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摘要 ：

[背景] 三氯乙烯（TCE）可通过受污染的水或空气经生物蓄积作用进入人体，从而产生健康危
害，受累脏器以肝脏最为多见。

[目的] 观察 TCE 经口暴露小鼠肝脏中 M1 型库普弗细胞（KCs）极化的情况，探讨组蛋白赖氨
酸去甲基化酶 JMJD3 与 KCs M1 型极化之间的关系。

[方法] 选取 72 只 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，6~8 周龄，将其随机分为 4 组：空白对照组
（18 只）、溶剂对照组（18 只）、2.5 mg·mL–1 TCE 组（18 只）和 5.0 mg·mL–1 TCE 组（18 只），适应
性喂养 1 周。按照课题组前期研究建立小鼠 TCE 经口暴露模型，染毒 8 周。分别在第 2、4、
8 周时处死小鼠取肝脏组织，采用 Western blotting 法检测小鼠肝脏组织中组蛋白赖氨酸去
甲基化酶 JMJD3 的蛋白表达水平，采用免疫荧光法对巨噬细胞标志 F4/80 和 M1 型巨噬细胞
表面标志 CD11c 进行共定位，采用免疫组织化学法检测巨噬细胞 M1 型标志 CD16/32 和小
鼠肝脏 M1 型巨噬细胞相关炎性因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的表达情况。

[结果] 在第 2、4、8 周时，各组小鼠状态良好，没有出现因 TCE 染毒而死亡的个体，各组间小
鼠耗水量差异无统计学意义，各时间点小鼠体重增长及肝脏系数的组间差异没有统计学意
义（P > 0.05）。Western blotting 法检测结果显示：在各时间点空白对照组和溶剂对照组 JMJD3
蛋白表达水平差异均无统计学意义，2.5 mg·mL–1 TCE 组和 5.0 mg·mL–1 TCE 组 JMJD3 蛋白表
达水平相较于对照组均升高，且第 4、8 周 5.0 mg·mL–1 TCE 组 JMJD3 蛋白表达水平高于 2.5 mg·mL–1

TCE 组（P < 0.05）。免疫荧光共定位结果显示：在各时间点空白对照组和溶剂对照组 F4/80
与 CD11c 表达较少，2.5 mg·mL–1 TCE 组和 5.0 mg·mL–1 TCE 组 F4/80 与 CD11c 表达较高。免疫组织
化学检测结果显示：CD16/32 和 TNF-α 在空白对照组和溶剂对照组表达较低，而在 2.5 mg·mL–1

TCE 组和 5.0 mg·mL−1 TCE 组出现大量沉积。

[结论] KCs M1 型极化及促炎因子的表达可能与经口暴露 TCE 所致的 JMJD3 表达水平增加有关。
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Abstract:

[Background] Trichloroethylene (TCE) can enter human body through biological accumulation of
polluted water or  air,  resulting in health hazards.  The most commonly involved organs are the
liver.

[Objective] To observe potential polarization of M1 Kupffer cells (KCs) in mice liver exposed to
TCE  orally,  and  to  investigate  the  relationship  between  histones  lysin  demethylase  JMJD3  and
M1 KCs polarization.

[Methods] A total of 72 SPF BALB/c mice aged 6 to 8 weeks were randomly divided into a blank
control  group  (n=18),  a  vehicle  control  group  (n=18),  a  2.5  mg·mL−1 TCE  group  (n=18),  and
a  5.0  mg·mL−1 TCE  group  (n=18)  after  adaptive  feed  for  one  week.  A  TCE  transoral  exposure
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model was established after eight weeks of administration according to previous research of the research group. In the 2nd, 4th, and 8th
weeks,  the  mice  were  sacrificed  and  liver  tissue  samples  were  collected.  Western  blotting  was  used  to  detect  the  expression  level  of
JMJD3  in  the  liver  tissue  samples.  Immunofluorescence  was  used  to  co-locate  the  macrophage  marker  F4/80  and  the  surface  marker
CD11c of M1 macrophages. Immunohistochemistry was used to detect the expressions of CD16/32, a marker of M1 macrophages, and
TNF-α, an inflammatory factor of M1 macrophages in mouse liver.

