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雪松醇纳米混悬剂的制备及其治疗雄激素性脱发的药效学研究  
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摘  要：目的  为提高雪松醇的毛囊靶向递送效率，制备雪松醇纳米混悬剂（cedrol-nanosuspension，Ce-NS），进行处方工

艺优化、理化性质表征，并评价其治疗雄激素性脱发（androgenetic alopecia，AGA）的药效。方法  采用溶剂-反溶剂沉淀法

制备 Ce-NS，在单因素实验的基础上，以粒径大小和多分散指数（polydispersity index，PDI）为考察指标，应用 Box-Behnken

设计-响应面法（Box-Behnken design-response surface methodology，BBD-RSM）对处方工艺参数进行系统优化。利用动态光

散射（dynamic light scattering，DLS）对制剂的理化性质及贮藏稳定性进行表征。通过 Franz 扩散池评价体外透皮能力，采

用扫描电子显微镜（scanning electron microscope，SEM）进行形态学研究并评估毛囊中纳米晶体的积累，建立 C57BL/6 小鼠

AGA 模型，对其背部皮肤组织进行苏木精-伊红（HE）染色、免疫组织化学染色评价其促进体内生发药效。结果  确定最优

处方工艺为雪松醇的质量浓度为 7.5 mg/mL，十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）用量为 170 mg，羟丙基甲基纤

维素（hydroxypropyl methylcellulose，HPMC）用量为 130 mg，聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）400 与水相的比例为

1∶12；滴加速度为 20 mL/min，搅拌速度为 10 000 r/min，剪切时间为 5 min。所得 Ce-NS 粒径为（434.47±9.90）nm，PDI

为 0.232±0.005，ζ 电位为（−15.20±1.15）mV，实测值与模型预测值拟合良好。Ce-NS 在室温下放置 90 d，稳定性良好。

体外透皮结果显示，24 h 内 Ce-NS 的皮肤滞留量为（74.38±3.90）μg/cm2，较原料药组显著提高 4.1 倍，且在接收液中未检

出。SEM 扫描皮肤切片证实了雪松醇纳米晶体在毛囊内的积累。药效学实验表明，与模型组相比，Ce-NS 能有效促进 AGA

模型小鼠毛发再生，并显著增加毛囊数量与毛发长度，且小鼠背部皮肤组织中的雄激素受体（androgen receptor，AR）表达

水平下降，而 Ki-67 抗原（Ki-67 antigen，Ki67）、β-连环蛋白（Beta-catenin，β-catenin）表达水平升高。结论  采用绿色工

艺成功制备了 Ce-NS，且理化性质稳定，并能显著提高雪松醇在皮肤中的滞留量以及成功靶向到毛囊，对 AGA 表现出良好

的治疗潜力，其作用机制可能与降低雄激素水平和促进 Wnt/β-连环蛋白信号通路（Wnt/β-catenin）传导有关。 
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Abstract: Objective  To enhance the hair follicle-targeted delivery efficiency of cedrol, a cedrol nanosuspension (Ce-NS) was 

prepared. The formulation and process parameters were optimized, the physicochemical properties were characterized, and its 

therapeutic efficacy in the treatment of androgenetic alopecia (AGA) was evaluated. Methods  Ce-NS was prepared using a solvent-

antisolvent precipitation method. Based on single-factor experiments, particle size and polydispersity index (PDI) were selected as 

                                                        
收稿日期：2026-03-12 

基金项目：湖北省经济和信息化厅第五批中小微企业“科技副总”对接项目（61） 

作者简介：官  鹭（1999—），女，硕士研究生，研究方向为药物制剂新技术研究。E-mail: 862756829@qq.com 

*通信作者：洪  怡，博士，副教授，主要从事药物制剂新技术与新药研发。E-mail: 46447564@qq.com 



·6780· 中草药 2026 年 9 月 第 57 卷 第 17 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 September Vol. 57 No. 17 

    

evaluation parameters to optimize the formulation and process variables using the Box-Behnken design-response surface methodology 

(BBD-RSM). The physicochemical characteristics and storage stability of the formulation were determined by dynamic light scattering 

(DLS). In vitro transdermal performance was evaluated using a Franz diffusion cell system. Morphological characteristics were 

examined by scanning electron microscopy (SEM) to assess the accumulation of nanocrystals within hair follicles. An AGA model was 

established in C57BL/6 mice. Hematoxylin-eosin (HE) staining and immunohistochemical analysis of dorsal skin tissues were 

performed to evaluate the in vivo hair growth-promoting efficacy. Results  The optimal formulation parameters were as follows: cedrol 

mass concentration 7.5 mg/mL, sodium dodecyl sulfate (SDS) 170 mg, hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) 130 mg, and a 

polyethylene glycol (PEG) 400-to-water phase ratio of 1∶12. The process parameters included a dropping rate of 20 mL/min, stirring 

speed of 10 000 r/min, and shearing time of 5 min. The prepared Ce-NS exhibited a mean particle size of (434.47 ± 9.90) nm, a PDI of 

0.232 ± 0.005, and a ζ potential of (−15.20 ± 1.15) mV. The experimental values were in good agreement with the predicted values of 

the model. Ce-NS remained stable for 90 days at room temperature. In vitro transdermal studies showed that the skin retention of Ce-

NS within 24 h reached (74.38 ± 3.90) μg/cm2, which was 4.1-fold higher than that of the raw drug group, while no cedrol was detected 

in the receptor medium. SEM observation of skin sections confirmed the accumulation of cedrol nanocrystals within hair follicles. 

Pharmacodynamic evaluation demonstrated that, compared with the model group, Ce-NS significantly promoted hair regeneration in 

AGA model mice, increased hair follicle density and hair length, decreased androgen receptor (AR) expression in dorsal skin tissue, 

and upregulated the expression of Ki67 and β-catenin. Conclusion  Ce-NS was successfully prepared using a green preparation process 

and exhibited stable physicochemical properties. The formulation significantly enhanced the skin retention and follicular targeting of 

cedrol, demonstrating promising therapeutic potential for androgenetic alopecia. The underlying mechanism may be associated with 

the downregulation of androgen signaling and activation of the Wnt/β-catenin pathway. 
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雄激素性脱发（androgenetic alopecia，AGA）

