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摘要:采用每天一次经口灌胃染毒的方法,探讨了全氟辛烷磺酸 ( Perf luorooctan e su lfonate, PFOS )经口重复剂量染毒对 C 57BL /6小鼠脾脏 T细

胞亚群 CD4+和 CD8+的影响.选择雄性 C57BL /6小鼠 24只,实验组 PFOS染毒剂量分别为 5、10、20m g# kg- 1 ( bw ) .每天一次经口灌胃染毒

12d后,制备脾脏 T淋巴细胞悬液,经特异性荧光标记的 CD3( FITC )、CD4 ( PE )、CD8 ( PERCP)单克隆抗体作用后,采用 FACS流式细胞仪检测

T淋巴细胞及其亚群百分数.结果表明, 10 m g# kg- 1 ( bw )和 20 m g# kg- 1 ( bw ) PFOS染毒组小鼠体重呈明显的下降趋势; 20 m g# kg- 1 ( bw ) PFOS

染毒组小鼠胸腺和脾脏指数显著低于对照组 ( p < 0. 05) ,而各剂量组小鼠肝脏指数均显著高于对照组 ( p < 0. 05 ) . PFOS染毒 20mg# kg- 1 ( bw )

实验组 CD3+ CD4+与 CD3+ CD8+ T细胞的绝对计数和百分比均显著低于对照组 ( p < 0. 01) .研究结果显示, PFOS暴露可降低小鼠免疫器官

中 CD4+、CD8+ T细胞的含量,表明 PFOS可抑制小鼠的细胞免疫水平.
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Abs tract: Th e ob ject ive of th is experim en tw as to assess the effects ofPerfluorooctane Sulfonate ( PFOS ) on sp leen T cell subsets th rough detect ing th e

average pos itive rate and the num bers of sp len ic subpopu lations ofCD4+ and CD8+ T cells. Tw en ty-four adult C 57BL /6 m ale m ice w ere d ivided in to

fou r groups. An ima ls w ere g iven 0, 5, 10 and 20 m g# kg- 1 PFOS by oral gavage every day for 12 days, and th en sing le-cell suspen sion s of sp lenocytes

w ere prepared. After labeling w ith the F luorescein Isoth iocyanate ( FITC) con jugated rat-ant-im ouse CD3 (m on oclonal), phycoerythrin ( PE ) conjugated

rat an t-im ouse CD4 (m onoclonal) and peridin in chlorophyl protein ( Percp ) con jugated rat an t-im ouse CD8 ( m onoclonal) , the phenotypes of splenocyte

popu lat ion sw ere analyzed by Flow Cytom etry ( FCM ) . Th e resu lts show ed th at in the 12-d study, body w eight ofm ice exposed to 10 mg# kg- 1 and 20

m g# kg- 1 of PFOS show ed sign if icant deterioration from their ow n pre-exposed baseline. Spleen and thymu sm assw ere sign if icant ly decreased com pared to

the con trol follow ing exposure to 20m g# kg- 1 of PFOS. Furth erm ore, liver m ass w as increased in each exposu re group. Flow cytom etric analysis show ed

that the average posit ive rate and the num bers of splen ic subpopu lations ofCD4+ and CD8+ cells d ecreased s ign if ican tly in the 20 mg# kg- 1 PFOS group

in com parison w ith norm al C57BL /6 m ice. Th is s tudy ind icates that PFOS m ay decrease th e average posit ive rate of CD4+ and CD8+ T-cell in sp leen

organs, thu s suppressing imm un e function.
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1 引言 ( Introduct ion)

