
　 　 引用:李琳,马本玲,贺冰,张翼,邢敏 . 茯苓酸调节 AMPK / GSK-3β / Nrf2 信号通路对子宫内膜异位症大鼠内膜基质细胞铁

死亡的影响[J]. 湖南中医杂志,2024,40(6):175-182.

茯苓酸调节 AMPK / GSK-3β / Nrf2 信号通路
对子宫内膜异位症大鼠内膜基质细胞铁死亡的影响

李　 琳,马本玲,贺　 冰,张　 翼,邢　 敏

(湖南中医药大学第二附属医院,湖南　 长沙,410005)

[摘要] 　 目的:探索茯苓酸调节腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK) / 糖原合成酶激酶 3β(GSK-3β) / 核因子

E2 相关因子 2(Nrf2)信号通路对子宫内膜异位症(EM)大鼠基质细胞铁死亡的影响。 方法:将 51 只 SD 大

鼠于腹腔内异位移植子宫内膜组织构建 EM 大鼠模型,并将其随机分为模型组、茯苓酸低剂量(3. 5
 

mg / kg)
组、茯苓酸高剂量(7. 0

 

mg / kg)组、茯苓酸高剂量(7. 0
 

mg / kg)+盐酸多索啡(0. 2
 

mg / kg)组,每组各 12 只,另
取 12 只 SD 大鼠只开腹不移植,设为假手术组,药物分组处理后测定各组大鼠异位子宫内膜体积、异位子宫

内膜组织铁死亡指标[谷胱甘肽(GSH)、丙二醛(MDA)水平、铁含量]、血清及异位子宫内膜组织炎症因子

[肿瘤坏死因子 α(TNF-α)、白细胞介素-6( IL-6)]水平、异位子宫内膜组织铁死亡相关蛋白[长链脂酰辅

酶 A 合成酶 4(ACSL4)、环加氧酶 2(PTGS2)]与 AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白表达。 原代培养 EM 大

鼠子宫内膜基质细胞,并将其随机分为对照组、茯苓酸低浓度(40
 

mg / L)组、茯苓酸高浓度(80
 

mg / L)组、茯
苓酸高浓度(80

 

mg / L)+盐酸多索啡(10
 

μmol / L)组,以药物分组处理后,以 CCK-8 法、流式细胞术分别测定

各组细胞增殖及凋亡;以试剂盒检测各组细胞铁死亡指标 GSH 及 MDA 水平、铁含量;以免疫印迹实验检测

各组细胞铁死亡相关蛋白及 AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白表达。 结果:与假手术组相比,模型组大鼠

异位子宫内膜体积、MDA 水平及铁含量、血清及异位子宫内膜组织 TNF-α 及 IL-6 水平、ACSL4 及 PTGS2
蛋白表达升高(P < 0. 05),GSH 水平、p - AMPK / AMPK、p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白表达降低(P <
0. 05);与模型组相比,茯苓酸低、高剂量组大鼠异位子宫内膜体积、MDA 水平及铁含量、血清及异位子宫内

膜组织 TNF - α 及 IL - 6 水平、ACSL4 及 PTGS2 蛋白表达降低 (P < 0. 05),GSH 水平、p - AMPK / AMPK、
p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白表达升高(P<0. 05),且高剂量茯苓酸作用更强;盐酸多索啡可减弱高剂量茯

苓酸对 EM 模型大鼠的作用。 与对照组相比,茯苓酸低、高浓度组大鼠子宫内膜基质细胞活力、MDA 水平及铁

含量、ACSL4 及 PTGS2 蛋白表达降低(P<0. 05),凋亡率、GSH 水平、p-AMPK / AMPK、p-GSK-3β / GSK-3β 及

Nrf2 蛋白表达升高(P<0. 05),且高浓度茯苓酸作用更强;盐酸多索啡可减弱高剂量茯苓酸对 EM 大鼠内膜

基质细胞的作用。 结论:茯苓酸可减轻 EM 大鼠炎症及铁死亡,抑制其子宫内膜基质细胞增殖及异位内膜生

长,其作用机制可能是通过激活 AMPK / GSK-3β / Nrf2 信号通路来实现的。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

pachymic
 

acid
 

on
 

ferroptosis
 

of
 

endometrial
 

stromal
 

cells
 

in
 

rats
 

with
 

endometriosis
 

( EM)
 

by
 

regulating
 

the
 

adenosine
 

monophosphate-activated
 

protein
 

kinase
 

( AMPK) /
glycogen

 

synthase
 

kinase - 3β
 

( GSK - 3β ) / nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2 - related
 

factor
 

2
 

( Nrf2 )
 

signaling
 

pathway. Methods:A
 

total
 

of
 

51
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

given
 

ectopic
 

transplantation
 

of
 

endometrial
 

tissue
 

in
 

the
 

abdominal
 

cavity
 

to
 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

EM,and
 

then
 

they
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

model
 

group,low-
dose

 

pachymic
 

acid
 

(3. 5
 

mg / kg)
 

