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载度他雄胺纳米囊泡的构建及其在雄激素源性脱发治疗中的

作用机制探究
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摘要: 流行病学显示, 脱发困扰着全球约半数的成年人, 已成为影响大众日常生活的重要健康问题。由于脱发

的病因复杂, 且现有治疗方法有限, 开发高效、安全的治疗方案具有重要临床意义。本研究构建了以蛋黄卵磷脂、油

酸和聚乙二醇 1000维生素E琥珀酸酯为囊材的载度他雄胺 (dutasteride, DUT) 纳米囊泡 (nanovesicles@dutasteride, 

NV@DUT), 旨在增强DUT皮肤渗透和滞留的同时, 兼具抗氧化、抗炎的多重协调作用, 进而提高疗效。NV@DUT

略带乳光 , 粒径约 141.3 ± 0.45 nm, 分散均匀 , 其多分散系数 (polydispersity index, PDI) 为 0.17 ± 0.003, 室温放置

60天, 粒径、PDI无显著变化。相较于游离DUT, NV@DUT中DUT的经皮渗透及皮肤滞留量提高了约 1.7倍。体外

结果显示, NV@DUT具有抗氧化及抗炎活性, 在 500 μg·mL-1时自由基清除率约 50%, 一氧化氮生成抑制率约 50%, 

可以恢复毛囊微环境稳态。此外, NV@DUT在 20 μg·mL-1浓度下可促进人毛乳头细胞 (human dermal papilla cells, 

HDPCs) 和人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells, HUVECs) 的增殖和迁移, 细胞存活率分别为 

(132.67 ± 4.14)%和 (116.64 ± 5.14)%; 迁移率为 (84.68 ± 3.31)%和 (61.87 ± 4.23)%。对其机制进行初步探究发现, 

NV@DUT可上调HDPCs中 β-连环蛋白 (β-catenin)、血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF) 和

胰岛素样生长因子-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1); 下调 II型 5α-还原酶 (type II 5 alpha-reductase, SRD5A2) 的

mRNA表达。NV@DUT可促进雄激素源性脱发 (androgenetic alopecia, AGA) 小鼠毛发再生, 且新生毛发重量、小鼠

皮肤厚度显著高于模型组和游离DUT组。动物实验经中山大学实验动物伦理委员会批准, 且实验均按相关指导原

则和规定进行 (批准号: 2022000828)。综上, NV@DUT通过多机制、多途径抗AGA, 为DUT经皮递送提供了新的

思路。
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Abstract: Epidemiology shows that alopecia afflicts about half of the adult population worldwide and has 

become an important health problem affecting the daily lives of the general public. Due to the complexity of the 

etiology alopecia and the limited number of available treatments, it is important to develop efficient and safe 

treatment options. In this study, dutasteride (DUT) nanovesicles (NV@DUT) with egg yolk lecithin, oleic acid and 

vitamin E polyethylene glycol succinate were constructed, aiming to enhance the skin penetration and retention of 
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DUT while having multiple coordinated effects of antioxidation and anti-inflammation, thereby improving the 

therapeutic effect. NV@DUT has a slightly milky luster, with a particle size of about 141.3 ± 0.45 nm, uniformly 

dispersed, its polydispersity index (PDI) is 0.17 ± 0.003. After 60 days of placement at room temperature with 

small changes in particle size and PDI. Compared with free DUT, the transdermal penetration and skin retention of 

the drug in NV@DUT increased by approximately 1.7 times. In vitro results showed that NV@DUT has antioxidant 

and anti-inflammatory activity. At 500 μg·mL-1 NV@DUT, the scavenging rate of radicals was about 50%, and the 

inhibition rate of nitric oxide production was about 50%, it improves the homeostasis of the hair follicle microenvi‐

ronment. In addition, at 20 μg·mL-1 NV@DUT can promote the proliferation and migration of dermal papilla cells 

(HDPCs) and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs), the cell viability were (132.67 ± 4.14)% and 

(116.64 ± 5.14)%; the migration rates were (84.68 ± 3.31)% and (61.87 ± 4.23)%. A preliminary investigation of its 

mechanism revealed that NV@DUT up-regulate the mRNA expression of β -catenin, vascular endothelial growth 

factor (VEGF), insulin-like growth factor-1 (IGF-1), and down-regulation the mRNA expression of type II 5 alpha-

reductase (SRD5A2). NV@DUT can also promote hair regrowth in mice with androgenetic alopecia (AGA), and 

the weight of the new hair and the thickness of the skin in the mice were higher than those in the model group and 

the DUT group. The animal experiments were approved by the Laboratory Animal Ethics Committee of Sun 

Yat-Sen University, and all experiments were conducted in accordance with relevant guidelines and regulations. 

Approval number: 2022000828. The experimental results show that NV@DUT can treat AGA through multiple 

mechanisms and pathways, providing a new therapeutic strategy for alopecia.
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雄激素源性脱发 (androgenetic alopecia, AGA) 是

一种以雄激素依赖和遗传易感性为基础的常见脱发类

型, 困扰全球约一半的成年人[1]。脱发损害个人形象, 

对患者的生活质量、事业发展等产生负面影响[2]; 并且

与许多精神疾病的发生有关 , 可引起焦虑和抑郁[3]。

研究发现, AGA的主要诱因是睾酮 (testosterone, TTE) 

