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减味寿胎丸对流产模型大鼠子宫蜕膜脂质过氧化
及铁死亡蛋白表达的影响

赖裕玲 1，张莹轩 1，曾丽华 1，邓高丕 2，罗颂平 2，郜洁 2✉

1. 广州中医药大学第一临床医学院，广东省广州市白云区机场路12号，510545；2. 广州中医药大学第一附属医院

［摘要］ 目的 探讨减味寿胎丸治疗流产的潜在分子机制。方法 SD雌性及雄性大鼠各48只，按雌、雄1∶1
合笼持续配种 2周，以观察到阴道栓作为妊娠第 0天，共获得妊娠大鼠 40只，随机分为正常组、模型组、地

屈孕酮组、减味寿胎丸组，每组 10只。自妊娠第 0天开始，正常组和模型组雌鼠予 10 ml/（kg·d） 纯水灌

胃，减味寿胎丸组予减味寿胎丸药液 1. 8 g/（kg·d） 灌胃，地屈孕酮组予地屈孕酮片 5. 4 mg/（kg·d） 灌胃，

每日 1次，连续 13天。在妊娠第 13天上午，模型组、地屈孕酮和减味寿胎丸组予浓度为 1. 2 mg/ml米非司酮

药液 10 ml/kg灌胃建立流产大鼠模型。妊娠第 14天取材，HE染色观察各组大鼠子宫蜕膜组织的病理形态改

变，检测蜕膜组织脂质过氧化相关指标 ［还原型谷胱甘肽 （GSH）、谷胱甘肽过氧化物酶 （GPX）、丙二醛

（MDA）］ 水平及总铁离子 ［Fe（Ⅱ+Ⅲ）］ 含量，普鲁士蓝 （Perls） 染色检测大鼠蜕膜组织铁离子分布，免疫组

化及Western Blot法检测蜕膜组织铁死亡关键蛋白 ［谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）、溶质载体家族 7成员 11
（SLC7A11）、转铁蛋白受体 1（TFR1）］ 蛋白分布及相对表达量。结果 HE染色结果显示，正常组大鼠蜕

膜组织血管丰富，蜕膜细胞排列紧密；模型组大鼠蜕膜组织血管分布少，胞浆水肿，部分细胞核消失；地屈

孕酮组及减味寿胎丸组大鼠蜕膜组织病理较模型组明显改善。模型组大鼠较正常组蜕膜组织中GSH、GPX水

平及GPX4、SLC7A11蛋白表达降低，Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量、MDA水平及TFR1蛋白表达升高 （P＜0. 05或P＜0. 01）。

与模型组比较，减味寿胎丸组大鼠蜕膜组织中GSH、GPX水平及GPX4、SLC7A11蛋白表达升高，MDA水

平、Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量、TFR1蛋白表达降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）；地屈孕酮组GPX水平升高，Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量降