group,high -dose
 

pachymic
 

acid
 

( 7. 0
 

mg / kg)
 

group,high -dose
 

pachymic
 

acid
 

(7. 0
 

mg / kg) +dorsomorphin
 

dihydrochloride
 

( 0. 2
 

mg / kg)
 

group,with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group;another
 

12
 

Sprague- Dawley
 

rats
 

were
 

given
 

laparotomy
 

without
 

transplantation
 

and
 

were
 

established
 

as
 

sham - operation
 

group. Related
 

indicators
 

were
 

measured
 

after
 

grouping
 

and
 

treatment,including
 

the
 

volume
 

of
 

ectopic
 

endometri-
um,ferroptosis

 

markers
 

in
 

ectopic
 

endometrium
 

( glutathione
 

[ GSH] ,malondialdehyde
 

[ MDA] ,and
 

iron
 

con-
tent) ,inflammatory

 

factors
 

in
 

serum
 

and
 

ectopic
 

endometrium
 

( tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

[ TNF-α]
 

and
 

interleu-
kin-6

 

[ IL- 6] ) ,ferroptosis-related
 

proteins
 

in
 

ectopic
 

endometrium
 

( acyl-CoA
 

synthetase
 

long-chain
 

family
 

member
 

4
 

[ ACSL4]
 

and
 

prostaglandin
 

endoperoxide
 

synthase
 

2
 

[ PTGS2] ) ,and
 

the
 

expression
 

of
 

proteins
 

asso-
ciated

 

with
 

the
 

AMPK / GSK-3β / Nrf2
 

pathway. Primary
 

cultured
 

endometrial
 

stromal
 

cells
 

of
 

EM
 

rats
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

control
 

group, low - concentration
 

pachymic
 

acid
 

( 40
 

mg / L)
 

group, high - concentration
 

pachymic
 

acid
 

(80
 

mg / L)
 

group,high-concentration
 

pachymic
 

acid
 

(80
 

mg / L) +dorsomorphin
 

dihydrochloride
 

(10
 

μmol / L)
 

group. After
 

grouping
 

and
 

treatment,CCK-8
 

assay
 

and
 

flow
 

cytometry
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis;kits
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

the
 

ferroptosis
 

markers
 

GSH
 

and
 

MDA
 

and
 

the
 

content
 

of
 

iron;Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

ferroptosis-related
 

proteins
 

and
 

proteins
 

associated
 

with
 

the
 

AMPK / GSK-3β / Nrf2
 

pathway. Results:Compared
 

with
 

the
 

sham-operation
 

group,the
 

model
 

group
 

had
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

volume
 

of
 

ectopic
 

endometrium,the
 

level
 

of
 

MDA,the
 

content
 

of
 

iron,and
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ACSL4
 

and
 

PTGS2
 

in
 

serum
 

and
 

ectopic
 

endo-
metrium

 

(P< 0. 05) ,as
 

well
 

as
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

level
 

of
 

GSH
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p-AMPK / AMPK,p-GSK-3β / GSK-3β,and
 

Nrf2
 

(P< 0. 05) . Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

low -
 

and
 

high-dose
 

pachymic
 

acid
 

groups
 

had
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

volume
 

of
 

ectopic
 

endometrium, the
 

level
 

of
 

MDA,the
 

content
 

of
 

iron,and
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

and
 

IL- 6
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ACSL4
 

and
 

PTGS2
 

in
 

serum
 

and
 

ectopic
 

endometrium
 

(P<0. 05) ,as
 

well
 

as
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

level
 

of
 

GSH
 

and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p - AMPK / AMPK, p - GSK - 3β / GSK - 3β, and
 

Nrf2
 

( P < 0. 05) , and
 

high - dose
 

pachymic
 

acid
 

tended
 

to
 

have
 

a
 

stronger
 

effect;dorsomorphin
 

dihydrochloride
 

could
 

alleviate
 

the
 

effect
 

of
 

high-
dose

 

pachymic
 

acid
 

on
 

EM
 

model
 

rats. Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

low-
 

and
 

high-concentration
 

groups
 

had
 

significant
 

reductions
 

in
 

the
 

viability
 

of
 

endometrial
 

stromal
 

cells,the
 

level
 

of
 

MDA,the
 

content
 

of
 

iron,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ACSL4
 

and
 

PTGS2
 

(P<0. 05)
 

and
 

significant
 

increases
 

in
 

apoptosis
 

rate,the
 

lev-
el

 

of
 

GSH,and
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p-AMPK / AMPK,p-GSK-3β / GSK-3β,and
 

