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基于Wnt通路探讨温阳化浊方含药血清对 Ishikawa
和 JAr细胞胚胎种植模型的影响

冯伟华，赵晓丽，陈明丽，江楠，戎蓓蕾，夏天✉

天津中医药大学第一附属医院，天津市西青区李七庄昌凌路88号，300193

［摘要］ 目的 探讨温阳化浊方促进胚胎种植的可能作用机制。方法 将 20只大鼠随机分为温阳化浊方组

和空白组，每组 10只。温阳化浊方组大鼠给予温阳化浊方药液 21. 05 g/kg连续灌胃 7天，空白组不予灌胃，

制备温阳化浊方含药血清和空白血清。体外培养THP-1单核细胞，佛波酯 （PMA） 诱导分化成巨噬细胞，再

用 20 ng/ml脂多糖 （LPS） 和 20 ng/ml γ干扰素 （IFN-γ） 诱导巨噬细胞M1极化。M1型巨噬细胞分别加入

2%、4%、8%、10%、15%、20%的温阳化浊方含药血清和空白血清培养，采用 CCK8法检测细胞存活率，

选取最大无毒剂量的温阳化浊方含药血清进行后续实验。M1型巨噬细胞分为：模型 1组、温阳化浊方含药

血清 1组、空白血清 1组，在诱导M1极化后，温阳化浊方含药血清 1组给予筛选浓度的温阳化浊方含药血

清，空白血清 1组给予同浓度的空白血清，各组均干预 24 h和 48 h，Real-time PCR法检测M1型巨噬细胞标

志物肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素 1β（IL-1β） 和M2型巨噬细胞标志物趋化因子配体 18（CCL-18）、

甘露糖受体C型 1（MRC-1）mRNA表达。采用 Transwell体系共培养M1型巨噬细胞、Ishikawa细胞和 JAr细
胞，建立体外胚胎种植模型。将胚胎种植模型细胞分为：非容受态组 （只包含 Ishikawa细胞）、容受态组

（包含 Ishikawa细胞和 JAr细胞）、模型 2组 （M1型巨噬细胞与 Ishikawa细胞、JAr细胞共培养）、温阳化浊方

含药血清 2组和空白血清 2组。温阳化浊方含药血清 2组和空白血清 2组在M1型巨噬细胞与 Ishikawa细胞共

培养的同时，分别给予筛选浓度的温阳化浊方含药血清和空白血清干预 48 h，再与 JAr细胞共培养。Real-
time PCR方法检测Wnt通路相关因子Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、β-连环蛋白 （β-catenin） 和子宫内膜容

受性标志分子整合素 αV（ITGαV）、整合素 β3（ITGβ3）、整合素 β5（ITGβ5）、E-钙黏蛋白 （E-cadherin）、

L-选择素 （L-selectin） 的mRNA表达；免疫荧光法检测Wnt通路下游分子原癌基因 （C-Jun）、间质上皮转换

因子 （Met）、淋巴细胞增强结合因子 1 （LEF1） 的表达；因非容受态组无 JAr细胞球黏附，观察其余各组的

JAr细胞黏附率。结果 根据细胞存活率结果，选择 10%温阳化浊方含药血清进行后续实验。干预 48 h时，

与模型 1组比较，温阳化浊方含药血清 1组 TNF-α和 IL-1β mRNA表达显著降低，CCL-18和MRC-1 mRNA表

达显著升高 （P＜0. 01），空白血清 1组TNF-α mRNA表达显著降低 （P＜0. 05）；与温阳化浊方含药血清 1组

比较，空白血清 1组 CCL-18和MRC-1 mRNA表达均显著降低 （P＜0. 01）。与非容受态组比较，容受态

组细胞中Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、β-catenin、ITGαV、ITGβ3、ITGβ5、E-cadherin、L-selectin mRNA
及 C-Jun蛋白表达显著升高 （P＜0. 05或 P＜0. 01）；与容受态组比较，模型 2组Wnt4、Wnt6、Wnt7b、
Wnt11、β-catenin、ITGαV、ITGβ3、ITGβ5、E-cadherin、L-selectin mRNA及 C-Jun蛋白表达，JAr细胞的黏

附率显著降低 （P＜0. 05或 P＜0. 01）；与模型 2组比较，温阳化浊方含药血清 2组Wnt4、Wnt6、Wnt7b、
Wnt11、β-catenin、ITGαV、ITGβ3、ITGβ5 mRNA及 C-Jun蛋白表达，JAr细胞的黏附率均显著升高 （P＜
0. 01），空白血清 2组各指标差异无统计学意义 （P＞0. 05）。结论 温阳化浊方含药血清通过抑制M1型巨噬

细胞极化，上调Wnt通路，提高子宫内膜容受性，从而促进慢性子宫内膜炎的胚胎种植。
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慢性子宫内膜炎 （chronic endometritis， CE）
是子宫黏膜的持续性炎症，常由病原微生物感染引

起，可导致不孕症、复发性流产、反复种植失败

等，是造成女性生殖力下降的重要因素［1-2］。巨噬

细胞是子宫内膜数量最多的抗原提呈细胞，在病原

微生物感染时，革兰阴性菌的脂多糖（LPS）和炎

症因子诱导巨噬细胞向经典活化的M1表型极化，

产生白细胞介素 6（IL-6）、白细胞介素 1β（IL-1β）、

肿瘤坏死因子α（TNF-α）等促炎因子，造成子宫

内膜的慢性炎症反应［3］。研究［4-5］发现，CE患者

子宫内膜M1型巨噬细胞增多，促炎因子表达增

加，可能是CE患者发生反复种植失败的重要因素

之一。巨噬细胞可以表达多种Wnt配体，尤其是在

炎症环境下，参与Wnt通路的激活［6］，且Wnt通路

在胚胎种植过程中具有重要的调节作用［7］。本团队

认为CE导致反复种植失败的中医主要病机为脾肾

阳虚、湿浊瘀结，并据此创制了温阳化浊方［8］。前

期研究发现，温阳化浊方能显著提高反复种植失败

患者的临床妊娠率和持续妊娠率［9］。因此，本实验

通过体外培养 Ishikawa细胞和 JAr细胞，建立胚胎

种植细胞模型，从巨噬细胞极化和Wnt通路探讨温

阳化浊方促进胚胎种植的可能分子机制。本实验经

南开医院动物伦理委员会批准 （批件号：NKYY-

DWLL-2020-171）。

1 材料

1. 1 动物及细胞

SPF级雄性 SD大鼠 20只，体质量 220～260 g，
8～10周龄，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，实验动物合格证号：SCXK（京）2016-0006。
人外周血 THP-1单核细胞株、人子宫内膜癌

