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基于 ＴＨＰ⁃１ 细胞的皮肤致敏体外检测方法
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立基于人细胞系的替代皮肤致敏动物实验的体外检测方法（ｈ⁃ＣＬＡＴ），并对化学品、日用

化学产品和化妆品植物原料进行皮肤致敏性检测。 方法　 体外培养人急性单核细胞白血病细胞（ＴＨＰ⁃１），不同浓

度受试物与细胞共孵育 ２４ ｈ，通过流式细胞仪检测细胞表面标志物 ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 活化的差异，并对 １１ 种已知皮肤

致敏化学物质和 ９ 种未知样品进行皮肤致敏性预测。 同时对未知样品进行豚鼠局部封闭涂皮法验证。 结果　 使

用 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法准确区分了 １１ 种参考物质的皮肤致敏性，９ 种受试样品中，７ 种样品被判断为阴性皮肤致敏物质，２
种植物提取物被确认为皮肤致敏疑似物质。 ９ 种样品的预测结果与动物实验一致。 结论　 ｈ⁃ＣＬＡＴ 体外检测方法

可以代替部分动物测试，用于可溶性皮肤致敏物质的预测。
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　 　 接触性过敏性皮炎是一种由外源物质引发的

皮肤 ＩＶ 型过敏反应，皮肤致敏试验是化学品分类标

识的要求，也是化妆品、日用化学品、医疗器械等皮

肤接触产品毒性评价的重要内容。 传统动物实验

使用豚鼠最大化法或 Ｂｕｅｈｌｅｒ 法测试，优化后的小

鼠局部淋巴结实验（ＬＬＮＡ）以淋巴结 Ｔ 细胞增生定

量测定代替皮肤临床症状观察，提高了动物福利标

准［１，２］。 在化妆品非动物测试法规的影响和有害结

局通路（ＡＯＰ）测试概念的指导下，许多体外皮肤致

敏筛查实验逐步得到开发和被法规认可。 近 １ 年

来，列入世界经济合作和发展组织（ ＯＥＣＤ）测试指

南 ＴＧ４４２ 的皮肤致敏替代方法包括直接多肽结合

试验（ＤＰＲＡ）、ＫｅｒａｔｉｎｏｓｅｎＴＭ 法和人细胞活化实验

（ｈ⁃ＣＬＡＴ） ［３ － ５］。 本研究通过建立 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法，并
将其应用于市售商品的皮肤致敏性检测和评价，为
下一步建立替代方法的组合策略提供数据支持。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞来源和培养方法：人急性单核细胞白血

病细胞 （ ＴＨＰ⁃１ ） 由安利 （ 上海） 研发中心馈赠

（ＡＴＣＣ 号：ＴＩＢ⁃２０２）。 采用含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ、
０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃巯基乙醇、１０％胎牛血清和 １％青霉

素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，于 ５％ ＣＯ２，３７℃
细胞培养箱内常规培养。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞培养和检测试剂：ＲＰＭＩ１６４０ 培养基、胎
牛血清、β⁃巯基乙醇（Ｇｉｂｃｏ）、链霉素、青霉素、４⁃羟
乙基哌嗪乙磺酸、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􀆰 ３　 实验动物及饲养：健康豚鼠 １９０ 只，雌雄各

