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信号通路相关因子的影响
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摘要#目的#观察活血消异方对子宫内膜异位症#
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$盆腔粘连大鼠
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信号通路相关因子的影响% 方法#将造模大鼠自体子宫内膜移植于肠系膜上建立
8,@

盆腔粘连大鼠模型"随

机分为模型组#简称
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N
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*FG

"

!

#

&

*FG

"

!

&

&

H9:I&

&

H9:I5

蛋白和
9<4M
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可导致大鼠严重&广泛的盆腔粘连'活血消异方能过调控
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信号传导通路相关因子的表达"改善
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盆腔粘连程度"且中药干预越早"改善盆腔粘连程度疗效越显著%
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##子宫内膜异位症$

/.I19/JK;1@;@

"

8,@

%的主要

病理过程即盆腔炎症及纤维化'

#

(

"常在盆腔壁层腹膜

以及子宫)卵巢)输卵管)直肠等脏层腹膜发生盆腔粘

连*

8,@

盆腔粘连不仅可造成痛经)慢性盆腔痛)不

孕)宫外孕等并发症"也与
8,@

复发相关* 笔者结合

腹膜间皮细胞在粘连形成中的重要作用以及国内外围

绕
*FG

"
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信号通路的系列研究成果'

!

"

&

(

"拟从

*FG

"
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信号通路角度"探讨活血消异方改善

8,@

盆腔粘连的疗效机制*

材料与方法

#

#动物#清洁级"健康性成熟未孕雌性
HB

大鼠

#"$

只"体重$

!!"

&

!"

%

W

"购于北京维通利华实验动

物技术有限公司"合格证号#

H'Ta

$京%

!"#!

$

"""#

*

实验动物的处置严格按照中国中医科学院广安门医院

实验动物中心的伦理相关规定进行*

!

#药物#水合氯醛$中国国药集团化学试剂有

限公司"批号#

!"#7"&"7

%&苯甲酸雌二醇 $

7 9WD

! 9Z

"宁波市三生药业有限公司"批号#

N#&#!"7

%&

青霉素钠$每支
$"

万
[

"华北制药股份有限公司%&注

射用醋酸亮丙瑞林$每支
&

!

56 9W

"

)OH84 OLM<,M

N)C*8'L

"

H;W./@

"法国%&活血消异方由丹参)莪术)

赤芍)鸡内金)生薏仁等组成$由中医科学院广安门医

院中药房提供%"以上生药加
#"

倍量水"煎煮
!

次"合

并煎液)过滤"药物浓缩使药物浓度为
#

!

$ W

生药
D

9Z

"药液
7

'冰箱保存*

&

#试剂及仪器#

*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)
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免疫组化相关试剂均由中国中医科学院广安

门医院病理科提供* 兔抗
*FG

"

!

#

多克隆抗体$型号#

!6#!#

%)兔抗
*FG

"

!

&

多克隆抗体$型号#

:^#66&5

%)

兔抗
H9:I&

多克隆抗体$型号#

:^7"$67

%"均为美国

M^A:9

产品& 兔抗
H9:I5

多克隆抗体 $型号#

NM#&bb

%中国博士德生物工程有限公司&超纯
<4M

提取试剂盒$

'+^;13'13ZJI

"

':J c '+"6$#

%&

L;G;

"

,,Z0 AB4M

第一链合成试剂盒 $

'+^;13'13ZJI

"

':Jc '+"577

%&移液器$德国
8VV/.I1KR

%&荧光定

量
O'<

仪$

N;1/K Z;./W/./b%""

"杭州博日科技有限

公司%&凝胶成像仪$

*:.1. 7#""

"上海天能科技有限

公司%&离心机$

T;:.WU;L#%6"

"湖南湘仪离心机仪器

有限公司%&分光光度计 $

[0

"

!"""

"上海尤尼柯公

司%*

7

#方法

7

!

#

#造模方法#参考
L:^/K 8

等'

7

(造模方法"

取
$7

只大鼠造模"术前
!

天每天肌肉注射
7 9WD

! 9Z

的苯甲酸雌二醇
"

!

# 9WD_W

"使其处于同一动情

周期"大鼠禁食
#! =

后"称重"编号"

#"d

水合氯醛

$

"

!

&$ 9ZD#"" W

%腹腔麻醉"置于超净台"腹部备皮"

在尿道口上约
# A9

处靠左侧做平行于正中线长约

#

!

