
广 西 医 科 大 学 学 报

JOURNAL OF GUANGXI MEDICAL UNIVERSITY
2023 May 40（5）

降香提取物对脂多糖诱导的RAW264.7细胞的抗炎、
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摘要 目的：探讨降香提取物（DOE）对脂多糖（LPS）诱导的RAW264.7细胞的抗炎及抗氧化作用及其对人毛乳头细胞（hD-

PCs）的促毛发生长作用。方法：将RAW264.7细胞分为空白对照组、模型组、4% DOE组和8% DOE组。空白对照组不予处理，

模型组使用LPS诱导体外炎症模型，4% DOE组和8% DOE组用LPS处理后分别加入4%和8%的DOE，分别采用Griess法和酶

联免疫吸附试验（ELISA）法测定各组细胞培养上清液中一氧化氮（NO）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）的含量，DCFH-DA荧光探针

检测各组细胞内的活性氧（ROS）含量。体外培养人毛囊分离的 hDPCs，设置空白对照组、4% DOE组和 8% DOE组，采用

CCK-8法检测细胞活力，RT-qPCR法检测毛发生长因子CTNNB1和毛发抑制因子DKK1基因的表达，western blotting法检测β-

连环蛋白（β-catenin）蛋白表达水平。结果：与模型组相比，4% DOE组和8% DOE组RAW264.7细胞NO、TNF-α、ROS含量降低

（均P＜0.05）。与空白对照组相比，4% DOE组和8% DOE组hDPCs细胞活力升高，CTNNB1基因和β-catenin蛋白表达上调，且

DKK1基因表达下调（均P＜0.05）。结论：DOE对LPS诱导的RAW264.7巨噬细胞具有抗炎和抗氧化作用，并且可以通过增加

hDPCs的活力及调节关键基因的表达促进毛发生长。
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Anti-inflammation and anti-oxidant effect of Dalbergia Odorifera T. Chen extract on lipopoly-

saccharide- induced RAW264.7 cells and its hair growth-promoting effect on human dermal

papilla cells
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530021, China; 2. Guangxi Helanmo Biotechnology Co., Ltd., Nanning 530219, China)

Abstract Objective: To explore the anti- inflammatory and anti- oxidant effect of the Dalbergia odorifera T.

Chen extract (DOE) on lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 cells and the hair growth-promoting effect

on human dermal papilla cells (hDPCs). Methods: RAW264.7 cells were divided into blank control group, model

group, 4% DOE group and 8% DOE group. The blank control group was untreated, the model group was treated

with LPS to induce the inflammatory model in vitro, and the 4% DOE and 8% DOE groups were treated with

LPS and then treated with 4% DOE and 8% DOE, respectively. The contents of nitric oxide (NO) and tumor ne-

crosis factor-α (TNF-α) in the supernatants of cell culture in each group were determined by Griess assay and en-

zyme- linked immunosorbent assay (ELISA), respectively. The contents of intracellular reactive oxygen species

(ROS) in each group were detected by DCFH-DA fluorescent probe. HDPCs isolated from human hair follicles

were cultured in vitro, and were divided into the blank control group, the 4% DOE and 8% DOE groups. The via-

bility of hDPCs was detected by CCK- 8 assay. Real- time fluorescence quantitative polymerase chain reaction

(RT- qPCR) was performed to detect the expressions

of hair- growth factor CTNNB1 and hair inhibition

factor DKK1. Western blotting was performed to de-

tect the expression of β- catenin protein. Results:
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Compared with the model group, the NO, TNF-α, and ROS contents in RAW264.7 cells in the 4% and 8% DOE

groups decreased (all P＜0.05). Compared with the blank control group, hDPCs cell viability increased, CTNNB1

gene and β-catenin protein expression were up-regulated, and DKK1 gene expression was down-regulated in the

4% and 8% DOE groups (all P＜0.05). Conclusion: DOE has anti-inflammatory and anti-oxidant effect on LPS-

induced RAW264.7 macrophages, and it can promote the hair growth by increasing the viability of hDPCs and

regulating the expression of key genes.