Nrf2
 

(P<0. 05) ,
and

 

high-dose
 

pachymic
 

acid
 

tended
 

to
 

have
 

a
 

stronger
 

effect;dorsomorphin
 

dihydrochloride
 

could
 

alleviate
 

the
 

effect
 

of
 

high-dose
 

pachymic
 

acid
 

on
 

the
 

endometrial
 

stromal
 

cells
 

of
 

EM
 

rats. Conclusion:Pachymic
 

acid
 

can
 

al-
leviate

 

inflammation
 

and
 

ferroptosis
 

in
 

EM
 

rats
 

and
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

endometrial
 

stromal
 

cells
 

and
 

the
 

growth
 

of
 

ectopic
 

endometrium,possibly
 

by
 

activating
 

the
 

AMPK / GSK-3β / Nrf2
 

signaling
 

pathway.
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　 　 子宫内膜异位症( endometriosis,EM)是一种常

见的妇科疾病,其主要特征是具有生长功能的子宫

内膜组织在子宫腔以外部位存活并发生扩散,造成

月经异常、继发性痛经、不孕等[1-2] 。 子宫内膜固有
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层中的基质细胞于宫腔外黏附、增生、侵袭、转移等

是 EM 的主要发病过程,铁死亡和炎症对于子宫内

膜基质细胞的存活、植入至关重要,抑制炎症及铁

死亡是治疗 EM 的有效方法[3-4] 。 茯苓酸作为药食

同源食品茯苓的关键功能性成分,不仅具有镇静止

痛、抗炎、抗癌的药理活性[5] ,还是桂枝茯苓丸的主

要有效成分之一,而桂枝茯苓丸具有止痛、抗炎和

改善血流动力学的作用,并已广泛应用于 EM 的临

床治疗[6] ,基于这些研究,我们推测茯苓酸可能对

EM 起 到 治 疗 作 用。 腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶

(AMPK) / 糖原合成酶激酶 3β( GSK - 3β) / 核因子

E2 相关因子 2( Nrf2)是调控组织细胞铁死亡及炎

症的重要信号,对其进行激活来促进 AMPK、GSK-
3β 磷酸化及 Nrf2 表达, 可抑制炎症、 减轻铁死

亡[7-8] ;且有研究显示,AMPK、GSK-3β 在 EM 发生

发展中发挥调控作用,激活 AMPK 可改善 EM 症

状[9] ,而 GSK-3β 在 EM 患者体内磷酸化增强[10] ,
由此可知 AMPK / GSK-3β / Nrf2 是 EM 的潜在治疗

靶点。 任丽娟等[11] 的研究显示茯苓酸可激活

Nrf2 / Keap1 / ARE 信号,因此推测茯苓酸可能通过

激活 AMPK / GSK- 3β / Nrf2 信号来治疗 EM。 基于

上述研究,笔者对茯苓酸调节 AMPK / GSK-3β / Nrf2
信号而影响 EM 大鼠内膜基质细胞铁死亡的作用进

行探究。
1　 实验材料

1. 1　 动物 　 SD 大鼠 51 只,SPF 级,雌性,体质量

(225±15)g,7 ~ 8 周龄,购自哈尔滨医科大学科技园

利民生物医药科技发展有限公司,生产许可证号:
SCXK( 黑) 2021 - 005。 大鼠饲养在温度 23. 5 ~
25℃ 、湿度 50% ~ 60%、光照 12h / 12h 明暗轮替循环

的动物房内,动物房维持屏障环境,且大鼠自由饮

水采食。
1. 2　 药物及试剂　 茯苓酸(批号:29070-92-6)、盐
酸多索啡(纯度≥98%,批号:1219168-18-9)均采

购于上海源叶生物科技有限公司;CCK - 8 试剂盒

(货 号: CA1210 )、 铁 含 量 检 测 试 剂 盒 ( 货 号:
BC4355)、大鼠白细胞介素-6(IL-6)酶联免疫吸附

测定(ELASA)试剂盒(货号:SEKR-0005)、大鼠肿

瘤坏死因子 - α ( TNF - α) ELASA 试剂盒 ( 货号:
SEKR-0009)、丙二醛( MDA) 含量检测试剂盒(货

号:BC0025)均采购于北京索莱宝科技有限公司;

Annexin
 

V- FITC / PI 双染凋亡检测试剂盒(货号:
G003-1 - 2)、谷胱甘肽( GSH) 测定试剂盒(货号:
A006-2-1)、高强度 RIPA 裂解液(货号:W062-1-1)
均采购于南京建成生物工程研究所有限公司;兔源

抗大鼠 Nrf2 一抗采购于上海碧云天生物技术股份

有限公司。
1. 3　 主要仪器 　 ELX - 808 酶标仪采购于美国

BioTek 公司;流式细胞仪采购于思百拓(上海)仪器

科技有限公司;EPS-300 基础电泳仪电源、VE-180
微型垂直电泳槽、VE -180 蛋白转移电泳槽、Tanon

 

