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补肾益气方对正常早孕期人细胞滋养层

细胞生物学行为的影响

王海燕+ 归绥琪+ 徐丛剑+ 储以微’

摘要 目的 探讨补肾益气方对正常早孕期人细胞滋养层细胞增殖、侵袭、分化等生物学行为的影响。

方法 体外培养正常早孕期人细胞滋养层细胞，分别设空白对照组、*>含药血清组、+(>含药血清组、’(>
含药血清组，用扫描电镜、噻唑蓝（?--）法、流式细胞仪、-@6:A;.//侵袭实验检测含药血清作用’28、2%8、

1’8后细胞的形态、增殖活性及侵袭力的变化。结果 含药血清培养’28、2%8、1’8后，细胞滋养层细胞微绒

毛变丰富，伪足增多、延长；细胞在酶联免疫分析仪2$(:5波长的吸光度值增加（!!(,(+）；ABC4D+期细胞

减少（!!(,(+），E期细胞增加（!!(,(+），D’／?期细胞明显减少（!!(,(+）；每视野穿过F3-膜的细胞数

明显增多（!!(,(+）。结论 补肾中药促进人细胞滋养层细胞增殖及侵袭力，并可能影响其分化能力。
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人类胚泡植入过程中植入侧的滋养细胞分化为两

层，外层融合分化为多核的合体滋养层，内层为细胞滋

养层细胞。合体滋养层细胞是分化成熟的细胞，失去

了增生分裂能力，更新须依靠内层的细胞滋养层细胞

分化、融合。细胞滋养层细胞增殖性强，可分裂、分化、

融合为合体滋养层细胞，是胎盘绒毛的干细胞，具有较

强的侵袭力，可穿透合体滋养层，侵入到母体子宫内

膜，使胚泡的植入更加深入和广泛，因此细胞滋养层细

胞的增殖、融合及侵袭能力对维持胎盘功能和结构是

必不可少的。补肾益气方是我院研制的保胎方，临床

研究及动物实验显示保胎成功率达$(>左右〔+，’〕，为

探讨补肾中药方是否可直接作用于人细胞滋养层细

胞，本实验观察了该方含药血清对正常早孕期人细胞

滋养层细胞增殖、侵袭、分化等生物学行为的影响。

材料与方法

+ 动物 成年雌性EW大鼠2(只，体重’(("
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!"#$，%#!%!周龄，由复旦大学上海医学院实验动物

