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一种皮肤致敏体外替代方法介绍-人细胞系激活试验
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【摘要】 过敏性皮炎是由过敏原引起的皮肤病，主要是指人体接触到某些过敏原而引起皮肤红肿、发痒、脱皮等皮肤病症。目前，化学物致敏性评价主要依赖于动物实验。近年来，在动物福利和政府监管的推动下，采用体外培养细胞代替动物模型进行化学物致敏性的研究已成为趋势。人细胞系激活试验主要通过检测人THP-1细胞接触化学物后细胞表面标志物以及信号通路的变化判断其是否具有致敏性。该试验方法已被欧美和日本的多个实验室验证其可行性，但目前其临床应用价值还未被完全认可。随着研究的逐步深入，新的标志物和评定方法也在不断被开发和验证。
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An alternative in vitro skin sensitization method -The human Cell line Activation Test
TIAN Sheng-hui, KE Jun, YANG Li-feng, WENG Yin-biao, YAN Lin
(Guangdong Medical Devices Quality Surveillance and Test Institute, Guangzhou 510663, China)
[Abstract]  Allergic dermatitis is the skin diseases caused by allergen, is mainly refers to skin irritation, itching and peeling after exposure to certain allergens. At present, the sensitizing potential of chemicals is usually identified and characterized using animal test methods. Due to the increasing public and political concerns regarding the use of animals for the screening of new chemicals, using in vitro cell lines instead of animal models has become a trend. The human cell line activation test is mainly by detecting changes in cell surface
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markers and in the signal molecules after exposure to chemicals. The issue has been verified its feasibility by many laboratories in Europe, America and Japan. But at present the clinical value has not yet been approved. After some further optimization, new markers and methods are being developed and validated.
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2 过敏性接触皮炎与人细胞系激活试验
过敏性接触皮炎（Allergic contact dermatitis, ACD），是皮肤接触过敏原所引起的适应性免疫反应，是T 细胞介导的迟发型超敏反应（Ⅳ型）。化学过敏原是一种小分子物质,在我们周围的环境中随处可见，其与皮肤中的蛋白质结合可以形成具有致敏性的复合物。一旦与过敏原接触就有可能发生过敏反应，反复多次接触同种过敏原就可能引发过敏性接触皮炎1[]
。在发达国家，这是一种最常见的职业病。据统计，19.5%的人群至少会对一种过敏原产生过敏反应2[]
。
目前，化学物致敏性评价主要依赖于动物实验，比如，局部淋巴结试验（Local Lymph Node Assay, LLNA），豚鼠最大剂量试验（Guinea Pig Maximization Test, GPMT）。近年来，在动物福利和政府监管的推动下，非动物的替代实验受到越来越多的关注。采用体外培养细胞代替动物模型进行化学物致敏性的研究已成为当今社会发展的一大趋势。
当致敏物与皮肤接触时，皮肤中的非成熟型树突状细胞（immature dendritic cells, iDCs），也就是朗格汉斯细胞（Langerhans cells, LCs），能够将其识别，经过加工处理，并呈递给T 淋巴细胞，启动特异性的免疫应答。在此过程中，iDCs分化为成熟的树突状细胞，并上调一系列细胞表面分子的表达，包括共刺激分子比如CD80，CD86以及CD40，粘附分子比如CD2，CD11(，CD54，CD583[]
。此外，活化的树突状细胞还分泌出各种细胞因子，比如IL-1(，IL-6，IL-8，TNF(。对体内皮肤致敏发生过程的研究，目的在于开发模仿体内致敏过程的系统模型。从概念上讲，体外试验方法必须解决引起ACD的关键步骤，这是非动物的替代试验方法应追寻的基本理论。最近，许多体外替代方法已发展到检测DC样细胞系（DC-like cell lines）接触化学物后的激活状态4[]
。
鉴于DC细胞在诱导过敏性接触皮炎中的重要作用，因此分析DCs分子标记表达的变化，比如CD86或CD54，可作为判断化学物致敏性的有效方法5[]
。同时，这也是评价皮肤致敏的体外替代方法的主要研究趋势。由于人的LCs比较稀缺并且容易自发激活，而DC样细胞系，比如THP-1，U937 以及 MUTZ-3，常用来替代人LCs 进行体外皮肤致敏性研究。这些细胞在接触致敏物后会产生类似于体内DCs活化后的一些变化，比如，分子标记表达的升高，以及细胞因子的分泌。目前研究的体外细胞替代方法主要包括，人细胞系激活试验（The human Cell line Activation Test, h-CLAT），骨髓U937细胞皮肤致敏试验（myeloid U937 skin sensitization test, MUSST），基于角质细胞的试验（Keratinocyte-based assays）等。
h-CLAT，采用人单核细胞白血病细胞系THP-1进行体外皮肤致敏研究。当与致敏物接触时，与DCs类似，THP-1细胞表面的CD86和CD54表达增强，从而使其成为有效的评价皮肤致敏的体外研究方法
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。h-CLAT经过了深入彻底的研究，不同国家实验室间的合作研究更进一步确认了此方法的可转移性和可重复性。欧洲替代方法研究中心（the European Centre for the Validation of Alternative Methods, ECVAM）已基本完成了对它的可行性验证7
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。
2. h-CLAT 试验简介

