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海洋深层水对慢性湿疹小鼠的作用及其机制
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［摘　要］　目的：探讨海洋深层水对慢性湿疹小鼠的疗效及其对免疫系统、炎症反应的调节作用．方法：把昆明小
鼠随机分为空白对照组、模型组、阳性对照组及海洋深层水组，每组１０只，用 ＤＮＣＢ诱导慢性湿疹模型，通过检测
小鼠耳厚度，耳变应评分，脾脏体质量比，脾脏ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值，血清炎症因子及皮肤 ＨＥ组织病理学染色等指
标来评定海洋深层水的治疗效果．结果：海洋深层水减轻模型小鼠耳厚度肿胀度，降低模型小鼠耳变应评分，脾脏
体质量比及脾脏ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值，减少血清ＩＬ１α，ＩＬ１β，ＩＬ２，ＩＬ４，ＩＬ６，ＴＮＦα的分泌，改善皮肤炎症细胞的浸
润和病变程度．结论：海洋深层水可通过调节免疫系统及减轻炎症反应起到治疗慢性湿疹的作用．
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　　慢性湿疹（ｃｈｒｏｎｉｃａｔｏｐｉｃｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ，ＣＡＤ）是临
床上常见的慢性复发性变态反应性疾病，以红斑、瘙

痒、剥皮、水肿、皮肤增厚等为特征［１］．ＣＡＤ发病率
高，在全球范围内，有高达１８％的儿童及５％的成人



受其困扰［２］，且在近３０年，其发病率呈持续上升状
态，已成为严重危害健康及影响生活质量的重大卫

生问题［３］．ＣＡＤ发病原因复杂，目前多认为与遗传、
免疫、环境、化学物品接触等有关［４］．海洋深层水
（ｄｅｅｐｓｅａｗａｔｅｒ，ＤＳＷ）是指水深在２００ｍ以上，不能
进行光合作用的海水，其具有低温性、营养性、无菌

洁净性、稳定性等特点［５］．随着对海洋深层水药理
研究的不断加深，其药理活性不断被发现．本研究发
现ＤＳＷ对小鼠的ＣＡＤ有着良好的缓解作用．

１　材料与方法
１．１　实验动物

８周龄雄性昆明小鼠４０只，体质量２０～２４ｇ，
购买自南方医科大学实验动物中心，动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ（粤）２０１１－００１５，动物使用许可证号
ＳＣＸＫ２０１１－００１５．饲养温度为（２５±２）℃，自由饮
食，适应性饲养５ｄ后开始造模．
１．２　实验材料

（１）海洋深层水浓缩液　由台湾花东海矿股份
有限公司和广东宏通信德科技股份有限公司提供，

来自台湾花莲水深５００ｍ的太平洋海岸，其离子成
分见表１，总硬度为１８５８５８７５，硬度 ＝Ｃａ（ｍｇ／Ｌ）
×２５＋Ｍｇ（ｍｇ／Ｌ）×４１［６］；（２）蛋白芯片试剂盒：
货号 ＱＡＭＩＮＴ１４，瑞博奥生物科技有限公司；（３）
皮炎平，采购自华润三九医药股份有限公司；（４）ＣＤ４
＋／ＣＤ８＋试剂盒，购买自ＢＤ公司，货号３４３０３９；（５）
ＤＮＣＢ（二硝基氯苯）：上海化学试剂公司生产；（６）
丙酮：分析纯，广东光华化学厂有限公司生产．
１．３　实验方法

（１）ＡＤ模型的建立　本实验通过２，４二硝基
氯苯（２，４Ｄｉｎｉｔｒｏｆｌｕｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ，ＤＮＣＢ）颈背部致敏
和反复耳部激发小鼠建立ＣＡＤ模型．各小鼠颈背部
脱毛，范围为２ｃｍ×２ｃｍ．除空白组外，其余组小鼠
均在脱毛部位涂以含有质量分数为７％ ＤＮＣＢ的丙
酮橄榄油溶液（４∶１）１００μＬ致敏，５ｄ后于小鼠右
耳内外侧耳面均匀涂以质量分数为０５％ ＤＮＣＢ溶
液５μＬ进行激发，每３天１次，连续５次．空白组小
鼠颈背部及右耳均涂以丙酮橄榄油溶液对照，以相

