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［［摘 要］］   目的目的：：通过人真皮毛乳头细胞 （HDPCs） 体外实验、C57BL/6 小鼠体内实验和人体功效

测试，探讨防脱育发液 （CHAaHGS） 对毛发生长的影响，阐明其潜在作用机制。方法方法：：将 HDPCs
分为对照组、CHAaHGS 组和米诺地尔组。采用 MTT 法检测各组 HDPCs 增殖活性，酶联免疫吸附试

验 （ELISA） 法检测各组 HDPCs 上清液中血管内皮生长因子 （VEGF）、肝细胞生长因子 （HGF）、

胰岛素样生长因子 1 （IGF-1） 和转化生长因子 β1 （TGF-β1） 水平，实时荧光定量 PCR （RT-qPCR）
法检测各组 HDPCs 中 VEGF、 HGF、 IGF-1、 TGF- β1 和碱性磷酸酶 （ALP） mRNA 表达水平，

Western blotting 法检测各组 HDPCs 中 β -连环蛋白 （β-catenin）、蓬乱蛋白 1 （DVL1）、糖原合成酶

激酶 3β （GSK-3β）、磷酸化 GSK-3β （p-GSK-3β） 和无翅型 MMTV 整合位点家族蛋白 （Wnt） 家族成

员 3a （Wnt3a） 蛋白表达水平。取 18 只小鼠随机分为对照组、CHAaHGS 组和米诺地尔组，每组 6只。

采用脱毛膏建立小鼠脱毛模型，脱毛后立即给予相应药物处理。检测第 21 天各组小鼠新生毛发长度和

毛发质量，采用 HE 染色观察各组小鼠第 7天背部脱毛区皮肤毛囊形态表现，ELISA 法检测各组小鼠背

部脱毛区皮肤组织中 VEGF、 HGF、 IGF-1 和 TGF- β1 水平。将 60 名受试者随机分成对照组和

CHAaHGS组，每组 30名。检测第 0、4、8和 12周各组受试者脱发数量和毛发密度。结果结果：：MTT 法，与

对照组比较，50 mg·L-1 CHAaHGS 组细胞增殖活性明显升高 （P<0. 01）。ELISA 法，与对照组比较，

CHAaHGS 组细胞上清液中 VEGF、HGF和 IGF-1水平明显升高 （P<0. 05或 P<0. 01），TGF-β1 水平

明显降低 （P<0. 01）。RT-qPCR 法，与对照组比较，CHAaHGS 组细胞中 VEGF、HGF、IGF-1 和

ALP mRNA表达水平明显升高（P<0. 05或P<0. 01），TGF-β1 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 01）；

Western blotting 法，与对照组比较，CHAaHGS 组细胞中 β -catenin、DVL1、 p-GSK-3β 和 Wnt3a 蛋

白表达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），GSK-3β 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05）。动物实验，

第 21 天时，与对照组比较，CHAaHGS 组小鼠新生毛发长度明显增长 （P<0. 05），毛发质量明显增

加 （P<0. 01）。第 7天时，HE染色，与对照组比较，CHAaHGS组小鼠毛囊间距明显减少 （P<0. 05），

毛囊数量明显增加 （P<0. 01）；ELISA 法，与对照组比较，CHAaHGS 组小鼠脱毛区皮肤组织中

VEGF、 HGF 和 IGF-1 水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），TGF-β1 水平明显降低 （P<0. 05）。

人体功效试验测试，与对照组比较，第 12 周时 CHAaHGS 组受试者脱发数量明显减少 （P<0. 01），

局部毛发密度增加 （P<0. 05）。结论结论：：CHAaHGS 对毛发生长具有促进作用，其机制可能与其增加

HDPCs 增殖活性，诱导 VEGF、HGF 和 IGF-1 分泌及激活 Wnt/β-Catenin 信号通路有关。
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ABSTRACT  Objective： To investigate the effect of Chinese Herbal Anti-Alopecia and Hair Growth Solution 
（CHAaHGS） on the hair growth  through in vitro experiments on the human dermal papilla cells 
（HDPCs）， in vivo experiments in the C57BL/6 mice， and human efficacy tests， and to clarify its potential 
mechanism.  Methods： The HDPCs were divided into control group， CHAaHGS group， and minoxidil 
group.  MTT method was used to detect the proliferation activities of HDPCs in various groups； enzyme-

linked immunosorbent assay （ELISA） method was used to detect the levels of vascular endothelial growth 
factor （VEGF）， hepatocyte growth factor （HGF）， insulin-like growth factor-1 （IGF-1）， and transforming 
growth factor β1 （TGF- β1） in the supernatant of HDPCs in various groups； real-time fluorescence 
quantitative PCR （RT-qPCR） method was used to detect the expression levels of VEGF， HGF， IGF-1， 
TGF- β1， and alkaline phosphatase （ALP） mRNA in the HDPCs in various groups； Western blotting 
method was used to detect the expression levels of β -catenin， dishevelled segment polarity protein 1 
（DVL1）， glycogen synthase kinase 3β （GSK-3β），  phosphorylated GSK-3β （p-GSK-3β）， and wingless-