又称脂溢性脱发，是临床最常见的脱发类型，其特

征表现为毛发生长周期紊乱，毛囊逐渐微小化、生

长周期缩短而休止期延长[1]。在 AGA 的发病机制

中，雄激素被认为是疾病发展的核心因素[2]，体内

的主要雄激素睾酮在毛囊中被 5α-还原酶催化生成

活性更高的 5α-二氢睾酮（5α-dihydrotestosterone，

DHT），DHT 与毛囊内雄激素受体（ androgen 

receptor，AR）结合后，诱导毛囊逐渐萎缩，毛发生

长周期缩短，最终导致脱发[3]。 

目前，FDA 批准用于 AGA 治疗的药物包括口

服非那雄胺和外用米诺地尔（Minoxidil）[4]，米诺地

尔可能会导致多毛症以及用药部位的瘙痒和发红

等刺激性反应，非那雄胺则可能导致性功能障碍且

不适用于女性患者[5]。 

雪松醇又称柏木脑、柏木醇，是一种天然的倍

半萜醇类化合物。可从柏科、杉科和松科等多种植

物提取得到，具有抗焦虑、抗炎镇痛、抗肿瘤、抗

菌、促进头发生长等药理作用[6-8]。此外，雪松醇能

通过拮抗血小板活化因子，改善毛囊周围的微循

环、增加血流量、增强氧气和营养物质向毛囊细胞

的输送，从而促进毛发生长[9]。雪松醇已获得 FDA

批准用于化妆品和香水中[10]，提取工艺成熟、价格

低廉、皮肤相容性好。但其低溶解性和低渗透性导

致其在皮肤中的分布及滞留能力有限。在外用给药

时，难以在毛囊部位维持有效浓度，从而影响药效

的最大化发挥。 

纳米混悬剂（nanosuspension，NS）也可称为纳

米晶体，是将难溶性药物在稳定剂作用下形成的纳

米级“纯药物”分散体系，具有提高药物溶解度、

溶出度等优势[11]，并且能够通过控制粒径和表面性

质来实现靶向药物的递送[12]。经皮递送系统可避免

胃肠道降解及首过效应，结合纳米晶良好的皮肤附

着性，有助于提高药物在皮肤中的滞留与分布[13]。 

本研究采用溶剂-反溶剂沉淀法制备 Ce-NS，运

用 Box-Behnken 设计 -响应面法（Box-Behnken 

design-response surface methodology，BBD-RSM）优

化 Ce-NS 的处方工艺，并对其进行表征、透皮机制

以及毛囊靶向的研究，建立小鼠 AGA 模型，通过

苏木精 -伊红（HE）染色和免疫组织化学染色

（immunohistochemistry，IHC）评价 Ce-NS 对 AGA

的治疗作用。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

ME104E 型万分之一电子天秤，梅特勒-托利多

仪器有限公司；DF-101S 型集热式恒温加热磁力搅

拌器，郑州长城科工贸有限公司；YZ1515X 型蠕动

泵，保定创锐泵业有限公司；ST2100 型 pH 计，奥
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豪斯仪器有限公司；FA25D 型数显高剪切分散乳化

机，上海弗鲁克科技发展有限公司；ZS90 型纳米粒

度电位仪，马尔文帕纳科；LC-20A 型高效液相色谱

仪，日本 Shimadzu 公司; PK4-WS 离心机，湖南平

科科学仪器有限公司。 

1.2  试剂 

雪松醇对照品，批号 D2407033，质量分数≥

98%，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；雪松醇

原料药，批号 20240315，质量分数 97.05%，江西宝

林天然香料有限公司；聚乙二醇 400（polyethylene 

glycol 400，PEG400，批号 20220928）、羧甲基纤维

素钠（sodium carboxymethyl cellulose，CMC-Na，批

号 30036328），国药集团化学试剂有限公司；十二

烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS），批号

F310C231002，湖北葛店人福药用辅料有限责任公

司；聚乙烯吡咯烷酮（polyvinyl pyrrolidone，PVP）

K30，批号 C15050213，上海麦克林生化科技有限

公司；泊洛沙姆 407（P407），批号 H11J9C52602，

上海源叶生物科技有限公司；羟丙基甲基纤维素

（ hydroxypropyl methylcellulose，HPMC），批号

2405018，山东一滕材料股份有限公司；聚山梨酯-

80，批号 D0277HB35，广东润化工有限公司；丙酸

睾酮注射液，批号 20250607，合肥新科信动物药业

有限公司；注射用大豆油，批号 20250501D3，浙江

田雨山药用油有限公司。 

1.3  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，60 只，7～8 周龄，

体质量 20～22 g，由湖北贝恩特生物科技有限公司

提供，许可证号 SCXK（鄂）2021-0027，实验动物

统一饲养于湖北中医药大学实验动物中心，实验开

展前先进行 1 周适应性喂养，期间可自由饮水，本

研究经湖北中医药大学动物伦理委员会批准，批准

号 HUCMS69900053。 

2  方法与结果 

2.1  Ce-NS 和 Blank-NS 的制备 

采用溶剂-反溶剂沉淀法制备 Ce-NS，取处方量

的雪松醇溶于 PEG400 溶液中，沸水浴超声使其溶

解后作为药物溶剂相；将 SDS 和 HPMC 加入纯水

中充分溶胀作为反溶剂相；在持续搅拌条件下，通

过蠕动泵将雪松醇溶液相，以一定速度滴加至反溶

剂相中，滴加结束后继续搅拌得 Ce-NS。空白药物

纳米混剂（Blank-NS）除去主药外，其余制备方法

同 Ce-NS。 

2.2  Ce-NS 粒径分布、多分散指数（polydispersity 

index，PDI）及 ζ 电位的测定 

取 Ce-NS 样品 1 mL 置于比色皿中，采用马尔

文纳米激光粒度仪测定其粒径、PDI 及 ζ 电位，平

行测定 3 次，结果取平均值。 

2.3  雪松醇含量的测定 

2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Fortis XI C8 柱（250  

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶

液（85∶15）；检测波长 190 nm；柱温 30 ℃；体积

流量 1.0 mL/min；进样量 10 μL。 

2.3.2  对照品溶液的配制  精密称取雪松醇对照品

10 mg，置于 50 mL 量瓶中，加入适量乙腈溶解后

定容至刻度，制得质量浓度为 200 μg/mL 雪松醇对

照品溶液，密封后于 4 ℃保存备用。 

2.3.3  供试品溶液的配制  精密吸取Ce-NS混悬液

1 mL 置于 50 mL 量瓶中，加入乙腈溶解并定容至

刻度线，即得质量浓度为 150 μg/mL 的 Ce-NS 供试

品溶液。 

2.3.4  专属性考察  取 SDS、HPMC 等辅料，按处

方组成配制阴性样品，按照“2.3.3”项下方法配制

阴性样品溶液。按照“2.3.1”项下色谱条件，对雪

松醇对照品溶液、Ce-NS 供试品溶液及阴性样品溶

液分别进行 HPLC 分析，色谱图见图 1。结果表明，

在雪松醇保留时间处未观察到辅料干扰峰，说明该

方法具有良好的专属性。 

 

图 1  雪松醇对照品 (A)、Ce-NS 样品 (B)、阴性样品 (C) 

的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of cedrol reference substance (A), Ce-NS 

sample (B), and negative sample (C) 

2.3.5  线性关系考察  精密吸取雪松醇对照品溶液

适量，以乙腈作为稀释剂，配制质量浓度分别为 5、

10、25、50、100、200 μg/mL 的系列对照品溶液。

按照“2.3.1”项下色谱条件进行测定，记录各质量

浓度的峰面积。以质量浓度为横坐标（X）、峰面积

为纵坐标（Y）进行线性回归分析，得到回归方程为

Y＝551.71 X＋598.12，R2＝0.999 8，结果表明雪松

0         2         4         6         8        10        12 
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醇在 5～200 μg/mL 呈良好的线性关系。 