全 氟 辛 烷 磺 酸 ( Perfluorooctane su lfonate,

PFOS)是近年来引起科学家们关注的一种新型持久

性有机化合物, 该有机物被广泛用于机械润滑剂、

涂料、农药和医药品、表面活性剂、纺织品和皮革制

品表面防污剂、泡沫灭火剂等数百种工业和日用品

生产领域 ( Beg let et al. , 2005) . 由于 PFOS在自然

界中的难降解性和生物体内的高蓄积性, 其已经在

生态系统中得到广泛的传播,并且正在通过食物链

途径的生物浓缩和生物放大进行生物种群间的转

移,最终高浓度地蓄积在食物链高位生物包括食肉

动物和人体内 ( deV os et al. , 2008; E ricson et a l. ,

2008) .有研究表明,一个成年人通过饮食每天摄入

PFOS的量约为 62. 5 ~ 74. 2 ng ( Er icson et a l. ,

2008) .人群血清流行病学调查显示, 各国各族人群

血清中均检测出不同浓度的 PFOS污染 ( Cala fat

et al. , 2007; Jin et al. , 2007; Kannan et al. , 2004;

O lsen et al. , 1999 ), 其中职业暴露人群血清中

PFOS浓度高达 12. 83mg# L
- 1

( O lsen et al. , 1999) ;

甚至新生儿血清中也存在 PFOS污染 ( Inoue et a l. ,

2004) .最近研究结果显示,人类血清中 PFOS生物

半衰期平均为 8. 67a (范围为 2. 29 ~ 21. 3a, SD =

6112) ,最高达 21. 3a ( Burris et al. , 2002) . 而更值

得关注的是,人体内 PFOS负荷呈逐年增高趋势.日

本学者的调查结果显示,在 1983~ 1999年期间, 人

群血清中 PFOS浓度以每年 0. 49 Lg# L
- 1
速度递增

(H arada et al. , 2007 ). 我国沈阳地区人群血清

PFOS浓度从 1987年的 0. 03Lg#L- 1
增加到 2002年

的 22. 4Lg# L
- 1
, 15a间人群血清中 PFOS浓度增加

了 747倍 ( Jin et al. , 2007) .

人群流行病学调查显示, PFOS可降低新生儿体

重 (A pe lberg et al. , 2007) ,并使职业人群患膀胱癌

和前列腺癌的危险性增高 (A lexander et al. , 2003;

G illiland andM ande,l 1993). 大量的毒理学研究表

明, PFOS可对机体的神经系统 ( Johansson et a l. ,

2008)、生殖系统 (范轶欧等, 2005)和内分泌系统

( Chang et al. , 2008) 产生损伤,并具有胚胎发育毒

性和遗传毒性 ( Fuen tes et al. , 2007) .但是,目前对

于 PFOS材料引起的免疫毒性研究资料还很少.

本研究中从 PFOS对小鼠脾脏 T淋巴细胞亚群

的影响方面探讨 PFOS对免疫系统效应, 旨在为

PFOS的安全性评价提供科学依据.

2 材料和方法 (M aterials and methods)

2. 1 仪器与主要试剂
试剂: 全氟辛磺酸钾盐 ( H eptadecafluorooctane-

sulfon ic Ac id Potassium Sal,t F luka公司, 瑞士 ), 纯

度 > 98%, 使用时用体积分数为 2%的吐温 - 80配

制.单克隆大鼠抗小鼠 CD3-FITC ( 553061)、CD4-PE

( 557308)、CD8-PERCP( 553036 ) 均购自 BD公司

( F rankin lakes, N J USA ). 0. 01mol# L
- 1
磷酸盐缓冲

液: 在 900mL去离子水 ( ddH 2O )中溶解 8g N aC l、

012g KC l、1. 15g N a2HPO4和 0. 2g KH2 PO4, 用 HC l

调节溶液的 pH至 7. 4,补充 ddH2O定容至 1000mL,

高压蒸汽灭菌 15m in, 4 ~ 8e 下保存. 红细胞裂解

液:在 900mL ddH 2O 中溶解 8. 25g NH 4 C l、1. 0g

KHCO 3、37mg EDTA-Na2# 2H 2O, 补充 ddH2O定容至

1000mL,过滤除菌, 4~ 8e 下保存.

