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摘要 目的：通过体内外实验探讨黄芪、何首乌、女贞子、菟丝子混合中药提取物对毛囊增殖的影响作用以及其作用机理。方法：通

过体外培养的 C57BL/6小鼠毛囊器官模型观察不同浓度中药提取物对毛囊生长的影响；采用 MTT法测定不同浓度中药提取物

对毛乳头增殖的影响；蛋白免疫印迹法（Western Blot）和 ELISA检测中药提取物对毛乳头细胞分泌肝细胞生长因子（HGF）的影

响。结果：中药提取物能够刺激体外培养的小鼠毛囊的生长，800 滋g/mL浓度的促进作用最强；160 滋g/mL中药提取物对毛乳头细

胞的增殖作用最强，与米诺地尔、齐墩果酸阳性对照存在显著性差异（P<0.05）。而且，药提取物促进了毛乳头细胞分泌 HGF。结

论：黄芪、何首乌、女贞子、菟丝子混合中药提取物在促进毛发生长中起到重要作用，促进毛乳头细胞增殖和分泌 HGF是促进毛

囊生长的可能性药理机制。
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Effect and Pharmaco-Mechanisms of a Mixed Chinese Herbal Medicine
Extract on Hair Follicle Growth in Vitro*

We have investigated here effects of a mixed Chinese herbal medicine extract, comprising of Astragalus
mongholicus, Polygonum multiflorum, Ligustrum lucidum, and Semen cuscutae, on hair follicle growth and its mechanism of action

through in vitro assays. Organ model was carried out on cultured hair follicles of C57BL/6 mice in intro to detect the effect of

Chinese herbal medicine extract on hair follicle growth; The effect of Chinese herbal medicine extract on the proliferation of dermal

papilla cells was measured by methyl thiazolyl terazolium (MTT) method. Western blot and ELISA were used to detect the level of HGF

secreted by dermal papilla cells. Chinese herbal medicine extract stimulated the growth of cultured mice hair follicle in vitro. 800

滋g/mL had the best promoting effect on the growth of hair follicles. Using follicle dermal papilla cells prepared from mice hair follicle,
we showed that Chinese herbal medicine extract promoted maximum proliferation of follicle dermal papilla cells at concentration of 160

滋g/mL, which is significantly different from cells treated with minoxidil or oleanolic treated cells (P<0.05). Moreover, Chinese herbal
medicine extract enhanced secretion of HGF from dermal papilla cells. Chinese herbal medicine extract, which contains

Rhizoma Chuanxiong, Radix Salviae Miltiorrhizae, Fructus Ligustri Lucidi and Semen Cuscutae, plays a role in hair follicle growth.

probably by promoting the proliferation of dermal papilla cells and enhancing secretion of HGF.

Chinese herbal medicine extract; Hair follicle; Follicle dermal papilla cells; Hepatocyte growth factor (HGF)

;
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前言

目前，遭受脱发困扰的人越来越多，而且越来越年轻化。中

药应用于脱发治疗的历史已很悠久，在药理机制的研究上也不

是很透彻。

毛囊是调控毛发周期更新的一个重要器官，毛囊内的细胞

具有生长、退行和休止三个周期，受多种信号的调控[1]，很多脱

发都有毛囊内细胞的凋亡有关。毛乳头于毛囊球部基底部，是

毛囊最重要的真皮成分，毛乳头细胞通过与上皮的相互作用决

定着毛囊的形成、生长发育[2-4]，其功能涉及毛囊周期的正常转

换和毛囊的大小等。

本实验中用 C57BL/6小鼠动物模型、毛囊器官模型、毛乳
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头细胞模型研究了黄芪、何首乌、女贞子、菟丝子混合中药提取

