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摘要： 目的　 探讨艾附暖宫丸对寒凝血瘀型原发性痛经 （ＰＤ） 大鼠 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路的影响。 方法　 采用冰水浸

泡法联合苯甲酸雌二醇和缩宫素建立寒凝血瘀 ＰＤ 模型。 将造模成功的大鼠随机分为模型组、 布洛芬组 （０􀆰 ０６ ｇ ／ ｋｇ）
和艾附暖宫丸低、 中、 高剂量组 （０􀆰 ３６、 ０􀆰 ７２、 １􀆰 ４４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只； 另取 １０ 只正常饲养的大鼠为空白组， 各组

大鼠灌胃给予相应剂量药物， 连续 ６ ｄ。 给药前后， 分别对大鼠进行症候评分。 末次给药后， 观察大鼠扭体反应， 取

子宫组织测定平滑肌收缩最大张力和频率； ＥＬＩＳＡ 法检测子宫组织 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平； ＨＥ 染色观察子宫组织

病理形态； 免疫荧光法观察子宫组织 ＨＳＰ７０ 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠子宫组织中 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白

磷酸化表达。 结果　 与模型组比较， 艾附暖宫丸各剂量组寒凝血瘀型 ＰＤ 的症候评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 扭体

次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫组织中 ＨＳＰ７０ 蛋白及 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 艾附暖宫丸中、 高剂量组大鼠扭体潜伏期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫平滑肌收缩的最大强度和频率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫组织 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 艾附暖宫丸对大鼠实验性

寒凝血瘀型 ＰＤ 有良好的改善作用， 其机制可能与抑制 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路活化有关。
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　 　 原发性痛经 （ｐｒｉｍａｒｙ ｄｙｓｍｅｎｏｒｒｈｅａ， ＰＤ） 是指经期前

后或行经期间出现的下腹痉挛性疼痛， 常伴有头晕、 恶心、
呕吐、 腹泻等症状［１］ 。 流行病学研究显示， 有超过 ４０％ 的

女性受到了痛经的困扰， 严重影响女性的正常生活［２］ 。 目

前， 关于 ＰＤ 的发病机制尚不明确， 但多数研究认为 ＰＤ 的

发生与女性体内前列腺素 Ｅ２ （ ＰＧＥ２ ） 和前列腺素 Ｆ２α

（ＰＧＦ２α） 的增多有关。 所以， 临床多使用萘普生和布洛芬

等非甾体抗炎类药物进行治疗， 但此类药物副作用大， 且

只能缓解症状而无法预防及治疗［３］ 。 因此， 寻找相对安全

有效的治疗方法尤为重要。 中医药因其治疗 ＰＤ 具有疗效

好、 副作用小等优点显示出独特的优势。 临床 ＰＤ 以寒凝

血瘀证较为常见， 多以温经化瘀之法进行治疗。 艾附暖宫

丸以艾叶、 香附为君药， 配伍吴茱萸、 黄芪、 当归等药，
具有理气活血、 暖宫调经之效。 既往研究发现 ＰＤ 的发生

与 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路密切相关［４］ ， 而艾附暖宫丸中的

多种药物如吴茱萸、 黄芪、 当归等皆可对该通路发挥调节

作用［５⁃８］ ， 因此本研究基于该信号通路探讨艾附暖宫丸对寒

凝血瘀型 ＰＤ 的作用机制。

１　 材料

１􀆰 １　 药物　 艾附暖宫丸 （水蜜丸， 规格 ３０ ｇ ／瓶， 用量每

次 ６０ 粒， 每天 ２ ～ ３ 次， 批号 ２０１８１０２３， 北京同仁堂制药

有限公司）； 布洛芬缓释胶囊 （规格 ０􀆰 ４ ｇ ／粒， 批号

１８１１０６４５， 中美天津史克制药有限公司）； 苯甲酸雌二醇

（规格 ２ ｍｇ ／ ｍＬ， 批号 ２０２０１０１５， 上海通用药业股份有限公

司）； 缩宫素注射液 （规格 １０ Ｕ ／ ｍＬ， 批号 ０９１９０１０２， 上

海禾丰制药有限公司）。
１􀆰 ２　 动物 　 健康 ＳＤ 大鼠， ＳＰＦ 级， 雌性， 体质量 １８０ ～
２２０ ｇ， 购自河北伊维沃生物科技有限公司， 饲养于河北中

