
［ ５ ］ 　 Ｓｕｎ Ｈ Ｂ． Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｌｏａｄｉｎｇ， ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｎ Ｙ Ａｃａｄ Ｓｃｉ， ２０１０， １２１１： ３７⁃５０．

［ ６ ］ 　 Ｐａｐ Ｔ， Ｋｏｒｂ⁃Ｐａｐ Ａ． Ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ
ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ⁃ｔｗｏ ｕｎｅｑｕａｌ ｓｉｂｌｉｎｇｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ， ２０１５， １１（１０）： ６０６⁃６１５．

［ ７ ］ 　 Ｌｉｅｂｅｒｔｈａｌ Ｊ， Ｓａｍｂａｍｕｒｔｈｙ Ｎ， Ｓｃａｎｚｅｌｌｏ Ｃ Ｒ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｊｏｉｎｔ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ， ２０１５， ２３（１１）： １８２５⁃１８３４．

［ ８ ］ 　 杨冬梅， 刘　 俊． 雷公藤多苷临床应用及不良反应的研究

进展［Ｊ］ ． 中国医院药学杂志， ２０１８， ３８（２０）： ２１８５⁃２１９０．
［ ９ ］ 　 Ｗａｎ Ｌ， Ｌｉｕ Ｊ， Ｈｕａｎｇ Ｃ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ

ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｏｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｒａｔｓ［ Ｊ］ ．
Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ａｓｓｏｃ， ２０１３， ７６（１２）： ７１５⁃７２３．

［１０］ 　 Ｆａｎ Ｈ Ｗ， Ｌｉｕ Ｇ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｃ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＯＸ⁃２ ｉｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｔ Ｍｏｌ
Ｒｅｓ， ２０１５， １４（４）： １２８７２⁃１２８７９．

［１１］ 　 Ｍｏｒｅ Ａ Ｓ， Ｋｕｍａｒｉ Ｒ Ｒ， Ｇｕｐｔａ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉＮＯＳ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｓ⁃ｍｅｔｈｙｌｉｓｏｔｈｉｏｕｒｅａ ｉｎ ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄｏａｃｅｔａｔｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｏｓｔｅｏａｔｈｒｉｔｉｃ ｐａｉｎ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ ］ ．
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｅｈａｖ， ２０１３， １０３（４）： ７６４⁃７７２．

［１２］ 　 Ｇｕｌ Ａ， Ｋｕｎｗａｒ Ｂ， Ｍａｚｈａｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｕｔｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ

ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ｉＮＯＳ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１８， ５９： ３１０⁃３１７．

［１３］ 　 Ｋｏ Ｊ Ｙ， Ｋｉｍ Ｋ Ｉ， Ｐａｒｋ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎ
ｖｉｖｏ ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒａｌ ｄｅｆｅｃｔ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０１４， ３５ （ １１ ）：
３５７１⁃３５８１．

［１４］ 　 Ｂａｒ Ｏｚ Ｍ， Ｋｕｍａｒ Ａ， Ｅｌａｙｙａｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｓ
ＳＯＸ９ ｎｕｃｌｅａｒ ｅｎｔｒｙ ａｎｄ ＡＣＡＮ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ ｃｅｌｌ， ２０１６， １５（３）： ４９９⁃５０８．

［１５］ 　 Ｓｃａｎｚｅｌｌｏ Ｃ Ｒ， Ｕｍｏｈ Ｅ， Ｐｅｓｓｌｅｒ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｃａｌ ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ： ｅｌｅｖａｔｅｄ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｓ ｅａｒｌｙ ｆｒｏｍ ｅｎｄ⁃ｓｔａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］ ．
Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ Ｃａｒｔｉｌａｇｅ， ２００９， １７（８）： １０４０⁃１０４８．

［１６］ 　 Ｓａｓｓｉ Ｎ， Ｌａａｄｈａｒ Ｌ， Ａｌｌｏｕｃｈｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＷＮＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ
ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ： ｆｒｏｍ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｏ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｐｈｙｓｉｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｒｅｃｅｐｔ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｒｅｓ， ２０１４， ３４
（２）： ７３⁃８０．