Ishikawa细胞株，购自中国医学科学院基础医学研

究所细胞资源中心；人胎盘绒毛癌 JAr细胞株，购

自中国科学院细胞库。THP-1单核细胞培养条件：

90%的 RPMI 1640培养基，10%的胎牛血清，1%
双抗，0. 05 mmol/L的 β-巯基乙醇；Ishikawa细胞

培养条件：90%DMEM高糖培养基，10%胎牛血

清，1%双抗； JAr 细胞培养条件：90%的 RPMI
1640培养基， 10% 胎牛血清， 1% 双抗。均在

37 ℃、5%CO2培养箱中培养。

1. 2 药物及试剂

温阳化浊方组成：黄芪 20 g，菟丝子 30 g，鹿

角霜（先煎） 20 g，巴戟天 10 g，肉苁蓉 10 g，茯

苓 15 g，麸炒白术 10 g，炒薏苡仁 20 g，苍术 5 g，

藿香 10 g，黄柏 5 g，车前子 （包煎） 20 g，陈皮

10 g，荷梗 10 g，由天津中医药大学第一附属医院

药剂科提供。煎制方法：加入蒸馏水 1365 ml，浸

泡 30 min，煎煮 30 min，倒出药液，再加入蒸馏水

585 ml，煎煮 30 min，将两次的药液混合，浓缩至

浓度为4. 23 g/ml的药液。

胎牛血清 （FBS）、 Trypsin-EDTA （0. 25%）、

RPMI 1640 培养基、DMEM 高糖培养基 （美国

Gibco 公司，货号分别为 10270106、 25200056、
8119493、C11995500BT）；THP-1完全培养基 （武

汉普诺赛生命科技有限公司，货号CM0233）；青链

霉素混合液、β-巯基乙醇、Hoechst 33258染色液、

甲基纤维素、CCK8试剂盒、高效 RIPA裂解液、

TriQuick Reagent总 RNA提取试剂、 Triton X-100
（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为 P1400、
M8210、C0021、M8070、CA1210-500、R0010、R1100、
T8200）；佛波酯 （PMA）、LPS（美国 Sigma公司，

货号分别为P8139、L4391）；γ干扰素（IFN-γ，美

国 PeproTech公司，货号 300-02-20）；4%多聚甲醛

固定液 （上海碧云天生物技术有限公司，货号

P0099）；活细胞示踪探针-绿色、活细胞示踪探

针-红色（上海懋康生物科技有限公司，货号分别

为 MX4107-100 μg、 MX4109-100 μg）； Primer⁃
ScriptTMⅡ1st Strand cDNA Synthesis kit、TB Green®
Premix Ex Taq™ （Tli RNaseH Plus）（日本Takara公
司，货号分别为 6210A、RR420A）；牛血清白蛋白

（BSA，Roche公司，货号 BL5138）；抗 CD14抗体

（IH5D8）（美国 Abcam，货号 ab181470）；诱导型

一氧化氮合酶（iNOS）多克隆抗体（Proteintech中
国公司，货号18985-1-AP）；Alexa Fluor 488标记的

驴抗兔二抗 IgG、Alexa Fluor 647标记的羊抗小鼠

二抗 IgG（北京博奥森生物技术有限公司，货号

分别为 bs-0295D-AF488、bs-0296G-AF647）；原癌

基因 （C-Jun） 抗体、淋巴细胞增强结合因子 1
（LEF1） 抗体、间质上皮转换因子 （Met） 抗体

（美国CST公司，货号分别为9165、2230、8198）。

1. 3 主要仪器

Vioskan LUX 多功能酶标仪、 ProFlexTM 梯度

PCR仪（美国赛默飞世尔科技公司）；DM6000 B正

置荧光显微镜（德国 Leica公司）；AE31倒置荧光

显微镜、BX43生物显微镜 （日本 Olympus公司）；

LightCycler® 96实时荧光定量 PCR仪 （瑞士 Roche
公司）。
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2 方法

2. 1 含药血清的制备

采用随机数字表法将 20只大鼠分为温阳化浊

方组和空白组，每组 10只。根据人与大鼠的等效

剂量［10］，温阳化浊方组大鼠每次给予温阳化浊方

21. 05 g/kg灌胃，每日 2次，每次 1 ml，连续灌胃 7
天，末次给药 1 h后腹主动脉取血。空白组不予灌

胃，直接腹主动脉取血。室温静置2 h，3000 r/min、
4 ℃离心 15 min，离心半径为 12 cm，取上清，

0. 22 μm滤膜过滤灭菌，56 ℃灭活 30 min，-40 ℃
冰箱保存备用。

2. 2 诱导巨噬细胞M1极化

THP-1为单核细胞，在 THP-1完全培养基中加

入 16. 2 μmol/L的 PMA，使其终浓度为 150 nmol/L，
37 ℃孵育过夜，诱导 THP-1单核细胞分化为巨噬

细胞。之后接种于 6孔板，更换新鲜培养基，每孔

3 ml培养基中分别加入 LPS和的 IFN-γ，浓度均为

20 μg/ml，剂量均为3 μl，使其终浓度均为20 ng/ml，
37 ℃孵育 24 h，诱导巨噬细胞向M1型极化。免疫

荧光法检测M1型巨噬细胞：将经 LPS和 IFN-γ诱

导的M1型巨噬细胞制备细胞爬片，经 4%多聚甲

醛 固 定 10 min， 0. 5%Triton X-100 通 透 15 min，
5%BSA-PBS室温封闭 1 h，一抗 （CD14 1∶300，
iNOS 1∶250） 4 ℃孵育过夜，二抗（羊抗小鼠二抗

