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内异停方通过TREM1/TLR4/NF-κB信号通路抑制巨噬细胞
M1极化预防子宫内膜异位症术后复发*
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【摘要】  目的　探讨内异停（Neiyiting, NYT）方预防子宫内膜异位症（endometriosis, EMs）术后复发的机制。 方法　分

别建立了EMs术后复发动物模型以及子宫内膜间质细胞（hEM15A）与巨噬细胞（RAW 264.7）共培养实验模型，以进行体内

外实验。采用自体移植法建立EMs大鼠模型后，依据给药分组（每组6只）：模型组（Model组，蒸馏水）、孕三烯酮组

（Gestrione组，孕三烯酮0.325 mg/kg）、低剂量内异停方组〔NYT-L组，内异停方5.04 g/(kg·d)〕和高剂量内异停方组〔NYT-
H组，10.08 g/(kg·d)〕，连续灌胃3周。随机选取6只SD大鼠作为对照组（Control组），蒸馏水灌胃连续 3 周。观察EMs大鼠复

发性病变的大小及其病理变化；免疫组化和qRT-PCR检测体内M1巨噬细胞标志物CD86蛋白和mRNA的表达；免疫组化和

qRT-PCR检测髓样细胞表达的触发受体-1（triggering receptor expressed on myeloid cells 1, TREM1）/Toll样受体4（Toll-like
receptor 4, TLR4）/核因子κB（nuclear factor kappa B, NF-κB）信号通路相关指示蛋白和mRNA的表达。观察细胞共培养实

验中hEM15A细胞的增殖情况，流式细胞术检测RAW 264.7巨噬细胞的极化，qRT-PCR检测iNOS和IL-1β mRNA的表达。

Western blot检测体外信号通路相关指示蛋白的表达。ELISA法检测体外炎症因子的水平。结果　与模型组相比，NYT-
H组的复发病灶体积缩小（P<0.01）。巨噬细胞M1极化检测结果表明，与对照组相比，模型组复发病灶中CD86的蛋白和

mRNA表达均升高（P<0.01）；与模型组相比，NYT-H组复发病灶中CD86的蛋白和mRNA表达下降（P<0.01）；同时RAW
264.7细胞实验进一步验证了内异停方可以减少TREM1过表达质粒诱导的CD86阳性巨噬细胞数量，并降低诱导型一氧化

氮合酶（inducible nitric oxide synthase, iNOS）和白细胞介素1β（interleukin 1β, IL-1β）mRNA的表达（P<0.01）。hEM15A细胞

增殖情况结果表明，内异停方下调巨噬细胞M1型极化诱导下hEM15A细胞中Ki-67蛋白水平（P<0.01）。TREM1/TLR4/NF-
κB信号通路结果表明，与对照组相比，模型组复发病灶中TREM1、TLR4、NF-κB蛋白水平及mRNA表达均升高（P<0.01）；
与模型组相比，NYT-H组复发病灶中TREM1、TLR4、NF-κB蛋白水平及mRNA表达均下降（P<0.01）；同时RAW 264.7细胞