［１７］ 　 李　 慧． 雷公藤多苷对糖尿病肾病大鼠肾间质 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号途径影响的实验研究［ Ｄ］． 太原： 山西医科

大学， ２０１４．

膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎大鼠 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号的影响

姚春娣， 　 朱澄漪， 　 温　 玲， 　 郁金芬， 　 蒋志涛∗

（南京中医药大学附属张家港医院， 江苏 张家港 ２１５６００）

收稿日期： ２０１９⁃１２⁃２６
基金项目： 张家港市科技支撑计划 （社会发展） 项目 （ＺＫＳ１８３０）
作者简介： 姚春娣 （１９７７—）， 副主任中医师， 从事中医药研究。 Ｔｅｌ： １５８９５６８７６７８， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２０７８８８３０８６＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 蒋志涛， 硕士， 主管药师， 从事中药学研究。 Ｔｅｌ： （０５１２） ５６３８０６２３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２５３１７０９９２＠ ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎大鼠 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号的影响。 方法　 ５０ 只成年未孕 ＳＤ 雌性大鼠随机分

为假手术组、 模型组及膈下逐瘀汤低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只。 苯酚胶浆法复制慢性盆腔炎大鼠模型， 造模 １ 周

后， 各组灌胃给药 ３ 周。 血液流变仪检测大鼠血液流变学变化， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平，
ＨＥ 染色观察子宫内膜病理形态学， 免疫组化染色、 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测大鼠子宫组织中 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 的表达。 结果　 与

假手术组比较， 模型组大鼠在不同切变率的情况下全血黏度及血浆黏度升高 （Ｐ＜０ ０１）， 血清中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃
α 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 增加子宫炎细胞浸润， 促进大鼠子宫 ＴＬＲ４ 及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的蛋白表达及 ＴＬＲ４ 及 ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 的表达。 膈下逐瘀汤降低慢性盆腔炎模型大鼠全血黏度及血浆黏度 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 降低大鼠血清中 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 的水平 （Ｐ＜０ ０１）； 抑制大鼠子宫内的炎症， 改善大鼠子宫的病理组织学变化 （Ｐ＜０ ０１）； 降低慢

性盆腔炎模型大鼠子宫中 ＴＬＲ４ 及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１） 及 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ （Ｐ＜０ ０５，
Ｐ＜０ ０１） 的表达。 结论　 膈下逐瘀汤通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号， 降低 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 炎症因子水平， 改善慢

性盆腔炎大鼠血瘀症状。
关键词： 膈下逐瘀汤； 慢性盆腔炎； ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号
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ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ （Ｐ＜０ ０１）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α （Ｐ＜０ ０１）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｔｅｒｉｎｅ， ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ ｉｎ ｒａｔ ｕｔｅｒｕｓ． Ｇｅｘｉａ Ｚｈｕｙｕ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ
（Ｐ＜０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ （ Ｐ ＜ ０ ０１）； ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｕｔｅｒｕｓ （Ｐ ＜ ０ ０１）； ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＬＲ４ ａｎｄ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１） ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１） ｉｎ
ｕｔｅｒｕｓｅｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｇｅｘｉａ Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ
ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｈｕｓ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｇｅｘｉａｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ； ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 盆腔炎性疾病 （ ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＰＩＤ） 是指女性上生殖道及其周围组织的一组感染

性疾病， 主要包括子宫内膜炎、 输卵管炎、 输卵管

卵巢脓肿、 盆腔腹膜炎等［１］。 慢性盆腔炎 （ｃｈｒｏｎ⁃
ｉｃｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＰＩＤ） 是指盆腔炎性

