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乙烯利对小鼠的免疫毒性研究
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摘  要:为了探讨乙烯利对人体健康的影响,选用溶血空斑试验、血清溶血素检测试验、迟发型变态

反应试验和碳粒廓清试验,分别从体液免疫、细胞免疫和非特异性免疫功能等不同角度研究了乙烯

利对小鼠的免疫毒性。结果表明,乙烯利 67~ 268 m g /kg bw 各剂量组的小鼠足跖肿胀程度、溶血

空斑对数值以及半数溶血值均显著低于对照组 ( P < 0. 05, P < 0. 01) , 巨噬细胞吞噬指数在

268m g /kg bw 剂量时明显降低 (P < 0. 05)。结果提示,乙烯利对小鼠的免疫功能具有一定的抑制

作用。
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Effects of Ethephon on Immunocompetence inM ice
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Abstract: The effects o f ethephon on immun ity inm ice w as inve stig ated. The assay on p laque fo rm ing

ce ll ( PFC ) o f sp leen, con tent o f serum hem o ly sin, de layed hypersensit iv ity andm acrophage funct ion

w ere carr ied ou.t The resu lts show ed that the thickness of foo tpu,t the numbers o f p laque form ing ce ll

and the serum HC50 o f m ice, w hen treated w ith ethephon a t 67~ 268 mg /kg bw, w ere sign if ican tly

low er than tho se in the contro l group( P < 0. 05, P < 0. 01 ), and the m acrophagocye index w as low er

than that in the contro l g roup at 268m g /kg bw dose leve l(P < 0. 05). The results suggested that there

w ere inh ib itive ef fects o f ethephon on imm unity in m ice.

Key words: e thephon; m ice; imm un ity funct ion

  乙烯利 ( ethephon) ,化学名称为 2-氯代乙基膦

酸, 作为植物生长调节剂具有用量小、见效快、残

留少等特点, 广泛用于保护地反季节早熟植物栽

培
[ 1]
。它可经叶片、树皮、果实或种子进入植物体

内, 经传导到靶标部位, 释放出乙烯, 进而促进果

实成熟
[ 2]
。

通过对乙烯利的使用状况调查
[ 2]
、残留量测

定
[ 3]
、一般毒性及其致突变性

[ 4~ 13]
等的研究发现,

乙烯利具有一定的神经毒性、致突变性和弱的激

素样作用, 因此国外对果蔬中残留的乙烯利具有

严格的限量要求, 欧盟最新规定其最高残留限量

为 0. 02m g /kg
[ 14 ]
。但是, 关于乙烯利对机体免疫

功能的影响还未见相关报道。而化学物质引起机

体免疫毒性作用的剂量往往低于他们的一般毒性

作用剂量,因此, 机体的免疫系统对外来化学物的

反应更加敏感
[ 15 ]
。根据此特点, 常常以免疫学指
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标作为外来化学物质对机体毒性作用的早期指

标。笔者利用免疫毒理学研究方法, 初步评价了

乙烯利对机体免疫机能的影响, 旨在为进一步为

明确乙烯利的安全性提供科学依据, 同时也为制

定人群的允许暴露水平提供有价值的信息。

1 材料与方法

1. 1 药剂及实验动物

乙烯利纯度\ 95% , 北京索来宝科技有限公

司提供。设低、中、高 3个染毒剂量。分别为: 67、

134和 268 m g /kg bw。以蒸馏水为溶剂, 现用现

配。其中高剂量为乙烯利的 1 /16 LD 50。

雌性昆明种小鼠, 清洁级, 体重 18~ 22 g, 由

河北医科大学实验动物学部提供。许可证号:

SCXK (冀 ) 2003-1-003。

1. 2 试剂及仪器

印度墨汁, 北京笃信精细制剂厂产品, 生理盐

水配制;琼脂糖, 北京夏斯生物有限公司产品, 用

Hanks液配制; Hanks液、SA缓冲液和都氏试剂,

参照文献 [ 16]中的方法配制; 绵羊血,采自中国人

民解放军第二五二医院实验动物室; 补体, 由北京

大学医学部提供。所有试剂均为分析纯。

UV-2802H型紫外可见分光光度计; SPS202F

型电子天平 (灵敏度 0. 01 g ) ; SPX-150S-Ò型生化

培养箱; TDL-5型低速大容量离心机。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 迟发型变态反应、脾脏抗体形成细胞数及

