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健胎液对米非司酮处理的小鼠子宫

雌孕激素受体基因表达的影响

刘艳娟 黄光英 杨明炜 龚 萍 陆付耳

摘要 目的 探讨健胎液改善着床障碍小鼠子宫内膜容受性的分子机制。方法 利用米非司酮诱导胚

泡着床障碍小鼠模型，予健胎液进行干预（中药组），于妊娠第/天处死小鼠，采用蛋白印迹（<+=6+>?@,"6）、

逆转录聚合酶链式反应（=+352A94?656465B+>+B+>=+6>4?=;>5C64=+C",83+>4=+;:45?>+4;65"?，D*2EFD）检测子宫

雌、孕激素受体（+=6>"G+?>+;+C6">，1D；C>"G+=6+>"?+>+;+C6">，ED）蛋白及其基因表达。结果 中药组1D、

ED蛋白及基因表达均较模型组显著提高（!!%H%I），与正常组比较差异无显著性（!"%H%I）。结论 健胎

液通过调节胚泡着床障碍小鼠子宫组织1D、ED蛋白及基因的表达，促进子宫内膜发育，改善胚泡着床。
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健胎液由桑寄生、丹参、当归、黄芪、川芎组成，具

有温补肝肾、益气活血之功效。前期研究表明，健胎液

能促进米非司酮诱导的胚泡着床障碍小鼠子宫内膜的

发育，改善子宫内膜容受性，提高胚泡着床障碍小鼠的

胚泡着床率〔&，-〕。本实验拟通过观察健胎液对小鼠子

宫雌激素受体（+=6>"G+?>+;+C6">，1D）、孕激素受体

（C>"G+=6+>"?+>+;+C6">，ED）表达的影响，从基因水平

探讨健胎液改善米非司酮处理的小鼠子宫内膜容受性

的作用环节及机理。

材料与方法

& 实验动物 清洁级性成熟、雌性未孕昆明种

小鼠，体重（$-\)）G，雄性小鼠（)%\)）G，由湖北省卫

生防疫站实验动物中心提供（湖北省实验动物合格证

号：医动字第&(.%/-号）。

- 实验药物 健胎液（由同济医院中西医结合

研究所中药制剂室提供）：桑寄生&/G 黄芪&)G 丹

参(G 当归(G 川芎(G，采用水煎醇沉工艺制成

&))]无菌剂，分装于无菌小瓶中，.-%̂ 冰箱保存。

米非司酮片（DL)/0，北京第三制药厂生产）研碎后溶

解于丙二醇（国产分析纯试剂）中，配制成%H/3G／3,
米非司酮溶液。

$ 实验试剂 1D多克隆抗体、ED多克隆抗体
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为美国!"#$"%&’()公司产品，!*免疫组化试剂盒、

+%,试剂盒、-&.(/0123抽提试剂、逆转录试剂盒、

-"4523聚合酶及反应缓冲液、6/76,8逆转录酶及

反应缓冲液、92-*:、;0.</9-=>、12":.#酶抑制剂为

6?@公司产品。+1、*1及!7"A$.#引物由上海生工生

物技术公司合成，引物序列见表=。

表! 引物序列

引物 引物序列 扩增片段长度

+1 上游：>’7-B-3%%-B%%-3B%33%3B-7C’

下游：>’7B%%3%B-3-%-33B-%3%%-7C’
DECFG

*1 上游：>’7%3BB33-%%3%33%%3%33B7C’

下游：>’7-%B-3-B%-BB3B3%%-33B7C’
=HIFG

!7"A$.# 上游：>’7%%-33BB%%33%%B-B3333B7C’

