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摘要： 目的　 探讨温经汤对子宫内膜异位症 （ＥＭｓ） 大鼠长链非编码核糖核酸 Ｈ１９ （ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９） ／微小核糖核酸⁃
２１６ａ （ｍｉＲ⁃２１６ａ） ／ α⁃平滑肌肌动蛋白 ２ （ＡＣＴＡ２） 分子轴的影响。 方法　 将大鼠随机分为空白组、 模型组、 温经汤

组、 温经汤＋阴性对照组、 温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组， 每组 １０ 只， 前 ３ 组注射生理盐水， 温经汤＋阴性对照组注

射阴性对照病毒， 温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组注射 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达腺相关病毒 （ＡＡＶ９⁃Ｈ１９）， 每天 １ 次， 持续

２ 周。 空白组进行假手术， 其余各组进行子宫内膜自体移植， 建模成功后肌肉注射青霉素 ５ ｄ， 空白组、 模型组灌胃

生理盐水， 各给药组灌胃给予温经汤 （４􀆰 ７ ｇ ／ ｋｇ）， 持续 ４ 周。 ＨＥ 染色法观察子宫内膜组织病理形态， ＥＬＩＳＡ 法检测

血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测子宫内膜组织 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９、 ｍｉＲ⁃２１６ａ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测子宫内膜组织 ＡＣＴＡ２、 ＢＣＬ２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 免疫组化法检测子宫内膜组织细胞增殖能力。 结果　 与模

型组比较， 温经汤组异位子宫内膜萎缩， 血管和炎症细胞数量减少， 结缔组织排列紧密， 未见异物肉芽肿或多核巨细

胞， 血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫内膜组织 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｍＲＮＡ 表达及细胞增殖能力降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃２１６ａ ｍＲＮＡ 及 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与温经汤＋阴性对照组比较， 温经汤＋
ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组子宫内膜组织增生明显， 有大量血管和炎症细胞浸润， 水肿明显， 结缔组织排列疏松， 可见异

物肉芽肿和多核巨细胞， ＩＬ⁃６ 水平、 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｍＲＮＡ 及 ＡＣＴＡ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃２１６ａ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 温经汤可减少炎症因子释放， 抑制异位子宫内膜组织细胞增殖， 其机制与调控

ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／ ｍｉＲ⁃２１６ａ ／ ＡＣＴＡ２ 分子轴有关。
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（ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／ ｍｉＲ⁃２１６ａ ／ ＡＣＴＡ２）； 细胞凋亡
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　 　 子宫内膜异位症 （ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ， ＥＭｓ） 是一种常见的

妇科慢性炎症性疾病， 多发于育龄期女性， 其中 ２５～ ４５ 岁

患者约占 ７６％ ［１］ 。 ＥＭｓ 具有雌激素依赖性， 其发病机制尚

未明确， 与遗传、 免疫、 炎症等多种因素相关， 严重影响

女性生活质量和生殖健康［２］ 。 中医理论中， ＥＭｓ 多归属于

“痛经”， 寒凝血瘀是其主要证型之一， 而温经汤是温经散

寒、 化瘀止痛的中医良方， 临床研究表明其可明显减轻

ＥＭｓ 症状， 改善免疫功能和炎症状态， 调节雌激素分泌［３］ 。
非编码核糖核酸广泛参与子宫蜕膜化的调控， 与 ＥＭｓ

的发生密切相关［４］ 。 其中， 长链非编码核糖核酸 Ｈ１９
（ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９） 和微小核糖核酸⁃２１６ａ （ｍｉＲ⁃２１６ａ） 之间的

相互作用， 及对 α⁃平滑肌肌动蛋白 ２ （ＡＣＴＡ２） 的调控，
在细胞凋亡中具有潜在作用， 为揭示 ＥＭｓ 的病理机制提供

了新视角。 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 是一种母源印迹基因， 可与多种

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 竞争性结合［５］ 。 ｍｉＲ⁃２１６ａ 与癌症的发生进程相

关， 其表达升高可促进细胞凋亡［６］ 。 ＡＣＴＡ２ 与肌成纤维细

胞的分化和增殖有关， 在 ＥＭｓ 的病变组织中呈阳性

表达［７］ 。
本研究通过手术构建 ＥＭｓ 大鼠模型， 探讨温经汤对

ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／ ｍｉＲ⁃２１６ａ ／ ＡＣＴＡ２ 分子轴表达的影响， 探讨其