Keywords Dalbergia odorifera T. Chen; anti-inflammation; reactive oxygen species; hair growth; androgenetic

alopecia

脱发是一种常见的头发疾病，其中最常见的是

雄激素性秃发（androgenetic alopecia，AGA）。AGA

是一种受遗传因素和雄激素影响的慢性脱发，其特

征是毛囊微小化和毛囊周围炎症[1]。非那雄胺和米

诺地尔已经被批准用于治疗AGA，但这些药物的疗

效有限，也存在皮肤刺激、性功能障碍等副作用[2]。

由于AGA需要长期治疗，因此使用副作用小、来源

广泛的天然植物的替代疗法越来越受到关注。

中药降香为豆科植物降香黄檀（Dalbergia

odorifera T. Chen），黄檀属植物常用于治疗风湿病、

皮肤病、消化不良、血瘀、癌症、胸痹刺痛、跌扑伤痛

及呕吐腹痛等疾病[3]。近年来，降香在抗骨质疏松、

抗雄性激素、抗炎、抗过敏、抗氧化、抗肿瘤等方面

的研究已有不少报道[4]，而体外抗炎和促毛发生长

的作用及机制尚未有研究。本研究利用RAW264.7

巨噬细胞建立炎症及氧化应激模型，分离人毛乳头

细胞（human dermal papilla cells，hDPCs）体外培养，

探讨降香在AGA发病过程中的抗炎、抗氧化和促进

毛发生长的作用，为其防治脱发提供新的视角和理

论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞和主要试剂 小鼠 RAW264.7 巨噬细胞

株购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源

中心。胎牛血清、DMEM培养基、DMEM/F12培养

基（Gibco）；脂多糖（LPS）（Sigma）；胶原酶Ⅰ、肿瘤

坏死因子 α（tumor necrosis factor，TNF-α）检测试剂

盒（Solarbio）；细胞计数试剂盒（CCK-8）（同仁）；活

性氧（reactive oxygen species，ROS）试剂盒、一氧化

氮（nitric oxide，NO）试剂盒、BeyoECL Plus 超敏

ECL化学发光试剂盒（碧云天）；逆转录试剂盒（Ta-

kara RR047A）；实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）试剂

盒（Takara RR820A）；Omni-Easy™一步法PAGE凝胶

快速制备试剂盒 10%（雅酶）；一抗 β-连环蛋白（β-

catenin）、二抗（Abcam）；一抗 β- actin（Servicebio

GB15003）。

1.2 hDPCs的提取与培养 标本来自 2022年 1月

广西医科大学第一附属医院行头皮肿物切除术患

者多余的头皮，经医院医学伦理委员会批准，患者

均已签署知情同意书。使用细环钻头提取头皮标

本的毛囊单位，在 PBS中切除毛囊周围多余脂肪，

采用改良一步酶消化法，将处理好的毛囊放入有

0.2%胶原酶Ⅰ的培养皿中，置于细胞培养箱中消化

2.5 h，期间每30 min在立体显微镜下轻轻吹打10余

下，待毛乳头游离后，将其吸取并转移至含20%胎牛

血清的DMEM/F12培养基的皿中，放置于细胞培养

箱中培养。每2 d换1次液，细胞生长密度达到90%

汇合度时传代或冻存，用第3代细胞进行后续实验。

1.3 降香提取物（DOE）的制备 DOE由广西鹤兰

墨生物科技有限公司制备，使用水蒸气蒸馏法，提

取物呈水油混合物状。取一定量 DOE 经过 0.22

μmol/L微孔膜过滤除菌，加入DMEM/F12细胞培养

基中（含 20%胎牛血清）进行稀释，分别稀释为 4%、

8%、12%浓度的DOE培养基。

1.4 CCK-8法检测 hDPCs增殖活力 取第 3代对

数生长期 hDPCs，以 5×103个/孔的密度接种于 96孔

板，贴壁 24 h后，换用含有上述配置好的不同含量

DOE培养，24 h后每孔重新加入无血清DMEM/F12

培养液 100 μL和CCK-8溶液 10 μL，37℃避光孵育

2 h，酶标仪测定 450 nm波长下每孔的吸光度（OD

值）。细胞活力（%）=（实验组 OD 值-空白组 OD

