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摘要：目的　探讨淫羊藿苷对复发性自然流产（ＲＳＡ）小鼠的保护作用及其潜在
作用机制。方法　将雌性ＣＢＡ／Ｊ小鼠随机分为对照组（与雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠交
配）、模型组（与雄性ＤＢＡ／２小鼠交配建模）、低剂量实验组（模型组的基础上灌
胃给予２５００ｍｇ·ｋｇ－１的淫羊藿苷）、高剂量实验组（模型组的基础上灌胃给予
５０００ｍｇ·ｋｇ－１的淫羊藿苷）、阳性药物组（模型组的基础上灌胃给予 ２６
ｍｇ·ｋｇ－１的地屈孕酮），治疗１４ｄ后收集子宫组织进行后续实验。观察和记录
胚胎吸收率，用酶联免疫吸附试验法检测白细胞介素（ＩＬ）－４和干扰素 γ
（ＩＦＮ－γ）水平，用实时荧光定量聚合酶链反应实验检测叉头蛋白Ｐ３（Ｆｏｘｐ３）和
Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）ｍＲＮＡ的表达水平，用蛋白质印迹法检测ＴＬＲ４和磷酸化核
转录因子－κＢ（ｐ－ＮＦ－κＢ）蛋白的表达水平。结果　对照组、模型组、低剂量
实验组、高剂量实验组和阳性药物组的胚胎吸收率分别为７３７％（７只／９５只）、
３７３３％（２８只／７５只）、２０９３％（１８只／８６只）、１３７９％（１２只／８７只）和
１２２２％（１１只／９０只），ＩＬ－４水平分别为（３３８４±５７１）、（１０７１±２３４）、
（１６８６±１１３）、（２６９１±３０４）和（１９５６±１７９）ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＦＮ－γ水平分别
为（２５９７±１４０）（６３３８±５３９）、（４７２３±６７８）（３４８０±４０８）和
（２９６１±３２５）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±００７、
０５７±００５、０７２±００６、０９０±００５和０６６±００６，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ相对表达水平
分别为１００±０１０、２３２±０１７、１７８±０１４、１４０±００８和２０５±０２６，ＴＬＲ４
蛋白相对表达水平分别为０３１±００５、０９０±０１１、０６８±００５、０５５±００５和
０７９±０１０，ｐ－ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平分别为 ０２７±００２、０８２±０１３、
０６６±００４、０４２±００５和０７５±００９。模型组的上述指标与对照组比较，低、
高剂量实验组的上述指标分别与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。结论　淫羊藿苷可能通过抑制ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ通路改善ＲＳＡ免
疫应答活性来发挥保护作用。
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　　复发性自然流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ，
ＲＳＡ）指的是妊娠２８周前与同一性伴侣连续发生３次
或３次以上的自然流产，其是妊娠期间的一种严重并
发症。ＲＳＡ的病因较为复杂（如遗传、感染等），然而
仍然有近５０％的 ＲＳＡ患者病因仍不清楚，这一群体
被定义为原因不明的 ＲＳＡ。临床上通过对这些原因
不明的ＲＳＡ病例的频繁检查发现，该群体存在母胎界
面免疫失衡［１－２］。淫羊藿作为一种传统的补益类中

药材，具有强健筋骨、滋补壮阳等功效。淫羊藿苷是

淫羊藿的主要活性成分之一，具有提高免疫力的显著

作用［３］。研究表明，淫羊藿苷在胚胎发育中具有保护

作用［４］。本研究旨在通过构建 ＲＳＡ小鼠模型，探究
淫羊藿苷对ＲＳＡ的保护作用及其作用机制。

材料与方法

１　材料
动物　雌性 ＣＢＡ／Ｊ小鼠，鼠龄８周，体质量２０～

２２ｇ，雄性ＤＢＡ／２小鼠，鼠龄８周，体质量２４～２６ｇ，
ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠，鼠龄８周，体质量２４～２６ｇ，均购
自赣南创新与转化医学研究院。动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（赣）２０２４－０００３。本实验经赣州市人民医院伦
理委员会批准［伦理批号：伦审科２０２４第（１５）号］。