6 A9

的纵切口进腹"进腹后在膀胱背侧找到子宫"

游离左侧子宫"近端离左子宫角
# A9

处结扎"远端离
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%

卵巢
! A9

处结扎"并结扎两端间的子宫系膜血管"切

除约
#

!

" A9

长子宫段"立即放入盛有无菌生理盐水

的培养皿中"用眼科剪沿系膜部剪开管状子宫"切割成

& 99

(

& 99

大小的碎片"共
7

片"注意区分肌层与

内膜面"内膜面朝向肠系膜"用
6

)

"

线缝合于右侧肠

系膜血管丰富处"检查腹腔无出血后"腹腔留置青霉素

钠
"

!

!6 9Z

"

6

)

"

线缝合腹壁"

!

)

"

线缝合皮肤进行

逐层关腹* 分笼喂养"待其自然苏醒* 术后连续
&

天

肌肉注射青霉素钠
"

!

!6 9Z

"每天
#

次"以预防术后

感染"术后第
!

天开始每天肌肉注射苯甲酸雌二醇

"

!

# 9WD_W

"以促进异位灶的生长* 采用随机数字表

法随 机 分 为 模 型 组 $ 简 称
'

组 %) 术 后 第

#

天中药给药组$简称
B#

组%)术后第
&

天中药给药

组$简称
B!

组%)术后第
6

天中药给药组$简称
B&

组%)术后第
#

天西药给药组$简称
8#

组%)术后第
&

天西药给药组$简称
8!

组%)术后第
6

天西药给药组

$简称
8&

组%"每组
#!

只* 假手术组$简称
N

组%

#!

只"术前准备)麻醉)子宫的切除方法同
'

组"紧贴肠

系膜缝
7

针
6D"

尼龙线*

7

!

!

#给药方法#取
#!

只正常大鼠作为空白对

照组$简称
M

组%"

B#

)

B!

)

B&

组大鼠根据体表面积

换算系数'

6

(的方法进行大鼠用药剂量的换算$大鼠与

人体的每
_W

体重量剂量折算系数为
%

!

!6

%"

!

!

6 9WD

$

_W

!

I

%'相当于成人
! WD

$

_W

!

I

%("计算大鼠每天

灌胃活血消异方汤液
#

!

! 9ZD#"" W

给药"每天
#

次"

连续灌胃
!$

天&西药组大鼠每天肌肉注射
F.<L

"

:

"

!

"7 9WD_W

"连续给药至
5

天"后
!#

天按起始剂量的

#D6

维持*

N

)

'

组每日按体重予等量的蒸馏水灌胃"

共连续灌胃
!$

天*

7

!

&

#观察指标及测定方法

7

!

&

!

#

#粘连评分#给药结束后"腹腔麻醉"开

腹"采用
L:^/K 8

盆腔粘连评分方法'

7

(进行评分* 造

模大鼠分别留取异位病灶附着点附近的腹膜组织"

M

)

N

组留取盆腔正常腹膜组织"用冰冷生理盐水清洗后"

每块组织分成两份*

7

!

&

!

!

#免疫组化检测#一份组织迅速于
#"d

甲

醛溶液中固定"采用免疫组化检测组织中
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5

蛋白相对表达量* 具体方法#切片

依次于二甲苯)梯度乙醇中脱蜡) 水化*

ONH

$

VL5

!

7

%

冲洗
& 9;.

(

&

次* 浸入枸橼酸溶液中"

#""

'抗原修

复*

ONH

冲洗
& 9;.

(

&

次* 过氧化氢阻断剂室温孵育

#" 9;.

*

ONH

冲洗
& 9;.

(

&

次* 室温孵育一抗"

7

'

过夜*

ONH

冲洗
6 9;.

(

&

次* 室温孵育
#" 9;.

*

ONH

冲洗
& 9;.

(

&

次* 二抗孵育
#" 9;.

* 链霉菌抗

生物素蛋白$过氧化酶室温孵育
#" 9;.

*

ONH

冲洗
&

9;.

(

&

次*

BMN

显色* 自来水冲洗"苏木精染色

&" @

"自来水冲洗返蓝* 梯度乙醇脱水* 透明* 封片*

用计算机图像处理软件半定量测定各组
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5

蛋白的含量"采用平均光密度

$

,CB

%表示各指标的相对表达量"

,CB

值越大"阳性

反应越强"表示蛋白表达量越高*

7

!

&

!