同的方式及相同的量进行涂抹．
（２）实验分组　将４０只小鼠随机分为４个小

组，分别是空白组、模型组、阳性对照组、ＤＳＷ组．处
理方法：空白组及模型组予以２ｍＬ蒸馏水涂抹颈背
部已脱毛皮肤及右耳内外侧；阳性对照组予以花生

米大小皮炎平涂抹于相同位置；ＤＳＷ组予以２ｍＬ

用蒸馏水稀释为１２００硬度的ＤＳＷ涂抹相同位置．
每天２次．若给药当天需进行ＤＮＣＢ激发，则给药时
间与激发时间间隔２ｈ．末次激发后３ｄ处死小鼠．

表１　由 ＳＧＳＩｎｓｔｉｔｕｔＦｒｅｓｅｎｉｕｓＧｍｂｈ机构检测所得的

ＤＳＷ浓缩液的矿物质质量浓度

Ｔａｂｌｅ１　ＭｉｎｅｒａｌｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＤＳＷ ｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｒｅ

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＧＳＩｎｓｔｉｔｕｔＦｒｅｓｅｎｉｕｓＧｍｂｈ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ρＲｅｓｕｌｔ／（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ（Ｍｇ） ４５３００

Ｃａｌｃｉｕｍ（Ｃａ） ５１．５

Ｓｏｄｉｕｍ（Ｎａ） １１．６

Ｋａｌｉｕｍ（Ｋ） １４８００

Ａｍｍｏｎｉｕｍ（ＮＨ４） １３４００

Ｃｈｌｏｒｉｄｅ（Ｃｌ） １３２００

Ｂｒｏｍｉｄｅ（Ｂｒ） ２４００

Ｉｏｄｉｎｅ（Ｉ） ４．４

Ｎｉｔｒｉｔｅ（ＮＯ２） ０．３８

Ｎｉｔｒａｔｅ（ＮＯ３） １００

Ｓｕｌｆａｔｅ（ＳＯ４） ４５７００

Ｍａｎｇａｎｅｓｅ（Ｍｎ） ＜０．０５

Ｉｒｏｎ（Ｆｅ） ０．０５

Ｃｈｒｏｍｉｕｍ（Ｃｒ） ０．０７

Ｃｏｂａｌｔ（Ｃｏ） ０．００７

Ｃｏｐｐｅｒ（Ｃｕ） ０．０４４

Ｎｉｃｋｅｌ（Ｎｉ） ０．１６

Ｓｅｌｅｎｉｕｍ（Ｓｅ） ０．００２

Ｒｕｂｉｄｉｕｍ（Ｒｂ） ４．７

Ｚｉｎｃ（Ｚｎ） ＜０．０５

Ｃｈｒｏｍｉｕｍ（Ｃｒ） ０．０７

Ｂｏｒｏｎ（Ｂ） １３５

　　（３）观察指标　①耳厚度：于致敏前、致敏后２４
ｈ、每次激发后２４ｈ后用螺旋测微仪分别测小鼠右
耳厚度；②耳变应评分：每次激发后２４ｈ及末次激
发后３ｄ从红斑、水肿、抓痕３个方面进行小鼠右耳
变应反应评分，最高分值８分，取每组的平均值，见
表２．③脾脏指数：摘取小鼠的脾脏，用滤纸吸干残
血后，称质量（ｍｇ），分别除以小鼠体质量（ｇ），再乘
以１０，得到脾脏指数；④脾脏ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值：摘
取小鼠脾脏放入冷 ＰＢＳ清洗后置于含有质量分数
为１％ＦＢＳ的１６４０培养基的筛网上研磨，１０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，再加入红细胞裂解液裂解５ｍｉｎ，重
复１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清，冷ＰＢＳ重悬，调
整细胞密度为７×１０６／ｍＬ．参考 ＢＤ的 ＣＤ４＋／ＣＤ８
＋检测试剂盒说明书进行后续操作．
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表２　ＣＡＤ小鼠的耳变应评分标准
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｅｆｆｅｃｔｉｎＣＡＤｍｉｃｅ

