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摘要： 目的　 观察左归丸对妊娠糖尿病 （ＧＤＭ） 大鼠及其子代子宫内膜血管生成的影响。 方法　 选取血糖合格的雌

性 ＳＤ 大鼠与雄性 ＳＤ 大鼠 ２ ∶ １ 同笼， 以阴道涂片为依据， 选取受孕雌性大鼠， 随机选取 １２ 只作为空白组， 其余受孕

大鼠腹腔注射链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 复制 ＧＤＭ 模型， 造模成功后随机分为模型组、 胰岛素组 （皮下注射 ２０ Ｕ ／ ｋｇ 甘精

胰岛素） 和左归丸低、 中、 高剂量组 （灌胃 ４􀆰 ５、 ９、 １８ ｇ ／ ｋｇ 左归丸药液）， 每天给药 １ 次， 连续 １５ ｄ。 各组取孕 １８ ｄ
大鼠 ６ 只、 ２１ 日龄幼鼠 １２ 只； 采用苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色观察子宫内膜病理结构； 免疫荧光法检测子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、
Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测子宫内膜 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测子宫内膜

Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与空白组比较， 模型组 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜出现炎性细胞浸润、 水

肿以及固有层出血， ＭＶＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 子代幼鼠子宫内膜固有层结构疏松， 结缔组织排列疏松， 细胞间隔增

宽， ＭＶＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 胰岛素组和

左归丸中、 高剂量组 ＧＤＭ 大鼠 ＭＶＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 子宫内膜 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活

性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 子代幼鼠子宫内膜 ＭＶＤ 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫内膜 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 左归丸可能通过上调 ＧＤＭ
大鼠及其子代子宫内膜组织 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ 表达， 下调 Ａｎｇ⁃２ 表达， 降低炎症与氧化应激反应， 改善血管稳

态， 从而提高血管生成能力。
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ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｎｇ⁃２ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
Ａｎｇ⁃１， ＶＥＧＦ⁃Ａ ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ⁃ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＭＶＤ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＧＤＭ ｒａｔｓ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ｓＶＣＡＭ⁃１ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｎｇ⁃２ ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＶＥＧＦ⁃Ａ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ Ａｎｇ⁃１ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｂｕｔ ｉｔｓ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
ｐｕｐｓ， ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ＭＶＤ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ｓＶＣＡＭ⁃１ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｎｇ⁃２ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｎｇ⁃１， ＶＥＧＦ⁃Ａ ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｍａｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｃａｐａｃｉｔｙ ｂｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｎｇ⁃１，
ＶＥＧＦ⁃Ａ ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｎｇ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｖａｓｃｕｌａｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ； ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ； Ａｎｇ ／ Ｔｉｅ ａｘｉｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ；
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 妊 娠 糖 尿 病 （ ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，
ＧＤＭ） 是与妊娠相关的最常见的并发症之一， 定

义为随妊娠期或妊娠期发生的任何程度的葡萄糖耐

受不良［１］。 ＧＤＭ 不仅会对母体产生负面影响， 也

会增加子代糖脂代谢异常、 心血管等疾病的发病

率。 母体高血糖使胎儿处于高胰岛素血症和高血糖

状态， 这是 ＧＤＭ 相关不良围产期疾病发生的重要

原因［２］。 有研究显示， ＧＤＭ 母亲所生后代的内皮

功能障碍血管健康可能直接由宫内高糖环境诱导的

氧化应激导致， 由于氧化还原和炎症信号通路之间

存在高度交叉， 活性氧调节几种促炎分子的基因表

达， 导致 促 炎 血 管 表 型， 从 而 导 致 血 管 功 能

障碍［３］。
胎儿⁃胎盘血管生成和血管发育受到促血管生

成因子和抗血管生成因子共同调节， 包括血管内皮

生长因子⁃Ａ （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ，
ＶＥＧＦ⁃Ａ）、 血管生成素 （ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ， Ａｎｇ） ⁃１、
Ａｎｇ⁃２ 和酪氨酸激酶含免疫球蛋白和表皮生长因子

同源结构域⁃２ （ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
ａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｏｍａｉｎｓ⁃２， Ｔｉｅ⁃２）。
ＶＥＧＦ⁃Ａ 是一种强大的血管生成刺激因子， 其表达

与缺氧密切相关［４］。 Ｔｉｅ⁃２ 是血管内皮细胞上的酪

９７５２
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氨酸激酶受体， 在血管生成、 血管成熟和维持成熟

