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·基础研究·

助孕宁Ⅰ号方对复发性自然流产孕鼠滋养及
蜕膜细胞凋亡的影响

刘禹熙#　陈　璐!　陈丽羽&　冯晓玲!

摘要　目的　探讨助孕宁Ⅰ号方防治复发性自然流产（GHI）的可能作用机制。方法　建立 CJIE!

×
'JIE( GHI

小鼠模型，以不同浓度助孕宁Ⅰ号方对实验组模型小鼠进行灌胃，留取药物干预后的滋养细胞
及蜕膜组织，并设空白组（空白滋养细胞及蜕膜组织）、模型组（模型滋养细胞及蜕膜组织）及西药组（地屈孕

酮含药滋养细胞及蜕膜组织），每组
#%

只。分别采用免疫组化法及
K'G

法检测各组不同浓度药物干预后

的滋养细胞及蜕膜中
K)&LEIL*

信号传导通路上人第
#"

号染色体缺失的磷酸酶（
K*83

）和
J

细胞淋巴瘤
E

白血病
MN

（
J<1


MN

）细胞凋亡相关因子表达水平。结果　（
#

）与空白组比较，模型组死胎率增加（
K O"


"%

）；

与模型组比较，西药组及助孕宁Ⅰ号各剂量组死胎率降低（K O"


"%

）。（
!

）模型组滋养细胞中可见细胞碎裂溶解

或凋亡趋势；空白组滋养细胞结构清晰，胞质染色均匀，血管丰富，助孕宁Ⅰ号（低、中、高）及西药组及次之。（&）
与模型组比较，滋养细胞助孕宁Ⅰ号高、低剂量组中 K*83 9G3I

和蛋白含量减少，助孕宁Ⅰ号高、中、低剂量组
和西药组中

J<1


MN 9G3I

和蛋白含量增多，差异有统计学意义（
K O"


"%

，
K O"


"#

）；与模型组比较，蜕膜助

孕宁Ⅰ号高、低剂量组和西药组中 K*83 9G3I

和蛋白含量增多，蜕膜助孕宁Ⅰ号高、中剂量组和西药组中 J<1


MN 9G3I

和蛋白含量增多，差异有统计学意义（
K O"


"%

，
K O"


"#

）。结论　
K*83

及
J<1


MN

与
GHI

有关，

助孕宁Ⅰ号方能够促进 GHI

小鼠滋养细胞及蜕膜中
J<1


MN

表达；分别下调和促进
GHI

小鼠滋养细胞及蜕膜

中
K*83

表达，平衡母胎界面的细胞异常凋亡，从而达到保胎作用。

关键词　助孕宁Ⅰ号；复发性流产；细胞凋亡；人第 #"
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　　复发性自然流产（
>7<R>>7S= VU0S=-S70RV -W0>


=:0S

，
GHI

）是指同一性伴侣连续发生两次及两次以

上的自然流产，且发生在妊娠
!"

周以前，是一种常见

的妊娠并发症，中医学称其为“滑胎”、“数堕胎”。研

究显示连续发生两次及以上自然流产者再次妊娠流产

的可能性高达
B"`

以上，而
%"`

以上病因未被查

明［
#

］。
K)&LEIL*

信号通路近年被证实在细胞凋亡中

具有重要作用，因其可提高细胞生存能力和抑制细胞

凋亡的机制，被广泛应用在肿瘤、糖代谢、各种细胞分

化等的研究领域中［
!

－
6

］。
GHI

的研究尚且有限，本实

验用以补肾活血安胎为要的助孕宁Ⅰ号方干预 GHI

小鼠蜕膜及滋养细胞，观察其对
K)&LEIL*

信号通路

中
K*83

及
J<1


MN

的影响，探索助孕宁Ⅰ号方通过
影响细胞凋亡防治

GHI

的可能性。

材料与方法

#

　动物　
HK[

级雌性鼠
'JIE( $"

只，雄性鼠

CJIE! &4

只，雄性鼠
JINJE< 4

只，鼠龄为
4

周，雌

鼠体重
#B a!" T

，雄鼠体重
#4 a!! T

，
&

种鼠均购置

于北京华阜康生物科技股份有限公司，质量检测单位

为中国医学科学院实验动物研究所，动物许可证编号：

H'ML

（京）
!"#6

－
"""6

。本实验遵守关于国家实验

动物保护与使用准则。

!

