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!基础研究!

补肾活血方对子宫自然杀伤细胞与子宫间质细胞旁

分泌基因表达谱的影响
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摘要"目的"观察补肾活血方对子宫自然杀伤"
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$细胞与子宫间质细胞旁分
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细胞旁分泌作用对提高子宫内膜容受性和种植妊娠率发

挥着重要的作用#补肾活血方可改善并提高此旁分泌系统的功能%
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""影响子宫内膜容受性的因素很多!免疫细胞的

调节作用是其中一个重要因素'
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细胞介导并参与种植

期的胚泡着床以及子宫内膜细胞形态和功能的改

变'

&

(

)

F5I

细胞在生殖方面的作用很大程度上依赖

于细胞自身的增殖反应) 在小鼠组织中
F5I

细胞

受孕激素的调节'
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!然而人
F5I

细胞表面并没有孕

酮受体) 研究表明
F5I

细胞与子宫内膜间质细胞

的旁分泌系统可能在
F5I

细胞的增殖过程中发挥

重要的生理作用'

:

(

) 中医药在辅助生育和治疗不孕

方面具有一定的优势) 本研究运用基因芯片技术观

察
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细胞和间质细胞的相互作用以及可能的旁

分泌系统!以期明确补肾活血方在此生理过程中的

调节作用)

材料与方法
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月在东方医院

妇科就诊患者!取拟行人工流产术的健康妊娠妇女

$孕
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周%蜕膜组织及滋养层组织&取育龄期妇女

增殖期子宫内膜组织!术前
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个月未使用任何性激素)

内膜于无菌状态下从子宫底刮下!立即投入含青霉素
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+杜仲
#! K

+山药
#: K

等
#"

味药组成%按常规方法煎煮取汁!浓缩液含生药

#"

!

& <KE<L
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0@G8/B811F1=/ B811 =^

$

M8Z03@ <318BF18

$

#

!

)'-,

$

#

%+

)L

$

6

和白血病抑制因

子$

18FH=8<0= 0@M0U0G3/ V=BG3/

!

L)J

%) 采用
*O)>31

提取间质细胞总
<O5-

!紫外吸光度以检验纯度并计

算
O5-

浓度!取
# <K

总
O5-

合成
BC5-

) 引物设

计如下#

'S'L#

$

#7% U.

%! 上游#

:

&$

-*-W''-

$

'-'*'--W--*W

$

&

&! 下 游#

:

&$

*'*W'-W'*W*

$

W*'*'*'**

$

&

&&

)'-,

$

#

$

#%# U.

%! 上 游#

:

&$

W-'W-WW-*W*WW'*W**W-W-

$

&

&! 下 游#

:

&$

WW-W-*W-WW*W-*WWW'W-W

$

&

&&

)L

$

6

$

!7!

U.

%!上游#

:

&$

-*W-'**''--W'*WW''W*WW'*

$

&

&!下游#

:

&$

*'*'-W'''*'**'-----'**'*'

$

&

&&

L)J

$

!"9 U.

%! 上 游#

:

&$

W-WW--WW-W

$

'--W-'*'--

$

&

&!下游#

:

&$

-W'-*-'''--*-W

$

W'-W'--W

$

&

&&

"

$

=BG0@

$

!6: U.

%!上游#

:

&$

'-'

$

''***'**W-'----''*

$

&

&! 下 游#

:

&$

-W*

$

WWWW*WW'*** *-WW-

$

&

&) 在
!" $L

反应体系中

加入阳性标准品及待测样本
BC5- #

!

" $L

) 在
-Y)

Q/0Z< $$""

型荧光定量
Q'O

仪中进行扩展反应!条

件如下#

7:

%

: <0@

&

7:

%

&" Z

!

9:

%

&: Z

!

%:

个循

环&

$!

%

: <0@

)采用
!

#

%%'G法分析数据)

9

!

