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蔓柏生发方对雄激素性脱发小鼠Th1/Th2/Th17/Treg平衡的影响
肖常青1,2，彭丽倩1,2，王雨诗3，李燕红1,2，黄久遂1,2，梁碧华1,2，赵 铁1,2，朱慧兰1,2，

卢 月3，李振洁1,2

（1.广州市皮肤病医院皮肤科  广东 广州  510095；2.广州医科大学皮肤病研究所  广东 广州  510095；3.广州中医药大学

第二临床医学院  广东 广州  510120）

[摘要]目的：探讨蔓柏生发方对雄激素性脱发（Androgenetic alopecia，AGA）小鼠外周血中Th1/Th2/Th17/Treg的调节作

用。方法：采用皮下注射丙酸睾酮液建立雄激素性脱发小鼠模型，按照不同分组进行处理。30 d后记录小鼠毛发的生长情

况，留取外周血及脱毛区皮肤组织，采用流式细胞术检测其中Th1/Th2/Th17/Treg各亚群的比例，RT-PCR法检测小鼠皮肤组

织中细胞因子的表达。结果：与模型组比较，蔓柏生发方能够促进AGA小鼠脱毛区的毛发生长，蔓柏生发方干预的AGA小鼠外

周血中Th1、Th17亚群比例上调，Th2、Treg亚群比例下调，小鼠皮肤组织中IFN-γ、IL-1β、IL-17A、IL-17F含量下降，

IL-4、IL-10、TGF-β含量升高，伴有剂量依赖性。结论：蔓柏生发方能够促进AGA小鼠的毛发生长，与其调节小鼠外周血中

T细胞亚群的分布有关。
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Abstract: Objective  To investigate the regulatory eff ect of Manbaishengfa formula on the balance of T cell subsets Th1/Th2/

Th17/Treg in peripheral blood of androgenic alopecia mice. Methods  Testosterone propionate was injected subcutaneously 

into the shaving area on the back of mice to establish the model of androgenic alopecia. AGA mice were divided into blank 

group, model group, minoxidil tincture group and high/ medium/ low dose groups of Manbaishengfa formula. After 30 days, the 

growth of mouse back hair was observed and recorded. The peripheral blood of mice was taken, and the proportion of Th1/Th2/

Th17/Treg subsets was detected by fl ow cytometry. The expression of cytokine in mouse skin was detected by RT-PCR. Results  

Manbaishengfa formula could promote hair growth in depilation area of AGA mice compared with model group. The proportion 

of Th1 and Th17 subsets in Manbai shengfa formula group was up-regulated, and the proportion of Th2 and Treg subsets was 

down regulated compared with AGA mice. In addition, the content of IFN-γ, IL-1β, IL-17A and IL-17F in skin tissue decreased 

and the content of IL-4, IL-10 and TGF-β increased in Manbaishengfa formula group in a dose-dependent manner. Conclusion  

Manbaishengfa formula can promote the hair growth of AGA mice, regulate the balance of Th1/Th2/Th17/Treg cell subsets in 

the peripheral blood, and normalize the distribution of T cell subsets in peripheral blood of AGA mice.
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雄激素性脱发（AGA），又称脂溢性脱发或早秃，是最