2.3.6  精密度考察  按照“2.3.1”项下色谱条件，

对质量浓度为 100 μg/mL 的雪松醇对照品溶液连续

进样测定 6 次。结果显示，雪松醇峰面积的 RSD 为

0.62%，结果表明该仪器精密度良好。 

2.3.7  稳定性考察  按照“2.3.1”项下色谱条件，

对制备后的 Ce-NS 供试品溶液分别在 0、2、4、8、

12、24 h 取样测定，计算雪松醇峰面积的 RSD 为

1.61%，结果表明 Ce-NS 供试品溶液在 24 h 内稳定

性良好。 

2.3.8  重复性考察  按照“2.3.3”项下方法，将 Ce-

NS 平行制备 6 份供试品溶液，在“2.3.1”项下色谱

条件进样测定，计算得雪松醇质量分数的 RSD 为

1.24%，结果表明该方法重复性良好。 

2.3.9  加样回收率考察  取 9 份体积均为 0.5 mL 

的 Ce-NS 置于 25 mL 量瓶中，分为低、中、高 3 组，

分别加入 80%、100%、120%的雪松醇对照品，按

照“2.3.1”项下色谱条件进样测定雪松醇含量，并

计算加样回收率。结果显示，雪松醇的平均加样回

收率为 100.41%，RSD 为 0.86%，结果表明该方法

准确度较高。 

2.4  处方单因素考察 

2.4.1  稳定剂的筛选  在雪松醇用量为 500 mg，稳

定剂用量为 100 mg，溶剂与反溶剂比例为 1∶15，

药物质量浓度为 5 mg/mL，溶剂滴加速度为 10 

mL/min，搅拌速度为 10 000 r/min，剪切时间为 5 

min 的条件下，考察不同稳定剂对 Ce-NS 的粒径及

PDI 的影响，结果见表 1。SDS 与 HPMC 联用时制

备的 Ce-NS 平均粒径最小且 PDI 较低，因此选择

SDS 与 HPMC 组合作为 Ce-NS 稳定剂。 

2.4.2  复合稳定剂 SDS 与 HPMC 比例的筛选  在 

表 1  稳定剂种类对粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 1  Effects of stabilizer type on particle size and PDI 

( x s , n = 3) 

稳定剂种类 粒径/nm PDI 

SDS 665.1±29.3 0.217±0.029 

PVP K30 − − 

P407 1 104.0±52.6 0.177±0.036 

HPMC 1 914.3±175.7 0.955±0.078 

聚山梨酯-80 1 121.7±17.2 0.182±0.043 

CMC-Na − − 

P407＋SDS 1 134.8±177.6 1.000±0.000 

HPMC＋SDS 644.3±21.9 0.235±0.051 

聚山梨酯-80＋SDS 933.6±49.3 0.325±0.159 

雪松醇用量为 500 mg，溶剂与反溶剂比例为 1∶15，

药物质量浓度为 5 mg/mL，溶剂滴加速度为 10 

mL/min，搅拌速度为 10 000 r/min，剪切时间为 5 

min 的条件下，考察不同比例的 SDS 和 HPMC 对

Ce-NS 的粒径及 PDI 的影响，结果见表 2。Ce-NS 的

平均粒径和 PDI 随着 SDS 用量的增加而增大，当

SDS 与 HPMC 比例 1∶1 时，制备的 Ce-NS 平均粒

径及 PDI 最小，因此选择 SDS 与 HPMC 比例为 1∶

1 作为 Ce-NS 的稳定剂。 

表 2  复合稳定剂 SDS 与 HPMC 比例对粒径和 PDI 的影

响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effects of SDS/HPMC ratio on particle size and 

PDI ( x s , n = 3) 

SDS与HPMC比例 粒径/nm PDI 

1∶3 1 107.7±31.4 0.242±0.021 

1∶2 743.4±17.2 0.240±0.016 

1∶1 637.2±16.7 0.227±0.054 

2∶1 702.0±8.0 0.251±0.001 

3∶1 1 102.0±94.9 1.000±0.000 
 

2.4.3  复合稳定剂用量的考察  在雪松醇用量为

500 mg，复合稳定剂比例为 1∶1，溶剂与反溶剂比

例为 1∶15，药物质量浓度为 5 mg/mL，溶剂滴加

速度为 10 mL/min，搅拌速度为 10 000 r/min，剪切

时间为 5 min 的条件下，考察复合稳定剂不同用量

对 Ce-NS 粒径及 PDI 的影响，结果见表 3。当稳定

剂用量为 300 mg 时，制备的 Ce-NS 平均粒径及 PDI

最小，因此复合稳定剂的用量确定为 300 mg。 

2.4.4  雪松醇质量浓度的筛选  在稳定剂用量为

300 mg，稳定剂比例为 1∶1，溶剂与反溶剂比例为

1∶15，溶剂滴加速度为 10 mL/min，搅拌速度为  

10 000 r/min，剪切时间为 5 min 的条件下，考察雪

松醇质量浓度对 Ce-NS 的粒径及 PDI 的影响，结果

见表 4。随着雪松醇质量浓度升高，Ce-NS 的平均

粒径及 PDI 呈现先下降后上升的变化趋势，其中，

在雪松醇的质量浓度为 7.5 mg/mL 下制备的 Ce-NS

平均粒径及 PDI 较小，因此，选择雪松醇质量浓度 

表 3  复合稳定剂用量对粒径和 PDI 影响 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effects of composite stabilizer dosage on particle 

size and PDI ( x s , n = 3) 

稳定剂/mg 粒径/nm PDI 

100 901.2±23.6 0.283±0.034 

300 590.2±8.6 0.185±0.034 

500 735.1±9.9 0.255±0.001 
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表 4  雪松醇质量浓度对粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 4  Effects of mass concentration of cedrol on particle 

size and PDI ( x s , n = 3) 

雪松醇/(mg∙mL−1) 粒径/nm PDI 

5.0 606.6±4.9 0.235±0.060 

7.5 558.7±10.4 0.201±0.026 

10.0 685.2±0.4 0.275±0.027 
 

为 7.5 mg/mL。 

2.4.5  溶剂 PEG400 与反溶剂纯水比例考察  在雪

松醇质量浓度为 7.5 mg/mL，稳定剂用量为 300 mg，

复合稳定剂比例为 1∶1，溶剂滴加速度为 10 

mL/min，搅拌速度为 10 000 r/min，剪切时间为 5 

min 的条件下，考察溶剂与反溶剂的比例对 Ce-NS

的粒径、PDI 的影响，结果见表 5。当 PEG400 与纯

水的比例为 1∶12.5 时制备的 Ce-NS 粒径和 PDI 相

对较小，因此选择溶剂与反溶剂比例为 1∶12.5。 

表 5  溶剂 PEG400 与反溶剂纯水比例对粒径和 PDI 的影

响 ( x s , n = 3) 

Table 5  Effects of solvent PEG400-antisolvent pure water 

ratio on particle size and PDI ( x s , n = 3) 

PEG400与纯水比例 粒径/nm PDI 

1∶5 612.6±18.6 0.235±0.026 

1∶10 575.3±1.4 0.251±0.014 

1∶12.5 528.8±0.7 0.185±0.008 

1∶15 695.3±14.8 0.209±0.024 

1∶20 859.7±15.7 0.258±0.021 
 

2.5  工艺单因素考察 

2.5.1  滴加速度   固定雪松醇质量浓度为 7.5 

mg/mL，稳定剂用量为 300 mg，稳定剂比例为 1∶

1，溶剂与反溶剂比例为 1∶12.5，搅拌速度为 10 000 

r/min，剪切时间为 5 min，对滴加速度进行考察，

结果见表 6。由结果可知，Ce-NS 在溶剂滴加速度

为 20 mL/min 条件下，平均粒径和 PDI 较小，故选

择滴加速度为 20 mL/min。 

2.5.2  搅拌速度  固定雪松醇药物的质量浓度为 

表 6  滴加速度对粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 6  Effects of droplet acceleration on particle size and 

PDI ( x s , n = 3) 

