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·实验研究·

经 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ ／核因子 κＢ 通路探讨复方黄柏液涂剂对细菌性
阴道病模型大鼠 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 的调节及抑炎机制

程文秀，魏绍斌，张楠楠，杨佳医，李茂雅，邵　 钰

（成都中医药大学附属医院妇科，成都 ６１００７５）

　 　 ［摘要］ 　 目的：通过 Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）４ ／ 核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）通路探索复方黄柏液涂

剂治疗细菌性阴道病模型大鼠的疗效及作用机制。 方法：选取 ５５ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雌性大鼠，采用混合菌液接

种法制备细菌性阴道病大鼠模型。 造模成功后分别给予复方黄柏液涂剂、甲硝唑阴道凝胶、红核妇洁洗液连

续治疗 ７ ｄ，ＨＥ 染色观察大鼠阴道组织中炎性细胞浸润及糖原堆积情况；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测大鼠

阴道灌洗液中白介素（ ＩＬ） ⁃１β，ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃１０，ＩＬ⁃６ 和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ） ⁃α 表达水平；免疫组化定位大鼠阴道

组织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 分布情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠阴道组织中 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达水平。 结果：
与模型组相比，黄柏组大鼠阴道组织中炎性细胞浸润减轻，糖原堆积明显增多（Ｐ ＜ ０． ０１），阴道灌洗液中 ＩＬ⁃
１β，ＩＬ⁃６ 浓度降低（Ｐ ＜ ０． ０１，Ｐ ＜ ０． ０５），ＩＬ⁃２，ＴＮＦ⁃α 浓度下降，ＩＬ⁃１０ 浓度升高（Ｐ ＞ ０． ０５），ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
蛋白表达水平均下降（Ｐ ＜ ０． ０５），ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 核易位细胞数减少（Ｐ ＜ ０． ０１）。 结论：复方黄柏液涂剂对细菌

性阴道病模型大鼠具有治疗作用，其机制可能与抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路、减少炎症介质分泌、调节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２
免疫失衡有关。
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ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ ｒａｔｓ ｖｉａ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ： Ｆｉｆｔｙ⁃ｆｉｖｅ ＳＤ ｆｅｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ． Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｏｒｔｅｘ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ ｆｌｕｉｄ， ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ｖａｇｉｎａｌ ｇｅｌ， ａｎｄ Ｈｏｎｇｈｅ ｆｕｊｉｅ ｌｏｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｆｔｅｒ
７ ｄ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｖａｇｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＩＬ⁃２， ＩＬ⁃１０， ＩＬ⁃６， ａｎｄ
ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｖａｇｉｎａｌ ｌａｖａｇｅ． Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｉｎ ｒａｔ ｖａｇｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ：
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｏｒｔｅｘ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ ｆｌｕｉｄ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０． ０１）， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＩＬ⁃１β （Ｐ ＜ ０． ０１）， ＩＬ⁃６ （Ｐ ＜ ０． ０５）， ＩＬ⁃２， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｖａｇｉｎａｌ ｌａｖａｇｅ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＩＬ⁃１０
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＞ ０． ０５）， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０． ０５），
ａｎｄ ｔｈｅ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５'ｓ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｗｅｒｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ （Ｐ ＜０． ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｏｒｔｅｘ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ
ｆｌｕｉｄ ｈａｓ ａ ｄｅｆｉｎｉｔｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ ｒａｔｓ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｄｊｕｓｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｏｎ Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］ 　 ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ； ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｏｒｔｅｘ ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ ｆｌｕｉｄ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ； ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｐａｔｈｗａｙ； ｉｍｍｕｎｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｏｎ Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２

