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摘要 目的 探索同源细胞微移植( MG) 技术及 A 型肉毒

毒素( BTX-A) 联合使用对小鼠毛发再生的影响。方法 选

取 45 只 C57BL /6 小鼠，随机分为生理盐水组( NS 组) 、MG

组( MB-0 组) 、MG + 低剂量 BTX-A 组( MB-2 组) 、MG + 中剂

量 BTX-A 组 ( MB-10 组) 、MG + 高 剂 量 BTX-A 组 ( MB-50

组) ，共 5 组，用药后观察小鼠背部毛发生长情况，并在实验

第 7、14、21 天采用苏木精 － 伊红( HE) 染色评估毛囊生长情

况、在第 21 天采用免疫组织化学染色评估血管内皮生长因

子( VEGF) 及 β-catenin 的 表 达 情 况。结 果 经 过 MG 及

BTX-A 治疗后，小鼠皮肤变黑时间缩短( P ＜ 0. 05) ，第 14 天

新生毛发覆盖率增高( P ＜ 0. 05 ) 。与 NS 组比较，其余各实

验组毛囊数目增多 ( P ＜ 0. 05 ) ，VEGF 及 β-catenin 表达增

多。结论 MG 联合 BTX-A 对小鼠毛发再生有促进作用，

其机制可能和促进血管生长及激活 β-catenin 信号有关。
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毛发生长是一个复杂的过程，受遗传、营养、环
境等因素的影响。脱发是一种常见的疾病，不仅影

响容 貌，而 且 会 使 患 者 产 生 焦 虑、自 卑 等 不 良 心

理［1］。自体毛囊移植术是目前改善脱发常用的方

法，但存在供区有限、成活率不确切等局限性。微移

植( micrograft，MG) 技术最早由美国的 Meek 博士提

出，是将移植物切割成更小的微移植物，以此来增加

皮肤移植面积，后来研究人员对这项技术进行改良

形成同源细胞微移植技术，并扩大了应用范围［2］。
Gentile et al［3］利用此原理通过机械分离将头皮组织

制成富含毛囊干细胞的微移植悬液注射到患者的脱

发区，并取得了满意的疗效。有报道显示 A 型肉毒

毒素( botulinum toxin A，BTX-A) 可以影响毛囊周期

及相关的细胞过程，且局部注射时可以松弛头皮并

降低头皮穿孔血管的压力，临床上通过注射 BTX-A
改善患者的毛囊微循环，刺激毛囊生长［4］。该研究

通过 MG 联合低、中、高剂量 BTX-A 观察对小鼠毛

发再生的影响，从而为脱发的临床综合治疗提供新

思路。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 主要试剂和仪器 轧皮机、低速离心机( 北

京伟力新世纪科技发展股份有限公司，货号: CG-
1000、Q0522030349C) ; BTX-A ( 兰州生物技术开发

有限公司，批号: S10970037) ; 苏木精 － 伊红( hema-
toxylin-eosin，HE) 染液( 北京兰杰柯科技有限公司，

货号: BL700B-1、BL700B-2 ) ; 内源性过氧化物酶阻

断剂、DAB 显色液、酶标羊抗兔 IgG 聚合物( 北京中

杉金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司，货 号: PV-6001、ZLI-
9018、ZB-2301 ) ; 血管内皮生长因子( vascular endo-
thelial growth factor ，VEGF) 抗体、β-catenin 抗体( 美

国 Affinity Biosciences 公 司， 货 号: DF7011、
AF6266) 。
1． 1． 2 实 验 动 物 50 只 5 周 龄 SPF 级 雌 性
C57BL /6 小鼠，质量为 20 g ± 2 g，购自杭州子源实

验动物科技有限公司，饲养环境温度 20 ～ 26 ℃，并

可自由饮水和取食。其中 5 只用于制备 MG，45 只

用于疗效评价实验。
1． 2 方法

1． 2． 1 脱发模型的建立、MG 和 BTX-A 的制备

1． 2． 1． 1 脱发模型的建立 实验小鼠适应性饲养
1 周，各小鼠自 6 周龄时开始实验，采用拔毛法构建

小鼠脱发模型［5］。在实验第 0 天予以拔毛，将松香

和石蜡融化后按照1 ∶ 1的比例混合，置于室温适当

降温，防止烫伤小鼠皮肤。将松香石蜡混合物均匀

涂在小鼠背部，待混合物变硬后撕除，可观察到脱毛

后的小鼠背部皮肤呈粉红色，脱毛面积约为 2 cm ×
4 cm。
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1． 2． 1． 2 MG 和 BTX-A 的制备 根据 Li et al［6］的

