-

treatedskin[ J] .ProcNatlAcadSciUSA, 2006, 103 (12):

4616-4621.

[ 5] OrmerodAD, WellerR, CopelandP, etal.Detectionofnitricox-

ideandnitricoxidesynthasesinpsoriasis[ J] .ArchDermatolRes,

1998, 290 (1-2):3-8.

[ 6] RossR, Reske-KunzAB.TheroleofNOincontacthypersensitivity

[J] .IntImmunopharmacol, 2001, 1 (8):1469-1478.

[ 7] Szabó E, VirágL, BakondiE, etal.Peroxynitriteproduction,

DNAbreakage, andpoly(ADP-ribose)polymeraseactivationina

mousemodelofoxazolone-inducedcontacthypersensitivity[ J] .JIn-

vestDermatol, 2001, 117 (1): 74-80.

[ 8] BrǜneB, ZhouJ, VonKnethenA.Nitricoxide, oxidativestress,

andapoptosis[ J].KidneyIntSuppl, 2003, (84):S22-24.

[ 9] PiantadosiCA, TatroLG, WhortonAR.Nitricoxideanddifferen-

tialeffectsofATPonmitochondrialpermeabilitytransition[ J] .Nitric

Oxide, 2002, 6 (1): 45-60.

[ 10] BrownGC.Nitricoxideandmitochondria[ J] .FrontBiosci,

2007, 12: 1024-1033.

[ 11] NakagawaT, ShimizuS, WatanabeT, etal.Cyclophilindepend-

entmitochondrialpermeabilitytransitionregulatessomenecroticbut

notapoptoticcelldeath[ J].Nature, 2005, 434 (7033): 652-

658.

[ 12] ZhuQX, ShenT, TuDY, etal.Protectiveeffectsofginkgobi-

lobaleafextractsontrichloroethylene-inducedhumankeratinocytecy-

totoxicityandapoptosis[ J].SkinPharmacolPhysiol, 2005, 18

(4): 160-169.

·81·　　中国工业医学杂志　2008年 4月第 21卷第 2期　　ChineseJIndMed　April2008, Vol.21 No.2