淋巴器官相对质量的测定  在文献 [ 17]方法上稍

加改良。选用雌性昆明种小鼠 40只, 随机分为

4组,每组 10只。其中包括 3个乙烯利剂量组和一

个阴性对照组 (蒸馏水 )。采用等体积灌胃法

( 0. 2 mL /10 g bw ) ,每天定时给予各剂量的乙烯利

溶液,连续染毒 28 d,第 29 d进行下述指标的测定。

用脏 /体比值表示淋巴器官相对质量;采用足跖

增厚法
[ 16]
测定迟发型变态反应 ( DTH ) ; 采用 Jerne

改良玻片法
[ 16]
进行脾脏抗体生成细胞检测; 采用

半数溶血值 (HC50 )法
[ 16 ]
测定血清溶血素。

1. 3. 2 巨噬细胞吞噬功能检测  参照文献 [ 16]方

法。选用雌性昆明种小鼠 40只,动物分组、剂量、灌

胃时间及方法均同 1. 3. 1。采用小鼠碳粒廓清试

验, 通过观察各组动物机体的平均吞噬指数检测小

鼠巨噬细胞吞噬功能。

1. 4 统计方法  双侧 t检验。

2 结果与分析

2. 1 乙烯利对小鼠胸腺和脾脏质量的影响

结果 (见表 1)表明, 各染毒组小鼠的免疫器官

质量均低于对照组,且随乙烯利剂量的增加呈下降

趋势。其中,高剂量组脾脏的相对质量与对照组相

比存在显著差异。

表 1 乙烯利对小鼠胸腺和脾脏质量的影响

T able 1 E ffects of ethephon on re la tive w e ighm ice o f Thymus and sp leen

组别   
G roup s  

剂量 D ose

/ (m g /kg bw )

动物数

n

胸腺 /体重

T hym us /Body / ( m g /g)

脾脏 /体重

Sp leen /Body / ( m g /g)

对照组 C ontro l 0 10 3. 95 ? 0. 54 5. 76 ? 1. 23

低剂量组 L ow dose 67 10 3. 87 ? 0. 61 5. 22 ? 1. 26

中剂量组 M ed ium dose 134 10 3. 84 ? 0. 68 5. 15 ? 1. 26

高剂量组 H igh dose 268 10 3. 46 ? 0. 68 4. 45 ? 1. 50*

  * 与对照组比较, P < 0. 05。* C om pare to con tro,l P < 0. 05.

2. 2.  乙烯利对小鼠免疫功能的影响

2. 2. 1 乙烯利对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响

 结果 (见表 2)表明, 各染毒组小鼠的吞噬指数

( a)均低于对照组,且随受试物剂量的增加呈下降

趋势。其中, 高剂量组的吞噬指数与对照组比较

差异显著 (P < 0. 05)。

2. 2. 2 乙烯利对小鼠细胞免疫功能的影响  结

果 (表 2)表明, 各染毒组小鼠的足跖肿胀程度均

低于对照组,且随受试物剂量的增加呈下降趋势。

三个剂量组的足跖肿胀程度与对照组相比存在显

著或极显著性差异 (P < 0. 05, P < 0. 01)。
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2. 2. 3 乙烯利对小鼠体液免疫功能的影响  结果

(表 2)表明,各染毒组的空斑形成数 ( PFC )对数值

和 HC50值均低于对照组, 且随受试物剂量的增加

呈下降趋势。三个剂量组的 PFC对数值和 HC50值

与对照组相比均存在显著或极显著性差异 (P <

0. 05, P > 0. 01)。

表 2 乙烯利对小鼠免疫功能的影响

T able 2 E ffect o f ethephon on the imm un ity func tion in m ice

组别

G roup s

剂量 Do se

/ (m g /k g bw )

动物数

n

空斑形成数

P laque form ing

cell( PFC )

/ ( @ 104 / sp leen )

半数溶血值

HC50

足跖厚度

Th ickness of footput

/mm

吞噬指数 ( a)

M acrophagocye

index

对照组

Con tro l
0 10 5. 88 ? 1. 05 83. 94 ? 16. 81 0. 41 ? 0. 19 4. 88 ? 0. 32

低剂量组

Low do se
67 10 5. 50 ? 1. 04* 67. 23 ? 14. 49* 0. 20 ? 0. 07* 4. 62 ? 0. 42

中剂量组

M ed ium

do se

134 10 5. 02 ? 1. 04** 54. 30 ? 13. 94** 0. 14 ? 0. 07** 4. 63 ? 0. 62

高剂量组

H igh do se
268 10 4. 22 ? 1. 07** 36. 89 ? 10. 51** 0. 10 ? 0. 04** 4. 46 ? 0. 31*