　 　 细菌性阴道病（ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ，ＢＶ）是常见

的女性下生殖道感染性疾病，主要特征为阴道内乳

杆菌数量减少或消失，而阴道加德纳菌及厌氧菌等

微生物数量显著增多。 该病好发于育龄期女性，
１０％ ～４０％的患者无症状，有症状者主要表现为阴

道分泌物增多，有鱼腥味，性交后加重，伴外阴瘙痒、
潮湿、烧灼感［１ － ２］。 ＢＶ 相关并发症较多，如盆腔炎

性疾病、人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）感染、不孕症、妇科术

后感染等，持续存在还会增加妊娠期流产、早产及新

生儿不良结局的风险［３］。 ＢＶ 复发率较高，治疗后

１２ 个月的复发率可高达 ６０％ ，严重影响患者生活质

量。 目前西医治疗有一定疗效，但仍存在部分问题，
寻求安全有效的治疗方法是 ＢＶ 研究中亟待解决的

难题。
复方黄柏液涂剂是一种外用中成药液体制剂，

药理研究表明其具有抑菌、抗炎作用，亦可增强巨噬

细胞活性、提高机体的非特异性免疫［４ － ５］。 现扩展

应用治疗多种妇科炎症类疾病，如阴道炎［６］、盆腔

炎性疾病后遗症［７］、会阴伤口感染［８］。 但尚缺乏该

药治疗 ＢＶ 的作用机制研究。 甲硝唑是指南推荐治

疗 ＢＶ 的一线药物，临床初始治愈率可达 ７０％ ～
９０％ ，但存在菌群耐药、阴道微生态失调等情况，致
使疾病反复发作、难以彻底治愈［９ － １０］。 一项前瞻性

随机多中心非劣效临床研究表明红核妇洁洗液治疗

ＢＶ 疗效非劣于甲硝唑，可明显改善阴道微生态，且
疾病复发率更低，安全有效［１１］。 因此，本研究拟通

过混合菌液法制备 ＢＶ 大鼠模型，将甲硝唑与红核

妇洁洗液作为阳性对照药，旨在探索复方黄柏液涂

剂对 ＢＶ 大鼠的治疗效果及作用机制，为临床应用

复方黄柏液涂剂治疗 ＢＶ 提供实验依据。

材料与方法

１　 实验动物及菌种

８ 周龄 ＳＰＦ 级健康、雌性未交配 ＳＤ 大鼠 ５５ 只，
体重 １８０ ～ ２２０ ｇ，由成都达硕实验动物有限公司提

供，使用许可证编号：ＳＹＸＫ（川）２０２１⁃２４６。 金黄色

葡萄球菌、大肠埃希菌（成都里来思诺生物科技有

限公司，批号：ＡＴＣＣ２５９２３，ＡＴＣＣ２５９２２）按 １ ∶ １比例

混合后备用。
动物饲养及实验操作经成都中医药大学附属医

院伦理审查委员会审批通过，实验伦理编号：２０２１ＤＬ⁃
０２１。
２　 实验药物

实验组药物：复方黄柏液涂剂（山东汉方制药有

限公司，生产批号：２１１０２３１１，国药准字：Ｚ１０９５００９７）。
对照组药物：甲硝唑阴道凝胶（同方药业集团有

限公司，生产批号：２１０７０６，国药准字：Ｈ２００４１４２６）；红
核妇洁洗液（山东步长神州制药有限公司，生产批

号：２１０６２８，国药准字：Ｚ１０９８０１３１）。
其他药物：苯甲酸雌二醇注射液（兽用） ［上海

全宇 （驻马店） 动物药业有限公司， 生产批号：
２１０８０９，兽药字（２０１６）１６３２３２５１１］。
３　 主要试剂

苏木素染液、伊红染液（武汉塞维尔生物科技

有限公司）；甲醛（成都市科隆化学有限公司）；ＡＲ
级无水乙醇（成都海兴化工试剂厂）；ＡＲ 级二甲苯

（天津市致远化学试剂有限公司）；ＡＲ 级盐酸（成都

西陇科学有限公司）；中性树胶 （ Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物公

司）；白介素（ＩＬ）⁃１β，ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃１０，ＩＬ⁃６ 和肿瘤坏死因

子⁃α（ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海茁彩生物科技有

限公司）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 生物

公司）；ＤＡＢ 试剂盒、正常山羊血清、二抗（北京中杉

金桥生物有限公司）；ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒

（上海雅酶生物科技有限公司）；ＥＣＬ 化学发光显影

试剂盒（ＨＲＰ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 生物公司）；Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃
ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲ）４、核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ） ｐ６５ 一抗

抗体（Ａｂｃｌｏｎａｌ 生物公司）；β⁃ｔｕｂｌｉｎ 抗体鼠克隆抗体

（ＺＳＧＢ⁃ＢＩＯ 生物公司）等。
４　 主要仪器

垂直电泳槽、电泳仪（北京君意东方电泳设备

有限公司）；化学发光凝胶成像仪（上海天能科技有

限公司）；数字切片扫描仪［３ＤＨＩＳＴＥＣＨ（Ｈｕｎｇａｒｙ）
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公司］；修复仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｈａｎｄｏｎ Ｌｉｍｉｔｅｄ 公司）；漩涡