药物与试剂　淫羊藿苷，规格：每支２０ｍｇ，纯度：
≥９８％，批号：２０２４０３１７，上海源叶生物科技有限公司
生产；地屈孕酮片，规格：每片１０ｍｇ，批准文号：国药
准字Ｈ２０２４３１６３，批号：２０２４０２１９，扬州奥锐特药业有
限公司生产。苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）
染色液，上海博湖生物科技有限公司生产；白细胞介素－
４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４，ＩＬ－４），上海梵态生物科技有限公司
生产；转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，
ＴＧＦ－β１）、干扰素 γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ，ＩＦＮ－γ）酶联免
疫吸附试验 （ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒，武汉爱博泰克生物科技有限公司生
产；逆转录试剂盒、引物，均由上海碧云天生物技术有

限公司生产；ＣＤ４ＡＰＣ、ＣＤ３ＥＦＩＴＣ、ＩＮＦ－γＰＥ、Ｔｏｌｌ
样受体４（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ４）、磷酸化核转录
因子 －κＢ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
κＢ，ｐ－ＮＦ－κＢ）、ＮＦ－κＢ抗体，均购自美国 Ａｎｃａｍ
公司；ＩＬ－４ＢＶ４２１、ＣＤ２５ＢＶ４２１抗体，均购自美国
ＢＤＰＭＧ公司；细胞刺激试剂盒，购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司。
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仪器　ＮＩＢ４００显微镜，美国 Ｎｅｘｃｏｐｅ公司产品；
ＥＬｘ８０８酶标仪，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司产品；ＣｙｔｏＦＬＥＸ流
式细胞仪，美国贝克曼库尔特公司产品；７５００Ｆａｓｔ实
时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪
器，美国赛默飞世尔公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建［５］

将雌性ＣＢＡ／Ｊ小鼠与雄性 ＤＢＡ／２小鼠按照２∶１
比例合笼，第２天清晨对雌性小鼠做阴道涂片，阴道
涂片出现大量精子，同时观察阴道口，肉眼可见黄白

色蜡状阴道栓，即为建模成功，并记为孕１ｄ。
２２　动物分组与处置方法

ＣＢＡ／Ｊ小鼠按照“２１”的方法进行建模，ＲＳＡ小
鼠建模成功后随机分为模型组、低剂量实验组、高剂

量实验组和阳性药物组，每组 １３只；对照组将雌性
ＣＢＡ／Ｊ小鼠与ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠按照２∶１比例合笼，
每组１３只。建模成功后（孕１ｄ），低、高剂量实验组
小鼠每天灌胃给予２５００和５０００ｍｇ·ｋｇ－１的淫羊
藿苷；阳性药物组小鼠每天灌胃给予２６ｍｇ·ｋｇ－１的
地屈孕酮，ｑｄ，连续治疗１４ｄ，对照组和模型组小鼠均
灌胃等量的０９％ ＮａＣｌ。末次给药２ｈ后，处死小鼠，
暴露子宫，取子宫组织进行后续实验。

２３　小鼠胚胎流产率及吸收率检测
末次给药后，观察各组孕鼠胚胎着床数和胚胎吸

收（子宫着床位置呈现黑且小残留物或者完全流失即

为胚胎吸收）数，计算胚胎吸收率（％）＝胚胎吸收数／
全部胚胎数×１００％；胚胎流产率（％）＝流产小鼠／本
组全部小鼠数量×１００％（流产小鼠：存在１个及以上
胚胎吸收的小鼠）。