血管内皮的稳定性中起着重要作用， 是 Ａｎｇ⁃１、
Ａｎｇ⁃２ 的受体。 Ａｎｇ⁃１ 与受体结合可使血管内皮细

胞连接作用增强， 保持血管壁完整， 从而加速血管

成熟， 而 Ａｎｇ⁃２ 为 Ａｎｇ⁃１ 的竞争拮抗剂， 对维持

Ａｎｇ⁃１ 血管稳定有拮抗性， 致使机体内血管状况不

稳定［５］。
左归丸作为填补先天肾精的常用方剂， 已有研

究表明其对雌鼠生殖系统有促进作用。 课题组前期

研究发现， 左归丸不仅可通过促进 Ｐｄｘ１ 路径活化，
保护子代胰岛免受氧化损伤， 降低 ＧＤＭ 模型幼鼠

的氧化应激水平， 促进子代胰腺发育［６］， 也可降

低 ＧＤＭ 大鼠血清炎性因子水平， 减缓炎症反应和

氧化应激反应的发生［７］， 说明左归丸具有改善

ＧＤＭ 大鼠炎症环境作用， 并通过补充先天肾精促

进子代发育。 但其是否能够促进 ＧＤＭ 大鼠及其子

代子宫内膜血管生成仍未可知。 故本实验提出假

设， 左归丸通过补充 ＧＤＭ 大鼠母体肾精即补充子

代生命及血管生成的物质基础， 提升 ＧＤＭ 新生子

代的血管生成能力， 维持成年子代血管功能。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ９０ 只， １１ 周

龄， 体质量 （２６０±２０） ｇ； 雄性 ＳＤ 大鼠 ４５ 只， ８
周龄， 体质量 （２００±２０） ｇ， 均购自北京维通利华

实验动物技术有限公司湖北分公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂） ２０２２⁃００３０］， 饲养于山西

中医药大学动物实验中心， 饲养环境温度 （２０ ±
２）℃， 相对湿度 （５０ ± １０）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 交替光

照， 自由饮水、 摄食。 本实验获得山西中医药大学

实验动物伦理委员会批准 （批号 ２０２２ＤＷ１２５）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 左归丸组方药材熟地黄、 麸炒

山药、 菟丝子 （安国市荣华本草中药材有限公司，
批号 Ｇ１７７２３０９０１、 Ｃ０１４２３０９０１、 Ｃ１９６２２０３０３）； 枸

杞子、 山萸肉 （安国市祁澳中药饮片有限公司，
批号 ２３１１３４６１３５、 ２３０９８１１１７１）； 川牛膝 （河北胡

氏宇博药业有限公司， 批号 Ｃ２１２２２０８０１）； 龟甲

胶、 鹿角胶 （湖北爱敬堂制药有限公司， 批号

２００８０９、 ２０１００８）。 链脲佐菌素 （ ＳＴＺ， 北京索莱

宝科技有限公司， 批号 ２２３１１１６００８）； 甘精胰岛素

注射液 ［赛诺菲 （北京） 制药有限公司， 批号

ＤＢＪＬ０５８］； 异氟烷 （深圳市瑞沃德生命科技股份

有限公司， 批号 ２０２３０９０２）； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限公司， 批号

０６１２２３２３１１０１）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （武汉爱博泰克生

物科技有限公司， 货号 ＡＣ０２６）； ＶＥＧＦＡ 抗体 （北
京博奥森生物技术有限公司， 货号 ｂｓ⁃１９５７Ｒ）；
Ａｎｇ⁃１、 Ｔｉｅ⁃２ 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司，
货号 ２３３０２⁃１⁃ＡＰ、 ８４４６９⁃５⁃ＲＲ）； Ａｎｇ⁃２ 抗体 （成
都正能生物技术有限责任公司， 货号 Ｒ３８２０１５）；
ＨＲＰ 标记山羊抗兔二抗 （武汉赛维尔生物科技有

限 公 司， 货 号 ＧＢ２３３０３ ）； ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （ ＋ Ｇｄｎａ ＷＩＰＥＲ ）、 ＣＨａｍＱ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （南京诺唯赞生物科技股份

有限公司， 批号 ７Ｅ０２７２Ｋ４、 ７Ｅ０１３１Ｊ４）； ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （日本 ＴａＫａＲａ 公

司， 货号 ９１０９、 ＲＲ０３７Ａ）； ＴＮＦ⁃α、 可溶性血管细

胞 黏 附 分 子⁃１ （ ｓｏｌｕｂｌｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１， ｓＶＣＡＭ⁃１）、 ＳＯＤ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （杭州

艾贝 科 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号 ＷＨ２６０８０３、
ＷＨ２６０９０６、 ＷＨ２６０９０２）。
１􀆰 ３　 仪器 　 徕卡⁃２０１６ 转轮式切片机 （德国徕卡

