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摘要# 目的!观察滋肾育胎丸 "菟丝子( 人参( 续断# 等$ 对复发性流产 "G1I$ 小鼠的大鼠肉瘤蛋白 "GI1$( 血
管内皮细胞生长因子 "X8UV$( 血管内皮细胞生长因子受体 " "X8UVG("$( 可溶性血管内皮生长因子受体(# "DX8U(
VG(#$( 丝裂原活化蛋白激酶 "[I\3$ 等因子的调节作用# 探讨其作用机制’ 方法!分别选取 4OIP-雌性小鼠和
.OIP" 雄性小鼠# 4OIP-雌性小鼠与OIeOP?雄性小鼠# 按雌雄 " h# 比例合笼交配# 以检出阴栓者计为妊娠第 % 天#

分别建立得到G1I模型和正常妊娠模型4OInOIeOP?小鼠% 取造模成功的 4OIP-n.OIP" 小鼠 *% 只# 随机分为模
型对照组( 滋肾育胎丸组和黄体酮胶囊组# #% 只 4OInOIeOP?小鼠作为正常妊娠对照组’ 各给药组连续给药 #$ F

后# 检测并计算各组小鼠子宫胚胎丢失率# R8染色观察小鼠蜕膜组织病理变化# 免疫组化和K6:7(J;96\4G分别检测
GI1( X8UV( X8UVG("( DX8UVG(#( [I\3的蛋白和9GHI表达’ 结果!滋肾育胎丸能够显著降低 G1I小鼠的胚胎
丢失率# 改善G1I小鼠蜕膜组织的病理改变# 能够通过降低GI1( X8UV( X8UVG("的水平和提高DX8UVG(#的表达#

调节小鼠蜕膜组织的血管生成及重铸’ 结论!滋肾育胎丸能够通过调节 GI1( X8UV( X8UVG(" 及 DX8UVG(# 等因子
的表达# 改善G1I小鼠胚胎丢失率和蜕膜血管新生’
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!!复发性流产 "K6?EKK6BJDZ@BJ:B6@ED:L@KJ;@B#
G1I$ 是指堕胎( 小产连续发生 * 次或 * 次以上的
自然流产# 中医统称其为滑胎# 具有屡孕屡堕的特
点# 是妊娠期最常见的并发症之一)#* ’ 连续自然
流产 #( "( * 次后# 再次妊娠流产的风险分别达到
#*!( *’!( )+!# G1I对患者身心健康和家庭
社会稳定造成严重的影响# 一直是妇产科研究的重
大课题# 也是临床治疗的难题之一)"* ’

在妊娠过程中# 影响胎盘正常生长发育的关键
因素为胎盘的血液供应( 血管的新生( 通透性的改
变’ 对于胚胎的生长发育及妊娠的顺利进行# 其重
要影响因素为胎儿和胎盘的生长发育( 子宫蜕膜血
管的发育状态及功能水平# 母体和胎儿之间气体和
营养物质的交换( 胎儿所产生代谢物的排泄也都需
要发育健全的胎盘血管网)** ’ 由此可知# 血管网

络的健康发育在胎盘正常的血液循环及胚胎发育过
程发挥着极其重要的作用# 因此# 从血管生成调节
平衡的相关因子表达角度来进行中药治疗 G1I作
用机制的探讨具有一定的可行性’ 本研究从血管生
成调 节 相 关 的 因 子 GI1( X8UV( X8UV(G"(
DX8UV(G#( [I\3蛋白和 9GHI表达角度出发#
探讨滋肾育胎丸治疗实验性复发性流产的作用机
制# 以期能为该中药作用机制的研究提供参考
依据’
%I材料与方法
#‘#!材料!滋肾育胎丸 "广州白云山中一中药厂
生产# 国药准字 /++%"%%%)’ 药物组成! 菟丝子(
人参( 续断( 桑寄生( 巴戟天( 鹿角霜( 阿胶( 党
参( 白术( 砂仁( 熟地黄( 首乌( 艾叶( 枸杞子(
杜仲$’ 其他实验试剂见表 #’

表 %I实验主要药物’ 试剂盒和抗体
@:<O%IC:"6)8214% ‘"/4:6):6/"<*)"-4*,/5--SW-8"!-6/

名称 生产厂家 批号

黄体酮胶囊"$% 9CP粒$ 浙江仙琚制药股份有限公司 国药准字R"%%+#,%"

逆转录试剂盒 5T6K9公司 %%""##%)

GI1蛋白抗体 O;@A@K7F公司 4-*&#*#

血管内皮细胞生长因子"X8UV$抗体 1:BJ:4KEf公司 8)$&"

