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化瘀消癥颗粒对低氧状态下滋养细胞增殖、
黏附与自噬的影响
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［摘要］ 目的 探讨化瘀消癥颗粒治疗输卵管妊娠的可能作用机制。方法 人源妊娠滋养细胞系HTR-8/
SVneo细胞消化计数后接种至 96孔板，分别设空白组、低氧组和化瘀消癥颗粒低、中、高剂量组，每组 3个

复孔。低氧组和化瘀消癥颗粒低、中、高剂量组每孔加入含 400 μmol/L二氯化钴 （CoCl2） 0. 1 ml作用 24 h
建立低氧模型。造模后化瘀消癥颗粒低、中、高剂量组在培养液中分别加入 20 mg/ml化瘀消癥颗粒母液 50、
100、150 μl分别作用 24 h、48 h、72 h后，采用CCK8法筛选后续实验药物干预时间。采用同上分组及干预

方法，根据CCK8检测结果确定作用时间，采用细胞划痕实验观察各组细胞迁移情况并计算细胞迁移率，采

用 Western-blot法检测细胞缺氧诱导因子 1α（HIF-1α）、上皮细胞钙黏蛋白 （E-cadherin）、神经钙黏蛋白

（N-cadherin）与自噬标志蛋白（Beclin-1）、微管相关蛋白轻链3蛋白Ⅱ（LC3-Ⅱ）表达。结果 根据CCK8法

检测结果确定作用时间为 48 h继续后续实验。与空白组比较，低氧组细胞迁移率升高，HIF-1α、N-cadherin、
Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白相对表达量均升高，E-cadherin蛋白相对表达量降低 （P＜0. 05）。与低氧组比较，化瘀

消癥颗粒低、中、高剂量组细胞迁移率降低，HIF-1α、N-cadherin、Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白相对表达量降低，

且呈浓度依赖性 （P＜0. 05）；化瘀消癥颗粒高、低剂量组E-cadherin蛋白相对表达量升高，且化瘀消癥颗粒

高剂量组升高更显著 （P＜0. 05）。结论 化瘀消癥颗粒可能通过抑制低氧所导致的滋养细胞的增殖、黏附、

自噬活性，而发挥治疗输卵管妊娠的作用，以高剂量效果更佳。
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输卵管妊娠是指受精卵在输卵管着床并发育的

一种非正常妊娠，是异位妊娠最常见的类型，输卵

管妊娠破裂所导致的盆腔内出血是妇产科的危急重

症之一。由于输卵管管腔内的结构不能形成完整的

蜕膜，不同于子宫内膜，胚胎异位着床相较于宫内

妊娠处于更加低氧的状态［1］。低氧水平是调节滋养

层移行和侵袭的关键因素，低氧状态可诱导缺氧诱

导因子 1α（HIF-1α） 激活，进而促进滋养层细胞

迁移和侵袭［2］。化瘀消癥颗粒是经过多年临床研究

筛选出来的治疗输卵管妊娠的经验方，有化瘀消

癥、活血杀胚功效，类方已收入《中医妇科学》［3］

及《输卵管妊娠中西医结合诊疗指南》［4］，且目前

已作为广州中医药大学第一附属医院治疗输卵管妊

娠的院内制剂应用于临床［5］。前期研究［6］发现，

化瘀消癥颗粒可能通过调节整合素/黏附斑激酶

（FAK）通路抑制滋养细胞侵袭和迁移。本研究旨

在观察化瘀消癥颗粒对低氧状态下滋养细胞的增

殖、黏附与自噬的活跃程度的影响，以探讨其治疗

输卵管妊娠的可能作用机制。

1 材料与方法

1. 1 细胞

人源妊娠滋养细胞系HTR-8/SVneo细胞（美国

ATCC细胞库，货号：CRL-3271）。

1. 2 药物

化瘀消癥颗粒（广州中医药大学第一附属医院

院内制剂，批准文号：粤药制字 Z20170001，批
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号：20190801），组成比例为丹参∶赤芍∶桃仁∶