公司）； ＪＴ⁃１２Ｓ 自动脱水机 （武汉俊杰电子有限公

司）； ＢＭＪ⁃Ａ 组织包埋机、 ＰＨＹ⁃Ⅲ病理组织漂烘仪

（常州市中威电子仪器有限公司）； ＢＡ２１０ Ｄｉｇｉｔａｌ
数码三目摄像显微镜 （麦克奥迪实业集团有限公

司）； ＧＡ⁃３ 型血糖仪 （三诺生物传感股份有限公

司）； 双垂直 ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 型电泳仪及转印电泳仪

（北京六一生物科技有限公司）； Ｉｍａｇｅ Ｑｕａｎｔ ＬＡＳ
５００ 型化学发光仪 （美国 Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 公司）；
Ｍｉｃｒｏ Ｄｒｏｐ 超微量分光光度计 （上海宝予德科学仪

器有限公司）； ＭｙＣｙｃｌｅｒ 基因扩增仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； ＶｉｉＡ７ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组及给药　 大鼠适应性喂养 １ 周后

开始造模， 下午 ５： ００ 将雌、 雄大鼠按 ２ ∶ １ 同笼，
于次日上午 ８： ００ 对雌鼠进行阴道涂片， 显微镜下

观察见精子者确定为受孕第 ０ 天 （记为 Ｅ０ｄ）。
Ｅ３ｄ 时， 受 孕 成 功 的 孕 鼠 腹 腔 注 射 ３３ ｍｇ ／ ｋｇ
ＳＴＺ［８］， 制备 ＧＤＭ 模型。 Ｅ６ｄ 时 （即 ７２ ｈ 后）， 检

测孕鼠空腹血糖及随机血糖， 空腹血糖≥１１􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 或随机血糖≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 者视为造模成

功［９］。 将未受孕雌鼠按上述方法继续同笼饲养，
直到受孕造模成功为止。 由于大鼠受孕时间不同，
按照分批造模的方式， 除去各组中死亡孕鼠外， 造

模成功 ６０ 只。
Ｅ３ｄ 时， 应用随机数字表法从正常受孕的雌鼠

中选择 １２ 只作为空白组； 将 ＧＤＭ 模型制备成功的
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孕鼠随机分为模型组、 胰岛素组和左归丸低、 中、
高剂量组。 胰岛素组皮下注射 ２０ Ｕ ／ ｋｇ 甘精胰岛

素， 根据 《实验动物学》 实验动物与人体给药换

算关系［１０］， 左归丸低、 中、 高剂量组分别灌胃给

予 ４􀆰 ５、 ９、 １８ ｇ ／ ｋｇ 左归丸药液， 空白组和模型组

灌胃给予等体积生理盐水， 每天 １ 次， 连续 １５ ｄ。
２􀆰 ２　 样本采集 　 Ｅ１８ｄ 时， 每组随机选取 ６ 只大

鼠， 异氟烷麻醉， 腹主动脉取血， 解剖后剥离子宫

内膜； 产后第 ２１ 天 （Ｂ２１ｄ）， 随机选取雌性幼鼠，
每组 １２ 只， 禁食不禁水 １２ ｈ， 异氟烷麻醉， 眼眶

取血， 解剖后取子宫并剥离子宫内膜。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色观察子宫内膜病理结构并计算 ＭＶＤ　 收

集 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠子宫内膜组织， 放入

４％ 多聚甲醛液中进行固定， 进行常规脱水、 透明

与石蜡包埋， 制备 ３ μｍ 切片， 烘干， 经二甲苯脱

蜡、 乙醇梯度脱水、 ＨＥ 染色、 乙醇梯度脱水、 二

甲苯透明、 梯度乙醇水化和中性胶封片后， 于光学

显微镜下观察子宫内膜病理形态结构， 拍照， 使用

Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分别测量每张切片中 ３ 个

１００ 倍视野内血管数量并测量对应组织面积， 计算

微血管密度 （ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＭＶＤ）。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平和

ＳＯＤ 活性　 将收集到的 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠血

液样本静置分层后， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 取上清， 按照大鼠 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操

作， 检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平和 ＳＯＤ 活性。
２􀆰 ５　 免疫荧光法检测子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２ 蛋白

表达及分布　 取 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜石蜡切片， 脱

蜡至水， 抗原修复， 组化笔画圈， 牛血清白蛋白

（ＢＳＡ） 血清封闭。 滴加一抗 （１ ∶ １００） 孵育过

夜， 滴加对应同属的二抗避光孵育 （ １ ∶ １００），
ＤＡＰＩ 复染细胞核， 抗荧光淬灭封片剂， 于荧光显

微镜下采集图像。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测子宫内膜 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ａｎｇ⁃１、
Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达 　 取 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼

鼠子宫内膜， 匀浆， 加蛋白裂解液后裂解， 离心后

取上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 封闭后分别加

入按比例稀释的 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦＡ、 Ｔｉｅ⁃２ 及

ＧＡＰＤＨ 一抗， 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入二

抗孵育后， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 采用 ＥＣＬ 法显影

成像。
２􀆰 ７ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检 测 子 宫 内 膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、
ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达 　 取 ＧＤＭ 大鼠及其子

