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摘要： 目的　 探讨内异康复片对子宫内膜异位症 （ＥＭＴ） 内膜间质细胞 ｈＥＭ１５Ａ 的影响。 方法　 制备内异康复片含药

血清， 将 ｈＥＭ１５Ａ 细胞分为空白对照组， 阴性对照组， ５％ 、 １０％ 、 ２０％ 含药血清组。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性， 流

式细胞仪检测细胞凋亡， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞迁移， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏ 法检测 ＲＫＩＰ 及 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 通路相关蛋白表达。
再将 ｈＥＭ１５Ａ 细胞分为阴性对照组、 １０％ 含药血清组、 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组、 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清组， 观察上述检测指标

的变化。 结果　 与阴性对照组比较， 各浓度含药血清组 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡率、 ＲＫＩＰ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； １０％ 及 ２０％ 含药血清组 ｈＥＭ１５Ａ 细胞迁移数、 ｐ⁃ＭＥＫ 及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃Ｒａｆ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与阴性对照组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性、 迁移数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＲＫＩＰ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＭＥＫ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 １０％ 含药血清组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％
含药血清组 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性、 迁移数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＲＫＩＰ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃
Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 内异康复片可能通过调节 ＲＫＩＰ 及其介导的 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ
信号通路抑制 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性和迁移， 促进 ＥＳＣ 凋亡， 发挥改善 ＥＭＴ 的作用。
关键词： 内异康复片； 子宫内膜异位症； Ｒａｆ 激酶抑制蛋白 （ＲＫＩＰ）； Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０６⁃２０６２⁃０７
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０６􀆰 ０４９

　 　 子宫内膜异位症 （ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ， ＥＭＴ） 多发于育龄期

女性［１］ ， 严重危害着女性的生殖健康和生活质量， 其发病

机制尚不明确。 目前存在手术治疗后易复发、 术后盆腔粘

连， 且激素治疗存在副作用较大、 疗效难以持久、 不能同

时兼顾妊娠需求等问题。 在长期的临床实践中发现， 中医

药治疗 ＥＭＴ 在缓解痛经、 控制病灶生长、 提高妊娠率等

方面有较好的疗效， 其机制研究已经成为妇科领域的

热点。
内异康复片是成都中医药大学附属医院的院内制剂，

已应用于临床十数年并取得了良好的疗效［２］ 。 前期研究发

现， Ｒａｓ 蛋白在模型小鼠在位及异位内膜中的表达升高，
且经过内异康复片干预后表达下降［３⁃４］ 。 而目前已有研究证

实 Ｒａｓ ／ Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路受 Ｒａｆ 激酶抑制蛋白 （Ｒａｆ
ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＲＫＩＰ） 调控［５］ 。 本研究通过观察

内异康复片含药血清干预后， ＥＭＴ 子宫在位内膜间质细胞

ｈＥＭ１５Ａ 活性、 迁移、 凋亡的变化， 及 ＲＫＩＰ 与 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／
ＥＲＫ 信号通路相关蛋白的表达变化， 探讨内异康复片治疗

ＥＭＴ 的分子生物学机制。
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１　 材料

１􀆰 １　 细胞 　 子宫内膜异位症 （ ＥＭＴ） 内膜间质细胞系

ｈＥＭ１５Ａ 细胞 （货号 ＸＹ⁃ＸＢ⁃２１３２， 美国 ＡＴＣＣ 中心）。
１􀆰 ２　 动物　 雄性 ＳＤ 大鼠购自成都达硕实验动物有限公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃０３０］， 饲养于

成都中医药大学 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （川）
２０２０⁃１２４］， 实验经成都中医药大学附属医院实验动物伦理

委员会审查通过 （伦理号 ２０２１ＤＬ⁃０１２ 号）。
１􀆰 ３　 药物 　 内异康复片 （批准文号川药制字 Ｚ２００７０６５９，
批号 ２０２００６０３） 购自成都中医药大学附属医院， 为院内制

剂， 组方药材水蛭、 三棱、 莪术、 大血藤、 半枝莲、 大黄、
桃仁、 土鳖虫、 薏苡仁、 浙贝母、 牡蛎、 鳖甲。
１􀆰 ４　 试剂　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒购

自江苏凯基生物技术股份有公司； Ｗｅｓｔｅｒｎ、 ＩＰ 细胞裂解

液、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公 司； ＲｉｂｏＦｅｃｔＴＭ ＣＰ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 Ｓｉ⁃ｈ⁃ＲＫＩＰ ＿ ００１
Ｓｔａｎｄａｒｄ 购自广东博锐集团有限公司； β⁃ａｃｔｉｎ 兔克隆抗体、
预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 ＭＥＫ 兔克隆抗体、 ｐ⁃ＭＥＫ 兔克隆抗体、
ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 兔克隆抗体、 ＥＲＫ１ ／ ２ 兔克隆抗体均购自武汉爱

