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　 　 摘要: 针对全氮五唑阴离子盐( cyclo-N5- ) 在试制和生产

阶段可能存在的皮肤损伤作用, 采用 EpiSkinTM 体外人造皮肤

模型, 检测 cyclo-N5- 作用后皮肤模型细胞活力变化。 结果表

明, 在当前测试条件下, 未见全氮五唑化合物对皮肤的刺激

性或腐蚀性。
关键词: 全氮五唑阴离子盐( cyclo-N5- ); EpiSkinTM 重建

人体表皮模型; 皮肤; 刺激性; 腐蚀性
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作为新型高能量密度化合物, 目前全氮五唑阴离

子盐(cyclo-N5- ) 的合成技术与性能研究较多, 但对

其生物毒性的研究未见报道。 皮肤是人体接触外来毒

物的第一道屏障, 含能材料在生产及使用过程中的职

业暴露多为皮肤接触。 本研究旨在全面评价 cyclo-
N5- 及其生产原料和中间体的皮肤损伤作用。

EpiSkinTM 重建人体表皮模型为健康的人体角质

形成细胞在体外分化发育而成的完整人表皮组织模

型, 高度还原人体皮肤结构, 已被应用于各种化合物

的皮肤刺激性和腐蚀性检测, 结果可靠[1-2] 。 本研究

依据 《国际经济合作与发展组织( OECD) 化学品测试

指南》(以下简称《指南》), 使用体外重建人体表皮模

型, 通过分析受试物作用后的皮肤细胞活力变化, 判

断 cyclo-N5- 及其生产原料和中间体的皮肤刺激及腐

蚀作用, 为制定安全防护措施提供数据支撑。

1　 材料与方法

1. 1　 试剂与仪器 　 EpiSkin 维持培养基与检测培养

基, 上海斯安肤诺生物科技有限公司; PBS 缓冲液,
HyClone 公司; 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四

氮唑溴盐(MTT) 检测液, 北京酷来博科技有限公司;
异丙醇、 盐酸、 冰醋酸, 成都科隆化学品有限公司;
十二烷基磺酸钠(SDS), 5-氨基四氮唑(5-AT), 叠氮

化纳( NaN3 ), N5-钴盐 [ Co ( N5 ) 2 ( H2O) 4·4H2O],
N5-肼盐 [(N2H5) N5 ], N5-羟胺盐 [( NH3OH) N5 ],
2,6-二甲基-4-氨基苯酚盐酸盐( C8H12ONCl) 由南京理

工大学提供。 通风柜( ZYJ-LT), 西安富康空气净化

设备工程有限公司; 细胞培养箱, 美国 SHEL
 

LAB 公

司; 酶标仪( Enspire2300), 电子天平( MP2002), 超

纯水机(摩尔1815B), 多通道移液器, 德国艾本德股

份公司; 涡旋仪 ( SK-1), 国华仪器制造有限公司;
电冰箱( BCD-249CF), 长虹美菱有限公司; 水浴锅

(HH-2), 北京科伟永兴仪器有限公司。
1. 2　 人体皮肤模型及质量控制　 S1 皮肤刺激性模型

和 S3 皮肤腐蚀性模型包含角质层、 颗粒层、 棘层和

基底层(图 1), 模型整体结构和功能与人体皮肤表皮

的生化和生理特性非常接近, 可高度还原人体皮肤接

触化学物质后的生理反应。
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图 1　 EpiSkinTM 皮肤模型的组织结构

皮肤模型的屏障功能是判断其质量的重要标准, 通过

组织学评分(≥18. 5)和 SDS 半抑制浓度(IC50, ≥1. 0
 

mg / ml), 评价其质量合格性。 S1
 

和 S3 模型组织学评

分分别为(19. 5±0. 5)和(19. 0±0)分; IC50 分别为 1. 1
和 1. 4

 

mg / ml。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 依据及原理 　 皮肤刺激性检测方法依据《 指

南》439 体 外 皮 肤 刺 激: 重 建 人 体 表 皮 试 验 方 法

(TG439) 的规定, 该测试方法基于体外重建人造皮

肤, 在接触化学物质后刺激性测试物能将 S1 模型的

细胞活力降至规定的阈值以下, 通过 MTT 法检测细

胞活性以判断化学物的皮肤刺激性。 皮肤腐蚀性检测

方法依据《指南》431 体外皮肤腐蚀: 重建人体表皮试

验方法(TG431)进行, 其基本原理是腐蚀性化学物质

通过扩散或腐蚀角质层对皮肤模型角质层下的细胞产

生毒性, 通过 MTT 法检测 S3 模型的细胞存活率来判

断化学物对皮肤的腐蚀性, 并对其进行分类。
1. 3. 2　 分组与加样 　 氯化钠注射液为阴性对照物,
5%

 