　药物　助孕宁Ⅰ号方组方：菟丝子、川续断、桑
寄生、阿胶、黄芪、党参、丹参各

!" T

混合，提取水溶性

部分制作成溶液，浓缩至含生药量
# 9TE9N

（药物及药

液提取工艺由黑龙江中医药大学附属第一医院药局提

供）；地屈孕酮片（每片
#" 9T

，苏威制药
H10]-. KQ->


9-<7R=:<-1V J2/2

提供，生产批号：
Z!"#&"##"

）。

&

　主要试剂与仪器　枸橼酸缓冲液（
UZB


"

）、

苏木素体细胞染色液、组织分化液购自福州迈新生物

技术开发有限公司；一抗兔抗鼠
)T\

、二抗辣根酶标记

兔抗羊
)T\

购自北京中杉金桥生物技术有限公司；丝

氨酸蛋白酶抑制剂（
K,H[

）购自北京索莱宝科技有限

公司产品（批号：
&!#C"&!

）；核糖核酸酶抑制剂

（
G3-V7 )SQ:W:=0>

）购自美国
*Q7>90 H<:7S=:?:<

公

司；反转录酶
,N/

购自美国
K>097T-

公司；
*-T

聚

合酶购自美国
*Q7>90 H<:7S=:?:<

公司。

全自动组织脱水机，
*Q7>90 H<:7S=:?:< 8@<71V:


0> 8H

；
K'G

仪，
*Q7>90 H<:7S=:?:< %"!"

，美国赛默

飞世尔科技有限公司；高速冰冻离心机，
I117T>-


!#G

，

美国贝克曼库尔特公司；电热恒温水浴箱，
CL


$4


#

型，天津市泰斯特仪器公司；磁力加热搅拌器，
54


54


#

，江苏省金坛市金城国胜实验仪器厂；凝胶图像分析

系统，
*-S0S!%""G

，上海天能科技有限公司。

6

　方法
6


#

　分组及给药方法　取
'JIE(

雌鼠
$"

只随

机分为空白组，助孕宁Ⅰ号高、中、低剂量组，模型组，
地屈孕酮片组（西药组），每组

b#%

只。
CJIE!

雄鼠按

#

∶
!

配备，
CJIE!

与
'JIE(

雌鼠合笼交配成
GHI

鼠

模型［
%

］，
JINJE<

雄鼠与
'JIE(

雌鼠合笼交配成空白

组。按动物与人体的每公斤体重剂量折算系数表“小

鼠每千克体重剂量
c

人类体重一般剂量×（小鼠剂量折
算系数

E

人剂量折算系数）”计算，助孕宁Ⅰ号高、中、低剂
量组及西药组小鼠灌胃量分别为

#


4

、
"


$

、
"


6%

、

"


# 9NE_T

，模型组与空白组小鼠生理盐水灌胃量同助

孕宁Ⅰ号中剂量组。
6


!

　孕鼠胚胎数量　孕后小鼠连续灌胃
4

天，
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于小鼠妊娠第
$

天时配制
6`

台盼蓝母液，用
KJH

稀

释到
"


6`

，于小鼠尾静脉注射。注射前用
&`

戊巴

比妥那
"


