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三氯乙烯致敏豚鼠皮肤及血清中 IL-17 的测定
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摘要: 目的 比较三氯乙烯 ( TCE) 致敏豚鼠和未致敏豚鼠皮肤和血清中 IL-17 表达水平，探讨 TCE 药疹样皮炎

新的发病机制。方法 将豚鼠随机分为空白对照组，溶剂 ( 橄榄油) 对照组，TCE 处理组。根据豚鼠最大值试验方

法 ( Guinea Pig Maximization Test，GPMT) 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。在末次激发后 24 h，72 h，1 周和 2 周分四批采血和皮肤组织，用 ELISA 试剂盒测定

血清中IL-17的含量; 将皮肤组织制成蜡块，采用 Elivison 二步法免疫组织化学法检测其 IL-17 的表达情况。结果 根

据皮肤反应评分判断致敏阳性，TCE 处理组致敏率为 70%。TCE 处理组血清中 IL-17 的水平及皮肤组织免疫组化评分

明显高于溶剂对照组，且差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ; TCE 处理组的不同时间段相比，IL-17 的表达差异有统计学

意义 ( P ＜ 0. 05) ; 在 TCE 处理组 72h 和 1 周两个时点，TCE 致敏鼠 IL-17 的表达比相应的未致敏鼠高，差异有统计学

意义 ( P ＜ 0. 05) 。结论 TCE 可以诱导豚鼠致敏，IL-17 在豚鼠致敏的过程中有重要意义。
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Detection of IL-17 of skin and serum in trichloroethylene-sensitized guinea pigs
XV Shu-hai* ，JIANG Tao，YU Jun-feng，SHEN Tong，ZHU Qi-xing

( * : Department of Occupational and Environmental，School of Public Health，Anhui Medical University，Hefei 230032，China)

Abstract: Objective To investigate the expression levels of IL-17 in serum and skin of trichloroethylene ( TCE) sensi-
tized guinea pigs ( GPs) ，thereby explore the further finding for clarifying the pathogenesis of medicamentosa-like dermatitis
caused by TCE． Methods Guinea pigs were divided into blank control group，solvent ( olive oil) control group and TCE
treatment group; the GPs were treated with “The Guinea Pig Maximization Test ( GPMT ) ”，the skin reaction was scored
according to“The Chemical Toxicity Appraisal Technology Standard”，the score being equal to or higher than 1 was judged as
sensitized． Peripheral blood and skin were taken at the 24 h，72 h，1w and 2 w after the last exposure． The serum IL-17 levels
were detected by ELISA Kits，the determination of skin expression level of IL-17 used immunohistochemical staining technique
( Elivision two-step) ． Results The results showed that the sensitization rate was 70% in the GPs of TCE treatment group，the
IL-17 level and the immunohistochemical score of skin of this group were also significantly higher than that of the solvent control
group ( P ＜ 0. 05 ) ; meanwhile，there were significant differences in IL-17 expression among different times． The expression
levels of IL-17 in the GPs of TCE group were obviously higher than that of solvent control and sensitized GPs had higher serum IL-
17 level compared with unsensitized GPs at 72 h or l week after last TCE exposure ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion TCE may sensi-
tize GPs skin，and IL-17 may play an important role in the process of sensitization．

Key words: trichlorethylene; ELISA; immunohistochemical technique ( IHC) ; interleukin-17 ( IL-17) ; Guinea pig

三氯乙烯 ( trichloroethylene，TCE) 是工业上广

泛使用的一种有机溶剂，大部分用作金属部件和电子

元件的清洗剂。TCE 接触工人出现 “三氯乙烯药疹

样皮炎” ( dermatitis medicamentosa-like of trichloroeth-
ylene，DMLT) 的情况也越来越多［1］，其致病机制主

要是 TCE 引起的免疫损害，现有研究支持其为抗原

特异性 T 淋巴细胞介导的迟发型Ⅳ型变态反应［2，3］，

经典免疫学将 CD4 + T 细胞分为 Th1 和 Th2 两个亚群，

两者在免疫反应应答过程中相互调节和制约。本课题

组前期通过观察三氯乙烯致敏豚鼠血清中 Th1 和 Th2
两个亚群相关细胞因子数量的变化及在皮肤组织中的

表达情况，对三氯乙烯致药疹样皮炎进行了初步的研

究。近年的研究发现，机体内还存在着一种新型的不

同于 Th1 和 Th2 的 CD4 + 效应 T 细胞，该细胞特异性

地分泌白介素-17 ( IL-17 ) ［4，5］。IL-17 在致敏动物体

内数量的变化及表达情况尚不清楚。本研究采用整体
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动物实验的方法，通过检测 TCE 致敏豚鼠血清中 IL-
17 数量的变化以及在皮肤组织中 IL-17 的表达情况，

