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三七有效部位对全周期外源性雌激素干预大鼠子宫

内膜
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'
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表达的影响

刘东平#

!
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$徐海燕#
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$李$琳#

$贺巍巍#

$颜小俊#

$肖瑞飞#

$王若光#

摘要$目的$探讨三七皂苷"三七黄酮"三七氨酸及其混合物对全周期持续外源性雌激素干预下的未成

年大鼠子宫内膜组织因子 #

),

$"组织因子途径抑制物
!

#

),:(

#

!

$表达的影响% 方法$将
#8"

只雌性未成

年大鼠随机分成空白组#

<"

只$和模型组#

#!"

只$!空白组给予生理盐水灌胃
%

周!模型组给予戊酸雌二醇

悬液灌胃
%

周% 在全周期#

%

周$干预后!将无性周期大鼠随机分成
8

组!即模型组"连续雌激素组"三七皂苷

组"三七黄酮组"三七氨酸组"三七有效部位混合组% 并分别给予生理盐水"雌激素"三七皂苷"三七黄酮"三

七氨酸"三七有效部位混合物!连续灌胃
!

周%

!

周后检测子宫内膜中
),

"

),:(

#

!

及
),

"

),:(

#

! ?H7I

表

达的水平% 结果$与空白组比较!模型组
),

"

), ?H7I

阳性表达增高!

),:(

#

!

"

),:(

#

! ?H7I

阳性表达降

低!差异有统计学意义#

: J"
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!
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周末!与模型组比较!雌激素组的
),

"

), ?H7I

表达增

高!

),:(

#

!

"

),:(

#

! ?H7I

表达降低!差异有统计学意义#

: J"

!

"#

$&与模型组和雌激素组比较!三七皂苷

组"三七黄酮组"三七氨酸组"三七混合组
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"

), ?H7I

阳性表达均降低!

),:(

#

!

"
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! ?H7I

阳性表达

均增高!差异有统计学意义#
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!
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$&与三七皂苷组比较!三七混合组
),:(

#

!

"

),:(

#

! ?H7I

阳

性表达增高!差异有统计学意义#

: J"

!

"9

$&与三七黄酮组比较!三七皂苷组"三七混合组
),

"

), ?H7I

表

达降低&三七混合组
),:(

#

!

阳性表达增高!差异亦有统计学意义#

: J"

!
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$% 结论$三七有效部

位可降低全周期持续外源性雌激素干预大鼠子宫内膜
),

表达!升高
),:(

#

!

表达!其可能机制是通过抑制

),

!阻断凝血系统激活!减少炎症反应!而达到活血止血的目的&同时!可能加强子宫内膜细胞外基质!维持

子宫内膜稳定性!而减少内膜崩解出血!有利于内膜修复"重塑作用%

关键词$三七皂苷&三七黄酮&三七氨酸&组织因子&组织因子途径抑制物
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$$功能失调性子宫出血 $

A2MK0ODL@4O15 0L-/@O-

.5--A@OQ

!

EU[

%!简称(功血)!是妇科常见病'多发

病* 其中分为排卵性和无排卵性两类!其中无排卵性

功血约占
$"_ `="_

+

#

,

* 无排卵性功血是单一雌激

素刺激导致子宫内膜增生!血管'腺体'间质发育不同

步!子宫内膜末梢循环瘀滞!导致内膜易崩解出血!血

液不循常道!溢于脉外!常称为(离经之血)'(羦血)'

(瘀血)* 目前有关无排卵性功血出血'止血'修复的

分子机制尚不清楚* 无排卵性功血是在激素调节下!

子宫内膜局部细胞因子发生改变的结果+

!

,

* 许多研

究表明!体内存在一个炎症-凝血网络+

%

!

<

,

!月经是一

种炎症反应!在无排卵性功血中凝血因子的表达如何!

目前国内文献尚未见报道* 由于无排卵性功血大鼠模

型与单一大量雌激素刺激的未成年大鼠子宫内膜持续

增生相一致! 笔者采用中医历代沿用有效的方药!(止

血圣药)三七!主要从纤溶'凝血因子'细胞外基质等

方面研究全周期外源性雌激素作用下未成年雌性大鼠

模型的子宫内膜凝血因子'细胞因子的调控变化!观察

三七皂苷'三七黄酮'三七氨酸及其混合物对子宫内膜

稳定性及止血修复机制!分析无排卵性功血的子宫内

膜炎症反应'止血修复机制及传统止血圣药三七的有

效成分$三七皂苷'三七黄酮'三七氨酸%在止血修复

机制之间的相互作用*

材料与方法

#

$动物$健康雌性
ZE

大鼠
#8"

只!

Z:,

级!鼠

龄
<

周左右!体重$

$"

%

#"

%

Q

!由中国湖南斯莱克景达

实验动物中心提供 +合格证号#

Z&V^

$湘%

!""a

"

"""<

,* 饲养于室温$

!9

%

!

%&!

#! R

明暗交替!相对

湿度$

9"

%

#9

%

_

环境下* 正常摄食饮水* 动物实验

过程均遵守赫尔辛基宣言以及湖南中医药大学关于动

物实验的相关规定*

!