方法，将小鼠麻醉过量致死后，剃除背部毛发并消

毒，取直径 1 cm 大小背部皮肤 3 块，修剪成 1 mm ×
1 mm 大小的组织碎块后放入轧皮机中，并向其中注

射 1. 2 ml 生理盐水，置入低速离心机中转动 2 min，

取出悬液。第 2 次注入生理盐水 1. 2 ml，转动 1 分

钟并取出悬液。第 3 次注入 1. 2 ml 生理盐水，转动

2 min 并取出悬液，最后共获取 3. 6 ml 的 MG。将规

格为 100 U 的 BTX-A 用 2. 5 ml 的生理盐水溶解制

成 40 U /ml 的溶液。用移液枪取 13. 3、66. 7、333. 3
μl 的 BTX-A 溶液分别与 3. 6 ml 的 MG 混合，并用

生理盐水稀释至 4. 0 ml，制成低、中、高剂量的 BTX-
A 与 MG 混合物，另将 3. 6 ml 的 MG 用生理盐水稀

释至 4. 0 ml 制成单纯 MG，见图 1。
1． 2． 2 实验分组及给药 随机分为 5 组: ① 生理

盐水组( NS 组) : 注射物为生理盐水; ② MG 组( MB-
0 组) : 注射物为单纯 MG，BTX-A 的剂量为 0 U /kg;

③ MG + 低剂量 BTX-A 组( MB-2 组) : 注射物为 MG
和 2 U /kg 的 BTX-A; ④ MG + 中 剂 量 BTX-A 组

( MB-10 组) : 注射物为 MG 和 10 U /kg 的 BTX-A; ⑤
MG + 高剂量 BTX-A 组( MB-50 组) : 注射物为 MG
和 50 U /kg 的 BTX-A ，每组各 9 只小鼠用于疗效观

察实验。实验第 1 天给药，使用 1 ml 注射器采用间

隔注射治疗，每次注射 0. 05 ml，间隔距离约 0. 5 ～
1. 0 cm，每只小鼠注射总剂量为 0. 3 ml。
1． 2． 3 毛发生长情况评估 给药后每日观察小鼠

背部皮肤颜色变化及毛发生长状况，记录皮肤由粉

变黑的时间，观察有无脱屑、破溃、坏死等不良事件

发生。用相机每 2 日在相同对比度、亮度、距离和焦

点下拍摄小鼠背部照片，使用 Image J 软件分析并计

算实验第 14 天小鼠背部新生毛发覆盖率。新生毛

发覆盖率 = ( 新生长毛发覆盖面积 /脱毛区域总面

积) × 100 %。
1． 2． 4 HE 染色 在实验第 7、14、21 天，各实验组

随机选取 3 只小鼠处死，切取相同部位小鼠背部的

皮肤组织，每块大小约 1 cm ×1 cm 大小。随即进行

固定、脱水、石蜡包埋，选取纵切面进行切片，进行

HE 染色。在光学显微镜下观察小鼠背部皮肤毛囊

的组织学改变，并随机选取 3 个视野计数毛囊个数

并求取平均值。
1． 2． 5 免疫组织化学染色 石蜡切片脱蜡和水化

后进行抗原修复、阻断内源性过氧化物酶、血清封

闭、滴加一抗、滴加酶标羊抗兔 IgG 聚合物、DAB 显

色、苏木精复染、脱水、透明、封片，在光学显微镜下

观察并进行结果判读。其中，一抗稀释比例: VEGF
( 兔) 为1 ∶ 100; β-catenin( 兔) 为1 ∶ 100。
1． 3 统计学处理 所有结果均采用 SPSS 27. 0 软

件进行统计学分析。计数资料实验数据以 �x ± s 表

示。多组资料之间比较采用 ANOVA 检验，两组间

多重比较采用 LSD-t 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 毛发生长情况 观察结果见图 2。在实验第 0
天拔毛后，小鼠的背部皮肤颜色为粉色，毛囊同步进