type MMTV integration site family member 3a （Wnt3a）  proteins in the HDPCs in various groups.  A total 
of 18 mice were randomly divided into control group， CHAaHGS group， and minoxidil group， with 6 mice 
in each group.  The mouse hair loss model was established using hair removal cream， and corresponding 
drug treatments were administered immediately after hair removal.  The lengths and weights of newly 
grown hair on day 21 of the mice in various groups were detected； HE staining was used to observe the 
morphology of hair follicles in the dorsal depilated skin areas of the mice in various groups on day 7； ELISA 
method was used to detect the levels of VEGF， HGF， IGF-1， and TGF- β1 in the skin tissue of dorsal 
depilated areas of the mice in various groups.  Sixty subjects were randomly divided into control group and 
CHAaHGS group， with 30 subjects in each group.  The numbers of hair loss and hair densities of the 
subjects in various groups were detected at weeks 0， 4， 8， and 12.  Results： The MTT assay results 
showed that compared with control group， the proliferation activity of the cells in 50 mg·L-1 CHAaHGS 
group was significantly increased （P<0. 01）.  The ELISA assay results showed that compared with control 
group， the levels of VEGF， HGF， and IGF-1 in the cell supernatant of HDPCs in CHAaHGS group were 
significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）， and the TGF- β1 level was significantly decreased （P<
0. 01）.  The RT-qPCR results showed that compared with control group， the expression levels of VEGF， 
HGF， IGF-1， and ALP mRNA in the cells in CHAaHGS group were significantly increased （P<0. 05 or 
P<0. 01）， and the TGF-β1 mRNA expression level was significantly decreased （P<0. 01）.  The Western 
blotting results showed that compared with control group， the expression levels of β-catenin， DVL1， p-GSK-3β 
and Wnt3a proteins in the cells in CHAaHGS group were significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）， 
and the GSK-3β protein expression level was significantly decreased （P<0. 05）.  In animal experiments， on 
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day 21， compared with control group， the length of newly grown hair of the mice in CHAaHGS group was 
significantly increased （P<0. 05）， and the hair weight was significantly increased （P<0. 01）.  On day 7， 
the HE staining results showed that compared with control group， the hair follicle spacing of the mice in 
CHAaHGS group was significantly decreased （P<0. 05）， and the number of hair follicles was 
significantly increased （P<0. 01）； the ELISA assay results showed that compared with control group，  the  
levels of VEGF， HGF， and IGF-1 in skin tissue of dorsal depilated area of the mice in CHAaHGS group  
were significantly increased （P<0. 05 or P<0. 01）， and the TGF-β1 level was significantly decreased （P<
0. 05）.  In human efficacy test， compared with control group， the number of hair loss of the subjects in 
CHAaHGS group was significantly decreased at week 12 （P<0. 01）， and the local hair density was increased 
（P<0. 05）.  Conclusion： CHAaHGS  promotes  hair  growth，  and  the mechanism may be related to its 
ability to increase the proliferation activity of HDPCs， induce the secretion of VEGF， HGF， and IGF-1， 
and activate the Wnt/β-catenin signaling pathway.  
KEYWORDS  Chinese Herbal Anti-Alopecia and Hair Growth Solution；  Human dermal papilla cell；  
Wnt/β-catenin signaling pathway；Hair growth；  Minoxidil

脱发是国内外临床上常见、多发的皮肤病之

一，给患者尤其是年轻患者带来精神压力和心理负

担。西医治疗方面主要采用药物干预和移植毛囊及

毛发等手段。美国食品药品监督管理局批准的米诺

地尔是治疗脱发最有效的外用化学药物，但研

究［1-3］ 表明米诺地尔在治疗过程中不良反应较多，

停药后易复发。当前，中医治疗方面以中医理论为

指导，选用复方通过内服、外敷或内外兼治等形式

治疗脱发，已取得较好疗效，并在脱发治疗中占据

重要地位［4-5］。研发安全有效且不良反应少的天然

植物生发和护发产品已成为国内外研究热点［6-7］。

目前天然药物在脱发的发病机制、预防和治疗方面

具有积极意义。防脱育发液 （Chinese Herbal Anti-
Alopecia and Hair Growth Solution， CHAaHGS）
由何首乌和当归等传统中药按照“君臣佐使”配伍

组成。中草药对脱发具有良好疗效。SHIN 等［8］研

究发现：何首乌提取物可上调人真皮毛乳头细胞

（human  dermal  papilla  cells，HDPCs）中血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）
表达，促进真皮细胞增殖，从而促进毛发生长。高

合意等 ［9］ 研究发现： 34 例脂溢性脱发患者使用

当归提取物 7 周后，80% 志愿者的脱发症状得到

改善。TRUONG 等［10］ 研究显示：对 C57BL/6 小

鼠给予红参提取物 21 d 后，药物能刺激无翅型

MMTV 整 合 位 点 家 族 （wingless-type MMTV 
integration site family，Wnt） /β-连环蛋白（β-catenin）
信号通路来促进生长因子如 VEGF、胰岛素样生长

因子 1 （insulin-like growth factor 1，IGF-1） 和碱性

磷酸酶  （alkaline phosphatase， ALP） 等分泌，从

而延长毛囊生长期，促进小鼠毛发生长。然而目前

CHAaHGS 在治疗脱发中的功效及其潜在作用机制

尚未见报道。本研究通过 HDPCs 实验、小鼠模型

实验和人体功效测试研究，探讨 CHAaHGS 防脱

生发的作用机制，为其后续应用与推广提供理论

基础。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物、、细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　18只 5周龄