疾病未得到及时正确的治疗而继发的一系列后遗

症， 故又称为盆腔炎性疾病后遗症， 其主要临床表

现为反复发作的盆腔疼痛、 腰骶酸痛、 痛经等， 如

不及时治疗， 易导致不孕不育、 异位妊娠等［１⁃２］。
慢性盆腔炎是临床常见病、 多发病， 也是迁延不愈

的疑难病。 由于慢性盆腔炎病程长， 易复发， 严重

影响着女性的身心健康， 是临床上亟待解决的一大

妇科难题， 截止至目前， 西医对此没有理想的治疗

药物和方法， 中医药对慢性盆腔炎有独特的治法治

则和独到的疗效， 而且不会产生明显的耐药现象。
膈下逐瘀汤来源于清代王清任的 《医林改

错》， 是历代医家治疗气滞血瘀型慢性盆腔炎及痛

经的经典名方。 全方由当归、 川芎、 赤芍等药味组

成， 具有活血化瘀、 行气止痛之效， 对慢性盆腔炎

气滞血瘀证有显著疗效［３］。 临床与药理研究已证

实， 膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎疗效确切， 可改善患

者血液流变学， 抑制患者 ＴＮＦ⁃α 水平［４⁃５］， 但其机

制仍不清楚。 本研究探讨膈下逐瘀汤是否可通过调

控 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号抑制慢性盆腔炎模型大鼠炎

症， 改善其血液流变学参数， 以期为该方用于妇科

炎性疾病的治疗提供科学依据。
１　 材料

１ １　 动物 　 ５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雌性大鼠， ８ 周， 体

质量 １８０～２２０ ｇ， 购自南京青龙山动物养殖场， 使

用许可证号 ＳＹＸＫ （苏） ２０１７⁃０００１。 自由饮水饮

食， 室温 （２２±１）℃， 保持 １２ ｈ 昼夜交替。
１ ２　 药物与试剂　 膈下逐瘀汤由川芎 １２ ｇ、 桃仁

９ ｇ、 丹皮 ９ ｇ、 赤芍 ９ ｇ、 红花 ６ ｇ、 乌药 ９ ｇ、 延胡

索 １２ ｇ、 五灵脂 ６ ｇ、 当归 １５ ｇ、 香附 ９ ｇ、 枳壳

６ ｇ、 甘草 ６ ｇ 组成， 上述饮片均购自苏州市天灵中

药饮片有限公司 （批号分别为 １７０６０６、 １７１１０６、
７９８２
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１７０９２５、 １７０８１２、 １７０９０８、 １７０５２１、 １７０４１２、 １７０７１８，
１７０４０８、 １７０７２３、 １７０６２８、 １７０５０８）， 上述饮片经张

家港市中医医院余辉主任中药师鉴定为正品， 按处

方比例取膈下逐瘀汤各药味适量， 加水煎煮 ２ 次，
每次 １ ｈ， 合并煎液， 浓缩至每 １ ｍＬ 相当于 ２ ｇ 饮

片的流浸膏 （２ ０ ｇ ／ ｍＬ）， 备用， 各味药材由苏州

市天灵中药饮片有限公司提供， 经张家港市中医医

院余辉主任中药师鉴定均符合要求。 大鼠 ＩＬ⁃１β
ＥＬＩＳＡ 检 测 试 剂 盒 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ１００７６８）； 大鼠 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ１００７７２）； 大鼠 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ１００７８５）；
ＴＬＲ４ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ２２０４８）；
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （ｐｈｏｓｐｈｏ Ｓ５３６） 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公

司， 货号 ａｂ８６２９９）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公

司， 货 号 ａｂ８２２７ ）； ＨＲＰ⁃山 羊 抗 兔 ＩＧｇ （ 英 国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ａｂ６７２１）； ＤＡＢ 显色试剂盒 （碧
云天生物技术有限公司， 货号 Ｐ０２０３）； 其他试剂

为分析纯， 购自国药集团化学试剂有限公司。
１ ３　 仪器　 ＢＳＡ１２４Ｓ 分析天平 （德国塞多利斯科

仪器有限公司）； ＭｉｃｒｏＣＬ１７Ｒ 高速低温离心机 （美
国赛默飞世尔科技公司）； ＬＢ⁃２Ａ 系列全自动血流

变分析仪 （天津市唐宇医疗器械科技发展有限公

司）； ＤＭＩ３０００Ｂ 光学显微镜 （德国莱卡公司）；
ＥＬｘ８００ 酶 标 仪 （ 美 国 伯 腾 仪 器 有 限 公 司 ）；
ＥＧ１１６０ 石蜡包埋机 （德国莱卡公司）； ＲＭ２０１ 石

