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健胎液对小鼠着床期子宫内膜孕激素

受体及 ���� 的影响

刘艳娟了 黄光英
‘

杨 明炜
‘

龚 萍
‘

陆付耳
‘

摘要 目的
�

研究健胎液对胚泡着床障碍小鼠着床期子宫孕激素受体����的影响
。

方法
�

将受孕小鼠随机分为正常组
、

模型组

和中药组
，

采用米非司酮诱导小鼠胚泡着床障碍
，
予健胎液进行干预

，
于妊娠第 �天处死小鼠

，

观察子宫内膜形态学变化
，

采用

免疫组化技术检测子官 �� 的表达
，

������� 印迹和 ��
一

��� 技术检测子宫 �� 及 �� ���� 表达
。

结果
�

模型组子宫内膜发

育不 良
，

中药组子宫内膜的发育与正常组相似
�
中药组子宫内膜腺体

、

间质 �� 表达范围和强度均较模型组显著增高�尸�

�
�

���
，

与正常组无显著性差异 �尸� 。
�

����中药组 �� 蛋白及基因表达均较模型组显著提高�尸��
�

���
，

与正常组无显著性差

异 �尸� 。
�

���
。

结论
�

健胎液通过调节胚泡着床障碍小鼠子宫 �� 及 ���� 的表达
，

促进子宫内膜发育
，

改善胚泡着床
。

主题词 子宫内膜�药物作用 孕激素类�血液 � 健胎液
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��� ������ �����������������

