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　 　 【摘要】 　 目的　 建立直接多肽结合试验（ＤＰＲＡ）和人细胞系活化试验（ｈ⁃ＣＬＡＴ）的皮肤致敏组合检测方法，
对化学品及植物提取物的致敏性进行初筛。 方法　 选择 １２ 种化学品和 ７ 种植物提取物为受试物，把不同受试物

分别与两种肽（半胱氨酸肽和赖氨酸肽）共孵育 ２４ ｈ，采用高效液相色谱法分析反应后多肽消耗。 同时将不同浓度

的受试物与体外培养的人急性单核细胞白血病细胞（ＴＨＰ⁃１）共孵育 ２４ ｈ，通过流式细胞仪检测暴露后细胞表面标

志物 ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 的变化。 再进一步比较 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 预测结果的一致性。 结果　 ＤＰＲＡ 方法和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方

法准确区分了 １２ 种化学品的皮肤致敏性，其中 ２ 种判定为阴性，１０ 种判定为阳性，两种方法检测结果一致。 ＤＰＲＡ
对植物提取物致敏性的预测中，除绿茶提取物无法判定外，其余 ６ 种均为皮肤致敏疑似物质。 ｈ⁃ＣＬＡＴ 预测中，除
绿茶提取物、马齿笕提取物和人参果提取物为非致敏物，其余 ４ 种植物提取物为致敏物。 ＤＰＲＡ 与 ｈ⁃ＣＬＡＴ 预测的

一致性为 ０􀆰 ５７。 结论　 ＤＰＲＡ 与 ｈ⁃ＣＬＡＴ 的简单组合可以实现对单一化合物的准确预测，对于复杂混合物可实现

初步预测，确认需要进一步组合其他方法。
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　 　 过敏性接触性皮炎（ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｃｏｎｔａｃｔ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，
ＡＣＤ）是皮肤重复接触某种外源物质产生的免疫介

导的皮肤反应。 ＡＣＤ 通常引起局部皮肤的红肿、肿
胀和瘙痒，严重影响生活质量［１］。 因此，有必要进

行皮肤致敏测试，以满足化学品、日化产品和其他皮

肤接触产品风险评估和毒性评价的需求［２］。 评估

化学物皮肤致敏的传统方法是豚鼠试验和小鼠局部

淋巴结试验（ ｌｏｃａｌ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ａｓｓａｙ，ＬＬＮＡ）。 由于

欧盟等国家已经禁止化妆品及化妆品组份的动物试

验，因此非动物实验方法的研发和应用显得尤其重

要［３］。 另一方面，２１ 世纪毒性测试（Ｔｏｘｉｃｉｔｙ Ｔｅｓｔｉｎｇ
ｉｎ ｔｈｅ ２１ ｓｔ Ｃｅｎｔｕｒｙ，ＴＴ２１Ｃ）呼吁采用人来源的组织

或细胞进行毒理学效应的研究，进而提出基于有害

结局 通 路 （ ａｄｖｅｒｓｅ ｏｕｔｃｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ， ＡＯＰ） 的 概

念［４，５］。 皮肤致敏的 ＡＯＰ 通路，其分子起始事件是

外源物质与皮肤蛋白共价结合形成半抗原，随后触

发 ２ 个细胞水平的关键事件，即角质细胞炎症反应

和树突状细胞的激活。 其后，活化的树突状细胞迁

移至局部淋巴结，将部分半抗原化学物转至初始型

Ｔ 淋巴细胞，最终导致记忆 Ｔ 细胞的增殖和分化这

一组织水平关键事件的发生。 当皮肤再次接触致敏

物时进入激发阶段，导致 ＡＣＤ 的有害结局。 基于该

ＡＯＰ 框架建立的直接多肽结合试验（ ｄｉｒｅｃｔ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ，ＤＰＲＡ），角质细胞 ＡＲＥ⁃Ｎｒｆ２ 荧光素

酶检测方法（ＫｅｒａｔｉｎｏＳｅｎｓＴＭ）和人细胞系活化试验

（ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ， ｈ⁃ＣＬＡＴ）已于近两年

被 ＯＥＣＤ 认可为标准方法［６ － ９］。
皮肤致敏的替代方法主要针对 ＡＯＰ 通路中的

不同关键事件点建立评估方式，单一方法存在局限

性，且预测精确度可能低于体内 ＬＬＮＡ 法。 因此，尝
试建立多种替代方法的组合模型以减少单一方法的

不足是下一步研究的热点，虽然有研究初步建立了

预测单一化合物致敏的组合方法，但还没有用于混

合物致敏筛查的报道［５］。 植物提取物由于原料获

取多样、提取工艺和组份复杂不可避免地具有致敏

性，采用组合模型能提高预测的准确性。 本研究尝

试建立 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 两种方法的简单组合，用
于单一化学品和复杂物质的致敏能力预测。 探索替

