
书书书

第二军医大学学报 　２０１３年５月第３４卷第５期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５

·５７３　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１３．００５７３ ·短篇论著·

川芎挥发油对ＨａＣａＴ细胞和皮肤的刺激性研究

胡　静１，朱全刚２，张娟娟３，胡晋红２，张立超３

１．上海市第七人民医院肾内科，上海２００１３７

２．第二军医大学长海医院药学部，上海２００４３３

３．上海市第七人民医院药剂科，上海２００１３７

　　［摘要］　目的　阐明川芎挥发油的皮肤刺激性。方法　体外培养 ＨａＣａＴ细胞，分别采用四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ
法）和酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ法），以经典化学促透剂油酸为对照，考察不同浓度川芎挥发油对皮肤ＨａＣａＴ细胞活力、ＨａＣａＴ

细胞上清液中前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）含量的影响；采用豚鼠皮肤刺激评分表法考察不同浓度挥发油的皮肤累积刺激性，光学显微

镜下观察豚鼠皮肤组织学的形态学改变。结果　０．００５％、０．０１５％、０．０２５％挥发油组 ＨａＣａＴ细胞活力分别为０．００５％油酸
组的１．７９、１．６５、１．４８倍，而０．０５％挥发油组与０．００５％油酸组差异无统计学意义。０．００５％、０．０１５％、０．０２５％、０．０５％挥发油

对 ＨａＣａＴ细胞上清液的ＰＧＥ２含量影响分别为（０．９９±０．０８）％、（１．６３±０．０９）％、（０．９８±０．０９）％、（０．０４±０．０１）％，均低于

０．００５％油酸组（４．２３±０．６８）％（Ｐ＜０．０５）。各浓度挥发油豚鼠连续给药７ｄ，均仅见轻微红斑，未见水肿、皮肤隆起等，１５％挥

发油组红斑强度低于５％油酸组。挥发油仅在１５％浓度时才出现角质层结构的改变，而５％油酸角质层就出现大面积剥离和

缺失。结论　川芎挥发油的皮肤刺激性低于油酸，有可能成为一种优良的化学促透剂。

　　［关键词］　川芎；挥发油类；化学促透剂；皮肤投药；皮肤刺激性
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　　化学促透剂的经典机制是通过破坏角质细胞间

