
平 ∀通过对纳米中药与水提液药效的比较 Π 且对

衰老小鼠 ≥ ⁄影响的 ∞⁄ 纳米 ∞⁄ 水提可知 纳米制剂的药

效优于水提液 ∀提示中药纳米化后由于其药效强于常态中

药 可以降低用药量 从而节省中药资源 对中药可持续发展

战略具有重大意义 ∀纳米中药具有广阔的开发前景 ∀
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阿糖胞苷引起毛囊损伤离体模型的建立以及他克莫司对其的逆转作用

基金项目 浙江省科技计划项目 编号 ≤

吴贤杰 郑敏 吕中法 浙江大学医学院附属第二医院皮肤科 浙江  杭州

摘要 目的  建立阿糖胞苷 2 诱导毛囊损伤的离体器官培养模型 并观察他克莫司 ƒ 对 2 诱导的小鼠触须毛

囊损伤的逆转作用 ∀方法  用离体器官培养的方法在倒置显微镜底下每日测量空白组 !ƒ 2 和单纯 2 作用下毛

囊生长长度 !记录生长天数 以及液相闪烁仪测量同位素 2× 的掺入率 ∀结果  2 和 的浓度 作用

能明显抑制毛囊生长和 ⁄ 合成 缩短毛囊在体外的生长时间 抑制毛囊球部细胞增殖 ∀ ∗ 的 ƒ 能改善

2 引起的毛囊生长和 ⁄ 合成的抑制 体外生长时间缩短以及毛囊球部细胞增殖抑制 ∀ 的 ƒ 对

2 引起的毛囊损伤也有相似的改善作用 ∀结论  2 诱导毛囊损伤的离体模型可以用于研究化疗脱发的机制和

某些因子及药物对它的干预作用 ƒ 在体外对 2 诱导的毛囊损伤有修复作用 是治疗化疗后脱发的潜在药物 ∀

关键词 他克莫司 阿糖胞苷 毛囊 器官培养

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

Αν ιν ϖιτρο µ οδελοφ ηαιρ φολλιχλε δαµ αγε ινδυχεδ βψ Αρα2χ ανδ ρεϖερσαλεφφεχτ οφΦΚ506

• ÷ 2 ∞ 2 (∆επαρτµ εντ οφ ∆ερµ ατολογψ, Τηε Σεχονδ Αφφιλιατεδ Ηοσπιταλ οφ Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ,

ΣχηοολοφΜεδιχινε, Ηανγζηου , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × ιν ϖιτρο ∏ 2 ∏ √ ∏