被 5α -还原酶催化转变为对雄激素受体 (androgen 

receptor, AR) 具有高度亲和力的二氢睾酮 (dihydrotes‐

tosterone, DHT), DHT与 AR结合, 调控人毛乳头细胞 

(human dermal papilla cells, HDPCs) 的基因表达, 破坏

毛乳头 (dermal papilla, DP) 与毛囊细胞之间的信号传

导, 诱导毛囊微型化, 从而引起脱发[4]。血管功能退化

是AGA的另一个重要原因, 毛囊周围血管形成在毛发

生长中起着至关重要的作用。但AGA患者秃发头皮

的血管生成受损导致输送到毛囊细胞中的重要营养物

质、细胞因子和生物活性分子的补充不足, 阻碍了毛囊

从休止期到生长期的转变[5]。此外, 毛囊周围的炎症

也可诱发AGA, 炎症因子会促使毛囊进入退行期, 抑

制毛发生长[6]。氧化应激也参与AGA的发展过程, 过

量的活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 会诱导毛

囊细胞凋亡, 抑制毛囊进入生长期[7]。

目前被美国食品和药物监督管理局 (Food and 

Drug Administration, FDA) 批准用于治疗脱发的药物

有两种: 外用米诺地尔 (minoxidil, MNX) 和口服非那

雄胺 (finasteride, FIN)[8]。但二者均有明显不良反应 , 

外用MNX会出现皮肤刺激、头皮干燥、接触性皮炎等

不良反应[9]。FIN为 II型 5α-还原酶抑制剂, 目前仅用

于治疗男性AGA, 且服药后会产生性功能障碍、男性

乳房发育等不良反应[10]。

度他雄胺 (dutasteride, DUT) 为 I 型和 II 型 5α-还

原酶抑制剂。其对 I 型 5α-还原酶的抑制效力是 FIN

的 100 倍 (IC50 = 0.7 nmol·L-1), 对 II 型 5α-还原酶的抑

制效力约为 FIN 的 3 倍 (IC50 = 0.05 nmol·L-1)[11,12]。因

此 DUT 能有效地阻断 DHT 的生成, 更好地控制脱发

进展。目前已有临床研究证实DUT在脱发治疗中的

卓越疗效, 成为中重度AGA的优选治疗方案[13]。但与

FIN类似, 口服DUT仍然会产生一系列全身不良反应, 

例如性欲减退、抑郁增加和射精障碍等[14]。经皮肤局

部给药, 能避免药物肝脏首过效应, 提高生物利用度, 

减少全身不良反应, 并且在必要时随时终止给药[15,16], 

是脱发治疗的理想给药途径。但局部涂抹药物常受限

于皮肤角质层的屏障作用, 而使用高比例的乙醇、丙二

醇等促渗剂, 容易引起皮肤刺激。因此, 开发高效且安

全的DUT皮肤递送系统可有效提高病患部位药物浓

度, 降低DUT的不良反应, 并提高外用疗法顺应性。

纳米载体可以有效促进药物的经皮渗透, 显著增

加皮肤滞留, 在皮肤中形成药物贮库, 持续释药发挥作

用。同时, 纳米载体还具有毛囊靶向作用, 可以显著提

高目标部位的药物浓度, 进一步提高疗效、降低毒性[17]。

目前已有研究将纳米载体用于DUT的局部递送, 以增

强其局部作用效率, 包括脂质核心纳米胶囊[18]、纳米脂

质载体[19]和氧化铁纳米载体[20]等。然而, AGA作为一
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种多因素介导的复杂疾病, 其发病机制不仅涉及DHT

介导的毛囊微型化, 还包括氧化应激及炎症因子造成

的 HDPCs功能障碍等多个病理环节。若仅单一降低

DHT水平, 而忽视对炎症反应和氧化应激的调控, 难以

阻断多因素共致的毛囊级联损伤, 治疗效果往往有限。

因此, 设计一种多功能纳米递送系统, 在增强DUT皮

肤渗透和滞留的同时, 又兼具抗氧化和抗炎的多重作

用, 使其可以通过多机制协同改善毛囊生存微环境、促

进毛囊功能恢复, 有望显著提升脱发治疗效果。

蛋黄卵磷脂 (egg yolk lecithin, EPC) 是常用的囊

泡载体材料, 与人体皮肤角质层细胞间脂质的组成和

流动性高度相似, 使得由EPC构成的脂质体更容易与

角质层脂质相互作用, 从而有效降低皮肤屏障阻力, 促

进药物在皮肤中的渗透。油酸 (oil acid, OA) 是常见的

化学促渗剂, 并且通过增加细胞脂质双分子层的流动

性, 增强药物的皮肤渗透行为。有研究表明, 在脂质体

中加入OA, 可显著提高药物在毛囊中的滞留量[21]。以

上系统加入聚乙二醇 1000维生素E琥珀酸酯 (vitamin 

E polyethylene glycol succinate, TPGS) 不仅可以大大

增强囊泡的结构稳定性[22], 还可以使囊泡具备抗氧化、

抗炎作用[23], 有效改善毛囊微环境的稳态。

本研究使用乙醇注入法, 以EPC、TPGS、OA为囊材

共同构建载DUT的纳米囊泡 (nanovesicles@dutasteride, 

NV@DUT, 图 1A)。NV@DUT 具有类似细胞膜的稳

定双分子层结构, 能够促进DUT在皮肤中的渗透和滞

留, 改善毛囊微环境, 促进HDPCs和人脐静脉内皮细

胞 (human umbilical vein endothelial cells, HUVECs) 的

增殖和迁移, 上调毛发生长相关正向调节因子的表达, 

具有促毛发生长作用 (图1B)。

材料与方法

试剂 EPC (S30871, 上海源叶生物科技有限公

司); DUT (G2102211, 上海阿拉丁生化科技股份有限公

司); TPGS、OA、MNX (V819469、L812256、M831481, 

上海麦克林生化科技股份有限公司); 脂多糖 (lipopoly‐

saccharide, LPS, L2630, Sigma-Aldrich 公司); DMEM

高糖培养基 (C11995500BT)、胎牛血清购自Gibco公司; 

