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银杏黄酮通过调节 ＶＥＧＦ和 ＴＧＦβ改善小鼠雄激素性脱发的研究
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摘要：目的　探索银杏黄酮对小鼠雄激素性脱发（ａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａ，ＡＧＡ）的作用和机制。方法　设立空白组、模型组、阳性
药组及给药组，通过脱毛后涂抹质量浓度１ｍｇ·ｍＬ－１睾酮诱导建立小鼠ＡＧＡ模型，阳性药组外涂质量浓度５０ｍｇ·ｍＬ－１米诺地
尔，给药组分别外涂质量分数５％、１０％、２０％银杏黄酮，观察２８ｄ内小鼠脱毛区域的毛发生长速度，并通过扫描电子显微镜
（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）、皮肤组织苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观察小鼠毛发质量及毛囊数量，通过免疫
组织化学染色（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）、蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测皮肤中血管内皮生长因子Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）、转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）水平，酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测皮肤睾酮、二氢睾酮、雌激素及活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平。结果　与模型组相比，银杏黄
酮能显著加快ＡＧＡ模型小鼠毛发新生速度，增加毛囊数量，同时增加新生毛发的长度、直径和毛鳞片大小。机制研究发现，银杏黄酮
能够提高小鼠皮肤中的血管生成因子ＶＥＧＦＡ水平、降低毛发生长的抑制因子ＴＧＦβ水平，且对小鼠皮肤中的性激素水平有一定的
调节作用，但本实验条件下的模型可能与氧化应激无关。结论　银杏黄酮外涂能促进ＡＧＡ模型小鼠的毛发新生并提高新生毛发质
量，其作用机制可能与降低皮肤中的雄激素水平，降低ＴＧＦβ表达并增加ＶＥＧＦＡ表达，从而促进皮肤毛囊再生有关。
关键词：银杏黄酮；雄激素性脱发；毛发再生；二氢睾酮；血管内皮生长因子Ａ；转化生长因子β
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　　雄激素性脱发（ａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａ，ＡＧＡ）是一
种最常见的脱发类型，是起始于青春期或青春后期的

一种进行性毛囊微小化的脱发疾病［１］。《中国人雄激

素性脱发诊疗指南２０１９》中显示，我国男性患病率达

·５２４·
中国药学杂志２０２４年３月第５９卷第５期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｍａｒｃｈ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ５



到２１３％，女性患病率约为６０％，且近年来，ＡＧＡ存
在年轻化、女性占比提升的趋势［２］。在目前的医疗方

法中，手术价格高昂，口服非那雄胺片并不适宜于女

性，米诺地尔临床有效率仅有３０％～５０％，常出现脱
发期，引发头皮瘙痒、脱屑甚至脂溢性皮炎等问

题［３４］。由于ＡＧＡ是一个进行性加重直至秃发的过
程，因此应强调早期治疗和长期治疗的重要性，急需

开发安全有效的防脱生发新药物。

中医学认为，“发为血之余”，压力过大、七情内

伤导致气滞血瘀，则毛发失养，引起脱发，如清·王

清任《医林改错》载“…皮里肉外血瘀，阻塞血路，新

血不能养发，故发脱落。无病脱发，亦是血瘀”；

清·唐宗海《血证论》载“瘀血在上焦，或发脱不生”

均提出血瘀致脱发的观点。而银杏叶归心经、肺经，

具有活血化瘀、通络止痛之功。现代研究已发现银

杏提取物有黄酮、萜、多糖等多类化合物，其中银杏

黄酮具有抗氧化、抗炎、增加局部血流量、舒张血管

平滑肌、镇痛等多种药理作用［５６］。故推测银杏黄酮

对ＡＧＡ可能有一定的防治作用。本研究建立小鼠
ＡＧＡ模型以研究银杏黄酮的防脱生发药效，并进一
步探索其可能的药理作用机制。

１　材料和方法
１１　实验药物

银杏黄酮（浙江康恩贝制药股份有限公司，总

黄酮含量９５４％，批号：１９０４１６１）；质量浓度５０ｍｇ
·ｍＬ－１米诺地尔酊剂（浙江万晟药业有限公司，批
号：２０２２０３２２）；
１２　动物

６周龄ＳＰＦ级健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量规
格为（２０±２）ｇ［合格证编号：２０２２０２１１Ａｂｚｚ０６１９０８０７２８，
许可证号：ＳＹＸＫ（浙）２０２１０００６，浙江维通利华实验
动物技术有限公司］。所有动物实验操作均在浙江

