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摘要# 目的!探究内异康复片 "鳖甲’ 牡蛎’ 大黄% 等# 对子宫腺肌病的治疗作用及其可能作用机制& 方法!通过
异体垂体移植手术建立小鼠子宫腺肌病模型% 采用不同剂量的内异康复片’ 丹莪妇康煎膏 "丹参’ 莪术’ 赤芍% 等#
和孕三烯酮分别给药治疗% 灌胃治疗 + 个月后取样% 应用9.:;.<= >/8;’ <.3/);42.?@A’ 免疫组化 B?法检测在位和异位
内膜上的C?1A)A3:)B-D-+通路的表达& 结果!高剂量的内异康复片可以显著下调 C?1A蛋白 "C蛋白偶联雌激素受
体蛋白# 和基因的表达% 下调A3:和 B-D-+ "信号转导和转录激活因子 +# 的蛋白表达% 降低异位病灶严重程度的组
织形态学评分% 且其疗效优于丹莪妇康煎膏和孕三烯酮& 结论!内异康复片可能通过抑制 C?1A)A3:)B-D-+ 通路活
性% 弱化雌激素的生成% 从而控制异位病灶的发展&
关键词! 子宫腺肌病( 内异康复片( C?1A)A3:)B-D-+通路( 作用机制
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!!子宫腺肌病 "3V.=82W8:4:% DS#% 是指子宫
内膜腺体及间质侵入子宫肌层% 进而引起的局灶性
或弥漫性病变% 临床可表现为痛经的进行性加重’

月经量多’ 经期延长’ 不孕等% 为妇科常见疑难疾
病*"+ & 其好发于 +% ‘’% 岁育龄期妇女% 其发病率
在不同人群中存在差异% 最新流行病学统计总体发
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病率为 *!‘$(!*(+ % 且逐年上升% 且日渐趋于年
轻化% 西医对于本病的治疗以手术及激素类药物为
主*++ % 切除生殖器官部分患者难以接受% 年轻有
生育要求者更显不妥& 激素类药物治疗有引起低雌
激素症状’ 骨质疏松’ 肝功损害等副作用% 停药后
仍有较高的复发率*0+ & 临床表明% 中医药治疗可
明显缓解痛经% 减少经量% 并有一定消癥散结的作
用% 还可有效改善生殖健康和生活质量% 患者接受
性好*’+ &

内异康复片是本课题组魏绍斌教授根据多年临
床经验总结的治疗子宫腺肌病的经验方% 经临床验
证其清湿化瘀’ 止痛’ 止血疗效确切*$)*+ % 本研究
以C?1A)A3:)B-D-+ 通路为靶点% 从不同时间和空
间的变化来探讨内异康复片对DS的作用机理&
KL实验材料
"E"!实验动物!选取 B?H级’ * 周龄雌性健康
T@A小鼠及同龄雄性 T@A小鼠% 均为性成熟未交
配% 体质量约 "(* b+E%# J% 由成都达硕动物实
验中心提供% 合格证号! B@PZ "川 (%"+)(0#&
"E(!实验药物!内异康复片 "成都中医药大学附
属医院院内制剂# 由鳖甲’ 牡蛎’ 大黄’ 桃仁’
土鳖虫’ 水蛭’ 三棱’ 莪术’ 红藤’ 败酱草’ 紫花
地丁等药物组成% 具有解毒除湿% 化瘀止痛% 消癥
散结之效% 实验中由制剂室提供浸膏% 按比例稀释
后使用&

丹莪妇康煎膏 "昆明滇虹药业有限公司生产%
国药准字R(%%(’(’+% 产品批号 "0%,"’# 由紫丹参’
莪术’ 竹叶柴胡’ 赤芍’ 当归’ 三棱等药物组成%
具有活血化瘀% 疏肝理气% 调经止痛之功% 为临床
治疗子宫内膜异位症和子宫腺肌病的常见中成药&