�������
�����������

孕激素通过与孕激素受体����结合
，

促使子宫内

膜向分泌期分化
，

使着床期子宫内膜具有最大程度的

容受胚泡的能力
，

直接或间接地维持胚泡的生命力
。

若

子宫内膜容受性受损害
，

可导致胚泡着床障碍或失败
，

这是导致不孕的重要机制之一
。

健胎液 由桑寄生
、

丹

参
、

当归
、

黄茂
、

川芍组成
，

能促进子宫内膜发育
，

改善

子宫内膜容受性
，

提高米非司酮诱导的胚泡着床障碍

小 鼠的着床率川 �健胎液配合体外受精一胚泡移植术

治疗不孕症
，

可提高胚泡移植的成功率阁
。

本研究拟通

过观察健胎液对胚泡着床障碍小鼠着床期子宫孕激素

受体及 ���� 的影响
，

探讨其改善子宫内膜容受性的

作用机制
。

基金项 目
�
国家 自然科学基金资助 ����������

华中科技大学同济医学院附属同济医院中西医结合科
，

湖

北省武汉市解放大道 ����号��������

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一��一 ��

� 材料

�
�

� 动物
�

清洁级性成熟雌性未孕昆明种小鼠
，

体重

���士���
，

雄性小鼠���士���
，

由湖北省卫生防疫站实

验动物中心提供�湖北省实验动物合格证号
�

医动字第

��一 ���号�
。

�
�

� 药物
�

健胎液由同济医院中西医结合研究所中药

制剂室提供
，

组成
�

桑寄生 ���
，

黄蔑 ���
，

丹参 ��
，

当

归 ��
，

川芍 ��
。

采用水煎醇沉工艺制成 ����无菌煎

剂
，

分装于无菌小瓶中
。

米非司酮片�北京第三制药厂

生产�研碎后溶解于丙二醇�国产分析纯试剂�中
，

配制

成 �
�

������的米非司酮溶液
。

�
�

� 试剂
�

孕酮放射免疫试剂盒
�

天津德普公司产品 �

�� 兔 ��� 多克隆抗体
������ ����� 公司产品 ��� 免

疫组化试剂盒
、
������ ��� 抽提试剂

、

逆转录试剂盒
、

������ 聚合酶及反应缓冲液
、

�。 一

��� 逆转录酶及
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反应缓 冲液
、

�����
、

����� ��，。 、

������ 酶抑制剂为

��� 公司产品
。

��
、

俘����� 引物 由上海生工生物技术

公 司 合 成
，

引 物 序 列 如 下
�
�� �上 游

�
�’ �

��������������������
一

�
’ ，

下 游
�

�
’ �

��������������������
一

�
’ ，
������

，

俘
一

�����

�上 游
� �

’ 一
��’ �������������������一

�
’ ，

下

游
��

’ 一
���������������������

一

�
’ ，
������

。

� 方法

�
�

� 动物分组及处理
�

将雌
、

雄小 鼠分笼适应性饲养

�天后
，

于每 日 ��
� ��以雌雄 � � �的比例合笼

，

次 日

�
� �。检查雌鼠阴道后再分笼

，

发现阴栓记为妊娠第 �

天
。

将孕鼠随机分为正常组
、

模型组和中药组
，

每组 �

只
。

于妊娠第 �天皮下注射米非司酮
，

每只 �
�

����
，

建

立胚泡着床障碍模型川
，

正常组不予任何处理
，

中药组

自妊娠第 �天始每鼠每天灌胃健胎液 ������
，

模型组

每天以等体积生理盐水灌胃
，

于妊娠第 �天 � ，
��

，

用

颈椎脱臼法处死小鼠
，

迅速剖腹
，

取出子宫
。

�
�

� 观察指标及检测方法

�
�

�
�

� 子宫 内膜的组织形态
�

取一部分子宫标本用

�������
�

甲醛固定
，

石蜡包埋切片
，
�� 染色

，

制作组

织切片
，

光镜观察子宫 内膜腺上皮细胞
、

间质细胞的

变化
。

�
�

�
�

� 子宫内膜 �� 的表达
�

将一部分子宫标本制作

石蜡切片
，

采用过氧化物酶标记的链霉卵 白素免疫组

化法 ���法�染色
，

检测子宫内膜 �� 的表达
。

按照试

剂提供的实验步骤进行操作
。

免疫组化分析结果判断
�

�� 的阳性表达为细胞质呈棕黄色
，

主要位于子宫 内

膜腺体
、

间质细胞内
。

选用同批染色切片
，

每张切片在

光镜下 �又 ���随机取 �个不同的视野
，
以每张切片染

色的背景作对照
，

经 �����
一

����病理图文分析系统

�同济医学院千屏音像公司提供 �分析
，

分别测定并计

算子宫内膜腺体
