
书书书

·８１８　　 ·
第二军医大学学报 　２０１２年８月第３３卷第８期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｕｇ．２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．８

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１２．００８１８ ·论　著·

雌马酚对芥子气所致家兔皮肤损伤的治疗作用及其机制的初步研究

郑庆虎１，于　蕊２，刘　强１，赵　静１，徐　立３，周　欣１，孙本全１，高　莉４，梁晓博５，吴建华１

１．第二军医大学长海医院皮肤科，上海２００４３３

２．解放军７１３２０部队门诊部皮肤科，开封４７５００３

３．第二军医大学长海医院急诊科，上海２００４３３

４．第二军医大学长海医院病理科，上海２００４３３

５．解放军３０９医院皮肤科，北京１０００９１

　　［摘要］　目的　探讨具有雌激素样活性的雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）对芥子气染毒皮肤创面愈合的影响及可能的机制。
方法　以芥子气（０．５ｍｇ／ｃｍ２）染毒家兔臀部皮肤为实验模型，染毒创面连续１周外用不同浓度（１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）的Ｅｑ
后，观察创面外观变化；取创面活检标本观察组织病理学变化；用流式细胞术分析细胞凋亡、ＤＮＡ周期变化；用试剂盒检测染

毒创面中ＩＬ６、ＴＮＦα的浓度。结果　染毒１２０ｈ后，所有治疗组染毒创面红斑、水肿、糜烂、坏死等皮损评分低于染毒对照
组（Ｐ＜０．０５）；染毒１６８ｈ后，５０μｍｏｌ／Ｌ治疗组染毒创面组织病理学炎症、坏死等改变评分低于染毒对照组（Ｐ＜０．０５），各治

疗组细胞凋亡百分比低于染毒对照组（Ｐ＜０．０５），各治疗组细胞ＤＮＡ（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）周期百分比高于染毒对照组（Ｐ＜０．０５），治疗

组细胞中的ＩＬ６、ＴＮＦα含量低于染毒对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｅｑ可能通过抑制皮损局部炎症反应减少细胞凋亡，增强细
胞增殖能力，从而促进芥子气所致皮肤损伤的愈合。

　　［关键词］　芥子气；中毒；接触性皮炎；雌马酚
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（８）：８１８８２３］

　　芥子气是一种糜烂性毒剂，具有性质稳定、作用
持久、致伤广泛、防护与消毒困难以及无特效抗毒剂
的特点。芥子气的这些特性使其在军事医学中占有
重要地位。皮肤既是芥子气染毒的主要途径，又是主
要靶器官，所以芥子气皮肤染毒的防治一直是军事医
学研究的重点。雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）是大豆异黄酮的代
谢产物之一，具有抗氧化应激、阻止血管内皮损伤、对
抗炎症介质等功能［１２］。研究显示，１０～１５μｍｏｌ／Ｌ是

Ｅｑ的体内有效浓度；在培养条件下，１０μｍｏｌ／ＬＥｑ没
有细胞毒性［２］。本研究观察了不同浓度Ｅｑ对芥子气
所致家兔皮肤损伤创面愈合的情况，以探讨Ｅｑ对芥
子气染毒皮肤创面愈合的影响及可能的机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及分组、备皮　选用２０只雄性、体质
量为２０００～２３００ｇ的新西兰大白兔（购自中国科
学院上海实验动物中心）于第二军医大学实验动物
中心适应性喂养７ｄ，观察饮水和进食情况，确定无
异常情况后将其随机分成４组（每组５只），即：染毒
对照组、治疗１组、治疗２组和治疗３组；用剃须刀
在２０只新西兰大白兔右侧臀部剃毛，用记号笔划出
边长为 ２ｃｍ 的正方形实验区，待 ２ｄ 后染毒
备用。　　　　　
１．２　试剂及配制　纯度≥９９．０％的Ｅｑ购于Ｓｉｇｍａ
公司（批号：４４４０５），于第二军医大学长海医院药学
部用生理盐水配制成３份，浓度分别为１０、５０和１００

μｍｏｌ／Ｌ，置于４℃的冰箱中冷藏待用。

１．３　染毒模型建立及给药方法　将染毒对照组及
治疗组共２０只大白兔运送至第二军医大学海军医
学系防化医学教研室，用取样枪在大白兔标记区外
涂质量浓度为０．１ｍｇ／μｌ的芥子气母液２０μｌ（０．５
ｍｇ／ｃｍ２），然后迅速送回至第二军医大学实验动物
中心饲养待用。染毒１ｈ后，分别给治疗１组、治疗