和hEM15A细胞的共培养实验进一步验证了内异停方降低TREM1、TLR4和p-P65蛋白水平（P<0.01）。结论　内异停方可

以通过TREM1/TLR4/NF-κB信号通路抑制巨噬细胞M1极化，改善炎症水平，从而抑制异位子宫内膜病灶形成，预防术后复发。
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[Abstract]   Objective　The high post-surgery recurrence rate of endometriosis (EMs) has emerged as a challenge in
the  long-term manaagement  of  the  condition.  This  study  is  aimed at  investigating  the  mechanisms  of  Neiyiting  (NYT)
decoction in preventing postoperative recurrence of EMs. Methods　An animal model of EMs postoperative recurrence
and a model of endometrial stromal cells (hEM15A) cocultured with macrophages (RAW 264.7 cell line) were established
for both in vivo and in vitro experiments. An autotransplantation method was used to establish a rat model of EMs. The
rats  were divided into 4 groups (6 rats  per  group) and received the corresponding treatments:  a  Model  group receiving
distilled water, a Gestrinone group receiving gestrinone at 0.325 mg/kg, a low-dose NYT (NYT-L) group receiving NYT
decoction  at  5.04  g/(kg·d),  and  a  high-dose  NYT  (NYT-H)  group  receiving  NYT  decoction  at  10.08  g/(kg·d).  The
treatment  was  administered  for  3  weeks  via  intragastric  gavage.  In  addition,  6  SD  rats  were  randomly  selected  for  the
control  group  (Control  group),  and  were  given  distilled  water  for  3  weeks  via  intragastric  gavage.  The  sizes  and
pathological  changes  of  recurrent  lesions  in  EMs  rats  were  observed.  Immunohistochemistry  and  qRT-PCR  were
performed  to  assess  the  expression  of  M1  macrophage  marker  CD86  protein  and  mRNA in  vivo.  Additionally,
immunohistochemistry  and  qRT-PCR  were  used  to  assess  the  expression  of  indicator  proteins  related  to  the  triggering
receptor  expressed  on  myeloid  cells  1  (TREM1)/Toll-like  receptor  4  (TLR4)/nuclear  factor  kappa  B  (NF-κB)  signaling
pathway and mRNA. The proliferation of hEM15A cells in the coculture experiment was observed. Flow cytometry was
performed to determine the polarization of RAW264.7 macrophages, and qRT-PCR was used to determine the expression
levels  of  inducible  nitric  oxide  synthase  (iNOS)  and  interleukin  1β  (IL-1β)  mRNA.  Western  blot  was  performed  to
determine the expression of signaling pathway-related indicator proteins in vitro. ELISA was performed to determine the
levels of inflammatory factors in vitro. Results　Compared with the Model group, the volume of recurrent lesions in the
NYT-H  group  was  reduced  (P <  0.01).  Findings  from  the  macrophage  M1  polarization  assessment  showed  that  the
expression levels of CD86 protein and mRNA in the recurrent lesions of the Model group were higher than those in the
control group (P < 0.01). The expression levels of CD86 protein and mRNA in the recurrent lesions of the NYT-H group
were  lower  than those  of  the  Model  group (P <  0.01).  In  addition,  the  RAW 264.7  cell  experiment  further  verified that
NYT decoction could reduce the number of CD86-positive macrophages induced by plasmids overexpressing TREM1 and
reduce the expression of IL-1β and iNOS mRNA (P <  0.01).  The results  of  the hEM15A cell  proliferation assay showed
that NYT decoction down-regulated KI-67 protein expression in hEM15A cells induced by macrophage M1 polarization
(P < 0.01). The results of TREM1/TLR4/NF-κB signaling pathway showed that the protein and mRNA expression levels of
TREM1, TLR4, and NF-κB in the recurrent lesions of the Model group were higher than those of the control group (P <
0.01). Compared with those in the Model group, the protein and mRNA expression levels of TREM1, TLR4, and NF-κB in
the recurrent lesions of the NYT-H group were lower (P < 0.01). In addition, the coculture experiment of RAW264.7 and
hEM15A cells further confirmed that NYT decoction reduced the expression of TREM1, TLR4, and P-P65 proteins (P <
0.01). Conclusion　NYT decoction can inhibit macrophage M1 polarization through the TREM1/TLR4/NF-κB signaling
pathway,  improve  the  inflammation  level,  and  inhibit  the  formation  of  ectopic  endometrial  lesions,  thereby  preventing
postoperative recurrence of EMs.
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子宫内膜异位症（endometriosis, EMs）是一种慢性妇

