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摘要： 目的　 研究交泰丸对高脂饮食诱导的肥胖小鼠大脑皮质血脑屏障的影响。 方法　 将小鼠随机分为正常组 （１５
只） 和造模组 （４５ 只）， 高脂饮食喂养 ８ 周进行造模， 以造模组体质量平均值高出正常组体质量的 ２０％ ， 视为小鼠肥

胖模型建立成功。 将造模成功的小鼠随机分为模型组、 交泰丸组和阳性药组 （二甲双胍）， 每组 １５ 只。 给药 ４ 周后检

测体质量及空腹血糖 （ＦＢＧ） 水平， 免疫荧光检测大脑皮质中紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、 ＺＯ⁃１ 以及血管外渗 ＩｇＧ 的表

达； 分离大脑皮质血管后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表达。 结果　 与正常组比较， 模型组小鼠体质量

和 ＦＢＧ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 大脑皮质血脑屏障紧密连接受损， Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、 ＺＯ⁃１ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血管外渗 ＩｇＧ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 二甲双胍组和交泰丸组小鼠体质量

和 ＦＢＧ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 大脑皮质血脑屏障紧密连接形态改善， 且 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 和 ＺＯ⁃１ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血管

外渗 ＩｇＧ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 交泰丸能够改善高脂饮食诱导肥胖小

鼠大脑皮质中紧密连接结构和血脑屏障功能， 其机制与抑制 ＲｈｏＡ ／ ＲＯＣＫ２ 信号通路有关。
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　 　 进食高脂饮食会导致肥胖症及高血糖、 高血脂、 胰岛

素抵抗等相关代谢性疾病的发生［１］ 。 高血糖会破坏血脑屏

障 （ｂｌｏｏｄ ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ， ＢＢＢ） ［２］ ， 而修复损伤的 ＢＢＢ 对于

保护神经元有积极作用， 可确保大脑发挥调节代谢的功

能［３］ 。 ＢＢＢ 由 脑 微 血 管 内 皮 细 胞 （ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＢＭＥＣｓ） 及其间紧密连接 （ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ，
ＴＪｓ）、 基底膜、 星形胶质细胞终足和周细胞组成［４］ ， 其通

过调节血液和大脑之间的离子、 分子和细胞的运动， 阻隔

血液中有害物质进入脑实质， 从而维持脑内环境稳定［５⁃７］ 。
生理条件下， ＴＪｓ 蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎｓ 通过多个闭锁小带蛋白

（ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ， ＺＯｓ） 固定在肌动蛋白细胞骨架上， 它

们之间的动态相互作用对维持 ＢＢＢ 的完整性至关重要［８］ 。
《素问·奇病论》提出过食肥甘、 中满内热是消渴病发生的

核心病机， 过量进食高脂饮食导致肠道湿热应属于糖尿病

前期。 交泰丸由黄连、 肉桂组成， 其 “清心泻火、 交通心

肾” 之功与消渴病心火炽盛、 心肾失调的病机十分吻

合［９］ 。 Ｒｈｏ ＧＴＰ 酶属于 Ｒａｓ 超家族， 其激活下游 ＲＯＣＫ 后

通过级联反应改变了 ＴＪｓ 的结构， 影响了血管通透性等多

种生理功能， 这与糖尿病的众多并发症有关［１０］ 。 因此， 本

研究以高脂饮食诱导建立肥胖小鼠模型， 探究交泰丸对肥

胖小鼠血脑屏障损伤的改善作用及作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 药物 　 黄连、 肉桂颗粒剂 （黄连产地四川， 批号为