混匀仪（江苏新康医疗器械有限公司）；全功能酶标

仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 仪器有限公司）等。
５　 ＢＶ 大鼠模型的建立

大鼠适应性喂养 ４ ｄ 后向阴道内注入 ＰＢＳ 溶液

进行连续 ６ ｄ 的脱污处理。 脱污后皮下注射兽用苯

甲酸雌二醇建立大鼠假动情期［１２］。 随机选取 ４５ 只

大鼠建立 ＢＶ 模型，具体操作如下：固定大鼠后，将 ５
号头皮针硅胶管使用无菌石蜡油润滑，随后缓慢插

入大鼠阴道约 １． ５ ｃｍ 处，向阴道内接种混合菌液

５０ μＬ，接种后提起大鼠尾部停留约 ２ ｍｉｎ，避免菌液

流出［１３］。 接种 ４ ｄ 后，肉眼观察大鼠阴道情况，取阴

道组织样本进行 ＨＥ 染色，若见炎性细胞浸润即为

造模成功［１４］。
６　 分组及给药

将造模成功的 ４０ 只大鼠随机分为 ４ 组，根据

“人和动物间按体表面积折算的等效剂量”公式，将
各组治疗药物临床等效剂量换算出大鼠每日用药

量。 其中模型组以生理盐水 ２ ｍＬ·ｋｇ － １ 阴道注药；
黄柏组以 ２ ｍＬ·ｋｇ － １阴道注药；甲硝唑组以 １ ｇ·ｋｇ － １

阴道注药；红核组以洗液 １０ 倍稀释后 ２ ｍＬ·ｋｇ － １阴

道注药。 另设空白组以生理盐水 ２ ｍＬ·ｋｇ － １阴道注

药。 每天定时给药 １ 次，连续 ７ ｄ。
７　 观察指标

７． １　 阴道组织病理改变　 取保存于 １０％中性甲醛

溶液中的阴道组织，包埋切片后行 ＨＥ 染色。 光镜

下观察形态学变化。 用 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ（Ｈｕｎｇａｒｙ）公司

生产的 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ 数字切片扫描仪对切片进行

图像采集。 首先将病理切片放置于 １００ 倍镜下观察

大致病变情况，然后于 ４００ 倍镜下计数视野下炎性

细胞、糖原堆积数量，每只大鼠取 ３ 个密集区域数量

之平均数进行比较。
７． ２　 ＥＬＩＳＡ 检测相关因子的表达　 取阴道灌洗液

标本，按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书步骤进行复温与加

样、配液与洗涤、显色与终止，测定 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃
１０，ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α 水平。
７． ３　 免疫组化定位 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白 　 取保存于

１０％中性甲醛溶液中的阴道组织，包埋切片后脱蜡、
水化，采用柠檬酸缓冲液进行抗原热修复，３％ Ｈ２Ｏ２

浸泡 １０ ｍｉｎ 阻断内源性过氧化氢酶，血清封闭，滴
加一抗 ４ ℃ 过夜孵育，二抗 ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ，用
ＤＡＢ 法进行显色，随后复染、脱水、透明，干燥后用

中性树胶封片，置于显微镜下观察染色结果，使用

Ｈａｌｏ 数据分析系统计算每张图像阳性占比。
７． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

表达水平　 取大鼠阴道组织标本，经研磨、裂解、匀
浆、离心，取上清液，用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋

白量，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳、转膜，将 ＰＶＤＦ 膜置于

５％脱脂牛奶中封闭，分别用 ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 一抗

（浓度 １∶ ２ ０００）４ ℃孵育过夜，二抗（浓度 １∶ ５ ０００）室
温孵育 ２ ～３ ｈ，ＴＢＳＴ 清洗后 ＥＣＬ 化学发光、显影，天
能 ＧＩＳ 机箱控制软件 Ｖ２． ０ 对条带进行曝光扫描。
８　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２３． ０ 软件进行统计，定量资料

以 Ｍｅａｎ ± ＳＤ 表示，组间比较采用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ
检验，方差齐的多组数据采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，方差不齐