√ ƒ ΜΕΤΗΟ∆  ιν ϖιτρο ∏ ∏ ∏ √ ∏ √ 2

2× 2 ƒ

∏ ∏ √ Ρ ΕΣΥΛΤΣ 2

2× ∏

ιν ϖιτρο ƒ √ 2 ιν ϖιτρο ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × 2

∏ ∏ ∏ √ ∏ 2 ∏ ƒ √ 2

2

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ƒ 2 ∏ ∏

  游离毛囊器官培养模型可用于细胞因子和药物对毛囊

生长影响研究 试验方便且重复性好 ≈ 因此我们用该模型

研究了阿糖胞苷 2 对毛囊的生物学特性影响 ∀近年发

现免疫抑制剂他克莫司 ƒ 对环磷酰胺诱导的背部小

鼠毛囊损伤有保护作用 ≈ 但是否能直接修复化疗药物引起

的游离培养的毛囊损伤尚未见报道 ∀我们用游离毛囊器官

培养模型研究了 ƒ 对化疗药物引起的毛囊损伤的直接

修复作用作了研究 ∀

1  材料和方法

1 1  动物来源

≤ 近交系鼠由浙江大学实验动物中心提供 ∀

动物合格证 2
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1 2  试剂

• ∞无血清培养基 !亚硒酸钠 !转铁蛋白 ! ××和

胶原酶均购自 ≥ 公司 分离酶购自 公司 牛胰岛

素由徐州万邦生化制药公司生产 ∞°∞≥购自上海吉泰公

司 ƒ 注射剂由香港藤泽公司惠赠 2 由东北制药总

厂生产 2× 购自中国科学院北京原子能研究所 ∀毛囊

培养基由 • ∞无血清培养基由牛胰岛素 氢化

考的松 Λ 亚硒酸钠 Λ 转铁蛋白

青霉素 ∏ 链霉素 Λ 等构成 ∀

1 3  小鼠触须毛囊的分离

只近交系 ≤ 小鼠 出生 ∗ 周 只雄鼠 只

雌鼠 ∀断颈处死 剪去双侧胡须 乙醇消毒上唇部 遍

无菌条件下剪取双侧胡须垫 置于毛囊培养基中 于超净工

作台中反复用培养基冲洗 遍 在立体解剖显微镜下用显微

剪 !镊小心分离胡须垫的真皮与皮下组织 然后在皮下组织

中小心地剪取生长期毛囊 选取完整无损伤的生长早期的毛

囊 培养基反复冲洗 遍 ∀每遍冲洗均需更换一次器械 ∀

1 4  小鼠触须毛囊的体外培养

培养在 孔板中进行 每孔仅放 个毛囊 ∀每孔含毛

囊培养基 ∀然后在 ε 二氧化碳浓度的孵育箱

内培养 ∀

1 5  2 对毛囊生长的抑制作用及 ƒ 对损伤的逆转

作用

实验分空白对照组 ! 2 组 ! 2

组和 2 ƒ 组

及 2 ƒ 组 ∀各组实验的毛囊

数为 个 ∀各组用毛囊培养基预先孵育 然后在 2

ƒ 组和 2 组毛囊培养基中加入 2 使其终浓度

为 或 继续培养 后各组毛囊均弃去培

养基 用 ° ≥冲洗 遍 各组再分别换入与预先孵育时相同

的培养基 同时在 2 ƒ 组加入 ƒ 使其终浓度

符合以上分组要求 并以此时作为实验记数的零时 ∀零时及

此后每隔 在倒置显微镜下观察毛囊生长情况 并通过目

镜的测微器测量各组毛囊顶端到毛干末端的长度 共观测

∀每日测得的毛囊长度减去前 测的长度即为毛囊每

日生长净长度 第 天毛囊长度减去零时毛囊长度即为毛

