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摘要： 目的　 围绕胶原代谢环节， 探讨补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者盆底结缔组织的影响。 方法　 采集子宫

脱垂中气下陷证患者的子宫主韧带标本， 进行体外原代细胞培养； 予补中益气汤原药、 补中益气汤含药血清、 空白血

清和阴性对照 （无干预组） 对人子宫主韧带成纤维细胞进行干预； 采用羟脯氨酸法测定各组的总胶原含有量； 采用

分子生物学方法测定胶原合成 （Ⅰ型胶原、 Ⅲ型胶原、 ＬＯＸ、 ＴＧＦ⁃β、 ＣＴＧＦ 和 ＤＣＮ）， 降解 （ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃２、
ＴＩＭＰ⁃１、 ＴＩＭＰ⁃２、 ＴＩＭＰ⁃３） 主要环节的变化。 结果　 与空白血清组或无干预组比较， 全方血清组和全方原药组细胞

培养液中总胶原的含量均明显增加； 全方血清组和全方原药组子宫主韧带成纤维细胞Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达明

显增加， ＭＭＰ⁃２ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达减少， ＬＯＸ ｍＲＮＡ 表达增加； 全方血清组子宫成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白

表达减少， ＴＩＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达增加。 结论　 补中益气汤能提高子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧

带成纤维细胞总胶原的含有量， 且以Ⅲ型胶原为主； 其机制与降低成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃２ 的表达， 增加成纤维

细胞 ＴＩＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃３ 的表达有关。
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　 　 子宫脱垂是盆腔器官脱垂 （ ｐｅｌｖｉｃ ｏｒｇａｎ ｐｒｏｌａｐｓｅ，
ＰＯＰ） 的主要表现之一， 属于盆底功能障碍性疾病， 是中

老年女性的常见病， 对 １４ １８０ 例已婚妇女妇科普查情况分

析结果显示 ５１～６０ 岁的妇女子宫脱垂发病率为 ０􀆰 ３３％ ， ６０
岁以上为 ０􀆰 ７１％ 。 子宫脱垂虽不威胁生命， 但严重影响妇

女的健康和生活质量［１⁃２］ 。
盆底结缔组织是盆腔的重要支持成分， 以盆底筋膜和

韧带结构为主， 其中主韧带－宫骶韧带复合体， 是盆底最

主要的支持力量［１］ 。 胶原是韧带和筋膜的主要成分， 由盆

底结缔组织中的成纤维细胞生成。 盆底结缔组织正常支持

功能的行使有赖于胶原合成与降解的动态平衡， 胶原代谢

状态的改变会影响盆底支持组织的强度和弹性从而导致

ＰＯＰ 的发生［１⁃２］ 。 赖氨酰氧化酶 （ Ｌｙｓｙｌ Ｏｘｉｄａｓｅ， ＬＯＸ）、
转化生长因子 β （Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ⁃β， ＴＧＦ⁃β）、
结缔 组 织 生 长 因 子 （ Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ Ｔｉｓｓｕｅ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ，
ＣＴＧＦ） 和核心蛋白聚糖 （Ｄｅｃｏｆｉｎ， ＤＣＮ） 是影响胶原合成

的重要因素。 基质金属蛋白酶 （Ｍａｔｒｉｘ Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ） 及其抑制物 （Ｔｉｓｓｕｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ Ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，

ＴＩＭＰｓ） 则与胶原降解密切相关， 在子宫脱垂患者子宫韧

带组织中 ＭＭＰｓ 表达的增加均伴随着 ＴＩＭＰｓ 表达的

减少［２⁃８］ 。
升阳举陷治法作为中医经典治法之一被广泛应用于脏

器下垂、 泄泻、 崩漏等疾病。 补中益气汤是升阳举陷治法

的代表方， 治疗中气下陷证子宫脱垂历史悠久， 随着现代

医学的发展， 重度子宫脱垂虽已以手术治疗为主， 但其仍

是子宫脱垂治疗的重要手段之一［９⁃１１］ 。
目前， 由于中医证候模型研究进展缓慢， 使得从 “病

证⁃治法⁃方药” 这一中医药传统观念出发， 研究中医治法

理论的设想举步为艰， 中医治法理论实验研究多选用健康

动物， 或套用现成的西医病的模型， 影响了具有标准中医

药意义的现代研究。
因此， 本研究在病证结合、 方证相应理论的指导下，

参考盆底结缔组织胶原代谢异常是子宫脱垂的主要因素和

子宫脱垂中气下陷证患者盆底结缔组织Ⅰ型、 Ⅲ型胶原含

有量减少的研究进展［１⁃２，１２］ ， 以具体的病证 “子宫脱垂之中

气下陷证” 为载体， 从胶原代谢环节探讨补中益气汤对子
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宫脱垂中气下陷证患者盆底结缔组织的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＤ 大鼠， 清洁级， 生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪）
２０１７⁃０００５， 体质量 （３００±２０） ｇ， 雌雄各半， 由上海中医