的多组间数据采用 Ｔａｍｈａｎｅ⁃Ｔ２ 检验；不满足正态分

布采用非参数检验里的 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。 设置

检验水准 α ＝０． ０５。

结　 　 果

１　 阴道组织病理改变

１． １　 阴道组织病理形态变化　 空白组大鼠阴道组

织形态正常，上皮脚增粗不明显，见上皮糖原堆积，
未见炎性细胞浸润；模型组见上皮脚增生，糖原堆积

较空白组减少，组织内大量中性粒细胞及嗜酸性粒

细胞浸润，证明 ＢＶ 模型造模成功；经各治疗组干预

后，上述病理改变均减轻。 见图 １。
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图 １　 各组大鼠阴道组织病理形态（ＨＥ 染色 × ４００）

１． ２　 炎性细胞及糖原堆积　 与空白组相比，模型组

炎性细胞浸润明显，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。
与模型组相比，黄柏组、甲硝唑组及红核组炎性细胞

浸润减轻，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。 各治疗

组间炎性细胞浸润差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
与空白组相比，模型组糖原堆积减少，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。 与模型组相比，黄柏组、甲硝

唑组及红核组糖原堆积增多，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０． ０１）。 各治疗组间糖原堆积差异无统计学意

义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 具体见表 １ 和图 ２。

表 １　 各组大鼠炎性细胞及糖原堆积情况

组别
例数

／例
炎性细胞数 ／个 糖原计数 ／个

空白组（２ ｍＬ·ｋｇ － １ ） １０ ２． ５００ ± ４． ５３６ １１６． ３７５ ± ９． ４１０

模型组（２ ｍＬ·ｋｇ － １ ） １０ ９８． ６２５ ± １１． ７７１ａ ８２． １２５ ± ６． ９５８ａ

黄柏组（２ ｍＬ·ｋｇ － １ ） １０ ３７． ５００ ± １３． ６１７ｂ １１３． ５００ ± ９． ６６６ｂ

甲硝唑组（１ ｇ·ｋｇ － １ ） １０ ３９． ３７５ ± １３． ６８４ｂ １１２． ８７５ ± ８． ８０６ｂ

红核组（２ ｍＬ·ｋｇ － １ ） １０ ３８． ７５０ ± １０． ７９６ｂ １１７． １２５ ± ８． ４０８ｂ

　 　 与空白组相比，ａ：Ｐ ＜０． ０１；与模型组相比，ｂ：Ｐ ＜０． ０１

与空白组相比，ａ：Ｐ ＜ ０． ０１；与模型组相比，ｂ：Ｐ ＜ ０． ０１

图 ２　 各组大鼠炎性细胞及糖原堆积情况

２　 大鼠阴道灌洗液中相关炎症介质的表达水平

与空白组相比，模型组 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α
的浓度均升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１），ＩＬ⁃１０
浓度降低，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。

与模型组相比，黄柏组 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６ 浓度降低，差
异有统计学差异（Ｐ ＜ ０． ０１，Ｐ ＜ ０． ０５），ＩＬ⁃２，ＴＮＦ⁃α
浓度下降，ＩＬ⁃１０ 浓度升高，差异无统计学意义（Ｐ ＞
０． ０５）；甲硝唑组 ＩＬ⁃６ 浓度降低，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０． ０１），ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃２，ＴＮＦ⁃α 浓度下降，ＩＬ⁃１０ 浓

度升高，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；红核组 ＩＬ⁃
１β，ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α 浓度降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０１），ＩＬ⁃２ 浓度下降，ＩＬ⁃１０ 浓

度升高，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
各治疗组两两相比，上述炎症介质的表达水平

差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见表 ２。
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表 ２　 各组大鼠阴道灌洗液中炎症介质的表达水平 ｐｇ·ｍＬ － １

组别　 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃２ ＩＬ⁃１０ ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

空白组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） ０． ６８７ ± ０． ２５１ ４８． ３９３ ± １１． ２３２ １． ８６２ ± ０． １３０ １． ６２７ ± ０． ８５１ １０． ５８８ ± ２． ６０３

模型组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） ２． ００１ ± ０． ５０６ａ ７０． ９１８ ± １０． ９７４ａ １． ５３３ ± ０． ４９７ ３． ２１８ ± １． ０８１ａ １７． ４２１ ± ３． ５５０ａ

黄柏组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） １． ３２５ ± ０． ５０１ｃ ６６． ８１２ ± ４． ９７３ １． ８７０ ± ０． ３１８ ２． ３９８ ± ０． ７２４ｂ １５． ２８５ ± ４． １０９