为常见的脱发类型，其发病与遗传、雄激素水平/受体、分

子机制等相关，是以进行性毛囊微小化和免疫炎症反应异

常为特征的慢性脱发性疾病[1]，毛干直径差异＞20%是诊断

AGA早期病程的重要依据[2]，额部发际逐渐后退和顶部头发

密度进行性减少是其主要的临床表现。免疫功能失调在病

理性脱发中的作用在近年来得到进一步的研究，其中炎症细

胞局部的浸润聚集并作用于毛囊致使毛囊干细胞受损，是免

疫介导脱发的常见形式[3]，而在AGA中重度患者毛囊周围的炎

症以及纤维化的发生率升高明显，这种现象被认为是炎症细

胞浸润影响到毛囊细胞的凋亡所引起[4]。有研究发现T细胞

功能失衡参与了AGA的发病及病程进展[5-6]，并指出调节T细

胞相关因子的表达可能对AGA发挥一定的治疗作用[7]。

蔓柏生发方是广州市名中医李振洁教授治疗雄激素

性脱发的临床经验方，以疏风清热祛湿、补肾凉血化瘀

为治法，全方由蔓荆子、侧柏叶、何首乌、旱莲草等八

味中药组成，在多年的临床实践中疗效肯定，同时具备安

全性高以及不良反应小的优点，已获得国内专利授权（ZL 

202111364794.6）。蔓柏生发方作为临床治疗雄激素性脱

发的良方，其作用机制尚未明确。本研究旨在探索雄激素

性脱发小鼠外周血中T细胞亚群的变化及蔓柏生发方对雄激

素性脱发小鼠Th1/Th2/Th17/Treg平衡的影响。

1  材料和方法

1.1 实验动物：选取36只雄性C57BL/6小鼠，6～8周龄，体

质量18～22 g，购于广东省实验动物中心[SYXK（粤）2018-

0094]，于SPF级动物实验室饲养，动物实验方案已通过广

州中医药大学第二临床医学院动物伦理委员会审核批准，

所有的实验操作流程严格遵守实验动物伦理的相关规定。

1.2 药物与试剂：蔓柏生发方由蔓荆子、侧柏叶、黄柏、

旱莲草、枸杞子、川芎、白芷、补骨脂8味中药（购自广

东康美药业股份有限公司）按照2∶2∶1∶2∶2∶1∶1∶1

比例组成，取原料药10倍重量的水煎煮3次，每次加水

8～12倍量，武火煮沸后，文火煎30～45 min，合并水煎

液，过滤，滤液减压浓缩至25℃下相对密度为1.30的稠

膏；5%米诺地尔酊购自浙江万晟药业有限公司（货号：

H20010714）；丙酸睾酮购于上海麦克林生化科技有限

公司（货号：T101368）；FITC anti-CD4抗体购自美国

Biolegend公司（货号：100509）；APC anti-CD25抗体

购自美国Biolegend公司（货号：102012）；PE anti-

FoxP3抗体购自美国Biolegend公司（货号：126404）；

APC/Cyanine 7 anti-IFN-γ抗体购自美国Biolegend公司

（货号：505850）；PE/Cyanine 7 anti-IL-4抗体购自

美国Biolegend公司（货号：504118）；PerCP/ Cyanine 

5.5 anti-IL-17A抗体购自美国Biolegend公司（货号：

506920）；Trizol购自美国invitrogen公司（货号：

15596026）；反转录试剂盒购自日本Takara公司（货号：

RR047A）；SYBR Premix Ex Taq Ⅱ荧光定量PCR试剂盒购

自Takara公司（货号：RR820A）。

1.3 仪器：5810R型低温高速离心机（德国Eppendorf公