&

#

<*

"

O'<

检测#另一份组织包于锡箔纸

中"迅速置于$

$"

'条件下迅速冰冻* 采用
<*

"

O'<

检测组织中
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5 9<

"

4M

相对表达量* 先将组织置去酶冷冻管"液氮研磨"

提取总
<4M & "W

"按照逆转录试剂盒说明书方法进

行逆转录* 使用
OK/9;/K6

软件基因序列号设计引

物"各引物序列见表
#

* 循环扩增结束后"取反应产物

上机行凝胶电泳"利用紫外凝胶成像系统对条带进行

密度分析"以
!

"

:AJ;.

为内参"计算电泳各条带的光密

度$

)CB

%"以
*FG!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5

与
!

"

:AJ;.

的
)CB

的比值作为表达的相对含量"以
!

$

!!'J

计算目标基因相对表达量*

表
#

$基因引物序列和扩增长度

引物名称 引物序列$

6

*

J1 &

*%

扩增产物

大小$

^V

%

*FG

"

!

#

上游#

'M'*'''F*FF'**'*MF*F

下游#

FFM'*FF'FMF''**MF***

#76

H9:I&

上游#

FFFMFM'M**''M'F'**'F

下游#

''**F*MMF'*''M'FF'*F

#!$

H9:I5

上游#

'FFMMF*'MMFMFF'*F*F*

下游#

'F*'*FFM'MF*'*F'MF**

#%$

*FG

"

!

&

上游#

FFM'**'FF''M'M*'MMFM

下游#

*FM*MFFFFM'F*FFF*'M*

#77

!

"

:AJ;.

上游#

'''M*'*M*FMFFF**M'F'

下游#

***MM*F*'M'F'M'FM***'

#6"

7

!

7

#统计学方法#采用
HOHH !"

!

"

软件进行

统计学分析"计量资料描述采用
S

&

@

表示"多组间比

较采用单因素方差分析"组间两两比较"方差齐性"采

用
ZHB

检验"方差不齐"采用
B-../JJ *&

检验"

O P

"

!

"6

为差异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠给药后盆腔粘连情况比较$表
!

%#

给药过程中"

'

组因感染死亡
&

只"

B&

组死亡
#

只*

'

组盆腔粘连评分最高"显著高于
N

组及
B#

)

B!

)

B&

)

8#

)

8!

)

8&

组$

O P"

!

"6

%&与
B&

组比较"

B#

)

B!

组盆腔粘连评分更低$

O P"

!

"6

%* 与
8#

组比较"

8!

)

8&

组盆腔粘连评分更高$

O P"

!

"6

%* 中药)西药组间
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!

%

!!"($$!

同期比较"差异均无统计学意义$

O Q"

!

"6

%*

表
!

$各组大鼠给药后盆腔粘连情况比较$$分"

S

&

@

%

组别
.

粘连评分

M #! "

N #! "

+

66

&

"

+

%"

' b

5

+

#5

&

#

+

#5

"

B# #!

7

+

!!

&

#

+

!$

!#

B! #!

7

+

$&

&

#

+

&!

!#

B& ##

%

+

"%

&

#

+

!b

!

8# #!

&

+

77

&

"

+

$#

!

8! #!

6

+

"%

&

#

+

!b

!$

8& #!

6

+

&b

&

#

+

67

!$

##注#与
N

组比较"

e

O P "

!

"6

&与
'

组比较"

!

O P"

!

"6

&与
B&

组比

较"

#

O P"

!

"6

&与
8#

组比较"

#

O P"

!

"6

!

#各组大鼠腹膜组织病理形态观察$图
#

%#

M

)

N

组可见腹膜连续间皮细胞"无纤维组织组织增生"无

炎性细胞浸润*

'

组腹膜大量间皮细胞破坏"不连续"

间质裸露明显"大量纤维组织增生"可见大量炎性细胞

浸润*

B#

)

B!

)

B&

)

8#

)

8!

)

8&

组腹膜间皮细胞破坏"

间质裸露不明显"可见纤维组织增生及炎细胞浸润*

图
#

$各组大鼠腹膜组织病理观察

$

L8

"

M

)

N

)

'

组(

#"

"

B#

)

B!

)

B&

)

8#

)

8!

)

8&

组(

!"

%

&

# 各 组 大 鼠 腹 膜 组 织
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5

蛋白及
9<4M

表达水平比较$表
&

)

7

%#

'

组
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5 9<4M

和蛋白表达量显著高于
N

组$

O P "

!

"6

%&与
'

组比

较"

B#

)

B!

)

B&

)

8#

)

8!

)

8&

组
*FG

"

!

#

)

H9:I& 9<

"

4M

和蛋白表达均显著下调$

O P"

!