内皮细胞培养基 (1001, ScienCell公司); Color All-in-one

逆转录试剂盒、Tissue RNA Purification Kit PLUS和 2×

Color SYBR Green qPCR 预混液购自 EZBioscience 公

司; 玉米油 (ST1177, 碧云天生物技术有限公司); 其他

试剂皆为分析纯。

仪器 集热式恒温加热磁力搅拌器 (DF-101S, 予

华仪器有限责任公司); 透射电子显微镜 (JEM-1400, 

JEOL); 多功能酶标仪 (Synergy H1, BioTek); 细胞成像

系统 (EVOS FL Auto, Life Technologies); 共聚焦激光

扫描显微镜 (Olympus); CO2细胞培养箱 [HF90 (HT), 

Heal Force]。

Figure 1　Schematic of NV@DUT structure and mechanisms. A: Schematic of the construction of NV@DUT; B: The action mechanisms 

of NV@DUT for alopecia therapy. NV@DUT: Nanovesicles @ dutasteride; HDPCS: Human dermal papilla cells; VEGF: Vascular endothe‐

lial growth factor; IGF-1: Insulin-like growth factor-1; SRD5A2: Type II 5 alpha-reductase
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细胞 HDPCs (无锡欣润生物科技有限公司); 小

鼠单核巨噬细胞白血病细胞 (RAW264.7, 中山大学实

验动物中心); HUVECs (中山大学实验动物中心)。

动物 C57BL6小鼠 (5～6周龄), 购自中山大学实

验动物中心 [动物生产许可证号: SCXK (粤) 2016-0029], 

饲养于 SPF 级环境 , 所有实验动物均自由饮水进食。

所有的动物实验操作均符合动物伦理审查委员会的规

定, 批准号: 2022000828。

NV@DUT 的制备与表征 以乙醇注入法制备

NV@DUT, DUT、EPC、TPGS 及 OA 以 0.105∶4∶1∶2 的

比例溶解于乙醇, 于 60 ℃, 1 000 r·min-1磁力搅拌下缓

慢注入去离子水中。搅拌 15 min, 超声 15 min 即得。

纳米粒的粒径和粒径分布通过Zetasizer Nano ZS90测

量。此外, 使用透射电子显微镜 (transmission electron 

microscope, TEM) 评估 120 kV下NV@DUT的形态特

征。通过粒径和多分散系数 (polydispersity index, PDI) 

的变化来评估纳米粒的稳定性。

使用离心超滤法测定 NV@DUT 包封率 , 通过高

效液相色谱 (high-performance liquid chromatography, 

HPLC) 分析NV@DUT的药物浓度。色谱柱为XB-C18 

(Waters, 250 mm × 4.6 mm, 5 μm), 流动相为乙腈/0.1%

氨水 (80∶20, v/v), 流速为 1.0 mL·min-1,  DUT的检测波

长为 220 nm。包封率 (encapsulation efficacy, EE) 及载

药量 (drug loading, DL) 分别根据公式 (1) 和 (2) 计算:

EE (%) = (1 − W 游离/W 总) × 100% (1)

DL (%) = (W总 − W游离)/(W总脂质 + W总 − W游离) × 100%

(2)

其中 , 式中 W 游离为脂质体中未包封的药物含量; 