滴加速度/(mL∙min−1) 粒径/nm PDI 

10 534.4±6.0 0.215±0.012 

20 461.5±9.5 0.241±0.030 

30 556.4±15.7 0.264±0.026 

40 620.8±11.8 0.254±0.007 

7.5 mg/mL，稳定剂用量为 300 mg，稳定剂比例为

1∶1，溶剂与反溶剂的比例为 1∶12.5，滴加速度为

20 mL/min，剪切时间为 5 min，对搅拌速度进行考

察，结果见表 7。由结果可知，搅拌速度为 10 000 

r/min 时，制备的 Ce-NS 粒径和 PDI 较小，故选择

搅拌速度为 10 000 r/min。 

2.5.3  剪切时间   固定雪松醇质量浓度为 7.5 

mg/mL，稳定剂用量为 300 mg，稳定剂比例为 1∶

1，溶剂与反溶剂比例为 1∶12.5，滴加速度为 20 

mL/min，搅拌速度为 10 000 r/min，对剪切时间进

行考察，结果见表 8。由结果可知，当剪切时间为 5 

min 时制备的 Ce-NS 粒径和 PDI 较小，故选择剪切

时间为 5 min。 

表 7  搅拌速度对粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 7  Effects of stirring speed on particle size and PDI 

( x s , n = 3) 

搅拌速度/(r∙min−1) 粒径/nm PDI 

9 600 713.4±10.0 0.269±0.041 

9 800 624.3±7.0 0.233±0.027 

10 000 457.8±8.4 0.235±0.004 

10 200 708.1±13.4 0.226±0.027 

10 400 814.7±8.3 0.290±0.024 

表 8  剪切时间对粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 8  Effects of shear time on particle size and PDI 

( x s , n = 3) 

剪切时间/min 粒径/nm PDI 

1 712.2±5.8 0.238±0.007 

3 553.6±11.7 0.257±0.018 

5 453.7±10.8 0.227±0.038 

7 647.8±12.7 0.219±0.007 

9 650.5±1.5 0.255±0.042 
 

2.6  BBD-RSM 优化 Ce-NS 处方 

2.6.1  BBD-RSM 处方因素试验设计及结果  处方

以 SDS 的用量（X1）、HPMC 的用量（X2）、雪松醇

的质量浓度（X3）、溶剂与反溶剂的比例（X4）为自

变量，以平均粒径（Y1）和 PDI（Y2）为评价指标，

并将评价指标进行归一化处理，采用总评归一值

（overall desirability，OD）作为响应值，各因素水平

及试验设计与结果见表 9。 

d＝(Mmax－Mi)/(Mmax－Mmin) 

OD＝(d 粒径dPDI)1/2 

Mi、Mmax和 Mmin 分别为实测值、最大值和最小值 

2.6.2  2 次多元回归模型的建立及显著性分析  采 
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表 9  BBD-RSM 优化 Ce-NS 处方的试验设计与结果 (n = 3) 

Table 9  Experimental design and results for optimization of Ce-NS formulation using BBD-RSM (n = 3) 

序号 
X1/ 

mg 

X2/ 

mg 

X3/ 

(mg∙mL−1) 
X4 Y1/nm Y2 OD 序号 

X1/ 

mg 

X2/ 

mg 

X3/ 

(mg∙mL−1) 
X4 Y1/nm Y2 OD 

1 250 (+1) 50 (−1) 7.5 (0) 1∶12.5 (0) 772.8 0.264 0.689 15 150 50 7.5 1∶5.0 913.6 0.253 0.610 

2 150 (0) 150 (0) 10.0 (+1) 1∶20.0 (+1) 1 286.7 0.317 0.000 16 150 250 10.0 1∶12.5 1 098.2 0.237 0.455 

3 250 150 7.5 1∶20.0 1 004.4 0.256 0.525 17 150 150 10.0 1∶5.0 774.0 0.241 0.742 

4 150 150 7.5 1∶12.5 456.6 0.238 0.953 18 150 250 7.5 1∶20.0 1 148.3 0.272 0.348 

5 150 50 7.5 1∶20.0 775.9 0.253 0.713 19 150 50 10.0 1∶12.5 797.3 0.285 0.621 

6 150 150 7.5 1∶12.5 440.5 0.237 0.965 20 250 150 5.0 1∶12.5 891.0 0.285 0.558 

7 50 (−1) 50 7.5 1∶12.5 907.9 0.338 0.410 21 150 250 5.0 1∶12.5 1 084.3 0.243 0.464 

8 150 150 5.0 (−1) 1∶5.0 (−1) 1 098.3 0.290 0.377 22 150 50 5.0 1∶12.5 703.6 0.247 0.777 

9 250 250 (+1) 7.5 1∶12.5 765.9 0.260 0.704 23 250 150 10.0 1∶12.5 884.3 0.261 0.616 

10 50 150 1.0 1∶12.5 1 105.0 0.351 0.255 24 50 250 7.5 1∶12.5 1 134.7 0.282 0.350 

11 50 150 7.5 1∶20.0 1 257.3 0.406 0.000 25 150 150 5.0 1∶20.0 825.9 0.296 0.575 

12 250 150 7.5 1∶5.0 959.3 0.323 0.421 26 50 150 5.0 1∶12.5 1 015.7 0.336 0.351 

13 150 250 7.5 1∶5.0 768.5 0.239 0.751 27 150 150 7.5 1∶12.5 419.2 0.229 1.000 

14 50 150 7.5 1∶5.0 1 131.7 0.345 0.248         
 

用 Design-Expert 13 软件对试验数据进行统计分析，

并对响应面试验中的处方参数进行优化。以 X1、X2、

X3、X4为自变量，以 OD 为响应值，建立 2 次多项式

模型，其回归方程分别为 OD＝0.973＋0.157 6 X1－

0.062 X2－0.041 X3－0.089 X4＋0.019 X1X2＋0.039 

X1X3＋0.088 X1X4＋0.038 X2X3－0.127 X2X4－0.214 

X3X4－0.331 X1²－0.111 X2²－0.238 X3²－0.298 X4²。

方差分析结果显示，回归模型极显著（P＜0.000 1），

且失拟项 P＝0.061 4（＞0.05），模型 R2 和 Radj
2 分

别为 0.944 6 和 0.880 0，说明模型拟合效果较好，

可用于 Ce-NS 制备处方参数的优化。 

2.6.3  响应面分析与优化结果  以 X1、X2、X3、X4

为自变量，OD 为响应值，在固定单一因素条件下，

通过 Design-Expert 13 软件绘制响应面图，结果见

图 2。根据模型分析得到 Ce-NS 的最优制备处方为

SDS 用量为 172.832 mg，HPMC 用量为 131.880 mg， 
 

             

             

图 2  处方自变量与响应值的三维图 

Fig. 2  Three-dimensional plot of prescription independent variables and response values 
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雪松醇质量浓度为 7.438 mg/mL，溶剂与反溶剂的

比例为 1∶12.304。 

2.7  BBD-RSM 优化 Ce-NS 工艺 

2.7.1  BBD-RSM 工艺因素试验设计及结果  对

Ce-NS 来说，粒径大小对药物的生物利用度、药效

等影响较大，因此采用 BBD-RSM 分别对 Ce-NS 的

制备工艺和处方进行优化，基于单因素试验结果，

选取滴加速度（X1）、搅拌速度（X2）和剪切时间（X3）

为自变量，平均粒径（Y1）和 PDI（Y2）为评价指标

进行工艺设计，并将评价指标进行归一化处理，采

用 OD 作为响应值，各因素水平及实验设计与结果

见表 10。 

表 10  BBD-RSM 优化 Ce-NS 工艺的试验设计与结果 (n = 3) 

Table 10  Experimental design and results for optimizing Ce-NS process using BBD-RSM (n = 3) 