囊总生长长度 毛囊停止延长前的天数记录为毛囊体外生长

维持时间 ∀

1 6  2 对体外培养的毛囊 2× 掺入率的抑制作用及

ƒ 对抑制的逆转

实验分组及方法同 / 0 每组 个毛囊 在实验零时

各组均加入 2× 使在培养基中的终浓度为 ∏≤ ∀继

续培养 后 取出毛囊 用 ° ≥冲洗 遍 ∀ 氯乙酸固

定 ε ≅ 然后在 ε 水浴锅中用 乙酸 Λ

溶解毛囊 用自动收集器收集标本至玻璃纤维纸上 使每张

纸上含有 个毛囊的标本 每个闪烁瓶中放入 张玻璃纤维

纸 加二氧六烷闪烁液 至液相闪烁仪上测掺入率 ∀

1 7  ××法测定 2 对乳鼠毛囊球部细胞增殖率的抑制

作用及 ƒ 对抑制的逆转

毛囊球部细胞分离主要参考文献 ≈ 方法简单介绍如

下 ∀无菌取刚出生 的 ≤ 近交系乳鼠背部皮肤 切

成宽约 的长条状 用 的分离酶 ε 处理

弃去表皮 把含有毛囊的真皮组织用 ° ≥冲洗后 放入

的胶原酶溶液 ε 孵育 ∀而后用吸管反复吹打至

组织块崩解成混悬液 ∀ ∗ ε 下离心 弃去

上清液 主要含有成纤维细胞 沉淀物 含有毛囊球部组

织 置于平皿 反复用镊子在 ° ≥掏洗以去掉毛干 再经

∗ 离心 ° ≥重悬浮 反复 次 可以清洗掉单

个细胞 获得纯度较高成团的毛囊球部细胞 直接接种于培

养瓶中 用含有 新生牛血清的 ⁄ ∞ 培养液在 ε

二氧化碳浓度的孵育箱内培养 ∀第二代细胞用于实验研

究 ∀

实验在 孔板中进行 分组同 / 0 每组设 个复孔

每孔接种细胞浓度为 ≅ 每孔接种 Λ 培养条件

同 / 0 培养 后根据分组要求加药方法同 / 0 实验

零时以后培养 在培养终止前 每孔加入 的

×× 继续孵育 后弃去培养液 每孔加入 ⁄ ≥ Λ 振

荡 ∗ 至结晶完全溶解 在酶标仪上测 处的吸

光度 Α值 ∀

1 8  统计学处理

单因素方差检验及相关分析由 ≥°≥≥ 处理 设 Π

为显著意义 ∀

2  结果

2 1  2 对毛囊生长的抑制作用

与空白对照组相比 与 的 2 明显缩

短毛囊在体外的生长时间 Π 和总生长长度 Π

抑制 2× 的掺入率 Π 图 ∀

与 的 2 也明显抑制毛囊球部细胞的增殖

Π 图 ∀

比较 内毛囊的生长速度 图 ! 表 发现 2 明

显抑制前 毛囊的每日净生长长度 Π 第 天的每

日净生长长度与空白对照组比较无显著性差异 Π

第 天起因 2 组的毛囊绝大部分已停止生长 故与对照

组又出现差异 ∀我们定义 毛囊生长抑制率 对照组平均

每日净生长长度 2 2 组平均每日净生长长度 对照组平

均每日净生长长度 ∀ 图 研究前 的抑制率 我们发现

2 主要抑制毛囊前 的生长 抑制率第一天最明显 随

后逐渐减轻 到第 天抑制已无显著性 而后由于 2 组毛

囊大部分开始停止生长 抑制率又逐渐上升 ∀对前 毛囊

生长抑制率与生长时间作相关分析 发现毛囊生长抑制率与

生长时间成负相关 的 2 组 Ρ Π

的 2 组 Ρ Π ∀
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图 1  2 对体外器官培养的小鼠触须毛囊生长维持时间