半，清洁级，实验动物开始时体重（３８１ ± ２４）ｇ，由广

东省医学实验动物中心提供，生产许可证：ＳＣＸＫ
（粤）２０１３ － ０００２。 动物实验在广东检验检疫技术

中心进行，使用许可证为 ＳＹＸＫ（粤）２０１３ － ００８６。
１􀆰 １􀆰 ４　 参考物质和测试样品：十二烷基磺酸钠

（ＳＬＳ）（ＣＡＳ：１５１⁃２１⁃３）、乳酸（ＣＡＳ：５０⁃２１⁃５）、肉桂

醇（ＣＡＳ：１０４⁃５４⁃１）、丁香酚（ＣＡＳ：９７⁃５３⁃０）、柠檬醛

（ＣＡＳ：５３９２⁃４０⁃５）、肉桂醛（ＣＡＳ：１０４⁃５５⁃２）、苯乙醛

（ＣＡＳ：１２２⁃７８⁃１）、没食子酸丙酯（ＣＡＳ：１２１⁃７９⁃９）、

马来酸酐（ＣＡＳ：１０８⁃３１⁃６）、苯醌（ＣＡＳ：１０６⁃５１⁃４）、
二硝基氯苯（ＣＡＳ：９７⁃００⁃７）均购自 Ｓｉｇｍａ 公司；待测

样品：松茸提取物、微乳卸妆液、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由广州市华代生物

科技有限公司体外实验室馈赠，根据受试物的特性

选择生理盐水或 ＤＭＳＯ 作为受试物溶剂。
１􀆰 １􀆰 ５　 主要仪器：全波长酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）、流式细胞仪（ＦＡＣＳ Ｃａｎｔｏ ＩＩ，美国 ＢＤ 公司）、
二氧化碳培养箱（德国 Ｍｅｍｍｅｒｔ 公司）、高速离心机

（Ｓｉｇｍａ 公司）和自动细胞计数仪（广州商特仪器有

限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养和表面标志稳定性检测：复苏

ＴＨＰ⁃１ 细胞转入 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中培养，显微镜下观

察细胞状态，当细胞密度接近 １ × １０６ 个 ／ ｍＬ 时进行

传代，每 ２ ～ ３ ｄ 常规换液传代 １ 次，建议复苏后的

ＴＨＰ⁃１ 细胞使用期限为 ２ 个月或不超过 ３０ 代，同时

每次实验以 ４ ～ ４􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ ＤＮＣＢ 和 ２ ５００ ～ ３ ０００
μｇ ／ ｍＬ 乳酸进行表面标志稳定性检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 化合物细胞毒性测定：吸取 ５００ μＬ 浓度为

２ × １０６ 个 ／ ｍＬ 的细胞悬液至 ２４ 孔细胞培养板中，
每孔添加 ５００ μＬ 受试物，每组受试物 ３ 个平行。 每

种受试物按照 ２ 倍稀释系数测试 ８ 个浓度，加有不

同浓度受试物的培养板置于培养箱中孵育 ２４ ｈ。 暴

露结束后从 ２４ 孔细胞培养板收集细胞分别移入 １
ｍＬ ＥＰ 管中，离心（２５０ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ，４℃）收集细胞，
用 ＦＡＣＳ 缓冲液（ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％的 ＢＳＡ）清洗后再次

离心收集细胞。 每支 ＥＰ 管中添加 １００ μＬ 染料（２０
μＬ ７ＡＡＤ ＋ ８０ μＬ ＦＡＣＳ 缓冲液），常温、暗室下当

染色 １０ ｍｉｎ。 用 ＦＡＣＳ 缓冲液清洗 ２ 次和使用 ５００
μＬ ＦＡＣＳ 缓冲液重悬细胞后移入 ５ ｍＬ 流式管中。
一次流式进样约需 １０ ０００ 个细胞，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）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 化合物暴露和细胞表面标志物测定：ＴＨＰ⁃１
细胞如上述进行 ２４ 孔铺板，ＣＶ７５ 的浓度作为最高

试验浓度，然后以 １􀆰 ２ ～ １􀆰 ８ 为系数稀释 ５ 个浓度。
每次实验需要设置 ３ 组对照，分别为培养基对照、
ＤＭＳＯ 对照和 ＤＮＣＢ 阳性对照。 添加相应浓度的受

试物与细胞置于培养箱中共同孵育 ２４ ｈ。 随后按照

上述步骤离心收集细胞，将离心获得的细胞进行蛋

白阻断。 将上述细胞平均分配至 ４ 支 １ ｍＬ 的 ＥＰ
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管中， 每管中大约含有 ３ × １０５ 个细胞。 ＣＤ８６
（ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６ 抗体）和 ＣＤ５４（ＰＥ⁃ＣＤ５４ 抗体），对应