物的药理作用。

1 材料与方法

1.1 材料

生药黄芪、何首乌、女贞子、菟丝子（购自天津协和药店），

C57BL/6小鼠（购自中国人民解放军军事医学科学院实验动物

中心），米诺地尔（购自常州市武进振宇化工有限公司），齐墩果

酸（购自天津一方科技有限公司），甲苯胺蓝（购自上海生工生

物工程有限公司），兔抗 -HGF单克隆抗体、兔抗 -茁-actin单克

隆抗体、羊抗兔 IgG-HRP（博士德生物工程有限公司），小鼠

HGF ELISA试剂盒（R&D）。
1.2 方法
1.2.1 中药混合提取物的制备 取四味生药黄芪、何首乌、女贞

子和菟丝子各 10 g，在 200 mL水中浸泡过夜，然后加热回流提

取 2 h，抽滤，收集滤液，药渣再 100 mL水继续加热回流 1 h，抽

滤之后，合并滤液，旋转蒸发，将中药混合提取液浓缩为 100

mL，此时各味中药的浓度为 0.1 g/mL，经过 120 ℃高压蒸汽灭

菌 30 min后，4 ℃冰箱保存。

1.2.2 毛囊试验 参照 McGee分离毛囊的方法 [5] 在 C57BL/6

小鼠胡须处获取完整的毛囊分置于 24孔板中，加入 DMEM无

血清培养基（含青霉素 G钠 100 U/mL、硫酸链霉素 100 U/mL）

中，5% CO2，37 ℃培养。将提取的 0.1 g/mL中药混合提取物、米

诺地尔和齐墩果酸阳分别用无血清 DMEM 稀释为所需的浓

度，经 0.22 滋m 水系微孔滤膜过滤后备用（下面的实验也用同

样的方法进行药物稀释）。实验分为 7 组（中药提取物 32

滋g/mL、160 滋g/mL、800 滋g/mL、4000 滋g/mL，0.5 mM米诺地尔

阳性对照[6]，130 滋g/mL齐墩果酸阳性对照[7]和空白阴性对照），

每组 8根毛囊。每天在倒置显微镜下，通过目镜测微器测量毛

囊底部到毛发顶部的长度，计算 48h后毛囊的增长的长度。

1.2.3 毛乳头细胞的培养和鉴定 参照林常敏改良一步酶消化

法[8]并略加改良，简要步骤如下：C57BL/6小鼠处死后胡须处用
75 %酒精消毒，取下胡须处皮肤，75 %酒精消毒 2次，无菌 PBS

中漂洗 6次，然后用手术剪将真皮 -皮下组织处剪开，轻压皮

下组织显露出毛囊尖端，用眼科镊夹持毛囊中下部将其从皮下

组织中拔出，之后加入 5 mL的 2 mg/mLⅠ型胶原酶，在 37 ℃

细胞培养箱中消化 2 h左右，观察真皮鞘较为松散，但仍包裹

毛乳头时，消化液中加入等体积的胎牛血清中止消化，之后用

10 mL注射器的针头将毛乳头从毛囊上拨下来，用微量移液器

收集无杂质黏附的毛乳头加入含有 20 %胎牛血清的 DMEM

（含青霉素 G钠 100 U/mL、硫酸链霉素 100 U/mL）于 37℃，5 %

CO2培养箱中培养，第 4~6代细胞用于试验。利用毛乳头细胞

的异染特性采用甲苯胺蓝染色的方法对毛乳头细胞进行鉴

定[9]。

1.2.4 毛乳头细胞生长的 MTT 试验 预实验发现 130 滋g/mL

的齐墩果酸对毛乳头细胞的促增殖作用最大，我们将这个结果

作为MTT试验的对照。将第 4代毛乳头细胞以每孔 103个细

胞接种于 96孔培养板中，培养 24 h后将培养液吸除，分别加

入 10组药物（中药提取物 1.28 滋g/mL、6.4 滋g/mL、32 滋g/mL、

160 滋g/mL、800 滋g/mL、0.1 滋M 米诺地尔阳性对照组 [10]、130

滋g/mL齐墩果酸阳性对照组和空白阴性对照组）180 滋L，每组
8个复孔。之后分别在 24 h、48 h和 72 h进行呈色，取出 96孔

板，每孔加入 MTT溶液 20 滋L，37 ℃继续孵育 4 h，终止培养，

小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入 200 滋L DMSO，振荡 30
min。选择 570 nm波长，用酶标仪测定各孔吸收值。
1.2.5 HGF分析的 Western Blot试验 取第 4代的毛乳头细胞