孕三烯酮胶囊 "北京紫竹药业有限公司生产%
国药准字 _",,*%%(%% 产品批号 ’+"’%0%(# 是一
种 ",)去甲睾酮甾体类药物% 可拮抗孕激素与雌激
素% 能增加游离睾酮含有量% 减少性激素结合球蛋
白水平% 抑制促卵泡激素 "HB_#’ 黄体生成素
"N_# 峰值并减少N_均值% 使体内的雌激素水平
下降% 异位内膜萎缩’ 吸收% 是当今西医临床的常
用药&
"E+!实验仪器!4731SM@& 型徕卡室温超薄切片机
"德国徕卡 *N.473+ 仪器有限公司#( N.473-?"%(%
型徕卡全自动真空组织脱水机 "德国徕卡 *N.473+
仪器有限公司##( ?_K)!型病理组织漂烘仪 "常
州市中威医疗仪器有限公司#( c/W2XO:@ZP0" 型
倒置相差显微镜 "奥林巴斯株式会社#( T23J.)?<8

?/O:$E% 图像分析系统 "美国 S.V43@W>.<=.;47:公
司#( 组织剪’ 眼科镊’ 眼科剪’ 止血钳’ 注射
器’ 医用胶布’ 帽子’ 手套’ 口罩’ 托盘’ 玻璃器
皿’ 小针刀等由成都中医药大学附属医院实验室
提供&
"E0!实验试剂!固定试剂! 多聚甲醛 "DA级#
"批号 (%"0"""$% 规格 ’%% JF瓶% 上海凌峰化学试
剂有限公司#( 氢氧化钠 "DA级# "批号 "0%,(,"%
规格 ’%% JF瓶% 西陇化工股份有限公司#( ?dB 磷
酸盐缓冲液 "%E%" 28/FN% X_ &E( ‘&E0% 批号
"’%&(%% 规格 ’%% 2NF瓶% 南京凯基生物科技发展
有限公司#( 脱水试剂 "无水乙醇 *DA级+% 批号
?"%&$,*$% 规格 ’%% 2NF瓶% BU3=JU34-4;3= B74.=)
;4Y47@8#% N;V##( 透明试剂 "二甲苯 *DA级+%
批号 "’%&(*0,’1% 规格 ’%% 2NF瓶% 南京化学试剂
有 限 公 司 #( 封 片 试 剂 " 中 性 树 胶% 批 号
(%"’"%",% 规格 "%% 2NF瓶% 南京凯基生物科技发
展有限公司#( 柠檬酸盐缓冲液 "%E%" 28/FN% X_
$E%% 批号 "’%,"*% 规格 " %%% 2NF袋% 上海榕柏生
物技术有限公司#( 苏木素 "批号 "’%&"$% 规格
(’% 2NF瓶% 武汉谷歌生物科技有限公司#& 免疫组
化 "B)?法# 试剂! 一抗% C蛋白偶联受体抗体
"C?A+%#% 鼠抗% 单克隆抗体 "批号 CA(&0$%),%
D>732公司#( 蛋白激酶 d "D̂;#% 鼠抗% 单克隆
抗体 "批号 %,F(%"’% @.//B4J=3/4=J-.7U=8/8JW#(
磷酸化蛋白激酶 d抗体 " X)D̂;#% 鼠抗% 单克隆
抗体 "批号 ""F(%"’% @.//B4J=3/4=J-.7U=8/8JW#&
显色剂! ]Dd显色试剂盒 "批号 "’%,"%%%+"% 福
州迈新生物技术开发有限公司#&
ML实验方法
(E"!实验设计!运用同种异体垂体移植方法*,+建
立子宫腺肌病动物模型& 随后将造模小鼠随机分为
$ 月模型组 "$ 28=;U:#% 内异康复片 "IKZH?#
高’ 中’ 低剂量组% 丹莪妇康煎膏组 "]1HZeC%
中药对照组#% 孕三烯酮组 "C1B% 西药对照组#&
另设假手术组& 每组均为 (0 只小鼠& 常规饲养 +
个月确定造模成功后% 连续灌胃相应不同浓度的药
物 + 个月% 分别在动情期与间情期处死& 采用
9.:;.<= >/8;’ <.3/);42.?@A及T_@ "免疫组化# 技
术检测小鼠子宫C?1A "& 次跨膜 C蛋白偶联雌激
素膜受体# 的 2AID及蛋白的表达情况% 采用免
疫组化技术检测小鼠子宫 A3:和 B-D-+ 的蛋白
表达&
(E(!造模方法!手术步骤为根据体质量 "+% ‘
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+’ 2JF̂J#% 腹腔注射 +!戊巴比妥钠麻醉% 常规
消毒腹部开腹% 分离右侧子宫% 在距两子宫连接
%E’ 72处剪一小口& 另取同周龄 T@A雄鼠% 引颈
处死% 立即开颅取出脑垂体% 将垂体从小切口放入
右侧子宫内% 用眼科镊将垂体轻推向卵巢侧子宫末
端& 最后将子宫放回腹腔原处% 常规关腹*,+ &
(E+!小鼠动情周期的判断!末次给药 (0 U 后% 于
每日 , f%% 和 "$ f%% 分别 ( 次取小鼠阴道分泌物
均匀涂抹于载玻片上% 用 ,’!乙醇固定% 采用巴
氏法染色% 并于显微镜下观察小鼠的动情周期& 动
情期镜下见大片无核角化鳞状细胞% 细胞大而扁
平% 边缘不整齐% 视野中看不到或很少白细胞( 间
情期镜下几乎全是白细胞&
(E0!组织病理学检查!取小鼠子宫固定于 "%!的
福尔马林中% ’!甲酸脱钙后常规石蜡包埋% 切片%
苏木素)伊红染色% 倒置相差显微镜下观察小鼠子
宫病理学变化% 并进行组织学评分& 子宫腺肌病中
原正常子宫内膜位置的内膜称为在位内膜% 子宫内
膜侵及’ 浸润到非正常子宫内膜的位置的内膜称为
异位内膜& 异位内膜评分标准*"%+如下! 正常子宫

