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也摘要页 目的 探索三黄四物汤渊SST冤不同溶剂提取物的体外抗炎作用及其相关机制袁分析其主要成分与抗炎作用的关系袁并探

索其体内抗炎作用遥方法 通过制备三黄四物汤水提物渊SSTW冤及乙醇提取物渊95%乙醇提取物 SSTE尧50%乙醇提取物 SSTWE冤曰采用

高效液相色谱法渊HPLC冤分析其主要成分曰通过 LPS 诱导 RAW264.7 细胞建立炎症模型袁并采用苯酚胶浆法建立大鼠慢性盆腔炎

渊chronic pelvic inflammatory disease, CPID冤模型曰使用MTT法检测细胞存活率袁Griess法检测 NO水平袁ELISA 法检测 PGE2尧IL-6尧
TNF-琢水平袁Western blot法检测COX-2尧iNOS 及 MAPKs 通路尧NF-资B 通路相关蛋白表达水平袁并通过病理切片观察大鼠子宫病理

改变遥 结果 SSTWE 0.78-25 滋g/mL组与正常组相比袁细胞存活率无显著差异渊P>0.05冤遥 SSTWE 12.5 滋g/mL抗炎作用弱于 SSTE而

类似于 SSTW袁SSTWE 25 滋g/mL抗炎作用强于 SSTW而类似于 SSTE遥 SSTW尧SSTE和 SSTWE均明显降低 LPS诱导的RAW264.7细

胞 iNOS和COX-2蛋白表达渊P<0.05冤曰SSTWE明显降低 LPS诱导的 RAW264.7 细胞ERK磷酸化蛋白表达尧I资B-琢磷酸化蛋白表达及

细胞核中 p65蛋白表达袁同时增加I资B-琢总蛋白表达及细胞质中 p65蛋白的表达水平渊P<0.05冤遥SST明显抑制 CPID 大鼠血清 TNF-琢
和 IL-6 含量渊P<0.05冤袁减轻盆腔局部组织粘连袁改善子宫病理形态遥 结论 三黄四物汤有显著体外抗炎作用袁其机制均与炎症通路

MAPKs和NF-资B有关曰其不同提取物抗炎作用及细胞毒性不同袁可能与当归成分有关曰SST对大鼠 CPID有显著抗炎作用袁可作为慢

性盆腔炎的候选药物遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the in vitro anti-inflammatory effects and related mechanisms of different solvent extracts
of Sanhuang-Siwu-Tang (SST), analyze the relationship between its main components and anti-inflammatory effects, and investigate
its in vivo anti-inflammatory effects. Methods SST water extract (SSTW), as well as 95% ethanol extract (SSTE) and 50% ethanol extract
(SSTWE) were prepared. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to analyze the main components. An inflammatory
model was established by inducing RAW264.7 cells with LPS, and a rat model of chronic pelvic inflammatory disease (CPID) was
established by phenol mucilage method. Cell viability was determined by MTT; NO level was measured by Griess; PGE2, IL-6, and
TNF-琢 levels were examined by ELISA; COX-2, iNOS, MAPKs, and NF-资B protein expressions were measured by Western blot;
pathological changes in the rat uterus were observed through pathological sections. Results There was no significant difference in
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cell viability between the SSTWE groups at various concentrations from 0.78 to 25 滋g/mL and normal group (P>0.05). The anti-
inflammatory effects of SSTWE at 12.5 滋g/mL were weaker than those of SSTE but similar to those of SSTW, while the anti-inflam鄄
matory effects of SSTWE at 25 滋g/mL were stronger than those of SSTW but similar to those of SSTE. SSTW, SSTE, and SSTWE
all significantly reduced iNOS and COX-2 protein expressions in LPS-induced RAW264.7 cells (P<0.05). SSTWE significantly
reduced the protein expressions of p-ERK, p-I资B-琢, and nuclear p65 in LPS-induced RAW264.7 cells, while increasing I资B-琢
total protein expression and cytosolic p65 protein expression (P<0.05). SST significantly lowered serum TNF-琢 and IL-6 levels in
CPID rats (P<0.05), reduced local pelvic tissue adhesion, and improved pathological morphology of the uterus. Conclusion SST has
significant in vitro anti-inflammatory effects, and its mechanisms are related to the inflammatory pathways of MAPKs and NF-资B.
Its different extracts have varying anti-inflammatory effects and cytotoxicity, possibly related to the components of Danggui (Radix
Angelicae Sinensis). Moreover, SST has significant anti-inflammatory effects on CPID in rats and can be considered as a candidate
drug for CPID.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Sanhuang-Siwu-Tang; inflammation; chronic pelvic inflammatory disease; signaling pathway; extract