中医药大学实验动物伦理审查委员会相关法规与指

导原则的规定下进行，伦理审查批准编号为ＩＡＣＵＣ
２０２１１１２９２３。
１３　试剂

无水乙醇（安徽安特食品股份有限公司，批号：

２２０３０７３６０３）；脱毛膏（日本嘉宝娜，批号：７ＢＲＵ）；乙
醇（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，批号：

Ｌ２１１６５５０）；睾酮、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，００１ｍｏｌ·
Ｌ－１，ｐＨ ７２～７４）、１０Ｘ ＴＢＳＴ（批 号：６０９Ｆ０２１、
２０２１１２２２、２０２２０４２９）（北京索莱宝科技有限公司）；
４％多聚甲醛、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速配制试剂盒（兰杰

柯科技有限公司，批号：７１０７０９００、２１３５５６９９）；小鼠活
性氧（ＲＯＳ）酶联免疫吸附测定试剂盒（上海钰博生物
科技有限公司，批号：ＥＤＬ２０２２０９３５）；小鼠睾酮酶联
免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒、小鼠二氢睾酮ＥＬＩＳＡ试剂盒、小鼠雌
二醇ＥＬＩＳＡ试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（武汉
伊莱瑞特生物科技股份有限公司，批号：ＴｅＱＮｇ３ｒ６４Ｚ、
ＷｙＫｇＷｎＱ６６Ｚ、Ｓｘ４ｃＰＲｍＦ８Ｈ、ＲＳＬＣＫＦＳＣＫＬ）；ＲＩＰＡ
裂解液、５×蛋白上样缓冲液（上海碧云天生物技术股
份有限公司，批号：０７２０２１２１１０２２、０６０１２１２１０９０９）；蛋
白酶抑制剂（德国Ｓｉｇｍａ公司，批号：００００１２２３８２）；电
泳液、转膜液粉剂（武汉赛维尔生物科技有限公司）；

Ｍａｒｋｅｒ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，批号：９１１２２６０４７）；甲醇
（上海凌峰化学试剂有限公司，批号：２０２１１２３１）；聚偏
二氟乙烯膜（德国Ｍｅｒｃｋ公司，批号：ＲＩＭＢ５６９４２）；封
闭用脱脂奶粉（福州飞净生物科技有限公司，批号：

２０２１０８１３）；ＷＢ一抗稀释液（大连美仑生物技术有限
公司，批号：ＭＢ９８８１Ｍａｙ３０Ｈ）；ＴＧＦβ一抗、ＶＥＧＦ一
抗 （英 国 Ａｂｃａｍ 公 司，批 号：ＧＲ３４１２４４２１９、
ＧＲ２１０６２６７０）；βａｃｔｉｎ一抗（美国 ＣＳＴ公司，批号：
１９）；二抗（北京全式金生物技术股份有限公司，批号：
Ｐ２０９１４）；高敏型ＥＣＬ显影液（南京诺唯赞生物科技有
限公司，批号：７Ｅ５９１Ｈ１）；舒泰５０（法国ｖｉｒｂａｃ公司）。
１４　仪器

电子天平（型号 ＡＥ２４０，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；宠物剃毛器（宁波运宝电器有限公司）；高速冷

冻离心机（型号 ＬｅｇｅｎｄＭｉｃｒｏ１７Ｒ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；扫描电子显微镜（型号 Ｎａｎｏ４５０，美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；正置光学显微镜（型号 ＥｃｌｉｐｓｅＣＩ，日本 Ｎｉ
ｋｏｎ公司）；冷冻研磨仪（型号 ＪＸＦＳＴＰＲＰＣＬＮ，上海
净信实业发展有限公司）；多功能酶标仪（型号 Ｉｎｆｉ
ｎｉｔｅ２００Ｐｒｏ，瑞士Ｔｅｃａｎ公司）；电泳仪（型号 ＭＩＮＩ
Ｐ４，ＢｉｏＲａｄ）；脱色摇床［型号 ＳＫＬ１８０Ｓ，大龙兴创
实验仪器（北京）有限公司］；凝胶成像仪（型号

Ｑｕａｎｔ８００，美国Ｃｙｔｉｖａ公司）。
１５　实验方法
１５１　动物造模及给药　参照文献［７］并加以改
进，建立涂抹睾酮诱导的ＡＧＡ模型。将小鼠腹腔注
射舒泰５０进行麻醉后用剃毛器剃除小鼠背脊线两
侧略大于１ｃｍ×２ｃｍ矩形区域毛发，再将自制定位
１ｃｍ×２ｃｍ的硅胶片放在剃毛区域，用脱毛膏均匀
涂满硅胶片空格，停留３５ｍｉｎ后擦去脱毛膏，并洗
净残留的脱毛膏，放回笼内饲养。于脱毛后１ｄ观
察小鼠背部脱毛区域皮肤情况，剔除皮肤有大块黑
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色素或皮肤破损以至于严重影响后续药效评价的小