代方法组合应用的模型，并对植物原料的安全评价

提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 试剂

人工 合 成 多 肽 半 胱 氨 酸 肽 （ Ａｃ⁃ＲＦＡＡＣＡＡ⁃
ＣＯＯＨ） （纯度为 ９０％ ～ ９５％ ） 和赖氨酸肽 （ Ａｃ⁃
ＲＦＡＡＫＡＡ⁃ＣＯＯＨ）（纯度为 ９０％ ～ ９５％ ），购自广州

市华代生物科技有限公司。 乙腈为色谱纯，三氟乙

酸（ＴＦＡ）、磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ）、磷酸氢二

钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ）、乙酸铵、氨水为分析纯。
ＲＰＭＨ１６４０ 培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、β⁃巯基乙

醇、４⁃羟乙基哌嗪乙磺酸、青霉素、链霉素、二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）均购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；校准珠、 球蛋白阻断剂、 ７⁃氨基放线菌素⁃Ｄ
（７ＡＡＤ）、ＦＩＴＣ 标记的小鼠单克隆 ＣＤ８６ 抗体、ＰＥ
标记的小鼠单克隆 ＣＤ５４ 抗体、ＦＩＴＣ 标记的小鼠

ＩｇＧ１、ＰＥ 标记的小鼠 ＩｇＧ１ 均购自 ＢＤ 公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 标准物质和测试样品

十二烷基硫酸钠（ＳＬＳ）、乳酸、丁香酚、柠檬醛、
肉桂醛、苯乙醛、没食子酸丙酯、马来酸酐、苯醌、２，
４⁃二硝基氯苯、甲醛、２，３⁃丁二酮，均购买自 Ｓｉｇｍａ 公

司；测试样品：当归提取物、黄芩提取物、人参果提取

物、积雪草提取物、金缕梅提取物、马齿笕提取物和

绿茶提取物来自某生物公司馈赠。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器

高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ Ａｌｌｉａｎｃｅ ２６９５）、色谱

柱（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ⁃Ｃ１８ ２􀆰 １ ｍｍ × １００ ｍｍ × ３􀆰 ５
ｍｉｃｒｏｎ）、保护柱 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８ ２􀆰 ０ ｍｍ × １００ ｍｍ
× ３ ｍｉｃｒｏｎ），全波长酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、流
式细胞仪（美国 ＢＤ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＰＲＡ 方法
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（１）受试物处理

受试物溶解首选乙腈。 若不溶解，可尝试溶于

水、１∶ １水和乙腈混合液、异丙醇、丙酮、１∶ １丙酮和乙

腈混合液，或者溶于 ３００ μＬ 二甲亚砜，２７００ μＬ 乙

腈稀释，或者溶于 １５００ μＬ 二甲亚砜，１５００ μＬ 乙腈

稀释。 样品不完全溶解时可采用超声处理，时间≤
１ ｍｉｎ。

（２）溶液配制

配制 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７􀆰 ５ 的磷酸缓冲溶液；配
制 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ １０􀆰 ２ 的乙酸铵溶液；ＨＰＬＣ 流动

相 Ａ 相（１􀆰 ０ ｍＬ ＴＦＡ 加入 １ Ｌ 色谱级水相中）和 Ｂ
相（０􀆰 ８５ ｍＬ ＴＦＡ 加入 １ Ｌ 色谱级乙腈中）。

（３） 多肽处理

配制 ０􀆰 ６６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的赖氨酸肽溶液：称取 １５
ｍｇ 赖氨酸肽溶于 ２８􀆰 ９６ ｍＬ 上述乙酸铵溶液中；配

制 ０􀆰 ６６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的半胱氨酸肽溶液：称取 １５ ｍｇ 半

胱氨酸肽溶于 ２９􀆰 ９０ ｍＬ 上述磷酸缓冲溶液中。
（４） 标准品处理

稀释液配制： ８ ｍＬ 乙酸铵缓冲液和 ８ ｍＬ 磷酸

盐缓冲液，再各加入 ２ ｍＬ 乙腈，充分混匀，配制

１０ ｍＬ稀释缓冲液。 标准母液配制：取 １６００ ｍＬ
０􀆰 ６６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 多肽溶液加入 ４００ μＬ 乙腈；用上述

对应的稀释溶液将标准母液配制成 ０， ０􀆰 ０１６７、
０􀆰 ０３３４、０􀆰 ０６６７、０􀆰 １３３５、０􀆰 ２６７、０􀆰 ５３４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的标

准溶液用于绘制标准曲线。
（５）空白对照、共洗脱体系及样品体系

取 １ ｍＬ 进样瓶若干，按表 １ 加入试剂，轻轻

混匀，记录时间。 盖紧瓶盖，置于 ＨＰＬＣ 进样器，
避光，２５℃放置 ２４ ｈ。 样品于反应 ２４ ｈ 后开始

ＨＰＬＣ 分析。
表 １　 空白对照、共洗脱体系及样品体系配制表

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｃｏ⁃ｅｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ
１∶ １０ 比例 半胱氨酸肽
１∶ １０ ｒａｔｉｏ， Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 多肽，５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 受试物
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ

１∶ ５０ 比例 赖氨酸肽
１∶ ５０ ｒａｔｉｏ， Ｌｙｓｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 多肽，２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 受试物
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ

７５０ μＬ 半胱氨酸溶液（共洗脱对照用 ｐＨ ７􀆰 ５ 磷酸盐缓冲液）
７５０ μＬ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｐＨ ７􀆰 ５ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ｃｏ⁃ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌｓ）
２００ μＬ 乙腈
２００ μＬ Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
５０ μＬ 受试物溶液（空白对照为溶剂）
５０ μＬ Ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｓｏｌｖｅｎｔ ｆｏｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ）

７５０ μＬ 赖氨酸溶液（共洗脱对照用 ｐＨ １０􀆰 ２ 乙酸铵缓冲液）
７５０ μＬ Ｌｙｓｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｐＨ１０􀆰 ２ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ ｃｏ⁃ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌｓ）
２５０ μＬ 受试物溶液（空白对照为溶剂）
２５０ μＬ Ｔｅｓｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｏｒ ｓｏｌｖｅｎｔ ｆｏｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｓ）

　 　 （６）ＨＰＬＣ 条件

用 ５０％流动相 Ａ 和 ５０％流动相 Ｂ 平衡色谱柱

至少 ２ ｈ，柱温 ３０℃，流速 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱

条件为：流量为 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，乙腈梯度在 １０ ｍｉｎ 内

从 １０％ 上升到 ２５％ ，在 １１ ｍｉｎ 时上升至 ９０％ ，
１３􀆰 ５ ｍｉｎ时下降至 １０％ ；相反，水梯度在 １０ ｍｉｎ 内

从 ９０％下降至 ７５％ ，在 １１ ｍｉｎ 时下降至 １０％ ，１３􀆰 ５
ｍｉｎ 时上升至 ９０％ ，在 ２０ ｍｉｎ 时结束。

（７）数据处理

利用 ＨＰＬＣ 得到的反应前后的峰面积差，计算

多肽的消除率。 消除率 ＝ ［１ － （多肽反应的峰面

积 ／空白对照 Ｃ 的多肽峰面积）］ × １００％
（８）预测模型

ＤＰＲＡ 预测模型如下：当受试物不与两种肽发

生共洗脱时，则计算两种肽消除率的均值，０％ ≦平

均值≦６􀆰 ３８％ ，反应程度为无或较弱，为非致敏物；
６􀆰 ３８％ ＜ 平均值≦２２􀆰 ６２％ 、２２􀆰 ６２％ ＜ 平均值≦
４２􀆰 ４７％ 、４２􀆰 ４７％ ＜平均值≦１００％ ，均为致敏物，反
应程度分别为低、中、高。 当受试物仅与赖氨酸肽发

生共洗脱，则用半胱氨酸的消除率进行判断，０％ ≦
平均值≦１３􀆰 ８９％ ，反应程度为无或较弱，为非致敏

物；１３􀆰 ８９％ ＜ 平均值≦２３􀆰 ０９％ 、２３􀆰 ０９％ ＜ 平均值

≦９８􀆰 ２４％ 、９８􀆰 ２４％ ＜平均值≦１００％ ，均为致敏物，
反应程度分别为低、中、高。 当受试物与赖氨酸、半
胱氨酸均发生共洗脱，则该物质无法判断。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法

（１）细胞培养

用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养液常规

培养 ＴＨＰ⁃１ 细胞，保持细胞悬浮状态，一次复苏细

胞最多使用 ２ 个月，且传代次数不能超过 ３０ 次。 细

胞密度维持在（０􀆰 １ ～ ０􀆰 ８） × １０６ ／ ｍＬ。
（２）受试物主要溶解体系为 ＤＭＳＯ 和生理盐水。
（３）流式细胞术检测细胞毒性

将培养的 ＴＰＨ⁃１ 细胞离心和去上清，用新鲜完

全培养基重悬细胞，浓度为 ２ × １０６ ／ ｍＬ，吸取５００ μＬ
重悬液接种至 ２４ 孔细胞培养板中。 每种受试物测

试 ８ 个浓度，每个浓度相差的倍数为 ２，每孔添加

５００ μＬ，每种物质设 ３ 个平行。 置于培养箱中孵育

３１６
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２４ ｈ，然后将受试物连同细胞从 ２４ 孔板分别转移至

对应 ＥＰ 管中，离心沉淀细胞，弃上清液后用 ＦＡＣＳ
缓冲液（ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ ＢＳＡ）清洗细胞一次，再次离心

