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摘要 自体子宫内膜移植法建立子宫内膜异位症( EMS) 模

型大鼠，比较给药前后移植物体积、大鼠血清中肿瘤坏死因

子-α( TNF-α) 水平、异位内膜中血管内皮生长因子( VEGF)

的表达。经定坤丹治疗后移植物体积、血清 TNF-α 水平、异

位内膜中 VEGF 的表达与疾病模型组相比均明显下降，差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。定坤丹对 EMS 模型大鼠的异位

内膜生长有一定的抑制作用，其作用机制可能与血清 TNF-α

水平降低和 VEGF 的表达减少有关。
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子宫内膜异位症( endometriosis，EMS) 在育龄

期女性当中发病率为 10%［1］，不孕、痛经、盆腔包块

为其主要症状。EMS 的病因不清楚，发病机制主要

有异位种植学说、在位内膜决定论、血管形成学说及

免疫炎症学说等［2］。治疗上目前以腹腔镜手术为

主，术后辅以药物治疗来减缓复发。常用的药物副

作用大、远期复发率高、部分药物价格昂贵，因此需

要寻找一种副作用小，患者易于接受，疗效确切的药

物。王燕 ［3］采用定坤丹治疗痛经及 EMS 的研究表

明，其作用明显，副作用小。关于定坤丹对 EMS 的

作用机制尚无文献报道。该研究使用定坤丹治疗

EMS 模型大鼠，初步探讨其作用机制。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 动物 雌性未孕 SD 大鼠 50 只，清洁级，

( 200 ± 10 ) g，购于安徽医科大学实验动物中心。
动物饲养于安徽医科大学动物实验室，室内平均温

度 25 ℃，平均湿度 50%。

1． 1． 2 药品与试剂 定坤丹( 山西广誉国药有限

公司) ; 达那唑胶囊( 江苏联环药业股份有限公司) ;

2%戊巴比妥钠( 上海西塘生物科技有限公司) ; 庆

大霉素( 芜湖康奇制药有限公司) ; 苯甲酸雌二醇

( 宁波第二激素厂，兽用) ; 肿瘤坏死因子-α ( tumor
necrosis factor alpha，TNF-α ) ELISA 试剂盒( 武汉华

美生物技 术 有 限 公 司) ; 抗 鼠 血 管 内 皮 生 长 因 子

( vascular endothelial cell growth factor，VEGF) 抗体

( 美国 Abcam 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 EMS 模型的建立 50 只大鼠均在术

前 2 d 给予苯甲酸雌二醇 0. 1 mg / ( kg·d) 肌肉注

射，统一动情周期。10 只作为正常组，另外 40 只按

张丽雅 等［4］自体子宫内膜移植方法建立模型。2%
戊巴比妥钠( 0. 2 ml /100 g) 腹腔注射麻醉，关腹前

每只大鼠腹腔滴入庆大霉素 4 000 U 消毒。术后第

1 天开始给予庆大霉素 4 000 U /只腹腔注射，每日 1
次，连续 5 d，苯甲酸雌二醇 0. 1 mg /kg 肌注，隔日 1
次，共 3 次，促异位内膜生长。术后常规饲养。手术

后 4 周再次剖腹探查，观察移植部位有无移植物生

长，测量其体积。
1． 2． 2 模型检测与纳入标准 异位子宫内膜组织

在移植部位生长，形成圆形、透明或部分有咖啡色囊

液的囊肿，囊肿周围可见大量细小的新生血管，体积

明显增大，达 8 mm3 以上，病理见囊肿有子宫内膜

腺体及间质即表示模型复制成功。
1． 2． 3 实验分组及给药 将造模成功的 30 只大鼠

随机分为模型对照组、定坤丹组、达那唑组。第二次

手术 1 周后，腹部切口生长良好，饮食及二便正常

后，各组开始灌胃给药，药物剂量根据《实验动物

学》，定坤丹组 450 mg /200 g，达那唑组 16 mg /200
g，正常组和模型对照组每只给予 2 ml 生理盐水灌

胃，每日 1 次，共 4 周。
1． 3 检测指标 用药 4 周后取颈内动脉血，行血清

学检查，并再次开腹测量移植物体积，取移植物行免

疫组化检查。
1． 3． 1 异位病灶体积测量 第 3 次开腹测量异位

灶体积。
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1． 3． 2 ELISA 法检测大鼠外周血清中 TNF-α 含量

