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基于内膜-肌层交界区细胞探讨少腹逐瘀汤对子宫腺肌病的镇痛作用
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摘要：【目的】探讨少腹逐瘀汤对子宫腺肌病痛经在细胞水平上的治疗机制。【方法】进行人体外内膜-肌层交界区（EMI）平滑

肌细胞原代培养。采用四甲基偶氮唑盐（MTT）法确定少腹逐瘀汤抑制EMI细胞增殖的最佳浓度，设置对照组、实验组。采用

末端脱氧核苷酸转移酶介导的d UTP缺口末端标记（TUNEL）染色法评价细胞凋亡，酶联免疫吸附分析（ELISA）测定EMI细胞

雌二醇（E2）、前列腺素E2（PG-E2）、雌激素受体（ER）的水平，采用蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测白细胞介素6（IL-6）、

血管内皮生长因子（VEGF）、神经生长因子（NGF）的表达水平。【结果】与对照组比较，实验组EMI细胞增殖抑制率、细胞凋

亡率显著增加（P＜0.05或P＜0.01），E2、PG-E2、ER、IL-6、VEGF的表达量降低（P＜0.05或P＜0.01），NGF表达下调，但

差异无统计学意义（P＞0.05）。【结论】少腹逐瘀汤可有效促进EMI细胞凋亡，抑制EMI细胞的增殖，可能通过减少雌激素、

血管生成因子、炎症因子表达，达到减轻子宫腺肌病痛经的目的，体现了其中医“活血化瘀止痛”功效的特点。
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Exploring the Analgesia Effect of Shaofu Zhuyu Decoction for Adenomyosis
Based on Endometrium-myometrial Interface Cells

WU Si-Ning1， TAN Ya-Wen1， YE Run-Ying2

（1. The Second Clinical Medical School，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510006 Guangdong，China；
2. The Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510120 Guangdong，China）

Abstract：Objective To explore the mechanism of Shaofu Zhuyu Decoction on adenomyosis dysmenorrhea at cell
level. Methods Smooth muscle cells from the endometrium-myometrial interface（EMI）were cultured in vitro.
Methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）method was used to identify the optimal concentration of Shaofu Zhuyu

Decoction in inhibiting the proliferation of EMI cells. The control group and the experimental group were set up.
The cell apoptosis was evaluated by terminal deoxynucleotide transferase-mediated deoxy-UTP nick-end labeling
（TUNEL）staining. The levels of estradiol（E2）， prostaglandin E2（PG- E2）and estrogen receptor（ER）were
detected by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）. The expression levels of interleukin 6（IL-6），vascular
endothelial growth factor（VEGF） and nerve growth factor（NGF） were examined by Western Blot. Results

Compared with the control group，the inhibition rate and apoptosis rate of EMI cells were significantly increased in
the experimental group（P＜0.05 or P＜0.01），the expression levels of E2，PG-E2，ER，IL-6 and VEGF were
decreased（P＜0.05 or P＜0.01）， and NGF expression level was decreased， but the difference being not
statiscally significant（P＞0.05）. Conclusion Shaofu Zhuyu Decoction may effectively promote EMI cell apoptosis
and inhibit the proliferation of EMI cells. It is possible to relieve adenomyosis dysmenorrhea by reducing the
expression of estrogen，angiogenic factors and inflammatory factors，showing Chinese medicine“activating blood
to resolve stasis and relieve pain”effects.
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子宫腺肌病（adenomyosis）是一种良性子宫疾