低 （P＜0. 01）。地屈孕酮组与减味寿胎丸组各指标差异均无统计学意义 （P＞0. 05）。结论 减味寿胎丸可

减轻流产大鼠脂质过氧化及过度铁累积，抑制子宫蜕膜组织铁死亡，从而防止流产的发生。

［关键词］ 流产；减味寿胎丸；子宫；蜕膜组织；铁死亡；脂质过氧化

流产指妊娠未达 28周，胎儿体重不足 1 kg而
终止妊娠，是困扰全球的生殖难题［1］。流产病因尚

未明确，且迄今尚无确切有效的方法预防流产的发

生与复发。研究显示，铁死亡与病理妊娠有关，可

破坏母胎界面平衡，引起早产［2］、子痫前期［3］、妊

娠期糖尿病［4］等不良妊娠并发症。铁死亡以谷胱

甘肽依赖的抗氧化机制失败，导致铁依赖的自由基

生成和脂质过氧化过度累积为特征［5］。本课题组采

用的减味寿胎丸由张锡纯“寿胎丸”化裁而来，前

期研究结果显示，减味寿胎丸可以降低小鼠流产

率，具有安胎作用［6-7］。本实验拟观察铁死亡对流

产大鼠模型的影响以及减味寿胎丸的干预作用，探

讨减味寿胎丸治疗流产的潜在分子机制。本研究获

得广州中医药大学第一附属医院动物伦理委员会批

准（批准号：B202007-9）。

1 材料与方法

1. 1 动物

SPF级 SD雌性及雄性大鼠各 48只，7~8周龄，

体质量 200~250 g，购自广东省医学实验动物中心，

实验动物生产许可证号：SYXK（粤） 2018-0002。
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饲养湿度 40%~70%，温度 26℃，昼夜 12 h/12 h间
断照明。

1. 2 药物

减味寿胎丸组成：菟丝子（广东天诚中药饮片

有限公司，批号：150701），桑寄生（广东天诚中

药饮片有限公司，批号：160601），续断（康美药

业股份有限公司，批号：140705511）。以上药物按

照 2∶1∶1比例混合，加水煎煮 2次，趁热过滤，

合并 2次滤液，制备成冻干粉，储存于 4℃备用。

地屈孕酮片 （10mg/片，Abbott Healthcare Products
B. V公司，批号：H20140110）。

1. 3 主要试剂及仪器

一抗：谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4，批号：

ab125066）、溶质载体家族 7成员 11（SLC7A11，
批号：ab175186），Abcam公司；转铁蛋白受体 1
（TFR1， 批 号 ： 10084-2-AP）、 GAPDH （批 号 ：

10491-1-AP）、山羊抗兔 IgG（批号：SA00001-2），

Proteintech公司；ECL化学发光试剂盒 （Tanon公
司，批号：180-5001）；DAB显色剂 （批号：ZLI-
9017）、兔二步法检测试剂盒 （批号：PV6001），

中杉金桥生物技术有限公司；3%过氧化氢（赣珊

瑚公司，批号：20200603）；普鲁士蓝（Perls）染

色试剂盒 （BestBio公司，批号：44371）；还原型

谷胱甘肽（GSH）试剂盒（批号：S0052）、谷胱甘

肽过氧化物酶（GPX）试剂盒（批号：S0056）、丙

二醛（MDA）试剂盒（批号：S0131S）、RIPA裂解

液 （批号：P0013B）、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（批号：P0010），碧云天生物技术有限公司；总铁

离 子 ［Fe（Ⅱ+Ⅲ） ］ 含 量 检 测 试 剂 盒 （批 号 ：

BC4355）、4%多聚甲醛（批号：P1110）、HE染色

试剂盒（批号：G1120）、SDS-PAGE蛋白上样缓冲

液（批号：P1015），Solarbio公司。

全自动组织脱水机（型号：KD-TR）、组织包

埋机（型号：KD-BM3）、石蜡切片机（型号：KD-

2258），科迪仪器设备有限公司；酶标仪 （型号：

Multiskan FC）、低温离心机 （型号： legend micro
17R），Thermofisher公司；倒置显微镜 （Olympus
公司，型号：IX71）；多功能成像系统（Bio-Rad公
司， 型号：ChemiDocTMMP）。

