
外阴慢性单纯性苔藓（Lichen simplex chronicus,

LSC），也称外阴鳞状上皮增生或增生性营养不良，是

以外阴瘙痒为主要症状的妇科常见疾病［1］。已有研

究表明免疫、遗传、感染和激素等因素与疾病的发病

有关，但 LSC 的确切的发病机制至今尚不清楚［2］。

LSC可能是在阴道分泌物、化学刺激物、局部潮湿和

心理因素等诱因下导致外阴瘙痒，引起长期反复的

搔抓，释放各种炎性因子加重皮肤损伤，同时破坏皮

肤屏障功能，从而形成更加强烈的瘙痒-搔抓循环，给

患者身心健康产生极大的影响［3-5］。由于目前关于疾

病的发病机制与治疗机制的研究往往需要在患者的
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摘要：目的 建立SD大鼠外阴慢性单纯性苔藓（Lichen simplex chronicus, LSC）动物模型，研究蛋白酶激活受体 2（protease

activated receptor 2, PAR2）在模型大鼠外阴皮损中的表达，为LSC提供理想的动物模型。方法 将70只雌性SD大鼠随机分为

A组（空白对照组，n=10）、B组（丙酮对照组，n=10）和C组（单纯机械刺激对照组，n=10）、D组（实验组，n=40）。A组不予以任何

处理；B组每周3次涂丙酮溶液于大鼠外阴皮肤，共10周；C组每周3次对大鼠皮肤予以单纯的机械刺激，共10周；D组予以0.5%

二甲基苯并蒽（7, 12-Dimethylbenzanthracene, DMBA）丙酮溶液联合机械刺激每周3次诱导大鼠外阴皮肤，共10周。6、8、10、

12、14周肉眼及镜下观察大鼠外阴皮肤的变化。免疫组织化学、Western blotting检测A组和D组PAR2蛋白的表达，qRT- PCR

检测PAR2的mRNA的表达。结果 D组第8周有57.5%（23/40）的SD大鼠出现了LSC改变，第10周有95%（38/40）的大鼠外阴

表现为LSC，至12周时，20%（8/40）的大鼠外阴都形成了乳头状新生物。丙酮及单纯的机械刺激无导致LSC的作用。免疫组化

及Western blotting结果显示D组PAR2的蛋白表达量较A组明显增加（P<0.05）；qRT-PCR结果显示D组PAR2的mRNA的表达

量较A组明显增加（P<0.05）。结论 机械刺激联合0.5% DMBA丙酮溶液可诱导雌性SD大鼠LSC，PAR2可能与疾病的发生及

进展密切相关。
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Abstract: Objective To establish a SD rat model of vulvar lichen simplex chronicus (LSC) and investigate the expression of
protease activated receptor 2 (PAR2) in the genital skin. Methods Seventy female SD rats were randomly divided into group A
(blank control group, n=10), group B (with application of acetone solution 3 times per week for 10 weeks, n=10), group C (with
chronic mechanical irritation 3 times per week for 10 weeks, n=10), and group D (with topical treatment with 0.5% 7,
12-Dimethylbenzanthracene [DMBA] in acetone solution and chronic mechanical irritation 3 times per week for 10 weeks, n=
40). The changes of the genital skin changes were observed regularly and the expression of PAR2 in groups A and D was
detected with immunohistochemistry, Western blotting and qRT-PCR. Results In group D, LSC occurred in 23 rats (57.5%) at 8
weeks and in 38 rats (95%) at 10 weeks; 8 rats (20%) showed papilloma at 12 weeks. Acetone treatment or chronic mechanical
irritation did not cause LSC in the rats. Immunohistochemistry, Western blotting and qRT-PCR showed significantly increased
expressions of PAR2 in group D at both the protein and mRNA levels as compared with those in group A (P<0.05). Conclusion
0.5% DMBA in acetone solution along with chronic mechanical irritation can induce LSC in female SD rats, and PAR2 is closely
related with the occurrence and progression of LSC.
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外阴取活检，治疗前取活检有助于确诊疾病，一般可以

