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减味寿胎丸对流产模型大鼠Treg/Th17细胞平衡的影响
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［摘要］ 目的 探讨减味寿胎丸治疗自然流产 （SA） 的可能作用机制。方法 将健康 SD孕鼠随机分为空白

组 （9只）、模型组 （10只）、地屈孕酮组 （10只）、减味寿胎丸组 （10只）。除空白组外，其余各组孕鼠于妊

娠第 13天予 1. 2 mg/ml的米非司酮溶液灌胃 （10 ml/kg） 1次制备 SA模型。于妊娠第 0天至第 14天，减味寿

胎丸组和地屈孕酮组分别予减味寿胎丸溶液 1. 8 g/（kg·d）、地屈孕酮溶液 54 mg/（kg·d） 灌胃，空白组和模

型组予 0. 5%羧甲基纤维素钠溶液 10 ml/kg灌胃。观察大鼠胚胎情况计算流产率；流式细胞术检测全血调节

性T细胞（Treg）、辅助性T细胞 17（Th17）占CD4+ T细胞百分比；ELISA法检测血清转化生长因子β（TGF-β）、

白细胞介素 10（IL-10）、白细胞介素 （IL-6）、白细胞介素 17（IL-17） 的含量。结果 与空白组比较，模型

组流产率显著升高，全血 Treg细胞占 CD4+ T细胞百分比下降，Th17细胞占 CD4+ T细胞百分比升高，血清

TGF-β、IL-10含量下降，IL-6、IL-17含量升高 （P＜0. 05）；与模型组比较，地屈孕酮组和减味寿胎丸组流

产率均显著下降，减味寿胎丸组全血Treg细胞占CD4+ T细胞百分比升高、Th17细胞占CD4+ T细胞百分比降

低，地屈孕酮组血清 IL-6含量降低，减味寿胎丸组血清TGF-β、IL-10含量增加而 IL-17、IL-6含量降低 （P＜
0. 05）；地屈孕酮组与减味寿胎丸组各指标比较差异均无统计学意义 （P＞0. 05）。结论 减味寿胎丸可降低

米非司酮所致SA模型大鼠的流产率，而纠正大鼠Treg/Th17细胞失衡可能是其作用机制之一。

［关键词］ 自然流产；细胞平衡；减味寿胎丸；调节性T细胞；辅助性T细胞17

据统计，自然流产（spontaneous abortion，SA）
的发生风险为 15. 5%，有反复发作的倾向，发病机

制复杂，50%～70%患者的病因不明［1-2］，故探寻

有效防治 SA的方法对优生优育具有重要意义。由

于胎儿属于母体的半同种异体移植物，免疫耐受对

于成功妊娠至关重要［2］。人蜕膜组织中包含多种T
细胞亚型，其中辅助性T细胞 17（Th17）转录白细

胞介素 17（IL-17）并刺激白细胞介素 6（IL-6）的

产生，调节性T细胞（Treg）转录叉状头转录因子 3
（Foxp3） 同时分泌白细胞介素 10（IL-10） 和转化

生长因子β（TGF-β）等抗炎因子［3］。Th17与 Treg
细胞构成促炎及抗炎的稳态平衡，维持母体免疫耐

受，以保障胎儿顺利植入及生长发育［4］。研究［5］

发现，SA患者存在的Treg/Th17细胞平衡向Th17细

胞方向的偏移可能是SA发生的重要原因。

基于中医学“肾主生殖”理论，安胎应首重补肾。

减味寿胎丸是本团队前期临床筛选得出的补肾安胎

核心组方，其可通过多途径改善 SA症状，维持孕

卵发育，降低 SA的发生率［6-9］。本研究以减味寿胎

丸干预米非司酮 SA模型大鼠，观察Treg/Th17细胞

平衡的相关指标，以探讨减味寿胎丸改善 SA的可

能作用机制。本研究经由广东省医学实验动物中心

伦理委员会审查和监督（伦理批号：B202007-9）。

1 材料与方法

1. 1 动物

SPF级 SD大鼠雌性 45只、雄性 20只，7～8周
龄、体质量 250～300 g，购于广东省医学实验动物

中心，实验动物使用许可证号：SYXK（粤） 2018-

0002。常规喂养，喂养条件：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 20 g，续断 10 g，桑
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寄生 10 g，中药饮片由广东省药材公司提供，由广