药大学实验动物中心提供， 并在该动物中心进行饲养。
１􀆰 ２　 药物　 参考文献 ［９］， 补中益气汤由黄芪 １８ ｇ、 炙甘

草 ９ ｇ、 党参６ ｇ、 白术 ６ ｇ、 升麻 ６ ｇ、 柴胡 ６ ｇ、 当归 ６ ｇ、
橘皮 ６ ｇ 组成。 黄芪配方颗粒 （批号 １４０９００５）、 炙甘草配

方颗粒 （批号 １４０９１４９）、 党参配方颗粒 （批号 １４０８０３２）、
白术配方颗粒 （批号 １４０８１３６）、 升麻配方颗粒 （批号

１４０３０３）、 柴胡配方颗粒 （批号 １４０８０２４）、 当归配方颗粒

（批号 １４０９１４０）、 橘皮配方颗粒 （批号 １４０７０２４） 均购自江

阴天江药业有限公司。
１􀆰 ３　 试剂

１􀆰 ３􀆰 １　 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测试剂 　 Ｔｒｉｚｏｌ （美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司）； ＰＣＲ 逆转录 ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ （Ｗｉｔｈ ｇＤＮａｓｅ）、 荧光定

量 ＰＣＲ 试剂盒 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ （ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ） （天根

生化科技有限公司）； 无水乙醇、 异丙醇、 氯仿 （分析纯）
（国药集团化学试剂有限公司）。 β⁃ａｃｔｉｎ、 Ⅰ型胶原、 Ⅲ型

胶 原、 ＬＯＸ、 ＣＴＧＦ、 ＤＣＮ、 ＴＧＦ⁃β、 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃２、
ＴＩＭＰ⁃１、 ＴＩＭＰ⁃２ 和 ＴＩＭＰ⁃３ 引物由上海冠泰生物科技有限

公司设计合成。 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列
片段长

度 ／ ｂｐ

β⁃ａｃｔｉｎ
正向 ５′⁃ＴＧＡＣＧＡＧＧＣＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＡＣ⁃３′

３３１

Ｃｏｌ１ａ１
正向 ５′⁃ＧＡＣＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＴＣＡＣＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＴＣＡＴＣＧＣＡＣＡＡＣＡＣＣＴＧＴ⁃３′

１１８

Ｃｏｌ３ａ１
正向 ５′⁃ＣＣＡＡＴＣＣＴＴＴＧＡＡＴＧＴＴＣＣＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＡＡＡＣＴＧＡＡＡＡＣＣＡＣＣＡＴＣ３′

１０３

ＬＯＸ
正向 ５′⁃ＴＴＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＴＴＡＴＧＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＧＧＧＴＴＴＡＣＡＣＴＧＡＣＣＴＴＴ⁃３′

１０９

ＣＴＧＦ
正向 ５′⁃ＴＧＧＣＴＴＴＡＧＧＡＧＣＡＧＴＧＧＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＡＣＡＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＴＧＡＧＣ⁃３′

１３５

ＤＣＮ
正向 ５′⁃ＴＴＣＴＴＡＴＴＣＧＧＧＴＧＴＧＡＧＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＡＡＧＧＴＧＧＡＴＧＧＣＴＧＴＡＣＴ⁃３′

６８

ＴＧＦ⁃β
正向 ５′⁃ＡＣＣＴＧＡＡＣＣＣＧＴＧＴＴＧＣＴＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＴＧＴＣＣＡＣＴＴ⁃３′

２８６

ＭＭＰ⁃１
正向 ５′⁃ＧＡＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＴＴＴＧＴＣＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＴＧＡＣＣＣＴＣＡＧＡＧＡＣＣＴＴＧ⁃３′