高度规律的脂质结构，可逆地改变角质层的屏障功

能［１２］，因此皮肤促透作用越高，意味着角质层结构

破坏越大，亦意味着皮肤刺激性越强。由于促透能

力相对确实、成本低廉等优势，国内外研究者从未放

弃破解促透强与皮肤刺激性大这一对矛盾，大量文

献报道寻找高效但皮肤刺激性低的化学促透剂［２３］。

　　我们前期意外发现川芎挥发油具有强烈促透作

用，经典促透机制已无法解释其体内促透作用高、体

外促透作用低的特性［３５］。川芎挥发油并未明显通

过改变皮肤角质层结构获得促透能力，而可能与其

增加皮肤血流，促进药物从表皮和真皮层到毛细血

管的消除，实现促透，其促透作用明显强于经典化学

促透剂油酸［５］。

　　国外评价化学促透剂的皮肤刺激性主要方法有

经皮肤水分流失法（ＴＥＷＬ），激光多普勒仪测定皮

肤血流改变、皮肤细胞活力和炎性介质改变，家兔或

豚鼠多次皮肤刺激评分表法（ＳＣＯＲＥ法），动物皮肤

组织学改变等方法［６］。目前，国内并未高度重视研

究中药成分的皮肤刺激性，评价方法相对单一，仅有

ＳＣＯＲＥ法报道［７］。本研究采用四甲基偶氮唑盐比

色法（ＭＴＴ法）和酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ法）分别

考察挥发油对人表皮角质形成细胞 ＨａＣａＴ细胞活

力、炎性介质前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）释放的影响，并进

一步采用豚鼠ＳＣＯＲＥ法、豚鼠皮肤组织学改变等方

法，系统评价川芎挥发油的皮肤刺激性，以期揭示川

芎挥发油高皮肤促透作用的同时，探讨其是否具有

相对低的皮肤刺激性。

１　材料和方法

１．１　仪器　Ｒ２００Ｄ电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ

ＧｍｂＨ公司）；ＳＤＪＺＳ型生物洁净工作台（上海淀山

湖净化设备厂）；ＨＦ２４０ 二氧化碳培养箱（Ｈｅａｌ

Ｆｏｒｃｅ公司）；ＭＫ２型酶标仪和 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ洗板机

（芬兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍ公司）；ＢＸ４０光学显微镜（日本Ｏ

ｌｙｍｐｕｓ公司）；ＰＹＸＤＨＳＢＳ恒温箱（上海跃进医疗

器械厂）。

１．２　试剂　川芎挥发油（产于四川省灌县川芎药

材，经超临界萃取制备得到，批号：０７０３２９）；人表皮

角质形成细胞 ＨａＣａＴ细胞株（美国国立医学研究所

米庆胜教授惠赠）；人角质形成细胞无血清培养基和

ＤＭＥＭ培养基（美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）；新生胎牛血

清（杭州四季清生物制品公司）；脱毛霜（法国Ｃｅｄｅｘ
公司，ＶｅｅｔＲ○ ）；ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （奥 地 利 Ｂｅｎｄｅｒ

ＭｅｄｓｙｓｔｅｍｓＧｍｂＨ公司）；豚鼠（第二军医大学实验

动物中心）；含不同浓度川芎挥发油、５％油酸的Ｃａｒ

ｂｏｐｏｌ９８０ＮＦ凝胶为自制［５］。

１．３　细胞培养　采用角质形成细胞无血清培养基

和１０％新生胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，于３７℃、

５％ＣＯ２培养箱中培养 ＨａＣａＴ细胞，每２～３ｄ换液

１次，待细胞生长至融合，进行传代。选择生长旺盛、

形态良好的细胞用于实验［８］。

１．４　ＭＴＴ法测定 ＨａＣａＴ细胞的细胞活力　将

ＨａＣａＴ细胞以１０４／孔密度接种至９６孔板，培养至

７０％～８０％贴壁融合；小心吸弃培养液，加入含川芎

挥发油或油酸的ＤＭＥＭ 培养基，倍比稀释，使其浓

度分别为油酸 ０．００５％，川芎挥发油 ０．００５％、

０．０１５％、０．０２５％、０．０５０％，并设对照组，每组８个

复孔，继续培养２４ｈ；吸出培养液，分装并置于－

２０℃冰箱保存待用。每孔加入２０μＬＭＴＴ液，培养

箱内孵育１２ｈ；加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，震荡混匀４ｈ，

用酶标仪在５５０ｎｍ处测定光密度（Ｄ）值。以各组

Ｄ值与乙醇对照组Ｄ 值之比表示细胞活力。

１．５　ＥＬＩＳＡ 法测定 ＨａＣａＴ细胞上清液ＰＧＥ２含

量　取上述１．４项中所吸出的培养液，按ＥＬＩＳＡ试

剂盒说明书进行。以各组Ｄ 值与乙醇对照组Ｄ 值

之比表示ＰＧＥ２含量。

１．６　皮肤刺激ＳＣＯＲＥ实验　豚鼠１２只，采用自身

同体左右侧对比法。４个试验组：３％、１０％、１５％川

芎挥发油组和５％油酸组，每组３只豚鼠，单笼饲养。

试验前２４ｈ用剃毛剪将背部两侧毛轻轻剃除，左右

侧各２ｃｍ×２ｃｍ。４组豚鼠右侧去毛皮肤每天分别

涂抹适量４种试验浓度和种类的凝胶［３，５］，左侧涂空

白凝胶为对照，称量纸和纱布覆盖，胶布固定。给药

６ｈ后除去覆盖物，用温水清洁给药部位，连续７ｄ。

在每次去除凝胶后１ｈ，再次贴敷前，以及末次给药

后１、２４、４８、７２ｈ肉眼观察，记录红斑及水肿、涂敷部

位是否有色素沉着、出血点、皮肤粗糙或皮肤菲薄情

况及其发生与消退时间。

　　皮肤刺激反应评分标准：红斑勉强可见为１分，
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中度红斑为２分，严重红斑为３分，紫色红斑并有焦