甲硝唑组（１ ｇ·ｋｇ － １） １． ４９８ ± １． ２９４ ６３． ３７７ ± ７． ５５８ １． ８４６ ± ０． ２８３ ２． １８３ ± ０． ９０４ｃ １５． ０５５ ± ２． ４６１

红核组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） １． ０５４ ± ０． ２０４ｂ ６４． ６７６ ± ６． ７１３ １． ６５０ ± ０． ３４５ ２． ０１３ ± ０． ５４７ｂ １３． ００８ ± １． ９１５ｃ

　 　 与空白组相比，ａ：Ｐ ＜０． ０１；与模型组相比，ｂ：Ｐ ＜０． ０５，ｃ：Ｐ ＜０． ０１

３　 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白定位情况

光镜下观察到空白组阴道组织细胞中 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 定位于细胞质，可见苏木素染色的蓝色细胞核，
ＤＡＢ 染色 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 阳性表达为棕黄色或褐色。
与空白组相比，模型组 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达可见核易

位（Ｐ ＜ ０． ０５），见细颗粒状或细丝状棕黄色或褐色。
与模型组相比，各治疗组核易位的 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达

显著减少（Ｐ ＜ ０． ０１）。 见表 ３ 和图 ３。

表 ３　 各组大鼠 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 核易位细胞数占比

Ｍｅａｎ ± ＳＤ
组别 例数 ／ 例 阳性占比 ／ ％

空白组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） ８ ２． ９２９ ７ ± １． ０４４ ９
模型组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） ８ ４． ０７２ ２ ± １． ２８８ ６ａ

黄柏组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） ８ ２． １７６ ５ ± ０． ８５４ ４ｂ

甲硝唑组（１ ｇ·ｋｇ － １） ８ ２． ０３６ ６ ± １． ０３２ ３ｂ

红核组（２ ｍＬ·ｋｇ － １） ８ ２． ６８０ ９ ± ０． ７１９ ４ｂ

　 　 与空白组相比，ａ：Ｐ ＜０． ０５；与模型组相比，ｂ：Ｐ ＜０． ０１

图 ３　 各组大鼠阴道组织细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白定位情况（免疫组化 × ４００）

４　 ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白相对表达水平

与空白组相比，模型组 ＴＬＲ４ 表达升高，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）。 与模型组相比，黄柏组、甲
硝唑组及红核组 ＴＬＲ４ 均下降，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０． ０５），且黄柏组下降趋势优于甲硝唑组、红核

组（Ｐ ＜ ０． ０５）。
与空白组相比，模型组 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达升高，差

异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组相比，各治疗

组 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达呈下降趋势，但差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见图 ４ 和图 ５。
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与空白组相比，ａ：Ｐ ＜ ０． ０５，ｂ：Ｐ ＜ ０． ０１；与模型组相比，ｃ：Ｐ ＜ ０． ０５；与黄柏组相比，ｄ：Ｐ ＜ ０． ０５

图 ４　 ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白相对表达水平

Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：红核组；Ｄ：甲硝唑组；Ｅ：黄柏组

图 ５　 ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白相对表达水平

讨　 　 论

中医理论将 ＢＶ 归于“带下病”、“阴痒”等疾病

范畴。 “带下病”始见于《内经》，《素问·玄机原病

式》中又提出：“下部任脉湿热甚者，津液涌溢而为

带下也”。 《傅青主女科》云：“夫带下俱是湿症”。
因此，ＢＶ 的主要病机为下焦湿热互结，任带失约，治
疗上应以清热利湿止带为主。 复方黄柏液涂剂是由

山东汉方制药有限公司上市的中成药，方中以黄柏、
连翘相须为君，黄柏苦寒，《本草拾遗》记载其可“主
热疮疱起，虫疮”，擅治下焦湿热，体外实验研究表

明黄柏提取物可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化，降低 ＩＬ⁃１β，
ＩＬ⁃６ 的表达水平而抑制炎症反应［１５］。 连翘功擅清

热解毒、散结消肿，药理研究显示连翘可调控机体内

多条炎症通路以发挥抗炎、抑菌的作用［１６］。 金银

花、蒲公英共为臣药，可增强君药清热解毒之功，谷
晓雨等［１７］通过体外抑菌实验证明二药合用的抑菌

效果明显增强，可有效抑制金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌、白色念珠菌等多种致病菌的感染。 《医学衷中

