
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｌｂｕｍｉｎｕｒｉａ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｅａｒｌｙ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｒｅｎａｌ Ｆａｉｌｕｒｅ， ２０１７，
３９（１）： ５９７⁃６０１．

［１７］ 　 Ｓｈａ Ｊ， Ｓｕｉ Ｂ， Ｓｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０１７， １６（５）： ７７１５⁃７７２３．

［１８］ 　 Ｃｉｖａｎｔｏｓ Ｅ， Ｂｏｓｃｈ Ｅ， Ｒａｍｉｒｅｚ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｔａｇｌｉｐｔｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ
ｄｉｍｉｎｉｓｈｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２００ａ ／ Ｋｅａｐ⁃１ ／ Ｎｒｆ２ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｍｅｔａｂ Ｓｙｎｄｒ Ｏｂｅｓ， ２０１７， １０（６）： ２０７⁃２２２．

［１９］ 　 Ｂａｏ Ｌ， Ｌｉ Ｊ， Ｚｈａ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］ ．
Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１７， ５４（１）： ２４５⁃２５３．

［２０］ 　 Ａｌ⁃Ｗａｉｌｉ Ｎ， Ａｌ⁃Ｗａｉｌｉ Ｈ， Ａｌ⁃Ｗａｉｌｉ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔｕｒａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ； ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｈａｔ ｗａｒｒａｎｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ
［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｒｅｐ， ２０１７， ２２（３）： ９９⁃１１８．

［２１］ 　 Ｃｕｉ Ｗ， Ｍｉｎ Ｘ， Ｘｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ
２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓ，

２０１７， ２０１７： ３７９７８０２．
［２２］ 　 Ｓｕｎ Ｗ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅ

ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＮＲＦ２ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｖｉａ ｄｉｓａｂｌｉｎｇ
ＫＥＡＰ１［Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃａｌ Ｂｉｏ Ｍｅｄ， ２０１７， １０８（７）： ８４０⁃８５７．

［２３］ 　 Ｃａｉ Ｈ， Ｌｉｕ Ｆ， Ｚｕｏ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｔｉｄｉａｂｅｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ［ Ｊ］ ． Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ， ２０１５， １１（４）：
３８３⁃３９０．

［２４］ 　 Ｓｕｎ Ｑ， Ｍｅｎｇ Ｑ， Ｊｉａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ ａｇａｉｎｓｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｃｕｔｅ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１３， ８
（１２）： ｅ８０８５９．

［２５］ 　 Ｍｉｔｔａｌ Ｒ， Ｋｕｍａｒ Ａ， Ｓｉｎｇｈ Ｄ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｖｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｎｉｍｅｓｕｌｉｄｅ ｉｎ ＳＴＺ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ： ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ／ ＮＦ⁃ｋＢ ａｎｄ ＣＯＸ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｆｌａｍｍｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ２０１７， ２６ （ ３ ）：
７５５⁃７６８．

［２６］ 　 余　 丹． 二甲双胍对糖尿病肾病的保护作用及其抗氧化应

激机制［Ｊ］ ． 临床与病理杂志， ２０１７， ３７（４）： ８６２⁃８６７．

丹参酮ⅡＡ 对反复流产小鼠模型蜕膜组织、 胎盘膜联蛋白 Ａ５ 表达的

影响

段志颖１， 　 童星丽２， 　 黄紫微１， 　 谈　 勇２∗

（１． 南京中医药大学， 江苏 南京 ２１００２９； ２． 南京中医药大学附属医院， 江苏 南京 ２１００２９）

收稿日期： ２０２０⁃０５⁃２０
基金项目： 江苏省创新课题科研计划 （ＫＹＣＸ１９＿１２０６）； 江苏省中医院院级课题 （Ｋ２０１８ｙ６９）
作者简介： 段志颖 （１９９２—）， 女， 硕士生， 从事不孕症等相关研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｕａｎｚｈｉｙｉｎｇｎｊｕｃｍ＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 谈　 勇 （１９５６—）， 女， 教授， 主任中医师， 从事不孕症、 辅助生殖技术等相关研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉｊｕｎ１０２５＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨丹参酮ⅡＡ 对反复流产小鼠模型子宫蜕膜组织、 胎盘膜联蛋白 Ａ５ （ＡｎｘＡ５） 的影响。 方法　 ＤＢＡ ／ ２
与 ＣＢＡ ／ Ｊ 交配为 ＲＳＡ 小鼠， 随机分为模型组， 低、 中、 高剂量组 （丹参酮ⅡＡ）， 西药组 （阿司匹林）， 中西药结合组