仪器:水平转头离心机 ( CR411, 法国 Jouan) ; 光

学显微镜 ( O lympas IM, 日本 ) ; 分析天平 ( L- 1660

DTP, 日本 Sh imadzu) ; 流式细胞仪 ( FACScan, 美国

BD公司 ) .

2. 2 实验动物及染毒
雄性 C57BL /6小鼠 24只, 体重 18~ 20g, 由中

国医学科学院实验动物研究所提供 (许可证编号:

SCXK京 2004- 0001) . 实验室内适应性喂养 7d后

按体重随机分为 4组, 每组 6只. 动物室温度为 18

~ 23e ,相对湿度为 45% ~ 55%.实验组 PFOS染毒

剂量分别为 5、10、20mg# kg
- 1

( bw ) ,对照组给予 2%

Tween- 80.每天一次灌胃染毒 12d.

2. 3 脾细胞采集
染毒后第 13天,颈椎脱位处死小鼠, 75%酒精

浸泡,取出各组小鼠的胸腺、肾脏、肝脏、脾脏, 称量

质量.并采用下例公式计算器官指数: 器官指数 =

W1

W2

@ 100(W 1: 器官湿重 ( g) ;W 2:体重 ( g) ). 常规制

备脾细胞悬液, 用 10mL含 2%热灭活 FCS的 PBS

培养液制成细胞悬液, 350g下离心 10m in. 经 0. 17

mol# L
- 1

NH4 C l裂解红细胞 5m in, 350g离心, 弃上

清、用 PBS洗涤 2遍, 以台盼蓝染色检查脾细胞活

性,确定活细胞数超过 90%.用含 2%热灭活 FCS的

PBS将脾细胞终浓度调至 1 @ 10
7#mL

- 1
.

2. 4 染色
取 0. 1mL 脾细胞悬液, 加入 ant-i CD3-FITC

( 553061 )、 ant-iCD4-PE ( 557308 )、 ant-i CD8-

PERCP ( 553036) 0. 2Lg. 4e 下避光孵浴 30m in. 加

2mL PBS、混匀, 离心 5m in ( 2000r#m in
- 1

) , 弃上清.

182



1期 董光辉等:全氟辛烷磺酸 ( PFOS)经口染毒对 C57BL /6小鼠脾脏 T细胞亚群 CD4+ /CD8+的影响

将剩余液体转入流式管上机检测.

2. 5 流式细胞仪分析
流式细胞仪 ( FACSC alibur, 美国 B&D公司 )的

激发波长为 488nm,利用 FACS CELLQUEST软件获

取细胞,每个样品分析 10000个细胞;使用前向散射

角 ( FSC )及侧向散射角 ( SSC )确定淋巴细胞群, 以

阴性对照为参考, 将对照管所示的非特异荧光的

99%以上作为本底扣除, 以二维点或直方图阵图显

示,记录 CD4 + T细胞、CD8+ T细胞的个数百分

比.并采用下例公式计算各细胞亚群的绝对数: 细

胞亚群绝对数 = P @N ( P:门内阳性细胞的百分比,

N: 脾细胞总数 ).

2. 6 统计学分析
采用 SAS8. 2统计软件进行数据的分析. 对数

据进行正态性检验后, 用均数 ( M ean)和标准差

( SD)描述正态分布数据的集中趋势和离散水平.各

组数据之间比较采用单因素方差分析.

3 结果 (R esults)

3. 1 PFOS染毒对雄性 C57BL /6小鼠体重和器官

指数的影响

  PFOS染毒前各组小鼠体重没有显著差异 (F =

0. 63, p = 0. 70) . 12d经口染毒后, 各剂量组小鼠体

重均显著低于对照组 ( p < 0. 05) , 其中 PFOS 10

mg# kg
- 1
和 20mg# kg

- 1
剂量组小鼠体重呈明显下降

趋势 (图 1).随着染毒剂量的增高,脾脏和胸腺指数

呈下降趋势,而肝脏指数呈增高趋势 (表 1) .

