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大黄-桃仁药对调控子宫腺肌病在位内膜线粒体稳态的机制研究  
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摘  要：目的  探索大黄-桃仁药对对子宫腺肌病（adenomyosisi，AM）在位内膜线粒体稳态的调控机制。方法  同种异体

垂体移植法构建 AM 小鼠模型，光镜及透射电镜（TEM）观察大黄-桃仁药对治疗前后子宫组织病理及超微结构改变；免疫

荧光检测线粒体自噬通路 PTEN 诱导的推定激酶 1（PTEN-induced putative kinase 1，PINK1）/帕金森蛋白（Parkinson protein，

Parkin）蛋白表达。培养人永生化子宫内膜异位症在位内膜间质细胞 hEM15A，观察大黄-桃仁药对处理前后细胞增殖能力、

活性氧（reactive oxygen species，ROS）、抗氧化酶系、线粒体膜电位、线粒体自噬小体、线粒体自噬蛋白的变化。结果  病

理切片显示，经大黄-桃仁药对治疗后，中、重度的浸润比例较模型组减少。TEM 观察发现模型组子宫内膜上皮细胞及间质

细胞线粒体肿胀、线粒体脊消失，部分形成线粒体自噬体；经大黄-桃仁药对治疗后子宫内膜上皮细胞及间质细胞线粒体数

量增加，无明显肿胀、线粒体脊清晰可见。与对照组比较，造模后子宫内膜层 PINK1、Parkin 表达显著上调（P＜0.001）；

经大黄-桃仁药对治疗后，PINK1、Parkin 表达显著下降（P＜0.05、0.001）。体外实验结果表明，hEM15A 细胞线粒体膜电位

下降，ROS 呈较高水平；经大黄-桃仁药对处理后，hEM15A 细胞的增殖及侵袭能力下降（P＜0.05、0.001），线粒体膜电位

升高，ROS 水平下降（P＜0.001），抗氧化酶系统 Cu-Zn 超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、Mn-SOD 和谷胱甘

肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）活性上调（P＜0.01、0.001），氧化损伤指标丙二醛（malondialdehyde，MDA）

水平下调（P＜0.01）。hEM15A 细胞线粒体与溶酶体之间存在较强的共定位关系，经大黄-桃仁药对处理后，线粒体与溶酶体

共定位的数量显著减少（P＜0.05），PINK1、Parkin 及其下游视神经蛋白（Optineurin，OPTIN）、核点蛋白 52（nuclear dot 

protein 52，NDP52）经大黄-桃仁药对处理后显著下调（P＜0.01、0.001）。结论  大黄-桃仁药对可通过改善线粒体抗氧化酶

系、调控线粒体自噬水平、恢复线粒体膜电位等多途径维护 AM 在位内膜细胞乏氧线粒体稳态，从而减轻氧化应激损伤。 
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Mechanism of Rhei Radix et Rhizoma-Persicae Semen drug pair on regulating 

endometrial mitochondrial homeostasis in adenomyosis 
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Abstract: Objective  To explore the regulation mechanism of Dahuang (Rhei Radix et Rhizoma)-Taoren (Persicae Semen) drug pair (RP) 

on endometrial mitochondrial homeostasis in adenomyosis (AM). Methods  AM mice model was established by allogeneic pituitary 

transplantation. Histopathological and ultrastructural changes of uterus before and after treatment with RP were observed by light 

microscope and transmission electron microscope (TEM). Immunofluorescence was used to detect PTEN-induced putative kinase 1 

(PINK1)/Parkinson protein (Parkin) expressions. Human immortalized endometriosis eutopic endometrial stromal cells hEM15A were 
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cultured, and the effects of RP on cell proliferation, reactive oxygen species (ROS), antioxidant enzymes, mitochondrial membrane 

potential, mitophagosomes and mitophagy proteins changes. Results  Pathological sections showed that compared with model group, 

proportion of moderate and severe infiltration was reduced after treatment with RP. TEM observation showed that mitochondria of 

endometrial epithelial cells and interstitial cells in model group were swollen, mitochondrial ridges were disappeared and some 

mitophagosomes were formed; The number of mitochondria in endometrial epithelial cells and interstitial cells were increased after 

treatment with RP, there was no obvious swelling, and mitochondrial ridges were clearly visible. Compared with control group, PINK1 

and Parkin expressions in endometrial layer after modeling were significantly up-regulated (P < 0.001); After treatment with RP, PINK1 

and Parkin expressions were significantly decreased (P < 0.05, 0.001). The results of in vitro experiments showed that mitochondrial 

membrane potential of hEM15A cells was decreased, and ROS level was higher; After treatment with RP, proliferation and invasion 

abilities of hEM15A cells were decreased (P < 0.05, 0.001), mitochondrial membrane potential was increased, ROS level was decreased 