医药大学实验室 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （冀）
２０１９⁃００８］。 大鼠饲养于独立通风笼盒中， 恒定温度及相对

湿度， １２ ｈ 白昼， １２ ｈ 黑夜， 以灭菌标准大鼠饲料和去离

子水饲养。 动物实验经河北中医药大学伦理委员会批准

（伦理批准号 ＤＷＬＬ２０２３１１００６）。
１􀆰 ３　 试剂 　 热休克蛋白 （ＨＳＰ７０） 单克隆抗体、 ＥＲＫ１ ／ ２
单 克 隆 抗 体、 ＥＲＫ１ （ ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ２０２ ＋ Ｙ２０４ ） ＋ ＥＲＫ２
（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｔ１８５ ＋ Ｙ１８７ ） 单 克 隆 抗 体、 ｐ３８ＭＡＰＫ ａｌｐｈａ
（ｐＴ１８０ ／ ｐＹ１８２） 单克隆 抗 体 （ 货 号 ａｂ２７８７、 ａｂ１８４６９９、
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ａｂ２７８５３８、 ａｂ１２６４５３， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）； ｐ３８ＭＡＰＫ 单克

隆抗体 （货号 ９２１２， 美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；
ＰＧＦ２α ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （批号 Ａ２１０１８２３４， 上海众华生物

科技有限公司）； ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （货号

Ｃ１２ＰＤＢ、 Ｃ０６ＰＺＢ， 北京北方生物技术研究所有限公司）；
ＴＲＩｏｚｌ 试 剂 盒、 ＳＹＢＲ 预 混 试 剂 盒 （ 批 号 １０２９６０１０、
Ａ２５７４２， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 通用型电泳仪、 １６５⁃８００１ 小型垂直电泳槽、
ＧｅｌＤｏｃ２０００ 型凝胶成像仪 ［伯乐生命医学产品 （上海） 有

限公司］； ＩＸ７３⁃Ｕ 型倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ 型酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
ＢＬ⁃４２０Ｅ 型生物机能实验系统 （成都泰盟科技有限公司）。

