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基于 p38 MAPK 通路探讨乌丹丸对子宫内膜异位症
寒凝血瘀证巨噬细胞极化的影响

祝洁，薛晓鸥，贺稚平，代勇，李军，张家蔚，孙海芸*

（北京中医药大学 东直门医院，北京 100700）

［摘要］ 目的：基于 p38 丝裂素活化蛋白激酶（p38 MAPK）探讨乌丹丸对子宫内膜异位症（EMT）寒凝血瘀证模型大鼠巨

噬细胞 M1/M2 极化的影响。方法：选取雌性 SD 大鼠，随机数字法分为假手术组、模型组、乌丹丸高、中、低剂量组（2.4、1.2、

0.6 g·kg-1）、中成药组和西药组，采用冰水浴联合自体子宫内膜移植法建立子宫内膜异位症寒凝血瘀证大鼠模型，连续给药

4 周处死取材。酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-1β、IL-4、转化生长因子-β（TGF-

β）炎性因子的表达评估炎症；其次，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测一氧化氮合成酶（iNOS）、TNF-α、精氨

酸酶 1（Arg1）、甘露糖受体（CD206）转录水平评价巨噬细胞极化；蛋白免疫印迹法（Western blot）和免疫荧光技术（IF）检测

iNOS、Arg1 蛋白的表达佐证巨噬细胞极化。Western blot 和 Real-time PCR 检测 p38 MAPK 信号通路相关蛋白表达。结果：与

假手术组比较，模型组血清 TNF-α，IL-1β、TGF-β，IL-4 含量均明显升高（P<0.05），异位内膜组织中 iNOS、TNF-α、p-p38 MAPK、

酸化细胞外信号调节激酶（p-ERK）蛋白明显升高，iNOS、TNF-α、MAPK、ERK mRNA 水平明显升高，Arg1、CD206 mRNA 及蛋

白表达明显降低（P<0.05，P<0.01），异位内膜组织 iNOS 阳性细胞数明显升高，Arg1 阳性细胞数明显（P<0.05，P<0.01）。与模型

组比较，各给药组 TNF-α，IL-1β、TGF-β，IL-4 表达量均有不同程度降低，乌丹丸高、中剂量组和西药组尤为明显（P<0.05），乌丹

丸高、中剂量组及中成药、西药组大鼠异位子宫内膜组织中 iNOS、TNF-α、p-p38 MAPK、p-ERK 蛋白明显降低，iNOS、TNF-α、

MAPK、ERK mRNA 水平明显降低，Arg1、CD206 mRNA 及蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01），乌丹丸高、中剂量组及中成

药、西药组大鼠异位内膜组织中 iNOS 细胞阳性数量明显降低，Arg1 蛋白阳性数明显升高（P<0.05，P<0.01），乌丹丸低、中、高剂

量呈剂量依赖性，高剂量组与西药组疗效相近。结论：乌丹丸可以降低子宫内膜异位症寒凝血瘀证大鼠模型的炎性反应，减少

TNF-α、IL-1β、IL-4、TGF-β炎性因子的表达，促使巨噬细胞从 M1 型向 M2 型极化，其机制可能与 p38 MAPK 信号通路相关。
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Effect of Wudan Pill on Polarization of Macrophages in Endometriosis with

Cold Congeal and Blood Stasis Syndrome Based on p38 MAPK Pathway

ZHU Jie，XUE Xiaoou，HE Zhiping，DAI Yong，LI Jun，ZHANG Jiawei，SUN Haiyun*

（Dongzhimen Hospital， Beijing University of Chinese Medicine， Beijing 100700， China）

［［Abstract］］ Objective：：To investigate the effect of Wudan pill on the polarization of macrophages in the

rat model of endometriosis（EMT）with cold congeal and blood stasis syndrome based on p38 mitogen-activated

protein kinases（p38 MAPK）. Method：：Female SD rats with regular motility cycles were selected and randomly

divided into sham-operated group，model group，Wudan pill high，medium，and low-dose groups（2.4，1.2，
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and 0.6 g ⋅ kg−1），Chinese patent medicine group，and western medicine group by the random number table

method. The method of ice water bath + autologous endometrial transplantation was used to establish the rat

model of EMT with cold congeal and blood stasis，and the rats were executed after 4 weeks of continuous drug

administration to collect materials. Expression levels of serum tumor necrosis factor-α（TNF-α），interleukin-1β