的同型对照 ＦＩＴＣ⁃ＩｇＧ１ 和 ＰＥ⁃ＩｇＧ１，以及活率测试所

用的 ７ＡＡＤ 分别根据推荐测试浓度进行配制，可根

据实验具体情况对抗体进行梯度稀释，每支 ＥＰ 管

添加 ５０ μＬ 含有抗体的 ＦＡＣＳ 缓冲液，２ － ８℃环境

和暗室条件下染色 ３０ ｍｉｎ，随后使用 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。
１􀆰 ２􀆰 ４　 豚鼠局部封闭涂皮法试验：具体实验操作参

照 ２０１５ 版《化妆品安全技术规范》的皮肤变态反应

试验。
１􀆰 ２􀆰 ５　 结果分析：流式细胞检测得到相对荧光强度

（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ＲＦＩ），并计算有效作用

浓度（ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＥＣ），ＦＩＴＣ⁃ＣＤ８６ 使用

ＥＣ１５０（当 ＣＤ８６ 的 ＲＦＩ 达到 １５０ 时受试物的最低有

效浓度）；ＰＥ⁃ＣＤ５４ 使用 ＥＣ２００（当 ＣＤ５４ 的 ＲＦＩ 达

到 ２００ 时受试物的最低有效浓度）。
计算 ＥＣ１５０ 和 ＥＣ２００ 需分两种情况：
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） 如果测试所得 Ａ 浓度的 ＲＦＩ 值大于 １５０ 或

２００，Ｂ 浓度的 ＲＦＩ 小于 １５０ 或 ２００，那么公式为：

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） 如果测试所得 Ａ 浓度和 Ｂ 浓度的 ＲＦＩ 值

均大于 １５０ 或 ２００，那么公式为：

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）］｝。
１􀆰 ２􀆰 ６　 预测模型：每组化学物质至少重复两次实

验。 在细胞活率大于 ５０％ 前提下，如果 ＲＦＩＣＤ８６ ≥
１５０ 和 ／或 ＲＦＩＣＤ５４≥２００，则该物质可判断为皮肤致

敏阳性物；否则判断为阴性物质。 另外，细胞在受

试物各浓度作用下皆无细胞毒性情况下，都不满足

上述的阳性结果判断，则可判断为皮肤致敏阴性

物质。
１􀆰 ２􀆰 ７　 统计学方法：实验数据均以均数 ± 标准差

（􀭰ｘ ± ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行分析。
多组之间差异的比较用单因素方差分析，组间两两

比较采用 ＳＮＫ 检验法，显著性水平 α ＝ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。 使用 ＦｌｏｗＪｏ ７􀆰 ６
对荧光强度进行统计分析。

２　 结果

２􀆰 １　 细胞培养

２􀆰 １􀆰 １　 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养情况：ＴＨＰ⁃１ 细胞培养如图

１，细胞密度适中，部分呈现集中生长，形态一致，无
过多碎片或折光差异较大的细胞集团，无特殊突起

和触角，无贴壁舒展情况出现。 经测试所用细胞平

均倍增时间为 ３７􀆰 ８９ ± ３􀆰 ９３ ｈ，在正常生长 ＴＨＰ⁃１ 细

胞倍增时间 ４３ ｈ ± １２ ｈ 的范围内。 在细胞特性方

面保证了实验的稳定可比性。

（左图：第 ５ 代细胞，４０ × ；右图：细胞倍增曲线）

图 １　 ＴＨＰ⁃１ 细胞培养及质控

（Ｌｅｆｔ： Ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ， ４０ × ； Ｒｉｇｈｔ： Ｃｅｌｌ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ）

Ｆｉｇ． １　 ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ
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表 １　 流式细胞术检测受试物的细胞毒性
Ｔａｂ． １　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

受试物 Ｓａｍｐｌｅｓ ＩＣ５０（μｇ ／ ｍＬ） ＣＶ７５（μｇ ／ ｍＬ）
非致敏物

（Ｎｏｎ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ）
十二烷基磺酸钠 （ＳＬＳ） ８０􀆰 １３ ± ３􀆰 ４８ ６２􀆰 ３２ ± ５􀆰 ３７
乳酸 （Ｌａｃｔａｔｅ） ３７７８􀆰 ３５ ± １８０􀆰 ８４ ２９０１ ± １５０􀆰 １７