根据日本Ashikaga 研究小组关于h-CLAT的标准试验程序，将其试验流程介绍如下。
2.1 测试样品浓度确定
通过流式细胞仪检测PI（propidium iodide, 碘化丙啶）染色结果来评价测试样品的细胞毒性。根据PI染色结果的数据，从中选取基于细胞活力75%（cell viability, CV75）剂量的8个剂量组进行试验：1.2×CV75, 1×CV75, 1/1.2×CV75, 1/1.22×CV75, 1/1.23×CV75, 1/1.24×CV75, 1/1.25×CV75, 1/1/26×CV75。对超过60种化学物的评定已经证实了这种剂量设置的可行性。
2.2 试验步骤7
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（1）THP-1细胞以0.1×106/mL-0.2×106/mL的密度铺于培养瓶，预培养48~72 h。
（2）将上述细胞以1×106/mL的密度铺于24孔板，加入试验样品接触24 h，样品如用DMSO为溶剂，其最终浓度不超过0.2%。
（3）收集上述细胞，PBS（含0.1%BSA）清洗，4℃封闭15 min。

（4）将细胞平均分成3份，加入FITC（fluorescein isothiocyanate, 异硫氰酸荧光素）标记的抗CD86，抗CD54以及同型对照的单克隆抗体，4℃孵育30min。
（5）流式细胞仪分析CD86和CD54的荧光强度。
2.3 结果分析

首先通过PI染色去除死细胞，收集约10 000个活细胞，分析细胞表面CD86和CD54的平均荧光强度（mean fluorescence intensity, MFI）。然后，通过下面的公式计算出相对荧光强度（relative fluorescence intensity, RFI），以指示细胞表面CD86和CD54的表达量：
试剂处理细胞的MFI-试剂处理细胞同型对照的MFI
RFI(%)＝                                                 ×100
空白对照细胞的MFI-空白对照细胞同型对照的MFI

每种化学物测定3次其细胞活力和CD86/CD54表达量，并取3次测定结果的平均值。任一剂量组3次测定结果的平均值超过阳性标准（CD86≥150%(EC150)，或者CD54≥200%(EC200）），这一化学物将被认定为致敏“阳性”。 通过对100种化学物致敏性的结果判定表明，h-CLAT与LLNA结果的一致性约84%
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。根据EC150和EC200的值，最低诱导阈值（minimum induction threshold, MIT）被确定为EC150或EC200中较小的。MIT与LLNA中的EC3值具有显著相关性（R=0.638）。以上数据表明，h-CLAT可做为判定化学物是否具有致敏性的有利工具
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3  其他的生物标记

除上面介绍的两种生物标记之外，其他一些生物标记物在评价化学物皮肤致敏中的效用也进行了深入的研究。比如，分子标记CD40已经被证实可做为CD54和CD86的有效补充10[, 11]
。此外，有研究表明，在THP-1细胞中，MIP-1( (macrophage inflammatory protein)，IL-1(，TNF( (tumor necrosis factor) 以及IL-6也可以做为判定化学物致敏性的标记11[]
。
丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinases，MAPKs）是细胞内的一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶。MAPKs信号转导通路存在于大多数细胞内，在将细胞外刺激信号转导至细胞及其核内过程中具有至关重要的作用。参与介导细胞生长、发育、分裂和分化等多种生理及病理过程。在哺乳动物细胞中MAPKs亚族主要包括ERKs（extracellular signal-regulated kinases），JNKs（c-Jun N-terminal kinases）以及p38 MAPK。一些研究表明不同的致敏原能够激活不同的MAPKs信号通路12[]
。在一些体外试验中，刺激物SDS（sodium dodecyl sulfate）会产生假阳性反应，但其不能活化MAPKs信号通路中的任何一个13[]
。因此，细胞信号通路可用来识别致敏物。
目前，许多研究人员致力于研究体外刺激细胞IL-8表达的变化，并取得了很大的进展。在THP-1细胞中，致敏原能够诱导IL-8蛋白水平和mRNA水平的表达上调
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。除了致敏原特异性诱导的IL-8 表达上调，研究表明几乎所有的致敏原都可以诱导p38MAPK的激活，这表明p38MAPK是致敏原诱导的通用信号通路11[]
。并且，特异性的抑制p38信号通路能够抑制致敏原诱导的IL-8分泌15[]
。此外，有研究表明，IL-8不仅可以识别致敏原还可以根据致敏效力将其分类，IL-8的分泌量与LLNA的EC3具有显著地相关性（R=0.743）
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4小结
欧洲Colipa（cosmetic, toiletry and perfumery industry）组织成员（宝洁、欧莱雅、汉高、花王和资生堂）以及日本化妆品公司（嘉娜宝化妆品,资生堂、花王、高丝、狮王等）已分别对h-CLAT进行了多年的循环试验验证。最新的研究结果表明，h-CLAT的实验步骤在多个实验室间很容易转移，并且其实验结果的再现性也是可以接受的。当前的实验步骤已被ECVAM接受并在进行第三阶段的前期验证。不同实验室观察到CD86 / CD54的一些表达模式差异，因此在预测潜在致敏性时可考虑使用多个分子标记。一般来说，该方法在识别极强和较强的致敏物质时更可靠，而对较弱和非致敏物的检出率较低，会产生假阴性结果
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。总之，这种体外细胞替代方法的使用将大大降低试验中动物的使用，并能有效降低检验周期和检验成本，但目前还未广泛应用于临床的检验试验，需要进一步的研究，实验条件还需要进一步的优化，特别是其局限性。
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