为 % 级( 内膜间质细胞侵润肌肉内层为 " 级( 内膜
间质与腺体侵润肌肉内层为 ( 级( 内膜间质与腺体
侵润内外肌层交界处为 + 级( 内膜腺体囊性增生且
浆膜层下出现结节为 0 级&
(E’!统计方法!子宫腺肌病 _1病理学分级评分
数据采用中位数表示% 其余数据均以 Cb.表示(
子宫腺肌病分级评分数据组间统计学差异采用
Z<O:̂3/)93//4:检验 和S3==)9U4;=.WM检验% 其余
数据组间统计学差异采用 C<3XU?3V ?<4:2\E’E% 软
件中8=.)[3WDIcaD和-O^.W)Z<32.<_B]X8:;;.:;
检验% Ig%E%’ 认为有显著性差异&
+L结果
+E"!内异康复片对组织形态学评分的影响!如图
" 所示% 与动情期和间情期的假手术组相比% $ 月
模型组同期评分显著升高 "Ig%E%"#% 提示模型
造模成功& 与动情期和间情期的 $ 月模型组相比%
各治疗组同期DS严重程度均下降% 其中内异康复
片高’ 中剂量组% 丹莪妇康煎膏组和孕三烯酮组评
分显著降低 "Ig%E%’% Ig%E%"#& DS严重程度
分级评分方式按上述实验方法中所述&

注! "表示异位的组织或腺体( 各组动情期和间情期比较%hIg%E%’%hhIg%E%"( 与 $ 月模型组动情期比较%!!Ig%E%"( 与 $ 月模型组间情

期比较%iiIg%E%"

图 KL药物影响下典型病理切片和*/严重程度分级评分统计结果 $中位数% KNN O&
P.9QKL)7?.1&<?&=2-<-9.1&<’01=.-3&3,’1->0-5,.’0&’0$40,.&3% KNN O&

&$$

(%"& 年 0 月
第 +, 卷!第 0 期

中 成 药
@U4=.:.-<3V4;48=3/?3;.=;S.V474=.

DX<4/(%"&
a8/#+,!I8#0



+E(!C?1A的9.:;.<= >/8;! <.3/);42.?@A! 免疫组
化 B?法检测结果!如图 ( 所示% C?1A2AID和
蛋白在假手术组小鼠’ $ 月模型组小鼠以及各给药
组小鼠子宫内膜均有表达% C?1A2AID和蛋白在
造模后显著升高 "Ig%E%"#% C?1A2AID和蛋白
的表达在各组动情期显著高于间情期 "Ig%E%’%
Ig%E%"#& 相比同期 $ 月模型组% 内异康复片高’

中剂量组% 丹莪妇康煎膏组和孕三烯酮组显著低于
$ 月模型组 "Ig%E%"#& 各用药组间相比% 内异
康复片高剂量组显著低于丹莪妇康煎膏组和孕三烯
酮组 "Ig%E%"#& 提示内异康复片可能通过下调
C?1A对子宫腺肌病进行干预治疗% 且其治疗效果
优于阳性对照丹莪妇康煎膏&

