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活血消异方对卵巢型子宫内膜异位症模型大鼠
异位组织中Tfh细胞及 JAK/STAT通路的影响

范伟森 1，张永嘉 1，王雅倩 2，雷红 2，阎慧婷 2，侯睿捷 1，王新 1，陶钰 1，赵瑞华 1  ✉

1.  中国中医科学院广安门医院，北京市西城区北线阁5号，100053；2.  山东中医药大学第一临床医学院

［摘要］ 目的　从滤泡辅助性T （Tfh） 细胞和 Janus激酶/信号转导与转录激活因子 （JAK/STAT） 通路探讨活

血消异方治疗卵巢型子宫内膜异位症的可能作用机制。方法　使用 GEO 数据库下载人类增殖期子宫内膜异

位症异位组织与正常女性增殖期的子宫组织测序数据。将具有正常动情周期的 45只雌性 SD 大鼠随机分为活

血消异方组、模型组和正常组，每组 15 只。采用异位组织插入法建立卵巢型子宫内膜异位症大鼠模型，造

模成功后活血消异方组予活血消异方溶液 5. 85 g/ （kg·d） 灌胃，模型组和正常组予生理盐水 1 ml/d灌胃，均

连续 14 天。采用转录组学技术测序分析各组大鼠卵巢异位组织和正常子宫组织的基因表达情况，与人类数

据进行比较，以探讨增殖期异位组织中 JAK/STAT 通路激活情况，使用免疫组化法检测大鼠卵巢异位组织和

正常子宫组织中CXC趋化因子受体5（CXCR5）、白细胞介素21（IL-21）阳性表达，Western Blot法检测 IL-21、

白细胞介素 21 受体 （IL-21R）、Janus 激酶 1 （JAK1）、信号转导与转录激活因子 6 （STAT6）、B 淋巴细胞瘤 2
（Bcl-2） 蛋白水平，免疫浸润法分析滤泡辅助性 T （Tfh） 细胞情况。结果　通过基因集富集分析发现，与正

常子宫组织比较，人类增殖期子宫内膜异位症异位组织 JAK/STAT 通路被明显激活。与正常组比较，模型组

大鼠卵巢异位组织中 JAK/STAT 通路被明显激活；与模型组比较，活血消异方组大鼠卵巢异位组织中 JAK/
STAT通路被抑制。与正常组子宫组织比较，模型组卵巢异位组织中Tfh细胞组分评分，IL-21及CXCR5阳性表达，

IL-21、IL-21R、JAK1、STAT6 及 Bcl-2 蛋白水平均升高 （P＜0. 05）；与模型组比较，活血消异方组卵巢异位

组织中 IL-21及CXCR5阳性表达，IL-21、IL-21R、JAK1、STAT6及Bcl-2蛋白水平均降低（P＜0. 05）。结论　活

血消异方可能通过抑制 Tfh 细胞分泌 IL-21来抑制卵巢型子宫内膜异位症模型大鼠异位组织中 JAK/STAT 通路

的激活，从而发挥治疗卵巢型子宫内膜异位症的作用。
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卵巢型子宫内膜异位症（ovarian endometriosis，
OEM） 是妇产科常见的良性囊肿疾病，不仅会导

致痛经，还会损伤卵巢的生殖功能，进而影响患者

正常妊娠［1］。目前现代医学主要以激素和手术治疗

OEM，但均不能完全解决 OEM 带来的各种难题，

且激素治疗可能会导致患者月经紊乱，还会出现围

绝经期症状［2］。中医药在治疗 OEM 方面具有减轻

患者痛经症状、缩小囊肿、提高妊娠和预防复发的

作用，且安全性较高［3-5］。活血消异方是本团队治

疗子宫内膜异位症的经验方，具有解郁、活血、消

积的功效。前期临床研究结果表明，该方能够缩小

OEM患者的囊肿体积［6］，减轻痛经症状［7］和焦虑、

抑郁状态［8］，降低盆腔子宫内膜异位症术后的复发

率［9］，提高子宫内膜异位症所致不孕患者的妊娠率

和活产率［10］。

有研究表明，Janus激酶/信号转导与转录激活

因子 （JAK/STAT） 通路在子宫内膜异位症的发病

中占据重要作用，该通路的下游因子主要包括抗凋

亡因子和细胞周期蛋白，其可在异位组织中激活，

增强细胞抗凋亡能力［11］。滤泡辅助性 T （Tfh） 细

胞是自身免疫激活的重要参与者，在子宫内膜异位
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症患者外周血中 Tfh 细胞标志物明显升高［12］。Tfh
细胞分泌的白细胞介素 21 （IL-21）能够通过白细