收集细胞。 将 ＦＡＣＳ 缓冲液配制相应浓度的染料（５
μＬ ７ＡＡＤ ＋ ９５ μＬ ＦＡＣＳ 缓冲液），每支 ＥＰ 管添加

１００ μＬ，常温、暗室下作用 １０ ｍｉｎ。 将 ＥＰ 管中的细

胞使用 ＦＡＣＳ 缓冲液清洗 ２ 次，再用 ５００ μＬ ＦＡＣＳ
缓冲液重悬细胞移入 ５ ｍＬ 流式管中。 一次流式进

样 １０ ０００ 个细胞，流式仪检测并计算 ＩＣ５０（使 ５０％
细胞活性抑制的受试物浓度）和 ＣＶ７５（使 ７５％细胞

存活受试物浓度）。
（４）ＣＤ８６ ／ ＣＤ５４ 表达检测

用上述方法接种细胞至 ２４ 孔板。 受试物暴露

时以引起 ＣＶ７５ 为最高浓度，１∶ １􀆰 ２ 为稀释比往后添

加 ５ 个浓度。 每次实验设置 ３ 组对照，分别为 ＤＭ⁃
ＳＯ 对照组、培养基对照组和 ＤＮＣＢ 阳性对照组。 将

配好的受试物吸取 ５００ μＬ 加到 ２４ 孔板，置于培养

箱孵育 ２４ ｈ。 将受试物连同细胞从 ２４ 孔板分别转

移至对应 ＥＰ 管中，离心收集细胞。 再用 ＦＡＣＳ 缓冲

液（ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ ＢＳＡ）清洗一次，离心收集细胞。
随后使用 ＦｃＲ 阻断剂，将离心获得的细胞进行阻

断。 将得到的细胞平均分配至 ３ 个 １ ｍＬ ＥＰ 管中，
每管大约 ３ × １０５ 个细胞。 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６ 抗体、 ＰＥ⁃
ＣＤ５４ 抗体、同行对照 ＦＩＴＣ⁃ＩｇＧ１ 和 ＰＥ⁃ＩｇＧ１、７ＡＡＤ
分别根据试剂盒标明的浓度进行配制。 每个 ＥＰ 管

加入 ５０ μＬ 含有抗体的 ＦＡＣＳ 缓冲液，２ ～ ８℃环境、
暗室染色 ３０ ｍｉｎ。 再用 ＦＡＣＳ 缓冲液清洗 ２ 次，再
用 ５００ μＬ ＦＡＣＳ 缓冲液重悬细胞并移入 ５ ｍＬ 流式

管，使用流式细胞仪检测蛋白标志物。
（５）结果处理

利用流式细胞术检测到的相对荧光强度值

（ＲＦＩ） 计算有效作用浓度 （ ＥＣ）， ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６ 用

ＥＣ１５０，ＰＥ⁃ＣＤ５４ 用 ＥＣ２００。 分两种情况处理：
首先，当阳性值出现时，从最低浓度开始计算，满

足阳性标准的第一个浓度设置为Ａ 浓度，随后根据下

述原则选择下一个浓度为 Ｂ 浓度：第二个浓度的 ＲＦＩ
值比第一个浓度的 ＲＦＩ 值至少高 １０％，否则用第三

个浓度的 ＲＦＩ 值，直到符合大于 １０％的标准。
１）若 Ａ 浓度的 ＲＦＩ 大于 １５０ 或 ２００，Ｂ 浓度的

ＲＦＩ 小于 １５０ 或 ２００，则：

ＥＣ１５０ ＝ Ｂ剂量 ＋ １５０ － ＢＲＦＩ
（ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ） × （Ａ剂量 － Ｂ剂量）[ ]

ＥＣ２００ ＝ Ｂ剂量 ＋ ２００ － ＢＲＦＩ
（ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ） × （Ａ剂量 － Ｂ剂量）[ ]

