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大七气汤对大鼠子宫内膜异位症Ｐ４５０与ＣＯＸ２表达的影响

张沁舒，方　毅，王　力，陈　蓉　　（４０００１６重庆，重庆医科大学中医药学院）

　　［摘要］　目的　探讨大七气汤加减方（ｍｏｄｉｆｉｅｄｄａｑｉｑｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＭＤＱＤ）对子宫内膜异位症大鼠Ｐ４５０、ＣＯＸ２表达的
影响。方法　 采用ＳＤ雌性大鼠子宫内膜自体移植法建模，３周后按随机数字表法分为大七气汤加减方高剂量组（ｎ＝９）
与低剂量组（ｎ＝９）、孕三烯酮组（ｎ＝９）、模型组（ｎ＝１０）及假手术组（ｎ＝１０）。给药３周后，用发光免疫分析法和 ＥＬＩＳＡ
法检测大鼠血清与异位内膜组织雌二醇（Ｅ２）与前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２），用免疫组化法和ＲＴＰＣＲ技术检测异位组织芳香化
酶Ｐ４５０（Ｐ４５０ａｒｏｍ）、环氧化酶２（ＣＯＸ２）蛋白与 ｍＲＮＡ的表达。结果　 ＭＤＱＤ高剂量组大鼠血清 Ｅ２、ＰＧＥ２，组织 Ｅ２、
ＰＧＥ２，Ｐ４５０与ＣＯＸ２蛋白及ｍＲＮＡ明显低于模型组（Ｐ＜０．０１），与孕三烯酮组比较无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　 大七
气汤加减方能降低内异症大鼠Ｐ４５０、ＣＯＸ２和 ＰＧＥ２的含量，通过抑制雌激素生成代谢降低外周血与局部病灶雌激素水
平，抑制异位内膜生长。

　　［关键词］　 大七气汤；子宫内膜异位症；芳香化酶Ｐ４５０；环氧化酶２；雌激素
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　　子宫内膜异位症（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ，ＥＭＳ）是一种多因
素引起的疾病，性激素水平异常和炎性因子表达过多都

可引起异位病灶生长及盆腔疼痛，被公认为雌激素依赖

性炎症性疾病［１］。在ＥＭＳ中，环氧化酶２（ＣＯＸ２）、前
列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）、芳香化酶 Ｐ４５０（Ｐ４５０ａｒｏｍ）和雌二

醇（Ｅ２）共同形成雌激素生成正反馈环
［２］，维持体内高

雌激素水平，促进着病变的发生、发展。专治妇人瘕

的中医经典古方大七气汤［３］已被证实可抑制大鼠异

位子宫内膜血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和金属酶蛋白
（ＭＭＰ）９表达，在最近几年治疗 ＥＭＳ的经验中，我们
在其基础上加用补肾阴阳，益气扶正的中药，患者症状

体征改善更明显，故本研究以雌激素生成代谢为切入

点，通过动物模型实验，检测异位内膜 Ｐ４５０、ＣＯＸ２表
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达及相关产物血清和组织水平变化，探讨大七气汤加

减方（ｍｏｄｉｆｉｅｄＤａＱｉｑｉｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＭＤＱＤ）治疗 ＥＭＳ的
机理，为临床实践提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　５０只１１周龄 ＳＰＦ级 ＳＤ雌性大鼠，体质
量（２００±２０）ｇ，购自重庆医科大学实验动物中心，合格证号为
ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１。
１．１．２　实验药物　　大七气汤加减方汤剂：以“大七气汤”《医
宗金鉴》为基础方，根据ＥＭＳ的中医病机特点与西医药理研究
加减配伍而成，三棱９ｇ、莪术９ｇ、姜黄１０ｇ、半夏９ｇ、陈皮６ｇ、
青皮６ｇ、藿香６ｇ、木香６ｇ、菟丝子９ｇ、淫羊藿９ｇ、泽泻９ｇ、黄
芪９ｇ、甘草３ｇ，共１３味，购于重庆医科大学附属第一医院中
药房，其材质由重庆医科大学中医药学院何先元副教授鉴定，