C57BL/6 雄性小鼠购自长春市亿斯实验动物技术

有限责任公司，动物生产许可证号：SCXK （吉）

2020-0002。HDPCs 购自中国武汉普诺赛生命科技

有限公司。防脱液 （中药成分占比 36. 84%，包括

鳢肠叶 13. 00%、卷柏 5. 42%、马齿苋 4. 33%、忍

冬 3. 25%、何首乌根 2. 17%、膜荚黄芪 2. 17%、

桑叶 1. 08%、当归根 1. 08%、诃子果 1. 08%、地

黄根 0. 87%、梅果 0. 87%、姜根 0. 65%，天门冬根

0. 43%、丹参根 0. 22%、石榴 0. 22%；1，2-戊二

醇 3. 00%；乙基己基甘油 0. 10%；水 60. 06%） 和

育发液 （中药成分占比共 3. 00%，包括对叶百部

根 0. 79%，侧柏叶 0. 26%、何首乌根 0. 26%、丹

参 根 0. 26%、 蔓 荆 子 0. 20%、 掌 叶 大 黄 根/柄
0. 20%、当归根 0. 13%、紫草 0. 13%、王不留行

0. 13%、丁香花 0. 13%、土鳖虫 0. 12%、天麻根

0. 07%、金钱松根皮 0. 07%、鳢肠叶 0. 07%、姜

根 0. 04%、川椒果 0. 04%、柳叶白前 0. 04%、红

参 0. 03%、 川 芎 0. 03%； 丙 二 醇 70. 00%； 水

27. 00%） 由广州美湾生物医药科技有限公司提供。

防脱液和育发液按照体积比 1∶1 的比例混合制备

获得 CHAaHGS，应用于本实验。米诺地尔购自美
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国 MedChemExpress 公司，VEGF、肝细胞生长因

子 （hepatocyte growth factor，HGF）、 IGF-1 和转

化 生 长 因 子 β1 （transforming growth factor β1，
TGF- β1） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒购自上海酶

联 生 物 科 技 有 限 公 司 ， Wnt 家 族 成 员 3a （Wnt 
family member 3a，Wnt3a）、β-catenin、蓬乱蛋白 1
（dishevelled  1，DVL1）、  糖  原  合  成  酶  激  酶  3β
（glycogen  synthase kinase 3β，GSK-3β） 和磷酸化

GSK-3β （phosphorylated GSK-3β， p-GSK3β） 抗

体购自美国 CST 公司。SCIENTZ-48 高通量组织

研 磨 机 购 自 上 海 净 信 科 技 科 技 股 份 有 限 公 司 ，

JHOT-3000A 三 光 谱 AI 毛 发 测 试 分 析 头 皮 检 测

仪 购自深圳浩特尔电子技术有限公司，Step one 
plus 实 时 荧 光 定 量 PCR （real-time  fluorescence   
quantitative PCR，RT-qPCR） 仪购自美国 Applied 
Biosystems 公司， Synergy H1/H4 酶 标 仪 购 自 美

国 安捷伦科技有限公司， Hitachi Himac CR22N
超高速低温离心机购自德国艾本德国际贸易有限

公司。

1. 2　　HDPCs 培养和分组培养和分组　　HDPCs 培养于含 10%
胎牛血清和 1% 三抗的 DMEM 培养基中，置于

37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养。每隔 2 d 换

液，待细胞密度达 80%~90% 时，加入胰酶消化

2 min，1 000 r·min-1、4 ℃离心 5 min。将离心后的

细胞进行传代 （1∶3 比例） 或者冻存。

1. 3　　 MTT 法 检 测 不 同 浓 度法 检 测 不 同 浓 度 CHAaHGS 作 用 后作 用 后

HDPCs 增殖活性增殖活性　　取对数生长期 HDPCs，以每孔

5×104 个细胞的密度接种于 96 孔细胞培养板，待

细胞贴壁完全后弃去培养液。每孔分别加入 100 μL
终  浓  度  为  12. 5、  25. 0、  50. 0 和  100. 0 mg·L-1 
CHAaHGS 溶  液  处  理  细  胞，  作  为  不  同  浓  度  
CHAaHGS 组。对照组加入 100 μL 细胞培养液，

米诺地尔组加入 100 μL 浓度为 20 mg·L-1 米诺地尔

溶液［11］。每组设置 6 个复孔。培养 36 h 后，每孔加

入 5 g·L-1 MTT 工作液 10 μL，继续培养 4 h。弃上

清，每孔加入 100 μL 三联裂解液 （含 10 g SDS、

5 mL 异丁醇和 0. 1 mL 10 mol·L-1  HCl，以适量双

蒸水溶解后，定容至 100 mL 配制），振荡混匀，

37 ℃培养过夜。待显色完全后，使用酶标仪测定

各孔在 570 nm 波长处吸光度 （A） 值。实验重复

3 次。各组细胞增殖活性 = 实验组 A 值/对照组

A 值×100%。

1. 4　　ELISA 法检测各组法检测各组 HDPCs 上清液中上清液中 VEGF、、

HGF、、IGF--1 和和 TGF--β1 水平水平　　根据 MTT 法实验结

果，选用 50 mg·L-1 CHAaHGS 处理 CHAaHGS 组

细胞 （加入 50 mg·L-1 CHAaHGS 培养液 0. 5 mL），

对照组加入 0. 5 mL 细胞培养液，米诺地尔组加入

浓度为 20 mg·L-1 米诺地尔溶液，每组设置 6 个复

孔。培养 36 h 后，收集各组细胞上清液，严格按照

VEGF、HGF、 IGF-1 和 TGF-β1 ELISA 检测试剂

盒说明书检测各组细胞上清液中各细胞因子水平。

实验重复 3 次。

1. 5　　 RT--qPCR 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 HDPCs 中中 VEGF、、

HGF、、IGF--1、、TGF--β1 和和 ALP mRNA 表达水平表达水平　　按

照“1. 4”步骤进行细胞分组和处理，培养 36 h 后

弃去培养液，按 照 TRIzol 提 取 试 剂 盒 说 明 书 提

取 细胞总 RNA，逆转录合成 cDNA。反应体系：

RNase Free H2O 4 μL， 上 下 游 引 物 各 2 μL，

cDNA 2 μL，2×SYBR qPCR Mix 10 μL。反应条

件： 94 ℃变性 3 min， 94 ℃退火 10 s， 60 ℃延伸

30 s，共 40 个循环。以 β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt

法 计 算 各 组 HDPCs 中 增 殖 相 关 基 因 VEGF、

HGF、 IGF-1、TGF-β1 和 ALP mRNA 表达水平。

引物序列见表 1。

1. 6　　Western blotting 法检测各组法检测各组 HDPCs 中中 Wnt/

β--catenin通路中相关蛋白通路中相关蛋白 β--catenin、、DVL1、、GSK--3β、、

p--GSK--3β 和和 Wnt3a 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　各组 HDPCs
处 理 36 h 后 ， 加 入 磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate 
buffered saline，PBS）  洗  涤  并  收  集  细  胞，4 ℃、