鼠，随机分为空白组、模型组、米诺地尔组（阳性对

照）、质量分数分别为 ５％、１０％、２０％的银杏黄酮
组，每组６只。每天麻醉小鼠后，空白组于脱毛区域
皮肤按０１ｍＬ·ｃｍ－２涂抹体积分数 ５０％乙醇溶
液，每天１次，连续２８ｄ；其余各组小鼠均涂抹质量
浓度１ｍｇ·ｍＬ－１睾酮溶液，每日１次，连续２８ｄ。
每天造模３０ｍｉｎ后，空白组和模型组小鼠于脱毛区
域用棉签外涂基质溶液，各药物组外涂对应药物溶

液，给药体积均为每只０２ｍＬ。
１５２　药物溶液配制 ①质量浓度１ｍｇ·ｍＬ－１睾
酮溶液：称取睾酮粉末，加入体积分数５０％乙醇溶
液充分溶解混匀，终浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１；②基质溶
液：称取体积分数９５％乙醇、丙二醇和纯水按３∶６∶２
质量比充分混匀；③质量分数５％、１０％、２０％银杏
黄酮：称取适量银杏叶提取物粉末，分别按 １∶１９、
１∶９、１∶４质量比加入基质溶液溶解混匀。
１５３　小鼠毛发新生速度检测　观察小鼠皮肤颜
色变化和毛发生长情况，于第 ０天、第 ７天、第 １４
天、第２１天、第２８天麻醉后拍摄照片，参考文献评
分标准［８］并结合实际情况，对每只小鼠的毛发新生

情况进行评分，评分标准为：１分表示皮肤粉红色，
为刚脱毛时的状态，红色较明显，此时毛囊处于静止

期；２分表示皮肤粉白色，红色不明显，但尚未见灰
色，此时毛囊开始进入生长早期；３分表示皮肤白
色，有明显灰色出现，但尚未见黑色，此时毛囊处于

生长早期；４分表示皮肤灰色，且局部变黑，偶见短
毛，此时毛囊处于生长中期；５分表示皮肤黑灰色，
且覆盖短毛，此时毛囊处于生长中后期；６分表示皮
肤被黑色长毛覆盖，此时毛囊处于生长后期。按照

以上评分标准，由３个人分别对小鼠毛发生长情况
评分后取平均值作为其最终评分。第２８天，用 Ｉｍ
ａｇｅＪ测量小鼠脱毛区域的毛发覆盖面积和脱毛区
域面积，按公式１计算。

毛发覆盖率（％）＝毛发覆盖面积／脱毛区域面
积×１００％ 公式（１）
１５４　新生毛发长度测量　第２８天处死小鼠，用
镊子随机拔取 ３处脱毛区域的新生毛发（毛发数
量＞２０根），在白纸上铺开后选择最长的２０根，分
别用游标卡尺测量后记录小鼠的新生毛发长度。

１５５　新生毛发质量检测　随机选取脱毛区域的
新生毛发，进行扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）拍摄，用ＩｍａｇｅＪ测量图片中的毛
发中端直径以评价毛发粗细，测量毛发中端的毛鳞

片长度以评价毛鳞片大小，综合评价小鼠新生毛发

的质量。

１５６　ＨＥ染色检测皮肤毛囊数量　小鼠处死后
剪下实验区域皮肤，置于４％多聚甲醛组织固定液
中，固定至少２４ｈ，脱水后进行石蜡包埋、切片、脱
水、苏木精伊红染色、封片，在光学显微镜下观察并
记录结果。使用ＩｍａｇｅＪ的计数功能，对各组ＨＥ染
色图片中的毛囊数量进行计数。

１５７　免疫组织化学染色（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）检测皮肤中血管内皮生长因子Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）的定位和表达　
皮肤组织蜡块切片后脱蜡、脱水，蒸馏水冲洗确保去

除有机溶剂。抗原修复完成后将血清加到的切片

中，封闭３０ｍｉｎ。切片再与ＶＥＧＦＡ一抗稀释液（１∶
２００）共孵育过夜，再次用一抗相应的二抗标记组
织，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，苏木素复染。脱水后
滴加中性树胶封片，晾干，进行图片拍摄。使用Ｉｍａｇｅ
Ｊ计算各组免疫组化染色图片中的 ＶＥＧＦＡ阳性面
积，并以空白组为基准做按公式２归一化处理。