胞介素21受体（IL-21R）激活JAK/STAT通路［13］。由于

目前尚未有研究明确 JAK/STAT 通路在增殖期人类

异位组织和大鼠模型异位组织中的状态，因此本研

究在结合转录组学分析基础上，观察活血消异方对

大鼠异位组织中增殖期 Tfh 细胞和 JAK/STAT 通路

的影响，以探讨活血消异方治疗OEM的分子机制。

本实验已通过山东中医药大学动物伦理委员会批准

（批件号：SDUTCM20240623034）。

1　材料和方法

1. 1　动物

SPF 级 SD 雌性大鼠 45 只，9 周龄，体质量为

200~230 g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，实验动物生产许可证号：SCXK （京） 2021-
0006。所有大鼠饲养于山东中医药大学动物实验中

心 SPF级环境下，温度 25 ℃，湿度 60%，12 h明暗

交替，通风良好，自由进食。

1. 2　药物

活血消异方组成：赤芍10 g，鸡内金30 g，莪术

10 g，醋香附 10 g，薏苡仁 30 g，皂角刺 10 g，丹参

20 g，北柴胡10 g。所有中药由山东新中鲁中医医院

药剂科提供，并制成浓度为0. 65 g/ml的水煎液。

1. 3　主要试剂与仪器

苯甲酸雌二醇（批号：240337），上海全宇生

物科技动物药业有限公司；芝麻油 （批号 ：

BYBZ23929），上海源叶生物科技有限公司；青霉

素钠（批号：QMS-50），山东博美生物科技有限公

司；结晶紫溶液（批号：BL802A），白鲨生物科技

有限公司；苏木素-伊红 （HE） 染液试剂盒 （批

号： G1005-100ML）、 Janus 激酶 1 （JAK1） 抗体

（批号：GB115719-100）、兔抗甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 （GAPDH） 抗体 （批号：GB15004-100）、DAB
显色试剂盒（批号：G1212-200T）、山羊抗兔二抗