为进一步阐明三氯乙烯致药疹样皮炎的机制提供理论

依据。
1 材料与方法

1. 1 试剂与仪器

三氯乙烯、弗氏完全佐剂 ( FCA) 为 Sigma 公司

产品，橄榄油为中国医药上海化学试剂公司产品，无

刺激胶布为泰国 Neoplast 公司产品，豚鼠 IL-17ELISA
试剂盒为美国 RB 公司产品 ( 北京尚博生物有限公司

进口分 装) ，即 用 型 免 疫 组 化 Elivison plus 试 剂 盒

( 鼠 /兔，福建迈新产品) ，IL-17 抗体 ( 北京博奥森

公司提供) ，低温高速离心机为德国 Hettich Uniwersal
320 /320R，酶标仪为美国 BioTek 公司产品，生物图

像分析系统 ( Nikon-Eclipse-80i 生物显微镜，安徽医

科大学综合实验室提供) 。
1. 2 动物分组及处理

将体重 250 ～ 300 g 的白色雌性豚鼠适应性饲养 5
～ 7 d，每 3 天称量 1 次体重。选取健康动物随机分

成空白对照组 ( 5 只) 、溶剂对照组 ( 5 只) ，TCE 处

理组 ( 50 只) 。试验前 24 h 剃除动物背部约 4 cm × 6
cm 的毛发。根据豚鼠最大值试验 ( guinea pig maxi-
mization test，GPMT) 方法处理豚鼠; 第一天初次致

敏，将豚鼠颈背部去毛区依次设立 A、B、C、D、E、
F 共三对 6 个点，各点间距 1. 5cm，各对间距 3cm。
每点皮内注射下述溶液: ( 1) TCE 处理组，AB 两点

注射 0. 1ml 弗氏完全佐剂，CD 两点用 5% TCE 皮内

注射进行初次致敏，EF 两点注射 0. 1ml 弗氏完全佐

剂与 5% TCE 的等量混合物; ( 2 ) 容积对照组，AB
两点注射弗氏完全佐剂，CD 两点注射 0. 1ml 橄榄油，

EF 两点注射弗氏完全佐剂和橄榄油的等量混合物;

( 3) 空白组不做任何处理。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后用生理氯化钠溶液清洗; 第 15 天，TCE 组用

20% TCE 激发，方法同上。24 h 后用生理氯化钠溶

液清洗，观察皮肤反应。
1. 3 视觉评分

末次激发后 24 h 依据 《化学品毒性鉴定技术规

范》 ( 卫监督发 【2005】272 号) 中的评分标准 ( 见

表 1) 观察和记录豚鼠背部受试区的皮肤反应情况，

进行评分。当试验组动物皮肤反应积分≥1 时，判为

皮肤致敏反应阳性。

表 1 皮肤致敏反应试验评分标准

反应表现 评分

无反应 0

散在或小块红斑 1

中度弥漫的红斑、轻度水肿 2

严重红斑、水肿 3

1. 4 豚鼠血液和皮肤的采集及 IL-17 的测定

在末次激发后 24 h、72 h、1 周和 2 周 4 个时点

分批采集动物血和皮肤组织。心脏采血，制备血清。
用豚鼠双抗夹心 ELISA 试剂盒测定血清中 IL-17 的含

量。皮肤组织中 IL-17 的检测采用 Elivison 二步法免

疫组织化学法检测。
1. 5 结果判定

用 ELISA 方法测定血清中 IL-17 含量的结果可以

由酶标仪测定后直接读数。免疫组化结果的判定则采

用半定量方法，所有切片由 2 名病理医师分开观察，

显微镜下随机选取 5 个视野，阳性表达的细胞浆呈棕

黄色或棕褐色，阴性表达的组织内细胞浆呈淡蓝色。
实验结果根据染色强度和阳性细胞胞浆分布面积进行

综合分析，首先对每张切片的 5 个视野下的阳性结果

进行评分，得到平均评分，然后再求出每个剂量组的

平均评分。结果判定: 阳性细胞数 ＜ 5%为阴性，5%
～25%为 1 分，26% ～ 50% 为 2 分，51% ～ 75% 为 3

分，75%以上为 4 分。染色强度以染色阴性或微弱的

为 0 分，淡黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3
分。两者相加为组织切片的最后综合评分。
1. 6 统计学分析