IgG 1∶300，驴抗兔二抗 IgG 1∶300） 37 ℃避光孵

育 1 h，Hoechst 33258避光复染 5 min，抗荧光猝灭

封片，于正置荧光显微镜下观察。

2. 3 含药血清浓度的筛选

CCK8法检测细胞活性，将M1型巨噬细胞接

种于 96孔板，分别设置空白孔，对照孔，2%、

4%、8%、10%、15%、20%的温阳化浊方含药血

清孔和相同浓度的空白血清孔，37 ℃培养箱中培

养 24 h，弃去培养基，用完全培养基洗涤两次，每

孔加入 100 μl新鲜培养基，再依次加入 10 μl的
CCK8溶液，37 ℃培养 2 h，采用酶标仪 450 nm检

测吸光度OD值。细胞存活率=（加药孔OD值-空

白孔OD值）/（对照孔OD值-空白孔OD值）×100%，

其中加药孔中含 CCK8溶液、M1型巨噬细胞、培

养基和不同浓度的温阳化浊含药血清或空白血清；

空白孔中含 CCK8溶液和培养基；对照孔中含

CCK8溶液、M1型巨噬细胞和培养基。每组 6个样

本，实验重复 3次。选择最大无毒剂量的温阳化浊

含药血清和同浓度空白血清进行后续实验。

2. 4 Real-time PCR法检测M1型巨噬细胞 TNF-α、
IL-1β和M2型巨噬细胞趋化因子配体 18（CCL-18）、

甘露糖受体C型1（MRC-1） 表达

实验分为 3个组。1）模型 1组：M1型巨噬细

胞；2）温阳化浊方含药血清 1组；3）空白血清 1
组。THP-1单核细胞接种于 6孔板，每孔 2×105个，

各组细胞均经 PMA诱导为巨噬细胞，再加入 3 μl
20 μg/ml的 LPS和 3 μl 20 μg/ml的 IFN-γ诱导M1型
巨噬细胞极化；温阳化浊含药血清 1组和空白血清

1组，同时分别加入筛选出的最大无毒剂量的温阳

化浊方含药血清和空白含药血清，于 37 ℃、

5%CO2条件下培养，每组 3个样本，每个样本 3个
复孔。各组均孵育24 h和48 h两个时间点检测。培

养结束后，弃去培养基，加入 1 ml TriQuick RNA
提取试剂，提取总 RNA，合成 cDNA，检测M1型
巨噬细胞标志物TNF-α、IL-1β和M2型巨噬细胞标

志物 CCL-18、MRC-1的表达。引物由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司合成，引物序列如下：

β-actin上游引物 5'-TGGAACGGTGAAGGTG-ACAG-

3'，下游引物 5'-CGCATCTCATATTTGGAATGACT-3'
（长度 120 bp）；TNF-α上游引物 5'-CCCCAGGGA-

CCTCTCTCTAA-3'， 下 游 引 物 5'-CTCAGCTTGA-

GGGTTTGCTAC-3'（长度 109 bp）；IL-1β上游引物

5'-AGCCATGGCAGAAGTACCTG-3'，下游引物 5'-
CCTGGAAGGAGCACTTCATCT-3' （长度 116 bp）；

CCL-18 上 游 引 物 5'-TGCTCCTGT-GCACAAGTT-

GGTA-3'， 下 游 引 物 5'-CCGGCCTCT-CTTGGTTA-

GGA-3'（长度 150 bp）；MRC-1上游引物 5'-TTCC-

TTTGGACGGATGGACG-3'，下游引物 5'-GTCAA-

GGAAGGGTCGGATCG-3'（长度 206 bp）。以 2-ΔΔCT值
表示目的基因相对于内参β-actin的表达水平。

2. 5 温阳化浊方含药血清对体外胚胎种植Wnt通
路的影响

2. 5. 1 建立体外胚胎种植模型 JAr细胞为贴壁细

胞，首先使用 0. 25%Trypsin-EDTA消化成单个细

胞，将 1×106个细胞种植在超低黏附 6孔板中培养，

在完全培基中加入 3 mg/ml的甲基纤维素，37 ℃培

养过夜。收集 JAr细胞球，室温 1000 r/min离心

3 min，离心半径 8. 6 cm，弃上清，用 1 ml的 JAr全
培重悬，过 70 μm细胞滤网，得到直径小于 70 μm
的 JAr细胞球。采用 Transwell共培养M1型巨噬细

胞和子宫内膜上皮 Ishikawa细胞，温阳化浊方含药

血清干预 48 h。Transwell共培养结束后，去除上层

小室，在下层加入 JAr细胞球，更换为 JAr培基，
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与 Ishikawa 细 胞 共 培 养 1. 5 h， 模 拟 体 外 胚 胎