# 9NE!" T

腹部皮下注射，麻醉后行台盼蓝

染色，观察
&" 9:S

，断颈处死小鼠，剥离子宫并标记，

见胚胎着床点处紫蓝色着色，无正常发育胚胎处仍可

见着床处的紫蓝色染色点，有着色点但未见正常发育

胚胎为死胎，以此方法确定总妊娠数并计算死胎率

（̀ ）
c

死胎个数
E

着床染色个数 ×
#""`

。留存小鼠

子宫及胎盘，部分组织行液氮保存留做
K'G

，部分组

织行
6`

多聚甲醛液固定留做免疫组化。

6


&

　
GHI

模型孕鼠滋养细胞形态学改变　采用
光镜观察。将复发性流产模型组小鼠及空白组，分别

进行病理常规
Z8

染色，对比蜕膜及滋养细胞组织结

构。光镜下观察凋亡细胞，凋亡细胞呈圆形，胞浆红

染，细胞核染色质聚集成团块状，无炎症反应，由经验

丰富的病理医生确定。

6


6

　
K*83

及
J<1


MN

蛋白表达　采用免疫组
化法检测。方法参考文献［

B

］，具体为：（
#

）烤片：将组

织制作蜡块后常规切片，贴片，胶片捞片，烘片机中烤

&" 9:S

，放置于
B6

℃温箱中过夜；（
!

）脱蜡及脱水：常

规二甲苯脱蜡，后梯度酒精脱水；（
&

）阻断灭活内源性

过氧化物酶；（
6

）抗原修复：将配置好的枸橼酸盐用微

波高火加热
#" 9:S

，放入需要修复的玻片，微波高火

加热
#" 9:S

，水浴使其将至室温后取出玻片；（
%

）一

抗孵育：取湿盒，玻片用
KJH

洗净，甩干并吸干玻片上

组织周围多余的液体，滴加一抗兔抗鼠，
6

℃过夜；
（
B

）二抗孵育：
KJH

冲洗玻片
&

遍，滴加二抗兔抗羊

&5

℃孵育
&" 9:S

，充分水洗；（
5

）
CIJ

（二氨基联苯）

染色：取
!%" μN KJH

加入
IJ'

染色液各
#

滴，混

匀，每个指标约滴加
%" 9N

显色液，镜下观察着色阳

性即入水终止显色；（
4

）苏木素复染：苏木素
% 9:S

盐

酸酒精分化－温水返蓝－酒精脱水；（
$

）封片：滤纸吸

干玻片多余液体，室温存放
#" 9:S

，封存，并摄片。蛋

白表达以“阳性细胞着色百分率法”表示，即在
6"

倍

光镜下，随机选择不重叠的
#"

个视野，人工计数阳性

着色细胞，表示为，
d

：表达率
O!%`

；
d d

：表达率为

!%`

～
%"`

；
d d d

：表达率＞
%"`

。

6


%

　
K*83

、
J<1


MN 9G3I

表达　采用
K'G

法检测。方法参考文献［
B

］，具体为：（
#

）组织总
G3I

提取步骤：匀浆化作用、
G3I

分离、
G3I

沉淀、
G3I

洗涤、溶解
G3I

；（
!

）反转录
<C3I

合成：于冰盒中操

作；（
&

）
K'G

扩增：
K'G

扩增反应条件：①$%

℃预变
性

% 9:S

；②$6

℃变性
&" V

，引物退火适宜温度

&" V

，引物延伸
5!

℃
&" V

，进行
&%

个循环；③最后延

伸
5!

℃
#" 9:S

，
6

℃终止；（
6

）琼脂糖凝胶电泳检

测：①制备琼脂糖凝胶；②加样；③电泳；④观察：紫外
线透射分析仪下观察并拍摄，保存结果。⑤以β-<=:S
为内参，各个样品的 β-<=:S 与目的基因在同等条件
下扩增，计算目的基因扩增产物条带灰度值后，对比内

参β-<=:S 基因扩增产物条带灰度，分析二者比值，进
行半定量分析。

6


B

　统计学方法　使用
HIH $


#


&

软件进行统

计学分析，计量资料（满足正态性）采用
@

±
V

表示，

组间比较采用单因素方差分析，多重比较使用
NHC


=

检验，
K O"


"%

为差异有统计学意义。

结　　果

#

　各组妊娠
$

天小鼠子宫形态变化及孕鼠死胎

率比较（图
#

，表
#

）　
B

组小鼠妊娠第
$

天处死解剖后

肉眼观察可见空白组小鼠正常妊娠子宫饱满，宫内胚

胎完整如串珠状，胚胎发育良好，个体数一般为
4

～
#"