司）；Class Ⅱ型超净工作台（美国EscoAirstream公

司）；流式细胞仪（美国Beckman公司）；ViiA7型荧光定

量PCR仪（美国Thermo公司）。

1.4 方法

1.4.1 动物造模及给药：将C57BL/6小鼠随机分为空白对照

组、模型对照组、阳性药物组以及蔓柏生发方高、中、低

组6组，每组6只。在SPF级动物房适应性饲养3 d后进行实

验，第1天剃除各小鼠背部2 cm×3 cm面积的毛发，除空白

对照组外，其他组每日采用丙酸睾酮稀释液在小鼠背部脱

毛区域进行皮下多点注射，总剂量为0.1 mg/d；此外，空白对

照组和模型对照组每日在小鼠剃毛处涂生理盐水1.0 ml/d，阳

性药物组涂5%米诺地尔酊1.0 ml/d，蔓柏生发方高、中、低组

分别外涂不同浓度（0.5 g/kg、0.25 g/kg、0.125 g/kg）的蔓

柏生发方1.0 ml/d。连续造模并给药30 d。

1.4.2 小鼠背部脱毛处毛发的生长情况观察：停止给药次

日，采用数码相机照相方法记录各组小鼠背部毛发的生长

情况。给药30 d后，将各组小鼠脱颈处死，在背部脱毛处切

取约2 cm×2 cm皮肤样本，用4%多聚甲醛固定后，用石蜡包

埋并切片。随后切片经过脱蜡染色、HE染色、脱水透明和

封片固定处理，在显微镜下观察小鼠脱毛处皮肤组织的组

织形态学变化并拍照记录。

1.4.3 小鼠外周血Th1/Th2/Th17/Treg细胞变化情况：采用

流式细胞术检测小鼠外周血中Th1/Th2/Th17/Treg细胞的

变化情况，停止给药次日，将实验小鼠处死后摘除眼球取

血，用于检测外周血中T细胞亚群的变化情况。将外周血与

红细胞裂解液按照1∶1混匀，静置4～5 min，待红细胞完全

破碎后加入2 ml PBS缓冲液稀释，1 200 rpm离心5 min，去

除上清；将沉淀用PBS缓冲液洗涤两遍后，加入5 ml FACS 

buffer重悬细胞，1 200 rpm离心5 min，去上清；收集细

胞后进行染色。染色步骤如下：①配置表面抗体染色工

作液：包括CD4-FITC（1∶100）和CD25-APC（1∶200）抗

体。将上述获得的细胞，经洗涤离心后，弃去上清。加入

上述400微升/样本的抗体工作液重悬细胞。混匀后4℃避

光孵育30 min，孵育完成后使用FACs buffer洗涤。②加

入固定破膜工作液重悬细胞，200微升/样本（加入固定破

膜液后立即轻轻混匀）。室温放置60 min。完成后，使用

1x perm wash buffer洗涤细胞。③配置胞内染色工作液：

400微升/样本，使用1x perm wash buffer稀释抗体工作

液。稀释比例分别为：IFN-γ-APC/Cy7（1∶100）、IL4-

PE/Cy7（1∶100）、IL-17A -PerCP/Cy5.5（1∶100）、

FoxP3-PE（1∶100）。使用1x perm wash buffer稀释抗体

工作液，加入上述400微升/样本的抗体工作液重悬细胞。

4℃避光孵育30 min。④洗涤（使用1x perm wash buffer洗

涤）后，加入FACs buffer重悬，避光保存备用。将准备好
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的细胞经流式细胞仪进行上机分析，采用Flowjo10.0软件