下游：>’7-%--%3-BB-B%-3BB3B%%37C’
IECFG

D 实验仪器 紫外分光光度计，多用电泳仪，

*%1仪，图像分析仪及分析软件。

> 动物分组及处理 将雌、雄小鼠分笼适应性饲

养C天后，于每日=H：JJ以雌雄EK=的比例合笼，次日

L：JJ检查雌鼠阴道后再分笼，发现阴栓计为妊娠第=
天。将受孕鼠随机分为正常组、模型组和中药组，每组

各I只。于妊娠第D天皮下注射1MDLI，每只JN=O0
建立胚泡着床障碍模型。正常组不予任何处理，中药

组自妊娠第=天起每天以ED<／P<体重中药灌胃，模型

组每天以等体积生理盐水灌胃，于妊娠第L天处死所

有小鼠，迅速剖腹，取出子宫，记录着床成功的孕鼠数，

检测子宫组织+1、*1蛋白含量及其O123的表达

（一侧子宫角用于Q):$)&#F0/$分析，另一侧子宫角用

于1-7*%1分析）。

I 子宫组织+1、*1蛋白含量检测 采用Q):$7
)&#F0/$法。将子宫组织用细胞裂解液（每毫升裂解液

中含>JOO/0／,-&.:（GRHND），=OO/0／,+5-3，=>J
OO/0／,2"%0，="<／O0*6!S，=J"<／O0抑 肽 酶，=

"<／O0亮肽素）裂解细胞〔C〕，离心后取上清，用,/T&U
法测定蛋白浓度。各取>J"<蛋白经!5!7*3B+电泳

后转移至*85S膜，浸入封闭液〔=JOO/0／,-&.:7R%=
（GRLNJ），=>JOO/0／,2"%0，JNJ>V -T))#WEJ〕过

夜，再分别进行抗原抗体反应。用+%,显色后，利用

85!图像分析系统扫描定量，得出光密度值，计算每

克子宫组织蛋白的相对含量。

H 子 宫 组 织 +1O123、*1O123 含 量 检 测

采用1-7*%1法。用一步法抽提总123〔D〕，在核酸分

析仪上检测123的含量和纯度，并计算3EIJ／3ELJ
的比值，比值为=NX#ENJ。按照逆转录试剂盒提供的

实验步骤进行逆转录反应。取="0A523依次加入

=JYF’ZZ)&、EO/0／,92-*、=J"O/0／,*&.O)&各E"0，

=JOO/0／,6<%0E=[E"0，-"4酶=M，补水至总体积

EJ"0，分别进入*%1循环。+1循环条件：X>\变性=
O.#、>C\退火CJ:、HE\延伸=O.#；*1和!7"A$.#的

循环条件：X>\变性=O.#、>=\退火CJ:、HE\延伸=
O.#。共进行CL个循环，循环终末HE\=JO.#终止

反应。

取*%1产物L"0，用EN>V琼脂糖凝胶进行523
电泳，电泳条带结果用85!图像分析系统分析。以

+1或*1的吸光度与!7"A$.#吸光度的比值，表示+1
O123或*1O123的表达水平。

L 统 计 学 方 法 实 验 数 据 用!!]"表 示，经

!*!!==NJ软件处理，组间比较采用#检验和$检验。

结 果

= 健胎液对米非司酮处理的小鼠子宫组织+1、

*1蛋白表达的影响 膜显色后分别出现单一清晰的

条带，分子量分别为IĤ 5、L=̂ 5，表明子宫组织中有

+1及*1蛋白表达。+1、*1蛋白在小鼠子宫的定性

表达结果见图=、E。模型组+1、*1蛋白含量均显著

低于正常组和中药组（%"JNJ>），而中药组的+1、*1
蛋白含量与正常组比较差异无显著性（%#JNJ>）。见

表E。

表" 健胎液对米非司酮处理的小鼠子宫组织+1、

*1蛋白表达的影响 （!!]"）

组别 & 着床鼠／受孕鼠数 +1（光密度） *1（光密度）

正常 I I／I =HNXL]JNCI$ EXN==]JNDC$
模型 I =／I =>NX=]JNDC% EIN>H]JN>J%
中药 I D／I =HNIE]JN=X$ ELNHD]JN=H$

注：与正常组比较，%%"JNJ>；与模型组比较，$%"JNJ>

E 健 胎 液 对 米 非 司 酮 处 理 小 鼠 子 宫 组 织+1
