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调控毛囊周期促生发活性体内药效学评价模型的构建

宋 昊, 郭 颖*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 新药作用机制与药效评价北京市重点实验室, 北京 100050)

摘要: 毛囊 (hair follicle) 是毛发生长的器官。毛发生长与毛囊周期 (hair follicle cycle) 密切相关, 促毛囊从休止

期进入生长期和延长毛囊生长期均可实现促毛发生长。本研究在考察C57BL/6J小鼠毛囊周期的基础上, 构建了促

毛囊进入生长期活性评价模型; 通过蜜蜡脱毛同步化毛囊周期, 量化皮肤表型与毛囊周期各阶段的对应关系, 创新

性地构建了延长毛囊生长期药效评价模型。本研究构建的两种小鼠模型可用于促生发活性物质发现和体内药效学

评价, 为促生发药物和保健品的开发提供方法。所有动物实验均经过中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所

实验动物管理与动物福利委员会批准 (批准号: 00001932、00001933、00007786和00007787)。
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Establishment of in vivo models for trichogenic activities evaluation 
via hair follicle cycle regulation
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Abstract: Hair follicle is the organ of hair growth. Hair growth is highly associated with hair follicle cycle, 

which can be assessed by both promoting hair follicles from telogen to anagen and prolonging the anagen duration. 

In this study, according to the investigation of the hair follicle cycle in C57BL/6J mice, an evaluation model for the 

activity of hair follicles entering the anagen was established. Then, the hair follicle cycle was synchronized by 

beeswax-depilation, and the correspondence between the skin phenotypes and each phase of the hair follicle cycle 

was quantified, and the efficacy evaluation model for prolonging the anagen duration was innovatively constructed. 

Two mouse models established in this study can be utilized for active substances discovery and pharmacodynamic 

evaluation in vivo, which provides the methodology for development of hair growth promoting-drugs and health 

products. All animal experiments were approved by the Animal Care & Welfare Committee of Institute of Materia 

Medica, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College (approval numbers: 00001932, 

00001933, 00007786, and 00007787).
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毛囊是皮肤附属器官, 结构复杂, 与毛发生长密切

相关[1-3]。毛囊生长具有精密的周期性, 称为毛囊周期

或毛发生长周期[1-4]。毛囊周期分为生长期 (anagen)、

退行期 (catagen) 和休止期 (telogen), 3 个阶段序贯循

环往复并有相应的形态特征[3,5]。生长期是人毛发生

长主要时期, 约 2～6年, 占比约 85%。生长期毛囊发

育成熟, 毛囊下端毛球达皮下组织层底部。退行期是

生长期毛囊向休止期转变的过渡时期, 时长 2～3 周, 

占比约 5%, 此阶段毛发生长变缓, 毛球皱缩并向上达
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真皮层。休止期时长 2～4个月, 占比约 10%, 此时毛