治疗 ＥＭｓ 的潜在分子机制， 以期为临床中医药治疗提供理

论支持。
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１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ５０ 只 ＳＰＦ 级成年未孕 ＳＤ 大鼠， ８～ ９ 周龄， 体

质量 （２００±１０） ｇ， 购自河南省实验动物中心 ［实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （豫） ２０２２⁃０００１］， 饲养于河南省中医

药研究院实验室 ＳＰＦ 级动物房 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （豫） ２０２２⁃０００７］， 环境温度 （２３±２）℃， 相对湿度

４０％ ～６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环， 自由饮水进食， 每 ３ ｄ 更

换垫料。 实验经河南省中医药研究院实验动物伦理委员会

审查批准 （伦理号 ＨＮＴＣＭＤＷ⁃２０２３１２２１）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 温经汤组方药材吴茱萸、 桂枝、 生姜、
清半夏各 ６ ｇ， 当归、 川芎、 麦冬、 炒白芍各 １５ ｇ， 人参

５ ｇ， 阿胶 ８ ｇ， 牡丹皮 １０ ｇ， 甘草 １２ ｇ， 其配方颗粒剂购自

河南省中医院颗粒剂药房。 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达腺相关病毒

（ＡＡＶ９⁃Ｈ１９） 及其阴性对照病毒购自上海吉凯基因医学科

技股份有限公司， 货号 ＣＡＧ⁃ＥＧＦＰ⁃Ｈ１９ （ ＮＲ ＿ ０２７３２４．
１ ） ⁃ＳＶ４０ ＰｏｌｙＡ、 ＣＡＧ⁃ＭＣＳ⁃３ｆｌａｇ⁃Ｔ２Ａ⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＶ４０ ＰｏｌｙＡ。
苯甲酸雌二醇 （ ＥＢ） 注射液 （宁波第二激素厂， 批号

Ｃ２３０２２４２）； 注射用青霉素钠 （山东鲁抗医药股份有限公

司， 批号 ４３２３０１１２）； １０％ 水合氯醛 ［普惠分实验室科技

（山东） 有限公司， 批号 ２０２３１２２０］； ＲＮＡ 提取液、 ＲＮＡ
溶解液、 ＳｗｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｉ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 试剂盒、
ＲＩＰＡ 裂解液、 ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒、 聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ） 膜、 ＥＣＬ 发光液、 兔源 ＧＡＰＤＨ、 ＡＣＴＡ２、 ＢＡＸ、
Ｂｃｌ２、 Ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｋｉ⁃６７ 一抗、 戊二醛⁃山羊抗兔二抗、 辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗、 环保型脱蜡透明液、 柠

檬酸抗原修复液 （ ｐＨ ６． ０）、 二氨基联苯胺四氯化碳

（ＤＡＢ） 显色剂 （武汉赛维尔生物科技有限公司， 货号

Ｇ３０１３、 Ｇ３０２９、 Ｇ３３３０、 Ｇ２００２、 Ｇ２０２６⁃２００Ｔ、 Ｇ６０１５、
Ｇ２１６１、 ＧＢ１５００４、 ＧＢ１１１３６４、 ＧＢ１５６９０、 ＧＢ１５４３８０、
ＧＢ１１７６７Ｃ、 ＧＢ１１１４９９、 ＧＢ２３３０３、 ＧＢ２３３０３、 Ｇ１１２８、
Ｇ１２０２、 Ｇ１２１２）； 大鼠肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞

介素 （ＩＬ） ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （美国赛默飞世尔科技

公司， 货号 ８８⁃７３４０⁃８８、 ８８⁃６０１０Ａ⁃２２、 ８８⁃７０６４⁃８８）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＪＢ⁃Ｐ５ 包埋机 （武汉俊杰电子有限公司）；
ＲＭ２０１６ 病理切片机 （德国徕卡公司）； Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ＤＥＳＫ
全景切片扫描仪 （匈牙利 ３ＤＨＩＥＳＴＥＣＨ 公司）； Ｄ３０２４Ｒ 台

式高速冷冻型微量离心机 ［大龙兴创实验仪器 （北京） 股

份公司］； Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ 多功能荧光酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司）； ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
ＫＺ⁃Ⅲ⁃Ｆ 研磨仪、 ＳＶＥ⁃２ 垂直电泳仪、 ＳＶＴ⁃２ 转印电泳仪、
ＳＣＧ⁃Ｗ２０００ 化学发光成像系统、 Ｅ１００ 免疫组化笔 （武汉赛