取大 鼠 颈 内 动 脉 血 3 ml，离 心 ( 2 000 r /min，5
min) 后取血清，按说明书进行操作。用酶标仪测定

光密度值( optical density，OD) ，绘制标准曲线，通过

标准曲线来计算样品中 TNF-α 的浓度。
1． 3． 3 免疫组化 SP 法检测 VEGF 在异位内膜组织

的表达 取下异位内膜组织，所有标本经 10% 中性

福尔马林固定 12 h。脱水，包埋，切片后按照 SP 试

剂盒说明书操作。评分标准: 根据阳性信号的强弱

及阳性细胞的百分率综合评分，每个样本随机选取

5 个不重叠高倍镜( 40 × 10) 视野进行观察。阳性信

号为棕黄色或棕褐色，根据阳性信号的强弱评分; 1
分: 无信号或信号很弱; 2 分: 信号中等呈淡黄色或

棕黄色; 3 分: 信号很强呈棕褐色。根据阳性细胞的

百分率评分，1 分: 阳性率≤20% ; 2 分: 阳性率 21%
～70% ; 3 分: 阳性 71% ～ 100%。上述两项评分相

加作为每例的总积分。结果判断在双盲下进行，每

张切片由两位有经验的病理医师分别记数。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 进行统计学分

析，数据以珋x ± s 表示; 移植物体积、血清 TNF-α 水平

变化、VEGF 的比较采用单因素方差分析，两两比较

采用 SNK-q 检验。

2 结果

2． 1 移植物体积变化比较 对移植物体积进行测

量，给药前，模型对照组、定坤丹组、达那唑组 3 组间

无显著性差异，给药后，定坤丹组和达那唑组体积减

小，体积要显著小于模型对照组 ( F = 118. 1，P ＜
0. 05) ，见表 1、图 1。

图 1 大鼠移植物体积变化情况

A: 模型对照组; B: 定坤丹治疗后

2． 2 血 清 TNF-α 水 平 变 化 模 型 对 照 组 血 清

TNF-α 显著高于正常组，分别用达那唑及定坤丹治

疗后，血清指标较模型组明显下降，4 组差异有统计

学意义( F = 91. 55，P ＜ 0. 01) ，见表 1。
2． 3 VEGF 的免疫组化结果 与模型对照组比较，

定坤丹及达那唑均能减少异位内膜组织中 VEGF 表

达，差异有统计学意义( F = 39. 69，P ＜ 0. 01 ) ，见表

1、图 2。

图 2 大 鼠 子 宫 内 膜 异 位 组 织

VEGF 的表达 SP × 400

A: 模型对照组; B: 达那唑组;

C: 定坤丹组

3 讨论

到目前为止，尚未有一种理论能完整解释 EMS
的发病机制。经血逆流种植发生于约 90% 的育龄

期女性，而 EMS 发生率不足 10% ; 所以经血逆流只

是 EMS 发生的起始环节，逆流至腹腔内的子宫内

膜，需逃避腹腔内免疫细胞的清除，然后通过黏附 －
侵袭 － 血管形成才能发生发展。免疫炎症与血管生

成是 EMS 两个关键步骤［5］。
腹 腔 内 免 疫 及 炎 症 反 应 的 改 变 导 致 EMS。

TNF-α 是由活化巨噬细胞分泌的一种细胞因子，其

具有调节免疫、血管生成等作用。TNF-α 能增加异

位内膜细胞的侵袭功能［6］。TNF-α 是重要的免疫调

节因子，分泌适量的 TNF-α 促进免疫应答，清除异

物。过量分泌则抑制免疫应答，导致异位内膜不能

表 1 不同组别间给药前后体积、VEGF、TNF-α的比较( n = 10，珋x ± s)