各组 ＶＥＧＦＡ相对阳性表达 （％）＝各组
ＶＥＧＦＡ表达面积／空白组平均 ＶＥＧＦＡ表达面
积×１００％ 公式（２）
１５８　 小鼠皮肤中 ＶＥＧＦＡ、转化生长因子β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）含量检测　
①样本制备：小鼠皮肤称重，按１∶９的质量体积比加
入裂解液，将皮肤组织剪至小于２ｍｍ２的碎片，使用
冷冻研磨仪（４℃，９０ｓ，６５Ｈｚ）充分研磨制成匀浆
液，在４℃下离心（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，３０ｍｉｎ），小心
避开上层油脂，收集上清液，进行总蛋白的提取，采

用ＢＣＡ定量试剂盒进行总蛋白定量，９８℃加热
５～８ｍｉｎ变性。②Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：配制（１０～１２）％分
离胶和５％浓缩胶，进行电泳、全湿转膜，５％脱脂奶
粉室温封闭２ｈ，４℃摇床孵育一抗过夜后，室温孵
育二抗１ｈ，曝光显影。采用 ＩｍａｇｅＪ分析条带的灰
度值，按公式３计算。

各组目的蛋白相对表达＝各组目的蛋白相对表
达量／空白组平均相对表达量 公式（３）
１５９　小鼠皮肤中睾酮、二氢睾酮、雌二醇和活性
氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量测定　小鼠皮
肤称重，按 １∶９的质量体积比加入 ＰＢＳ溶液，同
“１５８”项制备样本，参照 ＥＬＩＳＡ试剂盒的说明测
定上清液的睾酮、二氢睾酮、雌二醇和ＲＯＳ的含量。
１６　统计学分析

所有数据均采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件中的Ｏｎｅ
·７２４·
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ｗａｙＡＮＯＶＡ进行统计分析，实验结果以 Ｍｅａｎ±
ＳＥＭ表示，Ｐ＜００５表示有显著性差异。

２　实验结果
２１　毛发生长速度

小鼠脱毛区域的毛发生长情况见图１Ａ，对其进
行评分后统计结果见图１Ｂ，从第１４天起，模型组小
鼠毛发生长速度与空白组相比减慢，有显著性差异；

与模型组相比，阳性药米诺地尔和质量分数 ５％、
１０％、２０％的银杏黄酮均能加快小鼠的毛发生长速

度，其中第２８天时质量分数２０％银杏黄酮组具有
显著性差异，由于小鼠毛发生长的个体差异较大，其

他组别差异无统计学意义。文献中也常用毛发覆盖

率评价小鼠毛发新生情况［７］，本实验统计第２８天的
小鼠毛发覆盖率结果见图１Ｃ，与空白组相比，模型
组小鼠毛发覆盖率显著降低，而米诺地尔与质量分

数２０％银杏黄酮组小鼠毛发覆盖率与模型组相比
显著升高，质量分数５％、１０％银杏黄酮组明显升高
但未见显著性，银杏黄酮的促生发效果呈现一定的

剂量相关性。

Ａ－小鼠毛发生长照片（图中所示小鼠脱毛区域面积均为 １ｃｍ×２ｃｍ）；Ｂ－小鼠毛发生长评分统计；Ｃ－第 ２８天的各组小鼠毛发覆盖率；与空白组相比，
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组相比，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｍｉｃｅｈａｉｒｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓ（ｔｈｅａｒｅａｏｆｔｈｅｍｏｕｓｅｈａｉｒｒｅｍｏｖａｌａｒｅａｉｓ１ｃｍ×２ｃｍ）；Ｂ－ｓｃｏｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｈａｉｒｇｒｏｗｔｈｉｎｍｉｃｅ；Ｃ－Ｈａｉｒｃｏｖｅｒａｇｅｏｆ

ｍｉｃｅａｔｄａｙ２８；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图１　银杏黄酮对雄激素性脱发（ａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａ，ＡＧＡ）模型小鼠毛发生长速度的影响ｎ＝６，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｏｎｈａｉｒｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆＡＧＡｍｏｄｅｌｍｉｃｅｎ＝６，ｘ±ｓ

