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　　摘要:目的　探讨氧化应激在三氯乙烯 (trichloroethylene, TCE)致敏豚鼠肝损伤中的作用。方法　选用体重

250 ～ 300g的白色雌性豚鼠 , 随机分成空白对照组 , 溶剂 (橄榄油)对照组 , TCE处理组。根据豚鼠最大值实验

(guineapigmaximizationtest, GPMT)方法处理豚鼠。按照 《化学品毒性鉴定技术规范》 的评分标准对动物的皮肤反

应进行评分 , 评分≥1的判为致敏。在终末激发后 24h和 72h取材 , 对肝组织进行病理学检查 , 并分别测定血清中丙

氨酸氨基转移酶 (ALT)、 天门冬氨酸氨基转移酶 (AST)和白蛋白 (ALB)和肝脏中的丙二醛 (MDA)含量 、 超氧

化物歧化酶 (SOD)活力。结果　TCE处理组致敏率为 65.38%。 TCE致敏 72h组中见到较多肝细胞水肿 , 并有胞核

破裂消失。TCE致敏 72h组 ALT和 AST水平比 TCE致敏 24h组和 TCE未致敏 72h组升高 , 差异有统计学意义 (P<

0.05);TCE致敏 72 h组 ALB水平比溶剂对照组和 TCE未致敏 72 h组降低 , 差异有统计学意义 (P<0.05)。 TCE致

敏 24h和 72 h组肝 MDA含量与溶剂对照组相比明显升高 , 且差异有统计学意义 (P<0.05);TCE致敏 24 h组肝

SOD活力与溶剂对照组相比较明显降低 , 差异有统计学意义 (P<0.05), 而 TCE致敏 72h组肝 SOD活力与溶剂对照

组相比较明显升高 , 差异有统计学意义 (P<0.05)。 结论　TCE可引起致敏豚鼠肝损伤 , 氧化应激在肝损伤中发挥

一定的作用。
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Abstract:Objective　ToInvestigatetheeffectofoxidativestressonliverdamageintrichloroethylene(TCE)sensitized

guineapigs.Methods　 Whitefemaleguineapigs(250— 300 g)wererandomlydividedintoblankcontrolgroup, solvent

(oliveoil)controlgroupandTCEtreatmentgroup.GuineapigsweretreatedwithGuineaPigMaximizationTest(GPMT).Ac-

cordingto“ChemicalToxicityAppraisalTechnologyStandard”, theanimalwasconsideredassensitizediftheskinreactionscore

wasgreaterthanorequalto1.Theliversamplesweretakenat24 hand72hafterlaststimulationrespectively, thenperformed

pathologicalexaminationsanddetectedAST, ALTactivitiesandALBlevelsinserum, andMDAlevel, SODactivityinliver

withkits.Results　 Thesensitizationratewas65.38% inTCEtreatmentgroup.RatsinTCEsensitized72 hgroupcouldbe

seenmorecellularedemainliver, andsomenucleusruptureoreffacement.ThelevelsofALTandASTwereincreasedsignifi-

cantly(P<0.05)comparedwithTCEsensitized24hgroupand72 hTCEun-sensitizedgroup;whilethelevelofALBwasde-

creasedsignificantly(P<0.05)comparedwithTCEsolventcontrolgroupandTCEun-sensitized72 hgroup.TheMDAlevels

inliverofboth24hand72 hTCEsensitizedgroupsweresignificantlyhigher(P<0.05)comparedwithsolventcontrolgroup;

theSODactivityoftheliverinTCEsensitized24hgroupwasdecreasedcomparedwiththecontrolgroup, whiletheSODactivity

ofliverinTCEsensitized72 hgroupwassignificantlyhigher(P<0.05).ConclusionTCEcancauseliverinjuryinsensitized

guineapigs, theoxidativestressplayssomeroleinliverinjurybyTCE.