(P < 0.001), antioxidant enzyme systems Cu-Zn superoxide dismutase (SOD), Mn-SOD and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities 

were up-regulated (P < 0.01, 0.001), and oxidative damage index malondialdehyde (MDA) level was down-regulated (P < 0.01). There 

was a strong co-localization relationship between mitochondria and lysosomes in hEM15A cells. After treatment with RP, number of 

mitochondria and lysosomes co-localized was significantly reduced (P < 0.05), PINK1, Parkin and their downstream proteins Optineurin 

(OPTIN), nuclear dot protein 52 (NDP52) were significantly down-regulated after treatment with RP (P < 0.01, 0.001). Conclusion  RP 

can maintain hypoxic mitochondrial homeostasis of AM resident endomembrane cells by improving mitochondrial antioxidant enzymes, 

regulating level of mitophagy and restoring mitochondrial membrane potential, thereby reducing oxidative stress injury. 

Key words: Rhei Radix et Rhizoma-Persicae Semen drug pair; adenomyosis; endometrial mitochondrial homeostasis; mitophagy; 

oxidative stress

子宫腺肌病（adenomyosisi，AM）发病率高[1]，

90%的患者伴有痛经、月经过多、性交困难、不孕

等临床症状[2]，对其生活和工作造成极大的困扰[3]。

除手术外，目前临床采用非甾体抗炎药和激素控制

AM 的疼痛症状和异常子宫出血[4]。但现有保守治

疗方法伴随着排卵抑制、肝肾功能受损、疗效差、

复发率高等问题，严重影响患者身心健康[3]。中医

药因具有显著改善 AM 临床症状和病理浸润程度，

且不干扰正常内分泌的独特优势日益引起广泛的关

注[5]。本课题组前期实验证实，AM 的发生是在位内

膜缺氧损伤的结果[6]，线粒体是细胞内最高级的反

应性传感系统，对缺氧损伤极为敏感。线粒体损伤

诱发的能量代谢异常是内膜异位发生的重要前提和

潜在治疗靶点[7]。目前研究证实，化瘀类中药可以

调控缺氧微环境下线粒体呼吸链酶系及抗氧化酶

系，调控线粒体膜的稳定性，从而修复受损线粒体，

抑制细胞异常增殖能力[8-9]。本研究拟以在位内膜线

粒体稳态为靶点，探索化瘀核心药对大黄-桃仁治疗

AM 的作用机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 8 周龄雌性 ICR 小鼠（体质量 23.1～

26.4 g）及 10 周龄雄性小鼠（体质量 25.2～29.7 g），

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，动物许

可证号 SCXK（京）2016-0006。小鼠每笼 4 只，置

于实验动物房屏障环境饲养，温度（24±2）℃，相

对湿度为 40%～70%，12 h 灯光照射，12 h 黑暗。

动物实验经三峡大学动物实验伦理委员会批准（批

准号 20190801）。 

1.2  细胞 

人子宫内膜异位症患者在位内膜间质细胞永生

化细胞 hEM15A（编号 GDC0601）购自武汉大学中

国典型培养物保藏中心细胞库。 

1.3  药品与试剂 

PTEN 诱导的推定激酶 1（ PTEN-induced 

putative kinase 1，PINK1）兔多抗（批号 23274-1-

AP）、帕金森病蛋白（Parkinson protein，Parkin）

兔 多 抗 （ 批 号 14060-1-AP ）、 视 神 经 蛋 白

（optineurin，OPTIN）兔多抗（批号 10837-1-AP）、

核点蛋白 52（nuclear dot protein 52，NDP52）兔多

抗（批号 12229-1-AP）购自武汉三鹰生物技术有限

公司；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）兔多抗（批号

AB-P-R001）购自杭州贤至生物有限公司；HRP 标

记的山羊抗兔二抗（批号 BA1054）购自武汉博士

德生物工程有限公司；CCK8 细胞增殖及细胞毒性

检 测 试 剂 盒 （ 批 号 HY-K0301 ） 购 自 美 国

MedChemExpress 公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒

（批号 P0010）、线粒体膜电位 JC-1 检测试剂盒（批

号 C2006）、Mito-Tracker Green 线粒体绿色荧光探
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针（批号 040721210826）、Lyso-Tracker Red 溶酶体