O123、*1O123表达的影响 经EV琼脂糖凝胶电

泳分析，+1O123、*1O123、!7"A$.#O123的扩增

产物和理论长度一致，+1O123、*1O123在小鼠

子宫组织表达的定性分析见图C、D。中药组子宫+1
O123、*1O123的表达较模型组显著增高（%"
JNJ>），与正常组比较差异无显著性（%#JNJ>），而模

型组子宫+1O123、*1O123的表达较正常组、中

药组的表达均显著降低（%"JNJ>）。见表C。

表# 健胎液对米非司酮处理的小鼠子宫组织

+1O123、*1O123表达的影响 （!!]"）

组别 & 着床鼠／受孕鼠数 +1／!7"A$.# *1／!7"A$.#
正常 I I／I =N==H]JNJCL$ =NEDC]JNJJ>$
模型 I =／I JNLHC]JNJ=J% JNHHC]JNJEL%
中药 I D／I =NJHL]JNJ>J$ =N=>=]JN=JE$

注：与正常组比较，%%"JNJ>；与模型组比较，$%"JNJ>
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讨 论

! 健胎液上调米非司酮处理的小鼠子宫"#、

$#蛋白及其%#&’的表达 雌激素、孕激素作用于

子宫内膜，促进着床期子宫内膜发育至可容受状态，

"#、$#是雌、孕激素发挥生物效应的介导者，任何影

响"#、$#及其基因表达的因素都可影响雌、孕激素

的作用，从而影响子宫内膜发育及其容受性〔(〕。本研

究采用的 )*+,*-./01,及#23$4#法为半定量检测，

可反映"#、$#蛋白及%#&’表达相对含量的变化。

研究结果表明：模型组子宫"#、$#基因表达显著降

低，蛋白合成减少，从而使其介导的雌、孕激素的作用

减弱，子宫内膜发育被抑制；而经中药治疗后，子宫

"#、$#基因表达显著升高，蛋白合成增多，则其介导

的雌、孕激素的作用增强，刺激子宫内膜发育，使之呈

可容 受 状 态 而 促 进 着 床。说 明 健 胎 液 可 通 过 改 变

"#、$#蛋白及其%#&’的表达改善米非司酮处理的

小鼠子宫内膜容受性，有利于着床。

5 健胎液直接调节米非司酮处理的小鼠"#、$#
蛋白及其%#&’的表达 血雌、孕激素的分泌水平可

影响子宫内膜"#、$#蛋白及%#&’的表达。雌激素

水平升高时，"#、$#蛋白合成及%#&’表达增加；当

孕激素水平升高时，"#、$#蛋白合成及%#&’表达

下降，这属于机体维持雌、孕激素生理作用相对稳定的

自身调节机制〔6〕。前期实验结果显示，经米非司酮处

理后，小鼠的着床率和平均着床胚胎数均显著降低，虽

然血清、子宫组织中雌二醇（*+,-17890，"5）、孕酮（:-13

;*+,*-1.*，$）含量均无显著性改变〔!〕，但其子宫局部

"#、$#蛋白及其%#&’表达减少，而健胎液能上调

胚泡着床障碍小鼠子宫"#、$#蛋白及其%#&’的表

达，说明健胎液并非通过调节"5、$的分泌间接调节

"#、$#的表达，而是直接调节子宫局部"#、$#的

表达。

< 健胎液对米非司酮处理的小鼠子宫"#、$#
蛋白及其%#&’的调节可能是其改善子宫内膜容受

性的机理之一 子宫内膜在雌、孕激素的作用下，发生

一系列有利于胚泡着床的变化，其正常发育为胚泡着

床提供良好的着床微环境；若子宫内膜发育不良，与胚

泡的发育失去同步性，则导致胚泡着床障碍。根据中

医辨证，绝大多数不孕症患者属肾虚而胎元不固，故拟

补肾益气之方填补肾精，稍伍养血活血之品，则可改善

子宫内膜的发育。临床研究证实，该方配合=>?3"2
能显著提高不孕症患者的临床妊娠率〔@〕。动物实验亦

显示，该方能促进子宫内膜发育，改善子宫内膜容受
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性，提高胚泡着床障碍小鼠的着床率〔!〕。本研究结果