用 PBS洗涤后加入无血清的药物（中药提取物 160 滋g/mL、0.1

滋M 米诺地尔阳性对照、130 滋g/mL齐墩果酸阳性对照、阴性
对照）培养 48 h，培养液和细胞分别收集用于Western Blot。
1.2.6 ELISA酶联免疫试验 取第 4代的毛乳头细胞于 96孔

板，当细胞稳定贴壁后弃培养液用 PBS洗涤后加入无血清的

药物（1.28 滋g/mL, 6.4 滋g/mL, 32 滋g/mL, 160 滋g/mL 和 800

滋g/mL中药提取物，130 滋g/mL齐墩果酸和 0.1 滋M 米诺地尔
阳性对照，DMEM作为阴性对照）培养 48 h后，收集其相应的

上清液依照 HGF试剂盒说明进行 ELISA，用酶标仪测量试验

结果，进行 6次相同实验进行数据统计。
1.2.7 统计学处理 采用 SPSS12.0统计软件，采用单因素方差

分析，当 P<0.05时认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 中药提取物对小鼠毛囊生长的影响

通过对 C57BL/6小鼠获得的毛囊的培养和观察，如图 1中

药提取物在 32~800 滋g/mL浓度范围内，对含毛乳头细胞的毛

囊生长的促进呈浓度依赖性增长，800 滋g/mL 的促进作用最
强。高剂量组 4000 滋g/mL对毛发的促生长作用减弱。

2.2 中药提取物对毛乳头细胞的增殖的影响

毛乳头细胞鉴定结果，细胞被低 pH值的甲苯胺蓝染成蓝

色，随 pH值升高，细胞逐渐被染成紫红色（图 2）。如图 3毛乳

头细胞的生长通过 MTT 实验测得，中药提取物在 1.28~160

滋g/mL浓度范围内，对毛乳头细胞的增殖作用呈浓度依赖性增

长，其中 160 滋g/mL的作用最大，与阴性对照存在显著性差异

（P<0.05），也超过了米诺地尔和齐墩果酸阳性对照的作用。

图 1 中药提取物及阳性对照对毛囊生长的影响

Fig. 1 Effects of Chinese herbal medicine extract and positive control

group on growth of hair follicles

注：与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001

Notes:Compared with control, *P<0.05,**P<0.01,***P<0.001
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2.3 中药对毛乳头细胞分泌 HGF的影响

为进一步研究中药提取物对毛乳头细胞的作用，我们通过

Western blot分析药物作用下毛乳头细胞 HGF的表达，结果显

示中药提取物促进了 HGF的表达（图 4）。图 5,中药提取物对

毛乳头细胞的 HGF分泌呈浓度依赖性增长，其中 800 滋g/mL

的作用最大。与阴性对照相比 800 滋g/mL中药提取物，米诺地

尔，齐墩果酸存在显著性差异（P<0.05）。

3 讨论

我们根据临床上用于脱发治疗的一些经验方法，在配方和

制作方法上有所改进，选择了黄芪、何首乌、女贞子和菟丝子四

味中药进行研究。目前已报导有这四种中药的单剂实验。

对于黄芪、何首乌、女贞子和菟丝子单剂的研究古已有之，

《本草纲要》认为女贞子能“补肝肾，安五脏，强腰筋，明耳目，乌

须发”；黄芪补气固表，紧束发根；菟丝子平补肝肾；何首乌补

肝肾、益精血、乌须发，《本草纲目》谓之“能养血益肝，固精益

肾，健筋骨，乌须发”。

通过检测 mRNA水平的体外实验证明女贞子能够促进毛

囊 HGF和 VEGF的表达[11]，何首乌、黄芪、女贞子中药的混合

煎剂可能在一定程度上抑制培养的猪毛囊内细胞凋亡，促进毛

发生长，延缓其进入退行期 [12]。菟丝子是传统的一味促毛发生

长的中药，已有报道中药菟丝子水提取物能诱导毛囊无色素黑

素细胞分化，这与它能够增强酪氨酸酶的活性有关[13]。范卫新[7]