煎成含生药１ｇ／ｍｌ的汤剂。苯甲酸雌二醇注射液购自杭州动
物药品厂，孕三烯酮胶囊购自北京紫竹药业有限公司，羧甲基

纤维素钠购自生工生物工程（上海）有限公司，批号或编号依次

为：１００７１６，５３１００２０１，Ｓ１４Ｌ２７２５０ｇ。
１．１．３　主要试剂　　大鼠血清雌二醇 ＥＬＩＳＡ试剂盒、免疫组
化染色试剂盒、兔抗大鼠 Ｐ４５０ａｒｏｍ多克隆抗体、兔抗大鼠
ＣＯＸ２多克隆抗体均购于北京博奥森生物技术有限公司，编号
依次为：ＥＲ１６０２、ＳＰ００２２、ｂｓ０７３２Ｒ、ｂｓ０１１４Ｒ。前列腺素
ＥＬＩＳＡ试剂盒与雌二醇发光免疫分析试剂盒分别购于 Ｒ＆Ｄ和
Ｒｏｃｈｅ公司，编号依次为：Ｗｋ３０４６６、ＨＣＸＸ０１。浓缩型 ＤＡＢ显
色试剂盒购于北京中杉金桥公司，编号 ＺＬＩ９０１８。ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ
提取试剂盒、反转录试剂盒、ＤＮＡ聚合酶均购于宝生物（大连）
有限公司，编号依次为：Ｄ９１０８Ａ、ＤＲＲ０４７Ａ、Ｄ３３４Ａ。
１．２　方法
１．２．１　动物模型的建造　　造模前 １ｄ对 ５０只大鼠肌注
（０．１ｍｇ／ｋｇ）苯甲酸雌二醇，使之处于动情期，通过阴道脱落细
胞涂片观察为大量无核角化细胞。用自体子宫内膜移植手术法

对４０只非假手术组大鼠建立内异症模型［４］。另取１０只大鼠开
腹后把剪下的左侧子宫中间８ｍｍ段丢弃，行假手术。术后连续
３ｄ肌注庆大霉素抗感染、４ｄ苯甲酸雌二醇促进内膜生长。
１．２．２　分组给药　　４０只造模大鼠，术后死亡２只，造模失败
１只，造模成功３７只。按随机数字表法将其分为４组：Ａ组：
ＭＤＱＤ高剂量组（ｎ＝９）；Ｂ组：ＭＤＱＤ低剂量组（ｎ＝９）；Ｃ组：
孕三烯酮组（ｎ＝９）；Ｄ组：模型组（ｎ＝１０）；另设 Ｅ组：假手术
组（ｎ＝１０）。根据等效剂量的直接折算法［５］，分别选用２倍大
鼠等效剂量（５．０７２ｇ／ｋｇ）与０．５倍（１．２６８ｇ／ｋｇ）作为 ＭＤＱＤ
高、低剂量组。Ｃ组给予０．５ｍｇ／ｋｇ孕三烯酮，之前３组都用生
理盐水加０．５％的羟甲纤维素钠配成体积为４ｍｌ的终药液。Ｄ
与Ｅ组则给予４ｍｌ生理盐水。５组均每天１次灌胃给药，连续
３周后，麻醉开腹，取腹主动脉血液与异位子宫内膜（假手术组
取正常子宫内膜）待测。

１．３　观测指标
１．３．１　体积测量　　用两脚规测量异位内膜组织体积 Ｖ（长
×宽×高，ｍｍ３），比较治疗前后各组间的差异。
１．３．２　组织形态学观察　　２４ｈ内将取出的子宫内膜组织常规

