
time ( 1，3，6 h) ，MTT method and LDH activity were used to observe the change of cells growth viability． The
concentrations of FITC in samples and TEEＲ of Caco-2 cells were examined to understand the effect of Hcy on Ca-
co-2 cells permeability． The synthetic levels of LTE4 and PGE2 were measured by enzyme linked immunosorbent as-

say ( ELISA) in cells supernatant and the activity of NF-κB was detected by Gel mobility migration ( EMSA) ． Ｒe-
sults After treatment with Hcy，the viability of Caco-2 cells were significantly inhibited with a time and dose de-
pendent manner． With the increasing of Hcy concentrations，the TEEＲ significantly decreased and the FITC trans-
membrane transport greatly increased，the levels of LTE4 and PGE2 in cells supernatant were markly augmented ( P

＜ 0. 05) ; the activity of Caco-2 cells treated with Hcy ( 50 μmol /L) significant augmented with a time dependent
( 1，3，6 h) manner． Conclusion Hcy can accelerate the synthesis of LTE4 and PGE2 in intestinal mucosa by acti-

vating NF-κB signaling pathway，causing intestinal mucosal inflammation damage in Caco-2 cells．
Key words homocysteine; nuclear factor kappa B; 5-lipoxygenase; cyclooxgenase-2; leukotriene E4 ; prostaglan-

din E2
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◇预防医学研究◇

NLＲP3 与三氯乙烯致敏小鼠肝脏损伤关系研究
谢海波1，李 娜1，陈双平1，张家祥1，王 峰2，杨 玲3，朱启星1，2

摘要 目的 检测小鼠肝脏 NLＲP3 水平，探讨 NLＲP3 与三

氯乙烯( TCE) 致敏小鼠免疫性肝损伤的关系。方法 选取

22 只无特定病原体雌性 6 ～ 8 周 BALB /c 小鼠，随机分为空

白对照组 6 只，溶剂对照组 4 只，72 h TCE 组 12 只，建立

TCE 小鼠致敏模型。于末次激发后 24 h 依据小鼠背部皮肤

致敏反应评分情况，将 TCE 组小鼠分为 TCE 致敏组与 TCE
未致敏组。所有小鼠于末次激发后 72 h 处死，眼球取血测

定小鼠肝功能指标谷丙转氨酶( ALT) 、谷草转氨酶( AST) ;

无菌取小鼠肝脏，石蜡包埋切片后观察小鼠肝脏病理，免疫

组织化学( IHC) 法及 Western blot 法测定小鼠肝脏 NLＲP3 蛋

白表达情况。实时荧光定量 PCＲ 法检测小鼠肝脏 NLＲP3 基

因水平。结果 TCE 致敏组小鼠血清 ALT、AST 水平较空白

对照组、溶剂对照组和 TCE 未致敏组明显升高，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05 ) 。空白对照组、溶剂对照组、TCE 未致敏

组小鼠肝细胞未见明显病理改变。TCE 致敏组小鼠肝脏可
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见大量肝细胞肿胀，细胞核破裂或消失，并有炎细胞聚集。
免疫组化法结果显示 TCE 致敏组小鼠肝脏有大量 NLＲP3 表

达，空白对照组、溶剂对照组、TCE 未致敏组未见明显表达。
Western blot 结果显示 TCE 致敏组小鼠肝脏 NLＲP3 蛋白表

达较空白对照组、溶剂对照组和 TCE 未致敏组明显升高( P
＜ 0. 05) 。实时荧光定量 PCＲ 结果显示 TCE 致敏组小鼠

NLＲP3 基因较其他组明显升高，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。结论 NLＲP3 在 TCE 致敏组小鼠肝脏中表达较其

他组明显增加，提示 NLＲP3 的表达可能与 TCE 致敏小鼠免

疫性肝脏损伤有关。

关键词 三氯乙烯; NLＲP3; 肝脏
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三氯乙烯( trichloroethylene，TCE) 作为一种主要

的卤代烯烃化合物，常被用作溶剂、萃取剂、干洗剂

和金属去污剂等［1］。职业性接触 TCE 可引起不同

程度的皮肤炎症反应，多数患者还伴随有黏膜和内

脏的损害，临床表现类似于药疹，称之为“职业性三

氯乙烯药疹样皮炎”( occupational dermatitis medica-
mentosa-like of trichloroethylene，ODMLT ) ［2］。研