（批号： G1213-100UL）、山羊抗兔 IgG （批号：

GB23303）、BCA 蛋白定量检测试剂盒 （批号：

G2026-200T），武汉塞维尔生物科技有限公司；

CXC趋化因子受体 5 （CXCR5）抗体（批号：bsm-

54319R），IL-21R抗体（批号：bs-2622R）、B淋巴

细胞瘤 2 （Bcl-2）抗体（批号：bs-20163R），博奥

森 生 物 技 术 有 限 公 司 ； IL-21 抗 体 （批 号 ：

A26074）、信号转导与转录激活因子 6 （STAT6）
抗体 （批号：A0755），爱博泰克生物科技有限

公司；TRIzol®Reagent （批号：15596-026），美国

Invitrogen公司。

凝胶成像系统 （型号：2200），美国 Alpha 公

司；电泳仪 （型号：EC250-90），美国 Thermo 公

司；冰冻切片机 （型号：CRYOSTAR NX50），赛

默飞世尔科技公司；钟摆式脱色摇床（型号：DS-

2S100）、掌上离心机（型号：D1008E），武汉赛维

尔生物科技有限公司；微量分光光度计 （型号：

Nanodrop2000）、测序平台机（型号：NovaSeq X Plus），

美国 Illumina公司。

1. 4　动物分组、造模及给药方法

使用结晶紫染色法对大鼠阴道涂片染色并连续

观察10天，确认45只大鼠均具有正常动情周期后，

采用随机数字表法分为活血消异方组、模型组和正

常组，每组 15 只。采用随机数字表法从正常组中

抽取 6只作为供体大鼠，活血消异方组与模型组为

受体大鼠。活血消异方组与模型组以文献［14］中

方法为参考建立 OEM 大鼠模型：术前使用苯甲酸

雌二醇与芝麻油按照 1∶3 的比例配制混合液，供

体大鼠予每 4 天腹腔注射苯甲酸雌二醇混合液

100 μg/kg 一次，共注射 2 次，末次注射 4 天后造

模。所有大鼠术前禁食12 h后进行备皮和消毒，使

用 2% 异氟烷进行吸入麻醉，侧腹部平行大鼠脊

柱剪开约 1. 5 cm的切口；剪取供体大鼠子宫组织，

修剪为 1 cm×2 mm 的长条状，浸泡在细胞培养液

中；使用齿镊轻轻夹出受体大鼠卵巢并固定，使用

细头镊子将供体大鼠子宫组织作为异位组织插入受

体大鼠一侧卵巢底部脂肪中，贯穿卵巢底部的脂

肪，随后将卵巢推入腹腔，逐层缝合，受体大鼠的

另一侧卵巢不处理。术后每只大鼠连续 3天腹腔注

射青霉素钠 8 U/d 以避免感染。受体大鼠再予每 4
天腹腔注射苯甲酸雌二醇混合液 200 μg/kg，连续

注射 2次。术后第 8天，采用随机数字表法在活血

消异方组和模型组中各抽取 2只大鼠打开腹腔观察

情况，发现卵巢周围存在异位囊肿即证明造模成功。

大鼠造模成功后，活血消异方组予活血消异方

溶液 5. 85 g/（kg·d） 灌胃，本次采用既往研究［15］

的半剂量进行灌胃 （换算至大鼠的临床等效剂

量［16］为 11. 7 g/kg）；模型组和正常组每只大鼠予

生理盐水1 ml/d灌胃，均连续14天。

1. 5　观察指标及方法

1. 5. 1　人异位组织基因表达分析　选用NCBI数据

库 （https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/） 检索人类有

关子宫内膜异位症增殖期的转录组测序本。利用R
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语言从 GEO 数据中下载人类增殖期子宫内膜异位

