
特应性皮炎（AD）是一种常见的慢性、复发性和瘙

痒性皮肤疾病［1］。可能由自身免疫、遗传因素、环境因

素、皮肤屏障功能紊乱、细菌感染等致病因素引发［2-4］。

主要表现为严重的瘙痒、皮肤破损、干燥脱屑、水肿和红

斑等。目前的治疗主要是通过局部用药或者口服给药

以减轻炎症和瘙痒等症状。外用糖皮质激素是AD常

用的局部治疗方法，但存在可能导致皮肤萎缩、毛细血

管扩张、色素沉着和全身吸收等不良反应，使其应用受

到限制［5］。随着中药功能的不断发掘，研究可用于局部

皮肤的中药药物以减轻AD患者皮肤症状和炎症反应

非常必要。

双氢青蒿素是青蒿素的活性衍生物。具有高效的

抗疟疾作用且毒性较低［6］。已有的临床和实验研究表

Dihydroartemisinin alleviates atopic dermatitis in mice by inhibiting mast cell
infiltration
XUE Xue1, DONG Zheyu1, DENG Yu1, YIN Shuxian3, WANG Ping1, LIAO Yanxia3, HU Guodong3, CHEN Yinghua1, 2

1Department of Histology and Embryology, School of Basic Medical Sciences, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China;
2Guangdong Provincial Key Laboratory of Construction and Detection in Tissue Engineering, Guangzhou 510515, China; 3Department of
Respiratory and Critical Care Medicine, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China

摘要：目的 观察不同剂量的双氢青蒿素（DHA）对C57BL/6小鼠特应性皮炎（AD）的治疗作用及相关机制。方法 将 42只

C57BL/6小鼠随机分为7组，每组6只：空白对照组（无处理）、模型对照组（2,4-二硝基氯苯DNCB）、溶剂对照组（DNCB+溶解

剂）、25 mg/kg DHA治疗组（DNCB+25 mg/kg DHA）、75 mg/kg DHA治疗组（DNCB+75 mg/kg DHA）、125 mg/kg DHA治疗组

（DNCB+125 mg/kg DHA）和地塞米松治疗组（DNCB+地塞米松）。每天观测各组搔抓次数和皮损程度并进行评分。连续7 d

给药后，将各组小鼠背部及耳部皮损涂抹处取材进行 HE 染色，Masson染色，甲苯胺蓝染色，观察皮肤病理学改变及炎症反应的

好转情况。结果 25、75、125 mg/kg DHA治疗组，地塞米松治疗组均能缓解小鼠症状。小鼠皮损症状减轻，皮损评分降低，组织

病理学改善，但125 mg/kg DHA治疗组效果最佳，能明显减少肥大细胞浸润，相对其余各组均具有统计学差异（P<0.05）。结论

DHA对小鼠AD有较好的治疗效果，125 mg/kg DHA组治疗效果最佳。推测DHA可能通过抑制肥大细胞浸润，调节局部免

疫，改善AD症状。
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Abstract: Objective To observe the therapeutic effect of different doses of dihydroartemisinin (DHA) on atopic dermatitis
(AD) in mice and explore the mechanism. Methods Forty-two C57BL/6 mice were randomly divided into 7 groups (n=6),
including a blank control group, a 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB)-induced AD model group, a solvent-treated group, 3
DHA treatment groups treated with 25, 75, and 125 mg/kg DHA, and a dexamethasone treatment group. The counts of skin
scratches were recorded and the lesion scores were evaluated on a daily basis. After 7 consecutive days of treatment, skin
tissues were sampled from the lesions on the back and ear of the mice for pathological examination with HE staining, Masson
staining and toluidine blue staining. Results Treatment with 25, 75, and 125 mg/kg DHA and dexamethasone all alleviated AD
symptoms of mice, reduced the severity scores of skin lesions, and ameliorated pathological changes of the skin tissue. DHA at
125 mg/kg produced the most obvious therapeutic effect and significantly alleviated mast cell infiltration in the lesions as
compared with the other treatment groups (P<0.05). Conclusion DHA is effective for the treatment of AD in mice with an
optimal dose of 125 mg/kg. The therapeutic effect of DHA is achieved probably through regulation of local immunity by
inhibiting mast cell infiltration in the lesions.
Keywords: atopic dermatitis; dihydroartemisinin; mast cells; 2,4-Dinitrochlorobenzene