２４　ＨＥ染色法检测各组小鼠最大横截面胎盘 －子
宫组织病理学改变［６］

随机选取３只小鼠，处死后取小鼠相应组织，清
洗后用多聚甲醛固定２４ｈ，然后经乙醇梯度脱水、二
甲苯透明后进行石蜡包埋制片；取石蜡切片，经烤片

后脱蜡至水，然后进行 ＨＥ染色（苏木精染色１０ｍｉｎ
→流水冲洗２ｍｉｎ→盐酸乙醇浸泡２ｓ→流水冲洗→
伊红染色１ｍｉｎ），经乙醇梯度脱水、二甲苯透明后，用
中性树胶封片，在显微镜下观察并拍照。

２５　ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠子宫组织免疫相关因子
表达水平［５］

取子宫组织，冲洗干净后用滤纸吸干水分，加入

０９％ＮａＣｌ进行组织匀浆，然后离心收集上清液，严格
根据试剂盒操作步骤检测ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１和ＩＦＮ－γ

水平。

２６　ＲＴ－ｑＰＣＲ实验检测相关基因 ｍＲＮＡ的表达
水平［７］

收集各组子宫组织，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，检
测浓度后将总ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ为
模板进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ扩增，并以 β－ａｃｔｉｎ为内参，以
２－ΔΔＣｔ法计算 ＴＬＲ４、ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１、ＩＦＮ－γ和叉头
样转录因子３（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＰ３，Ｆｏｘｐ３）ｍＲＮＡ相对表
达水平。

２７　流式细胞术检测辅助性Ｔ细胞（ｈｅｌｐｅｒＴ，Ｔｈ）１、
Ｔｈ２和调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇ）细胞
的表达水平［８］

将子宫组织１００ｍｇ剪碎后，用磷酸盐缓冲溶液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）漂洗，加入３０倍体
积的胰蛋白酶进行消化３０ｍｉｎ，之后加入 ＲＰＭＩ１６４０
培养基停止消化，过筛后收集细胞悬液，然后离心收

集细胞沉淀备用。Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞数检测：用细胞刺激
试剂盒对细胞处理 ４ｈ，然后加入 ＣＤ４ＡＰＣ、ＣＤ３Ｅ
ＦＩＴＣ抗体，避光孵育 ３０ｍｉｎ，用固定破膜试剂处理
２０ｍｉｎ，清洗后加入ＩＬ－４ＢＶ４２１、ＩＮＦ－γＰＥ抗体孵育
３０ｍｉｎ，清洗后，用流式细胞仪检测。Ｔｒｅｇ细胞数量检
测：用细胞刺激试剂盒对细胞处理４ｈ，然后加入 ＣＤ４
ＡＰＣ、ＣＤ３ＥＦＩＴＣ、ＣＤ２５ＢＶ４２１抗体混合液，避光孵育
３０ｍｉｎ，固定破膜试剂处理 ２０ｍｉｎ，清洗后加入
Ｆｏｘｐ３ＰＥ抗体孵育３０ｍｉｎ，清洗后，用流式细胞仪检测。
２８　蛋白质印迹法检测 ＴＬＲ４信号通路蛋白的表达
水平［９］

取小鼠子宫组织，加入裂解液充分裂解后离心收

集上清液，用ＢＣＡ试剂盒检测总蛋白浓度，之后取适
量蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离蛋白，经转膜、封闭（５％脱脂奶粉）后与ＴＬＲ４、
ｐ－ＮＦ－κＢ、ＮＦ－κＢ一抗孵育（４℃）过夜，次日洗膜
后与二抗稀释液（１∶５０００）孵育２ｈ，洗膜后滴加显色
液并曝光，分析灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计数资料用率

（％）表示，比较用卡方检验；计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，
组间比较用单因素方差分析，组内两两比较用ＬＳＤ－ｔ
检验。

结　　果

１　淫羊藿苷对ＲＳＡ小鼠胚胎流产率及吸收率的影响
对照组：雌性 ＣＢＡ／Ｊ小鼠与 ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠
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合笼；模型组：雌性ＣＢＡ／Ｊ小鼠与雄性ＤＢＡ／２小鼠
合笼；低剂量实验组：在模型组的基础上灌胃