W 总为总药物含量; W 总脂质为总的脂质含量。

体外透皮实验 将离体大鼠腹部皮肤固定在Franz

扩散池上 (有效渗透面积为 3.14 cm2)。将含 100 μg 

DUT的NV@DUT及DUT溶液加入给药池 (n = 3), 在

接收池中加入 7.5 mL的接收液 (含 30%乙醇的生理盐

水), 以 250 r·min-1搅拌, 恒温 32 ± 0.5 ℃。分别于 1、2、

4、6、8、12、24 h 取样 1 mL, 并补充等体积的接收液。

样品经 0.22 μm 的微孔滤膜过滤后 , 通过 HPLC 测定

DUT的累积释放量。

处理24 h后, 收集各组皮肤, 将皮肤切成小块, 加入

1 mL乙腈, 超声提取皮肤中的药物。上清液经0.22 μm

的微孔滤膜过滤后, 测定DUT的含量, 分析其皮肤滞

留量。

抗氧化活性评价

DPPH 自由基清除的测定 取 50 μL DUT、NV、

NV@DUT ( 质量浓度为 50～500 μg·mL-1), 再加入

0.1 mmol·L-1 DPPH乙醇溶液 150 μL (n = 3), 混匀后室

温避光反应 30 min。以乙醇代替样品溶液作为调零

组, 蒸馏水代替样品溶液作空白对照, 同质量浓度梯度

维生素 C (vitamin C, VC) 作阳性对照, 每个浓度平行

操作 3次, 取平均值。用酶标仪测定 510 nm处的吸光

度值, 计算DPPH的清除率。

•OH 自由基清除的测定 取 50 μL 的 DUT、NV、

NV@DUT (质量浓度为 50～500 μg·mL-1), 依次加入

9 mmol·L-1 FeSO4 溶液 50 μL, 9 mmol·L-1 水杨酸溶液

50 μL, 8.8 mmol·L-1 H2O2 50 μL (n = 3), 混匀后室温避

光反应 30 min。蒸馏水代替样品溶液作调零, 蒸馏水

代替H2O2作为空白对照, 同质量浓度梯度VC作阳性

对照, 每个浓度平行操作 3次, 取平均值。用酶标仪测

定517 nm处的吸光度值。计算•OH的清除率。

ABTS自由基的清除的测定 将 7 mmol·L-1 ABTS

溶液与 2.45 mmol·L-1 过硫酸钾溶液按 1∶1的比例混合

均匀 , 室温避光静置 12 h (过夜), 制得 , 使用前 , 将

ABTS+储备液用 PBS 稀释至 734 nm 处的吸光度值为

0.70 ± 0.05, 获得ABTS+工作液。取50 μL的DUT、NV、

NV@DUT (质量浓度为50～500 μg·mL-1), 再加入ABTS+

工作液 200 μL (n = 3), 混匀后室温避光反应 30 min。

以蒸馏水作调零, 蒸馏水代替样品溶液作空白对照, 同

质量浓度梯度VC作阳性对照, 每个浓度平行操作3次, 

取平均值。用酶标仪测定 734 nm处的吸光度值, 计算

ABTS的清除率。

体外抗炎活性 RAW264.7细胞以每孔1×104个细

胞的密度接种于 96孔板中。细胞贴壁后, 除阴性对照

组外, 其余各组以 2 μg·mL-1的 LPS诱导炎症模型, 同

时分别给予DUT、NV或NV@DUT (150～500 μg·mL-1), 

于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h (n = 6)。DMEM

组为空白对照组, LPS组为模型组。使用 Griess法检

测一氧化氮 (nitric oxide, NO) 含量。

细胞摄取实验 为考察纳米囊泡载体在 HDPCs

中的摄取情况 , 使用亲脂性绿色荧光染料香豆素 6 

(coumarin 6, C6) 模拟亲脂性药物制备载C6的纳米囊

泡 (NV@C6), 分别考察不同时间下纳米囊泡的 C6在

细胞中的分布情况。收集对数生长期的HDPCs细胞, 

以每皿 1×104个细胞的密度接种于 35 mm激光共聚焦

专用小皿中, 待细胞过夜贴壁后, 分别加入含游离C6

及NV@C6的新鲜培养基与细胞共同孵育 2、4、8、12 h 

(n = 3)。除去培养基, PBS溶液洗涤。用 4%多聚甲醛

固定 15 min, PBS溶液洗涤。随后使用DAPI溶液染色

15 min, PBS溶液洗涤。置于激光扫描共聚焦显微镜 

(confocal laser scanning microscope, CLSM) 下观察细

胞摄取情况。

细胞增殖检测 将 HDPCs和 HUVECs分别以每
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孔 3.0×103和 5.0×103个的密度接种于 96孔板中。待细

胞贴壁后 , 分别加入不同浓度的 MNX、DUT、NV 和

NV@DUT 溶液 (n = 6), 继续培养 24 h, 并使用 CCK8

法评估不同制剂对HDPCs和HUVECs增殖的影响。

细胞迁移实验 通过划痕实验评估NV@DUT对

细胞迁移的影响。将对数期的 HDPCs和 HUVECs接

种于 6孔板中, 待孔板中细胞融合长满至 80%～90%。

使用 200 μL的无菌枪头在细胞单层上垂直轻压画出

划痕 , 然后用 PBS 洗涤。每孔加入含有 MNX、DUT、

NV和NV@DUT的培养基, 以空白培养基作为对照组 

(n = 3)。孵育 48 h, 在 0、24、48 h使用细胞成像系统对

细胞的迁移情况进行观察及拍摄, 并使用 ImageJ量化

划痕区域和愈合率。

促生发机制考察 将HDPCs以每孔 2×105的密度

接种在 6 孔板中。加入含有药物的培养基处理 24 h

后, 移去样品溶液。随后, 用RNA提取试剂盒提取细

胞总mRNA, 然后用逆转录试剂盒反转录成 cDNA, 使

用 SYBR Green PCR试剂盒进行定量 PCR。采用实时

荧光定量 PCR (RT-qPCR) 考察给予药物后, 毛发生长

相关基因 β-连环蛋白 (β-catenin)、血管内皮生长因子 

(vascular endothelial growth factor, VEGF)、胰岛素样生

长因子-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1)、II型 5α-

还原酶 (type II 5 alpha-reductase, SRD5A2) 在 HDPCs

中的表达水平 (n = 3)。引物序列如表1所示。

AGA 模型的构建与评价 以 C57BL/6 雄性小鼠

为模型动物 , 通过皮下注射丙酸睾酮 (testosterone 

propionate, TTP) 玉米油溶液每天每只 1 mg, 连续注

射 20 天构建小鼠 AGA 模型。以未注射 TTP 的正常

C57BL/6 为空白对照组 (control), 将造模的小鼠随机

分为 3组 (n = 5)。根据分组情况分别在各组小鼠背部

每天涂抹 200 μL 相应药液进行处理 , 其中空白对照

组和模型组局部应用生理盐水, 治疗组分别局部应用

5 mg·mL-1 DUT和NV@DUT (含 5 mg·mL-1 DUT)。随

后, 于第 0、15、25、30、40、50、60、65和 70天拍摄每组小

鼠的照片, 记录小鼠体重、背部皮肤颜色变化及毛发再

生情况。实验结束后, 收集小鼠新生毛发并称重。

皮肤组织切片与评价 取背部脱毛区域的皮肤, 

锡纸包裹后用 4%多聚甲醛固定。随后使用石蜡包埋

组织 , 切片 , 进行苏木精和伊红 (hematoxylin and 

eosin, H&E) 染色。切片使用细胞成像系统进行观察, 

并拍摄图像, 采用 Image J软件测量皮肤厚度。

统计学分析 所有数据均以均值 ± 标准差 (mean ± 

SD) 表示。通过One-way ANOVA进行差异分析, 然后

使用 GraphPad Prism 9 进行 Tukey 多重比较检验, P < 

0.05表示有统计学意义。

结果与讨论

1　NV@DUT的制备与表征

NV@DUT 略带蓝色乳光 , 没有沉淀 (图 2A); 粒

径、PDI、ζ电位, 分别为 141.3 ± 0.45 nm、0.17 ± 0.003、 

 −24.5 ± 0.023 mV。TEM结果表明, NV@DUT形状大

致为球形 (图 2B)。经测定, NV@DUT中DUT载药量

为 (1.27 ± 0.04)%, 包封率为 (98.3 ± 0.01)%。在室温

放置 60天后 (图 2C), 其粒径和 PDI无显著性变化, 稳

定性较好。

体外透皮实验结果 (图 2D、E) 显示, 处理 24 h后, 

Table 1　DNA sequence of primer pairs used for RT-qPCR in human dermal papilla cells (HDPCs). GADPH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; VEGF: Vascular endothelial growth factor; IGF-1: Insulin-like growth factor-1; SRD5A2: Type II 5 alpha-reductase