科疾病，其特征是子宫内膜出现在子宫腔外，并伴有慢性

炎症[1]。育龄妇女发病率高达10%～15%，近年来发病率

呈上升趋势，被称为“现代病”[2]。在患有严重月经失调和

慢性盆腔疼痛的女性中EMs的患病率为40%～60%，在近

一半的不孕妇女中可以检测到无症状的EMs[3]。目前，药

物治疗是治疗EMs的首选方法。然而，对于药物治疗无

效和有手术指征的卵巢型EMs仍需手术治疗，但术后5年

复发率为50%，且逐年增加[4], 已成为EMs长期管理的瓶颈。

关于EMs术后复发机制的研究很少。炎症被认为是

诱发EMs的机制之一，而巨噬细胞在此过程中起着关键

作用[5]。在健康女性中，由于细胞凋亡机制，逆流的经血

进入腹腔后会被免疫监视系统清除。有研究表明，EMs

患者的细胞免疫和体液免疫发生了变化[6-7]。在EMs患者

中，腹腔内子宫内膜碎片募集了免疫系统的哨兵如巨噬

细胞、中性粒细胞等，升高促炎和趋化细胞因子诱发腹腔

炎症，而腹腔液中巨噬细胞比例增加又是促炎和趋化细

胞因子升高的主要原因[8]。异位子宫内膜周期性出血和
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增生，反复损伤周围组织，刺激炎症反应。通过释放细胞