发停止生长, 毛囊全部处于表皮和真皮层, 存留在毛囊

内的毛干会在下一个毛囊周期中被新生毛干顶替并从

毛囊内移除[1-6]。

毛囊周期异常时, 如生长期毛囊快速进入休止期, 

或休止期毛囊不再进入生长期, 导致生长期毛囊占比

降低 , 临床表现为脱发或发量减少。如雄激素脱发 

(androgenetic alopecia, AGA)、斑 秃 (alopecia areata, 

AA) 和休止期脱发 (telogen effluvium, TE) [7], 其中

AGA是由于患者雄激素分泌异常, 导致毛囊生长期变

短, 休止期毛囊比例增加, 致使毛发稀疏[8,9]; AA 是由

于毛囊免疫豁免被破坏而受到免疫细胞攻击, 导致毛

囊快速进入休止期[10]; TE是由于毛囊周期停滞于休止

期, 引起落发增多[11]。

改善毛囊周期是促毛发生长重要途径[3,12], 若能促

进毛囊从休止期进入生长期和/或推迟生长期毛囊进

入退行期, 则可增加生长期毛囊占比, 实现促毛发生

长。米诺地尔是应用最广泛的治疗脱发药物, 可作用

于毛囊干细胞和毛乳头细胞, 发挥促毛囊进入生长期

和延长生长期作用[13,14]。此外, 多种天然物质也可通过

改善毛囊周期发挥促生发活性, 如侧柏叶、锯棕榈和人

参提取物等已被用于洗护产品或保健品[15,16]。

现有促生发活性体内药效学评价模型大多是用于

评价促毛囊进入生长期活性, 多数研究采用C57BL/6J

小鼠[16-19], 但不同建模方案的小鼠日龄、操作过程和评

价标准不完全一致, 导致实验结果差异较大。此外, 针

对延长生长期活性体内药效学评价方法尚无报道。本

研究通过精密考察不同日龄C57BL/6J雌性小鼠毛囊

周期, 确定用于促毛囊进入生长期模型小鼠的优选日龄

并建立定量评价方法; 同时, 本研究考察并量化蜜蜡脱

毛小鼠皮肤颜色与毛囊周期对应关系, 创新性地建立

了延长毛囊生长期活性评价模型。本研究构建的促毛

囊进入生长期和延长毛囊生长期活性评价模型可为系

统评价受试物质促生发体内药效学提供方法学基础。

材料与方法

实验动物 SPF级雌性C57BL/6J小鼠, 43～53日

龄, 购自北京华阜康生物科技股份有限公司, 许可证编

号 SCXK (京) 2019-0008。实验动物于中国医学科学

院药物研究所SPF级动物房饲养, 12 h明暗循环, 自由

进食饮水。所有动物实验均经过中国医学科学院、北

京协和医学院药物研究所实验动物管理与动物福利委

员会批准 (批准号 : 00001932、00001933、00007786 和

00007787)。

实验试剂 米诺地尔 (上海陶素生物科技有限公

司, 货号 T0451, 批号 158302); 无水乙醇 (北京市广通

精细化工公司 , 批号 20231122); 多聚甲醛 (Sigma-

Aldrich公司, 货号 P6148, 批号MKCM9942); 1,2-丙二

醇 ( 上海麦克林生化科技股份有限公司 , 货号

P815581, 批号 C15611948); 异氟烷 (深圳瑞沃德生命

科技有限公司); 蜜蜡脱毛纸 (薇婷牌 , 货号 3207197, 

批号C230322130)。

实验仪器 单反数码相机 (尼康, 型号D5300); 拍

摄支架 (DIGIPOD, 型号 TR564); R520 移动式小动物

麻醉机 (深圳瑞沃德生命科技有限公司); BS124S电子

分析天平 (德国 Sartorius公司); 电动剃毛器 (HTC 牌, 

型号AT-588)。

考察不同日龄小鼠背部毛囊周期 相同日龄小鼠

按体重随机分为6组, 每组6只。6组小鼠分别于43、45、

47、49、51和53日龄脱毛: 小鼠气麻后, 剃除背部4 cm × 

3 cm区域毛发, 然后对剃毛区蜜蜡脱毛, 拍照记录。

观察小鼠毛发生长 5只 49日龄小鼠气麻后, 剃

除背部 4 cm × 3 cm区域毛发, 每 4天拍照记录小鼠背

部情况。

促毛囊进入生长期活性评价模型 49 日龄小鼠

按体重随机分为 2 组 , 溶剂组 8 只 , 米诺地尔组 6 只。

第 0天, 各组小鼠气麻后剃除背部 4 cm × 3 cm区域毛

发。第 1 天开始 , 每日米诺地尔组小鼠背部外涂

2% (w/v) 米诺地尔溶液 300 μL, 溶剂组外涂等量溶剂 

(乙醇∶水∶丙二醇 = 5∶3∶2, v∶v∶v), 连续 15天。每日称

重, 每 2日背部拍照并计算背部毛发生长评分 (dorsal 

hair growth score)。第16天处死小鼠, 皮肤取材。

背部毛发生长评分 应用 ImageJ 软件依据小鼠

背部皮肤颜色划分区域并统计面积。对各区域评分, 

0 分 : 皮肤呈嫩粉色 ; 1 分 : 皮肤呈浅灰色或灰白色 ; 