Fine
 

Do
 

X6 全自动化学发光图像分析系统均采购于

上海天能科技有限公司。
2　 实验方法

2. 1　 模型制备与动物分组 　 参照文献[12] 制备

EM 大鼠模型。 取 51 只大鼠进行造模,造模前 48
 

h
以每只 4

 

mg 苯甲酸雌二醇皮下注射诱发大鼠处于

相同的动情周期, 禁食 12
 

h 后以戊巴比妥钠

(40
 

mg / kg)麻醉,纵向切开腹部后暴露子宫,将子

宫两端血管结扎后剪取分离部分子宫内膜,修剪为

4
 

mm×4
 

mm 的片层结构后缝合移植在自身左腹肠

系膜血管丰富部位,缝合伤口后腹腔注射硫酸庆大

霉素(每天 1 次),5
 

d 后随机选择 3 只大鼠开腹观

察其异位内膜,若大鼠异位内膜呈透明囊状结构,
内有积液且有血管生成,则提示造模成功。 将造模

成功的 48 只大鼠随机分为模型组、茯苓酸低剂量

组、茯苓酸高剂量组、茯苓酸高剂量+盐酸多索啡

组,每组各 12 只,另选 12 只大鼠只截取子宫内膜不

移植作为假手术组。
2. 2　 分组给药与取材　 茯苓酸低剂量组、茯苓酸

高剂量组大鼠分别腹腔注射 3. 5、7
 

mg / kg 茯苓酸

(0. 35、0. 7
 

mg / ml 的茯苓酸溶液,10
 

ml / kg,每天

1 次) [13] ,同时尾静脉注射 10
 

ml / kg
 

0. 9%氯化钠

注射液(每天 1 次) ;茯苓酸高剂量+盐酸多索啡组

大鼠腹腔注射 7
 

mg / kg 茯苓酸(0. 7
 

mg / ml 的茯苓

酸溶 液, 10
 

ml / kg, 每 天 1 次 ) , 尾 静 脉 注 射

0. 2
 

mg / kg 盐酸多索啡( 0. 02
 

mg / ml 的盐酸多索

啡溶液,10
 

ml / kg,每天 1 次) [14] ;模型组、假手术

组大鼠均于腹腔注射及尾静脉注射 0. 9%氯化钠

注射液 (10
 

ml / kg,每天 1 次) ,各组大鼠均处理

14
 

d。
取 EM 大鼠异位子宫内膜组织,以 75%乙醇漂
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洗后再以无菌 0. 9%氯化钠注射液冲洗,无菌条件

下剪碎后加入 0. 25%胰酶 2
 

ml 及 0. 1%胶原酶 1
 

ml
消化 15

 

min,以含 15%胎牛血清的 DMEM / F12 培养

基终止消化,以枪头反复吹打后依次用 200 目、
400 目细胞筛过滤, 得到单细胞悬液计数后以

1×107 个 / ml 的密度接种在培养瓶内进行原代培

养,观察细胞形态,发现细胞呈梭形或多角形贴壁

生长,随细胞生长时间延长,梭形细胞延伸成长梭

形并平行排列成束,多角形细胞明显增大并出现蜕

膜样转化,由此可知 EM 大鼠子宫内膜基质细胞原

代培养成功。
原代培养的 EM 大鼠子宫内膜基质细胞传代后

以每孔 1. 5 × 105 个的密度接种在 24 孔板内培养

36
 

h,再将其随机分为对照组、茯苓酸低浓度组、茯
苓酸高浓度组、茯苓酸高浓度+盐酸多索啡组,对照

组细胞不做任何处理,茯苓酸低浓度组、茯苓酸高

浓度组细胞分别以终浓度 40、80
 

mg / L 茯苓酸处

理[15] ,茯苓酸高浓度+盐酸多索啡组细胞以终浓度

80
 

mg / L 茯苓酸和终浓度 10
 

μmol / L 盐酸多索啡联

合[16]处理,各组均处理 24
 

h 后收集其细胞冻存在

液氮内备用。
2. 3　 观察指标

2. 3. 1　 大鼠异位子宫内膜体积 　 按照“2. 1”项中

的方法注射戊巴比妥钠麻醉各组大鼠,断尾后取

血,离心后将上清吸出后冻存在-80℃ 冰箱内备用;
将各组大鼠开腹取出异位子宫内膜并计量其体积

[量出长径 a 和短径 b 后采用公式 ( a × b2 ) / 2 算

出)]。
2. 3. 2　 大鼠异位子宫内膜组织铁死亡指标、大鼠

异位子宫内膜组织与血清炎症因子水平 　 测定异

位子宫内膜体积后剪下约 0. 9
 

g 子宫内膜组织,精
确量取 0. 4

 

