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摘要：［目的］明确白蜡及白蜡高级烷醇吐温水溶液对人真皮乳头细胞（ＨＦＤＰＣｓ）生长的影响。［方法］采用台盼蓝
法测定细胞的的接种数量，接种第２天给药，给药４８ｈ后采用ＭＴＳ法研究不同浓度吐温８０、白蜡及白蜡高级烷醇吐
温水溶液对人真皮乳头细胞的作用。［结果］人真皮乳头细胞在吐温８０用量１．５６ ６．２５μｇ·ｍＬ－１范围内能正常
生长。在安全范围内，白蜡（增溶量为０．３１ １．２５μｇ·ｍＬ－１）吐温水溶液、白蜡高级烷醇（增溶量为３．１２ １２．５
μｇ·ｍＬ－１）吐温水溶液均能促进人真皮乳头细胞的增殖，其中，水溶液中含有６．２５μｇ·ｍＬ－１吐温８０和１．２５μｇ·
ｍＬ－１白蜡、水溶液中含有６．２５μｇ·ｍＬ－１吐温８０和１２．５μｇ·ｍＬ－１白蜡高级烷醇时细胞的增殖率明显高于非那雄
胺。［结论］吐温８０作为增溶剂，其用量低于６．２５μｇ·ｍＬ－１时对人真皮乳头细胞安全。在保证吐温８０对细胞安
全的条件下，白蜡及白蜡高级烷醇可显著促进人真皮乳头细胞的增殖。
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　　白蜡虫（Ｅｒｉｃｅｒｕｓｐｅｌａ（Ｃｈａｖａｎｎｅｓ））是一种重要
的林业资源昆虫，其主要寄主植物为白蜡树（Ｆｒａｘｉ
ｎｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＲｏｘｂ．）和女贞（ＬｉｇｕｓｔｒｕｍｌｕｃｉｄｕｍＡｉｔ．）。
白蜡虫雄性二龄幼虫在寄主植物上分泌的次生代谢

物质为白蜡。白蜡是我国的一种重要林副产品，采

用氢化铝锂还原法或皂化法提炼后能够得到高级烷

醇［１－２］。高级烷醇能降低胆固醇，促进细胞成

熟［３－４］；但是白蜡和高级烷醇均不溶于水，限制了人

们对白蜡及高级烷醇的开发和利用。笔者通过研究

发现：白蜡和白蜡高级烷醇能溶解到含有吐温８０的
水溶液中，但吐温８０易诱导细胞的脱粒作用［５］。因

此，用吐温作为白蜡及高级烷醇的增溶剂进行生物

活性筛选时需要考虑其对细胞的安全性。

人真皮乳头细胞是毛囊生长调节的重要细胞，

它存在于毛囊的基底部位，调控毛囊的生长、循环，

指导毛基质细胞分化形成毛干，决定毛发的直径［６］。

因此，人真皮乳头细胞成为体外筛选脱发药物的首

选细胞。考察药物对细胞生长的影响通常采用的方

法有ＭＴＴ法和ＭＴＳ法，这２种方法均是采用比色法
检测细胞的生长，其原理是ＭＴＴ和ＭＴＳ试剂被活细
胞内的脱氢酶产生的 ＮＡＤＰＨ或 ＮＡＤＨ还原为有色
的甲

!

，而死细胞不能产生脱氢酶，因此，死细胞不

能产生颜色。活细胞数量越多，产生的甲
!

越多，培

养基的颜色越深［７］，表明细胞增殖越旺盛。相对于

ＭＴＴ法，ＭＴＳ法检测时间短，安全性高，重复性
好［８］。因此，本文采用ＭＴＳ法研究不同用量的吐温
８０对人真皮乳头细胞生长的影响，并考察在吐温８０
安全用量范围内白蜡及白蜡高级烷醇在水中的增溶