２组、治疗３组的大白兔染毒区外涂浓度为１０、５０和

１００μｍｏｌ／Ｌ的Ｅｑ２００μｌ，每隔２４ｈ按同样方法给
药一次，共７次。染毒对照组不作任何处理。

１．４　观察指标及评分　每天外涂药物后，分别给染
毒标记区拍照，记录染毒对照组和各治疗组染毒创
面的红斑、水肿、糜烂、坏死等４种皮损变化情况。
参照文献［３］根据每种皮损所占染毒创面的面积百

分比，分别在染毒２４、７２、１２０、１６８ｈ后给每个创面皮
损进行评分（皮损面积≤２５％为１分，皮损面积占

２６％～７４％为２分，皮损面积≥７５％为３分；单项最
高评分是３分，总分最高评分是１２分）。

　　染毒１６８ｈ后，取创面组织活检标本做病理切
片，用 ＨＥ染色法和弹力、胶原纤维双重组合染色
法观察创面病理变化。通过细胞凋亡百分比、ＤＮＡ
周期变化及炎症细胞因子ＩＬ６、ＴＮＦα检测，观察创
面炎症变化和愈合增殖情况。根据文献［４］关于芥
子气对皮肤损伤创面病理变化特点，结合染毒创面
病理切片其表皮结构完整性及表皮真皮内有无炎性

渗出、毛细血管充血扩张、局灶性坏死、炎症细胞浸
润等情况，制定染毒创面病理损害评分标准（表１）。
按评分标准，分别对各组创面病理切片进行评分。

１．５　流式细胞法检测细胞凋亡　染毒１６８ｈ后，用

２０％的尿素酯按５ｍｇ／ｋｇ剂量沿大白兔耳缘静脉注
射，在麻醉状态下分离１／４标记区皮肤，用机械法将
皮肤组织剪碎，用２００目尼龙网过滤成单细胞悬液；
置于柠檬酸缓冲液１ｈ以上；调整细胞密度至１×
１０６／ｍｌ左右；离心后去除上清液；加入１８００／μｌＡ
溶液（胰酶消化液）充分作用；加入１５００／μｌＢ溶液
（胰酶抑制酶液、ＲＮａｓｅ）２ｈ；加入１５００／μｌＣ溶液
（ＰＩ碘化丙啶）作用１５ｍｉｎ以上；用２００目尼龙网再
次过滤；离心去除上清液，加７５％的乙醇１ｍｌ，振混
放入４℃的冰箱中过夜，次日离心倒掉乙醇，然后加
入１ｍｌＰＢＳ，振匀离心后去除上清液；上机进行

ＤＮＡ细胞周期和凋亡亚倍体采样分析。

１．６　细胞炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα检测　按上述方法
分离１／４标记区皮肤，用机械法将皮肤组织剪碎，用

２００目尼龙网过滤成单细胞悬液，分装后放入－２０℃
的冰箱中冷冻保存；实验前２０ｍｉｎ从冰箱中取出试
剂盒，平衡至室温（２０～２５℃）；取出所需数量的板
条，设标准孔８孔，在待测孔中每孔各加入待测样品

１００μｌ；将反应板置３７℃１２０ｍｉｎ；用洗涤液将反应
板充分洗涤４～６次，并在滤纸上印干；每孔中加入
第一抗体工作液５０μｌ；将反应板充分混匀后置３７℃
６０ｍｉｎ；用洗涤液将反应板充分洗涤４～６次后在滤
纸上印干；每孔加酶标抗体工作液１００μｌ；将反应板
置３７℃ ６０ｍｉｎ；在每孔中加入底物液１００μｌ，置

３７℃暗处反应５～１０ｍｉｎ；每孔加入５０μｌ终止液混
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匀；在４５０ｎｍ处测光密度，检测细胞炎症因子ＩＬ６、

ＴＮＦα的浓度。ＩＬ６、ＴＮＦα试剂盒由上海森雄科
技公司从美国Ｒ＆Ｇ公司进口分装。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对数
据进行统计分析，实验参数值均用珚ｘ±ｓ表示，组间
比较采用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

