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二氯乙烯对体外培养人皮肤角质形成细胞的氧化损伤作用
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　　摘要:目的　探讨二氯乙烯 (dichloroethylene, DCE)对体外培养的人皮肤角质形成细胞 (keratinocyte, KC)的

氧化损伤作用。方法　使用 2.800、 1.400、 0.700、 0.350、 0.175 mmol/L的 DCE对体外培养的人 KC染毒 4 h, 检测

细胞活力和细胞内 MDA、 ROS含量 、 SOD活性 , 以及线粒体内 8-羟基脱氧鸟嘌呤 (8-hydroxy-2-deoxyguanosine, 8-

OHdG)水平。结果　经不同浓度 DCE作用 4 h后 , 细胞活力无明显改变。随着 DCE浓度升高 , 细胞内 MDA和 ROS

水平呈上升趋势 , 而 SOD活性呈下降趋势 , 与溶剂对照组相比较差异有统计学意义;线粒体内 8-OHdG水平也随着

DCE浓度增加而呈现上升趋势。结论　DCE对人 KC有氧化损伤作用。
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Oxidativedamageonculturedhumankeratinocytesinducedbydichloroethylene
DINGRui, ZHUQi-xing

(DepartmentofOccupationalandEnvironmentalHealth, SchoolofPublicHealth, AnhuiMedicalUniversity, Hefei230032,

China)

Abstract:ObjectiveToexploretheoxidativedamageonculturedhumankeratinocytes(KC)inducedbydichloroethylene

(DCE).MethodsCulturedhumanKCwereexposedto2.800, 1.400, 0.700, 0.350and0.175 mmol/LofDCEfor4hours,

thencellularviability, levelsofMDAandROSandactivitiesofSODincells, aswellas8-OHdGlevelsinmitochondriawereall

determined.ResultsComparedtothecontrolgroup, thecellularviabilityinDCEexposedgroupsdidnotsignificantlychange,

however, cellularlevelsofMDAandROS, and8-OHdGlevelsinmitochondriawereincreasedsignificantly, whereasactivities

ofSODdecreasedsignificantly.ConclusionDCEcouldinduceoxidativedamageinculturedhumanKC.
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　　二氯乙烯 (dichloroethylene, DCE)是聚合塑料

生产过程中常见的一种单体 , 也是三氯乙烯或四氯乙

烯常见的一种分解产物
[ 1, 2]
, 在环境中广泛存在。由

于其分子量相对较小 , 且具有较强的疏水性 , 故有经

过皮肤吸收的可能
[ 3]
。有研究对 DCE通过免疫反应

机制造成皮肤损害进行了探讨 , 却得出了阴性结

论
[ 4]
。本次研究以 DCE作用于体外培养的人皮肤角

质形成细胞 (keratinocyte, KC), 探讨其通过氧化损

伤引起皮肤细胞损害的可能性 。

1　材料与方法

1.1　试剂与材料

DMEM培养基和 Keratinocyte-SFM培养基 (Cat.

No.17005)为 Gibco公司产品;24孔培养板和 96

孔培养板为 Corning公司产品;DCE和 MTT为 Sigma

公司产品 , 实验过程中 DCE用丙酮作为助溶剂 , 丙

酮在培养液中终浓度为 0.1%;丙二醛 (malondialde-

hyde, MDA)和超氧化物歧化酶 (superoxidedis-

mutase, SOD)试剂盒为南京建成生物研究所产品 ,

8-羟基脱氧鸟嘌呤 (8-hydroxy-2-deoxyguanosine, 8-

OHdG)试剂盒购自日本 JaICA公司 。鼠尾胶原根据

文献 [ 5] 的方法制备 。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　根据本课题组建立的人皮肤角质