2分: 皮肤呈深灰色且未有毛发长出; 3分: 皮肤呈灰黑

色且毛发明显长出。计算各分值皮肤面积占比并加权

求和得到背部毛发生长评分。

蜜蜡脱毛同步化毛囊周期 取 53日龄小鼠 13只。

第 0天,气麻后背部 4 cm × 3 cm区域蜜蜡脱毛。第 1～

15天, 每 2日背部拍照并灰度分析; 第 16～24天, 每日

拍照并灰度分析。第 0天, 随机处死 1只小鼠, 皮肤取

材; 第6～24天, 每2天随机处死1只小鼠, 皮肤取材。

皮肤相对灰度评分 应用 ImageJ 软件计算小鼠

背部中央 3 cm × 2 cm区域灰度, 并计算每只小鼠的相

对灰度评分 (relative grey score), 公式 (1) 如下:

Relative grey scoreDayN
=

Grey valueDayN
− Grey valueDay0

Grey valueDay12
− Grey valueDay0

× 100 (1)

延长毛囊生长期活性评价模型 53 日龄小鼠按
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体重随机分为溶剂组和米诺地尔组 , 每组 5 只。第

0天, 小鼠气麻后背部 4 cm × 3 cm区域蜜蜡脱毛, 拍照

记录。第 8～23 天 , 每日米诺地尔组小鼠背部外涂

2% (w/v) 米诺地尔溶液 300 μL, 溶剂组外涂等量溶剂 

(乙醇∶水∶丙二醇 = 5∶3∶2, v∶v∶v)。第 8～18 天 , 每

2日拍照并灰度分析; 第 18～24天, 每日拍照并灰度分

析。每日称重。

毛囊组织学检查 小鼠背部皮肤组织于 4%多聚

甲醛中固定 24 h, 石蜡包埋, 以 5 μm厚度制备切片, 苏

木素−伊红 (hematoxylin-eosin, H&E) 染色, 镜检。

统计学分析 使用 SPSS 26.0 软件统计分析 , 

GraphPad Prism 10.0软件绘图。结果以均值 ± 标准差 

(mean ± SD) 表示, 组间进行 student's t检验。

结果

1　促毛囊进入生长期活性评价模型

1.1　明确小鼠第一个毛囊周期进入休止期的日

龄 C57BL/6J小鼠是研究毛囊周期的经典实验动物, 

该品系小鼠皮肤颜色因不同毛囊周期阶段的黑色素含

量不同而改变 , 可根据皮肤颜色表征毛囊周期[17]。

C57BL/6J小鼠毛囊周期如图 1A 所示: 生长期毛囊皮

肤为灰黑色, 退行期毛囊皮肤为灰白色, 休止期毛囊皮

肤为嫩粉色[17]。小鼠第一个毛囊周期自 4 周龄开始 , 

为同步化毛发生长, 即全身毛囊周期同步变化; 自第二

个毛囊周期, 小鼠毛囊呈非同步化毛发生长, 也称“波

状毛发生长”[20-23], 促毛发进入生长期模型是利用小鼠

第一个毛囊周期同步化的特点, 以第一个毛囊周期休

止期作为起点考察进入第二个毛囊周期生长期的

进程。

为明确小鼠在第一个毛囊周期进入休止期的准确

日龄 , 本研究观察并记录 43、45、47、49、51 和 53 日龄

C57BL/6J 小鼠背部皮肤颜色。结果显示 (图 1B), 

43 日龄小鼠背部皮肤呈灰黑色 , 提示毛囊处于生长

期; 45～47日龄小鼠背部灰黑色渐褪, 提示毛囊进入

退行期; 49～53日龄小鼠背部为嫩粉色, 提示毛囊处

于休止期。以上结果显示: 43～53日龄小鼠背部颜色

均匀, 无明显区域性色块, 符合第一个毛囊周期同步化

毛发生长特点; 49日龄小鼠背部毛囊均处于休止期。

为明确 49日龄小鼠是否可用于考察毛囊进入第二个

毛囊周期生长期的起点, 本研究进一步考察 49日龄小

鼠从第一个毛囊周期休止期向生长期转化过程。结果

显示 (图 1C), 65～69日龄小鼠背部出现黑色斑块并长

Figure 1　Hair follicle cycle and dorsal skin photographs of female C57BL/6J mice. A: Schematic representation of the hair follicle cycle 

and corresponding skin color changes in female C57BL/6J mice. The 1st hair follicle cycle initiates at postnatal day 28 (P28) and progresses 

synchronously. The 2nd hair follicle cycle exhibits a "wave-like" growth pattern characterized by asynchronized phase transitions. Color-