序号 X1/(mL∙min−1) X2/(r∙min−1) X3/min Y1/nm Y2 OD 序号 X1/(mL∙min−1) X2/(r∙min−1) X3/min Y1/nm Y2 OD 

1 30 (+1) 10 000 (0) 3 (−1) 885.7 0.290 0.000 10 10 10 200 5 703.3 0.268 0.374 

2 20 (0) 10 000 5 (0) 476.9 0.227 0.948 11 30 10 200 5 671.4 0.255 0.512 

3 10 (−1) 10 000 3 807.1 0.266 0.257 12 20 9 800 (−1) 7 636.6 0.272 0.396 

4 10 10 000 7 (+1) 877.7 0.270 0.075 13 10 9 800 5 668.2 0.258 0.493 

5 30 10 000 7 704.8 0.264 0.405 14 30 9 800 5 640.5 0.264 0.472 

6 20 10 000 5 454.5 0.238 0.884 15 20 10 200 3 873.5 0.263 0.107 

7 20 10 200 (+1) 7 813.4 0.269 0.230 16 20 10 000 5 430.7 0.236 0.926 

8 20 10 000 5 484.8 0.231 0.980 17 20 9 800 3 788.1 0.282 0.165 

9 20 10 000 5 443.5 0.239 0.887        
 

2.7.2  2 次多元回归模型的建立及显著性分析  采

用 Design-Expert 13 软件对实验结果进行回归分析，

并通过响应面法优化 Ce-NS 的制备工艺。以 X1、X2、

X3为自变量，以 OD 为响应值建立 2 次多项式模型，

其回归方程分别为OD＝0.911＋0.024 X1－0.038 X2＋

0.072 X3＋0.040 X1X2＋0.147 X1X3－0.027 X2X3－

0.244 X1
2－0.204 X2

2－0.482 X3
2。方差分析结果显示，

模型极显著（P＜0.000 1），且失拟项 P＝0.219 1（＞

0.05），模型 R2 和 Radj
2 分别为 0.995 3 和 0.989 3，

表明模型拟合度良好，可用于工艺条件优化。 

2.7.3  响应面分析与优化结果  以 X1、X2、X3 为自

变量，OD 为响应值，在保持其中 1 个变量不变的

情况下，通过 Design-Expert 13 软件绘制响应面图，

结果见图 3。平均粒径（Y1）是评价纳米粒体系的主

要指标，理想的纳米粒应具有较小的粒径以充分发

挥纳米尺寸效应，同时具备粒径分布均匀、载药量

较高及制备工艺简便等特点，因此，Ce-NS 的最佳

制备工艺为滴加速度为 20.452 mL/min，搅拌速度为

9 985.2 r/min，剪切时间为 5.174 min。 

2.8  最佳处方工艺确定及验证 

考虑到实际操作性，将优化后的最佳处方工艺

验证略作调整：雪松醇的质量浓度为 7.5 mg/mL，

SDS 用量为 170 mg，HPMC 用量为 130 mg，PEG400

与水相的比例为 1∶12；滴加速度为 20 mL/min，搅

拌速度为 10 000 r/min，剪切时间为 5 min。在该条

件下制备 3 批 Ce-NS，测定其粒径及 PDI，并与模

型预测值进行比较，按公式计算偏差。结果见表 11，

Ce-NS 平均粒径值为（434.47±9.90）nm，PDI 为

0.232±0.005。粒径预测值为 420.52 nm，实际值的

偏差为 3.32%，表明该模型可信度良好，预测性较 
 

             

图 3  工艺自变量与响应值的三维图 

Fig. 3  Three-dimensional diagram of process independent variables and response values 
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表 11  3 批雪松醇纳米混悬剂验证结果 ( x s , n = 3) 

Table 11  Three batches of cedrol nanosuspension 

validation results ( x s , n = 3) 

试验号 平均粒径/nm PDI 

1 429.00±3.55 0.236±0.011 

2 445.90±4.34 0.227±0.008 

3 428.50±2.05 0.234±0.001 

平均值 434.47±9.90 0.232±0.005 
 

优，可用于处方工艺优化。 

偏差＝(实际值－预测值)/预测值 

2.9  Ce-NS 表征 

2.9.1  粒径分布及 ζ 电位的测定  取 3 批 Ce-NS，

按照“2.2”项下方法操作进行测定，粒径和 ζ 电位

分布图见图 4，分布区间在（434.47±9.90）nm，PDI

值为 0.232±0.005，ζ 电位值为（−15.2±1.15）mV。 

 

 

图 4  Ce-NS 的粒径分布 (A) 和 ζ 电位 (B) 

Fig. 4  particle size distribution (A) and ζ potential (B) of 

Ce-NS 

2.9.2  Ce-NS的稳定性考察  将制备好的Ce-NS分

别在 40 ℃高温、光照强度（4 500±500）lx、室温

以及 4 ℃条件下，在预定的时间点取样，通过高效

液相色谱测定雪松醇的标示量的百分含量，并测定

其粒径、PDI 和 ζ 电位以及 pH 值的变化，结果分

别见表 12～15。考察 Ce-NS 的初步稳定性，以预测

Ce-NS 的贮存条件。由此可知，在高温、强光、室

温和 4 ℃条件下，Ce-NS 放置 90 d 后再分散性影响 

表 12  40 ℃高温稳定性试验结果 ( x s , n = 3) 

Table 12  40 ℃ high-temperature stability test results 

( x s , n = 3) 

t/d pH 值 含量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 5.46±0.10 99.20±2.45 424.70±11.65 0.195±0.057 −13.00±1.55 

5 5.28±0.07 97.90±4.50 517.60±15.66 0.165±0.022 −14.80±0.70 

10 5.12±0.12 97.20±2.15 559.70±2.50 0.175±0.008 −9.90±0.95 

15 5.23±0.07 95.00±3.96 546.20±10.27 0.186±0.017 −10.00±0.40 

30 4.84±0.10 94.00±2.51 579.80±8.11 0.212±0.045 −14.80±0.47 

60 4.96±0.09 94.90±3.45 636.10±3.83 0.260±0.006 −10.70±0.87 

90 4.00±0.12 82.00±4.50 805.70±30.89 0.267±0.014 −12.00±2.40 

表 13  强光稳定性试验结果 ( x s , n = 3) 

Table 13  Results of high-intensity light stability test 

( x s , n = 3) 

t/d pH 值 含量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 5.46±0.10 99.20±2.45 424.70±11.65 0.195±0.057 −13.00±1.55 

5 5.26±0.12 98.10±4.10 433.20±4.97 0.225±0.025 −12.30±0.62 

10 5.47±0.07 97.00±3.50 453.90±8.06 0.163±0.047 −11.20±0.71 

15 5.23±0.11 92.00±5.00 448.40±3.52 0.198±0.025 −11.20±0.89 

30 5.35±0.09 95.70±2.85 441.90±4.81 0.221±0.030 −12.70±1.19 

60 4.90±0.12 92.00±4.50 443.90±4.09 0.190±0.010 −10.20±0.48 

90 3.98±0.12 94.90±2.85 465.70±5.51 0.207±0.007 −13.60±1.54 

表 14  室温稳定性试验结果 ( x s , n = 3) 

Table 14  Room temperature stability test results ( x s ,  

n = 3) 

t/d pH 值 含量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 5.46±0.10 99.20±2.45 424.70±11.65 0.195±0.057 −13.00±1.55 