蜡切片机 （德国莱卡公司）； ＡＢＩ ７５００ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 系统 （美国 ＡＢＩ 公司）。
２　 方法

２ １　 慢性盆腔炎大鼠模型的建立　 各组大鼠腹部

常规 消 毒 后 用 １０％ 水 合 氯 醛 腹 腔 注 射 麻 醉

（３５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 仰卧位固定后， 腹部用碘伏消毒，
下腹部正中切口约 ２ ｃｍ， 暴露子宫， 除假手术组

外， 用 １ ｍＬ 注射器在子宫分岔处分别向左右两侧

卵巢方向缓慢注入 ２５％ 苯酚胶浆 ０ ０６ ｍＬ， 假手术

组， 注入 ０ ０６ ｍＬ 生理盐水。 注毕， 分层缝合伤

口， 消毒手术区域。
２ ２　 分组与给药　 ５０ 只 ＳＰＦ 级成年未孕 ＳＤ 雌性

大鼠， 适应性饲养后， 随机分为假手术组、 模型对

照组及膈下逐瘀汤低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只。
采用苯酚胶浆法复制慢性盆腔炎大鼠模型， 造模 １
周后， 各治疗组灌胃给药 ３ 周， 治疗组大鼠给予膈

下逐瘀汤流浸膏 （低、 中、 高剂量分别为 ２ ５、
１２ ５、 ２５ ｇ 生药 ／ ｋｇ）， １ 次 ／ ｄ， 连续 ２１ ｄ， 假手术

组和模型对照组同步灌胃给予等容量生理盐水。
２ ３　 标本采集　 给药治疗结束后 （前 １ 天禁食不

禁水）， 麻醉大鼠后， 颈部主动脉采血， 分别用血清

管及肝素抗凝管收取全血， 取部分肝素抗凝管中的全

血分离血浆， 用于检测血浆黏度， 其余抗凝全血用于

血液流变学检测， 血清管中分离血清用于检测炎症因

子。 剖开大鼠腹腔， 取双侧子宫， 一侧组织于 １０％中

性甲醛中固定， 于 ４ ℃保存， 用于 ＨＥ 染色和免疫组

化检测； 另一侧组织置于冻存管中， 标号后存于

－８０ ℃超低温冰箱中， 用于 ＲＴ⁃ ＰＣＲ 检测。
２ ４　 血液流变学检测 　 使用天津市唐宇医疗器

ＬＢ⁃２Ａ 系列全自动血流变分析仪测定各组大鼠血液

流变学指标。 检测在高切、 中切、 低切变率下各组

大鼠的全血黏度及血浆黏度。
２ ５　 炎症因子检测 　 使用购买的大鼠 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６
及 ＴＮＦ⁃αＥＬＩＳＡ 检测试剂盒， 检测大鼠血清中炎症

因子的水平。 参考各个试剂盒的说明书对标准品和

样本进行稀释， 并将不同浓度的标准品和待检测样

品分别加入包被了不同抗体的 ９６ 孔检测板中， 重

复反应后， 加入对应试剂盒中的显色底物， 显色后

加入反应终止液。 将 ９６ 孔板 置 于 酶 标 仪 中，
４５０ ｎｍ波长检测各板的吸光度值， 根据不同浓度

标准品的吸光度值绘制标准曲线， 根据标准曲线计

算各大鼠血清中 ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 的水平。
２ ６　 ＨＥ 染色 　 取固定于 １０％ 福尔马林的各组大