血管内皮细胞生长因子受体 " "X8UVG("$抗体 46771;CB:7;BC56?TB@7@Ĉ公司 +,+’+

可溶性血管内皮生长因子受体(# "DX8UVG(#$抗体 O;@A@K7F公司 4-*&#*#

丝裂原活化蛋白激酶"[I\3$抗体 46771;CB:7;BC56?TB@7@Ĉ公司 415+*’%1

X8UV(X8UVG("(DX8UVG(# 检测试剂盒 北京中杉公司 l

#‘"!实验动物和模型建立!分别取雄性.OIP" 小
鼠 "% 只( OIeOP?小鼠 $ 只( 清洁级雌性 4OIP-
小鼠 $% 只# 鼠龄 & i’ 周# 体质量 #) i"" C"所有
动物均购自北京华阜康生物科技股份有限公司# 动
物生产许可证号为 1403 )京* "%#+(%%%+$’ 小鼠
在相对恒定温度和相对湿度 ""$ i"’ j( +%!i
$%!$ 条件下# 按照清洁级标准进行饲养’ 小鼠
适应性饲养 # 周后# 观察无异常表现者即可入组进
行实验研究’ 分别取雌性4OIP-小鼠p雄性.OIP
" 小鼠( 雌性4OIP-小鼠 pOIeOP?雄性小鼠# 雌
雄小鼠按照 " h# 比例促其交配# 分别建立 4OIP-
n.OIP" G1I模型及4OIP-nOIeOP?正常妊娠模
型# 各妊娠小鼠受孕标准以检出阴栓第 % 天计’ 以

4OInOIeOP?正常妊娠模型小鼠作为正常对照
组# 取造模成功的 4OIP-n.OIP" G1I模型小鼠
"+ 只# 随机平均分为 * 组! 模型对照组( 滋肾育
胎丸组和阳性对照组 "黄体酮胶囊$’

妊娠后第 # 天进行灌胃给药# 正常组和模型对
照组给予等容量蒸馏水# 阳性对照组给药剂量为
#$& 9CP"QC-F$# 滋肾育胎丸组给药剂量为
##‘’ CP"QC-F$# 后两组给药剂量均相当于临床成
人等效剂量的 & 倍’ 药物用蒸馏水溶解( 稀释后#
按每 #% C小鼠 %‘" 9e体积灌胃给药# 每天 # 次#
连续给药 #$ F’
JI指标观察
"‘#!胚胎丢失率观察!给药周期结束后# 采用断
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头法处死各组实验小鼠# 立即解剖腹腔# 分离子宫#
仔细观察各小鼠的胚胎形态( 颜色( 大小等# 并记
录总胚胎和胚胎丢失数’ 按照公式计算胚胎丢失率’

胚胎丢失率 "69LK̂@7@DDK:J6# 8eG$ 计算公
式为8eGd丢失胚胎数P"丢失胚胎数 p存活胚胎
数$’ 正常对照组小鼠的胚胎呈淡红色( 粗大( 串
珠状# 子宫内未见明显痕血% 复发性流产 "G1I$
小鼠的胚胎颜色较深# 呈黑褐色# 部分小鼠子宫呈
现竹节样改变# 子宫内痕血分布明显# 部分 G1I
小鼠胚胎完全消失’
"‘"!蜕膜组织病理形态学观察!末次给药后# 以
颈椎脱臼法处死小鼠# 迅速解剖# 分离蜕膜组织#
用生理盐水漂洗除去血迹后# 置于 #%!甲醛溶液
中固定# 石蜡包埋# 再经过切片( R8染色等过
程# 制成小鼠蜕膜组织病理片# 并于显微镜下观察
其血管病理学改变’
"‘*!蜕膜组织中 GI1! X8UV! X8UV(G"! DX8UV(
G#! [I\3的免疫组织化学检测!取包埋好的石蜡
切片 " "9# 常规脱蜡水化# 灭活内源性酶# 热修
复抗原’ 分别加 # h#%% 稀释的兔抗 GI1( X8UV(