州中医药大学第一附属医院进行中药饮片干粉的制

备及鉴定。使用 0. 5%羧甲基纤维素钠溶液将减味

寿胎丸干粉溶解成终浓度为 180 mg/ml（相当于

含生药量 1. 084 g/ml） 的药液。将地屈孕酮片

（Abbott Healthcare Products B. V 公 司 ， 批 号 ：

360397）充分研磨成粉，以 0. 5%羧甲基纤维素钠

溶液溶解成浓度为 5. 4 mg/ml的药液备用。将适量

米非司酮片（Sigma公司，批号：WXBC8811V）加

入 0. 5%羧甲基纤维素钠溶液制备成 1. 2 mg/ml的
药液。

1. 3 主要仪器与试剂

电子分析天平（美国双杰兄弟集团有限公司，

型号：JJ2000）；旋转蒸发仪（BUCHI公司，型号：

R-215）；中药粉碎机（瑞安市永历制药机械公司，

型号：103）；酶标仪（Thermo Fisher公司，型号：

Multiskan FC）；高速冷冻离心机 （Sigma公司，型

号：3-30KS）；流式细胞仪（Beckman公司，型号：

FC500）。

0. 5%羧甲基纤维素钠溶液 （Sigma公司，批

号：SLBW8428）；大鼠外周血淋巴细胞分离液试

剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号：P8630）；

CD4（PE/Cyanine7，货号：201515）、CD3（FITC，
货号：201403）、CD25（FITC，货号：202103）、

Foxp3（PE，货号：320007），Biolegend公司；IL-17
（PE，Bio-science公司，货号：12-7177-81）；IL-10
（货号：CSB-E04595r）、IL-17（货号：CSB-E07451r）、

IL-6（货号：CSB-E04640r）、TGF-β（货号：CSB-

E04727r） ELISA试剂盒，武汉华美生物工程有限

公司。

1. 4 造模及分组

雌鼠每日进行阴道涂片，于动情期将雌雄鼠按

照 2∶1的比例合笼，并每日早晨检查阴栓，发现

阴栓则记为妊娠第 0天。根据随机数字表法将确定

妊娠的雌鼠分为空白组（9只）、模型组（10只）、

地屈孕酮组（10只）、减味寿胎丸组（10只）。于妊

娠第 13天上午约 9：00，空白组予 10 ml/kg的 0. 5%
羧甲基纤维素钠溶液灌胃 1次，其余各组大鼠予

1. 2 mg/ml的米非司酮溶液（10 ml/kg）1次灌胃［10］。

1. 5 干预方法

从妊娠第 0天至妊娠第 14天每日约 9：00，地

屈孕酮组给予地屈孕酮溶液 54 mg/（kg·d） 灌胃，

减味寿胎丸组给予减味寿胎丸药液 1. 8 g/（kg·d）
灌胃，空白组和模型组予 0. 5%羧甲基纤维素钠溶

液10 ml/kg灌胃，每日1次。

1. 6 观察指标及方法

1. 6. 1 流产率 大鼠于妊娠第15天处死，解剖后将

大鼠子宫纵向剖管，仔细小心剖离胚胎，通过评估子

宫外观、表面血运情况、胚胎外观及完整情况等，判

断正常胚胎与流产胚胎并记录数目，计算流产率。正

常胚胎评价标准为：子宫粗大饱满如串珠，解剖后见

胚胎完好，无瘀血；流产胚胎评价标准为：宫腔内见

明显瘀血，胚胎不完整，或仅有着床点而无胚胎［10］。

流产率计算公式如下：

流产率= 流产胚胎数
流产胚胎数 + 正常胚胎数

×100%。

1. 6. 2 全血 Treg、Th17细胞占 CD4+ T细胞百分

比 按照随机数字表法每组留取 3只大鼠，自下腔

动脉采集全血，取 2 ml保存于抗凝管中，2 h内进

行流式细胞检测。按照说明书分离淋巴细胞，取

100 µl细胞液加入 0. 25 µl CD4抗体、1 µl CD25抗
体进行表面染色，室温避光孵育 20 min，加入 1 ml
预冷的 PBS溶液离心（常温 400 r/min离心 10 min，
离心半径 6 cm），弃上清，加入固定/破膜工作液，