紫草∶天花粉=1∶1∶1∶1∶1. 333，以上五味加

水煎煮 3次，每次加 8倍量水，合并煎液，滤过，

滤液减压浓缩至相对密度 1. 25～1. 35（60 ℃），真

空干燥，粉碎后混匀制粒，分装为 7 g/袋（相当于

生药14 g）。用天平称取化瘀消癥颗粒0. 12 g于 6 ml
8%胎牛血清中，0. 22 μm一次性针头过滤器过滤除

菌，配制浓度为 20 mg/ml（相当于生药 40 mg/ml）
的母液，分装冻存于-20 ℃冰箱。

1. 3 主要试剂与仪器

RPMI-1640 培 养 基 （Gibco 公 司 ， 批 号

21870076）；南美胎牛血清 （Procell公司，批号

201909）；胰酶（广州晶欣生物科技有限公司，批

号 1904190202）；ECL试剂盒（Thermo公司，批号

00713462）；CCK8试剂盒（日本同仁化学研究所，

批号CK04）；3磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH，批号

5174s）、一抗上皮细胞钙黏蛋白 （E-cadherin，批

号 8834s）、一抗神经钙黏蛋白（N-cadherin，批号

13116s），CST公司；一抗 HIF-1α（Abcam公司，

批号 ab51608）；一抗自噬标志蛋白（Beclin-1，批

号 11306-1-AP）、一抗微管相关蛋白轻链 3蛋白Ⅱ
（LC3-Ⅱ，批号 14600-1-AP），Proteintech公司；兔

二抗 （批号 125946）、鼠二抗 （批号 126848），

Jackson公司；二氯化钴（CoCl2，Sigma公司，批号

232696）。

CO2培养箱（NBS公司，型号CO48R-230）；超

净工作台 （东莞美维净化设备有限公司，型号

LAD-LCJT-1B）；细胞计数仪 （美国 Cellometer公
司，型号 T4-203-0498）；常温离心机 （型号 SC-

3610）、高速冷冻离心机（型号HC-2062），科大创

新股份有限公司中佳分公司；荧光倒置显微镜（日

本Nikon公司，型号 534138）；凝胶成像系统 （型

号 Gel Doc XR+）、电泳仪 （型号 1645050）、转膜

仪（型号 1704150），美国Bio-Rad公司；FC型酶标

仪（美国 Thermo公司，型号Multiskan FC）。

1. 4 细胞培养

选取生长状态良好的HTR-8/SVneo细胞，待细

胞融合度达 80%～90%时进行细胞传代，PBS清洗

细胞，轻轻地摇晃后弃 PBS，加入含 EDTA 的

0. 25%胰酶，显微镜下观察细胞变圆、透亮，加入

完全培养基终止消化，反复吹打，将细胞悬液离

心、重悬，调整细胞浓度并计数，每隔24～48 h更
换培养基。

1. 5 实验分组及干预方法

取对数生长期的HTR-8/SVneo细胞消化计数后

接种至 96孔板（1×104/孔），实验分为空白组、低

氧组和化瘀消癥颗粒低、中、高剂量组，每组 3个
复孔。待细胞贴壁24 h后，空白组继续加入培养基

培养，低氧组和化瘀消癥颗粒低、中、高剂量组每

孔加入含 400 μmol/L的 CoCl2 0. 1ml作用 24 h造成

低氧环境［7］。根据预实验结果，化瘀消癥颗粒低、

中、高剂量组分别在培养液中加入20 mg/ml化瘀消癥

颗粒母液50、100、150 μl，使化瘀消癥颗粒低、中、

高剂量组化瘀消癥颗粒浓度分别为 1、2、3 mg/ml，
空白组和低氧组正常培养。

1. 6 CCK8法检测各组不同时间点滋养细胞增殖

情况

分别作用 24 h、48 h、72 h后，每孔加入 10 μl
CCK8，用FC型酶标仪于450 nm波长处检测吸光度

（OD） 值。实验重复 3次，细胞增殖率=［（药物

组 OD值-低氧组 OD值） /（空白组 OD值-低氧组

OD值）］ ×100%。

1. 7 细胞划痕实验检测细胞迁移情况

取对数生长期的细胞消化计数后接种至 6孔板

（5×105/孔），每组 3个复孔，待各组细胞融合度约

达 90%，用无菌移液枪头垂直用力划痕，PBS洗去

划下细胞，再根据实验分组（同 1. 5）进行低氧造

模、给药。显微镜下拍照各组细胞 0 h与根据 1. 6
确定的药物干预时间干预后的细胞迁移情况，计算

各组干预后的细胞迁移率。细胞迁移率=（0 h划痕

面积-干预后划痕面积） /0 h划痕面积×100%。

1. 8 Western-blot法检测细胞HIF-1α、E-cadherin、
N-cadherin、Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白表达