SDS 水溶液为刺激性阳性对照物, 冰醋酸为腐蚀

性阳性对照物, 5-AT、 NaN3、 N5-钴盐、 N5-羟胺盐、
N5-肼盐、 2,6-二甲基-4-氨基苯酚盐酸盐为受试物组。

皮肤刺激性检测液体物质添加 10
 

μl, 固体物质

10
 

mg; 腐蚀性检测液体物质每孔添加 50
 

μl, 固体物

质每孔(20±2)
 

mg。
1. 3. 3　 刺激性检测　 准备: 检查并确保模型中的温

度控制和运输用琼脂糖颜色符合标准, 底部无气泡;
向 12 孔细胞培养板中加入 2

 

ml 预热 S1 维持培养基。
复苏: 打开包装, 用镊子将培养篮移至培养板中, 擦

去底部粘连的琼脂, 在 37
 

℃ , 5% CO2 条件下培养

24
 

h。 加样: 将预热的维持培养基加至 12 孔板中,
培养篮移至培养板, 液体物质直接用移液器吸取后加

至模型表面, 粉末物质使用蒸馏水湿润表皮组织, 将

待测物质均匀覆盖在表皮上, 室温下孵育 15
 

min。 清

洗: 将模型从培养孔中夹出, 吸取 PBS 缓冲液, 将

模型斜置, 使水流打在篮壁上间接清洗表皮, 清除皮

肤表面附着的化学品; 用棉签轻轻吸干表面附着液

体, 操作尽可能轻柔, 避免损伤皮肤导致假阳性结

果。 后孵育: 将培养篮移至含 2
 

ml 新鲜维持培养基

的 24 孔细胞培养板中, 在 37
 

℃, 5%CO2 条件下继续

培养 42
 

h。 提取: 弃去原培养基, 向培养孔中加入

0. 3
 

mg / ml
 

MTT 溶液, 吸干模型底部水分, 将培养篮

移入孔中, 检查并确认检测液和底部表皮组织之间无

气泡, 37
 

℃ , 5%CO2 培养 3
 

h。 如果化学物刺激性较

低, 则大量活细胞与 MTT 反应生成更多的蓝紫色甲

臜。 将表皮组织放在吸水纸上, 使用打孔器取下一片

表皮组织样块, 分离表皮, 并将基底层翻转向上。 将

表皮和胶原层移至 1. 5
 

ml 离心管中, 加入酸化异丙

醇, 涡旋混匀, 4
 

℃ 避光静置 48
 

h。 检测: 振荡混匀

溶液, 将溶液转移至 96 孔板中, 在 570
 

nm 波长下读

取吸光度值( optical
 

density, OD), 计算受试物处理

后的细胞存活率(%)=
ODb -ODa

ODc -ODa
×100%

式中: ODa—背景吸光度值; ODb—受试组吸光

度值; ODc—阴性对照组吸光度值。 刺激性判断标

准: 细胞存活率<50%有刺激性, ≥50%无刺激性。
1. 3. 4　 腐蚀性检测　 准备: 向 12 孔细胞培养板中加

入 2
 

ml 预热 S3 维持培养基。 复苏: 将培养篮移至添

加维持培养基的培养板中, 在 37
 

℃ , 5%CO2 条件下

培养 24
 

h。 染毒: 将室温的维持培养基加至 12 孔细

胞培养板中, 放入培养篮, 加入对照物及待检测物

质。 孵育: 阴性对照物和受试物需检测 3 个作用时间

点(3
 

min、 1
 

h 和 4
 

h) 的细胞活性, 阳性对照组仅检

测 4
 

h 时间点, 加样完成后, 在 37
 

℃ , 5%CO2 条件

下避光培养。 清洗: 用连续加样器吸取 25
 

ml
 

PBS,
冲洗组织表面残留样品; 吸干培养篮以及组织表面的

残留液体。 提取: 弃去原培养基, 将培养篮放入含

2
 

ml
 

0. 3
 

mg / ml
 

MTT 反应液的 12 孔细胞培养板中,
在 37

 

℃ , 5%CO2 条件下避光培养 3
 

h。 取出培养板,
使用打孔器取下皮肤组织样块, 以棉签除去所有残留

物质, 用镊子将皮肤组织与胶原分离, 并将其翻转以

暴露下层细胞, 最后将皮肤组织和胶原一起移至 2
 

ml
 

EP 离心管中。 向离心管中加入 500
 

μl 酸性异丙醇,
4

 