痂形成为４分；水肿勉强可见为１分，皮肤隆起轮廓

清楚为２分，隆起１ｍｍ为３分，隆起１ｍｍ以上并

有扩 大 为 ４ 分。皮 肤 刺 激 强 度 评 价 标 准：分

值＜０．５０为无刺激性，０．５０≤分值＜３．００为轻度刺

激性，３．００≤分值＜６．００为中度刺激性，分值≥６．００
为强刺激性。

１．７　皮肤组织学检查　另取豚鼠４只，按上述方法

制备３％、１０％、１５％川芎挥发油和５％油酸４个实

验组。给药６ｈ后立即温水洗净，过量戊巴比妥钠

处死豚鼠，切除涂药部位皮肤，立即放入含１０％（体

积分数）ｐＨ７．２磷酸缓冲液的甲醛溶液中至少４８

ｈ，采用常规方法制备适合光学显微镜观察的皮肤样

品。每个样品均取３个不同部位皮肤，光学显微镜

观察。

１．８　统计学处理　　应用ＳＰＳＳ１０．０软件，对实验

组间 ＭＴＴ法测得的Ｄ 值差异进行Ｆ 检验，ＥＬＩＳＡ
测得的ＰＧＥ２含量作ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨａＣａＴ细胞的细胞活力　０．００５％、０．０１５％、

０．０２５％挥发油组 ＨａＣａＴ细胞的细胞活力分别为

（８５．７８±２１．０６）％、（７９．０１±２９．５１）％、（７１．２３±

３５．４８）％，与０．００５％油酸组（４８．１２±３２．０８）％比较

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而０．０５％挥发油组

的 ＨａＣａＴ 细胞活力为 （４１．７２±１２．８１）％，与

０．００５％ 油 酸 组 比 较 差 异 未 见 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０．０５）。

２．２　ＨａＣａＴ细胞上清液ＰＧＥ２含量　０．００５％油酸

组对 ＨａＣａＴ细胞上清液ＰＧＥ２含量影响为（４．２３±

０．６８）％，刺激性最大。０．００５％、０．０１５％、０．０２５％、

０．０５％挥发油对 ＨａＣａＴ细胞的ＰＧＥ２含量影响分别

为（０．９９±０．０８）％、（１．６３±０．０９）％、（０．９８±

０．０９）％、（０．０４±０．０１）％，与０．００５％油酸组比较差

异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。０．００５％、０．０１５％、

０．０２５％挥发油各组间ＰＧＥ２含量比较差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。但０．０５％挥发油组的ＰＧＥ２含量