量对人真皮乳细胞的增殖作用，为白蜡及白蜡高级

烷醇产品的开发和利用奠定理论基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

白蜡及白蜡高级醇由本课题组提供；人真皮乳

头细胞（批号２３６５）、真皮乳头细胞生长培养基（批
号１８４）、包被液（批号３６１）、消化液（批号３２２）购自
美国ＣｅｌｌＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ。非那雄胺（Ｍ１１２２Ａ）购自大
连美仑生物科技有限公司。吐温８０（分析纯）购自
天津市风船化学试剂科技有限公司。ＤＭＳＯ（批号：
３０２Ａ０３２８）购自北京索莱宝科技有限公司。倒置显
微镜，日本基恩士，型号ＶＨＸ１０００。
１．２　细胞培养

人真皮乳头细胞保存在液氮中，临用前从液氮

中取出，在３７℃水浴中融化后，转移到用包被液处
理过的Ｔ７５培养瓶中，３７℃，５％ＣＯ２培养箱内培养
过夜，第２天更换完全培养基，继续培养，待细胞融
合度达到９０％，用消化液消化，采用台盼蓝法测定
细胞的活力，备用。

１．３　测试药液的配置
１．３．１　吐温８０水溶液　将吐温８０配制成浓度为
５％（ｗ／ｖ）的水溶液，用灭菌水稀释成浓度２５０．００、
１２５．００、６２．５０、３１．２５、１５．６０μｇ·ｍＬ－１水溶液。
１．３．２　白蜡水溶液　将白蜡溶解到５％吐温水溶
液中，制备成浓度１．００ｍｇ·ｍＬ－１的白蜡水溶液（制
备方法已申请专利），用灭菌水稀释成浓度 ３．１０、
６．３０、１２．５０、２５．００、５０．００μｇ·ｍＬ－１的白蜡水溶液；
１．３．３　白蜡高级烷醇水溶液　将白蜡高级烷醇溶
解到１％吐温水溶液中，制备成浓度２．００ｍｇ·ｍＬ－１

的白蜡高级烷醇水溶液（制备方法已申请专利），用

灭菌水稀释成浓度 ３１．２０、６２．５０、１２５．００、２５０．００、
５００．００μｇ·ｍＬ－１的白蜡高级烷醇水溶液。

非那雄胺溶解到ＤＭＳＯ中配置成浓度０．７４μｇ
·ｍＬ－１的溶液。

将上述溶液与培养基按１∶９混匀后，备用。
１．４　吐温８０、白蜡及白蜡高级烷醇液对人真皮乳
头细胞生长的影响

　　人真皮乳头细胞（２．５×１０３个·孔 －１）接种到

９６孔板中，过夜，更换含有不同浓度的吐温８０培养
基（终浓度为２５．００、１２．５０、６．２５、３．１２、１．５６μｇ·
ｍＬ－１）、白蜡培养基（终浓度为 ０．３１、０．６３、１２５、
２．５０、５．００μｇ·ｍＬ－１）和白蜡高级烷醇培养基（终
浓度为 ３．１２、６２５、１２．５０、２５．００、５０．００μｇ·
ｍＬ－１），同时设阴性对照（９０μＬ细胞悬液 ＋１０μＬ
培养基）、空白对照１（１００μＬ培养基）和空白对照２

（９０μＬ培养基 ＋１０μＬ相应浓度的吐温 ８０水溶
液），阳性对照（０．０７４μｇ·ｍＬ－１非那雄胺），每个处
理４个平行孔，继续在３７℃，５％ＣＯ２培养箱内培养
４８ｈ后，每孔加２０μＬＭＴＳ试剂，继续培养４ｈ，用酶
标仪４９０ｎｍ测定各孔光密度（ＯＤ），计算细胞增殖
率，吐温８０对细胞作用效果计算公式［１０］为：

