
第 27 卷第 9 期
2021 年 5 月

Vol. 27，No. 9

May，2021

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

化瘀解毒方改善子宫内膜异位症小鼠肠道菌群及粪便代谢组
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［摘要］ 目的：探讨化瘀解毒方（HYJDP）对子宫内膜异位症模型小鼠肠道菌群、粪便代谢物和异位病灶的影响。方法：将

正常雌性 C57BL/6J 小鼠分为正常组（CO），子宫内膜异位症组（EM），化瘀解毒方组（CM），CO 和 EM 组予生理盐水灌胃，CM

组予 HYJDP 汤药灌胃。采用非靶向代谢组学检测小鼠粪便上清中代谢物，运用接受者操作特性曲线（ROC）分析筛选重要差

异代谢物；采用 16S rRNA 高通量测序方法检测小鼠肠道菌群结构，并用 Spearman 相关系数表示差异代谢物与肠道菌群之间

关联程度；酶联免疫吸附测定（ELISA）检测小鼠肠壁组织、血清及腹腔液中脂多糖（LPS）含量；运用免疫组化检测异位病灶中

波形蛋白（Vimentin）和钙黏蛋白（E-cadherin）表达情况。结果：HYJFD 能够恢复子宫内膜异位症小鼠肠道菌群紊乱代谢物水

平，以 homoveratric acid，melilotoside C 和 physapubescin 3 种代谢物水平恢复为特征，homoveratric acid，melilotoside C 和

physapubescin EM 分别与 CO，CM 比较时变量权重值（VIP）值均超过 2 且 ROC 分析中 AUC 值均>0.9。与 EM 组比较，HYJDP

能够恢复子宫内膜异位症小鼠肠道菌群中 Lachnospiraceae_NK4A136_group，Lactobacillus，Blautia 等物种丰度（P<0.05）。EM

组腹腔液上清 LPS 水平明显高于 CO 组（P<0.05），并明显高于 CM 组（P<0.05）。子宫内膜异位灶 Vimentin 和 E-cadherin 蛋白表

达显著降低（P<0.05）。结论：HYJFD 能够改善子宫内膜异位症小鼠肠道内环境，降低体内 LPS 水平，减轻异位灶纤维化，是治

疗子宫内膜异位症的有效药物。
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Huayu Jiedu Prescription Alleviates Gut Microbiota and Fecal

Metabolites in Mice with Endometriosis
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［Abstract］ Objective： To investigate the effect of Huayu Jiedu prescription（HYJDP） on gut

microbiota and fecal metabolites in mice with endometriosis. Method： Normal female C57BL/6J mice were

divided into normal control group（CO），endometriosis group（EM）and Chinese medicine Huayu Jiedu

decocotion group（CM）. CO and EM groups received normal saline and CM group received HYJDP by

intragastric administration. Untargeted metabolomics method was used to detect metabolites in fecal supernatant

of mice，and receiver operating characteristic（ROC）analysis was used to screen the differential metabolites，

16S rRNA high-throughput sequencing was used to detect the gut microbiota， and Spearman correlation
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coefficient was used to represent the degree of correlation between differential metabolites and intestinal flora.

Lipopolysaccharides（LPSs） in intestinal wall tissue，serum and peritoneal lavage fluid were detected by

enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The expression of Vimentin and E-cadherin in ectopic lesions

was detected by immunohistochemistry. Result： HYJDP alleviated the disorders of fecal metabolites and gut

microbiota in EMS mice，especially with the recovered levels of homoveratric acid，melilotoside C and

physapubescin in fecal supernatant. In the comparison of these three factors between EM group and CO group as

well as between EM group and CM group，the variable important in projection（VIP）value was both above 2，

and AUC in ROC analysis was both >0.9. As compared with EM group，HYJDP restored the abundance of

species such as Lachnospiraceae_NK4A136_group，Lactobacillus and Blautia（P<0.05）. In addition，the level

of LPS in peritoneal fluid supernatant of EM group was significantly higher than that of CO group（P<0.05）and

CM group（P<0.05）. The protein expression of vimentin and E-cadherin in endometriosis decreased significantly

（P<0.05）. Conclusion： HYJDP which can improve the intestinal environment and reduce the level of LPS in

mice with endometriosis，is an effective drug for the treatment of endometriosis.

［Key words］ endometriosis； Huayu Jiedu prescription（HYJDP）； intestinal flora； metabolomics；
lipopolysaccharide