$药物$戊酸雌二醇$

# ?QG

片!拜耳医药保健

有限公司广州分公司分包装!批号#

'!""=""%8

%* 三

七皂苷 $

Zb##"##a

!含量
="

!

#!_

% 及三七黄酮

$

Z,##"%"$

!含量
<"

!

!8_

%由陕西森弗生物技术有

限公司提供* 三七氨酸$含量
=a

!

aa_

%由湖南中医

药大学药学院提供*
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$试剂及仪器$组织因子途径抑制物$

),:(

#

!

%

一抗 $购于北京博奥森生物技术有限公司!批号#

[I!%<<

%'组织因子$

),

%一抗$购于北京博奥森生物

技术有限公司!批号#

.M

#

#a#=H

%* 二抗
:3

#

a"""

购

自北京中杉金桥生物技术有限公司* 免疫组化染色试

剂盒'

E>:&

'

EI[

显色试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司*

)@MM0- K1DL4/

原位杂交检测试剂盒

$编号#

+^%"!%

%'

),:(

#

!

原位杂交检测试剂盒$编

号#

+^!8$a

#

/

%购自武汉博士德生物工程有限公司*

其他化学试剂耗材均由湖南省长沙市丽欣医药公司化

学试剂批发站提供*

';%""!

型电子天平$上海天平

仪器厂%'

IF =!"

切片机$美国生物仪器公司%'

):

#

[

摊片机$天津市久圣医疗仪器公司%'

E7:

#

a#8!

电热

恒温培养箱$上海精宏实验设备有限公司%'

+4L@D

显

微摄像系统图像分析仪$麦克奥迪实业集团公司%*

<

$动物分组'模型制备'干预方法$采用随机数

字表法!将
#8"

只雌性未成年大鼠按
#

'

%

比例随机分

成空白组$

<"

只%和模型组$

#!"

只%!空白组给予生

理盐水灌胃
%

周!模型组给予同体积的外源性雌激素

悬液$戊酸雌二醇
"

!

#8$ ?QG?T

%灌胃
!

周后!连续

镜检观察模型组大鼠阴道脱落上皮细胞涂片'巴氏染

色
#

周!剔除角化率呈周期性变化大鼠* 每组每周末

处死
=

只大鼠* 在全周期$

%

周%持续外源性雌激素干

预后!对无性周期大鼠!随机分成
8

组!即模型组'雌激

素组'三七皂苷组'三七黄酮组'三七氨酸组'三七部位

混合组$简称三七混合组%!每组
#8

只* 从第
<

周开

始空白组和模型组给予生理盐水灌胃
!

周!雌激素组

给予同体积的外源性雌激素$

"

!

#8$ ?QG?T

%!三七皂

苷组'三七黄酮组'三七氨酸组'三七混合组给予相应

的三七皂苷$

#"

!

<!# ?QG?T

%'三七黄酮$

"

!

<#< ?QG

?T

%'三七氨酸$

"

!
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%'三七有效部位混合

$
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!

8$ ?QG?T

%!每组每周末处死
=

只大鼠*

9

$检测指标及方法

9

!

#

$免疫组化检测子宫内膜中
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'
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#

!

蛋白

表达$石蜡切片厚度
9 !?

!裱于用
I:>Z

处理过的

载玻片上!置
<9

&温箱烤片
!< R

* 切片常规脱蜡!

%_W

!

F

!

室温处理
#" ?@O

!蒸馏水洗涤
9 ?@O

(

!

次&

热修复抗原
= ?@O

!

:[Z

洗
9 ?@O

(

%

次&滴加封闭用

正常山羊血清工作液!孵育
#" ?@O

!倾去!勿洗&滴加

适当比例稀释的兔抗大鼠一抗$比例为
#

'

!""

%!置湿

盒内
%$

&孵育
! R

!

:[Z

洗涤
% ?@O

(

%

次&滴加生

物素化山羊抗兔二抗工作液!

%$

&孵育
!" ?@O

!

:[Z

洗涤
% ?@O

(
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次&滴加辣根酶标记链霉卵白素工作

液!

%$

&孵育
!" ?@O

&

:[Z

洗涤
% ?@O
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次&

EI[

显色!自来水冲洗&苏木素复染核!酒精脱水!二甲苯透

明!中性树胶封片!光镜下观察* 使用图像分析软件
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#

B/4 B50M 8

!

"

!取累积光密度做统计分析*
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!

!

$原位杂交技术检测子宫内膜中
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表达$各组织器官
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多聚甲醛 $内含
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!标本取出后!经梯度酒

精脱水!二甲苯透明!石蜡包埋并切片$厚度
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用
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水处理!采用多聚赖氨酸处理!
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&恒温箱烤片
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* 切片经常规脱蜡至水!
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室温处理
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次&湿盒准备一干的杂交盒底
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甘油
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以保持湿度* 每张切片滴加
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预杂交液* 置恒温箱
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&
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* 吸取多余液

体!不洗&每张切片滴加
!" !T

杂交液!用杂交专用盖

玻片盖在切片上* 恒温箱
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&过夜&揭掉盖玻片!
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&水温
ZZ&

洗涤!甩去多余液体!不洗&滴加生物素化

鼠抗地高辛#
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洗涤
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洗涤
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次&滴加生

物素化过氧化物酶#

%$

&

%" ?@O

!