部提供。

! 中药制剂 我院治疗自然流产保胎的补肾益

气方，由复旦大学上海医学院生药教研室制备。提取

水溶性的部分，制成溶液，含生药!&!"$／’(，方剂主要

组成：党参、炒白术、苏梗、菟丝子、白芍等。

) 方法

)&% 药物血清制备 参照文献〔)—"〕，将*#只动

物随机分为两组：空白血清对照组（等量生理盐水灌

胃）；补肾中药组〔*&"$／（+$·,）〕，临床成人剂量的!*
倍；每组!#只，每天给药!次，连续)天，末次给药前

禁食不禁水%!-，末次给药%-后采血，常规制备不同

浓度药物血清，包括".含药血清组、%#.含药血清

组、!#.含药血清组及空白血清组。

)&! 细胞滋养层细胞分离、培养和鉴定 参照

文献〔/〕所用方法。

)&) 扫描电镜观察 人细胞滋养层细胞加不同

浓度含药血清培养*0及1!-后，用!&".戊二醛*2
预固定!-后，%.锇酸后固定!-，梯度酒精脱水，样品

干燥后入345)型离子溅射仪中喷金)’67，日立85"!#
型扫描电镜观察细胞形态。

)&* 细胞增殖活力检测 采用噻唑蓝（9::）

法。将原代培养的滋养层细胞以%&";%#/／’(铺</
孔板，%##"(／孔，培养*-后去除培养液，洗两次，按照

以上分组给药，分别培养!*、*0及1!-，加入工作浓度

的9::，继续培养*-，用酶联免疫分析仪在)<#7’波

长处测光吸收值。

)&" 细胞周期分析 将原代培养细胞种植在/
孔板内，加入不同浓度含药血清继续培养!*及*0-
后，#&!".胰蛋白酶消化，=48洗两次，1#.冷乙醇

*2固定%!-，=48洗细胞，在含%. >?@酶的:A6B
CD(缓冲液（EC1&*）中)12孵育)#’67，=3染色，流

式细胞仪进行检测。

)&/ 侵 袭 实 验 方 法 参 照 文 献〔1，0〕。将 含 有

0"’微孔膜的:AF7BGH((细胞小室放入!*孔板中，膜

上面铺%#"(纯9FIA6$H(，)12孵育)#’67，将!##"(含

!&";%#" 细 胞 的J9K9 加 入 到 膜 上，孔 周 围 加 入

/##"(相同的J9K9培养液培养1!-，取出:AF7BGH((
小室，用生理盐水棉签轻拭去上层的细胞，=48洗膜)
次，*.=L@固定，姬姆萨染液染色，倒置光镜下计数，

每组随机记取%#个高倍视野，取其均数。

* 统计学分析 采用8=88%#&#软件系统，进
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行单因素方差分析。

结 果

! 正常早孕期人细胞滋养层细胞的鉴定结果细

胞滋养层细胞特异表达细胞角蛋白"，不表达波形蛋

白，而子宫内膜间质细胞及成纤维细胞表达波形蛋白，

细胞培养#$后做免疫组化鉴定，细胞角蛋白"表达阳

性率达%&’以上，波形蛋白着色细胞数低于&’。

( 扫描电镜观察结果 &’、!)’、()’含药血

清培养细胞滋养层细胞#*$后，含药血清作用的细胞

与空白对照组比较，细胞伪足增多、延长，()’含药血

清作用的细胞变化更为明显（见图!，+,-），"($后发

现含药血清组作用的细胞表面微绒毛突出物更加丰富

（见图!，.,/），提示补肾中药提高细胞滋养层细胞

的增殖、分化及侵袭能力。

0 细胞滋养层细胞增殖活性的变化 不同浓度

的含药血清培养细胞(#$后，#%)12波长的吸光度

（+）值由)3!45)3)!增至)3#"5)3!*；培养#*$后+
值从)3!*5)3)(增至)34)5)3)!；"($后空白血清对

照组光吸收值为)3((5)3)(；()’含药血清作用的细

胞光吸收值达)3%45)3)0，同一时间点各含药血清组

与空白血清对照组比较，差异有显著性（!!)3)!），显

示细胞增殖活性随含药血清浓度升高而增加，呈明显

的剂量依赖性。

# 细胞周期分布的变化 见表!。分别用空白

血清、&’含药血清、!)’含药血清、()’含药血清培养

细胞(#$后，即凋亡细胞（6789:!，’）减少，从!43%#5
)3%&降至!!3&!5)3&)（!!)3)!），;期细胞从!)3&!
5)3*0增至0(3%*5!344（!!)3)!），:(／<期细胞由