  与对照组比较 Com pare to con tro,l * P < 0. 05, ** P < 0. 01。

3 讨论

本研究利用免疫毒理学实验方法, 以小鼠为

实验动物, 分别从其胸腺和脾脏相对质量、巨噬细

胞吞噬功能、细胞免疫功能和体液免疫功能等方

面进行了较全面的实验观察。结果表明, 乙烯利

在 67~ 268 m g /kg bw的剂量条件下, 对小鼠的脾

脏相对质量、脾脏溶血空斑数以及半数溶血值、巨

噬细胞吞噬指数、足跖肿胀程度等均呈现不同程

度的降低。

胸腺和脾脏是机体重要的免疫器官。胸腺是

T淋巴细胞分化成熟的场所, T淋巴细胞主要参与

机体的细胞免疫功能。而脾脏的免疫细胞则以 B

淋巴细胞为主, B淋巴细胞是参与体液免疫的主要

细胞。本试验结果表明, 乙烯利能使胸腺和脾脏

的相对质量下降, 说明乙烯利对动物机体的免疫

器官造成了一定的损伤。

当致敏 T淋巴细胞再次接触相同的抗原后, T

淋巴细胞活化,释放出多种淋巴因子,产生以单核

细胞浸润为主的炎症, 表现为皮肤红肿、硬结, 这

种反应一般在抗原激发后的 24 ~ 48 h达到高峰,

因此称之为迟发型过敏反应, 此反应是观察细胞

免疫功能的敏感指标
[ 13]
。本试验结果表明, 乙烯

利导致小鼠足跖肿胀程度下降, 可能与其使动物

机体 T淋巴细胞活化发生障碍, 分泌淋巴因子的

功能下降有关。

溶血空斑试验 ( PFC )是体外检查和计数产生

免疫球蛋白 M ( IgM )等抗体生成细胞的一种方

法。由于溶血空斑试验具有特异性高、筛检力强、

不需要特殊的仪器设备等优点, 所以可作为判断

机体体液免疫功能的指标
[ 13]
。用绵羊红细胞

( SRBC )免疫动物后,其淋巴细胞产生抗 SRBC抗

体,在体外与 SRBC一起温育, 在补体参与下, 可

发生溶血反应释放血红蛋白, 通过测定血红蛋白

量可以反映动物血清中溶血素的含量。本试验结

果表明, 经乙烯利染毒的小鼠脾脏抗体生成细胞

数量及血清溶血素含量均表现下降, 说明乙烯利

可致动物机体体液免疫功能下降。

巨噬细胞是免疫反应的重要参与者, 不仅担

负着机体的非特异性防御功能, 而且具有抗肿瘤

作用和参与调节免疫应答等多种重要功能。动物

机体经静脉注射一定大小的颗粒物质 (印度墨汁 )

后,可被肝、脾内的巨噬细胞及整个单核巨噬细胞

系统内的其他细胞吞噬。所以通过血中异物颗粒

浓度的降低可以了解单核巨噬细胞系统的吞噬功

能
[ 13]
。在一定范围内, 体内碳粒被清除速率与血

碳浓度呈指函数关系。以血碳浓度的对数值为纵

坐标, 以时间为横坐标, 两者呈直线关系。此直线

斜率可表示吞噬速率。而动物的肝、脾质量会影

响吞噬速率,一般以校正吞噬指数 a表示。本试验

结果表明, 一定剂量的乙烯利染毒组动物单核巨
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噬细胞系统的吞噬功能明显下降, 说明乙烯利亦

会造成机体非特性免疫功能的损伤。

综合本次实验结果, 剂量为 67 m g /kg bw 的

乙烯利,连续染毒 28 d即对小鼠的免疫功能呈现

明显的抑制作用。乙烯利对动物机体的免疫损伤

可能是通过其原形或代谢产物直接作用于机体的

免疫器官和免疫细胞, 引起免疫器官萎缩, 免疫细

胞死亡、数目减少, 或免疫细胞功能下降所致。但

其对淋巴细胞的成熟过程有无影响, 以及免疫抑

制作用的分子学机制还有待进一步研究。

参考文献 :

[ 1]  T IAN L -i li(田丽丽 ) . 几类常用的蔬菜生长调节剂 [ J ] .

No rthw est Ho rticu ltu re (西北园艺 ) , 2 005, 11: 41-46.

[ 2]  CHU X iao-gang(储晓刚 ) , YONG W ei (雍伟 ) , CA I H u-i x ia

(蔡慧霞 ) , et a l.顶空气相色谱法快速测定浓缩菠萝汁中乙

烯利的残留量 [ J] . C h in J Ch rom atog (色谱 ) , 2001, 19 ( 3 ) :

286-288.