g 剪碎后加入 0. 9%氯化钠注射液研磨

匀浆,离心后将上清吸出,以 BCA 法测出其中蛋

白浓度后每组取出 0. 25
 

ml,用试剂盒测量异位子

宫内膜组织样品液中 GSH 及 MDA 水平、铁含量,
使用 ELASA 试剂盒测量异位子宫内膜组织样品

液及血清中 TNF-α、IL- 6 水平,参照各说明书进

行操作。
2. 3. 3　 免疫印迹法测定大鼠异位子宫内膜组织

铁死亡相关蛋白及 AMPK / GSK - 3β / Nrf2 通路相

关蛋白表达　 取炎症因子水平检测后剩余的各组

大鼠异位子宫内膜组织样品液,置于沸水浴内变

性,每组取出 30
 

μg 总蛋白跑电泳分离后电转,移
到硝酸纤维膜上后浸没于 5%的脱脂奶粉溶液内

封闭其非特异位点,剪下 ACSL4、PTGS2、AMPK、
GSK-3β、Nrf2、p - AMPK、p - GSK - 3β、GAPDH 蛋

白条带后分别孵育其对应的一抗,洗膜后孵育相

对应的二抗,洗膜后用化学发光法显色各组蛋白

条带,采集其图像用 Image
 

J 软件定量分析各组蛋

白相对表达。
2. 3. 4　 CCK-8 法、流式细胞术分别测定各组细胞

增殖及凋亡　 取原代培养的 EM 大鼠子宫内膜基质

细胞,传代后以每孔 1×104 个的密度接种在 96 孔板

内培养 36
 

h,按照“2. 2”项中的方法分组处理 24
 

h
后( 同时设置不接种细胞的空白对照组), 加入

CCK-8 工作液孵育 2
 

h 后依据 CCK-8 试剂盒说明

指导测定各组细胞吸光度,根据公式(实验组细胞

吸光度-空白对照组细胞吸光度) / (对照组细胞吸

光度-空白对照组细胞吸光度) ×100%计算出各组

细胞活力。
取原代培养的 EM 大鼠子宫内膜基质细胞,传

代后以每孔 1. 5×105 个的密度接种在 24 孔板内培

养 36
 

h,按照“2. 2”项中的方法分组处理 24
 

h 后胰

酶消化后收集各组细胞沉淀,以 PBS 缓冲液分别洗

涤后计数, 每组取约 1. 5 × 105 个细胞依次孵育

FITC、PI,依据 Annexin
 

V-FITC / PI 双染凋亡检测试

剂盒说明指导上机检测各组细胞凋亡率。
2. 3. 5　 检测各组细胞铁死亡指标(GSH 及 MDA 水

平、铁含量)　 取“2. 2”项中收集的各组 EM 大鼠子

宫内膜基质细胞,以高强度 RIPA 裂解液裂解后离

心,以 BCA 法测定上清中总蛋白浓度后采用试剂盒

测量其中 GSH 及 MDA 水平、铁含量,具体参照各自

说明书进行操作。
2. 3. 6　 免疫印迹实验检测各组细胞铁死亡相关蛋

白及 AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白表达　 取

“2. 2”项中收集的各组 EM 大鼠子宫内膜基质细

胞,以高强度 RIPA 裂解液提出其中总蛋白后进行

免疫印迹实验检测 ACSL4、PTGS2、Nrf2 相对表达及

AMPK、GSK-3β 磷酸化水平,具体按“2. 3. 3” 项中

方法检测。
2. 4　 统计学方法　 采用 SPSS

 

24. 0 软件进行统计

学分析,实验数据均用均数±标准差( x± s) 进行描
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述,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两进

一步比较采用 LSD-t 检验。 以 P<0. 05 表示差异有

统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组大鼠异位子宫内膜生长及异位子宫内膜

组织铁死亡指标比较　 与假手术组相比,模型组异

位子宫内膜体积、异位子宫内膜组织 MDA 水平、铁
含量升高(P<0. 05),异位子宫内膜组织 GSH 水平

降低(P<0. 05);与模型组相比,茯苓酸低、高剂量

组异位子宫内膜体积、异位子宫内膜组织 MDA 水

平、铁含量降低(P<0. 05),异位子宫内膜组织 GSH
水平升高(P<0. 05);与茯苓酸低剂量组相比,茯苓

酸高剂量组异位子宫内膜体积、异位子宫内膜组织

MDA 水平、铁含量降低(P<0. 05),异位子宫内膜组

织 GSH 水平升高(P<0. 05);与茯苓酸高剂量组相

比,茯苓酸高剂量+盐酸多索啡组异位子宫内膜体

积、异位子宫内膜组织 MDA 水平、铁含量升高(P<
0. 05), 异位子宫内膜组织 GSH 水平降低 ( P <
0. 05)。 (见表 1)
表 1　 各组大鼠异位子宫内膜体积及异位子宫

内膜组织铁死亡指标比较(x±s)

组别 只数
异位子宫内膜
体积 / mm3

GSH /
μmol·mg-1

MDA /
nmol·mg-1

铁含量 /
μmol·mg-1

假手术组 12 00. 00±0. 00 16. 44±2. 35 0. 21±0. 04 8. 32±1. 04
模型组 12 119. 32±17. 60a 8. 76±0. 80a 0. 89±0. 13a 17. 59±2. 61a