对结果进行处理。

1.4.4 检测小鼠皮肤中细胞因子IFN-γ、IL-1β、IL-

17A、IL-17F、IL-4、IL-10、TFG-β的表达：实验小鼠处

死后将背部脱毛区的毛发褪去，留取脱毛区皮肤，制成组

织匀浆，采用RT-PCR法检测细胞因子IFN-γ、IL-1β、IL-

17A、IL-17F、IL-4、IL-10、TGF-β的表达，引物序列如

下表。见表1。

1.5 统计学分析：统计学数据采用SPSS25.0进行分析，其

中计量资料满足正态分布的采用均数±标准差（x̄±s）表

示，不满足正态分布，则用M（P25～P75）表示。P＜0.05时

认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1 蔓柏生发方对雄激素性脱发小鼠毛发生长情况的影

响：停药后观察并拍照记录了各组小鼠背部毛发的生长情

况，空白组小鼠背部剃毛处的毛发较其他部位稍稀疏，毛

发生长基本已完全覆盖，外观大致呈黑色；模型组小鼠

脱毛处皮肤基本无毛发生长，外观呈灰白色，脱毛皮肤边

缘处可见多个溃疡面形成，提示丙酸睾酮能够抑制小鼠的

毛发生长；米诺地尔酊处理作为阳性药物组，可见小鼠背

部脱毛部分有新生毛发长出，呈斑片状，皮肤完整未见皮

损；蔓柏生发方各剂量组小鼠背部脱毛区面积缩小，可见

到新生毛发，并呈明显的剂量依赖性，在高剂量组小鼠脱

毛区皮肤均有新生毛发长出，呈黑灰色，且三组小鼠的背

部皮肤均无明显皮损，表明蔓柏生发方促进了雄激素性脱

发小鼠的毛发生长。见图1。

2.2 小鼠背部脱毛区域的皮肤毛囊组织形态学变化：空白

对照组中，毛囊数量较多且分布均匀，多数为生长期毛

囊，毛干色素深且粗壮，整体呈现较好的增生状态；AGA模

型组中毛囊多数为毛干色素浅的休止期毛囊，数量明显减

少且分布稀疏，整体呈现退行期或休止期状态；米诺地尔

酊组与AGA模型组相比可见毛囊数量增多、直径变粗以及毛

干色深现象；而在蔓柏生发方各剂量组中，与AGA模型组比

较，均呈现毛囊数量增多及毛干色泽加深的现象，并呈明

显的剂量依赖性，且中、高剂量组还表现出毛囊直径增粗

和毛乳头增大的趋势，高剂量组毛囊呈现生长期样形态，接

近空白组毛囊形态，这表明蔓柏生发方能够增加雄激素性脱

发小鼠的毛囊数量，同时有促进休止期毛囊向生长期毛囊转

化的作用，促进雄激素性脱发小鼠的毛发生长。见图2。

图2  给药30 d后各组小鼠背部脱毛组织的病理变化

2.3 蔓柏生发方对雄激素性脱发小鼠外周血中Th1/Th17细

胞亚群的影响：采用流式细胞术来检测小鼠外周血中Th1/

Th17细胞亚群变化情况，实验结果见图3～4。图3A显示与

IFN-γ

IL-1β

IL-4

IL-10

IL-17A

IL-17F

TGF-β

GAPDH

5＇-GCCACGGCACAGTCATTGA-3＇

5＇-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3＇

5＇-GGTCTCAACCCCCAGCTAGT-3＇

5＇-AGCCTTATCGGAAATGATCCAGT-3＇

5＇-CTGACCCCTAAGAAACCCC-3＇

5＇-ACGTGAATTCCAGAACCGCTA-3＇

5＇-CCACCTGCAAGACCATCGAC-3＇

5＇-AAGAGGGATGCTGCCCTTAC-3＇

5＇-TGCTGATGGCCTGATTGTCTT-3＇

5＇-TGGATGCTCTCATCAGGACAG-3＇

5＇-GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT-3＇

5＇-GGCCTTGTAGACACCTTGGT-3＇

5＇-GAAGCAGTTTGGGACCCCTT-3＇

5＇-TGATGCAGCCTGAGTGTCTG-3＇

5＇-CTGGCGAGCCTTAGTTTGGAC-3＇

5＇-TACGGCCAAATCCGTTCACA-3＇

表1  引物序列

Name                          Forward                                        Reverse

图1  给药30 d后各组小鼠背部毛发生长情况的比较

 蔓柏生发方        蔓柏生发方          蔓柏生发方

（0.125 g/kg)     （0.25 g/kg)        （0.5 g/kg) 

空白对照           AGA模型           米诺地尔酊  
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空白组小鼠比较，丙酸睾酮诱导的AGA模型组小鼠外周血中