维尔生物科技有限公司）； Ｅ１００ 显微镜 （日本尼康公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与病毒注射　 大鼠适应性喂养 ２ ｄ 后， 随机分为

空白组、 模型组、 温经汤组、 温经汤＋阴性对照组、 温经

汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组， 每组 １０ 只。 空白组、 模型组、
温经汤组大鼠尾静脉注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水。 ＡＡＶ９⁃Ｈ１９ 及

其阴性病毒用生理盐水稀释至 ２×１０１２ ｖｇ ／ ｍＬ， 温经汤＋阴性

对照组大鼠尾静脉注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 阴性病毒稀释液， 温经汤＋
ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组大鼠尾静脉注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ＡＡＶ９⁃Ｈ１９
稀释液。 注射后观察 ２ 周， 待 ＡＡＶ９⁃Ｈ１９ 及其阴性病毒完

成转染。
２􀆰 ２　 造模　 转染完成后， 参考李佩双［８］的研究， 采用子宫

内膜自体移植法建立 ＥＭｓ 大鼠模型， 持续 ３ 周。 大鼠手术

前 １ ｄ 禁食， 肌肉注射 ＥＢ （０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ） 使子宫充盈。 术

前， 大鼠腹腔注射 １０％ 水合氯醛 （３ ｍＬ ／ ｋｇ） 麻醉后， 仰

卧位固定于操作台上， 碘伏消毒腹部皮肤， 于尿道口上约

１ ｃｍ 处沿腹中线切开腹壁和腹膜， 切口 ２～３ ｃｍ。 空白组随

后即缝合， 不进行子宫内膜移植等操作， 其余各组分离右

侧子宫， 切除约 １􀆰 ５ ｃｍ 的子宫段放入 ３７ ℃灭菌生理盐水

中， 随后吻合结扎断端。 用眼科剪纵向切开子宫腔， 去除

浆膜、 肌层及脂肪组织， 分离子宫内膜， 修剪为５ ｍｍ×
５ ｍｍ的含子宫肌层的内膜片段， 用可吸收线四角缝合种植

于左侧腹壁内侧， 内膜面朝向腹壁。 关腹前腹腔给予 ２ ｍＬ
生理盐水， 补充丢失的体液， 逐层缝合腹壁和皮肤， 切口

处覆盖输液贴。 术后分笼常规喂养， 每天切口碘伏消毒、
肌肉注射青霉素 ２０ 万 ／ ｄ， 连续 ５ ｄ。 术后第 ２ 天肌肉注射

ＥＢ （０􀆰 １ ｍｇ ／ ｋｇ） 以促进子宫内膜生长， 随后每 ４ ｄ 注射 １
次， 共 ３ 次。 ３ 周后开腹观察移植物的生长情况， 造模成

功标准为移植物体积增大， 积液深度≥２ ｍｍ， 移植物镜检

有子宫内膜上皮、 间质细胞与腺体。
２􀆰 ３　 给药　 造模成功后， 关腹， 肌肉注射青霉素 （２０ 万

单位 ／ ｄ）， 共 ５ ｄ， 并开始灌胃给药。 空白组、 模型组灌胃

给予 ２ ｍＬ 生理盐水， 其余组灌胃给予温经汤 （根据大鼠与

人的剂量换算公式换算得出大鼠的每天颗粒剂用量为 ４􀆰 ７
ｇ ／ ｋｇ）， 给药容量为每天 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 持续 ４ 周。 给药完成

后， 麻醉处死所有大鼠， 采集各组大鼠的血液及子宫内膜

组织或异位子宫内膜组织。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色法观察子宫内膜组织病理形态　 取子宫内膜

组织或异位子宫内膜移植物组织于 ４％ 多聚甲醛中固定

４８ ｈ， 修剪， 梯度乙醇脱水， 石蜡包埋， 制成 ５ μｍ 切片，
用苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 在光学显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平　 取大鼠

血液适量， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层血清， 按

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作， 检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６
水平。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测子宫内膜组织 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９、 ｍｉＲ⁃
２１６ａ ｍＲＮＡ 表达　 取子宫内膜组织或异位子宫内膜移植物

组织适量， 提取总 ＲＮＡ， 稀释至 ２００ ｎｇ ／ μＬ， 逆转录成

ｃＤＮＡ， 进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ， 反应条件为 ９５ ℃、 ３０ ｓ； ９５ ℃、
１５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环； ６５ ℃至 ９５ ℃， 每 ０􀆰 ５ ℃采