双氢青蒿素通过调节肥大细胞浸润减轻小鼠特应性皮炎双氢青蒿素通过调节肥大细胞浸润减轻小鼠特应性皮炎
薛 雪 1，董哲宇 1，邓 愉 1，殷淑娴 3，王 萍 1，廖燕霞 3，胡国栋 3，陈英华 1,2

1南方医科大学基础医学院组织胚胎学教研室，广东 广州 510515；2广东省组织构建与检测重点实验室，广东
广州 510515；3南方医科大学南方医院呼吸内科，广东 广州 510515

收稿日期：2020-05-28

基金项目：广东省自然科学基金（2016A030310381，2018A030313468）；

广东省科技计划项目（2017A0202151888）

作者简介：薛 雪，在读硕士研究生，E-mail: xuexuexx1017@163.com

通信作者：陈英华，博士，副教授，E-mail: mrchch@126.com

doi 10.12122/j.issn.1673-4254.2020.10.14 J South Med Univ, 2020, 40(10): 1480-1487·· 1480



明，双氢青蒿素可改善自身免疫性疾病和过敏性疾病的

症状［7-9］，并且可以通过抑制促炎细胞因子（IL-6、IL-1β、

IL-10、TNF-α等）的释放而抑制炎症反应，调节机体免

疫［10-12］。已有研究证实［13-14］，DHA对小鼠系统性红斑狼

疮，多发性硬化及银屑病等免疫相关疾病有一定的治疗

作用。在AD的治疗方面，同为青蒿素衍生物的青蒿琥

酯，已报道可用于AD的治疗［15］，DHA是否也有此作用

尚未见报道。在前期预实验中我们发现DHA在一定程

度上能减轻皮损的局部症状。因此，本文拟通过建立

C57BL/6小鼠特应性皮炎模型，探讨不同DHA给药剂

量涂抹的治疗效果，并进一步研究其减轻皮炎过敏性反

应，调节局部免疫功能可能的作用机制，为DHA在AD

治疗中的应用提供初步的实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物 6~8周的C57BL/6小鼠，体质量20 g左右，