　 　 ２）若 Ａ 浓度和 Ｂ 浓度的 ＲＦＩ 均大于 １５０ 或

２００，则：

ＥＣ１５０ ＝ ２＾｛Ｌｏｇ２（Ｂ剂量） ＋
１５０ － ＢＲＦＩ

ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ
×

　 ［Ｌｏｇ２（Ａ剂量） － Ｌｏｇ２（Ｂ剂量）］｝

ＥＣ２００ ＝ ２＾｛Ｌｏｇ２（Ｂ剂量） ＋
２００ － ＢＲＦＩ

ＡＲＦＩ － ＢＲＦＩ
×

　 ［Ｌｏｇ２（Ａ剂量） － Ｌｏｇ２（Ｂ剂量）］｝
　 　 （６）预测模型

受试物浓度 ＞ ＩＣ５０ 前提下，至少 ２ 次实验结果

中，对于 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６，若 ＲＦＩＣＤ８６≥１５０，该物质为阳性

致敏物；对于 ＰＥ⁃ＣＤ５４，若 ＲＦＩＣＤ５４ ≥２００，该物质为

阳性致敏物。 即 ＲＦＩＣＤ８６≥１５０ 和（或）ＲＦＩＣＤ５４≥２００，
该物质都为阳性致敏物。
１􀆰 ３　 统计方法

数据采用均数 ± 标准差表示，采用 ＳＡＳ ９􀆰 ４ 统

计软件比较两种方法结果的一致性，即 Ｋａｐｐａ 值。

２　 结果

２􀆰 １　 化学品对两种肽的消除结果

表 ３ 数据显示，１２ 种化学品中，乳酸和十二烷基

硫酸钠对两种多肽的消除率均值均小于 ６􀆰 ３８％，可判

定为非致敏物；其他 １０ 种化学品对多肽消除率均值

均大于 ６􀆰 ３８％，可判定为致敏物，反应等级不同。
２􀆰 ２　 ＤＰＲＡ 与 ＬＬＮＡ 分类比较

根据替代方法的验证原则， 把化学物质的

ＤＰＲＡ 分类与 ＬＬＮＡ 分类进行比较见表 ２，结果显

示，物质被分为非致敏物的灵敏度、特异度和准确度

均达到 １００％ ，其次是被分类为高致敏性物质，灵敏

度、特异度和准确度分别为 ６０％ 、４０％ 和 ６０％ 。 经

统计分析，一致性检验结果显示，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，Ｋａｐｐａ ＝
０􀆰 ５７，说明 ＤＰＲＡ 分类与 ＬＬＮＡ 分类基本一致。
２􀆰 ３　 ＤＰＲＡ 与 ｈ⁃ＣＬＡＴ 比较

ｈ⁃ＣＬＡＴ 实验中 １０ 种物质 ＣＤ５４ 和 ＣＤ８６ 表达

学科建设显示，乳酸和十二烷基硫酸钠的 ＲＦＩ 值中，
ＣＤ８６ 小于 １５０，ＣＤ５４ 小于 ２００；马来酸酐 ＲＦＩ 值中，
ＣＤ８６ 小于 １５０，ＣＤ５４ 大于 ２００；其他物质 ＲＦＩ 值的

ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 均大于 １５０ 和 ２００。 ＤＰＲＡ 结果显

示，乳酸和十二烷基硫酸钠对两种肽的消除率均值

均小于 ６􀆰 ３８％ ，其他物质均大于 ６􀆰 ３８％ 。 ｈ⁃ＣＬＡＴ
与 ＤＰＲＡ 化学品致敏性数据比较见表 ３。 经统计分

析，一致性检验结果显示，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，Ｋａｐｐａ ＝ １，说明

ｈ⁃ＣＬＡＴ 和 ＤＰＲＡ 判断的结果完全一致。
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表 ２　 ＤＰＲＡ 预测模型与 ＬＬＮＡ 分类比较

Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＰＲＡ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ＬＬＮＡ ｃｌａｓｓ

方法 Ｍｅｔｈｏｄ

非致敏物
（无 ／ 弱）

Ｎｏｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
（Ｎｏ ｏｒ ｍｉｎｉｍａｌ）

致敏物（低）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
（Ｌｏｗ）

致敏物（中）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

（Ｍｏｄｅｒａｔｅ）

致敏物（高）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ
（Ｈｉｇｈ）

灵敏度 ／ ％
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异度 ／ ％
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

准确度 ／ ％
Ａｃｃｕｒａｃｙ

无 Ｎｏｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ ２ ０ ０ ０ １００ １００ １００

致敏物（低）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ （ｗｅａｋ） ０ １ ０ １ ５０ ５０ ５０

致敏物（中等）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ （ｍｏｄｅｒａｔｅ） ０ １ ０ ２ ０ ０ ０