Gene
GAPDH

β-Catenin

VEGF

IGF-1

SRD5A2

Forward primer
TGAAGGTCGGAGTCAACGG

CATCTACACAGTTTGATGCTGCT

AGGGCAGAATCATCACGAAGT

GCTCTTCAGTTCGTGTGTGGA

CGGTTTAGCTTGGGTGTCTTC

Reverse primer
TGGAAGATGGTGATGGGAT

GCAGTTTTGTCAGTTCAGGGA

AGGGTCTCGATTGGATGGCA

GCCTCCTTAGATCACAGCTCC

CCGAGGAAATTGGCTCCAGAA

Figure 2　Preparation and characterization of NV@DUT. A: Physical appearance; B: Transmission electron microscope (TEM) image of 

NV@DUT; C: Changes in particle size and PDI after 60 days of placement; D: Cumulative penetration of NV@DUT or DUT; E: Content of 

DUT retained in the skin after treatment with NV@DUT or DUT. DUT: Dutasteride; PDI: Polydispersity index. n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001
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NV@DUT和游离的DUT的单位面积药物累积渗透量

分别为27.95 ± 4.36和16.77 ± 3.44 μg·cm-2。药物在皮肤

中的滞留量分别为 12.91 ± 0.40和 7.76 ± 0.42 μg·cm-2。

结果表明, DUT作为脂溶性药物, 直接使用难以透过

皮肤屏障, 而将其载入纳米载体后, 其药物经皮渗透率

及皮肤滞留量提高了约1.7倍 (P < 0.001)。

2　体外抗氧化和抗炎作用

研究表明, 过量 ROS会破坏毛囊的防御能力, 使

HDPCs功能失调, 加重毛囊萎缩[24]。具有抗氧化功能的

疗法可以消除ROS对毛囊的负面影响, 辅助AGA治疗。

通过自由基清除实验来研究 NV@DUT 的抗氧

化活性。如图 3A所示, DUT对 DPPH的清除率较低, 

即使在 500 μg·mL-1时也显示出较弱的活性。而 NV

和 NV@DUT 具有浓度依赖性的 DPPH 清除效应 , 在

500 μg·mL-1 时对 DPPH 的清除率分别达到 (41.48 ± 

3.46)%和 (51.25 ± 1.59)%, 显著高于 DUT 组。此外 , 

NV@DUT和NV对 ·OH和ABTS也具有一定清除能力 

(图 3B、C), 在 500 μg·mL-1时对 ·OH 的清除率分别是 

(40.46 ± 2.11)%和 (41.49 ± 3.27)%, 对ABTS的清除率

分别是 (50.69 ± 1.13)%和 (47.39 ± 4.19)%。表明NV和

NV@DUT具有一定的抗氧化活性, 可能是因为TPGS

和EPC提供了抗氧化作用。NV@DUT的抗氧化能力

可以缓解过度氧化应激对毛囊的损害。

炎症是造成脱发的另一诱因, 研究发现一些炎症

细胞因子参与了毛囊退化过程, 因此抗炎药物也被用于

治疗脱发[25]。NO是一种参与AGA炎症的细胞因子, 能

破坏毛囊结构, 诱导DP细胞凋亡。因此, 使用LPS诱

导RAW264.7炎症细胞模型, 采用Griess试剂测定细胞

上清液中的NO水平, 来评价NV@DUT的抗炎能力。

经LPS刺激后, RAW264.7细胞的NO水平显著升高, NO

水平是 30.32 ± 1.37 μmol·L-1。与此相反, 经DUT、NV

和NV@DUT治疗后, NO水平下降。在500 μg·mL-1时, 

DUT、NV、NV@DUT组细胞的NO水平分别是 21.29 ± 

1.64、18.99 ± 0.14、15.52 ± 0.27 μmol·L-1, 其中 NV 和

NV@DUT组具有显著抑制NO的活性, 且抑制能力强

于DUT组, 表现出一定的NO抑制作用, 说明其具有潜

在的抗炎作用 (图3D)。

3　细胞摄取实验

选择C6作为模拟疏水药物的荧光探针, 通过CLSM

评估NV@C6在HDPCs中的细胞摄取能力。如图 4A

所示, 孵育 2 h后, 在游离C6和NV@C6组均观察到C6

的绿色荧光 , 但游离 C6 组的绿色荧光强度较弱 , 而

NV@C6组的绿色荧光较强, 说明同一时间内NV@C6

相比于游离C6被细胞摄取更多。在孵育 12 h后, 可发

Figure 3　In vitro antioxidant and anti-inflammatory activities. A: Ability of various agents to scavenge DPPH; B: Ability of various agents 

to scavenge ·OH; C: Ability of various agents to scavenge ABTS free radicals. n = 3, 
-
x ± s; D: Ability of various agents to inhibit NO 

production. NV: Nanovesicles; VC: Vitamin C. n = 6, 
-
x ± s
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现游离C6组绿色荧光逐渐消失, 而NV@C6组的绿色