三黄四物汤渊Sanhuang-Siwu-Tang袁SST冤由当

归尧川芎尧白芍尧地黄尧黄芩尧黄连和大黄 7 种药物组

成袁主要用于治疗热盛尧经前吐衄等妇科疾病[1]遥 前

期研究表明袁SST 具有较好的体外抗炎活性袁并与丝

裂原活化蛋白激酶渊mitogen-activated protein kinase,
MAPK冤和核转录因子-资B渊nuclear factor-kappaB冤
信号转导通路相关[2]遥 放结合 SST 对妇科疾病治疗

作用袁开展 SST 对妇科炎性疾病的研究遥 慢性盆腔

炎渊chronic pelvic inflammatory disease袁CPID冤是妇

科常见疾病袁主要表现为女性盆腔生殖器官尧周围

结缔组织和盆腔腹膜的慢性炎症袁其发病率高尧病
程长袁严重影响了育龄妇女生殖健康和生活质量[3]遥
CPID 常见证为野湿热瘀结证冶袁中医治法为清热除

湿尧活血化瘀袁恰与 SST 的功效相一致遥 因此袁本研

究旨在评估 SST 的不同提取物体外抗炎作用及机

制袁分析其主要成分与抗炎作用的关系袁并进一步

探索 SST 对 CPID 大鼠的抗炎作用遥
1 材料

1.1 药材尧动物尧细胞来源

药材院当归尧川芎尧白芍尧熟地黄尧黄芩尧黄连尧大
黄渊由于实验前期在韩国圆光大学进行袁因此实验所

用中药材均购自韩国袁均由圆光大学 Jang Kyukwan
教授鉴定冤曰RAW264.7 细胞渊韩国圆光大学药学院冤曰
动物院SPF 级 SD 大鼠渊购自江西中医药大学袁许可证

编号院SCXK 赣 12018-0003冤遥
1.2 试剂

黄芩苷渊纯度逸98.0%袁Wako Pure Chemical In鄄
dustries, Ltd.)曰小檗碱尧黄芩素尧汉黄芩素渊纯度逸
98.0%袁北京盛世康普化工技术研究院冤曰ELISA 试剂

盒渊美国R & D systems公司冤曰Nuclear extraction试剂

盒渊美国Cayman Chemical公司冤曰iNOS尧COX-2尧MAPK

渊P-ERK尧P-p38尧P -JNK尧ERK尧P -38尧JNK冤尧NF -资B
渊p65尧p-I资B-琢尧I资B-琢冤抗体以及 PCNA尧anti-actin
渊美国 Cell signaling Tecnology公司冤曰二抗渊德国 San鄄
ta Cruz Biotechnology 公司冤曰MTT渊Sigma-Aldrich袁St.
Louis袁MO袁U.S.A.冤遥 HPLC 用水和乙腈均为色谱