注! 各组动情期和间情期比较及不同组间同期比较%hIg%E%’%hhIg%E%"( 与 $ 月模型组动情期比较%!!Ig%E%"( 与 $ 月模型组

间情期比较%iiIg%E%"

图 MLJ0’=0>3;<-=和>0&<%=.40"B$检测!"#$的结果 $!R"&
P.9QMLF0=01=.-3-5!"#$;7 J0’=0>3;<-=&3,>0&<%=.40"B$ $!R"&

!!如图 + 所示% 在动情期在位和异位内膜的
C?1A表达各组在造模后均升高% 且 $ 月模型组异
位内膜显著高于在位内膜 "Ig%E%"#( 各组间比
较% 内异康复片高’ 中剂量组% 丹莪妇康煎膏组和
孕三烯酮组在位’ 异位内膜显著低于 $ 月模型组在
位’ 异位内膜 "Ig%E%"#% 且内异康复片高剂量
组显著低于丹莪妇康煎膏组和孕三烯酮组 "Ig
%E%"#& 间情期在位和异位内膜的 C?1A表达与动
情期相同&
+E+!A3:! X)B-D-+ 的免疫组化 B?法检测结果!
如图 0 ‘’ 所示% 在动情期在位和异位内膜的 A3:
和 X)B-D-+ 蛋白的表达各组在造模后均升高% 且 $
月模型组异位内膜显著高于在位内膜 "Ig%E%"#(
各组间比较% 内异康复片高’ 中剂量组% 丹莪妇康
煎膏组和孕三烯酮组在位’ 异位内膜显著低于 $ 月
模型组在位’ 异位内膜 "Ig%E%"#% 且内异康复
片高剂量组显著低于丹莪妇康煎膏组和孕三烯酮组
"Ig%E%"#& 间情期在位和异位内膜的 A3:和
X)B-D-+表达与动情期相同&
SL讨论

C?1A参与信号转导的途径主要有磷脂酰肌

醇)+ 激酶 "XU8:XU3;4VW/4=8:4;8/+)̂4=3:.% ?T+Z# 途
径和丝裂原活化蛋白激酶 "24;8J.=)37;4\3;.V X<8)
;.4= ^4=3:.% SD?Z# 途径*"%+ % 其中 SD?Z信号通
路是C?1A介导的一条重要的信号通路& A3:基因
是一类在生物进化过程中较为保守的原癌基因% 在
多种细胞生命活动中起到包括细胞的增殖’ 分化和
细胞骨架的构建等重要作用*""+ & A3:可以通过
A3:FA3Y信号通路来调节 SD?Z通路% 如相关研
究*"(+ % 芍药甘草汤通过对 A3:通路的抑制% 阻断
由雌激素受体 "1A# 介导的 SD?Z通路的信号传
导% 弱化1A效应% 抑制子宫腺肌病的发生发展&
B-D-+ 为信号转导与转录激活因子 ":4J=3/;<3=:)
VO7.<:3=V 37;4\3;8<:8Y;<3=:7<4X;48=% B-D-# 蛋白家
族的成员% 在维持胚胎干细胞的全能性及调节免疫
中发挥重要作用*"++ & 子宫腺肌病组织中癌基因
B-D-+ 高表达% 抑癌基因 Bc@B+ 低表达可能与子
宫腺肌病的发生发展密切相关*"0+ & 相关研究表
明*"’+ % A3:可以通过 SD?Z通路对 B-D-+ 起到正
向调节作用& 基于它们对子宫腺肌病的发病机制的
相关性% 本研究探索在子宫腺肌病发病过程中它们
的内在联系及内异康复片对其的干预作用&
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注! 各组在位内膜与异位比较及不同组之间比较%hhIg%E%"( 与 $月模型组在位内膜比较%!!Ig%E%"( 与 $月模型组异位内膜比较%iiIg%E%"

图 +L免疫组化检测的!"#$结果 $!R"% MNN O&
P.9Q+L)7?.1&<?&=2-<-9.1&<’01=.-3&3,=20.35<:0310-5,>:9’-3=20!"#$&T0>&90.3=09>&<-?=.1&<,03’.=7 $!R"% MNN O&