入休止期，在局部注射 MG、BTX-A 后，可观察到小

鼠的背部皮肤颜色逐渐由粉色转变为黑色且皮肤变

色时间缩短( F = 4. 541，P = 0. 007) ; 与 NS 组相比，

MB-10 组及 MB-50 组皮肤变色时间缩短( t = 3. 37、
3. 65，均 P ＜ 0. 05 ) 。在实验第 14 天计算小鼠背部

脱毛区域的新生毛发覆盖率，与 NS 组相比，经局部

注 射MG、BTX-A后，MB-0组、MB-2组、MB-10组、

图 1 MG 的制备与注射

A: 将剪碎的皮肤组织置入轧皮机; B: 将轧皮机置入低速离心机; C: 将获得的悬液皮内注射于小鼠背部脱发区
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图 2 不同时间点每组小鼠毛发生长情况

MB-50 组的新生毛发覆盖率均提高( t = 2. 11、3. 29、
5. 34、4. 10，均 P ＜ 0. 05) ; 与 MB-0 组相比，MB-10 组

及 MB-50 组新生毛发覆盖率提高( t = 3. 23、2. 88，均

P ＜ 0. 05) ，差异有统计学意义，见表 1。在实验期

间，可观察到和脱毛区域周围原生毛发颜色相比，小

鼠新生毛发颜色较黑; MB-50 组有 1 只小鼠背部皮

肤出现破溃、结痂，痂皮脱落后仍有毛发生长，但生

长速度较慢，其余小鼠均未出现脱屑、破溃、坏死等

其他情况。

表 1 MG 及 BTX-A 对小鼠背部皮肤变黑时间、

第 14 天新生毛发覆盖率的影响( n = 6，�x ± s)

组别
BTX-A

剂量( U /kg)

皮肤变黑

时间( d)

第 14 天新生毛发

覆盖率( % )
NS 0 8． 33 ± 1． 03 19． 67 ± 6． 80#

MB-0 0 7． 50 ± 1． 05 33． 11 ± 15． 78*

MB-2 2 7． 33 ± 1． 03 40． 60 ± 12． 19*

MB-10 10 6． 33 ± 0． 82* 53． 68 ± 9． 57* #

MB-50 50 6． 17 ± 1． 17* # 51． 48 ± 8． 53* #

与 NS 组比较: * P ＜ 0. 05; 与 MB-0 组比较: #P ＜ 0. 05
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2． 2 毛囊形态及数量 观察结果见图 3，在第 7 天

时，NS 组的毛囊大部分仍处于休止期，其毛囊形态

较小，位置较浅; 其余各组的毛囊大部分处于生长

期，其形态较大，位置较深; 在第 14 天时，各组毛囊

均处于生长期，NS 组黑色素分泌较少，颜色较淡，其

余各组黑色素分泌较多，颜色更深; 在第 21 天时，

NS 组毛囊开始退化，形态上变短且细小，而其余各

组毛囊仍呈现生长期特征。实验第 7 天时，各组毛

囊数量无明显差异( F = 1. 403，P = 0. 302 ) ，差异无

统计学意义。实验第 14 天时，与 NS 组相比，MB-0
组、MB-2 组、MB-10 组、MB-50 组毛囊数量均提高( t
= 2. 81、3. 48、6. 55、6. 29，均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 MB-0 组

相比，MB-10 组、MB-50 组 毛 囊 数 量 均 提 高 ( t =
3. 75、3. 48，均 P ＜ 0. 05) ，差异有统计学意义。在实

验第 21 天时，与 NS 组相比，MB-0 组、MB-2 组、MB-
10 组、MB-50 组毛囊数量均提高 ( t = 2. 69、2. 97、
5. 45、5. 24，均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 MB-0 组相比，MB-10
组、MB-50 组毛囊数量均提高( t = 2. 76、2. 55，均 P

＜ 0. 05) ，差异有统计学意义。见表 2。

表 2 切片视野内 MG 及 BTX-A 对小鼠

背部皮肤毛囊个数的影响( n = 6，�x ± s)

组别
BTX-A

剂量( U /kg)
第 7 天

毛囊数( 个)
第 14 天

毛囊数( 个)
第 21 天

毛囊数( 个)

