
 

氯丙嗪和噻洛芬酸在 3种光毒性测试中致 p38和 Erk1/2表达变化
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摘要：目的　 探讨 3 种光毒性条件下细胞内 p38 和 Erk1/2 的表达变化，同时对 3 种检测方法进行比较，并深入研究其分

子机制。方法　使用 3 种测试方法评估氯丙嗪 (chlorpromazine，CPZ) 和噻洛芬酸 (tiaprofenic acid，TA) 的光毒性。随后收

集 3 种测试方法所涉及的生物样本的全细胞裂解物，并利用蛋白质印迹法评估细胞内 p38 和 Erk1/2 的表达变化。结果　这

3 种测试方法均能准确判断 CPZ 和 TA 作为光毒性阳性化合物。在 3T3 NRU 光毒性试验中，与空白组相比，TA 和

CPZ 在光毒性剂量下显著提高了 p38 的表达水平 (P<0.05)，这一现象在其他测试方法中未观察到。在豚鼠和人工皮肤模型

的光毒性试验中，p38 和 Erk1/2 表达模式的变化相似。结论　p38 和 Erk1/2 在 3T3 NRU 光毒性试验中具有明显的剂量依

赖性和高度敏感性，可被视为评估 3T3 NRU 光毒性的潜在分子标志物，但在豚鼠试验和 EpiKutis 人工皮肤试验中尚未可

行。豚鼠和 EpiKutis 人工皮肤表现出更相似的 p38 和 Erk1/2 表达变化，提示 EpiKutis 人工皮肤模型试验方法可能比 3T3
NRU 方法能更好地替代动物试验。
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ABSTRACT: OBJECTIVE　   To  explore  the  intracellular  expression  changes  of  p38  and  Erk1/2  under  three  phototoxic
conditions,  compare  three  detection  methods,  and  further  investigate  their  molecular  mechanisms. METHODS　   The  methods
involved using three testing approaches to assess the phototoxicity of chlorpromazine(CPZ) and tiaprofenic acid(TA). Subsequently,
whole-cell lysates from the biological samples used in the three testing methods were collected, and the changes in the expression
levels  of  intracellular  p38  and  Erk1/2  were  evaluated  using  Western  blotting. RESULTS　All  three  testing  methods  accurately
identified  CPZ  and  TA  as  phototoxic  compounds.  In  the  3T3  NRU  phototoxicity  assay,  compared  to  the  control  group,  the
expression  of  p38  significantly  increased  under  phototoxic  doses  of  TA  and  CPZ(P<0.05),  a  phenomenon  not  observed  in  other
testing  methods.  In  phototoxicity  assays  using  guinea  pig  and  artificial  skin  models,  similar  expression  pattern  changes  were
observed  for  p38  and  Erk1/2. CONCLUSION　  p38  and  Erk1/2  have  obvious  dose  dependence  and  high  sensitivity  in  the  3T3
NRU  phototoxicity  test,  and  can  be  considered  as  potential  molecular  markers  for  evaluating  the  phototoxicity  of  3T3  NRU.
However, they have not been feasible in guinea pig tests and EpiKutis artificial skin tests. Guinea pigs and EpiKutis artificial skin
exhibit more similar changes in p38 and Erk1/2 expression, suggesting that the EpiKutis artificial skin model test method may be a
better alternative to animal testing than the 3T3 NRU method.
KEYWORDS: phototoxicity; p38; Erk1/2; artificial skin model

人类皮肤暴露在阳光下时，光照可能会引起

皮肤上涂抹的化妆品的光毒性反应。光毒性反应

的定义：施用于身体的物质，在暴露于光后引起

(在较低剂量水平时)的毒性反应，或者是由系统
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给药后，皮肤照射引起的[1]。因此，检测用于皮肤

