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脂肪移植治疗 DNCB诱导 ACD模型小鼠的实验研究鄢
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摘要：目的 探究脂肪移植治疗 2，4-二硝基氯苯（DNCB）诱导变应性接触性皮炎（allergic contact der-

matitis，ACD）模型小鼠的效果及其可能机制。方法 采用 DNCB复制 ACD小鼠模型，随机分成 A（脂肪移植

治疗组）、B（假手术治疗组）、C（药物治疗组）、D组（自然修复组），观察脂肪移植对 ACD小鼠的治疗效果。2周

后处死小鼠，取背部皮损处全层皮肤组织，苏木精 -伊红染色法染色观察各组小鼠皮肤组织病理改变；实时荧

光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测皮损中白介素 10（IL-10）、白介素 17（IL-17）、干扰素 -γ（IFN-γ）的表

达。结果 A、C组可以观察到表皮厚度恢复正常，角质层变薄；B、D组无明显改变。RT-PCR检测发现 A、C

组皮肤组织中 IL-10和 IL-17 mRNA水平低于 D组，IFN-γ mRNA较 D组升高（ <0.05），而 B与 D组比

较差异无统计学意义（ >0.05）。结论 脂肪移植可降低皮损中 IL-10和 IL-17的表达，促进 IFN-γ产生，减

轻皮损炎症。
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Research on fat transplantation treatment for DNCB-sensitized
allergic contact dermatitis of mouse model鄢

Ling Kuang1, Xiao-min Jia2, Hao Feng1, Bo Wu1, Xiao-peng Xu1

[1. Department of Dermatology, 2. Department of Pathology, the First A ffiliated Hospital
of Hunan Normal University (Hunan Provincial People's Hospital),

Changsha, Hunan 410005, China]

Abstract: Objective To explore whether fat transplantation can improve the symptoms of the mouse model
of allergic contact dermatitis (ACD) induced by dinitrochlorobenzene (DNCB) as well as its possible mecha原
nism. Methods ACD mouse models were randomly divided into group A (fat transplantation group), group B
(pseudo surgery group), group C (medication group) and group D (spontaneously-recovered model group). The
HE-stained skin tissues of each group were observed under light microscope. The expression levels of IL-10,
IL-17 and IFN-酌 mRNAs in the skin lesions were detected by qRT-PCR. Results In the groups A and C,
the horny layers became thinner, and the thickness of epidermis recovered to normal while there were no
overt changes in the groups B and D. The expression levels of IL-10 and IL-17 mRNAs in the skin tissues
of the groups A and C were clearly lower than those of the group D, the level of IFN-酌 mRNA was higher
than that of the group D ( < 0.05); however, there was no significant changes in the IL-10, IL-17 or IFN-酌
mRNA level between the groups B and D. Conclusions Fat transplantation can decrease the expression levels
of IL-10 and IL-17 in skin lesions, promote the production of IFN-酌, reduce the symptoms of skin lesions
and promote the recovery of skin lesions in the mouse model.
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附表 qRT-PCR引物序列

基因 引物序列

-10 正向引物：5'-TGGCCCAGAAATCAAGGAGC-3'

反向引物：5'-CAGCAGACTCAATACACACT-3'

-17 正向引物：5'-ACCGCAATGAAGACCCTGAT-3'

反向引物：5'-TCCCTCCGCATTGACACA-3'

- 正向引物：5'-GGCCATCAGCAACAACATAAGCGT-3'

反向引物：5'-TGGGTTGTTGACCTCAAACTTGGC-3'

正向引物：5'-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3'

反向引物：5'-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3'