形成细胞培养方法进行细胞原代培养
[ 6]
。待细胞

80%融合后 , 收集细胞 , 以 2×10
5
/孔转种至预铺鼠

尾胶原的 24孔培养板 , 改用无血清 Keratinocyte-SFM

培养液继续培养 , 每 2 ～ 3 d换液 1次 , 待细胞 80%

融合时用于以下实验 。

1.2.2　染毒分组　根据本课题组前期实验结果确定

染毒浓度
[ 7]
。 (1)对照组:使用含 1%丙酮的培养液

作用于细胞作为溶剂对照 , 无其他物质的新鲜培养液

作用于细胞作为空白对照;(2)DCE处理组:KC与

含终浓度为 2.800、 1.400、 0.700、 0.350、 0.175

mmol/LDCE的 DMEM培养液于 5% CO2 、 37 ℃共同

作用 4 h后 , 换入无血清 Keratinocyte-SFM培养液继

续作用至 24 h。

1.2.3　细胞活力测定　将 KC接种至 96孔培养板 ,

将终浓度为 0.5 mg/ml的 MTT加至各孔 , 并继续培
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养 4 h后小心吸去培养液 , 每孔加入 150μl二甲基亚

砜 (DMSO), 振荡 10 min, 使吸附在细胞上的蓝紫

色结晶充分溶解 。利用酶标仪测定吸光度 , 测定波长

为 490nm。以空白对照组细胞活力为 100%, 计算各

染毒组细胞相对活力
[ 8]
。

1.2.4　氧化损伤测定　将 DCE处理的 KC破碎后 ,

于 100 000 g离心 1h,收集上清 ,参照试剂盒说明书进

行 MDA和 SOD水平的检测。同时按照 Lowry等
[ 9]
的

方法进行蛋白定量 ,并以蛋白量对检测结果进行校正。

参照 MichalA等的方法
[ 10]
进行活性氧 (reactive

oxygenspecies, ROS)的测定。将到达染毒终点的细

胞用 PBS迅速冲洗一次 , 于避光环境下加入终浓度

为 40 μmol/L的 2′, 7-二乙酰二氯荧光素 (2′, 7-di-

chlorofluorescein-diacetate, DCFH-DA), 37 ℃避光孵

育 20 min后收集细胞 , PBS迅速洗 2次 , 立即用流

式细胞仪进行检测 , 激发波长 485 nm, 发射波长 535

nm。结果用不同浓度 DCE染毒组荧光强度与溶剂对

照组荧光强度比值表示。

1.2.5　线粒体 DNA(mtDNA)损伤的检测　按照

Mecocci等
[ 11]
的方法提取出 mtDNA后 , 向其中加入

DNaseⅠ (200U/mgDNA)、 NucleaseP1、碱性磷酸

酶 (10U/mgDNA)、 40mmol/LTris-HCl(pH8.5)、

10 mmol/LMgCl2 , 于 37 ℃共同孵育 4 h, 然后按照

试剂盒说明书对 8-OHdG水平进行检测 。

1.2.6　统计方法　数据用x±s的形式表示 。利用

Excel对数据进行录入和绘图 , 以 SAS6.12对资料进

行统计分析 。使用的统计方法为方差分析 (Dunnett′s

法), 显著性水平取 P=0.05。

2　结果

2.1　细胞活力测定

如图 1所示 , 不同浓度 DCE染毒 4 h后 , KC细

胞活力呈现浓度依赖的下降趋势 。但是方差分析显

示 , 各处理组细胞活力与溶剂对照组差异无统计学意

义 (P>0.05, 图 1)。

图 1　不同浓度 DCE对体外培养人皮肤 KC细胞活力的影响

2.2　脂质过氧化测定

方差分析显示 , 细胞内 MDA含量和 SOD水平随

DCE浓度改变而呈现相应的变化 。当 DCE浓度达

0.350 mmol/L时 , DCE处理组与溶剂对照组细胞内

ROS含量及 SOD活性差异有统计学意义 (P<

0.05);而当 DCE浓度达 1.400 mmol/L时 , 两组间

细胞内 MDA含量差异也有统计学意义 (P<0.05),

见表 1。
表 1　不同浓度 DCE对体外培养人皮肤 KC细胞氧化应激作用

DCE浓度

(mmol/L)
n

MDA　　　　　

(nmol/mgpro)　　　

SOD　　　　　

(U/mgpro)　　　　

ROS　　

(%)　　