因子，促进异位组织中子宫内膜细胞的增殖和新生血管

的形成，诱导上皮-间质转化，最终导致术后复发。

EMs术后复发预防仍以降雌激素或拮抗雌激素为目

标，常用的西医药物有促性腺激素释放激素激动剂

（GnRH-a）、地诺孕素、口服避孕药等，但这些药物存在

不能长期使用、用药期间有点滴出血等缺点，且停药后易

复发。中药作为EMs的有效治疗药物，已写入2021年版

《子宫内膜异位症诊治指南（第三版）》[9]。虽然目前指南

中未将中药用于预防术后复发，但现有的临床研究已证

实中药降低EMs术后复发效果尤为显著[10-11]。

内异停（Neiyiting, NYT）方是江苏省中医院院内制剂

（批准文号：宁卫1997，366号），课题组的前期临床研究表

明，内异停方能减少EMs术后复发，提高妊娠率，降低血

清炎症因子水平[12]。EMs的腹腔液和病灶中含有丰富的

巨噬细胞，巨噬细胞有助于免疫微环境的平衡调节，可杀

死子宫内膜异位细胞或促进病灶生长[13]。活化的Toll样

受体4（Toll-like receptor4, TLR4）可通过核因子κB（nuclear

factor kappa B, NF-κB）信号通路释放多种促炎细胞因子，

促进异位子宫内膜病灶的形成[14]。髓样细胞表达的触发

受体-1（triggering receptor expressed on myeloid cells 1,

TREM1）是一种表达于单核细胞/巨噬细胞的先天免疫受

体，在各种疾病模型中增强炎症反应，子宫内膜炎中激活

的TREM1可通过进一步激活TLR2/4介导的NF-κB通路促

进炎症反应 [15 ]。有研究报道EMs患者腹腔液和血液中

TREM1均高于正常对照组[16]，但TREM1在EMs术后复发

中的意义不明。基于此，本研究通过体内和体外实验探

讨内异停方预防EMs术后复发的机制。 

1     材料与方法
 

1.1    内异停方制备

内异停方（当归15 g、肉桂3 g、鬼箭羽15 g、血竭

3 g、皂角刺10 g、地鳖虫10 g、党参20 g、黄芪15 g、茯苓

15 g、生山楂6 g）购于苏州市中医医院，按1∶10药水比将

药物于蒸馏水中浸泡2 h，常法煎煮2次，每次30 min，滤出

药液加热浓缩至1 g/mL，高温灭菌冷却后置于−20 ℃冰箱

保存备用，使用时稀释至所需浓度。 

1.2    动物实验

健康、性成熟、未孕雌性大鼠，SPF级，体质量（200±

20） g，购自昭衍（苏州）新药研究中心有限公司〔SCXK（苏）

2023-0004〕，在南京中医药大学中心实验室洁净级动物房

饲养、建模和观察〔许可证号：SYXK（苏）2018-0049〕。饲

养条件：室温（25±1） ℃，相对湿度（55±10）%，昼夜交替光

暗时间为12 h/12 h，动物自由饮水。所有大鼠均适应环

境1周，实验操作严格按照动物伦理相关规定进行，并经

苏州市中医院伦理委员会批准（2022伦动批012号）。

首先采用自体移植法建立大鼠EMs模型[14]，造模大鼠

腹腔内注射苯甲酸雌二醇注射液（批准文号：兽药字

163232511）1 mL/（kg·d），连续注射3 d，注射完毕后禁食

水，第4天造模大鼠麻醉后，仰卧位保持固定，腹部备皮消

毒后进腹，切除子宫游离端约1 cm，在生理盐水中分离子

宫内膜后，将2块4 mm × 4 mm子宫内膜的内膜面缝于双

侧卵巢部位的腹壁上，查无活动性出血后逐层关腹。术

后第1天起腹腔注射苯甲酸雌二醇1 mL/（kg·d），隔日1次，

4周后开腹观察腹壁内异位病灶生长情况并切除约50%

的异位病灶，在切除手术中故意保留残留病灶，建立病灶

切除不彻底导致复发的大鼠模型[17]。随机选取6只SD大

鼠作为对照组，仅进行开腹手术，术后予蒸馏水2 mL/d灌

胃，每天1次，连续3周。选择造模成功的大鼠，分为4组，

每组6只，在腹部切除部分病灶后开始给药。具体分组及

给药方法：①模型组：蒸馏水2 mL/d灌胃，每天1次，连续

3周。②孕三烯酮（Gestrione）组： 孕三烯酮（华润紫竹药

业有限公司，批号：531510011） 0.325 mg/kg灌胃，每周

2次，连续3周（目前临床GnRH-a给药方式为皮下注射或

肌肉注射，尚无口服药物，为了保持给药方式的一致性故

选择孕三烯酮作为阳性药物）。③内异停方组：中药低剂

量（NYT-L）组和高剂量（NYT-H）组分别给予内异停方

5.04 g/（kg·d）和10.08 g/（kg·d），每日1次，连续灌胃3周。采

用体表面积换算法计算孕三烯酮和内异停方的大鼠用药

剂量。

最后一次灌胃后的第2天早晨对大鼠进行麻醉（2.5%

三溴乙醇以12 mL/kg腹腔注射）并取材，取材后颈椎脱臼

处死大鼠。从对照组大鼠身上剪取正常的子宫组织，其

余大鼠从植入病灶根部的腹膜上切除并送检，如未见复

发病灶突出，则切除残留病灶的腹膜，用多聚甲醛固定，

其余组织分装于无菌、无酶的EP 管中，置于－80 ℃冰箱中

保存。排除标准：①EMs造模后未见明显内异病灶的大

鼠；②实验动物存在严重的健康问题；③实验动物在实验

前的观察期内出现死亡或濒临死亡；④实验动物在实验

前的观察期内的行为表现异常。 

1.3    含药血清制备

10只6～8周龄健康成熟未交配过雌性SD大鼠称重后

分为2组，每组5只，即内异停方组和生理盐水组，灌胃给

药剂量如下：内异停方煎剂10.08 g/（kg·d）和生理盐水

10 mL/（kg·d），每天2次，早晚各1次，连续给药3 d。各组

大鼠分别饲养在不同的笼子里，喂食标准的普通饲料。
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最后一次灌胃前大鼠禁食12 h，灌胃2 h后腹腔麻醉大鼠