鼠子宫， 垂直切取一段放于一次性包埋框中使用不

同浓度的乙醇进行梯度脱水。 脱水后， 将子宫浸泡

于二甲苯中 ３０ ｍｉｎ， 之后将子宫放于融化的石蜡中

１ ｈ， 使用包埋机将大鼠子宫包埋成蜡块， 子宫横

截面朝下。 使用轮转切片机将含有大鼠子宫的蜡块

切成 ５ μｍ 的蜡片， 展片后， 将切片放于烤片机上

使石蜡融化。 将切片放入二甲苯中溶解石蜡。 之后

将切片使用从高到低浓度的乙醇进行复水。 最后将

蜡片置于去离子水中。 获得复水的切片后， 使用苏

木素染色液进行染色， 使用盐酸乙醇溶液分化后，
自来水冲洗反蓝， 使用尹红染色液进行染色后， 对

切片进行快速脱水并封片。 封片后， 使用光学显微

镜对大鼠子宫组织进行拍照。
２ ７　 免疫组织化学染色　 获得复水的大鼠子宫组

织切片后， 使用 ３％ 的 Ｈ２Ｏ２ 孵育切片以阻断组织

中的内源性过氧化物酶。 ＰＢＳ 缓冲液清洗切片后，
使用 ０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸盐缓冲液在 ９５ ℃的水浴锅

中孵育切片 ２０ ｍｉｎ， 以修复大鼠子宫组织中的抗

原。 使用正常山羊血清孵育切片 ２０ ｍｉｎ 以封闭非

８９８２
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特异性的抗原结合位点， 将 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 抗体稀

释 １００ 倍后， ４ ℃ 孵育切片过夜。 之后使用 ＨＲＰ
修饰的第二抗体在室温孵育切片 １ ｈ。 清洗后， 滴

加 ＤＡＢ 显色液， 再次清洗后， 使用苏木素复染。
将切片脱水、 透明封片后置于光学显微镜下对样本

进行拍照。 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 阳性表达处呈棕色， 使

用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件， 对 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ 阳性表

达处的平均光密度进行统计。
２ ８　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 冷冻保存的大鼠子宫组织，
使用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总的 ＲＮＡ。 按照逆转录试剂盒

的操作说明书将提取的大鼠子宫组织总 ＲＮＡ 逆转

录成 ｃＤＮＡ。 以获得的 ｃＤＮＡ 为模板， 参考 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒说明书， 使用

ＡＢＩ７５００ 系统检测大鼠子宫组织中 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 表达。 ＧＡＰＤＨ 购买于生工生物工程 （上

海） 股份有限公司。 目的基因使用的引物序列如

下。 ＴＬＲ４ 正 向 ５′⁃ＧＣＴＴＧＡＡＴＣＣＣＴＧＣＡＴＡＧＡＧＧ⁃

３′， 反 向 ５′⁃ＴＧＴＣＴＣＣＡＣＡＧＣＣＡＣＣＡＧＡＴＴＣＴＣ⁃３′；
ＮＦ⁃κＢ 正向 ５′⁃ＡＡＣＡＣＴＧＣＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＡＴ⁃３′， 反

向 ５′⁃ＣＡＴＣＧＧＣＴＴＧＡＧＡＡＡＡＧＧＡＧ⁃３′； ＧＡＰＤＨ 正

向 ５′⁃ＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ⁃３′， 反 向 ５′⁃
ＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ⁃３′。
２ ９　 统计学分析 　 免疫组织化学图片数据应用

Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件进行平均光密度的计算， 计量

数据以 （ ｘ ± ｓ） 表示， 数据结果采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ７ 软件进行方差分析和作图。 多组间的比较

采用单因素方差分析， 组件比较采用 ｔ 检验， Ｐ＜
０ ０５ 为有统计学意义。
３　 结果

３ １　 膈下逐瘀汤改善慢性盆腔炎模型大鼠血液流变

学参数　 与假手术组比较， 模型组大鼠在不同切变

率的情况下全血黏度及血浆黏度升高 （Ｐ＜０ ０１）；
与模型组比较， 膈下逐瘀汤各剂量组均降低大鼠全

血黏度及血浆黏度 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 见图 １。

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎模型大鼠血液流变学的影响 （ｎ＝１０）
Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｅｘｉａ Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ （ｎ＝１０）
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３ ２　 膈下逐瘀汤降低慢性盆腔炎模型大鼠血清中

炎症因子的水平　 与假手术组比较， 模型组大鼠血

清中 的 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 水 平 升 高 （ Ｐ ＜
０ ０１）。 给药后， 与模型组比较， 除膈下逐瘀汤低