评分项目 反应强度 分值

红斑 无红斑 ０

轻微红斑 １

中度红斑无痂皮 ２

中重度红斑伴轻微痂皮 ３

重度红斑伴重度痂皮 ４

无水肿 ０

轻度水肿 １

水肿 中度水肿 ２

重度水肿 ３

抓痕 无 ０

有 １

　　⑤血清炎症因子：小鼠经眼球摘除取血，不抗
凝，室温静置１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，取出血
清置于微量离心管内，－８０℃冰箱保存备用．采用
蛋白芯片技术测定血清 ＩＬ１α，ＩＬ１β，ＩＬ２，ＩＬ４，ＩＬ
６，ＴＮＦα等细胞炎症因子；

⑥ＨＥ染色：小鼠颈背部皮肤组织标本经石蜡

包埋固定，制成５μｍ厚薄层切片，以苏木素 －伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）进行染色，实验光学显微镜观
察过敏反应过程中皮肤组织的病理变化，主要包括角

化程度、真表皮水肿程度、淋巴细胞浸润等情况．
（４）统计学分析统计实验数据　用 ＳＰＳＳ２１０

统计软件包对数据进行统计分析，结果用（珋ｘ±ｓ）表
示，多个样本间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜００５表示有统计学差异．

２　实验结果

２．１　耳厚度检测
于致敏前、致敏后、每次激发后２４ｈ后分别测

小鼠右耳厚度．记录如表３所示，各组变化差值如图
１所示．结果显示致敏各组的右耳厚度均比空白组
有不同程度的肿胀（Ｐ＜００５）．与模型组相比，阳性
对照组（Ｐ＜００１）及 ＤＳＷ组肿胀程度较低（Ｐ＜
００５），说明皮炎平及 ＤＳＷ对湿疹模型小鼠的耳朵
炎症有抑制作用．

表３　ＣＡＤ小鼠耳厚度变化

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｒｅｃｏｒｄｏｆｅａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓｉｎＣＡＤｍｉｃｅ ｍｍ

小鼠分组 致敏前 致敏后 第１次激发 第２次激发 第３次激发 第４次激发 第５次激发

空白组 ０．３６±０．２５ ０．３７±０．４１ ０．３７±０．３１ ０．３７±０．３５ ０．３５±０．４１ ０．３４±０．３３ ０．３８±０．６６

模型组 ０．３７±０．３１ ０．３７±０．３９ ０．４０±０．４２ ０．４７±０．４４ ０．４９±０．４６ ０．５６±０．４９ ０．６４±０．６４

阳性对照组 ０．３８±０．３２ ０．３８±０．２５ ０．４１±０．５６ ０．４４±０．５７ ０．４５±０．５１ ０．４６±０．６１ ０．５０±０．７２

ＤＳＷ组 ０．３５±０．４５ ０．３７±０．２６ ０．３９±０．５１ ０．４２±０．６３ ０．４５±０．３９ ０．５０±０．４７ ０．５２±０．６９

　１）与空白组相比，Ｐ＜００１；２）与空白组相比，Ｐ＜００５；３）与模型

组相比，Ｐ＜００１；４）与模型组相比，Ｐ＜００５．

图１　各组小鼠耳厚度变化比较

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆａｌｔｅｒａｔｉｖｅｅａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ

２．２　小鼠耳变应评分
从红斑、水肿、抓痕３个方面根据表２的评分标

准对各组小鼠进行评分．结果如图２所示．从首次激

发后２４ｈ开始评分，到最后处死小鼠时共计评分６
次．从结果分析，与空白组比较，从首次激发后，各组
耳变应评分均有上升，而模型组小鼠耳变应评分在

整个阶段都处于最高，说明造模成功．与模型组相
比，ＤＳＷ组及阳性对照组对小鼠的耳变应程度有明
显的改善．

图２　小鼠耳变应评分变化曲线图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｕｒｖｅｏｆｅａｒａｌｌｅｇｅｅｆｆｅｃｔ
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２．３　脾脏指数
脾脏指数（表 ４）．本实验结果表明，在 ＤＮＣＢ

诱导的小鼠痤疮模型中，其脾脏指数明显增加（Ｐ＜
００５），说明免疫器官脾脏参与了ＣＡＤ的病理过程．
本研究中ＤＳＷ组与模型组相比可显著抑制ＣＡＤ小
鼠脾脏指数的增加（Ｐ＜００１），而阳性对照组与空
白组、模型组相比，过度抑制机体免疫反应（Ｐ＜
００１）．