症异位组织与正常女性增殖期的子宫内膜组织测

序数据。同时将基因 ID 转换为 symbol，然后利用

limma包进行样本间批次效应处理，对两类组织进

行基因表达分析。

1. 5. 2　转录组学测序　采用随机数字表法，活血

消异方组和模型组各选取 5只取卵巢异位组织，正

常组选取 3只取正常子宫组织。取材前 1周，大鼠

予颈部皮下注射苯甲酸雌二醇混合液 100 μg/kg 连

续 7 天。取材时予 2% 异氟烷吸入麻醉，取出各组

大鼠的相关组织。

RNA测序由美吉生物医药科技有限公司完成。

根据说明书，使用 TRIzol®Reagent从各种大鼠组织

中提取总RNA并进行纯化，随后测定RNA的质量，

并使用 Nanodrop2000 微量分光光度计进行定量。

选用高质量的 RNA 构建测序文库，使用 1 μg 异位

组织的总 RNA，从 Illumina中制备 RNA-seq转录组

文库，在 Illumina 测序平台机上机测序。使用

HISAT2软件［17］以定向模式将纯净序列与参考基因

组进行独立比对，并对结果进行质量评估。每个样

本的映射序列由 StringTie 软件［18］按照参考方法组

装。在鉴定差异表达基因时，每个转录本的表达根

据转录本每百万读取方法计算，以基于最大期望算

法的RNA测序分析［19］定量基因丰度。

1. 5. 3　HE 染色观察大鼠卵巢异位组织病理形态　

　将取材后的模型组大鼠卵巢异位组织利用液氮快

速冷冻，采用冷冻切片机将经液氮冷冻的大鼠卵巢

异位组织进行回温，再加入少量冷冻切片包埋剂，

控制好温度后进行切片固定，常规 HE 染色、脱

水、透明、封片，在显微镜下观察卵巢中异位组织

的病理形态变化。

1. 5. 4　免疫组化检测大鼠卵巢异位组织和正常子

宫组织中 CXCR5、IL-21 阳性表达　取材后采用随

机数字表法选取活血消异方组、模型组大鼠卵巢异

位组织和正常组大鼠正常子宫组织各 3个。利用液

氮快速冷冻并切片，将组织切片室温晾干，烘烤后

使用甲醇固定，在脱色摇床上晃动洗涤 3次，每次

5 min。滴加抗原修复液进行抗原修复，予 3%双氧

水溶液阻断内源性过氧化酶，封闭后分别滴加一抗

CXCR5、IL-21（稀释比例分别为 1∶200、1∶100），

4 ℃孵育过夜。次日 PBS 清洗 3 次，滴加二抗（稀

释比例分别为 1∶400、1∶200）室温孵育 50 min，
加入 DAB显色液，苏木素复染 3 min，苏木素返蓝

液返蓝，流水冲洗，脱水封片后置于显微镜下观察

卵巢异位组织和正常子宫组织中 CXCR5、IL-21阳

性表达情况，出现褐色颗粒状着色者为阳性细胞。

1. 5. 5　Western Blot 法检测大鼠卵巢异位组织和正

常子宫组织中 IL-21、IL-21R、JAK1、STAT6、Bcl-2
蛋白水平　将上述组织切片研磨成粉，加入 RIPA
裂解液提取组织总蛋白，采用 BCA 法测定蛋白浓

度。聚丙烯酰胺凝胶电泳法分离蛋白，湿转法将蛋

白转移到PVDF膜上，室温封闭15 h，分别滴加IL-21、
IL-21R、JAK1、STAT6、Bcl-2 一抗稀释液 （稀释

比例依次为 1∶1000、1∶1000、1∶500、1∶500、
1∶1000），4 ℃过夜，次日用HRP标记二抗（稀释

比例依次为1∶2000、1∶2000、1∶1000、1∶1000、
1∶2000）室温孵育 2 h，凝胶成像系统曝光蛋白条

带，采用 ImageJ-win64 软件测定蛋白灰度值，以

GAPDH 为内参，以目的蛋白与内参灰度值的比值

表示目的蛋白水平。

1. 6　数据分析方法

使用基因集富集分析（GSEA）分析［20］对人类

和大鼠异位组织及正常组织测序数据进行分析，观

察大鼠和人类异位组织及正常组织 JAK/STAT 通路

变化，使用趋势图进行展示。使用Cibersort对各组

大鼠进行 Tfh细胞免疫浸润分析，并以提琴图展示

各组大鼠 Tfh细胞组分评分，细胞组分评分为细胞

在组织中所占比例，评分越高代表细胞比例越高［21-22］。

1. 7　统计学方法

采用 SPSS 22. 0软件进行统计分析，计量资料

均符合正态分布以均值±标准差（x̄±s）表示，组间

比较方差齐采用单因素方差分析，方差不齐采用

Kruskal-Wallis H秩和检验。以P＜0. 05表示差异具

有统计学意义。

2　结果

2. 1　人异位组织差异表达基因获取结果

本文选取人类增殖期转录组学样本的芯片为

GSE5108、 GSE25628、 GSE153739 和 GSE201912，
共涉及 21个子宫内膜异位组织样本和 11个正常子

宫内膜组织样本。经GSEA分析后，可知增殖期子

宫内膜异位组织与正常子宫内膜组织相比，JAK/
STAT通路被明显激活。详见图1。
2. 2　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织转录组

学测序结果

同样采用 GSEA 分析基因表达情况。图 2 示，

模型组与正常组比较，大鼠卵巢异位组织中 JAK/
STAT 通路被明显激活；活血消异方组与模型组比

较，大鼠卵巢异位组织中 JAK/STAT通路被抑制。
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2. 3　模型组大鼠卵巢外观和异位组织HE染色图

手术造模后第 8天打开模型组大鼠腹腔，可见

附着在卵巢部的异位组织在苯甲酸雌二醇的作用下

形成明显的囊肿，且与卵巢组织连接紧密，证明造

模成功。图 3示，卵巢异位组织形成的囊肿与卵巢

组织紧密连接，囊肿壁中可见子宫内膜间质细胞和

腺体，提示造模成功。

2. 4　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中 Tfh
细胞免疫浸润分析结果

图 4 示，模型组大鼠卵巢异位组织中 Tfh 细胞

组分评分较正常组大鼠子宫组织升高（P＜0. 05）；

活血消异方组大鼠卵巢异位组织中 Tfh细胞组分评

分与模型组比较差异无统计学意义 （P＞0. 05），

但活血消异方组Tfh细胞组分评分均值低于模型组。

2. 5　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中CXCR5、

IL-21阳性表达情况比较

表 1示，与正常组子宫组织比较，模型组大鼠

注：NES 为富集分数的峰值，正值表示基因集上调，负值表示基

因集下调；P值为富集可信度，是用来评估基因集富集结果显著性的统

计量，当P＜0. 05时可信度较高。

图1　增殖期子宫内膜异位症患者异位组织与正常子宫内膜组

织中 Janus激酶/信号转导与转录激活因子通路的变化趋势图

Figure 1　Trend chart of changes in the JAK/STAT pathway 
between ectopic and normal endometrial tissues 
in patients with proliferative-phase endometriosis