[ 3]  L IU Shu-yan (刘淑艳 ) , HU X -i zhen (胡喜珍 ) , Q I H ong-ye

(齐宏业 ) , et a l.市售水果中乙烯利残留量调查 [ J] . Ch in J

Publ ic H ea lth Eng in e(中国卫生工程学 ) , 2 000, 3 ( 4 ) : 2 21-

222.

[ 4]  HAUX J E. Pho sphobu ty l C ho linesterase: Pho spho ry lation of

the E sterat ic S ite of B u ty rylcho lin esterase by E th ephon [ ( 2-

ch loroethy l) pho sphon ic A cid ] D ian ion [ J ] . Ch em Res

Tox ico l, 2000, 13: 646-651.

[ 5]  HAUX JE, LOCKRIDGE O, CA S IDA JE. E ffects of C urren tly

U sed Pest icid es in A ssays for E strogen icity, And rogen icity, and

A rom atase A ctiv ity in vitro [ J ] . Toxico l App l Pharm a co l,

2002, 17 9( 1) : 1-12.

[ 6]  CHEN Y u-sh eng(陈裕盛 ) .植物刺激剂乙烯利急性中毒三例

报告 [ J] . Ch in J P rev M ed (中华预防医学杂志 ) , 1989, 14

( 2) : 113.

[ 7]  ZHAO Su (赵肃 ) , DUAN Zh-iw en (段志文 ) , JIN H uan-ron g

(金焕荣 ) , et a l. 乙 烯 利 的 致突 变 作 用研 究 [ J ] .

C a rcin ogenesis, Tera to genesis and Mu tagenesis (癌变 # 畸变

# 突变 ) , 1999, 1 1( 2) : 91-93.

[ 8 ]  YU W en-hu i(于文辉 ) , GAO Y ong-quan (高永泉 ) , ZHAO

W en (赵文 ) , et al. 乙烯利体内致突变性研究 [ J ] . Ch in J

P est ic S ci (农药学学报 ) , 2 006, 8 ( 2 ) : 184-186.

[ 9 ]  HE Ru i(何瑞 ) , L IU A -i p ing (刘艾平 ) , CAO Y u-gu ang (曹玉

广 ) . 植物生长调节剂使用中的安全问题 [ J ] . Ch inese

Journa l of H ea lth In spection (中国卫生监督杂志 ) , 2003, 10

( 2 ) : 99-101.

[ 10 ] JM PR Ev aluat ion. Pea ticide residn eo in food. Pan t Ò .

Tox ico togy[ R ] . E thephon, 1993.

[ 11 ] JM PR Ev aluat ion. Pea ticide residn eo in food. Pan t Ò .

Tox ico togy[ R ] . E thephon, 2002.

[ 12 ] SPARK S S E, QU ISTAD G B, CA S IDA J E.

O rganopho sphoru s Pesticide-in duced B u ty ry lcho lin esterase

Inh ib ition and Po ten t iation of Succiny lch ol ine Tox icity in M ice

[ J] . J B ioch em M o lToxico l, 1999, 13 ( 2 ) : 113-118.

[ 13 ] ZHANG X ian-hu i(张先慧 ) . 乙烯利对大鼠生殖和行为发育

毒性的影响及机制探讨 [ D ] . J icn an (济南 ) : Sh andong

U n iv ersity(山东大学 ) , 20061

[ 14 ] ZHAO E r-ch eng(赵尔成 ) , WANG X ian g-yun (王祥云 ) , HAN

L -i jun (韩丽君 ) , et a l.常用植物生长调节剂残留分析研究进

展 [ J] . J Anhu i Agr ic Sci (安徽农业科学 ) , 2005, 33 ( 9 ) :

170 9-1711.

[ 15 ] ZHOU Z ong-can (周综灿 ) . Foundat ion s o f T ox ico logy( 2n d)

(毒理学基础 ,第二版 ) [M ] . B eijing (北京 ) : B e ijing M ed ica l

U n iv ersity Press(北京医科大学出版社 ) , 2000: 1571

[ 16 ] XUE B in ( 薛 彬 ) . T he Experim en tal T echno logy o f

Imm uno tox ico logy(免疫毒理学实验技术 ) [ M ] . B ei jing (北

京 ) : B eijing M ed ical U n iversity and C h inese U n ion M ed ica l

C o llege Press(北京医科大学中国协和医科大学联合出版

社 ) , 1995: 58-591

[ 17 ] LE I Zh-im in g(雷志明 ) , XUE B in (薛彬 ) , T IAN X iu-jie(田

秀杰 ) , et al.单个动物多项免疫功能检测研究 [ J ] . J Beijing

M ed U n iv (北京医科大学学报 ) , 1991, 23 ( 5 ) : 399.

( Ed. JIN S H )

220