病，病理表现为在距离子宫内膜和肌层之间的交

界区 2 mm以上的肌层内出现子宫内膜腺体 [1]，临

床症状主要表现为子宫增大、痛经、异常子宫出

血以及不孕不育。近年来，该病的发病率不断上

升，且有年轻化的趋势，已逐渐成为妇科领域的

研究热点。本课题组前期大量临床研究发现，中

医药治疗在改善子宫腺肌病临床症状、调经助

孕、控制病灶发展及降低复发率等方面具有显著

优势，通过不断总结前辈经验 [2-3]，采用少腹逐瘀

汤治疗子宫腺肌病引起的女性下腹痛获得了较好

的临床疗效。本研究采用体外分离培养人子宫内

膜-肌层交界区（EMI）平滑肌细胞，应用少腹逐瘀

汤水提液进行干预，进一步探讨少腹逐瘀汤治疗

子宫腺肌病的作用机制，以期为其临床应用治疗

子宫腺肌病提供实验基础，现将研究结果报道

如下。

1 材料与方法

1. 1 标本选取 收集 2019年至 2021年在广东省

中医院妇科住院且拟行全宫切除的 30 ~ 50岁非绝

经期子宫腺肌病疼痛患者3例，疼痛视觉模拟量表

（VAS）评分均大于7分，近半年未行激素类药物治

疗。手术室无菌操作获取标本，切开子宫并刮除

宫内膜，取内膜下厚约 0.5 cm平滑肌层组织 1块，

约 2 cm × 2 cm，置于磷酸盐缓冲液（PBS）冰浴，

0.5 h内送至实验室进行细胞原代培养。

1. 2 药物及制备 少腹逐瘀汤组成配比为当归∶

川芎∶赤芍∶肉桂∶小茴香∶五灵脂∶没药∶蒲黄∶延胡

索∶干姜=3∶1∶2∶1∶0.5∶2∶1∶3∶1∶1。以上中药材均

购自康美药业。取同一批次药材并精准称量，煎

煮 2次：第 1次加 10倍量去离子水煎药 2 h，第

2 次再加入 8倍量去离子水煎药 2 h。混合 2次水

提液，配制成100 mg/mL的母液，用 0.22 μm 滤过

器过滤2次，分装成3 mL小样，-20 ℃保存。

1. 3 主要试剂与仪器 高糖DMEM培养基、胎牛

血清、胰酶均购自美国Gibco公司；二甲基亚砜

（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）（美国 Sigma公
司）；细胞鉴定试剂盒购自北京中杉金桥生物技术

有限公司，其中包括细胞角蛋白（CK）抗体和波形

蛋白（Vimentin）抗体；人平滑肌肌动蛋白抗体购自

美国Abcam公司；血管内皮生长因子（VEGF）兔

抗、白细胞介素 6（IL-6）兔抗、神经生长因子

（NGF）兔抗（北京Bioss公司）；甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）小鼠单抗（上海康成公司）；辣根过氧

化物酶（HRP）标记的羊抗小鼠免疫球蛋白（IgG）抗

体、HRP标记的羊抗兔 IgG抗体、3，3’-二氨基联

苯胺（DAB）显色试剂盒（武汉博士德公司）；末端

脱氧核苷酸转移酶介导的 d UTP 缺口末端标记

（TUNEL）法试剂盒（瑞士 Roche 公司）；雌二醇

（E2）、前列腺素E2（PG-E2）、雌激素受体（ER）酶

联免疫吸附分析（ELISA）试剂盒（武汉华美公司）；

二喹啉甲酸（BCA）蛋白定量分析试剂盒（上海博彩

公司）；Marker（美国 Thermo Scientific Pierce 公

司）。DV300-1型显微镜、TS2光学显微镜（日本尼

康公司）；170-200P CO2培养箱（英国RS Biotech公
司）；JSY-SC-021H全自动细胞计数器（深圳博大

博聚公司）；Multiskan MK3型酶标仪（美国赛默飞

世尔公司）。

1. 4 EMI 细胞原代培养、鉴定以及生长曲线

绘制 无菌操作下将获取的标本剪碎，消化、终

止反应后离心取沉淀细胞，用含 1%双抗、10%胎

牛血清的 DMEM培养基制成 5×105个/mL的细胞悬

液，分装于 T-25培养瓶中。置于CO2培养箱培养

24 h，换液，再次置于培养箱继续培养，2 ~ 3 d换
液 1次。待细胞融合率达到 80%~ 90%，吸出培养

液并用 PBS 洗净，用 2.5 g/L 胰蛋白酶消化、离

心、取细胞沉淀。细胞沉淀分 2批：一批冻存留

种；另一批重新用 T-25 瓶培养，2 ~ 3 d 换液

1 次，按照 1∶3 ~ 1∶4比例传代。培养至达到实验

要求，即可进行铺板和加药操作。其中，第1代细

胞行细胞鉴定和生长曲线观察，第 2 ~ 5代细胞用

于实验操作。

取第 1 代细胞于 24孔板爬片。细胞成功爬片
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后，PBS漂洗，用95%乙醇固定；PBS漂洗，0.5%
TritonX-100室温处理；PBS漂洗，滴加一抗α-平
滑肌蛋白（α-SMA）、CK（均稀释 100倍），波形蛋

