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环黄芪醇治疗白癜风的作用及机制 *
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摘要 目的：探索环黄芪醇（Cycloastragenol，CAG）对白癜风的治疗作用及机制。方法：将正常人皮肤黑素细胞 PIG1分组如下：对

照组、H2O2组、10CAG组、50CAG组和 100CAG组，分别使用不同浓度（10、50、100 滋M）的环黄芪醇和 250 滋M的 H2O2与 PIG1

细胞共培养。通过 CCK-8法测定细胞增殖，Annexin V-FITC/PI法检测细胞凋亡，并测定细胞中的黑色素、SOD、CAT和MDA含

量。将 C57BL/6小鼠随机分为对照组、模型组和 CAG组。通过每天涂抹 50 mg 40%的莫诺苯宗乳膏建立白癜风小鼠模型，然后使

用 50 mg/kg的环黄芪醇治疗小鼠。通过 HE染色和 Masson-Fontana染色检测皮肤组织中的毛囊和黑色素含量。通过 Western

blotting检测MITF、TYR、TRP-1、TRP-2、Bax、Bcl-2、p-p38/p38的蛋白表达。结果：与 H2O2组相比，50CAG组和 100CAG组的细胞

活力和黑色素含量均升高，凋亡率均降低，Bax蛋白表达水平均降低，而 Bcl-2均升高，SOD和 CAT水平均升高，而 MDA水平均

降低（P<0.05）。10CAG组、50CAG组和 100CAG组的毛囊和黑色素含量均较 H2O2组增多。与 H2O2组相比，50CAG组和 100CAG

组的 MITF、TYR、TRP-1、TRP-2和 p-p38/p38蛋白表达水平均升高（P<0.05）。与模型组相比，CAG组的的 MITF、TYR、TRP-1、

TRP-2和 p-p38/p38蛋白表达水平均升高（P<0.05）。结论：环黄芪醇在细胞水平和动物水平上均能促进黑色素合成，对白癜风具有
较好的治疗作用，其机制可能与 p38信号通路的激活有关。
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The Effect and Mechanism of Cycloastragenol in the Treatment of Vitiligo*

The purpose of this study was to explore the therapeutic effect and mechanism of cycloastragenol (CAG) on

vitiligo. The normal human skin melanocytes PIG1 were divided into the following groups: control group, H2O2 group, 10CAG

group, 50CAG group, 100CAG group. PIG1 cells were cultured with different concentrations (10, 50, 100 滋M) of cycloastragenol and

250 滋M of H2O2, respectively. Cell proliferation was detected by CCK-8 method, apoptosis was detected by Annexin V-FITC/PI method,

and the contents of melanin, SOD, CAT and MDA in cells were determined. C57BL/6 mice were randomly divided into control group,

Model group and CAG group. The vitiligo mouse model was established by applying 50 mg of 40% monobenzone cream daily, and then

the mice were treated with 50 mg/kg cycloastragenol. Hair follicles and melanin content in skin tissue were detected by HE staining and

Masson-Fontana staining. The protein expressions of MITF, TYR, TRP-1, TRP-2, Bax, Bcl-2, p-p38/p38 were detected by Western blot-

ting. Compared with the H2O2 group, the 50CAG group and 100CAG groups had increased cell viability and melanin content,

decreased apoptosis rate, decreased Bax protein expression, and increased Bcl-2 protein expression, increased SOD and CAT levels, and

decreased MDA levels (P<0.05). The content of hair follicles and melanin in 10CAG group, 50CAG group and 100CAG group were

higher than those in H2O2 group. Compared with the H2O2 group, the protein expression levels of MITF, TYR, TRP-1, TRP-2 and

p-p38/p38 in the 50CAG group and 100CAG group were all increased (P<0.05). Compared with the model group, the protein expression
levels of MITF, TYR, TRP-1, TRP-2 and p-p38/p38 in the CAG group were all increased (P<0.05). Cycloastragenol can pro-

mote melanin synthesis at both cellular and animal levels, and has a good therapeutic effect on vitiligo. The mechanism may be related to

the activation of p38 signaling pathway.
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前言