[Results] In the 2nd, 4th, and 8th weeks, the mice in each group were generally in good condition, and no individual died due to TCE.
There was no statistically significant difference in the amount of water consumed by each group, nor in the body weight gain and the
liver  coefficient  of  mice  at  each  time  point  (P > 0.05).  The  results  of  Western  blotting  analysis  showed  that  there  was  no  statistically
significant  difference  in  JMJD3  protein  expression  level  between  the  blank  control  group  and  the  vehicle  control  group  at  each  time
point, the expression levels of JMJD3 protein in the 2.5 mg·mL−1 TCE group and the 5.0 mg·mL−1 TCE group were higher than that in the
control group , and the expression level of JMJD3 protein in the 5.0 mg·mL−1 TCE group was higher than that in the 2.5 mg·mL−1 TCE group
(P < 0.05).  The  results  of  immunofluorescence  co-localization  showed  that  the  expressions  of  F4/80  and  CD11c  were  low  in  the  blank
control  group  and  the  vehicle  control  group,  while  the  expressions  of  F4/80  and  CD11c  were  increased  in  the  2.5  mg·mL−1 and  the
5.0 mg·mL−1 TCE groups. The results of immunohistochemistry showed that the expressions of CD16/32 and TNF-α in the blank control
group and  the  vehicle  control  group were  low,  and  there  were  large  deposits  in  the  2.5  mg·mL−1 TCE  group and  the  5.0  mg·mL−1 TCE
group.

[Conclusion] The polarization of M1 KCs and the expression of proinflammatory factors may be related to an increased expression level
of JMJD3 induced by oral TCE exposure.

Keywords: trichloroethylene; liver toxicity; Kupffer cell; histone lysine demethylase

  

三氯乙烯（trichloroethylene, TCE）作为一种优良
的工业有机溶剂被广泛应用于金属表面处理、石蜡萃
取及制冷剂、干洗剂的生产等[1]。在东南亚和我国广
东地区因职业接触 TCE 所引起的职业性三氯乙烯药
疹样皮炎严重威胁职业人群健康[2]；且因其广泛的工
业应用及其脂溶性、挥发性、不易燃性致使 TCE 大量
进入环境中，严重污染空气、水源和土壤，其所引起的
河水及浅层地下水的环境污染问题不容忽视[3]。环境
中的 TCE 可以通过生物蓄积作用进入机体发挥毒性
作用[4]

，对人体和其他生物体皮肤和脏器的损伤已被
广泛证实[5–6]

，其中受累脏器以肝脏最为多见[7–8]。
有研究表明[9]

，TCE 及其代谢产物会引起表观遗传
变化，从而改变免疫功能并促进肝脏炎症反应。在环
境因素作用下，表观遗传机制（主要包括 DNA 修饰、
组蛋白修饰、非编码 RNA 调控以及染色质重塑等）在
基因的激活上调或沉默下调中起着至关重要的作用[10]。
库普弗细胞（Kupffer cells, KCs）是肝脏特有的巨噬细
胞，占人体组织巨噬细胞的 80%~90%，在肝脏疾病的
发生发展中发挥重要作用[11]。KCs 在炎症反应过程中
可被迅速激活并向不同方向极化[12]

，根据所处微环境
中不同成分的刺激，KCs 主要极化为两种亚型，包括促
炎的 M1 型（CD11c、CD16/32 是 M1 型巨噬细胞的主
要标志）和抗炎的 M2 型（M2 型巨噬细胞高表达甘露
糖受体 CD206）。 M1 型 KCs 分泌肿瘤坏死因子 -α
（tumor necrosis factor-α, TNF-α）、白介素-1β 等细胞因
子，M2 型 KCs 分泌白介素-10、转化生长因子-β 等细