X8UV(G"( DX8UV(G#( [I\3抗体# + j过夜# 生
物素标记抗兔WCU"# h# %%%$# 室温孵育 " T’ 洗
涤后# 加辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素工作液
孵育 "*’ j( *% 9;B$# .IO显色# 封片# 显微镜
观察’ 在每张切片中随机选取 $ 个视野# 以细胞胞
浆或胞质( 胞核中存在黄色或棕褐色颗粒为阳性反
应# 用OI"%% .;C;J:7数码三目摄像显微摄像系统
进行图像采集# 每张切片选择 * 个区域# 运用 "%%
倍采集图像# 再采用 W9:C6(\K@\7ED&‘% 图像分析
系统测定所采集全部图像的光密度 "WN.$ 和面
积# 计算平均光密度值 "[.$’
"‘+ ! G5(=\4G 检 测 B*2! UOH%! UOH%CB;!
(UOH%CB<! M*!V9GHI表达!取各组小鼠的蜕膜
组织各 #%% 9C# 按照5K;f@7试剂说明书抽提绒毛组
织总 GHI# 紫外分光光度计测定其浓度和纯度#
将鉴定合格的 GHI进行逆转录’ K6:7(J;96\4G反
应体系为 12OGCK66B 9;Y#"‘$ "e# 上下游引物各
# "e# ?.HI" "eGB:D6(SK66# 水 )‘$ "e% 反应条
件为 ,$ j * 9;B# ,$ j #% D# &% j *% D# 循环 +%
次# &$ i,$ j下检测溶解曲线’ 序列见表 "’

表 JI引物序列
@:<OJIX8"!-84-\2-6.-4

基因 正向引物"$k$*k$ 反向引物"$k$*k$ 长度PLZ

!C-3)&6 444I545I5UIUUU55I4U4 555II5U54I4U4I4UI5554 #$%
B*2 444I545I5UIUUU55I4U4 44454444IU55454I5U5I ,%
UOH% 454545444IUI54UU5UI4 4IIIUUII5U5U5UU5UUUU #%*
UOH%CB; I4IU55444IUIU5UU55UU U54I45UI4IUIUU4U5IUI #",
(UOH%CB< 4IUI4II5545U4IU4I445 544554UIUU5UUI555IUU ,&
M*!V 45UUII5UUIIUUU45I5UI 4IUUI5UIU5IUUUIUIU4 ,%

"‘$!统计方法!实验数据以Dg(表示# 统计学处
理采用 1\11 ""‘% 软件# 组间数据比较采用单因素
方差分析’
KI结果
*‘#!胚胎丢失率!如图 # 所示# 正常组胚胎丢失
率在 #%!以下# 胚胎丢失率较低% 与正常组相比#
模型组胚胎丢失率显著增高 "!_%‘%#$# 接近
,%!% 经滋肾育胎丸及黄体酮治疗后# 滋肾育胎丸
组和阳性组的胚胎丢失率与模型组比较大幅降低#
并与模型组的差异具有统计学意义 "!_%‘%#$’
*‘"!G1I小鼠蜕膜组织血管形态学观察!结果见
图 "’ 与4OInOIeOP?正常妊娠小鼠比较# 模型
组G1I小鼠绒毛形态变化明显# 外形不规则且呈
现大小不一的状态% 细胞形态异常# 排列紊乱# 炎
性细胞和凋亡细胞散布明显# 由于细胞核的固缩#
染色明显# 纤维状变性普遍存在于间充质及基质中#

注! 与模型组比较#!!!_%‘%#

图 %I小鼠胚胎丢失率的比较
V"1O%IA*!W:8"4*6*,!*24--!<8R* 9*448:/-4

间质血管( 细胞滋养层细胞和合体滋养层细胞数量
明显减少’ 此外# 蜕膜组织形态变化也十分明显#
其上皮细胞排列不规则# 且呈不完整状# 腺体呈褶
皱及萎缩形态# 血管内可见明显瘀血’ 经过滋肾育
胎丸或黄体酮胶囊给药干预后# G1I小鼠蜕膜组织
血管形态学有向正常状态回归的趋势’
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注! 箭头所示为蜕膜组织血管

图 JI小鼠蜕膜组织 $D+染色% TJUU&
V"1OJI7-.")2:9/"442-*,!".-$D+4/:"6"61% TJUU&

*‘*!蜕膜组织中 GI1! X8UV! X8UVG("! DX8U(
VG(# 和 [I\3蛋白的分布及表达!如图 * i$ 显
示# X8UV蛋白普遍存在于蜕膜细胞( 腺上皮细胞
及血管内皮细胞胞浆# 而细胞核内分布较少# 未见
明显染色% 蜕膜细胞分布较多# 染色明显% 在蜕膜
组织的大部分蜕膜细胞及少数腺上皮细胞的胞核和
胞浆内也可见X8UVG(" 的阳性表达% GI1( DX8U(
VG(# 和 [I\3则在血管内皮细胞中表达丰富’ 相

