
许多学者在探讨胆碱酯酶 、 单胺氧化酶等与黑色素合成的关

系 , 提出交感神经兴奋性增加 , 可能导致褪黑激素等介质的

释放增加 , 使黑色素合成减少;另一方面交感神经兴奋可能

会导致单胺氧化酶活性增加 , 进而出现过氧化氢聚集导致黑

色素合成减少。 组织病理学结果显示皮肤表皮基底层 、 棘层

可见黑染的黑色素细胞 , 但数量较对照组明显减少 , 毛囊内

黑色素表达下降 , 部分毛囊无着色 , 与对照组比较 , 差异有

统计学意义。该结果与文献中报道对叔丁基酚有脱色作用相

一致 , 说明接触或使用含酚制品的个人中可出现色素脱

失斑 [ 4, 5] 。

对叔丁基酚作为重要的精细化工中间体 , 广泛用于制造

表面活性剂 、 紫外线吸收剂 、 农药以及油溶性酚醛树脂等产

品 , 市场的需求量很大。 此外 , 本品还可用于光气法制碳酸

酯反应的终止剂 、 环氧树脂的改进 、 二甲苯树脂改性 、 聚

氯乙烯稳定剂的原料 、紫外线吸收剂 、表面活性剂等 [ 6] 。因其

涉及行业广泛 , 接触人员众多 , 故职业危害也比较大 , 本实

验结果为现场病例观察及制定防御措施提供了理论依据。
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　　摘要:甲醛在人群的暴露非常普遍 , 国内外已经有许多

证据证实 , 甲醛可以通过直接或者间接的作用 , 造成免疫系

统的损害。本文通过体外实验方法 , 观察甲醛对 T、 B淋巴细

胞和细胞因子的毒性效应 , 探讨甲醛免疫毒性机制。
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甲醛是室内空气污染首要污染物 , 众多研究证实甲醛对

其暴露者的健康危害很多 , 国内外已经有许多证据表明 , 甲

醛可以通过直接或者间接的作用 , 造成免疫系统的损害。

Wantke等研究表明 , 甲醛可以增加学龄儿童 IgE的产生 [ 1] ,

动物实验也证实甲醛可能对免疫器官 、 免疫细胞执行应答的

功能产生影响 [ 2] 。本文拟通过体外实验方法 , 观察甲醛对体

外培养小鼠脾脏 T、 B淋巴细胞和细胞因子的毒性效应 , 进一

步探讨甲醛免疫毒性机制。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

试剂:甲醛 (分析纯)用双蒸水配制成 0、 0.16、 0.8、

4、 20、 100、 500 μmol/L浓度备用 , Hanks液 (pH7.2),

1640完全培养液 (含 10%小牛血清 、 青霉素 100 U/ml、 链霉

素 100 μg/ml)。 IL-4和 IFN-γELISA试剂盒为国外分装。主

要仪器:CO2培养箱 (德国 Heraeus公司 HERAcell150), 超

净工作台 (苏州净化设备有限公司 SW-CJ-1D), 倒置显微镜

(Nikon公司 T5100), 酶标仪 (美国伯乐 BIO-RAD680型)。

1.2　动物分组与染毒

实验动物:健康成年 ICR清洁级昆明种小鼠 15只 , 体重

(20±2)g, 由中国医科大学实验动物中心提供 , 自由饮食进

水 , 自然光照。 实验分组:培养液中加入终浓度分别为 0

(对照组)、 0.16、 0.8、 4、 20、 100、 500 μmol/L甲醛 , 处理

细胞至实验结束。

1.3　测定指标

1.3.1　T、 B淋巴细胞转化实验　拉颈处死小鼠 , 打开腹腔 ,

无菌取出小鼠脾脏 , 收集分离脾细胞 , 加入 ConA使每孔最终

浓度为 5 μg/ml和 LPS使每孔最终浓度为 20 μg/ml(ConA和

LPS分别刺激 T、 B淋巴细胞增殖), 并加入甲醛使其最终浓

度为 0、 0.16、 0.8、 4、 20、 100、 500μmol/L。 每组平行做 6

孔 , 置于 37℃、 5%CO2 条件下培养 48 h, 在培养细胞中加

入 MTT液 (10μl/well), 继续培养 4 h, 小心吸弃上清 , 每孔

加入二甲基亚砜 (DMSO)液 (100 μl/well), 将培养板置于

微孔板振荡器上振荡 10 min, 酶标仪 570 nm波长检测各孔

OD值 , 计算淋巴细胞增殖指数:

增殖指数 (SI) =染毒孔的 A值 /对照孔的 A值

1.3.2　INF-γ和 IL-4分泌水平测定　收集分离脾细胞 , 加入

甲醛 使其 最终 浓度 为 0、 0.16、 0.8、 4、 20、 100、 500

μmol/L, 加入 ConA使每孔最终浓度为 5 μg/ml, 置于 37 ℃、

5%CO
2
条件下培养 48 h, 离心收集上清液 , 用双抗体夹心
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ELISA试剂盒分别检测 IL-4和 IFN-γ的水平。酶标仪 450 nm

处测定 OD值。结果应用 SoftMaxPro4.3.1LS软件分析 , 绘制

标准曲线 , 计算细胞因子含量 (pg/ml)。

1.4　统计方法

所有数据均用均数 ±标准差 (x±s)表示。 实验数据采

用 SPSS13.0进行统计处理 , 组间差异采用 One-wayANOVA

分析 , 之后采用 SNK法进行两两比较 , 检验水准 α=0.05。

2　结果

2.1　甲醛体外染毒对 T和 B淋巴细胞增殖的影响

甲醛作用 48h, 细胞增殖实验结果显示 , 与对照组相比 ,

500、 100、 20、 4和 0.8 μmol/L剂量组对 T淋巴细胞的增殖

能力显著抑制 (P<0.05) (图 1);但仅 500 μmol/L剂量组

对 B淋巴细胞的增殖能力显著抑制 (P<0.05)(图 2)。

2.2　IFN-γ和 IL-4分泌水平的比较

与对照组相比 , 甲醛作用 48 h, 100、 20 μmol/L剂量组

体外染毒脾培养上清中 IL-4的分泌水平升高 (P<0.05), 4

μmol/L剂量组培养上清中 IFN-γ的分泌水平升高 (P<

0.05), 其它剂量组分泌水平并没有出现明显的变化;各组脾

培养上清中 IFN-γ/IL-4比值同对照组相比有下降趋势 , 但差

异无统计学意义 (见表 1)。

3　讨论

T、 B细胞是机体中承担特异性细胞免疫应答 、 体液免疫

应答以及进行免疫调节的主要细胞 , T淋巴细胞转化是反映

细胞免疫功能的重要指标之一。本次实验中甲醛各染毒剂量

组小鼠脾 T淋巴细胞转化功能随甲醛染毒剂量的升高呈明显

下降趋势 , 有研究发现当机体接触甲醛以后 , 可以出现 T淋

巴细胞的数目显著下降 , 增殖能力以及功能下降 [ 3 , 4] , 甲醛对

表 1　不同剂量甲醛对脾培养上清 IFN-γ和 IL-4分泌水平影响

染毒剂量 (μmol/L) IFN-γ(pg/ml) IL-4 (pg/ml) IFN-γ/IL-4

0 60.12±7.87 90.58±20.11 0.67±0.08

0.16 57.37±8.53 121.86±30.10 0.55±0.23

0.8 64.88±5.34 123.53±37.77 0.46±0.07

4 72.90±9.78＊ 102.41±24.12 0.80±0.28

20 58.15±5.34 141.56±19.93＊ 0.43±0.03

100 61.69±2.43 138.85±43.87＊ 0.52±0.26

500 66.60±2.35 129.96±9.02 0.51±0.03

　　注:与对照组比较 , ＊P<0.05。

　　淋巴细胞转化功能的抑制 , 表明甲醛可抑制 T淋巴细胞

的免疫功能 , 对 T淋巴细胞有直接抑制作用。体液免疫是由

B细胞识别抗原而导致抗体产生的过程 , 是机体免疫防御的

重要组成部分。本实验表明甲醛作用 48 h, 仅 500 μmol/L剂

量组对 B淋巴细胞的增殖能力显著抑制 , 甲醛对 B细胞是否

有直接的抑制作用及其机制如何有待进一步研究。

在适应性免疫应答中 , Th1细胞和 Th2细胞应处于相对

平衡状态。许多疾病的发生和结局与 Th1细胞 /Th2细胞失衡

有直接关系。本研究发现 , 甲醛可诱导 Th2细胞产生 IL-4的

能力增强 , Th1产生的 IFN-γ的水平并没有出现明显的变化 ,

同 Hilton研究一致 [ 5] , IFN-γ/IL-4比值下降 , 从而导致机体

Th1/Th2功能失调 , 产生免疫紊乱。可见甲醛可引起 Th1/Th2

细胞的分泌细胞因子的功能产生障碍 , 从而导致免疫病理学

反应 [ 6] 。

不过 , 由于甲醛对免疫系统的影响是一种综合性的复杂

作用 , 同时存在实验条件和个体的差异 , 因此对甲醛造成的

免疫系统损伤及其机制需要更加深入的研究。
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