弱致敏物
（Ｗｅａｋ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ）

肉桂醇 （Ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｌｃｏｈｏｌ） ４９５􀆰 ８ ± １２􀆰 ５１ ３５８􀆰 ８ ± １４􀆰 ６１
丁香酚 （Ｅｕｇｅｎｏｌ） ４０６􀆰 ２ ± １３􀆰 ９４ ３０５􀆰 ９ ± １４􀆰 １８

中等致敏物
（Ｍｉｌｄ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ）

柠檬醛 （Ｃｉｔｒａｌ） ４４􀆰 ２４ ± ２􀆰 ８１ ２６􀆰 ２ ± ２􀆰 ４７
肉桂醛 （Ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ） ２６􀆰 ５ ± ４􀆰 ８３ ２０􀆰 ４ ± ３􀆰 ８４
苯乙醛 （Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ） ４１􀆰 ７ ± ４􀆰 ５１ ２０􀆰 ２ ± ５􀆰 １８

强致敏物
（Ｓｔｒｏｎｇ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ）

没食子酸丙酯 （Ｐｒｏｐｙｌ ｇａｌｌａｔｅ） ３６６􀆰 ８ ± ２１􀆰 ８４ １２４􀆰 ２５ ± １０􀆰 ５１
马来酸酐 （Ｍａｌｅｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ） ９４７􀆰 ４７ ± ３８􀆰 １４ ６５１􀆰 ２４ ± ３０􀆰 ８１

极强致敏物
（Ｅｘｔｒｅｍｅ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ）

苯醌 （Ｂｅｎｚｏｑｕｉｎｏｎｅ） ８􀆰 ３ ± １􀆰 ５９ 　 ５􀆰 ７ ± １􀆰 ５６
二硝基氯苯（ＤＮＣＢ） ９􀆰 ３２ ± ０􀆰 ３１ ５􀆰 ７５ ± ０􀆰 １５

样品
（Ｕｎｋｎｏｗｎ ｓａｍｐｌｅｓ）

微 乳 卸 妆 液 （ ｍｇ ／ ｍＬ ） （ Ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ
ｍａｋｅｕｐ ｒｅｍｏｖｅｒ） ３􀆰 ３１ ± ０􀆰 ４５ 　 １􀆰 ３ ± １􀆰 ０７

松 茸 提 取 物 （ ｍｇ ／ ｍＬ ） （ Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａ
ｍａｔｓｕｔａｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ） ５５４􀆰 ２ ± ２０􀆰 ０７ ２３５􀆰 ７１ ± １４􀆰 ４２

当归提取物（ｖｏｌ． ％ ）
（Ａｎｇｅｌｉｃａ ｅｘｔｒａｃｔ） ３８􀆰 １６ ± ７􀆰 ４７ ３０􀆰 ２１ ± ６􀆰 ４１

黄芩提取物（ｖｏｌ． ％ ）
（Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ ｅｘｔｒａｃｔ） ８􀆰 ４３ ± １􀆰 ２５ ７􀆰 ０５ ± １􀆰 １３