１８４

ＭＭＰ⁃２
正向 ５′⁃ＴＴＴＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＡＣＧＧＡＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＡＴＡＣＴＴＣＡＣＡＣＧＧＡＣＣＡＣ⁃３′

１２８

ＴＩＭＰ⁃１
正向 ５′⁃ＧＧＡＣＡＣＣＡＧＡＡＧＴＣＡＡＣＣＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＡＡＧＴＡＴＣＣＧＣＡＧＡＣＡＣＴＣ⁃３′

１４７

ＴＩＭＰ⁃２
正向 ５′⁃ＣＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＧＣＣＴＧＡＡＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＣＡＧ⁃３′

１２２

ＴＩＭＰ⁃３
正向 ５′⁃ＧＡＡＧＧＡＡＣＴＡＣＡＡＧＡＧＡＧＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＧＧＡＡＣＡＴＣＴＧＧＴＣＡＡＣＡＣ⁃３′

８５

１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测试剂 　 蛋白酶磷酸酶抑制剂 （美

国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ｔｒｉｓ、 Ｇｌｙｃｅｒｉｎｅ、 十二烷基硫酸

钠 （ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ， ＳＤＳ）、 ＡＰＳ、 Ｎ， Ｎ， Ｎ， Ｎ⁃四
甲基乙二胺、 ３０％ 丙烯酰胺 （美国 Ｂｉｏｒａｄ 公司）； ＢＣＡ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ ｋｉｔ、 ＲＩＰＡ 裂解液 （强）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ （碧云天生物技术研究所）； 单克隆 Ａｎｔｉ⁃
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ 抗体、 单克隆 Ａｎｔｉ⁃ＬＯＸ 抗体、 单克隆 Ａｎｔｉ⁃
ＭＭＰ１ 抗体、 单克隆 Ａｎｔｉ⁃ＭＭＰ２ 抗体、 单克隆 Ａｎｔｉ⁃ＴＩＭＰ１
抗体、 多克隆 Ａｎｔｉ⁃ＴＩＭＰ３ 抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司）； Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） ＨＲＰ、 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
ＨＲＰ、 Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃Ｇｏａｔ ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） ＨＲＰ （美国 Ｊａｃｋｓｏｎ Ｉｍ⁃
ｍｕｎｏ 公司）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （ＴＩＡＮＧＥＮ 生化科技有限公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 超净工作台、 ＨＥＲＡｃｅｌｌ ２４０ｉ 型二氧化碳培养

箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＣＫＸ４１ＳＦ 型倒置显微

镜、 ＮａｎｏＶｕｅ 浓度检测仪 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
５４１５Ｒ 型低温离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＭＱＸ２００Ｒ 型

微孔板扫描分光光度计、 微孔板扫描分光光度计 （多功能

酶标仪） （美国 ＢＩＯ⁃ＴＥＫ 公司）； 荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪

ＶｉｉＡ７ （美国 ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪、 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 电泳系统、 转膜仪 （美国 Ｂｉｏ Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物血清制备　 将 ＳＤ 大鼠按体质量随机分为空白血

清组和全方血清组 （每天 ９􀆰 ４７ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 雌雄各

半， 每天灌胃给药 ２ 次， 连续 ３ 天， 次日晨再灌 １ 次， 空

白血清组予同容积的饮用水， 末次给药前禁食 １２ ｈ。 末次

给药 １ ｈ 后， 在无菌条件下自门静脉采血， 血液样本静置

３～ ４ ｈ， ４ ℃离心 （３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ、 １５ ｍｉｎ）， 分离血清， 然后

将血清置于 ５６ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜除菌

后， －８０ ℃贮存备用。
２􀆰 ２　 原 药 全 方 溶 液 配 制 　 精 密 称 取 全 方 配 方 颗 粒

１０􀆰 ７８ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 用 ＰＢＳ 定容至刻度， 得质

量浓度为 １􀆰 ０７８ ｍｇ ／ ｍＬ 的全方贮备液； 精密量取原药全方

贮备液适量， 以 ＰＢＳ 作为 稀 释 液， 配 制 质 量 浓 度 为

１００ μｇ ／ ｍＬ原药全方溶液， －８０ ℃贮存备用。
２􀆰 ３　 人子宫主韧带成纤维细胞的培养

２􀆰 ３􀆰 １　 病例选择　 在曙光医院妇科病房因子宫Ⅲ、 Ⅳ度脱

垂行盆底重建或子宫切除术的患者 （中医证属中气下陷

证）， 且满足自然绝经 ２ 年以上， 未行激素替代治疗。 既往

无子宫内膜异位症、 妇科恶性肿瘤、 糖尿病、 结缔组织病、
慢性盆腔炎症、 盆腔手术史、 慢性阻塞性肺病等疾病。
２􀆰 ３􀆰 ２　 组织标本的采集　 开腹或阴式子宫全切术中取患者