表１　染毒创面病理改变的评分标准

Ｔａｂ１　Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｗｏｕｎｄｓ

Ｓｃｏｒｅ Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｅｐｉｄｅｒｍｉｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ Ｄｅｒｍｉｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅ

０ Ｎｏｒｍａｌｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｃｌｅａｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｎｏｅｘｕｄａｔｅｓｏｒｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

　ｃｅｌｌｓｉｎｅｐｉｄｅｒｍｉｓ

Ｎｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ

１ Ａｌｍｏｓｔｎｏｒｍａｌｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｎｏｔ

　ｐｉｌｅｄｗｉｔｈｅｘｕｄａｔｅｓｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ

Ｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆｅｘｕｄａｔｅｓｉｎｌｏｃａｌ

　ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

Ｌｏｃａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ

　ａｒｏｕｎｄｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓ，ｏｒｃａｐｉｌｌａｒｙ

　ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｄｉｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ

２ Ｉｍｐａｉｒｅｄｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ

　ｆｕｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｐａｒｔｉａｌ

　ｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｃｏｖｅｒｅｄｗｉｔｈｅｘｕｄａｔｅｓ

Ｍｏｒｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

　ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｏｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

　ｅｘｕｄａｔｅｓ，ｏｒｈａｖｅｏｎｅｏｒｍｏｒｅｂｌｉｓｔｅｒｓ

Ｓｃａｔｔｅｒｅｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ

　ｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ，ｏｒｎｏｏｂｖｉｏｕｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆ

　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ，ｂｕｔｍｏｒｅｉｎｃｅｒｔａｉｎａｒｅａｓ

３ Ｆｕｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｅｎｔｉｒｅ

　ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｔｈｅｈｉｅｒａｒｃｈｙｄｉｓａｐｐｅａｒｓ，

　ｃｏｖｅｒｅｄｗｉｔｈｎｅｃｒｏｓｉｓａｎｄｅｘｕｄａｔｅｓ

Ｄｅｎｓｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

　ｃｅｌｌｓｉｎｎｅｃｒｏｔｉｃｅｐｉｄｅｒｍｉｓ

Ｄｉｆｆｕｓｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎ

　ｔｈｅｄｅｒｍｉｓ，ｏｒｄｅｎｓｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎ

　ｃｅｒｔａｉｎａｒｅａｓ

４ Ｅｎｔｉｒｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓｎｅｃｒｏｓｉｓｂｅｆｏｒｅ

　ｔａｋｉｎｇｓｐｅｃｉｍｅｎ

Ｅｎｔｉｒｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓｎｅｃｒｏｓｉｓｂｅｆｏｒｅ

　ｔａｋｉｎｇｓｐｅｃｉｍｅｎ

Ｄｅｎｓｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ

　ｄｅｒｍｉｓ，ｏｒｐａｒｔｉａｌｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｄｅｅｐｄｅｒｍｉｓ

２　结　果

２．１　染毒创面皮肤评分结果　按创面皮肤评分标
准，各组染毒创面在染毒不同时间后的评分结果见
表２。治疗２组的创面损害评分在染毒７２ｈ后即低

于染毒对照组，且持续至染毒１６８ｈ，差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；治疗１组和治疗３组的创面损害
评分均于染毒１２０ｈ时低于染毒对照组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。提示Ｅｑ能减轻芥子气所致
染毒创面的损害、促进创面的愈合。

表２　不同时间染毒创面损害的评分比较

Ｔａｂ２　Ｓｃｏｒｅｓｏｆｍｕｓｔａｒｄｇａｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｗｏｕｎｄｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅｏｆｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｔ／ｈ

２４ ７２ １２０ １６８
Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ２．００±１．００ ２．６０±１．１４ ４．２０±１．７９ ４．００±２．３５
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１ １．８０±０．４８ ２．２０±０．４５ １．６０±０．８９ １．４０±０．８９

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２ １．８０±０．８４ １．４０±０．５８ １．２０±０．４５ ０．８０±０．４５

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３ １．８０±１．３０ １．６０±０．８９ １．４０±１．１４ １．２０±０．８４