室温避光孵育 30 min，充分清洗后加入破膜液，同

时加入Foxp3抗体 1 µl进行核染。取 300 µl细胞液

加入佛波酯/离子霉素混合物和布雷非德菌素A/莫
能霉素混合物各 1 µl，置于 37 ℃、5%CO2培养箱中

培养 5 h，吸取 100 µl细胞液加入 0. 2 µl CD3抗体、

0. 5 µl CD4抗体，室温避光孵育 30 min后加入

0. 1 µl IL-17抗体染色，使用破膜液充分清洗并离

心（常温400 r/min离心5 min，离心半径6 cm），弃

上清，缓冲液重悬后上机检测，分别计算 Treg和
Th17细胞占CD4+ T细胞的比例。

1. 6. 3 血清 IL-10、IL-17、IL-6、TGF-β含量 采

集各组大鼠血液进行梯度离心，4 ℃、1000 r/min
离心 10 min，4 ℃、3000 r/min离心 10 min，离心半

径均为 6 cm，收集血清，血清样本保存于-80 ℃冰

箱备用。采用ELISA方法检测 IL-10、IL-17、IL-6、
TGF-β含量，按照试剂盒说明书处理样本，再置于

酶标仪450 nm波长下检测各细胞因子OD值。

1. 7 统计学方法

使用 SPSS 26. 0软件进行统计分析。数据均符

合正态分布，采用均数±标准差（x̄±s）表示，多组

比较采用单因素方差分析。方差齐者多重比较采用

Dunnett检验或 Scheffe检验，方差不齐者多重比较

采用 Tamhane's T2检验。以 P＜0. 05为差异有统计

学意义。
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2 结果

2. 1 各组大鼠流产率比较

表 1示，与空白组比较，模型组流产率显著升

高 （P＜0. 05）；与模型组比较，地屈孕酮组和减

味寿胎丸组流产率均显著下降 （P＜0. 05）；地屈

孕酮组与减味寿胎丸组流产率比较差异无统计学意

义（P＞0. 05）。

2. 2 各组大鼠全血 Treg、Th17细胞占CD4+ T细胞

百分比比较

表 2示，与空白组比较，模型组全血Treg细胞

占 CD4+ T细胞百分比下降，Th17细胞占 CD4+ T细
胞百分比升高 （P＜0. 05）；与模型组比较，减味

寿胎丸组 Treg细胞占 CD4+ T细胞百分比升高，

Th17细胞占 CD4+ T细胞百分比降低 （P＜0. 05），

地屈孕酮组两指标差异均无统计学意义 （P＞
0. 05）；与地屈孕酮组比较，减味寿胎丸组 Treg细
胞占 CD4+ T细胞百分比升高，Th17细胞占 CD4+ T
细胞百分比下降，但差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 3 各组大鼠血清 TGF-β、IL-6、IL-10、IL-17含