细胞增殖率＝
实验组ＯＤ－空白对照组１ＯＤ
阴性对照组ＯＤ－空白对照组１ＯＤ

×１００％

白蜡及白蜡高级烷醇对细胞作用效果计算公

式为：

细胞增殖率＝
实验组ＯＤ－空白对照组２ＯＤ
阴性对照组ＯＤ－空白对照组２ＯＤ

×１００％

２４
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同时采用倒置显微镜观察细胞生长情况。

１．５　统计分析
采用ＳＡＳ９．１统计软件中的 ＡＮＯＶＡ分析不同

处理组细胞的增殖率和抑制率的平均值 ±ＳＥ，Ｐ＜
０．０５表明有显著性差异。

２　结果与分析
２．１　不同用量吐温８０对人真皮乳头细胞生长的
影响

　　 吐温８０对人真皮乳头细胞生长的影响与其剂
量存在明显量效关系。吐温 ８０用量 １．５６ ６２５
μｇ·ｍＬ－１时，人真皮乳头细胞为梭形，生长良好，其
生长状态与阴性细胞差异不明显，细胞融合度达到

７０％ ８０％，细胞增值率明显高于阴性对照，并且随
着吐温 ８０用量的增加而增加。吐温 ８０用量在
１２．５０ ２５．００μｇ·ｍＬ－１时，人真皮乳头细胞溶胀、
变圆、破裂，有明显的细胞碎片，细胞融合度只有

５％ ２０％，吐温８０对细胞具有明显的抑制作用，其
抑制作用随着吐温 ８０用量的增加而增加（图 １）。
结果表明：吐温８０用量在１．５６ ６．２５μｇ·ｍＬ－１内
人真皮乳头细胞能安全生长。

２．２　白蜡对真皮乳头细胞的增殖作用
吐温８０安全用量分别为１．５６、３．１２、６．２５μｇ·

ｍＬ－１，白蜡在水中相应的增溶量分别为０．３１、０．６３、
１．２５μｇ·ｍＬ－１时，人真皮乳头细胞生长良好，细胞
成梭形，生长状态与阴性细胞相似，细胞融合度达

８０％ ９０％，白蜡对人真皮乳头细胞具有明显的增
殖效果，其增殖率随着剂量的增加而增加。白蜡的

增溶量为１．２５μｇ·ｍＬ－１时，对人真皮乳头细胞的
增殖效果最明显，其增殖率明显高于阴性对照和阳

性对照；白蜡增溶量为０．６３μｇ·ｍＬ－１时，对人真皮
乳头细胞的增殖率与阳性对照（非那雄胺）差异不

明显；增溶量为０．３１μｇ·ｍＬ－１时，对人真皮乳头细
胞的增殖作用明显低于阳性对照，而高于阴性对照。

吐温８０用量为１２．５０ ２５．００μｇ·ｍＬ－１，相应的白
蜡增溶量分别为２．５、５μｇ·ｍＬ－１时，人真皮乳头细
胞溶胀、变圆、破裂，有明显的细胞碎片，细胞的融合

度只有５％ ２０％，人真皮乳头细胞的增值率明显
降低，且随着白蜡和吐温８０用量的增加，细胞的增
殖率降低（图２）。这表明，在吐温８０安全用量范围
内，０．３１ １．２５μｇ·ｍＬ－１白蜡对真皮乳头细胞有
明显的增殖作用。

　　不同字母表示不同处理组间差异显著（Ｐ＜０．０５，下同），Ａ：阴性

对照；Ｂ：非那雄胺；Ｃ：处理药剂中吐温８０浓度１．５６μｇ·ｍＬ－１；Ｄ：

处理药剂中吐温８０浓度３．１２μｇ·ｍＬ－１；Ｅ：处理药剂中吐８０浓度

６．２５μｇ·ｍＬ－１；Ｆ：处理药剂中吐温８０浓度１２．５０μｇ·ｍＬ－１；Ｇ：

处理药剂中吐温８０浓度２５．００μｇ·ｍＬ－１。

ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＯｎｅ－ｗａｙａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ（Ｐ＜０．０５，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ）．Ａ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：

Ｆｉｎａｓｔｅｒｉｄｅ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１．５６μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０；Ｄ：

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ３．１２μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０；Ｅ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔ

ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ６．２５μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０；Ｆ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１２．５

μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０；Ｇ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ２５．００μｇ·ｍＬ－１