、

间质的阳性信号所 占的各 自面积 比

和平均光度
，

表示阳性信号的表达范围和表达强度
。

以

���代替 �抗做阴性对照
。

�
�

�
�

� 子宫组织 �� 蛋白的含量
�

将子宫组织用细胞

裂解液 �每毫升裂解液中含 ���� ����
，
�� �

�

�
，
���

����
，
����� ����

，
�拼��������

，
��拼����抑 肤

酶
，
�拜����亮 肤素 �裂解 细胞川

，

离 心后 取 上 清
，

用

����� 法 测 定 蛋 白浓 度
。

各 取 ��拼� 蛋 白经 ���
�

���� 电泳后转移至 ���� 膜
，

浸入封 闭液 �����

��，�一���
，
�� �

�

�
，
����� ����

，
�

�

�����
��� 一

���过

夜
，

再分别进行抗原抗体反应
。

用 ��� 显色后
，

利用

��� 图像分析系统扫描定量
，

得 出光密度值
，

计算每

克子宫组织的相对含量
。

�
�

�
�

� 子宫组织 �� ���� 的表达
�

采用一步法抽

提总 ���固
，

在核酸分析仪上检测 ��� 的含量和纯

度
，

并计算 ���。
���� 。

的比值
，

比值为 �
�

�一 �
�

�
。

按照逆

转录试剂盒提供的实验步骤进行逆转录反应
。

取 �川

���� 依次加人 ��� ������
、

�� ����
、

��拜� ������

�拼�
，
���� ����

� �
�

�拜�
，
��� 酶 ��

，

补 水 至 总 体积

��拼�
，

分别进人 ��� 循环
。

�� 和 俘肌动蛋白甲
一������

的循环条件
�

�� �变性 �分钟
、

�� �退火 ��
、

�� �延伸

�分钟
，

共进行 �� 个循环
，

循环终末 �� � �� 分钟终止

反应
。

取 ��� 产物 �川
，

用 �
�

��琼脂糖凝胶进行 ���

电泳
，

电泳条带结果用 ���图像分析系统分析
。

以 ��

的吸光度与 件����� 吸光度的比值表示 �� ���� 的

表达水平
。

�
�

� 统计学方法
�

实验数据用 妥士 、
表示

，

经 ����

�
�

�软件处理
，

组间比较采用 � 检验和 �检验
。

� 结果

�
�

� 健胎液对胚泡着床障碍小 鼠子宫 内膜组织结构

的影响
�

正常组子宫内膜呈现早期妊娠的内膜变化
，

可

见大片蜕膜组织
�

蜕膜样细胞逐渐增大
，

变为蜕膜细

胞
，

可见腺体的顶部
，

分泌不明显
。

模型组未见早期妊

娠的内膜改变
，

与正常组相比
，

表现为子宫内膜发育不

良
，

可见两种形态的内膜
�

其一
，

间质水肿
，

但腺腔扩

大
，

腺上皮细胞成单层立方上皮
，

核有假复层
，

显示间

质已呈分泌期样改变而腺体仍呈增生期样改变
，

表明

子宫内膜腺体与间质发育不同步
，

发育受阻
。

其二
，

腺

腔稍扩大
，

弯曲
，

腺上皮细胞呈单层立方上皮
，

而间质

细胞致密
，

显示子宫内膜腺体与间质发育均衡同步
，

呈

增生期样改变
，

由于取材时为着床期
，

子宫内膜发育应

处于分泌期
，

表明此时模型组子宫内膜发育与取材时

相不同步
，

子宫内膜发育滞后
。

中药组子宫内膜多数呈

现早期妊娠的内膜变化
，

也有部分子宫 内膜呈晚分泌

期的变化
，

但腺体和间质发育均衡同步
，

表现为间质细

胞分化为蜕膜样细胞
，

间质水肿
。

�
�

� 健胎液对胚泡着床障碍小 鼠子宫 内膜 �� 表达

的影响
�
�� 免疫反应为棕黄色颗粒

，

主要位于细胞核

内
。

各组子宫内膜腺上皮细胞
、

间质细胞的细胞核内均

可见棕黄色颗粒
，

阴性对照片细胞核 内未见棕黄色颗

粒
。

表 �示
，

中药组腺体
、

间质 �� 阳性信号的表达范

围和表达强度均显著高于模型组 �尸� 。
�

�� 或 尸�

�
�

���
，

与正常组差异无显著性 �尸� �
�

���
，

而模型组

�� 阳性信号 的表达范 围和表达强度 均显著低 于正

常组
。

�
�

� 健胎液对胚泡着床障碍小 鼠子宫组织 �� 蛋白

表达的影响
�

膜显色后出现单一清晰的条带
，

分子量为



����
�

���
�

����
，

���
�

��
，
��

�

�

表 � 健胎液对胚泡着床障碍小鼠子宫内膜 �� 表达的影响�牙士
，�

组 别 鼠数
腺 体

平均光度 面 积 比

间 质

平均光度 面 积 比

正常组 � �
�

���士 �
�

��� �
�

���士 �
�

���

模型组 � ‘ �
�

���士 �
�

���
’