5 5.51±0.07 96.70±4.80 422.60±10.76 0.233±0.023 −14.30±1.10 

10 5.45±0.11 98.00±2.65 451.50±10.34 0.126±0.011 −15.80±0.71 

15 5.50±0.09 97.90±3.55 446.90±3.80 0.150±0.021 −15.70±1.29 

30 5.14±0.12 94.60±4.05 456.60±4.45 0.156±0.390 −13.00±1.01 

60 5.37±0.08 95.10±1.95 467.10±13.56 0.172±0.048 −11.30±0.23 

90 4.93±0.11 95.70±3.45 445.70±4.52 0.223±0.028 −10.60±1.48 

表 15  4 ℃稳定性试验结果 ( x s , n = 3) 

Table 15  Stability test results at 4 ℃ ( x s , n = 3) 

t/d pH 值 含量/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 5.46±0.10 99.20±2.45 424.70±11.65 0.195±0.057 −13.00±1.55 

5 5.46±0.12 95.90±2.75 427.90±2.26 0.197±0.011 −15.20±1.15 

10 5.52±0.07 99.90±2.35 425.10±12.86 0.151±0.039 −13.70±0.57 

15 5.50±0.10 94.50±5.05 409.20±3.05 0.156±0.015 −15.80±0.83 

30 5.21±0.10 97.50±3.45 417.80±2.69 0.208±0.006 −17.00±1.47 

60 5.51±0.12 94.70±3.75 437.80±2.56 0.147±0.020 −14.90±2.06 

90 5.57±0.09 97.50±2.55 428.40±6.36 0.209±0.005 −15.00±1.93 

−150           −50            50            150 

ζ 电位/mV 

1         10        100       1 000      10 000 

粒径/nm 
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较小，颜色也无明显变化，然而在高温条件下，随

着放置时间的延长，Ce-NS 的粒径与 PDI 均表现出

增大的趋势，结果表明 Ce-NS 在室温保存时稳定性

良好。 

2.10  体外透皮实验 

2.10.1  透皮行为考察  采用 Franz 扩散池法对 Ce-

NS 的透皮行为和皮内滞留量进行评价，以同质量

浓度游离雪松醇溶液（Free-Ce）作为对照。将猪皮

角质层朝上固定于供给池和接收池之间，有效扩散

面积为 1.77 cm2，接收池体积为 12 mL，以 PBS 溶

液作为接收液，接收池恒温水浴（32±2）℃，转速

为 600 r/min，分别取 0.5 mL Ce-NS 和 Free-Ce 溶液

均匀涂布于皮肤表皮层，分别于 1、2、4、6、8、

10、12、24 h 时取 2 mL 接收液，同时补加等体积

的新鲜接受介质，所取接收液用 0.22 μm 微孔滤膜

滤过后，通过 HPLC 法测定雪松醇含量。按照公式

计算单位面积的累积渗透量（Qn）。 

Qn＝(CnV＋∑   CiVi)/A 

Cn 为第 n 次取样时接收液中药物的质量浓度，V 为接收液总

体积，Ci 为第 i 次取样所得接收液中药物浓度，Vi 为单次取

样体积，A 为有效渗透面积 

结果发现，24 h 后 Ce-NS 和 Free-Ce 均没有在

接收液中检测到雪松醇，说明药物在皮肤中有较好

的累积效果。 

2.10.2  皮肤滞留量（（Qm）测定  透皮实验结束后，

取下皮肤，用生理盐水将表面残存药物冲洗干净，

用滤纸吸干表面水分后将皮肤剪碎后加入 3 mL 无

水乙醇剪切 30 min，涡旋 5 min，超声 10 min，充

分提取药物，将所得样品以 4 000 r/min 在离心半径

约为 150 mm 条件下离心 10 min，取上清液用 0.22 

μm 滤膜滤过后进 HPLC 测定雪松醇含量，计算皮

肤 Qm，结果见表 16。可见，Ce-NS 在皮肤中的 Qm

约为 Free-Ce 的 4.1 倍，差异具有统计学意义（（P＜

0.001）。 

Qm＝CmV/A 

Cm为提取液质量浓度，V 为提取液体积，A 为经皮渗透面积 

表 16  皮肤 Qm测定结果 ( x s , n = 3) 

Table 16  Skin retention results ( x s , n = 3) 

组别 Qm/(μg∙cm−2) 

Free-Ce 18.09±0.88 

Ce-NS 74.38±3.90*** 

与 Free-Ce 组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs Free-Ce group. 

2.11  毛囊扫描电子显微镜（ scanning electron 

microscope，SEM）观察 

利用 SEM 对 Ce-NS 处理后的毛囊微观结构进

行可视化观察，研究纳米晶体的毛囊靶向性。体外

透皮实验按照上述“2.10”项下进行，实验分为 2

组，分别为 PBS 空白组和 Ce-NS 组，采用 Franz 扩

散仪装置，给药 24 h 后取下皮肤，先用生理盐水去

除残留制剂后用滤纸吸干，然后用手术刀片将皮肤

样本沿近垂直于表面的方向切割，将皮肤置于干燥

器上干燥 72 h，使用 SEM 观察 Ce-NS 处理后毛囊

的微观结构，以观察毛囊中的纳米晶。结果见图 5，

可以清楚的观察到毛囊周围存在许多纳米晶体，而

应用 PBS 溶液处理的对照组在毛囊周围并未发现

雪松醇纳米晶体的结构，表明了局部应用 Ce-NS 可

以增加药物渗透到毛囊周围区域，为 Ce-NS 靶向毛

囊的机制提供了有力证据。 
 

  

  

图 5  不同制剂处理猪皮的 SEM 图 

Fig. 5  SEM scans of pig skin treated with different 

formulations 

2.12  药效学研究 

2.12.1  AGA 小鼠模型的分组、建立及给药  将 60

只体质量 20～22 g 健康的 SPF 级 C57BL/6 雄性小

鼠适应性喂养 1 周，随机分为 6 组，分别为阴性对

照组、模型组、阳性对照（米诺地尔）组、Blank-NS、

Free-Ce、Ce-NS，每组 10 只。在小鼠背部（2 cm×

2 cm）的区域先剃除毛发，然后使用脱毛膏涂抹 1～

2 min 去除残余毛发，再用温水清洗干净，避免损伤

皮肤。取 24 份注射级大豆油与 1 份丙酸睾酮注射

液混合，充分摇匀 2～3 min，配制成 1 mg/mL 丙酸

睾酮稀释液，除阴性对照组外，其余各组均以 5 

mg/kg sc 丙酸睾酮稀释液，连续注射 21 d。造模 30 

min 后开始给药，阴性对照组和模型组涂抹生理盐

水 1 mL，阳性对照组涂抹 5%米诺地尔酊 0.15 mL，

n−1 
i=1 

30 μm 20 μm 

30 μm 20 μm 

PBS 

 

 

 

 

 

 

 

Ce-NS 
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Blank-NS 组、Free-Ce 组和 Ce-NS 组分别涂抹对应

药物溶液 1 mL，其中 Free-Ce 和 Ce-NS 的药物质量

浓度均为 7.5 mg/mL（以雪松醇计），连续 21 d，每

日 1 次。 

在实验期间每 2 天记录体质量变化。结果见表

17。各组小鼠体质量均随时间呈上升趋势。与阴性

对照组相比，造模各组于第 21 天体质量显著增加，

提示造模成功[14]。米诺地尔溶液中含有丙二醇和乙 

表 17  各组小鼠体质量变化 ( x s , n = 6) 

Table 17  Changes in body weight among different groups of mice ( x s , n = 6) 