（丹参酮低剂量＋阿司匹林）， 每组 ８ 只； ＢＡＬＢ ／ ｃ 与 ＣＢＡ ／ Ｊ 交配为正常妊娠小鼠， 作为正常组， 共 １０ 只。 正常组、 模

型组小鼠给予同体积含 ０􀆰 ４％ 二甲基亚砜、 １％ 羟甲基纤维素的蒸馏水灌胃， 其余组给予同体积对应药物灌胃， １４ ｄ 后

取材， 统计小鼠胚胎丢失率， ＥＬＩＳＡ 检测血清雌二醇 （Ｅ２）、 凝血酶原 （ＰＴ）、 孕酮 （Ｐ） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 免疫组

织化学 （ＩＨＣ） 检测膜联蛋白 Ａ５ （ＡｎｘＡ５） 表达。 结果　 与正常组比较， 模型组胚胎丢失率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 蜕膜组

织、 胎盘组织中 ＡｎｘＡ５ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 治疗组胚胎丢失率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 蜕膜组织、 胎盘组

织中 ＡｎｘＡ５ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 丹参酮ⅡＡ 能上调反复流产小鼠子宫蜕膜、 胎盘组织中 ＡｎｘＡ５ 表达， 改善子

宫、 胎盘血供情况， 降低胚胎丢失率。
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　 　 反复流产即复发性流产 （ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ａｂｏｒｔｉｏｎ，
ＲＳＡ） 是指同一性伴侣情况下连续发生 ３ 次或 ３ 次以上的

自然流产， 但大多数专家认为因连续发生 ２ 次流产的患者

再次发生流产的风险与 ３ 次者相近， 也应重视并给予评

估［１］ 。 ＲＳＡ 相当于祖国医学的 “堕胎”、 “滑胎”， 其病因

复杂多样且缺乏特异性临床表现， 是妇科临床常见的不良

妊娠现象， 也属于临床治疗的疑难病之一。
妊娠期间， 胎盘的血液供应影响着胎儿的正常生长发

育。 妊娠期高凝状态会改变子宫胎盘部位血流状态， 使之

血液供应下降， 致使胚胎或胎儿缺血缺氧， 最终导致胚胎

或胎儿的发育不良而流产［２⁃３］ 。 Ｍｏｔｈａ 等［４］ 提出反复妊娠丢

失与血栓性疾病或凝血功能紊乱有关。 也有研究表明， 临

床上采取常规保胎方案联合活血化瘀可以提高其临床疗

效［５⁃６］ 。 膜联蛋白 Ｖ 即 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ （胎盘抗凝蛋白 Ｉ 或血管

抗凝剂， Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ５ ／ ＡｎｘＡ５） 存在胎盘和血管内皮等组织

中， 它具有强大的抗凝血性能， 这是由于它对阴离子磷脂

具有很高的亲和力， 并有能力从磷脂中取代凝血因子［７⁃８］ 。
ＡｎｘＡ５ 表达也与子痫前期和胎儿生长受限相关， 其中

ＡｎｘＡ５ 主要是能够与这些促凝表面的结合而维持血流， 并

通过维持胎盘的血流来提高胎儿的存活能力［９］ 。 Ｕｅｋｉ 等［１０］

提出母亲 ＡｎｘＡ５ 在怀孕期间充当抗血栓形成剂， 并指出母

体的 ＡｎｘＡ５ 缺失时会丢失胎儿。 本文旨在探讨 ＡｎｘＡ５ 与

ＲＳＡ 的相关性和丹参酮ⅡＡ 对 ＲＳＡ 小鼠的影响， 以期为相

关研究提供参考依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物 　 雌性 ＣＢＡ ／ Ｊ 小鼠 ５５ 只、 雄性 ＤＢＡ ／ ２ 小鼠 １５
只、 雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ５ 只， 均为 ６～ ８ 周龄， 购自上海西