（IL-1β），IL-4，and transforming growth factor-β（TGF-β）were determined by enzyme-linked immunosorbent

assay（ELISA）to assess inflammation. The real-time quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）
was performed to determine the inducible nitric oxide synthase（iNOS），TNF-α，arginase 1（Arg1），and human

mannose receptor（CD206）transcriptional levels to evaluate macrophage polarization. Western blot（WB）and

immunofluorescence（IF）assays were used to determine the protein expression levels of iNOS and Arg1 to

corroborate macrophage polarization. WB and Real-time PCR were used to determine the protein expression

levels of the p38 MAPK pathway. Result：：As compared with sham-operated group，the levels of serum TNF-α，

IL-1β，TGF-β，and IL-4 of rats in the model group were significantly higher（P<0.05）. In the model group，the

protein levels of iNOS，TNF- α， p-p38 MAPK， and phosphorylated-extracellular signal-regulated kinase

（p-ERK）in endothelial tissues were significantly higher，the mRNA levels of iNOS，TNF-α，MAPK，and ERK

were significantly higher，and the mRNA and protein expression levels of Arg1 and CD206 were significantly

lower（P<0.05，P<0.01）. The number of iNOS positive cells in endothelial tissues was significantly increased，

and the number of Arg1 positive cells in endothelial tissues in the model group was significantly decreased（P<

0.05，P<0.01）. As compared with the model group，the expression of TNF-α，IL-1β，TGF-β，and IL-4 in each

administration group was reduced to different degrees，which was especially significant in the Wudan pill high

and medium-dose groups and the western medicine group（P<0.05）. The protein expression levels of iNOS，

TNF- α，p-p38 MAPK，and p-ERK in endometrial tissues of rats in the Wudan pill high and medium-dose

groups，the Chinese patent medicine group，and the western medicine group were significantly lower，the

mRNA expression levels of iNOS，TNF-α，MAPK，and ERK were significantly lower，and the protein expression

levels of Arg1 and CD206 were significantly higher（P<0.05，P<0.01）. The number of iNOS positive cells in

endometrial tissues of rats was significantly decreased in the Wudan pill high and medium-dose groups，the

Chinese patent medicine group，and the western medicine group，whereas the number of Arg1 positive cells was

increased（P<0.05，P<0.01）. The low，medium，and high doses of Wudan pill were dose-dependent，and the

efficacy of the Wudan pill high-dose group was similar to that of the western medicine group. Conclusion：：

Wudan pill reduces the inflammatory response in rat model of EMT with cold congeal and blood stasis syndrome

and decreases expression levels of TNF- α， IL-1β， IL-4，and TGF- β， thereby prompting polarization of

macrophages from M1 to M2 type. The mechanism is presumedly related to p38 MAPK signaling pathway.

［［Keywords］］ endometriosis； cold congeal and blood stasis； inflammatory factors； macrophage

polarization；p38 mitogen activated protein kinases

子宫内膜异位症（EMT）是一种常见的妇科疾

病，其特征是子宫内膜组织植入于子宫以外部位，

导致慢性炎症、疼痛和不孕［1］。EMT 病变广泛，形

态多样，极具侵袭性和复发性，是难治之症，有

10%~15% 的育龄女性一生中会遭遇，近年发病率上

升，严重影响女性的健康和生活质量［2］。虽然内异

症历史久远，但现代医学尚未揭示其确切的发病机

制。西医治疗方法集中于抑制雌激素，包括促性腺

激素类似物（GnRHa）和孕激素或必要时行手术治

疗［3］，但前者不良反应较大，停药后病情反复，后者

剔除病灶后也不能根治，患者常不易接受。中医药

治疗对垂体、卵巢无抑制作用，不干扰正常的月经

周期，对解除病痛、控制病灶的发展及调理月经，均

有明显疗效，且治疗期间不影响受孕［4］。王子瑜教

授是全国名老中医、首都国医名师，行医 70 余载，擅

长治疗子宫内膜异位症等妇科常见疑难杂病。王

教授认为子宫内膜异位症是血瘀之重症，临床表现

以实证为主，治疗以“血实者宜决之”的原则，证型

以寒凝血瘀多见。乌丹丸活血益肾、散寒止痛，是

北京中医药大学东直门医院的院内制剂，已运用于
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临床近 30 年，对子宫内膜异位症痛经、性交痛、肛门