代幼鼠子宫内膜， 制备组织匀浆， 按照试剂盒说明

提取总 ＲＮＡ， 采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ 将
ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ， 采用 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ进行扩增， 反应条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ，
９５ ℃变性 ５ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １５ ｓ， 共

循环 ４５ 次。 扩增产物熔解曲线反应条件为 ９５ ℃
１５ ｓ， ５５ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ。 引物由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司设计、 合成， 引物序列见

表 １， 并以 ＵＬＴＲＡＰＡＧＥ 纯化。 使用 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ

Ｄｅｓｉｇｎ ＆ Ａｎａｌｙｓｉｓ ＳＥ 软件分析 ＰＣＲ 过程各检测样

本的 ＣＴ 值。 通过 ２－ΔΔＣＴ 法计算各目的基因相对

ｍＲＮＡ 表达。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 序列

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡ⁃３′

Ａｎｇ⁃１ 正向 ５′⁃ＧＴＣＣＡＴＡＡＣＣＴＴＧＴＣＡＧＣＣＴＴＴＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＣＡＣＡＴＣＣ⁃３′

Ａｎｇ⁃２ 正向 ５′⁃ＡＡＧＴＧＣＴＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＧＡＣＡＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣＴＧＡＡＧＧＡＣＴＧ⁃３′

ＶＥＧＦ⁃Ａ 正向 ５′⁃ＡＡＴＴＧＡＧＡＣＣＣＴＧＧＴＧＧＡＣＡＴＣＴＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＣＴＣＴＣＣＴＡＴＧＴＧＣＴＧＧＣＴＴＴＧＧ⁃３′

Ｔｉｅ⁃２ 正向 ５′⁃ＣＡＡＧＣＣＣＴＧＣＴＧＡＴＡＣＣＡＡＧＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＣＡＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴＴＣＣＣ⁃３′

２􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以均数 ± 标准差 （ ｘ ± ｓ） 表示， 采用

Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验验证正态分布情况， 组间比较采

用单因素方差分析， 两两比较采用最小显著性差异

法 （ＬＳＤ） 检验， 多组间多因素分析采用双因素方

差分析法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠子宫内膜病

理结构的影响　 除模型组外， 其余各组 ＧＤＭ 大鼠

子宫内膜、 肌层和外膜结构清晰， 子宫内膜单层柱

状上皮， 排列较规则， 子宫内膜上皮增生， 上皮细

胞数量增加， 子宫腔表面积增大； 模型组可见子宫

局部上皮细胞变性坏死， 见坏死细胞胞核固缩、 碎

裂， 胞质溶解； 空白组子宫内膜固有层基质细胞排

列较紧密， 见单管状的子宫腺体分布， 子宫腺体正

常， 腺上皮细胞排列整齐， 其余各组子宫内膜上皮

或固有层内见不同程度炎性细胞浸润， 主要以核呈

杆状或分叶状的中性粒细胞或核圆深染的淋巴细胞

为主； 模型组、 胰岛素组及左归丸各剂量组固有层

水肿， 见结缔组织间隙增宽； 模型组、 左归丸各剂

量组子宫固有层内血管不同程度出血， 见较多红细

胞聚集， 见图 １。 空白组、 胰岛素组及左归丸各剂
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量组子代幼鼠可见子宫内膜较为完整， 上皮细胞为

柱状上皮， 排列规则， 固有层可见子宫腺及小血

管， 分布均匀， 形态正常， 未见明显病理变化； 模

型组上皮细胞形态结构未见明显异常， 固有层结构

疏松， 结缔组织排列疏松， 细胞间隔增宽， 固有层

可见少量的子宫腺， 肌层平滑肌排列整齐， 见

图 ２。

注： 黑色箭头表示子宫内膜淋巴细胞浸润； 红色箭头表示局部轻

度出血； 蓝色箭头表示子宫内膜上皮细胞变性， 呈空泡状； 绿色

箭头表示固有层及肌层血管扩张。 Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为

胰岛素组， Ｄ～Ｆ 分别为左归丸低、 中、 高剂量组。

图 １ 　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜病理结构的影响

（×４００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ＧＤＭ ｒａｔｓ （×４００）

注： 黑色箭头表示细胞碎片， 黄色箭头表示固有层结构疏松， 蓝

色箭头表示子宫腺。 Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为胰岛素组，
Ｄ～Ｆ 分别为左归丸低、 中、 高剂量组。

图 ２　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子宫内膜病理结构的

影响 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｐｕｐｓ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ （×４００）

３􀆰 ２　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠子宫内膜

ＭＶＤ 水平的影响　 与空白组比较， 模型组 ＧＤＭ 大

鼠及其子代幼鼠 ＭＶＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 胰岛素组和左归丸中、 高剂量组 ＧＤＭ
大鼠及其子代幼鼠 ＭＶＤ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 左归丸低剂量组子代幼鼠 ＭＶＤ 水平升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组