白癜风是一种获得性皮肤色素脱失性疾病，发病机制尚不

明确[1]。有学者认为，白癜风皮损中的黑素细胞缺失是白癜风发

病机制中的关键事件[2]，而氧化应激是黑素细胞缺失的可能原

因之一[3]。众所周知，黑素细胞是通过产生黑色素来引起皮肤色

素沉着[4]。黑色素通过黑素小体分布到周围的角质形成细胞。黑

素小体含有黑色素合成所必需的酪氨酸酶（Tyrosinase, TYR）、

酪氨酸酶相关蛋白 1（Tyrosinase Related Protein 1, TRP-1）和 2

（Tyrosinase Related Protein 2, TRP-2）[5]。小眼畸形相关转录因

子（Microphthalmia-associated Transcription Factor, MITF）是黑

素合成过程中的重要转录因子，可上调 TYR和 TRP-1蛋白的

表达，从而促进黑色素的形成[6]。丝裂原活化蛋白激酶（Mito-

gen-activated Protein Kinase，MAPKs）是与黑素合成调控相关

的关键信号分子[7]，包括 ERK、JNK和 p38信号通路。以前的文

献表明，p38的磷酸化可以诱导 MITF的激活[8,9]。此外，p38已

被证明通过激活MITF和增加 TYR的表达参与紫外线辐射诱

导的黑素生成[6]。

目前，白癜风的治疗方法包括口服皮质类固醇、局部外用

免疫调节剂、激光疗法、手术等[10]，但均未能广泛应用，因此仍

需要开发新的疗法。近年来，从中药中提取的许多有效成分在

治疗皮肤病方面显示出良好的效果[11,12]。黄芪作为一种传统中

药，已经被广泛应用于白癜风治疗的中药配伍中。环黄芪醇

（Cycloastragenol，CAG）是从黄芪中分离得到的一种活性三萜皂

甙成分，由黄芪甲苷的水解得到，比黄芪甲苷更容易使机体吸收，

具有抗病毒、抗菌、抗衰老、抗炎、抗肿瘤等多种药理作用[13-16]。

据报道，环黄芪醇通过激活 Nrf2/Keap1/ARE通路抑制破骨细

胞形成和骨丢失[17]。环黄芪醇可抑制阿尔茨海默病小鼠模型神

经炎症和氧化应激，并抑制脑组织中 ERK、JNK和 p38MAPK

的激活[13]。目前，还没有关于环黄芪醇对白癜风的治疗研究。因

此，本研究旨在探讨环黄芪醇是否通过 p38 信号通路调节

MITF、TYR和 TRP-1的表达，从而影响黑素细胞中黑色素的

生物合成，以及环黄芪醇对小鼠白癜风模型的治疗作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验试剂 环黄芪醇（HPLC>98%）购自上海吉至生化

科技有限公司；正常人皮肤黑素细胞 PIG1购自美国 ATCC；黑

素细胞生长添加剂、M254培养基购自美国 Gibco公司；CCK-8

试剂盒购自日本同仁化学；H2O2溶液、Annexin V-FITC凋亡检

测试剂盒、苏木精伊红（HE）染色试剂盒、RIPA裂解液、总 SOD

活性检测试剂盒、购自碧云天生物技术研究所；莫诺苯宗、二甲

基亚砜（DMSO）购自美国 Sigma 公司；超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、丙二醛（MDA）检测试剂盒购自南