坠痛、盆腔包块、妊娠率等症状均有显著疗效［5-8］。

1 材料

1.1 动物 SPF 级雌性 SD 大鼠 49 只，6 周龄，体质

量（200.51±10.63）g，购自北京维通利华实验动物中

心，合格证号 SCXK（京）2016-0006，实验动物饲养

于北京中医药大学东直门医院生物安全Ⅱ级实验

室室内温度（22±2）℃，相对湿度 45%~55%，自由饮

食、饮水，每日光照 12 h，适应性喂养 7 d 后予以造

模。实验方案经北京中医药大学动物伦理委员会

批准（编号 19-52）。
1.2 药品 乌丹丸是北京中医药大学东直门医院

院内制剂（批准号 17031，84 g/盒），由丹参、赤芍、桃

仁、牡丹皮、三棱、莪术、醋鳖甲、水蛭、肉桂、乌药、

细辛等 22 味药组成，具有活血化瘀、消癥软坚、散寒

止痛之功效，用于治疗子宫内膜异位症，1 日 3 次，

1 日 4 g；乌丹丸高、中、低剂量组生药含量分别为

2.4、1.2、0.6 g·kg-1。地诺孕素片（拜尔医药保健有限

公司，批准文号 WES4U8），主治子宫内膜异位症，

口服，每日 1 片（2 mg）；散结镇痛胶囊（江苏康缘药

业股份有限公司，国药准字 Z20030127），具有软坚

散结、化瘀定痛功效，用于治疗痛经、月经不调、子

宫内膜异位症等，口服，1 日 3 次，1 次 4 粒；溶于温蒸

馏 水 50 mL 中 ，玻 璃 棒 搅 拌 混 匀 ，质 量 浓 度 为

0.05 g·mL-1，置于 4 ℃冰箱备用。

1.3 试剂 盐酸肾上腺素注射液（哈尔滨市大兽有

限责任公司，兽药字 080111221）；苯甲酸雌二醇注

射液（上海全宇生物生物科技动物药业有限公司，

兽字药 163232511）；白细胞介素（IL）-1β、IL-4、转化

生长因子-β（TGF-β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）酶联

免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（杭州联科生物公

司，批号分别为 EK301B/3-0、EK304/2-01、EK981-

01、EK382/3-02）；BCA 蛋白定量试剂盒（北京 MDL

公司，产品批号 MD913053）；实时荧光定量聚合酶

链式反应（Real-time PCR）试剂盒、TRIzol、RNA 溶

解液（中国全式金公司 ，批号分别为 AQ131-01，

H10318、H10323）；总 RNA 提取试剂盒（上海羽朵生

物科技有限公司，批号 00266）；引物合成 FastKing

cDNA 第一链合成试剂盒［上海捷瑞生物工程有限

公司天根生化科技（北京）有限公司，批号 KR118-

02］；蛋白免疫印迹法（Western blot）及 IP 细胞裂解

液、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠免疫球蛋白

（Ig）G（H+L）二抗（上海碧云天生物技术有限公司，

批号分别为 P0013、A0216）；磷酸化（p）-p38 一抗（美

国 Abcam 公司，批号 ab47363）；酸化细胞外信号调

节 激 酶（p-ERK）一 抗（美 国 Affinity 公 司 ，批 号

AF1015）；一 氧 化 氮 合 成 酶（iNOS）、精 氨 酸 酶 1

（Argl）一 抗（中 国 Proteintech 公 司 ，批 号 分 别 为

18985-1-AP、16001-1-AP）；苏木素 -伊红（HE）染色

液（北京迈德康纳生物技术有限公司、批号分别为

MC-28-2、MC-87-1）。
1.4 仪器 BG-subMIDI 型电泳仪（北京百晶生物

技术有限公司）；VE-586 型转移电泳槽（上海天能科

技有限公司）；ChemiDoc MP 型化学发光成像系统、

SDS-PAGE 型电泳系统、C1000 型转膜仪（美国 Bio-

Rad 公司）；CYTATION 3 型多功能酶标仪（美国 Bio-

Tek 公司）；LightCycler 480 Ⅱ型 PCR 仪（瑞士 Roche

公司）；801 型荧光显微镜（日本尼康公司）。
2 方法

2.1 模型制备 采用按随机数字法将 49 只大鼠随

机假手术组、模型组、乌丹丸高、中、低剂量组、中成

药组和西药组共 7 组，每组 7 只。手术组以外的 6 组

采用“自体移植手术+冰水浸泡法［9-10］制备大鼠模型

制备。冰水浴：每日将大鼠浸泡于 0~1 ℃冰水混合

物至出现呼吸微弱、反应迟钝、腿部僵直时从冰水

中捞出后并迅速用毛巾擦干，同时用电动吹风机吹

至干爽，注意保温。

在第 7 日和第 14 日，皮下注射 0.1% 盐酸肾上腺

素 0.8 mg·kg-1，4 h 后再次注射，2 次注射之间进行冰