取对数生长期的细胞消化计数后接种至 6孔板

（1×105/孔），实验分组及干预同 1. 5，加药后培养

48 h，上样，SDS-PAGE凝胶电泳，转膜（湿转）、

封闭，加入一抗（1∶1000），4 ℃孵育过夜，加入二

抗（1∶1000），配制ECL化学发光底物与膜共孵育

1 h，洗膜，化学发光，凝胶成像显影，分析蛋白条

带灰度值，计算 HIF-1α、E-cadherin、N-cadherin、
Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白相对表达量。

1. 9 统计学方法

采用 SPSS 17. 0软件进行数据处理和分析，本

研究计量资料均符合正态分布且方差齐，以均数±
标准差（x̄±s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析，两两比较采用 LSD法进行分析，以P＜0. 05
为差异有统计学意义。
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2 结果

2. 1 各组不同时间细胞增殖率比较

表 1示，与空白组同时间比较，低氧组各时间

点细胞增殖率升高，且随时间的延长细胞增殖率逐

步升高 （P＜0. 05）；与低氧组同时间比较，化瘀

消癥颗粒低、中、高剂量组各时间点细胞增殖率均

降低 （P＜0. 05）；与化瘀消癥颗粒高剂量组同时

间比较，化瘀消癥颗粒低、中剂量组各时间点细胞

增殖率升高 （P＜0. 05）；与化瘀消癥颗粒中剂量

组同时间比较，化瘀消癥颗粒低剂量组各时间点细

胞增殖率升高 （P＜0. 05）。化瘀消癥颗粒各剂量

组细胞 48 h、72 h时细胞增殖率均较前一时间点升

高（P＜0. 05）。根据CCK8结果，细胞既要有增殖

趋势，但细胞增殖程度不能过于明显，故选择 48 h
为后续实验的干预时间。

2. 2 各组干预48 h后细胞迁移率比较

表 2示，与空白组比较，低氧组细胞迁移率升

高（P＜0. 05）；与低氧组比较，化瘀消癥颗粒低、

中、高剂量组细胞迁移率降低 （P＜0. 05）；与化

瘀消癥颗粒高剂量组比较，化瘀消癥颗粒低、中剂

量组细胞迁移率升高 （P＜0. 05）；与化瘀消癥颗

粒中剂量组比较，化瘀消癥颗粒低剂量组细胞迁移

率升高（P＜0. 05）。

2. 3 各组HIF-1α、E-cadherin、N-cadherin、Beclin-1、
LC3-Ⅱ蛋白表达比较

表 3 示，与空白组比较，低氧组 HIF-1α、
N-cadherin、Beclin-1、LC3-Ⅱ 蛋白相对表达量均

升 高 ， E-cadherin 蛋 白 相 对 表 达 量 降 低 （P＜
0. 05）。与低氧组比较，化瘀消癥颗粒低、中、高

剂量组细胞HIF-1α、N-cadherin、Beclin-1、LC3-Ⅱ
蛋白相对表达量均降低 （P＜0. 05），且化瘀消癥

颗粒高剂量组低于化瘀消癥颗粒低、中剂量组，化

瘀消癥颗粒中剂量组低于化瘀消癥颗粒低剂量组

（P＜0. 05）；化瘀消癥颗粒中剂量组 E-cadherin蛋
白相对表达量降低，而化瘀消癥颗粒低、高剂量组

升高，且化瘀消癥颗粒高剂量组升高更显著（P＜
0. 05）。 各 组 滋 养 细 胞 HIF-1 α、 E-cadherin、
N-cadherin、Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白电泳图见图1。