荧光仍然很明显。因此 , 与游离 C6 相比 , HDPCs 对

NV@C6的摄取更快, 且滞留时间更长, 表明NV可以

增强HDPCs对内载药物的摄取。

4　体外促进HDPCs增殖、迁移和调节基因表达

HDPCs在毛发再生和循环中起着至关重要的作

用, 在生长期, HDPCs大量增殖并向真皮层迁移, 形成

新毛囊 , 因此药物对 HDPCs 活力和迁移能力的影响

是促生发活性的重要评价指标[26,27]。如图 4B所示, 在

500 μg·mL-1 的质量浓度下 , 各组细胞存活率均大于

80%, 说明具有良好的细胞安全性。当药物质量浓度

为 20 μg·mL-1时, NV和 NV@DUT组的细胞存活率分

别为 (130.29 ± 4.21)%和 (132.67 ± 4.14)%, 高于游离

DUT组 (109.636 ± 5.48)%及阳性对照 MNX (119.62 ± 

Figure 4　In vitro impact on HDPCs. A: Cell uptake of free C6 and NV@C6 co-incubated with HDPCs for 2, 4, 8, and 12 h. Scale bar = 40 μm; 

B: Cell proliferation of HDPCs after treatment with different agents. n = 6, 
-
x ± s; C: Quantitative analysis of HDPCs migration rate. n = 3, 

-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control; ##P < 0.01, ####P < 0.000 1 vs MNX; △△P < 0.01, △△△△P < 0.000 1 vs DUT; D: 

Representative images of HDPCs migration. Scale bar = 1 000 μm. C6: Coumarin 6; MNX: Minoxidil
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4.31)%。说明NV和NV@DUT促进HDPCs增殖的作

用强于游离DUT和MNX。

MNX、DUT、NV和NV@DUT对HDPCs迁移的影

响如图 4C、D所示。药物处理 24 h后, 各组细胞划痕

均略有闭合, 相对迁移面积无明显差异。在处理 48 h

后, 细胞划痕进一步减少, NV 和 NV@DUT组在促进

细胞迁移方面显示出显著的效果, 相对迁移面积分别

为 (82.36 ± 3.18)%和 (84.68 ± 3.31)%。显著高于游离

DUT组 (53.27 ± 2.36)%和MNX组 (57.76 ± 6.83)%, 说

明游离DUT和MNX对细胞迁移的促进能力弱于NV

和NV@DUT。

5　HDPCs中的基因表达

毛发生长和毛囊的发育和循环涉及不同的信号

通路 , 其中 Wnt/β -catenin 信号通路是控制毛发生长

及周期循环的关键通路之一; β-catenin的激活有助于

促进毛囊从休止期向生长期转变, 以及增加毛发再生

相关基因的表达[28]。此外, 在毛发生长期间, VEGF的

表达与毛囊周围的血管形成有关, 有利于毛发的生成。

此外, IGF-1可以刺激毛囊从休止期过渡到生长期, 维

持生长期并延长毛干[29,30]。在 AGA 的头皮组织中 , 

SRD5A2在HDPCs中被过度激活, 将TTE转化为高活

力的DHT, DHT与AR结合引起脱发。因此研究了NV

和 NV@DUT 对 HDPCs 中 β -catenin、VEGF、IGF-1 和

SRD5A2的mRNA水平的影响。如图5所示, 与未经药

物处理的阴性对照相比, 药物治疗组均不同程度地上

调 β-catenin、VEGF 和 IGF-1 的表达。其中 NV@DUT

上调作用显著高于MNX和DUT组。此外, NV@DUT

可显著下调 SRD5A2的 mRNA表达水平。结果表明, 

NV@DUT可以上调HDPCs中毛发生长相关正性调节

因子的相对 mRNA 水平 , 这有利于 HDPCs 诱导毛囊 

(hair follicle, HF) 生长, 延长毛发生长期; 下调HDPCs

中SRD5A2, 有利于减少TTE向DHT的转化。

6　体外促进HUVECs增殖、迁移

促进毛囊周围血管生成能为毛囊提供生长所需物

质基础, 是AGA的一种有前途的治疗策略[31]。通过考

察NV@DUT对HUVECs细胞增殖、迁移的影响, 评估

了其促血管生成能力。不同浓度下 MNX、DUT、NV

和 NV@DUT 对 HUVECs 的细胞毒性结果如图 6A 所

示, DUT在 100 μg·mL-1的质量浓度下, 对 HUVECs具

有一定细胞毒性 , 细胞存活率为 (72.24 ± 4.52)%, 而

NV@DUT在此浓度下, 细胞存活率为 (81.43 ± 4.42)%, 

说明载入NV@DUT后DUT的细胞毒性减弱, 20 μg·mL-1

浓度下HUVECs细胞存活率为 (116.64 ± 5.14)%, 且当

药物浓度为10 μg·mL-1时NV和NV@DUT组的细胞存

活率分别为 (127.33 ± 8.66)%及 (128.445 ± 5.70)%, 高

于游离 DUT 组 (97.59 ± 2.24)%和阳性对照 MNX 组 

(120.02 ± 3.68)% , 表明 NV@DUT 具有良好的促进

HUVECs细胞增殖的作用。

考察不同药物对HUVECs细胞迁移影响, 结果如

图 6B、C 所示。随着时间变化, 细胞划痕面积逐渐缩

小, 药物处理 48 h后, MNX、DUT、NV及NV@DUT组

的细胞相对迁移率分别为 (52.94 ± 2.41)%、(40.33 ± 

2.95)%、(61.94 ± 4.73)%及 (61.87 ± 4.23)%, 说明NV和

NV@DUT组也可以显著促进HUVECs的迁移。

7　AGA模型小鼠的毛发再生情况

为了探讨NV@DUT在动物水平促毛发生长的效

果 , 采用皮下注射 TTP 的方式 , 构建了 C57BL/6 小鼠

AGA模型; 治疗方案如图 7A所示, C57BL/6小鼠背部

皮肤颜色与其毛发生长阶段保持同步。毛囊处于休止

期的C57BL/6小鼠的背部皮肤颜色呈粉红色, 随着生

长期的开始, 背部颜色会逐渐变黑。如图 7B所示, 所

有小鼠脱毛后, 即给药第 0天, 背部皮肤颜色为均一粉

红色, 说明小鼠背部毛囊都处于休止期。在给药的第

25天, 对照组中部分小鼠的局部皮肤变黑, 生长出毛

发。而模型组在 40 天时 , 小鼠背部皮肤仍无毛发长

出, 说明AGA小鼠模型造模成功。NV@DUT组在给

药第 40 天后小鼠背部皮肤部分变黑 , 并开始生长毛

发。第 70天, NV@DUT组新生毛发几乎完全覆盖皮

Figure 5　Levels of mRNA expression in HDPCs. A: β-Catenin; B: VEGF; C: IGF-1; D: SRD5A2. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001, 