２１０１０８５１， 每 １ ｇ 相当于生药量 ６ ｇ； 肉桂产地广西， 批号

为 ２１０１５４２３， 每 １ ｇ 相当于生药量 ６ ｇ）， 购自江阴天江药

业有限公司， 黄连、 肉桂颗粒以 １０ ∶ １ 比例溶于蒸馏水中，
制得交泰丸溶液， 置于 ４ ℃冰箱保存备用。 盐酸二甲双胍

片 （规格 ０􀆰 ５ ｇ， 批号 ＡＢＸ１８４９）， 购自中美上海施贵宝制

药有限公司。
１􀆰 ２　 试剂　 ＲｈｏＡ 单克隆抗体、 辣根过氧化酶标记的 ＩｇＧ
抗体、 ＰｒｏＬｏｎｇ 􀅺 Ｇｏｌｄ Ａｎｔｉｆａｄｅ Ｒｅａｇｅｎｔ （货号 ２１１７、 ７０７４、
９０７１Ｓ）， 均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 重组

Ａｎｔｉ⁃ＲＯＣＫ２ 抗体 （货号 ａｂ１２５０２５）， 购自英国 Ａｂｃａｍ 公

司； ＺＯ⁃１、 Ｃｌａｕｄｉｎ ５ 单克隆抗体 （货号 ６１７３００、 ３５２５８８），
均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＣＤ３１ 单克隆抗体

（货号 ５５３３７０）， 购自美国 ＢＤ 公司； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、
蛋白上样缓冲液 （５×）、 彩色预染蛋白分子量标准 （６􀆰 ５ ～
２７０ ｋＤａ）、 ＦＩＴＣ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体、 Ｃｙ３ 标记山羊抗
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大鼠 ＩｇＧ 抗体、 ＦＩＴＣ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体、 超敏 ＥＣＬ
化学发光试剂盒、 免疫染色封闭液、 免疫染色一抗稀释液、
免疫染色二抗稀释液 （货号 Ｐ００１０Ｓ、 Ｐ００１５Ｌ、 Ｐ００７２、
Ａ０５６２、 Ａ０５６７、 Ａ０５６８、 Ｐ００１８、 Ｐ０１０２、 Ｐ０１０３、 Ｐ０１０８），
均购自上海碧云天生物技术有限公司； ＤＥＸＴＲＡＮ７０ 右旋

糖苷 （货号 ３１３９０）， 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； ＲＩＰＡ
裂解液 （货号 ＷＢ０１０２）， 购自上海威奥生物科技有限

公司。
１􀆰 ３　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， ５ 周龄， 体

质量 ２１～２５ ｇ， 由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供，
实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１７⁃０００５， 质量合格证

号 ２０１７０００５０４８３９０。 小鼠饲养于上海中医药大学动物实验

中心 ＳＰＦ 级实验室， 自由摄食与饮水。 动物实验经上海中

医药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理 号

ＰＺＳＨＵＴＣＭ２１０３１２０１４）。
１􀆰 ４　 仪器 　 ＳＰＥＣＴＲＡ ＭＡＸ１９０ 型酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＡＩ６００ 型超灵敏多功能成像仪 （美国 ＧＥ 公

司）； 冰冻切片机 （德国 Ｍｉｃｒｏｍ 公司）； 激光共聚焦显微

镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）
２　 方法

２􀆰 １　 小鼠肥胖模型建立 　 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠适应性喂养 ３ 周

后， 随机分为正常组 （１５ 只） 和造模组 （４５ 只）， 正常组

以常规鼠饲料喂养， 造模组以高脂饲料 （主要成分配比蛋

白质 ２０􀆰 ０％ ， 碳水化合物 １９􀆰 １％ ， 脂肪 ５９􀆰 ９％ ， 维生素

１％ ） 喂养， 自由进食水， ８ 周后， 称定小鼠体质量， 以造

模组小鼠体质量高于正常组平均体质量的 ２０％ ， 视为小鼠

肥胖模型建立成功。
２􀆰 ２　 分组与给药 　 将造模成功的小鼠随机分为模型组、
二甲双胍组和交泰丸组， 每组 １５ 只。 根据 《韩氏医通》
记载及前期研究结果， 交泰丸组灌胃给予 ８􀆰 ３６ ｇ ／ ｋｇ 交泰