致敏物（强、极强）
Ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

（ｓｔｒｏｎｇ， ｅｘｔｒｅｍｅ）
０ ０ ２ ３ ６０ ４０ ６０

表 ３　 ｈ⁃ＣＬＡＴ 和 ＤＰＲＡ 数据比较

Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈ⁃ＣＬＡＴ ａｎｄ ＤＰＲＡ

化学品
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ

ｈ⁃ＣＬＡＴ ／ μｇ ／ ｍＬ ＤＰＲＡ ／ ％

ＩＣ５０ ＣＶ７５ ＥＣ１５０ ＥＣ２００ 结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

半胱氨酸
消除率
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

赖氨酸
消除率
Ｌｙｓｉｎｅ

ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

消除
率均值
Ａｖｅｒａｇｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

乳酸 Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ４００１􀆰 １０ ±
１２０􀆰 ３４

３０１０􀆰 ０８ ±
１２０􀆰 ２９ ＜ １５０ ＜ ２００ Ｎ １􀆰 ９２ ±

０􀆰 １３
０􀆰 ２３ ±
０􀆰 １５

１􀆰 ０７ ±
０􀆰 １３ Ｎ

十二烷基硫酸钠
Ｓｏｄｉｕｍ ｌａｕｒｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ（ＳＬＳ）

７８􀆰 １５ ±
２􀆰 ４９

６０􀆰 ５５ ±
３􀆰 ４９ ＜ １５０ ＜ ２００ Ｎ ６􀆰 ６１ ±

１􀆰 ５
５􀆰 １７ ±
１􀆰 １５

５􀆰 ９０ ±
１􀆰 ３１ Ｎ

肉桂醛
Ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ

４８７􀆰 ５９ ±
１０􀆰 ２９

３８４ ±
１５􀆰 ９３

１９􀆰 ５６ ±
８􀆰 ７９

１２􀆰 ２２ ±
５􀆰 ７８ Ｐ ８２􀆰 ９５ ±

１２􀆰 ４２
５６􀆰 ６４ ±
９􀆰 ７１

６９􀆰 ７ ±
１１􀆰 ０２ Ｐ

柠檬醛
Ｃｉｔｒａｌ

３９􀆰 ４６ ±
１􀆰 ０９

２７􀆰 ２ ±
３􀆰 ４９

２２􀆰 ３０ ±
１􀆰 ２８

１２􀆰 ５６ ±
３􀆰 ４９ Ｐ ２４􀆰 ４６ ±

４􀆰 ２８
１２􀆰 ９２ ±
２􀆰 ６４

１８􀆰 ６９ ±
０􀆰 ８７ Ｐ

丁香酚
Ｅｕｇｅｎｏｌ

４２９􀆰 ０９ ±
１２􀆰 ９８

３１０􀆰 １１ ±
１０􀆰 ２１

１６０􀆰 ７５ ±
５􀆰 ９９

１４０􀆰 １１ ±
１５􀆰 ８９ Ｐ ３１􀆰 ９８ ±

２􀆰 ８９
９􀆰 ９９ ±
１􀆰 ２６

２０􀆰 ９９ ±
１􀆰 ５２ Ｐ

苯乙醛
Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ

３９􀆰 ００ ±
２􀆰 ０９

２０􀆰 ２ ±
４􀆰 ５６

１２􀆰 ４ ±
０􀆰 ３４

２１􀆰 ０８ ±
１􀆰 ２８ Ｐ ９６􀆰 ９７ ±

３􀆰 ３７
５２􀆰 ８８ ±
９􀆰 １１

７４􀆰 ９３ ±
５􀆰 １９ Ｐ

没食子酸丙酯
Ｐｒｏｐｙｌ ｇａｌｌａｔｅ

３７８􀆰 ２２ ±
１７􀆰 ６５

１３１􀆰 ０９ ±
８􀆰 ７８

１０８􀆰 ６７ ±
１２􀆰 １１

１０９􀆰 ０２ ±
１７􀆰 ２２ Ｐ ３０􀆰 ３４ ±

１􀆰 ７０
３４􀆰 ８８ ±
８􀆰 ０８

３２􀆰 ６１ ±
２􀆰 ２７ Ｐ

马来酸酐
Ｍａｌｅｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ

８７５􀆰 ３４ ±
２９􀆰 ０９

７０２􀆰 １２ ±
１４􀆰 ０９ — ２８０􀆰 ４０ ±

１３􀆰 ３３ Ｐ ９６􀆰 ７７ ±
３􀆰 ４２

５５􀆰 ８１ ±
５􀆰 ５２

７４􀆰 ８１ ±
４􀆰 ７３ Ｐ

苯醌
Ｂｅｎｚｏｑｕｉｎｏｎｅ

４􀆰 ３３ ±
０􀆰 ９８

６􀆰 ３７ ±
０􀆰 ９１

５􀆰 ５ ±
１􀆰 ６７

３􀆰 ７８ ±
０􀆰 ９８ Ｐ ８４􀆰 ４４ ±

３􀆰 ８８
９３􀆰 ７１ ±
３􀆰 ７６

８９􀆰 ０８ ±
３􀆰 ４１ Ｐ

２，４⁃二硝基氯苯
２，４⁃Ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ

９􀆰 ８９ ±
０􀆰 ８７

６􀆰 ５４ ±
１􀆰 ２３

２􀆰 ８９ ±
１􀆰 １５

２􀆰 １２ ±
０􀆰 ９４ Ｐ １００􀆰 ００ ±

０􀆰 ００
２１􀆰 ３３ ±
１􀆰 ９３

６０􀆰 ６７ ±
０􀆰 ９６ Ｐ

注：—：结果无法计算。 Ｎ：阴性； Ｐ：阳性。
Ｎｏｔｅ． — ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｎ： ｎｅｇａｔｉｖｅ； Ｐ： ｐｏｓｉｔｉｖｅ