（2.5%三溴乙醇以12 mL/kg腹腔注射），从腹主动脉采血，

离心分离血清，灭活，经无菌滤器过滤除菌，然后装入

1.5 mL冷冻管中，−80 ℃保存备用。取材后颈椎脱臼处死

大鼠。 

1.4    细胞实验

RAW 264.7细胞系（CL-0190）购自武汉普诺赛生命科

技有限公司，hEM15A细胞系（FH1234）购自上海富衡生

物科技有限公司，细胞复苏培养3代后用于实验。采用

CCK8法检测半数抑制浓度（half maximal inhibitory

concentration, IC50），结果显示NYT含药血清干预巨噬细

胞理想浓度为20%。选择转染后生长状态良好、密度达

80%～90%的RAW 246.7细胞，消化并计数，然后加入

DMEM完全培养基中，浓度为 5×105 cells/mL。将培养室

置于6孔板中，上层加入hEM15A，下层加入RAW 264.7细

胞，两种细胞均匀分布在每层中，在含体积分数5%CO2的

37 ℃恒温恒湿细胞培养箱中培养48 h，然后收集细胞和

培养液用于后续实验。 

1.5    细胞转染

将细胞分为7组：对照组、空载体组、TREM1过表达

质粒组、空白血清+空载体组、TREM1过表达质粒+

NYT组、siRNA-NC组、siRNA-TREM1组。根据实验分组

和转染试剂说明，后6组分别使用空白质粒、TREM1过表

达质粒、siRNA-NC、siRNA-TREM1〔通用生物（安徽）有

限公司〕转染RAW 264.7细胞，转染6 h后更换完全培养

基，继续培养18 h后进行后续实验。 

1.6    异位病灶体积测量和组织病理学评价

用直尺测量异位病灶的长、宽、高，根据公式计算体

积：异位病灶体积（mm3）=0.52×长×宽×高[18]。子宫和异

位病灶用体积分数4%多聚甲醛固定，石蜡包埋，HE染色

后光镜观察。 

1.7    免疫组织化学染色

取石蜡切片，常规去石蜡，水洗，冲洗，抗原修复，分

别与抗大鼠CD86（NBP2-25208, novus，美国）、TREM1

（YT5133, ImmunoWay，美国）、TLR4（19811-1-AP,

Proteintech，美国）、NF-κB P65（8242T, CST，美国）

37 ℃下孵育1 h，然后用标记的二抗孵育，经层析、复染、

脱水后封片，在光镜下观察各抗体的表达情况。Image

J对免疫组化进行半定量分析。 

1.8    流式细胞术

用PMA和离子霉素孵育细胞4 h，评估M1巨噬细胞

和M2巨噬细胞。在Perm/Wash缓冲溶液中透化20 min

后，细胞在4 ℃黑暗中与PE抗小鼠CD86（1 μg/test, 105007,

BioLegend）、APC抗小鼠CD206（0. 5 μg/test, 141707,

BioLegend）、PerCP-Cy5.5抗小鼠CD11b（0.25 μg/test, 101227,

BioLegend）、AF488抗小鼠F4/80（1 μg/test, 123119, BioLegend）

孵育30 min，并使用Flowjo（10.0.7）分析软件进行分析。 

1.9    Western blot

各组细胞用含1×蛋白水解酶抑制剂的RIPA缓冲液

冰上裂解30 min，12 000 r/min 离心10 min，收集上清。用

BCA法对总蛋白进行定量。按照试剂盒说明制备聚丙烯

酰胺凝胶。优化条件如下：聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，

280 mA 70 min，5%脱脂奶室温孵育2 h，加入TREM1、

TLR4、P65、p-P65、Ki-67抗体，4 ℃孵育过夜，二抗室温

孵育1 h，以β-actin为标准对照测定相对蛋白丰度。用

Image J分析蛋白质丰度，并用化学发光显色。 

1.10    qRT-PCR

使用TRIzol试剂提取总RNA并反转录为cDNA，使用

OD2 6 0/OD2 8 0在1.8和2.0之间的总RNA，引物由Primer

Premier软件设计，如表1所示。使用SYBR Green Ⅰ核酸

凝胶染色法进行qRT-PCR，以GAPDH作为内参和2－ΔΔCt

值计算核心靶基因的相对表达水平。
 
 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences 

Gene Forward (5'-3') Reverse (5'-3')
CD86 TCCAGCAGTGGGAAACAGAG AGGTTTCGGGTATCCTTGCT
TREM1 CAACCCGATCCCTACCCAAG TGATGAGGAGCCCACAGACC
TLR4 CAGCAGGTCGAATTGTATCGC CAAGGCTTTTCCATCCAACAG
NF-κB p65 GGGCAACAGGAGGAAAGATG TCCAGGATGGCAGAACAAAC
IL-1β GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
iNOS GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA GTGGACGGGTCGATGTCAC
GAPDH ACTCCACTCACGGCAAATTCAA ACATACTCAGCACCGGCCTCAC

　TREM1: triggering receptor expressed on myeloid cells 1; TLR4: Toll-like receptor 4; NF-κB: nuclear factor kappa B; IL-1β：interleukin 1β; iNOS: inducible
nitric oxide synthase.
 