组别 
剂量/ 

mg 

体质量/g 

1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 17 d 19 d 21 d 

阴性对照 0 20.04±0.77 21.64±0.44 21.99±0.77 21.90±0.77 21.66±1.00 22.08±1.15 22.39±0.99 22.45±1.22 22.12±1.06 22.50±0.87 23.00±1.12 

模型 0 19.93±0.72 21.37±0.86 22.02±0.71 22.28±0.80 22.40±0.88# 22.89±0.85## 23.56±0.96### 23.96±0.80### 24.17±0.92### 25.68±1.07### 25.58±0.80### 

阳性对照 7.5 20.19±0.61 22.63±0.67** 23.37±0.86** 14.10±0.72*** 24.35±0.80*** 24.96±0.65*** 25.58±0.72*** 26.06±0.67*** 26.07±0.56*** 26.03±0.58 26.70±0.58* 

Blank-NS 0 19.81±0.39 21.88±0.36 22.55±0.50 23.24±0.10 23.33±0.21 23.65±0.23 24.38±0.24* 24.68±0.52 25.33±0.62* 25.68±0.74 26.10±0.63 

Free-Ce 7.5 19.76±0.72 22.02±0.73 23.15±0.64* 23.18±0.72 23.05±0.62 23.65±0.54 24.28±0.55 24.74±0.70 24.91±0.55 25.70±0.36 25.71±0.62 

Ce-NS 7.5 19.26±0.30 22.00±0.79 22.87±0.60 23.37±0.49* 23.57±0.49** 23.72±0.79 24.44±0.36 24.89±0.41 25.11±0.38 26.12±0.53 26.09±0.73 

与阴性对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；表 18 同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs negative control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; Same as table 18. 

醇，长期使用会引发刺激性，导致局部皮肤出现红

斑、干燥脱屑、瘙痒及灼痛感等不良反应[15]。在动

物实验中，小鼠使用米诺地尔时也可观察到背部皮

肤屏障功能受损，出现轻度红肿、毛囊发炎、干燥

起皮等现象，相比之下，本研究所制备的 Ce-NS 选

用 PEG400/水为溶剂，PEG400 具有良好的皮肤相

容性，能有效减少对皮肤的刺激性，且在实验过程

中小鼠皮肤状态保持正常。与阴性对照组相比，阳

性对照组、Blank-NS、Free-Ce 和 Ce-NS 小鼠体质

量无显著性差异，由此说明，Ce-NS 在安全性方面

具有一定优势，能有效降低皮肤刺激风险，提高用

药安全性和依从性，为外用治疗 AGA 提供了更加

安全、温和的选择。 

2.12.2  小鼠毛发生长情况  每日观察各组小鼠背

部毛发生长情况，于实验第 1、7、14、21 天拍照，

记录皮肤变黑和毛发再生的时间，脱毛区域的毛发

生长结果见图 6，并用 Image J 软件量化第 21 天新

生毛发覆盖率，结果见表 18。整个过程需每日观察

并记录小鼠背部脱毛区外用药物后有无红肿、渗

液、溃烂、干燥起皮。由结果显示，第 1 天，各组

小鼠背部皮肤均呈粉红色，表明毛囊处于休止期。

第 7 天，阴性对照组小鼠背部皮肤呈灰黑色，无生

长毛发，表明其启动了毛囊生长周期转变；阳性对

照组和 Ce-NS 组小鼠皮肤背部颜色与阴性对照组

相近，模型组仍保持粉色，揭示毛囊仍处于休止期。

给药第 14 天，阴性对照组毛发已明显生长，短小且

密集；Blank-NS 和 Free-Ce 小鼠背部皮肤呈灰黑色， 

 

 

 

 

图 6  各组小鼠在不同时期的毛发生长及皮肤颜色的情况 

Fig. 6  Hair growth and skin color of mice in each group at 

different periods were observed 

但无毛发生长；阳性对照组和 Ce-NS 组背部出现

“点片状”新生毛发，且 Ce-NS 组覆盖面积较阳性

对照组多，表明雪松醇可以加速毛囊进入生长期。

第 21 天，阴性对照组脱毛区域毛发几乎完全覆盖；

模型组、Blank-NS 组整体毛发稀疏，部分区域无毛

发生长；Free-Ce 组仍有小部分区域毛发生长较稀

疏；阳性对照组、Ce-NS 组毛发生长明显，基本完 

第 1 天 
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第 14 天 

 

 

 

 

 

第 21 天 

阴性对照    模型    阳性对照  Blank-NS  Free-Ce   Ce-NS 
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表 18  各组小鼠的毛发覆盖率、新生毛发长度和质量 

( x s , n = 6) 

Table 18  Hair coverage, length and weight of newly grown 

hair in each group of mice ( x s , n = 6) 

组别 
剂量/ 

mg 

毛发覆盖率/ 

% 

毛发长度/ 

mm 

毛发质量/ 

mg 

阴性对照 0 95.07±1.49 6.20±0.24 34.99±2.63 

模型 0 21.49±4.51### 2.57±0.13### 0.66±0.56### 

阳性对照 7.5 77.15±7.36*** 4.00±0.28*** 16.66±1.67*** 

Blank-NS 0 29.35±9.20 3.23±0.28*** 5.01±1.58*** 

Free-Ce 7.5 59.80±6.10*** 3.77±0.15*** 9.58±1.28*** 

Ce-NS 7.5 90.19±4.13*** 4.94±0.16*** 25.03±1.08*** 

 

全覆盖，且 Ce-NS 组促进毛发生长效果优于阳性对

照组和 Free-Ce 组。 

结果如表 18 所示，第 21 天的毛发覆盖率显示，

与阴性对照组相比，模型组显著下降至 21.49%；阳

性对照组、Free-Ce 组和 Ce-NS 组均明显高于模型

组，分别为 77.15%、59.80%和 90.19%。皮肤状态

方面，整个实验期间仅阳性对照组个别小鼠出现轻

度红肿、毛囊发炎、干燥起皮，其余各组小鼠背部

皮肤未见明显异常。由此可见，采用 sc 丙酸睾酮成

功构建 AGA 模型，雪松醇对 AGA 具有一定缓解作

用，可促进毛发生长，且 NS 递送系统可以显著增

加雪松醇的经皮渗透及治疗效果，且局部应用时皮

肤耐受性良好。 

2.12.3  新生毛发质量和长度的测量  第 21 天处死

小鼠，从每只小鼠背部随机拔取 6 根新生毛发，使

用游标卡尺测量毛发长度，并计算其平均值。接着

剃除各组小鼠背部试验区域的毛发，收集每只小鼠

的新生毛发，用分析天平进行称量，记录新生毛发

质量取平均值，比较各组小鼠的毛发生长情况，结

果见表 18。与阴性对照组比较，模型组小鼠新生毛

发的长度和质量均显著下降。就毛发长度而言，各

给药组小鼠均显著高于模型组；在毛发质量方面，

Ce-NS 组小鼠的新生毛发质量（［（（25.03±1.08）mg］

显著高于其他组（P＜0.01）。 

2.12.4  HE 染色观察皮肤组织病理变化  小鼠处

死后剪下实验区域皮肤，浸入 4%多聚甲醛固定液

中固定至少 24 h，经脱水、透明处理后进行石蜡包

埋与切片，再依次脱水、水化、苏木精染色、分化

复染伊红，最后脱水透明并封片。切片经光学显微

镜观察并记录，HE 染色结果见图 7，在实验第 21

天时，通过小鼠皮肤组织切片中毛囊的形态发现， 

 

 

 

图 7  各组小鼠皮肤组织 HE 染色 (×50) 

Fig. 7  HE staining of skin tissue of mice in each group  

(× 50) 