所得数据采用 SPSS13. 0 软件处理，用 Excel 软

件绘图。用 t 检验进行显著性检验、方差分析进行组

间比较，检验水准取 α = 0. 05。
2 结果

2. 1 豚鼠一般状况

实验前及实验过程中，豚鼠一般状况良好，体重

在 250 ～ 310g，稍有增加，但变化不明显。
2. 2 皮肤反应视觉评分结果

在本次致敏实验中，空白对照组和橄缆油组均未

见红斑或水肿，而 TCE 实验组的部分豚鼠出现红斑

和水肿。由表 2 可见，TCE 组 50 只动物共有 35 只豚

鼠皮肤反应积分≥1，判为皮肤致敏反应阳性，致敏

率为 70%。病理切片结果如图 1 ( 见封三) 所示:

空白组表皮正常，未见有病理变化。TCE 处理组出

现水肿且皮下可见大量淋巴细胞浸润，有散在的肥大

细胞出现，提示 TCE 可以致敏皮肤，对皮肤组织造

成损害。
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表 2 各组动物皮肤反应视觉评分

组别
总动

物数

各积分动物数

0 1 2 3
致敏率 ( % )

空白对照组 5 5 0 0 0 0. 0
溶剂对照组 5 5 0 0 0 0. 0
TCE 处理组 50 15 14 17 4 70

2. 3 各组动物血清 IL-17 水平

用 ELISA 试剂盒检测豚鼠血清中 IL-17 水平，与

溶剂对照组相比，TCE 24 h 致敏组、TCE 24 h 未致

敏组、TCE 72 h 未致敏组和 TCE 72 h 致敏组 IL-17 水

平明显 升 高，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与

TCE 24 h 致敏组相比，TCE 1 周致敏组和 TCE 2 周致

敏组 IL-17 水平明显降低，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ; 与 TCE 72 h 致敏组相比，TCE 1 周致敏组和

TCE 2 周致敏组 IL-17 水平明显降低，差异有统计学

意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 TCE 1 周致敏组相比，TCE 2
周致敏组 IL-17 的水平降低，差异有统计学意义 ( P
＜ 0. 05) 。TCE 72 h 致敏组和 TCE 72 h 未致敏组 IL-
17 水平相比较，TCE 72 h 致敏组 IL-17 水平较高，两

者之间差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。
表 3 不同组别豚鼠血清中 IL-17 水平 ( x ± s) ng /L

组别 IL-17

空白对照组 13. 445 ± 2. 239

溶剂对照组 13. 879 ± 0. 307

TCE 24 h 致敏组 28. 409 ± 2. 639a

TCE 24 h 未致敏组 24. 923 ± 0. 411a

TCE 72 h 致敏组 31. 179 ± 4. 095a

TCE 72 h 未致敏组 23. 004 ± 2. 643ab

TCE 1 周致敏组 15. 373 ± 6. 804cd

TCE 1 周未致敏组 11. 707 ± 2. 448

TCE 2 周致敏组 10. 512 ± 2. 214cde

TCE 2 周未致敏组 9. 317 ± 2. 742

注: 与溶剂对照组相比，a P ＜ 0. 05; 与 72 h 未致敏组相比，b P ＜
0. 05; 与 24 h 致敏组相比，c P ＜ 0. 05; 与 72 h 致敏组相比，d P ＜
0. 05; 与 1 周致敏组相比，e P ＜ 0. 05。

2. 4 各组动物皮肤中 IL-17 表达情况

免疫组化法检测皮肤中 IL-17 的表达，阳性反应

产物定位于细胞浆，DAB 显色后可见表皮细胞浆呈

棕色或棕褐色，镜下观察及评分的结果如图 2 ( 见封

三) 和表 4 所示。各剂量组及不同时间点的反应评

分方差分析结果显示，TCE 24 h 致敏组、TCE 72 h
致敏组、TCE 1 周致敏组反应结果评分明显高于溶剂

对照组，评分结果差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ;

与 TCE 24 h 致敏组反应评分结果相比，TCE 2 周未

致敏组 反 应 评 分 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) ; TCE 72 h 致敏组和 TCE 1 周致敏组反应结果

评分高于各自相对应的未致敏组，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05 ) ; TCE 2 周 致 敏 组 反 应 结 果 评 分 比

TCE 72 h致敏组和 TCE 1 周致敏组都低，与两者相比

较差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。
表 4 不同组别不同时间表皮 IL-17 表达程度的评分 ( x ± s)