****P < 0.000 1 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs MNX; △P < 0.05, △△△P < 0.001, △△△△P < 0.000 1 vs DUT
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肤, 覆盖面积大于游离DUT组和模型组。

在整个实验周期内, 小鼠体重无明显变化 (图 7C), 

且背部皮肤无红斑、水肿或坏死, 表明各给药组具有较

好的皮肤安全性。实验结束后, 收集各组小鼠背部相

同面积下的新生毛发并称重, 如图 7D所示, NV@DUT

组的毛发重量显著重于其余各组。

对各组小鼠背部皮肤组织切片及通过 Image J定

量分析, 结果如图7E、F所示, 模型组皮肤厚度显著薄于

其他各组, 且毛囊数量较少。经药物治疗后, 小鼠皮肤

增厚, 毛囊数量增多。其中NV@DUT组的皮肤厚度、

毛囊数量均高于游离 DUT 组。综上表明, NV@DUT

可促进AGA小鼠毛发再生, 效果优于游离DUT。

结论

鉴于AGA发病机制的复杂性及多因素协同作用

特点, 基于单一机制的制剂往往难以达到理想的疗效, 

亟待开发多机制协同干预的递药系统。本研究成功构

建了基于 AGA 多重病因的载度他雄胺纳米囊泡

NV@DUT, 该载体具备优异的皮肤渗透性与滞留性, 

可以有效地将 5α-还原酶抑制剂DUT递送到皮肤并延

长其在皮肤中的滞留, 实现持续释药发挥疗效。由于

TPGS还具有一定的抗氧化、抗炎活性, 因此载药囊泡

还可降低氧化应激水平与炎症反应, 调节毛囊微环境

稳态。结果证明, NV@DUT能够显著促进 HDPCs和

HUVECs的增殖和迁移, 其促增殖和迁移作用强于游

离DUT。载药囊泡也可同时上调HDPCs中 β-catenin、

VEGF、IGF-1 的 mRNA 表达 , 下调 SRD5A2 的 mRNA

表达; 在AGA小鼠模型中, NV@DUT组小鼠背部的新

生毛发覆盖率、新生毛发重量、小鼠皮肤厚度均大于游

离 DUT 组和模型组 , 展现出优良的 AGA 治疗效果。

综上, NV@DUT 可通过多靶点、多途径协同机制, 为

AGA治疗提供了新的思路。

Figure 6　In vitro impact on HUVECs. A: Cell proliferation of HUVECs after treatment with different agents. n = 6, 
-
x ± s; B: Quantitative 

analysis of HUVECs migration rate. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs control; ##P < 0.01 vs MNX; △△△△P < 0.000 1 vs DUT; C: 

Representative images of HUVECs migration. Scale bar = 400 μm. HUVECs: Human umbilical vein endothelial cells

·· 939



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2026, 61(3): 931−941

作者贡献: 俞颖君负责实验开展、数据分析、文章撰写与

修改完善; 叶索珍负责实验开展和资料收集; 孙莹莹负责对

文章正文进行修改完善; 胡海燕负责修改完善文章及指导写

作; 张雪飞负责设计并完善文章架构、指导写作及研究经费

支持。

利益冲突: 本文所有作者声明不存在利益冲突关系。

References

[1] Heymann WR. The inflammatory component of androgenetic 

alopecia [J]. J Am Acad Dermatol, 2022, 86: 301-302.

[2] Huang CH, Fu Y, Chi CC. Health-related quality of life, depres‐

sion, and self-esteem in patients with androgenetic alopecia: A 

systematic review and meta-analysis [J]. JAMA Dermatol, 2021, 

157: 963-970.

[3] Deng YQ, Wang MX, He YX, et al. Cellular senescence: Ageing 

and androgenetic alopecia [J]. Dermatology, 2023, 239: 533-541.

[4] Owecka B, Tomaszewska A, Dobrzeniecki K, et al. The 

hormonal background of hair loss in non-scarring alopecias [J]. 

Biomedicines, 2024, 12: 513.

[5] Yang WL, Lv YD, Wang BB, et al. Polydopamine synergizes with 

quercetin nanosystem to reshape the perifollicular microenviron‐

ment for accelerating hair regrowth in androgenetic alopecia [J]. 

Nano Lett, 2024, 24: 6174-6182.

Figure 7　In vivo evaluation of promoting hair growth in AGA mice by different formulations. A: Schematic diagram of the establishment 

of AGA model and mice treatment schedule; B: Photographs of AGA mice; C: Body weight of mice; D: The weight of regenerated hair; E: 

Skin thickness; F: Hematoxylin and eosin (H&E) staining images. Scale bar = 400 μm. n = 5, 
-
x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs control; 

&&&&P < 0.000 1 vs model; △△P < 0.01, △△△P < 0.001 vs DUT

·· 940



俞颖君等: 载度他雄胺纳米囊泡的构建及其在雄激素源性脱发治疗中的作用机制探究

[6] Xing Z, Zhang XX, Zhao C, et al. Microenvironment-responsive 

recombinant collagen XVII-based composite microneedles for 

the treatment of androgenetic alopecia [J]. Acta Biomater, 2025, 

200: 400-415.

