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　　摘要:目的　构建检测化学品刺激性的组织工程皮肤模型。方法　利用组织工程学方法 , 以牛胶原为支架 , 以人

皮肤角质形成细胞和成纤维细胞为细胞来源 , 构建检测用组织工程皮肤模型。选用 10 种化学品为检测物质。在刺激

性检测实验中 , 10 种化学品(固体 10 mg、液体 10 μL)局部接触检测模型表面 15 min , 用MTT方法测定细胞活力。结果　

以相对细胞活力值为判定刺激性的依据 , 在 10 种化学品中 , 构建的检测模型能够分辨 7 种化学品的刺激性。结论　

构建的组织工程皮肤模型能判定化学品的刺激性 , 可以尝试用于化学品刺激性的检测。
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Construction of the tissue engineering skin model for assessing the dermal irritation potential of chemicals
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Abstract:Objective To construct the model of human skin cultures for assessing the potential dermal irritation of chemicals.

Method Using the method of tissue engineering , calf collagen matrix as supporter, upon which stratified differentiated epidermis derived

from human keratinocytes and fibroblasts has been laid.Ten chemicals were selected for the assessment of irritation of chemicals to hu-

man skin as test materials.During test , the test chemicals(solids:10mg;liquids:10μl)were directly exposed to stratum corneum for

15 min , that mimicked the route of human exposure.The cell viability was taken as the measured endpoint , which was assessed by mi-

tochondrial activity measurement using MTT (3-[ 4 , 5-dimethylthiazol-2-yl] 2 , 5-diphenyltetrazolium bromide) assay.Result Seven

chemicals among tested 10 chemicals were showed defined irritation to skin by the cultured tissue engineering skin , which consisted of a

reconstructed epidermis and a functional stratum corneum.Conclusion This cultured tissue engineering skin model has been well estab-

lished , which may apply as a primary test for the irritation of chemicals to the skin.
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　　一种化学品或其组分在生产 、 分类 、 标记 、 包

装 、运输 、 使用前必须进行皮肤的刺激性安全性检

测。传统上 , 对皮肤刺激性的判定依据来源于兔皮肤

刺激实验 。刺激性实验不仅给动物造成了痛苦 , 而且

由于不同种属之间皮肤结构和功能存在着很大的差

异 , 难以保证其结果应用于人体的安全性 。近 20年

来 , 随着动物保护组织呼声的提高 , 促使各国相继立

法 , 保护实验动物福利 , 动物实验领域里 “3R” (减

少 、 优化 、替代)运动广泛兴起。动物实验替代方法

在国际贸易中也以技术壁垒的形式直接影响着经济发

展。比如 , 2002年 11月欧盟做出明确决定 , 从 2009

年起禁止利用动物进行化妆品的测试 , 并列入WTO

双边协议的条款 。我国目前各类产品的安全性评价仍

主要沿用传统的动物实验 , 与有关国际条约没有接

轨。为适应欧盟发达国家部分产品安全性评价将要禁

用动物的国际形势 , 我国建立与国际接轨的动物福利

保障制度 , 开展动物实验替代方法研究十分必要 。本

实验尝试构建一种新型的组织工程皮肤作为检测化学

品刺激性的工具 , 为工业化学品及其废料 、 药品 、化

妆品 、除草剂 、 杀虫剂 、 食品添加剂 、 日用品 (如清

洗剂)、植物毒素等对皮肤刺激性的检测奠定基础 。

1　材料与方法

1.1　材料

人包皮环切术后组织 、DMEM培养基 、0.25%胰酶 、

谷氨酰胺 、胎牛血清 、胶原酶 、牛Ⅰ型胶原 , K-SFM(ker-

atinocyte-serum free medium),1 ,1 , 1-三氯乙烷 (Fluka 公

司)、庚醛 (Acros 公司)、 甲基棕榈酸盐 (Fluka 公

司)、 1-溴戊烷 (Fluka公司)、外消旋香茅醇 (Acros公

司)、 右旋柠檬烯 (Acros 公司)、 羟基香茅醛 (Acros

公司)、 3 ,3-二硫代二丙酸 (Aldrich公司)、 3-氯硝基苯

(Riedel-de Haen 公司)、 月桂硫酸钠 (西安化学试剂
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厂)、异丙醇 (汕头光华化学厂)。以上化学品是从 IC-