6 000 r·min-1 离心 10 min。细胞沉淀中加入含有

表表 1　　RT--qPCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of RT--qPCR

Primer
IGF-1

VEGF

HGF

TGF-β1

ALP

β-actin

Sequence (5´-3´)                
F：TCAACAAGCCCACAGGGTAT
R：ACTCGTGCAGAGCAAAGGAT
F：GGAGGGCAGAATCATCACGA
R：GCTCATCTCTCCTATGTGCTGG
F：CGAGGCCATGGTGCTATACT
R：ACACCAGGGTGATTCAGACC
F：ACAGCAACAATTCCTGGCGAT
R：AAAGCCCTCAATTTCCCCTCC
F：TCCTGTTGACACCCCAAACC
R：CACATGCCCATGCAACACTT
F：CAGGCACCAGGGCGTGAT
R：TAGCAACGTACATGGCTGGG
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1× 苯甲基磺酰氟 （phenylmethylsulfonyl fluoride，
PMSF） 的 十 二 烷 基 磺 酸 钠 （sodium dodecyl 
sulfate，SDS） 裂解液，超声破碎。配制 10% 分离

胶和 5% 浓缩胶。实验条件：电泳 80 V、30 min，
100 V、120 min，  250 mA 下转模 75 min。5% 脱脂

牛奶室温封闭 1 h，一抗 （1∶1 000 稀释） 4 ℃孵育

过夜。含吐温的 Tris 缓冲盐溶液 （Tris-buffered 
saline with Tween，TBST） 洗涤 3次，每次 10 min，
加入二抗 （羊抗兔，1∶5 000 稀释） 室温孵育 1 h，
TBST 缓 冲 液 洗 涤 。 加 入 增 强 化 学 发 光 法