２２　新生毛发长度
排除毛发无再生的小鼠，将小鼠的脱毛区域新生

毛发长度进行测量统计，见图２，模型组小鼠新生毛发
长度与空白组相比明显减少，而各给药组毛发长度与

模型组相比均有增加，且显示出一定的剂量相关性。

２３　新生毛发质量
使用ＳＥＭ拍摄小鼠的毛发可以直观的观察到

毛发直径和毛鳞片的改变，评价新生毛发的质量，新

生毛发粗且毛鳞片大说明毛发质量较好［７］。在本

实验中，空白组与模型组毛发直径统计未见明显变

化，模型组毛鳞片略小于空白组，但无显著性差异；

米诺地尔组毛鳞片略有增大但无显著性，质量分数

５％、１０％、２０％银杏黄酮组毛发直径有所增加，毛鳞
片显著增大，见图３。
２４　皮肤毛囊数量

脱毛后第２８天，模型组小鼠皮肤毛囊数量与空
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白组相比显著减少；与模型组相比，米诺地尔组和质

量分数１０％、２０％银杏黄酮组皮肤毛囊数量显著增
加，质量分数５％银杏黄酮组毛囊数量亦有所增加，
但未见显著性差异，见图４。同时，从图４Ａ中可以
明显看出，空白组和各给药组皮肤中多数毛囊可见

毛球部膨大、黑色素生成，生长深入真皮层，提示已

进入生长期，而模型组多数毛囊仍位于皮肤表层，处

于静止期，提示银杏黄酮可以促进毛囊从静止期向

生长期转变，促进毛囊再生，增加毛囊数量，从而促

进毛发新生。

２５　皮肤性激素和ＲＯＳ含量
与空白组相比，模型组小鼠皮肤中的睾酮、二氢

睾酮、雌二醇含量均显著显著升高，米诺地尔和质量

分数５％、１０％、２０％银杏黄酮均能降低小鼠皮肤中的
性激素水平，米诺地尔组和质量分数２０％银杏黄酮
组ＤＨＴ含量与模型组相比有显著性差异，但由于个

体差异较大，其余指标均未见统计学意义。空白组与

模型组小鼠皮肤中的ＲＯＳ含量无差异，见图５。

与空白组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图２　银杏黄酮对ＡＧＡ模型小鼠新生毛发长度的影响．ｎ≥
６０，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｏｎｌｅｎｇｔｈｏｆｎｅｗｂｏｒｎｈａｉｒｉｎ
ＡＧＡｍｏｄｅｌｍｉｃｅ．ｎ≥６０，ｘ±ｓ

Ａ－新生毛发扫描电子显微镜（ＳＥＭ）代表性图像；Ｂ－毛发直径；Ｃ－毛鳞片长度；与模型组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ａ－ＳＥＭｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｎｅｗｂｏｒｎｈａｉｒｓ；Ｂ－ｈａｉｒｄｉａｍｅｔｅｒ；Ｃ－ｓｃａｌｅｌｅｎｇｔｈｏｆｎｅｗｂｏｒｎｈａｉｒ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图３　银杏黄酮对ＡＧＡ小鼠新生毛发质量的影响．ｎ＝６，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｏｎｈａｉｒｑｕａｌｉｔｙｏｆＡＧＡｍｉｃｅ．ｎ＝６，ｘ±ｓ

Ａ－小鼠皮肤苏木精伊红（ＨＥ）染色代表图片；Ｂ－视野中的毛囊数量统计；与空白组相比，１）Ｐ＜００５；与模型组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｍｉｃｅｓｋｉｎＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ－ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓ；１）Ｐ＜００５，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图４　银杏黄酮对ＡＧＡ小鼠皮肤毛囊数量的影响．ｎ＝５，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｋｉｎｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｉｎＡＧＡｍｉｃｅ．ｎ＝５，ｘ±ｓ
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与空白组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组相比，３）Ｐ＜００５
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图５　银杏黄酮对ＡＧＡ小鼠皮肤中睾酮（Ａ）、二氢睾酮（Ｂ）、雌二醇（Ｃ）和活性氧（ＲＯＳ）（Ｄ）的影响。ｎ＝５，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ（Ａ），ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ（Ｂ），ｅｓｔｒｏｇｅｎ（Ｃ），ａｎｄＲＯＳ（Ｄ）ｉｎｔｈｅｓｋｉｎ
ｏｆＡＧＡｍｉｃｅｎ＝５，ｘ±ｓ

２６　皮肤ＶＥＧＦＡ和ＴＧＦβ表达
ＶＥＧＦＡ免疫组化染色结果见图６ＡＢ，与空白

组相比，模型组小鼠皮肤中的 ＶＥＧＦＡ表达显著降
低，与模型组相比，米诺地尔组以及质量分数１０％、
２０％银杏黄酮组 ＶＥＧＦＡ表达显著增加，质量分数
５％银杏黄酮组也具有增加ＶＥＧＦ表达的趋势。