子宫内膜异位症（内异症）影响着全球 5%~10%

育龄期妇女，是子宫内膜腺体和基质种植生长于子

宫被覆内膜及子宫体以外的一种慢性雌激素依赖

性疾病［1］。由于发病原因尚未明确，目前的治疗方

法仅限于对症治疗，无法针对病因的手术治疗［2］。

目前认为，子宫内膜异位症是一个多因素的疾病，

是由多种遗传、激素、免疫和环境因素的复杂相互

作用决定的［3］。

肠道菌群现在被认为是决定宿主健康和赋予

宿主扩展代谢能力的重要因素［4］。事实上，消化道

内的微生物不仅是食物消化所必需的，而且还参与

了雌激素代谢［5］、全身炎症［6］和干细胞内稳态的调

节等机体活动［7］。微生物组和代谢组学技术的综合

分析表明，肠道菌群失调与许多疾病中多种代谢物

的失调直接相关［8］。已有充分证据表明，肠道菌群

失调及代谢表型改变与肥胖、糖尿病、动脉粥样硬

化等多种疾病相关［9］。在子宫内膜异位症与肠道菌

群研究方面，近几年的动物实验研究发现，内异症

小鼠出现了肠道菌群紊乱［10］；抗生素治疗及菌群移

植，可改变肠道菌群，从而影响改变子宫内膜异位

症小鼠疾病进展［11］。

脂多糖（LPS）是绝大多数革兰氏阴性菌外膜的

必需组成部分，而这些革兰氏阴性菌每一次进行分

裂，就会合成和运输数百万的 LPS 分子［12］。当细菌

死亡溶解或者人为破坏后，大量 LPS 会被释放出

来，与人体内各种细胞相互作用，引起机体一系列

反应，如持续低度炎症［13］。肠道菌群结构失调会影

响肠道内环境，导致肠壁免疫功能失调、通透性改

变［14］，进而可能使得肠道内 LPS 渗透到腹腔内，引

起腹腔内环境的改变。有研究认为内异症是一种

炎性疾病，其发生发展与人体盆腔内环境紊乱密不

可分［15］。LPS 是一种经典促炎因子，主要通过作用

于 Toll 样受体信号通路（Toll-like receptor signaling

pathway）从而发挥作用，能够诱发机体产生多种炎

症反应因子，从而导致盆腔炎性环境的出现与维

持［16］。研究显示，内异症患者腹腔液中 LPS 的水平

较健康女性显著升高［17］，而 LPS 能够促进内异症模

型小鼠的病灶生长［18］。提示 LPS 在内异症的发生

发展中发挥着重要作用。

化瘀解毒方（HYJDP）是治疗子宫内膜异位症

的一个中药复方，它的主要药物为大血藤、莪术、生

蒲黄、制乳香，没药，淫羊藿。前期研究已证实该方

具有很好的临床疗效［19］，但其作用机制尚不明确。

网络药理学是近年来用于研究中药的有利工具，能

够对疾病相关基因进行优先排序，预测中药化合物

的靶向和药理作用，揭示“药物 -基因 -疾病”之间的

关联，以高通量的方式从中药配方中筛选协同多化

合物 ，并解释中药方剂的组合规律及网络调控

效应［20］。

本研究通过建立动物模型，探讨 HYJDP 对子宫

内膜异位症小鼠粪便代谢物、肠道菌群以及体内

LPS 含 量 的 影 响 ，并 利 用 网 络 药 理 学 方 法 分 析

HYJDP 对 LPS 相关通路的作用机制。

1 材料

1.1 动物及分组 从北京维通利华实验动物技术

有限公司订购 6 周龄的健康雌性 C57BL/6J 小鼠，实
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验动物合格证号 SCXK（京）2016-0006，饲养于长海

医院中心实验室动物房，许可证号 SYXK（沪）2015-

0017。每天早晨用阴道涂片监测动情周期，持续 2

周，并用动情周期正常的小鼠进行以下实验。采用

随机数字表法分为正常组（CO），内异症模型组

（EM）和化瘀解毒方治疗组（CM）。于上海长海医

院动物中心 SPF 条件下饲养，一笼 3 只，每组各 6 只，

12 h 光照，12 h 黑暗，每周更换 1 次敷料，24 h 自由食

用无菌营养颗粒饲料与无菌水。所有动物实验均

符合动物伦理要求。

1.2 试剂 大血藤 30 g，莪术 9 g，生蒲黄 9 g，制乳

香 9 g，没药 9 g，淫羊藿 18 g，所有饮片均来自海军

军医大学第一附属医院（上海长海医院）中药房，经

上海长海医院王忠壮教授鉴定为正品。将上述饮

片常规煎煮，过滤，合并 2 次滤液，水浴旋蒸浓缩为

每 mL 生药含量为 1.09 g 的药液，冷却后转入灭菌离

心管，于 4 ℃存储备用。按《实验动物学》剂量换算

表，将 60 kg 成人每日剂量（1.4 g·kg-1·d-1），以 0.002 6

为换算系数，换算成 20 g 小鼠每日的等效剂量为

10.92 g·kg-1·d-1。雌二醇（上海源叶生物科技有限公

司，批号 R26A11Y122359）；苏木素 -伊红（HE）染色

液（珠海贝索生物技术有限公司，批号 BA4025）；封
片 剂（ 上 海 国 药 医 药 零 售 有 限 公 司 ，批 号

10004160）；一 抗 波 形 蛋 白（Vimentin），钙 黏 蛋 白

（E-cadherin），链霉亲和素 -生物素复合物 SABC-

POD［兔免疫球蛋白（Ig）G］，内源性过氧化物酶阻

断剂，EDTA 抗原修复液，抗体稀释液，磷酸盐缓冲

液（PBS）漂洗液，DAB 显色试剂盒，Mayor'苏木素

（武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

BA0135， BM4166， SA1020， AR1108， AR0023，

AR1016，AR0030，AR1022，AR0038）；LPS 酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒（美国 Cusabio 公司，批号