枚模型组流产子宫经过台盼蓝染色，宫腔内的流产胚

胎仅见紫蓝色着床点，或呈黑褐色瘀血状，吸收胚胎明

显较正常胚胎小，发育不同步，且胚胎较小，不饱满，吸

　　注：
I

为空白组；
J

为模型组；
'

为西药组；
C

为助孕

宁Ⅰ号高剂量组；8为助孕宁Ⅰ号中剂量组；[为助孕宁

Ⅰ号低剂量组

图
#

　
B

组小鼠灌胃后各组胚胎形态比较

（台盼蓝染色，×
%

）

表
#

　各组孕鼠死胎率比较
［̀ （组内死胎率总和

E

组内鼠个数）］

组别
S

死胎率

空白
#% ##

．
B

（
#

．
56E#%

）

模型
#%

&5

．
$

（
%

．
B4E#%

）

西药
#%

#$

．
5

（
!

．
$%E#%

）△

助孕宁Ⅰ号高剂量 #%

#%

．
5

（
!

．
&%E#%

）△

　　　　　中剂量
#%

#B

．
!

（
!

．
6&E#%

）△

　　　　　低剂量
#% &#

．
B

（
6

．
56E#%

）

　　注：与空白组比较，e
K O"


"%

；与模型组比较，△
K O"


"%
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收胚胎及未发育胚胎较多，为
&

～
%

枚，流产率与文献

［
%

］报道的
CJIE!

×
'JIE(

流产发生率相符，造模成

功。西药组、助孕宁Ⅰ号高剂量组与中剂量组胚胎完
整，发育尚可，正常胚胎个体数一般为

4

枚左右，可见

#

～
!

枚吸收胚胎；低剂量组胚胎发育不良，吸收胚胎

及未发育胚胎个数一般为
!

～
&

枚。与空白组比较，

模型组死胎率增加（
K O"


"%

）；与模型组比较，西药组

及助孕宁Ⅰ号高、中剂量组死胎率降低（K O"


"%

）。

!

　
B

组孕鼠滋养细胞形态学改变（图
!

，表
!

）　
经肉眼可观察到，空白组滋养细胞结构清晰，连接紧

密，胞质染色均匀，排列规则，血管丰富；模型组滋养细

胞周围血管不丰富，细胞嗜酸性变，并可见细胞碎裂、

溶解并且消失或有凋亡趋向；西药组、助孕宁Ⅰ号高剂
量组及中剂量组滋养细胞结构清晰，胞质染色均匀；低

剂量组滋养细胞胞质染色欠均匀，可见细胞破碎且有

凋亡趋向。

　　注：
I

为空白组，
I#

（×
#"

），
I!

（×
6"

）；
J

为模型组，
J#

（×
#"

），
J!

（×
6"

）；
'

为西药组（×
#""

）；
C

为中药低剂量组

（×
#""

）；
8

为中药中剂量组（×
#""

）；
[

为中药高剂量组（×

#""

）；箭头所指为凋亡细胞

图
!

　各组孕鼠滋养细胞在光镜下形态结果　（
Z8

）

&

　各组孕鼠蜕膜及滋养细胞中
K*83

及
J<1


MN

蛋白表达比较（表
!

）　在妊娠早期的滋养细胞中，

K*83

蛋白表达部位主要在滋养细胞的胞核中，
J<1


MN

蛋白表达部位主要在滋养细胞的胞浆中，均呈棕黄

色颗粒性表达。滋养细胞中表达阳性率，
K*83

蛋白

空白组低于模型组（
K O"


"%

），助孕宁Ⅰ号低、高剂量
组低于模型组（

K O"


"%

）；
J<1


MN

蛋白空白组高于模

型组（
K O"


"%

），助孕宁Ⅰ号（低、中、高）及西药组均
高于模型组（

K O"


"%

，
K O"


"#

）。

蜕膜细胞中表达阳性率，
K*83

、
J<1


MN

蛋白空白

组均高于模型组（
K O"


"#

）；助孕宁Ⅰ号中、高剂量组
均高于模型组（

K O"


"%

，
K O"


"#

）。

表
!