纯渊美国 J.T.Baker 公司冤袁其他试剂为分析纯渊日本

Tokyo 公司冤曰RPMI Medium 1640 and 小牛血清

渊美国 Gibco BRL Co.公司冤曰液化苯酚尧黄耆树胶

粉渊上海麦克林生化科技股份有限公司冤曰甘油渊国
药控股星鲨制药有限公司冤曰妇科千金片渊株洲千金

药业股份有限公司冤遥
2 方法

2.1 提取物的制备

取干燥药材袁SST 复方渊当归 10 g袁川芎 10 g袁
白芍 15 g袁熟地黄 10 g袁黄芩 10 g袁黄连 10 g袁大黄

10 g冤袁500 mL 溶剂回流提取 2.5 h袁共 2 次袁合并提

取液并浓缩袁得总浸膏遥 SST 水提取物渊SSTW冤尧95%
乙醇提取物渊SSTE冤尧50%乙醇提取物渊SSTWE冤袁得
率分别为 38.85%尧33.64%尧42.67%遥
2.2 HPLC图谱分析

2.2.1 仪器及软件 YL9100 HPLC 系统渊Young In
Chromass Co. Korea冤院YL9101 真空脱气机袁YL9110
高压输液泵袁YL9160 PDA检测器遥 分析软件院YLCla鄄
rity渊Young Lin Instriments Co. Inc. Version 4.0.3.876冤遥
2.2.2 色谱条件 色谱柱院Phenomenex Gemini NXC18
渊250 mm伊4.6 mm袁5 滋m冤曰流动相院0.1%磷酸水溶

液渊A冤-乙腈渊B冤遥梯度洗脱程序渊B%冤院0~20 min袁5%~
25% B曰20~30 min袁25% B曰30~45 min袁25%~45% B曰
45~50 min袁45%~100% B曰50~60 min袁100% B遥 样品质

量浓度院10 mg/mL曰进样量院10 滋L曰流速院0.7 mL/min曰检
测波长院280 nm遥
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2.2.3 相对含量计算 相对含量的计算基于 HPLC
检测中各成分峰面积与内标峰面积的比值遥 采用外

标法进行定量分析袁标准曲线的线性范围为 0.1~
100 滋g/mL袁相关系数渊R2冤均大于 0.999遥 计算公

式院相对含量=渊样品峰面积/内标峰面积冤伊标准品

浓度遥
2.2.4 精密度试验 各样品分别在上述色谱条件下

连续进样 6 次袁测得各共有峰相对保留时间和相对

峰面积的相对标准偏差渊RSD冤均小于 3.0%袁表明仪

器精密度良好遥
2.2.5 稳定性试验 各提取物分别在上述色谱条件

下分别于 0尧2尧4尧6尧8尧12尧24尧32尧48 h 进样袁测各共

有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD 均小于

3.0%袁表明供试品溶液在 48 h 内稳定性良好遥
2.2.6 重复性试验 每个提取物平行制备 5 份袁分
别在上述色谱条件下测得各共有峰相对保留时间和

相对峰面积的 RSD 均小于 3.0%袁表明该方法重复

性良好遥
2.3 细胞实验

2.3.1 MTT 法检测细胞存活率 RAW264.7 细胞在

37 益尧5% CO2 条件下袁使用含 10%胎牛血清的RMPI
培养液培养遥细胞接种于 96 孔板袁每孔细胞数为 1伊
104袁每组 6 孔袁细胞贴壁后袁分别加入不同浓度的

SST 提取物袁对照组加入等体积 RMPI 培养基袁孵育

24 h遥 加入终质量浓度 0.5 mg/mL MTT 溶液袁继续

培养 3 h袁吸除上清液袁每孔加入 150 滋L DMSO袁完
全溶解后于 540 nm 处检测吸光度值遥 计算细胞存

活率院细胞存活率=(实验组吸光度值-空白组吸光度

值冤/渊对照组吸光度值-空白组吸光度值冤伊100%遥
2.3.2 ELISA 检测细胞上清液 NO 及 PGE2尧IL-6尧
TNF-琢 水平 细胞悬液调整至 1伊106/mL袁接种于 24
孔培养板袁每组 3 孔袁细胞贴壁后袁分别加入不同浓