量比较

表3示，与空白组比较，模型组大鼠血清TGF-β、

IL-10含量显著下降，IL-17、IL-6显著升高 （P＜
0. 05）；与模型组比较，地屈孕酮组血清 IL-6降低，

减味寿胎丸组TGF-β、IL-10显著升高，IL-17、IL-6
显著降低 （P＜0. 05）；与地屈孕酮组比较，减味

寿胎丸组血清 TGF-β、IL-10、IL-6、IL-17含量差

异均无统计学意义（P＞0. 05）。

3 讨论

根据 SA的症状，将其归为中医学“胎漏”“胎

动不安”等范畴。临床以罗元恺教授提出的“肾-

天癸-冲任-胞宫”轴的中医生殖轴理论为指导，主

要以补肾作为安胎的治疗大法，肾主生殖理论贯彻

安胎治疗的始末［11-12］。减味寿胎丸为补肾安胎核心

组方，方中菟丝子为君，补肾益精；桑寄生为臣，

补肝肾、安胎元；续断为佐，补肝肾、固冲任，三

药合用，共奏补肾安胎之功。

Treg和 Th17细胞之间构成的精细免疫平衡介

导了母体对胎儿免疫耐受的建立［4］。妊娠早期，

Treg细胞增加［13-14］，目的是针对“外来”的胎儿建

立母体的免疫耐受，避免母体免疫系统对胎儿的损

伤［13，15-16］；Th17细胞则通过促炎效应保护母体免受

微生物等的损害［17］。健康的妊娠出现 Treg/Th17平
衡偏向 Treg细胞方向［18］。在某些妊娠并发症中，

可出现 Treg细胞减少而 Th17细胞增加，如复发性

流产、先兆子痫及早产［3，19］。本研究结果与这些研

究结果趋势一致，均表明 Treg/Th17细胞的细胞平

衡对妊娠维持的重要性。

本研究探讨了减味寿胎丸对 SA模型大鼠 Treg/
Th17细胞平衡的作用，结果显示，地屈孕酮组和

减味寿胎丸组大鼠流产率均较模型组明显下降，提

示地屈孕酮、减味寿胎丸均能在一定程度上防止

SA的发生。模型大鼠存在 Treg/Th17细胞平衡偏向

于 Th17细胞方向的平衡偏移，减味寿胎丸可增加

外周血 Treg细胞占 CD4+ T细胞的百分比且降低

Th17细胞占 CD4+ T细胞的百分比；增加 Treg细胞

相关的血清 TGF-β、 IL-10细胞因子含量，降低

Th17细胞相关的血清 IL-6、IL-17细胞因子含量，

表1 各组大鼠流产率比较 （%，x̄±s）
组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

减味寿胎丸组

鼠数

9
10
10
10

流产率

0
50. 54±3. 22 a）
30. 17±1. 69 b）
33. 09±3. 25 b）

注：a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05。

表2 各组大鼠全血Treg、Th17细胞占CD4+ T细胞百分比比较

（%，x̄±s）
组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

减味寿胎丸组

鼠数

3
3
3
3

Treg/CD4+ T
2. 30±0. 10
1. 23±0. 06 a）
1. 14±0. 10 a）
1. 77±0. 07 b）

Th17/CD4+ T
2. 05±0. 06
2. 90±0. 07 a）
2. 66±0. 09 a）
2. 12±0. 07 b）

注：Treg，调节性T细胞；Th17，辅助性T细胞17。
a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05。

表3 各组大鼠血清TGF-β、IL-6、IL-10、IL-17含量比较 （pg/ml, x̄±s）
组别

空白组

模型组

地屈孕酮组

减味寿胎丸组

鼠数

9
10
10
10

TGF-β
17733. 12±1213. 38
11680. 51±669. 21a）
14730. 80±613. 75
16253. 90±892. 69 b）

IL-6
25. 09±2. 18
37. 31±3. 31a）
26. 86±3. 21b）
24. 83±2. 15 b）

IL-10
8. 08±0. 39
4. 31±0. 35 a）
5. 03±0. 39
6. 66±0. 46 b）

IL-17
5121. 89±342. 81
7033. 43±325. 91 a）
6155. 59±111. 78
4857. 37±312. 48 b）

注：TGF-β，转化生长因子β；IL-6，白细胞介素6；IL-10，白细胞介素10；IL-17，白细胞介素17。
a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05。
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提示减味寿胎丸可纠正模型大鼠 Treg/Th17细胞的