值）/（对照组OD值-空白组OD值）×100%。此方法

筛选出的最适细胞活力浓度用于后续细胞实验。

1.5 LPS诱导RAW264.7细胞炎症模型的建立 将

RAW264.7 细胞以 5×104个/孔的密度接种于 96 孔

板，待细胞贴壁后分组处理细胞。模型组加入终浓

度为 1 μg/mL的LPS，实验组在模型组的基础上分
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别加入终浓度为4%和8% DOE，空白对照组加入等

体积的含10%胎牛血清的DMEM培养基，干预时间

为24 h。

1.6 Griess法检测RAW264.7细胞NO释放量

RAW264.7细胞以 5×104个/孔的密度接种于 96

孔板，分组处理，每组 3个复孔，处理 24 h后收集各

组细胞培养液上清进行NO释放量检测。在96孔板

中依次加入标准品及样品、Griess ReagentⅠ、Griess

Reagent Ⅱ，用酶标仪测定 540 nm处吸光度。根据

标准品曲线计算样品中NO浓度。

1.7 酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测RAW264.7

细胞炎症因子TNF-α释放量 RAW264.7细胞以 5

× 104个/孔的密度接种于 96孔板，给药分组设置同

“1.6”项，每组 3个复孔，处理 24 h后收集各组细胞

培养液上清，4 000 r/min离心15 min，按ELISA试剂

盒说明书检测上清液中TNF-α含量。

1.8 DCFH-DA 荧光探针检测 RAW264.7 细胞内

ROS水平 RAW264.7细胞以 1×105个/孔的密度接

种于12孔板，实验分组同“1.6”项，每组3个复孔，处

理24 h后，加入含荧光染料DCFH-DA 10 μmol/L的

无血清培养基，37 ℃孵育 20 min，用无血清培养基

洗涤3次后，荧光显微镜下观察荧光强度并拍照，用

Image J软件分析，计算平均荧光强度。荧光强度越

强，细胞内的ROS水平越高。

1.9 RT-qPCR法检测 hDPCs毛发生长关键基因表

达 取第 3代对数生长期 hDPCs以 8 × 105个/孔的

密度接种于 6孔板，贴壁后换用含有上述配置好的

4% DOE和8% DOE培养基，同时设置空白对照组，

培养 48 h后提取各组 hDPCs总RNA，逆转录为 cD-

NA，进行PCR扩增。以β-actin作为内参，检测毛发

生长关键基因CTNNB1和毛发生长抑制基因Dick-

kopf 相关蛋白 1（DKK1）的表达，引物序列见表 1。

采用2-ΔΔCT法计算目的基因相对表达量。

基因

β-actin

CTNNB1

DKK1

上游（5’～3’）

CAGGCACCAGGGCGTGAT

GGCTCTTGTGCGTACTGTCCTTC

TGCCTCAGGATTGTGTTGTGCTAG

下游（3’～5’）

TAGCAACGTACATGGCTGGG

CTTGGTGTCGGCTGGTCAGATG

ACAGACCTTCTCCACAGTAACAACG

表1 PCR引物序列

1.10 Western blotting法检测 hDPCs细胞 β-catenin

蛋白表达 取第 3代对数生长期 hDPCs以 1.5×106

个/孔的密度接种于6 cm培养皿，分组处理，培养48 h，

去除上清液并用PBS清洗细胞两次后，加入细胞裂

解液提取总蛋白，4 ℃下离心20 min，收集上清BCA

定量，并使用10%一步法PAGE凝胶电泳，转膜后用

5% BSA室温封闭1 h，加入一抗β- catenin（1∶5 000）、

β-actin（1∶2 000）4 ℃孵育过夜，TBST洗涤后与二抗

（1∶10 000）在室温下孵育1 h。使用ECL发光，检测

蛋白灰度值，并用 Image J软件分析。

1.11 统计学方法 采用 GraphPad Prism 8.0 对所

有实验数据进行统计分析。计量资料以均数±标准

差（x̄ ± s）表示，多组间比较采用方差分析，组间两两

比较采用LSD-t检验，以P＜0.05为差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 DOE 提高 hDPCs 细胞活力 DOE 浓度在 4%