的抑制及 ƒ 对其逆转作用

Φιγ 1  ƒ √ ∏ √

2 ιν ϖιτρο

注 ν ƒ Π ∀ Π 与空白对照相比 Π

与 2 组相比 Π 与 2 组相

比 ∀

ν ƒ Π Π √ Π

√ 2 ∏ Π √ 2 ∏

图 2  2 对体外器官培养的小鼠触须毛囊总生长长度的

抑制及 ƒ 对其逆转作用

Φιγ 2  ƒ √ ∏ √

2 ιν ϖιτρο

注 ν ƒ Π ∀ Π 与空白对照相比 Π

与 2 组相比 Π 与 2 组相

比

ν ƒ Π Π √ Π

√ 2 ∏ Π √ 2 ∏

图 3  2 对体外器官培养的小鼠触须毛囊 2× 摄入的

抑制及 ƒ 对其逆转作用

Φιγ 3  ƒ √ 2× ∏ √

2 ιν ϖιτρο

注 ν ƒ Π ∀ Π 与空白对照相比 Π

与 2 组相比 Π 与 2 组相

比

ν ƒ Π Π √ Π

√ 2 ∏ Π √ 2 ∏

图 4  ƒ 逆转 2 对离体毛囊及毛囊球部细胞损伤的

形态学观察

Φιγ 4  √ ƒ √ ∏ √ 2

∏ 2 ιν

ϖιτρο ∗ 为空白对照组毛囊生长情况 ∗ 为 2

组毛囊生长情况 ≤ 2≤ 为 2 ƒ 组

毛囊生长情况 ∀ ≤ 为 ≤ 为第 天 ≤ 为

第 天 ∀ ⁄ 为空白对照组乳鼠毛囊球部细胞第 生长情况 ⁄ 为

2 组乳鼠毛囊球部细胞第 生长情况 ⁄ 为 2

ƒ 组乳鼠毛囊球部细胞第 生长情况

∗ ∏ ∗ 2 ∏ ≤ ∗ ≤ 2 ƒ

∏ ≤ ≤ ≤

⁄ ∏ ⁄ 2 ∏ ⁄ 2 ƒ ∏ ⁄ ∗ ⁄

√ 2 ƒ

图 5  2 对体外培养的小鼠触须毛囊球部细胞 ××摄入

率的抑制及 ƒ 对其逆转作用

Φιγ 5  ƒ √ ∏ ∏ ∏√ √

2 ιν ϖιτρο

注 ν ƒ Π ∀ Π 与空白对照相比 Π

与 2 组相比 Π 与 2 组相比

ν ƒ Π Π √ Π

√ 2 ∏ Π √ 2 ∏
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图 6  2 对体外器官培养的小鼠触须毛囊每日生长速度

的抑制作用

Φιγ 6  ∞ 2 ∏ √ ιν

ϖιτρο

注 ν Π 2 组与空白对照相比 Π 空白组与

2 组相比

ν Π 2 ∏ √ Π 2

∏ √

图 7  2 引起的体外器官培养的小鼠触须毛囊每日生长

抑制率的变化

Φιγ 7  ∞ 2 ∏ √

ιν ϖιτρο

注 ν Π 2 组与空白对照相比 Π 空白组与

2 组相比

ν Π 2 ∏ √ Π 2

∏ √

表 1  ƒ 逆转 2 引起的离体培养小鼠触须毛囊生长速度抑制的作用 ξ ? σ

Ταβ 1  √ ƒ 2 ιν ϖιτρο ξ ? σ

2 ƒ 生长速度

第 天 第 天 第 天 第 天 天平均

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

? ? ? ? ?

ƒ值

°值

注 ν 与空白对照组比较均 Π 与 的 2 组比较均 Π 与 的 2 组比较均 Π

ν Π √ Π √ 2 ∏ Π √ 2 ∏

2 2  ƒ 逆转 2 对毛囊生长抑制的影响

2 2 1  ƒ 逆转 2 对毛囊生长抑制的生物学指标

∗ 的 ƒ 能显著改善 的 2

引起的毛囊体外生长维持时间与毛囊总生长长度的抑制 Π

的 ƒ 也能显著改善 的 2

引起的毛囊体外生长维持时间与毛囊总生长长度的抑制 Π

∀ 图

  ∗ 的 ƒ 能不同程度地改善

的 2 引起的前 及前 平均毛囊体外每日净

生长长度的抑制 Π 的 ƒ 也能不同程

度地改善 的 2 引起的前 及前 平均毛囊体

外每日净生长长度的抑制 Π 表 ∀

2 2 2  2× 掺入率分析  ∗ 的

ƒ 能显著改善 的 2 引起的毛囊 2× 掺入

率抑制 Π 的 ƒ 也能显著改善

的 2 引起的毛囊 2× 掺入率抑制 Π

图

2 2 3  ƒ 逆转 2 对毛囊球部细胞增殖的抑制  我

们用 ××测定结果 处的吸光度 Α值来表示细胞的增

殖程度 ∀ ∗ 的 ƒ 能显著改善

的 2 引起的毛囊球部细胞增殖抑制 Π

的 ƒ 也能显著改善 的 2 引起的毛囊

球部细胞增殖抑制 Π ∀ 图

3  讨论

用于研究化疗药物引起毛囊损伤的模型主要是出生

的新生鼠单次注射化疗药物诱导生长期向退行期样转变 ≈ ∀

在体的情况下 干扰因素较多 有时会使分析结果的过程复

杂化 不能直接或直观地反映一些生物学性状 所以建立一

个离体的模型有利于对化疗药物引起的毛囊损伤的研究 但

目前还没有见到该模型的报道 ∀因此我们用游离小鼠触须

毛囊器官培养模型 对 2 引起的毛囊损伤作用作了研究 ∀

2 的浓度我们选用经常用于离体研究肿瘤化疗的
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与 ≈ 体外的药物作用时间参考该药物在人体内