丸溶液； 二甲双胍组灌胃给予 ２５０ ｍｇ ／ ｋｇ 盐酸二甲双胍片

溶液； 正常组和模型组灌胃给予生理盐水， 每天 １ 次， 连

续 ４ 周， 给药期间各组继续给予常规鼠饲料或高脂饲料

饲养。
２􀆰 ３　 样本采集　 给药 ４ 周后， 小鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 称

重后尾静脉取血， 检测空腹血糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ，
ＦＢＧ）。 小鼠麻醉后， 其中 ５ 只经左心室灌流磷酸缓冲液

（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）， 取脑， 于液氮速冻后移

至－８０ ℃冰箱保存； ４ 只经左心室灌流 ＰＢＳ 和 ４％ 多聚甲

醛， 取脑组织， 于 ４％ 多聚甲醛固定液中固定， 于 ４ ℃冰

箱保存； 另外 ６ 只小鼠取大脑用于电镜观察 （另发文）。
２􀆰 ４　 血管分离　 取于－８０ ℃冰箱中保存的小鼠脑组织， 转

移至冰上解冻， 在含 ２％ 胎牛血清 （ＦＢＳ） 的冷 ＰＢＳ 中去除

脑膜， 分离脑皮质并将其切碎， 用含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 和玻璃

均质器均质， 加入 １６％ 右旋糖酐， 混匀， ６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 收集沉底的微血管颗粒， 并依次通过 １００、 ４０ μｍ
细胞过滤器过滤， 在 ＰＢＳ 中收集 ４０ μｍ 细胞过滤器上残留

的毛细血管， 用于后续 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。

２􀆰 ５　 免疫荧光染色观察脑皮质 ＴＪｓ 蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、 ＺＯ⁃１ 以

及血管外渗 ＩｇＧ 表达 　 取固定于 ４％ 多聚甲醛的小鼠脑组

织， ３０％ 蔗糖脱水， 冷冻包埋剂包埋， ３０ μｍ 连续冰冻切

片， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 免疫染色封闭液室温封闭 １ ｈ， 加一抗

（１ ∶ ２５０， 免疫染色一抗稀释液稀释） ４ ℃摇床孵育过夜，
ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加二抗 （１ ∶ ５００， 免疫染色二抗稀释液稀

释） 室温避光摇床孵育 ２ ｈ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 滴上防淬灭封

片剂后封片。 激光共聚焦显微镜下观察并拍照， 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析荧光强度。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测脑皮质分离血管 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋

白表达　 取 “２􀆰 ４” 项下所得血管， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液， 冰

浴超声提取总蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 采用 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离等量蛋白样本， 随后转移至 ＰＶＤＦ 膜

上， 用含 ５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封闭 １ ｈ， 加入一抗 （１ ∶
１ ０００） ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 清洗后， 加入二抗 （ １ ∶
３ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 滴加 ＥＣＬ 化学发光试剂， 成像仪成

像后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参计

算目的蛋白相对表达。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 高脂饮食诱导的肥胖小鼠模型评价　 如表 １ 所示， 高

脂饮食喂养 ８ 周后， 与正常组比较， 造模组小鼠体质量、
ＦＢＧ 水平升高均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且体质量高于正常组的

２０％ ， 表明小鼠肥胖模型建立成功。
表 １　 造模后小鼠体质量、 ＦＢＧ 水平比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 体质量 ／ ｇ ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 １５ ３１􀆰 ７９±０􀆰 ６３ ４􀆰 ７９±０􀆰 ０９

造模组 ４５ ４５􀆰 ５５±１􀆰 ７４＃＃ ８􀆰 １１±０􀆰 ３３＃＃

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 交泰丸对肥胖小鼠体质量和 ＦＢＧ 水平的影响　 如表 ２
所示， 与正常组比较， 模型组小鼠体质量、 ＦＢＧ 水平均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组和交泰丸组小