等研究 55种中药对体外培养的小鼠触须毛囊的生长的影响结

果发现单味中药煎剂首乌、菟丝子的单剂不能促进毛囊的生

长，齐敦果酸、女贞子、黄芪对毛囊有明显促生长作用，其中齐

敦果酸促毛囊生长作用最强，齐敦果酸促毛囊生长作用呈浓度

依赖性，130 滋g/mL时，促生长作用达到高峰。本实验结果发现
800 滋g/mL中药提取物比米诺地尔和齐敦果酸更能有效的促

进含毛囊的生长。说明我们黄芪、何首乌、女贞子和菟丝子四味

中药的配伍加强了各成分间的协同作用，更有效的促进了毛囊

的生长。高剂量组 4000 滋g/mL对毛发的促生长作用大大减弱，

可能与中药浓度过高时，产生细胞毒性作用有关。

毛乳头细胞是一群位于毛囊基底部的真皮源性细胞，毛乳

头细胞可诱导和维持毛球部上皮细胞的生长和分化[14]，体外传

代培养的毛乳头细胞仍保留其诱导能力[15-17]。伍津津等人利用

毛乳头细胞在体外进行三维培养一段时间后移入裸鼠体内,成

功诱导出了大量的毛囊和毛发纤维, 证明了是诱导毛囊形成、

毛发产生的关键细胞[18]。

为进一步了解中药提取物对毛囊的作用机理，我们分离得

到毛乳头细胞并研究了中药提取物、米诺地尔、女贞子单剂、齐

墩果酸对毛乳头细胞的生长和 HGF 的分泌的作用，而 160

滋g/mL的中药提取物比齐墩果酸以及米诺地尔对毛乳头细胞

图 2 甲苯胺蓝染色结果（× 200）a:pH0.5时甲苯胺蓝的染色结果；b:

pH6.0时甲苯胺蓝的染色结果

Fig. 2 Staining using Toluidine Blue (× 200) a: Toluidine Blue staining

at pH 0.5; b: Toluidine Blue staining at pH 6.0

图 3 各种药物对毛乳头细胞增殖的影响

Fig. 3 Effect of CHME on proliferation of dermal papilla cells

注：与对照组比较,*P<0.05

Notes:Compared with control, *P<0.05

图 4 Western blot分析毛乳头细胞 HGF的表达 a.毛乳头细胞中的

HGF；b.毛乳头细胞分泌的 HGF

Fig.4 Analysis ofHGFexpressionfrom dermalpapillacells byWesternblot

a.HGFexistsindermalpapillacells; b:HGFsecreted from dermal papilla cells

图 5 不同药物对毛乳头细胞分泌 HGF的影响

Fig. 5 The effects of different drugs on the production of HGF in the

dermal papillae

注：与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001

Notes:Compared with control, *P<0.05,**P<0.01,***P<0.001
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生长的促进作用强。HGF是一种具有促分裂、促运动和促形态

发生的多功能蛋白，在鼠器官培养模型中能促进毛囊生长[19]。

HGF是由毛乳头细胞自分泌产生的来促进毛乳头细胞的生

长。当毛囊培养用不同的药物及不同浓度的中药提取物刺激

时，800 滋g/mL的中药提取物分泌的 HGF的量最多，这个浓度

与刺激毛囊生长的的最佳浓度一致。因此，黄芪、何首乌、女贞

子、菟丝子混合提取物可能通过刺激毛乳头细胞分泌 HGF来

促进毛囊的生长。
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