水浴 5 min。第 14 天起，给造模组大鼠肌注 2 g·L-1

的苯甲酸雌二醇 0.1 mL·kg-1·d-1，连续 2 d，以诱导大

鼠发情。假手术组肌注射生理盐水 0.1 mL·kg-1·d-1。

1.5% 巴比妥钠 3 mL·kg-1将大鼠麻醉，打开腹腔，在

左侧子宫角处切下 5 mm 左右片段，置入无菌磷酸

盐缓冲液（PBS），分离子宫内膜与肌层，再移植到大

鼠右侧腹壁，缝合伤口。假手术组开腹后缝合。查

无活动性出血后，于腹腔中注射抗生素预防感染。

手术 1 周后，将缝合刀口处贴医用防水胶布，再次冰

水浴刺激 1 周。手术后 4 周随机抽取模型 3 只，观察

耳缘紫暗、舌质紫暗等寒凝血瘀证的症状；开腹观

察异位造生长情况，移植物呈现为椭圆形或圆形、

淡红色的囊泡，充满透明或含血液体，表面覆盖大

量血管，清晰可见，与周围组织粘连紧密，表示造模

成功。造模过程中，因冰水游泳死亡 3 只。

2.2 分组与给药 子宫内膜异位症寒凝血瘀证大

鼠模型造模成功后给药，假手术组和模型组每日灌

服生理盐水 10 mL·kg-1；按照人常用剂量（26 g·d-1）
为等效剂量，经等效体表面积公式［11］换算乌丹丸
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高、中、低剂量（2.4、1.2、0.6 g·kg-1）灌胃，相当于临床

剂量的 4、2、1 倍，散结镇痛组每天按照 0.48 g·kg-1灌

胃，地诺孕素每天按照 0.2 mg·kg-1 灌胃，连续给

药 4 周。

2.3 标本 采集末次给药结束 24 h，1% 戊巴比妥

钠麻醉，开腹在腹主动脉处采血 5 mL，静置后离心

（3 000 r·min-1，15 min，离心半径 7 cm），收集血清冻

存在−80 ℃冰箱；取假手术组正常子宫内膜组织和

其余各组异位子宫内膜组织，漂洗后各剪取 0.5 g 冻

存在液氮中备用；剩余子宫组织置于 4% 多聚甲醛

溶液中固定，经梯度乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包

埋，切片为 5 μm 的常规病理切片。

2.4 检测指标

2.4.1 HE 染色观察在位及异位内膜组织病理变化

取切片，进行 HE 染色，中性树胶封片，光学显微

镜下观察异位内膜组织学形态。

2.4.2 ELISA 检测血清中炎症因子表达 各组大

鼠血清在 4 ℃解冻，按 TNF-α、IL-1β 、IL-4、TGF-β

ELISA 试剂盒说明书的步骤检测。

2.4.3 Real-time PCR 检测组织中 iNOS、TNF-α、

Arg1、CD206、p-p38 MAPK、p-ERK 转录水平 取

液氮冻存组织，加入 TRIzol RNA-solv Regent 匀浆，

提取总 RNA，测定浓度，按照 Real-time PCR 试剂盒

操作说明书逆转录合成第一链 cDNA，按照试剂说

明书进行 PCR 扩增，PCR 反应条件：95 ℃预变性

1 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 20 s，72 ℃延伸

20 s，共 40 个循环。扩增结束计算 2-ΔΔCt。引物序列

由北京博尔迈生物技术有限公司合成。见表 1。

2.4.4 Westem blot检测异位内膜组织 iNOS、Arg1、

p-p38 MAPK、p-ERK 蛋白表达 检测冻存子宫组

织 0.5 g，使用蛋白提取试剂盒、BCA 试剂盒提取总

蛋白并测定其总浓度，各组分取蛋白样品 20 μg 在

电泳仪中进行电泳，转膜，加入 5% 的脱脂奶粉室温

封闭 2 h，加入 iNOS、Arg1、p-p38、p-ERK（1∶500）、
Arg1（1∶1 000）一抗溶液 4 ℃孵育过夜，使用 TBST

漂洗 3 次，加入羊抗兔二抗溶液室温孵育 2 h，用

TBST 漂洗 3 次，采用化学发光法显色，以凝胶成像

仪拍摄图像并对图像进行分析得出各组蛋白的相

对表达量。

2.4.5 免疫荧光法检测 iNOS、Arg1 蛋白表达 石

蜡切片，抗原修复处理，加一抗、二抗洗，DAPI 复染

细胞核后封片，荧光显微镜观察。DAPI 染出来的

细胞核在紫外的激发下为蓝色，阳性表达为相应荧

光素标记的绿色。

2.5 统计学方法 所有实验数据采用 SPSS 20.0 统

计软件进行统计分析，计量资料用 x̄ ± s 表示，多组

间比较行，符合正态分布采用单因素方差分析，方

差齐组间比较采用最小显著性差异（LSD）-t 检验，

不符合正态分布采用非参数检验，以 P<0.05 为差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 对 EMT 大鼠内膜组织病理形态学的影响 假

