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道地通管汤对输卵管炎性大鼠 TGF － β1、
smad3 作用机制的研究

罗志娟1，钟义惠2，吴媛媛1，肖璠2，潘小敏2

( 1． 广西中医药大学附属瑞康医院妇科，广西 南宁 530001; 2． 广西中医药大学，广西 南宁 530001)

摘 要: 目的: 通过实验观察道地通管汤对输卵管炎性大鼠的影响情况，探讨其作用机制。方法: 采用混菌法制备大

鼠输卵管炎性模型，将其随机分为 5 组，正常组、模型组正常饮食，高、中、低各组分别灌于不同浓度的中药液。于灌肠 15
d 和 30 d 采用免疫组化及 qＲT － PCＲ 方法检测各组中 TGF － β1 和 smad3 蛋白及基因的表达情况，应用 SPSS 22 进行统

计分析。结果: 造模后大鼠输卵管发生炎症反应，光镜下观察输卵管有明显细胞浸润，与周围组织粘连，及发生纤维化。
道地通管汤各组与模型组之间存在差异( P ＜ 0. 05) ，灌肠 15 d，道地通管汤各组间比较，道地通管汤高剂量组优于中、低
剂量组( P ＜ 0. 05) ; 灌肠 30 天，各组之间差异无统计学意义。结论: 道地通管汤能明显改善输卵管炎大鼠输卵管组织结

构，减轻炎症细胞浸润、组织粘连或纤维化等，其可能与下调 TGF － β1 与 smad3 的表达有关。
关键词: 道地通管汤; 输卵管炎性疾病; TGF － β1; smad3
中图分类号: Ｒ285． 5 文献标志码: A 文章编号: 1000-1719( 2019) 10-2205-04

Mechanism of Daodi Tongguan Decoction on TGF － β1 and Smad3 of Ｒats with Salpingitis

LUO Zhijuan1，ZHONG Yihui2，WU Yuanyuan1，XIAO Fan2，PAN Xiaomin2

( 1． Gynecological Department，Ｒuikang Hospital Afffiliated to Guangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanning
530001，Guangxi ，China; 2． Guangxi University of Traditional Chinese Medicine，Nanning 530001，Guangxi，China)

Abstract: Objective: To observe the influence of Daodi Tongguan Decoction on rats with salpingitis and explore its mecha-
nism． Methods: The model of oviduct inflammation in rats was prepared by mixed bacteria method． The rats were randomly divided
into five groups，namely the normal group，model group，normal diet group，high，medium and low concentration groups． After ene-
ma for 15 and 30 days，immunohistochemistry and ＲT － PCＲ method were used to detect each group’s TGF － beta 1 and smad3
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protein and gene expression and SPSS22 for statistical analysis． Ｒesults: The oviduct of rats was in inflammation after modeling．
The oviduct had obvious cell infiltration under the optical microscope，adhesion to the surrounding tissue and fibrosis． Compared to
the sample group，the TGF － β1 and smad3 contents in the Daodi Tongguan Decoction groups were decreased in different degrees
( P ＜ 0． 05) ． After enema for 15 days，the ranking of TGF － β1 and smad3 contents in the Daodi Tongguan Decoction groups was
in the order of low dose grouP ＞ medium dose grouP ＞ high dose group． After enema for 30 day，there was no statistical signifi-
cance between the groups( P ＜ 0． 05) ． Conclusion: Daodi Tongguan Decoction can obviously improve the form of salpinx tissues of
rats with salpingitis，and reduce the inflammatory cell infiltration，tissue adhesion and fibrosis． It may be relevant with the down
regulation of TGF － β1 and smad3 contents．

Keywords: Daodi Tongguan Decoction; chronic salpingitis; TGF － β1; smad3

道地通管汤是广西名中医罗志娟教授自拟方，已

作为院内制剂，运用于临床 30 余年，对盆腔炎及输卵

管炎性堵塞不孕有显著的疗效［1 － 2］。且实验研究发现

具有抗炎、抗粘连作用［3 － 4］，但其具体机制不明确。既

往研究证明，TGF － β1 与 Smad3 分子对组织炎症的发

生和发展有重要的影响，在此将道地通管汤对输卵管

炎性大鼠输卵管的改变情况以及其对 TGF － β1 与

samd3 的影响情况如下说明，并探讨其作用机制。
1 材料

1. 1 动物

SPF 级雌性 SD 大鼠 68 只，体质量( 220 ± 20) g，购

自广西医科大学动物实验中心，许可证号 SCXK( 桂)