注：GAPDH：甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase）

变应性接触性皮炎（allergic contact dermatitis，

ACD）是由 T细胞介导的迟发型Ⅳ超敏反应[1]，临床

表现以皮肤红斑、丘疹、鳞屑为主要特征[2-3]。其病因

复杂，日常生活中的接触物均有可能致敏，目前斑贴

试验是诊断该病的主要手段。而脂肪组织传统观念

认为其只是一种储能组织，但目前有研究认为脂肪

组织是一种具有分泌功能、可分泌多种细胞因子或

其他物质的内分泌器官[4]。因此，本实验采用脂肪移

植对 ACD小鼠进行治疗，观察其治疗效果并研究其

可能的机制，为进一步临床应用提供更可靠的依据，

寻找一种强有效、安全的治疗变应性接触性皮炎的

新方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物、主要试剂及药品

BALB/c雄性小鼠 40只，体重 20～25 g，由湖南

师范大学第一附属医院实验动物室提供 [使用许可

证号：SYXK（湘）2010-0013]。2，4-二硝基氯苯（2，

4-dinitrochlorobenzene，DNCB）（长沙市安华化学试

剂公司），丙酮（湖南师大化学试剂厂），卤米松乳膏

（香港澳美制药厂有限公司），Trizol RNA 分离试剂

（上海 Life Technologies 公司），Power SYBR Green

PCR Master Mix（上海，Life Technologies公司），超

纯 RNA提取试剂盒（长沙新世纪生物科技有限公

司）。

1.2 方法与分组

1.2.1 复制动物模型 参照文献[5]复制小鼠模型：

实验前 1天将小鼠腹部剃毛，选取约 2 cm×2 cm备用。

实验第 1天（致敏期）用加样器量取 7% DNCB溶液

30μl涂抹于实验组小鼠腹部剃毛区激发致敏，第 2

和 3天进行强化，第 7天小鼠背部选取 2 cm×3 cm

备用，第 8天在小鼠背部剪毛区涂抹 1% DNCB溶液

30μl，1次 /3 d，共 4次。观察小鼠背部是否出现发

红、肿胀、粗糙、增厚、苔藓化等变应性接触性皮炎的

临床表现。

1.2.2 分组及处理 将模型复制成功小鼠随机分 A

（脂肪移植治疗组）、B（假手术治疗组）、C（药物治疗

组）、D组（自然修复组）。每组 10只。脂肪取材步骤：

BALB/c小鼠经腹腔注射 0.1%戊巴比妥钠（0.01 ml/g）

麻醉小鼠，游离出皮下脂肪，置于超净台无菌培养皿

中。A组：腹腔麻醉小鼠，于背部近头侧做约 1 cm皮

肤切口，迅速将脂肪移植于背部皮下，快速止血及缝

合伤口；B组：腹腔麻醉小鼠，于背部近头侧做皮肤

约 1 cm皮肤切口，迅速止血及缝合伤口；C组：背部

外涂卤米松乳膏 1次 /d，共 2周；D组：不作处理。

1.3 检测方法

1.3.1 皮肤病理检查 环钻取各组小鼠皮损部位全

层皮肤，取小鼠背部左侧 1.0 cm×0.5 cm皮肤。随即

放入 10%甲醛进行固定、石蜡包埋、切片、苏木精 -

伊红染色法（hematoxylin-eosin staining，HE）染色，

观察皮肤的组织病理学变化。

1.3.2 皮肤组织白介素 10（Interleukin-10，IL-10）、

白介素 17（Interleukin-17，IL-17）、干扰素 -γ（In-

terferon-γ，IFN-γ）mRNA 表达的测定 环钻取

各组小鼠皮损部位全层皮肤，取小鼠背部右侧 1.0 cm×

0.5 cm皮肤。按试剂盒说明书提取组织总 RNA；采

用 Prime Script RT reagent Kit with gDNA Eraser

逆转录聚合酶链反应（reverse transcription-poly-

merase chain reaction，RT-PCR）合成 cDNA。实时荧

光定量聚合酶链反应（quantitative real-time poly-

merase chain reaction，qRT-PCR）：①qRT-PCR引物

序列由上海生工生物工程股份有限公司提供引物

合成，选取超高分子量聚丙烯酰胺凝胶（polyacry-

lamide gelelectrophoresis，PAGE）纯化方法（见附表）；

②配制反应液，混匀后再分装到 qRT-PCR专用 96

孔板中，各设置 2个生物学重复和 3个技术重复孔；

③轻柔混匀，1 000 r/min离心 3 min。将96孔板置于

Eppendorf qRT-PCR仪上，设置好程序后开始反应。

反应完成后检查熔解曲线是否为单一峰，将得到的

Ct值按 2-ΔΔCt法进行分析处理，比较 IL-10、IL-17及

IFN-γ转录水平的变化。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件进行分析，计量资料以
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A组 B组 C组 D组