人参 果 提 取 物 （ ｖｏｌ． ％ ） （ Ｇｉｎｓｅｎｇ ｆｒｕｉｔ
ｅｘｔｒａｃｔ） ２４􀆰 ３１ ± ４􀆰 ５７ １９􀆰 ８４ ± ５􀆰 ７１

积雪草提取物 （ ｖｏｌ． ％ ） （ Ｃｅｎｔｅｌｌａ ａｓｉａｔｉｃａ
ｅｘｔｒａｃｔ） ８７􀆰 １８ ± １５􀆰 ７３ ６４􀆰 ７８ ± ９􀆰 ４４

金 缕 梅 提 取 物 （ ｖｏｌ． ％ ） （ Ｗｉｔｃｈ ｈａｚｅｌ
ｅｘｔｒａｃｔ） ２５０􀆰 ７７ ± ３６􀆰 ８１ １９０􀆰 ４４ ± ４７􀆰 １８

马齿 笕 提 取 物 （ ｖｏｌ． ％ ） （ Ｐｕｒｓｌａｎｅ ｈｅｒｂ
ｅｘｔｒａｃｔ） ９７􀆰 ４４ ± ２４􀆰 ７８ ８０􀆰 ８７ ± ２２􀆰 ４１

绿茶提取物（ｖｏｌ． ％ ）（Ｇｒｅｅｎ ｔｅａ ｅｘｔｒａｃｔ） １２７􀆰 ２１ ± １９􀆰 ４４ １１０􀆰 ３４ ± １９􀆰 ８７

２􀆰 ２　 受试物细胞毒性检测

１１ 种化学品和样品的细胞毒性结果见表 １。
２􀆰 ３　 ＣＤ５４ 和 ＣＤ８６ 表达检测

２􀆰 ３􀆰 １　 标准物质的特征性指标结果：根据细胞毒性

结果分别对 １１ 种标准物质暴露 ＴＨＰ⁃１ 细胞后的表

面标志物 ＣＤ５４ 和 ＣＤ８６ 的变化进行检测，结果如图

２。 细胞活率大于 ５０％时，随着受试物浓度增加，细
胞活率整体呈现递减趋势，不同化合物的 ＣＤ５４ 和

ＣＤ８６ 两条 ＲＦＩ 曲线呈现不同规律。 两个致敏阴性

物质 ＳＬＳ 和乳酸的 ＲＦＩ 远远低于两条参考值标线。
两种被 ＬＬＮＡ 划分为弱致敏性的丁香酚和肉桂醇，
ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 两个值在某个浓度情况下都超过了

临界值，没食子酸丙酯和马来酸酐这两种强致敏物

并非两个指标都超过规定阈值。
２􀆰 ３􀆰 ２　 阳性参考物质的最低有效作用浓度：表 ２ 显

示 ９ 种皮肤致敏阳性参照物质引起 ＴＨＰ⁃１ 细胞

ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 表达时的最低有效作用浓度，表明化

合物在该浓度下，可引起 ＴＨＰ⁃１ 细胞表面标志物表

达的显著性增加，并超出预测模型设定的 ＥＣ１５０

（ＣＤ８６）和 ＥＣ２００（ＣＤ５４）阈值。
２􀆰 ３􀆰 ３　 未知样品检测：几种水溶性样品的细胞活性

测试结果见表 １，根据细胞毒性结果分别检测其暴

露细胞后特征标志物的表达情况。 结果如图 ３，微
乳卸妆液、松茸提、人参果、积雪草、金缕梅、马齿笕

和绿茶等 ７ 种提取物对应的 ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 的 ＲＦＩ
值没有超过限定阈值。 当归提取物引起 ＴＨＰ⁃１ 细

胞的 ＣＤ８６ （ ＥＣ１５０ ＝ ２３􀆰 ５４ ± ７􀆰 ８４％ ） 和 ＣＤ５４
（ＥＣ２００ ＝ １５􀆰 ３７ ± ４􀆰 ６１％ ）两个指标的 ＲＦＩ 都超过

了限定阈值，黄芩提取物只引起 ＴＨＰ⁃１ 细胞 ＣＤ５４
（ＥＣ２００ ＝ ２􀆰 ６６ ± ０􀆰 ７４％ ）的 ＲＦＩ 高于阈值。 根据判

断标准，当归和黄芩提取物可能具有皮肤致敏性。
在豚鼠局部封闭涂皮法试验 （ ＢＴ 测试） 中，采用

０􀆰 ２％ （Ｗ ／ Ｖ）２，４⁃二硝基氯苯作为阳性参照物，生
理盐水作为阴性参照物；受试物为 ９ 种植物提取物。
在致敏后 １ ｈ 和 ２４ ｈ，各组动物皮肤均未见明显红

斑和水肿等过敏反应；激发给药后 ２４ ｈ，各组均未出

现明显的皮肤过敏反应；激发给药后 ４８ ｈ，阳性对照

组 ２ 只动物（２ ／ １０ 例）出现轻微红斑，１ 只动物（１ ／
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１０ 例）出现中度红斑、轻度水肿，３ 只动物（３ ／ １０ 例）
出现轻度红斑、轻度水肿；当归提取物组 １ 只动物