Th1细胞亚群（CD4+IFN-γ+）比例增加；与模型组小鼠比

较，阳性药物米诺地尔酊组中AGA小鼠外周血中Th1细胞亚

群比例下降，实验药物蔓柏生发方高、中、低剂量组小鼠

外周血中Th1细胞亚群比例表现出不同程度的下降，且呈现

出明显的浓度依赖性。图3B中Th17细胞亚群（CD4+Th17+）

比例呈现与Th1相似的情况，AGA模型小鼠中Th17亚群较正

常小鼠明显增加，阳性药物和蔓柏生发方则均逆转了这种

趋势，其中蔓柏生发方高剂量组对于Th17亚群的调节作用

基本与米诺地尔酊相当。图4统计学结果表明，与空白组比

较，模型小鼠的上述变化均表现出了显著的统计学差异（P

＜0.001）；与模型组比较，米诺地尔酊和蔓柏生发方各

剂量组对Th1、Th17亚群的调节作用也具有统计学意义（P

＜0.05）。

2.4 蔓柏生发方对雄激素性脱发小鼠外周血中Th2/Treg细

胞亚群的影响：对各组小鼠外周血中Th2/Treg细胞亚群的

变化进行分析，结果见图3～4。与空白组小鼠比，Th2亚群

（CD4+IL-4+）在雄激素性脱发小鼠中的比例表现出明显的

下降趋势（P＜0.001），而米诺地尔酊和蔓柏生发方各

剂量均能够逆转这种趋势，米诺地尔酊对此表现出了上

调的趋势，但无明显的统计学意义（P＞0.05），而蔓柏

生发方中、高剂量较米诺地尔酊表现出更好的调节作用

（P＜0.01），这种调节同时具备浓度依赖性。Treg细胞

群以CD25+FOXP3+为特点，结果中模型小鼠Treg细胞亚群较

正常小鼠中的比例下降明显（P＜0.001），米诺地尔酊上

调了Treg细胞群的比例（P＜0.05），而在蔓柏生发方干预

组中，低剂量组未表现出明显的调节作用，中、高剂量对

Treg细胞群比例有明显的上调作用（P＜0.01）。

2.5 蔓柏生发方对雄激素性脱发小鼠皮肤组织中细胞因

子IFN-γ、IL-1β、IL-17A、IL-17F、IL-4、IL-10、

TGF-β的影响：检测小鼠背部皮肤组织中各细胞因子的表

达情况，结果显示，与空白组比较，模型组中炎症因子

IFN-γ、IL-1β、IL-17A、IL-17F的表达升高，炎症负性

因子IL-10、IL-4、TGF-β的表达下降，并且具有明显的

统计学意义（P＜0.001）；与模型组比较，米诺地尔酊组

中IFN-γ、IL-1β、IL-17A、IL-17F明显下调，TGF-β上

调，其中IL-4表现出了下调趋势，IL-10上调，但均无明显

的统计学意义（P＞0.05）；与模型组比较，蔓柏生发方各

剂量组与米诺地尔酊的调节趋势基本一致，但对IL-10表现

出了上调作用，并伴随良好的浓度依赖性。在蔓柏生发方

图3  给药30 d后各组小鼠外周血中T细胞亚群的变化
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高剂量组中，对各因子的调节基本与米诺地尔酊相当，对