&

"细胞上清液
)L

$

6

蛋白含量检测"采用生物

素双抗体夹心
;L)R-

技术!按说明书操作!根据标准

曲线计算
)L

$

6

蛋白表达水平) 为保证测量
)L

$

6

含量

的准确性!实验扣除了培养基中
)L

$

6

的基础含量) 试

剂盒灵敏度为
"

!

!& @KEL

)

$

"统计学方法"运用
RQRR #$

!

"

统计软件数

据包处理!实验数据以
\

)

Z

表示!多组间采用
3@8

$

b=T -5D2-

!

Q X"

!

"#

为差异有统计学意义) 基因

芯片的差异基因筛选方法为筛查表达上升或下降
%

倍

以上!且
Q X "

!

"#

的基因!并运用
Y8@?=<0@0

$

[3BM

$

U8/K

$

Y[

%进行错误发现率检测$

JCO

%)

结""果

#

"各组间质细胞基因芯片差异基因筛选情况

$表
#

%"与空白组比较!对照组和中药组上升
%

倍的

基因表达谱基本一致!共
9&

个基因) 与对照组比较!

中药组与子宫内膜容受性和胚胎种植密切相关的因子

表达量升高!在此
9&

个基因中
)L

$

#:O-

上调
#

!

!$

倍!

L)J

上调
#

!

%:

倍!

)L

$

6

上调
#

!

#"

倍!

*-Q #

上调
#

!

"!

倍!

)'-,

$

#

上调
#

!

#:

倍&除此
9&

个基因!中药组与子

宫内膜容受性密切相关的重要因子也有不同程度的升

高#血管内皮生长因子$

a=ZBF1=/ 8@^3GM810=1 K/3bGM

V=BG3/

!

2;WJ

%上调
#

!

::

倍!

)L

$

##

上调
#

!

!&

倍!转化

生长因子$

"

$

G/=@ZV3/<0@K K/3bGM V=BG3/

$

"

!

*WJ

$

"

%

上调
#

!

%"

倍!表皮生长因子$

8.0^8/<=1 K/3bGM V=B

$

G3/

!

;WJ

%上调
#

!

#"

倍!单核细胞趋化蛋白
6

'

BM8

$

<3H0@

$

'

$

' <3G0V

%

10K=@^ 6

!

''L 6

(上调
#

!

#&

倍!

细胞表面趋化因子受体
!

'

BM8<3H0@8

$

'

$

S

$

' <3

$

G0V

%

/8B8.G3/ !

!

'S'O!

(上调
#

!

!!

倍)

!

"各组
'S'L #

+

)'-,

$

#

+

)L

$

6

及
L)J <O5-

表

达水平比较$表
!

%"与空白组比较!对照组
'S'L #

+

)'-,

$

#

+

)L

$

6

及
L)J <O5-

表达水平升高 $

Q X

"

!

"#

%) 与对照组比较!中药组
)L

$

6 <O5-

表达水平

升高$

Q X"

!

"#

%)

&

"各组
)L

$

6

蛋白含量比较"与空白组'$

!&

!

"

)

#

!

!

%

@KEL

(比较!对照组人子宫内膜间质细胞上清液

)L

$

6

蛋白含量 '$

!%9

!

:

)

!"

!

&

%

@KEL

( 升高 $

Q X

"

!

"#

%) 与对照组比较! 中药组
)L

$

6

蛋白含量

'$

&""

!

"

)

#&

!

#

%

@KEL

( 升高$

Q X"

!

":

%)
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表
#

$对照组较空白组上升
%

倍的基因

基因名称

$功能分类%

"差异

"倍数
基因

)C

基因名称

$功能分类%

"差异

"倍数
基因

)C

基因名称

$功能分类%

"差异

"倍数
基因

)C

基因名称

$功能分类%

"差异

"倍数
基因

)C

细胞凋亡
;*2$ %

*

!7 :# :#& W'[# !6

*

&# ! 9%& )J)*& 9

*

#% & %&$

*5J-)Q6 %

*

!: !: 6#9 CCS9" %

*

&! :: 9"#

激素分泌
5Qc#O #"