度的 SST 提取物袁对照组加入等体积 RMPI 培养基袁
培养 4 h 后加入 LPS渊终浓度 1 滋g/mL冤袁继续培养

24 h遥 收集上清液袁用 Griess 法检测 NO 浓度袁用
ELISA 试剂盒检测 PGE2尧IL-6尧TNF-琢 水平遥
2.3.3 Western blot检测细胞中 iNOS尧COX-2尧MAPKs尧
NF-资B 蛋白 细胞悬液调整至 1伊106/mL袁接种于 6
孔培养板遥 细胞贴壁后袁分别加入不同浓度的 SST
提取物袁对照组加入等体积 RMPI 培养基袁培养 4 h
后加入 LPS渊终浓度 1 滋g/mL冤遥 渊1冤COX-2尧iNOS 蛋

白提取院继续培养 18 h 后提取 COX-2尧iNOS 蛋白袁
提取液为细胞裂解液曰渊2冤MAPK 蛋白提取院继续

培养 1 h 后提取 MAPK 蛋白袁蛋白提取液为裂解

液与蛋白酶及磷酸酶抑制剂混合液比率为 100颐3曰

渊3冤NF-资B 蛋白提取院细胞培养 1.5 h 后提取 NF-
资B 蛋白袁使用 Nuclearextraction 试剂盒袁方法参照产

品说明书遥 提取蛋白后袁每个样品 30 滋g 蛋白上样袁
用 7.5%~12% SDS-PAGE浓缩胶及分离胶进行 120 V
垂直电泳及 45 V 转膜袁用 5%脱脂奶粉溶液室温封

闭 1 h袁于 4 益条件下与一抗溶液孵育过夜袁于室

温条件下与二抗溶液孵育 1 h袁每个步骤用含0.05%
Tween-20 TBS 溶液洗涤袁最后 ECL 显色遥
2.3.4 综合评估 SSTWE 的相对抗炎作用 为综合

评估 SSTWE 相对于 SSTW 及 SSTE 的抗炎作用袁我
们采用评分表袁标准如下院若 SSTWE 显著弱于SSTW
或 SSTE渊P<0.05冤袁得分为-1曰若 SSTWE 显著强于

SSTW或 SSTE渊P<0.05冤袁得分为 1曰若 SSTWE 与SSTW
或 SSTE 无明显差异渊P>0.05冤袁得分为 0遥
2.4 动物实验

2.4.1 实验动物及分组 选用 20 只雌性未孕 SPF
级 SD 大鼠袁体质量渊200依20冤 g袁随机分为正常组尧
模型组尧阳性对照组和 SST 组袁每组 5 只遥
2.4.2 苯酚胶浆法造模 [4] 造模前 12 h 禁食不禁

水袁麻醉后在大鼠下腹正中切开 2 cm 暴露子宫袁向
左侧宫腔缓慢注射 0.02 mL 25%苯酚胶浆袁关腹消

毒后放入鼠笼复苏遥
2.4.3 药物干预 造模第 11 天开始每天中午灌胃

给药袁持续 14 d遥阳性对照组给予妇科千金片渊2片/kg冤袁
SST 组给予 SSTWE渊7.8 g/kg冤袁其余组大鼠灌胃生理

盐水遥
2.4.4 指标检测

渊1冤一般情况观察 观察大鼠精神状态尧饮食尧
排便及活动情况袁记录手术切口感染及死亡情况遥

渊2冤标本采集 末次灌胃后禁食 12 h袁麻醉后

腹主动脉采血袁3 000 r/min 离心 20 min袁取上清液

保存备用遥 开腹取左侧子宫组织袁用 4%多聚甲醛

固定遥
渊3冤 子宫组织学观察 肉眼观察子宫形态及质

地袁记录有无粘连尧积液遥取子宫组织固定后袁梯度乙

醇脱水袁二甲苯透明袁石蜡包埋袁切片 HE 染色袁光镜

下观察组织结构变化遥
渊4冤大鼠血清炎症因子IL-6尧TNF-琢水平检测

使用 ELISA试剂盒检测大鼠血清中 IL-6和TNF-琢
水平袁操作步骤按照试剂盒说明书进行遥
2.5 统计学分析

数据以野曾依s冶表示袁应用 Graphpad 统计软件进

行单因素方差分析和 t 检验袁以 P<0.05 为差异有统

计学意义遥
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表 1 峰 1~11 的保留时间尧来源及化合物类别