京建成南京建成生物工程研究所；Masson-Fontana 染色试剂

盒、SDS-PAGE购自北京索莱宝科技有限公司；聚偏氟乙烯

（PVDF） 膜购自美国 Millipore 公司；MITF、TYR、TRP-1、

TRP-2、Bax、Bcl-2、p-p38、p38和 GAPDH一抗及辣根过氧化物

酶标记的 IgG二抗购自英国 Abcam公司。

1.1.2 实验动物 30 只 4 周龄雄性 SPF 级 C57BL/6 小鼠

（16~18 g）由西安交通大学实验动物中心提供，使用许可证号：

SYXK（陕）2020-005。小鼠饲养于 25± 2℃、相对湿度 50±

10%、12 h的光 /暗循环的实验室内，自由进食。

1.2 实验方法

1.2.1 黑素细胞的培养 将 PIG1细胞以 1× 105个 /mL的密

度接种于组织培养瓶中，培养基为添加了 1%黑素细胞生长添

加剂的M254培养基，细胞在 37℃、5% CO2、95%湿度环境中培

养，每隔 2~3 d更换培养基。

1.2.2 环黄芪醇的细胞毒性测定 通过 CCK-8法测定环黄芪

醇的细胞毒性。环黄芪醇用 0.1%的 DMSO溶解。将 PIG1细胞

以每孔 104个细胞的密度接种在 96孔板中，在 37℃、5%CO2

条件下孵育 24 h。加入不同浓度（0、1、10、50、100、200 滋M）的
环黄芪醇溶液，继续培养 24 h。将 CCK-8试剂（10 滋L）加入含
有 100 滋L培养基的 96孔板中，在 37℃、5% CO2的条件下再

孵育 4 h。用酶标仪在 450 nm处重复测量吸光度。

1.2.3 CCK-8法测定细胞增殖 通过 CCK-8法测定环黄芪醇

对 H2O2诱导到细胞增殖的影响。将 PIG1细胞做如下分组：对

照组、H2O2组、10CAG组、50CAG组、100CAG组。将各组 PIG1

细胞以每孔 104个细胞的密度接种在 96孔板中，在 37℃、5%

CO2条件下孵育 24 h。10CAG组、50CAG组、100CAG组细胞

分别加入不同浓度（10、50、100 滋M）的环黄芪醇溶液培养 24 h。

Control组和 H2O2组细胞正常培养。24 h 后 H2O2组、10CAG

组、50CAG组和 100CAG组加入 250 滋M的 H2O2培养 4 h。对

照组正常培养。然后将 10 滋L的 CCK-8试剂加入各组 96孔板

中，在 37℃、5% CO2条件下再孵育 4 h。用酶标仪在 450 nm处

重复测量吸光度。

1.2.4 黑色素含量测定 将 PIG1细胞以 1× 105个细胞 /瓶的

密度接种于 T-25培养瓶中。细胞接种 24 h后用不同浓度（10、

50、100 滋M）的环黄芪醇孵育 24 h，再 250 滋M 的 H2O2培养

4 h，然后用胰蛋白酶分离细胞，以 1000 rpm离心 5 min，去除

上清液。取内细胞团悬浮于 PBS溶液中，进行细胞计数。然后，

细胞悬液在同等条件下再次离心，将细胞放入微量离心管中，

在 80℃下用 100 滋L的 NaOH（1 mmol/L）中溶解 1 h，然后以

12000 rpm离心 20 min，分离上清液放入 96孔板中，在 405 nm

处测量吸光度。

1.2.5 Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测 PIG1细胞用不同浓

度（10、50、100 滋M）的环黄芪醇孵育 24 h，250 滋M 的 H2O2培

养 4 h后，用 Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡。

将 PIG1细胞（1× 106个细胞 /mL）用 1× 结合缓冲液悬浮，然

后与 10 滋L Annexin V-FITC在黑暗中室温下染色 15 min，检测

前 5 min加入 10 滋L PI。然后加入 400 滋L的 1× 结合缓冲液，

用流式细胞仪分析细胞。
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1.2.6 氧化应激指标检测 用预冷的 PBS洗涤 PIG1细胞，使