红色荧光探针（批号 012621210827）、ROS 检测试

剂盒（批号 S0033）均购自碧云天生物技术有限公

司；谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，

GSH-Px）测试试剂盒（批号 A005）、超氧化物歧化

酶（superoxide dismutase，SOD）测试试剂盒（批

号 A001-2）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）测

试试剂盒（批号 A003-4）均购自南京建成生物工

程研究所；大黄免煎剂（批号 19004961，酒炙法炮

制，1 g 免煎剂相当于 5 g 临床剂量）、桃仁免煎剂

（批号 19006412，1 g 免煎剂相当于 20 g 临床剂量）

由北京康仁堂制药有限公司提供；丙泊酚乳状注射

液（国药准字 H19990282，批号 21803281）购自西

安立邦制药有限公司；对照品芦荟大黄素（批号

110795-201710，质量分数为 98.3%）、大黄酸（批

号 110757-201607，质量分数为 99.3%）、大黄素（批

号 110756-201512，质量分数为 98.7%）、大黄酚（批

号 110796-201621，质量分数为 99.2%）、大黄素甲

醚（批号 110758-201621，质量分数为 99.0%）均

购自国家食品药品监督检验研究院；苦杏仁苷对照

品（批号 K-001-171216，质量分数为 98.0%）购自

成都瑞芬斯生物技术有限公司。 

1.4  仪器 

MCO175 型 CO2 培养箱（日本 SANYO 公司）；

Multiskan GO 型全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；电泳仪、170-8280 型 ChemiDocMP