脱水、透明、浸蜡、包 埋、５μｍ厚度连续切片，进行ＨＥ染色观察。
１．３．３　发光免疫分析法与 ＥＬＩＳＡ检测 Ｅ２和 ＰＧＥ２表达　　严
格按试剂盒说明书用电化学发光免疫分析法检测组织 Ｅ２，
ＥＬＩＳＡ法检测血清Ｅ２、血清及组织ＰＧＥ２。
１．３．４　免疫组化检测 Ｐ４５０、ＣＯＸ２蛋白表达　　严格按试剂
盒说明书要求用 ＳＰ法测定各组异位内膜 Ｐ４５０ａｒｏｎ、ＣＯＸ２表
达。每张切片在高倍镜（４００×）下随机选取５个不重复视野，
用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分析，取其５个视野平均光密度值
（ｍｅａｎｄｅｎｓｉｔｙ）作为该切片Ｐ４５０和ＣＯＸ２蛋白的表达量。
１．３．５　ＲＴＰＣＲ检测 Ｐ４５０、ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达　　经提取、反
转录、扩增、电泳四步后，在ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统下用Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件对各条带进行灰度值分析，分别以 Ｐ４５０／ＧＡＰＤＨ和
ＣＯＸ２／ＧＡＰＤＨ的灰度值比值来代表 ｍＲＮＡ的相对表达水平。
引物均由生工生物工程（上海）有限公司合成，Ｐ４５０正义链：５′
ＴＧＡＧＡＧＴＣＴＧＧＡＴＣＡＧＴＧＧＡＧＡ３′， 反 义 链： ５′ＣＣＡＧ
ＧＡＡＧＡＧＣＧＴＧＴＴＡＧＡＡＧＴ３′，扩增长度３６０ｂｐ；ＣＯＸ２正义链：
５′ＴＧＴＡＴＣＣＴＣＣＣＡＣＡＧＴＣＡＡＡＧＡ３′，反义链：５′ＡＣＡＡＡＧＴ
ＧＡＧＣＡＡＧＴＣＣＧＴＧＴ３′，扩增长度 ４８７ｂｐ；ＧＡＰＤＨ正义链：５′
ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ３′，反 义 链：５′ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧ
ＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ３′，扩增长度２５２ｂｐ。扩增条件为：９４℃预变性
５ｍｉｎ，按照９４℃变性３０ｓ、ＧＡＰＤＨ５９．９℃退火３０ｓ（Ｐ４５０为
６０．３℃，ＣＯＸ２为５６．４℃）、７２℃延伸３０ｓ进行３６个循环，
７２℃ 终末延伸５ｍｉｎ。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学分析。实验结果以 珋ｘ±ｓ
表示，除了各组治疗前后体积比较采用配对 ｔ检验；其他采用
单因素方差分析进行多组均数比较，方差齐时用 ＬＳＤ检验，不
齐时用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ检验。

２　结果

２．１　造模后异位组织观察
　　造模３周后开腹，发现移植物体积增大，呈透明囊状；病理
检验ＨＥ染色下异位子宫内膜上皮细胞内多见空泡，腺体数量
少，腺腔狭窄，间质疏松，提示造模成功，见图１。

! "

Ａ：呈囊状的异位子宫内膜组织；Ｂ：病理变化（ＨＥ×２００）
图１　造模成功后各组模型组大鼠异位子宫内膜组织大体观察与

病理学观察

２．２　异位组织体积观察
　　治疗前后，模型组异位组织体积都较大，与治疗前各组相
比无明显差别（Ｐ＞０．０５）。治疗后，ＭＤＱＤ高、低剂量组与孕三
烯酮组异位组织体积与给药前及模型组比较明显缩小（Ｐ＜
００１），ＭＤＱＤ高、低剂量组、孕三烯酮组间无明显差异（Ｐ＞
００５），具体见表１。
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Ａ：ＭＤＱＤ高剂量组；Ｂ：ＭＤＱＤ低剂量组；Ｃ：孕三烯酮组；Ｄ：模型组；Ｅ：假手术组　↑：示Ｐ４５０阳性表达
图２　Ｐ４５０在各组大鼠异位子宫内膜的表达　（ＳＰ×４００）
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Ａ：ＭＤＱＤ高剂量组；Ｂ：ＭＤＱＤ低剂量组；Ｃ：孕三烯酮组；Ｄ：模型组 Ｅ：假手术组　↑：示ＣＯＸ２阳性表达
图３　ＣＯＸ２在各组大鼠异位子宫内膜的表达　（ＳＰ×４００）

表１　各组大鼠异位子宫内膜组织体积（ｍｍ３，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 ｎ 给药前 给药后

ＭＤＱＤ高剂量组 ９　　 １５４．９１±５．５１ ３６．０１±３．４９ａｂ

ＭＤＱＤ低剂量组 ９　　 １５５．５０±５．４８ ３５．３５±５．３８ａｂ

孕三烯酮组 ９　　 １５７．８３±７．７１ ３３．９５±３．４１ａｂ

模型组 １０　　 １５５．０６±６．１７ １５８．９５±６．２６
假手术组 １０　　 ０ ０

ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与给药前比较

２．３　血清与组织Ｅ２、ＰＥＧ２的表达
　　与模型组比较，ＭＤＱＤ高剂量组与孕三烯酮组大鼠血清和
异位内膜组织Ｅ２、ＰＧＥ２均极显著下降（Ｐ＜０．０１），ＭＤＱＤ低剂
量组除了血清ＰＧＥ２与模型组比较无明显差异（Ｐ＞０．０５）外，其
它均极显著下降（Ｐ＜０．０１）。与孕三烯酮组比较，ＭＤＱＤ高剂
量组无明显差异（Ｐ＞０．０５），ＭＤＱＤ低剂量组上述四者含量偏
高（Ｐ＜０．０１），见表２。