上的化合物光毒性显得尤为重要。在中国，具有

法律效力的化合物皮肤光毒性测试方法包括 3T3
NRU光毒性测试和豚鼠光毒性测试[1-2]。

在国际上，经济合作与发展组织 (OECD)收
录了人工皮肤模型 (3D皮肤模型)的体外测试方

法[1]，受到了众多实验室、化妆品公司的青睐。目

前中国也开发了拥有自主知识产权的人工皮肤模

型 (EpiKutis)光毒性测试方法[3]。

豚鼠光毒性试验是观察化合物在长波紫外线

(ultraviolet A，UVA)照射下致豚鼠的炎症反应 (如
出现红斑和水肿)的经典方法[4]。这些方法很难测

试昂贵的化合物，因为 1次试验的最低要求≥1.2 g
或 1.2 mL，并且结果的确定存在主观性。因此，

3T3 NRU和人工皮肤模型光毒性试验方法在替代

动物试验过程中具有不可替代性。

3T3 NRU光毒性的优点：①高灵敏度和特异

性；②再现性好；③测试时间短，成本低[1]。缺

点：①单层细胞系统与真正的复杂表皮层存在许

多差异；②只能用于水溶性化合物的光毒性评

估，不能用于一些复杂的混合物和化妆品配

方[5]；③缺乏代谢活性来评估系统暴露的化学品和

药物安全性评估[6]。

目前，已合法用于测试光毒性的人工皮肤模

型是 EpiDerm 3D皮肤 (MatTek，USA)。然而，国

外的人工皮肤模型很难及时运输。因此，中国的

EpiKutis(BioCell，中国)可以弥补此缺陷。据文献

报道[3]，这些模型比 2D模型 (例如 3T3 NRU)能更

好地模拟部分体内过程，被认为是理想的毒理学

测试模型 [7]。人工皮肤模式光毒性试验的优点：

①其给药方式与体内研究相似；②适用于各种溶

解度的化合物、混合物和配方；③试验时间短，

符合动物伦理的“3R”原则。缺点：①价格高，

补充有限；②由于缺乏皮肤附属结构，仍然与真

实的体内测试不同[8]。

目前的研究指出，在光毒性评估中，表皮屏

障发挥着重要作用，表现为毒性和炎症反应呈剂

量依赖性[9]。MAPK信号通路在细胞内起着调节和

传递外界刺激的关键作用，在细胞间引导并加剧

炎症过程。在皮肤中的 MAPK信号通路被激活，

可引导细胞产生和释放炎性因子，如 TNF-α、IL-
1β和 IL-6等，这些炎性因子在炎症反应中发挥着

关键作用，导致组织的炎症和损伤。此外，

MAPK信号通路的激活直接参与角质细胞增殖、

分化，并呈正相关[10]。

在 MAPK信号通路包含 2个关键分支：p38
信号通路主要与应激响应相关；ERK信号通路则

与细胞生长和增殖密切相关。这 2个分支的激活

在光毒性条件下可能发生差异，因此深入研究它

们的表达变化，可以提供关于光毒性机制的重要

线索。因此，本研究旨在探索 p38和 ERK信号通

路在 3种光毒性试验中的表达变化差异，揭示

3种光毒性试验在细胞内机制方面的差异，进一步

深入理解光毒性的分子机制。 

1　材料 

1.1　仪器与试剂

氯丙嗪 (chlorpromazine，CPZ，东京化学工业

株 式 会 社 ， 批 号 ： HYK4A-MK)； 噻 洛 芬 酸

(tiaprofenic acid，TA，天津凯威化工技术有限公

司，批号：JZ0036PA)；CPZ和 TA溶剂为乙醇。

p38 MAPK多克隆抗体 (批号：00092057)、ERK
1/2多 克 隆 抗 体 (批 号 ： 00099868)均 购 自

Proteintech Group Inc(Rosemont，USA)。
HOPE-MED8130型皮肤光毒性试验检测仪

(天津市合普科源机械设备有限公司)；SOL 500
RF2型 Honle光源 (德国好乐)；SpectraMaxiD3型

酶标仪 (美国Molecular Devices公司)。 

1.2　动物

雄性豚鼠，体质量 200~250 g，普通级，杭州

富阳红凤养兔场，动物生产许可证号为 SCXK
(浙)2022-004，饲养于浙江省食品药品检验研究院

动物设施内，使用许可证号为 SYXK(浙 )2021-
0010]。 动 物 自 由 采 食 ， 饲 养 环 境 温 度 为

(22±2)℃、相对湿度 (50±10)%，人造光源照明 12 h，
实验前豚鼠适应性饲养 5 d。本研究所用豚鼠体质

量范围为平均体质量±20%。设计 2种受试物各

3个剂量受试物组 (每组 6只，共 36只)。 

2　方法 

2.1　豚鼠皮肤光毒性试验

剔除照射区域周围的毛发，见图 1。次日，在

