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寿胎丸含药血清对自然流产患者滋养层

细胞生物学特性的影响
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#% 结论$寿胎丸含药

血清呈剂量依赖性地增强
KL

患者滋养层细胞的增殖活性$侵袭迁移力及分泌
!

#

S'T
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%来源于胚泡周围

的滋养层"胚泡着床后细胞滋养细胞可分裂增殖形成

生物学特性不同的绒毛滋养细胞及绒毛外细胞滋养细

胞"其增殖分化'侵袭'分泌等生物学功能对胎盘的结

构功能及胚胎生长发育起着重要作用(
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* 中医学认

为"安胎首重补肾"寿胎丸即是这一基本治法的体现"

也是防治自然流产$
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代表方* 研究表明"寿胎丸对
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患者具有较好的临

床疗效(
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"本研究探讨寿胎丸对
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患者
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生物

学特性的影响及其可能的作用机制"为进一步研究该

复方防治
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的分子生物学机制及其作用靶点奠定

基础*

材料与方法
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* 大鼠饲养
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"适应性饲养
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!

次"连续

&

天"末次给药前禁食不禁水
#! N

"上述给药剂量均根

据人鼠标准体重剂量折算系数计算(

9

)

* 末次给药
# N

后麻醉采血"制备不同浓度$

%M

'

#"M

'

!"M

%的寿胎

丸含药血清'地屈孕酮含药血清及空白血清*

%

!

!

$滋养细胞分离'培养和鉴定$按照参考文

献(

7

)"绒毛组织经充分洗涤后"去除蜕膜组织及血

污"剩余组织剪碎至约
# ;;

(

# ;;

大小"加入

"

!

!%M

胰蛋白酶
&9

&振荡消化约
% ;<F

"取上清液"

沉淀再加入
"

!

#M"

型胶原酶
&9

&振荡消化后取

上清"

#"M

胎牛血清终止消化"残余组织继续重复以

上步骤直至组织消化完全* 消化液过滤离心后"制

成细胞悬液并小心铺于
U8J@011

梯度液上$

&"M

和

$"M

%"

! %"" J C;<F

"

!"

&离心
!" ;<F

"吸取云雾絮

状中层细胞带* 将细胞种植于含
#"M

胎牛血清'

#"" ZC;R

青霉素'

#"" #WC;R

链霉素的
A,:,C

Q#!

全培养液中"置于
&9

&

%M 'B

!

培养箱中培

养* 细胞鉴定采用
KU

法"免疫组化检测贴壁细胞中



!!""$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

细胞角蛋白 "

9

$

@.G0_8J-G<F

#

9

"

'`

#

9

%和波形蛋白

$

/<;8FG<F

%表达*

%

!

&
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随机分为

$

组#即正常对照组$正常妊娠
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组$
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患者
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萨染液染色"倒置显微镜下计数"每组随机记取
%

个高

倍视野"取其均数*

*J-FD=811

移动实验除
*J-FD=811

小室膜不铺
,-GJ<W81

外"其余步骤同侵袭实验*

%

!

9

$激素水平测定$细胞培养
9! N

后"吸出上

清液"采用
:R)KL

法检测培养瓶上清液人绒毛膜促性

腺激素$

!

#

S'T

%浓度*

$

$统计学方法$采用
KUKK #6

!

"

统计学软件

进行数据分析"计量资料以
^

%

D

表示"组间比较采用

单因素方差分析"不同时间点数据采用重复测量方差

分析"各处理组间及不同时间点两两比较采用
RKA

检

验*

U V"

!

"%

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$

*X

鉴定$图
#

%$

'`

#

9

染色阳性"而
/<;8F

#

G<F

染色阴性* 正常妊娠与
KL

患者滋养层细胞阳性

表达率均大于
6"M

*

$$注#

L

为
'`

#

9

染色阳性&

X

为
/<;8FG<F

染色阴性

图
#

$

*X

鉴定$$免疫组化
KU

法" (

5""

%

!

$各组
*X

增殖活性比较$表
#

%$含药血清干

预前$

" N

%"各组
*X

增殖活性比较"差异无统计学意

义$

U b "

!

"%

%* 与正常对照组比较"干预
!5

'

57

'

9! N

后"

KL

组细胞增殖活性明显降低 $均
U V

"

!

"%

%&与
KL

组比较"地屈孕酮组及寿胎丸各浓度

组细胞增殖活性均明显升高 $

U V"

!