NS 0 4． 11 ± 0． 51 4． 56 ± 1． 17# 6． 67 ± 0． 88#

MB-0 0 5． 11 ± 0． 84 6． 89 ± 1． 02* 10． 89 ± 1． 68*

MB-2 2 5． 22 ± 0． 69 7． 44 ± 0． 84* 11． 33 ± 2． 00*

MB-10 10 5． 67 ± 1． 00 10． 00 ± 1． 20* # 15． 22 ± 2． 22* #

MB-50 50 5． 44 ± 1． 17 9． 78 ± 0． 77* # 14． 89 ± 2． 41* #

与 NS 组比较: * P ＜0. 05; 与 MB-0 组比较: #P ＜0. 05

2． 3 免疫组织化学染色检测 VEGF、β-catenin 的

表达 本实验通过免疫组织化学染色观察第 21 天

各组小鼠实验区域皮肤中 VEGF 和 β-catenin 的表

达情况，VEGF 主要表达于生长期毛囊周围，主要存

在于毛乳头及外毛根鞘中; β-catenin 主要表达于毛

母质中。见图 4。

图 3 不同时间点每组小鼠背部皮肤 HE 染色情况

图 4 第 21 天每组小鼠背部皮肤免疫组织化学染色情况
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3 讨论

毛囊是一种结构复杂的微型器官，其组织形态

的发生及周期循环是上皮和真皮间相互作用的结

果［7］，成熟的毛囊具有生长期、退行期、休止期的周

期循环。C57BL /6 小鼠是研究毛发生长常用的动物

模型，其皮肤颜色根据毛囊所处的不同生长周期而

发生变化，当小鼠毛囊处于休止期时，其背部皮肤颜

色为粉色，随着毛囊进入生长期，黑素细胞开始分泌

黑色素，小鼠皮肤颜色开始变黑，当进入退行期时，

小鼠背部皮肤则呈现灰色［5］。
脱发是由遗传、应激、药物等多种因素所导致的

毛发非生理性脱落，表现为头发稀疏、发际线后移或

斑片状秃发。脱发的种类包括雄激素性脱发( an-
drogenetic alopecia，AGA) 、斑秃、瘢痕性脱发等，其

中以 AGA 最常见［8］。研究［9］提示 AGA 患者脱发区

域的雄激素受体及 5α-还原酶表达增加，并将睾酮

转化为二氢睾酮( dihydrotestosterone，DHT) 在局部

堆积，雄激素受体与 DHT 结合诱导毛囊微型化，从

而引起脱发，且在低氧环境下更易引起 DHT 的活

化。研究［10］表明，AGA 患者的头皮存在血流动力

学异常，包括微血管功能障碍和血流减少，这使得毛

囊微环境中氧含量降低及 DHT 进一步活化。BTX-
A 是一种神经毒素，主要作用于胆碱能神经元上，抑

制神经元释放乙酰胆碱，从而使肌肉松弛麻痹，临床

上常用其注射肥大的咬肌、面部皱纹等以达到美容

的效果; 同时有研究者发现 BTX-A 还可以影响毛囊

周期及其相关的细胞过程，从而影响毛发的生长速

度和持续时间，因此研究人员通过局部注射 BTX-A
来提高局部血流量和氧浓度从而改善脱发情况［4］，

高浓度的氧环境可加速毛囊周期，刺激毛囊进入生

长期，促进毛发再生［11］。
目前针对脱发的治疗方案包括药物、毛囊移植

手术、光电治疗等，但这些治疗方法都存在治疗周期

长、令人难以接受的副作用、疗效不确切等缺点［12］。
近来国内外可见干细胞疗法对毛发再生的实验研

究［13］，但由于需经过酶解、培养等过程，其应用于临

床的可行性较低，而微移植技术可以机械分离患者

自身的头皮组织以获得富含干细胞、生长因子和细

胞外基质颗粒的微移植物，通过局部注射的方法可

以促进组织再生。这项技术已应用在口腔科、骨科、
整形科等，Gentile et al［12］将这项技术应用于治疗

AGA 并取得了良好的疗效。Gentile et al［3］发现头

皮组织悬液中富含高活性细胞，其中包括 CD44 + 的

毛囊来源的间充质干细胞以及 CD200 + 的毛囊上皮

干细胞，这些细胞在治疗区域发挥改善毛囊修复再

生、促进毛发进入生长期等作用。
本研究通过观察 C57BL /6 小鼠皮肤颜色变化、

毛发生长情况、毛囊形态与数量、VEGF 及 β-catenin
的表达情况来观察 MG 与 BTX-A 对小鼠毛发再生

的影响。在给药后，发现相较于 NS 组，实验组小鼠

皮肤变黑的时间有缩短趋势，在实验第 14 天时新生

毛发覆盖率有明显的提高。实验第 7 天和第 21 天

HE 染色形态学结果表明 MG 与 BTX-A 联合使用可

促进小鼠毛囊进入生长期，同时可延缓小鼠毛囊进

入退行期。免疫组织化学染色结果表明，实验组

VEGF 及 β-catenin 表达程度高于 NS 组，而 VEGF 及

β-catenin 对于毛囊再生及毛发生长具有重要作用。
血管的生成对于毛囊生长有重要作用，研究表明

BTX-A 可以通过松弛肌肉来提供稳定的移植环境，

在 Jung 的研究中发现，通过使用 BTX-A 可以提高

实验组小鼠脂肪移植的成活 度，并 且 伴 随 VEGF
mＲNA 表达水平的提高［14］。在毛发生长过程中，

VEGF 主要在生长期毛囊表达，在退行期及休止期