ｔｗｅｅｎ８０．

图１　不同处理吐温８０对人真皮乳头细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｗｅｅｎ８０

２．３　白蜡高级烷醇对人真皮乳头细胞的增殖作用
吐温８０用量为１．５６ １２．５０μｇ·ｍＬ－１，白蜡

高级烷醇在水中相应的增溶量分别为３．１２、６．２５、
１２．５０、２５００μｇ·ｍＬ－１时，人真皮乳头细胞成梭形，
生长良好，细胞融合度达到９０％ ９５％。白蜡高级
烷醇对人真皮乳头细胞具有明显的增殖作用，其中，

白蜡高级烷醇增溶量为１２５０μｇ·ｍＬ－１时，人真皮
乳头细胞的增殖率最高，其次为白蜡高级烷醇增溶

量为２５．００μｇ·ｍＬ－１时，其对人真皮乳头细胞的
增殖率明显高于阴性对照和阳性对照。吐温８０用
量为２５．００μｇ·ｍＬ－１时，白蜡高级烷醇的增溶量
为５０．００μｇ·ｍＬ－１时，人真皮乳头细胞溶胀变圆，
部分细胞破碎，细胞的融合度为 ５０％左右。细胞
的增殖率明显降低（图３）。这表明，吐温８０用量
为１５６ １２．５０μｇ·ｍＬ－１时，３．１２ ２５．００μｇ·
ｍＬ－１白蜡高级烷醇对真皮乳头细胞有明显的增殖
作用。
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　　Ａ：阴性对照；Ｂ：非那雄胺；Ｃ：处理药剂中吐温８０和白蜡的浓

度分别为１．５６、０．３１μｇ·ｍＬ－１；Ｄ：处理药剂中吐温８０和白蜡的

浓度分别为３．１２、０．６３μｇ·ｍＬ－１；Ｅ：处理药剂中吐温８０和白蜡

的浓度分别为６．２５、１．２５μｇ·ｍＬ－１；Ｆ：处理药剂中吐温８０和白

蜡的浓度分别为１２．５、２．５０μｇ·ｍＬ－１；Ｇ：处理药剂中吐温８０和

白蜡的浓度分别为２５．００、５．００μｇ·ｍＬ－１．

Ａ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｆｉｎａｓｔｒｉｄｅ；Ｃ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１．５６

μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ０．３１μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ；Ｄ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａ

ｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ３．１２μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ０．６３μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅ

ｗａｘ；Ｅ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ６．２５μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ１．２５

μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ；Ｆ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１２．５μｇ·ｍＬ－１

ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ２．５０μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ；Ｇ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ

２５．００μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ５．００μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ．

图２　白蜡对人真皮乳头细胞的增殖作用

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｈｉｔｅｗａｘ

３　讨论
白蜡和白蜡高级烷醇化学成分复杂，分子量较

大，质轻，在水中不溶，影响了其开发利用。本研究

发现，白蜡及白蜡高级烷醇能溶解在以吐温８０作为
增溶剂的水溶液中，但吐温８０中含有的杂质或降解
产物容易对细胞产生毒害作用［９］，而且不同细胞对

吐温８０的敏感程度不同，如吐温８０用量在０１％
２％时对红细胞有溶血作用［１０］；用量为１％时对卵巢
癌ＳＫＯＶ３有明显的抑制作用［１１］；而吐温８０用量为
０．０５％ ０．１０％时对 Ｃａｃｏ２细胞没有明显的毒
害［１２］。虽然吐温８０对细胞的生长有一定的毒害作
用，但某些中药以吐温８０作为增溶剂后，其水溶液
对红细胞的毒害作用小于吐温８０本身对红细胞的
作用，如含有吐温８０的细辛脑注射液对红细胞的溶
血作用小于吐温８０本身［１３］。由此可见，针对不同