至12%时细胞活力达到115%以上（P＜0.01），见图1。

选择4%和8% DOE浓度进行后续实验。

与空白对照组比较，**P＜0.01，***P＜0.001。

图1 CCK-8检测DOE对hDPCs细胞活力的影响

2.2 DOE抑制LPS诱导的RAW264.7巨噬细胞NO

释放量 与空白对照组比较，模型组的RAW264.7

巨噬细胞经 LPS 诱导后 NO 释放量显著升高（P＜

0.01），表明该细胞炎症模型构建成功；与模型组比

较，4%和 8% DOE 组均能抑制 NO 释放（均 P＜

0.05），8% DOE抑制NO效应更为显著（P＜0.001），

见图2。

林 婷, 等 .降香提取物对脂多糖诱导的RAW264.7细胞的抗炎、抗氧化作用和对人毛乳头
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与空白对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜

0.05，***P＜0.001；与4% DOE组比较，△P＜0.001。

图2 Griess法检测RAW264.7细胞NO释放量

2.3 DOE 降低 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞

TNF-α含量 空白对照组细胞培养液上清中TNF-α

含量较低，经LPS刺激后，模型组TNF-α释放量显

著增加（P＜0.001）；与模型组比较，4%和 8% DOE

组释放TNF-α含量明显降低（均P＜0.05），见图3。

与空白对照组比较，###P＜0.001；与模型组比较，*P＜

0.05，**P＜0.01。

图3 各组RAW264.7细胞上清液TNF-α含量比较

2.4 DOE 降低 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞

ROS含量 与空白对照组比较，模型组细胞内荧光

强度提高（P＜0.01），即RAW264.7细胞内ROS含量

增高；与模型组比较，4%DOE组和 8%DOE组荧光

强度下降（P＜0.05，P＜0.01），即细胞内ROS含量降

低，且 8%DOE组ROS含量比 4%DOE组降低更明

显（P＜0.001），见图4。

A：各组荧光图；B：各组ROS水平比较；与空白对照组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，与4% DOE组比

较，△P＜0.001。

图4 DCFH-DA荧光探针检测RAW264.7细胞内ROS水平（×400）

2.5 DOE影响hDPCs毛发生长相关基因表达 与

空白对照组相比，CTNNB1在DOE处理的hDPCs中

的mRNA水平均升高（P＜0.001），8% DOE组CTN-

NB1 mRNA水平较 4% DOE组高（P＜0.001）；与空

白对照组相比，DKK1 在 DOE 处理的 hDPCs 中的

mRNA 水平均降低（P＜0.001），4% DOE 组 DKK1

mRNA水平低于8% DOE组（P＜0.001），见图5。

2.6 DOE促进 hDPCs的β-catenin蛋白表达 与空

白对照组比，4%和8% DOE组β-catenin蛋白表达升

高（P＜0.001）。见图6。
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与空白对照组比较，***P＜0.001；与 4% DOE 组比较，
△P＜0.001。