注! 箭头所示棕黄色为GI1蛋白

图 KI小鼠蜕膜组织#=?表达
V"1OKI+SW8-44"*64*,#=?"6)-.")2:9/"442-*,!".-

比于4OInOIeOP?正常妊娠# 模型组G1I小鼠的
GI1( X8UV( X8UVG(" 和 [I\3的表达明显降低
"!_%‘%$ $# 而 DX8UVG(# 的表达高于正常组
"!_%‘%#$% 经滋肾育胎丸和黄体酮治疗后# 除滋
肾育胎丸组 [I\3( 黄体酮 DX8UVG(# 蛋白外# 其

他指标与模型组比较均具有显著性差异 "!_
%‘%$# !_%‘%#$% GI1( X8UV( X8UVG("( [I\3
和DX8UVG(# 表达的平均光密度值见表 *’
*‘+!蜕膜组织中 GI1! X8UV! X8UVG("! DX8U(
VG(# 和[I\39GHI的表达!如表 + 所示# 与正
常组比较# 模型组中 GI1( X8UV( X8UVG(" 和
[I\39GHI表达均明显降低# DX8UVG(# 9GHI表
达明显升高% 经过滋肾育胎丸及黄体酮治疗后# 给
药组和阳性药组中 GI1( X8UV( X8UVG(" 和
[I\39GHI表达较模型组均有显著提升# 而
DX8UVG(# 9GHI表达明显下降# 与模型组比较#
差异具有统计学意义 "!_%‘%#$# 见图 & i’’

注! 箭头所示棕黄色为X8UV蛋白

图 &I小鼠蜕膜组织Z+PV表达
V"1O&I+SW8-44"*64*,Z+PV"6)-.")2:9/"442-*,!".-

注! 箭头所示棕黄色为X8UVG" 蛋白

图 ^I小鼠蜕膜组织Z+PV#J表达
V"1ÔI+SW8-44"*64*,Z+PV#J "6)-.")2:9/"442-*,!".-

%)’
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表 KI蜕膜组织中#=?’ Z+PV’ Z+PV#$J’ 4Z+PV#$%’ C=XG蛋白的C7值 $!L"% #MN&
@:<OKIC7[:92-4*,#=?% Z+PV% Z+PV#$J% 4Z+PV#$% :6)C=XGW8*/-"64"6)-.")2:9/"442-$!L"% #MN&

组别 GI1 X8UV X8UVG(" [I\3 DX8UVG(#
正常组 %‘*# g%‘%& %‘*) g%‘%’ %‘"" g%‘%+ %‘"# g%‘%* %‘#) g%‘%"
模型组 %‘"* g%‘%*o %‘*# g%‘%+o %‘#’ g%‘%#o %‘#’ g%‘%#o %‘"* g%‘%*oo

滋肾育胎丸组 %‘") g%‘%"! %‘*) g%‘%&! %‘#, g%‘%#!! %‘#, g%‘%# %‘#, g%‘%#!

黄体酮胶囊组 %‘") g%‘%*! %‘*’ g%‘%$! %‘"# g%‘%*!! %‘"% g%‘%" %‘"$ g%‘%"
!!注! 与模型组比较#!!_%‘%$#!!!_%‘%#% 与正常组比较#o!_%‘%$#oo!_%‘%#

表 &I蜕膜组织#=?’ Z+PV’ Z+PV#$J’ 4Z+PV$#%’ C=XG!#F=的比较 $!L"% #M]&
@:<O&IA*!W:8"4*6*,#=?% Z+PV% Z+PV#$J% 4Z+PV$#% :6)C=XG!#F="6)-.")2:9/"442-$!L"% #M]&

组别 GI1 X8UV X8UVG(" DX8UVG(# [I\3
正常组 #‘%% g%‘%& #‘%% g%‘%) #‘%% g%‘%& #‘%% g%‘%) #‘%% g%‘%$
模型组 %‘+’ g%‘%"!! %‘+& g%‘%"!! %‘+" g%‘%#!! #‘$" g%‘#+!! %‘&% g%‘%&!!