"%

%&与地屈孕

酮组比较"

!"M

寿胎丸组细胞增殖活性明显升高"

%M

'

#"M

寿胎丸组明显降低$

U V"

!

"%

%&

*X

增殖活

性随着寿胎丸含药血清浓度的升高而增加 $

U V

"

!

"%

%* 不同干预时间比较"差异有统计学意义

$

Q d!76

!

!5#

"

U V "

!

"%

%"且
*X

增殖活性随作用

时间延长而增加"干预
9! N

与
57 N

比较"差异无统

计学意义$

U b"

!

"%

%*

&

$各组
*X

细胞周期分布比较$表
!

%$与正常

对照组比较"干预
!5 N

后"

KL

组凋亡细胞$亚
T

"

C

T

#

"

M

%及
T

!

C,

期细胞比例明显升高"

K

期细胞比例

明显降低$均
U V"

!

"%

%&与
KL

组比较"地屈孕酮组及

寿胎丸各浓度组凋亡细胞及
T

!

C,

期细胞比例明显降

低"

K

期细胞比例明显升高$

U V"

!

"%

%&与地屈孕酮组

比较"

!"M

寿胎丸组凋亡细胞及
T

!

C,

期细胞比例明

表
#

$各组
*X

增殖活力比较$$

^

%

D

%

组别
F

*X

增殖活力

" N !5 N 57 N 9! N

正常对照
& %5

)

9"

%

"

)

79 %$

)

!"

%

"

)

9! %7

)

$"

%

"

)

9" %6

)

&"

%

"

)

9!

KL & %&

)

$&

%

"

)

95

%5

)

%&

%

"

)

9$

!

%$

)

6"

%

"

)

$!

!

%9

)

$&

%

"

)

9$

!

地屈孕酮
& %5

)

!&

%

"

)

7#

$$

)

99

%

#

)

"$

"

$6

)

&"

%

#

)

"7

"

$6

)

79

%

#

)

"$

"

%M

寿胎丸
& %&

)

6"

%

"

)

55

%7

)

""

%

#

)

!#

"#

$"

)

&9

%

#

)

&$

"#

$#

)

#&

%

#

)

#9

"#

#"M

寿胎丸
& %&

)

&9

%

"

)

%9

$"

)

9&

%

#

)

69

"#

$&

)

#&

%

#

)

7$

"#

$&

)

7&

%

#

)

69

"#

!"M

寿胎丸
& %&

)

59

%

#

)

#9

$6

)

9&

%

#

)

59

"#

9#

)

6"

%

#

)

&"

"#

9!

)

7&

%

#

)

59

"#

$$注#与正常对照组比较"

!

U V"

!

"%

&与
KL

组比较"

"

U V"

!

"%

&与地屈孕酮组比较"

#

U V"

!

"%
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年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

,-. !"#$

"

/012 &$

"

30

!

%

!!"'$$!

表
!

$各组
*X

细胞周期分布比较$$

M

"

^

%

D

%

组别
F

亚
T

"

CT

#

期

!5 N 57 N

K

期

!5 N 57 N

T

!

C,

期

!5 N 57 N

正常对照
& !%

)

!&

%

"

)

&$ !9

)

7$

%

"

)

!$ #%

)

69

%

"

)

#5 #!

)

6"

%

"

)

#9 !6

)

6#

%

"

)

9% &&

)

%9

%

"

)

!%

KL &

!$

)

%7

%

"

)

%7

!

!6

)

#"

%

"

)

!%

!

#"

)

5#

%

"

)

$6

!

#"

)

$&

%

"

)

57

!

&5

)

77

%

"

)

5&

!

&9

)

%9

%

"

)

#!

!

地屈孕酮
&

#9

)

9$

%

"

)

9%

"

#9

)

#"

%

"

)

#&

"

!&

)

65

%

"

)

%9

"

&"

)

"6

%

"

)

!$

"

!&

)

6#

%

"

)

&7

"

!#

)

5&

%

"

)

55

"

%M

寿胎丸
&

!&

)

7$

%

"

)

5#

"#

!&

)

#5

%

"

)

&&

"#

#%

)

7%

%

"

)

!!

"#

!#

)

#6

%

"

)

5&

"#

&#

)

#%

%

"

)

%%

"#

!6

)

%"

%

"

)

5$

"#

#"M

寿胎丸
&

!"

)

9%

%

"

)

$!

"#

#6

)

6&

%

"

)

&5

"#

!"

)

75

%

"

)

&!

"#

!$

)

5$

%

"

)

&"

"#

!7

)

95

%

"

)

6&

"#

!%

)

9!

