
第 31 卷第  20 期
2025 年 10 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 31，No. 20

Oct. ，2025

良方温经汤调控内质网应激减轻细胞凋亡改善寒凝血瘀证
大鼠卵巢微血管损伤机制

吕天元 1， 马学妍 1， 胡月 1， 冯立群 1， 宋晓丹 1， 梅连敏 1， 成秀梅 1，2*

（1. 河北中医药大学，石家庄  050200；2. 河北省中西医结合肝肾病证研究重点实验室，石家庄  050091）

［摘要］ 目的：观察寒凝血瘀证大鼠卵巢微血管损伤情况，探讨良方温经汤改善寒凝血瘀证大鼠卵巢微血管损伤的机制。

方法：50 只 SPF 级雌性 SD 大鼠随机分为空白组，模型组，良方温经汤低、高剂量组（8.1、16.2 g·kg-1）和 4-苯基丁酸（0.1 g·kg-1）
组，每组 10 只。采用冰水浴法建立寒凝血瘀证大鼠模型。造模同时干预，良方温经汤连续治疗 21 d，每日 1 次。观察大鼠寒凝

血瘀证候表现，记录动情周期；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清生殖激素和卵巢组织中内皮素 -1（ET-1）、一氧化氮

（NO）、血栓调节蛋白（TM）和血管性血友病因子（vWF）含量；测定凝血酶原时间（PT）、活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血

酶时间（TT）、纤维蛋白原（FIB）；激光散斑血流成像技术检测卵巢微循环血流灌注量；苏木素-伊红（HE）染色观察卵巢组织病

理形态；流式细胞术检测卵巢凋亡率；透射电镜观察卵巢微血管内皮细胞超微结构；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测一氧

化氮合成酶（eNOS）、磷酸化（p）-eNOS、胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、葡萄糖调

节蛋白 78（GRP78）、C/EBP 同源蛋白（CHOP）、肌醇依赖性激酶 1α（IRE1α）、p-IRE1α、凋亡信号调节激酶 1（ASK1）、p-ASK1、

c-JUN 氨基末端激酶（JNK）、p-JNK 蛋白表达情况；免疫荧光法检测卵巢微血管内皮细胞中 Bax、Bcl-2 表达情况。结果：与空白

组比较，模型组大鼠出现寒凝血瘀证候表现，动情周期延长，生殖激素紊乱，病理结果显示各级卵泡数目减少，颗粒细胞排列紊

乱；卵巢微循环血流灌注量显著下降（P<0.01），PT、APTT、TT 降低（P<0.05，P<0.01），FIB 含量升高（P<0.05），卵巢组织中 NO

含量降低，ET-1、vWF 和 TM 显著升高（P<0.01），卵巢细胞凋亡率显著升高（P<0.01），p-eNOS/eNOS、Bcl-2 明显降低（P<0.05），
Bax、剪切的（cleaved）-Caspase3/Caspase3、GRP78、CHOP、p-IRE1α/IRE1α、p-ASK1/ASK1、p-JNK/JNK 明显增加（P<0.05，P<

0.01）。与模型组比较，良方温经汤干预后，寒凝血瘀证候表现有所缓解，动情周期逐渐恢复，卵巢组织病理形态和内皮细胞超

微结构有所恢复。微循环血流灌注量明显升高（P<0.05），卵巢组织中 NO 含量升高，ET-1、vWF 和 TM 含量明显降低（P<0.05，

P<0.01），p-eNOS/eNOS、Bcl-2 明显升高（P<0.05），Bax、cleaved-Caspase3/Caspase3、GRP78、CHOP、p-IRE1α/IRE1α、p-ASK1/

ASK1、p-JNK/JNK 明显降低（P<0.05，P<0.01）。结论：良方温经汤可能调控 IRE1α/ASK1/JNK 信号通路抑制内质网应激减轻

细胞凋亡，改善寒凝血瘀证大鼠卵巢微血管内皮损伤。
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［［Abstract］］  Objective：： To observe ovarian microvascular damage in rats with cold coagulation and blood stasis syndrome 

and to explore the mechanism by which Liangfang Wenjing decoction improves this condition in rats. Methods：： Fifty SPF female 

SD rats were randomly divided into a blank group， a model group， low-dose （8.1 g·kg−1） and high-dose groups （16.2 g·kg−1） of 

Liangfang Wenjing decoction， and a 4-phenylbutyric acid （0.1 g·kg−1） group， with 10 rats in each group. The ice-water bath 

method was employed to establish the rat model of cold coagulation and blood stasis syndrome. Concurrent with modeling， 

Liangfang Wenjing decoction was administered continuously for 21 days， once daily. The rats' syndrome manifestations and estrous 

cycles were recorded. The enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect serum reproductive hormone levels and 

levels of endothelin-1 （ET-1）， nitric oxide （NO）， thrombomodulin （TM）， and von Willebrand factor （vWF） in ovarian tissue. 

Prothrombin time （PT）， activated partial thromboplastin time （APTT）， thrombin time （TT）， and fibrinogen （FIB） were 

measured. The ovarian microcirculatory blood perfusion was detected by laser speckle contrast imaging. Hematoxylin-eosin （HE） 

staining was performed to observe the ovarian histopathology， flow cytometry to detect ovarian apoptosis rate， and transmission 

electron microscopy to observe the ultrastructure of ovarian microvascular endothelial cells. Western blot was employed to detect the 

protein expression of endothelial nitric oxide synthase （eNOS）， phosphorylated eNOS （p-eNOS）， Caspase-3， B-cell lymphoma-2 

（Bcl-2）， Bcl-2-associated X protein （Bax）， glucose-regulated protein 78 （GRP78）， C/EBP homologous protein （CHOP）， 

inositol-requiring enzyme1α （IRE1α）， p-IRE1α， apoptosis signal-regulating kinase 1 （ASK1）， p-ASK1， c-Jun N-terminal kinase 

（JNK）， and p-JNK. Immunofluorescence was used to detect ovarian Bax and Bcl-2 expression in microvascular endothelial cells. 