CSB-E13066m）；DNA 抽提试剂盒（美国 BioTek 公

司，批号 D4015-01）；2% 琼脂糖凝胶（法国 Biowest

公司，批号 111860）；FastPfu 聚合酶（北京全式金生

物科技有限公司，批号 AP221-01）；AxyPrep DNA 凝

胶回收试剂盒（美国 Axygen 公司，批号 AP-GX-50）；
TruSeqTM DNA 样 品 盒（美 国 Illumina 公 司 ，批 号

552）；土 壤 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒

FastDNASPINKitforSoil（ 美 国 MP 公 司 ，批 号

116560200）；高 效 液 相 色 谱 质 谱 甲 醇 LCMS

Methanol，高 效 液 相 色 质 谱 氰 化 甲 烷 LCMS

Acetonitrile，高效液相色谱质谱甲酸 LCMS Formic

Acid，高效液相色谱质谱水 LCMS WATER（美国

Fisher Chemical 公司，批号分别为 A456-4，A955-4，

A117-50，W6-4）；三氯甲烷（国药集团化学试剂有限

公司，批号 100006818）；2-Propanol（A451-4），固相

萃 取 柱 Sep-Pak C18 1 cc Vac Cartridge，100 mg

Sorbent（美国 Waters公司，批号均为 WAT023590）。
1.3 仪器 MiFly-6 型小型离心机（合肥艾本森科

学仪器有限公司）；Centrifuge 5424R 型冷冻离心机，

5430 R 型高速台式冷冻离心机（德国 Eppendorf 公

司）；NanoDrop2000 型 超 微 量 分 光 光 度 计（美 国

Thermo Fisher Scientific 公司）；DYY-6C 型电泳仪

（北京市六一仪器厂）；ABI GeneAMP®9700 型 PCR

仪（美国 ABI 公司）；MISEQ 型测序仪，HISEQ 型测

序仪（美国 Illumina 公司）；Elx800 型酶标仪（美国

BioTek 公 司 ）；TBS380 型 微 型 荧 光 计（ 美 国

TurnerBioSystems 公司）；Covaris M220 型超声破碎

仪（美国 Gene Company Limited 公司）；QL-901 型漩

涡混合器（海门其林贝尔仪器制造有限公司）；TL-

48R 型粉碎研磨仪（上海万柏生物科技有限公司）；
NewClassic MF MS105DU 型电子天平（美国梅特

勒 -托利多公司）；PESB-5200DTD 型超声波清洗机

300W-10（宁波新芝生物科技股份有限公司）；QB-

210 型试管垂直旋转摇床（海门市其林贝尔仪器制

造有限公司）；FastPrep-24TM5G 型高通量组织破碎

仪［MPBiomedicals（上海）公司］；TMR 型恒温混匀

仪（合肥艾本森科学仪器有限公司）；LNG-T88 型台

式快速离心浓缩干燥器（太仓市华美生化仪器厂）；
JXDC-20 型氮气吹扫仪（上海净信实业发展有限公

司）；ACQUITY UPLC 型 UPLC（美国 Waters 公司）；
ABSCIEX-Triple TOF 5600 型 质 谱 仪（ 美 国 AB

SCIEX 公司）
2 方法

2.1 内异症模型构建与分组 内异症模型的制作

在先前文献中有过报道［21-22］。在造模开始的第 1，4，

7 天给小鼠皮下注射雌激素溶液（20 mg·L-1），第 8

天行子宫内膜碎片移植。将供体鼠乙醚麻醉并脱

颈处死后，75% 乙醇浸泡 3 min，解剖获得子宫。沿

子宫纵轴剖开，剥离内膜层并剪碎为 1 mm×1 mm×

1 mm 大小碎片后，用 20 mL 注射器吸取内膜碎片，

按供体鼠与受体鼠以 1∶2 的比例进行腹腔注射移

植。移植后当天及造模的第 11，14 天皮下注射雌激

素溶液。小鼠自然生长 3 周后进行解剖与标本收

集。内膜移植后 1 周开始，给予不同药物灌胃处理。

CO 组予腹腔注射同等质量脂肪组织外，其余处理

与 EM 组相同。CO 组和 EM 组予生理盐水灌胃，每
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日给药 1 次，0.2 mL/只，连续 3 周。CM 组予 HYJDP

汤药灌胃，每日给药 1 次，0.2 mL/只，连续 3 周。

2.2 ELISA 检测小鼠血清、腹腔灌洗液及肠壁组织

中 LPS 含量 小鼠乙醚麻醉后，予眼眶取血，以

1 500 r·min-1（离心半径 11 cm）离心 10 min，留取上

层血清，置于-80 ℃保存。取血后予脱颈处死，75%

乙醇浸泡 3 min。用 5 mL 注射器吸取无菌生理盐水

2 mL 行腹腔注射。轻柔小鼠腹部 1 min。剥除小鼠

腹部局部皮毛，露出腹壁后剪开一小口，用注射器

吸 取 腹 腔 灌 洗 液 1.5 mL/只 ，于 4 ℃ 条 件 下 ，

1 300 r·min-1 离 心 6 min。 去 沉 淀 留 取 上 清 ，置

于-80 ℃保存。暴露腹腔，剪取小鼠相同部位 1 cm

长小肠段组织，沿纵轴剖开后，在冰冷的生理盐水

中漂洗，除去食物参杂、血液，滤纸拭干，称取组织

块。用移液管量取 0.86% 冷生理盐水，生理盐水的

体积总量应该是组织块体积的 9 倍。冰上操作，用

眼科小剪尽快剪碎组织块。用组织捣碎机 1 万～

1.5 万 r·min-1上下研磨制成 10% 组织匀浆。将制备

好 的 10% 匀 浆 用 离 心 机 4 ℃，3 000 r·min-1 离 心

15 min，将离心好的匀浆留上清置于-80 ℃保存。

根据 ELISA 说明书对小鼠血清、腹腔灌洗液离心后

上清及肠壁组织匀浆上清进行 LPS 浓度检测。

2.3 免疫组化检测 Vimentin 和 E-cadherin 的表达

收集小鼠腹腔内异病灶组织，4% 甲醛固定，石蜡

包埋后切片，常规脱蜡和水化，3% H2O2去离子水室

温孵育 5~10 min，以消除内源性过氧化物酶活性。

PBS 冲洗，每次 5 min，冲洗 3 次。热修复后 5%BSA

封闭液 37 ℃孵育 30 min，甩干。滴加 Vimentin 或

E-cadherin 抗体，37 ℃孵育 2 h。 PBS 冲洗，每次

5 min，洗 3 次 。 滴 加 生 物 素 标 记 山 羊 抗 兔 IgG，

37 ℃孵育 30 min。PBS 冲洗，每次 5 min，冲洗 3 次。

滴加链霉亲和素 -生物素复合物 SABC，37 ℃孵育

30 min。PBS 冲洗，每次 5 min，冲洗 3 次。镜下控制

反应时间，DAB 显色，自来水充分冲洗。苏木素复

染 后 ，脱 水 ，透 明 ，封 片 后 镜 下 观 察 拍 照 ，使 用

ImageJ 1.48 软件进行分光度统计。

2.4 粪便上清液质联用（LC-MS）检测 获取小鼠

盲 肠 段 粪 便 ，置 于 -80 ℃保 存 。 每 份 精 确 称 量

50 mg，并 加 入 提 取 液（ 甲 醇 - 水 4∶1）400 μL，

于-20 ℃低温下用高通量组织破碎仪破碎（50 Hz，

6 min）。涡旋（30 s）混匀后，冰上超声萃取 30 min

（5 ℃，40 kHz）。将样品于-20 ℃静置 30 min 后，在

13 000×g，4 ℃条件下离心 15 min。取上清液转移

至 LC-MS 进样小瓶上机分析［23］。将质谱信号原始

数据导入代谢组学处理软件 Progenesis QI进行基线

过滤、峰识别、积分、保留时间校正、峰对齐，最终得

到一个保留时间、质荷比和峰面积的数据矩阵。仅

保留任一组样品中非零值 80% 以上的变量；原始矩

阵中极小值填补缺失值；总峰归一化，同时删除 QC

样本相对标准偏差（RSD）≥30% 的变量；将数据进

行 log10 转化，得到最终用于后续分析的数据矩阵。

用 Progenesis QI 进行搜库鉴定，将质谱信息与代谢

数据库（http：//www.hmdb.ca/，https：//metlin.scripps.