化学发光成像系统（美国 Bio-Rad 公司）；BOM-1000

型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；

2391Model 型透射电子显微镜（TEM，美国 IITC 公

司）；LC-2010A型系列液相色谱仪（日本岛津公司）。 

2  方法 

2.1  大黄-桃仁药对的高效液相色谱分析 

2.1.1  混合对照品溶液的制备  精密称取芦荟大

黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚对照

品适量，加甲醇分别配制成含芦荟大黄素 50 

μg/mL、大黄酸 50 μg/mL、大黄素 50 μg/mL、大黄

酚 50 μg/mL、大黄素甲醚 25 μg/mL 的溶液，分别

精密量取上述对照品溶液各 2 mL 混匀。 

 精密称取苦杏仁苷对照品适量，加甲醇配制成

含苦杏仁苷 0.1 mg/mL 的溶液。 

2.1.2  供试品溶液的制备  溶液制备方法及色谱条

件按照国家药品监督管理局国家药品标准（酒大黄

配方颗粒，YBZ-PFKL-2021075；桃仁配方颗粒，

YBZ-PFKL-2021120）进行。 

 （1）大黄免煎剂溶液的制备：精密称取大黄免

煎剂 0.156 1 g，加入 70%甲醇 25 mL，加热回流 1 h。

取滤液 5 mL，挥去溶剂，加 8%盐酸溶液 10 mL，超

声处理 2 min，再加三氯甲烷 10 mL，加热回流 1 h

后，分液漏斗分取三氯甲烷层，酸液再用三氯甲烷

提取 3 次，每次量取 10 mL，合并三氯甲烷液，减

压回收溶剂至干，残渣加甲醇使溶解，加甲醇至 10 

mL，摇匀，滤过，取续滤液即得。 

（2）桃仁免煎剂溶液的制备：精密称取桃仁免

煎剂 0.101 4 g，加入 70%甲醇 50 mL，超声 30 min

后，摇匀，滤过，取续滤液 5 mL，置量瓶中，加 50%

甲醇至 10 mL，摇匀，即得。 

2.1.3  色谱条件 

 （1）大黄免煎剂及混合对照品溶液的色谱条

件：Dikma C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），

流动相为甲醇-0.1%磷酸水溶液（85∶15）；进样量

为 10 μL；检测波长为 254 nm。 

 （2）桃仁免煎剂及苦杏仁苷对照品溶液的色

谱条件：依利特 C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 

μm），流动相为甲醇-水（1∶4）；进样量为 10 μL；

检测波长为 210 nm。 

2.2  体内实验 

2.2.1  动物模型的建立  采用同种异体垂体移植法

建立 AM 小鼠模型[10]。ICR 雌性小鼠 ip 丙泊酚乳状

注射液麻醉（0.1 mg/g）。局部消毒后下腹正中纵切

口 2 cm，分离右侧子宫。取 ICR 雄性小鼠，断颈处

死，取垂体，与少量生理盐水混匀，形成垂体生理

盐水悬浊液。取 50 mL 套管穿刺针，吸入垂体生理

盐水悬浊液，穿刺并推入宫腔，滴入庆大霉素溶液

0.25 mL（1000 U/g），常规缝合。术后常规饲养。 

2.2.2  实验分组及给药  雌性 ICR 小鼠随机抽取 6

只为对照组，其余 25 只手术造模。术后手术组随机

抽取 11 只为模型组，另 14 只为大黄-桃仁药对（4.25 

g/kg）组。大黄-桃仁药对组小鼠按 1∶1（临床等效

剂量）比例 ig 大黄和桃仁免煎剂。模型组及对照组

ig 等体积生理盐水，1 次/d，连续 8 周，后引颈处

死，剖腹取出右侧子宫组织。 

2.2.3  苏木素-伊红（HE）染色  各组子宫用 4%多

聚甲醛固定，石蜡包埋。65 ℃干燥 30 min 后，将

组织切成 5 μm 连续切片，进行 HE 染色，于显微镜

下观察病理浸润程度。 

2.2.4  TEM 观察子宫内膜-肌层交界（endometrial 
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myometrial interface，EMI）处子宫内膜腺上皮细胞