Results：： Compared with the blank group， the model group showed signs of cold coagulation and blood stasis syndrome， 

prolonged estrus cycles， and reproductive hormone disorders. Histopathological results revealed a decrease in follicle counts at all 

stages and disorganized granulosa cell arrangement. Ovarian microcirculatory perfusion was significantly decreased （P<0.01）. PT， 

APTT， and TT were reduced （P<0.05， P<0.01）， while FIB levels were increased （P<0.05）. In ovarian tissue， NO content was 

decreased， while ET-1， vWF， and TM levels were increased significantly （P<0.01）. The apoptosis rate of ovarian cells was 

markedly increased （P<0.01）. Furthermore， p-eNOS/eNOS and Bcl-2 were decreased （P<0.05）， whereas Bax， cleaved-Caspase-3/

Caspase-3， GRP78， CHOP， p-IRE1α/IRE1α， p-ASK1/ASK1， and p-JNK/JNK expression showed significant increases （P<0.05， 

P<0.01）. Compared with the model group， Liangfang Wenjing decoction intervention alleviated the symptoms of cold coagulation 

and blood stasis， gradually restored the estrus cycle， and improved ovarian histopathology and endothelial cell ultrastructure. 

Microcirculatory blood perfusion was significantly elevated （P<0.05）. NO content in ovarian tissue was elevated， while ET-1， 

vWF， and TM levels were significantly decreased （P<0.05， P<0.01）. The p-eNOS/eNOS ratio and Bcl-2 expression were 

significantly elevated （P<0.05）， while the expression of Bax， cleaved-Caspase-3/Caspase-3， GRP78， CHOP， p-IRE1α/IRE1α， 

p-ASK1/ASK1， and p-JNK/JNK was significantly decreased （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： Liangfang Wenjing decoction may 

regulate the IRE1α/ASK1/JNK signaling pathway to inhibit endoplasmic reticulum stress， attenuate apoptosis， and improve 

microvascular endothelial injury in ovaries of rats with cold coagulation and blood stasis syndrome.

［［Keywords］］ Liangfang Wenjing decoction； cold coagulation and blood stasis syndrome； endoplasmic reticulum stress； 

apoptosis； microvascular endothelial function

在寒冷环境中，人体可能因暴露于低温而承受

寒冷应激，这种状态会触发一系列的病理变化［1-2］。

生殖系统对寒冷刺激尤为敏感，研究表明低温暴露

可造成生殖内分泌紊乱，引发月经失调、闭经或不

孕等病症［3-5］。寒凝血瘀证是妇科常见证候，中医理

论认为，寒为阴邪，主收引凝滞。寒邪侵袭人体，会

导致阳气受损，失于温煦濡养。当寒邪侵入胞宫

时，胞络瘀阻，气血运行不畅，从而引发多种妇科疾

病。《黄帝内经·素问·至真要大论》中云“寒者热

之”，寒凝血瘀证治疗当以温经散寒，活血祛瘀。

良方温经汤出自南宋陈自明《妇人大全良方》，

是我国第一部妇科专著，该方 2018 年被收录到《古

代经典名方目录（第一批）》，是治疗妇科寒凝血瘀

证的经典方剂［6］。课题组前期研究表明，寒凝血瘀

证模型大鼠血液流变学异常，卵巢子宫组织血管内

皮分泌的血管活性因子、炎性因子、凝血 -抗凝血因

子失衡，存在生殖器官微循环功能障碍和血管内皮

功能损伤［7-10］。良方温经汤可有效缓解寒凝血瘀证

大鼠子宫和卵巢的微循环障碍并改善血管内皮功

能［11-13］，但具体的作用机制尚不明确。

内皮细胞凋亡是引起血管内皮损伤的重要因

素［14］。内质网应激（ERS）是近年来新发现的一种介

导细胞凋亡的途径 ，经证明与内皮损伤关系密

切［15］。干预 ERS 可有效对抗内皮细胞凋亡，从而起

到保护内皮功能的作用［16-18］。因此，本研究建立寒

凝血瘀证大鼠模型，探究良方温经汤调控 ERS 减轻
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细胞凋亡改善寒凝血瘀证大鼠卵巢血管内皮损伤

的机制，为进一步完善良方温经汤对寒凝血瘀证的

治疗机制提供依据。

1 材料

1.1　动物     50 只 SPF 级 SD 雌性大鼠，体质量（180±

20） g，6 周龄，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，合格证号 SCXK（京）2021-0006。本实验已通

过河北中医药大学伦理委员会审批（伦理审查批号

为 DWLL2021025）。大鼠饲养于河北中医药大学

实验动物中心 SPF 级环境中，期间大鼠进食饮水自

由，昼夜节律光照，室温 22~25 ℃，湿度 40%~60%，

通风良好。

1.2　药物与试剂     4-苯基丁酸（美国 Med Chem 

Express 公司，货号 HY-A0281）；良方温经汤方（《妇

人良方大全》）组成：当归 15 g（批号 21052131）、
白 芍 15 g（ 批 号 21080631）、肉 桂 15 g（ 批 号

21031272）、牡丹皮 15 g（批号 210440121）、川芎 15 g

（批号 21071811）、莪术 15 g（批号 21050861）、牛膝

30 g（批号 21052831）、人参 30 g（批号 210661541）、
甘草 30 g（批号 20082641），选取神威药业有限公司

制成良方温经汤颗粒剂。Annexin V/PI 流式凋亡试

剂盒、苏木素-伊红（HE）染色液（北京索莱宝科技有

限公司，货号分别为 CA1020、G1220）；葡萄糖调节

蛋白 78（GRP78）、B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、C/EBP 同

源蛋白（CHOP）、内皮型一氧化氮合酶（eNOS）、甘
油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、山羊抗鼠荧光