种植［11-13］。

2. 5. 2 实验组和干预方法 分为 5个组：1）非容

受态组：只包含 Ishikawa细胞，此时无滋养层 JAr
细胞球植入，代表非容受态的子宫内膜；2）容受

态组：包含 Ishikawa细胞和 JAr细胞，代表容受状

态的子宫内膜；3） 模型 2组：Ishikawa细胞与M1
型巨噬细胞共同孵育48 h，再与 JAr细胞球共培养；

4） 温阳化浊方含药血清 2组：在 Ishikawa细胞与

M1型巨噬细胞共培养体系中，同时加入筛选出的

最大无毒剂量的温阳化浊方含药血清，共同孵育

48 h，再加入 JAr细胞球；5） 空白血清 2组：在

Ishikawa细胞与M1型巨噬细胞共培养体系中，加

入同浓度空白血清孵育48 h，再加入 JAr细胞球。

2. 5. 3 观察指标及方法 1） Real-time PCR法检

测 Wnt 通路相关因子 mRNA 表达，包括 Wnt4、
Wnt6、Wnt7b、Wnt11、 β -catenin。细胞共培养

1. 5 h后，弃掉培养基，用 PBS洗一次，去除未黏

附的 JAr细胞，提取总RNA。反应条件同 2. 4。每

组4个样本，实验重复3次。引物序列如下：β-actin
上游引物 5'-TGGAACGGTGAAGGTGACAG-3'，下

游引物 5'-CGCATCTCATATTTGGAATGACT-3'（长

度 120 bp）；Wnt4 上游引物 5'-GTGACGCAAGG-

GACTCGG-3'，下游引物 5'-CGCACATCCACAAAC⁃
GACTG-3'（长度 215 bp）；Wnt6上游引物 5'-CAG-

CCCCTTGGTTATGGACC-3'，下游引物 5'-CGTCTC-

CCGAATGTCCTGTT-3'（长度 226 bp）；Wnt7b上游

引物 5'-GGACGCTCGGGAGATCAAG-3'，下游引物

5'-ATCCGGTCCTCTAGAACCTTCC-3'（长度 87 bp）；

Wnt11上游引物5'-TATCCGGCCTGTGAAGGACT-3'，
下游引物 5'-TTGTTGCACTGCCTGTCTTG-3'（长度

111 bp）；β-catenin上游引物 5'-TCTAGGAATGAA-

GGTGTGGCG-3'，下游引物 5'-TCCAAGATCAGCA-

GTCTCATTC-3'（长度 156 bp）。以 2-ΔΔCT值表示目

的基因相对于内参β-actin的表达水平。

2） 免疫荧光方法检测 Wnt通路下游 C-Jun、
Met、LEF1活性。细胞共培养 1. 5 h后，弃掉培养

基，用 PBS洗 1次，用 4%多聚甲醛固定 10 min，
细胞免疫荧光实验步骤同 2. 2。一抗 （C-Jun 1∶
400，Met 1∶300，LEF1 1∶200），二抗 （IgG 1∶
300）。每组 6个样本，实验重复 3次。结果用C-Jun
细胞阳性率、Met和LEF1荧光强度表示。

3） Real-time PCR法检测子宫内膜容受性标志

分子整合素 αV（ITGαV）、整合素 β3（ITGβ3）、

整合素 β5（ITGβ5）、E-钙黏蛋白 （E-cadherin）、

L-选择素 （L-selectin） mRNA表达。细胞共培养

1. 5 h后，弃掉培养基，用 PBS洗一次，去除未黏

附的 JAr细胞，提取总 RNA。反应条件同 2. 4，
每组 4个样本，实验重复 3次。引物序列如下：

β -actin上游引物 5'-TGGAACGGTGAAGGTGACAG-

3'，下游引物 5'-CGCATCTCATATTTGGAATGACT-

3'（长度 120 bp）；ITGαV上游引物 5'-AGATATT-

CACACTTTGGGTTGTGG-3'，下游引物 5'-GGTAA-

CCAATGTGGAGTTGGTG-3'（长度 244 bp）；ITGβ3
上游引物 5'-CCGGCTACTACTGCAACTGT-3'，下游

引物 5'-CCTTGCCAGTGTCCTTAAGCTCT-3'（长度

291 bp）； ITGβ5 上 游 引 物 5'-GAGTGCTGCGGG-

ACGGAT-3'，下游引物 5'-TGCATATGTTGAGACC-

TGCGAG-3'（长度 268 bp）；E-cadherin上游引物

5'-CGGAGAAGAGGACCAGGACTT-3'， 下 游 引 物

5'-AAGATACCGGGGGACACTCA-3'（长度 115 bp）；

L-selection 上游引物 5'-GATGCAGGCAAATGGAA-

CGA-3'，下游引物 5'-GGCTGGCAAGAAGCTGTG-

TA-3'（长度 74 bp）。以 2-ΔΔCT值表示目的基因相对

于内参β-actin的表达水平。

2. 6 温阳化浊方含药血清对胚胎种植的影响

细胞分为 4个组：1）容受态组：包含 Ishikawa
细胞和 JAr细胞球；2）模型 2组：包含 Ishikawa细
胞、JAr细胞和M1型巨噬细胞；3）温阳化浊方含

药血清 2组：包含 Ishikawa细胞、JAr细胞和M1型
巨噬细胞，以及温阳化浊方含药血清（每孔3 ml培
养基中加入 300 μl温阳化浊含药血清）；4）空白血

清 2组：包含 Ishikawa细胞、JAr细胞和M1型巨噬

细胞，以及空白血清（每孔3 ml培养基中加入300 μl
空白血清）。

M1型巨噬细胞与 Ishiwaka细胞及相应含药血

清共培养 48 h后，弃去上层小室，加入 2 μmol/L的
活细胞示踪探针-绿色，37 ℃避光孵育 45 min。
JAr细胞球离心后，用 10 μmol/L的活细胞示踪探

针-红色重悬，37 ℃避光孵育 30 min。染色结束

后，去除染色液，加 PBS反复洗 3次。JAr细胞球

与 Ishikawa细胞共培养 1. 5 h。倒置荧光显微镜下

观察，Image J 1. 8. 0软件分析 10个视野下 JAr细胞

球数量，此为 JAr细胞球总量。之后弃掉培养基，

PBS洗 1次，去除未黏附的 JAr细胞球，再于倒置

荧光显微镜下观察黏附的 JAr细胞数量，计算黏附

率：细胞黏附率=黏附的细胞数量/细胞总数量×
100%。每组6个样本，实验重复3次。
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2. 7 统计学方法