ＧＤＭ 大鼠 ＭＶＤ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
表 ２　 各组 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠子宫内膜 ＭＶＤ 水平比

较 （ｎ ／ ｍｍ２， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ＭＶＤ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＧＤＭ ｒａｔｓ

ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｐｕｐｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｎ／ ｍｍ２，
ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 母代 子代

空白组 ４２􀆰 ４４±３􀆰 １１ ４５􀆰 １４±３􀆰 ５４

模型组 １８􀆰 ４０±１􀆰 ６６∗∗ ３２􀆰 １６±１􀆰 ５７∗∗

胰岛素组 ３７􀆰 ４９±１􀆰 ０９＃＃ ３８􀆰 ９±１􀆰 ８３＃＃

左归丸低剂量组 ２１􀆰 ２４±１􀆰 ４６▲▲ ３６􀆰 ３１±１􀆰 ３５＃

左归丸中剂量组 ３１􀆰 ３３±０􀆰 ４０＃＃▲▲ ３７􀆰 ６１±０􀆰 ６９＃＃

左归丸高剂量组 ２８􀆰 ７８±０􀆰 ８３＃＃▲▲ ３６􀆰 ０７±０􀆰 ８６＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠血清 ＴＮＦ⁃α、
ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平和 ＳＯＤ 活性的影响　 与空白组比较，
模型组 ＧＤＭ 大鼠及其子代幼鼠 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 胰岛素组和左归丸各剂量组 ＧＤＭ
大鼠及其子代幼鼠 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组 ＧＤＭ 大鼠 ＴＮＦ⁃
α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ
活性降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 子代幼鼠 ＳＯＤ 活性降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 左归丸低剂量组子代幼鼠 ＴＮＦ⁃α、
ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３～４。

表 ３　 各组 ＧＤＭ 大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１水平和 ＳＯＤ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ｓＶＣＡＭ⁃１ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＳＯＤ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ｓＶＣＡＭ⁃１ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

空白组 ０􀆰 ５４±０􀆰 ０８ １􀆰 ５６±０􀆰 １１ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０５

模型组 １􀆰 ６７±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０８∗∗ １􀆰 ４２±０􀆰 ０５∗∗

胰岛素组 ０􀆰 ６５±０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 １９±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５＃＃

左归丸低剂量组 １􀆰 ２４±０􀆰 ０９＃＃▲▲ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０５＃＃▲▲ １􀆰 ０７±０􀆰 ０６＃＃▲▲

左归丸中剂量组 ０􀆰 ８７±０􀆰 ０６＃＃▲▲ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０７＃＃▲▲ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０９＃＃▲▲

左归丸高剂量组 ０􀆰 ７９±０􀆰 ０５＃＃▲ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０７＃＃▲▲ ０􀆰 ９４±０􀆰 １１＃＃▲▲

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。
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表 ４　 各组 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１水平和 ＳＯＤ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ｓＶＣＡＭ⁃１ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｐｕｐｓ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＳＯＤ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ｓＶＣＡＭ⁃１ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

空白组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４ １􀆰 ２９±０􀆰 ０５ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０８
模型组 １􀆰 ０８±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ３１±０􀆰 １１∗∗

胰岛素组 ０􀆰 ５０±０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 ０７±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０５＃＃

左归丸低剂量组 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０６＃＃▲▲ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０５＃▲▲ １􀆰 ０２±０􀆰 ０３＃＃▲▲

左归丸中剂量组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０９＃＃▲▲ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０７＃＃▲

左归丸高剂量组 ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６＃＃ ０􀆰 ８４±０􀆰 １１＃＃▲▲ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０４＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、
ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达的影响 　 与空白组比较，
模型组 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白表

达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组和左归丸中、
高剂量组 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸低、 中

剂量组 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 左归丸高剂量组

Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见

图 ３～５、 表 ５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为胰岛素组， Ｄ ～ Ｆ 分别为左

归丸低、 中、 高剂量组。

图 ３　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达的

影响

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ＶＥＧＦ⁃Ａ ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＧＤＭ ｒａｔｓ

３􀆰 ５　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、
Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达的影响　 与空白组

比较， 模型组子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、
　 　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为胰岛素组， Ｄ～ Ｆ 分别为左归丸

低、 中、 高剂量组。

图 ４　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１蛋白表达的影响

（×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ Ａｎｇ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ （×４００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为胰岛素组， Ｄ～ Ｆ 分别为左归丸

低、 中、 高剂量组。

图 ５　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达的影响

（×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ Ａｎｇ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ （×４００）
表 ５　 各组 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦＡ、 Ｔｉｅ⁃２蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｎｇ⁃１， Ａｎｇ⁃２， ＶＥＧＦＡ， ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ａｎｇ⁃１ Ａｎｇ⁃２ ＶＥＧＦ⁃Ａ Ｔｉｅ⁃２

