
DPRA
（Direct Peptide Reaction Assay)



l皮肤致敏

• 引起变态性接触性皮炎（ACD）

• 评价化妆品原料安全性的一个很重要的标准要求 

•化妆品接触性皮炎占化妆品皮肤
病的70 %~90 %

•变态性接触性皮炎占20 %



l皮肤致敏机制



l皮肤致敏机制



lDPRA实验原理

• 致敏物一般为小分子亲电物质
• 易与氨基酸结合，主要与半胱氨酸和赖氨酸

一般认为，如果某物质能与蛋白直接或者经过转化后结
合，那么该物质具有致敏风险

• 设计了两条寡肽链（7个氨基酸），分别含有半胱氨酸和赖氨酸
• 当与受试物发生反应时，HPLC结果将显示寡肽链的峰面积变化

Ac-RFAACAA-COOH

Ac-RFAAKAA-COOH



lDPRA实验方法

• 受试物测试母液浓度为100 mM
• 与Cysteine摩尔比为1:50；与Lysine摩尔比为1:10孵育24 

h，用HPLC分别检测Cysteine和Lysine的峰面积变化

通过计算两肽链平均消除率进行判断

消除率计算方式，分别计算Cysteine和Lysine的消除率



lDPRA实验结果判定

两肽链都未出现Co-elution的情况



lDPRA实验结果判定

• 若受试物与Lysine发生了Co-elution

• 若受试物与Cysteine发生了Co-elution，则无法判定



uDPRA
•宝洁（2004年已发表DPRA的使用数据）

•2012年被OECD认证，收录于OECD 442C

宝洁进行了133个样品的测试，并与LLNA结果做比对

DPRA，KeratinoSens，h-Clat，U-Sens比较可知，DPRA的预测能力最好
Bauch et al., Tox in Vitro 2011



uDPRA：发生消除反应的结构特点

肉桂醛



lDPRA的不足

• 不能检测未知分子量的物质

• 不能做为单一实验使用

• 化学反应，无代谢功能

• 无法预测致敏潜力



l组合实验
Bauch et al., Tox in Vitro 2011

Sensitizer

Non-Sensitizer

• DPRA和
KeratinoSens
能较好的互补

• DPRA的阴性检
测率为86 %，
KeratinoSens
的阴性检测率
为81 %，两者
结合，阴性检
测率为100 %

Bauch et al., Tox 
in Vitro 2012



l组合实验

须注意，如果蛋白反应和DC细胞激活，两者得到相反的结果，
那么则需使用权重分析，从而做出判定。 



l组合实验

与人体数据相比 灵敏度（%） 特异性（%） 准确性（%）

In vivo 标准 LLNA 96 81 90

单一实验 DPRA 89 82 86

KeratinoSens 86 73 80

h-CLAT 75 77 76

U-Sens 75 100 86

组合实验（两个
方法组合）

DPRA+Keratin
oSens

100 64 84

DPRA+U-Sens 96 82 90

预测模型 DPRA
KeratinoSens
U-Sens

93 95 94

通过表中将三种检测方式组合的预测模型结果，可发现，
其灵敏度为93 %，特异性95 %及准确性94 %，相对单一实验都有提高。 



• Peroxidase Peptide Reactivity Assay (PPRA)

• 检测pre-hapten（空气氧化）和pro-hapten（酶氧化）

• 体系中加入horseradish peroxidase and hydrogen peroxide 
(HRP/P) 氧化体系

• 需用到HPLC/MS/MS

lPPRA实验



l整合策略—贝叶斯网络

通过收集数据，包括物质表皮
层生物利用度，DPRA试验结果，
ARE试验，树突细胞激活等，利
用Bayesian网络，将这些数据
进行整合，从而得到该化合物
在LLNA试验中的致敏潜力的可
能概率值。 



实验结果



DPRA标准曲线

• 用0.534,0.267,0.1333,0.0667,0.0334,0.01667,0 mM绘制标准曲线

• 标准曲线r2>0.990

Lysine寡肽链

Cysteine寡肽链
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Cysteine

出峰位置：
9.521 min

Lysine

出峰位置：
6.975 min



甘油
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肉桂醛
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