茯苓酸低剂量组 12 68. 95±8. 32b 12. 05±1. 31b 0. 55±0. 09b 13. 05±1. 57b

茯苓酸高剂量组 12 11. 02±2. 38bc 15. 73±1. 69bc 0. 26±0. 07bc 8. 90±1. 13bc

茯苓酸高剂量+

盐酸多索啡组

12 108. 53±20. 17d 9. 32±0. 92d 0. 81±0. 11d 16. 98±2. 70d

　 　 注:与假手术组比较,aP < 0. 05;与模型组比较,bP <
0. 05;与茯苓酸低剂量组比较,cP<0. 05;与茯苓酸高剂量组

比较,dP<0. 05。

3. 2　 各组大鼠血清及异位子宫内膜组织炎症因子

水平比较　 与假手术组相比,模型组血清及异位子

宫内膜组织 TNF-α、IL-6 水平升高(P<0. 05);与模

型组相比,茯苓酸低、高剂量组血清及异位子宫内

膜组织 TNF-α、IL-6 水平降低(P<0. 05);与茯苓酸

低剂量组相比,茯苓酸高剂量组血清及异位子宫内

膜组织 TNF-α、IL-6 水平降低(P<0. 05);与茯苓酸

高剂量组相比,茯苓酸高剂量+盐酸多索啡组血清

及异位子宫内膜组织 TNF-α、IL- 6 水平升高(P<
0. 05)。 (见表 2)

表 2　 各组大鼠血清及异位子宫内膜组织

TNF-α、IL-6 水平比较(x±s)

组别 只数
血清

TNF-α/ pg·ml-1 IL-6 / pg·ml-1

异位子宫内膜组织

TNF-α/ pg·ml-1 IL-6 / pg·ml-1

假手术组 12 40. 35±6. 02 54. 48±8. 78 34. 23±5. 13 47. 39±6. 53
模型组 12 156. 26±25. 68a 186. 73±23. 81a 141. 84±20. 64a 165. 58±19. 64a

茯苓酸低剂量组 12 103. 92±14. 36b 123. 04±16. 32b 89. 62±15. 07b 108. 34±11. 59b

茯苓酸高剂量组 12 51. 01±8. 42bc 63. 52±9. 63bc 40. 25±7. 12bc 55. 92±8. 14bc

茯苓酸高剂量+
盐酸多索啡组

12 142. 10±19. 15d 174. 31±22. 94d 129. 02±21. 13d 153. 81±21. 06d

　 　 注:与假手术组比较,aP < 0. 05;与模型组比较,bP <
0. 05;与茯苓酸低剂量组比较,cP<0. 05;与茯苓酸高剂量组

比较,dP<0. 05。

3. 3　 各 组 大 鼠 异 位 子 宫 内 膜 组 织 铁 死 亡 及

AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白表达　 与假手

术组相比, 模型组异位子宫内膜组织 ACSL4、
PTGS2 表 达 升 高 ( P < 0. 05 ) , p - AMPK / AMPK、
p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白表达降低 ( P <
0. 05);与模型组相比,茯苓酸低、高剂量组异位子

宫内膜组织 ACSL4、 PTGS2 表达降低(P < 0. 05),
p-AMPK / AMPK、p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白

表达升高(P<0. 05);与茯苓酸低剂量组相比,茯苓酸

高剂量组异位子宫内膜组织 ACSL4、PTGS2 表达降低

(P<0. 05),p -AMPK / AMPK、p -GSK - 3β / GSK - 3β
及 Nrf2 蛋白表达升高(P<0. 05);与茯苓酸高剂量

组相比,茯苓酸高剂量+盐酸多索啡组异位子宫内

膜组 织 ACSL4、 PTGS2 表 达 升 高 ( P < 0. 05 ),
p-AMPK / AMPK、p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白

表达降低(P<0. 05)。 (见图 1、表 3)

　 　 注:A—假手术组;B—模型组;C—茯苓酸低剂量组;
D—茯苓酸高剂量组;E—茯苓酸高剂量+盐酸多索啡组。

图 1　 各组大鼠异位子宫内膜组织铁死亡

及 AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白表达
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表 3　 各组大鼠异位子宫内膜组织铁死亡及 AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白相对表达(x±s)
组别 只数 ACSL4 / GAPDH PTGS2 / GAPDH p-AMPK / AMPK p-GSK-3β/ GSK-3β Nrf2 / GAPDH
假手术组 12 0. 22±0. 04 0. 31±0. 07 0. 91±0. 09 0. 93±0. 07 1. 16±0. 18
模型组 12 1. 41±0. 21a 1. 54±0. 20a 0. 08±0. 02a 0. 07±0. 01a 0. 19±0. 05a

茯苓酸低剂量组 12 0. 82±0. 13b 0. 93±0. 14b 0. 47±0. 08b 0. 48±0. 10b 0. 61±0. 11b

茯苓酸高剂量组 12 0. 26±0. 06bc 0. 34±0. 05bc 0. 88±0. 12bc 0. 89±0. 11bc 1. 12±0. 14bc

茯苓酸高剂量+盐酸多索啡组 12 1. 36±0. 19d 1. 50±0. 22d 0. 10±0. 03d 0. 09±0. 03d 0. 22±0. 06d