采用R软件（版本 3. 6. 1）进行统计分析。本

研究数据均满足正态分布用（x̄±s）表示，CCK8实
验两组比较采用 t检验，其余实验多组比较采用单

因素方差分析，两两比较若方差齐采用 Turkey检
验，若方差不齐用Dunn's检验。P＜0. 05为差异有

统计学意义。

3 结果

3. 1 LPS＋LFN-γ诱导巨噬细胞M1极化结果

使用M0型巨噬细胞标志物 CD14（红色荧光）

和M1型巨噬细胞标志物 iNOS（绿色荧光）共同标

记，免疫荧光结果见图1。极化前M0型巨噬细胞高

表达 CD14，而其 iNOS表达量很低；经 LPS+IFN-γ
诱导M1型巨噬细胞极化后，高表达 CD14，并且

iNOS阳性细胞明显增加，提示此时巨噬细胞表型

为M1型。

3. 2 温阳化浊方含药血清干预浓度筛选结果

表 1示，与空白血清组比较，温阳化浊方含药

血清 2%、4%、8%、10%浓度M1型巨噬细胞存活

率差异无统计学意义 （P＞0. 05），而温阳化浊方

含药血清浓度增加到 15%和 20%时，细胞活性受

到明显抑制，与空白血清组比较细胞存活率显著降

低 （P＜0. 01）。因此，本研究选择最大无毒剂量

10%温阳化浊方含药血清进行后续实验。

3. 3 各组M1型巨噬细胞标志物 TNF-α、IL-1β和

M2巨噬细胞标志物 CCL-18、MRC-1 mRNA表达

比较

表 2示，与本组 24 h比较，48 h时温阳化浊含

药血清 1组 IL-1β mRNA表达显著降低，CCL-18、
MRC-1 mRNA表达显著升高（P＜0. 01），模型 1组
和空白血清 1组 TNF-α、 IL-1β、CCL-18、MRC-1
mRNA表达差异均无统计学意义（P＞0. 05）。干预

24 h，各组间TNF-α、IL-1β、CCL-18、MRC-1 mRNA
表达差异均无统计学意义（P＞0. 05）。干预 48 h，
与模型 1组比较，温阳化浊方含药血清 1组 TNF-α
和 IL-1β mRNA表达显著降低，CCL-18和 MRC-1
mRNA表达显著升高 （P＜0. 01），空白血清 1组
TNF-α mRNA表达显著降低（P＜0. 05）。与温阳化

浊方含药血清 1组同时间比较，空白血清 1组 48 h
时 CCL-18和MRC-1 mRNA表达均显著降低 （P＜
0. 01）。

3. 4 各组细胞中 Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、
β-catenin mRNA表达比较

表 3示，与非容受态组比较，容受态组Wnt4、
Wnt6、Wnt7b、Wnt11、β-catenin mRNA表达显著

注：CD14-AF647，红色荧光染料Alexa Flour 647标记CD14抗体；iNOS-AF488，绿色荧光染料Alexa Flour 488
标记的 iNOS抗体；Merged，两种荧光图片叠加。

图1 脂多糖联合γ干扰素诱导巨噬细胞M1极化（免疫荧光，×400）
表1 不同浓度温阳化浊方含药血清组和空白血清组M1型巨噬细胞存活率比较 （%，x̄±s）

组别

空白血清组

温阳化浊方含药血清组

样本数

6
6

2
102. 7±3. 5
109. 7±3. 8

4
103. 9±2. 5
94. 1±2. 3

8
99. 9±1. 8
103. 4±3. 0

10
101. 5±6. 1
91. 6±4. 9

15
107. 8±2. 3
70. 6±3. 5a）

20
111. 3±4. 8
61. 6±5. 9a）

注：a）与同浓度空白血清组比较，P＜0. 01。
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升高（P＜0. 05或P＜0. 01）；与容受态组比较，模

型 2 组 Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、 β -catenin
mRNA表达显著降低（P＜0. 05或P＜0. 01）；与模

型 2 组比较，温阳化浊方含药血清 2 组 Wnt4、
Wnt6、Wnt7b、Wnt11、β-catenin mRNA表达均显

著升高（P＜0. 01），空白血清 2组各指标差异无统

计学意义 （P＞0. 05）；温阳化浊方含药血清 2组
β -catenin mRNA 表达显著高于容受态组 （P＜
0. 01）；温阳化浊方含药血清 2组和容受态组各指

标表达均高于空白血清2组（P＜0. 01）。

3. 5 各组细胞中C-Jun、Met、LEF1蛋白表达比较

表 4示，与非容受态组比较，容受态组 C-Jun
蛋白表达显著升高（P＜0. 01）；与容受态组比较，

模型 2组 C-Jun蛋白表达显著降低（P＜0. 01）；与

模型 2组比较，温阳化浊方含药血清 2组 C-Jun蛋
白表达显著升高（P＜0. 01），空白血清 2组差异无

统计学意义（P＞0. 05）；温阳化浊方含药血清 2组
C-Jun蛋白表达量显著高于空白血清 2组 （P＜
0. 01）。各组间Met、LEF1蛋白表达比较差异均无

统计学意义（P＞0. 05）。

3. 6 各组细胞子宫内膜容受性标志分子mRNA表

达比较

表 5示，容受态组子宫内膜 ITGαV、 ITGβ3、
ITGβ5、E-cadherin、L-selectin mRNA表达较非容

受态组显著升高 （P＜0. 01）；模型 2组 ITGαV、
ITGβ3、ITGβ5、E-cadherin、L-selectin mRNA表达较

容受态组显著降低 （P＜0. 01），其中 L-selectin降
低尤为显著，且低于非容受态组 （P＜0. 05）；与

模型 2组比较，温阳化浊方含药血清 2组 ITGαV、
ITGβ3、 ITGβ5 mRNA表达显著升高 （P＜0. 01），

空白血清 2组各指标差异均无统计学意义 （P＞
0. 05）；与温阳化浊含药血清 2组比较，空白血清2

表3 各组细胞中Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、β-catenin mRNA表达比较 （2-ΔΔCT，x̄±s）
组别