紫外线照射前 30 min将这些化合物涂抹在动物

2 cm×2 cm的皮肤上。使用皮肤光毒性试验检测仪

作为  UVA光源，UVA 照射暴露量为 10 J·cm−2，

并且在恒定光照射之前固定动物。24 h的 UVA 照
射后，根据 Draize 的标准，通过皮肤的大体检查

对皮肤反应进行评分 (标准见表 1)[2]。评分≥2分，
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则表示光毒性为阳性。 

2.2　3T3中性红摄取光毒性试验

加 100 μL培养液于 96孔组织培养板的外围

孔 (空白对照)，在其余孔中加入 100 μL密度为

1×105 个 ·mL−1 的细胞悬液 (即每孔 1×104 个细

胞)。每次实验制备 2个板，包括相同的受试样品

浓度系列、溶剂对照、空白对照和阳性对照，一

块板用于确定细胞毒性 (UVA−)，另一块板用于确

定光毒性 (UVA+)。培养细胞 24 h直至它们形成

半融合单层细胞，去除培养液，用 125 μL HBSS
冲洗 1次。加入 100 μL含适当浓度受试样品或溶

剂的缓冲液到孔中，培养细胞 1 h。在室温下将其

中一块板进行光照 (UVA+)暴露，以 1.7 mW·cm−2

光强度 (即 5  J·cm−2)透过 96孔板盖照射细胞

50 min；同时将另一块平板无光照 (UVA−)置于暗

盒内 50 min。去除受试溶液，用 250 μL HBSS冲

洗 1次，再加入 100 μL培养液，培养约 22 h。
显微镜下检查细胞，记录受试样品细胞毒性

所致细胞形态学的改变，排除实验误差。去除培

养液，加入 100 μL含 33 μg·mL−1 中性红的培养

液，继续培养 3 h。去除中性红培养液，用 250 μL
HBSS冲洗细胞 1次。准确加入 100 μL中性红解

吸附溶液，并在平板振荡器上快速震荡培养板

20 min，直至中性红从细胞内被提取出来，形成均

匀溶液，再用酶标仪测定 540 nm波长处的光密

度。用空白孔作为参考对照。使用专用软件

Phototox(Version 2.0)进行数据处理，光刺激因子

(photo  irritation  factor，PIF)和平均光效应 (mean
photo effect，MPE)按表 2分情况讨论并得出结论。
  
表 2    3T3中性红摄取光毒性试验评价标准
Tab.  2     Evaluation  criteria  for  3T3  neutral  red  uptake
phototoxicity experiment

光刺激因子 平均光效应 预测结果

≤2 ≤0.1 无潜在光毒性

>2~<5 >0.1~<0.15 再次进行实验，并重新作出判断

≥5 ≥0.15 潜在光毒性
  

2.3　EpiKutis人工皮肤光毒性试验

试验方法按本实验室先前研究进行[3]。EpiKutis
人工皮肤模型和培养基来自中国广州博溪生物技

术有限公司。将 EpiKutis放入已加入 0.9 mL培养

液的 6孔板中。在标准条件 [(37±1)℃、 (5±1)%
CO2、95%相对湿度 ]下预培养 1 h，随后更换培

养液，继续在标准条件下预培养 24 h。次日将

EpiKutis转移到新的 6孔板中。在不同光照时间对

皮肤模型相对活性的影响试验时，每个 EpiKutis
给予 50 μL HBSS。在不同浓度盐酸氯丙嗪对皮肤

模型光毒性作用试验时，给予 CPZ和 TA乙醇溶

液 50 μL，并使其孵育 12 h。
次日给予EpiKutis光照强度为 (1.7±0.1)mW·cm2

的 UVA照射。将不同光照处理的皮肤模型放在同

一室温的暗处，光照处理完后的 EpiKutis转移到

新的 6孔板中，每孔加 0.9 mL培养液，培养过夜

(约 21 h)。对部分 EpiKutis使用 MTT法进行人工

皮肤活性检测，部分皮肤进行蛋白含量测定。 

2.4　Western blotting分析

按“2.1”~“2.3”项下 3种光毒性检测完成后，

用冷 PBS洗涤豚鼠皮肤、3T3细胞和 EpiKutis人工

皮肤模型 2次，然后用含 1%苯基甲基磺酰氟和

20 mmol·L−1 NaF的裂解缓冲液裂解。从平板或 EP
管中上取全细胞裂解物，然后在 4°C下以 16 000×g
离心 10 min。用 BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白质