组别 动物数 评分

空白对照 5 0. 700 ± 0. 274

溶剂对照 5 0. 800 ± 0. 274

TCE 未致敏 24 h 4 1. 375 ± 0. 479

TCE 致敏 24 h 7 1. 929 ± 0. 345a

TCE 未致敏 72 h 5 1. 300 ± 0. 274

TCE 致敏 72 h 9 2. 333 ± 0. 612ac

TCE 未致敏 1 周 3 0. 833 ± 0. 289

TCE 致敏 1 周 10 2. 350 ± 0. 709ae

TCE 未致敏 2 周 3 0. 667 ± 0. 289b

TCE 致敏 2 周 9 1. 056 ± 0. 391df

注: 与溶剂对照组相比，a P ＜ 0. 05; 与 24h 致敏组相比，b P ＜ 0. 05;

与 72h 未致敏组相比，c P ＜ 0. 05; 与 72h 致敏组相比，d P ＜ 0. 05;

与 1 周未致敏组相比，e P ＜ 0. 05; 与 1 周致敏组相比，f P ＜ 0. 05。

3 讨论

职业性三氯乙烯药疹样皮炎 ( DMLT) 是近年来

发现的严重危害作业工人的职业病，其发病人数随着

接触 TCE 人数的增加而逐年增多。对其发病机制的

研究目前主要认为是 T 淋巴细胞介导的Ⅳ型变态反

应。戴宇飞等［6，7］研究 T、B 淋巴细胞及细胞因子在

TCE 诱发致敏反应中的作用显示，TCE 能够诱导 T
淋巴细胞的增殖活化，而不同的细胞因子分泌的增多

或减少对免疫细胞的分化及免疫类型有重要意义。传

统的免疫学将 CD4 + T 细胞分为 Th1 和 Th2 两个亚群，

两者在免疫反应过程中互相调节互相制约。近年来的

研究发现活化的 CD4 + T 细胞在 TGF-β 和 IL-6 同时存

在的情况下，经由 STATS 通路活化 ROR-γt ( retinoid
related orphan nuclear receptor，维甲酸相关孤儿受体)

向 Th 17 细胞方向分化。该细胞具有独立的分化和发

育调节机制，并特异性地产生 IL-17 效应因子［8，9］。
IL-17 主要由记忆性 T 淋巴细胞分泌，在天然免疫和

宿主防御中有特殊功能，在炎症反应中对白细胞的迁

移和活化发挥着重要作用［10］。IL-17 受体分布广泛，

几乎所有类型的细胞均有所表达。IL-17 与其受体结

合并被激活时，导致趋化因子、集落刺激因子和黏附

分子的表达或释放，招募和激活炎症细胞尤其是中性

粒细胞，进而发挥其生物学功能，介导炎症，影响感

染、肿瘤和自身免疫的病理过程。故一般认为 IL-17
是一种重要的炎症介质。Madura Larsen［11］等人用镍

刺激人皮肤实验，激发致敏个体的炎性皮肤中发现中

性粒细胞浸润和表达 IL-17 的细胞，并且在外周血中
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检测到 Th17 细胞的增殖。Zhao Y［12］等人利用 PCR 和

双重免疫荧光技术检测 ACD 激发阶段的 Th17 细胞及

其相关细胞因子得出结论，无论引发过敏原的性质如

何，Th17 细胞是普通免疫反应机制的常规参与者。
本研究是首次检测三氯乙烯致敏豚鼠血清中 IL-

17 水平和皮肤组织中 IL-17 的表达情况。其结果显

示，随着时间的变化，各组的表达逐渐升高，到 72 h
达到峰值，而后进入恢复期，表达水平逐渐下降，到

2 周时接近空白组的水平。在不同的时点，各致敏组

的表达均高于未致敏组，且 TCE 72 h、TCE 1 周致敏

组与未致敏组免疫组化评分比较差异有统计学意义，

TCE 72 h 致敏组与 TCE 72 h 未致敏组血清中 IL-17 水

平的差异也有统计学意义。IL-17 在致敏组的表达普

遍高于未致敏组，随着炎症反应加重 IL-17 的表达增

高，而且在炎症的恢复期 IL-17 的表达随之降低，这

与汪亮等［13］研究三氯乙烯致敏豚鼠中 IL-6 和 IL-8 在

血清中的变化结果相一致，而 IL-6 与 IL-8 是公认的

促炎的因子。上述结果提示 IL-17 在三氯乙烯致药疹

样皮炎的发病中可能作为促炎因子起着重要的作用，

但是其具体机制有待于进一步研究。
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但要明确噪声对消化系统的影响仍有待进一步更加严

格设计的病例对照研究或队列研究加以证实。若噪声

与消化系统疾病的相关性成立，则基于噪声—心理应

激—消化系统疾病的发病机制推测，个体对噪声主观

上的敏感性应更值得关注，我们有必要开展相应的

研究。
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