普尔⁃必凯实验动物有限公司， 实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （ 沪 ） ２０１８⁃０００６， 动 物 合 格 证 号 分 别 为

２０１３００１６００９９５１、 ２０１８０００６００１８４４， 自由饮水摄食， 饲养在

南京中医药大实验动物中心， 温度 （２２±２）℃， 相对湿度

５０％ ～７０％ ， 昼夜各 １２ ｈ。
１􀆰 ２　 试剂和仪器　 丹参酮ⅡＡ 对照品 （成都瑞芬思生物科

技有限公司， 纯度 ９９􀆰 １３％ ， 批号 ５６８⁃７２⁃９）。 阿司匹林

（江苏省中医院， 批号 ＨＩ３０２３６３５）； 戊巴比妥纳 （美国

Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 Ｕ４８２９７）。 二甲基亚砜 （德国 ＢｉｏＦＲＯＸＸ
公司， 批号 ６７􀆰 ６８􀆰 ５）； 羟甲基纤维素钠 （上海麦克林生化

科技有限公司， 批号 ９０８５⁃２６⁃１）； 多聚甲醛 （成都中科唯

实仪器有限责任公司， 批号 Ｑ ／ Ｃ５４１１１９６⁃９）； 凝血酶原

（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ， ＰＴ ）、 雌 激 素 （ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２ ）、 孕 激 素

（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ， Ｐ） 酶联免疫分析试剂盒 （北京安迪华泰科

技有 限 公 司， 规 格 ９６Ｔ， 批 号 分 别 为 ＡＤ３４２４Ｍｏ、
ＡＤ３２１２Ｍｏ、 ＡＤ１７９５Ｍｏ ）； 兔 抗 ＡｎｘＡ５ 抗 体 （ 美 国

Ｓｉｇｎａｌｗａｙ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 公司， 批号 ３１００９）； 抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （北
京博奥森生物技术有限公司， 批号 ｂｓ⁃００６１Ｒ）； 辣根过氧

化物酶 （ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＨＲＰ） 标记的二抗 （美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 批号 ７０７４Ｐ２）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
试剂 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号 Ｐ００１２Ａ）； ＪＢ⁃