集 １ 次荧光信号。 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ｍｉＲ⁃２１６ａ
以 Ｕ６ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对表达。 引物

由武汉赛维尔生物科技有限公司合成， 序列见表 １。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测子宫内膜组织 ＡＣＴＡ２、 Ｂｃｌ２、 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达　 取子宫内膜组织或异位子宫内膜移植
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　 　 　 表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 正向 ＴＧＣＡＣＴＧＴＡＴＧＣＣＣＴＡＡＣＣＧ

反向 ＣＡＧＣＴＧＣＴＴＴＡＣＣＴＣＧＣＴＣＴ
ｍｉＲ⁃２１６ａ 正向 ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＴＧＧＧ

反向 ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧ

反向 ＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴ
Ｕ６ 正向 ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

反向 ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

物组织适量， 使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， 冰上孵育 ３０
ｍｉｎ， 离心后取上清液， ＢＣＡ 法检测总蛋白浓度。 取 ５０ μｇ
蛋白进行凝胶电泳， 湿转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜， 加 ５％
脱脂奶粉溶液在室温下封闭 １ ｈ， 然后将 ＰＶＤＦ 膜依次与一

抗、 二抗进行孵育。 根据 ＥＣＬ 荧光液组合说明书进行可视

化处理， 采用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 化学发光分析系统进行成像。
２􀆰 ８　 免疫组化法检测子宫内膜组织细胞增殖能力 　 取

“２􀆰 ４” 项下未染色的 ５ μｍ 切片， 依次将其放入梯度浓度

的环保型脱蜡液和无水乙醇中进行脱蜡， 蒸馏水清洗。 切

片用柠檬酸抗原修复液微波中火加热 ８ ｍｉｎ， 停火 ７ ｍｉｎ 后

转低火加热 ７ ｍｉｎ， 暴露抗原表位。 自然冷却后， 用 ３％ 过

氧化氢溶液室温避光孵育 １０ ｍｉｎ， 阻断内源性过氧化物酶

活性， 漂洗后依次滴加 Ｋｉ⁃６７ 一抗、 二抗进行孵育。 洗涤

后滴加 ＤＡＢ 显色液， 待出现棕黄色时， 蒸馏水冲洗终止显

色。 苏木精复染、 分化至细胞核显蓝色， 将切片放入梯度

浓度乙醇中脱水， 封片胶进行封片。 在显微镜下截取 ３ 个

视野进行观察， 根据组织免疫染色结果进行阳性程度划分，
阴性无着色， 计 ０ 分； 弱阳性呈淡黄色， 计 １ 分； 中阳性

呈棕黄色， 计 ２ 分； 强阳性呈棕褐色， 计 ３ 分。 采用

Ａｉｐａｔｈｗｅｌｌ 软件自动判断阳性程度并计算相应区域面积， 公

式为阳性面积比＝阳性面积 ／组织面积×１００％ ， 组织化学评

分＝ （弱阳性面积百分比×１＋中阳性面积百分比×２＋强阳性

面积百分比×３） ×１００， 数值越大表明子宫内膜组织细胞增

殖能力越强。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行处理， 计

量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用方差分析， 多重比

较采用 ＬＳＤ 法， 两组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 温经汤对 ＥＭｓ 大鼠异位子宫内膜组织病理形态的影

响　 由图 １ 可知， 空白组子宫内膜组织中黏膜层可见少量

上皮细胞变性、 胞质空泡化、 点状上皮细胞坏死、 核碎裂，
黏膜上皮与固有层可见点状的淋巴细胞与粒细胞浸润， 固

有层未见子宫腺结构， 间质较致密， 间质细胞未见明显异

常。 模型组异位子宫内膜组织可见子宫内膜样结构， 未见

黏膜上皮结构， 可见显著的结缔组织增生， 较多新生血管

及散在的淋巴细胞浸润， 局部水肿， 结缔组织排列疏松；
可见较多异物， 并形成异物肉芽肿， 可见多核巨细胞。 温

经汤组黏膜层未见黏膜上皮结构， 固有层未见子宫腺结构，

间质较致密， 间质细胞未见明显异常， 未见明显的炎性细

胞浸润。 温经汤＋阴性对照组组织中黏膜层可见少量上皮

细胞变性， 胞质空泡化； 固有层未见子宫腺结构， 多见水

肿， 结缔组织排列疏松， 及点状的淋巴细胞浸润。 温经汤

＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组可见子宫内膜样结构， 未见黏膜上

皮结构， 可见显著的结缔组织增生， 较多新生血管， 及点

状淋巴细胞与粒细胞浸润， 局部水肿， 结缔组织排列疏松；
可见较大量的异物并形成异物肉芽肿， 可见多核巨细胞。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为温经汤组， Ｄ 为温经汤＋阴性