２􀆰 ４　 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 检测植物提取物

ＤＰＲＡ 联合 ｈ⁃ＣＬＡＴ 对 ７ 种植物提取物的致敏

性检测结果见表 ４。 ＤＰＲＡ 实验结果表明，绿茶提取

物由于与半胱氨酸肽发生共洗脱，因此无法对其消

除率均值进行计算和判断。 其余 ６ 种植物提取物对

两种肽的消除率均值均大于 ６􀆰 ３８％ ，可判定为致敏

物，其中， 黄芩提取物对两种肽消除率均值达

９６􀆰 ２９％ ，致敏性最强。 ｈ⁃ＣＬＡＴ 实验结果表明，除绿

茶提取物、马齿笕提取物和人参果提取物为非致敏

物，其余 ４ 种植物提取物为致敏物。 经统计分析，一
致性检验结果显示，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，Ｋａｐｐａ ＝ ０􀆰 ５７，说明 ｈ⁃
ＣＬＡＴ 和 ＤＰＲＡ 判断的结果基本一致。
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表 ４　 植物提取物 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 检测结果

Ｔａｂ． ４　 ＤＰＲＡ ａｎｄ ｈ⁃ＣＬＡＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ

植物提取物
Ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ

ｈ⁃ＣＬＡＴ ／ μｇ ／ ｍＬ ＤＰＲＡ ／ ％

ＩＣ５０ ＣＶ７５ ＥＣ１５０ ＥＣ２００ 结果
Ｒｅｓｕｌｔ

半胱氨酸
消除率
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

赖氨酸
消除率
Ｌｙｓｉｎｅ

ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

消除率
均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

马齿笕提取物
Ｈｅｒｂａ ｐｏｒｔｕｌａｃａｅ ｅｘｔｒａｃｔ

９７􀆰０８ ±
２３􀆰４５

７８􀆰９８ ±
１９􀆰０９ ＜１５０ ＜２００ Ｎ ２􀆰２３ ±

０􀆰１１
９􀆰９４ ±
０􀆰８５

６􀆰０９ ±
０􀆰２３ Ｎ

人参果提取物
Ｇｉｎｓｅｎｇ ｆｒｕｉｔ ｅｘｔｒａｃｔ

３０􀆰１２ ±
４􀆰５５

１４􀆰３３ ±
３􀆰９８ ＜１５０ ＜２００ Ｎ １４􀆰４７ ±

４􀆰５４
４１􀆰１８ ±
０􀆰８８

２７􀆰８３ ±
０􀆰４４ Ｐ

金缕梅提取物
Ｈａｍａｍｅｌｉｓ ｍｏｌｌｉｓ Ｏｌｉｖｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ

１８９􀆰３４ ±
３９􀆰３３

１６０􀆰２２ ±
３０􀆰２８

８９􀆰６３ ±
１４􀆰５４

５７􀆰１１ ±
１６􀆰３９ Ｐ ９０􀆰３４ ±

１２􀆰３３
７􀆰０８ ±
２􀆰３４

４８􀆰８１ ±
９􀆰６８ Ｐ

当归提取物
Ａｎｇｅｌｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ

４０􀆰１８ ±
３􀆰５４

３８􀆰７７ ±
８􀆰１９

１９􀆰４０ ±
５􀆰５５ — Ｐ ６４􀆰９１ ±

５􀆰０９
８３􀆰６７ ±
１１􀆰８８

７４􀆰２９ ±
８􀆰２１ Ｐ

黄芩提取物
Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ

Ｇｅｏｒｇｉ ｅｘｔｒａｃｔ

９􀆰 １３ ±
０􀆰 ９８

８􀆰 １９ ±
１􀆰 １２ — ４􀆰 ０４ ±

０􀆰 １１ Ｐ ９６􀆰 １１ ±
７􀆰 ９９

９６􀆰 ４７ ±
９􀆰 ０９

９６􀆰 ２９ ±
８􀆰 ９６ Ｐ

积雪草提取物
Ｃｅｎｔｅｌｌａ ｅｘｔｒａｃｔ

９０􀆰 ０９ ±
１０􀆰 ２３

４５􀆰 ５５ ±
２􀆰 ３３

３５􀆰 ６９ ±
１２􀆰 ３４

５５􀆰 ５４ ±
１５􀆰 ０７ Ｐ ９９􀆰 ９６ ±

２􀆰 ９０
３７􀆰 ８８ ±
１􀆰 ４３

６８􀆰 ９２ ±
３􀆰 ０４ Ｐ

绿茶提取物
Ｇｒｅｅｎ ｔｅａ ｅｘｔｒａｃｔ

１０９􀆰 ０１ ±
１１􀆰 ２０

９９􀆰 ４５ ±
１４􀆰 ４３ ＜ １５０ ＜ ２００ Ｎ ∗∗ ７１􀆰 ５５ ±

１􀆰 ０９ － ／

注：∗∗：提取物与多肽发生共洗脱，—：结果无法计算， ／ ：无法判断。 Ｎ：阴性； Ｐ：阳性。
Ｎｏｔｅ：∗∗： Ｐｌａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｃｏ⁃ｅｌｕｔｅ ｗｉｔｈ ｐｅｐｔｉｄｅ． —： Ｒｅｓｕｌｔ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． ／ ：Ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｊｕｄｇｅｄ． Ｎ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ； Ｐ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