白 Vimentin（稀释 200 倍），空白对照组加 PBS，
4 ℃孵育过夜；PBS 漂洗后再用 3% H2O2 室温封

闭；PBS漂洗，滴加DAKO REALTM EnVisionTM/HRP
（兔/小鼠）抗体，室温（25 ~ 27 ℃）孵育30 min；PBS
洗 3次，DAB底物工作液显色，镜下掌握显色程

度；蒸馏水洗，苏木素轻度复染、饱和磷酸氢二

钠分化；脱水、透明、封片、镜检，进行细胞鉴定。

取第 1 代和第 3 代细胞，用 24孔板进行细胞

铺板，于培养箱培养，每 3 d 换液 1 次。每天分

别从第 1 代和第 3 代细胞铺板中分别抽取3个孔，

应用细胞计数仪进行细胞计数，共10 d。绘制细胞

生长曲线。

1. 5 观察指标与方法

1. 5. 1 MTT法测定少腹逐瘀汤对EMI细胞的增殖

抑制率 待细胞培养达到实验的要求制备成悬液，

以 7 000个/孔、100 μL/孔的密度接种于 96孔板，

分 4组（对照组，中药低、中、高浓度组），培养

24 h 后加入不含血清的高糖 DMEM（基础培养

液），置于培养箱中饥饿处理 24 h ；中药低、中、

高浓度组分别加入10、20、40 g/L少腹逐瘀汤水提

液（母液用无血清的DMEM配制），对照组加入基

础培养液，继续培养24 h；轻缓吸走培养液，加入

100 μL的 MTT 培养液（90 μL 基础培养基+10 μL
MTT母液5 mg/mL），放入培养箱中孵育4 h；再吸

去培养基，加入150 μL DMSO，震荡10 min至结晶

完全溶解，酶标仪测量各孔 570 nm波长处吸光度

（OD）值，并计算细胞增殖抑制率（%）。细胞增殖

抑制率（%）=（对照组OD值-实验组 OD值）/ 对照组

OD值 × 100%。确定少腹逐瘀汤抑制EMI细胞增殖

的最佳浓度，作为实验组，用于后续研究。

1. 5. 2 TUNEL法测定EMI细胞凋亡率 取 6 孔板

细胞爬片达 70% ~ 80% 时，进行干预诱导（实验组

加入含 20 g/L浓度少腹逐瘀汤中药的基础培养液；

对照组仅加入基础培养液）24 h后，用 40 g/L多聚

甲醛溶液固定 30 min，PBS漂洗3次，制作细胞样

本。用 3%H2O2-甲醇溶液室温封闭，蒸馏水洗

3 次；滴加 5%牛血清白蛋白（BSA）封闭液，室

温静置 20 min；用含 0.1% TritonX-100的柠檬酸钠

溶液冰上孵育爬片 2 min；加 TUNEL反应混合液

（每 45 μL 标志液，加 5 μL 酶液）37 ℃染色 1 h，
PBS室温浸洗 3次；加Converter-POD反应液室温

孵育 30 min 后充分浸洗；镜下控制 DAB 显色程

度；用去离子水冲洗终止反应，复染，脱水，封

片，光学显微镜拍照并计数。

1. 5. 3 ELISA法检测E2、PG-E2和ER水平 药物

处理细胞 24 h后，按照上述指标ELISA试剂盒说

明书进行操作，分别测定OD值。其中，E2指标采

用细胞上清液，PG-E2和ER指标采用细胞沉淀进

行检测。

1. 5. 4 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测 EMI
细胞VEGF、IL-6、NGF蛋白表达 各组细胞处理