　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１：１０μｍｏｌ／ＬＥｑ；Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２：５０μｍｏｌ／ＬＥｑ；Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３：１００μｍｏｌ／ＬＥｑ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．２　染毒创面组织病理学结果　各组染毒１６８ｈ
后创面组织的 ＨＥ染色结果见图１。染毒创面病理
损害评分：染毒对照组为（９．００±０．７１）分，治疗１
组为（６．６０±２．８８）分，治疗２组为（５．６０±２．６１）
分，治疗３组为（５．８０±３．１１）分。治疗２组病理损
害评分最低，与染毒对照组之间差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。提示Ｅｑ能减轻芥子气所致染毒创面
的组织病理学改变、促进创面的愈合。

２．３　染毒创面组织弹力、胶原纤维双重染色结
果　染毒１６８ｈ各组创面组织经弹力、胶原纤维双

重染色后显示，染毒对照组胶原纤维明显肿胀变性，
弹力纤维断裂明显，而治疗２组胶原纤维肿胀明显
较染毒对照组减轻，弹力纤维断裂较染毒对照组减
少（图２），提示治疗组皮损组织的胶原、弹力纤维损
害较轻。

２．４　细胞凋亡百分比变化　由图３可见，治疗２组
细胞凋亡百分比最低，但各治疗组间比较差异无统
计学意义。与染毒对照组比较，各治疗组细胞凋亡
百分比均降低（Ｐ＜０．０５），提示治疗组皮损组织中
细胞凋亡减少、增殖能力增强。
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２．５　染毒创面细胞ＤＮＡ周期百分比变化　由表３
可见，各治疗组细胞ＤＮＡ周期中Ｓ＋Ｇ２Ｍ 百分比
均高于染毒对照组（Ｐ＜０．０５），其中治疗２组最高；
各治疗组间细胞ＤＮＡ周期中Ｓ＋Ｇ２Ｍ百分比差异
无统计学意义，提示治疗组皮损组织中细胞增殖能
力增强。

２．６　 标记区细胞炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα 的变
化　由表４可见，与染毒对照组比较，３个治疗组的
细胞因子ＩＬ６、ＴＮＦα含量均降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），其中治疗３组细胞因子ＩＬ６、

ＴＮＦα含量最低，各治疗组间比较差异无统计学
意义。

图１　染毒１６８ｈ后各组创面组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｗｏｕｎｄｓ１６８ｈａｆｔｅｒｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）
Ａ：Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｐｉｌｅｄｗｉｔｈｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｘｕｄａｔｅｓ，ｗｉｔｈｌｏｃａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ｌｏｔｓｏｆｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ；ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅ９．Ｂ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１（１０μｍｏｌ／ＬＥｑ），ｐａｒｔｉａｌｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｐｉｌｅｄｗｉｔｈ

ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｘｕｄａｔｅｓ，ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｒａｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ；ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅ６．Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２
（５０μｍｏｌ／ＬＥｑ），ｎｏｒｍａｌｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｎｏｅｘｕｄａｔｅｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ，ｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｏｒｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｄｉｌａｔｉｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓ；ｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｃｏｎｇｅｓ

ｔｉｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ，ｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ；ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅ２．Ｄ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３（１００μｍｏｌ／ＬＥｑ），ｉｍ

ｐａｉｒｅｄｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｅｐｉｄｅｒｍｉｓ，ｐａｒｔｉａｌｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｗｉｔｈｎｏｅｘｕｄａｔｅｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓ；ｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｉｅｓｉｎ

ｔｈｅｄｅｒｍｉｓ，ｄｉｆｆｕｓｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ；ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅ４．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图２　染毒１６８ｈ后各组创面组织弹力、胶原纤维双重染色结果

Ｆｉｇ２　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｗｏｕｎｄｓ１６８ｈａｆｔｅｒｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ）
Ａ：Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈｄｉｓｔｉｎｃｔｃｏｌｌａｇｅｎｅｄｅｍａａｎｄｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｂｒｅａｋａｇｅｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１（１０μｍｏｌ／ＬＥｑ），ｌｅｓｓ

ｃｏｌｌａｇｅｎｅｄｅｍａｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｂｕｔｓｔｉｌｌｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｂｒｅａｋａｇｅｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２（５０μｍｏｌ／ＬＥｑ），ｏｂ

ｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｌｌａｇｅｎｅｄｅｍａａｎｄｂｒｅａｋａｇｅｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓ；Ｄ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３（１００μｍｏｌ／ＬＥｑ），ｐａｒｔｉａｌｃｏｌｌａｇｅｎｅｄｅｍａｗａｓｒｅｌｉｅｖｅｄ