废弃的子宫主韧带组织， 分成约 ０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 大

小组织 １～３ 块， 尽量去除可见的脂肪组织及血管组织， 用

ＰＢＳ 冲净。
２􀆰 ３􀆰 ３　 人子宫主韧带成纤维细胞的原代培养、 纯化、 传代

和鉴定　 采用胶原酶消化法进行原代细胞培养， 取回的组

织用含 １×１０５Ｕ ／ Ｌ 双抗的 ＰＢＳ 反复清洗 ３～ ５ 遍， 至液体清

亮， 用眼科剪清除表面坏死组织和脂肪， 并快速将组织剪

成碎块， 转入培养瓶中加入 １％ Ⅰ型胶原酶 ３ ｍＬ， 培养箱
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中消化约 ３ ｈ， 此时肉眼可见液体变浑浊黏稠， 组织块呈明

显蓬松状， 组织转入离心管， １ ５００ ｒｐｍ， 离心 ３ ｍｉｎ， 弃上

清， 收集沉淀， 予含 ２０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基

５ ｍＬ， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱内中培养。 ３ ｄ 后观察细

胞情况， 并换液， 之后每 ３～ ４ 天换液 １ 次， 倒掉未贴壁的

组织块和不贴壁的少量红细胞， 贴壁组织及细胞继续培养。
当生长的细胞铺满瓶底 ７０％ ～ ８０％ 时， 采用差时贴壁法对

培养出的主韧带细胞进行纯化。 第 ２ 次纯化后的细胞铺满

瓶底 ７０％ ～８０％ 时， 进行传代培养。 取 ４ 代细胞采用免疫

组化法进行成纤维细胞鉴定。 ４～９ 代的细胞用于本实验。
２􀆰 ４　 药物毒性实验　 采用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒测定血清毒性。
２􀆰 ５　 分组及给药　 分为全方原药组、 全方血清组、 空白血

清组和无干预组。 全方血清和空白血清分别用培养基稀释

至终 浓 度 为 ２０％ ， 原 药 用 培 养 基 稀 释 至 终 浓 度 为

１００ μｇ ／ ｍＬ， 然后加入培养皿中与细胞共同培养； 无干预

组加入等体积的培养基， 均置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱孵

育 ２４ ｈ。
２􀆰 ６　 人 子 宫主 韧 带 成 纤 维 细 胞 总 胶 原 含 量 测 定 　 按

“２􀆰 ５” 项下操作后， 收集细胞上清液， 采用羟脯氨酸测试

盒检测细胞培养液中羟脯氨酸含量， 操作步骤按说明书

执行。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 按 “２􀆰 ５” 项下操作后， 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法
提取总 ＲＮＡ， 然后逆转录成 ｃＤＮＡ， 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测各

指标 ｍＲＮＡ 的相对表达量， 操作步骤按说明书执行。 各组

指标均以空白血清组 １ 为对照的 ｍＲＮＡ 表达半定量分析。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 按 “２􀆰 ５” 项下操作后， 提取细胞

总蛋白， 测定蛋白浓度， 将蛋白样品及标准蛋白与 ４ 倍样

品缓冲液混合后沸水煮 ５ ～ １０ ｍｉｎ 变性， 每组上样定量

１０ μｇ 蛋白质。 使用转移电泳装置电转 ９０ ～ １２０ ｍｉｎ， 将蛋

白转移到硝酸纤维素膜上。 后经封闭， 一抗、 二抗孵育，
显色； 将显示条带的胶片加 ＥＣＬ、 曝光、 显影、 定影； 然

后计算机扫描蛋白质条带， 通过图像分析软件进行分析。
以蛋白条带的灰度值代表蛋白的表达量， 用内参蛋白的灰

度值进行校正后代表蛋白相对表达水平。
２􀆰 ９　 数据处理　 各组数据均以 （ｘ±ｓ） 表示， 两组组间比

较使用 ｔ 检验， 多组组间比较采用 ＬＳＤ 检验。 运用 ＤＡＳ３􀆰 ０
统计软件包进行处理分析， 以 Ｐ ＜０􀆰 ０５ 为差异统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 药物毒性实验　 经纯化后培养的细胞为长梭型， 波状