２５００ｍｇ·ｋｇ－１淫羊藿苷；高剂量实验组：在模型
组的基础上灌胃 ５０００ｍｇ·ｋｇ－１的淫羊藿苷；阳
性药物组：在模型组的基础上灌胃２６ｍｇ·ｋｇ－１的
地屈孕酮。

模型组的胚胎流产率及吸收率均显著高于对

照组（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）；低、高剂量实验组及
阳性药物组的胚胎吸收率均显著低于模型组

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；低、高剂量实验
组的胚胎流产率及吸收率组间比较，在统计学上差

异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）。结果见表１。
２　淫羊藿苷对 ＲＳＡ小鼠胎盘 －子宫组织病理学改
变的影响

由图１可见：对照组小鼠胚胎 －子宫组织结构
完整饱满，内膜增厚，Ｌａｂｙｒｉｎｔｈ区域充满窦，蜕膜整
齐致密，无明显病理学改变；模型组小鼠胎盘体积

明显减小，组织排列不规则，Ｌａｂｙｒｉｎｔｈ区域狭窄，窦
状窦数量减少，细胞排列紊乱；相比于模型组，低、

高剂量实验组及阳性组子宫组织结构改变均得到

恢复。

３　淫羊藿苷对 ＲＳＡ小鼠子宫组织免疫相关因子表
达的影响

模型组的 ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１水平和 ｍＲＮＡ相对
表达水平以及 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ相对表达水平均显著
低于对照组，ＩＦＮ－γ水平和 ｍＲＮＡ相对表达水平
均明显高于对照组（均 Ｐ＜０００１）；低、高剂量实
验组及阳性药物组的 ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１水平和
ｍＲＮＡ相对表达水平以及 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ相对表达水
平均 明 显 高 于 模 型 组 （Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）；低、高剂量实验组间的ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ
和 ＴＧＦ－β１水平和ｍＲＮＡ相对表达水平以及
Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ相对表达水平比较，在统计学上差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表２。

４　淫羊藿苷对ＲＳＡ小鼠子宫组织Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ细
胞数的影响

模型组的 Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ细胞数均显著低于对照
组，Ｔｈ１细胞数明显高于对照组（均 Ｐ＜０００１）；
低、高剂量实验组及阳性药物组的 Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ细胞
数均显著高于模型组，Ｔｈ１细胞数明显低于模型组
（Ｐ＜００１）；低、高剂量实验组间比较，Ｔｈ１细胞数
在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１），
见表３。
５　淫羊藿苷对 ＲＳＡ小鼠子宫组织 ＴＬＲ４表达的
影响

由图２可见，小鼠子宫组织中 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ相对
表达水平与 ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１、Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ相对表达
水平均呈显著负相关（均Ｐ＜００５），与ＩＦＮ－γｍＲＮＡ
相对表达水平呈显著正相关（Ｐ＜００５）。

模型组子宫组织中 ＴＬＲ４和 ｐ－ＮＦ－κＢ蛋白相
对表达水平均显著高于对照组（均 Ｐ＜０００１）；低、高
剂量实验组子宫组织中 ＴＬＲ４和 ｐ－ＮＦ－κＢ蛋白相
对表 达 水 平 均 显 著 低 于 模 型 组 （Ｐ ＜００１，
Ｐ＜０００１）；高 剂 量 实 验 组 子 宫 组 织 中 ＴＬＲ４、
ｐ－ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平均显著低于低剂量实
验组（均Ｐ＜０００１），见表４和图３。

表１　各组小鼠胚胎流产率及吸收率的比较
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｅｔａｌａｂｏｒｔｉｏｎｒａｔｅｓａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ
ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｄｏｓｅ

（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ａｂｏｒｔｉｏｎｒａｔｅ

（％，ｎ／Ｎ）

Ａｂｓｏｒｐｔｉｖｉｔｙ

（％，ｎ／Ｎ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３ － ７６９（１／１３） ７３７（７／９５）