浓度。将蛋白质样品与负载缓冲液一起煮沸 10 min。

 

1 2

3 4

图 1    豚鼠去毛示意图[2]

Fig. 1    Schematic diagram of guinea pig hair removal[2]
 

表 1    皮肤反应评估[2]

Tab. 1    Evaluation of skin reactions[2]

皮肤反应 积分

红斑和焦痂形成

　无红斑 0

　轻微红斑(勉强可见) 1

　明显红斑(散在或小块红斑) 2

　中度-重度红斑 3

　严重红斑(紫红色)至轻微焦痂形成 4

水肿形成

　无水肿 0

　轻微水肿(勉强可见) 1

　中度水肿(皮肤隆起轮廓清楚) 2

　重度水肿(皮肤隆起约1 mm或>1 mm) 3
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进行 SDS-PAGE电泳后，使用半干电印迹系

统将凝胶上的蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜

(0.45 μm，Millipore)上。在室温下，用 TBST缓冲

液 (20 mmol·L−1 Tris、166 mmol·L−1 NaCl和 0.05%
Tween 20，pH 7.5)配制 5%脱脂奶粉，将膜封闭

1 h，随后一级特异性抗体 (4 ℃，TBST缓冲溶液

稀释，1∶1 000)孵育过夜，随后使用 TBST缓冲

液洗涤 3次，每次 5 min。然后在室温下用辣根过

氧化物酶偶联的二抗 (4 ℃，TBST缓冲溶液稀释，

1∶2 000)孵育 1 h，随后使用 TBST缓冲液洗涤

3次。使用 ECL化学发光试剂盒在 Amersham
Imager 600超灵敏多功能成像仪上检测蛋白质条带。 

2.5　豚鼠皮肤组织 HE染色切片

取双侧光照皮肤组织进行 HE染色组织病理学

切片制作。取下的皮肤组织固定于 10%福尔马林

液中。脱水前组织需在流动水中冲洗 1 h。按组织

进行脱水、透明、浸蜡。选择与组织块大小相应

的金属包埋框，向金属包埋框内注入石蜡，从包

埋盒中取出组织块，包埋面朝下放入包埋框。将

蜡块在制冷台或冰箱中冷却，随后固定于切片机

固定装置上。安装刀片，刀口与蜡块角度为 5°。
调整刀架与石蜡块的距离，使蜡块与刀口轻微接

触。切片厚度为 2~6 µm，将切片置于60 ℃ 烘箱

中进行烤片 30~60 min。染色后使用中性树脂进行

封片。 

2.6　数据分析

除非另有说明，否则所有数据符合正态分布

均表示为 x ± s。采用 SPSS 16.0进行数据分析，采

用 ANOVA方法分析，组间显著性差异采用

Duncan检验。P<0.05表示差异具有统计学意义。 

3　结果 

3.1　豚鼠皮肤光毒性试验结果

豚鼠皮肤光毒性试验的最高剂量取决于诱导

物的最大溶解度。因此，CPZ的浓度分别为 250、
125、50  mg·mL−1。TA的浓度分别为 400、100、
25 mg·mL−1。结果显示，通过豚鼠皮肤光毒性试

验发现，CPZ和 TA都具有皮肤光毒性，评分 (水
肿形成评分+红斑/焦痂形成评分)见表 3，未光照

区域得分均为 0+0。皮肤组织学切片结果见图 2。 

3.2　3T3 NRU光毒性试验结果

CPZ的光毒性试验 PIF=27.574，MPE=0.632，
潜 在 光 毒 性 ； TA的 光 毒 性 试 验 PIF=6.739，
MPE=0.356，潜在光毒性。CPZ的光毒性 IC50 值