Table 1 Retention times, compound sources, and
compound categories for peaks 1-11

峰

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

保留时间 /min
8.8
22.6
24.3

25.1~25.3
25.5~25.9
33.5~33.7
42.1, 42.2

47.5
52.1
54.4
50.6

来源

白芍

黄连

大黄

黄连

黄连

黄芩

黄芩

黄芩

黄芩

当归

大黄

化合物

小檗碱

黄芩苷

黄芩黄素

汉黄芩素

3 结果

3.1 HPLC 谱图

各提取物按 2.2.2 色谱条件测定结果袁详见图

1尧表 1遥

3.2 SST对 RAW264.7细胞抗炎活性作用

3.2.1 SST 对 RAW264.7 细胞生存率的影响 干预

组分别给予 SSTWE 0.78尧1.56尧3.13尧6.25尧12.5尧25尧

50尧100尧200 滋g/mL遥 SSTWE 0.78~25 滋g/mL 组与

正常组相比袁细胞存活率无显著差异渊P>0.05冤曰50~
200 滋g/mL 组与正常组相比袁细胞存活率显著下降

渊P<0.001冤遥 详见图 2遥
3.2.2 SST对 LPS诱导的 RAW264.7细胞 NO尧PGE2尧
TNF-琢尧IL-6 含量的影响 SSTWE 12.5 滋g/mL 对LPS
诱导的 RAW 264.7 细胞中 NO 和 PGE2 的抑制作用

弱于 SSTW渊P<0.05袁P<0.001冤和 SSTE渊P<0.001袁P<
0.001冤曰对 TNF-琢 的抑制作用强于 SSTW渊P<0.001冤
但弱于 SSTE渊P<0.001冤袁对 IL-6的抑制作用强于SSTW
渊P<0.01冤但相似于 SSTE渊P>0.05冤遥SSTWE 25 滋g/mL
对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞中 NO的抑制作用

强 于 SSTW渊P<0 .001冤但弱于 SSTE渊P<0.001冤曰对
PGE2 的抑制作用与 SSTW 相似渊P<0.001冤但弱于

SSTE渊P<0.001冤袁对 TNF-琢 和 IL-6 的抑制作用强

于 SSTW渊P<0.001袁P<0.001冤和 SSTE渊P<0.001袁P<
0.05冤渊图 3冤遥评分表结果显示袁SSTWE 12.5 滋g/mL相

对于 SSTW 为 0 分袁相对于 SSTE 为-3 分曰SSTWE
25 滋g/mL 相对于SSTW为 3 分袁相对于SSTE 为 0
分遥 详见表 2遥
3.2.3 SST 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞中 iNOS
和 COX-2 蛋白表达的影响 干预组分别给予

图 1 SSTW尧SSTE尧SSTWE的 HPLC谱图

Fig.1 HPLC chromatograms of SSTW, SSTE, and SSTWE
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表 2 SSTWE相对抗炎作用评分表

Table 2 Scoring table for the relative anti-inflammatory
effects of SSTWE

SSTWE 相比较
12.5 滋g/mL

SSTW SSTE
25 滋g/mL

SSTW SSTE
NO

PGE2
TNF-琢
IL-6
总分

-1
-1
+1
+1
0

-1
-1
-1
0
-3

+1
0
+1
+1
+3

-1
-1
+1
+1
0

图 2 SSTWE对 RAW264.7 细胞生存率的影响

Fig.2 Effects of SSTWE on the viability of RAW264.7 cells
注院与正常组比较袁***P<0.001遥

SSTW 50 滋g/mL袁SSTE 12.5 滋g/mL袁SSTWE 12.5和
25 滋g/mL遥 LPS 诱导后袁细胞 iNOS 和 COX-2 蛋白

表达均明显增高渊P<0.05冤曰与 LPS 组相比袁SSTW尧
SSTE和 SSTWE 各组 iNOS 和 COX-2 蛋白表达均明

显降低渊P<0.05冤遥 详见图 4遥
3.2.4 SST 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 MAPKs
蛋白表达的影响 LPS 诱导后袁细胞 ERK尧JNK尧p38
磷酸化蛋白表达均明显增高渊P<0.05冤曰与 LPS 组相