1. 4 动物分组及干预方法

将大鼠适应性喂养3天，按雌∶雄1∶1合笼配

种 12 h。雌鼠于次日早晨观察阴道栓，以观察到阴

道栓作为妊娠第 0天，连续配种 5天，休息 2天后，

继续第二次配种，持续配种 2周。见阴道栓即为孕

鼠，共获得妊娠大鼠 40只，应用随机数字表分为

正常组、模型组、地屈孕酮组、减味寿胎丸组，每

组10只。自妊娠第0天开始，正常组和模型组雌鼠

予 10 ml/（kg·d）纯水灌胃，减味寿胎丸组予减味寿

胎丸冻干粉 1. 8 g/（kg·d）灌胃（灌胃浓度为 180 mg/
ml），地屈孕酮组予地屈孕酮片 5. 4 mg/（kg·d）灌胃

（灌胃浓度为 0. 54 mg/ml），每日 1次，连续 13天。

在妊娠第 13天上午，模型组、地屈孕酮和减味寿

胎丸组予浓度为 1. 2 mg/ml米非司酮药液 10 ml/kg
灌胃建立流产大鼠模型［8］。以观察到孕鼠宫腔内有

明显瘀血或坏死胚胎；或仅见胚胎着床点，未见胚

胎；或胚胎呈黑褐色；或曾有阴道出血作为模型建

立成功的标准［8］。正常组给予等体积生理盐水

灌胃。

1. 5 观察指标及方法

考虑到人类的医学流产在妊娠的前 10周进行，

因此本研究妊娠终止在大鼠妊娠期的中期即第 12~
14 天 （相当于人类妊娠胚胎发育的第 28～40
天）［9］。妊娠第 14天，即灌胃米非司酮 24 h后，快

速取出子宫，刮取着床部位的蜕膜组织，每只大鼠

取一部分蜕膜组织置于 4%多聚甲醛固定，用于病

理、铁离子、免疫组化检测；一部分蜕膜组织于

-80℃保存，用于铁死亡相关指标、蛋白表达检测。

由于部分大鼠蜕膜匀浆用于铁死亡指标检测时含量

低，无法检测，故最后每组用 8只检测；部分大鼠

蜕膜质量较少，样本在多次重复检测过程中有降

解，最后每组选取 6只大鼠蜕膜组织用于Western
Blot法检测。

1. 5. 1 HE染色检测蜕膜组织病理形态学改变 组

织包埋，制成 4 μm的石蜡切片，切片常规脱蜡至

水。苏木素染色 10 min，自来水冲洗，1%盐酸酒

精分化，伊红浸染 3 min，梯度酒精脱水、二甲苯

透明、中性树胶封片并覆盖玻片，风干后显微镜下

观察并拍照。

1. 5. 2 蜕膜组织GSH、GPX、MDA水平及 Fe（Ⅱ+Ⅲ）

含量检测 取冻存的蜕膜组织 100 mg，加入裂解

液，匀浆离心取上清，BCA测蛋白浓度，按照各试

剂盒说明书的操作方法分别检测GSH、GPX、MDA
及Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量。

1. 5. 3 Perls染色检测大鼠蜕膜组织铁离子分布情

况 石蜡切片常规脱蜡至水。Perls试剂A染色40 min，
蒸馏水充分冲洗，核固红试剂淡染胞核 5 min，水
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冲洗。常规脱水透明，中性树胶封片，倒置显微镜