℃ 避光提取 48
 

h。 检测: 取出 EP 管, 避光条件下

在涡旋器上振荡混匀。 每管酸性异丙醇萃取液各取

200
 

μl 分别注入 96 孔板中。 同一样品 3 个处理时间

点的酸性异丙醇萃取液放在同一块 96 孔板上, 按

4
 

h、 1
 

h 和 3
 

min 的顺序由左至右依次排列。 570
 

nm
波长下读取 OD 值, 计算受试物作用后的细胞存活率

(同 1. 3. 3)。 腐蚀性判断标准: 受试物作用 3
 

min 后

细胞活性<35%为 1A 类腐蚀性物质。 作用 3
 

min 后细

胞活性≥35%, 同时, 作用 1
 

h 后细胞活性<35%; 或
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受试物作用 1
 

h 后细胞活性≥35%, 同时, 作用 4
 

h
后细胞活性<35%判定为 1B / 1C 类腐蚀性物质。 受试

物作用 4
 

h 后细胞活性≥35%判定为非腐蚀性物质。

2　 结　 果

2. 1　 皮肤刺激性　 细胞活性检验结果表明, 对照组

OD 值为 0. 75, 满足 OECD《 指南》 要求(0. 6≤OD≤
1. 5)。 同时组内数据之间 SD 值均<18, 表明本次实

验方法、 实验条件和实验操作符合《 指南》 要求( 表

1)。 形态学观测结果表明, 阳 性 对 照 物 SDS 作 用

15
 

min 后, 角质层肿胀, 与下层组织分离, 其余受试

物未见异常。 SDS 作用 15
 

min 后细胞活性 11. 46%,
<50%, 判断为刺激性物质; 其他受试物作用 15

 

min
后细胞活性均>50%, 无皮肤刺激性(图 2)。

表 1　 皮肤刺激性细胞活性检测结果

样品　 　 　 　 OD 值
OD 值

标准偏差
细胞活性(%) 细胞活性

标准偏差

氯化钠注射液 0. 75 0. 020 100. 00 2. 92
5%SDS 0. 12 0. 005 11. 46 0. 67
N5-钴盐 0. 72 0. 012 102. 46 1. 79
N5-肼盐 0. 80 0. 027 111. 30 3. 73
N5-羟胺盐 0. 78 0. 020 107. 90 2. 55
5-AT 0. 73 0. 023 93. 57 3. 32
NaN3 0. 65 0. 025 88. 50 3. 38
2,6-二甲基-4-氨基苯酚盐酸盐 0. 70 0. 023 98. 46 3. 62

　 　 注: a—氯化钠注射液, b—5% SDS, c—N5-钴 盐, d—N5-肼 盐,
e—N5-羟胺盐, f—5-AT, g—NaN3 , h—2, 6-二 甲 基-4-氨 基 苯 酚 盐 酸
盐; 虚线指示细胞活性为 50%。

图 2　 受试物皮肤刺激性判定

2. 2　 皮肤腐蚀性 　 3 个时间点的对照组 OD 值为

0. 81 ~ 0. 93, 组内数据之间 SD 值均 < 18, 满足 《 指

南》要求(表 2)。 阳性对照物冰醋酸作用皮肤 4
 

h 后,
肉眼可见角质层肿胀, 组织坏死, 与下层组织分离;
其余受试物未见异常。 冰醋酸作用 4

 

h 后, 细胞活性

降至 3. 6%, 判定为腐蚀性物质。 其他受试物在作用

3
 

min、 1
 

h、 4
 

h 后细胞活性均≥35%, 无皮肤腐蚀性

(图 3)。
实验发现, 2,6-二甲基-4-氨基苯酚盐酸可与 MTT

发生还原反应, 生成蓝色反应产物, 影响细胞活性检

测, 最终造成阴性腐蚀性结果。 因此, 在实验过程中

增加了死皮对照, 扣除了化合物自身产生的 OD 值,
以消除实验误差。

表 2　 皮肤腐蚀性细胞活性检测结果

样品 时间 OD 值
OD 值

标准偏差
细胞活性

(%)
细胞活性
标准偏差

样品　 　 　 　 　 时间 OD 值
OD 值

标准偏差
细胞活性

(%)
细胞活性
标准偏差

冰醋酸 4
 

h 0. 07 0. 004 3. 60 0. 54
氯化钠注射液 3

 

min 0. 81 0. 050 99. 97 6. 62
1

 

h 0. 88 0. 040 99. 94 5. 11
4

 