2014 － 0002，饲养于广西中医药大学实验动物中心。
1. 2 药物

道地通管汤中药药材购于广西中医药大学第一附

属医院，按处方量投料，加 10 倍量水，煎煮 3 次，2 h /
次，合并 3 次煎煮液，浓缩至生药含量为 1. 75 g /mL、
3. 5 g /mL、7. 0 g /mL 的溶液。
1. 3 混合菌

金黄色葡萄球菌，乙型溶血性链球菌，大肠埃希

菌，将上述菌种按 1: 1: 2 用无菌生理盐水配成 3 × 108

浓度的混合液。
1. 4 主要试剂

TＲNzol － A + Ｒeagent 总 ＲNA 提取试剂盒( 北京天

根公司) ，FastQuant cDNA 第一链合成试剂( 北京天根

公司) ，SYBＲ Premix Ex TaqTM ( 大连宝生物公司) ，引

物( 上海生物工程有限公司) ，Anti － TGF beta1 anti-
body( 美国 Abcamab 公司) ，Anti － smad3 antibody ( 美

国 Abcamab 公司) ，超敏型二步法检测试剂盒( 北京中

杉金桥公司) ，DAB 显色剂( 北京中杉金桥公司) 等。
1. 5 主要仪器

轮转切片机( 德国 Leica 公司) ，紫外分光光度计

( 美国 Thermo 公司) ，大容量冷冻高速离心机 ( 德国

Eppendorf 公司) ，ABI 实时荧光定量 pcr 仪( 美国 ABI
公司) 光学显微镜( 德国 Leica 公司) 等。
2 方法

2. 1 造模方法

采用混合菌造模法［4］，选择动情期后雌性大鼠，用

10%水合氯醛溶液 0. 3 mL·100 g －1 腹腔注射后让其

仰卧固定，剃毛、消毒、铺布，行纵形切口，打开腹腔，找

到 Y 形子宫，分别在子宫角近输卵管处注射细菌混悬

液 0. 05 mL 。并于造模第 5，10，15，20 天随机抽取大

鼠，观察其输卵管盆腔情况以及 HE 染色，检测其病理

形态变化，并确定造模 20 天可成功制成输卵管炎性模

型。
2. 2 分组与给药

68 只雌性 SD 大鼠，随机抽取 12 只为正常组，剩

余大鼠采用混合菌接种造模，其中 3 只急性死亡，5 只

用于确定造模成功，对剩余的大鼠随机分为模型组对

照组( 以下称模型组) 和道地通管汤组( 以下称道低

组、道中组、道高组) ，每组 12 只。造模术后第 21 天开

始给予灌肠，正常组与模型组给予生理盐水( 0. 2 mL
·100 g －1·d －1 ) ; 道地通管汤低、中、高剂量组分别给

予不同浓度的水煎浓缩液( 0. 35 g /100 g·d、0. 7 g /
100 g·d、1. 4 g /100 g·d，分别等效于人临床常规量

的 1 /2、1、2 倍) 。
2. 3 标本的采集与制备

灌肠第 15 天、30 天随机抽取每组 6 只大鼠观察

其输卵管盆腔情况后截取 0. 5 cm 长的输卵管置于福

尔马林溶液固定，常规石蜡包埋切片，用于病理学检测

以及免疫组化检测，剩余的输卵管组织迅速放于冻存

管中投入液氮中过夜，保存于 － 80 ℃ 冰箱，进行 qＲT
－ PCＲ 检测。
2. 4 指标检测

2. 4. 1 qＲT － PCＲ 检测 TGF － β1 与 smad3 的 mＲNA
表达情况 按 Trizol 法进行大鼠输卵管总 ＲNA 的提

取，按逆转录试剂盒操作步骤合成 cDNA。采用 Takela
试剂盒进行实时荧光定量 PCＲ 扩增，反映条件 95 ℃
30 s，1 循环; 95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，40 个循环，使用

2 － ΔΔCt法计算 mＲNA 相对量。引物序列如表 1。
表 1 β － actin、TGF － βＲⅡ、Smad2、smad7 引物序列与产物长度

指标 引物序列 产物长度( bp)