拍照。

1. 5. 4 免疫组化检测蜕膜组织 GPX4、SLC7A11、
TFR1蛋白分布情况 石蜡切片常规脱蜡至水，

PBS洗 3次，EDTA钠微波热修复，PBS洗 3次，

3%过氧化氢进行酶修复。PBS洗 3次，滴加一抗，

4 ℃过夜。次日观察一抗在位情况，PBS洗 3次，

孵育二抗，37 ℃，20 min。PBS洗 3次，滴加DAB
显色液，自来水冲洗终止显色，苏木素染色 3 min，
1%盐酸酒精分化，常规脱水透明，封片，倒置显

微镜拍照。

1. 5. 5 Western Blot 法 检 测 蜕 膜 组 织 GPX4、
SLC7A11、TFR1蛋白表达 取 100 mg冻存的蜕膜

组织，加入蛋白裂解液，匀浆离心取上清液，BCA
法测定上清液蛋白质浓度。加入上样缓冲液，SDS-

PAGE电泳，转膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h。加入一

抗 4 ℃摇床孵育过夜。1×TBST洗涤 3次，加入二

抗，室温封闭 1 h。1×TBST洗涤 5次，ECL化学发

光试剂盒显色，Bio-Rad多功能成像仪曝光条带，

ImageJ软件进行蛋白条带灰度值分析。

1. 6 统计学方法

采用 SPSS 20. 0统计软件进行数据分析。计量

资料符合正态分布，以均值±标准差（x̄±s）表示，

多样本比较采用单因素方差分析，组间多重比较方

差齐时采用 LSD检验，方差不齐时采用 Kruskal-
Wallis检验。P＜0. 05为差异有统计学意义。采用

Graphprism 8. 0软件作图。

2 结果

2. 1 各组大鼠子宫蜕膜组织病理形态学结果

正常组大鼠蜕膜组织血管丰富，管壁完整，蜕

膜细胞排列紧密，胞质丰富，着粉红色，细胞核呈

卵圆形，核仁大而明显，呈蓝紫色。模型组大鼠蜕

膜组织血管分布少，胞浆水肿，部分细胞核消失。

地屈孕酮组大鼠蜕膜组织血管分布较丰富，管壁完

整，少数部分蜕膜细胞胞浆水肿。减味寿胎丸组大

鼠蜕膜组织血管丰富，管壁完整，蜕膜细胞排列整

齐有序，细胞核基本无坏死。各组大鼠子宫蜕膜组

织HE染色病理图片见图 1，请扫本文二维码获取

彩图。

注：黑色箭头：正常蜕膜细胞，卵圆形细胞核，核仁大而明

显；黄色箭头：血管，内含大量红细胞；绿色箭头：蜕膜细胞胞

浆水肿；蓝色箭头：细胞核消失。

图图1 各组大鼠子宫蜕膜组织HE染色结果（×400）
2. 2 各组大鼠子宫蜕膜组织GSH、GPX、MDA及

Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量比较

表 1示，模型组大鼠较正常组蜕膜组织中

GSH、GPX水平降低，Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量及MDA水平升

高（P＜0. 05或P＜0. 01）。与模型组比较，减味寿

胎丸组大鼠蜕膜组织中 GSH、GPX 水平升高，

MDA水平及 Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量降低（P＜0. 01）；地屈孕

酮组GPX水平升高，Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量降低（P＜0. 01）。

地屈孕酮组与减味寿胎丸组各指标差异均无统计学

意义（P＞0. 05）。

2. 3 各组大鼠子宫蜕膜组织铁离子分布情况

Perls是经典的组织化学反应，为显示组织内

三价铁的一种敏感、传统优良的检测手段，当三价

表1 各组大鼠蜕膜组织GSH、GPX、MDA及Fe（Ⅱ+Ⅲ）含量比较（x̄±s）
组别

正常组

模型组

地屈孕酮组

减味寿胎丸组

鼠数

8
8
8
8

GSH
/μmol·mg-1

2. 54±0. 30a）
0. 29±0. 08
1. 90±0. 04
3. 39±0. 45b）

GPX
/mU·mg-1

66. 63±8. 40b）
17. 39±0. 82
61. 41±11. 39b）
112. 11±3. 34b）

MDA
/μmol·mg-1

4. 60±0. 56b）
10. 82±0. 84
8. 48±0. 57
5. 82±0. 58b）

Fe（Ⅱ+Ⅲ）

/μg·mg prot-1
0. 04±0. 01b）
0. 26±0. 01
0. 17±0. 02b）
0. 15±0. 01b）

注：GSH，还原型谷胱甘肽；GPX，谷胱甘肽过氧化物酶；MDA，丙二醛；Fe（Ⅱ+Ⅲ），总铁离子。

a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 01。
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铁与亚铁氰化钾反应时，生成一种不溶解的蓝色化