２　 方法

２􀆰 １　 模型制备　 采用冰水浸泡法联合苯甲酸雌二醇和缩宫

素建立寒凝血瘀 ＰＤ 模型［９］ 。 将大鼠每天固定时间浸入直

径 ４０ ｃｍ 水深 １５～２０ ｃｍ 内壁光滑的塑料圆筒中， 冰水温度

为 ０～１ ℃， 浸泡 ２０ ｍｉｎ， 每天 １ 次， 连续 ２ 周。 同时， 每

天皮下注射苯甲酸雌二醇， 第 １ 天和第 １２ 天每只注射 ０􀆰 ８
ｍｇ， 第 ２～ １１ 天每只注射 ０􀆰 ４ ｍｇ。 末次给药 １ ｈ 后腹腔注

射缩宫素， 每只 ２ Ｕ。 寒凝血瘀判断标准为： 寒战、 蜷缩

少动、 耸毛、 呼吸急促、 爪部呈暗紫色、 耳部为暗红色、
粪便不成型。 按照表 １ 对大鼠进行症候评分， 得分≥７ 分

为造模成功［９］ 。 痛经判断标准为观察大鼠扭体反应， 即大

鼠腹部肌肉收缩， 伴躯体伸展和后肢伸展。
表 １　 寒凝血瘀证大鼠的症候评分

症状
程度

常见症状

活动度 进食量 体质量增长 毛发 小便 粪便
脉络瘀血

（耳郭、牙龈、爪甲、肛周）
轻 喜聚集

活动量减少
无竖毛
寒战

进食量减少＜３０％ 增长缓慢
（每天 １～１􀆰 ５ ｇ）

略显散乱
尚有光泽

垫料略湿
需 ３ 天更换 １ 次

排便量增多
形态正常

１ 个部位出现少量瘀血

中 喜聚集
蜷缩少动
弓背竖毛
偶发寒战

３０％≤进食量减少＜６０％ 增长缓慢
（每天 ０􀆰 ５～１ ｇ）

散乱
暗淡无光

垫料较湿
需 ２ 天更换 １ 次

排便量增多
质地软，尚能成形

２～３ 个部位出现瘀血

重 喜聚集
蜷缩不动
弓背竖毛
持续寒战

进食量减少≥６０％ 增长缓慢甚至减轻
（每天＜０􀆰 ５ ｇ）

散乱
毛色枯槁

垫料湿
需每天更换 １ 次

排便量增多
质地软，不成形

３ 个以上部位出现明显瘀血

　 　 注： 表中每项症状根据轻、 中、 重程度分别赋为 １、 ２、 ３ 分， 各项得分相加的总分为寒凝血瘀证大鼠的症候评分。
２􀆰 ２　 分组与给药　 造模成功后， 按大鼠中医症候评分随机

分为模型组、 布洛芬组和艾附暖宫丸低、 中、 高剂量组，
每组 １０ 只； 另取 １０ 只正常饲养的大鼠为空白组。 所有大

鼠自造模第 ７ 天起灌胃给予相应剂量药物， 每天 １ 次， 连

续 ６ ｄ。 其中空白组及模型组大鼠给予蒸馏水； 布洛芬组给

予 ０􀆰 ０６ ｇ ／ ｋｇ 布洛芬； 艾附暖宫丸低、 中、 高剂量组分别给

予 ０􀆰 ３６、 ０􀆰 ７２、 １􀆰 ４４ ｇ ／ ｋｇ （相当于临床人剂量的 ０􀆰 ５、 １、
２ 倍） 艾附暖宫丸， 给药容量均为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ。
２􀆰 ３　 检测指标　 末次给药后对大鼠进行症候评分， 观察大

鼠扭体反应。 快速处死后摘取子宫， 部分用于子宫平滑肌

收缩运动检测； 部分用 ４％ 多聚甲醛液固定； 其余分装于无

菌离心管中， 于－８０ ℃低温保存。
２􀆰 ３􀆰 １　 观察大鼠扭体反应　 从注射缩宫素开始计时， 根据

Ｓｃｈｍａｕｓｓ 等［１０］提出的标准确定大鼠的扭体反应， 身体向左

或右偏斜， 后肢伸展， 后爪背屈， 躯体伸展伴频繁地盆骨

侧向旋转， 腹部肌肉收缩。 计算 ２０ ｍｉｎ 内各组大鼠扭体潜

伏时间及扭体次数。
２􀆰 ３􀆰 ２　 生物机能实验系统检测大鼠子宫平滑肌收缩幅度、
频率　 大鼠快速处死后取子宫， 在洛氏液中剪下左侧 ２ ｃｍ
长的子宫段， 剥离脂肪及结缔组织， 下端固定于麦氏浴槽

底部的挂钩上， 上端与张力换能器相连。 向浴槽中注入 ２０
ｍＬ 洛氏液， 并通以 ９５％ Ｏ２ 和 ５％ ＣＯ２， 调节温度保持在

（３７±０􀆰 ５）℃， 以生物机能系统描记子宫收缩张力曲线。 除

空白组外， 其他各组分别向浴槽中加入缩宫素使终浓度为

１ Ｕ ／ ｍＬ； 空白组滴加等剂量生理盐水。 待子宫收缩运动稳

定后， 记录子宫平滑肌收缩运动 １０ ｍｉｎ， 并计算子宫收缩

幅度和频率。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测子宫组织 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平　
用生理盐水冲洗大鼠子宫， 干燥并称重。 用预冷的生理盐

水按质量体积比 １ ∶ ９ 的比例制备组织匀浆， 离心后取上

清， 按照 试 剂 盒 说 明 书 分 别 检 测 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
水平。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察子宫组织病理改变 　 将子宫组织置于