手术组子宫内膜组织结构正常，可见明显子宫内膜

上皮及基质，层次清晰，基质呈少许纤维化，未见明

显变性；模型组子宫内膜组织结构重度异常，内膜

腺体具有明显的核下空泡，间质偶见红细胞浸润；
高剂量组子宫内膜组织结构轻度异常，扩张后的腺

体内可见部分分泌物，并可见少量炎症细胞浸润。

乌丹丸中剂量组子宫内膜组织结构轻度异常，腺体

内个别细胞可见空泡化，并可见少量炎症细胞浸

润。乌丹丸低剂量组子宫内膜组织结构中度异常，

组织内可见细胞大小不一，部分细胞核破碎，可见

红细胞浸润及部分炎症细胞浸润；中成药组子宫内

膜组织结构轻度异常，腺体内可见少量分泌物，并

可见少量炎症细胞浸润。西药组子宫内膜组织结构

轻度异常，组织内偶见个别淋巴细胞浸润。见图 1。

3.2 对寒凝血瘀型 EMT 大鼠血清 TNF-α、IL-1β、

TGF-β、IL-4 的影响 与假手术组比较，模型组血清

TNF- α、IL-1β、TGF- β、IL-4 含 量 均 明 显 升 高

（P<0.05），与模型组比较，各给药组 IL-1β、TGF-β、

IL-4 表达量均有不同程度降低，乌丹丸高、中剂量

组和西药组尤为明显（P<0.05）。乌丹丸低剂量组

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

GAPDH

TNF-α

iNOS

Arg1

CD206

ERK1/2

p38 MAPK

序列

上游 GATGACATCAAGAAGGTGGTGA

下游 ACCCTGTTGCTGTAGCCATATTC

上游 CTCAAGCCCTGGTATGAGCC

下游 GGCTGGGTAGAGAACGGATG

上游 CAAGGTGACCTGAAAGAGGA

下游 GTCCAGGGATTCTGGAACAT

上游 TAGAGATTATCGGAGCGCCT

下游 TCACAATTTGAAAGGGGCTG

上游 TCTGTGTACTCTGCTGGCG

下游 CACATTGTCCACACGCTTCT

上游 CTTCCAACCTCCTGCTGAAC

下游 TCAGCTGGTCAAGGTAATGC

上游 ACATCGTGTGGCAGTGAAGA

下游 ACGTGGTCATCGGTAAGCTT

长度/bp

250

150

160

250

280

209

240
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和 中 成 药 组 可 明 显 降 低 TNF- α 表 达（P<0.05）。 见表 2。

