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健胎液对胚胎着床障碍小鼠子宫
炎性细胞因子表达的影响
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［摘要］ 目的 探讨中药健胎液对子宫内膜着床微环境改善的可能分子机制。 方法 90 只受孕小鼠随机分
为正常组、模型组、中药组各 30 只，模型组和中药组采用吲哚美辛皮下注射建立胚胎着床障碍小鼠模型。
中药组从妊娠第 1 天开始用健胎液 ( 144%无菌煎剂) 灌胃，每天每只 0. 5 ml; 模型组和正常组每天用等量
生理盐水灌胃。在妊娠第 5 天检测各组小鼠 ( 每组 10 只) 子宫内膜白介素-1β ( IL-1β) 、白介素 1 受体Ⅰ型
( IL-1ＲⅠ) 、白介素-6 ( IL-6) 、白血病抑制因子 ( LIF) 、集落刺激因子-1 ( CSF-1 ) mＲNA 水平，妊娠第 8
天检查各组小鼠 ( 每组 20 只) 子宫内胚胎发育情况，记录胚胎着床率和着床位点数。 结果 中药组和模
型组的胚胎着床率、着床位点数同正常组比较显著降低 ( P ＜ 0. 01) ，中药组胚胎着床率、着床位点数同模
型组比较明显升高 ( P ＜ 0. 05) 。与正常组比较，模型组 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA 含量均
显著升高 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，中药组 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA 含量均显著降低
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 中药健胎液通过降低胚胎着床障碍小鼠子宫内膜 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、
LIF、CSF-1 细胞因子的基因表达，改善子宫内膜微环境，促进着床。
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胚胎着床过程的调节十分复杂，多种因素和机

制参与并影响子宫内膜的着床微环境，特别是激

素、细胞因子的平衡对子宫内膜容受性影响很
大［1］，这些细胞因子在胚胎着床中保持稳定水平

在胚胎着床中具有重要意义。前期研究结果显示，
健胎液用于因不孕症而欲进行试管婴儿或配子移植

术患者，能显著改善胚胎植入后的孕育成功率［2］，

本实验以吲哚美辛所致的胚胎着床障碍为模型，观

察健胎液在胚胎着床中对白细胞介素-1β ( IL-1β) 、
白细胞介素 1 受体Ⅰ型 ( IL-1ＲⅠ) 、白细胞介素-6
( IL-6) 、白血病抑制因子 ( LIF) 、集落刺激因子-1
( CSF-1) 的影响，探讨其对子宫内膜着床微环境
改善的分子机制。

1 材料与方法

1. 1 动物
清洁级未交配昆明小鼠 110 只，雌性，8 ～ 12

周龄，体重 30 ～ 35 g; 成年雄性昆明小鼠 20 只，
体重 35 ～ 45 g。均由湖北省卫生防疫站提供，实验
动物合格证号: 医动字第 19 － 082 号。
1. 2 药物及试剂
吲哚美辛肠溶片 ( 批号: A060802 ) ，由山西

云鹏制药有限公司生产，先将吲哚美辛肠溶片在碾

钵中碾细后、再用麻油充分搅拌溶解使吲哚美辛含
量为 1 mg /ml。健胎液由华中科技大学同济医学院
中西医结合研究所中药制剂室提供，桑寄生、黄
芪、当归、川芎、丹参按 3 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 2 比例制
成 144%无菌煎剂，4℃保存。

Trizol试剂: GibcoBＲL 公司，批号 15596026;
脱氧核糖核酸 ( dNTP ) : Invitrogen 公司，批号
1298490; 随机引物 Olig ( dT ) 15 : Promega 公司，
批号 C110A 9362612; 逆转录酶 ( m-MLV ) : Pro-
mega 公司，批号 M5108; 核 糖核酸酶抑制剂
( Ｒnasin ) : Ambion 公司，批号 Ｒ00949。 IL-1β、
IL -1 ＲⅠ、IL -6、LIF、CSF-1及β -action引物由上
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表 1 引物序列
类别 上游序列 下游序列 扩增片段

IL-1β 5'ATGGCAACTGTTCCTGAA3' 5'GTACAAAGCTCATGGAGA3' 493bp
IL-1ＲⅠ 5'CTGCTGTCGCTGGAGATTGA3' 5'AGCCACATTCCTCACCAACA3' 522bp
IL-6 5'CTCTGCAAGAGACTTCCATCC3' 5'GCCACTCCTTCTGTGACTCC3' 542bp
LIF 5'GAGCAGACAGACAGGTAGCA3' 5'TCCAGAGCCATTCACTTCAT3' 671bp
CSF-1 5'GCATAGAGGACGCAGGCAGT3' 5'CTGGCTCCTGGTGGTCTTCA3' 474bp
β-action 5'CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG3' 5'TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA3' 623bp