进一步表明：对"#、$#基因及蛋白表达的调节作用

可能是健胎液改善胚泡着床障碍小鼠子宫内膜容受性

的机理之一。
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为了深入探讨LU#L患者的舌苔与M细胞亚群的关系，我

们对))例LU#L患者的舌苔和M细胞亚群进行了检测，兹报

告结果如下。

资料与方法

% 观察对象 选择!’’(年+月,日—!’’(年K月!V日

在首都医科大学宣武医院住院的LU#L患者，共计))例舌苔

进行拍照分析，男J(例，女+K例，年龄V!V%岁，平均（(+\()
]%J\(,）岁。

! 诊断标准 LU#L患者的诊断标准：参照卫生部中国疾

病预防控制中心公布的《非典型肺炎病例的临床诊断标准（试

行）》。舌苔的诊断标准：参照《中医诊断学》第+版相关内容制

定。其中，本文中出现的薄白苔为具有舌淡苔薄白表现的病理

性薄白苔。

舌苔拍照采用H34?4$?D8EL=?9UV’型防水数码相机，图

像为!’J,̂ %+(K像素，由副主任医师以上专家深入隔离病房，

近距离接触LU#L患者，直接观察舌质、舌苔并用数码相机拍

摄舌象照片作综合分析判断。M细胞亚群HO(、HOJ、HO,、HOJ／

HO,测定采用流式细胞仪。所得数据采用L$LL%’\’统计软

件进行二元变量相关分析。

结 果

% 不同舌苔的M细胞亚群测定例数 在测定M细胞亚

群的患者中，白苔+!例（(’\+)_）；黄苔!%例（%!\(+_）；厚苔

!V例（%+\,,_）；薄苔J,例（!,\!J_）；润苔V’例（J%\%,_）；

燥苔+例（!\)J_）；腐 腻 苔J,例（!,\!J_）；剥 落 苔%+例

（,\,!_）。

! 舌苔与M细胞亚群的相关性 见表%。LU#L患者白

苔与HO(呈负相关；舌苔厚薄与HO(、HO,，HOJ／HO,均呈正相

关；腐腻苔与HO( 呈负相关。LU#L患者HO( 降低时多见薄

苔，白苔或腐腻苔；HO,和HOJ／HO,降低时，多见薄苔。

表! LU#L患者舌苔与M细胞亚群的相关性 （!值）

M细胞亚群 白苔 黄苔 薄苔 润燥 腐腻 剥落

HO( [’\%)(! ’\%%’ ’\!%!! ’\’%’ [’\!V’! ’\’%V
HOJ [’\%K, ’\%!K ’\’+) [’\’,V [’\%!+ [’\’V’
HO, ’\’+J [’\’,, ’\!+V! [’\%%% [’\’’, ’\%!’

HOJ／HO, ’\’,% [’\’%K ’\!(K! ’\’+V [’\’,) [’\’%+

注：!""’\’%
讨 论 LU#L病毒的靶器官为肺和免疫系统。LU#L患

者的病理改变是弥漫性肺泡损伤，尸检和病理学研究表明，

LU#L患者的淋巴细胞，特别是M细胞亚群计数低，且重型患

者较普通型患者下降更显著，提示LU#L患者细胞免疫损伤可

能是本病发生的重要机制之一。

从我们此次的临床观察结果可以看出，HO(和HO,降低的

患者，多见有薄白苔和腐腻苔。由此可见LU#L患者的舌苔可

以比较直观地反映出M细胞亚群的某些变化，显示了中医舌诊

所具有的独特优势与潜力。
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