图 1 雄性 C57BL /6小鼠暴露 PFOS不同剂量下体重变化趋势

F ig. 1 Body m ass of adu lt m ale C 57BL /6 m ice treated w ith PFOS

oral ly for 12 d

表 1 雄性 C57BL /6小鼠暴露 PFOS不同剂量下体重和器官指数水平

Tab le 1 Body w eigh t and relat ive organ w eigh t in adu ltm ale C57BL /6 m ice treated w ith PFOS

PFOS /

(m g# kg- 1# d- 1 )
n

染毒前体重

/ g

染毒后体重

/ g
脾脏指数 胸腺指数 肾脏指数 肝脏指数

0 6 21. 45 ? 1. 48 22. 43 ? 1. 08 0. 46 ? 0. 04 0. 21 ? 0. 02 1. 45 ? 0. 11 5. 89 ? 0. 13

5 6 20. 63 ? 1. 11 21. 35 ? 1. 49 0. 43 ? 0. 06 0. 20 ? 0. 02 1. 61 ? 0. 06 8. 07 ? 1. 75*

10 6 20. 87 ? 1. 27 18. 66 ? 1. 56* 0. 38 ? 0. 02* 0. 13 ? 0. 04* 1. 44 ? 0. 14 10. 05 ? 0. 94*

20 6 21. 35 ? 1. 49 17. 27 ? 0. 89* 0. 27 ? 0. 06* 0. 06 ? 0. 01* 1. 36 ? 0. 15 12. 63 ? 0. 46*

  注: * 与对照组比较, p < 0. 05.  Note. Asterisk indicates s ign ifican tly differen t from con trol ( p < 0. 05)

3. 2 PFOS染毒对雄性 C57BL /6小鼠脾细胞总数

和 T淋巴细胞亚群的影响

PFOS经口灌胃染毒 12d后,随着染毒剂量的增

高,脾细胞总数呈下降趋势,其中, 20mg# kg
- 1# d

- 1
剂

量组小鼠脾细胞总数 ( ( 4. 80 ? 1. 06) @ 10
7
) 显著的

低于对照组小鼠水平 ( ( 8. 45 ? 1. 23) @ 10
7
) (图

2) . PFOS 20 mg# kg
- 1

# d
- 1
剂量组小鼠 CD4+ T淋巴

细胞绝对数和阳性比均显著低于对照组 ( p <

0105) , PFOS 10mg# kg
- 1# d

- 1
和 20mg# kg

- 1# d
- 1
剂量

组小鼠 CD8+ T淋巴细胞绝对数和阳性比均显著低

于对照组 (p < 0. 05) (表 2).

图 2 雄性 C57BL /6小鼠暴露 PFOS不同剂量下脾细胞数水平

(* 与对照组比较, p < 0. 05)

F ig. 2 Splen ic cellu larity in adu lt male C57BL /6 m ice follow ing an

oral exposu re to PFOS. A sterisk ind icates sign if icant ly

d if feren t from con trol ( p < 0. 05)

183



环   境   科   学   学   报 29卷

表 2 雄性 C57BL /6小鼠经口灌胃染毒 12天后对脾 CD4+、CD8+细胞亚群的影响

Tab le 2 Sp len ic CD4 /CD8 Subpopu lat ions in AdultM ale C57BL /6M ice TreatedW ith PFOS Oral ly for 12 d

PFOS /

(m g# kg- 1# d- 1 )
n

CD4+

百分数 绝对数 / ( cel ls@ 107 )

CD8+

百分数 绝对数 / ( cells@ 107 )

0 6 17. 57% ? 1. 88% 1. 49 ? 0. 30 14. 55% ? 2. 02% 1. 24 ? 0. 35

5 6 17. 94% ? 1. 41% 1. 36 ? 0. 24 13. 30% ? 1. 62% 0. 99 ? 0. 08

10 6 16. 71% ? 0. 79% 1. 19 ? 0. 15 11. 88% ? 1. 07% * 0. 84 ? 0. 01*

20 6 14. 93% ? 2. 54% * 0. 70 ? 0. 11* 11. 87% ? 1. 47% * 0. 57 ? 0. 02*

  注: * 与对照组比较, p < 0. 05, N ote: A sterisk ind icates sign if icant ly d ifferent from control (p < 0. 05)