"6

%"

*FG

"

!

&

9<

"

4M

和蛋白表达均显著升高$

O P"

!

"6

%&

B#

)

B!

)

8#

)

8!

)

8&

组
H9:I5

蛋白及
9<4M

表达下调&

B#

)

B!

组
*FG

"

!

#

9<4M

和蛋白表达量显著低于
B&

组$

O P

"

!

"6

%"

*FG

"

!

&

9<4M

及蛋白表达高于
B&

组$

O P

"

!

"6

%*

8#

)

8!

)

8&

组间
*FG

"

!

#

)

H9:I& 9<4M

和

蛋白表达相当$

O Q"

!

"6

%*

8&

组
*FG

"

!

&

9<4M

显

著低于同期
8#

)

8!

组"

H9:I5 9<4M

及蛋白表达高

于
8#

)

8!

组$

O P "

!

"6

%*

B#

组
H9:I5 9<4M

及

蛋白平均表达量显著低于
B&

组$

O P "

!

"6

%"

8#

)

8!

组
H9:I5 9<4M

和蛋白平均表达量显著低于
8&

组

$

O P"

!

"6

%*

表
&

$各组大鼠
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5

蛋白表达比较#$

,CB

值"

S

&

@

%

组别
.

*FG

"

!

#

*FG

"

!

&

H:9I& H9:I5

M $ "

+

&!

&

"

+

"! "

+

!6

&

"

+

"6 "

+

#%

&

"

+

"& "

+

!!

&

"

+

"!

N $ "

+

&&

&

"

+

"! "

+

!!

&

"

+

"! "

+

#%

&

"

+

"! "

+

!"

&

"

+

"!

' $

"

+

55

&

"

+

"5

"

"

+

7!

&

"

+

"7

"

"

+

&#

&

"

+

"!

"

"

+

%%

&

"

+

"!

"

B# $

"

+

7#

&

"

+

"!

!#

"

+

%%

&

"

+

"5

!#

"

+

!&

&

"

+

"!

!

"

+

6%

&

"

+

"7

!#

B! $

"

+

7&

&

"

+

"&

!#

"

+

%7

&

"

+

"!

!#

"

+

!7

&

"

+

"!

!

"

+

%#

&

"

+

"!

!

B& $

"

+

6%

&

"

+

"5

!

"

+

%#

&

"

+

"&

!

"

+

!6

&

"

+

"#

!

"

+

%7

&

"

+

"&

8# $

"

+

&b

&

"

+

"!

!

"

+

%5

&

"

+

"!

!$

"

+

!&

&

"

+

"&

!

"

+

&%

&

"

+

"!

!$

8! $

"

+

7!

&

"

+

"&

!

"

+

%6

&

"

+

"!

!$

"

+

!7

&

"

+

"&

!

"

+

7%

&

"

+

"%

!$

8& $

"

+

7b

&

"

+

"$

!

"

+

%!

&

"

+

"&

!

"

+

!!

&

"

+

"6

!

"

+

66

&

"

+

"6

!

##注#与
N

组比较"

e

O P"

!

"6

&与
'

组比较"

!

O P"

!

"6

&与
B&

组比较"

#

O P"

!

"6

&

与
8&

组比较"

#

O P"

!

"6

&表
7

同

表
7

$各组大鼠
*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

&

)

H9:I&

)

H9:I5 9<4M

相对表达量比较#$

S

&

@

%

组别
.

*FG

"

!

#

*FG

"

!

&

H9:I& H:9I5

M 6 #

+

"%

&

"

+

#7 #

+

6!

&

"

+

75 #

+

#$

&

"

+

&7 #

+

#%

&

"

+

#"

N 6 #

+

!&

&

"

+

#% #

+

#%

&

"

+

!! #

+

&!

&

"

+

&7 #

+

"$

&

"

+

#$

' 6

7

+

#%

&

"

+

&&

"

!

+

!6

&

"

+

#5

"

!

+

&!

&

"

+

7&

"

&

+

%"

&

"

+

"$

"

B# 6

#

+

b!

&

"

+

#"

!#

&

+

%!

&

"

+

#b

!#

#

+

76

&

"

+

&"

!

!

+

%6

&

"

+

#6

!#

B! 6

!

+

!5

&

"

+

!7

!#

&

+

&#

&

"

+

#"

!

#

+

&5

&

"

+

!7

!

!

+

b!

&

"

+

##

!#

B& 6

!

+

%5

&

"

+

!5

!

&

+

"&

&

"

+

!$

!