用 RIPA裂解液裂解细胞 20 min，PBS洗涤 3次，低温离心处

理后取上清待测。按照试剂盒说明检测 PIG1 细胞中 SOD、

CAT和的MDA含量。

1.2.7 白癜风小鼠模型的建立及给药处理 将小鼠随机分为

对照组、模型组和环黄芪醇组（CAG组）。在各组小鼠背部做

3× 3 cm的剃毛区域，剃毛 6 d后对模型组和 CAG组小鼠剃毛

区域每天涂抹 50 mg的 40%莫诺苯宗乳膏，共涂抹 65天。对照

组小鼠涂抹 50 mg乳膏基质。建模 26天后，CAG组小鼠每天

灌胃 50 mg/kg的环黄芪醇（0.2 mL），对照组和模型组小鼠灌胃

0.2 mL的清水，共灌胃 40天。

1.2.8 组织病理学分析 末次给药后，取小鼠剃毛区域皮肤组

织，在 4%多聚甲醛中固定 24 h，然后用梯度酒精脱水、二甲苯

透明、石蜡包埋，制作 6 滋m厚的切片。按照试剂盒说明进行
HE染色和Masson-Fontana染色。

1.2.9 Western blotting分析蛋白质表达量 采用 RIPA裂解液

从 PIG1细胞和组织中提取蛋白质，用 Bradford法测定蛋白浓

度。总蛋白经 10%的 SDS-PAGE电泳后转移到 PVDF膜上。用

5%脱脂牛奶封闭膜 1 h处理，并在 4℃下与一抗（MITF、TYR、

TRP-1、TRP-2、Bax、Bcl-2、p-p38、p38和 GAPDH，稀释度均为

1:3000）孵育过夜。然后将膜与辣根过氧化物酶标记的 IgG二

抗（稀释度为 1:3000）室温孵育 1 h。最后采用增强化学发光试

剂盒显影。GAPDH作为内参。

1.3 数据统计学分析

本研究中所有数据均表示为平均值± 标准差。通过 SPSS

软件进行统计分析，组间比较采用单因素方差分析，LSD检验

用于两两比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞增殖的影响

不同浓度环黄芪醇处理的 PIG1细胞后，与 0 滋M相比，
200 滋M环黄芪醇处理后细胞活力降低（P<0.05），故在后续实
验中选择 10、50和 100 滋M的环黄芪醇作为处理浓度。经环黄
芪醇和 H2O2处理后，与对照组相比，H2O2组的细胞活力降低

（P<0.05）；与 H2O2组相比，10CAG组、50CAG组和 100CAG组

的细胞活力均升高（P<0.05）。见图 1。

图 1 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞增殖的影响

Fig. 1 effects of cycloastragenol on the proliferation of PIG1 cells treated with H2O2. Note: A: Cytotoxicity of cycloastragenol on PIG1 cells;

compared with 0 滋M, *P<0.05; B: Effect of cycloastragenol on proliferation of PIG1 cells treated with H2O2; compared with Control group, *P<0.05;
compared with H2O2 group, #P<0.05

2.2 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞黑色素含量的影响

与对照组相比，H2O2组的黑色素含量降低（P<0.05）；与
H2O2组相比，50CAG组和 100CAG组细胞的黑色素含量均升

高（P<0.05）。见图 2。

2.3 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞凋亡的影响

与对照组相比，H2O2组的细胞凋亡率升高（P<0.05）；与
H2O2组相比，10CAG组、50CAG组和 100CAG组的细胞凋亡

率均降低（P<0.05）。各组 PIG1细胞的 Bax和 Bcl-2蛋白表达

水平比较显示，与对照组相比，H2O2组细胞的 Bax蛋白表达水

平升高，Bcl-2蛋白表达水平降低（P<0.05）。与 H2O2组相比，

10CAG组、50CAG组和 100CAG组细胞的 Bax蛋白表达水平

均降低，Bcl-2蛋白表达水平均升高（P<0.05）。见图 3和图 4。

2.4 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞氧化应激的影响

各组 PIG1细胞的 SOD、CAT和 MDA 水平差异显著，与

对照组相比，H2O2组细胞的 SOD 和 CAT 水平均降低，MDA

升高（P<0.05）。与 H2O2 组相比，10CAG 组、50CAG 组和

100CAG 组细胞的 SOD 和 CAT 水平均升高，MDA 均降低

（P<0.05）。见表 1。

图 2 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞黑色素含量的影响

Fig.2 The effect of cycloastragenol on the content of melanin in PIG1 cells

treated with H2O2

Note: compared with Control group, *P<0.05; compared with H2O2 group,
#P<0.05.
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图 3 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞凋亡的影响

Fig.3 The effect of cycloastragenol on the apoptosis of PIG1 cells treated with H2O2

Note: compared with Control group, *P<0.05; compared with H2O2 group, #P<0.05.