后，弃培养液，用冷PBS清洗3遍后，采用放射免

疫沉淀分析（RIPA）冰上裂解 30 min，4 ℃ 离心收

集上清液，BCA法测定蛋白浓度；在配胶、灌胶

后，上样、电泳、转膜，用TBST液洗膜2次，5%
BSA封闭，摇床震动，4 ℃过夜；封闭后加入一抗

（兔单克隆抗 IL-6 抗体以1∶1 000稀释，兔单克隆

抗VEGF 抗体以 1∶1 000 稀释，兔单克隆抗 NGF
抗体以 1∶800稀释，小鼠单克隆抗 GAPDH 抗体

以 1∶1 000稀释），4 ℃静置过夜；洗涤后加入二抗

（HRP羊抗兔 IgG、HRP羊抗小鼠 IgG，1∶10 000稀
释）孵育 1 h；洗膜，加入电化学发光（ECL）液显

色、曝光、定影、拍照。采用 SensiAnsys软件进行

图像数据分析，测定目的条带灰度值。

1. 6 统计方法 采用 SPSS 22.0统计软件分析数

据。实验数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示。检验正

态性及组间方差齐性：若满足正态性与方差齐性，

比较同一样本多组间数据采用单因素方差分析，

比较 2组数据采用 t检验；若不满足，则采用非参

数秩和检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 人EMI病灶原代细胞培养与鉴定 收集并成

功培育人EMI病灶原代细胞，经免疫细胞化学法

鉴定，结果见图 1，可见 CK、β-SMA、Vimentin
蛋白呈阳性表达（示棕褐色染色）。肌成纤维细胞

在子宫腺肌病的发展中起重要作用，主要表达CK
和 α-SMA；Vimentin蛋白主要存在于中胚层起源

的细胞中，是间质细胞中重要的中间纤维。因

此，图1中3种蛋白的阳性表达可证实体外培养的

原代细胞为子宫腺肌病细胞。
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2. 2 EMI细胞的生长曲线 图2结果表明，第1代
和第 3代的细胞生长曲线基本相同，且第 3代子

EMI细胞的倍增速度比第 1代快。两者经过 1 d滞

留期后开始繁殖，第 2~7天均为生长期，其中第

5 ~7天呈对数生长，第 8天开始进入平台期，第

9天达至相同细胞数。根据既往文献研究[4]及本研

究实验观察，EMI细胞可原代培养并传代，10代

内活力稳定，选择 3 ~ 6代细胞作为实验模型最

佳。细胞接种后4 h开始贴壁，培养24 h后可完全

贴壁。

2. 3 不同浓度少腹逐瘀汤对EMI细胞增殖的抑制

情况 与对照组比较，中药高、中、低浓度组EMI
细胞增殖抑制率降低（P＜0.05），其中，高、中浓

度组效果更显著（P＜0.05）；中浓度组与高浓度组

的抑制作用比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。

具体结果见表1。
表1 各组体外人内膜-肌层交界区（EMI）细胞

增殖抑制率比较

Table 1 Comparison of the inhibition rate in human EMI
cell proliferation in vitro among various groups （x ± s）

组别

中药低浓度组

中药中浓度组

中药高浓度组

对照组

吸光度（OD）值
0.247 5 ± 0.056 7①

0.217 8 ± 0.044 8①

0.220 2 ± 0.052 5①

0.771 2 ± 0.048 6

细胞抑制率/%
66.78 ± 1.40
72.11 ± 2.15②

71.79 ± 2.51②

-
秩和检验：①P＜0.05，与对照组比较；单因素检验：

②P＜0.05，与中药低浓度组比较

2. 4 少腹逐瘀汤对EMI细胞凋亡的影响 对照组

的 EMI 细胞核完整，细胞核未被明显褐染；少腹

逐瘀汤中药干预的实验组 EMI 出现较多棕黄色染

色的凋亡细胞，贴壁细胞数量减少，细胞凋亡率

显著升高（P＜0.01）。具体结果见表2、图3。
表2 2组体外人内膜-肌层交界区（EMI）细胞凋亡率比较

Table 2 Comparison of the apoptosis rate of human EMI
cells in vitro between the two groups （x ± s，n = 3）