表４　脾脏指数
Ｔａｂｌｅ４　Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ

组别 脾脏指数

空白对照组 ２９．３±３．３

模型组 ４２．３±５．１１）

阳性对照组 ２３．５±３．１２），３）

ＤＳＷ组 ３３．１±３．９４）

　１）与空白组相比，Ｐ＜００１；２）与空白组相比，Ｐ＜００５；３）与模型

组相比，Ｐ＜００１；４）与模型组相比，Ｐ＜００５．

２．４　脾脏ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值
在图３左侧的图中，左上象限为 ＣＤ４＋单阳性

细胞，左下象限为ＣＤ４＋和ＣＤ８＋双阴性细胞，右上
象限为 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋双阳性细胞，右下象限为
ＣＤ８＋单阳性细胞．根据统计结果，见表５，与空白组
相比，模型组的 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值升高（Ｐ＜
００５），说明在该小鼠慢性湿疹模型中，有 Ｔ细胞介
导的细胞免疫发生．而阳性对照组 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比
值与空白组（Ｐ＜００５）及模型组（Ｐ＜００１）相比降
低明显，表现出皮炎平对细胞免疫的过度抑制．而
ＤＳＷ组的小鼠与模型组相比，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值降
低（Ｐ＜００５），与空白组相比无统计学差异（Ｐ＞
００５）．

表５　脾脏ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值
Ｔａｂｌｅ５　ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＣＤ４＋／ＣＤ８＋ｉｎｓｐｌｅｅｎ

组别 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值

空白对照组 １．９８±０．３５

模型组 ２．６９±０．４２１）

阳性对照组 １．２０±０．１９２），３）

ＤＳＷ组 ２．０２±０．２１４）

　１）与空白组相比，Ｐ＜００５；２）与空白组相比，Ｐ＜００１；３）与模型

组相比，Ｐ＜００１；４）与模型组相比，Ｐ＜００５．

２．５　血清炎症因子
ＤＮＣＢ可诱发小鼠炎症反应，造成小鼠血清 ＩＬ

１α，ＩＬ１β，ＩＬ２，ＩＬ４，ＩＬ６，ＴＮＦα细胞炎症因子表
达增高，模型组与空白组相比，炎症因子增高有统计

学差异（Ｐ＜００１）．阳性对照组与ＤＳＷ组均可降低
血清炎症因子含量（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）．

Ａ：空白对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：阳性对照组；Ｄ：ＤＳＷ组

图３　流式细胞术检测脾脏ＣＤ４＋／ＣＤ８＋图

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｒａｔｉｏｏｆＣＤ４＋／ＣＤ８＋ｉｎｓｐｌｅｅｎ

２．６　ＨＥ染色
与空白组相比，模型组表皮角化过度，增厚，真

皮水肿，淋巴细胞、中性粒细胞浸润，毛囊消失，说明

该造模方法正确有效．海洋深层水组能明显减少表
皮角化，改善皮肤炎性浸润及减轻真皮水肿，毛囊皮

脂腺未受炎性浸润影响，与阳性对照皮炎平组相比，

疗效一致．见图５（光学显微镜下２００×观察）．
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１）与空白组相比，Ｐ＜００５；２）与空白组相比，Ｐ＜００１；３）与模型组相比，Ｐ＜００５；４）与模型组相比，Ｐ＜００１．

图４　各组小鼠血清炎症因子比较
Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　①角质层（ｃｏｒｎｅｕｍ）；②毛囊（ｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ）；③炎症细胞浸润（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌａｎｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃｄｅｒｍａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｅ）；④表皮（ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ）；
⑤表皮海绵层水肿（ｓｐｏｎｇｉｏｓｉｓ）；⑥真皮层（ｄｅｒｍｉｓ）．

Ａ．空白对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．阳性对照组；Ｄ．ＤＳＷ组．

图５　ＨＥ病理染色
Ｆｉｇ．５　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ
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３　讨论
　　尽管ＡＤ是一种常见的慢性复发性变态反应，
其发病机制及治疗手段仍未完全阐明［７］．近年来，
对于慢性湿疹的治疗大都从抗炎、抗变态反应、调节

免疫等入手［８］．在临床上，类固醇激素是最广泛应
用于ＡＤ的药物，但其能引起一系列副作用［９］．在本
研究中采用的ＤＳＷ来自深海，与水深少于２００ｍ的
表层海水相区别，其压力超过６０倍大气压，与空气
完全隔绝，远离现代环境污染且不受陆地、大气以及