究［3］发现 TCE 介导皮炎发生的同时也伴随着肝脏

的严重损伤，且为 ODMLT 致死的主要原因之一［4］。
因此，三氯乙烯介导的免疫性肝损害的机制研究在
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ODMLT 的发病及防治中显得更为重要。炎性小体

是大分子量多蛋白复合体，是固有免疫中重要的一

部分。NLＲP3 炎性小体是炎性小体中研究最充分

的一种。现已发现其参与了多种肝脏疾病的发生发

展。为此，本实验对 NLＲP3 炎性小体是否参与了三

氯乙烯药疹样皮炎肝损伤做一探讨。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 22 只 SPF 级雌性 BALB /c 小

鼠，6 ～ 8 周龄，( 20. 6 ± 1. 6) g，安徽医科大学实验动

物中心提供［合格证号: 34000200000745; 许可证号:

scxk( 皖) 2011 － 002］。小鼠饲养在温度为 20 ～ 25
℃，湿度为 60%的室内，人工控制 12 h 昼夜节律。
1． 1． 2 实 验 试 剂 与 仪 器 TCE、弗 氏 完 全 佐 剂

( FCA) 购自美国 Sigma 公司; 橄榄油、丙酮购自国药

集团化学试剂有限公司; 谷丙转氨酶( ALT /GPT) 生

化测定试剂盒、谷草转氨酶( AST /GOT) 生化测定试

剂盒购自南京建成生物工程研究所; DAB 染色液购

自北京中杉金桥生物技术有限公司; NLＲP3 抗体购

自英国 Abcam 公司 ( 货号: ab214185 ) ; ＲIPA 裂解

液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司; ECL 化学发光检测试剂盒购自美国

Thermo 公司; TＲIzol 总 ＲNA 提取试剂盒购自美国

Invitrogen 公司; ＲNA 逆转录试剂盒购自美国 Ther-
mo 公司; LightCycler 480 SYBＲ Green I Master 溶液

购自瑞士 Ｒoche 公司; 酶标仪 ( uQuant) 购自美国

Bio-Tek 公 司; 生 物 普 通 光 学 显 微 镜 购 自 日 本 O-
LYMPUS 有限公司; 多聚核苷酸链式反应( PCＲ) 仪

( LightCycler 480) 购自瑞士 Ｒoche 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验动物处理 BALB /c 小鼠经适应性培

养 1 周后，随机分为空白对照组( 6 只) 、溶剂对照组

( 4 只) 、TCE 处理组( 12 只) 。参照 Wang et al［5］建

立的小鼠 TCE 致敏模型对小鼠进行如下处理: 实验

前 24 h 将 TCE 处理组小鼠背部剃除约 2 cm × 2 cm
面积大小毛发，实验第 1 天腹腔注射 50 μl 体积分

数为 50%的 TCE( TCE ∶ 丙酮 ∶ 橄榄油 = 5 ∶ 3 ∶ 2)