鼠体质量、 ＦＢＧ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ２　 各组小鼠体质量、 ＦＢＧ 比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

组别 体质量 ／ ｇ ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 ３１􀆰 ７９±０􀆰 ６３ ４􀆰 ７９±０􀆰 ０９
模型组 ４５􀆰 ５５±１􀆰 ７４＃＃ ８􀆰 １１±０􀆰 ３３＃＃

二甲双胍组 ４０􀆰 ８３±１􀆰 ８０∗ ４􀆰 ４１±０􀆰 ２７∗

交泰丸组 ４３􀆰 １６±１􀆰 ７３∗ ６􀆰 ９１±０􀆰 ４５∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 交泰丸对肥胖小鼠脑皮质 ＢＢＢ 紧密连接的影响 　 如

图 １、 表 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠脑皮质 ＴＪｓ 蛋

白 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 与 ＺＯ⁃１ 荧光分布中断、 血管样结构明显消失，
荧光强度减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组与

交泰丸组小鼠脑皮质 ＴＪｓ 蛋白荧光恢复血管样排列，
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 与 ＺＯ⁃１ 荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 １　 各组小鼠脑皮质 ＴＪｓ 蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、 ＺＯ⁃１免疫荧光染色

表 ３　 各组小鼠 ＴＪｓ 蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、 ＺＯ⁃１ 荧光强度比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）
组别 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ 荧光强度 ＺＯ⁃１ 荧光强度

正常组 ６６􀆰 ４９±４􀆰 １５ ５３􀆰 ８４±２􀆰 ５３
模型组 １３􀆰 １６±１􀆰 ３２＃＃ ８􀆰 ３１±１􀆰 ４４＃＃

二甲双胍组 ２８􀆰 ４６±１􀆰 ６４∗ ２１􀆰 １４±２􀆰 ４５∗

交泰丸组 ２７􀆰 ３２±３􀆰 ４８∗ ２４􀆰 ３４±３􀆰 ３７∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 交泰丸对肥胖小鼠脑皮质 ＢＢＢ 通透性的影响 　 如图

２、 表 ４ 所示， 正常组小鼠脑皮质镜下血管周围未见明显

ＩｇＧ 荧光表达。 与正常组比较， 模型组小鼠脑皮质血管周围

ＩｇＧ 荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组

与交泰丸组小鼠脑皮质血管周围 ＩｇＧ 荧光强度减弱 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 交泰丸对肥胖小鼠脑皮质血管 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表

达的影响　 如图 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠脑皮

　 　 　 　

注： 红色为 ＣＤ３１ 阳性， 绿色为 ＩｇＧ 阳性。

图 ２　 各组小鼠脑皮质血管外渗 ＩｇＧ 免疫荧光染色 （×２０）

表 ４　 各组小鼠脑皮质血管外渗 ＩｇＧ 免疫荧光强度比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别 ＩｇＧ 荧光强度

正常组 ２􀆰 ２８±０􀆰 １２
模型组 ２７􀆰 ８２±２􀆰 ４８＃＃

二甲双胍组 ５􀆰 ４６±０􀆰 ２３∗∗

交泰丸组 ９􀆰 １５±０􀆰 ６１∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

质血管 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 二甲双胍组与交泰丸组小鼠脑皮质血管 ＲｈｏＡ、
ＲＯＣＫ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