edu/）进行匹配。

采用无监督的主成分分析方法（PCA）来观察各

样品之间的总体分布和组间的离散程度，然后用有

监督的（正交）偏最小二乘法分析［（O）PLS-DA］来

区分各组间代谢轮廓的总体差异，寻找组间的差异

代谢物。（O）PLS-DA 分析中，变量权重值（VIP）>1

的变量设为差异变量。为防止模型过拟合，200 次

置换检验的方法来考察模型的拟合效果。采用 T 检

验（Studen't test）结合多元分析 OPLS-DA 的方法，筛

选出组间差异代谢物（同时满足 VIP>1，P<0.05）。
运用接受者操作特性曲线（ROC）分析计算曲线下

面积（AUC），判别代谢物对组间区分影响程度，以

发掘比较关键的代谢物，设置 AUC 值>0.5 的代谢物

为潜在组间区分 Marker。

2.5 16S rRNA 高通量菌群测序 粪便 DNA 提取，

PCR 扩增以及 Illumina MiSeq 测序过程在之前的研

究 中 有 过 描 述［24］。 利 用 Illumina 公 司 的 Miseq

PE300 平台进行测序。选择 Silva 数据库，以 70% 的

阈值进行比较，得到各样品在不同分类水平上的群

落组成。用 Mothur 软件（v 1.30.1）对肠道菌群 α多

样性指数（sobs，ace，shannon，simpson）进行分析。β

多样性由三维主坐标分析（PCoA）图反映，采用 R 语

言进行 PCoA 统计分析和作图。统计分析方法采用

ANOSIM 分析来判断分组是否有意义。根据菌群

在属水平上的相对丰度计算样本间 Jensen-Shannon

Distance 距 离 ，从 而 完 成 菌 群 分 群 分 析 。 采 用

Wilcoxon rank-sum test 检验和 FDR 多重检验校正，

分析两组在门、属水平上的物种差异组成差异，用

四分位中位数（IQR）表示各水平物种相对丰度。利

用 R（pheatmap）开展“粪便代谢物 -肠道菌群”关联

分析，并用皮尔森相关系数表示关联程度。相关性

系数以热图的方式展现，通过颜色梯度来反应相关

性大小。

2.6 中药网络药理学研究 利用中药系统药理学

数据库和分析平台 TCMSP（http：//lsp.nwu.edu. cn/
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tcmsp.php）查找 HYJDP 所有中药化学成分，并获得

每种化学成分吸收、分布、代谢、排泄的关键描述参

数。设置同时满足口服生物利用度（OB）≥30% 和类

药指数（DL）≥0.18 的化学成分作为有效活性成分。

通过查询 Drugbank 数据库（https：//www.drugbank.

ca/）查询每种有效成分可能的作用靶点。利用

Swiss-Prot/TrEMBL 数 据 库（https：//www. uniprot.

org/uniprot/）将有效活性成分作用靶点信息转换成

对应小鼠基因名。利用 Cytoscape 软件构建“中药 -

有效成分 -作用靶点”网络，通过 network analyzer 插

件分析网络特征情况。在 DIVID 数据库（https：//

david.ncifcrf.gov/）输入所有中药作小鼠基因靶点，

获取 Toll-like receptor signaling pathway 相关靶点基

因名，并在京都基因与基因组百科全书（KEGG）
Mapper （https：//www. kegg. jp/kegg/tool/map_

pathway2.html）获取通路标记图。

2.7 统计学方法 多组间小鼠样本 LPS 数据采用

one-way ANOVA 检验，并进行多重比较，采用 SPSS

21.0 软件进行分析。EM 和 CM 两组间免疫组化蛋

白数据采用 T 检验，计量资料用 x̄± s 表示，采用

GraphPad Prism 7 软件分析，所有统计检验均为双

尾检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对内异症小鼠粪便代谢物的影响 对小鼠粪

便上清代谢物进行了非靶向代谢组学的检测，设置

组 间 VIP>1，P<0.05 为 代 谢 物 作 为 差 异 代 谢 物 。

PCA 分析发现，CO，EM 和 CM 3 组间样品分布存在

差异（图 1），从总体上反应 3 组样本之间的总体差异

和组内样本之间的变异度大小。各个坐标点的距

离代表了样本间聚集和离散程度，距离越近表明样

本间相似性越高，距离越远表明样本间差异性越

大。PC1 和 PC2 分别表示第一和第二主成分贡献

值。通过两两比较，挑选出 3 组间丰度前 20 的差异

代 谢 物 发 现（表 1），经 中 药 治 疗 后 ，除 代 谢 物

1alpha-hydroxy-25， 26， 27-trinorvitamin D3 24-

carboxylic acid 之外，其余 19 种代谢物水平均向正

常 正 常 组 水 平 改 善 。 其 中 homoveratric acid，

melilotoside C 和 physapubescin 在 CO 与 EM 组间以

及 EM 组与 CM 组间比较时，VIP 值均>2。进一步对

这 3 种差异代谢物以 CO 组对比 EM 组和 EM 组对比

CM 组为背景作了 ROC 分析发现，AUC 值均 >0.9

（图 1），AUC 值越大，说明判别性能越好；95% 置信

区间（CI）表示基于非参数重抽样的方法计算的

AUC 的 95% 置信区间；曲线上的点是指基于 ROC

曲线确定的区分两组的最佳阈值。提示这 3 种代

谢物可进一步被筛选作为 HYJDP 治疗内异症的潜

在评价指标。

3.2 对内异症小鼠肠道菌群结构的影响 对比

CO，EM 和 CM 3 组小鼠肠道菌群结构发现，CM 组

运 算 分 类 单 位（OTU）水 平 下 等 级 丰 度（Rank-

Abundance）曲线下降趋势较缓于 EM 组，而略陡于

CO 组，曲线越平滑下降表明 OTU 多样性越高，而曲

线快速陡然下降表明样本中的优势菌群所占比例

A.主成分分析（PCA）；a.homoveratric acid；b.melilotoside C；c.physapubescin；B.代谢物 ROC 分析

图 1 HYJDP对内异症小鼠粪便代谢物水平差异分析的影响

Fig. 1 Effect of HYJDP on differential analysis of fecal metabolite levels in endotropic mice
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很高，多样性较低，提示 EM 组物种多样性降低，经