的血浆浓度维持时间 定为 ∀模拟 2 在体内作用于

毛囊时的药物作用环境 ∀我们发现 与 的

2 作用 能明显抑制毛囊的生长 尤其是第 个

生长抑制均达 以上 能缩短毛囊在体外的生长时间 !总

生长长度 不同程度地抑制毛囊前 以及前 平均每日净

生长长度 毛囊同位素 2× 的摄入也明显减少 提示 2

能抑制毛囊的 ⁄ 的合成 2 也能明显抑制毛囊球部

细胞的增殖 ∀因此我们较好地模拟出化疗药物对毛囊的损

伤作用 同时我们也发现该模型具有能直观反映毛囊被化疗

药物损伤后生物学性状改变的特点 ∀

利用该模型 我们用 ƒ 对 2 损伤的毛囊进行了

治疗 发现它能不同程度改善 2 引起的毛囊生长速度 体

外生长维持时间和生长总长度的抑制 ∀这说明该模型也可

以方便地用于一些细胞因子 !生长因子或一些药物对化疗药

物引起的毛囊损伤的保护作用或治疗作用地研究 ∀但对于

不同的化疗药物建立模型时 可能对药物的浓度和作用的时

间还需要作进一步的探讨 ∀时间过短 浓度过低 可能就不

能很好地模拟出化疗药物对毛囊的损伤 时间过长 浓度过

高 可能会造成实际化疗过程中更为严重的毛囊损伤 影响

一些有价值的细胞因子或药物的疗效评价 ∀我们也发现

的 ƒ 对 的 2 引起的毛囊损伤的 改善

比 的 2 引起的毛囊 损伤的改善效果要差 ∀因此

对不同抗癌药物在离体的毛囊器官培养条件下对毛囊的损

伤作进一步的研究 有利于建立更为完善的模型 ∀

环孢素 ƒ 是免疫抑制剂 近年发现它们有促进

毛囊生长和预防化疗引起脱发的作用 ≈ ∀环孢素 的修复

化疗后毛囊损伤的作用 是通过比较化疗后从退行期样毛囊

结构到生长期毛囊的重新出现时间短于正常的退行期毛囊

向生长期毛囊转变的时间而间接获得的 ≈ 但环孢素 又

具有诱导生长期毛囊的作用 ≈ 因此很难说明环孢素 是

否对损伤的毛囊有直接修复作用 ∀而且与它有类似作用的

ƒ 对化疗后的毛囊损伤是否有逆转作用尚未见报道 ∀

我们用离体模型证明了 ƒ 对 2 诱导的毛囊损伤有

直接修复作用 ∀ ƒ 的保护作用起效于毛囊损伤后 具体

的机制尚不清楚 ∀抗癌药物对细胞的作用可产生两种命运

一种通过凋亡而死亡 一种通过进入 期停滞 ≈ ∀因此

ƒ 可能对细胞的早期凋亡有逆转作用 或者对进入

期停滞的细胞有促进进入增殖池的作用 ∀化疗药物对毛囊

的损伤主要集中在毛囊球部增殖活跃的细胞群 诱导他们的

凋亡 促使毛囊由生长期到休止期转变 而不是坏死的作

用 ≈ ∀我们也发现化疗药物能明显抑制毛囊球部细胞的增

殖 而 ƒ 能明显改善它的抑制 ∀因此研究化疗药物对毛

囊球部细胞生物学特性的影响和各种细胞因子 !生长因子的

表达 以及 ƒ 对这些影响和各种分子表达的干预作用将

有利于理解 ƒ 逆转抗癌药物对毛囊损伤的具体机制 ∀

我们认为 ƒ 是治疗化疗后秃发的潜在有效药物 但

其作用的浓度较高 我们实验发现在 ∗ 之间

远高于全身用药时的游离血浆内药物浓度 ∀因此用于治疗

化疗脱发时 只能局部外用 一般用于局部治疗的浓度在

∗ 之间 ≈ ∀在体情况下是否对化疗药物引起的

人毛囊的损伤有治疗作用尚需作进一步的研究 ∀
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