得到患者的配合和理解，但治疗后取活检有违伦理且难

以得到患者同意，这样就限制了关于疾病的发病机制及

治疗机制的研究，因此迫切地需要可以替代人体的LSC

动物模型。动物模型是研究发病机制、评价治疗方法有

效性必不可少的实验工具，建立与疾病临床症状及病理

表现相一致的动物模型能促进其机制研究。由于目前

尚无LSC动物模型研究的相关报道，为此笔者参考口腔

黏膜白斑动物模型的相关研究，以期建立外阴LSC动物

模型。

蛋白酶激活受体 2(protease activated receptor 2,

PAR2)属于G蛋白偶联受体家族成员，介导跨膜信号转

导，皮肤组织中角质形成细胞、肥大细胞、神经元细胞及

血管内皮细胞等均可表达PAR2［6-8］。近年来研究发现

PAR2与皮肤瘙痒和表皮屏障功能密切相关［9-10］。有研

究认为PAR2活化后可以直接作用于传导痒感觉的神

经末梢导致瘙痒［11］。PAR2在上皮组织中的表达和活化

可以干扰皮肤的正常屏障功能，参与皮肤炎症反应［12］。

由于LSC是一种瘙痒性皮肤病，所以本研究检测PAR2

在LSC模型大鼠外阴皮肤中的表达，拟探讨PAR2在

LSC瘙痒发生中的作用机制。

1 材料和方法

1.1 动物

雌性SD大鼠70只，体质量140~160 g，6~8周龄，

由重庆医科大学实验动物中心提供。

1.2 药品及试剂

二甲基苯并蒽（7, 12-Dimethylbenzanthracene,

DMBA），Sigma公司；PAR2单克隆抗体，abcam公司；

PV9001及辣根酶标记山羊抗兔 IgG，北京中杉金桥；

TRNzol总RNA提取试剂及 2×PCR Mix Taq，北京天

根；GAPDH，康成生物；Rever Tre Ace-a-逆转录试剂盒

及2×SYBR Green，TOYOBO公司。

DMBA与丙酮溶液配制成0.5%DMBA丙酮溶液。

1.3 实验分组

将70只雌性SD大鼠按随机数字表分为A组（空白

对照组，n=10）、B组（丙酮对照组，n=10）和C组（单纯机

械刺激对照组，n=10）、D组（实验组，n=40）。

A组为正常对照组，不予以任何处理措施。B组予

以丙酮溶液10周。C组予以单纯机械刺激（硬毛牙刷

刷外阴皮肤）10 周。D 组予以机械刺激联合 0.5%

DMBA丙酮溶液涂抹10周。4组都在第6、8、10、12、14

周取外阴皮肤活检。

1.4 实验方法

1.4.1 动物模型的建立 备皮，清洁外阴皮肤。需要予

以机械刺激的大鼠用硬毛牙刷刷大鼠外阴皮肤，刷至皮

肤充血发红即可。暴露大鼠外阴，用勾线笔蘸DMBA

丙酮溶液涂布于外阴皮肤1次，自然晾干。每周1、3、5

日3次涂药，每次均在固定的时间。B组丙酮对照组的

丙酮涂布方法与前所述相同。C组只单纯的予以硬毛

牙刷刷外阴皮肤。

1.4.2 实验观测 整个实验过程中，在相应的时间点对

各组大鼠外阴皮肤的形态进行肉眼观测，并观察及触诊

大鼠全身是否有肿块，淋巴结是否肿大。在相应的时间

点麻醉大鼠用皮肤环钻取外阴皮肤活检进行组织学观

察，取下组织由4%多聚甲醛固定，脱水，石蜡包埋，切

片，HE染色后显微镜观察。

1.4.3 透射电镜 取活检确定为LSC的大鼠外阴皮肤组

织，置4%戊二醛液（pH 7.4）预固定2 h以上，再用1%四

氧化锇后固定，乙醇梯度脱水，环氧树脂包埋，经半

薄切片光镜下定位表皮及真皮组织，超薄切片，经醋酸

铀及枸橼酸铅双重染色，Hitachi-7500型透射电镜观

察、拍照。

1.4.4 免疫组织化学 取A组和D组活检确定为LSC的

石蜡块，切片，采用超敏二步法做免疫组织化学染