比袁SSTWE 组 ERK 磷酸化蛋白表达明显降低渊P<
0.05冤袁p38 和 JNK 磷酸化蛋白表达无明显差异渊P>
0.05冤遥 详见图 5遥
3.2.5 SST 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 NF-资B
信号通路蛋白表达的影响 LPS 诱导后细胞 I资B-琢
磷酸化蛋白表达及降解均显著增加渊P<0.05冤袁细胞

核中p65 蛋白表达显著增加渊P<0.05冤袁细胞质中的

p65蛋白表达显著降低渊P<0.05冤遥 与 LPS 组相比袁
SSTWE组明显降低 I资B-琢 磷酸化蛋白表达渊P<0.05冤
及细胞核中 p65 蛋白表达渊P<0.05冤袁同时增加 I资B-
琢 总蛋白表达渊P<0.05冤及细胞质中 p65 蛋白的表达

水平渊P<0.05冤遥 详见图 6遥
3.3 SST对 CPID大鼠抗炎作用

3.3.1 一般情况观察 整个实验周期正常组大鼠精

图 3 SSTW尧SSTE和 SSTWE对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 NO尧PGE2尧TNF-琢尧和 IL-6 的影响

Fig.3 Effects of SSTW, SSTE, and SSTWE on NO, PGE2, TNF-琢, and IL-6 in LPS-induced
RAW264.7 cells

注院与正常组比较袁#P<0.001曰与 LPS 组比较袁**P<0.01袁***P<0.001曰与 SSTW 比较袁+P<0.05袁++P<0.01袁+++P<0.001曰
与 SSTE 比较袁^P<0.05袁^^P<0.01袁^^^P<0.001遥
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神状态良好袁活动尧饮食尧二便均正常袁体质量正常增

长曰造模组大鼠所有大鼠术后手术切口未见感染袁无
一意外死亡袁稍有不安情绪袁饮食尧二便稍有减少袁体
质量较正常组大鼠减轻遥
3.3.2 SST 对 CPID 大鼠子宫组织的影响 正常组院

肉眼观察子宫形态外观基本正常袁子宫质地柔软袁盆
腔脏器与结缔组织无粘连曰光镜下观察子宫壁组织

结构清晰袁各层分界明显袁子宫内膜组织结构完整袁
上皮细胞排列整齐袁平滑肌组织内各层血管无充血

水肿袁无炎性细胞浸润袁纤维组织无明显增生尧粘连袁

图 4 SSTW尧SSTE和 SSTWE对 LPS诱导的 RAW264.7细胞 iNOS和 COX-2 蛋白表达的影响

Fig.4 Effects of SSTW, SSTE, and SSTWE on iNOS and COX-2 protein expressions in LPS-
induced RAW264.7 cells

注院与正常组比较袁#P<0.05曰与 LPS 组比较袁*P<0.05遥

图 5 SSTWE对 LPS 诱导 RAW264.7细胞 MAPKs渊p-p38尧p38尧p-ERK尧ERK尧p-JNK和 JNK冤
蛋白表达的影响

Fig.5 Effects of SSTWE on MAPKs (including p-p38, p38, p-ERK, ERK, p-JNK, and
JNK) protein expressions in LPS-induced RAW264.7 cells

注院与正常组比较袁#P<0.05曰与 LPS 组比较袁*P<0.05遥

图 6 SSTWE对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞 p65尧p-I资B-琢和 I资B-琢蛋白表达的影响