coded timeline indicates skin color variations corresponding to different hair follicle cycle phases: grayish black (anagen), grayish white 

(catagen), and light pink (telogen); B: Representative dorsal skin photographs of P43−P53 mice after depilation; C: Representative dorsal 

skin photographs of the same mouse from P49 to P89. Corresponding time points are marked as "postnatal days (days after depilation)" 

above each image. The yellow arrows mark the fixed skin region across different time points. M: Morphogenesis; A: Anagen; C: Catagen; T: 

Telogen
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出毛发, 表明小鼠部分休止期毛囊向生长期转化; 其

后, 毛发斑块向四周扩大直至布满背部。小鼠在第二

个毛囊周期转化过程不一致, 为非同步化毛发生长。

需要指出, 先出现皮肤变黑和毛发生长的区域也会早

于其他部位变为嫩粉色 (图 1C, 黄色箭头所示), 即先

进入生长期的毛囊也会先行进入休止期, 形成“波状毛

发生长”[20-23]。上述结果提示, 49 日龄 C57BL/6J 小鼠

可用于构建评价毛囊进入生长期模型。

1.2　促毛囊进入生长期活性评价模型 应用 49日龄

小鼠建模, 背部剃毛, 以 2% (w/v) 米诺地尔为阳性药 

(外涂给药, 每日1次, 连续15天, 图2A), 模型组涂等量

溶剂。结果显示, 模型组小鼠剃毛后前 10天未见毛发

生长 , Day 12 小鼠背部局部出现黑色斑块; Day 14～

16, 出现少量毛发生长 (图 2B)。米诺地尔组小鼠毛发

生长显著快于模型组: Day 6～8, 小鼠背部出现黑色斑

块 , 且斑块面积快速变大并在 Day 12 长出大量毛发 

(图 2B)。毛发生长评分结果显示 (图 2D、E), 米诺地尔

组自Day 6至实验结束, 背部毛发生长评分均显著高

于模型组, 提示米诺地尔可促进休止期毛囊进入生长

期。此外, 不同于图 1C所示的“波状毛发生长”, 米诺

地尔组小鼠黑色斑块在扩大的同时, 未见向嫩粉色转

变, 提示米诺地尔还具有维持生长期潜力。Day 16小

鼠皮肤组织学检测结果显示 (图 2F), 模型组小鼠毛囊

仍处于休止期: 毛囊位于表皮和真皮层, 部分毛干脱

出, 残存毛干根部呈杵状, 毛囊下端具有次级毛胚芽

结构, 毛乳头呈梭状贴附于次级毛胚芽下方, 残存毛

干与外根鞘分离。米诺地尔组毛囊处于生长期: 毛囊

下端深入皮下组织层并紧贴肌肉薄层; 毛球部饱满 , 

Figure 2　Establishment of the model for hair follicle cycle transition evaluation from telogen to anagen. A: Schematic diagram of the 

experimental model; B: Representative dorsal skin photographs of mice of model group and 2% minoxidil group; C: Body weight curves 

over time; D: Schematic illustration and formula for calculating hair growth score; E: Hair growth score of model group and 2% minoxidil 

group; F: Hair follicles histological analysis of two groups on Day 16, showing longitudinal (top panel) and transversal (bottom panel) 

sections. Scale bars are marked at the bottom-left corner of each image. n = 8 (model group), n = 6 (2% minoxidil group), mean ± SD. **P < 