与 50 μl FCA 混合液进行初次诱导，实验第 4、7、10
d 背部皮肤涂抹 50% TCE 100 μl，实验第 17、19 天

背部皮肤涂抹 30% TCE ( TCE ∶ 丙酮 ∶ 橄榄油 = 3
∶ 5 ∶ 2 ) 100 μl 进行初次和末次激发。溶剂对照组

每次的染毒试剂均为体积分数之比为 3 ∶ 2 的丙酮

与橄榄油混合溶液 100 μl，染毒操作与 TCE 处理组

相同; 空白对照组不做任何处理。于末次激发后 24
h 即实验第 20 天，根据《化学品毒性鉴定技术规范》
中的皮肤致敏反应试验评分标准对本次实验小鼠皮

肤反应进行评分，积分≥1 分者为阳性，归为致敏

组，否则归为未致敏组。本批小鼠在末次激发后 72
h 宰杀，结合致敏情况，进一步将小鼠分为 TCE 致敏

组和 TCE 未致敏组。
1． 2． 2 小鼠血清及肝脏组织采集 于末次激发后

72 h 眼静脉取小鼠血液于普通 EP 管中，并无菌条

件下取小鼠肝脏组织。静脉血于 4 ℃条件下静置 1
h，3 000 r /min 低温离心 15 min，吸取上清液，分装

后 － 80 ℃保存; 取出的新鲜肝脏组织取部分于 4%
中性多聚甲醛溶液中固定，其余分装后 － 80 ℃ 保

存。
1． 2． 3 小鼠肝功能测定 取出小鼠血清样本缓慢

解冻后，按照 ALT、AST 生化测定试剂盒说明书操

作，酶标仪 510 nm 波长下测定各孔 OD 值并求得相

应 ALT、AST 活力单位。
1． 2． 4 小鼠肝脏组织病理 48 h 后将固定于 4%
中性多聚甲醛溶液中的肝脏取出，石蜡包埋后制成

5 μm 厚切片，苏木精 － 伊红染色后观察组织病理学

损伤情况。
1． 2． 5 免疫组化法测定小鼠肝脏 NLＲP3 蛋白 将

制成的 5 μm 厚石蜡切片放入烤片机中 94 ℃ 烤片

20 min，依浓度由高到低顺序，依次放入二甲苯溶

液、乙醇溶液中脱蜡，流水冲洗 5 min，PBS 冲洗 5
min × 3 次，滴加过碘酸 30 s，PBS 冲洗 5 min × 3 次，

放入柠檬酸钠溶液中微波炉加热修复抗原，修复完

毕后取出自然冷却至室温，PBS 冲洗 5 min × 3 次，

滴加山羊血清，37 ℃封闭 15 min，滴加一抗，4 ℃过

夜。第 2 天取出后室温条件下复温 30 min，PBS 冲

洗 5 min × 3 次，滴加二抗，37 ℃ 恒温箱中放置 15
min，取出后 PBS 冲洗 5 min × 3 次，滴加辣根酶标记

链霉卵白素工作液，37 ℃ 恒温箱中放置 15 min，取

出后 PBS 冲 洗 5 min × 3 次，滴 加 二 氨 基 联 苯 胺

( DAB) 显色，流水冲洗后苏木精染核，流水冲洗，干

燥后中性树胶封片，显微镜下观察并拍片，结果采用

Image pro plus 软 件 进 行 处 理，测 定 平 均 光 密 度

( IOD) 值。
1． 2． 6 Western blot 检测肝脏组织 NLＲP3 蛋白表

达水平 ＲIPA 裂解液提取肝脏组织总蛋白后 BCA
法测定蛋白浓度，取 20 μg 总蛋白，SDS-PAGE 电泳

分离，转膜，牛奶封闭，孵一抗过夜( 1 ∶ 1 000稀释) ，

洗 涤后室温孵育山羊抗兔 IgG ( 1 ∶ 100 000稀释)
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表 1 小鼠各分组肝功能

组别 动物只数( n) ALT( μmol /L，珋x ± s) F 值 P 值 AST( μmol /L，珋x ± s) F 值 P 值

空白对照 6 14． 22 ± 3． 42 21． 06 ＜ 0． 001 27． 79 ± 7． 01 18． 43 ＜ 0． 001
溶剂对照 4 15． 87 ± 2． 75 25． 46 ± 4． 57
TCE 未致敏 7 15． 66 ± 1． 32 29． 46 ± 6． 25
TCE 致敏 5 38． 01 ± 11． 00* # 50． 64 ± 5． 46* #

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与溶剂对照组比较: #P ＜ 0. 05; 与 TCE 未致敏组比较: P ＜ 0. 05

2 h，洗涤后经化学发光成像系统成像，将各目的蛋

白条带荧光强度与内参蛋白 GAPDH 比较，判断各

组 NLＲP3 蛋白表达水平。
1． 2． 7 实时荧光定量 PCＲ 检测小鼠肝脏组织 NL-
ＲP3 基因 取肝脏组织约 50 mg，放入无菌玻璃匀

浆器中匀浆，用 TＲIzol 提取肝脏组织总 ＲNA，逆转

录为 cDNA 后，按 以 下 程 序 扩 增: 94 ℃ 预 变 性 5
min，再以 94 ℃ 20 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，87 ℃ 10
s; 循环 55 次。选择 GAPDH 作为内参基因，2 － ΔΔCt法

计算 NLＲP3 基因的相对表达量。GAPDH 上游引物

序列为: 5’-ACCCCAGCAAGGACACTGAGCAAG-3’，

下 游 引 物: 5’-GGCCCCTCCTGTTATTATGGGGGT-
3’; NLＲP3 上 游 引 物: 5’-GAGTTCTTCGCTGCTAT-
GT-3’，下游引物: 5’-ACCTTCACGTCTCGGTTC-3’。
1． 3 统计学处理 用 SPSS 13. 0 软件进行统计分

析，定量资料结果均以 珋x ± s 表示，多组数据比较采

用单因素方差分析，组间比较采用 LSD-t 检验，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 小鼠致敏情况 依据小鼠背部皮肤反应情况