对照组， Ｅ 为温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组。 灰色箭头指示上皮

细胞脱落， 黑色箭头指示结缔组织增生， 黄色箭头指示新生血管，
紫色箭头指示上皮细胞变性， 橙色箭头指示上皮细胞坏死， 红色

箭头指示淋巴细胞与粒细胞浸润， 蓝色箭头指示局部水肿， 绿色

箭头指示异物肉芽肿， 棕色箭头指示多核巨细胞。

图 １　 各组大鼠子宫内膜组织病理形态 （ＨＥ 染色， ×４００）

３􀆰 ２　 温经汤对 ＥＭｓ 大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平的

影响　 由图 ２ 可知， 与空白组比较， 模型组血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温经汤

组、 温经汤 ＋阴性对照组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与温经汤＋阴性对照组比较， 温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ
Ｈ１９ 过表达组 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 温经汤对 ＥＭｓ 大鼠异位子宫内膜组织 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９、
ｍｉＲ⁃２１６ａ ｍＲＮＡ 表达的影响　 由图 ３ 可知， 与空白组比较，
模型组 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃２１６ａ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温经汤组、
温经汤 ＋阴性对照组 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃２１６ａ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与温经汤＋阴性对照组比较， 温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为温经汤组， Ｄ 为温经汤＋阴性对照组， Ｅ 为温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组。 与空白组

比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与温经汤＋阴性对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为温经汤组， Ｄ 为温经汤＋阴性

对照组， Ｅ 为温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组。 与空白组比较，∗∗

Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与温经汤＋阴性对

照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３ 　 各组大鼠子宫内膜组织 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９、 ｍｉＲ⁃２１６ａ
ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃２１６ａ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 温经汤对 ＥＭｓ 大鼠异位子宫内膜组织 ＡＣＴＡ２、 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响　 由图 ４～ ５ 可知， 与空白

组比较， 模型组大鼠异位子宫内膜组织 ＡＣＴＡ２、 Ｂｃｌ２ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 温经汤组、 温经汤＋
阴性对照组 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与温经汤＋阴性对照组比较， 温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９
过表达组 ＡＣＴＡ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 温经汤对 ＥＭｓ 大鼠异位子宫内膜组织细胞增殖能力的

影响　 由图 ６～７ 可知， 与空白组比较， 模型组组织化学评

分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 温经汤组、 温经汤＋阴
性对照组组织化学评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与温经汤＋阴性对

照组比较， 温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组组织化学评分升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＥＭｓ 是子宫内膜组织出现在子宫体以外的一种妇科病，
多发生于盆腔脏器和壁腹膜［９］ ， 呈雌激素依赖性， 异位子

宫内膜随卵巢激素变化周期性出血， 导致周围纤维组织增

生， 形成水肿、 粘连或肉芽肿［１０⁃１１］ 。 免疫调节异常、 炎症

和局部微环境在异位子宫组织的生长中起重要作用， 而子

宫内膜的粘附性、 侵袭性和血管生成能力等的增强均与

ＥＭｓ 之间存在联系［１２⁃１３］ 。 中医将 ＥＭｓ 归为 “痛经”， 认为

其源于脏腑失调、 气血阴阳亏虚， 日久则致瘀血内阻， 致

　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为温经汤组， Ｄ 为温经汤＋

阴性对照组， Ｅ 为温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组。 与空白组

比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与温经

汤＋阴性对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４ 　 各组大鼠子宫内膜组织 ＡＣＴＡ２、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ２、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为温经汤组， Ｄ
为温经汤 ＋阴性对照组， Ｅ 为温经汤 ＋ ＬｎｃＲＮＡ
Ｈ１９ 过表达组。

图 ５ 　 各组大鼠子宫内膜组织 （ＡＣＴＡ２、
Ｂａｘ、 Ｂｃｌ２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 蛋白条带图
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图 ６　 各组大鼠子宫内膜组织免疫组化 （Ｋｉ⁃６７ 染色， ×４００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为温经汤组， Ｄ 为温经

汤＋阴性对照组， Ｅ 为温经汤＋ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 过表达组。

与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

温经汤＋阴性对照组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组组织化学评分得分图 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