海生工生物技术公司合成，引物序列见表 1。
1. 3 主要仪器
电泳仪 ( BDF-1600 型) 及电泳槽 ( DYY-

III33A 型) : 北京六一仪器厂; 手提式紫外灯
( WD-9403E型) : 上海精科实业有限公司; 台式高
速离心机 ( HC-16) : Sigma公司; 蛋白核酸分析仪
( UV1101 型) 及 PCＲ 仪 ( PTC-150HB 型) : Ep-
pendorf公司; 凝胶成像系统: Beckman公司。
1. 4 造模方法
胚胎着床障碍模型参考吴云霞等［3］报道，成

熟昆明小鼠按雌雄比例 2 ∶ 1 合笼交配，次日检查
阴栓，以发现阴栓作为妊娠第 1 天，孕鼠 ( 90 只)
根据受孕先后顺序按随机数字表法分为正常组、模
型组和中药组，每组 30 只。正常组不给药，模型
组、中药组在妊娠第 3 天、第 4 天每天 9: 00、
17: 00 两次皮下注射 4. 4 mg /kg吲哚美辛。中药组
从妊娠第 1 天开始每天用健胎液灌胃，每天每只
0. 5 ml，模型组和正常组每天用等量生理盐水灌胃。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA
的检测 在妊娠第 5 天上午颈椎脱臼处死正常组、
模型组和中药组小鼠各 10 只，用刀背刮取小鼠子
宫， － 70℃保存备用。采用一步法抽提总 ＲNA，
在核酸分析仪上检测 ＲNA 的含量和纯度。按照逆
转录试剂盒提供的实验步骤进行逆转录反应。取
PCＲ产物 8μl 进行 DNA 电泳，电泳条带结果用
VDS图像分析系统分析。以 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-
6、LIF、CSF-1 的吸光度与 β-actin 吸光度的比值，
表示 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA 的
表达水平。
1. 5. 2 胚胎着床率和着床位点数 妊娠第 8 天上

午颈椎脱臼处死正常组、模型组和中药组所有余下
小鼠，检查子宫内胚胎发育情况，记录胚胎着床数

和着床位点数。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 12. 0 软件进行统计学处理，计量资

料以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间构成比用
χ2 检验，组间均数比较用 q检验。

2 结果

2. 1 各组小鼠胚胎着床率和着床位点数比较
表 2 示，中药组和模型组的胚胎着床率、着床

位点数同正常组比较显著降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，中药
组胚胎着床率、着床位点数同模型组比较明显升高
( P ＜ 0. 05) 。

表 2 各组小鼠胚胎着床率和着床位点数比较

组别 鼠数
胚胎着床成
立数 ( 只)

着床率
( % )

着床位点数
( 珋x ± s，个)

正常组 20 18 90 12. 00 ± 4. 32
中药组 20 7 35 3. 35 ± 4. 79＊△

模型组 20 1 5 0. 30 ± 1. 34*

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05

2. 2 各组小鼠 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1
mＲNA水平比较
表 3 示，与正常组比较，模型组 IL-1β、IL-1Ｒ

Ⅰ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA 水平均显著升高
( P ＜ 0. 01) ; 中药组 IL-1β、IL-1ＲⅠ、LIF、CSF-1
mＲNA水平亦均较正常组升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模
型组比较，中药组 IL-1β、 IL-1ＲⅠ、 IL-6、LIF、
CSF-1 mＲNA 水平均显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。各组小鼠 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、CSF-1、
LIF mＲNA 电泳图见图 1，LIF 电泳图条带与 β-
action比较接近，所以分开跑胶，故为两张图。

表 3 各组小鼠 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 IL-1β IL-1ＲⅠ IL-6 CSF-1 LIF

正常组 10 0. 3415 ± 0. 0284 0. 3811 ± 0. 0434 0. 6162 ± 0. 0356 0. 4721 ± 0. 0467 0. 3817 ± 0. 0384
中药组 10 0. 5561 ± 0. 0397＊△△ 0. 6061 ± 0. 0517＊△△ 0. 6213 ± 0. 0452△△ 0. 5618 ± 0. 0497＊△△ 0. 4916 ± 0. 0464＊△

模型组 10 0. 9118 ± 0. 0452＊＊ 0. 9323 ± 0. 0606＊＊ 1. 0541 ± 0. 0632＊＊ 1. 017 ± 0. 0734＊＊ 0. 7815 ± 0. 0652＊＊

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01
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注: 1: 正常组; 2: 中药组; 3: 模型组; M: Marker
图 1 各组小鼠 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、CSF-1、LIF mＲNA电泳图

3 讨论

胚泡着床过程中子宫内膜会出现一个短暂的

“植入窗”，此时，子宫内膜发生复杂而精细的生
理变化，形成适合胚泡植入的良好子宫内膜微环

境，使子宫内膜具有一定的 “容受性”而接纳胚
泡，在此过程中子宫内膜的炎症反应在胚泡植入中

起重要作用［4］。子宫内膜与胚泡达到同步分化状
态接受胚泡植入，主要由卵巢甾体激素调节，而甾

体激素的活性由细胞因子介导，这些细胞因子的局

部合成又受甾体激素直接或间接调节，其中 IL-1、
IL-6、LIF、CSF-1 这些炎症因子被认为是着床中起
重要作用，研究显示在着床前后 IL-1、IL-6、LIF、
CSF-1 在子宫内膜的表达具有高度时空特异性，提
示这几种细胞因子的协调表达可能在着床发生中起