（１ ／ ２０）出现轻微红斑，１ 只动物（１ ／ ２０）出现中度水

肿；黄芩提取物组 ２ 只动物（１ ／ ２０）出现轻微红斑和

轻度水肿；其它受试的植物提取物相应组别为阴性。

表 ２　 阳性物质引起细胞标志物表达的有效浓度
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

受试物 （Ｓａｍｐｌｅｓ） ＥＣ１５０（μｇ ／ ｍＬ） ＥＣ２００（μｇ ／ ｍＬ）
肉桂醇（Ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｌｃｏｈｏｌ） ２２５􀆰 ３４ ± １０． ４１ ２４８􀆰 ５７ ± １１． ４９

丁香酚（Ｅｕｇｅｎｏｌ） １６０􀆰 ７４ ± １４． １１ １５３􀆰 ６４ ± １０． ７４
柠檬醛（Ｃｉｔｒａｌ） ２２􀆰 ３７ ± ８． ３１ ２４􀆰 ６９ ± ７． １４

肉桂醛（Ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ） ９􀆰 ０５ ± １． ３４ １１􀆰 ０６ ± ３． ７３
苯乙醛（Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ） １４􀆰 ３９ ± ５． ４９ １１􀆰 ４７ ± ４． １３
没食子酸丙酯（Ｐｒｏｐｙｌ ｇａｌｌａｔｅ） — １０３􀆰 ２７ ± １２． ７
马来酸酐（Ｍａｌｅｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ） — ２９８􀆰 ４ ± １３． ８７

苯醌（Ｂｅｎｚｏｑｕｉｎｏｎｅ） ６􀆰 ３３ ± ２． ４３ ４􀆰 ９７ ± １． ０７
二硝基氯苯（ＤＮＣＢ） ３􀆰 ３７ ± ０． ４７ ２􀆰 ０６ ± ０． ９４
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图 ２　 １１ 种标准物质的检测结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｅｄ ｆｒｏｍ １１ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