注：图 a为模型组卵巢异位组织与正常组正常子宫组织 Janus激酶/信号转导与转录激活因子通路的变化趋势；图 b为活血消异方组与模型

组卵巢异位组织 Janus激酶/信号转导与转录激活因子通路的变化趋势；NES为富集分数的峰值，正值表示基因集上调，负值表示基因集下调；

P值为富集可信度，是用来评估基因集富集结果显著性的统计量，当P＜0. 05时可信度较高。

图2　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织基因集富集分析图

Figure 2　Gene set enrichment analysis of ovarian ectopic tissues or normal uterine tissues in each rat group

注：a图中红色箭头指子宫内膜异位囊肿，可见囊肿与卵巢连接紧密，异位组织在苯甲酸雌二醇的作用下明显形成囊肿；b图为异

位囊肿紧密连接卵巢组织的HE染色图，为显微镜下放大 2倍；c图为卵巢异位组织的显微镜下放大 10倍微观图，图中可明显见到子宫

内膜间质细胞和腺体，红色箭头指示子宫内膜间质细胞，黄色箭头指示腺体。

图3　模型组大鼠卵巢外观和异位组织HE染色图

Figure 3　Macroscopic appearance of ovaries and HE staining of ectopic tissues in the model group rats
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卵巢异位组织中 IL-21、CXCR5阳性表达升高（P＜
0. 05）。与模型组比较，活血消异方组大鼠卵巢异

位 组 织 中 IL-21、 CXCR5 阳 性 表 达 降 低 （P＜
0. 05）。各组大鼠卵巢异位组织和正常子宫组织中

CXCR5、IL-21阳性表达免疫组化图见图5。

2. 6　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中 IL-21、

IL-21R、JAK1、STAT6、Bcl-2蛋白水平比较

表 2示，与正常组子宫组织比较，模型组大鼠

卵巢异位组织中 IL-21、 IL-21R、 JAK1、 STAT6、
Bcl-2 蛋白水平升高 （P＜0. 05）。与模型组比较，

活血消异方组大鼠卵巢异位组织中 IL-21、IL-21R、

JAK1、STAT6、Bcl-2 蛋白水平降低 （P＜0. 05）。

各组大鼠卵巢异位组织和正常子宫组织中 IL-21、
IL-21R、JAK1、STAT6、Bcl-2蛋白电泳图见图6。

注：提琴图中两组之间的数值为P值。

图4　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中滤泡辅助性

T细胞的免疫浸润分析提琴图

Figure 4　Violin plot of immune infiltration analysis of Tfh cells 
in ovarian ectopic tissues or normal uterine tissues in each rat group

表1　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中CXCR5、
IL-21阳性表达情况比较

Table 1　Comparison of CXCR5 and IL-21 positive expression 
in ovarian ectopic tissues or normal uterine tissues 

in each rat group （%，x̄±s）

组别

正常组

模型组

活血消异方组

鼠数

3
3
3

CXCR5
0. 19±0. 19
0. 37±0. 02a）

0. 30±0. 01b）

IL-21
0. 16±0. 01
0. 25±0. 01a）

0. 20±0. 01b）

注：CXCR5，CXC趋化因子受体5；IL-21，白细胞介素21。
a）与正常组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05。

注：褐色颗粒状着色者代表阳性表达；IL-21，白细胞介素21；CXCR5，CXC趋化因子受体5。
图5　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中CXCR5、IL-21阳性表达免疫组化图（×20）

Figure 5　Immunohistochemical staining images showing CXCR5 and IL-21 positive expression in ovarian ectopic 
and normal uterine tissues across rat groups （×20）