Ｐ５ 石蜡包埋机 （武汉俊杰电子有限公司）， ＲＭ２０１６ 病理

切片机 （上海徕卡仪器有限公司）。
１􀆰 ３　 模型建立 　 参照文献 ［ １１］， 采用 ＣＢＡ ／ Ｊ 雌鼠与

ＤＢＡ ／ ２ 雄鼠交配组合， 作为 ＲＳＡ 模型， 操作方法为采取动

情前期或动情期的 ＣＢＡ ／ Ｊ， 分别与 ＤＢＡ ／ ２、 ＢＡＬＢ ／ ｃ 合笼

交配， 检出阴栓者或阴道涂片见精子者为妊娠。
１􀆰 ４　 分组及给药　 小鼠适应性喂养 １ 周， 其间进行阴道脱

落细胞涂片， 确认雌性小鼠周期变化规律， 选取动情前期

及动情期的雌性 ＣＢＡ ／ Ｊ， 分别与雄性 ＤＢＡ ／ ２、 ＢＡＬＢ ／ ｃ 合

笼交配， 建立 ＲＳＡ 模型 ５０ 只、 正常妊娠模型 １０ 只， 检出

阴栓者及阴道涂片见精子者为妊娠第 ０􀆰 ５ 天［１２］ ， 开始

用药。
其中， ＣＢＡ ／ Ｊ × ＢＡＬＢ ／ ｃ 孕鼠作为正常组 （ ｎ ＝ １０），

ＣＢＡ ／ Ｊ×ＤＢＡ ／ ２ 孕鼠 ＲＳＡ 模型 （ｎ＝ ５０） 按妊娠顺序随机分

为模型组、 西药组 （阿司匹林）、 中西药结合组 （丹参酮

ⅡＡ 低剂量＋阿司匹林） 及低剂量组、 中剂量组、 高剂量组

（丹参酮ⅡＡ）。 阿司匹林剂量根据成人 ７０ ｋｇ 临床用药剂量

７５ ｍｇ ／ ｄ， 按动物体表面积换算； 丹参酮ⅡＡ 参考文献

［１３］， 低、 中、 高剂量组给药剂量 分 别 为 １２􀆰 ５、 ２５、
５０ ｍｇ ／ ｋｇ。 因丹参酮ⅡＡ 不易溶解， 故用含 ０􀆰 ４％ 二甲基亚

砜、 １％ 羟甲基纤维素钠的蒸馏水配制， 并置于超声仪中助

溶， 而正常组、 模型组给予相同体积含 ０􀆰 ４％ 二甲基亚砜、
１％ 羟甲基纤维素钠的蒸馏水， 灌胃量均为 ０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ， 自

妊娠第 ０􀆰 ５ 天开始灌胃， 每天 １ 次， 连续 １４ ｄ［１２］ 。
１􀆰 ５　 标本制备　 末次灌胃后小鼠禁食 ２４ ｈ 后， 给予 １􀆰 ５％
戊巴比妥钠麻醉， 眼眶采血， 在室温下静置 ３０ ｍｉｎ 后离

心， 收集上清， 颈推脱臼处死， 剖腹分离妊娠子宫， 从子

宫角处钝性剖开子宫壁， 将胚胎从着床部位剥离， 眼科剪

分离着床部位的蜕膜组织， 预冷的 ＰＢＳ 缓冲液或生理盐水

充分冲洗， 滤纸吸净， 迅速置于液氮罐或 ４％ 多聚甲酵中固

定保存。
１􀆰 ６　 免疫组化　 ４％ 多聚甲醛固定小鼠子宫蜕膜、 胎盘组

织， 石蜡包埋， 切片， 脱蜡， 进行抗原修复， 给予一抗

ＡｎｘＡ５ （１ ∶ ２００）、 二抗 （ＨＲＰ 标记） 覆盖， 玻片洗涤后

滴加显色液， 控制显色时间， 显色后冲洗， Ｈａｒｒｉｓ 苏木素

复染后再冲洗， 脱水晾干， 封片， 在显微镜下进行图像采

集， 每组选取 ６ 张切片， 每张随机观察 ３ 个视野， 采用

Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析。
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 提取冻存的小鼠子宫蜕膜组织、
胎盘标本， 蛋白定量变性后， １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳

１􀆰 ２ ｈ， 半干转 ３０ ｍｉｎ， 在室温下封闭 １ ｈ， ４ ℃下孵育一抗

（β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶ １ ０００、 Ａｎｘａ５ １ ∶ １ ０００） 过夜， 洗膜， 室温孵

育二抗 （１ ∶ ２ ０００） １ ｈ， 曝光， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定目

的条带 ＯＤ 值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 目的条带 ＯＤ 值 ／ β⁃ａｃｔｉｎ
ＯＤ 值为目的蛋白表达量。
１􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７、 ＳＰＳＳ ２５ 软件进

行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分

析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
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２　 结果

２􀆰 １　 胚胎丢失率　 参考文献 ［１２⁃１４］ 计算丢失率， 结果

如图 １ 所示， 可知正常组胚胎丢失率较低， 在 １０％ 以下，
而模型组接近 ４０％ ， 高于正常组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 给药组胚胎丢失率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以高剂

量组最明显。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠胚胎丢失率 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ２　 小鼠血清指标　 由表 １ 可见， 正常组、 模型组小鼠血

　 　 　 　

清 ＰＴ、 Ｅ２、 Ｐ 水平比较， 差异具有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 给药组小鼠血清 ＰＴ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

表 １　 各组小鼠血清 ＰＴ、 Ｅ２、 Ｐ 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＰＴ Ｅ２ Ｐ