进行评分时，空白对照组、溶剂对照组均未见红斑水

肿，TCE 处理组 12 只小鼠中，5 只背部皮肤有不同

程度红斑水肿，致敏率为 41. 7%。
2． 2 各组小鼠肝功能检测结果 与空白对照组比

较，溶剂对照组、TCE 未 致 敏 组 小 鼠 血 清 ALT 与

AST 水平均无明显变化，差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ; 与空白对照组、溶剂对照组和 TCE 未致敏组

比较，TCE 致敏组小鼠血清 ALT 与 AST 水平均增

高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 3 小鼠肝脏组织病理学观察结果 空白对照组、
溶剂对照组、TCE 未致敏组小鼠肝细胞排列整齐、细
胞质均匀、核膜清晰、核仁明显，未见中性粒细胞等

炎细胞浸润。TCE 致敏组可见大量肝细胞肿胀，细

胞核破裂或消失，并有炎细胞聚集。见图 1。
2． 4 免疫组化法检测小鼠肝脏 NLＲP3 蛋白表达

水平的结果 空白对照组、溶剂对照组及 TCE 未致

敏组均未见明显 NLＲP3 蛋白沉积。TCE 致敏组小

鼠肝脏可见除散在表达的 NLＲP3 外，还有部分表达

已连接成片，表达量较其他组明显升高，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 2、图 2。

图 1 小鼠肝脏病理学观察结果 HE ×400

A: 空白对照组; B: 溶剂对照组; C: TCE 未致敏组; D: TCE 致敏组

图 2 免疫组化法检测各组小鼠肝脏 NLＲP3 结果 IHC × 400

A: 空白对照组; B: 溶剂对照组; C: TCE 未致敏组; D: TCE 致敏组

2． 5 Western blot 法检测小鼠肝脏 NLＲP3 蛋白含

量的结果 与空白对照组比较，溶剂对照组小鼠肝

脏 NLＲP3 含量均未见明显变化，差异无统计学意义
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( P ＞ 0. 05 ) 。TCE 致敏组小鼠 NLＲP3 蛋白含量表

达明显高于空白对照组、溶剂对照组、TCE 未致敏

组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 3。

表 2 小鼠肝脏 NLＲP3 蛋白表达水平的免疫组化评分

组别 动物只数 NLＲP3
空白对照 6 0． 20 ± 0． 04
溶剂对照 4 0． 22 ± 0． 01
TCE 未致敏 7 0． 29 ± 0． 15
TCE 致敏 5 3． 19 ± 0． 74* #

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与溶剂对照组比较: #P ＜ 0. 05;

与 TCE 未致敏组比较: P ＜ 0. 05

图 3 Western blot 检测小鼠肝脏 NLＲP3 蛋白含量的结果

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与溶剂对照组比较: #P ＜ 0. 05;

与 TCE 未致敏组比较: ▼ P ＜ 0. 05

2． 6 小鼠肝脏 NLＲP3 基因表达水平 与空白对

照组比较，溶剂对照组、TCE 未致敏组 NLＲP3 基因

水平均 未 见 明 显 升 高，差 异 无 统 计 学 意 义 ( P ＞
0. 05) 。与空白对照组、溶剂对照组、TCE 未致敏组

比较，TCE 致敏组小鼠肝脏 NLＲP3 基因表达水平明

显升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 4。

3 讨论

TCE 的职业暴露途径主要为经呼吸道和皮肤直

接接触。ODMLT 为职业性接触 TCE 引起的一种类

似于药疹的皮肤炎症反应，多数患者伴有内脏和黏

膜的损伤，86% ～ 100% 的 ODMLT 患者会出现肝脏

损害。此外，部分患者还可出现肾脏、心脏损害，严

重威胁职业性接触 TCE 工人的健康［2］。目前，大多

认为其属于迟发型Ⅳ型变态反应，但ODMLT引起

图 4 小鼠肝脏 NLＲP3 基因表达水平

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与溶剂对照组比较: #P ＜ 0. 05;