#

+

75

&

"

+

!&

!

&

+

&5

&

"

+

#b

8# 6

#

+

b!

&

"

+

!5

!

&

+

$7

&

"

+

#$

!$

#

+

!5

&

"

+

!%

!

#

+

56

&

"

+

"6

!$

8! 6

!

+

"7

&

"

+

!!

!

&

+

7&

&

"

+

#7

!

#

+

7%

&

"

+

7#

!

!

+

&%

&

"

+

#7

!$

8& 6

!

+

""

&

"

+

!"

!

&

+

#&

&

"

+

7#

!

#

+

7b

&

"

+

!&

!

!

+

%#

&

"

+

!!

!

讨##论

*FG

"

!

超家族由结构和功能相关的多肽生长因

子组成"现发现有
%

种亚型 $

*FG

"

!

#

"

%

%"

*FG

"

!

#

)

*FG

"

!

!

)

*FG

"

!

&

主要存在于哺乳动物体内'

%

(

*

*FG

"

!

&

可部分阻断或下调
*FG

"

!

#

的激活或表达"拮抗

*FG

"

!

#

的作用'

5

(

*

H9:I

蛋白存在于细胞质中"是

目前发现的
*FG

"

!

唯一的作用底物"能是把
*FG

"

!

信号从细胞外传递到细胞核内"进而使相关
9<4M

表

达'

$

(

* 激活的
*FG

"

!

与其特异性的细胞表面受体结

合"通过胞内信号途径的各级磷酸化过程启动多种

H9:I

成分"参与多脏器纤维化'

b

(及各种粘连等疾

病'

#"

(

*

H9:I &

是
*FG

"

!

信号系统发挥促粘连作用

的主要信号传递蛋白"

H9:I 5

具有抑制
H9:I &

磷
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!

%

酸化从而阻断
*FG

"

!

信号系统的作用'

##

(

* 盆腔粘连

其形成的病理生理机制包括间皮细胞的损伤和缺失)

组织缺氧和炎症'

#!

(

"而
*FG

"

!

#

在通过抑制自然杀伤

细胞促进内异细胞侵袭)增殖'

#&

(

"促进血管生成)浸润

生长等多个环节中均存在重要作用"尤其在粘连的发

生中更起到使动作用'

#7

(

*

*FG

"

!

#

促进纤维母细胞增

生胶原沉积和纤维蛋白形成"增加细胞外基质胶原合

成"并减少降解"致使盆腔纤维化和粘连'

#6

(

"促使

8,@

症的发展"导致不孕*

*FG

"

!

#

还可以作用于腹

膜间皮细胞"诱导大鼠腹膜间皮细胞凋亡)破坏腹膜表

层结构完整性'

#%

(

"最终导致腹膜纤维化或粘连形成*

*FG

"

!

与
H9:I@

表达存在相关性"

*FG

"

!

家族蛋白

可能激活
H9:I

蛋白并使其在细胞中的表达增加"如

*FG

"

!

#

可诱导细胞
H9:I&

磷酸化"参与上皮间质化

过程"促进纤维化发展'

#5

(

* 故高表达的
*FG

"

!

#

与

*FG

"

!

&

有可能同时提高
H9:I&

与
H9:I5

表达*

8,@

属中医学+瘕,)+痛经,)+不孕,等范畴"

其病理实质是+血瘀,"瘀血阻滞"日久不化而成瘕*

笔者在师承李教授学术思想的基础上"提出从+郁,论

治"提炼核心药物组成活血消异方* 有研究表明活血

化瘀中药能达到调节免疫及内分泌)改善局部血液循

环)抑制血管生成的作用"可促进异位内膜细胞凋亡)

粘连软化)包块吸收)恢复卵巢功能'

#$

(

* 活血消异方

以丹参)赤芍)莪术等活血消中药为主"共奏活血化

瘀)缓消块之效"另外配伍柴胡)香附疏肝理气"气顺

则血调"达到调其气而破气血的作用*

本研究结果显示"活血消异方和
F.<L

"

:

在预防

和治疗
,8@

盆腔粘连中有一定的作用"而且与药物开

始干预时间有关"干预越早"盆腔粘连评分越低"疗效

越好* 可能是由于活血消异方可显著下调
*FG

"

!

#

)

H9:I&

"间接使抑制型
H9:I5

表达降低* 然而活血

消异方如何协调发挥调控
*FG

"

!DH9:I@

信号通路的

作用"仍有待进一步研究探索*

利益冲突# 无*
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