0.01
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毛乳头被毛母质包绕; 毛乳头下端与结缔组织鞘相连

并向外延伸包裹毛囊; 黑色毛干经毛囊漏斗部延伸至

皮肤外。

上述结果提示, 应用处于第一个毛囊周期休止期

的C57BL/6J小鼠建模, 可评价受试物对休止期毛囊进

入生长期的影响, 明确受试物质对毛囊周期影响的时

效关系, 发现促毛囊自休止期进入生长期的活性物质。

2　延长毛囊生长期活性评价模型

延长毛囊生长期活性是以推迟毛囊由生长期进入

退行期作为评价指标, 获得同步化生长期−退行期转

化过程的实验动物是构建模型的前提。蜜蜡脱毛可实

现脱毛区域毛囊同步生长[17]。为明确同步化毛囊自生

长期进入退行期时程, 本研究先考察了蜜蜡脱毛后小

鼠皮肤和毛囊组织形态变化过程, 确定两者对应关系。

图 3A、B为 53日龄小鼠蜜蜡脱毛后 24天内的背部皮

肤颜色和毛囊形态变化: Day 0, 皮肤呈嫩粉色, 毛囊位

于皮肤表皮和真皮层, 处于休止期; Day 6, 皮肤变为浅

灰色, 毛囊毛球膨大并处于皮下组织浅层, 毛乳头呈梭

状被毛母质包裹, 毛母质内出现黑色素颗粒, 毛干未形

成, 为 III～IV期生长期毛囊; Day 8, 皮肤为灰黑色并

长出毛发, 毛囊毛球饱满并深入皮下组织, 毛乳头被毛

母质和结缔组织鞘包裹, 内外根鞘结构明显, 为V～VI

期生长期毛囊; Day 10～16, 皮肤颜色加深, 毛囊仍处

于 VI期生长期; Day 17～18, 小鼠背部皮肤由上至下

依次呈灰粉色、灰白色和灰黑色, 组织学显示近头部的

皮肤毛囊呈杵状毛发样, 下端皱缩并向真皮层移动, 毛

球部结构消失, 毛乳头呈球状并被结缔组织鞘包裹, 为

退行期毛囊 (图 3B, Day 18, i图); 背中央的皮肤毛囊

仍有毛球结构, 体积小于生长期毛囊, 结缔组织鞘增

厚 , 毛干根部与毛乳头分离 , 同为退行期毛囊 (ii 图); 

近尾部的皮肤毛囊仍处于 VI 期生长期 (iii 图); Day 

19～22, 嫩粉色皮肤由颈部向尾部转变, 毛囊结缔组织

鞘退化, 毛乳头处于皮下组织浅层或皮下组织与真皮

的分界线处; Day 24, 皮肤呈均匀嫩粉色, 毛囊形态与

Day 0相同, 毛囊再次回到休止期。上述结果表明, 蜜

蜡脱毛可将休止期毛囊同步化进入生长期, 并在随后

24天内获得一个完整且同步的毛囊周期, 皮肤颜色可

反映毛囊周期的不同阶段 (图 3C), 通过测定背部皮肤

相对灰度即可实现对毛囊周期的量化评价 (图3D)。

本研究利用蜜蜡脱毛同步化毛囊周期的小鼠建

模, 观测毛囊自生长期进入退行期过程。模型以米诺

地尔为阳性药 , 自 Day 8 (毛囊进入生长期 V～VI 期) 

外涂 2% (w/v) 米诺地尔, 每天 1次, 连续 16天 (图 4A), 

模型组外涂等量溶剂。实验结果显示 (图 4B～D): 