采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠皮肤中的ＶＥＧＦＡ和

ＴＧＦβ表达结果见图６Ｃ，与空白组相比，模型组小鼠
皮肤组织中ＴＧＦβ表达显著升高，ＶＥＧＦＡ表达显著
降低，与模型组相比，米诺地尔组、质量分数１０％、
２０％银杏黄酮组ＴＧＦβ表达显著降低，米诺地尔组和
质量分数１０％银杏黄酮组ＶＥＧＦＡ表达显著升高，与
免疫组化结果趋势相同，质量分数５％和２０％银杏黄
酮组ＶＥＧＦＡ表达也有所增加，但未见统计学意义。

Ａ－ＶＥＧＦＡ免疫组化染色代表图片；Ｂ－ＶＥＧＦＡ阳性表达统计结果，ｎ＝５，ｘ±ｓ；Ｃ－Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦＡ和ＴＧＦβ表达的代表图像和统计结果，ｎ＝３，ｘ±ｓ；

与空白组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与模型组相比，３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１。

Ａ－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆＶＥＧＦＡｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶＥＧＦＡｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｎ＝５，ｘ±ｓ；Ｃ－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶＥＧＦＡａｎｄＴＧＦβｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｎ＝３，ｘ±ｓ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图６　银杏黄酮对ＡＧＡ小鼠皮肤ＶＥＧＦＡ和ＴＧＦβ表达的影响
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦＡａｎｄＴＧＦβｉｎＡＧＡｍｉｃｅ
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３　讨　论
ＡＧＡ模型小鼠毛发新生减慢，且新生毛发毛