3.3 对乌丹丸对寒凝血瘀型 EMT 大鼠内膜组织巨

噬细胞 M1 型（iNOS、TNF-α）、M2 型（Arg1、CD206）
极化的影响

3.3.1 对 iNOS、TNF-α、Arg1、CD206 mRNA 表达的

影响 与假手术组比较，模型组大鼠在位子宫内膜

组 织 中 iNOS、TNF-α mRNA 显 著 升 高（P<0.01），
Arg1、CD206 mRNA 表达明显升高（P<0.05）；与模

型组比较，乌丹丸高、中、低剂量组、中成药、西药组

大鼠在位子宫内膜组织中 iNOS、TNF-α显著降低

（P<0.01）；乌丹丸高、中剂量组、中成药和西药组大

鼠在位子宫内膜组织中 Arg1、CD206 表达显著升高

（P<0.01）；低 剂 量 组 CD206 mRNA 明 显 增 高（P<

0.05）。见表 3。

3.3.2 对 iNOS、Arg1 蛋白表达的影响 与假手术

组比较，模型组大鼠在位子宫内膜组织中 iNOS 蛋

白表达量明显升高，Arg1 蛋白表达量明显降低（P<

0.05，P<0.01）；与模型组比较，乌丹丸高、中剂量组

及中成药、西药组大鼠在位子宫内膜组织中 iNOS

蛋白表达明显降低，Arg1 蛋白表达明显升高（P<

0.05，P<0.01）。见图 2、表 4。

3.3.3 免疫荧光相关蛋白表达 与假手术组比较，

模型组在位子宫内膜组织中 iNOS 表达显著升高

（P<0.01），Arg1 表达明显降低（P<0.05）；与模型组

比较，乌丹丸高、中、低剂量组、中成药和西药组大

鼠在位子宫内膜组织中 iNOS 表达量明显降低（P<

0.05，P<0.01），Arg1 表 达 显 著 升 高（P<0.01）。 见

表 5、图 3、图 4。

3.4 对 EMT 大鼠内膜组织 p-p38 MAPK、p-ERK

mRNA 及蛋白表达的影响

3.4.1 对 p-p38 MAPK、p-ERK mRNA 表达的影响

与假手术组比较，模型组大鼠在位子宫内膜组织

中 p-p38 MAPK、p-ERK mRNA 表达显著增高（P<

注：A.假手术组；B.模型组；C~E.乌丹丸高、中、低剂量组；F.中成药组；G.西药组（图 2-图 5 同）
图 1 乌丹丸对大鼠子宫内膜组织病理形态的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Wudan pill on histopathology of endometrium of rats（HE，×400）

表 2 乌丹丸对 EMS寒凝血瘀证大鼠血清中 TNF-α、IL-1β、TGF-β、IL-4含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Wudan pill on serum levels of TNF-α，IL-1β，TGF-β and IL-4 in EMS rats with cold clotting and blood stasis（x̄± s，n=6）

ng·L-1

组别

假手术组

模型组

乌丹丸高剂量组

乌丹丸中剂量组

乌丹丸低剂量组

中成药组

西药组

剂量/g·kg-1

2.4

1.2

0.6

0.48

2×10-4

TNF-α

88.15±4.27

141.33±16.221）

110.22±9.413）

111.17±6.903）

124.25±9.802）

111.65±8.023）

109.71±2.663）

IL-1β

527.91±11.96

1 171.00±23.511）

821.00±23.633）

916.35±31.103）

1 060.79±14.39

992.78±18.152）

804.04±30.423）

TGF-β

111.50±11.02

188.20±6.641）

117.70±10.913）

134.30±22.083）

163.80±4.76

158.80±14.862）

117.50±16.703）

IL-4

42.61±2.25

73.03±8.491）

51.08±6.29 3）

59.09±4.523）

66.93±6.98

59.94±2.612）

44.70±2.233）

注：与假手术组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3-表 5、表 7 同）
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0.01）；与模型组比较，乌丹丸高、中剂量组及中成

药、西药组大鼠在位子宫内膜组织中 p-p38 MAPK、

p-ERK mRNA 显著降低（P<0.01）。见表 6。

3.4.2 对 p-p38 MAPK、p-ERK 蛋 白 表 达 的 影 响

与假手术组比较，模型组大鼠在位子宫内膜组织

中 p-p38 MAPK、p-ERK 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P<

0.01）；与模型组比较，乌丹丸高、中剂量组及中成

药、西药组大鼠在位子宫内膜组织中 p-p38 MAPK、

p-ERK 蛋白显著降低（P<0.01）。见图 5、表 7。

4 讨论

EMT 是女性中常见的慢性炎症性疾病，其特征

是子宫内膜组织存在于于宫腔以外，影响约 10% 的

育龄期女性。人体内炎症因子异常增加或积聚往

往导致该病发生、发展［12］。中医认为，本病的基本

病机是瘀血阻滞，传统医学的血瘀证和现代医学炎

性反应有着密不可分的关系［13］，从炎症介质的整体

性来研究血瘀证是重要的新方法［14］。研究证实通

过传统中医药活血化瘀之法治疗 EMT，可明显缓减

或改善 EMT 炎性反应［15-16］。

王子瑜教授认为寒主收引，凝滞气血，寒邪占

据血室，瘀血阻滞，气血筋脉运行不畅，久则瘀积癥

瘕内生。根据“温则消而去之”，治以温经散寒化

瘀，血得温则行，血行则瘀散，诸症皆消，研制了乌

丹丸。方中丹参、赤芍、桃仁、牡丹皮活血祛瘀，三

棱、莪术、醋鳖甲、水蛭破血逐瘀，消散瘀结通经；配
肉桂温肾阳，鼓动元气，促进血液循环，乌药辛温，

温肾散寒、行气止痛，细辛温经通络，血得温则流

畅，以达温通活血。以乌药、乳香、没药、延胡索行

气止痛；以丹参养血活血，续断补肾助阳，以免损伤

正气；丹参凉而不寒，赤芍微寒并有活血作用，以防

温燥伤阴，共奏活血益肾、散寒止痛之功。

IL-4 是辅助性 T 细胞 2（Th2）分泌的可抑制促炎

因子释放的免疫调节因子，有证据表明子宫内膜异

表 3 乌丹丸对 EMS寒凝血瘀证大鼠内膜组织 iNOS、TNF-α、Arg1、CD206 mRNA的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Wudan pill on iNOS，TNF-α，Arg1，CD206 mRNA in endothelial tissue of EMS rats with cold clotting and blood stasis