平衡偏移。本研究亦发现，地屈孕酮具有降低大鼠

血清 IL-6的作用。研究发现，天然孕激素可刺激胸

腺 Treg细胞的成熟，当胸腺中的 Treg细胞减少时，

胎盘中的 Treg细胞同样减少，并导致 SA的发

生［20］。因此，地屈孕酮同样具有调节 Treg/Th17细
胞平衡的作用。本研究流式细胞和血清ELISA结果

均显示减味寿胎丸可增加 Treg细胞及相关因子表

达，降低 Th17细胞及相关因子表达，而地屈孕酮

仅能降低模型大鼠血清 IL-6的含量，提示减味寿胎

丸较地屈孕酮而言，对 Treg/Th17平衡的靶向性可

能更强。现代医学研究表明，补肾安胎类中药具有

免疫调节的功能［21-23］，这一结果在本研究中虽得到

印证，但减味寿胎丸具体通过何种途径增加Treg细
胞且降低Th17细胞仍未明确。

综上所述，减味寿胎丸可显著降低米非司酮

SA模型大鼠的流产率，增加 SA模型大鼠外周血

Treg细胞占CD4+ T细胞百分比及相关细胞因子的含

量，并降低 Th17细胞占 CD4+ T细胞百分比及相关

细胞因子的含量。因此，减味寿胎丸可能通过纠正

Treg/Th17细胞失衡发挥补肾安胎的作用。另外，

我们发现补充孕激素同样具有调节 Treg/Th17细胞

平衡的作用。但本研究未探讨减味寿胎丸对孕激素

的影响，无法明确其是否通过调节妊娠激素相关途

径调节免疫，同时未探讨减味寿胎丸发挥作用的有

效物质，这些问题均有待在后续研究中完善。
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Effects of Jianwei Shoutai Pills （减味寿胎丸） on Treg/Th17 Cells Balancing in Abortion Model Rats
ZHANG Yingxuan1，LAI Yuling1，LUO Songping2，GAO Jie2

1. The First Clinical Medical College of Guangzhou University of Chinese Medicine， Guangzhou， 510405；2. The First Affiliated
Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Jianwei Shoutai Pills（减味寿胎丸，JSP）in the
treatment of spontaneous abortion（SA）. Methods Healthy SD pregnant rats were randomly divided into blank
group（n=9），model group（n=10），dydrogesterone group（n=10），and JSP group（n=10）. Except for the blank
group，pregnant rats in other groups were given 1. 2 mg/ml mifepristone solution（10 ml/kg）by gavage on the 13th day
of pregnancy to establish the SA model. During the 1st day to 14th day of pregnancy，1. 8 g/（kg·d）of JSP solution
and 54 mg/（kg·d）of dydrogesterone solution were given by gavage to the corresponding groups，respectively，while
10 ml/kg of 0. 5% sodium carboxymethyl cellulose solution were given by gavage to the blank group and model group.
The abortion rate was calculated by observing the rats embryos. Flow cytometry was used to detect the percen-tage of
whole blood regulatory T cells（Treg）and T helper 17（Th17）cells in the CD4+ T cells. ELISA method was used to
detect the contents of serum transforming growth factor β（TGF-β），interleukin 10（IL-10），interleukin 6（IL-6）
and interleukin 17（IL-17）. Results Compared to the blank group，the model group had higher abortion rate，de‐
creased percentage of whole blood Treg cells in the CD4+ T cells，increased percentage of Th17 cells in CD4+ T cells，
lower levels of serum TGF-β and IL-10，and higher levels of IL-6 and IL-17（P＜0. 05）. Compared to those in the
model group，the abortion rates in the dydrogesterone group and the JSP group were significantly reduced；the percent‐
age of whole blood Treg cells in the CD4+ T cells in the JSP group increased，while the percentage of Th17 cells in the
CD4+ T cells decreased；the serum IL-6 content in dydrogesterone group decreased，while the serum TGF-β and IL-10
content in JSP group increased，and the IL-17 and IL-6 content decreased（P＜0. 05）. There were no significant dif‐
ferences between the dydrogesterone group and JSP group in all outcomes（P＞0. 05）. Conclusion JSP can reduce
the abortion rate of mifepristone-induced SA rats，possibly through correcting the imbalance of Treg/Th17 cells.
Keywords spontaneous abortion；cell balancing；Jianwei Shoutai Pills（减味寿胎丸）；regulatory T cells；T helper
17（Th17）cells
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