Fig.6 Effects of SSTWE on p65, p-I资B-琢, and I资B-琢 protein expressions in LPS-
induced RAW264.7 cells

注院与正常组比较袁#P<0.05曰与 LPS 组比较袁*P<0.05遥
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图 8 SSTWE对大鼠血清 TNF-琢尧IL-6 含量的影响

Fig.8 Effects of SSTWE on serum levels of TNF-
琢 and IL-6 in rats

注院与正常组比较袁#P<0.05曰与模型组比较袁*P<0.05遥

间质无充血尧水肿遥 模型组院肉眼观察子宫有不同程

度的肿胀变形袁质地变硬袁盆腔脏器与结缔组织明显

粘连曰光镜下观察子宫壁组织结构不清晰袁各层分界

不明显袁子宫内膜组织缺失袁上皮细胞排列变性尧坏
死尧脱落袁可见炎性细胞浸润袁子宫平滑肌纤维组织

明显增生尧粘连袁间质充血尧水肿遥 阳性对照组院肉眼

观察子宫形态大致正常袁质地较柔软袁盆腔脏器与结

缔组织稍有粘连曰光镜下观察子宫壁组织结构基本

清晰袁子宫内膜上皮细胞基本完整袁排列基本规则袁
偶可见少许变性尧坏死尧脱落袁少许炎性细胞浸润袁子
宫平滑肌纤维组织无明显增生尧粘连遥 SST 组院肉眼

观察子宫形态大致正常袁可见轻度肿胀及充血袁质地

较柔软袁盆腔脏器与结缔组织稍有粘连曰光镜下观察

子宫壁组织结构基本清晰袁子宫内膜上皮细胞欠完

整袁排列欠规则袁部分可见少许变性尧坏死尧脱落袁少
许炎性细胞浸润袁子宫平滑肌纤维组织稍见增生尧粘
连遥 详见图 7遥
3.3.3 SST 对 CPID 大鼠血清 TNF-琢尧IL-6 含量的

影响 模型组大鼠血清 TNF-琢 和 IL-6 含量较正常

组均显著增加渊P<0.05冤袁SST组和阳性对照组血清 TNF-
琢 和 IL-6 含量较模型组均显著降低渊P<0.05冤遥详见

图 8遥

4 讨论

本研究对 SST 的抗炎作用进行了探索袁揭示了

SST 在抑制炎症反应中的作用及其潜在机制遥 体外

细胞实验以 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞模型袁评估

SST 对炎症因子渊NO尧PGE2尧IL-6尧TNF-琢冤释放以及

炎症相关蛋白渊iNOS尧COX-2尧MAPK尧NF-资B冤表达的

影响袁体内实验通过苯酚胶浆法建立大鼠慢性盆腔

炎模型袁观察提取物对整体炎症反应的调控效果袁
包括对大鼠子宫组织学变化和血清炎症因子水平

的影响遥
RAW264.7 小鼠巨噬细胞常用作为体外炎症模

型袁LPS 诱导 RAW264.7 细胞后产生大量炎性因子

如 NO尧iNOS尧PGE2尧COX-2尧ILs尧TNF-琢 等袁从而引

起炎症反应和组织损伤[5-6]遥本研究显示袁SST 的 3 种

不同提取物渊SSTW尧SSTE尧SSTWE冤在体外均能显著

抑制炎性因子的释放袁降低 iNOS 和 COX-2 等炎症

蛋白的表达遥 评分表结果表明袁SSTWE 12.5 滋g/mL抗
炎作用弱于 SSTE而与 SSTW相似袁SSTWE 25 滋g/mL
抗炎作用强于 SSTW 而与 SSTE 相似袁故 SSTWE 的