使子宫病理性变化［１４］ 。 温经汤为理血名方， 具有滋阴温

经、 活血散瘀、 补益肝肾功效［１５⁃１６］ 。 本研究结果显示， 温

经汤作用后， ＥＭｓ 大鼠异位子宫内膜逐渐萎缩， 血管新生

和炎性浸润得到有效遏制， 腺体和腺上皮细胞数量接近正

常， 表明经温经汤干预后 ＥＭｓ 病理状态改善。
ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 参与多种疾病的发病机制［１７］ 。 Ｌｉｕ 等［１８］

研究表明， ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 在异位内膜组织中的表达异常升

高， 且与 ＥＭｓ 治疗后复发风险有关。 ｍｉＲ⁃２１６ａ 的表达上调

可抑制细胞增殖活性， 并促进其凋亡， 并通过负调控炎症

信号通路， 抑制炎症介质的释放［１９⁃２０］ 。 其中， 促炎因子

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均受 ｍｉＲ⁃２１６ａ 调控［２１］ 。 ＡＣＴＡ２
是肌成纤维细胞标志物之一， 研究表明异位子宫内膜的纤

维化程度提高可导致 ＡＣＴＡ２ 表达异常升高， 与 ＥＭｓ 的严重

程度正相关［２２⁃２３］ 。 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 具有海绵作用， 可竞争结

合多种 ｍｉＲＮＡ， 而 ｍｉＲ⁃２１６ａ 与 ＬｎｃＲＮＡ 具有靶向关系，
ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 可通过 ｍｉＲ⁃２１６ａ 调控其下游靶基因 ＡＣＴＡ２，
从而调节 ＥＭｓ 间质细胞的侵袭和迁移［２４⁃２５］ 。

本研究通过 ＡＡＶ９⁃Ｈ１９ 上调 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 表达后， ｍｉＲ⁃
２１６ａ 表达降低、 ＡＣＴＡ２ 表达上升， 炎症因子和细胞凋亡相

关蛋白的表达均受影响， 表明 ＥＭｓ 通过上调 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９

的表达影响下游的 ｍｉＲ⁃２１６ａ ／ ＡＣＴＡ２ 信号通路， 导致炎症

反应加剧， 细胞凋亡减弱。 Ｂａｘ 是促凋亡蛋白， 通过激活

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 导致细胞凋亡， 而 Ｂｃｌ２ 是凋亡保护蛋白， 可抑制

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性［２６⁃２７］ 。 应用温经汤后， ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 表达降

低， 与 ｍｉＲ⁃２１６ａ 的竞争性结合减弱， 抑制异位子宫膜组织

中 ＡＣＴＡ２ 表达， 间接减少 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 释放， 并通过增

大 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ２ 比例激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 促进异位子宫内膜组织凋

亡， 以达到改善 ＥＭｓ 的目的。
此外， ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 表达上升后， 免疫组化染色结果显

示 Ｋｉ⁃６７ 阳性表达增加。 Ｋｉ⁃６７ 蛋白表达可反映细胞的增殖

状态［２８］ 。 尚丽等［２９］研究表明， Ｋｉ⁃６７ 在异位子宫内膜组织

中的表达明显上调， 与疾病的发生发展密切相关， 且与细

胞凋亡呈负相关。 温经汤作用后， 异位子宫内膜组织 Ｋｉ⁃６７
表达降低， 表明温经汤可通过下调 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９， 抑制 ＥＭｓ
异位组织增殖， 间接促使其凋亡。

综上所述， 温经汤可减少炎症因子释放， 抑制异位子

宫内膜组织细胞增殖， 促进异位子宫组织中的细胞凋亡，
其机制与调控 ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／ ｍｉＲ⁃２１６ａ ／ ＡＣＴＡ２ 分子轴有关。

参考文献：

［ １ ］ 　 刘向东， 闫松果， 孙世松． ＣＴ、 ＭＲＩ 诊断盆腔子宫内膜异

位症的应用价值［Ｊ］ ． 罕少疾病杂志， ２０２２， ２９（６）： ９４⁃９５．
［ ２ ］ 　 Ｔａｓｓｉｎａｒｉ Ｖ， Ｓｍｅｒｉｇｌｉｏ Ａ， Ｓｔｉｌｌｉｔｔａｎｏ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ： ｒｏｌｅ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ａｓ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ａｇｅｎｔｓ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０２３， １５（１３）： ２９６７．