空白组 １􀆰 ６７±０􀆰 １１ ５􀆰 ６４±０􀆰 ９５ １􀆰 ２１±０􀆰 ０７ ０􀆰 ３７±０􀆰 １２
模型组 ０􀆰 ５３±０􀆰 １１∗∗ １７􀆰 ７２±０􀆰 ９９∗∗ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ６２±０􀆰 ３８∗∗

胰岛素组 １􀆰 ２４±０􀆰 ０６＃＃ ７􀆰 １０±０􀆰 ８４＃＃ １􀆰 １１±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ８９±０􀆰 ２８＃＃

左归丸低剂量组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０７▲▲ １４􀆰 ２１±０􀆰 ９９＃＃▲▲ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０５＃＃▲▲ １􀆰 １９±０􀆰 ２０
左归丸中剂量组 ０􀆰 ８３±０􀆰 １９＃▲▲ １０􀆰 ７０±１􀆰 ０３＃＃▲▲ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０７＃＃▲▲ １􀆰 ０２±０􀆰 １８＃

左归丸高剂量组 ０􀆰 ７９±０􀆰 １３＃▲▲ ８􀆰 １５±０􀆰 ２０＃＃ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０６＃＃▲▲ ０􀆰 ６７±０􀆰 ２４＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。
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Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组和左归丸

各剂量组子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胰岛素组和左归

丸中、 高剂量组 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
胰岛素组和左归丸中剂量组 Ａｎｇ⁃２ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸低

剂量组 Ａｎｇ⁃１、 Ｔｉｅ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ６、 表 ６。
３􀆰 ６　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、
ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白组比较，
模型组 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＶＥＧＦ⁃Ａ ｍＲＮＡ 表达

　 　 　 　 　

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为胰岛素组， Ｄ～ Ｆ 分别为左归丸

低、 中、 高剂量组。

图 ６ 　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、
ＶＥＧＦＡ、 Ｔｉｅ⁃２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ Ａｎｇ⁃１， Ａｎｇ⁃２， ＶＥＧＦＡ，
ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｐｕｐｓ ｏｆ
ＧＤＭ ｒａｔｓ

表 ６　 各组 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｎｇ⁃１， Ａｎｇ⁃２， ＶＥＧＦ⁃Ａ， ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｐｕｐｓ ｏｆ ＧＤＭ

ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ａｎｇ⁃１ Ａｎｇ⁃２ ＶＥＧＦ⁃Ａ Ｔｉｅ⁃２

空白组 １􀆰 ３８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０９ １􀆰 ６０±０􀆰 １５ １􀆰 ６１±０􀆰 １６
模型组 ０􀆰 ２１±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 １４±０􀆰 ３１∗∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０８∗∗

胰岛素组 １􀆰 ０１±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ５９±０􀆰 １５＃＃ １􀆰 １１±０􀆰 ０７＃＃ １􀆰 １４±０􀆰 ３０＃＃

左归丸低剂量组 ０􀆰 ６９±０􀆰 ０９＃＃▲▲ １􀆰 ０５±０􀆰 １３ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 １３▲▲

左归丸中剂量组 １􀆰 １３±０􀆰 １６＃＃ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０７＃ １􀆰 １４±０􀆰 １４＃＃ １􀆰 ０３±０􀆰 ０９＃＃

左归丸高剂量组 １􀆰 １２±０􀆰 １４＃＃ １􀆰 ２８±０􀆰 ２５ １􀆰 ０５±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ９９±０􀆰 １６＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组和左归

丸各剂量组 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 Ｔｉｅ⁃２
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胰岛素组 和左归丸中、
高剂量组 ＶＥＧＦ⁃Ａ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

胰岛素组比较， 左归丸各剂量组 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２

ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 左归丸低、 高剂量组

ＶＥＧＦ⁃Ａ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 左归丸低、
中剂量组 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见

表 ７。

表 ７　 各组 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｎｇ⁃１， Ａｎｇ⁃２， ＶＥＧＦ⁃Ａ， ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ＧＤＭ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ａｎｇ⁃１ Ａｎｇ⁃２ ＶＥＧＦ⁃Ａ Ｔｉｅ⁃２

空白组 １􀆰 ０５±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０９ ２􀆰 ０６±０􀆰 ０４ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０２
模型组 ３􀆰 １１±０􀆰 １４∗∗ ３􀆰 ８５±０􀆰 ３７∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ０９∗∗ ４􀆰 ２０±０􀆰 ０３∗∗