表２　各组大鼠血清与异位子宫内膜组织Ｅ２、ＰＧＥ２的含量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
血清Ｅ２
（ｐｇ／ｍｌ）

组织Ｅ２
（ｎｇ／ｇ）

血清ＰＧＥ２
（ｎｇ／Ｌ）

组织ＰＧＥ２
（ｎｇ／Ｌ）

ＭＤＱＤ高剂量组 ９　２５．３８±２．２８ａ １．０７±０．１０ａ ２７．１７±４．６７ａ ２０．７３±３．７８ａ

ＭＤＱＤ低剂量组 ９　３０．３０±３．４８ａｂ１．４４±０．０６ａｂ３５．９６±５．４３ｂ ３０．９６±５．３０ａｂ

孕三烯酮组 ９　２４．４３±２．３０ａ １．１２±０．０９ａ ２８．１７±６．３７ａ ２２．８４±７．１７ａ

模型组 １０　４０．８８±３．８９ ２．６６±０．２３ ４０．８１±５．１７ ４９．６１±８．０６
假手术组 １０　２０．９４±２．２２ ０．７２±０．０９ ２０．５１±４．８２ １８．６１±５．９３

ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与孕三烯酮组比较

２．４　免疫组化检测Ｐ４５０、ＣＯＸ２蛋白的表达
　　Ｐ４５０与ＣＯＸ２在假手术组正常子宫内膜几乎不表达。而
在其他４组异位内膜的腺上皮细胞及间质细胞细胞质中有不
同程度的棕黄色颗粒表达：与表达最明显的模型组比较，ＭＤＱＤ
高、低剂量组及孕三烯酮组平均光密度值极显著降低（Ｐ＜
００１），而上述３组间无明显差异（Ｐ＞０．０５），见图２、３和表３。
２．５　ＲＴＰＣＲ检测Ｐ４５０、ＣＯＸ２的表达
　　与模型组比较，ＭＤＱＤ高、低剂量组和孕三烯酮组大鼠异
位内膜 Ｐ４５０、ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的灰度值均极显著下降（Ｐ＜
００１），ＭＤＱＤ高、低剂量组与孕三烯酮组间无明显差异（Ｐ＞
００５），见图４、表３。

表３　各组大鼠异位子宫内膜Ｐ４５０、ＣＯＸ２蛋白与ｍＲＮＡ的表达（珋ｘ±ｓ）

Ｐ４５０ ＣＯＸ２
组别 ｎ

蛋白 ｍＲＮＡ 蛋白 ｍＲＮＡ
ＭＤＱＤ高剂量组 ９ ２２．５８±４．８４ａ ０．３７７±０．０３９ａ ４．７０±０．７３ａ ０．１４４±０．０１１ａ

ＭＤＱＤ低剂量组 ９ ２４．６５±３．３９ａ ０．３９０±０．０３７ａ ５．５０±１．０２ａ ０．１５０±０．００７ａ

孕三烯酮组 ９ ２５．２７±３．３５ａ ０．３６１±０．０３１ａ ４．２６±０．８４ａ ０．１５４±０．００８ａ

模型组 １０ ３７．０３±４．０１ ０．９１３±０．０５３ １４．８９±１．６５ ０．４８８±０．０３９
假手术组 １０ ０ ０ ３．００±０．７７ ０．０５７±０．００９

ａ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较
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１：ＭＤＱＤ高剂量组；２：ＭＤＱＤ低剂量组；３：孕三烯酮组；４：模型组；
５：假手术组；Ｍ：标准
图４　Ｐ４５０（Ａ）与ＣＯＸ２（Ｂ）ｍＲＮＡ在各组大鼠异位子宫内膜的表达

３　讨论

　　ＣＯＸ２、ＰＧＥ２、Ｐ４５０与雌激素生成代谢息息相关：
ＣＯＸ２是ＰＧＥ２合成的限速酶；ＰＧＥ２是 Ｐ４５０的主要诱
导剂，通过诱导Ｇ偶联蛋白膜受体ＥＰ２、增加细胞内环
磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）水平［６］，促进 ＣＹＰ１９基因启动因子
Ⅱ与类固醇产生因子１（ＳＦ１）结合［２］，增强Ｐ４５０的表
达；Ｐ４５０是合成雌激素的限速酶，能通过一系列环节
使高生物学活性的雌二醇生成；雌二醇反过来又上调
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ＣＯＸ２的活性，继而上调 ＰＧＥ２与 Ｐ４５０，形成正反馈
环［２，７］。雌二醇通过与雌激素受体 ＥＲα和 ＥＲβ结合
产生一系列生物学效应，其能刺激异位内膜细胞增