蛋白呈阳性， 角蛋白呈阴性， 提示从子宫主韧带培养出来

的是成纤维细胞。 与无干预组比较， ２０％ 大鼠血清组、
２０％ 全方血清组和全方原药组 （１００ μｇ ／ ｍＬ） 的细胞存活

率均无统计学差异。
３􀆰 ２　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成

纤维细胞总胶原含有量、 Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ 表达

的影响　 如表 ２ 所示， 与空白血清组或无干预组比较， 全

方血清组和全方原药组细胞培养液中总胶原的含有量均明

显增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 全方血清组和全方原药组子宫主韧带

成纤维细胞的Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ 表达均明显增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
而Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ 的表达无明显变化。
表 ２　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带

成纤维细胞总胶原含量、 Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原

ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 总胶原 ／ （μｇ·ｍＬ－１）Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ Ⅲ型胶原 ｍＲＮＡ

无干预组 １􀆰 ５９７±０􀆰 １５８ １􀆰 ０９３±０􀆰 １２７ ０􀆰 ９８７±０􀆰 ０９１

空白血清组 １􀆰 ６５０±０􀆰 ３１６ １􀆰 ０００±０􀆰 ２７９ １􀆰 ０００±０􀆰 ０４２

全方原药组 ２􀆰 ３６０±０􀆰 ３５３∗∗ΔΔ １􀆰 １０２±０􀆰 １５１ １􀆰 ３０５±０􀆰 １０６∗∗ΔΔ

全方血清组 ２􀆰 １８０±０􀆰 １４１∗∗ΔΔ １􀆰 １７７±０􀆰 １５３ １􀆰 ２０９±０􀆰 ０１０∗∗ΔΔ

　 　 注： 与 无 干 预 组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 空 白 血 清 组 比 较，
ΔΔ Ｐ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ３　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成

纤维细胞胶原合成、 降解相关基因表达的影响　 如表 ３ ～ ４
所示， 与空白血清组或无干预组比较， 全方血清组和全方

原药组子宫主韧带成纤维细胞的 ＬＯＸ ｍＲＮＡ 表达明显增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＭＰ⁃２ｍＲＮＡ 表达明显减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且全

方原药组 ＭＭＰ⁃２ｍＲＮＡ 表达的减少优于全方血清组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 全方血清组子宫主韧带成纤维细胞的 ＭＭＰ⁃１ 表达

明显减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＩＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃３ ｍＲＮＡ 表达明显

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且变化优于全方原药组。

表 ３　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成纤维细胞胶原合成相关基因 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＬＯＸ ＤＣＮ ＴＧＦ⁃β ＣＴＧＦ

无干预组 ０􀆰 ９９５±０􀆰 ００４ ５ ０􀆰 ６５５±０􀆰 ０４５ΔΔ ０􀆰 ９３１±０􀆰 １５７ １􀆰 １３５±０􀆰 １２５
空白血清组 １􀆰 ０００±０􀆰 ０２４ １􀆰 ０００±０􀆰 ０７１∗∗ １􀆰 ０００±０􀆰 ０２５ １􀆰 ０００±０􀆰 ２２０
全方原药组 １􀆰 ３１０±０􀆰 １４０∗∗ΔΔ ０􀆰 ７９２±０􀆰 ０７４∗ΔΔ ０􀆰 ９３７±０􀆰 ０４５ １􀆰 １２５±０􀆰 １５０
全方血清组 １􀆰 ４４７±０􀆰 １１４∗∗ΔΔ ０􀆰 ９９４±０􀆰 ０６４∗∗ ０􀆰 ９４２±０􀆰 ０１３ １􀆰 ２３５±０􀆰 ０１３

　 　 注：与无干预组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与空白血清组比较，ΔΔ Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成纤维细胞胶原降解相关基因 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组　 别 ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃２ ＴＩＭＰ⁃１ ＴＩＭＰ⁃２ ＴＩＭＰ⁃３