组别

实验组

对照组

细胞凋亡率/%
13.58 ± 0.91①

5.13 ± 0.58
单样本 t检验：①P＜0.01，与对照组比较

A B
A.对照组染色后；B. 少腹逐瘀汤实验组染色后

图3 2组体外人凋亡内膜-肌层交界区（EMI）细胞分布

比较（TUNEL染色，×200）
Figure 3 Comparison of the distribution of apoptotic
humar EMI cells in vitro between the two groups

（by TUNEL staining，×200）

A B

C D
A.对照组EMI原代细胞（×400）；B. CK蛋白阳性表达

（免疫组织化学法，×400）；C. α-SMA 蛋白阳性表达（免疫

组织化学法，×400）；D. Vimentin 蛋白阳性表达（免疫组织

化学法，×400）
图1 体外人内膜-肌层交界区（EMI）病灶原代细胞

培养与鉴定结果

Figure 1 Culture and identification results of primary
cells in human EMI lesions in vitro

图2 体外人内膜-肌层交界区（EMI）细胞的生长曲线

Figure 2 Growth curve of EMI cells
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2. 5 少腹逐瘀汤对 EMI细胞中 E2、PG-E2和 ER
表达的影响 少腹逐瘀汤实验组的 E2、PG-E2、
ER含量均低于对照组（P＜0.05或P＜0.01）。结果

见表3。
表3 2组体外人内膜-肌层交界区（EMI）细胞中E2、

PG-E2、ER含量比较

Table 3 Comparison of contents of E2，PG-E2 and
ER in human EMI cells in vitro of the

two groups （x ± s，pg·mL-1；n = 3）
组别

实验组

对照组

E2

73.59 ± 1.22②

249.38 ± 58.63

PG-E2
2.40 ± 1.09②

16.04 ± 3.39

ER
6.29 ± 2.06①

11.01 ± 1.39
单因素检验：①P＜0.05，②P＜0.01，与对照组比较

2. 6 少腹逐瘀汤对EMI细胞中 IL-6、VEGF、NGF
蛋白表达的影响 图 4结果显示，与对照组比较，

实验组中少腹逐瘀汤处理后的 EMI细胞中 IL-6、
VEGF蛋白表达均下降（P＜0.01），而神经生长因

子NGF虽亦表达减弱，但差异无统计学意义（P＞

0.05）。

0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

-0.05

①

①

对照组

实验组

IL-6 VEGF NGF

IL-6
GAPDH

24 kDa
36 kDa

对照组 实验组

VEGF
GAPDH

23 kDa
36 kDa

对照组 实验组

NGF
GAPDH

27 kDa
36 kDa

对照组 实验组

A. IL-6、VEGF、NGF的Western Blot电泳条带；B. IL-6、
VEGF、NGF蛋白相对表达量

单样本 t检验：①P＜0.01，与对照组比较

图4 2组体外人内膜-肌层交界区（EMI）细胞 IL-6、
VEGF、NGF蛋白表达比较

Figure 4 Comparison of protein expression of IL-6，
VEGF and NGF in human EMI cells in vitro