二抗（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别为

66574-1-IG、26593-1-AP、15204-1-AP、27120-1-AP、

60004-1-IG、SA00013-1）；Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、
β-微管蛋白（β-tubulin）抗体（武汉塞维尔生物技术

有限公司，货号分别为 GB114122、GB15139）；胱天

蛋白酶 -3（Caspase-3）、细胞凋亡信号调节激酶 1

（ASK1）、c-Jun 氨 基 末 端 激 酶（JNK）、磷 酸 化

（p）-JNK、肌醇依赖酶 1α（IRE1α）、p-eNOS 抗体（美

国 CST 公司，货号分别为 9662、8662、9252、4668、

3294、9571）；CD34、山羊抗兔荧光二抗（美国 Abcam

公司，货号分别为 ab150078、ab812889）；p-ASK1、

p-IRE1α抗体（美国 Thermo 公司，货号分别为 MA5-

36973、PA1-16927）；内皮素（ET-1）、一氧化氮（NO）、
血栓调节蛋白（TM）、血管性血友病因子（vWF）、雌
二醇（E2）、促卵泡激素（FSH）、促黄体激素（LH）试
剂盒（武汉贝茵莱生物科技有限公司，货号分别为

RA20560、BTK006、RA20658、RA20453、RA20666、

RA20044、RA20133）。

1.3　仪器     EG1150H 型石蜡包埋机（德国 Leica 公

司）；Epoch 型酶标仪（美国 BioTek 公司），激光散斑

成像系统（英国 Moor 公司）；LAS4010 型化学发光

成像仪（美国 Image Quant 公司）；WIX EP300 型韦

克斯电泳仪（北京韦克斯公司）；Semi Day 型半干转

膜仪（美国 Bio-Rad 公司）；VanoxDM-10AD 奥林巴

斯病理图文采集系统（日本 Olympus 公司）；RAC-

1830 型全自动凝血分析仪（武汉塞维尔生物技术有

限公司）；Fresco21 型冷冻高速离心机（赛默飞科技

中国有限公司）；EVOSFL 型荧光显微镜、Attune 

NXT 型流式细胞仪（美国 Thermo 公司）。
2 方法

2.1　分组及造模、给药     大鼠适应性喂养 7 d 后，采

用亚甲基蓝染色观察大鼠阴道上皮脱落细胞涂片，

将动情周期正常的 50 只大鼠按 SPSS 27.0 软件随机

分为空白组、模型组、良方温经汤低剂量组、良方温

经汤高剂量组、4-苯基丁酸组，每组 10 只。除空白

组外，其余各组均采用冰水浴法建立妇科寒凝血瘀

大鼠模型［19-20］，将大鼠置于 0 ℃冰水中 20 min，水位

以没过下腹部为宜，1 次/d，连续 21 d。造模同时开

始干预，根据人与大鼠体表面积进行等效折算［21］，

良方温经汤低、高剂量组灌服良方温经汤颗粒剂水

溶液（8.1、16.2 g·kg-1），空白组、模型组、4-苯基丁酸

组给予同体积蒸馏水（8 mL·kg-1）灌胃，1 次/d，共

21 d。造模 7 d 后，4-苯基丁酸组开始腹腔注射 4-苯

基丁酸溶液（0.1 g·kg-1·d-1），其余各组均给予等体积

生理盐水腹腔注射，1 次/d，共 14 d。

2.2　观察寒凝血瘀证候表现     在造模期间，观察各

组大鼠的精神状态、粪便性状及质地、动情周期等

一般情况变化，同时观察耳廓和舌下络脉的瘀血情

况，评估寒凝血瘀证候表现。

2.3　激光散斑成像系统检测卵巢微循环血流灌注

量     腹腔注射 2% 戊巴比妥钠（50 mg·kg-1）麻醉大

鼠，待大鼠无意识后充分暴露大鼠卵巢，调节激光

散斑实时成像系统，垂直置于大鼠待测部位上方

15~20 cm 处，通过变焦对焦焦距至图像清晰，图像

采集速 25 帧/s，图像采集间隔为 1 s，每只大鼠实时

连续采集 1 min。使用 MoorF LPI-2 Review V5.0 软

件计算血流灌注量。

2.4　样本采集与处理     微循环血流灌注量检测结

束后，腹主动脉取血于普通采血管和枸橼酸钠抗凝

管中，3 000 r·min-1，4 ℃ ，离心 15 min（离心半径

15 cm，下同），收集上层血清，保存于-80 °C 冰箱备

用。取血后暴露并剥离卵巢组织 ，取卵巢组织
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1 mm3置于戊二醛固定液，作为超微透射电镜样本。