剂量组血清 ＩＬ⁃１β 水平未变化外 （Ｐ＞０ ０５）， 膈下

逐瘀汤各剂量组 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 及 ＴＮＦ⁃α 水平降低

（Ｐ＜０ ０１）。 见图 ２。
３ ３　 膈下逐瘀汤改善慢性盆腔炎模型大鼠子宫病

理学变化　 ＨＥ 染色结果显示， 慢性盆腔炎模型大

鼠子宫炎细胞浸润严重， 膈下逐瘀汤给药后减轻模

型大鼠子宫内的炎症。 子宫 ＨＥ 染色进行组织学评

分结果显示， 膈下逐瘀汤中、 高剂量组改善大鼠子

宫的病理组织学评分 （Ｐ＜０ ０１）。 见图 ３。
３ ４　 膈下逐瘀汤抑制慢性盆腔炎模型大鼠子宫内

ＴＬＲ４ 及 ＮＦ⁃κＢ 表达 　 免疫组织化学染色结果显

示， 与假手术组比较， 大鼠子宫中 ＴＬＲ４ 及 ｐ⁃ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１）， 膈下逐瘀汤给药后

降低两者表达 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果

显示， 大鼠子宫中 ＴＬＲ４ 及 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达升

高， 膈下逐瘀汤治疗后降低两者 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 见图 ４。
４　 讨论

不同于 ＰＩＤ 早期时以细菌感染为主， 多数慢

性盆腔炎患者并无细菌感染的临床证据， 但病情仍

持续进展， 西医运用抗菌治疗对于急性期 ＰＩＤ 效

果较好， 但对慢性盆腔炎效果不明显， 尤其对细菌

等病原体所致的一系列病理损害非但无效， 还会因

抗生素长期大量使用甚至滥用而造成严重的耐药

性， 致使病情反复发作， 迁延难愈［６⁃７］。 西医抗生

素治疗难以发挥作用， 然而此病却是中医的优势病

种， 中医对其有独特的治法治则， 中药对其有独到

的疗效。 因此， 在慢性盆腔炎的临床治疗上应充分

发挥中医药的优势， 以造福于广大患者［８］。
源自清代王清任 《医林改错》 中的膈下逐瘀

汤为其五大活血化瘀代表方之一， 是历代医家治疗

气滞血瘀型慢性盆腔炎及痛经的经典名方， 该方由

当归、 川芎、 赤芍、 牡丹皮、 延胡索、 乌药、 五灵

脂、 桃仁、 红花、 香附、 积壳、 甘草组成， 方中当

归、 川芎、 赤芍、 牡丹皮养血活血， 清热凉血， 祛

瘀止痛； 延胡索、 乌药、 五灵脂行气活血， 散瘀止

痛； 桃仁、 红花破血行瘀， 活血调经； 香附、 枳壳

疏肝理气， 调经止痛； 甘草调和诸药， 缓急止痛。
诸药合用， 共奏活血化瘀、 行气止痛之效［３］。 对

慢性盆腔炎而言， 气行血活则瘀阻自除， 胀坠自

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎模型大鼠血清中 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６及 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｎ＝１０）

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｅｘｉａ Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃｐｅｌｖｉｃ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ （ｎ＝１０）

消， 疼痛自止， 数百年的临床实践已充分证明， 膈

下逐瘀汤对慢性盆腔炎气滞血瘀证有显著疗效［３］。
慢性盆腔炎的主要病理变化是免疫性病理损

伤， 表现为盆腔局部炎性渗出、 粘连和增生， 这是

导致病情进展的主要原因［９］。 谢芳等［１０］ 认为瘀血

阻滞为慢性盆腔炎的关键病机， 治疗上应注重活血
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注： 黑色箭头指示炎性浸润部位。 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎模型大鼠子宫病理组织学的影响 （ｎ＝１０）
Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｅｘｉａ Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｕｔｅｒｕｓ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ（ｎ＝１０）

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎模型大鼠子宫组织 ＴＬＲ４ 及 ＮＦ⁃κＢ 表达的影响 （ｎ＝１０）
Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇｅｘｉａ Ｚｈｕｙｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ｕｔｅｒｕｓｅｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ

ｐｅｌｖｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ （ｎ＝１０）

化瘀； 慢性盆腔炎的病机关键在于血瘀， 治疗上亦

主张采用活血化瘀法［１１］。 现代医学认为， 血液流

变性异常是导致血液循环和微循环障碍的前提和基

础， 也是中医 “血瘀证” 的重要实验指标［１２］。 慢

性盆腔炎患者的血液呈明显的 “浓、 黏、 凝” 状

态， 属于典型的血液流变学指标异常［１３］。 通过改

变血流动力学状态， 可改善血液循环和微循环障

碍， 并能减轻局部缺血、 缺氧， 促进局部损伤组织

修复， 抑制组织异常增生［１４］。 慢性盆腔炎长期的

炎性刺激易引起周围组织粘连， 局部血液循环障

碍。 研究显示， 膈下逐瘀汤能够显著改善慢性盆腔

炎模型大鼠血液流变学参数， 提示膈下逐瘀汤对慢
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性盆腔炎模型大鼠可能具有治疗作用； 同时， 膈下

逐瘀汤能够显著降低慢性盆腔炎模型大鼠血清中炎

症因子的水平， 提示膈下逐瘀汤能够改善慢性盆腔

炎的炎性症状及 “血瘀” 症状。
Ｔｏｌｌ 样受体 （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲｓ） 是一

类重要的天然免疫模式识别受体， 在天然免疫和获

得性免疫中均发挥重要作用［１５］。 ＴＬＲ 是一组跨膜

受体蛋白， 其配体与 ＴＬＲ 聚合活化后， 会激活 ＮＦ⁃
κＢ 炎症信号通路。 ＴＬＲ 介导的信号诱导编码促炎

因子相关基因的大量表达［１６⁃１７］。 人类 ＴＬＲｓ 家族有

１２ 名成员已被发现， 其中以 ＴＬＲ４ 为主。 ＮＦ⁃κＢ 作

为普遍存在的转录因子， 是多种信号转导途径的交

汇点， 不仅参与介导免疫应答、 病毒复制、 细胞凋

亡和增殖的多种基因表达， 在调节炎症反应的基因

表达中也起关键作用。 现已证实 ＮＦ⁃κＢ 可高效诱

导多种细胞因子， 包括 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的表

达， 同时对参与炎症级联瀑布效应的多种酶的基因

表达也具有重要的调控作用［１８］。
虽然炎症因子在慢性盆腔炎中的形成机制目前

尚未被完全揭示和阐明， 但可以确定的是炎症反应

对机体的损害主要是通过释放炎症因子来实现

的［１９］。 ＩＬ⁃１β 可诱导 ＩＬ⁃６ 的释放， ＩＬ⁃６ 又可增强

组织细胞对 ＩＬ⁃１β 的敏感性［２０］； ＴＮＦ⁃α 作为促炎

症因子和免疫调节因子， 在炎症反应中起核心作

用， 是启动炎症的重要细胞因子， 参与调节免疫应

答与炎症反应［２１］。 结果表明， 膈下逐瘀汤可以显

著降低慢性盆腔炎模型大鼠血清中 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 等炎症因子的水平， 这与临床研究的报道一

致［２２］。 同时， 研究还显示， 膈下逐瘀汤对 ＴＬＲ４
和 ＮＦ⁃κＢ 在慢性盆腔炎模型大鼠子宫中的表达就

有显著的抑制作用。 膈下逐瘀汤对慢性盆腔炎模型

大鼠子宫中 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号的抑制， 导致 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子水平的下降， 可能是其

改善慢性盆腔炎模型大鼠血液流变学， 发挥治疗

“血瘀” 症状原因。
综上所述， 以历代医家治疗气滞血瘀型慢性盆

腔炎及痛经的经典名方膈下逐瘀汤为研究对象， 揭

示其对慢性盆腔炎模型大鼠的抗炎作用机制， 以期

阐明其临床上治疗慢性盆腔炎的作用机理， 为膈下

逐瘀汤广泛用于妇科炎性疾病的治疗提供科学依据。
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