胞因子[13]。与 M1 型或 M2 型激活相关的表观遗传调
控主要依赖于炎症相关基因启动子区域的组蛋白修
饰，在巨噬细胞极化的信号调节和传导过程中发挥重
要作用[14]。多种组蛋白修饰酶可催化组蛋白尾部精氨
酸和赖氨酸的翻译后修饰，招募效应蛋白的结合，影
响下游蛋白，进而参与特定的细胞过程，其中组蛋白赖
氨酸去甲基化酶 JMJD3 与巨噬细胞的激活相关 [15]。
由于目前 JMJD3 在 M1 型 KCs 中的研究较少，本研究
采取动物实验的方法，建立 TCE 经口暴露小鼠模型，

通过检测小鼠肝脏内 JMJD3，巨噬细胞标志 F4/80，M1
型巨噬细胞标志 CD11c、CD16/32 及细胞因子 TNF-α
的表达情况，探索 TCE 通过 JMJD3 修饰促进 KCs M1 型
极化和促炎的作用机制。 

1    对象与方法 

1.1    主要试剂与仪器
TCE（99.5%分析纯级，Sigma，美国），二甲基亚砜

（dimethyl  sulfoxide,  DMSO；北京索莱宝科技有限公
司，中国），免疫组化检测试剂盒、二氨基联苯胺显色
液（北京中杉金桥生物技术有限公司，中国），JMJD3 抗
体（Novus Biologicals，美国），F4/80 抗体（Cell Signaling
Technology，美国），CD11c 抗体、CD16/32 抗体（R&D
Systems，美国），TNF-α 抗体（北京博奥森生物技术有
限公司，中国），4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（4'，6-diamidino-
2-phenylindole,  DAPI；Abcam，英国），聚偏二氟乙烯
膜、Western blotting 发光液试剂盒（GE Healthcare，德
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国），光学显微镜（BX53，奥林巴斯，日本），气相色谱三
重四极杆质谱仪（7890-7000D，Agilent Technology，美
国），Western blotting 全自动化学发光成像系统（上海
勤翔科学仪器有限公司，中国）。 

1.2    实验动物的处理
自安徽医科大学实验动物中心购入 72 只 BALB/c

小鼠，雌性，6~8 周龄，体重（20.78±1.34） g。将小鼠饲
养在干净清洁的饲养笼中，每笼 6 只动物。严格控制
动物房温度（20~25 ℃）、湿度［（50±5）%］以及光照
条件（12 h 光照和 12 h 黑暗交替），供给标准饲料和洁
净饮水。适应性喂养 1 周后，参照课题组前期研究建
立 小 鼠 模 型[16]

， 将 小 鼠 随 机 分 为 4 组 ：
2.5 mg·mL−1TCE 组 （18 只 ， TCE 用 体 积 分 数 1%
DMSO 助溶）、5.0 mg·mL−1�TCE 组（18 只，TCE 用体积分
数 1% DMSO 助溶）、溶剂对照组（18 只，含有体积分
数 1% DMSO 的饮用水）、空白对照组（18 只，喂以正常
饮用水）。为保证 TCE 浓度的稳定，饮用水每隔 24 h 更
换一次，染毒 8 周。用甲基叔丁基醚分别在 0、6、12、
18 和 24 h 对 2.5 mg·mL−1�TCE 组和 5.0 mg·mL−1TCE 组
小鼠的饮用水进行提取，使用气相色谱三重四极杆质
谱仪进行分析，经计算两剂量组各时点 TCE 浓度基本
恒定，浓度变化差异没有统计学意义（P > 0.05）。记录
小 鼠 每 日 饮 水 量 和 每 周 体 重， 并 计 算
2.5 mg·mL−1TCE 组和 5.0 mg·mL−1TCE 组平均暴露量。
分别在第 2、4、8 周三个时点根据实验要求处死小鼠
（每个时点每组 6 只），无菌环境中取肝脏样品。 