合物。正常组只有少数蓝色铁颗粒沉积；模型组有

明显的铁沉积；减味寿胎丸组铁沉积数量少，只可

见少数铁质分布；地屈孕酮组铁沉积数量少，与减

味寿胎丸组相似。各组大鼠子宫蜕膜组织铁离子分

布Perls染色图见图2，请扫本文二维码获取彩图。

2. 4 各组大鼠子宫蜕膜组织 GPX4、 SLC7A11、
TFR1蛋白免疫组化染色情况

免疫组化中 DAB染色的深浅代表阳性强弱。

GPX4及 SLC7A11蛋白表达在正常组呈棕黄色，模

型组呈浅黄色，地屈孕酮及减味寿胎丸组呈棕褐

色；TFR1蛋白在正常组基本未显色，模型组呈棕

褐色，地屈孕酮及减味寿胎丸组呈浅黄色。模型组

中GPX4及 SLC7A11的染色明显较正常组、地屈孕

酮及减味寿胎丸组浅，提示模型组中谷胱甘肽生成

和合成均减少，而给予地屈孕酮或减味寿胎丸后能

逆转这个现象。模型组中 TFR1的染色较正常组、

地屈孕酮及减味寿胎组明显加深，表明转运至细胞

内的铁离子增多，这与 Perls染色趋势相同。各组

大鼠子宫蜕膜组织GPX4、SLC7A11、TFR1蛋白免

疫组化染色图见图3，请扫本文二维码获取彩图。

2. 5 各组大鼠子宫蜕膜组织 GPX4、 SLC7A11、
TFR1蛋白相对表达量比较

表 2示，模型组大鼠较正常组蜕膜组织中

GPX4、SLC7A11蛋白表达降低，TFR1蛋白表达升

高 （P＜0. 05）。与模型组比较，减味寿胎丸组

GPX4、SLC7A11蛋白表达升高，TFR1蛋白表达降

低（P＜0. 05或P＜0. 01）；地屈孕酮组各指标差异

无统计学意义 （P＞0. 05）。地屈孕酮组与减味寿

胎丸组各指标差异均无统计学意义 （P＞0. 05）。

各组大鼠子宫蜕膜组织GPX4、SLC7A11、TFR1蛋
白电泳图见图4。

注：A正常组；B模型组；C地屈孕酮组；D减味寿胎丸组。

图2 各组大鼠子宫蜕膜组织铁离子分布

Perls染色结果（×100）

注：GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶4；SLC7A11，溶质载体家族7成员11；TFR1，转铁蛋白受体1。
图3 各组大鼠子宫蜕膜组织GPX4、SLC7A11、TFR1蛋白免疫组化染色结果（×100）
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3 讨论