取卵巢组织 1 mm3 置于预冷磷盐酸缓冲液（PBS）
中，做为流式细胞术样本。剩余组织一部分固定于

4% 多聚甲醛溶液中备用，另一部分组织用滤纸吸

净水分后放入-80 ℃冰箱备用。

2.5　全自动凝血分析仪检测凝血功能     从-80 ℃

冰箱将检测所需的血浆取出，37 ℃恒温水浴快速融

化，轻微混匀后采用全自动凝血分析仪检测凝血

四项 PT、APTT、TT、FIB 的含量。

2.6　ELISA 检测血清生殖激素和卵巢内皮功能指

标     从-80 ℃冰箱将检测所需的血清和卵巢组织取

出，ELISA 试剂盒检测血清生殖激素 E2、FSH、LH 和

卵巢组织内皮功能指标 ET-1、NO、TM、vWF 含量，

严格按试剂盒说明书操作，酶标仪检测吸光度，根

据标准曲线计算各指标含量。

2.7　HE 染色观察卵巢组织病理变化     取出 4% 多

聚甲醛固定 48 h 的卵巢组织，后进行乙醇脱水、二

甲苯透明、石蜡包埋，切成 6 μm 切片，置于载玻片

上。进行脱蜡、水化、苏木素染色、分化、伊红染色

和脱水后，置于二甲苯 2 min，中性树脂封片，在光学

显微镜下观察拍照，观察卵巢组织的病理变化。

2.8　流式细胞术检测卵巢组织凋亡率     遇冷 PBS

中的卵巢组织样本用消化液 37 ℃恒温水浴消化

10 min，用含有血清的培养基终止消化，用细胞筛网

过滤掉未消化的组织，制备单细胞悬液，后严格按

照 AnnexinV/PI 流式凋亡试剂盒说明书操作，同时

制备单染管和空白管，1 h 内上机检测。使用 Flow 

Jo 软件分析。

2.9　透射电镜观察卵巢血管内皮细胞超微结构        

    戊二醛溶液中的卵巢组织样本经 PBS 冲洗后，于

四氧化锇固定 1.5 h，再用 PBS 冲洗 3 次，以 1% 乙酸

铀浸泡 2 h，分别用梯度乙醇和丙酮依次脱水，用环

氧树脂-丙酮浸泡 2 h 后，包埋切片，通过透射电镜观

察内皮细胞的超微结构。

2.10　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测卵巢组

织中相关蛋白表达     称量卵巢组织，加入含蛋白酶

抑制剂的 RIPA 裂解液，设置匀浆程序进行匀浆，

12 000 r·min-1，4℃，离心 10 min，收集上清液，BCA

法测定蛋白含量，并调整蛋白浓度。配制聚丙烯酰

胺凝胶，根据蛋白浓度计算上样蛋白量，十二烷基

磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）电泳分

离蛋白后，湿式转移法转移至 PVDF 膜。5% 脱脂奶

粉封闭 2 h 后分别加入相应抗体 eNOS、p-eNOS、

Caspase-3、Bax、Bcl-2、IRE1α、p-IRE1α、ASK1、

p-ASK1、JNK、p-JNK（1∶1 000），GRP78（1∶5 000），
CHOP（1∶2 000），4 ℃过夜孵育。用含聚山梨酯 -20

的 Tris 缓冲盐溶液（TBST）清洗洗涤 3 次后，敷育二

抗（1∶5 000） 1 h，再次使用 TBST 清洗 3 次，后使用

多功能成像仪进行成像，利用 Image J软件对蛋白条

带灰度值定量分析。

2.11　免疫荧光检测卵巢组织血管内皮细胞 Bax、

Bcl-2 表达情况     将卵巢组织石蜡切片脱蜡后进行

高温抗原修复，PBS 清洗 3 次，10% 山羊血清室温孵

育 1 h，滴加一抗 Bax、Bcl-2、CD34（1∶200），4 ℃孵

育过夜，PBS 漂洗 3 次，后滴加二抗（1∶200）避光孵

育 1 h，避光加入含 DAPI 抗荧光淬灭剂封片，使用

荧光显微镜图像采集。利用 Image J 软件对阳性染

色区域进行共定位分析。

2.12　统计学方法     采用 SPSS 27.0 统计软件对数

据处理与分析，计量资料用 x̄± s 来表示，对于符合正

态分布且方差齐性的数据，采用单因素方差分析，

组间比较采用 SNK 检验；数据呈正态分布但方差不

齐时，采用 Dunnett's T3 方法进行组间比较；对于非

正态分布的数据，采用 Mann-Whitney U 检验，P<

0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　良方温经汤对大鼠寒凝血瘀证候表现的影响    

    空白组大鼠精神状态良好，毛发浓密光洁，粪便

性状正常，体质量增长平稳，耳廓润泽，络脉清晰，

舌质淡红润泽，舌下络脉清晰可见。模型组大鼠出

现畏寒蜷缩，毛色暗淡，食欲不振，体质量增长缓

慢，大便稀软，耳廓、舌下络脉紫暗增粗等寒凝血瘀

证候表现；良方温经汤低、高剂量组及 4-苯基丁酸

组大鼠的一般状态较好，表现为精神状态良好，体

质量增长较快，毛发整洁顺滑，粪质偏硬，耳廓和舌

下络脉较为润泽清晰。提示良方温经汤能够改善

寒凝血瘀证候表现。见图 1。

3.2　良方温经汤治对大鼠动情周期的影响     空白

组大鼠阴道涂片显示大鼠动情周期规律，动情周期

为 4~5 d，动情期间阴道图片观察以完全角化上皮细

胞为主。与空白组比较，模型组大鼠动情周期紊乱

且周期延长（P<0.01），脱落细胞以少量白细胞和中

间层细胞为主；与模型组比较，良方温经汤低、高剂

量组及 4-苯基丁酸组在治疗过程中动情周期逐渐

恢复（P<0.05，P<0.01）。见图 2、表 1。

3.3　良方温经汤对大鼠血清生殖激素的影响     与

空 白 组 比 较 ，模 型 组 血 清 E2 含 量 显 著 降 低（P<

0.01），FSH、LH 含量显著升高（P<0.01）；与模型组
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比 较 ，良 方 温 经 汤 低 剂 量 组 FSH 含 量 显 著 降 低