（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

乌丹丸高剂量组

乌丹丸中剂量组

乌丹丸低剂量组

中成药组

西药组

剂量/g·kg-1

2.4

1.2

0.6

0.48

2×10-4

iNOS

1.00±0.06

5.35±0.372）

2.05±0.124）

3.06±0.214）

4.82±0.244）

2.85±0.254）

1.73±0.194）

TNF-α

1.01±0.15

5.58±0.182）

2.81±0.094）

2.99±0.214）

4.30±0.244）

3.12±0.154）

1.47±0.144）

Arg1

0.97±0.13

1.41±0.181）

2.36±0.314）

2.02±0.234）

1.71±0.17

2.11±0.194）

2.41±0.454）

CD206

0.65±0.07

0.99±0.061）

2.63±0.20 4）

1.90±0.124）

1.36±0.213）

2.50±0.254）

2.76±0.414）

表 4 乌 丹 丸 对 大 鼠 内 膜 组 织 iNOS、Arg1 蛋 白 表 达 的 影 响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Wudan pill on iNOS and Arg1 protein

expression in endosomal tissues of rats（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

乌丹丸高剂量组

乌丹丸中剂量组

乌丹丸低剂量组

中成药组

西药组

剂量/g·kg-1

2.4

1.2

0.6

0.48

2×10-4

iNOS/GAPDH

0.31±0.05

0.52±0.091）

0.52±0.093）

0.59±0.083）

0.77±0.074）

0.66±0.053）

0.45±0.063）

Arg1/GAPDH

0.35±0.02

0.58±0.061）

0.76±0.083）

0.67±0.083）

0.57±0.04

0.63±0.053）

0.84±0.033）

图 2 各组内膜组织 iNOS、Arg1蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of iNOS and Arg1 protein expression in

endosomal tissues of each group

表 5 乌丹丸对大鼠子宫内膜组织中 iNOS、Arg1 阳性细胞表达的

影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of Wudan pill on iNOS and Arg1 positive cells in

endometrial tissue of rats（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

乌丹丸高剂量组

乌丹丸中剂量组

乌丹丸低剂量组

中成药组

西药组

剂量/g·kg-1

2.4

1.2

0.6

0.48

2×10-4

iNOS

0.14±0.04

3.31±0.552）

0.36±0.044）

1.02±0.204）

2.46±0.283）

0.77±0.104）

0.27±0.034）

Arg1

0.30±0.01

0.56±0.061）

2.14±0.134）

0.96±0.164）

0.59±0.06

1.29±0.064）

2.38±0.064）
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位症患者血清、腹腔及病灶组织抗炎细胞因子 IL-4

急剧增加［17-18］。TGF-β也是一种抗炎细胞因子，其

可以抑制或逆转巨噬细胞活化，从而下调炎性细胞

因子。研究证实 TGF-β和相关细胞因子参与子宫

内膜异位症的发病过程［19］。M2 巨噬细胞可以被

IL-4、IL-10 或 TGF-β激活，从而参与抗炎和组织修

复、血管生成和血管正常化。TNF-α是细胞因子和

其他炎症介质合成的关键调节因子，在子宫内膜异

图 4 乌丹丸对大鼠异位子宫内膜组织 Arg1表达的影响（免疫荧光，×400）
Fig. 4 Effect of Wudan pill on Arg1 in various groups of ectopic endometrial tissues of rats（IF，×400）
表 6 乌丹丸对大鼠内膜组织 p-p38 MAPK、p-ERK mRNA 的影响

（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of Wudan pill on p-p38 MAPK and p-ERK mRNA

on endothelial tissue of rats（x̄± s，n=3）

组别

假手术组

模型组

乌丹丸高剂量组

乌丹丸中剂量组

乌丹丸低剂量组

中成药组

西药组

剂量/g·kg-1

2.4

1.2

0.6

0.48

2×10-4

p-p38 MAPK

1.00±0.08

6.47±0.761）

3.49±0.402）

2.27±0.392）

3.65±0.442）

2.08±0.322）

1.82±0.292）

p-ERK

1.00±0.10

8.13±0.561）

2.74±0.152）

3.50±0.422）

4.97±0.582）

2.33±0.242）

1.82±0.292）

注：与假手术组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01

图 3 乌丹丸对大鼠异位子宫内膜组织 iNOS表达的影响（免疫荧光法，×400）
Fig. 3 Effect of Wudan pill on iNOS in various groups of ectopic endometrial tissues of rats（IF，×400）