HYJDP 治疗后有所恢复（图 2A）。在 beta 多样性方

面，不同组样本点之间距离较远（P=0.001），提示 3

组物种组成存在差异（图 2B）。在 alpha 多样性方

面，EM 组 sobs，ace 和 shannon 指数低于其他两组，

simpson 指数显著高于其他 2 组，而 CO 与 CM 组之

间无显著性差异（表 2），提示 EM 组小鼠肠道菌群多

样性和丰富度降低，而 HYJDP 治疗后可恢复。进一

步对 3 组样本进行 OTU 水平菌群分型分析后发现，

3 组之间存在明显菌群分型差异（图 2C）。

表 1 3组间 20种差异代谢物的丰度

Table1 Abundance of twenty differential metabolites in three groups

代谢物

1-羟基-25,26,27-三维生素

D3 24-羧酸 1alpha-hydroxy-

25,26,27-trinorvitamin D3 24-

carboxylic acid

4b-羟基司坦唑醇

4b-hydroxystanozolol

9R,10S-环氧硬脂酸

9R,10S-epoxy-stearic acid

刺甘草查尔酮

echinatin

十七烷酸

heptadecanoic acid

高瓜氨酸

homocitrulline

高藜芦酸

homoveratric acid

草木犀甙 A

melilotoside A

草木犀甙 C

melilotoside C

N1-乙酰亚精胺

N1-Acetylspermidine

N-甘醇神经节苷脂 GM2

N-glycoloylganglioside GM2

酯类 nonate

油酰乙醇胺

oleoyl ethanolamide

桃皮素 3'-糖苷

persicogenin 3'-glucoside

毛酸浆内酯 physapubescin

聚氧乙烯(600)蓖麻油酸酯

polyoxyethylene (600) mono-

ricinoleate

postin

前列素 D2

prostaglandin D2

石榴酸 punicic acid

缬氨酸 valinopine

m/z

389.27

377.28

299.26

271.10

253.25

172.11

197.08

555.40

933.50

188.18

724.61

171.10

326.30

501.14

572.32

341.30

531.28

317.21

279.23

248.11

模式

pos

pos

pos

pos

pos

pos

pos

pos

neg

pos

neg

pos

pos

pos

pos

pos

neg

pos

pos

pos

成分

C24H36O4

C21H32N2O2

C18H34O3

C16H14O4

C17H34O2

C7H15N3O3

C10H12O4

C35H58O7

C47H78O16

C9H21N3O

C43H85NO8

C9H16O4

C20H39NO2

C23H26O11

C30H42O8

C21H40O3

C22H40N8O5

C20H32O5

C18H30O2

C10H17NO6

tR/min

5.84

5.21

7.81

3.90

7.81

0.81

3.00

8.30

11.92

0.58

11.63

3.56

8.56

2.94

7.54

7.81

11.80

6.46

5.81

2.10

组别（x̄± s，n=6）

CO

4.85±0.05

3.62±0.03

4.44±0.09

2.12±0.06

2.28±0.10

1.78±0.04

1.69±0.53

3.20±0.13

2.90±0.22

2.41±0.11

2.55±0.28

2.38±0.10

4.02±0.09

1.37±0.31

3.21±0.24

2.98±0.11

2.43±0.24

2.41±0.13

2.89±0.10

2.76±0.02

EM

4.68±0.13

3.72±0.03

4.70±0.14

2.26±0.09

2.64±0.22

1.91±0.06

0.65±0.38

3.41±0.19

2.24±0.37

2.62±0.18

2.97±0.27

2.56±0.11

4.29±0.14

0.91±0.36

2.48±0.46

3.24±0.16

1.97±0.37

2.20±0.20

3.17±0.15

2.89±0.07

CM

4.47±0.12

3.62±0.09

4.46±0.21

2.03±0.20

2.25±0.33

1.80±0.09

1.45±0.52

2.99±0.33

2.83±0.15

2.39±0.14

2.59±0.17

2.32±0.21

3.96±0.17

1.59±0.63

3.26±0.35

2.92±0.25

2.49±0.09

2.66±0.11

2.82±0.16

2.72±0.14

CO/EM

FC

1.04

0.97

0.95

0.94

0.86

0.94

2.62

0.94

1.29

0.92

0.86

0.93

0.94

1.51

1.29

0.92

1.23

1.10

0.91

0.96

P

0.016

0.000

0.005

0.012

0.004

0.002

0.003

0.046

0.004

0.037

0.026

0.015

0.002

0.040

0.006

0.009

0.028

0.048

0.004

0.001

VIP

1.13

1.04

1.47

1.03

1.77

1.07

2.97

1.17

2.32

1.21

1.67

1.19

1.58

1.76

2.38

1.46

1.83

1.23

1.56

1.09

EM/CM

FC

1.05

1.03

1.05

1.11

1.18

1.06

0.45

1.14

0.79

1.09

1.15

1.10

1.08

0.57

0.76

1.11

0.79

0.83

1.13

1.06

P

0.018

0.026

0.045

0.030

0.033

0.030

0.012

0.021

0.005

0.036

0.016

0.035

0.004

0.044

0.008

0.025

0.008

0.000

0.003

0.023

VIP

1.65

1.03

1.57

1.54

2.06

1.11

3.08

2.20

2.73

1.66

2.03

1.63

2.14

2.59

2.95

1.87

2.51

2.65

2.21

1.36

注：neg.负离子扫描模式；pos.正离子扫描方式；FC.倍数变化。
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在 门 水 平 上 ，与 CO 组 比 较 ，EM 组

Proteobacteria 和 Verrucomicrobia 丰度显著升高，而

Cyanobacteria 丰度显著降低，经中药治疗后均向正

常水平恢复（图 3，表 3）。在丰度前 20 的菌属中，共

有 13 种菌属丰度在 3 组间存在显著差异（P<0.05）。
经中药治疗后，Lachnospiraceae_NK4A136_group，

Lactobacillus，Blautia，Parasutterella，Roseburia，

Akkermansia 和 Allobaculum 等 9 种 菌 属 丰 度 均 向

CO 组水平方向恢复。此外，HYJDP 治疗可引起

norank_o_Gastranaerophilales 和 Alloprevotella 菌属

丰度异常升高（图 3，表 4）。

3.3 HYJDP 治疗前后肠道菌群与粪便代谢物关联

分析 结合上文结果，进一步将 homoveratric acid，

melilotoside C 和 physapubescin 3 种代谢物与 EM 及

CM 组属水平丰度前 20 的菌属进行了关联热图分

析。X 轴和 Y 轴分别是代谢物和菌属，通过比较发

现在 EM 组中，代谢物 Physapubescin 与 Bacteroide

丰 度 呈 负 相 关（P<0.05），而 与 norank_f_

Bacteroidales_S24-7_group 丰度呈正相关（P<0.05）。
代 谢 物 Melilotoside C 水 平 与 Ruminococcaceae_