β － actin 上游引物 5＇－ CCCTGAAGTACCCCATTGAAC －3＇

下游引物 5＇－ TGGGTCATCTTTTCACGGT －3＇ 166 bp

TGF － β1 上游引物 5＇－ CCATGACATGAACCGACCCT －3＇

下游引物 5＇－ CTGCCGTACACAGCAGTTCT －3＇ 142 bp

smad3 上游引物 5＇－ CCCTGTCTCCCCACTCTCA －3＇

下游引物 5＇－ TGGGCTCCTCATTTCACAAC －3＇ 168 bp

2. 4. 2 免疫组化检测 TGF － β1 与 smad3 的蛋白表达

情况 石蜡切片脱蜡后，用柠檬酸钠溶液进行修复，正

常山羊血清封闭，滴加兔抗大鼠一抗，4℃过夜，加生物

素标记二抗，PBS 冲洗，加山羊抗兔 IgG 抗体，加入辣

根酶标记链霉卵白素工作液，滴加 DAB 显色液; 脱水、
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透明、封片、镜检，选择有意义的组织区域采集图像、每
张选用 5 个视野，用 Image － Pro Plus 分析 IOD 值。
2. 5 统计学处理

本实验数据采用 SPSS 22 软件进行统计软件分

析。计量资料采用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，TGF －
β1 与 Smad3 表达差异比较符合正态性采用单因素方

差分析，不符合正态分布采用非参数检验 Kruscal －
Wallis 法; 道地通管汤各组组内用药 15 天与 30 天比

较采用配对资料 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。
3 结果

3. 1 观察给药后各组大鼠输卵管盆腔情况

正常组输卵管色泽红润，弹性佳，活动度可，与周

围组织无粘连; 模型组输卵管组织色苍白，无光泽，弹

性差，与周围组织粘连明显，界限不清; 道地通管汤给

药 15 天各组输卵管均有所改善，其中，道地通管汤高

剂量给药 15 天组改善较明显，色泽呈淡红，光泽度高，

弹性有所改善，与周围组织粘连减少，界限清晰; 给药

30 天时，道地通管汤各组输卵管改善效果明显，其中，

道高组输卵管接近正常组组织情况。
3. 2 观察给药后各组大鼠输卵管病理改变情况

正常组输卵管组织清晰、无粘连，未见明显炎症细

胞浸润，无明显的纤维组织增生; 模型空白组输卵管组

织增生严重、粘连，见大量炎症细胞浸润，明显的纤维

组织增生; 道低组给药 15 天组输卵管组织不清晰、有
粘连，见大量炎症细胞浸润，明显的纤维组织增生; 道

中组给药 15 天组输卵管组织不清晰、少量粘连，见大

量炎症细胞浸润，见纤维组织增生，道高组给药 15 天

组输卵管组织略清晰、少量粘连，见少量炎症细胞浸

润，见少量纤维组织增生; 道低组给药 30 天组输卵管

结构尚清晰、少量粘连，见少量炎症细胞浸润，见纤维

组织增生; 道中组给药 30 天组输卵管结构清晰、无粘

连，见微量炎症细胞浸润，未见明显纤维组织增生; 道

高组给药 30 天组输卵管组织清晰、无粘连，未见明显

炎症细胞浸润，未见明显纤维组织增生。见插页Ⅶ图

1。
3. 3 给药 15 天、30 天各组大鼠输卵管 TGF － β1 与

smad3 的 mＲNA 变化情况

3. 3. 1 各组 TGF － β1 mＲNA 含量比较 ①与正常组

比，模型组表达量呈显著性增多，差异具有统计学意义

( P ＜ 0. 05) 。②与正常组比，道地通管汤各组表达量

有不同程度增多，其中 15 天时，道高组差异无统计学

意义( P ＞ 0. 05) ; 而给药 30 天时，道中、道高组差异无

统计学意义( P ＞ 0. 05 ) 。③与模型组比，道地通管汤

各组表达量有不同程度减少，差异具有统计学意义( P
＜ 0. 05) 。④道地通管汤各组中道低组 ＞ 道中组 ＞ 道

高组，各组两两比较，其中给药 15 天时，道低组与道高

组差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，道中组与道高组

之间差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 而给药 30 天

时，道低组与道高组差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
⑤道地通管汤各组自身做对比，给药 30 天含量均低于

给药 15 天，差异均具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表

2。
表 2 给药后各组大鼠输卵管组织中 TGF － β1mＲNA 含量

( 2 － ΔΔCt，n = 6，珋x ± s)

组别
给药剂量

( g·100 g － 1·d － 1)