1.3    Western blotting 法检测 JMJD3 蛋白表达水平
加入等量（50 μg）肝脏样品蛋白提取物，并使用

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳进行电泳分离。200 mA 转
膜 3 h，将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯膜上后，室温下
在 5%脱脂牛奶中封闭 2 h。将膜与 JMJD3 抗体（1∶500）
和甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, GAPDH）抗体（1∶10 000）一起置于 4℃
孵育过夜。第 2 天，将膜在含有体积分数 0.05% Tween-
20 的 Dulbecco's 磷酸盐缓冲液（Dulbecco's phosphate-
buffered  saline,  DPBS）中洗涤 3 次 ，并用 DPBS 洗涤
1 次，每次洗涤持续 10 min，然后与山羊抗兔 IgG 抗体
（1∶5 000）一起室温孵育 2 h。将膜在含有体积分数
0.05% Tween-20 的 DPBS 中洗涤 3 次，在 DPBS 中洗
涤 1 次，每次 10 min；用 Western blotting 发光液试剂
盒配合 Western  blotting 全自动化学发光成像系统
进行显影，最后通过 Image-Pro Plus 6.0 软件分析灰
度值。 

1.4    免疫荧光法检测 F4/80 及 CD11 c 表达
将待染肝脏切片置于 98℃ 恒温箱烤片 20 min，

二甲苯、酒精脱蜡。磷酸盐缓冲液（phosphate-buffered
saline, PBS）洗涤 3 次，每次 5 min。再用柠檬酸盐缓冲
液于微波炉中进行抗原修复。自然冷却至室温后用体
积分数 0.3% Triton-X100 处理 25 min，PBS 洗 3 次，再
用山羊血清 37℃ 封闭 2 h，滴加 F4/80（1∶200）及 CD11c
（1∶240）一抗混合液 4℃ 过夜。次日复温 30 min 后
PBS 清洗 3 次，再用荧光二抗（1∶400）避光孵育 2 h，DAPI
染核 15 min，避光于显微镜下观察。 

1.5    免疫组织化学法检测 CD16/32 和 TNF-α 表达
将待染肝脏切片置于 98℃ 恒温箱烤片 20 min，

二甲苯、酒精脱蜡。PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。先用内
源性过氧化物酶处理，再用柠檬酸盐缓冲液于微波炉
中进行抗原修复。自然冷却至室温后，PBS 洗 3 次，再
用山羊血清 37℃ 封闭 15 min，分别滴加 CD16/32 抗
体（1∶40）和 TNF-α 抗体（1∶240）4℃ 过夜。次日复温
30 min 后用 PBS 清洗 3 次，再依次滴加二抗、辣根酶，

二氨基联苯胺显色后镜下观察。 

1.6    统计学分析

x̄ ± s

使用 SPSS 23.0 统计软件进行分析。所有计量数
据均以 表示，单因素方差分析用于比较多组数据
间的差异，SNK 检验用于两组间的比较，检验水准
α=0.05。 

2    结果 

2.1    小鼠基础情况
在第 2、4、8 周，各组小鼠状态良好，没有出现因

TCE 染毒而死亡的个体，各组间小鼠耗水量差异无
统计学意义（P > 0.05），平均耗水量为 0.13 mL·g−1·d−1

，

2.5 mg·mL−1TCE 组和 5.0 mg·mL−1TCE 组平均 TCE 暴露
量为 357.03 mg·kg−1·d−1 和 657.62 mg·kg−1·d−1。各时间
点小鼠体重增长及肝脏系数的组间差异没有统计学
意义 (P > 0.05)。 

2.2    TCE 对小鼠肝脏组织 JMJD3 蛋白表达的影响
在第 2、4、8 周，溶剂对照组小鼠肝脏 JMJD3 蛋

白表达水平与空白对照组比较，差异均无统计学意
义 (P > 0.05)。 2.5 mg·mL−1TCE 组与 5.0 mg·mL−1TCE 组
JMJD3 蛋白表达相较于对照组均增加 (P < 0.05)，且
第 4、8 周 5.0 mg·mL−1TCE 组 JMJD3 蛋白表达水平高
于 2.5 mg·mL−1TCE 组（P < 0.05）。见图 1。 