室内温度在20~25 ℃，相对湿度在40%~70%，标准动物

饲料喂养，洁净饮水，自由取食。

1.1.2 主要试剂 2,4-二硝基氯苯（Aldrich, DNCB），双

氢青蒿素（aladdin），无水乙醇（广东光华科技），橄榄油

（上海麦克林生化科技），复方醋酸地塞米松（广州白云

山医药），丙酮（广州化学试剂厂），Masson试剂盒（福州

迈新生物技术），甲苯胺蓝（上海化学试剂厂），盐酸（广

东广试试剂科技有限公司），多聚甲醛（天津市大茂化学

试剂厂）。

1.1.3 主要仪器 - 80 ℃冰箱（U570-86），4 ℃冰箱

（Sanyo），电子分析天平（梅特勒-托利多），高压灭菌器

（Sanyo），正置显微镜（Leica），石蜡切片机（Leica），石蜡

包埋机（Leica）。

1.2 方法

1.2.1 DHA的配制 DHA经助溶剂无水乙醇溶解后, 加

入橄榄油（无水乙醇：橄榄油=1∶1）配制成DHA混悬剂，

4 ℃保存备用［16-17］。DHA治疗组给药剂量分别为25、75

和125 mg/kg。

1.2.2 AD模型的建立 参考文献方法［18-20］建立AD小鼠

模型：36只C57BL/6小鼠适应性饲养1周，实验前1 d

（第0天）小鼠背部脱毛（约2 cm×2 cm），实验第1天将

2% DNCB溶液（丙酮：橄榄油=1∶4）施用于背部皮肤

（150 μL）及右耳（10 μL）进行1次致敏。实验第5，7，9，

11，13 d，重复施用0.5% DNCB（丙酮∶橄榄油=1∶4）于背

部皮肤（150 μL）及右耳（10 μL）进行激发，1次/2 d，连续

涂抹10 d（造模方法见图1A~C）。通过皮肤病理表现和

皮损评分判定造模效果。

1.2.3 分组以及处理 DNCB涂抹造模后第14天，将

36 只 C57BL/6 小鼠随机分为模型对照组、溶剂对照

组、25 mg/kg DHA 治疗组、75 mg/kg DHA 治疗组、

125 mg/kg DHA治疗组和地塞米松治疗组，每组6只

（图1D）。模型对照组小鼠不作处理，溶剂对照组小鼠1

次/d涂抹DHA的溶解剂，持续7 d。25 mg/kg DHA治

疗组、75 mg/kg DHA治疗组、125 mg/kg DHA治疗组

分别于皮损部1次/d涂抹相应给药剂量的DHA，连续涂

抹7 d。地塞米松治疗组同样于皮损部1次/d涂抹地塞

米松软膏，持续7 d。治疗后，各组小鼠背部及耳部涂抹

处取材。空白对照组为正常小鼠脱毛后无DNCB造模

和涂抹治疗处理组。

1.3 观测指标

1.3.1 皮损严重程度及皮损评分 皮损评分参照欧洲

AD研究组（ETFAD）提出的SCORAD评分标准［21］每次

处理前观察各组小鼠耳部、背部皮损炎症情况并拍照记

录，评分标准如下：0，无；1，轻度；2，中度；3，重度；4，极重

度，对脱屑（干燥）、水肿（丘疹）、红斑（出血）、表皮剥脱

（抓痕）进行 0~4的评分，绘制小鼠的积分变化趋势图，

观察小鼠皮损的变化情况。

1.3.2 小鼠搔抓次数 每次处理后，将小鼠单独置于安

静环境中，统计10 min内小鼠搔抓身体各部位的次数，

连续长时间搔抓计为1次。

1.3.3 H&E染色 取材皮损用4%多聚甲醛固定。进行

石蜡包埋，切片，苏木精和伊红（H&E）染色。

1.3.4 Masson染色 石蜡切片脱蜡后，采用Masson试

剂盒进行染色。二甲苯透明，封片。

1.3.5 甲苯胺蓝染色 石蜡切片脱蜡至水，使用配置好

的甲苯胺蓝染液进行染色。肥大细胞颗粒为蓝紫色。

肥大细胞计数方法：染色切片置于200倍光镜下，随机

选取5个高倍视野，进行肥大细胞计数，肥大细胞数目

以每高倍视野下的平均肥大细胞个数显示。

1.3.6 统计学分析 采用SPSS 20.0进行统计学分析，计

量数据均以均数±标准差表示，多组间比较采用单因素

方差分析，两两比较用LSD检验。组内符合正态分布

采用配对 t检验，不符合采用秩和检验。P<0.05认为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 AD造模成功

DNCB造模后，小鼠背部及耳部出现明显脱屑，皮

肤破溃出血，黄色结痂，红斑，水肿，表皮剥脱。与空白

对照组相比，皮损评分增高，搔抓次数增多，正在脱颗粒

和已经脱颗粒的肥大细胞数量明显增多，差异有统计学

意义（P<0.01，图2）。

2.2 各组皮损表现及皮损评分

治疗后，皮损评分逐渐降低且具有剂量依赖性。

125 mg/kg DHA 治疗组较其余各组皮损恢复明显，差
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异具有统计学意义（P<0.05，表1）。

治疗后，模型对照组与溶剂对照组小鼠背部干燥，

有黄色结痂，白色脱屑。DHA治疗组和地塞米松治疗

组小鼠皮损有明显消退迹象，随着DHA剂量升高，小鼠

皮炎改善更为明显。125 mg/kg DHA组小鼠背部，耳

部基本恢复正常。地塞米松治疗组小鼠背部依然存在

图1 小鼠AD造模及各组处理方法
Fig.1 Atopic dermatitis (AD) modeling and treatments in mice. A: Time points for
modeling and DHA treatment; B, C: Topical application of DNCB on dorsal and ear skin
for AD modeling; B: 2.0% DNCB sensitization; C: 0.5% DNCB challenge; D: Treatments
in each group.