非容受态组

容受态组

模型2组
温阳化浊方含药血清2组
空白血清2组

样本数

4
4
4
4
4

Wnt4
1. 01±0. 07
3. 46±0. 19a）
1. 53±0. 16c）
3. 27±0. 27e）
0. 91±0. 11c） f）

Wnt6
1. 03±0. 14
14. 43±1. 47a）
4. 92±0. 64c）
17. 14±1. 63e）
6. 96±0. 68c） f）

Wnt7b
1. 02±0. 12
6. 40±0. 23a）
3. 52±0. 08c）
6. 10±0. 43e）
3. 17±0. 52c） f）

Wnt11
1. 02±0. 13
5. 41±0. 28a）
1. 08±0. 07c）
4. 72±0. 74e）
1. 06±0. 10c） f）

β-catenin
1. 01±0. 12
2. 10±0. 22b）
1. 01±0. 15d）
3. 49±0. 40c） e）

0. 74±0. 04d） f）

注：a） 与非容受态组比较，P＜0. 01；b） 与非容受态组比较，P＜0. 05；c） 与容受态组比较，P＜0. 01；d） 与容受态组比较，P＜

0. 05；e）与模型2组比较，P＜0. 01；f）与温阳化浊方含药血清2组比较，P＜0. 01。
表4 各组细胞中C-Jun、Met、LEF1蛋白表达比较 （x̄±s）

组别

非容受态组

容受态组

模型2组
温阳化浊方含药血清2组
空白血清2组

样本数

6
6
6
6
6

C-Jun阳性细胞表达率/%
14. 32±1. 04
54. 86±4. 30a）
16. 24±2. 51b）
43. 84±3. 72c）
16. 26±1. 42d）

Met荧光强度

20. 70±1. 50
19. 09±0. 23
22. 40±1. 54
21. 59±1. 41
20. 57±1. 31

LEF1荧光强度

18. 75±0. 62
26. 02±2. 37
18. 83±1. 27
26. 27±3. 51
20. 15±0. 85

注：C-Jun，原癌基因；Met，间质上皮转换因子；LEF1，淋巴细胞增强结合因子1。
a）与非容受态组比较，P＜0. 01；b）与容受态组比较，P＜0. 01；c）与模型 2组比较，P＜0. 01；d）与温阳化浊方含药血清 2组比较，

P＜0. 01。

表2 各组M1型巨噬细胞不同时间标志物TNF-α、IL-1β和M2型巨噬细胞标志物CCL-18、MRC-1 mRNA表达比较（2-ΔΔCT，x̄±s）
组别

模型1组

温阳化浊方含药血清1组

空白血清1组

时间

24 h
48 h
24 h
48 h
24 h
48 h

样本数

3
3
3
3
3
3

TNF-α
1. 02±0. 13
1. 33±0. 20
0. 73±0. 20
0. 41±0. 09b）
0. 58±0. 05
0. 68±0. 10c）

IL-1β
1. 00±0. 04
1. 48±0. 27
1. 08±0. 10
0. 33±0. 07 a） b）

0. 83±0. 01
1. 10±0. 15

CCL-18
1. 02±0. 15
0. 67±0. 04
1. 39±0. 21
27. 51±2. 76 a） b）

0. 80±0. 04
0. 41±0. 06 d）

MRC-1
1. 00±0. 01
1. 41±0. 08
1. 29±0. 08
3. 73±0. 19 a） b）

1. 30±0. 09
1. 55±0. 19d）

注：TNF-α，肿瘤坏死因子α；IL-1β，白细胞介素1β；CCL-18，趋化因子配体18；MRC-1，甘露糖受体C型1。
a）与本组 24 h比较，P＜0. 01；b）与模型 1组同时间比较，P＜0. 01；c）与模型 1组同时间比较，P＜0. 05；d）与温阳化浊方含药血清

1组同时间比较，P＜0. 01。
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组 ITGαV、ITGβ3、ITGβ5、E-cadherin mRNA表达显