博泰克生物科技有限公司； ｐ⁃Ｒａｆ 兔克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＲＫＩＰ 兔克隆抗体、 Ｒａｆ 兔克隆抗

体、 生物素化山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ） 均购自英国 Ａｂｃａｍ
公司。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备　 选取雄性 ＳＤ 大鼠， 分为正常组和给药

组， 每组 ５ 只。 按照临床 ７ 倍用量， 给药组每天灌胃给予

０􀆰 ６３ ｇ ／ ｋｇ 内异康复片溶液， 正常组灌胃给予等体积蒸馏水，
连续 ３ ｄ 后， 腹主动脉取血， ４ ℃静置过夜， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ， 收集血清， ５６ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ， 过滤后分装，
－２０ ℃保存。
２􀆰 ２　 细胞转染 　 将 ｈＥＭ１５Ａ 细胞接种于 ６ 孔板中， 培养

２４ ｈ， 转 染 ２ 个 ｓｉＲＮＡ （ 编 号 １， 位 置 ５９９⁃６２４， ５′⁃
ＣＧＡＧＴＧＧＧＡＴＧＡＣＴＡＴＧＴＧＣＣＣＡＡＡ⁃３′； 编号 ２， 位置 ６２２⁃
６４６， ５′⁃ＡＡＣＴＧＴＡＣＧＡＧＣＡＧＣＴＧＴＣＴＧＧＧＡＡ⁃３′）。 方 法 为

将 ｓｉＲＮＡ 冻干粉使用 ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 配制成为贮存液， 经

ｒｉｂｏＦｅｃｔＴＭ ＣＰ 缓冲液稀释后混匀， 加入 ｒｉｂｏＦｅｃｔＴＭ ＣＰ 试剂

后吹打混匀， 室温孵育， ｒｉｂｏＦｅｃｔＴＭ ＣＰ 混合液加入细胞培

养基中配制成转染试剂， 加入 ６ 孔板， 于 ３７ ℃ 培养箱

培养。
２􀆰 ３　 分组及培养　 ①内异康复片含药血清干预实验， 将细

胞分为空白对照组 （１００％ 培养基）、 阴性对照组 （１０％ 空

白血清＋９０％ 培养基）、 ５％ 含药血清组 （５％ 含药血清＋９５％
培养基）、 １０％ 含药血清组 （１０％ 含药血清＋９０％ 培养基）、
２０％ 含药血清组 （２０％ 含药血清＋８０％ 培养基）。 ②ｓｉＲＮＡ
转染抑制 ＲＫＩＰ 实验， 将细胞分为 ｓｉ⁃ＮＣ 组 （空载体转染）、
ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组 （编号 １ ｓｉＲＮＡ 转染）、 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃２ 组 （编号 ２
ｓｉＲＮＡ 转染）。 ③转染 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 对含药血清的影响实验， 将

细胞分为阴性对照组 （１０％ 空白血清＋９０％ 培养基）、 １０％

含药血清组 （１０％ 含药血清＋ ９０％ 培养基）、 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组

（编号 １ ｓｉＲＮＡ 转染）、 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清组 （编号 １
ｓｉＲＮＡ 转染 ＋ １０％ 含药血清 ＋ ９０％ 培养基）。 ＰＢＳ 洗涤

ｈＥＭ１５Ａ 细胞， 经常规胰酶消化， 常温下离心 ５ ｍｉｎ， 吸弃

上清液后再加适量培养基， 种板后于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温

细胞箱中培养 ４８ ｈ。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性　 每组 ４ 个复孔， 每孔加入 １０
μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 培养 ２ ｈ 后， 使用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长

处的吸光度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡　 每组 ３ 个复孔， 吸取上清

液， ｈＥＭ１５Ａ 细胞经 ＰＢＳ 洗涤后弃上清液， 经不含有 ＥＤＴＡ
的胰酶消化， 加入培养基终止消化， 离心 ５ ｍｉｎ， 吸弃上清

液， 加入 ＰＢＳ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 收集细胞沉淀， 用结

合缓冲液重悬细胞， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ ／ ＰＩ 染液吹匀

后加入 ５ μＬ ＰＩ， 避光孵育 １５ ｍｉｎ， 上机检测。
２􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移实验　 每组 ３ 个复孔， 于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
下室板中加入 ＦＢＳ 完全培养基， 小室放进培养板内， 加入