的细胞类型筛选合适的吐温剂量非常必要。本研究

　　Ａ：阴性对照；Ｂ：非那雄胺；Ｃ：处理药剂中吐温８０和白蜡高级

烷醇的浓度分别为１．５６、３．１２μｇ·ｍＬ－１；Ｄ：处理药剂中吐温８０

和白蜡高级烷醇的浓度分别为３．１２、６．２５μｇ·ｍＬ－１；Ｅ：处理药剂

中吐温８０和白蜡高级烷醇的浓度分别为６．２５、１２．５μｇ·ｍＬ－１；

Ｆ：处理药剂中吐温８０和白蜡高级烷醇的浓度分别为１２．５０、２５．００

μｇ·ｍＬ－１；Ｇ：处理药剂中吐温８０和白蜡高级烷醇的浓度分别为

２５．００、５０．００μｇ·ｍＬ－１．

Ａ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｆｉｎａｓｔｒｉｄｅ；Ｃ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１．５６

μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ３．１２μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ；Ｄ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔａ

ｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ３．１２μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ６．２５μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅ

ｗａｘ；Ｅ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ６．２５μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ１２．５

μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ；Ｆ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１２．５μｇ·ｍＬ－１

ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ２５．００μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ；Ｇ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｇｅｎｔｉｎｃｌｕ

ｄｉｎｇ２５．００μｇ·ｍＬ－１ｔｗｅｅｎ８０ａｎｄ５０．００μｇ·ｍＬ－１ｗｈｉｔｅｗａｘ．

图３　白蜡高级烷醇对人真皮乳头细胞的增殖作用

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｐａｐｉｌｌａｃｅｌｌｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｐｏｌｉｃｏｓａｎｏｌｏｆｗｈｉｔｅｗａｘ

发现，吐温８０用量在１．５６ ６．２５μｇ·ｍＬ－１（含量
为０．００３％ ０．００６％）时对人真皮乳头细胞没有明
显的毒害，可用于试验。在吐温８０用量为１．５６
６．２５μｇ·ｍＬ－１，白蜡水溶液浓度为０．３１ １．２５μｇ
·ｍＬ－１，白蜡高级烷醇水溶液浓度为３．１２ １２．５
μｇ·ｍＬ－１时，对人真皮乳头细胞的增殖率随水溶液
中白蜡及白蜡高级烷醇用量的增加而增加，表明白

蜡和白蜡高级烷醇可促进人真皮乳头细胞的增殖，

白蜡和白蜡高级烷醇对人真皮乳头细胞的增殖效应

还可能降低吐温８０对人真皮乳头细胞的伤害。
《本草纲目》中记载白蜡能够促进毛发的生

长［１４］，但未见文献报道白蜡在细胞水平上对毛发生

长的促进作用。高级烷醇自１９４９年被发现后，其生
物活性被大量而深入的研究和开发［１５－１７］，而高级烷

醇对毛发生长作用方面的研究鲜见报道。此外，对

高级烷醇活性的研究多取材于植物，如小麦［１８］、甘
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蔗［１９］的高级烷纯，而对于昆虫的高级烷醇生物活性

的研究鲜有报道。本研究以人真皮乳头细胞作为模

式细胞，研究白蜡及白蜡中提取的高级烷醇对毛发

生长的促进作用，结果表明，在吐温８０作为增溶剂
条件下，白蜡用量为０．３１ １．２５μｇ·ｍＬ－１、高级烷
醇用量为３．１２ ２５．００μｇ·ｍＬ－１时能促进体外人
真皮乳头细胞的增殖。毛发的生长和脱发原因与多

种因子相关，本文虽然从体外细胞水平上证明白蜡

和高级烷醇能促进人毛发的生长，但对其更全面的

科学评价，还需要从动物模型等研究进一步明确其

作用效果及作用机理。

４　结论
（１）吐温８０作为增溶剂，用量为１．５６ ６．２５

μｇ·ｍＬ－１时人真皮乳头细胞能安全生长。
（２）吐温８０用量为１．５６ ６．２５μｇ·ｍＬ－１时，

白蜡的增溶量为０．３１ １．２５μｇ·ｍＬ－１、白蜡高级
烷醇的增溶量为３．１２ １２．５０μｇ·ｍＬ－１，白蜡及白
蜡高级烷醇水溶液能明显促进人真皮乳头细胞的

增殖。
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