及间质细胞的线粒体自噬情况  取 1 mm3 离体组织

或单层培养细胞以戊二醛及锇酸双固定，丙酮梯度

脱水，环氧丙烷浸透，包埋剂包埋、聚合；超薄切

片机切片，甲苯胺蓝定位；醋酸铀及柠檬酸铅依次

染色。观察 EMI 处线粒体、溶酶体超微结构变化，

观察自噬小体数量。 

2.2.5  PINK1和 Parkin免疫荧光染色  子宫切片脱

蜡漂洗，依次加入山羊血清、PINK1 抗体、Parkin 抗

体及二抗，分别用 PBS 溶液漂洗 3 次，每次 5 min。

切片上加入 DAPI 复染细胞核，PBS 孵育 3 次，每

次 5 min。最后加入抗荧光淬灭剂，对切片进行密

封。观察染色结果。 

2.3  体外实验 

2.3.1  子宫内膜间质细胞培养  hEM15A 细胞用含

10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素的 DMEM/F-12 培

养基，于 5% CO2、37 ℃、饱和湿度的培养箱中培养。 

2.3.2  CCK-8 实验   收集处于对数生长期的

hEM15A 细胞，以 3×104/mL 接种于 96 孔板中，每

孔 l00 μL，培养至细胞贴壁。将大黄-桃仁药对免煎

颗粒粉碎，称取适量，溶解于 0.9%生理盐水中，在

磁力加热搅拌器上 60 ℃加热并搅拌 1 h，配制成质

量浓度为 20 mg/mL 的药液，经 0.22 μm 的针式过

滤器滤过，最后用无血清培养基分别将滤液配制成

质量浓度为 0.5、1、3、5、10、20 mg/mL 的溶液，

加入药物处理 48 h，对照组加入不含药物的培养基。

加入 10 μL CCK-8 溶液，并继续培养 3 h。采用酶标

仪测定 450 nm 处的吸光度（A）值。 

2.3.3  线粒体膜电位检测  用不含 EDTA 的 0.25%

胰酶消化细胞，终止消化后收集细胞，1200 r/min 离

心 5 min，弃上清，重悬于 0.5 mL 细胞培养液中；

加入 0.5 mL JC-1 染色工作液，混匀，37 ℃孵育 20 

min；4 ℃、1200 r/min 离心 3 min，弃上清，洗涤 2

次；加入 1 mL JC-1 染色缓冲液重悬细胞，4 ℃、

1200 r/min 离心 3 min，弃上清；再加入 1 mL JC-1

染色缓冲液重悬细胞，4 ℃、1200 r/min 离心 3 min，

弃上清；以 500 μL JC-1 染色缓冲液重悬后，采用流

式细胞仪检测。 

2.3.4  活性氧（reactive oxygen species，ROS）检测  

用不含 EDTA 的 0.25%胰酶消化细胞，终止消化后

收集，1200 r/min 离心 5 min，弃上清，以 PBS 溶液

重悬；用 PBS 溶液将细胞润洗 2 次，1200 r/min 离

心 5 min；弃去 PBS 溶液，加入 1 mL 稀释的 DCFH-

DA，37 ℃孵育 20 min，每 3 分钟混匀 1 次；用无

血清培养基洗涤细胞 3 次，采用流式细胞仪检测。 

2.3.5  抗氧化酶系及氧化损伤检测  按 GSH-Px 及

SOD 试剂盒说明书加入样本和试剂，涡旋混匀，

37 ℃孵育 40 min，加入特定的显色剂显色，室温静

置 10 min，用 1 cm 光径石英皿，采用分光光度计测

定 412 nm 处的 A 值，计算 GSH-Px 活性；测定 550 

nm 处的 A 值，计算 Mn+ SOD 及 Cu-Zn SOD 活性。 

 按 MDA 试剂盒说明书加入样本和试剂，涡旋

混匀，95 ℃水浴 40 min，冷却，离心，测定 532 nm

处的 A 值，计算 MDA 含量。 

2.3.6  免疫荧光标记细胞内的线粒体自噬  分别配

制线粒体特异性荧光探针 Mito-Tracker Green 及溶

酶体特异性荧光探针 Lyso-Tracker Red 工作液，

37 ℃孵育后，与细胞共同孵育 40 min。吸出染色工

作液，在细胞培养皿中更换培养基，于激光共聚焦

显微镜下观察。其中绿色的荧光点为线粒体，红色

荧光点为溶酶体，溶酶体和线粒体的共定位细胞中

形成黄色荧光即线粒体自噬阳性点。 

2.3.7  Western blotting 检测自噬蛋白表达  加入裂

解液提取各组细胞蛋白，采用 BCA 蛋白定量试剂

盒测定蛋白质量浓度。蛋白样品经 10%十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，室温封

闭，漂洗后分别加入 NDP52、OPTIN、PINK1、Parkin

和 GAPDH 抗体（1∶1000），4 ℃孵育过夜；洗膜

后加入 HRP 标记的二抗（1∶10 000），室温孵育 2 h，

漂洗后加入化学发光剂，采用 Image J 软件测定条

带灰度值。 

2.3.8  Transwell 实验  胰酶消化后离心细胞，加入

培养液重悬细胞；在 24 孔板中加入 800 μL 预冷的

10%胎牛血清的 DMEM/F-12 培养基，并放入

Transwell 小室，在 Transwell 小室上室加入 100 μL

用无血清培养基稀释的 Matrigel（1 mg/mL），37 ℃

孵育 4～5 h 使其成胶状，待 Matrigel 干成胶状后在

Transwell 上室分别接入 200 μL 各组细胞悬液，培养

48 h；用镊子取出小室，小室倒扣，弃去小室中培养

基，加入 1 mL 甲醇固定 10 min，苏木素染色 15 min，

棉签擦拭，清除小室内残留的细胞；沿小室边缘将膜

切下，中性树胶封片，于显微镜下观察并拍照。 

2.4  统计学分析 

采用 SPSS 20.0 统计软件进行数据分析，定量

指标用单因素方差分析，组间比较用 LSD、SNK 分

析和 Tamhane’s T2 检验。 
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3  结果 

3.1  大黄-桃仁药对的 HPLC 分析 

 如图 1 所示，大黄免煎剂的指纹图谱在 254 nm 

处检测出芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、

大黄素甲醚，桃仁免煎剂的指纹图谱在 210 nm 处

检测出苦杏仁苷。 

3.2  体内实验结果 

3.2.1  HE 染色观察浸润程度  HE 染色（图 2）观

察表明，造模后子宫内膜间质及腺体向肌层浸润，

成功形成 AM 模型，其成模率可达 90%。经大黄-桃

仁药对治疗后，中、重度（2、3 级）的浸润比例较

模型组减少。 

3.2.2  TEM 观察大黄-桃仁药对治疗前后内膜细

胞、间质细胞、平滑肌细胞的线粒体超微结构变化  

如图 3 所示，对照组 EMI 处子宫内膜上皮细胞及间

质细胞中线粒体量丰富，大小形态正常，线粒体脊

清晰可见；模型组 EMI 处子宫内膜上皮细胞及间质

细胞线粒体肿胀、线粒体脊消失，部分形成线粒体

自噬体；经大黄-桃仁药对治疗后，子宫内膜上皮细

胞及间质细胞线粒体数量增加，无明显肿胀、线粒

体脊清晰可见。 

3.2.3  免疫荧光染色观察大黄-桃仁药对治疗前后

不同部位（上皮细胞、间质细胞）线粒体自噬通路

PINK1、Parkin 蛋白表达的变化  如图 4 所示，

PINK1、Parkin 蛋白在各组大鼠子宫内膜肌层交界 

 

1-芦荟大黄素  2-大黄酸  3-大黄素  4-大黄酚  5-大黄素甲醚  

6-苦杏仁苷 

1-aloe-emodin  2-rhein  3-emodin  4-chrysophanol  5-physcion  

6-amygdalin 

图 1  大黄样品 (A)、混合对照品溶液 (B)、桃仁样品 (C) 