4 讨论 (D iscussion)

免疫系统是生物异源物质毒性效应的主要靶

系统之一 ( Janew ay et al. , 1999) . 研究者对许多异

生物, 如多环芳烃、有机磷及重金属等对生物体的

免疫调节过程及机理已经进行了大量深入的研究

( Lynes et al. , 2007; V eraldi et al. , 2006) .作为一种

新型的环境有机污染物, 关于 PFOS的免疫毒性效

应研究报道较少. 本研究的结果显示, PFOS可使小

鼠的体重、脾脏指数和胸腺指数降低,且随着 PFOS

染毒剂量的增高,小鼠脾细胞数量及 T淋巴细胞亚

群 CD4+和 CD8+阳性数和阳性比呈下降趋势,表

明 PFOS可能对机体可产生免疫抑制效应. 同时,

PFOS各染毒组小鼠肝脏指数均显著的高于对照组,

并呈剂量反应关系, 这与其它研究结果一致 ( Peden

- Adams et al. , 2007). 肝脏是机体胸腺以外 T细胞

分化的重要场所,并可通过其分泌的生物活性物质

影响免疫系统的结构与功能.对于 PFOS肝脏毒性

的研究,将会有助于了解肝脏在 PFOS产生免疫抑

制效应中的作用.

T淋巴细胞亚群数量和比率的动态平衡是一个

复杂的过程, 其调节机制并不十分清楚 ( Boise and

Thompson, 1996), 而 CD4和 CD8淋巴细胞的失调

是许多疾病的主要表现特征 (Hy rcza et al. , 2007;

Hong et al. , 2006). Yang等学者发现,与 PFOS理化

性质相似 的全氟 辛酸 ( Perfluorooctano ic acid,

PFOA ) 以 20mg# kg
- 1# d

- 1
剂量连续染毒 7d后,可以

导致脾脏和胸腺中 CD4+和 CD8+ T淋巴细胞的绝

对数量和百分比显著的下降 ( Yang et al. , 2000) .

全氟化杀虫剂氟虫胺在生物体内的主要代谢产物

之一为 PFOS,当对雌性小鼠以 30 mg# kg
- 1# d

- 1
剂量

的氟虫胺经口灌胃连续染毒 14d后, CD4+ T淋巴

细胞下降 38% ( Peden- Adam s et al. , 2007). 最近

的研究结果显示, 当雌性小鼠在孕期暴露于 PFOS

时,可使子代小鼠 NK细胞的杀伤功能和 IgM的分

泌水平显著下降 (K eil et al. , 2008). 以上这些研究

主要是对 PFOS免疫毒性效应的初步评价, 而关于

PFOS毒性效应的机理还有待于进一步研究.

目前,我国城市人群血清中 PFOS浓度为 3. 7~

79. 2Lg# L
- 1
, 并且呈逐年增高趋势 ( Yeung et al. ,

2006) . Burris等 ( 2002)认为, 人类血清中 PFOS浓

度还没有达到引起实验动物出现异常的水平, 而科

学家们考虑到对外源性化合物生物效应的种属差

异和个体差异, 提出有必要进行 PFOS对人类健康

的潜在性远期影响研究. 虽然人们已经掌握了一些

有关 PFOS的毒理学研究资料, 但至今尚不清楚它

们引发的毒作用全貌. 因此, 在现有基础上进一步

深入探讨 PFOS毒作用敏感指标及毒作用机制, 将

成为今后环境科学和预防医学领域的工作重点.

5 结论 ( Conclusion)

PFOS可降低脾细胞数量及 T 淋巴细胞亚群

CD4+和 CD8+阳性数和阳性比,表明 PFOS可能对

机体可产生免疫抑制效应.
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