CVAM (the Interagency Coordinating Committee on the Vali-

dation of Alternative Methods)评价 EpiDerm检测性能的

20种化学品中选取的
[ 1]
, 均为化学纯试剂。

1.2　方法

1.2.1　皮肤细胞的分离培养　方法见参考文献 [ 2] 。

1.2.2　组织工程皮肤检测模型的构建　(1)将生长

状态良好的人成纤维细胞与小牛 Ⅰ型胶原混合 ,

37 ℃孵育 0.5 h凝固后 , 加入培养液连续培养 10 d ,

真空冷冻干燥 、 消毒 , 保存备用。(2)取上述真皮基

质放入96孔培养孔内 , 在其表面以 1×10
6
/ml接种表

皮细胞培养7 d , 再进行气液面器官培养4 d , 即获得

检测用的组织工程皮肤。

1.2.3　检测方法　参考 EpiDerm 和 Episkin的检测评

价方法[ 1 , 3] 。 (1)化学品 10 μl (固体 10 mg 研成粉

末 , 同时加蒸馏水 10 μl)局部接触面积约 0.32 cm2

的组织工程皮肤表面 15 min 。 (2)阴性对照加 10 μl

蒸馏水 、 阳性对照加 10 μl的 5%月桂硫酸钠。 (3)