为 0.56  mg·L−1，TA的 IC50 为 1.24  mg·L−1，实验

结果表明，CPZ和 TA均具有光毒性。因此，收

集给予浓度为 0.5、0.25和 0.1  mg·L−1 的 CPZ并

UVA+的细胞，给予浓度为 1、0.5、0.25  mg·L−1

的 TA并 UVA+的细胞，观测 3T3细胞中 p38和

Erk1/2的表达改变。 

3.3　EpiKutis人工皮肤光毒性试验结果

使用 12个 EpiKutis皮肤模型来测试 CPZ和

TA对皮肤的光毒性，试验结果见表 4。结果表

明，给予 CPZ和 TA的 EpiKutis皮肤模型的相对

活性于 UVA+后降低，可检出 CPZ和 TA的光毒

性。需要说明的是，在本实验中 UVA−组给予

0.02 mg·L−1CPZ皮肤模型的相对活性比其他皮肤

模型略低，认为其与皮肤模型质量欠佳有关，不

影响对光毒性的判断。根据相对活性的改变，本

研究选择 0.02、0.01、0.005 mg·L−1 CPZ和 2、1、
0.5  mg·L−1TA的 UVA+细胞进行 p38和 Erk1/2的

表达检测。 

3.4　p38和 Erk1/2在 3种光毒性试验方法中的表达

豚鼠皮肤光毒性试验中，TA 和 CPZ 诱导的

光毒性对 p38和 Erk1/2表达量影响结果见图 3。
在 UVA−条件下，与空白对照组比较，p38和

Erk1/2表达量无显著变化，推测该 2种化合物未
 

表 3    CPZ和 TA致豚鼠皮肤光毒性的评分

Tab. 3    Score of phototoxicity on guinea pig skin induced by CPZ and TA

动物编号
CPZ致皮肤光毒性的得分 TA致皮肤光毒性的得分

250 mg·mL−1 125 mg·mL−1 50 mg·mL−1 400 mg·mL−1 100 mg·mL−1 25 mg·mL−1

1 2+0 2+0 1+0 2+0 0+0 1+0

2 2+1 2+0 2+0 2+1 1+0 2+0

3 3+0 1+0 1+0 2+1 1+0 0+0

4 1+0 2+0 0+0 2+0 0+0 0+0

5 2+0 0+0 1+0 1+0 1+0 1+0

6 1+0 1+0 0+0 2+0 2+0 0+0
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对 p38和 ERK信号通路产生影响。在 UVA+条件

下，对于 p38信号通路，125、 50 mg·mL−1CPZ组

和 100、 25 mg·mL−1TA组的 p38表达量与空白对

照组比较显著下降，推测 CPZ和 TA所产生的光

毒性均可显著抑制 p38信号通路；对于 ERK信号

通路，给予 CPZ各个剂量组未见显著的 Erk1/2表

达量的改变，而给予 TA各个剂量组均可见

Erk1/2表达量的显著降低，推测 CPZ所产生的光

毒性可能不影响 ERK信号通路，而 TA所产生的

光毒性可能产生重要影响。

3T3中性红摄取光毒性试验中，TA和 CPZ诱

导的光毒性对 p38和 ERK信号通路中 p38和

Erk1/2表达量影响结果见图 4。在 UVA−条件下，

与空白对照组比较，p38和 Erk1/2无显著变化，

推测该 2种化合物未对 p38和 ERK信号通路产生

影响。在 UVA+条件下，与空白对照组比较，

CPZ和 TA各个剂量组的 p38表达量显著上升；

对于 ERK信号通路，与空白对照组比较，0.5 、
0.25  mg·mL−1CPZ和 1.0  mg·mL−1TA组 的 Erk1/2
表达量显著降低。结果表明，在较强光毒性下，