A

B C D

图2 DNCB诱导小鼠AD模型
Fig.2 Topical application of DNCB induces AD in mice. A: Morphological change after DNCB treatment; B:
Severity scores of skin lesions; C: Count of scratches; D: Mast cell counts in the dorsal skin lesions; E: Mast cell
counts in ear skin lesions. **P<0.01 vs blank control (no treatment) group.
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脱屑，耳部基本恢复正常（图3）。

2.3 各组小鼠搔抓次数比较

随着DHA给药剂量升高，DHA治疗组搔抓次数逐

渐降低。125 mg/kg DHA治疗组搔抓次数最少，且与

75 mg/kg DHA治疗组，地塞米松治疗组相比统计学差

异显著（P<0.05，表2）。

2.4 各组皮损组织病理变化

模型对照组和溶剂对照组与空白对照组相比皮肤

表皮增厚，过度角化，棘层肥厚，真皮炎性细胞浸润。治

疗组与模型对照组相比，表皮增厚都有所减轻。且随着

DHA给药剂量的升高，表皮和棘层增厚减轻，真皮炎性

细胞浸润减少，125 mg/kg DHA治疗组改善最为明显

（图4）。

Group

Normal control

Model control

Solvent control

25 mg/kg DHA

75 mg/kg DHA

125 mg/kg DHA

Dexamethasone

Severity scores of skin lesions

Before administration

0

7.33±0.58*

7.00±1.00*

7.00±1.00*

7.33±0.58*

7.67±1.52*

7.00±1.00*

After administration

0

3.67±0.58*

3.67±0.58*

3.33±0.58*

2.67±0.58*#!

1.67±0.58*#! ■▲

2.67±0.58*#!

*P<0.05 vs normal control group; #P<0.05 vs model control

group; !P<0.05 vs solvent control group; ▲ P<0.05 vs 75 mg/kg DHA

treatment group; ■P<0.05 vs dexamethasone treatment group.

表1 给药前后皮损严重程度评分比较
Tab.1 Comparison of severity scores of skin lesions before and
after treatments (Mean±SD)

2.5 各组Masson染色检测真皮组织胶原的生成与排布

空白对照组胶原纤维排列规则。DHA治疗组和地

塞米松治疗组与模型对照组小鼠胶原纤维相比含量增

多，排列更为规则，且随着给药剂量的升高，胶原蛋白合

成更多，更规则。25 mg/kg DHA治疗组胶原纤维疏密

不均，排列不一。75 mg/kg DHA治疗组胶原纤维增多，

排列较为紊乱。125 mg/kg DHA治疗组胶原纤维明显

增多，染色深，排列规则（图5）。

2.6 各组肥大细胞分析

溶剂对照组与模型对照组中的肥大细胞数量明显

增多，与空白对照组相比差异显著（P<0.05）。DHA治

疗后肥大细胞水平低于治疗前，且差异显著（P<0.05）。

并且随着DHA给药剂量升高，肥大细胞数量降低。75

mg/kg DHA治疗组、125 mg/kg DHA治疗组、地塞米松

*P<0.05 vs normal control group; #P<0.05 vs model control group; !P<
0.05 vs solvent control group; △P<0.05 vs 25 mg/kg DHA treatment

group; ▲ P<0.05 vs 75 mg/kg DHA treatment group; ■ P<0.05 vs
dexamethasone treatment group.