干较短、毛发质量较差［８］，与临床 ＡＧＡ患者毛发
生长速度缓慢，且毛发长度、直径均小于健康人群

的临床症状［９］相似。本研究通过建立局部涂抹睾

酮溶液诱导的 ＡＧＡ小鼠模型，较为系统地研究了
银杏黄酮外涂的防脱生发药效，并进一步探索其

可能的药理作用机制。实验结果显示，银杏黄酮

能够显著地提高毛发生长速度，增加毛发覆盖率，

提高新生毛发的长度和质量，多方位改善 ＡＧＡ症
状。ＡＧＡ的发病机制非常复杂，目前还未明确，主
要认为与基因、激素代谢失调、毛囊周围微环境紊

乱等因素有关［１０］。在 Ｔ代谢物 ＤＨＴ的影响下，毛
囊发生小型化，毛干缩小，处于静止期的毛囊百分

比增加，甚至整个毛囊消失，导致发量减少［１１］，毛

发形态改变，毛干变短。实验结果显示，银杏黄酮

能够恢复小鼠皮肤毛囊数量和生长期毛囊比例，

且能降低小鼠皮肤中的雄激素水平，尤其是 ＤＨＴ
的水平，故银杏黄酮的促毛发再生作用可能与其

降低雄激素水平，从而诱导毛囊进入生长期，改善

毛囊小型化有关。另外，氧化应激是造成毛囊周

围微环境紊乱的主要因素之一，可通过多种来源

的 ＲＯＳ诱导发生，包括广泛的细胞代谢（如黑色素
生成）、脱毛引起的刺激、毛发周期变化、激素、环

境应激源，过量 ＲＯＳ的积累会诱导毛囊细胞的凋
亡，并通过调控雄激素等多条信号通路抑制毛囊

由静止期进入生长期［１２］。但实验结果显示，模型

组小鼠皮肤中的 ＲＯＳ含量与空白组无差异，提示
本实验条件下的ＡＧＡ模型可能与氧化应激损伤无
关。中药提取物成分复杂，其发挥药效常具有多

靶点的特征，银杏黄酮具有明确的抗炎、抗氧化应

激作用，但本次实验条件不能模拟临床 ＡＧＡ患者
头皮的氧化应激损伤状态，无法探讨银杏黄酮的

防脱生发效果是否与其抗氧化应激作用有关，后

续可另作研究探讨。

毛发生长的营养需要毛囊周围毛细血管的供

给，而ＶＥＧＦ在毛囊周围毛细血管的形成中发挥重
要作用。ＶＥＧＦ是一种高度特异性的促血管内皮细
胞生长因子，具有促进血管形成，增加血管通透性，

促进细胞外基质变性、血管内皮细胞迁移、增殖等作

用［１３１４］，ＶＥＧＦ在毛囊外根鞘角质形成细胞中过表
达，可以诱导毛囊周围血管形成，导致脱毛后毛发加

速再生、毛囊和毛干尺寸增加、毛发密度增加［１５］，其

中ＶＥＧＦＡ是一种主要的亚型。本实验结果显示，

银杏黄酮提取物能够促进 ＡＧＡ模型小鼠皮肤中
ＶＥＧＦＡ的表达，且ＶＥＧＦ主要分布在毛囊外根鞘、
皮脂腺和表皮细胞。此外，据文献报道，在 ＡＧＡ患
者的头皮中，雄激素会刺激真皮乳头细胞中的 ＴＧＦ
β产生和分泌［１６］，ＴＧＦβ是一种受 ＤＨＴ诱导的毛
发生长抑制因子，会诱导ＡＧＡ患者头皮毛囊微血管
内皮细胞的凋亡，导致血管退化［１７］，诱导毛囊纤维

化反应，抑制毛发从休止期进入生长期，是雄激素性

脱发发病机制中的关键因素之一［１８２０］。本实验结

果显示，银杏黄酮能显著降低 ＡＧＡ小鼠皮肤中的
ＴＧＦβ表达，且具有一定的剂量相关性。以上结果
提示，银杏黄酮可能一方面通过促进皮肤中的

ＶＥＧＦ表达，促进毛囊周围血管形成，另一方面通过
降低 ＴＧＦβ表达，抑制毛囊纤维化和微血管退化，
使毛囊获得足够的营养，从而加快毛囊进入生长期，

促进毛发生长。

综上所述，本研究发现银杏黄酮外涂具有较

好的防脱生发药效，能促进 ＡＧＡ模型小鼠的毛发
再生并改善新生毛发的质量，具有一定的剂量相

关性，其机制可能是通过降低皮肤中的雄激素水

平，降低 ＴＧＦβ表达同时增加 ＶＥＧＦＡ表达，从而
促进皮肤毛囊再生，促进毛发新生。本研究初步

确认了银杏黄酮对 ＡＧＡ的改善作用，并多方面探
讨了其可能的作用机制，挖掘了其作为防脱生发

药物的潜力，为银杏叶提取物在 ＡＧＡ的临床应用
提供了参考。
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（中国药事），２０２２，３６（４）：４２９４４３．

［６］　ＴＡＯＹ，ＺＨＵＦ，ＰＡＮＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ，ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｐｒｏｖｉｄｅｄｅｅｐｉｎｓｉｇｈｔｉｎｔｏｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙ
ｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃａｒ
ｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＮｕｔｒ，２０２２，９：８５７３７０ＤＯＩ：
１０３３８９／ｆｎｕｔ２０２２８５７３７０．

［７］　ＹＵＡＮＡ，ＸＩＡＦ，ＢＩＡＮＱ，ｅｔａｌ．Ｃｅｒｉａｎａｎｏｚｙｍｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
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ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｒｅｓｈａｐｅｔｈｅｐｅｒｉｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｆｏｒａｎ
ｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＡＣＳＮａｎｏ，２０２１，１５（８）：
１３７５９１３７６９．

［８］　ＦＵＤ，ＨＵＡＮＧＪ，ＬＩＫ，ｅｔａｌ．Ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｈａｉｒｒｅｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎ
Ｃ５７ＢＬ６ ｍｉｃｅｓｉｍｕｌａｔｅｓａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａ［Ｊ／ＯＬ］．
ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２１，１３７：１１１２４７ＤＯＩ：１０１０１６／
ｊｂｉｏｐｈａ２０２１１１１２４７．

［９］　ＬＥＥＷ，ＬＥＥＨ，ＣＨＯＩＧ，ｅｔａｌ．Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆ
ａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａｂａｓｅｄｏｎＢＡＳＰｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｈｅＡｓｉａｎ
ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｏｍｍｉｔｔｅｅｇｕｉｄｅｌｉｎｅ［Ｊ］．ＪＥｕｒＡｃａｄＤｅｒｍａｔｏｌＶｅｎｅ
ｒｅｏｌ，２０１３，２７（８）：１０２６１０３４．

［１０］　ＹＯＲＫＫ，ＭＥＡＨＮ，ＢＨＯＹＲＵＬＢ，ｅｔａｌ．Ａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｏｆｍａｌｅｐａｔｔｅｒｎｈａｉｒｌｏｓｓ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，
２０２０，２１（５）：６０３６１２．

［１１］　ＴＡＮＡＫＡＹ，ＡＳＯＴ，ＯＮＯＪ，ｅｔａｌ．ＡｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃＡｌｏｐｅｃｉａ
ＴｒｅａｔｍｅｎｔｉｎＡｓｉａｎＭｅｎ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＡｅｓｔｈｅｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２０１８，１１
（７）：３２３５．