（enhanced chemiluminescence， ECL） 试剂，利用

LI-COR 显微成像系统分析各组蛋白条带灰度值。

以 β-actin 为内参蛋白，计算目的蛋白表达水平。目

的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度值/β-actin 蛋

白条带灰度值。

1. 7　　小鼠背部脱毛模型制备和分组小鼠背部脱毛模型制备和分组　　选取 18 只

5 周龄小鼠，体质量 17~21 g，适应性饲养 1周。以

脊柱为分界线，在小鼠双侧背部对称部位标记

1 cm×2 cm 大小的皮肤作为实验区。在实验区均匀

涂抹 0. 10 g 脱毛膏，（90±10）s 后采用温水清理干

净并保持干燥，小鼠皮肤裸露呈粉红色。脱毛第

2 天选择脱毛彻底且皮肤无破损的小鼠进行后续实

验。将实验小鼠随机分为对照组、CHAaHGS 组

（20 mg·kg-1 CHAaHGS） 和米诺地尔组 （2 mg·kg-1 

米诺地尔），每组 6 只。

1. 8　　HE 染色观察各组小鼠脱毛区毛囊形态表现染色观察各组小鼠脱毛区毛囊形态表现　　

 取实验第 7 天各组小鼠背部脱毛区皮肤组织，

4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋后切片进行 HE 染色。

相同倍数显微镜下随机选取 3 个视野，计数各组小

鼠脱毛区毛囊数量，测量毛囊间距。

1. 9　　 ELISA 法检测各组小鼠脱毛区皮肤组织中法检测各组小鼠脱毛区皮肤组织中

VEGF、、HGF、、IGF--1 和和 TGF--β1 水平水平　　取第 7天各组

小鼠皮肤组织，液氮冷冻后研磨，4 ℃、5 000 r·min-1

离心 10 min，收集皮肤组织上清液。严格按照

ELISA 试剂盒说明书检测各组小鼠背部脱毛区皮

肤组织中 VEGF、HGF、IGF-1 和 TGF-β1 水平。

1. 10　　各组小鼠脱毛区新生毛发长度和毛发质量测各组小鼠脱毛区新生毛发长度和毛发质量测

定定　　选用 5 周龄处于休止期的 C57BL/6 雄性小鼠进

行实验［12］。各组小鼠自脱毛第 2 天起接受经皮涂抹

给药处理，每日 1 次，连续 21 d。于给药后第 0、
7、14 和 21 天拍照记录小鼠背部脱毛区皮肤颜色变

化及毛发生长情况。于给药第 21 天，随机在每只

实验小鼠背部脱毛区收集 6 根新生毛发，使用游标

卡尺测量新生毛发长度，并称量新生毛发质量。

1. 11　　各组受试者的脱发数量和毛发密度各组受试者的脱发数量和毛发密度　　从社会

招募入组志愿受试者，所有受试者均签署书面知情

同意书 （报告编号：CN220003）。共招募 60 名受

试者，每组 30 名；对照组受试者年龄 28~57 岁，

平均年龄 （44. 00±8. 57） 岁；CHAaHGS 组受试

者年龄 21~54 岁，平均年龄 （39. 00±9. 94） 岁。

受试者纳入标准：洗 脱 期 前 使 用 60 次 梳 发 法 计

数脱发数 >10 根，且洗脱期结束后再次检测仍>
10 根。2 组受试者先进入为期 2 周的洗脱期，待洗

脱期结束后再次使用 60 次梳发法，脱发数仍 >
10 根者进入正式试验。CHAaHGS 组志愿者使用含

100 mg·kg-1 CHAaHGS 的洗发水，对照组志愿者

使用不含 CHAaHGS 的洗发水。试验中确保受试者

在试验周期内正确使用本研究所配制洗发水。2 组

受试者连续使用洗发水 12 周，期间记录受试者的

使用时间和使用过程中的不适感及不良反应症状，

并于开始试验后第 4、8 和 12 周对志愿者脱发数量

及毛发密度进行视觉评估和仪器检测计数，计算各

时间点与第 0 周的差值。

1. 12　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9. 0. 2 统

计软件进行统计学分析。各组细胞增殖活性，细胞

上清液中 VEGF、HGF、 IGF-1 和 TGF-β1 水平，

细 胞 中 VEGF、 HGF、 IGF-1、 TGF- β1 和 ALP 
mRNA 表达水平，细胞中 Wnt/β-catenin 通路相关

蛋白表达水平，各组小鼠脱毛区新生毛发长度和质

量，毛囊数量和毛囊间距，小鼠脱毛区皮肤组织中

VEGF、HGF、 IGF-1 和 TGF-β1 水平以及各组受

试者的脱发计数和毛发密度均符合正态分布，以

x±s 表示，多组间样本均数比较采用单因素方差

分析，组间样本均数两两比较采用 SNK-q 检验。

以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组各组 HDPCs 增殖活性增殖活性　　与对照组比较，米诺

地尔组和 50 mg·L-1 CHAaHGS 组细胞增殖活性明

显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01）；与米诺地尔组比

较，50 mg·L-1 CHAaHGS 组细胞增殖活性明显升

高 （P<0. 05）。见图 1。
2. 2　　各组各组 HDPCs 上清液中上清液中 VEGF、、HGF、、IGF--1 和和

TGF--β1 水平水平　　与对照组比较，CHAaHGS 组细胞

上清液中VEGF、HGF和 IGF-1水平明显升高（P<
0. 05 或 P<0. 01）， TGF- β1 水平明显降低 （P<
0. 01）；与米诺地尔组比较，CHAaHGS 组细胞上

1244



牟燕鸿， 等 . 防脱育发液对毛发生长过程的促进作用及其机制

清液中 VEGF 水平明显升高 （P<0. 05），HGF 和

TGF-β1 水平明显降低 （P<0. 05）。CHAaHGS 组

和米诺地尔组细胞上清中 IGF-1 水平比较差异无统

计学意义 （P>0. 05）。见表 2。
2. 3　　各组各组 HDPCs 中中 VEGF、、HGF、、IGF--1、、TGF--β1

和和 ALP mRNA 表 达 水 平表 达 水 平　　 与 对 照 组 比 较 ，

CHAaHGS 组细胞中 VEGF、HGF、IGF-1 和 ALP 
mRNA 表达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<0. 01），

TGF-β1 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 01）。与

米诺地尔组比较， CHAaHGS 组细胞中 HGF 和

TGF-β1 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 05）；2
组细胞中 VEGF、 IGF-1 和 ALP mRNA 表达水平

比较差异无统计学意义 （P>0. 05）。见表 3。

2. 4　　各组各组 HDPCs 中中 Wnt/β--catenin 通路相关蛋白通路相关蛋白

表 达 水表 达 水 平平　　 与 对 照 组 比 较， 米 诺 地 尔 组 和

CHAaHGS组HDPCs中β-catenin、DVL1、p-GSK-3β
和 Wnt3a 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05 或 P<
0. 01）， GSK-3β 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<
0. 05）。与米诺地尔组比较，CHAaHGS 组 HDPCs
中 p-GSK-3β 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），

β -catenin、 DVL1、 GSK-3β 和 Wnt3a 蛋白表达水

平无明显变化，差异无统计学意义 （P>0. 05）。

见图 2 和表 4。
2. 5　　 各 组 小 鼠 背 部 脱 毛 区 毛 发 长 度 和 毛 发 质 量各 组 小 鼠 背 部 脱 毛 区 毛 发 长 度 和 毛 发 质 量　　

 脱毛后，各组小鼠脱毛区皮肤给药当天呈现淡粉

色；给药第 7 天，CHAaHGS 组和米诺地尔组小鼠
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图图 1　各组　各组 HDPCs增殖活性增殖活性

Fig. 1　　Proliferation activies of HDPCs in various groups

表表 2　　各组各组 HDPCs上清液中上清液中 VEGF、、HGF、、IGF--1 和和 TGF--β1 水平水平

TabTab.. 22　　Levels of VEGFLevels of VEGF,,HGFHGF,, IGF IGF--11，， and TGF and TGF--ββ11 in cell supernatants of HDPCs in variou in cell supernatants of HDPCs in various groupss groups
[n=3， x±s，ρB/(ng·L-1)］

Group
Control
Minoxidil
CHAaHGS

VEGF
8.71±0.53

12.39±0.54*

15.68±0.88**△

HGF
43.24±4.35
78.25±4.62**

59.85±3.58*△

IGF-1
5.08±0.46
7.97±0.23**

8.15±0.37**

TGF-β1
119.40±4.49
103.15±5.55*

86.17±6.26**△

*P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05 vs minoxidil group.