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｂｕｔｓｔｉｌｌｗｉｔｈｏｂｖｉｏｕｓｂｒｅａｋａｇｅｏｆｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

图３　各组细胞凋亡百分比比较

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１（１０μｍｏｌ／ＬＥｑ）；Ｃ：

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２（５０μｍｏｌ／ＬＥｑ）；Ｄ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３（１００

μｍｏｌ／ＬＥｑ）．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

表３　染毒创面细胞ＤＮＡ周期百分比变化比较

Ｔａｂ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＮＡｃｙｃｌｅｃｈａｎｇｅ

ｏｆｃｅｌｌｓｆｒｏｍｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｗｏｕｎｄｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ
ＤＮＡｃｙｃｌｅ

Ｓ Ｇ２Ｍ Ｓ＋Ｇ２Ｍ

Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ７．３３±２．２９ ３．０１±０．９９ １０．３４±２．９９

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１ １５．３７±４．５９ ０．７８±１．１９ １６．１６±５．０７

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２ １６．０２±２．６２ １．９３±１．２５ １７．９５±３．０２

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３ １３．５９±３．５５ ２．２７±０．９２ １４．８７±３．０６

　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１，２，３：１０μｍｏｌ／ＬＥｑ，５０μｍｏｌ／ＬＥｑ，ａｎｄ１００

μｍｏｌ／ＬＥｑ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ
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表４　染毒创面细胞炎症因子ＩＬ６和ＴＮＦα的含量变化

Ｔａｂ４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＩＬ６ａｎｄ

ＴＮＦαｉｎｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｗｏｕｎｄｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ６ ＴＮＦα

Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ６８９．２７±７６６．１１ ５８８．６２±５９９．３５
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１ １８７．１６±１６９．１８ ２５３．２４±１４３．１１

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ２ ７１．９８±２７．５３ １２０．９３±５５．４１

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ３ ４４．８３±１５．２９ ８３．８０±１７．３６

　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ１，２，３：１０μｍｏｌ／ＬＥｑ，５０μｍｏｌ／ＬＥｑ，ａｎｄ１００

μｍｏｌ／ＬＥｑ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　芥子气（ｓｕｌｆｕｒｍｕｓｔａｒｄ）又称β，β’二氯二乙基
硫醚，难溶于水，易溶于有机溶剂，是一种典型的双
功能烷化剂。细胞内许多重要成分含有Ｓ、Ｎ、Ｏ等
亲核中心，是芥子气的靶部位，生理条件下，芥子气
与体内许多亲核性基团如氨基、巯基、羟基、磷酸基
及咪唑基等反应，因此芥子气具有广泛且复杂的生
物学作用。

　　皮肤是芥子气中毒的主要途径，是易受损伤的
重要部位，芥子气对皮肤的损伤作用主要是由于它
对ＤＮＡ烷化作用的结果［５］。因ＤＮＡ对芥子气极
为敏感［６］，可使ＤＮＡ 的半保留复制被抑制，影响细
胞分裂，使上皮细胞基底层被破坏，造成皮肤起疱、
坏死、糜烂等［７］。皮肤芥子气中毒机制虽然早有研
究，但迄今尚未完全阐明，其生化假说一直是研究的
热点，即ＤＮＡ烷化损伤后，诱导修复和细胞凋亡，
从而激活多聚（ＡＤＰ核糖）聚合酶（染色体酶），该酶
利用烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤ）为基质合成多
聚 ＡＤＰ核糖，因而大量消耗细胞 ＮＡＤ＋；细胞

ＮＡＤ＋含量降低抑制了糖酵解，并使磷酸己糖旁路
活化，导致蛋白酶释放，最终发生皮肤炎症、坏死等
病理改变［８］。也有研究认为芥子气的毒性与亲电子
应激（ＥＳ）或氧化应激（ＯＳ）以及巯基水平包括谷胱
甘肽（ＧＴ）的耗竭有关［７］。