著降低（P＜0. 05或P＜0. 01）。

3. 7 各组 JAr细胞黏附率比较

表 6示，与容受态组比较，模型 2组中 JAr细
胞的黏附率显著降低 （P＜0. 01）；与模型 2组比

较，温阳化浊方含药血清 2组中 JAr细胞黏附率显

著升高（P＜0. 01），空白血清 2组差异无统计学意

义（P＞0. 05）；温阳化浊方含药血清 2组中 JAr细
胞黏附率较空白血清2组显著升高（P＜0. 01）。

4 讨论

慢性子宫内膜炎常合并不孕症、反复种植失败

等病症，故属于中医学“不孕”“滑胎”“胎元不

固”等范畴。主要病机为脾肾阳虚，湿浊内蕴，胞

宫寒湿困阻，瘀浊不化，从而阻碍胚胎的种植。温

阳化浊方中菟丝子、鹿角霜、肉苁蓉、巴戟天温阳

化气，补肾填精，荣养胞宫；黄芪、茯苓、白术健

脾益气，气行则血行，血脉通畅，胞宫得养；苍

术、车前子、陈皮、荷梗、藿香、薏苡仁理气化

湿，以助分化胞宫蓄积之湿浊痰瘀；黄柏清热燥

湿，反佐诸药温燥之性。全方温肾健脾，化湿蠲

浊。前期临床研究［9］发现，温阳化浊方可显著改

善子宫内膜容受性，为胚胎提供良好的种植环境，

提高反复种植失败患者冻融胚胎移植的临床妊娠率

和持续妊娠率。

巨噬细胞是子宫内膜数量最多的固有免疫细胞

和抗原提呈细胞，按功能表型可分为M1型和M2

型。在炎症初始阶段，LPS、Th1细胞因子 IFN-γ诱
导巨噬细胞向M1型极化，分泌促炎因子如 IL-1β、
TNF-α等，加重子宫内膜的慢性炎症；在炎症修复

阶段，Th2细胞因子诱导巨噬细胞向替代性激活的

M2型极化，通过分泌转化生长因子 β（TGF-β）、

血管内皮生长因子 （VEGF） 和表皮生长因子

（EGF），以抑制炎症的发生并促进组织再生［14-15］。

巨噬细胞M1/M2极化的平衡调控子宫内膜促炎/抑
炎的稳态。本研究结果显示，LPS+IFN-γ诱导的

M1型巨噬细胞经温阳化浊含药血清干预 24 h后，

M1型巨噬细胞标志物 TNF-α、IL-1β和M2型巨噬

细胞标志物CCL-18、MRC-1 mRNA的表达与模型 1
组比较无显著差异；干预 48 h后，与模型 1组比

较，温阳化浊含药血清 1组 TNF-α和 IL-1β mRNA
的表达显著减少，CCL-18和MRC-1 mRNA的表达

显著增加；此外，温阳化浊含药血清 1组干预 48 h
后， IL-1β mRNA表达较干预 24 h时显著降低，

CCL-18、MRC-1 mRNA表达则显著升高，均提示

温阳化浊含药血清干预时间延长至48 h后，能够有

效抑制M1型巨噬细胞过度极化，降低M1/M2巨噬

细胞比例，从而减轻子宫内膜的慢性炎性状态。

子宫内膜巨噬细胞M1/M2极化失衡是导致胚

胎种植失败、流产、先兆子痫、早产等不良妊娠事

件的重要因素［16-18］。研究［4］表明，子宫内膜M1型
巨噬细胞增多，与CE患者发生反复种植失败相关。

复发性流产患者子宫蜕膜组织中可见大量M1型巨

噬细胞［19］。巨噬细胞作为Wnt配体的重要来源，

参与Wnt通路的激活［6］，巨噬细胞极化失衡可能影

响Wnt通路活性，进而导致胚胎种植失败。Wnt通
路在植入前囊胚的发育、囊胚激活以及囊胚在子宫

内膜的黏附和植入等过程中都发挥着广泛的调节作

用［20］。Wnt4、Wnt5a、Wnt6表达于子宫内膜基质

细胞，Wnt7b、Wnt11、β-catenin表达于腺上皮和

基质细胞，在胚胎种植窗期的表达显著增加［21-22］。

表5 各组细胞子宫内膜容受性标志分子mRNA表达比较 （2-ΔΔCT，x̄±s）
组别

非容受态组

容受态组

模型2组
温阳化浊方含药血清2组
空白血清2组

样本数

4
4
4
4
4

ITGαV
1. 00±0. 05
4. 32±0. 39a）
1. 76±0. 33c）
10. 96±1. 35a） c） d）

1. 89±0. 21e）

ITGβ3
1. 01±0. 08
4. 11±0. 43a）
1. 83±0. 20c）
5. 51±1. 30a） d）

1. 68±0. 11e）

ITGβ5
1. 01±0. 09
3. 17±0. 20a）
1. 26±0. 22c）
2. 78±0. 31a） d）

0. 75±0. 05c） e）

E-cadherin
1. 02±0. 13
2. 55±0. 20a）
1. 60±0. 10c）
2. 16±0. 07a）
1. 41±0. 10c） f）

L-selectin
1. 00±0. 03
2. 28±0. 25a）
0. 41±0. 08b） c）

0. 46±0. 02 c）
0. 44±0. 06 c）

注：ITGαV，整合素αV；ITGβ3，整合素β3；ITGβ5，整合素β5；E-cadherin，E-钙黏蛋白；L-selectin，L-选择素。

a）与非容受态组比较，P＜0. 01；b）与非容受态组比较，P＜0. 05；c）与容受态组比较，P＜0. 01；d）与模型 2组比较，P＜0. 01；e）
与温阳化浊方含药血清2组比较，P＜0. 01；f）与温阳化浊方含药血清2组比较，P＜0. 05。

表6 各组 JAr细胞黏附率比较 （%，x̄±s）
组别

容受态组

模型2组
温阳化浊方含药血清2组
空白血清2组

样本数

6
6
6
6

黏附率

90. 20±3. 62
57. 26±3. 32a）
84. 05±9. 60b）
51. 53±3. 08c）

注：a）与容受态组比较，P＜0. 01；b）与模型 2组比较，P＜

0. 01；c）与温阳化浊方含药血清2组比较，P＜0. 01。
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C-Jun、Met、LEF1是经典Wnt/β-catenin通路的下

游效应分子，C-Jun表达于囊胚的滋养层，能够促

进滋养层细胞侵入到子宫内膜上皮［23］。本研究结

果表明，与容受态组比较，当模型 2组子宫上皮

Ishikawa细胞暴露于 M1型巨噬细胞时，Met和
LEF1的表达差异无统计学意义，Wnt4、Wnt6、
Want7b、Wnt11、β-catenin和C-Jun表达显著降低，

提示Wnt通路活性显著下调；温阳化浊方含药血

清干预可显著增加Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、
β-catenin、C-Jun的表达水平，对Met和 LEF1的表