色，按照试剂盒说明书步骤进行，DAB显色，自来水充

分冲洗、复染、脱水、透明、封片。抗PAR2单抗工作浓度

为1∶100。PBS代替一抗为阴性对照。采用 IPP 6.0软

件对切片的染色信号进行光密度分析。

1.4.5 Western blotting 取保存于-80 ℃的A组和D组

活检确定为LSC的外阴皮肤组织，按照蛋白提取试剂盒

说明书步骤提取皮肤组织蛋白，用Bradford法测定蛋白

质浓度。蛋白样品在SDS-聚丙烯酰氨凝胶中电泳分

离，电泳结束后采用湿转法将凝胶上的蛋白质转移到

PVDF膜上（300 mA, 90 min），5%脱脂奶粉封闭4 h，先

后加入GAPDH和PAR2抗体（1∶1000）和相对应的二抗

山羊抗兔IgG（1∶1000），最后经化学发光法显像。凝胶

成像系统（Blo-RAO Gel Doc 2000）进行图象分析，计

算光密度值。

1.4.6 qRT-PCR 取保存于-80 ℃的A组和D组活检确

定为LSC的外阴皮肤组织，利用TRNzol提取总RNA，

紫外线分光光度计测定RNA浓度。按逆转录试剂盒说

明书提取 2 μg 总 RNA 逆转录合成 cDNA，以 Sybr

Green作为荧光标记物，在FX9600荧光定量PCR仪器

（Bio-Rad公司）上进行PCR反应。引物由重庆金麦生

物技术有限公司合成，PAR2引物序列：5'CGCCCTCT

GCCTGTCCACC3'/5'GAGCGATATCTGCATGCGTT

TCA3'；β-actin为内参，引物序列：5'ACCCCGTGCTG

CTGACCGAG3'/5'TCCCGGCCAGCCAGGTCCA3'。

PCR反应循环条件：预变性（96 ℃ 5 min）；PCR反应

（96 ℃，30 s；57 ℃，30 s；72 ℃，30 s；共40个循环）。使用

2-ΔΔCt法计算PAR2的相对含量。
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1.5 统计学分析

所有数据均采用SPSS22.0统计软件进行处理。计

量数据采用均数±标准差表示。组间PAR2相对表达量的

比较采用独立样本t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肉眼观察

A组：大鼠外阴皮肤正常皮色，富有弹性。B组：

皮肤无明显变化，形态和质地与正常SD大鼠外阴皮

肤相同。C组：皮肤无明显变化，形态和质地与正常

SD大鼠外阴皮肤相同。D组：8周时 23只大鼠外阴

皮肤较正常皮色稍红，皮肤增厚，粗糙，弹性降低（图

1A）。至第10周，已经有38只大鼠出现类似改变，同

时有 2只大鼠外阴有乳头状新生物形成。第 14周，

有 22只大鼠外阴皮肤出现了乳头状新生物，数目一

般为 2~5个，新生物直径都小于 1 cm，较大的新生物

表面可有出血坏死（图1B）。

图1 SD大鼠外阴皮肤形态学和病理学
Fig.1 Morphology and pathology of the SD rat genital skin. A: Genital skin at 8
weeks; B: Genital skin at 10 weeks (arrows indicate papillary hyperplasia); C: SD
rat vulvar lichen simplex chronicus (HE staining, original magnification:×100); D:
Papilloma-like changes (HE staining, ×100).