　　目前临床上对于芥子气所致皮肤损伤尚无公认
的治疗措施，而一些具有甾体激素样活性的天然化
学物质（如具有糖皮质激素样活性的人参皂苷［９］和

具有雌激素样活性的Ｅｑ、染料木素、大豆苷元和葛
根素［１０］等）正是通过减少皮肤氧化损伤、抑制皮肤
局部炎症反应以及增强皮肤增殖能力等生物学效应

而发挥皮肤防护作用［１１］。尤其是Ｅｑ作为多酚，是
氢供体（电子供体），可以清除自由基［１］，具有明确的
抗氧化应激［１２，１２］、阻止血管内皮损伤、对抗炎症介
质、一 定 浓 度 下 上 调 内 皮 型 一 氧 化 氮 合 酶

（ｅＮＯＳ）［２，１３１４］、减少炎症状态下局部超氧负离子产
物，从而改善局部血液循环、增强抗修复能力等作
用［２］。为了研究Ｅｑ对芥子气染毒皮肤创面愈合的
影响及可能的机制，本研究根据文献［１５］选用家兔
作为实验模型，通过对大白兔染毒对照组与治疗组
的皮损变化情况和组织病理的形态改变情况比较，
证实了Ｅｑ治疗组较染毒对照组愈合时间早、组织修
复快。

　　芥子气中毒的病理机制也有可能与蛋白酶活化
有关，如弹性蛋白酶、胰蛋白酶和类胰蛋白酶等［１６］。
芥子气皮损中许多细胞可产生蛋白酶，有证据表明
这些蛋白酶能水解真皮结缔组织，导致组织崩解和
愈合延迟［１７］。胶原纤维和弹力纤维是真皮结缔组
织的重要成分，因此通过观察这两种纤维的改变可
在一定程度上反映创面的早期病变和后期的愈合状

况。本实验采用这两种纤维的双重组合特殊染色
法，观察到Ｅｑ治疗组的胶原纤维和弹力纤维病变较
轻，恢复较快，提示Ｅｑ经创面吸收后可在一定程度
上减少芥子气对真皮结缔组织的损伤并促进组织

重建。

　　细胞在分裂增殖前，首先必须进行ＤＮＡ的合
成，即进入细胞周期的Ｓ期，合成后再进入细胞周期
的Ｇ２期和 Ｍ期。因此Ｓ＋Ｇ２Ｍ 期的比例增加，提
示组织中细胞的增殖能力提高。本实验通过流式细
胞分析，观察到Ｅｑ治疗组染毒创面中细胞凋亡百分
比低于染毒对照组（Ｐ＜０．０５）、Ｓ＋Ｇ２Ｍ 期细胞比
例高于染毒对照组（Ｐ＜０．０５），提示Ｅｑ对于芥子气
染毒皮损的细胞增殖和创面修复具有明显的促进作

用，能显著抑制芥子气染毒局部皮肤细胞的凋亡。

　　ＩＬ６是一种多功能细胞因子，既可由淋巴细胞
产生，也能由非淋巴细胞合成，在体内免疫反应调
节、防御机制和急性期反应中起重要作用。ＩＬ６含
量升高，多见于急性期蛋白的出现，与多种临床疾病
有关，如急性炎症、烧伤等，可作为炎症反应的早期
指标［１８１９］。ＴＮＦα前体以跨膜蛋白的形式存在于
细胞内，在细胞外被剪切成相对分子质量为１７０００
的成熟形态（１５７个氨基酸）。有活性的ＴＮＦα以三
聚体的形式存在。很多细胞都能合成ＴＮＦα，包括
各种免疫细胞（单核细胞、巨噬细胞、Ｔ细胞、Ｂ细
胞、粒细胞等）和非免疫细胞。ＴＮＦα不仅能调节
肿瘤细胞的生长，对很多细胞的生长、分化和代谢都
有影响，血清ＴＮＦα增高可见于肿瘤、炎症和免疫
性疾病等［２０２１］。本实验发现Ｅｑ治疗组皮损区细胞
中ＩＬ６、ＴＮＦα浓度低于染毒对照组（Ｐ＜０．０５），说
明Ｅｑ治疗组的皮损炎症反应明显低于染毒对照组，
具有明显的抗炎作用。
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　　本实验结果显示Ｅｑ对于芥子气所致皮肤损伤
的愈合具有明显的促进作用，可使得染毒局部皮肤
组织炎症细胞因子含量减少，剂量依赖性地提高芥
子气染毒局部皮肤组织细胞的增殖能力，并抑制芥
子气染毒局部皮肤细胞凋亡。因此，Ｅｑ对于芥子气
的皮肤中毒防治具有良好的应用前景。
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