正常组 ２１􀆰 ６４±０􀆰 ８２∗ ６１􀆰 ６７±１􀆰 ４６∗ １ ６２６􀆰 ４±４１􀆰 ４∗

模型组 ２８􀆰 ７８±１􀆰 ４５ ４８􀆰 １０±４􀆰 ４６ １ ３８２􀆰 １±３２􀆰 ７
西药组 ２３􀆰 ６０±０􀆰 ６１∗ ５１􀆰 ６５±１􀆰 ３９ １ ４３１􀆰 ８±４０􀆰 ９
中西药结合组 ２２􀆰 １１±０􀆰 ８７∗ ５３􀆰 ３０±２􀆰 ８３ １ ４５１􀆰 ８±６２􀆰 ２
低剂量组 ２４􀆰 １０±１􀆰 ０４∗ ４８􀆰 １８±２􀆰 ２７ １ ４１０􀆰 ８±４４􀆰 １
中剂量组 ２３􀆰 ２８±２􀆰 ０６∗ ５０􀆰 ０６±２􀆰 ９８ １ ４４０􀆰 ２±４９􀆰 ２
高剂量组 ２２􀆰 ７３±０􀆰 ８９∗ ５２􀆰 ８６±５􀆰 ０６ １ ４５８􀆰 ８±４８􀆰 ４

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 小鼠子宫蜕膜组织、 胎盘 ＡｎｘＡ５ 表达　 如图 ２、 表 ２
所示， 与正常组比较， 模型组小鼠 ＡｎｘＡ５ 表达降低， 差异

有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 给药组 ＡｎｘＡ５
表达有不同程度的提高 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 如表 ３、 图 ３ 所示， 与

模型组比较， 给药组 （除低剂量组外） 小鼠子宫蜕膜组织

ＡｎｘＡ５ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 中西药结合组、 高剂量组小

鼠胎盘组织其表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 各组小鼠子宫蜕膜组织、 胎盘 ＡｎｘＡ５ 表达 （Ⅰ）

表 ２　 各组小鼠子宫蜕膜组织、 胎盘 ＡｎｘＡ５ 表达的 ＯＤ 值

（Ⅰ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 子宫蜕膜组织 胎盘组织

正常组 ０􀆰 ９８６±０􀆰 ３６５∗ ０􀆰 ９８６±０􀆰 ３６５∗

模型组 ０􀆰 ４４６±０􀆰 ０８６ ０􀆰 ４４６±０􀆰 ０８６
西药组 ０􀆰 ７５１±０􀆰 ２８５ ０􀆰 ７５１±０􀆰 ２８５
中西药结合组 ０􀆰 ８２２±０􀆰 ３２３ ０􀆰 ８２２±０􀆰 ３２３
低剂量组 ０􀆰 ６３０±０􀆰 ２４０ ０􀆰 ６３０±０􀆰 ２４０
中剂量组 ０􀆰 ７３９±０􀆰 ２４９ ０􀆰 ７３９±０􀆰 ２４９
高剂量组 ０􀆰 ８４９±０􀆰 ３７９ ０􀆰 ８４９±０􀆰 ３７９

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 各组小鼠子宫蜕膜组织、 胎盘 Ａｎｘａ５ 表达的 ＯＤ 值

（Ⅱ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 子宫蜕膜组织 胎盘组织

正常组 ０􀆰 ０１８ ５±０􀆰 ００２ ０∗ ０􀆰 ０２２ ９±０􀆰 ００１ ６∗

模型组 ０􀆰 ００７ ０±０􀆰 ０００ ９ ０􀆰 ００８ ２±０􀆰 ００３ ０
西药组 ０􀆰 ０１５ ０±０􀆰 ００２ ６∗ ０􀆰 ０１３ ６±０􀆰 ００５ ７
中西药结合组 ０􀆰 ０１５ ６±０􀆰 ００１ ９∗ ０􀆰 ０２０ ８±０􀆰 ００２ ０∗

低剂量组 ０􀆰 ０１１ ５±０􀆰 ００６ ９ ０􀆰 ０１３ ６±０􀆰 ００３ ９
中剂量组 ０􀆰 ０１６ ２±０􀆰 ００４ ３∗ ０􀆰 ０１０ ４±０􀆰 ００１ ９
高剂量组 ０􀆰 ０１８ ０±０􀆰 ００２ ９∗ ０􀆰 ０１８ ２±０􀆰 ０００ ８∗