between the two groups

A

B

蛋
白

相
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3 讨论

子宫腺肌病根据其临床症状可归属于中医学

“痛经”“癥瘕”等范畴，多是由于瘀血蓄积于胞

宫、阻滞气血冲任所致。临床上，少腹逐瘀汤治

疗子宫腺肌病引起的女性下腹痛疗效较佳[2-3]，其

在对症止痛之余还能从根本上弱化腺肌病，改善

月经和生育。少腹逐瘀汤出自清代《医林改错》，

由 10味中药组成，方中当归、赤芍、川芎为君

药，具有行气活血、养血调经之功效；五灵脂、

蒲黄、延胡索、没药为臣药，具通利血脉、祛瘀

止痛之功；小茴香、干姜、肉桂为佐药，温经散

寒病引诸药直达少腹。全方共奏活血化瘀、温里

散寒、散结止痛之效。现代研究也表明其有改善

血液黏度、镇痛、消炎等作用 [5-6]。本研究通过观

察少腹逐瘀汤干预后EMI细胞的E2、PG-E2、ER、

IL-6、VEGF、NGF水平的变化以及凋亡程度，初

步探讨该药治疗子宫腺肌病的作用机制。

本研究采用体外原代培养人子宫腺肌病 EMI
平滑肌细胞，成功率为100%，为进一步开展分子

学机制研究提供了重要基础。总结EMI细胞的培

养经验如下：培养基 2 ~ 3 d换 1次液；细胞按 1∶
3 ~1∶4比例传代；10代内生存活力稳定，3 ~ 6代
细胞活力最佳。

本研究结果显示，少腹逐瘀汤能够抑制 EMI
细胞的增殖，最佳作用浓度为20 g/L，少腹逐瘀汤

干预后的EMI细胞凋亡率显著升高（P＜0.01）。子

宫腺肌病的异位内膜侵袭黏附能力强，导致子宫

内膜与子宫肌层结合带异常，被认为是一种增殖

性疾病，具备类肿瘤的生物特性。子宫腺肌病的

发生发展，与细胞凋亡和增殖失衡有关[7]。本研究

结果表明，少腹逐瘀汤可促进EMI细胞凋亡，同

时促进EMI细胞增殖。

本研究结果还显示，少腹逐瘀汤能明显降低

EMI细胞上清 E2，EMI细胞 PG-E2、ER的水平。

子宫腺肌病是一种雌激素依赖性疾病，异位病灶

上皮细胞内 ER过表达促使异位组织在肌层内种

植、生长、发展。基于正反馈机制，E2、PG-E2持
续存在于病灶并不断增加，子宫合成前列腺素（PG）
增加，是痛经的重要原因，且痛经的程度与EMI
细胞的侵袭深度、血管增生有关[8]。说明子宫腺肌

病通过 E2与其受体结合激活基因效应及相关通

路，同时在血管、炎症、神经等不同层面产生相

吴思宁，等． 基于内膜-肌层交界区细胞探讨少腹逐瘀汤对子宫腺肌病的镇痛作用第 1期 163



应的生物效应，诱导疼痛发生。因此，推断少腹逐

瘀汤通过抑制ER受体表达，同时下调E2、PG-E2
水平，进而弱化子宫腺肌病并有效改善痛经。

为了进一步探讨少腹逐瘀汤镇痛的分子机

制，本研究检测了EMI细胞相关致痛因子、炎症

因子、血管生成因子的蛋白表达情况，结果显

示，少腹逐瘀汤干预的 EMI 细胞 IL- 6、VEGF、
NGF蛋白表达均显著下降，但NGF指标差异无统

计学意义（P＞0.05）。子宫腺肌病是一种慢性免疫

炎性疾病，IL-6是子宫腺肌病炎症病理状态的主

要细胞因子 [9]，子宫腺肌病疼痛程度与 IL-6 有

关[10]。VEGF在子宫腺肌病异位、在位内膜中的高

表达，提示局部血供丰富和新生血管形成与子宫

腺肌病的发病及月经过多有关[11]。另外，有研究表

明，子宫腺肌病在位内膜功能层和病灶中NGF的

高表达与其痛经程度呈正相关[12]。还有临床研究表

明，子宫腺肌病患者血清NGF水平明显升高，与

痛经强度密切相关 [13]。考虑本研究NGF的检测结

果可能与样本量少、由于经费受限致购买的抗体

不稳定等因素有关；也表明少腹逐瘀汤可以下调

EMI细胞的NGF蛋白表达，但并不是其作用的关

键途径之一。由于子宫腺肌病的发生发展与 E2、

ER、PG-E2及 IL-6、VEGF关系密切，加之VEGF
和 PG-E2均有促血管生成，IL-6有促炎反应作

用，故推断少腹逐瘀汤抑制子宫腺肌病EMI细胞

主要与抑制雌激素分泌、血管生成、减轻炎症反

应相关。

综上所述，少腹逐瘀汤可有效促进人EMI细
胞凋亡，抑制EMI细胞的增殖，其可能是通过减

少雌激素、血管生成因子、炎症因子的表达，最

终改善子宫腺肌病的痛经程度，体现了其中医

“活血化瘀止痛”功效的特点。
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