无干预组 １􀆰 １０１±０􀆰 ０１５ １􀆰 ０９０±０􀆰 ００７ ０􀆰 ３３９±０􀆰 ７２６ １􀆰 １０２±０􀆰 ０５４ １􀆰 ０１２±０􀆰 ０４０
空白血清组 １􀆰 ０００±０􀆰 ０２８∗ １􀆰 ０００±０􀆰 ０８９ １􀆰 ００１±０􀆰 ９７９ １􀆰 ０００±０􀆰 １８５ １􀆰 ０００±０􀆰 ０３１
全方原药组 ０􀆰 ９８４±０􀆰 ０３８∗ ０􀆰 ６３６±０􀆰 ０９７∗∗ΔΔ ０􀆰 ６３９±１􀆰 ３１３ １􀆰 １６７±０􀆰 １３０ ０􀆰 ９９５±０􀆰 ０６７
全方血清组 ０􀆰 ８２５±０􀆰 ０３３∗∗ΔΔ＃ ０􀆰 ８０８±０􀆰 ０３７∗∗ΔΔ＃ ３􀆰 ０９４±０􀆰 ８９９∗∗ΔΔ＃ １􀆰 １６０±０􀆰 ０１８ １􀆰 ２０４±０􀆰 ０５２∗∗ΔΔ＃＃

　 　 注：与无干预组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与空白血清组比较，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１；与全方原药组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ４　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成

纤维细胞胶原合成、 降解相关蛋白表达的影响　 如表 ５ 所

示， 与空白血清组或无干预组比较， 全方血清组和全方原

药组子宫主韧带成纤维细胞的Ⅲ型胶原蛋白表达增加，

ＭＭＰ⁃２ 蛋白表达减少； 全方血清组子宫主韧带成纤维细

胞的 ＴＩＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃３ 蛋白表达均增加， ＭＭＰ⁃１ 蛋白表

达减少， 且 ＴＩＭＰ⁃１ 蛋白表达的增加优于全方原药组。 见

图 １。
表 ５　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成纤维细胞胶原合成、 降解相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ⅲ型胶原 ＬＯＸ ＭＭＰ⁃１ ＭＭＰ⁃２ ＴＩＭＰ⁃１ ＴＩＭＰ⁃３

无干预组　 ０􀆰 ９１７±０􀆰 １９１ １􀆰 ０７９±０􀆰 ０６９ １􀆰 １６７±０􀆰 ２６５ １􀆰 ７３６±０􀆰 ３４４ １􀆰 ０６９±０􀆰 ０７２ １􀆰 ４６１±０􀆰 ４６１
空白血清组 １􀆰 ２７２±０􀆰 ２３２ １􀆰 １８９±０􀆰 ２０５ １􀆰 ０６２±０􀆰 １９０ １􀆰 ４５９±０􀆰 ３８８ １􀆰 ０９８±０􀆰 ０９０ １􀆰 ６５１±０􀆰 ２４４
全方原药组 ２􀆰 ８８６±０􀆰 ２０８∗∗ΔΔ １􀆰 ４８３±０􀆰 １９０∗ ０􀆰 ６６６±０􀆰 ２１３∗ ０􀆰 ８０８±０􀆰 ３１５∗∗Δ １􀆰 １７９±０􀆰 ０６７ ３􀆰 ３５５±０􀆰 ８２６
全方血清组 ２􀆰 ６６８±０􀆰 ２０５∗∗ΔΔ １􀆰 ４５５±０􀆰 ２３０∗ ０􀆰 ５７６±０􀆰 ２８９∗Δ ０􀆰 ７５０±０􀆰 ２５４∗∗Δ ３􀆰 ６６８±０􀆰 １２４∗∗ΔΔ＃＃ ４􀆰 ０８１±２􀆰 １０３∗Δ

　 　 注：与无干预组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与空白血清组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５，ΔΔ Ｐ＜０􀆰 ０１；与全方原药组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： １～ ４ 分别为无干预组、 空白血清组、 全方原药组、 全方血