［ ３ ］ 　 王媛媛， 蒙　 婷， 丁慧敏． 温经汤治疗肾虚型更年期综合

征的效果及对生殖内分泌和免疫功能的影响［Ｊ］ ． 现代中西

医结合杂志， ２０２０， ２９（１７）： １８４７⁃１８５０； １８５５．
［ ４ ］ 　 刘　 琳， 刘学润， 吴　 漾， 等． 非编码 ＲＮＡ 在调控子宫内

膜蜕膜化中的研究进展［Ｊ］ ． 华中科技大学学报 （医学版），
２０２３， ５２（３）： ４０３⁃４０８．

［ ５ ］ 　 肖南松， 宁安凤， 王 　 瑚， 等． ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 和 ＨＩＦ⁃１α 及

与其相关的 ｍｉＲＮＡｓ 在稽留流产胎盘绒毛组织中表达模式

的研究［Ｊ］ ． 生殖医学杂志， ２０２３， ３２（５）： ７４０⁃７４６．
［ ６ ］ 　 凌　 静， 朱　 琳， 吴群英． ｍｉＲ⁃２１６ａ 通过靶向 ＣＡＰＮ６ 影响

子宫肌瘤细胞的增殖和凋亡［Ｊ］ ． 现代医学， ２０２０， ４８（８）：

１００２

２０２５ 年 ６ 月

第 ４７ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ６



９３９⁃９４３．
［ ７ ］ 　 Ａｌｐｏｉｍ⁃Ｍｏｒｅｉｒａ Ｊ， Ｓｚｏｓｔｅｋ⁃Ｍｉｏｄｕｃｈｏｗｓｋａ Ａ， Ｓｌｙｓｚｅｗｓｋａ Ｍ，

ｅｔ ａｌ． ５⁃ａｚａ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ （ ５⁃Ａｚａ⁃ｄＣ， Ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅ） ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ⅰ ａｎｄ Ⅲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＴＧＦ⁃β１⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｅｑｕｉｎｅ
ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌｓ （ Ｂａｓｅｌ ）， ２０２３，
１３（７）： １２１２．

［ ８ ］ 　 李佩双． 桂皮醛经 ＨＭＯＸ⁃１ 抑制子宫内膜异位症子宫内膜

间质细胞侵袭、 迁移的研究［Ｄ］． 南昌： 江西中医药大

学， ２０２３．
［ ９ ］ 　 王 玉 凤， 毛　 婷． ＣＹＰ１Ｂ１ 基 因 ＲＳ１８００４４０Ａ ／ Ｇ 与

ＲＳ１０５６８３６ Ｃ ／ Ｇ 联合基因型多态性与子宫内膜异位症易感

性的相关性［Ｊ］ ． 吉林医学， ２０２３， ４４（８）： ２０９２⁃２０９５．
［１０］ 　 陆菁菁， 孙孟言， 王曼頔． 磁共振成像在子宫腺肌病诊断

中的应用及研究进展［Ｊ］ ． 中国实用妇科与产科杂志， ２０１９，
３５（５）： ５０５⁃５０９．

［１１］ 　 王梓凝， 薛晓鸥． 王子瑜教授使用对药、 角药治疗子宫内

膜异位症经验［Ｊ］ ． 环球中医药， ２０２２， １５（２）： ２７３⁃２７５．
［１２］ 　 陈　 碗， 任　 雪， 姜天悦， 等． 程序性细胞死亡受体 １ 与妊

娠及相关疾病的研究进展［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０２３，
３３（５）： ７７⁃８４．

［１３］ 　 Ｓｈａｎ Ｊ， Ｃｈａｎｇ Ｌ Ｙ， Ｌｉ Ｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｂ２７ｂ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ
ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ＥＳＣｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．
Ａｍ Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ９０（３）： ｅ１３７６２．

［１４］ 　 金美琴， 陶　 梦， 金鸥阳． 温经汤联合米非司酮治疗寒凝

血瘀型子宫内膜异位症的疗效及对免疫功能的影响［Ｊ］ ． 临

床合理用药， ２０２３， １６（３６）： ２７⁃３０．
［１５］ 　 康　 燕， 黄明华， 李海鹏， 等． 温经汤改善子宫内膜异位

症患者临床症状及免疫功能的作用分析［Ｊ］ ． 中药材， ２０２０，
４３（２）： ４８２⁃４８５．

［１６］ 　 王心茹， 果金玉， 高 　 乐， 等． 温经汤对子宫内膜异位症

患者异位内膜间质细胞 ＨＩＦ⁃１α 表达及线粒体功能的调控作

用［Ｊ］ ． 中国实验方剂学杂志， ２０２２， ２８（６）： １７⁃２５．
［１７］ 　 Ｌｉ Ｊ， Ｃａｏ Ｌ Ｔ， Ｌｉｕ Ｈ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎ ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ Ｈ１９：

ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｆｉｂｒｏｓｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］ ．
Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０２０， ５３（１）： １⁃７．

［１８］ 　 Ｌｉｕ Ｓ， Ｘｉｎ Ｗ， Ｔａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｕｔｉｌｉｔｙ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ［Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄ Ｓｃｉ， ２０２０， ２７（９）： １６８７⁃１６９７．

［１９］ 　 张贤雨， 马　 欢， 宋凤丽， 等． ｍｉＲ⁃２１６ａ 通过下调 ＣＡＰＮ６
抑制宫颈癌细胞增殖并促进细胞凋亡的研究［Ｊ］ ． 中国妇幼

健康研究， ２０２３， ３４（１）： ７５⁃８４．
［２０］ 　 谭庆晶， 张　 雪， 窦维华， 等． 微小 ＲＮＡ 及相关信号通路

参与缺血性脑卒中炎症反应的机制及中医药干预研究进

展［Ｊ］ ． 中国医药， ２０２３， １８（１０）： １５８２⁃１５８６．
［２１］ 　 沈银红， 张　 涛， 杨紫晗， 等． 多房棘球蚴对巨噬细胞糖

代谢表型转变及极化类型影响的初步研究［Ｊ］ ． 中国血吸虫

病防治杂志， ２０２３， ３５（６）： ５９０⁃６０３； ６１３．
［２２］ 　 金文琪， 郭修田， 朱 　 影， 等． 温和灸联合间充质干细胞

移植对大鼠肛门括约肌损伤的修复作用及其机制［Ｊ］ ． 山西

医科大学学报， ２０２３， ５４（２）： ２１５⁃２２１．
［２３］ 　 Ｖａｎｎｕｚｚｉ Ｖ， Ｂｅｒｎａｃｃｈｉｏｎｉ Ｃ， Ｍｕｃｃｉｌｌｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ

１⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ａｄｅｎｏｍｙｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄ
Ｂｉｏｍｅｄ Ｏｎｌｉｎｅ， ２０２２， ４５（１）： １５⁃１８．

［２４］ 　 王婷婷， 黄靖麟， 毛艳华， 等． ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 促进子宫内膜

蜕膜化的作用研究［Ｊ］ ． 陆军军医大学学报， ２０２３， ４５（１６）：
１７２２⁃１７３０．

［２５］ 　 徐 　 臻． ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ ／ ｍｉＲ⁃２１６ａ ／ ＡＣＴＡ２ 和 ＳＴＩＮＧ ／ ＩＲＦ３ ／
ＩＦＮＢ１ 信号通路在子宫内膜异位症中的作用和机制研

究［Ｄ］． 济南： 山东大学， ２０２１．
［２６］ 　 陈　 康， 陈 　 颖， 牛宗新， 等． 基于 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ

信号通路探究 ＳＭＡＣ 基因对肺腺癌细胞紫杉醇敏感度及

细胞活 性 的 影 响［ Ｊ］ ． 肿 瘤 防 治 研 究， ２０２３， ５０ （ ４ ）：
３５７⁃３６３．

［２７］ 　 钟大仓， 陈 　 超， 李 　 桐， 等． 胡椒碱诱导人胰腺癌

ＰＡＮＣ⁃１ 细胞凋亡的 Ｃａｓｐａｓｅ ３ ／ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 信号通路机制研

究［Ｊ］ ． 中国现代应用药学， ２０２０， ３７（１４）： １６８７⁃１６９１．
［２８］ 　 郭秀丽， 姚　 宏， 路 　 静． 细胞蜡块免疫组织化学在宫颈

细胞学中的应用价值［Ｊ］ ． 山西医药杂志， ２０２３， ５２（２３）：
１８１２⁃１８１４．

［２９］ 　 尚　 丽， 杜二球， 李咏梅， 等． 子宫内膜异位症患者子宫

上皮 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ 和 Ｋｉ６７ 的表达与细胞凋亡的相关性［Ｊ］ ． 国际

检验医学杂志， ２０１９， ４０（１）： ２５⁃２８．

２００２

２０２５ 年 ６ 月

第 ４７ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ６