指标 正常组 模型对照组 定坤丹组 达那唑组 F 值 P 值

给药前体积( mm3 ) － 87． 20 ± 4． 24 89． 00 ± 7． 75 87． 60 ± 6． 38 0． 226 0． 799
给药后体积( mm3 ) － 88． 80 ± 6． 20 37． 00 ± 10． 41* 37． 70 ± 8． 80* 118． 100 ＜ 0． 001
VEGF( 分) － 4． 00 ± 0． 67 1． 80 ± 0． 63## 1． 90 ± 0． 56## 39． 690 ＜ 0． 001
TNF-α( pg /ml) 60． 8 ± 8． 9 136． 5 ± 14． 7▲ 84． 7 ± 9． 1## 87． 5 ± 7． 5## 91． 550 ＜ 0． 001

与同组给药前体积比较: * P ＜ 0． 05; 与模型对照组比较: ##P ＜ 0． 01; 与正常组比较: ▲P ＜ 0． 05
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被免疫细胞清除，同时 TNF-α 促进异位内膜黏附、
生长。从实验数据可以看出，定坤丹明显降低血清

TNF-α 水平，与模型对照组相比差异有统计学意义。
异位内膜的存活依赖新生血管形成。异位内膜

组织及腹膜巨噬细胞分泌 VEGF。研究［7 － 8］ 表明

VEGF 是最强的促血管生成因子，VEGF 在 EMS 患

者腹腔液中水平明显高于正常妇女，VEGF 刺激内

皮细胞增殖、迁移，从而促进新生血管形成。周白

等［9］发现无论是腹膜型还是深部结节型内异灶，其

内异灶在血管化程度上无差别。本研究显示与模型

对照组相比，定坤丹显著降低异位内膜中 VEGF 表

达。
腹腔镜 下 子 宫 内 膜 异 位 病 灶 切 除 手 术 治 疗

EMS 已成为一种趋势，但术后复发的问题成为治疗

的难点。中医认为 EMS 的发病机制为血瘀，定坤丹

作为中医妇科常用药，其主要用于气血两虚、气滞血

瘀所致的妇科疾病［10］。EMS 形成的关键步骤［腹

腔免疫炎症改变及异位内膜黏 附 － 侵 袭 － 血 管

( 3A) 形成］表明调节免疫炎症及抑制 3A 形成的治

疗能 取 得 较 好 疗 效。本 研 究 提 示 定 坤 丹 能 抑 制

EMS 模型大鼠的异位内膜生长，其作用可能是通过

减少异位内膜黏附、侵袭、抑制异位内膜血管形成来

实现的，这为临床使用定坤丹治疗 EMS 提供了实验

依据。
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Effects of DingKunDan on the endometriosis model rats
He Ｒunhua，Wang Wenyan，Wei Bing

( Dept of Gynecology and Obstetrics，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract We built rats model of endometriosis applying autologus endometrial transplants to compare the graft vol-
ume of the modeling rats before and after dosing，serum tumor necrosis factor alpha( TNF-α) levels in rats，and the
expressions of vascular endothelial cell growth factor( VEGF) in ectopic endometrium． To compare with the control
group，the graft volume of DingKunDan group was reduced and the serum TNF-α level declined ，and also the ex-
pression of VEGF in ectopic endometrium was reduced． Their differences were statistically significant ( P ＜ 0. 05) ．
DingKunDan can inhibit the growth of ectopic endometrium in endometrosis model rats． The mechanism may be re-
lated to the decrease of the serum TNF-α level and the VEGF expression．
Key words DingKunDan; endometriosis ; tumor necrosis factor alpha; vascular endothelial cell growth factor
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