表2　各组大鼠卵巢异位组织/正常子宫组织中 IL-21、IL-21R、JAK1、STAT6、Bcl-2蛋白水平比较

Table 2　Comparison of IL-21，IL-21R，JAK1，STAT6，and Bcl-2 protein levels in ovarian ectopic 
and normal uterine tissues across rat groups （/GAPDH，x̄±s）

组别

正常组

模型组

活血消异方组

鼠数

3
3
3

IL-21
0. 25±0. 01
1. 16±0. 07a）

0. 60±0. 04b）

IL-21R
0. 32±0. 00
1. 25±0. 07a）

0. 63±0. 02b）

JAK1
0. 92±0. 03
1. 18±0. 03a）

0. 78±0. 04b）

STAT6
0. 95±0. 05
1. 10±0. 04a）

0. 51±0. 02b）

Bcl-2
0. 72±0. 01
1. 24±0. 03a）

0. 70±0. 03b）

注：IL-21，白细胞介素 21；IL-21R，白细胞介素 21受体；JAK1，Janus激酶 1；STAT6，信号转导与转录激活因子 6；Bcl-2，B淋巴细胞

瘤2。
a）与正常组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05。
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3　讨论

目前子宫内膜异位症的模型构建多采用腹膜内

缝合的方法，所种植的异位组织位于腹膜［23］，并

未直接影响卵巢。腹腔注射内膜碎片的方法虽然能

够种植腹腔中的各个部位，但无法保证精确地种植

到卵巢中［24］。还有研究［25］采用内膜碎片卵巢膜下

注射的方法建立 OEM 模型，但该方法操作困难，

且对种植于卵巢上的异位组织进行取材时操作困

难，故不适合推广。本团队前期使用内膜缝合置于

卵巢部的方法建立 OEM模型［26］，但缝合线的压力

以及缝合线的存在可能会对动物卵巢产生一定的影

响，完全将内膜组织缝合至卵巢上操作较难。因

此，本团队前期研究提出采用正常子宫内膜组织插

入卵巢底部脂肪组织法建立 OEM 大鼠模型，使内

膜组织与卵巢组织紧密连接，既可避免缝合子宫内

膜时缝合线对卵巢的影响，又可提高造模效率［14］，

本次研究我们第一次将该方法应用到模型构建中。

OEM 属于中医学“癥瘕”范畴，多由瘀血痰

湿结聚而成［27］。活血消异方能够行气活血、消积

化痰，恰为瘀血痰湿结聚病机而设，方以柴胡、香

附疏肝解郁，畅行气机；丹参、赤芍活血化瘀；薏

苡仁、鸡内金消积散结的同时健脾化痰；莪术和皂

角刺利气活血散结，除顽癥坚瘕。

本研究结果表明，与正常大鼠子宫组织和人类

子宫内膜组织相比，大鼠异位组织、人类异位组织

增殖期时 JAK/STAT 通路均处于激活状态，证明了

OEM 的发病机制与 JAK/STAT 通路的激活密切相

关，这尽可能保证了动物实验研究与人类组织的一

致性。JAK/STAT 通路的激活不仅会导致免疫细胞

的活化与炎症因子的释放，还会激活下游 Bcl-2，
而 Bcl-2具有抗凋亡作用，能够抑制子宫内膜细胞

凋亡［28］。模型组大鼠卵巢异位组织中 JAK1、STAT6、
Bcl-2 蛋白水平较正常组升高，而活血消异方能降

低上述蛋白水平，提示活血消异方能够一定程度上

抑制卵巢异位组织中 JAK/STAT通路的激活。Tfh细

胞参与自身免疫激活的发生，能够特异性表达

CXCR5，产生 IL-21，并通过 IL-21R激活 JAK/STAT
通路［29-30］。CXCR5 是一种 G 蛋白偶联的 7 跨膜受

体，属于CXC趋化因子受体，是Tfh细胞的特异性

标志物［29］。由 Tfh 细胞分泌的 IL-21 具有调节免疫

和抗肿瘤的作用［30］。本研究中模型组卵巢异位组

织中Tfh细胞组分评分、CXCR5及 IL-21阳性表达、

IL-21及 IL-21R蛋白水平均较正常组子宫组织升高，

提示卵巢异位组织中升高的 IL-21 可能是由 Tfh 细

胞分泌增加所致。活血消异方能够降低卵巢异位组

织中 CXCR5 阳性表达以及 IL-21、 IL-21R 蛋白水

平，且 Tfh细胞组分评分也呈现降低趋势，提示该

方可能通过降低 Tfh 细胞分泌 IL-21 来抑制 JAK/
STAT通路的激活。综上，活血消异方能够调节Tfh
细胞，抑制 IL-21的产生，从而抑制卵巢异位组织