４％ 多聚甲醛中固定， 梯度脱水， 石蜡包埋， 切片， 脱蜡，
滴加苏木素染色， 再用伊红染色， 乙醇梯度脱水， 二甲苯

透明化， 滴加中性树脂， 加盖玻片封片。 ２４ ｈ 后于显微镜

下观察并拍照。 参照文献 ［１１］ 方法， 对子宫的病理形态

特征进行评分， 无病理改变的子宫计为 ０ 分， 子宫内膜变

性坏死计为 １ 分， 固有层水肿计为 ２ 分， 固有层腺体、 血

管新增计为 ３ 分， 固有层炎性细胞浸润计为 ４ 分。
２􀆰 ３􀆰 ５　 免疫荧光法检测子宫组织中 ＨＳＰ７０ 蛋白表达　 将子

宫组织于 ４％ 多聚甲醛中固定， 以 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、 ８５％ 、
９５％ 乙醇和正丁醇梯度洗脱， 石蜡包埋， 切片， 脱蜡后置

于载玻片上， 以枸橼酸液修复， 室温封闭 １ ｈ， 滴加 ＨＳＰ７０
２３１３
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抗体， ４ ℃孵育过夜， 滴加荧光二抗， 避光孵育 １ ｈ， 滴加

ＤＡＰＩ 避光孵育 １５ ｍｉｎ， 封片后置于荧光显微镜下观察。
２􀆰 ３􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 子 宫 组 织 中 ＥＲＫ１ ／ ２ 及

ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化表达　 取冻存的子宫组织 ５００ ｍｇ， 加

入 １ ｍＬ 细胞裂解液， 匀浆， 离心后取上清。 取 ５０ μｇ 蛋白

样品上样， １０％ ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白， 然后

转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 再加入 ５％ ＢＳＡ 于室温下封闭 ２ ｈ。 将

相应一抗稀释至相应浓度， 浸没 ＰＶＤＦ 膜， ４ ℃孵育过夜。
用 ＰＢＳＴ 洗膜后， 加入二抗稀释液， 室温孵育 １ ｈ。 洗膜后

用化学发光试剂显影， 用凝胶成像处理系统进行灰度分析，
以磷酸化蛋白的灰度值与对应的总蛋白灰度值的比值表示

磷酸化表达。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 先行方差齐性检验， 若方差齐则组间比较采

用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠中医症候评分的影

响　 由表 ２ 可知， 造模后， 模型组大鼠中医症候评分高于

空白组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明造模成功； 给药后， 艾附暖宫丸

各剂量组症候评分均低于给药前 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各

给药组症候评分均低于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ２　 艾附暖宫丸给药前后对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠中医症候

评分的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别
症候评分 ／ 分

给药前 给药后

空白组 １􀆰 ３±１􀆰 ３ １􀆰 ２±１􀆰 ２
模型组 １５􀆰 ６±２􀆰 ０△△ １６􀆰 ２±２􀆰 ０△△

布洛芬组 １５􀆰 ９±２􀆰 ６ １３􀆰 ２±３􀆰 ４∗

艾附暖宫丸低剂量组 １６􀆰 １±２􀆰 ５ １３􀆰 ０±３􀆰 １∗＃

艾附暖宫丸中剂量组 １６􀆰 ５±２􀆰 ５ １１􀆰 ４±２􀆰 ６∗∗＃＃

艾附暖宫丸高剂量组 １６􀆰 ２±１􀆰 ３ ９􀆰 ５±３􀆰 ４∗∗＃＃

　 　 注： 与空白组比较，△△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与同组给药前比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠扭体反应的影响　
由表 ３ 可知， 除空白组外， 其余各组大鼠均出现扭体反应。
与模型组比较， 艾附暖宫丸低剂量组大鼠的扭体潜伏期无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但扭体次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 中、 高

剂量组扭体潜伏期均延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 扭体次数

均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ３　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠扭体反应的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 扭体潜伏期 ／ ｍｉｎ 扭体次数 ／ 次