和苦杏仁苷对照品 (D) 的 HPLC 指纹图谱 

Fig. 1  UPLC fingerprinting of Rhei Radix et Rhizoma (A), 

mixed reference solution (B), Persicae Semen (C) and 

amygdalin reference solution (D) 

 

A、B-正常子宫横切面  箭头指示造模后子宫内膜腺体及间质逐渐浸润入内肌层（C、D，1 级）、外肌层（E、F，2 级）、浆膜下（G、H，腺肌

瘤，3 级），形成异位灶 

A, B-transections of normal uterus  arrows indicated that after modeling, endometrial glands and stroma gradually infiltrated into the inner myometrium 

(C, D, grade 1), outer myometrium (E, F, 2 grades) and subserosal (G, H, adenomyoma, 3 grade) 

图 2  大黄-桃仁药对降低 AM 小鼠子宫组织病理浸润程度 

Fig. 2  Rhei Radix et Rhizoma-Persicae Semen drug pair reduced uterine histopathological infiltration degree in AM mice 

处的在位内膜腺上皮细胞、间质细胞及平滑肌细胞

中均有表达。与对照组比较，造模后子宫内膜层

PINK1 有上调趋势，经大黄-桃仁药对治疗后，

PINK1 表达显著下降（P＜0.001）；Parkin 表达在模

型组显著上调（P＜0.001），经大黄-桃仁药对治疗

后，其表达显著下降（P＜0.05）。
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黑色箭头标示线粒体，蓝色箭头标示溶酶体；黄色箭头标示线粒体自噬体 

black arrows indicated mitochondria, blue arrows indicated lysosomes and yellow arrows marked mitochondrial autophagosome 

图 3  在位子宫内膜上皮细胞 (A) 和间质细胞 (B) 线粒体超微结构的变化 

Fig. 3  Changes in mitochondrial ultrastructure in eutopic endometrial epithelial cells (A) and stromal cells (B) 

        

               
 

M 为子宫平滑肌层，E 为子宫内膜层，箭头为 EMI 处内膜腺体  与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 

M is smooth muscle layer, E is endometrial layer, arrows indicate endometrial glands at EMI  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs 

model group 

图 4  EMI 处 PINK1 和 Parkin 蛋白表达 (×200) 

Fig. 4  PINK1 and Parkin protein expressions in EMI (× 200)

3.3  体外实验结果 

3.3.1  hEM15A 细胞的培养及鉴定  如图 5 所示，

镜下可见大量子宫内膜间质细胞，呈梭形。对其进

行免疫荧光染色，波形蛋白染色阳性（红色），角蛋

白染色阴性（绿色），细胞纯化率达 90%以上。 

3.3.2  CCK-8 实验  如图 6 所示，hEM15A 细胞增

殖能力在大黄-桃仁药对处理 48 h 后显著下降，并

呈剂量相关性。根据CCK-8实验结果，选择 1 mg/mL 

 

 

图 5  hEM15A 细胞的培养及鉴定 

Fig. 5  Culture and identification of hEM15A cells 
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图 6  大黄-桃仁药对对 hEM15A 细胞增殖的影响 

Fig. 6  Effect of Rhei Radix et Rhizoma-Persicae Semen drug 

pair on proliferation of hEM15A cells 

大黄-桃仁药对给药 48 h 进行后续实验。 

3.3.3  Transwell 实验检测大黄-桃仁药对处理前后

hEM15A 细胞的侵袭能力  如图 7 所示，经大黄-桃

仁药对处理后，细胞的侵袭能力显著下降（P＜0.05）。 

3.3.4  线粒体膜电位、ROS 及抗氧化酶系的变化  

如图 8-A 所示，hEM15A 细胞有部分呈现 JC-1 单体

形式，表示线粒体膜电位下降；经大黄-桃仁药对处

理后，膜电位升高。如图 8-B 所示，hEM15A 细胞

ROS 呈较高水平，经大黄-桃仁药对处理后 ROS 水

平显著下降（P＜0.001）。如图 8-C 所示，经大黄-

桃仁药对处理后，hEM15A 细胞抗氧化酶系统（Cu- 

Zn SOD、Mn SOD、GSH-Px）活性上调（P＜0.01、 

 