 

1.11    酶联免疫吸附试验（ELISA）

严格按照产品说明书离心培养液，用酶标仪检测每

孔450 mm处的OD值，根据标准曲线计算每孔中的样品

含量。检测RAW 264.7培养液中IL-1β（abs520001, Absin，
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中国）、TNF-α（abs520010, Absin，中国）的含量。 

1.12    统计学方法

x̄± s

用Image J软件统计分析图像表达。所有统计分析及

图表制作均采用GraphPad Prism 9.4 （La Jolla, CA, USA）

进行，计量资料以 表示，3组及以上组间比较采用单

因素方差分析（one-way ANOVA），然后采用Dunnett法进

行两两比较，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    内异停方预防EMs术后复发

取样时，模型大鼠腹部植入部位可见透明囊性肿块，

囊壁和周围腹壁可见新生血管，病变直径较大。孕三烯

酮组和NYT-H组病灶周围未见新生血管，病灶直径和病

灶内囊液较模型组明显减少（图1A）。测量并比较各组异

位病灶的体积，结果显示孕三烯酮组和NYT-H组异位病

灶的体积小于模型组，差异有统计学意义（P<0.01），孕三

烯酮组和NYT-H组间比较，差异无统计学意义（图1B）。

子宫组织取自对照组，HE染色显示单层柱状上皮，

固有层有大量子宫腺体，少量淋巴细胞浸润。模型组大

鼠复发性异位病变可见与对照组子宫相似的单层柱状上

皮和间质，结构明显异常；各组大鼠复发性异位病变病理

结果显示，治疗后病变损害改善，其中孕三烯酮组和

NYT-H组改善最为显著（图1C）。 

2.2    内异停方抑制巨噬细胞M1型极化

M1巨噬细胞被称为促炎巨噬细胞，能分泌大量促炎

因子，如诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide

synthase, iNOS）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-

alpha, TNF-α）、白细胞介素1β（interleukin 1β, IL-1β）等。

动物实验的免疫组化和qRT-PCR结果显示，模型组复发

病灶组织中M1巨噬细胞标志物CD86的蛋白和mRNA表

达量高于对照组，差异有统计学意义（P<0.01）。与模型

组相比，孕三烯酮组和NYT-H组CD86的蛋白和mRNA表

达下降，差异有统计学意义（P<0.01）（图2A～2C）。

体外实验首先验证了过表达和沉默TREM1对巨噬细

胞TREM1、IL-1β和iNOS mRNA表达的影响。qRT-PCR

结果显示：与空载体组相比，T R E M 1过表达质粒组
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图 1  内异停方预防子宫内膜异位症术后复发

Fig 1  Prevention of postoperative recurrence of endometriosis by Neiyiting decoction

A, Representation of postoperative recurrent lesions. B, NYT restrained the volume of postoperative recurrent lesions (n = 6). C, HE staining of postoperative

recurrent lesion (original magnification × 400). **** P < 0.000 1.
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图 2  内异停方抑制巨噬细胞M1型极化

Fig 2  Inhibition of macrophage M1 polarisation by Neiyiting decoction

A and B, The expressions of CD86 examined by immunohistochemical staining in EMs recurrent lesion (n = 6) (original magnification × 400). C, The relative

expression of CD86 mRNA examined by qRT-PCR in EMs recurrent lesion (n = 6). D-F, The effects of overexpression and silencing of TREM1 on TREM1, IL-1β, and

iNOS mRNA expression in macrophages (n = 3). G, CD86+ expressing macrophage assessed by flow cytometry in RAW 264.7 cells (n = 3). H and I, The relative expression

of IL-1β and iNOS mRNA examined by qRT-PCR in RAW 264.7 cells (n = 3). J and K, TNF-α and IL-1β levels in RAW 264.7 culture medium examined by ELISA (n = 3).
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.000 1.
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TREM1、IL-1β、iNOS  mRNA表达升高（P<0.01），与