Ｍｏｄｅｌ １３ － ５３８５（７／１３） ３７３３（２８／７５）

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １３ ２５００ ３０７７（４／１３） ２０９３（１８／８６）＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １３ ５０００ １５３８（２／１３）＃ １３７９（１２／８７）＃＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １３ ２６０ ２３０８（３／１３） １２２２（１１／９０）＃＃＃

Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

图 １　用苏木精－伊红（ＨＥ）染色检测各组小鼠子宫组织病理学变化（×４０）

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｕｔｅｒｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４０）
ＤＥ：Ｄｅｃｉｄｕａ；ＪＺ：ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌｚｏｎｅ；ＬＡ：Ｌａｂｙｒｉｎｔｈ



１１３０　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第８期　２０２５年４月（总第４３０期）　　　　

表２　各组小鼠子宫组织免疫相关因子表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅ－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｕｔｅｒｉｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｃｏｎｔｅｎｔ（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－４ ＴＧＦ－β１ ＩＦＮ－γ
Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ３３８４±５７１ ９０４２±８７９ ２５９７±１４０
Ｍｏｄｅｌ １０ １０７１±２３４ ４７４８±５７５ ６３３８±５３９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ １６８６±１１３＃＃＃ ５５８２±４２０＃＃ ４７２３±６７８＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ２６９１±３０４＃＃＃ΔΔΔ ６７５１±５５４＃＃＃ΔΔΔ ３４８０±４０８＃＃＃ΔΔΔ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １０ １９５６±１７９＃＃＃ ６０２４±６２２＃＃＃ ２９６１±３２５＃＃＃

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ｍＲＮＡ

ＩＬ－４ ＴＧＦ－β１ ＩＦＮ－γ Ｆｏｘｐ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ １００±０１５ １００±０１３ １００±００９ １００±００７
Ｍｏｄｅｌ １０ ０６１±００４ ０６８±００８ ２２０±０２２ ０５７±００５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ ０６７±００７＃ ０７７±００９＃ １７４±０１９＃＃＃ ０７２±００６＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ０７７±００７＃＃＃ΔΔ ０８８±００９＃＃＃Δ １４５±０１５＃＃＃ΔΔ ０９０±００５＃＃＃ΔΔ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １０ ０６５±００６＃＃＃ ０７９±００４＃＃ １７６±０１９＃＃＃ ０６６±００６＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；ＩＬ－４：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４；ＴＧＦ－β１：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１；ＩＦＮ－γ：Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ；Ｆｏｘｐ３：
ＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＰ３

表３　各组小鼠子宫组织辅助性Ｔ（Ｔｈ）１、Ｔｈ２和调节Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞数的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴｈｅｌｐｅｒ（Ｔｈ）１，Ｔｈ２ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ（Ｔｒｅｇ）ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｉｎｕｔｅｒｉｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｔｈ１（％） Ｔｈ２（％） Ｔｒｅｇ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３３±０１５ ９０１±０８９ ２３７０±２２０
Ｍｏｄｅｌ ５５１±０６６ １６３±０２３ ７９８±０７３
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ４１２±０２５＃＃＃ ５２７±０５３＃＃＃ ９８０±１３０＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ３３３±０４４＃＃＃ΔΔΔ ７６４±０９８＃＃＃ΔΔΔ １３７４±０８７＃＃＃ΔΔΔ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ４０４±０４４＃＃＃ ５１６±０５０＃＃＃ １００８±１２６＃＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；Ｔｈ：Ｔｈｅｌｐｅｒ，Ｔｒｅｇ：ＲｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ

图 ２　复发性自然流产（ＲＳＡ）小鼠子宫组织Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）ｍＲＮＡ相对表达水平与白细胞介素４（ＩＬ－４）、转化生长因子β１
（ＴＧＦ－β１）、干扰素γ（ＩＦＮ－γ）、叉头样转录因子３（Ｆｏｘｐ３）ｍＲＮＡ相对表达水平的相关性分析
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４（ＴＬＲ４）ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４（ＩＬ－４），ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦ－β１），ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ（ＩＦＮ－γ）ａｎｄｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＰ３（Ｆｏｘｐ３）ｉｎｔｈｅｕｔｅｒｉｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｒｅｃｕｒｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ
ａｂｏｒｔｉｏｎ（ＲＳＡ）ｍｉｃｅ