参西录》谓蜈蚣“性有微毒，而转善解毒，凡一切疮

疡诸毒皆能消之”，为佐药以增全方解毒之力，蜈蚣

醇提物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌等

常见菌有明显抑菌作用［１８］。 药理学研究发现复方

黄柏液涂剂具有良好的抗炎、抑菌作用，可通过介导

ＮＦ⁃κＢ 等相关通路降低炎症介质的表达水平，减轻

机体的炎症反应［１９］。 本品对多种细菌具有确切的

抑制作用，并能增强巨噬细胞的吞噬功能，提高机体

非特异性免疫［２０］。
针对 ＢＶ 模型制备，本研究采用金黄色葡萄球

菌与大肠杆菌 １∶ １混合接种感染法制备 ＢＶ 大鼠模

型，接种 ４ ｄ 后，肉眼观察见脓性分泌物自大鼠阴道

口流出，ＨＥ 染色显示有大量炎性细胞浸润，糖原堆

积明显减少，提示 ＳＤ 大鼠 ＢＶ 模型复刻成功［１４］。
实验结果显示，与模型组对比，黄柏组炎性细胞浸润

明显减轻，糖原堆积明显增多，提示复方黄柏液涂剂

可改善阴道微环境、减轻炎症反应［２１］。
ＴＬＲｓ 是固有免疫系统的重要组成部分，是识别

微生物病原体和启动免疫系统的决定因素［２２］。
ＴＬＲ４ 是哺乳动物中最早被发现的 ＴＬＲｓ，其在阴道

上皮细胞中表达，调节阴道的免疫炎性反应［２３ － ２４］。
脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰氏阴性菌细

胞壁的主要成分，微生物侵入机体后通过释放 ＬＰＳ
与 ＴＬＲ４ 受体结合［２５］。 ＴＬＲ４ 信号激活后，启动炎

症反应，释放 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α 等炎症介质，进一

步活化下游 ＮＦ⁃κＢ 通路［２６］。 ＮＦ⁃κＢ 是一种细胞核

转录因子，参与机体的免疫炎症反应，主要以 ｐ５０ 与

ｐ６５ 这 ２ 种形式存在，当机体受到刺激时，ＮＦ⁃κＢ 抑

制蛋白游离释放，ＮＦ⁃κＢ 解聚，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 易位入细

胞核，调控相关基因表达，激活 ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ 的释

放［２７ － ２８］。 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路激活可导致 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２
免疫失衡，加快炎症进展［２９］。 正常情况下 Ｔｈ１，Ｔｈ２
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处于动态平衡，在机体免疫中发挥重要作用，机体受

到刺激后容易失衡引起相应变化。 Ｔｈ１ 细胞分泌的

ＩＬ⁃２，ＴＮＦ⁃α 作为促炎因子诱导机体的炎症反应，
Ｔｈ２ 细胞分泌的 ＩＬ⁃１０ 则作为抑炎因子抑制炎性细

胞的激活［３０ － ３１］。 本研究模型组大鼠阴道组织中

ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达水平增加，且 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 可见

核易位，阴道灌洗液中 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α 浓度

明显升高，ＩＬ⁃１０ 浓度降低。 验证 ＢＶ 的发病可能与

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活并介导 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免疫失

衡有关，经复方黄柏液涂剂干预后，ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 表达水平下降，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 核易位细胞数显著减

少，且 ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃２，ＩＬ⁃６，ＴＮＦ⁃α 等炎症介质浓度下

降，ＩＬ⁃１０ 浓度升高。
近年来，诸多研究认为 ＢＶ 与机体的免疫炎症

反应有关，但尚未开展系统的机制研究。 本研究从

ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路介导 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免疫平衡出发，根据

本病湿热互结的核心病机，选取复方黄柏液涂剂为研

究对象，探究其治疗 ＢＶ 的疗效及作用机制。 研究结

果显示复方黄柏液涂剂一方面可通过下调或沉默

ＴＬＲ４，ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的表达及活化，抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
通路，减少相关炎症介质的释放，另一方面可通过促

进 ＩＬ⁃１０ 的表达、抑制 ＩＬ⁃２ 的表达以调节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免

疫失衡状态，从而起到治疗 ＢＶ 的作用。 本研究在复

方黄柏液涂剂有效治疗 ＢＶ 模型大鼠的基础上，探索

其治疗 ＢＶ 的免疫炎症机制及作用靶点，为临床拓展

应用复方黄柏液涂剂治疗 ＢＶ 提供了实验依据。
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