［１２］　ＪＡＤＫＡＵＳＫＡＩＴＥＬ，ＣＯＵＬＯＭＢＥＰＡ，ＳＣＨ?ＦＥＲＭ，ｅｔａｌ．
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｍａｎａｇｅｍｅｎｔｉｎｔｈｅｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ：Ｃｏｕｌｄｔａｒｇｅ
ｔｉｎｇＮＲＦ２ｃｏｕｎｔｅｒａｇｅｒｅｌａｔｅｄｈａｉｒｄｉｓｏｒｄｅｒｓａｎｄｂｅｙｏｎｄ？
［Ｊ］．ＢｉｏＥｓｓａｙｓ，２０１７，３９（８）：１７０００２９ＤＯＩ：１０１００２／
ｂｉｅｓ２０１７０００２９．

［１３］　ＹＡＮＯＫ，ＢＲＯＷＮＬ，ＤＥＴＭＡＲＭＣｏｎｔｒｏｌｏｆｈａｉｒｇｒｏｗｔｈａｎｄ
ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｉｚｅｂｙＶＥＧＦｍｅｄｉａｔｅｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，
２００１，１０７（４）：４０９４１７．

［１４］　ＥＬＡＩＭＹＬ，ＭＥＲＣＵＲＩＯＭＣｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅｏｆＶＥＧＦａｎｄＹＡＰ／

ＴＡＺｓｉｇｎａｌｉｎｇ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｃａｎｃｅｒｂｉｏｌｏｇｙ
［Ｊ］．ＳｃｉＳｉｇｎａｌ，２０１８，１１（５５２）：ｅａａｕ１１６５ＤＯＩ：１０１１２６／
ｓｃｉｓｉｇｎａｌａａｕ１１６５．

［１５］　ＧＮＡＮＮＬ，ＣＡＳＴＲＯＲ，ＡＺＺＡＬＩＳＬ，ｅｔａｌ．Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ
ｈｅｐａｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｕｓｅｄ
ｔｏｓｔｉｍｕｌａｔｅｈａｉｒｇｒｏｗｔｈｉｎａｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＢＭＣＤｅｒｍａ
ｔｏｌ，２０１３，１３：１５ＤＯＩ：１０１１８６／１４７１５９４５１３１５．

［１６］　ＩＮＵＩＳ，ＦＵＫＵＺＡＴＯＹ，ＮＡＫＡＪＩＭＡＴ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ａｎｄｒｏｇｅｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅＴＧＦｂｅｔａ１ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓ
ａｓａｋｅｙｍｅｄｉａｔｏｒｉｎａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔｉｇＤｅｒ
ｍａｔｏｌＳｙｍｐＰｒｏｃ，２００３，８（１）：６９７１．

［１７］　ＤＥＮＧＺ，ＣＨＥＮＭ，ＬＩＵＦ，ｅｔａｌ．Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄ
ｐａｒａｃｒｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｄｕｃｅｓｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓｉｎｔｈｅｄｅｒ
ｍａｌｐａｐｉｌｌａｉｎａｎｄｒｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｏｐｅｃｉａ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，
２０２２，１４２（８）：２０８８２０９９．

［１８］　ＣＥＲＵＴＩＪ，ＬＥＩＲ?ＳＧ，ＢＡＬＡ?ＭＡｎｄｒｏｇｅｎｓａｎｄａｎｄｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｏｎｉｎｓｋｉｎａｎｄｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＥｎｄｏｃｒｉ
ｎｏｌ，２０１８，４６５：１２２１３３．

［１９］　ＩＮＵＩＳ，ＩＴＡＭＩＳＡｎｄｒｏｇｅｎａｃｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｈｕｍａｎｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ：
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．ＥｘｐＤｅｒｍａｔｏｌ，２０１３，２２（３）：１６８１７１．

［２０］　ＬＩＡＮＧＹ，ＴＡＮＧＸ，ＺＨＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ａｄｉｐｏｓｅｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓｃａｒｒｙｉｎｇＭｉＲ１２２５ｐａｎｔａｇ
ｏｎｉｚｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅｏｎｈａｉｒｆｏｌｌｉ
ｃｌｅｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＴＧＦβ１／ＳＭＡＤ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２３，２４（６）：５７０３ＤＯＩ：１０３３９０／
ｉｊｍｓ２４０６５７０３．

（收稿日期：２０２３０８０７）
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