Day 8～18, 米诺地尔组与模型组小鼠背部变化一致; 

Day 19, 模型组小鼠颈部和中央皮肤出现嫩粉色, 米诺

地尔组小鼠背部中部皮肤仍为灰黑色, 灰度评分显著

高于模型组 (P < 0.05); Day 20, 米诺地尔组评分仍显

著大于模型组 (P < 0.01), 即米诺地尔可延缓小鼠皮肤

从灰黑色转化为粉色。基于蜜蜡脱毛后皮肤表型与毛

囊周期的对应关系 (Day 18～20为生长期向退行期的

转化阶段 , 图 3B), 提示米诺地尔可延长毛囊生长期

2～3天。

上述结果提示: 利用蜜蜡脱毛小鼠同步化毛囊周

期可建立考察毛囊生长期时程的药理学模型, 该模型

通过考察毛囊从生长期向退行期转化过程, 可评价受

试物对生长期整体时长的影响, 从而获得延长毛囊生

长期活性物质。本模型采用的相对灰度评分量化指定

区域皮肤颜色变化, 结合皮肤表型与毛囊周期对应关

系, 辨析受试物质对毛囊周期的影响。

讨论

毛囊周期异常是脱发的共性, 主要表现为毛囊生

长期快速进入退行期和/或休止期毛囊难以转化为生

长期, 最终导致生长期毛囊占比减少[8,10-12]。增加生长

期在毛囊周期中的占比可实现促进毛发生长的目的, 

包括两种途径: 促进毛囊从休止期进入生长期和延迟

毛囊从生长期进入退行期[12]。本研究对两种促生发途

径小鼠模型进行研究, 首先考察C57BL/6J小鼠毛囊周

期与日龄的关系, 确定实验小鼠日龄和实验时长, 并实

现休止期毛囊向生长期转化的定量评价, 所建模型可

用于发现促毛囊进入生长期活性物质; 本研究还考察

了蜜蜡脱毛同步化小鼠毛囊周期, 明确并量化脱毛后

小鼠皮肤表型和毛囊周期关系, 创新性地构建了评价

毛囊生长期时程模型, 可用于获得延长生长期活性物

质。联用两种模型可综合考量促生发物质对毛囊周期

的影响, 表1总结了两种模型的异同点。

米诺地尔酊剂是临床常用的促毛发生长药物, 市

Table 1　Comparison of two models for trichogenic activities evaluation

Model

Anagen entry

Anagen duration

Purpose

Evaluation of the transition 

from telogen to anagen
Evaluation of the duration of 

anagen

Depilation 

method
Shaving

Beeswax

Observation 

duration
16 days

24 days

Quantification 

approach
Hair growth score

Relative grey score

Positive control & dosage

2% (w/v) minoxidil topical 

treatment 300 μL, qd

Initial treatment

Start on the 1st day 

post-depilation
Start on the 8th day 

post-depilation
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售规格为 2% (w/v) 和 5% (w/v)。研究显示, 米诺地尔

促生发机制与激活毛囊干细胞和毛乳头细胞的 Wnt/

β-catenin信号通路相关[13,14]。本研究采用 2% (w/v) 米

诺地尔酊剂为阳性药, 并在两种模型中均显示较好活

性, 该结果与米诺地尔临床有效性一致。本研究构建

的促毛囊进入生长期和延长毛囊生长期模型可用于促

生发活性物质发现和体内药效学评价, 为促生发保健

品和药物的开发提供方法。

Figure 3　Hair follicle cycle synchronization by beeswax-depilation. A: Representative dorsal skin photographs of the same mouse across 

different days after depilation; B: Histological analysis of hair follicles after depilation. Scale bars are marked at the bottom-left corner of 

each image; C: Schematic representation of synchronized hair follicle cycle after depilation; D: Quantification of dorsal skin color across 

different days after depilation. n = 5, mean ± SD
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