图 4 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞中凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of cycloastragalus on the expression of apoptosis-related proteins of PIG1 cells treated with H2O2

Note: compared with Control group, *P<0.05; compared with H2O2 group, #P<0.05.

2.5 环黄芪醇对白癜风小鼠的治疗作用

HE染色与Masson-Fontana染色（黑色素的特殊染料）结果

一致，对照组小鼠皮肤组织形态正常，毛囊和黑色素分布密集。

H2O2组小鼠的毛囊和黑色素较少，而 10CAG组、50CAG组和

100CAG组小鼠的毛囊和黑色素含量均较 H2O2组均增多。见

图 5。

Note: compared with Control group, *P<0.05; compared with H2O2 group, #P<0.05.

表 1 各组细胞中的 SOD、CAT和MDA水平

Table 1 SOD, CAT and MDA levels in cells of each group

Parameter SOD（U/mg protein） CAT（U/mg protein） MDA（nmoL/mg protein）

Control 12.45± 0.50 60.35± 2.41 17.43± 0.70

H2O2 0.23± 0.01* 17.54± 1.05* 28.86± 1.73*

10CAG 7.54± 0.45*# 37.86± 2.27*# 25.64± 1.54*#

50CAG 8.77± 0.53*# 44.86± 2.69*# 22.73± 1.36*#

100CAG 9.43± 0.57*# 47.85± 2.87*# 21.07± 1.26*#

F 584.790 270.754 61.366

P <0.001 <0.001 <0.001
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2.6 环黄芪醇对 H2O2 处理的 PIG1 细胞和白癜风小鼠中

MITF、TYR、TRP-1、TRP-2和 p-p38/p38蛋白表达的影响

各组 PIG1细胞的 MITF、TYR、TRP-1、TRP-2 和 p38 蛋白

表达水平差异显著，与对照组相比，H2O2 组细胞的 MITF、

TYR、TRP-1、TRP-2和 p38蛋白表达水平均降低（P<0.05）。与
H2O2 组相比，50CAG 组和 100CAG 组细胞的 MITF、TYR、

TRP-1、TRP-2和 p-p38/p38蛋白表达水平均升高（P<0.05）。与

PIG1 细胞一致，各组小鼠皮肤组织中 MITF、TYR、TRP-1、

TRP-2和 p38蛋白表达水平差异显著，与对照组相比，模型组

小鼠皮肤组织中MITF、TYR、TRP-1、TRP-2和 p38蛋白表达水

平均降低（P<0.05）。与模型组相比，CAG组小鼠皮肤组织中
MITF、TYR、TRP-1、TRP-2 和 p-p38/p38 蛋白表达水平均升高

（P<0.05）。见图 6。

图 5 各组小鼠白癜风皮肤组织的 HE染色和Masson-Fontana染色

Fig. 5 HE staining and Masson-Fontana staining of vitiligo skin tissue of mice in each group

Note: A: HE staining; B: Masson-Fontana staining; Magnification: × 200.

图 6 环黄芪醇对 H2O2处理的 PIG1细胞和白癜风小鼠中MITF、TYR、TRP-1、TRP-2和 p-p38/p38蛋白表达的影响

Fig. 6 Effects of cycloastragenol on the protein expressions of MITF, TYR, TRP-1, TRP-2 and p-p38/p38 in H2O2-treated PIG1 cells and vitiligo

miceNote: A: Protein expression in PIG1 cells; B: Protein expression in vitiligo skin tissue; compared with Control group, *P<0.05; compared with H2O2

group or Model group, #P<0.05.