３　 讨论

皮肤致敏的 ＡＯＰ 通路是从分子起始事件、关键

事件到有害结局的连续发生过程。 ＤＰＲＡ 主要针对

ＡＯＰ 通路的第一步，即物质渗透皮肤后与皮肤蛋白

的结合反应［８，１０］。 研究表明大多数化学致敏原（半
抗原）都是亲电性的，能与氨基酸的亲核中心结合

反应。 据此原理，设计了半胱氨酸肽和赖氨酸肽两

种多肽，通过化学物质与多肽共孵育，采用高效液相

分析法检测多肽的消耗。 验证研究表明，与 ＬＬＮＡ
结果相比，ＤＰＲＡ 的预测敏感性为 ８０％ ，特异性为

７７％ ［８］，因此可用于化学物的初筛。 本研究检测了

指南推荐的 １２ 种参考化学物质，对 ２ 种非致敏物和

１０ 种致敏物实现正确区分，首次在国内建立了

ＤＰＲＡ 方法。
ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法主要针对 ＡＯＰ 通路的第二步，即

外源致敏物引起树突状细胞反应的关键细胞事件，
表现为细胞表面特征标志物的上调。 验证研究表

明，与 ＬＬＮＡ 结果相比，ｈ⁃ＣＬＡＴ 其敏感性为 ９３％ ，特
异性为 ６６％ ［９］，因此可用于化学物的初筛。 本研究

检测了 １２ 种参考化学物质，对 ２ 种非致敏物和 １０
种致敏物实现正确区分，进一步建立了应用两种体

外方法预测复杂物质的能力。
在植物提取物的开发过程中，潜在的致敏原是

不可忽视的危害因素。 如何把用于单一化合物预测

的替代方法用于复杂体系的预测是替代方法应用亟

需解决的问题。 许多学者尝试建立组合模型，如 ｈ⁃
ＣＬＡＴ⁃ＤＰＲＡ⁃ＤＥＲＥＫ 整 合 试 验 策 略［１１］， ＤＰＲＡ⁃
ｈＣＬＡＴ 组合、皮肤模型⁃ｈＣＬＡＴ 组合、计算机定量结

构活性关系 （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｏｎ⁃
ｓｈｉｐ， ＱＳＡＲ）⁃ＤＰＲＡ 组合、贝叶氏模型等。 对于单

一化合物，ＲＥＡＣＨ 法规认为如果 ＡＯＰ 通路中已有 １
－ ２ 个关键事件数据足以进行致敏风险评估，则不

需要再进行其他关键事件的实验［５］。
本研究尝试建立 ＤＰＲＡ 和 ｈ⁃ＣＬＡＴ 组合的简单

筛查体系，分别对 ７ 种植物提取物的致敏性进行检

测，ＤＰＲＡ 结果显示，除了绿茶提取物无法得到判定

之外，其他的植物提取物均有不同程度的致敏性。
ｈ⁃ＣＬＡＴ 结果显示除绿茶提取物、马齿笕提取物和人

参果提取物为非致敏物，其余 ４ 种植物提取物为致

敏物。 进一步分析表明，黄芩提取物的主要成分为

黄芩苷，是一种黄酮类化合物，具有致敏作用［１２］。
当归提取物主要活性成分为阿魏酸、藁本内脂、正丁

烯酰内脂和烟酸等［１３］，可能存在人群皮肤致敏性。
研究结果初步表明组合方法对于植物提取物出

现阳性结果的证据较充分，本研究所选提取物排除

了原料处理、提取工艺、溶剂选择和质量控制等方面

的非特征性因素，因此推测原料本身组分导致的致
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敏感可能性较充分。 如果两种体外方法的测试结果

均为阴性，则不能得出真阴性的结论，因为可能存在

物质浓度过低无法达到检测阈值的情况，因此，针对

假阴性比较高的情况，可通过浓缩或单相分离的方

式，提高组份的含量进一步测试。
本研究建立了简单的筛查体系，初步可用于以

下三种情形的预测：①经两种替代方法测试均为阴

性的植物提取物，可预测为无致敏性，可进入下一阶

段开发；②经两种替代方法测试均为阳性的植物提

取物，初步判定具有致敏性，可根据实际情况决定是

否进一步致敏成份分析，或改善提取工艺进一步测

试，或开发价值不高而终止投入；③如果两种替代方

法结果不一致，可联合第三种替代方法或进行经典

动物实验，确认是否为致敏物。 总之，组合 ＤＰＲＡ 和

ｈ⁃ＣＬＡＴ 两种替代方法可弥补单一方法对于混合物

检测的局限性，同时也为植物原料安全评价提供了

皮肤致敏的初筛方法。
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