胰岛素组 １􀆰 ２１±０􀆰 ２２＃＃ ２􀆰 ３０±０􀆰 １６＃＃ １􀆰 ７３±０􀆰 ０４＃＃ １􀆰 ００±０􀆰 ０３＃＃

左归丸低剂量组 ２􀆰 ９３±０􀆰 １１＃＃▲▲ ３􀆰 ４９±０􀆰 ０８＃＃▲▲ １􀆰 １５±０􀆰 ０５▲▲ ３􀆰 ００±０􀆰 ２５＃＃▲▲

左归丸中剂量组 ２􀆰 ２２±０􀆰 ２０＃＃▲▲ ２􀆰 ７８±０􀆰 １２＃＃▲▲ １􀆰 ４８±０􀆰 ２３＃＃ ２􀆰 ６０±０􀆰 １２＃＃▲▲

左归丸高剂量组 １􀆰 ８２±０􀆰 １７＃＃▲▲ ２􀆰 ２７±０􀆰 １０＃＃▲▲ １􀆰 ３０±０􀆰 １３＃＃▲▲ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０４＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 左归丸对 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、
Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白

组比较， 模型组ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、
ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛

素组和左归丸中、 高剂量组 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子

宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｎｇ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

胰岛素组比较， 左归丸各剂量组 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、
ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ８。
４　 讨论

妊娠糖尿病作为妊娠期严重并发症之一， 在炎

症以及氧化应激的影响下发生血管功能异常［１１］，
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　 　 　 　 　表 ８　 各组 ＧＤＭ 大鼠子代幼鼠子宫内膜 Ａｎｇ⁃１、 Ａｎｇ⁃２、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａｎｇ⁃１， Ａｎｇ⁃２， ＶＥＧＦ⁃Ａ， ａｎｄ Ｔｉｅ⁃２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｐｕｐｓ ｏｆ ＧＤＭ

ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 Ａｎｇ⁃１ Ａｎｇ⁃２ ＶＥＧＦ⁃Ａ Ｔｉｅ⁃２

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ２２∗∗ ２􀆰 ４４±０􀆰 １７∗∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０２∗∗

胰岛素组 １􀆰 １７±０􀆰 ０３＃＃ １􀆰 ０１±０􀆰 ０８＃＃ ２􀆰 ２０±０􀆰 １６＃＃ １􀆰 ６３±０􀆰 ２２＃＃

左归丸低剂量组 ０􀆰 ４７±０􀆰 １０▲▲ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０１＃＃▲▲ １􀆰 ２８±０􀆰 ０８＃＃▲▲ ０􀆰 ６８±０􀆰 １７▲▲

左归丸中剂量组 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０８＃＃▲▲ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０１＃＃▲ １􀆰 ４６±０􀆰 １３＃＃▲▲ １􀆰 １５±０􀆰 ２７＃＃▲

左归丸高剂量组 ０􀆰 ８４±０􀆰 １６＃＃▲▲ ０􀆰 ７５±０􀆰 １０＃＃▲▲ １􀆰 ４５±０􀆰 １８＃＃▲▲ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０６＃＃▲▲

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

各种血管因素影响血管的正常生长， 遗传因素在此

病理过程中也起着重要的作用［１２］。 而课题组前期

研究发现， 左归丸作为填补先天肾精、 滋补肾之真

阴的常用方剂， 可降低 ＧＤＭ 大鼠血清炎性因子水

平并通过补充先天肾精促进子代胰腺发育［７］。 且

有研究表明， 左归丸可通过增加大鼠子宫血管数

量， 促进生殖系统血管形成［１３］， 并上调胎盘生长

因子、 肝细胞生长因子等与血管生成密切相关的基

因表达， 促进大鼠卵巢血管生成， 改善大鼠卵巢功

能［１４］。 这进一步说明血管生成与左归丸填补肾精、
滋补真阴的作用息息相关。

随着妊娠的进展， 子宫内膜血管会发生适应性

扩张， 这种扩张不仅是血管官腔的直径增大， 还包

括血管数量增加， 对胚胎的着床、 发育乃至整个妊

娠过程都至关重要。 血管生成是一个生理过程， 包

括血管发芽、 小管多生、 血管的稳定和适应等几个

步骤， 从现有的血管形成新的血管［１５］。 ＶＥＧＦ⁃Ａ
有多个同工型， 它们对硫酸乙酰肝素蛋白聚糖有不

同的亲和力， 通过形成梯度促进血管生成芽的形成

和血管分支［１６］。 Ａｎｇ ／ Ｔｉｅ 信号通路主要由 Ｔｉｅ 受体

和血管生成素配体组成， 该通路在调节血管发育、
血管稳定、 血管重塑和血管生成等方面起着至关重

要的作用［１７］。 Ｔｉｅ 受体主要表达于血管和淋巴管内

皮细胞， 包括 Ｔｉｅ⁃１ 和 Ｔｉｅ⁃２。 Ｔｉｅ⁃２ 通过结合血管

生成素配体发挥作用， Ａｎｇ⁃１ 以激活 Ｔｉｅ⁃２ 受体，
维持血管的稳定性［１８⁃１９］。 而在炎症状态下， Ａｎｇ⁃２
表达上调， 通过阻止 Ａｎｇ⁃１ 与 Ｔｉｅ⁃２ 相结合而干扰