TGF － β1

15 d 30 d

正常组 1. 00 ± 0. 00 1. 00 ± 0. 00

模型组 2. 51 ± 0. 15* 2. 78 ± 0. 26*

道地通管汤低剂量组 0. 35 2. 01 ± 0. 13＊★ 1. 61 ± 0. 26＊★

道地通管汤中剂量组 0. 70 1. 83 ± 0. 18＊★ 1. 41 ± 0. 37★

道地通管汤高剂量组 1. 40 1. 23 ± 0. 28★▲○ 1. 02 ± 0. 21★▲

注: 与正常组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ★P ＜ 0. 05，★
★P ＜0. 01; 与道地通管汤低剂量组比: ▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与道地通管汤

中剂量组比:○P ＜0. 05，○○P ＜0. 01

3. 3. 2 各组 smad3 mＲNA 含量比较 ①与正常组比，

模型组对照组表达量呈显著性增多，差异具有统计学

意义( P ＜ 0. 05 ) 。②与正常组比，道地通管汤各组表

达量有不同程度增多，其中给药 15 天时，道高组差异

无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 而给药 30 天时，道地通管

汤各剂量组差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。③与模型

组比，道地通管汤各组表达量有不同程度减少，差异具

有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。④道地通管汤各组中道低

组 ＞ 道中组 ＞ 道高组，各组两两比较，其中给药 15 天

时，道低组与道高组差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，

道中组与道高组差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 而

给药 30 天时，道地通管汤各剂量组差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。⑤道地通管汤各组自身做对比，给药 30
天含量均低于给药 15 天，差异具有统计学意义( P ＜
0. 05) 。见表 3。

表 3 给药后各组大鼠输卵管组织中 smad3 mＲNA 含量

( 2 － ΔΔCt，n = 6，珋x ± s)

组别
给药剂量

( g·100 g － 1·d － 1)

smad3

15 d 30 d

正常组 1. 00 ± 0. 00 1. 00 ± 0. 00

模型组 4. 18 ± 0. 14＊＊ 4. 53 ± 0. 55＊＊

道地通管汤低剂量组 0. 35 2. 95 ± 0. 12＊★ 2. 51 ± 0. 35★

道地通管汤中剂量组 0. 70 2. 78 ± 0. 09＊★ 1. 43 ± 0. 40★

道地通管汤高剂量组 1. 40 1. 81 ± 0. 43★▲○ 1. 19 ± 0. 19★

注: 与正常组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ★P ＜ 0. 05，★
★P ＜0. 01; 与道地通管汤低剂量组比: ▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与道地通管汤

中剂量组比:○P ＜0. 05，○○P ＜0. 01

3. 4 给药 15 天、30 天时各组大鼠输卵管 TGF － β1 与

smad3 的蛋白变化情况

3. 4. 1 TGF － β1 蛋白主要表达于细胞质，各组 TGF
－ β1 蛋白含量比较 ①与正常组比，模型组表达量呈

显著性增多，差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。②与

正常组比，道地通管汤各组表达量有不同程度增多，其

中给药 15 天时，道高组、道中组差异无统计学意义( P
＞ 0. 05) ; 而给药 30 天时，道高组差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) 。③与模型组比，道地通管汤各组表达量

有不同程度减少，其中给药 15 天时，仅道高组差异有
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统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 而给药 30 天时，道地通管汤

各剂量组均差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。④道地

通管汤各组中道低组 ＞ 道中组 ＞ 道高组，各组两两比

较，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) 。⑤道地通管汤各

组自身做对比，给药 30 天含量均低于给药 15 天，差异

具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 4、插页Ⅶ图 2。
表 4 给药后各组大鼠输卵管组织中 TGF － β1 的蛋白表达

情况( IOD 值) ( n = 6，珋x ± s)

组别
给药剂量

( g·100 g － 1·d － 1)

TGF － β1

15 d 30 d

正常组 5. 51 ± 0. 58 4. 98 ± 0. 21

模型组 11. 49 ± 0. 50＊＊ 12. 40 ± 0. 61＊＊

道地通管汤低剂量组 0. 35 10. 86 ± 0. 75* 7. 05 ± 1. 26＊★

道地通管汤中剂量组 0. 70 9. 76 ± 0. 34 6. 30 ± 0. 53＊★

道地通管汤高剂量组 1. 40 8. 43 ± 1. 11★ 5. 77 ± 0. 50★

注: 与正常组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ★P ＜ 0. 05，★
★P ＜0. 01; 与道地通管汤低剂量组比: ▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与道地通管汤