与 TCE 未致敏组比较: ▼ P ＜ 0. 05

的内脏损伤并不能完全由Ⅳ型变态反应来解释，其

还可能与Ⅱ、Ⅲ型变态反应有关。ODMLT 的致死率

约为 10%，死因主要为急性肝衰竭和严重感染。本

课题组前期建立 TCE 致敏小鼠模型，研究发现 TCE
致敏小鼠出现了不同程度的肝损伤，血清 ALT、AST
水平上升，部分肝细胞水肿、空泡样变性［6］，有较严

重的炎症反应。本研究表明，相比于空白对照组小

鼠，TCE 未致敏组小鼠肝脏未见明显损伤，TCE 致

敏组小鼠血清 ALT、AST 水平明显升高，肝脏病理结

果显示 TCE 致敏组可见大量肝细胞肿胀，细胞核破

裂或消失，并有炎细胞聚集。此结果与课题组前期

研究［6］结果一致。此外，相比于空白对照组，TCE
未致敏组小鼠 NLＲP3 表达水平未见升高，而 TCE
致敏组小鼠肝脏可见大量 NLＲP3 蛋白沉积，蛋白含

量较空白对照组、溶剂对照组和 TCE 未致敏组明显

升高; ＲT-PCＲ 结果也显示 TCE 致敏组小鼠 NLＲP3
基因水平明显升高。NLＲP3 炎性小体蛋白表达及

基因转录水平与小鼠肝脏损伤结果一致。
NLＲP3 炎性小体作为固有免疫中重要的一部

分，在肝脏，其可存在于各种免疫细胞( 如肝巨噬细

胞、中性粒细胞和树突状细胞) 以及非免疫细胞( 如

肝细胞、内皮细胞、肝星状细胞和肌成纤维细胞) ，

原代培养的肝细胞中 NLＲP3 几乎不表达［7］。大量

研究发现其参与多种肝脏疾病的发生发展，在免疫

调节和炎症反应中发挥着非常重要的作用。潮蓉

等［8］发现应用 P2X7 受体特异性抑制剂能够下调
NLＲP3 炎性小体水平，进而减轻小鼠的酒精性肝损

伤。李凡 等［9］总结前人研究，发现 NLＲP3 炎性小

体的激活是肝纤维化形成的关键分子机制。刘钱

等［10］还发现慢性乙型肝炎肝细胞中 NLＲP3 炎性小

体表达量较正常细胞显著升高，提示 NLＲP3 炎性小

·157·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 May; 54( 5)



体在慢性乙型肝炎的发生发展中可能发挥着重要作

用。结合前人研究结果，推测 NLＲP3 炎性小体在

TCE 致敏组小鼠肝细胞中的表达，可能与其炎症反

应有关，NLＲP3 炎性小体可能在 TCE 致敏小鼠肝脏

损伤中发挥了作用。
综上所述，NLＲP3 炎性小体在 TCE 致敏组小鼠

肝脏中表达明显增加，提示 NLＲP3 炎性小体的表达

可能与 TCE 致敏小鼠免疫性肝脏损伤有关。
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The relationship between NLＲP3 inflammasome and
liver immune injury in trichloroethylene-sensitized mice

Xie Haibo，Li Na，Chen Shuangping，et al
( Dept of Occupational and Environmental Health，School of Public Health，

Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the the relationship between NLＲP3 inflammasome and liver immune injury in
trichloroethylene-sensitized mice by detect the expression of NLＲP3 inflammasome． Methods Totally 22 female 6
～ 8 weeks SPF BALB /c mice were randomly divided into blank control group ( n = 6) ，solvent control group ( n =
4) and TCE treatment group ( n = 12) to build the TCE-sensitized mice module． 24 hours after the last challenge，

all 12 TCE treated mice were divided into TCE sensitized group and TCE non-sensitized group according to the skin
sensitization reaction score． All mice were sacrificed at 72 h after the last challenge． The blood were collected，and
then used for detecting the serum ALT and AST levels to present for liver function． Mouse liver pathology was ob-
served after mouse liver took out at aseptic conditions． The level of NLＲP3 protein was observed by immunohisto-
chemical and Western blot． The liver NLＲP3 mＲNA level was tested by real-time PCＲ． Ｒesults Compared with
blank control group，solvent control group and TCE non-sensitized group，ALT and AST levels of TCE-sensitized
group were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． There were no obvious pathological changes in blank control group，

solvent control group and TCE non-sensitized group． In TCE-sensitized group，a large number of hepatocytes were
swollen，the nucleus was ruptured or disappeared，and inflammatory cells were gathered． The results of immunohis-
tochemical showed a large number of NLＲP3 expressed in TCE-sensitized mice liver． The results from Western blot
showed that the liver NLＲP3 protein was significantly higher than blank control group，solvent control group and
TCE non-sensitized group． The gene level of NLＲP3 was also significantly increased by real-time PCＲ． Conclusion
The NLＲP3 inflammasome is significantly increased in TCE-sensitized group mouse，indicate that NLＲP3 inflam-

masome may associated with the liver immune injury in trichloroethylene-sensitized mice．
Key words trichloroethy; NLＲP3; liver
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