达无显著影响，提示温阳化浊方能够通过上调

Wnt4、Wnt6、Wnt7b、Wnt11、β-catenin、C-Jun的
表达，提高Wnt通路活性。

另有研究［21］表明，Wnt通路能够调节子宫内

膜容受性，在胚胎种植过程中发挥重要作用。在胚

胎植入窗口期，子宫内膜上皮细胞特异性表达黏附

蛋白 ITGαV、ITGβ3、ITGβ5、E-cadherin、L-selectin
等，调控子宫内膜呈现容受状态，以接纳胚胎的植

入［24-25］。E-cadherin是一种钙依赖性的细胞黏附分

子，在胚胎与子宫内膜上皮黏附阶段，表达于囊胚

的滋养外胚层，有利于胚胎在子宫内膜上皮细胞的

定位和黏附［26］；L-selectin表达于子宫内膜腔上皮

细胞、腺上皮细胞和囊胚滋养层细胞，能够促进胚

胎的植入［27］。本研究结果显示，模型2组子宫内膜

上皮 Ishikawa细胞与M1型巨噬细胞共培养后，与

容受态组比较，ITGαV、ITGβ3、ITGβ5、E-cadherin、
L-selectin的表达显著降低，JAr细胞黏附率显著降

低；温阳化浊方含药血清干预能显著升高上皮细胞

ITGαV、ITGβ3和 ITGβ5的表达，提高滋养层 JAr
细胞的黏附率，提示温阳化浊方通过上调Wnt通路

活性，提高子宫内膜容受性，从而促进胚胎种植。

综上所述，温阳化浊方能够有效提高慢性子宫

内膜炎的胚胎种植率，其机制可能与抑制M1型巨

噬细胞极化，增强Wnt通路活性，提高子宫内膜容

受性，从而促进胚胎种植相关。但本研究仅涉及胚

胎种植细胞实验，影响因素较为单一，不能够完全

反映在整个机体环境下慢性子宫内膜炎对胚胎种植

的影响，后续需要进一步研究探讨。
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The Effect of Wenyang Huazhuo Formula（温阳化浊方）-containing Serum on Ishikawa and JAr Cell Embryo
Implantation Model based on Wnt Pathway
FENG Weihua，ZHAO Xiaoli，CHEN Mingli，JIANG Nan，RONG Beilei，XIA Tian1

1. First Teaching Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine， Tianjin， 300193
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Wenyang Huazhuo Formula（温阳化浊方，WHF）
in promoting embryo implantation. Methods Twenty rats were randomly divided into WHF group and blank group，
with 10 rats in each group. Rats in the WHF group were given 21. 05 g/kg of WHF liquid by gavage for 7 days，while
those in the blank group was not given intragastric administration，so as to prepare WHF-containing serum and blank
serum. THP-1 monocytes were cultured in vitro and were differentiated into macrophages induced by phorbol ester
（PMA）. Furthermore，20 ng·ml-1 lipopolysaccharide（LPS）and 20 ng·ml-1 gamma Interferon（IFN）-γ）were used to
induce M1 polarization of macrophages. M1 macrophages were cultured in the 2%，4%，8%，10%，15%，and 20%
WHF-containing serum and blank serum. CCK8 method was used to detect cell viability，and WHF-containing serum
having the nontoxic maximum content were selected for follow-up experiment. M1 macrophages were divided into
three groups：model 1 group，WHF-containing serum 1 group，and blank serum 1 group. After M1 macrophages
polarization，WHF-containing serum 1 group was given selected concentration of WHF-containing serum，while blank
serum 1 group was given same concentration of blank serum for 24 and 48 hours. Real-time fluorescence quantitative
PCR（Real-time PCR）was used to detect mRNA expression of M1 macrophage markers including tumor necrosis
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factor-α（TNF-α）and interleukin 1β（IL-1β）and M2 macrophage markers including chemokine ligand 18（CCL-18）
and mannose receptor type C-1（MRC-1）. Transwell system was used to co-culture M1 macrophages，Ishikawa cells
and JAr cells to establish an in vitro embryo implantation model. These cells were divided into five groups：non-recep⁃
tive group（only Ishikawa cells），receptive group（including Ishikawa cells and JAr cells），model 2 group（M1 macro⁃
phages co-cultured with Ishikawa cells and JAr cells），WHF-containing serum 2 group and blank serum 2 group.
While M1 macrophages were co-cultured with Ishikawa cells，the latter two groups were administered with selected
concentration of WHF-containing serum and blank serum respectively for 48 hours，and then were co-cultured with
JAr cells. Real-time PCR was used to detect mRNA expression of Wnt pathway related factors including Wnt4，
Wnt6，Wnt7b，Wnt11 and β-catenin and endometrial receptive markers including integrin αV（ITGαV），integrin β3
（ITGβ3），integrin β5（ITGβ5），E-cadherin and L-selectin. Immunofluorescence assay was used to detect the expres⁃
sion of downstream molecules of Wnt pathway including proto-oncogene（C-Jun），mesenchymal transition factor
（Met）and lymphocyte enhancer binding factor 1（LEF1）. JAr cell adhesion rate was measured in all the groups ex⁃
cept for non-receptive group where there was no JAr cell spheroid adhesion. Results According to the results of cell
viability，10% WHF-containing serum was used for subsequent experiments. After 48 hours，compared to those in
the model 1 group，the mRNA expression of TNF- α and IL-1 β were reduced significantly，while CCL-18 and MRC-1
mRNA expression increased in the WHF-containing serum 1 group（P＜0. 01），and TNF- α mRNA expression signifi⁃
cantly decreased in the blank serum 1 group（P＜0. 05）. The mRNA expression of CCL-18 and MRC-1 were signifi⁃
cantly lower in the blank serum 1 group than the WHF-containing serum 1 group（P＜0. 01）. Compared to the non-

receptive group，the receptive group had significantly increased mRNA expressions of Wnt4，Wnt6，Wnt7b，Wnt11，
β -catenin，ITGαV，ITGβ3，ITGβ5，E-cadherin and L-selectin and protein expression of C-Jun（P＜0. 05 or P＜
0. 01）. Compared to the receptive group，the model 2 group had significantly decreased mRNA expressions of Wnt4，
Wnt6，Wnt7b，Wnt11，β -catenin，ITGαV，ITGβ3，ITGβ5，E-cadherin and L-selectin，protein expression of
C-Jun，and the adhesion rate of JAr cells（P＜0. 05 or P＜0. 01）. Compared to those in the model 2 group，the
mRNA expressions of Wnt4，Wnt6，Wnt7b，Wnt11，β-catenin，ITGαV，ITGβ3 and ITGβ5，protein expression of
C-Jun，and the adhesion rate of JAr cells increased significantly in the WHF-containing serum 2 group（P＜0. 01），

while there was no significant differences with blank serum 2 group（P＞0. 05）. Conclusion WHF-containing
serum can inhibit the polarization of M1 macrophages，up-regulate Wnt pathway，and improve endometrial receptivi⁃
ty，thereby promoting embryo implantation in chronic endometritis.
Keywords chronic endometritis；embryo implantation；Wenyang Huazhuo Formula（温阳化浊方）；endometrial
receptivity；macrophages；polarization；Wnt pathway

（收稿日期：2022 -01 -10；修回日期：2022 -05 -05）
［编辑：王利芬］

··1984