图 5 RT-qPCR 检测 hDPCs 毛发生长基因 CTNNB1、DKK1

mRNA表达

与对照组比较，*P＜0.05，***P＜0.001。

图6 Western blotting检测hDPCs中β-catenin蛋白表达水平

3 讨 论

降香作为一种传统中药材具有广泛的药理学

活性，水蒸气蒸馏法提取的降香蒸馏液中含有部分

挥发油，其中主要成分是黄酮类、萜烯类和丁香酚

化合物[4,5]。以往的研究表明，降香水提液中含有的

黄酮类化合物如异甘草素可显著抑制LSP诱导的

NO、白细胞介素-1β和TNF-α的生成，通过细胞外信

号调节1/2激酶途径诱导血红素加氧酶-1在巨噬细

胞中的表达，从而起到抗炎作用，还可以清除ROS，
发挥抗氧化作用[6-7]。丁香酚可以提高超氧化物歧

化酶的活性，抑制了NO的产生，下调神经胶质细胞

促炎细胞因子的产生[8]。黄酮类、萜烯类化合物还

具有显著抑制 5α-还原酶的作用，从而对雄激素性

脱发、痤疮等可能具有治疗作用[9]。最近的研究表

明，松树皮提取物富含类黄酮，通过调节炎症细胞

因子和增加生长因子来促进小鼠背部皮肤的毛发

生长[10]。绿茶提取物中含有多酚类成分，具有抗炎

和抗氧化应激作用，并通过其对真皮乳头细胞的增

殖和抗凋亡作用刺激毛发生长 [2]。与上述植物类

似，我们推测降香通过其含有的黄酮类、萜烯类和

丁香酚化合物发挥抗炎、抗氧化以及促毛发生长作

用。

HDPCs是毛囊根部的一种间充质干细胞，通过

支持毛囊干细胞、分泌细胞因子和生长因子，在毛

囊发育和毛发生长中起着至关重要的作用[11]。Wnt/
β-catenin信号通路与毛乳头细胞诱导功能和毛囊生

长发育紧密相关，β-catenin可以诱导毛发从静止期

向生发期转变，使得毛发再生 [12]。DKK1 是一种

Wnt拮抗剂，通过与LRP5/6共受体结合并阻断Wnt
配体来抑制 Wnt/β-catenin 信号传导，从而导致 β-
catenin降解，促进细胞凋亡 [12-13]。研究表明在双氢

睾酮的干预下，hDPCs中DKK1表达上调，导致角质

形成细胞和hDPCs的下游信号转导停止[14]。本研究

证明 4%和 8% DOE在增加 β-catenin蛋白表达水平

同时，DKK1基因表达水平也受到抑制，提示DOE
具有促进毛发生长的潜能。该结果说明DOE可能

在基因转录方面调控DKK1的表达，但遗憾的是，我

们未能在蛋白水平检测DKK1的表达，DOE是否也

能在蛋白翻译层面调控DKK1需要更进一步的探

讨。

毛囊微炎症是由氧化应激和雄激素引发的，同

时也是AGA的发病机制之一[15]。雄激素双氢睾酮

诱导 hDPCs 产生过量 NO 和诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）表达[16]。Jaworsky等[17]发现，AGA患者的脱

发区可见毛囊漏斗下部存在活化T细胞浸润，而非

脱 发 区 毛 囊 漏 斗 部 无 炎 症 细 胞 。 LPS 诱 导

RAW264.7巨噬细胞炎症模型是筛选抗炎活性物质

和研究炎症性疾病最常用的体外炎症模型。LPS激
活巨噬细胞内的转录因子，如NF-κB，导致释放炎症

介质 NO、TNF-α 等，继而加速炎症性疾病的发

展[18]。在炎症因子等刺激下，ROS的过量积累可打

破细胞内稳态，导致氧化应激和线粒体功能障碍，

引起细胞损伤[19]。本研究发现 4%和 8% DOE能下

调LPS诱导的巨噬细胞TNF-α、NO分泌，同时降低

细胞内ROS水平。该结果提示，植物提取物DOE
可以通过抑制细胞炎症反应，减轻氧化应激损伤，

我们推测其有可能通过改善毛囊微环境，减轻脱发

症状。但DOE调控炎症通路的具体机制以及其是

否通过NF-κB通路来抑制炎症因子分泌仍有待进

一步研究。

综上所述，AGA 是一种多因素导致的疾病，

DOE表现出有效的抗炎、抗氧化应激、上调毛发生

长关键蛋白 β-catenin、下调毛发抑制基因DKK1的
作用，其丰富的黄酮类、萜烯类和丁香酚成分活性

可能有助于协同治疗AGA，促进毛发生长。本研究

获得的DOE抗炎、抗氧化和促进毛乳头细胞生长的

作用，为降香用于开发防治AGA的外用洗发液、营

养生发产品甚至药品提供了理论依据。然而，需要

进一步的研究来阐明DOE中有上述作用的生物活

性化合物及其对特定信号通路的影响。
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