siRNA阴性对照组相比，siRNA TREM1组TREM1、IL-1β、

iNOS mRNA表达下降（P<0.05）（图2D～2F）。然后进一

步验证了内异停方对TREM1介导的巨噬细胞极化的影

响。结果显示，TREM1过表达质粒组的CD86阳性巨噬细

胞数量增加，而NYT可减少CD86阳性巨噬细胞的数量

（P<0.01） （图2G）。在RAW 264.7细胞中，过表达TREM1

质粒可上调IL-1β和iNOS mRNA的表达，而NYT可降低

IL-1β和 iNOS  mRNA的表达（P<0.01）（图2H～2I）。

ELISA结果表明，TREM1过表达质粒组促进了RAW

264.7细胞中TNF-α和IL-1β的分泌，而NYT能显著抑制

RAW 264.7细胞中TNF-α和IL-1β的分泌（图2J～2K）。 

2.3    内异停方抑制巨噬细胞M1型极化诱导下的hEM15A

细胞增殖

过表达TREM1质粒组可上调hEM15A细胞中Ki-67蛋

白的表达，NYT可下调hEM15A细胞中Ki-67蛋白的表达，

差异有统计学意义（P<0.01）（图3）。
  

0

1

2

3

4

R
el

at
iv

e 
p

ro
te

in
 e

xp
re

ss
io

n
 o

f 
K

i-
67 **** ****

********

Em
pty

 ve
ct

or

Contro
l

O
ve

re
xp

re
ss

io
n o

f T
R
E
M

1

O
ve

re
xp

re
ss

io
n o

f T
R
E
M

1 
+ N

YT

Blan
k se

ru
m

 +
 em

pty
 ve

ct
or

Em
pty

 ve
ct

or

Contro
l

O
ve

re
xp

re
ss

io
n o

f T
R
E
M

1

O
ve

re
xp

re
ss

io
n o

f

   
T
R
E
M

1 
+ N

YT

Blan
k se

ru
m

 +
 em

pty
 ve

ct
or

358 kDa

36 kDa

Ki-67

β-actin

 
图 3  Western blot法检测hEM15A细胞Ki-67表达情况

Fig 3  Assessment of Ki-67 expression in hEM15A cells by Western blot
n = 3. **** P < 0.000 1.

  