表2 各组干预48 h后滋养细胞迁移率比较 （%，x̄±s）
组别

空白组

低氧组

化瘀消癥颗粒低剂量组

化瘀消癥颗粒中剂量组

化瘀消癥颗粒高剂量组

样本数

3
3
3
3
3

迁移率

76. 58±4. 53
89. 37±4. 70a）
51. 36±5. 29b） c） d）

45. 49±3. 91b） c）

30. 64±6. 45b）
注：a） 与空白组比较，P＜0. 05；b） 与低氧组比较，P＜

0. 05；c）与化瘀消癥颗粒高剂量组比较，P＜0. 05；d）与化瘀消

癥颗粒中剂量组比较，P＜0. 05。

表1 各组不同时间滋养细胞增殖率比较 （%，x̄±s）
组别

空白组

低氧组

化瘀消癥颗粒低剂量组

化瘀消癥颗粒中剂量组

化瘀消癥颗粒高剂量组

样本数

3
3
3
3
3

24 h
0. 457±0. 025
0. 624±0. 013a）
0. 405±0. 020b） c） d）

0. 356±0. 021b） c）

0. 307±0. 017b）

48 h
0. 510±0. 012d）
0. 716±0. 035a） e）

0. 352±0. 028b） c） d） e）

0. 300±0. 013b） c） e）

0. 255±0. 009b） e）

72 h
0. 585±0. 017d）
0. 821±0. 022a） e）

0. 297±0. 018b） c） d） e）

0. 235±0. 015b） c） e）

0. 185±0. 009b） e）

注：a）与空白组同时间比较，P＜0. 05；b）与低氧组同时间比较，P＜0. 05；c）与化瘀消癥颗粒高剂量组同时间比较，P＜0. 05；d）与

化瘀消癥颗粒中剂量组同时间比较，P＜0. 05；e）与本组前一时间点比较，P＜0. 05。

表3 各组滋养细胞HIF-1α、E-cadherin、N-cadherin、Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白相对表达量比较 ( /β-actin，x̄±s）
组别

空白组

低氧组

化瘀消癥颗粒低剂量组

化瘀消癥颗粒中剂量组

化瘀消癥颗粒高剂量组

样本数

3
3
3
3
3

HIF-1α
2. 248±0. 004
2. 412±0. 000a）
2. 108±0. 002b） c） d）

1. 599±0. 001b） c）

0. 943±0. 001b）

E-cadherin
1. 284±0. 004
1. 220±0. 002a）
1. 367±0. 005b） c） d）

1. 196±0. 001b） c）

1. 439±0. 006b）

N-cadherin
0. 379±0. 003
0. 502±0. 001a）
0. 393±0. 002b） c） d）

0. 242±0. 001b） c）

0. 096±0. 002b）

Beclin-1
0. 734±0. 001
1. 021±0. 002a）
0. 788±0. 003b） c） d）

0. 661±0. 000b） c）

0. 433±0. 000b）

LC3-Ⅱ
1. 798±0. 020
2. 048±0. 010a）
1. 846±0. 011b） c） d）

1. 410±0. 004b） c）

1. 265±0. 005b）
注：HIF-1α，缺氧诱导因子 1α；E-cadherin，上皮细胞钙黏蛋白；N-cadherin，神经钙黏蛋白；Beclin-1，自噬标志蛋白；LC3-Ⅱ，微管相

关蛋白轻链3蛋白Ⅱ。

a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与低氧组比较，P＜0. 05；c）与化瘀消癥颗粒高剂量组比较，P＜0. 05；d）与化瘀消癥颗粒中剂量组比