（P<0.01），E2含量显著升高（P<0.01），LH 含量降低，

但差异无统计学意义，良方温经汤高剂量组和 4-苯

基丁酸组 E2 含量显著升高（P<0.01），FSH、LH 含量

显著降低（P<0.01）。提示寒凝血瘀证大鼠卵巢功能

受到影响，良方温经汤能够改善寒凝血瘀证大鼠卵

巢功能。见表 1。

3.4　良方温经汤对大鼠凝血功能的影响     与空白

组比较，模型组 PT、APTT、TT 明显缩短（P<0.05，P<

0.01），FIB 含量明显升高（P<0.05）；与模型组比较，

良方温经汤低剂量组 PT、APTT、TT 延长，FIB 含量

降低，差异无统计学意义，良方温经汤高剂量组 PT、

APTT、TT 明显延长（P<0.05，P<0.01），FIB 含量显著

降低（P<0.01），4-苯基丁酸组 PT、TT 延长（P<0.01），
FIB 含量显著降低（P<0.01），APTT 延长，差异无统

计学意义。见表 2。

3.5　良方温经汤对大鼠卵巢血流灌注量影响     与

空白组比较，模型组卵巢表面微循环血流灌注量明

显下降（P<0.01）；与模型组比较，良方温经汤低、高

剂量组及 4-苯基丁酸组卵巢表面微循环血流灌注

量明显升高（P<0.05）。见图 3、表 2。

3.6　良方温经汤对大鼠卵巢组织病理形态学的影

响     HE 染色结果显示，空白组大鼠卵巢结构形态

无异常，可见各级卵泡和黄体组织，颗粒细胞排列

紧密整齐，表明卵巢组织未出现明显病变。模型组

大鼠卵巢各级卵泡数量减少，颗粒细胞稀疏排列，

表 1　良方温经汤对大鼠动情周期和生殖激素的影响  （x̄± s，n=7）

Table 1　Effect of Liangfang Wenjing decoction on estrous cycle and reproductive hormones in rats （x̄± s，n=7）

组别

空白组

模型组

良方温经汤低剂量组

良方温经汤高剂量组

4-苯基丁酸组

剂量/g·kg-1

10.08

20.16

0.1

动情周期/d

4.75±0.50

6.25±0.832）

5.48±0.703）

5.17±0.414）

5.17±0.474）

LH/U·L-1

10.87±2.95

19.12±3.212）

15.98±2.88

12.09±1.604）

14.13±1.634）

FSH/U·L-1

8.74±1.80

30.85±3.732）

21.74±1.904）

14.07±1.474）

15.51±1.224）

E2/ng·L-1

146.93±17.41

45.89±8.342）

82.27±12.484）

111.67±11.164）

109.30±8.894）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 5 同）

注：A.空白组；B.模型组；C.良方温经汤低剂量组；D.良方温经汤高剂量组；E.4-苯基丁酸组（图 3-图 10 同）
图  1　良方温经汤对大鼠耳廓络脉和舌下络脉的影响

Fig.  1　Effect of Liangfang Wenjingtang on auricular collaterals and sublingual collaterals in rats

注：A.动情前期；B.动情期；C.动情后期；D.动情间期

图 2　不同动情周期阴道脱落细胞形态（美兰染色，×200）
Fig. 2　 Morphology of vaginal exfoliated cells from different 

estrous cycles （Mylan staining， ×200）
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闭锁卵泡增多，微血管管径变细。良方温经汤低、

高剂量组和 4-苯基丁酸组可见各级卵泡数量增多，

血管结构无异常，表明良方温经汤能够改善寒凝血

瘀证大鼠卵巢组织的病理损伤。见图 4。

3.7　良方温经汤对大鼠卵巢微血管内皮细胞超微

结构的影响     透射电镜观察，空白组微血管内皮细

胞细胞器丰富，内质网和线粒体形态基本正常。内

质网无扩张肿胀表现，线粒体嵴清晰完整。模型组

细胞器视野电子密度低，细胞器数量减少，内质网

扩张，线粒体存在嵴断裂、空泡化表现，线粒体外膜

不完整。良方温经汤和 4-苯基丁酸干预后细胞器

增多，内质网肿胀扩张程度减轻，线粒体嵴断裂减

少，内质网线粒体形态基本正常，说明良方温经汤

能够改善血管内皮细胞超微结构。见图 5。

3.8　良方温经汤对卵巢微血管内皮功能损伤标志

物影响     与空白组比较，模型组卵巢组织中内皮功

能损伤标志物 ET-1、vWF、TM 含量显著升高（P<

0.01），p-eNOS/eNOS、NO 含量显著降低（P<0.01）；
与模型组比较，良方温经汤低剂量组 ET-1、TM 含量

显著降低（P<0.01），NO 含量明显升高（P<0.05），
p-eNOS/eNOS 升高，差异无统计学意义，良方温经

汤 高 剂 量 组 ET-1、vWF、TM 含 量 显 著 降 低（P<

0.01），p-eNOS/eNOS、NO 含量显著升高（P<0.05，P<

0.01），4- 苯 基 丁 酸 组 ET-1、vWF、TM 含 量 降 低 ，

表  2　良方温经汤对大鼠凝血功能和卵巢血流灌注量的影响  （x̄± s，n=7）

Table 2　Effect of Liangfang Wenjing decoction on coagulation function and ovarian blood perfusion in rats （x̄± s，n=7）