与化学品接触 15min后用1×PBS 冲洗活性皮肤 20次

(尽可能冲净残留化学物质。 (4)继续在饱和湿度 、

5%CO2 、 37℃的条件下孵育 42 h。(5)浸入 1.0 ml浓

度0.3 mg/ml的MTT 溶液内 , 在饱和湿度 、 5%CO2、

37 ℃孵化3 h 。(6)用 1×PBS 冲洗 2次 , 放进内有

2.0 ml酸化异丙醇的玻璃管内 , 用振荡混合仪混匀 ,

在室温 、 避光的条件下过夜。(7)振荡混合仪混匀每

个玻璃管 , 闲置 1 ～ 2 min后 , 每管中取200μl标本加

入96孔微量比色池中 , 在 570 nm用全自动定量绘图

酶标仪读取 A 值 , 以酸化异丙醇溶液作为空白对照。

2　结果

2.1　构建的组织工程皮肤检测模型组织学观察

所构建的组织工程皮肤检测模型含有表皮层和真

皮层。表皮层中含有基底层 、 棘层 、 颗粒层和角质

层。见图 1。

图 1　组织工程皮肤检测模型

2.2　相对细胞活力百分比 (见表 1)
表 1　相对细胞活力百分比结果 (n=9 , x±s) %

　化学品名称 相对细胞活力　

50%月桂硫酸钠 10.8±2.4

1 , 1 ,1-三氯乙烷 13.2±2.8

庚醛 9.2±3.9

外消旋香茅醇 8.5±2.3

右旋柠檬烯 13.4±2.9

羟基香茅醛 46.4±3.9

3 , 3-二硫代二丙酸 81.1±2.1

3-氯硝基苯 87.9±3.8

甲基棕榈酸盐 48.6±2.4

1-溴戊烷 46.2±3.3

　　计算细胞相对活力值方法参照 EpiDerm 的标准。

相对细胞活力百分数=100× (某化学物的 A 值/阴

性对照的平均 A值)。3个阴性对照的平均 A 值相当

于100%的细胞活力。阴性对照平均 A 值的最大值不

应>0.4 , 最小值不应<0.115。3个阳性对照的相对

A 值 , 范围应在 0 ～ 20%之间。同时测定的标本 A值

与其平均 A 值差异<15%。评判化学品刺激性的标

准:相对细胞活力<50%判断为有刺激性 , ≥50%为

无刺激性 。

3　讨论

动物实验在研究疾病 、开发检测医药和疫苗 、评价

化学物质的危险性等诸多方面 ,有着不可或缺的重要

作用 。但动物实验也有实验周期长 、耗时费力 、动物间

存在个体差异及动物外推到人的种族差异等缺点 。随

着各国有关动物福利法律的完善 ,寻找替代动物实验

的科学方法得到了各国政府和科学工作者的关注 。许

多发达国家广泛开展了体外替代方法的研究和验证工

作 ,已涉及到皮肤刺激和腐蚀性实验 、眼刺激和腐蚀性

实验 、光毒性实验 、皮肤致敏性实验以及热原检验

等
[ 4 ～ 6]

。EpiDerm (MatTek Corporation , Ashland , MA ,

USA)和Episkin(EPISKIN SNC ,Lyon ,France)已被正式授

权在欧盟范围内成为皮肤腐蚀性检测的工具[ 4] ,美国

也批准 EpiDerm 成为皮肤腐蚀性检测的工具 ,刺激性

检测的评价也进入了最后的论证阶段
[ 1]
。我国于近年

来开展了动物实验替代方法的研究[ 7～ 9] 。
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皮肤刺激性检测是化学品安全性评价的一项重要

内容。皮肤对化学物质的屏障部位主要在角质层 ,其

次是皮肤表面的氢离子浓度对酸 、碱的缓冲能力。化

学品接触皮肤表面后穿透皮肤的角质层到达深层组

织 ,对皮肤结构的破坏产生了对皮肤的刺激作用。本

实验室构建的检测模型是利用组织工程学方法 ,以牛

胶原为支架 ,人体正常皮肤作为细胞来源而构建的三

维立体皮肤替代物。光镜下观察含有基底层 、棘层 、颗

粒层和角质层。透射电镜观察结果显示 ,生物活性皮

肤表皮层中 ,棘层细胞之间以桥粒连接 ,并具有天然皮

肤中的板层体 、张力纤维和脂滴等结构 ,具有与天然皮

肤类似的各种超微结构[ 10] 。如化学品具有刺激性 ,则

能在一定的接触时间和面积范围内通过扩散穿过皮肤

的角质层到达深层组织 ,影响细胞的活性 ,测定细胞活

力便可以界定它的刺激性 。本实验设计的检测用组织

工程皮肤模型应用MTT实验定量细胞活力 ,以相对细

胞活力值为标准 ,能判定所选 10种化学品中 7种的刺

激性。有 3种非刺激性的化学品羟基香茅醛 、甲基棕

榈酸盐 、1-溴戊烷错判为刺激性物质。与 EpiDerm 和

Episkin评价结果相比 ,我们的检测模型敏感性较低 ,

准确性也与上述两种产品有差距 ,考虑与我们测试的

化学品种类较少和不同批次的检测结果差异较大有

关 ,其构建工艺的稳定性还有待改进。

组织工程皮肤作为检测模型具有构建工艺固定 、

性质稳定 、应用范围广 、 一致性强的优点 , 且组织工

程皮肤中含有来源于人体 、能够代谢的活细胞 , 因而

能够更加真实地模拟人皮肤受到各种刺激后的反应 ,

其检测结果应更具有说服力。与传统的检测方法相比

成本低 、 可信度高 、 更符合伦理学要求 。下一步拟扩

大化学品的检测范围 , 稳定构建工艺 , 同时进行实验

室内评价 、实验室间评价 、实验数据库开发 、实验方

法评价四个阶段的研究 , 以进一步验证该组织工程皮

肤用于化学品刺激性检测的可靠性 。
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