p38信号通路激活，ERK信号通路发生抑制。

EpiKutis人 工 皮 肤 光 毒 性 试 验 中 ， TA和

CPZ诱导的光毒性对 p38和 ERK信号通路中

p38和 Erk1/2表达量影响结果见图 5。在 UVA−条
件下，p38和 Erk1/2无显著变化，推测该 2种化

合物未对 p38和 ERK信号通路产生影响。在

UVA+条件下，对于 p38信号通路，0.005 mg·L−1CPZ
组和 0.5 mg·L−1TA组的 p38表达量与空白对照组

相比明显降低；对于 ERK信号通路，0.02 mg·L−1

CPZ组和 TA各个剂量组的 Erk1/2表达量与空白

对照组相比明显降低。 

4　讨论

与欧美等国家不同，目前在中国没有禁止对

化妆品进行动物实验。因此，动物光毒性试验仍

然是大多数化妆品委托方的优先选择，而不是动

物替代方法。并且值得注意的是，目前对于将

2种替代试验方法用于药物安评试验，国内外均处

于保守态度。有研究认为，这 2种体外方法对药

物的特异性要低得多[11]。因此，大多数国家并没

有通过使用这些检测方法对验证药物光毒性进行

评价[12]。

然而，本课题组先前对较多的化合物进行光

毒性的研究，依然认为这 2种检测方法仍然有潜

力用于药物安全性评估，希望通过进一步研究

3种试验方法所用生物样本，探索其细胞内信号通

路的变化，进而对 3种光毒性测试方法有着更全

面的认知，同时能指导选择哪种动物替代实验方
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图 2    豚鼠皮肤组织病理学图 (HE，100×)
A、B−空白对照组，皮肤未见明显异常；C、D−CPZ诱导组，皮肤真
皮层结缔组织细胞水肿、轻度炎性细胞浸润 (→)，偶见皮肤附属器官
毛囊组织损伤 (*)；E、F−TA诱导组，表皮下轻度炎性细胞浸润，轻
度皮肤附属器官毛囊处组织损伤 (#)，部分豚鼠皮肤表皮角化层变薄 (□)。
Fig. 2    Histopathological image of guinea pig skin tissue(HE,
100×)
A, B−blank control group, there was no obvious abnormality in the skin; C,
D−CPZ induction group, edema of connective tissue cells in the dermis of
the skin,  mild inflammatory cell  infiltration(→), and occasional damage to
hair  follicle  tissue  in  skin  accessory  organs(*);  E,  F−TA  induction  group,
mild inflammatory cell infiltration, mild damage to the hair follicles of the
skin  accessory  organs(#),  and  thinning  of  the  keratinized  layer  of  some
guinea pig skin(□).
 

表 4    UVA−/+ CPZ和 TA对 EpiKutis皮肤光毒性相对活
性变化
Tab. 4    Relative activity changes of UVA−/+ CPZ and TA on
phototoxicity of EpiKutis skin

化合物
浓度/
mg·L−1

相对活性/%
活性降低百分数/%

UVA− UVA+

CPZ 0.1 90.2 9.5 80.7

0.02 76.6 6.1 15.6

0.002 100.7 83.6 17.1

TA 5.0 88.9 4.9 84.0

2.0 94.0 62.1 31.9

1.0 94.6 68.2 26.4
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法更适合每种化合物，最终达到减少动物数量，

减轻实验动物痛苦的目的。

药物对皮肤的光毒性在“金标准”豚鼠皮肤

光毒性试验中表现出的组织病理学特征主要为变
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图 3    豚鼠皮肤光毒性试验中 TA和 CPZ诱导的光毒性对 p38和 ERK信号通路中 p38和 Erk1/2 表达量的影响 (x ± s，n=6)
与空白对照组比较，1)P<0.05。
Fig.  3     Effect  of  TA and  CPZ induced  phototoxicity  on  the  expression  levels  of  p38  and  Erk1/2  in  the  p38  and  ERK signaling
pathways Guinea pig skin phototoxicity experiment(x ± s，n=6)
Compared with blank control group, 1)P<0.05.
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图 4    3T3 NRU光毒性试验中 TA和 CPZ诱导的光毒性对 p38和 ERK信号通路中 p38和 Erk1/2 表达量的影响 (x ± s，n=6)
与空白对照组比较，1)P<0.05。
Fig.  4     Effect  of  TA and  CPZ induced  phototoxicity  on  the  expression  levels  of  p38  and  Erk1/2  in  the  p38  and  ERK signaling
pathways in 3T3 NRU phototoxicity experiment(x ± s，n=6)
Compared with blank control group, 1)P<0.05.
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质、细胞毒性等炎性反应。许多药物具有光毒性