Keywords:trichloroethylene(TCE);oxidativestress;superoxidedismutase(SOD);malondialdehyde(MDA)

　　近年来职业性 TCE中毒时有发生 , TCE的职业 暴露主要通过呼吸道吸入和皮肤的直接接触 。 TCE

可引起皮肤 、肝脏 、 肾脏等多脏器及神经系统的损

害
[ 1, 2]
, 高浓度 TCE暴露可造成人体肝脏等器官的损

害
[ 3]
。有研究表明 , 接触低浓度 TCE, 可使脂质过

氧化作用加强 , 脂质过氧化产物增多 , 同时刺激机体

抗氧化酶系统 , 使机体抗氧化物酶系统反应性升高 ,

呈现一种应激状态
[ 4]
。目前对于三氯乙烯致敏豚鼠

肝损伤的机制还不太清楚 , 因此本研究按照豚鼠最大
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值实验 (GPMT)建立 TCE动物致敏模型 , 通过对肝

组织进行病理学检查 , 并分别测定血清中丙氨酸氨基

转移酶 (ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶 (AST)、 白

蛋白 (ALB)和肝脏中的 MDA含量 、 SOD活力 , 探

讨氧化应激在 TCE致敏豚鼠肝损伤中的作用。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

三氯乙烯 、 弗氏完全佐剂 (FCA, 美国 Sigma公

司产品), 十二烷基硫酸钠 (SLS)、 2 , 4-二硝基氯苯

(DNCB, 日本产品 , 上海化学试剂采购站进口分

装), 橄榄油 (中国医药上海化学试剂公司产品),

超氧化物歧化酶 (SOD)测试盒和丙二醛 (MDA)