空白组 — —
模型组 ５􀆰 １４±０􀆰 ８５ ２０􀆰 ２±３􀆰 ２

布洛芬组 ６􀆰 ３５±０􀆰 ７６∗∗ １１􀆰 ５±３􀆰 ３∗∗

艾附暖宫丸低剂量组 ５􀆰 ７８±０􀆰 ７６ １６􀆰 ５±３􀆰 ６∗

艾附暖宫丸中剂量组 ６􀆰 ０６±０􀆰 ８５∗ １４􀆰 ４±３􀆰 ４∗∗

艾附暖宫丸高剂量组 ６􀆰 １９±０􀆰 ９２∗∗ １３􀆰 ２±３􀆰 ０∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫平滑肌收缩幅

度和频率的影响　 由图 １、 表 ４ 可知， 与空白组比较， 模型

组大鼠子宫收缩最大张力增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 子宫收缩频率

也升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 艾附暖宫丸中、 高剂

量组大鼠子宫收缩最大张力和收缩频率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂量组大鼠子宫收缩最大张力和收缩频率无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
表 ４　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫平滑肌收缩幅

度和频率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 子宫收缩最大张力 ／ ｇ
子宫收缩频率 ／

（次·１０ ｍｉｎ－１）
空白组 ３􀆰 ９±０􀆰 ５ ６􀆰 ６±１􀆰 １
模型组 ５􀆰 ２±０􀆰 ７△△ ８􀆰 ５±１􀆰 ７△△

布洛芬组 ３􀆰 ８±０􀆰 ５∗∗ ７􀆰 ０±１􀆰 ４∗

艾附暖宫丸低剂量组 ４􀆰 ９±０􀆰 ８ ８􀆰 ２±２􀆰 ０
艾附暖宫丸中剂量组 ４􀆰 ５±０􀆰 ６∗ ７􀆰 １±１􀆰 ４∗

艾附暖宫丸高剂量组 ４􀆰 ３±０􀆰 ７∗∗ ７􀆰 ０±１􀆰 ２∗

　 　 注： 与空白组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠子宫平滑肌收缩幅度和频率结果图
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３􀆰 ４　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织 ＰＧＦ２α、
ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平的影响　 由表 ５ 可知， 与空白组比较， 寒

凝血瘀型 ＰＤ 模型大鼠子宫组织 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平

均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 艾附暖宫丸中、 高剂

量组 大 鼠 子 宫 组 织 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水 平 均 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低剂量组无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
表 ５　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织 ＰＧＦ２α、

ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α水平的影响 （ｐｇ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ， ｘ± ｓ， ｎ ＝
１０）
组别 ＰＧＦ２α ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

空白组 ４􀆰 ９±１􀆰 ３ １７􀆰 ６±２􀆰 ３ １８􀆰 ８±３􀆰 ８
模型组 ７􀆰 ７±１􀆰 ４△△ ２３􀆰 ３±１􀆰 ６△△ ２３􀆰 ７±２􀆰 ９△△

布洛芬组 ４􀆰 ６±１􀆰 ４∗∗ １８􀆰 ３±１􀆰 ６∗∗ １８􀆰 １±３􀆰 ３∗∗

艾附暖宫丸低剂量组 ７􀆰 ０±１􀆰 ２ ２１􀆰 ８±１􀆰 ９ ２２􀆰 ０±３􀆰 １
艾附暖宫丸中剂量组 ６􀆰 ３±１􀆰 ５∗ ２１􀆰 ２±２􀆰 １∗ ２０􀆰 ８±２􀆰 ４∗

艾附暖宫丸高剂量组 ５􀆰 ９±１􀆰 ７∗∗ １９􀆰 ７±２􀆰 ０∗∗ ２０􀆰 ２±３􀆰 ７∗

　 　 注： 与空白组比较，△△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织病理形态

的影响　 由图 ２、 表 ６ 可知， 空白组大鼠子宫内膜被覆单层

柱状上皮细胞， 排列整齐， 固有层内可见腺体和血管， 未见

明显炎症细胞浸润； 与空白组比较， 模型组大鼠子宫内膜上

皮细胞呈高柱状， 有空泡变性， 固有层腺体数目增多， 未见

明显炎症细胞浸润， 子宫组织病理评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 各给药组柱状上皮细胞形态改善， 中、 高剂