流产属于妊娠常见病，育龄期女性发生一次流

产的风险约为 10%［10］。中医学认为，流产属于

“堕胎”“小产”范畴，以肾虚冲任损伤、胎元不固

为基本病机，故治疗多以固冲安胎、补肾健脾之

法。寿胎丸由菟丝子、桑寄生、续断、阿胶组成，

为补肾安胎基础方。我们研究团队从“肾气-天癸-

冲任-胞宫轴”学说出发，进行了系列补肾与健脾

复方防治流产的作用研究，采用均匀设计对寿胎丸

进行配伍规律研究并验证得出优选方，该方由菟丝

子、桑寄生、续断组成［11］。

Ng等［3］对人胎盘单细胞测序结果进行分析，

发现铁死亡相关基因在绒毛滋养细胞、合体滋养细

胞、蜕膜细胞中高表达，提示母胎界面上不同细胞

谱系对细胞内铁调节非常敏感。另一项研究［12］显

示，自发性早产与铁死亡有关，并且磷脂酶A2组
Ⅵ（PLA2G6） 可减轻由 GPX4抑制或体内缺氧/复
氧损伤诱导的人原代绒毛滋养细胞及小鼠妊娠期间

的铁死亡。Zhang等［13］在多囊卵巢综合征（PCOS）
大鼠模型中发现，母体的高雄激素血症和胰岛素抵

抗可激活妊娠子宫和胎盘发生铁死亡，进而导致流

产的发生。上述研究提示胎盘损伤、妊娠丢失与铁

死亡有关。流产过程中活性氧自由基（ROS）的过

度生成可诱导母胎界面脂质过氧化，而脂质过氧化

所需的铁元素在滋养细胞中表达丰富，这可能为流

产过程中铁死亡的发生提供基础条件。米非司酮是

一种合成类固醇，是医学人工流产的常用药物［14］，

故本研究用米非司酮诱导大鼠流产模型。

铁死亡受到铁代谢、GSH及GPX4脂质修复系

统的严密调控，且依赖于一系列酶活性反应［15］。

GPX4是目前所知的唯一能直接还原复杂的磷脂氢

过氧化物的酶，当GPX4不能正常工作时，磷脂氢

过氧化物能够在铁过度存在的情况下引发催化反应，

最终导致铁死亡［16］。SLC7A11为胱氨酸/谷氨酸逆向

转运系统的主要亚基成分，通过引入胱氨酸和促进

GSH的生物合成，防止脂质氧化产物的积累，保护

细胞不进入铁死亡程序［17］。细胞水平的铁摄取主要

是通过细胞膜上的TFR1与血浆中的转铁蛋白结合，

经过内吞的方式进入细胞［18］。本研究中，HE染色

结果表明，地屈孕酮和减味寿胎丸组均可减轻米非

司酮诱导的大鼠蜕膜细胞损伤；模型组相较于正常

组大鼠蜕膜组织中GSH、GPX含量降低，而Fe（Ⅱ+Ⅲ）

及MDA水平升高，且给予减味寿胎丸后上述指标均

得到逆转，提示流产大鼠发生脂质过氧化，而给予

减味寿胎丸可以抑制脂质过氧化进展。

本研究结果表明，与正常组相比，模型组大鼠

蜕膜组织中 GPX4、SLC7A11蛋白表达显著降低，

提示GPX4、SLC7A11的抑制可能是流产大鼠蜕膜

脂质过氧化发生的关键因素。模型组中 TFR1的表

达明显高于正常组，表明转运至细胞的铁蛋白更

多，提示蜕膜组织中铁摄取功能失调是铁蛋白沉积

的关键。上述结果提示流产大鼠蜕膜组织损伤过程

中发生铁死亡，抑制铁死亡可能为治疗流产的新思

路。给予减味寿胎丸干预后，GPX4、SLC7A11的
表达较模型组高，TFR1表达较模型组降低，且铁

质染色减少，说明减味寿胎丸可以促进流产大鼠蜕

膜组织中谷胱甘肽生成，减轻脂质过氧化，并且可

以减少铁沉积，从而抑制蜕膜组织铁死亡。此外，

在给予地屈孕酮后，GPX4、SLC7A11蛋白表达与

模型组相比差异无统计学意义，我们认为这与地屈

孕酮治疗流产的药理作用有关。地屈孕酮作为口服

孕激素，主要通过抑制子宫收缩、促进淋巴细胞生

成黄体酮诱导阻断因子或抑制母胎界面自然杀伤

（NK）细胞活性来降低母体对胚胎的排斥作用，从

而降低流产发生率［19］，但其本身对脂质过氧化状

态无影响［20］。

综上，减味寿胎丸治疗大鼠流产的机制可能与

注：GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶 4；SLC7A11，溶质

载体家族7成员11；TFR1，转铁蛋白受体1
图4 各组大鼠子宫蜕膜组织GPX、SLC7A11、

TFR1蛋白电泳图

表2 各组大鼠蜕膜组织GPX4、SLC7A11、TFR1
蛋白相对表达量比较 （x̄±s）

组别

正常组

模型组

地屈孕酮组

减味寿胎丸组

鼠数

6
6
6
6

GPX4
1. 80±0. 08a）
1. 28±0. 19
1. 53±0. 08
1. 78±0. 07a）

SLC7A11
0. 37±0. 09a）
0. 11±0. 09
0. 21±0. 03
0. 49±0. 02b）

TFR1
0. 26±0. 57a）
0. 63±0. 87
0. 51±0. 14
0. 28±0. 04a）

注：GPX4，谷胱甘肽过氧化物酶 4；SLC7A11，溶质载体家族

7成员11；TFR1，转铁蛋白受体1。
a）与模型组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 01。
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抑制蜕膜组织脂质过氧化，进而缓解铁死亡有关。

目前铁死亡的研究处于起步阶段，对铁死亡标志物

及相关通路的认识仍不明朗，将来我们会进一步通

过体内外研究探索铁死亡在流产发生发展过程的分

子机制以及减味寿胎丸对铁死亡的调控作用。
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