与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

图 7  大黄-桃仁药对抑制 hEM15A 细胞侵袭 

Fig. 7  Inhibition effect of Rhei Radix et Rhizoma-Persicae 

Semen drug pair on invasion of hEM15A cells 

0.001），氧化损伤指标 MDA 水平下调（P＜0.01）。 

3.3.5  免疫荧光双染观察大黄-桃仁药对处理前后

hEM15A 细胞线粒体自噬水平变化  如图 9-A、B

所示，hEM15A 细胞线粒体与溶酶体之间存在较强

的共定位关系，经大黄-桃仁药对处理后，线粒体与

溶酶体共定位的数量显著减少（P＜0.05）。Western 

blotting 观察大黄-桃仁药对处理前后 hEM15A 细胞

PINK1/Parkin 通路及下游蛋白表达变化（图 9-C），

结果显示，经大黄-桃仁药对处理后 PINK1、Parkin

及其下游蛋白 OPTIN、NDP52 显著下调（P＜0.01、

0.001）。

 
A-JC-1 荧光染色  B-hEM15A 细胞 ROS 水平  C-抗氧化酶系统 Cu-Zn SOD、Mn SOD、GSH-Px 活性及氧化损伤指标 MDA 水平  与对照组比

较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

A-fluorescence staining of JC-1  B-ROS level in hEM15A cells  C-antioxidant enzyme system Cu-Zn SOD, Mn SOD, GSH-Px activities and oxidative 

damage indicator MDA level  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 8  hEM15A 细胞线粒体膜电位、ROS 及抗氧化酶系变化 

Fig. 8  Mitochondrial membrane potential, ROS and antioxidant enzymes in hEM15A cells 
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A-免疫荧光双染观察大黄-桃仁药对处理前后 hEM15A 细胞线粒体自噬水平（红色荧光标记线粒体，绿色荧光标记溶酶体，两者共定位黄色荧

光为线粒体自噬）  B-线粒体-溶酶体共定位散点图  C-线粒体自噬通路相关蛋白表达  与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

A-mitophagy level in hEM15A cells before and after treatment with Rhei Radix et Rhizoma-Persicae Semen drug pair observed by immunofluorescence 

double staining (red fluorescence marked mitochondria, green fluorescence marked lysosomes, and two co-localized yellow fluorescence was mitophagy)  

B-mitochondrial-lysozyme body co-localization scatter plot  C-mitophagy pathway-related protein expressions  *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

control group 

图 9  大黄-桃仁药对对 hEM15A 细胞线粒体自噬的影响 

Fig. 9  Effect of Rhei Radix et Rhizoma-Persicae Semen drug pair on mitophagy in hEM15A cells 

4  讨论 

AM 临床表现为进行性加重的痛经，属于中医

学中“癥瘕”的范畴。中医理论认为，情志内伤、

外邪入侵、体质因素或手术损伤导致气血失和、冲

任损伤，瘀血恶血壅于肌肉，内结成块而致癥。因

此，“瘀血致癥”是 AM 的核心病机环节，活血化瘀

为其基本治疗大法[11]。化瘀类药物在 AM 治疗中获

得高频次选用[12]。大黄-桃仁药对来源于中医经典活

血化瘀方，桃核承气汤、下瘀血汤、大黄䗪虫丸、

抵挡丸（汤）、鳖甲煎丸、大黄牡丹汤均含有该药对。

其中，大黄下瘀血、破癥瘕积聚、推陈出新，桃仁

活血化瘀、润肠通便，两者同用，刚柔相济、攻逐

瘀血、直下胞宫[13]。本研究结果显示，经大黄-桃仁

药对治疗的 AM 小鼠病理浸润程度减轻，中、重度

浸润的比例下降。体外实验结果表明，大黄-桃仁药

对可显著抑制hEM15A细胞增殖，并呈剂量相关性。 

有研究者指出，在位内膜的超微结构变化可能

对子宫内膜细胞特性起决定作用[14]，其中，在位内

膜乏氧线粒体损伤导致能量代谢异常是内膜异位发

生的重要前提和潜在治疗靶点[7]。线粒体能量代谢

异常，呼吸链在传递电子过程中发生电子丢失，可

产生 ROS。生理情况下产生的少量 ROS，可由抗氧

化酶系清除。当缺氧等特殊病理状态下时，线粒体

抗氧化酶系（如 Mn SOD、GSH）的防御功能减弱，

ROS 可持续累积，造成线粒体 DNA、蛋白质和膜脂

质的氧化损伤，跨膜电位下降，并可进一步导致线

粒体受损、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）

合成障碍，进而形成恶性循环，形成持续的氧化应

激状态。研究表明，ROS 可根据浓度对细胞增殖产

生相反的影响[15]，高浓度的 ROS 可直接诱导肿瘤

细胞的死亡，但在慢性缺氧状态下，低于肿瘤细胞

死亡阈值的亚临床剂量的 ROS 的累积[16]，可通过

对照 
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激活核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）、丝裂原