中 JAK/STAT通路的激活，降低抗凋亡因子Bcl-2的

表达。

本研究使用异位组织插入法建立 OEM 大鼠模

型，使用转录组学方法确定了 OEM 大鼠模型增殖

期异位组织与人类异位组织中 JAK/STAT 通路激活

的趋势相同，并在蛋白层面验证了活血消异方抑制

卵巢异位组织中 JAK/STAT 通路激活的作用机制。

本研究仅在动物层面进行验证，未经细胞验证，仍

存在一定局限性。此外，Tfh细胞具有促炎和抗炎

的双重特性，其在 OEM 中的作用机制尚不完全明

确，仍需要进一步探索。
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Effects of Huoxue Xiaoyi Formula （活血消异方） on Tfh Cells and the JAK/STAT Pathway in Ectopic Tissues 
of Ovarian Endometriosis Model Rats
FAN Weisen1， ZHANG Yongjia1， WANG Yaqian2， LEI Hong2， YAN Huiting2， HOU Ruijie1， WANG Xin1， 
TAO Yu1， ZHAO Ruihua1

1.  Guang'anmen Hospital，China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing，100053；2.  The First Clinical Medical College 
of Shandong University of Traditional Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To explore the potential mechanism of Huoxue Xiaoyi Formula （活血消异方， HXF） in 
treating ovarian endometriosis （OEM） from the perspective of T follicular helper （Tfh） cells and the Janus kinase/
signal transducer and activator of transcription （JAK/STAT） signaling pathway.   Methods　Forty-five female SD rats 
with normal estrous cycles were randomly divided into three groups， HXF group， model group， and normal group， 
with 15 rats in each group.  A rat model of OEM was established by autologous endometrial tissue implantation.  
After successful modeling， the treatment group received HXF at 5. 85 g/（kg·d） by gavage for 14 consecutive days.  
The model group and normal group received 1 mL/d of normal saline by gavage.  RNA-sequencing data from human 
proliferative-phase endometriotic and normal endometrial tissues were downloaded from the GEO database.  Transcrip⁃
tomic sequencing was used to analyze gene expression in rat ovarian ectopic tissues and normal uterine tissues， and 
comparisons were made with human data to verify JAK/STAT pathway activation in proliferative-phase ectopic tissues.  
Immunohistochemistry was used to detect the positive expression of CXC chemokine receptor 5 （CXCR5） and interleukin-21 
（IL-21） in rat ovarian ectopic and normal uterine tissues.  Western Blotting was performed to detect the protein levels 
of IL-21， IL-21 receptor （IL-21R）， Janus kinase 1 （JAK1）， signal transducer and activator of transcription 6 （STAT6）， 
and B-cell lymphoma 2 （Bcl-2）.  Tfh cell infiltration was analyzed using immune cell infiltration methods.   Results　
　Gene set enrichment analysis showed that the JAK/STAT pathway was significantly activated in human proliferative-

phase endometriotic tissues compared to normal endometrial tissues.  Similarly， the JAK/STAT pathway was markedly 
activated in rat ovarian ectopic tissues in the model group compared to the normal group， but suppressed in the HXF 
group compared to the model group.  Compared with normal uterine tissues， ovarian ectopic tissues in the model group 
showed increased Tfh cell infiltration scores， higher CXCR5 and IL-21 expression， and elevated levels of IL-21， 
IL-21R， JAK1， STAT6， and Bcl-2 proteins.  Compared with the model group， HXF group showed reduced CXCR5 
and IL-21 expression and decreased protein levels of IL-21， IL-21R， JAK1， STAT6， and Bcl-2.   Conclusion　HXF 
may suppress activation of the JAK/STAT signaling pathway in ovarian endometriotic tissues by inhibiting IL-21 secre⁃
tion from Tfh cells.
Keywords ovarian endometriosis； Huoxue Xiaoyi Formula （活血消异方）； Tfh cells； Janus kinase； signal transducer 
and activator of transcription
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