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３　 讨论

丹参素有 “功同四物” 之称， 具有活血祛瘀等功效，
宋代陈自明的 《妇人大全良方》 中曾指出其能破宿血， 生

图 ３　 各组小鼠子宫蜕膜组织、 胎盘 ＡｎｘＡ５ 表达（Ⅱ）（×２００）

新血， 安生胎， 治疗产前胎动不安。 丹参具有促进纤溶、
降低血小板粘附及聚集等功能［１５⁃１６］ 。 随着对丹参药理作用

的不断研究， 丹参提取物丹参酮ⅡＡ 的作用也有了深层次的

发现， 研究表明丹参酮ⅡＡ 改善血液循环抗凝、 抗血小板聚

集、 改善血液流变学特性及改善微循 环 等 多 种 药 理
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作用［１７⁃２１］ 。
膜联蛋白 Ａ５ 是属于参与细胞转运的一种蛋白质家族，

主要为各组织提供营养， 且具有抗血栓形成、 抗凋亡和抗

炎的特性［８， ２２］ 。 ＡｎｘＡ５ 在妊娠时期胎盘滋养细胞和血管内

皮细胞表达丰富， 可与胎盘绒毛细胞膜表面的磷脂相结合，
形成一道保护屏障使凝血因子复合物合成受阻， 从而起到

抗凝效果而维持正常妊娠［２３⁃２４］ 。 当这种屏障被破坏或

ＡｎｘＡ５ 表达减少， 就可能会发生流产。 反复流产与胎盘和

子宫蜕膜上的 ＡｎｘＡ５ 表达有关， 表达较低或其抗凝血或结

合活性受阻， 均可导自然妊娠丢失［２５］ 。 此外， ＡｎｘＡ５ 高表

达可维持血液流动性， 可能在预防血小板活化异常中起作

用， 子宫或胎盘 ＡｎｘＡ５ 表达可以预防血栓形成， 从而维持

整个妊娠时期［２５⁃２６］ 。
本实验结果表明， 与正常组比较， 模型组胚胎丢失率

及血清 ＰＴ 水平上升， 但各个干预组胚胎丢失率及 ＰＴ 水平

均有不同程度的改善； 模型组小鼠子宫蜕膜、 胎盘组织

ＡｎｘＡ５ 较低， 而各个干预组小鼠子宫蜕膜、 胎盘组织

ＡｎｘＡ５ 均有不同程度的提升。 可见丹参酮ⅡＡ 可能通过提高

子宫蜕膜组织或胎盘组织中 ＡｎｘＡ５ 表达从而维护其所形成

的保护性屏障， 起到抗凝维持妊娠的作用。 母体妊娠子宫、
胎盘 ＡｎｘＡ５ 的存在， 使胎盘血栓形成的风险和胎儿丢失风

险降低， 从而改善妊娠结局。 同时丹参酮ⅡＡ 还可以通过降

低妊娠小鼠血清凝血酶原的水平， 从而抑制血小板聚集，
改善血凝状态， 改善小鼠妊娠结局。

综上所述， 丹参酮ⅡＡ 可能通过降低血清凝血酶原， 增

加子宫、 胎盘 ＡｎｘＡ５ 表达， 改善孕鼠高凝状态， 从而降低

胚胎丢失率。 但其更多潜在的药理作用及作用机制有待进

一步研究， 可从细胞生物学等角度更深入的研究来解释丹

参酮ⅡＡ 在反复流产的应用原理。
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葛根汤通过下调 ＴＨＲＢ 表达逆转 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞顺铂耐药
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摘要： 目的　 研究葛根汤对 ＴＨＲＢ 表达的影响， 探究该方逆转人卵巢癌细胞株 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 顺铂耐药的机制。 方法　 采

用血清药理学方法制备含药血清， ＭＴＴ 比色法筛选剂量。 不同浓度顺铂联合含药血清处理 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞后，
计算 ＩＣ５０、 耐药指数， 将 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞随机分为对照组、 ＤＤＰ 组及葛根汤低、 中、 高剂量组， 对应药物干预 ４８ ｈ
后， 实时荧光定量聚合酶链反应 （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 检测 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 转录水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＨＲＢ、 ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃ｇｐ 蛋

白表达。 结果　 适宜剂量为 １０％ 低剂量含药血清作用 ４８ ｈ。 低剂量葛根汤含药血清联合作用能逆转 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞

肿瘤耐药， 降低 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞对顺铂的耐药指数。 在 ＣＯＣ１ 细胞株中， ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 为低水平转录表达； 在耐药