3 讨论

中药治疗白癜风在我国已经拥有悠久的历史，其中，黄芪

是一种重要的配伍药物[18]。虽然白癜风的致病机制尚未完全阐

明，但学者普遍认为过度的氧化应激是白癜风发病的关键因

素[19-21]。环黄芪醇是黄芪中的一种主要活性三萜皂甙成分，由黄

芪甲苷的水解得到，目前已经在多个领域中表现出了良好的抗

氧化性[14,22]。基于上述背景，本研究推测环黄芪醇可能是黄芪治
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疗白癜风的主要药效成分之一。

黑素细胞的破坏和随后皮损中的色素脱失是白癜风形成

的关键事件[23]。本研究以正常人皮肤黑素细胞 PIG1为研究对

象，首先考察了环黄芪醇的细胞毒性，结果显示环黄芪醇浓度

达到 200 滋M时对 PIG1细胞增殖有抑制作用。因此，选择了

10、50和 100 滋M的使用浓度。使用 H2O2处理 PIG1细胞来建

立体外白癜风模型，结果表明，10、50和 100 滋M的环黄芪醇均
可减轻 H2O2对 PIG1细胞增殖的抑制作用，并且减缓了 H2O2

诱导的细胞凋亡，表现为促凋亡蛋白 Bax表达水平的降低以及

抗凋亡蛋白 Bcl-2的升高。此外，环黄芪醇升高了 H2O2诱导的

PIG1细胞中抗氧化酶 SOD和 CAT的水平，而降低了氧化产

物MDA的水平。这些结果说明，环黄芪醇处理可减轻过度氧

化应激对黑素细胞的损伤。

皮肤黑色素合成在色素减退治疗中起着重要作用。如何促

进黑素细胞中的黑色素合成是治疗白癜风的主要方向之一。本

研究结果显示，环黄芪醇以剂量依赖性方式提高了 H2O2处理

的 PIG1细胞中的黑色素含量。目前，白癜风小鼠的体内实验研

究很少。为了进一步验证环黄芪醇对白癜风的治疗作用，本研

究用莫诺苯宗乳膏制作了白癜风小鼠模型。HE染色和 Mas-

son-Fontana染色结果发现，环黄芪醇治疗提高了白癜风小鼠皮

肤组织中的毛囊和黑色素数量。这些结果充分证明了环黄芪醇

治疗白癜风的潜在价值。

黑色素的生物合成由 3种黑素细胞特异性酶催化：TYR、

TRP-1和 TRP-2[24]。TYR是黑素合成的限速酶[25]，催化酪氨酸羟

基化生成 DOPA，并催化 DOPA氧化成 DOPA醌。TRP-1和

TRP-2在 TYR下游黑色素的生物合成中起作用 [24]。MITF与

TYR启动子中高度保守的 M-box基序结合，调节黑素生成基

因的转录[26,27]。因此，MITF在增加黑素生成方面起着重要作用[28]。

本研究结果显示，环黄芪醇均上调了 H2O2处理的 PIG1细胞和

白癜风小鼠皮肤组织中MITF、TYR、TRP-1和 TRP-2的蛋白表

达，从而促进了黑色素的合成。

一些研究表明，MAPK通路（ERK、JNK和 p38）参与了

MITF活性的调节[29]。MAPK的磷酸化已被报道为色素沉积的

信号过程之一[30,31]。研究表明，p38通过 cAMP反应元件结合的

磷酸化激活MITF，进而上调 TYR、TRP-1和 TRP-2的表达，导

致黑色素的产生[32]。本研究结果发现，环黄芪醇也促进了 H2O2

处理的 PIG1细胞和白癜风小鼠皮肤组织中 p38的磷酸化，这

可能也是环黄芪醇促进黑色素合成的一种途径。

综上所述，本研究表明环黄芪醇在细胞水平和动物水平上

均能促进黑色素合成，对白癜风具有较好的治疗作用，其机制

可能与 p38信号通路的激活有关。因此，环黄芪醇有可能成为

临床治疗白癜风的候选药物。
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