表达量则显著降低［8］。Wnt / β-catenin 信号通路对

毛发生长有重要影响，它对毛囊生长期的维持、毛囊

生长周期及毛囊干细胞的增殖分化起重要作用，研

究发现 β-catenin 的缺失会降低毛 基 质 细 胞 的 增

殖［15］。因 MG 与 BTX-A 联合使用可促进小鼠毛囊

进入生长期，本实验观察 β-catenin 在各组小鼠毛囊

的表达情况，结果显示，与 NS 组相比，MG 与 BTX-A
可增加 β-catenin 表达水平，因此推测 MG 与 BTX-A
促进毛囊进入生长期可能与 Wnt / β-catenin 信号通

路有关。
该实验证明了 MG 联合 BTX-A 对小鼠毛发再

生有促进作用，其机制可能和促进血管生长及激活

β-catenin 信号有关。研究为脱发的临床综合治疗

奠定基础，这两种方法均为局部注射治疗，创伤小且

安全性高，患者易于接受，但仍需对其临床疗效及作

用机制进行进一步研究。
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Experimental study of isogenous micro-grafting technique combined
with botulinum toxin type A in promoting hair regeneration

Zhu Qiuxuan，Song Caiying，Cheng Shengrong，Chen Wendong，Zhu Fei
( Dept of Plastic and Ｒeconstructive Surgery，

The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effects of isogenous micro-grafting( MG) technology and the combined use of
botulinum toxin type A( BTX-A) on hair regeneration in mice． Methods Forty-five C57BL /6 mice were randomly
divided into five groups: normal saline group ( NS group) ，MG group ( MB-0 group) ，MG + low-dose BTX-A group
( MB-2 group) ，MG + medium dose BTX-A group ( MB-10 group ) ，MG + high-dose BTX-A group ( MB-50
group) ． The growth of hair on the backs of the mice was observed after the administration of the drugs，and the hair
follicles were evaluated by hematoxylin-eosin ( HE) staining on the 7th，14th，and 21st days of the experiment，
and the expression of vascular endothelial growth factor ( VEGF) and β-catenin was evaluated by immunohisto-
chemical staining on day 21． Ｒesults After treatment with micrograft and botulinum toxin type A，the skin darke-
ning time was shortened ( P ＜ 0. 05) ，and the coverage rate of new hair increased on the 14 th day ( P ＜ 0. 05) ．
Compared with the NS group，the number of hair follicles increased ( P ＜ 0. 05) and the expression of VEGF and
β-catenin increased in each other group． Conclusion Isogenous micro-grafting technology combined with botuli-
num toxin type A has a promotional effect on hair regeneration in mice，and the mechanism may be related to the
promotion of vascular growth and activation of β-catenin signaling．
Key words hair follicle; hair growth; botulinum toxin type A; micrograft
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