表表 3　　各组各组 HDPCs中中 VEGF、、HGF、、IGF--1、、TGF--β1 和和 ALP mRNA 表达水平表达水平

TabTab.. 33　　Expression levels of VEGFExpression levels of VEGF,, HGF HGF,, IGF IGF--11,, TGF TGF--ββ11,,and ALP mRNA in HDPCs in various groupsand ALP mRNA in HDPCs in various groups （n=3， x±s）

Group
Control
Minoxidil
CHAaHGS

VEGF
1.00±0.00
1.33±0.04**

1.36±0.05**

HGF
1.00±0.00
1.15±0.02*

1.10±0.02**△

IGF-1
1.00±0.00
1.07±0.02
1.14±0.03*

TGF-β1
1.00±0.00
0.89±0.01*

0.82±0.02**△

ALP
1.00±0.00
1.16±0.08*

1.24±0.09**

*P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05 vs minoxidil group.

1 2 3
β-catenin

DVL1

p-GSK-3β

GSK-3β

Wnt3a

β-actin

92 000

82 000

47 000

47 000

38 000

42 000

Mr

Lane 1：Control group； Lane 2：CHAaHGS group； Lane 3： 
Minoxidil group.
图图 2　　 各 组各 组 HDPCs 中中 β --catenin、、DVL1、、p--GSK--3β、、

GSK--3β 和和 Wnt3a 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 2　　 Electrophorgram of expressions of β --catenin, 

DVL1, p--GSK--3β, GSK--3β, and Wnt3a proteins in 

HDPCs in various groups
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脱毛区皮肤出现大面积灰黑色；给药第 14 天，各

组小鼠脱毛区均开始生长黑色且有光泽的新生毛

发；给药第 21 天，CHAaHGS 组和米诺地尔组小

鼠脱毛区毛发已基本生长完全，而对照组小鼠毛发未

生长完全。见图 3。与对照组比较，CHAaHGS 组和

米诺地尔组小鼠脱毛区毛发长度明显增加 （P<
0. 05），毛发质量明显增加 （P<0. 05 或 P<0. 01）；

与米诺地尔组比较，CHAaHGS 组小鼠脱毛区毛发

长度和毛发质量差异无统计学意义 （P>0. 05）。

见表 5。

2. 6　　各组小鼠背部脱毛区皮肤毛囊形态各组小鼠背部脱毛区皮肤毛囊形态、、毛囊数量毛囊数量

和毛囊间距和毛囊间距　　取脱毛后第 7 天的各组小鼠背部脱毛

区皮肤行 HE 染色，显微镜观察结果显示：与对照

组比较，CHAaHGS 组和米诺地尔组小鼠背部脱毛

区皮肤毛囊形态和结构更加完整。见图 4。与对照

组比较，CHAaHGS 组小鼠背部脱毛区皮肤毛囊数

量明显增加 （P<0. 01），毛囊间距明显减少 （P<
0. 05）；与米诺地尔组比较，CHAaHGS 组小鼠背

部脱毛区皮肤毛囊数量和毛囊间距无明显变化，差

异无统计学意义 （P>0. 05）。见表 6。
2. 7　　 各 组 小 鼠 背 部 脱 毛 区 皮 肤 组 织 中各 组 小 鼠 背 部 脱 毛 区 皮 肤 组 织 中 VEGF、、

HGF、、IGF--1 和和 TGF--β1 水平水平　　与对照组比较，米

诺地尔组和 CHAaHGS 组小鼠脱毛区皮肤组织中

VEGF、HGF 和 IGF-1 水平明显升高 （P<0. 05 或

P<0. 01）， TGF- β1 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05 或

P<0. 01）；与米诺地尔组比较，CHAaHGS 组小

鼠脱毛区皮肤组织中 VEGF 和 TGF-β1 水平明显升

高 （P<0. 05）， HGF 和 IGF-1 水平无明显变化，

差异无统计学意义 （P>0. 05）。见表 7。
2. 8　　 各 组 受 试 者 的 脱 发 数 量 和 毛 发 密 度各 组 受 试 者 的 脱 发 数 量 和 毛 发 密 度　　 对

CHAaHGS 组受试者参与实验第 0、4、8 和 12 周脱

发数量分析结果显示：与实验前比较，实验 4 周和

8 周后 CHAaHGS 组受试者脱发数量均明显减少

（P<0. 05或 P<0. 01），局部和整体毛发密度无明显

变化，差异无统计学意义 （P>0. 05）；实验 12 周

后，CHAaHGS 组受试者脱发数量明显减少 （P<
0. 01），局部毛发密度明显增加（P<0. 05），整体毛

发密度无明显变化，差异无统计学意义  （P>0. 05）。

见表 8。对 2 组受试者脱发情况回访进行分析，结果

表表 4　　各组各组 HDPCs中中 β--catenin、、DVL1、、GSK--3β、、p--GSK--3β 和和 Wnt3a 蛋白表达水平蛋白表达水平

TabTab.. 44　　Expression levels of Expression levels of ββ--catenincatenin,, DVL DVL11,, GSK GSK--33ββ,, p p--GSKGSK--33ββ,, and Wnt and Wnt33a proteins in HDPCs in various groupsa proteins in HDPCs in various groups
（n=3， x±s）

Group
Control
Minoxidil
CHAaHGS

β-catenin  
1.00±0.00
1.32±0.03*

1.39±0.02*

DVL1  
1.00±0.00
1.46±0.02*

1.55±0.04*

GSK-3β   
1.00±0.00
0.56±0.04*

0.67±0.05*

p-GSK-3β    
1.00±0.00
1.58±0.04*

2.10±0.03**△

Wnt3a 
1.00±0.00
1.69±0.05*

1.77±0.06*

*P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05 vs minoxidil group.