[7] Zhang CH, Yu YX, Shi SG, et al. Machine learning guided 

discovery of superoxide dismutase nanozymes for androgenetic 

alopecia [J]. Nano Lett, 2022, 22: 8592-8600.

[8] Mirmirani P, Fu J. Diagnosis and treatment of nonscarring hair 

loss in primary care in 2021 [J]. JAMA, 2021, 325: 878-879.

[9] Suchonwanit P, Thammarucha S, Leerunyakul K. Minoxidil and 

its use in hair disorders: A review [J]. Drug Des Devel Ther, 

2019, 13: 2777-2786.

[10] Ho RS. Ongoing concerns regarding finasteride for the treatment 

of male-pattern androgenetic alopecia [J]. JAMA Dermatol, 

2021, 157: 25-26.

[11] Clark RV, Hermann DJ, Cunningham GR, et al. Marked suppres‐

sion of dihydrotestosterone in men with benign prostatic hyper‐

plasia by dutasteride, a dual 5α -reductase inhibitor [J]. J Clin 

Endocrinol Metab, 2004, 89: 2179-2184.

[12] Saceda-Corralo D, Domínguez-Santas M, Vañó-Galván S, et al. 

What's new in therapy for male androgenetic alopecia? [J]. Am J 

Clin Dermatol, 2023, 24: 15-24.

[13] Gupta AK, Venkataraman M, Talukder M, et al. Relative efficacy 

of minoxidil and the 5- α reductase inhibitors in androgenetic 

alopecia treatment of male patients: A network meta-analysis [J]. 

JAMA Dermatol, 2022, 158: 266-274.

[14] Noor NM, Abdul-Aziz A, Sheikh K, et al. In vitro performance 

of dutasteride-nanostructured lipid carriers coated with lauric 

acid-chitosan oligomer for dermal delivery [J]. Pharmaceutics, 

2020, 12: 994.

[15] Sudhakar K, Fuloria S, Subramaniyan V, et al. Ultraflexible 

liposome nanocargo as a dermal and transdermal drug delivery 

system [J]. Nanomaterials (Basel), 2021, 11: 2557.

[16] Labie H, Blanzat M. Hydrogels for dermal and transdermal drug 

delivery [J]. Biomater Sci, 2023, 11: 4073-4093.

[17] Khezri K, Saeedi M, Maleki Dizaj S. Application of nanoparti‐

cles in percutaneous delivery of active ingredients in cosmetic 

preparations [J]. Biomed Pharmacother, 2018, 106: 1499-1505.

[18] Ushirobira CY, Afiune LAF, Pereira MN, et al. Dutasteride nano‐

capsules for hair follicle targeting: Effect of chitosan-coating and 

physical stimulus [J]. Int J Biol Macromol, 2020, 151: 56-61.

[19] Noor NM, Sheikh K, Somavarapu S, et al. Preparation and char‐

acterization of dutasteride-loaded nanostructured lipid carriers 

coated with stearic acid-chitosan oligomer for topical delivery 

[J]. Eur J Pharm Biopharm, 2017, 117: 372-384.

[20] Afiune LAF, Ushirobira CY, Barbosa DPP, et al. Novel iron 

oxide nanocarriers loading finasteride or dutasteride: Enhanced 

skin penetration for topical treatment of alopecia [J]. Int J 

Pharm, 2020, 587: 119709.

[21] Salim S, Kamalasanan K. Controlled drug delivery for alopecia: 

A review [J]. J Control Release, 2020, 325: 84-99.

[22] Yan HX, Du XY, Wang RJ, et al. Progress in the study of D-α - 

tocopherol polyethylene glycol 1000 succinate (TPGS) reversing 

multidrug resistance [J]. Colloids Surf B Biointerfaces, 2021, 

205: 111914.

[23] Tu QQ, Jiang D, Hu RC, et al. An injectable CS-hydrogel incor‐

porating TPGS for cartilage repair [J]. Mater Des, 2024, 241: 

112894.

[24] Shimizu Y, Ntege EH, Sunami H, et al. Regenerative medicine 

strategies for hair growth and regeneration: A narrative review of 

literature [J]. Regen Ther, 2022, 21: 527-539.

[25] Wisuitiprot V, Ingkaninan K, Chakkavittumrong P, et al. Effects 

of Acanthus ebracteatus Vahl. extract and verbascoside on 

human dermal papilla and murine macrophage [J]. Sci Rep, 

2022, 12: 1491.

[26] Madaan A, Verma R, Singh AT, et al. Review of hair follicle 

dermal papilla cells as in vitro screening model for hair growth 

[J]. Int J Cosmet Sci, 2018, 40: 429-450.

[27] Nilforoushzadeh MA, Aghdami N, Taghiabadi E. Effects of 

adipose-derived stem cells and platelet-rich plasma exosomes on 

the inductivity of hair dermal papilla cells [J]. Cell J, 2021, 23: 

576-583.

[28] Choi BY. Targeting Wnt/β -catenin pathway for developing 

therapies for hair loss [J]. Int J Mol Sci, 2020, 21: 4915.

[29] Abdin R, Zhang YS, Jimenez JJ. Treatment of androgenetic 

alopecia using PRP to target dysregulated mechanisms and 

pathways [J]. Front Med (Lausanne), 2022, 9: 843127.

[30] Vasserot AP, Geyfman M, Poloso NJ. Androgenetic alopecia: 

Combing the hair follicle signaling pathways for new therapeutic 

targets and more effective treatment options [J]. Expert Opin 

Ther Targets, 2019, 23: 755-771.

[31] Yuan AR, Gu YT, Bian Q, et al. Conditioned media-integrated 

microneedles for hair regeneration through perifollicular angio‐

genesis [J]. J Control Release, 2022, 350: 204-214.

·· 941