图 1 实验小鼠皮肤形态

A组 B组 C组 D组

图 2 小鼠皮肤组织病理改变 （HE染色×100）

A组 B组 C组 D组

图 3 小鼠皮肤组织病理改变 （HE染色×400）

均数±标准差（x±s）表示，多组间比较用方差分析，

两两比较用 SNK- 检验， <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 肉眼观察皮肤形态学

各组第 4次激发 24 h后，模型小鼠背部皮损出

现发红、少许粗糙、增厚、苔藓化。经 2周干预后，A、

C组小鼠背部皮肤红斑、渗出均明显好转，痂皮脱落，

局部可见毛发生。B、D组无明显好转。见图 1。

2.2 组织病理改变

组织 HE染色后镜下显示，A、C 组表皮增生及

真皮炎症细胞浸润较 B、D组减轻，表皮细胞内及细

胞间水肿基本消退，部分小鼠仍可见轻度角化过度；

B、D组表皮棘层增生伴细胞内水肿及细胞间水肿，

真皮内较多炎症细胞浸润，部分小鼠仍可见表皮糜

烂及真皮明显血管扩张充血。见图 2、3。

2.3 各组 IL-10、IL-17、IFN-γ mRNA水平比较

为表达各组 mRNA水平差异，将 D组 IL-10、

IL-17、IFN-γ mRNA表达水平标准化为 1[6-7]。各组

小鼠皮肤组织的 IL-10 mRNA表达水平比较，经方

差分析，差异有统计学意义（ =98.380， =0.000），

各组两两比较，经 SNK- 检验，结果表明，A组 IL-10

mRNA表达水平较 D组降低（ <0.05）；C组 IL-10

mRNA表达水平较 D组降低（ <0.05）。见图 4。

各组小鼠皮肤组织 IL-17 mRNA 表达水平比

较，经方差分析，差异有统计学意义（ =407.604， =

0.000），各组两两比较，经 SNK- 检验，结果表明：

A组 IL-17 mRNA表达水平较 D 组降低（ <0.05）；

C组 IL-17 mRNA表达水平较 D组降低（ <0.05）。

见图 5。

各组小鼠皮肤组织的 IFN-γ mRNA表达水平比

较，经方差分析，差异有统计学意义（ =1073.221， =

0.000），各组两两比较，经 SNK- 检验，结果表明，

A组 IFN-γ mRNA表达水平较 D组升高（ <0.05）；

C组 IFN-γ mRNA表达水平较 D组升高（ <0.05）。

见图 6。
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覮与 A组比较， <0.05

图 4 各组皮肤组织 IL-10 mRNA表达水平比较 （x±s）

A组 B组 C组 D组

覮

3 讨论

变应性接触性皮炎是一种细胞介导的超敏反

应，其免疫学发病机制中辅助性 T细胞 1（helper T

cells 1，Th1）和辅助性 T细胞 2（helper T cells 2，

Th2）亚群及其相互间的作用失衡是最为关键的。Thl

细胞通常分泌白介素 2（Interleukin-2，IL-2）和 IFN-

γ，而不产生白介素 4（Interleukin-4，IL-4）、白介素 5

（Interleukin-5，IL-5）、白介素 6（Interleukin-6，IL-6）

及 IL-10；Th2 细胞则主要分泌 IL-4、IL-5、IL-6 及

IL-10，而不分泌 IL-2和 IFN-γ。IFN-γ可以活化

巨噬细胞，继而分泌多种炎症介质[8-9]。国内外研究

认为，ACD的发病机制并不局限在 Thl/Th2分化失

衡理论，研究提示机体还存在新的 T细胞亚型———

Th17和 Treg细胞。Treg细胞是近年发现的新 CD4+

T淋巴细胞亚群，具有免疫抑制性，并且抑制炎症反

应的发生，在机体免疫耐受中发挥重要作用[10]。Th17

细胞主要分泌 IL-17等细胞因子，引发局部或全身的

炎症反应[11]。最新研究表明，IL-17可促进 ACD病情

的发展[12-13]。此外，Th17在分化和功能上能够与 Treg

相互转化，Foxp3+ Treg细胞通过直接或者间接的方

式对 Th17细胞进行拮抗，发挥抗炎和抑制免疫反应

的作用。所以在 ACD发病机制中 Th17扮演着重要

角色。自然调节性 T细胞主要为 CD4+ CD25+ Treg，

Foxp3称叉状头 /翅膀状螺旋转录因子，其特异性表

达于 CD4+ CD25+ T淋巴细胞上，是 Treg细胞发生、发

育，以及发挥生物学活性的关键因素；同时 CD4+

ICOS+ Foxp3+ T 细胞也是所有 CD4+ T 细胞中分泌

IL-10最多的细胞亚群，IL-10属于细胞因子中的干

扰素家族，普遍认为是一种抗炎症因子[14]。既往研究

发现，ACD皮损中 IL-10表达增高，推测 IL-10可能是

ACD发病的一个重要因素。

最新观点认为，脂肪组织不仅是一种储能组织，

同时也是一种具有分泌功能、可分泌多种细胞因子或

激素的内分泌器官，脂肪组织可参与人体的各种反应

活动[15]。研究表明，脂肪组织具有的分泌和调节免疫

功能源于其含有的脂肪干细胞 [脂肪组织中有约

100 000个脂肪源性干细胞（adipose derived stromal

cells，ADSCs）/g]，ADSCs有免疫调节作用[16]。许多研

究表明，ADSCs能改善多发性肌病、红斑狼疮等自身

免疫性疾病的病情[17]。最新研究表明，通过自体脂肪

移植形成 ADSCs的免疫调节作用，能使 Th2细胞向

Th1细胞分化，改善 Thl/Th2分化失衡[18-19]，并通过促

进 Foxp3+ Treg的生成，从而进一步调控 Treg/Th17

细胞的平衡，来控制免疫反应[20]。

本实验结果显示，A、C组比 D组角质层变薄，表

皮厚度恢复正常，B、D组则无明显改变。在脂肪移

植治疗 ACD样小鼠模型中，A组小鼠皮肤中 Treg细

胞因子 IL-10 mRNA和 Th17细胞因子 IL-17 mRNA

表达减少，而 Th1细胞因子 IFN-γ mRNA表达增

多，提示脂肪移植对 Th1、Th2、Th17、Treg可能具有多

重调节作用。实验结果表明，脂肪移植可通过调控

Th1/Th2，Treg/Th17的平衡来控制 ACD病情。但本

实验仍存在不足，其具体调控机制等问题还需进一步

研究。

覮与 A组比较， <0.05

图 5 各组皮肤组织 IL-17 mRNA表达水平比较 （x±s）

A组 B组 C组 D组

覮

30

20

10

0

6

4

2

0

覮与 A组比较， <0.05

图 6 各组皮肤组织 IFN-γ mRNA表达水平比较 （x±s）
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