2.3    TCE 对小鼠肝脏组织 F4/80 及 CD11c 表达的影响
在第 2~8 周，空白对照组和溶剂对照组 F4/80
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与 CD11c 表达较少，2.5 mg·mL−1TCE 组和 5.0 mg·mL−1

TCE 组 F4/80 与 CD11C 表达阳性区域较多。见图 2。 

2.4    TCE 对小鼠肝脏组织 CD16/32 表达的影响
图 3 显示，在第 2~8 周，空白对照组与溶剂对照组

CD16/32 表 达 低 ； 2.5 mg·mL−1TCE 组 和 5.0 mg·mL−1

TCE 组 CD16/32 出现大量沉积，各时点 5.0 mg·mL−1TCE

组 CD16/32 表达均高于 2.5 mg·mL−1TCE 组（P < 0.05）。 

2.5    TCE 对小鼠肝脏组织 TNF-α 表达的影响
图 4 显示，在第 2~8 周，空白对照组与溶剂对照

组 TNF-α 表 达 低 ； 2.5 mg·mL−1TCE 组 和 5.0 mg·mL−1

TCE 组 TNF-α 出现大量沉积，第 2、8 周 5.0 mg·mL−1

TCE 组 TNF-α 表达均高于 2.5 mg·mL−1TCE 组（P < 0.05）。 
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图 1   TCE 经口染毒不同时间后各组小鼠肝脏 JMJD3 蛋白表达水平 （n=6） 

Figure 1   Expression of JMJD3 protein in liver of mice following oral TCE treatment for different time (n=6)
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图 2   TCE 经口染毒不同时间后小鼠肝脏 F4/80 与 CD11c 荧光共定位检测结果 （×400）  （n=6） 
Figure 2   F4/80 and CD11c co-localization detection results in liver of mice following oral TCE treatment for different time (×400) (n=6)

 空白对照

第2周

第4周

第8周

溶剂对照 2.5 mg·mL−1 TCE 5 mg·mL−1 TCE

第2周 第4周 第8周0

10

20

30

40 空白对照
溶剂对照
2.5 mg·mL−1 TCE

5.0 mg·mL−1 TCE

ab

abc
ab

abc

ab

abc

CD
16

/3
2免

疫组
化灰

度值
CD

16
/3

2 
im

m
un

oh
ist

oc
he

m
ica

l g
ra

y 
va

lu
e

A B

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

 
［注］ A：TCE 经口染毒不同时间后小鼠肝脏 CD16/32 免疫组化结果图片（×400）。B：TCE 经口染毒不同时间后小鼠肝脏 CD16/32 表达变化。a：与空白

对照组比较，P < 0.05；b：与溶剂对照组比较，P < 0.05；c：与 2.5 mg·mL−1TCE 组比较，P < 0.05。
图 3   TCE 经口染毒不同时间后小鼠肝脏 CD16/32 免疫组化结果 （n=6） 

Figure 3   Immunohistochemical results of CD16/32 in liver of mice following oral TCE treatment for different time (n=6)

68  | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2022, 39(1)

www.jeom.org

www.jeom.org


3    讨论
根据美国环境保护署的有毒物质排放清单，

2017 年有 930 t TCE 从工业场所释放到环境中，TCE 在
空气中的半衰期约为 7 d，但在土壤和水中的半衰
期为 300 d[17]。由于持续的大气排放和在地下环境中
的持久性存在，TCE 成为 21 世纪最值得关注的环境
污染物之一[18]。职业人群 TCE 暴露主要通过呼吸道吸
入和皮肤接触途径，一般人群主要是经口暴露于 TCE。
美国职业安全和卫生管理局规定工作场所在工作
日 8 h 内 TCE 的吸入允许接触限值为 537.4 mg·m−3