好食肥甘厚腻的不良饮食习惯被认为是肥胖和 ２ 型糖

尿病的触发因素［１１］ 。 目前， 常以高脂饲料喂养 Ｃ５７ＢＬ６ 小

鼠制备肥胖、 糖尿病前期代谢综合征动物模型［１２⁃１３］ 。 与之

前研究一致， 本研究中模型组小鼠体质量、 ＦＢＧ 水平较正

常组升高， 提示代谢受损。
ＢＢＢ 结构与功能的完整性是脑内环境稳态的重要保障。

ＢＭＥＣｓ 通过 ＴＪｓ 蛋白所构成的 ＴＪｓ 结构相互联系， 这是构成

ＢＢＢ 的基础［１４］ ， ＴＪｓ 蛋白的丢失可导致进行性神经变

性［１５］ 。 高脂饮食所诱导的高血糖与 ＢＢＢ 系统损伤密切相

关［１６］ 。 本研究通过免疫荧光染色观察高脂饮食诱导肥胖小

鼠脑皮质 ＢＢＢ 系统的 ２ 种主要 ＴＪｓ 蛋白 ＺＯ⁃１、 ｃｌａｕｄｉｎ⁃５，
发现模型组小鼠脑皮质 ＴＪｓ 蛋白荧光分布中断、 血管样结

构明显消失且荧光强度减弱， 证实高脂饮食对 ＴＪｓ 结构造

成破坏。 当 ＢＢＢ 的 ＴＪｓ 蛋白损伤时， 血浆中的小分子会率

先渗漏到脑实质中， 导致 ＢＢＢ 结构进一步的破坏和更大分

子的渗漏， 最终使得脑部功能紊乱［１７］ 。 本研究免疫荧光共

染结果显示， 模型组小鼠脑皮质血管周围出现了正常组小

鼠中未见的 ＩｇＧ 荧光表达， 提示 ＢＢＢ 屏障功能受损， 也从

侧面反映 ＢＢＢ 结构损伤。
ＲｈｏＡ 是 Ｒｈｏ ＧＴＰ 酶中最主要的成员之一， ＲＯＣＫ 是目

前研究最多的 Ｒｈｏ 下游分子， 并且脑中以 ＲＯＣＫ２ 亚型高表

达。 激活的 Ｒｈｏ 与下游 ＲＯＣＫ 结合后会使肌球蛋白轻链激

酶活化， 上调肌球蛋白轻链的磷酸化水平， 在诱导细胞骨

架重组和应力纤维形成的同时还可以磷酸化 ＴＪｓ 蛋白［１８⁃１９］ 。
０６０２
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠脑皮质血管 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

这使得 ＴＪｓ 蛋白的空间分布发生变化， 血脑屏障通透性增

加［２０］ 。 本研究发现， 与正常组比较， 模型组小鼠脑皮质血

管中 ＲｈｏＡ、 ＲＯＣＫ２ 蛋白表达升高， 提示 Ｒｈｏ ／ ＲＯＣＫ 信号

通路被活化。
交泰丸由黄连、 肉桂组成， 黄连为苦寒药， 主入心、

大肠经， 多用于清热泻火； 肉桂性味甘辛大热， 主入肾经，
引药下行， 以温补肾阳之不足， 两药配伍达到 “交通心肾”
的功效， 其用药理论与消渴病心火炽盛、 心肾失调的病机

吻合。 本研究结果显示， 经交泰丸干预后， 肥胖小鼠体质

量与 ＦＢＧ 水平均降低。 黄连与肉桂中的多种成分均已经被

证明能改善 ＢＢＢ 损伤， 并且与 Ｒｈｏ ／ ＲＯＣＫ 信号通路的抑制

有关［２１］ 。 本研究结果显示， 经交泰丸干预后， 肥胖小鼠受

损的 ＴＪｓ 蛋白恢复血管样排列且荧光强度增强， 同时血管

外渗 ＩｇＧ 表达降低， 伴随着脑皮质血管 ＲｈｏＡ 与 ＲＯＣＫ２ 蛋

白表达降低， 提示交泰丸能逆转高脂饮食带来的 ＢＢＢ 结构

与功能损伤， 并抑制 Ｒｈｏ ／ ＲＯＣＫ 信号通路。
综上所述， 本研究证实了交泰丸可以改善高脂饮食导

致的肥胖小鼠代谢损伤与 ＢＢＢ 结构功能破坏， 其作用机制

可能与抑制 Ｒｈｏ ／ ＲＯＣＫ 信号通路有关。
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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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