Control CHAaHGSMinoxidil

0 d

7 d

14 d

21 d

图图 3　实验　实验第第 0、、7、、14 和和 21 天各组小鼠背天各组小鼠背部皮肤照片部皮肤照片

Fig. 3　　 Photographs of dorsal skin of mice in various 

groups on days 0, 7, 14, and 21

表表 5　　各组小鼠背部脱毛区皮肤毛发长度和毛发质量各组小鼠背部脱毛区皮肤毛发长度和毛发质量

TabTab.. 55　　HHair lengths and weights in skin of dorsal depilateair lengths and weights in skin of dorsal depilated d 
areas of mice in various groupsareas of mice in various groups （n=6， x±s）

Group
Control
Minoxidil
CHAaHGS

Hair length (l/cm)  
0.69±0.03
0.81±0.07*

0.81±0.02*

Hair weight(m/mg)  
13.04±0.72
16.36±0.81*

16.84±0.80**

*P<0.05， **P<0.01 vs control group.
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显示：与对照组比较，CHAaHGS 组受试者使用 12
周后，脱发数量差值明显减少 （P<0. 05），局部

毛发密度差值明显增加 （P<0. 05），整体毛发密度

差值无明显变化，差异无统计学意义 （P>0. 05）。

见表 9。试验过程中，CHAaHGS 组受试者无红肿

过敏和头皮瘙痒等现象。

3 讨  论  

脱发是现代社会的常见病症，其发病机制和病

理机制复杂，多数患者均表现出 HDPCs 增殖活性

下降和分化异常等现象。HDPCs 是毛发的特殊间

充质成分，可作为多能干细胞、营养物质和生长因

子的储存库来调控毛囊形态发生与再生循环。因

此，增强 HDPCs 增殖活性是促进毛发生长的有效

策略。本研究选用 HDPCs 为体外细胞模型，探讨

传统复方中药 CHAaHGS 的促毛发生长作用及其对

毛发生长相关信号通路的影响，本实验结果证实

CHAaHGS 可明显提高 HDPCs增殖活性。

本实验选用的 CHAaHGS 包含有多种传统中草

药，具有滋补阳气、滋阴养血和生发乌发等功效，

其中何首乌、当归、天门冬和黄芪等具有阴阳互利

共生之效，使头发生之有根、茂之有源，可固发、

乌发，川芎、丹参、马齿苋和忍冬等可使局部气机

条达，气血通畅，从而减少脱发，促进毛发新

A B C

A：Control group； B：CHAaHGS group； C： Minoxidil group.
图图  4　各组小鼠背部脱毛区皮肤组织形态表现　各组小鼠背部脱毛区皮肤组织形态表现（（HE，，×100））

Fig. 4　　Morphology of skin tissue of dorsal depilated areas of mice in various groups （（HE,×100））

表表 7　　各组小鼠背部脱毛区皮肤组织中各组小鼠背部脱毛区皮肤组织中 VEGF、、HGF、、IGF--1 和和 TGF--β1 水平水平

TabTab.. 77　　Levels of VEGFLevels of VEGF，， HGF HGF,, IGF IGF--11，， and TGF and TGF--ββ11 in skin tissue of dorsal depilated areas of mice in various groups in skin tissue of dorsal depilated areas of mice in various groups
（n=3， x±s）

Group
Control
Minoxidil
CHAaHGS

VEGF [ρB/(ng·L-1)]
53.53±4.32
72.29±4.35*

83.38±5.61**△

HGF [ρB/(ng·L-1)]
152.10±4.35
224.82±10.47*

219.51±10.58*

IGF-1 [ρB/(μg·L-1)]
27.44±2.43
38.46±2.16*

40.69±3.33*

TGF-β1 [ρB/(ng·L-1)]
250.13±18.49
187.34±12.03**

205.09±5.62*△

*P<0.05， **P<0.01 vs control group； △P<0.05 vs minoxidil group.

表表 8　　CHAaHGS 组受试者脱发数量和头发密度组受试者脱发数量和头发密度

TabTab.. 88　　Numbers of hair loss and hair densities of subjects in CHAaHGS group Numbers of hair loss and hair densities of subjects in CHAaHGS group （n=30， x±s）

Group
0 week
4 weeks
8 weeks
12 weeks

Hair loss count
38.00±28.73
31.00±24.59*

27.00±18.03**

23.00±14.80**

Local hair density（cm-2）

125.00±20.43
127.80±18.03
128.00±19.73
131.00±19.25*

Overall hair density（cm-2）

3.00±0.72
3.00±0.74
3.00±0.72
3.00±0.71

*P<0.05，**P<0.01 vs 0 week.

表表 6　　各组小鼠背部脱毛区毛囊数量和毛囊间距各组小鼠背部脱毛区毛囊数量和毛囊间距

TabTab.. 66　　 NumberNumbers  and  spacing  of  hair  follicles  of  dos  and  spacing  of  hair  follicles  of  dorsal rsal 
depildepilated areas of mice in various grouated areas of mice in various groupsps （n=3， x±s）

Group
Control
Minoxidil
CHAaHGS

Hair follicle count
38.00±6.34
63.00±7.34*

69.00±6.28**

Hair follicle spacing （l/μm）

61.04±7.68
40.84±7.62*

43.09±8.91*

*P<0.05， **P<0.01 vs control group.
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生［13-14］。中医药传统理论认为：毛囊微环境改变会