（100 ppm），短期 （5 min）接触限值为 1 612.3 mg·m−3

（300 ppm）。对于液相 TCE，百万分之一（ppm）与 mg·kg−1

的换算比例为 1∶1，因此，啮齿动物模型中 100 或
300 mg·kg−1TCE 暴露可以模拟某些处于或接近美国职
业安全和卫生管理局限值的工作场所条件。

TCE 在体内可经细胞色素 P450 代谢，生成的水合
氯醛、三氯乙酸和二氯乙酸等与特定靶器官（如肝和
肺）相关[4]。有研究发现，三氯乙烯、二氯乙酸和三氯
乙酸可以改变表观遗传标志，且在患病组织中可发现
相同或相似的表观遗传改变[19]。JMJD/KDM 家族（含
Jumonji C 结构域）是一类重要的组蛋白赖氨酸去甲基
化酶，能够催化相关基因启动子区域特定赖氨酸位点
二甲基化和三甲基化的去甲基化。JMJD3 是 JMJD/KDM
家族中的重要成员之一，可介导组蛋白 H3 第 27 位赖
氨酸（H3K27）的去甲基化，激活巨噬细胞靶基因启动
子区域的转录活性，促进巨噬细胞极化[20]。本次研究
发现，相较于空白对照组、溶剂对照组，TCE 暴露组
JMJD3 表达水平升高，表明经口暴露 TCE 导致 JMJD3
表达水平增加。

在受到不同细胞外刺激时，组蛋白赖氨酸去甲基
化酶 JMJD3 可以激活不同的基因来调节巨噬细胞
M1 型和 M2 型的平衡，即 JMJD3 既能调节巨噬细胞
发生 M1 型极化促进炎症反应从而介导不同的免疫性
疾病，也能使巨噬细胞发生 M2 型极化从而抑制炎症
反应和促进组织修复[21]。KCs 是肝脏常驻巨噬细胞，在
肝损伤和修复中具有关键作用。局部代谢和免疫环境
使 KCs 表现出极大的可塑性，可以极化为促炎性 M1
型和抗炎性 M2 型。其中 M1 型巨噬细胞的特征在于
上调促炎性细胞因子、趋化因子和前列腺素，如白介
素-6、TNF-α 和白介素-1β，以消除病原体和促进 T 辅
助细胞 1 型（Th1 细胞）应答。M2 型巨噬细胞则参与
T 辅助细胞 2 型（Th2 细胞）应答，分泌白介素-10 和转
化生长因子-β，以促进炎症的消退和伤口愈合[22]。F4/80
是鼠巨噬细胞的特异性标记[23]

，本次研究免疫荧光
结果显示，小鼠经口摄入 TCE 后，2.5 mg·mL−1TCE 组与
5.0 mg·mL−1TCE 组 F4/80 和 M1 型巨噬细胞表面标志
CD11c 表达量增加且高度重合；免疫组化结果也显
示，2.5 mg·mL−1TCE 组与 5.0 mg·mL−1TCE 组 KCs M1 型
标志 CD16/32 表达水平较空白对照组和溶剂对照组
有升高现象，这表明经口摄入 TCE 引起 KCs M1 型极
化升高。对染毒 2~8 周后小鼠肝脏 M1 型巨噬细胞
相关炎性因子 TNF-α 进行免疫组化检测，结果显示相
比空白对照组和溶剂对照组，2.5 mg·mL−1TCE 组与
5.0 mg·mL−1TCE 组 TNF-α 表达水平升高，进一步证明
了 KCs M1 型极化的增加。这提示 JMJD3 作为炎症、
免疫疾病的潜在预防与治疗靶点，通过干预 JMJD3 对
KCs M1 型极化的调节，可能成为预防和治疗 TCE 所致
肝损伤的新策略，值得深入探究。
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图 4   TCE 经口染毒不同时间后小鼠肝脏 TNF-α 免疫组化结果 （n=6） 

Figure 4   Immunohistochemical results of TNF-α in mouse liver in liver of mice following oral TCE treatment for different time (n=6)
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综上所述，经口摄入 TCE 导致的 KCs M1 型极化
的激活及相关细胞因子的表达可能与 JMJD3 表达水
平增加有关。但本次研究未使用小分子抑制剂或基因
敲减等方法来进行验证，因此 JMJD3 如何调节 KCs
M1 型极化的详细机制仍需要进一步研究。
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