表４　各组小鼠子宫组织中ＴＬＲ４信号表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴＬＲ４ｓｉｇｎａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｕｔｅｒｉｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＬＲ４ｍＲＮＡ ＴＬＲ４ｐｒｏｔｅｉｎ ｐ－ＮＦ－κＢｐｒｏｔｅｉｎ ＮＦ－κＢｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１０ ０３１±００５ ０２７±００２ ０９０±００８
Ｍｏｄｅｌ ２３２±０１７ ０９０±０１１ ０８２±０１３ ０９１±０１５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １７８±０１４＃＃＃ ０６８±００５＃＃＃ ０６６±００４＃＃ ０８８±００８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １４０±００８＃＃＃ΔΔΔ ０５５±００５＃＃＃ΔΔΔ ０４２±００５＃＃＃ΔΔΔ ０９２±０１０
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２０５±０２６＃ ０７９±０１０＃ ０７５±００９ ０８９±０１０

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１；ｐ－ＮＦ－κＢ：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒκＢ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１１３１　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３０）

图３　用蛋白质印迹实验检测子宫组织中ＴＬＲ４相关蛋白的表
达情况

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＴＬＲ４－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｕｔｅｒｉｎｅｔｉｓｓｕｅ

讨　　论

母胎界面免疫失衡是不明原因 ＲＳＡ发生的重要
原因之一。有研究表明，淫羊藿苷可能通过调节

ｍＴＯＲ信号通路在 ＲＳＡ动物模型中发挥保护作
用［１０］。ＣＢＡ／Ｊ×ＤＢＡ／２Ｊ小鼠交配组合由于流产率
相对较高，再加上近交系小鼠具有实验可重复性高、

个体间同质性高等固有优势，是ＲＳＡ研究的重要动物
模型［５］。本研究发现，ＲＳＡ小鼠胚胎流产率及吸收率
均明显降低，同时病理学染色结果也显示淫羊藿苷可

以明显降低ＲＳＡ小鼠母胎界面子宫炎症反应，这提示
淫羊藿苷对 ＲＳＡ小鼠具有明显的保胎作用，这与
ＰＥＮＧ等［１０］研究结果一致。

研究表明，Ｔｒｅｇ细胞缺乏是 ＲＳＡ发展的关键因
素［１１－１３］。在本研究中，ＲＳＡ模型小鼠母胎界面 Ｔｈ２
和Ｔｒｅｇ细胞数减少，Ｔｈ１细胞增多，同时相关细胞因
子ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１和 Ｆｏｘｐ３水平降低，ＩＦＮ－γ水平
升高，提示ＲＳＡ小鼠免疫失衡，而经不同剂量的淫羊
藿苷治疗后，相关Ｔ细胞数及其细胞因子水平均得到
不同程度的改善。这提示淫羊藿苷可以通过改善免

疫应答活性来改善ＲＳＡ妊娠结局。
本研究进一步探究淫羊藿苷作用的可能潜在机制

发现，ＲＳＡ小鼠母胎界面ＴＬＲ４及ｐ－ＮＦ－κＢ表达显
著上调，而经淫羊藿苷治疗后可以明显减弱 ＴＬＲ４及
ｐ－ＮＦ－κＢ表达。ＴＬＲ４相关炎性信号已被证实与ＲＳＡ
发展相关［１４］。ＴＬＲ４被活化后会激活ＮＦ－κＢ，ＮＦ－κＢ
可以有效诱导多种炎症细胞因子的表达并刺激其从细

胞中释放，介导炎性反应。已有研究证实，Ｔｒｅｇ可以通
过ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ途径影响ＲＳＡ小鼠的炎症细胞因子
释放进而介导免疫平衡［１５］。本研究还观察到，ＴＬＲ４的
表达与 ＩＬ－４、ＴＧＦ－β１、Ｆｏｘｐ３表达均呈负相关，与
ＩＦＮ－γ表达呈显著正相关，这提示ＴＬＲ４与ＲＳＡ小鼠