　
B

组孕鼠滋养细胞及蜕膜中
K*83

及
J<1


MN

的

阳性细胞着色强度水平比较

组别
S

K*83

滋养细胞 蜕膜

J<1


MN

滋养细胞 蜕膜

空白
#% d d d d d d d d d

模型
#%

d d


d


d


d



西药
#% d d

d d

△
d d

△
d d

△

助孕宁Ⅰ号低剂量 #%

d

△
d

d d

△
d

　　　　　中剂量
#% d d

d d

△
d d d

△△
d d d

△△

　　　　　高剂量
#%

d

△
d d d

△△
d d

△
d d

△

　　注：与空白组比较，e
K O"


"%

，e e

K O"


"#

；与模型组比较，△
K O"


"%

，△△

K O"


"#

6

　
B

组孕鼠滋养细胞及蜕膜中
K*83

及
J<1


MN

9G3I

表达比较（表
&

）　滋养细胞中：
K*83 9G3I

的表达水平空白组低于模型组，助孕宁Ⅰ号高、中、低
剂量组及西药组高于模型组（

K O "


"#

）；
J<1


MN

9G3I

的表达水平空白组高于模型组，助孕宁Ⅰ号
高、中、低剂量组、西药组高于模型组（

K O"


"#

）。蜕

膜中：
K*83

、
J<1


MN 9G3I

的表达水平空白组高于

模型组（
K O"


"#

），助孕宁Ⅰ号高、低剂量组、西药组
K*83 9G3I

高于模型组（
K O "


"%

，
K O "


"#

）；

助孕宁Ⅰ号高、中剂量组、西药组 J<1


MN 9G3I

高于

模型组（
K O"


"#

）。

讨　　论

由古代医家的理论学说可总结出，“滑胎”、“数堕

胎”的最主要病因就是肾虚，可见补肾在治疗滑胎的

过程中具有决定性作用。助孕宁Ⅰ号是黑龙江中医药
大学附属第一医院以补肾为主要功效的复方中药制

剂，本方以丹参活血调经，补血养血；续断、菟丝子、桑

寄生以补肾安胎，阿胶、黄芪、党参补血益气七味中药

组成，符合补肾、活血的安胎大法。

地屈孕酮为口服纯黄体酮［
5

］，可有效防止孕妇由

先兆流产进一步发展成流产［
4

－
#!

］。地屈孕酮特殊微

细的结构特点，使其口服后经胃肠道吸收、通过肝脏稳
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表
&

　
B

组小鼠滋养细胞及蜕膜中
K*83 9G3I

及
J<1


MN 9G3I

表达水平比较　（
@

±
V

）

组别
S

K*83 9G3I

滋养细胞 蜕膜

J<1


MN 9G3I

滋养细胞 蜕膜

空白
#% "

．
B"

±
"

．
"% #

．
#B

±
"

．
#! #

．
"4

±
"

．
"5 #

．
!B

±
"

．
##

模型
#%

"

．
$%

±
"

．
"B


"

．
B6

±
"

．
"5


"

．
%%

±
"

．
"B


"

．
5!

±
"

．
"%



西药
#%

#

．
&%

±
"

．
"$

△△
"

．
$"

±
"

．
"%

△△
#

．
!$

±
"

．
"4

△△
#

．
!$

±
"

．
"B

△△

助孕宁Ⅰ号低剂量 #%

#

．
!"

±
"

．
#"

△△
"

．
44

±
"

．
#%

△
#

．
#B

±
"

．
"B

△△
"

．
5$

±
"

．
"%

　　　　　中剂量
#%

#

．
#5

±
"

．
"B

△△
"

．
B#

±
"

．
"4

#

．
#%

±
"

．
"%

△△
#

．
&%

±
"

．
#"

△△

　　　　　高剂量
#%

"

．
B"

±
"

．
"4

△△
#

．
!$

±
"

．
#6

△△
"

．
$!