３　 讨论

外源化合物引起的皮肤致敏是多细胞共同参

与的复杂过程，其中朗格汉斯细胞起着承上启下的

作用。 从皮肤原代分离朗格汉斯细胞或从外周血

分离树突状细胞都非常困难，且供体稳定性和重复

性较差。 ＴＨＰ⁃１ 细胞是一种来源于急性单核细胞性

白血病患者的细胞系，具有类似于皮肤树突状细胞

的标志。 研究表明是体外细胞水平筛查致敏物质

的理想模型［６ － ７］。
由于 ＴＨＰ⁃１ 细胞容易在培养过程中转化成其

他树突状细胞，其稳定性对于致敏物筛查非常关

键，本研究采用 ＤＮＣＢ 和乳酸常规检测细胞表面标

志物 ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４，对细胞定期进行质控，减少因

为细胞问题影响结果的稳定［８］。
本研究选择 ＯＥＣＤ 指南 ４４２Ｅ 方法研究中推荐

的 １１ 种皮肤致敏标准物质，建立了基于 ＴＨＰ⁃１ 细

胞的皮肤致敏筛查方法［９］，并将 ２ 种非致敏物质和

９ 种致敏物质正确地区分开来。 ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法以

ＣＤ８６ 和 ＣＤ５４ 的表达变化为判定指标，研究表明，
多数致敏物质可同时引起两种分子表达的变化，有
一些化合物只引起其中一种标志物变化。 本研究

同样证实，２ 种强致敏物马来酸酐和没食子酸丙酯，
只引起了 ＣＤ５４ 表达的增加，而 ＣＤ８６ 的表达未达到

阳性阈值。 ＣＤ８６ 为共刺激分子，ＣＤ５４ 为细胞粘附

分子，在诱发机制上存在差异，不同类型的致敏化

合物可能诱导不同机制的细胞分子表达差异。 如

果只以 ＣＤ５４ 的分子表达差异为判定依据（如利用

Ｕ９３７ 细胞建立的 Ｕ⁃ＳＥＮＳ 方法），则部分致敏物质

的特征可能会预测不到。
ｈ⁃ＣＬＡＴ 方法虽然能计算出受试物的最低有效

作用浓度 ＥＣ１５０（ＣＤ８６）和 ＥＣ２００（ＣＤ５４），但尚不

能以此作为评判受试物质皮肤致敏潜力的依据，还
需要其它数据支持，如正辛醇⁃水分配系数、巯基反

应性、组织代谢过程模拟等。 尤其是当测试物为混

合物时，还应包括各个组份的成份、比例和溶剂等

信息［１０］。
本研究对未知致敏特性样品的细胞活化检测

结果与动物实验结果一致，均显示当归提取物和黄

芩提取物被认为存在可疑致敏成分。 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［１１］。 黄芩提取物的主要成份为黄芩苷，属
于黄酮类化合物，本身具有抗炎和抗过敏的作用，
据报道黄芩苷可能存在人群皮肤致敏性［１２］。 ｈ⁃
ＣＬＡＴ 经过验证对于已知的单一化学物质的皮肤致

敏预测性达到 ８０％以上，当联合多种其他皮肤致敏

检测方法后，相应的预测能力更加稳健［１３］。 同样

地，针对复杂的化合物和植物提取物，相应的体外

皮肤致敏检测方法需要进一步探索。 本研究中 ９ 种

植物提取物经过 ｈ⁃ＣＬＡＴ 的检测，发现了两种受试

物的致敏性，在植物提取物成分复杂和各个组分含

量不明确的基础上，仍然通过该方法检测出皮肤致

敏性，很大程度上可以认为该物质存在皮肤致敏能

力，而相反的，出现阴性结果的物质仍然需要进一

步验证皮肤致敏性 ［１４］。
本方法建立的原理是基于 ＡＯＰ 皮肤致敏的关

键细胞事件，还有针对该通路其它组件的替代方

法，如针对分子启始事件的直接多肽反应试验
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图 ３　 ４ 种样品细胞标志表达测定结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ４ ｓａｍｐｌｅｓ

（ＤＰＲＡ）、针对角质细胞关键事件的 ＡＲＥ ⁃ Ｎｒｆ２ 荧

光素酶检测方法（ＫｅｒａｔｉｎｏＳｅｎｓ）同样已被 ＯＥＣＤ 认

可为指南方法，其他与 ＡＯＰ 相关的替代方法还有

Ｕ⁃ＳＥＮＳ、Ｌｕｓｅｎｓ 等处于验证过程中。 这些方法的开

发在一定程度上替代了动物实验，但实现最终替代

动物实验的目标，还应采用整合测试评估策略

（ＩＡＴＡ），合并减少体外方法的数量、确定不同方法

的权重，以及建立判定决策树。
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〔修回日期〕２０１６ － ０７ － ３１

　 专家问答　

问 １： 脑组织取材注意事项？
答：用于组织学实验时，需经心脏灌流预冷的 ＰＢＳ 和 ４％多聚甲醛后取出脑组织，分离待检测部位并以包埋

剂包埋。 用于提取蛋白和 ＲＮＡ 的实验，需经心脏灌流预冷的 ＰＢＳ 后迅速取出脑组织，冰上分离待检测部位

后以液氮速冻，可立即提取也可长期保存于液氮或 － ８０ 度冰箱中。

问 ２： 基因敲除小鼠繁殖注意事项？
答：繁殖基因敲除小鼠时需注意以下几点：（１）对得到的子代小鼠进行序列分析，确定突变位点；（２）选择来

自于同一只 Ｆ０ 代得到的杂合子雌性和雄性小鼠进行交配，可得到纯合子。 但如果一直未能得到纯合子，则
需考虑该基因纯合敲除引起的胚胎致死等问题，并选择条件性基因敲除小鼠用于实验；（３）由于基因敲除小

鼠可能出现繁殖力弱和母性差等情况，因此需做好繁殖记录，并密切关注新生小鼠的状况，可在母鼠怀孕至

小鼠离乳前给予瓜子；（４）不同小鼠品系的遗传背景可影响其表型，因此需要根据实验需要选择合适的品

系；（５）使用雌雄杂合子作为交配笼，通常需大量交配笼，才能得到足够数量同周龄的纯合子和野生型对照

小鼠（或根据实验需要，还需得到杂合子）。

（感谢中国医学科学院医学实验读完研究生邱彬博士的解答）
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