测试盒 (南京建成生物工程研究所)。低温高速离心

机 (德国 HettichUniwersal320/320R), 酶标仪 (美

国 BioTek公司产品 ), 全自动生化分析仪 (瑞士

Roche公司 ModularDPP), 生物图像分析系统 (Ni-

kon-Eclipse-80i生物显微镜)。

1.2　实验方法

1.2.1　实验动物分组和处理　选用体重为 250 ～ 300g

的白色雌性豚鼠适应性饲养 5 ～ 7d, 选取健康动物随

机分成空白对照组 (5只)、溶剂对照组 (5只)和

TCE处理组 (26只)。用 GPMT方法建立动物致敏模

型 , 并在终末激发后依据致敏结果以及取材时点的不

同 (分别在 24 h和 72 h取材), 将 TCE处理组分为

TCE致敏 24 h组 、 TCE致敏 72 h组和 TCE未致敏

24 h组 、 TCE未致敏 72 h组。实验前通过预实验确

定 TCE诱导及激发浓度 , 并在实验前 24 h, 用小型

电动剃刀剔去豚鼠颈背部被毛 , 面积 4 cm×6 cm。

第 1天 TCE实验组注射 5% TCE(TCE∶橄榄油 =

5∶95)进行初次致敏 , 空白对照组不做任何处理 ,

溶剂对照组注射橄榄油;第 8天 , TCE组用 40%

TCE涂皮 , 然后用两层纱布 , 一层玻璃纸覆盖 , 无

刺激胶布封固 48 h进行第 2次诱导致敏 , 空白对照

组仅用赋形剂作诱导处理 , 溶剂对照组涂橄榄油。 48

h后用生理盐水溶液清洗;第 15天 , TCE组用 20%

TCE涂抹进行激发 , 方法同上 。 24 h后用生理盐水

溶液清洗 , 观察皮肤反应 。实验结束时心脏采血 , 处

死动物无菌取肝组织 。

1.2.2　视觉评分　末次激发后 24h依据 《化学品毒

性鉴定技术规范 》 (卫监督发 【2005】272号)中皮

肤致敏反应实验评分标准:无反应为 0分;散在或小

块红斑为 1分;中度弥漫的红斑 、轻度水肿为 2分。

观察和记录受试区的皮肤反应情况并进行拍照 , 对皮

肤反应进行评分 。当受试样品组动物皮肤反应积分≥

1时 , 应判为皮肤致敏反应阳性。

1.2.3　肝组织病理学检查 　实验完毕 , 处死动物 ,

迅速取下肝脏 , 除去脂肪以及结缔组织 , 浸泡于

10%福尔马林固定 , 脱水 , 石蜡包埋 。组织蜡块在切

片机下连续切片 , 厚度为 3 μm, 进行 HE染色。由

安徽医科大学病理教研室医师读片。

1.2.4　肝功能指标 ALT、 AST、 ALB的测定　心脏

采血后 , 3 000 r/min, 离心 15 min, 取血清 , 在全自

动生化分析仪上检测 。

1.2.5　肝组织匀浆液的制备　取肝组织块 0.2 g,

用移液管量取 0.86%冷生理盐水 , 生理盐水的体积

总量应该是组织块重量的 9倍 , 将剪碎的组织倒入玻

璃匀浆管中制成匀浆 , 将制备好的 10%匀浆用低温

离心机 2 000r/min, 4 ℃, 离心 10 min, 将离心好的

匀浆弃沉淀取上清 , 分装待用 。

1.2.6　肝组织匀浆中 MDA含量 、 SOD活力测定　

取肝组织匀浆离心后的上清 100 μl, 按 MDA试剂盒

说明书操作 。将肝组织匀浆离心后的上清稀释到浓度

为 1%, 取 10μl, 按 SOD试剂盒说明书操作。采用

考马斯亮蓝法测定肝组织蛋白含量 , 通过计算即可求

出被测样品中 MDA含量及 SOD活力 。

1.3　统计学分析

数据录入到 Excel数据库中 , 用 SPSS13.0软件

进行分析 , 所有计量资料均以 x±s表示 , 各组间的

差异用单因素方差分析 , 采用 LSD法 , 检验水准取 α

=0.05。

2　结果

2.1　皮肤反应视觉评分结果

本次致敏实验中 , 空白对照组和溶剂对照组均未

见红斑或水肿;TCE处理组 26只豚鼠有 17只致敏 ,

致敏率 65.38%。

2.2　肝脏组织病理学改变

空白对照组 、 溶剂对照组豚鼠肝细胞排列整齐 ,

胞质均匀 , 胞核大而圆 , 核仁明显 , 核膜清晰;TCE

未致敏组能偶见肝细胞水肿;TCE致敏 24h组中能够

见到少量肝细胞水肿;TCE致敏 72 h组中能够见到较

多肝细胞水肿 , 并有胞核破裂消失。见图 1 (封三)。

2.3　肝功能指标的测定

溶剂对照组肝功能各指标与空白组相比 , 差异无

统计学意义(P>0.05);TCE致敏 24 h、 72h组 ALT

水平与溶剂对照组相比升高 , 差异有统计学意义 (P

<0.05);TCE致敏 72 h组 ALT和 AST水平比 TCE

致敏 24 h组和 TCE未致敏 72h组升高 , 差异有统计

学意义 (P<0.05);TCE致敏 72 h组 ALB水平比溶
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剂对照组和 TCE未致敏 72h组降低 , 差异有统计学

意义 (P<0.05)。见表 1。
表 1　肝功能测定结果 (x±s)

组　别 ALT(IU/L) AST(IU/L) ALB(g/L)

空白对照组 58.50±5.56 61.50±3.11 28.07±3.40

溶剂对照组 60.40±6.42 62.80±3.96 28.75±2.30

TCE致敏 24h组 87.80±6.87a 85.68±3.99 27.32±3.60

TCE未致敏 24h组 62.16±5.19 64.00±3.61 28.73±2.30

TCE致敏 72h组 107.60±6.41abc 114.92±9.25abc 24.30±4.11ab

TCE未致敏 72h组 64.83±6.11 63.85±6.94 29.17±1.03c

　　注:a, 与溶剂对照组相比 , P<0.05;b, 与相应时点 TCE未致

敏组相比 , P<0.05;c, 与 TCE致敏 24h组相比 , P<0.05。

2.4　各组动物肝组织匀浆中 MDA含量

多个剂量组比较前先进行方差齐性检验 , 结果显

示 , 溶剂对照组肝组织匀浆中 MDA含量与空白对照

组相比 , 差异无统计学意义 (P>0.05);TCE致敏

24 h和 72 h组肝 MDA含量与溶剂对照组相比较差异

有统计学意义 (P<0.05)。在 24 h和 72 h, TCE致

敏组与未致敏组比较 , 差异有统计学意义 (P<

0.05);未致敏组与溶剂对照组比较 , 差异无统计学

意义 (P>0.05)。见表 2。

2.5　各组动物肝组织匀浆中 SOD活力

溶剂对照组肝组织匀浆中 SOD活力与空白对照

组相比 , 差异无统计学意义 (P>0.05)。 TCE致敏

24 h组肝 SOD活力与溶剂对照组相比较明显降低 ,

差异有统计学意义 (P<0.05);TCE致敏 72 h组肝

SOD活力与溶剂对照组相比较明显升高 , 差异有统

计学意义 (P<0.05)。在 24 h和 72 h两个时点 , 致

敏组与未致敏组比较 , 差异有统计学意义 (P<

0.05);未致敏组与溶剂对照组比较 , 差异无统计学

意义 (P>0.05)。见表 2。
表 2　不同组别豚鼠肝组织匀浆中 MDA含量

和 SOD活力 (x±s)