0 5 0.18±0.011 200.06±12.415 99.12±9.795

0.175 5 0.21±0.013 180.09±8.942 98.05±10.913

0.350 5 0.27±0.060 165.25±8.954＊ 102.41±16.933

0.700 5 0.27±0.044 126.42±10.846＊＊ 146.62±14.195＊＊

1.400 5 0.33±0.081＊ 90.39±21.457＊＊ 189.09±25.773＊＊

2.800 5 0.36±0.052＊＊ 74.83±6.846＊＊ 257.87±15.909＊＊

注:与溶剂对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

2.3　活性氧测定

DCFH-DA可以自由穿过细胞膜进入细胞 , 在细

胞内可被酯酶水解而生成 DCFH。 DCFH不能透过细

胞膜 , 其在细胞内可被 ROS氧化为有荧光的 DCF,

故检测 DCF的荧光强度可代表细胞内 ROS的水平。

本次实验利用流式细胞仪对细胞内 DCF荧光强度进

行了测定 , 经方差分析显示 , 荧光强度随着 DCE浓

度增加而呈现上升趋势。当 DCE浓度高于 0.700

mmol/L时 , 荧光强度为空白对照组的 146%, 与溶

剂对照组相比差异有统计学意义 (P<0.01, 表 1)。

2.4　mtDNA损伤检测

线粒体 DNA易受到氧化损伤 , 产生大量的 8-

OHdG。本次研究中 , 不同浓度 DCE作用于体外培养

的人 KC细胞后 , 线粒体内 8-OHdG含量与溶剂对照

组相比出现增加。当 DCE浓度达到 0.700 mmol/L

时 , 线粒体内 8-OHdG含量与溶剂对照组相比差异有

统计学意义 (P<0.05, 图 2)。

　图 2　不同浓度 DCE对体外培养人皮肤 KC细胞

mtDNA的氧化损伤作用
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3　讨论

DCE的毒性具有明显的组织特异性。目前大量

的研究证实其对肝脏 、 肾脏和肺都具有毒性
[ 12, 13]

,

但是关于它皮肤毒性的研究却很少。虽然目前鲜有

DCE导致皮肤损害的病例报道 , 但是由于其较小的

分子量和较强的疏水性 , DCE有可能经过皮肤吸收

造成皮肤损害 , 甚至可能通过启动作用导致皮肤癌的

发生
[ 14]
。

Warbrick等
[ 4]
对 DCE的皮肤致敏作用进行了研

究 , 但是得出了阴性结果 , 提示与其他氯代烯烃如三

氯乙烯或四氯乙烯不同 , DCE通过免疫反应而导致

皮肤损害的能力有限 。本次研究着重对 DCE导致体

外培养的人皮肤角质形成细胞氧化损伤进行了研究 ,

试图探讨其通过直接刺激而导致皮肤损害的可能性 。

在本次研究中 , 利用不同浓度 DCE染毒 4 h, 未

见明显的细胞活力改变 , 说明所使用的剂量不足以直

接导致细胞死亡 , 这与工业生产或日常生活中较低剂

量接触类似 。对细胞内氧化损伤水平检测发现 , 细胞

内 MDA和 ROS水平均有所上升 , 而 SOD水平有所

下降 , 且与溶剂对照组相比差异有统计学意义 , 这说

明在此不直接引起细胞活性改变的低剂量接触下 , 即

可导致细胞内氧化损伤的发生 。提示长期接触 DCE

有可能通过功能蓄积而导致皮肤的慢性损害 , 甚至导

致皮肤癌的发生
[ 14]
。

氧化应激还有可能造成线粒体 DNA(mtDNA)

的氧化损伤。由于线粒体是 ROS产生的场所 , 一旦

产生可直接对 mtDNA造成氧化损伤
[ 15]
, 而线粒体内

又缺乏有效的保护机制 , 其 DNA损伤修复作用也比

较弱
[ 16]
, 因此 mtDNA更易受到氧化损伤的攻击 。 8-

OHdG是 mtDNA发生氧化损伤后生成的一种常见的

物质
[ 17]
, 对其含量的检测可以反映 mtDNA的氧化损

伤程度 。本次研究的结果显示 , 不同浓度的 DCE可

导致体外培养的人 KC细胞线粒体内 8-OHdG大量生

成 , 进一步论证了 DCE可通过氧化损伤而造成皮肤

细胞的损害 。

综上所述 , DCE接触可引起体外培养的人皮肤

KC细胞氧化应激水平上升。人们在日常生活或职业

接触 DCE后 , 虽然不一定会迅速发现皮肤损害 , 但

是有可能通过诱导活性氧等物质的产生而造成慢性皮

肤损害 。
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