免疫平衡失调有关，这与ＱＩＮ等［１５］研究结果一致。

本研究提示，淫羊藿苷可能通过 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ
信号通路调节免疫应答活性在 ＲＳＡ模型小鼠中发挥
保护作用。
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［２］　ＬＩＤ，ＺＨＥＮＧＬ，ＺＨＡＯＤ，ｅｔａｌＴｈｅｒｏｌｅｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎｒｅｃｕｒ

ｒｅｎｔｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｂｏｒｔｉｏｎ［Ｊ］ＲｅｐｒｏｄＳｃｉ，２０２１，２８（１２）：

３３０３—３３１５

［３］　王义翠，彭慧霞，夏子岚，等淫羊藿苷药理作用及应用研究进

展［Ｊ］中华中医药学刊，２０２３，４１（６）：１８２—１８６

［４］　李美玲淫羊藿苷通过调节卵巢颗粒细胞增殖与分泌功能改

善ＤＯＲ患者ＩＶＦ助孕结局的临床与机制研究［Ｄ］江苏 南京：

南京中医药大学，２０２０

［５］　余甜白术对复发性流产模型小鼠免疫耐受安胎机制研究

［Ｄ］．陕西 咸阳：陕西中医药大学，２０２２

［６］　陈梦雅ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１信号通路在自身免疫性甲状腺炎流产中的

作用及免疫机制的研究［Ｄ］辽宁大连：大连医科大学，２０２０

［７］　龚竹韵，杨晓丹，程序，等葛根芩连汤调控微 ＲＮＡ－５４２－３ｐ

对溃疡性结肠炎的保护机制［Ｊ］世界中医药，２０２２，１７（１６）：

２３１７—２３２１

［８］　吕竞芳，蒋敏，周真真，等寿胎丸对复发性流产模型小鼠母胎

界面乳酸含量及免疫相关因子表达的影响［Ｊ］中医杂志，

２０２４，６５（９）：９３４—９４２

［９］　辛卉，周平生，徐鹏，等隔药饼灸调控子宫内膜异位症小鼠磷

脂酰肌醇３激酶信号通路的研究［Ｊ］世界中医药，２０２３，１８

（１６）：２３１４—２３１８

［１０］　ＰＥＮＧＦ，ＨＡＮＺ，ＣＨＥＮＨ，ｅｔａｌＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
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ｍｉｃｅ［Ｊ］ＲｅｐｒｏｄＳｃｉ，２０２３，３０（９）：２７９４—２８０４

［１１］　常兴隆 复发性流产患者 Ｔｈ１／Ｔｈ２型细胞因子的表达分析

［Ｊ］．数理医药学杂志，２０２１，３４（１）：４５—４６

［１２］　ＬＵＯＪ，ＷＡＮＧＹ，ＱＩＱ，ｅｔａｌＳｉｎｏｍｅｎｉｎｅｉｍｐｒｏｖｅｓｅｍｂｒｙｏｓｕｒｖｉｖａｌ
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ｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／３３３９０５８５／

［１３］　祝丽琼，陈慧，刘梅兰，等不明原因复发性流产患者外周血

Ｔｒｅｇ细胞及细胞因子ＴＧＦ－β、ＩＬ－１０的表达及临床意义［Ｊ］

实用医学杂志，２０１９，３５（１）：９６—９９，１０３

［１４］　李素叶，王娇，焦艳，等复发性流产生殖道感染病原学和蜕膜

组织ＴＬＲ４、ＭＩＦ、Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２表达水平及其临床意义［Ｊ］中华

医院感染学杂志，２０２４，３４（１４）：２１９２—２１９６

［１５］　ＱＩＮＳ，ＬＩＬ，ＬＩＵＪ，ｅｔａｌＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ
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