量组大鼠子宫固有层腺体减少， 大鼠子宫组织病理评分有

降低趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
表 ６　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织病理评分

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 子宫组织病理评分 ／ 分

空白组 ０􀆰 ２±０􀆰 ４
模型组 ２􀆰 ６±０􀆰 ９△△

布洛芬组 １􀆰 ８±１􀆰 １
艾附暖宫丸低剂量组 ２􀆰 ２±１􀆰 １
艾附暖宫丸中剂量组 １􀆰 ８±１􀆰 １
艾附暖宫丸高剂量组 １􀆰 ４±０􀆰 ９

　 　 注： 与空白组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 黑色细箭头指示高柱状上皮细胞， 白色空心箭头指示细胞空泡变性， 黑色粗箭头指示腺体。

图 ２　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织病理形态的影响 （×２００）

３􀆰 ６　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织中 ＨＳＰ７０
表达的影响　 由图 ３、 表 ７ 可知， 空白组大鼠子宫组织中仅

有少量 ＨＳＰ７０ （显红色荧光） 的表达； ＨＳＰ７０ 在模型组大

鼠子宫内膜中有大量的表达， 肌层中也有表达。 与空白组

比较， 模型组大鼠子宫组织中 ＨＳＰ７０ 阳性率升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 艾附暖宫丸低剂量组大鼠子宫内膜中 ＨＳＰ７０ 也呈

高表达， 中剂量组表达量减少， 高剂量组则没有明显表达。
与模型组比较， 各给药组大鼠子宫组织中 ＨＳＰ７０ 阳性率均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ７　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织中 ＥＲＫ１ ／ ２
及 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化表达的影响 　 由图 ４、 表 ８ 可知，
模型组大鼠子宫组织中 ＥＲＫ１ ／ ２ 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化表

达均高于空白组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大

鼠子宫组织 ＥＲＫ１ ／ ２ 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 ７　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织中 ＨＳＰ７０
表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＨＳＰ７０ 阳性率 ／ ％
空白组 ０􀆰 ０６２±０􀆰 ００５
模型组 ０􀆰 １５１±０􀆰 ０１１△△

布洛芬组 ０􀆰 １１７±０􀆰 ０２６∗

艾附暖宫丸低剂量组 ０􀆰 １２０±０􀆰 ０１８∗

艾附暖宫丸中剂量组 ０􀆰 １０１±０􀆰 ０１２∗∗

艾附暖宫丸高剂量组 ０􀆰 ０８２±０􀆰 ００９∗∗

　 　 注： 与空白组比较，△△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

中医理论认为 ＰＤ 的发生通常与胞宫、 体质和气血等因

素相关， 气血阻滞胞宫， 不通则痛［１２］ 。 临床 ＰＤ 以寒凝血

瘀型较为常见， 因此多用活血化瘀、 温经散寒之药进行治

疗。 艾附暖宫丸君以艾叶、 香附， 两者味辛， 皆入肝脾经，
４３１３
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图 ３　 各组大鼠子宫组织中ＨＳＰ７０蛋白免疫荧光染色 （×４００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为布洛芬组， Ｄ～ Ｆ 为艾附暖宫

丸低、 中、 高剂量组。

图 ４　 各组大鼠子宫组织中 ＥＲＫ１ ／ ２ 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 磷酸化

蛋白电泳图

表 ８ 　 艾附暖宫丸对寒凝血瘀型 ＰＤ 大鼠子宫组织中

ＥＲＫ１ ／ ２ 及 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白磷酸化表达的影响 （ｘ±
ｓ， ｎ＝３）

组别 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ ｐ⁃ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ｐ３８ＭＡＰＫ
空白组 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４９±０􀆰 １２
模型组 １􀆰 １１±０􀆰 ２７△△ １􀆰 ３２±０􀆰 ２７△△

布洛芬组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ２８ ０􀆰 ７９±０􀆰 ２６∗∗

艾附暖宫丸低剂量组 ０􀆰 ６３±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ９２±０􀆰 １７∗

艾附暖宫丸中剂量组 ０􀆰 ６６±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 １３∗∗

艾附暖宫丸高剂量组 ０􀆰 ４５±０􀆰 １７∗∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 １０∗∗