Group

Normal control

Model control

Solvent control

25 mg/kg DHA

75 mg/kg DHA

125 mg/kg DHA

Dexamethasone

Count of scratches

Before administration

1.33±0.58

19.67±3.06*

21.67±2.52*

23.33±3.06*

21.67±1.53*

24.33±4.04*

23.33±2.06*

After administration

1.67±0.58

8.00±1.00*

7.00±1.00*

6.33±1.53*

3.00±1.00#! △

0.67±0.58#! △▲■

4.33±0.58#! △

表2 搔抓次数计数
Tab.2 Count of scratches of the mice before and after treatments

Normal Model Solvent 25 mg/kg 75 mg/kg 125 mg/kg Dexamethasone

control control control DHA DHA DHA

Before

admistration

After

admistration

图3 背部和耳部皮损表现
Fig.3 Lesions in dorsal and ear skin.
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治疗组与模型对照组差异具有统计学意义（P<0.05）。

125 mg/kg DHA治疗组肥大细胞数目最少与其他各组

相比均具有统计学意义（P<0.05）（图6~9）。

3 讨论

重复施用DNCB诱导制备AD小鼠模型是一种简

单且可靠的AD造模方法［22］。通过DNCB背部及耳部

皮肤涂抹后皮肤出现黄色结痂，表皮白色脱屑，水肿和

红斑等表现。HE染色出现角化过度，表皮增厚，棘层肥

厚,真皮炎性细胞浸润等皮炎病理表现，提示AD模型制

备成功。

在AD的治疗方面，已有文献报道，采用 125、25、

5 mg/kg 3个剂量的DHA灌胃给药能抑制小鼠血清中

的炎性因子TNF-α的分泌，明显降低血清中抗 ds-DNA抗

体水平，对免疫性疾病系统性红斑狼疮有一定的治疗作

用［23］。25 mg/kg、50 mg/kg剂量的DHA灌胃给药可以

明显抑制 HaCaT 细胞所分泌的 IL-17A 和 IL-23 等细

胞因子，缓解小鼠的银屑病样皮肤炎症反应［24］。本实验

使用 25、75、125、150、175、200 mg/kg剂量的DHA进

行了前期预实验，发现适当剂量DHA涂抹在一定程度

上能减轻皮损的局部症状，于是最终选用了 25、75、

125 mg/kg剂量的DHA进行AD的治疗实验。

受损部位皮损评分能反映造模后皮肤损伤程度和

治疗后皮损的愈合程度。DNCB皮肤涂抹造模后，各组

皮损评分结果说明造模导致了严重的皮损和明显的炎

症反应（包括4个症状，即红斑/出血，水肿，剥脱/糜烂，干

燥）。不同给药剂量DHA皮肤涂抹治疗后，各组皮损都

有所减轻，炎症反应下降。模型对照组与溶剂对照组小

鼠存在皮损和明显的炎症反应，即剥脱，干燥，结痂，脱

屑。与模型对照组小鼠相比，DHA治疗组小鼠背部受

损皮肤评分显著降低。随着DHA给药剂量升高，小鼠

皮损症状改善明显。125 mg/kg DHA组小鼠背部和耳

部基本恢复正常。地塞米松治疗组小鼠背部依然存在

脱屑，耳部肿胀减轻。以上结果提示，DHA涂抹治疗可

以改善AD小鼠的皮肤的皮损状况，且高给药剂量组

（125 mg/kg DHA治疗组）最为明显。

皮肤瘙痒是AD的主要症状之一，其在一定程度上

反映了AD的严重程度［25］。动物实验中，一定时间内小

鼠的搔抓次数可代表其瘙痒程度，通常情况下搔抓次数

与瘙痒程度成正相关［25］。通过对治疗后各组小鼠搔抓

图4 H&E染色检测小鼠病理损伤
Fig.4 Pathological examination of the lesions in the dorsal (A) and ear (B) skin with HE staining (Original
magnification: ×100).
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图5 小鼠背部和耳部皮肤Masson染色
Fig.5 Masson staining of the lesions in the dorsal (A) and ear (B) skin (×50).