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中， ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 均为高水平转录。 葛根汤干预后， ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞内高水平转录的 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 转

录下调， ＴＨＲＢ 蛋白表达降低， 葛根汤低、 中、 高剂量组 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 及蛋白表达与 ＤＤＰ 组比较均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
葛根汤作用于卵巢癌 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞 ４８ ｈ 后， ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃ｇｐ 耐药相关蛋白表达降低， 并呈一定的剂量依赖性， 葛根

汤剂量越高， 肿瘤细胞的耐药相关蛋白表达降低程度越明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 葛根汤能有效增加人卵巢癌细胞株

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 对顺铂的敏感性， 其机制可能与降低 ＴＨＲＢ 基因转录和蛋白表达有关。
关键词： 葛根汤； 人卵巢癌细胞株 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ； ＴＨＲＢ； 顺铂； 耐药
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　 　 卵巢癌是妇科常见肿瘤， 死亡率为妇科恶性肿瘤第一

位［１］ 。 目前， 以铂类为基础的联合化疗是卵巢癌治疗的主

要手段， 但较多卵巢癌患者会出现顺铂 （ＤＤＰ） 耐药， 导

致患者 ５ 年生存率低、 预后不良［２］ 。 因此， 寻找新型抗肿

瘤药物以提高治疗卵巢癌的疗效至关重要。 葛根汤出自

《伤寒论》， 由葛根、 麻黄、 桂枝、 生姜、 甘草、 芍药、 大

枣组成， 具有发汗解毒、 升津舒筋的功效， 可以缓轻化疗

毒副作用、 调节机体免疫。 方中葛根有效成分葛根素是一

种生物类黄酮化合物， 已有研究证实葛根素能够促进癌细

胞凋亡、 抑制癌细胞增殖和周期进展、 发挥较好的抗肿瘤

作用， 其在胃癌细胞中改善 ＤＤＰ 耐药的作用已经得到证

实［３］ 。 卵巢癌 ＤＤＰ 耐药的机制十分复杂， 随着分子生物学

研究的不断深入， 越来越多的研究者开始从基因水平去探

讨疾病的发生进展以及潜在的诊疗措施［４］ 。 激素是机体组

织生物功能重要的调节物质， 随着研究的深入， 研究者发

现激素在肿瘤细胞的分裂、 凋亡和迁移中扮演重要角色，
在多种恶性肿瘤细胞中激素及激素受体基因往往呈异常表

达状态［５］ 。 甲状腺激素 （ＴＨ） 及其受体 （ＴＲ） 可以影响

ＭＡＰＫ、 ＰＩ３Ｋ 等通路起到抑制肿瘤细胞生长和转移的作用，
而甲状腺激素受体基因 （ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＨＲＢ）
是一种激素受体相关基因， 与细胞的生长密切相关， 在细

胞的增殖、 分化、 ＤＮＡ 修复和周期转换中发挥重要的参与

作用［６］ 。 近年来研究报道显示， ＴＨＲＢ 在卵巢癌耐药细胞

中的呈异常高表达， 提示 ＴＨＲＢ 的异常与卵巢癌的耐药密

切相关［７］ 。 目前关于葛根汤在卵巢癌中是否存在类似的生

物作用及具体机制仍未明确。 本研究以人上皮性卵巢癌耐

药 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞为模型探讨葛根汤对其增殖、 凋亡的影

响是否调控 ＴＨＲＢ 基因的表达， 初步探讨 ＴＨＲＢ 在其抗卵

巢癌作用的可能机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞　 卵巢癌细胞株 ＣＯＣ１、 顺铂耐药卵巢癌细胞株

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ， 购自中国典型培养物保藏中心。
１􀆰 ２　 试剂、 仪器与药物　 葛根汤组方药材葛根 ２１ ｇ、 桂枝

９ ｇ、 芍药 ９ ｇ、 生姜 ９ ｇ、 甘草 ６ ｇ、 大枣 １２ 枚、 麻黄 ９ ｇ，
由上海曙光医院药剂科制剂中心 （中药制剂研究室） 一次

性加工完成， 制成生药量 ０􀆰 ６６ ｇ ／ ｍＬ 的浓缩液， 在 ４ ℃下

６８１３
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