UCG-014 丰 度 呈 正 相 关（P<0.05），与 norank_f__

Lachnospiraceae，Ruminiclostridium_5 丰 度 呈 显 著

正相关（P<0.01），而与 Parasutterella 丰度呈显著负

相关（P<0.01）（图 4A）。
在 CM 组中，代谢物 Homoveratric acid 水平与

Lachnospiraceae_NK4A136_group， norank_f__

Ruminococcaceae， Desulfovibrio， Unclassified_f__

Lachnospiraceae，Ruminiclostridium_6 丰 度 呈 负 相

关（P<0.05），与 Ruminiclostridium_9 丰度呈显著负

相 关（P<0.01）。 代 谢 物 Physapubescin 水 平 与

norank_f__Lachnospiraceae 丰度呈负相关（P<0.05）
（图 4B）。

对与 EM 与 CM 组间 73 种命名的差异代谢物进

行功能分析发现，共涉及 4 大类 KEGG level 3 通路

（图 4C），并 在 7 条 通 路 上 显 著 富 集 ，包 括 哮 喘

A.Rank-Abundance曲线；B.3D-PCA 分析；C.OTU 菌群分析

图 2 HYJDP对内异症小鼠肠道菌群结构分析的影响

Fig. 2 Effect of HYJDP on intestinal microflora structure analysis in endometriosis mice

表 2 3组间 alpha多样性指数比较（x̄± s，n=6）

Table 2 Comparison of alpha diversity index among three groups

（x̄± s，n=6）

组别

CO

EM

CM

sobs

227.6±13.63

198.4±13.58

258.4±4.091）

ace

240.7±13.61

211.8±12.85

273.1±3.791）

shannon

4.018±0.11

3.544±0.142）

4.162±0.071）

simpson

0.034±0.003

0.062±0.0092）

0.035±0.0043）

注：与 EM 组比较 1）P<0.01；与 CO 组比较 2）P<0.05；与 EM 组比

较 3）P<0.05。

图 3 3组门属水平群落丰度构成差异

Fig. 3 Difference of abundance composition at phylum and genus level among three groups
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（asthma），FcεRI 信号通路（Fc epsilon RI signaling

pathway），非洲锥虫病（African trypanosomiasis），硫
胺 素 代 谢（thiamine metabolism），亚 油 酸 代 谢

（linoleic acid metabolism），维生素 B6 代谢（vitamin

B6 metabolism），类 单 萜 类 合 成（monoterpenoid

biosynthesis）（图 4D）。
3.4 HYJDP 对内异症小鼠体内 LPS 影响 采取的

是较为成熟的内异症造模方法。与 CO 组比较，内

异症小鼠腹腔灌洗液、血清和肠壁匀浆中 LPS 含量

明显升高（P<0.05）；与 EM 组比较，而经 HYJDP 治

疗后，内异症小鼠的小鼠腹腔灌洗液、血清和肠壁

匀浆 LPS 含量均明显降低（P<0.05）。在病灶纤维化

指标方面，用 HYJDP 处理后，小鼠内异灶 Vimentin

和 E-cadherin 蛋 白 表 达 明 显 降 低（P<0.05）（表 5，

6，图 5）。
3.5 HYJDP 网络药理学机制探讨 在这部分通过

TCMSP，Drugbank，Swiss-Prot/TrEMBL 3 个数据库

依次获取了 HYJDP 主要中药的有效成分、作用靶点

以及对应的小鼠基因。在有效靶点数量方面淫羊

藿最多（216），其次为蒲黄（209），没药（191），大血

藤（51），莪 术（20）和 乳 香（11）。 去 重 后 发 现 ，

HYJDP 有 效 成 分 潜 在 作 用 靶 点 共 251 个 ，其 中

Ptgs1，Ptgs2，Chrm1，Chrm2，Chrm3，Pgr，Gabra1，

Ncoa2，Adra1b 靶点为 6 种中药共有（见图 6）。其中

与 Toll-like receptor signaling pathway 相关的靶点有

15 个 ，分 别 是 IL-6，TNF，NF- κB，CXCL11，

CXCL10， Akt1， Fos， MAPK1， Jun， MAPK14，

Caspase8，IL-1b，MAPK8，IκBκB 和 Spp1（见图 7）。
4 讨论

在本次研究中，虽然在内异症动物模型上验证

了 HYJDP 的作用，与人体环境有较大差异，但不可

否认的是 HYJDP 能够有效改善小鼠肠道代谢物水

平，而这种改善伴随着肠道菌群多样性与丰富度的

恢复而出现。此外，研究显示 HYJDP 对能够有效降

低内异症小鼠体内 LPS 水平。这些结果将有助于

内异症疾病在肠道微生态方面的研究。

子宫内膜异位症虽然是一种常见育龄期女性

疾病，每年有大量的研究经费投入其中，但是其发

病机制至今仍然不清楚，并且还未有一种非常有效

的治疗手段出现［25］。在内异症病灶的形成过程中，

腹腔内免疫细胞功能出现异常，包括巨噬细胞吞噬

能力下降、自然杀伤细胞细胞毒作用降低以及调节

免疫细胞数量增多，使得腹腔内环境形成了免疫抑

制状态，促进了内异症的形成［26］。每月伴随内膜碎

片进入腹腔的还有大量激素和炎性因子的月经血，

不断刺激腹腔内免疫细胞，进而将腹腔内塑造为持

续低反应炎性环境［27］。虽然育龄期女性存在经血

逆流的有 90%，但是内异症的发生率却在 10% 左

右［28］，这不得不促使寻找新证据来解释这种差异。

肠道菌群是近年来的研究热点，在维持人体免疫、

炎症、营养稳态等多方法有着重要作用［29］，并与疾

病的发生发展和药物的代谢有着密切联系［30］。

表 3 3组门水平上的物种相对丰度（丰度排名前 20位）
Table 3 Relative abundance of species at phylum (top 20 in abundance) level in three groups