组别

空白组

模型组

良方温经汤低剂量组

良方温经汤高剂量组

4-苯基丁酸组

剂量/g·kg-1

10.08

20.16

0.1

PT/s

18.32±0.89

17.10±0.832）

17.84±0.43

18.26±0.363）

18.54±0.644）

APTT/s

20.76±2.50

15.64±3.191）

18.28±3.08

20.52±3.543）

18.24±2.82

TT/s

37.18±1.52

30.68±3.532）

33.82±1.68

36.12±2.564）

36.68±3.034）

FIB/g·L-1

1.25±0.05

1.38±0.041）

1.26±0.08

1.24±0.044）

1.27±0.014）

灌注量/PU

1 398.78±395.28

461.15±92.972）

1 026.67±117.253）

1 178.91±170.123）

981.64±205.553）

图 3　良方温经汤对大鼠卵巢血流灌注量的影响

Fig.  3　Effect of Liangfang Wenjing decoction on ovarian blood perfusion in rats

图  4　良方温经汤对大鼠卵巢组织病理形态学的影响  （HE， ×200）
Fig.  4　Effect of Liangfang Wenjing decoction on pathological morphology of ovary in rats （HE， ×200）

图 5　良方温经汤对卵巢微血管内皮细胞超微结构的影响  （透射电镜， ×15 000）
Fig.  5　Effect of Liangfang Wenjing decoction on ultrastructure of ovarian microvascular endothelial cells （TEM， ×15 000）
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p-eNOS/eNOS、NO 含量升高，差异无统计学意义。 见表 3、图 6。

3.9　良方温经汤对卵巢组织细胞凋亡的影响     与

空 白 组 比 较 ，模 型 组 卵 巢 组 织 凋 亡 率 、cleaved 

Caspase3/Caspase3、Bax 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P<

0.01），Bcl-2 蛋白表达明显降低（P<0.05）；与模型组

比较，良方温经汤低、高剂量组及 4-苯基丁酸组卵

巢组织凋亡率、cleaved Caspase3/Caspase 及 Bax 蛋

白表达显著降低（P<0.01），良方温经汤高剂量组

Bcl-2 蛋白表达明显升高（P<0.05），良方温经汤低剂

量和 4-苯基丁酸组 Bcl-2 蛋白表达升高，但差异无统

计学意义。说明寒凝血瘀证大鼠卵巢组织凋亡，良

方温经汤能够减轻寒凝血瘀证大鼠卵巢组织凋亡，

且高剂量效果最佳。见图 7、表 4。

3.10　良方温经汤对卵巢微血管内皮细胞 Bax 和

Bcl-2 表达的影响     用 CD34 标记卵巢微血管内皮

细胞，观察 Bax 和 Bcl-2 表达。与空白组比较，模型

组 CD34（红色）与 Bax（绿色）共定位增多（P<0.01），
CD34 与 Bcl-2（绿色）共定位减少（P<0.01），说明模

型组卵巢微血管内皮细胞中促凋亡蛋白 Bax 表达增

多，抑制凋亡蛋白 Bcl-2 表达减少；与模型组比较，

良方温经汤低、高剂量组和 4-苯基丁酸组 CD34 与

Bax 共定位减少（P<0.05，P<0.01），CD34 与 Bcl-2 共

定位增多（P<0.01）。见图 8、图 9、表 5。

3.11　良方温经汤对卵巢组织内质网应激及相关通

路蛋白表达的影响     与空白组比较，模型组内质网

应激标志蛋白 GRP78、CHOP 蛋白表达及信号通路

相 关 蛋 白 p-IRE1α/IRE1α、p-ASK1/ASK1、p-JNK/

JNK 均明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，

良方温经汤低剂量组 GRP78、CHOP 蛋白表达及

表 3　良方温经汤对卵巢微血管内皮功能损伤标志物影响  （x̄± s，n=5）

Table 3　Effect of Liangfang Wenjing decoction on markers of ovarian microvascular endothelial function impairment （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

良方温经汤低剂量组

良方温经汤高剂量组

4-苯基丁酸组

剂量/g·kg-1

10.08

20.16

0.1

ET-1/ng·L-1

2.67±0.86

10.43±2.242）

6.20±1.544）

5.42±1.244）

8.98±1.04

NO/μmol·L-1

3.69±1.40

0.74±0.682）

2.39±0.693）

2.46±0.634）

2.12±0.85

vWF/μg·L-1

0.28±0.14

1.74±0.492）

0.67±0.28

0.48±0.244）

0.72±0.17

TM/μg·L-1

8.83±3.13

32.32±9.742）

20.75±3.374）

15.78±3.244）

25.21±4.68

p-eNOS/eNOS

1.30±0.40

0.53±0.111）

0.97±0.33

1.24±0.583）

0.90±0.29

图 6　大鼠卵巢组织 p-eNOS、eNOS 蛋白表达电泳

Fig.  6　 Electrophoresis of p-eNOS and eNOS protein expression 

in ovarian tissue

图 7　大鼠卵巢组织 Bax、Bcl-2、cleaved Caspase-3 和 Caspase-3 蛋

白表达电泳

Fig.  7　 Electrophoresis of Bax， Bcl-2， cleaved Caspase-3 and 

Caspase-3 protein expression in ovarian tissue

表  4　良方温经汤对卵巢组织细胞凋亡蛋白表达及凋亡率的影响  （x̄± s，n=5）

Table 4　Effect of Liangfang Wenjing decoction on apoptosis proteins and apoptosis rate of ovarian tissue （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

良方温经汤低剂量组

良方温经汤高剂量组

4-苯基丁酸组

剂量/g·kg-1

10.08

20.16

0.1

cleaved-Caspase3/Caspase3

0.38±0.15

1.07±0.152）

0.40±0.184）

0.31±0.114）

0.34±0.194）

Bcl-2/β-tubulin

1.02±0.43

0.36±0.121）

0.85±0.33

0.97±0.303）

0.85±0.29

Bax/β-tubulin

0.71±0.06

1.38±0.172）

0.89±0.234）

0.91±0.234）

0.74±0.154）

凋亡率/%

3.24±0.50

23.03±5.562）

13.50±3.513）

5.66±2.564）

6.66±1.754）
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p-ASK1/ASK1 显著降低，差异具有统计学意义（P<