较，P＜0. 05。
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3 讨论

输卵管妊娠是发生在早孕阶段的妊娠相关疾

病。正常妊娠期间，滋养细胞一直处于氧环境动态

变化的过程中，妊娠早期胚胎处于局部生理性低氧

环境［8］。低氧是细胞事件的关键调节因子，最终可

引起滋养细胞的氧化应激反应［9］。在低氧浓度下许

多细胞会失去存活能力，而滋养细胞却能在低氧浓

度下形成一个严格的时空控制，形成多因素调节事

件以保证妊娠阶段的维系［8］。相较于宫内妊娠，输

卵管管腔的低氧状态更为明显［1］，着床部位严重缺

氧，可能是促使滋养细胞的生物活性增强进而导致

着床部位受侵袭而破裂，出现腹腔内出血等危急重

症的原因之一［10］。

中医学认为，输卵管妊娠的主要病机为冲任不

畅、少腹血瘀［3］，异位胎元阻滞于胞宫以外的胞脉

或胞络部位，与瘀血相搏，阻于妇人少腹而为癥。

胎元虽异位但亦不同于寻常之瘀，胎元本有生长发

育之象，故治疗上需在活血化瘀基础上配伍散结、

消癥、杀胚之品。化瘀消癥颗粒中丹参活血祛瘀、

止痛消痈，赤芍行瘀止痛、活血消肿，桃仁活血化

瘀、润肠通便，紫草、天花粉并用以杀胚。现代药

理研究发现，紫草素可抑制滋养细胞的增殖［11］，

天花粉蛋白通过作用于胎盘绒毛的合体滋养层细

胞，催化细胞内核糖体失活，阻碍细胞内蛋白合

成，导致绒毛变性、坏死［12］。本研究结果表明，

低氧状态下滋养细胞增殖率升高，且表现为时间依

赖性，这与其他研究结果［13］一致。低氧状态下化

瘀消癥颗粒不同剂量对滋养细胞的增殖呈抑制状

态，表现为时间与浓度依赖性。同时，低氧状态增

加了滋养细胞的迁移率，而化瘀消癥颗粒可浓度依

赖地逆转其迁移力，继而可减轻对着床部位的

侵蚀。

现代研究发现，HIF-1α在不同的氧浓度下激

活基因转录，在妊娠早期表达升高，对早期滋养层

分化的生物学效应至关重要［9］。本研究结果表明，

由CoCl2形成的化学低氧状态下，滋养细胞中HIF-1α
蛋白表达量增加，证实本实验在HTR-8/SVneo细胞

中诱导低氧模型是成功的。而化瘀消癥颗粒各剂量

组均可逆转滋养细胞由于低氧所引起的HIF-1α蛋

白的上调，且呈浓度依赖性，说明化瘀消癥颗粒可

能通过改变HIF-1α所介导的下游效应而对滋养细

胞活性产生影响。

钙黏蛋白（cadherin）是跨膜蛋白介导的钙依

赖性细胞-细胞黏附，钙黏蛋白将细胞外环境与细胞

骨架相连接，并通过其保守的胞浆结构域与连环蛋

白、细胞因子相互作用，参与细胞信号的传导［14］。

生理低氧环境有利于形成细胞滋养层外壳，这层外

壳与子宫内膜接触，因上皮-间充质转化，形成黏

附而获得侵袭潜力［15］。E-cadherin与N-cadherin分
别作为上皮与间充质黏附分子标志物，其介导的

滋养层-内皮细胞相互作用，与细胞侵袭性及对

母体螺旋动脉的网络形成有密切的关系［16］。下调

E-cadherin表达可促进滋养细胞的入侵与扩散［17］，

上调N-cadherin表达可作为滋养细胞侵袭力增强的

途径之一［18］。本研究结果表明，低氧条件下可使

E-cadherin表达下调而 N-cadherin表达上调，与本

研究中划痕实验的细胞迁移率结果相互印证；

而化瘀消癥颗粒低、高剂量组可逆转 E-cadherin、
N-cadherin蛋白表达，提示化瘀消癥颗粒具有抑制

滋养细胞侵袭力的作用。

自噬是一种降解过程，是细胞对环境应激源作

出的反应，是对细胞内物质进行周转的重要过程。

自噬在滋养层细胞的正常发育和功能中起着重要的

作用，在妊娠期受到精确的调控［19］，Beclin-1与LC3
均可在早孕期或孕晚期胎盘中被检测到，Beclin-1
参与自噬的早期阶段，而LC3是最终自噬体形成的

标志物［20］。早孕期滋养细胞出现异常持续侵袭状

态可能与缺氧相关，持续缺氧状态诱导的自噬障碍

可使Beclin-1蛋白表达升高，继而导致胎盘滋养细胞

的侵袭性增强［21］，进而引发各类病理妊娠状态。本研

究结果显示，低氧状态下滋养细胞中的 Beclin-1、

注：A，空白组；B，低氧组；C，化瘀消癥颗粒低剂量

组；D，化瘀消癥颗粒中剂量组；E，化瘀消癥颗粒高剂量组。

β-actin，β肌动蛋白；HIF-1α，缺氧诱导因子1α；E-cadherin，
上皮细胞钙黏蛋白；N-cadherin，神经钙黏蛋白；Beclin-1，自

噬标志蛋白；LC3-Ⅱ，微管相关蛋白轻链3蛋白Ⅱ。

图1 各组滋养细胞HIF-1α、E-cadherin、N-cadherin、
Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白电泳图
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LC3-Ⅱ蛋白表达升高，而化瘀消癥颗粒各剂量组均

可降低Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白表达，且呈浓度依赖

性，阐明其可能通过干预自噬过程，调整低氧所致

的自噬失调而诱导的滋养细胞与异位着床部位的母

胎串扰，以维持细胞内稳态及功能。

综上，化瘀消癥颗粒可能通过逆转由于低氧所

导致的滋养细胞增殖、黏附、自噬活性，进而发挥

治疗输卵管妊娠的作用。
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