�
�

���士�
�

���
‘

中药组 � �
�

���士 �
�

���△ �

�
�

���士�
�

���△

与正常组 比较
， ， 尸��

�

��
， � � ���

�

�� �与模型组比较
，△尸���

��
，△△尸���

��

�
�

���士�
�

���

�
�

���士 �
，

���
母 �

�
�

���士�
�

���△△

�
�

���士 �
，

���

�
�

���士 �
，

���
怪

�
�

���士 �
�

���△

表 � 健胎液对胚泡着床障碍小鼠子宫组织

�� 蛋白表达的影响�牙士
��

组 别 鼠 数 �� 光密度

正常组

模型组

中药组

��
�

��士�
�

��

��
�

��士�
�

��
怕

��
�

��士�
�

��△

与正常组 比较
， ， �� 。

�

�� �与模型组 比较
，△尸� 。

�

��

表 � 健胎液对着床障碍小鼠子宫组织

�� ���� 表达的影响�牙士
，�

组 别 鼠 数 ���各�����

正常组 � �
�

���士 �
�

���

模型组 � �
�

���士�
�

���
�

中药组 � �
�

���士 �
�

���△

与正常组 比较
， ， 尸��

�

�� �与模型组比较
，△尸��

�

��

����
，

表明子宫组织 中有 �� 表达
。

表 �示
，

模型组

�� 蛋白含量显著低于正常组和中药组 ����
�

���
，

而

中药组 的 �� 蛋 白含量与正常组差异无显著性 ���

�
�

���
。

�
�

� 健 胎 液对 胚 泡 着 床 障 碍 小 鼠 子 宫 组 织 ��

���� 表达的影响
�

经 �肠琼脂糖凝胶电泳分析
，
��

����
、

件����� ���� 的扩增产物和理论长度一致
。

表 �示
，

中药组子宫 �� ���� 的表达较模型组显著

增高�尸��
�

���
，

与正常组差异无显著性 ����
�

���
，

而模型组子宫 �� ���� 的表达较正常组
、

中药组的

表达均有显著降低 ����
�

���
。

� 讨论

�� 是一种核受体
，

多分布于子宫内膜和肌层 中
，

在腺上皮细胞和内膜间质细胞核内表达
。

�� 浓度在

月经周期中呈周期性变化
，

在增生晚期最高
，

分泌晚期

最低
，

翻译 �� 的 ���� 在月经的不同阶段无明显差

异
，

提示 �� 的调控可能不仅发生在转录水平
，

也可发

生在转录后水平困
。

利用基因敲除技术
，

发现 �� 在胚

泡着床过程 中起着重要作用
。

�� 敲除小 鼠子宫内膜

间质细胞不能蜕膜化
，

胚泡着床障碍 �若将野生型小鼠

的胚泡移入 �� 敲除假孕 鼠的子 宫
，

胚 泡也不能着

床川
。

�� 可通过影响降钙素
、

双调蛋白等着床必须因

子的分泌而影响胚泡着床闭
。

临床研究发现
，

子宫内膜

�� 低下必然导致子宫内膜发育不 良
，

从而抑制胚泡

着床
，

发生不孕图
。

进一步研究显示
，

孕激素通过与胞

质中 �� 结合转运到细胞核
，

使之 ���
、

���� 发生

变化
，

蛋白质合成增加
，
最终引起内膜一系列形态结构

变化
，

诱导细胞因子
、

生长因子适时分泌
，

使着床期子

宫内膜呈现最大限度的可容受性
，

接纳胚泡着床
。

本研

究所见
，

模型组子宫内膜腺上皮细胞
、

间质细胞中 ��

含量降低
，

内膜不能及时对孕激素的变化做出相应的

反应
，

导致子宫内膜发育滞后
，

继而影响子宫内膜对胚

泡的容受性
，

使胚泡难以着床
，

与临床所见一致
。

近年来
，

人工助孕技术作为治疗不孕症的最新技

术有了迅猛发展
，

但子宫内膜容受性差制约了人工助

孕技术的进一步发展
。

将中医药与人工助孕技术相结

合治疗不孕症
，

中医药从宏观上协调机体内分泌环境
，

改善子宫内膜容受性
，

西医助孕技术直接从微观治疗
，

两者相得益彰
，

各展所长
，

为不孕症的治疗开辟了新途

径���〕 ，

是 目前研究的新方向
，

具有显著的优势
。
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