与阴性对照组相比，模型组小鼠的皮肤更薄，毛囊

数量更少，且毛囊多数萎缩，尚未进入增殖期，说

明毛发的生长受到了丙酸睾酮的抑制，仍处于毛囊

休止期；经过 Free-Ce、Ce-NS 和阳性对照组治疗的

小鼠再生毛囊数量明显增多，处于生长期，但与

Free-Ce 和阳性对照组相比，Ce-NS 小鼠皮肤组织中

具有更多的毛囊，毛囊结构完整，毛球增大，毛干

成熟，皮肤厚度明显增加，说明 Ce-NS 小鼠的毛囊

已进入生长期，表明该 NS 递送系统在促进毛发再

生方面的优越性。 

2.12.5  免疫组织化学染色  为研究雪松醇对毛囊

的增殖和凋亡的影响，皮肤组织蜡块切片，将切片

的皮肤组织样本分别与 AR 抗体、Ki67 抗体、β-

catenin 抗体和进行免疫组织化学染色，然后通过光

学显微镜对切片进行观察拍照，以评估毛囊的微环

境重塑效果。 

结果见图 8，与阴性对照组相比，模型组小鼠

皮肤中的 AR 蛋白表达明显增加，表明正常毛囊周

围仅有少数或没有 AR 的表达，说明在小鼠皮下注

射丙酸睾酮，雄激素可能竞争性结合 AR，诱导毛

囊周围的 AR 表达增加。经过 Ce-NS 治疗后，AR

蛋白水平较模型组有所下调，说明雪松醇可以调控

AR 的表达水平；模型组的 Ki67 表达量很低，表明

此时毛囊进入休止期或抑制了增殖活性，与模型组

相比，阳性对照组、Free-Ce 组和 Ce-NS 组中 Ki67

表达量均有不同程度的提高，表明了米诺地尔和雪

松醇促进了毛囊生长周期的转变和毛发再生相关的

细胞增殖并减轻 AGA 症状；模型组和 Blank-NS 组

中的 β-catenin 的阳性表达较阴性对照组明显减少，

阳性染色面积显著减小，与其他治疗组相比，经过

Ce-NS 治疗的 β-catenin 的阳性表达明显，说明了其 

阴性对照 模型 阳性对照 

Blank-NS Free-Ce Ce-NS 
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图 8  皮肤组织中的 AR、Ki67、β-catenin 的免疫组化化学染色结果 (×50) 

Fig. 8  Immunohistochemical staining results for AR, Ki67 and β-catenin in skin tissue (× 50) 

可能通过激活 Wnt/β-catenin 通路，从而促进毛发再

生。综上所述，免疫组织化学结果显示 Ce-NS 通过

下调 AR 表达水平，上调 Ki67 和 β-catenin 的表达

水平，调控毛囊生长周期，促进毛干细胞的增殖和

毛发再生。 

3  讨论 

采用溶剂-反溶剂沉淀法制备 Ce-NS，并对传统

沉淀法进行改进。传统有机溶剂沉淀法存在溶剂残

留及物理稳定性差等问题[16]。为此，本研究引入

PEG400/水体系作为绿色溶剂，既避了有机溶剂的

毒性风险，又利用 PEG 的亲脂特性改善了药物的皮

肤亲和性[17]，可以减少对皮肤的刺激作用。在 NS

的制备中，稳定剂的种类和用量是影响 NS 的物理

稳定性的关键因素，其机制主要包括空间位阻效应

和静电稳定作用[18]。 

单因素实验结果显示，单独使用 SDS 或 HPMC

所得 NS 粒径和 PDI 较大，且单独使用 SDS 时稳定

性和再分散性较差，因此，本研究选用 SDS 和

HPMC为复合稳定剂，SDS作为离子型表面活性剂，

通过电荷排斥[19]，抑制颗粒初期聚集；HPMC 作为

非离子型聚合物，通过高分子包裹层与增稠剂提供

空间位阻，抑制 Ostwald 熟化与团聚[20-21]，二者在

NS 中发挥互补的稳定机制，进一步增加体系的稳

定性[22]。此外，在制备工艺上采用响应面法进行系

统优化[23-24]，确保处方工艺的科学性和可重复性。

稳定性试验考察结果表明，Ce-NS 在室温和 4 ℃条

件下可稳定保存 90 d，满足外用制剂的基本储存要

求，但在高温条件下，粒径和 PDI 随着时间的延长

而显著增大，表明了高温可能会加速颗粒的聚集，

导致稳定性下降，说明 Ce-NS 对温度敏感，在贮存

时应严格控制环境温度。 

纳米粒可以增强靶向药物蓄积和滞留时间[25]。

粒径是影响药物颗粒在毛囊中渗透和蓄积的关键因

素[26]，研究发现粒径在 400～700 nm 的纳米颗粒最

有利于通过毛囊开口进入毛囊窦并形成药物储库，

较小的颗粒主要到达较深的皮肤层，而较大的颗粒

主要停留在皮肤表面[27]。 

体外透皮实验结果显示，24 h 内 Free-Ce 和 Ce-

NS 在接收液中均未检测到活性药物，但 Ce-NS 的

皮肤滞留量显著高于 Free-Ce，为后者的 4.1 倍，验

证了 NS 能有效限制药物进入体循环，降低系统性

不良反应。本研究制备的 Ce-NS 粒径位于 400～700 

nm 这一理想区间，SEM 观察进一步证实了雪松醇

纳米晶能够进入毛囊并作为储库，因此在皮肤中更

高的滞留量很可能是通过毛囊通道实现的靶向递

送，为后续的药效学研究提供了有力的理论支撑。 

C57BL/6 小鼠是筛选促毛发生长药物的常用模

型，其躯干色素沉着主要源于生长期毛囊黑色素细

胞产生的色素故可根据毛囊中黑色素含量判断毛囊

是否进入生长期[28]。毛囊周期分为生长期（毛囊增

长、毛干增厚）、退行期和休止期（毛囊缩短、毛干

变细脱落），生长期的毛囊越多，头发生长越好[29]。

AGA 的关键病理特征为毛囊微小化、生长周期缩短

及休止期延长。 

在丙酸睾酮诱导的 AGA 小鼠模型中，Ce-NS

促毛发再生能力优于米诺地尔和 Free-Ce，Ce-NS 组

AR 
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的毛发覆盖率达 90.19%，新生毛发的长度［（4.94±

0.16）mm］和质量［（25.03±1.08）mg］均显著高

于其他组（P＜0.05）。HE 染色证实，Ce-NS 毛囊数

量显著增多，结构完整，毛球饱满，多数毛囊进入

生长期，表明其能有效逆转 AGA 模型中毛囊的休

止期停滞。免疫组化结果显示，Ce-NS 能显著上调

毛囊基质细胞增殖标志物 Ki67 和 Wnt/β-catenin 通

路核心蛋白 β-catenin 的表达。提示雪松醇可能通过

激活 Wnt/β-catenin 信号通路促进毛囊干细胞增殖，

同时下调 AR 表达以抑制雄激素介导的毛囊微小

化，从而实现对 AGA 病理过程的双重干预。 

本研究成功构建了具有优异物理稳定性和毛

囊靶向递送能力的 Ce-NS。该制剂显著提高了雪松

醇在皮肤中的滞留量，并通过毛囊靶向递送机制，

显著促进了 AGA 小鼠模型中毛囊的生长周期和毛

发再生。该成果为利用纳米技术改进中药外用制剂

的治疗效果提供了新的思路和范例。 
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