*

!6 % 669

'63/V% %

*

%9 :9 67! O5J!#& %

*

$6 :$ 9$% R*'# %

*

"7 9 $6#

结构因子

'-RQ$ %

*

:& 6%" )J)[# ##

*

#% 9% #&:

离子束缚
*JQ)! %

*

!# $ 76"

'-RQ# 9

*

#6 6&%

酶活力
-QDY;'&W :

*

"& 9" %67 ,-Q! :

*

"# % #&&

细胞黏附
C*S&L %

*

&! #:# 9&9 '#O :

*

6! $#: W),-Q! 9

*

#: !9 #:$

)'-,

$

# $

*

76 & &6& *-Q! %

*

%! 9 67# S-J# 9

*

"! :% $&7 'LC5# $

*

"& 7 "$9

细胞因子
E

趋化因子
WYQ: %

*

:& ##: &9!

激酶 转录相关

L)J %

*

$" & 7$9 -'RL: %

*

$" :# $"& )O-I! 9

*

%: & 9:9 *O),!: %

*

"6 $ $"9

)L

$

#: :

*

7" & 9"" O-OO;R& %

*

79 : 7!" *5J-)Q& ##

*

$& $ #!6 RQ#"" %

*

:& 9 9$!

)L

$

#:O- &

*

6$ & 9"# *-Q# :

*

"# 9 67" ',QI! #:

*

"$ #!7 9"$ 5,) %

*

$% 7 ###

'S'L9 #"

*

:& 9 &$! Q-OQ7 :

*

&" 6& 999

分子功能
Q-OQ#% 7

*

%: :% 9!:

'S'L## #&

*

7! 9 &$& Q*WR! :

*

9$ : $%& W"R! %

*

$9 :" %69 R*-*# ##

*

## 9 $$!

)L

$

9 #:

*

"$ & :97 [RC##Y# 9

*

9$ & !7" -),# 9

*

&$ !"! )OJ# #&

*

"6 & 9:7

)L

$

6 %6

*

"% & :$9 '*RR $

*

:! # :!"

核苷酸代谢 色氨酸代谢

'S'L# ::

*

96 ! 7#7 R;OQ)5Y! $

*

:6 : ":: -LC[#-& #"

*

6% !!" )CD# !!

*

:" & 9!"

'S'L#" #$6

*

77 & 9!$ Y)O'& $

*

7" &&" WYQ# #&

*

:! ! 9&& +-OR %

*

#6 $ %:&

C5-EO5-

形成
WYQ$ 7

*

!$ &66 9%9

信号转导

CCS:6 %

*

"6 !& :69 WYQ% #9

*

:$ ##: &9# WYQ& %

*

%6 ! 9&:

-*J& %

*

!: %9$ RDC! #$

*

9# 9 9%6 WYQ! %

*

:6 ! 9&%

表
!

$各组子宫内膜间质细胞因子
<O5-

表达量比较"$

\

)

Z

%

组别
@ 'S'L # )'-,

$

# )L

$

6

正常
& "

"

*

79

)

"

*

"9

!

"

#

*

""$

)

"

*

"##

!

"

"

*

79

)

"

*

!&

!

对照
& #7%

*

$!

)

6

*

76 #%

*

:!!

)

"

*

!99 #7

*

6:

)

"

*

#6

中药
& #7$

*

&$

)

#$

*

": #:

*

76!

)

"

*

6$&

!#

*

!6

)

"

*

#:

!

""注#与对照组比较!

!

Q X"

!

"#

讨""论

F5I

细胞对子宫内膜的血管生成与重建有重要

的作用'

9

(

!

)J5

$

&

可以上调与种植相关的细胞因子

'S'L#"

和
''L6

!酶活性相关蛋白
WYQ:

+

*-Q#

+

RDC!

和凋亡因子
'-RQ#

!以及转录相关因子
)OJ#

等'

$

(

) 而
)J5

$

&

所引起的上述相关反应与
F5I

细胞

同时促进滋养细胞迁移'

6

(和胚胎着床部位的血管生

成'

7

!