门类

拟杆菌门

Bacteroidetes

厚壁菌门

Firmicutes

变形菌门

Proteobacteria

疣微菌门

Verrucomicrobia

Saccharibacteria

放线菌门

Actinobacteria

软壁菌门

Tenericutes

蓝藻门

Cyanobacteria

CO (n=5)

中位数

0.67

0.29

0.016

0.002

0.001

0.000 8

0.000 6

0

四分位数间距 (1/4, 3/4)

0.091(0.616,0.707)

0.092(0.279,0.371)

0.011(0.01,0.021)

0.003(0,0.003)

0.002(0.001,0.003)

0(0.001,0.001)

0(0.001,0.001)

0.003(0,0.003)

EM (n=5)

中位数

0.65

0.29

0.045

0.026

0.000 5

0.002

0.000 5

0

四分位数间距(1/4, 3/4)

0.037(0.618,0.655)

0.066(0.241,0.307)

0.008(0.043,0.051)

0.044(0.009,0.053)

0.002(0,0.002)

0.001(0.002,0.003)

0.001(0,0.001)

0(0,0)

CM (n=5)

中位数

0.7

0.24

0.039

0.002

0.002

0.002

0.001

0.011 77

四分位数间距 (1/4, 3/4)

0.037(0.685,0.722)

0.038(0.231,0.269)

0.011(0.029,0.04)

0(0.002,0.002)

0.002(0.001,0.003)

0.001(0.002,0.003)

0(0.001,0.001)

0.005(0.009,0.014)

P

0.37

0.33

0.0041）

0.0261）

0.47

0.18

0.51

0.006

注：与 CO 组比较 1）P<0.05（表 4 同）。
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肠道菌群与内异症之间存在着微妙联系，两者

之间的研究是目前较为新的研究领域［31］。到目前

为止，这两者之间的大部分研究都在动物模型上展

开。最开始，BAILEY 等［32］发现内异症恒河猴肠道

菌群存在失调，并与肠道疾病发生率之间存在一定

关联。后来，研究发现用小鼠构建内异症模型之

后，小鼠肠道菌群出现了紊乱［33］，用抗生素治疗后

能够抑制内异病灶生长，并改善腹腔内炎性环境。

与这些研究不同的是，探讨 HYJDP 对内异症小鼠肠

道菌群结构影响的同时，还加入了粪便代谢组学的

研究，进一步拉近了肠道菌群与内异症的距离。相

比正常组，内异症小鼠肠道菌群和粪便代谢物存在

紊乱，而 HYJDP 能够改善内异症小鼠肠道内环境。

LPS 是一种革兰氏阴性菌外膜的重要组成部

分，能引起宿主强烈的免疫反应，并作为细菌感染

的 早 期 预 警 信 号 。 Toll-like receptor signaling

pathway 是 LPS 作用的经典通路，能够激活炎症反

应，促进人体内炎症环境的形成。LPS 能够刺激异

位的子宫内膜基质细胞产生大量的肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）和白细胞介素-8（IL-8），并增强人子宫内膜

异位基质细胞的有丝分裂活性，本研究发现 HYJDP

可作用于这两种促炎因子；也能够通过上调环氧化

酶 2（COX-2）和前列腺素 E2（PGE2）的表达，促进人

子宫内膜异位基质细胞的增殖和侵袭。动物研究

发现，LPS 能够通过作用核转录因子-κB（NF-κB）通
路促进小鼠子宫内膜异位细胞增殖并抑制其凋亡，

从而促进小鼠 EMS 病灶的生长［34］，在本次 HYJDP

网络药理学研究中发现 Toll-like receptor signaling

表 4 3组属水平上的物种相对丰度（丰度排名前 20位）（n=5）

Table 4 Relative abundance of species at genus (top 20 in abundance) level in three groups（n=5）

属类

未明确分类_f__拟杆菌_S24-7_群

norank_f__Bacteroidales_S24-7_group

毛螺菌科_NK4A136_群

Lachnospiraceae_NK4A136_group

乳酸菌 Lactobacillus

普雷沃氏菌科_NK3B31_群

Prevotellaceae_NK3B31_group

拟杆菌 Bacteroides

瘤胃菌科_UCG-014

Ruminococcaceae_UCG-014

未归类_f__毛螺菌科

Unclassified_f__Lachnospiraceae

未明确分类_f__毛螺菌科

norank_f__Lachnospiraceae

另枝菌属 Alistipes

布特劳氏菌属 Blautia

Ruminiclostridium_9

Parasutterella

未明确分类_f__瘤胃菌科

norank_f__Ruminococcaceae

氏菌属 Roseburia

脱硫弧菌属 Desulfovibrio

Akkermansia

Allobaculum

norank_o__Gastranaerophilales

Ruminiclostridium_6

拟普雷沃菌属 Alloprevotella

CO

中位数

0.583 299

0.076

0.053

0.03

0.025

0.019

0.027

0.016

0.023

0.009

0.007

0.008

0.006

0.004

0.007

0.002

0.001

0

0.001

0

四分位数间距

(1/4,3/4)

0.091(0.616,0.707)

0.092(0.279,0.371)

0.005(0.051,0.056)

0.026(0.016,0.042)

0.009(0.02,0.029)

0.025(0.015,0.04)

0.009(0.019,0.028)

0.003(0.014,0.017)

0.011(0.015,0.026)

0.001(0.009,0.01)

0.003(0.005,0.008)

0.004(0.006,0.01)

0.002(0.005,0.007)

0.001(0.004,0.005)

0.004(0.003,0.007)

0.003(0,0.003)

0.003(0,0.003)

0.003(0,0.003)

0.002(0,0.002)

0(0,0)

EM

中位数

0.62

0.029

0.004

0

0.015

0.044

0.006

0.012

0.019

0.002

0.006

0.032

0.009

0.001

0.005

0.026

0.15

0

0.006

0

四分位数间距

(1/4,3/4)

0.065(0.563,0.628)

0.022(0.008,0.03)

0.001(0.004,0.005)

0(0,0)

0.006(0.012,0.018)

0.035(0.015,0.05)

0.006(0.002,0.008)

0.008(0.006,0.014)

0.009(0.011,0.02)

0.001(0.001,0.002)

0.004(0.002,0.006)

0.024(0.023,0.047)

0.008(0.001,0.009)

0.001(0,0.001)

0.007(0.002,0.009)

0.044(0.009,0.053)

0.095(0.099,0.194)

0(0,0)

0.006(0,0.006)