±
"

．
#"

△△
"

．
$B

±
"

．
"%

△△

　　注：与空白组比较，e
K O"


"#

；与模型组比较，△
K O"


"%

，△△
K O"


"#

定代谢、具有高纯浓度的孕激素活性，几乎不与其他受

体结合，不良反应小，身体高利用度，应用时间长，无致

畸报道，且临床及研究验证其为安全有效的孕激

素［
#&

］，因此选择地屈孕酮作为西药组灌胃药物。

细胞凋亡系指细胞遵循自身特定的规律，经过一

系列基因的激活（主要为内源性
C3I

内切酶的激

活）、表达及调控，进行程序性死亡的过程。细胞凋亡

在胚胎发育、造血、免疫系统以及维护组织和器官细胞

生长平衡乃至人体发展各个阶段都起着重要作用。正

常妊娠是一个细胞不断增殖与凋亡的过程，包括绒毛

及蜕膜在内的胎盘组织在动态平衡的过程中得以生

长，若过度凋亡打乱抗炎反应，促炎因子增加，会促使

细胞死亡［
#6

］，平衡打破引发流产［
#%

，
#B

］。研究证实，自

然流产患者绒毛滋养细胞凋亡明显高于正常妊娠

者［
#5

］，孕
6

～
%

周时合体滋养细胞及细胞滋养细胞中

的细胞凋亡相对占优势，而在孕
5

周后细胞凋亡显著

下降，孕晚期细胞滋养细胞凋亡率显示增高，提示胎盘

滋养细胞的细胞凋亡存在于整个妊娠期，并且妊娠的

不同时期可能会有不同的表现［
#4

］。

K)&LEIL*

信号传导通路在细胞凋亡方面具有重

要作用，本实验选取该通路中的下游细胞因子
K*83

及
J<1


MN

进行研究。
K*83

是一种抑癌基因，通过细

胞凋亡机制抑制癌细胞增殖，其被发现于上个世纪九

十年代，具有双磷酸酶活性，即脂质磷酸酶活性和蛋白

磷酸酶活性，并以此双重特异性磷酸酶活性来调控细

胞周期，调节胚胎的着床和发育、细胞迁移和调亡

等［
#$

］。
K*83

表达水平下降可降低细胞间的黏附能

力，使癌细胞容易向基质侵袭［
!"

］。其细胞凋亡作用是

通过抑制由多种因子调节的
K)&LEIL*

信号传导通

路，调节细胞周期中的凋亡，并影响细胞生长而实

现［
!#

］，
K*83

活性被抑制后，通路中
IL*

及其下游的

信号传导通路就被激活［
!!

］。
J<1


MN

属于
J<1

－
!

基

因家族中的凋亡抑制基因，存在于细胞凋亡通路［
!&

］。

在肿瘤研究领域，
J<1


MN

对肿瘤的发生和发展起到重

要作用，其可能发挥独立调控功能，使细胞凋亡受到抑

制。
J<1


MN

的过度表达与诸多癌症，如前列腺癌、直

肠癌等癌症都有密切关系［
!6

，
!%

］，也是近年来细胞凋亡

的研究热点。

本实验表明，正常妊娠及
GHI

模型小鼠的滋养

细胞和蜕膜中细胞凋亡基因
K*83

和凋亡抑制基因

J<1


MN

皆有表达，与以往研究表达趋势相一致［
#4

］。

模型组小鼠的滋养细胞与蜕膜中的凋亡呈现异常状

态，导致自然流产等病理妊娠结局的发生，与研究者关

于细胞凋亡平衡被打破会产生疾病的结论相符［
!B

］。

我们推测在正常的早期妊娠中，滋养细胞主要以抑制

凋亡为主导，使绒毛滋养细胞逐渐向蜕膜侵袭，而蜕膜

中的凋亡与抑制凋亡则处在同一水平；蜕膜中细胞的

凋亡有利于滋养细胞向母体生长，抑制细胞凋亡则有

利于蜕膜重构。助孕宁Ⅰ号方具有补肾活血之功效，
补肾促进滋养细胞及蜕膜结构重组，活血使细胞进行

有益凋亡，通过调节母胎界面凋亡及凋亡抑制因子表

达来维持妊娠，或可成为防治
GHI

的可能性方法之

一，但对于平衡滋养细胞及蜕膜中凋亡表达水平最适

合的药物剂量还需要进一步的探究。

利益冲突：无。
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