图 5 各组内膜组织 p-p38 MAPK、p-ERK蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of p-p38 MAPK and p-ERK protein

expression in endothelial tissue of each group
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位症的发展中具有重要作用。研究证实在子宫内

膜异位症女性腹膜液中呈高水平，并与疾病严重程

度相关［20］。抗 TNF-α治疗可抑制实验性大鼠子宫

内膜异位症的发展并缓解人类子宫内膜异位症相

关的疼痛［21］。 IL-1β多出现在血循环中主要通过刺

激炎症和子宫内膜异位症相关基因的表达，在免疫

调节及炎症进程中扮演着重要角色［22］。 IL-1β表达

与 EMs 病变深度呈正相关，并可使异位子宫内膜细

胞分泌单核细胞趋化蛋白（MCP）-1，趋化单核细胞

进入腹腔，完成巨噬细的自我招募、补充，使得 EMT

继续发展［23］。M1 型巨噬细胞被称为经典激活巨噬

细胞，具有抑制和杀伤肿瘤细胞等功能。研究显

示，子宫内膜异位女性的异位子宫内膜中巨噬细胞

活化的经典 M1 极化特征［24］。M2 型巨噬细胞又被

称为诱导型活化型巨噬细胞，通过吞噬作用积极清

除病原体和组织碎片，促进愈合和组织重塑［25］。中

药及中药复方可以通过调节巨噬细胞极化来抑制

炎症反应，已成为研究热点［26］。MAPK 信号通路在

子宫内膜异位症微环境中具有多种作用，MAPK 在

迁移、植入、生长、侵入盆腔结构、增殖和细胞凋亡

中的异常激活导致子宫内膜异位症的形成，还参与

调控巨噬细胞极化［27］。子宫内膜异位症发病机制

仍不明确，但慢性炎症通过 MAPK 信号通路发挥关

键作用。研究发现，炎症介质和 p38 MAPK 之间形

成正反馈效应，共同促进 EMT 的发生发展［28-29］。研

究发现子宫内膜异位症细胞中 p38 MAPK 活性的增

加通过促进局部炎症环境促进子宫内膜异位症的

发病机制［30］。在信号转导通路水平上阻断和调节

p38 MAPK 的表达或有望成为防治子宫内膜异位症

的新策略［31］。因此本研究基于 MAPK 信号通路探

讨乌丹丸防治 EMT 的炎症相关机制。

本研究发现，与假手术组比较，模型组血清

TNF-α、IL-1β、TGF-β、IL-4 含量均显著升高，各给药

组炎症因子表达均有降低，与近年研究结果［32］发现

子宫内膜异位症患者外周血及腹腔液中炎症因子

水平增高相符。乌丹丸还能够降低 M1 相关基因

（iNOS、TNF-α）的表达，增加 M2 相关基因（Arg1、

CD206）的表达，且在巨噬细胞细胞转移到 M2 极化

方面的能力成剂量依赖，高剂量组更强大，优于中

成药组，也与西药组相近，说明乌丹丸参与巨噬细

胞 M1/M2 平衡的调节，在促使从 M1 转移到 M2 中

起着强有力的作用。研究发现 IL-4 刺激 RAW264.7

细胞后诱导巨噬细胞 M2 型极化模型评价小金丹的

调节作用，结果发现其能明显抑制 M2 型巨噬细胞

标志物 CD206、Arg-1 表达，提示小金丹能逆转 IL-4

诱导的巨噬细胞 M2 型极化［33］。杨延军等［34］发现常

山酮可直接作用于巨噬细胞，维持 EMT 模型鼠炎症

微环境的平衡，促进巨噬细胞向 M1 型极化，增强免

疫反应，减少异位内膜病灶体积。本研究发现乌丹

丸降低 EMT 寒凝血瘀证大鼠模型子宫内膜异位内

膜 p-p38 MAPK、p-ERK mRNA和蛋白表达，表明乌丹

丸调控巨噬细胞极化。炎症介质和 p38 MAPK 促进

EMT的发生发展，乌丹丸能够阻断和调节 p38 MAPK

表达，在治疗子宫内膜异位症中发挥着关键作用。

综上，乌丹丸对子宫内膜异位症寒凝血瘀证大

鼠模型炎性反应有一定的抑制作用，使异位内膜组

织中巨噬细胞从 M1 向 M2 极化，血清炎性因子表达

降低，其作用机制可能与 p38 MAPK 信号通路相关。
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