2.4    内异停方抑制TREM1/TLR4/NF-κB信号通路

本研究采用qRT-PCR和免疫组化方法检测大鼠复发

性EMs病变组织中TREM1、TLR4和NF-κB的表达。结果

表明，模型组TREM1、TLR4和NF-κB的mRNA表达水平高

于对照组，差异有统计学意义（P<0.01）（图4A～4C），

TREM1、TLR4和NF-κB的蛋白表达与上述结果一致

（图4E～4G）。与模型组相比，孕三烯酮组和NYT-H组下

调TREM1、TLR4和NF-κB的mRNA和蛋白表达，差异有

统计学意义（P<0.01）。

为了进一步验证内异停方对TREM1/TLR4/NF-κB信

号通路靶点的作用，本研究进行了RAW 264.7细胞和hEM15A

细胞的共培养实验。过表达TREM1质粒组可上调 RAW

264.7细胞中TREM1、TLR4和p-P65蛋白的表达，而加入内

异停方含药血清后TREM1、TLR4和p-P65蛋白的表达均

降低，差异有统计学意义（P<0.01）（图5）。

综上，在EMs术后复发大鼠模型和RAW 264.7细胞

中，TREM1促进TLR4和NF-κB的激活，TREM1可能是内

异停方发挥作用的靶点。 

3     讨论

在临床上，由于对EMs术后复发的机制了解甚少，目

前尚无预防EMs术后复发的标准化治疗方案，现有的预

防术后复发的方案多以抗雌激素为目标，但因其不良反

应往往难以实现长期管理。中药具有多靶点作用，既往

临床研究表明，内异停方预防EMs术后复发方面有效且

安全，但其作用机制尚不清楚。

炎症是诱发EMs的机制之一，涉及细胞增殖和浸润，

炎症性质和免疫细胞在EMs的发生发展中至关重要 [5 ]。

巨噬细胞是一种具有高度可塑性的细胞，可通过极化转

变形成具有不同功能表型的促炎性M1巨噬细胞和抗炎

性M2巨噬细胞来适应组织微环境[19]。 M1极化的巨噬细

胞通过产生TNF-α和IL-1β等促炎细胞因子加剧肝损伤和

炎症反应。课题组认为，手术创伤应激有可能加重

EMs术后腹腔炎症微环境，通过巨噬细胞M1型极化促进

EMs术后复发。本研究建立了大鼠EMs术后复发模型、

子宫内膜间质细胞（hEM15A）和巨噬细胞（RAW 264.7）

共培养实验模型，体内外实验结果表明内异停方抑制巨

噬细胞M1极化，从而预防EMs术后复发。

过多的促炎细胞因子IL-1β、TNF-α和IL-6是EMS发

病的关键因素，炎症反应会促进人子宫内膜基质细胞的

增殖 [ 2 0 ]。IL-1β通过产生血管内皮生长因子和IL-6在

EMs病变周围组织的新生血管形成过程中发挥重要作

用。TNF-α 通过促进子宫内膜细胞黏附到腹膜，参与

EMs的进展 [2 1 ]。本研究结果表明，内异停方可降低IL-

1β和TNF-α水平，抑制巨噬细胞M1极化。

TLR4与配体结合后，可通过各种桥接分子将信号传

递到细胞内，激活NF-κB，介导下游信号转导，并诱导免疫
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相关基因的表达。一项关于缺血性中风的体内和体外研

究表明，TLR4/NF-κB信号通路的激活会促进M1小胶质细

胞/巨噬细胞表达的增加[22]。TREM1作为免疫球蛋白超

家族中的一种激活受体，在增强天然免疫和诱导获得性
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图 4  TREM1、TLR4和NF-κB的qRT-PCR（A～C）和免疫组化（D～G）（×400）检测结果

Fig 4  TREM1, TLR4, and NF-κB in vivo expression levels examined by qRT-PCR (A-C) and immunohistochemical staining (D-G) (original
magnification × 400)

n = 6. *** P < 0.001, **** P < 0.000 1.
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免疫中的炎症反应方面发挥作用[23]。TREM1是一种炎症

调节因子，在多种感染性和非感染性炎症疾病的发病过

程中发挥着重要作用。TREM1可增强由TLR4启动的炎

症反应，而TLR4的主要作用是放大炎症反应，从而引发

EMs的过度炎症反应。研究表明，在EMs模型大鼠中，

TLR4和NF-κB的表达也会上调[24]；另一项研究表明，抑制

TREM1的表达可使TLR4/MyD88/NF-κB信号通路失活[25]。

因此，本研究检测了与TREM1/TLR4/NF-κB 信号通路相

关的指标，体内外实验结果表明，内异停方降低TREM1/

TLR4/NF-κB信号通路蛋白和mRNA表达，提示TREM1是

EMs术后复发的关键靶点，而内异停方通过抑制TREM1/

TLR4/NF-κB信号通路发挥抑制炎症效应。既往研究也

揭示了可以通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB信号通路减轻

EMs大鼠炎症反应[26]。

本研究存在一定局限性。以往的研究表明，M1巨噬

细胞在在位子宫内膜中富集，异位子宫内膜的巨噬细胞

向M2型极化 [ 2 7 ]。而巨噬细胞的表型依赖于局部微环

境[13]，本课题组认为EMs术后特殊的腹腔炎性微环境可能

是预防术后复发需要考虑的重要因素。本研究尚未对巨

噬细胞M2型相关指标进行检测，在后期的研究中将进行

进一步探索。本研究中涉及大量指标的比较，数据统计

中未采用多重检验校正法控制检验水准，本研究结果仅

作为探索性分析。

综上，本研究表明，内异停方通过抑制TREM1/TLR4/

NF-κB信号通路，抑制巨噬细胞M1极化，降低炎症因子水

平，从而发挥预防EMs术后复发的效应。研究为预防
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图 5  TREM1、TLR4和p-P65蛋白的Western blot检测结果

Fig 5  The levels of TREM1, TLR4, and p-P65 proteins analyzed by Western blot in vitro

n = 3. **** P < 0.000 1.
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EMs术后复发提供了有效的候选方剂，有助于实现EMs术

后的长期管理策略。
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