抗炎作用介于 SSTW 和 SSTE 之间遥 细胞生存率结果

表明袁SSTW 100~200 滋g/mL[1]尧SSTE 25~200 滋g/mL[1]尧
SSTWE 50~200 滋g/mL 范围内对细胞存活率有显著

影响遥 因此袁SSTWE 的细胞毒性与抗炎作用均介于

SSTW 和 SSTE 之间袁表现出较优的整体特性遥 LPS
诱导 RAW264.7细胞后激活 MAPK和NF-资B 信号转

导通路[7]遥 MAPK 信号通路主要由 ERK尧p38 和 JNK
组成袁这些蛋白在炎症刺激下被磷酸化袁从而激活下

游的炎症反应遥 NF-资B 在炎症及免疫反应中起着关

键作用袁被激活后细胞质中 I资B-琢 磷酸化并降解袁
p65 蛋白则进入细胞核中与 DNA 结合袁从而促进炎

症因子的大量表达[7-9]遥 前期研究表明袁SSTW 可显著

降低 ERK 磷酸化蛋白表达袁SSTE 可显著降低 p38
和 ERK 磷酸化蛋白表达[1]遥 本研究表明袁SSTWE 可

显著降低 ERK 磷酸化蛋白表达遥 综合表明袁SSTW

图 7 光镜下子宫组织形态渊HE袁伊40冤
Fig.7 Uterine tissue morphology under light microscope (HE袁伊40)

A B C D
正常组 模型组 阳性对照组 SST 组
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和 SSTWE 可通过 ERK 通路抑制炎症反应袁而 SSTE
可通过 p38 和 ERK 通路抑制炎症反应遥 前期研究[1]

及本研究表明袁SST 3 种提取物均减少 I资B-琢 磷酸

化使得 I资B-琢 总蛋白表达增加袁同时增加细胞质

p65 蛋白表达尧降低细胞核 p65 蛋白表达袁表明 3 种

提取物均可通过 NF-资B 通路抑制炎症的发生遥根据

HPLC 谱图分析袁SSTW 的主要成分来自黄芩尧黄连和

白芍袁SSTE 和 SSTWE 的主要成分均来自黄芩尧黄连

和当归袁后两者当归含量远高于前者袁与本研究发现

SSTE 和 SSTWE 抗炎作用及细胞毒性均强于 SSTW
相一致袁提示抗炎作用可能与当归含量有较大关联遥

结合 SST 对妇科疾病治疗作用袁本研究开展

SST 对妇科炎性疾病的研究遥 中医学认为袁CPID 常

见证为野湿热瘀结证冶袁治法为清热除湿尧活血化瘀袁
恰与 SST 的功效相一致遥 因此袁本研究探索 SST 对

CPID 大鼠的抗炎作用遥 CPID 是一种常见的妇科炎

性疾病袁其临床表现主要包括盆腔局部的炎性渗

出尧粘连和增生袁并伴随异常的细胞因子表达[10]遥 传

统的抗生素治疗由于耐药性和副作用等问题袁仍存

在很多弊端遥然而袁中药以复方用药为主袁其多成分尧
多途径尧多靶点作用袁以及毒副作用低等特点袁显示

出独特的优势[11]遥 已有大量研究发现袁免疫因素是

引起 CPID 的关键因素[12-13]袁其组织粘连尧增生纤维

化等病理损伤与细胞因子如 TNF-琢尧IL-6 等的异常

表达相关[14-15]遥 本研究显示袁SST 组大鼠子宫组织病

理形态学表现和血清 TNF-琢尧IL-6 含量均较模型组

有显著改善袁表明 SST 可通过抑制炎症因子尧减轻

盆腔局部组织粘连尧改善子宫病理形态等袁最终对

CPID 发挥治疗作用遥
5 结论

综上所述袁三黄四物汤有显著抗炎作用袁其机制

与炎症通路 MAPKs 和 NF-资B 有关曰其不同提取物

抗炎作用及细胞毒性不同袁可能与当归含量有较大

关联袁提示在实际应用中袁可通过改变煎煮方法取得

更好的临床疗效曰同时袁其对慢性盆腔炎大鼠有显著

抗炎作用袁从而为今后临床应用及进一步研究垫定

了基础遥
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