0.01），p-IRE1α/IRE1α、p-JNK/JNK 降低，但无统计

学 差 异 ，良 方 温 经 汤 高 剂 量 组 GRP78、CHOP、

p-IRE1α/IRE1α、p-ASK1/ASK1、p-JNK/JNK 明显降

低，差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01），4-苯基

丁 酸 组 GRP78、CHOP、p-IRE1α/IRE1α、p-ASK1/

ASK1 明显降低（P<0.05，P<0.01），p-JNK/JNK 也降

低，但差异无统计学意义。这些结果表明，IRE1α/

ASK1/JNK 信号通路在寒凝血瘀证大鼠中发挥作

用 ，良方温经汤干预后能够从不同程度上抑制

图  8　良方温经汤对大鼠卵巢微血管内皮细胞 Bax 蛋白表达的影响  （免疫荧光，×400）
Fig.  8　Effect of Liangfang Wenjing decoction on Bax protein expression in ovarian microvascular endothelial cells （IF， ×400）

图  9　良方温经汤对大鼠卵巢微血管内皮细胞 Bcl-2 蛋白表达的影响  （免疫荧光，×400）
Fig.  9　Effect of Liangfang Wenjing decoction on Bcl-2 protein expression in ovarian microvascular endothelial cells （IF， ×400）

··110



第 31 卷第  20 期
2025 年 10 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 31，No. 20

Oct. ，2025

IRE1α/ASK1/JNK 通路的激活，进一步减轻 ERS，

改善内皮细胞损伤。见图 10、表 6。

4 讨论

寒凝血瘀证是中医妇科临床常见证候，感受寒

邪是妇科寒凝血瘀证的主要原因。寒邪侵袭，胞脉

血行瘀滞不畅，发为痛经；胞宫经血不能按时满溢，

可见行经不畅、月经延迟、月经量少、闭经等表现，

临床可涉及多种妇科疾病，如原发性痛经、功能失

调性子宫出血、子宫内膜异位症、多囊卵巢综合征

等［22］。本实验采用冰水浴法模拟妇科寒凝血瘀证，

符合中医理论对妇人感受寒凉所致寒客胞宫、血脉

瘀阻的发病机制。结果显示模型大鼠出现畏寒蜷

缩、运动迟缓，大便稀溏，耳廓和舌下脉络瘀血等寒

凝血瘀证候表现，凝血功能异常，微循环障碍，伴有

动情周期延长，生殖激素紊乱，表明妇科寒凝血瘀

证模型制备成功。良方温经汤干预后可减轻寒凝

血瘀证候表现，改善凝血功能和微循环障碍，恢复

卵巢形态和功能。

良方温经汤临床上常用于治疗寒凝血瘀所引

起原发性痛经、子宫内膜异位症、子宫息肉、月经不

调等妇科疾病。方中肉桂温经散寒，当归养血活

血、调经止痛，川芎行血中之气，三药配伍，温经散

寒、调经止痛；人参、莪术、牡丹皮、牛膝养血活血、

凉血散瘀，且牛膝具有引血下行之功，助当归、川芎

通行血滞；白芍、甘草缓急止痛。现代药理研究表

明，其主要成分为川芎嗪、阿魏酸、芍药苷、丹皮酚、

桂皮醛 ，均具有保护血管正常结构和功能的作

用［23］。川芎嗪和阿魏酸能够通过调节 ET-1 和 NO

的平衡来改善血管舒缩功能［24-26］。研究表明阿魏酸

通过上调 eNOS 的表达，增加 NO 的释放，从而改善

血管内皮功能。桂皮醛可以抑制高糖诱导氧化应

激，减少细胞凋亡，保护内皮功能［27］。芍药苷能够

预防脂多糖刺激的人脐静脉内皮细胞中的内质网

应激相关炎症［28］。丹皮酚能够通过降低心肌肥厚

模型大鼠中内质网标志蛋白 GRP78 和 CHOP 的表

达，减轻心肌肥厚和血管损伤［29］。前期临床研究表

表 6　良方温经汤对卵巢组织内质网应激及通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=5）

Table 6　 Effect of Liangfang Wenjing decoction on endoplasmic reticulum stress and pathway protein expression in ovarian tissues （x̄± s，