却急剧下降，与乙醇对照组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

２．３　皮肤刺激性ＳＣＯＲＥ实验　豚鼠皮肤刺激性实

验结果见表１。表１可见，３％、１０％、１５％挥发油组

均未显示明显皮肤刺激性。３％挥发油组仅在第６
天出现１只豚鼠轻微红斑，第７天继续用药，并未见

红斑再现。１０％和１５％挥发油组均出现１只豚鼠隐

约红斑，但停药后均消退。５％油酸使用后第２天３
只豚鼠均有隐约红斑，但继续用药，红班亦有减轻趋

势。整个实验过程，各实验组均未见水肿、皮肤隆起

等症状。

表１　不同给药时间豚鼠皮肤刺激性分值和强度

ｎ＝３

分组
不同给药时间皮肤刺激性分值

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ ８ｄ ９ｄ １０ｄ
刺激强度

３％挥发油 ０ ０ ０ ０ ０ ０．３３ ０ ０ ０ ０ 无

１０％挥发油 ０ ０ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０ ０ ０ 无

１５％挥发油 ０ ０．６７ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０．３３ ０ ０ 无

５％油酸 ０ １ １ ０．６７ ０．６７ ０．６７ ０．６７ ０．３３ ０ ０ 轻度

２．４　皮肤组织学形态　川芎挥发油或油酸处理６ｈ
后豚鼠皮肤的光学显微改变结果见图１。图１Ａ可

见，乙醇对照组未见豚鼠皮肤结构任何改变；

图１Ｂ～１Ｄ可见，挥发油可浓度依赖性地增加皮肤刺

激性。图１Ｂ显示，表皮中性粒细胞和淋巴细胞增

加，表明３％挥发油组中皮肤细胞出现了急性炎症。

１５％挥发油组显示了最高的皮肤刺激性，图１Ｄ显

示，表皮和真皮层中均出现大量的中性粒细胞和淋

巴细胞，角质层有部分缺失。挥发油组只有在１５％
挥发油组出现角质层结构的改变。但是，５％油酸组

表皮层和真皮层出现了最多数量的中性粒细胞和淋

巴细胞，角质层出现了大面积剥离和缺失（图１Ｅ）。

３　讨　论

　　ＨａＣａＴ细胞来源于人类皮肤角质形成细胞的

细胞系，占表皮细胞的８０％以上，是国外评价皮肤

刺激性的经典细胞模型［８９］，但国内文献尚未见报

道。川芎挥发油和油酸在ＤＭＥＭ 培养基中溶解度

较差，而乙醇与培养基互溶，为此，我们在实验过程

中加入了少量乙醇作为助溶剂。结果表明，加入的
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乙醇经过倍比稀释后，并未对 ＨａＣａＴ细胞造成影

响。油酸为经典优秀化学促透剂，对亲脂性和亲水

性药物均有良好促透作用，其常用促透浓度为

５％［９］。

图１　豚鼠皮肤光学显微镜图

Ａ：乙醇对照组；Ｂ：３％挥发油；Ｃ：１０％挥发油；Ｄ：１５％挥发油；Ｅ：５％油酸．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

　　川芎挥发油具有对 ＨａＣａＴ细胞的细胞毒性，但

其强度低于相同浓度的油酸。挥发油４个浓度组

（０．００５％、０．０１５％、０．０２５％、０．０５％）均显示了对

ＨａＣａＴ细胞的细胞毒性，且具有浓度依赖性（ｒ＝

０．９９２０）。对照组０．００５％油酸则具有相对较大的细

胞毒性，相同浓度下，川芎挥发油组的细胞毒性低于

油酸组（Ｐ＜０．０５），而０．００５％油酸组的细胞毒性与浓

度高１０倍的０．０５％川芎挥发油组相似（Ｐ＞０．０５）。

　　ＰＧＥ２是细胞炎性物质，其在细胞中含量的高低

一定程度代表对细胞的刺激性大小。０．００５％的油

酸组人 ＨａＣａＴ细胞上清液ＰＧＥ２含量高于川芎挥发

油各浓度组（Ｐ＜０．０５），提示相同浓度下，油酸对

ＨａＣａＴ细胞的刺激性高于川芎挥发油。有意思的是，

川芎挥发油对ＨａＣａＴ细胞的刺激性作用并未见浓度

依赖性，甚至０．０５％浓度组ＰＧＥ２含量最低，这可能与

部分ＨａＣａＴ细胞死亡有关。

　　本实验从动物整体水平发现，连续使用７ｄ，

１５％挥发油的刺激性低于５％油酸。实验结果进一

步证实，１５％挥发油组处理皮肤后，显微镜下其皮肤

刺激性低于５％油酸组，提示相同浓度下，川芎挥发

油的皮肤刺激性低于油酸。

　　综上，我们前期发现，川芎挥发油其促透原理可

能有别于通过破坏角质层屏障功能而促透的传统理

论，而是可能主要通过增加皮肤血流，加快药物从皮

肤表皮和真皮层到毛细血管的消除，从而实现促透，

其促透作用强于油酸。由于皮肤血流的增加并未改

变角质层的结构，皮肤刺激性理应较传统化学促透

剂轻微。本研究从多角度证实了川芎挥发油皮肤刺

激性低于油酸，这为高效、低皮肤刺激性化学促透剂

的寻找提供了一种新思路。
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