h 0. 93 0. 018 99. 99 1. 95
N5-钴盐 3

 

min 0. 68 0. 007 83. 19 0. 85
1

 

h 0. 71 0. 004 79. 80 0. 39
4

 

h 0. 45 0. 007 45. 93 0. 73
N5-肼盐 3

 

min 0. 82 0. 018 100. 80 2. 30
1

 

h 0. 81 0. 014 91. 37 1. 59
4

 

h 0. 77 0. 037 82. 11 4. 20

N5-羟胺盐 3
 

min 0. 83 0. 031 102. 10 3. 93
1

 

h 0. 82 0. 027 91. 81 3. 10
4

 

h 0. 50 0. 001 51. 25 1. 21
5-AT 3

 

min 0. 83 0. 012 97. 69 1. 49
1

 

h 0. 81 0. 014 95. 66 1. 71
4

 

h 0. 82 0. 004 95. 29 0. 61
NaN3 3

 

min 0. 84 0. 014 98. 98 1. 43
1

 

h 0. 82 0. 014 96. 40 1. 68
4

 

h 0. 69 0. 014 79. 46 1. 60
2,6-二甲基-4-氨基苯酚盐酸盐 3

 

min 0. 67 0. 044 86. 85 5. 82
1

 

h 0. 74 0. 045 74. 35 5. 00
4

 

h 0. 72 0. 046 80. 19 5. 12

　 　 注: a—氯化钠注射液, b—冰醋酸, c—N5-钴盐, d—N5-肼盐,
e—N5-羟胺盐, f—5-AT, g—NaN3 , h—2,6-二甲基-4-氨基苯酚盐酸
盐; 虚线指示细胞活性为 50%。

图 3　 受试物皮肤腐蚀性判定

3　 小　 结

在 OECD 《 指南》 TG431 和 TG439 指导原则下,
5-AT、 NaN3、 N5-钴盐、 N5-羟胺盐、 N5-肼盐, 2,6-
二甲基-4-氨基苯酚盐酸盐未见皮肤刺激性和腐蚀性。
未来应进一步研究各化合物的皮肤致敏性和经皮肤、
经口染毒后产生的毒性效应, 完善遗传、 神经、 免疫

和生殖发育等各项毒性数据, 为制定相关接触人员健

康防护措施提供数据支撑。
(下转第 519 页)
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嗽、 咳痰、 咽痛、 咽部充血和胸部 X 线异常检出率

均高于对照组。 本次调查各组咽部、 鼻部、 胸部 X
线异常率与对照组比较差异无统计学意义, 其原因可

能为不同行业的作业环境及作业方式不同, 污水处理

作业场所大多为露天或空旷环境, 现场通风情况良

好, 工人主要为巡检作业, NH3 和 H2S 接触频率更

低、 日接触时间更短, 累积接触化学毒物总量少, 因

此上述健康效应差异不明显。 进一步研究显示, 仪表

组咽部、 水区组鼻部、 泥区组胸部 X 线检查异常率

均随着作业工人工龄增加呈升高趋势, 差异均有统计

学意义(P<0. 05); 工龄≥7 年的异常率均高于同组

工龄 1 ~ <3、 3 ~ <7 年作业工人(P<0. 05), 可能由于

工龄较短, 接触的有害物质对于呼吸系统的累积损伤

较少, 短工龄对呼吸系统产生的不利影响有限, 未观

察到健康效应差异。 工龄≥7 年的污水处理作业工人

中咽部、 鼻部、 胸部 X 线检查异常率增高, 说明高

工龄污水处理作业工人呼吸系统可能更容易产生损

伤。 值得注意的是, 本研究暂未发现肺功能异常在不

同工龄之间存在差异, 考虑其原因一是肺功能指标是

呼吸系统能力的综合体现, 具有相对较强代偿作用,
肺功能在同工种不同工龄之间的差异较小; 二是工龄

长的作业工人工作更加熟练, 点 / 巡检等作业效率更

高, 实际巡检时间可能较工龄短的工人少, 对化学毒

物和粉尘的实际接触时间较短, 对身体健康起到了部

分保护作用。
本研究仍有一些不足之处, 如对于工人实际接触

时间调查不够详细, 个人防护用品佩戴等情况也未开

展深入调查, 今后在条件允许情况下应对作业工人做

更加详尽的工作日记录。 综上, 长期、 低水平接触

NH3 和 H2S、 粉尘混合气体对于污水处理工人呼吸系

统产生一定影响, 仅采用 OELs 判定可能低估污水处

理企业空气中有毒物质的危害性。
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