　 　 注:与假手术组比较,aP < 0. 05;与模型组比较,bP < 0. 05;与茯苓酸低剂量组比较,cP < 0. 05;与茯苓酸高剂量组比

较,dP<0. 05。

3. 4　 各组 EM 大鼠子宫内膜基质细胞增殖及凋亡

的影响 　 与对照组相比,茯苓酸低、高浓度组大鼠

子宫内膜基质细胞活力降低(P< 0. 05),凋亡率升

高(P<0. 05);与茯苓酸低浓度组相比,茯苓酸高浓

度组大鼠子宫内膜基质细胞活力降低(P< 0. 05),
凋亡率升高(P<0. 05);与茯苓酸高浓度组相比,茯
苓酸高浓度+盐酸多索啡组大鼠子宫内膜基质细胞

活力升高(P<0. 05),凋亡率降低(P< 0. 05)。 (见

图 2、表 4)

对照组 茯苓酸低浓度组

茯苓酸高浓度组 茯苓酸高浓度+盐酸多索啡组

图 2　 流式细胞术测定各组细胞凋亡

表 4　 各组 EM 大鼠子宫内膜基质细胞

活力、凋亡率(x±s,%)
组别 例数 细胞活力 凋亡率

对照组 6 100. 00±0. 00 0. 63±0. 14
茯苓酸低浓度组 6 69. 36±8. 35a 28. 97±1. 74a

茯苓酸高浓度组 6 40. 31±6. 02ab 59. 74±2. 63ab

茯苓酸高浓度+盐酸多索啡组 6 90. 54±11. 13c 1. 16±0. 33c

　 　 注:与对照组比较,aP < 0. 05;与茯苓酸低浓度组比

较,bP<0. 05;与茯苓酸高浓度组比较,cP<0. 05。

3. 5　 各组 EM 大鼠子宫内膜基质细胞铁死亡指标

比较　 与对照组相比,茯苓酸低、高浓度组大鼠子

宫内膜基质细胞 MDA 水平、 铁含量降低 ( P <
0. 05),GSH 水平升高(P<0. 05);与茯苓酸低浓度

组相比,茯苓酸高浓度组大鼠子宫内膜基质细胞

MDA 水平、铁含量降低降低(P<0. 05),GSH 水平升

高(P<0. 05);与茯苓酸高浓度组相比,茯苓酸高浓

度+盐酸多索啡组大鼠子宫内膜基质细胞 MDA 水

平、铁含量升高 ( P < 0. 05), GSH 水平降低 ( P <
0. 05)。 (见表 5)

表 5　 各组 EM 大鼠子宫内膜基质细胞

铁死亡指标比较(x±s)

组别 例数 GSH/
μmol·mg-1prot

MDA/
nmol·mg-1prot

铁含量 /
μmol·mg-1prot

对照组 6 10. 26±1. 37 1. 53±0. 15 19. 67±2. 04
茯苓酸低浓度组 6 15. 79±1. 82a 0. 75±0. 11a 10. 12±1. 65a

茯苓酸高浓度组 6 21. 34±2. 06ab 0. 13±0. 03ab 1. 73±0. 52ab

茯苓酸高浓度+
盐酸多索啡组

6 10. 85±1. 51c 1. 40±0. 14c 18. 94±2. 11c

　 　 注:与对照组比较,aP < 0. 05;与茯苓酸低浓度组比

较,bP<0. 05;与茯苓酸高浓度组比较,cP<0. 05。

3. 6　 各组 EM 大鼠子宫内膜基质细胞铁死亡指标

比较　 与对照组相比,茯苓酸低、高浓度组大鼠子

宫内膜基质细胞 ACSL4、 PTGS2 表达降低 ( P <
0. 05),p-AMPK / AMPK、 p - GSK - 3β / GSK - 3β 及

Nrf2 蛋白表达升高(P<0. 05);与茯苓酸低浓度组相

比,茯苓酸高浓度组大鼠子宫内膜基质细胞 ACSL4、
PTGS2 表达降低 ( P < 0. 05 ), p - AMPK / AMPK、
p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白表达升高 ( P <
0. 05);与茯苓酸高浓度组相比,茯苓酸高浓度+盐酸

多索啡组大鼠子宫内膜基质细胞 ACSL4、PTGS2 表达

升高(P<0. 05),p-AMPK/ AMPK、p-GSK-3β / GSK-3β
及 Nrf2 蛋白表达降低(P<0. 05)。 (见图 3、表 6)
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　 　 注:A—对照组;B—茯苓酸低浓度组;C—茯苓酸高浓度组;D—茯苓酸高浓度+盐酸多索啡组

图 3　 免疫印迹检测 EM 大鼠子宫内膜基质细胞铁死亡及 AMPK/ GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白表达

表 6　 各组 EM 大鼠子宫内膜基质细胞铁死亡及 AMPK / GSK-3β / Nrf2 通路相关蛋白相对表达(x±s)