清组。

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测子宫脱垂中气下陷证患者子宫

主韧带成纤维细胞胶原合成、 降解相关蛋白的表达

４　 讨论

４􀆰 １　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成

纤维细胞胶原的影响　 胶原主要由盆底结缔组织的成纤维

细胞生成。 Ⅰ和Ⅲ型胶是盆底筋膜、 韧带的主要成分， Ⅰ
型胶原直径较粗， 起支持作用， Ⅲ型胶原直径较细， 与弹

性有关［１⁃３］ 。 Ⅲ 型胶原减少与子宫脱垂的发生关系密

切［１３⁃１７］ 。 本研究结果显示补中益气汤能增加子宫脱垂中气

下陷证患者子宫主韧带成纤维细胞总胶原的含量， 且以Ⅲ
型胶原为主， 提示其治疗作用与增加胶原含量， 进而改善

子宫主韧带结构及功能有关。
４􀆰 ２　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成

纤维细胞胶原合成代谢环节的影响　 ＬＯＸ 是胶原纤维发育

成熟和保持内环境稳态的关键酶， 能影响胶原与弹性纤维

的交联［６，１７］ 。 本研究结果显示补中益气汤能增加 ＬＯＸ
ｍＲＮＡ 的表达， 但对 ＬＯＸ 蛋白表达无影响。 ＴＧＦ⁃β 能够刺

激细胞中胶原 ｍＲＮＡ 水平的提高， 同时抑制 ＭＭＰｓ 的分泌

和刺激其抑制物 ＴＩＭＰｓ 的表达， 从而抑制胶原降解［１７］ 。
ＣＴＧＦ 可通过介导 ＴＧＦ⁃β 或自分泌作用刺激胶原合成［２，１７］ 。
ＤＣＮ 通过其核心蛋白与胶原的相互作用调节胶原纤维的生

成速度［１８］ 。 本研究未发现补中益气汤对 ＴＧＦ⁃β、 ＣＴＧＦ 和

ＤＣＮ 的表达有影响。
４􀆰 ３　 补中益气汤对子宫脱垂中气下陷证患者子宫主韧带成

纤维细胞胶原分解代谢环节的影响 　 ＭＭＰｓ 是降解胶原最

重要的蛋白酶， 其中 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃２ 与 ＰＯＰ 的发生关系

尤为密切［１９⁃２２］ 。 ＭＭＰｓ 的活性主要通过 ＴＩＭＰｓ 调节， ＴＩＭＰｓ
是 ＭＭＰｓ 的特异性抑制物， 能抑制 ＭＭＰｓ 的活性， 从而调

节胶原降解的速率［２，１７］ 。 ＴＩＭＰ⁃１ 主要与 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃３
结合， 抑制其对Ⅰ型、 Ⅲ型胶原的降解； ＴＩＭＰ⁃２ 不仅能结

合激活状态的 ＭＭＰ⁃２， 还能结合 ＭＭＰ⁃２ 酶原， 并可终止

ＭＭＰｓ 家族中所有成员的水解活性； ＴＩＭＰ⁃３ 存在于细胞外

基质中， 能抑制 ＭＭＰ⁃２ 对胶原的降解［２，１７，２３⁃２５］ 。 ＭＭＰｓ ／
ＴＩＭＰｓ 的组合与比例， 对胶原的降解代谢具有重要影响。
本研究结果显示补中益气汤能够降低子宫脱垂中气下陷证

患者子宫主韧带成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃２ 的表达， 增强

ＴＩＭＰ⁃１、 ＴＩＭＰ⁃３ 的表达， 提示补中益气汤主要作用于胶原

降解环节。
另外， 本研究结果还发现， 全方含药血清能降低

ＭＭＰ⁃１ ｍＲＮＡ 的表达， 且优于全方原药； 全方含药血清能

增加 ＴＩＭＰ⁃３ 和 ＴＩＭＰ⁃１ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达， 而全方原药

与空白血清对 ＴＩＭＰ⁃３、 ＴＩＭＰ⁃１ ｍＲＮＡ 及其蛋白的表达均无

影响， 提示补中益气汤经体内代谢过程后有效成分的组成

和含量可能产生了变化， 进而导致其相应的作用点或程度

也随之变化。 此现象与文献报道［２６⁃２８］ 含药血清与原药的药

效不一致的现象相似， 方剂是一个系统的整体， 其用药的

本质是多成分的配伍效应， 方剂中除原形成分外， 还存在

经人体吸收代谢后的成分， 这些成分在人体内配伍而产生

协同或拮抗作用， 而这些作用整合后表现出具有自身配伍

特点的生物学效应［２９］ 。
综上， 本研究结果显示补中益气汤能增加子宫脱垂中

气下陷证患者子宫主韧带成纤维细胞总胶原的含量， 且以

Ⅲ型胶原为主； 其机制与降低成纤维细胞 ＭＭＰ⁃１ 和 ＭＭＰ⁃２
的表达， 增加成纤维细胞 ＴＩＭＰ⁃１ 和 ＴＩＭＰ⁃３ 的表达有关。
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