导致局部淤阻，脉络不通，从而引起脱发。西医临

床病理也认为：毛发局部微环境调控障碍、毛囊微

型化和毛囊周期循环障碍是引起进行性脱发的主要

原 因［15-17］。 研 究［18-19］ 显 示 ： 位 于 毛 囊 基 底 部 的

HDPCs 对其分泌的多种细胞因子水平的调节过程

与毛囊生长发育和周期性生长调控存在潜在联系。

研究［20-21］ 显示：HGF、 IGF-1 和 VEGF 等细胞因

子水平变化可影响体外培养的 HDPCs 增殖能力。

JEONG 等［22］ 研究显示：TGF-β1 是有效的毛发生

长抑制剂，其水平升高可抑制 HDPCs 生长。本研

究结果显示：CHAaHGS 处理后，HDPCs 上清液

中 VEGF、HGF 和 IGF-1 水平升高，TGF-β1 水平

降低，HDPCs 中 VEGF、HGF 和 IGF-1 mRNA 表

达水平升高，TGF-β1 mRNA 表达水平降低，提示

CHAaHGS可诱导 HDPCs中 VEGF、HGF和 IGF-1
分泌，从而提高细胞增殖能力，增加 HDPCs 数量，

调控毛囊周期。ALP 是 HDPCs 的分子标志物，与

其诱导毛囊生成能力密切相关，且其表达水平会随

毛 发 生 长 周 期 发 生 变 化［23］。 本 研 究 结 果显示：

CHAaHGS 处理后，HDPCs中 ALP mRNA 表达水

平升高，提示 CHAaHGS 可通过上调 ALP mRNA
水平，增强 HDPCs诱导毛囊生成能力。

Wnt信号通路作为调控毛囊发育和毛发生长的

主要信号通路，其在 HDPCs 中的激活有助于毛囊

增殖及分化，从而启动毛发周期的生长期阶段［24］。

β-catenin 是 Wnt 通路信号传导的启动开关，DVL1
则可通过抑制 GSK-3β 等蛋白形成复合物，阻断

β -catenin 蛋白降解，进而激活 Wnt/β -catenin 信号

传导［25］。本研究结果显示： CHAaHGS 处理后，

HDPCs 中 β -catenin、 DVL1、 p-GSK-3β 和 Wnt3a
蛋白表达水平升高，GSK-3β 蛋白表达水平降低，

提示 CHAaHGS 可能通过上调 Wnt/β -catenin 信号

通 路 中 β -catenin、 DVL1、 p-GSK-3β 和 Wnt3a 表

达，下调降解复合体组分 GSK-3β 表达，增强 Wnt/
β-catenin 信号通路活性，从而促进毛囊增殖和分化

进程。

毛发呈现周期性生长特点，C57BL/6 小鼠皮

肤颜色变化可反映其皮肤毛囊生长周期阶段：生长

期皮肤呈黑色，退行期皮肤呈灰色，休止期皮肤呈

粉色［26-27］。本研究结果显示：CHAaHGS 组小鼠背

部脱毛区皮肤出现灰色时间最早，灰色面积最大，

提示 CHAaHGS 可刺激小鼠毛囊提前进入毛发周期

生长期；HE 染色结果显示 CHAaHGS 组小鼠背部

脱毛区皮肤毛囊数量明显增加。研究［28-30］ 显示：

毛囊生长周期受多个因子调控，例如 HGF 参与诱

导毛囊周围血管形成；VEGF 是毛囊生长和毛囊周

围血管生成的重要介质，可反映毛囊营养状态；

IGF-1 在生长期毛囊 HDPCs 中高表达，可刺激毛

囊上皮和真皮生长；TGF-β1 则负责诱导毛囊生长

期加速至退行期，促进毛发脱落。本研究结果显

示：CHAaHGS 处理后，小鼠背部脱毛区皮肤组织

中 VEGF、HGF 和 IGF-1 表达水平升高，TGF-β1
表达水平降低，提示 CHAaHGS 能调控小鼠毛囊生

长周期的转化，其作用机制可能是上调小鼠皮肤组

织中 VEGF、HGF 和 IGF-1 表达，促进毛囊血管

新生，改善毛囊营养供应，进而发挥促毛发生长功

效，同时降低 TGF-β1 表达来延缓毛囊进入退行期

进程。

小鼠脱毛模型广泛应用于毛囊形态发生和周期

性生长相关研究，对于测试防治脱发药物治疗的有

效性和安全性至关重要。然而部分化合物在小鼠模

型中有效却未能取得明显人体临床疗效［31］。为验

证 CHAaHGS 的临床价值，本研究开展人体功效测

试，以受试者使用含 CHAaHGS 基质洗发水产品前

后的脱发数量和局部及整体毛发密度为观测指标，

评价 CHAaHGS 的防脱功效。本研究结果显示：

CHAaHGS 组受试者无皮肤红肿过敏或头皮瘙痒等

不良反应，且使用 12 周后其脱发数量明显减少，

局部毛发密度明显增加，表明 CHAaHGS 防脱效果

显著，对人体安全无刺激，提示 CHAaHGS 具有良

好的市场应用前景。

表表 9　　受试后受试后 2 组受试者后脱发数量和头发密度变化差值组受试者后脱发数量和头发密度变化差值

TabTab.. 99　　Differences of hair loss counts and hair densities of subjects in two groups after experimentDifferences of hair loss counts and hair densities of subjects in two groups after experiment  （n=30， x±s）

Group

Control
CHAaHGS

（week)  4
Hair loss count

-6.00±17.06
-8.00±18.61

8
-6.00±15.76

-12.00±27.20

12
-6.00±14.28

-15.00±26.00*

Local hair density（cm-2）

4
1.20±9.48
2.70±12.63

8
-1.20±8.56

3.00±11.86

12
2.40±7.99
6.00±12.50*

Overall hair density（cm-2）

4
0.00±0.66
0.00±0.13

8
0.00±0.18
3.00±0.72

12
0.00±0.24
0.00±0.28

*P<0. 05 vs control group.
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综上所述，CHAaHGS 对毛发生长具有促进作

用，其机制可能与其增加 HDPCs 增殖活性、诱导

VEGF、 HGF 和 IGF-1 分泌及激活 Wnt/β -catenin
信号通路有关。本研究结果为脱发预防和改善提供

了证据，未来本课题组将进一步探讨 HDPCs 分泌

的多种细胞因子之间的协同作用，为解决脱发难题

提供依据。
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