(%3#"5!30*降至!%3(%5!3%!（!!)3)!）；#*$的细

胞周期分布变化趋势与(#$一致，而且变化更加明显。

& 细胞侵袭力的变化 &’、!)’、()’含药血

清处理"($后穿过*!2微孔膜的细胞明显高于空白

对照组（见图(），每视野细胞数（个）分别为!!3%5(3)、

!&3)5!3*、((305!3*，与对照组（"3*5(30）比较，差

异有显著性（!!)3)!）。

讨 论

! 补肾中药保胎方参与妊娠期生殖,内分泌,
免疫网络调节 既往我院临床研究发现自然流产患者

经补肾中药治疗，保胎成功者血清孕酮、催乳素、"9
$=:水平升高〔(〕，给;-孕鼠注射溴隐亭诱发流产，建

立流产模型，用补肾中药后，孕鼠血>?@、>等激素水

平升高，蜕膜孕酮受体、催乳素受体水平上调，A$!／

A$(平衡向A$(偏移〔"〕，表明补肾中药通过宏观调控

生殖,内分泌,免疫网络起到维持妊娠的作用。细胞

滋养层细胞是形成胎盘绒毛的干细胞，反复自然流产

等不明原因的妊娠失败表现有细胞滋养层细胞增殖及

侵袭能力下降，凋亡细胞增多〔*〕。中药保胎方具有多

靶效应，因此我们推测补肾中药可能直接调节细胞滋

养层细胞的分化及功能。

( 补肾中药提高正常早孕期人细胞滋养细胞增

殖及侵袭能力 胎盘作为妊娠期特殊的内分泌器官，

在维持妊娠中起关键作用，细胞滋养层细胞在胎盘结

构的建立和功能的正常行使过程中起着非常重要的作

用。本实验用扫描电镜观察了含药血清对细胞滋养层

细胞表面形态的影响，发现随着含药血清浓度增加，细

胞滋养层细胞伪足增加、变长，这与细胞滋养层细胞的

表! 补肾中药作用"#$及#*$后正常早孕期人细胞滋养细胞的周期分布 （’，""5#）

组别 6789:! :!／:) ; :(／<
(#$ 空白对照 !43%#5)3%& &%3%)5)3*& !)3&!5)3*0 (%3#"5!30*

&’含药 !&30(5)3&0# 4(3)&5!3%4 !!3%05)34%# (&3%)5!3#4#

!)’含药 !(3(45)3#!# &(3(05!3!* (#3005!3!(# (03#&5!3%(#

()’含药 !!3&!5)3&)# #"3"05)30( 0(3%*5!344# !%3(%5!3%!#

#*$ 空白对照 !*3)(5)3!) &*3(45!3(" "3&)5)3*! 0#3%(5)3**
&’含药 !#3#"5)30## &&34*5!3)* !*3((5!3)0# (43!)5!3&4#

!)’含药 %3&(5)3"(# #%3((5!3!% (%3*"5!3("# ()3%(5!3"*#

()’含药 "3&)5)3*!# #%3#!5!3!" 0034&5!3!(# !43%*5)3"##

注：与空白对照组比较，#!!)3)!
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运动、迁移能力有关；当培养时间延长时，滋养细胞表

面微绒毛更加丰富，提示中药可能影响细胞滋养层细

胞的分化能力，我们在光镜下观察细胞形态时，也发现

含药血清作用!"#后，与空白对照组相比，单核的滋养

层细胞与多核巨细胞均明显增多，提示补肾中药有可

能促进细胞滋养层细胞融合为合体滋养层细胞，这有

利于胎盘结构的建立和功能的发挥。

$%%分析了不同浓度含药血清对细胞滋养层细

胞活力的影响，发现含药血清培养的细胞在&’()*处

的光吸收值明显高于空白对照组，且随着给药浓度增

加，给药时间延长，这种作用更加 明显，提示补肾中药

增强生长中的正常早孕期人细胞滋养层细胞的细胞活

力。流式细胞仪检测+,-二倍体细胞，分析不同血

药浓度作用后细胞处在各种细胞周期的比例，发现含

药血清培养细胞后，处于.期的细胞明显增多，阻滞在

/"0$期细胞减少，处于亚二倍体阶段的细胞明显下

降，表明补肾中药可诱导细胞处于+,-合成期及有

丝分裂期，促进细胞增殖，降低细胞凋亡的发生率，含

药血清能降低生长中的细胞滋养层细胞凋亡率的机制

还不清楚，可能有以下几种：（1）诱导细胞滋养层细胞

向合 体 滋 养 层 细 胞 分 化，致 使 膜／核 比 下 降，导 致

%,2!、2345受体接触率下降；（"）诱导信号传导效率

下降包括25678抑制因子上调；（9）诱导细胞滋养细

胞表达保护性细胞因子和生长因子如8/2、6/2、2/2
等水平增加，这些已经被证实可保护滋养细胞不凋

亡〔’〕；（&）诱导:;<0"家族表达水平升高。

本实验为证实补肾益气方对正常早孕期人细胞滋

养层细胞的侵袭能力具有调节作用，用%=3)4>?<<分析

了补肾中药作用后细胞侵袭力的变化，结果表明中药

组穿过@"*微孔滤膜的细胞明显多于对照组，且有明

显的剂量依赖关系，提示补肾中药具有提高细胞滋养

层细胞侵袭力的功能。

反复自然流产发病机理复杂，补肾益气方不但能

宏观调节生殖A内分泌A免疫网络的平衡，而且能直

接作用于正常早孕期人细胞滋养层细胞，对其生长、运

动、迁移能力起良性的调节作用，因此在临床上具有良

好的应用前景。
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