　 　 注： 与空白组比较，△△ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

相须使用共奏调经止痛之效； 臣以吴茱萸、 肉桂以温经散

寒止痛； 佐以当归、 川芎、 白芍以行气活血， 黄芪、 地黄

以滋阴益气， 配伍续断增强活血通经之功。
痛经是由于子宫平滑肌痉挛收缩所引起的疼痛。 本研

究发现模型组大鼠子宫平滑肌收缩的最大张力和频率均升

高， 且有明显频繁的扭体反应； 而艾附暖宫丸干预可以明

显抑制子宫平滑肌的收缩， 缓解疼痛， 初步证实本药具有

治疗痛经的作用。
正常情况下， ＨＳＰ７０ 在细胞内表达较低， 位于细胞浆

中； 而在体外环境或体内病理应激条件下， 可诱导 ＨＳＰ７０
的高表达， 并且会包围在核仁附近， 其作用主要为提高生

物体的抗应激能力［１３］ 。 中医认为， 寒为阴邪而主收引， 其

性凝滞， 受寒后可致气血不通， 不通则痛， 更易引起行经

腹痛， 故而临床 ＰＤ 以寒凝血瘀型较为常见。 在制备寒凝血

瘀型痛经模型时， 需突出 “寒” 的这个病因， 故而本研究采

用冰水刺激的方式。 李世泽等［１４］ 发现， 冷刺激能够诱导机体

ＨＳＰ７０的表达。 本研究发现模型大鼠子宫内膜 ＨＳＰ７０ 呈高表

达， 说明子宫处于应激状态。 而给予艾附暖宫丸干预后， 可使

子宫组织中 ＨＳＰ７０表达降低， 表现出抗应激的作用。
目前， 关于 ＰＤ 发生的具体机制尚不清楚， 但研究发现

ＭＡＰＫ 信号通路是参与调控 ＰＤ 发生的重要通路［１５］ 。 ＭＡＰＫ
信号通路是将信号从细胞表面传入细胞核中的重要传递者，
包括 ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ｐ３８、 ＢＭＫ１ 亚型， 参与细胞生长、 分化、
应激、 炎症等重要生理过程［１６］ 。 行经时， 腹腔微环境脆

弱， 为了祛除感染因子， 防止微生物渗透， 子宫内膜组织

中 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等细胞因子流入增多， 发生炎症反应［１７］ 。
而与正常女性相比， 痛经女性 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 分泌更多［１８］ 。
当 ＩＬ⁃６ 等细胞因子与细胞膜上的酪氨酸激酶受体相结合时，
活化的 ＭＥＫ 进一步与 ＥＲＫ 结合， 激活 ＥＲＫ 的磷酸化。 磷

酸化的 ＥＲＫ 促进核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 转移到细胞核与

ＣＯＸ⁃２ 启动位点相结合， 参与调控 ＣＯＸ⁃２ 基因表达［１９］ 。
ＣＯＸ 是 ＰＧｓ 合成过程中的限制速率酶， 参与调控 ＰＧＦ２α的

合成。 而 ＰＧＦ２α是引起 ＰＤ 发生的重要介质， 一方面 ＰＧＦ２α

参与子宫和弓状血管的收缩， 限制血流， 导致厌氧物质的

积累； 另一方面 ＰＧＦ２α作用于神经感受器， 降低疼痛阈值，
刺激疼痛发生［２０］ 。 既往研究显示， 当归多糖能够通过下调

ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路改善大鼠的脑缺血再灌注损伤［５］ ， 吴

茱萸中主要成分吴茱萸碱、 川芎中的主要成分川芎嗪以及

黄芪中的多糖成分等均对此通路有拮抗作用［６⁃１０］ 。 因此推

测， 艾附暖宫丸抗痛经、 改善局部炎症环境可能与下调

ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路有关。
本研究发现， 艾附暖宫丸能够降低模型大鼠子宫组织

中 ＰＧＦ２α、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平， 下调 ｐ３８ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ 蛋白

磷酸化水平， 说明艾附暖宫丸治疗痛经的机制可能与拮抗

ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路有关。
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