病原菌影响，保持着最纯净的状态．其药理作用多
样，国内外学者对 ＤＳＷ进行了药理研究及实验观
察，证实 ＤＳＷ有抗疲劳、抗肿瘤、抗骨质疏松、抗动
脉粥样硬化、治疗皮肤病、改善代谢综合征等生物活

性［６，１０－１４］．
本实验使用 ＤＮＣＢ诱发小鼠慢性湿疹模型，通

过小鼠耳厚度、小鼠耳变应评分，血清炎症因子检

测，背部皮肤ＨＥ染色等手段可推断造模方式是成
功的．同时，ＤＳＷ对 ＤＮＣＢ诱发的小鼠湿疹样改变
有着良好的调节作用，功能学上改善了小鼠右耳组

织肿胀度，减轻小鼠红斑、搔抓等症状以及皮肤的炎

性浸润，抑制了湿疹小鼠炎症因子的表达，还通过降

低炎症诱导增高的脾脏 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值起到免
疫调节作用．

ＡＤ的发生发展与免疫系统中的 Ｔｈ１和 Ｔｈ２细
胞失衡相关，ＡＤ的严重程度与 ＩＬ４，ＩＬ６等炎症因
子的表达量呈正相关关系［１５－１６］．能否抑制前炎症因
子ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα的表达，是用来衡量药物的抗
炎作用的一个关键指征［１４］．在炎症发生发展过程
中，ＩＬ１由受抗原或者丝裂原等刺激后由单核巨噬
细胞大量分泌，分为 ＩＬ１α及 ＩＬ１β两种亚型，以相
同的亲和力结合于相同的细胞表面受体，并可与抗

原协同作用活化ＣＤ４＋Ｔ细胞，ＣＤ４＋Ｔ细胞的活化
则可刺激ＩＬ２及ＩＬ４的合成增加．ＴＮＦα是一种潜
在的炎症反应调节因子，可诱导其他炎症因子的分

泌及内皮细胞黏附分子，进一步激活级联式的免疫

反应和炎症反应［１７］．在本课题中，用 ＤＮＣＢ成功诱
导了昆明小鼠血清炎症因子 ＩＬ１α，ＩＬ１β，ＩＬ２，ＩＬ
４，ＩＬ６，ＴＮＦα的增高，而 ＤＳＷ组和阳性对照组疗
效一致，有效地降低了该炎症因子的表达，说明降低

血清炎症因子的分泌是 ＤＳＷ抗慢性湿疹作用机制
之一．

Ｔ细胞在免疫系统中有着关键的地位，包括

ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋细胞，ＣＤ４＋细胞主导抗致病原效
应，而 ＣＤ８＋细胞主导终止免疫反应［１８］．在慢性湿
疹模型中，小鼠的免疫机能处于亢进状态，ＣＤ４＋／
ＣＤ８＋比例升高以及脾脏体质量比增加．为了探讨
ＤＳＷ对慢性湿疹小鼠的免疫系统的作用，通过计算
脾脏体质量比和使用流式细胞术检测小鼠脾脏的

ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞数量，发现 ＤＳＷ可以调节免疫
亢进状态下小鼠的 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的比值，使其趋于
正常．在这同时，研究结果表明皮炎平组小鼠ＣＤ４＋／
ＣＤ８＋的比值和脾脏体质量比皆明显降低，甚至低
于空白对照组，提示长期使用皮炎平对小鼠的免疫

系统有过度抑制作用，这也是长期使用激素的一种

副作用．
同时，亦有研究表明，ＣＡＤ与微量元素失衡相

关，微量元素不足可增加湿疹风险，同时在湿疹患者

中血清镁离子和锌离子低于正常人水平［１９－２０］．ＤＳＷ
含有丰富的微量元素，尤其是镁离子，故推测其可能

通过纠正小鼠的微量元素失衡状态，达到抗炎调节

免疫，改善ＣＡＤ．
根据本实验，发现ＤＳＷ可通过调节免疫系统及

减轻炎症反应起到改善慢性湿疹的功效．本课题不
足之处是没有设计不同质量浓度 ＤＳＷ组，对 ＤＳＷ
起效的具体分子机制仍有待深入探讨．期望本研究
为ＤＳＷ治疗ＣＡＤ起到抛砖引玉的作用，为后面继
续深入研究ＤＳＷ的作用机理打下基础．
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