的原因，主要是由于其结构中普遍存在紫外线吸

收苯或杂环作为发色团；TA是芳基丙酸抗炎药，

其皮肤光毒性最早报道见于 1993年[13]；CPZ是常

用的皮肤光毒性试验阳性剂，亦是吩噻嗪类的代

表性药物，吩噻嗪类是一种中枢多巴胺受体的阻

断剂，不具有抗炎功能[14]。因此本课题组希望通

过 TA和 CPZ诱导光毒性反应，观察皮肤光毒性

阳性的抗炎化合物和非抗炎化合物是否会导致不

同的细胞内信号通路。

光毒性是指细胞或组织对光的损伤反应，通

常包括光诱导的细胞死亡、DNA损伤等[15]。在动

物实验中，会引起炎症样症状；在细胞水平试验

上，表现出细胞的凋亡与增殖速度减缓。众所周

知，ERK信号通路是细胞增殖的关键调节因子；

p38信号通路是炎性调节重要通路 [16]。此外，

ERK信号通路与 p38信号通路并非完全独立，如

抑制 p38时，可见细胞凋亡的减少，ERK信号通

路中 Erk1/2表达量增加，提示存在着 p38和干扰

ERK信号通路途径的现象 [17]。同时又因 ERK和

p38信号通路有时也共享一些上游调控因子，表现

出可同时激活的双向调节现象[18]。

在 3T3 NRU试验中，p38与 Erk1/2表达量在

2种不同剂量受试物的光毒性下，表现出较好的剂

量依赖性，并且 p38表达的显著升高似乎影响了

Erk1/2表达的降低。3T3 NRU光毒性测试使用单

一真皮层成纤维细胞检测细胞的存活情况，相比

另外 2种试验方法，其对 p38和 Erk1/2的表达变

化似乎更敏感。同时，另有研究报道，细胞凋亡

常与激活 ROS依赖性 MAPKs介导的胱天蛋白酶

依赖性途径相关，表现出 p38的激活和 ERK的抑

制 [17]，故以细胞凋亡为毒性终点，p38和 ERK
信号通路可作为检测 3T3 NRU光毒性的分子标

志物。

由于 3T3 NRU试验无法解释单一细胞株缺乏

组织复杂性等问题，本研究进一步探究了 p38和

ERK信号通路在光毒性豚鼠试验和 EpiKutis人工

皮肤的表达改变，并观察到在此 2种方法中，

ERK信号通路在 TA和 CPZ分别刺激下表现出抑

制与激活的相反现象；p38信号通路亦未表现出激

活，具有较好的相似性，但与 3T3 NRU试验的结

果差异较大。由此，在更复杂的系统中，光毒性

的 p38和 ERK信号通路机制仍需要进一步深入研

究，尚不能作为分子标志物。
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图 5    EpiKutis人工皮肤光毒性试验中 TA和 CPZ诱导的光毒性对 p38和 ERK信号通路中 p38和 Erk1/2 表达量的影响

(x ± s，n=6)
与空白对照组比较，1)P<0.05。
Fig.  5     Effect  of  TA and  CPZ induced  phototoxicity  on  the  expression  levels  of  p38  and  Erk1/2  in  the  p38  and  ERK signaling
pathways in EpKutis artificial skin phototoxicity experiment(x ± s，n=6)
Compared with blank control group, 1)P<0.05.
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皮肤中除真皮、表皮以外，还包括皮肤附属

器官。对豚鼠皮肤组织进行 p38和 Erk1/2表达量

检测，是多种复杂细胞的综合结果。替代方法本

质上是一种“减法思维”，即 EpiKutis人工皮肤

减去了皮肤附属器官的结果；3T3 NRU试验减去

了表皮结果。考虑到光毒性的研究需尽量还原并

模拟人类皮肤光毒性和损伤的真实场景，如表皮

上发生的红斑和真皮上发生的水肿[4]，故本研究认

为减去表皮的 3T3 NRU试验方法的适用性，仍需

进一步讨论。此外，虽然 p38和 Erk1/2尚不足以

作为豚鼠试验和 EpiKutis人工皮肤试验的分子标

志物，但由于其具有相似的表达改变，与 3T3
NRU方法相比，减去皮肤附属器官的结果似乎更

可被接受。
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