组　别 MDA(nmol/mgprot) SOD(U/mgprot)

空白对照组 0.305±0.061 12.633±0.594

溶剂对照组 0.306±0.019 12.429±1.136

TCE致敏 24h组 0.409±0.025ab 8.277±0.278ab

TCE未致敏 24h组 0.318±0.024 12.553±2.408

TCE致敏 72h组 0.522±0.096ab 17.122±2.525ab

TCE未致敏 72h组 0.315±0.071 12.611±2.221

　　注:a, 与溶剂对照组相比 , P<0.05;b, 与相应时点 TCE未致

敏组比较 , P<0.05。

3　讨论

TCE作为一种常用的工业有机溶剂 , 其对机体

的毒性很早就被学者们发现和研究证实 , TCE所致

的接触工人皮肤损伤的报道也越来越多 , 其中个别病

例甚至会发生严重的 TCE药疹样皮炎 (dermatitisme-

dicamentosa-likeoftrichloroethylene, DMLT)。同时近

年来还发现不少死亡病例的病因与严重的肝损伤引起

的多脏器功能衰竭有关 , 因此由 TCE致敏引起的肝

损伤引起了人们的高度重视 。根据对 TCE药疹样皮

炎病例的资料调查发现 , TCE药疹样皮炎的病人常

常伴有严重肝损伤 , 而肝损伤是引起多脏器衰竭导致

死亡的主要原因。有资料表明长期接触低剂量 TCE

对作业工人有脂质过氧化作用
[ 5]
。本课题组

[ 6 ～ 8]
前期

通过体外实验研究 TCE对正常人角质形成细胞 (nor-

malhumanepidermalkeratinocytes, NHEK)氧化应激

的影响 , 结果发现 NHEK细胞内的氧化应激代谢产

物 MDA含量随着 TCE浓度的增加明显上升 , 而超氧

化物歧化酶 (SOD)的活性随 TCE浓度的增加则明

显下降 。已有资料表明 TCE可引起肝脏脂质过氧化

并造成肝损害
[ 9, 10]

。所以在 TCE所致的肝损伤中 ,

可能是多种因素共同作用的结果 , 氧化应激在其中可

能也起到一定的作用 。

脂质过氧化 (LPO)是指在不饱和脂肪酸

(PFUA)中发生的一系列自由基反应 , 与某些疾病

的发生发展及衰老等有很大关系。当环境中的物理因

素或外源化学物质直接或间接诱导产生的大量自由基

超过了机体的清除能力 , 或内源性自由基产生和清除

失去平衡 , 就会使机体处于氧化应激 , 进而造成机体

的损害 。SOD是一种重要的抗氧化酶 , 它对机体的

氧化与抗氧化平衡起着至关重要作用 , SOD活力的

高低间接反映了机体清除自由基的能力 。而 MDA是

重要的脂质过氧化产物之一 , 测定 MDA的量可以反

映机体内脂质过氧化反应的程度 , 间接反映出细胞损

伤的程度。

本研究结果显示 , TCE致敏 72 h组 ALT和 AST

水平比 TCE致敏 24 h组和 TCE未致敏 72 h组升高 ,

差异有统计学意义 (P<0.05);TCE致敏 72 h组

ALB水平比溶剂对照组和 TCE未致敏 72 h组降低 ,

差异有统计学意义 (P<0.05)。转氨酶是反映肝细

胞损伤的指标 , 白蛋白水平则代表肝脏的合成功能 ,

这说明 TCE致敏组出现肝损伤且肝损伤的程度在末

次激发到致敏后 72 h是逐步加重的 。此外 , 肝组织

病理检查结果显示 , TCE致敏 24 h组中能够见到少

量肝细胞水肿 , 而 TCE致敏 72 h组中则见到较多肝

细胞水肿 , 并有胞核破裂消失 , 进一步说明了 TCE

致敏豚鼠肝损伤的程度是逐步加重的 。但肝损伤的程

度在 TCE致敏 72h后会不会减轻 , 这将是本课题组

下一步的研究方向。 TCE致敏 24h和 72 h组肝 MDA

含量与溶剂对照组相比明显升高 , (下转第 450页)