%

"

)

5#

"#

!"M

寿胎丸
&

#5

)

"&

%

"

)

!$

"#

##

)

$!

%

"

)

5#

"#

&!

)

&%

%

"

)

7!

"#

&%

)

!"

%

"

)

&&

"#

#7

)

97

%

"

)

76

"#

#%

)

69

%

"

)

55

"#

$$注#与正常对照组比较"

!

U V"

!

"%

&与
KL

组比较"

"

U V"

!

"%

&与地屈孕酮组比较"

#

U V"

!

"%

显降低"

K

期细胞比例明显升高$

U V "

!

"%

%"

%M

及

#"M

寿胎丸组凋亡细胞及
T

!

C,

期细胞比例明显升

高"

K

期细胞比例明显降低$

U V"

!

"%

%* 随着寿胎丸

含药血清浓度的升高"凋亡细胞及
T

!

C,

期细胞比例

降低"

K

期细胞比例升高 $

U V"

!

"%

%*作用
57 N

的细

胞周期分布变化趋势与
!5 N

一致"且变化更明显*

5

$各组
*X

侵袭及迁移能力比较$表
&

%$与正

常对照组比较"

KL

组细胞侵袭及迁移能力明显降低

$

U V"

!

"%

%&与
KL

组比较"地屈孕酮组及寿胎丸各浓

度组细胞侵袭及迁移能力均明显增强$

U V"

!

"%

%&与

地屈孕酮组比较"

!"M

寿胎丸组细胞侵袭及迁移能力

明显升高"

%M

'

#"M

寿胎丸组明显降低$

U V "

!

"%

%*

*X

侵袭及迁移能力随寿胎丸含药血清浓度的升高而

增强$

U V"

!

"%

%*

表
&

$各组
*X

侵袭及迁移能力比较$$个
C

高倍视野"

^

%

D

%

组别
F

侵袭细胞计数 迁移细胞计数

正常对照
#% &9

)

""

%

5

)

#! %&

)

$"

%

5

)

&6

KL #%

!$

)

$"

%

&

)

%7

!

&9

)

$"

%

5

)

97

!

地屈孕酮
#%

#5&

)

$"

%

$

)

5&

"

#%"

)

""

%

6

)

79

"

%M

寿胎丸
#%

9!

)

7"

%

%

)

&#

"#

96

)

$"

%

5

)

"5

"#

#"M

寿胎丸
#%

#"9

)

$"

%

7

)

96

"#

##5

)

7"

%

#!

)

!5

"#

!"M

寿胎丸
#%

#95

)

$"

%

%

)

#7

"#

#97

)

$"

%

6

)

"5

"#

$$注#与正常对照组比较"

!

U V "

!

"%

&与
KL

组比较"

"

U V "

!

"%

&与

地屈孕酮组比较"

#

U V"

!

"%

%

$各组
*X

分泌
!

#

S'T

水平比较$表
5

%$干预

9! N

后"与正常对照组比较"

KL

组细胞分泌
!

#

S'T

含

表
5

$各组
*X

分泌
!

#

S'T

水平比较$$

;)ZC;R

"

^

%

D

%

组别
F

!

#

S'T

" N 9! N

正常对照
! !

)

$#

%

"

)

"$ !!

)

!!

%

"

)

!5

KL ! !

)

99

%

"

)

"5

#7

)

6%

%

"

)

"6

!

地屈孕酮
! !

)

$%

%

"

)

"5

!#

)

59

%

"

)

&&

"

%M

寿胎丸
! !

)

75

%

"

)

"9

!6

)

7!

%

"

)

&6

"#

#"M

寿胎丸
! !

)

%7

%

"

)

"$

&9

)

&$

%

"

)

#!

"#

!"M

寿胎丸
! !

)

$#

%

"

)

#"

$9

)

6!

%

"

)

%6

"#

$$注#与正常对照组比较"

!

U V "

!

"%

&与
KL

组比较"

"

U V "

!

"%

&与

地屈孕酮组比较"

#

U V"

!

"%

量明显降低$

U V"

!

"%

%&与
KL

组比较"地屈孕酮组及

寿胎丸各浓度组细胞分泌
!

#

S'T

含量均明显升高

$

U V"

!

"%

%&寿胎丸各浓度组细胞分泌
!

#

S'T

含量

均明显高于地屈孕酮组 $

U V "

!

"%

%"且细胞分泌

!