A B

C D

→
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2.2 组织学观察

A组：正常大鼠外阴皮肤为复层角化鳞状上皮，

细胞排列整齐，有极向，基底层细胞明显。B组：涂药

全过程中，外阴皮肤无改变，镜下与正常外阴皮肤一

样。C组：单纯机械刺激过程中，外阴皮肤无改变，镜

下与正常外阴皮肤一样。D组：第 6周，鳞状上皮无

明显增生，表皮底层及真皮浅层有炎细胞浸润。第8

周，57.5%（23/40）的大鼠出现了类似于LSC改变，具

体表现为复层鳞状上皮增生，上皮层次增多，角化层

增厚，表皮过度角化，真皮层胶原纤维沉积，伴炎细

胞浸润（图1C）。第10周，5%（2/40）的大鼠出现了乳

头状新生物，新生物取活检呈乳头瘤样改变，细胞的

大小和核形态、染色均正常（图 1D）。第 12周，70%

（28/40）的大鼠表现为LSC，20%（8/40）表现为乳头状

瘤。第 14 周，25%（10/40）的大鼠表现为 LSC，55%

（22/40）表现为乳头状瘤（表1）。

2.3 电镜观察

表皮角质层增厚，线粒体肿胀，胞浆空泡，髓样结构

形成。真皮中可见线粒体肿胀，细胞之间间隙增大，部

分细胞核固缩，纤维蛋白成束状（图2）。

2.4 PAR2在大鼠外阴皮肤中的表达

免疫组化结果显示D组可见PAR2的表达，阳性细

胞棕黄色颗粒位于细胞膜和胞浆中（图3a）；空白对照组

可见PAR2的表达（图3b）。Western blot结果显示两组

均有PAR2的表达（图3c）。与正常对照组相比，免疫组

化及Western blot的结果都显示D组PAR2蛋白的表达

增加（P<0.05，表2）。2-ΔΔCt法比较PAR2 mRNA的相对

表达，以正常组织中 PAR2的mRNA水平为对照（即

100%），图 3d显示D组的组织中表达量为正常组的

6.805±0.787倍。
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表1 D组不同时期的病理改变
Tab.1 Pathological changes in the genital skin at different time points in group D (n)

Time

6 weeks

8 weeks

10 weeks

12 weeks

14 weeks

Normal

0

0

0

4

8

Inflammation

40

17

0

0

0

LSC

0

23

38

28

10

Papilloma

0

0

2

8

22

Total

40

40

40

40

40

图2 线粒体肿胀，胞浆空泡，髓样结构形成
Fig.2 Mitochondria swelling, cytoplasmic vacuoles
and myelin formation in the genital skin (×5000).

表2 大鼠外阴皮肤PAR2蛋白的相对表达量
Tab.2 Expression of PAR2 protein in the genital skin of the rats

Group

Control group

Test group

F

P

Immunohistochemistry

0.0183±0.0114

0.0518±0.0121

0.108

<0.05

Western blot

0.599±0.054

0.863±0.110

4.861

<0.05

图3 PAR2在大鼠外阴皮肤中的表达
Fig.3 Expression of PAR2 in the genital skin of the rats. a: PAR2 protein expression
detected by immunohisochemistry in a rat with LSC (×400); b: PAR2 protein expression
detected by immunohisochemistry in the genital skin of a control rat (× 400); c: PAR2
protein expression in group A and D detected by Western blot; d: PAR2 mRNA
expression in group A and D detected by qRT-PCR. *P<0.05 vs control group.
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3 讨论

1954年Salley首次使用DMBA成功诱导地鼠颊囊

粘膜白斑［13］。经过半个多世纪对DMBA诱导方法的标

准化、动物种类的选择、病理学变化的特征及其规律等

方面的研究，使该模型日臻完善，成为口腔粘膜白斑的

经典模型。口腔粘膜白斑的动物模型中单纯性白斑肉

眼表现为白斑，均质性，乳白色，稍高起黏膜表面，且观

察3个月后白斑仍存在，病理学表现为上皮过度角化，

*

←
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棘层增生，粒层明显，固有层炎症细胞浸润［14］。口腔粘