活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，

MAPK）等多种信号通路，增强胰腺癌 [17]、乳腺

癌 [18]、淋巴瘤[19]、涎腺腺样囊性癌[20]等多种肿瘤细

胞的侵袭能力。AM 是一类有肿瘤样恶性增殖能力

的疾病，有研究显示氧化应激与内膜异位的严重程

度密切相关，ROS 的特异性产物可作为患者预后评

估的指标[16]。本研究结果显示，AM 在位子宫内膜

线粒体肿胀、脊消失，伴随线粒体膜电位下降及

ROS 的异常累积。 

目前研究表明，化瘀类中药可以调控缺氧微环

境下线粒体呼吸链酶系及抗氧化酶系，调控线粒体

膜的稳定性，从而修复受损线粒体，抑制细胞异常

增殖能力。川芎嗪可以通过保护线粒体酶和膜电位，

减少 ROS 产生[21]；八珍汤[22]、大黄酚[23]等可通过

调节线粒体 ROS 合成酶还原型烟酰胺腺嘌呤二核

苷 酸 磷 酸 （ nicotinamideadenine dinucleotide 

phosphate，NADPH）及 ROS 清除酶 SOD、GSH 活

性，直接清除 OH−、O2
−；泽兰[24]、紫草[25]、丹皮

酚[26]等能抑制 ROS 诱导的氧化炎症级联反应，防

止线粒体的进一步损伤。含有大黄-桃仁核心药对的

中医经典活血化瘀方大黄蛰虫丸可通过调节缺氧应

激条件下的线粒体能量代谢[9]抑制细胞异常侵袭能

力[8]。本研究结果得到相似的结论，证实化瘀药对

大黄-桃仁能够有效改善在位内膜间质细胞线粒体

膜电位，减少 ROS 产生，调控抗氧化酶系，减少氧

化损伤。 

线粒体自噬是调控受损线粒体质量的重要机

制之一，可隔离并清除功能失调且具有潜在危险的

线粒体，是维持细胞内环境稳定的关键[27]。线粒体

自噬需要识别受损的线粒体成分，并将线粒体与溶

酶体融合为线粒体吞噬小体[28]。PINK1 是线粒体损

伤的主要探测器，健康线粒体 PINK1 蛋白含量极

低[29]，去极化的线粒体抑制 PINK1 的降解途径，导

致 PINK1 在线粒体外膜的磷酸化激活及蓄积。激活

的 PINK1 介导 Parkin 从胞质转位到损伤的线粒体

外膜。Parkin 具有泛素-蛋白连接酶活性[30]，介导线

粒体外膜蛋白的泛素化。自噬受体蛋白 NDP52、

OPTIN 等可识别泛素化的线粒体，同时锚定自噬囊

泡膜，形成线粒体-自噬溶酶体，最终移除损伤线粒

体[31]。目前对线粒体自噬在子宫内膜异位症中的调

控存在争议。有研究者认为，下调线粒体自噬可显

著降低子宫内膜间质细胞的迁移和存活能力[32]；但

另有研究者持相反的看法，认为激活线粒体自噬通

路有助于病变体积、面积和直径的减少[33]。本研究

对 AM 小鼠子宫在位内膜细胞的电镜观察发现，与

正常小鼠相比，无论间质细胞还是腺上皮细胞，其

线粒体数量均显著减少，线粒体发生了肿胀、线粒

体脊消失，病变线粒体周围溶酶体显著增多，并可

见到线粒体与溶酶体融合的增加。与此同时，AM 模

型小鼠 PINK1 和 Parkin 蛋白显著上调。因此推测在

AM 中存在线粒体受损、其形态结构发生异常，而

伴随的线粒体自噬的过度激活，可使损伤线粒体被

清除而不是被修复，致线粒体数量的减少，最终发

生细胞功能的异常和缺陷。进一步研究发现，经大

黄-桃仁药对治疗后，线粒体与溶酶体融合的线粒体

吞噬小体减少，线粒体的数量增加，形态趋于正常，

线粒体双层膜结构及线粒体脊清晰可见。在体外研

究中，发现大黄-桃仁药对可减少线粒体自噬的数

量，并显著下调 PINK1、Parkin、NDP52、OPTIN 蛋

白表达，证实大黄-桃仁药对可介导 PINK1/Parkin 信

号通路调控线粒体自噬水平。 

综上，化瘀药对大黄-桃仁可通过改善线粒体抗

氧化酶系、调控线粒体自噬水平、恢复线粒体膜电

位等多途径减轻 AM 在位内膜细胞乏氧线粒体损

伤，下调氧化应激水平，最终抑制细胞的异常增殖。 
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