#

S'T

含量随含药血清浓度升高而增加"呈明显的剂

量依赖性$

U V"

!

"%

%*

讨$$论

寿胎丸出自+医学衷中参西录,"是保胎名方"由

菟丝子'桑寄生'续断和阿胶
5

味药组成"具有补肾固

冲安胎的功效"临床应用广泛* 研究发现寿胎丸能改

善肾虚-黄体抑制流产模型大鼠的流产状态"降低流

产率"提高雌孕激素水平'增强黄体功能(

6

"

#"

)

"表明寿

胎丸能通过调控生殖内分泌系统起到安胎效果* 目前

对寿胎丸防治
KL

的分子机制主要集中在免疫因素方

面"包括激活信号传导与转录激活因子$

K*L*

%

&

和

K*L*$

信号转导途径'上调
LFF8^<FL

!

及转甲腺素

$

**]

%蛋白表达'调节母胎界面局部
*N#C*N!

型细胞

因子的表达等(

##

"

#&

)

*

滋养细胞对胚泡的植入及妊娠的维持起重要作

用"由绒毛滋养细胞融合形成的合体滋养细胞直接参

与母体"胎儿之间物质交换"丧失了增殖能力"需要由

细胞滋养细胞持续增生'融合以维持其功能"因此细胞

滋养细胞的增殖能力是胚胎正常生长发育的基础"研

究证实
KL

绒毛滋养细胞凋亡明显高于正常妊娠者"

提出滋养细胞的过度凋亡可能是
KL

的发生机制之

一(

#5

"

#%

)

* 本研究中
,**

检测细胞增殖活力的变化发

现"寿胎丸含药血清能明显促进
KL

患者
*X

的增殖

活力"并随着浓度的增加而增强"

!"M

浓度寿胎丸含

药血清作用明显优于地屈孕酮组* 采用
Q',

分析不

同浓度寿胎丸含药血清作用后各细胞周期的比例"发

现
K

期细胞明显增多"凋亡细胞及阻滞在
T

!

C,

期的

细胞减少"表明寿胎丸含药血清可诱导细胞处于
A3L

合成期和有丝分裂期"促进细胞增殖"减少细胞凋亡*

其机制可能在于控制或阻断了凋亡调控相关基因$如
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年
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"

30

!

%

X-^

蛋白'

Q-DR

基因'野生型
E%&

基因等%的作用途

径(

#$

"

#7

)

* 寿胎丸及其组分发挥安胎药效的物质基础

及其机制仍需进一步研究证实* 目前对寿胎丸组分的

研究发现"菟丝子总黄酮能降低流产模型大鼠的流产

率"下调蜕膜'胎盘
Q-DCQ-DR

的表达"改善滋养细胞

凋亡及增殖状态"作用与地屈孕酮相似(

#6

"

!#

)

*

滋养层细胞具有类似肿瘤细胞的侵袭迁移行为"

可侵入子宫将胚胎黏附于子宫内膜"侵入血管内皮开

启胎盘的血流供应* 滋养细胞的侵入过程受机体精细

的调控"若侵入不足就可导致
KL

'胎儿宫内发育迟缓

等的发生(

!!

)

* 本实验
*J-FD=811

检测发现寿胎丸含

药血清呈浓度依赖性地促进
KL

患者
*X

的侵袭及迁

移能力"其可能的机制有#促进基质金属蛋白酶#

!

$

,,UD

#

!

%和
,,U

#

6

的转录与表达"上调其分泌水

平(

!&

"

!5

)

&下调
:

#钙黏蛋白的表达(

!%

)

&调控胎盘特异

性基因$

URL'#

%的表达等(

!$

)

*

滋养层细胞分泌足量
S'T

对胚胎发育有重要意

义"

:R)KL

法测定含药血清干预后
!

#

S'T

的分泌量

发现"寿胎丸含药血清能明显促进细胞分泌功能"且呈

浓度依赖性"其作用明显优于地屈孕酮* 此外"研究发

现寿胎丸及其君药菟丝子能提高流产模型大鼠孕激素

水平"促进体外培养人早孕绒毛组织
S'T

的分泌"并

可能通过影响妊娠黄体和胎盘
S'TCRS

受体的表达

促进黄体和胎盘的发育"从而达到维持妊娠的

作用(

!#

"

!9

)

*

综上"本研究证实寿胎丸含药血清能明显增强

KL

患者滋养层细胞的增殖活性'侵袭迁移力及激素

分泌能力"减少细胞凋亡* 寿胎丸为中药复方"成分复
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