组别 例数 ACSL4 / GAPDH PTGS2 / GAPDH p-AMPK / AMPK p-GSK-3β / GSK-3β Nrf2 / GAPDH
对照组 6 1. 23±0. 17 1. 19±0. 13 0. 06±0. 01 0. 09±0. 03 0. 40±0. 06
茯苓酸低浓度组 6 0. 73±0. 11a 0. 64±0. 08a 0. 44±0. 06a 0. 43±0. 07a 0. 87±0. 13a

茯苓酸高浓度组 6 0. 29±0. 04ab 0. 13±0. 03ab 0. 85±0. 10ab 0. 84±0. 11ab 1. 39±0. 12ab

茯苓酸高浓度+盐酸多索啡组 6 1. 19±0. 14c 1. 15±0. 12c 0. 08±0. 02c 0. 11±0. 01c 0. 43±0. 08c

　 　 注:与对照组比较,aP<0. 05;与茯苓酸低浓度组比较,bP<0. 05;与茯苓酸高浓度组比较,cP<0. 05。

4　 讨　 　 论

　 　 EM 作为育龄妇女常见病,主要治疗方法为口

服激素类药物和手术,但长期服用口服激素类药物

会导致肝肾损伤、绝经等毒副作用,手术治疗又易

复发,因此需探寻开发新型治疗方法[17] 。 通过在

SD 大鼠腹腔内异位移植子宫内膜组织的方法构建

EM 大鼠模型,结果显示异位子宫内膜体积、MDA
水平及铁含量、促炎因子 TNF-α 及 IL-6 水平升高,
GSH 水平降低,发生明显铁死亡及炎症,且大鼠异

位内膜呈透明囊状结构且体积增大,内有积液,其
表面存在丰富血管,提示 EM 大鼠造模成功。

EM 虽然是良性疾病,但具有类似恶性肿瘤的

黏附、浸润、侵袭等生物学表现,子宫内膜基质细胞

的异常增殖、铁死亡及炎症与 EM 的发病显著相关,
促进子宫内膜基质细胞凋亡并减弱铁死亡及炎症

可有效改善 EM 症状[18] 。 本文以不同剂量茯苓酸

处理 EM 模型大鼠,可降低大鼠异位子宫内膜体积、

MDA 水平及铁含量、TNF-α 及 IL- 6 水平、ACSL4
及 PTGS2 蛋白表达,升高 GSH 水平,表明茯苓酸可

抑制 EM 大鼠炎症、铁死亡及异位子宫内膜生长,延
缓 EM 进展;以不同浓度茯苓酸处理 EM 大鼠子宫

内膜基质细胞,可降低其细胞活力、MDA 水平及铁

含量、ACSL4 及 PTGS2 蛋白表达,升高其凋亡率、
GSH 水平,表明茯苓酸可抑制 EM 大鼠子宫内膜基

质细胞铁死亡及增殖,并促进其凋亡,揭示茯苓酸

可延缓 EM 病情进展,在其临床治疗中具有很好的

开发应用前景。
AMPK / GSK-3β / Nrf2 信号可调控细胞存活、生

长、凋亡、铁死亡及炎症过程,激活该信号可通过抑

制铁死亡来保护心脏免受缺血再灌注引发的损

伤[19] ,从而减轻内毒素血症小鼠血脑屏障损伤;
Felgueiras 等[20] 的研究表明,促进 AMPK 磷酸化可

减轻 EM 小鼠心脏氧化反应,治疗过程中 AMPK 被

激活,因而激活 AMPK / GSK - 3β / Nrf2 信号可能是
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治疗 EM 的有效策略。 本研究结果显示,EM 大鼠

及其 子 宫 内 膜 基 质 细 胞 中 p - AMPK / AMPK、
p-GSK-3β / GSK-3β 及 Nrf2 蛋白表达比对照组降

低, 茯 苓 酸 处 理 后 可 逆 转 其 变 化 趋 势, 表 明

AMPK / GSK-3β / Nrf2 信号参与介导茯苓酸对 EM
大鼠子宫内膜基质细胞铁死亡的抑制过程;茯苓酸

和 AMPK 特异性抑制剂盐酸多索啡联合处理 EM
大鼠及其子宫内膜基质细胞,可减弱茯苓酸对大鼠

异位子宫内膜生长、炎症及铁死亡的抑制作用,消
除其对 EM 大鼠子宫内膜基质细胞的促凋亡及抗增

殖功效,最终逆转茯苓酸对 EM 进展的延缓作用,揭
示茯苓酸减弱子宫内膜异位症大鼠子宫内膜基质

细胞铁死亡是通过激活 AMPK 信号实现的。
综上所述,茯苓酸可增强 AMPK、GSK-3β 磷酸

化及 Nrf2 表达,进而减轻炎症及铁超载,抑制铁死

亡及异位子宫内膜病灶生长,促进 EM 大鼠子宫内

膜基 质 细 胞 凋 亡, 最 终 延 缓 EM 进 展, 激 活

AMPK / GSK-3β / Nrf2 信号可能是其作用机制之一,
本研究证实了茯苓酸可作为治疗 EM 的潜在候选药

物,并为其临床推广应用提供了理论依据。
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