中剂量组比:○P ＜0. 05，○○P ＜0. 01

3. 4. 2 Smad3 蛋白主要表达于细胞质与细胞核中，各

组 Smad3 蛋白之间的比较为 ①与正常组比，模型组

表达 量 呈 显 著 性 增 多，差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。②与正常组比，道地通管汤各组表达量有不

同程度增多，其中给药 15 天时，道高组差异无统计学

意义( P ＞ 0. 05) ; 而给药 30 天时，道中、道高组差异无

统计学意义( P ＞ 0. 05 ) 。③与模型组比，道地通管汤

各组表达量有不同程度减少，其中给药 15 天时，道低

组差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 而给药 30 天时，道

地通管汤各组差异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。④道

地通管汤各组中道低组 ＞ 道中组 ＞ 道高组，各组两两

比较，其中给药 15 天及 30 天时，道低组与道高组比差

异具有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，道中组与道高组比差

异具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。⑤道地通管汤各组自

身做对比，给药 30 天含量均低于给药 15 天，差异具有

统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 5、插页Ⅶ图 3。
表 5 给药后各组大鼠输卵管组织中 smad3 的蛋白表达情况

( 平均光密度值) ( n = 6，珋x ± s)

组别
给药剂量

( g·100 g － 1·d － 1)

smad3

15 d 30 d

正常组 11. 48 ± 1. 22 10. 41 ± 0. 91

模型组 49. 36 ± 1. 05＊＊ 57. 30 ± 4. 08＊＊

道地通管汤低剂量组 0. 35 43. 08 ± 6. 00* 26. 17 ± 5. 92＊★

道地通管汤中剂量组 0. 70 36. 24 ± 4. 59＊★ 14. 31 ± 1. 92★

道地通管汤高剂量组 1. 40 20. 42 ± 5. 00★▲○ 13. 78 ± 3. 79★▲○

注: 与正常组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较: ★P ＜ 0. 05，★
★P ＜0. 01; 与道地通管汤低剂量组比: ▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01; 与道地通管汤

中剂量组比:○P ＜0. 05，○○P ＜0. 01

4 讨论

输卵管炎性疾病从中医学的角度可认为是产后、
月经期胞脉空虚，邪毒湿热乘虚行于胞宫，浊血余液搏

结，导致经络胞脉瘀阻，阻碍精卵交融，其病机可总结

为本虚标实，湿阻瘀滞，而本实验采用的道地通管汤具

有活血化瘀、清热利湿、益气健脾、扶正祛邪之功效，符

合此病机，但其作用机制尚不明确。本实验旨在研究

道地通管汤的相关作用，发现无论在组织形态学、病理

形态学，还是炎症发生发展的相关分子的表达上，道地

通管汤各剂量组均有一定的作用效果。文献资料显

示，TGF － β1 /Smads 信号通路在组织炎症、粘连、纤维

化的发生与发展有着重要作用［5 － 6］。当炎症刺激时，

TGF － β1 从结合蛋白中水解分裂出来 ［7 － 8］，激活的

TGF － β1 结合其受体，通过自分泌或旁分泌的方式激

活 Smad3，发挥其生物学效应［9］。
本研究结果显示，输卵管炎疾病大鼠输卵管弹性

差，与周围组织粘连，病理形态学显示组织可见炎症细

胞浸润，并出现粘连、纤维化; 且 TGF － β1 及 smad3 表

达上调，这与 Zheng Ｒ 等［10］的文献报道一致，说明在输

卵管炎症发生时，TGF － β1 及 smad3 被激活，其通过

相关的传导引起组织的炎症的发生、发展，导致组织粘

连、纤维化。而道地通管汤各组中 TGF － β1 及 smad3
表达有不同程度的下调，说明道地通管汤可以抑制

TGF － β1 及 smad3 的增多，对组织炎症的病变起到抑

制作用，在一定程度上说明道地通管汤的疗效与抑制

TGF － β1 及 smad3 的表达有关。
由此可见，TGF － β1 及 smad3 可能参与输卵管组

织炎症、粘连、纤维化的发生发展，道地通管汤通过下

调 TGF － β1 及 smad3 的表达，对输卵管炎性疾病的发

生发展起到抑制作用，并且道地通管汤给药 30 天作用

效果优于给药 15 天，道中组与道高组作用疗效相近。
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