于IFN-γ、IL-17A、IL-4以及TGF-β的调节作用甚至超过

了阳性药物米诺地尔酊。见图5。

3  讨论

作为临床中最常见的脱发类型，雄激素性脱发的患

者面临多种危害，如动脉粥样硬化、心血管疾病风险、肥

胖、高尿酸血症、代谢综合征等[8-9]，心理失衡如焦虑、抑

郁、自卑等不良情绪[10]，严重的影响患者的生活质量，因

此亟需有效的措施来干预AGA的发生和发展。对AGA发病机

制的研究有益于寻找切实有效的治疗方法，早期的研究指

出，AGA的发生与多基因遗传、雄激素水平升高、雄激素受

体和5-a还原酶增加、包括Wnt/β-catenin、TGFβ/激活素/

BMP等信号通路异常在内的分子机制和微炎症机制有密切关

系[11]，其中机体免疫稳态的破坏促使炎症相关的毛囊细胞凋

亡以及生长周期变化是近年来脱发的研究热点之一[3]，与

炎症相关的研究对象主要有巨噬细胞、T细胞产生的免疫应

答以及它们所产生的细胞因子等[5-7,12-13]。

本研究采用皮下多点注射丙酸睾酮来制备AGA小鼠模

型，同时给予蔓柏生发方进行干预处理，通过检测小鼠外

周血中T细胞亚群和皮肤组织中相关细胞因子的变化情况来

探索蔓柏生发方的作用机制。本实验结果表明：首先，蔓

柏生发方能够有效促进AGA小鼠脱毛区的毛发生长。其次，

丙酸睾酮诱导的AGA模型小鼠外周血中Th1/Th17炎性T细胞

亚群的比例升高，而抗炎性Th2/Treg细胞亚群比例较正常

小鼠下降，皮肤组织中促炎因子表达升高，炎症负性因子

表达下降；蔓柏生发方则逆转了这种变化，使得促炎性T细

胞的比例下降，炎症抑制性T细胞比例增加，同时皮肤组织

中促炎因子含量降低，抑炎因子含量升高。

大量研究表明T细胞失衡参与了脱发的发生，其中

包含了Th1/Th2比例上调、T相关的细胞因子（如IL-2、

IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-17、IL-23等）以及通路分子

（JAK2、JAK3）的变化[14]，而局部皮肤中Th1、Th17的下

调、IFN-γ分泌减少与患者脱发症状的改善有关[15]。值得

一提的是这些研究多数是围绕斑秃及其他类型的脱发展开

的，有关AGA中免疫细胞群体对治疗的反应是怎样的研究有

限，有研究表明米诺地尔联合倍他米松应用于AGA中疗效比

注：Control为空白对照组；AGA为模型组；MBSFF（0.125 g/kg）为

蔓柏生发方低剂量组；MBSFF（0.25 g/kg）为蔓柏生发方中剂量组；

MBSFF（0.5 g/kg）为蔓柏生发方高剂量组。与模型组比，*P＜0.05，

**P＜0.01，***P＜0.001

图4  给药30 d后各组小鼠外周血中T细胞亚群的比较

注：Control为空白对照组；AGA为模型组；MBSFF（0.125 g/kg）为

蔓柏生发方低剂量组；MBSFF（0.25 g/kg）为蔓柏生发方中剂量组；

MBSFF（0.5 g/kg）为蔓柏生发方高剂量组。与模型组比，*P＜0.05，

**P＜0.01，***P＜0.001

图5  给药30 d后各组小鼠皮肤组织中细胞因子的比较
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单独使用米诺地尔更好，并指出在治疗时适当的加入抗炎

药物可能有助于提高AGA患者新生头发的生长[16]，这表明在

AGA中针对免疫细胞的调节能够发挥一定的疗效。IFN-γ、

IL-4、IL-17、CD25FoxP3分别是Th1、Th2、Th17、Treg细

胞亚群的重要代表分子[17]。本研究发现了蔓柏生发方治疗

AGA的机制与调节T细胞亚群有关，从上调炎症抑制性Th2、

Treg细胞亚群的比例，下调Th1、Th17细胞亚群的比例，

与既往发现的其他类型脱发治疗机制方面存在相似之处，

提示通过调节Th1/Th2/Th17/Treg免疫细胞群体的平衡可

能是治疗AGA的一个靶点。胡俊等发现AGA小鼠皮肤组织中

TGF-β的调节与脱发症状的改善有关[18]，促炎细胞因子

（如白细胞介素-1、肿瘤坏死因子等）在体外能够直接抑

制毛发生长并诱导毛囊凋亡，且炎性细胞因子级联反应可

能诱导毛发生长停滞及退化，本研究蔓柏生发方通过下调

AGA小鼠局部皮肤中促炎因子IFN-γ、IL-1β、IL-17的分

泌，上调负性炎症因子IL-4、IL-10表达，来促进新生毛发

的生长。此外，本研究发现了蔓柏生发方能够升高TGF-β

的表达，它是Treg细胞的重要表达分子，在许多研究中被

指出它能够诱导毛囊的退行期，并且抑制上皮细胞的增殖，

与AGA的发病有关[11,17]，但也有研究表明了TGF-β2在胚胎发

育过程中能够诱导毛囊形成，虽然它也可对毛发生长表现出

一定的抑制作用，激活TGF-β信号通路能够诱导毛发再生。

针对AGA患者与性别相关的因子研究指出了TGF-β仅在男性

中升高明显，而在女性脱发患者中无明显的意义[19]，这表明

TGF-β在AGA发病中的作用仍需进一步的探索。本研究从免

疫学角度考虑到蔓柏生发方上调TGF-β分泌，同时表现出

促进毛发生长的作用，可能与其抑制炎症，减轻炎症诱导

毛囊的凋亡作用有关，这需要进一步的研究来证实。

药物治疗仍是AGA患者最常选用且有效的手段之一，FDA

批准用于AGA的药物仅米诺地尔和非那雄胺，停药后症状加重

以及不良反应是治疗失败的主要原因[20]。中医药治疗遵从整

体原则，对于AGA治疗具有独特的优势。历代各家对于脱发

的病因病机认识不尽相同，但总体认为其病因以本虚标实为

主，认为实邪以湿、热、瘀为主，虚多涉及肺肝脾肾四脏以

及血虚风燥、阴虚为主要病机。湿邪被认为是居于首位的发

病因素[21]，蔓柏生发方主要针对AGA的湿热病机，在清热祛风

除湿的同时兼顾补肾疏肝健脾，标本兼顾，疗效确切。

总之，本研究结果表明蔓柏生发方能够有效促进雄激素

性脱发小鼠的毛发生长，并调节了AGA小鼠外周血中Th1/Th17/

Th2/Treg细胞亚群的平衡，促使AGA小鼠外周血中T细胞亚群的

分布向正常小鼠靠近，这可能是其发挥作用的机制之一。
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