细胞悬液孵育箱培养 ２４ ｈ。 取出小室并吸出上室液体， 移

至加入含预冷甲醇的孔中室温固定 ３０ ｍｉｎ， 结晶紫溶液染

色 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 取出小室， 除去上室液体， 擦

去膜表面的细胞和染液晾干封片， 于显微镜下拍照。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＲＫＩＰ、 ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃
ＥＲＫ 蛋白表达　 提取各组 ｈＥＭ１５Ａ 细胞总蛋白， 使用 ＢＣＡ
试剂盒进行蛋白定量， 蛋白变性后上样电泳， 转膜， ５％ 脱

脂牛奶封闭， 加一抗 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳ 洗涤 ４ 次， 加二

抗室温孵育 ２􀆰 ５ ｈ， ＴＢＳ 洗涤 ３ 次后， 滴加 ＥＣＬ 发光试剂，
于化学发光凝胶成像仪的暗室中曝光， 扫描条带。 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参， 以目的蛋白积分光密度与内参积分光密度值

比值表示各蛋白相对表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 多重比

较采用均 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性的影响　 与

空白对照组比较， 阴性对照组细胞活性无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 与阴性对照组及空白对照组比较， 各浓度含药血

清组细胞活性均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性， 见

图 １。
３􀆰 ２　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞凋亡的影响　 与

空白对照组比较， 阴性对照组细胞凋亡率无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 与阴性对照组及空白对照组比较， 各浓度含药血

清组细胞凋亡率升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性， 见

图 ２。
３􀆰 ３　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞迁移的影响　 与

空白对照组比较， 阴性对照组细胞迁移数无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 与空白对照组比较， ５％ 含药血清组细胞活性降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与空白对照组及阴性对照组比较， 各浓度含药

血清组细胞迁移数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性，
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注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与阴性对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与阴性对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

见图 ３。
３􀆰 ４　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞 ＲＫＩＰ、 ｐ⁃Ｒａｆ、
ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响 　 与空白对照组比较，
阴性对照组细胞 ＲＫＩＰ、 ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２、 Ｒａｆ、
ＭＥＫ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达均无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与空白

对照组及阴性对照组比较， 各浓度含药血清组细胞 Ｒａｆ、
ＭＥＫ、 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达均无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ＲＫＩＰ

蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， １０％ 和 ２０％ 含药血清组细胞 ｐ⁃Ｒａｆ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性， 见图 ４。
３􀆰 ５　 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染效果比较 　 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１
组细胞 ＲＫＩＰ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃２ 组细胞

ＲＫＩＰ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ５。 因此选择

ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组进行下一步实验。
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注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与阴性对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞迁移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为空白对照组， Ｂ 为阴性对照组， Ｃ～ Ｅ 分别为 ５％ 、

１０％ 、 ２０％ 含药血清组。 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与

阴性对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 内异康复片含药血清对 ｈＥＭ１５Ａ 细胞 ＲＫＩＰ、
ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活

性的影响　 与阴性对照组比较， １０％ 含药血清组细胞活性

降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组细胞活性升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）；
与 １０％ 含药血清组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清组细胞活

性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％
含药血清组细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６。
３􀆰 ７　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞凋

亡的影响　 与阴性对照组比较， １０％ 含药血清组细胞凋亡

率升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组细胞凋亡率无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与 １０％ 含药血清组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药

血清组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较，
ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见

图 ７。
３􀆰 ８　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞迁

移的影响　 与阴性对照组比较， １０％ 含药血清组细胞迁移

数降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组细胞迁移数升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与 １０％ 含药血清组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清

组细胞迁移数升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较， ｓｉ⁃
ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清组细胞迁移数降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见

图 ８。
３􀆰 ９　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞

ＲＫＩＰ、 ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响　 与阴性

对照组比较， １０％ 含药血清组细胞 ＲＫＩＰ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组细胞 ＲＫＩＰ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与

１０％ 含药血清组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血清组 ＲＫＩＰ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％
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注： Ａ 为 ｓｉ⁃ＮＣ 组， Ｂ 为 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组， Ｃ 为 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃２ 组。 与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染效果比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０％ 含药血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０％ 含药血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与阴性对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 １０％ 含药血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞迁移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

含药血清组细胞 ＲＫＩＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃
ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＭＥＫ 蛋白表达均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 各组细胞

Ｒａｆ、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ＭＥＫ 蛋白表达均无差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 见

图 ９。

注： Ａ 为阴性对照组， Ｂ 为 １０％ 含药血清组， Ｃ 为 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组， Ｄ 为 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋ １０％ 含药血清组。 与阴性对照组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５； 与 １０％ 含药血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１ 组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 内异康复片含药血清对 ｓｉ⁃ＲＫＩＰ 转染 ｈＥＭ１５Ａ 细胞 ＲＫＩＰ、 ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