滋肾育胎丸组 %‘’* g%‘%$oo %‘’+ g%‘%$oo %‘’$ g%‘%+oo #‘"$ g%‘%+oo %‘’$ g%‘%+oo

黄体酮胶囊组 %‘)+ g%‘%$oo %‘)# g%‘%&oo %‘)& g%‘%$oo #‘#" g%‘%,oo %‘)& g%‘%$oo

!!注!与模型组比较#!!!_%‘%#%与正常组比较#oo!_%‘%#

注! 箭头所示为DX8UVG# 蛋白

图 NI小鼠蜕膜组织4Z+PV#%表达
V"1ON I +SW8-44"*64*,4Z+PV#% "6)-.")2: /"442-

*,!".-

&I讨论
G1I是临床最常见的一种妊娠期并发症# 随

着环境和生活方式的变化# 其发病率逐渐升高’ 目
前研究认为# 染色体( 内分泌及免疫系统等因素都
可以引起 G1I# 但仍有大部分患者发病原因尚不
清楚)+* ’ 研究表明# 胎盘生长发育进程中内皮细
胞增殖( 血管增生异常和胎儿血液供应的减少是导
致胚胎发育停止及流产的重要原因)$* ’ X8UV能够
促进内皮细胞的分化与增殖# 对血管的生成有重要
作用)&(’* # 同时对子宫内膜的血管生长状态有一定
的调节作用# 可以将X8UV的调节作用运用在胚胎
植入的过程中# 其表达的正常与否与流产的发生密
切相关))(#%* ’

胎盘中X8UV和 X8UVG的表达存在于整个孕

注! 箭头所示为[I\3蛋白

图 aI小鼠蜕膜组织C=XG表达
V"1OaI+SW8-44"*64*,C=XG"6)-.")2:9/"442-*,!".-

期过程中# 且伴随着妊娠进行逐渐增强# 表明在胎
盘血管的生长发育和功能维持上两者均发挥重要作
用)##* ’ /:99;J;等)#"*实验发现# 在小鼠胚胎受精
卵的发育过程中若去除X8UV基因# 则检测不到小
鼠的胚胎血管# 从而导致胚胎的发育停止和死亡#
亦可表明在妊娠过程中# X8UV的表达极其重要’
X8UV发挥促进新生血管的生成作用时# 必须通过
X8UVG(" 受体的介导# 将信号传递至下游的 GI1(
[I\3调节因子# 发挥促进血管生成的作用# 而
DX8UVG(# 为 X8UV的可溶性受体# 在胎盘的
X8UV系统中起着一直调控的作用# 能抑制并完全
阻止其活性’ 因此# 本研究选取 X8UVG(" 及
DX8UVG(# 两个X8UV受体指标# 从正反两方面验
证滋肾育胎丸治疗G1I的机制)#** ’

G1I在中医学的疾病范畴中归属 /滑胎0(
#)’
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/数堕胎0 )#+* # 其中医病名最早见于隋代巢元方的
+诸病源候论-妊娠数堕胎候,# 云 /血气虚损者#
子脏为风冷所居# 则血气不足11喜堕胎也#0 提
出了气血( 肾气与胞胎的联系’ 滋肾育胎丸源自国
内中医妇科著名专家罗元恺教授的 /补肾固冲
丸0# 此方由菟丝子( 人参( 续断( 桑寄生( 巴戟
天( 鹿角霜( 阿胶( 党参( 白术( 砂仁( 熟地黄(
首乌( 艾叶( 枸杞子( 杜仲共 #$ 味中药组成# 主
要有补肾健脾( 益气培元( 养血安胎之功效# 用于
脾肾两虚( 冲任不固所致的滑胎# 在临床上应用
广泛)#$(#&* ’

本实验采用滋肾育胎丸治疗 G1I小鼠# 检测
了药物干预前后的胚胎丢失率( 蜕膜组织的 R8染
色变化和蜕膜组织细胞中 X8UV( X8UVG("(
DX8UVG(#( GI1 及 [I\3的表达’ 结果发现#
G1I小鼠的胚胎丢失率相比正常小鼠明显提高#
滋肾育胎丸能够显著降低G1I小鼠的胚胎丢失率#
对胚胎发育及生长有明显的治疗作用% G1I小鼠
的蜕膜组织相比正常小鼠有着显著的病理变化# 其
蜕膜组织的血管形态学呈现异常的病理状态# 而滋
肾育胎丸能够显著改善其蜕膜组织血管形态学的病
变# 促进了血管的新生与重构# 起到保护蜕膜组织
治疗 G1I的疗效’ 由此说明# 滋肾育胎丸治疗
G1I的机制与提高 X8UVPGI1P[I\3通路的表达
密切相关# 能够提高 G1I小鼠体内 X8UV( X8U(
VG(" 的水平# 使促进血管生成的信号传递给 GI1
及[I\3# 作用于蜕膜组织的血管生成# 从而达到
治疗G1I的作用# 这可能是滋肾育胎丸治疗 G1I
的初步机制# 具体机制还需要进一步研究证实’
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