重要作用［5］。
前列腺素在着床中起重要作用，它使局部血管

扩张、启动着床，前列腺素抑制剂吲哚美辛抑制子
宫内膜血管通透性，既往研究发现吲哚美辛模型组

小鼠子宫内膜血管稀少［6］，说明吲哚美辛对血管

扩张产生强烈的抑制作用。本实验发现模型组孕鼠
子宫内膜 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、CSF-1、LIF mＲ-
NA 表达较正常组显著升高。 IL-1、 IL-6、LIF、

CSF-1 的升高可以在局部促进炎症反应，既往研究
也发现模型组子宫内膜出现明显的炎性浸润［6］。
炎性细胞的大量渗出改变了子宫内膜环境，不断渗

出的淋巴细胞有分泌作用，并通过自溶释放细胞内

溶物，使宫腔液酸碱度下降影响 DNA 的代谢。因
此，围着床期子宫内膜 IL-1、IL-6、LIF、CSF-1 的
过高表达是有害的。
健胎液以补肾、益气、活血立方，方中桑寄生

补益肝肾，黄芪补气，当归补血调经，川芎养血活

血、通达气血，丹参活血化瘀。本实验发现，中药
组小鼠胚胎着床率、着床点数虽然低于正常组，但
比吲哚美辛引起的胚胎着床障碍模型组明显升高，

说明该中药能促进胚胎着床。同时中药组 IL-1β、
IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、CSF-1 mＲNA 的表达虽明显
低于模型组，但除 IL-6 mＲNA 水平与正常组无差
异外，IL-1β、IL-1ＲⅠ、LIF、CSF-1 mＲNA仍未达
到正常水平。说明 IL-1β、 IL-1ＲⅠ、 IL-6、LIF、
CSF-1 mＲNA过高表达打破了子宫内膜着床微环
境，破坏了子宫内膜容受性，不利于着床。中药健
胎液降低了子宫内膜 IL-1β、IL-1ＲⅠ、IL-6、LIF、
CSF-1 表达，说明该方有改善炎症反应的作用。综
上，中药健胎液可能通过改善着床局部的炎症反应

而改善着床局部微环境从而促进胚胎着床。
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Effects of Jiantai Liquid on the Expressions of Uterine Inflammatory Cytokines in Mice With Embryo Implan-
tation Dysfunction
GONG Ping，HUANG Guangying
( Tongji Hospital，Tongji Medical College Huazhong University of Science ＆ Technology，Hubei Province 430030)

ABSTＲACT Objective To study the possible molecular mechanism of Jiantai Liquid in improving the implanta-
tion environment in the endometrium． Methods Totally 90 pregnant mice were randomized into the normal group，
model group and Jiantai Liquid group，with 30 in each． The embryo implantation dysfunctional ( EID) models were
established with indomethacin in the model group and Jiantai Liquid group． The Jiantai Liquid group was gavaged
with Jiantai Liquid from the 1st day of pregnancy． The model group and normal group were gavaged with the same
amount of normal saline． The levels of interleukin-1β ( IL-1β) ，IL-1 receptor type I ( IL-1ＲI) ，IL-6，leukemia in-
hibitory factor ( LIF) and colony stimulating factor-1 ( CSF-1) mＲNA were detected on the 5th day of pregnancy． The
embryonic development was observed，and the numbers and site numbers of embryo implantation were recorded on the
8th day of pregnancy． Ｒesults Comparing with the normal group，the numbers and site numbers of embryo implan-
tation were significantly decreased in the Jiantai Liquid group and model group ( P ＜ 0. 01 ) ． Comparing with the
model group，the numbers and site numbers of embryo implantation were significantly increased in the Jiantai Liquid
group ( P ＜ 0. 05) ． Comparing with the normal group，the contents of IL-1β，IL-1ＲI，IL-6，LIF and CSF-1 mＲNA
were significantly increased in the model group ( P ＜ 0. 01) ． Comparing with the model group，the contents of IL-1β，
IL-1ＲI，IL-6，LIF and CSF-1 mＲNA were significantly decreased in the Jiantai Liquid group ( P ＜ 0. 01) ． Conclu-
sion Jiantai Liquid can improve endometrial microenvironment and promote implantation by deregulating the expres-
sions of IL-1β，IL-1ＲI，IL-6，LIF and CSF-1 mＲNA．
Keywords Jiantai Liquid; endometrial; embryo implantation; inflammatory cytokines
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83114725; 投稿网址: http: / /www. sjsmyxzz. com; E － mail: sjsmyx@ 126. com。
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