内异康复片是根据成都中医药大学附属医院魏绍斌教

授的临床经验， 针对 ＥＭＴ “瘀血内阻” 的病机及四川湿热

的气候特点研制的院内制剂， 具有清湿化瘀、 消癥散结之

效， 迄今已应用于临床十数年， 疗效良好［６⁃７］ 。 既往研究表

明， 内 异 康 复 片 可 以 通 过 调 控 Ｗｎｔ［８］ 、 ＣＯＸ２⁃ＰＧＥ２⁃
Ｐ４５０ａｒｏｍ［９］ 、 ＧＰＥＲ⁃Ｒａｓ⁃ＳＴＡＴ［３］等通路来抑制子宫内膜异

位性疾病的发展， 也可以通过降低雌激素水平［１０］ 达到治疗

ＥＭＴ 的效果。 由此可知， 内异康复片治疗 ＥＭＴ 的机制复

杂， 它可能通过多靶点、 多通路、 多环节达到治疗目的，
有必要进一步探索其疗效的分子机制。

Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路通过磷酸化联级反应将外界信

号传入细胞核内， 以此介导特异蛋白发生反应， 可以被广

泛激活［１１］ ， 参与细胞的分化、 增殖、 凋亡、 应激等过

程［１２］ ， 并与肿瘤的增殖、 侵袭、 迁移等密切相关［１３］ 。 已有

研究发现， 该通路与 ＥＭＴ 细胞的侵袭迁移有关［１４］ 。 王芳

等［１５］研究发现 Ｒａｓ、 ＭＥＫ 在 ＥＭＴ 在位及异位内膜组织中均

呈高表达， 且两者的表达呈正相关趋势。 Ｃｈｅｎ 等［１６］ 发现激

活 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路能够使 ＥＭＴ 子宫内膜间质细胞

凋亡受到抑制， 同时促进其增殖和迁移。 也有研究发现，
降低 ＭＥＫ１ ／ ２ 的表达可以减少 ＥＭＴ 间质细胞的增殖和

侵袭［１７］ 。
ＲＫＩＰ 因能与 Ｒａｆ⁃１ 结合而抑制 ＭＥＫ 的磷酸化与激活

而得名［５］ ， 是一种肿瘤抑制因子， 可以促进肿瘤细胞凋

亡， 影响转移， 并且可提高肿瘤细胞对化疗药物及放射线

的敏感性［１８⁃１９］ 。 ＲＫＩＰ 在各个系统的肿瘤中表达均发生变

化［２０］ ， 在妇科方面， ＲＫＩＰ 在宫颈癌［２１］ 、 子宫内膜癌［２２］ 、
卵巢癌［２３］表达降低。 目前已证实 ＲＫＩＰ 可以通过复杂的调

节机制对 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路产生影响［２４⁃２５］ 。 本研究

抑制 ＲＫＩＰ 表达后， ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 表达均升

高， 也证实了 ＲＫＩＰ 对于 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路的调控

作用。
７６０２

２０２４ 年 ６ 月

第 ４６ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ６



本研究发现各浓度含药血清组细胞活性、 迁移率均低

于阴性对照组， 凋亡率升高， 并且作用效果呈浓度依赖性，
这进一步证实了内异康复片对 ＥＭＴ 的干预作用。 １０％ 和

２０％ 含药血清组组细胞 ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达

较阴性对照组均降低。 提示内异康复片可以上调 ｈＥＭ１５Ａ
细胞 ＲＫＩＰ 的表达， 抑制 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路磷酸化联

级反应。 通过进一步实验， 本研究发现抑制 ＲＫＩＰ 表达后，
ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性和迁移数降低， 而凋亡有所降低， 但差

异无统计学意义， 这可能与 ｈＥＭ１５Ａ 细胞基础凋亡率本身

较低有关。 与 １０％ 含药血清组比较， ｓｉ⁃ＲＫＩＰ⁃１＋１０％ 含药血

清组 ｈＥＭ１５Ａ 细胞活性和迁移数有所增加， 凋亡率降低，
细胞 ｐ⁃Ｒａｆ、 ｐ⁃ＭＥＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达均升高， 提示

ＲＫＩＰ 的下调可以降低内异康复片对 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通

路的调节作用， ＲＫＩＰ 可能是内异康复片干预 ＥＭＴ 的关键

作用靶点之一。
综上所述， 本研究发现内异康复片可能通过上调 ＲＫＩＰ

的表达， 抑制其介导的 Ｒａｆ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号通路， 从而抑制

细胞活性、 迁移， 促进凋亡， 达到治疗 ＥＭＴ 的目的。 但

是， 中成药成分复杂， 作用靶点众多， 内异康复片是否还

通过其他通路发挥作用尚不明确， 应更深入地明确其机制，
为该药在临床的应用提供进一步的理论依据， 也为 ＥＭＴ 的

中医治疗提供新思路。
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