0(0,0)

CM

中位数

0.64

0.082

0.007

0

0.013

0.011

0.015

0.03

0.014

0.006

0.007

0.017

0.006

0.006

0.006 921

0.002

0.021

0.011

0.004

0.008

四分位数间距

(1/4,3/4)

0.108(0.562,0.67)

0.034(0.051,0.085)

0.005(0.004,0.009)

0(0,0)

0.01(0.006,0.016)

0.006(0.009,0.015)

0.015(0.015,0.03)

0.015(0.021,0.036)

0.005(0.013,0.018)

0.003(0.005,0.008)

0.001(0.006,0.007)

0.012(0.017,0.029)

0.003(0.004,0.007)

0.005(0.005,0.01)

0.002(0.005,0.007)

0(0.002,0.002)

0.02(0.004,0.024)

0.005(0.009,0.014)

0.002(0.003,0.005)

0.022(0,0.022)

P

0.565 5

0.0091）

0.0091）

0.0021)

0.0131)

0.33

0.0081)

0.0071)

0.14

0.041)

0.275 3

0.0041)

0.960 8

0.0051)

0.677 1

0.0261)

0.0051)

0.0061)

0.23

0.031)
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pathway 与 NF-κB 有联系，且可见 NF-κB 的作用靶

点。本次研究发现，HYJDP 能够降低肠壁组织、血

清 、腹 腔 液 中 LPS 含 量 ，并 能 够 作 用 于 Toll-like

receptor signaling pathway 多种蛋白，控制炎症，抑

制病灶的发生发展。 HYJDP 对内异症小鼠体内

LPS 的改善作用很有可能是通过调节肠壁屏障完成

的，而肠道菌群在此过程中扮演着重要作用。此

外，HYJDP 有效成分能够作用异位病灶，减轻内异

灶组织纤维化程度。

在临床实际工作中，HYJDP 是以 6 种中药为主

A.EM 组代谢物与菌群相关性；B.CM 组代谢物与菌群相关性；C.EM 与 CM 比较差异代谢物 KEGG 功能；D.EM 与 CM 比较差异代谢物 KEGG

富集；a.homoveratric acid；b.physapubescin；c.melilotoside C

图 4 EM 组与 CM 组差异代谢物与肠道菌群关联分析

Fig. 4 Correlation analysis of metabolites and intestinal flora between EM group and CM group

表 5 3 组腹腔灌洗液、血清和肠壁匀浆中 LPS 表达量比较（x̄± s，

n=5）

Table 5 Comparison of LPS expression levels in abdominal

supernatant, serum and intestinal wall homogenate of three groups

（x̄± s，n=5） ng·L-1

组别

EM

CM

CO

腹腔灌洗液

2 365±139.71）

1 635±163.62）

933.4±65.162

血清

6 468±1084

4 975±156.12）

3 692±287.5

肠壁

68.18±19.33

34.78±4.9472）

17.15±7.228

注：与 EM 组比较 1）P<0.05；与 CO 组比较 2）P<0.05。

表 6 EM 组和 CM 组病灶 Vimentin 和 E-cadherin 蛋白表达比较

（x̄± s，n=6）

Table 6 Comparison of Vimentin and E-cadherin protein

expression between EM group and CM group（x̄± s，n=6）

组别

EM

CM

Vimentin

0.22±0.01

0.18±0.011）

E-cadherin

0.30±0.01

0.26±0.011）

注：与 EM 比较 1)P<0.05。

A. EM 组；B. CM 组

图 5 两组 Vimentin和 E-cadherin蛋白表达

Fig. 5 Protein expression of two groups of Vimentin and

E-cadherin
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的方剂，会根据患者具体情况而加入其他中药一起

使用，是临床用于治疗内异症的常用中药组方。先

前研究显示，根据内异患者具体症状而对 HYJDP 进

行药味和剂量的调整，能够显著改善内异症患者痛

经等症状［19］。在本次研究中，中药治疗后，内异症

小鼠肠道菌群丰富度和多样性显著恢复，粪便代谢

物 水 平 呈 明 显 改 善 ，主 要 以 homoveratric acid，

melilotoside C 和 physapubescin 3 种重要代谢物的丰

度恢复为特征。虽然并没有直接证据显示这 3 种代

谢物与内异症发生发展存在关联，但是不会减弱它

们作为疾病和药物治疗评估指标的潜在效能。通

过相关性分析，进一步为内异症小鼠和 HYJDP 治疗

后的肠道内环境构建了菌群与代谢物关联模型，而

这是之前研究所不具备的。粪便代谢组学与肠道

菌群的检测都是无创的。相比单纯测定肠道菌群

结构作为疾病评估指标，联合粪便代谢组学将使得

这种评估结果更加可靠和全面。

在本次研究中选取 HYJDP 最为核心的 6 种中

药作为整体用于研究，以此来避免临床因药物加减

带来的混杂因素。利用网络药理学挖掘了 HYJDP

对小鼠的潜在作用靶点和相关功能通路 ，发现

HYJDP 对 Toll-like receptor signaling pathway 多 个

靶点还对小鼠卵母细胞成熟、免疫细胞功能、炎症

因子通路、内分泌及代谢等相关通路具有作用靶

点。可见，HYJDP 能够从多角度调整内异症小鼠状

态。研究揭示了 HYJDP 能够有效改善患者肠道内

环境，而将在接下来的研究中进一步探讨 HYJDP 对

内异症模型小鼠血清、腹腔液中炎性因子和免疫细

胞的影响。

综上所述，HYJDP 能够有效降低内异症小鼠外

图 6 HYJDP潜在作用靶点网络

Fig. 6 Network diagram of potential targets for HYJDP

图 7 HYJDP有关 Toll-like receptor signaling pathway的作用靶点示意

Fig. 7 Schematic diagram of targets of HYJDP on Toll-like receptor signaling pathway
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周血和腹腔液中 LPS 水平，控制炎症的发生，并能

够减轻病灶组织纤维化程度。此外，内异症小鼠肠

道菌群与粪便代谢物均存在紊乱，而 HYJDP 能够改

善 紊 乱 的 肠 道 环 境 。 相 比 正 常 组 ，homoveratric

acid，melilotoside C 和 physapubescin 这 6 种代谢物

水平在 HYJDP 治疗前后变化较为明显，或许可以作

为内异症治疗与评估的重要靶点。
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