殖［７］，使血管内皮细胞增生，还能刺激多种因子促进

异位内膜的生长［８］。ＰＧＥ２和 ＣＯＸ２除了直接作用于
雌激素生成代谢上，也可通过抑制异位内膜细胞凋亡

与机体免疫清除，诱导细胞增殖因子和 ＶＥＧＦ来间接
促进异位内膜的生长［９－１０］。

　　本研究中，Ｐ４５０ａｒｏｍ和ＣＯＸ２在正常内膜中几乎
无表达，而在模型组异位内膜中表达非常明显，和国内

外研究相符，也与内异症是雌激素依赖性疾病和内膜

源头学说吻合，提示异位子宫内膜存在和正常内膜不

同的生理缺陷，此缺陷在免疫炎性异常环境中可上调
自主合成雌激素酶系的表达。异位内膜组织 Ｐ４５０、
ＣＯＸ２，外周血与局部病灶 Ｅ２、ＰＧＥ２及病灶体积经
ＭＤＱＤ和孕三烯酮治疗后明显降低或缩小。说明
ＭＤＱＤ和孕三烯酮通过抑制雌激素生成代谢酶及相关
因子，降低血清与局部病灶雌二醇，使异位子宫内膜萎

缩达到治疗ＥＭＳ的目的。
　　内异症病机当属本虚标实，肾虚为本，淤血内阻为
标。元气肾精亏虚，无力化生元阴元阳，均可导致推动

或生血功能减弱，久之冲任二脉交阻，淤积胞宫。结合

“肾主生殖”、“肾主骨生髓”理论，本病主要表现为神

经生殖内分泌失调和免疫功能异常［１１］，中医与西医不

同的发病原理在于患者本身体质的气血阴阳盈亏不

同，本病多血淤、肾虚，局部血淤循环障碍和先天免疫

功能异常注定了此病的内在易感性。大七气汤源于中

医经典古方《医宗金鉴·妇科心法要诀》，根据 ＥＭＳ
本虚标实的病理属性及现代药理研究，我们在活血化

淤、行气散结的基础上，兼以补肾阴阳，益气扶正：姜

黄、三棱、莪术活血化淤；菟丝子、淫羊藿调理冲任，补

肾阴阳；黄芪、甘草益气扶正；半夏、陈皮燥湿散结；青

皮、藿香、木香行气止痛；泽泻泻肾经之浊，诸药相配不

但改善盆腔淤血状态，还使冲任阴阳气血盈亏平衡，胞

宫藏泻有道。其制备过程按中药汤剂标准统一进行，

在临床应用中效果良好，主要成分为姜黄、黄芪、菟丝

子与淫羊藿：姜黄是味活血化淤的中药，研究表明其除

了一定抗炎作用，还能降低异位内膜ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９的
表达［１２］；姜黄素能降低异位组织 ＭＶＤ（微血管密
度）［１３］、抑制异位内膜细胞体外分泌雌二醇［１４］。黄芪

能抑制异位内膜间质细胞趋化因子 ＲＡＮＴＥＳ和 ＣＣＲ５
受体［１５］，阻断病灶免疫炎症反应；上调 Ｔ细胞、Ｂ细
胞、ＮＫ细胞的活性，增强机体免疫监视与清除能力。
菟丝子与淫羊藿能双向调节雌激素，在高雌激素环境

中能发挥抗雌激素作用［１６］，且补肾化淤中药能调节下

丘脑垂体卵巢轴的功能，维持正常的性激素水平。
　　本研究中ＭＤＱＤ可能通过改善盆腔血液循环，增
强机体免疫功能，减弱炎症介质、细胞因子对 Ｐ４５０、
ＣＯＸ２和ＰＧＥ２的刺激作用，阻断体内雌二醇生成。由
于按中医辨证分型后的大鼠ＥＭＳ模型没有统一标准，
造模后３周大鼠体质特征也不能代表 ＥＭＳ患者长期
的气血阴阳盈亏状态，故本研究只有按照以方测证的

逆向思维进行反证。因ＭＤＱＤ副作用少，以后会继续
对ＭＤＱＤ深入研究。
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