n=5）

组别

空白组

模型组

良方温经汤低剂量组

良方温经汤高剂量组

4-苯基丁酸组

剂量/g·kg-1

10.08

20.16

0.1

GRP78/β-tubulin

0.84±0.13

1.18±0.112）

0.92±0.114）

0.72±0.094）

0.82±0.094）

CHOP/β-tubulin

1.28±0.19

1.73±0.192）

1.14±0.174）

1.00±0.174）

1.22±0.224）

p-IRE1α/IRE1α

0.43±0.15

1.36±0.432）

0.90±0.35

0.74±0.253）

0.73±0.273）

p-ASK1/ASK1

0.31±0.15

1.03±0.312）

0.45±0.164）

0.40±0.274）

0.36±0.194）

p-JNK/JNK

0.70±0.14

1.19±0.241）

0.80±0.14

0.64±0.373）

0.76±0.22

表 5　良方温经汤对卵巢微血管内皮细胞 Bax、Bcl-2 的影响  （x̄± s，

n=5）

Table 5　 Effect of Liangfang Wenjing decoction on Bax and Bcl-2 

in ovarian microvascular endothelial cells （x̄± s，n=5）

组别

空白组

模型组

良方温经汤低剂量组

良方温经汤高剂量组

4-苯基丁酸组

剂量

/g·kg-1

10.08

20.16

0.1

Bax+CD34

/CD34

0.17±0.03

0.51±0.042）

0.39±0.123）

0.22±0.054）

0.22±0.104）

Bcl-2+CD34

/CD34

0.63±0.14

0.19±0.092）

0.58±0.074）

0.61±0.054）

0.57±0.084）

图  10　 大 鼠 卵 巢 组 织 GRP78、CHOP、p-IRE1α、IRE1α、p-ASK1、

ASK1、p-JNK、JNK 蛋白表达电泳

Fig.  10　 Electrophoresis of GRP78， CHOP， p-IRE1α， IRE1α， 

p-ASK1， ASK1， p-JNK and JNK protein expression in ovarian 

tissue
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明，良方温经汤可调节月经病寒凝血瘀证患者体内

的 ET-1 和 NO 水平，改善血管舒张功能和血液高凝

状态，从而缓解月经病寒凝血瘀证患者月经量少、

痛经、月经延期等症状［30］。本研究也证实模型组大

鼠卵巢组织中 ET-1、TM、vWF 含量升高，NO 含量、

p-eNOS/eNOS 降低，微血管内皮细胞出现细胞器减

少、内质网肿胀扩张线粒体嵴断裂等超微结构变

化，这些结果表明寒凝血瘀证大鼠出现血管内皮功

能损伤；良方温经汤干预后 ET-1、TM、vWF 含量降

低，NO 含量、p-eNOS/eNOS 升高，内皮细胞超微结

构有所恢复，说明良方温经汤能够减轻寒凝血瘀证

大鼠卵巢微血管内皮功能损伤，起到保护微血管内

皮功能的作用。

寒冷作为外部环境变化，常引发细胞内部改

变。多项研究显示，不同强度与时段的寒冷应激会

使小鼠肺、肝、神经元、心脏等多器官组织出现细胞

凋亡［31-32］。本研究也显示，寒凝血瘀证大鼠大鼠卵

巢组织凋亡率、促凋亡蛋白 Bax、cleaved Caspase-3/

Caspase-3 升高，抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达减少。良方

温经汤干预后，卵巢组织细胞凋亡率、Bax、cleaved 

Caspase-3/Caspase-3 下降，Bcl-2 表达增多。同时微

血管内皮细胞中 Bax 减少，Bcl-2 增多。这表明良方

温经汤通过减轻细胞凋亡有效改善卵巢微血管内

皮细胞损伤。ERS 是内皮功能损伤的重要发病机

制［33］。当细胞受干扰功能的不良刺激时，未折叠或

错误折叠蛋白在内质网积聚，引发 ERS。适度 ERS

可启动未折叠蛋白反应（UPR）维持细胞稳态，过度

ERS 则导致细胞凋亡［34］。GRP78 和 CHOP 是内质

网应激的关键标志和凋亡触发因素［35］。研究表明，

寒冷作为应激源能触发内质网应激，增加动脉粥样

硬化模型斑块的不稳定性，促进结肠炎症［36］。本研

究结果显示，模型组大鼠卵巢组织内质网应激标志

物 GRP78 和 CHOP 蛋白表达增多，提示了寒凝血瘀

证大鼠卵巢微血管内皮细胞凋亡与内质网应激有

关。良方温经汤可改善上述现象，说明可能通过抑

制内质网应激减轻内皮细胞的凋亡。

IRE1α是细胞抵抗内质网应激的关键感受器。

早期可激活下游信号通路恢复内质网功能，应激过

强启动细胞凋亡程序［37］。内质网稳态条件下，分子

伴侣蛋白 GRP78 与 IRE1α结合，使其处于静默状

态，ERS 时，内质网中错误或未折叠蛋白可以竞争

性结合 GRP78，导致 IRE1α磷酸化或二聚化，活化

后的 IRE1α通过自身的激酶活性和 RNA 酶活性介

导下游 ASK1/JNK 信号通路［38］。 IRE1α/ASK1/JNK

通路是 ERS 诱导细胞凋亡的信号通路中较为清晰

明确的路径［39-40］。本研究证实，模型大鼠卵巢 p-

IRE1α、p-JNK、p-ASK1 蛋白表达升高，表明寒凝血

瘀证大鼠激活了 IRE1α/ASK1/JNK 信号通路，诱导

卵巢微血管内皮细胞凋亡。良方温经汤干预后，上

述分子蛋白表达明显下调，表明良方温经汤可能通

过调控 IRE1α/ASK1/JNK 通路抑制内质网应激，减

轻细胞凋亡，缓解内皮损伤。4-苯基丁酸作为内质

网应激抑制剂，同良方温经汤一样可降低大鼠卵巢

组 织 凋 亡 率 、降 低 cleaved Caspase-3/Caspase-3、

Bax、GRP78、CHOP、p-IRE1α、p-JNK、p-ASK1 蛋白

表达，佐证了抑制内质网应激可减轻细胞凋亡，也

支持了良方温经汤改善微血管内皮损伤与减轻内

质网应激诱导细胞凋亡密切相关。

综上所述，良方温经汤能够减轻寒凝血瘀证候

表现，恢复卵巢结构和功能，改善内皮细胞的超微

结构，减轻微血管损伤。其机制可能与调控 IRE1α/

ASK1/JNK 通路，抑制内质网应激，减轻内皮细胞凋

亡伤密切相关，这为良方温经汤在临床防治妇科疾

病提供了实验依据与理论基础。后续将通过体外

实验结合多组学分析进一步研究良方温经汤改善

寒冷刺激内皮细胞损伤的作用机制。
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