·408· 中国工业医学杂志　2010年 12月第 23卷第 6期　　ChineseJIndMed　Dec2010, Vol. 23 No.6　　



度的去人格化 、 52.32%的医护人员存在高度的低个人成就

感 , 表明该医院护士体验了高度的职业倦怠 , 印证了护士属

于高压力职业的结论 [ 5] 。护理工作的性质及特点决定了护士

的巨大工作压力 , 而高强度的工作压力会使护士产生职业倦

怠。随着社会对护理工作的要求不断提高 , 她们每天除了付

出大量的体力与脑力劳动外 , 还得不到足够的理解和支持 ,

加之医院每个月对护士业务素质进行考核测评 , 使原本工作

压力较大的护士感到更加紧张 , 加重了职业倦怠的体验。

3.2　压力源对护士职业倦怠状况的影响

多因素分析结果显示 , 工作压力源 (工作量大 、 角色模

糊 、 人际关系紧张等)与职业倦怠状况有关 , 工作压力越大 ,

护士的情绪耗竭和去人格化程度越高 , 即个体倦怠感越重。

李晓雯等 [ 6] 、 吴惠娟 [ 7]等研究也得出了相同的结果。在护理

工作中 , 如果护士对自己角色存在不确切的感知 , 对工作的

要求 、 自己的职责不太清楚 , 加上工作量大 , 平时还要常常

面对病人 、 家属的过高要求 , 则极易产生职业倦怠。再如儿

科护士面对患儿哭闹 、 配合差 、 家长溺爱和焦急心理 , 急诊

科护士面对的多为危重病人 , 加重了护士的紧张感和消极心

理 , 再者患者家属在紧急危重情况下常提出一些无理要求和

出现语言过激的情况 , 这会使护士产生消极情绪 , 表现为工

作效率低 、 情绪低下 、 个体无成就感等 , 且加重护士的职业

倦怠程度。李小光 [ 8]等研究显示角色模糊对情绪衰竭有较强

的预测作用。

3.3　人格特征和应对方式对职业倦怠的影响

护士人格特征 (认为护理工作有意义 、 把复杂工作看作

个人能力的挑战 、 坚信努力可改变现状)越积极 , 越不易产

生职业倦怠或倦怠水平降低。积极人格特征和收入满意度 、

社会支持 、 护理工作认可度高 , 会使其积极投身工作中 , 缓

解护士的情感衰竭;积极人格特征 、 社会支持 、 积极的应对 、

收入满意度的提升可降低去人格化程度 , 如果工作的目的除

了实现个人价值外 , 就是获得工资养家糊口 , 再面对较低的

收入 , 没有家人和朋友的支持鼓励和开导 , 就会产生离职想

法 , 对工作产生倦怠感 , 影响工作效率和质量。积极的人格

特征和应对方式可提升个人成就感。

本研究结果显示 , 该医院护理人员职业倦怠情况较为普

遍 , 管理者应采取相应措施缓解护士的职业倦怠程度。为此

提出如下措施 , 护理人员应正确评估自己 , 不断加强学习 ,

提升职业心理素质;医院加强科学管理 , 建立规范的工作流

程 , 减少护士的超负荷工作。同时应采取各种措施提高护士

对工作的满意度 , 以降低护士工作倦怠的程度。
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差异有统计学意义 (P<0.05);TCE致敏 24 h组肝

SOD活力与溶剂对照组相比较明显降低 (P<0.05),

而 TCE致敏 72 h组肝 SOD活力与溶剂对照组相比较

明显升高 (P<0.05), 说明 TCE可引起致敏豚鼠肝

脏发生氧化应激反应 , 这与张锦周等
[ 9]
研究结果一

致 。至于 TCE致敏 72h组肝 SOD的活力升高 , 可能

是三氯乙烯在肝脏被代谢形成的自由基的刺激而表现

出来的一种反应性升高 。本次实验可以说明 , TCE

可引起致敏豚鼠肝损伤 , 氧化应激在三氯乙烯致敏豚

鼠肝损伤中发挥一定的作用。
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