注! 各组在位内膜与异位比较及不同组之间比较%hhIg%E%"( 与 $ 月模型组在位内膜比较%!!Ig%E%"( 与 $ 月模型组异位内膜比较%
iiIg%E%"

图 SL典型病理切片和药物对$&’平均积分光密度的影响 $!R"% MNN O&
P.9QSL)7?.1&<?&=2-<-9.1&<’01=.-3&3,=20.35<:0310-5,>:9’-3=20$&’&T0>&90.3=09>&<-?=.1&<,03’.=7 $!R"% MNN O&
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注! 各组在位内膜与异位比较及不同组之间比较%hIg%E%’%hhIg%E%"( 与$ 月模型组在位内膜比较%!!Ig%E%"( 与$ 月模型组异位内膜

比较%iiIg%E%"

图 UL典型病理切片药物对?%()*)+平均积分光密度的影响 $!R"% MNN O&
P.9QUL)7?.1&<?&=2-<-9.1&<’01=.-3&3,=20.35<:0310-5,>:9’-3=20?%()*)+ &T0>&90.3=09>&<-?=.1&<,03’.=7 $! R"%

MNN O&

内异康复片的前期研究显示% 内异康复栓
"与内异康复片组成相似% 为直肠栓剂# 可能通过
升高子宫内膜异位症 "1S-# 大鼠异位内膜细胞
色素 @ "7W;87U<82.@% @W;@# 的水平并降低生存
素 "BO<\4\4=# 的表达% 达到诱导异位内膜细胞凋
亡的目的*"$+ ( 亦可能通过调控异位内膜细胞内雌’
孕激素受体 1A’ ?A的合成而起到治疗 1S-的作
用*"&+ & 随后研究发现内异康复片可抑制在位内膜
组织血管的生成% 抑制异位病灶*"*+ & 徐晓娟等研
究证实内异康复片可降低 1S-大鼠异位内膜细胞
分泌的DAc "芳香化酶#’ @cP)( "环氧化物水解
酶#’ 1( "雌二醇# 的水平*",+ & 本实验的近期实
验发现内异康复片可能通过降低雌激素效应相关因
子?0’% "香化酶细胞色素 ?0’%#’ @cP)(’ ?C1(
"前列腺素1(# 在DS在位和异位内膜的表达% 阻
断 @cP)()?C1()?0’%3<82这条雌激素生成的正反
馈通路*(%+ % 同时% 内异康复片还能够通过下调在
位及异位内膜雌激素代谢相关酶 "&")_B]T""&")
羟类固醇脱氢酶##’ "&")_B]$ ""&")羟类固醇

脱氢酶$# *("+ 以及子宫局部雌激素受体 1A%’
1A"’ C?1A的表达*((+ % 抑制局部雌激素的活性%
从而改善异常的雌激素效应% 最终达到治疗DS的
目的& 本研究以雌激素效应为靶点% 从不同时间和
空间的变化来探讨内异康复片对DS的作用机理&

本实验中% 通过内异康复片的治疗可以一致性
下调C?1A’ A3:和 B-D-+ 的蛋白或2AID表达水
平% 可能通过抑制 C?1A蛋白和 2AID表达% 从
而抑制A3:蛋白表达% 进而抑制 B-D-+ 的蛋白表
达% 即可能通过抑制信号通路 C?1A)A3:)B-D-+ 的
传导来阻止子宫腺肌病的发生和发展&

综上所述% 本研究利用异体垂体移植诱导的小
鼠模型很好的模拟了人体体内子宫腺肌病的发病过
程% 由9.:;.<= >/8;’ <.3/);42.?@A’ 免疫组化的结
果可知% 内异康复片可抑制A3:)B-D-+ 信号通路的
活性% 弱化雌激素的生成% 从而起到治疗子宫腺肌
病的目的% 内异康复片对治疗本病具有独特的优势
和较好的临床应用前景& C?1A)A3:)B-D-+ 通路可
能是其作用靶点% 本课题可能为临床药物研究提供

%&$

(%"& 年 0 月
第 +, 卷!第 0 期

中 成 药
@U4=.:.-<3V4;48=3/?3;.=;S.V474=.

DX<4/(%"&
a8/#+,!I8#0



实验依据&
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