Ａｎｇ⁃１ 的生物活性作用， 导致内皮细胞凋亡、 未成

熟新血管失稳和新血管退行［２０］。 且在 Ａｎｇ⁃２ 表达

的情况下， ＶＥＧＦ 诱导生成的血管通透性会增加 ３
倍进而破坏血管稳态［２１］。 在缺乏 ＶＥＧＦ 的情况下，
高血糖会破坏血管生成素 ／ Ｔｉｅ⁃２ 平衡， 有利于 Ａｎｇ⁃２
表达， 并减弱 Ａｎｇ⁃１ ／ Ｔｉｅ⁃２ 血管生成信号， 从而导

致 ＳＭＣ 募集受损， 未成熟的新血管形成， 血管生

成减少［１７］。 ｓＶＣＡＭ⁃１ 是血管内皮功能障碍的标志

物， 下调 ｓＶＣＡＭ⁃１ 可减少内皮损伤， 促进抗炎、
内皮保护特性［２２］。 本研究发现， 模型组 ＧＤＭ 大鼠

及其子代中 Ａｎｇ⁃２ 表达异常升高， 而 Ｔｉｅ⁃２ 表达却

成相反的趋势， 且 ＶＥＧＦ⁃Ａ 表达降低， 说明 ＧＤＭ
模型大鼠体内高糖、 缺氧与炎症环境促进 Ａｎｇ⁃２ 表

达， 与 Ａｎｇ⁃１ 拮抗性竞争 Ｔｉｅ⁃２， 使得 Ａｎｇ⁃１ 的活

化作用受抑制， 说明内皮细胞活化， 新生血管活

跃， 血管通透性增加导致新生血管不断破坏与重

塑。 模型组 ＧＤＭ 大鼠 Ｔｉｅ⁃２ 表达异常升高， 一方

面可能是由于新增殖的内皮细胞表达 Ｔｉｅ⁃２， 导致

总受体水平升高， 另一方面可能是为维持信号通路

敏感性， 短期反馈性促进 Ｔｉｅ⁃２ 转录， 二者协同反

应保证孕期血管的相对稳定。 而 Ｔｉｅ⁃２ 在模型组子

代表达却与在母体表达相反， 这是由于子代在母代

宫内高糖与炎性环境长期刺激下， Ａｎｇ⁃２ 竞争性结

合 Ｔｉｅ⁃２ 能力增强导致的长期效应。 与本实验病理

染色结果中 ＧＤＭ 模型大鼠固有层出血， 炎性细胞

浸润、 水肿、 ＭＶＤ 降低等病理表现相符合。 本研

究发现， 模型组血清 ＴＮＦ⁃α 水平升高， ＳＯＤ 活性

降低， 提 示 处 于 炎 症 与 氧 化 应 激 状 态； 血 清

ｓＶＣＡＭ⁃１ 水平升高进一步验证 ＧＤＭ 大鼠子宫内膜

内皮功能障碍， 血管生成能力减弱。 给药后大鼠

Ａｎｇ⁃２ 表达降低， Ｔｉｅ⁃２ 表达升高， 促血管生成作

用占主导， 新生血管活跃， ＴＮＦ⁃α 水平降低， ＳＯＤ
活性升高， 通透性降低， 血管趋于稳定， ｓＶＣＡＭ⁃１
水平降低， 内皮功能障碍得到缓解， 子宫内膜病理

结构得到明显改善。 子代子宫内膜病理染色结果显

示， 只有模型组出现固有层结构疏松， 结缔组织排

列疏松， 细胞间隔增宽。 不仅与 Ａｎｇ⁃１ 激活 Ｔｉｅ⁃２
抑制病理性新生血管生长， 阻止血管渗漏， 减轻炎

症反应， 在病理性血管生成中起负向调节作用有
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关［２３］； 也与左归丸具有改善妊娠糖尿病大鼠体内

高糖环境并降炎症因子的表达［７］， 减轻宫内环境

对胚胎发育不良影响的作用有关。
综上所述， 左归丸可能通过上调 ＧＤＭ 大鼠

及其子代子宫内膜组织 Ａｎｇ⁃１、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 Ｔｉｅ⁃２、
ＳＯＤ 表达， 下调 Ａｎｇ⁃２、 ＴＮＦ⁃α、 ｓＶＣＡＭ⁃１ 表达，
降低炎症与氧化应激反应， 改善新血管稳态， 从

而提高血管生成能力， 修复妊娠糖尿病宫内异常

环境对子宫内膜的病理性损伤， 进而保护子代正

常发育。
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