图6 背部皮肤甲苯胺蓝染色
Fig.6 Toluidine blue staining of the lesions in the dorsal skin (upper panel: ×50; lower panel: ×200).

Normal control Model control Solvent control

25 mg/kg DHA 75 mg/kg DHA 125 mg/kg DHA Dexamethasone
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次数比较发现，溶剂对照组与模型对照组无统计学差

异。125 mg/kg DHA治疗组搔抓次数明显减少与其余

各组相比均有统计学意义。以上结果提示，DHA涂抹

治疗能缓解小鼠的瘙痒症状，稳定小鼠的行为，尤其是

125 mg/kg DHA治疗组最明显。

皮肤病理结果显示，模型对照组小鼠表皮细胞增

殖、真皮层血管扩张和炎性细胞浸润。治疗组与模型对

照组相比，表皮增厚减轻，棘层变薄，红细胞浸润减少，

真皮炎性细胞浸润减少。125 mg/kg DHA治疗组改善

最明显。胶原纤维是细胞外基质的主要成分，主要由肌

纤维母细胞和成纤维细胞合成［26］。新生胶原可以促进

组织修复，其整齐排布是修复后组织重构的标志［26］。病

理组织Masson染色提示，DHA治疗组和地塞米松治疗

组小鼠胶原蛋白含量增多，排列较对照组规则，尤其是

125 mg/kg DHA治疗后胶原蛋白合成增多，排列更规

则。以上结果提示，DHA皮肤涂抹能促进组织修复。

真皮组织中肥大细胞的积聚是AD的重要组织病

图8 耳部甲苯胺蓝染色
Fig.8 Toluidine blue staining of the ear skin lesions (upper panel: ×50; lower panel: ×200).

理学特征。肥大细胞通过产生和分泌促炎介质如组胺，

趋化因子，细胞因子和生长因子等，在 IgE介导的超敏

反应中作为效应细胞发挥关键作用［27］。IgE与肥大细胞

表面的受体结合，导致促炎介质的脱颗粒和表达，随后引

发皮肤损伤。DHA是青蒿琥酯主要的活性代谢产物［28］。

已有研究表明，青蒿琥酯能通过阻断IgE诱导的肥大细

胞脱粒而发挥抗过敏活性［29］。本研究表明，模型对照组

与溶剂对照组中的肥大细胞数量明显增多。DHA和地

塞米松治疗后肥大细胞数量明显低于其他对照组，尤其

是125 mg/kg DHA治疗组降低最明显（差异具有统计

学意义）。可见皮肤涂抹DHA后，可能通过减少肥大细

胞渗出，促进皮损愈合。
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图7 背部皮肤肥大细胞计数
Fig.7 Mast cell count in dorsal skin lesions. *P<0.05 vs normal
control group; #P<0.05 vs model control group; !P<0.05 vs solvent
control group; △P<0.05 vs 25 mg/kg DHA treatment group;▲P<0.05
vs 75 mg/kg DHA treatment group; ■ P<0.05 vs dexamethasone
treatment group.
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综上所述，皮肤涂抹DHA对DNCB诱导的AD小

鼠模型有一定治疗作用。小鼠的皮损评分、搔抓行为、

组织病理变化、肥大细胞浸润、均有明显改善，且125

mg/kg DHA治疗组对AD小鼠的治疗效果优于临床常

用药物地塞米松。其可能是通过抑制肥大细胞浸润，调

节病变部位免疫功能，改善AD症状。
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图9 耳部肥大细胞计数
Fig.9 Mast cell count in the ear skin lesions. *P<0.05 vs normal
control group; #P<0.05 vs model control group; !P<0.05 vs solvent
control group; △P<0.05 vs 25 mg/kg DHA treatment group;▲P<0.05
vs 75 mg/kg DHA treatment group; ■ P<0.05 vs dexamethasone
treatment group.
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