膜与外阴皮肤具有很相似的组织学结构，口腔粘膜由上

皮和结缔组织组成，在胚层来源和组织学特点上，前者

相当于皮肤的表皮，后者相当于皮肤的真皮［15］。由于口

腔粘膜与皮肤在组织学上的相似性，以及口腔粘膜白斑

动物模型在肉眼和病理学下均和LSC类似，故考虑应用

相似的方法制造外阴LSC的动物模型。本研究结果表

明，在大鼠外阴涂药8周后，部分大鼠的外阴就形成了

非常典型的单纯性上皮增生，与人LSC在形态学及组织

学上表现高度一致。涂药10周后，95%的大鼠形成了类

似LSC的改变。本研究也表明随着诱导时间的延长，大

鼠的外阴出现肉眼可以看见的乳头状瘤样新生物，考虑

由于DMBA作用于表皮角质形成细胞，引起表皮高度

增生，故诱导出乳头状瘤［16］。停止干预4周后，虽然有

20%的大鼠外阴皮肤恢复正常，但仍有 25%表现为

LSC，55%表现为乳头状瘤，说明停止涂抹诱导剂后，病

变还是会继续发展，但是在我们实验观察时间内暂无恶

变的表现，考虑与药物浓度、作用时间和SD大鼠抵抗力

强有关。当大鼠外阴皮肤表现为LSC时做电镜观察，其

表现也与近年来一些学者对LSC的超微结构观察结果

大致相似［17］。

瘙痒是LSC最常见和最主要的临床症状，但是导

致疾病瘙痒的机制却不清楚。PAR2是G蛋白偶联受体

家族成员之一，介导跨膜信号转导，在不同组织细胞均

有表达，丝氨酸蛋白酶裂解PAR2形成新的N-末端序

列，从而激活PAR［18］。近年来研究发现PAR2与皮肤瘙

痒和表皮屏障功能密切相关［9-10］。本研究发现，当大鼠

外阴出现LSC改变时，PAR2的表达较正常大鼠来说明

显的增加，PAR2主要表达于表皮中的角质形成细胞。

研究证实LSC患者外阴皮肤中肥大细胞增多，本课题组

研究也发现当大鼠外阴皮肤表现为LSC时，皮肤中的肥

大细胞及脱颗粒的肥大细胞数量均增加，肥大细胞脱颗

粒释放类胰蛋白酶，类胰蛋白酶属于丝氨酸蛋白酶家族

成员，可激活PAR2［19-21］。在导致皮肤慢性瘙痒症状的

特应性皮炎、银屑病和结节性痒疹中，PAR2的表达都明

显增加［22-24］。在老鼠皮下注射PAR2激动剂可引起皮肤

持续性瘙痒［25］。外阴皮肤和黏膜中具有丰富的感觉神

经纤维，由于部位的特殊性，容易受到出汗、摩擦、微生

物等因素的影响而触发感觉神经纤维导致瘙痒［26-27］。

PAR2可以被环境中的细菌、真菌、具有丝氨酸蛋白酶活

性的尘螨抗原所激活［28］，这些都是外阴皮肤容易接触到

的环境。活化的PAR2激活原本异常的角质形成细胞，

分泌LTB4、PGE2等致痒因子，LTB4与感觉神经元上

BLT1受体结合导致瘙痒［29-30］。角质形成细胞上活化的

PAR2诱导释放胸腺基质淋巴细胞生成素，通过与表达

TRPA1感觉神经元结合导致瘙痒［31］。同时，LSC患者有

皮肤屏障功能破坏［4］，皮肤屏障功能破坏增加了表皮PH

值，促使丝氨酸蛋白酶的活化增加［32］，进一步增加了具

有蛋白酶活性的变应原和微生物的入侵机会，激活

PAR2引起瘙痒［10］。综上，PAR2可能参与疾病致病过

程，导致皮肤瘙痒。

总之，该模型在形态学及组织学上类似于人LSC。

模型制作方法简便，实验时间短，模型稳定，可重复性

强。虽然与人LSC在病因、进展、预后等方面仍有一些

差异，但是利用这一动物模型进行一些关于疾病发病机

制与治疗方面的研究仍不失为一种选择。本研究发现

了当大鼠外阴皮肤表现为LSC时，PAR2的表达增加，

但目前却没有关于PAR2在LSC患者外阴皮肤中的表

达的相关研究，故还需进一步的研究PAR2在LSC患者

皮肤中的表达。
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