#"

(

!本课题组实验也验证了此协同作用的存在)

F5I

细胞数量不足可以导致蜕膜的血管重塑明显减

退!并增加胎儿成长受限及先兆子痫的发病率'

##

(

)

虽然
5I

细胞具有细胞毒作用!但
F5I

细胞却对

母体*胎儿之间产生免疫性保护应答) 有研究认为

)L

$

#:

与此免疫保护相关'

#!

(

) 另外!

F5I

细胞的保护

性免疫应答可能通过识别目标细胞的表面主要组织相

容性复合体$

,[' B1=ZZ

%

#

因子而起到抑制
F5I

细

胞杀伤的功能'

#&

(

)

*-Q#

是促进形成
,[' B1=ZZ )

的必需因子之一!因此外周
5I

细胞缺少表达
*-Q#

时细胞毒性增高) 本研究发现!

F5I

细胞可促使子宫

内膜间质细胞分泌更多的
*-Q#

!笔者推测
F5I

细胞

可能通过间质细胞旁分泌系统抑制自身的免疫毒性)

实验发现
F5I

细胞分泌液中含有大量促进
F5I

细胞增殖的因子!包括
)L

$

#:

和
)L

$

#:O-

)

)L

$

#:

可以

促进
*

细胞的扩增!同时可以激活其他细胞毒效应细胞

和单核细胞'

#%

!

#:

(

)

F5I

细胞与子宫内膜间质细胞的

旁分泌作用与骨髓
5I

细胞的增生方式极为相似!均是

以
)L

$

#:

和
)L

$

#:O-

的相互作用为基础'

#9

(

) 由此笔者

推测
F5I

细胞通过与间质细胞的旁分泌作用!即,

)L

$

#:

*

)L

$

#:O-

*

F5I

扩增循环轴-!来维持子宫内膜内

免疫细胞的内稳态并执行
F5I

细胞的各项生理功能)

目前!子宫内膜容受性下降是制约
-O*

发展的瓶

颈!本研究在中医,肾主生殖-的经典理论指导下!以

补肾活血法指导临床用药!自制补肾活血方!使肾精得

充!阴血得养!胞络气血调畅) 前期研究表明补肾活血

方可以通过改善大鼠子宫内膜内微血管密度 $

<0

$

B/3a8ZZ81 ^8@Z0GT

!

,2C

%和
L)J

的表达提高子宫内

膜容受性的作用'

#$

(

) 本研究中!通过检测
'S'L

$

#

+

)'-,

$

#

+

)L

$

6

及
L)J <O5-

表达量和
)L

$

6

蛋白的表

达量!得到了和基因芯片相类似的结果!验证了基因芯

片的结果) 本研究发现补肾活血方可以不同程度地上

调
'S'L

$

#"

+

''L6

+

*-Q#

+

'S'O!

+

2;WJ

和
L)J

等

因子的表达!从而促进
F5I

细胞的旁分泌作用!最终

达到提高子宫内膜容受性和种植妊娠率的治疗作用)

另一方面!

)'-,

$

#

是参与滋养层细胞系的迁移及细

胞网络形成的主要因子'

#6

(

!本实验研究也与此结论相
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"!"($$"

一致) 中药可以明显提高该因子的表达!因此认为中

药可以通过上调
)'-,

$

#

加强
F5I

细胞和间质细胞

的联系!达到促进
F5I

旁分泌的作用) 另外!子宫内

膜间质细胞可通过分泌
)L

$

6

!加强
)L

$

#:

与
)L

$

#:O-

之间的相互作用'

#7

(

!从而进一步稳定
)L

$

#:

*

)L

$

#:O-

*

F5I

扩增循环轴)

综上所述!中药补肾活血方可以通过干预
F5I

细

胞与间质细胞的旁分泌系统!起到促进胚胎种植!改善

子宫内膜容受性!提高临床妊娠率的作用)
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