:[Z

洗涤
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显色
9 ?@O

!自来水冲洗&苏木素复染核!

梯度酒精脱水!二甲苯透明!中性树胶封片!光镜下观

察* 使用图像分析软件
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!
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!取累积

光密度做统计分析*
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$统计学方法$应用
Z:ZZ #$

!

"

统计软件进行

处理!计量资料以
P

%

M

表示!多组之间比较采用单因素

方差分析!两两比较采用
TZE

检验!方差不齐时采用非

参数秩和检验!先用
^/0M\15

#

*155@M W

检验比较总差

异!再用
+1OO

#

*R@LO-2 U

进行组间比较* 计数资料

采用秩和检验*
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!

"9

为差异有统计学意义*

结$$果
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$两组大鼠
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周子宫内膜组织
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'

),:(

#
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蛋白表达的比较$表
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主要表达于大鼠子宫内

膜基质细胞胞浆和部分胞核!血管内皮细胞胞浆!上皮

细胞胞浆表达少*
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主要表达于大鼠子宫内膜

上皮细胞胞浆!腺上皮细胞胞浆'基质细胞胞浆及部分

血管内皮细胞胞浆* 与空白组同期比较!模型组
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阳性表达增高!
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!

阳性表达降低!差异有统计学

意义$
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$各组大鼠
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周子宫内膜组织
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白表达的比较$表
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周末!与空白组比较!模型

组
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阳性表达增高!
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表达降低!差异有统计学
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阳性表达均增高!
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表达降低!差异有统计学意义$
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$两组大鼠
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周子宫内膜组织
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表达比较$表
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周末!与空白组比较!
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%&与模型

组比较!雌激素组的
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表达增高!
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降低&三七皂苷组'三七黄酮组'三七氨酸组'

三七混合组
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$

: J"

!

"9

%*

讨$$论

),

和
),:(

为凝血因子!
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!使许多凝血现象得到了合理的解
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,
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),:(

的发现!使人们对
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在启动血液

凝固中的作用受到重视*
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主要表达在大鼠

子宫内膜的基质细胞胞浆!腺上皮胞核和胞浆!内膜上

皮细胞胞浆少量表达*
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本研究通过外源性雌激素刺激未成年大鼠!观察

子宫局部
), ?H7I

及蛋白表达情况!发现模型组子

宫内膜中
), ?H7I

表达明显高于空白组!雌激素组

), ?H7I

表达明显高于模型组* 由此推测!在全周

期大量雌激素刺激下!大鼠子宫内膜发生启动凝血-

炎症网络!内膜炎症侵润!循环障碍!血栓瘀滞!易诱发

出血!

),

可能参与了子宫出血的发生* 提示通过抑制

),

表达!从而减少炎症反应!并间接降低前列腺素的

合成和释放!提高溶酶体酶稳定性* 而第
9

周结果显

示!三七皂苷组'三七黄酮'三七氨酸'三七混合组
),

'

), ?H7I

表达较模型组和雌激素组降低&三七皂苷

组'三七混合组
),

'

), ?H7I

表达较黄酮组降低&说

明三七有效部位!三七皂苷'三七氨酸!三七黄酮可能

通过下调
), ?H7I

及蛋白质表达水平!阻断炎症凝

血网络!而产生止血'抗炎的作用* 因此!通过降低
),

分泌!抑制炎症-凝血网络进一步发展!纤溶增高!恢

复凝血与抗凝血之间的动态平衡!是三七有效部位防

治子宫出血的疗效途径之一!其相关机制仍需进一步

研究* 这可能是三七有效部位相互协调作用防治无排

卵性子宫出血的疗效途径之一*

),:(

是
),

的生理性抑制物!是一类含
^0O@Lc

型

丝氨酸蛋白酶抑制物家族蛋白+

a

,

* 在无排卵性功血

中!以大量雌激素刺激下!子宫内膜细胞外基质的稳定

性差!易发生出血* 由于
),:(

#

!

参与主动凝血!又参

与细胞外基质的!说明
),:(

#

!

主要参与了抑制细胞外

基质$

>&+

%的降解和重塑!对凝血作用弱* 本研究

中!三七氨酸与三七有效部位混合物能增高由雌激素

刺激引起的
),:(

#

!

蛋白及
),:(

#

! ?H7I

表达水平*

这说明三七有效部位的止血修复机制之一!是通过增

加
),:(

#

!

!加强内膜
>&+

而实现的!减少止血!有利

于内膜修复!达到重塑目的* 提示可能对维持血管壁

的完整性及调节内膜不至于发生异常出血有作用* 一

方面防止血管基底膜的降解!减少血管通透性!维持血

管完整性!同时可阻止炎性细胞的浸润!避免发生异常

出血&另一方面防止子宫内膜基质水解导致内膜剥脱!

有利于子宫内膜的修复*
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